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Ozet

Antioksidan, diiiretik, antidiyabetik, antikanserojen gibi bir¢ok etkiye sahip olan flavonoitlerin bitki doku
kiiltiirii teknikleriyle bitkilerden elde edilmesi giiniimiizde oldukg¢a popiiler bir konudur. Halen gelistirilmekte
olan birgok yontem ile tibbi bitkilerden biyoaktif maddelerinin endiistriyel boyutlarda iiretilmesi, ilag sanayine
katki saglanmaktadir. Bu derleme flavonoitlerin kullanim alanlari, bitki doku kiiltiirii yontemleri, bu yontemlerle
flavonoitlerin nasil elde edilebilecegi ve verimin artirilmast igin gelistirilen yontemleri anlatmaktadir.

Anahtar Kelimeler: Flavonoit, bitki doku kiiltiirii, kallus kiiltiirii, stispansiyon kiiltiirii.

Flavonoids Producing By Plant Tissue Culture
Abstract

Flavonoids, which have many effects such as antioxidative, diuretic, antidiabetic, anticancerogen, have been
obtained from plants by plant tissue culture techniques is very popular issue lately. Production of bioactive
components obtained from plants with industrial scale contribute to drug industry. This review mentions uses
of flavonoids, plant tissue culture methods, how flavonoids obtained from these methods and new methods

developed for increasing production.

Key Words: Flavonoid, plant tissue culture, callus culture, suspension culture.

GIRiS

Fenil alaninden tiirevlenen fenolik bilesiklerden
olan flavonoitler, bitkilerin meyve, tohum, gigek,
yaprak, gévdelerinde bulunan renkli maddelerdir. Bit-
kilerin yasamlarinda birgok mekanizmada is goren fla-
vonoitler ayni zamanda bir¢ok iilkenin geleneksel halk
tibbinda kullandig preparatlarin igerisinde bulunmak-
ta ve ¢esitli hastaliklarin tedavisinde kullanilmaktadir
[11.

Genis kapsamli kullanim alanina sahip olan
flavonoitlerin elde edilmesinde kaynak olarak bit-
kiler kullanilmaktadir. Bu da bitkilerin dogal yasam
alanlarindan toplanmasi ile gerceklestirilmekte ve
asirt toplanan bazi tiirler yok olma riskiyle karsi
karsiya kalmaktadir. Bunun Oniine gegmek igin
giiniimiizde bitki biyoteknolojisindeki gelismelerden
yararlanilmaktadir. Flavonoit i¢eren bitkiler, bitki doku
kiiltiirii ile tiretilmekte, flavonoit {ireten veya liretmeye
programlanmus bitki hiicre kiiltiirleri ile ¢ok miktarda
iirtin elde edilmektedir. Bu makale, flavonoitlerin ge-
nel ozellikleri ve bitki doku kiiltiirii hakkinda bilgiler
vermekte, flavonoitlerin bitki doku kiiltiirii yontem-
leriyle nasil elde edilebilecegini anlatmaktadir.

Flavonoitler

Polifenolik bilesiklerden olan flavonoitler, 6zel-
likle Polygonaceae, Rutaceae, Fabaceae, Umbelliferae,
Compositae gibi familyalarda yaygin olarak bulunan
genellikle sar1, kirmizi/mavi renkli pigmentler olarak
bilinirler. Genellikle yaprak, ¢i¢ek ve tomurcuklarinda
bulunan flavonoitlerin bitkide oksidasyon-rediiksiyon
olaylarma katildig1 ve biiylimede rol oynadiklari bilin-
mektedir [2, 3].

Flavonoitlerin biyolojik aktiviteleri

Bitkilerdeki etkileri: Flavonoitler, bitkilerde 6zel-
likle c¢igeklerdeki renklenmeyi saglayan sekonder
bilesiklerdir [2]. Cesitli flavonoitlerin polar oksin
taginmasint negatif yonde etkiledigi, ayrica Arabi-
dopsis polenlerinde yapilan ¢aligmalarda polen ¢im-
lenmesini artirici etkiye sahip olduklart kanitlanmugtir.
Bunlara ek olarak flavonoitlerin mikroorganizma ve
bocek saldirilarina karst koruyucu etkiye sahip oldugu
da belirtilmistir [3].

Antioksidatif etkileri: Sentetik antioksidanlarin
kanserojenik etkileri olmasi nedeniyle dogal an-
tioksidan ozellige sahip flavonoitlere ilgi giin geg-

tikge artmaktadir. Flavonoitlerin, 06zellikle ker-
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setinin, siiperoksit ve hidroksil radikallerini
ortadan kaldirdigi, lipid peroksit radikallerini
indirgedigi ve lipid peroksidasyonunu inhibe
ettigini ortaya koyan ¢aligmalar bulunmaktadir
[1]. Ayrica DNA hasar1 sonucu ¢ikan radikal-
lerin antioksidanlar tarafindan yakalanmas: ile
flavonoitlerin antitiimoral etki gosterdikleri de
ileri stirilmektedir. Eupatorium tiirlerinde bu-
lunan &patin ve dpatortin ile Centaurea tiirler-
inde bulunan sentaureidin ve 6 demetoksi sen-
taureidinin, nazofrenksden alinan karsinomaya
kars1 orta derecede etkili oldugu bulunmustur
[2]. Antioksidan etkisi kanitlanan flavonoitleri
iceren besin maddelerinin basinda yesil cay,
siyah cikolata, kirmizi sarap, ¢ilek, ahududu,
bogiirtlen, brokoli gelmektedir.

