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OZET

Bu calismanin amaci, in vitro kiiltirde farkli bitki biiylime diizenleyici
kombinasyonlarinin takviyesinde yetistirilen Melissa officinalis subsp. officinalis L.
kalluslarinin fenolik ve antioksidan ozelliklerini belirlemektir. Eksplant kaynagi olarak
Melissa officinalis subsp. officinalis L. nodlar1 kullanilmistir. Nodlar Murashige Skoog
besiyerinde kallus olusumu i¢in farkli bitki biiylime diizenleyici kombinasyonlari ile tesvik
edilmistir. Sonugta olusan kalluslarda en yiiksek fenolik madde miktari etanol ekstrelerinde
1.523+0.117 mg GAE/qg ile 1.5 mg/L 2,4-D + 0.5 mg/L BAP ile tesvik edilen kallusta
tespit edilmistir. 1.1784+0.064 mg GAE/g ile en diisiik fenolik madde ise 2 mg/L 2,4-D +
0.5 mg/L BAP igeren kiiltiir ortamindaki kallus etanol ekstrelerinde goriilmistiir. Kallus su
ekstrelerinde ise en yiiksek toplam fenolik madde igerigi 1.288+0.075 mg GAE/g olarak
1.5 mg/L PIC + 0.5 mg/L. BAP igeren ortamda elde edilmistir. En diisiik toplam fenolik
icerigi ise, 0.699+0.035 mg GAE/g olarak 1.5 mg/L 2,4-D + 1 mg/L PIC + 0.5 mg/L KIN
ortamindaki kallus su ekstresinden elde edilmistir. Flavonoid miktar, en yiiksek
4.392+0.368 mg kuersetin/g olarak 2 mg/L PIC + 0.5 mg/L BAP ortaminda yetistirilen
kallus etanol ekstrelerinde tespit edilmistir. Flavonoid miktar1 en diisiik 2.709+0.157 mg
kuersetin/g olarak 1.5 mg/L 2,4-D + 1 mg/L PIC + 0.5 mg/L KIN ortamindaki kallus
etanol ekstrelerinde goriilmiistir. Kallus su ekstrelerinde toplam flavonoid igerigi en
yiksek 1.387+0.095mg kuersetin/g olarak 1 mg/L 24-D + 0.5 mg/L BAP
kombinasyonunda, en diisiik 0.930+0.047 mg kuersetin/g olarak 1.5 mg/L 2,4-D + 0.5
mg/L BAP kombinasyonunda tespit edilmistir. Son olarak kalluslarin antioksidan
kapasitesi, ABTS yontemi ile belirlenmis ve sonuglar “TEAC (troloks esdeger antioksidan
kapasite) esdegeri” olarak verilmistir. En yliksek antioksidan kapasite etanol ekstrelerinde
14.61+1.14 mmol/g olarak, 1.5 mg/L 2,4-D + 1 mg/L PIC + 0.5 mg/L KIN ile indiiklenmis
kalluslarda, en diisiik ise 7.66+0.51 mmol/g olarak, 1.5 mg/L 2,4-D + 0.5 mg/L BAP ile
indiiklenmis kalluslardan elde edilmistir. Antioksidan kapasite su ekstrelerinde en yiiksek
9.15+0.74 mmol/g olarak 1 mg/L 2,4-D + 1 mg/L PIC + 0.5 mg/L KIN BBD
kombinasyonunda, en diisiik 2.42+0.14 mmol/g olarak 2 mg/L PIC + 0.5 mg/L BAP BBD
kombinasyonunda tespit edilmistir.

Anahtar kelimeler: Melissa officinalis subsp. officinalis L., kallus, fenolik madde,

flavonoid, antioksidan



SUMMARY

Determination of Antioxidant Capacity of Bee Balm (Melissa officinalis subsp.
officinalis L.) Kallus Cultures Stimulated with Different Plant Growth Organizations

The aim of this study is to determine the phenolic and antioxidant properties of
Melissa officinalis subsp. officinalis L. calli cultured in combination with different plant
growth regulator combinations in vitro. Melissa officinalis subsp. officinalis L. nodules
were used as explant source. Nodules were promoted with different plant growth regulator
combinations for callus formation in Murashige Skoog medium. In the resulting callus, the
highest amount of phenolic substance was found in ethanol extracts with 1.523+0.117 mg
GAE/g and 1.5 mg/L 2,4-D + 0.5 mg/L BAP induced callus. 1.178+0.064 mg GAE/g and
the lowest phenolic substance in callus ethanol extracts in culture medium containing 2
mg/L 2,4-D + 0.5 mg/L BAP. The highest total phenolic content in callus water extracts
was obtained in the medium containing 1.5 mg/L PIC + 0.5 mg/L BAP as 1.288+0.075 mg
GAE/g. The lowest total phenolic content was 0.699+0.035 mg GAE/g in callus water
extract at 1.5 mg/L 2,4-D + 1 mg/L PIC + 0.5 mg/L KIN medium. The amount of
flavonoid was detected in callus ethanol extracts grown at 2 mg/L PIC + 0.5 mg/L BAP
medium as the highest 4.392+0.368 mg quercetin/g. The amount of flavonoids was found
in callus ethanol extracts at KIN of 1.5 mg/L 2,4-D + 1 mg/L PIC + 0.5 mg/L as the lowest
2.709+0.157 mg quercetin/g. The highest total flavonoid content in callus water extracts
was 1.387+0.095 mg quercetin/g in combination with 1 mg/L 2,4-D + 0.5 mg/L BAP, the
lowest 0.930+0.047 mg quercetin/g in 1.5 mg/L 2,4-D + 0.5 mg/L BAP combination.
Finally, the antioxidant capacity of callus was determined by the ABTS method and the
results were given as "TEAC (tropoxy equivalent antioxidant capacity) equivalent”. The
highest antioxidant capacity was 14.61+£1.14 mmol/g in ethanol extracts, 1.5 mg/L in 2,4-D
+ 1 mg/L PIC + 0.5 mg/L KIN induced callus and lowest as 7.66+0.51 mmol/g in 1.5 mg/L
2,4-D + 0.5 mg/L BAP induced calli. The highest antioxidant capacity in water extracts
was found to be the highest in the BBD combination of 1 mg/L 2,4-D + 1 mg/L PIC + 0.5
mg/ L KIN as 9.15+0.74 mmol/g, the lowest as 2.42+0.14 mmol/g in 2 PIC + 0.5 mg/L
BAP BBD combination.
Key Words: Melissa officinalis subsp. officinalis L., callus, phenolic substance, flavonoid,

antioxidan
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1. GIRIS

Melissa officinalis subsp. officinalis L. Lamiaceae familyasina mensup, ¢ok yillik
limon kokulu bir bitkidir. Lamiaceae(eski adiyla Labiatae) ailesinin liyelerinden Melissa
officinalis subsp. officinalis Akdeniz bolgesinde yetisen yenilebilir bir bitkidir. Bitki,
diinyanin ¢esitli bolgelerinde 6zellikle de Bati Asya, giiney bati Sirbistan ve Kuzey
Afrika’da yetistirilmektedir (Simon vd., 1984). Ancak yetistirilen bitkinin ¢ogu Orta
Avrupa ve Ispanya'dan gelmektedir. M.officinalis' in subsp. officinalis ve subsp. inodora
olmak tizere iki alt tiirii bulunur. Ancak yalmizca subsp. officinalis' in ticari degeri ve
karakteristik limon kokusu vardir. Bu bitkinin yeni veya kurutulmus yapraklar1 ilag olarak

kullanilir. Yapraklar, c¢icek agmadan Once veya dallanmadan once hasat edilmektedir

(Turhan, 2006).

Melissa officinalis subsp. officinalis' in etimolojik kokii, ismini yunancada bal aris1
anlamma gelen "Melitto"dan aldigindan dolay1 balin ya da arinin anlamini tasir. Bitkinin
cicekleri arilar i¢in ¢ok caziptir ve kaliteli ballar biiyiikk 6lgiide M. officinalis subsp.
officinalis ¢igeklerinden beslenen arilardan yapilir. M. officinalis subsp. officinalis, limon
otu, ogul otu ve melisa olarakta adlandirilabilir. Bitkinin karakteristik kokusunu veren
ucucu yaglaridir. bitkisinin ugucu yagi antiviral, antibakteriyel ve antispazmodik bir etkiye
sahiptir (Farahani vd., 2009). Bitkinin ugucu yag: iyi bilinen bir antifungal ajandir ve hafif
antidepresif ve antispazmolitik 6zellikleri de bildirilmistir (Basta vd., 2005).

M. officinalis subsp. officinalis bitki boyu, gévde ve yaprak boyutu gibi morfolojik
ozellikleri esas olarak genotip, cevre veya Kkiiltiirel uygulamalara bagli olarak degisim
gostermektedir (Sar1 ve Ceylan, 2002). Genel olarak 1.5 m ytikseklige kadar biiyiiyebilir ve
0.5-1.0 m boyunca yayilabilir. Bitki kare saplari, limon kokulu ve sarmasik kenar
yapraklari, beyaz veya saridan soluk mora kadar olgunlasan ciceklerle karakterizedir.
Bitkinin yesil yapraklari yumurta veya kalp seklinde 2-8 c¢cm uzunlugundadir ve saplar
lizerinde karsit ciftler halinde diizenlenmistir. Ust yaprak genellikle alt yapraklardan daha
biiyiiktiir. Yapraklardaki damarlar kolayca goriilebilir. Kiiglik ¢igekler (0.5-1.5 cm
boyutunda) biitiin yaz boyu iiretilmektedir. Saplarin iizerinde yapraklarda aksillerden

kiiciik dallar seyrek halde biiylimektedir.



M. officinalis subsp. officinalis bitkisi ¢apraz tozlasma tiiriidiir ve ¢ok kisa siirgiilii
epidermal bezleri cigeklerle tamamlanmistir. Cigekler bes kaynasik ¢anak yaprak (sepal),
bes tag¢ yaprak (petal), iki veya dort erkek organ (stamen) ve dort loblu yumurtaliktan
olusur. Tohumlar 1-1.5 mm uzunlugunda oval, koyu kahverengi veya siyah renktedir. 1000
tohumun agirh@ yaklasik olarak 0.5-0.7 gramdir. Uzun siire depolanan tohumlarin
¢imlenmelerinde azalma olacagi gibi bes yil boyunca depolanan tohumlarda ¢imlenme
gorilmeyebilir. Farkli ¢evre kosullarina daha kolay adapte olabilen bitki, bir¢ok yan
kokleri olan bir sagak kok sistemine sahiptir. Bitkinin yaprakli {ist kisimlar1 kis mevsiminin

basinda 6liir, ancak bahar mevsiminin baginda koklerden yeni filizler ¢ikar (Turhan, 2006).

M. officinalis subsp. officinalis’ in hem ugucu yagi hem de farkli boliimlerinin
kimyasal kompozisyonu iizerine ¢ok sayida ¢alisma yapilmistir. Tibbi bitkideki ugucu yag
orani, %0.02 - %0.30 arasinda degismekte olup bu oran Lamiaceae ailesinin diger
tiyeleriyle karsilastirildiginda oldukga diisiiktiir. Bu sebeple, ugucu yagin iiretim maliyeti
ve fiyat1 piyasada ¢ok yliksektir. Ugucu yagin temel bilesenleri, yag iceriginin yaklasik
%96' sin1 olusturan sitral (geranial ve neral), sitronelal, linalool, geraniol, B-pinen, a-pinen,
B-karyofilen ve P-karyofilen oksittir (Sar1 ve Ceylan, 2002; Saglam vd., 2004). M.
officinalis subsp. officinalis tizerindeki fitokimyasal arastirmalar, terpenler (monoterpenler,
seskiterpenler ve triterpenler) ve fenolik bilesikler (fenolik asitler, flavonoidler ve tanenler)
gibi ¢esitli fitokimyasal maddelerin varligini ortaya ¢ikarmistir (Allahverdiyev vd., 2004;
Moradkhani vd., 2010). M. officinalis subsp. officinalis' in ana aktif bilesenleri ugucu
bilesikler (6rnegin geranial, neral, sitronelal ve geraniol), triterpenler (6rnegin ursolik asit
ve oleanolik asit) ve fenoliklerdir (6rnegin cis ve trans-rosmarinik asit izomerleri, kafeik
asit tiirevleri, luteolin, naringin ve hesperidin) (Argyropoulos ve Miiller, 2014; Ibragic vd.,

2014).

M. officinalis subsp. officinalis kimyasal bilesimindeki ugucu yaglar, polifenolik
bilesikler, rosmarinik asit (RA) da dahil olmak iizere biiyiikk miktarlarda kafeik asit
tirevleri, trimerik bilesikler ve luteolin-7-0-glukozid gibi bazi flavonoidleri igerir
(Encalada vd., 2011). Ugucu yaglar, spazmolitik, antimikrobik, antioksidan ve antitimor
aktivitelerin baglica terapotik kaynagi olarak kabul edilir, ancak Ozellikle bitki
fenoliklerinden RA bu &zelliklere sahiptir (Sousa vd., 2004). Sekil 1.1° de M. officinalis

subsp. officinalis ekstraktinda bulunan ana bilesen olan RA' nin kimyasal yapisi verilmistir.
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Sekil 1.1. Rosmarinik asitin kimyasal yapisi

Ugucu yaglar karmasik yapilar gosterdiginden yag orami veya kimyasal bilesimi,
151k siddeti, besin maddesi, sicaklik, kiiltiirel uygulamalar, genotip, bitki parcasi, tazelik,
hasat zamani vb. cesitli faktorlerden oldukea etkilenmektedir. Ornegin, ugucu yag orani ve
tanin icerigi 1000-1500 lux arasinda 151k siddeti arttik¢a artmaktadir (Manukyan, 2004).
Benzer sekilde, M. officinalis subsp. officinalis bitkisine uygulanan besin miktar1 da
ortalama esansiyel yag orani {izerinde 6nemli bir etkiye sahiptir. Ozturk ve ark., yaptiklart
bir arastirmada, tuzlu kosullardaki melisanin esansiyel yag oranini diigsiirme egiliminde
oldugunu, kuraklik kosullarinda ise bu oranin arttigin1 géstermislerdir (Ozturk vd., 2004).
Bununla birlikte hem ucucu yag icerigi hem de bilesenleri, biiyiik 6l¢iide bitkinin hasat
edilmeden 6nceki yiiksekligine baglidir (Mrlianova vd., 2002).

