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OZET

YUKSEK LiSANS TEZi

CEMEN OTU (Trigonella foenum-graecum L.) DOKULARINDA CYP450 GEN
ANLATIMI VE DIOSGENIN URETIMi ARASINDAKI iLiSKININ
SAPTANMASI

Bekir Ahmet ILGAR

istanbul Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali

Damisman : Dog. Dr. Neslihan TURGUT KARA

Cemen otu sahip oldugu biyoaktif ve aromatik bilesiklerden dolay1 baslica tip, gida ve kozmetik
alanlarinda kullanilmaktadir. Cemen otu tohumlarinda terapdtik 6zellige sahip pek ¢ok molekiil
bulunmaktadir. Bunlardan en onemlisi saponin sinifindan diosgenindir. Diosgenin ilag
endiistrisinde pek ¢ok steroidal ilacin iiretiminde temel Oncii bilesiktir. Dahasi diosgenin,
antioksidan, antienflamatuvar, antikanser ve kandaki yag ve seker metabolizmasini diizenleyici
pek c¢ok biyoaktif Gzellik sergilemektedir. Son yillarda yapilan calismalar, diosgeninin
lanosterolden ve/veya sikloartenolden olustugu hipotezleri tizerinde durmaktadir.

Bitkiler karbohidrat, protein, lipit gibi metabolitleri hayatlarini devam ettirebilmek igin
tiretmektedir. Bunlarin aksine dol verimini artirmak, patojenlere karsi kendilerini savunabilmek
icin de sekonder metabolitleri tiretirler. Sekonder metabolitler basta tip olmak iizere, kozmetik,
gida Ve tekstil gibi alanlarda da kullanilmaktadir. Bundan dolay1 da fazla miktarda tiretimleri
onem arz etmektedir. Bu amagla giinlimiizde gen transferi ¢alismalari, elisitasyon ¢alismalari
gibi farkli biyoteknolojik stratejilere basvurulmaktadir. Bu tez c¢alismasinda ¢cemen otu
tohumlarindan in vitro ¢imlendirilen bitkicikler eksplant olarak kullanilarak kallus kiiltiirleri
elde edilmistir. Elde edilen bu kalluslardan hiicre siispansiyon kiiltlirleri kurulmus ve
kiiltirlemenin 13. giiniinde elisitasyon amaciyla 12 saat ve 24 saat siiresince 0,01 g/mL
konsantrasyonda maya 0ziiti uygulamasi gerceklestirilmistir. Elisitasyon uygulamasinin
ardindan diosgenin miktar1 6l¢lilmiis ve diosgenin iiretim yolaginda gorevli oldugu diisiiniilen
CYP86A2, p-glukozidaz ve sikloartenol sentaz (CAS) genlerinin anlatimlari incelenmistir.

Xi



Sonug olarak maya 6ziitii diosgenin {iretimini 12. ve 24. saatlerde artirmistir. Bu ¢alisma ile
maya Oziitliniin ¢gemen otu hiicre siispansiyon kiiltiirlerinde diosgenin iiretimini artirmak igin
elisitor olarak kullanabilecegi ortaya konmustur.

Temmuz 2019, 59 sayfa.

Anahtar kelimeler: Diosgenin, maya 6ziitii, gemen otu, elisitasyon.
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SUMMARY

M.Sc. THESIS

DETERMINATION OF RELATIONSHIP BETWEEN CYP450 GENE
EXPRESSION AND DIOSGENIN PRODUCTION IN FENUGREEK
(Trigonella foenum-graecum L.) TISSUE

Bekir Ahmet ILGAR

Istanbul University
Institute of Graduate Studies in Sciences

Department of Molecular Biology and Genetics

Supervisor : Assoc. Prof. Dr. Neslihan TURGUT KARA

Fenugreek has been used at medicine, nourishment, cosmetic because of its bioactive and
aromatic compounds. Fenugreek seeds have plenty of molecules which are therapeutics. The
most important one is diosgenin. Diosgenin is essential precursor for many steroidal drugs in
pharmaceutical industry. Moreover, it has exhibited bioactive properties such as
hyperlipidemia, hipoglisemia, anti-oxidant, anti-enflamatuar, anti-cancer and proliferative
activity. Recent studies have been hypothesized that diosgenin formation from either lanosterol
or cycloartenol.

Plants produce some metabolites as carbohydrates, proteins, lipids to sustain their life. Unlike
these metabolites, they produce secondary metabolites as a guard against pathogens and to
improve fertility. The secondary metabolites used as cosmetic, dietary, textile and primarily in
medical and pharmaceutical areas. Hereby high volume production of secondary metabolites
become important. Therefore nowadays, different biotechnological strategies such as gene
transfer studies and elicitation studies are being used for high volume production of secondary
metabolites. In this thesis, callus culture obtained via in vitro grown plant explants. Cell
suspension cultures were established from these calli and yeast extract was applied at the
concentration of 0,01 g/mL for 12 hours and 24 hours to elicitate 13" day old cultures. After
elicitation, the amount of diosgenin was measured and the expression of CYP86A2, /-
glucosidase and cycloartenol synthesa (CAS) genes which were thought to be has a role on the
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production pathway of diosgenin were examined. As a result, yeast extract increased the
diosgenin production at 12" and 24™ hours. In this study, it was demonstrated that yeast extract
can be used as an elicitor to increase the production of diosgenin in fenugreek cell suspension
cultures.

July 2019, 59. pages.

Keywords: Diosgenin, yeast extract, fenugreek, elicitation.
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1. GIRIS

Cemen otu bitkisi (Trigonella foenum-graecum L.) tip, gida, eczacilik ve kozmetik alanlarinda
yaygin olarak kullaniminin yani sira geleneksel tipta da kullanilmaktadir. Cemen otu bitkisinin
hem tohumlarindan hem de vejetatif kisimlarindan yararlanilmaktadir. Cemen otu tohumlarinin
kendisi ve ekstreleri gida sanayinde firin ve et {irlinlerine, alkolli igeceklere, sekerlemelere,
cesni triinlerine, dondurmalara, soslara ve sekerli kremalara ilave edilmektedir. Halk arasinda
cemenden tahrig giderici, barsak yumusatici, sindirimi kolaylastirici, siit artirici, gogiis
yumusatici, balgam soktiiriicii olarak yararlanilmaktadir. Bunun yaninda ates diisiiriicii, bogaz
agrisini giderici, yara iyilestirici 6zelliklerinin yani sira kan sekerini diistiriicii etkisinden dolay1

seker hastaliginda ve kanser tedavisinde kullanilmaktadir.

Diosgenin ¢emen otu dokularinda bulunan biyolojik olarak aktif bir steroidal sapogenindir.
Literatiirde, diosgenin diyabete, hiperlipidemiye, kansere, kardiyovaskiiler hastaliklara,
oksidatif strese ve inflamasyon gibi ¢esitli patolojilere karsi etkili oldugu belirtilmektedir.
Diosgenin, ¢gemen otunun biyolojik etkilerinin pek ¢cogunda 6nemli bir etken olarak ortaya
cikmistir ki bu da insiilin sinyalizasyonunun ve glikoz homeostazinin calisilmasi sirasinda
ortaya konmustur. Diosgenin iizerine yapilan ¢alismalar, bu biyoaktif bilesigin ve ¢emen
otunun obezojenik bir ¢evrede metabolik sagligi nasil destekleyebilecegine dair degerli bilgiler

vermektedir.

Birlesmis Milletler Cevre Programi’nda belirtildigi iizere insan sagiligi, ekonomik ve sosyal
gelisimlerin iz diistimiine bagli olarak sekillenmektedir (UNEP, 2012). Bu nedenle de dogal
kaynaklarin aragtirilmasi ve gelistirilmesi 6nem arz etmektedir. Doga, molekiilleri biyolojik ve
kimyasal siire¢lerle kendi kendine birlestirerek kompleks yapilar olusturmaktadir.
Biyoteknoloji bilimi, insanlifa fayda saglamak i¢in limitsiz potansiyele ve muazzam bir
yonelime sahiptir. Biyoteknoloji ziraat, saglik, gida ve ¢evre uygulamalari i¢in yeni {irlinler
olustururken biyolojik siiregleri ve malzemeleri kullanmaktadir. ilk biyoteknolojik {iriinlerden
olan biraya Stimerler déoneminde rastlanmaktadir. Bitki biyoteknolojisi, bitkilerin verim ve
kalitesini, strese karsi dayanikliligini artirma, saglik, gida, tekstil, kozmetik gibi alanlara ham
madde iiretmek i¢in bitkileri kullanma ve gelistirmeyi amaglayan c¢aligsmalar1 igermektedir.

Bitki molekiiler ¢ift¢iligi olarak adlandirilan yontem 6zellikle endiistriyel degeri olan metabolit



ve proteinlerin bitkilerde diisiik maliyet, yiiksek verim ile liretilmesidir. Her gegen giin artmakla
beraber bu yontem sayesinde son 10 yilda 100’e yakin protein tiretilmistir (Fischer ve Emans,
2000; Giddings, 2001). Bitkiler hayatlarini devam ettirebilmek igin {irettikleri birincil
metabolitlerin disinda stres kosullar ile miicadele etmek icin de sekonder metabolitleri
tretmektedir. Bitkisel sekonder metabolitler dort gruba ayrilmaktadir: terpenoidler, fenolik
bilesenler, alkaloidler ve siilfiir igeren bilesenler. Bu fitokimyasallar anti-mikrobiyal, anti-
kanser, anti-proliferatif ve biyotik-abiyotik strese kars1 kullanilmaktadir. Bu sebeple sekonder
metabolitlerin fazla miktarda iiretimi 6nem arz etmektedir. Bu hedef dogrultusunda sekonder
metabolitlerin miktarinin artirilabilmesi i¢in gen transferi, mutasyon ve elisitasyon
uygulamalarini igeren stratejilere bagvurulmaktadir. Elisitasyon, bitkinin stres mekanizmasini
dis kaynakli biyotik veya abiyotik bir kaynakla uyararak, biyoteknolojik ac¢idan &nemli
sekonder metabolitlerin iiretimini artict mevcut bir yontemdir. Elisitor ise -elisitasyon
calismasinda kullanilan maddeyi1 belirtmektedir. Yapilan ¢alismalar elisitor olarak maya 6ziitli
kullanildiginda peroksidaz seviyesinin ve P450 gen ailesi iiyelerinin anlatimlarinin arttigi
gosterilmektedir (Turgut-Kara 2007, Ciura ve dig. 2018).

