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SIMGE VE KISALTMA LiSTESI

Simgeler Aciklama

g : Gram

mg : Miligram

ng : Mikrogram

L - Litre

pL : Mikrolitre

°C : Santigrad Derece

h : Saat

dk : Dakika

Kisaltmalar Aciklama

MeJa : Metil Jasmonat

Phe : Fenilalanin

KIiN : Kinetin

BAP : 6-benzilamino piirin

2,4-D : 2,4- dikloro fenoksi asetik asit
HPLC - Yiiksek Basingli S1vi Kromatografisi
FDA : Food and Drug Administration
NSCLC : Kiiciik Hiicreli Olmayan Akciger Kanseri
GD : Genetigi Degistirilmis

ppm . Parts per Million

uv . Ultraviyole

Cor : Koronatin

MS : Murashige & Skoog Besiyeri
T.E. : Tespit Edilemedi

U : Ultrasonikasyon

SA - Salisilik Asit

rpm : Dakikadaki Devir Sayis1
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YUKSEK LiSANS TEZi

ANTIKANSER TAKSANLARIN FINDIK (Corylus avellana) HUCRE
KULTURLERINDE BIiYOTEKNOLOJIK URETIMI

flayda GOKTEPE

istanbul Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali

Danmisman : Prof. Dr. Sule ARI

Paklitaksel, 1971 yilinda Taxus brevifolia (Porsuk agac1) kabugundan izole edilmis ve Taxol®
ticari adi altinda anti kanser ila¢ olarak kullanimi FDA tarafindan onaylanmis 6nemli bir
terapotiktir. Taxol® (Paklitaksel), giiniimiizde ¢esitli tipteki tiimorlerin tedavisinde basarili bir
bicimde kullanilmaktadir. Paklitaksel, diterpen alkoloid grubu bir sekonder metabolittir.
Sekonder metabolitler genel olarak bitkilerin stres faktorleriyle miicadele etmelerinde goérevli
diisiik molekiil agirlikli bilesiklerdir. Sekonder metabolitlerin iiretim ve saflastirilmasi zorlu ve
karmasik siirecler gerektirir. Paklitaksel ekstraksiyonunun verimli bir protokol ile
gerceklestirilebilmesi ig¢in bircok yontem denenmistir. Kimyasal sentez, yari sentez,
metabolizma miihendisligi, bitki doku kiiltiirii tekniklerinin kullanilmasi bu yontemlerin en
onemlileridir. Taxol® firetiminde halen kullanilmakta olan yontem, Taxus tiirlerinin hiicre
kiiltiirleri ile iretimdir. Uretim hizinin artirilmasi, verimin yiikseltilmesi, paklitaksel
onciillerinin liretimi ve istenmeyen yan iiriin olusumunun ortadan kaldirilmasi gibi amaglar igin
alternatif bitkilerin kiiltiir sistemlerinin kurulmasi biiyiik umut vadetmektedir. Findik (Corylus
avellana) Tirkiye’de biiyiik miktarlarda tiretimi ve ihracati yapilan, besin degeri nedeniyle
insan diyeti i¢in olduk¢a 6nemli bir bitkidir. Ekonomik 6neminin yani sira, findigin paklitaksel
tiirevi taksanlari iiretebildigi gosterilmistir.

Bu tez calismasi kapsaminda iilkemizde yetistirilen 5 farkli ¢esit (Tombul, Sivri, Cakildak,

Palaz, Kalinkara) ve 2 farkli genotipteki (Ham ve Sivri Yagl) findigin bitki doku kdltiirii
sistemleri kullanilarak taksan tiirevi antikanser maddelerin (paklitaksel, bakkatin III, 10-
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deasetil bakkatin III ve sefalomannin) biyoteknolojik iiretimine yonelik potansiyellerinin
arastirtlmasi hedeflenmistir. Bu hedef dogrultusunda tiim findik ¢esit ve genotiplerinde kallus
kiiltiirleri, Tombul ve Kalinkara findiklarda da hiicre silispansiyon Kkiiltiirleri basariyla
kurulmustur. Hiicre siispansiyon kiiltiirlerinde taksan tiirevi antikanser maddelerin tiretiminin
artirtlmas1 amaciyla hiicre siispansiyon kiiltiirlerine Metil Jasmonat (MeJa) ve Fenil alanin
(Phe) ile elisitasyon uygulamasi yapilmistir. Elisite edilen kiiltiirlerde bulunan toplam ve hiicre
disina salinan paklitaksel, bakkatin III, 10-deasetil bakkatin III ve sefalomannin miktarlari
HPLC ile analiz edilmistir.

Kallus kiiltiirlerinin kurulmasi amaciyla MS besiyerine eklenen 2 mg/L 2,4-D + 0,4 mg/L KIN,
2 mg/lL 24-D + 1,6 mg/L KIN ve 2 mg/L 2,4-D+ 02 mg/L BAP bitki biiyiime
diizenleyicilerinden kallus kiltlirleri olusturmada tiim findik tiplerinde en etkili olan
kombinasyonun 2 mg/L 2,4-D+ 0,2 mg/L BAP oldugu (Sivri Yagl- %50, Ham- %46, Tombul-
%36, Sivri- %26, Cakildak- %40, Palaz-%40 ve Kalinkara- %36) belirlendi. Hiicre sayimi, yas
ve kuru agirlik olgiimleri yapilarak Kalinkara ve Tombul findik ¢esitlerine ait hiicre
slispansiyon kiiltiirlerinin hiicre iireme grafikleri olusturuldu. Bu sonuglara dayanilarak MeJa
(100 uM) ve Phe (3 uM) elisitdrlerinin uygulanmasi i¢in hiicrelerin logaritmik iireme fazinin
ortasinda olduklar1 kiiltiirlemenin 17. giinii belirlendi. Hiicre silispansiyon Kkiiltiirlerinden
tiremenin durdugu kiiltiirlemenin 30. giinde toplam ve hiicre disina salinan taksanlarin
ekstraksiyonu gergeklestirildi. Elde edilen ekstraktlardan taksan tiirevi diterpen alkoloidlerden
10-deasetil bakkatin 111, bakkatin 111, sefalomannin ve paklitaksel molekiillerinin HPLC ile
kalitatif ve kantitatif analizleri yapildi. Tombul findikta toplam bulunan paklitaksel miktarinmn
kontrol grubuna (3,81 + 0,30 ug/g) gére 100 uM Mela ve 3 uM Phe uygulanmus kiiltiirlerde
sirastyla %42,5 (5,43 + 0,31 pg/g) ve %56,1 (5,95 + 0,17 pg/g) oraninda arttig: belirlenmistir.
Benzer sekilde Tombul findikta hiicre disina salinan bakkatin ITI miktar1 kontrol grubuna (19,65
+ 0,17 pg/g) gore 100 uM MelJa uygulanmis ve 3 uM Phe uygulanmis kiiltiirlerde sirasiyla
%43,6 (28,23 = 1,54 ng/g), ve %78,3 (35,05 + 0,74 pg/g) artmistir. Yine Tombul findikta hiicre
disina salman sefalomannin miktar1 kontrol grubuna (2,13 + 0,03 pg/g) gore 100 pM Mela
uygulanmis ve 3 uM Phe uygulanmus kiiltiirlerde sirasiyla %26,2 (2,69 + 0,14 pg/g) ve %27,2
(2,71+0,13 pg/g,) artmustir. Kalinkara findikta ise hiicre digina salinan 10- DAP miktar1 kontrol
grubuna (41,71 £ 0,15 pg/g) gore 100 uM MeJa uygulanmus kiiltiirde %9,8 (45,83 + 1,49 ug/g)
artis gostermistir. Bu sonuglara gore Tombul findik antikanser taksan tiirevlerinin hiicre
siispansiyon kiiltiirlerinde iiretimi bakimindan Kalinkara findiga gore daha iyi sonuglar
vermistir. Yapilan elisitasyon uygulamalari sonucunda Tombul findikta toplam paklitaksel,
hiicre disina salgilanan bakkatin III ve sefalomannin iiretimlerindeki artis oranlarinin Kalinkara
findiga gore daha yiiksek oldugu bulunmustur.

Bu tez ¢alismasi ile Tiirkiye’de yetisen findik ¢esitlerinin ilk kez kallus ve sekonder metabolit
tiretimi amaciyla hiicre siispansiyon kiiltiirleri kurulmustur. Bunun yani sira, yapilan elisitasyon
caligmalar1 sonucunda kemoterapinin ilk asamasinda yaygin olarak kullanilan Taxol® ilacinin
hammaddesi olan paklitaksel molekiiliiniin Tiirkiye’de yetisen Tombul findik (Corylus
avellana) bitkilerine ait hiicre kiiltiirlerinde tiretilebildigi gosterilmistir. Yapilan elisitasyonlar
ile hiicre siispansiyon kiiltiirleri kurulan findik ¢esitlerinde paklitaksel ve onun onciilleri olan
diger taksan tirevi maddelerin iretimleri de arttirilmistir. Bu tez ¢alismasi, iilkemiz
topraklarinda yetisen findik cesitlerinin, paklitaksel ve paklitakselin kimyasal sentezinde
kullanilan onciillerden bakkatin 111 ve sefalomanninin iretiminde bir alternatif olarak
degerlendirilebilecegini gostermektedir.

Temmuz 2020, 91 sayfa.
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SUMMARY

M.Sc. THESIS

BIOTECHNOLOGICALLY PRODUCTION OF ANTICANCER TAXANES
IN HAZELNUT (CORYLUS AVELLANA) CELL CULTURES

Ilayda GOKTEPE

Istanbul University
Institute of Graduate Studies in Sciences

Department of Molecular Biology and Genetics

Supervisor : Prof. Dr. Sule ARI

Paclitaxel is an important therapeutic that was obtained in Taxus brevifolia (Yew tree) barks in
1971, and the FDA approved it, which is under the brand name Taxol® for use as an anticancer
drug. Taxol® (Paclitaxel) is used for the treatment of various types of cancer with success.
Paclitaxel is a secondary metabolite belonging to diterpene alkaloid. Secondary metabolites are
generally low molecular weight compounds that are responsible for combating stress factors in
plants. Production and purification of secondary metabolites require hard and complex
processes. Many methods have been tried to perform paclitaxel extraction with an efficient
protocol. The most important of these methods are chemical synthesis, semi-synthesis,
metabolism engineering, use of plant tissue culture techniques. The method currently used in
Taxol® production is cell cultures of Taxus species. However establishment of culture systems
of alternative plants promises great hope for purposes like increasing the production speed,
increasing efficiency, production of paclitaxel precursors and eliminating unwanted byproduct
formation. Hazelnut (Corylus avellana) being produced and exported of high quantities in
Turkey is an important plant also due to its nutritional value for the human diet. As well as its
economic importance, it has been shown that hazelnut produces paclitaxel-derived taxanes.
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In this thesis, it was aimed to investigate the potentials intended biotechnological production of
taxane-derived anticancer substances (paclitaxel, baccatin Il1, 10-deacetlylbaccatin 111, and
cephalomannine) by using plant tissue culture systems of five different varieties (Tombul, Sivri,
Cakildak, Palaz, Kalinkara) and two different genotypes (Ham ve Sivri Yagli) of hazelnut
grown in our country. For this purpose, callus cultures in all hazelnut varieties and genotypes,
and cell suspension cultures in Tombul and Kalinkara hazelnuts have been successfully
established. In order to increase the production of taxane-derived anticancer agents in cell
suspension cultures, elicitation was applied to cell suspension cultures with Methyl Jasmonate
(MeJa) and Phenylalanine (Phe). In cultures applied elicitation, the amounts of paclitaxel,
baccatin 111, 10-deacetylbaccatin 1ll and cephalomannine that were released total and
extracellular were analyzed by HPLC.

2 mg/L 2,4-D+ 0,2 mg/L BAP was determined to be the most effective combination in all
hazelnut types (Sivri Yagli- 50%, Ham- 46%, Tombul- 36%, Sivri- 26%, Cakildak- 40%, Palaz-
40% ve Kalinkara- 36%) of plant growth regulators (2 mg/L 2,4-D + 0,4 mg/L KIN, 2 mg/L
2,4-D + 1,6 mg/L KIN ve 2 mg/L 2,4-D+ 0,2 mg/L BAP) added to MS medium for the
establishment of callus cultures. The growth curve of the cell suspension cultures belonged to
Kalinkara and Tombul hazelnut types were made by counting the number of cells and
measuring wet and dry weight. Based on these results, the 17" day of cultivation was
determined as the middle of the logarithmic growth phase of the cells for the application of
MeJa (100 uM) and Phe (3 uM) elicitors. The extraction of taxanes released into the total and
extracellular medium was performed on the 30" day of cultivation that growth in cell
suspension cultures stopped. From obtained extracts, qualitative and quantitative analysis of
10-deacetylbaccatin 111, baccatin Ill, cephalomannine and paclitaxel molecules, which are
taxane-derived diterpene alkaloids, were performed by HPLC. Hazelnut cell suspension culture
types in which the amount of paclitaxel, baccatin 111, cephalomannine and 10-DAP, which are
taxane-derived substances analyzed in this thesis study, are successfully increased by elicitation
application are given below. The amount of total paclitaxel contained in Tombul hazelnuts was
determined to increase at the rate of 42,5% (5,43 + 0,31 pg/g) and 56,1% (5,95 + 0,17 pg/g) in
cultures treated with respectively 100 uM MelJa and 3 uM Phe compared to control group (3,81
+ 0,30 pg/g). Similarly, the amount of baccatin III that was released into the extracellular
medium in Tombul hazelnut was increased by 43,6% (28,23 + 1,54 pg/g) and 78.3% (35,05 +
0,74 ng/g) in cultures treated with respectively 100 uM MelJa and 3 uM Phe compared to control
group (19,65 + 0,17 npg/g). The amount of cephalomannine that was released into the
extracellular medium in Tombul hazelnut was increased by 26,2% (2,69 + 0,14 pg/g) and 27,2%
(2,71 £ 0,13 pg/g) in cultures treated with respectively 100 uM MeJa and 3 uM Phe compared
to control group (2,13 + 0,03 pg/g). The amount of 10- DAP that was released into the
extracellular medium in Kalinkara hazelnut was increased by 9,8 % (45,83 + 1,49 pg/g) in
cultures treated with 100 pM MeJa compared to control group (41,71 + 0,15 pg/g). According
to these results, Tombul hazelnut gave better results in terms of the production of anticancer
taxane derivatives in cell suspension cultures than Kalinkara hazelnut. As a result of elicitation
applications made, the rate of increase in the production of paclitaxel contained in intracellular
and baccatin I11, cephalomannine released into extracellular medium was found to be higher in
Tombul hazelnut than in Kalinkara hazelnut.

In this thesis, callus cultures and cell suspension cultures of hazelnut types grown in Turkey
were established for the first time for the production of secondary metabolites. Besides,
Paclitaxel molecule, the raw material of Taxol® drug that is used widely as a primary
chemotherapeutic drug, has been shown to be produced in cell cultures of Tombul hazelnut
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(Corylus avellana) plant grown in Turkey. The production of paclitaxel and other precursors of
taxane-derived substances were increased by elicitations made in cell suspension cultures of
hazelnut types. This thesis suggests that it can be considered as an alternative in the production
of paclitaxel and baccatin Ill, cephalomannine, precursors used in chemical synthesis of
paclitaxel, of hazelnut types grown in our country.
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1. GIRIS

Kanser genel bir tanim olarak hiicrelerin kontrollii boliinme yeteneklerini yitirerek
olusturduklar1 diizensiz hiicre kitleleridir. Kanserlesen hiicreler diger hiicrelerden farkli olarak
boliinmeyi kontrol altinda tutan sinyal yolaklarindaki islev bozukluklar1 nedeniyle devamli
olarak bdoliinmenin uyarilmasini saglayan sinyallerle tetiklenir. Hem genetik hem gevresel
birgok faktore bagli olan kanser diinyada kalp hastaliklarindan sonra en fazla karsilasilan
hastaliktir (WHO, 2019). Farkli kaynaklardan tiirevlenen bir¢ok kanser tipi vardir ve hastalik
kisilerde farkli seyredebilir. Bu nedenle de olduk¢a zor ve uzun bir tedavi siireci
gerektirmektedir. Hiicre boliinmesi siireclerinin dogru islemesi hiicrelerin yagsam dongiisii ve
organizmanin sagligi a¢isindan kritik 6neme sahiptir. Boliinme sirasinda olusabilecek herhangi
bir hata durumunda hiicrede béliinmenin diizenlenmesinden sorumlu mitotik kontrol noktalar:

boliinmenin devam etmesine engel olur ve siireci duraklatir (Clarke ve Gimanez, 2000).

Glintimiizde kanser tedavisinde bir¢cok yaklasim kullanilmaktadir. Bunlardan en yaygin olani
kemoterapi tedavileridir. Kemoterapi hastaya tiimoriin hasara ugratilarak bu hiicrelerin
cogalmalarini engelleyecek birtakim anti kanser ilaglarin verilmesidir (Furue, 2003). Ge¢misten
giiniimiize artan hasta sayisi ve var olan kemoterapdtiklerin istenmeyen yan etkileri bilim
insanlar1 yeni anti kanser ilaglarin arastirilmasina yoneltmistir. Bu amagla 1960 ve 1981
yillar1 arasinda Amerikan Ulusal Kanser Enstitlisii (NCI) ve Amerikan Tarim Departmani
(USDA) is birligi ile anti kanser aktiviteye sahip bitkisel igeriklerin elde edilmesi i¢in bir bitki
tarama programi baslatilmistir. Bu program kapsaminda 1964 yilinda Taxus brevifolia (Pasifik
Porsuk Agaci) kabuklarindan elde edilen ekstraktlarin sitotoksik aktiviteye sahip oldugu
bildirilmistir (Wani ve dig.,1971). Paklitaksel olarak adlandirilan bu madde NCI ilag gelistirme
programina dahil edilmistir. 1992 yilinda FDA (Food and Drug Administration) etken maddesi
paklitaksel olan Taxol® ilacinin yumurtalik kanseri tedavisinde kullanimina onay vermistir. Bu
onayl 1994 yilinda meme kanseri ve 1999 yilinda kii¢iik hiicreli olmayan akciger kanseri
(NSCLC) onaylar takip etmistir (Weaver ve Bement, 2014).

Paklitaksel mikrotiibiilleri olusturan o ve [-tiibiilin heterodimerlerinin polimerizasyonunu
desteyerek mikrotiibiil ayrismasint engeller. Mitoz boliinme geciren kardes kromatidler ig

mikrotiibiillerine DN A ’nin sentromerik bolgelerinden baglanir. Mikrotiibiillere stabil baglanma



yapmamis kinetokorlar mitotik ilerlemeyi geciktiren sinyal iletim yolaklarin1 aktive eder.
Paklitaksel varliginda polimerize olmus mikrotiibiiller hiicre béliinmesinin siirmesini engeller.
Mitotik kontrol noktas1 mitozda kromozomlarin ayrilmasini kontrol ederek bu saglanana kadar
boliinmesini stirmesini engeller. Paklitaksel kaynakli mitotik tutuklama, mitotik kontrol

noktasinin aktivasyonu nedeniyle olusur (Weaver ve Bement, 2014).

Taxol® bir¢ok kanser tipinin tedavisinde etkili bir bicimde kullanimu ile biiyiik bir pazar payimna
sahip olmustur. Bununla birlikte, paklitakselin dogrudan T. brevifolia kabuklarindan
ekstraksiyonu ¢ok maliyetli ve verimsiz bir siiregtir. Bu nedenle paklitaksel ekstraksiyonuna
alternatif yontemler gelistirilmesi icin g¢aligmalar baslatilmigtir. Taxus hiicre kiiltlirleri
kullanilarak Taxol® énciillerinin iiretilmesi ile yar1 sentez yontemi hali hazirda Taxol® iiretimi

icin kullanilan temel yontemdir.

Hoffman ve dig. (1998)’nin yapmis oldugu g¢alismada Findik (Corylus avellana) bitkisi
hiicrelerinden elde edilen ekstraktlarda paklitaksel ve tlirevi anti kanser molekiillerin varligi
saptanmustir. Findik hiicrelerinin in vitro laboratuvar kosullarinda tiretiminin Taxus tiirlerine
gdre 6nemli avantajlarinin olmasi paklitaksel iiretiminde findik bitkisinin kullanilmasina dikkat
cekmektedir. Tiirkiye diinya findik tiretiminde %70 gibi biiylik bir oranla ilk sirada gelmektedir.
Proteinler, vitamin ve mineraller gibi temel besin kaynaklarinin yani sira paklitaksel ve tiirevleri
gibi 6nemli ilag hammaddeleri barindirmasi bitkinin degerini arttirmaktadir (FAO, 2019;
Kutlutiirk, 2019).

Bu tez calismasi kapsaminda Tiirkiye’de yetisen 5 farkli ¢esit (Tombul, Sivri, Cakildak, Palaz
ve Kalinkara) ve 2 farkli genotipte (Sivri Yagli ve Ham) findiklarda paklitaksel ve tiirevleri
molekiillerin (10-deasetil bakkatin 111, bakkatin 111, sefalomannin ve paklitaksel) iiretimlerinin
arttirllmas1 amaciyla hiicre kiiltiirleri kurulmustur. Kurulan hiicre kiiltiirlerinde elisitasyon
uygulamalari yapilmis ve bu kiiltiirlerde tespit edilen anti kanser aktiviteye sahip molekiillerin

miktarlar1t HPLC analizi ile belirlenmistir.

Elde edilen bulgulara gore paklitaksel ve tiirevi molekiillerin miktarlar1 Taxus hiicre
kiiltiirlerinde tespit edilen kadar yiiksek olmamasina karsin, findik bitkisinin iiretim ve
kiiltiirleme siirelerinde giiniimiizde Taxol® iretiminde kullanilan Taxus hiicre kiiltiirlerine gore
istiin 6zelliklerinin oldugunu goriilmektedir. Yapilacak ileri optimizasyon c¢alismalari ile

Tiirkiye’de yetisen findiklara ait hiicre kiiltiirlerinde paklitaksel ve tiirevi molekiillerin



tiretimleri arttirilabilece@i ve bu kiiltiirlerin gelecekte Taxol® ve tiirevi ilaglarin yeni bir

stirdiiriilebilir hammadde kaynagi olarak kullanilabilecegi diisiiniilmektedir.



2. GENEL KISIMLAR

2.1 BiTKIi DOKU KULTURU

Bitki doku kiiltiirii teknikleri; aseptik sartlarda, laboratuvar kosullarinda tam bir bitki ya da
bitkisel kisimlar kullanilarak yeni bir bitki ya da bitkisel kisimlarin elde edilmesine olanak
veren tekniklerdir. Bir hiicreden uygun sartlar altinda biitiin organizmanin tiretilebilmesi olarak

tanimlanan totipotensi Ozelligi, bitki doku kiiltiirii tekniklerinin temelini olusturmaktadir

(Babaoglu ve dig., 2001).

