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TESEKKUR

Bu calisma, Arastirma Projeleri kapsammda TUBITAK1002 programi 1247690
numaral" Erzurum Yoresinde Yetisen Casir (Prangos Ferulacea (L.) Bitkisinden
Enzim/Manyetik Alan On Islemleriyle U¢ Fazli Aymrma (TPP) Yéntemi Kullanilarak
Polisakkaritlerin Ekstrakte Edilmesi, Fizikokimyasal Ozelliklerinin ve In vitro Biyolojik
Aktivitelerinin Arastirilmas1” ve Atatiirk Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri (BAP)
Koordinatorliigii tarafindan FYL-2024-14773 numarali " Prangos Ferulacea (L.) Bitkisinden
saflastirilan Polisakkarit ve Cisplatin Ilacinin kombinasyonunun MCF-7 ve A549 Hiicre Hatlar
Uzerinde Antikanser Etkilerinin Gen ve Protein Seviyesinde Arastirilmas1” baslikli proje ile
desteklenmistir. Bu calismaya sagladigi finansal desteklerden dolayr Atatiirk Universitesi
Bilimsel Arasirma Projeleri (BAP) Koordinatorliigii'ne ve 6grenim siirem boyunca sagladigi

burs imkanlarindan dolayr Tiirkiye Bilimsel ve Teknolojik Arastirma Kurumu ‘na

(TUBITAK1002A) tesekkiir ederim.

Yiiksek lisans 6grenimim siiresince bilimsel bakis acimi gelistirmemde yardimer olan
her asamada bilgisi ve onerileriyle yanimda olan degerli danisman hocam Sayin Prof. Dr. Melda

SISECIOGLU na sayg1 ve tesekkiirlerimi sunarim.

Bu tez calismasi yiiksek lisansa basladigim giinden her asamada bilgi ve deneyimlerini
bana sabirla 6greten, akademik yolculuguma hep 151k tutan, karsilastigim her zorlukta ¢6ziim
ureten ¢ok degerli arkadasim Rahime ALTINTAS sayesinde tamamlandi. Bilgisi,sabr1 ve
dostlugu icin sonsuz tesekkiirlerimi sunarim. Tikandigim yerlerde yardimini benden
esirgemeyen, tecriibe ve yonlendirmeleriyle bana destek olan degerli ekip arkadasim Selma
SAOULAya tesekkiir ederim.

Calismalarim esnasinda bana moral ve motivasyon olan sevgili arkadaslarim Azade
ALIYEVA, Kamran MURSALOV, Leman MEMMEDZADE ve Abdullah CICEK ’e tesekkiir

ederim.

Bu siirecte emegi gecen biitiin degerli hocalarima, laboratuvar ortamini daha verimli ve
keyifli hale getiren, birlikte ¢alismaktan mutluluk duydugum tiim laboratuvar arkadaslarima

tesekkiir ederim.

Hayatim boyunca maddi ve manevi olarak yanimda olan, sevgi ve desteklerini benden
higbir zaman esirgemeyen ¢ok degerli aile iiyelerim annem Zarifa IBRAHIMOVA ’ya, babam
Vugar IBRAHIMOV a ve kardesim Kenan IBRAHIMOV’a sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.

Amina IBRAHIMOVA



OZET
YUKSEK LiSANS TEZIi

ERZURUM YORESINDE YETISEN CASIR (Prangos Ferulacea (L.) BITKISINDEN
ENZIM/MANYETIK ALAN ON ISLEMLERIYLE UC FAZLI AYIRMA (TPP)
YONTEMIi KULLANILARAK POLISAKKARITLERIN EKSTRAKTE EDILMESI,
FiZIKOKIMYASAL OZELLIKLERININ ve In vitro BITYOLOJIK
AKTIVITELERININ ARASTIRILMASI

Amina IBRAHIMOVA
Damisman: Prof. Dr. Melda SISECIOGLU

Amag: Polisakkaritler dogada yaygin olarak bulunan, enerji depolamada ve yapisal biitlinliigiin
saglanmasinda rolii olan biyopolimerlerdir. Ozellikle bitki polisakkaritleri sergiledikleri gesitli
biyolojik aktivitelerden dolay1 klinik, gida, farmasétik ve biyoteknolojik alanlarda yogun ilgi
gormektedir. Bu tez c¢alismast kapsaminda; Erzurum’da yetisen c¢asir bitkisinden
polisakkaritlerin TPP, TPP o6ncesi enzim 6n islemi (E-TPP), TPP 6ncesi manyetik alan 6n
islemi (M-TPP) ve TPP oOncesi enzim/manyetik alan 6n islemi (E/M-TPP) yontemleri
uygulanarak ekstrakte edilmesi, ekstrakte edilen polisakkaritlerin karakterizasyonunun
yapilmasi, fizikokimyasal ozelliklerinin ve in vitro biyolojik aktivitelerinin belirlenmesi
hedeflenmistir.

Yontem: TPP yontemi kullanilarak, Prangos Ferulacea (L.) bitkisinden polisakkarit ekstrakte
etmek igin klasik TPP yontemi ile amonyum siilfat konsantrasyonu (%20-80), siipernatant
¢ozeltisi/t-butanol oranmi (1.0:1.0-1.0:2.0) ve pH (6.0-8.0) gibi parametrelerin optmizasyonu
yapilmistir. Optimum kosullar kullanilarak enzim, manyetik alan, enzim/manyetik alan 6n
islemleriyle ve hicbir 6n islem uygulanmadan TPP yontemiyle optimum polisakkarit verimi
karsilagtirillmistir.  Optimize edilmis kosullar ile ekstrakte edilen polisakkaritlerin
fizikokimyasal ve biyoaktif 6zellikleri (karbohidrat ve protein aktivitesi), karakterizasyonu ve
farkli biyolojik aktiviteleri (antioksidan aktivite, hipoglisemik ve hipotirisemik aktivite)
belirlenmistir. Ayrica, enzim (PFPs.E), manyetik alan (PFPs.M), enzim/manyetik alan (PFPs.
EM) o6n islemleriyle ve higbir 6n islem uygulanmadan (PFPs.H) ekstrakte edilen
polisakkaritlerin antikanser etkileri, gen seviyesinde gPCR ile protein seviyesinde western blot
analiziyle arastirilmistir.

Bulgular: Casir bitkisinden TPP yontemiyle ekstrakte edilen polisakkaritlerin optimizasyon
calismalar1 sonucunda; 30°C’de pH 7.0, %20 amonyum siilfat konsantrasyonu ve 1.0:1.5
slipernatant ¢ozeltisi/ t-butanol orani ile E/M-TPP ile elde edilen polisakkarit en yiiksek
ekstraksiyon verimini (%27), karbohidrat i¢erigini (%90) ve en diisiik protein igerigini (%0,82)
gosterdi. In vitro biyoaktivite testleriyle PFPs.EM 'nin, PFPs-E ve PFPs-M ve PFPs-H'dan daha
gliclii antioksidan, hipoglisemik, hipoiirisemik ve antitiimor aktiviteye sahip oldugu belirlendi.

Sonug: Polisakkaritler, dogal kaynaklardan elde edilen yapilar1 sayesinde hem biyomedikal
hem de endiistriyel agidan 6nemli biyopolimerler arasinda yer almaktadir. Sonug olarak bu tez
kapsaminda, ilk kez Erzurum yoresinde yetisen casir bitkisinden polisakkaritlerin; enzim,
manyetik alan, enzim ve manyetik alan kombinasyonu ile 6n muameleden sonra ekstrakte edildi
ve sonra TPP yontemiyle saflastirildi. Ekstrakte edilen polisakkaritler karakterize edilerek
biyolojik aktiviteleri belirlendi. Elde edilen PFPs.EM’in diger yoOntemlere kiyasla verimi ve
etkinligi daha yiiksek bulundu. Elde edilen sonuglar, Prangos Ferulacea (L.) biyoaktif
polisakkaritleri igin etkili ve timit verici bir ekstraksiyon teknigi sunmakta olup, PFPs'lerin
fonksiyonel gida, ilag ve kozmetik alanlarinda uygulanma potansiyeline sahip oldugunu
gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Prangos Ferulacea (L.), Polisakkarit, TPP, Manyetik alan, Biyolojik
aktivite

Eyliil 2025, 84 sayfa
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ABSTRACT

MASTER THESIS

EXTRACTION OF POLYSACCHARIDES FROM THE PLANT OF Prangos
Ferulacea (L.) GROWING IN ERZURUM REGION BY USING THE TRIPLE PHASE
SEPARATION (TPP) METHOD WITH ENZYME/MAGNETIC FIELD
PRETREATMENTS, INVESTIGATION OF THEIR PHYSICOCHEMICAL
PROPERTIES AND In vitro BIOLOGICAL ACTIVITIES

Amina IBRAHIMOVA
Supervisor: Prof. Dr. Melda SISECIOGLU

Purpose: Polysaccharides are biopolymers found widely in nature and play a role in energy
storage and structural integrity. Plant polysaccharides, in particular, have attracted considerable
attention in clinical, food, pharmaceutical, and biotechnological fields due to their diverse
biological activities. In this thesis, the aim was to extract polysaccharides from the casir plant
grown in Erzurum using TPP, pre-TPP enzyme pretreatment (E-TPP), pre-TPP magnetic field
pretreatment (M-TPP), and pre-TPP enzyme/magnetic field pretreatment (E/M-TPP) methods.
The aim was to characterize the extracted polysaccharides and determine their physicochemical
properties and in vitro biological activities.

Method: Parameters such as ammonium sulfate concentration (20-80%), supernatant/t-butanol
ratio (1.0:1.0-1.0:2.0) and pH (6.0-8.0) were optimized using the classical TPP method to
extract polysaccharides from Prangos Ferulacea (L.). Optimum polysaccharide yield was
compared with the TPP method using the optimum conditions with and without enzyme,
magnetic field, enzyme/magnetic field pretreatments. The physicochemical and bioactive
properties (carbohydrate and protein activities), characterization and different biological
activities (antioxidant activity, hypoglycemic and hypouricemic activities) of the
polysaccharides extracted under the optimized conditions were determined. Additionally, the
anticancer effects of polysaccharides extracted with enzyme (PFPs-E), magnetic field (PFPs-
M), enzyme/magnetic field (PFPs-EM) pretreatments and without any pretreatment (PFPs-H)
were investigated by gPCR at the gene level and western blot analysis at the protein level.

Findings: Optimization studies of polysaccharides extracted from the Casir plant using the TPP
method revealed that polysaccharides obtained with E/M-TPP at 30°C, pH 7.0, 20% ammonium
sulfate concentration, and a supernatant solution/t-butanol ratio of 1.0:1.5 exhibited the highest
extraction yield (27%), carbohydrate content (90%), and the lowest protein content (0.82%). In
vitro bioactivity tests revealed that PFPs-EM possessed stronger antioxidant, hypoglycemic,
hypo-uricemic, and antitumor activity than PFPs-E, PFPs-M, and PFPs-H.

Results: Polysaccharides, thanks to their structures derived from natural sources, are among
the biopolymers of both biomedical and industrial importance. In conclusion, within the scope
of this thesis, polysaccharides from the casir plant, grown in the Erzurum region, were extracted
for the first time after pretreatment with enzymes, magnetic fields, or a combination of enzymes
and magnetic fields, and then purified using the TPP method. The extracted polysaccharides
were characterized, and their biological activities were determined. The yield and effectiveness
of the obtained PFPs-EM were found to be higher compared to other methods. The obtained
results provide an effective and promising extraction technique for bioactive polysaccharides
from Prangos Ferulacea (L.) and demonstrate the potential application of PFPs in functional
foods, pharmaceuticals, and cosmetics.

Keywords: Prangos Ferulacea (L.), Polysaccharide, TPP, Magnetic field, Biological activity
September 2025, 84 pages
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GIRIS

Karbohidratlar, karbon (C), hidrojen (H) ve oksijen (O) atomlarindan olusan molekiiller
olup biyolojik sistemlerde yapisal bilesen ve enerji kaynagi olarak onemli rol oynayan
biyopolimerlerdir (Zhang vd., 2015). i¢erdigi seker molekiiliiniin sayisina bagli olarak basit ve
kompleks olmak tlizere 2 gruba ayrilan bu bilesikler viicutta glikoz formunda dolasir ve 6zellikle
beyin, bobrek medullast ve alyuvarlar gibi dokular i¢in ana enerji kaynagidir (Costa-Pinto
vd.,2021). Bu organik bilesikler, monosakkarit birimlerinin glikozidik baglarla bir araya
gelmesiyle olusur ve yapilarina gore monosakkaritler, oligosakkaritler ve polisakkaritler olmak
lizere li¢ ana gruba ayrilir (Nelson & Cox, 2017). Yapilan cesitli aragtirmalarda karbohidratlarin
antitiimor, antiviral, antioksidan ve diger biyolojik aktivitelere sahip oldugu belirtilmistir.
Diyetle alinan karbohidratlar, genellikle enerji iiretiminde kullanilmadan 6nce daha basit
yapidaki seker molekiillerine (6rnegin glukoza) pargalanir ya da viicutta glikojen formunda
depolanir.  Glikojen depolanmasi baglica karaciger ve iskelet kasi dokularinda
gerceklesmektedir. Karacigerde biriken glikojen, 6zellikle aglik gibi durumlarda kan glukoz
diizeyinin sabit tutulmasinda (normoglisemi) kritik bir enerji kaynagi olarak iglev goriir (Costa-

Pinto vd.,2020).

Sahip olduklar1 bu cesitlilikler karbohidratlar1 yapilarina ve fonksiyonlarina gore
gruplandirmay1 gerekli kilmistir. Bu baglamda, karbohidratlarr genel olarak asagidaki basliklar

altinda siniflandirilmaktadir.

Monosakkaritler

Monosakkaritler, 3-8 aras1 karbon atomundan olusup yapilarinda aldehit veya keton
grubu bulunduran temel karbohidrat birimleridir. Daha kompleks karbohidratlarin yapi taglarini
olusturan bu bilesikler hidrolize edilmezler (Pallardy vd., 2010). Formiiliindeki karbon
atomunun sayisina gore triozlar,tetrozlar, pentozlar ve heksozlar olarak bilinirler. D-
gliseraldehit ve L-gliseraldehit olarak bilinen monosakkaritler triozlar grubuna aittir. Pentozlar
grubunun en sik rastlanilan 6rnekleri ise arabinozlar ve ksilozlardir. Heksozlar yaygin olarak
sebze ve meyvelerde glikoz ve fruktoz seklinde bulunurlar. Glikolizde enerji kaynagi olarak rol
oynayan bu polimerler, niikleik asitlerin sentezinde de hayati bir isleve sahiptirler (F
Haghighatjoo vd., 2024).


https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/monosaccharide
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/aldose
https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/nucleic-acid
https://scholar.google.com/citations?user=GFcEuJYAAAAJ&hl=ru&oi=sra
https://scholar.google.com/citations?user=GFcEuJYAAAAJ&hl=ru&oi=sra

Disakkaritler

Disakkaritler, farkli monosakkarit ¢iftlerinin a- veya B-glikozidik baglar yoluyla
birlesmesinden olusurlar (Moreno vd., 2012). Laktoz, maltoz, selobiyoz, gentobiyoz ve rutinoz
yaygin olarak bilinen ve farmasotik 6neme sahip olan indirgeyicinin disakkarit tiirleridir.
Genellikle sofra sekeri olarak kullanilan disakkaritler, hem bagirsak bakterileri tarafindan enerji
kullanmak amaciyla hem de siikraz araciligiyla monosakkaritlere (6zellikle heksozlara)

hidrolize edilebilirler (Mukherjee vd., 2019, Selvaraj, C vd., 2023).

Oligosakkaritler

Oligosakkaritler, 2 ila 10 monosakkarit biriminin glikozidik baglarla birlesmesi sonucu
olusan antioksidan, antimikrobiyal ve ozellikle prebiyotik etkileriyle 6ne cikan biyoaktif
bilesiklerdir. Ayrica insan siitiinde en ¢ok bulunan bilesenlerden biri olarak da bilinmektedir.
Bu biyolojik aktivitelerinden dolay1, gida endiistrisinde dogal katki maddesi olarak kullanilma
potansiyeli tasimaktadirlar. Sonug¢ olarak, oligosakkaritler, dogrudan saglik yararlari sunan
dogal bilesikler olmalarinin yani sira, endiistriyel olarak da stratejik 6neme sahiptir. Bu
ozellikleri ile, gida endiistrisinde kimyasal katki maddelerine kars1 ¢evre dostu ve yenilenebilir

alternatifler arasinda yer almaktadirlar (Mano, M. C. R vd.,2022).

Polisakkaritler

Polisakkaritler, glikozidik baglarla baglanmis ylizlerce veya binlerce monosakkarit
biriminden olusan heterojen yapilar olup, hem homojen (homopolisakkarit) hem de heterojen
(heteropolisakkarit) yapida bulunabilirler (Zhao vd., 2022). Bitkiler, hayvanlar, mantarlar ve
deniz yosunu gibi dogal kaynaklardan elde edilen polisakkaritler sadece enerji agisindan
kullanilmalariyla degil, ayn1 zamanda hiicreler arasindaki iletisim, sinyal, kan pihtilagmasi gibi
gorevleri de bulunmaktadir. Yapisal (seliiloz, kitin) ve rezerv (nisasta, iniilin, glikojen) olmak
tizere baslica iki grupta siniflandirilan bu makromolekiiller; biyouyumluluk, biyo¢oziintirliik ve
toksik olmamalar1 gibi avantajlar1 sayesinde, son yillarda farmasotik, gida, kozmetik ve

biyomedikal alanlarda 6nemli bir aragtirma konusu haline gelmistir (Xu vd., 2019).

Polisakkaritler, sahip olduklar1 ¢esitli yapilardan dolay1 farkli biyolojik aktiviteler
gostermektedirler. Bu sebepten yapi-aktivite iligskisini anlamak i¢in glikozidik baglar ve
monosakkarit bilesimi gibi fizikokimyasal 6zellikler lizerine yapilan ¢aligmalar biiylik 6neme
sahiptir (Meng vd., 2018). Polisakkaritlerin biyolojik aktivitesinin 6nemli bir yonii antioksidan
aktivitesinin olmasidir. Bu 6zelligi polisakkaritlerin viicut tarafindan iiretilen serbest radikalleri
temizleme kapasitesini ifade eder. Bu nedenle, gida ve farmasotik tirtinlerde kullanim igin dogal

olarak olusan antioksidanlara olan ilgi oldukca fazladir (Taskin ve Bitis, 2016).
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Sekil 1. Polisakkaritlerin kimyasal yapist

Polisakkaritler, proteinler ve niikleik asitler de dahil olmak iizere diger makromolekiiller
arasinda yapisal degiskenlik icin biiylik bir potansiyel sergilemektedirler (Shi, 2016). Gida
endiistrisinde ve tipta uzun siiredir kullanilan polisakkaritler, anti-tiimdr, immiinomodiilator,
antioksidan, antimikrobiyal, antiviral dahil olmak iizere biyolojik aktiviteleri nedeniyle son
yillarda biiylik ilgi gérmektedirler (Yu vd., 2018; Zhu vd., 2021). Bu etkilerin disinda
hipoglisemik, yag diisiiriicii, kan pihtilasmasinda, viicud dengesi saglama ve gidalar1 daha uzun
saklama gibi bir¢ok etkileri bulunmaktadir. Polisakkaritler bu etkilerinden dolayr bir¢ok
hastaligin tedavisinde ve ilag tastyici sistem (DDS) olarak kullanilmaktadirlar (Yarley vd.,
2021). ilaglarm dokuya olan 6zgiilliigiinii, salim oranini ve stabilitesini tahmin etmek zordur.
Bu nedenle c¢ok c¢esitli kimyasal politikalarla ilacin etkiniligini, toksisitesini ve
farmakokinetigini belirleyen ve hedef bolgeye etkili olan DDS’ler gelistirilmistir (Zhang, vd.,
2011).

Polisakkaritlerin kaynaklar:

Dogal polisakkaritler, bitki, hayvan, bakteri ve deniz olmakla birlikte dort temel
biyolojik kaynaktan elde edilebilmektedir. Bitkisel kaynakli polisakkaritler, seliiloz,
hemiseliiloz, pektin, nisasta ve arabinogalaktan gibi hiicre duvari bilesenlerinden elde edilirken,
hayvansal kaynakli polisakkaritler genellikle kitin, kondroitin siilfat ve hyaluronan gibi yap1
molekiillerini kapsamaktadir (Necas vd., 2008; Wang vd., 2021). Mikrobiyal polisakkaritler,
bakteriler tarafindan sentezlenen ksantan gam, dekstran ve levan gibi ekzopolisakkaritleri
icerirken, deniz kaynakli polisakkaritler ise alglerden izole edilen agar, aljinat, fukoidan ve
karrajenan gibi stilfonatl bilesiklerden olusmaktadir (Freitas vd., 2011; Wijesekara vd., 2011).
Bu genis kaynak cesitliligi, polisakkaritlerin fonksiyonel 6zelliklerini ve uygulama alanlarini

belirleyen en 6nemli faktorlerden biridir.

Mikrobiyal polisakkaritler

Mikrobiyal polisakkaritler yiiksek molekiil agirligina sahip olup diger adiyla
ekzopolisakkaritler (EPS) de olarak adlandirilan polimerlerdir. Endiistriyel olarak biiyiik
kullanim alanina sahip olan EPS’ler genellikle bakteriler ve mantarlardan izole edirler.

Ornegin; yaygin olarak bilinen bir mikrobiyal polisakkarit olan dekstran hem biyofilm



calismalarinda hem de hiicre koruyucu ajan olarak kullanimiyla bilinmektedir. Diger bir
mikrobiyal polisakkarit olan hyaluronik asit ise yliksek nem tutma kapasitesi sayesinde

kozmetik alanda biiytik ilgi gérmektedir (Yildiz vd.,2018 Wu Xia vd.,2020 ).

