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OZET

Yiksek Lisans Tezi

EPHEDRA DISTACHYA / DENiZzUZUMU BITKIiSIYLE OLASI BiR
ZEHIRLENMENIN MOLEKULER YONTEMLERLE BELIRLENMESI

Ece TUNA

Bursa Uludag Universitesi
Fen Bilimleri Enstitlisu
Adli Bilimler Anabilim Dali

Damsman: Prof. Dr. Ozer YILMAZ

Ephedra distachya, tibbi ve toksikolojik agidan 6nemli bir bitki olarak uzun
suredir arastirilmaktadir. Icerdigi efedrin maddesi, astim tedavisinde kullanilmis
ve farmakolojik calismalara 6nemli katkilar sunmustur. Ancak bu maddenin
psikotropik ve toksik etkileri, Ozellikle psikotik vakalarla iliskilendirilerek
incelenmistir. Morfolojik dzellikleri ve taksonomik sinirlar1 agisindan tartismali
bir konumda bulunan bu tur, molekiler tekniklerle daha detayli anlagilmaktadir.
ITS bolgesi analizleri, turler arasi iliskilerin belirlenmesinde 6nemli bir rol
oynamuistir. Adli bilimlerde, E. distachya’nin dogru tanimlanmasi ve zehirlenme
vakalarinin ¢6ziimii, molekiiler analizlerle mimkun hale gelmistir. Bu ¢alisma,
bitkinin farmakolojik, toksikolojik ve taksonomik 6zelliklerini inceleyerek, adli
stireglerdeki onemini vurgulamaktadir. Ayrica, efedrin ve benzeri maddelerin
liretimi, tasinmasi ve satisi uluslararasi sézlesmeler ve ulusal yasalarla siki bir
sekilde kontrol altina alinmistir. Bu maddelerin yasa dis1 uyusturucu iiretiminde
kullanilmasi, ele gecirilme oranlarinda artisa neden olmustur. Bitkinin endustriyel
kullanimi, farmasétik ve kimyasal sektorlerle sinirli olmayip, geleneksel tipta ve
bitkisel takviye iiriinlerinde de yer almaktadir. Ancak, bu tiir iirlinlerin saglik
uzerindeki olumsuz etkileri nedeniyle, bircok tlkede yasal dizenlemelere tabi
tutulmustur.

Anahtar Kelimeler: DNA, E. distachya, Sekans Analizi, Zehirlenme.
2025, xvi + 54 sayfa
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ABSTRACT

MSc Thesis

DETERMINATION of POSSIBLE POISONING with EPHEDRA DISTACHYA by
MOLECULAR METHODS

Ece TUNA

Bursa Uludag University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Forensic Sciences

Supervisor: Prof. Dr. Ozer YILMAZ

Ephedra distachya has long been studied due to its significant medicinal and toxicological
properties. The plant contains ephedrine, a compound that has been utilized in the
treatment of asthma and has made substantial contributions to pharmacological research.
However, the psychotropic and toxic effects of ephedrine have been investigated,
particularly in relation to psychotic episodes. Morphologically and taxonomically, E.
distachya remains a controversial species, but molecular techniques have provided more
detailed insights. Analysis of the ITS region has played a crucial role in clarifying
interspecies relationships. In forensic science, accurate identification of E. distachya and
the resolution of poisoning cases have been made possible through molecular analyses.
This study emphasizes the pharmacological, toxicological, and taxonomic characteristics
of the plant and highlights its significance in forensic investigations. Furthermore, the
production, transportation, and sale of ephedrine and similar substances are strictly
regulated under international conventions and national laws. The use of these substances
in the illicit manufacture of narcotics has led to an increase in seizure rates. The industrial
use of the plant extends beyond the pharmaceutical and chemical sectors and includes
applications in traditional medicine and herbal supplements. However, due to the adverse
health effects of such products, many countries have implemented legal regulations
governing their use.

Key words: DNA, E. distachya, Poisoning, Sequence Analysis.
2025, xvi + 54 pages



TESEKKUR

Yiiksek lisans egitimim siiresince maddi ve manevi desteklerini esirgemeyen,
tecriibelerini ve bilgi birikimini her zaman aktaran, bilimsel bakis agim1 gelistirmemde
ve bu tez caligmasini basariyla tamamlamamda rehberlik eden degerli danismanim Prof.
Dr. Ozer YILMAZ'a,

Tezimle ilgili tiim calismalarimda desteklerini esirgemeyen Sayin Dr. Ogr. Uyesi Elif UZ
YILDIRIM, Saymn Dog. Dr. Figen ERSOY, Sayin Prof. Dr. Ozgiir VATAN ve Sayn Prof.
Dr. Gamze YILDIZ hocalarima,

Yiiksek lisans yolculugumun en degerli pargalarindan biri olan, beraber ¢alistigim sevgili
arkadasim Meliha KOC OZTEPE ye,

Bilgi birikimini aktarmaktan hicbir zaman ¢ekinmeyen ve her daim destekte bulunan
arkadasim Melih OZTEPE’ye,

Yiiksek lisans egitimim siiresince yanimda olan, tiim siiregte maddi ve manevi
desteklerini esirgemeyen sevgili aileme,

FHI1Z-2024-2066 No’lu Hizli Destek Projesi (HZP) kapsaminda, tez caligmalarinin bir
kisminda malzeme destegi saglayan Bursa Uludag Universitesi Bilimsel Arastirma
Projeleri (BAP) Koordinasyon Birimi’ne tesekkiirlerimi sunarim.

Ece TUNA
30/06/2025



ICINDEKILER

Sayfa
()74 = TP viii
ABSTRACT <ttt e et e et IX
TESEKKUR ..ottt ettt ettt bttt s et s X
SIMGELER ve KISALTMALAR DIZINI ....ccocouiiiiniincceesene xiii
SEKILLER DIZINI.....cooviiiiieiiicecceee ettt XV
CIZELGELER DIZINT ...cocoiviiiiiieiiccce et XVi
1. GIRIS ceee ettt 1
2. KURAMSAL TEMELLER ve KAYNAK ARASTIRMASI........ccccoevuenee. 3
2.1. Ad]i BIlIMIEIe GiTTS ..eouvveiiiieiieiiieeiee sttt e 3
2.1.1. Adli Bilimlerin Temel Kavramlart .........ccoccoviiiiiiiiniiiesiieie e 3
2.1.2. Adli Bilimlerin Tarihsel Geli$imi ........cccovvivveiiiriiiiie e 4
2.1.3. Adli Bilimlerde Molekdler Yontemlerin Onemi .........cccevcevieveiicveinennns 5
2.2. ZENITTE BITKIIET ..o 7
2.2.1. Zehirli Bitkilerin Siniflandirtlmast ........coovvveiiiiiiiiiiiee e 7
2.2.2. Zehirli Bitkilerde Etkili BileSiKIer .........cccovoviiiiiiiiiiiiieieceeee e 8
2.2.3. Zehirli Bitkilerin Tanimlanmasinda Kullanilan Yontemler.............c.ccve..e. 9
2.3. Zehirli Bitkilerle Zehirlenme Vakalart ........ccoccoveiiiiiniiiiiniiiiieseeeie 11
2.3.1. Zehirlenme Belirtileri ve Klinik Bulgular ............ccccooveveiiiiiiieiiccee, 11
2.3.2. Adli Olaylarda Zehirli Bitki Vakalarmin Onemi............c.coocervveererennnnn. 12
2.3.3. Zehirlenmelerde Toksikolojik Analizler............ccooeiviiiiieiiiece, 14
2.4. Ephedra diStachya ... 15
2.4.1. E. distachya Morfolojik OzelliKIEri ............cccvovevevevereririrerieereeerereeer e 15
2.4.2. E. distachya Filogenetik OzelliKIEri...........ccccoceveveeeeeecceeieeeieee e, 17
2.4.3. E. distachya Molekiler OZelliKIEri .............ccovevevevererererererieereeerererer e 17
2.5. Ephedra distachya‘nin Kullanim Alanlari...........c.ccocevvienencnencnennnnn 19
2.5.1. Geleneksel ve Tibbi Kullanim ...........cccccoiiiiiiiiiiiee 19
2.5.2. Endiistriyel ve Yasal Kullanimlar..........c.ccooooiiii 21
2.5.3. [llegal KUIANIMI.......cviviiieiceceeicee st 22
2.54. E.distachya‘nin Tiirkiye’deki Dagilim Haritas1 ve Ekolojik Ozellikler .... 24
2.6. E. distachya Zehirlenmeleri...........cccooeiiiiieiiicce e 25
2.6.1. Zehirlenme MeKanizmasl ..........ccoccveveiiiiiieesiiiiececsiee e 25
2.6.2. Zehirlenme VaKalart ........ooccveiiiieiiiii i 26
2.6.3. Zehirlenmelerde Adli Degerlendirme ..........ccoocveiiiiiieniiniic e 28
2.7. TUr Tayini Ve YONTEMIETT .....coovveiiiiic e 29
2.7.1. Bitkilerde ITS BOIgesi V& ONEMI..........ccoeeviveviiiiecieieeeeece e 29
2.7.2. Molekiler Analizler ve BLAST ..o 30
2.7.3. DNA Izolasyonu ve PCR Uygulamalart............c.cccooveuevererieeneuerereneeennn, 32
2.7.4. Bitki Tiirlerinin Molekiiler Tanisinda Giincel Yaklagimlar....................... 33
3. MATERYAL VE YONTEM ..ot 35
3.1 MALEIYAL ... e 35
3.1.1. BitKi OMNEKIETT ......cvcvviicccee e 35
3.1.2. Sarf MalZEMEIET ..o 35
3.1.3. Kimyasal Malzemeler ... 36
3.14. CHNAZIAN ... 37