Gida islemede M. officinalis subsp. officinalis cay, bitki, aroma verme gibi genis bir
kullanim alanina sahiptir. Sicak ¢ay karisimlarinda, Avrupa ve Akdeniz {ilkelerinde taze ve
kuru bir bitki olarak kullanilmaktadir. Bitkinin yapraklar1 soguk cayda veya diger soguk
iceceklerde de kullanilmaktadir. Taze veya kurutulmus M. officinalis subsp. officinalis,
yesil salata, sandvig¢, makarna, tursu, sos, ¢orba, yumurta yemekleri, et yemekleri, kizartma
tavuk, recel, sirke vb. icin gida maddesi olarak siklikla kullanilabilir. Bitkinin tatli, biskiivi
gibi yemeklerde, likor ve sarap gibi bazi alkollii iceceklerde de kullanilabilecegi
bildirilmektedir (Turhan,2006). Ayrica aygigegi, kolza tohumu vb. bitkisel yaglara M.
officinalis subsp. officinalis veya esansiyel yaginin eklenmesi yag kalitesi bilesenlerine
katkida bulunabilir. Ornegin bu bitkinin etanol ekstraktinin, aygicegi yaginin oksidasyon
kararliligim1  gelistirdigi ve salatalara %]1.5 oraninda ilave edildiginde antioksidan
kapasitesini %150 arttirdigi bulunmustur (Marinova ve Yanishlieva, 1997; Ninfali vd.,
2005).

Akdeniz bolgesinde insanlar yeni yapilmis kovanlarda arilarin toplanmasi igin

ovusturulmus M. officinalis subsp. officinalis yapraklarin1 kullanmislardir (Bremness,



1994; Square, 1998). Cigekleri ve kokusu bal arilarini ¢ekmesine ragmen, igerdigi
citronella yagindan o&tiirii baz1 bdceklerde itici bir etki olusturur. Baz1 aragtirmalar, M.
officinalis subsp. officinalis’ in hayvan yeminde ¢esitli amaglarla kullanilabilecegini ortaya
koymustur. Ornegin bu bitkiyi igeren sifali ot karisimlarimin, yemlik antibiyotikleri yerine
hayvansal yemlerde kullanilmasi 6nerilmektedir (Urbanczyk vd., 2002). Bombik ve ark.
buzagilarin 1sirgan otu, tutsan, melisa, papatya, kadife ¢icegi ve kiiciik sinir otu karigimai ile
beslenmesinin buzagilarin kan serumundaki kolesterol igerigini diisiirdiigiinii, glikozu ve
toplam protein igerigini ise arttirdigi bulmuslardir (Bombik vd., 2002). M. officinalis
subsp. officinalis tiirleri, 6zellikle bahgelerde kenar bitkileri olarak, siis amagli kullanimlar
icin de uygundur. Cigekli yapraklar1 ve saplart kurutularak kokulu karigimlar veya oda
spreyi olarak kullanilabilmektedir. Yapraklar ise, igerigindeki esansiyel yagin hos kokusu

nedeniyle parfiim veya kozmetik endiistrisi tarafindan kullanilmaktadir (Turhan, 2006).

M. officinalis subsp. officinalis bitkisinin geleneksel olarak halk hekimliginde
kullanilmasi en az 2000 y1l dncesine dayanmaktadir. Uykusuzluk, ates, migren, bas agrisi,
mide rahatsizliklari, gastrik, histeri, kronik bronsiyal katar, sinirsel yetmezlik, dis agrisi,
kulak agrisi, yiiksek tansiyon ve hazimsizlik i¢in melisa ¢ay1 kullanilmaktadir (Herodez
vd., 2003; Uzun vd., 2004). Bitkinin ugucu yagi aroma terapide rahatlama, depresyon,
melankoli ve sinir gerginligi i¢in kullanilmaktadir (Horrigan, 2005). Romatizma, sinir
agrilari, yaralar, akne, bocek i1sirmalar1 ve sokmalart gibi agrili siskinlik semptomlarini
hafiflettigi distiniilmektedir. Deneysel olarak M. officinalis subsp. officinalis® in
domuzlarda yanik yara iyilesmesi iizerine etkisini arastiran Dzik ve ark., bu bitkinin yanik
tedavisinde agrinin hafifletilmesi, diigiik hipertrofik skar insidanst ve yanik sonrasi
kasilmada diisiik maliyetli ve kolay bulunabilir bir pansuman oldugunu gostermistir (Dzik

vd.,2004).

M. officinalis subsp. officinalis tibbi antioksidan amacgh ve fonksiyonel bir bitki
olarak genis bir kullanim alanma sahiptir. Antiviral, antibakteriyel, antimikrobiyal,
antifungal, antitiimor ve sedatif etkileri gibi tibbi etkilerini belirlemek i¢in bitkide cesitli
arastirmalar yapilmistir. Ornegin Sousa ve ark. (2004), antitiimoral bir ajan olarak M.
officinalis subsp. officinalis ugucu yaginin kanser tedavileri veya Onlenmesi igin bir
potansiyele sahip oldugunu gostermislerdir. Bitkinin ugucu yag1 bir anti viriis ajan1 olarak
kullanilabilir ve anti Herpes simpleks viriis tip-2 (HSV-2) maddesi igermektedir
(Allahverdiyev vd., 2004).



Mimica-Dukic ve ark. yaptiklar1 bir arastirmada, M. officinalis subsp. officinalis
antimikrobiyal aktivite testlerinde monoterpen aldehitler, ketonlar (neral/geranial,
sitronelal, izomenton ve menton), monoterpen ve seskiterpen hidrokarbonlar1 (-
karyofilen) en giiglii radikal stipiiriicti bilesikleri olarak géstermislerdir (Mimica-Dukic vd.,
2004). Labiatae ailesinin tim fiyeleri arasinda M. officinalis subsp. officinalis, gida
bozulma mayalarma karsi en etkili olan bitkidir. 500 mg/ml oraninda bitkinin esansiyel
yag1 tiim bu maya tiirlerini tamamen engeller ve fungitoksik etki, yagin ana bilesenini
olusturan sitrat (%58.3) ile iliskilendirilir. T1bbi bitki, Staphylococcus aureus, Salmonella
choleraesuis ve Klebsiella pneumoniae gibi bazi antibiyotik direngli bakterilerin
biiyiimesini de engeller (Araujo vd., 2003; Nascimento vd., 2000).

Calismalar M. officinalis subsp. officinalis‘ in antibakteriyal, sedatif, spazmolitik,
hafiza gelistirici ve kaygi, stres, gastrointestinal bozukluklar, uyku bozukluklarini
azaltabilme gibi pek ¢ok faydali etkisinin oldugunu belirtmislerdir (Kim vd., 2010;
Aprotosoaie vd., 2013). M. officinalis subsp. officinalis’ in esansiyel yagi, iltihaplanma ve
agnrt ile iligkili ¢esitli hastaliklarin tedavisinde bu bitkinin geleneksel uygulamasini
destekleyen potansiyel bir antienflamatuar aktiviteye sahiptir (Bounihi vd., 2013). Bitkinin
sulu ekstrakti, in vitro Herpes simpleks viriis tip-1‘e (HSV-1) kars1 yiiksek bir antiviral
aktivite gostermistir (Astani vd., 2012). Ayrica bitkinin ugucu yaglari, HSV-1'e ve HSV-2'
ye kars1 bir inhibisyon aktivitesi gostermis ve topikal herpetik enfeksiyonlarin tedavisinde
de uygun olabilmistir (Schnitzler vd., 2008). Hasanein ve Riahi, M. officinalis subsp.
officinalis ugucu yagmnin kronik olarak verilmesinin diyabetik hiperaljezinin deneysel
modelinde etkinlik gosterdigini ve bu nedenle agrili diyabetik ndropatinin umut verici bir
tedavisi olabilecegini gostermistir (Hasanein ve Riahi, 2015). Bitkinin yapraklar1 mide
kuvvetlendirici, karminatif, yatistirici, analjezik, sinir sistemi gerginlik diizenleyicisi ve
geleneksel tipta kalp rahatsizliginin tedavisinde kullanilmaktadir. M. officinalis subsp.
officinalis yapragi, yiiksek asetilkolinesteraz Onleyici aktivite gosterdiginden Alzheimer

hastaliginin tedavisinde 6nerilmektedir (Kacar vd., 2010; Chaiyana ve Okonogi, 2012).

Stresle ilgili rahatsizliklarin potansiyel ilaglarindan biri, bitkisel ekstraktlar iceren
fonksiyonel gidalarin tiiketimidir (Hamer vd., 2005). M. officinalis subsp. officinalis orta
cagdan itibaren hafif sakinlestirici olarak bilinmektedir. Ayrica, akut psikolojik stres
sirasinda ruhsal degisiklikleri etkilemektedir. Bu davranissal sonuglar, kuru herbanin veya

ucucu yagmin bazi aktif bilesenleriyle iligkilendirilebilir, ancak insan deneklerinde



etkinligini dogrulamak icin daha fazla galigma gereklidir. Topikal melisanin rapor edilen
bir yan etkisi yoktur, ancak alerjik reaksiyonlar daima dikkate alinmalidir. Bitkinin ¢ay,
taze herba veya kapsiil olarak tiiketimi uyaniklig1 azaltabilir ve zihinsel fonksiyonlari

zayiflatabilir (Kennedy vd., 2002).

Sentetik antioksidanlar, gida iiriinlerinin raf Omriinii uzatan oksidasyon siirecini
yavaglatmak ic¢in yaglara ekleyerek gida {irlinlerinde yaygin sekilde kullanilmaktadir.
Bununla birlikte, bazi sentetik antioksidanlarin kullanimi insan sagligina olumsuz etkileri
konusunda endigeler oldugu i¢in cesitli iilkelerde yasaklanmistir (Herodez vd., 2003).
Sentetik antioksidanlarin emniyet ve toksikligi konusundaki bazi endiseler yiiziinden son
zamanlarda gida endiistrisi dogal antioksidanlar1 arastirmistir. Birgok sifali bitki dogal
antioksidanlarin miikemmel kaynaklaridir ve diyetteki tliketimleri giinlilkk antioksidan
alimina katkida bulunmaktadir. M. officinalis subsp. officinalis, rosmarinik ve kafeik asit
gibi fenolik antioksidanlara sahip oldugu igin dikkat g¢ekici bir antioksidatif aktiviteye
sahiptir (Labuda vd., 2002). Dragland ve ark. yaptiklar1 bir ¢alismada, bitkinin ¢ok yiiksek
antioksidan konsantrasyonu sayesinde antioksidanlarinin toplam alimina katkida
bulunabilecegini, meyve, tahil ve sebze gibi diger gidalardan daha iyi bir antioksidan
kaynagi oldugunu one stirmiislerdir (Dragland vd, 2003). Bolkent ve ark., M. officinalis
subsp. officinalis ekstraktinin hiperlipidemik hayvanlarda serum Kkolesterol ve lipid
diizeylerini diigtirdiigiinii gostermislerdir. Bu durum, Onleyici bir ajan olarak bitki
ekstraktinin hiperlipidemi hastalig1 i¢in kullanilabilecegini diisiindiirmektedir (Bolkent vd.,

2005).

M. officinalis subsp. officinalis bitkisi, alelopatik etki ve alelokimyasal igerigi ile
tarimda da potansiyel bir kullanima sahiptir. Bu bitki tozunun Amaranthus caudatus,
Digitaria sanguinalis ve Lactuca sativa gibi bazi yabanci ot tohumlarinin ¢imlenmesini ve
bliylimesini engelledigi ifade edilmistir (Kato-Noguchi, 2003). Ticari kullanomda 6nemli
bir yeri olan bitkinin bu alelopatik dogasi, tarim sistemlerinde yalnizca organik maddelere
izin verilen bir yabanci ot kontrolii potansiyeline sahiptir. M. officinalis subsp. officinalis
ekstrakti bocek oldiiriicii bir etkiye de sahiptir ve pamuk kurtgugu (Spodoptera littoralis)
larva popiilasyonunun biiyiimesinde belirgin bir azalmaya neden olmaktadir (Pavela,

2004).



1.1. Sekonder Metabolitler

Bitki hiicre kiiltiirleri, otuz yildan fazla bir siiredir tiim bitki materyaline dayali
olarak ekstraksiyon yontemlerine kars1 potansiyel bir sekonder metabolit kaynagi olarak
arastirilmaktadir. Ancak, hiicre kiiltiirlerinde daha fazla iiretkenlik, basitlestirilme ve
gelistirilmis igslem teknolojisi i¢in bir gereksinim oldugundan basari smirlidir. Bitki
sekonder metabolitleri, bunlar1 sentezleyen bitkilerde temel yasam siireclerinin
korunmasinda etkili olmayip, basta ila¢ sanayi olmak {iizere, kimya, besin, kozmetik ve
zirai miicadele sektorlerinde ekonomik acidan ¢ok Onemli bilesiklerdir. Bu bilesikler
potansiyel otobur hayvanlar1 veya patojenleri engellemek, rakip bitki tiirlerini engellemek,
polenleri ¢ekmek ya da bitkinin baska yollarla daha fazla ilgisini ¢ekmek igin gorev
yapabilir. Tanimlanmig gelisim asamalarinda bitkilerin belirli kisimlarinda firetilirler.
Miktarlar genellikle diisiiktiir (kuru agirhigm %1' inden az) ve oldukg¢a degiskendir. Ayrica
farmasoétik bilesikler iceren bircok bitkinin, asir1 hasat sonucunda biiylimesi giigtiir ya da
nesli tiikenmektedir. Kimyasal sentez ¢cogu zaman karmasik yapilari nedeniyle ekonomik
olarak uygun olmadigindan, hiicre kiiltiirlerindeki bitki bilesiklerinin {iretimi cazip bir

alternatif olmaya devam etmektedir.

Sekonder metabolitler, belirli bitki tiirleri i¢in spesifik olan genis ve ¢esitli kimyasal
gruplart igerir. Bunlar genellikle hiicre vakiiollerinde depolanir. Biyosentetik kdkenlerine
dayanarak, bitki metabolitleri terpenoidler, alkaloidler ve fenilpropanoidler olmak {izere iig
ana gruba ayrilabilir. Bitki i¢in bir¢ok sekonder metabolit (ayn1 zamanda fitokimyasallar
olarak da adlandirilir) ticari olarak degerlidir ve farmasotik olarak Kkullaniimaktadir.
Bununla birlikte, ticari kullanim i¢in bitki hiicre kiiltiirleri tarafindan sekonder
metabolitlerin {iretimi ekonomik olarak uygun ve olgek biiyiitme icin kolay olmalidir

(Davey, 2017).