Hayvansal polisakkaritler

Biyofonksiyonel ¢esitlilikleriyle ve ¢ok yonlii uygulanabilirlikleri nedeniyle hayvansal
polisakkaritler yogun ilgi gormektedirler. En bilinen 6rneklerden olan kondroitin siilfat eklem
sagliginin korunmasinda kritik rolii oldugundan dolay1 osteoartrit tedavisinde kullanilmaktadir.
Diger 6nemli bir hayvansal polisakkarit olarak bilinen heparin ise, kan pihtilasmasini 6nleyen
ilaclarda temel bilesen gorevi goriir ( Linhardt, 2003 Shen Q vd., 2023). Ancak hayvansal
kaynaklardan polisakkarit tiretiminde karsilasilan etik ve ekonomik sinirlamalar nedeniyle yeni

alternatiflerin gelistirilmesine ihtiya¢ duyulmaktadir.

Deniz kaynakh polisakkaritler

Deniz kaynakli polisakkaritler denizde yasayan canli organzimalardan 6zellikle, deniz
yosunlarindan elde edilmektedirler. Bu polimer bilesikler yapisal 6zelliklerine bagl olarak
antioksidan, antiiflamtuar ve antitimor aktivite gostermektedirler (Carrasqueira vd., 2025).
Ancak hammade temininden kaynaklanan bazi zorluklar ve istenmeyen immiinolojik tepkilere
yol agmasi deniz kaynakli polisakkaritlerin siirekli tiretimini zorlastirmaktadir. Bu sebepten
kullanim alanlarina gore polisakkaritlerin kaynagi da biiyiik 6nem tagimaktadir. Bu baglamda,
bitkisel polisakkaritler diisiik toksisiteleri, siirdiiriilebilirlikleri ve biyobozunurluklari sayesinde
biyomedikal arastirma ve uygulamalarda daha avantajli bir se¢enck olarak 6ne ¢ikmaktadir
(Benalaya vd.,2024).

Bitkisel polisakkaritler

Bitkiler tarih boyunca hem gida hem de tedavi amaciyla kullanilan en dogal
kaynaklardandir. Bitkilerin tedavi amagli kullanimina dair kadim bilgiler M.O 3000 yilindan
Stimerler ve Misir papiriislerine dayanmaktadir. Bu kaynaklardan alinan bilgilere gore bitkiler
o zamanlardan beri yara iyilestirici, agrikesici ve sindirim sistemi sorunlarinda tedavi amagl
kullanilmaktadir. Bu baglamda, bitkilerden elde edilen bilesikler 6zellikle de polisakkaritler
stirdiiriilebilirlik, biyolojik erisilebilirlik ve diisiik toksisite gibi avantajlariyla 6n plana
cikmaktadir. Bitki hiicre duvar1 genellikle yapisal polisakkaritlerden olusur. Bu grupta yer alan
seliloz, glukoz monomerlerinden olusan lineer bir yapiya sahiptir ve bitkisel hiicre
duvarlarinda lifsel destek saglar. Bitkilerde bulunan bir diger polisakkarit grubu- depolama
polisakkaritleri ise bitkinin enerji gereksinimini karsilamak amaciyla sentezlenir. Deoplama

polisakkaritlerinin en yaygin 6rnegi nisasta olup, amiloz ve amilopektin olmak tizere iki ana
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fraksiyondan olusur. Nisasta, kloroplastlarda veya amiloplastlarda sentezlenerek enerji rezervi
olarak islev gorir (Wang vd., 2022). Gida endiistrisinde ve tipta uzun siiredir kullanilan
polisakkaritler, antioksidan, immiinomodiilator, antitiimor, antiinflamatuvar ve hipoglisemik
aktiviteleriyle iyi bilinmektedir (Zhao vd., 2021 ; Muszynska vd.,2018 ; Yu vd.,2018).

Bu ¢esitli 6zelliklerinden dolay1 bitkisel polisakkaritler genis kullanim alanina sahip
olup biyomedikal, gida, kozmetik gibi alanlarda yogun ilgi gérmektedir. Bu polisakkaritler
arasinda yaygin olarak bilinen seliiloz, hemiseliiloz, pektin ve nisasta gibi temel yapilar yer
almakta olup bitkinin tiirtine ve dokusuna bagli olarak farkli oranlarda sentezlenmektedir (Zhao
vd., 2021). Bitkisel polisakkaritlerin ekstraksiyonu, yapilarinin korunmasi ve biyolojik

aktivitelerinin siirdiiriilebilir sekilde elde edilmesi agisindan kritik bir 6neme sahiptir.

Polisakkaritlerin antikanser aktivitesi

Kanser, son yillarda basarili ilaglarin gelistirilmesinde dogal iiriinlerin 6nemli rol
oynadigi tibbi alanlardan biridir. Kanser, yasami1 en ¢ok tehdit eden hastaliklardan biridir; esas
olarak genetik, ¢evresel ve kimyasal faktorler tarafindan yonetilebilen hiicre boliinmesindeki
diizensizliklerden kaynaklanmaktadir (Torre vd.,2016). Kiiresel epidemiyolojik arastirmalarda
(2018), kansere bagli morbidite ve mortalitenin kiimiilatif risklerinin sirasiyla %21,4 ve %17,7
oldugu tahmin edilmistir ( Bray vd., 2018). Giiniimiizde, farkli evrelerdeki kanser hastaligini
hafifletmek ve tedavi etmek icin cerrahi, radyasyon tedavisi, kemoterapi, hedefli tedavi ve
immiinoterapi gibi yontemler gelistirilmistir. Su anda piyasada kanser i¢in farkl tlirde ilaglar
bulunmaktadir. Ancak bunlarin ¢ogu doku 6zgiilliigiinden yoksundur, kanserli hastalarin
yasamlarin1 olumsuz etkileyebilecek dezavantajlar ve ciddi yan etkilere sahiptir (Parvathaneni
vd.,2014 ;Mun vd., 2018). Bu nedenle, kanser tedavisi i¢in yeni toksik olmayan ilag molekiilleri
gelistirmek ve bu amag dogrultusunda dogal kaynaklardan etkili terapotik maddeler belirlemek
aragtirmacilarin en biiyiikk hedeflerinden birisidir. Siilfat radikali agisindan zengin olan
polisakkaritler, kanser kemoprevansiyonu i¢in en etkili bilesiklerden biri olarak kabul edilmistir
ve etkili yeni antikanser ajanlarinin ana dogal kaynaklarini olusturmaktadir (Costa vd., 2010;
Wijesekara vd., 2011). Biyoaktif bilesiklerin, kemoterapi ilaglariyla pleyotropik ve sinerjik
etkiler gosteren ve kanserin birden fazla yolunu hedef alan giiclii bir antitiimér ajani oldugu
kanitlanmistir (Lachance vd., 2018). Bitkisel gidalarda dogal bilesenler olarak bulunan bu
biyoaktif bilesenlerin temel olarak iiriinlerin besin degerini saglamanin yani sira saglik iizerine
de birgok yararlart bulunmaktadir (Biesalski vd., 2009). Cok sayida ¢alisma, tiimor karsitt
polisakkaritlerin en yaygin mekanizmalarinin, dogrudan kanser hiicrelerine uygulandiginda
hiicre dongiisii durmasi, antianjiyogenez ve apoptozise sebep oldugunu gostermistir (Khan

vd.,2019; Guo vd.,2022).



Polisakkaritlerin anti-aging etkileri

Polisakkaritlerin yaglanma karsit1 aktivitesi, birden fazla biyolojik hedefi olan temel bir
biyolojik fonksiyondur. Modern farmakolojik ¢aligmalar, farkli bitki polisakkaritlerinin serbest
radikalleri temizleyerek, telomeraz aktivitesini artirarak, apoptozu diizenleyerek, bagisikligi
giiclendirerek, glikozilasyonu inhibe ederek, mitokondriyal disfonksiyonu iyilestirerek, gen
ekspresyonunu diizenleyerek, otofajiyi aktive ederek ve bagirsak mikrobiyotasini diizenleyerek

yaslanma karsit1 etkiler gosterebilecegini ortaya koymustur (Deng, vd. 2023).

Polisakkaritlerin antioksidan aktiviteleri

Polisakkaritlerin antioksidan aktivitesinin yapisal ozellikleriyle baglantili oldugu
bilinmektedir. Kimyasal yap1 ile fonksiyonel aktivite arasindaki iliski ag¢isindan
polisakkaritlerin antioksidan kapasitelerini belirleyen kritik faktorler arasinda polisakkaritlerin
molekiil agirhigi, dallanma derecesi ve siilfatlanma veya asetillenme gibi yapisal
modifikasyonlar yer almaktadir (Bai vd., 2022). Dogal kokenli polisakkaritlerin yiiksek
antioksidan kapasiteye sahip olduklar1 6zellikle son yillarda yapilan arastirmalarla ortaya
koyulmustur. Polisakkaritler, yapilarinda varolan hidroksil, karboksil ve siilfat gruplari

araciligryla serbest radikalleri notralize edebilmektedirler (Fernandes vd.,2023).

Polisakkaritlerin antimikrobiyal aktiviteleri

Kiiresel saglik problemlerinin en 6nde gelen nedenlerinden biri de mikroorganizmalarin
neden oldugu enfeksiyonlardir. Zaman gectikge antibiyotiklere karsi gelisen direng, yeni
biyolojik ajanlarin gelistirilmesini zorunlu kilmaktadir. Bu sebepten, dogal kaynakli bilesikler,
alternatif veya destekleyici antimikrobiyal ajanlar olarak yogun ilgi gormektedir (Ventola,
2015). Son yillarda yapilan c¢alismalar, bitkisel polisakkaritlerin yalnizca yapisal bilesenler
degil, ayn1 zamanda antimikrobiyal potansiyele sahip biyolojik makromolekiiller oldugunu

ortaya koymaktadir (Zhao vd., 2021).

Bitkisel kokenli polisakkaritlerin antimikrobiyal aktiviteleri biyofilm olusumunun
engellenmesi, bakteri metabolizmasinin etkilenmesi ve hiicre membran gegirgenliginin
artirtlmasiyla iliskilendirilmektedir. (Liu vd., 2018). Ayrica polisakkaritlerin, bakteriyel
biyofilmlerin olusumunu engelleme ve hiicre adezyonunu azaltma kapasitesine sahip olduklar1

da bildirilmistir (Rendueles vd., 2012).

Polisakkaritlerin antiviral etkileri

Bagisiklik sistemi {izerinde ciddi sasglik sorunlarina yol acabilen nedenlerden biri de

viral enfeksiyonlardir. Ayrica viral enfeksiyonlar, diinya genelinde 6nemli morbidite ve



mortalite nedenlerinden biri olarak kabul edilmektedir. Son yillarda yapilan arastirmalar, dogal
polisakkaritlerin, 6zellikle bitkisel kdkenli olanlarin, antiviral aktivite gostererek viriislerin
cogalmasini engelleyebilecegini ve enfekte hiicrelerde viral yayilimi sinirlandirabilecegini

ortaya koymaktadir (Desbonnet vd.,2022).

Bitkisel polisakkaritlerin  antiviral etkileri birkag mekanizma araciligiyla
gerceklesmektedir. Bunlar arasinda viriis-konaker hiicre etkilesimlerinin engellenmesi, Viriisiin
hiicreye baglanmasi (viral adsorption) veya girisini inhibitdr etkisi yer almaktadir. Ozellikle
bitkisel kaynakli polisakkaritler farmasotik agidan yiiksek potansiyel tasimaktadir. Bitkisel
polisakkaritlerin bagisiklik uyarici etkileri sayesinde, semptomlarin hafifletilmesine ve viral
yiikiin diisiiriilmesine katkisi olabilecegi literatiirde belirtilmistir. Ayrica, bazi polisakkaritlerin
diisiik toksisiteye sahip olmasi avantaj olarak degerlendirilebilecegi vurgulanmistir (Sen
vd.,2021). zhaBu bulgular, bitkisel polisakkaritlerin yalnizca besleyici ve yapisal bilesikler
degil, ayn1 zamanda antiviral terapotik ajanlar olarak da degerlendirilebilecegini

gostermektedir.

Polisakkaritlerin antiinflamatuvar etkileri

Inflamasyon, enfeksiyon, doku hasari veya ¢evresel stres faktdrlerine Kkarsi
organizmanin dogal savunma mekanizmasidir; ancak kronik veya kontrolsiiz inflamatuvar
yanit, kanser, diyabet, ateroskleroz ve norodejeneratif hastaliklar gibi bir¢ok patolojinin
gelisiminde kritik rol oynamaktadir (Medzhitov, 2008). Bu baglamda, inflamatuvar siirecin
diizenlenmesine katki saglayabilecek dogal biyomolekiillerin arastirilmasi, giiniimiizde giderek
artan bilimsel bir ilgi alan1 haline gelmistir. Dogal polisakkaritlerin yalnizca antioksidan ve
antimikrobiyal etkilerle sinirli kalmadigi, ayn1 zamanda belirgin antiinflamatuvar 6zellikler de

sergiledigi yapilan ¢aligmalar sonucunda gosterilmistir (Shen vd.,2024; Yin vd.,2024).

Pro-inflamatuvar sitokinler (TNF-o, IL-6, IL-1p gibi), hastalik ilerlemesini
hizlandiriyor. Ozellikle NF-xB (nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells)
yolu, inflamasyonun tetiklenmesinde anahtar sinyal yoludur. Bircok bitkisel polisakkaritin,
TNF-0, IL-6, IL-1B gibi inflamatuar mediyatdrlerin iiretimini baskilayarak, hepatosit hasar1 ve

inflamatuar hiicre infiltrasyonu azalttig1 literatiirde belirtilmistir (Wei vd.,2024).

Polisakkaritlerin immiinmodiilator etkileri

Bagisiklik sistemi, organizmanin i¢ ve dis tehditlere karsi korunmasinda temel rol
oynayan kompleks bir savunma mekanizmasidir. Dogal polisakkaritlerin bagisiklik sistemi
tizerindeki en 6nemli etkilerinden biri de, makrofaj aktivitesini artirmalar1 ve sitokin liretimini

diizenlemeleridir. Molekiiler mekanizmaya bakildiginda ise, NF-kB, MAPK, PI3K/Akt gibi



sinyal yolaklarim1 aktive ederek immiin yanit genlerinin ekspresyonunu artirirlar.
Makrofajlarda sitokin tiretimini (TNF-a, IL-1B, IL-6) artirarak inflamatuvar yanit1 kontrol

altina alabilir ve fagositoz aktivitesini uyarabilir (Zhao vd.,2020).

Bitkisel kaynakli polisakkaritlerin immiinmodiilator etkileri farmasotik agidan biiyiik
onem tasimaktadir. Ornegin, Ganoderma lucidum polisakkaritleri ise NK hiicre aktivitesini
uyararak timor ve viral enfeksiyonlara karst savunmayi desteklemis; Astragalus
membranaceus polisakkaritleri, T ve B hiicre proliferasyonunu artirarak bagisiklik yanitini
giiclendirmistir (Gao vd., 2005; .Du vd.,2011). Bu etkiler, polisakkaritlerin yalnizca besleyici
ve yapisal bilesikler degil, ayn1 zamanda immiin diizenleyici ve farmakolojik potansiyele sahip

biyolojik ajanlar oldugunu desteklemektedir.

Polisakkaritlerin hipoglisemik / antidiyabetik etkileri

Diyabet, insiilin iiretiminde yetersizlik veya insiilin direncine bagli olarak kan glukoz
diizeylerinin kronik olarak yiikselmesi ile karakterize edilen metabolik bir hastaliktir. Son
yillarda yapilan arastirmalar, dogal polisakkaritlerin 6zellikle tip 2 diyabet modellerinde
hipoglisemik ve antidiyabetik etkiler sergiledigini gostermektedir .Bu biyomolekiiller, glikoz
metabolizmasini diizenleyerek kan sekeri seviyelerinin kontrol altina alinmasina katkida
bulunarak, pankreas B-hiicre fonksiyonlarini koruyarak insiilin {iretimini desteklemektedir

(Zhang vd., 2019).

Bitkisel polisakkaritlerin hipoglisemik etkileri birka¢g mekanizma ile gergeklesmektedir.
Bunlar arasinda glukoz emiliminin bagirsakta yavaslatilmasi, insiilin sinyal yolaklarinin
tyilestirilmesi, glikojen sentezinin artirilmasi ve glukozun periferik dokular tarafindan
kullaniminin artirilmasi yer almaktadir (Zhou vd., 2025). Ornegin; Morus alba (dut) ve Opuntia
ficus-indica (¢dl inciri) polisakkaritleri, diyabetli hayvan modellerinde kan glukoz diizeylerini

anlaml sekilde diistirmiis ve insiilin duyarliligini artirmigtir (Zhang vd., 2019; Li vd., 2020).

Polisakkaritlerin hipolipidemik etkileri

Hiperlipidemi, kandaki total kolesterol, LDL ve trigliserid diizeylerinin yiikselmesi ile
karakterize edilen bir metabolik durumdur ve ateroskleroz, kardiyovaskiiler hastaliklar ve inme

riskini artirmaktadir (Hill vd., 2020).

Polisakkaritlerin  hipolipidemik  etkileri  ¢esitli ~ mekanizmalar  araciligiyla
gerceklesmektedir. Bunlar arasinda bagirsaklarda kolesterol emiliminin azaltilmasi, hepatik
lipogenez yolaklarinin inhibisyonu, LDL (diisiik yogunluklu lipoprotein) oksidasyonunun
engellenmesi ve HDL (yiiksek yogunluklu lipoprotein) diizeylerinin artirilmasi sayilabilir
(Wang vd., 2020)..



Bitkisel kaynakli polisakkaritlerin kardiyoprotektif etkileri hem dogrudan lipit
diizenleme hem de antioksidan ve antiinflamatuvar aktiviteleri ile desteklenmektedir. Ornegin,
Plantago ovata (psyllium) ve Salvia miltiorrhiza polisakkaritlerinin, hiperlipidemik modellerde
LDL ve total kolesterol diizeylerini diisiirdiigli, HDL seviyelerini artirdig1 ve damar sagligini
korudugu rapor edilmistir (Luo vd., 2023; Zhu vd., 2024). Bu veriler, bitkisel polisakkaritlerin
metabolik ve kardiyovaskiiler saglik iizerinde dogal potansiyel ajanlar oldugunu

gostermektedir.

Polisakkaritlerin hepatoprotektif etkileri

Karaciger, metabolizma, detoksifikasyon ve enerji homeostazi agisindan merkezi bir
organdir. Karacigerin toksik ajanlar, viral enfeksiyonlar veya oksidatif stresle karsilasmasi,
hepatositlerde hasara ve kronik karaciger hastaliklarinin gelisimine yol acabilir. Tedavi amagl
yapilan ¢aligmalarda , dogal polisakkaritlerin 6zellikle bitkisel kaynakli olanlarinin karaciger

fonksiyonlarmi koruyucu hepatoprotektif etkiler sergiledigini gostermektedir (Qu vd., 2020).

Bitkisel polisakkaritlerin hepatoprotektif etkileri serbest radikallerin ndtralizasyonu,
lipid peroksidasyonunun azaltilmasi, proinflamatuvar sitokinlerin (TNF-a, IL-6) baskilanmasi
ve antioksidan enzimlerin (SOD, CAT, GPx) aktivitesinin artiritlmasi1 gibi mekanizmalarla
gerceklestirilmektedir (Wei vd., 2024).

Polisakkaritlerin Noroprotektif Etkileri

Norodejeneratif hastaliklar, merkezi sinir sisteminde ilerleyici hiicre kayb1 ve fonksiyon
bozuklugu ile karakterize edilir ve Alzheimer, Parkinson gibi hastaliklari igerir. Dogal
polisakkaritlerin ,6zellikle, bitkisel kokenli olanlarinin sinir hiicrelerini oksidatif stres,
inflamasyon ve apoptotik hasara karsi koruyarak noroprotektif etki gosterebilecegi yapilan

arastirmalarla belirtilmistir (Xu vd., 2022; Peng vd., 2023).

Ozellikle bitkisel kaynakli polisakkaritler farmasotik agidan dnemli potansiyele sahiptir.
Ornegin, Polygonatum sibiricum polisakkaritleri, grenme ve hafiza fonksiyonlarmni gelistirdigi
ve Alzheimer modelinde sinaptik plastisiteyi korudugu rapor edilmistir (Luo vd., 2022). Benzer
sekilde, Lycium barbarum polisakkaritleri, yasa bagl biligsel gerilemeyi yavaslatici etki
gostermektedir (Zhao vd., 2020).

Polisakkaritlerin Prebiyotik Etkileri

Bagirsak mikrobiyotasi, insan sagliginda kritik rol oynayan ve metabolik, immiin ve
norolojik fonksiyonlarla yakin iliski i¢inde olan kompleks bir ekosistemdir. Son yillarda

yapilan arastirmalar, 6zellikle bitkisel polisakkaritlerin, sindirilemeyen karbonhidrat bilesikleri



olarak bagirsak mikrobiyotasini olumlu yonde modiile ederek prebiyotik etki gosterebilecegini
ortaya koymaktadir (Gibson vd., 2017). Bitkisel polisakkaritler, bagirsakta faydali bakterilerin
(or. Bifidobacterium ve Lactobacillus tiirleri) biiylimesini destekleyerek, patojen
mikroorganizmalarin ¢ogalmasini engeller ve bagirsak dengesini korur. Bu siireg, kisa zincirli
yag asitleri (SCFA’lar; asetat, propiyonat, biitirat) iretimini artirarak bagirsak pH’sini

diisiirmekte ve metabolik sagligi olumlu yonde etkilemektedir (Liu vd., 2018).