Xi



3.2. YONIEM...ooiiiiii i 38
3.2.1. Ephedra distachya 6rneklerinin hazirlanmast ..........ccccccoeveveiieeiecceseee. 38
3.2.2. Ephedra distachya 6rneklerinden ¢ay yapimi ..........cccceevvevencnencnennnnnnn. 38
3.2.3. Ephedra distachya 6rneklerinin sindirim sivilariyla muamelesi ............... 39
3.24. DNA IZOIaSYONU ....cvcveveiviieciicee ettt 40
3.2.5. NanoDrop Cihaz1 Araciligiyla DNA Saflik Tayini ......ccccooceeevviveeiiieennnnn, 43
3.2.6. Agaroz Jel Elektroforezi ile Bitki Kaynakli DNA Orneklerinin Kalitatif
DegerlendIrTIIMEST .. cccuvviiiiiii it 44
3.2.7. PCR ile ITS Bolgelerinin ¢ogaltilmast...........c.ccovvreiinieieniencniese e 44
3.2.7.1. Mix Hazirlama ..........oooeiiiiiiiiicc e 45
3.2.7.2. 50 ng Template DNA Hazirlama..........ccoccooieiiiiiiiiiiienecc e 46
3.2.7.3. SErPIEre YUKIEME .....cviiieieeeee et 47
4. BULGULAR . ...ttt sttt sneesne e 48
4.1. NanoDrop Analizi SonuGlart ..........ccocveiiiiiiiiii e 48
4.2. AQaroz Jel EIEKIrOTOreZI ........ccvviiiiieiiieic s 48
4.3. PCR Urlinlerinin EIEKTOTOrEZi .........ovvvrurireieerieirceicsiesee e 49
5. SONUG ..ttt et este et esre e teeneesneenns 50
KAYNAKLAR ettt ettt b ettt et nb e es 52
OZ GECMIS . .o 54

xii



Simgeler

%

°C

pl
MM
A

cm
dH.0
dk

g
HCI
kb
LD50
M

m

mg
mi
NaCl
NFW
Ng
NK
pH
sa
uv
V
viv
w

Kisaltmalar
BLAST

CTAB
DNA
EDTA
EKG
EtBr
ETS
GC-MS

HPLC

ITS

SIMGELER ve KISALTMALAR DiZiNi

Aciklama

Yizde

Santigrat derece
Mikrolitre
Mikromolar
Absorbans
Santimetre
Distile (Saf) Su
Dakika

Gram
Hidroklorik Asit
Kilobaz

%50 Lethal (Olduriicii) Doz
Molarite

Metre

Miligram
Mililitre
Sodyum Klorir

Nuclease-Free Water (Niikleazlardan Arindirilmig Su)

Nanogram

Negatif Kontrol

Potential of Hydrogen (Hidrojenin Giicl)
Saat

Ultraviyole

Volt

Hacim/Hacim

Weight (Kutle)

Aciklama

Basic Local Alignment Search Tool
Hizalama Arama Araci)

Setil Trimetil Amonyum Bromr
Deoksiribo Nukleik Asit

Etilen Diamin Tetraasetik Asit
Elektrokardiyografi

Ethidium Bromide (Etidyum Bromiir)
External Transcribed Spacer

Gas Chromatography—Mass Spectrometry

(Gaz Kromatografisi- Kitle Spektrometrisi)
High-Performance Liquid Chromatography
(Yiiksek Performansl Sivi Kromotografisi)

Internal Transcribed Spacers

Xiii

(Temel

Bolgesel



LC-MS/MS

NCBI

PCR
PMC
PVP
rDNA
RFLP

RNA
RPM
TE
VNTR

Liquid Chromatography—Mass Spectrometry
(S1vi Kromatografisi-Tandem Kitle Spektrometrisi)

National Center for Biotechnology Information (Ulusal
Biyoteknoloji Bilgi Merkezi)

Polymerase Chain Reaction (Polimeraz Zincir Reaksiyonu)
Publication Medicine Central (T1p Yayinlar1t Merkezi)

Poly Vinyl Polypyrrolidone

Ribozomal DNA

Restriction Fragment Length Polymorphism (Sinirlayict
Enzim Par¢a Uzunlugu Polimorfizmi)

Ribonukleik Asit

Revolutions per Minute (Dakika Basina Devir)

Tris-EDTA

Variable Numbers of Tandem Repeats (Degisken Sayida
Tandem Tekrarlar)

Xiv



Sekil 3.2.1.1.
Sekil 3.2.2.1.
Sekil 3.2.3.1.
Sekil 3.2.4.1.
Sekil 3.2.4.2.
Sekil 3.2.4.3.
Sekil 3.2.7.2.3.1.
Sekil 4.3.1.

