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OZET

Doktora Tezi

ARNEBIA DENSIFLORA LEDEB. BiTKIiSINDE BiTKi DOKU KULTURU
METOTLARI iLE SiKONIN VE TUREVLERININ URETILMESI

Tugba Ercetin

Ankara Universitesi Biyoteknoloji Enstitiisii

Danigsman: Prof. Dr. Giilnur TOKER

Anadolu ve Yunanistan’da yetisen bir tiir olan Arnebia densiflora Ledeb. (Boraginaceae)
koklerinden elde edilen ekstreler; yanik, yara, egzama tedavilerinde kulanildig: gibi, boyar
madde olarak gida, dokumacilik ve kozmetik sanayiinde de kullanilmaktadir. Koklerden
izole edilen alkannin/sikonin tiirevi naftokinonlar; yara iyilestirici, antitiimdral,
antimikrobiyal, antienflamatuvar ve antioksidan aktivitelere sahiptir.

Bu calismada, A. densiflora bitkisinde, sikonin ve tiirevlerinin miktarlarinin doku kiiltiirii
metotlar1 olan kallus, siispansiyon kiiltiirleri ve biyoreaktorlerde arttirilmasi amaglanmistir.
Bitkinin kokleri, gen¢ siirglinleri ve yapraklar1 eksplant kaynagi olarak kullanilmis ve
kallus {tiretilmesi agamasinda yogun bir kontaminasyon problemi ortaya ¢ikmustir. Bu
problemi asabilmek amaciyla farkli sterilizasyon yontemleri kullanilmistir. Eksplantlar
NaOCl, PPM ve H,O; ve antibiyotik-antifungal karisimlari ile muamele edildikten sonra
cesitli oranlarda biiylime diizenleyicileri iceren Murashige ve Skoog (MS), Gamborg (BS5)
ve Schenk ve Hildebrandt (SH) ortamlarina ekilerek karanlikta inkiibe edilmislerdir. En iyi
kallus gelisimi goriilen MS ortamu ile hiicre hatlar1 olusturulmustur ve bu kalluslar sikonin
iiretimi i¢in 6zel ortamlar olan M9 ve M10 ortamlarina transfer edilmislerdir.

Kallus ve siispansiyon kiiltiirleri 50 giin, biyoraktdrler 25 giin siire ile izlenmistir. M9 ve
MI10 ortamlarinda olusturulan kalluslarda, siispansiyon Kkiiltiirlerinde, biyoreaktorlerde
gelisen hiicrelerde ve sivi ortamlarda sikonin ve tiirevlerinin analizleri yapilmistir. In vitro
olarak elde edilen bu hiicrelerdeki ve bitkinin kok, kabuk kisimlarindaki sikonin, alkannin
ve asetilalkannin degerleri kalitatif ve kantitatif olarak analiz edilerek karsilastirilmistir.
Kantitatif analizlerde  spektrofotometrik metot ve ters faz yiiksek basingli sivi
kromatografisi kullanilmigtir. Kiral kolon kullanilarak yapilan HPLC analizleri ile de
alkannin ve sikonin ayrimi yapilarak miktarlar1 belirlenmistir.

Sikonin ve tiirevlerinin analizleri sonucunda, in vitro olarak yapilan tiim caligmalarda,
sekonder metabolit {iretimine M10 ortaminin, M9 ortamidan daha iyi yanit verdigi tespit
edilmistir. Spektrofotometrik analiz sonucunda sikonin ve tiirevleri M10 ortaminda
gelistirilen kalluslarda 40. giinde (% 2.09), siispansiyon kiiltiirlerinde 50. giinde (166.00

il



mg/L) ve biyoreaktorlerde ise 25. giinde (213.42 mg/L) en yiiksek miktarlarda
bulunmustur. Bitkinin koklerinde % 1.404, kabuklarinda ise % 17.276 sikonin ve tiirevi
bulundugu tespit edilmistir.

Ters faz HPLC ile analizleri sonucunda toplam sikonin ve asetilalkannin miktarlar1 sirasiyla
MI10 ortaminda gelistirilen kalluslarda 40. giinde % 1.646 ve % 1.227; siispansiyon
kiiltiirlerinde 50. giinde 54.614 mg/L ve 11.231 mg/L; biyoreaktorlerde ise 25. giinde
111.40 mg/L ve 59.475 mg/L olarak tespit edilmistir. Bitkinin koklerinde bulunan
sikonin ve asetilalkannin miktarlar1 % 0.636 ve 0.030; kabuklarda ise % 13.78 ve 4.707
olarak belirlenmistir.

Kiral kolonla yapilan HPLC analizleri sonucunda, bitkinin kdk ve kok kabuklarinda ve de
in vitro olarak elde edilen hiicreler ve ortamlarda ¢ogunlukla alkannin miktarmin sikonin
miktarindan fazla oldugu belirlenmistir. Sikonin:alkannin oran1 kdk kabuklarinda 2:98
iken, bu degerin kalluslarda 24-65:76-35, siispansiyon kiiltiirlerinde 31-57:69-43,
biyoreaktorlerde iiretilen hiicrelerde ise 1.5-30:98.5-70 oranlarinda oldugu tespit edilmistir.

2013, 200 sayfa

Anahtar Kkelimeler: Arnebia densiflora Ledeb., naftokinon, sikonin, alkannin, kallus
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ABSTRACT

Ph.D. Thesis

PRODUCTION OF SHIKONIN AND DERIVATIVES WITH PLANT TISSUE
CULTURE METHODS IN ARNEBIA DENSIFLORA LEDEB.

Tugba Ercetin

Ankara University Biotechnology Institute

Supervisor: Prof. Dr. Gulnur TOKER

Arnebia densiflora Ledeb. (Boraginaceae), grown in Anatolia and Greece, the extracts
which are obtained from roots not only used for the treatments of burn, wound, eczema but
also used for dying food, textile and cosmetology. Naphtoquinones which are shikonin and
alkannin derivatives are isolated from the roots that have a wound healing, antitumoral,
antimicrobial, antiinflamatory and antioxidant activities.

In this study, the amounts of the shikonin, alkannin and its derivatives in 4. densiflora
plant were aimed to increase in callus, suspension cultures and bioreactors which are the
tissue culture methods. The parts of the plant’s roots, young shoots and leaves were used as
explants source and the intense contamination problem came up during the phase of
production callus. Different sterilization techniques were used to overcome this problem.
After treatment of explants with NaOCl, PPM, H,0, and antibiotic-antifungal mixture
these were sown in MS, B5, LS and SH media containing growth regulators in various
proportions and incubated in the dark. The cell line was created with MS medium which
has the best callus development and these calluses were transferred to M9 and M10 media
which are the special media for the production of shikonin.

Callus and suspension cultures have been observed for 50 days, bioreactors have been
observed for 25 days. Shikonin and derivatives which were created by the growing cell
with M9 and M10 media on calluses, suspension cultures and bioreactors and also
extracellular media in bioreactors have been analyzed. Shikonin, alkannin and
acetylalkannin values in these cells which have been obtained from the in vitro and in the
root, bark parts of the plant have compared by analyzing qualitatively and quantitatively.
Spectrophotometric method and reversed phase high performance liquid chromatography
(RP-HPLC) have been used for quantitative analysis. Then the amounts of alkannin and
shikonin have been determined with making a distinction by using a chiral colon in an
HPLC analysis.

As a result of analysis of shikonin and its derivatives were detected in M10 medium



responded better than M9 medium to the production of secondary metabolites all of the in
vitro studies. The highest amounts were obtained from the callus cultures on 40th day (2.09
%), suspension cultures on 50th day (166 mg/L), bioreactors on 25th day (213.42 mg/L) in
M10 media for the production of shikonin and derivatives by spectrophotometric method.
Shikonin and derivatives determined in the plant roots 1.404 % and the barks 17.276 %.

A result of RP-HPLC analysis, the amount of the total shikonin and acetylalkannin were
determined to develop in M10 medium to the callus cultures on 40th day respectively
1.646 % and 1.227 %, suspension cultures on 50th day 54.614 mg/L and 11.231 mg/L,
bioreactors on 25th day 111.4 mg/L and 59.475 mg/L. The amount of the shikonin and
acetylalkannin determined in the plant roots 0.636 % and 0.03 %, the barks 13.78 % and
4.707 %.

A result of HPLC analysis with chiral column determined the amount of alkannin higher
than the amount of shikonin in the root and root bark of the plant and as for that in the cells
and media which were obtained from the in vitro mostly. The ratio of shikonin:alkannin
were found in the root barks 2:98 while the rates in calluses 24-65:76-35, in suspension
cultures 31-57:69-43, the cells produced in bioreactors 1.5-30:98.5-70.

2013, 200 pages

Keywords: Arnebia densiflora Ledeb., naphtoquinone, shikonin, alkannin, callus culture,
cell suspension culture, bioreactor, HPLC, chiral, plant tissue culture
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1. GIRIS

Arnebia Forsk. (Boraginaceae) cinsinin Anadolu’da yetisen 5 tiiriinden birisi olan Arnebia
densiflora Ledeb. bitkisi sarp, kire¢li, kayalik arazilerde yetisen, 20-40 cm yiikseklikte,
sar1 ¢icekli, yapraklar1 kadife gibi tiiylii, kisa kalin odunsu govdeli, ¢ok yillik bir bitkidir.

Anadolu ve Yunanistan'da yetigsmektedir (1).

Bitkinin kokleri alkannin/sikonin tiirevi naftokinonlar tagimaktadir (2). Alkannin ve sikonin
kiral ¢ifti, basta yara iyilestirici olmak tizere antienflamatuvar, antimikrobiyal, antioksidan,
antikanser, radikal siipiiriicii ve antitrombotik aktiviteleri ile iizerinde pek ¢ok g¢aligma
yapilan potansiyel farmasotiklerdir (3, 4). Alkannin ve antipodu sikoninler 6zellikle cilt
hastaliklar1, yanik, yara, egzama tedavilerinde kullanilmaktadir (5). Koklerden elde edilen
ekstrelerin boyar madde olarak gida, dokumacilik ve kozmetolojide de kullanimi
bulunmaktadir (5). Arnebia tiirleri iizerinde yapilan biyolojik aktivite ¢aligmalarinda,
koklerden izole edilen bazi naftokinonlarin antitiimor, antifungal, antibakteriyel 6zellikleri
ortaya cikarilmistir (6, 7, 8, 9, 4, 10). Alkannin gida katkis1 (Food Additives) olarak
FAO/WHO Komitesi tarafindan kabul edilmis ve diinyada yaklasik 20 iilkede boyar madde

olarak kullanilmasina izin verilmistir (11).

Arnebia densiflora, boya olarak kullanilan diger Boraginaceae familyas: bitkilerine gore
fazla miktarda sikonin ve tiirevlerini tasimaktadir. Anadolu’da yetisen ve halk arasinda
havaciva olarak bilinen Alkanna, Echium, Onosma, Anchusa ve Arnebia cinslerine ait 18
bitkiden alinan kok 6rneklerinin HPLC’de iki farkli kolon sisteminde incelendigi ¢calismada
naftokinonlar yoniinden en zengin bitkinin kok kabuklarinda % 16.83 oraninda sikonin

iceren A. densiflora numunesi oldugu bulunmustur (12).

Sikonin, doku kiiltiirii metotlar1 ile endiistriyel boyutta {iretilen ilk sekonder metabolittir
(13). Tabata ve ekibi tarafindan alkannin ve sikoninin ticari iiretiminin gergeklestigi
Japonya’da bulunan Mitsui Petrokimya Sirketi, bu konuda bir¢ok patentin sahibi olmustur.
Lithospermum erythrorhizon bitkisinden doku kiiltiirii ile endiistriyel boyutta iiretilen
sikonin; gida, kozmetik ve ila¢ sanayisinde boyar madde olarak kullanilmaktadir (14, 15,
16, 17, 6, 18). Yine Uzak Dogu’da yetisen Arnebia euchroma’dan doku kiiltiirii ile sikonin

iiretilmesi ile ilgili caligmalar yapilmaktadir (19).



Igerdigi naftokinonlardan dolay1 4. densiflora gerek sanayide yiiksek kullanim potansiyeli
acisindan gerekse tibbi bir bitki olmasi nedeniyle degerlendirilmesi gereken bir bitkidir.
Bu ¢alismada A. densiflora bitkisinin ¢esitli kisimlarindan eksplantlar alinarak farklr bitki
biiyiime diizenleyicileri igeren besin ortamlar1 ile kallus, siispansiyon kiiltlirleri ve
biyoreaktor sistemleri kurulmasi ile bu sistemlerdeki sikonin ve tiirevlerinin arttirilmasi

amagclanmstir.

Ulkemizde ve diinyada A. densiflora ile bu konuda yapilan herhangi bir ¢alisma yoktur.
Bu nedenle bdlgesel endemik bir bitki olan A. densiflora’dan sikonin iiretimi, lilke
ekonomisi agisindan 6nem tagimaktadir. Ulkemize ait kaynaklar1 degerlendirmek ve
kullanima a¢gmak i¢in yaptigimiz ¢aliymamiz, ayn1 zamanda biyoteknoloji alaninda da

onemli bir bilgi birikimi saglayacaktir.



2. KURAMSAL TEMELLER

2.1. Botanik Bilgiler

Boraginaceae familyasinin Arnebia Forsk. cinsine dahil bir tiir olan Arnebia densiflora

Ledeb. Tiirkiye ve Yunanistan’da dagilim gosteren endemik bir bitkidir (1).

2.1.1. Boraginaceae Familyasi

Cogunlukla tek yillik, iki yillik, ¢ok yillik otlar, nadiren ¢ali veya aga¢ formunda bitkilerdir.
Yapraklar alternat, stipulsuz, basit, cogunlukla sik (indumentum), kaba ve batici (setos) tiiy
ortiisiine sahiptir. Cicek durumunun ugta bulunan dallar1 kimoz, helizoid kimoz, ya da ¢igek
durumu nadiren dallanmis tirsusa benzemektedir. Kaliks birlesik 5 sepalli, u¢ kisimlari
serbest (5 loplu) nadiren de 9 loplu veya diizensiz dilsidir ve ¢ogu kez c¢icek agma
devresinden sonra genislemektedir. Korolla 5 loplu, aktinomorf (isinsal) veya nadiren
zigomorf (tek eksenli) dur, genellikle tiip kismi belirgin ve ug¢ kisimlar oldukca derin
lopludur. Korollanin bogaz kisminda 5 parcali bogaz pullar1 veya ¢ogunlukla tiiylerden
olusan bir kusak bulunmakta (nektariferous) veya bogaz bolgesi piiriizsiiz ve tiiysilizdiir.
Boraginaceae familyasinda korolla seklinin degisik kombinasyonlar1 belirtilmektedir
(6rnegin; klavat-kampanulat Onosma cinsinde veya silindirik-kampanulat; Symphytum
cinsinde oldugu gibi). Stamen sayist 5 adet olup petallere bitisik (epipetalus), korolla
loplariyla almagik konumludur. Ovaryum; {ist durumlu, 4 (nadiren 2) lokuluslu (gozlii),
stilus; ginobazik, nadiren terminal, genellikle bdliinmemis, stigma; biitiin veya 2 (-4)
lopludur. Meyve genellikle 4 nutletli (findiks1), birlesme veya indirgenme sonucu nadiren
daha az sayida, 2 mantarimsi merikarptan olusmus ya da bir drupa meyvedir; nutletler
(nukslar) yassi-piramit seklinde torus (reseptakulum cicek tablasi) lizerinde meydana gelir.
Baglanma izi genisligi degisiktir ve dardan genise degisik boyutlardadir. Nutlet taban1 sapli
veya sapsizdir, hafifce horizontal olarak ice dogru kivrik gaga benzeri bir uzanti vardir veya
gagasizdir, karinali veya karinasizdir, ¢cogu kez tabla ve kenara dogru farklilagmistir. Kenar
kism1 bazen yayilan veya kivrilan kanat igermektedir veya dikenli-capa seklinde tiiylii
(glositli) diir. Meyve yiizeyi pliriizsiiz veya degisik siislerle donatilmistir, tiiysiiz, tiiylii veya

glositli, kiigiik yumrular ve/veya dikenler bulunmaktadir (1).



2.1.2. Arnebia Forsk. cinsi

Tek yillik ve ¢ok yillik olup, rizomlarindan mor (erguvan) renkli boya elde edilen bu cinse
dahil bitkilerin gdvdesi basit ya da dallanmus, tiiylii, dikenli veya kadifemsi tiiyliidiir. Cigek
durumu; ¢ok yilliklarda yogun terminal bas seklinde iken tek yilliklarda gdvdenin {ist
kismindaki ¢ok sayida dalin ucunda bulunmaktadir. Salkimlar braktelidir. Kaliks derince
ikiye boliinmiistiir ve loblar lineardan lanseolata degisir. Huniye benzer sekilde olan korolla
saridir, pulsuz ve kivrimsiz olan korolla bogazinda halka bulunur ya da bulunmaz. Cicekler
hermafrodittir. Stamenler, bir halkada ya da diizensiz olarak farkli seviyelerde dizilmistir.
Stilus ice gdmiilii, diiz veya bifite kadar dallanmis iki loplu bifittir. Stigma, iki loblu ya da
iki esit parcalidir. Meyveler basik yumurtamsi ya da yar1 kiiremsiden tiggensele degisen, dik,

akuttan akuminata degisen gagali ve ventral omurgalidir.

Arnebia cinsinin Tiirkiye Florasi’nda kayith 5 tiirti vardir:
A. pulchra (Roemer ve Schultes) Edmondson
A. densiflora Ledeb.
A. purpurea S. Erik ve H. Stimbiil
A. decumbens (Vent.) Cosson ve Kralik
A.linearifola DC

2.1.3. Arnebia cinsinin tayin anahtar (1)

Arnebia cinsinin Tiirkiye Florasi’nda kayitli 5 tiirliniin tayin anahtar1 su sekildedir (1, 20):
1. Cok yillik; kalin odunsu kok; ¢igek durumu tepede yogun terminal bir bas seklinde;
korolla 20-45 mm, annulus yoktur

2. Korolla 20-24 mm, st kisimda (lamina) yasla birlikte kararan 5 siyahimsi noktali;
stamanler diizensizce degisik seviyelerde yerlesmistir....................coiiinnn. 1. pulchra

2. Korolla 35-45 mm, iist kisimda noktalar yoktur; stamenler bir halkaya
LS8 (] 1111 | PP 2. densiflora

2a. purpurea*

1. Tek yillik; terminal ve lateral ¢icek durumlar1 sik degildir; korolla 15 mm’den azdir;
annulus mevcuttur

3. Meyve doneminde kaliks 8-10 mm, loblar linear; gévde yogun olarak sert kill
(dikenli) veya degil; stigma 4 lobludur...............coooiiiiiiiiiiiii 3. decumbens



3. Meyve doneminde kaliks 10-15 (-20) mm, loblar lanseolattan oblonga; gdvde seyrek
olarak sert kill1 (dikenli); tiiysiiz; az ¢ok ¢iplaklasan, stigma 2 lobludur........ 4. linearifolia

* Bu tiir 1983 yilinda S. Erik ve H. Siimbiil tarafindan bilime kazandirilmis ve Flora of
Turkey'in 10. baskisinda A. densiflora’dan sonra 2a numaral tiir olarak kodlanmistir. A.

densiflora'dan korolla renginin mor olmasi ile ayrilmaktadir (20, 21).

2.1.4. Arnebia densiflora Ledeb.

2.1.4.1. Sistematik bilgileri
* Regnum : Plantae
* Divisio : Spermatophyta (Phanerogamae)
* Subdivisio : Angiospermae
* Classis : Dicotyledonopsida (Magnoliopsida)

» Subclassis : Dicotyledoneae (Asteridae)

* Ordo : Lamiales (Polemoniales)
* Familia :Boraginaceae

*  Genus : Arnebia

* Species : Arnebia densiflora

2.1.4.2. Genel ozellikleri ve habitati

Cok yillik bir bitki olan 4. densiflora, kalin odunsu govdelidir. 25-40 cm uzunlugunda basit
yapidaki govde, kadifemsi tiiylii ve sert killidir. Taban, petiyol tabaninin kalmtisi ile
ortiilmiistiir. Yapraklar, linear- lanseolattan linear eliptige degisir, kadife tiiylidiir. Petiyol 4
cm, lamina 10-15, 0.8-1.3 cm’dir. Govde yapraklar1 sapsizdir. Cicek durumu yogun, 6-12
cm c¢apinda, canak yapraklar (kaliks) cicekte 15-20 mm iken meyvede, 30 mm ve tabana
kadar boliinmiis durumdadir, dis biikey ¢ikimtilar yoktur, loblar kiittiir. Korollalar sar1 ve 33-
45 mm’dir. Tiip dis yiizeyde, ince tiiylii ve 30-40 mm’dir, halka (annulus) yok ve kenar 12-
16 mm capinda, noktasizdir. Stamenler halka seklindedir. 4-5 mm olan meyveler, basik
yumurtamst sekilli, yesilimsi kahverengi renkli, kabarcikli-burusuktur, alt ylizeyde bir
cikint1 bulunmaktadir. Cigeklenme devresi Mayis-Eyliil aylar1 arasindadir ve 750-2600
m’ler arasi batiya bakan sarp, kiregli kayaliklar, kayalik ¢ikintilar, volkanik yiizeylerde



(Sekil 2.1) yetisir. Tip O6rnegi 1836 yilinda Nordmann tarafindan Transkafkasya’dan

toplanan 6rnek Leningrad Herbaryumu’nda bulunmaktadir (1).

Sekil 2.1. Arnebia densiflora bitkisinin goriiniimii ve habitat1

2.1.4.3. Tiirkiye’deki yayihs1

Ankara Universitesi Fen Fakiiltesi Herbaryumu ile Flora of Turkey and East Aegean Island
kitabindaki verilere dayanarak bitkinin Tiirkiye’deki yayilist su sekildedir (1):

A2: Bursa : Uludag, 1844, Clementi

B1: Manisa : Kirkaga¢ Kavukdere civar1 750 m Pesmen 2161

B3 : Eskisehir : Kepen, Sivrihisar yani, 950 m, Tchihatcheff 350 (GUE 2601)

B5 : Kayseri : Bakir Dagi’nin 22 km dogusunda, 2000 m, Hub.-Mor, 11028

B6 : Adana  : Saimbeyli, Bozoglan Dagi1, Obruk Yaylasi civar1 2100 m, D. 18742
B7 : Erzincan : Kesis Dagi, Cimin civari, 2500-2600 m, D. 31661

C4 : Konya : Ermenek, Hamitseydi Bogaz’dan Beskuyu’ya 1700 m, D. 16246A
C5 : Nigde : Ala Dag, Ulupmar Yaylasi, 2000 m. Spitz 1975; 175

C6 : Maras : Berit Dagi, 2135 m, 1865, Hausskn.

B4 : Ankara : Polathh Topgu Okulu, Karaemin Tepe ve Eminari1 Tepe civari batiya bakan
yamaglarda 850 m (ANK)

B6 : Sivas : Sarkisla ilesi yaylalar1



B6 : Sivas : Sivas-Kangal karayolunda Kangal’a 8 km uzakliktan 900 m
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Sekil 2.2. 4. densiflora’nin yayilisi1 (m) ve toplanma noktasi (0)

2.1.4.4. A. densiflora’min sinonimleri ve yerel isimleri

Lithospermum densiflorum Ledeb. Ex Nordm.
Arnebia cephalotes (DC.)

Munbya cephalotes (DC.) Boiss.

Munbya densiflora (Nordm.) Boiss.

Munbya conglobata Boiss.

Macrotomia cephalotes (DC.) Boiss.

Arnebia macrothyrsa Stapf

A. densiflora Tiirkiye’de halk arasinda enik otu (22), kizil eyilik, egnik (Sivas), eyilik otu,

kirmizi1 kok, enlik veya havaciva (12) adlariyla bilinmektedir.

2.1.4.5. Arnebia densiflora’nin kullanim alanlan

Tiirkiye'de halk arasinda A. densiflora’nin kok kabuklar1 haricen yara iyilestirmede ve yanik



tedavisinde kullanilmaktadir. Kars, Igdir yoresinde yapilan bir etnobotanik ¢aligmada A.
densiflora'nin kok kabuklar1 ve ¢am tiirlerinin odunlarmnin pargalanip karistirillarak tereyag
icerisinde pisirilmesi ile hazirlanan merhemin yara iyilestirme ve yanik tedavisinde

kullanildig1 kayit edilmistir (20).

Malatya yoresinde de benzer sekilde 4. densiflora kokleri 1lik tereyagina batirilip bir siire
bekletilmekte, kokler ¢ikarildiktan sonra tereyaginin balmumu ile kivami arttirilmakta ve

buna batirilan bezler yaralarin iizerine sarilmaktadir (23).

2.2. Arnebia tiirlerinin kimyasal icerigi

2.2.1. Naftokinonlar

Igeriginde naftokinon tiirevi bulunduran bitkiler Tiirkiye’de ve diinyada yiizyillardir boyar
madde olarak kullanilmaktadir. Boraginaceae naftokinonlarca zengin bir familyadir ve en
fazla naftokinon iceren cinsleri; Lithospermum, Echium, Onosma, Alkanna, Cynoglossum ve
Arnebia’dr. Boraginaceae koklerinden elde edilen ekstreler dokumaciligi takiben gida,
kozmetik ve ilag endiistrilerinde kullanilmaktadir. Sikonin ve tiirevlerinin, tibbi 6nemlerinin
yanisira genis endiistriyel kullanim alaninin bulunmasindan dolay1, son yillarda iizerinde pek

cok calisma yapilmastir.

Arnebia cinsi lizerinde yapilan caligmalarda kok kabuklarinda alkannin-sikonin tiirevi
naftokinonlarin major olarak bulunduklar1 saptanmistir. Naftokinonlar; polarize 15181
cevirmeleri, yan zicirdeki hidroksil grubunun pozisyonu ve esterlesmis hidroksil
grubunun pozisyonu gibi Ozelliklere gore farkli isimler alirlar. Polarize 15181 ¢evirme
durumlarmma gore sola cevirenler (S)-alkannin ve saga cevirenler (R)-sikonin olarak
bilinmektedirler. Naftokinon iskeletine ($ekil 2.3) bagli radikal gruplarin degisimine gore

sikonin/alkannin ve tiirevleri meydana gelir.



OH O

R
OH O

Sekil 2.3. Naftokinon iskeleti

2.2.2. Sikonin ve alkannin enantiyomerlerinin genel ozellikleri

1,4 naftokinonlar, naftalen yapis1 iizerinde 1 ve 4 pozisyonlarinda iki keton yapis1 iceren
bilesiklerdir. Organik bilesiklerin bu smifi, 5,8-dihidroksi tiirevleri, hidroksinaftokinonlar
olarak adlandirilmaktadir. Alkannin  ve sikonin (A/S), hidroksinaftokinonlarin
izohekzenilnaftazarin (IHN) tiirevleridir ve 2 numarali karbonda alifatik bir zincir tasirlar.
Izohekzenilnaftazarinler olarak bilinen sikonin ve antipodu olan alkanninler CisH;cOs5

formiiliine sahiptirler. Kirmizi renkli ve lipofilik 6zelliktedirler (24).



Sekil 2.4.a. Alkannin ve sikoninin li¢ boyutlu yapist b. Alkanninin ¢. Sikoninin molekiiler
yapisi (4)

2.2.2.1. Sikonin ve alkannin enantiyomerlerinin kullanim alanlan ve tarihi

Boraginaceae familyasina dahil bitkilerin kok ekstrelerinin yara, yanik, egzama ve hemoroid
tedavilerinde kullanimi ylizyillar 6ncesine dayanmaktadir (5, 2). Enantiyomerik yapida
naftokinonlar olan alkannin ve sikonin {izerine yapilan arastirmalar, Avrupa’da ve doguda

birbirlerinden bagimsiz olarak ayni yonde ilerleyerek 20. yilizyilda birlesmislerdir (25).

Avrupa'da S enantiyomer olan alkanninin, ingilizcede alkanet olarak bilinen Alkanna
tinctoria Tausch bitkisinin koklerindeki koyu kirmizi pigmentlerin ana bileseni oldugu
bulunmustur (25). R enantiyomer olan sikoninin hikayesi ise ilk olarak Cin olmak iizere
Dogu'da baglamistir. Bu maddenin, Cin'de fzu ts'ao, tzu-ken (mor kok) ve hung-tzu ken
(kirmizimsi-mor kok) gibi gesitli isimler ile anilan L. erythrorhizon bitkisinin koklerinden
elde edilen kirmizi pigment ekstrelerinin baglica bilesenini olusturdugu bulunmustur.
Alkanninin, M.O. kumas boyas1 olarak kullanildig1 belirlenmistir. Alkanna tinctoria

koklerinin, iilser tedavisinde kullanimma dair ilk kayitlara, Yunan doktor ve filozof
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Hipokratin (M.O. 4. ve 5. yiizyillar) cahismalarinda rastlanmistir. Botanik arastirmacisi
Theophrastus (M.O. 3. ve 4. yiizyillar) boya ve ilag uygulamalarindan sdz etmistir (26).

Farmakognozinin kurucusu oldugu diisiiniilen Dioscorides, M.S. 77 yillarinda De Materia
Medica' da ayrtili olarak Anchusa altera’ nin 6zelliklerini tanimlamis ve "sanki i¢clerinde
kan varmis gibi kirmizi, olaganiistii ozelliklere sahip, yapraklarini yiyen icen veya
ugrasanlart sanki biiyiik zehirli bir hayvan ozellikle engerek 1sirmis gibi zehirler. Cigneyeni
veya agzina atani zehirli bir hayvan isirmig gibi oldiiriir" gibi ifadeler kullanmustir.
Dioscorides'in bu karmasik anlatimindan sonra, daha agik bir sekilde diger arastirmacilar
tarafindan A. tinctoria'min yara iyi edici etkileri bildirilmistir. Dioscorides'le ayn1 donemde
yasamis olan Pliny de, ondan bagimsiz olarak A. tinctoriamm tibbi 6zellikleri i¢in benzer
iddialarda bulunarak "O, elleri kanin renginde boyar, o yiinleri zengin renklerde boyamak
icin kullamilir. O, iilserlesmis ozellikle de yasl yaralart iyilestirir. O, yaniklarin tedavi
edilmesinde de kullamlu" seklinde sdz etmistir. M.S. 17. yiizyilda yasamis olan Ingiliz
hekim ve astrolog Nicolas Culpeper, alkanetin iilser, enflamasyon ve yaniklarin tedavisine

yardime1 oldugunu bildirmistir (26).

Papageorgiou (1978), A. tinctoria kok ekstrelerinin yara iyilestirici ve antimikrobiyal
ozelliklerini dogrulayan arastrma sonuclarini agiklamig ve aktif bilesikler olarak ilk kez

alkannin esterlerini tanimlamustir (3).

Sikoninin ipek boyasi olarak kullanilmasi, alkanninin Avrupa'da kullanimi kadar eskilere
dayanmaktadir. Sikoninin geleneksel Cin tibbindaki uygulamalari, antiseptik ve
antienflamatuvar pomada benzer sekilde ham ilag olarak ilk kez kullananlar arasinda oldugu
diisiiniilen biiyiik cerrah Hua To (M.S. 136-141) ile baslamis, M.S. 1596'da yazilan ve Cin
geleneksel tibbinin klasik derlemesi olan Pen Ts'ao Kang Mu'nin kapsamina da girmistir. L.
erythrorhizon kokleri i¢in iddia edilen tedavi edici etkiler, yanik, anal {ilser, hemoroitler,
enfekte kabuklu yaralar, yatak yarasi, dis yaralar ve sulu dermatitleri icermektedir. Eski
bir¢ok bitkisel metinde, L. erythrorhizon koklerinin tibbi 6zellikleri, 4. tinctoria i¢in iddia
edilen tibbi Ozelliklerle belirgin olarak benzemektedir. Sikonin ve tilirevlerini iceren farkli

preparatlar, tibbi amagclarla Cin, Japonya ve Kore'de bugiin halen kullanilmaktadir (26).
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Alkannin, sikonin ve tiirevlerinin Japonya'da kozmetolojide ve renklendirici olarak
kullanimi bulunurken, Avrupa'da ve Kuzey Amerika'da alkanninden gida boyamada ve
kozmetikte yararlanilmaktadir. Alkanninin Merck indekste astrenjan (damar biiziicii veya

kanamay1 durdurucu) olarak kaydi bulunmaktadir (26).

Eski caglardan beri A. tinctoria ve L. erythrorhizon nun kullanimmin bilimsel bir temele
dayandigi, bu bitkilerin aktif komponentleri olan alkannin, sikonin ve tiirevleri {izerinde son

35 yildir yapilan biyolojik aktivite arastirmalar1 araciligiyla da ortaya konulmustur (25).

Alkannin ve sikonin kiral ¢iftinin, basta yara iyilestirici olmak iizere antienflamatuvar,
antimikrobiyal, antioksidan, antikanser, radikal siipiiriicii ve antitrombotik aktiviteleri ile

ilgili pek ¢ok ¢aligma mevcuttur (4, 27).

2.2.2.2. Sikonin ve alkannin enantiyomerlerinin tanimlanmasi

Sikonin ilk kez 1922 yilinda, Majima ve Kuroda tarafindan, L. erythrorhizon un kdklerinden
asetil esteri olarak izole edilmis, kimyasal ozelliklerinin bircogu saptanmis, bilinen
naftazarin bilesikleriyle olan fiziksel ve kimyasal benzerlikleri belirlenmis ve Sekil
2.5.b’deki yap1 Onerilmistir (25, 26). Ancak, bu arastirmacilar naftazarinlerin yapisini, 5,6-
dihidroksi-1,4-naftokinon (Sekil 2.5.a) olarak yanlig tayin etmisler ve sikoninin optikge

aktifligini belirleme konusunda basarisiz olmuslardir.

oH oM o
“ OH OH
T
| = =
|| Wb
a b

Sekil 2.5. Naftazarin (a) ve sikoninlerin (b) ilk ve yanlis olarak belirlendigi molekiil yapilar1
(25)

12



Brockmann 1935 yilinda naftazarinlerin yapisini 5,8-dihidroksi-1,4-naftokinon olarak
diizelttikten sonra, alkannin (Sekil 2.4.b) ve sikoninin (Sekil 2.4.c) birbirlerinin
enantiyomeri (birbirinin, iist liste ¢akigmayan ayna goriintiileri olan optik izomerlerden her
biri) olduklarmni ilk kez belirlemis, yapilarmi dogru bicimde tanimlamistir. Brockmann, L.
erythrorhizon koklerinde bir miktar rasemik bilesik (optikce aktiflik gdsteren bir bilesigin

sola ve saga ¢eviren enantiyomerlerinin karigimi) i¢in sikalkin terimini kullanmistir (25).

Boraginaceae familyasindaki cinslerin hem alkannin hem sikonin tiirevlerini tasidigi
bilinmekle birlikte, daha Once yapilan arastwrmalarda 6zellikle Avrupa ve Tiirkiye'deki
orneklerin alkannin, Dogu'daki iilkelere ait Orneklerin ise sikonin tagidiklar1 belirtilmistir
(28, 29). Yiizbasioglu'nun 2010 yilinda Armebia purpurea ekstrelerinden elde ettigi
maddelerin optikge ¢evirme acilarini belirledigi ¢aligmasi da bu c¢aligmalar1 destekler
niteliktedir (20). Yesilada ve arkadaslarinin 1996 yilinda yaptiklar1 arastirmada ise

Anadolu’da yetisen Boraginaceae tiirlerinde de sikonin bulundugu belirtilmistir (12).

Arnebia tiirlerinde belirlenen sikonin ve alkannin tiirevi naftokinonlarin isimleri ve

kimyasal yapilar1 Cizelge 2.1 ve Cizelge 2.2’de belirtilmistir.

Cizelge 2.1. Arnebia tiirlerinde belirlenen sikonin tiirevi naftokinonlar (22, 20)

Bilesik R- grubu Bitkiler

. densiflora,

. euchroma,

. guttata,

. hispidissima,
. nobilis,

. tinctoria

Sikonin
(Izoarnebin 4) - OH

AN NG N N NG N
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Deoksisikonin
(Arnebin 7)

. benthamii,

. decumbens,

. euchroma,

. guttata,

. hispidissima,
. nobilis

Asetilsikonin

- OCOCH3

S I NG NG NG N N N

A.
A.
A.
A.

. benthamii,
decumbens,
euchroma,
guttata,
hispidissima

Izobiitilsikonin

- OCOCH(CHj3),

A
A.

. euchroma,
guttata

B,B-Dimetilakrilsikonin
(izoarnebin 1)

- OCOCH=C(CH3),

A

e

. benthamii,

euchroma,
guttata,
nobilis

[zovalerilsikonin

- OCOCH,CH(CH;),

B

euchroma,
guttata

o —Metil-n-biitilsikonin

- OCOCH(CH3)CH,CHj

. densiflora,
. euchroma,
. guttata

B-Hidroksiizovalerilsikonin

- OCOCH,C(OH)(CH3)2

SN NN

. euchroma,
. guttata

Terakrilsikonin

- OCOCH,CH=C(CH3)

. euchroma,
. guttata,
. hispidissima

B-Asetoksiizovalerilgikonin

- OCOCH,C(CHj3), OCOCHj3

. benthamii,

. euchroma,

. guttata,

. hispidissima

Propionilsikonin

- OCOC,Hs

CNG [ NG« N N« NG [ N NG N

. euchroma
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Cizelge 2.2. Arnebia tiirlerinde belirlenen alkannin tiirevi naftokinonlar

OH CI

OH c

Bilesik R- grubu Bitkiler

. densiflora,

. euchroma,

. guttata,

. hispidissima,
. nobilis,

. tinctoria

Alkannin (Arnebin 4) -OH

SN N N NG G N

. benthamii,

. decumbens,

. euchroma,

. guttata,

. hispidissima,
. nobilis

Deoksialkannin

SN NG N NG NG N

. benthamii

. densiflora,

. euchroma,

. hispidissima,
. nobilis

Asetilalkannin (Arnebin 3) OCOCH
- 3

S NG N N NN

Izobutilalkannin - OCOCH(CHj), A. densiflora

. densiflora,

. euchroma,

. hispidissima
. nobilis

B,p-Dimetilakrilalkannin
(Arnebin 1) - OCOCH=C(CHjs),

NG NN N
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' A. densiflora,
Izovalerilalkannin - OCOCH,CH(CHj), A. eL.tch.ro.mc.z,
A. hispidissima,
A. tinctoria
A. densiflora,
a-Metil-n-butil alkannin OCOCH(CH3)CH,CH3 | A. euchroma
OCOCH;,C(CH3), A. euchroma,
B-Hidroksiizovaleril alkannin A. guttata ,
OH A. hispidissima
A. densiflora
Terakrilalkannin OCOCH;CH=C(CH3),
OCOCH;,C(CH3),
. . . ) A. euchroma
B —Asetiloksiizovaleril alkannin A outtata
OCOCH; 8
izobutilalkannin OCOCH(CH3), A. densiflora
2',3-Epoksialkannin OCOCHOCHCH; A. densiflora
(RS)-Sikalkin -OH A. hispidissima
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Cizelge 2.3. Arnebia tiirlerinde belirlenen diger naftokinonlar

Bilesik lf\g::lellfluul Bitkiler

OH O
Arnebin 5 (Hidroksialkannin) PN A euch
5, 8 -dihidroksi- 2 -(4"- (1] A-auchroma
hidroksi- 4-metilpentil) 1,4 | CigHisOs AP
-naftokinon OH O A. nobilis
Arnebin 6 om o A. benthamii,
(Asetilhidroksialkannin) ST | A.euchroma,
5, 8 -dihidroksi- 2 -(1 - CisH2007 O‘ A.hispidissima,
asetoksi- 4" -hidroksi - 4- A.nobilis
metilpentil)- 1, 4 -naftokinon o0
Arnebin 2
(B ” B - i PCHOCH-C(CH;
dimetilakrilhidroksialkannin) Co1HosO A.euchroma,
5, 8 -dihidroksi- 2 -(1 - 23R4T A. nobilis
asetoksi- 4" -hidroksi - 4- oo
metilpentil) - 1, 4 -naftokinon
1-Metoksiasetilgikonin j\
5, 8 -dihidroksi- 1 - metoksi- OH  OCH; O
4" -okzo-1, 4- C19H»,056 ~—Xx"| 4.euchroma
dihidronaftalen-2-il)-4- O‘
metilpen-3-enil asetat oH O
Sikloarnebin 7 OH O
5, 8 -dihidroksi- 1,1-dimetil- — ~ i A hispidissima
1,2,3,4-tetrahidroantrasen- Ci16H1604 O“ - 1sp
9,10-dion

OoH O

Arnebia tirlerinde naftokinonlar disinda benzokinonlar,

hidrokarbonlar,

alkaloitler,

diterpenler, triterpenler, steroitler, flavonoitler ile fenolik asit ve tiirevlerinin de bulunduklari

tespit edilmistir (20).
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2.2.2.3. Sikonin ve tiirevlerinin biyosentez yolu

Sikonin biyosentezi, son yillarda hizla artig gosteren doku kiiltiirii yolu ile naftokinon
iretimi ¢aligmalarinin da katkistyla  agiklanabilmektedir (25, 30, 31). Sikonin
biyosentezinin erken safthalar1 hakkinda bilinenler, daha ileri sathalar1 hakkinda

bilinenlerden daha fazladir.

Sikonin biyosentezinde 4-hidroksibenzoik asit (4HB=PHB) ve geranil pirofosfat (GPP)’in
iki 6nemli anahtar oncii bilesikler olduklart ve bu bilesiklerin, m-geranil PHB elde etmek

icin PHB geraniltransferaz enzim aracilikli bir reaksiyonda birleserek 3-geranil-4-

hidroksibenzoik asit (GBA) elde edildigi saptanmustir (31, 32) (Sekil 2.6, 2.7).

PHB; fenilpropanoit metabolitlerinden sekillenirken, GPP’de asetil-CoA’dan baslayan ve
mevalonik asit yoluyla ilerleyen iyi tanimlanmis izoprenoit yolagindan tiirevlenmistir (33).
Baslangicta, sikimik asitten tiirevlenen ve fenilpropanoid yolaginda kilit bilesik olan L-
fenilalanin, fenilalanin amonyum liyaz (PAL) enzimi tarafindan PHB Onciisti olan trans-
sinnamik asite sonrasinda ise PHB’e donligmiistiir. Mevalonat yolagindan gelen geranil
pirofosfat ile PHB’in, PHB-geraniltransferaz tarafindan olusturulan baglantis1 ile de

sikoninlerin biyosentezine yol agilmistir (34) (Sekil 2.6).

Sikonin biyosentezinde aract olan PHB, ubikinonlar ve vitamin E gibi bir¢ok metabolit i¢in

bir biyosentetik ara bilesiktir (25).
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COoH

HC  opf
0
HOOC
HO H 5 —Cok
OH
HMG-Cod
Sikimik asit
HIG-Clo &
C,:DDH e ditktaz
C=0 {
HOOC Hy CO0OH
B
OH
[i:LDjE% HOOO CHOH
COOH ;/‘E/ I — L CO0H Wvalonik asit
refemlk asit
NH;~C-H 4 ™00, Korizik asit
CH,
Eorizmuat pinrat livas
(b C)
COCH
Fenilalanin
S (il COOH l
PAL
-~ /I\/\/I\/\
T = Rl ety
Sinamik asit Ol PP

|
l JHB zeranl trnsteraz

COCOH
SERUEENCS
= o
OH OH
3-Hidroksi-geranil-hidrokinon 3-Geranil-4-Hidroks-
lv berzoik ast (GBL)
CODH l
COH O
H on
= | e
O-Ghuz. 5
JHB-D-glukozit O O
Sikonin

Sekil 2.6. Sikonin biyosentez yolunun ayrintili olarak gdsterimi (32)
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Fenilalanin Asetil-CoA

PAL
HMG-CoA
Sinamik asit
HMGR
Mewalonat
p-Hidroksibenzoik asit Geranilpirofosfat

PGT

m-Geranil-p-hidroksibenzoik asit

Sikonin

Sekil 2.7. Ana hatlar1 ile sikonin biyosentez yolagi (35) (PAL : Fenilalanin amonyum liyaz,
HMGR:  3-Hidroksi-3-metilglutaril-koenzim A rediiktaz, PGT: p-
Hidroksibenzoik asit meta-geraniltransferaz)

L. erythrorhizon  siispansiyon kiiltlirlerinde radyoaktif karbon izotopu ile isaretli L-
fenilalaninin uygulamast yapilan bir c¢alismada, deoksisikonin araciligiyla sikonin
biyosentezinin ger¢eklestigi belirlenmistir (36). L-fenilalaninin eklenen ortamlarda sikonin
tirevlerinin miktarmin kademeli olarak arttigini deoksisikonin miktariin ise azaldigini
belirtmislerdir. Isaretli deosisikoninin; hiicresiz ekstraktlarda inkiibe edildiginde
asetilsikonine doniisiimii tespit edilirken, hiicre kiiltiirii ortamina eklendiginde de asetil ve -
hidroksiizovalerilsikonine doniisiimii belirlenmistir. Kiiltiirdeki hiicrelerde ve hiicre
icermeyen ekstraktlarda; deoksisikoninden C-1 pozisyonunda ve yan zincirde hidroksilasyon
ve esterlesme ile sikonin biyosentezinin gerceklestigini belirtmislerdir. Bu calisma ile
sikimik asit, L-fenilalanin, sinamik asit, m-geranil PHB, m-geranilhidrokinon ve mevalonik
asitin de aracilar olduklar1 ve deoksisikoninin sikonin biyosentezinin Onciisii oldugu
gosterilmistir. m-geranilhidrokinon iiretiminden sikonine kadar olan basamaklarin dogrudan

kanit1 bulunmamaktadir.

Beyaz 1518a maruz birakilan L. erythrorhizon hiicre kiiltiirlerinde PHB geraniltransferaz

enzimi baskilanarak sikonin iiretimini durdurdugu belirtilmistir (37). PHB geraniltransferaz
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enziminin L. erythrorhizon hiicre ekstrelerinden izole edilerek o6zelliklerinin arastirildigi

calismalar da bulunmaktadir (38, 39).

Tabata vd. ¢alismalarinda ncelikle Indol asetik asit (IAA)’li ortamda ve karanlikta pigment
olusumundaki artis1 (1974), devam eden c¢aligmalarinda ise sikonin biyosentezinin
fenilalaninden baslayip 151k ve oksin tarafindan kontrol edildigini (1993) belirlemislerdir
(14, 40). Siispansiyon Kkiiltiirlerinde mavi 1518in sikonin biyosentezi esnasinda bir¢ok
oksidasyon siirecini kontrol eden flavin mononiikleotid (FMN)’in yikilmasina sebep olarak,
beyaz 151g1n ise sentezde anahtar rol oynayan p-hidroksibenzoik asit geraniltransferaz (PGT)
enzimini inhibe ederek pigment olusumunu engelledigini tespit etmislerdir. Bu caligmada
biyosentezin, FMN’in fotodegradasyonu yoluyla 151k tarafindan engellenebilecegi ve sikonin
ile sonuglanan oksidasyon siirecinin bir veya daha fazlasi i¢in bir kofaktoriin gerektigi
onerilmistir. Bu durumun destegi olarak FMN fotodegradasyon {iriinii olan lumiflavinin,
sikonin biyosentezini engelledigi gosterilmis ve bu PHB geraniltransferazin bozulmasina
cok benzemektedir (40). PHB geraniltransferaz L. erythrorhizon hiicrelerinin mikrozomal
kisminda lokalize olmus ve endoplazmik retikulumdan tiirevlenen ozellesmis vezikiil

membranlari icermektedir (41).

Heide ve Berger (1989), L. erythrorhizon hiicre kiiltiiriinden geranil pirofosfat (GPP)
saflastirilmasi iizerinde durarak enziminin 6zellikleri iizerinde ¢aligmiglardir (37). Burada,
GPP’1n substrat olarak dimetilalil pirofosfat ve izopentenil pirofosfat kullanilan enzimatik
reaksiyonun tek iriinii oldugu goriilmiistiir. Birbirini takip eden yontemlerle saflastirilan
preniltransferaz enziminin fizyolojik roliiniin muhtemelen sikonin biyosentezi i¢cin GPP

temin etmek oldugu belirtilmistir.

Hiicre kiiltiirlerinde iiriin verimini arttirmanin bir yolu da biyosentez yolunda is gdren
genlerin ekspresyonunun ¢esitli yollarla arttirilmast ve diizenlenmesidir. Sikonin
biyosentezinde is goren enzimlerin kodlandigt PAL, PGT ve HMGR genlerinin
ekspresyonunun nitrik oksit ile Onemli miktarda arttigi Wu vd. (2009) tarafindan
gosterilmistir (35). Nitrik oksit biyosentezinin Rhizoctania cerealis’in elisitor olarak
uygulanmastyla uyarildigi ve buna baglh olarak da sikonin {iretiminin arttig1 gozlenirken,
kiiltlir ortamina nitrik oksit biyosentezini inhibe edici sodyum nitroprusid eklendiginde de

sikonin olusumunun azaldig1 gozlenmistir.
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L. erythrorhizon iki asamali kiiltlirlindeki bliylime {iretim ortamina biyosentetik enzimlerden
PAL ve HMGR’1n aktarilmasiyla hiicrelerdeki aktiviteleri Olgiilmiistiir. Azot kaynaginin
(NO3) tilkkenme noktasina yakin, sikonin tiirevlerinin tiretimi bagladigi gibi bu iki enzimin de
gegcici bir artig gdsterdikleri bulunmustur. Bu artis PAL igin {ig-dort kat olurken, HMGR’de
iki-dort kat olarak belirlenmistir. Nitrat tiikenmesinden kisa bir siire 6nce (6.-8. giinler)
ortama nitrat eklenmesi ile son iiriin verimi onemli derecede (% 70-80 kadar) azalirken,
daha sonraki sabit biiyiime asamasinda (14.-16. giinler) nitrat ilavesi ile 6nemli bir etki
goriilmemistir. Sikonin tiirevlerinin liretim hizinin PAL aktivitesi ile iliskili olduguna dikkat
cekilerek, PAL aktivitesi diisiik seviyelerde oldugunda tiretim hizinin da ¢ok diisiik oldugu
gozlenmistir. PAL aktivitesinin esik diizeyine ulagmasiyla birlikte, sikonin tiirevlerinin
biyosentez hizi da artmustir. Boyle bir iliski HMGR aktivitesi ile ¢ikarilamamistir. Buradan,
PAL aktivitesinin diisiik oldugu fenilalaninin deaminasyon agamasinda sikonin tiirevlerinin

iiretiminin sinirlandirilabildigi sonucuna varilmistir (42).

Srinivasan ve Ryu (1993), L. erythrorhizon Kkiiltiirlerinde karbon ve nitrojen besleme
stratejileri ile sikonin {iretiminin gelistirilmesi lizerine ¢alismiglardir (43). Agrobacterium
tumefaciens transforme edilen L. erythrorhizon hiicre siispansiyon kiiltlirlerinde, sakaroz
zengin (C-zengin) ortamin eklenmesiyle sikonin tiirevlerinin birikiminde 2-3-kat artis,
¢oziinilir fenoliklerin seviyesinde ise 3-3.5 kat artig gosterirken, hiicre konsantrasyonunda %
10-30 oraninda ortalama bir artis gdzlenmistir. Nitrat-zengini ortam ilavesi ile (N-zengin)
biyokiitle konsantrasyonunda % 25-35 artisa neden olunurken, sikonin iiretiminde ise sadece
% 2-9’luk bir artig ve ¢oziinebilen fenolik veriminde de yaklasik % 3 artig belirlenmistir. C-
zengin ortamin tekrarlanan eklemeleriyle ilk uygulamadan sonra elde edilen seviyelerin
iizerine % 10’dan daha az olacak sekilde sikonin {iretimi ger¢eklesmistir. Bu ¢alismada, N-
zengin ve C-zengin ortamlarin sekonder metabolit {iretimini hizlandirmada etkili bir strateji

olarak kullanilabilecegi sonucuna varilmistir.

Gaisser ve Heide (1996), L. erythrorhizon hiicre siispansiyon kiiltiirlerinde sikonin
biyosentezinin diizenlenmesinde ve inhibisyonunda etkili olan c¢esitli faktorler (mavi ve
beyaz 1sik, metil jasmonat, mevinolin ve arsenat) lizerinde arastirma yapmislardir.
Calismada, mavi ve beyaz 15181n, 3-hidroksi-3-metilglutaril-koenzim A rediiktaz (HMG-
CoA rediiktaz) ve PAL in vivo inhibitorlerinin ve efektdr olarak da metil jasmonat ile
arsenatin etkileri altinda asetilsikonin, p-hidroksibenzoik asit-O-glukozit (PHB-GLc)’in ve

rozmarinik asitin (RA) birikimleri arastirilmistir. p-hidroksibenzoat geraniltransferaz, p-
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hidroksibenzoat O-glukoziltransferaz ve HMG-CoA rediiktazin faaliyetleri test edilmistir.
PAL inhibitérii olan 2-aminoindan-2-fosfonik asitin; asetilsikonin, PHB-GLc ve RA
olusumunu tamamen baskiladigi, HMG-CoA rediiktaz inhibitérii olan mevinolinin
asetilsikonin olusumunu engelledigi ve PHB-GLc olusumunu arttirdig: tespit edilmistir. p-
hidroksibenzoat-O-glukoziltransferazin aktivitesinin, PHB’in hiicre i¢i konsantrasyonu
tarafindan degil tamamen 151k tarafindan diizenlendigi belirtilmistir. Glukoziltransferazin
aktivitesinin indiiklenmesinde bayaz 1s18in mavi 1siktan daha etkili oldugu, PHB
geraniltransferaz aktivitesinin ise mavi 11k tarafindan baskilandig1 belirtilmistir. HMG-CoA
rediiktaz aktivitesi ile asetilsikonin iiretiminin birbirleri ile iliskili oldugu ve bu durumun
HMG-CoA rediiktazin sikonin biyosentezinin izopren kisminda diizenleyici roliiniin

bulunmasi ile iliskilendirilmistir (30).

Lange vd. (1998), L. erythrorhizon siispansiyon Kkiiltiirlerinin sikonin biyosentezinde
mikrozomal 3-hidroksi-3-metilglutaril-koenzim A rediiktaz enziminin diizenleyici etkisini
incelemiglerdir. Kiiltiirde iiretilen sikoninin karbon iskeletinin kismi olarak izoprenoit
biyosentetik yolagindan oldugu belirtilmistir. Sikonin sentezi i¢in izoprenoidlerde mevalonat
yolunun anahtar enzimi olan HMGR’n gerekliligi incelenmistir. Yapilan PCR ve Northern
analizleri sonucunda mikrozomal HMGR enzim aktivitesi ile birlikte mRNA diizeyinin
sikonin tiirevlerinin birikiminde yakindan iliskili oldugu belirlenmistir. Beyaz 15181n, sikonin
olusumunu engellerken HMGR gen ifadesini de gii¢lii bir sekilde baskiladigi gdsterilmistir.
Burada sikonin biyosentezinin diizenlenmesinde HMGR’mn 6nemli bir rol oynadig1 tespit

edilmistir (44).

Miihlenweg vd. (1998), L. erythrorhizon siispansiyon kiiltiirlerinde sikoninin biyosentezinde
diizenleyici bir enzim olan Geranildifosfat: 4-hidroksibenzoat 3-geraniltransferaz enziminin
saflastirilmasi lizerine ¢aligmiglardir. LS ortamima metil jasmonat ilavesi ile bu enzimin
aktivitesinin 200'den fazla kat artabilecegi belirtilmistir ve bu ortam enzimin ¢oziiniirligi ve

saflastirilmasinda kullanilmistir (45).

Biyosentetik yolakta, sikoninin onciisii olan PHB, L. erythrorhizon sagak kok kiiltiirlerine
bakteriyel UbiC geninin transformasyonu ile modifiye edilmistir. Bu gen Escherichia
coli’de normalde bitkilerde mevcut olmayan korizmat piruvat-liyaz (CPL) enzimini kodlar.
Bu yap1 Agrobacterium rhizogenes transformasyonu ile L. erythrorhizon’a girmis ve sagak

kok kiiltlirlerinde yliksek CPL aktivitesi gostermistir. Sikonin biyosentezi i¢in CPL
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reaksiyonu ile PHB iiretimi saglanabildigi gibi PAL inhibitorii olan 2-aminoindan 2 fosfonik
asit ile PHB i¢in dogal yolagin in vivo inhibisyon etkisi gozlenmistir. UbiC geninin
transformasyonu, sikonin olusumunda istatistiksel olarak anlamli bir artisa neden olmazken
aromatik amino asit metabolizmasi ile ilgili bir nitril glikozit olan menisdaurin miktarinda 5

kat artis belirlenmistir (46).

Boehm vd. (2000), L. erythrorhizon ’da bakteriyel ubiA geninin ekspresyonu iizerinde
calisarak sikonin biyosentezinde genetik miihendisligi yaklagimi tizerinde durmuslardir. A.
rhizogenes-araciligiyla L. erythrorhizon’a bakteriyel ubiA geninin transformasyonu ile L.
erythrorhizon *da sikonin biyosentezinin maniplasyonu arastirilmistir. Bu gen Escherichia
coli’de ubikinon biyosentezinde anahtar bir adimi katalizleyen ve zara bagl olarak bulunan
bir enzim olan PHB-3-polipreniltransferaz’1 kodlamaktadir. Substrat olarak geranil difosfat
(GPP) kullanilmas1 ile sikonin biyosentezinde temel adim olan GBA olusumu
katalizlenebilmektedir. Sagak kok hiicre hatlarinda yliksek UbiA enzim aktivitesi saglanmis
ve GBA miktarinda artis ile birlikte sikonin {iretimi kontrole gore % 22 artig gostermistir.
Burada sikonin miktarinin artis1 ile UbiA enzim aktivitesi arasinda onemli bir korelasyon
goriilmemistir. Sikonin olusumunun arttirilmasinda yalnizca UbiA’nin overekspresyonu
yeterli olmadig1 yolagin diizenlenmesinde diger enzimlerin de 6nemli i gordigi kanisma

varilmigtir (13).

Antiviral, antibakteriyel, ates diisliriicli ve antialerjik aktiviteleri ile tibbi degeri bulunan bir
sekonder metabolit olan rozmarinik asitin L. erythrorhizon slispansiyon Kkiiltlirlerinde
sikonin tlretmeyen hiicrelerde fenilpropanoid yolu ile sentezlendigine dair arastirmalar
bulunmaktadir (47, 48). Nitekim sikonin biyosentez yolaginda da rozmarinik asitin

bulundugu goriilmektedir (Sekil 2.8).
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Sekil 2.8. Sikonin biyosentez yolaginda rosmarinik asidin yeri (49)

2.3. Bitki Doku Kiiltiirlerinde Sekonder Metabolit Uretimi Calismalar:

2.3.1. Sekonder metabolitlerin tanimi

Primer metabolitler olan protein, karbonhidrat ve yaglar besin ve enerji saglama gibi

yasamsal deger tasirlar. Sekonder metabolitler olan glikozitler (fenolikler, siyanojenikler,

flavonoitler, antrakinonlar, antosiyaninler, kumarinler, kardiyotonikler, saponinler) diger

triterpenik ve steroidal bilesikler, terpenler, alkaloitler, naftokinonlar, mumlar, regineler,

balsamlar ise organizmanin biiyiimesi ve iiremesi i¢in mutlak gereklilik tasimamaktadir.

Organizma herhangi bir stres durumuyla karsilastig1 zaman faaliyete gecen 6zellesmis yollar

tarafindan iiretilen sekonder metabolitler, basta ila¢ olmak iizere kimya, besin, kozmetik ve

zirai miicadele sektorlerinde yaygin olarak kullanilirlar.

Sekonder metabolitler bitkilerde;

- Kuraklik, tuzluluk, UV 1smlar1 gibi degisik ¢evresel etmenlerin olusturdugu stres ortamina

kars1 koyma,
- Herbivorlara karsi savunma

- Mikroorganizmalara (bakteriler, viriisler, mantarlar vb.) karst savunma
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- Polinasyonu ve tohum dagilimini saglamak i¢in hayvanlar1 ve diger tasiyicilari cezbettirme

- Baz1 metabolik ve daha gelismis ekolojik islevleri yerine getiren dogal {irtinlerdir (50).

Bitkiler dogal yasamlarinda patojen ataklarna karsi savunma amacl olarak sekonder
metabolit tretirler. Bitkilerin patojenin kendisine verdigi yanit ile bazi patojen orijinli
bilesiklere yani elisitorlere karsi verdigi yanitin ayni oldugu bulunmustur. Elisitorler
sekonder metabolitlerin iiretilmesine neden olan bir tiir sinyaldir. Sekonder metabolit yolu,
strese bir cevap olarak gelisir. Bitki hiicre kiiltiirlerinde sekonder metabolit iiretimini
arttirmak, ayn1 zamanda yliksek konsantrasyonlarda iiretimi kisa siirede saglamak amaciyla
biyotik ve abiyotik elisitorler kullanilir. Fungal, bakteriyel polisakkaritler, glikoproteinler,
inaktif enzimler ve maya kaynakli biyotik elisitorler ile, saflastirilmis kurdlan (bir tiir
polimer), ksantan ve kitosan, agwr metal tuzlar1 gibi abiyotik elisitorler, ¢esitli sekonder

metabolitlerin iiretiminde kullanilmaktadir (51, 52).

2.3.2. Bitki doku Kkiiltiirii

Bitki doku ve hiicre kiiltiirii, bitkilerin doku (apikal meristem, mezofil vb.), organ (kok,
govde, yaprak), hiicre (meristematik hiicreler, kallus hiicreleri) ve hiicre kisimlarmnin
bitkiden ayrilarak steril kosullarda (aseptik) yapay besin ortamlar1 {izerinde in vitro olarak
yetistirilmesiyle yeni bitkilerin yani klonlarin ya da bitkisel iiriinlerin (primer ve sekonder

metabolitler) elde edilmesidir.

2.3.2.1. Kallus ve siispansiyon kiiltiirii

Kok, govde, apikal meristem, kotiledon, yaprak gibi organ ve dokularindan alman kiiciik
parcalarin (eksplant), yara dokusu olan kalluslar1 olusturmak icin besin ortamlarina
ekilmesiyle yapilan yontemdir.

