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Dr. Ogr. Uyesi Oguzhan OZDEMIR

Salvia cinsine ait tiirler, geleneksel tipta drog olarak kullanilan yapilarinda birgok terapotik 6zellik
barindiran 6nemli bir tibbi kaynaktir. Bu tez calismasi, 6zellikle endemik ve tehlike altindaki Salvia
pseudeuphratica Rech.f'in tlirlinlin biyoteknolojik yontemlerle optimize edilmis bir hiicre slispansiyon
kiiltlir protokoliiniin olusturulmasina odaklanmaktadir. Bu baglamda, hiicre siispansiyon kiiltiirleri yoluyla
elde edilen bitkisel materyallerin antioksidan aktivite, enzim inhibisyonu etkileri ve terpenoid bilesikleri
tizerindeki etkileri degerlendirilerek, terapdtik bilesiklerin biyoteknolojik yontemlerle siirdiiriilebilir bir
sekilde iiretilmesine de katki saglamak amaglanmistir. Ayrica, Salvia pseudeuphratica Rech.f.'in AgNP
uygulamalari ile terpenoid icerigi, toplam fenolik ve flavonoid miktarlari ile antioksidan kapasite degerleri
iizerindeki farkli etkileri degerlendirilmistir. Bu tez kapsaminda yiiriitiilen ¢aligmalarla, kritik tehlike altinda
olan ve lokal endemik bir tiir olan Salvia pseudeuphratica Rech.f. bitkisinin biyoteknolojik teknikler
kullanilarak ilk defa kallus ve hiicre siispansiyon kiiltiirleri olusturulmus, ayrica hiicre siispansiyon
kiltiirlerinde baz1 AgNP uygulamalarmin (100, 200, 400 ve 800 pg/ml) total fenolik, flavonoid, antioksidan
aktivite, enzim inhibisyonu ile baz1 terpenoid bilesiklerin miktarlari tizerine etkileri de ilk kez arastirilmigtir.

Bulgular, Salvia pseudeuphratica Rech.f.'in hiicre siispansiyon kiiltiirlerine uygulanan giimiis
nanopartikiillerin (AgNP'lerin) antioksidan aktiviteleri iizerinde belirgin etkilere sahip oldugunu
gostermektedir. Ozellikle, 24 ve 48 saatlik siirelerde 400 ve 800 pg/ml konsantrasyonlarda uygulanan
AgNP'lerin antioksidan aktivitelerinde 6nemli bir artig gdzlemlenmistir. Ayrica, DPPH, ABTS ve CUPRAC
yontemleriyle yapilan antioksidan aktivite ¢alismalar, DPPH yonteminde 12 Saat 400 pg/ml AgNP
uygulamasi (ICsp:100,00£1,98 pg/mL), ABTS yonteminde 24 Saat 100 pg/ml AgNP uygulamasi
(IC50:56,82+0,59 pg/mL) ve CUPRAC yonteminde ise 24 Saat 400 pg/ml AgNP (A¢5:79,591+0,59)
uygulamasinin en yiiksek antioksidan aktiviteyi sergiledigini ortaya koymustur.

Antioksidan etkilerinin yani sira, AgNP'lerin bitki hiicrelerinde enzim aktiviteleri {izerinde de belirgin
etkileri oldugu goriilmiistiir. Ozellikle, BChE enzim aktivitesi iizerinde 24 saatlik siire i¢inde 400 pg/ml
AgNP uygulamasimin belirgin bir artiga neden oldugu tespit edilmistir. Bu, Salvia pseudeuphratica



Rech.f.'in biyolojik aktivitelerini diizenleyen AgNP uygulamalarinin, 6zellikle BChE iizerindeki etkisinin
zaman ve konsantrasyona bagli olarak degisebilecegini gostermektedir. Bunun yani sira sonuglar hem
toplam fenolik (22,43+0,50 pg PEs/mg ekstre) hem de total flavonoid (11,02+0,26 pug QEs/mg ekstre)
icerikleri bakimindan 24 saat 400 pg/ml AgNP uygulamasinin diger parametrelere oranla iyi sonuglar
verdigi belirlenmistir. Terpenoid analizi sonuglari, AgNP uygulamalarinin, bitki kiiltiirlerindeki terpenoid
profiline 6nemli etkiler sagladigini ve 6zellikle oleanolik asit miktarinda belirgin artiglara neden oldugunu
gostermektedir. Oleonolik asit’in AgNP uygulamasi yapilmayan kontrol grubu 6rneklerinde bulunmadigi
halde biitiin AgNP uygulamalarinin Oleanolik asit’in sentezinin uyardig: tespit edilmistir. Stispansiyon
kiiltiirlerinde iiretilen en yiiksek Oleanolik asit miktar1 24 Saat 400 pg/ml AgNP uygulamasinda 3995,80
ug analit/g ekstrakt olarak tespit edilmistir. Bu durum, AgNP'lerin bitki metabolizmasini etkileyerek belirli
terpenoidleri artirma potansiyeline sahip oldugunu ortaya koymustur. Sonug olarak, bu ¢alisma ile, Salvia
pseudeuphratica Rech.f."in hiicre slispansiyon kiiltiirlerinde AgNP uygulamalarinin antioksidan aktiviteler,
enzim aktiviteleri ve terpenoid profil lizerindeki etkileri detayli bir sekilde incelenmistir.

Anahtar Kelimeler: Salvia pseudeuphratica, hiicre siispansiyon kiiltiirleri, AgNP uygulamalari,
biyolojik aktivite, terpenoid tiretimi.
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The species belonging to the Salvia genus are important medicinal sources containing many
therapeutic properties used in traditional medicine. This thesis focuses on the establishment of cell
suspension cultures of Salvia pseudeuphratica Rech.f., especially an endemic and endangered species,
using biotechnological methods. In this context, the aim is to contribute to the sustainable production of
Salvia pseudeuphratica Rech.f. through the evaluation of antioxidant activity, enzyme inhibition effects,
and the effects on terpenoid compounds of plant materials obtained via cell suspension cultures.
Additionally, the effects of AgNP (silver nanoparticle) applications on the terpenoid content, total phenolic
and flavonoid amounts, and antioxidant capacity values of Salvia pseudeuphratica Rech.f. are evaluated.
Through the conducted studies within the scope of this thesis, callus and cell suspension cultures of Salvia
pseudeuphratica Rech.f., a critically endangered and locally endemic species, have been established for the
first time using biotechnological techniques. Furthermore, the effects of some AgNP applications (100, 200,
400, and 800 pg/ml) on the amounts of total phenolics, flavonoids, antioxidant activity, enzyme inhibition,
and some terpenoid compounds in cell suspension cultures have been investigated for the first time.

The findings indicate significant effects of silver nanoparticles (AgNPs) applied to cell suspension
cultures of Salvia pseudeuphratica Rech.f. on antioxidant activities. Particularly, a significant increase in
antioxidant activities has been observed with AgNPs applied at concentrations of 400 and 800 ug/ml for 24
and 48 hours. Additionally, antioxidant activity studies conducted with DPPH, ABTS, and CUPRAC
methods revealed that the application of 400 pg/ml AgNP for 12 hours in the DPPH method (IC50:
100.00£1.98 pg/mL), 100 png/ml AgNP for 24 hours in the ABTS method (IC50: 56.82+0.59 pg/mL), and
400 pg/ml AgNP for 24 hours in the CUPRAC method (AO0.5: 79.591+0.59) exhibited the highest
antioxidant activity. In addition to antioxidant effects, significant effects of AgNPs on enzyme activities in

vii



plant cells have been observed. Particularly, a significant increase in BChE enzyme activity has been
detected within 24 hours of applying 400 pg/ml AgNP. This demonstrates that AgNP applications regulating
the biological activities of Salvia pseudeuphratica Rech.f., especially their effects on BChE, may vary
depending on time and concentration. Moreover, the results have determined that the application of 400
pug/ml AgNP for 24 hours yielded good results compared to other parameters in terms of both total phenolic
(22.43+0.50 pg PEs/mg extract) and total flavonoid (11.02+0.26 pg QEs/mg extract) contents. Terpenoid
analysis results indicate that AgNP applications significantly affect the terpenoid profile in plant cultures
and particularly lead to significant increases in oleanolic acid levels. While oleanolic acid was not found in
the control group samples without AgNP application, it was observed that all AgNP applications stimulated
its synthesis. The highest amount of oleanolic acid produced in suspension cultures was determined to be
3995.80 pg analyte/g extract in the 24-hour 400 pug/ml AgNP application. This demonstrates the potential
of AgNPs to influence plant metabolism and increase certain terpenoids.

In conclusion, this study comprehensively examines the effects of AgNP applications on
antioxidant activities, enzyme activities, and terpenoid profiles in cell suspension cultures of Salvia
pseudeuphratica Rech.f.

Keywords: AgNP applications, biological activity, cell suspension cultures, terpenoid production,
Salvia pseudeuphratica Rech.f.
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1. GIRIS

Bitkiler, tibbi, kozmetik ve endiistriyel alanlarda kullanilan bir¢ok degerli
bilesik icermeleri nedeniyle, biyoteknolojik c¢alismalarda biiyiikk ©Onem
tasimaktadir. Dogal iirlinler, yillardir insan sagligina katki saglayan etkili biyoaktif
bilesiklerin asil kaynagini olusturmuslardir. Bitki 6zlerinin antioksidan aktiviteleri,
polifenolik igeriklerinin niteligi, zenginligi oran ve nispetinde biiyiik bir 6neme
sahiptir. Yiiksek polifenollerin diizeylerine sahip bitkiler, dogal antioksidan
kaynaklar1 olarak saglik acisindan kritik bir rol oynar. Antioksidanlar, okside
bilesikleri baskilamaya yonelik 6nemli bilesenlerdir. Canli organizmalar, ¢evresel
etkiler ve metabolik faaliyetler sonucunda reaktif oksijen tiirleri (ROT) tiretirler.
Yiiksek diizeyde iiretilen ROT, canli organizmalarda zararli hale gelebilir.
Antioksidan bilesikler, ROT'un olumsuz etkilerini bastirarak bu zarar1 Onler.
Antioksidan bilesiklerin yetersiz oldugu durumlarda oksidatif stres meydana gelir.
Serbest radikaller, kanserler, nérolojik bozukluklar ve kardiyovaskiiler hastaliklar
dahil olmak iizere ¢esitli kronik hastaliklarin baslangicidir.

Tibbi bitkiler, insanligin ilk giinlerinden beritedavi edici drog olarak
kullanilmaktadirlar. Giliniimiizde ilaclarin %80'inden fazlasi, gii¢lii farmakolojik
ozellikleri, diisiik toksisitesi ve diisiik maliyeti nedeniyle dogrudan veya dolayl
olarak tibbi bitkilerle baglantilidir. Birgok durumda, tibbi bitkilerden izole edilen
dogal enzim inhibitdrleri, sayisiz insan patolojisinin tedavisi i¢in yararl terapotik
araclar olarak kabul edilmektedir (Uysal ve ark. 2021). Ozellikle antioksidan
kapasiteleri yiiksek olan bitkiler, oksidatif stresle iligkilendirilen ¢esitli kronik
hastaliklara kars1 koruyucu etki gosterirler. Antioksidanlar, reaktif oksijen tiirlerini
baskilayarak oksidatif stresi Onlerler. Parkinson, Alzheimer, kanser ve
kardiyovaskiiler hastaliklar gibi hastaliklarin baslangicin1 engelleyebilir. Bu
baglamda tibbi bitkiler, insanlik tarihinde tedavi amagl kullanilmis ve giiniimiizde
hala bu tedavi edici rollerini siirdiirmektedirler.

Genelde hos kokulu bitkilerin bulundugu Lamiaceae familyasi, diinyada
yaklagik 250 cins ve 7000 tiir ile temsil edilmektedir. Ballibabagiller olarak da
bilinen Lamiaceae familyasi, tipta ve parflimeride yaygin kullanim alan1 bulan ve
ucucu yaglar bakimindan zengin olan Salvia, Rosmarinus, Mentha, Origanum,

Thymus, Lavandula ve Melissa gibi cinsleri kapsar. Salvia cinsi takson sayisi ve



kullanim alan1 bakimindan familyanin en énemli cinslerinden biri olup biiylime
formlari, igerdigi ikincil bilesikler, ¢icek morfolojisi ve tozlasma biyolojisinde
dikkate deger bir ¢esitlilik gosterir (Kahraman ve ark., 2010; Kriebel ve ark., 2019).
Ayrica, 126 tiir ve tiir alti1 taksonu bulunan Stachys cinsinden sonra, 58’1 endemik
olmak tiizere 107 takson (98 tiire bagh 8 alttiir ve 6 varyete) ile de siralama
bakimindan Tiirkiye’ nin ikinci en biiyiik cinsidir (Uyanik 2017, Kusaksiz 2019).
Bu tiirlerin 58 tanesi (% 59,7) Iran-Turan, 27 tanesi (%27,8) Akdeniz, 5 tanesi (%
5) Avrupa—Sibirya elementi olup, kalan 7 tanesi ise (%7) birden fazla fitocografik
bolgede bulunmaktadir (Dogan ve ark., 2008). Ulkemizde adagay1, puhur, elma
cayl, salba ve ayikulagi gibi yoresel isimlerle anilir. Ulkemizde dogal yayilist
disinda ¢esitli bolgelerimizde kiiltlirii yapilmaktadir. Cicekleri bahgelerde ve
parklarda dekoratif siis bitkileri olarak yetistirilmektedir. Bu cinsin bitkileri,
ozellikle Akdeniz bolgesi cevresindeki Avrupa'nin tropikal ve 1liman bolgelerinde,
Gilineydogu Asya'da ve Orta ve Giiney Amerika'da yaygin olmasina ragmen, diinya
capinda dagilmistir (Drew ve ark., 2017; Afonso ve ark., 2021). Tiirkiye'nin
Akdeniz ve Ege sahillerinde yaygin dagilis gosteren bu bitkiler, her yil Almanya ve
diger Avrupa iilkelerine ihra¢ edilmek {izere dogadan toplanmaktadir.

Tezimizin konusu ve odak noktasini olusturan Salvia pseudeuphratica Rech.
f.'in de dahil oldugu Salvia cinsi, terpen, fenolik ve flavonoid gibi degerli ikincil
metabolitleri iceren bitkileri igerdigi icin Onemlidir. Bu metabolitler,
antienflamatuar, hepatoprotektif, sitotoksik/antitiimor, antikanser ve antioksidan
aktiviteler gibi c¢esitli biyolojik etkilere sahiptir. Salvia bitkileri, aym1 zamanda
antioksidan aktiviteye sahip olan polifenoller bakimindan zengin bir kaynaktir
(Bonesi ve ark., 2017).

Salvia pseudeuphratica Rech.f. ise, Tiirkiye'ye 6zgili endemik bir tiir olup,
bu calisma kapsaminda incelenmistir. Bu tiir, 750-900 m yiikseklikte, kumul
alanlar, kayalik-taglik bolgeler ve orman alt1 gibi ¢esitli habitatlarda dogal olarak
yetisir. Ancak, popiilasyonunun %80'inin yok olma riski tasidig: kritik bir tehlike
altinda bulunan tiirler arasinda yer alir. Salvia pseudeuphratica TUCN tarafindan
"kritik tehlike altinda" kategorisinde bir tiir olarak belirlenmistir. Bu endemik tiir,
iilkemizde B7 (Elazig: Keban-Maden) karesinde ve riskli tiirler grubunda lokal
endemik bir taksondur. Popiilasyonunun neslinin devami ve dogal habitatlarda

korunmasi biiylik 6nem tagimaktadir (Kahraman ve ark., 2012).



Salvia kelimesi etimolojik olarak, eski c¢aglardan beri 1iyilestirici
ozelliginden dolay1 “sifact” anlamina gelen Latince “salvare” kelimesinden
gelmektedir. Salvia cinsine ait tiirler, terpen, fenolik ve flavonoid gibi degerli
ikincil metabolitlerin ¢ogunu igerdiginden, antienflamatuvar, hepatoprotektif,
sitotoksik/antitiimdr, antikanser ve antioksidan gibi pek cok aktiviteye sahiptir
(Martinez-Cruz ve Paredes-Lopez, 2014; Bayan ve Geng 2016; Poyraz ve ark.,
2019, Privitera ve ark., 2019; Mohammed ve ark, 2021; Emre ve ark., 2021).

Salvia cinsinin tibbi 6nemi, yapraklart ve ugucu yaglarindaki bilesenlerden
kaynaklanmaktadir. Adagay1 esansiyel yaginda yaklasik 120 farkli bilesik
tanimlanarak, ana bilesiklerin mono-, seski- ve diterpenler bakimindan zengin
oldugu bildirilmistir (Purovi¢ ve ark., 2022). Salvia bitkileri, antioksidan aktivite
gosteren yiiksek miktarda polifenol bilesikler icerir, bu nedenle dogal antioksidan
kaynaklar1 olarak biiyiik onem tasir. Salvia bitkileri, bir dizi fenolik asit ve
flavonoid iceren 160'tan fazla tanimlanmis polifenol ile zengin bir polifenol
bilesikler kaynagidir. Bu fenolik bilesiklere kafeik asit ve tiirevleri, rosmarinik asit,
salvianolik asitler, sagekumarin, litospermik asitler, sagernik asit ve yunnaneik
asitler dahildir. En yaygin flavonoidler luteolin, apigenin, hispidulin, kaempferol
ve kersetindir. Salvia cinsinin bitkileri o ve B-thujone, kafur, 1,8sineole, o-
humulen, B-karyofillen ve viridiflorol gibi genis bir terpenoid dizisi ile ugucu
yaglar agisindan da zengindir. Ayrica karnosik asit, ursolik asit, karnosol ve
tansinonlar gibi zengin diterpen ve triterpen kaynaklaridir (Lopresti, 2017).

Bitki ekstraktlarinin antioksidan aktivitesi, temel olarak icerdikleri
polifenolik bilesiklerin kalitesinden kaynaklanir. Antioksidanlar, reaktif oksijen
tiirlerinin olumsuz etkilerini bastirarak oksidatif stresin onlenmesine yardimci olur.
Oksidatif stres, bircok kronik hastaligin baslangicina neden olabilir, bu nedenle
bitki kaynakli antioksidanlar insan saglig1 agisindan biiyiik 6nem tasir. Bir baska
deyisle, antioksidanlar, okside bilesikleri baskilamaya yarayan bilesiklerdir. Canli
organizmalar, ¢evresel etkiler ve metabolik faaliyetler sonucunda ROT iiretirler.
Yiiksek diizeyde iiretilen ROT, canli organizmalarda zararli hale gelebilir.
Antioksidan bilesikler ROT 'un olumsuz etkilerini bastirir. Antioksidan bilesiklerin
yetersiz oldugu durumlarda oksidatif stres olusur. Oksidatif stresin bir sonucu
olarak ortaya ¢ikan cesitli hastaliklar arasinda Parkinson, Alzheimer, kanser veya

kardiyolojik bozukluklar bulunmaktadir.



Salvia tiirlerinden elde edilen dogal polifenoller, 6zellikle kolinesteraz
enzimlerini inhibe edici aktivite gosterir ve bu nedenle Alzheimer tedavisinde
potansiyel terapotik araglar olarak kabul edilir (Leporini ve ark., 2020; Akgiil ve
ark., 2020). Alzheimer, beyindeki kolinerjik ndron kaybi, ndrofibriler yumak
olusumu ve Pamiloid birikimi ile karakterize noérodejeneratif bir hastaliktir.
Kolinesteraz enzim inhibitorleri, bu tiir nérodejeneratif hastaliklarin tedavisinde
yaygin olarak kullanilir. Salvia tiirlerinden elde edilen dogal polifenoller,
kolinesteraz enzimlerini inhibe edici aktivite gosterir ve bu nedenle Alzheimer
tedavisinde potansiyel terapotik araglar olarak kabul edilir (Leporini ve ark., 2020;
Akgtil ve ark., 2020).

Icerdikleri fenolik bilesiklerin zengin cesitliligi sayesinde sadece
antioksidan kapasiteleriyle degil, ayn1 zamanda etkili bir antimikrobiyal aktiviteyle
de dikkat cekerler. Baz1 bitki 6zleri, kalp ve zihinsel hastaliklar ile kanser gibi
cesitli rahatsizliklarin tedavisinde kullanilir (Martinez-Cruz ve Paredes-Lopez,
2014). Eski ¢aglardan giiniimiize kadar bogaz agrilari, soguk alginligi, grip, gece
terlemeleri ve tiiberkiiloz gibi rahatsizliklarin yani sira menopoz sikayetleri igin,
sakinlestirici ve yatistirici olarak, bazi kanser tiirlerinin tedavisinde ve hatta Cin’de
“angina pectoris” ve “miyokardiyal enfarktiis” gibi kalp hastaliklarinin tedavisinde
halk arasinda kullanildig1 bilinmektedir (Tiinay ve ark., 2015). Ayrica, icerdigi
ucucu yaglar ve ugucu olmayan fenolik bilesikler sayesinde antibakteriyel ve
antioksidan 6zellikleri nedeniyle Avrupa ve bircok bagka iilkede gida koruyucu
olarak da kullanilmaktadir.

Bitki kaynakli dogal firtinler, 40 yil1 agkin siiredir umut verici ve giiglii
kemoterapotik ajanlar olarak kabul edilmektedir (Demain ve Vaishnav, 2011).
Kanser, genellikle kiiresel olarak dnde gelen ve dliime yol agan bir grup tehlikeli
hastalig1 temsil eder (Ferlay ve ark. 2021). 2020'de yaklasik on milyon oliime
neden olup, tahminen 19 milyon yeni kanser vakasi teshis edilmistir (Sung ve ark.
2021). Yaslanan niifustaki artig, hareketsiz yasam tarzinin benimsenmesi, kotii
beslenme ve digerleri gibi faktorler nedeniyle diinyanin hem gelismis hem de
gelismekte olan bolgelerinde kanser insidansi kiiresel olarak artmaktadir.
Kanserlerin tedavileri su anda radyasyon, kimyasal tedaviler, ameliyatlar veya
bunlarin bir kombinasyonunu i¢ermektedir. Bu yontemlerin bazilari, 6zellikle

radyoterapi ve ameliyatlar, klinik olarak halen faydali olsa da ciddi rahatsizliklara



neden olabilir. Benzer sekilde birgok antikanser ilaci ciddi yan etkilere sahipken,
bazi kanser hiicreleri bazi antikanser ilaglara kars1 direng gelistirmistir. Bu nedenle,
normal hiicreleri korurken kanser hiicrelerine segici olarak toksik olan klinik olarak
etkili ilaglara ihtiyac vardir. Bu baglamda bitkilerden elde edilen dogal iiriinler ile
ilgili biriken literatiir bitkileri yeni antikanser ajanlarin potansiyel kaynaklari
olarak konumlandirdigi i¢in, bitkiler son yillarda bilimsel agidan ilgi gérmektedir.
Salvia, Zanthoxylum, Allium ve Zingiber tiirlerinin alternatif tipta bir¢ok timor ve
kanser tiiriiniin tedavisinde uygulandig: bildirilmistir (Ezema ve ark., 2022).

Salvia tiirlerinden sekerleme, pastacilik, antioksidan takviye, kozmetik, et
ve konserve sanayi gibi bircok alanda da faydalanilmaktadir. Ozellikle yemeklerde
baharat ve cay seklindeki kullanimi olduk¢a yaygindir (Baydar, 2013). Geleneksel
olarak, Salvia ¢ay1 astim, depresyon, bronsit, faranjit, agir1 terleme, oksiiriik, agiz
ve bogaz iltihaplari, sindirim ve dolasim problemleri, cilt sorunlari ve bir¢ok diger
hastaligin tedavisinde kullanilmistir. Adacayr yagi ise giicli antiseptik ve
antibiyotik 6zellikler barindirir. Dolayisiyla, iist solunum yollar1 hastaliklarinin
tedavisinde kullanilan ilaglara ham madde olarak eklenmektedir (Cosge Senkal ve
ark., 2016).

Tirkiye'de bulunan Salvia tiirleri, genellikle ¢alims1 ya da otsu yapidadir.
Calims1 olanlar, yaklasik olarak 1.5 metre yiikseklige erigebilir. Cogunlukla
aromatik kokulu, genellikle ¢ok yillik, nadiren iki ve tek yillik bitkilerdir (Dogan
ve ark., 2008). Cok yillik yar1 ¢alimst bitkiler grubuna giren S. pseudeuphratica
20-35 cm uzunlugunda govdeleri yatik veya dik, tiiylii, yapraklar1 basit, tag
yapraklar menekse mavisi, meyveleri kahverengiden siyaha dogrudur (Sekil 1.1).
Ciceklenme donemi Mayis, nadiren Haziran’a kadar olup, kayalik-taglik, kalkerli
yamagclar, kumul alanlar, step, yol kenarindaki yamaclar, serpantinli alanlar, maki
arasi, orman alt1 ve tuzcul alanlar olmak {izere ¢esitli birgok habitat tiiriinde ve 750-
900 m yiikseltilerde dogal olarak yetigir (Kahraman ve ark., 2012) S.
pseudeuphratica lizerine yapilan ¢alismalar oldukga sinirli olup, ugucu yaglarinda
baslica Kafur ve 1,8-sineol bulundugu (Karakus ve ark., 2017; Temel ve ark., 2016)
ve antialzheimer aktiviteye sahip oldugu (Temel ve ark., 2016), ayrica HT-29 ve
MCF-7 hiicre serilerine kars1 da sitotoksik etki gdsterdigi tespit edilmistir (Ertas,
2018; Fidan, 2019).

Son yillarda uluslararasi alanda nadir endemik tiirlerin konzervasyonu igin

cok ciddi caligmalar yapilmaktadir. Endemik Salvia tiirlerinin yok olabilecegi



ihtimali nedeniyle bu tiirlerin korunma altina alinmalar1 elzemdir (Uyanik, 2017).
Salvia cinsi Onemli tibbi oOzelliklere sahip oldugundan, bu bitkiler dogal
ortamlarindan sokiilerek pazarlarda yerini almakta bu durum o6zellikle endemik
tiirler i¢in neslin devamlilig1 acisindan tehlike arz etmektedir. Tiirlerin kiiresel
koruma statiisiine iliskin en 6nemli bilgi kaynagi, ITUCN (Uluslararas1 Doga
Koruma Birligi)’nin tehdit altindaki tiirlerin kirmiz1 listesidir ve son verilere gore,
15.774 tehdit altindaki bitki tiirii vardir (Coelho ve ark., 2020). Ulkemizde Salvia
cinsinin tehlike kategorisine bakildiginda, 42 taksonun degisik tehlike
kategorilerinde oldugu tespit edilmistir. Salvia tiirleri icerisinde IUCN kriterlerine
gore tehlike kategorisi ‘CR’ (kritik tehlike altinda) olan 11 tiir bulunmaktadir (S.
pseudeuphratica, S. anatolica, S. ballsiana, S. freyniana, S. hedgeana, S.
marashica, S. odontochlamys, S. quezelii, S. sericeotomentosa, S. tigrina ve S.
vermifolia) (Ipek ve Giirbiiz 2010). Nitekim bu tiirlerden biri olan Salvia
pseudeuphratica daiilkemizde B7 (Elazig: Keban-Maden) karesinde ve riskli tiirler
grubunda yer alan lokal endemik bir taksondur. Son zamanlarda popiilasyonunun
% 80’inin yok olma riski tagidigina dair kanitlar mevcuttur. Salvia tiirleri nemli
tibbi Ozelliklere sahip oldugundan, bu bitkiler dogal ortamlarindan sokiilerek
pazarlarda yerini almakta dolayisiyla bu durum 6zellikle endemik tiirler igin neslin
devamlilig1 agisindan tehlike arz etmektedir (Uyanik, 2017).