P vitamini (biyoflavonoit) etkileri: Flavo-
noitler epinefrin metabolizmas: iizerine etki
ederek ve C vitamininin etkisini uzatarak kap-
iller cidarinin direncini artirir ve permeabiliteyi
azaltir. Bu alanda en ¢ok bilinen flavonoitler,
rutin ve hesperidindir. Rutin, Sophora japonica
ve Eucalyptus macroryncha’da ¢ok miktarda
bulunurken, hesperidin ise Pericarpium auran-
tii ve P. citri gibi narenciye kabuklarinda bu-
lunur [2].

Diiiretik etkileri: Baz1 ¢aligmalarda fla-
vonoitlerin ditiretik etkilerinin permeabiliteyi
azaltmak suretiyle meydana geldigi ileri siiriil-
mektedir [2]. Siyah ve yesil ¢ayn diiiretik 6zel-
likte oldugu uzun yillardir bilinmektedir [1].

Kardiyovaskiiler sistem iizerine etkileri:
Flavonoitlerin damar genisletici etkileri de
bulunmaktadir. Mirisetol, kersetol ve ramnetol
kalp iizerine stimiilan etki gosterirken hesper-
etol kalp depressanidir. Biyoflavonoit tasiyan
bitkiler olarak bilinen Viburnum prunifolium,
Juniperus communis, Ginkgo biloba’de damar
genisletici etki saptanmistir [2].

Antidiyabetik ve hepatoprotektif etkileri:
Gentiana oliveri nin metanollii ekstresinin yiik-
sek antidiyabetik aktivite gosterdigi ve aktivit-
eden sorumlu olan maddenin bir flavon C- het-
eroziti olan izoorientin oldugu belirlenmistir [4,
5]. Deliorman Orhan ve ark. [6]’un yaptiklar
calismada G. olivieri’nin antihepatotoksik
ozelliginin oldugu kanitlanmustir.

Spazmolitik etkileri: Flavonoitlerin diiz
kaslar, gastrointestinal ve tirogenital sistem
tizerinde spazmolitik aktiviteye sahip oldugu
belirlenmistir. V. prunifolium, J. communis,
G. biloba biyoflavonoit tasiyan bitkiler olarak
saptanmigtir [1].

Ostrajenik etkileri: Genistein, daidzein ve
biyokanin A, Ostrajenik aktiviteye sahip olan
izoflavonlardandir. Medicago sativa, Trifolium
repens, Lepidium capitatum fitodstrajen 6zel-
likli izoflavonlar1 icermektedir [2].

Antimutajenik ve antimikrobiyal etkileri:
Kersetol ile yapist benzer olan 40 maddenin
Salmonella typhimurium’a karst mutajen et-
kileri arastirilmis ve kersetol, mirisetol, ram-
netol gibi flavonoitlerin mutajen etkileri
gOriilmiistlir. Akne inflamasyonlarmmda 6nemli
rol oynayan Propionibacteriumlar
yapilan bir ¢alismada S. japonica’nin ¢igek
tomurcuklarindan elde edilen ekstrelerdeki et-
kili maddelerin flavonoit 6zelliginde oldugu
bulunmustur [2]. Kersetin, morin, rutin apigen-
in hesperidin gibi birgok flavonoitin antiviral
ozelligi bulunmaktadir [1].

lizerine

BiTKi DOKU KULTURU

Bitki doku kultiirti ile bitkilerin hiicre,
doku, organlarindan kozmetik, farmasotik
veya tarimsal agidan 6nemli sekonder metabo-
litler iretilebilmektedir. Bu amagla iiretimin
daha verimli, daha ucuz ve iirlinin daha ¢ok
miktarda olmasi igin giin gegtikce yeni yon-
temler kesfedilmektedir. Molekiiler biyolo-
jik arastirmalarla {irlin verimini artirma, bir
materyalden birden ¢ok iiriin alma veya ge-
netik degistirilmis bitkilerden yeni {irtinlerin
kazanilmasi gibi metotlar gelistirilir. Bu metot-
lara gore giincellenen doku kiiltiirii teknikleri-
yle iiretilen dogal hammaddeler kullanilarak
da yan etkisi olmayan “giivenli” ilaclar elde
edilebilir.

Bitki doku kiiltiiri yontemleri ile sekonder
metabolit Uiretimi daha gilivenilir, basit ve tah-
min edilebilirdir. Normalde ana bitkide bulun-
mayan bilesiklerin de iiretilebilmesine olanak
saglar. Politik, cografik ve mevsimsel en-
gellerden bagimsiz tiretim yapilabilir. Karmagik
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bitki ekstraksiyonlariyla karsilastirildiginda
fitokimyasallarin izolasyonu daha ¢abuk ve
etkili yapilabilir. Hicre kiltiirleriyle bitki-
nin kendisinden elde edilen fitokimyasallarin
miktar1 karsilastirildiginda hiicre kiiltiirlerin-
den ¢ok daha fazla miktarda iriin elde edile-
bilir hatta tiretim endiistriyel boyuta tagmabilir.
Hicre kiiltiiriinde genetik uygulamalara yonelik
isaretlemeler ve degisimler yapilabilir. Temel
aragtirmalara (6rnegin metabolik ve biyokimy-
asal yollarin anlasilmasinda) yol gosterici tayin-
ler yapilabilir. Biyotransformasyon ile enzim
sistemleri kullanilarak ucuz o6ncii molekiil-
lerden yeni bilesikler elde edilebilir [7-9]. Tim
bu avantajlarin yaninda sekonder metabolit
iretiminde stabil olmayan hiicre hatlari, diisiik
verim, yavas gelisme ve {iretimi artirmada
yasanan sorunlar gibi ¢dziilmesi gereken prob-
lemler de vardir [7].