Kallus kiiltiirlerinde iiretilen madde miktarlari, biiylime diizenleyici, uyarici veya Oncii

maddelerin katilmasi ve besin diizenlemeleri ile normal bitkidekilere gore arttirilabilmekte

ve sekonder metabolit tiretiminde kullanilabilmektedir.
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Stispansiyon kiiltiirleri ise {iretilen kalluslarin sivi besin ortamma gecirildigi ve
inkiibasyonun calkalamayla yapildig: kiiltiir tipidir. Bu sekilde hiicrelerin sivi ortamda
serbest sekilde gelisebilmeleri saglanmaktadir. Bu yOntem oOzellikle ekstraselliiler
bilesiklerin iiretiminde kullanilir. istenen madde ekstraseliiler degilse iireyen ve inkiibasyon
sonunda geligen hiicreler mekanik, kimyasal veya enzimatik olarak parcalanir ve madde elde
edilir. Siispansiyon kiiltiiriine ge¢mek igin stabil ve optimize edilmis kallus kiiltiirleri
kullanilir. Elde edilen kalluslar cam erlenmayerler i¢indeki sivi ortama agilanir ve orbital
calkalamali inkiibatorlerde gelistirilirler. Basar1 saglandiktan sonraki asama ise

stispansiyonlari spesifik biyoreaktorlere transfer etmektir (53).

2.3.2.2. Bitki doku kiiltiiriinde kullanilan besin ortamlari

Doku kiiltiirlinde islemlere baslarken verilmesi gereken oOncelikli kararlardan biri
kullanilacak besin ortamlarinin se¢imidir. Cesitli arastirmacilar tarafindan bildirilen bir ¢gok
besin ortami formiilasyonu mevcuttur. Besin ortamlarinda yer alan komponentler kullanim
sikligina gore swrastyla; su, makro elementler (major tuzlar, makronutrientler), mikro
elementler (mindr tuzlar, mikronutrientler), vitaminler, sekerler, yar1 katilastiricilar, bitki
biiyiime diizenleyicileri, tamponlar, amino asitler ve kimyasal olarak tanimlanamayan bazi

maddelerdir (50).

Doku kiiltiirlerinde iiretici giicli yiiksek hiicre hatlarin elde edilebilmesi icin; karbon
kaynagi, nitrat, fosfat, bliylime diizenleyiciler gibi ortam bilesenlerinin ve miktarlarinin
farkli kombinasyonlarinm kullanilmasi ve dncii molekiil beslemesi yapilmaktadir. Ortam
bilesenlerinin optimizasyonu saglandiktan sonra kiiltiir sartlarinin [sicaklik, aydinlatma,

calkalama, uyarma (elisidasyon)] da en iyi duruma getirilmesi esastir.

Sikonin iiretmek amaciyla yapilan kallus ve siispansiyon kiiltiirlerinde belirli ortamlar ve
bunlarin modifikasyonlar1 kullanilmaktadir. Bu ortamlardan iizerinde en c¢ok c¢alisilanlari;
MS (54), LS (55), SH (56), BS (57), M9 (58) ve M10 (59)’dur. MS, SH ve LS ortamlar1
genellikle ilk asamada kallus gelisimini arttirmak amaciyla kullanilirken; BS, M9 ve M10
ortamlar1 ile kurulan siispansiyon kiiltlirlerinde ise sikonin miktarinin arttirilmasi

amagclanmaktadir.

M9 ve MI10, sikonin {iiretimini indiikleyici ve inhibe edici sartlar géz Oniline alinarak
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diizenlenmis ortamlardir. Bu ortamlarda sikonin biyosentezini indiikledigi belirlenen Cu**
iyonlar1 ile TAA ve kinetin (KIN) hormonlar1 kullanilirken, sikonin biyosentezini inhibe

edici olan nitrat miktar1 azaltilmig ve amonyum kullanimindan kagmilmastir.

2.3.2.3. Sacak kok kiiltiirii

Sekonder metabolit tiretimi genellikle farkli dokularda gergeklestiginden tibbi dneme sahip
bilesiklerin iiretiminde govde ve kok Kkiiltiirlerine gidilmektedir. Bu tiir organ kiiltiirleri
iretim icin daha stabildir. Yiksek bitkilerin kok sistemleri genellikle yavas biiyiir ve
hasatlar1 zordur. Bu nedenle kdk kaynakli bilesikleri elde etmek i¢in alternatif yontemlere
ihtiyag olmustur. Agrobacterium rhizogenes’in sagak kok kiiltlirii olusturma yetenegi
sayesinde kok kaynakli bilesiklerin {iretimi daha kolay ve hizli yapilabilmektedir (60). Sacak
kok kiiltlirlerinde A. rhizogenes plazmidindeki T-DNA’nin konuk dokuya aktarilmasiyla

oksin sentez genleri okunur ve ¢oklu kok olusumlar1 ortaya cikar.

Sacak koklerle ilgilenilmesinin nedeni, distan herhangi bir oksin kaynagina ihtiyag
duyulmadan hizli gelisimin saglanmasidir. Inkiibasyon igin cogunlukla 1s13a ihtiyag
duyulmamaktadir.  Ayrica sacak kok teknolojisi sadece kok kaynakli bilesiklerin
iiretilmesinde degil biyodoniisiim ile yeni bilesiklerin iiretilmesinde de kullanilabilir.
Istenilen sekilde diizenlenmis Ri plasmidi sayesinde sagak kokiin genomik DNA’sinin
degistirilebilmesi yeni bilesiklerin iiretiminde ¢ok biiylik bir kullanim alani olusturacaktir.
Bu sistemi kullanarak, tek tip sacak kokten birden fazla {iriin alinabilecektir. Bu tiir
yaklagimlar sagak koklerin yeni bilesikleri iiretmesini tesvik eder ve hizlandirir. En 6nemlisi
de bu bilesiklerin in vivo kosullardaki bitkilerden elde edilenlere oranla in vitro gelisme

dongiistine sahip kiiltiirlerde ¢ok daha kisa silirede yapilabilmesidir (61, 62).

2.3.2.4. Biyoreaktorler

Tibbi bitkilerden biyoaktif maddelerin endiistriyel boyutlarda iiretilmesi biyoreaktorlerle
gerceklestirilir. Endiistriyel boyutlarda {retilen ilk bitkisel kaynakli farmasotikler

sikoninlerdir.

Sikonin iiretiminde hiicre kiiltiirleri en biiyiik {iretim kaynagidir. Biyoreaktor se¢imi veya
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tasarimi, Uretilmek istenen tiriiniin Ozellikleri kadar hiicre kiiltiirliniin 6zelliklerine de
baglidir. Hiicre siispansiyon kiiltiirleri, immobilize hiicreler ve sagak kokler gibi hiicre/doku
tipleri iiretimin arttirilmasinda idealdir. Uretimde dikkat edilecek noktalar; &ncelikle uygun
besi ortamlart ile iiretilen hiicre hatlarinin secilmesi, daha sonrasinda ise optimal sartlarin
saglanabilmesi ve korunabilmesidir. Mitsui Petrokimya Ltd. Sirketi’nde biyoreaktdrlerde
dretilen {riinler pazara sunulmaktadir. Bitkisel kaynakli ve ekonomik degeri bulunan
bilesiklerin market arastrmasinin yapildigi bir calismada, sikoninin 150 kg olan yillik
iiretiminden elde edilen kazan¢g 600000 dolardir. Japonya’da Kanebo adli kozmetik sirketi
sikonin igeren rujlar ile 2 yilda 65 milyon dolarlik gelir saglamistir (63).

MGS
ortarm
Hiicre
(beyaz) Hiicre
(larnum)
Hava Filtrasyon Hava )
1. depolama tanla 2. depolama tanka Filtrasyon
( 200L.., 9 giin) {750 L., 14 giin)

Sekil 2.9. Sikonin iiretimimde kullanilan iki agamali biyoreaktoriin ¢aliyma mekanizmasi
(64)

Sikonin, L. erythrorhizon kdoklerinde ancak % 2-3’liik oranda bulunabilmekte ve bu oranla
ancak 5-7 yilda ticari liretimde kullanilabilecek miktar saglanabilmektedir (65). 1983’te
Mitsui Petrokimya Ltd. Sirketi tarafindan sikoninin hiicre kiiltiirii teknigiyle endiistriyel
Olctide tiretildigi sistem iki agama icermektedir (Sekil 2.9).

1) Hiicrelerin, 200 L kapasiteli biyoreaktorlerde ilk gelisimleri gergeklestirilmistir.

2) 1lk biyoreaktdrlerde elde edilen toplam agirlik ikinci biyoreaktdre transfer edilmistir.
Sikonin sentezlenmesini saglayan kiiltliir ortamin1 igeren 750 L kapasiteli bu
reaktorde 23 gilinliikk periyotta hiicrelerde agirliklarinin % 23’4 kadar sikonin
iiretilebilmistir. L. erythrorhizon hiicre kiiltlirlerinde her hafta hiicrelerden 60 mg/g

oraninda sikonin elde edilebilmistir. Bu miktar, kok gelisiminin 5-7 yi1l beklenilmesi
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gereken bitkilerden yaklasik 1000 kat daha hizli bir sekilde saglanabilecegini
gostermektedir (63).

2.4. Sikonin ve tiirevlerinin doku kiiltiirleri ile iiretimi

Alkannin ve sikonin sekonder metabolitlerinin ticari olarak iiretiminin gerceklestirildigi
doku Kkiiltiirii yOntemleri lizerinde yapilan c¢aligmalar artarak devam etmektedir. L.
erythrorhizon kullanilarak olusturulan kallus kiiltiirlerinden sikonin ve ester tiirevlerinin
basarilt bir bigimde {iiretimi 1974 yilinda Tabata ve c¢alisma arkadaglar1 tarafindan
gerceklestirilmistir (14). Bu dogal irilinler, bitki koklerindeki mantar tabakasinda
toplandiklar1 i¢in, mantar hiicrelerinin iiretimi ile iliskili sabit cevresel faktorlerle bu
bilesiklerin  biyosentezinin baglatilabilecegi belirtilmistir. Alkannin ve sikoninin
biyosentezini kontrol eden faktdrler {izerinde kiiltiir ortamindaki degisimler ile desteklenen

aragtirmalar yapilmaktadir.

Mitsui Petrokimya Sirketi L. erythrorhizon bitkisinden hareketle doku kiiltiirii ile alkannin
ve sikoninin verimli ticari iiretimini gerceklestirmis ve bu konuda bir¢ok patentin sahibi
olmuslardir. Bu metot ile sikonin siv1 kiiltiirde 4 g/L'nin iizerinde iiretilebilmistir. Bu siirec,
bir sekonder metabolitin tiretimi i¢in bitki doku kiiltlirliniin, diinyadaki ilk ticari uygulamasi
olup ticari 6l¢ek tizerinde uygulanmis az sayidaki drneklerden biri olarak kalmistir (26). Bu
metotun iistiin basarisi, diger bircok Boraginaceae tiiriiniin kiiltiire edilen hiicreleri ile
alkannin, sikonin iiretimi i¢in yapilan aragtirmalar1 tesvik etmis ve sonugta farkli diizeylerde

basarilar elde edilmistir (66).

Sekil 2.10°da da goriildiigii lizere L. erythrorhizon hiicreleri ile ilgili kiiltlir siirecinin
ilerlemesi hala yogun arasgtrma konusudur ve bu alanda her yil bircok makale
yaymlanmaktadir (49, 59). Bu tez calismasi ile 4. densiflora’da doku kiiltiirii yontemleri ile

alkannin ve sikoninin iiretim potansiyeli hakkinda bir 6ngorii elde edilmesi amaglanmigtir.

Boraginaceae familyasina ait bitkiler siis bitkisi olarak kullanilmadiklarindan, yapilan
aragtirmalar da mikrogogaltim, somatik embriyogenez gibi ¢alismalardan daha ¢ok sekonder

metabolit arttirilmasina yonelik olmaktadir.
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Popularity of Lithospermum erythrorhizon over time

Sekil 2.10. Yillara gore L. erytrorhizon bitkisi ile yapilan ¢alismalar (67)

2.4.1. Kallus ve siispansiyon kiiltiirii calismalarn

Sikonin tiretimi {lizerine yapilan ilk basarili doku kiiltiirii calismast L. erythrorhizon bitkisi
iizerinde 1974 yilinda gergeklestirilmistir. Tabata vd. LS ortaminda yaptiklar1 caligmalarinda
oksin ve 15181n sikonin biyosentezindeki etkisini incelemislerdir. Pigment iiretiminin IAA
iceren ve karanlikta tutulan hiicre kiiltiirlerinde arttigini, buna karsilik 2,4-diklorofenoksi
asetik asit (2,4-D) ve mavi 15181n etkisiyle azaldigini tespit etmislerdir. Baslangigta kallus
kiiltiiri, 10°M’lik konsantrasyonda KIN ve 2,4-D iceren LS ortanu kullamlarak L.
erythrorhizon'an tohumlarinin ¢imlendirilmesiyle {iretilmis fakat bu kiiltiirlerden naftokinon
pigmentlerinin liretilmesinde basar1 saglanamamistir. Ancak 3 ay sonra kallus kiiltiirlerinin,
IAA igeren kiiltiir ortamina aktarilmasi ile pigment iiretimi uyaridmistir. Kiiltiir slirecinin
baslangic asamasinda beyaz 1sik ile aydinlatildiginda ise sikonin iiretiminin tamamen

engellendigi gozlenmistir (14).

Tsukada ve Tabata (1984), L. erythrorhizon hiicre kiiltiirlerinde, naftokinon pigmentlerinin
salgilanma siirecini ve hiicre i¢i lokalizasyonunu elektron mikroskobu ile incelemislerdir.
Arastirma sonucunda, pigmentlerin "sekresyon vezikiilleri"nde biriktigini, bunlarin elektron
yogun, olduk¢a uzamis kiiresel sislikler olusturdugunu ve endoplazmik retikulumdan kdken
aldiklarini ileri siirmiiglerdir. Bu vezikiillerin ¢ogunun, hiicre duvarinin digina basta sikonin
pigmentleri, lipidler ve proteinlerin salgilanmasi amaciyla membrana yapistiklar

belirtilmistir (68).
31



Yazaki vd. (1987) calismalarinda, LS ortaminda L. erythrorhizon ile olusturduklar: kallus
kiiltiirlerinde agar kullanildiginda pigment olusumu goézlenirken, agarmn bulunmadig:
kiiltiirlerde ise sikonin tretiminin gergeklesmedigini gozleyerek, bu etkinin agardaki
polisakkaritlerin varligi ile sekonder metabolitlerin sentezinin uyarilmasindan kaynaklandigi
Onerisini getirmiglerdir. Ayrica burada pigment sekillenmesinin aktif karbon tarafindan

desteklenirken glutamin tarafindan engellendigi de belirtilmistir (69).

Hara vd. (1987) calismalarinda, L. erythrorhizon sikonin tiirevlerinin iiretimi agisindan
kallus ve siispansiyon kiiltiirlerindeki farkliliklar1 arastirmiglardir. LS ortami kulanilarak
hazirlanan siispansiyon Kkiiltlirlerinde tretilmezken, kallus kiiltlirlerinde sikonin tiirevleri
iretilebilmistir. Sikonin iiretiminde besin ve oksijen kaynagi ile agarin etkisi acisindan
farkliliklar incelenmistir. Sikonin tiirevleri agar olmadan, yeterli miktarda besin
saglandiginda hava ile temas eden hiicrelerde iiretilebilmistir. Kallus kiiltiirlerinde havadaki
oksijenin konsantrasyonu diisiiriildiigii zaman ise sikonin bilesiklerinin {iretimi belirgin bir

sekilde diiserken, bol oksijen saglanmasi ile de hiicre biliylimesi gii¢lendirilmistir (70).

Kim ve Chang (1990) L. erythrorhizon bitkisi tlizerinde SH ortammin ¢esitli
modifikasyonlarmi kullanmislar ve 10° M p-klorofenoksiasetik asit ve 10° M KIN igeren
ortamda 6 giinde sikonin liretebilmeyi basarabilmislerdir. Daha sonra da bu hiicreleri M9

ortamina transfer etmisler ve in situ ekstraksiyon gerceklestirmiglerdir (71).

Touno vd. (2000) L. erythrorhizon siirglinlerinden 5 farkli ortamin kat1 ve sivi kiiltiirlerini
olusturmuslardir. Kat1 MS ve sivi BS ortamlarinda farkli konsantrasyonlarda (0.05, 0.1, 0.5
mg/mL) [AA, IBA veya KIN hormonlarmin siirgiin gelisimi ve kirmizi pigment
olusumundaki etkilerinin incelemislerdir. ~ KIN’in; MS ortaminda sikonin {iretimini
indiikleyici rol oynadigi belirlenirken B5 ortaminda ayni durumun sézkonusu olmadigi
goriilmiistiir. En fazla sikonin iiretiminin (kuru agirhigin % 2.3°1), hormon icermeyen sivi

BS5 ortaminda olusturulan 5 haftalik kiiltiirlerde gergeklestigi tespit edilmistir (18).

Bulgakov vd. (2001)’un L. erythrorhizon kullanarak olusturduklar1 kallus kiiltlirlerinde 7
sikonin tiirevi (asetilsikonin, propionilgikonin, izobutirilsikonin, ,B-dimetilakrilsikonin,
izovalerilsikonin, B-hidroksizovalerilsikonin ve o-metil-n-butirilsikonin) tretilmistir. B39
ortamindan segilen hiicre agregatlarinin p-florofenilalanin iceren ortama transfer edilmesi ile

olusan hiicre hatlarinda, inhibitére olan direng ilk kiiltiirden daha yiiksek bulunmustur. p-
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florofenilalanin direngli kiiltiirlerin sikonin tiirevi igerigi, kontrole oranla yaklagik iki kat
daha yiliksek oldugu, bunun da kuru hiicre agirhgmnin % 12.6’sma karsilik geldigi
bildirilmistir (72).

Lin ve Wu'nun calismast (2002), diisikk enerjili ultrason kullaniminin bitki hiicre
kiiltiirlerinde sekonder metabolit {iretimini arttrdigini gostermistir. L. erythrorhizonun
siispansiyon kiiltiirii hiicrelerinin diisiik giicte (113.9 mW/cm®) ve kisa siireli (1-8 dk)
ultrasona maruz kalmasiyla, hiicrelerin sikonin biyosentezi uyarilmis ve volumetrik sikonin
verimi % 60-% 70 oraninda artmistir. Sonikasyonun hiicre membran gegirgenliginde kismi
bir artisa yol agmasiyla hiicrelerden salgilanan sikonin orani % 20°den % 65-70’e
yiikseltilmigstir. Sikonin iiretiminde iki anahtar enzim olan PAL ile PGT'in ultrason ile
uyarildiklart bulunmustur. Kiiltiir uygulamasi siirecinde artan enerji seviyelerinde ultrason
uygulamasi ile ise hiicre gelisiminde ve sikonin veriminde biraz baskilanma tespit edilmistir

(73).

L. erythrorhizon siispansiyon Kkiiltiirlerinde sikonin ve lithospermik asit B iiretiminin
diizenlenmesi lizerinde yapilan ¢aligmada sikonin {iretim ortami olan M9 ortaminda sikonin
tiirevleri (kuru agirhigin % 10’u) kadar lithospermik asit B iiretildigi belirlenmistir. Bir
kafeik asit tetrameri olan lithospermik asit B {iretiminin arttirilmasi amaciyla kiiltiirde ¢esitli
faktorler incelenmis ve burada 2,4-D veya NH4" inhibe edici, Cu®"m ise uyarict oldugu
tespit edilmistir. Bu durum, hiicre kiiltiirlerinde sikonin tiirevleri ile lithospermik asit B
iretimi iretimi arasindaki metabolik diizenlemenin yakm iliski i¢inde oldugunu
diistindiiriirken, yetigme ortamindaki aydinlanma ise bunlarm metabolizmalarinin bagimsiz
olarak diizenlendigini gdstermektedir. Ozelikle mavi 151k, lithospermik asit B {iretimi

iizerinde uyarici bir etki gosterirken sikonin iiretimini kuvvetle inhibe etmektedir (49).

Ding vd. (2004), O. paniculatum hiicrelerinin sekonder metabolizmalarinda Metil jasmonat
(MJ) ile 6-benzilaminopurin (BA) ve IAA’m etkilerini incelemislerdir. MJ’in hem BA hem
de IAA ile birlikte kullanildiginda hiicre biiylimesini 6nemli derecede etkiledigini
gostermiglerdir. M9 ortamu ile kurulan kiiltiirlerde, MJ’1in 0.04-4.45 pM arasinda artan
konsantrasyonlar1 ile birlikte IAA ve BA kullanimi1 hiicre biiylimesini arttirmis ve sikonin
olusumunu hizlandirmistir. Sikonin olusumunda optimum zamanin, M9 ortamima hiicre
inokiilasyonundan 4 giin sonrast oldugu, inokiilasyondan 9 giin sonra PHB-O-

glukoziltransferaz aktivitesinin azaldigi belirlenmistir. Ayrica, sikonin olusumu Meja/IAA
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ve Meja/BA kombinasyonlarindan dnemli dlglide etkilenmistir. Sikonin olusumu i¢in MJ ve
IAA’nin optimum kombinasyonu 4.45 pM ve 0.28 uM iken MJ ve BA konsantrasyonlar1
4.45 uM ve 2.22 puM oldugu tespit edilmistir. MJ’in sikonin olusumu sirasinda PAL ve
PHB- geraniltransferaz faaliyetlerini arttirdig1 belirtilmistir (74).

L. erythrorhizon hiicre kiiltiirlerinde sikonin iiretiminde kiiltiirel kosullarin arastirildig:
calismada, havalandirma ve ortam bilesenlerindeki miktarlarin etkileri incelenmistir. En iyi
iiretim, 100 mg/L L-fenilalanin, 2 mg/LL. TAA ve 800 mg/L Ca(NO;),4H,O iceren ve
havalandirmanin 150 devir/dk oldugu ortamda elde edilmistir (75).

L. erythrorhizon siirglinlerinin, hormonsuz katt MS ortaminda kiiltiire alindig1 ¢aligmada,
etilenin sikonin biyosentezindeki olas1 iliskisi arastirilmustir. Iyi havalandirilan kiiltiirlerde,
az miktarda sikonin tiirevleri iiretilirken, havasiz petrilerde etilen varliginda gelisen
kiiltiirlerde pigment iiretimi gerceklesmistir. Siirglinlerdeki sikonin tiirevlerinin miktarlari,
gaz kromatografisi ile analiz edilmistir. Siirgiinlere etilen ya da etilen onciileri uygulamasi
ile sikonin tiirevlerindeki 1-aminosiklopropan-1-karboksilik asit miktarlarinin igerikleri
artarken, bir etilen inhibitorii olan giimiis iyonu, ya da etilen biyosentezi inhibitdrii olan
aminoetoksivinilglisinin iiretimi ise azalmistir. Bu calisma ile etilenin L. erythrorhizon
stirglin kiltiirlerinde sikonin biyosentezinin diizenleyici elemanlarindan biri oldugunu

gosterilmistir (76).

O. paniculatum hiicre kiiltiirtinde, hiicre biliylimesi ile sikonin ve tiirevlerinin olusumuna
brassinolidlerin (BR) etkisi arastirildigi calismada B5 ortamima IAA ve BA ile birlikte BR
eklenmesiyle (0.01-0.1 ppb konsantrasyonda) hiicre biliylimesinde az miktarda artig
goriilmiistiir. Ortama sadece brassinolid eklenmesiyle (0.001-100 ppb) kontrole gdre hiicre
agirhiginda Onemli artig goriilmiistiir. Ortama sadece 0.001-1000 ppb brassinolid
eklenmesiyle de sikonin tiirevlerinin olusumunun kontrole gore fazla olurken, IAA ve BA
iceren M9 ortamina 0.001-0.1 ppb brassinolid eklenmesiyle bu oran % 31-87 oraninda fazla
oldugu belirlenmistir. M9 ortamima IAA ve BA ile birlikte 0.01 ppb brassinolid eklendikten
4 giin sonra hiicre biiyiimesi ve sikonin tiirevlerinin olusumunun hizlandig: tespit edilmistir

(77).

Onosma paniculatum hiicre kiiltiirlerinde 15181, sikonin {iretimi ve gen ekspresyonu

iizerindeki etkisinin inceledigi bir calismada sikonin ve tiirevlerinin; karanlik ortamda biiyiik
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miktarlarda tretilirken, siirekli kirmizi 1s1k altinda olduklarinda kismen (% 58 oraninda)
baskilandiklari, siirekli beyaz ve mavi 151k ile aydmlatildiklarinda ise tamamen inhibe
edildikleri tespit edilmistir. Cesitli genlerin farkli aydinlatmalardaki ekspresyon diizeyleri
incelenmis ve calisilan genler arasinda, LDI2’nin 1518a bagl sikonin olusumu ig¢in kritik
oldugu tespit edilmistir. Burada da iki agamali kiiltiir ortami kullanilmis ve Gamborg B5

ortaminda elde edilen kalluslar M9 siispansiyon ortamina transfer edilmislerdir (66).

O. paniculatum hiicrelerinde sikonin olusumunun diizenlenmesinde endojen olarak nitrik
oksit (NO)’in roliiniin arastirildig: bir ¢alismada, ortama NO inokiile edildikten 2 giin sonra
sikonin iiretimi en yiiksek diizeye ulasmis (baslangi¢ sartlarmin 16 kati) ve bu seviyede 6
giin varligmi siirdiirmiistiir. Endojen olarak Rhizoctonia cerealis elisitorii kullanilmasi ile
NO biyosentezi artisi ile birlikte sikonin liretimi hizlanmistir. Es zamanli PCR analizinde
NO’in, sikonin biyosentezinde rol oynayan baslica enzimler olan PAL, PGT ve HMGR’in

ekspresyon diizeylerini arttirdigi gosterilmistir (35).

O. paniculatum’un karanlhkta kiiltiire alinan hiicrelerinde biiyiik miktarlarda sikonin ve
tirevleri olusturulmustur. Sikonin biyosentezini diizenleyici genleri izole etmek ve
tanimlamak amaciyla, karanlikta kiiltiire aliman hiicrelerin zenginlestirilmis cDNA
kiitiiphaneleri kurulmustur. PCR kullanilarak genler karakterize edilmistir. Beyaz 1sikta
kiiltiire alman hiicreler, karanlikta alinan hiicreler ile karsilagtirilmigtir. Mikrodizin analizi
ile rastgele secilen genlerin ekspresyon analizleri ger¢eklestirilmistir. Etilenin 11k indiiklii

sikonin olusumunda 6nemli rol oynadigina isaret edilmistir (78)

Zare vd. (2010) tarafindan Echium italicum ile kallus ve hiicre siispansiyon kiiltiirii
kurularak burada iiretilen sikonin ile alkannin tiirevleri analiz edilmistir. Kallus kiiltiirleri,
BS5 ortaminda kotiledon eksplantlarinin gelistirilmesiyle olusturulmustur. Iki siv1 faz sistemli
siispansiyon kiiltlirlerinde sivi parafin kullanilarak sikonin ve alkannin tiirevlerinin
indiiklenmesi saglanmistir. Stvi parafin varliginda kiiltiirdeki hiicrelerde verimli bir pigment
iretimi goriilmiis ve otofloresan 6zellik gosteren naftokinonlar floresan mikroskobu ile

incelenmistir (79).

E. italicum’un kotiledon, hipokotil ve kok eksplantlarinda kallus gelisimi ile pigment
indiiklenmesi iizerine gergeklestirilen bir ¢alismada kallus kiiltiirleri, BS, LS, %2 LS ve White
ortamlarinda farkli oksinlerin (2,4-D, IAA, 1-naftalenasetik asit (NAA)), KIN ile
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kombinasyonlar1 olusturularak kurulmugstur. Burada maksimum pigment igeren kallus
olusumu (% 100) White ortaminda goézlenmistir. Kallus kiiltlirlerinde, major sekonder

metabolit olan asetilgikonin tespit edilmistir (80).

2.4.1.1. Arnebia tiirleri iizerinde yapilan kallus ve siispansiyon Kkiiltiirii ¢calismalarn

Arnebia euchroma ile kurulan siispansiyon kiiltiirlerinde in situ ekstraksiyon ile Rhyzopus
oryzae ve Aspergillus niger’den haziwrlanmis fungal elisitorlerin de uygulanmasiyla
maksimum sikonin konsantrasyonunun 245.68 mg/L oldugu saptanmistir. Bu degerin,

kontrol kiiltiirlerinde elde edilen miktarin 6.15 kat1 oldugu belirtilmistir (81).

Poronnik ve Kunakh (2005)’in Boraginaceae ailesinde bitki ve hiicre kiiltiirleri tarafindan
iretilen sikonin iiretimine ait verileri gozden gecirdikleri, bitkilerin lokalizasyonlars,
naftokinonlarin 6zellikleri ve biyosentezleri ile ilgili verileri 6zetledikleri ¢aligmalarinda; A.
euchroma hiicre hatlarinda sikonin iiretiminde kuru biyokiitlenin % 20’si kadar {iretim

gerceklestirilebilmistir (82).

Nadir toprak alkali metallerinin, sikonin ve tiirevlerinin tiretimindeki etkilerinin incelendigi
bir calismada Arnebia euchroma ile olusturulan iki asamali kiiltiirler kullanilmistir. LS
ortaminda 20 giin siire ile tutulan hiicreler, sikonin sentezini arttirmak amaciyla M10
3+

, Ce’" elementleri ve uygun

konsantrasyonlardaki karigimlari (La,03:CeO,:PrgOq1: SmpyO; = 255:175:3:1, mol/mol) M10

ortammna transfer edilmistir. Daha sonra Nd**, La

ortamma eklenmistir. 0.05 mM konsantrasyondaki karigimin bulundugu ortamlarda, bu
elementlerin bulunmadigi ortamlara gore hiicre biyokiitlesinde % 98 (24.8 g/L), sikonin
iiretiminde ise % 165.3 (571.1 mg/L)’lik artis saglanabilmistir. Bu artiga, nadir toprak alkali
metallerinin eklenmesiyle PAL ve peroksidaz aktivitelerinin artmasmmm yol a¢mis

olabilecegi belirtilmistir (59).

A. euchroma hiicre silispansiyon kiiltiiriinde Singh vd. (2010) tarafindan yapilan ¢alismada;
sikonin icerigi ile HMGR ve PGT genlerinin ekpresyonunun arasindaki pozitif korelasyon
ile bu genlerin sikonin iiretiminde kritik rol oynadiklari1 belirtilmistir. Bu ¢alismada
fenilpropanoit yolunda yer alan genlerin yiliksek ekspresyonlarinin sikonin biyosentezinin

arttirilmasinda genel bir 6zellik oldugu da vurgulanmistir (83).
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A. euchroma siispansiyon kiiltlirlerinde L-fenilalanin (PHE)’in sikonin tiirevlerinden
asetilsikonin ve izobutirilsikonin iiretimine ve hiicre biiylimesine olan etkileri Syklowska-
Baranek vd. (2012) tarafindan incelenmistir. Boraginaceae’nin diger tiirlerinin hiicre
kiiltiirlerinde sikonin iiretimini arttrmak i¢in ortama PHE eklenmesi iyi sonug¢ verdigi
belirtilmistir. Fenilpropanoid yolaginda kilit bir bilesik olan PHE sikonin biyosentezinde
oncidiir. Kiiltiir ortamina 0.01 mM ya da 0.1 mM PHE eklenmesi hiicre ¢ogalmasini
uyarmustir. Burada nihai agirligin baslangig agirligina olan orani olarak olgiilen hiicre
biyokiitlesindeki en yiiksek artig 12 kat olup kontrol kiiltiirlerinde ise bu artig 8 kat olarak
gozlenmistir. Biiylime ortamina 1 mM PHE eklendiginde ise hiicre biiylime hizinda belirgin
azalma olmustur. Tiim PHE destekli ortamlarda 6ncii beslemesi ile hem asetilsikonin hem de
izobutirilsikonin iiretimini kotii etkilemistir. Kirmizi pigment iiretiminde hiicre i¢i ve hiicre
disina salman toplam igerigin, PHE olmayan kontrol kiiltiirinde en yiiksek oldugu
saptanmistir. Hiicrelerde ve kiiltiir sonrasi ortamda naftokinon fraksiyonunda en ¢ok
bulunan bilesenin asetilsikonin oldugu belirlenmistir. Sikonin sadece 0.01 ya da 0.1 mM
PHE eklenen Kkiiltiirlerden kiiltiir sonrasi ortami icerisinde tespit edilmistir. Kontrol
kiiltiirinde PAL aktivitesinin artig1 ile naftokinonlarin birikiminin iyi uyumlu olduklar:
bulunurken, PAL aktivitesinin en yiiksek oldugu zamanla sikonin tiirevlerinin maksimum
iiretiminin tam olarak korele olamadiklar1 belirlenmistir. Ekstrelerin sitotoksisitesinde, PHE
iceren kiiltiirlerde yetistirilen hiicreler ile kontrol kiiltiirleri, HL-60, HeLLa ve MCF-7 kanser
hiicre hatlar1 {izerinde test edilmistir. Kontrol kiiltiirlerinden hazirlananan ekstaktlarin
incelenen kanser hiicre hatlarina karsi en giiclii oldugu kanitlanmis ve ortalama inhibe edici
konsantrasyon degerlerinin HL-60, HeLa i¢in ve MCF-7 hiicreleri i¢in sirastyla 0.3, 13 ve 8
png/mL olduklari tespit edilmistir (34).

Malik vd. (2011), A. euchroma yaprak kaynakl kalluslarin bulundugu 10.0 uM BAP ve 5.0
uM IBA iceren MS ortaminda siispansiyon kiiltlirleri ile calismislardir. 2 asamali
kiiltiirlerde; ilk asamay1 hiicre biyokiitlesinin arttirildigi gelisim asamasi, 2. asamay1 ise
sikonin tiirevlerinin {iretim asamasi olusturmustur. Isik, sicaklik, sakaroz ve pH gibi
faktorlerin sikonin tiirevlerinin liretimine olan etkilerini incelemislerdir. Isik, sikonin
tiirevlerinin iiretimini tamamen inhibe etmistir. Farkli sicaklik dereceleri de test edilmis ve
en yiiksek verim 25°C’de 586.17 pg/g olarak belirlenmistir. Maksimum iiretim (656.14
ng/g) % 6 sakaroz varliginda gozlenmistir. Alkali pH (7.25-9.50) degerleri iyi sonug
vermistir. A. euchroma hiicre slispansiyon kiiltiirleri i¢inde sikonin tiirevlerinin {iretiminde

fiziksel ve kimyasal faktorlerin biiylik etkisi oldugunu gostermistir. Optimum kiiltiir
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kosullar1 uygulayarak, bu hiicrelerden ikincil bilesiklerin {iretimi arttrmanin miimkiin
oldugunu belirtmiglerdir. Bu c¢alismada, sikonin tiirevlerinin in vitro {iretimi i¢in optimize
edilmis sartlarin biyoreaktorlerde biiylik 6lgekli iiretiminde kullanilabilecegi belirtilmistir

(84).

2.4.1.2. A. densiflora ile yapilan kallus ve siispansiyon kiiltiirii cahsmalarn

Kurnaz (2002), A. densiflora bitkisinin ¢esitli organlarindan kallus iiretmeyi amaglamistir.
Calismada bitkinin kok, c¢icek ekseni, yaprak ve tohumlarindan kallus iiretmek i¢in uygun
besin ortami belirlenmeye ¢alisilmistir. % 3 sakaroz ve % 0.7 agar iceren MS, LS ve SH
ortamlarinda TAA, KIN, 2,4-D ve NAA hormonlar1 degisik konsantrasyonlarda tek ve
karigim halinde kullanilmistir. Normal ve dondurulmus bitkiden alinan eksplantlar 25+1 °C
karanlikta 6 hafta siire ile inkiibasyona birakilmistir. LS ve MS ortamlarinda kdk, tohum ve
cicek ekseninden kallus olusumu go6zlenirken, SH ortaminda kallus olusturulamamas,
tohumdan kallus iiretimi ise smirli kalmigtir. Donmus bitki eksplantlarindan da kallus

iiretimi saglanmustir (85).

Ovet (2003), A. densiflora bitkisinin farkli hormon konsantrasyonlar1 ile hazirlanan MS
ortamina yanitini incelemistir. Bitkinin kok, cicek ekseni ve yaprak kisimlarindan
olusturulan eksplantlardan kallus olusumu 3 hafta siire ile incelenmistir. Yaprak
eksplanlarinda kallus olusumu gézlenmezken en iyi gelisim ¢icek ekseni eksplantlarinda 5.7

x10"M IAA iceren MS ortaminda belirlenmistir (86).

2.4.2. Sacak kok kiiltiirii cahsmalar

Sim ve Chang (1993), SH ortaminda L. erythrorhizon sagak kok Kkiiltiirlerinde n-
hekzadekan ile yapilan in situ ekstraksiyonla 3 kat fazla sikonin iiretimini sagladiktan sonra
bunlar1 iki fazli biyoreaktdre transfer etmisler ve sonucta giinliik diizenli olarak 10.6 mg/L

ve 54 giinliik kiiltiir siirecinde de 572.6 mg/L sikonin iiretebilmiglerdir (87).

Sim vd. (1994), L. erythrorhizon sagak kok ve silispansiyon Kkiiltiirlerinde in situ
ekstraksiyon, fungal uyarici, gecirgenlik ajan1 ve oksijen transfer hizinin sikonin

iretimindeki etkilerini incelemislerdir. n-hekzadekan ile yapilan in situ ekstraksiyonda
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sikonin iiretimi slispansiyon ve sagak kok kiiltiirlerinde, kontrol kiiltiire oranla 7.6 ve 3 kat
daha fazla oranda ve hizli bir sekilde olmustur. Hizli gaz degisimi, in situ ekstraksiyon ve
sakaroz kullanimi ile sikonin iiretimi artmustir. In situ ekstraksiyonun erken asamalarda
yapilmast da sikonin iiretimini 6nemli derecede arttirmistir. Hiicre gelisiminde ve sikonin
iiretiminde zararlt etkileri bulunan dimetilsiilfoksitin gecirgenlik ajani olarak kullanilmasiyla
hiicrelerdeki sikoninin ¢ogu ani olarak hiicrelerden salinmig ve solvent yiizeyinde
cOzlilmistiir. Elisitor olarak kulanilan Penicillium™un n-hekzadekan ile birlikte eklenmesi,
iki kiiltiirde de sikonin iiretimini arttirmigtir. Sagak kok kiiltlirlerinde sadece fungal elisitor
eklenmesi ile sikonin indiiklenmesinin normal hiicre kiiltlirleri ile karsilastirildiginda

onemsiz oldugu belirtilmistir (17).

L. erythrorhizon kok ve kok kabuklarinda naftokinon tiirevlerinin iiretimi belirli zamanlarda
ve belirli hiicrelerde oldugu gibi pek ¢ok faktdrden de etkilendigini belirten Brigham vd.
(1999), sikonin iiretimini pozitif ve negatif yonde etkileyen faktorleri bir cizelge halinde
sunmuslardir (Cizelge 2.4). Calismalarinda biotik ve abiotik faktorlerin L. erythrorhizon
sacak kok Kkiiltlirlerinde  epidermal hiicrelerdeki pigment iiretimini arttirdigmi
kaydetmislerdir. Ortama bakir siilfat gibi abiyotik ve fungal elisitorler gibi biyotik
faktorlerin eklenmesiyle pigment {iretiminin indiiklenerek total pigment miktarmin arttigini,
iiretilen tiirevlerin oranlarmin degistigini ve epidermal hiicrelerde de novo pigment
iretiminin baglatildigimi belirtmislerdir. Bu bilesiklerin biyolojik aktivitesi toprak kaynakli
bakteri ve mantara kars1 test edildigi zaman genis duyarliliklarinin  bulundugu
kaydedilmistir. A. rhizogenes transformasyonu ile sagak kok kiiltiirlerinde ve serada
yetistirilen bitki koklerinde en fazla oranda asetilsikonin ve B-hidroksiizovalerilsikonin
olmak tiizere biyolojik aktivite gosteren 7 bilesik belirlenmistir. Kdklerle temas halinde olan
patojenik Rhizoctonia solani, Pythium aphanidermatum ve Nectria hematococca
funguslarmin hiflerinin kdklerde lokalize pigment olusumunu indiikledigini belirtmiglerdir.

R. solani’nin sikonin tiirevlerinin miktarmi 30 kat arttirdig1 kaydedilmistir (6).

Lithospermum canescens sacak kok kiiltiirlerine A. rhizogenes’in ii¢ susunun (ATCC 15834,
LBA 9402 ve NCIB 8196) transformasyonunun gerceklestirildigi ¢alismada, 4. rhizogenes
ATCC 15834 enfeksiyonuyla sekiz hatta yeterli biyokiitle artis1 saglanmigtir.
Transformasyonun gergeklestigi sacak koklerdeki asetilsikonin ve izobiitirilsikonin igerigi
dogal L. canescens koklerinde bulunan miktarlarinin (sirastyla 24.35 ve 14.48 mg/g ) %

10’una karsilik gelmistir. En yiiksek asetilsikonin (2.72 mg/g) ve izobiitirilsikonin (0.31
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mg/g) bir hatta iiretilirken tiim hatlarda eser miktarda pirolizidin alkaloidlerinin bulundugu

belirlenmistir (88).

Yamamoto vd. (2000) tarafindan, L. erythrorhizon kullanilarak M9 ortaminda gelistirilen
hiicrelerde sikonin {iretimine yakin miktarlarda lithospermik asit B, dimerize kafeik asit
ester tlirevleri ile bir dimer olan rabdosin iiretilmistir. LS sivi ortami iginde ise, sikonin
iretimi baskilanirken lithospermik asit B ve rabdosin {iretildigi belirlenmistir. L.
erythrorhizon sagak kok kiiltiirlerinden ana bilesen olarak lithospermik asit, kafeik asit-

rozmarinik asit konjugati1 izole edilmistir (47).

Cizelge 2.4. Hiicre kiiltlirlerinde sikonin {iretimini etkileyen faktorler (6)

Arttiricl Etkiler Azaltic1 Etkiler

Oksin Beyaz ya da mavi 151k

Streptomisin 2,4-D

Askorbik asit p-Kumarik asit

Sakaroz > 5 % Benzoik asit

Nitrat tiikenmesi Amonyum

Bakir stilfat Glisin

I¢ kaynakli polisakkaritler Glutamin

Metil jasmonat Mevinolin (HMG-CoA rediiktaz inhibitorii)
p-Hidroksibenzoik asit (M9 ortaminda) | Asidik polisakkaritlerin azalmasi

Fungal elisitor 2-Aminoindan-2-fosfonik asit (PAL inhibitorii)

Syklowska-Baranek vd. (2012) c¢alismalarinda, Lithospermum canescens sacak kok
kiiltiirlerinde gelisim ile birlikte sikonin ve tiirevlerinden asetilsikonin ve izobutirilsikoninin
iiretimini  incelemiglerdir. Ortam degisiminin ve MJ ilavesinin asetilsikonin ve
izobutirilsikoninin {iiretimi {izerine etkilerini incelemislerdir. Caligmada alinan yanitlar
uygulama yapilan transgenik hatta ve biiylime evresinde degisiklikler gostermis, ayrica
kiiltiirlerde tek basma sikonin tespit edilmemistir. 32 giin siire ile LS ortaminda gelistirilen
ve ardindan M9 ortamina aktarilarak 3 hafta sonunda ayrilan transgenik hatta asetilsikonin

ve izobutirilsikonin miktarinda sekiz kat artis elde edilmistir (89).
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2.4.2.1. Arnebia tiirleri iizerinde yapilan sacak kok kiiltiirii cahsmalari

Chen vd. 2008, A. euchroma sagak kok kiiltiirlerinin indiiklenmesinde A. rhizogenes’in 3
susu ile calismislardir. 4. rhizogenes’in MSU440 susu ile enfekte edilen A. euchroma’nin
kotiledon eksplantlar1 ile sacak kok kiiltiirleri olusturulmustur. Amonyum igermeyen MS
ortaminin sagak kok kiiltiirii gelisiminde B5 ortamima gore daha uygun oldugu belirlenmistir

(90).

CuiFang vd. 2009, A. euchroma sagak kok Kkiiltiirlerine cesitli fiziksel ve kimyasal
faktorlerin etkilerini incelemislerdir. Caligmalarinin sonucunda, maksimum sagak kok
gelisiminin, 26°C’de bulunan BS5 ortamindaki kiiltiirlerin 33. giiniinde gerceklestigi
(inokulumun 19.2 kat1) belirlenmistir (91).

2.4.3. Biyoreaktor calismalar

Sim ve Chang (1993), SH ortaminda L. erythrorhizon kullanarak olusturduklar1 sacak kok
kiiltiirlerinde n-hekzadekan ile yaptiklar1 in situ ekstraksiyonla 3 kat fazla sikonin tiretimi
saglamiglardir. Ardindan bunlari iki fazli biyoreaktore transfer etmisler ve sonugta giinliik
diizenli olarak 10.6 mg/L ve 54 giinliik kiiltiir siirecinde de toplam 572.6 mg/L sikonin

iiretmeyi basarmiglardir (87).

Syklowska-Baranek vd. (2008), Lithospermum canescens’in 2 adet sacak kok hattinda
sikonin iiretiminde LS ve M9 ortamlarmin etkilerini incelemislerdir. 3L hacimli reaktorlerde
olusturulan kiiltiirlerde 4 hafta sonunda M9 ortammin gerek biyokiitle artisi, gerekse
pigment tiretimi bakimmdan LS ortamina kiyasla daha iyi oldugu gozlenmistir. Biyokiitle
artis1 LS ve M9 ortamlarinda sirasiyla bir hatta 10 ve 27 iken, diger hatta 2 ve 8 olarak
belirlenmistir. Asetilsikonin ve izobiitirilsikoninin LS ve M9 ortamlarindaki toplam
miktarlar1 sirasiyla bir hatta 1.68 mg/L ve 6.17 mg/L iken diger hatta 1.11 mg/L ve 4.73
mg/L olarak bulunmustur (92).

2.4.3.1. Arnebia tiirleri iizerinde yapilan biyoreaktor cahsmalar

A. euchroma’da immobilizasyon ve silispansiyon kiiltiirlerinin birlestirilmesiyle olusturulan

biyoreaktor sisteminde 15 saatte 777 mg/L hacminde sikonin iiretilebilmistir. Bu oranla
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siispansiyon kiiltiirlerinden % 26 daha fazla bir liretim saglanabilmistir (81).

Ge vd. (2006), 2-1 seklinde periyodik sekilde immobilize kiiltiir ile siispansiyon kiiltiir{iniin
otomatik olarak kontrol edildigi biyoreaktorlerde A. euchroma ile g¢aligmiglardir. Bu
reaktorlerin, silispansiyon kiiltlirii ile karsilastirildiginda; hiicre biiyiimesi, sikonin igerigi,
sikonin liretimi ve hiicre agregasyonunun gelistirilmesi bakimindan daha avantajli olduklar1
belirtilmistir. Optimum periyodun 10 dk siispansiyon/15 saat immobilize kiiltiir oldugu
sistemde; sikonin igeriginin % 4.6 oldugu, hiicre kuru agrhgmin ise 16.8 g/L ile

stispansiyon kiiltiirtinden % 26 oraninda daha yiiksek oldugu belirlenmistir (93).

2.5. Sikonin ve Tiirevleri Uzerinde Yapilan Biyolojik Aktivite Calismalar

2.5.1. Yara iyilestirici aktivite

Yara iyilesmesi bir¢ok hiicre tipinin etkilesimlerini, ¢esitli biiyiime faktorlerini, onlarin
aracilarini ve ekstraseliiler matriks proteinleri iceren karmagik bir biyolojik siirectir (94).
Alkannin ve sikoninin yara iyilestirici 6zellikleri ile ilgili arastirmalar da son yillarda hiz
kazanmistir. Boraginaceae familyasina dahil olan bitkilerin igeriginde bulundurduklar:
sikonin ve tiirevleri nedeniyle yara iyilestirici olarak kullanimlarina dair pek ¢ok calisma

bulunmaktadir ve bu kullanim halk tibbinda da yaygindir.

Cin’de yaygin olarak kullanilan ve ana bilesenlerini Lithospermum koklerinden elde edilen
sikonin ve tiirevlerinin (Shikon) olusturdugu bitkisel merhem olan Shiunko’nun eter
ekstrelerindeki sikonin ve asetilsikoninin farmakolojik etkileri incelenmis ve aralarinda ¢ok
az fark gorllmiistiir. Her iki pigment de, kan koagiilasyonunda etki gostermezlerken
sicanlarda heparinin antikoagiilan etkisini inhibe etmislerdir. iki pigmentin de % 0.1’lik
merheminin 50 mg lik yiizeysel olarak uygulanmasi ile histamin, anti-rat tavsan serumu ve
sicaklik ile artmis olan damar gegirgenligi ve akut 6dem inhibe edilmistir. % 0.1’lik
fenilbiitazon merhemi ile benzer etki gézlenmistir. Bu pigmentler ayn1 zamanda si¢anlarda
granuloma dokularmin proliferasyonunu arttirarak yara iyilesmesini tesvik etmislerdir. Bu
sonuglar goz Oniline almmarak cilt yaralanmalarinda yapismmda Shikon bulunan Shiunko

merhem Onerilebilmektedir (95).
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Ozaki vd. (1993), Japonya’da kullanilan preparatlar olan nanshikon ve koshikonun
iceriklerinin sicanlarda graniilasyon dokusunun proliferasyonunu hizlandirict etkisini
aragtirmislardir. Nanshikon ve koshikonun eter ekstraklarindaki toplam naftokinon igerigini
strastyla % 25.4 ve % 56.1 olarak belirlemislerdir. Koshikonun daha ¢ok asetil, nanshikonun
ise terakril tiirevi bilesiklerden olustugunu belirlemislerdir. Ekstrelerin toplam naftokinon
tiirevlerindeki sikonin iceriginin koshikonda % 85.5 iken nanshikonda % 3.8 oldugu tespit
edilmistir. Graniiloma dokusunun proliferasyonu deri altma yerlestirilen pamuk pellet-
indiikli implant ile uyarilmistir. Doza bagli olarak pamuk pellet-indiiklii graniiloma
dokularmda calisildiginda; nanshikon ve koshikonun graniiloma dokusunun ¢ogalmasini
hizlandiric1 etki bakimindan ayni olduklari, bu etkinin toplam naftokinon igerigine baglh

olup optikce aktif izomer oraninin etkili olmadig: belirtilmistir (96).

Ozaki vd. (1994), alkannin, sikonin ve asetilsikoninin graniilasyon dokusunun
proliferasyonunu hizlandirict etkisini sicanlar {izerinde arastirmiglar ve yaklasik ayni etkiyi
gosterdiklerini belirlemiglerdir. Burada sikonin ve alkanninin mutlak konfiglirasyonu ve
bunlarm yan zincirinin hidroksi grubundaki asetilasyonunun etkilerinde farklilik

gostermedigi belirtilmistir (97).

Sikoninin graniiloma dokularinda vaskuler endotelial biiyiime faktorii (VEGF) iiretimi ve
neovaskiilarizasyonu indiikledigi bir hava kesesi modeli ile kanitlanmistir. Deri altina
enjekte edilen hava kesesinin icine, 24 saat sonra sikonin (50—-1000 pg) enjekte edilmis ve 7
giin sonra graniilasyon dokusunun sekillenmesi kese duvarlarmin agirligmin 6lgiilmesi ile
belirlenmistir. Daha yliksek miktarlardaki sikonin uygulamalariyla graniilasyon dokusunun
sekillenmesi anlamli bicimde artmistir. 5-7. giinlerde sikonin uygulamasi yapilan keselerin
duvar kalinliklarinda artig oldugu, 7. giinde graniilasyon dokusunda neovaskiilarizasyon ve
enflamatuvar hiicre birikimi belirlenmistir. Enjeksiyondan 1 giin sonra kese duvarlarinda
eksprese edilen VEGF miktarmm 6nemli derecede artarken 7. giinde ise azaldigi tespit

edilmistir (98).

Khatoon vd. (2003), Boraginaceae familyasina ait Alkanna, Arnebia, Maharanga ve

Onosma cinslerine ait 8 tiiriin kok ve rizomlarmin bilesiminde bulundugu Ratanjot'un
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ekzama, yara ve isilikte etkili oldugu, Hindistan'da g6z hastaliklari, bronsit, karin agrilari ve

kasmt1 tedavisinde kullanildigini belirtmislerdir (99).

Diyabete bagl olarak olusan yaralarda, ileri varis olusumlar1 sonrasmnda goriilen bacak
iilserasyonlarinda ve yaniklarda, bilesiminde Alkanna tinctoria kok ekstrelerinin bulundugu
Helixderm merhemin % 80 iizerinde etkili oldugu belirlenmis ve merhemin 5 haftalik
siiregte bacak {ilseri ilizerine uygulanmasi ile 6nemli derecede iyilesme gdzlenmistir (25,
100). Michaelides vd. (1993), Helixderm merhemin yaniklarin iyilesme siirecinde
(kizariklik, 6dem, agri, reenfeksiyon gibi durumlarda) hizli ve rahat iyilesme sundugunu

belirtmiglerdir (101).

Karayannopoulou vd. (2011), tarafindan yapilan calismada, alkannin-sikonin bazl
merhemin yara iyilesmesi iizerine etkinligi, kdpekler iizerinde Laktath Ringer soliisyonu
(LRS) ile karsilastirilarak degerlendirilmistir. 2-5 yas araligindaki on adet karigik cins
kopek iizerinde her bir kolun yiizeyine deri defekti olusturulmustur. Yaralara giinde bir kez,
sag taraftakine alkannin-gikonin bazli merhem siiriilmesi, sol taraftakine de LRS ile
yikanmasi yoluyla 20 giin siire ile uygulama yapilmustir. Iyilesme siirecinde; doku
perfiizyonunun, alkannin-gikonin bazli merhem ile muamele edilen taraf iizerinde LRS
uygulanan kisma goére Onemli Olclide daha yiiksek oldugu bulunmustur. Histolojik
anjiyogenezin (4. ve 11. giinde), kolajen iiretim skorunun (4.,11., ve 20. giinde) ve epitel
kalinlig1 skorunun (11. giinde) alkannin-sikonin bazli merhem ile tedavi edilen yaralarda

anlamli diizeylerde daha yiiksek oldugu bulunmustur (102).

Lithospermum erythrorhizon kokiiniin yara iyilesmesindeki etki mekanizmasi biyokimyasal
ve proteomik platformda aktif bileseni olan sikonin ile birlikte aragtirilmistir. Kokiin etanol
ekstreleri ve sikoninin her ikisinin de hiicre c¢ogalmasmi % 25'e varan oranda
yiikseltebildikleri belirlenmistir. Proteomik analiz sonuglari ile kok ekstreleri veya sikonin
uygulanan fibroblast hiicrelerinde eksprese olan yirmi iki farkli protein tespit edilmistir. Bu
proteinlerin fonksiyonlar1 olan antioksidan aktivite, antiapoptotik aktivite, hiicre
hareketliliginin diizenlenmesi, kolajen salgilanmasi, hiicre ¢cogalmasinin tesvik edilmesi gibi
ozellikler; kokiin yara iyilesmesini hizlandirmas: iizerindeki sinerjik etkisiyle
iliskilendirilmistir. Ayrica, bir hayvan modeli olan Sprague Dawley siganlar1 tizerinde kdkiin

yara iyilesmesini hizlandirdig1 dogrulanmistir. Bu bulgular; L. erythrorhizon kokiiniin, yara
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iyilesme siirecini indiikklemesinin molekiiler temelini belirlemeye yardimci olunmustur

(103).

2.5.1.1. Arnebia tiirleri iizerinde yapilan yara iyilestirici aktivite calismalar

Arnebia nobilis'ten elde edilen Arnebin-1 (J,B-dimetilakrilsikonin)’in normal ve
hidrokortizon uygulanmis hasarli yaralarin iyilesmesi {izerindeki hizlandirict etkisi
arastirilmigtir. Arnebin-1, hayvanlarda hidrokortizon ile muamele edilmis veya edilmemis
olan yaralar ilizerine giinliik topikal olarak uygulanmistir. Arnebin-1 uygulamasi yaranin
reepitelizasyon ve kalin graniilasyon doku sekillenmesi i¢in hiicre ¢ogalmasi, hiicre go¢ii ve
kalin graniile dokudan damar sekillenmesini desteklemistir. Ayrica kontrol grubu ile
karsilastirildiginda, yaradaki genislik ve uzunlukta azalma oldugundan, hidrokortizon
uygulanmis ve uygulanmamis yaralarin iyilesmesi anlamli bi¢gimde arttirilmigtir. Arnebin-1
uygulanmis yaralarda kontrol grubu ile karsilastirildiginda yara iyilesmesini arttirdigi bilinen
transforme edici biliylime faktorii-Bl (TGFB1) ve fibronektin, kollajen sentezinin arttigi
goriilmiistiir. Bu ¢alismada Arnebin-1 uygulamasi ile yara iyilesmesi artiginin hem
transkripsiyon hem de translasyon diizeyinde transforme edici biiylime faktorii-p1
(TGFB1)’in artan ekspresyonu aracilifiyla olabilecegi gdsterilmistir ve Arnebin-1’in steroit
ile zarar gormiis yaralardaki iyilesmeyi saglamak icin iyi bir terapotik ajan olabilecegini

disiindiirmistir (104).

Mani vd.’un ¢alismasinda (2004), Arnebia nobilis’ten tiiretilen sikonin analogu olan 93/637
SA’nin, sigan tam kesi yaralarinda normal ve hidrokortizon-indiiklii iyilesmeye olan etkisi
degerlendirilmistir. Glinliik % 0.1 oraninda polietilen glikol bazli merhem uygulanan
yaralarda, hidrokortizon-indiiklii hayvanlardan olusan kontrol grubundaki yaralarla
karsilastirildiginda kaydadeger bir kiigiilme goriilmiistiir. 93/637 SA uygulamasinin, hiicre
gbcli ve neovaskiilarizasyon igeren graniilasyon dokusu olusumunu, kollajenizasyon ve
reepitelizasyonu tesvik ettigi belirtilmistir. Yara iyilesmesini hizlandirdigi bilinen temel
fibroblast biiyiime faktorii ekspresyonunun kontrollere oranla daha yiiksek oldugu

bulunmustur (94).
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2.5.1.2. A.densiflora’min yara iyilestirici aktivitesi

A. densiflora kokleri Malatya yoresinde yara tedavi etme amaciyla, 1lik terayagina batirilip
bir siire bekletilmekte, koklerin ¢ikarimasinin ardindan tereyagmin balmumu ile kivami
arttirilmakta ve buna batirilan bezler yaralarin iizerine sarilarak kullanimi bildirilmistir
(22).Aktan (1994) doktora tez calismasinda, A. densiflora kok ekstresinin yara iyilestirici
aktivitesi lizerinde durmustur. Bu arastirmada, ratlarin sirtlarinda olusturulan tam kalinlik
cilt kesisi yaralarina 3 ve 7 giin siireyle ve % 2, 5 ve 10’luk oranlarda uygulanan A.
densiflora kok ekstresi iceren merhemlerinin yarada 6demi azaltirken, kollajen lif gelisimini
ve epitel rejenerasyonunu hizlandirdigimi ve epitel kalinhigini arttirdigini belirlenmistir.
Sonugta 6zellikle % 5 ve 10'luk dozlarinin yara iyilesmesini hizlandiric1 etkilerininin % 5

oraninda kullanilan dekspantenol'e benzerlik gdsterdigi tespit edilmistir (23).

A. densiflora koklerinin n-hekzan, kloroform, etilasetat ve metanol ekstrelerinin yara
tyilestirici aktiviteleri; erkek Sprague—Dawley fareleri (160-180 g) ve Swiss albino fareleri
(20-25 g) tlizerinde linear insizyon ve eksizyon yara modelleri {lizerinde incelenmistir.
Calismada % 1°lik n-hekzan ekstresinin, glikol stearat: propilen glikol: likid parafin (3:6:1)
ile hazirlandig1 merhem, referans olarak kullanilan 0.5 g Madecassol ile her iki yara modeli

iizerinde de karsilastirilabilir diizeyde yliksek etkinlik gostermistir (105).

A. densiflora kok ekstrelerinin rat damak mukozasidaki yaralara etkisinin arastirildig: bir
calismada, bisturi ile ratlarin damak ortalarinda 10 mm c¢aplh yaralar olusturulmustur.
Yaralarin bulundugu deney grubuna giinde 1 kez % 10 kok ekstresi iceren merhem
uygulanmistir. Yaralanmadan sonraki damak mukoza ornekleri 4., 7., 14. ve 21. giinlerde
ayrilarak histolojik olarak incelenmistir. Arastirma sonucunda, % 10 kok ekstresi iceren
merhemin yara iyilesmesinde agsamali olarak etki gosterdigi belirlenmis ve tedavi edici

olarak onerilmistir (106).
2.5.2. Antitiimoral aktivite calismalar
Son yillarda kemoterapotikler iizerinde ¢aligmalarin yogunlagsmasi sebebiyle alkannin ve

sikonin ¢ifti, bircok tiimdre ve onlarin mekanizmasi {izerine olan antikanser aktivitelerinden

dolay1 ilgi cekmistir (4).

46



Sikoninlerin antitiimor aktiviteleri, timor hiicre gelisiminin inhibisyonu ve apoptoz ve
nekroptozun indiiklenmesi, protein tirozin kinaz inhibisyonu, telomeraz inhibisyonu,
anjiyogenez inhibisyonu, DNA topoizomeraz inhibisyonu seklinde gergeklesebilmektedir.

(107, 108, 109, 110, 111, 4, 10, 112, 113, 114, 115).

Sikoninin, insan mesane kanseri hiicrelerinde (T24) N-asetiltransferaz aktivitesini ve gen
ekspresyonunu inhibe ettigi belirleyen Yeh vd. (2004) (116), bunu takip eden ¢aligmalarinda
(2007) ise sikoninin T24 hiicreleri {lizerinde potansiyel apoptotik etkilerini in vitro olarak
degerlendirmislerdir (117). Sikoninin olusturdugu apoptoz indiiksiyonu, hiicre canlilig1 ve
morfolojik degisiklikler arastirilarak, kaspaz-3 ve kaspaz-9 aktiviteleri flow sitometri
yontemi ve ters transkripsiyon polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR) ile belirlenmistir.
Sikoninin mesane karsinomunun tedavisi i¢in potansiyel bir madde olabilecegine dikkat

cekilmistir.