Sekonder metobolitlerinin in vitro teknolojisindeki gelisme, bitki hiicrelerinin ve
dokularmin hiicresel mekanizmasina daha kolay erisilmesini saglar ve bitki hiicrelerinin,
dogal veya rekombinant ticari bilesiklerin iiretimi i¢in uygun sekilde kullanilmasina
yardimet olur. Tim biyokiitle ve yiiksek miktarlarda sekonder metabolit, bitki hiicreleri ve
dokular1 eksplant, aseptik kosullar altindaki hiicre siispansiyonu, kallus, dokular ve
somatik embriyo seklindeki yapilardan tretilmektedir. Sekonder metabolitler, bitkilerin
savunma mekanizmasii kontrol eder ve ayrica bitkilerin ¢evresel kosullara gore

adaptasyonundan sorumludur. Primer metabolizma ¢ok az formda son iiriin verirken,
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sekonder metabolizma birgok formda iirtin vermektedir. Bitki hiicresinde sekonder
metabolit iretiminin ¢evresel kosullara bagimliligi, metabolitleri ilag olarak kullanma
konusunda kisitlamaktadir. Bu kosullar, terapotik bilesiklerin liretimi i¢in bitki hiicrelerinin

kullanimina biiytik ilgi olusturan in vitro bitki biliminin gelistirilmesini gerektirir.

Bitki hiicresi ve doku Kkiiltiirii teknolojisi, yararli sekonder metabolitler igin
alternatif bir kaynak saglamistir. Doku kiiltiirii uygulamasinda, optimum dogal ortam
kosullarinda yetistirilenden daha kisa siirede sekonder metabolit {liretimini tesvik eden ve
sonucta istenen iiriin miktart kiiltiirlenmis hiicrelerden ekstrakte edilen hiicre, doku veya
organ optimum in vitro kosullar altinda yetistirilir. Bitki doku kiiltiirii ile terapotik

sekonder bilesik tliretimi, asagidaki gibi ¢esitli avantajlar sunar:

e Uriiniin tedarik kontrolii bagimsizdir.

e Hiicre veya dokunun biiyiimesi i¢in kontrollii ve optimize edilmis kosullar
sunulmaktadir.

e Herbisitler ve bocek ilact gerekli degildir.

e Dogal substratlara analoglarin takviyesi, dogada bulunmayan yeni sentetik
bilesiklerin {iretim sansini arttirir.

¢ Bitki doku kiiltiirii iklim, cografi konum, vb bagh degildir.

e Hizli iiretim, ucuz onciilerden yeni bilesiklerin tiretimini saglar.

e Degismez kalite ve verim ile tiriinlerin siirekli tedarikini saglayan bir tiretim
sistemini temsil eder.

e iklimsel degisiklerden ve cesitli cevresel faktdrlerden bagimsizdir.

Sekonder metabolit {iretimini arttirmak igin sus iyilestirme, elit veya yiiksek
dretimli hiicre hatlarinin  se¢imi  ve ortam optimizasyonlart gibi uygulamalar
benimsenmistir. Bununla birlikte, doku kiiltiirii uygulamalarinin ¢ogunda bitki hiicre
kiiltiirleri istenen triinlerin yapiminda basarisizdir. Bitki doku kiiltlirii bazli endiistriler,
hiicre hatlarinin kararsizligindan kaynaklanan hiicre kiiltiirleri tarafindan metabolitlerin
iiretiminde problemlerle karsi karsiyadir. Metabolit {liretimi igin gelistirilen tekniklerde
karsilasilan genel sorun, biyosentetik yollar, enzimler, ara maddeler ve bitki sekonder
metabolit iretiminden sorumlu mekanizmalarla ilgili temel bilgilerin eksikligidir.
Metabolitlerin iiretkenligi, belirli onciiler, biyotransformasyon, genetik manipiilasyon ve

metabolik miihendislik ile ilgili yanlis bilgilerin eksikliginden de etkilenir. Bitki



hiicrelerinin biyokiitle iiretimi icin ¢esitli Olgceklendirme teknikleri, istenilen miktarda

sekonder metabolitlerin dnemli 6l¢lide daha kisa siirede elde edilmesi i¢in tercih edilir.

Kiiltiirleme hiicrelerinin totipotent dogasi, genetik bilgisini korur ve bdylece ana
bitkide bulunan c¢ok sayida biyokimyasal iiretebilir. Bitki hiicre kiiltiirliniin aracilik ettigi
metabolit iiretiminin yani sira, bitki miktarina esit veya hatta daha yiiksek miktarlarda
bilesikler iiretebilen hiicre hatlarini tanimlama firsati da vardir. Bitki doku kiiltiirlinden
tiretilen drlinlerin kalite kontrolii, iklimsel varyasyonlara bagli kalmaksizin diizenli
tretimleri i¢in gereklidir. Yiiksek tretimli bir hiicre hattinin taranmasi, secilmesi,
stabilizasyonu ve izolasyonu, kiiltiirleme kosullari, 6l¢eklendirme teknigi, biyoreaktorlerde
kiitle yetistirme, islem sonrasi bilesiklerin ekstraksiyonu ve saflastirilmasi, son iiriin ve
bitki hiicre kiiltliriiniin asamalar1 veya gelismelerin ardindan kazanilan verimi etkiler

(Bhatia vd., 2015) .

1.2. Antioksidanlar

Antioksidanlar, gidada veya viicutta ¢ok diisiik konsantrasyonlarda
bulunduklarinda, viicutta dejeneratif hastaliklarin baslatilmasi ve c¢ogaltilmas: veya gida
kalitesinin bozulmasina neden olan oksidatif siirecleri geciktiren, kontrol eden veya
onleyen maddelerdir. Antioksidanlar saglikli bolgelerde, viicudu oksidatif hasara karsi
koruyabilme yetenekleri sayesinde hastalik riskini azaltma ve saglik desteklerinde
kullanilirlar. Bu tanima uyan antioksidanlar, serbest radikal siipiiriiciiler, singlet (tekli)
oksijen soniimleyiciler, peroksit inaktivatorleri, metal iyonu kenetleme maddeleri,
sekonder oksidasyon iirlinlerinin soniimleyicileri ve prooksidatif enzimlerin dnleyicileridir
(Shahidi ve Zhong, 2007).

Antioksidanlar dogal olarak farkli kaynaklardan iiretilebilir veya farkli yollarla
sentezlenebilir. Yiiksek bitkiler ve bilesenleri, tokoferoller ve fenoller/polifenoller
(baharatlar, otlar, meyveler, sebzeler, hububatlar, tahillar, tohumlar, ¢aylar ve yaglarda bol
bulunur) zengin bir dogal antioksidan kaynagi saglar. Yosun, balik/kabuklu deniz
hayvanlart ve deniz bakterileri gibi deniz kaynakli antioksidanlar da diistiniilmiistiir

(Amarowicz, vd., 1999; Athukorala vd., 2003; Shahidi ve Amarowicz, 1996).

Genellikle butilhidroksianisol (BHA), butilhidroksitoluen (BHT), propil galat (PG)
ve tert-butilhidrokinon (TBHQ) gibi sentetik antioksidanlar yillardir gida muhafazasinda

kullanilmistir. Bununla birlikte tiiketicilerin tim dogal maddelerde temiz etiket talebi



nedeniyle bu antioksidanlar gbézden diismiistiir. Sentetik antioksidanlarin giivenligi
sorgulanmis, kullanimi siirlandirilmig ve etkili dogal antioksidanlarin arastirilmasi Gida

ve Ilag Dairesi (FDA) tarafindan diizenlenmistir (Sherwin, 1990; Wattenberg, 1986).

Antioksidanlarin etkinligi genellikle yapisal 6zellikleri, konsantrasyonu, sicakligi,
oksidasyon substratinin tiirii, sistemin fiziksel durumu, prooksidanlar ve sinerjistlerden
etkilenir (Yanishlieva-Maslarova, 2001). Bir antioksidanin kimyasal yapisi, serbest
radikallere ve reaktif oksijen tiirlere (ROS) dolayisiyla antioksidan aktiviteye karsi esas
reaktivitesini belirler. Antioksidanlarin etkinligi, konsantrasyonlarmma ve sistemdeki
konumlarina (6rn., arayilizeydeki dagilim) da baglidir (Shahidi ve Zhong, 2011; Zhong ve
Shahidi, 2012). Reaksiyon kinetigi, antioksidanlarin oksidasyona karsi kisa siireli veya
uzun stireli korunmalarinda 6nemli bir rol oynar. Bir antioksidanin spesifik bir oksidan ile
reaksiyona girme hizi, reaksiyonun termodinamigi ve antioksidanin tepki verme derecesini

icermektedir (Antolovich vd., 2002).
Antioksidanlar oksidanlar {izerinde dort yolla etki ederler (Gokpinar vd., 2006).

a.Siipiiriicti etki (Scavenging): oksidanlar1 zayif bir molekiile gevirir ve bdylece

onlarin etkilerini kaybetmelerini saglar. Antioksidan enzimler ve molekiiller bu sekildedir.

b.Sontimleyici etki (Quenching): oksidanlara bir hidrojen vererek etkisiz hale

gelmesini saglayan bu etki flavonoidler ve vitaminlerde goriilmektedir.
c.Onarict etki (Repair): hasar gérmiis molekiiliin tamiri ve yenilenmesini saglar.

d.Zincir kirma etkisi (Chain breaking): oksidanlar1 kendileri baglayarak aktivelerini

engelleyen hemoglobin, seruloplazmin ve mineraller bu sekilde etki ederler.

Bircok bilesik antioksidan olarak gérev yapabilir ve bunlart siniflandirmanin tek bir
yolu yoktur. Antioksidanlar kaynaklarina, islevlerine, etki mekanizmalarina ve kimyasal

yapilarina gore siniflandirilmaktadir.

Antioksidanlarin kaynaklarma bagli olarak, dogal antioksidanlar ve sentetik
antioksidanlar olarak ikiye ayrilirlar. Dogal antioksidanlar ¢ogunlukla bitkilerde bulunan
bilesiklerdir. Dogal antioksidanlara uygun 6rnekler polifenoller ve karotenoidler, askorbik
asit ve tokoferollerdir. Sentetik antioksidanlar kimyasal olarak sentezlenir ve toksikolojik

olarak insan diyetinde gilivenli kullanimi incelenirler. BHA ve BHT gibi bilesikler bu
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kategorideki yaygin antioksidanlardir. Dogala 6zdes formda antioksidanlar, bitkilerden
izole edilen dogal maddelerle ayni molekiiler formda sentetik olarak {iretilen dogal
maddelerdir. Ornegin, resmi adiyla L-askorbik asit veya onun tuzu (askorbat), sentetik C

vitaminin dogala 6zdes formda antioksidanlaridir (Topliss vd., 2002).

Antioksidanlar fonksiyonlarma veya etki bicimlerine gore asagidaki gibi

smiflandirilirlar;

a.Baslatma evresinde serbest radikal olusumunun inhibitérleri olan serbest radikal

stiptiriiclileri (veya sonlandiricilar) ve ¢ogalma evresini kesen zincirleme kiricilar.

b.Elektron transferinde kullanilamayan kararli formlar1 metal iyonlarina

doniistiirebilen metal kenetleyicileri
c.Singlet oksijeni triplet haline getiren singlet oksijen soniimleyiciler (karotenler)

d.Bir karisim iginde aktiviteyi arttiran veya diger antioksidanlar1 yenileyen

sinerjistler (sitrik asit, askorbik asit).
e.Diger oksitlenebilir bilesiklere bir elektron bagislayan indirgeme ajanlari.
f.Oksidatif enzimleri inaktive eden enzim inhibitorleri (Pokorny, 2007).

Mekanizmalarina gore antioksidanlar birincil veya ikincil antioksidanlar olarak
siniflandirilirlar. Birincil antioksidanlar, cogalma veya baslatma evresine miidahale ederek
lipid oksidasyonunu inhibe eden zincir kirici antioksidanlardir veya kararli serbest
radikalleri olusturmak icin serbest radikalleri alan PB-par¢alama tepkimeleridir. Ikincil
antioksidanlar, oksidasyonu geciktirmek icin hava oksijeni veya katalitik metal iyonlarim
baglayarak zincirin oksidasyon baglatma oranini geciktiren koruyucu antioksidanlar olarak
kabul edilir. Ikincil antioksidanlar, birincil antioksidanlardan farkli olarak daha kararli
nonreaktif {rlinleri serbest radikallere doniistiiremezler (Chaiyasit vd., 2007; Frankel,
2005). Rice ve ark., hem birincil hem de ikincil antioksidan olarak gorev yapabilen karigik

fonksiyonlu antioksidanlarin da bulunduguna dikkat ¢ekmistir (Rice-Evans vd., 1997).

Antioksidanlar kimyasal yapilarina gore de smiflandirilirlar. Farkli kimyasal
yapilara sahip olan bircok madde, farkli etki veya mekanizma modlarina sahip
antioksidanlar gibi davranabilir. Tokoferoller, sinnamatlar ve flavonoidler dogal yapilar,
BHA ve BHT gibi sentetik yapilar fenolik antioksidanlardir (Tsao, 2010). Karotenoidler
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esas olarak baska bir kimyasal antioksidan sinifi olustururlar. Hem fenolikler hem de
karotenoidler, biiyiikk dl¢lide rezonans boyunca radikallesmis molekiilleri stabilize eden
eslenik ¢ift bag sistemlerine sahiptir. Sitrik asit ve etilendiamin tetraasetik asit (EDTA)
gibi ¢oklu karboksilik fonksiyonel gruplu zayif organik asitler, gecis metallerini kenetleyen
ikincil antioksidanlardir (Banner vd., 1986; Fahey vd., 2001; Flora, 2009).

1.2.1. Dogal antioksidanlar

1.2.1.1. Karetenoidler

Karotenoidler sar1i, turuncu ve kirmizi renklere sahip yagda ¢oziinebilen
pigmentlerdir ve provitamin A aktivitesi sayesinde antioksidan olarak goérev yaparlar.
Karetenoidler bitkilerde sentezlenerek besin yoluyla mikroorganizmalar ve hayvanlara
aktarilir. Karotenoidler, 8 izopren birimi olan 40 karbon atomlu iskeletine sahip
hidrokarbonlardir (Sekil 1.2). Karotenoidler, karotenler ve oksijen iceren ksantofiller
olmak iizere ikiye ayrilmaktadir. Karotenler arasinda B-karoten, a-karoten ve likopen
insanlarda yaygin olarak bulunur. Ksantofiller grubunda ise lutein, zeaksantin ve

kriptoksantin bulunmaktadir.