SEKILLER DiZiNi

Ephedra distachya orneklerinin steril hale getirilmesi

250 mL 100°C’de 5 mg kuru 6rnekle hazirlanan ¢ay 6rnegi
Bitki 6rneklerinin inkibasyon sireci

Bitki pargalarinin havanda goriintiisii

Santrifuj sonucunda olusan 3 faz

Santrifiij cihazina yerlestirilen Falcon tiiplerinin goriintiisii
PCR strip semast

PCR drUnlerinin jel gorintisu

XV

Sayfa
38
39
40
40
41
42
47
49



CIZELGELER DIiZiNi

Sayfa
Cizelge 3.1.2.1. Kullanilan sarf malzemeler listesi 35
Cizelge 3.1.3.1. Kullanilan kimyasal malzemeler listesi 36
Cizelge 3.1.4.1. Kullanilan cihazlar listesi 37
Cizelge 3.2.3.1. E. distachya ¢ay drneginin su ve tiikiiriik eklenerek 39
hazirlandig1 kontrol ve deney tiipleri
Cizelge 3.2.7.1. ITS bolgesine ait primerlerin baz dizisi 45
Cizelge 3.2.7.2. PCR bilesenleri ve dongii kosullari 45
Cizelge 3.2.7.2.1.1. PCR reaksiyon karisiminda kullanilan bilesenler ve hacimleri 46
Cizelge 3.2.7.2.2.1. Stok DNA’larin PCR igin uygun konsantrasyonlara 46
indirgenmesi
Cizelge 4.1.1. NanoDrop cihazi ile 6lgiilen DNA saflik ve konsantrasyon 48
degerleri

XVi



1. GIRIS

Adli bilimler, zehirli bitkilerin tanimlanmasi ve etkili bilesenlerinin saptanmasi a¢isindan
onemli bir disiplinler aras1 alan olarak one ¢ikmaktadir. Zehirli bitkiler, tarih boyunca
hem tibbi hem de toksikolojik agidan ilgi odag1 olmus, 6zellikle adli olaylarda zehirlenme
vakalarinin aydimlatilmasinda kritik rol oynamistir. Bu bitkilerin siniflandirilmast,
morfolojik ve anatomik O6zelliklerinin yani sira, icerdigi biyokimyasal bilesenlerin de
detayli olarak incelenmesini gerektirir. Modern adli bilimlerde, bitki tiirlerinin dogru
sekilde teshis edilmesi, olay yeri incelemelerinde ve toksikolojik analizlerde giivenilir
sonuglar elde edilmesi agisindan biyiikk 6nem tasir (MUTLU vd., 2020). Ephedra
distachya, Tiirkiye florasinda yaygin olarak bulunan ve tibbi, toksikolojik agidan dikkat
ceken bir bitkidir. Bu tdrin morfolojik ve anatomik 0zellikleri, benzer tirlerle
karsilastirildiginda ayirt edici nitelikler tasir. Ozellikle E. major ve E. distachya gibi tirler
ayni lokalitelerde bulunabilmekte, ancak morfolojik olarak birbirinden ayrilmasi gii¢
olabilmektedir. Bu nedenle, tiirlerin tanimlanmasinda morfolojik ve anatomik
karakterlerin dikkatli bir sekilde analiz edilmesi gerekmektedir(Tanker & Altun, 1997) .
Ayrica, Ephedra cinsinin Tiirkiye’de E. major, E. campylopoda ve E. distachya olmak
lizere ¢ tiirle temsil edildigi, bu tiirlerin alkaloit iceriklerinin tiir, cinsiyet, lokalite ve
mevsime bagh olarak degisiklik gosterdigi tespit edilmistir. Yapilan ¢alismalarda, disi
bireylerde alkaloit miktarinin y1l i¢inde degiskenlik gosterdigi, 6zellikle eyliil ayinda en
yiiksek seviyeye ulastigi belirtilmistir. Ephedra distachya’nin farmakolojik etkileri de
oldukga dikkat cekicidir (Tanker vd., 2008). Geleneksel tipta ve modern farmakolojide,
bu bitkinin antiviral etkileri oldugu gosterilmistir. Ozellikle 1siya bagl toksik
sendromlarin ve Qi-Fen sendromunun tedavisinde etkin bir sekilde kullanildigi, modern
caligmalarla da desteklenmistir (Tang vd., 2023). Bununla birlikte, Ephedra iceren
tirlinlerin toksisite oranlarinin, diger bitkisel iiriinlere kiyasla daha yiiksek oldugu,
zehirlenme riskinin arttigi saptanmistir (Woolf vd., 2005). Bu durum, adli bilimlerde
Ephedra distachya ve benzeri bitkilerin toksikolojik analizlerinin 6nemini artirmaktadir.
Molekdler yontemler, bitki tirlerinin dogru sekilde tanimlanmasinda ve filogenetik
iliskilerinin ortaya konmasinda vazgegilmez araglar haline gelmistir. Ozellikle PCR

tabanli teknikler ve ITS nikleotid dizilemesi gibi molekuler filogenetik analizler,



morfolojik olarak ayirt edilmesi zor olan tiirlerin kesin olarak teshis edilmesini
saglamaktadir (Hamedani et al., 2020). Yapilan filogenetik analizlerde, Ephedra
tiirlerinin genetik ¢esitliligi ve akrabalik iliskileri detayli sekilde ortaya konmustur
(Kakiuchi vd., 2011). Adli olaylarda zehirli bitki vakalarinin tespiti ve degerlendirilmesi,
yalnizca bitkinin morfolojik ve kimyasal 6zelliklerinin degil, ayn1 zamanda molekiiler
diizeydeki verilerin de analiz edilmesini gerektirir. Ozellikle agiz ve mide 6zsuyu ile
muamele olmus bitki pargalarindan DNA izolasyonu ve tiir tespiti, adli toksikolojide
giivenilir sonuglar elde edilmesine olanak tanir (MUTLU vd., 2020) Bu baglamda, zehirli
bitkilerin adli bilimlerdeki énemi, hem olay yeri incelemelerinde hem de toksikolojik
analizlerde giderek artmaktadir. Ephedra distachya’nin Tiirkiye’deki yayilisi, morfolojik
ve molekiiler ayirt edici ozellikleri, igerdigi alkaloitlerin toksik etkileri ve adli
bilimlerdeki yeri, bu bitkinin hem bilimsel hem de adli agidan kapsamli bir sekilde
incelenmesini gerektirmektedir (Tanker vd., 2008; Tanker & Altun, 1997; Woolf vd.,
2005).



2. KURAMSAL TEMELLER ve KAYNAK ARASTIRMASI
2.1.Adli Bilimlere Giris
2.1.1. Adli Bilimlerin Temel Kavramlari

Adli bilimler, sucun aydinlatilmasi, delillerin degerlendirilmesi ve adaletin
saglanmasinda bilimsel yontemlerin uygulanmasini esas alir. Bu disiplin, biyoloji, kimya,
tip, genetik ve hukuk gibi farkli alanlarin kesisiminde yer alir ve olay yeri incelemesinden
laboratuvar analizlerine kadar genis bir uygulama yelpazesine sahiptir. Adli bilimlerin
temel kavramlar arasinda delil, delil zinciri, analiz yontemleri, raporlama ve uzman
goriisii gibi unsurlar bulunur. Delil kavrami, bir olaymn aydinlatilmasinda kullanilan her
tiirli materyali kapsar ve bu materyallerin toplanmasi, korunmasi ve analiz edilmesi
stirecinde bilimsel standartlara uyulmasi gereklidir (MUTLU vd., 2020). Adli bilimlerde
delil zinciri, delilin toplandigi andan itibaren laboratuvar analizine ve mahkemede
sunulmasina kadar gegen tiim asamalarin kayit altina alinmasini ifade eder. Bu zincirin
bozulmamasi, delilin giivenilirligini ve gecerliligini dogrudan etkiler. Ozellikle
toksikoloji ve biyolojik 6rnek analizlerinde, 6rneklerin uygun kosullarda saklanmasi ve
taginmasi biiylik 6nem tasir. Fatma Tortum’un ¢alismasinda, adli olaylarda toksikasyon
vakalarinda temel ve ileri kardiyak yasam desteginin saglanmasinin oncelikli oldugu,
hastalarda dolagim, hava yolu ve solunumun kontrol edilmesi gerektigi vurgulanmaktadir.
Bu yaklagim, adli bilimlerin sadece laboratuvar analizleriyle sinirli olmadigini, aym
zamanda olay yeri ve klinik miidahaleleri de kapsadigimi gosterir. Adli bilimlerde
kullanilan analiz yontemleri, teknolojik gelismelerle birlikte siirekli olarak
yenilenmektedir. Ozellikle gaz kromatografisi/kiitle spektrometrisi (GC/MS) gibi ileri
diizey teknikler, karmasik orneklerin analizinde yliksek hassasiyet ve 6zgiilliik saglar.
Ancak bu tekniklerin uygulanmasi, detayl cihaz bilgisi ve uzmanlik gerektirir; ayrica
analizlerin tamamlanmasi saatler siirebilir. Standart immiinolojik testler ise daha hizli
sonu¢ vermekle birlikte, bazi ajanlarin tespitinde yetersiz kalabilir. Bu nedenle, adli
bilimlerde hem hizli tarama testleri hem de dogrulayici ileri analiz yontemleri birlikte
kullanilmaktadir (Tortum, 2019). Adli bilimlerin temel kavramlarindan biri de raporlama
ve bilirkisi goriisiidiir. Adli tip kurumlar1 ve uzmanlar, elde edilen bulgular1 bilimsel bir