Operasyon gec¢irmemis, radyoterapi ve kemoterapi uygulanmamis ge¢ evre akciger kanseri
olan 19 kisi tlizerinde sikonin karisimi kullanilmasiyla akciger kanserinin biiyiimesinin
engellendigi ve viicudun bagisiklik fonksiyonunu artirmis olabilecegi klinik olarak
gozlenmistir. Timdr caplarinin % 25’in lizerinde azaldig1 ve bir yillik sag kalim oran1 % 47
olarak belirlenmistir. Tedaviden sonra hastalarin yasam kalitesini biiylik 6lctide diizelerek,
istahlar1 ve viicut agirliklart artmig, gilinliik yasamlarmi kendileri idare edebilmislerdir.
Ayrica akciger kanserinin neden oldugu Oksiiriikk, kanli balgam ve gogiis agrisi gibi
belirtilerin hafiflemis oldugu gdzlenmistir. Hiicrelerin seviyeleri ve interlokin-2 diizeyleri
artmis, periferik kan yapisi, kalp, bobrek ve karaciger lizerinde zararh etkileri olmadigi

belirlenmistir (118).

Iki akciger kanser hiicre hattma ait tiimdr hiicreleri {izerinde B-hidroksizovalerilsikoninin
etki mekanizmasi iizerine yapilan c¢aligmada hiicre 6liimiiniin indiiksiyonunda gii¢lii etki

gosterdigi belirlenmistir (*'°).

Sikonin tiirevi olarak sentezlenen 5,8-dimetoksi-1,4-naftokinon S-64 (DMNQ S-64)’iin,
A549 akciger karsinoma hiicrelerinde kaspaz 8, 9 ve 3 aktivasyonu ve COX-2 inhibitor
aktivitesi ile giiclii sitotoksik aktivite gosterdigi akis sitometrisi, Western blotting ve ELISA
yontemleriyle belirlenmistir (120).
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Lee ve arkadaslarinin yaptig1 ¢aligmada (2008) ise akciger kanserinde L. erythrorhizon’dan
izole edilen sikonin ve tiirevlerinden asetilsikonin ile izobiitilsikoninlerin tiimor gelisimini

baskiladiklar1 ve en etkili bilesigin ise sikonin oldugu tespit edilmistir (10) (Sekil 2.11).

z my/kg

Control Shikonin Acetylshikonin  Isobutyroyishikonin

V0D = Ccontrol

Shikonin
7T Acetylshikonmin
T Isebutyroyishikenin

1 100 O

Tumor voulume(mn)

Sekil 2.11. Sikonin, asetilsikonin ve izobiitirilsikoninin akciger tiimor gelisimini inhibe
etmeleri (10)

Lipozomlarin kontrollii salim ve hedeflenmis ila¢ dagitimi gibi 6zellikleri ile yeterli ilag
tagimalar1 geleneksel formiilasyonlarda onemli avantajlar saglarken, yaygin olarak bircok
lipozomal formiilasyonun kullanilmasina yol a¢mustir, bunlardan bazilar1 da kanser
ilaclaridir. Kontogiannopoulos vd.’nin ¢alismalarinda sikoninin terapotik indeksini arttirmak
amaciyla sikonin yiikli lipozomlar hazirlanmstir. 1,2-dipalmitoilfosfotidilkolin ve yumurta
fosfatidilkolini lipidlerinin kullanimiyla sikonin, lipozomlar i¢ine basarili bir sekilde dahil
edilmistir. Lipozomlar, yiiksek yakalama verimliligi ve iyi in vitro salmma profili ile iyi
fizikokimyasal Ozellikler gostermislerdir. Ayrica lipozomlarm in vitro sitotoksisiteleri {i¢
insan kanser hiicre hattina (meme, glioma ve kiigiik hiicreli olmayan akciger kanseri) karsi

test edilmistir ve biiyiime inhibitor aktivitesi gosterdikleri belirlenmistir (121).

L. erythrorhizon ’dan izole edilen sikoninin, MCF-7 insan meme kanseri hiicreleri iizerinde
apoptozu indiikledigi, akis sitometrisi analizi araciligryla gosterilmistir. Sikonin uygulanan
hiicrelerde apoptik DNA fragmentasyonu oraninin doz bagimli olarak arttig1 gézlenmistir

(122).

Zhang vd. (2009), sikoninin MCF-7 hiicrelerinde Ostrojen biyosentezinin diizenlenmesinde

onemli rol oynayan steroid siilfatazin gen ekspresyon seviyesini diisiirdiigiinii ve
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proliferasyonu engelledigini belirlemislerdir (123).

Yao ve Zhou’nun ¢aligmalarinda (2010), Shikon’dan izole edilen sikoninin antidstrojenik
aktivitesi meme kanseri hiicreleri iizerinde incelenmistir. Sikoninin Ostrojen reseptori o
(ER-0) protein diizeyini azalttigi bulunmustur ve sikonin ER-o pozitif meme kanseri
hiicrelerinde hormon tedavisi i¢in bir potansiyele sahip oldugu belirtilerek yeni ilag

gelismeleri i¢in bir hedef olarak dnerilmistir (124).

Yiizbasioglu (2010), Arnebia purpurea’nin kok ve toprak istli kisimlarindan hazirladigi
ekstreler lizerinde yaptig1 izolasyon ve aktivite ¢aligmalari ile koklerden {i¢ii karigim halinde
olmak iizere toplam 5 naftokinonun (izovalerilalkannin, o-metil-n-butilalkannin,
izobutilalkannin, asetilalkannin ve alkannin) yapis1 spektrofotometrik yontemler (UV, IR,
IH-NMR, 13C-NMR, 2D-NMR, Kiitle spektrometresi) kullanarak aydinlatmistir. Elde
edilen maddelerin sitotoksik aktiviteleri MTT yontemi ile L929 fare fibrosarkoma hiicreleri

iizerinde ¢alisilmis ve 5 naftokinon tiirevi giiclii sitotoksik aktiviteleri ile 6ne ¢ikmistir (20).

Cui vd (2008), L. erythrorhizon koklerinden izole ettikleri 4 hidroksinaftokinon ve
Macrotomia euchroma koklerinden elde ettikleri 3 naftokinonun (asetilalkannin,
izobiitilalkannin, 2’,3’-epoksialkannin) sitotoksik aktivitelerini insan kolorektal kanser
hiicrelerinde (HCT116) ve insan hepatoma (Hep G2) hiicrelerinde yapilan MTT deneyi
sonucunda ICsy degerlerinin belirlenmesi yoluyla arastrnuslardir. izole edilen tiim
hidroksinaftokinon tiirevlerinin her iki tip kanser hiicrelerinde de gii¢lii inhibe edici etkileri
oldugu belirlenmistir. HCT 116 hiicrelerinde 0.3+0.09 ile 0.46+1 uM, Hep G2 hiicrelerinde
ise 0.22+0.03 ile 0.59+0.06uM araliginda degisen ICsy degerleri ile HCT 116 hiicrelerinde
0.32+0.02 uM ve Hep G2 hiicrelerinde 0.24+0.03 pM ICsy degerine sahip olan sikonin
kadar etkili olduklar1 belirlenmistir. Asetilalkannin, izobutilalkannin, 2',3'-epoksialkanninin
ICso degerleri ise; HCT116 lizerinde sirastyla (0.34+0.09 uM, 0.30+0.09 uM, 0.39+0.08 uM
Hep-G2 hiicreleri tizerinde sirasiyla (0.39+0.07 uM, 0.42+0.03 puM, 0.34+0.04 uM) olarak
bulunmustur. Bu sonuglar hidroksinaftokinon tiirevlerinin her iki hiicre iizerinde de gii¢lii

hiicre biiyiimesini engelleyici etkilerinin bulundugunu gostermistir (125).

Antimutajenik aktiviteye sahip olan sikonin insan kolorektal karsinoma COLO 205 hiicreleri
ve insan l6semi HL-60 hiicrelerine kars1 giiclii inhibitor etki gosterirken, insan kolorektal

karsinom HT-29 hiicrelerine kars1 daha az inhibisyon gostermistir. IC50 degerleri COLO
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205, HL-60 ve HT-29 hiicrelerinde swrasiyla 3.12 puM, 5.5 uM ve 14.8 uM olarak
bulunmustur. Sikoninin, COLO 205 hiicrelerinde bir¢ok kompleks mekanizma ile birlikte
apoptozu da indiikledigini belirlemisler ve bunun kemoterapide onemli bir mekanizma

saglayabilecegini belirtmislerdir (126).

Insan kolorektal kanser hiicreleri (HCT-116)’nin gelisiminin inhibisyonunda B,p-
dimetilakrilsikoninin inhibitér aktivitesi in vitro ve in vivo olarak arastirilmistir. f3,B-
dimetilakrilsikoninin GO/G1 hiicre dongiisiinii bloke ettigi akis sitometrisi ile gdsterilmistir.
Proapoptotik proteinler olan Bax ve Bid’nin indiiklenmesi ve antiapoptotik proteinler olan
Bcl-2 ve Bcel-xI'nin ekspresyonunun azalmasi da Western blotting yontemiyle belirlenmis ve

HCT-116’nin baskilanmasi ile iliskilendirilmistir (127).

Kolon kanser tedavisinde, epidermal biiyiime faktorii reseptorii (EGFR)’nii hedefleyen
ajanlarin kullanimi1 yeni bir gelisme alani olarak goriilmektedir. Buradan yola ¢ikilarak,
Calonghi vd. (2007), yeni bir EGFR inhibitorii olarak kullanilan ve yapisinda sikonin ile
aym1 naftokinon ¢ekirdegi igeren bir molekiil olan FR18 iizerinde ¢calismislardir. Insan kolon
kanseri hiicre hatt1 olan HT29’da; FR18’in 10 nM gibi diisiik konsantrasyonlarda bile etkin
oldugu, EGF’iin EGFR’ne baglanmasmi engelledigi, 30 nM’dan 5 pM arasinda degisen
konsantrasyonlarda da apoptozisi harekete ge¢irdigi akim sitometri, immiinopresipitasyon ve
Western blot analizi, konfokal spektral mikroskopi ile gosterilmistir. FR18’in iyi bir anti-
tiimor potansiyeline sahip bir ajan oldugu ve kolon kanserinin terap6tik uygulamalarinda

kullanilabilecegi belirtilmistir (128).

Japonya'da yanik tedavisinde kullanilan bir Cin bitkisel merhemi olan Shiunko’dan izole
edilen sikoninin; farelerde tiimor nekroz faktér o (TNF-o) ve B16 melanoma indiiklii
anjiyogenezi ve civciv embriyosunun yolk kese membranlarinda da normal gelisimsel
anjiyogenezi inhibe ettigi belirlenmistir. Ayrica sikoninin, kiiltiire alinan insan aortik endotel
hiicrelerinde kapiller benzeri yapilarin sekillenerek baglant1 olusumunu ve proliferasyonu
inhibe ettigi tespit edilmistir (129). Singh vd. (2003), sikoninin insan epidermoid kanser
hiicrelerinin biiylimesini engelledigini ve bunu fosforile olmus apoptoz ile iliskili
proteinlerin hiicre i¢i diizeylerini arttirrken, proliferasyonu ile iligkili proteinlerin
fosforlanma seviyelerini azaltarak (EGFR, ERKI1/2 ve protein tirozin kinaz)
gerceklestirdigini belirlemislerdir (110). Baska bir ¢aligmada ise sikoninin insan habis

melanoma hiicrelerinde p53 ve kaspaz 9 yolaklarmi aktive ederek hiicre gelisimini doz ve
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zaman bagimli bir sekilde Onledigi tespit edilmistir. Burada Bcl-2 protein diizeylerinin
azalmig ve Bax protein diizeylerinin artmis olmasi ile p53 proteininin yiliksek

ekspresyonunun pozitif korelasyonu vurgulanmistir (130).

Mao vd.’nin ¢aligmalarinda (2008), kronik miyeloid 16semi hiicrelerinde sikoninin
apoptozisin indiiksiyonunda rol oynadigmi belirtmiglerdir. Hiicrelere 0.5 uM sikonin
uygulamasiyla, reaktif oksijen tiirleri (ROS)’nin hizli bir sekilde iiretilmesiyle sikoninin

kronik miyeloid 10semi tedavisinde umut verici olabilecegi belirtilmistir (131).

L. erythrorhizon hekzan ekstrelerinin deri kanserine olan etkilerini belirlemek amaciyla,
0.1-10 mg/kg konsantrasyonda ve 3 giin aralikla 21 giin siire ile intraperitonal olarak
verilerek bu silire sonunda histopatojik degerlendirme yapilmistir. 10 mg/kg dozda
uygulanan ekstrelerde, melanoma tiimor gelisiminde % 43, agirhiginda ise % 36 azalma

tespit etmislerdir (132).

Onosma paniculata koklerinin petrol eteri ekstraktlarmin aktivite yOnlendirmeli
fraksiyonlarinda [-hidroksizovalerilsikonin, asetilsikonin, dimetilakrilsikonin ve a-
metilbutirilgikonin ile izovalerilsikoninin karisimi izole edilmis ve bunlarin melanoma
hiicrelerinde apoptozu indiikleyici etkileri gosterilmistir. Tiim bilesikler 8 kanser hiicre
hattina kars1 giiclii bir sitotoksisite sergilemislerdir. Dimetilakrilsikoninin 4 melanoma hiicre
hattina karst en giiclii sitotoksik aktiviteyi gosterdigi belirlenmistir.  Ayrica,
dimetilakrilsikoninin ile a-metilbutirilsikonin ve izovalerilgsikonin karisiminin da bu hiicre
hatlarinin hiicre dongiisiiniin ilerlemesine engel oldugunu ve apoptozu indiikledikleri

belirlenmistir (133).

Sikoninden tiirevlenen 1-(1,4-dihidro-5,8-dihidroksi-1,4-dioksonaftalen-2-il)-4-metilpent-3-
enilfuran-2-karoksilat (SH-7) bilesigi, in vivo ve in vitro ¢alismalarda sikoninine oranla daha
giiclii bir gsekilde topoizomeraz I ve daha da giiglii topoizomeraz II inhibitér aktivitesi
gostermistir. HL-60 l6semi hiicrelerinde apoptozu indiikleyici etkisi iyi tanimlanan
topoizomeraz II aktivitesi yaninda az toksisite 6zelliklerinin SH-7’yi ilag arastirma ve

gelistirmede potansiyel ila¢ aday1 yaptig1 belirtilmistir (134).

Sikoninin insan promiyelositik 16semi hiicreleri olan HL-60 hiicrelerinde; etki mekanizmasi

incelenerek kromatin yogunlagsmasi, DNA fragmentasyonu ve kaspaz 3 aktivasyonu gibi
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apoptozu indiikleyen 6zelliklere sahip oldugu bulunmustur (135, 136).

Hashimoto  vd.  (1999), HL-60 hiicrelerine 10°M’lik  konsantrasyonda  f-
hidroksiizovalerilsikonin uygulamiglar ve DNA fragmantasyonu, niikleer parcalanma ve
kaspaz-3-benzeri etkinlik aktivasyonu gibi apoptozun karakteristik  Ozelliklerini

gozlediklerini bildirmislerdir (137).

Chen vd. (2012) da apoptozun indiiklenme mekanizmasi iizerinde c¢aligmislardir. Hiicre
proliferasyonunda sikoninin etkisini MTT araciligiyla belirlemislerdir. Sikoninin 1-8 pg/mL
araligindaki konsantrasyonlarmin, HL-60 hiicrelerinin ¢ogalmasint zaman ve doz bagimli
olarak inhibe ettiklerini belirtmiglerdir. 2 pg/mL konsantrasyondaki sikoninin HL-60
hiicrelerinde apoptozu zaman bagimli olarak indiikledigini tespit ederek bunu Bcl-2’nin

ekspresyon seviyesindeki diisiis ile de iligkilendirmiglerdir (115).

Su vd. 2010, 11 adet sikonin glikoziti sentezleyerek antitiimor aktivitelerini in vitro olarak
arastrmiglardir. Bilesiklerin bazilarinin hem ilag direngli hem de duyarl hatlara (MCF-7,
HL-60) karsz sitotoksik etki gosterdikleri belirlenmistir (138).

Zhou vd. 2010, sikoninden hareketle 22 adet 5,8-O-dimetil agilsikonin tiirevi sentezlemigler
ve sitotoksisitelerini karsilastirmiglardir. Hiicre bazli calismalarda dimetil tiirevleri sikoninle
yaklasik ayni1 etkiyi gosterdiklerini, bazilarinin ise MCF-7 hiicrelerinde secici sitotoksisite
gosterdiklerini belirlemislerdir. Fare karsinomasina subkutan uygulamada 3 bilesigin ise
klinikte antikanser ilag olarak kullanilan florasilden daha etki olduklarini belirlemislerdir

(139).

Insan servikal kanser hiicreleri olan HeLa hiicrelerinin gelisiminin inhibe edilip 6liimiiniin
indiiklenmesine sikoninin etkisi ilizerine yapilan c¢aligmalarda, sikoninin zaman ve doza
bagimli olarak hiicre biiylimesini inhibe ettigi (ICso degeri: 18.9+4.1 pmol/l) ve apoptozu
indiikledigi MTT c¢alismalari, floresan mikroskobi ve Western blot analizleri ile
belirlenmistir (140, 141). Rao vd. (2011), yeni B-hidroksiizovalerilsikonin analoglari
sentezleyerek bunlarm, giicli antitimor aktivite sergilediklerini HeLa hiicrelerinde

belirlemislerdir (142).
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Wang ve Ma'nin c¢alismasinda (2012); 2-metil-n-butil sikoninin, insan mide kanseri hiicre
hatti SGC-790’da hiicre proliferasyonunu inhibe ettigi ve apoptozu indiikledigi tespit
edilmistir (143). Yoshimi vd. 1992, bagirsak karsinomasinin gelisiminin inhibisyonunda

sikoninin etkili oldugunu gostermislerdir (144).

Cin’de bitkisel bir terap6tik olarak kullanilan ve Zicao’dan izole edilen sikoninin, kiiltiire
alimmis TCA-8113 oral kanser hiicrelerinde apoptozisi uyarma yetenegi incelenmistir.
Sikonin TCA-8113 hiicrelerine 10-40 puM aralifindaki farkli konsantrasyonlarda
uygulanmastyla, apoptozda doz ve zamana baglh olarak degisen olaylarm sirasini hiicre
canlilig1 kaybi, kromatin yogunlagmasi, niikleozomlar aras1t DNA fragmantasyonu ve sub-
G1 faz birikimini gostererek ortaya koymustur. TCA-8113 hiicrelerinin apoptozuna proteaz
kaspaz-8,-9 ve 3’lin aktivasyonu ve Bcl-2 proteininin diisiik ekspresyonu eslik etmistir

(145).

L. erythrorhizon ’dan izole edilen sikoninin, 1’-OH’mdan farkl biiyiikliikte agil gruplari
iceren bilesiklerin sentezlendigi bir calismada agcilsikonin analoglarindan kisa zincirli
olanlarm daha giiclii DNA topoizomeraz I aktivitesi gosterdikleri belirlenmistir. Sentezlenen
32 tiirevden 15’1 sikoninden daha giiclii aktivite gOsterirken, asetil, propionil, 4-pentenoil
sikonin kampotensinden yaklasik 4 kat daha giiclii inhibitor aktivite gOstermistir. Etki
potansiyelinin arttirilmasinda, a¢il kisminin boyutu 6nemli iken, olefinik ¢ift baglarin
bulunmasinin da yarar sagladigi belirtilmistir (146). Plyta vd. tarafindan yapilan ¢alismada
(1998), en az 1 fenolik hidroksil grup tasiyan naftokinonlarin potansiyel topoizomeraz I

inhibitorii olabilecekleri belirtilmistir (147).

Kanser ila¢ direncininin asilmasi; 6liim indiikleyicilerin (apoptoz, nekroptoz, otofaji gibi)
kombine sinifinin kullanilmas: yoluyla ve ¢oklu 6liim yolaklarmin eszamanli aktivasyonu
ile miimkiin olabilmektedir. Bu nedenle kemoterapilerin basarisinda; kanserin zayif
noktasinin hedeflenmesi kritik bir rol oynamaktadir. Nekroptozun indiiklenmesi de bu
yollardan biridir. Son zamanlarda yapilan bir¢ok ¢alismada; kanser ilaglarinin antrasiklin
antibiyotikleri, taksanlar, vinka alkaloitleri, epipodofilotoksinler gibi apoptotik
indiikleyicilere karst direngli iken sikonin gibi nekroptotik indiikleyicilere karsi duyarli
olduklar1 gosterilmistir. Kanser kemoterapisinde 6zellikle apoptotik ila¢ direngli kanserlerde
nekroptozun indiiklenmesi kanserin zayiflatilmasinda 6nemli potansiyele sahip oldugundan

sikoninlerin bu amagcla kullanilabilecegine dikkat ¢ekilmistir (148, 149, 150).
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Geleneksel Cin tibbmin kdkenini olusturan Kampo tedavisinde Kampo tibbi bitkilerinden L.
erythrorhizon’un sahip oldugu sikonin bilesigi kanser hiicre hatlarina karsi yiliksek
sitotoksisite gostermektedir. Mikroarray tabanli arastirmalarla Kampo tiirevi dogal iiriinlerin
kanser hiicrelerine cevabi molekiiler belirleyicilerle gosterilmistir. Kampo tiirevi dogal
iriinler gelecekte timdr tedavilerinde farmakogenomik stratejiler icin degerli bir kaynak

depo olabilecektir (151).

Bitkilerden yeni antikanser ajanlarmin belirlenmesi amact dogrultusunda, Sevimli-Giir ve
arkadaslarinin, Alkanna cappadocica’da  diklorometan/metanol (1:1) ekstraktlarini
fraksiyonladiklar1 ¢aligmada (2010), 4 bilinen (11-deoksialkannin, ,B-dimetilakrilalkannin,
11-O-asetillalkannin ve alkannin) ve 4 yeni bilesik (5-O-metil-11-deoksialkannin, 8-O-
metil-11-deoksalkannin, 5-O-metil-11-O-asetilalkannin  ve  5-O-metil-B,B-dimetilakril
alkannin) spektroskopik yontemlerle tamimlanmustir (LC-ESIMS, 1D ve 2D NMR). izole
edilen bilesiklerin sitotoksisiteleri 12 adet insan kanser hiicre ve 2 adet normal hiicre hatt1
tizerinde MTT yontemi ile degerlendirilmistir. 5-O-metil-11-O-asetilalkannin 0.09 ve 14.07
uM arasindaki ICsy degeri ile carpict sitotoksisite gostermistir. Bu bilesiklerden 6 tanesi
pozitif kontrol olarak kullanilan etaposit ve deksorubisinden daha etkili bulunmustur. Tek

O-metilli alkannin tiirevi bilesikler ve bunlarin sitotoksisiteleri ilk kez belirlenmistir (152).

2.5.2.1. Arnebia tiirleri iizerinde yapilan antitiimoral aktivite calismalar

A. euchroma’dan elde edilen naftokinon pigmentlerinin mide ve O&zefagus kanser
hiicrelerinin  ¢ogalmasmi  Onledigini 1990 yilimda Lu ve Liao’nun ¢aligmalariyla
aciklanmigtir. Pigmentlerin 5-10 pg/mL’lik konsantrasyonlarda kaydadeger antitiimor
aktivite gosterdikleri belirlenmistir (153).

Arnebia nobilis kok ekstrelerinden alinan f,-dimetil akril sikoninin, antikanser 6zelliklere
sahip olmakla birlikte toksik oldugu gosterilmistir. Bunun iizerine B-dimetil akriloil
sikoninin ¢esitli analoglar1 sentezlenmis ve bunlardan biri olan 93/637 (SA)’nmn B,B-
dimetilakril sikonine kiyasla ¢ok daha az toksik oldugu belirlenmistir. Sikonin analogu
93/637’nin prostat kanseri hiicrelerinin gelisimine olan inhibe edici etkisi gosterilmis ve
prostat kanserinin tedavisinde potansiyel bir terapdtik kullanilmasi dnerilmistir (154). Bir

baska ¢alismada da 93/637°nin 500 nm’lik konsantrasyonunun lenfoma hiicre hatlarinda
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gelisimi inhibe ettigi ve apoptozu indiiklendigi belirlenmistir (112).

Xiong vd. (2009), Arnebia euchroma hiicre slispansiyon kiiltlirlerinden izole edilen
asetilsikoninin antitimor etkisini in vivo ve in vitro olarak arastirmuslardir. In vitro
caligmalarda insan akciger adenokarsinoma hiicreleri (A549), insan karaciger karsinoma
hiicreleri (Bel-7402), insan meme adenokarsinoma hiicreleri (MCF-7), fare Lewis akciger
karsinoma (LLC) hiicreleri tizerinde MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum
bromiir) deneyi ile, in vivo olarak ise C57BL/6 farelerde LLC modeli ile arastirilmigtir. LLC
dokusunda Bax, Bcl-2 ve kaspaz-3 proteinlerinin ekspresyonu immunohistokimyasal
boyama ile teshis edilmistir. A549, Bel-7402, MCF-7 ve LLC hiicre hatlarinda asetilsikonin
hiicre c¢ogalmasini doza bagimli olarak inhibe etmistir. Bu hiicrelerdeki 1Csy degerleri
sirastyla 5.6+£0.86 pg/mL, 6.82+1.5 pg/mL, 3.04+0.44 pg/mL ve 2.72+0.38 pg/mL olarak
bulunmustur. /n vivo ¢caligmada ise asetilsikoninin, tiimdr bliylimesini baskiladig1 ve 2 mg/kg
dozdaki asetilsikoninin  inhibisyon oraninin % 42.85 oldugu  bulunmustur.
Immunohistokimyasal boyama sonuglar1 da asetilsikoninin tiimdr hiicre apoptozisini

indiikledigini ortaya koymustur (155).

2.5.3. Antimikrobiyal aktivite cahismalar

Brigham vd. (1999) L. erythrorhizon sagak kok kiiltiirlerinde epidermal hiicrelerdeki
iretilen pigmentlerin, toprak bakterilerinin gelisimini 6nemli Ol¢iide inhibe ettigini

gostermislerdir (6).

Bilesiminde L. erythrorhizon kok ekstrelerinin bulundugu Shikon'un yapisini olusturan
naftokinon tiirevlerinin in vitro antifungal aktiviteleri ¢ok sayida fungal patojenlere karsi
incelenmistir. Bu bilesiklerin mantarlara karst genis bir duyarliliklar1 bulundugu
kaydedilmistir. Sikoninin 4 pg/mL’lik MIC degeri ile flukonazolden; maya benzeri mantar
olan Candida krusei’ye karst 4, Saccharomyces cerevisiae’a karst 2 kat gicli, C.
glabrata’ya kars1 ise ayni potansiyele sahip oldugu gosterilmistir. Deoksisikoninin ise C.
krusei’ye karst 4 kat daha giicli (MIC; 4 ng/mL), S. cerevisiae’ye kars1 3 kat daha giiclii
(MIC; 2 pg/mL) aktivite sergilemistir. Asetilsikonin ve [-hidroksiizovalerilgikonin, C.
krusei hari¢ diger fungal patojenlere karsi standarttan daha diisiik aktivite sergiledikleri

belirlenmistir. Filamentli bir mantar olan Trichosporon cutaneum’a kars1 tim naftokinonlar
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standarttan daha diisiik  aktivite sergilemistir. Bu sonuglar, Shikon preparatinin klinik
kullanimt i¢in rasyonel bir temel saglayarak antifungal aktiviteye sahip bir antienflamatuvar

ajan olarak tibbi tedavide kullanilabilecegini gostermektedir (9).

Sikonin ve tlirevlerinin Staphylococus aureus, Staphylococus epidermidis, Sarcina lutea,
Bacillus subtilis, Escherichia coli ve Helicobacter pylori tiirlerinin gelisimini inhibe edici
etkileri belirlendigi gibi (156, 4), ayrica Candida krusei, Candida albicans, Trichosporon
sp., Cladosporium herbarum, Saccharomyces cerevisia ve Cryptococcus neoformans
tiirlerine karsi antiviral aktiviteye de sahip olduklarini gosteren arastirmalar bulunmaktadir

(9, 25).

Sikoninin, adenoviriis tip 3 (AdV3)lin gelisimini Onleyici etkisi in vitro olarak MTT
yontemi ile belirlenmistir. AdV3 igindeki Hekzon proteininin ekspresyonu lazer tarama
immunfloresans yontemi kullanilarak konfokal mikroskopi ve Western blot analizi ile tespit
edilmistir. Buna ek olarak, AdV3 tarafindan enfekte edilen hiicrelerin apoptoz orani da akis
sitometrisi ile tayin edilmistir. 0.0156-1 puM araliginda kullanilan sikoninin AdV3
biiyiimesini % 23.8-69.1 inhibisyon orani ile konsantrasyona bagimli bir sekilde inhibe ettigi
belirlenmistir. Sikoninin AdV3 i¢inde Hekzon proteininin ekspresyonunu ve apoptozun
derecesini azaltmak yoluyla potansiyel antiviral mekanizmaya ve anti-AdV3 yeteneklere

sahip oldugu gosterilmistir (157).

Ali vd. (2011) caligmalarinda naftokinonlarin yapilari ile antileishmanial aktivite iligkilerini
aragtirmiglardir. 1,4-naftokinonlarin 2. karbon atomlarmma bagli bir metil veya metoksil
grubunun bulunmasi antileishmanial aktivitesini 6nemli dlciide arttirirken, bu pozisyonda bir
hidroksil grubunun varlhigir ise etkinligi azaltmistir. Yan zincirde hidroksi grubunun
bulunmasi durumunda da etkinligin arttig1 gézlenmis ve 1-3 uM araligindaki ICsy degerleri

ile sikonin/alkannin tiirevlerinin 6nemli 6l¢iide leishmanisidal oldugu belirtilmistir (158).

L. erythrorhizon’dan izole edilen 6 sikonin tiirevi ve 3 sikinofuranin, viral ve mikrobiyal
patojenlerde yaygin olarak bulunan sialidaz (glikozil hidrolaz) enzimlerine kars1 giiclii ve
secici inhibisyon gosterdikleri belirlenmistir. Glikozil hidrolaz (GH) 33'e karst en yliksek
inhibitor aktiviteyi Sikinofuran E gosterirken, GH 34 sialidaza karsi ise caligilan tiim
sikoninler yaklasik ayni etkiyi gostermislerdir ve ICsy degerleri 40 uM olarak belirlenmistir.
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Kinetik analizler naftokinonlarin yarigmasiz bir mekanizma ile hareket ettigini gostermistir

(159).

2.5.3.1. Arnebia tiirleri iizerinde yapilan antimikrobiyal aktivite calismalar

Japonya’da genis bir kullanim alanina sahip olan saflastirilmis sikonin tip, kozmetik ve gida
sektoriinde  kullanilmaktadir.  Sikonin Rusya’da antiinflamatuar merhem yanik
merhemlerinin bilesimine girmistir. Sikonin genis bir spektrumda antimikrobiyal aktiviteye

sahiptir (5).

Karyagina vd. (2001), A. euchroma bikisinin modifiye MS ortaminda gelistirdikleri sivi
kiiltiirlerinin sulu etanol ve yag ekstreleri ile ticari sikoninin antimikrobiyal aktivitelerini
karsilagtirmiglardir. % 0.005’lik sikonin soliisyonu ile % 0.003’liikk sikonin igeren bitki
ckstresi kullanmiglardir. Antimikrobiyal aktivite 37°C de ve 3 giin siireyle gelistirilen S.
aureus, Bacillus cereus, E. coli ve Pseudomonas aeruginosa kiiltlirlerinde MIC testi ile
tespit edilmistir. Kiiltiir hiicrelerinin sulu etanollii ekstrelerinde Gram pozitif bakterilerin
gelisim inhibisyonlart % 90-95 oraninda bulunmustur. 4. euchroma sulu etanollii
ekstrelerinin ticari antimikrobiyal preparatlarla da karsilastirildigi calismada, bu ekstraktin
jel, stv1 sabun, krem ve antimikrobiyal kozmetiklere alternatif olabilecegi gdsterilmistir.
Ayrica bu ekstrelerin antifungal 6zelliklerini de incelemislerdir. Patojenik etki gosteren ve
deri ile bronsiyal alerjik hastalardan alinan Candida ve Trichosporon tiirlerinde ve saglikli
derilerinden izole edilen 2 Malassezia sympodialis tiiriine kars1 olan antifungal aktiviteyi
MIC testi ile incelemislerdir. Maya ya hiicrelerini modifiye edilmis yatik Sabouraud agar
ortaminda 27°C'de ve 2 giin siireyle gelistirmislerdir. pH indikatorii bulunan ortamlardaki
renk degisimine bakilarak hiicre gelisiminin inhibisyonu belirlenmistir. Sikonin 0-100
pg/mL arasinda degisen konsantrasyonlarda uygulanmig ve indikator rengin yesil olmasi ile
tamamen inhibe edici konsantrasyonun minumum miktar1 belirlenirken, sartya doniisiim ile
de mimimum inhibe edici konsantrasyon belirlenmis ve antifungistik etki tespit edilmistir

(160).

Shen vd. (2002), tarafindan metisiline direngli Staphylococcus aureus (MRSA) ve
vankomisine diren¢li enterekoklara (VRE) karst Arnebia euchroma ekstraktinin etkinligi

arastirtlmistir. 4. euchroma ekstraktindan biyolojik aktivite rehberli izolasyon ¢aligmasiyla
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elde edilen alt1 naftokinon tlirevinin minimum inhibitdr konsantrasyonlariin (MIC) 1.56 ve
3.13 pg/mL arasinda oldugu ve bu degerlerle 6.25 mg/mL MIC degerine sahip olan
alkannin ile sikonine gore daha yiiksek anti-MRSA aktivite gosterdikleri bulunmustur. Bu
tirevlerden 7 tanesinin ayni zamanda, anti-MRSA’ya benzer minimum inhibitr
konsantrasyonlarda, vankomisin direngli Enterococcus faecium ve Enterococcus faecalis’a
karst anti-VRE etkinlik gosterdikleri de belirlenmistir. Sentezlenen aromatik ester
tiirevlerinin antimikrobiyal aktiviteleri arastirilmis ve higbirinin test edilen gram negatif
bakterilere karsi aktif olmadiklar1 goriilmiistiir. Bunlarin segilen kanser hiicre hatlari
iizerinde sitotoksisiteleri 0.6-5.4 ng/mL olarak bulunmustur. Bu sonuglar alkannin ve ester
tiirevlerinin, antitimdr aktiviteye sahip anti-MRSA ve anti-VRE ajanlarin potansiyel aday1

oldugunu gostermektedir (161).

Arnebia hispidissima'nin petrol eteri ekstresinin ve bu bitkiden elde edilen triterpenlerden -
amirin, PB-amirin asetat, lupeol ve betulinin Escherichia coli, Staphylococcus aureus,
Klebsiella pneumoniae, Bacillus thuringiensis'e kars1 antibakteriyel; Aspergillus niger, A.
flavus, Rhizoctonia phaseoli ve Penicillium chrysogenum'e karsi antifungal etkileri disk
diflizyon yontemi ile karsilagtirilmigtir. Referans olarak bakteriler icin 1 mg gentamisin;
mantarlar i¢in ise mikostatin kullanilmigtir. Petrol eteri fraksiyonu, Klebsiella
pneumoniae’ya karst 14 mm’lik, Penicillium chrysogenum’a karst ise 7 mm’lik inhibisyon
zon ¢ap1 (I1Z) ile maksimum aktivite gostermistir. Elde edilen triterpenlerden B-amirin'in .
coli've karst; (IZ=16 mm) B-amirin asetatin ise R. phaseoli'ye (1Z =10 mm) kars1 maksimum

aktivite gosterdikleri belirlenmistir (162).

Hindistan’da geleneksel olarak iilser, ¢iban, kesikler, kalp rahatsizliklar1 ve bas agrisi, ates,
dil ve bogaz sorunlarinin tedavisinde kullanilan Arnebia hispidissima koklerinin etil asetat
ekstraktlarinin antimikrobiyal aktivitesi Singh vd. tarafindan bildirilmistir. Izole edilen
izovalerilsikoninin 20 pg/mL  dozu ile Enterobacter cloacae’ye karsi, f,B-
dimetilakrilsikoninin 65 pg/mL’den yiiksek dozlarda C. albicans’a karsi en giiclii antifungal
aktivite gosterdigi belirlenmistir (163).
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2.5.3.2. A.densiflora’min antimikrobiyal aktivitesi

A.densiflora ekstresi ve etken maddeleri {izerinde yapilan bir biyolojik aktivite ¢aligsmasinda,
Streptococcus agalatica, Bacillus subtilis mikroorganizmalarina karsi inhibe edici etkileri

bulunmustur (24).

A. densiflora koklerinden ¢oziicli olarak n-hekzan kullanilarak elde edilen ekstrenin tibbi
alanda kullanimmna yonelik olarak yapilan Bozan’m calismasinda A. densiflora kok
ekstresinin antibakteriyel etkisinin kuvvetli antibiyotik olarak bilinen ampisilin ve
eritromisinin degerlerine gore daha diisiilk olmasina ragmen, antibakteriyel smir olarak kabul

edilen MIK degerleri i¢inde yer aldig1 bulunmustur (106).

Veteriner ve tip hekimliginde kan parazitlerine kars1 kullanilan A.densiflora’dan elde edilen
ekstrelerin Theileria annulata sizontlar1 ile enfekte periferal mononiikleer kan (PBM)
hiicrelerine kars1 etkinlikleri in vitro olarak arastirilmistir. A.densiflora bitkisinden % 4.55
verimle elde edilen n-hekzan ekstrelerinin, ¢alisilan tiim konsantrasyonlarda (125, 62.5,
25.625, 7.81, 3.91 pg/mL) hem saglikli hem de enfekte hiicreleri kontrol gruplarindakilere
kiyasla anlamli diizeylerde 6ldiirdiigii belirlenmistir (164).

Erecevit vd. (2011), geleneksel tipta tedavi i¢in kullanilan dort farkli familya (Lamiaceae,
Asteraceae, Boraginaceae, Hypericaceae)’ya ait 11 taksonun antimikrobiyal aktivitesini
arastrmiglardir. Bu taksonlarin  metanol ile hazirlanan ekstrelerinin antimikrobiyal
aktiviteleri, Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Bacillus megaterium, Klebsiella
pneumoniae, Candida albicans, Candida glabrata, Candida tropicalis, Trichophyton sp. ve
Epidermophyton sp.’ye karsi disk diflizyon metodu ile incelenmistir. Bu g¢aligmanin
sonunda, Arnebia densiflora‘nin en yiiksek aktivite gosteren 2 tiirden biri oldugu
belirlenmistir. (inhibisyon zonu 14-40 arasinda degismistir.) Elazig Baskil’den toplanan
bitkinin ¢alisilan tiim mikroorganizmalara karsi etkili oldugu, en yiiksek etki gosterdigi
tiirlerin ise S. aureus (31 mm), K. pneumoniae (27 mm), C.albicans (40 mm) ve C.
tropicalis (32 mm) olduklar1 belirlenmistir. Bu sonuglar ile bitki ekstrelerinin
infeksiyonlarin tedavisinde gli¢lii birer kaynak olarak kullanilabilecekleri belirtilmistir

(165).
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2.5.4. Antienflamatuvar ve antioksidan aktivite calismalari

Shikon’un eter ekstrelerinin 50 mg/alan dozunun uygulanmasi ile histamin, serotonin,
bromelain, anti-sigan tavsan serumu ve sicaklik ile uyarilmis olan vaskuler gecirgenligi ve
akut 6demi inhibe ettigi ve ayrica UV veya dig sicaklik ile uyarilan bolgesel deri eritemini

de baskiladig1 belirlenmistir (95).

Seto vd. (1992), Shikon’un yapisinda bulunan sikonin ve tiirevlerinin graniiloma olusumu ve
gecikmis tip alerjideki etkileri {izerinde c¢alismislardir. Sikoninin indirgenmis ve
pentaasetillenmis sikonin tiirevi olan MDS-004’{in graniiloma olusumunu hizlandirict etkisi
ile kulak 6demi gibi gecikmis tip alerjilerdeki inhibitor etkisinin sikoninden daha ytiksek
oldugunu belirlemislerdir. MDS-004 kulak {izerine 1 mg dozda bdlgesel olarak uygulandigi
zaman okzasolon ve dinitroflorobenzen ile uyarilmig kulak ddemini sikonin gibi gii¢lii bir
bicimde baskilamistir. MDS-004’iin agiz yoluyla 80 mg/kg dozunda uygulanmas ile,
karrageenan tarafindan uyarilan sigan penge ddemini ve 100 mg/kg dozda ise asetik asit

tarafindan uyarilan gastrik iilserin iyilesmesini hizlandirdigi tespit edilmistir (166).

Sikoninin si¢anlarda kapillerlerin ¢ogalmasi ve kollajen iiretiminin artmasi ile birlikte

graniilasyon dokusu olusumunu arttirici etkisi oldugu bildirilmistir (167, 168, 169).

Sikoninin karrageenan ile karsilastirildigi bir ¢aligmada, sikonin uygulanan pamuk pelet
indiikli graniilasyon dokusunda hemoglobin ve hidroksiprolin miktar1 ile birlikte doku
agirhgr da artmigtir. Ratlarda sikoninle birlikte graniilasyon dokusu olusumunun
huzlanmasina kollajen iiretiminin artis1 ve kapillerlerin proliferasyonu da eslik etmistir.
Sikonin penge ddeminde karrageenan gibi az uyarmasina ragmen graniiloma sekillenmesini
daha fazla arttrmustir. Bu veriler, sikoninin graniilasyon sekillenmesi iizerindeki biyolojik

etkisinin altinda yatan mekanizmanin karrageenandan farkli oldugunu gostermistir (168).

Sikonin ve tiirevlerinin antienflamatuvar etkilerinin, 16kotrien B4 (LTB4)’lin biyosentezinin
inhibisyonu (170), mast hiicrelerinin degraniilasyonunun baskilanmasi ve damar sisteminin
korunmasi, notrofil salinmasmin baskilanmas1 (144), fosfotidilinositol sinyallerinin
bozulmasi ve CC kemokin reseptdér 1’e baglanan kemokin lijantlarinin blokaji (171) gibi

cesitli aktivitelerin mekanizmalari ile baglantili oldugu arastirmalarla gosterilmistir.
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Subbaramaiah vd. (2001) tarafindan siklooksijenaz-2 (COX-2) inhibitorlerinin belirlenmesi
amactyla 266 bitki ve 968 ekstrakt taranmistir. Arnebia euchroma nm da i¢inde bulundugu

12 bitkide COX-2 aktivitesinin inhibe edici etki belirlenmistir (172).

Tiimor nekroz faktor a (TNF-a) enflamatuar hastaliklarin patogenezine katki saglamaktadir
ve yeni antienflamatuvar ilaglarin gelistirilmesi i¢in bir hedef olmustur. Sikoninin; insan
TNF-a promotorunun transkripsiyonal aktivasyonunu inhibe ettigi ve mRNA ekspresyonu
ile protein iliretimini baskiladiginin belirlendigi bir ¢alisgmada antienflamatuvar terapotik

olarak kullanilabilecegi onerisi getirilmistir (173).

Alkanna tinctoria kok ekstrelerinin DPPH radikal siipiiriicti etkilerini ve yapi aktivite iligkisi
iizerinde ¢alismislardir. Alkannin ve sikoninin her ikisinin de monomerik ve oligomerik
yapilar1 ile ester tiirevlerinin yiliksek radikal siipiiriicii aktivitelerinin bulundugunu
belirlemiglerdir. Aktivite iizerinde ana iskelet olan naftokinon yapisinin major rolii

bulunurken, yan zincirlerin mindr etkili oldugu belirlenmistir (174).

Takano-Ohmuro vd. (2008), bitkisel ilag olan "Shikon"'un icerigindeki sikoninin
enflamasyonu baskilamasindaki molekiiler hedefleri {izerinde calismislar, insan bazofil
degraniilasyonuna yanit verilmesinde sikoninin etkisini incelemislerdir. Sikoninin doza
bagimli olarak anti-IgE antikoru ile indiiklenen bazofillerden histamin salmimini inhibe

ettigi 2.6+1.0 uM degerindeki ICso degeri ile belirlenmistir (175).

Sikoninlerin gii¢lii antioksidan ve radikal siipiiriicii etkiye de sahip olduklar1 tespit
edilmistir. Antioksidatif aktiviteleri; O, sliperoksit anyon radikali (.O,), hidroksil radikali
(.OH) gibi bircok reaktif oksijen tiirline, DPPH radikaline, LDL oksidasyonuna, demir
bagimli mikrozomal lipid peroksidasyonuna kars1 etkileri ile belirlenmistir (7, 176, 177).

Sikoninin yiizeysel antienflamatuvar etkisi kulak 6demi iizerinde incelenmistir. Her kulaga
giinde 1 mg sikonin ylizeysel olarak uygulandiginda 6demi azalttigi, COX-2 ekspresyonunu
% 70, uyarilabilen nitrik oksit sentaz seviyesini de % 100 oraninda azalttig1 belirlenmistir.

(178).

Lu vd. 2011, L. erythrorhizon’ dan ekstrakte edilen sikoninin 4 mg/kglik dozunun en etkili

antienflamatuvar ajan olan dekzmetazonun 2.5 mg/kg' ile ayni etkiye sahip oldugunu in vivo
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caligmalari ile belirlemislerdir. Sikoninin 1 mg lik uygulamasiyla yaklasik % 45; 4 mg/kglik
uygulamasiyla ise % 65 oraninda inhibisyon saglanmistir. Sikoninin bu etkiyi proteazom

inhibisyonu ile gergeklestigi belirtilmistir (179).

2.5.4.1. Arnebia tiirleri iizerinde yapilan antienflamatuvar ve antioksidan aktivite
calismalan

Tanaka vd. (1986), Cin'de bitkisel bir preparat olan Zicao'nun; petrol eteri, kloroform, alkol
ve sulu ekstrelerinin oral olarak 500 mg/kg dozunda verilmesiyle, karragenin tarafindan
uyarilmis sigan-penge 6deminin % 27-65 araliginda baskilandigi belirlemiglerdir. Ayrica bu

etkide enantiyomerlerin R ve S formlarinin arasinda fark bulunmadigi da belirtilmistir (180).

Kaith vd. (1996) A. euchroma'nin koklerinin petrol eteri, kloroform, alkol ve sulu
ekstrelerinin antienflamatuvar aktivitelerini karragen ile indiiklenmis fare penge 6demi
metotunu kullanarak arastirmislardir. 100-150 g agirliginda albino farelere ekstrelerin 500
mg/kg konsantrasyondaki dozlar1 uygulanirken, kontrol grubuna % 1'lik tuz igeren tasiyici
cozelti, standart olarak kullanilacak gruba ise ibuprofen 50 mg/kg dozda oral olarak
verilmistir. 300 dk siirede ekstrelerin maksimum inhibisyonlar: sirastyla % 61.2, 45, 27.5 ve
60 olarak bulunmus ve bu degerlerin % 61.6 oraninda inhibisyon gosteren referans ilag olan

ibuprofenle kiyaslanabilir diizeyde olduklar1 gosterilmistir (181).

Lin vd. (1980)’un ¢aligmalarinda, A. euchroma’dan elde edilen asetilsikonin histaminle
indiiklenen kapiller permeabilite, fare penge 6demi ve koton pellet ile olusturulan granulomu
inhibe ettigini ve bunun yaninda bobrekiistli bezi ¢ikartilmis farelerde de antienflamatuvar
etki gosterdigini belirlemiglerdir. Ayrica farelerdeki LDsy degerinin 22.75 mg/kg oldugunu
belirtmiglerdir (182).

A. hispidissima'nin etanolik ekstresi ve bu ekstreden kromatografik metotlar ile elde edilen
arnebin-5, arnebin-6, terakrilsikonin, arnebinon ve asetilsikoninin antienflamatuvar
aktiviteleri, fareler lizerinde olusturulan karragen ile indiiklenmis pence 6demi ve komplet
Freund adjuvani (CFA) ile indiiklenmis kronik artrit deneyleri ile arastirilmistir. Karragen
ile indiiklenen fare penge 6demi deneyinde 150-200 g agirhiginda erkek Wistar, CFA ile

indiiklenmis kronik artrit deneyinde ise 25-30 g agiwrhiginda Swiss albino fareler
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kullanilmigtir. Kontrol grubuna % 2’lik tuz ¢oOzeltisi verilmis, standart olarak ise
asetilsalisilik asitin etanoldeki % 1°lik ¢o6zeltisi kullanilmistir. Arnebinonun 5 mg/kg’lik
dozu ile; 8 saat sonunda karragen ile indiiklenmis akut artritin inhibisyonunda % 27.17,
birinci giiniin sonunda ise CFA ile indiiklenmis kronik artritin baskilanmasinda % 62.45
inhibisyon degeri ile c¢alisilan bilesikler arsinda en yiiksek aktiviteye sahip oldugu
bulunmustur. Bu ¢alisma ile 4. hispidissima'nin etanol ekstresinin ve basta arnebinon olmak
lizere tiim naftokinon tiirevlerinin anlamh diizeyde antienflamatuvar aktivitelerinin

bulundugu gosterilmistir (183).

Singh vd. tarafindan yapilan baska bir calismada (2004) da A. hispidissima’nin n-hekzan
ekstresinin ve bu ekstreden elde edilen arnebin-1, arnebin-7, tiglik asit, alkannin, arnebinol
ve sikloarnebin-7 naftokinonlarinin antienflamatuvar etkileri, yine fareler {izerinde
olusturulan karragen ile indiiklenmis penge ddemi ve komplet Freund adjuvani1 (CFA) ile
indiiklenmis kronik artrit modelleri ile arastirilmistir. Her iki deneyde de kontrol grubuna tuz
cozeltisi verilmis, standart olarak ise % 1 karboksimetilseliiloz i¢inde asetilsalisilik asit (50
ve 100 mg/kg dozlarda) ¢ozeltisi kullanilmistir. Farelere n-hekzan ekstresinin 100 ve 500
mg/kg’lik, naftokinonlarmn ise 50-100 mg/kg’lik konsantrasyonlar1 uygulanmistir. Karragen
ile indiiklenmis akut artritin inhibisyon deneyinde 4—6 haftalik, 150-200 g, erkek Wistar
albino fareler lizerinde sikloarnebin-7’nin 50 mg/kg’lik dozunun 4. saatin sonunda % 56.3
inhibisyon gosterdigi belirlenmistir. CFA ile indiiklenmis kronik artritin baskilanmasinda ise
4-6 haftalik 25-30 g, erkek Swiss albino farelere 50 mg/kg’lik dozda uygulanan arnebin-
I’in 1. gliniin sonunda % 60.4 oranindaki inhibisyon etkisi saptanmistir ve her iki metotta da
n-hekzan ekstresi ve naftokinonlarin Ozellikle de arnebin-1’in anlamhi diizeyde

antienflamatuvar etki gosterdikleri belirtilmistir (163).

Sikonin ve agcilsikonin tiirevlerinin radikal siipiiriicii etkilerinin incelendigi bir ¢caliymada

acil tliirevlerinin yiiksek radikal siipiiriicii aktivitelerinin bulundugu belirlenmistir (184).

2.5.4.2. A.densiflora’min antienflamatuvar ve antioksidan aktivitesi

Aktan (1994), A. densiflora kok ekstresini penge ddemi olusturan hayvanlara giinliik 1, 3 ve
5 mg/kg’lik dozlarinda intraperitonal yol ile uygulamak suretiyle gergeklestirdigi

calismasinda antienflamatuvar aktivite belirlemistir (**). Bu etkinin, 5 mg/kg’a kadar doz
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bagimli olup ve 3 mg/kg dozundaki diklofenak sodyumun etkisine esit giicte oldugu tespit
edilmistir. Ekstrenin 3 mg/kg’lik dozu ile % 38 6dem inhibisyonu gergeklestiren ekstrenin
antienflamatuvar etkisinin damar permeabilitesini azaltmasinin yaninda prostaglandin

sentezini de inhibe etmesinden kaynaklanabilecegi belirtilmistir.

Arnebia densiflora’nin kok, gdvde ve cigeklerinin kloroform, etil asetat,metanol ve sulu
ekstresinin asetilkolinesteraz inhibisyon degeri, ELISA mikroplak okuyucu kullanilarak;
antioksidan aktivitesi ise DPPH radikal supurme testi ve Fe+2-ferrozin test sistemi
kullanilarak belirlenmistir. Sonuglar, kok metanol ve sulu ekstrelerinin 200 pg/mL ‘lik
konsantrasyonda orta derecede DPPH radikal siipiiriicii etki gosterirken, tiim ekstrelerin
standart olarak kullanilan butilhidroksianisole oranla daha iyi demir iyonu baglayici etkiye

sahip oldugunu gostermistir. Sadece kok kloroform ekstresi 62.5 pg/mL de

asetilkolinesteraza karsi orta derecede inhibisyon gdstermistir (185).

2.5.5. Diger etkileri ve kullanimina iliskin calismalar

Chen vd. (2002), Cin bitkisel terapotigi olan Zicao’nun aktif bilesenlerini olusturan L.
erythrorhizon ’dan izole edilen sikoninin, cesitli etki mekanizmalariyla hiicre i¢i ve hiicreler
arast kompartmalarda ¢oklu hedefleri ile protein-protein etkilesiminde etkili bir inhibitor
oldugu hipotezini gelistirmislerdir. Bu genel inhibitor etkisi ile sikoninin, genis bir biyolojik
ve farmakolojik aktiviteye sahip oldugu belirtilmistir (186).

Sikoninin 0.5 pg/mL konsantrasyonu Entamoeba hystolytica tizerinde antiamibik etki

gostermistir (5).

Onosma armenicum’dan izole edilen asetilsikoninin sigan midelerinde etanolle olusturulan
mide hasarma (iilser) ve mide dokusundaki bazi oksidan-antioksidan parametrelere olan
etkisi arastirilmis ve doku Orneklerinde histopatolojik degerlendirmeler yapilmistir. Bu
arastrma ile 40 mg/kg diizeyinde verilen asetilsikoninin siiperoksit dismutaz, glutatyon
peroksidaz, glutatyon S-transferaz enzim aktivitelerini ve nitrik oksit diizeyini arttirdigi
ayrica malonilaldehit diizeyini ve miyeloperoksidaz aktivitesini azaltarak antiiilser etki

gosterdigi belirtilmistir (187).
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Sikonin kemik iligi kaynakli dendritik hiicrelerin olgunlagsmasini ve astim alerjilerini
baskilamaktadir. Alerjik hastaliklar i¢in ilaglarn taranmasinda yeni bir platform saglamistir

(188).

Kamei vd. (2002), calismalarinda glukoz alimini diizenleyen insiiline benzer kiigiik
molekiiller kesfetmek amaciyla 3T3-L1 adipositlerinde hiicre esasl glikoz alim1 tarama testi
kullanmiglardir. Sikoninin glukoz alimini diizenledigi ve insiilince diizenlenen glukoz
alimmin potansiyelini konsantrasyon-bagimli bir sekilde arttirdigi belirlenmistir (189). Lee
vd. 2010 tarafindan da sikoninin, 3T3-L1 adipositlerinde yag damlaciklarinin olusumunu ve
trigliserit birikimini inhibe ettigi bulunmustur. Trigliserit birikiminin inhibisyonu igin ICsg

degeri 1.1 pM olarak bulunmustur.

Andrikopoulos vd. (2003), naftazarinlerin LDL oksidasyonuna kars1 % 27-64.1 oranlarinda

koruyucu etki gosterdiklerini in vitro olarak belirlemislerdir (190).

Hu vd. (2004), Macrotomia euchroma koklerinden izole edilen asetilsikonin ve f3,[3-
dimetilakrilsikonin rat torasik aortunun vaskiiler fonksiyonunu endotel bagli olarak
iyilestirdigini belirtmislerdir. Agonist indiiklii (asetilkolin ve histamin) gevsemenin
konsantrasyon bagl olarak inhibe edildigi 0.2-1.5 uM araliginda bulunan 1Cs, degerleri ile
belirlenmistir (191).

Ozgen vd. (2006)’un ¢alismalarinda, Tiirkiye’de yara iyilestirici ve yaniklarda geleneksel
olarak kullanilan Onosma argentatum koklerinin n-hekzan-diklorometan ekstraklarindan
izole edilen deoksisikonin, asetilsikonin, 3-hidroksi-izovalerilsikonin ve 5,8-O-dimetil asetil
sikoninin, insan amniyon fibroblastlarin biiyiimesinin diizenlenmesindeki etkileri
belirlenmistir. 4 bilesigin 0.05-5 pg/mL konsantrasyonlarinda insan amniyon fibroblastlari
biiyiimesinin diizenlenmesindeki etkileri goriilirken, sitotoksitelerinin  5-50 pg/mL

araliginda oldugu belirlenmistir (192).

Sikonin ve tiirevlerinin yagh soliisyonlar1 UV 1sinlarina karsi koruyucu 6zellige sahiptir (4).

Ishida ve Sakaguchi (2007), L. erythrorhizon kok ekstraktlarinda bulunan naftokinonlarin
ciltte biyolojik degisikliklerin 6nemli bir tetikleyicisi olan ve deride hasara yol acan

UVB’nin zararh etkilerine karsi epidermal hiicreleri koruyucu oldugunu belirtmislerdir

65



(193).

Zhao vd. (2008); sikoninin insan solunum yolu diiz kas hiicreleri {izerinde proliferasyonu
Onleyici etkisini in vitro olarak incelemislerdir. Trakeden alinan solunum yolu diiz kas
hiicreleri ile olusturulan doku kiiltiirleri, O (kontrol grubu), 0.5, 1, 2, 5, 10, 20 ve 40 ug/mL
sikonine 12, 24 ve 48 saat siireyle maruz birakilmig ve hiicre poliferasyonu kolorimetrik
olarak belirlenmistir. 20 ve 40 pg/mL sikonin uygulanan hiicrelerde 6zellikle 48 saat sonra

hiicre proliferasyonunda sirasiyla % 30.1 ve 42.9 oraninda inhibisyon gozlenmistir (194).

Lee vd.’un caligmalarinda (2008), L. erythrorhizon’dan siiperkritik karbon dioksit
ekstraksiyonu ile hazirlanan kirmizi pigmentlerin, etanol ile ekstre edilenlere gore daha
stabil olduklar1 belirlenmistir. Optimum ekstraksiyon kosullar1 400 bar ve 60°C olarak
belirlenmistir. Yama testlerinde kirmizi pigmentlerin % 10’a kadar cilt tahrisi agisindan
kabul edilebilir oldugu ve kozmetik renklendirici tirlinlerde siiperkritik olarak ekstre edilen

sikonin ve tlirevlerinin kirmizi pigment olarak kullanilabilecegi belirtilmistir (195).

Wang vd. (2009) Zicao’dan elde edilen sikoninin lupus nefritine potansiyel koruyucu
etkilerini degerlendirmislerdir. 28 haftalik lupus nefritli 60 adet disi farelere viicut agirhgina
gore 24.40 mg/kg sikonin 14 hafta siireyle oral olarak verilmistir. Sikoninin, bdbreklerde
hiicre adezyon molekiillerinin mRNA ekspresyonunu baskilayarak DNA’nin inhibisyonuna

katki saglamasiyla lupus nefriti iizerindeki terapotik etkisini iliskilendirmislerdir (196).

Kim vd. 2010, sikoninin romatoid artrit iizerindeki terapotik etkisini incelemislerdir.
Farelere oral yolla giinde 2 mg/kg doz ile ve 35 giin siire ile verilen sikoninin, kemik
yogunlugunu arttirdigi, kikirdak yapisini koruyucu oldugu ve eklemlerdeki sisligi ortadan
kaldirdig1 belirlenmistir. Sikoninin kullanimi ile romatoid artritin siddetinde belirgin bir

azalma tespit edilmistir (197).

Sikonin, viicutta genis kitleye sahip olan iskelet kaslarinda, glukoz homeostazisini
arttirmada etkili oldugu tespit edilmistir. Sikonin diabetik Goto-Kakizaki siganlarda, plazma
glukoz seviyeleri ve insiilin hassasiyeti Ol¢iilmiistiir. Karin i¢ine sikonin 10 mg/kg
konsantrasyonda giinde 1 kez olmak iizere 4 giin siireyle uygulanmistir ve plazma glukoz
seviyelerinde kaydadeger azalma goriilmiistiir. Insiilin hassasiyet testinde ise 0.5 U/kg

insiilinin enjeksiyonuyla sikonin uygulanan ratlarda daha diisiik plazma glukoz seviyesi
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goriilmiistiir. Sikonin, iskelet kasi hiicrelerinde glukoz alimini, insiilinden bagimsiz yolak

araciligiyla kalsiyuma bagl olarak arttirmaktadir (198).

Gwon vd. (2012), L. erythrorhizon’un etanol ekstresinin obeziteye olan etkilerini
degerlendirmek amaciyla, fareleri ekstre takviyesi ile ya da ekstre takviyesi olmadan
normal veya yiiksek yagl diyet ile 8 hafta boyunca beslemistir. Ekstre, yliksek yagl diyete
bagli olarak artan viicut agirligi, beyaz adipoz doku kiitlesi, serum trigliserid, total kolesterol
ve hepatik lipid diizeylerini diisiiriitken lipojenik ve adipojenik gen ekspresyonu da
azaltmistir. Ayrica, ana bilesik olan asetilsikonin doza bagimli olarak adiposit
farklilagsmasimi baskilamistir. Bu bulgular, L. erythrorhizon ’un adipogenezis yolag: ile
iliskili genlerin baskilanmasi yoluyla obeziteyi 6nledigi belirtilerek obezitenin dnlenmesinde

yararli bir besin takviyesi olabilecegini diistindiirmektedir (199).

2.5.5.1. Arnebia tiirlerinin diger etkileri ve kullanimina iliskin ¢cahismalar

Yao vd (1991) A. euchroma kdklerinden elde ettikleri ekstrelerin, prostaglandin biyosentezi
iizerine olan inhibitdr etkisi lizerinde in vitro olarak c¢alismislardir. Koklerin 750 pg/mL
konsantrasyonundaki sicak su ekstrelerinin prostaglandin sentetaz enzimini % 35 oraninda
inhibe ederken, kloroform ekstrelerinin 200 pg/mL’lik konsantrasyonu ile % 73.5 oraninda

inhibisyon saglanabildigini belirlemislerdir (200).

A. euchroma koklerinden izole edilen 4 sikonin tiirevinin; kollajen ve arasidonik asit,
platelet aktive edici faktor, adenozin difosfat veya trombin tarafindan indiiklenen tavsan
plateletlerinin agregasyonunu derigime baglh olarak baskiladiklar1 belirlenmistir. Kollajen
indiiklii platelet agregasyonunun inhibisyonunda asetilsikonin, terakrilsikonin, f,B-
dimetilakrilsikonin ve sikoninin ICsy degerleri swrasiyla 2.1, 2.8, 4.2, 10.7 uM olarak
belirlenmistir. Rat aortunda sikonin ve asetilsikonin yiiksek potasyum ve norepinefrin
indiikli kasilmalar1 inhibe ederken, terakrilsikonin ve B,B-dimetilakrilsikonin norepinefrinin

yol a¢t1g1 fazik kasilmalarin etkisini arttirdigini géstermislerdir (201).

