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Ozet

Iridoit glikozitler izoprenoit (terpen) biyosentez yolu iiriinleri olup, monoterpen tiirevleridir. Birgok farkl dikotil
bitki familyasinda dogal olarak sentezlenirler, ayrica bitkileri biyotik saldirilardan ve abiyotik etkilerden
korurlar. iridoit glikozitler tibbi acidan dnemli bir yere sahiptir. Insan saglig1 {izerinde antimikrobiyal, antitiimor,
antikardiyak, antienflamatuar, antihepatoma, antioksidan, néron koruyucu gibi etkiler gosterir.

Iridoit glikozitler bitkiler ve tibbi acidan biiyiik bir éneme sahiptir. Bu nedenle bitki doku kiiltiirii yontemleri ile
iiretimlerinin arttirilmast bugiin en giincel konular arasinda yer almaktadir. Iridoit glikozitler bitki doku kiiltiiri
yontemleri ile iiretildikten sonra ekstrakte edilerek ¢esitli analiz cihazlar ile kantitatif ve kalitatif analizleri
yapilabilir.

Anahtar kelimeler: Terpenler, iridoit glikozitler, bitki doku kiiltiirii

Abstract

Iridoit glycosides are monoterpene derivatives biosynthesized from isoprenoids (terpenes). They are synthesized
naturally in many different dicotyl plants and they protect plants against biotic and abiotic attacks. Iridoit
glycosides are powerful phytochemicals. They exhibit antimicrobial, antitumor, anti-cardiac, anti-inflammatory,
anti-hepatoma and antioxidant and neuroprotective effects on human health.

Iridoid glycosides are found in many medicinal plants and are responsible for their pharmaceutical activities.
Based on these facts, increasing irioid glycoside production by plant tissue culture methods has become one of
the important research topics recently. After their production by plant tissue culture methods, they can be
extracted and subjected to quantitative and qualitative analyses with different devices.
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BOLUM 1
GIRIS

Iridoitler bir¢ok bitki tarafindan iiretilen sekonder metabolitlerdir. ilk defa 1962 de Foderaro
ve arkadaslar1 Penstemon secundiflorus bitkisinden X- isinlar1 Kkristal analizi ile bir iridoit
glikozit ((5RH)-6-epi-dihydrocornin) izole etmistir [2]. Iridoitler ~monoterpenlerin
siklopentapiran halkasindan olusan 6zellikle Apocynaceae, Scrophulariaceae, Diervillaceae,
Lamiaceae, Loganiaceae ve Rubiaceae gibi farkli dikotil familyalarinda dogal olarak
sentezlenen sekonder bilesiklerdir [3]. iridoitlerin bu familyalarda toprak iistii organlarda ve
koklerde sentezlendigi bilinir. Act ve bdcekler i¢in caydirict tatlar1 vardir [4]. Iridoitler aym
zamanda iridoitlerce zengin olan bitkileri yiyen boceklerin viicutlarinda depolanir.

Iridoitler biyogenetik éneme sahiptirler [2,5]. iridoitler bitkilerin kendilerini dogal diismanlara
kars1 savunmasinda etkili bir ajan oldugundan, iridoitlerin biyogenetigi dikkat ¢eken bir
konudur. Bu yiizden iridoit sentezinden sorumlu genlerin bulunup, bu genlerin gen transfer
metodlariyla baska birgok bitkiye aktarilmasi saglanabilir. Bdylece, ¢esitli gevre stres
sartlarina (kuraklik, don, ytliksek asidite, yliksek tuzluluk, yiiksek sicaklik vs), bakteriyel, viral
ve fungal hastaliklarla, herbisit ve pestisitlere dayaniklilik gibi birgok ozellik bitkilere
kazandirilmis olur.

Iridoitler kemotaksonomik acidan da bir 6neme sahiptirler. Monoterpen iskeletinde
bulundurduklar farkli seker veya epoksi gruplari bitki teshisi i¢in dnemlidir [6].

Terpen tiirevlerinin biiyiik bir grubu olan iridoitler 4 ana gruba ayrilirlar: iridoit glikozitler,
non-glikosidik (aglikon) iridoitler, sekoirioitler, ve bisiridoitler. iridoit glikozitler izoprenoit
(terpen) biyosentez yolu iiriinleridir. Iridoit glikozitler yiizlerce farkli yapisiyla biiyiik bir
grubu olustururlar. Basit bir karbon iskeletleri vardir: sekiz, dokuz veya on karbonlu
monoterpen tiirevleridirler [6].

BOLUM 2

IRIDOIT GLIKOZITLER
2.1. Iridoit Glikozitlerin Cesitleri

Dogal olarak meydana gelen iridoit glikozitler kimyasal 6zelliklerine ve iskeletindeki karbon
sayilarina bakilarak genellikle sekiz, dokuz veya on karbonlu olarak farkli gruplarla
siniflandirlir. Iridoit glikozit bilesiklerinin genel iskeleti su sekildedir:

Sekil 1: Iridoit bilesiklerin genel iskeleti

116



Fen Bilimleri Dergisi, 25(3) (2013) 115-133

COOC Hy

HO

H

CH; OR,

HO

i
CH; OR

OH
Olkubin

HO

H
ti.'H- OR,

OH
Katalpol

COOH

e

CH; OR,
CIH
Geniposidik asit

H
OR; OR,

Harpagozit

COOH

H
HO
YiY”
H

CH; OR,

Loganik asit

Sekil 2: Tibbi 6neme sahip olan birkag iridoit glikozitin a¢ik formiili [53].
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2.2. Iridoit Glikozitlerin Bitkiler Icin Onemi

Bitkiler biyotik saldirilardan ve abiyotik etkilerden kendilerini korumak i¢in bir¢ok savunma
mekanizmasina sahiptir. Bu savunma mekanizmalarindan biri bitkilerin dogal olarak
iirettikleri sekonder metabolit olarak bilinen bilesiklerdir. Sekonder metabolitlerin bir tiirevi
olan iridoit glikozitlerin bitkiler igin asil 6énemi bitkileri herbivorlardan ve {izerinde barinan
dogal diismanlardan Ornegin; cesitli bakterilerden, fungal patojenlerden ve diger ¢evresel
faktorlerden korumaktir. Fakat bu durum, antimikrobiyal aktivitesi agisindan, ortamda
bulunan B- glikosidazlarm varligma baglhdir. Ornegin; iridoit glikozitler, B- glikosidazlarin
mevcudiyetinde antimikrobiyal etki gostermektedir [6].

Iridoit glikozitlerin diger &nemli islevleri: ultraviyole radyasyonuna karsi bitkiyi korur,
bitkiler arasindaki rekabet etkilesimin kontroliinli saglar, polinizasyon sirasinda ¢igeklerden
nektar salgilarindan biri olarak salgilanir [7]. Nektar giizel bir kokuya sahip oldugundan
bocekleri cezbeder. Bdylece bitkiler arasinda tozlasma gerceklesmis olur. Ayni zamanda
iridoit glikozitlerce zengin bitki tiirleri genis alanlara yayulir.