Ozellikle bitkisel kaynakli polisakkaritler, sadece bagirsak mikrobiyotasin
desteklemekle kalmayip, ayni zamanda immiin sistemin diizenlenmesine ve inflamatuvar
yanitlarin kontroliine de katkida bulunmaktadir. Ornegin, iniilin ve arabinoksilan gibi bitkisel
polisakkaritler, bagirsak bakterileri araciligiyla SCFA iretimini artirarak inflamasyonun
azalmasina ve metabolik fonksiyonlarin iyilesmesine yardimei olmaktadir (Gibson vd., 2017;

Wang vd., 2020).

Polisakkaritlerin Hipoiirisemik Etkileri

Hiperiirisemi, kandaki iirik asit seviyelerinin normalin {izerine ¢ikmasi ile karakterize
edilen metabolik bir durumdur ve gut hastalig1, bobrek tasi olusumu ve kardiyovaskiiler hastalik
riskini artirmaktadir (Li vd., 2019). Son yillarda yapilan arastirmalar, dogal polisakkaritlerin,
ozellikle bitkisel kokenli olanlarin, serum iirik asit diizeylerini diizenleyerek hipotirisemik etki
gosterebilecegini ortaya koymaktadir. Bitkisel polisakkaritlerin hipotirisemik etkileri, esas
olarak iirik asitin dretimini ve atilmuni etkileyen metabolik yolaklar {izerinden
gerceklesmektedir. Bu polisakkaritler, ksantin oksidaz aktivitesini inhibe ederek {iirik asit
iretimini azaltabilmekte ve bobreklerden iirik asit atilimini artirarak hipertirisemi diizeylerini
diisiirebilmektedir (Wang vd., 2020). Ayrica antioksidan ve antiinflamatuvar 6zellikleri,
hiperiiriseminin neden oldugu oksidatif stres ve inflamatuvar hasarin azaltilmasina katki

saglamaktadir.

Ozellikle bitkisel kaynakli polisakkaritler farmasotik potansiyel tasimaktadir. Ornegin,
Ganoderma lucidum ve Astragalus membranaceus polisakkaritlerinin, hiperiirisemi
modellerinde serum {irik asit diizeylerini diisiirdiigii ve bobrek histopatolojisini korudugu rapor
edilmistir (Li vd., 2019; Zhang vd., 2021). Bu bulgular, bitkisel polisakkaritlerin yalnizca
besleyici ve yapisal bilesikler olarak degil, ayn1 zamanda metabolik hastaliklarin yonetiminde

potansiyel terapotik ajanlar olarak degerlendirilebilecegini gostermektedir.

Polisakkaritlerin ekstraksiyonu

Polisakkaritlerin kullanilan ekstraksiyon yontemleri, yiiksek verimde elde edilmesi

acisindan biiyiik 6neme sahiptir. Giintimiizde dogal polisakkaritleri elde etmek i¢in polisakkarit
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denatiirasyonunu onleme ve yiiksek verim temel prensibi ile sicak su ekstraksiyonu, ultrason
destekli ekstraksiyon, mikrodalga destekli ekstraksiyon, enzimatik destekli ekstraksiyon, siiper
kritik s1v1 ekstraksiyonu, ultra yiliksek basingli ekstraksiyon, alkalin solvent ekstraksiyonu gibi

farkli ekstraksiyon teknikleri kullanilmaktadir (Niyigaba vd., 2021) (Sekil 2).
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Sekil 2.  Ekstraksiyon  yontemlerinin  avantaj ve  dezavantajlar1  agisindan
karsilagtirilmasi. Ultrason  destekli  ekstraksiyon ~ (UAE), Sicak  su  ekstraksiyonu
(HWE), Mikrodalga destekli ekstraksiyon (MAE), Ultrason ekstraksiyonu (UE), Enzimatik
destekli ekstraksiyon (EAE), Siiper kritik sivi ekstraksiyonu (SFE), Ultra yiiksek basingli
ekstraksiyon (UHPE), Alkalin solvent ekstraksiyonu (ASE) Niyigaba vd., (2021)

Ultrasonik ekstraksiyon yontemi yiiksek frekansta ses dalgalar1 kullanilarak ortamda
kavitasyon olusumuna dayali olarak biyoaktif bilesiklerin sasflastirilmast i¢in kullanilan bir
yontemdir. Ancak uzun siireli ultrasonik dalga uygulanmasi ve uygulama sirasinda olusan
sicaklik elde edilen polisakkaritin yapisinin bozulmasina ve verimin diismesine neden
olabilmektedir (Wang vd.,2019). Mikrodalga destekli ekstraksiyon yontemi mikrodalga enerjisi
kullanilarak biyolojik materyellerden biyoaktif bilesiklerin ekstraksiyonu i¢in kullanilan bir
tekniktir. Ancak ekipman maliyeti ve islem zamani olusan enerji gbz Oniinde
bulunduruldugunda alternatif bir yonteme ihtiyag duyulmaktadir. Enzimatik destekli
ekstraksiyon adindan de belli oldugu iizere enzimler kullanilarak gerceklestirilen bir saflagtirma
yontemidir. Saflagtirma zamani kullanilan enzimin maliyeti ve islemin siiresinin uzun olmasi
yontemin dezavantajlarindandir (Lopez-Salazar vd., 2023). Siiper kritik sivi ekstraksiyonu
¢ozilicliler yardimiyla gerceklestirilen ekstraksiyon yontemidir. Genellikle yaygm olarak
kullanilan ¢oziicii CO2’tir. Lipofilik bilesiklerin ekstraksiyonu i¢in daha uygundur. Polisakkarit
gibi polar bilesiklerin ekstraksiyonunda CO2’in apolar olmasindan dolay: sinirli verimin elde

edilmesine neden olmaktadir. Ultra yiiksek basingli ekstraksiyon 100-600 MPA izostatik

11



basingla genellikle su veya diisiik polar c¢oziiciiler kullanilarak gerceklestirilen saflastirma
metotudur. Sadece polar ¢oziiciiler i¢in uygun olmasi ve endiistride uygulanabilirliginin pahali
olmast yoOntemin dezavantajlarindandir. Alkalin solvent ekstraksiyonu bazik c¢oziiciiler
yardimiyla yliksek verimde polisakkarit elde edilmesine sebep olsada islem sonucunda olusan
toksik atik ve islemden sonra nétralizasyon gerektirdiginden dolayi alternatif bir yonteme gerek
duyulmaktadir. Biitiin bu yontemlerin yani sira basit, etkili ve ekonomik bir saflastirma teknigi
olan ii¢ fazli ayirma (TPP) yontemi, polisakkaritleri dogal kaynaklardan ekstrakte etmek ve

ayirmak i¢in yaygin olarak uygulanmaktadir (Yan vd., 2018).

Uc¢ Fazh Ayirma Yontemi (TPP)

TPP sistemi, t-biitanol ve amonyum siilfattan olusur. Organik ¢dzgence zengin {ist faz,
protein bakimindan zengin bir ara faz ve tuz bakimindan zengin bir alt faz olmak iizere {i¢ fazin
olusumu yoluyla kisa siirede (<60 dakika) slipernatant ¢ozeltisilardan veya siispansiyonlardan
biyoaktif molekiiller hizli bir sekilde ekstrakte ve izole edebilmektedir (Rao ve Rathod, 2015).
Pigmentler, lipidler, inhibitorler ve hidrofobik bilesikler iist t-biitanol fazinda zenginlesirken,
polisakkaritler ve hidrofilik bilesikler alt sulu fazda yogunlagsmaktadir. Ara ylizey fazinda ise
protein c¢okeltisi olusmaktadir. TPP; iyonik gii¢ etkileri, kosmotropi, ozmotik stres, yigilma
etkilesimleri ve ara yiizey gerilimi gibi ¢esitli faktorlerin etkiledigi kompleks bir yapi1 sergileyen
fizikokimya esasl bir tekniktir. Ayrica TPP yontemi oda sicakliginda 1 saat veya daha kisa
siirede gerceklesir ve kimyasallar geri doniistiiriilebilir. TPP kolayca ol¢eklendirilebilir ve
dogrudan siipernatant ¢ozeltisilar veya siispansiyonlarda kullanilabilir. TPP ydntemi;
proteinler, enzimler, enzim inhibitorleri, karbohidratlar, yaglar veya lipitler ve kii¢iik molekiilli
organik maddeler gibi cesitli biyoaktif molekiilleri ekstrakte etmek ve ayirmak igin yaygin

olarak arastirilmis ve basariyla kullanilmistir (Yan vd., 2018).

TPP’nin 6zellikle protein ve fenolik bilesikler gibi istenmeyen safsizliklari uzaklastirma
kapasitesi, biyolojik aktivite analizlerinin giivenilirligini artirmaktadir. Saflastirilan
polisakkaritlerin antikanser etkilerinin degerlendirilmesi, bilesigin dogrudan etkisini
gbzlemlemek agisindan 6nem arz etmektedir. Nitekim cesitli bitkisel kaynaklardan izole edilen
polisakkaritlerin, bazi tiimor hiicre hatlarinda antiproliferatif aktivite gosterdigi; hiicre dongiisii
regiilasyonunu etkileyerek apoptoz siirecini indiikleyebildigi ve oksidatif stres mekanizmalarini
modiile edebildigi daha 6nceki ¢alismalarda bildirilmistir (Adewale vd., 2024, Gan vd., 2020).
Bu baglamda, TPP ile elde edilen saf fraksiyonlarin hiicre kiiltiirii modellerinde biyolojik
aktivitelerinin degerlendirilmesi, bu bilesiklerin potansiyel antikanser ajanlar olarak

arastirilmasina yonelik 6nemli deneysel kanitlar sunmaktadir (Liu vd.,2019).
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Prangos Ferulaceae (L.) bitkisi

Bu tez kapsaminda calisilan Prangos ferulacea (L.) Lindl., Apiaceae familyasina ait,
Bat1 Asya ve Anadolu’da yayilis gosteren ve diinya genelinde 185 farkl tiire sahip bir bitkidir.
Tiurkiye’de 17 farklhi tiiri bulunmakta ve bu tiirlerden 8’1 endemiktir (Orrell vd., 2013).
Ulkemizde Dogu, Orta, Giiney ve Giineydogu Anadolu Bolgeleri'nde yetismektedir.
Etnobotanik olarak geleneksel tipta antimikrobiyal, antiinflamatuvar ve sindirimi kolaylastiric
etkileriyle bilinen aromatik bir bitkidir (Tosun vd., 2011; Mohammadhosseini, 2017). Mevcut
literatiirde bu bitkinin ugucu yaglari ve fenolik bilesikleri izerine bazi fitokimyasal arastirmalar
bulunsa da, polisakkarit profiline, ekstraksiyon teknolojilerine ve biyolojik aktivitelerine

yonelik sistematik calismalar oldukca sinirlidir.
Casir bitkaisi ile yapilan bir ¢calismada bitkinin tanen, terpen, saponin, nisasta, ugucu yag,
recine ve alkoloid icerdigi belirlenmis ve igerdigi bilesimler sayesinde antifungal,

antiprotozoal, antibakteriyel ve antioksidan etkisinin oldugu bildirilmistir (Duru ve Sahin,

2015).
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KURAMSAL TEMELLER

Karbohidratlar, biyolojik sistemlerde enerji depolama, yapisal biitiinliik saglama ve
hiicreler arasi iletisim gibi temel fizyolojik siireglerde gorev alan hem yapisal hem de islevsel
yonleriyle en 6nemli biyomolekiillerden biridir (Berg vd., 2019). Enerji metabolizmasi i¢in
substrat olan karbohidratlar tokluk, kan sekeri kontrolii ve lipit metabolizmasinda da rol
oynarlar (Gush vd., 2021). Son zamanlarda polisakkaritlere olan ilgi, yalnizca biyolojik
aktivitelerinden degil, ayn1 zamanda gida, ila¢ ve kozmetik gibi bir¢cok endiistride hammadde

olarak kullanimlarindan kaynaklanmaktadir (Benalaya vd., 2024).

Bitki polisakkaritleri, dogada bol miktarda bulunan ve hiicre-hiicre iletisiminde,
bagisiklik  sisteminin  taninmasinda ve patojen enfeksiyonlarmma karsi savunma
mekanizmalarinin harekete gegirilmesinde rol oynayan bilesenlerden biridir. Biyoaktif bitki
polisakkaritleri, toksik olmama avantajina sahiptir ve antioksidan, antidiyabetik,
antienflamatuar, antikoagiilan, antibakteriyel ve antikanser aktiviteler gibi cesitli islevlere
sahiptir. Bitki polisakkaritlerinin biyolojik aktivitesi, seker bilesimlerine, molekiiler
boyutlarina, fonksiyonel gruplarin dagilimina, ekstraksiyon yontemine, islem prosediirlerine ve

kimyasal modifikasyonlara baglidir (Govindarajan, S ; Noor, A 2021).

Geleneksel olarak, en klasik ve iyi bilinen yaklagim olarak kabul edilen sicak su
ekstraksiyonu, bitkilerden, hayvanlardan ve mikroorganizmalardan polisakkaritler elde etmek
icin yaygm olarak kullanilmaktadir. Ekstrakte edilen polisakkaritler, etanol c¢okeltme,
fraksiyonel ¢okeltme, iyon degisim kromatografisi, jel filtrasyonu ve afinite kromatografisi gibi
cesitli tekniklerin bir kombinasyonu yoluyla daha da saflastirilabilir (Zhang vd., 2007; Wasser
vd., 2010; Zong 2012). Bununla birlikte, bu ekstraksiyon ve saflastirma protokolleri genellikle
diisiik verim, ¢ok sayida ¢6ziicii, uzun islem siiresi, yliksek enerji tiiketimi, pahali ve ¢cok adimli
protokollerle iligkilidir. Gerekli ekipman da yiikksek yatirnm ve bakim maliyetleri
gerektirmektedir. Bu nedenle, polisakkarit ekstraksiyonu i¢in basit, verimli, ekonomik ve ¢evre
dostu teknikler gelistirilmelidir (Niyigaba vd., 2021). Ayrica, polisakarit ekstraksiyon
yontemleri, polisakaritlerin biyolojik aktivitelerini ve kimyasal 6zelliklerini 6nemli 6lcilide
etkilemektedir ve dolayisiyla uygulanabilirligini de etkilemektedir. Biitlin bu sebepler,
biyoaktif polisakkaritin dogrudan elde edilmesi i¢in uygun bir ekstraksiyon stratejisinin
secimini Ozellikle 6nemli hale getirmektedir. Ekstraksiyon teknolojisinin siirekli inovasyonu ve

optimizasyonu ile, polisakkaritler i¢in geleneksel ekstraksiyon yontemlerinin bazi
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dezavantajlarinin iistesinden gelmek amaciyla yenilik¢i ekstraksiyon stratejileri gelistirilmistir.
Ornegin ultrasonik destekli ekstraksiyon, mikrodalga destekli ekstraksiyon, enzim destekli
ekstraksiyon ve bu yoOntemlerin kombinasyonlarinin (enzim/ultrason/mikrodalga destekli
ekstraksiyon) uygulandigi teknikler kullanilmaktadir. Bu destekli ekstraksiyon stratejileri
sadece ekstraksiyon siiresini kisaltmak ve dogal kaynaklardan polisakkaritlerin ekstraksiyon
verimini artirmakla kalmaz, ayn1 zamanda polisakkaritlerin biyolojik aktivitelerini de gelistirir

(Garcia-Vaquero vd., 2017).

Biyoaktif maddelerin ekstraksiyonu ve ayrilmasinda manyetik alanin da uygulanmasina
iliskin bir¢ok ¢alisma yapilmistir (Chu vd. 2009, Zhou vd. 2012; Zhang vd. 2015; Wu vd. 2018).
Yesil teknoloji olarak kullanilan manyetik ayirma yontemi yenilik¢i bir metot olarak
kullanilmaktadir. Bu yontem, ¢evre dostu ve enerji tasarrufludur ve gelecekte daha g¢ekici ve
giiclii olacagi diisiiniilmektedir. Yaygin olarak kullanilan solventlerle manyetik alanin
destekledigi ekstraksiyon islemlerinde, ayirma verimliligini belirli bir dereceye kadar
artirabildigi ve farkli manyetik alan yogunluklarinin etkisinin farkli olabilecegi gosterilmistir
(Feng vd., 2022). Manyetik alan destekli ekstraksiyon teknikleri yavas yavas gelistirilip popiiler
hale gelmeye baslamistir. Bu tekniklerle flavonoidler (Cai vd., 2020), alkaloidler (Zaguta vd.,
2017; Wu vd., 2018), bitkisel yaglar (Zhang vd., 2015), polifenoller (Zaguta vd., 2017; Cai vd.,
2020), proteinler (Upadhyay vd., 2021), polisakkaritler (Zhang vd., 2021) ve mineral bilesenler
(Zaguta vd., 2017) ekstrakte edilmistir.

Chen ve arkadaglari tarafindan; Inonotus obliquus'tan elde edilen polisakkaritlerin
verimini ve saflifin1 en ist diizeye ¢ikarmak amaciyla, ultrasonik/mikrodalga destekli
ekstraksiyon (UMAE) kosullarini optimize etmek i¢in RSM yontemi kullanilmistir. UMAE ile
optimum kosullar altinda ekstraksiyon siiresinin 19 dakika oldugu, polisakkaritlerin verimi ve
safliginin sirastyla %3,25 ve %73,16 olup, geleneksel sicak su ekstraksiyonunun iizerinde ve
ongoriilen degere yakin oldugu (sirasiyla %3,07 ve %72,54) belirlenmistir. Bu sonuglar
dogrultusunda, polisakkaritlerin ultrasonik/mikrodalga destekli ekstraksiyonunda geleneksel

sicak su ekstraksiyonuna kiyasla yiiksek verim elde edildigi bildirilmistir (Chen vd., 2010).

Zhang ve arkadaglari tarafindan yapilan baska bir ¢alismada Phellinus igniarius
miselinden ultrasonik destekli polisakkarit ekstraksiyonu yapilarak sicak su ekstraksiyonuna
kiyasla daha giiclii antioksidan aktivite gosterdigi, elde edilen verimin yaklasik %22,64 arttig
bildirilmistir (Zhang vd., 2014).

Zhi-Jian Tan ve arkadaslari tarafindan yapilan ¢alismada ise Aloe polisakariti (APS) ve
proteini TPP teknigi kullanilarak tek asamada ayn1 anda saflagtirilmis, maksimum ekstraksiyon

verimliligi %26,35 tuz konsantrasyonunda elde edilmis, daha diisiik sicakligin (35°C'nin
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altinda) APS ve proteinin ekstraksiyonu i¢in daha uygun oldugu belirtilmistir. (Zhi-Jian Tan
vd., 2015).

Zhu ve arkadaglar tarafindan yapilan bir ¢alismada da, Cordyceps gunnii mycelia
polisakkaritlerinin ultrasonik ekstraksiyon sirasinda optimizasyon kosullar1 400 W, 15 dakika
ve 1 g/L olarak belirlenmistir. En yiiksek verim %12,6 olarak elde edilmis ve antitiimor
aktivitesi ultrasonik giiclin artmasiyla once artmis, ardindan azalmig ve optimum kosullar

altinda sirastyla %79,7, %70,3 ve %69,8'e ulasmistir (Zhu vd., 2016).

Yan ve arkadaslar1 tarafindan yapilan ¢alismada Corbicula fluminea'dan TPP ile
sinerjize edilmis ultrason kullanilarak ekstrakte edilen polisakkaritlerin veriminin (%11,22),
TPP (%9,32) ve ultrason ekstraksiyonundan (%6,05) daha yiiksek oldugu gosterilmistir (Yan
vd., 2018).

Wang ve arkadaslar1 tarafindan yapilan baska ¢alismada ise Phellinus baumii'nin kiiltiir
stvisindan  biyoaktif ekzopolisakkaritleri (EPS) dogrudan ekstrakte etmek i¢in TPP
kullanilmistir. Optimize edilen sartlarda, 30 dakika ve 35°C’de EPS ekstraksiyon veriminin
%52,09 oldugu, daha sonra yapilan ultrason destekli TPP ile geleneksel TPP ile
karsilagtirildiginda ekstraksiyon veriminde ~%9,12 artis ve ekstraksiyon siiresinde ~%380
azalma ile sonuglandigi belirtilmistir. Kismen saflagtirilmis EPS'nin karbohidrat (%88,21) ve
tironik asit (%3,37) iceriklerinin, geleneksel etanol ¢okeltme ve ayirma yontemleriyle elde
edilen EPS-C'den daha yiiksek oldugu, EPS ve EPS-C benzer 6n yapisal 6zellikler ve farkli
monosakkarit bilesimleri ve molekiiler agirliklari sergiledigi, EPS'in antioksidan kapasiteleri,
a-amilaz ve o-glikozidaz inhibitor etkileri ve makrofaj stimiilasyon aktivitelerinin de EPS-
C'ninkilerden daha yiiksek oldugu bildirilmistir. Ayrica bu nedenlerle, basit ve g¢evreci bir
ayirma teknigi olan TPP'nin, diger mantarlarin fermantasyon sivilarindan biyoaktif EPS'leri

dogrudan ekstrakte ve ayirmak i¢in kullanilabilecegi de vurgulanmistir (Wang vd., 2019).

Wang ve arkadaslari; sicak su ekstraksiyonu ile Bletilla ochracea Schltr.
polisakkaritlerinin ekstraksiyon parametrelerini optimize etmek i¢in yanit yiizey metodolojisi
(RSM) kullanmiglardir. Sonuglar, optimum kosullarin 82°C sicaklik, 85 dakikalik bir siire ve
30 mL/g sivi/materyal oranini icerdigini gostermistir. Bu kosullarda, %26,45 + %0,18 deneysel
verim elde edilmistir (Wang vd., 2020).