Bitki hiicre kiiltiirleri sekonder metabolit
iiretimi i¢in verimli bir yoldur. Fakat iiriin veri-
mini, kalitesini artirmak ve maliyeti diigtirmek
icin bir takim yontemlerin gelistirilmesi ge-
rekmektedir. Bu boliimde flavonoit {iretimi
acisindan hiicre kiiltlirlerinde gelistirilen yon-
temlerden en ¢ok ilgi gorenler anlatilacaktir.

Bitki Doku Kiiltiirlerinde Sekonder
Metabolit Uretimini Artirmak icin
Stratejiler

Uretici  giicii  yiiksek hiicre  hatlarmmin
taranmasi ve segilmesi

Hiicre hatti gelistirmek, istenen {iriiniin
yiiksek miktarda elde edilebildigi ana bitkinin
secimi, kallusu artirma ve kallustaki yiiksek
verimli hiicrelerin gdzlenmesi ile baglar. Sonra
karisik populasyon arasindan istenen iiriinii en
¢ok iireten hiicre hatlari taranir ve bu hiicrelerle
calismaya devam edilir.

Genetik yapidankaynaklanan gesitlilik, yiik-
sek verimli hiicrelerin var olmasin1 saglayabilir.
Eger istenen iirlin pigment igeriyorsa segim
kolaylikla yapilabilir. Ornegin Lithospermum
erythrorhizon kiiltirinde sikonin tretiminde,
taranan hiicrelerden kirmizi renklilerin seg¢ilm-
esiyle 13-20 kat fazla verim alinmstir [10].
Klonal se¢im ve gorsel tarama ile antosiya-
nin tretiminin artirilmasi, Euphorbia milli ve

Daucus carota’da bildirilmistir [11, 12]. Yik-
sek basmgli sivi kromatografisi (HPLC) ve
radyo-immiino tayin (RIA) gibi diger teknikler-
le de yiiksek verimli hiicre hatlari taranabilme-
ktedir [13, 14]. Yiiksek verimli hiicre hatlarini
gozlemek i¢in gelistirilen mutasyon strate-
jisinde secici ajanlar kullanilmistir. Bu metot,
fenilalanin analogu olan p-florofenilalanin
(PFP) gibi bilesenler kullanilarak mutasyona
ugratilmis hiicrelerin stres sartlar1 altinda bile
gelisebilmesi dolayisiyla dayanikli hiicrelerin
secilmesi esasina dayanir [15].

Ortam miktarlariin = ve
degistirilmesi

bilesenlerinin

Stikroz miktart

Bitki hiicre kiiltiirleri genellikle heterotro-
fik olarak karbonu, basit sekerlerden (siikroz),
inorganik maddeleri de diger bilesenlerden
karsilayarak gelisirler. Siikroz miktar1 sekonder
metabolit birikimi yapan kiiltiirlerin tiretken-
liklerini etkilemektedir. Aralia cordata hiicre
siispansiyonunda %35 siikroz ile antosiyanin
tretimi diismiis, %3 te ise artmistir [16].

Nitrat ve fosfat miktari

Azot konsantrasyonunun hiicre siispansi-
yon kiiltlirlerinde, protein veya aminoasit {iriin-
lerinin miktarinda etkili oldugu bulunmustur.
Bitki doku kiiltiirii ortamlar1 olan Murashige ve
Skoog (MS), Linsmaier ve Skoog (LS), Gambo-
rg B5’te azot kaynagi olarak nitrat ve amonyum
tuzlar1 vardir. Bu tuzlarin  miktarlarindaki
degisiklikler, iiretimi etkilemektedir. Ornegin,
toplam azot miktarinin artmasi Vitis tiirlerinde
antosiyanin iiretimini artirmigtir [17].

Fosfat konsantrasyonu bitki hiicre kiiltiir-
lerinde sekonder metabolit iiretimi {izerinde
etkili olmaktadir. Yiiksek konsantrasyondaki
fosfatin hiicre gelisimini hizlandirdig1 fakat
fosfatca smirlandirtlmis ortamlarda sekonder
driinlerin ~ birikiminin  olumsuz etkilendigi
bulunmustur. Sasse ve ark. [18], azalan fos-
fat miktarmin Catharanthus roseus’ta feno-
lik bilesiklerin iiretiminin artmasina neden
oldugunu bulmuslardir.
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BiylUme duzenleyiciler