Bu tez ¢alismasinda, Trigonella foenum-graecum L. bitkisine ait tohumlar steril kosullarda
¢imlendirilmis ve elde edilen bitkiciklerden kallus kiiltiirleri elde edilmistir. Elde edilen kallus
kiiltirleri kullanilarak hiicre siispansiyon kiiltiirleri kurulmustur. Diosgenin miktarinin
biyoteknolojik yolla artiritlmasi amaciyla, hiicre slispansiyon kiiltiirlerine 12 saat ve 24 saat
boyunca elisitor olarak 0,01 g/mL maya oziitii ekstresi uygulanmigtir. Ayn1 zamanda diosgenin
molekiiliiniin olusumunda gorevli oldugu diistiniilen CYP86A2, f—glikozidaz ve CAS genlerinin

anlatim analizi ger¢ek zamanli PZR ile gerceklestirilmistir.

Bu ¢alismada tek yillik otsu bir bitki olan T. foenum-graecum’de ilk kez maya 6ziitii elisitor
olarak kullanilarak terapotik 6zellige sahip olan diosgenin molekiiliiniin artirilmasina olan
ektisi arastirilmis ve daha Once onerilen diosgenin iiretim yolaklarindaki farkli genlerin

anlatimlar1 analiz edilerek diosgenin {iretimi tizerindeki rolleri iligkilendirilmistir.



2. GENEL KISIMLAR

2.1. CEMEN OTU (TRIGONELLA FOENUM-GRAECUM L.)

Fabacae familyasina ait olan ¢gemen otu (Trigonella foenum-graecum L.) dikotil, tek yillik otsu
bir bitkidir. Varyetelerine gore farklilik gdstermekte olup genellikle 30 ile 60 cm yiikseklige
erismekte ve dallanma gostermektedir. Uglii yapraklara, nodiillii koklere, beyaza calan sari
cigeklere, hilal seklindeki baklalara ve altin saris1 tohumlara sahiptir (Sekil 2.1). Cigeklerinin
ticgen sekli nedeniyle Trigonella cinsine ait olup, Yunan otu manasina gelen “foenum-
graecum” tiir ismi ile taksonomide yerini almaktadir. Trigonella cinsi tilkemizde 45 farkli tiir
barindirmaktadir ve bunlardan T. foenum-graecum’un kiiltiirii yapilmaktadir. Yoreye gore
“cemen otu” veya “buy otu” olarak da tanimlanmaktadir (Basch ve dig., 2003; Acharya ve dig.,
2006; Petropoulos, 2006; Moradi ve Moradi, 2013).
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Sekil 2.1: Cemen Otu (Trigonella foenum-graecum L.) (Baldemir ve ilgiin, 2015).

Cemen otu tarih boyunca farkli amaglar dogrultusunda kullanilmistir; 6rnegin, eski Misir’da
firavunlarin cenaze torenlerinde ayinin bir parcgasi olarak kullanilmistir (Rosengarten, 1969;
Miller, 1969). Hipokrat bu bitkinin tibbi amaglar i¢in kullanilabilecegini belirtmistir (Lust,
1986; Schauenberg ve Paris, 1990). Theophrastus Yunanca “Voukeras” ve “Tilis” adim
vermistir. Pers krali Antiochus Epiphones arenadaki oyunlara gitmeden once ¢emen iceren
parfim kullanmistir (Leyel, 1987). Millattan once 2. yiizyilda Romalilar hayvan yemi olarak
kullanmistir (Fazli ve Hardman, 1968). Milattan sonra 60’larda Anadolu’nun Anavarza

kentinde yasamis olan Dioscorides, farmokolojinin babasi, yazilarinda ¢gemen otunun merhem



olarak kullandigini belirtmistir (Manniche, 1989). Kral Sarlmen sayesinde de ¢gemen otu Orta
Avrupa’da kiiltire almmustir (Fazli ve Hardman, 1968). ilk belgelenmis ¢emen otu
Transilvanya Herbaryumu’nda 16. yy’da bulunmustur (Melius, 1578; Petropoulos, 2006). 17.
yy’da ise dogumdan sonra plasentayr atmak i¢in ¢emen otu tohumlarinin toz formu
kullanilmistir (Hidvegi ve dig., 1984; Howard, 1987). Giiniimiizde ise ¢emen otu, Baharat Yolu

tizerinde bulunan neredeyse her iilkede yetistirilmekte ve ticareti yapilmaktadir.

Cemen otunun kullanim alanlarina bakildiginda yaprak ve tohumlarin kullanimlar1 farklilik
gostermektedir. Yapraklar genellikle salata veya hayvan yemi olarak kullanilirken tohumlar ise
peynire lezzet vermek icin, surup/serbet aroma artirici olarak, ekmek yapiminda, kahve bileseni
olarak, tahil ambarlarin1 boceklerden korunmak igin ve hatta parfiimeride kullanilmaktadir.
Ulkemizde ise isletmenin formiilasyonuna gore pastirmanin dis kisminda bulunan macun
yapiminda ve kahvaltilik ezme olarak kullanilmaktadir. Cemen otunun pek c¢ok alanda
karsimiza ¢ikmasinin nedeni olarak anti-diyabetik, anti-mikrobiyal, anti-kanser, hipoglisemik
ve hiperlipidemik 6zelliklere sahip olmasi gosterilmektedir (Gupta ve dig., 2001; Rakhee ve
dig., 2004; Sadeghzadeh-Ahari ve dig., 2009).

Bugday gibi cemen otu da toprak ve iklim konusunda toleransi yiiksek olan bir bitkidir. Bu
yiizden de diinya {izerinde genis bir dagilim gostermektedir. Kurakliga dayanikli olan ¢emen
otu diisiik yagis dénemlerinde daha iyi bir gelisim sergilemektedir. Ihtiyag duydugu sicaklik en
diisiikk 10-15 °C iken asir1 sicak veya soguk ortamlarda verimi diismektedir (Talelis, 1967;
Duke, 1986). Fakat farkli varyetelerinin hem kisin hem de yazin ekimi gerceklesebilmektedir.
Sicak iklime sahip bolgelerde kislik olarak veya kis bitimine dogru, soguk iklime sahip
bolgelerde ise yazlik olarak tarimi gergeklestirilmektedir (Talelis, 1967; Kan ve dig., 2006).
Ulkemizde ¢emen otunun tarimi Konya, Corum, Tokat, Amasya, Afyon, Nevsehir, Antalya’da
gergeklestirilirken diinyaya baktigimizda Hindistan basta olmak tizere Dogu’da, Misir ve
Etiyopya ile Afrika’da, Almanya ve Yunanistan ile de Orta Avrupa’da tarim
gerceklestirilmektedir (Gengkan, 1983; Akgiil ve dig., 1993; Beyzi ve dig., 2010).

Yapilan karyotip ve genom c¢alismalart Trigonella taksasinin B kromozomuyla birlikte 2n= 14,
16, 18, 28, 30 ve 32 kromozoma sahip oldugunu gostermektedir. Cemen otunun genomu 685
Mbg biiyiikliigiindedir. Tibbi agidan onemli bir bitki olmasma ragmen tiim genomu
dizilenmemistir. Cemen otu 2n=16 kromozoma sahip olup, kromozom boyutlar1 3,03 ve 4,84

um arasinda degismektedir (Martin ve dig., 2011).



Cemen otu tohumlar1 %45-60 karbohidrat, %20-30 protein ve %5-10 civarinda lipitin yani sira
A, B1 ve C vitaminleri ve nikotinik asit de igermektedir. Tohumlar saponinler, alkaloidler ve
flavanoidler olmak iizere ii¢ farkli sekonder metaboliti bir arada bulundurmaktadir. Bunun
disinda saponinlerin hidrolizlenmesiyle meydana gelen diosgenin, neotigogenin, yamogenin,
tigogenin gibi glikozitlere de sahiptir. 100 mg tohumun %35’i alkaloid, %10’u flavanoid,
%4,8°1 saponin ve %0,2-0,9’u da diosgenindir. Icerdigi alkaloidler g-lakton ve sotolon gibi
ucucu bilesenlerle birlikte keskin bir tada ve aromatik yapiya sahiptir. Igerdigi fiber, miisilaj ve
galaktomannanlar sayesinde safra tuzu olugmasini, nisasta absorbsiyonunu azaltirken serbest
amino asitler sayesinde de insiilin sekresyonunu artirmaktadir (Madar ve Shomer, 1990;
Haefelé ve dig., 1997; Faeste ve dig., 2009; Meghwal ve Goswami, 2012) (Sekil 2.2; Tablo
2.1).

Sekil 2.2: Cemen otu tohumlar1 (Srinivasan, 2006).



Tablo 2.1: Cemen otu tohumuna (Trigonella foenum-graecum L.) ait besin degerleri (Srinivasan, 2006).