Wang ve arkadaglar1 tarafindan yapilan baska bir ¢alismada ise TPP ve gradyan
amonyum siilfat ¢okeltme (GNP) yontemi ilk kez taze bamya kabuklarindan (Abelmoschus
esculentus (L.) Moench) biyoaktif polisakkaritleri (OPS'ler) ekstrakte etmek ve ayirmak igin
kullanilmistir. Sonuglar, TPP'den sonra %50 (NH4)2SOs doygunlugunda GNP ile elde edilen
OPS-50'nin, sirastyla %30 ve %40 (NH4)2SO4 doygunluklarinda GNP ile elde edilen OPS-30
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ve OPS-40 ile karsilastirildiginda, ayn1 monosakkarit bilesimi ve farkli molar oranlarla daha
yiiksek verim, karbohidrat (9%86,82) ve iironik asit (%22,34) icerigi oldugunu gostermistir.
OPS-50’nin, OPS-30 ve OPS-40 ile karsilastirildiginda daha diisiik ortalama molekiiler
agirliga, daha esnek zincire ve nispeten daha gevsek yiizey yapisina sahip oldugu gosterilmistir.
Ayrica, OPS-30 ve OPS-40'a kiyasla OPS-50nin daha giiglii, antioksidan kapasite ve a-amilaz
ve a-glukozidaz in vitro inhibitor aktivitesi sergiledigi belirlenmistir (Wang vd., 2020).

Yan ve arkadaslar tarafindan yapilan baska bir ¢alismada da ham sarimsaktan (Allium
sativum L.) polisakkaritleri (GPS'ler) izole etmek i¢in ilk kez gradyan etanol ¢oktiirme (GEP)
ile birlestirilmis TPP yontemi kullanilmistir. %80 etanol ¢oktiirme uygulanan grupta daha
yiiksek karbohidrat (%86,68 + %0,90) ve iironik asit (%12,89 + %0,09) icerigine, daha diistik
molekiiler agirhigma (8,93x10%) sahip oldugu ve diger gruplara gore daha gevsek yiizey
morfolojisine sahip oldugu belirtilmistir. Ayrica, dort grup arasinda, %80 etanol ¢oktiirtme
yapilan grupta en gii¢lii antioksidan kapasitesi, a-amilaz ve a-glikosidaz {izerinde inhibisyon
etkisi ve makrofaj hiicreleri tizerinde in vitro nitrik oksit uyarici aktivitesi oldugu bildirilmistir

(Yan vd., 2021).

Wang ve arkadaslan tarafindan yapilan bir ¢alismada ise, TPP yontemlerinden olan
ultrasonik destekli ii¢ fazli bolme (UTPP) kullanilarak kabak c¢ekirdegi yagi (PSO), kabak
¢ekirdegi proteini (PSP) ve kabak ¢ekirdegi polisakaritinin (PSPS) eszamanli ekstraksiyonu ve
ayrilmasinin ekstraksiyona etkileri arastirilmistir. UTPP ile ekstrakte edilen PSO'nun yag asidi
bilesimi ve fizikokimyasal 6zellikleri, diger yontemlerle elde edilen polisakkarit miktar: ile
benzer oldugu ve bu nedenle UTPP, kabak cekirdeginden PSO, PSP ve PSPS'nin ayn1 anda
ekstraksiyonu ve ayrilmasi i¢in etkili bir teknik oldugu gosterilmistir (Wang vd., 2021).

Yan ve arkadaglan tarafindan yapilan ¢alismada ise, taze ac1 kabaktan (Momordica
charantia L) polisakkaritler (BPS'ler) farkli ¢oziiciilerde (distile su, sitrik asit ve 1,25 mol/L
NaOH/0,05% NaBH4) gergeklestirilen ultrasonik destekli ekstraksiyon (UAE) ve taze aci
kabagin suyundan TPP dahil olmak {izere oda sicakliginda iki farkli ekstraksiyon teknigi ile
elde edilmistir. Sikma isleminden sonra, elde edilen ac1 kabak suyu dogrudan TPP sistemine
tabi tutulmus ve %14,36'lik bir ekstraksiyon verimi ile kismi saflastirilmig BPS-J elde
edilmistir. UAE ile ac1 kabak tortularindan BPS'leri ekstrakte etmek i¢in ii¢ farkli ¢oziicii
kullanilmistir. Ardindan, etanol ¢okeltme, deproteinizasyon, diyaliz ve liyofilizasyon iglemleri
gercgeklestirilerek %3,09, %3,82 ve %4,18 ekstraksiyon verimleriyle BPS-W, BPS-C ve BPS-
A olmak {izere ii¢ kismi saflagtirnllmis BPS elde edilmistir. Bu c¢alismada ekstraksiyon
yontemlerinin elde edilen BPS'lerin fizikokimyasal 6zellikleri ve biyoaktiviteleri lizerindeki

etkilerinin in vitro olarak degerlendirilmesi de amaglamustir.
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Sonuglar, ekstraksiyon yontemlerinin ekstraksiyon verimi, kimyasal bilesim, ortalama
molekiiler agirlik (Mw), monosakkarit bilesimi, BPS'lerin 6n yapisal karakterizasyonu ve mikro
yapisi iizerinde onemli etkisi oldugunu gostermistir. Act kabak kalintisindan distile suda UAE
ile elde edilen BPS-W ornegi, sitrik asitte UAE ile ekstrakte edilen BPS-C, 1,25 mol/L
NaOH/0,05% NaBHs'te UAE ile ekstrakte edilen BPS-A ve aci kabak suyundan TPP ile
ekstrakte edilen BPS-J'den daha yiiksek tironik asit i¢erigine (%24,22), daha giiglii antioksidan
kapasiteye ve a-amilaz ve a-glikozidaz inhibitor etkisine sahip oldugu gosterilmistir (Yan vd.,
2021).

Jiang ve arkadaslar1 tarafindan yapilan ¢alismada da Sanghuangporous vaninii
sporlarindan dort polisakkarit, ilk kez sirastyla TPP, TPP 6ncesi enzim 6n islemi (E-TPP), TPP
oncesi ultrasonik 6n islem (U-TPP) ve TPP 6ncesi ultrasonik 6n islemi takiben enzim 6n islemi
(E/U TPP) yontemleri ile ekstrakte edilmis, fizikokimyasal 6zellikleri, in vitro farmakolojik
fonksiyonlar1 belirlenmis ve karsilagtirilmistir. TPP destekli ekstraksiyon y&nteminin
polisakkartilerin ekstraksiyon verimi, kimyasal o6zellikleri, monosakkarit bilesimleri ve
molekiiler agirliklari iizerinde dikkate deger etkileri oldugu gdsterilmistir. Ozellikle, E/U-TPP
ile elde edilen polisakkaritlerin en yiiksek ekstraksiyon verimini (%25,40), karbohidrat i¢erigini
(%88,50) ve en diisiik protein igerigini (%0,86) gosterdigi belirlenmistir. Bu calisma ile
biyoaktif polisakkaritler i¢in etkili ve umut verici bir ekstraksiyon tekniginin onerildigi ve
ayrica ekstrakte edilen polisakkaritlerin fonksiyonel gida, ilag ve kozmetik alanlarinda

uygulanma potansiyeline sahip oldugu bildirilmistir (Jiang vd., 2023).

Zou ve arkadaglari;; dut yapragi polisakkaritlerinin ekstraksiyonu icin ultrasonik
destekli bir prosediir gerceklestirerek Box-Behnken tasarimi ile yamit ylizey metodolojisi
kullanmiglar. Dort faktor arastirilmis ve islemi etkileyen faktorlerin 6nem sirasina gore,
ekstraksiyon sicakligi > sivi-malzeme orani > ultrasonik gii¢ oldugu bulunmustur. Parametreler
16:1 mL/g sivi-malzeme oranina, 58 dakikalik ekstraksiyon siiresine, 65 °C ekstraksiyon
sicakligma ve 500 W ultrasonik gilice ayarlanmistir. Bu kosullar altinda, elde edilen
polisakkaritlerin verimi %14,47 olmustur; bu degerin 6ngoriilen degere yakin oldugu ve yanit
yiizey metodolojisi (RSM) ile optimize edilmis ekstraksiyon isleminin uygulanabilir oldugu

gosterilmistir (Zou vd., 2025).

M.Hui ve arkadaslari tarafindan yapilan bir ¢alismada Angelica sinensis'ten (AP) elde
edilen polisakkaritlerin siklofosfamid (CY) ile birlikte uygulandiginda, kanserli hastalarda
hematopoietik ve gastrointestinal dokular {izerinde sitoprotektif etkilere sahip oldugu
bildirilmistir Bu nedenle, daha iyi antitiimor aktiviteleri ve daha az yan etkileri olan

polisakkaritleri aragtirmanin biiyiik 6nem tasidigr vurgulanmaktadir (Hui vd., 2006 ).
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Abbas-Mohammadi ve arkadaslari tarafindan yapilan bir galismada bitkinin i¢erigindeki
aktif bilesenlerin, AChE (asetilkolinesteraz) inhibitorii etkisi gostermesinden dolayr da
Alzheimer hastaliginda terapotik olarak kullanilabilecegi bildirilmistir (Abbas-Mohammadi
vd., 2018). Ayrica birgok bitkide bulunan dogal polisakkaritlerin insan bagisiklik sistemini
uyardigi, viral replikasyonu onledigi, serbest radikalleri temizledigi ve daha az toksisite ve daha

az yan etki ile lipid peroksidasyonunu 6nledigi bilinmektedir (Ke vd, 2011;Tian vd., 2011).

Topdas tarafindan yapilan bir caligmada ise casir bitkisinin antioksidan igeriginin
incelendigi bir ¢alismada H1N1 viriisiine kars1 antiviral aktivitesi oldugu sonucuna varilmstir.
Bir bagka ¢aligsmada ise bitkinin esansiyel yag bilesenlerinin yiiksek antioksidan, antimikrobiyal
ve in vitro noroprotektif aktiviteleri ile fonksiyonel 6zelligi oldugu bu nedenle gida sektoriinde
ve ilag katki maddesi olarak kullanim potansiyeline sahip oldugu ifade edilmistir (Topdas,
2018).

Trametes versicolor’dan izole edilen fukoidan ve sepia polisakkaritlerinin, genellikle
diisiik toksisite seviyelerine ve yiiksek giivenlige sahip olan kanserin tedavisinde

uygulanabilecegi gosterilmistir ( Li vd., 2018 ; Hsu vd.,2019).

Liu ve arkadaslar1 tarafindan yapilan bir ¢alismada, Astragalus membranaceus'tan
saflastirilan polisakkaritlerin meme kanseri iizerinde antiproliferatif etkisi oldugu belirlenmis,
APS inkiibasyonundan sonra MCF-7 hiicrelerinin ¢ogalmasinda énemli dl¢lide azalma oldugu

gozlemlenmistir (Liu vd.,2019).

Wu ve arkadaslari tarafindan yapilan baska bir ¢alismada Glehnia littoralis bitkisinden
elde edilen polisakkaritin A549 hiicrelerinde apoptozu tetikleyerek, hiicre dongiisiiniin

durmasini indiikleyebilecegi gosterilmistir (Wu vd., 2019).

Tezin Amaci

Polisakkaritlerin ekstraksiyonu ve ekstrakte edilen iriinlerin uygulamasit énemli bir
islemdir ve bu da son yillarda bitki veya mantarlardan polisakkaritlerin ekstraksiyon teknolojisi
lizerine ¢ok sayida aragtirma yapilmasina yol agcmistir. Genel olarak, polisakkaritlerin klasik
ekstraksiyonu i¢in sicak su islemi kullanilmaktadir. Ancak, polisakkaritlerin sicak su ile
ekstraksiyonu da dahil olmak iizere kullanilan klasik yontemlerin uzun ekstraksiyon siiresi,
maliyet gibi birtakim farkli kisitlamalart bulunmaktadir (Garcia-Vaquero vd.2017).
Polisakkaritleri mevcut ekstraksiyon yontemlerinin dezavantajlarindan kaginilarak, hizli ve
ekonomik olarak ekstrakte etmek icin yeni yontemlerin gelistirilmesi gerektigi literatiirde
vurgulanmaktadir. Bu dogrultuda ultrason veya mikrodalga gibi yeni ekstraksiyon yontemleri

ekstraksiyon siirecine dahil edilerek daha hizli ve biyoaktif bilesiklerin ekstraksiyonunun
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tyilestirildigi calismalar bulunmaktadir. Ayrica, geleneksel ekstraksiyon ve izolasyon
protokollerine alternatif bir teknik olarak TPP ve TPP destekli yontemlerden elde edilen
polisakkaritlerin, polisakkarit ekstraksiyon verimi ve safligi onemli Olgiide arttirdigi ve

ekstraksiyon siiresini onemli dl¢iide kisalttig bildirilmistir (Wang, vd., 2019).

Bu tez calismasinda, Erzurum yoéresinde yetisen casir (Prangos ferulacea (L.) )
bitkisinden TPP, TPP o6ncesi enzim 6n islemi (E-TPP), TPP oncesi manyetik alan 6n iglemi
(MF-TPP) ve TPP 6ncesi enzim/manyetik alan 6n islemi (E/MF-TPP) yontemleri uygulanarak
ilk kez polisakkaritlerin ekstrakte edilmesi, ekstrakte edilen polisakkaritlerin karakterizasyonun
yapilmasi, in vitro biyolojik aktivitelerinin (antioksidan, hipoiirisemik, hipoglisemik) ve

antikanser etkilerinin gen ve protein seviyesinde arastirilmasi hedeflenmistir.
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MATERYAL VE METOT

Materyal
Kullanilan ara¢-gerec ve cihazlar

Tablo 1. Tez Calismasi Sirasinda Kullanilan Arag-Gereg ve Cihazlar

Arag-Gerec ve Cihazlar

Marka-Model

Otoklav

Etiv

Steril Kabin

Ceker Ocak

Saf Su Cihazi

Buzdolabi (+4, -20)

Hassas Terazi

Isitmali Manyetik Karistirict
Is1 Bloku

Agaroz Jel Elektroforez Cihazi
SDS-PAGE Elektroforez Cihazi
Jel Goriintiileme Cihazi

pH Metre

Mikrosantrifiij Cihazi
Santrifiij Cihaz1

Kuvars Kiivetler

Mikropipet Takimi

Parafilm

PCR Cihaz1

Azot Tank1

Karbondioksitli Etiiv (Inkiibator)
Ters Isik Mikroskobu

T-25 Flask (Filtreli, steril)
T-75 Flask (Filtreli, steril)
Kriyojenik Tiipler

96 Kuyucuklu Plaka

1,5-2 mL’lik Tiipler ve Raklar
Ultrasonikator

Real-Time PCR

Flow (Akim) Sitometri Cihazi

Hmc Hiramaya
Thermo Scientific
Telstar Bio-I1-A
TUV-SUD

Mp Minipure
Vestel

Ohaus Pioneer
Heidoph
Lab-Line
Thermo-EC
Bio-Rad
Quantum Vilber Lourmat
Mettler Toleda
Hettich

Beckman Coulter
Merck

Thermo Scientific
Isolab
Thermo-Cycler

Taylor- Wharton LS750 Lab System

Nuaire Nu-4750

NUAIRE 425-500E ESCO Marka Class 2

Biofil

Biofil

ISOLAB

SPL

Eppendorf

Marienfeld

Qiagen

Beckman Coulter CytoFLEX
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Kullanilan kimyasallar

Tablo 2. Tez Calismasinda Kullanilan Kimyasallar

Kimyasallar Marka
(ABTS)2,2’-azino-bis(3etilbenzotiazolin-6-siilfonik Asit Sigma
Amonyum Siilfat ((NH4)2SO,) Merck
B-merkaptoetanol Merck
RNA Izolasyon Kiti Merck
cDNA Sentez Kiti Sigma-Aldrich
N,N,N”,N”-tetrametilendiamin (TEMED) Sigma-Aldrich
Sodyum Dodesil Siilfat (SDS) Sigma-Aldrich
t-biitanol Sigma-Aldrich
Amoyum persiilfat (APS) Sigma-Aldrich
Dimetil Siilfoksit (DMSO) Merck
Dimetil Siilfoksit (DMSO) Merck
Etanol Merck
Metanol Sigma-Aldrich
Penisilin/Streptomisin Sigma-Aldrich
Polivinilidin Diflorid Membran (PVDF) Merck
Primer Sigma-Aldrich
WST-8 Hiicre Proliferasyon Analiz Kiti Merck
Tripsin-EDTA Merck
Protein Marker Sigma-Aldrich
RPMI 1640 Medium Gibco
Dulbecco's Minimum Essential Medium (DMEM) Gibco
Fetal Bovin Serum (FBS) Capricorn
cDNA Sentez Kiti Bio-Rad

Reaktiflerin hazirlanmasi

ABTS yontemi ile antioksidan tayininde kullanilan ¢ozeltiler

Ana stok ABTS e+ Cozeltisi Reaktifinin Hazirlanmasi: 0,0384 mg ABTS ve
0,0134g Potasyum persulfat 10 mL distile saf su i¢inde ¢6ziilerek elde edilen ¢ozeltiden 10 mL
almip 100 mL balonjojeye distile saf su ile sulandirildi (1:9 v/v). Kararl hale gelmesi i¢in 12
saat karanlikta bekletildi.

ABTS o+ Calisma Cozeltinin Hazirlanmasi: Ana stok ¢ozeltisinden 1 mL alinip 60
mL metanol ile seyreltildi. Cozeltinin 734 nm de absorbansi 0,706 + 0,001 olmas1 beklenir.
Ancak duruma gore metanol ile seyreltme ya da ana stoktan ilave edilerek absorbansi 0,706 +

0,001 degere ayarlanabilir.
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DPPH yéntemi ile antioksidan tayininde kullanilan ¢ozeltiler

Ana stok DPPH (10 mM) Reaktifinin hazirlanmasi: 39,5 mg DPPH (2,2 diphenyl 1-
picpylhdrazyl) 10 mL metanol i¢inde ¢oziildii. Elde edilen ¢6zelti daha sonraki kullanimlar i¢in
buzdolabinda saklandi.

DPPH calisma c¢ozeltinin hazirlanmasi: Ana stok ¢ozeltisinden 2,5 ml alinip 250
mL’ye metanol ile tamamlandi. Tamamlanan ¢dzeltinin absorbanst 517 nm’de 0,980+0,02’¢
ayarlandi. Duruma gore seyreltme ya da ana stoktan ilave edilerek absorbansi 0,980+0,02

degere ayarlanabilir.(Ahmed vd., 2015).

Toplam fenolik icerik tayininde kullanilan ¢ozeltiler

Toplam polifenolik igerik Folin-Ciocalteu metoduna gore spektrofotometrik olarak
belirlendi. Yontem, fosfotungstik asitin bazik ¢ozeltide fosfotungstik mavisine indirgenmesine
dayanir. Olusan mavi renk absorbansi ortamdaki aromatik fenolik grubu ile dogru orantilidir.
Toplam polifenol igeriginin belirlenmesi amaciyla standart olarak gallik asit kullanildi

(Kasangana vd. 2015).

Cozeltilerin hazirlanmasi

%10’lik Na2COs cozeltisi: 10g NaxCOg tartilip saf su ile ¢oziiniip lizeri 100 mL’ye

tamamlandi.

Standartlar: 25 mg gallik asit tartilarak 25 mLsaf su ile ¢oziilerek 10.000 pg/mL’lik
stok elde edildi. Stok ¢ozeltetiden 1000 pg/mL’lik standart ¢ozeltisi hazirlandi ve bu
cozeltiden seri dillisyon yapilarak 20, 40, 60, 80, 120, 160 ve 320 pg/mL’lik gallik asit

standartlar1 hazirlandi.

Lowry ydntemi ile protein tayininde kullanilan ¢ozeltiler

A Reaktifinin Hazirlanmasi: %2’lik NapCOs tartilmis ve 0,1 M NaOH iginde

¢Ozlilmiistiir.

B Reaktifinin Hazirlanmasi: %0,5’lik CuSOg4 tartilmis ve NaK-tartarat tamponu iginde

¢Ozilmiistiir.

C Reaktifinin Hazirlanmasi: A ve B reaktifleri 1/1 oraninda karistirilmis ve C reaktifi

hazirlanmustir.

D Reaktifinin Hazirlanmasi: 1 M Folin ayiraci distile su ile hazirlanmastir.
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SDS-PAGE tayininde kullanilan ¢ozelti ve tamponlar

Tris-HC] Tamponunun Hazirlanmasi (1 M, pH: 8,8): 27,23 g Tris tartilmis ve 90 ml
distile su i¢inde ¢oOziilmiistiir. pH: 8,8’¢ ayarlanmis ve son hacim distile su ile 100 mL’ye

tamamlanmustir.

Tris-HCl Tamponunun Hazirlanmasi (1 M, pH: 6,8): 6 g Tris tartilmis ve 90 mL
distile su icinde ¢ozllmiistiir. pH: 6,8’e ayarlanmis ve son hacim distile su ile 100 mL’ye

tamamlanmustir.

%30’luk AKrilamid-Bisakrilamid Cozeltisinin Hazirlanmasi: 6 g akrilamid ve 0,16

g bisakrilamid tartilmig ve 13,84 ml distile su i¢inde ¢ozlilmiistiir.

%10’luk SDS Cozeltisinin Hazirlanmasi: 1 g SDS tartilmis ve 4,5 mL distile su i¢inde

¢Oziilmiistiir. Son hacim distile su ile 10 mL’ye tamamlanmastir.

%10’Iu PER Cozeltisinin Hazirlanmasi: 1 g amonyum per siilfat tartilmis ve 4,5 mL

distile su i¢inde ¢ozlilmiistiir. Son hacim distile su ile 10 ml’ye tamamlanmustir.