Modern biyoteknolojik yontemler, bitkilerin dogal ¢ogaltimina yonelik
karsilagilan sorunlarin iistesinden gelinmesinin yani sira, bazi degerli ikincil
metabolitlerin daha fazla iiretilmesine de imkan saglayabilmektedir. Bu baglamda
en fazla kullanilan biyoteknolojik yontemlerin basinda kallus, siispansiyon, govde
teratomalar1, sagak kok kiiltiirleri gelmektedir. Hiicre siispansiyon kiiltiirleri
homojen, hizli biiyliyen bir materyal sagladig1 ve 6lgeklendirilmesi kolay oldugu
icin tercih edilen ve gilivenilir bir yaklasimdir. Kosullarin tekrarlanabilirligi,
siispansiyon kiiltlirlii hiicreleri hiicresel ve molekiiler seviyelerde karmasik
fizyolojik siireclerin analizi i¢in uygun hale getirir. Ayrica bitki hiicre siispansiyon
kiiltiirleri, yiiksek degerli ikincil metabolitlerin ve ticari agidan ilgi ¢ekici diger
maddelerin iiretimi i¢in de degerli bir platform saglar (Moscatiello ve ark., 2013).
Bu tiir kiiltiirlerde alkaloidler, flavonoidler, polifenoller, terpenler, triterpenler ve
kardiyak glikozitler dahil olmak {iizere c¢esitli metabolit gruplari basariyla

tiretilmistir (Mendoza ve ark., 2020). Seckin hiicre hatlarinin se¢imi ve geligimi,



uygun eksplantlarin yani sira kiiltiir kosullarina (besinler, biliyiime diizenleyicileri,
pH, sicaklik vb.) da bagli olup bu durum ikincil metabolitlerin sentezini ve
birikimini de etkiler (Linh ve ark., 2021). Bu teknikler ile ayn1 zamanda, ticari
oneme sahip endemik veya tehlike altindaki tiirlerin i¢erdigi ikincil metabolitlerin
analizi i¢in sinirsiz ¢ogaltim olanaklar1 saglanmaktadir. Keza elisitor veya onciil
bilesikler kullanilarak bu metabolitlerin  miktarlar1  arttirilabilmektedir.
Giliniimiizde, nanopartikiillerin elisitor olarak ortama eklenmesi, mikrobiyal
dekontaminasyondaki basarisi ve ikincil metabolitlerin arttirilmasindaki basarisi
nedeniyle diinya capinda ilgi kazanmistir. Nanopartikiiller, nanometrik boyut
araligindaki varliklardir: benzersiz fizikokimyasal Ozelliklere sahiptirler. Tim
nanopartikiiller arasinda, giimiisnanopartikiiller (AgNP'ler), uygun dozlarda,
Ikincil metabolit birikimine yol agmalarnin yani sira bitki biyokiitlesinin
iyilesmesine de olumlu yonde katki saglamaktadir (Rahmawati ve ark. 2022). Baz1
arastirmalar, nanopartikiillerin ROT ve bitkilerde bulunan ikincil metabolitlerin
sentezine yol agan ikincil habercileri uyardigi 6ne siirmiistiir. Su ana kadar, bitki
sekonder metabolizmasinin anlagilmasi i¢in gesitli stres faktorleri kullanilmistir.
NP'ler, benzersiz 6zelliklerinden dolay1 bitkilerde flavonoidlerin potansiyel yeni
uyaricilari olabilir. Metalik, metal oksit ve karbon bazli NP'ler gibi farkli NP tipleri,
flavonoid sentezinde son teknolojik yontemler olarak genis capta rapor edilmistir.
Bu nanomateryaller arasinda giimiis nanopartikiiller (AgNP), bakir nanopartikiiller
(CuNP), demir oksit nanopartikiiller (Fe3Os4NP), c¢inko oksit nanopartikiiller
(ZnONP), bakir oksit nanopartikiiller (CuONP), karbon nanotiipler ve kitosan bazl
nanopartikiiller yer almaktadir. Nanopartikiillerin tibbi bitkilerde kullanilmasinin
ve biyoaktif bilesiklerin artirilmasinin temel amaci, flavonoidler, ugucu yaglar,
karotenoidler, terpenoidler, kumarinler ve alkaloidler gibi terapotik bilesiklerin
aktivitelerini artirmaktir. Cesitli nanopartikiiller arasinda, 6zellikle AgNP'lerin in
vitro kiiltiirlerde flavonoidlerin artirilmasinda siklikla kullanildig: belirtilmektedir
(Yel, 2021). Bu baglamda, ¢alismamiz Salvia pseudeuphraticamin biyokimyasal
bilesenlerini inceleyerek terpenoid igerigi, toplam fenolik ve flavonoid miktarlar
ile antioksidan kapasite degerlerine AgNP (glimiis nanopartikiil) uygulamalarinin
etkisini degerlendirmeyi amaglamaktadir.

Tez ¢alismamizin ana odak noktasi, bitkinin biyoteknolojik yontemlerle
kallus ve siispansiyon Kkiiltlirlerinin bagslatilmas1 ve optimizasyonu ve bu

kiiltirlerden elde edilen ekstrelerin antioksidan aktivite, enzim inhibitorii etkileri



ve terpenoid bilesikleri {izerindeki etkilerinin degerlendirilmesidir. Sonug olarak,
bu tez kapsaminda yiiriitilen caligmalarla, kritik tehlike altinda olan ve lokal
endemik bir tiir olan Salvia pseudeuphratica bitkisinin biyoteknolojik teknikler
kullanilarak ilk defa kallus ve hiicre siispansiyon kiiltiirlerinin olusturulmus, ayrica
hiicre siispansiyon kiiltiirlerinde bazit AgNP uygulamalarinin (100, 200, 400 ve 800
ng/ml) total fenolik, flavonoid, antioksidan aktivite, enzim inhibisyonu ile bazi

terpenoid bilesiklerin miktarlar1 {izerine etkileri de ilk kez arastirilmstir.

2. KAYNAK ARASTIRMASI

Bu boéliimde, Salvia cinsine ait Salvia pseudeuphratica Rech. f. tiiriiniin
tarihsel, sistematik ve botanik bilgileri ile bu tiirler {izerine daha 6nce yapilan doku

kiiltiirli ve biyolojik aktivite ¢aligmalarina yer verilmistir.

2.1. Salvia pseudeuphratica Rech. f. Tiirii Hakkinda Genel Bilgiler

2.1.1. Lamiaceae (Ballibabagiller) familyasi

Lamiaceae familyasi, ucucu yaglar igeren tek veya ¢ok yillik otsu bitkiler
ya da nadiren odunsu olan ¢alilardan olusan biiyiik bir bitki ailesidir. Familyanin
belirgin 6zelliklerinden biri, dort koseli gdvde yapisidir ve bu govdelerde iyi
gelismis bir kollenkima dokusu bulunur. Yapraklar basit veya pargali olup, her
zaman karsilikli ve capraz (opposite-decussate) dizilis gosterir. Stipul (yaprak
tabaninda kiiciik yaprak¢iklar) bulunmaz. Cigekler, yapraklarin koltugunda sik
kiimeler halinde vertisillastrum olarak yer alir ve her nodusta bulunur. Cigekler
erdisi, zigomorf ve iki dudakhdir. Cicek durumu bazen panikula, kapitulum,
korimbus veya simdz olabilir. Genellikle hermafrodit olan ¢icekler, bazi tiirlerde
erkek organlariin indirgenmis ve steril olmasindan dolayi disi 6zellik gdsterebilir.
Kaliks, bes sepalden olusur, kalicidir ve bazen iki lobludur. Korolla, bes petalden
olusur ve bilabiat yapiya sahiptir; bazen iist dudak eksik olabilir.

Lamiaceae familyasinin ismi, ¢ig¢eklerinin iki dudakli yapisindan
gelmektedir. Korolla sekli ve stamen pozisyonu degisiklik gosterebilir. Genellikle

tist dudak ve alt dudak arasinda belirgin bir ayrim vardir. [liman bolgelerde bulunan



cinslerin ¢ogunda iist dudak iki lobdan olusur ve kancalidir; alt dudak ise
bdceklerin nektar emmesine uygun bir platform olusturan ii¢ lobludur. Stamenler
genellikle dort adettir ve didinam, bazen iki adettir ve petallere birlesiktir. Ovaryum
ist durumlu, iki karpelli ve dort gozliidiir; her gézde bir oviil bulunur ve stilus
ginobaziktir. Meyve, dort nuksa ayrilan bir sizokarptir. Ginobazik stilus ve dort
nutletli meyve, Lamiaceae familyasinin tipik o6zelliklerindendir. Bu familya,
medikal ve kozmetik alanlarinda kullanilan bir¢ok ugucu yagi igerdigi icin
onemlidir. Ugucu yaglar, epiderma iizerindeki salgi tiiylerinde bulunur. Bu
familyaya 6zgii bast sekiz hiicreli pul seklindeki salgi tiiyleri karakteristiktir.
Lamiaceae familyasina ait bitkiler genellikle yiizeylerinde hem ortli hem de salgi
tilyleri bulundurur. Bu bitkilerin baslica salgi organ1 olan salgi tiiyleri, generatif

organlarda da bulunabilir (Erdem, 2013).

2.1.2. Salvia L. cinsi

Salvia L. cinsi genellikle aromatik 6zellik gosteren, otsu, cali veya agagsi
yapiya sahip ¢ok yillik bitkilerdir, nadiren iki yillik ya da tek yillik olabilirler.
Govdeleri dik veya toprak iizerinde yatik sekilde olup, bezli, bezsiz, tiiylii veya
tilysiiz olabilirler. Yapraklar1 boliinmemis, lirat veya pinnat parcalanmig olabilir.
Cicek durumu cesitli sekillerde bir araya gelmis simoz olarak goriiliir.
Vertisillasterler (1-)2-10(-40) ¢igekli olup, sik veya birbirinden uzak araliklidirlar.
Kaliks ¢an, huni veya boru seklinde olabilir; {ist dudak ii¢ disli veya az ¢ok diiz, alt
dudak ise iki disli olup, meyve kaliksleri hafif¢ce uzamis veya belirgin bir sekilde
uzamis oldugunda zars1 bir yapiya sahiptirler. Korollalar beyaz, sar1, pembe, mavi
veya mor renkte olabilir; list dudak diiz veya orak seklinde, alt dudak ise 3 loblu
olup, ortadaki lob genis ve i¢biikey, yanlardaki 2 lob ise kiiciiktiir. Stamenler 2
adettir; biri kisa filamentli digeri ise az ¢ok uzamuis iist ucunda verimli bir teka, alt
ucunda ise verimli ya da yar1 verimli kiigiik bir teka bulunduran az ¢ok uzamis bir
konnektife sahiptir (Stamen tipi A), veya ¢esitli sekillerde kisir doku bulundurur
(Stamen tipi B); stamenler normal olarak filament ve konnektifin birlesim
noktasinda eklemlidir (Stamen tipi B); staminodlar daima mevcut ve kiigiiktiir
(stamen tip C); Stilus iki loblu olup, findik¢iklar tiiysiiz, oval veya li¢ koseli, hatta

yar1 dairemsi sekillerde olabilir ve genellikle miisilaj igerirler (Ipek, 2018).



2.1.3. Salvia pseudeuphratica Rech. f. tiirii

Alem : Plantae
Alt Alem : Tracheobionta

Boliim : Magnoliophyta

Simif : Magnoliopsida

Alt Simf : Asteridae

Takim : Lamiales

Aile : Lamiaceae

Cins : Salvia

Tiir : Salvia pseudeuphratica Rech. f.

Salvia pseudeuphratica, aromatik ve ¢ok yillik odunsu bitkilerden olusur.
Bu bitkinin gdvdesi yiikselici ve dik bir yapiya sahiptir, glandsiz yiintimsii tiyliidiir
ve 2030 (-35) cm uzunluga ulasir. Govde, tabanda dallanmis ve verimsiz siirgilinlere
sahiptir. Yapraklar1 tam kenarli, oval ya da yumurtamsi seklinde olup 1.5-4 x (0.8-
)1-3.5 cm boyutlarindadir. Yapraklarin tabaninda kiiciik yan loblar bulunmaz ve
beyaz yiinsli, sapsiz salgi tiiyleri ile kaphdir. Yaprak kenarlar1 testere disli
seklindedir ve saplar1 (7)10-20 cm uzunlugundadir.

Cigek durumu genellikle dallanmamis, nadiren dallanmis olup salgisiz
yiinsii tiiylerle kaplhdir. Cigek kiimeleri (vertisillastrum) 4-16 ¢icek igerir. Ust ¢icek
kiimelerindeki brakteler genis oval formda olup, kaliksten daha kisadir ve 5-15 (-
25) x 4-10 (-16) mm boyutlarinda, ylinsii tiiylii ve grimsi renktedir. Alt kisimdaki
brakteler ise yapraga benzer ve brakteol tasimaz. Pediseller 2-4(-5) mm
uzunlugunda olup, salgisiz yiinsii tiyliidiir. Kaliks koyu morumsu renkte, salgisiz
yildizs1 kilsi tiiyliidiir ve genis ¢an seklinde olup, meyvede zarimsi bir yap1 kazanir.
Cicek doneminde kaliksin boyutlar1 10-15 x 10-16 mm iken, meyvede (12-)15-20
x (12-)15-25 mm’ye genisler ve uzar.

Korolla morumsu-mavi renkte olup, 15-20 mm uzunlugundadir. Alt
dudagin dis kismu tiiyliidiir; tiipler 10-15 mm uzunlugunda olup, bogaz kisminda
hafif geriye kivrik ve genislemistir. Ust dudak diizgiindiir. Stamenler 2 adet olup,
filamentler 2.8-4.7 (-5.2) mm uzunlugundadir. Verimli anterler ¢iplak ve 1.8-2.9

mm boyutlarindadir, verimsiz anterler ise 0.9-1.3 mm boyutlarindadir. Ust tekalar
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1.6-3 mm, alt tekalar (0.8-)1-2(-2.3) mm uzunlugundadir. Stilus ise (15-)17-23 mm
uzunlugundadir (Aygiin Tuncay, 2019) (Sekil 2.1).

Sekil 2.1. S. pseudeuphratica’nin genel goriiniisii (A.Kahraman 1384A) (Kahraman ve ark., 2010).

Yetisme ortami: Salvia pseudeuphratica, kalkerli kayaliklar, tash
yamaglar, kuru bolgeler ve yol kenarlar1 gibi ¢esitli habitatlarda yetisir. 70 ila 900
metre arasindaki yiikseltilerde bulunur. Bitkinin ¢igeklenme donemi Mayis ay1
olup, meyve verme donemi ise Haziran ayma denk gelmektedir (Aygiin Tuncay,

2019). Tiirkiye’de B7 (Elaz1g: Keban-Maden) karesinde yayilis gosterir.

Sekil 2.2. S. pseudeuphratica ( * ) yayilis haritas



2.1.4. iklim ve toprak istekleri

Akdeniz ikliminde yetisen adagayi, yaz mevsimi sicak ve kurak, kis
mevsimi ise 1lik ve yagisl olan yerlerden ¢cok hoslanir. Salvia tiirleri, yaklagik 3500
m ylikseklige kadar olan birgok farkli habitat tiplerinde yetismektedir. Yiikseklik
arttikca, sicaklik ve 151k miktarinin azalmasiyla birlikte, toprak ve hava neminin
artmast, bitkilerin ugucu yag oraninin azalmasina neden olur. Genellikle taban suyu
yiksek olmayan, kire¢ tas1 (kalker) kayalik alanlar ve kayalik alanlarin
cevrelerindeki yamaglar da yetisen Salvia tiirleri, kumul alanlar, step, yol
kenarindaki yamaclar, jipsli alanlar, serpantin’li alanlar, maki arasi, orman alti,
alpin bolgeler ve tuzcul alanlar olmak {izere ¢esitli birgok habitat tiiriinde yayilis

gostermektedir.

2.1.5. Ekonomik onemi

Tibbi ve aromatik bitkiler, gida, ilag, kozmetik ve baharat gibi birgok alanda
genis bir kullanim yelpazesine sahiptir ve insanlik tarihi boyunca bu amaglar i¢in
kullanilmustir. Tiirkiye, benzersiz cografi konumu, ¢esitli iklim kosullar1 ve zengin
bitki cesitliligi ile tibbi ve aromatik bitki pazar1 igin biiyiik bir potansiyel
sunmaktadir (Pakdemirli, 2020). Ayrica, Tiirkiye tibbi bitkiler ticaretinde
diinyadaki en énemli iilkeler arasinda yer almaktadir. Ulkede, dogadan toplanarak
i¢c ve dis ticareti yapilan 347 bitki tiirii bulunmakta olup, bu tiirlerin %30’u
uluslararasi ticarette yer almaktadir (Bayraktar ve ark., 2017).

Ozellikle 2019 yili sonrasinda, diinya ¢apinda saglik i¢in tehdit olusturan
pandeminin etkisiyle, sadece Tiirkiye’de e-ticaret lizerinden yapilan bitkisel
tirtinlerin satiglarinda %45 oraninda bir artis gozlemlenmistir. Tiirkiye’de dogadan
en fazla toplanan ve ticarete sunulan bitkiler arasinda Anadolu adacay1 (Salvia
fruticosa Mill.) 6ne ¢ikmaktadir. Ege ve Akdeniz Bdlgeleri basta olmak iizere,
Anadolu’da “Calba” olarak bilinen bazi Salvia tiirleri (S. fruticosa, S. tomentosa,
S. cryptantha, S. multicaulis, S. aramisis ve S. sclarea gibi) yabani olarak
toplanarak i¢ ve dis pazarlara sunulmaktadir. Ayn1 familyadan gelen “Dag ¢ay1” ve
“Yayla ¢ay1” olarak bilinen Sideritis cinsinin Tiirkiye florasinda 30’u endemik

olmak tizere 45 tiirii yayilis gostermektedir.
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Adagay1 iretimi ve ticareti, Ozellikle son yillarda Tiirkiye'de artig
gostermistir. Antalya, lilkedeki adagay: iiretiminde oncli konumdadir. 2019'da
Antalya'nin iiretimi, lilke genelindeki iiretimin %71,6's1n1 olustururken, Denizli ve
Kiitahya da 6nemli {iretim merkezleridir. Adagay1 ekilis alanlarinda da 6nemli bir
artis yasanmistir. 2012'de 54 dekar olan ekilis alanlari, 2019'da 5.602 dekara
ulagsmistir. Adagay1 yagi ihracati da dikkate deger sekilde artmistir; 2016'da 0,47
ton iken, 2019'da 25,4 tona ylikselmistir. Tiirkiye'nin en cok adagay1 ihracati yaptigi
tilkeler arasinda Almanya, Kuzey Kibris Tiirk Cumhuriyeti ve Malezya yer
almaktadir. Ancak, dogadan toplanan adagaylarinin siirdiiriilebilirligi ve kalitest,
bilingsiz toplama nedeniyle risk altindadir. Ayrica bu durum, adagayi
poplilasyonlarinin asir1 azalarak titkenmesine ve genetik cesitliligin azalmasina da

neden olmaktadir (Elmas, 2021; Anonim, 2020).

2.1.6. Salvia cinsi ve tibbi onemi

2.1.6.1. Kolinerjik etkisi

Merkezi kolinerjik sinyal, uzun zamandir hafiza, motivasyon ve ruh hali
ozellikleriyle iligkilendirilmistir. Kolinerjik sinyallesmede yer alan bir
norotransmitter olan asetilkolinin (ACh), dikkat, 6grenme, hafiza ve motivasyon
dahil olmak iizere biligsel islev ve davranisin gesitli yonlerinde 6nemli bir rol
oynadigma inanilmaktadir. ACh sinyallemesindeki degisiklikler, Alzheimer
hastaligi da dahil olmak {izere c¢oklu norodejeneratif bozukluklarin
patofizyolojisinde rol oynamaktadir (Luchicchi ve ark., 2014). Son ¢aligmalar
ayrica kortikal ACh'nin dikkat c¢abasi, yonelimi ve davranigsal olarak Onemli
uyaranlarin saptanmasindaki rolii i¢in destek saglamistir. Asetilkolinesteraz
(AChE), asetilkolinin parcalanmasini katalize eden bir enzimdir ve genel ACh
konsantrasyonunu artirmak i¢in ¢esitli AChE inhibitér ilaglart mevcuttur. Bu
ilaglar, beyindeki asetilkolin reseptorlerinde =~ ACh'nin  mevcudiyetinin
arttirilmasinin nérondan nérona taginmasini arttirdigi ve nihayetinde biligsel islevi
tyilestirdigi onciiliine dayanmaktadir (Colovic ve ark., 2013). S. fruticosa (Senol
ve ark., 2011) ve S. lavandulaefolia ugucu yaginin AChE'ye karsi inhibisyon
gosterdigi bildirilmistir (Kennedy ve ark., 2011). S. officinalis'ten izole edilen
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fenolik diterpenler, 7a-methoxyrosmanol ve isorosmanol bilesiklerinin AChE
inhibisyonu sergiledigi belirtilmistir (Sallam ve ark., 2016). Birka¢ Salvia tiiriinde
bulunan rosmarinik asit, karnosik asit ve kersetin gibi aktif bilesenler, AChE
aktivitesini inhibe edebilir (Marcelo ve ark., 2013). Keza S. miltiorrhiza ‘dan elde
edilen tanginonlarin ise, hem AChE hem de Biitirilkolinesteraz (BChE) aktivitesini

inhibe ettigi rapor edilmistir (Zhou ve ark., 2011a ; Xu ve ark., 2016).

2.1.6.2. Antioksidan etkisi

Serbest radikallerin asirilig: ile yetersiz bir antioksidan savunma oksidatif
stres durumu yaratir. Bu durum zamanla, tiim viicut dokularina zarar verebilir ki
burada en hassas bolge ise beyindir. Oksidatif stres, Alzheimer hastaligi (Perry ve
ark., 1999) ve Parkinson hastalig1 dahil olmak iizere bir¢ok ndrolojik bozuklukla
iligkilendirilmistir. Oksidatif stres, major depresif (Sita ve ark., 2016) ve dikkat
eksikligi hiperaktivite bozuklugunu (DEHB) (Liu ve ark., 2015) gibi bircok mental
hastaligin seviyesini de yiikseltir.

Salvia bitkileri ve her bir tiiriine ait kimyasal bilesikleri giiclii antioksidan
aktiviteye sahiptir. 10 farkli Salvia tiiriine ait analizler tiim tiirlerin 6nemli derecede
antioksidan aktivite sergiledigi gostermistir (Sulniute ve ark., 2016). S.
miltiorrhiza'min oksidazlar1 inhibe ettigi, siiperoksit liretimini azalttigi, diistik
yogunluklu lipoproteinlerin oksidatif modifikasyonunu inhibe ettigi ve
mitokondriyal oksidatif stresi iyilestirerek ROT {iretimini azaltabilecegi
belirlenmistir. S. miltiorrhiza ayrica katalaz, manganez siiperoksit dismutaz,
glutatyon peroksidaz ve eslesmis endotelyal nitrik oksit sentazin aktivitelerini
arttirmistir (Chang ve ark., 2016). Antioksidan etkilerin ¢ogu, giiclii radikal
stipiirticii aktivite sergiledikleri i¢cin rosmarinik asit, salvianolik asit, sagekumarin
ve sagerinik asit gibi Salvia tiirlerinde bulunan fenolik bilesiklere atfedilmektedir.
S. lavandulaefolia esansiyel yaginda tanimlanan monoterpenlerden 1,8-sineol ve a-
pinenin ROT f{iretimini inhibe ettigi ve endojen antioksidan bilesikleri (6rn.
glutatyon, katalaz, siiperoksit dismutaz, hem oksijenaz-1 aktivitesi ve protein
ekspresyonu) arttirdigi tespit edilmistir (Porres-Martinez ve ark., 2015). Ayrica
yine salvia tiirlerinde bulunan karnosik ve ursolik asitin de gii¢lii antioksidanlar

oldugu belirtilmistir (Kashyap ve ark., 2016; Birtic ve ark., 2015).
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2.1.6.3. Antienflamatuar etkisi

Enflamasyonun biligsel islev iizerindeki etkisine dair kanitlar mevcuttur. In
vitro ve deneysel hayvan c¢alismalarindan elde edilen bulgular, Salvia tiirlerinin ve
bilesenlerinin antienflamatuar etkilere sahip oldugunu gdstermistir. S.
officinalis'teki (esas olarak 1,8cineole ve kafur igeren) ugucu yaglarin incelenmesi,
fare makrofajlarinda LPS tarafindan uyarilan nitrik oksit {iretimini 6énemli 6l¢iide
inhibe etmistir (Abu-Darwish ve ark., 2013). S. officinalis tentiiriiniin, farelerde
akut enflamasyonu 6nemli 6l¢iide azalttig1 rapor edilmistir (Oniga ve ark., 2007).
S. officinalis'te bulunan fenolik diterpenler (karnosol ve karnosik asit),
makrofajlarda nitrik oksit ve prostaglandin E2 (PGE2) iiretimini azaltmistir
(Schwager ve ark., 2016). S. plebeian'in metanol ekstreleri ve aktif bilesenlerinden
birkagi, makrofaj enflamatuar siirecini 6nemli 6l¢iide kisaltmig bunun yanisira
nitrik oksit, siklooksijenaz-2 (COX-2), PGE2 salinimini ve iNOS ekspresyonunu
da azaltmistir (Akram ve ark., 2015).

Tansinonlar ve salvianolik asitler gibi S. miltiorrhiza'da bulunan biyoaktif
bilesenlerin de sitokin iiretimini ve iNOS aktivitesini etkileyerek antienflamatuar
mekanizmalara sahip oldugu gosterilmistir (Bonaccini ve ark., 2015). Ayrica, bir
calismada, S. miltiorrhiza'dan izole edilen tansinonlar, LPS ile uyarilan
makrofajlarda TNF-a, IL-1p ve IL-8'in mRNA ve protein ekspresyonunu dnemli
Olctlide inhibe etmistir (Ma ve ark., 2016). Sa/lvia bitkilerinin kimyasal bilesiklerine
yonelik aragtirmalar, kafeik asit, rosmarinik asit (Nabavi ve ark., 2015) ve ursolik
asidin (Kashyap ve ark., 2016) giiclii anti-inflamatuar 6zelliklere sahip oldugunu

da dogrulamistir.

2.1.6.4. Antidepresan ve anksiyolitik etkisi

Depresyon ve kronik stres, bilissel performans {izerinde zararli etkilere
sahip olabilir. Aslinda, hafiza, dikkat ve 6grenmedeki bozukluklari igeren bilissel
eksiklikler, major depresif bozuklugun ve cogu kaygi bozuklugunun ortak
belirtileridir (Scult, 2016). Kronik ve akut strese maruz kalmak biligsel yetenekleri

olumsuz etkileyebilir. Alzheimer hastaligi da major depresyon ile yiiksek bir

15



komorbiditeye sahiptir ve depresif semptomlarin bu durumun bir sonucu
olabilecegi gosterilmistir (Bennett ve Thomas, 2014). Bu baglamda, depresyon ve
anksiyete iizerinde yararli etkileri olan bitki kaynakli bilesenlerin bu nedenle
biligsel performans tlizerinde olumlu etkileri olmas1 muhtemeldir.

S. elegans (Herrera-Ruiz, 2006) ve S. verticillatamin (Naderi, 2011)
hidroalkolik ekstrelerinin uygulanmasinin, hayvan depresyon ve anksiyete
modelleri yoluyla antidepresan ve anksiyolitik benzeri etkiler gosterdigi
bildirilmistir. Yine benzer bir durum, S. sclarea (Gross, 2013; Seol, 2010) ve S.
miltiorrhiza (Liu ve ark., 2015b) esansiyel yaglarinin uygulanmasindan sonra da
gozlenmistir. Hatta S. sclarea'nin etkilerinin, Anthemis nobilis (papatya),
Rosmarinus officinalis (biberiye) ve Lavandula angustifolia (lavanta) esansiyel
yaglart uygulamalarina oranla daha belirgin oldugu da rapor edilmistir. S.
sclarea'min anti-stresor etkisi, dopamin reseptdr antagonistlerini 6nemli Olcilide
bloke etmistir (Seol ve ark., 2010).

Fenolik asitler, rosmarinik asit ve kafeik asit ayrica antidepresan ve
anksiyolitik benzeri aktiviteye sahiptir (Takeda ve ark., 2002). Ayrica, S.
miltiorrhiza'dan (Feng ve ark., 2012) bir bilesik olan salvianolik asit B ve S.
divinorum'dan (Braida ve ark., 2009) salvinorin A, hayvan modellerinde

antidepresan ve anksiyolitik etkiler sergilemistir.
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Amiloid-B Kolinerjik aktivite
peptid etkileri etkileri

Kafeik asit, Rosmarinik asit,
Salvianolik asitler, Adacay

kumarin, Litospermik asit, Sagerinik
asit, Yunnaneik asitler, Flavonoidler

(Brnedin luteclin, apigenin ve
kersetin), a ve B-tujon, Kafur,
1.8-sinsol, a-humulen,

B-karyofillen, Viridiflorol,
Kamosik asit, Ursolik asit,

Karnoso

Ndrotrofik
etkiler

Antioksidan
etkiler

Tanshinones

Salvia Bitkilerindeki
Ana Bilesenler

Antidepresan ve Antiinflamatuar
anksiyolitik etkiler etkiler

Sekil 2.3. Salvia bitkilerindeki ana bilesenler ve potansiyel aktiviteleri (Lopresti, 2017).
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2.1.6.5. Antikanser etkisi

Giiniimiizde, dogal kaynaklardan elde edilen bilesenlerin saglik tizerindeki
olumlu etkilerini anlamak ve kullanmak biiyiik bir 6nem kazanmistir. Bu baglamda,
Salvia cinsi bitkiler, tarihsel olarak geleneksel tipta kullanilan ve modern bilim
diinyasinin dikkatini ¢eken 6nemli bir bitki grubunu olusturur. Yapilan arastirmalar,
Salvia cinsine ait bitkilerin de 6zellikle antikanser potansiyeli tagidigini ortaya
koymaktadir.