100 gram Cemen Otu Tohumunun Icerigi

Karbohidrat 589
Yag 6,49
Protein 23¢9
Enerji 323 keal
Tiamin (B1) 0,322 mg
Riboflavin (B2) 0,366 mg
Niasin (B3) 1,64 mg
B6 Vitamini 0,6 mg
Folat (B9) 57ug
C Vitamini 3 mg
Kalsiyum 176 mg
Demir 34 mg
Magnezyum 191 mg
Manganaz 1,23 mg
Fosfor 296 mg
Potasyum 770 mg
Sodyum 67 mg
Cinko 2,5mg

2.2. DIOSGENIN

Diosgenin, B-3 pozisyonuda -OH grubuyla spirostan, 5 ve 6. karbonlar arasinda ¢ift bag
olusmus, pozisyon 25’te R-konfigiirasyonuna sahip bir sapogenindir (Sekil 2.3). Ilag
endiistrisinde steroidal bilesenleri igeren dogal iiriinlerin kaynak olarak kullanimi oldukg¢a
yaygindir. Saponinlerin aglikon kisimlari olarak tanimlanan sapogeninler ve bazi steroidal
saponinler antikanser 6zellik gostermektedir (Thakhur ve dig., 2011; Salvador ve dig., 2013;

Jiang ve dig., 2016). Bu bilesenler arasinda olan diosgenin, saponin olan dioskinin



hidrolizlenmesiyle meydana gelen, iyi bilinen bir steroidal sapogenindir. Dioscrea, Trigonella,
Costus ve Smilex cinsleri diosgenin iiretmektedir (Khare, 2004; Shao ve dig., 2007; Raju ve
dig., 2009; Chen ve dig., 2015; Selim ve dig., 2015). Fuji ve Matsukawa (1935) tarafindan
Dioscrea tokoro’ da kesfedilen diosgenin ¢emen otu tohumlarinda da bulundugu ve ¢emen
otunda kolesterolden tiirevlenerek olustugu belirtilmistir. Cemen otunun farkli dokularinin
(tohum, kabuk ve kotiledon) kimyasal i¢erigi analiz edildiginde saponinlerin en fazla tohumda
%05,12 g bulundugu gosterilmistir (Naidu ve dig., 2010). Biyoaktif bir molekiil olan diosgenin,
diyabet, hiperlipidemi, kanser, kardiyovaskiiler hastaliklar, oksidatif stres ve iltihaplanmaya
kars1 etkili oldugu belirlenmistir. Ayrica, progesteron, glukokortikoid, testosteron gibi hormon
ve steroidal ilaglarin iiretilmesinde onciil olarak kullanilmaktadir (Son ve dig., 2007; Pari ve
dig., 2012; Kalailingam ve dig., 2014). Trouillas ve dig. (2004) in vitro g¢alismalarinda
diosgeninin biyolojik aktivitelerini test etmistir. Molekiiller modelleme yontemleri ile
diosgeninin ve diger bazi sapogeninlerin yapisal 6zelliklerinin proliferasyon, hiicre siklusu
dagilimi ve apoptoz tizerine etkileri incelenmis olup, diosgeninin antikanser aktivitesinin C5-6
cift bagiyla ve hetero-seker parcasiyla iliskili oldugu gosterilmistir (Trouillas ve dig., 2004).
Bunun diginda C5 ve C25 atomlarmin konformasyonunun da biyolojik aktivitesinde etkili

oldugu gosterilmistir.
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Sekil 2.3: Diosgenin molekiiliiniin kimyasal yapisi (Krol-Kogus ve dig., 2018).

Diosgenin, yamogenin ve tigogenin gibi sapogeninler genellikle D-glukoz basta olmak {izere
seker lnitelerine glikozidik baglarla baglanarak sapogenil glikozitleri olusturmaktadirlar.
Diosgenil glikozitler spirostanol saponinler arasinda 6nemli bir gruptur. Diosgenin spirostanol
iskeletindeki C5 ve C6 atomlar1 arasindaki ¢ift bag sayesinde farkli sekerlerle birlikte
kombinasyonlar1 bulunabilmektedir (Yang ve dig., 1999; Thakur ve dig., 2011).

Steroidal ilaglarin onciil ham maddelerinden biri olan diosgeninin olusum mekanizmasinin

ortaya konmasi farmasotik agidan onemlidir. Bu konu ile ilgili olarak son 10 yilda pek ¢ok



calisma yapilmistir. Diosgeninin olusum mekanizmasini 6ngoren ilk grup Vaidya ve galigma
arkadaslaridir (2013) (Sekil 2.4). Buna gore asetil koenzim A ile baslayan mevalonat yolagi
sikloartenol sentazi veya lanosterol sentazi kullanarak diosgenini olusturmaktadir. Daha
sonrasinda Chaudhary ve dig. (2015) vyirtttikleri c¢alismada, lanosterol sentazin
kullanilmadigini, sikloartenol sentazin kullanildig1 yolagi ve bu yolakta calisan sterol-3-B-
glukosil transferaz enzimini ortaya koymustur. Son iki yilda diosgenin metabolizmasi {izerine
yapilan kapsamli transkriptomik caligmalarda ise (Ciura ve dig., 2017), lanosterol sentazi

kodlayan bir transkripte rastlanilmamis ancak pek ¢ok asamayi sitokrom P450 gen ailesinin
katalize ettigi belirtilmistir.
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Sekil 2.4: Vaidya ve dig. tarafindan (2013) énerilen diosgenin iiretim yolag:.



Bu baglamda, Ciura ve dig.’nin (2017 ve 2018) elde ettigi sonuglar diosgenin olusum yolaginin
daha da netlesmesine yardimci olmustur. Bu ¢alismaya gore, mevalonat yolagi sonucunda
olusan skualen-2,3-oksit sikloartenole sonrasinda kolesterole ve kolesterolden de sitokrom

P450 gen ailesi iiyesi enzimler vasitasiyla diosgenin dontismektedir (Sekil 2.5).
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Sekil 2.5: Ciura ve dig. tarafindan (2018) énerilen diosgenin iiretim yolag1.

Diosgeninin anti-kanser, anti-diyabetik, hiperlipidemik, anti-inflamuar, etkilerini gostermek
icin pek cok calisma yapilmistir ve yapilmaya devam etmektedir. Kansere kars1 diosgeninin

anjiyogenez, hiicre gocli, epitel-mezansimal degisim, apoptoz ve tiimor proliferasyonu gibi
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yollarda etkin oldugu belirlenmistir. Zhou ve dig. (2019) diosgeninin Cdc20 geninin inhibitorii
oldugunu ve hiicre biiylimesini inhibe ederek apoptozu indiikledigini gostermistir. Diosgeninin
insan hepatoseliiler karsinomu {iizerine etkilerini arastirdiklarinda, hiicre proliferasyonunu
inhibe ettigini, apoptotik hiicre 6liimiinii tetikledigini, G2/M fazinin siiresini artirdigini, DBP3
(‘Dead Box Polypeptide’ 3) geninin anlatiminda artig gergeklestigini, hiicre, bolinmesini ve
istilasin1 baskiladigini gostermistir (Yu ve dig., 2019). Diosgenin in vivo tiimor hiicrelerinde
morfolojik degisiklige neden olmasinin yani sira BI6F10 melanoma hiicrelerinin gelisimini
inhibe etmektedir. Ayrica C57BL/6 farelerine diosgenin verildikten sonra, CD4+/ CD8+ T-
hiicreleri sizintis1 ve IFN-y anlatim1 artmakta ve bagisiklik sistemi aktive olmaktadir (Dong ve
dig., 2018). Bunun disinda diosgeninin barsak mikrobiyotas1 tizerine etkisi incelendiginde,
immun sistemi destekleyici Lactobacillus ve Sutterella genuslarinin ¢ogalmasma aksine
Bacteroides genusunun azalmasina neden oldugu rapor edilmektedir. Dahasi diosgenin bazi
mevcut ilaglarin aktivitesini de artirmaktadir. Marin-Madina ve dig. (2019) diosgenin ile
atorvastatin, diosgenin ile ezetimibe ve sadece diosgeninin lipid metabolizmasini diizenledigini,
diosgenin ile ezetimibenin kolestrolin ve glukozun barsaktan emilimini artirirken,
atorvastatinin ise omurilikte kolesterol dagilimini artirdigini bildirmislerdir. Ayrica Li ve dig.
(2019) mevcut anti-kanser ilaglarinin aktivitesini artirmak ve toksisitesini diisiirmek igin
gerceklestirdigi ¢alismalarda diosgenin ve hidroksikampototesinin birlikte kullanilmasinin, tek
kullanimina gore daha etkin sonuglar dogurdugunu gostermislerdir. Anti-enflamatuvar ajan
olarak kullanilan bromelain organizma tarafindan yiizde yiiz verimle kullanilamamaktadir. Bu
yiizden Shameli ve dig. (2018) bromelain ve bazi bitkisel kokenli kimyasal maddelerin birlikte
veya bir biitiin olarak kullanilmasinin verimi artiracagini diisiinerek gerceklestirdikleri
calismada, bromelain-amenthoflavone ikilisi Pla2 ile rakip olurken bromelian-asiatikozid ve

bromelain-diosgenin ikilisi ise sinerjik etki gostermistir.

Kato ve dig. (1995) steroidal glukozidlerden diosgeninin (10 ve 50 mg/kg) kan sekeri tizerine
etkilerini diyabetik fare modellerinde incelediginde 4 saatlik uygulama sonrasinda kan sekeri
seviyelerinde herhangi bir iyilesme belirlememislerdir. Ancak, Khosravi ve dig. (2019), uzun
stireli (4-8 hafta) diosgenin (40 mg/kg/giin) uygulamasinin serum glukozunu disiirdigiini
belirtmektedir. Ayn1 ekip, diosgeninin testesteron seviyesini artirdigini, Tnf-o ve 11-6’da ise
azaltigimi gostermislerdir. Ayrica, apoptoz belirtegleri olan kaspaz-3, anneksin V ve DNA
fragmentasyonunda diisiis gozlenmis olup sperm sayisi, hareketliligi ve yasam siiresinin arttigi

gosterilmistir. Wu ve dig. (2018) ¢alismalarinda diosgenin glikositleri kullanarak diyabetik
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farelerde etkilerini arastirmislardir. Bunun sonucunda uzun siire boyunca diosgenin glikositleri
uygulamasinin glukoz toleransini ve lipid profilini artirdigini belirlemislerdir. Bunun aksine Il-

1B, 11-6, ve Tnf-a tiretimleri azaltmistir.