Iridoit glikozitler patojenler ile etkilesimi saglar, ayrica iridoit glikozitlere sahip olan bitkiler
daha fazla miktarda nitrojen depo edebilir. Bu durum bitkinin biiylimesi ve gelisimi agisindan
bitkiye 6zel bir avantaj saglar. Fakat ayn1 zamanda tohumun biiyiimesini, ¢cimlenmeyi ve fide
biiylimesini inhibe eder, mikrobiyal ve fungal toksik olarak rol oynarlar [7].

2.3. TIridoit Glikozitlerin Tibbi Onemi

Iridoit glikozitler birgok hastaligin tedavisinde kullamldigindan tibbi agidan 6neme sahip
bilesiklerdir. Iridoit glikozitlerin; kan glukoz seviyelerini diisiirdiigii [8,9 10], serotonin ve
histamin salgilanmasin1 azalttigi [11], hipoglisemik ajan, laksatif (mushil), idrar arttirict,
midevi ve kuvvet verici, kolalog (safra soktiiriicii), basagrisini engelleyen ve terletici ajan
olarak kullanildig1 goriilmiistiir [12,13]. Ayn1 zamanda hipertrigliseridemiyi azalttig1, yiiksek
fruktoz diyeti ile beslenen ratlarda kalp, bobrek ve kasin oksidatif durumunu iyilestirdigi
gortilmistiir [14]. Keskin tonik, yatistirict, soguk alginligi, anti-inflamator, anti-romatizmal,
anti- ilser, hipo ve hipertansiyon ilaglarinin formiiliinde kullanilirlar [5]. Karacigerden safra
salinimini uyaran, kan damarlarini daraltici, karaciger koruyucu, antienflamatuar, antiviral, ve
antimikrobial etkilerinin var oldugu bulunmustur [15]. Bunlara ek olarak bir iridoit gilikozit
olan verbenalinin, insanda prostaglandin E2’ ye sinerjik etkimesinden dolayr dogum
sancilarini arttirict 6zellik gosterdigi gorilmiistiir [16].

2.3.1. Antimikrobial Etkisi

2.3.1.1. Antiviral Etkisi

On bir farkl iridoit glikozit ile yapilan antivirus ¢aligmasinda Herpes simpleks tip 1 virus
(HSV), vezikiiler agiz iltihab1 viriisii (VSV) ve polyovirus tip 1 virusleri kullanilarak iridoit
glikozitlerin antiviral etkisi arastirllmistir. Bu iridoit glikozitlerden bazilar1 VSV ve HSV’ ye
kars1 viral etki gosterirken bazilar1 HSV ve polyoviruse karsi viral etki gostermemektedir
[17].
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2.3.1.2. Antibakterial Etkisi

Birgok bakteri tiiri mukozaya girerek veya deri lezyonlarindan sonra deride veya kil
foliikiillerinde bakteriyel enfeksiyonlara yol agmaktadir. Bu enfeksiyonlar kil kokii iltihaplari,
iilser, bademcik ve orofarinks inflamasyonlar1 gibi lokal iltihaplara neden olmakta veya
septisemi gibi genel kan enfeksiyonlar: seklinde de ortaya ¢ikmaktadir. Bu enfeksiyonlarin
tedavisinde antibiyotikler kullanilirken giiniimiizde birgok patojenik bakteri bu antibiyotiklere
direng kazanmistir. Antibiyotiklere diren¢ kazanan bu patojen mikroorganizmalara
Escherichia coli, Proteus sp., Pseudomonas aeruginosa, Shigella dysenteriae, Salmonella
enteritidis, Salmonella typhi, Staphylococcus aureus, Streptococcus faecalis ve Candida
albicans ornek olarak verilebilir [18]. Bitkilerde bulunan antimikrobiyal bilesenlerin farkli
mekanizmalarla bakterilerde biiylimeyi inhibe ettigi ve bitkisel preparatlarin direng kazanan
bu mikroorganizmalara kars1i etkili sekilde klinik ¢alismalarda kullanilabilecegi
diistiniilmektedir.

Iridoit glikozitlerin bakterilere karsi nasil etki ettigi bilindigi takdirde bakterilere kars1 daha
direncli olan antibiyotikler iiretilebilir. Ornegin; iridoit glikozitler, bakteri hiicre zarmmn
gecirgenligini azaltir, peptidoglikan1 pargalar, proteinleri ¢oktiiriir.

Eremostachys laciniata (L) (Familya: Lamiaceae alt. Labiatae; subfamilya: Lamioideae)
bitksinin rizomlarindan elde edilen filoyosit I, filomiyol ve pulsellosit | gibi iridoit
glikozitlerin 12 farkli gram- pozitif ve gram- negatif bakteriler (Bacillus cereus, Citrobacter
freundii, Escherichia coli, Escherichia coli, Klebsiella aerogenes, Lactobacillus plantarum,
Micrococcus luteus, Proteus mirabilis, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus,
Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis) tizerinde antimikrobial etkisi arastirilmis
ve Bacillus cereus, Escherichia coli, Proteus mirabilis, Staphylococcus aureus tizerinde
onemli derecede aktif rol oynadigi goriilmustiir [19].

Bir bagka ¢alismada ise gram-pozitif bakterilere (Bacillus cereus, B. aureus, Staphylococcus
epidermidis, Micrococcus luteus, Mycobacterium fortuitum), gram-negatif bakterilere
(Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa) ve fungilere (Penicillium oxalicum, Candida
albicans) kars1 10 farkli iridoit glikozitin antimikrobiyal etkisi arastirilmistir. Iridoit
glikozitlerin bakterilere kars1 6nemli bir inhibe edici 6zellige sahip oldugu goriilmiistiir [2].

2.3.1.3. Antifungal Etkisi

Alibertia edulis bitkisinden (Familya: Rubiaceae) izole edilen 6b -hidroksi- 7-epigardosit
metil esteri (iridoit glikozit) Candida albicans ve C. krusei’ a kars antifungal aktivite
gostermistir [5].

2.3.2. Antitiimér Etkisi
Yapilan bir deney iridoit glikozit olan geniposidik asit ve genipositin yiiksek dozlari mide
timor hiicrelerini etkili bir sekilde inhibe ettigini gostermistir [20].

Prismatomeris tetrandra bitkisinin yaprak ekstraktlarindan elde edilen bir iridoit glikozit olan
prismatomerinin; memeli kanser hiicrelerini inhibe eden etkisi agik¢a gozlenmistir. Memeli
hiicrelerinde etki ettigi bolgeler: fare bag dokusu, insan rahimagzi kanseri, insan akciger
kanseri, insan kolon kanseri. Ayrica bu bilesik (prismatomerin) bobrek kanseri, prostat
kanseri ve gogiis kanseri gibi solid tiimor hiicrelerinin hiicre 6limiinii gerceklestirmistir.
Morronisit, okubin, 8-O-(p-Kumarol)- harpagit gibi iridoit glikozitler de kanser hiicrelerini
inhibe eden etki gostermistir [5].
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2.3.3. Antikardiyak Aktivitesi
Iridoit glikozitler negatif kronotropizm (kalp atiglarmi yavaslatma), negatif inotropizm
(miyokardiyal kasilmay1 azaltma) ve koroner perfiizyona karsi inhibitor etki gosterir.