cercevede degerlendirerek raporlar hazirlar. Bu raporlar, mahkemelerde delil olarak



sunulur ve karar siireclerinde belirleyici rol oynar. Tiirkiye’de adli tip kurumlari, 6zellikle
uyusturucu madde analizleri ve toksikoloji alaninda en fazla rapor iireten birimler
arasinda yer almaktadir. Emre Mutlu ve arkadaslarinin belirttigi gibi, adli bilimlerde
raporlamanin standartlara uygun ve bilimsel temellere dayali olmasi, adaletin
saglanmasinda kritik 6neme sahiptir. Adli bilimlerin tarihsel gelisimi incelendiginde, ilk
donemlerde daha ¢ok godzlemsel ve makroskobik yontemlerin kullanildigi, zamanla
mikroskobik ve molekiiler tekniklerin 6n plana ¢iktig1 goriilmektedir. Giinlimiizde DNA
analizi, toksikolojik testler ve kimyasal analizler, adli bilimlerin vazgecilmez araglari
haline gelmistir. Bu gelismeler, sugun aydinlatilmasi ve adli olaylarin ¢dziimiinde
bilimsel kanitlarin giiclinii artirmistir. Ayrica, adli bilimlerde multidisipliner yaklagimin
benimsenmesi, farkli uzmanlik alanlarinin bir arada c¢aligmasini ve daha gilivenilir
sonuclar elde edilmesini saglamaktadir. Sonug olarak, adli bilimlerin temel kavramlari
arasinda delil yonetimi, analiz yontemleri, raporlama ve multidisipliner isbirligi 6ne
cikmaktadir. Bu kavramlar, adli olaylarin bilimsel olarak aydinlatilmasinda ve adaletin

saglanmasinda merkezi bir rol iistlenir.

2.1.2. AdIli Bilimlerin Tarihsel Gelisimi

Adli bilimlerin tarihsel gelisimi, insanlik tarithinin eski donemlerine kadar uzanir ve
toplumsal diizenin saglanmasinda sugun tespiti ile adaletin yerine getirilmesi ihtiyacindan
dogmustur. ilk caglarda sucun ve suclunun belirlenmesinde genellikle tanik ifadeleri,
itiraflar ve fiziksel cezalar gibi yontemler kullanilmistir. Ancak zamanla, sugun bilimsel
yontemlerle aydinlatilmasi gerekliligi ortaya ¢ikmis ve adli bilimler disiplinler arasi bir
alan olarak gelismeye baslamistir (Cakmak vd., 2020). Modern adli bilimlerin temelleri,
ozellikle 19. yiizyilda bilimsel gelismelerin hiz kazanmasiyla atilmistir. Kimya, biyoloji
ve tip gibi temel bilimlerin adli olaylarin ¢dziimiinde kullanilmaya baglanmasi, adli
bilimlerin sistematik bir disiplin haline gelmesini saglamistir. Bu dénemde, toksikoloji
ve adli tip gibi alt dallar ortaya ¢ikmis, zehirlenme vakalarinin tespitinde bilimsel
analizler 6n plana ¢ikmistir. Ozellikle zehirli bitkilerle ilgili vakalarda, bitkisel toksinlerin
tespiti i¢in laboratuvar tekniklerinin gelistirilmesi adli bilimlerin ilerlemesinde dnemli rol
oynamugtir. 20. ylizyilin baglarindan itibaren, adli bilimlerde molekiiler biyoloji ve

genetik gibi yeni teknolojilerin kullanilmasiyla birlikte, su¢un aydinlatilmasinda



dogruluk ve giivenilirlik artmigtir. DNA analizi, polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ve
gaz kromatografisi/kitle spektrometrisi (GC/MS) gibi teknikler, adli olaylarda delil
niteligi tagiyan biyolojik materyallerin analizinde devrim yaratmistir (Cakmak vd., 2020)
. Bu tekniklerin uygulanmasi, 6zellikle zehirli bitkilerden elde edilen 6rneklerin kimyasal
ve genetik olarak tanimlanmasint miimkiin kilmistir. Tiirkiye’de adli bilimlerin gelisimi,
yasal diizenlemeler ve kurumsal yapilanmalarla desteklenmistir. Ozellikle Adli Tip
Kurumu gibi uzmanlagsmis kurumlar, adli olaylarin bilimsel olarak incelenmesinde ve
bilirkisi raporlarinin hazirlanmasinda merkezi bir rol tstlenmistir (MUTLU vd., 2020).
Son yillarda, adli bilimlerde multidisipliner yaklasimlar benimsenmis ve molekiler
yontemlerin 6nemi giderek artmistir. Bitki toksinlerinin tespiti ve siniflandirilmasi, adli
vakalarda zehirlenme mekanizmalarinin anlasilmasi agisindan kritik bir oneme sahiptir.
Adli bilimlerin tarihsel gelisiminde, teknolojik ilerlemeler ve bilimsel yontemlerin
entegrasyonu, sucun aydinlatilmasinda ve adaletin saglanmasinda énemli bir doniisiim
yaratmistir. Bu siiregte, 6zellikle zehirli bitkiler ve bunlarin etkili bilesenlerinin tespiti
icin gelistirilen analitik ve molekiiler teknikler, adli bilimlerin uygulama alanini

genisletmistir (Coskun, 2013).

2.1.3. Adli Bilimlerde Molekler Ydntemlerin Onemi

Adli bilimlerde molekiiler yontemlerin 6nemi, 6zellikle zehirli bitkilerin tanimlanmasi,
tiir ayrim1 ve adli olaylarda delil olarak degerlendirilmesi agisindan giderek artmaktadir.
Molekdiler teknikler, klasik morfolojik ve anatomik incelemelerin 6tesine gecerek, bitki
materyalinin genetik diizeyde analiz edilmesini saglar. Bu yontemler, 6zellikle bitki
orneklerinin morfolojik olarak ayirt edilemedigi veya tahrip oldugu durumlarda, adli
stireclerde giivenilir ve objektif sonuclar sunar. Bitki materyalinden DNA izolasyonu, adli
bilimlerde molekiiler analizlerin ilk ve en kritik adimlarindan biridir. Ozellikle ag1z ve
mide Ozsuyu ile muamele olmus bitki pargalarindan dahi basarili bir sekilde DNA
izolasyonu yapilabilmesi, adli vakalarda delil niteligi tasiyan materyallerin analizini
miimkiin kilar. Bu sayede, sindirim sisteminden ge¢mis bitki parcalarindan tiir tespiti
yapilabilmekte ve olay yeri incelemelerinde 6nemli bilgiler elde edilmektedir. Bitkilerden
izole edilen DNA’nin saflik analizi ve uygun molekiiler markerlar ile gogaltilmasi,

tiirlerin kesin olarak tanimlanmasina olanak tanir. Molekiiler filogenetik analizler, tiirler