Numune Tamponunun Hazirlanmasi: 1 mL gliserin, 1 mL %10 SDS, 0,65 mL 1 M
pH: 8,8 Tris-HCI ve 0,03 %1 brom timol mavisi tizerine distile su eklenmis ve son hacim 100
mL’ye tamamlanmistir. Kullanmadan hemen 6nce hazirlanmis tampon iizerine 500 pl B-

merkaptoetanol eklenmistir.

Yiiriitme Tamponunun Hazirlanmasi (10X SDS-PAGE): 14,4 g glisin ve 3 g Tris
tartilmis, lizerine 10 mL %10’luk SDS eklenmistir. Son hacim distile su ile 1000 mL’ye

tamamlanmustir.

Ayirma Jelinin Hazirlanmasi: 4,4 %30 akrilamid ve %0,8 bisakrilamid, 5 mL 1 M pH
8,8 Tris-HCI, 0,2 mL %10 SDS, 0,1 mL %1,5 PER, 0,13 mL %5 TEMED ve 3,15 mL distile

su ile hazirlanmistir.

Yigma Jelinin Hazirlanmasi: 0,44 mL %30 akrilamid ve %0,8 bisakrilamid, 0,41 mL
1M pH 6,8 Tris-HCI, 0,03 mL %10 SDS, 0,1 mL %1,5 PER, 0,03 mL %5 TEMED ve 2,450

mL distile su ile hazirlandu.

Coomassie blue boyama icin kullanilan ¢ozelti ve tamponlar

Sabitlestirme Cozeltisinin Hazirlanmasi: 50 mL izo-propanol, 10 g TCA ve 40 mL

distile su ile hazirlanmistir.

Boyama Cozeltisinin Hazirlanmasi: 0,1 g Coomassie Blue G-250 tartilmis ve tizerine

50 mL etanol, 10 mL asetik asit ve 40 mL distile su eklenerek hazirlanmistir.
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Yikama Cozeltisi: 50 mL etanol, 10 mL asetik asit ve 40 mL distile su ile

hazirlanmistir.

Karakterizasyon calismalarinda kullanilan tampon ve ¢ézeltiler

Sodyum Fosfat Tamponu (10 mM): 1,15 g sodyum fosfat tartilarak, 90 mL distile su
icerisinde ¢0ziildii. pH degeri 6’ya ayarlandiktan sonra Son hacim distile su ile 100 mL’ye

tamamlandi.

Sodyum Fosfat (pH 8.0): 2,4 g sodyum fosfat tartilarak 900 mL distile su iginde

¢oOziildii. pH 8’e ayarlanarak son hacim 1000 mL olacak sekilde distile su ile tamamlandi.

Bradford Cozeltisi: 100 mg Coomassie Brillant Blue G-250 reaktifi tizerine 50 mL
%095°1ik etanol ilave edilerek manyetik karistiric1 yardimiyla ¢oziindiiriildii. Ardindan {izerine

100 mL %95’lik fosforik asit ilave edilerek son hacim saf su ile 1 litreye tamamland.

Hiicre kiiltiiriinde kullanilan besiyerler ve ¢ozeltiler

DMEM- Bazal F-12K besiyeri i¢erisinde hazirlanarak besiyeri miktariin %10’u kadar
FBS, % 1’1 kadar penisilin/streptomisin eklendi, +4 °C’de saklandu.

RPMI- RPMI 1640 besiyeri icerisinde hazirlanacak besiyeri miktarinin %10’u kadar
FBS, % 1’1 kadar penisilin/streptomisin eklendi, +4 °C’de saklandi.

Dondurma (Freezing) Besiyeri- 2 mL kriyo tiip igin, 100 uLL DMSO 1900 pL besiyeri

igerisine eklenerek hazirlandi

%70°lik Etil Alkol- 30 mL saf su tizerine 70 mL etil alkol eklenerek hazirlandi.

Yontem
Casir bitkisinin toplanmasi

Yapilan tez calismasinda kullanilan bitkiler Eruzurum ilinde dogal yayilim alanindan
toplanarak laboratuvara getirildi, kuru ve serin ortamda kurutuldu. Kurutulan btikiler ¢alisma
yapilincaya kadar -20°C’de muhafaza edildi. Casir bitkisi (1.0 kg) distile su ile yikandi. Daha
sonra 1 kg casir bitkisi 1000 mL saf su ile blenderdan gegirildi ve uygulama sonunda 10 dk
10.000 rpm’de santrifiij yapildi. Santrifiij isleminden sonra bitki siipernetanti toplandi ve diger

islemler yapilana kadar -20°C’de muhafaza edildi.

Polisakkarit ekstraksiyonu ve izolasyonu

Bu tez kapsaminda polisakkaritlerin ekstraksiyonu ic¢in yapilan islemler Sekil 3’te

sunulmustur.
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Sekil 3. Casir bitkisinden oda sicakliginda farkli ekstraksiyon teknikleri ile polisakkarit
ekstraksiyonu ve ayristirilmasi i¢in sematik prosediir

Uc fazh ayirma (TPP) yontemi ile polisakkaritlerin ekstraksiyonu

Polisakkaritin ~ ekstraksiyonunda ilk olarak geleneksel TPP ydntemi uygulanarak
optimizasyon calismalar1 yapildi. Bu yontem, ham bitki ekstraktina sirasiyla uygun tuz ve
uygun organik ¢o6ziicli eklendikten sonra belirli bir siire inkiibasyona birakilarak {i¢ faz olusmasi
esasina dayanir. Calisma boyunca literatiirde yaygin olarak kullanilan amonyum siilfat tuzu ve

t-biitanol organik ¢oziiciisii kullanilarak islem gerceklestirildi.

On islem uygulanmadan ve ii¢ farkli ekstraksiyon ydntemi (enzim 6n islemi, manyetik
alan 0n islemi ve enzim/manyetik alan 6n islemi) ile 6n islem uygulanarak gerceklestirilen TPP
yonteminde en yiiksek verim elde edilen parametre konsantrasyonlar1 kullanilarak polisakkarit
ekstraksiyonu yapildi. Elde edilen karisim 5 dk 6000 rpm’de santrifiij edildi. Sonrasinda alt sulu

faz 1 gece boyunca soguk etanolla ¢oktiiriildii. Daha sonra karigim santrifiij edilerek sivi kismi
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atild1 ve dipte kalan pellet distile suda 48 saat boyunca diyalize (MW cut-off 3000 Da) birakildi
ve ardindan 4000 rpm’de 15 dk santrifiij edildi. Diyaliz yapilarak elde edilen polisakkarit
fraksiyonu son olarak liyofilize edildi.

TPP kosullarinin yamt yiizey metodolojisi (RSM) ile optimizasyonu

Bu tez c¢alismasi kapsaminda, polisakkarit ekstraksiyon verimi iizerine bazi TPP
parametrelerinin etkisinin ve maksimum polisakkarit ektraksiyonu saglayan parametrelerin
kombinasyonunun belirlenmesi i¢in Box-Behnken deneysel tasarim yontemi (BBD) kullanildi.
BBD ile 3 farkli faktoriin -1, O ve +1 seviyelerinde yanit yiizey tasarimi olusturuldu ve
arastirilan her bir faktoriin seviyeleri ve kodlanmis degerleri verildi. Polisakkarit ekstraksiyon
verimi i¢in 6nemli TPP parametlerinden olan amonyum siilfat konsantrasyonu (%20-80),
slipernatant ¢ozeltisi:t-biitanol orani (1.0-0.5- 1.0-2.0), pH (6.0-9.0) ve sicaklik (30-50°C)
bagimsiz degiskenler olarak, polisakkarit ekstraksiyon verimi bagimli degisken olarak
belirlendi (Tablo 3). Tasarimda toplam 27 deney olusturuldu ve tekrarlanabilirligini test etmek
icin merkez noktasi birkag kez tekrarlandi. Tiim deneyler ii¢ bagimsiz tekrar halinde
gerceklestirildi. Deneysel tasarimda, katsayilarin belirlenmesinde, veri analizi ve grafiklerin

¢izilmesinde minitab 18 deneme stiriimii kullanildi.

Tablo 3. Box-Behnken Tasarim Ile Test Edilen Faktérlerin Diizeyleri

Derecelerin
o Kodlanmis degerleri
Sembol Bagimsiz degiskenler Birim ) 0 .
A /?(monyum siilfat % 20 50 80
onsantrasyonu
B Superriatant ¢ozeltisi:t- mL 05 15 2
biitanol orani
C pH - 6 7 8
D Sicaklik °C 30 40 50

Manyetik alan on isleminin ardindan TPP yontemi ile polisakkaritlerin
ekstraksiyonu

Bu yontemde casir bitkisinden polisakkaritlerin ekstrakte edilmesi icin MSI Automation
Hyper-5 cihazi kullanildi ve elde edilen bitki homojenati manyetik alana maruz birakilarak TPP
oncesi bitki ekstraksiyonu gergeklestirildi. Manyetik alan ile ekstraksiyon isleminde sistem
parametre kosullar1 (manyetik alan uygulama siiresi (10dk), gorev dongiisii (%100) ve
manyetik glic (100W)) saglanarak bitki ekstraksiyonu yapildi. Uygulama siiresi sonunda
karistm 6000 rpm’de 5 dakika santrifiij edildikten sonra elde edilen siipernatant TPP

yonteminde kullanilmak tizere filtre kagidindan gegirilerek ayr1 tiipe kaldirildi.
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Sekil 4. Manyetik Hipertermi cihazi
Enzim 6n isleminin ardindan TPP yontemi ile polisakkaritlerin ekstraksiyonu

Enzim ekstraksiyonunun mekanizmasi, segiciligi nedeniyle hedeflenen bilesiklerin
ekstraksiyon c¢oziiciisiine salinmasina yardimeci olmak icin enzimatik hidroliz islemlerine
dayanir. Elde edilen bitki homojenat1 %4 (w/w) (1 kg casir bitkisi i¢in) seliilaz iceren 1000 mL
fosfat tamponuna (0,1 M, pH 6.0) eklenerck 30°C’de su banyosunda 1 saat boyunca inkiibe
edildi. Enzimolizden sonra karisim 10 dakika boyunca karistirilarak kaynar suda 90°C'ye
sitildi. Daha sonra karisim 6000 rpm'de 5 dakika santrifiyj edildi ve siipernatant toplanarak
TPP islemi yapildi.

Manyetik alan+enzim 6n islemlerinin ardindan TPP yontemi ile polisakkaritlerin
ekstraksiyonu

Bu yontemde enzim destekli ekstraksiyon yontemindeki prosediir manyetik alanda
yapilarak ekstraksiyon islemi gerceklestirildi. Bitki homojenatinin tizerine %4 seliilaz enzimi
ilave edilerek 1 saat boyunca 30°C’de su banyosunda karigtirildi ve ardindan manyetik alan
giiciine 10 dk maruz birakilarak TPP oncesi ekstraksiyon gerceklestirildi. Islem sonunda
ekstrakt 5 dakika boyunca 6000 rpm’de santrifiijje tabi tutularak siipernatanti toplandi ve
ardindan TPP islemi gerceklestirildi.

Polisakkartilerin Fizikokimyasal Ozelliklerinin Belirlenmesi
Karbohidrat aktivitesi tayini

Casir bitkisinden ekstrakte edilen polisakkaritlerin karbohidrat igerigi tayini ig¢in
karbohidrat standart grafigi olusturuldu. Bunun i¢in oncelikle 1 mg/mL glukoz stok ¢ozeltisi
hazirlandi. Hazirlanan 1 mg/mL glukoz ¢6zeltisinden tiiplere 10-100 uL olacak sekilde eklendi
ve distile su kullanilarak son hacim 100 pL’ye tamamlandi. Her 6rnegin iizerine 1 mL fenol
(%0,6) ve 5 mL siilfirik asit eklenerek 90 °C’de 5 dk bekletildi. Spektrofotometrede 490 nm’de
kore kars1 absorbans 6l¢iimii yapilarak standart grafik elde edildi. Olusturulan standart grafigin

dogru denkleminden yararlanilarak karbohidrat miktar1 belirlendi.
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Tablo 4. Standart Karbohidrat Cozeltilerinin Hazirlanigi

Kor 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Glukoz - 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
(mg/mL)
dH,O 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 -
(uL)

Lowry yontemi ile protein tayini

Tez ¢aligmasinda kantitatif protein miktarini belirlemek i¢in Lowry yontemi (Lowry et.
al., 1951) kullanildi. Protein miktarlarin1 belirlemek amaciyla oncelikle standart grafik

asagidaki gibi hazirlandi;

e 1 mg/mL standart BSA ¢ozeltisi hazirlanmis ve 10 ayr tlipe sirayla 10, 20, 30, 40,
50, 60, 70, 80, 90 ve 100 pL alinarak, tiiplerin son hacmi distile su ile 100 pl’ye
tamamlandi.

e Her bir tiipiin {izerine 200 pl C reaktifi eklendi ve 10 dk oda sicakliginda inkiibe
edildi.

e Inkiibasyon siiresinin sonunda 20 pl D reaktifinden eklenerek vortekslendi ve
karanlik ortamda 45 dk inkiibasyona birakildi.

e Inkiibasyon sonunda 620 nm’de spektrofotometrik &l¢iim yapild: ve elde edilen

verilere gore standart grafik hazirlandi.

Protein tayini yapilacak drneklerden 50 ul iizerine 200 pul C reaktifi eklendi ve 10 dakika
oda sicakliginda inkiibe edildikten sonra tizerine 20 pl D reaktifi konularak vortekslendikten
sonra karanlik ortamda 45 dk inkiibasyona birakildi ve siire sonunda 620 nm’de
spektrofotometrik dl¢limii yapildi. Olusturulan standart grafik kullanilarak orneklerin protein

miktarlar1 belirlendi.

FT-IR (Fourier transform infrared spektroskopisi) yontemi ile Polisakkaritlerin
fonksiyonel grup analizi

Farkl1 ekstraksiyon yontemleri kullanilarak ¢asir bitkisinden ekstrakte edilen
polisakkaritlerin yapis1 FTIR kullanilarak analiz edildi. Polisakkaritlerin kimyasal fonksiyonel
gruplari, 4000-500 cm™* absorpsiyon araliginda FTIR spektral dlgiimleri (Nicolet AntarislI,
ABD) kullanilarak belirlendi.

Polisakkaritlerin Antioksidan Aktivitesinin Belirlenmesi

TPP isleminin sonunda {ist fazlarin i¢indeki biyomolekiillerin ve ekstrakte edilen

polisakkaritlerin antioksidan aktivitelerini belirlemek i¢in asagidaki antioksidan testleri yapilda.
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DPPH serbest radikal temizleme aktivitesi tayini

Polisakkaritlerin DPPH (2,2-difenil-1- pikrilhidrazil) radikali temizleme aktivitesi
Marka-Williams ve arkadaslar1 tarafindan gelistirilen metod modifiye edilerek kullanildi
(Brand-Williams vd., 1995). DPPH radikali 517 nm dalga boyunda maksimum absorbans
degerine karsilik gelir. Antioksidan madde veya maddelerle muamele edildiginde, DPPH ’den

kaynaklanan mor rengin siddeti azalarak absorbans degerlerinin diismesine neden olur.

Polisakkaritlerin ve tist fazlarin DPPH (2,2-difenil-1- pikrilhidrazil) radikali temizleme
aktivitesini belirlemek i¢in oncelikle standart grafik olusturuldu. Bunun i¢in 10 mg trolaks
tartilarak, 10 mL metanol ile ¢oziildii ve 10,000 pg/mL’lik stok elde edildi. Stok ¢dzeltiden
1000 png/mL’lik standart ¢ozeltisi hazirlanmis ve bu ¢ozeltiden seri diliisyon yapilarak; askorbik
asit standart ¢ozeltisi i¢in 25, 50, 100, 200 400 ug/mL diliisyonlar: hazirlandi. Antioksidan
aktivitesi belirlenecek orneklerden 10 pl alinarak tizerine 300 pul DPPH ¢ozeltisi eklenerek
vortekslendi. Karistirildikta sonra 6rnekler 30 dakika oda sicakliginda karanlikta inkiibe edildi.
Inkiibasyon siiresinin sonunda 517 nm’de spektrofotometrik &l¢iim yapildi. Olusturulan

standart grafik kullanilarak 6rneklerin antioksidan aktivitieleri belirlendi.

ABTS (2,2’-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-siilfonik asit) radikal katyonu
stipiiriicii etki tayini

ABTS antioksidan tayinini belirlemek i¢in ilk 6nce standart grafik olusturuldu. Bunun
icin 25 mg askorbik asit tartildi ve 25 mL metanol ile ¢oziilerek 10.000 pg/mL’lik stok
elde edilmistir. Stok c¢ozeltetiden 1000 pg/mL’lik standart ¢ozeltisi hazirlandi ve bu
cozeltiden seri diliisyon yapilarak; askorbik ¢alisma ¢ozeltiside 20, 50, 100, 150 ve 200 pg/mL

standartlar1 hazirlanda.

Toplam Fenolik Icerik Tayini

Bu calismada polisakkaritlerin toplam polifenolik igerik tayini Folin-Ciocalteu
metoduna gore spektrofotometrik olarak belirlendi. Fosfotungstik asit bazik ¢o6zeltide
fosfotungstik mavisine indirgenmesine dayanir. Olusan mavi renk absorbansi ortamdaki
aromatik fenolik grubu ile dogru orantilidir. Toplam polifenol igeriginin belirlenmesi amaciyla

standart olarak gallik asit kullanild1 (Kasangana vd. 2015).

Ekstrakte edilen polisakkaritlerin toplam fenolik iceriklerini belirlemek i¢in 6ncelikle
standart grafik olusturuldu. Bunun i¢in 25 mg gallik asit tartilarak 25 mL saf su ile ¢6ziildii ve
10.000 pg/mL’lik stok elde edildi. Stok ¢ozeltiden 1000 pg/mL’lik standart ¢ozeltisi
hazirlanarak seri dillisyon yapildi ve 20, 40, 60, 80, 120, 160 ve 320 pg/mL’lik gallik

asit standartlar1 hazirlandi.
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%10’luk Na2COs cozeltisi: 10g Na,COg tartilip saf su ile ¢oziinlip toplam hacim
100 mL’ye tamamlandi. Polisakkarit ornekleri saf suda ¢oziinerek 1 mg/mL’lik ¢ozeltiler
hazirlandi ve diliisyon yapilarak farkli konsantrasyonlarda 6rnekleri hazirlandi. Ardindan her
tiipe 500 pL ornek ¢ozeltisi ve 2,5 mL %10’luk Folin—Ciocalteu reaktifi eklendi ve 5 dk oda
sicakliginda bekletildi. Daha sonra 2,0 mL %10’lik sodyum karbonat ¢ozeltisi ilave edilerek
ornekler homojen hale getirildi ve karanlik ortamda 30 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyon
stiresinin sonunda 765 nm’de spektrofotometrik 6l¢iim alindi. Gallik asit standart egrisine gore

orneklerin toplam fenolik igerikleri hesapland1 ve mg GAE/g 6rnek cinsinden verildi.

Hipoglisemik Aktivitenin Belirlenmesi

TPP yontemi ile ekstrakte edilen polisakkaritlerin in vitro anti-hiperglisemik
aktiviteleri, Yan vd. tarafindan gelistirilen yonteme gore a-amilaz ve a-glikozidaz inhibitor
aktiviteleri Olctilerek degerlendirildi. Polisakkaritler farkli konsantrasyonlarda (0,5, 1,0, 2,0,
3,0, 4,0 ve 5,0 mg/mL) distile suda ¢oziildii ve kontrol grubu olarak akarboz kullanildi.

Calismay1 optimize etmek amaciyla oncelikle standart grafik olusturuldu (Tablo 5).

Tablo 5. Standart Akarboz Cozeltisinin Hazirlanmasi

Tiip Akarboz Distile  Nihai Konsantrasyon
No Hacmi( pL) Su (pL) (ng/mL)

Blank 0 1000 0

1 100 900 100

2 200 800 200

3 300 700 300

4 400 600 400

5 500 500 500

6 600 400 600

7 700 300 700

8 800 200 800

9 900 100 900

a-amilaz inhibisyon testi

Bu calismada polisakkaritlerin a-amilaz inhibisyonu iizerinde etkisini belirlemek i¢in
ilk olarak polisakkaritler farkli konsantrasyonlarda (0,5, 1,0, 2,0, 3,0, 4,0 ve 5,0 mg/mL) distile
suda ¢oziildii ve kontrol grubu olarak akarboz kullanildi. 100 pL polisakkarit ekstraktlar
tizerine 200 pL 12 ul/ml amilaz enzimi (PBS i¢inde ¢oziildii pH=6.8) karistirildi1 ve ardindan
37°C’ de 5 dk inkiibe edilerek inkiibasyon sonunda 500 mL %1 nisasta ¢ozeltisi eklendi ve
tekrardan 37°C’de 5 dk inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda 500 pL DNS reaktifi eklendi ve
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100°C'de 5 dk sitild1. Karigim sogumaya birakildi ve ardindan son hacim PBS ile 10 mL’ ye

tamamlandi. Deney sonunda spektrofotometrik olarak 540 nm’ de 6l¢tim alind.

a-glikozidaz inhibisyon testi

Calisma esnasinda polisakkaritlerin - a-glikozidaz inhibisyonu iizerinde etkisini
belirlemek igin ilk olarak polisakkaritler farkli konsantrasyonlarda (0,5, 1,0, 2,0, 3,0, 4,0 ve
5,0 mg/mL) distile suda ¢oziildii ve kontrol grubu olarak akarboz kullanildi. Farkl
konsantrasyonlardaki 100 uL polisakkarit 6rneklerinin tizerine 3 mL PBS ve 20 uL a-glikozidaz
eklenerek karistirildi ve 37°C'de 15 dk inkiibasyona birakildi. Daha sonra karisimin tizerine 100
uL PNPG (2,5mM PBS ile ¢oziildii) substrati eklendi ve tekrardan 37°C'de 15 dk inkiibasyona
birakildi. Inkiibasyon siiresinin sonunda reaksiyonu durdurmak igin 0.2M Na,COj3 eklendi.