Benzer bir ¢alismada Ko vd (1995), asetilsikoninin derisime bagli olarak; arasidonik asit,
U46619, platelet aktive edici faktdr ve trombin tarafindan uyarilan tavsan plateletlerinden ATP

salimini ve agregasyonu baskiladigini belirlemislerdir. Kollajen, platelet aktive edici faktor ve
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trombinin neden oldugu tromboksan B2 sekillenmesi asetilsikonin tarafindan baskilanirken,
aragidonik asitten prostaglandin veya tromboksan B2'nin sekillenmesinin baskilanmadigi tespit
edilmistir. Asetilsikoninin, fosfotidilinositolun yikilmasinin baskilanmasi yoluyla aktivite

gosterdigi bildirilmistir (202).

Hindistan'da yapilan etnobotanik bir calismada Arnebia benthamii'nin hardal yaginda
bekletilmis koklerinin halk arasinda sa¢ ¢ikartma amaci ile kullanildig: bildirilmistir (203).
Nepal'in batisinda ise A. benthamiinin kurutularak toz haline getirilen koklerinin kan
temizleyici, soguk alginli1 ve viicut agrilarini iyilestirici olarak halk arasinda kullaniminin
yaninda yagda bekletilmis koklerinin de sa¢ ¢ikartma amaciyla ve sa¢ boyamada da kirmizi

rengi dolayisiyla kullanildig: belirtilmistir (204).

2.5.5.2. Arnebia densiflora’nmin diger etkileri ve kullamimina iliskin cahsmalar

Aktan (1994) A. densiflora kok ekstresinin antienflamatuvar, analjezik, yara iyilestirici ve
karaciger tizerine olan etkilerini inceledigi calismasinda ekstrenin doz bagimli olarak
analjezik ve antienflamatuvar etki gosterdigini ve bu etkinin diklofenak sodyuma yakin
oldugunu belirlemistir. Ayrica ekstrelerin 5 mg/kg dozuna kadar karaciger hiicreleri ve

enzimleri iizerine belirgin toksik etkileri olmadigi in vivo deneylerle tespit edilmistir (23).

A. densiflora ekstresi lizerinde yapilan stabilite ve toksisite caligmalarinda, sikonin
tiirevlerinin asidik ortamda stabil kaldiklari, sicakligin ve 15181n etkisiyle bozunma hizlarmnin
arttig1 gozlenmistir. Fareler lizerinde yapilan toksisite caligmalarinda ise LDsy degeri 17.83
mg/kg olarak hesaplanmistir. Bu degerle Resmi Gazete’de yayinlanan kullanilmasina izin
verilen gida, kozmetik ve ila¢ sanayinde kullanilan boyar maddelerle karsilastirildiginda
kullanim smirma girdigi ve tibbi formiilasyonlann bilesimine girebilecegi belirtilmistir.
Alkannin ve sikoninler Color index’te Natural Red ve Shikon veya Tokyo Violet olarak yer
aldig1 ve alkanninlerin gida katki maddesi olarak FAO/WHO komitesi tarafindan kabul
edildigi vurgulanmistir (24).

Agmil (1998)’in calismasinda; Boraginaceae familyasina ait I¢ Anadolu Bolgesi’nden

toplanmis Arnebia densiflora koklerinin igerdigi boyanin saf yiinden dokunmus kumasg

parcalar1 iizerindeki boyama 6zelligi 8 farkli boyama metotu ile incelenmis , ¢esitli tonlarda
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renkler elde edilmis ve renk degisimi, yikama ve 151k hasliklar1 degerlendirilmistir (205).

2.6. Sikonin ve Tiirevlerinin Analizine fliskin Fitokimyasal Cahsmalar

Ikeda vd. (1991)’1n ¢aligmalarinda ticari sikoninlerde ve ¢esitli Boraginaceae bitkilerinde;
alkannin ve sikonin enantiyomerlerinin karisim halinde cesitli oranlarda bulunduklari
belirtilmistir (Sekil 5.12). 3 ticari sikonin standardinda sikonin:alkannin oranlarmin 62:38
(Wako Pure), 72.9:27.1 (Ichimaru Pharcos), 16.6:83.4 (Funakoshi Pharmaceuticals) seklinde
oldugu tespit edilmistir. 3 {incii sikonin standardinda ise sikoninden ¢ok alkannin bulundugu
belirlenmistir. Ayni sekilde ticari alkannin standardinda da sikonin:alkannin orani1 93.1:6.9
(Funakoshi Pharmaceuticals) olarak tespit edilmistir. Hidrolize edilmis birinci ticari sikonin
orneginin (62:38, Wako Pure), ters faz HPLC kromatograminda izomerler ayrilmamis ve
ayni alikonma zamaninda (5.54. dk) goriiliip, normal faz kromatograminda ise kiral kolon ile

izomerler ayrilmus, sikonin 14.44., alkannin ise 20.54. dk’da tespit edilmistir (28).

Yine bu calismada farkli bolgelerden toplanan bitki koklerinde ve bir kallusta

sikonin:alkannin oranini incelenmis ve asagidaki sonuglara ulagilmistir.

Bitki Toplandig1 yer Sikonin:alkannin orant
L. erythrorhizon Kyoto, Japonya 93.4:6.6

L. erythrorhizon Hokkaido, Japonya 86.0:14.0

L. erythrorhizon Ko-shikon (Yingzicao), Cin | 84.4:15.6

L. erythrorhizon kallus 83.6:16.4

A. euchroma Nan-shikon (Ruanzicao), Cin | 2.6 :97.4

Alkanna tinctoria Tiirkiye 1.0 :99.0

Alkanna tinctoria Yunanistan 3.1 :96.9

Sekil 2.12. Cesitli Boraginaceae bitkilerinde karigim halinde bulunan sikonin ve alkannin
enantiyomerlerinin oranlar1 (28)

Ticari ilag olarak kullanilan Zicao’nun igerigini olusturan 6 Boraginaceae tiiriiniin kdk ve

kok kabuklarinda bulunan naftokinon pigmentleri (sikonin, asetilsikonin, J,B-
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dimetilakrilsikonin) belirlendigi ¢alismada ayrica ¢esitli ilaglarin ana bilesenleri de tespit

edilerek kaliteleri iizerine olan etkileri degerlendirilmistir (206).

L. erythrorhizon koklerinde sikonin tiirevlerinin enantiyomerlerini belirlemek amaciyla bir
HPLC yontemi gelistirilmistir. Chiracel AD kolonda hareketli faz olarak % 5 izopropanol
iceren n-hekzan 1 mL/dk akis hizi ile kullanilmis ve L. erythrorhizon kokiindeki
sikonin/asetilsikonin veya alkannin/asetilalkannin oranlar1 belirlenmistir. Bu madde
ciftlerinin oranlar1 arasindaki korelasyonun bitkinin koken aldigi iilke icin karakteristik
oldugu tespit edilmistir. Kore kokenli tiim tiirlerde sikonin/asetilsikonin ve
alkannin/asetilalkannin oraninin Cin kdkenli olanlardan 6nemli Olglide yiiksek oldugu

saptanmustir (207).

Bir sikonin tiirevi olan propionilsikoninin izolasyonu ilk kez, L. erythrorhizon koklerinden
silika jel kolon kromatografisi ve preparatif ITK ile gerceklestirilmistir. Izole edilen

pigmentin yapist NMR ve kiitle spektroskopisi analizi ile tespit edilmistir (208).

Kore’de yetistirilen L. erythrorhizon koklerinden bes adet sikonin tiirevinden deoksisikonin,
sikonin, asetilsikonin, izobutilsikonin ve B-hidroksiizovalerilsikonin izole edilmistir.
Saflagtirilan kirmizi renkli pigmentler asidik, notr ve alkali pH degerlerinde sirasiyla,
kirmizi, mor ve mavi olduklar1 belirtilmistir. Bunlarin 1s1 ve 1518a kars1 fiziksel stabiliteleri,
olas1 degerde eklenen gida renklendiriciler i¢in sulu ¢ozelti i¢inde arastirilmistir. Termal
degradasyon reaksiyonlar1 pH 3.0’te (50 mM glisin tamponu) % 50 EtOH/H,0O ortaminda
gerceklesmistir. Deoksisikonin (t ;,0=14.6 saat, 60°C) ve izobiitilsikonin (t 1,=19.3 saat,
60°C) diger sikonin tiirevlerine (t 1,=40-50 saat, 60°C) gore kismen daha az kararli olduklar1
belirlenmistir. Izole edilen pigmentlerin termal bozunma aktivasyon enerjileri hesaplanarak
aktivasyon  enerjisinin,  deoksisikoninde en  yiikksek  (12.5  kcal/mol), B-
hidroksiizovalerilsikoninde ise en diisiik (1.71 kcal /mol) oldugu bulunmustur. Pigmentlerin
151k stabiliteleri birbirine yakin olup fotodegradasyonun yarilanma 6mrii degerleri 20000 lux

151k yogunlugu i¢in 4.2-5.1 saat olarak tespit edilmistir (209).

Saglik ve kamu otoriteleri tarafindan, enantiyomerik ilaglarin gelistirilmesinde ve
onaylanmasinda, c¢esitli deneysel kosullar altinda farmasotik formiilasyonlarda bulunan

enantiyomerlerin kararliliklarinin ve stabilitelerinin kontrolii i¢cin baslangic maddesi ve son
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iriiniin enantiyomerik safliginin kontrol edildigi analiz metotlarnin tam belgeleri
istenmektedir. Assimopoulou ve Papageorgiou (2004)’da calismalarinda Alkanna kok
orneklerinin kullanildig1 bir¢ok ticari preparatta alkannin ve sikonin enantiyomerlerinin
oranlar1 aragtrmiglardir. Burada, alkannin ve sikonin enantiyomerlerinin oranlarinin
biyolojik aktivitelerini etkilemedigi belirtilmistir. Isik, hava ve sicaklik ticari 6rneklerdeki

alkannin ve sikonin oranlarini degistirmemistir (210).

Polimerizasyonun; alkannin, sikonin ve bunlarin tiirevleri gibi dogal olarak ortaya ¢ikan
izohekzenilnaftazarinler (IHN)’in eczacilik, kozmetik ve gida renklendiricilerde
kullanimlarint 6nemli 6l¢iide etkiledigi bilinmektedir (211, 212). Bu etkinin antimikrobiyal
aktivitenin azalmasi, aktif monomerik IHN tiirevlerinin azaltilmasi, ¢Oziiniirliiklerinin
diistiriilmesi, kirmiz1 renklendirmelerde parlamanmn azalmasmma yol acarak gerceklestigi

belirtilmistir.

Papageorgiou vd. 2002, farkli cografik bolgelerden toplanan A. tinctoria kokleri ile ticari
alkannin ve sikonin numunelerinin polimerizasyon derecelerini molekiiler elek
kromatografisi ile belirlemigler ve ayrica zeytinyagi ile ekstraksiyon sartlarinda
polimerizasyon agisindan optimizasyonu saglamiglardir. Bu c¢alisma ile nihai {iriin olan
Helixderm merhemin biyolojik aktivitesini arttrmayi1 amaglamiglardir (211). Assimopoulou
ve Papageorgiou (2004) ise c¢alismalarinda, IHN polimerizasyonu iizerine, gesitli dnemli
degiskenlerin (isleme ve depolama) etkisini yine molekiiler elek kromatografisi araciligiyla
aragtirmislardir. Burada, hidroksinaftokinon polimerlerinin konsantrasyonlarinin; sicaklik ve
¢oziicli polariteleriyle anlamli sekilde artarken, hava ve 1s18a maruz kalma durumlarinda
onemli sekilde etkilenmedigi belirtilmistir. Diisiik sicakliklar, IHN ve hidroksinaftokinon
iceren farmasotik preparatlarin endiistriyel sartlarininin optimizasyonunda 6nerilmistir. IHN
iceren kozmetik ve ilag preparatlarnin  hazirlanmasinda  endiistriyel ~sartlarin
optimizasyonunda aktif monomerik IHN fraksiyonlarmim en yiiksek seviyeye ulastirilmasi
gerektigi belirtilmistir (211). Assimopoulou ve Papageorgiou (2004), bir baska ¢alismada
IHN polimerizasyonunda alkali ortamin etkisini ve IHN esterlerinin hidrolizini molekiiler
elek kromatografisi ile arastirmislardir. THN esterlerinin hidrolizi ve hidroliz sartlarinin
optimizasyonu sirasinda polimerik alkannin, sikonin ve IHN olustugunu belirtmislerdir.
Koklerden IHN’in polar olmayan ¢oziiciilerle ekstraksiyonunu takiben yapilan hidroliz
islemi ile polimerik IHN, alkannin ve sikonin olusumunun en aza indirgenmesi

amaglanmigtir. Ayrica alkali ortamda IHN esterlerinin hidrolizi sirasinda, asidifikasyondan
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sonra fenoksil radikallerine semikinonlarin eklenmesiyle polimerik IHN yapilarinin

meydana geldigi belirlenmistir (213).

Lu vd. (2004) Cin tibbi bitkisi olan L. erythrorhizon ’dan HSCCC aracilig1 ile sikonin
izolasyonu ve saflastirilmasi lizerinde c¢alismislardir. Preparatif HSCCC’de n-hekzan-
etilasetat-etanol-su (16:14:14:5) ile iki fazli solvan sistemi olusturularak 200 dk icerisinde
ayrim gerceklestirilmistir. % 38.9 sikonin iceren 52 mg ekstreden, % 98.9 saflikta ve
toplamda 19.6 mg sikonin, % 96.6 geridoniisiim orantyla elde edilmistir (214).

Assimopoulou ve Papageorgiou (2004)’nun c¢alismalarinda, alkannin-sikonin ticari
orneklerinin ve A. tinctoria koklerinin yagh ekstreleri seklindeki izohekzenilnaftazarin
(IHN) tiirevlerinin inkliizyon kompleksleri B-siklodekstrin (CD) ve hidroksipropil-f-
siklodekstrin (B-HPCD) ile olusturulmustur. Bu kompleksler, aktif monomerik THN’leri
azaltan CD'lerin i¢indeki polimerik alkannin-gikonin ve IHN tiirevlerinin yilizdesi sudaki
¢Oziiniirlik, renksizlesme bakimindan incelenmistir. Hem CD ve hem de B-HPCD’lerde
alkannin-sikonin ve IHN tiirevlerinin sudaki ¢Oziiniirliiklerinin arttigi, bdylece inkliizyon
komplekslerinin alkannin-gikonin i¢in hem i¢ (kapsiil, tablet) hem de dis hidrofilik
farmasotik ve kozmetik preparatlar (kremler, jeller, spreyler) icin kullanilabilecegi
belirtilmistir. Olusan inkliizyon komplekslerinin alkannin-sikoninin kismi dekolorasyonu ile
soluk mor bir renk aldiklar1 gézlenmistir. CD'lerin baslangigtaki kapsiillenmemis 6rneklerle
karsilastirildiginda segici bir sekilde daha fazla monomerik ve daha az polimerik THN
icerdikleri; boylelikle gelistirilen inkliizyon komplekslerinin biyolojik aktivitenin etkisini

arttirmak amaciyla kullanilabilecegi belirtilmistir (215).

Cin’de yaygimn olarak kullanilan bitkisel merhem Shiunko’nun markir maddelerinin es
zamanl kantitatif tayininde, 280 nm Ultraviyole (UV) absorbans ol¢ciimii ile RP-HPLC
yontemi uygulanmistir. Shiunko’nun igeriginde Lithospermum koklerinden elde edilen
sikonin, asetilsikonin, f,B-dimetilakrilsikonin, izobutilsikonin, deoksisikonin ve
izovalerilsikoninin yani sira Angelica koklerinden elde edilen ferulik asit de bulunmaktadir.
Asetonitril ile ekstre edilen Shiunko merhem 6rnekleri, ters fazli C18 kolon araciligiyla oda
sicakliginda % 47 asetonitril, % 53 asetik asit (pH 2.56) ile 1.0 mL/dk'lik bir akis hiz1 ve 35
dk’lik akis stiresi ile ayrilmigtir (216).
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Monomerik alkannin ve sikoninler genis bir yelpazede biyolojik aktiviteye sahip
farmasotik maddelerdir. Bu nedenle, alkannin ve sikonin oOrneklerindeki kirliliklerin,
bozunma iirlinleri veya yan tiriinlerin belirlenmesi biiyiilk 6nem tasimaktadir. Boraginaceae
bitkilerinde biyoaktif ikincil metabolitlerin sentezi, alkannin-sikoninlerin doku kiiltiirii ile
iiretimleri, alkannin ve sikoninlerin esterlerinin alkali hidrolizi ve alkannin-gikoninlere 1s1
uygulamalar1 sirasinda oligomerik alkannin ve sikoninlerin olustuklari belirtilmistir. Bu
calismada, dimerik yapidaki alkannin-sikonin bilesikleri, alkannin ve sikonin ticari
orneklerinden molekiiler elek kromatografisi ile izole edilmistir, tek ve iki-boyutlu NMR
spektroskopi ile de yapilar1 belirlenmistir. Bu orneklerde, oligomerik yapilarda en bol
bulunan yapmin bir naftokinon biriminin yan zincirine ikinci bir naftokinonun aromatik
halkasinin baglanmasi ile olusan dimerik naftokinonlar olduklar1 belirlenmistir. Bu tip bir
baglantida ikinci monomer {iinitesinde mevcut olan bir izohekzenil yan zincirinin

ayrilmasiyla daha fazla oligomerizasyona izin verilebildigi belirtilmistir (217).

Alkannin-gikonin ve tiirevleri kimyasal pargalanma, 1s1l bozunma ve polimerizasyon gibi
bircok doniisiime karsi hassastir. Bunlarin ¢alisma ve saklama siireglerindeki stabilitesi,
onlarin farmasotik ve kozmetikte kullaniminda ¢ok 6nemlidir. Ciinkii alkannin ve sikoninin
polimerizasyonu sonucunda antimikrobiyal aktivitesinde azalma, aktif monomerlerin
konsantrasyonunda azalma ve uygulamalarinda sinirlama, koyu kirmizi renklerinde kayip ve
¢coziinlirliglin azalmasma yol agmaktadir. Bu yiizden safsizliklarin belirlenmesi, bozunma
iriinlerinin ve yan iirlinlerin belirlenmesinde bir¢ok analitik yontemin kullanilmas: biiytik
onem tasimaktadir. Ayrica materyalin alkannin ve sikonin ve tiirevlerinin tanimlanmasi,
kalitatif ve kantitatif olarak belirlenmesi, dogal iirlinler olmasi, 6rneklerin doku kiiltiirii
yoluyla ya da sentetik olarak hazirlanmasi ya da IHN esterlerinin hidroliziyle olusumu
bunlarin farmasotikte kullanimi i¢in hayatidir. Bu amagla, alkannin ve sikonin ve

tiirevlerinin analitik metotlarla ayrilmasi ile ilgili ¢alismalarm derlemeleri de bulunmaktadir

.

Boraginaceae familyasma ait 9 tiirde 8 adet naftokinon tiirevi (sikonin, asetilsikonin, deoksi
sikonin, B-asetoksi izovaleril sikonin, izobiitil sikonin, B,B-dimetilakrilsikonin, 2 metil n-
biitiril sikonin ve izovaleril sikonin) HPLC-DAD ile ayrilmistir. Pozisyonel izomer olan 2
metil n-biitiril sikonin ve izovaleril sikonin ilk kez ayrilmistir. Cin’in farkli alanlarindan
gelen Chinese Materia Medica’da gecen adiyla Zicao olarak bilinen tiirler olan A. euchroma,

A. guttata, L. erythrorhizon ve 6 Onosma tiiriinde ¢alisilmistir. Pozisyonel izomer olan 2
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metil n-biitiril sikonin ve izovaleril sikonin ayrimi yapilmistir. Cin farmakopesinde Zicao
olarak kullanilan 3 tiirde (4. euchroma, A. guttata, L. erythrorhizon) ve Tibet halki
tarafindan kullanilan diger 6 Onosma tiirlinden en ¢ok O. waltonii’de olmak {iizere
kaydadeger miktarda naftokinon tiirevi bulunarak bu tiirlerin alternatif naftokinon kaynagi

olarak kulllanilabilecegi belirtilmistir (218).

Pekin vd. (2007)’in ¢aligmasi ile Anadolu’da bulunan 13 endemik A/kanna tiiriinde serbest
ve toplam alkannin miktarlar1 analiz edilmistir. Numunelerin ekstraksiyonu hekzan ile
sonikasyonu takiben 1 N NaOH kullanarak hidroliz ile yapilmistir. Analiz i¢in yeni bir
HPLC yontemi gelistirilmistir. LC-MS deneyleri pikin kimligini ve safligin1 belirlemek i¢in
yapilmistir. Kantitatif sonuglar ile, calisilan 6rneklerden A. fubulosa’nin koklerinde toplam
alkannin miktarmin (% 0.84) en yiiksek oldugu belirlenirken, A. mughlae’de serbest
alkannin yiizdesinin en yiiksek (% 0.04) oldugu ortaya ¢ikarilmistir. Bu ¢alisma ile, lizerinde
en ¢ok calisilan Alkanna tiirii olan ve % 0.11-0.54 oraninda toplam alkannin ve % 0.002-
0.01 oraninda serbest alkannin i¢eren 4. tinctoria ile karsilastirildiginda, bu 2 tiiriin eczacilik
bakimindan degerlendirilmesi gereken alternatif kaynaklar olabilecegi gozler Oniine

serilmistir (219).

Alkannin ve sikonin tiirevlerinin bitki kok ekstreleri ve ticari Orneklerde oligomerik
yapilarinin HPLC yoluyla tespiti ilk kez Assimopoulou vd. tarafindan (2008) yapilmistir. Bu
caligmada yiiksek performansli sivi  kromatografisi-diyot dizisi algilama-kiitle
spektrometresi (HPLC-DAD-MS) yontemi ile es zamanli olarak alkannin ve sikoninin
monomerik ve oligomerik polimer tiirevlerinin ayrimlar1 saglanmistir. Calisilan birgok
ornekte oligomerik alkannin ve sikonin bilesenleri tespit edilerek polimerizasyon modlar1

sunulmustur (220).

Sagratini vd. (2008) Onosma echioides koklerinde ekstraksiyon ve analiz ¢aligmalari ile
alkannin ve sikonin miktarlari belirlemislerdir. Calismalarinda O. echioides’in alt1
popiilasyonunun koklerinde farkli ¢oziiniirliikte 5 solvan (hekzan, petrol eter, kloroform, etil
asetat, metanol) ve ii¢ ekstraksiyon teknigi (soxhlet ekstraksiyonu, maserasyon ve hizli kati-
stvi dinamik ekstraksiyonu (RSLDE)) kullanilmistir. Ekstrelerin analizleri HPLC-DAD
sistemi ile yapilmistir. En verimli ekstraksiyon tekniginin, etil asetat ve Soxhlet aparati
kullanilarak 6 saatte gerceklestigi belirlenmistir. O. echioides drneklerinde 0.02-0.24 mg/kg

araliginda bir alkannin/sikonin igerigi belirlenmistir. Diger naftokinon tiirevleri
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(deoksalkannin/ deokssikonin ve 5,8-dihidroksi-2-(4-metil-6-0kso-5,6-dihidro-2H-piran-2-
il)- [1,4] naftokinon ve arnebin-6) ESI iyonizasyon kaynagi bulunan HPLC-MS aparati
kullanilarak karakterize edilmistir (221).

Albreht vd. (2009), Echium italicum L. kok epidermislerinde 9 adet sikonin ve tiirevini
(Sikonin,  asetilsikonin,  propionilsikonin,  izobiitilsikonin,  tigloilsikonin,  3,3-
dimetilakrilsikonin,  angelilsikonin,  2-metil-n-butirilsikonin ~ ve  izovalerilsikonin)
belirlemislerdir. Alkannin ve sikoninin ayrilmasi i¢in yeni bir ince tabaka kromatografisi
gelistirmiglerdir. Calismada sikoninin saponinlestirilmesinden sonra agil kloriir ile
esterlestirilerek yedi bilesik elde edilmistir. Ekstrelerden 5 ana bilesik (asetilsikonin,
izobiitilsikonin, angelilsikonin, 2-metil-n-butirilsikonin ve izovalerilsikonin) yari-preparatif
HPLC ile ayrilarak yapilar1 1H ve 13C niikleer manyetik rezonans spektrumu ile

dogrulanmustir (29).

A. tinctoria koklerinin ve ticari numunelerinin ekstrelerindeki alkannin-sikonin ve esterleri
yiiksek hizli kars1 akim kromatografisi (HSCCC) ayrilmis, preparatif izolasyonu yapilmis
ve saflastirilmisti. HSCCC fraksiyonlarinin bilesenleri ve safliklart HPLC-DAD-MS ile
belirlenmistir. Oligomerik yapilar MS ile belirlenmistir. HSCCC’den ayrilan fraksiyonlarin
safliklari, sabit fazi silika jel olan sefadeks LH-20 kolondan izole edilen fraksiyonlardan biri
ile karsilagtirilmigtir. Ticari alkannin ve sikoninlerin ayriminda, HSCCC ile ayrilan
monomerik alkannin ve sikoninlerin safliginin ve kolon kromatografisinde ayrilanlardan

daha yiiksek oldugu goriilmiistiir (222).

L. erythrorhizon ’un naftokinon pigmentlerinin ekstraksiyonunda siiperkritik akigkan
ekstraksiyonu yapilmis ardindan ekstrelerin ayrimi ve saflastirilmasi iki fazli bir ¢oziicii
sistemi olarak petrol eteri-etil asetat-metanol-su (5:5:8:2) kullanilan HSCCC ile yapilmustir.
150 mg kuru 6rnekte 3 ¢esit naftokinon bulundugu tespit edilmistir. Bunlarin; 17.6 mg -
hidroksizovalerilgsikonin, 17.6 mg asetilsikonin ve 19.7 mg izobutirilsikonin olduklar1
belirlenmistir. Stvi kromatografisi ile bu bilesiklerin safliklar1 sirasiyla % 96.7, 99.3 ve 95.5
olarak belirlenmistir. Bunlarin yapilar1 1H NMR ve 13C NMR ile tespit edilmistir (223).

Tian vd. (2009), sigan tam kan Orneklerinde dimetilakrilsikoninin belirlenmesi igin LC-
MS/MS yontemi gelistirmiglerdir. Uygulama 6ncesi dimetilakrilsikoninin siklohekzan ile

stvi-s1v1 ekstraksiyonun ardindan 2-merkaptoetanol ile derive edilmistir. Thermo Finnigan
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TSQ Kuantum ii¢li quadrapol ve elektrosprey iyonizasyon kaynagi kullanilarak kiitle
spektrometresi yapilmis ve sigan tam kan o6rnegi (0.25 mL) i¢cinde, DASK 3-3000 ng/mL
dogrusal araliginda belirlenmstir (224).

Zhu vd. (2010) yeni bir HPLC/elektrosprey iyonizasyon kiitle spektrometresi (HPLC/ESI-
MS/MS) gelistirerek rat plazmasimdan izovalerilsikonin ayrimmi saglamiglardir. Rat
plazmasindan etil asetat ile ekstrakte edilen analit, % 10 HCI ile muamele edilip metanol ile
protein ¢okeltilmis ve XB-C (18) analitik kolonda mobil faz olarak metanol: 10 mM
amonyum asetat igceren su : % 0.05 formik asit iceren asetonitril 45:10:45 oranlarinda
kullanilarak ayrilmistir. Gelistirilen bu yeni yontem ratlarda intravendz uygulamadan sonra
sikonin analoglarinin farmakokinetik caligmalarinda hizli ve kesin bir prosediir olarak

kullanilabilecegi belirtilmistir (225).

Alkannin ve sikoninlerin saflastirilmasi, ila¢ kullaniminda ve biyolojik deneylerde ¢ok
onemlidir. Dimerik ve oligomerik alkannin-sikonin tiirevleri, biyoteknolojik sentez yoluyla
iiretilen orneklerin ¢ogunda ya da izole edilen dogal iiriinlerinde monomerik olanlar ile bir
arada bulunmaktadwr. Monomerik ve oligomerik alkannin-gikonin izolasyonu ile ticari
numunelerin saflagtirilmasi iizerine gergeklestirilen ¢calismada, Sephadex LH-20 kullanilarak
kat1 faz ekstraksiyonu (SPE) ile monomerik ve dimerik alkannin-gikonin tiirevleri igeren
ticari Orneklerin etkili bir sekilde saflastirilmasi, biyolojik deneyler igin saf
monomerik/dimerik alkannin-gikonin fraksiyonlarinin ayrilmasi ve izolasyonu saglanmustir.

HPLC DAD ile fraksiyonlarin tespiti, teshisi ve miktar tayinini gergeklestirilmistir (226).

Cin’de yaygin olarak bulunan iic endemik Boraginaceae bitkisinin (4. euchroma, L.
erythrorhizon ve O. confertum) koklerindeki ana bilesenlerin enantiyomerik oranlarinin
ayrimi yapilmistir. Ayrica li¢ farkli yaklasim ile hidroliz {iirlinlerinin optik safliklari
arastirilmigtir.  Ana  bilesenlerin  enantiyomerlerinin  degerlerinde HCl’nin  etkisi
incelenmistir. 4. euchroma da esas olarak S-formu baskin iken, L. erythrorhizon ve O.
confertum 'da R-formunun baskin oldugu belirlenmistir. Alkannin, sikoninin ve bunlarin
tirevlerinin optik safliklar1 ayirma ve hidroliz swrasindaki asit ile muameleden
etkilenmemistir. Sikoninin, O. confertum’da bulunan sikoninin ester tiirevlerinden (B-B-
dimetilakrilsikonin) alkanninin 4. euchroma koklerinde bulunan B-dimetilakrilalkanninden

saglandig1 bulunmustur (227).
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Akgun  vd.  (2009) tarafindan,  Tiirkiye’de  yetisen  Alkanna  tiirlerinde
izohekzenilnaftazarinlerin analizi i¢in yeni ve valide edilmis bir yontem gelistirilmistir.
Anadolu’da yetisen 16 Alkanna tiiriiniin kdkleri n-hekzan ile ekstrakte edilip ters faz HPLC
ile 25 dk iginde Synergi Max RP kolon arciligiyla analiz edilmis ve dort IHN tiirevi
(alkannin, asetilalkannin, deoksalkannin, ve 3, B-dimetilakrilalkannin) tespit edilmistir. Pik
kimlikleri LC-MS deneyleri ile dogrulanmis ve en baskin bilesigin 3, f-dimetilakrilalkannin
oldugu belirlenmistir (228).

Graikou vd.’un caligmalar1 araciligi ile L. canescens transgenik koklerinin n-hekzan
ekstrelerinde dort alkannin (izobutilalkannin, B,B-dimetilakrilalkannin, asetilalkannin ve -
hidroksiizovalerilalkannin), iki sikonofuran (sikonofuran C ve D ) ve esterlenmis asitler gibi
steroller tespit edilmistir (2011). L. canescens tiirii transgenik koklerinin ilk detayli
kimyasal analizi yapilmigs ve bu tiirde yeni metabolitler olarak izobutilalkannin ve B-

hidroksiizovalerilalkannin pigmentlerinin bulunduklar bildirilmistir (229).

Ito vd. (2011), gida renklendiricisi "Shikon color" olan ticari L. erythrorhizon kok
ekstresinden, 2-metilbut-2-enoik asitin  tiglik asit ile esterlenmis yeni bir tiirevi olan
tigloilsikoninl az miktarda izole etmislerdir. Tigloilsikoninin yapist farkli teknikler
kullanilarak agiklanmis, stereokimyasi kiral fazli HPLC analizi ile tespit edilmistir (230).

2.6.1.1. Arnebia tiirleri iizerinde yapilan fitokimyasal calismalar

Li vd. (1999), A. euchroma koklerinden elde edilen sikonin ile sikonin metabolizmasi
iizerine g¢aligmislardir. Sigan karaciger mikrozomlar1 in vitro ortamda inkiibe edilerek
sikonin metabolizmas1 iizerine ¢esitli faktorlerin etkileri incelenmis, metabolitlerin
ayrilmasinda ve tespitinde HPLC kullanmiglardir. Ana metabolitler RP-HPLC ile
saflastirilarak yapilart UV, 1H-NMR, MS ile belirlenmis ve bunlarin dihidroksillenmig
sikonin, 2-OH sikonin ve 6-OH ya da 7-OH sikonin olduklar1 belirtilmistir (231).

Arnebia hispidissima koklerinden sikonin ve arnebifuranonun yani sira, iki yeni sikonin

esteri; biitilsikonin ve 2'-metil-hekza-1',3'-dienoilsikonin izole edilerek fiziko-kimyasal

yontemler ile karakterize edilmistir (232).
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Sharma vd. (2008) tarafindan, A. euchroma ile kurulan hiicre slispansiyon kiiltiirlerinden
asetilsikonin, B-asetoksizovalerilsikoninin izole edilerek saflastirilmasinda basit ve hizli bir
preparatif HPLC yontemi kullanilmistir. Bilesikler C18 kolon araciligiyla ve hareketli faz
olarak asetonitril/metanol (95:5) kullanilarak 10 dk i¢cinde izokratik yontemle ayrilmustir.
Izole edilen bilesiklerin % 98’den fazla saf oldugu tespit edilmistir (233).

Hindistan’da bulunan Arnebia cinsine ait dort tiirde (4. euchroma, A. guttata, A. benthamii,
ve A. hispidissima) sikonin ile birlikte tiirevlerinden asetilsikonin ve asetoksizovalerilgikonin
yiiksek performansli ince-tabaka kromatografisi (HPTLC) yontemi ile analiz edilmistir.
Ekstraksiyonda bu bilesiklere farkli solvanlarin etkileri (hekzan, kloroform, etil asetat, ve
metanol) incelenmistir. Mobil faz olarak asetonitril:metanol: % 5 formik asit iceren su

40:02:08 oranlarindaki karigimi kullanilmigstir (234).

Yiizbasioglu (2010), A. purpurea’nin kdk ve toprak iistii kisimlar1 kisimlarindan hazirlanan
ekstreler iizerinde izolasyon ve aktivite ¢alismalar1 yapmigtir. Koklerin n-hekzan, herbalarin
ise metanol ekstreleri hazirlanmigtir. Metanol ekstresi diisiik 1s1 ve algak basing altinda
ucurulduktan sonra suda ¢oziiliip partisyona tabi tutulmus, petrol eterli fazda yagsi bilesikler
ve pigmentler uzaklastirilmis ve sulu fazda calisilmistir. Hazirlanan ekstrelerden cesitli
kromatografik (a¢ik kolon, vakum sivi ve orta basingli sivi kromatografisi) izolasyon
calismalar1 sonucunda, koklerden ii¢li karisim halinde olmak iizere toplam 5 naftokinon
(izovlerilalkannin, o-metil-n-butilalkannin, izobutilalkannin, asetilalkannin ve alkannin
yapist spektrofotometrik yontemler (UV, IR, 1H-NMR, 13C-NMR, 2D-NMR, Kiitle
spektrometresi) kullanilarak aydinlatilmistir (20).

Wei vd. (2011), A. euchroma’dan sikonin ve tiirevlerinin endiistriyel iiretim silirecinde
yogunlagtirma asamasindaki sicaklik, pH ve etanol miktarlarinin degisiminin sikonin
icerigine olan etkisini incelemislerdir. Sicakligin 40-60°C, pH’m 3-7 ve etanol igeriginin %
35-70 oldugu sartlar altinda 6 saat stabil kaldig: belirlenirken, 6rnek ¢ozeltilerindeki ¢ok
diistik etanol igeriginin sikonin miktarinda biiyiik kayiplara yol agtigmna dikkat ¢ekilmistir.
Ayrica yagda ¢oziinen maddelerin konsantre etme islemi esnasinda ¢dkmesinin igeriklerinde

onemli kayiplara yol actig1 belirtilmistir (235).

Xiao vd. (2011), A. euchroma’da iyonik sivi bazli ultrasonik yardimli ekstraksiyonun

ardindan HPLC ile sikonin ve B-B'-dimetilakrilsikonin tespit etmislerdir. Burada sikonin i¢in
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1.75-140 pg/mL, B,B'-dimetilakrilsikonin i¢in 2.15-1360 pg/mL konsantrasyon araliklarinda
kalibrasyon egrileri olusturulmus ve % 69.79 ile % 82.35 arasinda geridoniisiim
saglannustir. Iyonik sivi bazli ultrasonik yardimh ekstraksiyonda ugucu organik solventler
bulunmamasinin yaninda ultrasonik ve Soxhlet extraksiyonuna kiyasla daha az Ornek,
zaman ve solvan kaybi1 olmasi bakimindan tercih edilebilecegi, ii¢ ekstraksiyon yonteminde
de ekstraksiyon tiriinlerinin aktif bilesenlerinde 6nemli farkliliklar gériilmedigi belirtilmistir

(236).

2.6.1.2. A. densiflora tizerinde yapilan fitokimyasal cahismalar

Bozan’in arastirmasinda (1990), Sivas-Kangal yoresinden toplanan A. densiflora koklerinin
n-hekzan  ekstresinden  kromatografik  yontemlerle terakrilalkannin,  o-metil-n-
biitilakrilalkannin-izovalerilalkannin karigimi ve f,B-dimetilakrilalkannin izole edilmistir
(22). Bozan ve arkadaglarmin A. densiflora koklerini kullanarak yaptiklar1 HPLC
calismasinda A. densiflora ekstrelerinde % 20.54 oraninda bulunan terakrilalkanninin ana
madde olarak bulundugu bildirilmistir (237). Bitkinin kokleri Soxhlet apereyi ile 2 saat
siirede ve % 5.7 verimle n-hekzan ile ekstre edilmis ardindan etilasetat ile ¢oziilerek HPLC
cozeltileri hazirlanmistir. Mobil faz olarak 1 mL/dak. akis hiz1 ile metanol:su:formik asit
(95:5:0.1) kullanilmig ve 12 dk siire ile yiriitiilmiislerdir. 5.7., 6.5., 9.0. dk’larda B,B-
dimetilakrilalkannin, terakrilalkannin, izovalerilalkannin ve o-metil-n-biitilalkannin
naftokinonlar1 belirlenmistir. % 2.18+0.07, 21.5+0.3, 30.5+0.3 bu ¢alisma yine Bozan ve
arkadaglar1 tarafindan yapilan TLC densitometresi ¢aligmasinin verileri ile de dogrulanmis
ve burada da yakin degerler elde edilmistir. Burada da % 2.4, 22.4, 32.1 olarak bulunmustur
(238).

A. densiflora kok ekstrelerinde terakrilalkannin, a-metil-n-butil alkannin, izovalerilalkannin

izole edilmistir (2, 24).
Tiirkiye’de yetisen Boraginaceae familyasina ait 18 tiir lizerinde yapilan ve alkannin-gikonin

miktarmin belirlendigi calismada (12); A.densiflora, kok kabuklarinda bulunan % 16.83

oranindaki sikonin igerigi ile birinci sirada yer almistir.
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3. GEREKCE ve AMAC

Anadolu ve Yunanistan i¢in bolgesel endemik bir tiir olan A. densiflora Ledeb. bitkisi,
koklerinde dogal olarak alkannin/sikonin tiirevi naftokinonlar bulundurmaktadir (Kirimer
vd. 1992). Sikonin ve antipodu olan alkanninler o6zellikle cilt hastaliklari, yanik, yara,
ekzema tedavilerinde kulanildig1 gibi, boyar madde olarak gida, dokumacilik ve
kozmetolojide de kullanilmaktadir (Papageorgiou 1980). Koklerden izole edilen sikonin ve
tiirevlerinin; yara iyilestirici, antienflamatuvar, antitimdral, antimikrobiyal, antioksidan,
radikal siipiiriicii ve antitrombotik aktivitelerine dair pek ¢ok ¢alisma bulunmaktadir (6, 7,

1,9, 10, 184).

Japonya’da L. erythrorhizon bitkisinden doku kiiltiirii ile endiistriyel boyutta {iretilen ilk
fitokimyasal olan sikonin; gida, kozmetik ve ila¢ sanayiinde boyar madde olarak yaygin
olarak kullanilmaktadir (14, 15). Yine Uzak Dogu’da yetisen 4. euchroma’dan doku kiiltiirii

ile sikonin tiretilmesi ile ilgili galigmalar yapilmaktadir (19).

Hem tibbi agidan 6nemi bulunan hem de endiistiyel olarak yaygin kullanim alani bulunan
sikonin iiretiminde 4. densiflora'nin kaynak olarak kullanildigi bir ¢alisma iilkemizde ve
diinya literatiirinde mevcut degildir. Bu nedenle bolgesel endemik bir tiir olan A4.
densiflora’dan sikonin liretiminin lilke ekonomisi agisindan Onem tasityacagi diisiincesi,

calismanin hareket noktasini olusturmustur.

Bu tezde; biyoteknolojik bir yontem olan, doku Kkiiltiirii metotu ile bitkinin cesitli
organlarindan kallus iretilip, bu kalluslardan hiicre siispansiyon kiiltiirlerine gegilmesi,
iiretilen kalluslarda ve siispansiyonlarda sikonin ve tiirevlerinin varliginin arastirilmasi
amaglanmigtir. Kullanilan hormonlar ve kiiltiir sartlarinda degisiklikler yapilarak, elisitor
uygulamalar1 araciligiyla sikonin miktar1 arttirilmaya ¢alisilmistir. Bu asamay takip eden bir
sonraki basamakta ise sikonin veya tiirevlerinin biyoreaktorlerde iiretimleri ve

optimizasyonlarinin gerceklestirilmesi hedeflenmistir.
Kallus ve silispansiyon kiiltiirleri ile biyoreaktdrlerde basarili bir sekilde iiretimi saglanan

sikonin ve tiirevlerinin varliginin, fitokimyasal yontemler kullanilarak belirlenmesi lizerinde

durulmustur.
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Diinya literatiiriinde, A. densiflora bitkisinin kaynak olarak kullanilip in vitro yontemlerle
naftokinon tiirevi sekonder metabolitlerinin iiretildigi bir ¢aligma bulunmadigi i¢in bu
arastrma ile bir ilk gergeklestirilmistir. Ulkemize ait kaynaklarin degerlendirilmesi ve
kullanima sunulmas1 hedeflenerek yapilan ¢aligma ile biyoteknoloji alaninda da énemli bir

bilgi birikimi saglanacag diisiiniilmektedir.
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4. MATERYAL ve YONTEM

Bu ¢alisma, 2007-2012 yillar1 arasinda Ankara Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji Bolimii
Bitki Doku Kiiltiirii Laboratuvari, Gazi Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Farmakognozi Ana
Bilim Dali, Bitki Doku Kiiltiirii Laboratuvar: ve Nobel Ilag Farmasotik Arastirma ve
Gelistirme Merkezi (FARGEM)’nde gerceklestirildi.

4.1. Materyal

A.densiflora Ledeb. bitkisi, Eskisehir-Sivrihisar, Asag1 Kepen koyiiniin kirecli tepelerinden
17.05.2007 ve 31.05.2008 tarihlerinde ¢i¢ceklenme zamani olan Mayis ayinda toplanmigtir.
Toplanan bitkilerin bir kismu sterilizasyondan sonra uygun ortamlara ekilmistir. Diger kismi
da -80'C’de muhafaza edilmistir. Bitki Ankara Universitesi Fen Fakiiltesi Botanik Ana Bilim
Dali 6gretim iiyesi Prof. Dr. Osman Ketenoglu tarafindan teshis edilmistir ve Gazi

Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Herbaryumu’nda (GUE 2601) bulunmaktadir.

4.2. Yontem

Tez ¢aligmasi ana hatlartyla 4 asamada gerceklestirilmistir.

1. Bitki materyalinin sterilizasyonunun (6zellikle kok kisimlar1 eksplant olarak

kullanilmistir) ardindan doku kiiltiiri agsamasina gegilmistir.

2. Eksplantlardan parcalanabilir yapida verimli kalluslar elde edildi ve bunlardan hiicre

hatlar1 olusturulmustur.

3. Ortamlarda, hiicre hattindan alinan kalluslarda sikonin ve tiirevlerinin iiretimini saglayici
ve arttirict modifikasyonlar yapilmistir. Bunun sonucunda kallus, siispansiyon kiiltiirleri

ve biyoreaktor sistemlerinde uygun ortamlar belirlenerek optimizasyonlari saglanmaigtir.

4. Optimize edilen ortamlarda olusturulan in vitro kiiltiirlerde iiretilen sikonin ve

tiirevlerinin miktar tayinleri yapilmistir.

Eksplant sterilizasyonunun ardindan doku kiiltiirii ile kallus elde edilmesinde farkli

konsantrasyonlarda bitki biiyiime diizenleyicileri ilave edilen MS (Murashige and Skoog,
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1962) (54), LS (Linsmaier ve Skoog, 1965) (55), BS (Gamborg vd.,1976) (57) ve SH
(Schenk ve Hildebrandt 1972) (56) ortamlar1 kullanildi. Siispansiyon kiiltiirlerinde MS, M9
(58) ve M10 (59) ortamlar1 kullanilirken biyoreaktor sistemlerinde M9 ve M10 ortamlar1

kullanilmistir.

4.2.1. Besin ortaminin hazirlanmasi

4.2.1.1. Stok ¢ozeltiler

Besin ortami hazirlanirken ortamin igerdigi makro elementler i¢in 10x’lik; mikro elementler
ve vitaminler i¢in 100x’lik stok ¢ozeltiler hazirlanmistir (239). Stok ¢ozeltiler koyu renkli
cam siselerde ve +4 °C’de saklanmiglardir. Besin ortami hazirlanirken, stok c¢ozeltilerden

alinacak miktarlar asagidaki formiile gore belirlenmistir (53).

istenilen stok haci = istenilen konsantrasyon x ortam hacmi

stok ¢ozeltinin konsantrasyon

Hazirlanan besin ortamlarina karbon kaynagi olarak MS, LS, SH ve M9 i¢in % 3 (30 g/L),
B5 ortam1 icin % 2 (20 g/L), M10 ortami icin ise % 5 (50 g/L) oraninda sakaroz
kullanilmigtir. Kallus kiiltlirlerinde katilastirma ajani olarak % 0.7 (7 g/L) agar ilave
edilmistir (Cizelge 4.1).
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Cizelge 4.1. Kullanilan MS, SH, BS5, LS, M9 ve M10 ortamlarinin tam igerikleri

ORTAMLAR (mg/L)
MS MS3 SH B5S LS M9 M10
KNO; 1900 1900 2500 2500 1900 80 680
NH4NO; 1650 1650 1650
CaCL.H,0 440 440 200 150 440 539
MgSO4. 7TH,0 370 370 400 250 370 750
KH,PO, 170 170 170
(NHy)2 SOy 134
NH4H,PO, 300
NaH,P0O4.2H,0 150
Na,SOy 1480 1917
Ca(NO3)4H,0 694 19
KCl 65
NaH,P0O4.2H,0 19
H;BO; 6.2 6.2 0.5 3 6.2 4.5 1.6
ZnS04.7H,;0 8.6 8.6 0.1 2 10.58 3
MnSO4.H,O 16.89 16.89 10 10 16.89
KI 0.83 0.83 0.1 0.75 0.83
Na;Mo004.2H,0 0.25 0.25 0.01 0.25 0.25
CoCL.6H,0 0.025 0.025 0.1 0.025 0.025
CuS04.5H0 0.025 0.025 0.2 0.025 0.025 0.3
CuCL2H,0 0.1364
Na,EDTA 37.2 37.2 2 37.2 37.2
NaFeEDTA 1.57 2
FeS04.7H,0 27.8 27.8 1.5 27.8 27.85
Myo-inositol 100 100 1000 100 100 100
Tiyamin-HCI 0.4 0.4 1 0.4
Nikotinik asit 5 0.1
Pridoksin HCI 0.5 0.1
TIAA 5 1.75
NAA 1.8621 5
KIN 0.0645 0.2152 | 2.1522 | 2.1522 0.5
2,4D 2.2104 0.221
BAP 0.5
IBA 0.4065
Sakaroz 30000 | 30000 | 30000 20000 30000 | 30000 | 50000
Agar 7000 7000 7000 7000 7000 7000 7000
pH 5.8 5.8 5.8 5.8 5.8 5.8 5.8
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4.2.1.1.1. Major tuz stok ¢ozeltilerinin hazirlanmasi

1 L'lik balonjojeye konulan yaklasik 700 mL distile su iizerine sirasiyla Cizelge 4.2°deki
maddeler tartilarak eklenmistir. Besin ortamindan 1L hazirlanmasi durumunda bu major tuz

stogundan 100 mL alinmustir.

Cizelge 4. 2. MS, LS, SH, B5, M9 ve M10 ortamlar1 i¢in major tuz stok ¢ozeltisi (10x),

(g/L)
Major tuzlar MS-LS | SH BS M9 M10
Amonyum nitrat (NH4NO3) 16.5
Potasyum nitrat (KNOs3) 19 25 25 0.8 6.8
Magnezyum siilfat (MgS0,4.7H,0) 3.7 4 2.5 7.5
Kalsiyum nitrat [Ca(NO3),.4H,0] - 6.94 0.19
Potasyum dihidrojen fosfat (KH,PO4) 1.7
Kalsiyum kloriir (CaCl,.2H,0) 4.4 2 1.5
Amonyum siilfat [(NH4),SO4)] - 1.34
Amonyum dihidrojen fosfat (NH4H2PO4) 1.5
Sodyum siilfat (Na;SO4) 14.8 | 19.17
Potasyum kloriir (KCI) 0.65
Sodyum dihidrojen fosfat (NaH,PO4.2H,0) 0.19

4.2.1.1.2. Minor tuz stok ¢ozeltilerinin hazirlanmasi

Mindr tuz stoklar1 da major tuz stoklarma benzer sekilde 1 L’lik balon jojelerde
hazirlanmigtir. Cizelge 4.3’deki maddeler swrasiyla tartimigtir. Major tuz stoklari
hazirlanirken kobalt kloriir ve bakir siilfatin MS, SH ve B5 ortamlarindaki miktarlar1 diisiik
oldugundan ayr1 bir stok olarak hazirlandiktan sonra mindr stok ¢ozeltisine ilave edilmistir.
Bu amagla MS ve B5 ortamlari i¢in 25 mg kobalt kloriir ve 25 mg bakir siilfat tartilip, 100
mL distile suda ¢ozlilmiistiir. Bu ¢ozeltiden 10 mL alinip 6nceden hazirlanan mindr stok
cozeltisine ilave edilmistir. Mindr tuz stogu bu sekilde hazirlandiktan sonra distile su ile 1
L'ye tamamlanmigtir. 1 litrelik besin ortamina hazirlanan bu mindr tuz stogundan 10 mL

eklenmistir.
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Cizelge 4. 3. MS, SH, BS5, LS, M9 ve M10 ortamlar1 i¢in minor tuz ve demir igeren stok
cozeltisi (100x), (mg/L)

Minér tuzlar MS SH BS LS M9 | M10
Borik asit (H3;BO3) 620 50 300 620 | 450 160
Sodyum EDTA (Na;EDTA.2H,0) 3720 200 | 3720 | 3720 -
(Slggggngdfgl)lr (IIT) EDTA 157 200
Demir siilfat (Fe2SO4.7H,0) 2780 150 | 2780 | 2780 - -
Mangan siilfat (MnSO4.H,0) 1689 | 1000 | 1000 | 1689

Sodyum molibdat (Na;MoQO4.2H,0) 25 1 25 25

Cinko siilfat (ZnS04.7H,0) 860 10 200 | 1058 | 300 -
Kobalt kloriir (CoCl,.6H,0) 2.5 10 2.5 2.5

Bakir siilfat (CuS0O4.5H,0) 2.5 20 2.5 2.5 30

Bakir (II) kloriir dihidrat (CuCL2H,0) 13.64
Potasyum iyodiir (KI) 83 10 75 83

4.2.1.1.3. Vitamin stok ¢ozeltilerinin hazirlanmasi

Maddeler Cizelge 4.4.’de gosterilen miktarlarda tartilmistir ve 1 L’lik balonjojedeki 700 mL
distile su tlizerine eklenmiglerdir. 1000 mL'ye tamamlanan karigimdan, 1 L’lik besin ortami

hazirlanirken 10 mL alinmistir.

Cizelge 4.4. MS, SH, B5 ve LS ortamlar1 i¢in vitamin stok ¢ozeltisi (100x), (mg/L)

Vitaminler MS SH B5 LS
Tiyamin HCI 40 - 100 40
Nikotinik asit - 500 10 -
Piridoksin HC1 - 50 10 -

Myo-inositol, hazirlanan besin ortamma biliylime diizenleyicilerden once ¢izelge 4.1°de

belirtilen miktarlarda eklenmistir.
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4.2.1.2. Bitki biiyiime diizenleyicileri

Kallus ve naftokinon olusumunu uyarmak, kiiltiirlerdeki hiicrelerin gelisimini devam
ettirmek amaciyla, ortamlara ¢esitli konsantrasyonlarda NAA, [AA, IBA, BAP, KIN ve 2,4-
D hormonlar1 eklenmistir (Cizelge 4.1). Bu amacla bitki biliylime diizenleyicilerinin 1

mg/mL’lik stok ¢ozeltileri hazirlanmistir.

4.2.1.2.1. Naftalen Asetik Asit (NAA) stok cozeltisi (1 mg/mL)

100 mL’lik balonjojeye birka¢ mL distile su ve 100 mg NAA (Sigma, N073) eklenmistir.
Maddenin ¢dziinmesini saglamak amaciyla, 1M NaOH karigimin {istiine damla damla ilave
edilmigstir. Coziinme saglandiktan sonra hacim distile su ile 100 mL’ye tamamlanmistir.

Cizelge 4.1°deki miktarda olacak sekilde MS ortamlarma katilmistir.

4.2.1.2.2. Indol asetik asit (IAA) stok ¢ozeltisi (1 mg/mL)

100 mL’lik balonjojeye birka¢ mL distile su ve 100 mg IAA (Sigma, 12886) eklendi.
Maddenin ¢oziinmesini saglamak amaciyla, 1M NaOH karigimin {istiine damla damla ilave
edilmistir. Coziinme saglandiktan sonra hacim distile su ile 100 mL’ye tamamlanmistir.

Cizelge 4.1°deki miktarlarda olacak sekilde SH ve M9 besin ortamlarina katild1.

4.2.1.2.3. Benzil amino purin (BAP) stok ¢ozeltisi (1 mg/mL)

100 mg BAP (Sigma, B3408) hassas terazide tartilip, 100 mL’lik balon jojedeki birkag mL
distile suyun istiine eklenmistir. Maddenin ¢dziinmesini saglamak amaciyla, ¢oziinene
kadar 1M HCI, karisimin iizerine damla damla ilave edilmistir ardindan 100 mL’ye

tamamlanmistir. 0.5 mg/L konsantrasyonda MS3 besin ortamina katilmigtir.

4.2.1.2.4. Kinetin stok cozeltisi (1 mg/mL)

100 mg KIN (Sigma, K0753) hassas terazide tartilarak birka¢ mL distile su koyulan 100 mL
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hacimli balonjojeye aktarilmistir. Maddenin ¢oziinmesini saglamak amaciyla, ¢dziinene
kadar 1M HCIL, karigimin {istiine damla damla ilave edilmistir. Maddenin tamami
coziindiikten sonra distile su ile 100 mL’ye tamamlanmistir. Cizelge 4.1°deki miktarlarda

MS, SH, B5, LS ve M10 ortamlarina katilmistir.

4.2.1.3. pH ayan

Ortamlarin pH ayarlar1 agar ilave edilmeden 6nce yapilmistir. Hazirlanmis olan ortamlar
genis agizli erlenmayerlere konulmustur. Manyetik karistirici lizerinde bulunan ortamlara 1

M HCl ya da 1 M NaOH damlatilarak pH degerleri 5.8’e ayarlanmistur.

4.2.1.4. Besin ortamlarinin hazirlanmasi

1Lbesin ortami hazirlanmak icin, 1L hacimli balonjojeye 250 mL distile su koyulmasmin
ardindan MS, LS, SH ve M9 ortamlar1 i¢in 30 g, BS5 ortami i¢in 20 g, M10 ortamu igin ise
50 g sakaroz eklenmistir. Manyetik karistiric1 iizerine yerlestirilen balonjojeye daha sonra
ortam formiiliine uygun stoklardan katilmistir. Bu stoklardan sirasiyla major tuz stogundan
100 mL, minor tuz stogundan 10 mL ve vitamin stogundan da 10 mL konulup MS, SH, BS5,
LS ve MI10 ortamlarina Cizelge 4.1’de belirtildigi miktarlarda myo-inositol eklenerek
homojen olarak karigmalar1 saglanmistir. Ardindan ortamlara, yine Cizelge 4.1°de belirtilen
konsantrasyonlarda biliylime diizenleyicileri, stoklardan gerekli miktarlarda alinarak
eklenmistir. pH ayarlamasinin ardindan distile su eklenerek hacim 1 litreye tamamlanmustir.
Kallus kiiltiirleri i¢in ortamlara jellestirici ajan olarak 7 g agar eklenmistir. Siispansiyon
kiiltiiriinde ve biyoreaktorlerde kullanilan ortamlar sivi oldugundan agar eklenmemistir.

Erlenmayerlerin agizlar1 aliminyum folyo ile kapatilmustir.

4.2.1.5. Sterilizasyon
Denemeler 6ncesinde ¢aligma yapilacak laboratuvarin alet ve ekipmanlarmn sterilizasyonu

yapilmigtir. Materyal olarak kullanilan eksplantlarin yani1 swa ekim ve transferlerin

yapilacagi kabinin bulundugu ekim odasinin da sterilizasyonu saglanmistir.
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4.2.1.5.1. Besin ortaminin sterilizasyonu

Hazirlanmig olan besin ortamlari otoklavda 1.2 bar basing altinda, 121°C’de 15 dk siire ile

steril edilmistir.

4.2.1.5.2. Diger malzemelerin sterilizasyonu

Calismalarm ekim safthasinda, eksplant sterilizasyonu sirasinda kullanilan kaba filtre kagidi
(kare seklinde kesilip dorde katlanmis) ve cam huni, 1000 mL’lik bos beher igine
koyulmustur. Eksplant ekimi sirasinda iistiinde trimleme yapilacak olan kaba filtre kagitlar
petri icine sigacak sekilde kesildikten sonra bir petriye yerlestirilmistir. Yiizey sterilizasyonu
icin kullanilacak olan distile su otoklav siselerine konulmustur. Metal malzemeler (bistiiri,
pens gibi), ylizey sterilizasyonu i¢in kullanilan metal kapakli cam kavanozlar, magentalar,
erlenmayerler ve reaktorlerin tiim pargalar1 ayr1 ayr1 aliiminyum folyo ile sarilip otoklavda
121°C’de 15 dk siire ile steril edilmislerdir. Petriler ise aliiminyum folyo ile sarildiktan

sonra etiivde 180°C’de 2 saat bekletilerek steril edilmistir.

4.2.1.5.3. Ekim odasinin sterilizasyonu

Ekim isleminin yapilacagi kabinin bulundugu oda, odadaki ekipmanlar ve laminar kabin
antiseptik bir ¢ozelti olan % 1’lik zefiranla veya % 10’luk sodyum hipoklorit (NaOC]I) ile
silinmistir. Bu iglemden sonra ekim odasinda bulunan laminar kabinin tiim ylizeyleri %
70’1ik etanol ile dezenfekte edilmistir. Ardindan ekimde kullanilacak steril metal ve cam
malzemeler kabine yerlestirilmistir. Laminar kabin icerisinde bulunan UV-C lambasi
kabinin kullanimindan 12 saat 6nce a¢ik birakilmigtir. Ekim aninda kullanilan bistiiri, pens

gibi metal malzemeler her kullanimda % 96’lik alkole batirilip bek alevinden gegirilmistir.

4.2.1.5.4. Ortamlarn petri, magenta, erlenmayer ve reaktorlere aktarilmasi

Otoklavda 121°C’de 15 dk steril edilen besin ortamlar1 otoklavdan ¢ikarilmistir. Kallus

kiiltiirii i¢in hazirlanan agarli ortamlarmn katilagmasma izin verilmeyecek sekilde sicakligi
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diisene kadar bekletilmis ve boylece ortam katilasirken meydana gelen buharlagma ile ortaya
cikacak olan serbest suyun olugmast Onlenmistir. Uygun sicakliga gelen ortamlar,

caligmanin agsamasima gore petri, magenta, erlenmayer ve reaktorlere aktarilmstir.

Eksplant ekimi ve kallus olusumunu kapsayan ¢alismanin ilk agamalarinda 10 cm ¢apinda
cam petriler kullanilmustir. ilerleyen asamalarda kalluslarin hacimsel olarak gelisimleri ile
birlikte hiicreler magentalara transfer edilmistir. Stispansiyon kiiltiiriinde ve biyoreaktorlerde
kullanilan ortamlar erlenmayer ve reaktdrlere aktarilmalarinin ardindan agizlar1 aliiminyum

folyo ile sarilmistur.

Sterilizasyonu saglanan tiim malzemeler hemen ekim odasmna almmistir. Ortamlar, steril
laminar kabin ig¢inde, steril petri, kavanoz, magenta, erlenmayer ve reaktdrlere
aktarilmiglardir. Bu islem sirasinda ortamlarin bulundugu erlenmayerlerin agiz kisimlar1 her
acista bek alevinden gegcirilmistir. Ortamlarin transfer islemleri tamamlandiktan sonra
aktarildiklar1 malzemelerin {izerlerine ortamin adi ve varsa onemli Ozellikleri kodlanarak
yazilmigtir. Petri ve magentalara dokiilen besin ortamlarmin iyice katilagmasi ve olasi

kontaminasyonlarin ekim yapilmadan dnce goriilebilmesi i¢in 24 saat beklenmistir.