Biiylimediizenleyicilervekonsantrasyonlari
sekonder firiin birikiminde olduk¢a karmagsik
role sahiptirler [19]. Oksin veya sitokininin
¢esidi ve konsantrasyonu veya oksin/sitokinin
orant, kiiltiire alinmig bitki hiicrelerinde gelisme
ve iriin biciminde dikkat ¢ekici degisikliklere
neden olur [20]. 2,4 Diklorofenoksi asetik asi-
tin (2,4 D) birgok durumda sekonder metabolit
iretimini inhibe ettigi goriilmiistiir. 2,4 D’nin
ortamdan eliminasyonu veya Naftalen Asetik
Asit (NAA) veya Indol Asetik Asit (IAA) ile
degistirilmesiyle Populus silispansiyonlarinda
antosiyanin liretiminin arttig1 gdzlenmistir [21].
Buna karsilik D. carota siispansiyonlarinda ka-
rotenoit biyosentezinde [22] ve Oxalis linearis
kallus kiiltiirlerinde antosiyanin {iretiminde
[23] 2,4 D’nin stimiile edici etkisi gozlenmistir.
Sitokininlerin etkisi metabolitin tipine ve ince-
lenen tiirlere gore cesitlilik gosterir. Kinetin,
Haplopappus gracilus’ta antosiyanin liretimini
artirirken Populus hiicre kiiltiirlerinde antosiya-
nin dretimini inhibe etmektedir [21, 22]. Gib-
berellik Asit (GA,) ve Absisik Asitin (ABA)
birgok hiicre kiiltiiriinde antosiyanin {iretimini
engelledigi bildirilmistir [21].

Oncii molekiil beslemesi

Bu yontem, iiretilmek istenen sekonder
metabolitin biyosentez yolunun baglangi¢ veya
ana Uriinlerinden olan, yani driiniin Onciisi
niteligindeki  bilesigin ortama eklenmesi
mantigina dayanir. Bu sayede iiriin miktar:
artirllabilir. Scutellaria baicalensis’te yapilan
bir ¢alismada sacak kok kiiltiirlerinde Oncii
molekiil olarak L-fenilalanin kullanilmis ve
flavonoit iiretiminin artmasi saglanmistir [24].
Havug kiiltiirlerinde antosiyanin sentezi de or-
tama dihidrokersetin (naringen) eklenmesiyle
artirilmustir [25].

Kiiltiir sartlarinin optimizasyonu
Sicaklik

Kiltiir hiicrelerinin gelistirilmesi ve kallus
dokularmin artirilmasi igin genellikle 17-25°C
arasindaki sicaklik degerleri uygulanir. Fakat
her bitki tiirliniin sicaklik ihtiyaci farkli olabilir.
Seo et al. [26], S. baicalensis hiicre hatlarinda,
baikalin adli flavonoitin iiretiminin 30°C’de 2.9

g/l iken sicaklik 25°C’ye diisiiriildiigiinde 72
saat sonra 4.2 g/I’ye yiikseldigini bulmuslardir.

Aydinlatma

Yiiksek siddette aydinlatma saglandiginda
antosiyanin ve tiirevlerinin {retiminin dik-
kate deger bigimde arttigi birgok caligmada
vurgulanmistir.  Daucus carota ve Vitis hi-
britlerinin hiicre kiiltiirlerinde 15181n antosiya-
nin tiretimini artirdigt bulunmustur [21]. Zhang
ve ark. [27], yaptiklar1 ¢alismada 8000-8300
liiks degerinde 151k siddeti uyguladiklar Vitis
vinifera sispansiyon kiiltiirlerinde antosiya-
nin Uretiminin kontrole gore 4.8 kat arttigini
gostermislerdir. Fedoreyev ve ark. [28], Maack-
ia amurensis’in kallus kiltiirlerinde izoflavo-
noitlerin iiretimini artirmak i¢in inkiibasyonu
karanlikta ger¢eklestirmislerdir. Ayni sekilde
Kuzovkina ve ark. [24] wogonin, baikalein ve
baikalin iretimin i¢in S. baicalensis siispan-
siyon kiiltiirlerinin inkiibasyonunu karanlikta
gercelestirmiglerdir.

Calkalama

Bu faktor genellikle siispansiyon kiiltiir-
lerinde ve tretimi biyitiilmekte olan kiiltiir-
lerde 6nemlidir. Sivi kiiltiir i¢cinde homojen
dagilimi saglamak amaciyla orbital ¢alkalama
yapilir. Calkalamada 6nemli olan nokta, has-
sas olan hiicrelerin g¢alkalama direncine kars1
koyabilecegi bir degerin bulunmasidir. Bu deger
genellikle 90-100 rpm arasinda olmaktadir [24,
29, 30].

Uyarma (Elisidasyon)

Bitki hiicre kiiltiirlerinde sekonder metabolit
iretimini artirmak, ayn1 zamanda yiiksek kon-
santrasyonlarda tiretimi kisa siirede saglamak
amactyla biyotik ve abiyotik elisitorler kullanilir
[31]. Fungal, bakteriyel ve maya kaynakli biyo-
tik elisitorler ile polisakkaritler, glikoproteinler,
inaktif enzimler, saflagtirilmis kurdlan (bir tiir
polimer), ksantan ve kitosan, agir metal tuzlari
gibi abiyotik elisitorler, ¢esitli sekonder me-
tabolitlerin tiretiminde kullanilmustir [32-34].
Elisitor olarak arasidonik asitin kullanildig: bir
calismada Ononis arvensis siispansiyon kiiltiir-
lerinde 24 saat sonunda flavonoit miktarmin
%490 oraninda arttig1 gozlenmistir [35]. Yine
O. arvensis’te Pseudomonas aeruginosa bak-
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terisinin 6l hiicreleri elisitor olarak kullanilmig
ve flavonoit tretiminde; kallus kiiltiirlerinde 7
glinliik elisitor uygulamasiyla %83; siispansi-
yon kiiltiirlerinde 48 saat elisitér uygulamasiyla
da %125 oraninda artma tespit edilmistir [36].