arasi iligkilerin ve evrimsel kokenlerin aydinlatilmasinda da 6nemli rol oynar. PCR ile
cogaltilan gen bolgelerinin dizi analizleri, tiirlerin genetik benzerlik ve farkliliklarini
ortaya koyar. Bu tir analizlerde, ITS gibi niikleotid dizileri siklikla kullanilir ve elde
edilen veriler, filogenetik agaclarin olusturulmasinda temel teskil eder (Hamedani vd.,
2020).Bu yaklasim, o6zellikle morfolojik olarak birbirinden ayirt edilmesi gii¢ olan
tiirlerin tamimlanmasinda biiyiik avantaj saglar. Tiirkiye’de Ephedra tiirlerinin teshisinde
de molekiler yontemlerin 6énemi vurgulanmaktadir. Morfolojik olarak birbirine ¢ok
benzeyen E. major ve E. distachya gibi tiirlerin ayriminda, molekiiler markerlar ve DNA
dizi analizleri kesin sonuglar sunar (Tanker & Altun, 1997). Yapilan bir ¢alismada,
Ephedra tiirlerinin tasidig1 alkaloit miktarlarinin tiirlere, cinsiyete, lokaliteye ve mevsime
bagli olarak degisiklik gdsterdigi belirlenmis, bu degiskenligin molekiiler diizeyde de
izlenebilecegi ortaya konmustur (Tanker vd., 2008). Ayrica, adli bilimlerde molekiiler
yontemlerin kullanimi, sadece bitki tiirlerinin tespitiyle sinirli kalmaz. Zehirlenme
vakalarinda, toksik bitki bilesenlerinin ve bunlara ait genetik materyalin tespiti, olayin
aydinlatilmasinda kritik rol oynar. Ozellikle Ephedra gibi toksik bitkilerin adli olaylarda
tespit edilmesi, zehirlenme mekanizmalarmin anlasilmasi ve olayin adli boyutunun
degerlendirilmesi agisindan Onemlidir. Adli Tip Kurumu’na gelen vakalarda, bitki
kaynakli zehirlenmelerin tespitinde molekiiler analizlerin kullanilmasi, raporlarin
dogrulugunu ve giivenilirligini artirmaktadir (MUTLU vd., 2020). Molekuler
yontemlerin sagladigi bir diger avantaj, bitki materyalinin islenmemis veya islenmis
olmasina bakilmaksizin analiz edilebilmesidir. Bitkiler hi¢bir isleme maruz kalmadan
once DNA izole edilerek saflik analizi yapilabilmekte, bu da adli siireglerde delil
biitlinliigliniin korunmasina katki saglamaktadir. Ayrica, elde edilen molekiiler veriler,
Sequence Navigator ve MEGA gibi yazilimlar kullanilarak analiz edilmekte ve
filogenetik iligkiler detayli sekilde ortaya konmaktadir. Sonug olarak, adli bilimlerde
molekiiler yontemlerin kullanimi, zehirli bitkilerin tanimlanmasz, tiir ayrimi, zehirlenme
vakalarmin aydinlatilmas1 ve adli raporlarin giivenilirliginin artirtlmasi agisindan
vazgecilmez bir arag haline gelmistir. Bu yontemler, klasik yaklagimlarin 6tesine gegerek,
adli bilimlerin bilimsel temellerini gili¢lendirmekte ve olaylarin ¢oziimiinde yiiksek

dogruluk saglamaktadir (Cakmak vd., 2020).



2.2.Z¢ehirli Bitkiler
2.2.1. Zehirli Bitkilerin Stmiflandirilmasi

Zehirli bitkilerin siniflandirilmasi, adli bilimler ve toksikoloji agisindan biiyiik nem tagir.
Bitkilerin toksik etkileri, icerdigi kimyasal bilesenlere, morfolojik &zelliklerine ve
taksonomik gruplarina gore farklilik gosterir. Bu nedenle, zehirli bitkilerin sistematik
olarak simiflandirilmasi, hem bilimsel arastirmalar hem de adli vakalarin ¢oziimiinde
temel bir adimdir. Zehirli bitkiler, genellikle igerdigi toksik bilesiklerin tiiriine, etki
mekanizmasina ve bitkinin ait oldugu familya ya da cinsine gore gruplandirilir (Tortum,
2019). Bitkilerde toksisiteye yol agan baslica bilesikler arasinda alkaloitler, glikozitler,
fenolik bilesikler, saponinler ve bazi inorganik maddeler yer alir. Ozellikle alkaloitler,
birgok zehirli bitkinin temel toksik ajani olarak 6ne ¢ikar. Ephedra tiirlerinde bulunan
efedrin ve benzeri alkaloitler, hem farmakolojik hem de toksikolojik agidan dikkat ¢ceker
(Coskun, 2013). Zehirli bitkilerin siniflandirilmasinda morfolojik ve anatomik 6zellikler
de 6nemli rol oynar. Bitkilerin yaprak, govde, ¢igek ve tohum gibi organlarinin sekli,
biiyiikliigii ve i¢ yapis, tiirlerin ayirt edilmesinde kullanilir. Ornegin, Ephedra distachya
ve E. campylopoda gibi tiirler arasinda morfolojik ve anatomik farkliliklar, bu tiirlerin
birbirinden ayrilmasini saglar. E. major ve E. distachya gibi bazi tiirler ise ayn1 lokalitede
birlikte bulunabilmekte ve morfolojik olarak birbirinden ayrilmasi zor olabilmektedir
(Tanker & Altun, 1997). Bu nedenle, morfolojik simiflandirma yaninda molekiiler
yontemler de giderek daha fazla kullanilmaktadir. Molekiiler siniflandirma, bitkilerin
DNA dizilerinin analizine dayanir ve 6zellikle morfolojik olarak benzer tiirlerin ayirt
edilmesinde yiiksek dogruluk saglar. Ephedra 6rneginde oldugu gibi, bitki gévdesinden
izole edilen DNA ile yapilan filogenetik analizler, tiirler arasindaki genetik farkliliklar
ortaya koyar. PCR ve ITS niikleotid baz siras1 gibi molekiiler teknikler, bitkilerin
filogenetik iligkilerinin belirlenmesinde ve zehirli tiirlerin tespitinde etkin sekilde
kullanilmaktadir. Ayrica, a1z ve mide 6zsuyu ile muamele olmus bitki parcalarindan da
basarili sekilde DNA izolasyonu yapilabilmekte ve bu sayede adli vakalarda bitki
tarlerinin tespiti miimkiin olmaktadir (Hamedani vd., 2020). Zehirli bitkilerin
siiflandirilmasi, sadece taksonomik ac¢idan degil, ayn1 zamanda toksik etkilerinin

anlasilmasi ve adli olaylarda dogru tanimlanabilmesi agisindan da gereklidir. Ozellikle



acil servislerde karsilagilan zehirlenme vakalarinda, hangi bitkinin toksik etki yaptigi ve
hangi bilesenlerin sorumlu oldugu bilgisi, tedavi ve adli siireclerin yonetilmesinde kritik
rol oynar. Zehirli bitkilerde bulunan alkaloitler, glikozitler ve diger toksik ajanlar, klinik
tablolarin ve tedavi yaklasimlarinin belirlenmesinde temel parametrelerdir. Tiirkiye
florasinda yer alan Ephedra tiirleri gibi baz1 bitkiler, hem morfolojik hem de kimyasal
cesitlilik gosterir ve bu g¢esitlilik, smiflandirma g¢alismalarinda dikkate alinmalidir.
Ephedra tiirlerinin tagidig1 alkaloit miktarlarinin tiirlere, cinsiyete, lokaliteye ve mevsime
bagli olarak degistigi gozlemlenmistir. Bu bulgular, zehirli bitkilerin siniflandirilmasinda
cevresel ve genetik faktorlerin de géz oniinde bulundurulmas: gerektigini ortaya koyar.
Zehirli bitkilerin siiflandirilmasi, adli bilimlerde olay yeri incelemesi, toksikolojik
analizler ve adli raporlamada dogru ve giivenilir sonuglar elde edilmesi icin
vazgecilmezdir. Ulkemizde zehirli bitkiler ve bunlarin énciil maddeleriyle ilgili yapilan
arastirmalarin artirilmasi, adli bilimlerin gelisimi acgisindan énem tagimaktadir. Ayrica,
adli tip kurumlarinda diizenlenen bilirkisi raporlarinda zehirli bitki vakalarinin dogru

smiflandirilmasi, hukuki siireglerin saglikli ilerlemesine de katki saglar.