Diosgenin, yumurtaligit alinmis siganlarda lipid peroksidasyonu ile iliskili olan
malondealdehidin konsantrasyonunu azaltmasinin yani sira glutatyon, siiperoksit dismutaz ve
nitrik oksit seviyelerini 6nemli Ol¢lide artirmaktadir. Dahasi fenilefrinin neden oldugu
kasilmalar1 da azaltarak damar ve kas gevsetici olarak kullanilabilecegi diisiiniilmektedir
(Oliveira ve dig., 2019). Ayrica menopoza giren kadinlarin yasadiklar1 kemik erimesi problemi
ile iligkili olarak yumurtas1 alinmis siganlarda diosgeninin ektisi ¢alisgilmistir. On iki hafta
boyunca viicut kitlesine gore giinliik 100 mg/kg diosgenin yumurtasi alinmis siganlara oral
yolla verilmis ve sonu¢ olarak alveolar kemik olusum mekanizmasinda gorevli genlerden
Ctnnbl, Tcf2, Smad4 ve Tcf2'’nin anlatimlarim arttigi; Tnf, 11b, 11rl, Tufrsfla nin
anlatimlarinin ise azaldig1 gosterilmis ve bu genlerin diizenlenmesinde gérevli olabilecek 6 tane

uzun kodlama yapmayan RNA’nin (IncRNA) varlig1 gosterilmistir (Zhang ve dig., 2018).

Ayrica diosgenin diyabetten kaynakli katarakta da olumlu ektisinin oldugu bildirilmistir. Ji ve
dig. (2017), kat1 ve siv1 olarak oral yolla verilen diosgeninin, aldoz rediiktazin giiglii bir
inhibitori oldugunu, lens epitel hiicrelerinde bulunan aldoz rediiktaz aktivitesini azalttigini,

lens agirligini ve kiigiik vakuollerin olusumunu inhibe ettigini gostermistir.

2.3. ELISITASYON

Bitkilere disaridan verilen biyotik veya abiyotik uyaranla stres mekanizmasinin aktiflesitrilmesi
ve bu sayede sekonder metabolitlerin liretiminin artirilmasi teknigine elisitasyon denilmektedir.
Bitkilerde stres mekanizmasini tetikleyerek sekonder metabolitlerin {iretimini artiran bu
maddelere elisitor denmektedir. Elisitorleri biyotik ve abiyotik, kimyasal ve fiziksel, olacak
sekilde ikiye ayirmak miimkiindiir. Abiyotik elisitorlere 1s1, 151k, UV, ¢evresel kosullar ve
CuCly, HgCly, KCI, MgSOs gibi kimyasallar 6rnek verilebilirken biyotik elisitorlere ise
karbohidratlar, proteinler, lipidler, hiicre duvar1 bilesenleri ve hatta hiicrenin kendisi 6rnek
olarak verilebilmektedir (Zhao ve dig., 2005; Wang ve dig., 2015; Ramirez-Estrada ve dig.,
2016; Liu ve dig., 2017). Fungal elisitorler, bitkilerde hiper sensitif cevabi indiikleyerek defans
mekanizmasini ¢alistirmakta ve sonug olarak fitoaleksinlerin olusmanini saglamaktadir (Baldi

ve dig., 2009). Biyotik elisitor maya Oziitii, sahip oldugu kitin, N- asetilglukozamin
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oligemerleri, B-glukan, glukopeptit ve ergosterol ile bitkilerde sinyal mekanizmasini
uyarmakta, bu sayede sekonder metabolitlerin iiretimi gergeklesmektedir. Mu ve dig.’nin
(2009) yiiriittiikleri ¢alismada, Lycoris chinensis’e uyguladiklart maya 6ziitli ile galantamin
miktarinin 1,68 kat arttigin1 bildirmislerdir. Aureobasidium pullulans ekstrakti ise Vitis vinifera

kalluslarinda stilben fitoaleksin birikimini artirmistir (Rithmann ve dig., 2013).

Maya oOziitiiniin sinyal yolagini nasil etkinlestirdigine bakildiginda; ilk olarak hiicre
membranindaki ilgili tanima reseptoriine baglandigi belirlenmistir. Bu etkilesimden dolay1
membranda iyon akis1 gerceklesir. Hiicre icine Ca*? pompalanir. Reaktif oksijen tiirleri olusur.
Protein kinazlarda, mitojenle aktiflesen protein kinazlarda, G-proteini ve protein
fosforilasyonunda uyarilmalar ve degisimler baslar. Bunun sonucunda ikincil haberciler
sentezlenir ve sitoplazmanin asiditesi artar ve membran gegirgenligi azalir. Jasmonik asit,
salisilik asit, H20> gibi ikincil mesajcilar savunma genlerinin transkripsiyonel aktivasyonunu
baglatir. Maya o6ziiti bu sekilde sekonder metabolitlerin olusum yolagini1 aktiflestirerek
uretimlerine neden olabilmektedir (Sekil 2.6) (Radman ve dig., 2003; Shakya ve dig., 2017;
Zhai ve dig., 2017).
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Sekil 2.6: Fungal elisitér sinyal mekanizmasinin sematik gdsterimi (Shakya ve dig., 2017).
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2.4. YUKSEK PERFORMANSLI SIVI KROMATROGRAFiSi

Primer ve sekonder metabolitlerin tanimlanmasi ve kantitasyonunda, kolon dolgu maddeleri
sayesinde yiiksek basingli sivi kromatrografisi (“High Performance Liquid Chromatography”-
HPLC) yontemi genis Ol¢ekte kullanilmaktadir. Bu sayede pek ¢cok maddenin fonksiyonel ve
yapisal analizinin gerceklestirilmesinde zamandan tasarruf edilerek etkin sonuglar elde
edilmektedir. Sistemdeki yiiksek atmosfer basinci sayesinde kolona uygulanmis olan 6rnegin
yiiksek bir hizla gegisi sagalanarak analizi kisa siirede gergeklestirilebilir (Sekil 2.7) (Temizkan,
2003). Giintimiize kadar diosgeninin tanimlanmasinda ve belirlenmesinde farkli analitik
metodlar gelistirilmistir. Bunlardan bazilari, gravimetrik metot (Morris ve dig., 1958), TLC
(Brain ve Hardman, 1968), gaz kromatografisi (Savikin-Fodulovié¢ ve dig., 1998), HPLC
(Huang ve dig., 2008) , ELISA (Wang ve dig., 2010), spektrometrik metotlar (Chen ve dig.,
2011), HPTLC (Nagore ve dig., 2013) ve LC ESI-MS’dir (Taketan1 ve dig., 2015). En etkin
sonuclar LC ESI-MS yonteminde elde edilmesine ragmen sistemin gerekliligi ve kullanim
zorlugu nedeniyle spektrofotometrik yontemler ve HPLC daha yaygin olarak kullanilmaktadir
(Zhang ve Miller, 1992). Diosgenin metaboliti 6zelinde bakildiginda, biitiin bu yontemler uzun
zaman alan saflastirma basamaklar igerirken Chaundray ve dig. (2018) diosgenin i¢in daha
diisiik maliyetli ve kisa siireli bir ekstraksiyon yontemi gelistirerek HPLC’de etkin sonuglar

almiglardir.
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Sekil 2.7: HPLC sisteminin ¢aligma prensibi (Temizkan, 2003).

2.5. GERCEK ZAMANLI POLIMERAZ ZINCIR REAKSIYONU (“real time PCR
veya “quantative PCR- gPCR)

Belirli kosullarda bir genin anlatim analizi, ilgili genin mRNA’sinin elde edilmesini ve
miktarinin belirlenmesini kapsamaktadir. RNA temelli ilk anlatim analizi galigsmalar1 “Northern
blotlama” ile baglamistir (Alwine ve dig., 1977). 1990’larda gelistirilen ger¢ek zamanli PZR
yasam bilimleri ve klinik ¢aligmalarda hizli, dogru ve hassas bir yontem olarak kabul
gormektedir. Gergek zamanli PZR bilesenleri klasik PZR ile neredeyse ayn1 olmakla beraber,
SYBR Green gibi 1s1ma yapabilen boyalar veya reaksiyonu daha da 6zglinlestiren problardan
olusmaktadir (Sekil 2.8). Bu sayede anlatimin kantitatif analizi gergeklestirilebilmektedir.
Verilerin analizi, reaksiyon sonucunda elde edilen iiriin miktar1 ve buna bagli olarak dongii
grafigindeki degerlerden olugsmaktadir. Olusan grafikte ii¢c farkli faz bulunmaktadir: iissel,
dogrusal ve duragan faz (Sekil 2.9). Olusan firiiniin tssel faza gectigi dongii Ct (“Cycle
Treshold”) degerini vermektedir (Van Guilder ve dig., 2008). Anlatimin kantitatif analizinde
2"AACt metodu yaygin olarak kullanilmaktadir (Pfaffl, 2001). Bu ydntemin prensibi

reaksiyondaki DNA’nin ikiye Kkatlanarak %100 verim elde edildigini varsayimina



dayanmaktadir. Yalniz referans genin Ct degerinin test genlerinden daha diisiik olmasi
gerekmektedir. Fakat bazi durumlarda test edilen genle referans genin Ct degerleri yakin
olmaktadir. Bu durumlarda referans genin Ct degerinin 15 <Ct <30 olmasina dikkat edilmelidir.
Referans genler olarak genellikle 18S rRNA, GAPDH, siklofilin veya [-aktin tercih
edilmektedir (Vandesompele ve dig., 2002; Bustin, 2002; Kozera ve Rapacz, 2013).

Alimrrrrere———
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Sekil 2.8: SYBR Green floresan boyasmin kullanildigi gergek zamanli PZR ’nin basamaklari, 1: denatiirasyon;
2: primerlerin baglanmasi; 3: uzama ve 1gimanin olusumu (Fraga ve dig., 2008).
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Sekil 2.9: Gergek zamanli polimeraz zincir reaksiyonunun agamalar1 (Page ve Stormberg, 2011).
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3. MALZEME VE YONTEM

3.1. BiTKi MATERYALI

Bu tez ¢alismasinda ticari olarak satin alinan Trigonella foenum-graecum L. bitki tohumlari
cimlendirilip, meyveleri elde ediline kadar yetistirildikten sonra istanbul Universitesi, Temel
Eczacilik Bilimleri Boliimii, Farmasotik Botanik Ana Bilim Dali’nda 6gretim iiyesi Dog. Dr.

Ibrahim Sirr1 Yiizbasioglu tarafindan tanimlanmstir (ISTE no: 116455).

