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OZET
Yiiksek Lisans Tezi

KARACALI PULUNUN SULU EKSTRESININ LC-MS/MS
KARAKTERIZASYONU VE YARA IYILESTIRICI ETKISININ
INCELENMESI

Fatma Beyza CAKAL
Afyon Kocatepe Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Kimya Anabilim Dal1
Damisman: Prof. Dr. Lagine AKSOY

Dogal tirtinler, 6zellikle bitkilerden elde edilen ekstraktlar, sahip olduklar1 genis biyolojik
aktivite spektrumu ve olasi terapotik kullanim alanlari nedeniyle bilimsel arastirmalarda
onemli bir yer tutmaktadir. Rhamnaceae (Cehrigiller), diinya genelinde yaklasik 50—60
cins ve 900’e yakin tiir igeren bir bitki familyasidir. Bu familya ¢ogunlukla ¢alilardan ve
kiigiik agaglardan olusur. Paliurus spina-christi Miller (Karagali), Rhamnaceae
familyasina ait bir ¢ali bitkisidir. Cok cesitli habitatlarda yetisebilen, oldukca yaygin

bulunan bir tiirdir.

Bu ¢alismada karagali pulu olarak bilinen bitki tohumlarinin total fenolik madde miktari
ve fenolik madde igerigi belirlenmistir. Yapisinda bulunan fenolik maddeler LC-MS/MS
ile belirlenmistir. Antimikrobiyal aktivite belirlemek i¢in disk difiizyon yontemi
uygulanmistir. Antikanserojenik aktivite kapsaminda 1929, A549 ve G361 hiicreleri

kullanilmistir. Yara olusumu i¢in L929 hiicreleri ve ¢izik modeli uygulanmistir.

Saglikli hiicreler tizerinde proliferatif etkili oldugu, kanserli hiicrelere ise diisiik dozlarda
antikanseronik etki gosterdigi goriilmiistiir. Antimikrobiyal etkisi incelendiginde E. coli
tizerine etkili degilken, S. aureus ve C.albicans e kars1 antibakteriyel ve antifungal etki
gosterdigi belirlenmistir. Ekstraktin olusturulan yara iizerine doku rejeneratif etkili
oldugu da belirlenmistir. Yapisinda en yiiksek miktarda bulunan bilesigin prokatekuik

aldehit (0,041 mg analit/g ekstrakt) oldugu sonra sirasiyla salisilik asit (0,028 mg analit/g



ekstrakt), protokatekuik asit (0,021 mg analit/g ekstrakt) bulundugu belirlenmistir.
Yiiksek miktarda bulunan elementlerin kalsiyum (Ca), potasyum (K) ve magnezyum

(Mg) oldugu goriilmiistiir.

Sonugta oldukga yaygin olarak bulunan tiiriin tohumlarinin antikanserojenik, antifungal

ve doku rejeneratif etkileriyle 6ne ¢iktig1 sdylenilebilir.

2026, xiii + 88 sayfa

Anahtar kelimeler: Paliurus spina-christi Miller, Antimikrobiyal, Antioksidan

Antikanserojen, Yara lyilestirme.



ABSTRACT
M.Sc. Thesi

LC-MS/MS CHARACTERIZATION OF AQUEOUS EXTRACT OF PALIURUS
SPINA-CHRISTI MILLER SCALE AND INVESTIGATION OF ITS WOUND
HEALING EFFECT

Fatma Beyza CAKAL
Afyon Kocatepe University
Institute of Science
Department of Chemistry
Supervisor: Prof. Dr. Lacine AKSOY

Natural products, especially extracts obtained from plants, hold an important place in
scientific research due to their broad spectrum of biological activity and potential
therapeutic uses. Rhamnaceae is a plant family containing approximately 50-60 genera
and nearly 900 species worldwide. This family mostly consists of shrubs and small trees.
Paliurus spina-christi Miller (Blackthorn) is a shrub belonging to the Rhamnaceae

family. It is a fairly common species that can grow in a wide variety of habitats.

This study determined the total phenolic content and phenolic compound content of seeds
known as blackthorn scales. The phenolic compounds present were determined using LC-
MS/MS. Disk diffusion method was applied to determine antimicrobial activity. 1929,
A549, and G361 cells were used for anticancer activity. L929 cells and a scratch model

were used to simulate wound formation.

It was observed that the extract had a proliferative effect on healthy cells and an anticancer
effect at low doses on cancerous cells. When its antimicrobial effect was examined, it was
found to be ineffective against E. coli, but exhibited antibacterial and antifungal effects
against S. aureus and C. albicans. The extract was also found to have a tissue regenerative
effect on the created wound. It was determined that the compound with the highest

amount in its structure is protocatechin aldehyde (0.041 mg analyte/g extract), followed

ii



by salicylic acid (0.028 mg analyte/g extract) and protocatechin acid (0.021 mg analyte/g
extract). The elements with high amounts were calcium (Ca), potassium (K), and

magnesium (Mg).

In conclusion, it can be said that the seeds of this fairly common species stand out with

their anticancer, antifungal, and tissue regenerative effects.

2026, xiii + 88 pages

Keywords: Paliurus spina-christi Miller, Antimicrobial, Antioxidant, Anticancer,

Wound Healing.
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1. GIRIS

Bitkiler, insanlik tarihi boyunca hem besin kaynagi, hem de tibbi amaglarla kullanilan en
onemli dogal kaynaklardan biri olmustur. Bitkilerde bulunan sekonder metabolitler;
fenolik bilesikler, flavonoidler, alkaloidler ve terpenoidler gibi c¢esitli biyolojik aktif
maddeleri icermektedir. Bu bilesikler antioksidan, antimikrobiyal, antiinflamatuar ve
antikanser gibi birgok biyolojik aktivite gosterebilmektedir. Giiniimiizde dogal
kaynaklardan elde edilen bu bilesiklerin arastirilmasi ve farmasotik, gida ve kozmetik

endiistrilerinde kullanimi biiylik 6nem tagimaktadir.

Bitkisel materyallerden biyolojik olarak aktif bilesiklerin elde edilmesi siirecinde
ekstraksiyon ve izolasyon yontemleri 6nemli bir rol oynamaktadir. Ekstraksiyon, bitki
dokusu icerisinde bulunan hedef bilesiklerin uygun ¢oziiciiler kullanilarak ayrilmasi
islemidir. Geleneksel ekstraksiyon yontemleri arasinda maserasyon, perkolasyon ve
Soxhlet ekstraksiyonu yer almaktadir. Bu yontemler uzun yillardir kullanilmasina ragmen
zaman, enerji ve ¢Oziicii tilketimi agisindan bazi sinirlamalara sahiptir. Bu nedenle son
yillarda ultrason destekli ekstraksiyon, mikrodalga destekli ekstraksiyon ve stiperkritik
akiskan ekstraksiyonu gibi modern teknikler gelistirilmistir. Bu tekniklerin daha kisa
siirede daha yiiksek verim saglayabildigi ve cevre acisindan daha siirdiiriilebilir oldugu

bildirilmektedir (Popova ve Bankova 2023).

Bitkilerden elde edilen dogal iiriinlerin biyolojik aktivitelerinin belirlenmesi de
giiniimiizde ©&nemli arastirma alanlarindan biridir. Ozellikle bitki ekstraktlarinmn
antioksidan 6zellikleri, serbest radikallerin neden oldugu oksidatif stresin azaltilmasinda
onemli rol oynayabilmektedir. Oksidatif stres; kanser, kardiyovaskiiler hastaliklar ve
norodejeneratif hastaliklar gibi bir¢ok hastaligin olusumunda etkili oldugu diisiiniilen bir
stiregtir. Bu nedenle bitkisel antioksidanlarin arastirilmas: ve dogal kaynaklardan elde

edilmesi bilimsel ¢aligsmalar agisindan biiylik 6nem tagimaktadir.

Tiirkiye’de yaygin olarak yetisen bitki tiirlerinden biri de Paliurus spina-christi Miller
dir. Karacali veya calt1 dikeni olarak da bilinen tiir dikenli bir ¢ali formunda olup,

genellikle 2—4 metreye kadar boylanabilmektedir. Bitki, Giiney Avrupa, Balkanlar,



Anadolu ve Bati Asya’da dogal olarak yayilis gostermektedir. Kurak ve yart kurak

alanlarda yetisebilen bu tiir, 6zellikle maki ve ¢alilik alanlarda yaygin olarak bulunur.

Bitkinin anatomik ozelliklerini inceleyen c¢alismalarda; govde, yaprak ve yaprak sapi
dokularinda kalsiyum oksalat kristallerinin bulundugu ve bitkinin epidermal yapisinda
anomositik stomalarin yer aldig1 belirlenmistir. Ayrica bitki dokularinda iletim demetleri,
trakeitler ve mukilaj hiicrelerinin varligi da tespit edilmistir. Bu anatomik 6zelliklerin
bitkinin taksonomik siniflandirilmasi agisindan énemli oldugu belirtilmektedir (Yuca vd.

2023).

Geleneksel tipta Paliurus spina-christi bitkisinin farkli kisimlar1 ¢esitli hastaliklarin
tedavisinde kullanilmaktadir. Bitkinin meyve, yaprak ve tohumlarinin diiiretik,
antidiyabetik, antiinflamatuar ve tas diisiiriicii etkilerinin oldugu bildirilmektedir
(Brantner ve Males 1999). Ayrica bitkinin fenolik bilesikler ve flavonoidler bakimindan
zengin oldugu ve bu bilesiklerin antioksidan aktiviteye katki sagladigi ¢esitli calismalarla

ortaya konmustur (Zor vd. 2017).

Son yillarda Paliurus spina-christi tirii lizerine yapilan calismalar bitkinin 6nemli
biyolojik aktivitelere sahip oldugunu goéstermektedir. Bitkiden elde edilen ekstraktin
antioksidan ve antimikrobiyal aktiviteler gosterdigi ve ¢esitli mikroorganizmalara karsi
etkili olabilecegi bildirilmistir.Ayrica bitkinin bazi ekstraktlarinin ditiretik etkilerinin
deneysel caligmalarla desteklendigi belirtilmektedir. Bu 6zellikler bitkinin farmakolojik
acidan potansiyel bir dogal kaynak olabilecegini gostermektedir (Ceylan vd. 2021).

Tiirk Farmakopesi ve Avrupa Farmakopesi basta olmak iizere diger iilke farmakopeleri,
Avrupa Ilag Ajans1t EMA, Fitoterapide Avrupa Bilimsel Isbirligi Grubu ESCOP, Diinya
Saglik Orgiitii, Bitkisel Ilaglar i¢in Doktor Referans Farmakognozi ve Fitoterapi Dernegi

monograflarinda bitkiye ait bir monograf bulunmadig1 goriilmuistiir.

Literatiirde Paliurus spina-christi tiriiniin yaprak, dal ¢i¢cek ve tohumlarinin farkl
coziiciilerle hazirlanan ekstrelerinde biyolojik aktivite ¢aligsmalar1 ve fitokimyasal igerik

calismalar1 yapilmistir (Zengin vd. 2023 ). Yapilan calismalar 6zellikle antioksidatif etki



lizerine yogunlagsmistir. Antimikrobiyal etkinin incelendigi ¢alismalar da bulunmaktadir.
Ancak bitki tohumlarinin antikanserojenik etkinligi ile arastirmalar sinirlidir. Ayrica yara
tizerine doku rejeneratif Ozelliginin belirlendigi c¢aligmalara da literatiirde
rastlanmamistir. Bu tez ¢alismasinda karacali pulunun/tohumlarinin sulu ekstresinin
antikanserojen aktivitesinin, antimikrobiyal Ozelliklerinin, yara iizerine iyilestirici
potansiyelinin incelenmesi ve LC-MS/MS ve ICP/OES analizi ile fitokimyasal igerigini

belirlemek amacglanmastir.



2. LITERATUR BILGILERI

2.1 Paliurus spina-christi Miller (Karacal)

Paliurus spina-christi Miller (Karacali) Rhamnaceae familyasina ait bir ¢ali bitkisidir.
Paliurus spina-christi Mill. bitkisi, Tirkiye, Giiney Avrupa, Balkanlar ve Kafkaslarda
yayilis gosteren bir bitkidir (Deligéz vd. 2007). Karagali bitkisinin ¢igekleri Mayis-
Temmuz aylar1 arasinda hava sartlarina bagli olarak gelismektedir. Karacali halk arasinda
mesih dikeni, draga dikeni, okiizgozii, ilme, ¢alt1 dikeni, sar1 ¢ali, saridiken, gibi yerel
isimlerle de adlandirilmakta olup, idrar soktiiriicli, antiromatizmal, hipokolesterolemik,
tonik ve kronik obstriikktif akciger hastalifi tedavisinde geleneksel olarak
kullanilmaktadir. Karagali meyve Oziitlerinin antidiyabetik etkisi oldugu da

belirtilmektedir (Takim 2021).

Mayis-Temmuz aylarinda sari, kiigiik ¢igekler agan, 2-4 m boyunda, kisin yaprak doken
ve nadiren 5 m'ye kadar boylanan dikenli ¢alilardir. Dallar ince ve zayiftir. Yaprak saplari
3-13 mm uzunlugundadir. Yapraklar simetrik ila asimetrik, oval ila epileptik, 2-4 cm
uzunlugunda, 1,5-3,5 cm genisliginde, yaprak tabani obtus ila kordat degisken, tepesi
obtus, ince ve kagit benzeri yapidadir. Cigekler tliysiiz, cap1 3-6 mm, c¢icek saplart 4-8
mm uzunlugunda, reseptor disk seklindedir. Meyveler dairesel, ortada siskin, kanatli, 3
tohumlu ve kuru bir samaradir. Aliivyonlu topraklarda siklikla gecilmez ormanliklar
olusturan istilaci, arsiz bir bitkidir. Bu tiir, seyrek mese ormanlari, ¢aliliklar, fundaliklar,
calilik ormanlar, vadi yamaglari, gecitler, nehir vadileri, temizlenmis orman alanlari,
bozulmus ormanlik alanlar ve hatta bos araziler dahil olmak iizere ¢ok ¢esitli habitatlarda
bulunabilir. Deniz seviyesinden 1500 ila 2300 m ytikseklikte bulunabilir. Bitki kurak
topraklarda 1yi gelisti§inden erozyonla miicadelede ¢ok etkilidir (Yuca vd. 2023).

Karagali ekstrakti icerik olarak incelendiginde; flavonoidlerin ve tanenlerin, amino
asitler, alkaloitler ve sterollerin bulundugu belirlenmistir. Karagali meyveleri ayrica
alkaloitler, steroller, tanenler, rutin ve isoquercetin, quercetin-3-rutinosid-7-rhamnosid,
kaempferol-3-glikozit epigloalkatekol, gallokatekol, katekol gibi flavonoidleri de

icermektedir. Karagali bitkisinin sulu ekstraktindaki bu bilesenler antimikrobiyal,



antibakteriyel, antifungal, hipolipidemik ve antioksidan ozellik gosterir. Ozellikle
flavanoidlerinin antidiiiretik aktiviteden, fenollerinin ise antibakteriyel aktiviteden

sorumlu oldugu bildirilmektedir (Malkog¢ vd. 2019).

Resim 2.1 Paliurus spina-christi Miller tliriiniin dogal ortamindan goriintii

2.1.1 Tiirkiye’deki Rhamnaceae Tiirleri ve Endemizm

Tiirkiye florasi, cografi konumu ve iklim ¢esitliligi nedeniyle oldukga yiiksek bir bitki
cesitliligine sahiptir. Tiirkiye’de yaklagik 11.700 bitki taksonu bulunmakta olup bunlarin
yaklasik iigte biri endemiktir. Bu durum Tiirkiye’yi Avrupa’nin en zengin floralarindan
biri haline getirmektedir. Rhamnaceae familyas: Tiirkiye’de alt1 cins ile temsil edilmekte
olup 6zellikle Rhamnus cinsi 6nemli bir c¢esitlilik gostermektedir. Tiirkiye florasinda
yaklasik 22 Rhamnus taksonu bulunmakta ve bunlarin altis1 endemik olarak kabul
edilmektedir. Bu familyaya ait tiirler genellikle ¢ali veya kiiclik aga¢ formunda olup

Akdeniz, step ve daglik habitatlarda yayilis gostermektedir (Ding 2024).



Rhamnaceae (Cehrigiller), diinya genelinde yaklasik 50—60 cins ve 900°¢e yakin tiir iceren

bir bitki familyasidir. Bu familya ¢ogunlukla ¢alilardan ve kii¢iik agaglardan olusur ve

Akdeniz, tropik ve subtropik bolgelerde yaygindir. Tiirkiye florasinda 6zellikle Rhamnus,

Paliurus ve Frangula cinsleri ile temsil edilir (Ding 2024).

Cizelge 2.1 Tiirkiye’de Rhamnaceae Familyas: Tiirleri

Cins (genus) Tiir (species) Tiirkce ad1 Endemizm Durumu
Rhamnus Rhamnus alaternus Akdeniz Cehrisi Endemik Degil
Rhamnus Rhamnus catharticus  Adi Cehri Endemik Degil
Rhamnus Rhamnus comitolius Boynuz Yaprak Cehri  Endemik Degil
Rhamnus Rhamnus punctatus Benekli Cehri Endemik Degil
Rhamnus Rhamnus pyrellus Cehri Tiirii Endemik Degil
Rhamnus Rhamnus rhodopeus Balkan Cehrisi Endemik Degil
Rhamnus Rhamnus thymifolius ~ Kekik Yaprakli Cehri  Endemik
Rhamnus Rhamnus microcarpa  Kiiglik Meyveli Cehri  Endemik Degil
Rhamnus Rhamnus petiolaris Sapli Cehri Endemik
Rhamnus Rhamnus pichleri Pichler Cehrisi Endemik
Rhamnus Rhamnus depressa Basik Cehri Endemik
Rhamnus Rhamnus libanotica Liibnan Cehrisi Endemik Degil
Rhamnus Rhamnus fallax Sahte Cehri Endemik Degil
Frangula Frangula alnus Barut Agaci Endemik Degil
Frangula Frangula dodonei Dodone Tiirii Endemik Degil
Paliurus Paliurus spina christi ~ Karacal Endemik Degil
Ziziphus Ziziphus jujuba Hiinnap Endemik Degil
Ziziphus Ziziphus lotus Yabani Hiinnap Endemik Degil
Sageretia Sageretia thea Cay Calis1 Turii Endemik Degil
Sageretia Sageretia spinosa Dikenli Sageretia Endemik Degil




2.2 Bitkilere Uygulanan Ekstraksiyon Yontemleri

Dogal tiriinler, 6zellikle bitkilerden elde edilen ekstraktlar, sahip olduklar1 genis biyolojik
aktivite spektrumu ve olas1 terapdtik kullanim alanlar1 nedeniyle bilimsel arastirmalarda
onemli bir yer tutmaktadir (Tomlinson ve Akerele 2015). Yiizyillardir geleneksel tipta
kullanilan bu dogal kaynaklarin, inflamatuvar hastaliklar, metabolik sendromlar ve
kanser gibi bir¢ok hastaligin tedavisinde potansiyel etkiler gésterdigi giincel ¢alismalarla
ortaya konulmaktadir (Gurib-Fakim 2006). Bitki ekstraktlarinda bulunan polifenoller,
flavonoidler, alkaloidler, terpenoidler ve glikozitler gibi biyoaktif bilesikler; antioksidan,
antiinflamatuvar, antimikrobiyal ve antikanser etkiler basta olmak iizere cesitli
farmakolojik ozellikler sergilemektedir (Shanmugam vd. 2021). Bu nedenle s6z konusu
dogal biyoaktif bilesikler giiniimiizde ila¢ gelistirme calismalarinda, besin takviyelerinde,
fonksiyonel gidalarda ve kozmetik {iirlin formiilasyonlarinda giderek daha fazla
kullanilmaktadir (Da Silva vd. 2016). Ancak bu bilesiklerin biyolojik aktivitelerinden
etkin bir sekilde yararlanilabilmesi i¢in, stabilitelerinin korunmasi ve yiiksek verimde
elde edilmeleri amaciyla uygun ve optimize edilmis ekstraksiyon yontemlerinin

kullanilmas1 gerekmektedir (Bhadange vd. 2024).

Ekstraksiyon yOnteminin sec¢imi, dogal {iriin karisimlarmin kimyasal igerigini ve
biyolojik aktivitesini dogrudan etkileyen 6nemli bir faktordiir (Doughari 2012). Bitki
materyallerinden biyoaktif bilesiklerin elde edilmesinde uzun yillardir maserasyon,
Soxhlet ekstraksiyonu ve hidrodistilasyon gibi geleneksel ekstraksiyon teknikleri yaygin
olarak kullanilmaktadir (Yolci Omeroglu vd. 2019).

Ekstraksiyon verimi; kullanilan ¢0ziiciiniin tlirli, ortamin pH degeri, sicaklik,
ekstraksiyon siiresi, partikiil boyutu ve uygulanan mekanik kuvvetler gibi bircok
faktdrden etkilenmektedir (Spietelun vd. 2013). Ornegin, metanol, etanol ve su gibi polar
coziiciiler genellikle fenolik bilesikler ve flavonoidler gibi hidrofilik maddelerin
ekstraksiyonunda tercih edilirken; heksan ve kloroform gibi polar olmayan ¢oziiciiler
terpenoidler ve karotenoidler gibi lipofilik bilesiklerin elde edilmesinde daha etkili
olmaktadir (Sicker vd. 2019). Bunun yaninda, enzim destekli ekstraksiyon (EAE) gibi

yenilik¢i yontemler bitki hiicre duvarlarmin secici sekilde parcalanmasini saglayarak



hiicre i¢indeki biyoaktif bilesiklerin agiga ¢ikmasini kolaylastirmakta ve ayn1 zamanda
bu bilesiklerin bozulmasini minimum seviyeye indirmektedir (Sousa vd. 2023). Bu
parametrelerin  fitokimyasal bilesim iizerindeki etkilerinin anlasilmasi, uygun
ekstraksiyon kosullariin belirlenmesi ve yontemlerin optimize edilmesi agisindan biiyiik

onem tasimaktadir (Doughari 2012).

Dogal {iriin ekstraksiyon c¢alismalarinda karsilasilan en ©nemli sorunlardan biri
standardizasyon eksikligidir (Kunle vd. 2012). Bitkisel ekstraktlarin fitokimyasal
icerikleri; bitkinin tiiriine, yetistigi cografi bolgeye, ¢evresel kosullara ve hasat zamanina
bagl olarak onemli Olgiide degisiklik gosterebilmektedir. Bu durum, farkli iiretim
partileri arasinda tutarlilifin saglanmasini zorlagtirmaktadir (Atanasov vd. 2021). S6z
konusu degiskenlik, 6zellikle biyoaktivite ve giivenligin hassas sekilde kontrol edilmesi
gereken farmasoOtik ve nutrasdtik uygulamalar acisindan 6nemli  bir  problem
olusturmaktadir (Butler 2004). Bu nedenle dogal ekstraktlarin ayrintili kimyasal
karakterizasyonunu ve kalite kontroliinii saglamak amaciyla yiliksek performanslt sivi
kromatografisi (HPLC), gaz kromatografisi-kiitle spektrometrisi (GC-MS) ve niikleer
manyetik rezonans (NMR) spektroskopisi gibi gelismis analitik tekniklerden
yararlanilmaktadir (Mendez vd. 2015). Bu analitik yontemler yalnizca sonuglarin
tekrarlanabilirligini  artirmakla kalmayip, ayn1 zamanda biyoaktif bilesiklerin
korunmasini saglayan en uygun ekstraksiyon yoOntemlerinin belirlenmesine de katki

saglamaktadir (Altemimi vd. 2017).

2.2.1 Konvansiyonel Ekstraksiyon Yontemleri

Konvansiyonel (geleneksel) ekstraksiyon yontemleri, bitki bilesenleri (sekonder
metabolitler vb.) kat1 veya s1vi numunelerden ¢6ziicli yardimiyla ayirmak i¢in kullanilan
klasik tekniklerdir. Ekstraksiyon yoOntemleri, bitkisel materyallerden biyoaktif
bilesiklerin elde edilmesinde farkli prensiplere dayanan uygulamalari icermektedir. Bu
yontemlerin verimliligi; kullanilan ¢6ziiciiniin yapisi, uygulanan sicaklik ve karigtirma
kosullar gibi ¢esitli parametrelere bagl olarak degisiklik gostermektedir. Ekstraksiyon
sliresinin uzamastyla birlikte 6zellikle polifenolik bilesiklerde iyonizasyon, hidroliz ve

oksidasyon gibi kimyasal reaksiyonlara bagl kayiplarin olusabilecegi belirtilmektedir



Bitkilerde bulunan biyoaktif bilesenleri elde etmek i¢in kullanilan konvansiyonel
teknikler arasinda Soxhlet ekstraksiyon, maserasyon, distilasyon ve infiizyon gibi

yontemler yer alir (Lie vd. 2005).

2.2.1.1 Soxhlet Ekstraksiyonu

Soxhlet ekstraksiyonu, kati 6rneklerden gesitli biyoaktif bilesenlerin elde edilmesinde
kullanilan klasik ve yaygin bir ekstraksiyon yontemidir. Bu teknik; bitkisel yaglarin,
dogal kaynakli aktif maddelerin ve farkli organik bilesiklerin izolasyonunda etkin bir
sekilde kullanilmaktadir. Ozellikle bitki kaynakli ziitlerin hazirlanmasinda yiiksek verim
saglamas1 nedeniyle laboratuvar ¢aligmalarinda sik¢a tercih edilmektedir. Bu yontem,
stirekli sicak ekstraksiyon prensibine dayanmaktadir. Soxhlet diizenegi genellikle
kaynatma balonu, ekstraksiyon haznesi, sifon sistemi ve sogutucu bdéliimden olusan cam
bir sistemdir. Ekstraksiyonda kullanilacak bitki materyali 6ncelikle kurutulup 6giitiilerek
ince partikiiller haline getirilir. Hazirlanan 6rnek, gézenekli yapiya sahip filtre kagidi ya
da ozel ekstraksiyon yiiksiigii igerisine yerlestirilerek cihazin ekstraksiyon bdliimiine

aktarilir (Majekodunmi 2015, Ingle vd. 2017).