Ayt et e

e mmcEmetain

Sekil 1.2. Karotenoidlerin yapist

Karotenoidlerin bitkilerdeki rolii, fotosentez i¢in depolama ve klorofilin oksidatif
hasara kars1 korunmasidir. Epidemiyolojik ¢alismalar, karotenoid agisindan zengin meyve
ve sebzelerin alinmasi ile ¢esitli kanser tiirleri, kardiovaskiiler hastaliklar ve yasla iliskili
makiiler dejenerasyon riskinin azalmasi arasinda pozitif bir iligki oldugunu gdstermistir

(Adom vd., 2003).

12



1.2.1.2. Tokoferoller

Tokoferoller, fotosentetik organizmalar tarafindan 6zel olarak sentezlenen, yagda
¢oziinebilen amfipatik molekiil (a-, B-, y-, 6-) grubudur (Sekil 1.3). Peroksil radikalleri ve
mutajenik nitrojen oksit tiirlerinden hiicre membranlarin1 koruyan en etkili dogal
antioksidan oldugu bilinen E vitamini bilesenidir (Gliszczynka-Swiglo ve Sikorska, 2004).
Bitkiler tarafindan sentezlenen dogal E vitamininin a-, -, y- ve 6- tokoferol ve a-, -, y- ve
5- tokotrienol olmak iizere sekiz farkli formu bulunmaktadir. Ozellikle bitkisel yaglarda,
baklagillerde, yesil yaprakli sebzelerde, findik, ceviz, siit ve yumurtada bol miktarda
bulunur (Keskin ve Erkmen, 1987).

CH,4

CH,

Sekil 1.3. a-Tokoferolun yapisi

1.2.1.3. Askorbik asit

Askorbik asit diger ismiyle C vitamini, organizmanin en fazla ihtiyaci olan bir
vitamindir (Sekil 1.4). Serbest radikalleri dogrudan temizleyebilen askorbik asit suda
¢Oziiniir ve birgok meyve ve sebzede bulunur (Wheeler vd., 1998). En zengin kaynaklar
limon, portakal, mandalina, yesil sebzeler, domates ve diger meyvelerdir. C vitamini
viicudun bagisiklik sistemini kuvvetlendirir ve korur. Demir ve folik asitin kana gegmesini
saglayarak kansizli§i Onler. Ayrica cesitli besin maddelerinde eksime ve acilagmayz,

meyvelerde renk degisimini engellemektedir (Cadenas ve Packer, 2002).

H
: O __o

HO OH

Sekil 1.4. Askorbik asidin yapisi
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1.2.2. Sentetik antioksidanlar

1.2.2.1. BHA (Biitillenmis hidroksianisol)

BHA [2,6-bis(1,1-dimetiletil)-4-metilfenol], 2-tersiyer-biitil-4-hidroksianisol ve 3-
tersiyer-butil-4-hidroksianisol izomerlerinin karisimi seklindedir. Beyaz, mumsu bir yapiya
sahip olan antioksidan yaglarda ¢oziinebilirken, suda ¢oziinememektedir (Fennema, 1996).
Yapisindan dolay1 gidalarda tasinmas1 BHT antioksidanina gore daha fazladir. Genellikle
tahil ve seker igeren gida iiriinlerinde kullanilmaktadir (Ozyiirek, 2005).

1.2.2.2. BHT (Biitillenmis hidroksitoluen)

BHT [2,6-ditersiyer biitil-4-metil fenol] beyaz kristal yapida olup, sadece yaglarda
¢oziinebilir. Gida maddelerinde yaglarin stabilizasyonunu, gida kokusunu, rengini ve

lezzetini korumak i¢in kullanilmaktadir (Pokorny vd., 2001).

1.2.2.3. PG (Propil gallat)

Propil galat [propil 3,4,5-trihidroksibenzoat] beyaz renkli kristal yapida olup,
bitkisel ve hayvansal gidalarda en fazla bulunan sentetik antioksidandir. Gallik asit esteri
bu antioksidan, etanolde ¢oziiniirliigli fazladir. Gidalarin, yaglarin tazeligini, besin degerini

ve rengini korumak i¢in kullanilmaktadir (Zurita vd., 2007).

1.2.2.4. TBHQ (Tersiyer biitilhidrokinon)

TBHQ, beyaz ile kahverengi aras1 renkte kristal yapidadir. Bitkisel yaglarda ¢ok
etkili olan bu antioksidan, tek basina veya BHA, BHT ile birlikte kullanilabilir. PG ile
kullanimu ise, etkiyi azaltma yoniinde etki eder (Pokorny vd., 2001; Ozyiirek, 2005).

1.3. Fenolik Bilesikler

Bitki fenolikleri, yapisinda bir fenol grubu tasiyan, yani aromatik halkalarindan bir
hidroksil bulunan sekonder metobolitlerdir. Bitkilerde fenolik bilesiklerin sentezinde yer
alan iki amino asit ¢esidi fenilalanin ve bir miktarda tirosindir (Shahidi ve Naczk, 2003).
Tahillarda en ¢ok bulunan fenolik bilesikler arasinda fenolik asitler, kumarinler,
flavonoidler, stilbenler, taninler, lignanlar ve ligninler bulunmaktadir (Naczk ve Shahidi,
2006).

Polifenolik bilesikler, temel maddeleri fenol olan, giines 1s1gindan faydalanarak
bitkilerin yaprak, dal, meyve ve c¢igeklerinde olusan organik bilesiklerdir. Organik
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¢oziiciilerde daha iyi ¢oziinmekle birlikte, suda bir miktar ¢oziinmektedirler. Polifenollerin
antioksidan ozellikleri, indirgeyici ve hidrojen verici olmalariyla ilgilidir (Bursal, 2009).
Fenolik bilesikler bir¢ok bitki organinda bulunur ve bu nedenle insan beslenmesinin
ayrilmaz bir parcasidir. Cesitli caligmalar, fenoliklerin antioksidatif etkiler ortaya
koydugunu, in vitro sistemlerde DNA oksidasyon inhibisyonu ve diisik yogunluklu
lipoprotein (LDL) kolesterolden sorumlu oldugunu gostermistir (Adom ve Liu, 2002;
Chandrasekara ve Shahidi, 2010; Liyana-Pathirana vd., 2006; Madhujith ve Shahidi,
2007).

Fenolik asitlerin iki tiiri olan hidroksibenzoik asit ve hidroksisinnamik asitler
bitkilerde bulunur. Hidroksibenzoik asitler gallik, p-hidroksibenzoik, vanilik, siringik ve
protokatesik asitlerdir. Hidroksisinnamik asitler, kumarik, kafeik, ferulik ve sinapik
asitlerdir (Shahidi ve Naczk, 2003). Bir fenil halkas:1 (C6) ve bir C3 yan zincirine bilesik
hidroksisinnamik asitler, diger fenolik bilesiklerin sentezi igin Oncii olarak gorev

yapmaktadirlar (Tablo 1.1).

Tablo 1.1. Fenolik asitlerin yapilari

Benzoik asit tiirevleri Sinnamik asit tiirevleri
=1 R1
> oo re S on—en—coon
=3 =2 R3 (by
Ri R2 Rs Ri R. Rs
p-Hidroksibenzoik H OH H p-Kumarik asit H OH H
asit
Vanilik asit OCHj, OH H Kafeik asit H OH OH
Siringik asit OCHj, OH OCH; Sinapik asit OCH; OH OCH;
Protokatekuik asit H OH H Ferulik asit OCH; OH H
Gallik asit OH OH OH

1.4. Flavonoidler

Sar1 renkli olmalar1 sebebiyle Latince ‘sar1’ anlamina gelen ‘flavus’ kelimesinden
tiretilerek flavonoid ismini almiglardir. 15 C atomlu 2-fenil benzopiran (difenilpropan)
yapisina (C6-C3-C6) sahiptirler. Flavonoidlerin iskelet yapilart farkli olmasina ragmen

flavonler, flavonoller, flavanonlar, flavanoller, izoflavonlar, antosiyanidinler ve kalkon
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olarak adlandirilan farkli alt siniflar1 vardir (Bors vd., 1990; Ptittin, 1987; Formica ve
Regelson, 1995). Flavonler ve flavonoller gidalarda aglikon olarak bulunur. iki veya ii¢
konumda ¢ift bag ile benzer bir C halkasi yapisina sahiptirler. Flavonlarin {igiincii
konumunda bir hidroksil grubu yoktur. Flavonoller (kuersetin, kaempferol, rutin ve
mirisetin), flavonler (luteolin, apigenin ve chrysin), flavanoller (katesin, epikatesin,
epigallokatesin, epikatesingallat ve epigallokatesingallat), flavanonlar (narigenin,
hesperitin ve eriodictyol), antosiyanidinler (siyanidin, malvidin, peonidin, petunidin,
pelargonidin ve delfinidin) ve izoflavonlar (jenistein, daidzein ve glycitein) yaygin
flavonoidlerdir (Shahidi ve Naczk, 2003). Ayrica, ¢esitli epidemiyolojik caligsmalar
flavonoidlerinin alimi ile kardiyovaskiiler hastaliklarin (CVD) ve ¢esitli kanser tiirlerinin
goriilmesi arasinda ters bir iligki oldugunu gostermistir (Hertog vd., 1995; Willet vd.,
1995).

Aterojenez, tromboz ve karsinogenezde yer alan lipid peroksidasyonunu modiile
edebildikleri i¢in flavonoidler giinliik gida tiikketimin 6nemli bir pargasidir. Meyveler ve
sebzeler agisindan zengin diyetler, koroner kalp hastaligi ve kanser riskini azaltmaktadir
(Kinsella vd., 1993; Block vd., 1992). Meyve ve sebzeler diyet antioksidanlarinin baslica
kaynag olarak kabul edilmektedir. E vitamini, C vitamini ve karotenoidler antikanserojen
olarak ve yaslanmanin dejeneratif hastaliklarina kars1 savunmalariyla beraber, meyve ve
sebzelerde flavonoid antioksidanlarin besleyici rolleri de bulunmaktadir. Bu flavonoidler
bircok meyve ve sebzede c¢ok ¢esitli yap1 ve ozelliklerde bulunur. Aktif antioksidanlar
olarak flavonoidler, hastaliklarina karsi koruma agisindan 6nemli olabilmektedir (Ames

vd., 1993).

Flavoidler antioksidan oOzelliklerini gosterebilmek igin serbest radikallerle

tepkimeye girerek onlari etkisiz hale getirirler. Flavonoidlerin etki mekanizmasi sdyledir;

1. Serbest radikali (O,), hidroksil radikalini (*OH) ve singlet oksijeni (*O,)
temizler.

2. Peroksil radikalini (ROO*) ve alkoksil radikalin1 (RO*) yakalar, lipid peroksil
(LOO*) zincirini kirar.

3. Demir ve bakir gibi ge¢is metallerini selatlar (Morel vd., 1993; Moreney vd.,
1988).

4. Protein kinaz enzimini inhibe eder.
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5. Laktat transportunu engeller (Formica ve Regelson, 1995).

Flavonoidlerin bilinen 6zellikleri, serbest radikal stipiirme, LDL oksidasyonunu
onlemede gii¢lii antioksidan aktiviteleri, hidrolitik ve oksidatif enzimlerin (fosfolipaz A2,
siklooksijenaz, lipooksigenaz) inhibisyonu ve antienflamatuar etkileridir. Cogu bitki
flavonoidleri, enzimatik reaksiyonlar1 6zellikle oksitlenmis lipidleri iireten ve tepkimeye
giren trlnleri inhibe eder. Bu enzimler, oksidanlarin ve antioksidanlarin varligina son
derece duyarlidir. Fenolik antioksidanlar, ¢oklu doymamis lipidlerin ve LDL' nin
peroksidasyonunu azaltabilir ve makrofaj kopilik hiicre olusumunu azaltabilir (Steinberg

vd., 1989; Esterbauer vd., 1992).

Calismamizin amaci M. officinalis subsp. officinalis bitkisinin farkli bitki biiyiime
diizenleyicileriyle yetistirilen kalluslarin toplam fenolik, toplam flavonoid ve antioksidan
kapasitesini belirlemektir. M. officinalis subsp. officinalis kalluslarin yetistirilmesinde bes
farkli bitki biiylime diizenleyicilerin kombinasyonlar1 kullanilmigtir. Bu kapsamda, M.
officinalis subsp. officinalis kalluslar1 konsantrasyonlar1 ve ¢oziiciileri ayni tutularak bitki
bitki biiyiime diizenleyicilerin etkisiyle olusacak farklar karsilastirilmistir. Kallus olusumu
gbzlenen bitki O6rneklerin her biri i¢in toplam fenolik, toplam flavonoid ve antioksidan
kapasite belirleme islemi gergeklestirilmistir. Bdylece bitkinin kalluslarin antioksidan
ozellikleri tespit edilip, ilert donemlerde ilag, tarim, gida, kozmetik gibi alanlara sunulmasi
saglanacaktir. Ayrica, yapilan literatiir taramalarinda daha once bdyle bir calismanin

yapilmamis olmas1 akademik dnemini ve bitkinin literatiir kaynagina katkisini arttiracaktir.
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2. MATERYAL VE METOT

2.1. Materyal

2.1.1. Bitki Materyali

Bu ¢alismada, Melissa officinalis subsp. officinalis L. bitkisinin saksida yetistirilen
fideleri kullanilmigtir. Fidelerin kurumamasi igin kiiltiire alinacaklar1 giin yipratilmadan

toplanmistir.