3.2. BESIYERI HAZIRLANMASI

T. foenum-graecum bitki ve kalluslarimin doku kiiltiirii ¢alismalarinda Murashige ve Skoog
(MS) kat1 besiyeri kullanildi (Murashige ve Skoog, 1962). Besiyerleri Tablo 3.1’de miktarlar
belirtilen bilesenler kullanilarak hazirlandi ve otoklavda (Niive, OT 012) (121°C’de, 1.2
atmosfer basingta, 15 dakika) steril edildi. Besiyerleri elle tutulur sicakliga (50-60 °C) geldigi
zaman MS vitamini ve etanolde (Sigma, 32221) ¢6ziindiiriilerek 0,22 um ¢apindaki filtreden

[Millipore (Millex-GS)] gegirilen 2,4-D (1 mg/mL) bitki biiyiime diizenleyicisi eklendi.

Tablo 3.1: 250 mL besiyeri hazirlanmasmda kullanilan malzemeler ve miktarlar1.

Besiyeri Miktar Marka

Bilesenleri

MS Temel Tuz Karigimi 1,1 gram Sigma, M5519

Sukroz 7,5 gram Sigma, 84097

Agar (kat1 besiyeri hazirlanirken 2,25 gram Sigma, A1296
kullanildr)

NaOH (1N ve 5N) pH 5,6-5,8 Merck, 1.06462.1000
MS Vitamin 250 puL Sigma, M3900

2,4-D (1 mg/mL) 125 uL Sigma, D-4517
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3.3. TOHUMLARIN CiIMLENDIRILMESI

Tohumlar yiizey sterilizasyonu amaciyla 3 kez 1 ml %70’lik etil alkol ile 15 saniye inkiibe
edildi. Ardindan 5 dakika boyunca %20’lik ¢amagir suyunda (Domestos) bekletildi. Camasir
suyunu durulamak i¢in 3 defa 5 dakika steril suda bekletildi. Steril edilen tohumlar, laminar
hava akimli steril kabinde 15-20 dakika kurumaya birakildi. Kuruyan steril tohumlar, MS kati
besiyeri igeren 9 cm ¢apli Petri kaplarina ekilerek parafilm ile sarildi ve hava almasi engellendi.
MS besiyerine ekimi yapilan tohumlar bitki biiyiitme kabininde ¢imlenmeye birakildi [25+2°C,
16 saat 151k/8 saat karanlik, 1400 lux (Sanyo, MLR-352H)]. B6liim 3.2’de belirtildigi sekilde
hazirlanan besiyeri cam tiiplere dokiildii. Bes giiniin sonunda Petri kaplarindaki ¢imlenen

tohumlar cam tiiplere aktarilarak dikey olarak kiiltiirlendi.

3.4. KALLUS VE HUCRE SUSPANSIYON KULTURLERININ KURULMASI

In vitro ¢imlendirilen bitkilere ait govde ve yaprak dokulari 1 cm uzunlugunda kesilerek kallus
kiiltiirlerinin olusturulacagi petri kaplarina dokiilen 0,5 mg/mL 2,4-D igeren MS kati besiyerine
yatay olarak yerlestirildi. Kallus dokusunun olusmasinin ardindan ayni kosullarda alt
kiiltiirlemeler yapilarak kallus dokusunun miktar1 artirildi. Daha sonra yaslagik 1 g kadar1 3 saat
boyunca Pasteur firminda (180 °C) steril edilen 250 mL’lik Erlen Mayer’lere aktarildi ve
hafifce ezildi. Uzerlerine 50 mL 0,5 mg/mL 2,4-D iceren s1vi MS besiyerine eklendi. Hiicre
siispansiyon kiiltiirleri ¢alkalamali etiivde (120 devir/dak) 21 giin boyunca kiiltiirlendi. Ug hafta
boyunca yeterli gelisim gosteren kiiltlirler steril meziirlerde Slgiilerek miktarlar1 belirlendi.
Steril Erlen Mayer’lere esit hacimlerde paylastirildi ve 50 mL’ye tamamlanacak sekilde 0,5
mg/mL 2,4-D igeren sivi MS besiyerine eklenerek alt kiiltiirii gergeklestirildi. Her {i¢ hafta

sonunda alt kiltiirleme tekrarlandu.

3.5. MAYA OZUTUNUN HAZIRLANMASI VE UYGULANMASI

Elisitasyon amaciyla kullanilmak {izere 2 gram maya 6ziiti 10 mL distile suda ¢6ziildii ve
iizerine 40 mL EtOH (%100) eklenerek 4 giin boyunca 4°C’de bekletildi. 4 giiniin sonunda {ist
stvi atild1 ve ayn1 islem tekrar uygulandi. Ikinci 4 giiniin sonunda ¢ozelti tartild1 ve derisimi 0,2
g/mL olacak sekilde distile suda ¢oziindiiriildii ve 0.22 pm filtreden gegirilerek 4°C’de

kullanilana kadar saklandi. Cakir ve Ari’nin (2009) belirttigi gibi hazirlanan maya 6ziitii, hiicre
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stispansiyon kiiltiirlerine 13. giinde 0,01 g /mL olacak sekilde eklendi ve ayn1 miktarda steril
distile su da kontrol gruplarina eklendi. 12 saat ve 24 saat boyunca ¢alkamali etiivde kiiltiir

devam ettirildi.

3.6. DIOSGENIN EKSTRASIYONU VE RNA IZOLASYONU IiCIN ORNEK
TOPLANMASI

Maya 6ziitli uygulanmis gruplar ve kontrol gruplar1 12 saat ve 24 saatin sonunda 15 mL Falcon
tiiplere esit hacimlerde aktarildi. Tiipler 5000 rpm’de 5 dakika boyunca santrifiij edildi.
Stipernatant dokiildii ve pellet s1v1 azotta dondurularak -80°C’de izolasyon ve ekstraksiyon i¢in

saklandi.
3.7. CEMEN OTUNDAN DiOSGENIN EKSTRAKSIYONU

Maya 0ziitii uygulamasindan sonra -80°C’de saklanan 6rneklerden 0,2 gram tartilarak alindi ve
havanda siv1 azot ile toz haline getirildi. Uzerine 40 mL %96’lik etanol eklendi ve 1 saat
boyunca manyetik karistiricida karistirildi. Daha sonrasinda karigimin iizerine 40 mL 1 mol/L
H2SOs eklenerek 2 saat boyunca 100°C’de kaynatildi. Karigim 50-60°C’ye geldiginde iizerine
8 mL NaOH eklendi. Yeteri kadar distile su ile 3 defa yikama gerceklestikten sonra faz ayrimi
icin 2-3 dakika beklendi ve iist faz alindi. Ust faz evaporaterde (Heidolph, Hei-VAP Advantage)
ucurulduktan sonra kalan kisim 1 mL asetonitrilde ¢oziindiiriilerek +4°C’de sakland1 (Li ve

dig., 2012).
3.8. YUKSEK PERFORMANSLI SIVI KROMATOGRAFISi

Maya 0ziitlinlin diosgeninin iiretimi tizerine etkisinin analizi OchraTest WBTM (Vicam) test
protokoliine uygun olarak ‘photodiode array’ dedektér (DAD) donanimli HPLC cihazinda
gerceklestirildi. Diosgenin analizi igin optimum kromatografik ¢alisma kosullar1 Tablo 3.2°de

gosterilmigtir.
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Tablo 3.2: Diosgenin analizi i¢in optimum kromatografik ¢alisma kosullar.

Kolon Phenomenex, Synergi, 5 um, Polar-RP, 80 A, Cig, 250 mm x 4,6 mm
Koruyucu kolon

Mobil Faz Su: asetonitril (30:70, hacim/hacim), izokratik sistem

Akis Hiza 1 mL/dakika

Enjeksiyon Hacmi 10 uL

Kolon sicakhig: 25°C

Basing Minimum 0 bar, Maksimum 300 bar

Detektor dalgaboyu: UV-DAD (204 nm)

Alikonma Zamani 9,95,5-10,05 dak

Ekstraksiyon sonucu elde edilen diosgenin ¢ozeltisi 2 mL’lik enjektdre “Set inject” aktarildu.
Daha sonra 6rnekler siringa ucu filtresinden (Lubitech, SN01345) gegirilerek vidali insertli cam
viale (Finneran, 30209-1232) aktarildi ve vialden 10 pL alinarak HPLC cihazina yiiklendi.

3.8.1. HPLC Kalibrasyon Egrisi Cizimi ve Diosgenin Miktarinin Ol¢iilmesi

Diosgenin standart ¢ozeltilerine karsit dedektoriin cevabinin belli konsantrasyon araligindaki
dogrusalligim1i  belirlemek amaciyla 0,3125; 0,625; 1,25; 6,25; 12,5 pg/mL’lik
konsantrasyonlarda diosgenin standart ¢ozeltilerinden 4’er adet hazirlandi. Her ¢6zeltiden 3’er
kez enjekte edildi ve kromatogramlarda standartlara karsilik gelen pik alanlari kullanilarak

kalibrasyon egrisi ¢izildi. Denklem 3.1’e gore de ekstrelerdeki diosgenin miktar1 hesaplandi.
y = 6868x + 373,31 (Denklem: 3.1)
3.9. TOTAL RNA iZOLASYONU

Hiicre siispansiyon kiiltiiriinden elde edilen 6rneklerden Qiagen Rneasy Mini Kiti (74904)
kullanilarak total RNA izolasyonu yapildi. 50-100 mg 6rnek, siv1 nitrojen ile havanda toz haline
getirildi, ardindan her 1 mL RLT tamponu igin 10 uL B-merkaptoetanol eklenmis 450 uLL RLT
tamponunda homojenize edilerek parcalandi. Karisim steril 1,5 ml’lik tiipe aktarildi. 3 dakika
56°C’de inkiibe edildi. Karigim lila renkli QIAShedder mini spin tiipe aktarildi. 23°C’de 13.000
rpm’de 2 dakika santrifiij edildi. Ust siv1 steril 2 mI’lik yeni tiipe aktarildi. 350 pL %100’liik
etanol eklendi. Pipetaj yapilarak hafifce karistirildi. Ornek daha sonra pembe renkli RNeasy
mini spin tiipiine aktarildi. 23°C’de, 10.000 rpm’de 15 saniye santrifiij edildi. Ust sivi
uzaklagtirildi. 350 pL. RW1 soliisyonu eklendi. 23°C’de, 10.000 rpm’de 15 saniye santrifiij
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edildi. 10 pL DNase | stok (1500 Kunitz tinite) ve 70 uL RDD tamponu hafifce karistirildi. 80
uL’lik bu karisim RNeasy mini spin tiipiine eklendi. 30 °C’de 15 dakika enzim aktivasyonu
gergeklestirildi. 350 uL RW1 eklenir. 23°C’de, 10.000 rpm’de 15 saniye santrifiij edildi ve {ist
stvi uzaklastirildi. 500 pL RPE eklendi ve tekrardan 23°C’de, 10.000 rpm’de 15 saniye santrifiij
edildi. Toplama tiipii ve sivi kisim atildi. Mini spin tiipii yeni bir 2 ml’lik toplama tiipiine
aktarildi. 500 pL RPE eklendi, 23°C’de, 10.000 rpm’de 15 saniye santrifiij edildi. Toplama
tiipii ve s1v1 kisim atildi. Mini spin tiipii yeni bir 1,5 ml’lik toplama tiipiine aktarildi. Kolonun
filtresinde bulunan RNA’lar1 almak i¢in 60 pL RNaz i¢ermeyen su eklenerek 1 dakika 10.000
rpm’de santrifiij yapildi. RNA’lar -80°C’ de sakland.