20. Yiizyilin baglarinda Haberlandt tarafindan ilk hiicre kiiltiirlerinin kullanilmasindan beri bu
tip kiiltiirler bitkisel arastirmalarin temelini olusturmaktadir (Haberlandt, 1902). 1900 lii y1illarin
sonlarinda ise ¢ozeltiler icerisinde bitkilerin yetistirilmesi ¢aligsmalari, biitlin bir bitkinin veya
belirli bitkisel kisimlarin laboratuvar ortaminda iiretilebilmesi fikrini dogurmustur. Sekil 2.1 de

bitki doku kiiltiirii teknikleri ile ilgili 5nemli galismalarin tarihsel gelisimi verilmistir (Babaoglu

ve dig., 2001).
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Sekil 2.1: Bitki doku kiiltiirii teknikleri ile ilgili 6nemli ¢aligmalar (Kutlutiirk,2019).



In vitro kiiltiirler; mevsimsel, cografi ve azalan yabani bitki popiilasyonunun neden oldugu
kisitlamalardan bagimsiz olduklarindan saglam tedarik zincirlerinin olusturulmasina, ekoloji ve
bitki ¢esitliliginin kayb1 sorunlarinin 6niine gegilmesine yardimei olmaktadir. Bu teknoloji ile
tarimsal tiretimin neden oldugu degerli su kaynaklarinin gereksinimi de azaltabilmektedir.
Ayrica, bitki doku kiiltiirleri ile tiretilen dogal iriinlerin ticarilesmesi, genetigi degistirilmis

(GD) olarak siniflandirilmadigindan toplum tarafindan kabul edilmesi de kolaydir.

Bitki hiicre kiiltiirleri ilag, gida ve kozmetik vb. endiistrilerinde kullanilan bitkisel dogal
molekiillerin sentezi igin dnemli kaynaklardir. Ayn1 zamanda hastaliksiz bitki iiretimi ve nadir
genotiplerin hizli {iretilmesi ¢aligmalarinda da kullanilmaktadir. In vitro bitki biliminin
gelismesi, bitki hiicrelerinin terap6tik molekiillerin iiretiminde kullanilabilmesi bakimindan da
onemlidir (Bhatia and Bera, 2015). Bu yaklasim 6zellikle karmagik yapili dogal molekiillerin
tiretimlerinde ilag endiistrisi i¢in olduk¢a 6nem tasimaktadir (Villarreal ve dig., 2016; Espinosa-
Leal ve dig., 2018). Ornegin bir deniz yosunu olan Sargassum incisifoliumdan izole edilen
sekonder metabolitler Crohn hastalig1 ve iilserat kolit gibi inflamatuar bagirsak hastaliklarinda,
Artemisia annua bitkisinden ekstrakte edilen artemisin sitma tedavisinde, Celastraceae
tirlerinden elde edilen pristimerin ve tingenon mikrobiyal enfeksiyon tedavilerinde
kullanilmaktadir (Seca ve Pinto, 2019).

2.1.1 Kallus Kiiltiiri

Cok hiicreli organizmalarda hiicreler, zigot olusumundan kisa bir siire sonra belirli bir islev
kazanmak iizere 6zellesmeye baglar. Dollenmenin ardindan farklilagmanin baglangicina kadar
gecen siirede her bir hiicre biitiin bir organizmay1 olusturabilme yetenegine sahiptir. Bu 6zellik
totipotensi olarak tanimlanmaktadir (Lodish ve dig., 2011). Baz1 organizmalarda meydana
gelen bu farklilagsmanin geri doniisiimii miimkiindiir. Dediferansiasyon olarak adlandirilan bu
durumda hiicreler yeniden totipotensi Ozelliklerini kazanabilirler. Bitkilerde kalluslar
dediferansisayon ile biitiin bir organizmay1 olusturabilme yetenegi kazanmis hiicreler
barindiran kitlelerdir (Mitalipov ve Wolf, 2009). Kallus, ana bitkiden ayrilmis ancak aktif
boliinme yetenegini kaybetmemis bitkisel doku parcalarinin uygun besiyeri ortaminda
tiretilmesi ile meydana gelen farklilasmamis, diizensiz hiicre kitleleridir (Babaoglu ve dig.,
2001). Bu heterojen yapidaki hiicre kitleleri yaralanan bitkisel dokular ya da Agrobacterium
tumefaciens benzeri patojenlere kars1 doku onarici bir cevap olarak meydana gelir (Giiven ve
Giirsul, 2014).



Yaralama yolu ile mekanik hasar vermek ve eksplantlarin kallus olusumunu uyarici bitki
bliylime diizenleyicileri iceren besiyerlerine ekilmesi kallus kiiltiirii olusturmak i¢in etkili
yontemlerden bazilaridir (ikeuchi ve dig., 2013). Kalluslar, yapilarinda bulundurduklari
farklilagmamis hiicreler nedeniyle birgok kiiltiir i¢in baslangic materyali olarak kullanilabilir.

Hiicre siispansiyon kiiltiirleri i¢in de kalluslar olduk¢a uygun bir kaynaktir.
2.1.2 Hiicre Siispansiyon Kiiltiirii

Hiicre siispansiyon kiiltiirleri hiicre gruplarinin sivi besiyerleri igerisinde dagilmasi ile
tiretilmesine olanak veren bitki doku kiiltiirii teknigidir. Bu ¢esit kiiltiirlerde hiicrelerin bir araya
gelerek kiimelesmesini onlemek amaciyla kiiltiir bir ¢calkalayict ortaminda inkiibe edilir. Hiicre
stispansiyon kiiltiirleri ilk agsamada kiiltiire alinacak bitkinin uygun bir parcasiyla kurulabilir.
Baslangi¢ materyali olarak kallus kiiltiirlerinin kullanilmasi ise dogrudan ana bitkinin
kullanilmasma gore daha avantajlidir. Bunun nedeni, laboratuvar kosullarinda iiretilen
kalluslarin yapilarinin ana bitkiye gore in vitro ortama ve sivi kiiltiir kosullarina daha iyi uyum
saglayabilmesidir. Ayn1 zamanda kalluslar sivi besiyerinde ana bitki eksplantina gére daha iyi
bir dagilim gdstereceginden, elde edilecek hiicre siispansiyon kiiltiirii daha homojen bir yapida
olmaktadir. Bitki hiicrelerinde biiylime, hiicrelerin sayilarinda ve hacimlerinde meydana gelen
artis ile degerlendirilir. Zamana bagli olarak bitki hiicre sayisindaki artisin  grafigi,
mikroorganizmalarda goézlenene benzer sekilde sigmodial bir iireme egrisi verir. Kiiltiirde
iireme Lag (uyum) faz, Logaritmik (iissel) Faz, Lineer (dogrusal) Faz ve Duraklama Fazi olmak

tizere dort temel safhadan meydana gelir (Babaoglu ve dig., 2001).
2.2 BITKILERDE PRIMER VE SEKONDER METABOLIZMA

Organizmada gercgeklesen biyokimyasal reaksiyonlar temelde primer ve sekonder metabolizma
olarak siniflandirilir (Bhatia ve Bera, 2015). Primer metabolizma hiicrelerin varligini
stirdlirebilmesi ve yasamsal aktivitelerini gergeklestirebilmesinde gorevli temel metabolitleri
ve yolaklar1 ifade eder. Enerji liretiminde gorevli niikleotid trifosfatlar, fotosentez ve solunum
reaksiyonlarinda gorevli molekiiller, enzimler ve yolaklar primer metabolizmanin temel

bilesenleridir ve canlilarin tiimiinde yiiksek oranda benzerlik gosterir (Gliven ve Giirsul, 2014).



Esansiyel primer metabolitlerle birlikte gelismis bitkiler bir dizi diisiik molekiil agirlikli bilesik
tiretebilir (Naik ve Khayri, 2016). Dogal yasamlarinda birgok rakip ve stres faktoriiyle
karsilasan bitkiler bu faktorler ile bas edebilmek ic¢in belirli diren¢ mekanizmalari
gelistirmislerdir. Bitkiler, sekonder metabolitler olarak adlandirilan bilesikleri iireterek
kendilerini savunurlar. Bu molekiiller bitkilerin savunma mekanizmalarinda gerekli olan ancak
yasamsal fonksiyonlar1 i¢in zorunlu olmayan bilesiklerdir (Jamwal ve dig., 2018). Sekonder
metabolitler genellikle ¢esitlerine, ¢oklu kiral merkezlerine ve baglarin1 kapsayan kompleks
kimyasal yapilarina gore karakterize edilir. Tablo 2.1°de temel sekonder metabolitler

verilmigtir.

Tablo 2.1: Bitki sekonder metabolitleri tipleri (Jamwal ve dig., 2018).

Bitki Sekonder Metabolitleri

|
! ' ' !

Terpenler Fenolikler N (Azot) iceren S (Kiikiirt) iceren

- Monoterpenler — Kumarin — Alkaloidler — Glutatyon

— Seskiterpenler | — Furano-kumarinler —Siyanojenik glikozitler— Glukosinolatlar

— Tetraterpenler

—Politerpenler

— Diterpenler — Lignin — Protein olmayan- — Fitoaleksinler
— Sesterterpenler | — Flavonoidler aminoasitler — Tiyoninler

— Triterpenler — lIzoflavonoidler — Defensinler
— Seskuarterpenler '— Tanenler — Allinler



Sekonder metabolitlerin sahip oldugu yararli 6zellikler ve artan kullanim ihtiyaci bu maddelere
olan pazar talebinin artmasina neden olmustur. Bu artan pazar talebinin karsilanabilmesinin en
iyl ve siirdiiriilebilir yolu 6zellikle medikal bitkilerin kiiltiire edilmesi ve bitkisel sekonder
metabolitlerin in vitro tiretimidir (Jamwal ve dig., 2018). Bitki fizyolojisi alaninda yapilan in
vitro deneyler tedavi edici, renklendirici, gida takviyesi gibi birgok alanda kullanilabilecek
genis bir sekonder metabolit yelpazesi olusmasini saglamistir. Aseptik kosullarda bitki hiicre
ve dokular1 kullanilarak {iretilen in vitro kiiltiirler biyokiitle artirrmini ve yiiksek miktarlarda

sekonder metabolit tiretimini miimkiin kilmistir (Bhatia ve Bera, 2015).

Sekonder metabolitler, bitkilerin bulunduklar1 ¢evreye adaptasyonlarinda rol oynamakla
birlikte 6nemli farmasotik kaynaklardir (Jamwal ve dig., 2018). Bu molekiillerin ¢ogu dogal
kaynaklarinda az miktarlarda (ppm diizeyinde) bulunur. Bu nedenle 6zellikle nadir bulunan ya
da nesli tikenmekte olan bitkilerden yeterli miktarda sekonder metabolit eldesi igin kiiltiir
sistemlerin kullanilmas: gerekmektedir. Ornegin porsuk agaci (Taxus baccata) bitkisi 60 yillik
biiyiime siirecinden sonra yiiksek paklitaksel tiretimine uygun olmaktadir (Jamwal ve dig.,
2018).

Bitki hiicre ve doku kiiltiirii teknolojisi 6nemli sekonder metabolitlerin {iretimi i¢in 6nemli bir
alternatiftir. Doku kiiltiirii uygulamalarinda hiicre, doku ya da organ eksplantlari optimum in
vitro kosullarda kiiltiire alinabilir. Bu da kiiltiir kosullarinda daha az zamanda daha yiiksek
miktarda {iriiniin elde edilmesine olanak tanir. Bitki doku kiiltiirii teknolojilerinde giiniimiizdeki
gelismelerle istenilen maddelerin iiretiminin katlarca arttirilabildigi gosterilmistir (Bhatia ve
Bera, 2015). In vitro kosullarda kurulan hiicre stispansiyon kiiltiiri hiicrelerinin metabolizma
hizi, dogal kosullardaki hiicrelerden daha yiiksek oldugundan sekonder metabolit liretimi i¢in
elveriglidir. Ek olarak aseptik kosullarda dis cevresel faktorlerden bagimsiz olusturulan
kiiltiirler Giretim kosullarinin kontrol altinda tutulabilmesi bakimindan avantajlidir (Giiven ve

Girsul, 2014).

Bitki doku Kkiiltiirii teknikleri kullanilarak terapotik molekiillerin iiretilmesi ¢ok ¢esitli
avantajlar saglar. Hiicre ya da dokularin biiyiimesi ve iiremesi i¢in kontrollii ve optimize edilmis
kosullar saglanir. Bu sayede istenmeyen otlar ve bitki patojenleri ile miicadelede kullanilan
zararli herbisit ve pestisitlerin kullanimina gerek olmamaktadir. Bitki doku kiiltiirleri iklim
degisiklikleri, cografi konum gibi gevresel faktorlere bagiml degildir (Bhatia ve Bera, 2015).

Bitki doku kiiltiirii teknolojileri kullanilarak sekonder metabolitlerin {iretimi uzun yillardir



gerceklestirilmektedir. Tablo 2.2 de bitki doku kiiltiirlerinde sekonder metabolit iiretimine

yonelik yaklasimlar verilmistir (Bhatia and Bera, 2015).

Tablo 2.2: Bitki doku kiiltiirlerinde sekonder metabolit iiretimi i¢in kullanilan teknikler (Bhatia and

Bera, 2015).
Bitki Doku Kiiltiirlerinde Sekonder
Metabolit Uretim Yontemleri

— Geleneksel Teknikler fleri Teknikler —
—> Hiicre & organ kiiltiirleri Elisitasyon DE—
Prekiirsor ekleme D R—
— Somatik embriyogenez Hiicre immobilizasyonu |«
Biyotransformasyon le«———
L 5 Tarama & segme Biiyiik 6l¢ekli tiretim «———
Metabolizma miih. DAE—
—> Besiyeri optimizasyonu Genetik miih. «——
Molekiiler farming  —
Sacak kok kiltlirleri ¢
—> Kiiltiir ortam kosullar Endofitlerin etkisi - |

Bitki hiicre siispansiyon kiiltiirlerinde sekonder metabolizmaya iliskin maddelerin tiretimi ve
birikimi iki modelleme iizerinden yorumlanir. Genellikle fazla miktarda sekonder
metabolitlerin lretimi i¢in bitki hiicre siispansiyon kiiltiirlerinde ‘Antosiyanin tip’ olarak
adlandirilan modelleme goriilmektedir. Bu tip modelde sekonder metabolizma {iriinlerinin

tiretimi ile lireme arasinda negatif iliski vardir. Logaritmik fazin ortalarindan itibaren artan
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sekonder metabolitler duraklama fazinda en yiiksek birikim diizeyine ulasir (Babaoglu ve dig.,

2001).

‘Betasiyanin tip’ birikim modelinde ise sekonder metabolit birikimi hiicre {iremesi ile pozitif
yonde iliskilidir. Bu modelleme tipinde sekonder metabolit birikimi diizeyi hiicre boliinmesinde
oldugu gibi logaritmik fazda en yliksek degere ulasir ve sonraki sathalarda diiser. Daha dnce de
belirtildigi gibi bitki hiicre kiiltiirleri yiiksek miktarda sekonder metabolit iiretimi i¢in
potansiyel birer kaynaktir. Bununla birlikte geleneksel tarimsal iiretimde de fayda
saglamaktadir. Bu faydalar; hizli iiretim, ucuz Onciil maddeler kullanilmasiyla yeni
molekiillerin iiretilebilmesi, benzer kalite ve miktarlarda iriinler elde edilebilmesi, ata
bitkilerde iiretilmeyen molekiillerin iiretilebilmesi, iklim ve ¢evresel faktorlerden bagimsiz

olmasi sayilabilir (Bhatia ve Bera, 2015).

Bitki biiyiime diizenleyicileri, bitki biiyiimesi iizerinde Oonemli etkileri olan ve disiik
konsantrasyonlarda dahi etkili olan basit molekiillerdir ve bitkisel sekonder metabolitlerin
tiretimleri arttirmak i¢in kullanilmaktadir. Bitki biiyiime diizenleyicilerine verilen reaksiyon
bitkinin tiirline, yasina, fizyolojisine vb. degisebilmektedir ve bu molekiillerin sekonder
metabolit tiretimi iizerindeki etkileri ayrintili bigimde c¢alisilmistir (Khan ve dig., 2008;
Shilpashree ve Rai, 2009; Jamwal ve dig., 2018).

2.2.1 Bitki Hiicre Teknolojisi ve Sekonder Metabolit Uretimi

Bitki temelli molekiillere olan talebin artmastyla, biiyiik dl¢ekte dogrudan bitkiden ekstraksiyon
yapilmasi zorlasmistir. Ayrica, sekonder metabolitlerin biyosentezi genellikle belirli bir doku
ile sinirlidir ve belirli bir gelisim asamasinda ortaya ¢ikar. Nadir bulunan veya neredeyse nesli
tiikenmis olan yiiksek bitkilerden degerli sekonder metabolitlerin elde edilmesi de zordur. Bu
nedenle, sekonder metabolitlerin tretimi i¢in in vitro bitki doku kiiltlirleri kullanilarak
bitkilerden degerli sekonder metabolitlerin biyoteknolojik iiretimi olduk¢a 6nemli bir alternatif
olmustur. In vitro bitki hiicre / doku kiiltiirii, yiiksek miktarda tiretim i¢in kiiltiir kosullarmnin
manipiilasyonuna uygulanabilirlik ve istenen iirlinlin geri kazanimi i¢in daha basit ve daha

ekonomik iglemlerin kullanilmasi agisindan avantajlidir (Narayani ve Srivastava, 2017).

Birgok durumda, in vitro kiiltiirler, metabolik olarak daha yetkin olduklar1 igin, tarlada
yetistirilen bitkilere kiyasla yiiksek miktarda sekonder metabolit tiretimi gosterirler (Nasim ve
dig., 2010; Nagella ve Murthy, 2011).



11

Bunun disinda, normal bitkide genellikle bulunmayan metabolitler, in vitro bitki hiicre / doku
kiltiiriinde bulunabilmektedir. Bu nedenle, son birkag¢ yilda istenilen sekonder metabolitleri
iireten ve yliksek miktarda iiretim saglayabilen hiicre kiiltiirlerinin gelisimi 6nemli Olcilide
artmistir. Giinlimiizde, miithendislik ilke ve yontemlerinin dahil edilmesi ile temel in vitro
teknikleri ticari olarak uygulanabilir teknolojilere doniistiirmiistiir. Onemli bir 6rnek olarak,
bitki hiicre kiiltiirii teknolojisi ile iiretilen ve kanser tedavisinde kullanilan Taxol® (Bristol-

Myers Squibb) ilac1 verilebilir (Narayani ve Srivastava, 2017).
2.2.2 Elisitasyon

Stres, bitkilerin kimyasal bilesimini ve terapotik aktivitesini belirlemede énemli bir faktordiir.
Istenilen bir kimyasal yanit1 uyarmak igin bitki stres tepkisini ortaya cikarmak, sekonder
metabolizma ¢aligsmalarinda siklikla kullanilan bir yontemdir (Naik ve Khayri, 2016). Bitki
hiicre teknolojilerinin ortaya ¢ikmasiyla, bitki hiicre, doku ve organ kiiltiirleri kullanilarak
degerli bilesiklerin in vitro tiretimi, ¢ok iyi tanimlanmis ve endiistriyel uygulamalar i¢in giderek

daha fazla kullanilmaktadir (Steingroewer ve dig., 2013).

Iyi bilinen verim artirma stratejilerinden biri olan "elisitasyon", genellikle sekonder metabolit
tiretimini artirmak i¢in kullanilmaktadir (Narayani ve Srivastava, 2017). Bitki doku kiiltiirleri
degerli farmasotik ve kemoterapotik molekiiller i¢in 6nemli bir kaynaktir. Elisitor madde
uygulamalar1 kullanilmasindan 6nce sekonder metabolit sentezinde kullanilan yontemler
kullanigsizdi. Ancak, elisitor madde kullanimi sekonder metabolitlerin yiiksek miktar ve
kalitede tiretimi sistemini daha kullanigh hale getirmistir. Glinlimiizde elisitasyon, bu degerli

metabolitlerin iretiminde kullanilan en 6nemli araglardan biridir (Bhatia ve Bera, 2015).

Elisitor maddeler kokenleri ve yapisal karakterleri bakimindan abiyotik ve biyotik olmak tizere
iki temel sinifa ayrilmaktadir (Bhatia ve Bera, 2015). Elisitorlerin temel siniflandirilmasi Sekil

2.2’te gosterilmistir.
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Elisitor

Abiyotik Biyotik

Polisakkaritler Maya 6ziitii Mantarlar Bakteriler

\ \ |
Fiziksel Kimyasal Hormonal

Agir metaller Mineral Tuzlar1  Toksinler

UV Radyasyon Tuzluluk Kuraklik Termal Stres  Ozmotik Stres

Sekil 2.2: Bitki doku kiiltiirii sistemlerinde kullanilan elisitér maddelerin siniflandirilmas: (Bhatia ve
Bera, 2015).

Biyolojik olmayan kaynaklardan koken alan elisitor maddelere abiyotik elisitorler adi verilir.
Fiziksel elisitorler; UV radyasyonu, sicaklik, mekanik yaralanma gibi dis ¢evreden maruz

birakilan stres faktorleridir.

Agir metaller ve inorganik kimyasallar, kimyasal elisitorler kategorisine girer. Agir metallerin
tuzlar ile elisitasyonun hiicre kiiltiirlerinde biiyiime ve sekonder metabolit iiretimi tizerine
etkileri gosterilmistir (Huang ve dig., 2013). Ayrica lantanyum ve seryum gibi nadir
elementlerin Taxus gesitlerinde paklitaksel gibi sekonder metabolitlerin {iretimini arttirdigini
gosteren caligmalar mevcuttur (Wu ve dig., 2001; Narayani ve Srivastava, 2017) Salisilik asit
(SA), Metil Jasmonat (MeJA) ve Jasmonik asit (JA) gibi bitki biiylime diizenleyicileri, normal
olarak bitki hiicreleri tarafindan iiretilen, sinyal iletim yolaklarinda ve bitkilerin savunma
yanitlarinda i goren molekillerdir. Bununla birlikte, in vitro kosullar altinda sekonder
metabolit iretiminin uyarilmasi i¢in kiiltlir ortamina disaridan eklendiginde giiclii elisitorler

olarak da kabul edilirler (Narayani ve Srivastava, 2017).
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Biyotik elisitorler biyolojik kdkenli olup, bir mikrobiyal kaynaktan veya bitki kaynagindan
tiiretilir. Abiyotik elisitorlerin aksine, biyotik elisitorlerin bilesimi ¢ogunlukla karmasiktir.
Pektin ve seliiloz gibi bitki hiicre ¢eperinde bulunan polisakkaritler, bir¢ok bitkisel sekonder
metabolitin biyosentezinde uyarici olarak rol oynar. Ornegin pektin ile elisite edilmis Vitis
vinifera hiicre kiiltiirlerinde antosiyanin iiretiminin, elisitasyon yapilmamis hiicrelerdeki iiretim
miktarina gore 2,5 kat arttig1 bildirilmistir (Cai ve dig., 2012). Mantar hiicre duvarindan
tiretilmis karbonhidrat veya polisakkaritler, kitosan, mantar tiirevli proteinler, misel
homojenatlar1 ve kiiltlir siiziintiileri gibi mantarlardan tiiretilen ¢esitli bilesenler, mantar
elisitorleri olarak kullamlirlar. Ornegin Sekil 2.3’te fenilalanin aminoasidinin paklitaksel

biyosentez yolagina olan etkisi 6zetlenmistir.