Salvia cinsinin igerdigi triterpenik asitler, 6zellikle betulinik asit (BA),
oleanolik asit (OA) ve ursolik asit (UA) gibi bilesenler, antioksidan, anti-
enflamatuar ve antikanser gibi gesitli biyolojik etkilere sahip olduklar1 bilinen
triterpenlerdir. Bu triterpenik asitler, 6zellikle son yillarda yapilan arastirmalarda
kanserle miicadelede potansiyel ajanlar olarak 6ne ¢ikmistir (Petronelli ve ark.,
2009, Baer-Dubowska ve ark., 2021).

Iran'da gerceklestirilen bir ¢alismada, Salvia cinsine ait 22 farkli tiiriin
triterpenik asit igerigi ve bu asitlerin sitotoksik etkileri degerlendirilmistir. Salvia
multicaulis ve Salvia officinalis L. gibi tiirler, yliksek triterpenik asit igerikleri ile
dikkat ¢cekmis ve ayn1 zamanda farkli insan kanser hiicre hatlar1 (SH-SYSY ve
MCF-7) fiizerinde sitotoksik etkilere sahip oldugu rapor edilmistir (Abdollahi-
Ghehi ve ark., 2019).

Bu bulgular, Salvia cinsinin antikanser potansiyelini anlamak ve
gelecekteki arastirmalarda kullanilmak {izere yiiksek verimli tiirleri belirlemek
adina 6nemli bir adim olusturmaktadir. Salvia cinsinin saglik {izerindeki olumlu
etkilerini kesfetmek, dogal kaynaklardan elde edilen bilesenlerin terapdtik
kullanimina yeni kapilar aralamaktadir. Bu baglamda, bitki kokenli triterpenik
asitlerin antikanser 6zellikleri, modern tipta umut verici bir alan olarak karsimiza

¢cikmaktadir.
2.1.7. Endemik Salvia tiirleri ve IUCN tehlike kategorileri

Salvia cinsine ait 107 takson i¢inde 100 tiir bulunmakta olup, bu tiirlerin
581 (%54) endemik Ozellik gostermekte ve toplamda 53 endemik tiir
bulunmaktadir (%53). Tiirkiye'deki Salvia cinsine ait bu 107 takson arasinda [UCN
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Tehlike Kategorileri altinda ad1 gegen 43 taksonun degerlendirilmesi sonucunda,
bunlarin 13" kritik tehlikedeki (CR), 15'1 tehlikede (EN) ve 15'i savunmasiz (VU)
olarak siniflandirilmistir (Kusaksiz, 2019). Tiirkiye’de yetisen endemik Salvia
tiirleri ve IUCN Tehlike Kategorileri Cizelge 2.1°de verilmistir.

Cizelge 2.1. Tiirkiye’de yetisen endemik Salvia tiirleri ve [UCN tehlike kategorileri (Kusaksiz, 2019)

Tiir Endemizm Tehlike Kategorisi
Salvia adenocaulon P.H. Davis Endemik VU
Salvia adenophylla Hedge & Hub.-Mor. Endemik EN
Salvia albimaculata Hedge & Hub.-Mor. Endemik EN
Salvia anatolica Hamzaoglu & A. Duran Endemik CR
Salvia aramiensis Rech. f. - VU
Salvia aucheri Bentham var. Aucheri Endemik VU
Salvia aucheri Bentham var. canescens Boiss. & Endemik \'48)
Heldr.
Salvia aytachii M. Vural & N. Adigiizel Endemik EN
Salvia ballsiana (Rech. f.) Hedge - CR
Salvia brachyanth (Bordz.) Pobed subsp. tankutiana Endemik EN
Bagherpour, Celep, Kahraman & Doga
Salvia cassia G. Samuelsson ex Rech. f. - \'48
Salvia cedronella Boiss. Endemik EN
Salvia cerino-pruinosa Rech. var. elazigensis A. Endemik EN
Karaman, F. Celep & Dogan
Salvia chionantha Boiss - VU
Salvia chrysophylla Stapf - VU
Salvia cilicica Boiss. & Kotschy Endemik EN
Salvia ekimiana F. Celep & Dogan Endemik EN
Salvia eriophora Boiss. & Kotschy ex Boiss. Endemik EN
Salvia freyniana Bornm. - CR
Salvia fruticosa Mill - VU
Salvia halophila Hedge Endemik EN
Salvia hasankeyfense Dirmenci, Celep & O. Giiner Endemik CR
Salvia hedgeana Dénmez Endemik CR
Salvia heldreichiana Boiss. ex DC. Endemik VU
Salvia kronenburgii Rech. fil. Endemik EN
Salvia kurdica Boiss. & Hohen. Ex Benth. - \'48
Salvia marashica A. ilcim, F Celep & Dogan Endemik CR
Salvia modesta Boiss. Endemik EN
Salvia nutans L. - VU
Salvia nydeggeri Hub.-Mor. Endemik EN
Salvia odontochlamys Hedge Endemik CR
Salvia pilifera Montbr. & Auch. Endemik VU
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Salvia pisidica Boiss. & Hohen. Ex Benth. Endemik vu
Salvia pomifera L. - A0
Salvia potentillifolia Boiss. & Hohen. Ex Benth. Endemik VU
Salvia pseudeuphratica Rech. f. Endemik CR

Salvia quezelii Hedge & Afzal-Rafii Endemik CR
Salvia sericeo-tomentosa Rech. fil. var. Endemik CR
sericeotomentosa

Salvia sericeo-tomentosa Rech. fil. var. hatayica Endemik CR
F.Celep &Dogan

Salvia smyrnaea Boiss. Endemik EN
Salvia tigrina Hedge & Hub.-Mor: Endemik CR
Salvia tobeyi Hedge Endemik EN
Salvia vermifolia Hedge & Hub.-Mor. Endemik CR

Cizelge 2.1.’de goriildiigli iizere, tez calismamizda kullandigimiz bitki

Salvia pseudeuphratica Rech. f. “Kritik tehlike altinda” ve “endemik” bir tiirdiir.

2.2. Doku Kiiltiirii Uygulamalar

Doku kiiltiirii yaklagimlar1 genellikle aseptik kosullarda bitki hiicrelerini
veya organlarini elde etmek ve yetistirmek i¢in kullanilan yontemleri igerir ve
kullanim alanlar1 asagidaki gibi siralanabilir:

(1) Bitkiden tiiretilen ikincil metabolitler ve biyofarmasdtik
olarak kullanilan rekombinant proteinler gibi yiiksek ekonomik degere
sahip bilesiklerin elde edilmesi,

(2)  mikrocogaltim yontemleriyle bitki iiretimi,

3) nadir veya tehlikede olan bitki tiirlerinin korunmasi,

4) avantajli karakterlere sahip hiicrelerin, bitkilerin yerine ele
alinmasi (6rnegin, herbisit direnci/toleransi),

(5)  patojenlerden arinmis bitkilerin elde edilmesi,

(6) tiirler aras1 hibridlesme yoluyla hibrit tiirlerin elde edilmesi,

(7)  somaklonal varyasyonlar yoluyla yeni oOzelliklere sahip
bitkilerin elde edilmesi,

() steril hibrid tiirlerin iiretilmesi,

(9)  anter ve mikrospor kiiltiirii ile haploit bitkilerin iiretilmesi,




(10)  uzak akraba tiirlerin ¢apraz tozlasmasi ve ardindan embriyo
olusturmak i¢in doku kiiltiiriiniin uygulanmasi (embriyo kurtarma),

(11)  kromozom kopyalama ve poliploidinin indiiksiyonu

(12) protoplast fiizyonu ve yeni hibridlerin rejenerasyonuyla
tiirler aras1 uzak akraba tiirler arasinda yeni tiirlerin olusturulmasi,

(13) bitkilerdeki  fizyolojik,  biyokimyasal ve  iireme
mekanizmalariin molekiiler temelini hizli bir sekilde arastirmak i¢in hizli
bir yol olmasi1 (6rnegin, stres toleransh bitkiler i¢in in vitro se¢ilim),

(14) germplazm korunmasi,

(15) hiicre kiiltiirleri yoluyla in vitro se¢ilime imkan vermesi,

(16) somatik embriyogenez ile yapay tohumlarin biiyiik 6l¢ekli
liretimi,

(17) germplazm  koleksiyonlar1 ve sentetik tohumlarin
korunmasi,

(18) hiicre biiylimesinin otomatik kontroliinii ve metabolit
islemlerinin rasyonel diizenlenmesini saglamak icin uygulanmasi, isgiicii
maliyetlerini azaltmaya ve iiretkenlikte iyilesmelere katkida bulunmasi,

(19) transgenik bitki iiretimi i¢in temel bir ara¢ olarak doku
kiiltiiriiniin kullanilmas1 (Ozyigit 2023).

Totipotensi, bitki parcalarinin (hiicre, herhangi bir doku ya da organ vb.) ait
oldugu bitkiyi yeniden olusturma potansiyeline sahip olmasidir. (Bhatia ve Dahiya,
2015). Geng bitkiler, fideler, kalluslar ve somatik embriyolar, doku kiiltiirii
sistemlerinde kullanilmak i¢in tercih edilir (Isah ve ark. 2019; Secgin ve Okumus
2022). Doku kiiltiirii tekniklerini kullanarak bitkilerin in vitro tiretilmesi, iki ardigik
adimdan olugur: ilk adim, in vitro hiicre/kallus/hiicre siispansiyonu ve protoplast
kiiltiirinlin olusumudur ve diger adim ise, in vitro rejenerasyon yoluyla dogrudan
veya dolayli organogenez veya somatik embriyogenezdir (Aasim ve ark. 2019,

Pasternak ve Steinmacher 2024).

2.2.1. Kallus ve hiicre siispansiyon Kiiltiirleri

Bitki doku kiiltiirti, aseptik kosullar altinda ve 6zel bir besin ortaminda
bitkilerin kok, siirgiin, embriyo gibi farkli kisimlarindan elde edilen hiicrelerden

veya kallus, hiicre siispansiyonu gibi yontemlerle iiretilen hiicrelerden yeni bitki
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dokusu, bitki veya bitkisel tiriinlerin elde edildigi sofistike bir tekniktir (Babaoglu
ve ark., 2001). Kok, slirgiin, embriyo, kallus ve hiicre siispansiyonu kiiltiirleri,
temel bitki doku kiiltiiri yontemleri arasinda yer alir ve bitki biyoteknolojisi ile
tarim arastirmalarinda ¢esitli uygulamalar sunar.

Cok hiicreli organizmalarda hiicreler, zigot olusumundan kisa bir siire sonra
belirli bir islev kazanmak fiizere Ozellesmeye baslar. Dollenmenin ardindan
farklilagsmanin baslangicina kadar gecen siirede her bir hiicre biitiin bir organizmay1
olusturabilme yetenegine sahiptir. Bu 6zellik totipotensi olarak tanimlanmaktadir.
Totipotensi aynm1 zamanda, tek bir hiicrenin boliinlip spor ve zigot gibi ekstra
embriyonik dokular1 da icerecek sekilde organizmanin tiim hiicrelerini iiretebilme
yetenegini ve hiicrenin embriyogenez yoluyla bagimsiz olarak tam bir bitki
olusturma kapasitesini ifade eder. Bazi organizmalarda meydana gelen bu
farklilagmanin geri doniisiimii miimkiindiir. Yeniden biiylimeyi sagladiklar i¢in
gelismenin ilk evrelerinde doniisiim olarak adlandirilan dediferansiyasyon
durumunda hiicreler yeniden totipotensi Ozelliklerini kazanabilirler. Bitki doku
kiiltiirinde ¢evresel faktorlerin  manipiilasyonuyla dediferansiyasyon ve
rediferansiyasyon i¢in temel bir varlik olan bu potansiyel, hemen hemen tiim bitki
hiicrelerinde bulunur (Mitalipov ve Wolf, 2009; Su ve ark. 2021).

Bitkilerde kalluslar dediferansiyasyon ile biitiin bir organizmayi
olusturabilme yetenegi kazanmis farklilasmamis hiicreler grubundadirlar. Kallus,
ana bitkiden ayrilmig ancak aktif boliinme yetenegini kaybetmemis bitkisel doku
parcalarinin  uygun besiyeri ortaminda Uretilmesi ile meydana gelen
farklilagsmamas, diizensiz hiicre kitleleridir.

Kalluslar, yapilarinda bulundurduklar1 farklilasmamis hiicreler nedeniyle birgok
kiiltiir icin baglangi¢c materyali olarak kullanilabilir. Hiicre siispansiyon kiiltiirleri
icin de kalluslar oldukga uygun bir kaynaktir (Goktepe 2020).

Tek veya kiigiik bir hiicrenin siv1 kiiltiir ortaminda ¢alkalanmasi sonucu
olusan hiicre ya da hiicre kiimelerine hiicre siispansiyon kiiltiirii ad1 verilir. Hiicre
siispansiyon kiiltiirleri, 6zellikle bazi1 ikincil metabolitlerin {iretimi agisindan biiyiik
Ooneme sahiptirler. Ayrica, homojen yapida olmalari, hizli gogalmalari, biyoreaktor
kullanimina uygun olmalar1 ve alt kiiltiirlerdeki degisimin az olmasi gibi avantajlar

nedeniyle tercih edilmektedirler (Kayin ve Turan, 2023).

22



2.2.2. Sekonder metabolit iiretimi i¢cin doku Kkiiltiirleri

Daha once de belirtildigi gibi, Salvia bitkileri énemli bir gida katki maddesi
kaynag1 oldugu gibi farmakolojik agidan ilgi ¢ekici metabolitlerin de 6nemli bir
kaynagidir ve bu iirlinlere olan talep son zamanlarda giiclii bir sekilde artmaktadir.
Biyokiitle tedariki, beklenmedik biyotik ve abiyotik kisitlamalar tarafindan gii¢lii
bir sekilde sinirlanabilir ve bu baglamda bitki hiicre ve doku kiiltiirleri, bu
molekiillerin kontrol edilebilir ve siirekli bir sekilde ekstraksiyonu ve iiretimi i¢in
degerli bir alternatif kaynaktir. Bitki hiicre ve doku kiiltiirlerinden degerli ikincil
metabolitlerin ¢ikarilmasinin, dogada yetistirilen bitkilerden c¢ikarilmalarindan
daha avantajli oldugu bir¢ok farkli yonii bulunmaktadir. Bunlar sunlari igerir: (a)
tiretim daha giivenilir, basit ve tahmin edilebilir olabilir; (b) fitokimyasalin
izolasyonu, karmasik bitki matrislerinden ¢ikarmaya gore hizli ve etkili olabilir; (c)
cogu zaman bitki hiicrelerinin metabolik profili, biitiin bitkininkiyle uyumludur;
(d) dogal kosullarda yetisen bitkilerde meydana gelen miidahale edici bilesenler,
hiicre ve doku kiiltlirlerinde 6nlenmis olabilir; (¢) doku ve hiicre kiiltiirleri, belirli
standart fitokimyasallarin biiyiik miktarlarda tiretilmesini saglayabilir; (f) hiicre ve
doku kiiltiiri, mevsimsel kisitlamalar nedeniyle ilgi ¢eken metabolitlerin
kalitesinde ve miktarinda degisiklik olmaksizin siirekli bir sekilde yil boyunca
iretilebilen bir sistem saglayabilir; (g) doku ve hiicre Kkiiltiirleri, metabolit
biyosentezini kontrol eden faktorleri incelemek ve agiklamak i¢in uygun

sistemlerdir (Hussain ve ark., 2012)

2.2.3. ikincil metabolit iiretiminde hiicre siispansiyon Kiiltiirlerinin 6nemi

Hiicre siispansiyon kiiltiirleri, ikincil metabolitlerin iiretiminde énemli bir
role sahiptir. Ikincil metabolitlerin iiretiminde hiicre siispansiyon kiiltiirlerinin
kullaniminin ana nedenleri asagida siralanmistir:

« Hiicre silispansiyon kiiltiirleri, ikincil metabolitlerin kontrollii bir ortamda
biiylik 6l¢ekte iiretimine olanak tanir (Murthy ve ark., 2014). Geleneksel
bitki yetistiriciliginin aksine, ikincil metabolitlerin dogadaki ana

bitkilerden eldesinden farkli olarak, hiicre siispansiyon kiiltiirleri
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biyoreaktorlerde biiylik miktarlarda ikincil metabolit tiretmek icin

Olceklenebilir (Bapat ve ark., 2023).

- Hiicre siispansiyon kiiltiirleri, genetik yapisi ve biiylime kosullar1 agisindan
stabilite sunar (Solis-Ramos ve ark. 2013). Bu tutarlilik, farkl: tekrarlarda
ikincil metabolit profillerinin tutarli kalmasini saglar ve bu da farmasétikler
ve kozmetikler gibi endiistrilerde standartlastirma ve kalite kontrolii igin
Oonemlidir.

« Hiicreleri biyoreaktorlerde siispansiyonda kiiltiirlemek, arastirmacilara
sicaklik, pH, besin maddesi ve oksijen konsantrasyonu gibi cevresel
faktorler iizerinde daha fazla kontrol saglar. Bu uygun kosullar, belirli
ikincil metabolitlerin liretimini maksimize etmek icin ayarlanabilir (Verdu-
Navarro ve ark. 2023).

+ Hiicre siispansiyon kiiltiirleri, genetik ve metabolik miihendislik
tekniklerine uygundur (Garcia-Granados ve ark., 2019). Hiicrelerin genetik
yapisini veya metabolik yollarin1 manipiile ederek, arastirmacilar istenen
ikincil metabolitlerin {iretimini artirabilir veya hatta yeni bilesiklerin
biyosentez yollar1 aydinlatabilir.

- Siispansiyondaki hiicreler genellikle tam bir bitkiye gore daha hizli biiyiime
ve daha yiiksek ¢ogalma oranlar1 gosterir. Bu hizli biiytime ikincil metabolit
iiretiminde daha yiiksek verimlilik saglar (Murthy ve ark. 2014; Topcu ve
Colgecen 2015)

« Hiicre silispansiyon Kkiiltiirleri, bitkilerden ekstraksiyon yoluyla
gerceklestirilen geleneksel ikincil metabolit iiretim yOntemlerine
stirdiiriilebilir bir alternatif sunar. Hiicre kiiltiirlerini kullanarak, dogal
kaynaklar1 tiketmeden veya c¢evresel zarara neden olmadan ikincil
metabolitlerin tiretimi miimkiindiir.

Genel olarak, hiicre siispansiyon Kkiiltiirleri, Ol¢eklenebilirlik, tutarlilik,
kontrol edilebilirlik ve stirdiiriilebilirlik a¢isindan ikincil metabolitlerin {iretimi i¢in
cok yonlii ve verimli bir platform saglar. Bu kiiltiirler, farmasétikler, tarim ve
biyoteknoloji gibi ¢esitli endiistriler icin 6nemli sonuglar dogurur.

Insanlar binlerce yildir bitkileri cesitli amaglar icin kullanmislardir. Temel
metabolit ihtiyaclar1 olan karbonhidrat, protein ve yag gibi bilesenleri bitkilerden

elde etmislerdir. Bununla birlikte, bitkinin iletisimini saglayan ve dogrudan
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bliylime veya enerji iiretimi gibi temel fonksiyonlarda rol oynamayan bazi
maddeler de bulunmaktadir. Bu tiir maddelere ikincil metabolitler denir.

Ikincil metabolitler, bitkinin gevresine uyum saglamasma ve gevresel
faktorlere tepki vermesine yardimcei olan kimyasal bilesiklerdir. Kuraklik, tuzluluk,
UV 1sinlar1 gibi ¢evresel streslere karsi savunma saglamak, bitkiyi herbivorlara ve
mikroorganizmalara kars1 korumak, polinasyonu tesvik etmek ve tohum dagilimini
kolaylastirmak gibi 6nemli ekolojik rolleri vardir (Eray Vuran ve Tiirker, 2021).

Giiniimiizde, bilinen 50.000'den fazla ikincil metabolit tirtinii mevcuttur. Bu
tiriinler genellikle flavonoidler, fenoller, alkaloitler, glikozitler, saponinler, renk
maddeleri, ugucu yaglar, steroitler, regineler ve tanenler gibi ¢esitli kimyasal
gruplara ayrilmaktadir. Alkaloitler, terpenoidler ve fenoller gibi temel gruplarda
smiflandirihirlar ~ (Baydar, 2013). Ikincil —metabolitler, bitki-organizma
etkilesimlerinin 6nemli birer gostergesi ve fizyolojik belirleyicisi olarak kabul
edilirler (Caligkan ve ark., 2019).

Hiicre siispansiyon kiiltiirii, kontrol edilebilir bir sistemde hizl1 biiyiime ve
yiiksek metabolizma hizlar1 nedeniyle ikincil metabolitlerin biiyiik 6l¢ekli tiretimi
icin tercih edilen bir yontemdir (Bong ve ark. 2021). Pek ¢ok terapétik bitkide,
kallus ve hiicre siispansiyon kiiltiirleri yoluyla ikincil metabolitlerin iiretimi basarili
bir sekilde rapor edilmistir. Ornek olarak, Taxus baccata bitkisinden taksol
(Khosroushahi ve ark. 2006) Artemisia annua bitkisinden artemisinin (Chan ve ark.
2010) ve Panax ginseng bitkisinden ise ginsenosid (Kim ve ark. 2018) iiretimi
verilebilir.

Hiicre siispansiyon kiiltiirlerinin olusturulmasi, ila¢ olarak kullanilabilecek
biyolojik agidan 6nemli molekiillerin ve ekonomik agidan dnemli maddelerin elde
edilmesine de yardimei olabilir (Ozyigit et al., 2023). Bircok bitkide, hiicre
siispansiyon kiiltlir protokolleri ikincil metabolitlerin iiretimi i¢in basarili bir
sekilde baslatilmistir. Giiniimiize degin yapilan Salvia cinsine ait biyoaktif
metabolitlerine olan yiiksek talep nedeniyle, hiicre siispansiyon kiiltiirleri, bu
metabolitlerin ekstraksiyonu ve lretiminin bir kaynagi olarak genis Olclide
kullanilmistir. Ancak, bir¢ok calisma, Salvia hiicre siispansiyonlarinin genellikle
yiiksek miktarda ikincil metabolit liretmekte basarisiz oldugunu, yavas biiyiime,
diisiik biyokiitle yogunlugu, agregat olusturma egilimi ve alt kiiltiirleme dongiileri
sirasinda genetik ve metabolik istikrarsizlik derecesinin yliksek oldugunu

bildirmistir (Marchev ve ark., 2014). Diisiik metabolit iiretimi, ¢cogu durumda,
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hiicre diferansiyasyonu ve dolayisiyla biyosentez veya sekresyon i¢in gerekli olan

belirli dokularin eksikligi ile iligkilendirilmistir (Facchini, 2001, Ziegler ve

Facchini, 2008). Bu sorun, genellikle dis uyaricilar taklit eden ve belirli bir yolun

biyosentezi i¢in transkripsiyonel aktivasyonu indiikleyen elisitorler olarak bilinen

molekiillerin kullanilmasiyla asilabilmektedir. Bu nedenle, elisitorlerin kullanima,

bitki hiicrelerinde ve doku kiiltiirlerinde biyoaktif ikincil metabolitin birikimini

indiiklemek i¢in en yaygin yontemlerden biri haline gelmistir. Salvia tiirlerinin

hiicre siispansiyon ve sagak kok kiiltiirlerinde Ikincil metabolitlerin {iretimi igin

glinlimiize kadar yapilan ¢alismalardan elde edilen sonuglar derlenerek Cizelge

2.2.’de sunulmustur.

Cizelge 2.2. Cesitli doku kiiltiirii yontemleriyle iiretilen Salvia tiirleri ve metabolitleri (D’ Amelia,ve ark.,

2017).

Salvia Tiiri Doku Kiiltiirii Tipi Metabolitler Referanslar
. Hiicre siispansiyon kiiltiirii D (Hippolyte ve ark., 1992;
) R k
S. officinalis Sacak Kok Kiiltiirii osmarinik asit Grzegorczyk ve ark., 2006)

S. fruticosa

Kallus, Hiicre siispansiyon ve

Kok Kiltiirleri

Rosmarinik asit

(Karam ve ark., 2003)

S. officinalis

Siirgiin kiiltiirleri

Karnosik asit

(Grzegorczyk ve ark., 2006)

Hiicre siispansivon kiiltiirii Criptotanshinone (Miyasaka ve ark., 1986,
o pamsly Ferruginol 1987)
S miltiorrhiza Kok Kiiltiirleri Tanshinone (Shimomura ve ark., 1991)
Ti/Transforme Hiicre Hatlar1 Tanshinone (Song ve ark., 2000)
Tanshinone
Sagak Kok Kiiltiirleri Criptotanshinone (Zhi ve Alfermann, 1993)
S. miltiorrhiza Rosmarinik asit
Sacak Kok Kiiltiirleri Tanshlgone (Wang ve ark., 2010)
Ferruginol
Salvipisone,
S. sclerea Sagak Kok Kiiltiirleri Fer.rug.lnol (Kuzma ve ark., 2008)
Aethiopinone
1-oxoaethiopinone
S. fruticosa Sagak Kok Kiiltiirleri Rosmarinik asit (Chen ve ark., 2001)

S. leriifolia

Hiicre siispansiyon kiiltiirleri

Fenolik asitler

(Moderres ve ark., 2018)

Salvia officinalis, Oleanolik asit
S. virgata, Hiicre siispansiyon kiiltiirleri L (Haas ve ark. 2014)
S . Ursolik asit
. fruticosa
S. fruticosa Hiicre siispansiyon kiiltiirleri Oleanolik asit, (Kiimmritz ve ark., 2016)

Ursolik asit




Salvia hiicre siispansiyon kiiltiirlerinde Rosmarinik asit (RA) {iretimi i¢in
basarili sonuglar bildirilmistir. RA biyosentezi tiim bitki dokularinda meydana
geldigi i¢in hiicre diferansiyasyonunu gerektirmez ve Salvia hiicre siispansiyon
kiiltiirlerinde birikim, bazen tiim bitkidekinden daha yiiksek olabilir. (Hippolyte ve
ark., 1992), S. officinalis hiicre slispansiyon kiiltiirlinde RA iiretiminin son derece
yiiksek bir seviyesi (6.4 mg/l'e kadar) bildirilmistir, ancak bu miktarin diger benzer
caligmalarda elde edilmedigi belirtilmistir. Karam ve ark., (2003) ise, S. fruticosa
tiirline ait kallus, hiicre siispansiyonu ve kok kiiltiirlerinde RA birikimi {izerine bir
calisma yapmustir. En yiiksek miktarda kallus (0.79 g), 6.9 mM thidiazuron (TDZ)
ve 3 mM indol-3-asetik asit (IAA) destekli MS besi ortaminda kiiltiire alinan
yapraklardan elde edilmistir. 5 hafta siiren kallus kiiltlirii, maksimum kallus
biiylimesi ve RA verimi (100 mg kuru agirlik basina 2-12 mg) ile sonuglanmustir.
4% (w/v) sakkaroz ile kiiltiire alinan kokler, en yiiksek taze (3-06 g) ve kuru (0-28
g) agirligr sergilemis ve RA iiretiminde en yiiksek miktari (100 mg kuru agirlik
basina 2-62 mg) iiretmistir. Farkl1 diferansiyasyon diizeylerine sahip farkl in vitro
sistemlerinin kullanildig1 karsilagtirmali bir ¢alismada, S. officinalis sagak kokleri
ve hiicre siispansiyonlarinin en yiiksek RA iiretimini sagladigi bulunmus, bu da bu
Ozellesmis metabolitin biyosentezi i¢in diferansiyasyonun gerekli olmadigim
vurgulamistir (Grzegorczyk ve ark., 2006).

Bano ve ark. (2022), S. moorcroftianamin in vitro ¢ogaltimini ve ikincil
metabolitlerinin {iretimini arttirmayr amagladiklar1 caligmalarinda farkli oksin,
sitokinin ve melatonin kombinasyonlar1 kullanarak en yiiksek kallus olusumunu
(%100) her biri 1 mg/l konsantrasyonunda 2,4-D+BAP ile kombine edilen MS besi
ortamindan elde etmislerdir. Ayrica, ayn1 ortamda maksimum taze agirlik elde
edilirken, MS besi ortamina 1 mg/l 2,4-D + 1 mg/l BAP’1n yanisira 1,5 mg/l
oraninda melatonin ilave edildiginde ise maksimum kuru agirlik elde edilmistir.
Ayrica, maksimum DPPH aktivitesi ve toplam fenolik ve flavonoid igerigi de yine
1,5 mg/l oraninda melatonin varliginda kaydedilmistir. Sonug olarak, cesitli bitki
biiyiime diizenleyici konsantrasyonlar1 arasinda 2,4-D + BAP (her biri 1mg/]) ile
1,5 mg/l melatonin uygulamasinin, kallus gelisimi ve ikincil metabolitlerin iiretimi
icin en iyisi oldugu rapor edilmistir.