Permeabilizasyon

Genelde bitki hiicre kiiltiirlerinde iiretilen
metabolitler hiicre i¢inde ve vakuollerde
depolanirlar. Uriiniin vakuolden bitki hiicre-
sinin digma salinmasi igin tonoplast, plazma
membranindan olusan iki membran bariyerinin
ve hiicre ¢eperinin asilmasi gereklidir. Hiicre
gecirgenligi bitki hiicresinin membran siste-
mindeki ¢esitli molekiillerin hiicre igine giris
cikisint saglayan por olusumlarina baglidir.
izopropanol, dimetil siilfoksit (DMSO) ve kito-
san benzeri polisakkaritler permeabilize ajan-
lar olarak kullanilirlar [37]. Ultrasonikasyon,
elektroporasyon ve iyonoforetik salinim gibi
diisiik akim kaynakli araglar, diger permea-
bilize edici ajanlar olarak kullanilmistir [38].
Ayrica yiiksek akimli elektrik alanlart ve ¢ok
yiiksek basing sekonder metabolit salinimi igin
kullanilmistir [39]. Bourgaud et al. [29], Psora-
lea sagak kok kiiltiirtinde flavonoit iiretimi igin
elisitdr ve permeabilize edici ajan olarak kito-
san kullanmislardir.

FLAVONOITLERIN BiTKi DOKU
KULTURU YOLUYLA URETILMESI

Kallus Kiiltiirii

Kallus kiiltiiriinden flavonoit tiretimi diger
yollara gore daha siklikla yapilmaktadir. Yeni
caligsmalarla kallus kiiltirlerindeki madde
miktarlari,
veya Oncii maddelerin katilmasi ve besin
diizenlemeleri ile normal bitkidekilere gore
artirilabilmektedir [40-42]. Madhavi et al. [40],
Vaccinum myrtillus bitkisinin meyvelerinden
ve hipokotil kaynakli kallus kiiltiirlerinden bi-
yoaktif bilesikleri izole etmiglerdir. Kallus kiil-
tiirii BS besin ortami degistirilerek yapilmis ve
biiylime diizenleyici olarak da NAA, 2,4 D, ki-
netin ve polivinilpirolidon (PVP) kullanmustir.
Major bilesikler olarak siyanin ve proantosi-
yanin bilesiklerini elde etmigler ve meyvel-

biiylime  diizenleyici, uyarici

erde antosiyanin miktarin1 27.3 mg/g (kuru
hiicre agirligi) bulurken kalluslarda bu miktart
0.08 mg/g olarak bulmuslardir. Dias et al. [41]
Hypericum perforatum var. angustifolium
gbvde pargalarini NAA ve Kinetin igeren MS
ortaminda ekmis ve kallus elde etmislerdir.
Kalluslarda yeni bir dogal flavonoit olan 6-
C-prenil luteolin ile diger luteolin tiirevlerini
izole etmislerdir. Bitkiden elde edilen ekstrakt-
larda toplam flavonoit miktar1 14-70 mg/g
iken kallus kiiltiirlerinde 0.05-0.7 mg/g gibi
cok diigiik bir miktar bulunmustur. Fedoreyev
et al. [28], M. amurensis’in yaprak sapi, ¢icek
durumu, yaprak ve apikal meristemlerinden
aldiklart eksplantlardan kallus gelistirmisler
ve kallus ekstraksiyonu ile izoflavonoit analizi
yapmuslardir.  Kiiltiirlerde izoflavonoitlerden
daidzein, retuzin, genistein, formononetin ve
pterokarpanlardan maakianin ve medikarpine
rastlamiglardir. Kalluslardaki izoflavonoit ve
pterokarpinlerin toplam miktar1 20.8 mg/g
olarak tespit edilmistir, bu da bitkidekinden 4
kat fazladir. Budzianowski et al. [42] ise Droso-
phyllum lusitanicum gbvde eksplantlarini kine-
tin igeren MS ortamina ekmisler ve elde ettikleri
stirgiin ve kallus kiiltiirlerinde flavonoitleri ve
flavon C-heterozitlerden viteksin, izoviteksin,
orientin, izoorientini analiz etmislerdir. Siirgiin
kiiltiirlerinde sonuglar: 57 g yas hiicrede 0.8 mg
viteksin, 1.8 mg izoviteksin, 0.4 mg orientin,
1.4 mg izoorientin olarak bulmuslardir.