2.2.2. Zehirli Bitkilerde Etkili Bilesikler

Zehirli bitkilerde etkili bilesikler, bitkinin tiiriine, yetistigi cevreye ve gelisim evresine
bagli olarak cesitlilik gosterir. Bu bilesikler genellikle bitkinin savunma mekanizmasinin
bir parcasi olarak ortaya ¢ikar ve hayvanlar veya insanlar tarafindan tiiketildiginde toksik
etki olusturabilir. Ephedra tiirleri gibi bazi bitkilerde, alkaloitler baslica toksik ve
farmakolojik olarak etkili bilesikler arasinda yer alir. Ephedra cinsinde 6zellikle efedrin
ve psodoefedrin gibi alkaloitler yuksek oranda bulunur ve bu maddeler hem merkezi sinir
sistemi lizerinde uyarici etki gosterir hem de kardiyovaskiiler sistem iizerinde ciddi yan
etkilere yol agabilir. Efedrin ve psddoefedrin, bitkinin farkl: tiirlerinde ve hatta ayni tiiriin
farkli lokalitelerinde degisen oranlarda bulunur. Ornegin, Ephedra sinica’da toplam
alkaloit igerigi 9.7 mg/g ile 41.6 mg/g arasinda degisirken, efedrin ve psddoefedrin
oranlari da tiirler arasinda farklilik gosterir. Yapilan analizlerde, Ephedra intermedia *da
efedrin igerigi 4.6-18.1 mg/g arasinda, psddoefedrin ise 11.2-16.7 mg/g arasinda tespit
edilmistir. Bu alkaloitlerin toksik etkileri, doz ve maruziyet siiresine bagli olarak degisir.

Efedrin ve turevleri, sempatomimetik etki gostererek tasikardi, hipertansiyon, ajitasyon



ve ciddi vakalarda kardiyak aritmilere neden olabilir (Scientific Assessment of Ephedra
Species (Ephedra spp.), 2010). Ayrica, bu bilesiklerin farmakolojik etkileri nedeniyle
tibbi ve yasa dis1 kullanimlar1 da s6z konusudur. Tiirkiye’de Ephedra tiirlerinin tagidigi
alkaloit miktarlarinin tiirlere, cinsiyete, lokaliteye ve mevsime bagli olarak degisiklik
gosterdigi tespit edilmistir. Bu degiskenlik, adli toksikoloji agisindan bitkinin
tanimlanmasinda ve toksik potansiyelinin degerlendirilmesinde 6nemlidir (Tanker vd.,
2008). Zehirli bitkilerde etkili olan diger bilesikler arasinda glikozitler, fenolik bilesikler,
terpenoidler ve bazi proteinler de yer alir. Ancak Ephedra distachya gibi tirlerde
alkaloitler, toksik etki agisindan basat rol oynar. E.campylopoda ve E.distachya’nin
morfolojik ve anatomik 6zellikleri incelendiginde, bu tiirlerin ayirt edilmesinde etkili
bilesiklerin miktar ve dagilimi da dnemli bir parametre olarak 6ne ¢ikar. Ayrica, bitkilerin
morfolojik teshisi ile birlikte kimyasal iceriklerinin de analiz edilmesi, adli bilimlerde
dogru tanimlama ve toksikolojik degerlendirme igin gereklidir (Tanker & Altun, 1997).
Zehirli bitkilerdeki etkili bilesiklerin tespiti ve miktarlarinin belirlenmesi, adli olaylarda
zehirlenme vakalarmin aydimnlatilmasinda kritik oneme sahiptir. Ozellikle toksikasyon
vakalarinda, hastaya uygulanacak acil girisimlerde etkili bilesigin tiirii ve miktar1 tedavi
protokollnd belirler. Zehirli bitkilerdeki etkili bilesiklerin hem kimyasal hem de biyolojik
etkilerinin detayli olarak incelenmesi, adli bilimler ve toksikoloji alaninda bilimsel ve

pratik a¢idan biiylik 6nem tagir.

2.2.3. Zehirli Bitkilerin Tanimlanmasinda Kullanilan Yontemler

Zehirli bitkilerin tanimlanmasinda kullanilan yontemler, adli bilimler ve toksikoloji
acisindan biiyiik onem tagir. Bu bitkilerin dogru sekilde teshis edilmesi, hem zehirlenme
vakalarmin aydimlatilmast hem de adli olaylarda delil olarak kullanilabilmesi igin
gereklidir. Tanimlama siireglerinde morfolojik, anatomik, kimyasal ve molekiiler
yontemler bir arada veya ayri ayr1 kullanilabilir. Morfo-anatomik yontemler, bitkilerin
dis goriiniisleri ve i¢ yapilarmin incelenmesine dayanir. Ornegin, Ephedra distachya gibi
tiirlerde, braktelerin sayisi, sekli ve cigeklerin dizilisi gibi morfolojik 6zellikler tiirlerin
ayirt edilmesinde 6nemli rol oynar. E.distachya’da karakteristik olarak iiglii kismi durum
ve ¢ok sayida gigek ile sapli ve derin bir ¢anak bigiminde 8-10 brakte ¢ifti bulunmasi, bu

tiirlin tanimlanmasinda ayirt edici bir 6zellik olarak 6ne ¢ikar. Ayrica, E.campylopoda ve



E.distachya gibi tiirlerin morfolojik ve anatomik ozellikleri karsilastirilarak, tiirler
arasindaki benzerlik ve farkliliklar belirlenmis ve tanimada yardimer olan karakterler
saptanmistir. E.major ve E.distachya gibi tiirler ise aymi lokalitede beraber
bulunabilmekte, ancak morfolojik olarak birbirinden ayrilmasi zor olabilmektedir
(Tanker & Altun, 1997).Bu nedenle, morfolojik incelemeler genellikle mikroskobik
anatomik analizlerle desteklenir. Kimyasal analizler, bitkilerin i¢erdigi toksik bilesenlerin
tespitine yoneliktir. Ozellikle alkaloitler gibi zehirli bilesiklerin miktar ve dagilimi,
bitkinin tlrine, cinsiyetine, bulundugu konuma ve mevsime gore degisiklik gosterebilir.
Bu tiir kimyasal analizler, zehirli bitkilerin tanimlanmasinda ve toksik etkilerinin
degerlendirilmesinde onemli bir aractir. Molekiiler yontemler ise, son yillarda bitki
tamimlamasinda gln gectikce daha fazla kullanilmaktadir. DNA izolasyonu ve
saflastirilmast, bitki tiirlerinin genetik diizeyde tanimlanmasini miimkiin kilar. Ozellikle
agiz ve mide 6zsuyu ile muamele olmus bitki parcalarindan basarili bir sekilde DNA
izolasyonu yapilabilmekte ve bu DNA {izerinden tiir tespiti gergeklestirilebilmektedir.
Molekiiler filogenetik analizlerde, PCR ile ¢ogaltilan DNA boélgeleri kullanilarak ITS
niikleotid baz siras1 belirlenmekte ve bu veriler, tiirlerin filogenetik iligkilerinin ortaya
konmasinda kullanilmaktadir. Bu yontemler, morfolojik olarak birbirine ¢ok benzeyen
veya klasik yontemlerle ayrilmasi gii¢ olan tiirlerin kesin olarak tanimlanmasini saglar.
Bitki materyalinin toplanmasi1 ve DNA izolasyonu sirasinda, drneklerin islenmemis
olmasi ve saflik analizlerinin yapilmasi gereklidir. Bu tiir uygulamalar, adli bilimlerde
bitki kokenli delillerin glivenilirligini artirir. Zehirli bitkilerin tanimlanmasinda kullanilan
yontemlerin se¢imi, olayin niteligine ve eldeki materyalin durumuna gore degisebilir.
Morfolojik ve anatomik incelemeler, hizli ve pratik sonuclar sunarken, kimyasal ve
molekiiler analizler daha kesin ve giivenilir tanimlama saglar. Ozellikle adli olaylarda,
zehirli bitki vakalarinin aydinlatilmasinda bu yontemlerin birlikte kullanilmasi, hem
bilimsel dogruluk hem de hukuki gegerlilik agisindan biiyiik avantaj saglar (MUTLU vd.,
2020). Ephedra gibi tibbi ve toksikolojik 6nemi yiiksek olan bitkilerde bu ¢ok yonli
yaklasim, hem tiirlerin dogru teshisini hem de zehirlenme mekanizmalarinin