Bir diger ¢alismada, polifenolik bilesikler bakimindan zengin bir kaynak olan S.
viridis bitkisinin anti-enflamatuar, antioksidan ve antikanser etkileri nedeniyle

biiyilk 0Olcekli platformlarda yetistirilmesinin ~ (Plantform  biyoreaktorti)
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optimizasyonu amaglanmistir. Arastirma, siirgiinlerin biiyiime stiresi, yari-kesintili
sistem kullanim1 ve sivi ortamdaki daldirma siklig1 gibi faktorlerin biiylime ve
ikincil metabolitlerin birikimi tizerindeki etkilerini degerlendirmistir. En etkili
biliylime parametreleri, her 80 dakikada bir daldirilan bir besi ortami sisteminde
yetistirilen siirglinlerde gézlemlenmis olup, bu yontemle dort haftada biyokiitle 33
kat artmistir. Ancak, en etkili biyoaktif bilesik iiretimi, {i¢ hafta boyunca her 80
dakikada bir daldirilan parametrede yetistirilen siirgiinlerde gerceklesmis; bu
kosullarda toplam fenolik asit, toplam feniletanoid ve toplam fenol igerigi sirasiyla
18-3, 11-4 ve 29-7 mg/g kuru agirlik olarak belirlenmistir. Sonug olarak, Plantform
biyoreaktoriinde yetistirilen S. viridis strgiin kiiltiirlerinin, degerli bilesikler
acisindan zengin bir bitki materyali kaynag1 olarak one ciktig1 rapor edilmistir
(Grzegorczyk-Karolak ve ark., 2022).

Salvia tiirlerindeki biyoaktif metabolitlerin tiretimine yo6nelik hiicre
siispansiyon ve sacak kok kiiltiirlerinin kullanimina bakacak olursak, RA igin,
Laminaceae tiirlerine ait bitkilerin ¢esitli doku kiiltiirlerinde ucucu maddelerin
indiiksiyonu i¢in organogenez kaginilmazdir. Yine diterpen sentezi i¢in doku
diferansiyasyonun da kritik oldugu rapor edilmistir (Mulder-Krieger, 1988).
Origanum vulgare, Rosmarinus officinalis ve S. officinalis'in farklilasmamis kallus
kiiltiirlerinde ugucu maddelerin birikmedigi goriilmiistlir (Becker, 1970). Benzer
sekilde, Lavandula angustifolia ve R. officinalis'in farklilasmamis doku
kiiltiirlerinde ise herhangi bir monoterpen tespit edilememistir (Webb ve ark.,
1984). S. officinalis'te karnosik asit {iretimi ile ilgili olarak, (Grzegorczyk ve ark.,
2006), bu diterpenin yalnizca siirgiin kiiltiirleri yoluyla tiretilebilecegi ve sadece
siirglinlerin bu yetenege sahip oldugu rapor edilmistir. Bu bulgu, farklilagsma
diizeyinin RA iiretimini etkilemedigi daha onceki sonuclarla uyumludur, ancak
karnosik asit ve karnosoliin biyosentezinin morfolojik farklilasma eksikligi
tarafindan olumsuz yonde etkilendigi de bildirilmistir (Kuhlmann, 2006).

Giliniimlize degin, Danshen (S. miltiorrhiza Bunge) kallus ve hiicre
siispansiyon kiiltlirleri kullanilarak diterpenler {iretmek icin bir dizi ¢alisma
yapilmistir. (Marchev ve ark., 2014). S. miltiorrhiza fidelerinin mikrogogaltimai, in
vitro organogenez araciligiyla basarilmigtir (Wang ve Liu, 1987). Kalluslar,
fitohormonlarin uygun konsantrasyonlartyla MS ortaminda geng yaprak ve petiole

eksplantlarindan indiiklenmistir. Ozellikle 4 mg/l 6-benzilaminopurin (BA) ve 3
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mg/l naftalen-3-asetik asit (NAA)’in, kallus indiiksiyonu i¢in en 1iyi
konsantrasyonlar oldugu bildirilmistir (Lemraski ve ark., 2014).

Bir diger c¢alismada S. miltiorrhiza fideleri, Onemli miktarda
kriptotanshinon (CT) ve ferruginol iiretebilen bir hiicre hatti indiiklemek igin
kullanilmistir (Miyasaka ve ark. ,1986). Ayrica, ortam kompozisyonunun CT ve
ferruginol iiretimi iizerinde derin bir etkisi oldugu kanitlanmistir, ¢iinkii ortam
optimizasyonu CT'nin (110'e kars1 87.4 mg/L) ¢ok daha yiiksek bir birikimine ve
biraz daha diisiik ferruginoliin (53.2'ye kars1 69.3 mg/L) birikimine yol agmustir.
Ayrica, 151k altinda kiiltiire alinan hiicrelerde ferruginol igerigi, karanlikta kiiltiire
alianlara gore sadece %56 olmustur (Miyasaka ve ark., 1987).

S. miltiorrhiza kok kiiltiirlerinde daha yiiksek terpen iiretimi i¢in ortam
kompozisyonunun kritik oldugu da bulunmustur: sekiz hafta boyunca 0.5 mg/l
indol-3biitiirik asit (IBA) ile sivi Gamborg B5 ortaminda alt kiiltiire alinan
koklerin, en yiiksek tansinon igerigine sahip oldugu, ana bitki koklerinde tiretilen
miktarin yaklasik olarak alti katina karsilik gelen 80 mg/g kuru agirlik (DW)’a
sahip olduklar bildirilmistir (Shimomura ve ark., 1991). Bir diger yontem ise , S.
miltiorrhiza fidelerini A. tumefaciens susu C58 ile enfekte ederek ve Ti-transforme
hiicre hatlarin1 kiiltiire alarak daha yiliksek miktarda total tansinon biriktiren hiicre
slispansiyon hatlar1 olusturmak temellidir (Song ve ark., 2000).

Bircok biyoaktif metabolitin bircok Salvia bitkisinin kdklerinde
sentezlendigi ve/veya biriktigi gdz Oniine alindiginda, sagak kok kiiltiiriiniin bu
bilesiklerin ekstraksiyonu i¢in bir alternatif kaynak olarak genis Olgiide
kullanildigint belirtmek o©nemlidir. Sagak kokler, yarali bitki dokularinin
Agrobacterium rhizogenes toprak bakterisi ile enfekte edilmesiyle indiiklenir
(Saito, 1993). Istenen bilesikleri sentezleme yeteneginin yani sira, sagak kok
kiltlirlerinin genetik ve biyokimyasal olarak stabil olma ve hizli ve bitki biiylime
diizenleyicisinden bagimsiz biiyiime oranlar1 gdsterme avantajlari vardir. Bu
nedenle, metabolit {iretimi, sagak kok kiiltiirlerinde genellikle tarla bitkilerinin
koklerinde veya hiicre siispansiyonlarinda bulunan igerigin dnemli derecede 6l¢iide
tizerine ¢ikabilir (Kuzma ve ark., 2008).

In vitro yetistirilen geng Salvia bitkilerinin, A. rhizogenes ile
transformasyonu i¢in en iyi eksplant kaynaklar1 oldugu goriinmektedir (Hao ve
ark., 2012), muhtemelen in vivo yetistirilen bitkilerin yapraklarindan (Gupta ve

ark., 2011) daha etkilidir, ¢linkii in vivo Salvia yapraklarmin transformasyonu,
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dontisiimii olumsuz etkileyen fenolik bilesiklerin yogun bir sekilde salinimi ile
birlikte meydana gelmektedir (Marchev ve ark., 2011). Ayrica, sagak kok
indiiksiyonunun verimliligi, 4. rhizogenes susuna baghdir (Gupta ve ark., 2011). S.
miltiorrhiza'nin ilk rapor edilen sagak kok kiiltiirii, bitki eksplantlarini farkli A.
rhizogenes suslan ile enfekte ederek elde edilmistir (Zhi ve Alfermann, 1993).
Sagak kokleri cogunlukla 4. rhizogenes ATCC 15834 ile enfekte edildi, bu susun
diger suslara gore yliksek donilistim verimine sahip oldugu gosterildi, ancak daha
yiiksek metabolit iiretimine neden olmadi. Ornegin, 4. rhizogenes ATCC 15834
tarafindan doniistiiriilen S. miltiorrhiza sacak kokleri, az miktarda tanshinon ve
0.04 mg/L CT iiretirken, daha yiiksek RA diizeyine (1.24% w/w) sahiptir. Kiiltiir
ortaminin sacak kokleri stivi MS besi ortaminda amonyum nitrat olmaksizin kiiltiire
alindiginda, Sacak koklerinde ve kiiltiir ortaminda yedi ana tansinon ve ferruginol
bilesigi tespit edilmistir. Sagak koklerin kuru agirhigr 20 giinde 22 kat artarken,
koklerin toplam tansinon igerigi 43 mg/g dw'ye (CT olarak 20 mg/g dw) ulagsmistir
(Wang ve Wu. 2010). Benzer sekilde, S. sclarea'nin sagak koklerindeki toplam
diterpenoid igerigi, tarla bitkilerinin koklerindekinden dokuz kat daha fazla
bulunmustur (Kuzma ve ark., 2008), ve S. officinalis sagak kok kiiltiirlerinin olgun
bitki kdoklerinden daha yliksek miktarda rozmarinik asit biriktirdigi bulunmustur
(31 mg/g dw) (Chen ve ark. 2001) Metabolit iiretiminde daha fazla artis, asagida
belirtildigi gibi, elisitérler ile muamele edilen Salvia sagak kokleri i¢in rapor

edilmistir.

2.2.4. Elisitor olarak nanopartikiiller

2.2.4.1. Nanoteknoloji ve nanomalzemeler

Nanoteknoloji, nanomalzemelerin sentezini ve gelisimini yonlendiren bir
yiikselen bilim alanidir. Nanopartikiiller (NP’ler), 1 ila 100 nanometre boyutlari
arasindaki materyaller olarak tanimlanir ve bunlar yapay veya dogal olabilir
(Hasan, 2015). NP’ler, son yillarda morfoloji, kimyasal reaktivite, rekabetci
baglama siteleri ve optik aktivite gibi dikkat cekici benzersiz 6zelliklere sahip
olduklar1 i¢in biiyiik ilgi gérmektedir. Yiizeyleri, sekilleri ve yapilari bakimindan

biiylik malzemelerden farklilik gosterebilirler ve bu dlcekte gelistirilmis 6zelliklere
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sahip olabilirler (Joshi ve ark., 2019). NP’lerin tip, biyoteknoloji, elektronik, gida
ve tarim gibi ¢esitli alanlarda potansiyel uygulamalar1 vardir (Lira Saldivar ve ark.,

2018; Vargas-Hernandez, ve ark., 2020).

2.2.4.1.1. Tarimsal uygulamalarda nanomalzemeler

Tarimsal uygulamalarda nanomalzemeler, nanoteknolojinin tarim
sektoriine entegrasyonuyla ortaya ¢ikan materyalleri ifade eder. Bu
nanomalzemeler, genellikle nanodlgel boyutlara sahip olan ve tarimin gesitli
alanlarinda kullanilan 6zel malzemelerdir. Tarimsal uygulamalarda sik¢a kullanilan
nanomalzemeler arasinda nano-giibreler, nano-pestisitler, nano-enzimler, nano-
malzemelerle kaplanmis tohumlar ve nano-sensorler sayilabilir. Nanomalzemelerin
tarimda kullanimi, verimliligi artirma, kaynak kullanimini optimize etme ve
cevresel stirdiiriilebilirligi destekleme potansiyeline sahiptir. Ancak, bu
teknolojilerin uzun vadeli etkileri ve giivenligi konularinda daha fazla aragtirmaya
ihtiyac vardir.

Nanomalzemelerin ~ tarimsal  iretimindeki  temel  uygulamalari,
agrokimyasal kullaniminin azaltilmasi ve zararlilar ile besin yonetimi araciligiyla
verimin artirilmasidir (Prasad ve ark., 2017). Son caligmalar, nanoteknolojinin
tarim {iretiminde verim, besin degeri ve nutrasotik degeri artirma potansiyelini
vurgulamaktadir  (Fraceto ve ark.,, 2016). Nanopartikiillerin tarimsal

uygulamalardaki fayda ve 6zellikleri de dikkat cekmektedir (Duhan ve ark., 2017).

2.2.4.1.2. Bitki hiicre ve doku Kkiiltiirlerinde elisitor olarak nanopartikiiller

Nanoparcaciklar, bitki hiicre ve doku kiiltiirlerinde biyoaktif bilesiklerin
indiiksiyonu i¢in yenilik¢i bir abiyotik elisitdr olarak potansiyele sahiptir (Hatami
ve ark., 2019). Son yillarda, bir¢ok arastirmaci, nanoparcaciklarin ikincil metabolit
biyosentezine dahil genlerin ekspresyonunu tetikleme roliinii incelemistir
(Yarizade ve ark., 2015). Mekanizmay1 tam anlamak i¢in hala bir¢cok caba
gerekmekle birlikte, bazi arastirmacilar, NP’lerin (nanoparcaciklarin) reaktif
oksijen tiirlerini (ROT) ve ikincil sinyal iletenleri indiikledigini ve bu durumun
bitki ikincil metabolizmasinda transkripsiyonel diizenlemeye yol agtigini one

siirmiislerdir (Marslin ve ark., 2017). ROT ve kalsiyum iyonlar1 (Ca*"), ikincil
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metabolitlerin transkripsiyonel diizenleyicilerinin yukar1 regiilasyonuna yol agan
onemli ikinci habercilerdir (Anjum ve ark., 2019). Oksidatif stresin aktivasyonu
veya inaktivasyonu, bitki tiirleri (Hasanuzzaman ve ark., 2020), doku yas ve tiirti
(Vannini ve ark., 2013), bitkilerdeki tolerans veya hassasiyet ve stres uygulama tiirii
(Tassi ve ark., 2017) gibi ¢esitli faktorlere baghdir.

Birgok c¢alisma, NP uygulamasmin bitki hiicrelerinde ROT birikimine
neden oldugunu ve bu nedenle birincil ve ikincil metabolitlerde ardisik dogrudan
ve dolayli degisikliklere yol agtigini bildirmistir (Marslin ve ark., 2017).

Nanopartikiillerin in vitro kiiltiirlerdeki uyarici etkileri giin gectikce daha
fazla ilgi ¢ekmektedir; ancak bu konudaki etkiler hakkinda sinirli sayida ¢alisma
bulunmaktadir. Bitkilerin birincil ve ikincil metabolitleriyle etkilesiminden
kaynaklanan yeni uyarici etkinlikler, in vitro sistemlerde rapor edilmistir. Hiicre
kiiltiirlerinde ticari olarak onemli biyoaktif bilesiklerin iiretimi, 6zellikle tibbi
bitkilerde ikincil metabolizma iiretimi odakli olarak, doku kiiltiirii teknolojisi ile
artirtlmaktadir (Zhang ve ark., 2013). Son yillarda hiicre/doku kiiltiirii yontemleri,
ozellikle tibbi bitkilerde ikincil metabolizma iiretimi iizerinde odaklanmigtir
(Hatami ve ark., 2019).

Son c¢aligmalar, bitki doku kiiltiirlerinde nanopartikiillerin uygulanma
yontemi, kullanilan nanopartikiiliin ¢esidi ve siiresi gibi faktorlere bagli olarak
sekonder metabolizma yollarinda cesitli etkiler gosterdigini ortaya koymaktadir.
Bu nedenle, nanopartikiillerin etkili bir sekilde uygulanmasi, kritik dozajlarin
belirlenmesi, nanopartikiillerin sinerjik etkilerinin arastirilmasi konular1 bitkilerin
biyoaktif bilesen iiretimi tizerindeki etkilerini anlamak i¢in 6nemlidir (Rivero-
Montejo ve ark., 2021). Bu noktada nanopartikiillerin kullanimiyla biyoaktif
bilesiklerin indiiklenmesinin temel amaci, terapétik aktiviteye katkida bulunan bir
dizi bilesigi iceren flavonoidler, ugucu yaglar, karotenoidler, terpenoidler,
kumarinler ve alkaloidleri artirmaktir (Muley ve ark., 2009).

Ornegin, Bakir oksit nanopartikiillerin (CuO) kiiltiir ~sistemine
uygulanmasi, siirgiinlerde toplam fenol, koklerde flavonoid igerigi ve siirgiinlerde
antioksidan aktivitesinde artisa neden olmustur (Singh ve ark., 2018). Ag
nanopartikiillerin uyarimi, kiiltiire alinan bitkiciklerde indigo ve triptantren

tiretimini artirmistir (Karakas, 2020).
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Cinko oksit nanopartikiillerin kiiltiir sistemine uygulanmasi, farkli 7hymus tiirleri
ve Z. multiflora'nin timol ve karvakrol igerigini artirmistir (Mosavat ve ark., 2019).
Titanyum dioksit (TiO2) ve Silikon Dioksit (SiO2) nanopartikiillerinin kullanima,
Argan bitkisinin in vitro liretiminde kontrolle karsilastirildiginda belirgin bir artisa
neden olmustur (Hegazi ve ark., 2020).

Cinko oksit (ZnO) ve CuO nanopartikiil uyariminin candy leaf bitkisinde
rebaudioside A, stevioside, toplam fenol ve flavonoid igerigini artirdigi
goriilmiistiir (Ahmad ve ark., 2020). Farkl: tiirlerdeki nanopartikiiller arasinda ayni
sinerjistik etkinin in vitro olarak gozlemlendigi vurgulanmalidir. Altin ve giimiis
(AgAu) nanopartikiillerin kombinasyonu, toplam fenol ve flavonoid igeriginde
artis saglamistir (Fazal ve ark., 2019). Ag nanopartikiillerle uyarilan bitkilerde
biyokiitle azalmasi gézlemlense de, ¢esitli biyoaktif bilesiklerde artis gdzlenmistir
(Chung ve ark., 2018a). Ag nanopartikiillerin bitki biyoteknolojisinde yeni ve etkili
bir uyarici olarak kullanilabilecegi belirtilmistir (Rivero-Montejo ve ark., 2021).

Bu arastirmalar, nanopartikiillerin ikincil metabolizmanin biyosentezi
tizerindeki sinerjistik etkilerini, kullanilan nanomateryal, bitki tiirleri ve dozlara
bagli olarak degisecegini gostermektedir. Bu baglamda, Salvia pseudeuphratica
Rech.f. silispansiyon kiiltiirlerinde AgNP'lerin kullaniminin, terpenoid igerigi,
toplam fenolik ve flavonoid miktar1 ile antioksidan kapasite degeri lizerindeki
etkilerinin ilk kez belirlenecek olmasi, elisitor olarak nanopartikiillerin
kullanimimin ikincil metabolizma iizerindeki potansiyelini anlamak ag¢isindan

Onemlidir.

2.2.5. Salvia’da elisitasyon yoluyla biyoaktif metabolitlerin arttirilmasi

Ikincil metabolitler, bitkilerin mikrobiyal patojenlere ve cevresel streslere
kars1 kismi bir savunma katkis1 yapar. Bu nedenle biyotik ve abiyotik elisitorler,
bitki doku kiiltiirlerinde {retimlerini uyarabilir. Elisitorler, bitki savunma
tepkilerini tetikleyen ajanlara isaret eder, 6rnegin bitki hiicrelerinde fitoaleksinlerin
(antimikrobiyal ikincil metabolitler) birikimini (Zhao ve ark., 2005) igerir. S.
miltiorrhiza sagak kok kiiltlirlerinde tansinonlar genellikle diisiik verimlerde

tiretilir ve bu ilging bilesik sinifinin sentezini artirmak i¢in ¢esitli iyi belgelenmis
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elisitasyon stratejileri uygulanmistir. Bunlar arasinda biyotik ve abiyotik elisitor
uygulamalar1 bulunmaktadir.

Ornegin, S. miltiorrhiza sagak kokleri, Maya ekstresi (YE) ile elde edilen,
RA'min azalmig bir konstitiitif seviyesini biriktirirken, CT seviyesi biiyiik ol¢iide
artmistir, ancak bu artigla birlikte biyokiitle birikiminin azaldigin1 géstermistir, bu
da elisitasyonun hiicreleri birincil metabolizmadan ikincil metabolizmaya kismen
gecirdigini gostermistir Chen ve Chen, 2000). YE, S. miltiorrhiza sagak kok
kiiltlirlerinde tansinon {iretimini doza bagl olarak uyarici bir etki gostermistir, en
belirgin olarak 100 mg/L'de eklenildiginde, tansinon verimi, elicited sacak
koklerinde bulunan miktarin 3.8 kati kadar oldugu bildirilmistir. (Yan ve ark.,
2005). Bitki savunma tepkisi indiikleyicisi olan beta-aminobiitirik asit (BABA), S.
miltiorrhiza sagak kok kiiltiirlerinde YE ile indiiklenen tanshinon iiretimini gii¢lii
bir sekilde artirabilir (Ge ve Wu, 2005a). Sagak kokleri, YE eklenmeden 6nce 3
giin boyunca BABA ile 6n isleme tabi tutuldugunda, sadece YE uygulamasina gore
¢ok daha yiiksek bir tanshinon verimi elde edilir, muhtemelen BABA 6n islemesi,
kok hiicrelerini elisitasyona daha duyarli ve tepki verebilen hale getirir. inorganik
iyonlar veya agir metaller ve hiperosmotik stres de S. miltiorrhiza sagak kok
kiiltlirlerinde tansinon {iretimini uyarici bir sekilde etkili olmustur. (Zhang ve ark.,
2004), S. miltiorrhiza sagak kok kiiltiirlerine giimiis iyonu Ag+ (30 uM) saglayarak,
koklerin toplam tansinon igerigini kontrole gore iki kati1 arttirirken , kok
bliylimesini bastirmistir. Sacak kokleri, Ag+ ile 24-48 saat 6n islem gérmiisse, YE
ile indiiklenen diterpen iiretimini (6zellikle CT) de potansiyalize etmistir. (Ge ve
Wu, 2005b). Bagka bir agir metal iyonu olan La3+, S. miltiorrhiza sagak kok
kiiltiirlerine uygulandiginda, tansinon {iiretimini yaklasik %50 artirmistir (27 mg
tansinon/g'ye kadar) (Zhou ve ark., 2010). Hiperosmotik stres, sagak kok
kiiltiirlerinde ikincil metabolizmay1 tetikleme konusunda etkili baska bir yoludur.
S. miltiorrhiza sagak koklerinin kiiltiir ortamina eklenen sorbitol (kontrol MS
ortaminin 1.5-2 kat osmolaritesi) koklerin toplam tansinon igerigini kontrol
edilmemis koklere gore 4-5 kat artirmistir (Shi ve ark., 2007). Osmotik stresi
indiiklemek i¢in 6zellikle ilging bir bilesik, ¢ilinkii kiiltiire alinan bitki hiicreleri i¢in
osmotik stresi indiikleyebilir ve ayn1 zamanda kiiltiire alinan bitki hiicreleri i¢in ana

karbon kaynagi olarak hizmet edebilir (Wu ve Shi, 2008).
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Biyotik ya da mikrobiyal elisitorler, 6lii hiicre pargaciklar1 seklinde ¢ok
oncelerden beri kullanilmig olmasina ragmen, son yirmi yilda biyolojik ajan
uygulamalarinin optimizasyonu S. miltiorrhiza'da tanshinon {iretimini biyiik
Olclide artirmistir (Wu ve ark., 2007, Zhao ve ark., 2010b). S. miltiorrhiza sagak
koklerinin kiiltivasyon siirecinin basinda B. cereus canli bakterilerin ¢esitli
konsantrasyonlar1 ile inokiilasyonu, tansinon birikimini ¢ok giiclii bir sekilde
artirmis (12-18 kat artig), ancak kok biiyiimesini 6nemli 6l¢lide inhibe etmistir
(toplam biyokiitlede %50'ye kadar azalma), bu nedenle genel verim diigiik kalmigtir
(Wu ve ark., 2007). Inokiilasyon zamaninin optimize edilmesinden sonra, 18
giinliik bir S. miltiorrhiza sagak kok kiiltiiriine %2.5 hacim/v hacminde B. cereus
canli bakteri siispansiyonu eklenerek tansinon veriminde 12 kat artis elde edilmistir
(0.20'den 2.67 mg/g dw'ye) (Zhao ve ark., 2010a). Song ve arkadaslarin1 2000
yilinda rapor ettigi ¢alismada, bitki patojenik fungus Armillaria mellea'nin
otoklavlanmis miselyal sivisin1 S. miltiorrhiza 'nin crown gall hiicre kiiltiirlerine
uyarici olarak kullandi, kontroliin {izerine gére maksimum tanshinon verimini (147
mg/L), 9 kat arttird1. Elisitasyonun biiylimeyi olumsuz etkileyebilecegi géz dniine
alindiginda (Zhao ve ark., 2010b), elisitor konsantrasyonu ile elisitoriin eklenme
zamaninin optimizasyonu, Kuzma ve ark. (2008) tarafindan belirtildigi gibi, Salvia
sclarea sacak koklerinin diterpenoid {iretimini giliglii bir sekilde etkileyen
faktorlerdir. En yiiksek diterpenoid birikimi, biyoreaktor kiiltiirlinde 23 giinliik
sacak koklerine yedi giin boyunca uygulanan 125 uM metil jasmonat (MeJA) ile
elde edilmistir (Kuzma ve ark., 2008). Ilging bir sekilde, bu ¢alismalar MeJA'n,
stv1 biyoreaktor kiiltiirlerinde oldugu gibi sallanan sise kiiltiirlerinde de biyoaktif
diterpenoid birikimini etkili bir sekilde uyarabildigini ortaya koymustur. Neyse ki,
MeJA'nin  biyoreaktdrde uygulanmasi, muhtemelen daha yiliksek kok
biyokiitlesinden dolay1 ve dolayisiyla elisitore daha fazla reseptorii maruz biraktigi
icin, S. sclarea sacak kokleri lizerindeki MeJA elisitasyonundan daha avantajl
olmustur.

Kai ve ark., (2012) tarafindan yapilan bir diger ¢alismada; MeJA, S.
miltiorrhiza sagak koklerinde elisitor olarak kullanarak tanshinon biosentezi
yolunun diizenlenmesini incelemek i¢in kullanilmigtir. Bu gen transkripsiyon
aktivasyonu ve tanshinon biosentezinin erken adimlarinda yer alan ilgili enzimleri
kodlayan genlerin tiimii MeJA tarafindan dramatik bir sekilde uyarilmistir ve

tanhinon birikimi MeJA tarafindan biiyiik 6l¢iide uyarilmistir. Bununla birlikte,
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ayni ¢calismada YE veya Ag" 'nin etkisi de degerlendirilmistir. Bunlar muhtemelen
ge¢ tanimlanmig belirli tanhinon biyosentetik genlerin indiiksiyonu nedeniyle
yalniz baglarina veya bir arada tanhinon biosentezinin indiiksiyonunu tesvik
etmistir. Bu nedenle, tanshinon biosentezi yolunun tamaminin daha iyi anlasilmasi,
biyotik ve abiyotik elisitorlerin sinerjistik bir kombinasyonu ile S. miltiorrhiza
sacak kok kiiltiiriinde tiretimini tesvik etmek icin kullanigh bilgiler saglayabilir.
Farkli Salvia tirlerindeki elisitasyon c¢alismalari, transkriptom analizi ile
birlestirildiginde, farkli elisitor aktivitesinin artirict etkilerinin, biyosentetik
genlerin veya diizenleyici genlerin ekspresyonunu yukari regile etme
yeteneklerine dayandigini ortaya koymustur. Bu nedenle, ikincil metabolit
olusturma sorumlu olan hiz sinirlayict enzimleri veya ikincil metabolit olusumu
icin sorumlu anahtar transkripsiyon faktorlerini kodlayan yeni genleri asir1 ifade
etme, yukar1 regiile etme, susturma veya tanitma c¢abalarina biiyiik c¢aba

harcanmistir (Zhou ve ark., 2011b).

2.2.6. Hiicre siispansiyon Kkiiltiirlerinde sekonder metabolit iiretimini tesvik
edici stratejiler

Bitki hiicre slispansiyon kiiltiirleri, ikincil metabolit iiretimi i¢in dnemli bir
arac olarak kullanilmaktadir. Bu kiiltiirler genellikle ¢alkalama diizeneklerinde sivi
besiyerinde gelistirilir. Gelisen hiicre siispansiyonlari, bireysel ve kiimelesmis
hiicrelerden olusur. Bitki hiicreleri, kallus veya sivi besiyerinde siispansiyon
kiiltiirli seklinde aseptik kosullarda saklanabilir.