3.10. RNA miktarmin ve safliginin belirlenmesi

RNA o6rneklerinin RNaz icermeyen suda ¢oziindiiriildiikten sonra nanodrop spektrofotometre
cihazi (Thermo scientific, nanodrop 2000) ile konsantrasyonlar1 ve safliklar1 belirlendi. RNA
konsantrasyonlart pug/mL cinsinde denklem 3.2’ e gore hesaplandi. Izole edilen RNA
orneklerinin safliklart i¢in ise A2eso/A2g0 oranlart hesaplandi ve 1.8-2.00 olan degerler saf kabul

edildi.

RNA (ng/ml) = Azeo x sulandirim katsayist x 40 (Denklem: 3.2)

3.11. JEL ELEKTROFOREZI

Jel hazirlanirken 0,4 g agaroz DEPC’li MQ suda isiticili manyetik karistiricida ¢ozdiirildi.
Ardindan yaklasik 50°C’ye gelene kadar sogutulup 20X MOPS soliisyonu ve ¢eker ocakta
formaldehit eklenerek karistirildi. Daha sonra 3 L. SYBR safe gel boyasi (Hibrigen, 0117-KK-
240) eklendi ve homojen olarak dagilmasi saglandi. Jel tankina uygun tarak yerlestirildi ve jel
kasete dokiildii. Jele yiiklenecek RNA 6rneklerinden beser pL alinarak ve iizerine beser L
denatiirasyon tamponu eklendi, karisim 10 dakika boyunca 65°C’de su banyosunda bekletildi.
Denatiirasyonun sonunda 2 dakika boyunca buzda bekletildikten sonra 2 pLL RNA yiikleme
boyasi eklendi. Toplamda 12 uL olan karisim jel kuyularina yiiklendi ve jel 2 saat boyunca 40
V’de yiiriitiildi. Siire sonunda UV jel goriintiileme sistemi (Avegene) araciligiyla bant profilleri
analiz edildi (Tablo 3.3).
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Tablo 3.3: %1°lik formaldehit-agaroz jel bilesenleri.

RNA
Formaldehit-Agaroz Jeli 20X MOPS (100 mL, pH=7) Yiiriitme Tamponu Denatiirasyon
Tamponu
Agaroz 049 MOPS 8,3704 g 10x MOPS 30 mL | Formamid 10
mL
(INVITROGEN, (SIGMA, (SIGMA,
16500-500) 11K5420) 75127)
DEPC’li MQ 29,6 EDTA 0,744 ¢ Formaldehit 5,4 mL Formaldehit 3,5
mL mL
(TITRIPLEX (SIGMA,
3, K03559321) 086K3472)
20X MOPS 2mL NaAc 2,1776 g DEPC’li 2646 mL | 10xMOPS 15
(SIGMA, MQ mL
38F0277)
Formaldehit 7mL | DEPCLIMQ 80 +20 mL - -
(%37)

3.12. ¢cDNA SENTEZi

izole edilen RNA’lardan “High Capacity cDNA Reverse Transcription Kits” kiti (Applied
Biosystems, 00709629) kullanilarak {ireticinin Onerdigi protokole gore cDNA sentezi
gerceklestirildi. PZR cihazinda (Biorad, T100) 25 °C’de 10 dk, 37°C’de 120 dk, 85°C’de 5
dakika olacak sekilde reaksiyon gergeklestirildi.

Tablo 3.4: cDNA sentez Kiti bilesenleri.

Reaksiyon Bilesenleri Miktar
10X RT Buffer 4pL X
25X dNTP Mix (100 mM) 16pL X
10X RT Random Primers 4pL X
MultiScribe™ 2 uL 2,5 U/uL

Reverse Transcriptase 50U/uL

Niikleaz igermeyen dH,O
RNA

40 pL’ye tamamlanir
2000 ng
40 pL

Toplam Reaksiyon Hacmi
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3.13. GERCEK ZAMANLI POLIMERAZ ZiNCiR REAKSIYONU (Ger¢ek zamanh
PZR)

Diosgenin metabolizmasinda gorevli oldugu diistiniilen CYP86A2, f-glukozidaz ve CAS
genlerinin anlatimlarini inceleyebilmek amaciyla oncelikle Primer3 (v.0.4.0) programi
kullanilarak bu genlere uygun primerler tasarlandi (Tablo 3.5). Yine CYP86A2, S-glukozidaz
ve CAS genlerinin anlatim profillerinin analizi i¢in izole edilen 3 pL revers transkriptaz tiriini
(cDNA) kalip olarak kullanilarak toplam reaksiyon hacmi 25 uL olacak sekilde polimeraz
zincir reaksiyon karisimi hazirlandi (Tablo 3.6). Amplifikasyon kosullar1 94°C’de 30 s, 52-
60°C’de 30 s ve 72°C’de 30-60 s olmak iizere 40 dongii olacak sekilde tasarlandi (Tablo 3.7).
I¢ standart gen olarak aktin geni kullanildi. Gergek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu
sonuclart 2*°AACt metodu ile analiz edildi ve anlatim katsayilar1 belirlendi. Kullanilan
primerlerin 6zgiinliigii PZR erime egrisi ile test edildi. Bu amagla 47°C’den 95°C’ye kadar
0,1°C/s’de bir alinan veriler ile CYP86A2 i¢in, 52°C’den 95°C’ye kadar 0,1°C/s’de bir alinan
veriler ile f-glukozidaz i¢in, 55°C’den 95°C’ye kadar 0,1°C/s’de bir alinan veriler ile CAS igin
ve 47°C’den 95°C’ye kadar 0,1°C/s’de bir alinan veriler ile aktin geni i¢in egri grafikleri
olusturuldu (Roche, LightCycler®Nano).

Tablo 3.5: Gergek zamanli polimeraz zincir reaksiyonunda kullanilan primerlerin dizileri.

Primer Primer Dizisi ileri/Geri Primer
AKTIN 5’ — GAGACAGCCAGGACAAGCTC -3’ Ileri

5’- TTGGAACAGGACCTCTGGAC- 3’ Geri
CYP8EA2 5’- CATCCTAGCTGGACGTGACA -3’ Tleri

5’- TGCAAATCTCGCGTAAAATC- 3’ Geri
B-GLUKOSIDAZ 5’- GAGAAAAGCCTTATGCTGAAAC -3’ Heri_

5’- AACTACACATTGAACTGAGCC- 3’ Geri
CAS 5’- GGTAAAAGGGCTGATTGCTG -3’ Tleri

5’- ATAACTCTCTCCCCAACCAC- 3’ Geri
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Tablo 3.6: Ger¢ek Zamanli PZR’de kullanilan bilesenler ve miktarlari.

qPCR Bilesenleri Miktar
SybrGreen Master Mix (2X) X
cDNA 3ul

Ileri Primer (10 pM) 1,2 uM

Geri Primer (10 uM) 1,2 uM

dH20 8,5 uL

TOPLAM 25 uL

Tablo 3.7: Gergek zamanl polimeraz zincir reaksiyonunda kullanilan primerlerin ¢alisma kosullari.

Aktin CYP86A2 F-glukozidaz CAS
Bekleme 50°C 1dk 50°C 1dk 50°C 1dk 50°C 1dk
Denatiirasyon 94°C 30s 94°C 30s 94°C 30s 94°C 30s
bzgrli::l‘:m 56°C 30s 52°C 30s 57°C 30s 60°C 305
Uzama 72°C 305 72°C 30's 72°C 30's 72°C  30's
Bekleme 40°C  30s 40°C  30s 40°C  30s 40°C  30s
40 DONGU

3.14. ISTATISTIKSEL ANALIZLER

Diosgenin miktarinin belirlenmesi i¢in gergeklestirilirken HPLC analizleri ile elde edilen
sonuglar ve gen anlatim analizleri, GraphPad Prism® 5.01 uygulamasinda Tukey testi ve ¢ift
yonlit ANOVA analizleri ile yorumlandi. P degeri 0.05’ten kii¢iik olan sonuglar anlamli olarak
kabul edildi. HPLC sonuglarin istatistiksel degerlendirmesinde SPSS-17 paket programi
kullanilarak ANOVA post hoc testlerinden ‘Dunnet’s multiple comparison’ testi uygulandi.
Diosgenin miktar tayini igin 3 biyolojik tekrar uygulandi. Gen anlatim analizleri ise 2 teknik ve

3 biyolojik tekrar ile gerceklestirildi.
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4. BULGULAR

4.1. CEMEN OTU KALLUS VE HUCRE SUSPANSiIYON KULTURLERI

Cam tiiplere aktarilan ve 3 haftanin sonunda yaklasik 15 cm boyuna ulasan bitkiler kallus
olusturmak igin eksplant olarak kullanildi. Govde ve yaprak kisimlari ayrilarak bistiiri ile
kesilen eksplantlar 0,5 mg/mL 2,4-D igeren MS besiyerlerine yerlestirildi ve 3 hafta sonra
kallus olusumu gozlendi. Ug haftanin sonunda gévde ve yaprak iizerinde olusan kalluslar
eksplantlar tizerinden ayrilarak 0,5 mg/mL 2,4-D iceren yeni MS kat1 besiyerlerine aktarildi.