Scrophularia ningpoensis bitkisinin kok ekstraktlarindan elde edilen iridoit glikozitler;
hipertansiyon, inflamatdr, kuru oksiiriik, faranjit ve pulmoner tuberkiilozun tedavisinde ilag
olarak kullanilir. Bu bitkinin %60’ lik etanollii kok ekstraktlarinin rat kalbinde Cay" iyon
konsantrasyonunu diizenleyen bir aktivite gosterdigi saptanmistir [5].

2.3.4. Antienflamatuar Etkisi

Iridoit glikozitlerden okubin, ratlarm mast hiicrelerinin aktivasyonunda spesifik bir inhibitor
olarak bulunmustur ve kronik alerji inflamator hastaliklarin tedavisinde yararli etkisi oldugu
aciklanmustir [21]. Harpagozit, emiilsin ile birlikte deneysel olarak siganda meydana gelen
iltihaplanmalara kars1 koruyucu etki gostermektedir. Harpagozitin de i¢inde bulundugu diger
iridoit glikozitler eklem agrilarina ve kaslar1 rahatlatmaya yardimci olur. Harpagophytum
procumbens bitkisinden ekstrakte edilen iridoit glikozitler (% 2. 2) Harpadol adinda bir ilacin
bilesiminde kullanilmastir.

2.3.5. Antihepatoma (Karaciger Koruyucu) Etkisi

Neopicrorhiza scrophulariiflora bitkisinden elde edilen iridoit glikozitler 1siya bagh
dizanteriyi yavaslatmada, sarilik ve kemik erimesi tedavisinde kullanilir. Bitkilerin etanolli
cksraktlar1 karbon tetraklorit (CCl,), tioasitamit ve asitaminofen gibi karacigere zarar veren
maddelere kars1 karaciger koruyucu etki gosterir [5].

Gardeniae jasminoides bitkisinden elde edilen bir iridoit glikozit olan geniposidik asit
inflamasyon (iltihabi), sarilik ve karacigere ait hastaliklarda tedavi edici olarak kullanilir.
Ayni zamanda amino transferaz aktivitesini, timor nekroz faktor-a seviyesini ve hepatik lipid
peroksidasyonunu artirir. Hepatik glutatyon (bir antioksidandir) igerigini azaltir [22].

2.3.5. Antioksidan Etkisi

Stiperoksit iyonlar1 (O27), hidroksil (OH") ve nitrikoksit radikalleri (NO") gibi serbest
radikaller ile hidrojenperoksit (H,0;) ve nitrik asit (HNO,) gibi serbest olmayan radikalleri
iceren reaktif oksijen tiirleri (ROS) ve reaktif azot tiirleri (RNS) aktif oksijen ve azotun ¢esitli
formlaridir. Yasayan organizmalarda ROS ve RNS farkli yollardan olugmaktadir. Normal
aerobik solunumda; uyarilmis polimorfoniikleer l6kositler, makrofajlar ve peroksizomlar
hiicreler tarafindan {iretilen antioksidanlarin biiyiik bir kismi i¢in ana endojen kaynaklar
olarak goriilmektedir. Bazi eksojen serbest radikal kaynaklari olarak da sigara, iyonize
radyasyon, organik solventler ve pestisitler 6rnek verilebilir. Serbest radikaller; yiyeceklerin
bozulmasina neden olan lipid peroksidasyonuna yol agmaktadir. Oksidasyon sadece lipidleri
etkilememektedir. ROS ve RNS mutasyona yol acan DNA tahribatlarina da neden
olabilmektedir. Buna ek olarak ROS ve RNS; sitma, kalp hastaliklar, felg, arteriosklerozis,
diyabet ve kanser gibi 100’den fazla hastalikla da ilgili gériilmektedir. Asirt tiretildigi zaman
ROS doku yaralanmalarina neden olabilmekte iken, doku yaralanmalarinin kendisi de; ROS
olusumuna neden olabilmektedir. Ama yine de insanlari da igine alan tiim aerobik
organizmalar; tahribatlar1 ortadan kaldiran, enzimleri onaran veya tahrip olmus molekiilleri
onaran, oksidatif tahribata karsi koruyucu antioksidan savunma mekanizmalarina sahiptir.
Dogal antioksidan savunma mekanizmalari; diyet yoluyla disaridan antioksidan bilesikleri
alarak oksidatif tahribati etkisiz hale getirilebilmektedir. Bu da bu bilesiklerin 6nemini
giiniimiizde daha da arttirmaktadir. Biitillenmis hidroksi toluen (BHT) ve biitillenmis hidroksi
anisol (BHA) gibi gidalarin islenmesi sirasinda siklikla kullanilan sentetik antioksidanlarin
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yan etkilerinin olabilecegi belirtilmektedir. Diyet yoluyla disaridan antioksidanlarca zengin
gidalarin alinmasiyla bir¢ok hastaligin ortaya ¢ikisi arasinda ters iliski oldugu da
diistiniilmektedir. Bu nedenle dogal antioksidan kaynaklarinin bulunmas ile ilgili aragtirmalar
daha da onem kazanmaktadir. Lipid peroksidasyonu zincirleme bir reaksiyon olup, bu
reaksiyon reaktif radikalin non-radikalden bir elektron almasiyla baslar boylece radikal non-
radikale doniisiir, uyarilan yeni bir radikal olusur ve reaksiyon bu sekilde devam eder. Fenolik
bilesikte hazir bulunan hidroksil hidrojene bir elektronunu vererek radikali stiptirmektedir. Bu
durumda yeni olusan fenoksi radikali daha onceden olusan radikale gore daha kararlidir.
Boylece zincirleme reaksiyon geciktirilebilmektedir [23]. Son donemde yapilan
arastirmalarda insanlarin safra kesesinde ve hayvanlarin safra akintisinda lipid peroksidasyon
driinlerine rastlanmistir. Safra kesesi duvarinda veya karaciger yaglanmasi gibi kesin
karaciger hastaliklarinin inflamasyonlarinda goriilen yaygin serbest radikal reaksiyonlari;
safra bilesiminin degigsmesine, safra fonksiyonlarinda ciddi karisikliklara ve en son olarak da
kolestrol safra taglarinin olusumuna neden olmaktadir. Diyetle alinan dogal antioksidanlarin;
karaciger ve safrada farkli enzimatik ve non-enzimatik reaksiyonlar yoluyla patolojik serbest
radikallere doniigebilecegi hayvan deneyleri ile saptanmistir. Son yillarda yapilan
caligmalarda ¢ok ¢esitli gidalar iizerinde etkili olabilecek sentetik ve dogal antioksidanlarin
bulunmas1 amaciyla bitkisel ekstreler incelenmektedir. Iridoit glikozitler sahip olduklar:
oksijen radikal stipiiriicii etkileri nedeniyle potansiyel antioksidan maddeler olarak
bilinmektedir. Bu nedenle iridoit glikozitler antioksidan aktivite agisindan ilgi c¢ekici
bilesiklerdir. Serbest radikal siipiiriici etkiye sahip antioksidanlar 6zellikle kardiyovaskiiler
hastaliklar, yaslanma, kanser ve enflamatuar hastaliklarin tedavisinde Onemli rol
oynamaktadir. Bu antioksidan bilesiklerin tespiti i¢in pek ¢ok yontem kullanilmaktadir. Bu
yontemlerden o6zellikle 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil’in (DPPH) kullanildigi serbest radikal
stipliriici yontem hem giivenilir olmas1 hem de kisa siirede sonu¢ vermesi nedeniyle tercih
edilmektedir.