Kallus, diizensiz bitki hiicrelerinin kiimelenerek, kismen farklilagsmais, hizl
tireyebilen bir formudur. Bu form, bitki dokularinin kallus indiiksiyonu ile
uyandirildigi bir iyilestirme mekanizmasi olarak ortaya cikar. Kallus kiiltiiri,
farklilagmis ve farklilagmamis iki sinif dokudan olusur ve dagilgan 6zelligi ile
karakterizedir. Dagilgan 6zellik, hiicre siispansiyon kiiltiirleri i¢in istenen bir
ozelliktir (Giiven ve Giirsul, 2014).

Bitki hiicre kiiltiirlerinde biiylime, hiicre sayisinda artig ve hiicre hacminde
artts olmak {izere iki ana asamada gerceklesir. Biliylime-siire grafigi,

mikroorganizmalarda oldugu gibi sigmoidal bir egri gosterir. Biiyiime siireci, lag
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fazi, log veya iistel faz, lineer faz, yavaglama faz1 ve duraklama fazi olmak tizere
bes karakteristik biiylime fazindan olusur (Ramulitho ve ark., 2019)

Bitki hiicre kiiltiirlerinde ikincil metabolit birikimi ile biiylime arasindaki
iliski, antosiyanin tipi ve betasianin tipi olmak iizere iki ana model araciligiyla
degerlendirilir. Antosiyanin tipinde, ikincil metabolit birikimi ile biliylime arasinda
ters bir iliski vardir. Betasianin tipinde ise metabolit seviyesi hiicre boliinmesi ile
dogru orantilidir (Tepe ve Sokmen, 2007).

Ikincil metabolitler, bitkilerde savunma mekanizmasi olarak sentezlenir ve
bitkinin stres faktorleri ile karsilastiginda ortaya ¢ikar. Ayrica, ikincil metabolitler,
bitkinin biiyiime kosullarindaki degisikliklerden korunmasima yardimci olarak
metabolik aktiviteleri etkilerler (Isah, 2019).

Bitki doku kiiltiirlerinin kullanimi, spesifik biyoaktif bilesenlerin ticari
tretimi i¢in in vitro gelistirilen kiltiirleri igerebilir. Hiicre kiiltiirleri,
biiyiikliiklerine bagl olarak ve sik¢a bir araya toplanarak gelistikleri icin homojen
hiicre gruplarinin 6nemli oldugu vurgulanmalidir. Bu gruplar, kiiltiiriin tiretim
potansiyelini énemli ol¢iide etkileyebilir.

Sonug olarak, bitki hiicre kiiltiirleri, sekonder metabolit iiretimi i¢in dnemli
ve kontrol edilebilir sistemler saglar. Bu kiiltiirlerin gelistirilmesi ve yonetilmesi,
bitki biyoteknolojisi alaninda genis uygulama alanlarina sahip potansiyel bir
aragtirma ve endiistri alanin1 temsil etmektedir. Hiicre siispansiyon kiiltiirlerinde
sekonder metabolit iiretimini artirmak i¢in kullanilan stratejiler arasinda 6zellikle
elisitasyon, prekiirsor kullanimi, bitki biiylime diizenleyicileri, besin ortaminin
optimize edilmesi ve hiicre siispansiyonlarinin uygun biyoreaktorlerde kiiltiire
almmas1 gibi ¢esitli yontemleri icermektedir. Ayrica, son yillarda, sekonder
metabolit iiretimini artirmak amactyla nanopargaciklarin da elisitor olarak basarili

bir sekilde kullanilmaktadir.
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3.MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

2.1.1. Calisma materyali

Calismamizin materyali, 2019 yilinda Tiirkiye Florasi kareleme sistemine
gore B7 karesinde, Elazig ili, Keban ilgesinde gerceklestirilen arazi ¢aligmasi
sonucunda elde edilmistir. 1k arazi calismas1 mayis ayinda bitkinin habitat ve tiir
tespiti, ¢igekli halinin belirlenip herbaryum o6rnegi haline getirilmesi amaciyla
yapilmis, ikinci arazi ¢alismasi ise bitkinin tohumlarinin olgunlastigi temmuz
ayinda gerceklestirilmistir. Toplanan 6rnekler herbaryum ornekleri haline getirilip,
herbaryum tekniklerine uygun bir sekilde kurutulmustur. Bitkinin tiir teshisi, "Flora
of Turkey and the East Aegean Islands" adl1 eserin yedinci cildine gore yapilmistir
(Hadge, 1982). Toplanan 6rnekler, Dr. Mehmet Firatin (MF. 34970) toplayici
numarasi ile VANF (Van Yiiziincii Y11 Universitesi Herbaryumu) koleksiyonuna

eklenmistir.

Tez caligmasi kapsaminda kullanilan Salvia pseudoeuphratica Rech.f.
tohumlar1 (Sekil 3.1.), Batman Universitesi Bitki Biyoteknolojisi Laboratuvari'na
getirilmis ve doku kiiltiirii calismalarinda kullanilana kadar +4 °C'de buzdolabinda

muhafaza edilmistir.

Sekil 3.1. Salvia pseudoeuphratica Rech.f. tohumlari (Bar: 1 cm)



3.2. Yontem

3.2.1. Olgun tohumlarin yiizey sterilizasyonu

Huii ve ark. (2012) tarafindan rapor edilen yontem, olgun tohumlarin ylizey
sterilizasyonu modifiye edilmistir. Tohumlar, baslangicta musluk suyu altinda 20
dakika siiresince yikanarak, yiizeylerindeki mukus tabakasindan arindirildi. Daha
sonra, 5 saniye siireyle %70 etil alkol (EtOH) ¢ozeltisinde tutulduktan sonra, 5
dakika stireyle steril dH20 ile yikandi. Etil alkol uygulamasinin ardindan, %5
sodyum hipoklorit (NaOCl) ¢ozeltisinde 10 dakika siireyle islem gordii. Son olarak,
NaOCl'den arindirmak i¢in tohumlar S'er kez S'er dakika siireyle steril dH20 ile
yikandi.

3.2.2. Kallus kiiltiirlerinin baslatilmasi

Kallus kiiltlirlerinin baslatilmas1 ¢alismalarinda ylizey sterilizasyonu
tamamlanan olgun tohumlardan, her biri 1mg/l konsantrasyonlarinda hazirlanan
farkli oksin (IAA, IBA ve 2,4-D) ve sitokinin (BAP, Kin ve TDZ) kombinasyonlari
destekli (Her biri 1’er mg/l; IAA-BAP, IAA-Kin, IAA-TDZ, IBA-BAP, IBA-Kin,
IBA-TDZ, 2,4-D-BAP, 2,4-D-Kin, 2,4-D-TDZ) MS (Murashige ve Skoog, 1962)
besi ortamina ekilerek, BBO’ya transfer edildi. Calismanin sonunda en iyi kallus
olusumu (miktar ve kallus tipi) tespit edilen kalluslar belirlenen besi ortamina

ekilerek, ¢ogaltim isleminin gergeklesmesi icin BBO’ya transfer edildi.

3.2.3.Siispansiyon kiiltiirlerinin baslatilmasi

En iyi kallus olusumunun elde edildigi 1 mg/l Kin ve 1 mg/l 2,4-D
kombinasyonunu igeren agarsiz MS besi ortami kullanilarak, siispansiyon
kiiltiirleri baglatildi. Bu kapsamda daha once siirekli alt kiiltiir yoluyla elde edilen
kallus stok kiiltiirlerinden siispansiyon kiiltlirlerinin baslatilmasi asamasinda, kolay

dagilabilen, yesilimsi-sar1 renk 6zelliklerine sahip tohum orjinli ve yas agirliklar:
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yaklagik 0.5 g olan kallus parcalari, 1 mg/l KIN ve 1 mg/l 2,4 D ile destekli agar
icermeyen 50 ml MS besi ortaminin oldugu 250 ml lik erlenlere aktarildi. Erlenler
icindeki siispansiyon kiiltiirleri BBO’ya transfer edilerek 100 rpm hiza ayarh

calkalayic Ustiinde kiiltiire edildi.

Stispansiyon kiiltiiriiniin baglatilmasinin ardindan, yaklasik 4 haftalik kiiltiir
siiresinin sonunda, siispanse olan kalluslar sirasiyla 500 pm, 250 um ve 100 pm'lik
porlara sahip metal siizge¢lerden gecirilerek basarili bir sekilde hiicre siispansiyon
kiltiirleri olusturuldu. Daha sonra, kiiltiirlerin ¢ogaltim1 her 4 haftalik kiiltiir stireci

sonunda tekrar alt kiiltiirleri yapildu.

3.2.4. Siispansiyon Kiiltiirlerinin optimizasyonu

Hiicre siispansiyon kiltlirlerinin optimizasyonu siirecinde, asagida

siralanan konu bagliklar altinda cesitli yontemler test edildi.

3.2.4.1. Farkh karbon kaynaklarinin siispansiyon gelisimine etkisi

Stispansiyonlarin  gelisimleri ve biiylimeleri {izerine g¢esitli karbon
kaynaklariin (Glukoz ve Sukroz) ve bunlarin farkli konsantrasyonlarinin (15, 30

ve 45 g/1) etkileri denendi.

3.2.4.2. Siispansiyon gelisimine farkh 151k yogunluklarinin etkisi

Stispansiyonlarin gelisimlerine karanlik ve aydinlik (kontrol) ortamlarin

etkisi test edildi.

3.2.4.3. Siispansiyon gelisimine farkh ¢alkalama hizlarimin etkisi

Stispansiyonlarin gelisimlerine farkli ¢alkalama hizlarinin (90 rpm, 100

rpm (kontrol) ve 110 rpm) etkisi test edildi.
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3.2.4.4. Siispansiyon gelisimine farkhh pH’1n etkisi

Siispansiyon gelisimlerine besi ortaminin farkli pH'lariin (sirasiyla pH 4.5,

5.8 (Kontrol) ve 7.0) etkisi test edildi.

3.2.5. Siispansiyon Kkiiltiiriinde biiyiime egrisinin belirlenmesi

Stispansiyon  kiiltiirlerine ~ yonelik  gerceklestirilen — optimizasyon
calismalarinin akabinde siispansiyon kiiltliriiniin biliylime egrisi olusturma
calismasi gergeklestirildi. Optimizasyon ¢alismasiyla birlikte belirlenen en iyi besi
ortami kullanilarak siispansiyon kiiltiirleri olusturuldu. Biiylime egrisinin
olusturulmas1 kapsaminda her zaman periyodu ic¢in hazirlanan siispansiyon

kiiltiirlerinden 0., 7., 14., 21. ve 28. giinler i¢in 6rnekler alinarak egriler hesaplandi.

3.2.6. ikincil metabolit iiretimine AgNP elisitasyonun etkisi

Elisitasyon  ¢alismalar1  kapsaminda 40nm  boyutunda  glimiis
nanopartiikiilleri (AgNP) kullanildi. AgNP’lerin besi ortamina katilmadan 6nce 1
mg/l lik konsantrasyonda hazirlandi ve filtre ile steril edildi. Bilylime egrisinin
olusturulmasiyla birlikte siispansiyon kiiltiiriiniin biiyiime fazi sonu tespit edildi.
Siispansiyon kiiltiirlerine biliylime fazinin sonunda 0, 12, 24 ve 48 saat boyunca
100-200-400-800 pg/ml konsantrasyonlarinda hazirlanan AgNP (40 nm)
uygulamasi gergeklestirildi.

3.2.7. Suispansiyon kiiltiirlerinde dl¢iim parametreleri

Optimizasyon ¢aligmalar1 sonucunda elde edilen siispansiyon kiiltiirlerinin
taze ve kuru agirliklari, ayrica Paketlenmis Hiicre Hacmi (PHH) degerleri

belirlenerek morfolojik gozlemlerle birlikte raporlandi.



3.2.7.1. Paketlenmis hiicre hacminin (PHH) hesaplanmasi

Hiicre siispansiyonlariin bulundugu sivi ortamdan 10 mL alinip 15 mL'lik
santrifiij tliplerine aktarildi ve 3000 rpm'de 5 dakika siireyle santrifiij islemi
uygulandi. Santrifiij sonrasinda tiipte olusan peletin hacmi Paketlenmis Hiicre

Hacmi (PHH) olarak hesaplandi.

Paketlenmis Hiicre Hacmi (mL) PHH (mL/L) = Paketlenmis Hiicre Hacmi (mL) X
1000

Ornek Hacmi (mL) (Asan, 2013)

3.2.7.2. Taze agirhgin hesaplanmasi

Stispansiyon kiiltiirli hiicrelerinin i¢inde bulundugu sivi ortamdan 10 mL
alinip, 22 um por capina sahip filtrelerden gegirilerek hiicreler ve sivi ortam
birbirinden ayrildi. Sivinin uzaklastirilmasimnin ardindan elde edilen hiicreler,
hassas terazide tartilarak taze agirliklar1 belirlendi. Taze agirlik hesaplamasi igin su

formiil (Asan, 2013) kullanildi:

Taze Agirhik (g/L) = Taze Hiicre Agirhig (g) X 1000 Ornek Hacmi (mL)

3.2.7.3. Kuru agirhgin hesaplanmasi

Taze agirligr dlgiilen hiicrelerin, oda sicakliginda kurutulmasindan sonra
sabit bir agirlik elde edilinceye kadar tartildi 6l¢lim sonuglar1 kaydedildi. Kuru
agirlik hesaplanmasinda agagidaki formiil kullanildi (Asan, 2013):

Kuru Agirlik (g/L) = Kuru Hiicre Agirhigi (g) X 1000 Ornek Hacmi (mL)
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3.2.8. Kiiltiir kosullarn ve siiresi

Kiiltiirlerin bulundugu Bitki Biiyiitme Odas1 kosullar1 50 pmol m™s™! 151k
siddetinde 25+2 °C sicaklik ve 16 saat aydinlik ve 8 saat karanlik fotoperiyoduna
sahiptir. Normal kiiltiir siireci yaklasik 4 haftadir.

3.2.9. Ekstraksiyon, toplam fenolik ve flavonoid ve biyolojik aktivite belirlenmesi

calismalan

3.2.9.1. Ekstraksiyon islemi

Siispansiyon ¢alismasinda elde edilen drnekler oda sicakliginda ve karanlik
bir ortamda kurutuldu. Ardindan etanol ile ekstrakte edildi. Coziicii evaporator
sisteminde ugurulduktan sonra elde edilen ekstrelerin 4000 ppm stok ¢ozeltileri
hazirlanandu. In vitro ¢aligmalara ait materyaller, 6zellikleri bozulmayacak sekilde
(oda sicakliginda) kurutulup blender yardimiyla toz haline getirildikten sonra
yapilacak bilesenlerin analizi i¢in, 250 ml lik erlene konuldu, iizerini kaplayacak
sekilde etanol eklendi. Oncesinde kabin darasi alindi. Ultrasonik banyoda
¢oziindiiriildii. Iyice ¢oziinen drnek filtre kagidindan siiziildii. Siizme kagidinda
kalan maddeyi spatiil yardimiyla alind1 ve tekrar erlene koyulup etanol eklenerek
ultrasonik banyoda 6rnek ¢oziinmeye tabi tutuldu. Bu islem her 6rnek i¢in 5 defa
tekrarlandi. Sonunda kalan posanin agirligi dlciildii. Etanol ile ¢ézilinen 6rnekler
evaporator ile ugucu maddesi ugurulduktan sonra erlende kalan ekstrakt 4 giin
boyunca c¢eker ucakta bekletilip etanolden iyice arindirma saglandi.

Ekstraksiyon sonunda kalan maddeden 4000 ppm ‘lik ¢ozelti hazirlandi.

3.2.9.2. Toplam fenolik ve flavonoid miktar tayini

Ekstrelerin toplam fenolik miktarlari, Folin-Ciocalteu reaktifi kullanilarak
pirokatekole esdeger bicimde belirlenmistir (Slinkard ve Singleton, 1977). ilk
asamada, 100 ppm’lik pirokatekol ¢ozeltisi hazirlandi ve bu ¢ozeltiden 0-8 mL



alinarak hacimleri distile su ile 184 pL'ye tamamlandi. Bitkilerin etanol
ekstrelerinin 1000 ppm konsantrasyonunda ¢ozeltileri hazirland1 ve 1 mg ekstre
igeren Ornek ¢ozeltilerinden 4 pL alinarak distile su ile 184 uL'ye tamamlandi.
Pirokatekol ¢ozeltileri ve 6rneklere 4 uL Folin-Ciocalteu reaktifi (FCR) ve 3 dakika
sonra %?2’lik Na2COs3 ¢ozeltisinden 12 pL eklendi. Karisim oda sicakliginda 2 saat
bekletildi ve absorbanslart 760 nm’de 6l¢iildii. Toplam fenolik igerikler, standart
pirokatekol grafiginden elde edilen esitlik kullanilarak hesaplandi.

Ekstrelerin toplam flavonoid igerikleri, kersetine esdeger olarak aliiminyum
nitrat yontemi ile tespit edildi (Moreno ve ark., 2000). 1000 ppm’lik kersetin
¢Ozeltisi hazirlandi ve bu ¢ozeltiden 0-8 mL alinarak hacimleri %80’lik etanol ile
192 pL'ye tamamlandi. 4 pL 1 M potasyum asetat eklenip bir dakika sonra 4 puL
%10’luk aliiminyum nitrat eklenmisti. 40 dakika inkiibasyonun ardindan
absorbanslart 415 nm’de Olgiildi. Bitkilerin etanol ekstrelerinin absorbans
degerleri de aynmi sekilde Olciildii. Toplam flavonoid igerikleri, standart kersetin

grafiginden elde edilen esitlik kullanilarak hesaplandi.
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Sekil 3.2. Salvia pseudoeuphratica Rech. f. bitkisinin tohumlarindan elde edilen kallus ve hiicre siispansiyon
kiiltiirlerine AgNP uygulamalar1 ve ekstraksiyon siireci.

o, e, i

)

P
- - -

0@@&./@ ——

Salvia pseudoeuphratica Rech. f. bitkisinin tohumlarindan baslayarak elde edilen biyolojik materyallerin
ekstraksiyon siireclerinin sematik gosterimi:

(1) Materyal: Salvia pseudoeuphratica Rech. f. bitkisine ait tohumlar,

(2) Kallus Olusumu: Tohumlardan elde edilen dagilgan 6zellikteki yesil kalluslar,

(3) Siispansiyon Kiiltiirleri: Kalluslardan elde edilen hiicre siispansiyon kiiltiirleri,

(4) Siispansiyon Kiiltiirlerinin Filtrasyonu: Hiicre siispansiyonlarinin siiziilmesi,

(5) AgNP Elisitor Uygulamasi: Siispansiyon kiiltiirlerine AgNP elisitorlerinin uygulanmasi,
(6) Santrifiijleme: pH hesaplamasi i¢in santrifiijleme islemi,

(7) Agirhk Hesaplamasi: Santrifiij islemi sonrasinda hiicrelerin yas ve kuru agirliklarinin hesaplanmasi,
(8) Kurutma: Orneklerin kurutulmasi,

(9-10) Ekstraksiyon Hazirh@i: Ekstraksiyon iglemi i¢in kurutulmus ve 6giitiilmiis 6rneklerin EtOH ile
muamelesi,

(11) Ultrasonik Banyo ve Filtrasyon: Ultrasonik banyo uygulamasi sonras1 6rneklerin siiziilmesi,

(12) GC/MS Analizi: Siiziilen ekstrelerin GC/MS cihazi ile igerik tespiti i¢in viallere alinmasi.



3.2.9.3. Antioksidan aktivite calismalari

3.2.9.3.1. DPPH serbest radikal giderim aktivitesi

Ekstrelerin, fraksiyonlarin ve elde edilen miktarca yeterli olan saf
maddelerin serbest radikal giderim aktiviteleri 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH)
serbest radikali kullanilarak belirlendi (Blois, 1958). Orneklerin etanol
¢oziiclistinde 1000 ppm’lik stok ¢ozeltileri hazirlandi. Bu stok ¢ozeltilerden 2, 5,
10 ve 20 pL alinarak etanol ile hacimleri 40 pL’ye tamamland1 ve iizerlerine 0,1
mM DPPH c¢ozeltisinden 160 pL ilave edildi. Hazirlanan c¢ozeltilerin oda
sicakliginda karanlikta 30 dakika inkiibasyondan sonra 517 nm’de absorbanslari
ol¢iildii. Elde edilen bu absorbans degerlerinden % inhibisyon degerleri hesaplandi.
Orneklerin absorbans degerleri kontrole karsi degerlendirildi. Serbest radikal

giderim aktivitesi (% inhibisyon) asagidaki esitlik kullanilarak hesaplandi.
%IHhibiSYOIl: (Akontrol_Aérnek)/ Akontrol X100

Burada A, absorbans degerini temsil etmektedir.

3.2.9.3.2. ABTS katyon radikali giderim aktivitesi

Ekstrelerin, fraksiyonlarin ve elde edilen miktarca yeterli olan saf
maddelerin ABTS katyon radikal giderim aktiviteleri 2,2'-azino-bis (3-
etilbenzotiazolin-6-siilfonik asit) kullanilarak belirlendi (Re ve ark., 1999).
Orneklerin etanol ¢oziiciisiinde 1000 ppm’lik stok ¢dzeltileri hazirlandi. Bu stok
cozeltilerden 2, 5, 10 ve 20 pL alinarak etanol ile hacimleri 40 pL’ye tamamlandi
ve lizerlerine 7 mM ABTS katyon radikali ¢ozeltisinden 160 pL ilave edildi.
Reaksiyon karanlikta 6 dakika bekletildikten sonra 734 nm’de absorbanslari
olgiildii. Orneklerin absorbans degerleri kontrole karsi1 degerlendirildi. ABTS
katyon radikal giderim aktivitesi (% inhibisyon) asagidaki esitlik kullanilarak
hesaplandi.

%Inhibisy0n= (Akontrol_Aérnek)/ Akontrol X100
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3.2.9.3.3. CUPRAC (Bakar (Il) iyonu indirgeme antioksidan kapasitesi)

CUPRAC yonteminde, orneklerdeki antioksidan bilesiklerin varliginda
Cu(IT)Neokuproin (Nc) kompleksi, renkli Cu(I)-Nc selatina indirgenir ve bu selatin
absorbans1 450 nm’de dl¢iiliir. Orneklerin son konsantrasyonlar1 10, 25, 50 ve 100
ng/mL olacak sekilde ayarlanir. Hazirlanan stok c¢dzeltilerine ve standartlara
sirastyla 61 pL. CuClz, 61 pL neokuproin ve 61 pLL NH4OAc tampon ¢ozeltisi
eklenir. Karigim, oda sicakliginda 1 saat bekletildikten sonra 450 nm’de absorbans
degerleri dl¢iiliir (Apak ve ark., 2004). Olgiilen absorbans degerleri standartlarla

karsilastirilarak degerlendirilir.

Tiim antioksidan analizlerde, orneklerin konsantrasyonlar1 10, 25, 50 ve
100 pg/mL olarak belirlenmistir. Cok aktif 6rnekler i¢in 1, 2.5, 5 ve 10 pg/mL,
diisiik aktivite gosteren Ornekler icin ise 100, 250, 500 ve 1000 pg/mL

konsantrasyonlari kullanilmis ve her yontem i¢in ICso degerleri hesaplanmistir.

3.2.9.4. Enzim inhibisyon tayini

3.2.9.4.1. Antikolinesteraz aktivite tayini

Asetilkolinesteraz ve biitirilkolinesteraz inhibisyon aktiviteleri, Ellman
metodu olarak bilinen (Ellman ve ark., 1961) spektrofotometrik yontem
kullanilarak olgiildii (Kivrak ve ark., 2009). Bu yontemde, asetilkolinesteraz ve
biitirilkolinesteraz ~ enzimleri, asetilkolin iyodiir ve biitirilkol iniyodiir
substratlartyla reaksiyona sokuldu. Aktivitenin Ol¢iimii i¢in sari renkli 5,5°-
ditiyobis-(2-nitrobenzoik asit) (DTNB) kullanildi. 96 kuyucuklu mikroplakalarin
her birine 0,1 M pH=8 fosfat tamponundan 130 pL, 10 pL numune, AChE veya
BChE ¢ozeltisinden ise 20 pL eklenerek hazirlandi. Daha sonra, 25 °C'de 10 dakika
boyunca inkiibasyona birakildi ve ardindan 20 pL DTNB c¢ozeltisi ve 20 pL
asetilkoliniyodiir veya biitirilkolin iyodiir ilave edildi. Sonu¢ olarak, enzimatik
hidrolizle agiga ¢ikan tiyokolinin DTNB ile reaksiyona girmesi sonucu olusan sar1
renkli 5-tiyo-2-nitrobenzoik asit anyonu 412 nm dalga boyunda spektrofotometrik

olarak ol¢tildii. Kontrol icin etanol, standart olarak ise galantamin kullanildi.
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3.2.9.4.1.1. AChE aktivite testi

Asetilkolinesteraz inhibisyon aktivitesi i¢in enzim olarak asetilkolinesteraz
enzimi, substrat olarak ise asetiltiyokolin iyodiir kullanilmaktadir. Sar1 renkli 5-
tiyo-2nitrobenzoat anyonunun konsantrasyonu 412 nm’de spektrofotometrede
Olclilmektedir. Mikroplakadaki kuyucuklara 130 pL fosfat tamponu (pH =8),
bilesiklerin etanol i¢inde 0,5 mM konsantrasyonda hazirlanan 10 pL ¢ozeltilerden
ve asetil kolinesteraz (AChE) enzim ¢ozeltisinden 20 uLL konuldu. Bu soliisyon 10
dakika siire ile 25°C de inkiibe edilir. 10 dakika sonra 20 pL. DTNB reaktifi ve
asetilkolin iyodiir (Acl) (20 pL) her bir kuyucuga ilave edildi. Standart olarak
Galanthus bitkisinden izole edilen alkoloid tipi ila¢ olan Galantamin kullanildu.
Mikroplaka ELISA okuyucuya yerlestirilerek 412 nm dalga boyunda absorbans
okunur ve Softmax Pro Default Protocol adli bilgisayar programinin yardimi ile
absorbanslardan Vmax degerleri hesaplanarak aktivite gosteren bilesikler
belirlendi. Aktivite gosteren bilesiklerin seri halinde, 0,5 mM’dan 0.125 mM’a
kadar seyreltilmis soliisyonlar1 hazirlanarak ICso degerleri de ayni islemler

tekrarlanarak hesaplandi.

3.2.9.4.1.2. BChE aktivite testi

Butirilkolinesteraz inhibisyon aktivitesi, substrat olarak butiriltiyokolin
iyodiir ve enzim olarak butirilkolinesteraz kullanilarak belirlendi. Mikroplakadaki
kuyucuklara, pH=8 fosfat tamponundan 130 pL, numunelerin etanol i¢inde 0,5 mM
konsantrasyonda hazirlanan ¢ozeltilerinden 10 pL ve butirilkolinesteraz (BChE)
enzim ¢ozeltisinden 20 pL eklendi. Bu soliisyon, 25°C'de 10 dakika boyunca
inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresinin ardindan, herbir kuyucuga 20 pL. DTNB
reaktifi ve 20 puL substrat olarak butirilkoliniyodiir (Bul) eklendi. Standart olarak
Galantamin kullanildi. Mikroplakadaki absorbanslar, 412 nm dalga boyunda
ELISA okuyucuyla 6l¢iildii ve absorbanslardan Vmax degerleri hesaplanarak
aktivite gosteren bilesikler tespit edildi. Aktivite gosteren bilesiklerin ICso
degerleri, ayn1 islemler tekrarlanarak 0,5 mM'den 0,125 mM'a kadar seyreltilmis

soliisyonlarla belirlendi.
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3.2.9.4.2. Tirozinaz enzim aktivitesi

Tirozinaz inhibisyon aktivitesi i¢in trozinaz enzimi kullanildi.
Mikroplakadaki kuyucuklara, pH=6,8 fosfat tamponundan 150 pL, ekstrelerin
etanol icinde 4000 ppm konsantrasyonda hazirlanan ¢ozeltilerinden 10 pL ve enzim
cozeltisinden 20 pL eklenerek 3 dakika boyunca karistirildi ve ilk absorbans 475
nm dalga boyunda 06l¢iildii. Daha sonra bu ¢ozelti, 37°C'de 10 dakika boyunca
inkiibe edildi ve 10 dakika sonra 20 pL L-DOPA ilave edilerek tekrar 37°C'de 10
dakika inkiibe edildi. Inkiibasyonun ardindan mikroplaka ELISA okuyucuya
yerlestirildi ve 475 nm dalga boyunda son absorbans 6l¢iildii. Trozinaz aktivitesi
(% inhibisyon), belirtilen esitlik kullanilarak hesaplandi. Standart olarak Kojik asit
kullanildi.