2.1.2. Kullanilan Cihaz ve Malzemeler

UV-VIS Spektrofotometre: Shimadzu, UV-1800
Hassas terazi: Shimadzu TXB622L

pHmetre: Thermo Scientific Orion Star A111
Otoklav: JeioTech ST-85G

Sterilizator: Jeo tech., ON-21E

Laminar kabin (Laminarflow): Thermo Scientific S2020 1.2
Blender: Spice&Herb Grinder, IC-10B
Otomatik pipetler: Brand Transferpette S,100-1000 pl
Manyetik Karistirici: 1solab MS-010

Buzdolab1: Hotpoint, Ariston, A+ Class
Murashige ve Skoog (MS): Caisson Biochemie
Siikroz: Carlo Erba

Agar: Lab M

Etil alkol %96: Merck

2,4-Diklorofenoksi asit (2,4-D): Duchefa

Indol Asetik Asit (IAA): Merck

Benzil Amino Piirin (BAP): Carl Roth

Kinetin (KIN): Caisson Biochemie

Picloram (PIC): Alfa Aesar

ABTS %98-HPLC: AFG Scientific

Potasyum peroksidisiilfat: Merck

Trolox %97: Acros Organics
Dipotasyumhidrojenfosfat (Ko;HPO,): Merck



Potasyumdihidrojenfosfat (KH,PO,4): Merck
Gallik asit: Merck

Folin-Ciocalteu’s phenol reagent: Merck
Sodyum karbonat: Sigma-Aldrich
Aliiminyum kloriir: Merck

Glasiyel asetik asit: Carlo Erba

Metanol: Sigma-Aldrich

Kuersetin: Merck

2.1.3. Kullanilan Cozeltiler

2 N’ lik Folin-Ciocalteu reaktifi: 10 kat seyreltilerek kullanilmustir.

%7.5’ lik sodyum karbonat ¢ozeltisi: 7.5 g NapCOs katisi tartilarak 100 ml saf suda
¢Ozunmustur.

1 ml %2’ lik AICI3; (metanol/ glasiyel asetik asit (v/v)) ¢ozeltisi: koruyucu maske
takilarak 2 g AICI; katis1 tartilmig, 100 ml” lik esit oranda karigtirllmig metanol/glasiyel
asetik asit (50/50 ml) karisiminda ¢6ziinmiistiir.

Fosfat tampon ¢6zeltisi (50 mmol/L): 3.57 g dipotasyumhidrojenfosfat (K,HPOy,)
ve 0.615 g potasyumdihidrojenfosfat (KH,PO4) 500 ml’ lik balon jojelerde saf suyla
hazirlanmistir. Tampon ¢ozeltinin pH degeri 7.2-7.4 aras1 olana kadar karistirilmastir.

7 mM ABTS stok ¢ozeltisi: 77 mg ABTS iizerine 20 ml fosfat tampon ¢ozeltisi
eklenmis ¢oziinene kadar karistirilmistir. Farkli bir behere 13 mg potasyum persiilfat ve 20
ml fosfat c¢ozeltisi eklenmis ve karistirict yardimiyla ¢ozinmiistiir. Bu iki ¢ozelti
karistilmis, 151k gecirmeyecek sekilde etrafi folyo kapl erlene koyulmustur. Karisim daha
sonra oda sicakliginda 16 saat koyu mavi renk olusana kadar bekletilmistir.

Gallik asit ¢ozeltisi: 50 mg gallik asit tartilip bir behere konularak ¢oziinmesi i¢in
tizerine bir iki damla etil alkol eklenmistir. Cozeltinin konsantrasyonun ayarlanmasi i¢in bu
¢ozelti 100 ml’ lik balon jojeye aktarilmis ve iizeri saf suyla tamamlanmistir.

Kuersetin ¢ozeltisi: 50 mg kuersetin tartilarak 100 ml’ lik Olgiilii bir balona
aktarilmis ve balon ¢izgisine kadar suyla tamamlanmistir.

Troloks stok ¢ozeltisi (2.5 mmol/L): 32 mg troloks tartilarak bir beherde ¢oziinmesi
i¢cin lizerine birka¢ damla etil alkol eklenmistir. Coziinen bu ¢ozelti 50 ml’ lik odlgiili

balona aktarilmis ve tosfat tamponu ile ¢izgisine kadar tamamlanmustir.
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2.2. Metot

2.2.1. Bitkilerin Sterilizasyonu

Calismada kullanilan M. officinalis subsp. officinalis fideleri musluk suyuyla
yikandiktan sonra ekilecek olan nod kisimlari bisturiyle alinmistir. Bitki kisimlar1 30
saniye %70’ lik etil alkolde yavasca karistirilarak bekletilmistir. Etil alkolden siiziilen
eksplantlar alkollenip steril kabin igine alinarak 5 dakika da %50 oranda saf suyla
seyreltilmis sodyum hipokloritte (NaClO) bekletilmistir. Sodyum hipoklorit olarak %5’
lik ticari camasir suyu kullamilmistir. Sodyum hipokloritin bitkilere ylizey temasini
artirmak i¢in bekletilmeleri sirasinda 1-2 damla tween 80 maddesi ilave edilmistir.
Eksplantlarin ylizey sterilizasyonu bittikten sonra ¢camagir suyunun uzaklastirilmast i¢in 3-

4 kez saf sudan gegirilmistir.

2.2.2. Ortam ve Malzeme Sterilizasyonu

Kiiltiir isleminin gergeklesecegi laminar kabin ¢alismadan 6nce etanol ve UV 15181
ile dezenfekte edilerek hazir hale getirilmistir. Ekim asamasinda kullanilacak beher, pens,
petri vb. malzemeler folyoyla kaplanarak 200 °C sterilizatérde steril edilmistir.
Sterilizasyonda kullanilacak steril sular ve besiyerleri de otoklavda 121 °C, 1 atm basingta,

15 dakika dezenfekte edilmistir.

2.2.3. Besi Ortaminin Hazirlanmasi ve Bitkilerin Aktarimi

Bu ¢alismada bitki doku kiiltiirli i¢in temel gereksinimleri karsilayan ve siklikla
kullanilan MS ortam1 kullanilmistir (Murashige ve Skoog, 1962). MS ortami bitkilerin

ihtiyact olan su, makro ve mikro besin elementleri ve vitaminleri igermektedir (Tablo 2.1).
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Tablo 2.1. MS kimyasallar1 ve miktarlar1 (Murashige ve Skoog, 1962).

Kimyasallar Konsatrasyon (mg/L)
KNO; 1900
(NH4)NO3 1650
MgS0O,47H,0 370
CaCl,2H,0 440
KH,PO, 170
Na,EDTA 33.6
FeSO47H,0 27.8
MnSO44H,0 22.3
ZnS0,7H,0 8.6
H3BO; 6.2
Kl 0.83
Na,M0042H,0 0.25
CoCl,6H,0 0.025
CuSO45H,0 0.025
Myo-inositol 100
Pyridoxin -HCI 0.5
Nicotinicacid 0.5
Thamin -HCI 0.1
Glisin 2
Sakkaroz 30000
pH 5.7

Calismada, MS ortaminda 2,4-Diklorofenoksi asit (2,4-D), Indol Asetik Asit (IAA)

Benzil Amino piirin (BAP),

Kinetin (KIN) ve Picloram (PIC) bitki biiyiime

diizenleyicilerinin ~ kombinasyonlar1 ~ kullanilmistir.  Biiyime  diizenleyicilerin
kombinasyonlar1 Tablo 2.2° de verilmistir.

Tablo 2.2. Bitki biiylime diizenleyicilerin kombinasyonlar

Besi yeri 2,4-D(mg/L) 1AA(mg/L) BAP(mg/L) PIC(mg/L) KIN(mg/L)
ortami

1 1 1 0.5 - -

2 15 1 0.5 - -

3 2 1 0.5 - -

4 1 - - 1 0.5

5 15 - - 1 0.5

6 2 - - 1 0.5

7 1 - 0.5 - -

8 15 - 0.5 - -

9 2 - 0.5 - -

10 - - 0.5 1 -

11 - - 0.5 15 -

12 - - 0.5 2 -
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Besiyerleri hazirlamasinda 4.4 g/L MS, 30 g/L sakkaroz olacak sekilde tartilip,
calkalayict yardimiyla ¢oziinmesi saglanmistir. Coziinen besiyerleri pH degeri 5.7-5.8
sekilde ayarlanmis ve katilagsmasi i¢in 8 g/L katilastirict jel (Agar) eklenmistir. Farkli bitki
bliylime diizenleyicileri kombinasyonlarinin eklenecegi besiyerleri ayirt edilebilmeleri i¢in
kodlama islemi yapilmistir. Tablo 2.2° de goriildiigi gibi 12 farkli kombinasyonda
hazirlanan besiyerleri her bir kombinasyondan 5 tekrarli olacak sekilde (12x5= 60 petri)
hazirlanmistir. Hazirlanan besiyerleri sterilizasyon islemi yapildiktan sonra, steril kabinde
ekim yapilacak her bir petriye 30 ml eklenmistir. Besiyerleri, katilasmasi ve
kontaminasyon riskini azaltmak igin 24 saat laminar kabinde bekletilmistir. EKimin
gerceklesecegi giin, M. officinalis subsp. officinalis eksplantlar1 gerekli sterilizasyon

isleminden sonra her bir petriye 5 nod kism1 gelecek sekilde karsilikli olarak ekilmisglerdir.

2.2.4. Kallus Gelisimi

Ekimi gerceklesen bitkiler £22 °C de, 2500 lux floresan 1sik altinda, 16 saat
aydinlik/8 saat karanlik fotoperiyot sartlarda iklim odalarinda bekletilerek, giinliik olarak
kallus gelisimi gozlenmistir. Bu arada kontamine olan kiiltiir kaplart (24 petri) kiiltiir
ortamindan uzaklastirilip, otoklavda steril edilmistir. Takip edilen kiiltiirlerin 2-3 haftada
kallus gelisimi baslamis ve 6 haftada gelisimini tamamlayan kalluslar analiz agamasina

gelmigtir.

2.2.5. Kallus Ekstraksiyonu

Besiyerinde yetistirilen M. officinalis subsp. officinalis kalluslar1 pens yardimiyla
dikkatli bir sekilde petriden almmistir. Bitki biiylime diizenleyicilerine gore ayrilan
kalluslar saf sudan gegirilerek 50 °C etiivde kurumaya birakilmistir. Kuruyan kalluslar
hassas teraziyle 0.1 gram olacak sekilde tartilmis ve bitki biliylime diizenleyicilerine gore
kodlanan falkonlara aktarilmistir. Kallus ektstraksiyonu i¢in etanol ve su olmak iizere iki
¢oziicii kullanilmistir. Her bir kallus tizerine ayr1 olarak 4 ml %96’ lik etanol sivisi veya 4
ml saf su pipetle eklenmis ve falkonlarin etrafi stre¢ filmle sarilmistir. Cozeltiler etkisini
gosterebilmesi i¢in 72 saat buzdolabinda saklanmistir. Zamani1 dolan ¢ozeltiler blender
yardimiyla 1-2 dk kadar parcalanmistir. Daha sonra bu c¢ozeltiler huniye yerlestirilen
Whatman filtre kagitiyla siiziilmiis ve tekrar hava almayacak sekilde kapatilmistir. Bu

cozeltiler daha sonra analizlerde kullanmak amaciyla buzdolabinda saklanmustir.
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2.2.6. Toplam Fenolik Madde Analizi

Deneyde Singleton ve Rossi (1965)’ nin uyguladigi Folin-Ciocalteu metoduna gore
fenolik madde analizi yapilmistir. Bu yonteme gore, 300 ul M. officinalis subsp. officinalis
kallus ekstresi ve 1.5 ml 2 N° lik Folin-Ciocalteu reaktifi cam tiiplerde karistirilmistir. Bu
karisim 1-2 dakika bekletildikten sonra %7.5° lik sodyum karbonat ¢ozeltisinden 1.2 ml
eklenip, vortekste karistirilmis ve 25 °C de karanlikta 90 dk bekletildikten sonra UV-VIS
spektrofotometrede 765 nm de absorbans kore (su) karst 6l¢iilmiistiir. Toplam fenol igerigi
gallik asit kalibrasyon egrisinden yararlanilarak gallik asit esdegeri (GAE) olarak
verilmistir.  Kalibrasyon egrisi  gallik asidin 5 farkli konsantrasyonlarina
(0.1;0.2;0.3;0.4;0.5 mg/ml) kars1 hesaplanan absorbans degerleriyle okunmustur.

Kalibrasyon egrisi i¢in; kalibrasyon i¢in belirlenen bes farkli konsantrasyon igin
onceden hazirlanan 0.5 mg/ml’ lik gallik asit ¢ozeltisi seyreltilerek geriye kalan dort
konsatrasyonun eldesi saglanmistir. Hazirlanan ¢6zeltilerin her birinden ayri olarak fenolik
madde analizi yapilarak absorbans degerleri okunmustur. Konsantrasyon degerlerine karsi
okunan absorbans degerleri Excel’ e tasinarak y=ax+b regresyon grafigi ve R? degeri

verilmistir.

2.2.7. Toplam Flavonoid Analizi

Flavonoid igeriginin saptanmasinda metanolik form kullanilmistir (Lamaison vd.,
1990). Bu analiz i¢in bitki kallus ekstresinden 1 ml ve 1 ml %2° lik AICI; ¢6zeltisi
karistirtlmistir. Daha sonra tepkime karisimi 10 dakika oda sicakliginda bekletilmistir.
Orneklerin absorbanslar1 394 nm dalga boyunda UV-VIS spektrofotometrede, kontrol
ornek %2’ lik AICl;‘e karsi okunmustur. Flavonoid derigimi kuersetinin kalibrasyon egrisi
ile karsilastirilarak  hesaplanmistir.  Kalibrasyon egrisi  kuersetinin 5  farkli
konsantrasyonlarina (0.1;0.2;0.3;0.4;0.5 mg/ml) kars1 hesaplanan absorbans degerleriyle
okunmustur.

Kalibrasyon egrisi i¢in; kalibrasyon i¢in belirlenen bes farkli konsantrasyon igin
onceden hazirlanan 0.5 mg/ml’ lik kuersetin ¢ozeltisi seyreltilerek geriye kalan dort
konsatrasyonun eldesi saglanmistir. Hazirlanan c¢ozeltilerin her birinden ayr1 olarak

flavonoid analizi yapilarak absorbans degerleri okunmustur. Konsantrasyon degerlerine
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karsi okunan absorbans degerleri Excel’ e tagmarak y=ax+b regresyon grafigi ve R? degeri

verilmisgtir.