Siispansiyon Kiiltiirii

Stispansiyon kiiltiirline ge¢mek icin stabil
ve optimize edilmis kallus kiltiirleri kullanilir.
Elde edilen kalluslar cam erlenler i¢indeki sivi
ortama asilanir ve orbital ¢alkalamali inkii-
batdrlerde gelistirilirler. Bir sonraki agama ise,
siispansiyonlar1 spesifik biyoreaktorlere trans-
fer etmektir (Tablo 1). Monache et al. [43] fla-
vonoit elde etmek i¢cin Maclura pomifera’nin
kallus ve hiicre kiiltiirlerini yapmiglardir. Bit-
kinin koklerinde %0.26, yapraklarinda %0.32,
meyvelerinde %0.08 olarak bulunan flavo-
noit miktar1 hiicre siispansiyon kiiltiirlerinde
%0.91°e kadar artirmiglardir. Zhang et al. [27]
V. vinifera hiicre hattindan alinan hiicreleri
NAA ve Kinetin igeren sivi B5 besin ortamina
aktarmiglar ve siispansiyon kiiltiiriiyle antosi-
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Cizelge 1. Farkli bitkilerde, ¢esitli flavonoitlerin kallus ve stispansiyon kiiltiirii yoluyla tiretimi. (K- Kallus

kiiltiirii, SK- Siispansiyon kiiltiirii) [8]

Kaynak bitki Sekonder metabolit Kiiltiir ¢esidi
Dimorphothica auriculata (Siyanidin, Delfinidin) K
Phaseolus aureus Daidzein, 2’,4’,4’- trihidroksi kalkon K, SK
Daidzein K, SK
Glycine max Apigenin SK
Kemferol K
Agave wightii Kemferol, Kersetin K
Citrus sp. Sinensetin, Naringin, Limonin, Nobeletin K

yanin iretmislerdir. Kiiltiir ortamina kattiklar:
jasmonik asit ve uyguladiklar1 fotoperiyodun
hiicre gelisimini azalttigin1 buna karsilik an-
tosiyanin {iretimini artirdigint bulmuslardir.
Shibasaki-Kitakawa et al. [30] cay bitkisinin
tohumlarindan elde ettikleri kalluslar1 Kine-
tin ve 2,4 D igeren sivi B5 besin ortamina
aktararak siispansiyon Kkiiltiirii yapmuslardir.
Kiiltiir sonucunda katesin ve epikatesin tiirev-
lerinden olusan flavonoit miktarin1 150 mg/g
olarak bulmuslar bu degerin de kontrol bit-
kisindekine gore yaklasik 7 kat fazla oldugunu
vurgulamisglardir.

Sacak Kok Kiiltiirii

Agrobacterium rhizogenes’in kiiltiirde, kal-
luslardan sacak kok olusturma yetenegi sayes-
inde kok kaynakli bilesiklerin tiretimi daha ko-
lay ve hizli yapilabilmektedir [44]. Tepfer [45],
30 dikotil familyaya ait 116 bitkide bu bakteri
ile sagak kok olusumunu ¢alismistir. A. rhizo-
genes plazmitindeki T-DNA’nin konuk dokuya
aktarilmasiyla, bakteriyal DNA’da bulunan ok-
sin sentez genleri konuk¢u dokuda okunur ve
bunun sonucunda da kallusta ¢cok miktarda kok
olusumu ortaya cikar [46]. Sacak koklerin tercih
edilmesinin nedeni, distan herhangi bir oksin
kaynagina ihtiya¢ duyulmadan hizli gelismenin
saglanmasidir. Inkiibasyon igin ¢ogunlukla
1s1ga ihtiyag duyulmaz. Genetik stabilitelerine
ilaveten metabolit verimi de oldukga stabildir.
Tim bu avantajlar nedeniyle hiicre kiiltiirii i¢in
uygun olmadig diistiniilen birgok kok kaynakli
bitki {iriinii, sagak kok kiltiirii teknolojisiyle
tiretim i¢in kullanilmistir [7].

Istenen sekilde diizenlenmis Ri plazmiti
(vektor) sayesinde, sacak kokiin genomik
DNA’smin degistirilebilmesi yani gen aktarimi

yeni bilesiklerin iiretiminde g¢ok biiyiik bir
kullanim alani olusturmustur. Bu sistemi kul-
lanarak, tek tip sacak kokten birden fazla
uriin alinabilecektir. Bu tlir 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 dongiisiine sahip kiil-
tiirlerde ¢ok daha kisa siirede yapilabilmesidir
[7]. Sacak kok ve organ kiiltirlerinde gelisen
hiicreleri siispansiyon kiiltlirlerine ve biyor-
eaktorlere aktarmada sorunlar yasanmasina
ragmen yine de bu yonde yapilan calismalar
bulunmaktadir [47]. Kuzovkina et al [24],
S. baicalensis sagak kok Kkiiltiirlerinde be-
sin ortamu olarak B5 sivi besin ortami, oncii
molekiil olarak L-fenilalanin, elisitor olarak da
metil jasmonat kullanarak wogonin, baikalein
ve baikalin tiretimi 2.3 kat artirmislardir. Bour-
gaud et al. [29] ise Psoralea sagak kok kiiltiirl-
erini BS siv1 besin ortaminda gelistirmis ve sa-
¢ak koklerden daidzein ve benzeri flavonoitleri
tiretmiglerdir.