Sisteme eklenen ¢oziicii, alt kisimdaki balonda 1sitilarak buharlastirilir. Olusan ¢oziicii
buhart {ist boliimde bulunan kondansatdre ulastiginda yogunlasir ve sivi formda yeniden
ekstraksiyon haznesine damlar. Boylece ¢ozlicii, bitki materyaliyle siirekli temas ederek
hedef bilesenlerin ¢oziinmesini saglar. Haznedeki sivi miktar1 belirli bir seviyeye
ulastiginda sifon mekanizmasi devreye girer ve ¢oziicii, ¢6ziinmiis maddelerle birlikte
tekrar alt balona tasiir. Bu islem dongiisel olarak devam ederek Ornek icerisindeki
bilesiklerin biiyiik oOl¢lide ¢oziicliye aktarilmasi saglanir (Doughari 2012, Hossain

vd.2014).

Ekstraksiyon iglemi, sistemden geri donen ¢oziicliniin artik hedef bilesenleri ¢6zemez
hale gelmesiyle tamamlanmis kabul edilmektedir. Soxhlet yontemi; secilen ¢oziicii
igerisinde ¢oziinebilen bilesiklerin bulundugu, ancak ¢oziinmeyen safsizliklarin da yer
aldigi  bitkisel materyallerin  ekstraksiyonunda etkili bir yontem olarak

degerlendirilmektedir. Yontemin basaris1 biiyiik Ol¢lide ¢oziicii ile hedef bilesen



arasindaki kimyasal uyuma baglidir ve bu durum benzer benzeri ¢ozer ilkesi ile
aciklanmaktadir. Bu dogrultuda, apolar ozellik gosteren ugucu yaglar ve lipitlerin
ekstraksiyonunda genellikle n-heksan ve petrol eteri gibi organik c¢oziiciiler
kullanilmaktadir. Buna karsilik flavonoidler, tanenler ve bazi alkaloitler gibi polar
karakterli sekonder metabolitlerin ekstraksiyonunda etanol, metanol ya da hidroalkolik
¢oziicii sistemleri tercih edilmektedir. Kullanilan ¢6ziiciiniin kaynama noktasinin diisiik
olmasi ise ekstraksiyon siirecinde olusabilecek 1sisal bozulmalarin 6nlenmesi agisindan
Oonem tagimaktadir (Alara vd. 2018, Zhang vd. 2018). Ancak yontemin yiiksek sicaklikta
gerceklestirilmesi nedeniyle, 1stya duyarli bilesikler agisindan bazi smirliliklar s6z

konusudur.

Soxhlet ekstraksiyonunun avantajlar1 arasinda; az miktarda ¢oziicli ile fazla miktarda
ornegin islenebilmesi, siirekli ¢oziicii devri sayesinde etkin ekstraksiyon saglamasi ve ek
bir filtrasyon islemine ihtiya¢ duyulmamasi yer almaktadir. Ayrica 1stya dayanikli bitki
materyalleri i¢in giivenilir ve verimli bir yontem olarak kabul edilmektedir. Bununla
birlikte, sistemde mekanik karistirmanin bulunmamasi ve uzun siire yiiksek sicakliga
maruz kalinmasi nedeniyle termolabil bilesiklerde bozunma riski olusturmasi yontemin

temel dezavantajlari arasinda gosterilmektedir (Harborne 1998, Majekodunmi 2015).

2.2.1.2 Maserasyon Yontemi

Maserasyon, bitkisel kaynakli sekonder metabolitlerin ve ¢esitli biyoaktif bilesiklerin
elde edilmesinde kullanilan klasik ekstraksiyon yontemlerinden biridir. Bu teknik,
islemin oda sicakliginda gerceklestirilmesi sayesinde ozellikle 1siya hassas bilesiklerin
yapisal biitlinliigliniin korunmasina olanak saglamaktadir (Stalikas 2007). Yontemde,
ylizey alanini artirmak amaciyla 6giitiilmiis bitki materyali uygun 6zellikteki bir ¢oziicii
ile temas ettirilmekte ve belirli bir siire boyunca bekletilmektedir. Ekstraksiyon stiresi

cogunlukla 24-72 saat arasinda degismektedir (Tiwari vd. 2011).
Maserasyon igleminin temel mekanizmasi diflizyon prensibine dayanmaktadir. Coziicii,

bitki hiicre duvarindan gegerek hiicre igerisindeki hedef bilesenleri ¢6zmekte ve olusan

konsantrasyon farki sayesinde bu bilesikler sivi faza taginmaktadir. Islem sirasinda
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ortamin belirli araliklarla karistirilmasi, ¢oziicii ile bitki materyali arasindaki temasin
artmasina katki saglayarak kiitle transferini hizlandirmakta ve ekstraksiyon etkinligini

yukseltmektedir (Tiwari vd.2011, Azwanida 2015).

Maserasyon yonteminin en 6nemli avantajlarindan biri, diisitk maliyetli olmas1 ve ileri
diizey ekipman gerektirmeden kolaylikla uygulanabilmesidir. Bu nedenle bitkisel
preparatlarin hazirlanmasinda ve 6zellikle yag bazli ekstraktlarin iiretiminde yaygin
bicimde kullanilmaktadir. Tiirkiye’de geleneksel kullanim alani oldukc¢a yaygin olan
Hypericum perforatum bitkisinden elde edilen yag ekstreleri, maserasyon yonteminin sik
kullanilan 6rnekleri arasinda gosterilmektedir. Bununla birlikte yontemin bazi
dezavantajlar1 da bulunmaktadir. Uzun ekstraksiyon siiresi gerektirmesi, fazla miktarda
¢oziicli kullanimina ihtiya¢ duyulmasi ve modern ekstraksiyon tekniklerine gore daha
diisiik verim saglamasi bu siirliliklarin basinda gelmektedir (Stalikas 2007, Azwanida
2015). Ancak yiiksek sicakligin neden olabilecegi bozunmalarin dnlenmesinin énemli
oldugu durumlarda, maserasyon yontemi farmakognozi ve analitik kimya alanlarinda
halen giivenilir ve uygun bir ekstraksiyon yaklasimi olarak kabul edilmektedir (Tiwari

vd. 2011).

2.2.1.3 Hidrodistilasyon Yontemi

Hidrodistilasyon, ucucu yaglarin ve cesitli aromatik bilesiklerin bitkisel materyallerden
elde edilmesinde kullanilan en eski ve en yaygin ekstraksiyon yontemlerinden biridir
(Bakkali vd. 2008, Tongnuanchan ve Benjakul 2014). Bu yontemde bitki 6rnegi su ile
birlikte 1sitilmakta ve aciga ¢ikan ugucu bilesenler su buhar1 yardimiyla tasinmaktadir.
Islem siirecinde ¢dziinme, termal bozunma ve kimyasal doniisiim gibi gesitli
fizikokimyasal olaylar es zamanli olarak gerceklesmektedir (Masango 2005). Yiiksek
sicaklik nedeniyle bazi termolabil bilesiklerde yapisal bozulmalar meydana gelebilse de,
olusan azeotropik karisimlar sayesinde bazi ucucu bilesikler normal kaynama
noktalarindan daha diisiik sicakliklarda buhar fazina gecebilmektedir. Giinlimiizde
hidrodistilasyon yontemi 6zellikle nane, lavanta, kekik, adacay1 ve karanfil gibi tibbi ve

aromatik bitkilerden ucucu yag tliretiminde yaygin sekilde kullanilmaktadir.
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Literatiirde hidrodistilasyon; su distilasyonu, su-buhar distilasyonu ve dogrudan buhar
distilasyonu olmak {izere ii¢ temel uygulama seklinde siniflandirilmaktadir (Vian vd.
2008, Babu ve Kaul 2007). Yontem sirasinda bitki dokularinda bulunan yag bezleri ve
salg1 kanallarindaki ugucu bilesenler buhar fazina tasinmakta, ardindan sogutucu sistem
yardimiyla yogunlastirilmaktadir. Yogusan karigim daha sonra Clevenger tipi ayirici
sistem kullanilarak yogunluk farkina goére birbirinden ayrilmakta ve ugucu yag elde

edilmektedir (Sahraoui vd. 2011).

Hidrodistilasyon islemi sonunda yalnizca ugucu yag degil, ayn1 zamanda s1vi faz ve bitki
posast seklinde yan {iriinler de olusmaktadir. Bu artik materyallerin, 6zellikle suda
¢oziinebilen fenolik maddeler bakimindan zengin olmalari nedeniyle 6nemli diizeyde
antioksidan aktivite gosterebildigi bildirilmektedir. Rocha-Guzman vd. (2007) tarafindan
gerceklestirilen ¢alismalarda, kekik posasindan hazirlanan ekstraktlarin askorbik asit ve
BHT (Biitil hidroksi toluen) gibi sentetik antioksidanlarla benzer hatta bazi1 durumlarda
daha yiiksek antioksidan kapasite sergiledigi belirtilmistir (Exarchou vd. 2002, Dorman
vd. 2003, Tepe vd. 2005, Chizzola vd. 2008). Bu nedenle hidrodistilasyon sonrasinda
ortaya c¢ikan bitkisel artiklarin degerlendirilmesi, fenolik bilesikler agisindan zengin
dogal iriinlerin gelistirilmesi bakimindan stirdiiriilebilir ve ekonomik bir yaklagim olarak

goriilmektedir.

2.2.1.4 Dekoksiyon Yontemi

Dekoksiyon, bitkisel materyalin su ile belirli oranlarda karistirilarak kaynatilmasi esasina
dayanan geleneksel ekstraksiyon yontemlerinden biridir. Uygulamada genellikle yaklasik
1:4 oraninda bitki materyali ve su kullanilmaktadir. Bu yontem ozellikle kok, rizom,
kabuk, sert tohum ve odunsu govde gibi dayanikli bitki kisimlarinda tercih edilmektedir.
S6z konusu bitki yapilarinda aktif bilesiklerin hiicre disina gegisi daha zor oldugundan,
yiiksek sicaklik uygulanmasi ekstraksiyon veriminin artirilmasina katki saglamaktadir.
Bunun yaninda bazi durumlarda yaprak, ¢icek ve ince dal gibi daha hassas bitki
kisimlarinda bulunan ugucu veya suda ¢oziinebilen bilesiklerin elde edilmesi amaciyla da

kullanilabilmektedir (Rodino ve Butu 2019).
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Dekoksiyon yontemi, 6zellikle suda ¢oziinebilen ve yiiksek sicakliga karsi nispeten
dayanikl1 bilesiklerin ekstraksiyonu acisindan uygun bir tekniktir. islem sirasinda bitki
materyali iceren karisim kontrollii sekilde kaynatilmakta ve ¢ozeltinin hacmi genellikle
baslangi¢c miktarinin yaklasik dortte birine kadar azaltilmaktadir. Daha sonra elde edilen
sicak ekstrakt stiziilerek kati fazdan ayrilmakta, geride kalan bitki artiklari ise su ile
yikanarak c¢ozeltide kalan aktif bilesenlerin maksimum diizeyde geri kazanilmasi
hedeflenmektedir.  Gerektiginde son  hacim  tekrar  baslangic  diizeyine

tamamlanabilmektedir (Rodino ve Butu 2019).

Literatiirde kaynatma yontemi olarak da ifade edilen dekoksiyon, basit uygulanabilirligi
nedeniyle geleneksel bitkisel preparatlarin  hazirlanmasinda yaygin  bicimde
kullanilmaktadir. Ancak elde edilen ekstraktlarin stabilitesinin sinirlt olmasi nedeniyle
uzun siire saklanmasi Onerilmemektedir. Uygun kosullarda muhafaza edilse dahi,
hazirlanan ekstraktlarin genellikle kisa siire igerisinde, cogunlukla ayni giin ya da bir giin

icinde tliketilmesi tavsiye edilmektedir (Rodino ve Butu 2019).

2.2.1.5 infiizyon Yéntemi

Infiizyon ydntemi, bitkisel materyalin sicak veya soguk su igerisinde belirli bir siire
bekletilmesine dayanan pratik ve yaygin bir ekstraksiyon teknigidir. Maserasyon gibi
uzun siire gerektiren yontemlere kiyasla daha kisa siirede uygulanabilmesi, bu yontemin
onemli avantajlarindan biri olarak degerlendirilmektedir (Harbourne vd. 2013).
Infiizyonda temel prensip, suda kolay ¢oziinebilen ya da ¢oziiciiye hizli gegis gdsterebilen

bilesiklerin bitki dokusundan siv1 faza aktarilmasidir.

Uygulama sirasinda bitki materyali uygun sicakliktaki su ile temas ettirilmekte ve belirli
bir siire sonunda ekstrakt elde edilmektedir. Elde edilen sivi ekstrakt igerisindeki
¢oziiclinlin uzaklastirilmasi ve bilesenlerin yogunlastirilmas: amaciyla cogunlukla diisiik
basing altinda calisan doner buharlastirici sistemlerden yararlanilmaktadir (Hussain
2019). Literatirde yer alan c¢alismalar, Ozellikle tibbi ve aromatik bitkilerin
ekstraksiyonunda inflizyon yonteminin kullanilmasinin, bazi biyoaktif bilesiklerin geri

kazanimimi artirabildigini ortaya koymaktadir (Ergen vd. 2018). Ayrica yontemin
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uygulanmasinin kolay olmasi, diisilk maliyet gerektirmesi ve kisa siirede ekstrakt elde
edilmesine olanak saglamasi nedeniyle geleneksel bitkisel preparatlarin hazirlanmasinda

yaygin olarak tercih edildigi bildirilmektedir (Hussain 2019, Ergen vd.2018).

2.2.1.6 Digestion Yontemi

Digestion (sindirim) yontemi, analitik kimya ve biyokimya calismalarinda 6rnek
hazirlama amaciyla yaygin olarak kullanilan tekniklerden biridir. Bu yontem, bitkisel
materyal i¢erisinde bulunan karmasik organik ve inorganik yapilarin uygun ¢oziiciiler ya
da kimyasal reaktifler yardimiyla parcalanarak hedef bilesenlerin analiz edilebilir ve
¢oziinebilir forma doniistiiriilmesine dayanmaktadir (Handa 2008). Ekstraksiyon
yontemleri arasinda degerlendirilen digestion islemi, maserasyon yonteminin kontrollii

1s1 uygulamasi igeren bir varyasyonu olarak da tanimlanabilmektedir.

Yontemde genellikle 6giitiilmiis ve ince partikiil boyutuna getirilmis bitkisel materyal
uygun bir ¢oziicii ile karistirilmakta ve belirli sicaklik kosullarinda isleme tabi
tutulmaktadir. Islem ¢ogunlukla yaklasik 50°C civarinda sabit sicaklik saglayabilen su
banyolar1 veya etiiv sistemlerinde gercgeklestirilmektedir. Kontrollii 1s1 uygulamasi,
¢oziiclinilin viskozitesini azaltarak bitki dokusu igerisindeki difiizyon hizini artirmakta ve
boylece sekonder metabolitlerin ¢dziicli fazina gecisini kolaylastirmaktadir. Bu nedenle
yontem, Ozellikle sicakliga karsi dayanikli ve c¢ozlinlirliigli yiiksek bilesiklerin
ekstraksiyonunda etkili sonuglar vermektedir (Pandey ve Tripathi 2014, Majekodunmi
2015, Ingle vd. 2017).

Digestion yonteminde kullanilan reaktifler, analiz edilmek istenen bilesenin tiirline gore
degisiklik gosterebilmektedir. Elementel analizlerde cogunlukla asidik parcalama
islemleri tercih edilirken, protein ve karbonhidrat gibi biyomolekiillerin ayristirilmasinda
enzimatik reaksiyonlardan yararlanilabilmektedir. Kullanilan reaktif ve islem
kosullarindaki bu ¢esitlilik, digestion yonteminin farkli analitik uygulamalara

uyarlanabilmesini saglamaktadir (Skoog vd. 2014).
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2.2.2 Non Konvansiyonel Ekstraksiyon Yontemleri

Geleneksel ekstraksiyon yontemlerinde karsilasilan uzun uygulama siireleri, 1siya hassas
bilesiklerin pargalanma olasiligi ve fazla miktarda saf ¢oziicii kullanimina duyulan
ihtiyag, alternatif ve geligsmis ekstraksiyon tekniklerinin ortaya c¢ikmasina zemin

'

hazirlamistir. Literatiirde "modern ekstraksiyon yontemleri" veya "yesil ekstraksiyon
teknolojileri" olarak tanimlanan bu yaklagimlar; ultrason, mikrodalga, enzimatik islemler,
stiperkritik akiskanlar ve yliksek basing uygulamalari gibi ¢esitli fiziksel ve biyokimyasal
mekanizmalardan faydalanmaktadir. Bu teknikler, hedef bilesiklerin daha etkin sekilde
elde edilmesini saglarken ayni1 zamanda yenilenebilir kaynaklarin kullanimi ve ¢evreye

daha az zarar veren c¢oziiciilerin tercih edilmesi gibi yesil kimya ilkeleriyle de uyum

gostermektedir (Handa vd. 2008).

2.2.2.1 Ultrason Yardimh Ekstraksiyon

Ultrason destekli ekstraksiyon (UAE), ultrason dalgalarinin olusturdugu mekanik etkiler
sayesinde hiicresel yapilari bozarak hedef bilesiklerin ¢oziiciiye gegisini kolaylagtiran
etkili bir ekstraksiyon yontemidir (Zahari vd. 2020). Bu teknik, atmosferik basing altinda
ve diisiik sicakliklarda uygulanabilmesi nedeniyle giivenilir, maliyet agisindan avantajh
ve tekrarlanabilir sonuclar sunan bir yaklasim olarak geleneksel ekstraksiyon
yontemlerinden ayrilmaktadir (Medina-Torres vd. 2017). UAE uygulamalar1 genel olarak
dogrudan ve dolayli sistemler seklinde simiflandirilmaktadir. Dogrudan yontemde
ultrason probu numune igerisine daldirilarak enerji aktarimi saglanirken, dolayh
yontemde numuneler ultrasonik banyoda olusturulan ses dalgalarina maruz

birakilmaktadir (Weggler vd. 2020).

Y 6ntemin temelini olusturan ultrasonik dalgalar, insan kulaginin algilayabilecegi frekans
siirlarinin iizerinde olup ekstraksiyon uygulamalarinda ¢ogunlukla 20 kHz—100 MHz
araliginda kullanilmaktadir. Bu dalgalarin s1v1 ortamda olusturdugu sikigsma ve genlesme
dongiileri sonucunda kavitasyon olarak adlandirilan olay meydana gelir. Kavitasyon
sirasinda olugsan mikroskobik gaz kabarciklar hizla biiyiiyiip aniden ¢okerek ¢ok yiiksek
enerji aciga ¢ikarir. Bu siirecte lokal sicakliklarin yaklasik 5000 K’ye, basing degerlerinin
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ise 1000 atm seviyelerine ulasabildigi bildirilmektedir (Herrera ve De Castro 2005).
Ortaya ¢ikan yogun fiziksel kuvvetler hiicre duvarlarinin par¢calanmasina neden olurken,
hiicre icindeki biyoaktif bilesiklerin ¢oziicii fazina gecisini de hizlandirmaktadir.
UAE'nin etkinligi temel olarak ¢6ziiciliniin hiicre igerisine daha kolay niifuz etmesi ve
hiicresel bilesenlerin ¢oziicliye hizli sekilde salinmasi olmak tizere iki ana mekanizmaya
dayanmaktadir. Boylece fenolik bilesikler, flavonoidler, alkaloidler ve diger

fitokimyasallar yliksek verimle elde edilebilmektedir (Mason vd. 1996).

Ultrason destekli ekstraksiyonun endiistriyel uygulamalarda ekonomik ve verimli sekilde
kullanilabilmesi i¢in proses parametrelerinin dikkatle optimize edilmesi gerekmektedir
(Tiwari 2015). Kavitasyon olusumunu artiran en énemli faktorlerden biri uygulanan giig
ve genlik degeridir. Ancak genligin asir1 ylikseltilmesi hem ekipman performansini
olumsuz etkileyebilmekte hem de ekstraksiyon veriminde diisiise yol agabilmektedir
(Chemat vd. 2017). Ozellikle yiiksek viskoziteye sahip sistemlerde etkili kavitasyon
olusturabilmek  amaciyla daha  yiiksek genlik  degerlerinin  kullanilmasi
gerekebilmektedir. Bunun yani sira frekans, islem siiresi, sicaklik, ¢oziicii tiirii ve miktari
ile partikiil boyutu gibi parametreler de ekstraksiyon performansini belirleyen énemli

degiskenler arasindadir (Tiwari 2015, Chemat vd. 2017).

Yapilan bir ¢aligmada, %68 etanol i¢ceren ¢oziicii sistemi kullanilarak, 3,6 W/cm? ultrason
yogunlugu ve 0,18 mm partikiil boyutunda gergeklestirilen UAE uygulamasinda, 70°C
sicaklikta ve 20 dakikalik islem sonunda 448,7 mg GAE/g kuru agirlik toplam fenolik
madde elde edilmistir. Aymi c¢alismada UAE yonteminin, geleneksel ¢oziici
ekstraksiyonuna kiyasla daha yiikksek DPPH ve ABTS radikal siipiirme aktivitesi
gosterdigi ve daha kisa stlirede daha yliksek verim sagladig belirtilmistir (Tiwari 2015,
Chemat vd. 2017).

Geleneksel ekstraksiyon yontemlerinde uygulanan yiiksek sicakliklar ve uzun islem
stireleri, antioksidan bilesiklerin kismen bozulmasina neden olabilmektedir. Buna karsilik
UAE'in, 6zellikle 1spanak gibi bitkisel materyallerde hiicre dokularini etkili bi¢imde
parcalayarak lutein ve B-karoten gibi degerli bilesiklerin ekstraksiyon verimini artirdigi

gosterilmistir (Altemimi vd. 2015). Literatiirde yer alan ¢ok sayida arastirma, ultrasonik
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dalgalarin olusturdugu kavitasyon ve 1s1 transfer mekanizmalarinin ekstraksiyon
performansin1 6nemli Olgiide iyilestirdigini ortaya koymustur. Bu durum; Stevia
rebaudiana (Barba vd. 2016), Hemerocallis citrina (Yang vd. 2017), Harpagophytum
procumbens (Baghdikian vd. 2016, Jambrak 2007), civanper¢cemi (Bashi vd. 2012), Piper
auritum ve Porophyllum ruderale (Conde-Hernandez vd. 2014) gibi birgok bitki tiiriinde

basaril1 ekstraksiyon sonuglari ile desteklenmistir.

2.2.2.2 Darbeli Elektrik Alan Ekstraksiyonu

Darbeli (pulsed) elektrik alan (PEF) teknolojisi, hiicre yapisinin bozulmasini saglayan
yenilikei bir ekstraksiyon yontemi olup geleneksel hiicre parcalama tekniklerine alternatif
olarak kullanilmaktadir. Bu yontemde hiicreler kisa siireli ancak yiiksek yogunluklu
elektrik darbelerine maruz birakilmakta ve bunun sonucunda hiicre zarinin yapisinda
onemli degisiklikler meydana gelmektedir. Uygulanan elektrik alaninin etkisiyle hiicre
zarinda olusan transmembran potansiyeli kritik esik degerine (0,5-1 V) ulastiginda,
fosfolipitlerin diizeni bozulmakta ve zar gecirgenligi O6nemli Olgiide artmaktadir.
Elektroporasyon ya da elektropermeabilizasyon olarak adlandirilan bu olay, hiicre zarinin

secici gegirgenlik 6zelligini kaybetmesine neden olmaktadir (Goettel vd. 2013).

PEF uygulamalarinda elde edilen etkinlik, kullanilan elektrik alan siddeti, darbe siiresi,
darbe sekli ve sisteme verilen toplam enerji gibi cesitli islem parametrelerinden
etkilenmektedir (Feng vd. 2019). Uygulama sekline bagl olarak elektrik alan yogunlugu
farklilik gostermektedir. Kesikli sistemlerde genellikle 100-300 V/cm araliginda elektrik
alanlar tercih edilirken, stirekli sistemlerde bu degerler 20-80 kV/cm seviyelerine kadar
ulagabilmektedir. Ekstraksiyon veriminin yiiksek olmasi i¢in hiicre zarinda meydana
gelen gecirgenlik artisinin geri donilislimsiliz nitelikte olmas1 6nem tagimaktadir. Zar
yapisinda meydana gelen bu kalici hasar, hiicre igerisindeki bilesiklerin dis ortama
gecisini kolaylastirirken ayni zamanda ¢oziiciiniin hiicre i¢ine daha etkin niifuz etmesini

saglamaktadir (Feng vd. 2019).

PEF yontemi ¢ogunlukla oda sicakliginda uygulanmakta ve islem sirasinda sisteme

herhangi bir kimyasal kirletici eklenmemektedir. Bu 6zelligi sayesinde 6zellikle sicakliga
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duyarli bilesiklerin korunmasinda avantaj saglamaktadir. Ayrica hem laboratuvar
Olceginde hem de endiistriyel dlgekte uygulanabilmesi, yontemin kullanim alanlarini
genisletmektedir. Giinlimiizde PEF teknolojisi; zeytinyagi (Veneziani vd. 2019) gibi
bitkisel yaglarin {iretiminde ve ¢esitli bitki kaynakli biyoaktif bilesiklerin

ekstraksiyonunda yaygin olarak kullanilmaktadir.