TET

EPQX

O
—
——
.
Yar sentez

Tem i MR
O,\,l
‘w O,.J O/\i
pB-fenilalanin-Cof p-fenilalanin a-fenilalanin
A, OH

\

L
p-fenilalanin bakkatin 111 oK Paklitaksel

Sekil 2.3: Fenilalaninin paklitaksel iiretim yolagina etkisi (McElroy ve Jennewein, 2017).

Ornegin Ambrosia artemisiifolia bitkisinin patojeni olan Protomyces gravidus mantarma ait
otoklavlanmis hiicre ¢eperi sliziintiisiiniin elisitér olarak kullanildig1i bir ¢alismada
A.artemisiifolia sacak kok kiiltiirlerinde tiyarubrin miktarmin 3 kat arttigi gosterilmistir
(Bhagwath ve Hjortsg, 2000). Bir diger yaygin kullanilan elisitor maya ekstaktidir ve birgok

sekonder metabolitin liretimini arttirdig1 bilinmektedir.
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Ornegin biberiye olarak bilinen Rosmarinus officinalis bitkisine aromasini veren rosmarinik
asit molekiiliiniin tiretiminde maya ekstrakti elisitasyonunun etkisi gosterilmistir (Sahu ve dig.,
2013). Bakteri hiicre duvari bilesenleri ve hiicre homojenatlar1 bitki hiicre kiiltiirlerinde
sekonder metabolit iiretimini arttirmak amaciyla kullanilan elisitdrlerdir. Ornegin
Pseudomonas syringae patojeninin bir toksini olan koronatinin (Cor), Taxus hiicre kiiltiirlerinde
Mela ile elisite edilmis kiiltiirlere gore bakkatin III ve paklitaksel miktarini sirasiyla 4,8 ve 3,6

kat arttirdig1 gosterilmistir (Onrubia ve dig., 2013).

Elisitasyonun basaris1 ve etkinligi, hiicre hattina, elisitor konsantrasyonuna, ilgi duyulan
sekonder metabolite, metabolik yolagin 6zgiilliigiine, elisitorlerin tipine ve konsantrasyonuna,
uygulamanin yapildigi hiicre hattina, belirli bir hiicre bliylime dongiisii sirasinda muamele
stiresi ve ekleme zamani dahil birgok kosula baglidir (Bhatia ve Bera, 2015). Hem temel hem
de uygulamali arastirmalarda bitki hiicresi / doku kiiltiirii temelli sekonder metabolit iiretimi ile
ilgili yaymlarin sayisinin hizla artmasi; bu arastirma alaninin biiyiik potansiyelini ve 6nemini

gostermektedir (Narayani ve Srivastava, 2017).
2.3 FINDIK

Findik antik ¢aglardan beri insanlar i¢in &nemli bir gida maddesi olmustur. M.O. 10000 yillara
dair arkeolojik kazilar insan diyetinde findigin 6nemli bir yeri oldugunu gostermektedir. Eski
Cin kaynaklarinda findigin Tanr1 tarafindan insanlara bahsedilen meyvelerden biri oldugunu
ifade eden yazitlarin varlig1 bilinmektedir. Eski Tiirk destanlarinda da findik agaci tasviri vardir.
20. ylizyilin baslarinda diinyada findik iiretiminin yapildig1 tek iilke Tiirkiye olmustur.
Cumbhuriyet doneminin baglarindan giinlimiize kadar da findigin iretimi, satis1 ve kalitesi

olduk¢a 6nemsenmistir (T.C. Tartm Orman Bakanligi, 2020).

Findik (Corylus avellana) Betulaceae ailesine ait kapali tohumlu bir bitki tiirtidiir. Findik
bitkisinin taksonomik siniflandirilmasi Tablo 2.3’te verilmistir (USDA, 2020). Boylar1 15
metreye kadar uzayabilir. Mevsimsel olarak yaprak doker ve 50-70 yil yasamaktadir.
Ulkemizde ¢igeklenme zaman1 Mart-Nisan aylaridir, tohumlarin olgunlasmasi ve hasat dénemi
Agustos-Eyliil aylaridir. Tek evciklidir, erkek ve disi cigekler ayni bitki iizerinde bulunur
(Gallego ve dig., 2017). Findik bitkisine ait disi ve erkek cigekler Sekil 2.4’te gosterilmistir
(Nature, 2019a).



Tablo 2.3: Findik (Corylus avellana) bitkisinin taksonomik siniflandirmast.

Alem
Ust Sube
Sube
Sinif
Alt Siif
Takim
Aile
Cins

Tiir

Plantae
Spermatophyta
Magnoliophyta
Magnoliopsida
Hamamelididae

Fagales

Betulaceae

Corylus

Corylus avellana

Sekil 2.4: Findik bitkisine ait disi (A) ve erkek ¢icek (B) (Nature, 2019a).

Ulkemiz findik iiretimi ve ihracat1 bakimmdan diinyanin en gii¢lii iilkesidir. Diinya ¢apinda en

yiiksek miktarda findik {iretimini yapan {ilke Tiirkiye’dir. Diinya findik iiretiminin ortalama

%70’i Tiirkiye’de yapilmaktadir (T.C. Ticaret Bakanlig1, 2018). Ulkemizin ardindan Italya,

ABD, Ispanya ve Iran basta olmak iizere birgok iilkede iiretimi gergeklestirilmektedir. Ulkelere

gore findik tiretim miktarlar1 Tablo 2.4°te gdsterilmistir.
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Tablo 2.4: Ulkelere gore diinya findik iiretimi (Ton, T.C. Ticaret Bakanlig1, 2018).
ULKE 2018/19

Tiirkiye 515.000
Italya 115.000
ABD 50.000
Azerbaycan 50.000
Giircistan  45.000
Ispanya 16.000
Diger 51.500
Toplam 842.500

Ulkemizde findik iiretimi iklim ve cografi kosullar nedeniyle Karadeniz bdlgesinde yaygindir.
Findik yetistiriciligi ise 2014 / 7253 sayili karar ile 16 sehrimizle sinirlandirilmistir. Sekil 2.4°te
tilkemizde findik yetistiriciligi yapilan illeri gosteren daire grafigi gosterilmistir (T.C. Ticaret
Bakanligi, 2019). Elde edilen mahsuliin yaklasik %60°1 Dogu Karadeniz Bolgesi’nde, %25’
Bat1 Karadeniz Bolgesi’nde ve %151 Orta Karadeniz Bolgesi’nde tiretilmektedir (FAO, 2019).

* Ordu * Giresun = Samsun Adapazan * Trabzon = Dilzce = Tonguldak

* Artvin * Koel * Kastamonu  * Rize * Bartmn * Sinop = Gimishane

Sekil 2.5: Tiirkiye’de findik tiretiminin illere gore dagilimi (T.C. Ticaret Bakanligi, 2019).

Findik, onemli bir ekonomik kaynak olmasinin yani sira yaygin bir tiiketim alanina sahiptir.

Icerdigi yag asitleri, proteinler, Snemli mineral ve vitaminler de insan diyeti igin oldukga
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onemlidir (Karaosmanoglu ve Ustiin, 2017). Tablo 2.5’te 100 g findigm icerdigi besin

maddeleri verilmistir.

Tablo 2.5: 100 g findigin besin degerleri (T.C. Ticaret Bakanligi, 2019).

100 gram

Karbohidrat (g) 17
Protein (g) 15
Yag () 61

Lif (g) 10
Kolesterol (mg) 0
Sodyum (mg) 0

Potasyum (mg) 680

Kalsiyum (mg) 114
Vitamin A (mg) 20
Vitamin C (mg) 6
Demir (mg) 5

Ulkemizde 18 findik gesidinin yetistiricili§i yapilmaktadir. Bunlar; Yuvarlak Badem, Kan,
Fosa, Aci, Yass1 Badem, Palaz, Cakildak, Tombul, Ham, Mincane, Karafindik, Uzunmusa,
Kus, Sivri, Kargalak, Cavcava, Kalinkara ve Incekara’dir (Pelvan ve dig., 2012;

Karaosmanoglu ve Ustiin, 2017).

Diinyadaki toplam iiretimin yaklasik %10’u taze veya kavrulmus olarak ve %90°1 gida isleme
endiistrisinde (firincilik, sekerleme endiistrisi vb.) kullanilmaktadir. Findik tohumlarinin
toplanmasi ve endiistriyel isleme siireclerinde yesil yaprakli ziiruf, sert kabuk ve ince kabuk
gibi yan friinler elde edilir. Bu yan iiriinler iireticiler i¢in ekonomik bir problem olmakla
birlikte; kalintilarin yakilmasi nedeniyle ¢evreye de zarar vermektedir. Cekirdegi kirildiktan
sonra agiga cikan ligno-seliiloz kalintilar bu atigin ¢ogunu olusturur ve boya iiretiminde 1s1

kaynag1 olarak kullanilir (Esposito ve dig., 2017).

Findiklarin hem tohumlarindan hem de kabuklarindan elde edilen ekstraktlarda antioksidan
ozellige sahip fenolik asitlerin varligi tespit edilmistir. Besinlerle polifenollerin alinmasi

genellikle kardiyovaskiiler, inflamatuvar, mikrobiyal, yas iligskili hastaliklar ve kanser
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tedavisinde kullanilmaktadir (Esposito ve dig., 2017). Son yillarda biyolojik olarak aktif
molekiillerin kaynagi olarak ilgi gekmektedir (Rusu ve dig., 2019).

2.4 TAKSAN TUREVI SEKONDER METABOLITLER

Terpenler en biiyiik ve ¢esidi en zengin sekonder metabolit siniflarindan biridir (Jamwal ve
dig., 2018). ‘Terpen’ terimi, Orta Dogu’daki insanlar tarafindan ¢esitli hastaliklar1 tedavi etmek
icin kullanilan Pistachia terebinthus bitkisinin Yunanca ad1 olan ‘seqébumhog’tan gelmektedir.
Terpenler ve terpenoidler, ¢ok uzun yillardir insan yasami ve kiiltiirlinde oldukca 6nemli

olmuslardir (Pichersky ve Raguso, 2018).

Otlar ve baharatlardaki terpenoidler siklikla bocek dldiiriicti 6zellikleri sayesinde yiyecekleri
korumak amaciyla kullanmilmistir. Ayrica geleneksel tipta agiz yikamalarinda, oksiirtiik

ilaglarinda, dezenfektanlarda ve bocek kovucularda siklikla kullanilmistir (Tassou ve dig.,

2012).

Bazi terpenoid bilesikler insanlar tarafindan temel bilesikler iiretmek i¢in kullanilir. Ornegin
viicudumuz igin gerekli olan A vitamini bir bitki terpeni olan B-karotenden sentezlenir.
Gidalarda bulunan terpenler insan diyetinde Onemli etkilere sahiptir. Biksin, likopen ve
astaksantin gibi terpenoid pigmentleri gida endiistrisinde yogun olarak kullanilmaktadir.
Zencefil aromasinmi zingiberen, greyfurt aromasini nootkaton saglar. Bir¢ok bitki (limon gibi
taze bitki mataryeli) ve baharatlar (safran gibi kurutulmus bitki mataryeli), ugucu terpenoidler
ve alkollii icecekler lezzetlerinin ¢ogunu terpenlerin varligina borgludur (Pichersky ve Raguso,

2018).

Dioscorea mexicana ve iliskili tiirlerin yumrularinda yiiksek konsantrasyonlarda bulunan
diosgein, dogum kontrol haplar1 ve diger tibbi steroidler i¢in progesteronun yar1 sentetik sentezi
icin kullanilmistir (Djerassi, 1990). Bununla birlikte Taxol® ve vinblastin gibi daha karmasik
terpenoidler cogunlukla kanser gibi spesifik hastaliklarin tedavisinde insan hiicre bilesenleri
tizerinde kullanilabilecek 6nemli aktivitelere sahiptir (Julsing ve dig., 2006; Pichersky ve
Raguso, 2018). Tablo 2.6’da medikal olarak kullanilan 6nemli bitkisel sekonder metabolitler

kullanim amaclar1 ve bitkisel kaynaklari ile birlikte verilmistir.
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Tablo 2.6: Medikal olarak kullanilan 6nemli sekonder metabolitler ve bitkisel kaynaklar1 (Pichersky ve
Raguso, 2018).

Sekonder Metabolit Bitkisel Kaynak Medikal Kaynak
Kullanim
Artemisin Artemesia annua Anti-malarya (Baran ve Pietrosluk,
2012)
Kodein Papaver somniferum Sedatif (Tiserat ve Berhow,
2009)

Sekiirinin Alkaloidleri | Securinega suffruticosa  Anti-alzheimer (Raj, D ve dig., 2015)

Ajmalin Rauvolfia serpentia Anti- (Sudha, CG ve dig.,
hipertansiyon 2003)
Diosgenin Dioscorea deltoidea Steroid onciilii (Ciura, J ve dig., 2015)
L- efedrin Ephedra sinica Giinliik takviye  (Lodha, D ve dig., 2014)
Rosmarinik asit Salvia miltiorrhiza Anti-mikrobiyal (Eknamkul ve Ellis,
1988)
Paklitaksel Taxus brevifola Anti-kanser (Wani, M ve dig., 1971)

Bitkilerin cesitli terpenoidleri sentezleme yeteneklerinin hangi avantajlari sagladigi ise onemli
bir sorudur. Popiiler bir hipotez; bitkilerin yeni bilesikleri sentezleme yeteneginin,
diismanlarindaki degisikliklerle ‘eski’ bilesiklerin artik etkili olmadiginda ‘evrimsel silahlanma
yarigl” kapsaminda kazanildigini 6ne siirmektedir. Bir baska hipotez ise; bu tiir bilesiklerin
cesitliginin, tek bir bilesigin saglayamayacagi faydalar saglayabildigini ortaya koymaktadir
(Pichersky ve Raguso, 2018).

Cesitliliklerine ragmen, terpenler tanimlandiklar1 ve kolayca siniflandirilabilecekleri temel bir
ortak dzellige sahiptir. Izopren kural1 olarak adlandirilan bu ortak dzellik 1887'de Otto Wallach
tarafindan One siiriilmiistiir. Bu kural, tiim terpenlerin tekrar eden bes karbonlu izopren
birimlerine sahip olduklarini belirtir (Croteau, 1998). Dolayisiyla terpenler, izoprenden
tiiretilebilen bir yapiya sahip olan bir hidrokarbon bazli dogal iiriinler grubu olarak tanimlanir.

Sekil 2.5’te bir izopren {initesinin molekiil gosterimi verilmistir (Cseke ve dig., 2006).
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H,C H

Sekil 2.6: Izopren iinitesi.

Diterpenler (C2oH32) 4 izopren {initesinden olusur. Geranilgeranil difosfattan koken alirlar ve
temel molekiiler iskeletlerinde 20 karbon birimi igerirler. Diterpenler farmakolojik etkilerinin
yani sira dnemli biyolojik ozellikleriyle de ilgi gérmektedir. Ornegin paklitaksel ve tiirevleri
meme, yumurtalik, prostat ve kiigiik hiicreli olmayan akciger karsinomlari, AIDS iliskili
Kapoksi sarkoma ve diger tiplerdeki tiimorlerin tedavisinde yaygin olarak kullanilmaktadir

(Onrubia ve dig., 2013; Jamwal ve dig., 2018).
2.5 TAXOL®

ABD Ulusal Kanser Enstitiisii (NCI) ve Tarim Bakanligi (USDA), antikanser aktiviteye sahip
ve dogal olarak olusan bilesikleri tanimlamak amaciyla 1960 ve 1981 yillar1 arasinda, 15.000
bitki tiirtinden 115.000 ekstrakti kapsayan bir bitki tarama programai tizerinde ¢alismistir. USDA
botanikgisi Arthur Barclay tarafindan 1962 yilinda Pasifik porsuk agaci olarak da bilinen Taxus
brevifolia'dan 6rnekler alinmis; kabuk, dallar, igneler ve meyvelerden ekstraksiyon islemleri
gerceklestirilmistir (Weaver ve Bement, 2014). Yapilan ¢alismalar sonucunda porsuk agaci
kabugundan yapilan ekstraksiyonda paklitaksel izole edilmistir. 15.000 bitki dziitliniin tarandig1
programi sonucu olarak klinik kullanima uygunlugu belirlenen paklitaksel, Taxol® (Bristol-

Myers Squibb Company, New York) adiyla piyasaya siiriilmiistiir (Wani ve dig., 1971).

Taxol® ilk olarak 1963'te Taxus brevifolia kabugundan izole edilmistir ve Taxol® ismi, iireticisi
olan Taxus cinsi bitkinin isminden tiiretilmistir. Taxus tiirleri kozalakli ormanlarin altinda
yetisen kiiclik, yavas biiyiiyen, yaprak dokmeyen agaclardir. Gliney yarimkiirede bulunan
Taxus spicata hari¢ olmak iizere, diinya ¢apinda, kuzey iliman bolgelere daginik dagilmis
toplam on bir Taxus tiirii vardir (Wani ve ark., 1971; Gond ve dig., 2014). Sekil 2.6°da T.
brevifolia bitkisinin kabuk ve igne yaprakli meyvesi gosterilmistir (Nature, 2019b).



21

Sekil 2.7: Porsuk agaci (Taxus brevifolia) kabuk (A) ve igne yaprakli meyve (B) (Nature, 2019b).

Paklitaksel 853 Dalton (Da) molekiiler agirliginda, Cs7Hsi1NO14 molekiil formiiliine sahip bir
diterpenoid pseudoalkaloiddir. Beyaz veya kirli beyaz renkli kristal bir toz yapisindadir.
Oldukga lipofiliktir, suda ¢6ziinmez ve 216-217 °C de erir. UV spektrumda 273 nm dalga
boyunda 1g1ma gosterir (Liu ve dig., 2016; Li ve dig., 2017) Bu hidrofobik 6zelligi nedeniyle
uygulanmasi, alkol ve hintyagi igeren bir ¢6zelti igerisinde gergeklestirilir (Seca ve Pinto,
2018).
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Sekil 2.8: Paklitaksel molekiilii.
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Paklitaksel molekiilii, bakkatin III ad1 verilen tetrasiklik bir ¢ekirdek ve bir amid kuyrugundan
olusur (Kasaei ve dig., 2017). Dort tiyeli bir oksetan halkasina bagli ve karmasik bir iskelet
iceren, ester, keton ve amid fonksiyonlarina sahip bir trisiklik diterpenoiddir (Sekil 2.7)

(Bernabeu ve dig., 2016; Seca ve Pinto, 2018).

Paklitakselin biyosentezi, mevalonat (MVA) yolu ile 2-C-metil-eritritol-4-fosfat (MEP)

yolundan elde edilen izopentenil pirofosfattan (IPP) tiiretilen evrensel bir diterpenoid onciilii
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olan geranilgeranil difosfattan (GPP) baslayarak en az 19 enzimle katalize edilir ( Roberts,
2007; Gond ve dig., 2014). Son yillarda, bilim insanlari paklitaksel tiretim yolaginin her
asamasinin  anlasilmasinda 6nemli ilerlemeler kaydetmislerdir (Howat ve dig., 2014).
Taksadien sentaz (TS) varliginda, geranilgeranil pirofosfat (GGPP); taxa-4 (5), 11 (12) -dien
olusturmak tizere siklize edilir. Ardindan paklitakselin tam senteziyle sonuclanan fonksiyonel
yan zincir gruplari eklenir (Liu ve dig., 2016). Biyosentetik yol, plastid, endoplazmik retikulum
ve sitosol dahil olmak tizere farkli hiicresel bolmelerde bulunan farkli siniftan enzimlerle yapilir

(Zhu ve Chen, 2019).

Taxol® 1993'ten beri satilan ve yaygin olarak erken evre ve metastatik meme kanseri (MBC)
tedavisinde kullanilan en aktif kemoterapotik ilaglardan biridir (Weaver ve Bement, 2014; Seca
ve Pinto, 2018). Cok genel bir tanimlama ile hiicre boliinmesinde gérevli olan mikrotiibiilleri
stabilize ederek hiicre dongiisiiniin durmasina ve sonug olarak hiicre 6liimiine yol agar Schiff
ve dig., 1979; Martin, 2015). Taxol®, Ulusal Kanser Enstitiisii tarafindan son 30 yilin

kemoterapi ¢alismalarinda en 6nemli gelisme olarak kabul gérmiistiir (Li ve dig., 2017).

Paklitaksel, sadece kanser tedavisinde yeni sistemlerinin gelistirilmesi ile degil, diger
antikanser ilaclarla birlikte uygulanmasi nedeniyle de ila¢g endiistrisinde olduk¢a onemli bir
irtindiir. Ayn1 zamanda psoriasis (Ehrlich, 2004), romatoid artrit (Brahn, 1996) ve botulinum
norotoksin inhibe etme (Dadgar ve dig., 2013) gibi diger tedaviler i¢in de klinik ¢alismalarda
kullanilmaktadir (Li ve dig., 2017; Seca ve Pinto, 2018).