%Inhibisyon= (Akontrol_Aérnek)/ Akontrol X100

Her bir 6rnekten ii¢ paralel ¢alisma yapildi.

3.2.9.4.3. Ureaz enzim aktivitesi

Ureaz inhibisyon aktivitesi igin enzim olarak Ureaz kullanildi.
Mikroplakadaki kuyucuklara etanol icinde 4000 ppm konsantrasyonda hazirlanan
cozeltilerinden 10 pL enzim ¢ozeltisinden 25 pL ve substrat olarak 50 pL {ire
konulur ve 630 nm dalga boyunda ilk absorbans okundu. Daha sonra bu ¢ézelti 15
dakika siire ile 30°C de inkiibe edildi ve 15 dakika sonra 45 pL fenol reaktifi ve 70
pL alkali reaktif ilave edildi ve yine 30°C de inkiibe edilerek ve 20 dakika sonra
Mikroplaka ELISA okuyucuya yerlestirilerek 630 nm dalga boyunda son absorbans
okundu. Ureaz aktivitesi (% inhibisyon) asagidaki esitlik kullanilarak hesapland.
Standart olarak Tiyotire kullanildi.

%Inhibisyon= (Akontrol_Aérnek)/ Akontrol X100

Her bir 6rnekten ii¢ paralel ¢alisma yapildi.
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3.2.9.4.4. Elastaz enzim aktivitesi

Elastaz inhibitori etkisi spektrofotometrik olarak tayin edildi (Kraunsoe ve
ark., 1999; Melzig ark., 2001). Orneklerin farkli konsantrasyonlardaki ¢ozeltileri
hazirlanarak, bu farkli konsantrasyondaki ¢ozeltilerden 0,05’ er mL alinarak {izerine
elastaz enziminden 0,05 mL ilave edildi. Daha sonra 0,9 mL Tris-HCI
tamponundan (pH: 7,8; 0,2 M) eklenerek, sonrasinda kontrol ¢ozeltisi olarak 0,1
mL enzim ¢ozeltisi ve iizerine 0,9 mL Tris-HCI karisimi ilave edildi. Hazirlanan bu
karisim 15 dakika 37°C’de inkiibe edilerek 6rnek tiipleri ve kontrol ¢ozeltilerinin
lizerine inkiibasyondan sonra 0,05 mL, 5 mM N-siiksinil-(Ala)3-nitroanilide
¢ozeltisi ilave edilerek 30 dakika 37°C inkiibe edildi. 410 nm’de kore karsi

absorbans degerleri okundu.

3.2.9.4.5. Kollajenaz enzim aktivitesi

[lk olarak, farkli konsantrasyonlarda hazirlanan ekstrelerden 50 pL alinarak
tizerine 0.8 U/mL kollajenaz igeren ¢ozelti ilave edildi (Thring ve ark., 2009). Daha
sonra, karisima pH degeri 7.5 olan 0.9 mL Tris tampon ¢6zeltisi eklendi. Kontrol
¢ozeltisine herhangi bir bitki 6zili veya ucucu yag eklenmeyerek, kor test i¢in ise
enzim yerine esit miktarda dimetil siilfoksit ¢ozeltisi kullanildi. Kor, kontrol ve
ornek ¢ozeltileri daha sonra 25°C'de 30 dakika boyunca inkiibasyona alindi. Bu ilk
inkiibasyonun ardindan, tiim ¢ozeltilere 1 mM N-(3-[2-Furyl]acryloyl)-Leu-Gly-
ProAla (kollajenaz enzim substrati) ¢ozeltisinden 0.05 mL eklendi ve ikinci bir 15
dakikalik inkiibasyon siiresi uygulandi. Son olarak, hem 6rnek hem de kontrol
cozeltileri icin 340 nm dalga boyunda UV spektrofotometrede, korle

karsilastirilarak absorbsiyon degerleri 6l¢iildii.

3.2.10. GC-MS/MS ile terpenoidlerin kantitatif analizi

Hazirlanan ekstrelerin GC-MS analizleri i¢in; Dicle Universitesi Eczacilik

Fakiiltesinde bulunan Agilent marka 7890A Model Gaz Kromatografisi ve Agilent
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marka 5977B model kiitle spektrometresi cihazi kullanildi. GC-MS analizleri
apolar HP-5MS UI kolonunda (30m % 0,25mm x 0.25 um film kalinlig1) helyum
gaz1 (1mL/dak ve 20 psi) ile yapildi. Enjeksiyon blogu sicakligi 300 °C’de tutuldu.
GC firm sicakligr 80 °C'de 2 dakika tutulup, 300 °C'ye 5 °C /dakika hizla ¢ikarildi
ve bu sicaklikta (300°C) 14 dakika sabit tutuldu. Split orani 1:10 olarak ayarlanip,
injeksiyon hacmi 1 pL olarak gerceklestirildi. Kiitle spektrometresi (EI/MS) 70 eV
iyonizasyon enerjisine ayarlandi. Kiitle spektrometresi tarama araligit m/z 50-800
atomik kiitle birimi (amu) araligma ayarlandi. NIST ve Wiley GC-MS
kiitliphaneleri bilesenlerin belirlenmesinde kullanildi. Cihaza verilecek ekstre dnce
1000 mg/L’ye seyreltildi ve daha sonrasinda 0.2 um siringa ucu filtreden gegirilip
cihaza verildi. Ugucu olmayan bilesenler BSTFA+TMCS 99:1 (Sylon BFT) ile
tiirevlendirilip ¢alisild1 (Bakir ve ark., 2020).

3.2.11. istatistiksel analiz

Denemeler en az ii¢ tekrarl olarak gerceklestirildi. Calismalarda test edilen
parametreler arasindaki farkliliklar1 belirlemek amaciyla elde edilen veriler, SPSS
22.0 paket programina islendi ve sonuglara ANOVA P<0.05'e gére Duncan ¢oklu

karsilastirma testleri uygulandi.
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4. BULGULAR

4.1.Kallus Kiiltiirlerinin Baslatilmasi

Yiizey sterillizasyonu tamamlanan tohumlar herbiri 1 mg/l konsantrasyonlarda
hazirlanan farkli oksin (IAA, IBA ve 2.4-D) ve sitokinin (BAP, Kin ve TDZ)
kombinasyonlarini iceren MS besi ortamina aktarildi alindi. Yaklasik 4 hafta sonunda
tohumlardan elde edilen kalluslarin morfolojik goriintiileri (Sekil 4.1)’de kallus verileri ise

Cizelge 4.1°de sunulmustur.

Sekil 4.1. 1 mg/1 farkl1 oksin ve sitokinin kombinasyonlarini iceren MS besi ortaminda kiiltiire alinan
kallus gelisimi .

A) 1 mg/l Kin+ 1 mg/1 2,4-D igeren MS besi ortaminda kiiltiire alinan tohumlar (Bar: 0,8 cm),
B) Kiiltiiriin 28. Giinlinde tohumlarin periferinde gelisen kallus olusumlar1 (Bar: 0,8 cm)
C) Ayni kiiltiir ortaminda alt kiiltiire alinan ve iizerinde kallus dokular1 bulunan tohumlarin goriiniisleri

(Bar: 0,8 cm), D) 1 mg/l Kin ve 1mg/1 2,4-D destekli MS besi ortaminda 3 kez alt kiiltiir edilen stok
kallus kiiltiirlerinin genel goriiniisleri (Bar: 0.8 cm)

Kallus olusumuna yonelik yapilan baslatma ¢aligmalarinda, test edilen
parametreler arasinda maksimum kallus ytlizdesinin 1 mg/l Kin ve 1mg/l 2,4-D destekli

MS besi ortamindan elde edildigi tespit edilmistir (Sekil 4.1.A). 1k kez kallus olusumu
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kiiltlirtin 14. gliniinde goézlenmistir (Sekil 4.1.B). Kiiltiiriin 28. giiniine ait tohumlarin
etrafinda gelisen kallus dokulart ise Sekil 4.1. C’de sunulmustur. Elde edilen kalluslar
tekstiir ve renk bakimindan incelendiginde ise, hiicre siispansiyon kiiltiirlerinin
baslatilmasi i¢in en uygun morfolojik 6zelliklere sahip (yesilimsi-sar1 renkli, yumusak ve
dagilgan) kalluslar 1 mg/l Kin ve 1mg/1 2,4D destekli MS besi ortaminda 3 kez alt kiiltiir
edilerek stok kallus kiiltiirleri elde edilmistir (Sekil 4.1.).

Cizelge 4.1. 1mg/] konsantrasyonlarda hazirlanan farkli oksin (IAA, IBA ve 2,4-D) ve sitokinin (BAP, Kin
ve TDZ) kombinasyonu destekli MS besi ortaminda kallus olusum

BBD Kombinasyonu Kallus

(1 mg/) %) Kallus Morfolojisi

BAP 0 Kallus Olusumu Go6zlenmedi

Kin IAA 4 Yumusak-Kahverengi Kallus

TDZ 8 Yumusak-Koyu Kahverengi Kallus
BAP 12 Yumusak-Ac¢ik Yesil Kallus

Kin IBA 28 Yumusak-Yesil Kallus

TDZ 8 Yumusak-Koyu Kahverengi Kallus
BAP 8 Kompakt-Krem Kallus

Kin 2,4-D 32 Dagilgan- Sarimsi1 Yesil Kallus
TDZ 8 Kompakt-Koyu Kahverengi Kallus

*Calismada her bir denemede 20 tohum kullanildi ve 3 defa tekrar edildi.

Cizelge 4.1. irdelendiginde, denenen BBD kombinasyonlari arasinda Kin-2,4-D
ve KinIBA kombinasyonlarinin denenen diger kombinasyonlara oranla kallus olusum
oran1 bakimindan daha iyi sonuglar verdigi belirlenmistir. En yiiksek kallus olusum
yiizdesi %32 ile 1 mg/l Kin ve 1 mg/l 2,4-D ile destekli MS besi ortaminda elde edilmistir.
S6z konusu ortamda kiiltiire birakilan tohumlardan siispansiyon kiiltiirlerinin
baglatilabilmesi i¢in en uygun tekstiirde (dagilan ve sarimsi yesil) kalluslarin olustugu
gozlendi. IAA ve IBA’in diger BBD kombinasyonlari sonucunda genel anlamda yumusak
tekstiirde kalluslar meydana gelmis olup, kallus renklerinin genellikle yesil ve kahverengi
oldugu belirlendi. TDZ’ nin IAA, IBA ve 2,4-D ile kombinasyonlarinda yer yer kizarmalara
varan koyu kahverengilesme oldugu dikkati ¢ekti. 2,4-D’nin Kin ile olan kombinasyonu
sonucu dagilgan tekstiirde ve sarimsi yesil renkte kalluslar meydana geldigi goriildii. Bu

sonuglar 1s1ginda hiicre siispansiyon kiiltiirlerinin baglatilmasi i¢in en uygun kallus



tekstiiriiniin, 1 mg/l Kin ve 1 mg/l 2,4-D kombinasyonundan elde edilen kalluslar olduguna

karar verildi.

4.2. Siispansiyon Kiiltiirlerinin Baslatilmasi

Daha onceki baglikta ifade edildigi iizere siispansiyon kiiltiirii i¢in ideal kallusun
olustugu 1 mg/l Kin ve 1mg/l 2,4-D destekli MS besi ortaminda iiretilen kalluslardan

stispansiyon kiiltiirlerinin elde edilmesine iliskin gorseller Sekil 4.2°de sunulmustur.
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Sekil 4.2. Kallus kiiltiirlerinden siispansiyon kiiltiirlerinin olusturulmasi (A-5.Alt kiiltiir sonucu gelisen
kalluslar, B-C; Kalluslardan siispansiyon kiiltiirlerinin olusturulmasi. D-Siispansiyon kiiltiirlerinin

siiziilmesi ve hiicre siispansiyon kiiltiirlerinin olusturulmasi

4.3. Siispansiyon Kiiltiirlerinin Optimizasyonu

Calismamizda hiicre siispansiyon kiiltiirlerinin optimizasyonu asamasinda gerceklestirilen

caligmalara ait sonuglar asagida alt basliklar halinde sunulmustur.

4.3.1.Farkh karbon kaynaklarinin siispansiyon gelisimine etkisi

Siispansiyon kiiltiirlerinin optimizasyonu ¢aligmalarinda, Glukoz ve Sukroz’un 15, 30 ve



45 gr/l konsantrasyonlarinin etkilerinin aragtirildigi bu ¢alismada, yaklasik 4 hafta kiiltiir
periyodu sonrasinda gelisen silispansiyonlara ait verilerin istatistiksel hesaplamalari

Cizelge 4.2°de, goriintiiler ise Sekil 4.3’te sunulmustur.

Cizelge 4.2. Farkli karbon kaynag1 ve konsantrasyonlarinin siispansiyon gelisimine etkisi

- PHH (ml Yas Agirhk Kuru Agirhk
Karbon Kaynagi Ortd:(SH) sOrgt:I:SH ® OrtiSH ®
Glukoz (15 gr/l) 0.40+0.07 b 0.334+0.081 b 0.018+0.001 b
Glukoz (30 gr/l) 0.444+0.06 b 0.385+0.023 b 0.020+0.001 b
Glukoz (45 gr/l) 0.30+0.05 b 0.419+0.022 ab 0.021+0.002 b
Sukroz (15 gr/l) 0.36+0.02 b 0.439+0.031 ab 0.019+0.001 b
Sukroz (30 gr/l) 0.62+0.04 a 0.5134£0.024 a 0.028+0.002 a
Sukroz (45 gr/l) 0.36+0.05 b 0.519+0.021 a 0.031+£0.001 a

*Calismada her bir denemede 20 eksplant ve 3 defa tekrar edildi.

*Bir kolondaki farkli harfler bu iki islemin Duncan’in ¢oklu oran testine gore p < 0.05’te istatistiksel olarak farkli

oldugunu gostermektedir.

Cizelge 4.2, Glukoz ve Sukroz'un farkli konsantrasyonlarmin Salvia
pseudeuphratica Rech.f. slispansiyon kiiltiirlerinin  bilylimesine olan etkilerini
degerlendirmektedir. Istatistiksel anlamda farklilik gdsteren parametreler aracilifiyla,
karbon kaynag1 ve konsantrasyonlarinin hiicresel gelisim {izerindeki spesifik etkileri ortaya
konmustur. Buna gore, siispansiyon gelisimlerine farkli karbon kaynaklar1 ve
konsantrasyonlarimin etkileri degerlendiginde PHH olarak en yiiksek 0.62 + 0.04 ml ile 30
g/l Sukroz, yas agirlik bakimindan en yiiksek 0.519 + 0.021 g ve 0.513 £ 0.024 g ile
sirastyla 30 g/l ve 45 g/l Sukroz, kuru agirlik bakimindan ise en yiiksek degerler yine
sirastyla 0.028 + 0.002 g ve 0.031 + 0.001 g 30 g/l ve 45 g/l Sukroz’da hesaplanmistir.
Istatistiksel olarak degerlendirildiginde PHH’da 30 g/l Sukroz diger denemelere gére
istatistiksel olarak farkli oldugu hesaplanmistir. Yas agirlikta ise 45 g/1, 30 g/1, 15 g/l
Sukroz ve 45 g/l Glukoz ile 30 g/ Glukoz ve 15 g/l Glukoz arasinda istatistiksel fark
belirlenirken, kuru agirlikta 45 g/1, 30 g/l, Sukroz ise 15 g/l Sukroz, 45 g/1, 30 g/l vel5 g/
Glukoz arasinda istatistiksel olarak fark hesaplanmigti. PHH bakimindan, 30 gr/l
Sukroz'un diger karbon kaynaklarina gore belirgin bir sekilde daha yiiksek oldugunu
gostermektedir. Yas agirlik bakimindan 30 gr/l ve 45 gr/l Sukroz, diger denemelere gore
anlamli bir gekilde iistiindiir. Kuru agirlik degerleri, 30 gr/l ve 45 gr/l Sukroz gruplarinin

belirgin bir avantaja sahip oldugunu gdstermektedir.

Istatistiksel olarak anlamli farklar, 6zellikle 30 gr/l Sukroz konsantrasyonunda,
diger denemelere gore daha etkili bir hiicresel bilylimeyi isaret etmektedir. 30 gr/l Sukroz

konsantrasyonunun, siispansiyon kiiltiirlerinin PHH, yas agirlik ve kuru agirhik
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parametrelerinde en iistiin performanst gosterdigi belirlenmistir. Bu sonuclar, 6zellikle
belirli Sukroz konsantrasyonlarinin hiicresel biiylime {izerinde spesifik ve olumlu etkileri
oldugunu gostererek, Salvia pseudeuphratica Rech. f. Bitkisinin siispansiyon kiiltiirlerinin

optimizasyonu bakimindan énemli bilgiler saglamaktadir.

Sekil 4.3. A. Salvia pseudoeuphratica Rech.f. ait slispansiyon kiiltiirlerinin genel goriintiisii, B.
Stispansiyon kiiltiirlerinin yaklagik 4 haftalik kiiltiir sonunda PHH hesaplanmasina iligkin 6rnekler

4.3.2. Siispansiyon gelisimine farkl 151k yogunluklariin etkisi

Siispansiyon kiiltiirlerinin optimizasyonu ¢aligmalarinda, bitki biiylime odasindaki
gelisimlerinde aydinlik (kontrol) ve karanlik ortamin etkilerinin arastirildig1 ¢aligmada,
yaklagik 4 hafta kiiltiir periyodu sonrasinda gelisen siispansiyonlara ait verilerin

istatistiksel hesaplamalar1 Cizelge 4.3’te sunulmustur.




Cizelge 4.3. Farkli 151k yogunlugunun siispansiyon gelisimine olan etkisi

5 g PHH (ml) Yas Agirhik (gr) Kuru Agirhik (gr)
Isik Yogunlugu Ort+SH Ort=SH OrtzSH
Aydinlik (Kontrol) 0.22+0.01 a 0.043 £0.004 a 0.024 +0.003a
Karanhk 0.21+£0.01 a 0.016 £0.002 b 0.005 £ 0.001b

*Calismada her bir denemede 20 eksplant ve 3 defa tekrar edildi.

*Bir kolondaki farkli harfler bu iki iglemin Duncan’in ¢oklu oran testine gore p < 0.05’te istatistiksel olarak farkli

oldugunu gostermektedir.

Cizelge 4.3, siispansiyon kiiltiirlerinin farkli 151k yogunluklar altinda gelisimini

degerlendirmektedir.

Sonuglar aydinlik ortamin PHH olarak en yiiksek 0.22 + 0.01 ml, yas agirlik
bakimindan en yiiksek 0.043 £ 0.004 g, kuru agirlik bakimindan ise yine en yiiksek 0.024
+0.003 g degerler iirettigini gostermistir. PHH’da aydinlik ve karanlik arasinda istatistiksel
olarak fark goriilmezken, yas ve kuru agirlik da aydinlik ortamda istatistiksel olarak
farkliliklar belirlenmistir. Farkli bir sdylemle, aydinlik ve karanlik gruplar1 arasinda PHH
degerlerinde anlamli bir farklilik gézlememekle birlikte, aydinlik ortamda yetistirilen
siispansiyon Kkiiltiirlerinin yas agirlik bakimindan karanlik ortama oranla anlamli bir
sekilde farkla oldugu goriilmektedir. Bu durum, 151k yogunlugunun hiicre hacmi {izerinde
belirgin bir etkisinin olmadigini diisiindiirebilir ancak bitkilerin 1513a maruz kalmalarinin
biyokiitle birikimini artirdigin1 ortaya koymaktadir Yine aydinlik ortamda yetistirilen
stispansiyon kiiltiirlerinin kuru agirlik degerlerinin, karanlik ortama gore belirgin bir
ustiinlik sergiledigi gozlenmektedir. Bu durum, 1sik varligi ve yogunlugunun bitki

hiicrelerinin besin biriktirme kapasitesini artirabilecegini gostermektedir.

Genel olarak aydinlik ortamda siispansiyon Kkiiltiirlerinin genel biiyiime
performansinin, yas ve kuru agirlik parametrelerinde karanlik ortama gore daha etkili
oldugu goriilmekte ve 151k yogunlugunun siispansiyon kiiltiirlerinin biyokiitle birikimi
iizerinde belirgin bir etkisi oldugu ortaya koymaktadir. Bu sonuglar, bitki biiyiime
odasindaki 151k kosullarinin, siispansiyon kiiltiirlerinin hiicresel gelisimi lizerinde 6nemli

bir faktor oldugunu gostermektedir.

4.3.3.Siispansiyon gelisimine farkh calkalama hizlarinin etkisi

Siispansiyon kiiltiirlerinin optimizasyonu ¢alismalarinda, bitki biiyiime odasindaki

gelisimlerinde farkli calkalama hizlariin etkilerinin aragtirildigi calismada, yaklasik 4
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hafta kiiltiir periyodu sonrasinda gelisen kiiltiirlere ait verilerin istatistiksel sonuglari

Cizelge 4.4’te sunulmustur.

Cizelge 4.4. Farkl ¢alkalama hizlarinin siispansiyon gelisimine etkisi

Calkalama Hizi PHH (ml) Yas &%;rhk Kuru Agirhk (gr)
+ +
(rpm) Ort+SH OrtiSH Ort+SH
90 048+004a  0.688+0.030b  0.046+0.002b
100 (Kontrol) 05240042  0926+0.014a  0.065+0.005a
110 020+0.03b  0241+£0.026c  0.015+0.003 ¢

*Calismada her bir denemede 20 eksplant kullanildi ve 3 defa tekrar edildi.

*Bir kolondaki farkli harfler bu iki islemin Duncan’in ¢oklu oran testine gore p < 0.05’te istatistiksel olarak farkli

oldugunu gostermektedir.

Cizelge 4.4, siispansiyon kiiltiirlerinin farkli ¢alkalama hizlar1 altinda gelisimini
degerlendirmektedir. Buna gore, PHH degerleri acgisindan en yiiksek deger 0.52 £+ 0.04 ml
ile 100 rpm calkalama hizinda elde edilmistir. Yas agirlik bakimindan en yiiksek deger
0.926 £ 0.014 g, kuru agirlik bakimindan ise en yiiksek deger 0.065 + 0.005 g olarak, yine
100 rpm ¢alkalama hizinda belirlenmistir.

Istatistiksel agidan degerlendirildiginde, ¢alkalama hizlar1 arasinda PHH
degerlerinde belirgin farkliliklar gézlenmektedir. 100 rpm'de ¢alkalama hizinin, diger
hizlara kiyasla en yiiksek PHH degerleri ile iliskilendirildigi goriilmektedir. Bu durum,
hiicre hacminin, belirli bir ¢alkalama hizinda optimal bir seviyeye ulastigini
gostermektedir. Ayrica, yas ve kuru agirlik bakimindan her ¢alkalama hizi arasinda anlaml
farklar gdzlemlenmistir. Ozellikle 100 rpm'de ¢alkalama hizinin, yas ve yas agirhk
bakimindan en yiiksek degerlere sahip oldugu ve diger ¢alkalama hizlarina gére anlaml
bir istiinliik sergiledigi belirlenmistir. Bu durum, 100 rpm’lik bir c¢alkalama hizinin
stispansiyon kiiltiirlerinin besin biriktirme kapasitesi ile biyokiitle birikimini daha fazla

artirdigini gostermektedir.

Genel olarak calkalama hizlar1 arasinda 100 rpm'nin, siispansiyon kiiltiirlerinin
genel biiylime performansinda en etkili hiz oldugu tespit edilmistir. Bu sonuglar, ¢alkalama
hizlarinin siispansiyon kiiltiirlerinin hiicresel gelisimi ve biyokiitle birikimi tizerinde kritik

bir rol oynadigini ortaya koymaktadir.
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4.3.4. Siispansiyon gelisimine farkh pH etkisi

Siispansiyon kiiltiirlerinin optimizasyonu c¢alismalarinda, besi ortaminin farkl
pH’smin etkilerinin arastirildigi ¢alismada, yaklasik 4 hafta kiiltiir periyodu sonrasinda

gelisen siispansiyonlara ait verilerin istatistiksel sonuclar Cizelge 4.5’te sunulmustur.

Cizelge 4.5. Besi ortaminda farkli pH’nin siispansiyon gelisimine olan etkisi

pH PHH (ml) Yas Agirhik (gr) Kuru Agirlik (gr)
Ort+SH Ort+SH Ort+SH

4 0.73+£0.06 a 0.073 £0.005 b 0.041 £0.003 b

5.8 (Kontrol) 0.47+0.04b 0.242+0.035a 0.115+0.023 a

7 0.25+0.03 ¢ 0.107 £0.039b 0.037 £0.002 b

*Calismada her bir denemede 20 eksplant ve 3 defa tekrar edildi.

*Bir kolondaki farkli harfler bu iki iglemin Duncan’in ¢oklu oran testine gore p < 0.05’te istatistiksel olarak farkli

oldugunu gostermektedir.

Cizelge 4.5, siispansiyon Kkiiltiirlerinin gelisimine farkli besi ortami pH
diizeylerinin etkilerini degerlendirmektedir. En yiiksek PHH degeri, pH 4 diizeyinde elde
edilmistir (0.73 £ 0.06 ml). pH 5.8 (Kontrol) ve pH 7 diizeylerindeki PHH degerleri
sirastyla 0.47 = 0.04 ml ve 0.25 + 0.03 ml olarak belirlenmistir. En yiiksek yas agirlik
degeri, pH 5.8 diizeyinde elde edilmistir (0.242 + 0.035 g). pH 4 ve pH 7 diizeylerindeki
yas agirlik degerleri sirasiyla 0.073 + 0.005 g ve 0.107 £+ 0.039 g olarak belirlenmistir. En
yiiksek kuru agirlik degeri, pH 5.8 diizeyinde elde edilmistir (0.115 +0.023 g). Istatistiksel
olarak degerlendirildiginde PHH, yas ve kuru agirlik bakimindan tiim pH’lar arasinda
istatistiksel olarak fark hesaplanmigtir. Bu sonugclar, besi ortamindaki pH' nin siispansiyon
kiiltiirlerinin gelisimi lizerinde belirgin bir etkisi oldugunu gdstermektedir. pH 4' tin PHH
iizerinde, pH 5.8' in ise yas ve kuru agirlik iizerinde olumlu bir etkisi oldugu goriilmektedir.
Elde edilen veriler, farkli pH diizeylerinin optimal siispansiyon gelisimini etkileyen 6nemli

bir unsur oldugunu gostermektedir.

4.4. Siispansiyon kiiltiiriinde biiyiime egrisinin belirlenmesi

Siispansiyon kiiltiiriinde biiylime egrisinin belirlenmesinde, optimize edilen besi
ortami ve kiiltiir kosullar1 uygulanarak 0. Giin, 7. Giin, 14. Giin, 21. Giin, 28. Giin’ler i¢gin

stispansiyon kiiltiirleri hazirlanarak belirlenen giinlerdeki siispansiyon kiiltiirlerine ait
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veriler istatistiksel hesaplamalari yapilarak Cizelge 4.6’da, biiylime egrileriyse Sekil 4.4a,

4.4b ve 4.4c ve B’de sunulmustur.

Cizelge 4.6. Siispansiyon kiiltiirlerinde biiyiimenin hesaplanmasi

Giinler PHH (ml) Yas Agirhik (gr) Kuru Agirlik (gr)
Ort+SH Ort+SH Ort+SH

Baslangi¢ 0.16£0.02 ¢ 0.242+£0.041 b 0.119+0.040b

7 0.52 £0.06 ab 0.465+0.021 a 0.246 £0.029 a

14 0.66+£0.05a 0.491 £0.021 a 0.290+0.013 a

21 0.58 £0.04 ab 0.453 £0.027 a 0.276 £0.033 a

28 0.48+0.07b 0.39+0.084 a 0.224 £0.051 a

*Calismada her bir denemede 5 kiiltiir ve 3 defa tekrar edildi.

*Bir kolondaki farkli harfler bu iki islemin Duncan’in ¢oklu oran testine gore p < 0.05’te istatistiksel olarak farkli

oldugunu gostermektedir.