Teknigin ¢alisma prensibi, elektrotlar arasina yerlestirilen numuneye yiiksek voltajli
elektrik darbelerinin uygulanmasina dayanmaktadir. Bu darbeler sonucunda hiicre
ylizeyinde yiik birikimi meydana gelir ve olusan yiiksek transmembran potansiyeli hiicre
zarinda gézenek olusumuna veya zarin tamamen pargalanmasina neden olur (Young ve
Dean 2015). Uygulamalarda iistel olarak azalan kare dalga darbeleri (Dastangoo vd.
2020), monopolar darbeler (Carullo vd. 2020) ve bipolar darbeler (Bensalem vd. 2020)
kullanilabilmektedir. Sonug¢ olarak hiicre zarinin biitiinliiglinliin bozulmasiyla birlikte
bitki dokularinda bulunan fenolik bilesikler, flavonoidler ve diger fitokimyasallar ¢oziicli
fazina daha kolay gecmekte ve ekstraksiyon verimi 6nemli dl¢lide artmaktadir (Ranjha

vd. 2021).

2.2.3 Enzim Yardimh Ekstraksiyon

Enzim destekli ekstraksiyon, bitkisel kaynaklardan biyoaktif bilesiklerin elde
edilmesinde kullanilan ¢evre dostu ve etkili yontemlerden biri olup, geleneksel ¢oziicii
ekstraksiyon tekniklerine 6nemli bir alternatif olusturmaktadir. Enzimler; dogal kaynakl
bilesiklerin ekstraksiyonu, biyodonilisiimii ve sentezi gibi ¢esitli uygulamalarda
kullanilmakta ve yiiksek segicilikleri sayesinde yalnizca belirli hedef yapilara etki
gostermektedir. Ayrica diisiikk sicaklik ve basing gibi 1limli c¢alisma kosullarinda
etkinliklerini ~ siirdiirebilmeleri, enerji tiikketimini azaltirken hassas bilesiklerin
korunmasina da katki saglamaktadir. Bu 6zellikleri nedeniyle enzimatik ekstraksiyon
teknolojileri, ozellikle gida, ilag ve kozmetik sektorlerinde siirdiiriilebilir tiretim

yaklagimlarinin 6nemli bir pargasi haline gelmistir (Puri vd. 2012).

Enzimatik ekstraksiyonun temel ¢caligma mekanizmasi, bitki hiicre duvari ve hiicre zari

yapilarinin  kontrollii sekilde pargalanmasina dayanmaktadir. Enzimlerin hiicresel
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yapilara etki etmesi sonucunda hiicre icerisinde bulunan biyoaktif bilesikler daha kolay
serbest kalmakta ve ¢oziicii ortamina gegisleri hizlanmaktadir. Boylece ekstraksiyon
stirecinin etkinligi artarken hedef bilesiklerin geri kazanim orani da yiikselmektedir (Chen
vd. 2011). Bitkilerde bulunan bir¢cok fenolik bilesik, flavonoid ve diger fitokimyasal
maddeler hiicre duvar1 bilesenleriyle giiglii baglar olusturdugundan, geleneksel
ekstraksiyon yontemleri bu bilesikleri tam olarak agiga c¢ikarmakta yetersiz
kalabilmektedir. Enzimatik 6n islemler sayesinde hiicre duvar1 matriksi parcalanmakta,
bagli halde bulunan bilesikler serbestlesmekte ve ekstraksiyon verimi onemli Olclide

iyilesmektedir.

Bu amagla en yaygin kullanilan enzimler arasinda seliilaz, pektinaz ve amilaz yer
almaktadir. S6z konusu enzimler, hiicre duvarmmin temel yapisin1 olusturan
polisakkaritleri hidrolize ederek dokunun gegirgenligini artirmakta ve hiicre igeriginin dis
ortama aktarilmasint kolaylagtirmaktadir. Hiicresel yapinin parcalanmasi sonucunda
¢oziicii ile bitki matriksi arasindaki temas yiizeyi genislemekte, kiitle transferi
hizlanmakta ve hedef bilesiklerin ekstraksiyon etkinligi yilikselmektedir. Bu nedenle
enzim destekli uygulamalar, kimyasal ekstraksiyon yontemlerinin performansini artiran

Oonemli bir 6n islem basamagi olarak degerlendirilmektedir (Uddin vd. 2018).

2.2.4 Mikrodalga Ekstraksiyonu

Mikrodalga destekli ekstraksiyon (MAE), mikrodalga enerjisinin olusturdugu hizli ve
etkin 1sitma etkisinden yararlanilarak hedef bilesiklerin bitkisel matriksten ¢oziicii ortama
aktarilmasini saglayan modern bir ekstraksiyon yontemidir. Bu teknigin en onemli
avantajlarindan biri, numune ve ¢oziicii karistmini kisa slirede homojen sekilde
1sitabilmesidir. Bu 6zellik sayesinde hem ekstraksiyon siiresi onemli dl¢lide kisalmakta
hem de 1s1ya duyarl bilesiklerin daha etkin sekilde geri kazanilmas1 miimkiin olmaktadir.
MAE'nin performansi; kullanilan bitkisel materyalin yapisi, ¢oziicii 6zellikleri ve
ozellikle sistemde bulunan bilesenlerin dielektrik karakteristikleri gibi birgok faktorden
etkilenmektedir. Bitkisel kokenli biyoaktif bilesiklerin elde edilmesinde ¢oziicii tiirii ve
polaritesi, ¢Oziicii hacmi, numune miktari, uygulama siiresi, sicaklik ve mikrodalga giicii

gibi parametrelerin optimize edilmesi ekstraksiyon veriminin artirilmasi agisindan biiyiik
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Onem tagimaktadir (Kataoka 2019).

Mikrodalga enerjisiyle gergeklesen 1sitma mekanizmasi temel olarak iyonik iletim ve
dipol dénmesi olmak iizere iki farkli fiziksel olaya dayanmaktadir. Iyonik iletim
sirasinda, elektromanyetik alanin etkisiyle ortamda bulunan iyonlar siirekli hareket
ederek enerji kazanir. Bu hareket esnasinda meydana gelen ¢arpismalar ve siirtiinme
etkileri, enerjinin 1s1ya dontismesine neden olur. Dipol donmesi mekanizmasinda ise polar
molekiiller, uygulanan elektrik alan dogrultusunda yonlenmeye calisir ve alanin siirekli
degismesi nedeniyle tekrar tekrar yeniden hizalanir. Bu siirekli yon degistirme hareketi
molekiiler diizeyde yogun bir enerji doniisiimiine yol acgarak sistemin hizla 1sinmasini

saglar.

Geleneksel mikrodalga sistemlerinde yaygin olarak kullanilan 2450 MHz frekansta, polar
molekiillerin saniyede milyarlarca kez yon degistirdigi bildirilmektedir. Molekiillerin bu
yiiksek frekansli hareketleri sonucunda ortaya cikan enerji dogrudan 1si1 enerjisine
dontismekte ve hiicresel yapilarin parcalanmasini kolaylastirarak hedef bilesiklerin
¢oziicliye gegisini hizlandirmaktadir. Bdylece kiitle transferi artmakta, ekstraksiyon
stiresi kisalmakta ve daha yiiksek verim elde edilmektedir. Bu 6zellikleri nedeniyle
mikrodalga destekli ekstraksiyon, fenolik bilesikler, flavonoidler, alkaloidler ve diger
biyoaktif maddelerin geri kazanilmasinda yaygin olarak kullanilan etkili ve ¢cevre dostu
ekstraksiyon teknolojilerinden biri olarak kabul edilmektedir (Eskilsson ve Bjorklund

2000).

2.3 Ekstraksiyonda Kullanilan Coziiciiler

T1bbi bitki ekstraksiyonu i¢in kullanilan ¢6zilicliye menstruum denmektedir (Abubakar ve
Haque 2020). Coziicii se¢imi, bitki tiirline, biyoaktif bilesigine, ekstraksiyonu yapilacak
bitki kismina ve ¢dziiciiniin ulagilabilirligine baglidir. Genelde polar bilesikler polar
coziiciiler, polar olmayan bilesikler ise apolar ¢oziiciiler kullanilir. Su, etanol ve metanol
polar ¢oziiclilerdir, heksan ve diklorometan apolar ¢oziiciilerdir. Sivi-sivi ekstraksiyon
yapilirken geleneksel olarak su-diklorometan, su-heksan ve su-etanol gibi birbiri iginde

karigabilen ¢oziiciiler se¢ilmektedir. Cogu islemde organik coziiciiler ile karisabilirligi ve
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yiiksek polariteye sahip olmasi nedeniyle su se¢ilmektedir.

2.3.1 Su

Su, en yiksek polariteye sahip c¢oziiciilerden biridir ve birgok polar bilesigin
ekstraksiyonunda yaygin olarak tercih edilir. Genis bir madde yelpazesini ¢6zebilmesi,
diisiik maliyetli olmasi, toksik ve yanici olmamasi 6nemli istiinliiklerindendir.
Mikroorganizma gelisimini destekleyebilir, hidroliz reaksiyonlarina yol acabilir ve
ekstraktin yogunlastirilmasi i¢in yiiksek miktarda enerji (1s1) gerektirir (Das vd. 2010,

Tiwari vd. 2011),

2.3.2 Alkol

Alkoller polar ozellik gosterir ve suyla tamamen karisarak Ozellikle polar ikincil
metabolitlerin elde edilmesinde kullanilir. %20’nin {izerindeki derisimlerde mikrobiyal
bozulmaya karsi kendini koruyabilir. Diigiik derisimlerde toksik etkisi sinirhidir ve
yogunlastirma islemi i¢in daha az 1s1 gerektirir. Yag, re¢ine ve balmumu gibi maddeleri

¢ozmede yetersizdir. Ayrica ugucu ve yanict 6zellik gosterir (Das vd. 2010, Tiwari vd.

2011).

2.3.3 Kloroform

Kloroform, diisiik polariteye sahip bir ¢oziicii olup 0Ozellikle lipofilik bilesiklerin
ekstraksiyonunda etkilidir. Renksizdir ve karakteristik hos bir kokuya sahiptir. Organik
coziiciilerle iy1 karisir ve biyolojik sistemlerde kolaylikla emilip metabolize edilebilir.
Saglik a¢isindan risklidir; sedatif etkisi bulunur ve kanserojen 6zellik gosterebilir (Cowan

1999, Tiwari vd. 2011, Pandey 2014).

2.3.4 Eter

Eterler genellikle apolar yapida olup bir¢ok organik bilesigin ekstraksiyonunda kullanilir.

Diisiik kaynama noktasina sahip olduklar1 i¢in kolayca uzaklastirilabilirler. Kimyasal

olarak oldukga stabildirler ve bir¢ok reaktifle etkilesime girmezler. Yiiksek uguculuklari
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ve kolay alev alabilir olmalar1 kullanim sirasinda risk olusturur (Cowan 1999, Tiwari vd.

2011, Pandey 2014).

2.3.5 Iyonik sivilar (Yesil Céziiciiler)

Iyonik sivilar, yiiksek polariteye ve termal kararliliga sahip modern ¢dziiciilerdir ve
Ozellikle ileri ekstraksiyon tekniklerinde kullanilir (Bhan 2017). Yiiksek sicakliklarda
bile s1v1 kalabilirler, yanici degildirler ve mikrodalga destekli ekstraksiyon siireclerinde
oldukga etkilidirler. Ayrica farkli ¢oziiciilerle iyi karisabilirler. Geleneksel tentiir

hazirlama yontemleri i¢in uygun degildirler (Bhan 2017).

2.4 Yara Olusumu

Yara iyilesmesi, farkli doku ve hiicre tiplerinin birlikte ¢alismasini gerektiren oldukca
karmagik biyolojik bir siiregtir. Bu siirecte hiicre gocii, hiicre ¢ogalmasi, ekstraseliiler
matriks olusumu ve dokunun yeniden diizenlenmesi gibi olaylar; inflamasyon ve yeni
damar olusumu (anjiyogenez) ile koordineli sekilde gergeklesir. Kiiglik deri yaralari kisa
stirede iyilesebilirken, travma, ciddi hastaliklar veya cerrahi miidahaleler sonucu olusan
bliyiik yaralarin iyilesmesi haftalar siirebilmekte ve ¢ogu zaman doku fonksiyonunu

etkileyebilen skar dokusu meydana gelmektedir (Pefia ve Martin 2024).

Yiizeysel deri yaralarinin onarilabilmesi i¢in hiicresel ve molekiiler bir¢ok faktoriin bir
arada uyumlu sekilde ¢calismasi gerekmektedir. Bu nedenle yara bakim iirtinleri ve tedavi
yontemleri; enfeksiyon, oksijen yetersizligi ve inflamasyon gibi iyilesmeyi geciktiren
etkenleri azaltmaya yonelik olarak siirekli gelistirilmektedir. Ancak uygun tedavi
kosullarinda bile 1yilesen yara dokusu, cogu zaman eski mekanik dayanikliligina tam
olarak ulasamamaktadir. Ayrica yara iyilesme silirecindeki diizensizlikler kronik yara

gelisimine yol agabilmektedir (Guo ve DiPietro 2010).
Bu asamalarda farkli hiicre tipleri gorev almakta ve deri onarim siirecine katkida

bulunmaktadir. Ozellikle dogal ve adaptif bagisiklik sistemi hiicreleri, yara bdlgesindeki

inflamatuvar yanit1 diizenleyerek keratinositler, fibroblastlar ve endotelyal hiicreler gibi
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temel hiicrelerin aktivitesini etkilemektedir. Bunun yaninda adipositler, melanositler ve
kutan6z sinir hiicreleri gibi daha az arastirilmis hiicre tiplerinin de yara onariminda rol
oynadigi bildirilmektedir. Giiniimiizde yapilan ¢alismalar, doku tamir mekanizmalarinin
daha iyi anlagilmasina katki saglayacak yeni yaklasimlar ve tedavi stratejileri gelistirmeye
odaklanmaktadir (Pefia ve Martin 2024). Bu yara tedavisinde; negatif basing
uygulamalari, hiperbarik oksijen terapisi, eksozom temelli tedavi yontemleri,
biyomateryal igerikli sistemler, nanohidrojel teknolojileri ve mikroigne destekli ilag
tasima yaklagimlar1 gibi modern uygulamalar giderek 6nem kazanmaktadir. Bununla
birlikte yara tiplerinin farklilik gostermesi, konak ve mikroorganizma arasindaki
etkilesimler ile deneysel calismalarin klinik uygulamalara aktarilmasindaki giicliikler,
tedavi siireglerinde halen 6nemli kisitlamalar olusturmaktadir. Bu nedenle inflamatuvar
yanitin kontrollii bigimde siirdiiriilmesi ve immiin dengenin korunmasi, basarili yara
onariminin temel unsurlari arasinda yer almaktadir. Ayrica bireye 6zgii gelistirilen tedavi
yaklagimlarinin, yara iyilesme siirecinde daha etkili ve olumlu klinik sonuglar

saglayabilecegi bildirilmektedir (Liu vd. 2025).

2.5 Kanser

Viicudu olusturan hiicreler birleserek dokulari, dokular ise bir araya gelerek organ
sistemlerini meydana getirmektedir. Doku ve organlarin olusumu sirasinda hiicreler
belirli bir diizen ve gérev dagilimi igerisinde faaliyet gostermektedir. Organizmanin temel
yap1 tast olan hiicreler, normal kosullarda kontrollii bicimde ¢ogalmakta ve yaslanan
hiicreler belirli mekanizmalar araciligiyla yok edilmektedir. Ancak bu kontrol
mekanizmalarinin  bozulmast sonucunda hiicreler kontrolsiiz sekilde ¢ogalmaya
baslamaktadir. Kanser, en genel tanimiyla hiicrelerin denetimsiz ¢ogalmasiyla ortaya

¢ikan bir hastalik grubudur (Hanahan ve Weinberg 2000).

Kanserlesme siirecinde hiicrelerde hem yapisal hem de fonksiyonel degisiklikler
meydana gelmektedir. Bu hiicreler bazi normal gorevlerini yerine getiremezken,
normalde gostermedikleri farkli 6zellikler de kazanabilmektedir. Kontrolsiiz ¢cogalan
kanser hiicreleri zamanla bulunduklar1 doku ve organlari istila etmekte, ayrica ¢evre ve

uzak dokulara yayilarak metastaz olusturabilmektedir. Bu durum, ilgili organlarin normal

23



fonksiyonlarinin bozulmasina neden olmaktadir (Hanahan ve Weinberg 2011).

Son yillarda gergeklestirilen arastirmalar, kanserin ortaya c¢ikisi ve ilerlemesinin
anlasilmasina biyokimyasal ve molekiiler diizeyde 6nemli katkilar saglamistir (Hanahan
ve Weinberg 2011). Kanser, genetik ve fenotipik degisimlerin birikmesiyle gelisen, cok

asamal1 ve uzun stireli bir hastalik siirecidir.

Giiniimiizde hiicre ¢ogalmasi ve biiyiimesini diizenleyen biyokimyasal olaylar, biiytimeyi
tetikleyen molekiiller, bu siirecleri denetleyen proteinler ile hiicre proliferasyonunu
siirlandiran gen ve mekanizmalar ayrintili olarak incelenmektedir. Kanserin olusumu ve
ilerleyisi molekiiler diizeyde agiklanmaya c¢alisilmakta; elde edilen yeni bilgiler
dogrultusunda gelecekte geleneksel tedavi yaklagimlarinin yerini daha hedefe yonelik ve

kisisellestirilmis tedavi yontemlerinin almasi beklenmektedi (Yokus ve Cakir 2012).

Kemoterapi, glinlimiizde kanser tedavisinde en sik basvurulan ve etkinligi kanitlanmis
yontemlerden biridir. Temel amaci, kanser hiicrelerinin genetik yapisinda hasar
olusturarak ¢ogalmalarin1 engellemektir (Gielecinska vd. 2023). Tip alanindaki
gelismelere paralel olarak kanser lizerine yiiriitiilen arastirmalarin sayist artmakta, bu da
hastalarin yasam siiresini olumlu yonde etkilemektedir. Bununla birlikte kemoterapi ve
radyoterapi gibi standart tedavi yontemlerinin etkili olmasina karsin, tedavi siirecinde
hastalarin biiylik bir kisminda agiz mukozasinda hasar, sindirim sistemine ait toksik
etkiler, karaciger ve bobrek fonksiyonlarinda bozulma, kalp ve sinir sistemine yonelik
olumsuz etkiler ortaya ¢ikabilmektedir; bu durum tedavinin stirdiiriilebilirligini zaman
zaman kisitlayabilmektedir (Akbas vd. 2023). Buna ek olarak yorgunluk hissi de kanser

hastalarinin 6nemli bir kisminda karsilasilan bir sorundur.

S6z konusu yan etkilerin azaltilmasina yonelik yaklasimlardan biri olan palyatif bakim,
Ozellikle hastaligin ileri evrelerinde bulunan bireyler agisindan kritik bir destek
mekanizmasi olarak goriilmektedir. Ayni zamanda bu hastalarda sik¢a gozlenen basing
yaralarinin tedavisinde geleneksel yoOntemlerin cogu zaman yetersiz kaldigi da
bilinmektedir (Akbas vd.2023). Bu cergevede, palyatif bakim uygulamalarinin temel

hedefi, oliimciil seyirli hastaliklara bagli olarak ortaya ¢ikan belirtilerin sikligini
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diisiirmek ve boylece hastanin genel yasam kalitesini ylikseltmektir.

Bitkiler, terapdtik ozellik gosteren dogal bilesikler bakimindan olduk¢a zengin
kaynaklardir (Gielecinska vd. 2023). Tarih boyunca ¢esitli hastaliklarin tedavisinde
kullanilmis, gliniimiizde ise tip ve farmakoloji alanlarinda 6nemli bir yer edinmislerdir.
Bitkilerden elde edilen dogal bilesikler, ozellikle saglik alanindaki uygulamalar
nedeniyle dikkat ¢ekmektedir. Bu maddelerin sahip oldugu biyolojik aktiviteler, kanser
dahil birgok hastaligin Onlenmesi ve tedavisinde degerlendirilmelerine olanak

saglamaktadir (Gielecinska vd. 2023).

Gilinlimiizde kullanilan bazi antikanser ilaglarin bitki kokenli oldugu bilinmektedir.
Ayrica ¢ok sayida bitki tiiriiniin kanseri 0nleyici veya tedaviyi destekleyici 6zelliklere
sahip olabilecegi bildirilmektedir. Son yillarda yapilan arastirmalar, bitkisel bilesiklerin
timdr olusumu ve gelisiminde rol oynayan ¢esitli biyolojik siirecleri etkileyebildigini
ortaya koymustur. Bu durum, dogal kaynakl1 bilesiklerin hem koruyucu hem de tedaviye

yardimci ajanlar olarak 6nemini artirmaktadir (Gielecinska vd. 2023).

Yapilan bir arastirmaya gore kanser hastalariin yarisindan fazlasi tamamlayici tedavi
yontemlerine bagvurmaktadir; bu hastalarin biiyiik cogunlugu en az bir bitkisel iirlin
kullanmis, 6nemli bir boliimii ise bunu kemoterapi ilaglariyla es zamanli olarak
uygulamistir (Akbas vd.2023). Bitkisel iiriinlere yonelik bu artan ilginin temel nedeni,
baz1 fitoterapotik maddelerin kemoterapi ve radyoterapinin yol actigi yan etkileri
hafifletebildigine dair hem hayvan deneylerinde hem de insanlar iizerinde yapilan klinik

arastirmalarda kanit bulunmasidir (Akbas vd.2023).

Paliurus spina-christi Miller ile ayn1 familyadan Rhamnus cathartica L. bitkisi ile yapilan
calismada bitkinin kabugu, yapragi ve meyvesinin heksan, etil asetat ve etanol 6ziitlerinin
biyokimyasal bilesimini degerlendirilmis ve antimikrobiyal, antioksidan ve
antiproliferatif aktiviteleri belirlenmistir. Oziitlerin MCF-7, A549, C6 ve WI-38 hiicreleri
tizerindeki antiproliferatif etkisi XTT testi ile Ol¢iilmiistiir. Meyve etil asetat ekstresi,
secicilik indeksi tablosuna gore (WI-38/MCF-7: 12.67, WI38/C6: 31.38, WI-38/A549:
8.55) en giiclii antikanser aktivitesine sahip oldugu bildirilmektedir (Alimova vd. 2025).
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2.6 ICP /OES

Indiiktif Olarak Eslestirilmis Plazma Optik Emisyon Spektrometrisi (ICP-OES), farkli
orneklerde bulunan ana ve iz elementlerin ayni anda, hizli ve giivenilir sekilde
belirlenmesine olanak saglayan analitik bir tekniktir. Giiniimiizde ¢evre, gida, tarim,
biyoloji, jeoloji ve farmasoétik alanlarinda yaygin olarak kullanilmaktadir. Genis dogrusal
calisma araligi, yliksek dogruluk ve tekrarlanabilirlik saglamasi, ¢ok sayida elementi tek
analizde belirleyebilmesi ve diisiik tayin limitlerine sahip olmasi nedeniyle element
analizlerinde en ¢ok tercih edilen yontemlerden biridir (Hou ve Jones 2000, Santos vd.

2024).

ICP-OES tekniginin ¢aligma prensibi, yiiksek frekansli elektromanyetik alan yardimiyla
olusturulan argon plazmasina dayanmaktadir (Boss ve Fredeen 2004). Analiz edilecek
numune uygun bir nebiilizator yardimiyla ince damlaciklar halinde plazmaya gonderilir.
Yaklasik 6000-10000 K sicakliga ulasabilen plazma ortaminda ¢6ziicii hizla uzaklasirken
numunedeki atomlar buharlasir, atomlasir ve uyarilmis enerji seviyelerine geger.
Uyarilmig atom ve iyonlar temel enerji diizeylerine donerken her elemente 6zgii dalga
boylarinda elektromanyetik 1sinim yayar. Olusan bu emisyon cizgileri spektrometre
tarafindan algilanir ve 151k siddeti Olgiilerek element konsantrasyonu hesaplanir. Bu
nedenle ICP-OES hem nitel hem de nicel element analizlerinde giivenilir sonuglar

saglayabilmektedir (Santos vd. 2024).

ICP-OES'in en oOnemli avantajlarindan biri aymi analiz sirasinda bir¢cok elementi
belirleyebilmesidir. Ayrica genis konsantrasyon araliginda c¢alisabilmesi, matris
etkilerinin gorece diisiik olmasi, yiiksek analiz hizi ve farkli o6rnek tiirlerine
uygulanabilmesi yontemin kullanim alanini genisletmektedir. Toprak, su, bitki, gida,
biyolojik 6rnekler ve cesitli endiistriyel materyaller ICP-OES ile analiz edilebilmektedir.
Ozellikle bitki 6rneklerinde makro ve mikro besin elementlerinin belirlenmesinde
giivenilir sonuglar vermesi nedeniyle tarimsal ve farmasotik aragtirmalarda yaygin olarak

tercih edilmektedir (Hou ve Jones 2000).

Analitik sonuglarin dogrulugunu etkileyen en Onemli asamalardan biri numune
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hazirlamadir. ICP-OES analizinde numunenin plazmaya sivi formda verilmesi
gerektiginden, kat1 6rneklerin uygun islemlerden gecirilerek ¢ozelti haline getirilmesi
zorunludur. Bitki 6rneklerinde ilk olarak analiz edilecek materyalin ¢alisma alanini temsil
edecek sekilde toplanmasi gerekir. Temsili Ornekleme, elde edilen sonuglarin
giivenilirligi agisindan kritik 6neme sahiptir. Toplanan ornekler yilizeylerinde bulunan
toprak, toz ve diger yabanci maddelerden arindirilmak amaciyla 6nce musluk suyu,
ardindan saf veya deiyonize su ile dikkatlice yikanmaktadir (Santos vd. 2024).