Paklitakselin bir dizi hastaliga kars1 gii¢lii bir ajan olmasi nedeniyle kullanimi yayginlagmistir.
Fakat yaygin kullanimda karsilasilan en biiyiik sinirlama, dar kaynak araligidir, ¢ilinkii T.
brevifolia ve diger Taxus tiirleri, ¢ok diisiik miktarlarda paklitaksel iiretir (Ottaggio ve dig.,
2006). Yiiksek Taxol® talebinin karsilamak amaciyla T. brevifolianin kabuklarindan
paklitaksel ekstraksiyonu bitkinin 6nemli Ol¢iide tiikkenmesine neden olmustur. 1990 yilinda,
ABD Icisleri Bakanligi'na nesli tilkenmekte olan tiirler listesine T. brevifolia eklenmesi igin
dilekce verilmis ve 1992 yilinda agact korumak icin Pasifik Porsuk Yasasi kabul edilmistir
(Weaver ve Bement, 2014). Bu nedenle, paklitaksel elde etmek i¢in T. brevifolia'nin yapay
olarak yetistirilmesi, ilacin kimyasal sentezi veya yari sentezi ve biyoteknolojik sentezi dahil
olmak tizere farkli yontemler gelistirilmektedir (Zhu ve Chen, 2019). Bu yontemler Bolim

2.7°de ayrmtili olarak agiklanmistir.
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Artan paklitaksel talebini karsilamak iizere yapilan ¢alismalar yiiksek miktarda paklitaksel
liretimini saglamisken, ayn1 zamanda Taxol® iin islevsel olarak gelistirilmesini de miimkiin
kilmistir. Bununla birlikte paklitakselin etki mekanizmasinin aydinlatilmasi ile yiiksek
etkinlikte ve daha az yan etkiye sahip yeni tiirevler tasarlanmistir. Nab-paklitaksel,
kabazitaksel, dosetaksel ve larotaksel dahil olmak {izere en az dokuz yeni taksoid tiirevinde ve

formiilasyonlarinda klinik ¢alismalar yapilmistir (Liu ve dig., 2016; Li ve dig., 2017).

Paklitakselin ¢oziinmesi i¢in hint yag tiirevleri, dosetaksel i¢in polisorbat 80 kullanilmaktadir.
Bu c¢oziiciiler, uzun siireli periferal néropati dahil olmak {izere asir1 duyarlilik ve diger
toksisitelerle iligkilendirilmistir (Weiss ve dig., 1990; Martin, 2015). Bu yeni formiilasyonlarin
gelistirilmesi, paklitakselin daha dogrudan ve giivenli bir antikanser aktivite ig¢in timor
dokusuna yonlenebilmesine ve ¢oklu ilag direnci, zayif sulu ¢oziiniirliik, klinik nérotoksisite

gibi dezavantajlarin iistesinden gelinmesini saglamistir (Seca ve Pinto, 2018).

Paklitakselin molekiiler yapisinin ve farmosotik ozelliklerinin aydinlatilmasi ile dosetaksel
kesfedilmistir. 1995'ten bu yana piyasada bulunan ve Taxotere® (Rhone-Poulenc Rorer
Pharmaceutical, Inc., Collegeville, PA) ticari markasi altinda kullanilan bu yeni ilag daha az
yan etkiye ve iyilestirilmis farmasotik ozelliklere sahiptir (Wen ve dig., 2016). Meme,
yumurtalik, prostat ve kiiglik hiicreli olmayan akciger karsinomlar1 tedavisinde kullanilan
birinci nesil taksanlara aittir ve paklitaksele goére daha uzun bir yar1 6miir, daha hizli hiicresel
alim ve daha uzun hiicre i¢i tutulum gostermektedir (Crown ve dig., 2004; FDA, 2013; Seca
ve Pinto, 2018).

Paklitaksel ve dosetakselin, meme kanseri (BC) tedavisinde onemli Klinik faydalari
gosterilmistir fakat diisiik ¢oziintirlikleri nedeniyle spesifik ¢oziiciilerin  kullanilmasini
gerektirir. Ornegin, enjekte edilebilir ilk paklitaksel lesitin / kolesterol lipozomu olan Lipusu®
(Luye Pharma Group), yumurtalik, meme, kiigiik hiicreli olmayan akciger karsinomlar1, mide
ve bas ve boyun kanserlerinin tedavisinde 2006 yilindan beri basariyla kullanilmaktadir
(Bernabeu ve dig., 2017). Bu lipozomal formiilasyona sahip Lipusu®, paklitaksele benzer
antitimor etkiler gosterir, ancak esit dozda paklitakselden daha diisiik toksisite gostermistir (Xu
ve dig., 2013). Bir diger 6rnek; paklitakselin ¢ozlintirliigiinii arttirmak amaciyla gelistirilen ve
nab-paklitaksel ad1 verilen, albiimine bagli bir paklitaksel olan Abraxane® (ABI-007)'dir ve
2005 yilinda FDA ve 2012'de Avrupa ila¢ Ajans1 (EMA) tarafindan onaylannustir (FDA, 2009;
Rivera ve dig., 2015; Seca and Pinto, 2018). Albiimine bagl paklitaksel formu olan nab-
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paklitaksel ¢oziicii gerektirmez ve paklitakselin terapotik giivenlik araligini iyilestirmek yani,
antitimor aktivitesini arttirmak ve asir1 duyarlilik reaksiyonlar1 gibi toksisiteleri azaltmak igin

tasarlanmistir (Desai N ve dig., 2006; Martin, 2015).

Kabazitaksel, Jevtana® (Sanofi-Aventis), 2010 yilinda FDA tarafindan direngli metastatik
prostat kanseri ve dosetaksele veya paklitaksele direngli tiimorlerin tedavisinde kullanilmak
icin onaylanmistir (FDA, 2010; Vrignaud ve dig., 2014). Sahip oldugu yapisal modifikasyonlar
ilacin, dosetakselden daha yliksek konsantrasyonlarda hiicre i¢inde birikebilmesini saglar ve

taksana direngli hastalarda yiiksek etkinlik gosterir (Liu ve dig., 2016; Seca ve Pinto, 2018).
2.6 TAXOL® ETKI MEKANIZMASI

Hiicrelerde bulunan mitotik kontrol noktasi, boliinme sirasinda meydana gelen her bir cift
mitotik igin hiicrenin her iki kutbunda da sabit baglantilar yapmasina kadar kardes
kromatidlerin birbirinden ayrilmasini engeller. Bu sayede olusacak her bir yavru hiicrenin

kardes kromatidlerden yanlizca bir kopya almasini saglar.

Kromatidler ig mikrotiibiillerine, DNA'nin sentromerik bdolgelerinde toplanan protein
kompleksleri olan kinetokorlarindan baglanir. Mikrotiibiillere stabil bir baglanma yapamamis
kinetokorlar, mitotik ilerlemeyi geciktiren bir sinyal iletim yolagim aktive eder (Foley ve
Kapoor, 2013). Paklitaksel, bu bagli olmayan kinetokorlarin varlig1 nedeniyle hiicreleri mitozda
durdurur (Waters ve dig., 1998; Weaver and Bement, 2014).

Profaz sirasinda mikrotiibiiller, kromozomlar1 kutuplara dogru ¢ekmek igin bir ig yapisi
olusturur. Daha sonraki asamalarda, mikrotiibiiller depolimerize olurlar ve ig yapisi ¢oziiliir.
Hem diisiik sicakliklara hem de kalsiyum iyonlarina maruz kalma, mikrotiibiillerin
depolimerizasyonunu tetikler. Paklitaksel, mikrotiibiillere baglandiginda paklitaksele baglh
mikrotiibiiller, diigiik sicakliklar altinda veya kalsiyum iyonlar1 ile muamele edildiginde dahi
depolimerizasyona direnir. Bu sekilde, paklitaksel tedavisi tlibiilin polimerizasyonunu destekler
ve mitozun ilerlemesini engeller (Ojedalopez ve dig., 2014; Zhu ve Chen, 2019). Paklitaksel,
tiibiiline olan baglanma afinitesi nedeniyle mikrotiibiil ayrigsmasini inhibe ederek kanser
hiicrelerinin boliinmesini engelleyen 6nemli bir ilagtir (Ottaggio ve dig., 2006). Tiibiilinin
mikrotiibiillere baglanmasin1 Onleyen diger tiibiilin baglayic1 antikanser ilaglarin aksine,

paklitaksel, tiibiilinin mikrotiibiillere birlestirilmesini tesvik eder ve mikrotiibiillerin
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ayrilmasint Onler, boylelikle hiicre dongiisiiniin ilerlemesini ve hiicre boliinmesinin

gerceklesmesini engeller (Weaver, 2014; Zhu ve Chen, 2019).

Tiimoér immiinoterapisi, viicudun bagisiklik sisteminin gelistirilerek tiimorlere bagisiklik
tepkisinin iiretilmesidir. Son zamanlarda klasik ilaglarin tiimér immiinoterapisinde olast
uygulamalarina yonelik ¢aligmalarda ilerlemeler kaydedilmistir (Zhu ve Chen, 2019). Bir¢ok
calisma, paklitakselin tiimor hiicrelerini dogrudan 6ldiirmesinin yani sira efektor T hiicreleri,
dendritik hiicreler (DC'ler), dogal 6ldiiriicii (NK) hiicreler, diizenleyici T hiicreleri (Tregler) ve
makrofajlar gibi cesitli bagisiklik hiicrelerininin ¢alismasinda etkili oldugunu gdstermistir
(Vassileva ve dig., 2008). Paklitaksel hiicre bolinmesini inhibe eden birinci basamak
kemoterapi ilacidir. Paklitaksel kemoterapisi, tiimor hiicrelerinde apoptoz oranini arttirabilir,
timor antijenlerini serbest birakabilir ve antijen sunan hiicrelerin (APC'ler) fagositozunu
artirabilir. APC'ler proenflamatuar sitokinleri serbestlestirmek icin aktive edilir. DC
immiinoterapi, aktivasyon, modifikasyon ve in vitro proliferasyondan sonra hastanin kendi
bagisiklik hiicrelerini hastaya enjekte etmek icin kullanilir, boylece spesifik veya spesifik

olmayan bir bagisiklik tepkisi uyararak tiimor hiicreleri 6ldiiriiliir (Zhu ve Chen, 2019).

Paklitakselin Treglerin islevini inhibe ettigi ve tiimorlerin bagisiklik sisteminden kagisini
tersine cevirdigi gosterilmistir. Bu nedenle, immiinoterapi ile kombine edilen paklitaksel,
tedavinin etkinligini artirabilir. Klinik olarak, paklitaksel kombine tedavi, meme kanseri, kii¢lik
hiicreli olmayan akciger karsinomlari, yumurtalik kanseri ve diger malign tiimorleri tedavi
etmek i¢in kullanilmustir. I1I ve IV evre akciger karsinomu tedavisinde paklitaksel-karboplatin-

bevacizumab kullanan klinik ¢aligmalar mevcuttur (Spigel ve dig., 2015).

Karboplatin ve paklitaksel kemoterapi ikinci basamak kemoterapi yaklasimi olarak kullanilir.
Karboplatin, T hiicresi aktivasyonunu arttirmak i¢in DC'ler ve melanom hiicreleri tarafindan
anlatimi yapilan, 6lim reseptorii-ligand 2'yi (PD-L2) programlayan T hiicresi inhibitor

molekiiliinii diizenler (Lesterhuis WJ ve dig., 2011).

Radyoterapi ile birlestirilen lipozomal paklitaksel ve karboplatinin LSCC ve kontrol edilebilir
toksisite tlizerinde Onemli antitimor etkileri oldugu gosterilmistir. Bu sonuglar, lipozomal
paklitaksel bazli kemo-radyoterapinin, lokal olarak gelismis LSCC igin, &zellikle alerjik

hastaliklarda giivenli bir tedavi oldugunu gostermektedir. Immiinoterapi halen arastirma
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asamasinda oldugundan kanser tedavisinde kullanim1 hakkinda ¢ok az sey bilinmektedir (Wang

ve dig., 2018).

2.7 TAKSAN TUREVI SEKONDER METABOLITLERIN URETIMINDE
KULLANILAN YONTEMLER

Taxol® esas olarak porsuk agaclar tarafindan iiretilmektedir. Bununla birlikte, ekstraksiyonda
kullanilacak agacin kuru agirligina gore oldukea diisiik bir konsantrasyonda (% 0 ile % 0,069
arasinda) paklitaksel elde edilebilir (Wu ve Lin, 2003). Her ne kadar paklitaksel ekstraksiyonu
stirecinin verimi arttirilmig olsa da bir hastanin kemoterapisinde kullanilmak iizere 2 g ilag

tiretmek i¢in 4 agag¢ kullanilmasi gerekir (Liu ve dig., 2016).

Orijinal kaynak olan porsuk agaclarinda Taxol® icerigi ¢ok diisiik oldugundan, bu yontemin
siirekli bir sekilde kullanilabilmesi ¢evresel olarak da uygun degildir (Li ve dig., 2017). ilag
gelistirme siireglerinin erken asamalarinda, paklitaksel ekstraksiyonu ic¢in agaclarin
kabuklarinin toplanmasi, dogal kaynaklar1 tehdit etmis ve sonucta tiim diinyada yasaklanmaistir.
Ornegin, tiim Taxus tiirleri Cin hiikiimeti tarafindan yaymlanan Ulusal Korumali Yabani

Bitkiler Listesi'nde (1999) I. dereceden ulusal koruma altina alinmigtir (Gongbao, 2000).

Paklitakselin porsuk agaci bitkisi hasadiyla elde edilmesinin diisiik verimli bir protokol olmasi
ve neden olabilecegi ekolojik sorunlar nedeniyle daha siirdiiriilebilir alternatif yontemler
tizerine ¢alismalar yapilmistir. Mikroorganizmalar veya bitki hiicre kiiltiirleri ile fermantasyon
teknolojisi (Gallego ve dig., 2017) ve sitotoksik olmayan ve ¢ok daha yiiksek miktarlarda ve
kolaylikla bulunan iki paklitaksel oncii molekiiliinii olan bakkatin 111 (Baloglu ve Kingston,
1999) veya 10-deasetilbakatin 111 (Mandai ve dig., 2000) kullanilarak yapilan yari sentez baslica
calismalardandir. Ozellikle yar1 sentez yontemiyle paklitaksel iiretimi yaklasimy, ilag endiistrisi

tarafindan kullanilmaktadir (Seca ve Pinto, 2018).
2.7.1 Yapay Kiiltiirleme

Paklitaksel ekstraksiyonunun ekosistemler tizerindeki etkilerini azaltmak ic¢in yapay tarim
yontemleri kullanilmistir. Ornegin, Cin'in Yunnan ve Sichuan eyaletlerinde, ilacin bir diger
kaynag1 olarak tanimlanan Taxus chensensis dikimi i¢in ¢aligmalar yapilmistir (Lou ve dig.,
2011). Bugiline kadar 150'den fazla T. chinensis tarlast kurulmustur. Bu tarlalar bitki

yetistirilmesinde olumlu birer kaynaktir fakat Taxus tiirlerinin yavas bliylimesi ve bitki
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yetistiriciliginin ¢evresel faktorlerden yiiksek oranla etkilenebilir olmasi, yontemin etkinligini

diisiirmektedir (Zhu ve Chen, 2019).
2.7.2 Kimyasal Sentez

Paklitaksel oldukca karmasik bir molekiiler yapiya sahip olup kimyasal sentezi ¢ok karmasiktir.
Sentez siireci toplam 25-40 adim gerektirir. Holton ve arkadaslari paklitakseli kimyasal yolla
1994 yilinda basariyla sentezlediklerini bildirmis olsalar da (Holton ve dig., 1994), reaksiyon
kosullarinin kontrol edilmesinin son derece zor olmasi nedeniyle kimyasal sentez yoluyla ticari
tiretimi heniiz miimkiin degildir. Ayrica, sentez sirasinda biiyiik miktarda toksik yan iiriin

meydana gelir ve tiretim maliyeti son derece yiiksektir (Zhu ve Chen, 2019).
2.7.3 Kimyasal Yar1 Sentez

Paklitaksel sentezlemek amaciyla ilk kimyasal yar1 sentez 1988'de, 10- deasetilbakatin 111 (10-
DAB) kullanilarak gergeklestirilmistir (Denis ve dig., 1988). Paklitaksel, 10-deasetilbakatin ve
bakkatin III gibi Taxus bitkilerinde bulunan analoglar1 veya onciilerinin doniistiiriilmesi yolu
ile {iretilir. Bu reaksiyon tipik olarak katalitik miktarda potasyum ferrisiyanit veya N-
metilmorfolin igeren bir sitrik asit ve ayrica bir N-0ksit rejenerasyon reaksiyonunu gerektirir.
Bu yontem ile hem paklitaksel sentezi sirasinda iiretilen toksik yan iirlinlerin diizeyi azaltilmig

hem de maliyet diistiriilmiistiir (Zhu ve Chen, 2019).
2.7.4 Metabolizma Miihendisligi

Kimyasal sentez ve yar1 kimyasal sentez ile paklitaksel iiretim yontemlerine alternatif olarak
biyosentetik enzimlerin klonlanmasi galismalar1 yapilmaktadir. Taxol® biyosentez yolaginda
gorevli 6nemli enzim ve molekiillerin mikroorganizmalara aktarimi basta olmak {izere farkli
metabolizma miihendisligi galismalar1 yapilmaktadir. Ornegin, paklitakselin biyosentetik
yolunun bir kism1 Saccharomyces cerevisiae, Escherichia coli mikroorganizmalarina ve bazi
bitki sistemlerine aktarilmistir. IPP izomeraz, GGPP sentaz ve TS enzimlerinin, E. coli'de fazla
miktarda anlatimi saglanmistir (Huang ve dig., 2001). Son yillarda, en yiiksek paklitaksel

verimini elde etmek i¢in mikroorganizmalarda ¢aligmalar yapilmaktadir (Biggs ve dig., 2016).
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Taxol® biyosentez yolaginda bir¢ok enzim gérev almaktadir. Bu enzimleri iiretmek, hiicresel
ve molekiiler seviyelerde daha yiiksek paklitaksel elde etmek i¢in genetik ve metabolik

miihendislik ¢caligsmalar1 devam etmektedir (Zhu ve Chen, 2019).
2.7.5 Hiicre Kiiltiirleri

Bitki hiicre kiiltiirleri, paklitaksel ve ilgili bilesiklerin stabil bir sekilde iiretimi i¢in en umut
verici yaklagimlardan biri olarak kabul edilir. Farkli Taxus tiirlerinden hiicre kiiltiirleri iiretmek
icin ¢esitli ¢aligsmalar yapilmistir (Ketchum ve Gibson, 1996; Ottaggio ve dig., 2006). Taxus
bitkilerinin, organlarmin ve dokularinin farkli kisimlarinda bulunan paklitaksel miktarlar
biiyiik dl¢tide farklidir; bu nedenle Taxus tiirlerine ait doku ve organ eksplantlar1 hedeflenmis
bir sekilde kiiltiirlenmistir. 1989 yilinda T. brevifolia hiicreleri ilk kez basarili bir sekilde kiiltiire
edilmistir. Iki y1l sonra T. brevifolia kiiltiirleri ekstraksiyon basina 1-3 mg / L paklitaksel elde
edilmistir (Tabata, 2006). O zamandan beri, T. baccata, T. yunnanensis, T. cuspidate, T.
chinensis, T. canadensis ve T. globosa gibi birgok Taxus tiiriiniin in vitro kiiltiirlemeye iyi yanit
verdigi gézlenmistir (Ciddi ve dig., 1995; Zhu ve Chen, 2019).

Taxus hiicre kiiltlirleri kurulmasinin bir¢ok avantaji vardir. Yabani bitkilerden farkli olarak
kiiltiirler hava, mevsimsel degisiklikler ve ¢evre kirliliginden etkilenmez. Taxus hiicrelerinin
kiltiirlenmesi ayn1 safliktaki paklitakselin siirekli iiretimine izin verir ve kiiltlirler yenilenebilir,
cevre dostu ve dogal kaynaklardan bagimsizdir. Taxus hiicrelerinin kiiltiirlenmesi, 6zellikle
verimi artiran metabolizma ve genetik miihendisligi teknikleriyle birlikte paklitaksel elde
etmenin énemli bir yolu haline gelmistir. Bununla birlikte, Taxus hiicrelerinin kiiltiirlenmesi ile
ilgili gesitli zorluklar da vardir. Kiiltiirleme; yavas hiicre biiytimesi, stres faktorii tiretimi, hiicre

toplanmasi, yiiksek maliyetler gibi etmenler ile olumsuz etkilenebilir (Zhu ve Chen, 2019).

In vitro kosullar altinda Taxus tiirlerinden iiretilen Taxol® miktari hala siirlidir ve maliyeti
oldukga yiiksektir. Ayrica porsuk ile iliskili Taxol® iireten endofitik mantarlarin izolasyonu ve
yetistirilmesi iizerine de ¢alismalar yapilmistir ancak Taxol® verimi bitkiye gore nispeten ¢ok
kiiiiktiir (Ottaggio ve dig., 2006).

Taxus tiirlerine ek olarak, findik (Corylus avellana), paklitaksel iireten bir diger bitki olarak
tamimlanmistir (Hoffman ve dig., 1998). Tiirkiye’de yetisen findik ¢esitlerine ait farkli
dokulardan yapilan analizler de benzer sekilde paklitaksel tiirevi molekiillerin iiretildigini

gostermistir (Kutlutiirk, 2019). Findik hiicre kiiltiirleri yoluyla paklitaksel iiretmenin en biiyiik
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avantaj1, findigin yaygin olarak erisilebilir olmasi1 ve in vitro kosullarda yetistirilmesinin daha
kolay olmasidir (Gallego ve dig., 2015). C. avellana'nn in vitro kiiltiirlerinin paklitaksel {iretimi
icin umut verici ve daha ucuz bir kaynak olabilecegi belirtilmektedir (Gallego ve dig., 2017,
Salehi ve dig., 2017).

2.8 YUKSEK BASINCLI SIVI KROMATOGRAFISi (HPLC)

Kromatografi, belirli maddelerin bir hareketli faz araciligiyla kat1 veya sivi bir duragan fazda
hareket etmesi temeline dayanan bir ayrim yontemidir. Bu yontem ayrilacak molekiillerin
dagilma, tutulma, afinite gibi Ozelliklerinden etkilenir. Bu 06zelliklerdeki farkliliklar
molekiillerin kromatografi sisteminden ayrilma siirelerinde degisikliklere neden olur

(Temizkan ve Arda, 2018).

Yiiksek Basingh Sivi Kromatografisi (High Pressure Liquid Chromatography, HPLC),
giiniimiizde oldukca genis bir alanda kullanilan analitik kromatografi yontemidir. Bu yontemde
siv1 ¢Oziicii icerisinde ¢oziinmiis molekiillerin duragan faz ile etkilesime girmesi ve ¢oziici
icerisindeki molekiillerin yiiksek basingla itildigi kolondan, farkli siirelerde ¢ikmasi ile

ayrilmasi esas alinir.