2.2.8. Antioksidan Kapasite Analizi

Ekstrelerin antioksidan kapasitesi, ABTS [2,2’-azonobis(3-etilbenzothiazoline-6-
sulfonat)] radikal katyon yakalama kabiliyetine dayanilarak olgiilmiistiir. Bu metoda gore
ABTS, peroksil veya diger oksidanlara okside olmakta ve ABTS™ radikali olusmaktadir.
ABTS™ radikal katyonu, ABTS ¢ozeltisinin persiilfat ile oksidasyonu sonucunda
olusturulmaktadir. Oncesinde hazirlanan koyu mavi renkli bu ¢dzeltide antioksidanin
etkisiyle ABTS™ katyonu pargalanmis ve koyu mavi renkli ¢ozeltinin rengi agilmustir.
Ornek ¢ozeltisindeki rengin azalmasi antioksidan kapasitenin bir gdstergesidir (Miller vd.,
1995). Antioksidan kapasite analizi i¢cin, ABTS stok ¢ozeltisi fosfat tampon ¢ozelti ile
absorbans 734 nm de 0.7-0.8 olana kadar seyreltilmistir. Seyreltilmis ¢dzelti her zaman
deneyden once hazirlanmis ve isiktan korunmustur. Daha sonra cam tiiplere 1900 ul
seyreltilmis ABTS c¢ozeltisi ve 100 pl M. officinalis subsp. officinalis kallus ektresi
eklenerek karistirilmistir. Orneklerin absorbanslar1 6 dakika sonunda 734 nm UV-VIS
spektrofotometrede kore (fosfat tamponu) karsi okunmustur. Antioksidan kapasitenin
belirlenmesi igin kullanilan bu yontem TEAC (Troloks esdeger antioksidan kapasite)
olarak adlandirilmakta ve sonuglar troloks standart olarak kabul edilerek verilmektedir.
Troloks [6-hidroksi-2-Hidroksi-2,5,7,8-tetrametilkroman-2-karboksilik asit], E vitamininin
suda c¢oziiniir esdegeridir. Troloks canli sistemlerde dogal olarak bulunan bir bilesik
olmamakla birlikte pek c¢ok antioksidan kapasite tayin yonteminde standart olarak
kullanilmaktadir (Re vd., 1999). Troloks antioksidan kullanilarak bir kalibrasyon grafigi
hazirlanmis ve bilinmeyen antioksidanin kapasitesi bu grafikten TEAC olarak verilmistir
(Damar, 2010).

Kalibrasyon egrisi i¢in; troloks stok ¢ozeltisi 50 ml’ lik balonlara sirasiyla 1;2;4;6;8
ml pipetlenmistir, daha sonra balonlar ¢izgisine kadar fosfat tamponuyla tamamlanmigtir
(0.05-0.4 mmol/L). Seyreltilerek hazirlanan bes farkli konsantrasyondaki troloksun
antioksidan kapasitesi igin biri tanik 1900 pl seyreltilmis ABTS + 100 ul fosfat tamponu,
digeri 6rnek 1900 pl seyreltilmis ABTS + 100 pl troloks c¢ozeltisi olarak ayrilan
kiivetlerdeki ¢6zeltilerin 6 dakika sonunda absorbanslar1 spektrofotometrede l¢lilmiistiir.
Troloks 6rnekleri ile tanik arasindaki absorbans farki alinarak degerler Excel’ e tasinmis ve
regresyon denklemi y= ax + b ve R? degeri belirlenmistir.
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2.2.9. istatiksel Veriler

Yapilan ii¢ analiz i¢in her bir kallus ektresinde 5 tekrarli okuma yapilarak
konsantrasyon degerleri hesaplanmis ve bu degerlerin standart sapmalari Excel’ de

hesaplanarak verilmistir.
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3. BULGULAR

Bu calismada M. officinalis subsp. officinalis bitkisinden elde edilen kalluslarin
antioksidan ozellikleri belirlenmistir. Kallus ekstreleri farkli bitki biiyiime diizenleyici
kombinasyonlar1 igeren besiyerinde yetistirilmistir.  Ekstraksiyon yontem ve
konsantrasyonlar1 ayni olan kallus ekstreleri analizleri farkli Glgiimlerle arastirilmistir.
Ekstrelerin toplam fenolik madde, toplam flavonoid ve antioksidan kapasite verileri

hesaplanmuistir.

3.1. Toplam Fenolik Madde Analizi

M. officinalis subsp. officinalis bitkisinden elde edilen kallus ekstrelerinin toplam
fenolik madde igerigi analiz edilmistir. Sonuglar gallik asit kalibrasyon egrisine gére mg
gallik asit esdeger/g seklinde ifade edilmistir. Gallik asit kalibrasyon egrisinden elde edilen
y=2.092x + 0.080 formiiliine gére sonuglar hesaplanmstir.

M. officinalis subsp. officinalis kallus etanol ekstrelerinin farkli bitki biiyiime
diizenleyicilerine gore toplam fenolik madde igerikleri tablo 3.1 de gosterilmistir. Gallik
asit kalibrasyon egrisine gore kallus etanol ekstrelerinin toplam fenolik madde igerikleri
1.178+0.064 — 1.523+0.117 mg GAE/g arasinda oldugu belirlenmistir. On iki farkl
biiylime diizenleyicisi kombinasyonlariyla elde edilen kalluslarin her birinin toplam fenolik
madde icerigi, cok yiiksek degerler olmamakla beraber birbirlerinden farkli olarak tespit
edilmistir. Bu sonuclara bagl olarak, en yiiksek toplam fenolik madde igerigi 1.523+0.117
mg GAE/g olarak 1.5 mg/L 2,4-D + 0.5 mg/L BAP bitki biiyiime diizenleyici
kombinasyonundaki kallus etanol ekstresinden elde edilmistir. En diisiik toplam fenolik
icerigi ise, 1.178+0.064 mg GAE/g olarak 1 mg/L PIC + 0.5 mg/L BAP bitki biiyiime
diizenleyici kombinasyonundaki kallus etanol ekstresinden elde edilmistir. Fenolik madde
bakimindan etanol ekstrelerindeki BBD’ lerini 2,4-D+IAA+BAP, 2,4-D+PIC+KIN, 2,4-
D+BAP ve PIC+BAP kombinasyonlar1 seklinde kendi icinde karsilastirdigimizda, en
yiiksek toplam fenolik madde igerigi sirasiyla 1.5 mg/L 2,4-D + 1 mg/L IAA + 0.5 mg/L
BAP, 1 mg/L 2,4-D + 1 mg/L PIC + 0.5 mg/L KIN, 1.5 mg/L 2,4-D + 0.5 mg/L BAP ve
1.5 mg/L PIC + 0.5 mg/L BAP BBD kombinasyonlarinda tespit edilmistir (Sekil 3.1).
Etanol ekstreleri icin BBD kombinasyonlarinda toplam fenolik madde iceriginin degisimi
incelendiginde 2,4-D+IAA+BAP, 2,4-D+PIC+KIN, 2,4-D+BAP kombinasyonlarinda 2,4-
D BBD’ si miktarinin 1.5 mg/L {izerindeki degerlerde toplam fenolik iceriginin diistiigii



gozlenmistir. Buna paralel olarak PIC+BAP BBD kombinasyonunda PIC BBD’si
miktarinin 1.5 mg/L {izerindeki degerlerde toplam fenolik madde igeriginin diistiigii
belirlenmistir (Sekil 3.1).

Tablo 3.1. Kallus etanol ekstrelerinin toplam fenolik madde igerikleri

Biiyiime diizenleyici Toplam fenolik madde (mg
kombinasyonlari GAE/Q)

1 1.493+0.086

2 1.496+0.124

3 1.395+0.108

4 1.445+0.133

5 1.442+0.141

6 1.391+0.075

7 1.498+0.103

8 1.523+0.117

9 1.356+0.115

10 1.178+0.064

11 1.392+0.109

12 1.389+0.119

1,8 ~
=)
o 16
g 14
(@]
é 1,2
é 1 H (1+1+0.5) ve
g 08 (1+0.5)mg/L
< 0'6 m (1.5+1+0.5) ve
é ’ (1.5+0.5)mg/L
e 04 u (2+1+0.5) ve
% 0,2 (2+0.5)mg/L
<_°>' 0
= 2,4-D+IAA+BAP 2,4-D+PIC+KIN  2,4-D+BAP PIC+BAP
BBD Kombinasyonlar:

Sekil 3.1. Kallus etanol ekstrelerindeki fenolik maddelerin BBD’lere gore karsilagtirma grafigi
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Tablo 3.2. Kallus su ekstrelerinin toplam fenolik madde igerikleri

Biiyiime diizenleyici Toplam fenolik madde (mg
kombinasyonlari GAE/g)

1

1.060+0.062
2

0.715+£0.037
3

0.867+0.061
4

0.699+0.035
5

0.731£0.042
6

0.792+0.053
7

0.710+0.040
8

0.827+0.058
9

0.901+0.063
10

0.747£0.026
11

1.288+0.075
12

0.715+0.042

M. officinalis subsp. officinalis kallus su ekstrelerinin farkli bitki biiyiime
diizenleyicilerine gore toplam fenolik madde igerikleri tablo 3.2° de gosterilmistir. Gallik
asit kalibrasyon egrisine gore kallus su ekstrelerinin toplam fenolik madde igerikleri
0.699+0.035 — 1.288+0.075 mg GAE/g arasinda oldugu belirlenmistir. Buna gore, en
yiiksek toplam fenolik madde igerigi 1.288+0.075 mg GAE/g olarak 1.5 mg/L PIC + 0.5
mg/L. BAP bitki biiyiime diizenleyici kombinasyonunda kallus su ekstresinden elde
edilmistir. En diistik toplam fenolik igerigi ise, 0.699+0.035 mg GAE/g olarak 1 mg/L 2,4-
D + 1 mg/L PIC + 0.5 mg/L KIN bitki biiyiime diizenleyici kombinasyonunda kallus su
ekstresinden elde edilmistir. Fenolik madde bakimindan su ekstrelerindeki BBD’ lerini
kendi i¢inde karsilastirdigimizda, 2,4-D+IAA+BAP, 2,4-D+PIC+KIN, 2,4-D+BAP ve
PIC+BAP kombinasyonlarinda en yiiksek toplam fenolik madde igerigi sirastyla 1 mg/L
2,4-D + 1 mg/L IAA + 0.5 mg/L BAP, 2 mg/L 2,4-D + 1 mg/L PIC + 0.5 mg/L KIN, 2
mg/L 2,4-D + 0.5 mg/L BAP ve 1.5 mg/L PIC + 0.5 mg/L BAP BBD kombinasyonlarinda
tespit edilmistir (Sekil 3.2). Su ekstreleri igin toplam fenolik madde igeriginin degisimi
incelendiginde 2,4-D+PIC+KIN, 2,4-D+BAP BBD kombinasyonlarinda 2,4-D BBD’ si

miktarmin arttirildig1 ortamlarda toplam fenolik igeriginin arttigi, buna ragmen PIC+BAP
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BBD kombinasyonunda ise PIC BBD’si miktarinin 1.5 mg/L iizerindeki degerlerde toplam

fenolik madde iceriginin diistiigii belirlenmistir.

1,6
)
w 1,4 -
g ’
= 12
S
o 1
° m (1+1+0.5) ve
208
g ’ (1+0.5) mg/L
X~ 0,6 m (1.5+1+0.5) ve
S (1.5+0.5) mg/L2
$ 04
w (2+1+0.5) ve
% 0,2 (2+0.5) mg/L3
g o0
= 2,4-D+IAA+BAP 2,4-D+PIC+KIN  2,4-D+BAP PIC+BAP

BBD Kombinasyonlar:

Sekil 3.2. Kallus su ekstrelerindeki fenolik maddelerin BBD’lere gore karsilastirma grafigi

3.2. Toplam Flavonoid Analizi

M. officinalis subsp. officinalis kallus ekstrelerinde bulunan toplam flavonoid
bilesiklerin konsantrasyonlar1 analiz edilmistir. Kuersetinin kalibrasyon egrisinden elde
edilen sonuglar mg kuersetin/g seklinde ifade edilmistir. Elde edilen grafik denklemi y =
0.340x — 0.037 olarak bulunmustur.

M. officinalis subsp. officinalis kallus etanol ekstrelerinin farkli bitki biiyiime
diizenleyicilerine gore toplam flavonoid igerikleri tablo 3.3” de gosterilmistir. Kuersetin
kalibrasyon egrisine gore kallus etanol ekstrelerinin toplam flavonoid igerikleri
2.709+0.157 — 4.930+0.379 mg kuersetin/g arasinda oldugu belirlenmistir. Tablo 3.3’
deki verilere gore toplam flavonoid igerigi karsilagtirildiginda, en yiiksek 4.930+0.379 mg
kuersetin/g olarak 2 mg/L PIC + 0.5 mg/L BAP bitki biiyiime diizenleyici kombinasyonu
uygulamasinda, en diisiik 2.709+0.157 mg kuersetin/g olarak 1.5 mg/L 2,4-D + 1 mg/L
PIC + 0.5 mg/L KIN bitki biiylime diizenleyici kombinasyonu uygulamasinda tespit
edilmistir. Flavonoid icerigi bakimindan etanol ekstrelerindeki BBD’ lerini kendi i¢inde
karsilastirdigimizda 2,4-D+IAA+BAP, 2,4-D+PIC+KIN, 2,4-D+BAP ve PIC+BAP
kombinasyonlarinda en yiiksek toplam flavonoid igerigi sirastyla 1.5 mg/L 2,4-D + 1 mg/L
IAA + 0.5 mg/L BAP, 2 mg/L 2,4-D + 1 mg/L PIC + 0.5 mg/L KIN, 2 mg/L 2,4-D + 0.5
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mg/L BAP, 2 mg/L PIC + 0.5 mg/L BAP BBD kombinasyonlarinda tespit edilmistir (Sekil
3.3). Etanol ekstreleri igin toplam flavonoid igeriginin degisimi incelendiginde 2.,4-
D+PIC+KIN, 2,4-D+BAP BBD kombinasyonlarinda 2,4-D BBD’ si miktarmin 1 mg/L
tizerindeki degerlerde toplam flavonoid igeriginin diistiigli gozlenmistir. Buna ragmen
PIC+BAP BBD kombinasyonunda ise PIC BBD’si miktarinin 1.5 mg/L iizerindeki

degerlerde toplam flavonoid igeriginin arttigi belirlenmistir.