Temizlenen 6rnekler nem igeriginin giderilmesi amaciyla hava ortaminda veya etiivde
uygun sicakliklarda kurutulur. Kurutma islemi, orneklerin sabit agirliga ulasmasini
saglayarak analiz sirasinda olusabilecek degiskenlikleri azaltmaktadir. Kurutulan
ornekler daha sonra ogiitiilerek homojen ince toz haline getirilir. Gerekli durumlarda
elekten gecirilerek tane biiyiikligli standart héle getirilir ve bdylece analiz edilecek

kismin tiim numuneyi temsil etmesi saglanir (Santos vd. 2024).

Ogiitiilmiis bitki rneklerinden belirli miktarda tartilan numuneler asit sindirim islemine
tabi tutulur. Bu asamanin amaci organik yapinin pargalanarak elementlerin tamamen
cozelti fazina gegirilmesini saglamaktir. En yaygin kullanilan sindirim reaktifi nitrik
asittir (HNOs). Bunun yaninda hidrojen peroksit (H20-), hidroklorik asit (HCI), perklorik
asit (HClOs), hidroflorik asit (HF) ve siilfiirik asit (H2SOa4) gibi reaktifler de 6rnek
yapisina bagl olarak kullanilabilmektedir. Ozellikle HNOs-H.0. karigimi  bitki
orneklerinin mineralizasyonunda yaygin sekilde tercih edilmektedir. Asit sindirimi
sonunda organik yap1 biiylik 6l¢iide parcalanir ve elementler ¢cozeltiye aktarilir (Kingston

ve Jassie 1988, Santos vd. 2024).

Sindirim tamamlandiktan sonra ¢ozeltiler gerektiginde filtre edilir, hacimleri deiyonize
su ile belirlenen seviyeye tamamlanir ve analiz i¢in uygun konsantrasyona getirilir.
Hazirlanan c¢ozelti nebiilizator araciligiyla aerosol haline doniistiiriilerek argon
plazmasina taginir. Plazma ortaminda uyarilan atom ve iyonlarin yaydig: karakteristik
emisyon ¢izgileri spektrometre tarafindan Olgiilerek elementlerin  miktarlar

hesaplanmaktadir (Boss ve Fredeen 2004).

ICP-OES yontemi, yiiksek analiz hizi, ¢ok elementli analiz kapasitesi ve giivenilir
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sonuclar saglamasi nedeniyle giiniimiizde element analizlerinde 6nemli bir yere sahiptir.
Bununla birlikte bazi durumlarda ICP-MS gibi farkli analitik tekniklerle birlikte
kullanilarak sonuglarin dogrulanmasi1 miimkiin olmaktadir. Farkli analiz tekniklerinden
elde edilen verilerin karsilastirilmasi, 6zellikle karmasik 6rneklerde analiz giivenilirligini

artirmakta ve olasi girisimlerin belirlenmesine katki saglamaktadir (Ouweltjes vd. 2015).

2.7 Madde Minarel Analizleri

Mineral elementler, bitkilerin biiyiime ve gelismesinde gorev almanin yani sira insan
saglig1 agisindan da bilylik 6neme sahip temel besin 6geleridir (Senila 2024). Bitkiler,
potasyum (K), kalsiyum (Ca), magnezyum (Mg) ve sodyum (Na) gibi makro elementler
ile demir (Fe), ¢inko (Zn), mangan (Mn), bakir (Cu), krom (Cr) ve kobalt (Co) gibi iz
elementlerin 6nemli dogal kaynaklar1 arasinda yer almaktadir (Vinodkumar vd. 2025).
Bu elementler; enzim aktivasyonu, metabolik olaylarin diizenlenmesi, kemik ve bag
dokusunun olusumu, sinir iletimi, oksijen taginmasi ve bagisiklik sisteminin
desteklenmesi gibi birgok fizyolojik siiregte gérev almaktadir (Ozcan vd. 2019). Mineral
elementlerin eksikligi veya fazlalig1 ¢esitli metabolik bozukluklara ve saglik sorunlarina
yol acabilmektedir (Senila 2024). Ayrica kadmiyum (Cd), kursun (Pb), civa (Hg) ve
arsenik (As) gibi toksik elementlerin belirlenmesi, bitkisel iirlinlerin giivenilirligi

acisindan biiyiik 6nem tasimaktadir (Senila 2024).

Son yillarda fonksiyonel gidalara ve tibbi bitkilere olan ilginin artmasiyla birlikte, bu
bitkilerin yalnizca organik bilesenleri degil, mineral madde igerikleri de ayrintili olarak
arastirilmaktadir (Vinodkumar vd. 2025). Tibbi ve aromatik bitkiler; vitamin, protein,
amino asit ve fenolik bilesiklerin yani sira zengin mineral igerikleri nedeniyle de
beslenmede 6nemli bir yere sahiptir (Ozcan vd. 2019). Bu nedenle bitkilerin mineral
profillerinin ortaya konulmasi, besin degerlerinin degerlendirilmesi ve kalite kontrol
caligmalarinin gergeklestirilmesi agisindan 6nem tasimaktadir (Vinodkumar vd. 2025).

Bitkilerde en fazla bulunan makro elementler arasinda potasyum (K), kalsiyum (Ca),

magnezyum (Mg) ve sodyum (Na) yer almaktadir (Ozcan vd. 2019). Potasyumun
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ozmotik dengenin korunmasi, enzim aktivasyonu ve fotosentez olaylarinda énemli rol
oynadig1 bilinmektedir.Ve kalsiyum hiicre duvarinin yapisinda bulunmakta ve hiicresel
sinyal mekanizmalarinda gorev almaktadir. Magnezyum ise klorofil molekiiliiniin merkez
atomu olmas1 nedeniyle fotosentez igin vazgecilmez elementlerden biridir (Ozcan vd.
2019). Demirin oksijen tasinmasi ve elektron transferinde, ¢inkonun ¢ok sayida enzimin
kofaktorii olarak metabolik faaliyetlerde, manganin ise ¢esitli enzimatik reaksiyonlarda
gorev aldig1 bildirilmektedir (Ozcan vd. 2019). Bunun yaninda krom, bakir ve kobalt gibi
eser elementler de normal fizyolojik fonksiyonlarin siirdiiriilmesinde onemli rol

oynamaktadir (Vinodkumar vd. 2025).

Bitkilerde mineral elementlerin dogru ve giivenilir sekilde belirlenebilmesi i¢in numune
hazirlama basamagi analiz siirecinin en kritik asamalarindan biri olarak kabul
edilmektedir (Senila 2024). Analiz Oncesinde numuneler yabanct maddelerden
arindirilmakta, kurutulmakta ve homojen yap1 elde edilmesi amaciyla ince toz haline
getirilmektedir.Daha sonra organik matriksin parcalanmasi amaciyla ¢cogunlukla nitrik
asit ve hidrojen peroksit kullanilarak mikrodalga destekli asit sindirimi uygulanmaktadir.
Mikrodalga sindirimi, element kayiplarini azaltmasi, kontaminasyon riskini en aza
indirmesi ve kisa siirede etkili sindirim saglamasi nedeniyle yaygin olarak tercih

edilmektedir (Senila 2024).

Mineral madde analizlerinde en yaygin kullanilan tekniklerden biri indiiktif Eslesmis
Plazma-Optik Emisyon Spektrometrisi (ICP-OES)'dir (Senila 2024). ICP-OES
tekniginde numune ¢6zelti halinde argon plazmasina gonderilmekte ve yiiksek sicaklikta
atomlar ile iyonlar uyarilmaktadir. Uyarilan atomlarin temel enerji seviyesine donerken
yaydig1 karakteristik emisyon 1sinlart Olclilerek elementlerin  tiiri ve miktari
belirlenmektedir (Senila 2024). Her element kendine 6zgii dalga boyunda 1sinim
olusturdugu i¢in ayn1 anda ¢ok sayida element analiz edilebilmektedir.ICP-OES; yiiksek
dogruluk, diisiik tespit limitleri, genis dogrusal ¢aligma aralig1 ve kisa analiz siiresi gibi
avantajlar1 nedeniyle bitki mineral analizlerinde en yaygin kullanilan tekniklerden biri
olarak kabul edilmektedir (Senila 2024). Farkli bitki tiirleri iizerinde gerceklestirilen
caligmalarda ICP-OES kullanilarak makro ve iz elementlerin basarili bir sekilde

belirlendigi rapor edilmistir (Vinodkumar vd. 2025, Ozcan vd. 2019). Elde edilen
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sonuglar, bitkilerin besin degerlerinin ortaya konulmasi, kalite kontroliiniin saglanmasi,
cevresel kirlenmenin degerlendirilmesi ve giivenli tiiketimlerinin belirlenmesine 6nemli

katkilar saglamaktadir (Senila 2024)

2.8 Paliurus spina-christi Miller (Karacal) ile Yapilan Bilimsel Calismalar

Bitkiler, dogal sicaklik, su mevcudiyeti, toprak bilesimi, zararlilar ve antropojenik
uygulamalardan kaynaklanan c¢evresel zorluklarla karst karsiyadir. Polifenoller,
flavonoidler ve terpenoidler gibi ikincil metabolitler de farkli gevresel streslere karsi
detoksifikasyonuna katilirlar. Bu sekonder metabolitlerin miktar1 ve kalitesi, bitki
ozellikleri ve ¢evre tarafindan belirlenir. Cevresel faktorler antioksidanlarin ve ikincil
metabolitlerin liretimini etkileyebileceginden, bu da bitkinin insan sagligi acisindan
besinsel ve tibbi degerini etkilemektedir. Bitkilerde bulunan sekonder metabolitler,
bitkilerin iklime alismasinda ve ¢evresel zorluklara adaptasyonunda 6nemli rol oynarlar

ve insan sagligina da faydalidirlar (Liu vd. 2015, Mahajan vd. 2020, Khare vd. 2020).

Bitkinin anatomik o&zelliklerini belirlemek amaciyla yapilan c¢aligmada ise karagali
bitkisinin govde, yaprak, yaprak sapi, ta¢ yaprak ve meyve kisimlarinin anatomik yapilari
incelenmigtir. Arastirma kapsaminda bitki ornekleri Erzurum-Uzundere bélgesinden
toplanmis ve mikroskobik incelemeler yapilmistir. Caligma sonucunda bitkinin yaprak
epidermisinde bifasiyal yap1 bulundugu ve alt epidermiste anomositik stomalarin yer
aldig1 belirlenmistir. Ayrica gévde, yaprak ve yaprak sap1 dokularinda yogun kalsiyum
oksalat kristallerinin bulundugu tespit edilmistir. Bitki dokularinda ayrica trakeitler,
sklerenkima hiicreleri ve iletim demetleri gibi vaskiiler yapi elemanlarinin varligi
gdzlenmistir. Bunun yaninda mukilaj hiicrelerinin varlig1 da belirlenmis olup bu yapilarin

bitkinin su dengesinin korunmasinda rol oynayabilecegi ifade edilmistir (Yuca vd. 2023).

Bitkinin antioksidan Ozellikleri {iizerine yapilan bir g¢alisjmada meyve ve yaprak
ekstraktlarinin CUPRAC yontemi ile antioksidan aktiviteleri incelenmis ve ekstraktlarin
antioksidan kapasitesinin konsantrasyon artisiyla birlikte yiikseldigi belirlenmistir
(Ceylan vd. 2020). Aynmi calismada antioksidan aktivite siralamasi Trolox (suda

¢oziilebilen E vitamini > BHT( biitil hidroksitoluen, sentetik antioksidan ) > WEF (meyve
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suyu ekstrakt1) > EEL (yaprak etanol ekstrakti > WEL (yaprak su ekstrakt1) > EEF(meyve
etanol ekstrakti) seklinde rapor edilmistir. Bu sonuglar bitkinin 6zellikle su ekstraktinin

onemli antioksidan 6zelliklere sahip oldugunu gostermektedir (Ceylan vd. 2020).

Kasap (2024) tarafindan bitkinin kimyasal icerigi iizerine yapilan tez ¢alismasinda ise
Paliurus spina-christi’nin fenolik bilesikler ve flavonoidler agisindan zengin oldugu ve
bu bilesiklerin antioksidan aktiviteye katki sagladig1 belirtilmistir (Kasap 2024). Rutin
miktar tayini HPLC-DAD yontemi kullanilarak yapilmistir. Yaprak drogunda rutin
ortalama 2961.1667 ug/g, meyve drogunda ise ortalama 3593.8333 pg/g olarak
bulunmustur. ki ekstrede de apigenin saptanamamistir. Antikolinesteraz ve
antibiitirilkolinesteraz aktivite c¢alismalar1 in vitro kosullarda yapilmistir. En yiiksek
inhibisyonu gosteren meyve ekstresinin AChE ve BchE inhibisyon ylizdesi degerleri
sirastyla % 40.9091 ve % 44.9050 olarak bulunmustur. Hiicre canliligi ¢alismalari
sonucunda hidrojen peroksitle indiiklenmis oksidatif stres modelinde 1 ve 10 pg/mL
meyve ve yaprak ekstreleri uygulanmis hiicreler H>O: wuygulanan hiicrelerle
karsilastirildiginda hiicre canliliginda anlaml artis goriilmiistiir (p<<0.05). Antioksidan
enzim aktivitesi ¢aligmalart sonucunda hidrojen peroksitle (200 uM) indiiklenmis SH-
SYS5Y hiicreleri ile 1 pg/mL meyve ve yaprak ekstreleri uygulanmig hiicreler
karsilastirildiginda total antioksidan durum (TAS) ve total oksidan durum (TOS) {lizerine

anlaml degisim (p<0.05) gortilmiistiir.

Bagka bir ¢alismada ise bitki ekstraktinin a-glukozidaz enzimi {izerinde inhibitor etki
gosterdigini ve bu nedenle antidiyabetik potansiyele sahip olabilecegini ortaya
koymustur. Ekstre/fraksiyonlarin antidiyabetik aktiviteleri a-glukozidaz ydntemi ile
belirlenmistir. Ayrica, aktif ekstrenin fraksiyonlarinin antioksidan etkileri DPPH/ABTS
radikal siipiirme yontemi ile test edilmistir. Toplam fenolik, flavonoit ve triterpen
icerikleri belirlenmistir. Aktif ekstreden madde kromatografik yontemlerle izole edilmis
ve yapist spektroskopik yontemlerle aydinlatilmigtir. Ekstreler arasinda Paliurus spina-
christi dallar1 ekstrakti ve fraksiyonlar arasinda Paliurus spina-christi dallarina ait etanol
ekstresinin  etil asetat fraksiyonlarin, standart akarboz (261.70 pug/mL) ile
karsilastirildiginda 108.20 ve 97.45 pg/mL IC50 degerleri ile giiglii bir antidiyabetik etki

sergilemistir. Paliurus spina-christi dallarina ait etanol ekstresinin etil asetat
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fraksiyonlarin (PSCEA) dan biyoaktivite yonlendirmeli fraksiyonlandirma ve izolasyon
sonucunda 50.13 pg/mL IC50 degerine sahip sukroz bilesigi elde edilmistir. ABTS ve
DPPH radikallerine kars1 en iyi antioksidan aktivite de sirastyla 0.82 ve 1.21 pg/mL IC50
degerleri ile PSCEA'da tespit edilmistir. En yliksek toplam fenolik, flavonoit ve triterpen
icerigi sirastyla 103,1 mg/g, 98,19 mg/g, ve 736,30 mg/g ile PSCEA'da hesaplanmistir.
Bu sonuglar, PSCEA'nin a-glukozidaz inhibitor aktivite ile test edilen antidiyabetik
etkisine fraksiyondaki diger bilesiklerle birlikte 6nemli 6l¢iide sukroz bilesiginin katki

sagladigin1 gostermektedir (Ding 2024).

Kiigiikgiinay ve ark. (2025) tarafindan yapilan bir calismada ise Paliurus spina-christi
tohum ekstraktinin fenolik ve flavonoid bilesikler bakimindan zengin oldugunu ve bu
bilesiklerin antioksidan ozelliklere katki sagladigini ortaya koymustur. Ayrica bitkinin
bobrek fonksiyonlari iizerinde olumlu etkiler gosterebilecegi ve dogal bir ditiretik kaynak
olarak degerlendirilebilecegi belirtilmistir. Bununla birlikte bitkinin metabolik, hormonal
ve toksik etkilerinin daha ayrintili olarak arastirilmasi gerektigi ifade edilmistir

(Kiictikgiinay vd. 2025).

Bitkinin tohum ekstraktlarinin fitokimyasal 6zelliklerini ve ditiretik etkisini inceleyen bir
calismada deney hayvani olarak Wistar Albino sicanlar kullanilmistir. Arastirmada bitki
ekstraktinin antioksidan potansiyeli DPPH, FRAP ve CUPRAC yontemleri kullanilarak
degerlendirilmistir. Analiz sonuglari bitki tohum ekstraktinin fenolik ve flavonoid
bilesikler bakimindan zengin oldugunu ve 6nemli diizeyde antioksidan aktiviteye sahip
oldugunu ortaya koymustur. Aymi ¢alismada ekstraktin 20, 40 ve 60 mg/kg dozlarinda
uygulanmas1 sonucunda idrar miktarinda artis meydana geldigi ve diiiretik etkinin doza
bagl olarak arttig1 belirlenmistir. Bu sonuglar bitkinin dogal bir ditiretik kaynak olarak
degerlendirilebilecegini gostermektedir (Kiiclikglinay vd. 2025).

Bitkinin antioksidan aktivitesini arastiran ¢alismalardan birinde (Jukic vd. 2012), bitkiden
elde edilen metanol, kloroform ve etil asetat ekstraktlarinin DPPH radikalini siiplirme
kapasitesini incelemis ve bu ekstraktlarin ICso degerlerini sirasiyla 1.75, 4.15 ve 4.35
mg/mL olarak belirlemistir. Ayni1 calismada s6z konusu ekstraktlarin toplam fenolik

madde iceriklerinin ise sirastyla 64.85, 10.27 ve 5.99 mg/g oldugu rapor edilmistir (Jukic
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vd. 2012).

Farkli bir arastirmada ise bitkinin ¢igek ve yaprakli dallarindan elde edilen metanol
ekstraktlarinin antioksidan Ozellikleri degerlendirilmis ve DPPH radikaline karsi ICso
degerlerinin sirasiyla 0,211 mg/mL ve 0,302 mg/mL oldugu bildirilmistir. Ayni
calismada, ¢icek ve yaprakli dal ekstraktlarinin toplam fenolik igerikleri sirasiyla 91,20
mg/g ve 75,50 mg/g olarak tespit edilmistir (Kirca ve Arslan 2008).

Kayalar vd. (2016) tarafindan gerceklestirilen bir calismada, Paliurus spina-christi
meyvelerinden elde edilen metanol ekstraktinin DPPH radikaline kars1 giiglii bir giderme
aktivitesi gosterdigi ve I1Cso degerinin 0,062 mg/mL oldugu belirtilmistir. Ayrica s6z
konusu ekstraktin toplam fenolik madde icerigi 109,54 mg/g olarak belirlenmistir.
Fenolik bilesiklerin bitkilerde 6nemli biyolojik aktivitelere sahip oldugu ve ozellikle
giiclii antioksidan 0Ozellik gosterdigi bilinmektedir (Kapewangolo vd. 2015). Bunun
yaninda bitkinin farkli kisimlarina yonelik gergeklestirilen fitokimyasal arastirmalar, bu
tiirtin flavonoidler ve tanenler basta olmak iizere cesitli fenolik bilesikler bakimindan
zengin oldugunu ortaya koymustur. Bu durum g6z Oniine alindiginda, elde edilen
ekstraktlarda belirlenen yiiksek antioksidan aktivitenin biiyiik dlgiide yiiksek toplam
fenolik madde icerigi ile iliskili olabilecegi diistintildiigli belirtilmektedir (Kayalar vd.
2016).

Grande vd. (2024) Paliurus spina-christi bitkisinin yaprak ve meyvelerinden elde edilen
metanol ekstrelerinin antioksidan ve lipaz inhibitor aktiviteleri arastirilmigtir. Bitkinin
meyvelerinin daha iyi antioksidan aktivite (DPPH siipiiriicii aktivite testi [IC50]: 53.41
pg/mL; B-karoten agartma testi [[C50]: 11.45-17.38 ug/mL) ile pankreatik lipaz inhibitor
aktiviteye (IC50: 2.19 mg/mL) sahip oldugu goriilmiistiir (Grande vd. 2024).

Zengin vd. (2023) Paliurus spina-christi tiriinlin meyve, yaprak ve dallarindan
maserasyon yontemiyle n-hekzan, etil asetat, diklorometan, metanol; inflizyon
yontemiyle ise su ekstreleri hazirlanmistir. Bu ekstrelerin biyolojik aktiviteleri
degerlendirilmistir. Bitkinin dallarinin metanol ekstresinin DPPH, ABTS, CUPRAC,
FRAP ve PBD, diklorometan ekstresi ise MCA metotlar1 kullanilarak gergeklestirlen
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antioksidan aktivite deneylerinde en iyi antioksidan aktiviteyi sergilemistir. En iyi
asetilkolinesteraz (AChE) inhibitor etkiyi bitkinin dallarinin hekzan ekstresi, en iyi
biitirilkolinesteraz (BChE) inhibitor etkiyi ise bitkinin dallarina ait metanol ekstresi
gostermistir. Tirozinaz inhibisyon aktivitesi en yiiksek ekstreise bitkinin dallarina ait
metanol ekstresidir. Bitkinin meyvesine ait etil asetat en yiiksek a-amilaz inibisyonu
gosterirken ve dallarina ait diklorometan ekstreleri ise en yliksek a-glukozidaz inhibitor
aktivite sergilemistir gostermistir. Dallarin metanol ekstresi en yiiksek total fenolik
bilesik miktarina, yapraklara ait metanol ekstresinin ise en yiiksek total flavonoit bilesik

miktarina sahip oldugu belirtilmektedir (Zengin vd. 2023).

Sonu¢ olarak Paliurus spina-christi tiriiniin biyolojik aktiviteleri lizerine yapilan
arastirmalar da bitkinin 6nemli farmakolojik 6zelliklere sahip oldugunu gostermektedir.
Calismalar degerlendirildiginde Paliurus spina-christi tiiriniin anatomik &zellikleri
bakimindan iyi tanimlanmis bir bitki oldugu ve fenolik bilesikler ile flavonoid igerikleri
sayesinde onemli biyolojik aktivitelere sahip oldugu goriilmektedir. Bitkinin antioksidan,
antimikrobiyal ve diliretik etkilerinin bulunmasi, bu tiiriin tibbi ve farmakolojik

arastirmalar agisindan dnemli bir potansiyel tasidigini gdstermektedir.
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3. MATERYAL ve METOT

3.1 Bitki Materyali

Calismada kullanilan Paliurus spina-christi bitkisinin tohumlari, Bursa ilinden 2023 yil1

Eyliil ayinda toplanmistir. Bitki materyali, Molekiiler Biyoloji ve Genetik Bolimii

Ogretim liyesi Prof. Dr. Mustafa Kargioglu tarafindan teshis edilmistir.

Resim 3.1 Paliurus spina-christi pulu ve toz haline getirilmis hali

Toplanan ornekler laboratuvara getirildikten sonra dnce musluk suyu ile temizlenmis,
ardindan saf sudan gecirilmistir. Yikama isleminin ardindan bitkinin meyve/tohum
kisimlar kiigiik parcalara ayrilmis ve dogrudan giines 15181 almayan, golge bir ortamda
oda sicakliginda kurutulmustur. Kurutma islemi tamamlandiktan sonra bitki 6rnekleri
blender (Waring 32BL80, Connecticut, USA) kullanilarak ince toz haline getirilmistir.
Elde edilen bu toz materyalden sulu ekstraktlar hazirlanarak analizlerde kullanilmak

tizere hazir hale getirilmistir.

3.2 Paliurus spina-christi tohumu sulu ekstraktinin hazirlanmasi

Paliurus spina-christi bitkisinin pul kismindan ekstrakt elde edilmesi amaciyla

ekstraksiyon islemi uygulanmistir. Calismanin ilk asamasinda bitki materyali yabanci
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maddelerden arindirilmis, ardindan uygun ortam kosullarinda kurutulmustur. Kurutma
islemi, bitki blinyesindeki nem oraninin azaltilmasi ve ekstraksiyon veriminin artirilmast
amaciyla gerceklestirilmistir. Kurutulan bitki 6rnekleri daha sonra oOgiitiilerek ince
partikiill boyutuna getirilmis ve bdylece yiizey alani artirilarak ¢oziicii ile temasin

maksimum diizeye ¢ikarilmasi hedeflenmistir.

Hazirlanan bitki materyali saf su ile karistirilarak oda sicakliginda yaklasik 24 saat
siireyle bekletilmistir. Bu islem sirasinda bitki hiicre duvarlan ile ¢Oziicii arasinda
gerceklesen diflizyon mekanizmasi sayesinde suda c¢oziinebilen fenolik bilesikler,
flavonoidler ve diger polar karakterli biyoaktif bilesenlerin sivi faza gegisi saglanmistir.
Bekletme siiresince ¢dziicii ile bitki materyali arasindaki temasin devam etmesi, hiicre
icerigindeki bilesiklerin ¢Ozilicii ortamia aktarilmasini kolaylastirmistir. Oda
sicakliginda gerceklestirilen ekstraksiyon asamasi, Ozellikle 1stya duyarlt bilesiklerin

korunmasi agisindan 6nem tagimaktadir.

Ekstraksiyon islemi tamamlandiktan sonra elde edilen siv1 faz ayrilmis ve geriye kalan
ekstrakt oda sicakliginda kurumaya birakilmistir. Kurutma islemi sirasinda ¢oziiciiniin
uzaklagmasiyla birlikte ekstrakt icerisinde bulunan bazi ¢6ziinmiis bilesenlerin kristalimsi
yapilar olusturdugu goézlemlenmistir. Olusan bu kristal yapilar dikkatli bir sekilde
ylizeyden kazinarak toplanmis ve analizlerde kullanilmak iizere uygun saklama
kosullarinda muhafaza edilmistir. Bu dogrultuda uygulanan ekstraksiyon yontemi,
Paliurus spina-christi bitkisinin biyoaktif bilesenlerinin elde edilmesi ve sonraki
biyolojik analizlerde kullanilmasina yonelik uygun bir hazirlhlk asamasi olarak

degerlendirilmistir.