Esas ayirim kolon igerisinde gergeklesmektedir. Burada bulunan duragan faz pm boyutlarindaki
partikiillerden meydana gelir. Bu nedenle gerekli yliksek basing saglanmadikca kolon igerisinde
akiskanlik olduk¢a azdir. Ayirimin saglanabilmesi igin ¢oziiciiniin ihtiyag duydugu yiliksek
basing pompa ve supap sistemleri ile olusturulur. Bu yontemde kolon igerisindeki partikiil
boyutunun oldukca kii¢iilk olmasi ayrimin spesifikligi ile iligkilidir. Coziiciiniin kolon
icerisinden akisinda yiliksek basing kullanilmasi teknigin ayrim giiciiniin artmasini saglar,
islemin tamamlanma siiresini kisaltir. Geleneksel kromatografi yontemlerinde ise ¢ok daha
diisiik hassasiyette analizlerin tamamlanmasi ¢ok daha uzun siireler almaktadir (Temizkan ve

Arda, 2018). HPLC cihazi temel elemanlar1 Sekil 2.9’da gosterilmistir.
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Sekil 2.9: HPLC sistemi.

HPLC sistemi pompa, 6rnekleyici, kolon ve dedektdr olmak {izere dort temel bilesenden
meydana gelir. Ayrimi1 gerceklestirmek istenilen molekiiller analit olarak adlandirilir ve
hareketli faz1 olusturur. Analizi etkileyen bir¢ok etmen oldugu gibi ¢6ziicli tipi ve pH yapilan
analizi dogrudan etkiler. Bu nedenle kullanilacak olan ¢oziicii tipi olduk¢a 6nemlidir. Analitin
cekilip esas ayrimin gerceklesecegi kolona yiiksek basing ile génderilmesinde pompa is gortir.
Analitin kolondan gegecegi akis hizi ve uygulanacak basincin ayarlanmasi da pompa ile
saglanir. Pompalar kullanildiklar1 akis hizlarina gore Analitik, Analitik-Preparatif ve Preparatif
pompalar olarak siniflandirilir. Mobil faz adedine bagl olarak tek kanalli, gradient ve ¢ok
kanalli pompalar tasarlanabilir. Ornegin gradient pompa kullanilan bir calismada analitin
degisik zamanlarda ve oranlarda ¢alisilmas1 miimkiindiir. Bu ¢alismanin spesifikligi ve siiresini
etkileyebilir. Ornekleyici, analizi yapilacak ¢ozeltinin HPLC kolonuna iletilmesini saglar.
Manuel ve otomatik drnekleyici olmak iizere iki tipe ayrilir. Manuel modellerde analitin kolona
gonderilmesi bir siringa ile saglanirken otomatik modellerde bu cihaz tarafindan
yapilabilmektedir. Kolon, sistemde molekiillerin ayriminin gergeklestigi iinitedir. Celik ve cam
gibi malzemelerden iiretilir ve polimer veya silika gibi dolgu malzemeleri ile doldurularak
duragan faz olusturulur. Gelisen teknoloji ile silika dolgulu kolonlarin yerini ¢ok kiiciik

gozenekli polimer kolonlar almaya baslamistir.

Cok kiigiik boyutlu partikiiller kullanilmasiyla ayrimin kalitesinin yiiksek olmasi, analitin
kolondan gegirilmesine olanak tantyan yliksek basincin ve akis hizinin kontrol edilebilir olmasi,

kiigiik miktarlarda numunelerde dahi basariyla analiz yapilabilmesi, yliksek dogruluk ve diistik
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analiz siiresi gibi 6nemli avantajlara sahiptir. Bu nedenle gidalardan herbisit ve pestisitlere,
uyusturuculara, biyokimyasallardan ilaglara varan genis bir alanda 6nemli bir teknik olarak

kullanilmaktadir (Synder, 2000).
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3. MALZEME VE YONTEM

3.1 BITKi MATERYALI

Calisma kapsaminda kullanilan 5 farkli gesit ve 2 farkli genotipe ait findik tohum mataryeli
(Sivri Yagh Findik, Sivri Findik, Tombul Findik, Cakildak Findik, Palaz Findik, Ham Findik,
Kalinkara Findik, T.C. Tartm Orman Bakanligi, 2020) Samsun 19 Mayis Universitesi Ziraat
Fakiiltesi Bahge Bitkileri Boliimiinden Prof. Dr. Umit SERDAR’ dan Eyliil 2017°de temin

edilmistir. Calisma siiresince findik ¢esitleri 4 °C de buzdolabinda muhafaza edilmistir.
3.2 BITKI YETISTIRILMESI

Bitkilerde hiicre kiiltiirleri kurmak amaciyla bir¢ok farkli yontem uygulanmaktadir. Bitkisel
sekonder metabolitlerin iiretimi amactyla kurulan hiicre kiiltiirlerinde kiiltiirdeki hiicrelerin
stabilitesi olduk¢a 6nemlidir. Bu nedenle kok kiiltiirleri sekonder metabolit iiretimi igin
kullanilan alternatiflerden biridir. Calismada kullanilan gesitlere ait bitki kiiltiirleri daha once
kurulmadigindan, baslangigta boliinme yetenegi yiiksek embriyolar kullanilarak in vitro
kosullarda bitkicikler yetistirilmistir. Elde edilen steril bitkicikler kok kiiltiirleri kurulmasinda
kullanilmig ve kurulan kok kiiltlirlerinde sekonder metabolit {iretimini arttirmaya yonelik

elisitasyon ¢alismalar1 gerceklestirilmistir.
3.2.1 Besiyeri Hazirlanmasi

Bitki yetistirilmesi amaciyla MS (Murashige ve Skoog) besiyeri kullanildi. 1 litre MS besiyeri
hazirlanmasi i¢in 4,4 gr MS tuzu (Sigma, M5519) ve 30 gr sukroz (Sigma, 84097) 800 mL
dH20 da magnetik karigtirict yardimiyla ¢ozdiriildi. 5N sodyum hidroksit (Merck,
1.06462.1000) ¢ozeltisi kullanilarak pH 5,7- 5,8 araliginda olacak sekilde hazirlandi. Toplam
hacim distile H>O ile 1000 mL ye tamamland1. Besiyeri igerigine katilastirici olarak 8 g/L agar
(Sigma, A1296) eklendi. Hazirlanan besiyerleri 121 °C de 15 dakika 1 atm basingta otoklavda
steril edildi. MS besiyeri bilesenleri Tablo 3.1°de verilmistir (Sigma, 2020).

Sterilizasyonun ardindan besiyerleri ~60 °C’ye kadar sogutuldu ve son konsantrasyonu 1 mg/L
olacak sekilde iireticiden temin edilen steril MS vitamini (Sigma, M3900) eklenerek plastik
Magenta kaplarina dokiildii. Soguyup katilagan besiyerleri, parafilm (Sigma, Katalog No: P-
7793) ile kapatilarak kullanilincaya kadar 4 °C sicaklikta buzdolabinda muhafaza edildi.



Tablo 3.1: Murashige ve Skoog besiyeri bilesenleri (Murashige and Skoog, 1962).

Besiyeri Icerigi Mg/L
Amonyum nitrat 1650,0
Borik asit 6,2
Kalsiyum Kloriir 332,2
Kobalt Kkloriir.6H.O 0,025
Kiiprik siilfat.5H,O 0,025
Na2-EDTA 37,26
Ferrik siilfat.7H,O 27,8
Magnezyum siilfat 180,7
Manganez siilfat.H,O 16,9
Molibdik asit.2H.O 0,025
Potasyum iyodiir 0,83
Potasyum nitrat 1900,0
Potasyum fosfat 170,0
Cinko siilfat.7H,O 8,6

3.2.2 Yiizey Sterilizasyonu ve Tohum Ekimi

Steril findik bitkiciklerinin elde edilmesi amaciyla kullanilan findik tohumlarinin yiizey
sterilizasyonu i¢in Gallego ve arkadaslarinin ¢alismasinda kullanilan yontem degistirilerek
uyguland: (Gallego ve dig., 2015). Buna gore, tohumlar bir beher iginde ~1 saat akan musluk
suyunda yikandi, ardindan laminar hava akimli steril kabinde steril bir findik kiracagi
yardimiyla sert dis kabuklar kirillarak uzaklagtirildi. Kabuksuz tohumlar %70’lik etanol
bulunan bir beherde 30 saniye bekletildi, ardindan %3 ticari ¢amasir suyu ve birkag damla
Tween 20 (Sigma, P1379) igeren diger bir behere aktarildi ve 30 dakika bekletildi. Yikama igin
tohumlar, igerisinde steril distile H2O bulunan beherlere ardisik olarak 3 kez aktarildi. Ardindan
tohumlar absolut etanole daldirilip ¢ikartildi ve durulama igin igerisinde steril distile HoO
bulunan beherlere ardisik olarak aktarilarak 3 kez yikandi. Yikamanin ardindan steril cam Petri
kaplarinin igerisindeki steril filtre kagitlarina alinarak fazla su uzaklastirildi. Yiizey

sterilizasyonu tamamlanmis steril tohumlar Magenta kaplarina ekildi. Kaplar parafilm ile
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kusatilarak 25+1°C, 16 saat 151k/8 saat karanlik, 1400 lux kosullarini saglayan bitki biiylitme
kabininde bitki gelisimi gézlenene kadar inkiibe edildi (Sanyo, MLR-352H).

3.3 KALLUS KULTURLERININ KURULMASI
3.3.1 Kallus Olusturma

Kallus olusumunun uyarilmasi ve besiyerlerindeki farkli bitki biiyiime diizenleyicileri
konsantrasyonlarinin kallus olusum frekansina olan etkisinin hesaplanmasi1 amaciyla kallus
kiiltiirleri 3 farkli MS temelli besiyeri kosulunda kuruldu. Bu amagla kallus olusumunun
uyarilmasinda kullanilan bitki biiyiime diizenleyicileri 2-4 diklorofenoksi asetik asit (2,4-D), 6-
benzilamino piirin (BAP) ve Kinetin (KIN) olarak belirlendi.

Kallus kiiltiirlerinin kurulmasi amaciyla Boliim 3.2.1°de belirtilen bigimde MS besiyeri
hazirlandi. Sterilizasyonun ardindan besiyerleri ~60°C ye kadar sogutuldu ve son
konsantrasyonu 1 mg/L steril MS vitamini, son konsanstrasyonlar1 2,4-D i¢in 2 mg/L, KiN i¢in
0,4 mg/L ve 1,6 mg/L, BAP i¢in ise 0,2 mg/L olacak sekilde steril besiyerine uygun miktarlarda
eklendi ve plastik Magenta kaplarina dokiildii. Soguyup katilagan besiyerleri Parafilm (Sigma,
Katalog No: P-7793) ile kapatildi. MS besiyeri vitamin ¢6zeltisi olan MS vitamini (Sigma,
M3900) ve kallus olusumu deneylerinde kullanilan 2,4-D (Sigma,40330), BAP (Sigma,
B3274), ve KIN (Sigma, K3253) bitki biiyiime diizenleyicileri steril ¢dzeltiler halinde iiretici
firmadan elde edildi.

Findik tohumlariin yiizey sterilizasyonu Boliim 3.2.2°de tarif edildigi sekilde gerceklestirildi.
Bu sekilde steril edilen tohumlar, icerisinde steril filtre kagitlar1 bulunan cam Petrilere alinarak
fazla sular1 uzaklastirildi ve bistiiri yardimi ile kotiledon kisimlar1 kesilerek olabildigince
azaltildi. Embriyoyu da igerecek sekilde kiigiiltiilmiis tohumlar ~ 2-3 cm biiyiikliiklerde olacak
sekilde pargalara ayrildi. Eksplantlar, kesik yiizeyleri kallus olusumunu uyarici bitki biiylime
diizenleyicileri eklenmis besiyerine temas edecek sekilde, igerisinde kati besiyeri bulunan her
Petri kabina beser parca olacak sekilde ekildi. Petri kaplari, parafilm ile kusatilarak 25+1 °C,
16 saat 151k/8 saat karanlik, 1400 lux kosullarini saglayan bitki biiylitme kabininde inkiibe edildi
(Sanyo, MLR-352H).
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3.3.2 Kallus Olusum Frekansimin Hesaplanmasi

Kallus kiiltiirleri, eksplant ekimini takiben 30. glinde kallus olusturma frekansinin belirlenmesi
amactyla gozlemlendi. 30. giin sonunda her gesit ve genotip i¢in % kallus frekanslari Denklem

3.1’e gore hesaplanda.

Kallus sayis1

% Kallus Frekans1 = x 100 (3.1)

Eksplant sayisi
3.4 HUCRE SUSPANSIYON KULTURLERI KURULMASI

Kat1 besiyeri ortaminda iiretilen Kalinkara cesidine ait 30 giinliik kalluslardan hiicre
stispansiyon kiiltiirlerinin kurulabilmesi i¢in canlilig1 yliksek, kolay ufalanabilir olanlar secildi.
Yaklasik 5g agirhigindaki kalluslar steril bir cam Petri iizerinde pens yardimiyla ufalandi.
Igerisinde 2,4-D’nin 2 mg/L ve BAP’1n 0,2 mg/L konsantrasyonlarini iceren 50 ml sivi MS
besiyeri bulunan 250 ml’lik Erlen Mayerlere aktarildi. Kiiltiir kaplar1 ¢alkalayici inkiibatérde
(Labnet, 211DS) onciil hiicre siispansiyon kiiltiirlerini olusturmak iizere inkiibe edildi. Steril
kabin icerisinde yaklasik 1 saat bekletilerek hiicre kitlesi ¢oktiiriilmiis 30 giinliik onciil
kiiltiirlerin yiizeye yakin kismindan 30 mL besiyeri, steril bir pipet yardimiyla uzaklastirildi.
Yerine yukarida igerigi verilen 30 mL taze besiyerleri eklendi. Bu sekilde ardisik ii¢ alt
kiltiirleme yapildi. Bu 6nciil kiiltiirler hiicre siispansiyon kiiltiirlerinin kurulmasi i¢in kullanildi.
Hiicre siispansiyon kiiltiirleri 120 rpm, 25 °C de karanlikta 30 giin siire ile ¢alkalayicida inkiibe
edildi.

MS besiyeri varliginda Magenta kaplarinda ¢imlendirilen tohumlardan Tombul findik ¢esidine
ait yetistirilen bitkicik kokleri onciil hiicre slispansiyon kiiltlirleri kurulmasi amaciyla segildi.
Tohum ekimini takiben 60 giinliik steril findik bitkiciginin kdk yapist, igerisinde 2,4-D’nin 2
mg/L ve BAP’1n 0,2 mg/L konsantrasyonlarini igeren 50 mL sivi MS besiyeri bulunan 250
mL’lik Erlen Mayerlere aktarildi. Kiiltiir kaplari ¢alkalayici inkiibatérde (Labnet, 211DS) dnciil
hiicre siispansiyon kiiltiirlerini olusturmak tizere inkiibe edildi. Kalinkara findikta yapildig: gibi
30 giinliik kiiltiir siiresinin sonunda 6nciil hiicre siispansiyon kiiltiirleri steril kabin igerisinde 1
saat bekletilerek icerdigi hiicre kitlesi Erlen Mayer tabanina ¢okmesi saglandi. Ardindan steril
pipet yardimi ile yiizeye yakin bolgeden 30 mL eski besiyeri uzaklastirildi ve 30 mL taze
besiyeri eklendi. Bu sekilde ardisik {i¢ alt kiiltiirleme yapildi. Bu onciil kiiltiirler hiicre
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stispansiyon kiiltiirlerinin kurulmasi i¢in kullanildi. Hiicre siispansiyon kiiltiirleri 120 rpm de

karanlikta 30 giin siire ile ¢alkalayicida 25 °C de inkiibe edildi.

Kiiltiirleme siiresince hiicre siispansiyon kiiltiirlerindeki hiicrelerin canliligindaki degisimi
dolayisiyla kiiltiiriin fizyolojik durumunu takip etmek amaciyla kiiltiiriin baglatildig1 giinden
itibaren her 5 glinde (0. Giin, 5. Giin, 10. Giin, 15. Giin, 20. Giin, 25. Giin, 30. Giin) slispansiyon
kiiltiirtinden 1’er mL o6rnek alindi ve bir santrifiij tiipli i¢erisinde 2 pL %]1°lik Evan’s Blue
boyasi ile karistirilarak 10 dakika bekletildi. Siire sonunda bu karigimdan alman 100 pL’lik
ornekler Thoma Lami’na (Brand, BR718005) aktarilarak 151k mikroskobunda (Leica, DM1000)
boyanma 6zellikleri dikkate alinarak (mavi boyanan hiicreler 6lii, seffaf goriinen hiicreler canli)
hiicre sayim1 yapildi. Hiicre boyamalar i¢in kullanilan %1°lik Evan’s Blue soliisyonu 0,1 g
Evan’s Blue boyasinin (Sigma, E2129) 10 mL distile H2O ile ¢ézdiirilmesi ile hazirlandi.
Soliisyon 0,22 um por ¢apli1 Milipore filtreden (Milipore, SLMP25SS) gecirilerek steril edildi.

Thoma lami ile hiicre sayiminda, Evan’s Blue boyasi ile boyanan ve boyanmayan hiicre

sayilarina gore kiiltiirlerin % Hiicre Canliligs;

Boyanmayan Hiicre Sayist

% Hicre Canliligt = X 100 (3.2)

Toplam Hicre Sayisit

denklemine gore hesaplandi (Denklem 3.2).
3.4.1 Ureme Egrileri Olusturulmasi

Hiicre kiiltiirlerinin iireme davranislarinin belirlenebilmesi ve sekonder metabolizma uyarici
elisitdr madde uygulamasimin dogru zamanda yapilabilmesi i¢in hiicre kiiltiirlerinin tireme
egrileri ¢ikartildi. Ureme egrilerinin ¢gikartilmasinda Thoma Lamu ile hiicre sayimi, yas ve kuru

agirlik olgtimleri yapildi.
3.4.1.1 Thoma Lamu ile Hiicre Sayimi

Hiicre siispansiyon kiiltiirleri, kiiltiirleme siiresinin sonuncu giinii olan 30. giinde altkiiltiirlendi.
Hiicre siispansiyon kiiltiirtindeki hiicrelerden, hiicre sayisinin belirlenmesi i¢in 6rnek toplandi.
Bu amagla hiicre canliliginin belirlenmesi deneylerine paralel olarak kiiltiiriin baslatildig1
giinden itibaren her 5 giinde siispansiyon kiiltiiriinden alinan 100 pL 6rnek Thoma Lamu tizerine

alinarak 151k mikroskobunda hiicre sayimi yapildi.
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ImL’deki hiicre sayist,

Hiicre Sayis1 / mL = (Sayilan hiicre sayisi) X (Sulandirma faktérii) X (10%) (3.3)
denklemine gore hesaplandi (Denklem 3.3).

3.4.1.2 Yas ve Kuru Agwhk Olciimleri

Hiicre siispansiyon Kkiiltiirlerinin 0., 5., 10., 15., 20., 25. ve 30. giinlerinde 5 mL hiicre
slispansiyon kiiltiirii 6rnekleri 6nceden bos agirlig bilinen falkon tiiplere alindi. 9500 rpm’de
10 dk santrifiij edildi. Siipernatant atild1 ve yas pelletin agirlig: tartildi. Yas agirlig tartilan
pellet 60 °C de 48 saat kurumaya birakildi. Tartilarak kuru agirlik l¢timleri yapildi.

35 HUCRE SUSPANSIYON KULTURLERINDE ELiISITASYON
UYGULAMALARI

Bolim 3.3.2°de belirtilen yontemler ile iireme egrileri c¢ikartilan hiicre siispansiyon
kiiltiirlerinde taksan tiirevi sekonder metabolitlerin liretimini arttirmak amactyla logaritmik
iireme fazinin ortasina karsilik gelen giinde elisitasyon uygulamasi yapildi. Elisitér madde

olarak Metil Jasmonat (Sigma, 392707) ve Fenilalanin (Sigma, P1751) kullanildx.
3.5.1 Metil Jasmonat Elisitasyonu

Elisitor uygulamasi igin ticari olarak satin alinan Metil Jasmonat (MeJa, %95) etanol igerisinde
¢ozdiiriilerek, 100 mM konsantrasyonda stok ¢ozelti hazirlandi ve 0,22 um por ¢apinda
Milipore filtreden gegirilerek steril edildi. Stok ¢ozeltiden, son konsantrasyon 100 uM olacak
miktarda ekleme yapilarak hiicre slispansiyon kiiltiirlerinin logaritmik evresinin ortasina gelen
giinde elisitasyon uygulamasi gerceklestirildi. Sekil 3.1’de Metil Jasmonat’in kimyasal yapisi

verilmistir.
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Sekil 3.1: Metil Jasmonat (MeJa)’in kimyasal yapisi.

3.5.2 Fenilalanin Elisitasyonu

Fenilalanin (Phe) elisitorii uygulamasi igin ticari olarak satin aliman Fenilalanin distile su
igerisinde ¢ozdiiriilerek 100 mM konsantrasyonda stok fenilalanin soliisyonu hazirlandi ve 0,22
um por ¢apinda Milipore filtre kullanilarak steril edildi. Hazirlanan 100 mM konsantrasyondaki
soliisyon kullanilarak, son konsantrasyon 3 uM olacak sekilde hiicre siispansiyon kiiltiirlerine

elisitasyon uygulamasi gerceklestirildi. Sekil 3.2°de Fenilalanin’in kimyasal yapis1 verilmistir.

O

OH
NH>

Sekil 3.2: Fenilalanin (Phe)’in kimyasal yapisi.