Tablo 3.3. Kallus etanol ekstrelerinin toplam flavonoid igerikleri

Biiyiime diizenleyici Toplam flavonoid (mg
kombinasyonlari kuersetin/g)

1 2.985+0.238

2 4.157+0.166

3 3.330+0.299

4 3.137+0.244

5 2.709+0.157

6 4.392+0.368

7 3.206+0.189

8 3.288+0.223

9 4.295+0.365

10 4.199+0.344

11 2.971+0.190

12 4.930+0.379
~— 6 ]
2
% 5 T
T T
24
g, T m (1+1+0.5) ve
5 (1+0.5) mg/L
% 2 m (1.5+1+0.5) ve
L>Es (1.5+0.5) mg/L2
Lg 11 (2+1+0.5) ve
I (2+0.5) mg/L3
2 0 - T T T
= 2,4-D+IAA+BAP 2,4-D+PIC+KIN  2,4-D+BAP PIC+BAP

BBD Kombinasyonlari

Sekil 3.3. Kallus etanol ekstrelerindeki toplam flavonoid i¢erigin BBD’lere gore karsilagtirma grafigi

M. officinalis subsp. officinalis kallus su ekstrelerinin farkli bitki biiyiime

diizenleyicilerine gore toplam flavonoid igerikleri tablo 3.4° de gosterilmistir. Kuersetin
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kalibrasyon egrisine gore kallus su ekstrelerinin toplam flavonoid igerikleri 0.930+0.047 —
1.387+0.095 mg kuersetin/g arasinda oldugu belirlenmistir. Tablo 3.4’ deki verilere gore
toplam flavonoid igerigi, en yiiksek 1.387+0.095 mg kuersetin/g olarak 2 mg/L 2,4-D + 1
mg/L PIC + 0.5 mg/L KIN bitki biliyiime diizenleyici kombinasyonunda, en diisiik
0.930+0.047 mg kuersetin/g olarak 1.5 mg/L 2,4-D + 0.5 mg/L BAP bitki biiyiime
diizenleyici kombinasyonunda tespit edilmistir. Flavonoid igerigi bakimindan su
ekstrelerindeki BBD’ lerini kendi i¢inde karsilastirdigimizda, 2,4-D+IAA+BAP, 2,4-
D+PIC+KIN, 2,4-D+BAP ve PIC+BAP kombinasyonlarinda en yiiksek toplam flavonoid
icerigi sirasiyla 2 mg/L 2,4-D + 1 mg/L IAA + 0.5 mg/L BAP, 2 mg/L 2,4-D + 1 mg/L PIC
+ 0.5 mg/L KIN, 2 mg/L 2,4-D + 0.5 mg/L BAP ve 1 mg/L PIC + 0.5 mg/L BAP BBD
kombinasyonlarinda tespit edilmistir (Sekil 3.4). Su ekstrelerinde toplam flavonoid
iceriginin  degisimi  incelendiginde  2,4-D+IAA+BAP, 2,4-D+PIC+KIN  BBD
kombinasyonlarinda 2,4-D BBD’ si miktarinin arttirildigit kombinasyonlarda toplam
flavonoid igeriginin arttig1 gézlenmistir. Buna ragmen PIC+BAP BBD kombinasyonunda
ise PIC BBD’si miktarinin arttirildigi kombinasyonlarda toplam flavonoid igeriginin

diistiigii belirlenmistir.

Tablo 3.4. Kallus su ekstrelerinin toplam flavonoid igerikleri

Biiyiime diizenleyici kombinasyonlari Toplam flavonoid madde (mg kuersetin/g)

1

1.077+0.065
2

1.151+0.066
3

1.213+0.086
4

1.227+0.079
5

1.321+0.083
6

1.387+0.095
7

1.190+0.069
8

0.930+0.047
9

1.232+0.071
10

1.211+0.093
11

1.166+0.062
12

1.011+0.066
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% 0,2 - (2+0.5) mg/L3
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~ 2,4-D+IAA+BAP 2,4-D+PIC+BAP  2,4-D+BAP PIC+BAP

BBD Kombinasyonlari

Sekil 3.4. Kallus su ekstrelerindeki toplam flavonoid igerigin BBD’lere gore karsilagtirma grafigi

3.3. Antioksidan Kapasite Analizi

Antioksidan kapasiteyi belirleyebilmek icin troloks esdeger antioksidan kapasite
testi yapilmistir. Bunun igin troloks standart olarak secilmis ve bir kalibrasyon egrisi
olusturulmustur. M. officinalis subsp. officinalis bitkisinden elde edilen kallus etanol ve su
ekstrelerinin antioksidan kapasitesi, mmol/g TEAC olarak tespit edilmistir. Sonuglar
troloks kalibrasyon egrisinden elde edilen y= 0.680x — 0.003 formiiliine gore
hesaplanmuistir.

M. officinalis subsp. officinalis kallus etanol ekstrelerinin farkli bitki biiyiime
diizenleyicilerine gore antioksidan kapasitesi Tablo 3.5’ de verilmistir. Bu sonuglara gore
kallus etanol ekstrelerinin antioksidan kapasitesinde 7.66+0.51 — 14.61+1.14 mmol/g
TEAC arasi degerler elde edilmistir. M. officinalis subsp. officinalis kallus etanol
ekstrelerinin antioksidan kapasitesi en yiiksek 14.61+1.14 mmol/g TEAC olarak 1.5 mg/L
2,4-D + 1 mg/L PIC + 0.5 mg/L KIN bitki biiylime diizenleyici kombinasyonunda, en
diisiik 7.66+£0.51 mmol/g TEAC olarak 1.5 mg/L 2,4-D + 0.5 mg/L BAP bitki biiyiime
diizenleyici kombinasyonunda tespit edilmistir. Antioksidan kapasite bakimindan etanol
ektrelerindeki BBD’ lerini kendi icinde karsilastirdigimizda 2,4-D+IAA+BAP, 24-
D+PIC+KIN, 2,4-D+BAP ve PIC+BAP kombinasyonlarinda en yiiksek antioksidan
kapasitesi sirastyla 1 mg/L 2,4-D + 1 mg/L IAA + 0.5 mg/L BAP, 1.5 mg/L 2,4-D + 1
mg/L PIC + 0.5 mg/L KIN, 1 mg/L 2,4-D + 0.5 mg/L BAP, 1.5 mg/L PIC + 0.5 mg/L BAP
BBD kombinasyonlarinda tespit edilmistir (Sekil 3.5). Etanol ekstrelerinde antioksidan
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kapasite degisimine bakildiginda 2,4-D+IAA+BAP, 2,4-D+BAP BBD kombinasyonlarinda
2,4-D BBD’ si miktarinin 1 mg/L iizerindeki degerlerde antioksidan kapasite miktarinin
diistiigli goézlenmektedir. Buna paralel olarak PIC+BAP BBD kombinasyonunda PIC
BBD’ si miktariin 1.5 mg/L lzerindeki degerlerde antioksidan kapasite miktarinin

distiigii belirlenmistir.
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£ 16 -
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Sekil 3.5. Kallus etanol ekstrelerindeki antioksidan kapasitenin BBD’lere gore karsilastirma grafigi

Tablo 3.5. Kallus etanol ekstrelerinin antioksidan kapasiteleri

Biiyiime diizenleyici Antioksidan kapasite
kombinasyonlari (mmol/g TEAC)
1
14.53+0.63
2
12.14+0.75
3
13.14+0.91
4
11.62+0.62
14.61+1.14
6
8.63+0.31
7
11.87+0.76
8
7.66+0.51
9
9.29+0.57
10
13.06+1.05
11
13.14+0.98
12
8.93+0.79

M. officinalis subsp. officinalis kallus su ekstrelerinin farkli bitki biiylime

diizenleyicilerine gore antioksidan kapasitesi Tablo 3.6” de verilmistir. Bu sonuglara gore
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kallus su ekstrelerinin antioksidan kapasitesinde 2.42+0.14 — 9.15+0.74 mmol/g TEAC
degerler elde edilmistir. M. officinalis subsp. officinalis kallus su ekstrelerinin antioksidan
kapasitesi en yiiksek 9.15+0.74 mmol/g TEAC olarak 1 mg/L 2,4-D + 1 mg/L PIC + 0.5
mg/L KIN bitki biliyiime diizenleyici kombinasyonunda, en diisiik 2.42+0.14 mmol/g
TEAC olarak 2 mg/L PIC + 0.5 mg/L BAP bitki biiyiime diizenleyici kombinasyonunda
tespit edilmistir. Antioksidan kapasite bakimindan su ektrelerindeki BBD’ lerini kendi
icinde karsilagtirdigimizda 2,4-D+IAA+BAP, 2,4-D+PIC+KIN, 2,4-D+BAP ve PIC+BAP
kombinasyonlarinda en yiiksek antioksidan kapasitesi sirasiyla 1.5 mg/L 2,4-D + 1 mg/L
IAA + 0.5 mg/L BAP, 1mg/L 2,4-D + 1 mg/L PIC + 0.5 mg/L KIN, 1.5 mg/L 2,4-D + 0.5
mg/L BAP ve 1.5 mg/L PIC + 0.5 mg/L BAP BBD kombinasyonlarinda tespit edilmistir
(Sekil 3.6). Su ekstrelerinde antioksidan kapasite degisimine bakildiginda 2,4-
D+IAA+BAP, 2,4-D+BAP BBD kombinasyonlarinda 2,4-D BBD’ si miktarinin 1.5 mg/L
tizerindeki degerlerde antioksidan kapasite miktarin distiigii goézlenmektedir. Buna
parelel olarak PIC+BAP BBD kombinasyonunda PIC BBD’si miktarmin 1.5 mg/L

tizerindeki degerlerde antioksidan kapasite miktarinin diistiigii belirlenmistir.

Tablo 3.6. Kallus su ekstrelerinin antioksidan kapasiteleri

Biiyiime diizenleyici Antioksidan kapasite
kombinasyonlari (mmol/g TEAC)

1

2.88+0.18
2

4.48+0.33
3

3.97+0.24
4

9.15+0.74
5

2.82+0.15
6

2.62+0.16
7

4.76+0.32
8

5.09+0.35
9

5.03+0.38
10

5.61+0.33
11

6.62+0.41
12

2.42+0.14
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Sekil 3.6. Kallus su ekstrelerindeki antioksidan kapasitenin BBD’lere gore karsilagtirma grafigi

3.4. Ana Bitkiye Ait Bulgular

M. officinalis subsp. officinalis bitkisinin kalluslarinin tizerine yapilan antioksidan
kapasite, toplam fenolik madde ve toplam flavonoid analizlerinin bitkinin topraktan alinan
parcalarinda da ayni analizler uygulanarak karsilastirilmalar1 saglanmigtir. Alinan
sonuglara bakilacak olursa, etanol ve su ektrelerinde yapilan ii¢ analiz i¢in de etanol
ekstrelerinden alinan degerlerin daha yiiksek oldugu goriilmektedir. Bunun nedeni ise
etanol ¢Oziiciisliniin bitkinin ¢eperlerine daha fazla niifuz ederek daha fazla ¢éziinmesini
saglamasidir. Bu amagla ana bitkideki karsilastirma icin sadece etanol ekstrelerini
kullanilmigtir. Analizler i¢in M. officinalis subsp. officinalis’ in yaprak, yaprak sapi,
internod ve hipokotil kisimlart kullanilmigtir. M. officinalis subsp. officinalis kisimlar
bitkinin kalluslar i¢in yapilan ektstraksiyon yonteminin ayni sekli uygulanarak analizlerde

kullanilan ekstreler elde edilmistir. Bulunan sonuclar tablo 3.7’ de verilmistir.

Tablo 3.7. Bitkinin topraktan alinan kisimlarina ait bulgular

Bitki kismu Toplam fenolik | Toplam flavonoid | Antioksidan kapasite
madde (mg GAE/g) | (mg kuersetin/g) (mmol/g TEAC)

Yaprak 20.16+1.14 7.10+0.38 16.30+1.10

Yaprak sap1 9.35+0.57 6.54+0.42 16.85+1.19

Internod 16.71+0.93 6.13+0.38 15.70+0.91

Hipokotil 15.63+1.01 5.17+0.32 15.00+0.94
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Tablo 3.7’ deki bulgulara bakilacak olursa topraktan alinan ana bitki kisimlarinin,
toplam fenolik madde, toplam flavonoid ve antioksidan verilerinin kiiltiire edilen bitki
kallus degerlerinden yiiksek bulundugu goriilmistiir. Ana bitkide en yiiksek toplam fenolik
madde igerigi yapraktan alinan Orneklerde, 20.16+1.14 mg GAE/g olarak, en diisiik ise
yaprak sapindan alinan 6rneklerde 9.35+0.57 mg GAE/g olarak tespit edilmistir. Toplam
flavonoid igerigi ana bitkide en yiiksek 7.10+0.38 mg kuersetin/g olarak yaprakta, en
diisiik ise 5.17+0.32 mg kuersetin/g olarak hipokotil kisminda belirlenmistir. Antioksidan
kapasite miktar1 ana bitkide en yiiksek 16.85+£1.19 mmol/g TEAC olarak yaprak sapi
kisminda, en diisiik 15.00+0.94 mmol/g TEAC olarak hipokotil kisminda tespit edilmistir.
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4. SONUCLAR ve TARTISMA

Yapilan literatiir arastirmalarinda, M. officinalis subsp. officinalis ile yapilan
caligmalarin ¢ogunun ana bitki (yaprak, yaprak sapt vb.) iizerine yapildigi, ana
eksplantlarindan in vitro kiiltiir ortaminda farkli bitki biiyiime diizenleyicileri kullanilarak
elde edilen kalluslarin bazi kimyasal Ozelliklerinin belirlenmesi {izerine yapilan
calismalarin ise yetersiz oldugu goézlenmistir. Bitki biiylime diizenleyicilerin etkisiyle
yetisen bitki kalluslarinin kimyasal 6zellikleri farkli oldugundan, ¢calismada yapilan toplam
fenolik, toplam flavonoid ve antioksidan kapasitesi Ozellikleri elde edilen her bir kallus

i¢in de farkli olmustur.

Bu calismada da tibbi ve aromatik bitki olan M. officinalis subsp. officinalis
bitkisinin in vitro kosullarda c¢esitli bitki biiylime diizenleyicileriyle kallus {iretimi
saglanmis ve antioksidan Ozellikleri belirlenmistir. Farkli BBD kombinasyonlarinda
yetistirilen M. officinalis subsp. officinalis kalluslarin toplam fenolik madde, toplam
flavonoid ve antioksidan kapasite verilerinde en yiiksek ve en disiik degerler
belirlenmistir. Sonuglar genel olarak incelendiginde toplam fenolik madde, toplam
flavonoid ve antioksidan kapasite verilerinin topraktan alinan ana bitki kisimlarina gore
diistik, farkli literatiir kaynaklarinda yapilan kallus kiiltiir analiz verilerine gore ise yiiksek
oldugu goriilmektedir. Bitki ¢esidi, bitkiden alinan miktar, ektraksiyon se¢imi, ¢oziicli ve

¢ozilinen polaritesi gibi se¢eneklerin farkliligi bu sonucun nedenleri olarak sayilabilir.