4.2.2. Eksplantlarn yiizey sterilizasyonu

Araziden toplanip laboratuvara getirilen bitkiler, ayni giin toprak ve kurumus kisimlarindan
temizlenmistir. Eksplant olarak tek yillik govdeler (0.5-1cm), yapraklar (0.5-1 cm), kok
iistiindeki govde siirgiinleri (0.1- 0.5 cm) ve ince kok parcalar1 (0.5-1 cm) kullanilmigtir (Sekil
4.1). Sarp bolgelerde ve kiregli topraklarda yetisen bitkinin 6zellikle kok eksplantlarinda
yiizey sterilizasyonunun ardindan ¢ok yogun kontaminasyon gozlenmistir. Bu nedenle en az
kontaminasyon oranin1 yakalayabilmek amaciyla farkli sterilizasyon yontemleri
kullanilmistir.  Yiizey sterilizasyonunda uygun konsantrasyonlarda NaOCI, antibiyotik
antifungal karigimlar, bitki koruyucu karigim (plant preservative mixture=PPM) ve hidrojen

peroksit (H,O,) kullanilarak 3 farkli yontem ¢alisilmistir.
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Sekil 4. 1. Eksplant olarak kullanilan ince kdk parcalari (a), tek yillik gdvdeler ve yapraklar (b),
kok tiistiindeki govde siirgiinleri (c,d)

4.2.2.1. Tween 20 ile NaOClI kullanimi

[Ik denemelerde; 6ncelikle % 70'lik alkolde 1 dk bekletilen eksplantlar (Sekil 4.1), Tween 20
damlatilan NaOCl’in % 20, 25, 35 ve 40'hik konsantrasyonlar1 kullanilarak besiyerlerine
ekilmistir. Besiyeri olarak farkli konsantrasyonlarda bitki biiylime diizenleyicileri ilave

edilen MS, MS3 ve LS ortamlar1 kullanilmistir (Cizelge 4.1).

4.2.2.2. Antibiyotik- antifungal karisimlar ile PPM kullanim

A. densiflora siirgiin ucu ve koklerinin eksplant kaynagi olarak kullanildig: ikinci asama
eksplant sterilizasyonu ¢aligmasinda kontaminasyon problemini ¢6zmek i¢in, MS ortamina
eklenen antibiyotik ve antifungal karigimlar1 ile PPM (plant preservative mixture) ad1 verilen
bitki koruyucu karisim soliisyonu denenmistir. Bilesiminde metilkloroizotiazolon,
metilizotiazolon, magnezyum klorid, magnezyum nitrat, potasyum sorbat, sodyum benzoat
iceren genis spektrumlu bir biyosit olan PPM; 4 mL/L’den diisiik konsantrasyonlarda

kullanildiginda ¢imlenmeye de zarar vermeden sterilizasyonu saglayabilmektedir (240, 241).

Calismada; belirli konsantrasyonlarda antibiyotik olarak Penisilin G (Sodyum tuzu, 100 MI
Units, 1668 U PenG/mg, Sigma P-3032, St. Louis, MO, USA) ile Streptomisin Siilfat
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(Biochrom AG 752 IU/mg A-331-27, Berlin, Germany) ve antifungal olarak Amfoterisin B
(50 mg, Bristol-Myers Squibb, Princeton, NJ, USA) kullanilmistir. Kiiltiir ortamina eklenen
antibiyotik miktarlar1 sabit tutulup antifungal oranlar1 i¢in ise 2 farkli konsantrasyon degeri
kullanilmigtir. 1 L'lik besiyerine 100.000U PenG, 100.000 pg Streptomisin siilfat ile birlikte
500 pg ve 1000 pg Amfoterisin B ilave edilmistir.

Eksplantlar birka¢ kez % 1°lik sodyum hipoklorit igeren ¢esme suyunda yikanip steril
kavanozlarda % 70’lik etanolde 1 dk calkalanarak bekletilip ve siiziilmiislerdir. Ardindan %
25’lik NaOCl soliisyonu igerisinde ¢alkalayicida tutularak 30 dk steril edilmis ve ardindan 3
kez steril su ile durulandiktan sonra steril kurutma kagidi iizerinde yaklagik 0.5 cm’lik kiigiik

parcalara ayrilarak antimikrobiyal igeren ortamlara yerlestirilmistir.

PPM ise eksplantlarin yiizey sterilizasyonu icin dort farkli konsantrasyonda (% 1, 2, 3, 4)

kullanilirken ortama da (MS) % 0.5 oraninda ilave edilmistir.

4.2.2.3. PPM denemesi

Idk % 70’lik alkolde bekletilen kok ve siirgiin eksplantlari, % 1’lik PPM ile 1 saat
calkalanip 3 kez 3’er dk distile su ile yikandi. 0.5-1 cm uzunlugundaki eksplantlardan, %
0.5 oraninda (5 mL/L) PPM igeren MS, SH, LS ve B5 ortamlarina 40’ar adet ekilmistir.

4.2.2.4. H,0O, denemesi

% 70’lik alkolde 1 dk tutulan kok ve siirgilin eksplantlar1 15’er dk % 20, % 30 ve % 40’lik
H,0; ile calkalandiktan sonra 3 kez 3’er dk distile su ile yikanmistir.  Eksplantlar; 250,
500 ve 1000 pl'lik oranlarda antibiyotik antifungal karigimi (1 mL’de 10000 unite penisilin,
10 mg streptomisin and 25 pg amfoterisin B) iceren ve bu karisgimdan icermeyen MS

ortamlarina 30’ar adet ekilmislerdir.

4.2.3. In vitro Kiiltiirlerin olusturulmasi

Bu agama, ortamlara ekilen eksplantlarda gelisen ve pargalanabilir yapidaki kalluslarin farkl
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ortamlara transfer edilmeleriyle kurulan kallus ve siispansiyon kiiltiirleri ile biyoreaktor

sistemlerini kapsamaktadir.

4.2.3.1Eksplant ekimi

Eksplantlar, sterilizasyon iglemine tabi tutulduktan sonra Cizelge 4.1°de belirtildigi sekilde
hazirlanan MS, BS5, LS ve SH ortamlarina ekilmislerdir. Eksplant olarak kullanilan tek yillik
govdeler, yapraklar ve ince kok parcgalar1 0.5-1 cm; kok tistiindeki govde siirgiinleri (Sekil 4.1.c, d)
ise 0.1- 0.5 cm uzunhigundaki pargalar halinde trimlenmelerinin ardindan her petriye 5 -10
adet eksplant ekilmislerdir. Ekim yapilirken eksplantlarin birbirine ¢ok yakin olmamasina,
besiyerine batirilmamasina ve dengeli dagilimlarina dikkat edilmistir. Ekim islemi bittikten
sonra petrilerin kapaklar1 kapatilarak kenarlar1 parafilmle sarilmigtir. Tiim gelisim stirecleri
bitki yetistirme odasinda, 24+1°C sabit sicaklikta ve karanlikta tutularak

gerceklestirilmistir.

4.2.3.2. Kallus kiiltiirleri

Eksplant ekimini takip eden ilk 40 giin kallus olusumu asamasi olarak adlandirilmistir. Bu
asamadan sonra gelisimlerine devam eden kalluslar her 40 giinde bir ayni icerige sahip taze
ortamlara aktarilarak alt kiiltiirleri yapilmistir. Bu sekilde, kallus kiiltiirii calismasinda kok
ve siirglin eksplantlarindan olugan kalluslar 3 alt kiiltiir boyunca izlenmislerdir. Her alt
kiiltiire aktarim asamasinda aktarilan kalluslarin agirliklar: tartilmigs ve bir miktar kallus
tartilip analiz yapilabilmesi i¢in derin dondurucuya almmistir. Kalluslarin yas agirliklarina

gore gelisiminin izlenmesi icin kallus kiitle biiyiime indeksi (KBI) hesaplanmistir (53).

Son hiicre agirhigi (g)

Kallus Kiitle Biiyiime Indeksi (KBI) = Tk hilcre agirlia (2)
u girhigi

4.2.3.3. Siispansiyon kiiltiirleri

Stispansiyon kiiltiirleri olusturulurken, 6ncelikle kallus kiiltiirlerinde c¢alisilan besin ortamlar1

arasinda en iyi kallus elde edilen MS ortamlar1 kullanilmistir. Bu ortamlara, yine MS ortami
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kullanarak kurulan kallus kiiltlirlerinde elde edilen iyi dagilabilen beyaz-sar1 renkli kalluslar
asilanarak (inokiilasyonu) kiiltiirler kurulmustur. Burada her bir 100 mL’lik erlenmayer
icerisine 25 mL sivi MS ortami konularak otoklavda steril edilmis ardindan steril kabinde
tartilan 2 g kallus ilave edilmistir. Hazirlanan kiiltiirler, bitki yetistirme odasinda 110 rpm
hiza ayarlanmis calkalayicilarda, 25'C’de karanlikta inkiibe edilmistir (Sekil 4.2).
Stispansiyonlarin alt kiiltiirlerinde ise 100 mL’lik erlenmayerlere 50 mL ortam {iizerine 10

mL siispansiyon aktarilmig ve ayni sartlarda calkalanma islemine devam edilmistir.

Sekil 4.2. Siispansiyon kiiltiirlerinin genel goriiniimii

Stispansiyon kiiltiirlerini zamaninda yeni ortama transfer etmek ve sonraki caligmalarda
hedeflenen sekonder metabolit iiretimini arttrma denemeleri i¢in silispansiyon kiiltiiriinde
bliylime egrisi olusturulmustur. Biiyiime egrisi olusturmak i¢cin 45 adet 100 mL’lik
erlenmayer hazirlanmistir. 15 giinliikk 2. alt kiiltlir siispansiyonlarindan ikiser gram hiicre
alinarak 25 mL’lik MS ortamlarma aktarilmistir. 30 giin boyunca {i¢er giin ara ile {icer adet
siispansiyon kiiltiirii naylon ve sik gozenekli bir kumastan (por ¢api1 yaklasik 3.2-3.3 pm?®),
Buchner hunisi yardimiyla siiziilmiistiir. Hiicreler siiziildiikten sonra yas agirliklar: tartilarak
biiylime egrisi olusturulmus, siiziintiiden geriye kalan ortamlarin da hacimleri 6l¢tilmiistiir

(Cizelge 5.8).
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4.2.3.4. Biyoreaktor sistemleri

Calismanimn asil hedefi olan biiylik capta sikonin ve tiirevlerinin iiretilmesini saglamak
amactyla kurulan biyoreaktor calismalarinda, 500 mL hacimli gegici daldirma biyoreaktor
sistemleri kullanilmistir. Burada M9 ve M10 ortamlari ile calisilmigtir. Sistemlerin optimize
edilmesinde c¢esitli faktorlerin irdelenmesiyle farkli deney sistemleri olusturulmustur. Her

asamada iyi olan uygulamalarin iizerine gidilerek iyi yanit alinamayan sistemler elenmistir.

4.2.4. In vitro kiiltiirlerde sekonder metabolit iiretilmesi ve arttirilmasi iizerine yapilan
cahismalar

Modifiye edilmis MS ortami kullanarak kurulan kallus kiiltiirlerinden elde edilen iyi
dagilabilen, beyaz renkli ve parcalanabilir yapidaki kalluslar, sikonin ve tiirevleri ile

rozmarinik asit liretimini arttirabilmek amach ¢esitli denemelerde kullanilmastir.

Mantar, Metil Jasmonat gibi uyaricilarin, sikonin tiirevleri gibi rozmarinik asit sentezini de
uyardiklar1 bildirildiginden (47, 49) fungal uyarici uygulamas: yapilan siispansiyonlarda

rozmarinik asit varhigi arastirilmstir.

4.2.4.1. Siispansiyon Kkiiltiirlerinde elisitor denemeleri

Stispansiyon kiiltlirlerinde, hiicre biiylime periyotlar1 belirlendikten sonra alt kiiltiirler
olusturulmus ve cesitli elisitdrlerin (uyaricilarin), hiicre biiylimesine olan etkileri de

incelenerek sikonin ve tiirevlerinin arttirilmasina yonelik ¢aligmalar yapilmistir.

4.2.4.1.1. Metil Jasmonat uygulanmasi

5.4 mL Metil Jasmonat (MJ) etanolle 10 mL'ye tamamlanmistir. Uygulamadan 6nce pH't
5.8’e ayarlanarak stok ¢ozelti hazirlanmistir (242).

Kallus kiiltiirlerinden 2 g agirliginda hiicre alinarak 25 mL siv1 ortam iceren 100 m’lik 60
adet erlenmayere transfer edilmistir. Hazirlanan MJ ¢ozeltisi, siispansiyon kiiltiirlerinin 14.

giiniinde 0.45 pum por ¢apina sahip naylon filtrelerden siiziilerek ilave edilmistir. 25 mL'lik
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kiiltiir ortamina; stok ¢ozeltiden 0.5 mL alinarak ilave edildiginde 50 uM, 1 mL ilave

edildiginde ise 100 uM uyarict konsantrasyonu saglanmastir.

Kontrol hatt1 ilk glinden 27. giine kadar her 3 giinde bir siiziildii, hiicreler tartilmis ve kalan
stvi hacim de meziir yardimiyla 6l¢iilmiistiir. MJ ilave edilen siispansiyonlar ise 17. glinden
27. giine kadar her 3 gilinde bir ayni saatte siiziilerek ayrilmistir. Hiicreler ve sivi ortam
analiz i¢in -20°C’da saklanmistir. MJ ilave edilen ve kontrol siispansiyon kiiltiirlerinin hiicre
agirliklar1 ve sivi ortam hacimleri karsilastirilmistir. Daha sonra hiicreler liyofilize edilerek

kurutuldu ve analizde kullanilmistir.

4.2.4.1.2. Fungal uyaricilarin uygulanmasi

A. densiflora stispansiyon kiiltiirlerinde fungal elisitor olarak Aspergillus niger ve Rhyzopus

stolonifer kullanild1 (81, 71).

A. niger ve R. stolonifer Ankara Universitesi Ziraat Fakiiltesi 6gretim iiyesi Prof. Dr. Zekai
Katircioglu’'ndan temin edilmistir. Petrilerden sivi ortama alinarak 2 haftada cogaltilan
funguslar siizilmelerinin ardindan 90°C'de 1 gece bekletilerek kurutulmustur. 0.2 g
kurutulmus 4. niger ve R. stolonifer’den alinip toz edilmistir. Distile su ile 20 mL’ye

tamamlanarak elisitor olarak kullanilmak tizere 10 g/L konsantrasyonda stok hazirlanmigtir.

MS ortami kullanarak kurulan ve 21 giin siireyle izlenen siispansiyon kiiltiirlerine, 0., 3., 6.,
9., 12. ve 15. giinlerde fungus stoklarindan 1’er mL almarak eklenmistir. Her bir fungus ve
kontrolden ii¢ tekrarin bulundugu kiiltiirler 21. giinde siliziilmiistiir. Siispansiyonlar ¢ok sik
dokumali naylon bez ile buchner hunisiden vakumla siiziilerek hiicre ve sivi kisim olarak
ayrilmustir. Hiicreler liyofilize edilerek kurutulmuslardir, sivi kisimlar ise dogrudan etil
asetat ile ekstraksiyona tabi tutulmus ve ITK analizinde kullanilmistir. Liyofilize edilen
hiicreler, sikonin ve tiirevlerinin kalitatif analizleri amaciyla kloroform ile ekstre edilirken,

rozmarinik asit analizi i¢in ise metanolle ekstre edilmistir (0.1 mg/mL).

Rozmarinik asit analizinde, ince tabaka kromatografiisinde standart olarak kullanmak
amaciyla Rosmarinus officinalis bitkisinin yaprak ekstresi kullanilmistir. Burada 0.5 g

tartilan R. officinalis'in lizerine 5 mL metanol eklenerek 15 dk ultrasonik banyoda tutulmus
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ve 10 mL’ye tamamlanmistir. Kontrol ve R. officinalis ekstrelerinin uygulandigi plak, S3
solvan sisteminde siiriikklendikten sonra Naturstoff belirteci (NA) piskiirtiilerek lekeler

belirginlestirilmistir.

4.2.4.2. Ortam pH’larinin degistirilmesi

Sikonin ve tiirevlerinin; pH degisimi ile renk degistirdigi ve pH degisikliginin hiicreler
tizerinde stres olusturarak sikonin tiirevlerinin iiretilmesini uyaracagi diisiincesiyle
ortamdaki pH degisikliginin etkileri incelenmistir. Ikiser adet kallus ve siispansiyon hatti
olusturularak ortamlarin pH’lar1 2, 4, 5, 6, 7, 8 ve 10 olarak ayarlanmistir. Magentalara ve
25 mL siv1 ortam igeren siispansiyonlara ikiser g hiicre ilave edilerek 2 gruba ayrilan
caligmada ilk grup kallus ve silispansiyonlar 14 giin, ikinci grup ise 28 giin inkiibe edilmistir.

Renk ve agirlik degisimleri agisindan degerlendirme yapilmigtir.

4.2.4.3. Farkh besin ortamlarinin sikonin ve tiirevlerinin iiretimi iizerine olan etkileri

4.2.4.3.1. Alt1 farkh ortam iizerinde yapilan ¢cahsmalar

Kallus ve siispansiyon kiiltiirlerinde farkli ortam ve uygulamalarin sikonin {iretimi iizerine
olan etkilerini belirleyebilmek amaciyla yapilan ¢aligmada; hiicre hattinin olusturuldugu MS
ortaminda gelistirilen kalluslar 6 farkli ortama (NAA ve KIN hormonlar1 iceren Murashige
Skoog ortami (MS), hormon icermeyen MS ortami, NHy4 icermeyen MS ortami, hormon ve
NH4 icermeyen MS ortami, M9 ortami, M10 ortami) esit miktarlarda konulmasinin ardindan
agirlik artiglart ile birlikte renk degisimleri izlenmistir (Cizelge 4.5). Bu ortamlar
belirlenirken sikoninin arttirilmasinda rol oynayan ve inhibisyonuna neden olan etmenler
(Cizelge 2.5) dikkate alinarak ve literatiir ¢aligmalarindan hareketle MS ortaminda ¢esitli
modifikasyonlar yapil mistir. MS ortamlarmin yanisira sikonin iiretimini indiikleyici sartlar
g0z Oniine alinarak diizenlenmis olan M9 (58) ve M10 (59) ortamlar1 kullanilmistir (Cizelge
4.5). Bu ortamlarda sikonin biyosentezini indiikledigi belirlenen Cu®" iyonlar: ile IAA ve
KIN hormonlar1 kullanilirken, sikonin biyosentezini inhibe edici olan nitrat miktar1

azaltilmis ve amonyum kullanimindan kagmilmistir.

97



Cizelge 4.5. 6 farkl ortam ¢aligmasinda kullanilan hormon ve amonyum tuzu igerikleri

MS MS MS MS M9 M10

1) (2) 3) “4) (5) (6)
Hormonlar | NAA + KIN i NAA + KIN i IAA KIN
NH4 + + - - + +

Bu caligmada farkli ortamlarin etkilerinin yanisira, bliylime diizenleyici (hormon) ve NHy
tuzlarinin hiicre kiiltiirleri lizerine olan etkileri de arastirilmistir. Kallus kiiltiirlerinde bu
ortamlara konulan esit miktar ve goriiniimdeki kalluslarin degisimleri 40 giin siire ile

izlenmis ve her 10 gilinde bir hiicreler tartilarak ayrilmigtir.

Bu uygulama siispansiyon Kkiiltlirlerine 2. alt kiiltiirde iken uygulanmistir. Devam eden
stispansiyon kiiltlirinden 10 mL almarak 6 farkli ortama transfer edilmis ve 110 rpm’de
karanlikta calkalanmaya birakilmigtir. Her bir ortamdan 3 siispansiyon hatt1 hazirlanmustir.
Stispansiyon kiiltiirleri kallus kiiltiirlerinden daha hizli gelistigi i¢in 21 giin boyunca
izlenmistir. 7., 14. ve 21. gilinlerde hiicre ve ortamlar siiziilerek ayrilmistir. Renk ve agirlik

degisimleri incelenmistir.

4.2.4.3.1. MS, M9 ve M10 ortamlarimin kullanildig1 kallus ve siispansiyon kiiltiirleri
iizerinde yapilan cahismalar

Bu calisma, alt1 farkli ortam iizerinde kurulan kiiltiirlerde agirlik ve renk degisimi ile
naftokinon iretiminin arastirildigi ¢alismanin  sonuglart  gozoniinde bulundurularak
kurulmustur. Burada, kok eksplantlarindan gelisen kalluslar ile calisilmigtir. Sikonin ve
tiirevlerinin lretimi ile renk degisimi bakimindan en iyi yanit alinan ortamlar olan M9 ve

M10 ile birlikte kallus gelisiminin incelenmesi amaciyla da MS ortamlar1 kullanilmistir.

MS ortaminda gelisen kok kallus hatlarindan alinan beyaz renkli, pargalanabilir yapidaki
10’ar g kallusun; MS, M9 ve M10 ortamlarina transfer edilmesi ile kurulan kallus kiiltiirleri
50 giin siire ile izlenmistir. Bu siire iginde 10. gilinden itibaren 5 giin ara ile Ornekler

alimmistir ve analizi gergeklestirilercek olan bu 6rnekler K-M9 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40,

98



45, 50; K-M10 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45 ve 50 olarak kodlanmuistir.

Stispansiyon kiiltiirii i¢in icerikleri kallus kiiltiirleri ile ayni olan MS, M9 ve M10 ortamlar1
hazirlanmigtir. MS ortaminda gelisen kalluslardan 4’er g almip 150 mL’lik cam
erlenmayerlere konulan 60’ar mL’lik MS, M9 ve M10 ortamlarina ilave edilmesi ile kurulan
siispansiyon kiiltiirleri bitki yetistirme odasinda 100 rpm hiza ayarlanmis calkalayicilarda,
25°C’de karanlikta inkiibe edilmistir. 20 giin boyunca izlenen kiiltiirlerden 5 giin ara ile
hiicreler ayrilmistr. M10 ortaminda ise deney 50. giine kadar uzatimistir. Ornekler S-M9

15, 20, S-M10 15, 20 ve 50 seklinde kodlanmuistir.

Kodlama yapilirken, numune kodunun oniine kallus kiiltiir 6rnekleri i¢cin K, siispansiyon

kiiltiirleri i¢in ise S konuldu ve ardindan hasat edildikleri giinler eklenmistir.

4.2.4.4. Biyoreaktorlerde yapilan ¢cahsmalar

Calismada hedeflenen biiylik ¢apta sikonin ve tiirevlerinin iiretilmesini saglayacak olan
biyoreaktdr denemelerinde sistemin optimize edilmesi i¢in birbiri ardma farkli deney
sistemleri olusturulmustur. Her asamada iyi olan sistem iizerine gidilerek iyi yanit

alinamayan sistemler elenmistir.

[Ik denemede siispansiyon kiiltiirlerinde kullanilan M9 ve M10 ortamlar1 kullanilip éncelikle
reaktoriin stirekli mi, kesikli mi olacagna karar verilmek iizere, ge¢ici daldirma sistemine
sahip reaktorlerde sistem kurulmustur. Burada oncelikle, calkalama ve bekleme zamanlari
arasindaki iliskinin sikonin liretimine olan etkisi incelenmistir. Bu amagla 1 birim zaman (15
dk) calisip 3 birim zaman (45 dk) bekleyen hiicreler (15/45-3:1), 3 birim zaman g¢alisip 1
birim zaman bekleyen hiicreler (45/15-3:1) ve 5 birim zaman ¢alisip 1 birim zaman bekleyen
hiicrelerin (75/15-5:1) degisimleri izlenmistir. Reaktdrlerdeki 430 mL hacimli M9 ve M10
ortamlarina, MS ortaminda gelisen beyaz renkli kalluslardan 4’er g transfer edilmistir.
Burada 15/45 (1:3), 45/15 (3:1), 75/15 (5:1) ve siirekli sekilde ¢alisan sistemlerden tiger tane

kullanilarak 12 adet biyoreaktor sistemi olusturulmustur.

2. denemede siirekli calisan sistemler kullanilip M10 ortamlarmna ayni miktarda KIN ve

askorbik asit (0.5 mg/L) eklenmistir. Ayrica sakaroz miktarlarinin degisiminin ve oksin
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ilavesinin renklenme iizerine etkisi incelenmistir. Deneme ikiye boliiniip bir grubun
ortamlarina oksin olarak, KIN ve askorbik asit kadar IAA konulmustur. Askorbik asit ve
biiyime diizenleyici (IAA, KIN) oranlar1 sabit tutulup sadece sakaroz oranlari
degistirilmistir. Her grupta ikiser adet 1/1 (50 g), 1/2 (25 g) ve 1/4 (12.5 g) oranlarinda

sakaroz kullanilarak ortamlar hazirlanmistir (Cizelge 4.6).

Cizelge 4.6. ikinci biyoreaktdr denemesinde hazirlanan ortamlarmn icerikleri

I. GRUP II. GRUP

KIN + Askorbik asit (0.5mg/L) KIN + Askorbik asit + IAA (0.5 mg/L)
1) 1/1 =50 g sakaroz 4) 1/1 =50 g sakaroz

2) 1/2 =25 gsakaroz 5) 1/2 =25 gsakaroz

3) 1/4 =12.5 g sakaroz 6) 1/4 =12.5 g sakaroz

3. denemede 10 farkli sistem kullanilarak birgok faktoriin etkisi incelendi. 0.5 mg/L KIN
iceren 430 mL’lik M10 ortamnin kullanildig1 reaktorlerde; ¢aligma hizi, askorbik asit
miktari, sakaroz miktarinda degisikliklerin etkileri izlenmistir. Bu sistemlerin igerikleri ve

kodlar1 asagida belirtilmistir.

1) 50 g sakaroz ve 3:1 zamanli reaktor (3 birim zaman ¢aligma: 1 birim zaman bekleme)
2) 50 g sakaroz ve 5:1 zamanli reaktor

3) 50 g sakaroz ve siirekli reaktor

4) 50 g sakaroz, siirekli ve 0.1 mg/L. Askorbik asit i¢ceren reaktor

5) 50 g sakaroz, siirekli ve 0.3 mg/L Askorbik asit i¢eren reaktor

6) 50 g sakaroz, siirekli ve 0.5 mg/L IAA iceren reaktor

7) 50 g sakaroz, siirekli, 0.5 mg/L TAA ve 0.1 mg/L Askorbik asit i¢eren reaktor

8) 50 g sakaroz, siirekli, 0.5 mg/L TAA ve 0.3 mg/L Askorbik asit i¢eren reaktor

9) 60 g sakaroz ve siirekli reaktor

10) 70 g sakaroz ve siirekli reaktor

4. denemede 0.5 mg/L KIN ile 0.5 mg/L IAA iceren 430 mL’lik M10 ortami sabit tutulup
calisma hizi, askorbik asit miktar1 (0.1-0.05 mg/L) ve sakaroz miktarinda degisiklikler
yapilarak (50-60 g) bunlarin etkileri 20 giin siire ile izlenmistir. Burada da MS ortaminda
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gelisen kalluslardan 4’er g reaktorlere transfer edilmistir. Bu sistemlerin igerikleri ve kodlar1

asagida belirtilmistir.

1) 60 g sakaroz 3:1 zamanli reaktor

2) 60 g sakaroz 5:1 zamanli reaktor

3) 60 g sakaroz, siirekli ve 0.1 mg/L. Askorbik asit iceren reaktor
4) 60 g sakaroz, siirekli ve 0.05 mg/L Askorbik asit igeren reaktor
5) 50 g sakaroz, siirekli ve 0.1 mg/L Askorbik asit i¢eren reaktor
6) 50 g sakaroz, siirekli ve 0.05 mg/L Askorbik asit iceren reaktor

5. denemede pH denemesi yapilmistir, 400 mL hacimli M10 ortaminda oksin orani 0.5
mg/L’den 1 mg/L’ye, kallus oran1 da 5 g’dan 20 g’a cikarildi. pH: 5.75; 6.5; 7.25; 8.0 ve
8.75 olacak sekilde 5 pH degeri kullanilmistir. Kurulan sistemlerde, biyoreaktorlere konulan
ortamin igerigi (60 g sakaroz, 0.5 mg/L KIN, 1 mg/L TAA, 0.1 mg/L askorbik asit) ve
transfer edilen kallus oran1 (% 5 =20 g) sabit tutularak pH degerleri degistirilmistir. Ayrica
tim pH degerlerinden kati ortamlar hazirlanarak magentalara aktarilmistir. Her bir

magentaya 35’er g kallus konularak 30 giin boyunca incelenmistir.

6. denemede kurulan sistemlerde, biyoreaktorlere 60 g sakaroz, 0.5 mg/L KIN, 1 mg/L TAA,
0.1 mg/L askorbik asit igeren 400 mL M10 ortami konulup pH’lar1 8.75’e ayarlanmistir.
Burada 8 adet reaktdrde ortama eklenen kallus oranlari arttirilarak 40 g’a ¢ikarilirken (%

10), iki reaktore ise 20 g kallus transfer edilerek sistem olusturulmustur.

7. denemede 12 reaktorden olusan bir deney kurulmustur. Burada 6. denemedeki ortam
kullanilip, tiger adet reaktore 40, 50, 60 ve 80’er g kallus inokiile edilmistir. 25 giin siire ile

incelenen sistemlerin hiicre ve ortamlar1 20. ve 25. giinlerde hasat edilmistir.

4.2.5. Sikonin ve tiirevlerinin analizi

Doku kiiltiirii calismalar1 sonucunda iiretilen serbest sikonin ve tiirevlerini teshis etmek ve
hidroliz islemiyle sikonin olusumu gdzlemleyebilmek amaciyla &ncelikle ITK analizi
yapilmistir. ITK ni takiben spektrofotometrik olarak miktar tayini, ardindan da daha net

sonu¢ alabilmek ve Orneklerin iceriklerindeki sikonin tiirevlerinin profillerinin
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belirlenebilmesi amaciyla ters faz HPLC (RP-HPLC) analizleri yapilmistir. A. densiflora
bitkisinin kok, kabuk ve kok+kabuk kisimlar: ile in vitro olarak elde edilen hiicrelerdeki

sikonin tiirevleri analiz edilerek karsilagtirilmigtir.

RP-HPLC kromatogramlarinda goriilen hidroliz islemi sonucunda elde edilen tek pikin
alkannin mi sikonin mi oldugunun belirlenebilmesi amaciyla ise kiral kolon kullanilarak
HPLC ¢aligmasi yapilmistir. Kaynak olarak kullanilan bitkinin kdk kisimlarinda, alkannin-
sikonin enantiyomerlerinin hangi oranlarda bulunduklar1 belirlenerek, in vitro kiiltiirlerden
elde edilen hiicre ve ortamlarda, bu oranlarda gerceklesen degisim tespit edilerek

karsilastirilmistir.

Kallus kiiltiirlerinde M9 ve M10 ortamlarinin 10., 15., 20., 25., 30., 35., 40., 45. ve 50. giin
ornekleri, slispansiyon kiiltlirlerinde 10., 15. ve 20. giin 6rnekleri, biyoreaktorlerde ise iyi
renklenmenin goriildiigli M10 ortamlarmda 20. ve 25. giinde gelistirilen hiicreler ile hiicre

digina salinarak sivi ortama gecen sikonin ve tiirevlerinin miktarlari1 analiz edilmistir.

4.2.5.1. In vitro Kkiiltiirlerden elde edilen hiicre ve ortamlar ile 4. densiflora ekstresinin
hazirlanmasi

In vitro olarak elde edilen hiicrelerin iceriginde bulunan sikonin ve tiirevlerinin arastirilmasi
amaciyla alt kiiltiire alinma esnasinda tartilarak hasat edilen kalluslar kullanilmigtir.
Icerdikleri maddelerin bozulmasini minimum seviyede tutmak icin derin dondurucuda (-
20°C) tutulan hiicreler daha sonra liyofilizatorde kurutulup analiz asamasmna kadar
desikatorde korunmuslardir. -20°C tutulan A4. densiflora bitkisinin kokii, kabuk kismi ile

birlikte kokii ve yalnizca kabuk kisimlar1 da analiz amaci ile ayr1 ayr1 kullanilmastr.

Kallus kiiltiirlerinden alman, siispansiyon Kkiiltiirleri ve biyoreaktor sistemlerinden ise
stiziilerek ayrilan hiicreler liyofilize edildikten sonra 0.4 g tartilip kloroformla iki kez ekstre
edilmistir (Sekil 4.3.a-b). Stiziintiiler birlestirilip balonjojede 10 mL’ye tamamlanmistir. S1vi
kisimlar ise dogrudan kloroformla ayirma hunisinde ekstraksiyona tabi tutulmuslardir (Sekil
4.3.c). Bunlardan 2 mL alinarak evapore edilmistir. A. densiflora bitkisinin kokii, kabuk
kismu ile birlikte kokii ve yalnizca kabuk kisimlar: da ayni sekilde 0.4’er g tartilarak 5 mL
kloroform ile iki kez ekstre edilmelerinin ardindan 10 mL’ye tamamlanip, evapore

edildikten sonra karsilastirma amagli olarak analiz edilmislerdir.
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Sekil 4.3. Biyorektorlerden siiziilerek ayrilan hiicrelerin liyofilize edildikten sonraki
goriiniimleri (a) ve ekstraksiyonlar1 (b) ile ortama gecen maddelerin dogrudan
ekstraksiyonu (c)

Sikonin tiirevlerinin hidrolizi i¢in Oncelikle ayni sekilde hazirlanan kloroformlu ekstreler
kullanilmigtir. Ekstreler, kurumalarinin ardindan 100 pL 2-propanol ile ¢oziilmiiglerdir.
Daha sonra iizerlerine 3 mL 1IN NaOH eklenmistir (219). 6 saat karanlikta bekletilen
orneklere 1N HCI eklenerek pH’in 3 olmasi saglanmistir (Sekil 4.4.a) . Hidrolize olarak
pembe-kirmizi renk alan ekstrelerin iizerine kloroform eklenmis ve iki faz olusmustur.
(Sekil 4.4.b). Aymrma hunisinin iist kisminda renksizlik gozlenene kadar maddelerin
kloroforma gecisleri saglanmistir. Kloroforma gecen kisimlar da su ile 2 kez yikanarak
kalintilarindan ayrilmistir. Evapore edilen 6rneklerden sikonin elde edilmis ve analizleri
yapilmistir. Bu 6rnekler kodlanirken numune kodunun 6niine T- konulmustur (6rnegin T-
M9  kodlu ornek; M9 ortaminda gelisen kallus kiiltiirii hiicrelerinin  kloroformla
ekstraksiyonunu takiben hidroliz edildigini belirtmektedir. Sonrasinda da numunelerin hasat

edildigi giin eklenmistir) (Sekil 5.23).

Sekil 4.4.a. Kloroformu ugurulan bitki kok ekstrelerinin iizerine 1IN NaOH (mavi) ve 1N
HCI eklendikten (kirmizi) sonraki goriiniimleri b. Hidrolize edilen ekstraktin
kloroforma gegen fazinin ayrilmasi
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4.2.5.2. Standart maddelerin hazirlanmasi

Standart olarak ticari sikonin (Chromadex, CA, USA) ve Arnebia purpurea’dan izole edilen
(Yiizbasioglu 2010%) asetilalkannin kullanilmistir. Standartlarin  ¢dziilmesinde 1TK
analizlerinde kloroform kullanilirken, HPLC c¢alismalarinda metanol kullanilmigtir. Her
birinden 1’er mg tartilarak iizerine 10 mL ¢6ziicii eklendi ve konsantrasyon 0.1 mg/mL= 100

ppm olarak elde edilerek ardindan diliisyonlar1 olusturulmustur (Cizelge 4.8).

4.2.5.3. ince tabaka kromatografisi (ITK)

Kalluslarm igerigindeki sekonder metabolitler hakkinda bilgi edinebilmek amaciyla ince
tabaka kromatografisi (ITK) yapilmistir. Tatbikler Merck marka silika jel plaklara (Kieselgel
60 Fys4) yapilmustir. ITK analizinde kullanilan solvan sistemleri S1, S2, S3 ve S4 olarak
kodlanmistir. Bu sistemler:

S1) Hekzan: Etil asetat: Asetik asit (85:15:0.5)

S2) Petrol eteri: aseton: klorofom : asetik asit (220:7.2:4.8:1.2) (243)

S3) Toluen: Etilasetat: Formik asit (5:4:1) (244)

S4) Toluen: Asetik asit (99:1) (245)

ITK analizlerinde kullanilan iki ayr1 solvan sistemi (S1 ve S2) araciligiyla, numunelerin
kloroformlu ekstrelerinde sikonin ve tiirevlerinin ayrimi yapilarak giin 1s1¢mda net bir

sekilde teshis edilmistir. S3 solvan sistemi ile ise rozmarinik asit ayrimi gergeklestirilmistir.

*ITK ve HPLC ¢ahsmalarinda kullanilan asetilalkannin standardi Prof.Dr Ayse Kuruiiziim
Uz'dan temin edilmistir.

4.2.5.4. Spektrofotometrik cahsmalar

Standart olarak Sikonin (Chromadex, CA, USA) kullanilarak kalibrasyon egrisi olusturuldu.
CHCl; ile 0.5; 0.25; 0.125; 0.0625 ve 0.0312 mg/mL’lik konsantrasyonlarda standart
cozeltileri hazirlandimistir. Kloroformun ugurulmasinin ardindan kuru ekstre tlizerine 4 mL
% 2.5 lik KOH ilave edilerek 10 dk calkalanmisve spektrofotometrede (Beckman Du-600
serisi, ABD) 400-700 nm’de taranarak 620 nmde Olgiimler alinmistir. Bu degerlere gore
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sikoninin  kalibrasyon egrisi olusturularak elde edilen denklem hesaplamalarda

kullanilmistir.

0.4 g tartilarak 10 mL’ye tamamlanan numunelerin kloroformlu ekstraktlarindan 2 mL’si
alinarak oda sicakliginda uguruldu ve iizerlerine 4 mL % 2.5 KOH ¢o6zeltisi konulmustur.
Koyu mavi renk olusumu goriilen ekstreler 620 nm’de absorbanslar1 dlgililerek sikonin

miktarlar1 belirlenmistir.

4.2.5.5. Yiiksek basin¢h s1ivi kromatografisi (HPLC)

Yiiksek basingli stvi kromatografisi ile yapilan ¢aligmada tiim 6rnekler cihaza verilmeden
once 0.22 um por c¢apindaki naylon filtrelerden gecirildi. Ayni1 sekilde solvanlar da Sartorius

marka stizme kitinden 0.45 pm por ¢apina sahip naylon filtreden gecirildi.

4.2.5.5.1. Ters faz HPLC

Ters faz HPLC kullanilarak gradient yontemi ile analiz yapilmistir (Cizelge 4.7). Sikonin ve
asetilalkannin standartlar1 ile numune ¢ozeltilerinden hazirlanan uygun dillisyonlar
filtrelerden gecirilmistir. 2 mL’lik viallere konulan 6rnekler kolona uygulanmadan 6nce

vortekslenmigtir. 20 pl’lik miktarlarda, hassas olarak her 6rnek i¢in 3 defa enjeksiyon

yapilmistir (219).
Cihaz : Waters HPLC System
: Synergi 4u Max-RP 80A , 4 uM partikiil biiyiikliigiinde
Kolon (250 mm x 4.6 mm), Phenomenex, USA
Solvan sistemi : % 0.025 Trifluorasetik asit iceren su : Asetonitril
Akis hizi : 1 mL/dk
Dalga boyu : UV 520 nm
Kolon basinct : 179-181 bar

Kolon sicaklig :30°C
Numune sicakhigr : 5°C

Enjeksiyon hacmi : 20 pl
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Cizelge 4.7. RP-HPLC'de gradient yontemine gore solvan kullanimi

Zaman % 0.025 TFA’li Su Asetonitril
0 40 60
10 27 73
13 25 75
20 20 80
25 0 100
27 40 60
30 40 60

4.2.5.5.2. Normal faz HPLC (Enantiyomerlerin ayrimi)

Karisim halinde bulunan alkannin ve sikonin enantiyomerlerinin oranlarinin belirlenmesi
amaciyla HPLC kullanilarak normal faz kiral kolon aracilig1 ile analiz yapilmistir. Sikonin
ve alkannin standartlar1 ile hidroliz edilmis numune c¢ozeltilerinden hazirlanan uygun
diliisyonlar filtrelerden gecirilmis ve 2 mL’lik viallere konulmustur. Ornekler kolona
uygulanmadan O6nce vortekslenmistir. 20 pl’lik hacimlerdeki enjeksiyonlar her 6rnek i¢in 3
defa tekrarlanmigtir (28). Standart maddelerinden hazirlanan seri diliisyonlarin (Cizelge 4.9)
HPLC kolonuna uygulanmasi ile elde edilen piklerin alanlarmin (y), konsantrasyon degerine

(x) kars1 grafige gecirilmesiyle kalibrasyon egrileri elde edilmistir.

Cihaz : Waters

Kolon : Chiralcel OD-H (Daicel), 4uM partikiil biiytlikligiinde (250mm x 4.6 mm)
Solvan sistemi : Hekzan: 2-propanol (90:10)

Akis hizi :0.75 mL/ dk

Dalga boyu : UV 520 nm

Kolon basinct : 179-181 bar

Kolon sicaklig :25°C

Numune sicakhigr : 5°C
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4.2.5.7. HPLC sonuc¢larimin degerlendirilmesi

4.2.5.7.1. Piklerin dogrulugunun belirlenmesi

Cihazlara oOncelikle standart maddeler verilmis ve alikkonma (tutulma) zamanlar1 (Rt-
retention time) ile spektrumlar1 belirlenmistir. Daha sonra cihaza A. densiflora ekstreleri
verildi ve elde edilen kromatogramlarda standart maddelerin varhig: arastirilmistir. Ornekler
cihazda analiz edilerek, alikonma zamanlar1 standart maddelere yakm olan pikler
belirlenmistir. Piklerin aranan standart maddeye ait olup olmadigini belirlemek i¢in 6rnegin
spektrumu ile standart maddenin spektrumu karsilastirilmistir. Eslesen spektrumlar,

ornekteki pikin standart madde oldugunu dogrulamistir.

4.2.5.7.2. Ters faz HPLC’de kalibrasyon egrisinin ¢izilmesi

Standart ¢ozeltilerinden hazirlanan uygun seri diliisyonlarm (Cizelge 4.8) HPLC kolonuna
uygulanmasi ile sikonin ve asetilalkannin standartlar1 i¢in elde edilen piklerin alanlarinin
(y), konsantrasyon degerine (x) karsi grafige gecirilmesiyle her iki standart maddenin

kalibrasyon egrileri elde edilmistir.

Cizelge 4. 8. Ters faz HPLC’de sikonin, alkannin ve asetilalkannin standartlarinin diliisyon

serisi
Konsantrasyon ( pg/mL)

1. Diliisyon 800
2. Diliisyon 600
3. Diliisyon 400
4. Diliisyon 200
5. Diliisyon 100
6. Diliisyon 30
7. Diliisyon 20
8. Dillisyon 15
9. Diliisyon 10
10. Diliisyon 1
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4.2.5.7.3. Normal faz HPLC’de kalibrasyon egrisinin ¢izilmesi

Standart ¢ozeltilerinden hazirlanan uygun seri diliisyonlarm (Cizelge 4.9) HPLC kolonuna
uygulanmasi ile sikonin ve alkannin standartlari icin elde edilen piklerin alanlarinin (y),
konsantrasyon degerine (x) karst grafige gecirilmesiyle her iki standart maddenin

kalibrasyon egrileri elde edilmistir.

Cizelge 4. 9. Normal faz HPLC’de sikonin ve alkannin standartlarmin diliisyon serisi

Konsantrasyon ( pg/mL)

1. Diliisyon 800
2. Diliisyon 600
3. Diliisyon 400
4. Diliisyon 200
5. Diliisyon 100
6. Diliisyon 30
7. Diliisyon 20
8. Dillisyon 15
9. Diliisyon 10
10. Diliisyon 1
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5. ARASTIRMA BULGULARI

A. densiflora bitkisi kiregli topraklarda yetistiginden ¢alismanin baslangicinda o6zellikle kok
eksplantlarinda yiizey sterilizasyonunun ardindan ¢ok yogun kontaminasyon gdzlenmistir.
Asil olarak sikonin ve tiirevlerinin bulundugu kisimlar olan kdklerde en az kontaminasyon
oranini yakalayabilmek amaciyla farkli sterilizasyon yontemleri kullanilmistir. Bu amagla,
oncelikle eksplantlarda kontaminasyon oranmnin minimuma disiiriiliip kallus olusturma

oraninin arttirilmasi yoniinde ¢calismalar gerceklestirilmistir.

5.1. Eksplantlarin Sterilizasyonu

5.1.1. Tween 20 ile NaOCl1 Kullanimi

Besiyeri olarak MS1, MS3 ve LS ortamlarmin kullanildig1 ilk denemelerde yogun bir
kontaminasyon problemi ile karsilagilmistir. Toplam 375 eksplantin kullanildig: ilk ekimin
91’inde kontaminasyon gdzlenmistir. Geriye kalan eksplantlarin ¢ok az kisminda kallus
gelisimi saglanmistir. % kontaminasyon oran1 NaOCI konsantrasyonu arttikca diigmesine
ragmen bitki doku kiiltiiriinde kullanim1 i¢in ¢ok yiiksek olan % 40 gibi bir konsantrasyonda
dahi kontaminasyon gozlenmistir (Cizelge 5.1). % 35-40°lik NaOCI konsantrasyonlarinin
eksplantlardaki canli hiicrelere verdigi zarar, eksplantlarda beyazlasmalar seklinde

gorilmiistiir.

Cizelge 5.1. Yiizey sterilizasyonunda NaOCI konsantrasyonlarina gore farkli ortamlardaki
eksplantlarda goriilen kontaminasyonlar (%)

NaOCl (%)
ORTAMLAR | 20 25 35 40
MS1 37 25 0 0
MS3 54 4.54 5 15.15
LS 100 50 16.66 0
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5.1.2. MS Ortamda NaOCl ile Birlikte Antibiyotik-Antifungal Karnsimlar1 ve PPM
Kullaniminin Karsilastiriimasi

% 25 NaOCl ile eksplant sterilizasyonunu takiben kiiltiir ortamina eklenen antibiyotik-
antifungal karigimlar: ile eksplant sterilizasyonunda kullanilan ve ortama katilan PPM’in
etkileri karsilastirilmigtir. MS ortamimin kullanildig:i ¢aligmaya ait veriler Cizelge 5.2 ve

Cizelge 5.3’de verilmistir.

Cizelge 5.2. % 25 NaOCl ile yiizey sterilizasyonundan sonra Penisilint+Streptomisin+
Amfoterisin B igeren MS ortamina ekilen eksplantlarda belirlenen %
kontaminasyon ve kallus olusum oranlar1

Amfoterisin B Oranlan

Eksplant % 500 pl 1000 pl
Siirgiin Kallus olusumu 26.42 24.11
Kontaminasyon 26.89 259
Kok Kallus olusumu 2.53 1.14
Kontaminasyon 93.75 72.73

Cizelge 5.3. Farkli oranlarda PPM ile yiizey sterilizasyonundan sonra % 0.5 PPM igceren MS
ortamimna ekilen eksplantlarda belirlenen % kontaminasyon ve kallus olusum

oranlar1
PPM Oranlan (%)
Eksplant % 1 2 3 4
Siirgiin Kallus olusumu 25.2 16.22 25 10.26
Kontaminasyon 24.54 24.32 7.9 0
Kok Kallus olusumu 5.33 6.67 5.56 2.57
Kontaminasyon 27.3 25.41 22.2 2.51
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Antibiyotik-antifungal karigimi uygulamasinda; antibiyotik miktarlar1 sabit tutulurken
antifungal i¢in ise iki farkli konsantrasyon degeri kullanilmistir. Penisilin ve Streptomisin
iceren MS ortamina, iki farkli konsantrasyonda (500 ve 1000 pl) Amfoterisin B ilave
edildiginde, siirgiin eksplantlarinin her iki konsantrasyon degerinde de yaklasik % 25
oraninda kontaminasyon ve kallus olusumu goézlenmistir. Kok eksplantlarinda ise oldukca
yiiksek oranda kontaminasyon goriiliirken kallus olusum oraninin da ¢ok diisiik oldugu tespit

edilmistir (Cizelge 5.2).

PPM uygulamasinda ise; eksplantlarin yiizey sterilizasyonu i¢in dort farkli konsantrasyonda
(% 1, 2, 3, 4) kullanilan PPM, ortamlara (MS) da % 0.5'lik oranda ilave edilmistir. Kok
iizerinde bulunan siirgiin eksplantlarinin sterilizasyonunda % 1 ve % 3 oraninda PPM
kullanildiginda en fazla kallus olusumu gozlenirken, % 4 PPM kullanildiginda
kontaminasyon goriilmemistir ancak bu durumda kallus olusum oranmin ¢ok diistigii
belirlenmistir (Cizelge 5.3). Kok eksplantlarinda ise % 1, 2 ve 3’liikk konsantrasyonlarda
PPM kullanilmas1 durumunda, kontaminasyon ve kallus olusum oranlarinin birbirine yakin
olduklar1 belirlendiginden, bundan sonraki ¢alismalarda % 1’lik PPM’in sterilizasyonu

saglamak i¢in yeterli olacagi olabilecegi degerlendirmesi yapilmistur.

5.1.3. Cesitli Ortamlarda PPM Denemesine Ait Bulgular

%70’lik alkolde 1 dk bekletilen kok ve siirgiin eksplantlarinin % 1’lik PPM ile 1 saat
calkalanip, durulanmalarinin ardindan % 0.5 oraninda PPM igeren MS, SH, LS ve BS5
ortamlarina ekilmesiyle olusturulan caligmada ilk kallus olusumu B5 ortaminda 5. giinde
kok eksplantinda goriilmiistiir (Sekil 5.1.a). Yine B5 ortaminda 21. giinde 0,016 g

agirhigmda kirmizi renkli kallus olusumu goriilmiistiir (Sekil 5.1.b).

Sekil 5.1. B5 ortaminda ilk kallus (a) ve renkli kallusun (b) olusumu
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Cizelge 5.4. PPM denemesinde siirgiin eksplantlarinda goriilen kallus olusum ve

kontaminasyon oranlar1 (%)

ORTAMLAR
MS SH B5 LS
GUNLER
Kallus | Kont. | Kallus | Kont. | Kallus | Kont. | Kallus | Kont.
2 | 7.giin 13 0 15 13 18 3 13 2
g 14.giin | 15 8 15 15 15 20 8 8
Z | 21.giin 3 2 8 32 10 20 3 18
S | Toplam | 31 10 38 60 43 43 24 26
Cizelge 5.5. PPM denemesinde kok eksplantlarinda goriilen kallus olusum ve
kontaminasyon oranlar1 (%)
ORTAMLAR
.. MS SH B5 LS
GUNLER
Kallus | Kont. | Kallus | Kont. | Kallus | Kont. | Kallus | Kont.
Z | 7. giin 0 0 0 13 9 10 0 2
g 14. giin 0 7 15 17 13 10 12 3
Z | 21.gin 3 2 7 28 3 15 3 15
< | Toplam 3 9 22 58 25 35 15 20

21 giin sonunda PPM uygulamasi sonucunda en iyi kallus olusum orani; siirgiin

ekplantlarinda % 43, kok eksplantlarinda ise % 25 orani ile BS ortaminda gozlenmistir. MS

ortaminda ise bu oran siirgiin i¢in % 31, kok icin % 3 olarak tespit edilmistir (Cizelge 5.4-

5.5).

Kallus olusumu siirgiin eksplantlarinda daha ¢ok 1. ve 2. haftalarda goriiliirken, kok

eksplantlarinda agirlikli olarak 2. haftada gozlenmistir. SH ve B5 ortamlarinda kallus

olusum oranlar1 kadar kontaminasyon oranlarinin (kont.) da yiliksek oldugu belirlenmistir.

MS ortaminda olusan kalluslarm diger 3 ortama kiyasla daha kaliteli, pargalanabilir ve

stirdiiriilebilir 6zellikte oldugu gozlenmistir (Sekil 5.2).
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LS SH

Sekil 5.2. Farkli besin ortamlarida gelisen geng siirgiin kalluslarin goriiniimleri

5.1.4. MS Ortamda H,O; ile Birlikte Antibiyotik-Antifungal Karisimi1 Denemesine Ait
Bulgular

Kok ve siirgiin eksplantlarinin 15°er dk % 20, 30 ve 40°lik H,O; ile muamele edilmelerinin
ardindan; 250 pl, 500 pl ve 1000 pl lik oranlarda hazir antibiyotik-antifungal karigimi (1
mL’de 10000 unite penisilin, 10 mg streptomisin and 25 pg amfoterisin B) igeren ve bu
karisimdan igermeyen MS ortamlarina ekilmelerini kapsayan ¢alismada 21 giin sonunda %

kallus olusum ve kontaminasyon oranlari karsilastirilmistir (Cizelge 5.6-5.7).

[k kallus olusumunun 3. giinde BS ortamina ekilen kok eksplantinda goriildiigii calismada
7. 14. ve 21. giinlerde kallus olusturan ve kontamine olan eksplantlar sayilmiglardir (Sekil
5.3.b). Kok ve siirgiin eksplantlarmin her ikisinde de kallus olusum oraninin 7. ve 14. giinler
arasinda en yiiksek oldugu belirlenmistir. Ayrica tiim eksplantlarda 7. giinden sonra artan

kontaminasyon oraninin siirgiin eksplantlarinda 7. ve 14. giinler, kok eksplantlarinda ise 14.

ve 21. gilinler arasinda yogunlastig1 gézlenmistir.

Sekil 5.3. PPM (a) ve H,0, ile birlikte antibiyotik-antifungal karigimi (b) kullanilarak
yapilan sterilizasyonlarda gézlenen kontaminasyonlar

113



Cizelge 5.6. H,O, /antibiyotik-antifungal karisimi denemesinde MS ortamina ekilen siirgiin
eksplantlarinda 21 giinde goriilen kallus olusum ve kontaminasyon oranlari
(%) ile kallus kiitle biiyiime indeksleri (KBI)

Antibiyotik % 20 H;O, % 30 H,0, % 40 H,0,
antifungal
oranlart | Kajlus | Kont. | KBi |Kallus | Kont. | KBi |Kallus | Kont. | KBi
0 50 10 2.72 40 30 3.32 80 0 3.68
250 pl 30 50 245 | 100 0 4.19 80 20 2.39
500 pl 40 10 2.22 80 10 3,06 70 0 2.34
1000 pl 90 10 2.28 70 0 3.01 40 10 3.55

Cizelge 5.7. H,O, /antibiyotik-antifungal karigimi denemesinde MS ortamina ekilen kok
eksplantlarinda 21 giinde goriilen kallus olusum ve kontaminasyon oranlari
(%) ile KBI degerleri

Antibiyotik % 20 H;O, % 30 H,0, % 40 H,0,
antifungal
oranlart | Kajlus | Kont. | KBi |Kallus | Kont. | KBi |Kallus | Kont. | KBi
0 0 53 0.98 20 37 1.22 10 30 1.05
250 pl 0 10 0.2 3 53 1.6 7 13 1.02
500 pl 10 38 2.22 10 53 1.42 20 7 0.96
1000 pl 3 83 0.71 7 20 1.1 0 10 0

% 30’luk H,O, konsantrasyonu ile yiizey sterilizasyonu yapilmasinin ardindan 250 pl
antibiyotik- antifungal karigimi iceren MS ortamina ekilen siirgiin eksplantlarinda % 100°likk
kallus olusumu ve en yiiksek kiitle biiylime indeksi saglanmistir (Cizelge 5.6). Kok
eksplantlarinda da en yiiksek kallus olusum oraninin (% 20), %30’luk H,O; ile sterilizasyon
yapilan ve antibiyotik- antifungal karisim icermeyen MS ortaminda saglandig1 belirlenmistir

(Cizelge 5.7).
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eksplant kallus 1. alt kiiltiir 2. alt kiiltiir 4 mg/L IBA

Sekil 5.4. Eksplanttan fide gelistirme asamalar1

Caligmalar sirasinda bitkinin siirgiin eksplantlarmin bazilarinda, kallus olusumunun yanisira
sirglin gelisimi de gozlenmistir. MS ortaminda olusan bu yeni aseptik siirgiinler
koklendirmek amaciyla yliksek oksin igerikli ortama alinmustir. Fidelerden ikisi 4 mg/L
Indol butirik asit (IBA) iceren ortama (1.) alinirken, ikisi 2 mg/L IBA ve 2 mg/L NAA
iceren ortama (2.) alimmistir. Ancak 2. ortamda fidelerin sarardig1 ve kallus olusumunun
devam ettigi gozlemlenmistir. Olusan fideler, 4mg/L. IBA igeren MS ortamina transfer

edildi. Ancak bu fideler de gelistirilip topraga aktarilamamistir (Sekil 5.4).

5.2. Kallus Kiiltiirlerine Ait Bulgular

Ik sterilizasyon calismalarmmimn ardindan tek yillik govdeler, yapraklar, siirgiin ve kok
eksplantlarinin doku kiiltiiriine olan cevaplar1 kallus olusumu agisindan incelenmistir. Burada
en iyi cevabi bitkinin siirgiin eksplantlar1 verirken yaprak eksplantlarinda kallus olusumuna
rastlanmamustir. Kok eksplantlarinda ise siirgiin eksplantlarma gore kontaminasyon oraninin

oldukga yiiksek, kallus olusumunun ise diisiik oldugu saptanmustir.

Cesitli ortamlarda PPM sterilizasyonunu takiben olusan kalluslarda kallus olusum oranlar1
ile kiitle biiyiime indeksleri incelenmistir. Burada SH ve B5 ortamlarinda kallus olusum
oranlar1 ve kiitle biiylime indeksleri yliksek olmasina ragmen, MS ortaminda kontaminasyon
oraninin diisliik olmasiyla birlikte burada olusan kalluslarin daha kaliteli, parcalanabilir ve

stirdiiriilebilir 6zellikte oldugu gozlenmistir (Sekil 5.2, Sekil 5.5, Cizelge 5.4, 5.5, 5.8).
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Cizelge 5.8. PPM denemesinde kullanilan farkli ortamlardaki kallus ve alt kiiltiir
kalluslarmmin kiitle biiylime indeksleri

ORTAM | Eksplant Kallus KBi 1. Alt KBi | 2. Alt KBi 3. Alt KBi
Agirhg Olusumu -1 Kiiltiir 22 Kiiltiir -3 kiiltiir -4
112’.[615( 0.13+0.07 | 1.1+087 | 8.46 | 2.35+037 | 2.14 | 448+091 | 1.91 | 17.79+3.7 | 3.97
MS | 0265008 | 134410 | 5.15 | 1655064 | 1.23 | 7664218 | 4.64 | 2372432 | 3.7
Siirgiin ) ) ) ) . ) ) . ) ) . ) ) .
1?551( 0.02£001 | 01702 | 85 | 094097 | 5.5 | 1.27+0.98 | 1.35 | 1.87+045 | 1.47
B5
Siirgiin 0.038+0.05 | 0.32+0.03 | 8.42 | 1.70£0.02 | 5.31 | 2.18+09 [ 3.11 | 1.55+05 | 2.28
Igil).{k 0.02+0.01 | 0.063+0.01 [ 3.15 | 0.45+0.02 | 7.14 | 2.66+0.08 | 5.91 | 12.35+1.9 | 4.64
SH 0.04+0.01 | 0.052+0.02| 1.3 |0.078+0.04 | 1.5 | 0.1+0.05 [ 1.28 [ 0.15+041 | 1.5
Siirgiin ) ) ) ) . ) ) . 1+0. . ) ) .
I%ﬁsk 0.012+0.01 | 0.032+0.01 | 2.67 | 033+0.28 | 10.3 ] 029+0.03 | 0.88 | 0.62+0.06 | 2.14
LS
Siirgiin 0.08+0.05 | 0.21+0.15 | 2.63 | 0.88+0.11 | 4.2 | 0.8+0.17 | 0.91 | 06+039 | 0.75

MS ortaminda olusan kalluslar 40 giin sonra ayni ortamlara alt kiiltiire alinmistir. MS

ortaminda elde edilen beyaz renkli ve pargalanabilir yapidaki kalluslardan elde edilen hiicre

hattt devamliligini siirdiirmiistiir. Daha sonraki ¢aligmalarda ise kok eksplantlarindan elde

edilebilen ve MS ortaminda gelisen ayni1 yapiya sahip olan kalluslar, sikonin ve tiirevlerini

arttirabilmek amaglh ¢esitli denemelerde kullanilmiglardir (Sekil 5.5).

Sekil 5.5. MS ortaminda elde edilen pargalanabilir yapidaki kalluslarin yandan (a) ve iistten
(b) goriiniimleri
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5.3. Siispansiyon Kkiiltiirlerine ait bulgular

5.3.1. Siispansiyon Kiiltiirlerinde Biiyiime Egrisinin Olusturulmasi

MS ortaminda olusturulan siispansiyon kiiltiirlerinin 30 giin siire ile ve {iger gilin araliklarla
stiziilmesiyle sivi kisimlar1 ve hiicreleri ayrilmigtir. Hiicrelerin agirliklarinin dlgiilmesiyle

biiylime egrisi olusturulmustur (Cizelge 5.9, Sekil 5.6).

Cizelge 5.9. MS ortaminda hazirlanan siispansiyon kiiltiiriindeki agirlik artislar

GUN Hiicre agirhigi (g) | Sivi kistm hacmi (mL)
3. giin 2.47+0.21 25.05 +1.01
6. giin 4.26 £ 0.08 23.0+1.99
9. giin 4.49 +0.01 23.33+0.58
12. giin 4.67+0.37 22.67 £ 1.15
15. giin 6.52 £0.62 21.33+0.58
18. giin 9.56 £0.02 18.50 + 0.50
21. giin 10.24 + 0.52 16.33 £ 1.15
24. giin 15.72 +0.25 12.67 £ 0.58
27. giin 13.75+0.71 12.0+1.00
30. giin 13.215+1.82 12.0 £2.65

Buradan yola ¢ikarak silispansiyon kiiltiiriindeki hiicrelerin 12. ve 24. giinler arasinda artig
gosterdikleri ve 14., 15., 16., 17., 18. ve 19. giinlerin, kiiltiirlerin yeni ortamlara transferleri
ile uyarici ilavelerinin yapilmasi i¢in en uygun zamanlar olduklar: tespit edilmistir (Sekil

5.6).
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Biiyiime Egrisi
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Sekil 5.6. A. densiflora siispansiyon kiiltiirlinde biiyiime egrisi

5.3.2. Siispansiyon Kiiltiirlerinde Elisitor Denemelerine Ait Bulgular

Siispansiyon kiiltiirlerinde ¢esitli elisitorlerin. hiicre biiyiimesine olan etkileri incelenerek.

sikonin ve tlirevlerinin arttirilmasina yonelik caligmalar yapilmastir.