Bitki Hiicrelerinin immobilizasyonu
(Tutuklanmasi)

Hiicre Kkiiltiirlerinden sekonder metabo-
lit dretimindeki gelisme, bitki hiicrelerinin
organizasyonu ve farklilagsmasiyla iligkilidir.
Immobilizasyon, katalitik aktiflige  sahip
hiicre veya enzimlerin bir destek {izeri-
nde tutuklanmasi ve bu sistemden sivi fazin
gegirilmesi  lizerine kurulmustur [48, 49].
Immobilize bitki hiicreleri, istenilen tiriinlerin,
oncii molekiillerden, tek veya bircok basamaklt
biyodoniisiimiinde kullanilir. Brodelius et al.
[50]’nin Cataranthus roseus, Morinda citrifolia
ve Digitalis lanata bitkilerinin doku kiiltiiri ile
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iiretilen canli hiicrelerini kalsiyum aljinat jelde
tutuklamasi dikkatleri bu teknige ¢ekmistir.

Immobilize bitki hiicreleri, immobilize
enzimlere gére daha avantajlidir. immobilize
enzimler i¢in uygun pH, reaksiyon karigiminin
sicakligi ve kofaktdr beslemesi gereklidir.
Immobilize enzimler genellikle tek basamakta
iirlin verirler ve organizmadan izole edilirken
aktivitelerinde azalma olur. Bunlara kargin im-
mobilize hiicreler; ¢oklu enzim reaksiyonlari
gerceklestirilebilirler. Yiiksek biyosentetik ak-
tiviteye sahip hiicreler segilirse katalitik aktiv-
ite hizlandirilabilir, hiicreler tiretebildikleri sii-
rece, kofaktore ihtiyac duyulmaz. immobilize
hiicreler, immobilize enzimlere gore daha kolay
elde edilirler.

Kullanilan ~ genel teknik, hiicrelerin,
etraflarinda polimerize olabilen jel veya jel
kombinasyonlar1 ile tutuklanmasidir [51].
Kalsiyum aljinat en ¢ok kullanilan matrikstir.
Agar, agaroz, karregan ve poliakrilamid de
matriks olarak kullanilan jellerdir [52]. Aljinat
jelleri, toksik olmamasi ve basitligi nedeniyle
en genis kullanima sahip jellerdir. Diger bir
alternatif destek politiretan kopiik ve i¢i bos
fibril membranlardir. Fenolik maddelerden
olan flavonoitlerin, immobolize hiicre kiiltiirti
teknigiyle tiretimiyle ilgili ¢aligmalar oldukga
yenidir. Gylcine max ve Petunia hybrida’da
fenolik maddelerin tiretimi igin 6ncii molekiil
olarak siikroz, immobilizasyon ydntemi olarak
da i¢i bos fibriller kullanilmistir [7].

Sekonder Metabolit Uretimi i¢cin

Biyodoniisiim

Biyodoniisim tipki mikroorganizmalarla
gergeklesen fermentasyon olaylari gibi bitki
hiicre ve kisimlarini kullanarak substratlarin bel-
li maddelere donistiiriilmesidir. Biyodoniisiim,
istenilen sekonder metabolitin bitki hiicre kiil-
tiirlerinde elisitorlerle bile olusturulamadig: ve
kimyasal olarak sentezinin zor ve pahali oldugu
durumlarda uygulanilabilecek alternatif bir
yoldur. Kiiltiire alinan bitki hiicreleri, digsardan
eklenen substratlari, istenen lriine veya yeni
bir iiriine stereo ve regiospesifik (yer segici)
olarak donistiirebilme yetenegindedirler. Ekle-
nen bu substratlarin dogal olmasina gerek yok-

tur; sentetik orijinli de olabilirler. Yar sentetik
bir tatlandirict olan ve gida, igecek, farmaso-
tik, hayvan yemi teknolojilerinde kullanilan
neohesperidin  dihidrokalkonun (NHDC) su
andaki tretim sekli hesperetin adli flavonoiti
substrat olarak kullanan yontemdir. Fakat hes-
peretin ancak yenilemeyen turunggillerden elde
edilebildiginden tiretimde siirlayici bir etkiye
neden olmaktadir. Kimyasal iiretime alternatif
olarak, portakal suyu fabrikalarindan toplanan
kabuklardan elde edilen hesperetinin hidro-
liziyle neohesperetine doniistiiriilmesi i¢in ge-
netik diizenlenmis bitki hiicreleri kullanilmigtir
[53].
Biyoreaktorler

Flavonoit iiretiminde biiyiik capta {iretim
yapmak i¢in biyoreaktér kullanimi yaygin
degildir. Ciinkii flavonoit {retimi igin siis-
pansiyon  kiiltiirlerinden  biyoreaktdrlere
aktarilan hiicreler oldukg¢a hassaslagsmaktadir.
Ayrica farkli gesitlerde biyoreaktdr tasarimlart
yapilmast gerektigi i¢in de maliyet yiiksek
olmaktadir. Giiniimiizde flavonoit tiretimi igin
yapilan tek ticari iretimde Panax ginseng
kokleri ve biyoreaktor kullanilmig, 75 tona ka-
dar tirlin alinabilmistir [7, 54].