Iridoit glikozitlerin ¢ok yiiksek antioksidan ve genotoksisite kapasitesi oldugu goriilmiistiir
[24,25,26,27]. Sideritis perfoliata L. subsp. perfoliata bitkisinden izole edilen iridoit glikozit
olan ajugoside C DPPH radikaline etki ederek giiclii bir antioksidan etki gosterir [5].

2.3.6. Noron Koruyucu Etkisi

Rehmannia glutinosa bitkisinin kdklerinden elde edilen bir iridoit glikozit olan katalpol (Sekil
2), gegici global serebral iskemiye maruz kalan Mongolian gerbils’ da néron koruyucu olarak
bulunmustur. Ayrica katalpolun Alzaymir ve Parkinson hastaliklarin1 azaltic1 etkiye sahip
oldugu goriilmiistiir. Katalpolun mezensefalik ndron kiiltiirtinde 6zellikle dopaminerjik
noronlarda oksidatif stresi indiikleyerek néron koruyucu etki olusturdugu goriilmiistiir. Ayni
zamanda katalpol, beyinin noéronlara bagl olarak gecirdigi hasarlari diizeltmede kritik rol
oynayan astrositleri H,O hasarindan korur [5,21].

121



Fen Bilimleri Dergisi, 25(3) (2013) 115-133

Tablo 1. iridoit glikozitlerin ekstrakte edildigi bitkiler ve etkileri

Iridoit Glikozit Ekstrakte Edildigi Bitki Tibbi Onemi

Katalpol Veronica tiirleri Antienflamatuar
Globularia tiirleri Noron koruyucu
Rehmannia glutinosa Antioksidan

Okubin Veronica tiirleri Antitoksik
Globularia tiirleri Antienflamatuar
Bellardia trixago Antioksidan

Vitex leucoxylon

Antihepatoma

Geniposidik asit

Bellardia trixago

Antikardiyak

Gardeniae jasminoides Antioksidan
Genipa americana Antitiimor
Prismatomerin Prismatomeris tetrandra Antitimor
Antioksidan
Loganin Catharanthus roseus Antitoksik
Lonicera japonica Antienflamatuar
Antioksidan
Harpagosit Scrophularia ningpoensis Antienflamatuar
Scrophularia yoshimurae Antioksidan
Harpagophytum procumbens Antiviral
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BOLUM 3

BiTKi DOKU KULTURU

Bitki kiltiirti  1920’lerden beri popiiler bir hale gelmis olup yapilan ¢alismalar
cesitlendirilmistir. Bitki “doku” kiiltiirii ad1 altinda bir¢ok in vitro (yapay bir kiiltiir ortami)
kiltiir ortami1 gruplandirilmistir: kallus kiiltiirii, stispansiyon kiiltiirii, govde kiiltiirii, sagak kok
kiiltird gibi [28]. Giliniimiizde bitki doku kiiltiiriiniin tanim1: aseptik sartlarda yapay bir besin
ortaminda (in vitro), biitiin bir bitki, hiicre (meristematik hiicreler, slispansiyon veya kallus
hiicreleri), doku (¢esitli bitki kisimlari= eksplant) veya organ (apikal meristem, kok vb.) gibi
bitki kisimlarindan yeni doku, bitki veya bitkisel triinlerin (sekonder metabolitler gibi)
tiretilmesidir [1]. Yeni ¢esit gelistirmek ve mevcut gesitlerde genetik varyabiliteyi olusturmak,
dolayisiyla genetiksel 1iyilestirme c¢alismalarinda bitki doku kiiltlirii 6nemli bir rol
oynamaktadir. Ayrica, doku kiiltlirii uygulamalariyla, hizli ¢ogaltim, gen kaynagi muhafazasi,
somaklonal varyasyon, dihaploid bitki tiretimi, somatik hibridizasyon, genetik miihendisligi
calismalar1 yapilabilir. Kaybolmakta olan tiirlerin korunmasinda ve cogaltilmas: zor olan
tiirlerin tiretiminde gesitli doku kiiltiirii yontemleri uygulanmaktadir [1].

3.1. Bitki Doku Kiiltiirii ile Sekonder Metabolit Uretimi

Sekonder metabolitler; savunma, korunma, ortama uyum, hayatta kalma ve nesillerini
stirdiirmek i¢in bitkiler tarafindan gelistirilmis olduk¢a karmasik mekanizmalarin triinleridir.
Sekonder metabolitlerin bitkilerde; kuraklik, tuzluluk, UV 1sinlart gibi ¢esitli abiyotik ajanlara
kars1 koyma; herbivorlar ve mikroorganizmalara karsi savunma; polinasyonu ve tohum
dagilimini saglamak i¢in hayvanlar1 ve diger tasiyicilari cezbetme gibi 6nemli islevleri vardir.
Ayrica sekonder metabolitler ekonomik éneme de sahiptir. Ornegin; ilag hammaddesi olarak,
besin katki maddeleri olarak ve parfiimeri, zirai miicadelede kullanilirlar.

Sekonder metabolitlerin bitkilerin patojenlere karsi savunmasi, ekonomik degeri ve tibbi
acidan 6nemi biiyiik oldugundan, bitki doku kiiltiiri teknikleri bitki sekonder metabolitlerin
(6rnegin: iridoit glikozitler) {iretimi i¢in en 6nemli araglardan biri haline gelmistir. Bu yontem
ile,

e Istenilen zamanda istenilen kadar sekonder metabolit iiretimi gerceklestirilebilir,
e Tiirlerin kaybolma tehlikesi en aza indirilir,
e Standart kalitede ve bol miktarda bitkinin elde edilmesi kolaylikla saglanabilir.