Elde edilen kalluslar 4 haftada bir yeni besi yerlerine aktarilarak alt kiiltiirleri gergeklestirildi.

Sekil 4.1: 21 giinliik :n vitro gemen otu kiiltiirleri: A) Kallus indiiklenmesi igin kullanilan gemen otu,
B) 21. giinde ¢emen otu kallus dokusu (Bar: 1 cm).

Kirilgan yapidaki kalluslardan hazirlanan siispansiyon kiiltiirleri Sekil 4.2°deki gibidir. Her 3
haftada bir 25 mL siispansiyon kiiltiir steril edilmis yeni Erlen Mayer’lere aktarildi ve 25 mL
taze MS siv1 besiyeri ile 0,5 mg/mL 2,4-D bitki biiylime diizenleyicisi eklenerek alt kiiltiirii

gerceklestirildi. Ugiincii alt kiiltiiriin basladig giin 0. giin kabul edildi ve 13. giinde maya &ziitii
eklendi.
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Sekil 4.2: Elde edilen kalluslar1 kullanilarak kurulan hiicre siispansiyon kiiltiirleri ve ¢alismada kullanilan
elisitor, A) 0. giin hiicre siispansiyon kiiltiirii, B) 13. giin hiicre siispansiyon kiiltiirii C) elisitor olarak
Mmaya Oziitil.

4.2. DIOSGENIN MiKTARINDAKIi DEGISIMLER

HPLC analizleri sonucunda elde edilen veriler + standart sapma seklinde gosterildi. Sonuglarin
istatistiksel degerlendirilmesinde SPSS-17 paket programi kullanilarak ANOVA post hoc
testlerinden ‘Dunnet’s multiple comparison’ testi uygulandi. HPLC analizinde farkli
konsantrasyonlarda hazirlanmis R? degeri 0,9961 olan diosgeninin standart kalibrasyon egrisi
kullanild1 (Sekil 4.3).

y =6868x - 373,31
R?=0,9961

100000
90000
80000
70000
60000
50000

Alan

40000 5
30000
20000
10000

0 L
0 2 4 6 8 10 12 14

Diosgenin

Sekil 4.3: HPLC analizinde kullanilan farkli konsantrasyonlarda hazirlanmis diosgeninin standart kalibrasyon
egrisi.
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Maya 6ziitii uygulamasinin diosgenin artigi tizerine etkisi 12 saat ve 24 saat uygulama yapilmis
orneklerde arastirildi. HPLC sonuglarina gore 12 saat maya 06ziitii ile elisite edilen ¢emen otu
hiicre siispansiyon kiiltiirlerinin diosgenin miktarinda yaklasik 1,66 katlik bir artis gozlemlendi.

24 saat siire ile elisitasyon ise 1,40 katlik bir artisa sebep oldu.
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Sekil 4.4: Maya 6ziitii uygulamasinin ardindan diosgenin miktarindaki degisim.

4.3. DIOSGENIN METABOLIiZMASINDA ROL OYNAYAN GENLERIN
ANLATIMLARINDAKI DEGiSIMLER

T. foenum-graecum‘da diosgenin metabolizmasinda rol oynadigi diisiiniilen genlerden
CYP86A2, -glukozidaz ve CAS anlatimlarindaki degisimler diosgenin miktarina paralel olarak

arastirildi.
4.3.1. Total RNA’larin Formaldehit Agaroz Jelde Goriintiillenmesi

Maya Oziitiiniin diosgenin metabolizmasina etkisini incelemek ve bu yolakta bulunan

CYP86A2, p-glukozidaz ve CAS genlerinin anlatimlarini analiz etmek i¢in maya Oziitii
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uygulanmig ve uygulanmamis (kontrol grubu) hiicre siispansiyon kiiltiirlerinden RNA izole
edildi. izole edilen RNA’larin Kkantitatif analizi spektrofotometrik &lgiim ile belirlendi.
Azeol Azgo oranlar1 =2.00 olan 6rnekler secilerek saf kabul edildi ve cDNA sentezinde kullanild.
RNA’larin kalitatif analizleri ise formaldehit-agaroz jel elektroforezi yontemi ile belirlendi.
Yapilan formaldehit-agaroz jel elektroforezi sonucunda 28S ve 18S RNA’larin biitiin olarak

goriintiilenmesi izolasyonun basaril1 bir sekilde gerceklestigini gdstermektedir (Sekil 4.5).

12K 12YE 24K 24YE

WEEW

Sekil 4.5: Total RNA izolasyonu ardindan 6rneklerin formaldehit-agaroz jel goriintiisii (12K = 12 saat kontrol,
12YE = 12 saat maya 0ziitii uygulamasi, 24K = 24 saat kontrol, 24YE = 24 saat maya 0ziitli uygulamasi).

4.3.2. Gercek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu Sonuclari

HPLC analizleri sonucunda diosgenin miktarinda 12 saat maya 6ziitii uygulamasinda kontrole
gore yaklasik 1,66 katlik bir artis; 24 saat maya 6ziitii uygulamasinda ise 1,40 katlik bir artig
belirlendiginden, diosgenin metabolizmasi ile dogrudan iliskili oldugu diistiniilen CYP86A2, -
glukozidaz ve CAS genlerinin anlatim seviyelerindeki degisimi de incelendi. Bu amagla, maya
Oziiti uygulanmig hiicre siispansiyon kiiltiirlerinde segilen CYP86A2, f-glukozidaz ve CAS

genlerinin anlatimlarindaki degisimler gergek zamanli PCR ile analiz edildi (Tablo 4.1).
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Tablo 4.1: T. foenum-graecum hiicre siispansiyon kiiltiirlerinin maya 6ziitii ile elisitasyonundan sonra CYP86A2,

B-glukozidaz ve CAS genlerinin anlatimlarinda degisimler 2*AACt metoduna gore hesaplanmistir (1:
anlatimda artis; |: anlatimda azalis).

Genler 12 saat maya oziitii 24 saat maya oziitii
CYP86A2 0,79} 3,137
p- GLUKOSIDAZ 0,53 0,97]
CAS 0,45] 0,96]

Gergek zamanli PZR analizleri sonucunda, 24 saatlik maya 6ziitii stresinin CYP86A2 geninin
anlatimini1 3,13 kat artirdigi, 12 saat siireli uygulamanin ise CYP86A2 geninin anlatimini 0,79
kat azalttig1 gézlemlendi. 24 saat uygulama sonucunda ise 12 saat uygulamaya kiyasla 3,96
katlik bir artis kaydedildi. Yine 24 saat siiren uygulamada f-glukozidaz geninin anlatiminda
anlamli bir degisiklige rastlanmazken, 12 saat siireli uygulamada p-glukozidaz geninin
anlatiminda 0,53 katlik bir azalis gozlemlendi. 24 saat uygulama sonucunda ise 12 saat
uygulamaya kiyasla 1,83 kat artis elde edilmis oldu. CAS geninin 12 ve 24 saat maya 0ziitii
uygulamasina verdigi tepkide ise 24 saat uygulamada CAS anlatiminda bir degisiklik
kaydedilmezken, 12 saat uygulamada gen anlatiminda 0,45 katlik bir azalis gézlemlendi. 24

saat uygulama sonucunda ise 12 saat uygulamaya kiyasla 2,13 kat artis gozlemlendi.

Sonug olarak, her iki uygulama zamaninda da incelenen genler agisindan diosgenin miktar1 ve
gen anlatimi seviyeleri arasinda ayni1 oranda bir artig belirlenmese bile, 24 saat uygulama
sonucunda tiim genlerin ve diosgenin miktarinin 12 saat uygulamaya goére artis gosterdigi
belirlenmistir. Elde edilen sonuglar, bu agidan bakildiginda incelenen ii¢ genin de diosgenin

metabolizmasi ile dogrudan iliskili oldugunu diisiindiirmektedir.
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Sekil 4.6: Maya oziitii elisitasyonu sonrast CYP86A2, -glukozidaz ve CAS genlerinin anlatimindaki degigimlerin
gosterimi. “**” PostOc Tukey HSD testi ile ANOVA ile her bir zaman noktasinda karsilik gelen kontrollere
gore Onemli bir fark oldugunu (p <0.01), “***” ise ¢ok Onemli bir fark oldugunu (p <0,0003)
gostermektedir, # isareti deney gruplar1 arasindaki iligikiyi gostermektedir.
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5. TARTISMA VE SONUC

Cemen otu (Trigonella foenum-graecum L.) diinyanin pek ¢ok yerinde iyi bilinen bir baharattir.
Sahip oldugu biyoaktif maddeler sayesinde modern tip ve biyoteknolojide hiperlipidemi,
hipoglisemi tedavisinde, anti-oksidan, anti-enflamatuvar, anti-proliferatif ve anti-kanser ajan
olarak kullanilmaktadir. Bunlarin yani sira, tahris onleyici, barsak yumusatici, gaz giderici,
sindirimi kolaylastirici, siit artiric1, géglis yumusatici, balgam soktiiriicli 6zellikleri nedeniyle
de geleneksel tipta yiizyillardir kullanim bulmaktadir. Cemen otu tohumlarinda terapdtik
ozellige sahip pek ¢ok biyoaktif molekiil bulunmaktadir. Bunlarin en 6nemlileri saponinlerdir.
Diosgenin, yamogenin, tigogenin, neotigogenin ve gitogenin T. foenum-graecum saponinlerine

ornek gosterilebilir.