Cizelge 4.6 incelediginde, biiylime 14. giine kadar devam ederken, PHH olarak
0.66 = 0.05 ml, yas agirlik bakimindan 0.491+0.021 g, kuru agirlik bakimimdan ise
0.290+£0.013 hesaplanmistir. 14. giinden sonra biiylime fazinin tamamlandigi ve
biliylimenin azaldigi tespit edilmistir. Elisitasyon g¢alismasi kapsaminda ise 14. Giin
AgNP’lerin  uygulama  zamani  olarak  belirlenmistir.  Istatistiksel ~ olarak
degerlendirildiginde PHH, yas ve kuru agirliklar bakimindan baslangig ile 7, 14, 21, 28
giinler arasinda istatistiksel fark hesaplanmistir. Bu veriler, silispansiyon kiiltiirlerinin
zaman iginde nasil degistigi ve optimize edilen kosullar altinda nasil biiyiidiigii konusunda

onemli bilgiler saglamaktadir.
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Sekil 4.4a. Siispansiyon kiiltlirlerinde PHH bakimindan bilylime egrisi grafigi.
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Sekil 4.4b. Siispansiyon kiiltiirlerinde yas agirlik bakimindan biiylime egrisi grafigi.
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Sekil 4.4¢. Siispansiyon kiiltiirlerinde kuru agirlik bakimindan bilylime egrisi grafigi.



4.5. Ikincil metabolit iiretimine AgNP elisitasyonun etkisi

Stispansiyon kiiltiirlerinde biiylime egrisinin hesaplanmasi sonrasinda biiyiime
fazinin tespit edilmesiyle birlikte, optimal kiiltiir kosullar1 altinda biiyiime faz1 sonundaki
stispansiyon kiiltlirlerine AgNP’ lerin 100-200-400-800 pg/ml konsantrasyonlarda ve 0,
12, 24 ve 48 saat uygulamasinin siispansiyon gelisimine etkileri Cizelge 4.7a (PHH), 4.7b
(yas agirlik) ve 4.7¢ (kuru agirlik)’de sunulmustur. Uygulamalar sonrasi elde edilen
kiiltiirler karanlik ortamda ve serin bir yerde kurutularak ikincil metabolit iiretiminin

analizi ile aktivite ¢aligmalarinda kullanilmak iizere -20 °C’ de saklandi.
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Cizelge 4.7a. Siispansiyon kiiltiirlerinde Farkli AgNP konsantrasyonu ve uygulama zamaninin PHH {izerine

etkisi

Elisité PHH (ml)
Isitor Ort+SH
Konsantrasyon ..
Uygulama Siiresi
pg/ml
12s 24s 48s
Kontrol 0.42+0.04b 044 +£0.05b 0.48+0.04 b
100 0.59+0.04 a 0.52+0.04 ab 0.52+£0.05 ab
200 0.59+0.04 a 0.58 £ 0.06 ab 0.60 £ 0.03 ab
400 0.58+0.04 a 0.62+0.04 a 0.62+0.04a
800 0.60+0.04 a 0.60 + 0.06 ab 0.62+0.04 a

*Calismada her bir denemede 5 kiiltiir ve 3 defa tekrar edildi.

*Bir kolondaki farkli harfler bu iki iglemin Duncan’in ¢oklu oran testine gore p < 0.05’te istatistiksel olarak farkli

oldugunu gostermektedir.

Cizelge 4.7a, silispansiyon kiiltiirlerinde AgNP elisitasyonunun, farkl
konsantrasyon ve uygulama siirelerindeki etkilerini gostermektedir. Buna gore, her
uygulama siiresi icerisinde (12s, 24s ve 48s) kontrole gére AgNP konsantrasyonu artik¢a
genel olarak PHH artarken, uygulanan AgNP konsantrasyonlarmin farkli uygulama
zamanlar1 PHH’ da bir artisa neden olmamustir. En yliksek PHH degerleri, sirasiyla 24
saatlik (24s) ve 48 saatlik (48s) siirelerde 400 pg/ml (0.62 + 0.04 ml) ve 800 ug/ml (0.62
+ 0.04 ml) AgNP uygulamalarinda elde edilmistir. En diisiik PHH degeri ise 12 saatlik
(12s) kontrol grubunda 0.42 + 0.04 ml olarak belirlenmistir. Istatistiksel degerlendirmeye
gore, 12s uygulamalarinda kontrol ile diger uygulamalar arasinda anlamli farklar
gdzlemlenmistir. 24s uygulamalarinda, kontrol ile 400 pg/ml AgNP uygulamalari arasinda
anlamli bir fark saptanirken, kontrol ile 100 pug/ml AgNP, 200 pg/ml AgNP ve 800 pg/ml
AgNP uygulamalari arasinda ve ayni sekilde 100 ug/ml AgNP, 200 pg/ml AgNP, 400
pg/ml AgNP ve 800 pg/ml AgNP uygulamalar arasinda istatistiksel fark bulunmamastir.



48s uygulamalarinda ise kontrol ile 400 pg/ml AgNP ve 800 pg/ml AgNP uygulamalari
arasinda anlaml bir fark tespit edilmistir. Ancak, kontrol ile 100 pg/ml AgNP, 200 ug/ml
AgNP uygulamalari arasinda ve yine 100 pg/ml AgNP, 200 pg/ml AgNP, 400 pg/ml AgNP
ve 800 pg/ml AgNP uygulamalart arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
saptanmamistir. Genel olarak degerlendirildiginde, farkli AgNP uygulamalarinin kontrol
grubuna kiyasla PHH degerlerini artirdigi gozlemlenmistir. Ozellikle, 100 pg/ml AgNP
uygulamasi, 12 saatlik siire i¢inde en yiiksek PHH degerini saglamistir. Diger yandan, 200
pg/ml, 400 pg/ml ve 800 pg/ml AgNP uygulamalarinin genel olarak yiiksek PHH degerleri

iirettigi gézlemlenmistir.
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Cizelge 4.7b. Siispansiyon kiiltiirlerinde farklt AgNP konsantrasyonu ve uygulama zamaninin yas agirlik

uizerine etkisi

Yas Agirhk
Ort+SH
Elisitor (gr)
Konsantrasyon Uygulama Siiresi
ug/ml
12s 24s 48s
Kontrol 0.35+0.04b 0.39+0.04 b 0.44+0.05a
100 0.51£0.04 a 0.33+0.03b 031+0.04b
200 0.60+0.03 a 0.51+0.04 a 0.40 +£0.05 ab
400 0.39+0.05b 0.35+0.05b 048+0.04 a
800 0.35+0.05b 0.56+0.06 a 049+0.02a

*Calismada her bir denemede 5 kiiltiir ve 3 defa tekrar edildi.

*Bir kolondaki farkli harfler bu iki islemin Duncan’in ¢oklu oran testine gore p < 0.05’ te istatistiksel olarak
farkli oldugunu gostermektedir.

Cizelge 4.7b, siispansiyon kiiltiirlerinde farkli AgNP konsantrasyonlar1 ve
uygulama siirelerinin yas agirligr {izerindeki etkilerini gostermektedir. Deneyin
sonuglarina gore, her uygulama siiresi i¢in (12s, 24s ve 48s), kontrol grubuna kiyasla AgNP
konsantrasyonu arttikca genel olarak yas agirliginda bir artis gézlemlenmistir. En yiiksek
yas agirlik degerleri, 12s siiresinde 200 ug/ml AgNP uygulamalasinda 0.60 = 0.03 gr olarak
belirlenmistir. En diisiik yas agirligi degeri ise 12s kontrol grubunda 0.35+0.04 gr olarak

hesaplanmustir.

[statistiksel degerlendirmeye gore, 12s uygulamalarinda kontrol ile100 pg/ml ve
200 pg/m diger uygulamalar arasinda yas agirlik bakimindan anlamhi farklar
gozlemlenmistir. 24s uygulamalarinda ise kontrol ile 200 pg/ml ve 800 pg/ml AgNP
uygulamalar1 arasinda anlamli fark saptanirken, kontrol ile diger AgNP konsantrasyonlari

arasinda istatistiksel fark bulunmamuistir. 48s uygulamalarinda ise kontrol ile 100 pg/ml



AgNP uygulamalari arasinda istatistiksel olarak anlamli fark tespit edilirken, kontrol ile
200 pg/ml AgNP, 400 pg/ml AgNP ve 800 pg/ml AgNP uygulamalari arasinda istatistiksel

olarak anlamli bir fark tespit edilmemistir.

Genel olarak degerlendirildiginde, farkli AgNP uygulamalarinin yas agirligi
degerlerini kontrol grubuna kiyasla artirdigi gézlenmistir. Ozellikle, 12s ve 48s siiresinde
200 pg/ml ve 24s siiresinde 800 pg/ml AgNP uygulamalarinin yas agirlig1 iizerinde
belirgin bir etkisi oldugu goézlenmistir. Ancak, uygulama siireleri ve AgNP
konsantrasyonlar1 arasindaki etkilesimler, istatistiksel olarak degerlendirildiginde belirli

kombinasyonlarda anlamli farklar ortaya ¢ikmuistir.
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Cizelge 4.7c. Siispansiyon kiiltiirlerinde farkli AgNP konsantrasyonu ve uygulama zamaninin kuru agirlik

tizerine etkisi

Kuru Agirhk
Elisitor Ort+=SH
Konsantrasyon (gr)
ug/ml Uygulama Siiresi
12s 24s 48s

Kontrol 0.16£0.01 ¢ 0.19 +£0.02 bc 0.22+0.02 a
100 0.28+0.03b 0.16+0.02 ¢ 0.17+0.02 a
200 0.40+0.02a 0.30+0.04 a 0.23+£0.04 a
400 0.21 £0.04 be 018 +0.04 bc 0.23+0.02a
800 0.20 £ 0.04 be 0.29 £ 0.05 ab 0.24+0.03a

*Caligmada her bir denemede 5 kiiltiir ve 3 defa tekrar edildi.

*Bir kolondaki farkli harfler bu iki islemin Duncan’in ¢oklu oran testine gore p < 0.05’te istatistiksel olarak

farkli oldugunu gostermektedir.

Cizelge 4.7c, silispansiyon kiiltiirlerinde farkli AgNP konsantrasyonlari ve
uygulama siirelerinin kuru agirlik iizerindeki etkilerini gostermektedir. Elde edilen
sonuglara gore, her uygulama siiresi i¢in (12 s, 24 s ve 48 s), AgNP konsantrasyonu arttik¢a
genel olarak kuru agirlikta bir artis gézlemlenmistir. Kuru agirlik bakimindan 12 s
uygulama siiresi diginda diger zaman uygulamalarinda AgNP konsantrasyonu arttikca yas
agirlik miktar1 artarken, 12 s uygulamalarinda 200 pg/ml AgNP uygulamasi sonrast
uygulama miktar arttik¢a kuru agirlik azalmaktadir. En yiiksek kuru agirlik degerleri, 12s
stiresinde 200 pg/ml, AgNP uygulamalarinda 0.40 £ 0.02 gr olarak belirlenmistir. En diisiik
kuru agirlik degeri ise ve 24s siiresinde 100 pg/ml, AgNP uygulamalar1 grubunda sirasiyla

12 s kontrol grubunda 0.16 + 0.01 ve 0.16+0.02 gr olarak hesaplanmustir.

Istatistiksel degerlendirmeye gére, 12 s uygulamalarinda kontrol ile100 pg/ml ve

200 pg/ml AgNP uygulamalar1 arasinda kuru agirlik bakimindan anlamli farklar



gozlenmistir. 24 s uygulamalarinda ise kontrol ile 200 pg/ml AgNP uygulamalar1 arasinda
anlamhi fark saptanirken, kontrol ile diger AgNP konsantrasyonlari arasinda fark
bulunmamustir. 48 s uygulamalarinda tiim AgNP konsantrasyon uygulamalari arasinda ise

uygulamalari arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit edilmemistir.

Genel olarak degerlendirildiginde, farkli AgNP uygulamalarmin kuru agirhik
degerlerini kontrol grubuna kiyasla artirdig1 gozlenmistir. Ozellikle, 12s ve 24s siiresinde
ug/ml AgNP uygulamalarimin kuru agirlik tizerinde belirgin bir etkisi oldugu gézlenmistir.
Ancak, uygulama siireleri ve AgNP konsantrasyonlar1 arasindaki etkilesimler, istatistiksel

olarak degerlendirildiginde belirli kombinasyonlarda anlamli farklar ortaya ¢ikmustir.

4.6. Toplam Fenolik ve Flavonoid Miktar1 ve Antioksidan Aktivitenin
Belirlenmesi (DPPH Serbest Radikal Giderim Aktivitesi, ABTS Katyon
Radikali Giderim Aktivitesi ve Yontemi, CUPRAC Yéntemi (Bakir (IT) fyonu
indirgeme Antioksidan Kapasitesi)

4.6.1. Toplam fenolik ve flavonoid miktari

AgNP elisitasyon uygulamalari sonrasi elde edilen 6rnek ekstraktlarina yonelik

toplam fenolik ve flavonoid miktarlar1 Cizelge 4. 8’ de sunulmustur.
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Cizelge 4.8. Siispansiyon kiiltiirlerinde farkli zaman (12s, 24s ve 48s) ve farklt AgNP uygulamalarmin (100,

200, 400 ve 800 pg/ml) 6rneklerin toplam fenolik ve flavonoid miktari {izerine etkileri

Ornek Tipi pg/ml Toplam Fenolik (ng Toplam Flavonoid
Uygulama  AgNP PEs/mg ekstre) (ng QEs/mg ekstre)
Siiresi

Kontrol 9,15+0,31 3,40 + 0,08
100 12,32 +0,12 5,75+ 0,02
200 11,21 £ 0,13 4,62 +0,14
12 Saat 400 15,40+ 1,12 6,93 £ 0,08
800 16,37 + 0,42 5,94 +0,12
100 19,59 £ 0,16 6,69+0,19
200 20,81 +0,29 9,47+0,33
24 Saat 400 22,43 +0,50 11,02+0,26
800 18,51 £ 0,41 8,60 + 0,06
100 13,57 £ 0,48 6,48 £0,73
200 17,59 £ 0,06 8,85+0,57
48 Saat 400 15,92 +£0,35 7,22+0,17
800 14,20 £ 0,31 6,60+ 0,12




Cizelge 4.8’de, farkli zaman araliklarinda (12s, 24s ve 48s) ve farkli AgNP
uygulamalariin (100, 200, 400 ve 800 pg/ml) siispansiyon kiiltiirlerinin toplam fenolik ve
flavonoid miktarlar1 {izerindeki etkileri incelenmistir. Bu parametreler, bitkinin

biyokimyasal igerigi ve antioksidan kapasitesi hakkinda 6nemli bilgiler saglamaktadir.

Cizelge 4.8 incelediginde, kontrole gore tiim elisitasyon uygulama toplam fenolik
ve flavonoid igeriklerinin arttig1 tespit edilmistir. Toplam fenolik miktarlar1 agisindan
degerlendirildiginde, 6zellikle, 24 saatlik uygulamalarda 400 pg/ml AgNP uygulamasinin
en yiiksek toplam fenolik miktarini (22.43 + 0.50 pg PEs/mg ekstre) iirettigi goriilmiistiir.
Ancak genel egilimde 24 saatlik uygulamalarin daha yiiksek toplam fenolik miktarlarina
sahip oldugu goriilmiistiir. Toplam flavonoid miktarlarina baktigimizda ise, 24 saatlik
uygulamalarda genellikle en yiiksek miktarlarin elde edildigi gozlemlenmistir. Ozellikle
24 saatlik uygulamalarda 400 pg/ml AgNP uygulamasmin en yiiksek toplam flavonoid
miktarini (11.02 £+ 0.26 ug QEs/mg ekstre) iirettigi goriilmiistiir. Ancak zaman araliklari ve
uygulama konsantrasyonlar1 arasinda farkliliklar gozlemlenmis, bu da belirli
kombinasyonlarda digerlerine gore daha yiiksek flavonoid miktarlarina isaret etmistir.
Sonug olarak, 6zellikle hem toplam fenolik (22,43 + 0,50 ug PEs/mg ekstre) hem de total
flavonoid (11,02 + 0,26 pg QEs/mg ekstre) i¢erikleri bakimindan 24 saat 400 pg/ml AgNP

orneginin gergeklestirilen diger uygulamalara gore daha fazla oldugu hesaplanmistir.

4.6.2. Antioksidan aktivite caliymalar1 (DPPH serbest radikal giderim
aktivitesi, ABTS katyon radikali giderim aktivitesi ve yontemi, CUPRAC
yontemi (Bakar (II) iyonu indirgeme antioksidan kapasitesi)

AgNP elisitasyon uygulamalar1 sonrast elde edilen 6rnek ekstraktlarina yonelik

DPPH, CUPRAC ve ABTS sonuglar1 Cizelge 4.7°de sunulmustur.
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Cizelge 4.9. Siispansiyon kiiltiirlerinde farkli zaman (12s, 24s ve 48s) ve farklt AgNP uygulamalarinin (100,

200, 400 ve 800 pg/ml) drneklerin antioksidan aktiviteleri lizerine etkileri.

Ornek Tipi Antioksidan Aktivite (ug/mL)
Uysgﬁ“rl:s'i“a ng/mlAgNP  DPPH (ICs)  ABTS (ICs) CUPRAC (Aos)
Kontrol 828,1743,12 542,44 =143 666,67 +3.67
100 211,8742,19  78,30+0,74 125,81 £1,05
200 210,1342,48  77,35+0,59 137,50 0,98
12 Saat 400 100,00 1,98 85.98 +1,47 108,57 0,87

800 111,09 £1,78 87,37 +1,36 185,00 £1,34




100 243,05 £2,08 56,82 £0,59 85,00 +£0,67
200 214,58 £1,88 74,95 +0,99 81,25 +0,78
24 Saat 400 250,00 £2,09 76,51 +£1,18 79,591 £0,59
800 268,89 £3,42 81,80 1,21 111,42 £1,04
100 451,00 £4,67 106,13 1,31 178,26 £1,88
200 105,68 £0,98 148,06 £1,23 191,30 £2,08
48 Saat 400 112,44 +1,67 83,45 +1,10 111,767 +1,34
800 300,00 £2,13 89,20 +1,33 115,62 +1,21
BHT 18,69 +0,65 15.09 +£0.29 9,08 £0,14
a-TOC 7,03 £0,12 8.32 £0.18 15,65 +£0,78
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a: Sonuglar ICso degerleri olarak verilmistir ve degerler 3 paralel 6l¢limiin ortalamasi ve standart sapmasi olarak

verilmistir.

Cizelge 4. 9' daki sonuglara gore, farklt zaman araliklarinda (12s, 24s ve 48s )
denenen farkli AgNP uygulamalarinin (100, 200, 400 ve 800 pg/ml) siispansiyon
kiiltiirlerinin antioksidan aktiviteleri tizerindeki etkileri degerlendirilmistir. Buna gére, tim
zaman parametreleri arasinda 12 saatlik uygulamalarda DPPH yontemiyle Olgiilen
antioksidan aktivitelerde genel bir artig gozlenirken, 24 saatlik uygulamalarda ise ABTS
ve CUPRAC yontemiyle 6l¢giilen antioksidan aktivitelerde genel bir artis gozlemlenmistir.
DPPH yo6nteminde en aktif 6rnek 12 Saat 400 pg/ml AgNP uygulamasi 6rnegi ICso: 100,00
+ 1,98 pg/mL, ABTS yonteminde 24 Saat 100 pg/ml AgNP uygulamasi 6rnegi [Cso: 56,82
+ 0,59 pg/mL ve CUPRAC yonteminde ise 24 Saat 400 pg/ml AgNP uygulamasi 6rneginin
Ags: 79,591 £ 0,59 pg/mL oldugu hesaplanmistir.  Kontrole gore tiim Orneklerde
aktivitenin arttig1 hesaplanmistir. Ancak standartlara gore drneklerin aktivitesi ¢ok yiiksek

olmadig1 gézlenmistir.

4.7. Enzim inhibisyon tayini

AgNP elisitasyon uygulamalar1 sonrasi elde edilen 6rnek ekstraktlarina yonelik
enzim inhibisyon; AChE Aktivite Testi, BChE Aktivite Testi ve Ureaz Enzim Aktivitesi
sonuglart Cizelge 4. 8 de sunulmustur. Tirozinaz Enzim Aktivitesi, Elastaz Enzim

Aktivitesi ve Kollajenaz Enzim Aktivitesi sonuclari ise Cizelge 4. 9’ da sunulmustur.
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Cizelge 4.10. Siispansiyon kiiltiirlerinde farkli zaman (12s, 24s ve 48s) ve farkli AgNP uygulamalarinin (100,
200, 400 ve 800 pg/ml) 6rneklerin AChE Aktivite Testi, BChE Aktivite Testi ve Ureaz Enzimi aktiviteleri

uzerine etkileri

Ornek Tipi Inhibisyon (%)
Uygulama pg/ml AgNP _
Siiresi AChE BChE Ureaz
Kontrol AD 35,37 +0,61 AD
100 AD 4731+0,71 AD
200 AD 48,92+ 1,79 AD
12 Saat 400 AD 44,26 £ 0,56 AD
800 AD 4533+1,14 AD
100 AD 46,56 + 0,23 AD
200 AD 4752 +1,21 AD
24 Saat 400 AD 69,41 +1,63 AD
800 AD 56,41 +2.30 AD
100 AD 51,81 £ 1,64 AD
200 AD 53,36 0,76 AD
48 Saat 400 AD 56,79 + 1,55 AD
800 AD 48,22+ 1,34 AD
PGalantamin 85.13+0.98 77.95+1.56 -
PTiyoiire - - 96.56 £ 0.52

a: Degerler 3 paralel 6l¢iimiin ortalamasi ve standart sapmast olarak verilmistir (50 pg/mL).
b: Standart madde, A.D.: Aktif degil

Cizelge 4.10' da, farkli zaman dilimlerinde (12s, 24s ve 48s saat) ve gesitli AgNP
uygulamalarinin (100, 200, 400 ve 800 pg/ml) siispansiyon kiiltiirlerindeki orneklerin
AChE, BChE ve Ureaz enzim aktiviteleri iizerindeki etkileri degerlendirilmistir. Elde
edilen sonuglara gére, higbir 6rnegin AChE ve Ureaz aktivitesi yoniinden aktif olmadig
gozlemlenirken, BChE enzim aktivitesinde 6zellikle 24 saatlik uygulamalarda artiglar
kaydedilmistir. Bu artiglar, ozellikle 24s 400 pg/ml AgNP uygulamalarinda daha
belirgindir. Ornekler i¢indeki en yiiksek BChE aktivitesine sahip drnek 24 Saat 400 pg/ml
AgNP uygulamasi 6rnegi %69,41 + 1,63, en diisiik aktiviteye sahip 6rnek ise Kontrol
ornegi  %35,37 + 0,61 olarak hesaplanmistir. Bulgular, o6zellikle belirli AgNP
konsantrasyonlarinin ve uygulama siirelerinin 12 saatte 200 pg/ml AgNP uygulamasina
kadar, 24 ve 48 saatte ise 400 pug/ml AgNP uygulamalarina kadar BChE enzim

aktivitelerini artirma potansiyeline sahip oldugunu gostermektedir.
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Cizelge 4.11. Siispansiyon kiiltiirlerinde farkli zaman (12s, 24s ve 48s) ve farkli AgNP uygulamalarinin (100,
200, 400 ve 800 pg/ml) 6rneklerin Tirozinaz Enzim Aktivitesi, Elastaz Enzim Aktivitesi ve Kollajenaz Enzim

aktiviteleri tizerine etkileri

Uveul Ornek Tipi inhibisyon (%)
}égﬁl;::ina pg/ml AgNP Tirozinaz Elastaz Kollejenaz

Kontrol AD AD 21,30 £ 0,33
100 AD AD 24,34 + 0,33
200 AD AD 22,41 +0,49
12 Saat 400 AD AD 36,13 +£0,97
800 AD AD 22,59 +0,25
100 AD AD 34,38 £ 0,35
200 13,05+ 0,03 AD 19,73 0,08
24 Saat 400 AD AD 36,07 £0,37
800 AD AD 23,00 £0,13
100 12,20 £ 0,01 AD 22,57+ 0,34
200 14,57 +£ 0,06 AD 22,59 +£0,88
48 Saat 400 21,32+0,12 AD 28,96 + 0,44
800 AD AD 16,27 +0,78

PKojik Asit 87.49+0.19 - -

POleanolik Asit - 54.78 £ 0.52 -
PEpikatesin Gallat - - 86.31+1.45

a: Degerler 3 paralel dl¢limiin ortalamasi ve standart sapmast olarak verilmistir (50 pg/mL).
b: Standart madde, A.D.: Aktif degil

Cizelge 4.11' de, farkli zaman dilimlerinde (12s, 24s ve 48s saat) cesitli AgNP
uygulamalarinin (100, 200, 400 ve 800 pg/ml) siispansiyon Kkiiltiirlerindeki 6rneklerin

Tirozinaz, Elastaz ve Kollajenaz enzim aktiviteleri iizerindeki etkileri sunulmustur.

Cizelge 4.11. irdelendiginde 6rnekler Elastaz aktivitesi yoniinden aktif degilken,
Tirozinaz aktivitesi yoniinden sadece 24 Saat 200 png/ml AgNP, 48 Saat 100 pg/ml AgNP,
48 Saat 200 pg/ml AgNP, 48 Saat 400 pg/ml AgNP uygulamalarina sahip dérnekler aktivite
gostermis olup en yiiksek Tirozinaz aktivitesi 48 Saat 400 pg/ml AgNP uygulamalarina ait
ornekte % 21,32 + 0,12 olarak hesaplanmistir. Kollejenaz aktivitesi yoniinden kontrol ve
AgNP uygulamalarina yonelik ornekler aktivite gostermistir. Kollegenaz aktivitesi
yoniinden en yiiksek aktivite gosteren ornekler 12 Saat 400 pg/ml AgNP ve 24 Saat 400
ug/ml AgNP uygulamalarina ait 6rnekler olup sirasiyla % 36,13 + 0,97 ve % 36,07 £ 0,37
degerleri ile Epikatesin’e an yakin degerler bu iki parametreden elde edilmistir. En diisiik
aktivite gosteren ornek ise 48 Saat 800 ng/ml AgNP uygulamasi 6rnegi olup %16,27+0,78
olarak belirlenmistir. Bulgular, belirli AgNP konsantrasyonlarinin ve uygulama siirelerinin

Tirozinaz enzim aktivitesini azaltma potansiyeline sahip oldugunu ortaya koymustur.
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4.8. GC-MS/MS ile Terpenoidlerin Kantitatif Analizi

AgNP elisitasyon uygulamalar1 sonrasi elde edilen 6rnek ekstraktlarinin bazi
terpenoidler agisindan miktarlar1 Cizelge 4. 10’ da, 6rnek kromatogram ise Sekil 4. 5’ te

sunulmustur.

Cizelge 4.12. Siispansiyon kiiltiirlerinde farkli zaman (12s, 24s ve 48s) ve farkli AgNP uygulamalarinin (100,
200, 400 ve 800 pg/ml) drneklerin bazi terpenoid miktarlari {izerine etkileri

Ornek  Analit Tipi (ug Analit/g Ekstrakt)
Tipi

Uygulama /ml a- Moronik Oleanonik Oleanolik Betulinik Ursolik Ursonik
Siiresi P Amirin  Asit Asit Asit Asit Asit  Asit
AgNP
Kontrol TE TE TE TE TE TE TE
100 TE TE TE 1402,64 TE TE TE
12 Saat 200 TE TE TE 1465,01 TE TE TE
400 TE TE TE 1581,21 TE TE TE
800 TE TE TE 1479,88 TE TE TE
100 TE TE TE 1109,03 TE TE TE
24 Saat 200 TE TE TE 1125,59 TE TE TE
400 TE TE TE 3995,80 TE TE TE
800 TE TE TE 2754,78 TE TE TE
100 TE TE TE 1889,35 TE TE TE
48 Saat 200 TE TE TE 2787,79 TE TE TE
400 TE TE TE 1910,78 TE TE TE
800 TE TE TE 1500,37 TE TE TE

Cizelge 4.12 irdelendiginde, Oleanolik asit dahil olmak iizere tiim terpenoidler
kontrol grubunda tespit edilememistir. Oleonolik asit bakimindan degerlendirildiginde ise,
AgNP uygulamasi yapilmayan kontrol grubu 6rneklerinde Oleanolik asitin bulunmadig;,
ancak biitiin diger AgNP uygulamalarinda Oleanolik astin sentezinin uyarildig1 tespit
edilmistir. Stispansiyon kiiltiirlerinde {iretilen en yiiksek Oleanolik asit miktar1 24 Saat 400
ug/ml AgNP uygulamasinda 3995,80 pg analit/g ekstrakt olarak tespit edilmistir. Genel
olarak biitlin uygulama saatlerinde elde edilen Oleanolik asit miktarmin yiiksek (800
ng/ml) AgNP uygulamalarinda diger uygulamalara oranla azaldig1 tespit edilmistir. 12 ve
24 Saat uygulamalarinda 400 pg/ml’ye kadar olan AgNP uygulamalarinin genel olarak
Oleanolik asit igerigini periyodik olarak arttirdigi, 48 saat uygulamasinda ise Oleanolik

asidin periyodik olarak arttig1 sinir degerin 200 pg/ml AgNP oldugu belirlenmistir.