Deney sonunda spektrofotometrik olarak 400 nm dalga boyunda 6lgtim alind.

Hipoiirisemik Aktivitenin Belirlenmesi

TPP yontemi ile ekstrakte edilen polisakkaritlerin hipotirisemik aktivitesi, ksantin
oksidaz (XO) inhibitor aktivitesi 6l¢lim esasina dayanarak gelistirilen yonteme gore belirlendi.
(Song vd., 2023). 1k olarak, polisakkaritler farkli konsantrasyonlarda (0,5, 1,0, 1,5, 2,0, 2,5 ve
3,0 mg/mL) 10,0 pL, 20,0 uL XO (200 U/L) ve 70 pL Tris-HCI (50 mM) ile 96 kuyucuklu
plakalarda karistirildi. Reaktif karigim 37°C'de 15 dakika inkiibe edildikten sonra absorbans
290 nm'de spektrofotometrik olarak ol¢iildii. Allopurinol pozitif referans oarak kullanildi ve

XO inhibitoér aktivitesi su formiille hesaplandi:

Inhibitor orant (%) = (A smek— A referans )| (A kontrol — A referans )

Polisakkaritin Antikanser Aktivitesinin Belirlenmesi

Antikanser ila¢ arastirmalarinda, insan tlimorlerine ait hiicre hatlari, biyolojik
aktivitenin ilk etapta degerlendirilmesinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu caligmada
kullanilan MCF-7 ve A549 hiicre hatlari, farkli doku tiplerine ait tiimor modellerini temsil
etmeleri nedeniyle yeni bilesiklerin antikanser etkinliklerinin belirlenmesinde siklikla tercih
edilen hiicre sistemleridir. S6z konusu hiicre hatlarinda, dogal kdkenli ajanlarin antiproliferatif
ve apoptotik etkilerinin degerlendirilmesi, potansiyel kemoterapotik ajan gelistirme

siireclerinde onemli bir basamak olusturmaktadir.

Tez ¢aligmasinda insan meme kanser (MCF-7) ve insan akciger kanser (A549) hiicre
hatlar1 kullanildi. Calisma esnasinda kullanilan MCF-7 insan meme kanser hiicre hattt 69
yasindaki bir kadinin plevral efiizyonundan izole edilmistir. Diger hiicre hatt1 olan A549 1972

yilinda D.Giard ve arkadaglar1 tarafindan 58 yasindaki bir erkegin akciger dokusundan izole
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edilmistir. Calisma boyunca MCF-7 ve A549 hiicre hatlar1 , %5 CO2, %95 hava ve 37°C olan
nemli bir ortamda %0,5 antibiyotik ¢ozeltisi (100pg/mL (streptomisin) + 100IU/mL (penisilin))
ve %10 fetal bovin serumu (FBS) ile olugturulan DMEM-Ham’s F12(1:1) besiyerinde kiiltiire
edilerek cogaltilmistir Calisma esnasinda steril kabin ve kabin igerisine alinan biitiin

malzemeler %70’lik etanol ile sterilize edildi.

Sekil 5. MCF-7 ve A549 hiicre hatlarinin mikroskopik gériintisii (sol 10X, Olgek= 50 pm; sag
5X, Olgek= 10 um)

Hiicrelerin cozdiiriilmesi

Siv1 azot tankinda (-196 °C’de) stokda bulunan MCF-7 ve AS549 stok hiicreleri
cikarilarak el 1sisiyla ¢ozdiiriildii ve igerisinde 5 mL F-12K (%10 FBS, %1 PEN-STR) besiyeri
bulunan falkon tiip i¢ine aktarildi. Hiicre siispansiyonunun 1300 rpm’de 5 dakika boyunca
santrifiijlenmesi saglandi. Santrifiij sonrasi siipernatant uzaklastirildi ve dibe ¢éken hiicrelerin
oldugu pellete F-12K komplet besiyeri eklenip, hiicreler ¢ozdiiriilerek flasklara ekildi ve
flasklar 37 °C ve %5’lik COz ayarli inkiibatérde biiylimeleri igin bekletildi. Bu asamada her 2-

3 giinde bir hiicrelerin besiyeri degistirildi

Hiicrelerin pasajlanmasi

Hiicreler belirli bir yogunluga ulagtiginda (%70-80 konfluensiye) yapilan deneysel
islemlere bagli olarak kullanilabilmesi ve ¢ogaltilmasi i¢in hiicre bolme ve sayim islemleri
gerceklestirildi. Calisma yapilacak olan kabin sterilize edildikten sonra hiicreler kabine alind1
ve eski besiyeri ortamdan uzaklastirildi. Flask icerisindeki saflsizliklar1 uzaklagtirmak igin
DPBS ile yikama yapildi. Hiicreleri zeminden ayirmak i¢in Tripsin-EDTA (%0,025) eklenerek
3-5 dakika boyunca inkiibatore birakildi. Mikroskopla hiicrelerin zeminden ayrildig:
gozlemlendikten sonra hiicreler yeniden kabine alindi. Ortamdaki tripsini inaktif hale getirmek
i¢in, tripsinin miktarinin 3 kat1 kadar besiyer eklendi. Daha sonra hiicreler 5 dakika boyunca
1500 rpm’ de santrifiij edildi Uzerine hiicre hatti, tarih ve pasaj numarasi yazilan flasklara

hiicrelerin ekimi yapildi ve biiyiimeleri i¢in 37 °C ve %5’lik COz ayarl inkiibatore alind1.
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Hiicrelerin stoklanmasi

Hiicrelerin stoga kaldirilmast i¢in 2mL’lik kriyo tiipler kullanildi. Kriyo tiiplerin tizerine
hiicre hatti,tarih ve stoklama yapan kisinin ismi yazildi. Biiyiimiis olan hiicreler flasktan
kaldiriltiktan sonra c¢oktiirme islemi yapildi. Daha sonra %5lik DMSO iceren yeni besiyer
lizerine hiicrelerin pelleti eklendi ve homojen hale gelene kadar pipetaj islemi yapildi.islem
sonunda hiicreler kriyotiiplere alind1 ve iki saat -20°C’de bekletildikten sonra -86°C’ye sonra

da -196°C’deki s1v1 azota kaldirildi.

Hiicre saymm

Hiicre sayimi icin lam kullanildi. Oncelikle steril bir eppendorf igerisine 10 pl hiicre
siispansiyonu ve 10ul trypan blue boyasi eklenerek pipetaj yapildi. Sonra bu karisimdan 10ul

hiicre sayimi kitine eklenerek hemositometre cihazi kullanilarak hiicre sayimi yapildi.

Hiicre canlihigi (WST-8) testi

Ik olarak hiicreler 96 kuyucuklu plakalara her kuyucuk basina 5x10° hiicre olacak
sekilde 100 uLbesiyeri igerisine ekildi ve hiicrelerin kuyucuklara tutunabilmesi igin 24 saat
boyunca inkiibe edildi. inkiibasyon siiresinin sonrasinda plak icerisindeki kiiltiir mediumu
uzaklagtirilarak DPBS tamponu ile her bir kuyucuk yikandi. farkli konsantrasyonlarda (25-
1000ug/mL) polisakkarit ve farkli konsantrasyonlarda (2-40uM) cisplatin olacak sekilde
komplet besiyeri ortaminda hazirlandi. Hazirlanan bu polisakkaritlerin ve pozitif kontrol olarak
kullanilan cisplatinin her bir doz uygulamasi 4 tekerriir olacak sekilde 96’11k plak icerisine 24.
saat icin 100 pL, 48. saat icin 150 pL eklendi. Kontrol grubu olarak sadece komplet besiyeri ve
negatif kontrol olarak su kullanildi. Ardindan 37 °C’de %5’lik CO2 ayarl inkiibatdrde zaman
bagiml olarak (24 ve 48 saat) inkiibe edildi. inkiibasyon siirelerinden sonra her kuyucuk 100
uL DPBS tampon ile yikandi. Ardindan WST-8 soliisyonundan her bir kuyucuga 50°ser pL
ilave edildi. %5°lik CO2 ayarli inkiibatorde 4 saat inkiibe edildi. WST-8 soliisyonu ile
inkiibasyon sonrast her bir kuyunun absorbanst 450 nm’de mikroplate okuyucu

spektrofotometre ile 6l¢iildii ve mikroskop goriintiileri alindi.

Calisma sonucunda elde edilen verilere gore her bir polisakkarit ve cisplatinin 1Csg
degeri (hiicre proliferasyonunu %50 azaltmak i¢in gereken konsantrasyon) GraphPad Prism
Software 8.00 (La Jolla California USA) istatistik programi kullanilarak hesaplandi. Unpaired
t-testi uygulandi ve mean =+ standard hata (SEM) degerleri analiz edildi. Hiicre

proliferasyondaki azalmay1 asagidaki formiile gére hesaplandi.
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% Inhibisyon = 100-(polisakkaritle muamele gormiis hiicreler (Abs)- hiicresiz ortam
(Abs)/ kontrol grup(Abs))- hiicresiz ortam (Abs)*100)

Kantitatif Gen Ekspresyon (Real-Time PCR) Analizi

Bu ¢alismada, apoptotik BAX, KASPAZ-3 ve anti-apoptotik BCL2 genlerinin ekspresyon
profillerini arastirmak i¢in kantitatif gen ekspresyon (Real-Time PCR) analizi yapildi ve kontrol
olarak B-aktin kullanildi.

Tablo 6. Genler, Etki Mekanizmalar1 ve Beklenen Ekspresyon Seviyeleri

Pro-apoptotik

BAX hop t
Antiapoptotik

BCL2 " l

Efektor kaspaz
KASPAZ-3

RNA izolasyonu

MCF-7 ve A549 hiicreleri 6 kuyuluk plaklara her kuyuda 1x10° olacak sekilde 1 mL
kiiltiir besiyerine ekildi ve sonra 24 saat (%5 CO2, 37°C) inkiibe edilip besiyeri aspire edilerek
PBS ile yikama yapildi. Ardindan hiicreler plak tabanindan kazinip PBS ile eppendorf
reaksiyon tiiplerine alinarak 1000 rpm’de 2 dakika santrifiij yapildi. Daha sonra PBS
uzaklagtirilarak RLT Buffer (350ul) eklendi. Tissue Lyser homojenizasyon cihazi ile 30Hz’de
20 saniye homojenize edilerek 14000 rpm’de 4 dakika santrifiij yapildi. Siipernatantlar
QIAcube RNA izolasyon Robotuna (Qiagen) konularak kit igerisindeki diger soliisyonlar
eklenip deneysel asamanin bundan sonraki kismi cihaz tarafindan gergeklestirildi. Elde edilen

RNA’lar cDNA izolasyonuna kadar -86°C’ de saklandi.

cDNA sentezi

cDNA sentezinden 6nce izole edilen RNA'larin konsantrasyonlar1 esitlendi. cDNA

sentezi i¢in BIO-RAD kit sistemi kullanilarak iiretici firmani protokoliine gére yapildi.

Calismada ilk olarak kit bilesenleri buz tizerinde ¢6zdiirtildii ve steril bir mikrosantrifiij
tiipiine kit bilesenleri Tablo 7’de belirtilen hacimlerde konuldu. Kontrol ve muamele grubunun
her birinden 10 pL. RNA (RNA konsantrasyonu 10 pL total hacimde olacak sekilde
esitlendikten sonra) PCR tiiplerine koyuldu ve iizerlerine kit bilesenleri ilave edildi. Son hacmi

16 puL olan tiipler, 42°C’de 120 dk; 85 °C’de 5 dk ve son olarak 4 °C’de oo olacak sekilde PCR
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atildi. Elde edilen cDNA’larin saflik ve konsantrasyonlari nanodrop cihazinda spektroskopik

olarak olgiildiikten sonra Real Time PCR analizinde kullanilmak iizere -20 °C’de muhafaza
edildi.

.
&

Sekil 6. mRNA dan cDNA nin elde edilmesi

Tablo 7. cDNA Sentez Kit Protokoliiniin Onerdigi Bir Tiip Igerisindeki Reaksiyon Karisim1

Bilesenler Hacim
25XdNTP Mix (100 mM) 4 uL
Revers Transkriptaz 1 uL
Nuclease-free water 12 uL
mRNA 3uL
Total Hacim 20 pLL

Tablo 8. Gen Ekspresyon Profillerine Bakilan Genler I¢in Dizayn Edilen Primerlerin Listesi

Gen Adi Primer Primer Dizisi (5°—3’) TmSicakhgi (°C) %GC Oram
BAX Forward CAGGAAGTGGAAAGGTGGAG 62 55
Reverse CTCAGGATGAAGACCCGAAG 61.2 55
BCL2 Forward TTGTAGTGTGTATGCCCTGCTT 59.7 45
Reverse  TCCTCTGTGATGCTGAAAGGT  60.7 48
CASP3 Forward AAAGCACTGGAATGACATCT 554 40
Reverse  TTCAGGTCAACAGGTCCATT 59.1 45
B-Actin Forward TGCTATCCCTGTACGCCTCT 62.2 55
Reverse CTCCTTAATGTCACGCACGA 59.1 50
Real-Time PCR

Bu tez calismasinda uygulama gruplar1 arasindaki gen ekspresyon diizeylerinde
farkliliklar1 belirlemek i¢in Real-Time PCR yapilmistir. Genetik materyal olarak; MCF-7 ve
A549 hiicrelerinden izole edilen total RNA’dan hazirlanan cDNA’lar kullanilarak, floresan
isaretli SYBR Green kullanilarak olusan {iriiniin miktar1 kantitatif olarak ol¢iilmiistiir. Bu
yontem; ger¢ek zamanli PCR, ilgili bolgenin amplifikasyonu sirasinda kantitatif olarak iiretilen

tiriine bir SYBR Green probunun eklenmesi ve belirli bir dalga boyunda aydinlatma ile elde
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edilen absorbansa gore genin ekspresyon seviyesinin belirlenmesi prensibine dayanmaktadir.
Bu projede kullanilan PCR protokolii su sekildedir: 50 °C 2 dakika, 95 °C 10 dakika, 50 dongii
95 °C 15 saniye ve 60 °C 1 dakika (Kogpinar, 2015). Real-time PCR sonuglarinin
degerlendirilmesinde veri analizi i¢in matematiksel model olarak Pfafffl 2001°¢ ait modelleme
kullanilmistir. Bu matematiksel modelin temelinde gegis noktasi (crossing point - CP) ve primer
etkinlik oran1 (E - efficiency) gibi 6nemli parametreler bulunmaktadir. Gegis noktast anlaml
1stma goriilen CT degeri olarak kabul edilmektedir. Primer etkinlik orani (E) ise kullanilan
primerin hedefe spesifik olup olmadiginin gostergesidir. Bu modellemede E sabiti etkinlik
oranma gore degisim gostermektedir. Bu nedenle etkinlik orani ile amplifiye edilen DNA

miktar1 arasinda dogrudan bir korelasyon s6z konusudur.
Hedef gen oran
= (E(hedef gen)ACP(hedef(kontml_émek)+E(referans gen)ACP(referans (kontrol—érnek))
Enedef gen: Hedef gene ait primerin etkinlik orani.
Ereferans gen: Referans gene ait primerin etkinlik orani.

ACP: Uriin miktarinin anlamli diizeyde artis gdsterdigi gegis noktasi (CT)

Kantitatif Protein Ekspresyon (Western Blot) Analizi

Bu ¢alismada. Real-time PCR sonuglarina gore BAX, BCL2, kaspaz 3 ve kontrol olarak
B aktin icin Western Blot analizi (Budak et al. 2014) yapilmistir. Boylece gen seviyesinde

goriilen degisikliklerin protein ekspresyonu {lizerine etkisi kantitatif olarak gosterilmistir.

MCF-7 ve A549 hiicrelerinden total proteinin izole edilmesi

MCF-7 ve A549 hiicreleri 6 kuyuluk plaklara her kuyuda 1x10° olacak sekilde 1 mL
kiiltiir besiyerine ekilerek 24 saat (%5 CO2, 37°C) inkiibe edildikten sonra besiyeri aspire edilip
PBS ile yikama yapilmis ve hiicreler plak tabanindan kazinarak PBS ile eppendorf reaksiyon
tiiplerine alinmistir. Tiip lizerine hiicrelerin 2 kat1 hacimde homojenat tamponu (137 mM NacCl,
2 mM EDTA, %10 gliserol, %1 TritonX-100, 1 mM PMSF, 10 pg/mL leupeptin ve 10 pg/mL
pepstatin A igeren 20 mM Tris—HCI (pH 8.0) ilave edilerek Tissue Lyser homojenizasyon

cthaz1 ile 30Hz’de 20 saniye homojenize edilip par¢calanmistir.

SDS-PAGE jelinin hazirlanmasi ve yiiklenmesi

Calismanin amacma gore jelin yiizde kacinin hazirlanmasi gerektigini belirlenir ve
belirlenen ¢ozeltiyi SDS jelini hazirlamak ic¢in kullanildi. SDS jeli; sarj jeli ve ayirict jel olmak

tizere iki kisimdan olusur. Proteinleri yliklemeden 6nce konsantrasyonu Bradford yontemi

37



kullanilarak belirlenmistir. 10-100 pg proteine 1xSDS yiikleme tamponu ekleyerek ve bir
1sitma blogunda 95 °C'de 10 dakika kaynatarak proteini denatiire edilir. Daha sonra numuneleri
buza aktariarak yiiklemeden dnce en az 10 dakika bekletildi. Bunlar daha sonra yiiklii bir jel
tizerine yiiklenierek 30 dakika boyunca 50 voltta elektroforezlendi. Numuneler ayirma jeline
girmeye basladiginda voltaj 120 volta getirilerek 90 dakika boyunca yiiriitiildii. Bir SDS jelinde
molekiiler agirliga gore ayrilan proteinler, Semidry Blotter cihazi araciligyla bir PVDF
membranina aktarildi. Kullanimdan 6nce membranlar 5 dakika boyunca metanol ile ve
ardindan 1X transfer tamponunda geg¢irildi. Semidry Blotter cihazida dnce 2 parca blot kagid,
membran, tekrardan 2 parga blot kagidi yerlestirilerek cihaz kapatildi ve 1 Watt'lik elektrik
alaninda 75 dakika stireyle blotlama islemi ger¢eklestirildi. Blotlamanin ardindan proteinler
jelden membrana aktarildi. Membran daha sonra 10 dakika boyunca TBST ile yikanarak , oda
sicakliginda 1 saat boyunca bloke edici ¢ozelti (%5 skim milk powder veya BSA) ile isleme
tabi tutulmustur. ilk antikoru bir gecede 4°C boyuva inkiibe edildi. Membran alt1 kez 5 dk
stireyle TBST ile yikandi ve ikinci HRP-konjuge antikorla oda sicakliginda 1 saat siireyle
inkiibe edildi. Antikorun, membrant TBST ile 5 dakika boyunca alt1 kez yikamasi yapilarak
femto ve piko substratlar1 (ECL reaktifleri) kullanarak kemiliiminesan bir sinyal tirettirildi.
Ortaya ¢ikan sinyal, yiik baglantili dedektor (CCD) goriintiileme cihaziyla gézlemlenmesi
saglayarak Kantitatif analiz i¢in B-aktin proteini kullanildi. Membranin kemiliiminesans
goriintlisii ChemiDocTM Touch Imaging System cihazi kullanilarak elde edildi. Western blot
metodu ile analizi gerceklestirilen proteinlerin kemiliiminesans sinyal yogunlugu Imagel
software programi kullanilarak kantitatif olarak belirlendi. Hedef protein, housekeeping
proteine kars1 normalize edilecek ve deneyler 3’er kez tekrarlandi. GraphPad Prism 8 Software

istatistik programi kullanilarak sonuglarin istatistiksel degerlendirmesi yapilmaistir.

Istatistiksel Analizler

Verilerin istatistiksel degerlendirmesinde GraphPad Prism version 8.0 (GraphPad
Software, San Diego California USA) istatistik programi kullanildl. Analizler, Student’s two-
tailed t-test kullanilarak yapildi. ns- anlamli degil, 6nemsiz (p> 0.05), *- disik dizeyde
anlamli, dnemli (p <0.05),**-orta diizeyde anlamli, ¢ok 6nemli (p <0.01), ***-yiiksek diizeyde
anlamli, yiiksek derecede dnemli (p <0.001), ****-cok yiiksek diizeyde anlamli, ¢cok yiiksek
derecede 6nemli (p <0.0001) olarak degerlendirildi ve veriler ortalama =+ standart sapma olarak

ifade edildi.
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ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

Bu tez galismasi kapsaminda, Erzurum yoresinde yetisen casir bitkisinden enzim,
manyetik alan, enzim +manyetik alan 6n islemleri ve higbir 6n islem yapilmadan 4 farkl
yontemle bitkinin ekstraksiyonu yapildi. Ekstraksiyon islemi ardindan TPP yontemi ile
polisakkaritler saflastirildi ve ekstrakte edilen polisakkaritlerin karaterizasyonu, antioksidan,

hipoglisemik, hipoiirisemik ve antikanser etkileri arastirildi.

Polisakkarit Ekstraksiyonunun Optimizasyonu

Casir bitkisinden polisakkaritleri yiiksek verimle ekstrakte etmek amaciyla polisakkarit
verimi iizerine bazi TPP parametrelerinin etkisinin belirlenmesi i¢in Box-Behnken deneysel
tasarim yontemi kullanildi. Optimizasyon i¢in pH, amonyum siilfat konsantrasyonu ve
slipernatant:t-biitanol orani parametreleri bagimsiz degiskenler olarak segildi. En yiiksek verim
tuz doygunlugunun %20, pH degerinin 7.0 ve ekstraksiyon sicakliginin 30°C oldugu kosullarda
elde edildi.