Sekonder metabolit iiretiminin verimli bir sekilde saglanabilmesi i¢in bitki doku kiiltiiriinde
cesitli ortamlar gelistirilmistir. Arastiricilar tarafindan bildirilen bir¢ok besin formulasyonu
mevcut olmasma ragmen birka¢ tanesi ¢ok yaygin olarak kullanilmaktadir. MS ortami
Murashige ve Skoog (1962) [29] tarafindan gelistirilmis yiiksek tuz igerikli ortamdir. Bir¢ok
bitki tlirlindeki koklendirme c¢alismalarinda ve igerigine bitki biliylime diizenleyicileri
eklendiginde bu bitkilerden kallus olusturmada basariyla kullanilmaktadir. Gamborg ve
arkadaglar’’ nin (1968) [30] B5 ortami soya kallus kiiltiirleri igin gelistirilmis nitrat azotu
yiiksek bir ortamdir. LS ortam1 Linsmaier ve Skoog (1965) [31] tarafindan gelistirilmis MS
ortaminin bilesikler bakimindan farkli bir versiyonudur. White (1963) ortami1 (WH) [32]
diisiik tuz konsantrasyonu igeren bir ortamdir. NN ortami Nitsch ve Nitsch (1969) [33]
tarafindan gelistirilen anter kiiltiirii i¢in uygun bir ortamdir [1]. WPM (Odunsu Bitki Ortami1)
Lloyd ve McCown (1980) [34] tarafindan gelistirilen tuz konsantrasyonu diisiik, vitamin
konsantrasyonu yiiksek bir ortamdir.
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3.2. Bitki Doku Kiiltiirii Yontemleri ile iridoit Glikozit Uretimi

3.2.1. Kallus Kiilturii

Kallus, yapay kiiltiir ortamlarina koyulan bitki hiicresi veya dokularindan meydana gelen
farklilasmamus hiicreler yigimidir. Kallus dokusu genellikle yaralanmis veya kesilmis doku
yiizeylerinde olusur [1]. Her bitki dokusu kallus olusturabilir, fakat her kallus kiiltiirii ortami
her bitki i¢in uygun olmayabilir. En uygun kiiltiir ortamin1 segebilmek ve ¢cok miktarda kallus
tiretebilmek icin kiltiir ortamina koyulan bitki biiyiime diizenleyicileri, uygun eksplant
kaynagi (yaprak, govde, kok vs.), 1s1- sicaklik, karanlik- aydinlik periyotlar, siikroz
konsantrasyonu, makro ve mikro elementler dnemli yer tutar. Kallus kiiltiirleri diger sekonder
metabolitlerde oldugu gibi iridoit glikozitlerin {iretiminde de 6nemli bir yer tutar.

Ueda ve Iwahashi’ nin (1991) yaptigi bir denemede bitkisinin meyve ve yapraklarindan
eksplantlar alarak MS ortamina ekmislerdir. Biiyiime diizenleyicisi olarak Kkinetin, IAA (Indol
Asetik  Asit) ve 2,4-D (24-diklorofenoksiasetik asit) kullanmiglardir.  Kalluslarin
ekstraksiyonundan sonra TLC’ de iridoit glikozitlerin (geniposidik asit, genipin, tarennosit,
gardenosit) kalitatif analizi yapilmigtir. Genipa americana bitkisinin meyvelerinin
ekstraksiyonunun analiz sonucu olarak, geniposidik asit ve genipin mavimsi- mor renkli
dilimler halinde goriilmistiir. Kallus kiiltiiriinde ise tarennosit, geniposidik asit ve gardenosit
varligi saptanmigtir (Tablol). Ayni1 zamanda bu calismada iridoit glikozitlerin (geniposidik
asit, genipin, tarennosit, gardenosit) antitimor etkisi arastirilmistir. Tarennositin timor
hiicrelerinin metabolizmasini diisiirerek diger iridoit glikozitlerin iginde en aktif bilesik
oldugu saptanmustir [37].

Sesterhen ve arkadaslar1 (2007) yaptig1 bir denemede Scrophularia nodosa L. bitkisinin kok,
govde ve yapraklarindan eksplantlar alarak WPM kallus kiiltlirii ortamina ekmislerdir.
Biiyiime diizenleyicisi olarak da kinetin ve 2,4-D kullanmuslardir. istenilen kadar kallus
olustuktan sonra LC- ESI- MS ve HPLC analiz cihazlarinda iridoit glikozitlerin (harpagozit,
okubin, katalpol Sekil 2)) kalitatif ve kantitatif tayinleri yapilmistir. Ayn1 zamanda tarlada ve
in vitro yetistirilen Orneklerdeki iridoit glikozitlerin {iretim miktarlar1 karsilastirilmistir.
Govde kiiltiiriinde iridoit glikozit miktar1 (% 4. 36), tarlada yetistirilen bitkilerdeki miktardan
(% 4. 88) daha az bulunmustur. Kok ve kallus kiiltiiriinde ise iridoit glikozit sentezi agikca
goriilmemistir. Harpogozit konsantrasyonu tarlada yetistirilen bitkinin yapraklarinda en
yiksek (% 1. 05), in vitro yetistirilen bitkinin ise gigeklerinde en yiiksek (% 1. 10) olarak
bulunmustur. Okubin konsantrasyonu tarlada yetistirilen bitkinin yapraklarinda ¢ok diisiik
bulunmusken, in vitro yetistirilen bitkinin yapraklarinda daha yiiksek (%1. 67) oldugu
bulunmustur. Katalpol konsantrasyonu ise hem tarlada hemde in vitro gévde kiiltiiriinde eser
miktarda bulunmustur [15].

Premjet ve arkadaslar1 (2010) yaptigt bir denemede, Barleria prionitis bitkisinin
yapraklarindan eksplantlar alarak kallus kiiltiir ortaminda ekmislerdir. Kallus kiiltiir ortami
olarak MS ortami ve biiyiime diizenleyicisi olarak da NAA (Naftalen Asetik Asit) ve BAP
kullanmuslardir. Istenilen kadar kallus olustuktan sonra, TLC ve HPLC analiz cihazlarinda
iridoit glikozitlerin (barlerin ve asetil barlerin) varligi gézlemlenmistir [38].

Chordia ve arkadaslar1 (2010) Vitex leucoxylon bitkisinin yaprak, govde ve koklerinden
eksplantlar alarak MS besin ortamina ekmislerdir. Bitki bliylime diizenleyicisi olarak NAA,
BAP, kinetin, IBA (Indol Biitirik Asit), GA3 kullanmislardir. Olusan kalluslardan
ekstraksiyon yaparak NMR cihazinda B- sitosterol, dimetil terfithalat, viteksin, isoviteksin,
agnusit ve bir iridoit glikozit olan okubinin kimyasal yapisi analiz edilmistir (Sekil 2, Tablo1)
[39].
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3.2.2. Hiicre Siispansiyon Kiiltiirii

Siispansiyon kiiltiir ortaminin kallus kiiltiir ortamindan farki, Kkallus kiiltiir ortamina
katilastirict ajan koyuluyorken, siispansiyon kiiltiir ortamina koyulmamasidir. Dolayisiyla,
slispansiyon kiiltlir ortami sivi bir ortamdir. Siispansiyon Kkiiltiirlerinden iyi bir sonug
alabilmek i¢in kallus kiiltlirlerinden yararlanilir. Bu durum teknik agidan daha avantajlidir.
Cilinkii in vitro ortama uyum saglamis kallus kiiltiirinden alinan pargalar, ana bitkiden alinan
pargalara gére sivi ortama daha ¢abuk adapte olabilmektedir.