anlasilmasini miimkiin kilar.
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2.3.Zehirli Bitkilerle Zehirlenme Vakalari
2.3.1. Zehirlenme Belirtileri ve Klinik Bulgular

Zehirli bitkilerle zehirlenme vakalarinda ortaya ¢ikan klinik bulgular ve zehirlenme
belirtileri, bitkinin igerdigi toksik bilesenlerin tiiriine, miktarina, maruz kalma yoluna ve
bireysel duyarliliga bagli olarak degiskenlik gosterir. Ephedra distachya gibi alkaloit
iceren bitkilerde, zehirlenme semptomlar1 genellikle kardiyovaskiiler ve sinir sistemi
iizerinde belirgin etkiler olusturur. Ozellikle fenilpropanolamin ve fenilefrin gibi alfa-
adrenerjik ajanlarin neden oldugu hipertansiyon, baroreseptor refleksiyle bradikardi veya
atriyoventrikiiler (AV) blok gibi kardiyak yanitlarla kendini gosterebilir (Tortum, 2019).
Bu tiir bitkilerle zehirlenme vakalarinda, hastalarda bas donmesi, ¢arpinti, gogiis agrisi,
hipertansiyon ve aritmi gibi kardiyovaskiiler bulgular sik¢a gozlenir. Ephedra tlrlerinin
icerdigi alkaloitlerin toksik etkileri, dozla iliskili olarak degisir. Yiiksek dozlarda alimda,
merkezi sinir sistemi uyarilmasi sonucu huzursuzluk, anksiyete, tremor, konviilsiyon ve
hatta koma gibi norolojik semptomlar ortaya ¢ikabilir. Ayrica, gastrointestinal sistemde
bulanti, kusma ve karin agris1 gibi belirtiler de goriilebilir. Ephedra ekstresinin oral yolla
yiiksek dozda alinmasi durumunda, letal dozun (LD 50) yaklasik 5.30 g/kg oldugu
belirlenmistir. Bu da, ciddi zehirlenme vakalarinda oOliimciil sonuglarin ortaya
cikabilecegini gostermektedir (SAFETY ASSESSMENT AND DETERMINATION OF
A TOLERABLE UPPER LIMIT FOR EPHEDRA, 2000). Klinik tabloda, tasikardi,
hipertansiyon, hipertermi ve kaslarda rijidite gibi semptomlar da gozlenebilir. Zehirli
bitkilerle zehirlenme vakalarinda, tam1 ve tespit yontemleri de klinik bulgularin
degerlendirilmesinde onem tasir. Ozellikle adli bilimlerde, zehirlenmeye neden olan
ajanlarin tespiti i¢in kullanilan gaz kromatografisi/kiitle spektrometrisi (GC/MS) gibi ileri
teknikler, hem duyarlilik hem de 6zgiilliik acisindan avantaj saglar. Ancak bu yontemler,
teknik olarak karmasik olup, uzmanlik ve zaman gerektirir. Standart immiinolojik testler
ise daha hizli sonu¢ vermekle birlikte, bazi ajanlar i¢in duyarhiliklar1 sinirli olabilir
(Tortum, 2019). Bu nedenle, klinik bulgularin laboratuvar bulgulariyla desteklenmesi,
dogru tani ve tedavi agisindan kritik oneme sahiptir. Ephedra distachya ve benzeri
bitkilerle zehirlenme vakalarinda, semptomlarin siddeti ve seyri, alinan bitki miktarina,

bireyin yasina, genel saglik durumuna ve eslik eden hastaliklara gore degisebilir. Hafif
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vakalarda sadece bas agrisi, halsizlik ve hafif tasikardi gibi semptomlar gozlenirken, agir
vakalarda kardiyak aritmi, hipertansif kriz, nobet ve solunum depresyonu gibi hayati
tehdit eden bulgular ortaya ¢ikabilir (Safety Assessment and Determination of a Tolerable
Upper Limit for Ephedra, 2000). Ayrica, bazi vakalarda refleks bradikardi veya AV blok
gibi paradoksal kardiyak yanitlar da gelisebilir (Tortum, 2019).Zehirli bitkilerle
zehirlenme vakalarimin adli 6nemi, 6zellikle 6liimle sonuglanan veya ciddi saglik
sorunlarina yol acan durumlarda daha da artmaktadir. Bu tiir vakalarda, toksikolojik
analizlerin yan sira, klinik bulgularin ayrintili olarak degerlendirilmesi ve zehirlenmeye
neden olan bitkinin dogru sekilde tanimlanmasi gereklidir. Ephedra tiirlerinin morfolojik
ve kimyasal 6zelliklerinin yan1 sira, toksik etkilerinin de iyi bilinmesi, adli olaylarda
dogru degerlendirme yapilmasini saglar. Ephedra tiirlerinin tagidig1 alkaloit miktarlari
tirlere, cinsiyete, lokaliteye ve mevsime bagli olarak degisebilir. Bu degiskenlik,
zehirlenme vakalarinda klinik bulgularin farklilik géstermesine neden olabilir (Siran vd.,
2013). Sonug olarak, zehirli bitkilerle zehirlenme vakalarinda klinik bulgularin ¢esitliligi,
toksik maddenin ozelliklerine ve bireysel faktorlere bagl olarak genis bir yelpazede
ortaya cikmaktadir. Dogru tani ve etkin tedavi igin, klinik belirtilerin laboratuvar
analizleriyle desteklenmesi ve bitkinin toksikolojik 06zelliklerinin iyi anlagilmasi

gerekmektedir.