3.3 Ekstraktta Total Fenolik Madde Miktar:1 Tayini

Toplam fenolik madde miktari, Folin-Ciocalteu yontemi kullanilarak belirlenmistir.
Ekstrakttaki fenolik igeriklerin karsilagtirilabilmesi amaciyla, fenolik 6zellik gosteren bir
antioksidan olan kafeik asit i¢cin de toplam fenolik madde tayini gergeklestirilmistir.
Analiz 6ncesinde, gallik asit kullanilarak bir standart kalibrasyon egrisi olusturulmustur.

Bu dogrultuda, 100, 200, 400, 600, 800 ve 1000 pg/mL konsantrasyonlarinda gallik asit

36



standart ¢ozeltileri hazirlanmistir (Sekil 3.1). Deney asamasinda, bitki ekstraktlari, kafeik
asit ve standart cozeltilere Folin-Ciocalteu reaktifi eklenmis, 5 dakikalik bekleme
stiresinin ardindan sodyum karbonat (Na2COs) ilave edilmistir. Elde edilen karisimlar oda
sicakliginda 2 saat inkiibe edilmistir. Siire sonunda ¢ozeltilerin absorbans degerleri, saf
suya karst 763 nm dalga boyunda UV-spektrofotometre (Nuve NF 400) kullanilarak
Ol¢iilmiistiir. Elde edilen absorbans degerleri, gallik asit standart egrisinden tiiretilen
dogrusal denklem yardimiyla degerlendirilmis ve ekstraktin toplam fenolik igerikleri

gallik asit esdegeri (ug GAE/mg ekstrakt) cinsinden ifade edilmistir (Balkir vd. 2023).
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Sekil 3.1 Total fenolik madde miktarlarinin hesaplanmasinda kullanilan gallik asite ait
kalibrasyon egrisi.

3.4 Ekstrakt Fitokimyasal Profillerinin LC-MS/MS Analizleri ile Belirlenmesi

Bitki ekstraktinda yer alan fenolik bilesiklerin nitel ve nicel belirlenmesi, Dicle
Universitesi Bilim ve Teknoloji Uygulama ve Arastirma Merkezi tarafindan daha dnce
gecerliligi dogrulanmis bir yontem ve buna ait kromatogram temel alinarak
gerceklestirilmistir. Analiz siirecinde, toplam 53 farkli fitokimyasal bilesigin miktar
tayini amaciyla Shimadzu Nexera UHPLC sistemine entegre edilmis tandem kiitle

spektrometresi (LC-MS/MS) kullanilmistir (Y1lmaz 2020).
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Bu ¢alismada; ii¢ adet fenolik olmayan asit, ii¢c adet fenolik aldehit, bir adet benzopiron
tiirevi, bir adet stilbenoid glikozit, bir adet biflavonoid, 17 fenolik asit ve 27 flavonoid
yapisina sahip bilesik olmak iizere toplam 53 standart maddeye dayali bir kromatogram
olusturulmustur. LC-MS/MS sistemi araciligiyla, her bir standardin numune igerisindeki
miktarlart ayr1 ayri belirlenmistir. Calismada kullanilan standart bilesiklerin adlar1 ve ait
olduklar1 gruplar su sekildedir: Quinik asit, fumarik asit, akonitic asit (Non-fenolik asit);
prokatekuik aldehit, sirinjik aldehit, vanilin (Fenolik aldehit); Kumarin (Benzopron);
Piseik (Stilbenoid glikozid); Amentoflavone (Biflavanoid);Gallik asit, prokatekuik asit,
gentisik asit, klorogenik asit, tannik asit, 1.5-dikafeoilquinik asit, 4-OH Benzoik asit,
vanilik asit, kafeik asit, sirinjik asit, p-kumaric asit, ferulik asit, sinapik asit, salisilik asit,
o-kumarik asit, rosmarinik asit, ellagik asit (Fenolik asit); Epigallokatesin, katesin,
epigalloktesin gallat, epikatesin, daidzin (daidzein 7-O-glukosit), epikatesin gallat,
sinarozid (luteolin 7-O-glukosit), mikuelianin (kuarsetin 3-O-glukuronit), rutin
(kuarcetin-3-O-rutinoside), izokuersetin (kuarcetin-3-O-glukozit), hesperidin (hesperidin
7-rutinoside), genistin (genistein-7-glukozit), cosmosiin (apigenin 7-glukozit), kuarcitrin
(kuarcetin-3-ramnosit), astragalin (kamferol-3-O-glukozit), nikotiflorin (kamferol-3-O-
rutinosit), fisetin, daidzein, kuarcetin, naringenin, hesperedin, luteolin, genistein,

kamferol, apigenin, kirizin, akasetin (Flavanoid).

3.5 Kiitle Spektrometre ve Kromatografi Sartlar

Bitki ekstraktinin igeriginde yer alan toplam 53 farkl bilesigin varligi hem kalitatif hem
de kantitatif acidan incelenmistir. Bu kapsamda, s6z konusu fitokimyasal bilesiklerin
miktar tayini i¢in (Y1lmaz, 2020) calismasina dayali olarak Shimadzu Nexera UHPLC
sistemine entegre tandem kiitle spektrometresi (LC-MS/MS) kullanilmistir.

Kullanilan ters faz UHPLC sistemi; otodrnekleyici (SIL-30AC), kolon firmi (CTO-
10ASvp), gradyan pompa (LC-30AD) ve degazér (DGU-20A3R) iinitelerinden
olugsmaktadir. Kromatografik ayrim islemi, Agilent Poroshell 120 EC-C18 (150 mm x 2.1
mm, 2.7 pm) kolonu kullanilarak gerceklestirilmis ve kolon sicakligi 40°C olarak

sabitlenmistir.

Eliisyon islemi, mobil faz A (ultrasaf su + 5 mM amonyum format + %0.1 formik asit)
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ve mobil faz B (ultrasaf su + 5 mM amonyum format + %0.1 formik asit) kullanilarak
gradyan modda yiriitilmiistiir. Uygulanan gradyan programi su sekildedir: %20-100 B
(0-25 dk), %100 B (25-35 dk) ve %20 B (3545 dk). Bunun yani sira, mobil faz akis hizi
0.5 mL/dk, enjeksiyon hacmi ise 5 pL olarak ayarlanmistir (Yilmaz 2020). Sekil 3.2 de

Numunelerde miktarsal tayini yapilan 53 fitokimyasal standarda ait kromatogrami

sunulmustur.
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Sekil 3.2 Numunelerde miktarsal tayini yapilan 53 fitokimyasal standarda ait kromatogram

(1; Kuinik asit, 2; Fumarik asit, 3; Akonitik asit, 4; Gallik asit, 5; Epigallokatesin, 6; Protokatekuik asit, 7;
Katesin, 8; Gentisik asit, 9; Klorogenik asit, 10; Protokatekuik aldehit, 11; Tannik asit, 12; Epigallokatesin
gallat, 13; 1,5-dicaffeoilkuinik asit, 14; 4-OH Benzoik asit, 15; Epikatesin, 16; Vanilik asit, 17; Kafeik asit,
18; Sirinjik asit, 19; Vanilin, 20; Sirinjik aldehit, 21; Daidzin, 22; Epikatesin gallat, 23; Piseid, 24; p-
Kumarik asit, 25; Ferulik asit-D3-IS", 26; Ferulik asit, 27; Sinapik asit, 28; Kumarin, 29; Salisilik asit, 30;
Sinarozid, 31; Mikuelianin, 32; Rutin-D3-IS", 33; Rutin, 34; isokuarsitrin, 35; Hesperidin, 36; o-Kumarik
asit, 37; Genistin, 38; Rosmarinic acid, 39; Ellagic acid, 40; Kosmosiin, 41; Kuarsitrin, 42; Astragalin, 43;
Nicotiflorin, 44; Fisetin, 45; Daidzein, 46; Kuarsetin-D3-IS", 47; Kuarcetin, 48; Naringenin, 49;
Hesperedin, 50; Luteolin, 51; Genistein, 52; Kamferol, 53; Apigenin, 54; Amentoflavon, 55; Kirigin, 56;
Akasetin).

Analizlerde kullanilan LC-MS/MS sisteminin kiitle spektrometresi dedeksiyon
asamasinda, hem pozitif hem de negatif iyon modunda ¢alisabilen elektrosprey iyonlasma
(ESI) kaynagina sahip Shimadzu LCMS-8040 tercih edilmistir. Elde edilen LC-ESI-
MS/MS verileri, LabSolutions programi aracilifiyla toplanmis ve degerlendirilmistir.
Fitokimyasal bilesiklerin miktar tayininde, coklu reaksiyon izleme (MRM) modu

kullanilmistir. Bu yontem, se¢ilen ana iyon ile buna karsilik gelen pargalanma iyonlari
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arasindaki gecislerin izlenmesine dayanarak bilesiklerin segici bigimde tanimlanmasini
ve nicel olarak belirlenmesini saglamaktadir. Uygun fragmentasyonun saglanmasi ve
hedef iyon gecislerinin maksimum diizeyde elde edilmesi amaciyla ¢arpisma enerjileri

(CE) optimize edilmistir.

Kiitle spektrometresi i¢in belirlenen ¢alisma kosullar su sekildedir: kurutucu gaz (N2)
akis hiz1 15 L/dk, nebiilizer gaz (N2) akis hiz1 3 L/dk, DL sicaklig1 250°C, 1s1 blogu
sicaklig1 400°C ve ara yiizey sicakligi 350°C olarak ayarlanmistir.

Sekil 3.1°de sunulan standart kromatogramda toplam 56 bilesige ait pik tanimlanmustir.
Bu piklerden 53’1 ekstraktlarda arastirilan bilesiklere ait standartlar1 temsil ederken,
kalan ti¢ pik (Ferulic acid-D3-IS, Rutin-D3-IS ve Quercetin-D3-IS) cihaz performansinin
kontrolii ve yontemin optimizasyonu amaciyla kullanilan i¢ standartlara aittir. Sekil 3.2

de Paliurus spina-christi tiiriine ait kromatogram verilmistir.
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Sekil 3.3 Paliurus spina-christi tiirline ait kromatogram

Cizelge 3.1 LC-MS/MS yontemine ait analitik yontem dogrulama parametreleri

sunulmustur.
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Cizelge 3.1. LC-MS/MS yontemine ait analitik yontem dogrulama parametreleri

0/ ¢ 0,
No  Analytes rTe ML 5 I . fon. Equation 2 RSP Ili;I:fgaerl v LOD/[;O Q Recovery () UE Gr',
(m/zy”  (m/z) mode Interday  Intraday (mg/L) (ng/Ly Interday  Intraday No
1 Quinic acid 3.0 190.8  93.0 Neg y=-0.0129989+2.97989 x 0.996 0.69 0.51 0.1-5 25.7/33.3 1.0011 1.0083 0.0372 1
2 Fumaric aid 3.9 1152 409 Neg y=-0.0817862+1.03467 x 0.995 1.05 1.02 1-50 135.7/167.9  0.9963 1.0016 0.0091 1
3 Aconitic acid 4.0 172.8 129.0 Neg y=-0.7014530+32.9994 x 0971 2.07 0.93 0.1-5 16.4/31.4 0.9968 1.0068 0.0247 1
4 Gallic acid 44 168.8  79.0 Neg y=0.0547697+20.8152 x 0.999 1.60 0.81 0.1-5 13.2/17.0 1.0010 0.9947 0.0112 1
5 Epigallocatechin 6.7 304.8  219.0 Neg y=-0.00494986+0.0483704x  0.998 1.22 0.73 1-50 237.5/265.9  0.9969 1.0040 0.0184 3
6 Protocatechuic acid 6.8 152.8 108.0 Neg y=0.211373+12.8622 x 0957 143 0.76 0.1-5 21.9/38.6 0.9972 1.0055 0.0350 1
7 Catechin 7.4 288.8  203.1 Neg y=-0.00370053+0.431369 x 0.999 2.14 1.08 0.2-10 55.0/78.0 1.0024 1.0045 0.0221 3
8 Gentisic acid 8.3 152.8 109.0 Neg y=-0.0238983+12.1494 x 0.997 1.81 1.22 0.1-5 18.5/28.2 0.9963 1.0077 0.0167 1
9 Chlorogenic acid 8.4 353.0 85.0 Neg y=0.289983+36.3926 x 0.995 2.15 1.52 0.1-5 13.1/17.6 1.0000 1.0023 0.0213 1
10  Protocatechuic aldehyde 8.5 1372 92.0 Neg y=0.257085+25.4657 x 0.996 2.08 0.57 0.1-5 15.4/22.2 1.0002 0.9988 0.0396 1
11 Tannic acid 9.2 182.8  78.0 Neg y=0.0126307+26.9263 x 0.999 240 1.16 0.05-2.5 15.3/22.7 0.9970 0.9950 0.0190 1
12 Epigallocatechin gallate 9.4 457.0  305.1 Neg y=-0.0380744+1.61233 x 0.999 1.30 0.63 0.2-10 61.0/86.0 0.9981 1.0079 0.0147 3
13 1,5-dicaffeoylquinic acid 9.8 515.0 191.0 Neg y=-0.0164044+16.6535 x 0.999 2.42 1.48 0.1-5 5.8/9.4 0.9983 0.9997 0.0306 1
14 4-OH Benzoic acid 10.5 137,2  65.0 Neg y=-0.0240747+5.06492 x 0.999 1.24 0.97 0.2-10 68.4/88.1 1.0032 1.0068 0.0237 1
15  Epicatechin 11.6  289.0 203.0 Neg y=-0.0172078+0.0833424 x 0.996 147 0.62 1-50 139.6/161.6  1.0013 1.0012 0.0221 3
16  Vanilic acid 11.8  166.8 108.0 Neg y=-0.0480183+0.779564 x 0.999 1.92 0.76 1-50 141.9/164.9  1.0022 0.9998 0.0145 1
17  Caffeic acid 12.1 179.0 134.0 Neg y=0.120319+95.4610 x 0.999 1.11 1.25 0.05-2.5 7.7/9.5 1.0015 1.0042 0.0152 1
18  Syringic acid 12.6 196.8 166.9 Neg y=-0.0458599+0.663948 x 0.998 1.18 1.09 1-50 82.3/104.5 1.0006 1.0072 0.0129 1
19 Vanillin 139 1531 125.0 Poz y=0.00185898+20.7382 x 0.996 1.10 0.85 0.1-5 24.5/30.4 1.0009 0.9967 0.0122 1
20  Syringic aldehyde 146 181.0 151.1 Neg y=-0.0128684+7.90153 x 0.999 251 0.77 0.4-20 19.7/28.0 1.0001 0.9964 0.0215 1
21  Daidzin 152 417.1 199.0 Poz y=9.45747+152.338 % 0.996 2.25 1.32 0.05-2.5 7.0/9.5 0.9955 1.0017 0.0202 2
22 Epicatechin gallate 15.5 441.0 289.0 Neg y=-0.0142216+1.06768 x 0.997 1.63 1.28 0.1-5 19.5/28.5 0.9984 0.9946 0.0229 3
23 Piceid 172 391.0 135/106.9 Poz y=0.00772525+25.4181 x 0.999 1.94 1.16 0.05-2.5 13.8/17.8 1.0042 0.9979 0.0199 1
24 p-Coumaric acid 17.8  163.0 93.0 Neg y=0.0249034+18.5180 x 0.999 1.92 1.43 0.1-5 25.9/34.9 1.0049 1.0001 0.0194 1
25  Ferulic acid-D3-1S" 18.8 1962 152.1 Neg N.A. N.A.  NA. N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. 0.0170 1
26  Ferulic acid 18.8 192.8 149.0 Neg y=-0.0735254+1.34476 x 0.999 1.44 0.53 1-50 11.8/15.6 0.9951 0.9976 0.0181 1
27  Sinapic acid 189 222.8 193.0 Neg y=-0.0929932+0.836324 x 0.999 145 0.52 0.2-10 65.2/82.3 1.0031 1.0037 0.0317 1
28  Coumarin 209 1469 103.1 Poz y=0.0633397+136.508 x 0.999 2.11 1.54 0.05-2.5 214.2/247.3  0.9950 0.9958 0.0383 1

“R.T.: Retention time, “MI (m/z): Molecular ions of the standard analytes (m/z ratio), °FI (m/z): Fragment ions ~*: Coefficient of determination, ‘RSD: Relative standard deviation, ZLOD/LOQ (ug/L): Limit of
detection/quantification, U (%): percent relative uncertainty at 95% confidence level (k = 2), “IS: Internal standard, ‘Gr. No: Represents grouping of internal standards, these numbers indicate which IS stands for
which phenolic compound.
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RSD%* Linearity LODILOQ Recovery (%)

M.L ) Ton. . Gr.
No  Analytes RT¢ (/y F.I (m/z)° mode  Equation e Interday  Intraday xg/gf) (pg/Ly Interday Intraday No
29 Salicylic acid 218 1372 650 Neg  »=0.239287+153.659 x 0999 148 1.18 0.05-2.5 6.0/8.3 0.9950 09998 00158 1
30 Cynaroside 237 4470 2840 Neg  y=0.280246+6.13360 x 0997 1.56 1.12 0.05-2.5 12.1/160  1.0072 1.0002 00366 2
31 Miquelianin 241 4770 1509 Neg  y=-0.00991585+5.50334x  0.999 131 0.95 0.1-5 10.6/147  0.9934 09965 00220 2
32 Rutin-D3-IS" 255 6122 304.1 Neg NA. NA. NA. NA. NA. NA. NA. NA. NA. 2
33 Rutin 256 6089  301.0 Neg  »y=-0.0771907+2.89868x 0999 138 1.09 0.1-5 15.7/22.7  0.9977 10033 0.0247 2
34 isoquercitrin 256 4630  271.0 Neg  y=-0.111120+4.10546 % 0998 2.13 0.78 0.1-5 8.7/13.5 1.0057 09963  0.0220 2
35  Hesperidin 258 6112 449.0 Poz  y=0.139055+13.2785 x 0999 1.84 1.35 0.1-5 19.026.0  0.9967 10043 00335 2
36 o-Coumaricacid 26.1 1628  93.0 Neg  »=0.00837193+11.2147x 0999 2.11 1.46 0.1-5 31.8/404  1.0044 09986 00147 1
37  Genistin 263 4310  239.0 Neg  y=1.65808+7.57459 0991 2,01 1.28 0.1-5 149217 1.0062 1.0047  0.0083 2
38  Rosmarinicacid  26.6 359.0  197.0 Neg  y=-0.0117238+8.04377x 0999 124 0.86 0.1-5 162212 1.0056 10002 00130 1
39 Ellagic acid 276 3010 2840 Neg  y=0.00877034+0.663741x 0999 1.57 123 0.4-20 56.9/71.0  1.0005 10048 0.0364 1
40  Cosmosiin 282 4310  269.0 Neg  y=-0.708662+8.62498 x 0998  1.65 1.30 0.1-5 6.3/9.2 0.9940 09973  0.0083 2
41 Quercitrin 298 4470  301.0 Neg  »y=-0.00153274+320368% 0999 224 1.16 0.1-5 4.8/6.4 0.9960 09978  0.0268 2
42 Astragalin 304 4470 2550 Neg  »=0.00825333+3.51189% 0999 2.08 1.72 0.1-5 6.6/8.2 0.9968 09957 00114 2
43 Nicotiflorin 30.6 5929  255.0/284.0 Neg  y=0.00499333+2.62351x 0999 148 123 0.05-2.5 11.9/16.7  0.9954 10044 00108 2
44 Fisetin 30.6 2850  163.0 Neg  y=0.0365705+8.09472 0999 1.75 1.19 0.1-5 10.1/12.7  0.9980 10042 0.0231 3
45 Daidzein 340 2530 2230 Neg  1=-0.0329252+6.23004x 0999 2.18 1.73 0.1-5 98/11.6  0.9926 09963  0.0370 3
46 ?S‘;erce““'m' 356 3040 2759 Neg  NA. NA.  NA. N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. NA. 3
47 Quercetin 357 3010 2729 Neg  y=+0.00597342+339417x 0999 1.89 1.38 0.1-5 155/19.0  0.9967 09971 00175 3
48  Naringenin 359 2709  119.0 Neg  1=-0.00393403+14.6424x 0999 234 1.69 0.1-5 2.6/39 1.0062 10020 00392 3
49 Hesperetin 36.7 3010 13602860 Neg  y=+0.0442350+6.07160% 0999 247 2.13 0.1-5 7.19.1 0.9998 09963  0.0321 3
50  Luteolin 36.7 2848  151.0/175.0 Neg  y=-0.0541723+30.7422x 0999  1.67 1.28 0.05-2.5 2.6/4.1 0.9952 10029 00313 3
51 Genistein 369 2690 1350 Neg  »=-0.00507501+12.1933x  0.999 148 1.19 0.05-2.5 3.7/5.3 1.0069 10012 00337 3
52 Kaempferol 37.9 2850  239.0 Neg  y=-0.00459557+3.13754x  0.999  1.49 1.26 0.05-2.5 102/154  0.9992 09990  0.0212 3
53 Apigenin 382 2688  151.0/149.0 Neg  y=0.119018+34.8730x 0998 1.17 0.96 0.05-2.5 1.3/2.0 0.9985 10003 00178 3
54  Amentoflavone  39.7 5370  417.0 Neg  y=0.727280+33.3658 x 0992 135 1.12 0.05-2.5 2.8/5.1 0.9991 10044 00340 3
55  Chrysin 405 2528  145.0/119.0 Neg  y=-0.0777300+18.8873x 0999 146 121 0.05-2.5 1.5/2.8 0.9922 10050 00323 3
56 Acacetin 407 2830  239.0 Neg  y=-0.559818+163.062 % 0997 1.67 1.28 0.02-1 1.5/2.5 0.9949 10011 00363 3

“R.T.: Retention time, “MI (m/z): Molecular ions of the standard analytes (m/z ratio), °FI (m/z): Fragment ions %: Coefficient of determination, ‘RSD: Relative standard deviation, ZLOD/LOQ (ug/L): Limit of
detection/quantification, *U (%): percent relative uncertainty at 95% confidence level (k = 2), “IS: Internal standard, ‘Gr. No: Represents grouping of internal standards, these numbers indicate which IS stands for
which phenolic compound.
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3.6 Paliurus spina-christi pulunun Antimikrobiyal Aktivitesini Belirlemeye Yonelik

Calismalar

Paliurus spina-christi tiiriine ait tohumlarin ekstraktinin antimikrobiyal etkilerinin
arastirilmasinda disk difiizyon testi uygulanmistir. Calismada test mikroorganizmalari
olarak gram pozitif 6zellik gosteren Staphylococcus aureus (ATCC 25923), gram negatif
bakteri Escherichia coli (ATCC 25292) ve maya tiirti Candida albicans (ATCC 90028)
tercih edilmistir. Referans mikroorganizma kiiltiirleri, seri diliisyon yontemi kullanilarak

10°-107 kob/mL yogunluga ulasacak bi¢imde hazirlanmistir.

3.6.1 Disk Difiizyon Yontemi ile Antibakteriyel Etkinligin Belirlenmesi

Paliurus spina-christi ekstraktin antimikrobiyal 6zelliklerini ortaya koymak amaciyla
disk diflizyon yontemi uygulanmistir. Bu kapsamda, Mueller-Hinton agar (Oxoid
CM337) bulunan petri kaplarina bakteri ve mantar siispansiyonlari inokiile edilmistir.
Hazirlanan disklere bitki ekstraktinin farkli derigimleri (0,1 pg/mL, 0,5 pg/mL, 1 pg/mL
ve 5 pg/mL) emdirilmistir. Pozitif kontrol grubu olarak gentamisin kullanilmistir. Petri
kaplar1 24 saat ve 48 saat inkiibasyona birakildiktan sonra, disklerin ¢evresinde meydana
gelen inhibisyon zonlarinin ¢aplari dlciilerek antimikrobiyal aktivite degerlendirilmistir

(Bauer vd. 1966).

3.7 Hiicre Kiiltiirii Calismalar

Hiicre kiiltiirtinde gerceklestirilen in-vitro ¢alisma kapsaminda ii¢ fakli hiicre hatti
kullanildi. Kullanilan hiicreler, kiiciik hiicreli olmayan akciger kanseri (A549) hiicreleri,
fare fibroblast (L929) hiicreleri ve insan malign melanoma (G361) hiicreleridir. Deneysel
calismalarda kullanilan hiicre hatlari, Afyon Kocatepe Universitesi Fen-Edebiyat
Fakiiltes1 Kimya Boliimii Biyoteknoloji Laboratuvar: stoklarindan saglanmistir. Hiicre
kiiltiiri uygulamalarina baslanmadan Once, hiicrelerin gelisim ve canliliklarim
stirdlirebilmeleri i¢in uygun besiyerleri steril kosullar altinda hazirlanmigtir. Arastirma
stiresince hiicrelerin ihtiya¢ duydugu 37 °C sicaklik ve %5 CO: ortamini saglayan Niive
EC 160 model inkiibator kullanilmistir. Deney protokollerinde belirtilen uygulamalar

hiicrelere gergeklestirildikten sonra, inkiibasyon islemlerinin tamami kontrollii inkiibator
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ortaminda yiiritilmistiir.