5.3.2.1. Metil Jasmonat Uygulanmasina Ait Bulgular

MS ortaminda gelisen kallus kiiltiirlerinden alinan 2 g kallusun 25 mL s1vi MS ortami igeren
erlenmayerlere transfer edilmesini takip eden siispansiyon kiiltiirlerine biiyiime egrisi
gozoniinde tutularak (Sekil 5.6), kiiltlirlerin 14. giiniinde 50 uM ve 100 pM’lik
konsantrasyonlarda MJ eklenmistir. Kontrol hatt1 ilk giinden 27. giine kadar, MJ ilave edilen
stispansiyonlar ise 17. giinden 27. giine kadar her 3 giinde bir siiziilmiis, hiicreler tartilmis ve
stvi hacim Ol¢lilmiistiir (Sekil 5.7). Kontrol ve MIJ ilave edilen siispansiyon kiiltiirlerinin

hiicre agirliklar1 ve sivi ortam hacimleri karsilastirilmistir (Sekil 5.7, Cizelge 5.10).

Giin Kontrol 50 pM MJ
17. Giin 8.09 + 0.44 5.01 +£0.58
20. Giin 9.21 £0.08 2.59 +1.89
23. Giin 12.48 +£0.16 5.92 +0.69
26. Giin 10.04 +0.11 3.93+£0.1
29. Giin 13.37+0.1 4.79 £0.23

Cizelge 5.10. MJ uygulamasi yapilan siispansiyon kiiltiirlerinde agirlik (g) degisimi
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MJ ilavesinin siispansiyon agirhgina olan etkisi
14
12
2 10
&
e 8
)%IJ 6
. .
! |
0. 3. 6. 9. 12. | 14. 17. | 20. | 23. | 26. | 29.
olin | giin | glin | glin | giin | glin | glin | giin | giin | giin | gln
EKontrol 2 2,73 |1 3,65 | 4,67 | 6,11 | 7,37 | 8,09 | 9,21 12,48 /10,04 (13,37
E50 mM MJ 5,01 | 3,95 15,92 | 3,93 | 5,01
=100 mM MJ 53 | 4,76 | 5,55 | 4,59 | 4,79
30 MJ ilavesinin siispansivonlarda sivi ortam hacmine olan etkisi
25
= 20
g
— 15
g
& 10
=
Z 5
wn
0
0 3 6 9. 12. | 14 17 20 23. | 26. | 29.
olin | giin | giin | glin | glin | giin | glin | glin | glin | glin | giin
= Kontrol 25 12251205 19 | 18 | 17 | 15 | 15 | 11 |[132| 8
E50 mM MJ 21,7 | 21 22 | 22,5|21,5
=100 mM MJ 21 | 21,51 19,5 | 21 22

Sekil 5.7. MJ ilave edilmis siispansiyon kiiltiirlerinde ve kontrollerde hiicre agirligi (a) ve

stvi ortam hacminin (b) karsilastirilmasi

MJ ilave edilen siispansiyon kiiltiirlerinde hiicre agwligmmn diistiigli yani MJ’m hiicre
artisina  engel oldugu gozlenmistir (Cizelge 5.10). Hiicre artist olan siispansiyon
kiiltiirlerinde de sivi hacmin diistiigli, hiicre agirligt ve sivi hacmin ters orantili olarak
degistigi (Sekil 5.7), kirmiz1 renklenme olmadig1 ve hiicrelerin karardigi gézlemlenmistir.

Stispansiyon kiiltiirlerinde MJ uygulamast sonucunda sikonin ve tiirevlerinin iiretimi

saglanamamustir.
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5.3.3. Ortam pH’larimin Degistirilmesine Ait Bulgular

pH’nin hiicreler {izerinde stres olusturarak sikonin tiirevlerinin {iretimini uyaracagi
diisiincesiyle pH’n etkilerinin incelendigi ¢alismada; iki kallus hatt1 ve iki de siispansiyon
hatt1 olusturularak ortamlarin pH’lar1 2, 4, 5, 6, 7, 8 ve 10’a ayarlanmistir. Magentalara ve
25 mL siv1 ortam igeren siispansiyonlara ikiser g hiicre ilave edilerek karanlikta inkiibe
edilen kallus ve silispansiyon kiiltlirlerinin yaris1 14. giinde, diger yarisi ise 28. glinde hasat
edilmistir (Sekil 5.8). Inkiibasyonun sonunda kallus ve siispansiyon kiiltiirlerinde hiicre
agirhgmdaki artig karsilastirilmigtir. 14 ve 28 giinliik inkiibasyonda hem kalluslarda hem de
siispansiyon hiicrelerinde en fazla pH: 6’da artis tespit edilmistir. Hiicre agirliklarindaki en
fazla artigin siispansiyonlar i¢in 14 giinliik, kalluslar i¢in ise 28 giinliik inkiibasyonda oldugu
belirlenmistir. Bu sonuglar kallus kiiltiirlerinin silispansiyon kiiltlirlerinden daha yavas
gelistigini kanitlarken, pH: 6 ve civarimin da hiicre gelismesi i¢in optimum pH oldugunu
gostermistir (Sekil 5.8-5.9). Farkli pH degerlerinde; hiicre agirliklarindaki degisimlerin
yaninda farkli renklerde hiicreler elde edildi ancak kirmizilik gozlenmemistir (Sekil 5.9).

Siispansiyon ve kallus kiiltiirlerinde hiicre
agirhgimin pH ile degisimi
35
_ 30
o0
= 25
20
= 20
& 15
<5}
5 10
=
=
0
2 4 5 6 7 8 10
14, giinsiispansiyon | 1,75 | 6,36 | 14,5 | 19,77 | 17,2 | 8,68 | 2,44
L1 14. giin kallus 1,97 3,03 12,83 | 15,26 | 13,68 | 11,86 | 2,73
®28. giin siispansiyon | 1,74 | 17,71 | 1542 | 14,92 | 16,48 | 10,56 | 2,17
M 28. giin kallus 2,15 6,18 27,55 | 31,88 | 26,3 22,62 | 2,83
pH degeri

Sekil 5.8. Kallus ve siispansiyon kiiltiirlerinin 14. ve 28. giinlerinde degisen pH’nin hiicre
agirlik artigina etkisi

120



28. giin

Sekil 5.9. 14 ve 28 giinliikk inkiibasyonlarda degisen pH’nin hiicre agirlik artigina olan
etkisi

5.3.4. Farkh Besin Ortamlarinin Sikonin ve Tiirevlerinin Uretimine Olan Etkilerine
Dair Bulgular

Kallus ve siispansiyon kiiltiirlerinde, sikonin ve tiirevlerinin iiretimini arttirmada rol oynayan
etmenler gézonilinde bulundurularak hazirlanan farkl ortamlarda agirlik ve renk degisimi ile
birlikte naftokinon iiretimi incelenmistir. 6 farkli ortama [NAA ve KIN hormonlar1 igeren
MS ortami (1), hormon igermeyen MS ortami (2), NH4 icermeyen MS ortami (3), hormon ve
NH4 icermeyen MS ortami (4), M9 ortamu (5) ve M10 ortami (6)] konulan esit miktar ve
goriinlimdeki siirgiin kaynakli kalluslarin  degisimleri, kallus kiiltlirlerinde 40 giin,
siispansiyon kiiltiirlerinde ise 21 giin siire ile izlenmistir (Sekil 5.10-5.11, Cizelge 5.11-

5.12).
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10. Giin

20. Giin

30. Giin

40. Giin

MS MS  MS MS M9  MI0
H  NH; H, NHy

(0} B €3 ®)) C)) ©)) (6)

Sekil 5.10. Alt1 farkli ortam kullanarak kurulan 40 giinliik kallus kiiltiirlerinde hiicre geligimi
ve sikonin tiretimi

Cizelge 5.11. Alt1 farkl ortam ile olusturulan 40 giinliik kallus kiiltiirlerinde hiicre agirlik

degisimi
10. GUN 20. GUN 30. GUN 40. GUN
ORTAMLAR
YA KA YA KA YA KA YA KA
MS 10.54 | 0.48 23.8 0.75 17.8 0.48 | 18.18 | 0.41
MS H- 1093 | 0.51 29.3 0.88 | 22.73 | 0.71 17.83 | 0.38

MS NH4 10.45 | 0.54 19.8 0.55 17.65 | 045 | 22.78 | 0.60
MS H NHy4 13 0.64 | 27.36 | 0.84 19.26 | 0.70 | 25.26 | 0.61
M9 9.09 0.58 16.85 | 0.85 18.12 | 0.66 19.23 | 0.86

M 10 8.95 0.44 12.45 | 0.59 20.2 0.71 20.74 1.19

YA: Yas agirhik, KA: Kuru agirlik
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Kallus kiiltiirlerinde renk degisimine en iyi yanit1 M9 ve M10 ortamlarinin verdigi
gbzlenmistir (Sekil 5.11). Her on giinde bir ayrilan kallus kiiltiirlerinin yas ve kuru
agirhiklar1 alimarak renk degisikleri incelenmistir (Cizelge 5.11). Renk degisimi ilk kez
dordiincii giinde M10 ortaminda kirmizilik olusmasiyla goriilmiistiir. Hormon igeren MS
ortamt (1.) disinda tiim ortamlarda goriilen kirmizi renk olusumlarinin da zamanla
koyulastig1 gozlenmistir. 30. gilinden itibaren 2. ve 3. ortamlardaki hiicrelerde kararma

gdzlenmistir.

Stispansiyon kiiltiirleri, kallus kiiltiirlerinden daha hizli gelisim gosterdiklerinden 21 giin
stire ile izlenmistir. 7., 14. ve 21. giinlerde hiicre ve ortamlar ayrilarak (Sekil 5.12) agirlik ve
renk degisimleri incelenmistir. En fazla renk degisimi MS H', NH4™ (4.), M9 (5.) ve M10 (6.)
ortamlarmda goriilirken, hormon icermeyen MS (2.) ve NH; icermeyen MS (3.)

ortamlarida da 21. giinde kararmalar gozlenmistir (Cizelge 5.12).

7. giin
[ N N bW s 14. giin
5 . ’ :",;E.'_* — & — '._ o T
J AP
21. giin
MS MS H MSNH,, MSH, NH,y M9 M10
(1 (2) 3) “) (3 (6)

Sekil 5.11. Alt1 farkl ortam kullanarak kurulan 21 giinliik siispansiyon kiiltiirlerinde hiicre
gelisimi ve sikonin tiretimi
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7. GUN 14. GUN 21. GON
ORTAMLAR YA/mL KA YA/mL KA YA/mL KA
MS 3.04/39 0.12 8.39/39 0.30 8.22/39 0.26
MS H- 4.35/37 0.14 2.25/39 0.12 4.05/38 0.13
MS NH4 3.27/39 0.13 4.56/39 0.17 5.1/38 0.19
MS H NH, | 1.54/40 0.064 1.3/40 0.06 1.55/40 0.07
M 9 1.78/40 0.04 2.01/40 0,07 2.06/39 0.09
M 10 2.42/39 0.11 5.08/39 0.48 6.2/33 0.55

Cizelge 5.12. Alt1 farkli ortam ile kurulan siispansiyon kiiltlirlerinde agirlik ve renk degisimi

5.3.4. MS, M9 ve M10 Ortamlarinda Gelisen Kalluslara Ait Bulgular

Bu ¢alismada; alt1 farkli ortamin kullanildig1 bir dnceki ¢alismada en iyi yanitin alindigi
ortamlar olan M9 ve M10 ortamlar1 ile birlikte MS ortamlar1 kullanilmigtir. Kallus ve
stispansiyon kiiltiirlerinde; kok eksplantlarindan gelisen kalluslarin agirlik ve renk degisimi

ile sikonin ve tiirevlerinin liretimi aragtirilmastir.

Kallus kiiltiiri, MS ortaminda gelisen kok kallus hatlarindan aliman beyaz renkli,
parcalanabilir yapidaki kalluslarin M9 ve M10 ortamlari ile birlikte MS ortamlarina transfer
edilmesi ile kurulmustur. Kiiltlirler 50 giin siire ile izlenmistir. Bu siire i¢inde 10. giinden
itibaren 5 giin ara ile 6rnekler alinmustir. Ilk renklenme 5. giinde M10 ortaminda goriiliirken
en iyi renk olusumu da yine bu ortamda 20. giinde gdzlenmistiri. 20. giinde tiim magentay1
kaplayan kirmizi renkli kalluslar 50. giinden sonra kararmaya baslamislardir (Sekil 5.12). Bu
hiicrelerin yas ve kuru agwliklarinin degisimleri Cizelge 5.13’de ve Sekil 5.13’de

goriilmektedir.

Hiicre gelisiminin MS ortaminda 40., M9°da 50., M10 ortaminda ise 45. glinde maksimuma
ulastigr belirlenmistir (Cizelge 5.13, Sekil 5.13). MS ortaminda gelisen kalluslarda su
oraninin fazla oldugu, M10 ortaminda ise bu oranin en diisiik oldugu goriilmistiir (Sekil

5.13).
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Sekil 5.12. MS. M9 ve M10 ortamlarinda gelisen kalluslarin gériintimleri
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Cizelge 5.13. MS, M9 ve M10 ortamlarinda gelisen kalluslarin agirlik degisimleri (g)

MS M9 M10
Giinler
Yas agirhk | Kuru agirhk | Yas agirhk | Kuru agirhk | Yas agirhk | Kuru agirhk

10. giin | 15.61 +£0.80 | 0.36+0.06 | 153+0.02 | 0.54+0.01 |14.02+0.12| 0.55+0.02
15. giin | 16.94£0.69 | 0.58+0.01 |18.89+0.01 | 0.73+0.01 | 1591+0.57 | 0.62+0.01
20. giin | 19.97+£1.62| 0.57+£0.01 |16.79+£1.15| 0.63+0.04 |17.95+1.11| 0.88 +0.04
25. giin | 23.75+1.83 | 0.70+0.01 |22.03+0.30| 0.84+0.04 | 18.60+0.35| 0.68 +0.04
30. giin | 25.29+£0.20 | 0.51£0.01 |20.45+1.48 | 0.58+0.09 |19.84+2.92| 0.78 +£0.09
35. giin | 38.52+0.52 | 0.59+0.01 | 20.3+1.09 | 0.6+£0.13 |19.34+1.04| 0.93£0.01
40. giin | 4537023 | 0.62+0.01 |22.18+1.18 | 0.71+£0.04 |26.29+3.63| 0.87+0.01
45. giin | 42.93 £0.03 | 0.64 £0.001 | 19.66 £1.41 | 0.77+0.01 |28.05+0.05| 1.31+0.01
50. giin | 45.16 £0.05 | 0.64 £0.001 | 26.4+0.01 | 0.79 £0.001 | 21.85+0.05 | 0.92+0.01
a M. o W-10 Otamarn Galgon Kk Kkt b e, 10 tm k40 Cxtamlamde e Kk alimamin Ko
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Sekil 5.14. MS, M9 ve M10 ortamlarinda gelisen kalluslarin yas ve kuru agirliklarinin

degisimleri

Stispansiyon kiiltiirlerinde MS, M9 ve M10 ortamlarinda gelisen hiicreler 5 giin ara ile

stiziilerek 50 giin siire ile izlenmistir (Cizelge 5.14, Sekil 5.14). M10 ortaminda deney 50.

giine kadar uzatilmis ve 20. giinden sonra agirlik artisinin durdugu belirlenmistir (Sekil

5.15). Kirmiz1 renk olusumu ilk olarak 3. giinde M10 ortaminda gozlenirken en iyi renk

olusumu da yine bu ortamda 20. giinde ve sonrasinda gdzlenmistir. 20. giinde M9 ortaminda

da M10 ortamindakine yakin bir kirmizi renk olusumu goriilmiistiir (Sekil 5.14).
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MS

M9

M10

Sekil 5.15. MS, M9 ve M10 ortamlarinda olusturulan siispansiyon kiiltiirlerinin 20 giin
sonundaki goriiniimleri

Cizelge 5.14. MS, M9 ve MI10 ortamlarinda gelisen silispansiyon kiiltiirlerinin agirlik

degisimleri
ORTAMLAR
) MS Mo M10
GUNLER
Yas agirhk | Kuru agirhk| Yas agirhk | Kuru agirhk | Yas agirhk | Kuru agirhk
5.giin | 3.19+0.21| 0.19+0.01 | 531+£0.19 | 0.24+0.02 | 3.84+0.28 | 0.4 +0.02
10. giin | 5.09+0.09 | 0.18+0.01 | 7.84+0.23 | 0.44+0.03 | 5.8+0.33 | 0.43+0.03
15. giin | 8.18£0.36 | 0.24+0.02 |15.33+0.37| 0.54+0.03 | 7.23+0.14 | 0.43 £0.02
20. giin | 12.07+0.43| 0.4 £0.03 |16.34+£0.51| 0.39+0.04 | 1591 +0.52| 0.77 £0.04
50. giin 13.14+0.09| 0.51 £0.01

a MS, M-92 ve M-10 Ortamlarmdaki Siispansivon Kiiltiiri

Agnlik (g}

Hiicrelerinin Agwhk Degisimleri

Giin

]

Ak ()

wERTIRRRES -

S, M9 ve M-16 Ortarmbrm daki SRspansiyen Efkirk
Hificrelerini Knre Aprirkiammum Deisimleri

Sekil 5.16. MS, M9 ve M10 ortamlarinda 20 giinliik siispansiyon kiiltiirlerinde gelisen
hiicrelerin yas (a) ve kuru agirliklariin (b) degisimi
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5.4. Biyoreaktor Cahismalarina Ait Bulgular

Biyoreaktorler iizerinde yapilan ilk deneme ¢alismasinda, M9 ve M10 ortamlar1 kullanild1.
Burada siirekli ve kesikli reaktorlerde ¢alisma (calkalama) ve bekleme zamanlar1 arasindaki
iliskinin sikonin ve tiirevlerinin {iretimine olan etkileri, sistemlerdeki renklenme {izerinden
nitel olarak degerlendirilmis ve en iyi sonucu siirekli olan M10 ortamlar1 verdigi
gozlenmistir. Ancak bu reaktdrlerde de 5. giinde kararmalar goriilmiis ve ortama askorbik

asit eklenmesine karar verilmistir. Bundan sonraki denemelerde M9 ortami kullanilmamustir.

Stirekli caligan sistemlerin kullanildigi 2. denemede, calisilan tiim ortamlara askorbik asit
eklenmistir. Sakaroz miktarlarinin degisiminin ve oksin ilavesinin renklenme iizerine
etkisinin incelendigi caliymada 6. giinde sadece 50 g sakaroz igeren ortamlarda (1. ve 4.)
hafif pembelesme goriilmiistiir. iki sistem arasinda ise IAA igeren 4 numarali ortamda daha
iyi renklenme goriilmiistiir. Bu sonuglara bakilarak sakaroz oraninin arttirilmas: gerektigi ve

oksin ilavesinin renklenmede indiikleyici etkisinin oldugu belirlenmistir.

Bir¢ok faktoriin etkisinin birarada incelendigi 3. denemede; 0.5 mg/L KIN iceren M10
ortami kullanilarak caligma hizi, askorbik asit miktari, sakaroz miktarinda degisiklikler
yapilarak reaktorlerdeki degisimler izlenmistir. Sistemlerden 6 tanesinde 3. giin pembe renk
olusumu goézlenmistir. Bu renk olusumunda en iyi 7 numarali ortamin oldugu (50 g sakaroz,
sirekli, 0.5 mg/L IAA ve 0.1 mg/L Askorbik asit), bunu sirasiyla 8, 9 ve 6 numarali
ortamlarin takip ettikleri gozlenmistir. Bunlarin ardindan gelen 10 ve 3 numarali ortamlarda
ayni diizeyde renk olusumu goriilirken, diger ortamlarda renklenme goriilmemistir. Bu
denemeden, ortamda bulunan askorbik asit miktarmin 0.1 mg/L’den fazla olmamasi
gerektigi, [AA’nin eklenmesinin olumlu yonde etkisinin oldugu ve sakarozun 50 g kullanimi
ile daha iyi sonug alindig1 tespit edilmistir. Bu ¢ikarimlardan yola ¢ikilarak yeni bir deneme

kurulmustur.

M10 ortaminda ¢alisma hizi, askorbik asit miktar1 (0.05-0.1 mg/L) ve sakaroz miktarinda
degisikliklerin (50-60 g) yapildig1 4. denemede olusturulan 6 farkl sistemde 20 giin siire ile
degisimler izlenmistir. En iyi renklenme 0.1 mg/L askorbik asit ile 60 g/L sakaroz iceren 3
numarali reaktorde goriilirken bunu sirasiyla 5, 4, 6, 2 ve 1 numarali reaktorlerin takip
ettikleri tespit edilmistir. Ancak yine bu ortamda da hedeflenen, siispansiyonlardaki gibi
kirmizi renk olusumu saglanamamustir.
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pH denemesinin yapildig1 5. denemede; oksin orani 0.5 mg/L’den 1 mg/L’ye, kallus orani da
5 g’dan 20 g’a cikarilmistir. pH’1 5.75 ve 8.75 olan reaktdrlerde 12. saatte kizarma
gozlenmistir. Bu reaktorlerde 3. giinde daha yogun renk olusumu gézlenirken, pH degerinin
6.50 oldugu reaktorde de renklenme goriilmiistiir. 17. giin sonunda reaktdrlerin goriiniimleri
ve renk olusum diizeylerine bakilarak pH’larma gore swralandiginda en iyi pH:8.75’in
oldugu bunu pH:5.75’in takip ettigi gézlenmistir. Ardindan sirasi ile pH:6.50, 8.0 ve 7.25’in
geldigi goriilmistiir (Sekil 5.16). Reaktorlerde olusan hiicreler buchner hunisi ve kumasg
araciligr ile siliziilerek agirliklar1 alinmistir. Reaktorlerdeki agirlik artiglari ile renk

degisimlerinin paralellik gosterdigi tespit edilmistir (Cizelge 5.15- Sekil 5.16).

Sekil 5.17. Aymi ortam igerigine sahip ve farkli pH degerlerindeki biyoreaktdrlerin
goriiniimleri

Cizelge 5.15. Ayni ortam igerigine sahip ve farkli pH degerlerindeki reaktorlerin 17 giin
sonunda agirlik degisimleri

pH Agirhk (g)
5.75 25.31+4.62
6.50 22.45+1.63
7.25 15.22+ 4.57
8.0 19.59+ 0.06
8.75 25.39+3.78
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6. denemede kurulan sistemlerde; 5. denemedeki igerige sahip olan ortamlarin pH’lar1 8.75’e
ayarlanip ortama inokiile edilen kallus oranlar arttirilarak 40 g’a ¢ikarimistir. Bu denemede
5. denemeden daha iyi sonu¢ alindi ve kallus oraninin 40 g’dan daha az kullanilmamasi

gerektigi goriisline varilmigtir.

Reaktorlere 40, 50, 60 ve 80 g kallus konularak kurulan 7. deneme sonucunda en iyi renk
olusumunun 60 g (% 15) ve 40 g (% 10) kallus iceren reaktorlerde oldugu goriilmiistiir. 60 g
kallus inokiile edilen reaktorlerde 20. giin sonunda tam olarak hedeflenen bordo-kirmizi
renklenme elde edilmistir (Sekil 5.17). Bu hiicreler siiziildiigiinde 78.19+0.29 g agirhiginda
hiicreler elde edilmistir. Bu deneme tekrarlanmis ve yaklasik sonuglar elde edilmistir
(Cizelge 5.16, Sekil 5.17). 26. glinden sonra ise reaktorlerde koyu kahverengi renk olusumu

gdzlenmistir.

11115

Cizelge 5.16. % 10 ve 15 oraninda kallus iceren biyoreaktor sistemlerinde agirlik ve hacim

degisimleri
Giinler % 10 % 15
0. giin 40 g/400 mL 60 g/400 mL
5. giin 26.70 g/ 285 mL 58.51 g/254 mL
10. giin 24.40 g/ 230 mL 47.65 g/195 mL
20. giin 45.77 g/174 mL 75.78 g/ 138 mL
25. giin 36.68 g/ 133 mL 56.03 g/ 124 mL
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iki Farkh Biyoreaktor Sisteminde Bulunan Hiicrelerin Agirik Degisimleri

Agirlik (gr)

wnodpenas 40/400
wefffpone 60/400

Sekil 5.19. % 10 ve 15 oraninda kallus iceren biyoreaktdr sistemlerindeki hiicrelerin agirlik
degisimleri

% 10 ve 15 oraninda kallus igeren biyoreaktdr sistemlerinin, gerek hiicre agirliklarinin ve
ortam hacimlerinin degisimlerinin, gerekse hiicre ve ortamlardaki renk degisiklikleri

bakimindan paralellik gosterdikleri tespit edilmistir (Cizelge 5.16, Sekil 5.18)

5.5. Kallus, Siispansiyon Kiiltiirii ve Biyoreaktérlerde Uretilen Sekonder
Metabolitlerin Arastirilmasi

Doku kiiltiirii ¢aligmalar1 sonucunda elde edilen numunelerde iiretilen serbest sikonin ve
tiirevlerini teshis etmek, hidroliz iglemi sonucu sikonin olusumunu goézlemleyebilmek
amaciyla dncelikle ITK analizi yapilmistir. ITK ni takiben spektrofotometrik olarak miktar
tayini, ardindan daha net sonug alabilmek ve sikonin tiirevlerinin profillerini belirleyebilmek

amaci ile yiiksek basing¢li s1vi kromatografisi analizi (HPLC) yapilmastir.

5.5.1. Kalitatif Analiz (ITK)

5.5.1.1. Kallus Kiiltiirlerinde ITK Analizi

Kok eksplantlar1 kullanilarak M9 ve M10 ortamlarinda olusturulan kalluslardan 10. ve 50.
giinler arasinda 5 giin ara ile ayrilan ve ardindan kurutularak ekstre edilen hiicrelerin ITK

analizleri yapilmigtr. S1 ve S2 solvan sitemlerinin kullanildig1 analizlere ait
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kromatogramlarda sikonin ve tiirevleri giin 1s181nda net sekilde gortintiilenmistir (Sekil 5.19-
5.20). 10. giinden itibaren asetilalkannin tek leke halinde belirlenirken, 15. giinden itibaren
artan leke sayisinm 30.-50. giinler arasinda yogunluk kazandigi tespit edilmistir. Ayrica
referans olarak kullanilan 4. densiflora kok ekstreleriyle karsilastirildiginda lekelerin daha
fazla sayida oldugu goriilmiistiir. Bu kromatogramlara bakilarak in vitro kiiltiirlerde bitkiden

farkli yeni sikonin tiirevlerinin olustugu belirlenmistir (Sekil 5.19, 5.20).

Cizelge 5.17. Sikonin, alkannin ve asetilalkanninin S1 solvan sisteminde belirlenen Ry
degerleri ve giinisig1 ile UV346 da verdikleri renkler

NAFTAKINONLAR | R¢ degerleri | Giin 15181 UV3e6
Sikonin-Alkannin 0.21 Koyu pembe, kirmizi-bordo renk | Koyu kirmizi
Asetilalkannin 0.36 Koyu pembe, kirmizi-bordo renk | Koyu kirmizi
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Adkok kok+kbk kbk sikonin  10.giin 15.giin 20.giin 25.giin 30.giin 35.giin 40.giin 45.giin 50.giin

Sekil 5.20. M9 ortaminin kallus kiiltiirlerinin S1 solvan sisteminde goriilen ince tabaka
kromatogrami

Adkok kok+kbk kbk sikonin  10.giin 15.giin 20.giin 25.giin 30.giin 35.giin 40.giin 45.giin 50.giin

Sekil 5.21. M10 ortaminin kallus kiiltiirlerinin S1 solvan sisteminde goriilen ince tabaka
kromatogrami
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5.5.1.2. Siispansiyon Kiiltiirlerinde ITK Analizi

Stispansiyon kiiltiirlerinde Oncelikle siirgiin, ilerleyen zamanlarda ise kok eksplantlari
kullanilarak elisitor uygulamalar1 ve farkli ortamlar lizerinde ¢aligmalar gerceklestirilmistir.
Elisitor olarak R. stolonifer ve A. niger funguslar1 ile MJ kullanilmistir. MJ uygulamasi

sonucunda higbir renk degisimi gézlenmediginden ITK analizi yapilmamuistir.

5.5.1.2.1. Fungal Uyaric1 Uygulamasina Ait ITK Analizi

R. stolonifer ve A. niger’in kullanildig1 ve 15 giinliik uygulama sonucunda siispansiyon
kiiltiirlerinde elde edilen hiicre ve sivi ekstrelerinin S2 solvan sistemi aracihigiryla ITK
analizleri yapilmistir. 6. glinden itibaren kontrollerde ve uyarici ilave edilmis kiiltiirlerde
gittikce koyulagan kirmizi lekeler goriilmiistiir. 12. ve 15. gilinlerde lekeler daha da
belirginlesmistir (Sekil 5.21).

Ad 12RK 12RS 15RK 15RS 12AK 12AS I5AK 15AS 12KK 12KS 15KK 15KS

Sekil 5.22. 4. niger ve R. stolonifer eklenen ve kontrol siispansiyonlarmin 12. ve 15.
giinlerdeki ekstrelerine ait S2’deki ince tabaka kromatogrami

Ad . A. densiflora kloroformlu ekstre

RK: R. stolonifer eklenen siispansiyonun hiicre kismi
RS : R. stolonifer eklenen siispansiyonun sivi kismi
AK: A. niger eklenen siispansiyonun hiicre kismi

AS : A.niger eklenen siispansiyonun sivi kismi

KK: Kontrol( fungussuz) slispansiyonun hiicre kismi
KS : Kontrol siispansiyonun stvi kismi
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5.5.1.2.2. Farkli Ortam Uygulamasina Ait ITK Analizi

Stirgiin eksplantlarinin kaynak olarak kullanildig1 ve 6 farkli ortam iizerinde hiicre agirlig1
ile renk degisimlerinin 21 giin siire ile incelendigi caligmadan ayrilan hiicreler ekstraksiyona
tabi tutularak ITK analizleri gerceklestirilmistir. Burada en fazla renklenmenin oldugu
MS H', NH4', M9 ve M10 kodlu ortamlarda gelistirilen ve 7., 14. ve 21. giinlerde ayrilan
hiicreler kullanilmistir. Mobil faz olarak Toluen:Asetik asit (99:1) (S4) kullanilmistir.
Kromatogramlarin 254 ve 366 nm’deki goriiniimlerinde de, renkli hiicrelerden elde edilen

ekstrelerde bitkideki fitokimyasallara benzer lekelere rastlanmustir.

5.5.1.2.3. M9 ve M10 Ortamlarinda Kurulan Siispansiyon Kiiltiirlerinin ITK Analizi

MS ortaminda kok eksplantlarindan elde edilen hiicre hatlarindan M9 ve M10 ortamlarina
transferi ile kurulan siispansiyon kiiltiirleri 20 giin boyunca izlenerek 5 giin ara ile hiicreler
ayrilmistir (M10 ortaminda deney 50. giine kadar uzatilmistir). Bu hiicreler kurutularak
ekstraksiyonu gerceklestirilen ve ardindan hidrolize edilen hiicrelerin ITK analizleri
yapilmistir. S1 solvan sitemlerinin kullanildig1 analizlere ait kromatogramlarda sikonin ve
tiirevleri giin 1513inda net sekilde goriintiilenmistir (Sekil 5.22,5.23). Bitkide sikonin ve
tiirevlerinin asil tiretiminin gerceklestigi organlar olan koklerin kullanildig1 eksplantlarla
yapilan ayni deneyin sonucunda elde edilen lekelerin, siirglin eksplantlarina gore ¢ok daha

belirgin olduklar1 goriilmiistiir..
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Adkok kok+kbk kbk sikonin M9 M9 M9 M9 M10 MI10 MI10 MI10 MI10
S.gin  10.glin 15.gin  20.giin 5.giin 10.giin 15.giin 20.giin 50.giin

Sekil 5.23. M9 ve M10 ortamlarinin slispansiyon kiiltiirlerinin S1 solvan sisteminde goriilen
ince tabaka kromatogrami

Adkok+kbk sikonin M9 T-M9 M9 T-M9 Ml10 T-MI0 MI10 T-MI10 M10 T-M10 Stdkr
15.glin  15.giin 20.giin 20.giin 15.glin 15.giin 20.giin 20.glin 50.giin 50.giin

Sekil 5.24. M9 ve M10 ortamlarinin siispansiyon kiiltiirlerinde sikonin ve tiirevleri ile
hidrolizatin S1 solvan sisteminde goriilen ince tabaka kromatogrami

T- : Kallus kiiltiirlerinin kloroformla ekstraksiyonunu takiben hidroliz edildigini gostermektedir
(stdkr: sikonin, asetilalkannin ve .B-dimetilakrilalkannin)
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5.5.1.2.4. Rozmarinik Asitin ITK Analizi

MS ortami kullanilarak olusturulan siispansiyon kiiltiirlerinde rozmarinik asit varligi
arastirildi. 21 giinlik uygulama siirecinde kiiltiirlerin hiicreler 3’er giin ara ile ayrildi
Metanollii ekstrelerin S4 solvan sistemi aracihigiyla ITK analizleri yapildi. Standart olarak
kullanilan R. officinalis bitki ekstresinde ve elde edilen numunelerde ilk giinden itibaren

rozmarinik asit varligi belirlendi (Sekil 5.24).

R.officinalis 0. giin 3. giin 6. giin 9. giin 12. giin 15. giin 18. giin 21. giin

Sekil 5.25. A. densiflora siispansiyon kiiltlirlerine ait hiicre ekstrelerinin S4 sisteminde
rozmarinik asit yoniinden analizi

5.5.1.3. Biyoreaktorlerde Gelisen Hiicre ve Ortamlarin ITK Analizi

Biyoreaktdr denemelerinin ITK analizinde, en iyi icerige sahip ortamlara (40 ve 60 g
sakaroz, 0.5 mg/L KIN, 1 mg/L TAA, 0.1 mg/L askorbik asit igeren, pH:8.75 olan 400 mL
hacimli M10 ortami) % 10 ve 15 oranlarinda kallus inokiile edilerek, 20 ve 25. giinlerde
hasat edilen hiicreler kullanildi. Sikonin ve tiirevleri hiicre digina salinarak sivi ortama
gectiginden hiicrelerin yaninda ortamlarda da yogun renklenme goriildii ve bu nedenle sivi
kisimlar da analize tabi tutuldu (Sekil 5.25, 5.26). Hidrolize edilen ekstrelerde elde edilen
sikonin kromatogramlarda tek leke olarak gozlendi (Sekil 5.27).
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Adkok kok+kbk kabuk asetilalk. sikonin BK-3 BS-3 BK-4 BS-4 BK-1 BS--1 BK-2 BS-2
60 g-20.giin 60 g-25.giin 40 g -20.giin 40 g -25.giin

Sekil 5.26. M10 ortaminda B1-B4 reaktdrlerinde gelisen hiicrelerde bulunan ve ortamlara
gecen sikonin ve tiirevlerinin S2 solvan sisteminde goriilen ince tabaka
kromatogrami

BK-1: 40 gr kallus ekilen 20 giinliik hiicrelerin ekstresi
BK-2: 40 gr kallus ekilen 25 giinliik hiicrelerin ekstresi
BK-3: 60 gr kallus ekilen 20 giinliik hiicrelerin ekstresi
BK-4: 60 gr kallus ekilen 25 giinliik hiicrelerin ekstresi
BS-1: 40 gr kallus ekilen 20 giinliik M10 ortaminin ekstresi
BS-2: 40 gr kallus ekilen 25 giinliikk M10 ortaminin ekstresi
BS-3: 60 gr kallus ekilen 20 giinliik M10 ortaminin ekstresi
BS-4: 60 gr kallus ekilen 25 giinliikk M10 ortaminin ekstresi

Adkok kék+kbk kbk sikonin BK-1 BS-1 BK-2 BS-2 BK-3 BS-3 BK-4 BS-4 asetilalk.
40 g-20.glin  40g-25.gin 60 g-20.giin 60 g-25.giin

Sekil 5.27. M10 ortaminda B1-B4 reaktorlerinde gelisen hiicrelerde bulunan ve ortamlara
gecen sikonin ve tiirevlerinin S1 solvan sisteminde goriilen ince tabaka
kromatogrami
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Adkok koktkbk kabuk sikonin BK1 BS1 BK2 BS2 BK3 BS3 BK4 BS4 asetilalk.

40 g-20.giin 40 g25.giin 60 g-20.giin 60 g-25.giin

Sekil 5.28. B1-B4 biyoreaktorlerinde gelisen hiicrelerde ve ortamlarda bulunan sikonin
tiirevlerinin hidroliz edildikten sonra S1 solvan sisteminde goriilen ince tabaka
kromatogrami

5.5.2. Kantitatif Analiz

5.5.2.1. Spektrofotometrik Cahsmalar

Sikoninin kalibrasyon egrisini olugturmak amactyla kloroformla 5 farkli konsantrasyonda
(0.5; 0.25; 0.125; 0.0625 ve 0.0312 mg/mL) standart ¢ozeltileri hazirlanmistir. Kloroformu
ucurulan ekstre tizerine KOH ilave edilmesinin ardindan spektrofotometrede 620 nmde
alinan 6l¢iimler sonucunda kalibrasyon egrisi olusturularak y= 1.780x+0.093 seklinde dogru
denklemi elde edilmistir (Sekil 5.29). 400-700 nm’de taranan numunelerin igerigindeki
sikonin miktarlar1 bu denklem {izerinden hesaplamalar yapilarak belirlenmistir (Sekil 5.29,

Cizelge 5.18-5.20).
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SIKONIN (620 nm)
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Sekil 5.29. Sikoninin kalibrasyon egrisi
Data Set: KOK+KBK - RawData Data Set: KM10 50 - RawData
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Sekil 5.30. Bitkinin kabuk+kok kismindan elde edilen ekstrenin (a) ve M10 ortaminda
gelisen 50. giin  kallus kiiltiirii hiicre ekstrelerinin (KM10 50) (b) UV
spektrumlari
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Cizelge 5.18. Kallus kiiltiirlerinde biyokiitle degisim oranlar1 ve iiretilen sikonin tiirevleri
ile bitki ekstrelerinde spektrofotometrik dlglimler sonucunda belirlenen % ve
mg/g miktarlar

Biyokiitle degisimi Pigment iiretimi
Numune KBI % mg/g

K-M9 10 1.53 0.323 +0.021 3.232+0.21
K-M9 15 1.889 1.198 £0.182 11.981 £0.18
K-M9 20 1.679 0.420 +0.102 4.201 £0.102
K-M9 25 2.203 1.349 +0.083 13.494 + 0.83
K-M9 30 2.045 1.161 £0.101 11.605 + 1.01
K-M9 35 2.03 1.073 £0.016 10.735+0.16
K-M9 40 2.218 1.081 + 0.094 10.810 £ 0.94
K-M9 45 1.966 1.921 + 0.035 19.210 £ 0.35
K-M9 50 2.64 1.773 £ 0.034 17.732 £0.34

K-M10 10 1.402 0.215 +0.099 2.147 £ 0.99

K-M10 15 1.591 0.562 +0.127 5616 +1.27
K-M10 20 1.795 1.746 + 0.022 17.462 + (.22
K-M10 25 1.86 1.782 + 0.033 17.824 +0.33
K-M10 30 1.984 1.791 + 0.063 17.905 + 0.63
K-M10 35 1.934 1.897 +0.03 18.972 £ 0.31
K-M10 40 2.629 2.092 £+ 0.008 20.917 +£0.08
K-M10 45 2.805 1.962 + 0.026 19.625 £0.26
K-M10 50 2.185 2.043 £ 0.004 20.432 +0.04
Kok 1.404 + 0.012 14.043 £0.123
Kok + kabuk 9.446 £ 0.141 94.461 £1.412
Kabuk 17.276 £ 0.494 172.76 +4.943
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Cizelge 5.19. Siispansiyon kiiltiirlerinde iiretilen sikonin ve alkanninin spektrofotometrik
dlciimler sonucunda belirlenen miktarlar1 (%, mg/L) ve hiicrelerdeki KBI
degerlerinin degisimi

Biyokiitle degisimi Sikonin/alkannin iiretimi
Numune '
KBI % mg/L

S-M9 15 3.833 0.018 +0.005 4.753 £0.67
S-M9 20 4.085 0.563 +0.011 36.615 + 0.355
S-M10 5 0.96 0.369 + 0.052 20.631 £ 4.37
S-M10 10 1.45 0.116 £ 0.013 8.289 + 4.057
S-M10 15 1.808 0.365 +0.001 26.179 £ 0.036
S-M10 20 3.978 1.217 £0.004 156.145 £ 0.255
S-M10 50 3.285 1.953 +0.009 166. 003 + 0.38

Cizelge 5.20. Biyoreaktorlerde iiretilen sikonin ve alkanninin spektrofotometrik dlglimler
sonucunda belirlenen miktarlari1 (mg/L)

Biyokiitle degisimi Sikonin/alkannin iiretimi
Numune
KBi Toplam
BK-1 1.443 119.65 £ 0.02
131.315
BS-1 - 11.665 £0.014
BK-2 0.917 22.377 £0.023
24.844
BS-2 - 2.467 £0.008
BK-3 1.236 84.489 + 0.116
105.601
BS-3 - 21.113 £ 0.005
BK-4 0.934 207.71 £0.179
213.423
BS-4 - 5.714 £ 0.007

143



5.5.2.2. HPLC Analizi

5.5.2.2.1. Ters Faz HPLC ile Sikonin Miktar Tayini

Standart ¢ozeltileri kolona iicer defa enjekte edilerek alikonma siireleri (bagil tutus zamant)
tespit edilmistir (Sekil 5.30-5.31). Standartlarin seri diliisyonlarinin (Cizelge 4.8) HPLC
kolonuna uygulanmasi ile elde edilen piklerin alanlarinin (y) konsantrasyon degerine (x)
kars1 grafige gecirilmesiyle kalibrasyon egrileri elde edilmistir. Sikonin ve asetilalkannin
icin kalibrasyon egrileri ve elde edilen dogru denklemleri sirastyla Sekil 5.30 ve 5.31°deki

gibidir.

SIKONIN y = 17469x + 62144

R’ =0,9999
20000000
18000000
16000000 1
14000000 1
12000000
10000000 |
8000000
6000000
4000000
2000000
0

Pik alam

0 200 400 600 800 1000 1200

Konsantrasyon (ppm)

Sekil 5.31. Ters faz HPLC’de sikonin i¢in elde edilen kalibrasyon grafigi ve dogru denklemi

Dogru denklemi
y = 17469x + 62144
R? =0.9999
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ASETILALKANNIN y=16001x - 35871
R® =0,9998
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Sekil 5.32. Ters faz HPLC’de asetilalkannin i¢in elde edilen kalibrasyon grafigi ve dogru
denklemi

Dogru denklemi
y=16001x-35871
R? =0.9998

Alikonma zamanlar1 (Ry); sikonin i¢in 9.01-9.17. dk ve asetilalkannin i¢in 14.2-14.3. dk
olarak tespit edilmistir (Sekil 5.32).
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Sekil 5.33. Sikonin ve asetilalkannin standartlarimin RP-HPLC’de ayrimi
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Sekil 5.34. Hidroliz edilen 4. densiflora kokiiniin RP-HPLC kromatogrami
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Sekil 5.35. A. densiflora kok kabuklarinda bulunan sikonin ve tiirevlerine ait RP-HPLC
kromatogrami
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Sekil 5.36. M10 ortaminda 40. giinde gelisen kallus kiiltiirii ekstrelerinde bulunan sikonin
ve tiirevlerine ait RP-HPLC kromatogrami
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Sekil 5.37. M10 ortaminda 40. giinde gelisen kallus kiiltiirii ekstrelerinin hidroliz edildikten
sonraki RP-HPLC kromatogrami
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Sekil 5.38. BK-4 biyoreaktor sistemlerindeki hiicrelerde (a) ve sivi ortamda (BS-4)(b)
bulunan sikonin ve tiirevlerine ait RP-HPLC kromatogrami

Bitkide sikonin ve tiirevlerinin en ¢ok bulundugu kisimlar olan kok kabuklarindan elde
edilen kromatogram, in vitro kiiltlirlerin kromatogramlari ile karsilastirilmistir (Sekil 5.34).
In vitro olarak elde edilen hiicrelerde sikonin tiirevlerinden en fazla asetilalkannin
(asetilgikonin ile ayn1 retensiyon zamanimda oldugu i¢in kullanildi) bulundugu belirlenmistir
(Sekil 5.35, 5.37). Ters faz HPLC ile numunelerde mevcut olan serbest haldeki
asetilsikonin/asetilalkannin ve sikonin/alkanninin miktarlar1 belirlenmistir (Cizelge 5.21-

5.23).

Hidroliz islemi sonucunda sikonin tiirevlerinin sikonine doniisiimlerinin gergeklesmesi de

HPLC kromatogramlarinda goriilen tek pik ile belirlenmistir (Sekil 5.33, 5.36).
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Cizelge 5.21.

Bitki kok ile kabuklarinda bulunan ve kallus kiiltiirlerinde iiretilen serbest
sikonin ve asetilalkannin ile toplam sikoninin RP-HPLC ile belirlenen
miktarlar1 (%, mg/g)

Asetilalkannin Serbest Sikonin Toplam Sikonin
Numune
% mg/g % mg/g % mg/g

K-M9 10 0.002+0.0001 |0.016+0.001 |- - - -

K-M9 15 0.011+0.0001 |0.111+0.001 |- - 0.009+0.0001 | 0.094+0.001
K-M9 20 0.002+0.0001 |0.016+0.001 |- - 0.002+0.0001 | 0.024+0.0001
K-M9 25 0.0272+0.0001 | 0.2744+0.001 |- - 0.246+0.0003 | 2.461+0.003
K-M9 30 0.043+0.0001 |0.434+0.001 |- - 0.144+0.0001 | 1.442+0.001
K-M9 35 0.024+0.0001 |0.243+0.001 |- - 0.0924+0.0002 | 0.916+0.0023
K-M9 40 0.037+0.0001 |0.374+0.001 |- - 0.117+0.0004 | 1.171+0.0038
K-M9 45 0.299+0.0005 [2.991+0.005 |0.0002+0.0002 | 0.002+0.002 | 0.424+0.0022 | 4.240+0.022
K-M9 50 0.235+0.1200 [2.346+1.20 |0.0055+0.0006 | 0.055+0.006 | 0.232+0.0001 | 2.325+0.0001
K-M10 10 |0.002+0.0001 |0.018+0.001 - - 0.002+0.0001 | 0.017+0.0006
K-M10 15 |0.004+0.0001 |0.041+0.001 - - 0.03+0.0001 |0.296+0.0004
K-M1020 |0.14+0.0015 |1.399+0.015 - - 0.34+0.0013 |3.397+0.013
K-M10 25 |0.557+0.0044 |5.575+0.044 | 0.003+0.0004 |0.029+0.004 | 0.696+0.008 |6.962+0.0801
K-M10 30 |0.777+0.0050 |7.770+0.050 | 0.0023+0.001 |0.023+0.011 |0.609+0.0001 | 6.089+0.0002
K-M10 35 |0.418+0.0005 |4.180+0.005 |0.0012+0.0008 |0.012+0.008 | 0.708+0.0001 | 7.084-0.0002
K-M10 40 |1.2274+0.0055 |12.27+0.055 | 0.001+0.0001 |0.010+0.001 | 1.65+0.0328 |16.459+0.328
K-M10 45 |0.4594+0.0019 |4.591+0.019 |0.0001+0.0014 |0.001+0.014 | 0.9194+0.0082 | 9.193 + 0.082
K-M10 50 |0.953 £0.0025 |9.528+0.025 |0.0085+0.0001 |0.085+0.001|0.917+0.0088 | 9.169+0.088
Kok 0.030 +0.0001 | 0.301+0.001 - - 0.636+0.0004 | 6.358+0.004
Kok+kabuk | 3.249+ 0.0001 |32.494+0.001 | 0.0093+0.0019 | 0.093+0.019 | 5.03+£0.0042 |50.31+0.042
Kabuk 4.707 £0.0452 |47.074+0.452 | 0.239440.0001 | 2.394+0.001 | 13.78+0.098 | 137.84+0.982
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Cizelge 5.22. Siispansiyon kiiltiirlerinde iiretilen serbest sikonin ve asetilalkannin ile toplam

sikoninin RP-HPLC ile belirlenen miktarlari (%, mg/L)

Asetilalkannin Serbest Sikonin Toplam Sikonin

Numune

0 1)

Yo mg/L Yo mg/L % mg/L
S-M9 15 | 0.0032+0.0001 | 0.286+0.0004 § - 0.0418£0.002 | 5.596+0.004
S-M9 20 | 0.0550+0.0001 | 3.577+0.0048 - § 0.0861+0.005 | 7.532+0.012
S-M10 15 | 0.0010+0.0001 | 0.071 £0.0006 § § 0.0014+0.0001 | 0.098+0.001
S-M10 20 | 0.02610.0002 | 3.349 +0.0227 § § 0.406+0.0002 | 52.21+0.324
S-M1050 | 0.1321+0.0002 | 11.231+0.0148 | 0.0006+0.0001 | 0.0534+0.001 | 0.6425+0.0032 | 54.614+0.067

Cizelge 5.23. Biyoreaktorlerde iiretilen serbest sikonin ve asetilalkannin ile toplam sikoninin
RP-HPLC ile belirlenen miktarlar1 (%, mg/L)

Asetilalkannin Serbest Sikonin Toplam Sikonin
Numune
% mg/L % mg/L mg/L Toplam

BK-1 0.1918 £0.0005 | 49.062 £0.128 | 0.0062 +0.001 | 1.581+0.363 | 60.171 £+ 0.0001

64.922
BS-1 0.0006 +0.0001 | 0.052+0.0001 - - 4.7516 = 0.0068
BK-2 0.055+0.001 15.717 £0.071 - - 20.741 £ 0.0569

20.944
BS-2 0.014+0.0018 | 0.801+0.019 - - 0.2031 £ 0.0041
BK-3 0.0703 £0.004 | 24.723 £0.955 | 0.005 +£0.0001 | 2.451 +£1.002 | 32.649 + 0.0004

32.733
BS-3 0.015+0.001 1.021 £0.081 - - 2.084 +0.0205
BK-4 0.0928 £0.1298 | 59.475+0.0001 | 0.012 £0.0001 | 3.868+0.0001 | 110.99 £ 0.0001

111.402
BS-4 0.0302 £0.0001 | 1.873+0.004 - - 0.4109 = 0.0029
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5.5.2.2.2. Alkannin ve Sikonin Enantiyomerlerinin HPLC ile Ayrim

HPLC’de kiral kolon aracilifiyla bitki kok ve kabuk kisimlarinda bulunan ve kallus,
siispansiyon kiiltlirleri ile biyoreaktorlerde iiretilen sikonin ve alkanninin miktarlar1 tespit
edilerek karsilagtirilmistir (Cizelge 5.24-5.26). HPLC ile normal faz kiral kolon kullanilarak
enantiyomerlerin ayrimi gerceklestirilmistir. Sikonin ve alkannin i¢in kalibrasyon egrileri ve

elde edilen denklemler sirasiyla Sekil 5.38 ve 5.39°daki gibidir.
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Sekil 5.39. Normal faz kiral kolonda sikonin i¢in elde edilen kalibrasyon grafigi ve dogru

denklemi

Dogru denklemi
y =20298x +16281
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Sekil 5.40. Normal faz kiral kolonda alkannin i¢in elde edilen kalibrasyon grafigi ve dogru

denklemi

Dogru denklemi
y = 23640x -76378
R? =0.9999
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Standart ¢ozeltileri kolona ticer defa enjekte edilerek alikonma siireleri tespit edilmistir
(Sekil 5.40, 5.41). Alikonma zamanlar1 (R;); sikonin i¢in 12.54. dk ve alkannin i¢in ise
16.43. dk olarak tespit edilmistir.
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Sekil 5.41. 400 pg/mL  konsantrasyondaki alkannin standardinin normal faz HPLC

kromatogrami
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Sekil 5.42. Sikonin standardinin (Chromadex, CA. USA) normal faz HPLC’de ayrimi

In vitro olarak elde edilen hiicrelerin ve A. densiflora kok ve kok kabuklarinin ekstrelerine
hidroliz uygulamasi sonrasinda meydana gelen alkannin/sikonin karisiminim, HPLC analizi
ile sikonin ve alkannine ayrildigi belirlenmistir. Bu uygulama sonrasinda ayni zamanda

deoksikonin de kromatogramlarda gézlenmistir (Sekil 5.42-5.50).
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Sekil 5.43. Hidroliz edilen A. densiflora kok kabuklarma ait normal faz HPLC
kromatogrami
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Sekil 5.44. M10 ortaminda 40. giinde gelisen kallus ekstrelerinin hidroliz edildikten sonraki
normal faz HPLC kromatogrami
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Sekil 5.45. M9 ortaminda 40. glinde gelisen kallus ekstrelerine ait normal faz HPLC

kromatogrami
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Sekil 5.46. M9 ortaminda 45. giinde gelisen kallus ekstrelerine ait normal faz HPLC

kromatogrami
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Sekil 5.47. M9 ortaminda 50. giinde gelisen kallus kiiltiirii ekstrelerinde ait normal faz

HPLC kromatogrami
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M9 ortamindan 40. ve 50. gilinlerde almman kallus ekstrelerinde; serbest halde bulunan
sikonin miktar1 alkannine oranla fazla iken, 45. giinde alkannin orami sikoninden fazla

olarak belirlenmistir (Sekil 5.44-5.46).
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Sekil 5.48. Siispansiyon kiiltiirlerinde M10 ortaminda 20. giinde gelisen hiicrelerin
ekstrelerine ait normal faz HPLC kromatogrami
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Sekil 5.49. Siispansiyon kiiltiirlerinde M10 ortammda 50. giinde gelisen hiicrelerin
ekstrelerine ait normal faz HPLC kromatogrami
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Sekil 5.50. BK-4 biyoreaktor sistemlerindeki hiicrelerin ekstrelerine ait normal faz HPLC
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Sekil 5.51. BS-4 biyoreaktor sistemine ait normal faz HPLC kromatogram

Biyoreaktor sistemlerinde en iyi naftokinon olusumu 60 gr kallus inokiile edilen 25 giinliik
MI10 ortaminda gelisen BK-4 biyoreaktor sistemlerindeki hiicrelerde belirlenmistir (Sekil
5.50). Aynmi durumun, hiicrelerin gelisme ortamlar1 i¢cin s6z konusu olmadigi tespit
edilmistir. BS-4 ekstrelerinde BS-3’ten daha az miktarda alkannin ve sikonin belirlenmistir

(Sekil 5.50, 5.54, Cizelge 5.26).
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Cizelge 5.24. Bitki kok ile kabuklarinda bulunan ve kallus kiiltiirlerinde iiretilen sikonin ve
alkanninin normal faz HPLC’de kiral kolon ile belirlenen miktarlar1 (%)

Numune Sikonin Alkannin Sikonin: Alkannin orani
K-M9 10 - - -
K-M9 15 0.0019 £ 0.00002 - -
K-M9 20 0.0003 £ 0.00007 - -
K-M9 25 0.0407 £ 0.00015 0.0699 + 0.00021 36.77 : 63.23
K-M9 30 0.0294 + 0.00006 0.0316 £ 0.00041 48.14 : 54.86
K-M9 35 0.0186 + 0.00005 0.0194 + 0.00008 48.97 : 51.03
K-M9 40 0.0258 + 0.00004 0.0246 + 0.00024 51.25:48.75
K-M9 45 0.0609 + 0.00005 0.1354 £ 0.00017 31.04 : 68.96
K-M9 50 0.0514 + 0.00002 0.0519 £+ 0.00024 49.73 : 50.27
K-M10 10 0.0002 + 0.00010 -

K-M10 15 0.0050 + 0.00005 0.0027 £ 0.00003 65.03 : 34.97
K-M10 20 0.0496 + 0.00005 0.1122 + 0.00059 30.63 : 69.37
K-M10 25 0.0791 + 0.00032 0.2499 £ 0.00118 24.04 : 75.96
K-M10 30 0.0799 + 0.00034 0.2120 £ 0.00042 27.37 :72.63
K-M10 35 0.0929 + 0.00054 0.2455 £ 0.00107 27.45 :72.55
K-M10 40 0.1709 + 0.00084 0.6667 + 0.00164 20.40 : 79.60
K-M10 45 0.1270 £ 0.00016 0.3183 £0.00173 28.52:71.48
K-M10 50 0.1285 + 0.00087 0.3205 £ 0.00063 28.62 : 71.38
Kok 0.0096 + 0.00001 0.6232 +0.00001 1.51:98.49

Kok + kabuk | 0.2474 +0.01403 7.7706 +0.57189 3.09:96.91

Kabuk 0.3457 = 0.00055 16.156 +£0.12979 2.10:97.90

156




A. densiflora kok ve kabuklarinda bulunan
Sikonin ve Alkanin miktarlar (%)

18
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. 12 OSikonin
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Kok Kok + kabuk Kabuk
Bitkinin kok kisimlari

Sekil 5.52. A. densiflora kok, kabuklar: ile birlikte kdk ve sadece kabuk kisimlarinda
bulunan sikonin/alkanninin HPLC’de kiral kolon ile belirlenen miktarlar1 (%)

M-9 ve M-10 Ortamlan Kallus kiiltiirlerinde Olusan
Sikonin ve Alkanin Miktarlar (% )

0,2
" | l‘IIr—H_Ir—H—I.—H—I.— ol 4

10. giin 15. giin 20. giin 25. giin 30. giin 35. giin 40. giin 45. giin 50. giin
GUNLER

‘ OSIKONIN M-9 @SIKONIN M-10 OALKANIN M-9 BALKANIN M-lO‘

Sekil 5.53. M9 ve MIO ortamlarinda gelisen kallus kiiltiirlerinde olusan %
sikonin/alkanninin HPLC’de kiral kolon ile belirlenen miktarindaki
degisimler
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Cizelge 5.25. Siispansiyon kiiltiirlerinde iiretilen sikonin ve alkanninin normal faz HPLC’de
kiral kolon ile belirlenen miktarlar1 (%, mg/L)

SIKONIN ALKANNIN
% mg/L % mg/L

Numune

S-M9 15 0.0073 £0.0002 | 0.658 £0.015 [ 0.0055 + 0.0003 0.498 + 0.031

S-M9 20 0.0165 £0.0007 | 1.072£0.046 | 0.0169 + 0.0001 1.098 + 0.001

S-M10 15 0.0003+ 0.0001 | 0.023 +0.001 ND ND

S-M10 20 0.0604 £ 0.0010 | 7.746 £0.135 | 0.1342 +0.0034 | 17.226 + 0.436

S-M1050 | 0.0919 +0.0034 | 7.814+0.285 | 0.2238 £ 0.0146 | 19.022 £ 1.242

M-9 ve M-10 Ortanm Siispansiyon Kiiltiirlerinde Olusan
Sikonin ve Alkanin Miktarlar1 (mg/l)
20 T
18
16
14
%‘3 12 O15. giin
10 m20. giin
2 @50. giin
4
2
Sikonin Alkanin Sikonin Alkanin
M-9 ORTAMI M-10 ORTAMI
Ortamlar-Enantiyomerler

Sekil 5.54. M9 ve MI10 ortamlarinda gelisen siispansiyon kiiltiirlerinde olusan
sikonin/alkanninin HPLC’de belirlenen miktarlar1 (mg/L)
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Cizelge 5.26. Biyoreaktorlerde iiretilen sikonin ve alkanninin HPLC’de kiral kolon ile
belirlenen miktarlari (mg/L)

SIKONIN ALKANNIN
Numune Toplam Toplam
BK-1 9.8167 + 0.5401 24.668 +1.292
BS-1 0.0895 +0.0001 9.906 0.7285+ 0.343 25.3965
BK-2 0.3325 +0.0002 23.0583 £ 0.493
BS-2 0.0098 + 0.0001 0.342 0.1641 +0.077 23.2224
BK-3 2.2049 £+ 0.0206 29.7248 £ 0.035
BS-3 0.1683 +0.0001 2.373 1.5892 +0.749 31.3140
BK-4 20.258 £ 0.0001 47.1827 £ 0.010
BS-4 0.0408 + 0.0001 20.299 0.2994 + 0.141 47.4820

Biyoreaktor Sistemlerinde Uretilen Sikonin & Alkanin Miktarlar1 (mg/l)

Olusum (mg)

DSIKONIN

BALKANIN

S

BK-1 BS-1

BK-2 BS-2 BK-3 BS-3 BK-4 BS-4

Hiicreler (BK-1, 2, 3, 4) ve Ortamlar (BS-1, 2, 3, 4)

Sekil 5.55. Biyoreaktor sistemlerinde olusan % sikonin/alkanninin HPLC’de kiral kolon ile
belirlenen miktarlari
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6. TARTISMA ve SONUC

Boraginaceae familyasindaki bitkilerin, naftokinon yapisindaki alkannin ve sikonin tiirevi
biyoaktif metabolitlerinden dolay1 tibbi amacgla ve boyar madde olarak kullanildiklar
bilinmektedir. Sikonin ve enantiyomeri olan alkannin tiirevi dogal naftokinonlar, basta yara
iyilestirici olmak lizere antienflamatuvar, antimikrobiyal, antioksidan, antikanser, radikal
stipliriicii ve antitrombotik aktiviteye sahiptir. Sikonin ve tiirevleri, tibbi preparatlarin
bilesiminde yara iyilestirici 6zellikleri ile yer aldiklar1 gibi kirmizi renklerinden dolay1 boyar

boyar madde olarak gida, dokumacilik ve kozmetik sanayisinde kullanilmaktadirlar (4, 25).