+ TIC Scan 24(4).D (24(4))

Oleanolic Acid-2TMS

N

11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29
Acquisition Time (min)

Sekil 4.5. 24 Saat 400 ug/ml AgNP uygulamasina ait kromatogram

GC-MS sonuglarina bakildiginda; ¢alisilan bitki 6rneklerinin Oleanolik asit ve
ozellikle sterol igeriklerinde kayda deger degisiklikler tespit edilmistir. Siispansiyon
kiiltiirlerinde; 24(4) (24 saat 400pg/mL AgNP) 6rneginin, diger drneklere gore daha fazla
Oleanolik asit (3995,80 ug Analit/g Ekstrakt) icerdigi, ayrica genel olarak neredeyse tiim
orneklerin sterol (&zellikle Campesterol, Stigmasterol, ve p-sitosterol) icerikleri
bakimindan zengin oldugu ve genel olarak bu ii¢ sterol igeriginin 6zellikle 48(4) AgNP (48
saat 400pg/mL AgNP) elisitasyonu sonucu arttigi tespit edilmistir.
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5. TARTISMA

Nanopartikiillerin bitki kiiltiirlerine eklenmesi, ikincil metabolitlerin homojen
iiretiminde dnemli bir teknoloji olarak 6ne ¢ikmaktadir. Bu nanopartikiiller, sadece ikincil
metabolitlerin uyaricis1 olmakla kalmaz, ayn1 zamanda mikrobesin kaynagi olarak islev
goriir ve zaman zaman antimikrobiyal ajanlar olarak etki ederler. Bunlarin yanisira NP’ler
kallus indiiksiyonunu, organogenezin, siirgiin bilylimesini ve kok baslangicini da tesvik

eder (Kim ve ark., 2017), Malik ve ark., 2021)

Calendula officinalis L. (kadife ¢igegi) kallus kiiltiirlerinde, 6zellikle 2,4-D (2
mg/l) ve kinetin (0,2 mg/l) iceren MS ortami ile zenginlestirilmis ortamlarda giimiis
nanopar¢aciklarmin (1,2 mg/l) ucucu yag igerigini ve bilesenlerini artirdig:
gozlemlenmistir (Al-Oubaidi ve ark., 2014). Bu, terpenoid iiretimindeki AgNP'lerin

uyarici etkisiyle uyumludur.

Aloe vera L. siispansiyon kiiltiirleri iizerinde yapilan ¢aligmalarda, AgNP’ler (0,625
mg/ml) ile 48 saat boyunca yapilan uygulamanin aloin igerigini artirdigi ve bu artisin
zamanla azaldig1 gozlemlenmistir (Raei ve ark. 2014). Bulgular, AgNP uygulamalarinin

aloin iiretimi tizerindeki etkileriyle tutarlidir.

Capsicum frutescens kallus kiiltiirleri, 2,4-D ve kinetin iceren ortamlarda
AgNP’lerin, Capsicum annuum ve C. frutescens meyveleri ile karsilagtirildiginda,
capsaicin i¢eriginde belirgin bir artisa neden oldugunu gdstermistir (Bhat ve Bhat, 2016).

Belirli bilesenlerin iiretimindeki bu artig, bulgulariizla uyumludur.

Corylus avellana L. (findik) hiicre siispansiyon kiiltiirlerinde, 5 ppm AgNP’ler ile
uyarilmanin anti-kanser bilesenler taxanes, taxol ve baccatin III'iin iiretimini artirdigi,
ancak 10 ppm konsantrasyonunda azalltig1 gézlemlenmistir (Jamshidi ve ark., 2017). Bu,

biyoaktif bilesen iiretimi tizerinde AgNP’lerin etkileriyle uyumludur.

Vanilla planifolia Jacks. ex Andrews (vanilya) siirgiinleri, 25 ve 50 mg/l AgNP’lerin
(35+15 nm) ile zenginlestirilmis MS besi ortaminda, Toplam Fenolik igerik (TFI) ve
antioksidan kapasitesinin arttirdigini, ancak 100 mg/l'de azalttigin1 géstermistir (Spinoso-

Castillo ve ark., 2017). Bulgular, hormesis etkisi olarak adlandirilan bu durumu destekler.

Momordica charantia L. (ac1 kavun) hiicre siispansiyon kiiltiirleri, AgNP’ler (1-20 nm;
5 mg/l) ile muamele edildiginde, kontrol kiiltiiriine gore toplam fenolik ve flavonoid
iceriklerinde artis gostermis, ayrica flavonol hidroksibenzoik ve hidroksisinnamik asit

igeriklerinde de bir artig gozlemlenmistir (Chung ve ark., 2018b).
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Stevia rebaudiana L. kallus kiiltiirlerinde, AgNP’ler (45 mg/l) ile uyarilmanin

stevioside tiretimini artirdigi rapor edilmistir (Golkar ve ark., 2018).

Prunella vulgaris L. (yara otu) kallus kiiltiirleri, AgNP’ler ve AuNP’lerin tek
basina veya farkli oranlarda bir arada (30 pg/l) NAA (2 mg/l) ile birlikte uygulanmasi,
ikincil metabolit iiretimini artirmistir (Fazal ve ark., 2016). Bulgular c¢alismamizla

uyumluluk gostermektedir.

Caralluma tuberculata Dbitkisinin in vitro kallus kiiltiirlerinde AgNP’lerin
(6zellikle 60 pg/l AgNP) MS ortaminda en yiiksek kallus olusumuna neden olarak
biyoaktif antioksidanlarin (TFI: 3.0 mg, , Toplam Flavonoid Igerik (TFi): 1.8 mg, PAL
aktivitesi: 5.8 U/mg) artisina neden oldugu rapor edilmistir. Bulgularimiza paralel olarak,
bu calisma da AgNP’lerin kullaniminin C. tuberculata bitkisinin kallus kiiltiirlerinde

biyoaktif antioksidan iiretimini artirma potansiyeline igaret etmektedir (Ali ve ark., 2019).

Lavandula angustifolia (lavanta) kiiltiirlerine Ag (27.5 £4.8 nm) ve Au (24.2£2.4
nm) nanokolloidlerin eklenmesi, u¢ucu yag kompozisyonunda degisikliklere neden

olmustur (Wesotowska ve ark., 2019).

Sonugclar, AgNP'lerin siispansiyon kiiltiirlerinin antioksidan aktiviteleri iizerinde
onemli etkilere sahip oldugunu gostermektedir. Bu sonuglar, bitki biiylimesi ve ikincil

metabolit liretimi iizerinde AgNP’lerin olumlu etkilerini vurgulamaktadir.

Antioksidan aktivite ¢alismalarinda elde ettigimiz sonuglar, DPPH, ABTS ve
CUPRAC yontemleriyle belirlenen antioksidan aktivitelerdeki 6nemli degisiklikleri ortaya
koymaktadir. Ozellikle, 24 ve 48 saatlik siirelerde yiiksek konsantrasyonlarda (400 ve 800
pg/ml) uygulanan
AgNP’lerin antioksidan aktiviteleri {izerinde belirgin bir artis gozlemlenmistir. Bu durum,
AgNP’lerin bitki hiicrelerinde antioksidan enzimlerin aktivasyonunu artirabilecegini

diistindiirmektedir.

Ayrica, DPPH yonteminde en yiiksek aktivitenin 12 Saat 400 pg/ml AgNP
uygulamasinda elde edildigi, ABTS yonteminde ise 24 Saat 100 pg/ml AgNP
uygulamasiin en yiiksek aktiviteyi gosterdigi belirlenmistir. CUPRAC yonteminde ise 24
Saat 400 pg/ml AgNP uygulamasinin en yiiksek aktiviteyi sergiledigi goriilmiistiir. Elde
ettigimiz bulgular Salvia pseudeuphratica Rech.f.'in slispansiyon kiiltiirlerinde yapilan
farkli AgNP uygulamalariin antioksidan aktiviteler iizerinde belirgin etkileri oldugunu
ortaya koymustur. Ozellikle 24 saatlik siire icinde 400 ng/ml AgNP uygulamasinin DPPH
yontemiyle (ICso: 100,00+1,98 pg/mL) ve CUPRAC yontemiyle (24 Saat 400 pg/ml
AgNP, Aps: 79,591+0,59 pg/mL) en yiiksek antioksidan aktiviteyi sergiledigi tespit
edilmistir. ABTS yontemine gore ise 24 Saat 100 pg/ml AgNP uygulamasinin (24 Saat 100
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pg/ml AgNP, 1Csp: 56,82+0,59 png/mL) kontrole 6rnekleri olan BHT ve a-TOC’e gore en
yakin aktiviteyi sergiledigi tespit edilmistir.

Bu sonuglar, Salvia pseudeuphratica Rech.f.'in antioksidan aktivite potansiyeli
hakkinda 6nemli bilgiler sunmaktadir. Ayrica, literatiirdeki diger calismalar da, Salvia
cinsine ait birgok tiiriin giiglii antioksidan aktiviteye sahip oldugunu géstermistir. Ornegin,
Sulniute ve ark. (2016) tarafindan yapilan analizler, Salvia cinsine dahil olan 10 farkl: tiiriin
onemli derecede antioksidan aktivite sergiledigini gostermektedir. Yine S. miltiorrhiza 'nin
antioksidan etkileri de dikkate degerdir. Bu bitki, oksidazlar1 inhibe etme, siiperoksit
dretimini azaltma, diisiik yogunluklu lipoproteinlerin oksidatif modifikasyonunu
engelleme ve mitokondriyal oksidatif stresi iyilestirme yoluyla ROT {iretimini azaltma
yetenegine sahiptir (Chang ve ark., 2016). Ayrica, S. miltiorrhiza 'nin gesitli antioksidan

enzimlerinin aktivitelerini arttirdig1 da belirtilmistir.

Salvia tiirlerinde bulunan fenolik bilesikler, 6zellikle rosmarinik asit, salvianolik
asit, sagekumarin ve sagerinik asit gibi, giiclii radikal siipiiriicii aktiviteleri nedeniyle
antioksidan etkilerle iliskilendirilmistir. Ornegin, S. lavandulaefolia esansiyel yaginda
bulunan monoterpenlerin, ROT iiretimini inhibe ettigi ve endojen antioksidan bilesiklerini
arttirdign goézlemlenmistir (Porres-Martinez ve ark., 2015). Ayrica, Salvia tiirlerinde
bulunan karnosik ve ursolik asidin de gii¢lii antioksidanlar oldugu belirtilmistir (Birtic ve

ark., 2015; Kashyap ve ark., 2016).

Bu baglamda, elde edilen sonuglar, Salvia pseudeuphratica Rech.f."in antioksidan
aktivitesinin diger Salvia tiirleriyle uyumlu bir sekilde potansiyel olarak antioksidan
Ozelliklere sahip oldugunu diisiindiirmektedir. Ancak silispansiyon kiiltiirlerinden elde
edilen ve AgNP uygulanan bu ekstrelerin antioksidan aktivitelerinin dogadan toplanan

diger Salvia tiirleri kadar giiclii derecede bir aktiviteye sahip olmadiklar1 belirlenmistir.

Hussain ve digerleri (2017) tarafindan ytiriitiilen ¢aligma, 40 nm boyutundaki altin
nanopartikiillerin (AuNP'ler) 3 pg/ml konsantrasyonunda Artemisia absinthum bitkisinde
(TFT) ve toplam TF1 ile antioksidan aktivitesinde artisa neden oldugunu rapor etmistir. Ayni
calismada Artemisia absinthium'un in vitro olarak ¢imlendirilmis fideleri lizerinde yapilan
denemelerde, 34 nm boyutundaki giimiis nanopartikiil (AgNP) uygulanan bitkilerin TFI,
TF1i ve antioksidan aktiviteyi arttirdig1 belirlenmistir. Benzer sekilde, calismamizda da 40
nm boyutundaki glimiis nanopartikiillerin (AgNP'ler) 400 pg/ml konsantrasyonunda
siispansiyon Kkiiltiirlerine uygulanmasi, ekstrelerin TFI ve TFI igerigi ile antioksidan

aktivitesinde artisa sebep olmustur.

Yine Salvia pseudeuphratica Rech.f’in de dahil oldugu Lamiaceae familyasina ait

bir bagka bitki olan Thymus lotocephalus lizerinde yapilan ¢aligmada, farkli elisitorlerin
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(maya ekstrakt1, salisilik asit ve AgNOs) TFI ve TFI’ de artisa neden oldugu belirlenmistir
(Gongalves ve ark., 2019). Bu bulgular, AgNP uygulamalarinin TFi ve TFI benzer sekilde
arttirmasinin yani sira, Thymus lotocephalus'ta RA miktarindaki artisa benzer bir sekilde,
sonuglarimizda Oleanolik asit miktarinda belirli seviyelere kadar bir artig gézlemlenmistir.
Bu paralellik, bitki ekstraktlarinda biyoaktif bilesen icerigini artirmak i¢in farkli uyarici

ajanlarin genis bir potansiyele sahip olabilecegini diisiindiirmektedir.

Elde edilen sonuglar, AgNP uygulamalarinin 6zellikle BChE enzim aktiviteleri
tizerinde belirgin etkiler yarattigini gostermektedir. BChE Aktivite Testi yoniiyle 6rnekler
icinde en yiiksek aktivitenin 24 Saat 400 pg/ml AgNP uygulamasinda elde edildigi
belirlenmistir. Ancak, Tirozinaz Enzim Aktivitesi, Elastaz Enzim Aktivitesi ve Kollajenaz
Enzim Aktivitesi lizerindeki etkiler incelendiginde, Orneklerin elastaz aktivitelerinin
bulunmadigi, AgNP uygulamalarinin ¢ogunun belirgin bir inhibisyon gosterdigi
goriilmektedir. Ozellikle, 400 pg/ml AgNP uygulamasinin 12, 24 ve 48 saatte kollajenaz

enzim aktivitesini belirgin sekilde artirdigi gézlemlenmistir.

Elde ettigimiz bulgulara gore, Salvia pseudeuphratica Rech.f.'in siispansiyon
kiiltiirlerinde uygulanan AgNP'lerin 6zellikle 24 saatlik bir siire icinde BChE Aktivite Testi
iizerinde belirgin bir etkisi oldugu tespit edilmistir. Ozellikle 24 saatlik siire iginde 400
pg/ml AgNP uygulamasinin, érnekler arasinda BChE aktivitesinde en yliksek artisa neden
oldugu ve diger uygulama zamanlar1 ve konsantrasyonlarina kiyasla énemli bir fark
gosterdigi  belirlenmistir. Bu durum, Salvia pseudeuphratica Rech.f.'in biyolojik
aktivitelerini diizenleyen AgNP uygulamalarinin, 6zellikle BChE {izerindeki etkisinin

zaman ve konsantrasyona bagli olarak degisebilecegini ortaya koymaktadir.

Elde ettigimiz bulgular, Salvia pseudeuphratica Rech.f.'in kolinerjik aktivite
tizerindeki olasi etkilerini degerlendirmek adina 6nemli bir katki saglamaktadir. Diger
caligmalar, S. fruticosa ve S. lavandulaefolia gibi tiirlerin ugucu yaglarinin AChE iizerinde
inhibe edici etkiler gosterdigini ortaya koymaktadir (Senol ve ark., 2011; Kennedy ve ark.,
2011). Ayn1 zamanda, S. officinalis'ten elde edilen fenolik diterpenlerin (7a-
methoxyrosmanol ve isorosmanol) AChE inhibisyonu sergiledigi ve diger Sa/via tiirlerinde
bulunan bilesenlerin (rozmarinik asit, karnosik asit, kersetin) de AChE aktivitesini inhibe

edebilecegi bildirilmistir (Sallam ve ark., 2016; Marcelo ve ark., 2013).

Ozellikle, S. miltiorrhiza 'dan elde edilen tansinonlarn hem AChE hem de BChE
aktivitesini inhibe ettigi rapor edilmistir (Zhou ve ark., 2011a; Xu ve ark., 2016). Bu
durum, Salvia tirlerinin potansiyel olarak nodrodejeneratif hastaliklarin tedavisinde

kullanilabilecek bilesenlere sahip olabilecegini diisiindiirmektedir.

Ayrica, Salvia pseudeuphratica Rech.f.'de AgNP uygulamalarinin BChE aktivitesi

tizerindeki etkisini ortaya koymasiyla bu degerli bitkinin potansiyel terapotik kullanim
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alanlarina isaret etmektedir. Bu baglamda elde ettigimiz sonuclar yukarida degindigimiz

diger Salvia tiirleri lizerinde yapilan ¢aligmalarla uyumlu goriinmektedir.

Calisma sonuglarimiz, siispansiyon Kkiiltiirlerine uygulanan farkli AgNP
konsantrasyonlarimin (100, 200, 400 ve 800 pg/ml) tirozinaz ve kollajenaz enzim
aktiviteleri iizerindeki etkilerini ortaya koymustur. AgNP uygulamalarmin g¢ogunun
ozellikle kollejenaz enzim aktiviteleri {izerinde belirgin bir inhibisyon gosterdigi
belirlenmistir. Ozellikle, 400 pug/ml AgNP uygulamasimin 12, 24 ve 48 saatte kollajenaz
enzim aktivitesini belirgin sekilde artirdigi goriilmiistiir. Diger yandan, higcbir AgNP
uygulamasinin elastaz enzim aktivitesini arttirmadigi daha dogrusu ekstrelerin elastaz
enzim aktivitesine sahip olmadigi belirlenmistir. Bu sonuglar, AgNP'lerin zaman ve
konsantrasyon bagimli olarak enzim aktivitelerini etkileyebilecegini diisiindiirmektedir.
Elde ettigimiz bu bulgular, Figueiredo ve ark. (2023) tarafindan Tribulus terrestris’ten
sentezlenerek elde edilen 31 nm capli AgNP'lerin antioksidan ve kollajenaz enzim
inhibisyon aktivitelerini desteklemekte ve bu calisma sonuglartyla benzer bir egilim
gostermektedir. Bu baglamda, bitkisel kaynakli AgNP'lerin biyosentezi, antioksidan ve

enzim inhibitdr potansiyeli agisindan dnemli bir alternatif olabilir.

Sinko ve ark. (2014), tarafindan yapilan ¢alisma, AgNP’lerin asetilkolinesteraz
(AChE) ve BChE iizerindeki etkilerini incelemis ve {i¢ farklit AgNP tiiriiniin ChE'leri
reversibl olarak inhibe ettigini gostermistir. Bu sonuglar, AgNP’lerin esteraz aktivitelerini
inhibe etme yeteneklerini desteklemekte olup, yapisal bozulmanin AgNP’ler tarafindan
AChE inhibisyonunda ortak bir mekanizma olabilecegine isaret etmektedir (Sinko ve ark.,

2014).

Calismamizda elde ettigimiz sonuglar, bitki kiiltiirlerindeki AgNP uygulamalarimin
belirgin BChE enzim aktivitesi modiilasyonuyla paralellik gostermektedir. Bu baglamda,
Li ve arkadaglar1 (2021) tarafindan yapilan ¢aligma, BChE inhibitdrlerinin tanimlanmast
icin kullanilan kapsamli bir tarama yaklasimiyla uyumluluk gostermektedir. Bulgularimiz,
Salvia pseudeuphratica Rech.f. hiicre siispansiyon kiiltiirlerinde AgNP uygulamalarinin,
ozellikle BChE aktivitesini diizenleme potansiyeline sahip g¢esitli bilesenleri

icerebilecegini diislindiirmektedir.

GC-MS/MS ile yapilan terpenoid analizi, AgNP uygulamalarinin bazi
terpenoidlerin miktarini etkiledigini gostermektedir. Oleanolik asit bakimindan 6zellikle
dikkat ¢ekicidir ki, bu asidin kontrol grubunda bulunmadig: ancak AgNP uygulamalarinin
¢ogunda artt1g1 gézlemlenmistir. Bu durum, AgNP’lerin bitki metabolizmasini etkileyerek
belirli terpenoidleri artirma potansiyeline sahip oldugunu gostermektedir. Tez kapsaminda

gergeklestirilen terpenoid analizi, AgNP uygulamalarinin bitki kiiltiirlerindeki terpenoid
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profiline 6nemli etkiler sagladigin1 gostermektedir. Bu sonugclar, bitki metabolizmasinin
AgNP’ler tarafindan modiile edilebilecegini ve 6zellikle oleanolik asit {iretiminde belirgin

degisikliklerin meydana geldigini gostermektedir.

Analiz sonuglaria gore, kontrol grubu dahil birgok 6rnekten farkli olarak, 24 Saat
400 pg/ml AgNP uygulamasinda oleanolik asit miktarinda belirgin bir artis
gozlemlenmistir. Bu durum, AgNPlerin bitki hiicrelerinde oleanolik asit sentezini
uyarabilecegini ve bu etkinin Ozellikle belirli konsantrasyon ve zamanlarda artig

gosterdigini diisindiirmektedir.

Ozellikle, 24 Saat 400 pg/ml AgNP uygulamasmin oleanolik asit miktarimi
3995,80 pg analit/g ekstrakt diizeyine ¢ikardigi gézlemlenmistir. Ancak, yiiksek AgNP
konsantrasyonlar1 (6rnegin, 800 pg/ml) ile yapilan uygulamalarin, oleanolik asit
miktarinda bir azalmaya neden oldugu belirlenmistir Bu durum, AgNP
konsantrasyonunun, bitki metabolizmasim1 belirli bir noktadan sonra olumsuz

etkileyebilecegini diisiindiirmektedir.

Cizelge 4.12'de oleanolik asit disinda arastirilan diger tiim terpenoidlerin higbir
ornekte tespit edilemedigi goriilmektedir. Bu durum, AgNP uygulamalarinin bitki
hiicrelerinde spesifik terpenoidlerin tiretimini tetikleyebilecegini veya inhibe edebilecegini
diistindiirmektedir. Zira, AgNP uygulamalarinin bitki hiicrelerinde ikincil metabolitlerin
veya spesifik terpenoidlerin iiretimi {izerindeki etkileri degisebilir ve AgNP
konsantrasyonu, maruz kalma siiresi ve ilgili spesifik bitki tiirleri dahil olmak iizere ¢esitli
faktorlere bagh olabilir ve bulgular bu baglamda deneysel kosullara ve galisilan biyolojik

sistemlere gore farklilik gosterebilir.

Bazi ¢aligmalar AgNP'lerin bitkilerde terpenoidler de dahil olmak {izere ikincil
metabolit iiretimini etkileyebilecegini 6ne siirmektedir (Magbool ve ark., 2023, Solanki ve
ark., 2023). AgNP uygulamalar1 bazi durumlarda ikincil metabolitlerin sentezinde artisla
iligkilendirilirken bazi durumlarda ise azalmaya yol acabilmektedir (Mahajan ve ark.,
2022; Laha ve ark., 2023). Bu durum doza bagimlidir, yani AgNP'lerin farkli

konsantrasyonlar farkl etkiler ortaya ¢ikarabilir.

Bu baglamda NP uygulamalarinin terpenoid iiretimi {izerindeki etkisini anlamak
i¢in bitki tiirlerini, kullanilan NP konsantrasyonunu, maruz kalma siiresini ve analiz i¢in
kullanilan yontemleri dikkate almak onemlidir (Nourozi ve ark., 2019). AgNP’lerin
bitkilerin biyokimyasal yolaklarindaki varligi ve etkisi karmagiktir ve ¢esitli sinyal
mekanizmalarini igerebilir (Rasheed ve ark., 2002). Calismamizda Oleanolik asit disinda
arastirilan diger tim terpenoidlerin hicbir 6rnekte tespit edilememesinin ardinda bu

etmenlerin yer aldig1 diisiiniilebilir.
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Sekil 4.5'te sunulan kromotogram, 24 Saat 400 pg/ml AgNP uygulamasina ait ve 6zellikle
Oleanolik asit, 1-Campesterol-TMS, 2-Stigmasterol-TMS ve 3-B-sitosterol-TMS
bilesenlerini icermektedir. Bu bilesenlerin bitki ekstrelerdeki degisen miktarlari, AgNP

uygulamasinin oleanolik asit ve sterol profiline etki ettigini géstermektedir.

Sonug olarak, bu bulgular, AgNP'lerin bitki metabolizmasini 6zel bir sekilde
modiile ederek terpenoid ve sterol iiretimini etkileyebilecegini gdstermektedir. Ancak, bu
etkilerin AgNP konsantrasyonu ve uygulama siiresine bagli olarak degisebilecegini
belirtmek onemlidir. Calismamizin genel sonuglari, AgNP’lerin Salvia pseudeuphratica
Rech.f. slispansiyon kiiltiirlerinde ikincil metabolitlerin {iretimi iizerinde olumlu bir etkisi
oldugunu desteklemektedir, bu da literatiirle uyumludur. Bu baglamda ilk kez bu tez
kapsaminda tehlike altindaki lokal endemik bir tiir olan Salvia pseudeuphratica bitkisinin
tohumlarindan itibaren biyoteknolojik yollarla (hiicre siispansiyon kiiltiirleri) iiretilen
aksenik eksplantlara ait ekstrelerin biyolojik aktiviteleri arastirilmis, farkli zaman ve
konsantrasyonlarda siispansiyon kiiltiirlerine uygulanan AgNP’lerinin biyolojik aktivite
tizerinde 6nemli etkileri oldugu tespit edilmistir. Bu asamada, tez sonuglarimiz, AgNP
miktar1 ve uygulama zamaninin 6zenle optimize edilmesinin, Salvia pseudeuphratica
Rech.f. siispansiyon kiiltiirlerinde terpenoid ve sterol igerigini artirmak agisindan énemli

oldugunu vurgulamaktadir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu caligma, bitki doku kiiltiirlerinin tarima dayal1 endiistride katma degeri yiiksek
tiriinlerin iiretimine olanak taniyan énemli bir ileri teknoloji uygulamasi oldugunu bir kez
daha ortaya koymaktadir. Bitki doku kiiltiirleri, 30000'den fazla biyoaktif kimyasalin
iiretimini miimkiin kilmastyla tarim sektorii i¢in biiyiikk bir potansiyele sahiptir. Ancak,
endiistriyel oOlgekli tretimde hiicrelerin mekanik dayanikliligit 6nemli bir engel
olusturmaktadir. Bu zorlugun iistesinden gelmek icin genetik uyarlamalarla mekanik
dayanikliligi artirilmig hiicre kiiltiirlerinin gelistirilmesi, iiretim maliyetlerini diisiirebilir.

Ozellikle, bitki doku kiiltiirlerinin mikroorganizma kiiltiirlerinden daha hassas
olmasi nedeniyle fermentor tasariminda Onemli hassasiyetlerin géz Oniine alinmast
gerekmektedir. Bu alandaki gelecekteki calismalar, oksijen transferi, mekanik karigtirma
ve havalandirmada bitki doku kiiltiirlerinin 6zel ihtiyaclarin1 ele alan daha hassas
fermentor tasarimlarini igermelidir. Laboratuvar o6l¢eginde elde edilen basarilarin
endiistriyel dlgege tasinmasi, biiyiik capli liretim igin uygun yontemlerin gelistirilmesini
gerektirmektedir. Bu baglamda, bitki doku kiiltiirlerinden elde edilen biyoaktif
kimyasallarin hiicre iginde Uretildigi ancak kiiltiirin {iretim potansiyelini etkilemeden
salgilanmasini saglayacak yontemlerin gelistirilmesi 6nemlidir.

Bu c¢alisma, ozellikle S. pseudeuphratica tiriinden izole edilen biyoaktif
bilesiklerin farmakolojik aktivitelerini degerlendirerek, bitki biyoteknolojisinin ve koruma
biyolojisinin 6nemli bir bileseni olarak potansiyelini vurgulamaktadir. Endemik bir tiir
olan §. pseudeuphratica, dogal habitatlarinin korunmasi agisindan kritik bir 6neme
sahiptir. Bu nedenle, biyoteknolojik uygulamalarla bu tiiriin korunmasina ve siirdiiriilebilir
kullanimina yonelik daha fazla arastirmaya ihtiyag¢ vardir.

Sonug olarak, bu tez, Salvia pseudeuphraticanin hiicre slispansiyon kiiltiirlerinin
olusturulmasi ve nanopartikiil uygulamalarmin bitkinin biyoaktif bilesikleri ilizerindeki
etkilerinin degerlendirilmesi agisindan 6nemli bir adimi temsil etmektedir. Bu elde edilen
veriler, endemik tiirlerin korunmasi, biyoaktif bilesiklerin iiretimi ve bitki
biyoteknolojisinin gelistirilmesi konularinda bilimsel ve uygulamali ¢aligmalara ilham
verebilir. Bu c¢aligma, biyogesitliligin korunmasi ve degerli bitki kaynaklarinin

stirdiiriilebilir sekilde kullanilmas1 agisindan da 6nemli bir katki saglamaktadir.
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