3.6 YUKSEK BASINCLI SIVI KROMATOGRAFISI

Hiicre siispansiyon kiiltiirlerinde taksan tlirevlerinin kalitatif ve kantitatif analizi HPLC metodu

kullanilarak yapildi.
3.6.1 Findik Hiicre Siispansiyon Kiiltiirlerinde Taksan Molekiilleri Ekstraksiyonu

Bu tez ¢alismasinda Kalinkara ve Tombul findiga ait hiicre siispansiyon kiiltiirlerinde taksan

tirevi diterpen alkoloidlerin tespit edilmesi amaciyla Gallego ve arkadaglar1 tarafindan
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gelistirilen ekstraksiyon yontemi kullanildi (Gallego ve dig., 2015). Toplam taksanlarin
ekstraksiyonu liyofilize edilmis, 30 giinliik hiicre siispansiyon kiiltiirii igeriginden yapildi.
Hiicre dis1 (hiicrelerden kiiltiir sivisina salinan) taksanlarin ekstraksiyonunda dogrudan hiicre
siispansiyon kiiltiirlerinin besiyeri sivist kullanildi. Hiicrelerden kiiltiir sivisina salinan

taksanlarin analizi tez ¢alismasinin devaminda ‘hiicre dis1’ olarak ifade edilecektir.
3.6.1.1 Liyofilizasyon

Kiiltirlerde bulunan toplam taksanlarin ekstraksiyonu igin hiicre siispansiyon kiiltiirii
orneklerinin tamami Oncelikle -80 °C’de donduruldu. Kiiltiir igeriginde bulunan suyun
ucurulmasi i¢in Ornekler -56 °C’de 48 saat liyofilizator (Christ, 1-2LDPIlus) kullanilarak

kristalize edildi.
3.6.1.2 Toplam Taksan Ekstraksiyonu

50 mg liyofilize edilmis 6rnek 1 mL %90 metanol: su (v/v) eklenerek 1,5 mL lik santrifiij
tiiplerine alinarak cam bilyeler ile ekstrakte edildi. Hiicreler 2 dakika siire ile 30 Hertz (1/s) de
Mixer Mill (Domel Tehtnica, MillMix 20) kullanilarak pargalandi. Tiipler 10 dakika 15000 x g
de santrifiij edildi ve metanol ekstrakti yeni tiipe aktarildi. Pellet ayn1 protokol ile ikinci kez
ekstrakte edildi. Metanol ekstraktlar1 8 mL n-hekzan ile kisa siire vortekslenerek yikandi.
Karisim 20 dakika 2500 x g’de santrifiij edildi. Sivi faz yeni tiipe aktarildi ve 4 mL
diklorometan ile ikinci kez ekstrakte edildi. Organik faz toplandi ve evapore (Savant, VLPI 20)
edildi. Evaporasyondan geriye kalan kalinti, analizlerde kullanilmak {izere 1 mL metanolde

¢ozildi. Analiz gergeklestirilene kadar 6rnekler 4 °C’de bekletildi.
3.6.1.3 Hiicre Dist Taksanlarin Ekstraksiyonu

Hiicre disina salinan taksanlarin analizi i¢in dogrudan 30 giinliik Kalinkara hiicre siispansiyon
kiiltiirlerinin besiyeri 6rnekleri kullanildi. Calkalanan kiiltiirlerden homojen bir sekilde yaklagik
10 mL kdltiir materyali 15 mL’lik falkon tiiplere alind1 ve 9500 rpm’de 15 dakika santrifiij
edildi. Ust faza ait 4 mL’lik 6rnekler 1 mL diklorometan ile ekstrakte edildi, tiipler elde ters
diiz edilerek 30 saniye karistirildi ve 1 saat ultrasonikasyon (Ultraclear Industrial CO., 500 HT)
uygulandi. Organik faz toplandi. Evaporasyon ve kalintilar1 ¢6zme Boliim 3.6.1.2°de belirtildigi
sekilde yapildi.
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3.6.2 HPLC (Yiiksek Basingh S1ivi Kromatografisi) Analizi

Hazirlanan Kalinkara ve Tombul findik hiicre siispansiyon kiiltiirii ekstraktlarinin taksan tiirevi
diterpen alkoloidlerce igeriginin analiz edilmesi i¢in HPLC cihaz1 (The Shimadzu CBM-
20A/CBM-20 Alite) ve NOVA Spher 100 Phenyl- Hexyl C18 kolonu (250 mm X 4.6 mm, 5
pum pargacik boyutu) kullanildi. Analizler Diizce Universitesi Bilimsel ve Teknolojik

Aragtirmalar Uygulama ve Arastirma Merkezi’nde gergeklestirildi.

HPLC analizlerine baglanmadan 6nce kullanilan kolon (C18) yikandi. Ardindan sartlama islemi
yapild1 ve standart c¢ozeltilerin analizleri yapildi. Yikama, sartlama ve analiz islemlerinin

kosullar1 Tablo 3.2’de verilmistir.

Tablo 3.2: HPLC analizinde kullanilan kolonun (C18) yikama, sartlama ve analiz kosullari.

Yikama Sartlama Analiz
Siire: (15.01 dk) (15.00 dk) (55.00 dk)
Sistem: Diisiik Basingli Gradient Disiik Basingli Gradient Disiik Basingli Gradient

Sistem Sistem Sistem

Toplam Akis Hizi Toplam Akis Hiz1 Toplam Akis Hiz1

1.000 mL/ dk 1.000 mL/ dk 1.000 mL/ dk
HPLC grade metanol (%99,99) Asetonitril: Saf su Asetonitril: Saf su
ile yikama islemi yapildi
(90:10 v/v) (25:75 viv) - 15 dk

Kiiltiirlerdeki taksan tiirevi diterpen alkoloidlerin analizinin yapilabilmesi amaciyla ticari
olarak satin aliman 10-deasetil bakkatin 111 (10-DAP, Sigma, D3676), Bakkatin 11l (Sigma,
B8154), Sefalomannin (Sigma, C4991) ve Paklitaksel (Sigma, T7402) standartlarinin (Sigma-
Aldrich, > %97, HPLC) HPLC analizleri gergeklestirildi. Standartlarin analizi i¢in (Kutlutiirk,
2019) de gelistirilen yontem uygulandi. Her bir standarttan 1000 ppm konsantrasyonda ana stok
hazirlandi. Denklem 3.4 kullanilarak 6 farkli konsantrasyonda (50 mg/L; 25 mg/L; 10 mg/L; 5
mg/L; 2,5 mg/L ve 1 mg/L) seyreltilen standart ¢ozeltileri HPLC ile analiz edildi. Cihaza ait
UV dedektor aracilifiyla 228 nm dalga boyundaki 1s18in absorbansina gore yogunlugu

Olciilerek ¢ozeltilerin igerdigi taksan tiirevi maddelerin konsantrasyonlari belirlendi. Bu analiz
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sonucunda 10-DAP, Bakkatin 111, Sefalomannin ve Paklitaksel molekiillerinin kolondan ¢ikis

zamanlar1 belirlendi.

Cl xV2 =C2 V2

(3.4)

Sekil 3.3’te HPLC analizinde kullanilan standartlarin kolondan ¢ikis siirelerini gosteren

kromatogram verilmistir. Kromatogramda X ekseni kolondan ¢ikis zamani (dk), Y ekseni UV

dedektoriin olgtiigli 228 nm dalga boyundaki absorbans degerlerini (Azzg) gostermektedir.

et Sk 05 140 O Ot S 5 S vtr Ol 050 5 S Oltr | Ot S 0 102 ttr Dt 250 5 12 D] Ot 8 1 Dtr |

¥s s vy
2I2000-4
- : ; Paklitaksel
™1 10 deasetil bakkatin ITI i .
—— Bakkatin III Sefalomanin
+33000- Somel | 50mgzL 50mzL S0mzl
AI2U0 4
2 mglL 25 mgl 25 mgl 25 mgl
P2000- 1
T 10mgL 10mgL 10mgL
23300
Smel Smgl Smgl Smgl
2000 u 25 ;,-, A 25mel 25mzl 25mglL
} L 1mel 1mgL 1mgL | Imgl
T ovle s o e 1 e s Me L -

Sekil 3.3: HPLC analizlerinde kullanilan 10-DAP, bakkatin 111, sefalomannin ve paklitaksel standart
bilesiklerinin farkli konsantrasyonlarda hazirlanmis ¢ozeltilerinin kolondan ¢ikis siirelerini
belirten kromatogramu.
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3.7 ISTATISTIKSEL ANALIiZLER

Besiyerlerindeki farkli bitki biiyiime diizenleyicileri konsantrasyonlarinin kallus frekansina
olan etkisinin hesaplanmasi ve hiicre siispansiyon kiiltiirlerinde tireme egrileri ¢ikartilmasi
caligmalarinda deneyler tiger tekrarli olarak yapildi. Bitki biiylime diizenleyicilerinin kallus
olusumu tizerindeki etkileri ile ilgili sonuglarin istatistiksel yontemler ile degerlendirilmesinde
Tukey testi ve ¢ift yonlii ANOVA testleri uygulandi. Hiicre siispansiyon kiiltiirlerinde iireme
egrileri ¢ikartilmasinda ise Korelasyon analizi kullanildi. Hiicrelerin iireme egrilerinin
cikartilmasi ¢caligmalarinda, hiicre sayisi, kuru ve yas agirlik 6l¢iimlerine ait tekrar deneylerinin

sonuglarmin aritmetik ortalamalar1 kullanildi.
p < 0,05 olarak hesaplanan degerler istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

HPLC analizleri 3 teknik tekrar kullanilarak yapildi. ppm olarak elde edilen analiz sonuglari
Denklem 3.5 kullanilarak pg/g degerine doniistiiriilerek hesaplandi. Tekrar sonuglarinin
aritmetik ortalama ve standart sapma degerleri Microsoft Office Excel 2016 programi

kullanilarak analiz edildi.

ppm = pug/g (3.5)
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4. BULGULAR

Bu tez kapsaminda, Tiirkiye’de yetisen 5 farkli cesit (Tombul, Sivri, Cakildak, Palaz ve
Kalinkara) ve 2 farkli findik genotipi (Ham ve Sivri Yagh Findik) kullanildi. Findiklarin
tiimiinden 2,4-D, KIN ve BAP bitki biiyiime diizenleyicilerini ieren 3 farkli kombinasyonuna
sahip 2 mg/L 2,4-D, 2 mg/L 2,4-D + 0,4 mg/L KiN, 2 mg/L 2,4-D + 1,6 mg/L KiIN ve 2 mg/L
2,4-D + 0,2 mg/L BAP ve kontrol olarak kullanilan 2 mg/L 2,4-D MS besiyerinde kallus
kiltiirleri kuruldu. Calisilan findiklarin yedisinde de basarili bir sekilde kallus elde edilmis olup
Kalinkara findikta elde edilen kalluslardan sivi MS + 2 mg/L 2,4-D + 0,2 mg/L BAP
besiyerinde hiicre siispansiyon kiiltiirii kuruldu. Tombul findik ¢esidinde in vitro kosullarda
steril olarak yetistirilen bitkiciklerin kokleri hiicre siispansiyon kiiltiirii kurulmasi igin
kullanildi. Hiicre siispansiyon kiiltiirleri kiiltiirlemenin logaritmik fazin orta noktasi olarak
belirlenen 17. giiniinde Metil Jasmonat ve fenilalanin kullanilarak elisite edildi. Kiiltiirlemeler
30. giinde sonlandirildi. Hiicre siispansiyon kiiltiirlerinden toplam ve hiicre dis1 taksan tiirevi
molekiillerin analizi igin ekstraksiyon yapildi. 10- deasetil bakkatin 111, sefalomannin, bakkatin
IIT ve paklitaksel taksan molekiilleri kalitatif ve kantitatif olarak HPLC cihazi ile analiz edildi.

4.1 IN VITRO BITKI YETISTIRILMESI

Bu tez calismasinda kullanilan 7 farkl: findik ¢esidine ait tohumlar ekim gergeklestirilene kadar
4 °C de buzdolabinda bekletildi. Findik tohumlariin ekimi Boliim 3.2.2°de belirtildigi sekilde
gerceklestirildi. Sekil 4.1°de Tombul findik bitkiciginin farkli giinlerdeki goriintiisii verilmistir.

Sekil 4.1: Tombul findik bitkiciginin 2 aylik (A) ve 6 aylik (B) goriintiileri.
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Tohum ekimini takiben ~30 giinde tohumlarin standart MS besiyerinde ¢imlendigi g6zlendi.
Tohum ekimi gerceklestirilen findik cesitlerinden Sivri findik haricinde 6 g¢esitte bitki
yetistirildi. In vitro kosullarda bitki yetistirilmesine en iyi yanit Tombul findik gesidinde
goriildii. Benzer sekilde sekonder metabolit iiretimi amaciyla kok kiiltiirleri kurulacagindan,
kok sistemi en 1yi gelisen ¢esit Tombul findik oldu. Yetistirilen bitkicigin 6. ayda uzunlugu
yaklagik 20 cm’ye ulagmustir.

4.2 FINDIK CESITLERININ KALLUS OLUSTURMA FREKANSI

Bu Yiiksek Lisans tez ¢alismasi kapsaminda Boliim 3.3.2°de anlatilan yontemler kullanilarak 5
cesit ve 2 farkl genotipteki findiklarin tamaminda kati besiyerlerine ekimi gergeklestirilen
eksplantlarda ekim giiniinii takiben 30-45 giin igerisinde kallus olusumu gozlemlendi. Sekil
4.2°de aktif boliinme 6zelligi gosteren findik kalluslarina ait 6rnek olarak Kalinkara findiga ait

fotograflar verildi.

Sekil 4.2: Kalinkara findiga ait farkli besiyerlerinde gelisen 30 giinliikk kalluslarin goriiniimii.
(A), MS + 2 mg/L 2,4-D + 0,2 mg/L BAP besiyeri (B) MS + 2 mg/L 2,4-D +0,4 mg/L KIN ve
(C) MS + 2 mg/L 2,4-D +1,6 mg/L KIN.

Eksplantlarin ekimini takiben 30. giinde olusan kalluslar fiziksel 6zellikler (canlilik, geliskin
yap1, renk, doku, agirlik) bakimindan incelendi. Farkli gesit ve genotiplerde degiskenlik
gostermekle birlikte tiim findiklarda yesil-sar1 renkli, ufalanabilir kalluslar elde edildi. Tablo
4.1°de belirtildigi gibi 3 farkl bitki biiylime diizenleyicisi kombinasyonunda da tiim findiklarda

kallus olusumu gerceklesti.

Ancak bu tez siiresi igerisinde ilerleyen deneylerde kullanilmak iizere aktif boliinme ve

ufalanabilirlik bakimindan Kalinkara findiga ait kalluslarin kullanilmasina karar verildi.

Daha once Kutlutlirk (2019)’tin yapmis oldugu calismada en yiiksek bakkatin III miktari

sirastyla Tombul ve Kalinkara findiklarin ince kabuklarinda, en yiiksek sefalomannin miktari
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Kalinkara findigin meyve dokusunda, en yiiksek paklitaksel miktar1 sirasiyla Tombul ve

Kalinkara findiklarin meyve dokusunda saptanmastir.

Tiim findiklar i¢in olusan kalluslarin, diger besiyeri kosullarina gore gelisim ozellikleri
bakimindan daha iyi oldugu belirlendi. Elde edilen kallus frekanslarina gore, ekimi yapilan tim
cesit ve genotiplerde MS besiyerine eklenen oksin (2,4-D) ve sitokinin tipi (KIN ve BAP) bitki

bliylime diizenleyicilerinin kallus olusumuna olumlu etkisi oldugu belirlendi.

Cogu gesitte yiiksek frekansta kallus olusumunu tesvik eden MS + 2 mg/L 2,4-D + 0,2 mg/L
BAP besiyeri sonraki kallus kiltiirlemeleri ve hiicre siispansiyon kiiltiirleri ¢aligmalarinda
kullanildi.  Kullanilan  findik  c¢esitlerinin =~ farkli  bitki  biliyime diizenleyicileri

konsanstrasyonunda kallus olusturma frekanslar1 Tablo 4.1°de gosterilmistir.

Sivri Yagh findik ve Ham findik tiim besiyeri kosullarinda kallus olustururken, Tombul findik,
Sivri findik, Cakildak findik, Palaz findik ve Kalinkara findik MS + 2 mg/L 2,4-D besiyeri

kosulunda kallus olusturmamustir.

Tablo 4.1: Kullanilan findik gesit ve genotiplerinin kallus olusturma frekansi.

Materyal/ MS + 2 mg/L MS + 2 mg/L MS + 2 mg/L MS + 2 mg/L
Besiyeri 24-D+16mg/L | 2,4-D+0,4 mg/L | 2,4-D + 0,2 mg/L 2,4-D
KiN KiN BAP
Sivri Yagh %30 %36 %50 %30
Findik
Ham Findik 0043 0043 %046 %20
Tombul Findik %50 %36 %36 %0
Sivri Findik %30 %13 %26 %0
Cakildak Findik %30 %26 %40 %0
Palaz Findik 0036 %36 %40 %0
Kalinkara Findik %26 %23 %36 %0
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In vitro kallus kiiltirii kurma ¢aligmalarina denenen tiim bitki biiylime diizenleyicilerinin
etkileri topluca degerlendirildiginde en iyi kallus olusturma yanitinin sirasiyla Ham findik
(%38) > Sivri Yagh findik (%36,5) > Tombul Findik (30,5) > Palaz findik (%28) > Cakildak
findik (%24) > Kalinkara findik (%21,25) ve Sivri findik (%17,5) oldugu belirlendi.

Sivri Yagl, Ham, Cakildak, Palaz ve Kalinkara findiklarinda en yiiksek kallus olusumu MS +
2 mg/L 2,4-D +0,2 mg/L BAP besiyeri bilesiminde, Tombul ve Sivri findiklarda ise en yiiksek
kallus olusumu MS + 2 mg/L 2,4-D +1,6 mg/L KiN besiyeri bilesiminde griilmiistiir.

Findiklarm farkli bitki bliyiime diizenleyicileri konsantrasyonlaria sahip besiyerlerinde kallus

olusturma frekanslari Sekil 4.3te her biri i¢in ayr1 ayri, Sekil 4.4’de ise topluca gosterilmistir.
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Sekil 4.3: Findik cesit ve genotiplerinde, bitki biiyiime diizenleyicilerinin (2,4-D, KIN ve BAP) kallus
olusumuna etkisi.
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Findik Tohumlarinin Kallus Olusturma Frekansi
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Sekil 4.4: Findiklarin farkli bitki biiylime diizenleyicileri konsantrasyonunda besiyerlerinde kallus
olusturma frekanslari.

Yapilan fiziksel incelemeler (geliskinlik, canlilik, fiziksel yap1 vb.) sonucunda kallus olusumu
igin en uygun besi yeri kosulunun tiim findiklar i¢in MS + 2 mg/L 2,4-D + 0,2 mg/L BAP
oldugu belirlendi. Tiim findiklarda KIN ve BAP uygulamasimin kallus olusturma frekansini
arttirdigt; Cakildak (p = 0,0105), Palaz (p = 0,0001), Sivri (p = 0,0167), Tombul Findik (p =
0,0272) gesitleri ve Ham Findik (p = 0,0225) genotipinde ise kallus olusturma frekansini

istatistiksel olarak anlamli olacak sekilde arttirdig: tespit edildi.
4.3 HUCRE SUSPANSiYON KULTURLERININ KiNETIK OZELLIKLERI

Bu calismada kullanilan hiicre siispansiyon kiiltiirlerinde iireme egrilerinin olusturulmasi
amaciyla gergeklestirilmis olan Thoma Lamu ile hiicre sayimi, yas ve kuru agirlik 6l¢timleri ve
hiicrelerin kiiltiir siiresince canliliginin takip edilmesi amaciyla yapilan Evans’s Blue ile hiicre
canlifinin belirlenmesi deneyleri Kalinkara findiga ait kallus kokenli hiicre silispansiyon

kiiltiirlerinde gergeklestirilmistir.
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4.3.1 Hiicre Sayimi ve Canlihg1 Bulgular

Hiicreler Thoma Lami’nda biiyiik hacimli, kiimelesmeye egilimli olarak gozlemlendi. Canli
hiicreler seffaf, acik renkli; 6lii hiicreler mavi, koyu renkli olarak belirlendi. Thoma Lami

tizerindeki canli ve 6lii hiicrelerin goriintiisii Sekil 4.5°te verilmistir.

Sekil 4.5: Kalinkara findiga ait hiicre siispansiyon kiiltiirii 6rneklerinin Thoma lamindaki goriintisii.
Canli hiicreler seffaf (A) ve 6lii hiicreler mavi (B) goriinmektedir.

Thoma Lami’nda yapilan hemositometrik sayima gore kiiltiir siiresinin sonundaki Kalinkara
findiga ait hiicre siispansiyon Kkiiltiirlerindeki hiicre sayisinin, baslangic hiicre sayisina gore
istatistiksel olarak anlamli sekilde ortalama 1,8 kat arttig1 belirlendi. Sekil 4.6’da Kalinkara
findigin hiicre siispansiyon kiiltiirlerinde kiiltiir siiresince hiicre sayisi ve hiicre canliliklarindaki

degisimleri gosteren grafikler verilmistir.

Hiicre Sayisi (mL) Hiicre Canhlik (%)
15 * 150
<
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(ST 4
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Sekil 4.6: Kalinkara findiga ait hiicre slispansiyon kiiltiirlerinde mililitrede bulunan hiicre sayis1 (A) ve
hiicre canlilik yiizdesi (B) grafikleri.
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4.3.2 Kuru ve Yas Agirlik Ol¢iimlerine Gore Ureme Egrileri Olusturulmasi

30 giinliik kiiltiir siiresi boyunca 5 giinliikk araliklarla 6rnek alinarak yas ve kuru agirlik
Olgtimleri yapildi. Elde edilen sonuglara gore Kalinkara findiga ait hiicre siispansiyon
kiiltiirlerinde kiiltiir stiresi sonunda baslangi¢ degerlerine gore yas agirligin ortalama 2,1 Kkat,
kuru agirhigin 2,5 Kat arttig1 belirlendi. Bir mililitre hiicre slispansiyon kiiltiiri 6rnegindeki yas

hiicre agirliklar1 ve kuru hiicre agirliklarindaki degisimleri gosteren grafikler Sekil 4.7’de

gosterilmistir.
Yas Agirlik (mg/ml) Kuru Agirhk (mg/mL)
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g £
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Sekil 4.7: Kalinkara findiga ait hiicre siispansiyon kiiltiirlerinde kiiltiirleme siiresi boyunca yas agirlik
(A) ve kuru agirhik (B) degisimleri.

Elde edilen bulgulara gore hiicre sayisinin iissel olarak artig gosterdigi logaritmik fazi 15 ve 20.
giinler olarak belirlendi. Logaritmik iireme fazinin orta noktasi olarak 17. giin belirlendi ve
elisitasyon uygulamalar1 17. giinde yapildi. Kiiltiirlemenin 20. giiniinden itibaren kiiltiirdeki

hiicre canliliginin azalma egiliminde oldugu belirlendi.