3.7.1 Hiicrelerin Cogaltilmasi icin Kullanilan Besiyerinin Hazirlanmasi

Calismada kullanilan G361 hiicre hattinin kiiltiir ortaminin hazirlanmasinda RPMI 1640
(Gibco) besiyeri tercih edilmistir. A549 ve 1929 hiicrelerinin ¢ogaltilmasinda ise DMEM
(Sigma) kullanilmistir. Hiicre kiiltiirii ¢aligmalarinda kullanilacak komple besiyeri, 0,22
um gozenek capina sahip PES membran filtreler (WVR) yardimiyla steril kosullarda

hazirlanmistir. Tim islemler laminar akis kabini igerisinde gergeklestirilmistir.

500 mL hacminde besiyeri hazirlamak amaciyla ortama %10 (v/v) oraninda 1s1 ile
inaktive edilmis fetal bovine serum (FBS), %1 (v/v) penisilin-streptomisin ve %1 (v/v)
sodyum piruvat ilave edilmistir. Daha sonra glutamin iceren yiiksek glukozlu DMEM
veya RPMI 1640 eklenerek toplam hacim 500 mL’ye tamamlanmistir. Hazirlanan
karigim, vakum sistemi kullanilarak 0,22 um PES membran filtreden gecirilmis ve
sterilizasyon islemi saglanmistir. Vakum pompasina ait baglanti hortumu islem dncesinde
%70 etanol ile dezenfekte edilmistir. Filtrasyon sonrasinda elde edilen besiyeri steril

siselere aktarilmis ve kapaklari kapatilarak muhafaza edilmistir.

Hiicrelerin ¢ozdiiriilmesi, pasajlanmasi, yikanmasi ve Kkiiltiire alinmas1 asamalarinda
kullanilacak besiyerleri steril 50 mL’lik tiiplere paylastirilmis ve kullanim zamanina
kadar +4 °C’de saklanmistir. Kullanim 6ncesinde ise besiyerleri 37 °C sicakliktaki su

banyosunda yaklasik 20-30 dakika bekletilerek uygun sicakliga ulastirilmistir.
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Filtratta toplanan
besiyen

Resim 3.2 Hiicre kiiltiirii analizinde besiyerler hazirlanmak i¢in kullanilan pes membran filtre

diizenegi

3.7.2 Hiicrelerin Cozdiiriilmesi ve Ekilmesi

Calismada kullanilan A549, 1929 ve G361 hiicre hatlar1 kriyotiipler igerisinde s1vi azot
ortaminda muhafaza edilerek laboratuvara taginmistir. Kiigiik hiicreli olmayan akciger
kanseri hiicre hatti olan A549 hiicreleri basta olmak {izere tiim hiicreler ¢oziindiirme
islemi dncesinde sivi azot tankindan ¢ikarilarak kisa siireligine -20 °C ortamina alinmis
ve yaklasik 10 dakika bekletilmistir. Ardindan kriyotiipler, hiicrelerin kontrollii sekilde
¢ozlinmesini saglamak amaciyla 37 °C sicakliktaki su banyosunda 1-2 dakika inkiibe

edilmistir.

Bu stirecte steril kosullar altinda 15 mL’lik santrifiij tiiplerine 5 mL besiyeri eklenmistir.
Coziinme islemi tamamlanmak {izere olan hiicre silispansiyonu kriyotiipten alinarak
hazirlanan tiiplere aktarilmistir. Hiicreler pipetaj islemi sonrasinda santrifiij edilmistir.
Santrifiij sonrasi tiip tabaninda olusan hiicre peletine zarar verilmeden iist faz dikkatlice
uzaklagtirllmigtir. Pelet iizerine yeniden 2 mL taze besiyeri eklenmis ve hiicreler hafif
pipetaj ile siispanse edilerek ikinci yikama islemi gerceklestirilmistir. Ikinci santrifiij
asamasinin ardindan {stte kalan sivi tekrar uzaklastirllmis ve bdylece hiicrelerin
dondurulmasi sirasinda kullanilan dimetil siilfoksit (DMSO) ortamdan biiyiik ol¢iide

elimine edilmistir. Son olarak hiicre peleti 1 mL besiyeri igerisinde yeniden siispanse
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edilerek kiiltiir flasklarina ekim yapilmaya hazir hale getirilmistir.

Hiicreler dondurulup ¢oziildiiklerinde strese girerler. Hiicrelerin stresten daha kolay
cikarak tekrar kisa zamanda boliinme yetenegine kavusabilmesi icin hiicrelerin
besiyerinin temel protein unsuru olan FBS orani %15-20 oraninda olmalidir. Halbuki
standart olarak kullanilan besiyerinin FBS oran1 %10’dur. Bu nedenle mevcut olan
besiyerinden belirli bir hacimde alinarak, iizerine enjektdr filtresinden gegirilerek steril
hale getirilen FBS eklenerek, besiyeri icindeki FBS oranmin %20 olmasi saglandi. ilk
ekim i¢in hazirlanan ve %20 FBS igeren 37°C’deki besiyeri 75cm?’lik flaska 10 mL
hacminde eklenir. Bu sekilde ekim i¢in hazir hale getirilen flaska, ekim i¢in ¢ézdiiriilerek
DMSO’dan arindirilarak hazirlanan A549 hiicreleri yavasca eklendi. Ekimi yapilacak
hiicre sayist 500-600 binden az ise hiicreler eklendikten sonra, hiicreler fazla ayri
diismesin diye flask fazla sallanmaz. Ciinkii hiicrelerin birbirine yakin olmasi adherent
hiicre kiiltiiriinde 6zellikle hiicre sayisinin az oldugu durumlarda, hiicre boéliinmesini
pozitif yonde etkiler. Hiicre sayisinin ¢ok olmasi durumunda (6zellikle de 1-2 milyondan
fazla) ekim yapilan 75cm?’lik flask ekim sonrasi kibarca sallanarak hiicrelerin flask i¢ine
homojen dagilmasi saglanabilir. Bu islem hiicrelerin daha kisa siirede konfulent olmasina
katki saglar. Bununla birlikte ¢ozdiiriilerek ekilmesi diistiniilen hiicre sayisi ¢ok ise ilk
pasaj iki tane 75 cm?’lik flaska da yapilabilir.75 cm? yiizey alanina sahip flasklara ekimi
gergeklestirilen hiicreler, ¢ogalmalarinin saglanmasi amaciyla 37 °C sicaklik ve %5 CO:
kosullarin1 saglayan inkiibatdrde kiiltiire alinmistir. Hiicre gelisimi giinliik olarak
mikroskobik incelemeler ile takip edilmis ve kiiltiir ortamindaki besiyeri, hiicreler
yaklasik %80-90 konfluens seviyesine ulasincaya kadar iki giinde bir yenilenmistir.
Hiicre yogunlugu istenen konfluens diizeyine ulastiginda, hiicrelerin cogaltilmasi
amaciyla pasajlama islemi gerceklestirilmis ve hiicreler yeni 75 cm?’lik kiiltiir flasklarina

aktarilmistir.

3.7.3 Sitotoksite ve Antikanserojen Etkinligin Belirlenmesi

Bitki ekstresinin  sitotoksik etkileri saghikli L9229 hiicre hatt1 kullanilarak
degerlendirilirken, antikanser aktiviteleri ise A549 hiicre hatt1 ve G361 hiicre hatt1 kanser

hiicreleri {izerinde gerceklestirilen MTT analizi ile belirlenmistir. MTT testlerinde bitki

ekstraktinin 25-2000 pg/mL aralifinda yedi farkli konsantrasyonda uygulanmustir.
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Hiicrelere verilen ekstrakt ¢ozeltileri, her hiicre hattina uygun kiiltiir ortaminda

hazirlanmis ve ardindan MTT analiz prosediiriine gecilmistir.

3.7.3.1 MTT Analizi

Hiicre kiiltiirii ¢calismalarinda aktif bilesiklerin, toksik ajanlarin, ilaglarin veya bitki
ekstraktinin hiicre canlilig1 {izerindeki etkilerinin degerlendirilmesinde en yaygin
kullanilan yontemlerden biri MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum
bromiir) yontemidir. MTT, pozitif yiiklii bir bilesik olup dkaryotik hiicre zarin1 kolaylikla
gecebilmekte ve canli hiicreler igerisinde metabolik olarak indirgenebilmektedir. Bu
indirgenme sonucunda olusan formazan kristalleri suda ¢oziinmeyen yapida olup hiicre
icerisinde birikmektedir. Metabolik olarak aktif, yani canli hiicreler MTT yi mor renkli
formazana dontistlirerek belirgin bir renk degisimi olusturur. Meydana gelen bu renk
degisiminin  spektrofotometrik  olarak  Olgiilmesi  sayesinde hiicre canlilig

degerlendirilmekte ve canli ile 6lii hiicre oranlar1 belirlenebilmektedir.

Bu calismada MTT analizi uygulamalarin1 gergeklestirmek amaciyla 96 kuyucuklu
mikroplate kiiltiir kaplari kullanilmistir. Flasklarda yeterli diizeyde ¢cogaltilan 1929 hiicre
hatti, A549 hiicre hatt1 ve G361 hiicre hatt1 hiicreleri, her kuyucukta 10* hiicre bulunacak
sekilde mikroplate kuyucuklarina ekilmistir. Deney oncesinde her mikroplate i¢in uygun
well plan1 hazirlanmistir. Hiicrelerin ekiminden 24 saat sonra, ekstraktin yedi farkli
konsantrasyondaki ¢ozeltileri, dnceden belirlenen kuyucuklara en az ii¢ tekrar olacak
bigimde uygulanmistir. Hiicreler ekstrakt uygulamasinin ardindan 24 saat inkiibasyona

birakilmustir.

Inkiibasyon siiresi sonunda her kuyucuga, fosfat tamponu (pH=7,4) igerisinde 5 mg/mL
konsantrasyonda hazirlanmis MTT c¢ozeltisinden 20 pL ilave edilmistir. Hiicreler
inkiibatorde 4 saat bekletildikten sonra, kuyucuk tabaninda olusan mor renkli formazan
kristallerine zarar vermeden besiyerleri aspire edilmistir. Daha sonra her kuyucuga 200
puL Dimethyl sulfoxide eklenerek olusan formazan kristallerinin ¢éziinmesi saglanmistir.
Son asamada her kuyucugun absorbans degeri 540 nm dalga boyunda, Biotek ELx800

multiplate okuyucu kullanilarak dlctilmiistiir. Kontrol grubu olarak herhangi bir madde

47



uygulanmayan kuyucuklardaki hiicre canlilig1 %100 kabul edilmis ve uygulanan dozlarin
hiicre canlilig1 lizerindeki etkileri ilgili formiil kullanilarak hesaplanmistir (Hazman vd.

2021).

Hiicre canliligi (%) = [ (Numune Absorbansi) / (Kontroliin Absorbansi)] x 100
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Resim 3.3 L929 hiicrelerinde MTT analizi, a; L929 hiicrelerine ekstraklar uygulandiktan

24 saat sonraki durum b; MTT eklendikten 4 saat sonraki durum

3.8 Bitki Ekstraktinin Yara Iyilesmesi Uzerine Etkilerinin Belirlenmesi

Calismada kullanilan materyallerin yara iyilesmesi tizerindeki etkileri, in vitro hiicre ¢izik
testi yontemi kullanilarak degerlendirilmistir (Akdag vd. 2024). Yara iyilesme modeli
olusturulurken 24 kuyucuklu doku kiiltiirii kaplar tercih edilmistir. Her bir kuyucuga,
800 pL besiyeri igerisinde 10° hiicre bulunacak sekilde hiicre ekimi gerceklestirilmistir.
Hiicreler, kiiltiir kab1 tabaninda neredeyse tamamen bosluk kalmayacak bicimde tek
tabaka halinde ¢ogalana kadar inkiibasyonda tutulmustur. Konfluent hale ulagan hiicre
tabakas1 tizerinde, steril 200 pL’lik plastik pipet ucu kullanilarak dogrusal bir ¢izik
olusturulmus ve boylece deneysel yara modeli meydana getirilmistir. Hiicre ¢izik yontemi
ile yara modeli olusturulduktan sonra kuyucuklardaki besiyeri ortamdan uzaklastirilmis
ve kuyucuklar taze besiyeri ile yikanmistir. Ekstraktlar, MTT analizi sonuclarina gore
sitotoksik etki gostermeyen en diisiik konsantrasyon olan 25 pg/mlL’de hazirlanmistir.
Hazirlanan aktif madde ¢ozeltileri, igerisinde 800 pL besiyeri bulunan kuyucuklara

uygulanmistir. Kontrol grubundaki kuyucuklara ise ayni hacimde yalnizca medium
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eklenmistir.

Uygulama sonrasinda her bir kuyucuk tabaninda olusturulan yara modellerinin baglangi¢
goriintiileri kaydedilmis ve hiicreler 24 saat siireyle Niive EC 160 inkiibatoriinde
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda kuyucuklardaki yara bolgeleri
tekrar goriintiilenmis ve yara kapanma durumlar1 degerlendirilmistir. Tim deneysel

caligmalar en az ti¢ tekrar halinde gergeklestirilmistir.

Inkiibasyon siireci sonunda elde edilen goriintiiler, ImageJ] programi kullanilarak analiz
edilmistir. Analiz sirasinda yara bolgesini olusturan hiicresiz alanlarin simirlari
belirlenmis ve ilgili bolgeler konturlanmistir. Ardindan piksel tabanlhi 6l¢iim yontemi

kullanilarak hiicre igermeyen alanlarin yiizdesel degerleri hesaplanmastir.

Baslangi¢ anindaki hiicresiz alan miktar1 (Areaw) ile 24. saat sonunda belirlenen hiicresiz
alan miktar1 (Areaps) esas alinarak, her calisma grubuna ait yara kapanma oranlari

(closure rate) asagida verilen formiil yardimiyla hesaplanmistir (Akdag vd. 2024).

Kapanma Oran1 = [(Areaw - Areaps) /Areayp] x 100

Calismada hiicrelere uygulanan her bir materyalin yara iyilesmesi iizerindeki olasi
etkileri, kontrol grubuna ait yara kapanma oranlari ile deney gruplarindan elde edilen yara

kapanma oranlarinin karsilastirilmasi yoluyla degerlendirilmistir.

3.9 istatistiksel Yontem

Fitokimyasal bilesenlerin belirlenmesine yonelik gergeklestirilen LC-MS/MS analizi
calismalar1 disinda, tez kapsaminda yapilan tiim analizler en az ili¢ tekrar halinde
yiiriitiilmiis ve sonuglar “ortalama + standart sapma” bi¢iminde sunulmustur. Elde edilen
verilerin istatistiksel degerlendirilmesinde SPSS Statistics 20 paket programi
kullanilmistir. Deney gruplar1 arasindaki anlamli farkliliklarin belirlenmesinde ise

ANOVA analizi ile Duncan ¢oklu karsilagtirma testi uygulanmastir.
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4. BULGULAR ve TARTISMA

Sunulan ¢alisma kapsaminda karagali pulu olarak bilinen tohumlarin total fenolik madde
miktar1 ve fenolik madde icerigi belirlenmistir. Yapisinda bulunan fenolik maddeler LC-
MS/MS ile belirlenmistir. Antimikrobiyal aktiviteyi belirlemek i¢in disk difuzyon
yontemi uygulanmistir. Antikanserojenik aktivite kapsaminda 1929, A549 ve G361
hiicreleri kullanilmistir. Yara olusumu i¢in L.929 hiicreleri ve ¢izik modeli uygulanmistir.

Karacali pulu biyoelement icerigi ise ICP-OES ile belirlenmistir.

4.1 Calismada kullanilan ekstraktin toplam fenolik madde miktarinin belirlenmesi

Fenolik maddeler, bitkileri UV radyasyonundan ve hastalik saldirilarindan korumada
hayati rol oynayan ikincil bitki metabolitleridir. Epidemiyolojik arastirmalara ve ilgili
meta-analizlere gore, bitki polifenolleri agisindan zengin diyetlerin uzun siireli tiiketimi
kanser, kardiyovaskiiler hastalik, diyabet, osteoporoz ve ndrolojik hastaliklara karsi
koruma saglar. Polifenoller, gidalara acilik, burukluk, renk, lezzet, koku ve oksidatif
stabilite gibi 6zellikler kazandirir. Diyetteki bitki polifenolleri cok sayida saglik yararina
sahiptir. Bu bilesikler, viicuttaki metabolik aktiviteler tarafindan iiretilen istenmeyen
reaktif oksijen/azot tiirlerinin olumsuz reaktivitesini Onleyebilir. Potansiyel saglik
yararlar1 nedeniyle, polifenoller ve diger diyet fenolikleri bilim diinyasinda biiyiik ilgi

gormektedir (Rahman vd. 2021).

Sunulan ¢alisma kapsaminda ekstraktin total fenolik madde miktar1 belirlenmis ve elde
edilen sonuglar fenolik Ozellik gosteren standart bir bilesik olan kafeik asit ile
karsilastirilmistir. Calismada kullanilan ekstraktin total fenolik madde diizeyleri Cizelge
4.1. de sunulmustur. Analiz sonuglarina gore ekstraktinin total fenolik madde miktari
11,46+1,05 pg GAE/mg ekstrakt olarak belirlenmistir. Kafeik asitte ise 1000 pg dan 500
ng almarak degeri hesaplanmistir. Bu deger 329,47+18,72 ng GAE/mg olarak
saptanmistir. Elde edilen veriler arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik bulundugu

belirlenmistir (p<0,05).

50



Cizelge 4.1 Calismada kullanilan ekstraktin total fenolik madde diizeyleri
Deney Gruplari Total Fenolik Madde Miktar:

(ng Gallic Acid Eqiuvalent / mg-extract)

Paliurus spina-christi tohum ekstrakti  11,46+1,05°
Kafeik asit 329,47+18,72%
P 0,000

Veriler ortalama =+ standart sapma seklinde verilmistir (n>3). #° : Aynu siitunda ortak {ist
simgeyi tasimayan veriler (deney gruplari) arasinda istatistiki fark bulunmaktadir. (p <

0.05).

Konya, Burdur, Mugla ve Balikesir illleriden toplanan Paliurus spina-christi nin
tohumlarinin metanol ekstraktinin total fenolik madde miktarinin belirlendigi bir
calismada total fenolik madde igeriklerinin 6,84+1,06 ile 15,48+2,89 mg GAE /g extrakt
arasinda degisen miktarlarda belirlenmistir (Celebi ve Duman 2026). Benzer sekilde
sunulan tez ¢aligmasinda da ekstraktinin total fenolik madde miktar1 11,46+1,05 pg

GAE/mg ekstrakt olarak ol¢lilmiistiir.

Bitki ekstraktinin fenolik madde igeriginin kafeik aside kiyasla daha diisiik bulunmasi
siklikla bir durumdur. Kafeik asit fenolik yapida bir standart bilesik iken, bitki ekstraktlar
cok sayida farkli kimyasal bilesigin bir arada bulundugu kompleks karisimlardir. Buna
ragmen elde edilen sonuglar, Paliurus spina-christi tohum ekstraktinin belirli diizeyde
fenolik bilesik icerdigini ve bu degerin literatiirdeki diger ¢aligmalarla uyumlu oldugunu
gostermektedir.  Ekstraktin ~ fenolik madde bakimindan zenginligi, ileride
gerceklestirilecek fitokimyasal ve biyolojik aktivite c¢alismalarina da temel

olusturabilecek niteliktedir.
4.2 Ekstrakt Fitokimyasal Profilinin Degerlendirilmesi
Paliurus spina-christi tohum ekstraktinin fitokimyasal profilinin belirlenmesi amaciyla

gerceklestirilen LC-MS/MS analizleri sonucunda ekstrakt icerisinde ¢esitli fenolik asitler,

fenolik aldehitler ve flavonoid yapisindaki bilesiklerin bulundugu tespit edilmistir.
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Cizelge 4.2 de Ekstraktin igerisinde varlig1 belirlenen bilesen maddeler ve
konsantrasyonlar1 goriilmektedir. Analiz sonuglarina gore ekstraktta en yiiksek miktarda
bulunan bilesigin prokatekuik aldehit (0,041 mg analit/g ekstrakt) oldugu belirlenmistir.
Bunu sirasiyla salisilik asit (0,028 mg analit/g ekstrakt), prokatekuik asit (0,021 mg
analit/g ekstrakt), akonitik asit (0,008 mg analit/g ekstrakt) ve akasetin (0,007 mg analit/g
ekstrakt) takip etmektedir.

Belirlenen bilesiklerin biiyiik cogunlugunun fenolik karakter gdstermektedir. Ozellikle
prokatekuik asit ve salisilik asit gibi fenolik bilesiklerin literatiirde antioksidan ve
antimikrobiyal Ozelliklere sahip oldugu bilinmektedir (Adamczak vd. 2020). Ayrica
flavonoid yapisindaki akasetin bilesiginin de biyolojik aktivite a¢isindan 6nemlidir. Bu
durum, ekstraktin sahip oldugu biyolojik etkinligin fitokimyasal icerigi ile iliskili

olabilecegini gostermektedir.

Analiz edilen standart maddelerden tabloda yer verilmeyen 48 bilesigin ekstrakt
icerisinde oranlar1 tam saptanamamasi, bitkinin kendine 6zgii bir fitokimyasal profile
sahip oldugunu gostermektedir. Elde edilen sonuglar birlikte degerlendirildiginde,
Paliurus spina-christi ekstraktinin fenolik bilesikler bakimindan belirli bir zenginlige
sahip oldugu ve bu bilesiklerin ekstraktin biyolojik aktivitelerine katki saglayabilecegi

diistiniilmektedir.

Cizelge 4.2 Paliurus spina-christi ekstraktinin igerisinde varligi belirlenen bilesen maddeler ve
konsantrasyonlari

Standart No Bilesen Tiirii* Paliurus spina-christi ekstrakti

(mg analit/g ekstrakt)

3 Akonitik asit 0,008
6 Protocatechuic acid 0,021
10 Protocatechuic aldehid 0,041
29 Salisilik asit 0,028
56 Acacetin 0,007

*Tabloda analizi gergeklestirilen fakat verilmeyen 48 standart maddenin ekstraktlar igerisinde bulunmadigi
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tespit edilmistir.

Akonitik asit, trikarboksilik asitler grubunda yer alan ve Ozellikle hiicresel enerji
metabolizmasinda 6nemli rol oynayan organik bir bilesiktir. Sitrik asit dongiisiinde
(Krebs dongiisii) sitratin izositrata doniisiimii sirasinda ara {iriin olarak olusur. Bitkilerde
dogal olarak bulunabilmekte ve cesitli metabolik siire¢lerde gorev almaktadir. Ozellikle
antioksidan ozellik gosterdigi ve serbest radikallerin neden oldugu hiicresel hasarin

azaltilmasina katkida bulunabilecegi bildirilmektedir (Bruni ve Klasson 2022).

Bitkisel ekstraktlarda akonitik asit varligi, ilgili bitkinin metabolik aktivitesinin yiiksek
olduguna isaret edebilir. Bunun yaninda bazi ¢aligmalarda antimikrobiyal ve
antiinflamatuar etkiler gosterebildigi belirtilmistir. Oksidatif stresin azaltilmasi ve
hiicrelerin korunmasina katki saglamaktadir. Ayrica hiicresel enerji iretiminde yer almasi
nedeniyle fibroblast proliferasyonu ve hiicre yenilenmesi siireclerine destek
saglayabilecek metabolitlerden biri olarak degerlendirilmektedir (Bruni ve Klasson

2022).

Protokatekuik asit, fenolik asitler sinifinda yer alan ve giiclii biyolojik aktivitelere sahip
dogal bir bilesiktir. Birgok tibbi ve aromatik bitkide dogal olarak bulunur. Ozellikle
antioksidan kapasitesi yliksek bir bilesik olmasi nedeniyle bilimsel ¢alismalarda yogun
sekilde arastirilmistir (Kakkar ve Bais 2014). Serbest radikalleri notralize ederek hiicre
hasarmi azaltabildigi ve bdylece hiicreleri oksidatif strese karsi koruyabildigi
bilinmektedir. Protokatekuik asit’in antiinflamatuar 6zellik gosterdigi, inflamasyon
sirasinda  salgilanan bazi proinflamatuar mediyatorlerin  baskilanmasina yardimeci
olabildigi bildirilmektedir. Bu 6zellikleri nedeniyle yara iyilesmesi, doku yenilenmesi ve
hiicresel korunma ¢aligmalarinda 6nemli goriilmektedir. Ayrica fibroblast hiicre
proliferasyonunu destekledigine dair ¢alismalar bulunmaktadir. Fibroblast aktivitesinin
artmast kollajen sentezini destekleyerek yara kapanma siirecinin hizlanmasina katki
saglayabilmektedir (Kakkar ve Bais 2014, Son vd. 2018). Antimikrobiyal aktivite
gostermesi de bu bilesigin dikkat ¢ceken 6zelliklerinden biridir. Bazi bakteri ve mantar
tiirlerine kars1 inhibitor etki gosterebildigi belirtilmektedir. Bu durum yara bolgesinde
enfeksiyon riskinin azaltilmasi agisindan 6nemli olabilir. Ayn1 zamanda hiicre 6liimiinii

azaltic1 ve hiicre canliligini koruyucu etkileri nedeniyle bitkisel ekstrakt ¢aligmalarinda
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siklikla degerlendirilen fenolik bilesiklerden biridir ( Kakkar ve Bais 2014).