Bir modelin uygunlugunu gosteren onemli bir faktor, uyum eksiklik degerinin
olmamasidir. Anlamli olmayan (p>0.05) bir model uyum degerinin bulunmamasi, hatanin
onemsiz oldugunu ve tepkilerin regresyon denklemi ile agiklanabilecegini gosterir. Bu
baglamda model uyumu agisindan uyumsuzlugun istatistiksel olarak anlamli olmamas1 gerekir
(0,05'ten biiyiik olmali). Calismamizda elde edilen veriler sonucunda uyumsuzluk degerinin

anlamsiz oldugu (p>0,05) bulundu ve modelin uygunlugu dogruland: (Tablo 8).

Tablo 9. Box-Behnken Deney Tasarimina Gore Elde Edilen Deneysel ve Tahmini Degerler
(Ekstraksiyon)

Sirano Ammonyum siilfat Siipernatant/ pH Sicakhik Deneysel
konsantrasyonu t-biitanol Verim
1 80 15 8.0 30 160,263
2 50 0,5 7.0 25 234,763
3 50 15 7.0 30 210,684
4 20 15 7.0 40 252,526
5 20 2,0 7.0 30 247,132
6 50 0,5 8.0 30 188,053
7 50 2,0 7.0 25 206,079
8 20 15 6.0 30 253,184
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Tablo 9. (devami)

9 50 1,5 7.0 30 262,395
10 80 1,5 6.0 30 138,974
11 50 2,0 6.0 30 251,474
12 20 0,5 7.0 30 208,053
13 50 2,0 8.0 30 183,974
14 50 0,5 6.0 30 227,263
15 80 15 7.0 30 181,079
16 20 1,5 8.0 25 204,895
17 80 15 7.0 30 193,711
18 50 15 6.0 40 279,947
19 50 15 8.0 25 228,842
20 80 0,5 7.0 40 155,158
21 50 2,0 7.0 30 236,868
22 80 2,0 7.0 40 131,737
23 50 0,5 7.0 30 235,974
24 50 15 8.0 40 228,000
25 20 1,5 7.0 25 250,684
26 50 1,5 7.0 25 252,658
27 50 15 6.0 30 280,658

Box—Behnken deney tasarimi kullanilarak elde edilen polisakkarit verimi, yanit yilizey
yontemi ile optimize edilmis olup ¢alismaya ait ANOVA analizlerine ait sonuglar Tablo 8’de
verili. Ayrica, calismada modelin uygunlugu R? (regresyon katsayis1), Adj-R? (diizeltilmis
regresyon katsayis1), dngoriilen ¢coklu belirleme katsayisi (Pre-R?) kullanilarak degerlendirildi.
Polisakkarit verimi icin Pre-R? (0.99) ve Adj-R? (0.99) degerleri, R2(0.99) ile makul bir uyum
icindedir. Ideal olarak Adj- R?, R? degerine yakin olmalidir. R? degerinin 1’ yakin olmasi
modelin uygunlugunu yani deneysel ve tahmin edilen degerler arasinda korelasyon oldugunu
gostermektedir. Bu da deneylerin yiliksek oranda giivenilir oldugu anlamina gelir (Garai &
Kumar, 2013). Optimizasyon ¢alismasinda elde edilen R? degeri oldukga yiiksek bulundu. Bu
yiiksek R? degeri deneysel sonuglar ile segilen model tahminlerinin olduk¢a uyumlu oldugunu
gostermektedir. Tablo 9 incelendiginde, regresyon modelinin uyumsuzluk degerinin 6nemsiz

bulundugu gorildi (P>0.05).
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Tablo 10. Box-Behnken Planda Bagimsiz Degiskenlerin Varyans Analizi

Kaynak Adj SS Adj MS F-Deger P-deger
Model 37881,8 2705,84 6,21 0,002
Linear 5646,2 1411,55 3,24 0,031
Ammonyum siilfat 3092,4 3092,42 7,10 0,021
konsantrasyonu

t-butanol orani 227,7 227,70 0,52 0,004
pH 1484,5 1484,48 3,41 0,040
Sicaklik 1,2 1,22 0,00 0,59
Square 10208,2 2552,06 5,86 0,007
Ammonyum 8848,0 8847,99 20,31 0,001
stlfat* Ammonyum siilfat

t-butanol*t-butanol 3147,7 3147,66 7,23 0,020
pH*pH 1030,5 1030,49 2,37 0,0430
Sicaklik*Sicaklik 2,2 2,16 0,00 0,45
2-Way Interaction 2354,9 392,48 0,90 0,025
Ammonyumsiilfat*t-butanol 934,0 934,01 2,14 0,016
Ammonyum siilfat*pH 1096,8 1096,77 2,52 0,039
Ammonyum siilfat*Sicaklik 30,7 30,66 0,07 0,05
T-butanol*pH 67,9 67,91 0,16 0,010
T-butanol*Sicaklik 233,1 233,11 0,54 0,047
pH*Sicaklik 182,6 182,59 0,42 0,0530
Error 5227,8 435,65

Lack-of-Fit 3811,0 381,10 0,54 0,794
Pure Error 1416,8 708,38

Total 43109,6

Yapilan bu tez calismasinda TPP optimizasyonu ylizey yanit yontemi (RSM) ile
sonuglar desteklenmistir. Polisakkarit ekstraksiyonu ic¢in kullanilan TPP’de tuz, slipernatant
¢ozeltisi/t-biitanol ve sicaklik parametrelerinin polisakkarit verimi iizerinde 6nemli derecede
etkili oldugu gozlenmistir (P<0,05). Optimizasyon kosullari tuz (%20), siipernatant ¢ozeltisi/t-
biitanol (1.0:1.5) ve 30°C sicaklikda %90 oranda bir verim elde edilmistir. Polisakkarit verimi
ve karbohidrat aktivitesi deneysel ve tahminen yapilan islemde birbirini desteklemektedir. Sekil
1’de gosterildigi iizere yanit yilizey yontemi %95 giiven araliginda gergeklestirilen model

seciminde dogrusal ve karesel modelin P-degeri anlamli bulunmustur (P<0,05).
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Sekil 7. TPP ile ekstrakte edilen polisakkarit verimi {izerine ii¢ degiskenin kombine etkilerine
ait 3D grafikler

Bu calismada, ilk kez casir (P.Ferulacea (L.)) bitkisinden 6n islem yapilmadan TPP,
TPP'den 6nce enzim 6n islemi , TPP'den 6nce manyetik alan 6n islem ve TPP'den 6nce enzim
ve manyetik alan on islemleri olmak lizere dort farkli yontemle polisakkarit ekstraksiyonu
gergeklestirildi. Ekstrakte edilen polisakkaritlerin fizikokimyasal ozellikleri ve in vitro
farmakolojik fonksiyonlar1 belirlendi ve karsilastirildi. Elde edilen sonuglara gore, TPP bazl
dort ekstraksiyon yonteminin PFPS'lerin ekstraksiyon verimi ve kimyasal 6zellikleri tizerinde
dikkate deger etkileri oldugu tespit edildi. Bu dort fakli ekstraksiyon yontemi ile elde edilen
polisakkarit verimleri sirasiyla PFPs- E/IM (%27), PFPs-M (%20), PFPs-E (%19) ve H(%17)
olarak bulundu. Bu da TPP ile polisakkaritleri ekstrakte etmeden 6nce enzim/manyetik alan 6n
isleminin polisakkarit icin etkili bir yontem oldugunu gdstermistir. TPP ayrimindan 6nce ¢asir
bitkisinin enzim veya manyetik alanla 6n isleme tabi tutulmasinin; polisakkaritlerin
ekstraksiyon verimini 6nemli 6l¢iide iyilestirmesinin sebebinin enzim ve manyetik alan
etkisinin ikili kombinasyonu ile polisakkaritlerin ayrilmasini kolaylastirdigi ve bitki duvari

matrisinden polisakkarit olmayan bilesenlerin uzaklastirabilmesinden kaynaklaniyor
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olabilecegi diisiiniilmektedir. Casir bitkisinden E-TPP, M-TPP ve E/M-TPP ile ekstrakte edilen
polisakkaritlerin verimlerinin, yalnizca TPP sistemiyle izole edilenlerden daha yiiksek oldugu
goriilmektedir. Ayrica, E/M-TPP yonteminin, E-TPP veya M-TPP'den daha iyi polisakkarit
ekstraksiyonuyla sonuglandigi belirlendi. Bunula birlikte PFPs- E/M polisakkaritinin en yiiksek
ekstraksiyon verimiyle (%27) birlikte en yiliksek karbonhidrat (%90) ve en diisiikk protein
igerigine (%0,82) sahip oldugu tespit edilmistir (Sekil 8). Calismadan elde edilen sonuglarin
literatiirle uyumlu oldugu gozlemlenmistir. Jiang ve arkadaglar1 tarafindan yapilan bir
calismada, Sanghuangporous vaninii sporlarindan dort polisakkarit (SVSPs-C, SVSPs-E,
SVSPs-U ve SVSPs-E/U) ekstraksiyonu gerceklestirilmstir. TPP, TPP'den 6nce enzim 6n
islemi (E-TPP), TPP'den 6nce ultrasonik 6n islem (U-TPP) ve TPP'den 6nce enzim 6n isleminin
ardindan ultrasonik o6n islem (E/U-TPP) yontemleriyle elde edilen polisakkaritlerin
fizikokimyasal 6zellikleri ve in vitro farmakolojik fonksiyonlar1 karsilastirilmistir. Sonuglar,
E/U-TPP ile elde edilen SVSPs-E/U‘nun en yiiksek ekstraksiyon verimine (%25,40),
karbonhidrat igerigine (%88,50) ve en diisiik protein igerigine (%0,86) sahip oldugunu

gostermistir.

s Kontrol
= PFPs-E

————PFPs-H

————PFPs-E/M

———— PFPs-M

Sekil 8. Polisakkaritlerin karbohidrat aktivite sonucu
FT-IR yontemi ile PFPs’lerin fonksiyonel grup analizi

Casir bitkisinden farkli ekstraksiyon yontemleriyle ekstrakte edilen polisakkaritlerin
fonksiyonel gruplarmi belirlemek i¢in FT-IR spektroskopisi kullanilmustir. Sekil 11.” de
gosterildigi gibi ~3264 cm'genis bir pik polisakkaritlerin yapisina 6zgii olan hidroksil (-OH)
gruplarinin varligini gozlenmistir. 1200-1000 cm™ arasi: Gii¢lii C-O, C-O—C (glikozidik bag)
ve C-O—H gerilmeleri—polisakkaritlerde belirleyici ve giiclii bantlar (parmak izi bolgesi)
gozlenir. Bununla birlikte en 6nemli pik olan 1056 ve 1108 cm"'deki belirgin pik, glikozidik
baglar1 (C-O-C) ve alkol gruplarinin (C-O) gerilme titresimini temsil etmesi ile polisakkaritin

yapisinin ana iskeletini olusturmaktadir. 1645 cm™"'deki pik ise, numunenin adsorbe edilmis su

43



icerdigini gosterir ki bu hidrofilik polisakkaritler i¢in yaygindir. Literatiirde farkli ekstraksiyon
yontemleriyle saflastirilan polisakkaritlerin yapist bu ¢alismada TPP yontemi ile saflastirilan
polisakkaritin FTIR sonuglar1 benzer bulunmustur (Gagaoua vd., 2018; Pan vd., 2019; Wu vd.,
2019). Elde edilen bu veriler, izole edilen maddenin basarili bir sekilde saflastirilmis bir

polisakkarit oldugunu kanitlamaktadir.
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Sekil 9. PFPs’nin FTIR sonucu
Polisakkaritlerin antioksidan aktivitesi

Antioksidanlar, serbest radikallerle reaksiyona girerek bu zararli molekiillerin
aktivitesini azaltma veya notralize etme kapasitesine sahip olan dogal bilesiklerdir (Halliwell
vd., 2015). Literatiir caligmalarinda bitkilerden ekstrakte edilen polisakkaritlerin 6nemli bir
antioksidan aktiviteye sahip oldugu (Chen & Zhang 2018 ) ve polisakkaritlerin fonksiyonel
gida, ilag ve kozmetikler i¢in 6nemli adaylar olarak kabul edildigi belirtilmistir (Zhang vd.,
2022). Bu calismada, dort farkli yontemle ekstrakte edilen polisakkaritlerin antioksidan
aktiviteleri, DPPH ve hidroksil radikal temizleme aktivitesini tespit ederek, ABTS ve toplam
fenolik analizleri yapilarak aragtirilmistir. Kararli bir lipofilik serbest radikal olarak DPPH,
ABTS ve toplam fenolik testleri, bitki polisakkaritlerinin serbest radikal temizleme aktivitesini

degerlendirmek i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir (Dudonne vd.,2009). PFPs’in, doza bagl
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bir sekilde 0,1 ila 2,0 mg/mL konsantrasyon araliginda DPPH radikal temizleme aktivitelerine
sahip oldugu belirlendi (Sekil 2). Elde edilen veriler incelendiginde, PFPs-E/M i¢in, ABTS
analizinde (%79), DPPH analizinde (%87) ve toplam fenolik madde igeriginin 159 mg GAE/g
oldugu tespit edildi. PFPs-E/M’nin ABTS (ICso) 417.9 £0,11 mg Askorbik asit (AA)/g ve
DPPH analizi ise (ICs0) 819.1 £0,10 mg Askorbik asit (AA)/g olarak belirlendi. PFPs- E/M’in
diger orneklerden istatistiksel olarak maksimum DPPH ve ABTS yiiksek inhibisyonuna
ulastig1 goriildii. PFPS-E grubu en diisiik inhibisyon degeri gosterirken, FPs-M ve PFPs-H orta
diizeyde inhibisyon gosterdigi belirlendi.
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Sekil 10. Polisakkaritlerin in vitro antioksidan testleri

Elde edilen antioksidan testi sonuclar1 literatiirdeki dogal kokenli ekstraktlarin
antioksidan testi sonuglariyla benzerlik gostermektedir. Asraoui ve arkadaslari tarafindan
yapilan bir ¢caligmada Globularia alypum L. yapraklarindan Soxhlet yontemiyle, iki farkli
¢oziicli (etilasetat ve kloroform) kullanilarak ekstrakt elde edilmis polisakkaritin, fenolik ve
flavonoid bilesenlerini tanimlanarak bu ekstraktlarin antioksidan aktiviteleri incelenmistir. Elde
edilen sonuclara gore etil asetat ekstresinin DPPH testi sonucu ICsp degerinin 12.3 + 3.83
ug/mL, ABTS testi sonucu ise 1Cso degeri 37.0 + 2.45 pg/mL olarak belirlenmis olup her iki
test sonucunda da yaklasik %50 inhibisyon sagladigi gosterilmistir. Bu bulgular sonucunda
Globularia alypum L. etilasetat ekstraktinin gii¢lii bir antioksidan kapasiteye sahip oldugu
belirlenmistir (Asraoui vd.,2021). Sarghaleh ve arkadaslar1 tarafindan yapilan bir ¢calismda ise,

casir otu (Prangos ferulacea) ekstraktinin antioksidan degerleri belirlenmis ve fenolik
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bilesikleri analiz edilmistir. Elde edilen sonuglara gore toplam fenolik igerik 48,6 + 1,2 mg
olarak bildirilmistir. Antioksidan test sonuglarindaysa ABTS testinde ICso degeri 85,4 pg/mL
olarak belirtilmis, DPPH testindeyse DPPH radikalini %72,3 + 1,5 oraninda siiplirme kapasitesi
gosterdigi bildirilmistir (Sarghaleh vd., 2023). Elde edilen bu veriler karsilagtirildiginda, ¢asir

bitksinin serbest radikal gideriminde gii¢lii bir potansiyele sahip oldugunu ortaya koymaktadir.

Polisakkaritlerin Hipoglisemik aktivitesinin belirlenmesi

Hiperglisemi T2DM ( tip 2 diabetes mellitus) olusumunda ve gelisiminde 6nemli bir
rol oynamaktadir. Bitki polisakkaritlerinin T2DM iizerindeki adjuvan terapétik etkisi in vitro
ve in vivo calismalarda belirlenmistir (Yan vd., 2023). Bu tez ¢alismasi kapsaminda,
hiperglisemi ve T2DM'yi degerlendirmenin 6nemli yontemlerinden biri olan a-amilaz ve a-
glikozidaz aktiviteleri lizerinde dort farkli yontemle ekstrakte edilen PFPs’nin etkisi belirlendi
(48,49). Sekil 3a’da goriildigii gibi, dort farkli PFPs konsantrasyona bagli bir sekilde a-amilaz
aktivitesi lizerinde glicli  inhibitor etkisi gosterdigi ( P<0,5), ancak pozitif
kontrol akarbozundan daha diisiik oldugu belirlendi. Bu arada, PFPs-H, PFPs-E, PFPs-M ve
PFPs-E/M'nun a-amilaz inhibisyonu i¢in yiizdeleri sirastyla 50, 31, 41 ve 58 % idi; bu degerler
akarbozun (0,125 mg/mL) degerinden ¢ok daha yiiksekti, Ayrica dért PFPs'nin hepsi a-
glikozidaz aktivitesini 0,0625 mg/mL'den 2 mg/mL'ye artan konsantrasyonla 6nemli Ol¢iide
inhibe etti (P < 0,05, Sekil 3b) ve PFPs-H< PFPs-E< PFPs-M < PFPs-E/M sirasini izledi.
Diger iic PFPs’ye (PFPs-H, PFPs-E, ve PFPs-M) kiyasla, PFPs-E/M'nun o-amilaz ve a-
glikozidaz tizerinde daha gii¢lii inhibitor etkisi gosterdigi tespit edildi. Bu durumun mevcut
literatiirle de karsilastirildiginda muhtemelen yliksek karbonhidrat ve polifenol igerige sahip

olmasindan kaynaklandig: diistiniilmektedir (Jiang vd., 2020)
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Sekil 11. Polisakkaritlerin (PFPs.EM, PFPsM, PFPs.E, PFPs.H) hipoglisemik aktivitesinin
belirlenmesi

Bu calismada elde edilen veriler literatiirde bildirilen baz1 bitkisel ekstraktlarla yapilan
inhibisyon testleri sonucuyla karsilastirilabilir diizeydedir . Ornek olarak Sabiu ve arkadaslari
tarafindan yapilan bir ¢alismada musir piiskiilii (Zea Mays L.) bitkisinin su ekstraksyonunun
elde edilen polisakkaritin a-amilaz ve a-glikozidaz enzimleri iizerindeki inhibisyon potansiyeli
degerlendirilmistir. Elde edilen sonuclara gore, a-amilaz i¢in 5,89 mg/mL , a-glikozidaz i¢in
ise 0,93 mg/mL ICso degerleri bulunmustur. Ayrica ekstraktin doz bagimli etki gosterdigi

gozlemlenmis, yani her iki enzime karsi inhibisyonun konsantrasyona bagli olarak arttigi
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belirtilmistir. Yapilan testler sonucu misir plskiilii ekstresinin nigasta hidrolizinin
yavaslamasina yardimci olarak postprandiyal glukoz diizeyini dengelemekte potansiyel
tagidigi, dolayisiyla hipoglisemik bir aday olarak degerlendirilebilirligi fikri 6ne siiriilmiistiir
(S.Sabiu vd., 2016). Son yillarda polisakkaritler iizerine yapilan c¢alismalarda, bitkilerden
ekstrakte edilen polisakkaritlerin diyabet tedavisinde umut verici biyolojik ajanlar oldugunu
gostermektedir (Sharma vd., 2022). Ekstrakte edilen bu polisakkaritlerin hipoglisemik etkileri
bagirsakta a-glikozidaz ve a-amilaz gibi sindirim enzimlerinin inhibisyonu, oksidatif stresin
azaltilmas1 ve periferik dokularda glikoz alimmin artirilmasi gibi farkli mekanizmalarla
aciklanmaktadir. Momordica charantia bitkisinden elde edilen polisakkaritlerin fare
modellerinde aclik kan sekerini %32 oraninda diisiirdiigli ve insiilin duyarliligini iyilestirdigi
bildirilmistir (Cortez-Navarrete vd., 2018). Benzer olarak yapilan baska bir ¢aligmada ise
Dioscorea opposita’dan elde edilen polisakkaritlerin tip 2 diyabetik siganlarda HbAlc
seviyelerini %18 azaltarak uzun vadeli glisemik kontrol sagladigi bildirilmistir (D.He vd.,

2025).