Hiicre kiiltiirii ve kallus olusumunda yapilan literatiir arastirmasinda, bitkinin
gelisimini uyaran bitki bliylime diizenleyicileri, 151k etkisi, sicaklik gibi faktorlerin etkisiyle
fenolik ve antioksidan Ozelliklerinin degistigi gozlenmistir. Giri vd. (2012) yapmus
olduklar1 ¢aligmada, MS ortaminda benzil adenin (BA) ve metil jasmonat (MeJA) bitki
biiylime diizenleyicilerin farkli konsantrasyonlarinda Habenaria edgeworthii bitkisinin
kalluslart iretmis ve toplam fenolik igeriginin BA bitki biiyiime diizenleyicinin
konsantrasyon artisiyla yiikseldigini, MeJA bitki biiyiime diizenleyicinin konsantrasyon
artisiyla ise diistiiglinii tespit etmislerdir. Toplam fenolik igerigini en yiliksek 14.70 mg
GAE/g olarak, 10 puM MelJA biiyiime diizenleyicisi takviyesindeki H.edgeworthii
kallusunda elde etmislerdir (Giri vd., 2012). M. officinalis subsp. officinalis kallus etanol
ve su ekstrelerinin toplam fenolik madde igerikleri bu degere gore diisiik bulunmustur.

Bitki c¢esidinin farkli olmasi, bitkilerin analiz edilmesi i¢in kullanilan ekstraksiyon



yontemlerin farklilig1 alinan sonuglarda etkili olmustur. Asteraceae familyasina ait seker
otu (Stevia rebaudiana) bitkisi kalluslari farkli renklerde 1siklarin etkisiyle tiretilip, bitkide
toplam fenolik ve toplam flavonoid igerigi incelenmistir. Calisma sonucunda, toplam
fenolik icerigin maksimum degeri mavi 151k altinda yetistirilen kalluslarda 0.102 mg
GAE/g olarak belirlenmistir (Ahmad vd., 2016). Lamiaceac familyasina ait biberiye
(Rosmarinus officinalis) kallus kiiltiirleri tizerine yapilan bir ¢alismada, radyasyona maruz
birakilan kalluslarin toplam fenolik madde igerigi 6nemli miktarda artis gostermistir. Bu
calismaya gore, 1sinlama yapilmayan biberiye kalluslarinin (kontrol grup) toplam fenolik
icerigi 0.89 mg GAE/g olurken, 1sinlama dozu (Gy) maksimum 20 Gy’de bu degerin 4.38
mg GAE/g ulastigi tespit edilmistir ( El-Beltagi vd., 2011). M. officinalis subsp. officinalis
kallus etanol ve bazi su ekstrelerinin toplam fenolik madde miktar1 seker otu ve biberiye
(kontrol grup) bitkilerinin kalluslarindaki miktardan yiiksek bulunmustur. Flavonoid ve
diger fenolik maddelerin igerikleri, kanser ve kalp hastaliginin gelisiminde 6nleyici bir rol
oynamaktadir (Kahkonen vd., 1999). Bu acidan bakildiginda M. officinalis subsp.
officinalis bitkisinin kalluslarinin 6nemli miktarda fenolik madde igerdigi goriilmektedir.
M. officinalis subsp. officinalis, Lamiaceae familyasinin 6énemli bitkilerinden biri olup,
birgok aragtirmada materyal olarak kullanilmistir. Cesitli arastirmalar, M. officinalis subsp.
officinalis’ in fenolik bilesiklerin zenginligi ile ¢ok belirgin bir antioksidan potansiyeline
sahip oldugunu gostermistir. Mabrouki vd., M. officinalis subsp. officinalis bitkisinin farkli
coziiciilerdeki ekstraktlarinin toplam fenolik igerigini incelemistir. Raporlarina gore toplam
fenolik igerigi, en yiiksek 63.00 mg GAE/g etanolik ekstraktinda, en diisiik 1.01 mg GAE/g
hekzan ekstraktinda tespit etmislerdir (Mabrouki vd., 2017). Capecka vd., taze M.
officinalis subsp. officinalis bitkisinde, toplam fenolik maddeyi 22.53 mg/100 mg, L-
askorbik asiti 53.2 mg/100 mg ve karotenoidi 46.3 mg/100 mg seklinde bulmuslardir
(Capecka vd., 2005). Bu calismada ana bitkide yapilan toplam fenolik madde analizi
sonucunda en yiiksek deger 20.16+1.14 mg GAE/g olarak belirlenmis olup, ana bitki
kisimlarindan alinan degerlerin bitkinin kalluslarindan alinan degerlerden yiiksek oldugu

belirlenmistir.

Ahmad ve ark. yukarida belirtilen ¢alismasinda, toplam flavonoid igerigi mavi 151k
altinda yetisen kalluslarda maksimum 0.022 mg rutin esdeger (RE)/g olarak tespit etmistir
(Ahmad vd., 2016). Lamiaceae familyasina ait tiirlerden yara otu (Prunella vulgaris)

bitkisi ilizerine yapilan bir calismada, bitkiye farkli renklerde 1s1k verilerek yetistirilen
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kalluslarin bazi kimyasal ozellikleri tanimlanmistir. Fazal vd., yaptiklart bu calismada,
maksimum toplam flavonoid igerigi 1.65 mg RE/g olarak mavi 151k altinda yetistirilen
P.vulgaris kallus kiiltiirlerinde gézlenmistir (Fazal vd., 2016). Kim vd., Stevia rebaudiana
bitkisinin kallus ve yapraklarinda toplam flavonoid igerigini incelemis ve bitkinin
kallusunda 1.57 mg kuersetin/g degerini elde etmislerdir. Bitkinin yapraklarinda toplam
flavonoid igerigi, 15.64 mg kuersetin/g olarak kallus degerinden yiiksek bulmuslardir (Kim
vd., 2011). Aym bitkiye ait farkli bir ¢alismada ise, S. rebaudiana kalluslarinda toplam
flavonoid igerigin bitkinin yapraklarindan daha yiiksek oldugu tespit edilmistir (Tadhani
vd., 2007). M. officinalis subsp. officinalis kalus etanol ve su ekstrelerindeki toplam
flavonoid igerigi verilen tiim bitki kalluslarinda elde edilen miktarlara gére ¢ok daha
yiiksek oldugu tespit edilmistir. Flavonoidlerin viicudun bagisiklik sisteminde etkili oldugu
ve cesitli hastaliklara kars1 korunma sagladigi g6z 6niine alindiginda bu bitkinin flavonoid
miktarmin 6nemli oldugu goriilmektedir. M. officinalis subsp. officinalis ana bitkisine ait
yapilan toplam flavonoid ¢alismalarina bakilacak olursa, Mabrouki vd. yukarida belirtilen
caligmasinda en yiiksek degeri 3.61 mg kuersetin/g olarak etanolik ekstraktlarda
belirlemislerdir (Mabrouki vd., 2017). Lin vd., yaptiklar1 bir ¢alismada, M. officinalis
subsp. officinalis bitkisinin kurutulmus 6rneklerinde toplam flavonoid igerigi 48.45 mg
katesin esdeger/g olarak belirlemislerdir (Lin vd., 2012). Ana bitki iizerine yaptigimiz
analiz sonucunda toplam flavonoid igerigi en yiiksek 7.10+0.38 mg kuersetin/g olarak
belirlemis olup, ana bitkide alinan toplam flavonoid degerlerinin bitkinin kallus

kiiltiirlerinden alinan degerlerden yiiksek oldugu belirlenmistir.

Dogal antioksidan kaynag i¢in daha fazla arastirilabilen in vivo materyallere gore,
kallus ekstraktlarinin  6nemli antioksidan potansiyeli sagladigi bazi c¢alismalarda
bildirilmistir. Salvia officinalis (S. officinalis) ve Rosmarinus officinalis’ in (R. officinalis)
in vitro kiiltiirlerinde, toprakta yetistirilen bitki materyallerine goére daha yiiksek
antioksidan aktivite gozlenmistir (Grzegorczyk vd., 2007, Yesil-Celiktas vd., 2007). Yesil-
Celiktas vd., Rosmarinus officinalis bitkisinin kalluslarini, MS ve odunsu bitki ortaminda
(WPM) 1 mg/L NAA (MS1 ve WPM1) ve 3 mg/L NAA (MS3 ve WPM3) bitki biiyiime
diizenleyicileriyle destekleyerek yetistirip, kalluslarda TEAC analizi yapmuslardir.
Raporlarina gore R. officinalis kalluslarinda TEAC degerini, WPM3”’ te 0.0018 mmol/g ve
MS3’ te 0.0016 mmol/g olarak belirlemislerdir (Yesil-Celiktas vd., 2007). Giri vd.

yukarida belirtilen ¢alismasinda, Habenaria edgeworthii kalluslarinin  metanolik
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ekstraktlarinda ABTS testinde en yiiksek antioksidan kapasite degeri 0.0671 mM askorbik
asit esdegeri (AAE)/g olarak, BA 3 uM konsantrasyonunda tespit etmislerdir (Giri vd.,
2012). Bahri-Sahloul vd., Crataegus azarolus var. aronia (kirmizi meyveli alig) bitkisinin
kallus kiiltiirlerinin antioksidan kapasitesinin belirlenmesinde ABTS metotuna gére TEAC
degerini 0.0674 mmol/g olarak belirlemislerdir (Bahri-Sahloul vd., 2014). M. officinalis
subsp. officinalis kallus etanol ve su ekstrelerindeki antioksidan kapasitenin R. officinalis,
H. edgeworthii ve kirmiz1 meyveli alig bitkilerinin kallus antioksidan degerinden ¢ok daha
yiiksek oldugu belirlenmistir. Kousalya ve Bai tarafindan yapilan bir ¢alismada, Canscora
decussata bitkisinin kallus kiiltiirleri farkli bitki blyiime diizenleyicileriyle desteklenen
ortamlarda iiretilmistir. Caligma verilerine gore antioksidan kapasitesi en yiiksek 12.234
mmol/g TEAC olarak 1/2 MS + 0.5 NAA ortamindaki kalluslarda, en diigiik 1.191 mmol/g
TEAC olarak 0.5 BAP + 2 KIN + 3 gibberellik asit (GA3) ortamindaki kalluslarda elde
etmislerdir (Kousalya ve Bai, 2016). M. officinalis subsp. officinalis kallus etanol ve su
ekstrelerindeki bazi ortamlarda, Canscora decussata bitkisinin kalluslarinda en yiiksek
antioksidan miktara gore daha disiktir. lvanova vd., M.officinalis subsp. officinalis
ekstraktinin 4.06 mM TEAC bir antioksidan kapasitesine sahip oldugunu bulmuslardir
(lvanova vd., 2005). Miron vd., ise ayni bitkinin etanolik ekstraktlarinda antioksidan
kapasiteyi 2.527 mmol/g TEAC olarak belirlemislerdir (Miron vd.,). Ana bitki iizerine
yaptigimiz analiz sonucunda antioksidan kapasiteyi en yiiksek 16.85+1.19 mmol/g TEAC
olarak belirlemis olup, yapilan diger analizlere paralel olarak ana bitkiden alinan
antioksidan kapasite degerlerinin bitkinin kallus kiiltiirlerinden alinan degerlerden yiiksek

oldugu belirlenmistir.

Tibbi Dbitkilerin hastaliklara karst miicadele etme Ozellikleri antioksidan
potansiyellerine baglanmaktadir. Antioksidan kapasiteye sahip kimyasallar, zararl
potansiyel reaktif oksijen tiirlerinden kaynaklanan oksidatif strese karsi koruyucu etkiler
gosterebilirler. Doku kiiltiir teknolojisi, farmasotik ve nutrasotik endiistrilerdeki
uygulamalar ile degerli tibbi bilesikler icin alternatif bir kaynak sunmaktadir (Cao vd.,
1996; Jacomini vd., 2015). Diinya’nin ¢esitli bolgelerinde birgok tibbi ve aromatik bitki
floradan elde edilmektedir. Bu tiirlerin yetistirilmesi yabani popiilasyon iizerindeki baskiy1
hafifletmeli ve korunmasini saglamalidir. In vitro kiiltiir caligmalari ile degerli bitki tiirlerin
cevresel ve fizyolojik sartlara bagli kalinmadan iiretilmesi saglamaktadir. Bitki esasl

ilaglar, saglik iirtinleri, gida maddeleri ve kozmetiklerin dogal fenolik 6zellikleri ve giicli
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antioksidan etkileri nedeniyle insanlarin ilgisini ¢ekmektedir. Ozellikler ilag ve gida
sektoriinde halen kullanilmakta olan sentetik antioksidanlar ise toksikligi ve viicuda verdigi

cesitli zararlar nedeniyle endise olusturmaktadir.

Sekonder metabolitlerin énemli gruplarindan biri olan bitki polifenolleri, bitkinin
savunma mekanizmalarina katilan gii¢lii antioksidan ozelliklere sahiptir. Polifenoller
bakimindan zengin olan bitkiler, hidrojen bagislama ve metal kenetleme ozellikleri
sayesinde yiiksek antioksidan kapasiteye sahiptirler. Calismalar, oksidatif stresin yol agtig1
DNA hasarinin, fenol bakimindan zengin {iriinlerin tiiketilmesiyle azaltilabilecegini
gostermistir (Kim vd., 2003). Viicuda disaridan gelebilecek herhangi bir patolojiye karsi
savunulmasi ve reaktif oksijen tiirlerin temizlenmesi i¢in yliksek fenolik icerikli bitkilerin

rolleri son derece dnemlidir.

M. officinalis subsp. officinalis bitkisinin farkli BBD kombinasyonlarinda
yetistirilen kalluslarinda yapilan toplam fenolik madde, toplam flavonoid ve antioksidan
kapasite analizleri sonucunda, bir¢ok c¢alismaya goére yiiksek bulunan degerler
goriilmektedir. Buna ragmen bu analiz degerlerinin ana bitkideki kisimlarinda, bitkinin
kalluslarindan alman degerlerden yiiksek oldugu goriilmektedir. Bitkinin yetistirildigi
ortam kombinasyonlarint gelistirerek, daha verimli kallus tiretimi saglamak amaciyla farkl:
ekstraksiyon segenekleri denenip daha yiiksek fenolik ve antioksidan degerleri elde

edilebilecek bitki doku kiiltiirii caligmalar1 yapilmalidir.
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