Protokatekuik aldehit, fenolik yap1 tasiyan dogal bir aldehit tiirevidir ve ¢esitli bitkisel
kaynaklarda bulunabilmektedir. Gii¢lii antioksidan 6zellik géstermesi nedeniyle biyolojik
aktivitesi yiiksek bilesikler arasinda yer almaktadir. Hiicrelerde olusan oksidatif hasarin
azaltilmasma katki saglayarak hiicresel biitiinliiglin  korunmasina yardimci
olabilmektedir. Bu bilesigin 6zellikle antiinflamatuar ve sitoprotektif etkileri {izerinde
cok sayida ¢alisma bulunmaktadir. inflamasyon sirasinda ortaya ¢ikan hiicresel stresin
azaltilmast ve inflamatuar yolaklarin baskilanmasi1 iizerinde etkili olabilecegi
belirtilmektedir. Ayrica fibroblast migrasyonu ve hiicre proliferasyonu iizerinde olumlu
etkiler gosterebildigi bildirildiginden yara iyilesme calismalari agisindan 6nemli bir
bilesik olarak degerlendirilmektedir (Ding vd. 2020). Protokatekuik aldehit ayn1 zamanda
baz1 kanser hiicreleri iizerinde antiproliferatif etki gosterebildigi i¢in farmakolojik
aragtirmalarda da incelenmektedir. Bunun yani sira hiicre i¢i sinyal mekanizmalarini
diizenleyerek doku yenilenmesi siireclerine katkida bulunabilecegi diisiiniilmektedir

(Zhang vd. 2021).

Salisik asit, bitkilerde dogal olarak bulunan fenolik karakterli onemli bir organik asittir.
Bitkilerde savunma mekanizmalarinin diizenlenmesinde gorev alan bir sinyal molekiilii
olarak bilinmektedir. Farmasotik ve kozmetik alanlarda da oldukca yaygin kullanilan bir
bilesiktir. Ozellikle antiinflamatuar, antimikrobiyal ve keratolitik dzellikleri ile dikkat
cekmektedir. Salisik asit’in inflamasyonu azaltici etkisi sayesinde yara iyilesme
sireglerinde ~ olumlu  katkilar ~ saglayabilecegi  disiiniilmektedir.  Ayrica
mikroorganizmalara karsi inhibitér etki gOstermesi yara bolgesinde enfeksiyon
gelisiminin Onlenmesine yardimer olabilir. Hiicre yenilenmesini destekleyebilmesi ve
doku temizligini kolaylastirmasi nedeniyle dermatolojik tirtinlerde sik¢a kullanilmaktadir
(Arif 2015). Bunun yaninda salisilik asit, oksidatif stresin azaltilmasma katkida
bulunabilmekte ve hiicresel hasarin Onlenmesinde rol oynayabilmektedir. Diisiik
konsantrasyonlarda hiicre yenilenmesini destekleyici etkiler gosterebilirken yiiksek
konsantrasyonlarda sitotoksik etkiler olusturabilecegi icin dikkatli kullanilmas1 gereken

bilesiklerden biridir (Podr 2020).
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Akasetin, flavonoidler sinifinda yer alan dogal bir fenolik bilesiktir ve bir¢ok tibbi bitkide
bulunmaktadir. Giiglii antioksidan aktivite gostermesi nedeniyle biyolojik a¢idan énemli
bilesiklerden biri kabul edilmektedir. Serbest radikalleri temizleyerek hiicrelerin oksidatif
stresten korunmasina yardimci olur. Akasetinin en dikkat ¢ekici Ozelliklerinden biri
antiinflamatuar aktivitesidir. Inflamatuar sitokinlerin iiretimini baskilayarak doku
hasarmin azaltilmasina katki saglayabilmektedir. Bu nedenle yara iyilesmesi ve doku
rejenerasyonu c¢alismalarinda énemli bir flavonoid olarak degerlendirilmektedir. Ayrica
fibroblast proliferasyonu ve kollajen sentezini destekleyebilecegine dair ¢aligsmalar
bulunmaktadir (Singh vd. 2020). Antikanser, antimikrobiyal ve kardiyoprotektif etkileri
tizerine de ¢ok sayida arastirma yapilmistir. Hiicre i¢i sinyal yollarini diizenleyebilmesi
sayesinde hiicre canliliginin korunmasinda etkili olabilecegi diisiiniilmektedir. Yara
iyilesmesi agisindan degerlendirildiginde ise inflamasyonun baskilanmasi, oksidatif
stresin azaltilmasi ve hiicre yenilenmesinin desteklenmesi bakimindan 6nemli katkilar

saglayabilecek biyoaktif flavonoidlerden biridir (Zhou vd. 2025, Wu vd. 2022).

Literatiirde yapilan bir calismada, Paliurus spina-christi meyvelerinin metanolik
oziitinde hazirlanmis katesinler, gallokatesin ve rutin yiiksek konsantrasyonda
bulunmustur. Bilesikler, kromatografik ve spektrofotometrik yontemlerle izole edilmis,
saflagtirilmis ve aydinlatilmigtir. Comet testi kullanilarak yapilan antigenotoksik
calismalar, Paliurus spina-christi meyvelerinden izole edilen bilesiklerin oksidatif DNA
hasarina kars1 koruyucu etkiye sahip olabilecegini gostermektedir; bu da Paliurus spina-
christi 'nin etnofarmakolojik 6zelliklerini ve geleneksel kullanimlarini desteklemektedir.
Paliurus spina-christi meyvesinin, oksidatif DNA hasariyla ilgili hastaliklarin tedavisi

tizerine klinik arastirmalar i¢in 1yi bir kaynak olabilecegi goriilmektedir (Zor vd. 2017).

Yapilan bir bagka calismada ise Paliurus spina-christi toumlarinin metanolik ekstraktinda
en yliksek konsantrasyonda bilesikler arasinda kinik asit, gallik asit, protokatekuik asit,
tanik asit ve kozmosin yer almaktadir. Ayrica, genistin, amentoflavon ve akasetin gibi

flavonoid bilesikleri diisiik miktarlarda tespit edilmistir (Celebi ve Duman 2026).

Farkli ekstraksiyon yontemleri kullanilarak elde edilen P. spina-christi meyve

ekstraktlariyla yapilan bir baska calismada 53 fenolik bilesigi incelenmis ve 30 fenolik
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bilesen tanimlanmostir. En ¢ok bulunan fitokimyasallar; rutin (66.778,5 pg/g), katesin
(43.696,5 ng/g), hesperidin (36.698,4 ng/g), epigallokatesin (5749 pg/g), epikatesin
(8024,4 ng/g), vanilik asit (9046,3 pg/g), malik asit (17.536,8 pg/g), kinik asit (28.388,3
ug/g) ve nikotiflorin (2081,0 pg/g) olarak belirlenmistir (Brantner ve Males 1999).

4.3 Antimikrobiyal Aktivitenin Degerlendirilmesi

Paliurus spina-christi tohumlar1 sulu ekstraktinin antimikrobiyal etkinligi belirlenirken
disk diflizyon yontemi kullanildi. Analizlerde karsilastirma yapmak amaciyla pozitif
kontrol olarak gentamisin antibiyotigi kullanildi. Disk difiizyon yonteminde ekstrakta ait
dort farkl diliisyon (0,1 pg/mL, 0,5 pg/mL, 1 pg/mL ve 5 ug/mL) ve antibiyotik i¢in
belirlenen inhibisyon zon caplar1 Cizelge 4.3’de ve Cizelge 4.4’de sunulmustur.
Calismada kontrol amaciyla kullanilan gentamisin antibiyotiklerine ait inhibisyon zon
caplar incelendiginde, farkli oranlarda inhibisyon oranlarinin tiim mikroorganizmalarda
goriilmesi, disk difiizyon yontemiyle olusturulan antimikrobiyal aktivite belirleme analiz

modelimizin dogru bir sekilde ¢alistigini gdstermektedir.

Cizelge 4.3 te verilen disk diflizyon sonuglarina gore, antimikrobial aktivite agisindan P.
spina ekstraktinin farkli mikroorganizmalar lizerinde degisken diizeylerde etki gosterdigi
belirlenmigtir. Ekstraktin 24. saat sonunda 6zellikle C. albicans lizerinde daha yiiksek
inhibisyon zonu olusturdugu goriilmiistiir. En yiliksek antifungal etkinlik 0,1 pg/mL
konsantrasyonunda 14,08+1,2 mm olarak tespit edilmistir. Konsantrasyon artistyla
birlikte antifungal etkinlikte belirgin bir artis gézlenmemis, bazi konsantrasyonlarda
inhibisyon zon ¢apinda azalma meydana gelmistir. E. coli iizerinde ekstraktin 0,5 pg/mL
konsantrasyonunda en fazla antimikrobiyal etki gdsterdigi goriilmektedir. Daha ytiksek
konsantrasyonlarda ise E. Coli iizerinde etkisi saptanmamaktadir.. S. aureus izerinde elde
edilen inhibisyon zonlarimin diger mikroorganizmalara kiyasla daha diisiik oldugu
belirlenmistir. En yiliksek etki 1 pg/mL konsantrasyonunda 10,24+1,2 mm olarak
saptanmistir. Bu sonuglar, Gram pozitif bakterilerin ekstrakta karsi daha direncli

olabilecegini gdstermektedir.

Pozitif kontrol olarak kullanilan gentamisin incelendiginde ise 6zellikle E. coli lizerinde
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oldukca yiiksek antimikrobiyal aktivite gosterdigi ve 24,27+1,8 mm inhibisyon zonu

olusturdugu belirlenmistir.

Genel olarak degerlendirildiginde, P. spina ekstraktinin 24. saatte ozellikle C. albicans
tizerinde dikkat ¢ekici antifungal aktivite gosterdigi, bakteriler {izerindeki etkisinin ise

siurli kaldigr soylenebilir.

Cizelge 4.3 Calismada kullanilan ekstraktin disk difiizyon yontemine gore 24. saatte
antimikrobiyal etkinligi

Grup Konsantrasyon E. coli S. aureus C.albicans
(pg/mL)

, 0,1 pg/mL  11,08+1,2% 9,95+0,8° 14,08+1,2°

P. spina 0,5ug/mL  11,62+1,1° 9,40+0,8%P 12,24+1,4°

1 pg/mL 10,88+0,6%° 10,24+1,2¢ 10,75+0,8°

5 pg/mL 9,59+0,8" 8,9+1,0° 12,07+1,2°

Gentamisin 10 pg 24,27+1,8¢ 11,09+1,2¢ 11,21+0,9¢

Paliurus spina-christi tohumlari sulu ekstraktinin E. coli, S. aureus ve C. albicans'a kars1 antimikrobiyal
aktivitesinde inhibisyon bolgesi ¢aplari (mm) olarak ifade edilmistir. Karsilagtirma igin pozitif kontrol
olarak ticari bir gentamisin diski kullanilmigtir. Veriler ortalama + standart sapma (n = 3) olarak
sunulmustur. Her bir mikroorganizmaya uygulandiktan sonra elde edilen veriler arasindaki istatistiksel
farkliliklar {ist simgelerle (a, b, ¢) ifade edilmistir. Aynt mikroorganizmanin verileri igindeki farkli {ist

simgelere sahip parametreler arasinda istatistiksel olarak anlamli (p < 0,05) farkliliklar tespit edilmistir.

Cizelge 4.4°te verilen 48. saat disk diflizyon sonuglar1 incelendiginde, P. spina
ekstraktinin mikroorganizmalar {iizerinde farkli diizeylerde antimikrobiyal aktivite
gosterdigi belirlenmistir. Elde edilen bulgular, ekstraktin ozellikle S. aureus ve C.

albicans iizerinde daha belirgin etki olusturdugunu gostermektedir.

E. coli acisindan degerlendirildiginde, ekstraktin tiim konsantrasyonlarda diisiik diizeyde
etkili oldugu gortilmiistiir. En yiiksek aktivite 0,5 pg/mL konsantrasyonunda 11,41+1,1
mm olarak belirlenirken, konsantrasyon arttikca inhibisyon zon c¢apinda azalma
gozlenmistir. Ozellikle 5 pg/mL konsantrasyonunda etkinligin 9,23+0,9 mm’ye diistiigii
saptanmistir. Bu durum, ekstraktin diisiik konsantrasyonlarda daha etkili olabilecegini
diistindiirmektedir. S. aureus iizerinde ise ekstraktin 24. saate kiyasla daha yiiksek

antimikrobiyal aktivite gosterdigi dikkat ¢cekmektedir. En yiiksek inhibisyon zonu 0,5
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ng/mL konsantrasyonunda 14,504+0,8 mm olarak 6l¢iilmiistiir. Diger konsantrasyonlarda
da 12 mm’nin {izerinde inhibisyon zonu olugmasi, ekstraktin Gram pozitif bakterilere
kars1 belirgin bir aktiviteye sahip oldugunu gostermektedir. C. albicans iizerinde elde
edilen sonuclar degerlendirildiginde, en yiiksek antifungal etkinligin 0,1 pg/mL
konsantrasyonunda 14,71+£1,2 mm oldugu belirlenmistir. Konsantrasyon arttikca

antifungal etkinlikte genel olarak azalma meydana geldigi goriilmektedir.

P. spina ekstra Paliurus spina-christi tohumlar1 sulu ekstraktinin 48.saatte 6zellikle S.
aureus ve C. albicans lizerinde olusturdugu inhibisyon zonlar1 degerlendirildiginde, bitki
ekstraktinin anlamli diizeyde antibakteriyel ve antifungal potansiyele sahip oldugu

sOylenebilir.

Cizelge 4.4 Calismada kullanilan ekstraktin disk diflizyon yontemine gore 48. saatte
antimikrobiyal etkinligi

Grup Konsantrasyon E. coli S. aureus C.albicans
(pg/mL)
P oni 0,1 pg/mL  10,77+1,2° 14,20+1,1° 14,71+1,2¢
- Spina 0,5pug/mL  11,41+1,1° 14,50+0,8° 10,83+1,0°
1 pg/mL 10,19+0,9*° 12,03+1,2° 9,03+1,2°
5 pg/mL 9,23+0,9 12,0241,0° 10,63+1,1°
Gentamisin 10 pg 24,03+1,6° 11,70+1,2" 15,73+1,3¢

Paliurus spina-christi tohumlari sulu ekstraktinin E. coli, S. aureus ve C. albicans'a kars1 antimikrobiyal
aktivitesinde inhibisyon bdlgesi ¢aplari (mm) olarak ifade edilmistir. Karsilagtirma i¢in pozitif kontrol
olarak ticari bir gentamisin diski kullanilmistir. Veriler ortalama + standart sapma (n = 3) olarak
sunulmustur. Her bir mikroorganizmaya uygulandiktan sonra elde edilen veriler arasindaki istatistiksel
farkliliklar {ist simgelerle (a, b, ¢) ifade edilmistir. Ayn1 mikroorganizmanin verileri i¢indeki farkli iist
simgelere sahip parametreler arasinda istatistiksel olarak anlamli (p < 0,05) farkliliklar tespit edilmistir.

Genel olarak 48. saat sonuglari, ekstraktin zamana bagl olarak bazi mikroorganizmalarda
etkinligini korudugunu ve ozellikle diisiik konsantrasyonlarda daha etkili sonuglar

verebildigini gostermektedir.

Yapilan bir ¢alismada bitki ekstraktlarinin bazi bakterilere kars1 antimikrobiyal aktivite
gosterdigi bildirilmistir. Bacillus cereus (ATCC 11778), Bacillus subtilis (ATCC 11774),
Escherichia coli (ATCC 25922), Klebsiella pneumoniae (ATCC 4352), Pasteurella
multocida (ATCC 12945), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853), Staphylococcus
aureus (ATCC 6358), Yersinia enterocolitica (ATCC 27729) ve Candida albicans
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(ATCC 10231)'den olusan standart suslar, P. spina-christi meyve ve yaprak Ozlerinin
antimikrobiyal aktivitesini belirlemek i¢in kullanilmigtir. Antimikrobiyal ¢alismalardan
elde edilen verilere gore Pasteurella multicoda ve Bacillus cereus bakterileri disinda tiim
mikroorganizmalar {izerinde meyve ve yaprak kismindan elde edilen etanol ekstrelerinin
en yiksek zon ¢apina sahip oldugu, bitkinin meyve kisminin etanol ekstresi ise
Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae ve Candida albicans’da daha etkili
oldugu tespit edilmistir (Arslan ve Kaya 2021). Benzer sekilde yaptigimiz ¢calismada da

meyve ekstraktlariin Candida albicans ’a kars1 antifungal etkili belirlenmistir.

Bir baska calismada, Paliurus spina-christi tiriiniin ¢igcek, kabuk, kok meyve ve
yapraklarinin etanol ile hazirlanan ekstraktlarinda degerlendirilen tiim Gram-pozitif
bakterilere (Staphylococcus aureus, Streptococcus faecalis ve Micrococcus luteus) karsi
8.5-14.0 mm c¢apinda net inhibisyon zonlar1 olusturarak aktivite gosterdigi bulunmustur.
En ytiksek aktivitenin kok ekstrelerinde bulundugu bildirilmistir. Ekstrelerin Shigella
sonnei susuna kars1 antibakteriyel aktivitesi ise 8.5 ila 10.0 mm capinda 6l¢iilmiistiir.
Diger Gram-negatif bakterilere (Proteus mirabilis ve Escherichia coli) kars1 herhangi bir
aktivite gozlenmedigi rapor edilmektedir (Brantner ve ark., 1996). Sunulan ¢alismada da
ekstraktin, Gram pozitif bakteriye karsi etkisi goriiliirken, Gram negatif bakterisi olan

Escherichia coli kars1 antibakteriyel etkili olmadig1 goriilmiustiir.

4.4 Paliurus spina-christi tohumu sulu ekstraktinin sitotoksik ve antikanserojenik

etkinliginin degerlendirilmesi

Paliurus spina-christi ait ekstraktin 1L.929, A549 ve G361 hiicrelerindeki sitotoksisite
diizeyleri Sekil 4.1, Sekil 4.2, ve Sekil 4.3 gosterilmistir. Sekil 4.1 de L929 hiicrelerine
aittir. L929 hiicreleri lizerinde ekstraktinin farkli konsantrasyonlardaki sitotoksik etkileri
gosterilmistir. Elde edilen sonuglara gore ekstraktin diisiik ve orta konsantrasyonlarda
(25-100 pg/mL) L929 hiicre canlilig1 lizerinde belirgin bir sitotoksik etki olugturmadigi
goriilmiistiir. Bununla birlikte 50 pg/mL konsantrasyonda hiicre canliliginda kontrol

grubuna gore hafif bir artis meydana geldigi belirlenmistir.

Ekstraktin 250, 500 ve ozellikle 1000 pg/mL konsantrasyonlarinda hiicre canliligini
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artirdigi ve bu artisin istatistiksel olarak anlamli oldugu goriilmektedir (p<0,05). En
yiiksek hiicre canliligl yaklasik %190 diizeyi ile 1000 pg/mL konsantrasyonunda
gozlenmistir. Bu durum, ekstraktin belirli konsantrasyonlarda 1929 hiicre
proliferasyonunu destekleyebilecegini  diisindliirmektedir. Ancak 2000 pg/mL

konsantrasyonda hiicre canlili§inin yeniden kontrol seviyelerine yaklastig1 gérilmiistiir.

Genel olarak degerlendirildiginde, ekstraktinin 1929 saglikli fibroblast hiicreleri
tizerinde sitotoksik bir etki goOstermedigi, aksine belirli konsantrasyonlarda hiicre

canliligini artirici etki gosterebildigi soylenebilir.
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Sekil 4.1 Paliurus spina-christi ait ekstraktinin L.929 hiicrelerindeki sitotoksik etkisi,

a; Kontrole gore hiicre canliligini artiran konsantrasyonlar1 gosterir.

Paliurus spina-christi Miller gibi Rhamnaceae familyas1 dahil olan tiir olan Ziziphus
spina-christi ile bir calisma yapilmistir. Bu ¢alismanin amaci, Z. spina-christi'den elde
edilen saponin agisindan zengin fraksiyonu (SRF) kullanarak SRF yiiklii nanofitosomlar
(saponinozomlar) hazirlamak ve bu tasiyicilarin in vitro ve in vivo etkilerini
gozlemlemektir. Farkli formiilasyonlarin hiicre sitotoksisitesi, hem fare melanom
hiicreleri (B16F10) hem de fibroblastlar (L929) {izerinde 3-[4,5-dimetiltiazol-2-i1]-2,5-
difenil tetrazolyum bromiir (MTT) testi kullanilarak degerlendirilmistir. MTT testi

sonuglari, SRF ve saponinozomlarin B16F10 melanom hiicreleri iizerinde yiiksek
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toksisiteye sahip oldugunu, ancak saponinozomlarin L.929 fibroblast hiicreleri izerindeki
sitotoksisitesinin SRF'ye kiyasla 6nemli ol¢iide azaldigini gostermistir. Sonuglar, Z.
spina-christi'den elde edilen SRF'nin antikanser aktiviteye sahip oldugunu ve bu
calismada hazirlanan saponinozomlarin timor biiyiimesini kontrol edebilecegini, tedavi
etkinligini artirabilecegini ve saponinlerin yan etkilerini azaltabilecegini gostermektedir

(Nazemoroaya vd. 2022).

Sekil 4.2’de A549 akciger adenokarsinom hiicreleri iizerinde ekstraktinin farkli
konsantrasyonlardaki etkileri degerlendirilmistir. Elde edilen bulgular incelendiginde,
ekstraktin hiicre canliligi iizerinde konsantrasyona bagli olarak degisen etkiler
olusturdugu goriilmiistiir. Ozellikle diisiik konsantrasyonlarda (25-100 pg/mL) hiicre
canliliginin kontrol grubuna kiyasla azaldigi belirlenmistir. En belirgin diislisiin 25
ng/mL konsantrasyonda meydana geldigi ve hiicre canliliginin yaklasik %70 diizeyine
geriledigi gozlenmistir. Bu azalmanin istatistiksel olarak anlamli olmasi (p<0,05),
ekstraktin diisiik dozlarda A549 hiicreleri ilizerinde antiproliferatif ve sitotoksik etki

gosterebildigini diisiindiirmektedir.

Diisiik konsantrasyonlarda gozlenen bu baskilayic etkinin, ekstrakt i¢erisinde bulunan
fenolik bilesiklerden kaynaklanabilecegi diistiniilmektedir. Literatiirde fenolik asitler ve
flavonoidlerin kanser hiicrelerinde oksidatif stres olusturabildigi, hiicre dongiisiinii
baskilayabildigi ve apoptotik mekanizmalar1 aktive edebildigi bildirilmektedir. Bu
nedenle ekstraktin 6zellikle diisiik dozlarda kanser hiicre ¢ogalmasini baskilayici yonde
etki gostermesi, antikanserojen potansiyel acisindan Onemli bir bulgu olarak

degerlendirilebilir.

Bununla birlikte ekstrakt konsantrasyonu arttikca hiicre canliliginda belirgin artiglar
meydana geldigi goriilmiistiir. Ozellikle 500, 1000 ve 2000 ug/mL konsantrasyonlarinda
hiicre canliliginin kontrol grubunun iizerine ¢iktig1 belirlenmistir. En yiiksek hiicre
canlilig1 yaklagik %190 diizeyi ile 1000 pg/mL konsantrasyonunda saptanmistir. Bu
durum, yiiksek dozlarda ekstraktin hiicre proliferasyonunu destekleyici etki

gosterebilecegini diistindliirmektedir.
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Sekil 4.2 Paliurus spina-christi ait ekstraktinin A549 hiicrelerindeki antikanserojenik
etkisi.
a; Kontrole gore hiicre canliligin1 azaltan konsantrasyonlari, b; Kontrole gore hiicre

canliligini artiran konsantrasyonlar1 gosterir.

Bitkisel ekstraktlarin diisiik dozlarda yararli veya baskilayici etki gdsterirken, yiiksek
dozlarda farkli metabolik yollar1 aktive ederek hiicreler lizerinde ters etki olusturabildigi
bilinmektedir (Redding vd. 2023). Ekstraktin diisiik konsantrasyonlarda A549
hiicrelerinin ~ canliligin1  azaltmasi, antikanserojen  etki  acisindan  olumlu
degerlendirilirken; yliksek konsantrasyonlarda hiicre ¢ogalmasini artirmasi, ekstraktin
biyolojik etkisinin doza bagl olarak degistigini gostermektedir. Bu nedenle Paliurus
spina-christi ekstraktinin olasi terapdtik kullaniminda uygun doz araliginin belirlenmesi
biiyiik 6nem tagimaktadir. Ekstraktin 6zellikle diisiik konsantrasyonlarda A549 hiicreleri
tizerinde sitotoksik etki gosterdigi, ancak yliksek konsantrasyonlarda proliferatif etki

olusturdugu sonucuna ulagilmistir.

Sekil 4.3’te G361 melanoma hiicreleri lizerinde ekstraktinin farkli konsantrasyonlardaki
antikanserojen etkileri gosterilmektedir. Elde edilen sonuglar incelendiginde ekstraktin
hiicre canlilig1 iizerinde doza bagli degisken etkiler olusturdugu goriilmistiir. Diistik

konsantrasyonlarda (25-250 pg/mL) ekstraktin G361 hiicre canliligin1 kontrol grubuna
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kiyasla azalttig1 belirlenmistir. Ozellikle 100 pg/mL konsantrasyonda hiicre canliliginin
yaklagik %70 seviyelerine kadar diistiigii ve bu azalmanin istatistiksel olarak anlamli
oldugu goriilmektedir (p<0,05). Benzer sekilde 25 ve 250 ug/mL konsantrasyonlarinda
da hiicre canliliginda belirgin azalmalar meydana gelmistir. Bu sonuglar, ekstraktin diisiik
ve orta konsantrasyonlarda G361 melanoma hiicreleri iizerinde antiproliferatif ve

sitotoksik etki gdsterebildigini diisiindiirmektedir.

Diisiik konsantrasyonlarda gozlenen bu baskilayict etkinin, yine ekstrakt igerisinde
bulunan fenolik asitler ve flavonoid bilesiklerden kaynaklanabilecegi diistiniilmektedir.
Fenolik bilesiklerin  kanser hiicrelerinde oksidatif dengeyi bozarak hiicre
proliferasyonunu baskiladigi, apoptotik mekanizmalari aktive ettigi ve hiicre dongiisiinii
durdurabildigi literatiirde bildirilmektedir (Kaushik vd. 2021). Calismada 6zellikle diisiik
konsantrasyonlarda elde edilen hiicre canlilig1 azalmasi, ekstraktin melanoma hiicreleri

tizerinde potansiyel antikanserojen aktivite gosterebilecegini desteklemektedir.