Halk arasinda kullanimlar1 M.O.’lere dayanan Boraginaceae familyas: bitkilerinin iizerinde
en ¢ok calisilan tiirleri L. erythrorhizon ve A. euchroma’dwr. Ana bilesenleri sikonin
tiirevleri olan L. erythrorhizon iizerinde ilk kez 20. yiizyilin sonlarinda doku kiiltiirii
calismalar1 yapilmistir. Hem tibbi acidan oneminin bulunmasi hem de dogal boyar madde
olmas1 nedeniyle yogun sekilde talep edilen sikonin, doku kiiltiirii ile endiistriyel boyutta
iretilen ilk sekonder metabolittir. Mitsui Petrokimya Sirketi’nde L. erythrorhizon
bitkisinden hareketle doku kiiltiirii ile sikoninin ticari iiretimi gerceklestirilerek bu konuda
bir¢ok patent alinmistir (246, 247). Bu metot ile L. erythrorhizon hiicre kiiltiirlerinde iki
asamal1 reaktorlerde 23 giinliik periyotta hiicre agwligmmn % 23’ kadar ve her hafta
hiicrelerden 60 mg/g oraninda sikonin elde edilebilmistir. Sikonin, L. erythrorhizon
koklerinde % 2-3’liilk oranda bulunabilmekte ve bu oranla 5-7 yilda ticari iiretimde
kullanilabilecek miktar saglanabilmektedir (65). Sikoninin elde edilmesinde, kaynak olarak
uzun gelisme periyodu bulunan bitkinin yerine hiicre kiiltiirii tekniginin kullanilmasiyla 830
kat hizli iiretim saglanabilmistir (63, 248). Bu metodun {istiin basarisi, diger bir¢ok
Boraginaceae tiiriiniin kiiltiire edilen hiicreleri ile alkannin, sikonin {iretimi i¢in yapilan
arastirmalar: tesvik etmis ve sonucta farkli diizeylerde basarilar elde edilmistir (70, 66).
Sikoninin, 1974 yilinda baglayan doku kiiltiirii ile iiretim ¢aligmalar1 daha da hiz kazanmig
ve halen artarak devam etmektedir. Alkannin ve sikoninin biyosentezini kontrol eden
faktorlere ilaveten, kiiltiir ortamindaki degisimler ile desteklenen arastirmalar yapilmaktadir.
Boraginaceae familyasina ait tiirlerin cogunda doku kiiltiirli ¢aligmalar1 yapilarak sikonin ve
tiirevlerinin liretimlerini indiikleyici ve inhibe edici fiziksel, kimyasal, biyotik ve abiyotik

etmenler ortaya konulmustur.
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Doku kiiltiirli ¢alismalarinin amaci; dogal olarak yetisen bitkilerin habitatlarindan ¢ok fazla
miktarlarda toplanmasiyla dogal dengelerinin bozulmasinin ve nesillerinin tiikkenme
tehlikesinin Oniine gegmenin yaninda mevsim sartlarma bagli kalmadan diizenli bir iiretim
gerceklestirebilmektir. Bitkilerin dogal yasamlarini engellemeden tibbi ve endiistriyel amagli
olarak kullanilmalarin1 saglayan Bitki Biyoteknolojisi yontemleri ile ¢ok az bitkisel materyal
kullanilarak endiistriyel boyutlarda iiretimler saglanabilmektedir (52, 53). Tarlada
yetistirilen bitkiler i¢in iiretim; hava degisiklikleri, zararhlar, hastaliklar ve besin durumuna
ek olarak diger biyotik ve abiyotik faktorlerin de etkisi ile birlikte diisliniildiigiinde,
geleneksel biiyiitme ve isleme sistemlerine karsilik, sekonder metabolitlerin in vitro

yontemlerle tiretimi ekonomik agidan saglam bir alternatif yoldur (65).

Bolgesel endemik bir bitki olan A4. densiflora’dan Bitki Biyoteknolojisi yOntemleri
kullanilarak sikonin ve tiirevlerinin iiretimi ile ilgili Tiirkiye'de ve diinyada yapilan herhangi
bir calisma bulunmamaktadir. Geleneksel tedavilerin, dogal gida ve katki maddelerinin
onem kazandig1 gilinlimiizde, A. densiflora’dan sikonin etken maddesinin tespiti ve
biyoteknolojik yontemlerle {iretilmesi konusunda bir ilk olan bu ¢aligmanin iilke ekonomisi

acisindan 6nem tagiyacagi diistiniilmektedir.

6.1. Eksplantlardan Kallus Olusumu ve Sterilizasyonu ile Ilgili Tartisma

Doku kiiltiirii calismalarinin baslangicini eksplantlardan kallus gelisimi olusturdugundan, en
iyi kallusu veren ortam arastirmasi yapimustir. Bitkide iiretilmek istenen maddeler kok
kisimlarinda bulundugu icin eksplant olarak Ozellikle kokler iizerinde durulmustur.
Baglangicta c¢esitli ortamlarla yaptigimiz calismalarda ¢ok fazla kontaminasyon ile
kargilagilmisgtir. Toprak iistii kisimlarinin ¢ok tiiylii yapisindan dolayr kontaminasyon
problemi daha fazla olmustur. Bu ylizden bir seri ortam ve sterilizasyon ¢aligmasi yapmak
gerekmigtir. Sterilizasyon ¢alismalari, fakli zamanlarda ve farkli tekniklerle birbirini takip

eden 3 asama olarak uygulanmigtir.

Birinci agamada % 20, 25, 35 ve 40’lik konsantrasyonlarda NaOCl ile ylizey sterilizasyonu
uygulanmasmin ardindan MS, MS3 ve LS ortamlarmma ekilen kok, siirgiin ve yaprak
eksplantlarinda, yiiksek oranda kontaminasyon ve c¢ok diisiik oranda kallus gelisimi

gozlenmistir. Bu asamadan sonra kallus gelisimine iyi yanit vermediginden yapraklar
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eksplant olarak kullanilmamustir.

Daha sonraki asamalarda, antibiyotik-antifungal karigimlari, H,O, ve PPM kullanilmistir.
PPM’in hem bakteriosit hem de fungisit olarak genis spektrumlu kullanim alaninin
bulunmasinin yaninda (249), sicakliga dayaniklilig1 ve antibiyotiklerden daha ucuz olmasi
rutin kullanimlarda tercih edilmesini saglamaktadir. Ayrica PPM otoklavlanabilmekte ve

antibiyotikler gibi ortama daha sonradan eklenmemektedir.

Ikinci asamada % 25 NaOClI ile yapilan eksplant sterilizasyonunu takiben kiiltiir ortamina
eklenen antibiyotik-antifungal karigimlar1 ile eksplant sterilizasyonunda kullanilan ve
ortama katilan PPM’in etkileri karsilastirilmistir.  Antibiyotik-antifungal karigimi
uygulamasinda siirglin eksplantlarinda % 25 civarinda kontaminasyon (% 25.9-26.9) ve
kallus olusumu (24.11-26.84) gozlenirken, kok eksplantlarinda oldukga yiiksek oranda (%
72.73-93.75) kontaminasyon ve ¢ok diisiik oranda (% 1.14-2.53) kallus olusumu tespit
edilmigtir. Siirglin eksplantlarmin sterilizasyonunda, % 1’lik konsantrasyonda PPM
kullanilmastyla gerek kallus olusumu gerekse kontaminasyon oranlar1 bakimindan (sirastyla
% 25.2; 24.54) antibiyotik-antifungal karigimi ile yakin degerler elde edilirken, kok
eksplantlar1 i¢in ise % 1, 2 ve 3’liik konsantrasyonlardaki PPM degerlerinin, kontaminasyon
(strastyla % 27.3; 25.41; 22.2) ve kallus olusum oranlarinin (swrastyla % 5.33; 6.67; 5.56)
birbirine yakin oldugu gozlenmis ve bundan sonraki ¢alismalarda % 1’°lik PPM kullaniminin
yeterli olabilecegi kanisina varilmistir. Yiiksek konsantrasyonda (% 4) PPM kullanimi ile
kontaminasyon orani diigsmiis (% 2.51) ancak bu durumda kallus olusum orani da (% 2.57)

cok diismiistiir. Bu sebeple devam eden ¢aligmalarda kullanimindan kaginilmistir.

Ucgiincii asama sterilizasyon ¢aligmalarinda ise bir grupta H,O, ile yiizey sterilizasyonuna
tabi tutulan eksplantlar antibiyotik-antifungal karigimi iceren MS ortamlarina ekilmislerdir.
Diger grupta ise % 1’lik PPM ile sterilize edilen eksplantlar % 0.5 oraninda PPM igceren MS,
SH, LS ve B5 ortamlarmna ekilmislerdir. 21 giin sonunda H,O, ile birlikte antibiyotik-
antifungal karisiminin kullanildigir calismada, PPM kullanilanlara gére daha az fungus
olusumu gozlenmistir. PPM kullanilanlarda fungus kontaminasyonu ¢ok goriilirken, H,O,
uygulananlardaki kontaminasyonlarm ¢ogunu bakterilerin olusturdugu, fungus oraninin ise

yok denecek kadar az oldugu gozlenmistir (Sekil 5.3.a-b).
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Eksplant sterilizasyonunda PPM ve H,O; kullanimlar1 karsilastirildiginda, % 30 oraninda
H,O; ile steril edilen ve antibiyotik karisimi icermeyen ya da 250 pl antibiyotik karigimi
iceren MS ortamma ekilen kok ve siirglin eksplantlarinda, gerek kallus olusumunun daha
yiikksek oranda olmasi (sirasiyla kokte % 20 ve 3; silirglinde % 40 ve 100) gerekse
kontaminasyon oranmin daha diisiik olmasi (sirasiyla kokte % 37 ve 53; siirglinde % 30 ve
0) bakimindan PPM denemesine tercih edilebilecegi sonucuna ulasilmistir. % 30’luk
konsantrasyonda H,O, ile ylizey sterilizasyonu yapilan siirgiin eksplantlarinda % 100
oraninda kallus olusumu elde edilirken en yiiksek oranda kiitle biiyiime indeksi (KBI) degeri
(4.19) de saglanabilmistir. Kok eksplantlarmmda da yine % 30’luk konsantrasyonda H,O; ile
yiizey sterilizasyonunun ardindan antibiyotik karisimi igermeyen MS ortaminda en yiiksek
oranda (% 20) kallus olusumu saglanmistir. Bitkide sikoninin asil kaynagi olan kdklerin
eksplant olarak kullanilmasi esas oldugundan, kontaminasyonun engellenmesinde
antibiyotik karisimi kullanilmadan, yalnizca % 30’luk konsantrasyonda H,O; ile ylizey

sterilizasyonunun yeterli ve ideal oldugu belirlenmistir.

6.2. Kallus Uretimi ile Tlgili Tartisma

Kallus kiiltiirlerinde Oncelikle hiicre gelisimi ve ardindan da sikonin ve tiirevlerinin
arttirllmas1 amaglanmistir. Bu nedenle kallus kiiltiirlerinde yeterince hiicre artigi saglamak
amaciyla farkli besiyerleri kullanilmistir. Bitkinin farkli kisimlarmdan alinan eksplantlarin
doku kiiltiiriine olan cevaplari; kallus olusumu ile alt kiiltiirlerdeki kallus kiitle artis oranlari

g0z Oniine alinarak hesaplanan kiitle biiyiime indeksi degerleri ile incelenmistir.

Birinci sterilizasyon caligmalarinin devami niteliginde, eksplantlarin doku kiiltiiriine olan
cevaplari; denenen tek yillik govdeler, yapraklar, siirgiin ve kok eksplantlart kallus olusumu
acisindan irdelenmistir. Burada calisilan ortamlarda en 1iyi cevabi bitkinin siirglin
eksplantlarmm verdigi belirlenmistir. Yaprak eksplantlarinda sterilizasyonun etkisiyle
kontaminasyon goriilmemekle birlikte, kallus olusumuna da rastlanmamigtir. Kok
eksplantlarinda siirgiin eksplantlarina gére kontaminasyon oraninin oldukca yiiksek, kallus
olusumunun ise diisiik oldugu saptanmustir. Eksplantlardan iyi bir kallus gelisimi ise ancak

ticlincii ayda gerceklesmistir.

PPM ile sterilizasyona tabi tutulduktan sonra MS, B5, SH ve LS ortamlarina ekilen kok ve
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siirgiin eksplantlarinin KBI degerlerinin MS, B5 ve SH ortamlarinda yiiksek oldugu
belirlenmistir (Cizelge 5.8). MS ortaminda gerek kallus olusumu gerekse 3 alt kiiltiir
boyunca hiicre agirliklarinin diger li¢ ortama gore yliksek oldugu tespit edilmistir. MS
ortamma ekilen 0.13 g agwhigmdaki kok eksplantindan 3. alt kiiltiir sonunda 17.79 g
agirhigmda kallus elde edilirken, bunu takip eden B5 ortaminda 0.02 g agrhigindaki
eksplanttan 1.87 g agirliginda kallus elde edilmistir. Siirgiin eksplantlarinda ise 3. alt kiiltiir
sonunda MS ve BS5 ortamlarinda sirasiyla 23.72 ve 12.35 g kallus iiretilebilmistir. Hem kok
hem de siirgiin eksplantlarmda; MS ve B5 ortamlarnda KBi-1 degerlerinin yiiksek olduklar1
belirlenirken, SH ve LS ortamlarinda KBI-2 degerlerinin diger KBI degerlerinden daha
yiiksek olduklar1 belirlenmistir. Bu durum da MS ve B5 ortamlarinda kallus olusum hizinin
daha yiiksek oldugunu yani bu ortamlarin doku kiiltliriine daha hizli cevap verdiklerini

gostermistir.

Sikonin iiretimi iizerine gerceklestirilen ilk bagsarili doku kiiltiirii ¢aligmasinda Tabata vd.
(1974), L. erythrorhizon bitkisinden hareketle LS ortaminda yaptiklari ¢caligsmalarinda oksin
ve 151¢1n sikonin biyosentezindeki etkisini incelemislerdir (14). Pigment liretiminin, TAA
iceren ve karanlikta tutulan hiicre kiiltiirlerinde arttigini, buna karsilik 2,4-D ve mavi 1518
etkisiyle azaldigini tespit etmislerdir. Ayrica burada, kiiltiir siirecinin sadece baslangi¢
asamasinda beyaz 151k ile aydmlatilmig ortamda sikonin iiretiminin tamamen engellendigi
gozlenmistir. Basarili pigment sekillenmesi icin, tiim doku kiiltiirliniin karanlikta
yiiriitiilmesi gerektigi sonucuna varilmistir. Bu g¢aligma, daha sonra pek ¢ok arastirma
tarafindan da desteklenmistir (49). Papageorgiou vd. (1999); 15181, biyosentez rotasindaki
anahtar enzimleri olumsuz yonde etkiledigini tespit etmislerdir (25). Gaisser ve Heide
(1996), PHB geraniltransferaz aktivitesinin mavi 151k tarafindan baskilandigini
belirtmiglerdir (30). Lange vd. (1998) ise beyaz 1s181n, sikonin olusumunu engellerken
HMGR gen ifadesini de giiclii bir sekilde baskiladigini tespit etmislerdir. Bu ¢aligmada da

inkiibasyonun tiim asamalarinda kiiltiirler karanlikta tutulmuslardir (44).

Bu tez caligmasinda, kallus gelistirmek amaciyla daha ©once Boraginaceae familyasi
iyelerinin kullanildig1 ¢aligmalarda tercih edilen ortamlar olan ve birbirinden farkli
konsantrasyonlarda biliylime diizenleyiciler iceren MS, SH, BS5 ve LS ortamlari
kullanilmigtir. Bu ortamlarda gelisen kallus iiretimi 40 giin boyunca gdzlenmistir.
Hesaplanan KBI degerleri ve kalluslarmn goriiniimleri incelenerek ortamlar arasinda

karsilastrma yapilnustir. SH ve B5 ortamlarinda kallus olusum oranlar1 ve KBI degerleri
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yiiksek olmasina ragmen, MS ortamindaki kalluslarin daha kaliteli ve siirdiiriilebilir 6zellikte
olduklar1 gézlenmistir (Cizelge 5.8). SH ve LS ortaminda gelisen kalluslarin koyu renkli, B5
ortaminda gelisen kalluslarin ise daha agik renkli olmasina ragmen alt kiiltiire alinmalari ile
koyulastiklar1 gozlenmistir (Sekil 5.2). MS ortaminda gelisen siirgiin ve kok kalluslarinin
beyaz-sar1 renkli, kolay dagilabilen pargalanabilir yapida olduklar1 gozlenmistir. Daha
sonraki c¢alismalarda MS ortaminda gelisen bu kalluslar; hiicre hatlar1 olusturulmasinin
ardindan sikonin ve tiirevlerini arttirabilmek amacl ¢esitli denemelerde kullanilmustir (Sekil
5.5). Hiicre hatlarii olusturan bu kalluslarda nadiren kirmizi, mor renklenmeler gozlenmis

ancak bu renklenmeler alt kiiltiire alinmalarinin ardindan kaybolmuslardir.

Calismada sikoninin {iretimini uyarmak amaciyla kallus ve siispansiyon kiiltiirlerinde daha
once yapilan c¢aligmalar g6z Onilinde bulundurularak 6 farkli ortam kullanilmistir. Bu
ortamlardan ilki hem ilerleyen ¢aligmalarda kalluslarin olusturuldugu hem de kontrol olarak
kullanilan ortam olan MS’dir. Ikinci ortamda biiyiime diizenleyici, iigiincii ortamda ise
amonyum kullanilmamistir. Dordiincii ortamda ise hem biiylime diizenleyici hem de
amonyum kullanilmamistir. Besinci ortam M9, altinct ortam ise M10 ortamidir. Bu
denemelerde en iyi yanit1t M9 ve M10 ortamlarinin verdigi belirlenmistir (Sekil 5.10, 5.11;
Cizelge 5.11, 5.12).

Daha sonra en iyi yanit alinan M9 ve M10 ortamlari ile kok kaynakl kalluslardan sikonin ve
tiirevlerinin tiretiminde tekrar ¢alisilmigtir. Bu ortamlarda kurulan kallus kiiltiirlerinde kiitle
biiylime indeksleri ve pigment {iretimleri incelenmistir. 50 giin siire ile olusturulan
kiiltiirlerde 10. ve 50. giinler arasinda 5’er giin araliklarla belirlenen KB degerlerinin, M9
ortaminda 1.53 ile 2.64 arasinda degisirken, M10 ortaminda 1.402-2.805 araliginda degistigi
belirlenmistir (Cizelge 5.18). En iyi renklenmenin oldugu giinler M9 ortaminda 45., M10
ortaminda ise 40. giin olup bu giinlerdeki KBI degerleri srastyla 1.966 ve 2.629°dur (Sekil
5.13, Cizelge 5.13, Cizelge 5.18). Kallus kiiltiirlerinde en iyi renklenmenin goriildiigii M10
ortamlarinin hiicre biyokiitlesinin arttirilmasinda da M9 ortammna gore de daha avantajli
oldugu belirlenmistir (Sekil 5.13, Cizelge 5.18). Ortamlardaki yas agirlik/kuru agirlik orani
(g/g) karsilastirildiginda ise M9 ortaminda bu oran 25.53-35.25 arasinda degisirken, M10
ortaminda bu degerin 21.41-30.22 arasinda degistigi, MS ortaminda ise 33.95-73.17 oldugu
belirlenmistir. Buradan MS ortaminin igeriginin biiylik oranda sudan olustugu ayrica bu
oranlar ile de M10 ortamlarmin M9 ortamina gére de daha avantajli oldugu sonucuna

varilabilmektedir.
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6.3. Siispansiyon Kiiltiirii ve Sekonder Metabolit Arttirim ile Tlgili Tartisma

Stispansiyon kiiltiirli ¢alismalarina, kallus kiiltiirlerinde en iyi yanit alinan MS ortamu ile
baslanmis, beyaz renkli kalluslar elde edilmis, biliylime egrisi olusturulmus ve sonraki
asamalarda da kullanimina devam edilmistir. Siispansiyon kiiltiiriiniin 30 giin boyunca
incelenmesi ve her 3 giinde bir hiicre agirlhiklarmin Sl¢lilmesi ile olusturulan biiylime
egrisinde, 12. ve 24. gilinler arasinda agirlik artis1 gozlenirken 14.-19. giinlerin elisitor
uygulamasi i¢in uygun zamanlar oldugu belirlenmistir. Sekonder metabolit iiretimi amaciyla

cesitli elisitor uygulamalar1 yapilmis, ardindan farkl ortamlar denenmistir.

Brigham vd. (1999), sikonin {iretimini pozitif ve negatif yonde etkileyen pek ¢ok faktoriin
bulundugunu belirtmislerdir (Cizelge 2.4). Calismalarinda biyotik ve abiyotik faktorlerin L.
erythrorhizon sagak kok kiiltlirlerinde epidermal hiicrelerdeki pigment iiretimini arttirdigmi
kaydetmislerdir. Ortama bakir siilfat gibi abiyotik ve fungal elisitorler gibi biyotik
faktorlerin eklenmesiyle pigment {iretiminin indiiklenerek total pigment miktarinin arttigini
belirlemisler ve Rhizoctonia solani’de bu yolla sikonin tiirevlerinin iiretiminin 30 kat
arttirilldigini  belirtmiglerdir (6). Bu tez calismasinda daha Once yapilan calismalarda
kullanilan sikonin {iretimini indiikleyici sartlar g6z Oniinde bulundurularak cesitli elisitor

calismalar1 yapilmastir.

Miihlenweg vd. (1998), L. erythrorhizon sispansiyon Kkiiltlirlerinde LS ortamma metil
jasmonat (MJ) ilavesi ile sikoninin biyosentezinde diizenleyici bir enzim olan
Geranildifosfat: 4-hidroksibenzoat 3-geraniltransferaz enziminin aktivitesinin 200 kattan
daha fazla arttirilabilecegini belirtmiglerdir (45). Ding vd. (2004) ise MJ’1n sikonin olusumu
sirasinda PAL ve PHB-geraniltransferaz faaliyetlerini arttirarak etki gosterdigini tespit
etmislerdir (250). Bu calismalar dikkate alinarak bu calismada MS ortaminda MJ
uygulamasi gercgeklestirilmis ancak istenen sonu¢ alinamamis ve pigment olusumu

gozlenememistir.

Fu ve Lu (1999), Arnebia euchroma ile kurulan silispansiyon Kkiiltiirlerinde in situ
ekstraksiyon ile birlikte Rhyzopus oryzae ve Aspergillus niger’den hazirlanmis fungal
elisitorler uygulanmasi yaparak 245.68 mg/L konsantrasyonda sikonin elde etmislerdir. Bu

degerin, kontrol kiiltiirdeki miktarin 6.15 kat1 oldugu belirtilmistir (81).
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Bu c¢alismada, bu veriler goz oniinde bulundurularak siispansiyon kiiltiirlerine Rhyzopus
stolonifer ve A.niger eklenerek sikonin tlirevlerinin {iretimi bakimindan arastirilmistir.
Sikonin tiirevi olabilecek bir leke ITK analizi ile belirlenmis ancak istenilen renklenme

gbzlenememistir (Sekil 5.21).

Malik vd. (2011), A. euchroma ile kurduklar1 hiicre siispansiyon kiiltiirlerinde 151k, sicaklik,
sakaroz ve pH gibi faktdrlerin sikonin tiirevlerinin iiretimine olan etkilerini incelemislerdir.
MS ortaminda siispansiyon kiiltiirleri olusturarak iki asamali kiiltiir ile caligmugslardir.
Aydmlikta ve karanlkta tutulan kiiltiirler karsilastirildiginda, 14. giin sonunda aydmlikta
sikonin tiirevlerinin tiretimi 0.06 pg/g iken karanlik inkiibasyonda bu deger 540.02 pg/g’a
ulagmistir. Sicakligin sikonin tiirevlerinin {iretimine olan etkisi 20, 25 ve 30°C ortamda
gelistirilen kiiltiirlerde incelenmistir. 20°C’de bulunan kiiltlirlerde iiretim yavag olup 14.
giinde 429.15 pg/g’a ulasilirken, 12. giinde 25°C’de 586.17 pg/g’lik sikonin tiirevi elde
edilebilmigtir. 30°C’de ise 12. giinde ancak 50.8 pg/g’lik sikonin iiretimi saglanabilmistir.
Karbon kaynagi olarak kullanilan sakarozun etkileri ise kiiltiirlerde % 0, 3, 6, 9 ve 12’°lik
oranlarda kullanilmalar1 ile degerlendirilmistir. % 6’lik sakaroz igeriginin sikonin
iiretiminde en iyi degeri verdigi goriilmiistiir (656.14 ng/g). Sikonin tiirevlerinin {iretimine
pH’m etkisi kiiltiirlerin 5 ile 9.5 arasinda 0.75 araliklarla degisen pH degerlerinde hazirlanip
inklibe edilmeleriyle incelenmistir. Burada en iyi pigment iiretimi pH=8.75-9.5’de
goriiliirken en 1yi hiicre biyokiitlesinin pH=5.75’de oldugu belirlenmistir. 25°C sicaklik, % 6
sakaroz icerigi ve alkali pH degerlerine sahip ve karanlikta inkiibe edilen kiiltiirlerde iyi

sonuclar alindigini belirlemislerdir (84).

Tez ¢aligmasi kapsaminda da ¢esitli pH degerlerinde (2, 4, 5, 6, 7, 8 ve 10) MS ortamlarinda
hazirlanan kallus ve siispansiyon kiiltiirleri 28 giin boyunca 25C’de karanlikta inkiibe
edilerek izlenmistir. Sonug¢ olarak farkli renk ve agirliklarda hiicreler elde edilmis ancak

kirmizi renklenme gozlenmemistir (Sekil 5.8, 5.9).

Bu caligmada kullanilan sakaroz orani; MS ve M9 ortamlarinda % 3 iken, M10 ortaminda %
5’tir. Siispansiyon kiiltiirlerinde inokulum miktarlar1 da farkliliklar gostermistir. Biliylime
egrisi olusturulurken 25 mL’lik MS ortamina 2 g kallus inokiile edilirken (80 mg/mL=% 8),
ileriki agamalarda sikonin iiretimi amaciyla kurulan kiiltiirlerde 60 mL’lik MS, M9 ve M10
ortamlarina 4’er g kallus transfer edilmesi yeterli olmustur (66.67 mg/mL).
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Fujita vd. (1981), L. erythrorhizon ile olusturulduklar:1 siispansiyon kiiltiirlerinde White
ortami ile birlikte gelistirdikleri M9 ortamint kullanmiglardir.  Sikonin ve tiirevlerinin
iiretiminde nitrat, fosfat, demir, siilfat ve sakaroz miktarinin ¢ok etkili oldugunu belirtmisler
ve bu dogrultuda M9 ortaminin igeriginin olusturmuslardir (58). Sikonin ve tiirevlerinin
miktarmin, M9 ortaminda kuru hiicrelerin yaklasik % 12’sini olustururken White ortaminda
bu oranin % 2’de kaldigmi belirlemislerdir. Bu calismada ayrica hiicre gelisiminin LS
ortamimda M9 ortamindan daha fazla oldugunu, bu durumun da M9 ortaminda major
bilesenleri olusturan fosfat, nitrojen ve potasyumun azalmasindan kaynaklandigini

belirtmiglerdir . M9 ortami1 daha sonraki ¢aligmalarda da kullanilmistir (16, 49, 92, 89).

Yamamoto vd. (2002), L. erythrorhizon bitkisini kullanarak M9 ortaminda olusturduklar1
siispansiyon kiiltlirlerinde kuru agirhgin % 10’u kadar sikonin tiirevleri iiretmislerdir.
Sikonin iiretiminin; 2,4-D ve NH," tarafindan inhibe edilirken Cu®" tarafindan uyarildigini
belirtmislerdir (49). Touno vd (2000), KIN’in sikonin tiretiminde indiikleyici rol oynadigini
tespit etmislerdir (18). Bu ¢alismada da 2,4-D’nin kullanildigit SH ve LS ortamlarinda
renklenme goriilmezken igeriginde KIN ve IAA bulunduran MS ve B5 ortamlarinda
renklenme gozlenmistir. Ancak bu renklenmeler transfer edildikleri ortamlarda varliklarini
siirdiirememiglerdir. Yine sikonin iiretme amagl olarak kullanilan M9 ve M10 ortamlarinda
sirastyla TAA ve KIN bulunmaktadir. Bu ¢alismada da M10 ortami kullanarak olusturulan
BK-4 reaktorlerinde  hiicre kuru agwhigmin % 2.093’4 kadar sikonin ve alkannin

iiretilmigtir.

Ge vd. (2006), Arnebia euchroma kullanarak ile olusturduklari iki asamali kiiltiirlerde
hiicreleri 20 giin siire ile LS ortaminda tutmuslar ardindan sikonin sentezini arttirmak

amactyla M10 ortamina transfer etmiglerdir (93).

Bu ¢alismada da MS ortaminda elde edilen kalluslar en iyi yanit alinan ortamlar olan M9 ve
M10 ortamlarinda kurulan siispansiyon kiiltiirlerine transfer edilmislerdir. Kiiltiirlerdeki
kiitle biiylime indeksleri ve pigment liretimleri incelenmistir. 50 giin siire ile olusturulan
kiiltiirlerde 5.,10., 15., 20. ve 50. giinlerde belirlenen KBI degerlerinin, M9 ortaminda 3.83
ile 4.09 arasinda degisirken, M10 ortaminda 1.45-3.98 araliginda degistigi belirlenmistir
(Cizelge 5.19). En iyi renklenmenin oldugu giinler M9 ortaminda 20., M10 ortaminda ise
50. giin olup bu giinlerdeki KBI degerleri sirasiyla 4.09 ve 3.29°dur (Sekil 5.14, Cizelge
5.14, Cizelge 5.19). Ortamlardaki yas agirlik/kuru agirlik oranlar1 (g/g) karsilastirildiginda,

168



M9 ortaminda bu oran 17.82-41.9 arasinda degisirken, M10 ortaminda bu degerin 9.6-25.76
arasinda degistigi, MS ortaminda ise 16.79-34.08 oldugu belirlenmistir (Cizelge 5.14).

6.4. Biyoreaktorler ile Tlgili Tartisma

Syklowska-Baranek vd. (2008), Lithospermum canescens’in 2 adet sacak kok hattinda
sikonin iiretiminde LS ve M9 ortamlarmin etkilerini incelemislerdir. Calismalarinda 3 L
hacimli reaktorlerde olusturulan kiiltiirlerde 4. hafta sonunda M9 ortaminda maksimum 6.17

mg/L asetilsikonin ve izobiitirilsikonin iiretimi gergeklestirmislerdir (92).

Fujita (1988), L. erythrorhizon bitkisinde protoplast se¢imi ile sikonin iiretim potansiyeli
yiilksek olan hiicre hatlar1 olusturmustur. Bu c¢alismada 2 farkli iki asamali kiiltiir
olusturulmus, ilkinde LS ve White ortamlar1 kullanilirken ikincisinde kendi gelistirdikleri
hiicre gelisim ortami olan MG-5’1 ve M9 ortamlar1 kullanilmistir. Burada LS ve MG-5
ortamlar1 hiicre gelisimi i¢in ilk asamada, White ve M9 ortamlar1 ise sikonin iiretme
amaciyla 2. asamada kullanilmistir. 23 giinliik kiiltiir periyodunun sonunda MG-5 ve M9
ortamlarinin kulanildig: kiiltiirlerde LS ve White ortamlarindakinden 12.66 kat daha fazla

iiretim gercgeklestirilmistir (251).

Bu tez caligmasinda da iki asamali kiiltiirler kullanilmig, MS ortaminda gelistirilen kalluslar
MI10 ortamina transfer edilmis ve bu hiicrelerden sikonin ve tiirevlerinin iiretimi

gerceklestirilmistir.

Malik vd. (2011) silispansiyon kiiltiirlerinde c¢alismiglar ve sikonin tiirevlerinin in vitro
iiretimi i¢in optimize ettikleri sartlarin biyoreaktorlerde biiyiik Olgekli iiretimlerde de
kullanilabilecegini belirtmislerdir (84). Tez kapsaminda da, bu c¢alisma gbéz Oniinde
bulundurularak 5.75 - 9.50 arasinda degisen 5 farkli pH kullanilmig ve 8.75 pH degerinde
optimum gelisme saglanmistir. Bunun disinda sistemlere inokiile edilen hiicre miktarlarinda

da degisimler yapilmistir (0.1-0.2 g/mL).

Gupta vd. (2013) Hindistan’da yetisen bir Armebia tiirlinde siispansiyon kiiltiirleri ve
karistirmali tank ve air lift biyoreaktdrler ile sikonin iiretimini arttirmaya calismiglardir.

Biiyiime diizenleyiciler, 151k, pH, ortam bilesenleri gibi pek ¢ok faktdriin sikonin iiretimine
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olan etkisini incelemiglerdir. 3.75, 5.75, 7.75 ve 9.75 degerlerinde 4 farkli pH degeri
kullanmiglardir. Biiylime ortaminda asidik, pigment iiretim ortaminda ise alkali pH’in
avantajli oldugunu belirtmislerdir. En uygun pH degerlerinin MS ortaminda 5.75, M9
ortaminda 9.75 oldugu belirlenmistir. M9 ortamimin bilesimindeki tuzlarin sikonin iiretimine
etkisi incelendiginde; en fazla Ca(NO);’in etkisinin bulundugu Na,SO4 tuzlarmnin

yoklugunda ise iiretimi ¢ok fazla etkilemedigi tespit edilmistir (252).

Bu tez calismasinda biyoreaktor denemeleri, MS ortaminda gelisen kdk kallus hatlarindan
alinan kalluslarin, M9 ve M10 ortamlarina transfer edilmesi ile kurulmustur. Nitel olarak iyi
yanit alinamayan M9 ortamui ilk deneme sonrasinda kullanilmazken, M10 ortaminda pek ¢ok
modifikasyon yapilmig ve bircok deneme yapilarak optimum sartlar belirlenmeye
calisiimistir. En iyi igerige sahip ortamlara (40 ve 60 g sakaroz, 0.5 mg/L KIN, 1 mg/L TAA,
0.1 mg/L askorbik asit igeren, pH:8.75 olan 400 mL hacimli M10 ortami) % 10 ve 15
oranlarinda kallus inokiile edilmesiyle maksimum diizeyde renklenme gozlenmistir. 25 giin
stire ile izlenen sistemlerde en iyi renk olusumunun 20. ve 25. giinlerde oldugu goriilmiistiir.
Sikonin ve tiirevleri, hiicre disma salinarak sivi ortama gegtiklerinden ortamlarda da yogun
renklenmeler gdzlenmistir. Bu nedenle 20. ve 25. giinlerde hiicreler ve gelisme ortamlar1
stiziilmek suretiyle birbirlerinden ayrilarak ekstraksiyona tabi tutulmalarmin ardindan analiz

edilmistir (Sekil 5.17, Cizelge 5.16).

% 10 ve % 15 oraninda kallus i¢eren biyoreaktdr sistemlerinin, gerek hiicre agirliklarinin ve
ortam hacimlerinin degisimlerinin, gerekse hiicre ve ortamlardaki renk degisiklikleri
bakimidan paralellik gosterdikleri belirlenmistir (Sekil 5.18, Cizelge 5.16, 5.20). %10
oraninda kallus inokiile edilen biyoreaktdr sistemlerinde 20. ve 25. giinlerde belirlenen KBI
degerleri 1.443 ve 0.197 olup, % 15 oraninda kallus inokiike edilen biyoreaktor
sistemlerinde ise sirasiyla 1.236 ve 0.934’diir (Cizelge 5.20). Her iki sistemde de 20.
giinlerde KBI degerinin 25. giinden daha fazla oldugu belirlenmistir. Ortamlarda gelisen
hiicrelerin yas agirlik/kuru agirlik oranlar1 ise BK-1’de 11.18, BK-2’de 7.95, BK-3’de 9.77
ve BK-4’de 10.87’dir.
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6.5. In vitro Uretilen Sekonder Metabolit Miktarlan ile Tlgili Tartisma

6.5.1. Kalluslarda Uretilen Sekonder Metabolitler

A. densiflora’da kok eksplantlar1 kullanilarak olusturulan kallus kiiltiirlerinde, 10. ve 50.
giinler arasinda 5 giinde bir alman hiicreler ekstre edildi ve sekonder metabolit varligi1 dnce
ITK ile kalitatif olarak gozlenmistir. Iki farkli solvan sisteminin kullanildig1 analizlerde,

plaklarda sikonin ve tiirevleri giin 15181nda net olarak goriintiilenmistir (Sekil 5.19-5.20).

M9 ortaminda gelisen ve hasat edilen hiicrelerin ekstrelerine ait S1 solvan sistemindeki
kromatogramlarda; 10., 15. ve 20. giin numunelerinde tek leke gozlenirken 25. glinden sonra
leke sayisi arttig1 gozlenmistir (Sekil 5.19). S1 solvan sisteminde yiiriitiilen M10 ortamindan
ayrilan hiicrelerin ekstrelerine ait kromatogramlarda ise, 10. giinde tek leke olarak gozlenen
sikonin ve tilirevlerinin sayilarmin 15. giinden itibaren arttiklari, 25.-50. giinler arasinda ¢ok
yogun olduklar1 gozlenmistir (Sekil 5.20). Hiicrelerden elde edilen ekstrelerdeki leke
sayisinin, A. densiflora kok kisimlar1 ekstrelerindekilerden sayica daha fazla oldugu

belirlenmistir. Hidrolize edilen ekstrelerde sikonin tek leke olarak belirlenmistir (Sekil 5.27).

Kantitatif analizlerde 6ncelikle spekrofotometrede sikonin/alkannin ardindan RP-HPLC ile
serbest asetilalkannin ve sikonin miktarlar1 ile toplam sikonin miktarlar1 tespit edilmistir.
Orneklerin hidroliz edilmelerinin ardindan kiral kolon kullanilarak yapilan HPLC analizleri

ile ise alkannin ve sikonin ayrimi gerceklestirilerek miktarlar1 belirlenmistir.

Bu tez ¢alismasinda, in vitro olarak yapilan tiim ¢aligmalarda M10 ortamimin, sekonder
metabolit iiretimine M9 ortamindan daha iyi yanit verdigi tespit edilmistir (Cizelge 5.11-

5.14,5.18-5.19,5.21, 5.22, 5.24, 5.25; Sekil 5.10-5.15, 5.19, 5.20, 5.22, 5.23).

Kallus kiiltiirlerinde sikonin iiretimi M9 ortaminda ilk olarak 15. gilinde belirlenirken M10
ortaminda 10. gilinde tespit edilmistir. Kallus kiiltiirlerinde naftokinon tiretimi M10
ortaminda 10. giinde baslayip, 20. giinde belirgin olarak yiikselmis, 40. giinde ise en yliksek
seviyeye ulagsmistir. M9 ortaminda ise 15. giinde baglayip, 25. giinde kaydadeger bir
yiikselme gostermis, 45. glinde ise en yiiksek seviyeye ulagsmistir. Sikonin ve tiirevlerinin

miktarlar, M9 ve M10 ortammin her ikisinde de en yiiksek seviyeye ulastiktan sonra az
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oranda diisme belirlenmistir (Cizelge 5.18, 5.24, Sekil 5.52).

Kallus kiiltiirlerinde, en yiiksek sikonin tiirevi liretimi, M10 ortaminda gelistirilen ve 40. giin
kallus kiiltiirlerine ait ekstrelerde belirlenmistir. Bu degerin, spektrofotometrede % 2.092
oldugu, 45. glinde 1.96’ya diistiigii, 50. giinde ise 2.04’e ¢iktig1 tespit edilmistir (Cizelge
5.18).

Bozan ve arkadaglariin 4. densiflora koklerinde yaptiklart HPLC ¢alismasinda (1997); B,B-
dimetilakrilalkannin, terakrilalkannin, izovalerilalkannin ve a-metil-n-biitilalkannin

naftokinonlar1 belirlenmistir. Bu tez ¢alismasin kapsaminda da, asetilalkannin (14.33 dk)

belirlenmistir (237) (Sekil 5.32).

RP-HPLC analizleri dogrultusunda, kallus kiiltiirlerinde iiretilen ve bitkide bulunan sikonin
tiirevleri karsilastirildiginda; in vitro kiiltiirlerin ekstrelerinde en fazla miktarda bulunan
sikonin tiirevinin asetil tiirevi oldugu belirlenirken (Sekil 5.35), A. densiflora kok
kabuklarinda ise asetilalkannin ikinci sirada yer almistir (Sekil 5.34). M10 ortaminda 40.
giinde gelisen kallus kiltiirii ekstrelerinin  (K-M10 40) HPLC kromatograminda
asetilalkanninin diger sikonin tiirevlerine oranla ¢ok daha fazla bulundugu (% 1.227) tespit
edilmistir (Sekil 5.35, Cizelge 5.21). Bu ekstrede bulunan toplam sikonin miktarinin ise %
1.646 (16.459 mg/L) oldugu belirlenmistir (Cizelge 5.21).

Ikeda vd. (1991)’1n ¢aligmalarinda ticari sikoninlerde ve ¢esitli Boraginaceae bitkilerinde;
alkannin ve sikonin enantiyomerlerinin karisim halinde cesitli oranlarda bulunduklari
belirtilmistir. Bu arastirmada, calisilan 3 ticari sikonin standardinda sikonin:alkannin
oranlarmin 62:38 (Wako Pure), 72.9:27.1 (Ichimaru Pharcos), 16.6:83.4 (Funakoshi
Pharmaceuticals) seklinde oldugu tespit edilmistir. Burada {i¢iincii sikonin standardinda,
sikoninden ¢ok alkannin bulundugu belirlenmistir. Ayni sekilde ticari alkannin standardinda
(Funakoshi Pharmaceuticals) da sikonin:alkannin orani 93.1:6.9 olarak tespit edilmistir. Bu
calismada kullanilan ticari sikonin standardinin (Chromadex, CA. USA) kiral kolon
kullanilarak yapilan HPLC analizinde sikonin:alkannin oranmnin 11.79:88.21 oldugu
belirlenmistir (28).

Yine bu calismada farkli bolgelerden toplanan bitki koklerinde ve bir kallusta

sikonin:alkannin orani incelenmistir. Burada Japonya ve Cin’de yetisen 5 adet bitkide
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sikonin:alkannin  oranmmin degiskenlik gosterdigi ancak 4 tanesinde sikonin oraninin
alkanninden fazla oldugunu belirlemislerdir. Cin’den toplanan Arnebia euchroma bitkisinde
ise sikonin:alkannin oranmin 2.6:97.4 oldugu, Yunanistan ve Tiirkiye orijinli Alkanna
tinctoria orneklerinde ise bu oranin sirasiyla 3.1:96.9 ve 1.0:99.0 oldugu belirlenmistir
(Sekil 2.12). Bu tez ¢alismasinda da, A. densiflora koklerinde sikonin:alkannin oranminin

1.51:98.49 oldugu tespit edilmistir (Cizelge 5.24).

A. densiflora kok kabuklarinda koklerine kiyasla ¢ok daha fazla sikonin/alkannin tiirevi
bulunmaktadir. Bitkinin kdk kabuklarinda bulunan alkannin (% 16.156) miktar1 sikonine (%
0.346) gore fazla olup, bu oran 46.73diir (Cizelge 5.24, Sekil 5.51). Belirlenen alkannin ve
sikoninin toplam miktari, Yesilada vd. (1996) tarafindan yapilan ¢aligmadaki deger (%
16.83) ile yakinlik gostermektedir. Ancak bu ¢alismada A. densiflora oldugunu diisiindiikleri
bitkinin kok kabuklarindaki sikonin miktarinin alkannine gore yiliksek bulundugu
belirtilmistir. Bizim bulgularimiza gore ise bitkide alkannin miktarinin sikonine gore yiiksek

oldugu tespit edilmistir.

Ikeda vd (1991), ¢alismalarinda hem ters faz hem de normal faz HPLC kullanmislardir.
Hidroliz ettikleri ticari sikonin Orneginin RP-HPLC’de izomerleri ayrilmamis ve ayni
alikonma zamaninda (5.54. dk) goriilmiis, normal faz kiral kolonda ise ayrilan izomerlerden
sikonin 14.44., alkannin ise 20.54. dk’da tespit edilmistir (28). Yesilada ve arkadaslarinin
calismalarinda (1996) ise ters faz HPLC’de 4.69.-5.12. dkda tek pik olarak goriilen madde
Chiracel-OD kiral kolon kullanilmasiyla ayrilmis ve sikonin 22.4-24.5. dk’da alkannin ise
28-30.8. dk’da gbozlenmistir (12).

Bu ¢aligma kapsaminda, hidrolize edilen numunelerdeki sikonin RP-HPLC’de 9.01-9.16.
dk’da belirlenmis, normal faz ile izomerlerin ayrilmasinda ise lkeda ve arkadaslarinin
yontemi (1991) kullanilip, sikonin 12.3-12.5., alkannin ise 16.1-16.9. dk’da tespit edilmistir.
Bu analiz ile bitkinin kabuklar ile birlikte alinan kdklerinin ekstrelerinde sirastyla % 0.2474
ve 7.7706 olan % sikonin ve alkannin miktarlarinin, kabuk kisimlarindaki degerlerinin %
0.3457 ve 16.156 olduklar1 belirlenmistir. Kalluslarda ise en yiiksek sikonin ve alkannin
iceriginin % 0.1709 ve 0.6667 ile K-M10 40 6rneklerinde oldugu tespit edilmistir (Cizelge
5.24). Bitkinin koklerinde bulunan sikonin ve asetil sikonin miktarlar1 % 0.64 ve 0.030;
kok+kabuklarda % 5.03 ve 3.249; kabuklarda ise % 13.78 ve 4.71 olarak bulundu.
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6.5.2. Siispansiyon Kiiltiirlerinde Uretilen Sekonder Metabolitler

Fungal uyaricilarin (R. stolonifer ve A. niger) sikonin biyosentez yolaginda bulunan
rozmarinik asitin sentezini de uyardiklar1 bildirildiginden fungal uyarici uygulanan
siispansiyonlarda sikonin ve tiirevlerinin yaninda rozmarinik asitin varlig1 da arastirildi. ITK
analizleri sonucunda; kontrol siispansiyonlarinda, elisitdr uygulananlara gore daha fazla

rozmarinik asit ve sikonin tiirevi olusumu tespit edildi (Sekil 5.24).

M9 ve M10 ortamlarmin kullanildig: siispansiyon kiiltiirlerinde gelisen hiicrelerde bulunan
sikonin ve tiirevlerinin belirlenmesi amaciyla yapilan ITK analizlerinde, giin 1s1ginda 15.
giinden itibaren sikonin varlig1 gozlenirken ayrica S-M9 20, S-M10 20 ve S-M10 50°’de
asetilalkannin ve ,B-dimetilakrilalkannin belirlenmistir (Sekil 5.23).

Stispansiyon kiiltlirlerinde; M9 ortaminda 10. gilinde sikonin ve tiirevlerinin varligi
saptanmazken M10 ortaminda belirlenmistir. Pigment {iretiminde her iki ortamda da 20.
giinde iyi seviyeye ulasilmig, M10 ortaminda 20. giinden sonra ¢ok az diizeyde yiikselme

belirlenmistir (Cizelge 5.19).

Stispansiyon kiiltiiri numunelerinin kantitatif analizleri neticesinde (spektrofotometrik, RP-
HPLC ve normal faz HPLC) sikonin ve tiirevlerinin olusumunun en fazla 50. giinde oldugu
goriilmiistiir. M10 ortaminda olusturulan siispansiyon Kkiiltlirlerinde 50 giinde gelisen
hiicrelerin ekstrelerinde spektrofotometrede 166.00 mg/L sikonin belirlenmistir (Cizelge
5.19). Bu numunenin RP-HPLC analizi sonucunda belirlenen toplam sikonin miktarinin
54.61 mg/L oldugu ve bunun 11.23 mg/L’sini asetilalkanninin, 0.053 mg/L’sini ise serbest
sikoninin olusturdugu tespit edilmistir (Cizelge 5.22). Kiral kolonla yapilan HPLC analizleri
sonucunda ise 50. giinde liretilen sikonin ve alkannin miktarlarinm ise swrasiyla 7.814 mg/L
ve 19.022 mg/L olduklar1 tespit edilmistir (Cizelge 5.25). Siispansiyon kiiltiirlerinde S-M9
15 ve S-MI10 15 ekstreleri diginda alkannin oranmnin sikoninden yiiksek oldugu
belirlenmistir (Cizelge 5.25, Sekil 5.53).

Stispansiyon kiiltiirlerinde 20. gilinde ise spektrofotometrede 156.14 mg/L sikonin
belirlenmistir (Cizelge 5.19). Bu numunede bulunan toplam sikonin miktarinin 52.21 mg/L

oldugu RP-HPLC ile belirlenmistir (Cizelge 5.22). Kiral kolonla yapilan HPLC analizleri
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sonucunda ise 20. giinde 17.226 mg/L alkannin ve 7.746 mg/L sikonin {iretildigi
belirlenmistir (Cizelge 5.25, Sekil 5.53).

6.5.3. Biyoreaktorlerde Uretilen Sekonder Metabolitler

Kurulan biyoreaktor sistemlerinde ektraseliiler ve intraseliller kisimlarda iiretilen sikonin
tiirevlerinin ve miktarlarmin farkliliklar gosterdikleri belirlenmistir (Cizelge 5.23, Sekil
5.38, 5.56). % 15 oraninda kallus inokiile edilen M10 ortaminda 25 giin siire ile gelisen
biyoreaktor sistemlerindeki hiicrelerde (BK-4) ve sivi ortamda (BS-4) bulunan sikonin ve
tirevlerine ait HPLC kromatograminda pik sayilarinda ve yiiksekliklerinde farkliliklar
bulundugu ancak her ikisinde de sikonin tiirevlerinden en fazla asetil tiirevinin oldugu

belirlenmistir (Sekil 5.38).

Biyoreaktorlere ait numunelerin kantitatif analizleri neticesinde (spektrofotometrik, RP-
HPLC ve normal faz HPLC) en yiiksek sikonin ve tiirevlerinin BK-4 6rneginde bulundugu
goriilmiistiir. Bu deger spektrofotometrede 207.71 mg/L olup, bu sistemin ortamina gegen
BS-4 6rneginde ise 5.714 mg/L olarak belirlenmistir (Cizelge 5.20). BK-4 numunesinin, RP-
HPLC analizi sonucunda asetilalkannin miktar1 59.475 mg/L, toplam sikonin miktar1 ise
110.99 mg/L olarak bulunmustur (Cizelge 5.23). Bu numunenin sikonin ve alkannin
miktarlarmin ise sirasityla 20.258 mg/L ve 47.183 oldugu HPLC’de kiral kolon ile tespit
edilmistir (Cizelge 5.26). Ayrica numunede en ¢ok bulunan sikonin tiirevinin asetil tiirevi

oldugu belirlenmistir (Sekil 5.42).

40 g kallus iceren biyoreaktorlerde hem intraseliiler hem de ekstraselular olarak iiretilen
sikonin ve alkannin miktarlariin, 20. giinde 25. giin degerlerinden daha yiiksek olduklar1
belirlenmistir. 60 g kallus iceren sistemlerde; 20. giinde ayrilan hiicrelerdeki naftokinon
icerigi 25. glinde ayrilanlardan diisiik bulunurken, ortama salinan sivilarda tersi bir durum

s6z konusu olmustur.

Sim ve Chang (1993), SH ortaminda L. erythrorhizon sagak kok Kkiiltlirlerinde n-
hekzadekan ile yapilan in situ ekstraksiyonla 3 kat fazla sikonin iiretimini sagladiktan sonra
bunlar1 iki fazli biyoreaktdre transfer etmisler ve sonucta giinliik diizenli olarak 10.6 mg/L

sikonin tiretmiglerdir. Bu ¢alisma ile 54 giin sonunda 15.6 g/L kuru hiicre kiitlesi saglanirken
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572.6 mg/L sikonin {iretiminin ger¢eklestigi spektrofotometrik Olgiimler ile belirlenmistir

(87).

A. euchroma, periyodik olarak daldirma sistemli air lift biyoreaktorlerde kiiltiire alinmus,
daldirmali (siispansiyon) ve daldirmasiz (immobilize) kiiltiirler karsilagtirilmistir. Periyodik
daldirma sistemli air lift biyoreaktorler, silispansiyon kiiltiirleri ile karsilastirildiginda; hiicre
biiyiimesi, sikonin igerigi, sikonin {iiretimi ve hiicre agregasyonunun gelistirilmesi
bakimindan daha avantajli olduklar1 belirtilmistir. Bu sistemlerde optimum sartlarda
(daldirmal1 periyodun daldirmasiz periyoda olan orant 10 dk/15 saat) elde edilen sikonin
iceriginin % 4.6 ve hiicre kuru agirhigmin ise 16.8 g/L oldugu ve bu degerlerin de
stispansiyon Kkiiltlirlerinden % 26 oraninda daha yiiksek olduklar1 spektrofometrik olarak

belirlenmistir (93).

Bu c¢alisma ile de, kisa zamanda sikonin {iretilmesinde, reaktdr sistemlerinin siispansiyon
kiiltiirlerine tercih edilebilecegi belirlenmistir. En yiiksek sikonin iiretimlerinin gerceklestigi
kiiltiirler incelendiginde, siispansiyon kiiltiirlerinde 50 giin sonunda 166.0 mg/L sikonin
iretilirken; biyoreaktorlerde 25. giinde 213.42 mg/L sikonin {retildigi spektrofometrik
Olclimler sonucunda tespit edildi. BK-4 numunelerinde; 12.875 g/L olan hiicre kuru

agirhigmin sikonin igerigi % 1.25 olarak belirlenmistir.

Gupta vd. (2013) Hindistan’da yetisen bir Arnebia tiirlinde silispansiyon kiiltlirleri ve
biyoreaktorler ile sikonin {iretimini arttirmaya caligmislardir. Burada gelisme ortami olarak
MS, pigment {iretim ortami olarak M9 ortamimi kullanmislardir. Siispansiyon kiiltiirii ile
karistirmali tank ve air lift biyoreaktorlerin kullanildigi ¢aligmada 12 giin sonunda 2 L
hacimli sistemlerde sirasiyla 9.7, 21.15 ve 25.5 pg/mL sikonin iiretiminin gerceklestirildigi
spektrofometrik olarak tepit edilmistir (252).

Hu vd. (2006), HPLC-DAD ile gradient yontemle Cin’in farkli alanlarindan toplanan ve
Zicao olarak bilinen tiirler olan A. euchroma, A. guttata, L. erythrorhizon ve 6 Onosma
tiirlinde calismiglardir. Uzerinde en ¢ok calisilan tiirler olan A. euchroma ve L.
erythrorhizon’da diger 7 tiire oranla daha fazla sikonin tiirevi bulunmustur. iki tiirde de 8
sikonin tiirevinden en fazla asetilsikonin bulundugu belirlenmistir (218). 4. euchroma ve L.
erythrorhizon’da swrasiyla 19.7 ve 7.49 mg/g olan bu degerlerin A.densiflora’nin
asetilsikonin igeriginin (47.07 mg/g) cok altinda kaldig1 goriilmektedir.
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6.6. Sonuc

Bitkide bulunan ve in vitro Kkiiltiirlerde iiretilen iceriklerin bulundugu cizelgeler
incelendiginde; bitki kok kabuklarmin sahip oldugu  sikonin miktarlarinm kallus
kiiltiirlerinde elde edilen % miktarlara gore yiiksek oldugu goriilebilmektedir (Cizelge 5.21).
Tespit edilen bu degerlerin bitki yolu ile iretilebilmesi i¢in ortalama 5-7 yil gibi bir zaman
gegmesi gerektigi buna karsilik, in vitro kiiltiirlerde bu degerlerin 20-40 giinliik siirelerde
saglanabildigi diisiiniildiigiinde doku kiiltiirii teknigi kullaniminin ne kadar avantajli oldugu
ortaya ¢cikmaktadir. Ayrica siispansiyon kiiltiirlerinde ve biyoreaktorlerde iiretilen sikonin ve
alkannin miktarlarinin, bitkinin en fazla naftokinon igerigine sahip kisimlar1 olan kok
kabuklarindaki miktarlar1 ile kiyaslandiginda bu yOntemlerin etkinligi daha da goze
carpmaktadir. In vitro kiiltiirlerde iiretilen sikonin miktar1 incelendiginde en iyi sonucun
BK-4 biyoreaktor sistemlerinden alindigi ve miktarmin 213.42 mg/L oldugu belirlenmistir.
Elde edilen veriler ¢alismanin hedeflendigi dogrultuda gerceklestigini, biyoreaktorlerde iyi
diizeyde liretimin saglanabildigini gostermektedir. Calismanin bundan sonraki aragtirmalar

icin Ornek olabilecegi diisliniilmektedir.

Bu c¢aligma, bolgesel endemik bir tiir olan A4. densiflora’dan, doku kiiltiirii teknikleri
kullanilarak sikonin ve tiirevlerinin iiretimi ile ilgili olarak yapilan ilk ¢alisma olup, lilkemiz
kaynaklarmin kullanimi agisindan 6nem teskil etmektedir. 4. densiflora gibi Anadolu’da
bulunan ve pek ¢ok tibbi degeri olan bitkiler iizerinde yapilan fitokimyasal ve farmakolojik
calismalarin arttirilarak bu bitkilerin etken maddelerinin izole edilmesi, yeterli miktarda
iretilmesi, tedavi ve ticari alanda kullanilabilmesi saglanmalidir. Artan talepler
dogrultusunda kullanilacak olan bu etken maddelerin bitkinin habitatina zarar vermeden
biyoteknolojik yontemlerle {iretilmesi ile iilke ekonomisine katki saglanabilecegi

diisiiniilmektedir.

177



KAYNAKLAR

10.

11.

12.

13.

Davis PH. Flora of Turkey and East Aegean Islands.Vol 6. Edinburgh: Edinburg
University Press; 1978.p. 311-313.

Kirimer N, Bozan B, Baser KHC. A. densiflora’dan Naftokinonlarm Izolasyonu ve
Yapt Tayini. In: Baser KHC, ed. 9.BIHAT Bildiri Kitabi Eskisehir: Anadolu
Universitesi Basimevi; 1992.

Papageorgiou VP. Wound healing properties of naphthaquinone pigments from
Alkanna tinctoria. Experientia. 1978 Nov 15;34(11):1499-1501.

Papageorgiou VP, Assimopoulou AN, Samanidou VF, Papadoyannis 1. Analytical
methods for the determination of alkanins and shikonins. Current Organic
Chemistry. 2006;10(5):583-622.

Papageorgiou VP. Naturally occuring Isohexenylnaphthazarin pigments: A new class
of drugs. Planta Medica. 1980;38(3):193.

Brigham LA, Michaels PJ, Flores HE. Cell-specific production and antimicrobial
activity of naphthoquinones in roots of Lithospermum erythrorhizon. Plant Physiol.
1999;119(2):417-428.

Gao D, Kakuma M, Oka S, Sugino K, Sakurai H. Reaction of beta-alkannin
(shikonin) with reactive oxygen species: detection of beta-alkannin free radicals.
Bioorg Med Chem. 2000 Nov;8(11):2561-2569.

Karyagina TB, Arzumanyan VG, Timchenko TV and Bairamashvili DI
Antimicrobial Activity of Shikonin Preparations Pharmaceutical Chemistry Journal.
2001 Aug;35(8):435-6.

Sasaki K, Abe H, Yoshizaki F. In vitro antifungal activity of naphthoquinone
derivatives. Biol Pharm Bull. May 2002;25(5):669-670.

Lee HJ, Lee HJ, Magesh V, et al. Shikonin, acetylshikonin, and isobutyroylshikonin
inhibit VEGF-induced angiogenesis and suppress tumor growth in lewis lung
carcinoma-bearing mice. Yakugaku Zasshi. Nov 2008;128(11):1681-1688.

Kirimer N, Cingi Mi, Alpan S, Gez S, Bozan B, Baser KHC. Arnebia densiflora’nin
Toksisite ve Farmakolojik Etki Yoniinden Arastirilmasi. In: Baser KHC, ed.
9.BIHAT Bildiri Kitabi Eskisehir. Anadolu Universitesi Basimevi; 1992.

Yesilada E, Aslan M, Sezik E, Yesilada A. Quantitative analysis of the enantiomeric
naphthaquinone derivatives from Boraginaceaous roots by high performance liquid
chromatography. Journal of Liquid Chromatography. 1996;19(20):3369-3381.

Boehm R, Sommer S, Li SM, Heide L. Genetic engineering on shikonin
biosynthesis: expression of the bacterial ubiA gene in Lithospermum erythrorhizon
Plant Cell Physiol. 2000 Aug;41(8):911-919.

178



14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

Tabata M, Mizukami H, Hiraoka N, Konoshima M. Pigment formation in callus
cultures of L. erythrorhizon. Phytochemistry. 1974 Jun;13(6):927-932.

Mizukami H, Konoshima M, Tabata M. Variation in pigment production in L.
erythrorhizon callus cultures. Phytochemistry. 1978;17(1):95-97.

Kim DJ, Chang HN. Effect of Growth hormone Modification on Shikonin
Production from Lithospermum erythrorhizon Cell Cultures with in situ Extraction.
Biotechnology Letters. 1990 Apr;12(4):289-294.

Sim SJ, Kim DJ, Chang HN. Shikonin Production by Extractive Cultivation in
Transformed-suspension and Hairy Root Cultures of Lithospermum erythrorhizon.
Annals of the New York Academy of Sciences. 1994 Nov 30;745:442-454.

Touno K, Harada K, Yoshimatsu K, Yazaki K, Shimamura K. Shikonin Derivative
Formation on the Stem of Cultured Shoots in Lithospermum erythrorhizon. Plant
Cell Report. Nov 14 2000;19(11):1121-1126.

Ye HC, Yin ZH, Li GF, Wu X, Dong JW, Wu ZR. Effects of physical and chemical
factors on callus growth and shikonin derivative formation in the callus cultures of
Arnebia euchroma. Acta Botanica Sinica. 1991;33(12):927-931.

Yiizbasioglu M. Arnebia purpurea S. Erik & H. Siimbiil Uzerinde Farmakognozik
Arastrmalar [Yiksek Lisans Tezi]. Ankara: Saglik Bilimleri Enstitiisi,
Farmakognozi Programi, Hacettepe Universitesi; 2010.

Stimbiil SEH. Arnebia purpurea P. H. Davis, Mill R.R. ve Tan K. Flora of Turkey
and the East Aegean Islands (Cilt 10) Edinburgh: Edinburgh University Press; 1988.

Bozan B. Arnebia densiflora’dan naftokinonlarin izolasyonu ve yapi tayini: Saglik
Bilimleri Enstitiisii, Anadolu Universitesi; 1990.

Aktan Y. Arnebia densiflora (Nordm.) Ledeb. kok ekstresinin antienflamatuvar,
analjezik, yara lyilestirici ve karaciger lzerine olan etkileri: Saghk Bilimleri
Enstitiisii, Farmakoloji Ana Bilimdali, Eskisehir Osmangazi Universitesi; 1994.

Bozan B, Kara S, Baser KHC. Arnebia densiflora Bitkisinden Elde Edilen
Naftokinonlarin Gida, Kozmetik ve Ila¢ Endiistrisinde Kullamlabilirliginin
Arastirilmas1. In: M. C, ed. 11.BIHAT, Bildiri Kitab1 Ankara: Ankara Universitesi
Basimevi; 1997.

Papageorgiou VP, Assimopoulou AN, Couladouros EA, Hepworth D, Nicolaou KC.
The chemistry and biology of alkannin, shikonin, and related naphthazarin natural
products. Angewandte Chemie International Edition. 1999;38(3):270-301.