Elde edilen kalluslar cam erlenler igindeki sivi ortama asilanir ve orbital ¢alkalamali
inkiibatorlerde gelistirilirler. Boylece kalluslar sivi olan silispansiyon ortaminda hiicrelere
ayrilir. Hiicreler tek tek ayrildiklarindan, hiicreleri biiylitebilmek ve her hiicrenin biiyiime
asamasini inceleyebilmek i¢in siispansiyon Kkiiltiirleri 6zel bir avantaj saglar. Hiicre
stispansiyon kiiltiirleri 6zellikle somatik embriyogenez ve somatik embriyogenezin 6rnegin;
gelisim ve olgunlasma asamalarinin fizyolojik, biyokimyasal ve molekiiler ¢alismalar1 igin
uygun bir ortamdir.

Tiim bu avantajlar sayesinde siispansiyon kiiltiirlerinden sekonder metabolitler olan iridoit
glikozitlerin tiretimi gercgeklestirilebilir.

Yamamoto ve arkadaslariin (1991) yaptig1 bir ¢alismada Lonicera japonica bitkisinin gévde
eksplantlarin1 kullanarak bir iridoit glikozit olan loganin, sekoiridoit olan sekologanin ve
sekologaninin tiirevi 7- deoksiloganinin HPLC analiz cihazi kullanilarak hiicre siispansiyon
kiiltiirii ortaminda varlig1 gosterilmistir. Ayn1 zamanda bu bilesiklerin H- NMR ve FAB- MS’
de yap1 tayini yapilmustir. Ik olarak daha basarili bir sonu¢ vermesi agisindan Lonicera
japonica bitkisinin govde eksplantlart NAA ve BAP biiyiime diizenleyicileri bulunan MS
kiiltiir ortamina kallus olusturmak tizere ekilmistir. Yeterli miktarda (bu deney icin 2 gr)
kallus olustugunda bu kalluslar yine NAA ve BAP biiylime diizenleyicileri bulunan MS hiicre
stispansiyon kiiltiiri ortamina transfer edilmistir. Kalluslar 100 rpm’ de ¢alkalanmis ve her 2-
3 haftada bir alt kiiltiire alimistir. Sonug olarak Lonicera japonica bitkisinin siispansiyon
kiiltiiriinde iridoit glikozit (loganin) ve sekoiridoit (sekologanin ve 7- deoksiloganin)
tiretilememistir [40].

Contin ve arkadaslar1 (1999) Catharanthus roseus bitkisinin vakuollerinde bir iridoit glikozit
olan loganin ve bir sekoiridoit olan sekologanin birikimi {izerine bir ¢alisma yapmislardir
(Tablo 1). Catharanthus roseus bitkisinin organlarindan (yaprak, kok) eksplantlar alarak
miyo- inositol, tiamin, pridoksin, niasin ve NAA igeren Gamborg BS5 hiicre siispansiyon
kiiltiirii ortamina ekmislerdir. Ekplantlar 80 rpm’ de c¢alkalanmis, HPLC analiz cihazinda 4
giinliik ve 13 giinliik hiicrelerin kalitatif analizi yapilmistir. Protoplast hiicrelerinden vakuoller
ekstrakte edilerek loganin ve sekologanin birikimine bakilmistir. Sekologaninin vakuollerde
biriktigi bulunmustur. Ayn1 zamanda loganinin de hiicreler vakuolar sekologanin igerigi
arttiginda, vakuollerde biriktigi gézlenmistir [41].

Katano ve arkadaslar1 (2001) Lonicera japonica bitkisinin hiicre siispansiyon kiiltiirii yontemi
ile mikrozomal preparatlar hazirlayarak bir iridoit glikozit olan loganinin 7-deoksiloganin 7-
hidroksilaz enzimi tarafindan olusumunu goézlemlemislerdir (Tablo 1). Siispansiyon kiiltiir
ortami1 olarak MS siv1 kiiltiir ortam1 ve bitki biiyiime diizenleyicisi olarak da BAP
kullanmiglardir. Enzimin aktivitesini gézlemlemek i¢in ise kofaktor olarak NADPH, NADH,
FAD, FMN ve H,;0;’ den yararlanmislardir. Son olarak HPLC, LC- MS ve UV spektra
cihazlar kullanilarak loganinin kalitatif ve kantitatif analizini yapmislardir. Loganinin 7-
deoksiloganin 7-hidroksilaz enzimi tarafindan olusumu NADPH ve molekiiler oksijene bagl
oldugu ortaya ¢ikmistir [42].
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3.2.3. Govde Kiiltiirii

Koltuk alt1 veya siirglin ucundaki meristem dokusundan alinan pargalarin uygun besin
ortaminda biiyiitilmeleri ile gergeklesmektedir. Siirgiin ucu kiltiirleri farklilagsmamis
kiiltiirlere yani kallus ve hiicre siispansiyon Kkiiltiirlerine nazaran daha yiiksek diizeyde
sekonder metabolit liretmektedir. Hatta bazen liretilen madde miktar1 ana bitkidekinden de
yiiksek olabilmektedir [1].

Sagare ve arkadaslart (2001) Scrophularia yoshimurae bitkisinin goévde, yaprak, govde
nodlar1 ve govde internodlarindan eksplantlar alarak MS besin ortamina ekmislerdir. Bitki
biiylime diizenleyicisi olarak BAP ve NAA kullanmiglardir. En iyi cevabi1 govde nodlart ve
govde eksplantlar1 (% 100) vermistir. Bunlar1 govde internodlart (% 74. 4) ve yaprak (% 7. 7)
takip etmistir. Govde eksplantlart alt kiiltiire alinmis ve koklendirilmistir. HPLC analiz cihazi
ile bir iridoit glikozit olan harpagozitin kantitatif analizini yapmislardir. Analiz sonucu S.
yoshimurae bitkisinin toprakiistii ve toprak alt1 pargalarinda harpagosit miktari tayin edilmistir
(Tablo 1)[43].

Hayta ve arkadaslari (2011) Gentiana cruciata L.’ nin apikal meristemlerini kullanarak in
vitro’ da gelistirdigi govde kiiltiirinden HPLC cihaz1 ile iridoit glikozitlerin analizini
yapmuglardir. Kiiltiir ortami olarak MS besin ortami ve biiyiime diizenleyicisi olarak da BAP
ve IBA kullanmislardir. Kalluslardan yapilan ekstraksiyon sonucu bir sekoiridoit glikozit olan
amarogentin, gentiopikrosit, swertiamarin, sweroside ve bir iridoit glikozit olan loganik asit
gibi iridoit bilesiklerin varligi gozlemlenmistir [44].