44 MEJA VE PHE ELIiSITORLERININ HUCRE SUSPANSIYON
KULTURLERINDE TAKSAN TUREVI METABOLIT URETIMINE ETKIiSi

Boliim 3.4.1°de tarif edilen yontemlerin uygulanmasi ile hiicrelerin logaritmik iireme fazinin
orta noktas1 kiiltlir siiresinin 17. giinii olarak belirlendi. Kiiltiirlemenin 17. giiniinde B6lim
3.5’te tarif edilen sekilde elisitasyon yapildi ve 30. giinde kiiltiir sonlandirildi. Kiiltiir sonunda
alian ornekler Boliim 3.5.1.2 ve 3.5.1.3’te belirtilen sekilde ekstrakte edildi ve elde edilen
ekstraktlar HPLC cihaziyla analiz edildi.
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4.4.1 Elisitorlerin Toplam Uretilen Taksanlarin Miktar1 Uzerindeki Etkileri

Toplam taksanlarin ekstraksiyonu ardindan elde edilen ekstraktlarin HPLC analizleri
gerceklestirildi. Tablo 4.3’te Kalinkara ve Tombul findik c¢esitlerine ait hiicre siispansiyon
kiiltiirlerinde bulunan taksalarin HPLC analizi sonuclar1 verilmistir. Tespit edilemeyen veriler

T.E. ile gdsterilmistir.

Tablo 4.2: Elisitorler varliginda Kalinkara ve Tombul findik ¢esitlerine ait hiicre siispansiyon
kiiltiirlerinde toplam firetilen taksan miktarlar1 (ug/g).

Materyal /Taksanlar | 10- DAP | BAKKATIN | SEFALOMANIN | PAKLITAKSEL
Kahnkara T.E. 16,72+0,65 0,87+0,12 4,61+0,30
(Kontrol)

Kalinkara T.E. T.E. 80,95+3,47 4,58+0,31
(100pM MeJA)
Kalinkara T.E. 4,34+0,11 0,81+0,12 4,62+0,37
(3uM Phe)
Tombul 4,68+0,19 | 26,33+2,10 T.E. 3,81+0,30
(Kontrol)
Tombul 2,69+0,12 | 22,35+1,27 0,95+0,10 5,43+0,31
(100pM MeJA)
Tombul 5,91+0,15 29,07+1,69 0,71+0,13 5,95+0,17
(3uM Phe)

Kalinkara findigin hem kontrol grubunda hem de her iki deney grubunda 10-DAP tespit
edilememistir (T.E.). Bakkatin III miktar1 3 uM Phe uygulanmis deney grubunda kontrol
grubuna gore azalmig, 100 uM Mela uygulanan deney grubunda ise tespit edilememistir.
Sefalomannin miktar1 100 uM MelJa uygulanmis kiiltiirlerde kontrol grubuna gore artmigken, 3
uM Phe uygulanmus kiiltiirlerde azalmistir. Paklitaksel miktari kontrol grubunda, 100 uM MeJa
ve 3 uM Phe elisitasyonu yapilan deney gruplarinda birbirine ¢ok benzerdir.

Tombul findikta 10-DAP miktar1 kontrol grubuna gore 100 uM Mela elisitasyonunda
azalmisken, 3 M Phe elisitasyonunda artig gostermistir. Benzer sekilde Bakkatin III miktar1
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da kontrol grubuna goére 100 uM MelJa elisitasyonunda azalmisken, 3 uM Phe elisitasyonunda
artmistir. Sefalomannin miktar1 herhangi bir elisitasyon yapilmamis kontrol grubunda tespit
edilemeyip deney gruplarinda tespit edilmistir. 100 uM MeJa uygulanan deney grubunda tespit
edilen Sefalomannin miktar1 3 uM Phe uygulanan gruba gore daha ytiksektir. Tombul findikta
bulunan Paklitaksel miktarinin hem 100 uM MeJa (5,43+0,31) hem de 3 uM Phe (5,95+0,17)

elisitasyonu yapilan deney gruplarinda kontrole gore daha yiiksek oldugu belirlenmistir.
4.4.2 Elisitorlerin Hiicre Dis1 Taksanlari Uretimi Uzerindeki Etkileri

Hiicre digina salinan taksanlarin ekstraksiyonu ardindan elde edilen ekstraktlar HPLC ile analiz
edildi. Bu analizlere gore 10-DAP, Bakkatin III, Sefalomannin ve Paklitaksel molekiilleri
analizleri gergeklestirilen iki ¢esitte de hem herhangi bir elisitasyon yapilmamis kontrol
gruplarinda, hem de MelJa ve Phe elisitorleri uygulanmis deney gruplarinda saptandi. Kalinkara
ve Tombul findik cesitlerine ait hiicre siispansion kiiltiirlerinden elde edilen ekstaktlarda

yapilan hiicre disina salinan taksalarin HPLC analizi sonucglar1 Tablo 4.2°de verilmistir.

Tablo 4.3: Elisitorler varliginda Kalinkara ve Tombul findik ¢esitlerine ait ekstraktlarda bulunan hiicre
disina salinan taksan tiirevlerinin miktarlari (ug/g).

Materyal/ Taksanlar | 10-DAP | BAKKATIN | SEFALOMANIN | PAKLITAKSEL
Kalinkara 41,71%0,15 4,94+0,17 2,65+0,09 1,910,18
(Kontrol)

Kalinkara 45,83+1,49 4,67+0,17 1,790,147 1,47+0,2
(100pM MeJA)
Kahnkara 41,87£0,7 | 17,31£21,87 1,20+0,08 1,79+0,02
(3uM Phe)
Tombul 43,46+0,10 | 19,65+0,17 2,13+0,03 1,55+0,13
(Kontrol)
Tombul 55,65£0,16 |  28,23+1,54 2,69+0,14 1,09+0,17
(100uM MeJA)
Tombul 39,13£0,13 | 35,05+0,74 2,71+0,13 0,97+0,13
(3uM Phe)
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Kalinkara findikta; kontrol grubuna goére 100 uM MelJa ile elisite edilmis kiiltlirlerde bulunan
10-DAP miktar1 3 pM Phe ile elisite edilmis kiiltiirlere gore daha fazla artis gostermistir.
Bakkatin III, Sefalomannin ve Paklitaksel miktarlar1 elisite edilmis kiiltiirlerde azalis
gostermektedir. Fakat Bakkatin III nin 3 uM Phe ile elisitasyonu ile elde edilen sonugta artis

goriilmektedir. Buna kargin deney tekrarlarinin standart sapmast yiiksektir.

Tombul findikta 10-DAP miktar1 100 uM MeJa elisitasyonunda kontrol grubuna gore artmis, 3
UM Phe elisitasyonu sonucunda ise azalmistir. Bakkatin III ve Sefalomannin miktarlart hem
100 uM MeJa hem de 3 uM Phe elisitasyonu sonucu artis gostermistir. Paklitaksel miktari ise

her iki elisitasyon sonucunda azalmistir.

Yapilan tiim analizlerde en yiiksek 10-DAP miktar1t Tombul findigin 100 uM MelJa uygulanmis
kiiltiirlerinde hiicre digina salinmig olarak (55,65 + 0,16 pg/g), en yiiksek Bakkatin IIT miktar1
Tombul findigin 3 uM Phe uygulanmus kiiltiirlerinde hiicre disina salinmis olarak (35,05 + 0,74
ug/g), en yiksek Sefalomannin miktar1 Kalinkara findigin 100 uM MelJa uygulanmis hiicre
stispansiyon kiiltlirlerinde (80,95 + 3,47 pg/g) ve en yiiksek Paklitaksel miktar1 Tombul findigin
3 uM Phe uygulanmus hiicre siispansiyon kiiltiirlerinde (80,95 + 3,47 pg/ g) saptanmustir.

Tiim sonuclar degerlendirildiginde hiicre disina salinan taksanlarin analizi sonuglarinda;

10-DAP miktar1 en yiiksek 55,65 + 0,16 pg/g olarak Tombul findigin 100 uM Mela ile elisite
edilmis kiiltiirlerinde saptanmistir. En diisiik ise 39,13 £ 0,13 pg/ g olarak yine Tombul findiga

ait 3 uM Phe ile elisite edilmis kiiltiirlerinde saptanmustir.

Kalinkara findikta 100 pM MelJa uygulamasi 10-DAP miktarin1 kontrol grubuna gore %10
arttirmistir. Fakat 3 uM Phe uygulamasi yapilan kiiltiir ekstraktlarinda tespit edilen 10-DAP

miktar1 kontrol grubuna neredeyse esittir.

Tombul findikta 100 uM MelJa ile elisite edilmis kiiltiirlerde tespit edilen 10-DAP miktar1
kontrol grubuna gore %30 oraninda artig gostermis, fakat 3 uM Phe uygulamasi sonucunda 10-

DAP miktar1 %10 oraninda azalmistir.

Bakkatin IIT miktar1 en yliksek 35,05 + 0,74 pg/ g olarak Tombul findigin 3 uM Phe ile elisite
edilmis kiiltiirlerinden elde edilen ekstraktlarda saptanmistir. En diisiik deger ise 4,67 £+ 0,17
ng/g olarak Kalinkara findigin 100 pM MelJa ile elisite edilmis kiiltiirlerinde saptanmustir.
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Kalinkara findikta 3 pM Phe uygulamasi kontrole gore Bakkatin III miktarin1 %250 oraninda
arttirmistir, fakat elde edilen bulgunun standart sapmasmin c¢ok yiiksek olmasi deneyin
tekrarlanmasini gerektirmektedir. 100 uM MelJa uygulamasi sonucunda ise Bakkatin III miktar:

kontrole gore %5 oraninda azaltmustir.

Tombul findikta 100 pM MelJa uygulamasi Bakkatin III miktarini kontrol grubuna gore %45

oraninda; 3 M Phe uygulamasi ise %80 oraninda arttirmistir.

Sefalomannin miktar1 en yiiksek 2,71 + 0,13 pg/g olarak Tombul findigin 3 pM Phe ile elisite
edilmis kiiltiirlerinde saptanmigtir. En diislik miktar ise 1,20 + 0,08 pg/g olarak 3 uM Phe ile

elisite edilmis Kalinkara kiiltiirlerinde saptanmistir.

Kalinkara findikta hem 100 uM MelJa uygulamasi hem de 3 pM Phe uygulamasi sefalomannin

miktarin1 azaltmstir (sirasiyla %30 ve %55 oranlarinda).

Tombul findikta 100 uM MeJa uygulamasi sonucu Sefalomannin miktar1 kontrol grubuna gore

%25 ve 3 uM Phe uygulamasi ile %30 artmistir.

Paklitaksel miktar1 en yiiksek 1,91 + 0,18 pg/g olarak Kalinkara findigin kontrol grubunda
saptanmustir. En diigiik miktar ise 0,97 + 0,13 pg/g olarak Tombul findigin 3 pM Phe

uygulanmus kiiltiirlerinde saptanmustir.

Kalinkara findikta hem 100 pM MelJa uygulamasi hem de 3 pM Phe uygulamasi paklitaksel

miktarini kontrol grubuna gore sirasiyla %20 ve %5 oraninda azaltmstir.

Tombul findikta da benzer sekilde 100 pM MeJa ve 3 pM Phe uygulamalar1 yapilmus,

paklitaksel miktari sirasiyla %30 ve %40 oranlarinda azalmstir.

Her iki findik ¢esidinde de hiicre disina salinan 10-DAP miktarinin arttirilmasinda 100 uM
Mela, Bakkatin III miktarinin arttirllmasinda 3 pM Phe uygulamasi, Tombul findikta
Sefalomannin miktariin arttirilmasinda da her iki uygulama basarili olmustur. Hiicre digina

salian Paklitaksel miktarinda artis saglanamamastir.
Toplam iiretilen taksanlarin analizi sonuglarinda;

10-DAP miktari, en yliksek 5,91 £ 0,15 pg/ g olarak de 3 uM Phe uygulanmis Tombul findik
orneklerinde saptanmistir. Kalinkara findiga ait kontrol ve deney gruplarinda 10-DAP tespit
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edilememistir. Tombul findigin 100 uM MeJa uygulanmus kiiltiirlerinde kontrol grubuna gore
10-DAP miktar1 %40 oraninda azalmis, 3 uM Phe uygulamas: yapilmis kiiltiirlerde ise %25

oraninda artmustir.

Bakkatin III miktari, en yiiksek 29,07 + 1,69 pg/g olarak 3 uM Phe uygulanmis Tombul findik
kiiltiirlerinde saptanmigtir. 100 pM MelJa uygulanmis Kalinkara kiiltiirlerinde ise tespit

edilememistir.

3 uM Phe uygulanmis Kalinkara kiiltlirlerinde belirlenen Bakkatin III miktar1 kontrole gore

%75 oraninda azalmustir.

100 uM MelJa uygulanmig Tombul findik kiiltiirlerinde kontrole gore %15 oraninda azalis ve 3
UM Phe uygulanmus kiiltiirlerde %10 oraninda artis saptanmustir.

Sefalomannin miktari, en yliksek 80,95 + 3,47 pg/g olarak 100 uM MelJa uygulanmis Kalinkara

kiiltiirtinde saptanmistir. Tombul findigin kontrol grubunda Sefalomannin tespit edilememistir.

100 uM MelJa uygulanmis Kalinkara kiiltiirlerinde tespit edilen Sefalomannin miktar1 kontrol
grubuna gore biiyiik bir artis gostermistir. 3 uM Phe uygulanmus kiiltiirlerde tespit edilen deger

ise kontrol grubuna ¢ok benzerdir.

Paklitaksel miktari, en yiiksek 5,95 + 0,17 pg/g olmak tizere Tombul findigin 3 uM Phe
uygulanmig kiiltlirlerinde ve en disiik 3,81 + 0,30 pg/g olarak Tombul findigin kontrol

grubunda tespit edilmistir.

Kalinkara findikta deney gruplarinda tespit edilen paklitaksel miktar1 kontrol grubu ile oldukca

benzerdir.

Tombul findikta 100 uM MelJa ile elisite edilmis kiiltiirlerde kontrol grubuna gore %40 ve 3

uM Phe ile elisite edilmis kiiltiirlerde %55 oranlarinda artig saptanmustir.

Toplam iiretilen 10-DAP ve Bakkatin III miktarlar1 yalnizca 3 uM Phe uygulamasi ile Tombul
findikta artig gostermistir. Sefalomannin tiretimi yalnizca Kalinkara findigin 100 uM MeJa ile
elisite edilen kiiltiirlerinde artis gézlenmistir. Tombul findigin toplam tiretilme miktar1 her iki

elisitasyon sonucunda énemli oranlarda artmustir.
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5. TARTISMA VE SONUC

Kanser diinya ¢apinda oldukga sik karsilasilan, uzun siireli ve zorlu tedavi siirecleri gerektiren
bir hastaliktir. Genetik ve c¢evresel faktorlere bagli olmasi hastaligin tanisini zorlastirmakta,
tedavi siirecini karmasiklastirmaktadir. Giinlimiizde kanser tedavisi i¢in kullanilmakta olan
bir¢ok yaklasim bulunmaktadir. Cerrahi operasyonlar, radyoterapi, kemoterapi ve son yillarda

gelistirilen immiinoterapi bu tedavi yaklagimlarinin basinda gelir.

Paklitaksel 1971 yilinda Taxus brevifola kabugundan ekstrakte edilen Onemli bir
kemoterapotiktir. 1992'de Taxol®, yumurtalik kanserinin tedavisi igin FDA tarafindan
onaylandi. Bunu 1994'te meme kanseri, 1999'da akciger karsinomu ve 2014'te adenokarsinom
icin tedavi onaylari izledi. Onaylanmasindan bu yana, paklitakselden gelistirilen ilaglar bir
milyondan fazla hastaya uygulanmustir. Zor gelisme siirecine ragmen, Taxol® ve ilgili taksan
analoglari, bes milyar dolar1 astig1 bildirilen satislarla 6nde gelen anti kanser ilaglar1 haline

gelmistir (McElroy ve Jennewein, 2017).

Taxol®, mikrotiibiillerin B-tubulin alt iinitelerine baglanan ve diisiik sicakliklarda ve normalde
depolimerizasyonu destekleyen kalsiyum iyonlarmin varliginda bile polimerizasyonlarina
neden olan gii¢lii bir anti-neoplastik bilesiktir. 10 nM'den daha yiiksek dozlar, biiyiik, stabil
tiibiilin demetlerinin birikmesine neden olarak hiicre ¢ogalmasini engeller, daha diisiik

konsantrasyonlar ise apoptoza yol acar (Martin, 2014).

Ik paklitaksel ekstraksiyonu T. brevifolia’nin kabuklarindan yapilmistir. Ancak, ekstraksiyon
protokolii olduk¢a diisiik verimli oldugundan, artan hasta sayisi1 ve ilaca olan talebe yetersiz
kalmistir. Saflagtirma, bilesigin hidrofobik dogasindan dolay1 zahmetli ve karmasiktir. Orijinal
kuru agirhigin sadece 0.5 g kadar kii¢iik bir miktarinin etkili bir sekilde saflastirilabildigi
%0,004'liik diisiik bir verim ile sonug¢lanmistir (McElroy ve Jennewein, 2017). Bu uygulama
T. brevifolia'nin sayisinda 6nemli 6l¢iide azalmaya neden olmustur. Tomrukguluk, kabugunun
paklitaksel ekstraksiyonu i¢in kullanilmasi gibi nedenlerle de su anda agacin dogal kosullarda
sayis1 “neredeyse tehdit altinda” kategorisindedir. Bu agaglarin olgunluga ulagsmasi i¢in ~ 300
y1l gerektiginden, kabuk hasadina ihtiyacin ortadan kaldirilmasi ic¢in paklitaksel iiretiminde

kullanilacak alternatif kaynaklarin veya yontemlerin gelistirilmesi gerekmistir.
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Kimyasal sentez, Bakkatin 11l ve 10-deasetilbakatin III gibi paklitaksel onciillerinden yar1
sentez, metabolizma miihendisligi ve Onciill molekiillerin liretimi i¢in hiicre kiiltiirleri,
paklitaksel iiretiminde baslica yaklagimlardir. Tiim paklitaksel sentez yolu heniiz tam olarak
aydinlatilamamistir, ancak Oncii geranilgeranil difosfattan (GGPP) paklitaksele kadar 19
enzimatik adim gerektirdigi yaygin olarak kabul edilmektedir. Kimyasal sentez gibi
yontemlerin karmagiklig1 ve yiiksek maliyetli olmasi, ek olarak iiretim siirecinde ortaya ¢ikan
fazla miktarda istenmeyen yan iiriinler olmas1 biiyiik hacimli iiretim i¢in bu yontemi kullanigsiz

kilmaktadir (McElroy and Jennewein, 2017).

Bitki hiicre kiiltiirleri kullanilarak 6nciil maddelerin tiretilmesi ile yar1 sentez yontemi diger
yontemlere kiyasla olduk¢a avantajlidir. In vitro hiicre kiiltiirleri seklindeki bitki
materyalleriyle yar1 sentez ile gelistirilmis taksoidlerin ekstraksiyonu, klinik uygulamalar i¢in

Taxol® ve Taxotere™'in ticari iiretimi i¢in 6nemli bir ¢oziim olmustur.

Paklitaksel tiretiminde mevcut tercih edilen yontem Taxus hiicre kiiltiirlerinden izole edilen
paklitaksel 6nciileri olan bakkatin I11 ve 10-deasetilbakatin 111 ile yar1 sentez yontemidir. Bu
yolla kontrollii kosullar altinda yetistirilen bitki materyali kullanildigindan iiretim, gevresel
olarak siirdiiriilebilir olup ve ayn1 zamanda maliyet disiirilmiistiir (McElroy ve Jennewein,
2017). Giiniimiizde en biiylik paklitaksel iireticisi olan Pyton Biotech firmasi da iiretimini bu

yontemlerle gergeklestirmektedir (News Medical, 2018).

1998 yilinda taksan tiirevi anti kanser molekiillerin ilk kez findik (Corylus avellana)
bitkisindeki varligi belirlenmistir (Hoffman ve dig., 1998). 2019 yilinda tamamlanan bir
calisma (Kutlutiirk, 2019) Tirkiye’de yetisen findik gesitlerinde ¢otanak, sert kabuk, ince
kabuk, ince kabuklu meyve, meyve dokularinda taksan tiirevi molekiillerin varligin
gostermistir. Ulkemiz topraklarmda bol miktarda iiretimi yapilan findik bitkisinin oldukca

temel anti kanser maddelerin iireticisi olmasi olduk¢a 6nemlidir.

Bu tez ¢calismasi kapsaminda Tiirkiye’de yetisen 5 farkli ¢esit ve 2 farkli genotipteki findiklarda
taksan tiirevi anti kanser Ozellikte bitkisel sekonder metabolitlerin tliretimlerinin arttirilmast
hedeflenmistir. Bu amagla 5 farkli ¢esit (Sivri, Tombul, Cakildak, Palaz, Kalinkara) ve 2 farkl
genotipteki (Sivri Yagh ve Ham) findiklarin in vitro kiiltiirleri kurulmus; in vitro kiiltiirlemeye
en iyi yanitlar1 veren Kalinkara ve Tombul findiklar segilerek bu ¢esitlere ait hiicre siispansiyon

kiiltiirlerinde elisitasyon uygulamalarinin (100uM MeJa ve 3 uM Phe) hiicre digina salinan ve
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toplam {dretilen 10-deasetil bakkatin 1ll, bakkatin Ill, sefalomannin ve paklitaksel

molekiillerinin miktarlarina olan etkisi HPLC analizi ile saptanmustir.

Findik bitkisinde taksan tiirevi molekiillerin {iretimi amaciyla yapilan doku kiiltiirii calismalar1
olduk¢a smirlidir. Ottaggio ve dig. (2006)’nin yapmis olduklar1 ¢alismada gesitli
konsantrasyonlarda bitki biiyiime diizenleyicileri kombinasyonlariyla desteklenen MS besiyeri
ortamlarinda kiiltiirlenen kok, yaprak ve tohumlardan basariyla kallus kiiltiirleri kurulmustur.
Salehi ve dig. (2017) findik bitkisinden kallus kiiltiirleri kurulmasi i¢in en uygun besiyeri
kosulunu belirlemeyi amaglanmistir. Bu dogrultuda 10 farkli besiyeri kosulu denenmistir. Bir
sonraki yil yayinlanan c¢alismada ise findik hiicre siispansiyon Kkiiltiirlerinde elisitasyon
uygulamalar1 yapilmistir (Salehi ve dig. 2018). Jamshidi ve Ghanati, (2017)’nin yapmis oldugu
caligmada findik hiicre siispansiyon kiiltiirleri kurulmus ve elisitasyon uygulamalari ile taksan

miktarlarindaki degisim saptanmustir.

Tiirkiye’de yetisen findik ¢esitlerinde antikanser taksanlarin biyoteknolojik iiretimi amaciyla
doku Kiiltiirlerinin kurulmasi ise ilk kez bu tez ¢alismasi kapsaminda gerceklestirilmistir. Bu
amagla kurulan kallus Kkiiltlirleri degerli sekonder metabolitlerin biyoteknolojik iiretimi
amaciyla diinyada en fazla tercih edilen kiiltiir sistemlerinden biri olan hiicre siispansiyon

kiltiirlerinin baglatilmasi i¢in 6nemli kaynaklardir.