Polisakkaritlerin Hipoiirisemik aktivitesinin belirlenmesi

Epidemiyolojik ¢alismalar hiperiiriseminin purin metabolik bozuklugu ve serum iirik
asit icerigini artirmasi ile karakterize edilen bir sendrom oldugunu bildirilmistir. Hipoiirisemik
aktivite testlerinde, ksantin oksidaz inhibisyonunun (XO) test edilmesi, XO kaynakli
hastaliklarin  tedavisinde potansiyel olarak yararli olabileceginden, orneklerde XO
inhibisyonunu incelemek amaciyla in vitro biyolojik deneyler kullanilir (Zain vd., 2024). Bu
caligmadan elde edilen sonuglara gére PFP-EM 06rnegi en yiiksek inhibisyonu gostermistir.
PFP-H ve PFP-M , o -amilaz testinde orta diizeyde aktivite gosterirken PFP-E 6rneginde en
diisiik inhibisyon gozlemlenmistir (Sekil 4).
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Sekil 12. Polisakkaritlerin (PFPs.EM, PFPs.M, PFPsE, PFPs.H) hipotirisemik aktivitesinin
belirlenmesi

Elde edilen sonuglar literatiirdeki bazi sonuglarla karsilagtirildiginda bitkisel
polisakkaritlerin hipourisemik potansiyeline ait ¢aligmalar literatiirde bulunmaktadir. Ornek
olarak Du ve arkadaslar1 tarafindan Porphyra (nori) polisakkaridi (PP) iizerine yapilan bir
calismada, PP’nin XO’yu geri doniisiimlii ve “mixed-competitive” mekanizma ile inhibe ettigi
ve ICso degerinin 10.53 + 0.69 mg/mL oldugu bildirilmistir (Du vd., 2022). Lin ve arkadaslari
tarafindan yapilan bir ¢calismada Ganoderma lucidum bitkisinden ekstrakte edilen polisakkarit
peptid (GLPP), hiperiirisemi fare modelinde serum iirik asit diizeyini %40,6 oraninda
diisiirdiigii, bu etkiyi hem adenozin deaminaz (ADA) inhibitor aktivitesiyle tirik asit iiretimini
azaltdig: rapor edilmistir (Lin vd., 2022). Jiang ve arkadaslar1 tarafindan yapilan bir bagka
calismadaysa, Lonicera japonica’dan elde edilen polisakkaritlerin, orta ve yliksek dozlarda
serum {irik asidi sirasiyla %43—%48 oraninda azaltirken, XOD aktivitesini de %55’e kadar

inhibe etdigi bildirilmistir (Jiang vd., 2020).

Bizim calismamizdan elde edilen sonuglarin da bu literatiirler ile uyumlu oldugu
goriilmektedir. Elde edilen sonuglar, polisakkaritlerin ksantin oksidaz inhibisyon kapasitesinin
mevcut standart inhibitorlere kiyasla daha diisiik oldugunu gostermektedir. 2 mg/mL gibi
gorece yiiksek konsantrasyonlarda dahi inhibisyon oran1 %55-60 seviyesini agmamaktadir. Bu

bulgular, literatiirde bildirilen polisakkaritlerin XO inhibisyon giicliyle uyumludur.
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Polisakkaritlerin Antikanser Aktivitesinin Belirlenmesi
Polisakkaritlerin A549 ve MCF-7 hiicre hatt1 iizerindeki sitotoksik etkisi

Kanser, insanlarda ikinci en biiytlik 6liim nedeni ve 6énemli bir halk sagligi sorunu olmaya
devam etmektedir. Dogal iirlinler, kayda deger tiimor karsiti etkileri, zengin kaynaklar ve diisiik
sitotoksisiteleri nedeniyle yeni anti-kanser ilaglar olarak kabul edilmektedir. Tiim dogal {iriin
cesitleri arasinda, bitki, mantar, deniz kaynaklar1 ve mikroorganizma polisakkaritleri, kanserin
onlenmesi ve tedavisi i¢in gelistirilebilecek tatmin edici tirtinlerdir (B.Sanjeev vd., 2015; R.Nidesha
vd.,2024; Y.Li vd., 2025). Bu ¢aligmada, dort farkli yontemle ekstrakte edilen PFPs'nin iki kanser
hiicre hatti (MCF-7 ve A549 hiicreleri) lizerindeki sitotoksisite etkisi, 48 saat boyunca 5-1000
pug/mL konsantrasyon araliginda WST-8 testi ile degerlendirilmistir. WST-8 testinin sonuglart,
PFPs'lerin ti¢ kanser hiicresinin cogalma kapasitesi lizerinde gii¢lii bir inhibitor etki gosterdigini ve
ICso degerlerinin Tablo 10’da gosterildigini ortaya koymustur. Ayn1 zamanda, MCF-7 ve A549
hiicrelerinin dort farkli PFPs (<500 pg/mL) muamale sonrasi ¢ogalmasini, PFPs-H < PFPs-M<
PFPs-E < PFPs-E/M sirastyla inhibe ettigi tespit edildi (Sekil 13 ve 14). Ancak inhibitor etkisinin
pozitif kontrol olan cisplatinden daha diisiik oldugu belirlendi. Sonug olarak, PFPs'ler, kanser
hiicrelerinin ¢ogalmasini ve istilasin1 engelleyerek etkili antitiimor terapotik ajanlar olabilecegi ,
PFPs'lerin potansiyel antitiimér mekanizmalarin1 daha fazla aydinlatmak i¢in daha fazla aragtirma

yapilmasi gerektigi diistiniilmektedir.
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Sekil 13. Farkli yontemlerle ekstrakte edilen polisakkaritlerin A549 hiicre hatt1 iizerindeki doz
bagimli olarak sitotoksik etkisi (48 saat)
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Sekil 14. Farkli yontemlerle ekstrakte edilen polisakkaritlerin MCF-7 hiicre hatt1 {izerindeki
doz bagiml olarak sitotoksik etkisi (48. Saat)

Tablo 11. Kanser Hiicrelerinde PFPs'lerin ICsp Konsantrasyonu (pug/mL).

Hiicre Hatti  PFPs-E/M PFPs-M PFPs-E PFPs-H Cisplatin
A549 105 110 108 125 7 uM
MCF-7 78 90 85 120 10 uM

Elde edilen sonugclar literatiirle karsilastirildiginda da uyumlu oldugu gézlemlenmistir.
Ornek olarak Zhongbing ve arkadaslari tarafindan yapilan bir ¢aligmada Carthamus tinctorius
bitkisinden ekstrakte edilen polisakkaritlerin (SPS), 6zellikle MCF-7 meme kanseri hiicre
hattinda belirgin sitotoksik etkiler gosterdigi belirtilmistir. Calismada, SPS’nin hiicre canlilig1
tizerine etkileri doz-bagimli olarak degerlendirilerek; 100—400 pg/mL konsantrasyon araliginda
MCEF-7 hiicrelerinde anlaml1 proliferasyon baskilanmasi gozlenmistir. Sonug olarak SPS’nin
normal hiicreler iizerinde diisiik toksisite gdstermesinin, segici antikanser potansiyel ajan

olmasinin bir gostergesi oldugu bildirilmistir (Zhongbing vd., 2015).
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Polisakkaritlerin MCF-7 ve A549 Kkanser hiicre hatlarindaki apoptoz iliskili
genlerin kantitatif ekspresyon seviyelerine etkileri

PFPs-EM, PFPs-E, PFPs-M, PFPs-H yontemleri elde edilen polisakkaritleri igin
belirlenen en iyi ICsp konsantrasyonunda ve uygulama siiresinde MCF-7 ve A549 kanser hiicre
hatt1 ile muamele edildikten sonra mRNA izolasyonu, cDNA sentezi yapildi ve
konsantrasyonlar1 6l¢iildii. Daha 6nce dizilimi yapilan primerleri kullanilarak ve SYBR Green
Real-Time PCR protokolii takip edilerek BAX, BCL2, KASPAZ-3 ve B-aktin i¢in kantitatif gen
ekspresyon analizi yapildi. Deneyler tiger tekrarli ve her bir tekrar 3 tekerriirlii olarak dl¢tildii.
Real-Time PCR sonrasi kontrol ve muamele gruplarina ait CT degerlerine gore standart
sapmalariyla Livak Metodu (2- AACt) ile analiz edildi. GraphPad Prism Software 8.00 istatistik

programi kullanilarak sonuglarin istatistiksel degerlendirmesi yapildu.

RNA izolasyonunun spektrofotometrik gosterilmesi

MCF-7 ve A549 hiicre hattindan izole edilen RNA 6rneklerine ait saflik dereceleri ve
konsantrasyonlar1 nanodrop cihazi kullanilarak spektrofotometrik olarak Slgiildii. RNA’larin
konsantrasyonlari 260 nm dalga boyunda dlciilerek, saflik dereceleri ise 260/280 orani ile
belirlendi. Kontrol ve muamele gruplarinin (PFPs.EM, PFPs E, PFPs.M, PFPs.H) 48. saatlere ait
insan meme ve akciger kanser hiicre hatlarindan izole edilen RNA 6rneklerinin ve sentezi

yapilan cDNA’larin saflik dereceleri ve konsantrasyonlar1 Tablo 12 ve 13’te da verilmistir.

Tablo 12. Kontrol ve Muamele Gruplarinin (PFPs.EM, PFPs.E, PFPsM, PFPs.H) 48. Saate ait
Insan Meme Hiicre Hattindan Izole Edilen RNA Orneklerinin Saflik Dereceleri ve
Konsantrasyonlari

Zaman Deney RNA Saflik Derecesi RNA Konsantrasyon
Gruplan (A260/A280) (ng/nL)
Kontrol 2.3 26.5
Cisplatin 2.28 25.7

48saat pep Em 2.37 8.72
PFPs.E 2.22 31.4
PFPs.M 2.2 624
PFPs.H 2.13 18.1
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Tablo 13. Kontrol ve Muamele Gruplarinin (PFPs-EM, PFPs-E, PFPs-M, PFPs-H) 48. Saate
ait Insan Akciger Hiicre Hattindan izole Edilen RNA Orneklerinin Saflik Dereceleri ve
Konsantrasyonlari

Zaman Deney RNA Saflik Derecesi RNA Konsantrasyon
Gruplan (A260/A280) (ng/nL)
Kontrol 2.18 154
Cisplatin 2.02 26.9

48saat  pep Em 2.19 22.6
PFPs E 2.19 348
PFP.M 1.97 24.3
PFPs.H 2.08 31.8

Polisakkaritlerin MCF-7 kanser hiicre hatti iizerinde apoptoz iliskili genlerinin
(BAX, BCL2 ve KASPAZ-3) mRNA ekspresyon seviyeleri

Polisakkarit gruplariyla (PFPs-EM, PFPs-E, PFPs-M, PFPs-H ) 48 saat muamele edilen
MCF-7 hiicresinde, biitiin uygulama gruplarinda BAX, BCL2 ,KASPAZ-3(p<0.0001) genlerinin
ve BAX/BCL2 (p<0,0005) oraninin mRNA ekspresyon seviyelerinde istatistiksel olarak dnemli
bir artis gézlemlendi. . Cisplatin grubunda ise, ilacin bilinen apoptotik etkileriyle uyumlu artig
tespit edildi. Polisakkarit muamele incelendiginde ise 6zellikle PFPS-EM grubunun en yiiksek
aktivite gosterdigi belirlenmis olup, bu durum s6z konusu PFPs ekstraksiyonlariin giiglii
apoptotik etki potansiyeline isaret etmektedir. Bu bulgular, PFP ekstraktlariin apoptotik yolak
genlerini aktive ederek hiicre 6liimiinii uyarabildigini ve 6zellikle PFPs-EM’in potansiyel bir

antikanser ajan olarak dikkate alinabilecegini ortaya koymaktadir.
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Sekil 15. Polisakkarit gruplarinin (PFPs.EM, PFPsE, PFPsM, PFPs.H ) MCF-7kanser hiicre
hattinda BAX, BCL2, BAX/BCL2 ve KASPAZ-3 genlerinin mRNA ekspresyon seviyelerinin
Real-Time PCR ile belirlenmesi

Polisakkaritlerin A549 kanser hiicre hatti iizerinde apoptoz iliskili genlerinin
(BAX, BCL2 ve KASPAZ-3) mRNA ekspresyon seviyeleri

Polisakkarit gruplartyla (PFPs-EM, PFPs-E, PFPs-M, PFPs-H ) 48 saat muamele edilen
AS549 hiicresinde, biitiin uygulama gruplarinda BAX, BCL2, BAX/BCL2 ve KASPAZ-3
(p<0.0001) genlerinin ve BAX/BCL2 (p<0,0005) oraninin mRNA ekspresyon seviyelerinde
istatistiksel olarak 6nemli bir artis gézlemlendi. Cisplatin grubunda ise, ilacin bilinen apoptotik
etkileriyle uyumlu artis tespit edildi. Polisakkarit muamele incelendiginde ise 6zellikle PFPs-
EM grubunun en yiiksek aktivite gosterdigi belirlenmis olup, bu durum s6z konusu PFPs
ekstraksiyonlarmin gii¢lii apoptotik etki potansiyeline isaret etmektedir. Bu bulgular, PFP
ekstraktlarinin apoptotik yolak genlerini aktive ederek hiicre Oliimiinii uyarabildigini ve
ozellikle PFPs-EM’in potansiyel bir antikanser ajan olarak dikkate alinabilecegini ortaya

koymaktadir.
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Sekil 16. Polisakkarit gruplarinin (PFPs-EM, PFPs-E, PFPs-M, PFPs-H ) A549 kanser hiicre
hattinda BAX, BCL2, BAX/BCL2 ve KASPAZ-3 genlerinin mRNA ekspresyon seviyelerinin
Real-Time PCR ile belirlenmesi

Literatiire bakildiginda, Zhao ve arkadaslar1 tarafindan yapilan bir ¢aligmada da
Flammulina velutipes’den ekstrakte edilen polisakkaritlerin A549 akciger adenokarsinom
hiicrelerinde mitokondriyal yol araciligiyla apoptozu uyardigini gostermektedir. BAX gen
ekspresyonundaki artis ve BCL2 diizeylerindeki azalma sonucunda BAX/BCL2 oraninda
belirgin bir yiikselis gozlenmis, Ozellikle KASPAZ-3 ve KASPAZ-9 gen ekspresyon
diizeylerindeki artis, apoptotik yolun aktive edildigine isaret etmektedir (Zhao vd.,2024). Bir
diger Lin ve arkadaglan tarafindan yapilan ¢alismada ise Guava ( Psidium guajava L.)
tohumundan elde edilen polisakkaritlerinin (GSF3) MCF-7 meme kanseri hiicrelerinin
biiylimesini inhibe ederek potansiyel bir antikanser ajani oldugunu belirmektedir. Yapilan
calismada gen ekspresyonu analizleri i¢in iki agsamali ters transkripsiyon kuantitatif PCR (RT-
qPCR) yontemi kullanilmis, analiz sonucunda GSF3 polisakkaritinin pro-apoptotik BAX ve
anti-apoptotik BCL2 genlerinin ekspresyon seviyesini artirarak apoptozu destekledigi ve Fas
geninin ekspresyonunu artirarak ekstrinsik apoptoz yolunu aktive etdigi gosterilmistir (Lin et
al. 2020).
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Polisakkaritlerin A549 ve MCF-7 Kkanser hiicre hatlar: iizerinde BAX, BCL2 ve
KASPAZ-3 proteinlerinin kantitatif ekspresyon seviyelerine etkileri

PFPsEM, PFPsE, PFPsM, PFPsH polisakkaritleri i¢in belirlenen en iyi 1Csp

konsantrasyonunda ve uygulama siiresinde A549 ve MCF-7 kanser hiicre hatlarinda muamele

isleminden sonra total proteinin izole edilmesi kisminda agiklandig1 gibi hiicre lizat1 hazirlandu.

Hiicre lizatlarindan 30 pg kullanilarak belirtilen polisakkaritlerle muamelesi sonrast A549 ve

MCEF-7 kanser hiicre hatlarinda BAX, BCL2 ve KASPAZ-3 kantitatif protein ekspresyonundaki

degisiklik western blot yontemiyle arastirildi. Sekil 17 ve 18’de goriildigi gibi, farkl

yontemlerle ekstrakte edilen polisakkaritlerin A549 ve MCF-7 kanser hiicre hatlarinda

muamelesi sonrasinda BAX ve KASPAZ-3 ve BAX/BCL2 proteinlerinde ekspresyonunda artis

gosterdigi ve ayn1 zamanda istatistiksel olarak anlamli bir fark goriildiigii (p<0,05) belirlendi.
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Sekil 17. Polisakkaritin etkin gosterdigi konsantrasyonunda A549 hiicreleri {izerinde kantitatif
protein ekspresyon etkisi
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Sekil 18. Farkli ekstraksiyon yontemleri ekstrakte edilen polisakkaritin etkin gosterdigi
konsantrasyonunda MCF-7 hiicreleri tizerinde kantitatif protein ekspresyon etkisi

Elde edilen sonuglar literatiirle karsilagtirildiginda da uyumlu oldugu gézlemlenmistir.
Omegin, Zhao ve arkadaslar tarafindan yapilan bir ¢alismada da Flammulina velutipes’den
ekstrakte edilen polisakkaritlerin  A549 hiicrelerinde KASPAZ-3, Kazpaz-9 ve BAX
proteinlerinin ekspresyonunu artirarak hiicre i¢i protein seviyelerinde anlamli degisikliklere
yol actig1 bildirilmistir (F.Zhao vd.,2024). Baska bir benzer ¢calismada ise, Li ve arkadaslari
Safflower polisakkaritlerinin (SPS) A549 hiicrelerinde BAX ve KASPAZ-3 protein seviyelerini
artirdig1 ve bu artislarin apoptoz ile iliskili oldugunu bildirmisler. Bu bulgular, polisakkaritlerin
kanser hiicrelerinde apoptoz yolaklarini aktive ederek hiicre 6liimiinii tesvik edebilecegini ve

potasniyel bir antikanser ajan olabilecegini gostermektedir ( Li vd., 2016).
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SONUCLAR VE ONERILER

. Yapilan bu tez ¢alismasinda Erzurum’da yetisen ¢asir bitkisinden (Prangos Ferula (L.))
TPP, TPP 6ncesi enzim 6n islemi (E-TPP), TPP 6ncesi manyetik alan 6n iglemi (M-
TPP) ve TPP 6ncesi enzim/manyetik alan 6n islemi (E/M-TPP) yontemleri uygulanarak
polisakkaritler ekstrakte edildi. Daha iyi verim alabilmek igin 4 farkli yontem (manyetik
alan 6n islem, enzim 6n islem, enzim manyetik 6n islem, TPP Kkarsilagtirilarak,
ekstraksiyon kosullar1 optimize edildi. Optimizasyon calismalar1 sonucunda; 30°C’de
pH 7.0, %20 amonyum siilfat konsantrasyonu ve 1.0:1.5 slipernatant ¢ozeltisi/ t-butanol
orant ile E/M-TPP ile elde edilen polisakkaritin en yiiksek ekstraksiyon verimini (%27),
karbohidrat i¢erigini (%90) ve en diisiik protein i¢erigini (%0,82) gosterdigi tespit edildi
. Ekstrakte edilen polisakkaritlerin fonksiyonel gruplarini belirlemek i¢in FTIR analizi
yapildi. FTIR analizi sonucunda ~3264 cm'genis bir pik polisakkaritlerin yapisina 6zgii
olan hidroksil (-OH) gruplarinin varligini ve en 6nemli pik olan 1056 ve 1108 cm'deki
belirgin pik, glikozidik baglar1 (C-O-C) ve alkol gruplarmin (C-O) gerilme titresimini
temsil etmesi ile polisakkaritin yapisinin ana iskeletini olusturdugu gézlemlendi.

. Farkli yontemlerle ekstrakte (PFPs-EM, PFPs-M, PFPs-E, PFPs-H) elde edilen
polisakkaritlerinin antioksidan aktivitesinin belirlemek igin DPPH, ABTS ve toplam
fenolik igerik analizleri yapildi. PFPsS-E/M i¢in, ABTS analizinde (%79), DPPH
analizinde (%87) ve toplam fenolik madde igeriginin 159 mg GAE/g oldugu tespit
edildi. PFPs-E/M’nin ABTS (ICso) 417.9 0,11 mg Askorbik asit (AA)/g ve DPPH
analizi ise (ICs0) 819.1 0,10 mg Askorbik asit (AA)/g olarak belirlendi.

Hipoglisemik aktivitelerin belirlenmesi sonucunda ise PFPs-H, PFPs-E, PFPs-M ve
PFPs-E/M'nun a-amilaz inhibisyonu i¢in yiizdeleri sirastyla 50, 31, 41 ve 58 % oldugu
belirlendi.

. Gen ekspresyonu ve Western blot analizleri sonucunda, farkli yontemlerle ekstrakte
edilen polisakkaritler arasinda 6zellikle PFPs-E/M fraksiyonunun, pro-apoptotik BAX
gen ve protein ekspresyonunu anlamli diizeyde artirdigi belirlendi. Ayrica, bu
fraksiyonun KASPAZ-3 aktivitesinde ve BAX/BCL-2 oraninda belirgin bir yiikselmeye
yol actigi saptanmistir. Bu bulgular, PFPs-E/M polisakkaritlerinin apoptozu

indiikleyerek antikanser etki gosterdigini giiclii bigimde desteklemektedir.
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Sonug olarak; bu tez ¢alismasi kapsaminda ydresel casir bitkisinden ilk kez polisakkarit
ekstraksiyonu gerceklestirlmis ve boylece literatiirde belirtilen bitkiler disinda yeni bir tiir
bitkiden ekstrakte edilen polisakkaritler literatlire kazandirilmistir. Ayrica ilk kez manyetik
alan On islemiyle ve manyetik alan-TPP kombinasyonu ile polisakkaritlerin ekstraksiyonu
basarili bir sekilde yapilmistir. Ozellikle polisakkaritlerin ekstraksiyon ydntemlerinin onlarm
fizikokimyasal, yapisal 6zelliklerini ve biyolojik aktivitelerini etkileyebilecegi de goz Oniine
alindiginda bu ¢aligmayla polisakkaritlerin yiiksek verimle ve diigiik maliyetle ekstraksiyonu
icin alternatif bir ¢oziim yaklagimi ve imkan1 sundugu diisiiniilmektedir. Ayn1 zamanda elde
edilen biyoaktif PFPs'lerin gida, ilag ve kozmetik endiistrilerinde uygulama i¢in fonksiyonel
bilesenler olarak iyi bir aday olabilecekleri diisiiniilmekte, bununla birlikte bu uygulamalarda
kullanimlar1 i¢in bu polisakkaritlerin ileri diizeyde fizikokimyasal ve karakterizasyon

caligmalarinin yapilmasi onerilmektedir.
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