Amoo ve arkadaglart (2012) Aloe arborescens bitkisinin govdelerini kullanarak govde
rejenerasyonu yapmislardir. Kiiltiir ortami olarak MS besin ortamu (birinci denemede ortamda
bitki biiyiime diizenleyicisi mevcut ikinci denemede ortamda bitki biiyiime diizenleyicisi yok)
ve smoke- water= SW ( birinci denemede ortamda bitki biiylime diizenleyicisi mevcut ikinci
denemede ortamda bitki biiyiime diizenleyicisi yok), bitki biiylime diizenleyicisi olarak ise
IBA kullamlmustir. Iridoit glikozit (okubin) igerigi MS kiiltiir ortami igin: hormon (IBA)
bulunan ortam ile hormon bulunmayan ortam karsilastirildiginda hormon bulunmayan
ortamda daha fazla oldugu bulunmusur. Aksine SW kiiltiir ortamu igin: iridoit igerigi, hormon
(IBA) bulunan ortam ile hormon bulunmayan ortam karsilastirildiginda hormon bulunan
ortamda daha fazla oldugu bulunmustur. Ayn1 zamanda iridoit glikozit olan okubinin
antioksidan aktivitesine de bakilmistir. En yiiksek antiokssidan aktivitesi IBA igeren MS ve
SW ortamlarinda goriilmiistiir [45].

3.2.4. Sacak Kok Kiiltiirii

Sacak kok kiiltiirti hizli bliylime, genetik ve biyokimyasal kararlilik gibi birgok 6zellige sahip
oldugundan sekonder metabolit liretimi konusunda diger kiiltiir sistemlerine gore daha
avantajli konuma gelmistir. Sagak kok kiiltiirleri bitki metabolizmasi ve fizyolojisi i¢in model
sistemler olustururlar. Ozel kimyasal maddeler ve ilag iiretiminde bitki hiicre siispansiyon
kiltlirii asamalarindan biridir. Sagak kokler ayn1 zamanda transgenik bitki rejenerasyonunda
kaynak olarak kullanilir [46].

Bir bitki patojeni olan Agrobacterium rhizogenes ile kok kiiltiirlerini izole ederek sekonder
metabolitlerin {iretimi ile ilgili ¢alismalar yapilmaktadir. Toprak grubu bakterisi olan bu
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patojen Ri- DNA adi verilen kiiciik DNA pargasini bitki genomuna aktararak “tiyli” kok
fenotipinin ortaya ¢ikmasina neden olmaktadir [1]. Agrobacterium rhizogenes; bir bitkinin
yaprak, govde, kok organlarina enfekte olabilir.

Hwang (2005) Rehmannia glutinosa bitkisinin koklerini Agrobacterium rhizogenes’ ile
enfekte ederek hem kok biliylimesini hemde bir iridoit glikozit olan katalpol iiretimini
calismistir (Tablo 1). Kiltiir ortam1 olarak c¢esitli ortamlart denemisler ve en fazla kok
biiyiimesi SH ortaminda olmustur. HPLC analiz cihazinda tayin edilen en fazla katalpol
icerigi ise WPM ortamindan saglanmistir. Ayrica bitki biiylime diizenleyicilerinin ve
kitosanin da etkisi arastirllmistir. IAA (2 mg/l) kok uzunlugunu ve lateral kok sikligim
arttirmustir. Kitosan (50 mg/l) ve GA3 (0.5 mg/1) katalpol tiretimini arttirmistir [47].

Georgiev ve arkadaslar1 (2006) Harpagophytum procumbens bitkisinin koklerini kullanarak
sacak koOk c¢alismasi yapmuglardir. Kiiltiir ortami olarak hormonsuz MS ortamini
kullanmislardir. Bu ¢alismada total iridoit (harpagozit) ve fenolik (gallik asit) bilesiklerin
miktarini analiz etmisler, ayrica bu maddelerin antioksidan 6zelliklerini belirlemek i¢in DPPH
radikal siipiiriicii aktivitesini incelemislerdir. Kiltiiriin sonunda koklerde harpagozit iiretimi
spektrofotometre ile 15.93 mg/l olarak hesaplanmistir. Fakat ayni tiirin yapraklarindaki
harpagozit miktar1 ile karsilastirildiginda koklerdeki harpagozit miktarinin % 34 daha az
oldugu goriilmiistiir. Hem harpagozit hemde gallik asitin metanolik ekstraktlarinin DPPH’ in
stiplirticii aktivitesini % 61. 3 oraninda inhibe ettigi gorilmis, fakat kiltiirde bu aktivite
goriilmemistir [49].

Zhou ve arkadaslar1 (2009) Rehmannia glutinosa Libosch. f. Hueichingensis bitkisinin yaprak
ve govdelerinden eksplantlar alarak sagak kok kiiltiirii yapmislardir. Sagak kokler olustuktan
sonra Agrobacterium rhizogenes ile enfekte edilmistir. Kiiltiir ortami1 olarak MS besin ortami,
bitki biiylime diizenleyicisi olarak da kinetin ve BAP kullanmiglardir. Daha o6nceki
calismalarinda Rehmannia cinsinde bulduklari bilesiklerden bazilar1 sunlardir: stigmasterol,
kampesterol, iridoit glikozitler (katalpol, okubin), rehmanin, rehmaniosit (A, B, C, ve D),
stasiyoz, verbaskoz, leonurid, monomelitosit, vitamin A ve bunlar gibi. Bu bilesiklerin 6nemli
tibbi 6zellikleri oldugundan daha ¢ok iiretebilmek i¢in sagak kok ¢aligmasi yapmislardir [50].

Grabkowska ve arkadasglar1 (2010) Harpagophytum procumbens bitkisinin  tim
yapraklarindan, yaprak laminasindan, diigimlii segmentlerinden ve gdvdesinden eksplantlar
alarak Agrobacterium rhizogenes’ inde iginde bulundugu MS ortamina ekmislerdir. MS
ortamina bitki biiylime diizenleyicisi olarak IAA ve BAP koymuslardir. Daha sonra
eksplantlart WPM ortamina aktarmislardir. Deneyin sonunda sagak koklerdeki biiylime
incelenmistir. En iyi biiylime (% 50) diigiimlii segmentlerde gdzlenmistir. Daha sonra gévde
eksplantlarinda (% 26), tiim yapraklarda (% 17) ve en diisiik ise yaprak laminalarinda (% 7)
gozlemlenmistir. Ayrica, olusan sagak koklerdeki iridoit glikozitin (harpagozit) ve feniletanoit
glikozitlerin (verbaskozit ve izoverbaskozit) HPLC ve LC- ESI- MS cihazlarinda kalitatif ve
kantitatif analizini yapmislardir. Yaprak laminalar1 ve govde eksplantlarindaki sagak koklerin
harpagozit, verbaskozit ve izoverbaskozit icerigi metanolik ekstraktlar ile karsilastirildiginda
% 30 daha diisiik oldugu gortilmiistiir [51].