Bitkiler karbohidrat, protein, lipid gibi primer metabolitleri hayatlarinin devam ettirebilmek
icin iretmektedir. Bunlarin aksine dol verimini artirmak, patojenlere karsi kendilerini
savunabilmek i¢in de sekonder metabolitleri iiretmektedir. Sekonder metabolitler tip basta
olmak iizere, kozmetik, gida, tekstil gibi alanlarinda kullanim bulmaktadir. Yogun kullanim
alanlar1 nedeniyle sekonder metabolitlerin fazla miktarda iiretimi onem arz etmektedir.
Bitkilerde sekonder metabolit iiretimini artirmak amaciyla farkli stratejiler kullanilmaktadir.
Bunlardan biri de elisitasyondur. Elisitasyon, bitkide biyotik ya da abiyotik stres kosullarinin
taklit edilmesi ile istenilen metabolitlerin daha fazla tiretilmesini hedeflemektedir. Elisitorler
biyotik ve abiyotik olmak {izere iki gruba ayrilarak farkliliklar géstermektedir. Protein, peptit,
polisakkarit, glikoprotein, fungal-bakteriyal- bitki hiicre duvari pargalari gibi biyolojik temelli
maddeler biyotik elisitorlerdir. Maya Oziitiinlin elisitor olarak bitkilerde kullanildig:
bilinmektedir (Hamza, 2013; Ahmed ve Baig, 2014; Rahimi ve dig., 2014; Magsood ve Abdul,
2017). Kochan ve dig. (2017) farkli konsatrasyondaki maya 0ziitii uygulamasinin saponin
yapidaki ginsenoit biyosentezine etkisini incelenmistir. Bunun sonucunda 3 giin siiren maya
0ziitii muamelesi (50 mg/L) biyoreaktor kiiltiirlerinde 1,57 katlik ginsenoit artisini saglamistir.
Ztotek (2017) farkli konsantrasyonlarda maya oziitiiniin Origanum majorana L. bitkisinin
yapraklarinda askorbik asit miktarini 1,8 ve 2,5 kat artirdigin1 gostermistir. Bagka bir calismada
maya Ozitii elisitasyonunun Helianthus tuberosus L. hiicre siispansiyon kiiltiiriinde inulin
miktarini diger elisitorlere gore daha az azaltmistir (Ma ve dig., 2017).

Khanna ve dig. (1975), ¢emen otunda yaptigi ¢alismada siispansiyon Kkiiltiiriine eklenen

kolesteroliin diosgenin iiretimini artirdigini gdstermistir. Onciil madde eklenmesiyle son {iriin
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miktarinin artilmasi ¢alismasi diosgeninin kolesterolden tiirevlendigini diisiindiirmiistiir. Son
yillarda yapilan calismalar, diosgeninin lanosterolden (kolesterol) veya sikloartenolden
(sitosterol) olustugunu gostermektedir (Vaidya ve dig., 2013). Steroidal saponin yapisinda
bulunan diosgenin tizerine pek ¢ok ¢alisma yiiriitiilmiis olup ¢ok gesitli 6zelliklere sahip oldugu
belirlenmistir. Bu maddenin en 6nemli 6zelliklerinde biri de ilag endiistrisinde pek ¢ok steroidal
ilacin tiretiminde oncii bilesiklerden biri olmasidir. Bu yiizden de diosgenin tiretim yolaklarinin
aydinlatilmasi ve artirilmasi her gegen giin daha da 6nem kazanmaktadir. Diosgeninin olusum
mekanizmasini ilk olarak one siiren Vaidya ve dig. (2013) glikolizden sonra mevalonat yolagi
ve oradan 2 farkli yolagi takip ederek diosgeninin olusabilecegini Onermislerdir. Bu
yolaklardan birincisinde skualen-2,3-oksit sikloartenol sentaz ile reaksiyona girerek
sikloartenole doniismektedir ve sitosterolden [B-glikozidaz enziminin seker bakiyelerini
ayirmasi ile de diosgenin olusmaktadir. Diger yol ise skualen-2,3-oksitin lanosterol sentaz ile
reaksiyona girmesinin ardindan lanosterol olusumunu ve daha sonra da Kkolesterolden
diosgeninin olusabilecegini gostermektedir. Chaudhary ve dig. (2015), ¢emen otu bitkilerine
metil jasmonat uygulamasi yaparak hem diosgenin iiretimini hem de olusum yolaginda
olabilecek muhtemel genlerin anlatimlarini incelemistir. Yapilan ¢alisma, 3-hidroksi-3-
metilglutaril-CoA rediiktaz ve sterol-3-B-glukozil transferaz enzimlerinin goérev aldigini
gostermistir. Uyguladiklar: farkli konsantrasyonlarda metil jasmonatin da doku kiiltiiriinde bu
calismada oldugu gibi diosgenin miktarini artirdigini gostermistir. Ciura ve dig.’nin (2017 ve
2018) diosgenin olusum yolagina dair elde ettigi veriler metabolizmanin daha iyi anlasilmasini
saglamistir. Bu grubun elde ettigi transkriptomik analiz sonuglarinda ¢emen otunda lanosterol
sentaz genine dair herhangi bir transkripte rastlanilmamistir. Buna gore, elde edilen tiim veriler
g6z Oniine alindiginda, mevalonat yolagi sonucunda olusan skualen-2,3-oksit sikloartenole
sonrasinda da kolestrole doniismektedir. Kolesterolden de diosgenin olusumunda sitokrom
P450 gen ailesi iiyelerinin gorev aldigi diisiiniilmektedir. Zhou ve dig. (2019), yiiriittiikleri
calismada metil jasmonat uygulanan ¢emen otunda diosgenin miktarinin analizini
gerceklestirmislerdir. Bunun sonucunda 48 saat ve 72 saat boyunca MeJA’ya maruz kalan
bitkilerde diosgenin miktar1 neredeyse ayni oranda olmak iizere yaklagik 2 kat artirmustir.
Dahasi diosgenin yolaginda gorev alan transkripsiyon faktorlerinin MeJa uygulamasi ile
indiiklenen NAC, WRKY, bHLH, TIFY, HD-ZIP, AP2/ERF ve BTB/POZ transkripsiyon
faktorii ailelerine ait olabilecegini Ongérmiistiir. Benzer sekilde bu g¢alismada da HPLC

analizleri sonucunda diosgenin miktarinda 12 saat maya 6ziitii uygulamasinda kontrole gore
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yaklagik 1,66 katlik bir artig; 24 saat maya 0ziitli uygulamasinda ise 1,40 katlik bir artis
belirlenmistir. Elde edilen sonuglar MeJa gibi maya Oziitiiniin de diosgenin miktarinda artiga
sebep oldugunu gostermektedir. Ayrica bu tez calismasinda, diosgenin metabolizmasinda
gorevli oldugu literatlirde One siiriilen genlerin anlatimlarinin maya 6ziitii etkisi ile nasil bir
degisim gosterdigi ve dolayisiyla diosgenin artisi ile baglantisi incelenmistir. Buna gore 12 saat
ve 24 saat maya 0ziitli uygulamasinin diosgenin iiretim yolaginda yer alan CYP86A2 geninin
anlatiminda artisa sebep oldugu, S- glukozidaz ve CAS genlerinde ise 12 saat uygulama
sonrasinda azalmaya sebep oldugu, 24 saat uygulamanin ise anlamli bir degisiklige neden
olmadig1 gosterilmistir. Hayashi ve dig. (2003), 0,1 w/v maya Oziitiiniin Glycyrrhiza glabra
bitkisinde etkisini arastirdiklari ¢alismada bu konsantrasyondaki maya oOziitiiniin 24 saat
uygulanmasinda CAS geninin anlatimim azalttigini belirtmislerdir. Ciura ve dig. (2017 ve
2018), diosgenin metabolizmasinda gorevli genleri belirleyebilmek i¢in yeni nesil RNA
dizileme analizi ger¢eklestirmistir. Verileri anlamli hale getirmek igin bitkilere diosgenin
olusumunu etkiledigi bilinen elisitor ve Onciil maddeler olan metil jasmonat, skualen ve
kolesterol uygulamislardir. Bunun sonucunda diosgenin biyosentezinde gorevli olabilecek
sitokrom P450 genlerini de igeren bazi genlerin varligini ortaya koymuslardir. Sonug olarak
onciil madde olarak kullandiklar1 kolesterolin CYP86A2 geninin anlatimu {izerine etkisi metil
jasmonat ve skualene gore daha fazla olmasina ragmen metil jasmonatin S-glukozidaz geninin
anlatimi tizerine etkili bir artis sergilemedigini belirtmiglerdir. Ciura ve dig. (2018), dnerdikleri
diosgenin yolaginda sterol zincirindeki C-26 atomunun oksitlenmesinde CYP86A2 geni gorev
almakta ve daha sonrasinda glikozit bakiyesinin uzaklastirilmasiyla F halkasinin kapanmasini
da S—glukozidaz gergeklestirmektedir. O halde bu genlerin elisitasyonunun da birbiriyle iliskisi
olmahdir. Fakat bu calismada yapilan maya 0ziiti muamelesi sonucu calisilan genlerin

birbirlerine gore paralel bir sekilde degisime ugradiklari belirlenmistir.

Bu tez ¢alismasinda ¢emen otu kalluslar1 kullanilarak kurulan hiicre siispansiyon kiiltlirlerine
0,01 g/mL konsantrasyonda maya Oziitii uygulamast yapildi. Uygulama 12 saat ve 24 saat
sonunda sona erdirildi. Bu &rnekler kullanilarak yapilan analizlerde diosgenin olusum
mekanizmasinda gorevli oldugu diisiiniilen CYP86A2, - glukozidaz ve CAS genlerinin anlatim
diizeyleri ve diosgenin miktar1 degisimleri incelendi. Sonug olarak, her iki uygulama zamaninda
da incelenen genler agisindan diosgenin miktari ve gen anlatimi seviyeleri arasinda ayni oranda

bir artig belirlenmese bile, 24 saat uygulama sonucunda tiim genlerin anlatiminin ve diosgenin
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miktarinin artig gosterdigi belirlenmistir. Elde edilen sonuglar, bu agidan bakildiginda incelenen

lic genin de diosgenin metabolizmasi ile dogrudan iligkili oldugunu diisiindiirmektedir.

Bu tez ¢alismasi sonucunda elde edilen verilerin, ilag, gida ve kozmetik endiistrisinde yaygin
kullanim bulan ve ekonomik degeri yiiksek sekonder metabolit diosgeninin in vitro tiretiminin
artirllmasi i¢in elisitor temelli uygun bir biyoteknolojik yontemin gelistirilmesine katki

saglayacagini diisiindlirmektedir.
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