Metabolik Miihendisligi

Flavonoit biyosentez yolundaki enzimlerin
bilinmesi ve izolasyonlarinin yapilmasi, istenen
flavonoitin genetik islemlerle iiretilebilmesinde
¢ok biiyiik avantaj saglamaktadir. Florigene
Ltd ve Suntory Ltd adli sirketler dogal olarak
olugsmayan delfinidin tiirevlerini iireten genleri
aktararak eflatun ¢icekli transgenik karanfil (Di-
anthus) gelistirmislerdir. Bunu flavonoit sen-
tez yolunda is goren dihidroflavonol rediiktaz
(DFR) ve flavonon 3’-hidroksilaz (F3’H) gen-
lerini bloklayarak basarmiglardir [55] (Sekil 1).
Takashi ve ark. [56] Gentiana scabra’nin ¢igek
renginin kendiliginden mutasyona ugrayarak
pembeden eflatuna  doniistiigii  molekiiler
aragtirmalarla  kanitlamiglardir. Mutasyonun
delfinidin adl1 antosiyanin tiirevinin olusumunu
saglayan flavonon 3’,5’-hidroksilaz (F3’5°H)
adli enzimde oldugunu kanitlamislardir. Fla-
vonon 3’°,5’-hidroksilaz (F3’5’H) enziminin
genine yerlestirilen iki farkli transpozon el-
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Sekill. Flavonoit biyosentez yolu ve bu yolda is géren enzimler [58]

ementiyle bu enzimin aktivasyonu bozulmug
ve bu yolun katalizlenmesi onlenmistir. Sonug
olarak delfinidinin iiretilmedigi, buna karsilik
pembe rengi siyanidinin  {retildigi
gosterilmistir (Sekil 1). Petunia’dan izole edi-
len kalkon izomeraz (CHS) geninin domatese
aktartilmasiyla kemferol ve kersetol adli flavo-
noitlerin domatesteki miktarlar1 %70 oraninda
artirllmistir. Boylece ve antioksidan 6zellikteki
flavonoitlerin domatesteki miktart ve besin-
sel degeri artmaktadir. Bircok bitkide beyaz
renkli steril polenlerin olusumunun flavonoit
metabolizmasindaki genlerin mutasyonu sonu-
cu olustugu belirlenmistir. Sonugta sterilitenin
flavonoit takviyesiyle azaltilabilecegi fikri or-
taya ¢ikmustir [57].

veren

SONUCLAR VE TARTISMA

Gortldigi gibi sekonder metabolit tiretimi
konusunda bitki doku kiiltiiriinden dogrudan
veya dolayli olarak yararlanilan ¢ok miktarda
calisma vardir. Caligmalarin  bir kisminda
deneysel asama bitirilmig, ticari {retime
gecilmistir [7, 9, 47]. Flavonoit iiretiminde
kallus, siispansiyon ve biyoreaktor yontemi ile
¢ok basarili sonuglar elde edilebilmektedir. Bu
tip ¢alismalarin ¢ogalmasi, tarim alanlarindaki
kisitlanma, asir1 toplamayla yok olma ve mev-
simlere bagli kalma gibi pek ¢ok dezavantaji
ortadan kaldirmaktadir. Giiniimiizde diinya
niifusunun artig1 ile yerlesimin artmasi sonu-
cunda ekim alanlarinin kisitlanmasi ve besin
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kitliklarinin yasanmasi, iklimsel degisiklikler
nedeniyle ¢esitli canlilarin nesillerinin yok
olma tehlikesiyle karst karsiya kalmasi bilim
insanlarmin bu tiir ¢alismalara agirlik ver-
mesini gerektirmistir. Son yiizyilda biiyiik il-
erleme kaydeden, bir¢ok bilim dalinin ortaklasa
calistigi biyoteknoloji bilimi, hem besinsel
kitliga hem de tiirlerin korunmasma ¢ok par-
lak ¢dziimler vaadetmektedir. Ornegin tarim
alanlarmin az oldugu bélgelerde, biyoteknoloji
yolu ile besin ve vitamin degerleri diger pir-
inglere gore artirlmig olan “altin  piring”i
yetistirmek olduk¢a cazip bir yoOntemdir.
Bitki biyoteknolojisi ile bitkiler ¢ogaltilabilir
(klonlama), bitkilere yeni O6zellikler eklene-
bilir (transgenik bitkiler-Genetigi Degistirilmis
Organizmalar-GDO) veya ila¢ hammaddesi
saglamak icin bitki hiicreleri ve metabolizmasi
tipki bir fabrika gibi kullanilabilir. Bunlara ek
olarak, ¢ogaltilan bitkiler, embriyolar veya to-
humlar dondurarak saklama islemleriyle gel-
ecek nesillere aktarilabilir. Tiim bu avantajlara
ragmen biyoteknolojide 6zellikle gen aktarma
islemlerinde heniiz agikliga kavugmamis bazi
noktalar bulunmaktadir. Bu nedenle gen ak-
tarma islemleri yapilmaksizin dogal yollarla
biyoteknolojiyi birlestirerek ¢alismak giinii-
miizde yapilacak en dogru yol olarak goriinme-
ktedir. Ornegin gen aktarrmini yapmadan &ncii
molekiil beslemesi, besin ortaminin igeriginin
degistirilmesi, inkiibasyon sartlarinin optimize
edilmesi gibi bir¢ok yol denenerek iiriin verimi
artirllabilmektedir.
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