Piatczak ve arkadaslar1 (2012) Rehmannia glutinosa bitkisinin govde ve yapraklarindan
eksplantlar alarak sagak kok galismasi yapmiglardir. Kiiltiir ortam1 olarak WPM ve Gamborg
ortamu bitki bilyiime diizenleyicisi olarak da IAA ve IBA kullanmislardir. Iridoit glikozitlerin
(katalposit, loganin, okubin ve katalpol) ve feniletanoit glikozitlerin (verbaskozit ve
izoverbaskozit) HPLC- ESI- MS cihazinda tayinini yapmiglardir. Ayni zamanda WPM-
Gamborg ortamlari arasinda ve sacak kok kiiltiirii ile (Agrobacterium rhizogenes ile enfekte
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olmus kiiltiirler) kok kultiri (Agrobacterium rhizogenes ile enfekte olmamis kiiltiirler)
arasinda iridoit glikozitlerin varligi ve miktar1 agisindan karsilastirma yapilmistir. WPM
ortamlarindaki iridoit glikozitlerin miktarinin Gamborg ortamlarindakilerden daha fazla
oldugu saptanmustir. Sacak kok kiiltiirleri ile kok kiiltiirleri karsilastirildiginda ise
Agrobacterium rhizogenes ile enfekte olmus sagak kok kiiltiirlerinde hem daha fazla biiyiime
hemde daha yiiksek iridoit glikozit i¢erigi saptanmustir [52].

3.2.5. Biyoreaktorler

Ozellikle tibbi ve ticari éneme sahip bitki sekonder metabolitlerinin, bitki doku kiiltiirii
yontemleri kullanilarak biyoreaktorler ile iiretimi saglanmaya calisilmaktadir, fakat sadece
birka¢ sekonder metabolitin {iretimi gergeklestirilebilmistir. Ciinkii; biyoreaktorlerin
kurulmasi, ¢alismasi ve kontrolii olduk¢a pahalidir [47]. Ayrica farkli ¢esitlerde biyoreaktor
tasarimlar1 yapilmasi gerektigi icin de maliyet yliksek olmaktadir.

Biyoreaktorlerin en 6nemli avantajlari;

Tamamen kontrollii iiretim kosullarina sahip olmasi,

Uriin verimliligindeki tutarlilik,

Kalite ve homojenite,

Sayili haftalar icinde genden proteine hizli bir iiretim kapasitesine sahip olmasidir.

Biyoreaktorlerin dezavantajlari ise;

e Sekresyon proteinlerinin konsantrasyonunun diisiik olmasi,

e Sekresyon proteinlerinin instabilite problemi,

e Sekresyonu olmayan bir protein iiretiliyor ise ayn1 homojenizasyon olumsuzluklarina
sahip olmast,

e Sera ve agik tarlaya gore daha ¢ok yatirim gerektirmesidir.

Miiller ve arkadaslari (2008) Harpagophytum procumbens bitkisinin yapraklarini
Agrobacterium rhizogenes ile enfekte ederek sagak kok kiltiirii yapmuslardir. Kiiltiir ortami
olarak hormonsuz MS ortami kullanmiglardir. 21 giin sonra sacak kokler, i¢inde sivi MS
kiiltir ortami bulunan hem erlenmayerlere hemde 3-1 fazli bioreaktdr kolonuna alt kiiltiire
alinmistir. Her iki kiiltiir ortaminda da iridoit glikozit olan harpagit ve harpagositin HPLC ve
GC- MS cihazlarinda kalitatif ve kantitatif tayinleri yapilmistir. Biyoreaktor kiiltiiriinde
harpagit tiretimi erlenmayer kiiltiiriindekinden daha fazla olmustur [52].

3.3. Bitki Doku Kiiltiiriinde iridoit Glikozitlerin Analizi

Bitki doku kiiltiiri yontemlerini kullanarak iridoit glikozitlerin yeterli miktarda
tiretilebilmesinden sonra bu maddelerin bitkilerin hangi organlarinda ne kadar miktarda
oldugu ve hatta molekiiler agirligi hesaplanabilir. Iridoit glikozitler genellikle bitkilerin
yaprak, ¢icek ve koklerinde fazla miktarda bulunurlar.

Iridoit glikozitlerin miktar tayinini yapmak icin gesitli cihazlar kullamlabilir: vakum sivi
kromatografisi, agik kolon kromatografisi, orta basingli sivi kromatografisi, yiiksek basingh
stv1 kromatografisi (HPLC), ESl-kiitle (Elektrosprey Iyonlastirma) ve FAB-kiitle (Hizli Atom
Bonbardimani) spektroskopisi.
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Iridoit glikozitlerin molekiiler yapisimi tayin etmede, 1H- NMR (Hidrojen- 1 Niikleer
Magnetik Rezonans), 13C-NMR (Karbon- 13 Niikleer Magnetik Rezonans), DEPT
(Distortionless Enhancement by Polarization Transfer: ~ Polarizasyon  Transferi ile
Bozunumsuz Arttirma), 2D-NMR (Iki Boyutlu Niikleer Magnetik Rezonans) gibi cihazlar
kullanilabilir [2,35,36]. Molekiiler yap1 tayin edildikten sonra iridoit glikozitlerin molekiiler
agirliklar1 da hesaplanabilir.

BOLUM 4

SONUCLAR

Bitkisel kokenli dogal iirlinlerin elde edilmesinde zaman ve emek kaybinin dnlenmesi,
maliyetin distirilmesi ve doga tahribatinin 6nlenmesi bakimindan, bitki doku kiiltiirleri
yontemleri ile tiretim 0onemli bir gelisme saglayacaktir. Ayrica bitki doku kiiltlirti yontemleri;
son zamanlarda ekim alanlarinin azalmasi, iklimsel degisiklikler ve bazi tiirlerin yok olma
tehlikesiyle karsi karsiya kalmasi gibi olumsuz durumlara alternatif bir ¢oziim sunar. Bitki
doku kiiltiiri yontemleri sayesinde bitkiler ¢ogaltilabilir, transgenik bitki tiretimi saglanabilir,
ilag hammaddesi olarak kullanilan sekonder metabolitlerin iiretimi arttirilabilir.

Sekonder metabolit olan iridoit glikozitler 6zellikle son zamanlarda ekonomik ve tibbi degeri
anlagilan 6nemli bir madde grubudur. Bu yiizden iridoit glikozitlerin in vitro iretimini
gerceklestirmek, Uretiminin artmasini saglamak hem diinya ekonomisine hemde insan
sagligina oldukca fazla katki saglayacaktir.

Gortildiigii gibi iridoit glikozitlerin {iretimi konusunda bitki doku kiiltiiriinde birgok c¢aligsma
vardir. Kallus kiiltiirii, siispansiyon kiiltiirti, gévde kiiltiirii, sagak kok kiiltiirii yontemleri ile
basarili sonuglar elde edilebilmektedir. Iridoit glikozitlerin énemi diisiiniildiigiinde, bundan
sonraki calismalarda ozellikle biyoreaktdrlerin en uygun ¢alisma kosullarinin olusturularak
iridoit glikozitlerin daha fazla tiretimin gergeklestirilmesi saglanmalidir.
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