Sevimli Giir C. Baz1 Alkanna Tiirlerinin Biyoaktivite Rehberli Izolasyon Y®&ntemi
Kullanarak Cesitli Kanser Hiicreleri Uzerindeki Sitotoksik Etkilerinin In Vitro
Ortamlarda Taranarak, Hiicresel Mekanizmalara ve Apoptoz Yolaklarina Olan
Etkilerinin Arastirilmast [Doktora Tezi]: Biyoteknoloji Anabilim Dali, Ege
Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii; 2009.

179



27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

Wang R, Yin R, Zhou W, Xu D, Li S. Shikonin and its derivatives: a patent review.
Expert Opin Ther Pat. 2012 Sep;22(9):977-997.

Ikeda Y, Ishida N, Fukaya C, et al. Determination of the ratio between optical
isomers, shikonin and alkannin by high performance liquid chromatography analysis.
Chem. Pharm. Bull. 1991;39(9):2351-2352.

Albreht A, Vovk I, Simonovska B, M. S. Identification of shikonin and its ester
derivatives from the roots of Echium italicum L. Journal of Chromatography A. 2009
Apr 10;1216(15):3156-3162.

Gaisser S, Heide L. Inhibition and regulation of shikonin biosynthesis in suspension
cultures of Lithospermum. Phytochemistry. 1996 Mar;41(4):1065-1072.

Kohle A, Sommer S, Yazaki K, et al. High level expression of chorismate pyruvate-
lyase (UbiC) and HMG-CoA reductase in hairy root cultures of Lithospermum
erythrorhizon. Plant Cell Physiol. 2002 Aug;43(8):894-902.

Chen X, Yang L, Zhang N, et al. Shikonin, a Component of Chinese Herbal
Medicine, Inhibits Chemokine Receptor Function and Suppresses Human

Immunodeficiency Virus Type 1. Antimicrobial Agents and Chemotherapy.
2003;47(9):2810-2816.

Mann J. Chemical Aspects of Biosynthesis, Oxford Chemistry Primers. In: S.G. D,
ed. Vol 20. Oxford: Oxford University Press; 1994.

Syktowska-Baranek K, Pietrosiuk A, Naliwajski MR, et al. Effect of I-phenylalanine
on PAL activity and production of naphthoquinone pigments in suspension cultures
of Arnebia euchroma (Royle) Johnst. In Vitro Cell Dev Biol Plant. 2012
Oct;48(5):555-564.

Wu SJ, Qi JL, Zhang WJ, et al. Nitric oxide regulates shikonin formation in
suspension-cultured Onosma paniculatum cells. Plant Cell Physiol. Jan
2009;50(1):118-128.

Okamoto T, Yazaki K, Tabata M. Biosynthesis of shikonin derivatives from I-
phenylalanine via deoxyshikonin in Lithospermum cell-cultures and cell-free-
extracts. Phytochemistry. 1995;38:83-88.

Heide L, Berger U. Partial purification and properties of geranyl pyrophosphate
synthase from Lithospermum erythrorhizon cell cultures. Arch Biochem Biophys.
1989 Sep;273(2):331-338.

Heide L, Tabata M. Enzyme activities in cell-free extracts of shikonin-producing
Lithospermum  erythrorhizon  cell  suspension  cultures. Phytochemistry.
1987;26(6):1645-1650.

Boehm R, Li S-M, Melzer ,M., Heide L. 4-Hydroxybenzoate Prenyltransferases in
Cell-Free Extracts of Lithospermum erythrorhizon Cell Cultures. Phytochemistry.
1997 Feb; 44(3):419-424.

180



40.

41.

42.

43.

44,

45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

Tabata M, Yazaki K, Nishikawa Y, Yoneda F. Inhibition of shikonin biosynthesis by
photodegradation products of FMN. Phytochemistry. 1993;32:1439-1442.

Yamaga Y, Nakanishi K, Fukui H, Tabata M. Intracellular-localization of p-
hydroxybenzoate geranyl-transferase, a key enzyme involved in shikonin
biosynthesis. Phytochemistry. 1993;32:633-636.

Srinivasan V, Ryu DD. Enzyme activity and shikonin production in Lithospermum
erythrorhizon cell cultures. Biotechnol Bioeng. 1992 Jun 5;40(1):69-74.

Srinivasan V, Ryu DD. Improvement of shikonin productivity in Lithospermum
erythrorhizon cell culture by alternating carbon and nitrogen feeding strategy.
Biotechnol Bioeng. 1993 Sep 20;42(7):793-799.

Lange BM, Severin K, Bechthold A, Heide L. Regulatory role of microsomal 3-
hydroxy-3-methylglutaryl-coenzyme A reductase for shikonin biosynthesis in
Lithospermum erythrorhizon cell suspension cultures. Planta. 1998 Feb;204(2):234-
241.

Miihlenweg A, Melzer M, Li SM, L. H. 4-Hydroxybenzoate 3-geranyltransferase
from Lithospermum erythrorhizon: Purification of a plant membrane-bound
prenyltransferase. Planta. 1998 Jul;205(3):407-413.

Sommer S, Kohle A, Yazaki K, Shimomura K, Bechthold A, Heide L. Genetic
engineering of shikonin biosynthesis hairy root cultures of Lithospermum
erythrorhizon transformed with the bacterial UbiC gene. Plant Mol Biol. 1999
Mar;39(4):683-693.

Yamamoto H, Inoue K, K. Y. Caffeic acid oligomers in Lithospermum erythrorhizon
cell suspension cultures. Phytochemistry. 2000;53(6):651-657.

Georgiev M, Pavlov A, Ilieva M. Selection of high rosmarinic acid producing
Lavandula vera MM cell line. Process Biochemistry. 2006 Sep;41(9):2068-2071.

Yamamoto H, Zhao P, Yazaki K, Inoue K. Regulation of lithospermic acid B and
shikonin production in Lithospermum erythrorhizon cell suspension cultures. Chem
Pharm Bull (Tokyo). 2002 Aug;50(8):1086-1090.

Babaoglu M, Giirel E, Ozcan S. Bitki Biyoteknolojisi I. Doku Kiiltiirii ve
Uygulamalar1. Konya: Selguk Universitesi Vakfi Yaymlari; 2002.p.17-249-254.

Rajendran L, Suvarnalatha G, Ravishankar GA, Venkataraman LV. Enhancement of
anthocyanin production in callus cultures of Daucus carota L. under the influence of
fungal elicitors. Applied microbiology and biotechnology. 1994 Nov;42(2-3):227-
231.

Ramachandra Rao S, Ravishankar GA. Plant cell cultures: chemical factories of
secondary metabolites. Biotechnology Advances. 2002 May;20(2):101-153.

181



53.

54.

55.

56.

57.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

Yage1 C. Gentiana olivieri Griseb.’de kallus ve siispansiyon kiiltiirlerinde bulunan
bazi sekonder metabolitler: Fen Bilimleri Enstitiisii, Ankara Universitesi; 2011.

Murashige T, Skoog F. A revised medium for rapid growth and bioassay with
tobacco tissue cultures. Physiologia Plantarum. 1962 Jul;15(3):473-497.

Linsmaier EM, Skoog F. Organic growth factor requirements of tobacco tissue
cultures. Physiologia Plantarum. 1965 Jan;18(1):100-127.

Schenk RU, Hildebrant AC. Medium and techniques for induction and growth of
monocotyledonous and dicotyledonous plant cell cultures. Can. J. Bot. 1972;50:199-
204.

Gamborg OL, Murashige T, Thorpe TA, Vasil IK. Plant tissue culture media. In
Vitro. 1976 Jul; 12(7):473-478.

Fujita Y, Hara Y, Suga C, Morimoto T. Production of shikonin derivatives by cell
suspension cultures of Lithospermum erythrorhizon. Plant cell reports. 1981
Dec;1(2):61-63.

Ge F, Wang X, Zhao B, Wang Y. Effects of rare earth elements on the growth of

Arnebia euchroma cells and the biosynthesis of shikonin. Plant growth regulation.
2006 Mar;48(3):283-290.

Flores HE, Vivanco JM, Loyola-Vargas VM. ‘Radicle' biochemistry: the biology of
root-specific metabolism. Trends in plant science. 1999 Jun;4(6):220-226.

Kim Y, Wyslouzil BE, Weathers PJ. Secondary metabolism of hairy root cultures in
bioreactors. In Vitro Cellular & Developmental Biology-Plant. 2002 Jan-
Feb;38(1):1-10.

Shilpa K, Varun K, Lakshmi BS. An alternate method of natural drug production:
Elciting secondary metabolite production using plant cell culture. Journal of Plant
Sciences. 2010 Jul 7;5(3):222-247.

Sasson A. Production of useful biochemicals by higher-plant cell cultures:
biotechnological and economic aspects. Biotechnology-Economic and Social
Aspects: Issues for Developing Countries. 1992:81-109.

School of Life Sciences and Technology, Bandung Institute of Technology web
page; [Internet] 2009 Feb 21;. Available from:
www.sith.itb.ac.id/profile/pdf/bt5136/Scale Up Production of shikonin.

Hunter CS, Kilby NJ. Betanin Production and Release In Vitro from Suspension
Cultures of Beta vulgaris. Methods Mol Biol. 1990;6:545-554.

Liu Z, Qi J-L, Chen L, et al. Effect of Light on Gene Expression and Shikonin

Formation in Cultured Onosma paniculatum Cells. Plant Cell, Tissue and Organ
Culture. 2006 Jan;84(1):38-46.

182



67.

68.

69.

70.

71.

72.

73.

74.

75.

76.

77.

78.

Australian New Crops Web Site web page; [Internet]; 2011 Jun 5; Available
from:http://www.newcrops.uq.edu.au/listing/species_pages L/ithospermum_erythror
hizon. htm.

Tsukada M, Tabata M. Intracellular localization and secretion of naphthoquinone
pigments in cell cultures of Lithospermum erythrorhizon. Planta Med. 1984
Aug;50(4):338-341.

Yazaki K, Fukui H, Kikuma M, Tabata M. Regulation of shikonin production by
glutamine in Lithospermum erythrorhizon cell cultures. Plant cell reports. 1987
Apr;6(2):131-134.

Hara Y, Morimoto T, Fujita Y. Production of shikonin derivatives by cell suspension
cultures of Lithospermum erythrorhizon. Plant cell reports. Feb 1987;6(1):8-11.

Kim DJ, Chang HN. Enhanced shikonin production from Lithospermum
erythrorhizon by in situ extraction and calcium alginate immobilization. Biotechnol
Bioeng. 1990 Aug 20;36(5):460-466.

Bulgakov VP, Kozyrenko MM, Fedoreyev SA, et al. Shikonin production by p-
fluorophenylalanine resistant cells of Lithospermum erythrorhizon. Fitoterapia. 2001
May;72(4):394-401.

Lin L, Wu J. Enhancement of shikonin production in single- and two-phase
suspension cultures of Lithospermum erythrorhizon cells using low-energy
ultrasound. Biotechnol Bioeng. 2002 Apr 5;78(1):81-88.

Ding J, Shi S, Jiang B-H, et al. Effects of Methyl jasmonate with indole-3-acetic acid
and 6-benzylaminopurine on the secondary metabolism of cultured Onosma

paniculatum cells. In Vitro Cellular & Developmental Biology-Plant.
2004;40(6):581-585.

Hu L. Production of shikonin by cell cultures of Lithospermum erythrorhizon. Zhong
Yao Cai. May 2004;27(5):313-314.

Touno K, Tamaoka J, Ohashi Y, Shimomura K. Ethylene induced shikonin
biosynthesis in shoot culture of Lithospermum erythrorhizon. Plant Physiol Biochem.
2005 Feb;43(2):101-105.

Yang Y, Zhang H, Cao R. Effect of Brassinolide on Growth and Shikonin Formation
in Cultured Onosma paniculatum Cells. J Plant Growth Regul. 1999 Oct;18(2):89-
92.

Qi JL, Zhang WJ, Liu SH, et al. Expression analysis of light-regulated genes isolated
from a full-length-enriched cDNA library of Onosma paniculatum cell cultures. J
Plant Physiol. 2008 Sep 29;165(14):1474-1482.

183



79.

80.

81.

82.

3.

&4.

85.

86.

87.

88.

&9.

Zare K, Nazemiyeh H, Movafeghi A, et al. Bioprocess engineering of Echium
italicum L.: induction of shikonin and alkanin derivatives by two-liquid-phase
suspension cultures Plant Cell, Tissue and Organ Culture (PCTOC). 2010
Feb;100(2):157-164.

Zare K, Khosrowshahli M, Nazemiyeh H, Movafeghi A, Azar AM, Omidi Y. Callus
culture of Echium italicum L. towards production of a shikonin derivative. Natural
product research. 2011 Sep;25(16):1480-1487.

Fu XQ, Lu DW. Stimulation of shikonin production by combined fungal elicitation
and in situ extraction in suspension cultures of 4. euchroma. Enzyme and Microbial
Technology. 1999 Apr 1;24(5-6):243-246.

Poronnik OA, Kunakh VA. Biosynthesis of naphthoquinoine pigments in plants from
Boraginaceae family in nature and in vitro culture. Ukr Biokhim Zh. 2005;77(6):24-
36.

Singh RS, Gara RK, Bhardwaj PK, et al. Expression of 3-hydroxy-3-methylglutaryl-
CoA reductase, p-hydroxybenzoate-m-geranyltransferase and genes of

phenylpropanoid pathway exhibits positive correlation with shikonins content in
Arnebia (Arnebia euchroma (Royle) Johnston). BMC Mol Biol. 2010 Nov 21;11:88.

Malik S, Bhushan S, Sharma M, Singh Ahuja P. Physico-chemical factors
influencing the shikonin derivatives production in cell suspension cultures of

Arnebia euchroma (Royle) Johnston, a medicinally important plant species. Cell Biol
Int. 2011 Feb;35(2):153-158.

Kurnaz N. Arnebia densiflora (Normd.) Ledeb. bitkisinin ¢esitli kisimlarindan kallus
olusturulmasi [Yiiksek Lisans Tezi]. Fen Bilimleri Enstiiisii, Biyoloji Anabilim Dall,
Ankara Universitesi; 2002.

Ovet B. Arnebia densiflora ledeb. Farkh hormon konsantrasyonlar: igeren MS
ortamina yanit1. Fen Bilimleri Enstitiisti, Ankara Universitesi;2003.

Sim SJ, Chang HN. Increased shikonin production by hairy roots of Lithospermum
erythrorhizon in two phase bubble column reactor. Biotechnology letters.
1993;152(2):145-150.

Pietrosiuk A, Syklowska-Baranek K, Wiedenfeld H, Wolinowska R, Furmanowa M,
Jaroszyk E. The shikonin derivatives and pyrrolizidine alkaloids in hairy root
cultures of Lithospermum canescens (Michx.) Lehm. Plant cell reports. 2006
Oct;25(10):1052-1058.

Syklowska-Baranek K, Pietrosiuk A, Gawron A, et al. Enhanced production of
antitumour naphthoquinones in transgenic hairy root lines of Lithospermum
canescens. Plant Cell, Tissue and Organ Culture (PCTOC). 2012 Feb;108(2):213-
219.

184



90.

91.

92.

93.

94.

95.

96.

97.

98.

99.

100.

101.

102.

Chen YF, Lu WH, Wang F, Ma H, Li JG. Induction and Culture of Hairy Roots from
Arnebia euchroma (Royle) Johnst. Acta Botanica Boreali-Occidentalia Sinica.
2008;12(010).

CuiFang L, Fang W, Hao M, XinHua S. Effects of culture medium and temperature
on growth of Arnebia euchroma (Royle) Johnst hairy roots. Xinjiang Agricultural
Sciences. 2009;46(5):1117-1120.

Syklowska-Baranek K, Pietrosiuk A, Furmanowa M, Szypula W, Jeziorek M.
Production of shikonin derivatives in transgenic roots of Lithospermum canescens
(Michx.) Lehm. cultivated in mist bioreactor. Planta Medica. 2008;74(09):PG52.

Ge F, Yuan X, Wang X, Zhao B, Wang Y. Cell growth and shikonin production of
Arnebia euchroma in a periodically submerged airlift bioreactor. Biotechnol Lett.
2006 Apr;28(8):525-529.

Mani H, Sidhu GS, Singh AK, et al. Enhancement of wound healing by shikonin
analogue 93/637 in normal and impaired healing. Skin Pharmacol Physiol. 2004 Jan-
Feb;17(1):49-56.

Hayashi M. Pharmacological studies of Shikon and Tooki. (3) Effect of topical
application of the ether extracts and Shiunko on inflammatory reactions. Nihon
Yakurigaku Zasshi. 1977 Mar;73(2):205-214.

Ozaki Y, Ohno A, Abe K, Saito Y, Satake M. Comparative study on the accelerative
effect of "koushikon" and "nanshikon" and their constituents on proliferation of
granuloma tissue in rats. Biol Pharm Bull. 1993 Jul;16(7):683-685.

Ozaki Y, Ohno A, Saito Y, Satake M. Accelerative effect of shikonin, alkannin and
acetylshikonin on the proliferation of granulation tissue in rats. Biol Pharm Bull
1994 Aug;17(8):1075-1077.

Sakaguchi I, Tsujimura M, Ikeda N, et al. Granulomatous tissue formation of shikon
and shikonin by air pouch method. Biol Pharm Bull. 2001 Jun;24(6):650-655.

Khatoon S, Mehrotra BN, Mehrotra S. Pharmacognostic evaluation of ratanjot-
Arnebia nobilis Rech. F. Natural Product Sciences. 2003;9(4):286-290.

Papageorgiou VP, Assimopoulou AN, Ballis AC. Alkanins and shikonins: a new
class of wound healing agents. Curr Med Chem. 2008;15(30):3248-3267.

Michaelides C, Striglis C, Panayiotou R, loannovich J. The therapeutic action of
Alkania root extract in the conservative treatment of partial-thickness burn injuries.
Ann. Medit. Burns Club. 1993:6:1.

Karayannopoulou M, Tsioli V, Loukopoulos P, et al. Evaluation of the effectiveness
of an ointment based on Alkannins/Shikonins on second intention wound healing in
the dog. Can J Vet Res. 2011 Jan;75(1):42-48.

185



103.

104.

105.

106.

107.

108.

109.

110.

111.

112.

113.

114.

115.

Hsiao CY, Tsai TH, Chak KF. The molecular basis of wound healing processes
induced by Lithospermi radix: A proteomics and biochemical analysis. Evidence-
Based Complementary and Alternative Medicine. Jul 2012.

Sidhu GS, Singh AK, Banaudha KK, Gaddipati JP, Patnaik GK, Maheshwari RK.
Arnebin-1 Accelerates Normal and Hydrocortisone-Induced Impaired Wound
Healing. Journal of investigative dermatology. 1999;113(5):773-781.

Akkol EK, Koca U, Pesin I, Yilmazer D, Toker G, Yesilada E. Exploring the wound
healing activity of Arnebia densiflora (Nordm.) Ledeb. by in vivo models. J
Ethnopharmacol. 2009;124(1):137-141.

Kosger H. Arnebia densiflora Ledeb. bitkisinden elde edilen ekstrenin yara
tyilesmesi tizerine etkisinin deneysel olarak incelenmesi: Saglik Bilimleri Enstitiisi,
Agiz, Dis, Cene Hastaliklar1 ve Cerrahisi Anabilim Dali, Cumhuriyet Universitesi;
2002.

Kim SH, Kang IC, Yoon TJ, et al. Antitumor activities of a newly synthesized
shikonin derivative, 2-hyim-DMNQ-S-33. Cancer letters. 2001;172(2):171-175.

Lu Q, Liu W, Ding J, Cai J, W. D. Shikonin derivatives: synthesis and inhibition of
human telomerase. Bioorg Med Chem Lett. 2002 May 20;12(10):1375-1378.

Nakaya K, Miyasaka T. A shikonin derivative, beta-hydroxyisovalerylshikonin, is an
ATP-non-competitive inhibitor of protein tyrosine kinases. Anticancer Drugs. 2003
Oct;14(9):683-693.

Singh F, Gao D, Lebwohl MG, Wei H. Shikonin modulates cell proliferation by
inhibiting epidermal growth factor receptor signaling in human epidermoid
carcinoma cells. Cancer Lett. 2003 Oct 28;200(2):115-121.

Nigorikawa K, Yoshikawa K, Sasaki T, et al. A naphthoquinone derivative, shikonin,
has insulin-like actions by inhibiting both phosphatase and tensin homolog deleted
on chromosome 10 and tyrosine phosphatases. Mol Pharmacol. 2006
Sep;70(3):1143-1149.

Thangapazham RL, Singh AK, Seth P, et al. Shikonin analogue (SA) 93/637 induces
apoptosis by activation of caspase-3 in U937 cells. Front Biosci. 2008 Jan 1;13:561-
568.

Komi Y, Suzuki Y, Shimamura M, et al. Mechanism of inhibition of tumor
angiogenesis by beta-hydroxyisovalerylshikonin. Cancer Sci. 2009 Feb;100(2):269-
277.

Yang H, Zhou P, Huang H, et al. Shikonin exerts antitumor activity via proteasome
inhibition and cell death induction in vitro and in vivo. International journal of

cancer. Journal international du cancer. 2009 May 15;124(10):2450-2459.

Chen CH, Lin ML, Ong PL, Yang JT. Novel multiple apoptotic mechanism of
shikonin in human glioma cells. Ann Surg Oncol. 2012 Sep;19(9):3097-3106.

186



116.

117.

118.

119.

120.

121.

122.

123.

124.

125.

126.

127.

Yeh CC, Wu LT, Lin SY, Li TM, Chung JG. The inhibition of N-acetyltransferase
activity and gene expression in human bladder cancer cells (T24) by shikonin. In
Vivo. 2004 Jan-Feb;18(1):21-31.

Yeh C, C,, Kuo HM, Li TM, et al. Shikonin-induced apoptosis involves caspase-3
activity in a human bladder cancer cell line (T24). In Vivo. 2007 Nov-
Dec;21(6):1011-1019.

Guo XP, Zhang XY, Zhang SD. Clinical trial on the effects of shikonin mixture on
later stage lung cancer. Zhong xi yi jie he za zhi= Chinese journal of modern

developments in traditional medicine/Zhongguo Zhong xi yi jie he yan jiu hui
(chou), Zhong yi yan jiu yuan, zhu ban. 1991 Oct;11(10):598-599.

Hashimoto S, Xu Y, Masuda Y, et al. Beta-hydroxyisovalerylshikonin is a novel and
potent inhibitor of protein tyrosine kinases. Jpn J Cancer Res. 2002 Aug;93(8):944-
951.

Lim ES, Rhee YH, Park MK, et al. DMNQ S-64 induces apoptosis via caspase
activation and cyclooxygenase-2 inhibition in human nonsmall lung cancer cells.
Ann N'Y Acad Sci. 2007 Jan;1095:7-18.

Kontogiannopoulos KN, Assimopoulou AN, Dimas K, Papageorgiou VP. Shikonin-
loaded liposomes as a new drug delivery system: Physicochemical characterization
and in vitro cytotoxicity. Eur. J. Lipid Sci. Technol. 2011 Jun 8;113:1113-1123.

Hou Y, Guo T, Wu C, He X, Zhao M. Effect of shikonin on human breast cancer
cells proliferation and apoptosis in vitro Yakugaku Zasshi. 2006 Dec;126(12):1383-
1386.

Zhang Y, Qian RQ, Li PP. Shikonin, an ingredient of Lithospermum erythrorhizon,
down-regulates the expression of steroid sulfatase genes in breast cancer cells.
Cancer Lett. 2009 Oct;284(1):47-54.

Yao Y, Zhou Q. A novel antiestrogen agent Shikonin inhibits estrogen-dependent
gene transcription in human breast cancer cells. Breast Cancer Res Treat. 2010
May;121(1):233-240.

Cui XR, Tsukada M, Suzuki N, et al. Comparison of the cytotoxic activities of
naturally occurring hydroxyanthraquinones and hydroxynaphthoquinones. Eur J Med
Chem. 2008 Jun;43(6):1206-1215.

Hsu PC, Huang YT, Tsai ML, Wang YJ, Lin JK, Pan MH. Induction of apoptosis by
shikonin through coordinative modulation of the Bcl-2 family, p27, and p53, release
of cytochrome c¢, and sequential activation of caspases in human colorectal
carcinoma cells. J Agric Food Chem. 2004 Oct 6;52(20):6330-6337.

Fan Y, Jin S, He J, et al. Effect of B,B-Dimethylacrylshikonin on Inhibition of

Human Colorectal Cancer Cell Growth in Vitro and in Vivo. Int J Mol Sci.
2012;13(7):9184-9193.

187



128.

129.

130.

131.

132.

133.

134.

135.

136.

137.

138.

139.

140.

Calonghi N, Pagnotta E, Parolin C, et al. A new EGFR inhibitor induces apoptosis in
colon cancer cells. Biochem Biophys Res Commun. 2007 Mar 9;354(2):409-413.

Hisa T, Kimura Y, Takada K, Suzuki F, Takigawa M. Shikonin, an ingredient of
Lithospermum erythrorhizon, inhibits angiogenesis in vivo and in vitro. Anticancer
Res. 1998 Mar-Apr;18(2A):783-790.

Wu Z, Wu LJ, Li LH, Tashiro S, Onodera S, Ikejima T. p53-mediated cell cycle
arrest and apoptosis induced by shikonin via a caspase-9-dependent mechanism in
human malignant melanoma A375-S2 cells. J Pharmacol Sci. 2004;94(2):166-176.

Mao X, Yu CR, Li WH, Li WX. Induction of apoptosis by shikonin through a
ROS/INK-mediated process in Bcr/Abl-positive chronic myelogenous leukemia
(CML) cells. Cell Res. 2008 Aug;18(8):879-888.

Rajasekar S, J. Pd, Park C, et al. In vitro and in vivo anticancer effects of
Lithospermum erythrorhizon extract on BI16FI0 murine melanoma. J
Ethnopharmacol. 2012 Nov 21;144(2):335-345.

Kretschmer N, Rinner B, Deutsch AJ, et al. Naphthoquinones from Onosma
paniculata induce cell-cycle arrest and apoptosis in melanoma Cells. J Nat Prod.
2012 May 25;75(5):865-869.

Yang F, Chen Y, Duan W, Zhang C, Zhu H, Ding J. SH-7, a new synthesized
shikonin derivative, exerting its potent antitumor activities as a topoisomerase

inhibitor. International journal of cancer. Journal international du cancer. 2006 Sep
1;119(5):1184-1193.

Yoon Y, Kim YO, Lim NY, Jeon WK, Sung HJ. Shikonin, an ingredient of
Lithospermum erythrorhizon induced apoptosis in HL60 human premyelocytic
leukemia cell line. Planta Med. 1999 Aug;65(6):532-535.

Gao D, Hiromura M, Yasui H, Sakurai H. Direct reaction between shikonin and
thiols induces apoptosis in HL60 cells. Biol Pharm Bull. 2002 Jul;25(7):827-832.

Hashimoto S, Xu M, Masuda Y, et al. beta-hydroxyisovalerylshikonin inhibits the
cell growth of various cancer cell lines and induces apoptosis in leukemia HL-60
cells through a mechanism different from those of Fas and etoposide. J Biochem.
1999 Jan;125(1):17-23.

SuY, Xie J, Wang Y, Hu X, Lin X. Synthesis and antitumor activity of new shikonin
glycosides Eur J] Med Chem. 2010 Jul;45(7):2713-2718.

Zhou W, Peng Y, Li SS. Semi-synthesis and anti-tumor activity of 5,8-O-dimethyl
acylshikonin derivatives. Eur J Med Chem. 2010 Dec;45(12):6005-6011.

Wu Z, Wu LJ, Li LH, Tashiro S, Onodera S, Ikejima T. Shikonin regulates HeLa cell

death via caspase-3 activation and blockage of DNA synthesis. J Asian Nat Prod
Res. 2004;6(3):155-166.

188



141.

142.

143.

144.

145.

146.

147.

148.

149.

150.

151.

152.

153.

Wu Z, Wu LJ, Tashiro S, Onodera S, Ikejima T. Phosphorylated extracellular signal-
regulated kinase up-regulated p53 expression in shikonin-induced HeLa cell
apoptosis. Chin Med J (Engl). 2005;118(8):671-677.

Rao Z, Liu X, Zhou W, Yi J, Li SS. Synthesis and antitumour activity of B-
hydroxyisovalerylshikonin analogues. Eur J Med Chem. 2011 Sep;46(9):3934-3941.

Wang HB, Ma XQ. Mechanisms of (2-methyl-n-butyl) shikonin induced apoptosis of
gastric cancer SGC-7901 cells. Yao Xue Xue Bao. 2012 Jun;47(6):816-821.

Yoshimi N, Wang A, Morishita Y. Modifying effects of fungal and herb metabolites
on azoxymethane-induced intestinal carcinogenesis in rats. Jpn J Cancer Res. 1992
Dec;83(12):1273-1278.

Min R, Tong J, Wenjun Y. Growth inhibition and induction of apoptosis in human
oral squamous cell carcinoma Tca-8113 cell lines by Shikonin was partly through the
inactivation of NF-kappaB pathway. Phytother Res. 2008 Mar;22(3):407-415.

Ahn BZ, Baik KU, Kweon GR, Lim K, Hwang BD. Acylshikonin analogues:
synthesis and inhibition of DNA topoisomerase-I. J Med Chem. 1995 Mar
17;38(6):1044-1047.

Plyta ZF, Li T, Papageorgiou VP, et al. Inhibition of topoisomerase I by
naphthoquinone derivatives. Bioorg Med Chem Lett. 1998 Dec 1;8(23):3385-3390.

Hu X, Han W, Li L. Targeting the weak point of cancer by induction of necroptosis.
Autophagy. 2007 Sep-Oct;3(5):490-492.

Hu X, Xuan Y. Bypassing cancer drug resistance by activating multiple death
pathways--a proposal from the study of circumventing cancer drug resistance by
induction of necroptosis. Cancer Lett. 2008 Feb 8;259(2):127-137.

Xuan Y, Hu X. Naturally-occurring shikonin analogues-A class of necroptotic
inducers that circumvent cancer drug resistance. Cancer Lett. 2009 Feb
18;274(2):233-242.

Efferth T, Miyachi H, Bartsch H. Pharmacogenomics of a traditional Japanese herbal
medicine (Kampo) for cancer therapy. Cancer Genomics Proteomics. 2007 Mar-
Apr;4(2):81-91.

Sevimli-Gur C, Akgun IH, Deliloglu-Gurhan I, Korkmaz KS, Bedir E. Cytotoxic
Naphthoquinones from Alkanna cappadocica. Journal of natural products.
2010;73(5):860-864.

Lu G, Liao J. Detection of the anti-cancer biological effect of naphthoquinone
pigment-LIII. Zhong xi yi jie he za zhi= Chinese journal of modern developments in
traditional medicine/Zhongguo Zhong xi yi jie he yan jiu hui (chou), Zhong yi yan
jiu yuan, zhu ban.1990;10(7):422.

189



154.

155.

156.

157.

158.

159.

160.

161.

162.

163.

164.

165.

166.

Gaddipati JP, Mani H, Raj K, Mathad VT, Bhaduri AP, Maheshwari RK. Inhibition
of growth and regulation of IGFs and VEGF in human prostate cancer cell lines by
shikonin analogue 93/637 (SA). Anticancer Res. 2000 Jul-Aug;20(4):2547-2552.

Xiong W, Luo G, Zhou L, Zeng Y, Yang W. In vitro and in vivo antitumor effects of
acetylshikonin isolated from Armebia euchroma (Royle) Johnst (Ruanzicao) cell
suspension cultures. Chin Med. 2009 Jul 11;4(1):14.

Kuo HM, Hsia TC, Chuang YC, Lu HF, Lin SY, Chung JG. Shikonin inhibits the
growth and N-acetylation of 2-aminofluorene in Helicobacter pylori from ulcer
patients. Anticancer Res. 2004 May-Jun;3a(3a):1587-1592.

Gao H, Liu L, Qu ZY, et al. Anti-adenovirus activities of shikonin, a component of
Chinese herbal medicine in vitro. Biol Pharm Bull. 2011 Feb;34(2):197-202.

Ali A, Assimopoulou AN, Papageorgiou VP, Kolodziej H. Structure/antileishmanial
activity relationship study of naphthoquinones and dependency of the mode of action
on the substitution patterns. Planta Med. 2011 Dec;77(18):2003-2012.

Kim JY, Jeong HJ, Park JY, et al. Selective and slow-binding inhibition of shikonin
derivatives isolated from Lithospermum erythrorhizon on glycosyl hydrolase 33 and
34 sialidases. Bioorg Med Chem. 2012 Mar;20(5):1740-1748.

Karyagina TB, Arzumanyan VG, Timchenko TV, Bairamashvili D. Antimicrobial
Activity of Shikonin Preparations Pharmaceutical Chemistry Journal. 2001
Aug;35(8):435-436.

Shen CC, Syu WJ, Li SY, Lin CH, Lee GH, Sun CM. Antimicrobial activities of
naphthazarins from Arnebia euchroma. J Nat Prod. 2002 Dec;65(12):1857-1862.

Jain SC, Jain R, Singh B. Antimicrobial principles from Arnebia hispidissima.
Pharmaceutical Biology. 2003;41(4):231-233

Singh B, Sahu PM, Jain SC, Singh S. Estimation of naphthaquinones from Arnebia
hispidissima (Lehm.) DC. In vivo and in vitro. 1. Anti-inflammatory screening.
Phytother Res. 2004 Feb;18(2):154-159.

Giriggin O. Baz1 bitki ekstraktlarmin theileria annulata’ya kars1 in vitro etkisi: Saglk
Bilimleri Enstitiisii, Parazitoloji Ana Bilim Dali, Uludag Universitesi; 2008.

Erecevit P, Onganer AN, Kursat M, S. K. In Vitro Evaluation of Antimicrobial
Activities of Some Plant Extracts Used in Traditional Medicine. Turkish Journal of
Science & Technology. 2011;6(2):81-86.

Seto Y, Motoyoshi S, Nakamura H, Imuta J, Ishitoku T, Isayama S. Effect of
shikonin and its derivatives, pentaacetylated shikonin (MDS-004) on granuloma

formation and delayed-type allergy in experimental animals. Yakugaku Zasshi.
1992;112(4):259-271.

190



167.

168.

169.

170.

171.

172.

173.

174.

175.

176.

177.

Ozaki Y, Suga C, Yoshioka T, Morimoto T, Harada M. Evaluation on equivalence of
pharmacological properties between natural crude drugs and their cultured cells
based on their components. Accelerative effect of Lithospermi radix and inhibitory
effect of Coptidis rhizoma on proliferation of granulation tissue. Yakugaku Zasshi.
1990 Apr;110(4):268-272.

Ozaki Y, Sakaguchi I, Tujimura M, et al. Study of the accelerating effect of shikonin
and alkannin on the proliferation of granulation tissue in rats. Biol Pharm Bull. 1998
Apr;21(4):366-370.

Sekine T, Kojima K, Matsumoto T, Yamamoto T, Maitani Y, Nagai T. Evaluation of
shikonin on granulation tissue formation compared with carrageenan. Biol Pharm
Bull. 1998;21(9):950-952.

Wang WJ, Bai JY, Liu DP, Xue LM, Zhu XY. The antiinflammatory activity of
shikonin and its inhibitory effect on leukotriene B4 biosynthesis. Yao Xue Xue Bao.
1994;29(3):161-165.

Chen X, Oppenheim J, Howard OM. Shikonin, a component of antiinflammatory
Chinese herbal medicine, selectively blocks chemokine binding to CC chemokine
receptor-1. Int Immunopharmacol. 2001 Feb;1(2):229-236.

Subbaramaiahi K, Bulic P, Lin Y, Dannenberg AJ, Pasco DS. Development and use
of a gene promoter-based screen to identify novel inhibitors of cyclooxygenase-2
transcription. J Biomol Screen. 2001 Apr;6(2):101-110.

Staniforth V, Wang SY, Shyur LF, Yang NS. Shikonins, phytocompounds from
Lithospermum erythrorhizon, inhibit the transcriptional activation of human tumor

necrosis factor alpha promoter in vivo. The Journal of biological chemistry. 2004
Feb 13;279(7):5877-5885.

Assimopoulou AN, Papageorgiou VP. Radical scavenging activity of Alkanna
tinctoria root extracts and their main constituents, hydroxynaphthoquinones.
Phytother Res. 2005 Feb;19(2):141-147

Takano-Ohmuro H, Yoshida LS, Yuda Y, Morioka K, Kitani S. Shikonin inhibits
IgE-mediated histamine release by human basophils and Syk kinase activity.
Inflamm Res. 2008 Oct;57(10):484-488.

Kourounakis AP, Assimopoulou AN, Papageorgiou VP, Gavalas A, Kourounakis
PN. Alkannin and shikonin: effect on free radical processes and on inflammation - a
preliminary pharmacochemical investigation. Arch Pharm (Weinheim). 2002
Jun;335(6):262-266.

Nishizawa M, Kohno M, Nishimura M, Kitagawa A, Niwano Y. Presence of

peroxyradicals in cigarette smoke and the scavenging effect of shikonin, a
naphthoquinone pigment. Chem Pharm Bull (Tokyo). 2005 Jul;53(7):796-799.

191



178.

179.

180.

181.

182.

183.

184.

185.

186.

187.

188.

189.

190.

Andujar I, Recio MC, Bacelli T, Giner RM, Rios JL. Shikonin reduces oedema
induced by phorbol ester by interfering with IkappaBalpha degradation thus

inhibiting translocation of NF-kappaB to the nucleus. Br J Pharmacol. 2010 May;
160(2):376-388.

Lu L, Qin A, Huang H, et al. Shikonin extracted from medicinal Chinese herbs
exerts anti-inflammatory effect via proteasome inhibition. Eur J Pharmacol. 2011
May 11;658(2-3):242-247.

Tanaka S, Tajima M, Tsukada M, Tabata M. A comparative study on anti-
inflammatory activities of the enantiomers, shikonin and alkannin. J Nat Prod. 1986
May-Jun;49(3):466-469.

Kaith BS, Kaith NS, Chauhan NS. Anti-inflammatory effect of Arnebia euchroma
root extracts in rats. Journal of ethnopharmacology. 1996;55(1):77-80.

Lin ZB, Chai BL, Wang P, Guo QX, Lu FS, Xiang G-Q. Studies on the
antiinflammatory effect of chemical principle of Zi-Cao [Arnebia euchroma (Royle)
Johnst. Pei-ching I Hsueh Yuan Hsueh Pao. 1980;12(2):101-106.

Singh B, Sharma MK, Meghwal PR, Sahu PM, Singh S. Anti-inflammatory activity
of shikonin derivatives from Arnebia hispidissima. Phytomedicine. 2003;10(5):375-
380.

Jin R, Bai Y. Theoretical investigation of the radical scavenging activity of shikonin
and acylshikonin derivatives. J Mol Model. Apr 2012 18(4):1401-1408.

Orhan I, Senol FS, Koca U, Ercetin T, Toker G. Evaluation of the antioxidant and
acetylcholinesterase inhibitory activities of Arnebia densiflora Ledeb. Turkish
Journal of Biology. 2011;35:111-115.

Chen X, Yang L, Oppenheim JJ, Howard MZ. Cellular pharmacology studies of
shikonin derivatives. Phytother Res. 2002 May;16(3):199-209.

Toker A. Onosma armenicum’dan izole edilen asetilsikoninin sigan midelerinde
etanolle olusturulan tilser modelinde oksidatif strese olan etkileri: Saglik Bilimleri
Enstitiisii, Biyokimya Ana Bilim Dali, Atatiirk Universitesi; 2008.

Lee CC, Wang CN, Lai YT, et al. Shikonin inhibits maturation of bone marrow-
derived dendritic cells and suppresses allergic airway inflammation in a murine
model of asthma. Br J Pharmacol. 2010 Dec;161(7):1496-1511.

Kamei R, Kitagawa Y, Kadokura M, et al. Shikonin stimulates glucose uptake in
3T3-L1 adipocytes via an insulin-independent tyrosine kinase pathway. Biochem
Biophys Res Commun. 2002 Apr 5;292(3):642-651.

Andrikopoulos NK, Kaliora AC, Assimopoulou AN, Papapeorgiou VP. Biological

activity of some naturally occurring resins, gums and pigments against in vitro LDL
oxidation. Phytother Res. 2003 May;17(5):501-507.

192



191.

192.

193.

194.

195.

196.

197.

198.

199.

200.

201.

202.

Hu CM, Cheng YW, Cheng HW, Kang JJ. Impairment of vascular function of rat
thoracic aorta in an endothelium-dependent manner by shikonin/alkannin and

derivatives isolated from roots of Macrotomia euchroma. Planta Med. 2004
Jan;70(1):23-28.

Ozgen U, Ikbal M, Hacimuftuoglu A, et al. Fibroblast growth stimulation by extracts
and compounds of Onosma argentatum roots. J Ethnopharmacol. 2006 Mar 8;104(1-
2):100-103.

Ishida T, Sakaguchi I. Protection of human keratinocytes from UVB-induced
inflammation using root extract of Lithospermum erythrorhizon. Biol Pharm Bull.
2007 May;30(5):928-934.

Zhao YX, Luo YL, Lai WY, Xu J, Ren DQ, Li ZX. Shikonin inhibits the
proliferation of human airway smooth muscle cells. Nan Fang Yi Ke Da Xue Xue
Bao. May 2008;28(5):805-807.

Lee HY, Kim YJ, Kim EJ, Song YK, Byun SY. Red pigment from Lithospermum
erythrorhizon by supercritical CO2 extraction. J Cosmet Sci. 2008 Sep-
Oct;59(5):431-440.

Wang XC, Feng J, Huang F, et al. Effects of shikonin isolated from zicao on lupus
nephritis in NZB/W F1 mice. Biol Pharm Bull. Sep 2009;32(9):1565-1570.

Kim YO, Hong SJ, Yim SV. The efficacy of shikonin on cartilage protection in a
mouse model of rheumatoid arthritis. Korean J Physiol Pharmacol. 2010 Aug;
14(4):199-204.

Oberg Al, Yassin K, Csikasz RI, et al. Shikonin increases glucose uptake in skeletal
muscle cells and improves plasma glucose levels in diabetic Goto-Kakizaki rats.
PLoS One. 2011;6(7).

Gwon SY, Ahn JY, Chung CH, Moon B, Ha TY. Lithospermum erythrorhizon
suppresses high-fat diet-induced obesity, and acetylshikonin, a main compound of
Lithospermum erythrorhizon, inhibits adipocyte differentiation. J Agric Food Chem.
2012 Sep 12;60(36):9089-9096.

Yao XS, Ebizuka Y, Noguchi H, et al. Biologically active constituents of Arnebia
euchroma: structure of arnebinol, an ansa-type monoterpenylbenzenoid with
inhibitory activity on prostaglandin biosynthesis. Chemical & pharmaceutical
bulletin. 1991 Nov; 39(11):2956-2961.

Chang YS, Kuo SC, Weng SH, Jan SC, Ko FN, Teng CM. Inhibition of platelet
aggregation by shikonin derivatives isolated from Arnebia euchroma. Planta Med.
1993 Oct;59(5):401-404.

Ko FN, Lee YS, Kuo SC, Chang YS, Teng C, M. Inhibition on platelet activation by

shikonin derivatives isolated from Arnebia euchroma. Biochim Biophys Acta. 1995
Sep 21;268(3):329-334.

193



203.

204.

205.

206.

207.

208.

209.

210.

211.

212.

213.

214.

215.

Singh H. Indian Journal of Traditional Knowledge. Importance of local names of
some useful plants in ethnobotanical study. 2008 Apr;7(2):365-370.

Kunwar R, Nepal B, Kshhetri H, Rai S, Bussmann R. Ethnomedicine in Himalaya: a
case study from Dolpa, Humla, Jumla and Mustang districts of Nepal. Journal of
Ethnobiology and Ethnomedicine. 2006 Jun 2;2(1):27.

Agmil A. Arnebia densiflora (enik otu) bitki koklerinin boyama niteliklerinin
incelenmesi: Fen Bilimleri Enstitiisii. , Uludag Universitesi,; 1998.

Jian Y, Zhou Y, Zhang H. Quality of Chinese drug zicao. Zhongguo Zhong yao za
zhi= Zhongguo zhongyao zazhi= China journal of Chinese materia medica. 1991
Sep;16(9):524-526.

Kang JS, Ahn BZ, Blaschke G. Enantiomeric ratio of shikonin derivatives as a
possible key for the determination of the origin of Lithospermi Radix. Arch Pharm
Res. Oct 1998;21(5):565-569.

Cho MH, Paik YS, Hahn TR. Propionylshikonin from the roots of Lithospermum
erythrorhizon. Arch Pharm Res. 1999 Aug;22(4):414-416.

Cho MH, Paik YS, Hahn TR. Physical stability of shikonin derivatives from the
roots of Lithospermum erythrorhizon cultivated in Korea. J Agric Food Chem. 1999
Oct;47(10):4117-4120.

Assimopoulou AN, Papageorgiou VP. Study on the enantiomeric ratio of the
pharmaceutical substances alkannin and shikonin. Biomedical chromatography:
BMC. 2004 Dec;18(10):791-799.

Papageorgiou VP, Assimopoulou AN, Kyriacou G. Determination of naturally
occurring Hata! Baglanti gecersiz.Hata! Baglanti gecersiz.Hata! Baglanti
gecersiz.Hata! Baglanti gecersiz.Hata! Baglanti
gecersiz. Aprhydroxynaphthoquinone polymers by size-exclusion chromatography.
Chromatographia. 2002 Apr;55(7-8):423-430.

Assimopoulou AN, Papageorgiou VP. Study on polymerization of the
pharmaceutical substances isohexenylnaphthazarins. Biomedical chromatography :
BMC. 2004 Oct;18(8):492-500.

Assimopoulou AN, Papageorgiou VP. Study on isohexenylnaphthazarins
polymerization in alkaline media. Biomed Chromatogr. 2004 Oct;18(8):508-522.

Lu HT, Jiang Y, Chen F. Preparative high-speed counter-current chromatography for
purification of shikonin from the Chinese medicinal plant Lithospermum

erythrorhizon. J Chromatogr A. 2004 Jan 9;1023(1):159-163.

Assimopoulou AN, Papageorgiou VP. Encapsulation of isohexenylnaphthazarins in
cyclodextrins. Biomedical chromatography : BMC. 2004 May;18(4):240-247.

194



216.

217.

218.

219.

220.

221.

222.

223.

224.

225.

226.

Wu PC, Huang YB, Lin IC, Tsai Y, H. A rapid, simple high performance liquid
chromatography method for the determination of traditional chinese medicine
ointment Shiunko. Journal of Food and Drug Analysis. 2004;12(4):311-315.

Spyros A, Assimopoulou AN, Papageorgiou VP. Structure determination of
oligomeric alkannin and shikonin derivatives. Biomedical chromatography:BMC.
Sep 2005;19(7):498-505.

Hu Y, Jiang Z, Leung KS, Zhao Z. Simultaneous determination of naphthoquinone
derivatives in Boraginaceous herbs by high-performance liquid chromatography.
Anal Chim Acta. 2006 Sep 1;577(1):26-31.

Pekin G, Ganzera M, Senol S, Bedir E, Korkmaz KS, Stuppner H. Determination of
naphthazarin derivatives in endemic Turkish A/kanna species by reversed phase high
performance liquid chromatography. Planta Med. 2007 Mar;73(3):267-272.

Assimopoulou AN, Ganzera M, Stuppner H, Papageorgiou VP. Simultaneous
determination of monomeric and oligomeric alkannins and shikonins by high-
performance liquid chromatography-diode array detection-mass spectrometry.
Biomedical chromatography : BMC. 2008 Feb;22(2):173-190.

Sagratini G, Cristalli G, Giardina D, et al. Alkannin/shikonin mixture from roots of
Onosma echioides (L.) L.: extraction method study and quantification. Journal of
separation science. 2008 Apr;31(6-7):945-952.

Assimopoulou AN, Sturm S, Stuppner H, Papageorgiou VP. Preparative isolation
and purification of alkannin/shikonin derivatives from natural products by high-
speed counter-current chromatography. Biomedical chromatography : BMC. 2009
Feb;23(2):182-198.

Feng L, Ji H, Gu H, et al. An Efficient Method for Extraction, Separation and
Purification of Naphthoquinone Pigments from Lithospermum erythrorhizon Sieb. et
Zucc. by SFE and HSCCC. Chromatographia. 2009 Oct; 70(7-8):1197-1200.

Tian H, Sun D, Dou G, Yuan D, Meng Z. Quantitative determination of beta,beta-
dimethylacrylshikonin (DASK) in rat whole blood by liquid chromatography-tandem
mass spectrometry with pre-column derivation and its pharmacokinetic application.
Biomedical chromatography : BMC. 2009 Apr;23(4):365-370.

Zhu M, Gao Y, Wu Z, Zhao Y. A rapid HPLC/ESI-MS/MS method for quantitative
analysis of isovalerylshikonin in rat plasma. Biomedical chromatography : BMC.
2010 Apr;24(4):413-419.

Noula E, Samanidou VF, Assimopoulou AN, Papageorgiou VP, Papadoyannis IN.
Solid-phase extraction for purification of alkanin /shikonin samples and isolation of
monomeric and dimeric fractions. Anal Bioanal Chem. 2010 Jul;397(6):2221-2232.

195



227.

228.

229.

230.

231.

232.

233.

234.

235.

236.

237.

238.

Zhou W, Jiang Hda G, Peng Y, Li SS. Comparative study on enantiomeric excess of
main akannin/shikonin derivatives isolated from the roots of three endemic
Boraginaceae plants in China. Biomedical chromatography:BMC. 2011
Oct;25(10):1067-1075.

Akgun I, Markus G, G. C, Serdar §, Kemal K, Bedir E. Determination of
Naphthazarin Derivatives in 16 Alkanna Species by RP-LC Using UV and MS for
Detection. Chromatographia. 2009;70(5-6):963-967

Graikou K, Pietrosiuk A, Damianakos H, Jeziorek M, Chinou I. Chemical Analysis
of Lithospermum canescens (Michx.) Lehm. Hairy Roots through TLC, CC, GC-
MS, ESI-MS and NMR Methods. Acta Chromatographica. 2011 Jun;23(2):353-363.

Ito Y, Onobori K, Yamazaki T, Kawamura Y. Tigloylshikonin, a new minor
Shikonin derivative, from the roots and the commercial root extract of Lithospermum
erythrorhizon. Chem Pharm Bull (Tokyo). 2011;59(1):117-119.

Li H, Luo S, Zhou T. Studies on in vitro metabolism of shikonin. Phytother Res.
1999 May;13(3):236-238.

Shukla YN, Srivastava A, Singh SC, Kumar S. New naphthoquinones from Arnebia
hispidissima roots. Planta Med. 2001 Aug;67(6):575-577.

Sharma N, Sharma UK, Malik S, et al. Isolation and purification of acetylshikonin
and beta-acetoxyisovalerylshikonin from cell suspension cultures of Arnebia

euchroma (Royle) Johnston using rapid preparative HPLC. Journal of separation
science. 2008 Mar;31(4):629-635.

Sharma N, Sharma UK, Gupta AP, et al. Simultaneous densitometric determination
of shikonin, acetylshikonin, and beta-acetoxyisovaleryl-shikonin in ultrasonic-
assisted extracts of four Armebia species using reversed-phase thin layer
chromatography. Journal of separation science. 2009 Sep;32(18):3239-3245.

Wei YJ, Wang M, Yuan MR, Jia XB, Zhang RT, W. T. Study on dynamic changes
and stability of effective components of Arnebia euchroma. Zhong Yao Cai. 2011
Sep;34(4):611-615.

Xiao Y, Wang Y, Gao S, et al. Determination of the active constituents in Arnebia
euchroma (Royle) Johnst. by ionic liquid-based ultrasonic-assisted extraction high-
performance liquid chromatography. J Chromatogr B. 2011 Jun 15;879(20):1833-
1838.

Bozan B, Baser KHC, Kara S. Quantitative determination of naphthaquinones of
Arnebia densiflora Ledeb. by an improved high-performance liquid chromatographic

method. J. Chromatogr. 1997 Oct 3;782(1):133-136.

Bozan B, Baser KHC, Kara S. Quantitative determination of naphthoquinones of
Arnebia densiflora by TLC-densitometry. Fitoterapia. 1999 Aug 1;70(4):402-406.

196



239.

240.

241.

242.

243.

244.

245.

246.

247.

248.

249.

250.

251.

252

Kyte L. Plants from test tubes. An Inroduction to Micropropagation. Portland,
Oregon: Timber Press; 1987.

Guri DJ, Patel KN, Inventors. Compositions and methods to prevent microbial
contamination of plant tissue culture media. 1998.

Rihan HZ, Al-Issawi M, Al-swedi F, Fuller MP. The effect of using PPM (plant
preservative mixture) on the development of cauliflower microshoots and the quality
of artificial seed produced. Scientia Horticulturae. 2012 Jun 15;141:47-52.

Memisoglu M. Ecballium elaterium Bitkisinde Hiicre Siispansiyon Kiiltiirii Teknigi
ile Sekonder Metabolit (Kukurbitasin B) Uretjmi. [Doktora Tezi]. Saglik Bilimleri
Enstitiisti, Farmakognozi Anabilim Dali, Gazi Universitesi; 2005.

Weng XC, Xiang ALJ, Liu Y, Wu LL, Dong XW, Duan S. Antioxidant properties of
components extracted from Pucoon (Lithospermum erythrorhizon Sieb. Et Zucc.).
Food Chemistry. 2000 May 1;69(2):143-146.

Janicsak G, Mathe I. Paralel Determination of Rosmarinic and Caffeic Acids by
TLC- Densitometry. Chromatographia. 1997 Sep;46(5-6):322-324.

Wagner H, Bladt S. Plant drug analysis: a thin layer chromatography atlas. Munich,
Germany: Springer Verlag. 275 second edition; 1996.p: 274.

Hara Y, Suga C, Inventors. Method For Producing Secondary Metabolites of Plants.
Mitsui Petrochemical Industries LTD. EP0071999 1986. BI1.
http://www.freepatentsonline.com/EP0071999B1.html.

Hara Y, C. S, Inventors. Method for producing secondary metabolites of plants. US
patent US 4717664 A1988. United States Mitsui Petrochemical Industries, Ltd.
(Tokyo, JP) US 4717664 A http://www.freepatentsonline.com/4717664.html.

Yesil-Celiktas O, Gurel A, Vardar-Sukan F. Large scale cultivation of plant cell and
tissue culture in bioreactors. Transworld Research Network. 2010:1- 54.

Colgecen H, Koca U,Toker G. Infl uence of diff erent sterilization methods on callus
initiation and production of pigmented callus in Arnebia densiflora Ledeb. Turk J
Biol.2011;35:513-520.

Ding J, Shi S, Jiang B-H, et al. Effects of Methyl jasmonate with indole-3-acetic acid
and 6-benzylaminopurine on the secondary metabolism of cultured Onosma

paniculatum cells. In Vitro Cellular & Developmental Biology-Plant. 2004 Nov-
Dec;40(6):581-585.

Fujita Y. Industrial production of shikonin and berberine Vol 137.
Chichester1988:228-237.

Gupta K, Garg S, Singh J, Kumar M. Enhanced production of napthoquinone
metabolite (shikonin) from cell suspension culture of Arnebia sp. and its up-scaling
through bioreactor. 3 Biotech. 2013: 1-11.

197



OZGECMIS

Ad1 Soyadi: Tugba ERCETIN
Dogum Yeri: Ankara

Dogum Tarihi: 07.06.1982
Medeni Hali:Bekar

Yabanci Dili: Ingilizce

Egitim Durumu

Lise:  Ankara Gazi Lisesi (1996-1999)
Lisans: Ankara Universitesi Yabanci Diller Yiiksek Okulu, Ingilizce Hazirlik (1999-2000)
Ankara Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji Béliimii (2000-2004)

Tezsiz Yiiksek Lisans : Gazi Universitesi Egitim Bilimleri Enstitiisii, Orta Ogretim Alan
Ogretmenligi- Biyoloji Béliimii (2004 -2005)
Tezli Yiiksek Lisans : Ankara Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Botanik Ana Bilim

Dali (2004 -2007)

Kurumu: Gorevi: Yillar::
Nobel Ila¢ Sanayii ve Ticaret A.S Farmasdtik Arastrma  Ar-ge 2010-...
Gelistirme Merkezi (FARGEM) Sorumlusu

Yayinlar

SCI’da Yer Alan Makaleler:

1 Tlkay Orhan, Fatma Sezer Senol, Ufuk Koca, Tugba Ercetin, Giilnur Toker. Evaluation of
antioxidant and acetylcholinesterase mhibitory activities of Arnebia densiflora Ledeb.
Turkish Journal of Biology. 2011;35(1):111-5.

2 Tugba Ergetin, Giilnur Toker, Murat Kartal, Hatice Colgegen, M. Cihat Toker. Analysis of

some isoflavones in natural tetraploid Trifolium pratense L. (red clover) calluses. Brazilian
Journal of Pharmacognosy. 2012;22(5):964-70.

198



3 Tugba Ercetin, Fatma Sezer Senol, Ilkay Erdogan Orhan, Gulnur Toker. Comparative
assessment of antioxidant and cholinesterase inhibitory properties of the marigold extracts
from Calendula arvensis L. and Calendula officinalis L. Industrial Crops and Products. 2012
Mar;36(1):203-8.

4 Tlkay Erdogan Orhan, Fatma Sezer Senol, Tugba Ercetin, Ahmet Kahraman, Ferhat Celep,
Galip Akaydin, Bilge Sener, Musa Dogan. Assessment of anticholinesterase and antioxidant
properties of selected sage (Salvia) species with their total phenol and flavonoid contents.
Industrial Crops and Products. 2013 Jan;41:21-30.

Hakemli Dergilerde Yer Alan Makaleler:

Ufuk Koca, Hatice Colgecen, Tugba Ercetin, Giilnur Toker. In vitro seed germination and

callus production from Ecballium elaterium Rich. as a source for cucurbitacin B. Biomed.
2009;4(4):350-9. ISSN: 0973-3965.

Uluslararasi Kongrelerde Sunulan Bildiriler:

1 U. Koca, T. Ercetin, G. Toker. PSE Congress Plants for Human Health in the Post-
Genome Era- Helsinki/Finland, Poster Bildirisi -Production and increase of cucurbitacin B
in Ecballium elaterium (L) Rich. Cell suspension culture by using elicitors (26-29 Agustos
2007).

2 U. Koca, T. Ergetin. Fifth Conference on Medicinal and Aromatic Plants of Southeast
European Countries —Brno/ Czech Republic, Poster Bildirisi - Effects of different media

compositions on the production of shikonin derivatives in callus cultures of Arnebia
densiflora Ledeb (02-05 Eyliil 2008).

3 U. Koca, H. Bardak¢i, H. Kirmizibekmez, T. Ergetin, G. Toker, M. C. Toker, E. Yesilada.
9th International Symposium on Pharmaceutical Sciences- Ankara, Poster Bildirisi -
Identification of Shikonin Derivatives and Rosmarinic acid in Arnebia densiflora (Nordm.)
Ledeb. Plant and Callus Cultures (23-26 Haziran 2009).

4 T. Ergetin, F.S. Senol, I. Orhan, F. Celep, A. Kahraman, G. Akaydin, B. Sener, M. Dogan.
6th Conference on Medicinal and Aromatic Plants of Southeast European Countries
(CMAPSEEC)- Antalya, Poster Bildirisi- Anticholinesterase and Antioxidant Appraisal of
Some Salvia Species from Euro-Sibirian And Mediterranean Phytogeographic Regions (18-
22 Nisan 2010).

5 F.S. Senol, T. Ergetin, I. Orhan, F. Celep, A. Kahraman, G. Akaydin, B. Sener, M. Dogan.
6th Conference on Medicinal and Aromatic Plants of Southeast European Countries
(CMAPSEEC)- Antalya, Poster Bildirisi-Assessment of Anticholinesterase and Antioxidant
Effects of Some Salvia Species from Irano-Turanian Phytogeographic Region (18- 22 Nisan
2010).

199



Ulusal Kongrelerde Sunulan Bildiriler:

1 T. Ercetin, H. Colgecen, M. Kartal, M. C. Toker, G. Toker. XVII. Bitkisel Ilag
Hammaddeleri Toplantis1 - Kusadasi, S6zIi Bildiri - Dogal Tetraploid Trifolium pratense L.

(Cayrr iiggiili)) ve Kalluslarmin Izoflavon (Fitodstrojen) Igeriginin Arastirilmasi (26-29
Ekim 2007).

2 U. Koca, T. Ercetin, G. Toker , M. C. Toker. XVIII. Bitkisel Ilagc Hammaddeleri
Toplantisi- istanbul, Sozlii Bildiri - Farkli Besi Yerlerinin (Ortamlarinin) Arnebia densiflora
(Normd.) Ledeb Kallus Kiiltiirlerinde Naftokinon Uretimi Uzerine Etkileri (16-18 Ekim
2008).

3 U. Koca, T. Ercetin, H. Célgecen, M. Kartal, M. C. Toker, Y. Kan. XVIII. Bitkisel ilac
Hammaddeleri Toplantisi- Istanbul, Poster Bildirisi - Aseptik Ortamda Yetistirilen

Echinacea purpurea ve Echinacea pallida Fidelerinin Kallus Olusturma Potansiyellerinin
Karsilastirilmasi (16-18 Ekim 2008).

4 T. Ergetin, H. Colgecen, M. C. Toker, G. Toker. 19. Bitkisel Ilac Hammaddeleri
Toplantisi- Mersin, Poster Bildirisi - Arnebia densiflora Ledeb. Bitkisinin  Kallus

Olusumunun Arttirilmasinda Farkli Sterilizasyon Yo6ntemlerinin Kullanilmasi (27-30 Ekim
2010).

5 T. Cegen, T. Ergetin, G. Toker. 20. Bitkisel ilagc Hammaddeleri Toplantisi- Antalya, Poster

Bildirisi. Calendula officinalis L. Cigekleri ile Baz1 Aktar Numuneleri ve Ticari Preparatlari
Uzerinde Calismalar (10-13 Ekim 2012).

TEZDEN URETILEN YAYINLAR

1 Orhan Ilkay, Senol Fatma Sezer, Koca Ufuk, Ergetin Tugba, Toker Giilnur. Evaluation of
antioxidant and acetylcholinesterase inhibitory activities of Arnebia densiflora Ledeb.
Turkish Journal of Biology. 2011;35(1):111-5.

200