Bununla birlikte konsantrasyon arttikga ekstraktin etkisinin degistigi goriilmiistiir.
Ozellikle 500 pg/mL ve iizerindeki konsantrasyonlarda hiicre canliliginda belirgin artis
meydana gelmistir. En yliksek hiicre canliligi yaklasik %220 diizeyi ile 1000 pg/mL
konsantrasyonunda tespit edilmistir. 2000 pg/mL konsantrasyonda da hiicre canlilifinin
kontrol grubunun oldukc¢a iizerinde oldugu belirlenmistir. Bu durum, yiiksek
konsantrasyonlarda ekstraktin hiicre proliferasyonunu destekleyici yonde etki gosteredigi
sOylenilebilir. Bitkisel ekstraktlarin biyolojik etkilerinin doza bagli olarak degisebilmesi
sik karsilagilan bir durumdur. Disiik dozlarda sitotoksik veya antiproliferatif etki
gosteren bazi bilesikler, yiiksek dozlarda hiicresel savunma mekanizmalarin1 aktive

ederek hiicre canliligin1 artirabilmektedir.
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Sekil 4.3 Paliurus spina-christi ait ekstraktinin G361 hiicrelerindeki antikanserojenik
etkisi.
a; Kontrole gore hiicre canliligin1 azaltan konsantrasyonlari, b; Kontrole gore hiicre

canliligini artiran konsantrasyonlar1 gosterir.

Genel olarak degerlendirildiginde, ekstraktinin G361 melanoma hiicreleri {izerinde
konsantrasyona bagl ¢ift yonlii etki gosterdigi sdylenebilir. Diisiik konsantrasyonlarda
hiicre c¢ogalmasim1  baskilayict ve antikanserojen etki gozlenirken, yliksek
konsantrasyonlarda proliferatif etkinin ortaya ¢iktig1 goriilmiistiir. Bu nedenle ekstraktin
biyolojik etkilerinin dogru degerlendirilebilmesi i¢in uygun doz araliginin belirlenmesi
bliylik ©Onem tasimaktadir. Elde edilen sonuglar, ekstraktin 6zellikle diisiik
konsantrasyonlarda melanoma hiicreleri {izerinde potansiyel terapotik etki

gostermektedir.

Paliurus spina-christi ait ekstraktinin ¢aligilan tiim hiicrelerdeki (L929, A549 ve G361)

hiicre canliligina etkisi Sekil 4.4 de topluca sunulmustur.
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Sekil 4.4 Paliurus spina-christi ait ekstraktinin L929, A549 ve G361 hiicrelerindeki hiicre
canlili§ina etkisi. a; Kontrole gore hiicre canliligini azaltan konsantrasyonlari, b; Kontrole

gore hiicre canliligini artiran konsantrasyonlar1 gosterir

Literatiirde Paliurus spina-christi ile yapilan bir c¢alismada tiirlin ¢icek ve yaprak
kisimlar1 ile hazirlanan etanol ekstrelerinin antikanserojenik aktivite insan MCF-7 ve
MDA-MB-231 meme kanseri hiicrelerinde arastirilmistir. Calisma sonunda elde edilen
veriler, yaprak ve ¢igek ekstrelerinin MCF-7 meme kanseri hiicrelerinde sitotoksik ve

apoptotik etkilere sahip olduklar1 belirtilmektedir (Oguz vd. 2022).

4.5 Paliurus spina-christi Tohumu Sulu Ekstraktimn L1929 Hiicrelerinde Yara

Tyilestirici Etkinligi

Yara calismalarinda in-vitro model olusturulmasinda en yaygin olarak tercih edilen
hiicreler fibroblast hiicreleridir. Bunun temel nedeni, fibroblastlarin yara iyilesme
siirecinde gorev alan bir¢ok protein ve metabolitin sentezlenmesinde aktif rol
oynamasidir. Yara olusumunun ardindan fibroblastlarin aktivasyonu ile birlikte cesitli
biyomolekiillerin sentez ve salinimi gerceklesmekte, bu silireg de epitelyal onarimin

desteklenmesine katki saglamaktadir. Bu nedenle sunulan tez ¢alismasinda, Paliurus
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spina-christi ekstraktinin yara iyilesmesi lizerindeki etkilerini aragtirmak amactyla bir
fibroblast hiicre hatt1 olan L929 hiicreleri kullanilmistir. Yontem boliimiinde ayrintili
olarak agiklanan in-vitro hiicre ¢izik yara modeli olusturulduktan sonra, Paliurus spina-

christi ekstraktlar1 hiicrelere uygulanmstir.

Cizelge 4.5°de L929 hiicreleri iizerinde Paliurus spina-christi pulunun sulu ekstraktinin
yara iyilestirici etkinligi degerlendirilmistir. Elde edilen sonuglar incelendiginde, ekstrakt
uygulanan grupta yara alani kapanma oraninin kontrol grubuna kiyasla istatistiksel
anlamlilikta yiiksek (p<0,05) oldugu belirlenmistir. Baglangi¢ yara alan1 degerleri kontrol
ve ekstrakt gruplarinda benzer bulunmus olup, gruplar arasinda istatistiksel olarak
anlaml bir farklilik gézlenmemistir. Bu durum, deney baslangicinda hiicresiz alanlarin
birbirine yakin oldugunu ve uygulamanin etkisinin daha saglikli degerlendirilebildigini

gostermektedir.

Cizelge 4.5 Calismada kullanilan ekstraktin yara iyilestirici etkinligi

Hiicresiz alan (Yara alam) Yara alam1 kapanma
Deney Gruplar (%) orani
Baslangi¢ 24. saat (%)
Kontrol 51,234+5,72 14,643+1,64 72,423+2,66
Paliurus spina | 48,123+3,47 9,213+1,39" 80,863+3,35"
P 0,062 0,001 0,001

Veriler ortalama + standart sapma seklinde verilmistir (n>3). *Ayn1 siitundaki veriler arasinda kontrol
grubuna gore istatistiki farklilik gosteren veriyi gostermektedir (p<0,05).

24 saat sonunda kontrol grubunda hiicresiz alan orani1 %14,643+1,64 olarak belirlenirken,
Paliurus spina-christi ekstrakti uygulanan grupta bu degerin %9,213+1,39’a diistiigii
goriilmistiir. Hiicresiz alanin azalmasi, hiicre migrasyonu ve proliferasyonunun arttigini
gostermekte olup, ekstraktin yara kapanmasini destekledigini diisiindiirmektedir. Ayrica
yara alan1 kapanma orani degerlendirildiginde, kontrol grubunda bu oran %72,423+2,66
iken ekstrakt uygulanan grupta %80,863+3,35 olarak tespit edilmistir. Elde edilen bu

artisin istatistiksel olarak anlamli oldugu belirlenmistir (p<0,05).

Calismada elde edilen bulgular, Paliurus spina-christi ekstraktinin 1929 hiicreleri
tizerinde yara iyilesmesini destekleyici etki gosterebilecegini ortaya koymaktadir.

Ekstraktin igerdigi fenolik bilesikler ve flavonoid yapisindaki maddelerin antioksidan
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ozellikleri sayesinde hiicresel hasar1 azaltabilecegi, hiicre ¢ogalmasini ve hiicre gociinii
destekleyerek yara kapanma siirecini hizlandirabilecegi diisliniilmektedir. Literatiirde
bitkisel ekstraktlarinin fenolik iceriginin fibroblast aktivitesini artirarak doku
yenilenmesini destekledigi bildirilmektedir (Merecz-Sadowska vd. 2021). Bu nedenle
calismada elde edilen sonuglar, ekstraktin potansiyel yara iyilestirici aktivit eye sahip
olabilecegini desteklemektedir. Sekil 4.5 de Paliurus spina-christi tohumlarinin sulu

ekstraktinin yara tyilestirici etkisinin mikroskobik goriintiisli goriintiisii sunulmustur.

Konrrol Paliurus spina-christi

). saat

24. saat

Sekil 4.5 Paliurus spina-christi ekstraktinin yara iyilestirici etkisi
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4. 6 Mineral Madde Diizeylerinin Belirlenmesi

Paliurus spina-christi tiriiniin biyoelement konsantrasyonu ICP-OES ile belirlendi.
Standart ¢dzelti igerisinde var olan Sb, As, Be, Cd, Ca, Cr, Co, Cu, Fe, Pb, Li, Mg, Mn,

Mo, Ni, Se, Sr, T1, V, ve Zn elementlerinin varlig1 ve konsantrasyonu aragtirilmistir.

Cizelge 4.6’de Paliurus spina-christi tirliine ait ekstraktin igerdigi biyoelementler ve
bunlarin konsantrasyonlar1 verilmistir. Elde edilen sonuglar incelendiginde, ekstrakt
icerisinde en yiiksek miktarda bulunan elementlerin kalsiyum (Ca), potasyum (K) ve

magnezyum (Mg) oldugu belirlenmistir.

Cizelge 4.6 Paliurus spina-christi tiriiniin igerdigi biyoelementler ve konsantrasyonlari

Biyoelement Konsantrasyon Biyoelement Konsantrasyon
(ppm) (ppm)

Be 0,048 Mg 1303,83

Ca 454238 Mn 26,903

Cr 0,33 Ni 3,837

Cu 18,86 Sr 22,496

Fe 47,291 Ti 2,564

K 3564,99 Zn 15,306

Li 1,27

Literatiirde bir ¢alismada ise Paliurus spina-christi meyvelerindeki mineral igeriklerini
incelenmistir. Fitokimyasal analizde, toplam 31 farkli fenolik bilesik tanimlanmistir.
Baslica bilesenleri (analit/g ekstrakt olarak) sunlardir: rutin (98753,4 £+ 24,39 nug), katesin
(58695,3 £ 12,971 pg), hesperidin (47445,2 + 15,894 ng), kinik asit (38279,5 + 14,239
pug) ve malik asit (17536,8 £ 2,279 pg). Mineral analizinde ise; sodyum, kalsiyum,
magnezyum ve fosfor elementleri makro diizeyde, Zn ve Cr*>* mineralleri ise eser diizeyde

bulunmustur (Takim 2021).
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Bir baska calismaa ise Paliurus spina-christi bitkisinin dal, yaprak ve meyve gibi
toprakiistii kistmlarindan mineral madde igerigini arastiran bir ¢aligmada, biyoelement
diizeyleri Al (117.940 + 4.45), B (62.911 + 2.29), Ca (2593.971 + 29.40), Cd (0.090 +
0.01), Cr (0.893 +£0.03), Cu (60.053 + 1.42), Fe (863.705 £22.92), K (2914.821 + 41.26),
Mg (595.191 +£20.11), Mn (135.145 + 5.10), Na (290.996 + 4.28), Ni (26.615+ 0.51), Pb
(17.162+0.52), Zn (177.784 + 6.91) seklinde belirlenmis ve en yliksek konsantrasyonlarin
Ca, K, Mg, Na, Zn ve Al oldugunu bulmustur (Karahan vd. 2020). Sunulan tez

calismasinda da en yiiksek miktarda bulunan elementlerin Ca, K ve Mg dur.

Ozellikle kalsiyumun 4542,38 ppm ve potasyumun 3564,99 ppm diizeyinde bulunmast,
bitkinin mineral bakimindan zengin bir igerige sahip oldugunu gostermektedir. Bu
elementler hiicresel metabolizma, enzim aktivitesi ve doku yenilenmesi gibi biyolojik
stireclerde 6nemli gorevler iistlenmektedir. Magnezyumun da yiiksek miktarda bulunmasi
dikkat c¢ekicidir. Magnezyum, protein sentezi, hiicre c¢ogalmasi ve enerji
metabolizmasinda rol oynayan 6nemli bir elementtir. Bu nedenle bitkinin biyolojik

aktivitesine katki saglayabilecegi diisiiniilmektedir.

Ayrica demir (Fe), ¢cinko (Zn), bakir (Cu) ve mangan (Mn) gibi eser elementlerin varligi
da ekstraktin biyolojik agidan degerli oldugunu gostermektedir. Ozellikle ¢inko ve
bakirin yara iyilesmesi, antioksidan savunma sistemi ve bagisiklik mekanizmalarinda
onemli roller iistlendigi bilinmektedir. Demir elementi, oksijen tasinmasi ve hiicresel
metabolik faaliyetler agisindan 6nem tagimaktadir. Cinko ve mangan gibi eser elementler
ise antioksidan enzimlerin yapisinda yer alarak serbest radikallerin zararl etkilerine kars1
koruyucu rol oynayabilmektedir. Bunun yaninda krom (Cr), nikel (Ni), titanyum (Ti) ve
berilyum (Be) gibi elementlerin diisiik konsantrasyonlarda bulundugu belirlenmistir.
Paliurus spina-christi nin zengin mineral ve eser element igerigine sahip oldugu, bu

durumun bitkinin biyolojik aktivitelerine katkida bulunabilecegi diisiiniilmektedir.

Organizma, enzimatik ve enzimatik olmayan bilesenlerden olusan kompleks bir
antioksidan savunma sistemine sahiptir. Bu savunma mekanizmasi, dokular iizerinde
zararl etkilere neden olabilen serbest radikallere karsi koruyucu gorev iistlenmektedir.

Stiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT) ve glutatyon peroksidaz (GPx), hiicre
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icerisinde serbest radikallere kars1 gérev yapan baslica antioksidan enzimler arasinda yer
almaktadir. Serbest radikaller ise 6zellikle mitokondriyal enerji liretim siirecleri sirasinda
stirekli olarak meydana gelmektedir (Aslankog vd. 2019). Cizelge 4.6 belirlenen Fe, Cu,
Mn ve Zn gibi eser elementler, organizmada bulunan antioksidan savunma sisteminin
onemli bilesenleri arasinda yer almaktadir. Ozellikle bu elementler, siiperoksit dismutaz
(SOD) ve katalaz (CAT) gibi antioksidan enzimlerin yapisina katilarak enzimatik
aktivitenin siirdiiriilmesinde gorev almaktadir. Demir (Fe), katalaz enziminin yapisinda
bulunan temel elementlerden biridir. Katalaz enzimi, hiicrelerde olusan hidrojen
peroksidi su ve oksijene parcalayarak oksidatif hasarin 6nlenmesine katki saglamaktadir.
Bu nedenle ekstraktta Fe elementinin bulunmasi, antioksidan kapasite agisindan 6nemli
kabul edilmektedir. Bakir (Cu) ve ¢inko (Zn) ise Ozellikle Cu/Zn-SOD enziminin
yapisinda yer almaktadir. Siiperoksit dismutaz enzimi, siiperoksit radikallerini daha az
zararli bilesiklere doniistiirerek hiicreyi oksidatif strese karsi korumaktadir. Bu nedenle
Cu ve Zn varligi, bitkinin antioksidan savunma mekanizmalarina katki saglayabilecegini
diisiindiirmektedir. Mangan (Mn) elementi ise mitokondride bulunan Mn-SOD enziminin
temel bilesenidir. Mn-SOD enzimi, mitokondriyal enerji iiretimi sirasinda olugan serbest
radikallerin uzaklastirilmasinda 6nemli rol oynamaktadir. BOylece hiicresel hasarin
azaltilmasima ve hiicre biitiinliigiiniin korunmasina katki saglamaktadir. Genel olarak
degerlendirildiginde, ekstrakt igerisinde bulunan Fe, Cu, Mn ve Zn gibi biyoelementlerin
antioksidan enzim sistemleriyle iligkili oldugu ve bitkinin antioksidan aktivitesine destek

saglayabilecegi diisiiniilmektedir.
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5. SONUC

Paliurus spina-christi Miller, Tiirkiye’de yaygin olarak yetisen ve halk arasinda
kullanim1 bulunan bitkidir. Meyve kismi goz hastaliklarinda, taze yapraklar1 ¢iban
izerine sarilarak kullanilmaktadir. Meyvelerinin mide agrisi, akne, soguk alginligi, grip,
astim rahatsizliklarinda, kabizlik probleminde ditiretik etki igin, bogaz agrilarinda,
bobrek tasi ve karin agrisi rahatsizliklarinda kullanimi da mevcuttur. Bitkinin gesitli
kisimlar ile yapilan kimyasal igerik ¢caligmalarinda, flavonoitler, tanenler, fenolik asitler,
flavonoit glikozitleri, yag asitleri, alkaloitler, steroller, amino asitler, seker bilesikleri ve
mineraller icerdigi bulunmustur. Icerdigi bilesikler sebebiyle yiiriitiilen biyoaktivite
calismalari incelendiginde antioksidan, antimikrobiyal, antienflamatuvar, antidiyabetik,
enzim inhibitor (kolinesteraz, tirozinaz, a-amilaz ve a-glukozidaz), antifungal ve

antigenotoksik ozellikleri belirlenmistir (Kasap, 2024).

Bu tez calismasinda Paliurus spina-christi ekstraktinin biyolojik aktiviteleri kapsamli
sekilde arastirilmis, total fenolik madde miktar1, antimikrobiyal, yara iyilestirici ve
sitotoksik etkileri farkli analiz yontemleri kullanilarak degerlendirilmistir. Elde edilen
sonuclar dogrultusunda Paliurus spina-christi  ekstraktinin  fenolik bilesikler,
biyoelementler ve cesitli biyoaktif metabolitler bakimindan zengin bir igerige sahip
oldugu belirlenmistir. Bu zengin igerigin bitkinin biyolojik aktivitesine onemli 6l¢iide

katki sagladig diisiiniilmektedir.

Gergeklestirilen total fenolik madde tayini sonuglari, ekstraktin belirli diizeyde fenolik
bilesik icerdigini gdstermistir. Fenolik bilesikler, bitkilerde antioksidan aktiviteden
sorumlu temel sekonder metabolitler arasinda yer almaktadir. Bu bilesikler serbest
radikalleri notralize ederek hiicreleri oksidatif strese kars1 korumakta ve hiicresel hasarin
azaltilmasina katki saglamaktadir. Oksidatif stres; lipid peroksidasyonu, protein hasar1 ve
DNA bozulmalar1 gibi olumsuz durumlara neden olarak hiicre fonksiyonlarini
bozabilmektedir. Bu nedenle fenolik bilesikler bakimindan zengin bitki ekstraktlarinin
koruyucu biyolojik aktivite gosterebildigi bilinmektedir. Calismada elde edilen total
fenolik icerik sonuglar, Paliurus spina-christi ekstraktinin giiglii bir biyoloik aktiviteye

sahip olabilecegini yoniindedir.
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LC-MS/MS analizleri sonucunda ekstrakt igerisinde akonitik asit, protokatekuik asit,
protokatekuik aldehit, salisik asit ve akasetin gibi biyolojik a¢idan 6nemli bilesiklerin
bulundugu belirlenmistir. Ozellikle protokatekuik asit ve akasetin gibi fenolik yapidaki
bilesiklerin giiclii antioksidan ve antiinflamatuar aktivite gosterdigi bilinmektedir. Bu
bilesiklerin serbest radikallerin neden oldugu hiicresel hasarin azaltilmasina katkida
bulunabilecegi diisiiniilmektedir. Ayrica salisik asitin antimikrobiyal ve antiinflamatuar
Ozellikleri sayesinde yara iyilesme siireclerinde etkili olabilecegi bilinmektedir. Elde
edilen bu bulgular, Paliurus spina-christi ekstraktinin biyolojik aktivitesinin icerdigi

biyoaktif bilesigin sinerjik etkisinden de kaynaklanabilecegini gostermektedir.

Disk difiizyon yontemi ile gerceklestirilen antimikrobiyal aktivite analizlerinde ekstraktin
E. coli, S. aureus ve C. albicans tizerinde farkli diizeylerde inhibisyon etkisi gosterdigi
belirlenmistir. Ozellikle C. albicans iizerinde elde edilen inhibisyon zonlarinin daha
yiiksek olmasi, ekstraktin antifungal aktivitesinin dikkat ¢ekici oldugunu gostermektedir.
24. ve 48. saat sonuglar birlikte degerlendirildiginde, ekstraktin zamana bagli olarak
etkinligini koruyabildigi ve ozellikle diisiik konsantrasyonlarda daha etkili sonuglar
verebildigi goriilmiistiir. Bunun yaninda S. aureus tizerinde de belirgin inhibisyon zonlar1
olustugu belirlenmistir. E. coli lizerinde ise antimikrobiyal aktivite saptanmamistir. Bu
sonuclar, ekstraktin o6zellikle fungal mikroorganizmalara karsi daha giiclii aktivite

gosterdigi goriilmektedir.

Bitki ekstraktlarinin  antimikrobiyal etkisinin, icerdigi fenolik bilesikler ve
flavonoidlerden = kaynaklanabilecegi  diisiinlilmektedir. ~ Fenolik  bilesiklerin
mikroorganizma hiicre duvarinda gecirgenlik degisikliklerine neden olarak hiicre
biitiinliiglinii bozabildigi bilinmektedir. Ayrica bazi fenolik bilesiklerin mikrobiyal enzim
sistemlerini inhibe ederek hiicre metabolizmasin1 baskilayabildigi bildirilmektedir.
Calismada belirlenen prokatekuik asit, salisilik asit ve akasetin gibi bilesiklerin

antimikrobiyal aktiviteye katki saglayabilecegi diisiiniilmektedir.
Sitotoksisite analizleri sonucunda ise ekstraktin belirli konsantrasyonlarda hiicre

canlihigini korudugu ve biyouyumlu 6zellik gdsterebildigi belirlenmistir. Ozellikle diisiik

ve orta konsantrasyonlarda hiicre canliliginin yiiksek olmasi, ekstraktin giivenli kullanim
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potansiyeli acisindan dnemli bir bulgu olarak degerlendirilmistir. Bununla birlikte ytliksek
konsantrasyonlarda meydana gelen hiicre canliligi degisimlerinin, ekstrakt iceriginde
bulunan fenolik bilesiklerin doz bagimli etkilerinden kaynaklanabilecegi

diistiniilmektedir.

Yara iyilesme caligsmalar1 kapsaminda fibroblast hiicre hatt1 kullanilarak in-vitro hiicre
cizik modeli olusturulmustur. Fibroblast hiicreleri yara iyilesme siirecinde kollajen
sentezi, hiicre proliferasyonu ve doku yenilenmesinde 6nemli gorevler iistlenmektedir.
Calismada ekstrakt uygulanan hiicre gruplarinda hiicre migrasyonunun desteklendigi ve
yara kapanmasmin hizlandigr gozlemlenmistir. Bu durum, Paliurus spina-christi
ekstraktinin yara iyilestirici potansiyele sahip olabilecegini gdstermektedir. Ozellikle
ekstraktin icerdigi antioksidan ve antiinflamatuar bilesiklerin hiicresel yenilenmeyi

destekleyerek yara iyilesme siirecine katkida bulunabilecegi diistiniilmektedir.

Calismada gerceklestirilen biyoelement analizleri sonucunda ekstraktin ozellikle
kalsiyum (Ca), potasyum (K) ve magnezyum (Mg) bakimindan zengin oldugu
belirlenmistir. Bunun yaninda Fe, Cu, Zn ve Mn gibi eser elementlerin varligi dikkat
cekmistir. Bu biyoelementlerin organizmada 6nemli biyokimyasal siireclerde gorev aldigi
bilinmektedir. Ozellikle Fe, Cu, Zn ve Mn elementleri antioksidan savunma sisteminde
gorev yapan enzimlerin yapisina katilmaktadir. Bakir ve ¢inko, Cu/Zn-SOD enziminin
yapisinda bulunurken mangan ise Mn-SOD enziminin temel bilesenlerinden biridir.
Demir elementi ise katalaz enziminin yapisinda yer almakta ve hidrojen peroksidin
parcalanmasinda gorev almaktadir. Bu nedenle ekstraktta bulunan biyoelementlerin
antioksidan savunma sistemine katki saglayabilecegi diisiiniilmektedir. Organizmada
meydana gelen oksidatif stres, reaktif oksijen tiirlerinin artis1 sonucunda olugmakta ve
hiicresel yapilarda hasara neden olabilmektedir. Organizma ise bu zararh etkilere karsi
enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidan savunma sistemleri gelistirmektedir.
Stiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT) ve glutatyon peroksidaz (GPx) hiicrede
serbest radikallere kars1 gorev yapan temel antioksidan enzimler arasinda yer almaktadir.
Calismada belirlenen fenolik  bilesikler ve biyoelement igerikleri birlikte
degerlendirildiginde, Paliurus spina-christi ekstraktinin  antioksidan savunma

mekanizmalarini destekleyebilecek potansiyele sahip oldugu diistintilmektedir.

73



Sonug olarak, Paliurus spina-christi tohumlarinin sulu ekstraktinin fenolik icerik, zengin
biyoelement profili ve igerdigi biyoaktif bilesikler sayesinde 6nemli biyolojik aktivite
gosterdigi sonucuna ulasilmistir. Elde edilen antimikrobiyal, antikanserojen ve yara
tyilestirici  aktivite sonuglari, bu Dbitkinin dogal biyolojik ajan olarak
degerlendirilebilecegini gostermektedir. Ozellikle antioksidan savunma sistemini
destekleyebilecek biyoelementler ve fenolik bilesikler bakimindan zengin olmasi,
ekstraktin farmakolojik agidan 6nemli bir potansiyele sahip oldugunu diisiindiirmektedir.
Paliurus spina-christi ekstraktinin biyolojik aktiviteler agisindan umut verici 6zellikler
gosterdigi belirlenmis olup, ilerleyen calismalarda molekiiler mekanizmalarinin daha
ayrintilt arastirilmasi ve in-vivo ¢aligmalarla desteklenmesi gerektigi diigiiniilmektedir.
Bunun yaninda ekstraktin igerdigi aktif bilesiklerin saflagtirllmasi ve farmasotik
uygulamalarda degerlendirilmesi, gelecekte gergeklestirilecek ¢aligmalar acisindan

onemli katkilar saglayabilir.
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