Bu tez ¢alismasinda kallus kiiltiirleri kurulmasi i¢in 2,4-D, BAP ve Kinetin bitki biiyiime
diizenleyicilerinin kullanilmasiyla olusturulan 3 farkli besiyeri kosulu (MS + 2 mg/L 2,4-D +
0,2 mg/L BAP besiyeri, MS + 2 mg/L 2,4-D +0,4 mg/L KiN ve MS + 2 mg/L 2,4-D +1,6 mg/L
KIN) uyguland:. Yedi findik mataryelinde de kallus kiiltiirleri basartyla kuruldu.

[1k kallus olusumlar1 Ottaggio ve dig. (2006) yapmis oldugu ¢alismadan elde edilen bulgulara
benzer sekilde 15-30 giin igerisinde goriilmeye baslandi ve elde edilen kalluslarin beyaz ve
dagilabilir 6zellikte oldugu gozlemlendi. Kalluslar 1-2 ay sonra ¢cok yavas biiyiiyen, kahverengi
renkli bir yap1 halini aldi. Yine ayni calismada arastiricilar findik kiiltiirleri i¢in pozitif kontrol
olarak T. baccata'dan kallus kiiltiirlerini olusturulmustur. Porsuk eksplantlarindan kallus
olusumu genellikle kiiltiirtin 30. ila 60. gilinlerinde meydana gelen bir biliylime gdstermistir
(Ottaggio ve dig., 2006). Buna gore findik bitkisinde kallus olusumu porsuk agacina gore daha

hizli olmaktadir.
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Bitki doku kiiltiirii ¢alismalarinda kallus gelisimi sekonder metabolitlerin sentezlenmesi
amaciyla kurulan hiicre siispansiyon kiiltiirlerinde en 6nemli baslangi¢c materyallerinden biridir.

Bu anlamda findik bitkisi porsuk agacina gore avantajli konumdadir.

Kallus olusturma frekansi bakimindan tiim ¢esitlerde en yiiksek miktarda ve en uygun
fizyolojiye sahip kallus olusumu MS + 2 mg/L 2,4-D + 0,2 mg/L BAP besiyerinde gézlemlendi.
Ikinci sirada MS + 2 mg/L 2,4-D + 1,6 mg/L KIN besiyeri ve en az kallus olusumu MS + 2
mg/L 2,4-D + 0,4 mg/L KIN besiyerinde gozlendi. Bu calismada kullanilan bitkilerde kallus

olusumunu en etkili uyaran bitki bliylime diizenleyicisi BAP olmustur.

Bu ¢alismada kullanilan findik ¢esitleri bakimindan en yiiksek kallus olusturma yaniti sirasiyla
Ham findik (%38) > Sivri Yaglh findik (%36,5) > Tombul Findik (30,5) > Palaz findik (%28)
> Cakildak findik (%24) > Kalinkara findik (%21,25) ve Sivri findik (%17,5) olarak belirlendi.
Ay tiir igerisinde bulunan farkli findik ¢esitlerinin genetik yapilart ¢ok yiiksek oranda
birbirlerine benzerdir. Ancak, tiir igerisindeki bireylerin genetik yapisi birbirlerinden kiigiik
farkliliklarda ayrilirlar. Her bir findik materyalinin kallus olusturma frekansinda karsilagilan
farkliliklarin farkli organizmalarin genetik materyallerindeki degisikliklerin neden oldugu

genotip etkisinden kaynaklandig1 diigiiniilmektedir.

Kinetin ve BAP’1n kallus olusumuna olan etkisinin belirlenmesi i¢in kontrol grubu olarak
kullanilan MS + 2 mg/L 2,4-D besiyerinde Sivri Yagl findik (%30) ve Ham findik (%20) kallus
olustururken diger cesitlerde kallus olusumu gozlenmedi. Bu sonuglara gore Kinetin ve BAP
sitokin tipi bitki biiylime diizenleyicileri kallus olusumunu olumlu etkilemektedir. Ottaggio ve
dig. (2006) yapmis olduklar1 ¢alismada, yalnizca 2,4-D uygulamasi ile kallus olusumunun
uyarilabildigini ancak BAP ile birlikte kullaniminda kallus olusturma frekansinin arttigini
belirlemistir. Ek olarak, BAP ile birlikte Naftalin Asetik Asit (NAA) kullanildiginda ise
tohumlardan kallus elde edilme oranmnin %50'den fazla bir oranla daha yiiksek oldugu

bildirilmistir.

Kalinkara findigin MS + 2 mg/L 2,4-D + 0,2 mg/L BAP besiyeri kosulunda gelisen aktif
boliinme 6zelligindeki kallusu ve Tombul findigin standart MS besiyerinde yetigen bitkicigine
ait kok yapisi kullanilarak hiicre siispansiyon kiiltiirleri elde edildi. Bu kiiltiirlerden Thoma
Lamu ile hiicre saymmi ve yas, kuru agirlik olgtimleri yapildi. Elde edilen sonuglar hiicre

siispansiyon kiiltiirlerindeki hiicrelerin sigmodial bir ireme egrisi ¢izdigini gosterdi.
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Hiicre sayisi, Yas agirlik ve Kuru agirlik 6l¢itimleri sonucunda kiiltiir stiresinin sonuna dogru
bitki hiicreleri i¢in tipik sekilde bir artis gozlendi. Hiicrelerin artis karakterlerini belirlemede
denenen yoOntemlerden en iyi sonu¢ verenin bir¢ok bitkide hiicre siispansiyon kiiltiirlerinin
tireme Ozelliklerinin belirlenmesinde kullanilan yas/kuru agirlik 6lgiimleri oldugu belirlendi

(Gallego, 2015).

Sekonder metabolit liretimini arttirmakta ortam bilesimi, yetistirme yonteminin degistirilmesi,
sicaklik, pH, 151k ve belirli metallerin varlig1 gibi diger bircok faktor de etkilidir. Bitki stres
yanit1 yollarin1 uyarmak i¢in biyotik ve abiyotik elisitorlerin kullanilmasi da istenilen sekonder
metabolitlerin liretimini uyarmada siklikla kullanilan bir yontemdir. Rezaei ve dig. (2011)’nin
yapmis oldugu calismada, Ultrasonikasyon (US), salisilik asit (SA) ve bunlarin birlikte
kullanimmin Corylus avellana hiicre siispansiyon kiiltiirlerinde sekonder metabolit {iretimi

tizerindeki etkileri arastirilmistir.

Elisitorlere en bilinen 6rneklerden biri jasmonatlardir. Jasmonatlar, bitkiler ve bazi mantarlar
tarafindan {iretilen bir oksilipin ailesidir ve en iyi bilineni metil jasmonattir (MeJa). Metil
jasmonat, jasmonik asit, koronatin, vanadyum siilfat, giimiis nitrat, salisilik asit, amonyum
sitrat, kobalt kloriir, siklodekstrin ve hatta metil jasmoinat ve salisilik asit gibi bir¢ok molekiil

bu sinifa girer (McElroy ve Jennewein, 2017).

Jasmonatlar normal kosullarda bitki hiicreleri tarafindan savunma yanitinda sinyal molekiilleri
olarak {iretilir ve sinyal iletim yolaklarinda gérev alirlar. Bununla birlikte in vitro kosullar
altinda sekonder metabolit {iretiminin uyarilmasi amactyla kiiltiir ortamina disaridan
eklendiginde giiclii elisitorler olarak is gordiikleri belirlenmistir. Ornegin Metil Jasmonat’in

Taxus tiirlerinde taksan biyosentezini uyardigi bildirilmistir (Narayani & Srivastava, 2017).

Jasmonatlar gibi sinyal iletim yolaklarinda gorevli molekiillerin yani sira aminoasitler de
sekonder metabolizma yolaklarinda uyarict olarak gorev alabilirler. Ornegin fenilalanin
paklitaksel yan zincirinin sentezinde sentezinde dogrudan rol oynayan énemli bir aminoasittir
(Malik ve dig., 2011).

Bolim 2.1.1.1°de anlatildig1 tizere, genellikle bitkiler antosiyanin tip iireme gosterirler. Bu
tireme modelinde hiicre sayis1 ve sekonder metabolitlerin tiretimi zit yonlii olarak degisir. Bu
nedenle hiicre sayisinin iissel olarak arttig1 logaritmik {ireme fazinin ortalarindan itibaren {ireme

hiz1 yavaslar ve sekonder metabolit iiretimi artmaya baslar. Bu ¢caligmada da elde edilen hiicre
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tireme egrileri kullanilarak hiicrelerin logaritmik fazinin orta noktasi kiiltiirlemenin 17. giinii
olarak belirlendi ve kiiltiirlemenin 17. giiniinde kiiltiirlere 100 uM MeJa ve 3 uM Phe
elisitasyonlar1 yapildi. Hiicre digina salgilanan ve toplam iiretilen taksanlarin belirlenmesi i¢in
Gallego ve dig., (2015) yapmus olduklart ¢alismada uygulanan metanol ekstraksiyonu
gerceklestirildi. Elisitor varlifinda hiicre siispansiyon kiiltiirlerinde iiretilen taksan tiirevi

molekiillerin kalitatif ve kantitatif analizlert HPLC metodu ile gergeklestirildi.

Elde edilen sonuglara gore; hiicre siispansiyon kiiltiirlerinde bulunan 10-DAP, Bakkatin 111 ve
Sefalomannin molekiilleri hiicre disina salinmis sekilde bulunurken, Paklitaksel birikimi hiicre

igerisinde olmaktadir.

Yapilan bir ¢alismada farkli zamanlarda toplanan T. baccata bitkisine ait kirmizi meyvelerde
taksan tiirevi sekonder metabolitlerin miktarlar1 HPLC analizi ile belirlenmistir. Elde edilen
bulgulara gore bitki icerigindeki taksan molekiillerinin sayisi ektraksiyon yapilan bitkisel
dokuya ve zamana gore degismektedir. Elde edilen sonuglar 10-DAP: 16,3 + 10,2 pg/g;
bakkatin I1I: 7,8 + 8,7 ug/g; sefalomannin: 1,4 + 2,3 nug/g; paklitaksel: 1,1 + 1,7 ug/g seklindedir
(Pietsch ve Siegle, 2018) ve bu tez g¢alismasi kapsaminda elde edilen toplam iiretilen taksan
molekiilii sonuglar1 T. baccata bitkisine ait kirmizi meyve dokularindan elde edilen sonuglara
gore oldukga yiiksektir. Bu tez ¢alismasinda elde edilen bulgulara gére 10-DAP miktar1 55,65
+ 0,16 pg/g; bakkatin III miktar1 35,05+0,74 pg/g; sefalomannin miktar1 80,95 + 3,47 pg/g ve
paklitaksel miktar1 5,95 + 0,17 ug/g olarak tespit edilmistir. Bu da elisite edilmis kiiltiirlerde
bulunan taksan tiirevi anti kanser molekiillerin miktarlarmin T. baccata bitkisi meyvelerinden
elde edilen bulgulara oranla sirasiyla %241, %349, %5682 ve %440 oranlarinda arttigini

gostermektedir.

Gallego ve dig. (2015)’nin yapmis oldugu ¢alismada C. avellana hiicre siispansiyon kiiltiirleri
100 uM MelJa ve 1 uM koronatin (Cor) ile kiiltiirlemenin 7. ve 14. glinlerinde elisite edilmis ve
paklitaksel ve bakkatin III miktarlarit HPLC ile analiz edilmistir. Kontrol gruplarinda Bakkatin
III yalnizca 14. giinde olarak tespit edilmistir (22,7 pg/L). Mela ile elisite edilen deney
gruplarinda 7. giinde 38,3 pg/L ve 14. giinde 60,8 pg/L Bakkatin III tespit edilmisken; Cor ile
elisite edilmis kiiltirlerde 7. giinde 368,4 pg/L ve 14. giinde 609,3 pg/L Bakkatin 111 tespit

edilmistir.
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Diger yandan, kontrol gruplarinda paklitaksel tespit edilemezken, 7. giinde MeJA ve Cor ile
elisite edilmis kiiltiirlerde sirasiyla 2,4 pg/L ve 2,6 ug/L ve 14. giinde sirasiyla 10,04 ug/L ve
14,03 pg/L paklitaksel tespit edilmistir. Kontrol grubunda, toplam biriken bakkatin 111 tespit
edilirken, her iki elisitasyon uygulamasi, her iki Ornekleme zamaninda da bakkatin I11
salgilanmast  %90'in  iizerine ¢ikarmistir. Paklitaksel ise tiim kosullarda 7. gilinde
salgilanmamakla birlikte, 14. giinde MeJA elisitasyonu ile %14'e ve Cor ile %84'e ylikselmistir
(Gallego ve dig., 2015). Calismada taksan tiirevlerinin uyarilmasinda koronatinin metil

jasmonattan daha etkili bir elisitdr oldugu goriilmektedir.

Bu tez ¢alismasinda ise her iki findik ¢esidinde, kontrol ve deney gruplarinda hem hiicre dist
hem de toplam paklitaksel ve bakkatin 111 varlig: tespit edilmistir. Yalnizca Kalinkara findiga
ait 100 uM Mela ile elisite edilmis deney grubunda paklitaksel tespit edilememistir. Buna ek
olarak, en yiiksek bakkatin III ve paklitaksel miktar1 Tombul findikta sirasiyla 35,05+0,74 ng/g
ve 5,95+0,17 pg/g olarak 3 uM Phe ile elisite edilmis kiiltiirlerde tespit edilmistir. Kalinkara
findikta ise en yiiksek bakkatin III ve paklitaksel miktarlar1 17,31 + 21,87 + pg/g ve 4,62 + 0,30
ng/g olarak benzer sekilde 3 uM Phe ile elisite edilmis kiiltiirlerde tespit edilmistir.

Gallego ve dig. (2015)’nin yapmis oldugu ¢alismaya benzer olarak bu tez calismasinda da hiicre
siispansiyon kiiltiirlerinde taksan molekiillerinin {liretim yolaklarinin uyarilmasi i¢in 100 uM
MelJa elisitasyonu uygulanmistir. Ancak, elde edilen bulgular karsilastirildiginda esit
konsantrasyonda MeJa uygulamasinin taksan tiirevi molekiillerin miktarinda ayni oranda artig
saglamadigr goriilmektedir. Bunun nedeni olarak da genotip etkisi, bitkinin yetistirilme
kosullari, elisitoriin uygulanma siiresi gosterilebilir. Hiicre siispansiyon kiiltiirlerinde bulunan
bakkatin 111 ve paklitksel molekiillerinin tiretimlerini arttirmakta Gallego ve dig. (2015)’nin
uygulamis oldugu iki elisitérden koronatin, MeJa’dan daha etkili olmustur. Bu tez ¢aligmasinda
elde edilen bulgulara gore Kalinkara ve Tombul findiklarda bakkatin III ve paklitaksel
molekiillerinin tiretimlerini arttirmada ise 3 pM Phe uygulamasi1 100 uM MelJa uygulamasindan
daha etkilidir.

Ottaggio ve dig., (2006)’nin yapmis oldugu ¢alismada ise findik hiicre kiiltiirlerinde esas olarak
paklitaksel, 10-deasetiltaksol ve 10-deasetilbakatin III igerdigi bulunmustur. Bakkatin III ve 7-
ksilosiltaksol de tanimlanmis, ancak bu taksanlarin diisiik seviyesine bagli olarak HPLC
kantifikasyon limiti altinda kesin olarak dl¢iilmemistir. Bu kiiltiirler MeJa veya MeJa + kitosan

(Chi) kombinasyonu ile elisite edilmistir. Elisitasyondan 2, 4 ve 6 giin sonra bu hiicre
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kiiltiirlerinden HPLC analizi yapilmis ve paklitaksel, 10-deasetilbakatin 111, bakkatin 111, 10-
deasetiltaksol, 7-ksilosiltaksol dahil olmak iizere toplam taksan {iretiminin, 6 giinlik
elisitasyondan sonra arttig1 saptanmistir. MeJa + Chi kombinasyonu ile yapilan uygulamalar,

taksan iiretiminin arttirilmasinda tek basina MeJa kullananlardan daha etkili olmustur (Ottaggio

ve dig., 2006).

Yapilan bir diger calismada ise (Rezaei ve dig., 2013) findik hiicre siispansiyon kiiltiirlerinde
farkli konsantrasyonlarda (0 mM, 0.15 mM, 1.5 mM, 3 mM ve 6 mM) fenilalanin
uygulamasinin paklitaksel tiretimine olan etkisi arastirilmistir. Elde edilen bulgulara gore 3 ve
6 mM fenilalanin uygulamasi findik hiicre siispansiyon kiiltiirlerinde paklitaksel iiretimini
arttirmisgtir. 6 mM fenailalanin uygulamasi sonucunda toplam ve hiicre dis1 taksan tiretimleri
strastyla 10 ve 3 kat artmistir. Bu tez calismasi kapsaminda Rezaei ve dig. (2013)’lin yapmis
oldugu ¢aligmanin tersine az miktarda fenilalanin ile gergeklestirilen elisitasyon uygulamasinin
kiltiirlerde de taksan tiirevi molekiillerin tiretiminde arttirdig1 gézlenmistir. 3 uM Phe ile elisite
edilen kiltirlerde 10-DAP, bakkatin III, sefalomannin ve paklitaksel molekiillerinin

tiretimlerinde sirastyla %26, %78, %27 ve %56 oranlarinda artig saptanmuistir.

Salehi ve dig., (2017)’nin yapmis oldugu caligmanin bulgularina gore, findik hiicre
siispansiyonu ile paklitaksel tiretimi, Taxus hiicre siispansiyonlarinda bildirilen kadar yiiksek
degildir. Bu tez ¢alismasindan elde edilen sonuglar da Corylus avellana hiicre siispansiyon
kiiltiirlerinden elde edilen taksan tlirevi sekonder metabolitlerin heniiz Taxus tiirlerinden elde

edilen miktar kadar yiiksek olmadigini gostermektedir.

Benzer sekilde Kutlutiirk (2019)’tin yapmis oldugu ¢alismada da Tiirkiye’de yetisen findik
cesitlerinde 5 farkli findik dokusunda HPLC analizleri yapilmis ve bu findiklarda taksan tiirevi
antikanser molekiillerin miktarlar1 belirlenmistir. Calisma kapsaminda Kalinkara findigin tiim
dokularina bakildiginda, tespit edilen en yiiksek 10-DAP miktar1 2,73 + 0,27 pg/g, en yiiksek
bakkatin III miktar1 7,53 + 1,44 pg/g, en yiiksek sefalomannin miktar1 0,86 + 0,58 ug/g ve en
yiiksek pakltaksel miktar1 1,80 + 0,25 pg/g olarak tespit edilmistir.

Bu tez calismasi kapsaminda Kalinkara findikta en yiiksek 10-DAP miktar1 45,83 + 1,49 ng/g,
Bakkatin III mikktar1 16,72 + 0,65 pg/g, Sefalomannin miktar1 80,95 + 0,12 pg/g ve paklitaksel
miktar1 4,62 + 0,30 pg/g olarak saptanmustir.
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Kutlutiirk (2019)’tin yapmis oldugu c¢alismada Tombul findigin tiim dokularinda yapilan
analizler sonucunda en yiiksek 10-DAP yalnizca sert kabukta 5,77 + 0,12 pg/g, Bakkatin 111
miktar1 10,44 + 0,98 pg/g, sefalomannin miktari 1,16 + 0,02 pg/g ve paklitaksel miktar 0,60 +
0,01 pg/g olarak tespit edilmistir. Bu tez ¢alismasinda ise Tombul findikta en yiiksek 10-DAP
miktar1 55,65 + 0,16 pg/g, Bakkatin III mikktar1 35,05 + 0,74 pg/g, Sefalomannin miktar1 2,71
+ 0,13 pg/g ve paklitaksel miktar1 5,95 + 0,17 pg/g olarak saptanmistir. Bu sonuglara
dayanilarak hem Kalinkara hem Tombul findikta anti kanser taksan molekiillerinin dis dokulara

oranla hiicre kiiltiirlerinde oldukga yiiksek bir oranla tiretildigi sdylenebilir.

Findik gibi daha hizli biiyiiyen ve ¢ok daha yaygin bir bitkiden elde edilen hiicre siispansiyon
kiltiirlerinin kullanimi, simdiye kadar kullanilan porsuk hiicre kiiltiiriinden daha iimit vericidir.
Ozellikle, dogrudan findik tohumlarindan kallus iiretimi, kiiltiir siiresini kisaltmakta ve
somaklonal varyasyonun kismen istesinden gelmektedir. Findik hiicre siispansiyon
kiiltiirlerinin kullanilmasinin bir baska avantaji, tohumlardan baslatilan in vitro kiiltiirlerin,
yapraklar, kokler ve kabuk gibi diger farklilasmis dokulardan elde edilenlere kiyasla

kontaminasyon olasiligint daha aza indirmesidir (Ottaggio ve dig., 2006).

Bununla birlikte, hizla biiyiiyen in vitro findik kiltiriiniin olusturulmasinin, disiik olan
paklitaksel verimini telafi edebilecegine dikkat ¢ekmektedir. Gelecek vaat eden bir paklitaksel
kaynagi olarak C. avellana'nin hiicre siispansiyonu, ila¢ tedavisinin yiiksek maliyetini

azaltmada etkili olabilir (Salehi ve dig., 2017).

Bu tez g¢alismasi siiresi boyunca bitki hiicrelerinin yavas boliinme &zellikleri géz Oniinde
bulunduruldugunda, kullanilan 7 farkli findik materyalinden Kalinkara ve Tombul findikta
taksan tiirevlerinin miktarlarinin arttirilmasina yonelik uygulamalarin basarili bir yaklasim

oldugu sonucu ortaya ¢ikmaktadir.

Yapilan elisitasyon ¢alismalari ile Tiirkiye’de yetisen findik ¢esitlerinde 10-DAP, bakkatin 111,
sefalomannin ve paklitaksel molekiillerinin miktarlar1 basariyla artirilmistir. Bu sonug, ileri
optimizasyon ¢alismalar1 (farkl: elisitorler, farkli dozlar, 6nciil madde uygulamalari) ile findik
hiicre kiiltiirlerinde paklitaksel ve diger taksan tlirevi molekiiliin {iretimlerinin

arttirilabilecegine isaret etmektedir.
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Sonug olarak, optimize edilmis bir yontem gelistirerek, findik tiirlerinin hem yeni terapdtik
ajanlar olarak hem de Taxol® ve/veya Taxotere® yar1 sentezi i¢in yeni Onciiler olarak

kullanilmak tizere yeni bir ticari taksan kaynagi olabilecegi diistintilmektedir.
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