2.3.2. Adli Olaylarda Zehirli Bitki Vakalarinin Onemi

Adli olaylarda zehirli bitki vakalari, hem olaylarin aydinlatilmasi hem de toplum
sagliginin korunmasi agisindan olduk¢a onemlidir. Zehirli bitkilerle gergeklesen
zehirlenme vakalari, 6zellikle adli tip ve toksikoloji alaninda, 6liim ya da ciddi saglik
sorunlarina yol acabilmeleri nedeniyle titizlikle incelenmektedir. Bu tiir vakalarda,
bitkinin tiirliniin dogru sekilde tanimlanmasi, toksik bilesenlerin tespiti ve olaym adli
boyutunun aydinlatilmasi i¢in gereklidir (MUTLU vd., 2020). Zehirli bitkilerle iliskili
adli vakalarda, bitkinin morfolojik ve anatomik ozelliklerinin yani sira, molekiiler
yontemlerle yapilan tiir tayini bilyiik énem tasir. Ozellikle agiz ve mide dzsuyu ile
muamele olmus bitki parcalarindan DNA izolasyonu ve tiir tespiti, olayin ¢dziimiinde
kritik rol oynar. Bu tiir analizler, bitkinin olay yerinde veya magdurun viicudunda

bulunup bulunmadiginin belirlenmesinde kullanilabilir. Ayrica, bitki tiirlerinin
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morfolojik olarak birbirine ¢ok benzeyebildigi durumlarda, molekiiler filogenetik
analizler ve DNA baz siras1 belirleme yontemleri, adli olaylarda kesin tan1 i¢in gereklidir.
Bu bitkilerin zehirli dogasi, alkaloidler, glikozitler, toksalbuminler, saponinler ve
proteinler gibi toksik metabolitlerin varligindan kaynaklanmaktadir. Bu metabolitlerden
bazilar1 ¢ok az maruziyetle bile insan ve hayvanlar i¢in ciddi saglik sorunlarma yol
acabilmektedir. Hem gelismis hem de gelismekte olan iilkelerdeki adli caligmalar,
zehirlenme  vakalarinin =~ %80'inden  fazlasinin  yanligshkla  tiiketilmesinden
kaynaklandigini, kalan vakalarin ise goniillii olarak tiiketilmesinden kaynaklandigini
ortaya koymustur (Nithaniyal vd., 2021).Ephedra distachya gibi toksik etkili bitkiler,
icerdigi alkaloitler nedeniyle zehirlenme vakalarinda sikca karsilasilan tiirlerdendir. Bu
bitkinin farmakokinetik ve farmakodinamik etkileri, i¢erdigi ephedrin alkaloidlerinin
izomerik farkliliklarina bagl olarak degiskenlik gosterir. Her bir izomerin toksikolojik
davranig1 farkli olabileceginden, adli toksikoloji analizlerinde bu farkliliklarin goz
onunde bulundurulmasi gerekir (Woolf vd., 2005). Bu farklilik, adli olaylarda toksik
dozun ve zehirlenme mekanizmasinin degerlendirilmesinde dikkate alinmalidir. Zehirli
bitki vakalarinda, toksik maddenin tespiti i¢in ¢esitli analitik yontemler kullanilmaktadir.
GC/MS gibi ileri teknikler, toksik bitki bilesenlerinin tespitinde yiiksek hassasiyet sunar.
Ancak bu yontemler karmasik cihazlar ve uzman personel gerektirir, ayrica analiz siiresi
uzundur. Standart immiinolojik testler ise daha hizli sonu¢ verebilir, fakat bitki
toksinlerinin ¢esitliligi nedeniyle her zaman yeterli duyarliliga sahip olmayabilir. Adli
olaylarda zehirli bitki vakalarmin onemi, sadece toksik maddenin tespitiyle sinirh
degildir. Ayn1 zamanda, olayin kriminal boyutunun aydinlatilmasi, magdurun 6lum
nedeni veya saglik durumunun belirlenmesi ve olas1 su¢ unsurlarinin ortaya ¢ikarilmasi
acisindan da kritiktir. Bitki tiirlerinin morfolojik ve molekiiler olarak dogru tanimlanmasi,
adli raporlarin giivenilirligini artirir ve adaletin saglanmasma katki sunar. Ozellikle
Ephedra distachya gibi tiirlerin ayirt edici morfolojik ve anatomik o6zelliklerinin
belirlenmesi, benzer tiirlerle karisikligin 6nlenmesinde ve adli siireclerde dogru
degerlendirme yapilmasinda 6nemlidir (Tanker & Altun, 1997) Sonug olarak, zehirli bitki
vakalarinin adli olaylardaki 6nemi, multidisipliner bir yaklasim gerektirir. Morfolojik,
anatomik, molekiiler ve toksikolojik analizlerin bir arada degerlendirilmesi, olaylarin

dogru sekilde aydinlatilmasini saglar. Bu siirecte, bitki tiirlerinin yayilisi, toksik
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bilesenlerin ¢esitliligi ve analitik yontemlerin se¢imi, adli bilimlerin temel kavramlari

arasinda yer alir .

2.3.3. Zehirlenmelerde Toksikolojik Analizler

Zehirlenme vakalarinda toksikolojik analizler, adli bilimler acisindan kritik bir 6neme
sahiptir. Zehirli bitkilerle meydana gelen zehirlenmelerde, toksik maddenin tespiti,
miktarinin belirlenmesi ve biyolojik etkilerinin anlasilmasi igin ¢esitli analitik ve
molekiiler yontemler kullanilmaktadir. Bu analizler, hem olayin aydinlatilmasi hem de
adli siireglerde delil olarak kullanilabilecek bilimsel verilerin elde edilmesi agisindan
gereklidir (MUTLU vd., 2020). Toksikolojik analizlerde ilk adim, siipheli bitki
materyalinin veya biyolojik orneklerin uygun sekilde toplanmasi ve saklanmasidir.
Ornegin, Ephedra distachya gibi alkaloit iceren bitkilerle meydana gelen
zehirlenmelerde, bitki 6rneklerinin yani sira, magdurun kan, idrar veya doku 6rnekleri de
analiz i¢in kullanilabilir (Siran vd., 2013). Bu 6rneklerde, toksik bilesenlerin varligi ve
konsantrasyonu, genellikle GC-MS, HPLC gibi ileri analitik tekniklerle belirlenir.
Ayrica, bitki materyalinden DNA izolasyonu ve molekiiler analizler de tiir tayini ve
toksik bilesenlerin genetik diizeyde tespiti i¢in uygulanmaktadir (Cakmak vd., 2020).
Ephedra tiirleri gibi alkaloit iceren bitkilerde, toksikolojik analizler sirasinda 6zellikle
efedrin ve benzeri alkaloitlerin miktar tayini 6nemlidir. Toksikolojik analizlerde
orneklerin toplandig1 kosullarin ve bitkinin fenolojik durumunun kaydedilmesi gereklidir.
Ayrica, toksik maddenin biyolojik etkilerinin degerlendirilmesi i¢in hayvan deneyleri de
yapilabilmektedir. Ornegin, farelerde yapilan toksisite testlerinde, yiiksek dozda alman
bitki ekstraktlarinin hiperkinetik davraniglar, konviilsif ndbetler, ataksi ve letarji gibi
semptomlara yol agtig1, 6liimciil dozun (LD _50) ise cinsiyete gore degistigi gosterilmistir
(Safety Assessment and Determination of a Tolerable Upper Limit for Ephedra, 2000).
Molekiiler diizeyde yapilan analizler, zehirlenme vakalarinda bitki tiiriiniin kesin olarak
tanimlanmasini saglar. PCR tabanli yontemlerle bitki DNA’s1 ¢ogaltilarak, ITS bolgesi
gibi genetik markerlar Gizerinden tir tayini yapilabilir (Hamedani vd., 2020). Morfolojik
siiflandirmalarin  yetersiz kaldigt durumlarda, mikromorfoloji, sitoloji, kimyasal
analizler ve DNA dizileme gibi yontemler, cografi dagilimla iligkili tiir ayriminda daha

giivenilir sonuc¢lar sunmaktadir. Bu tiir molekiiler analizler, adli olaylarda siipheli bitki
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materyalinin dogru sekilde tanimlanmasina ve zehirlenme kaynagmin belirlenmesine
olanak tanir (Huang vd., 2005). Zehirlenme vakalarinda toksikolojik analizlerin bir diger
onemli yonii, elde edilen bulgularin adli raporlara yansitilmasidir. Ozellikle Tiirkiye’de,
adli tip kurumlar1 tarafindan hazirlanan bilirkisi raporlarinda, toksikolojik analiz
sonuglar1 olaymn aydinlatilmasinda temel teskil etmektedir. Bu raporlar, hem
zehirlenmenin kaynagimin hem de toksik maddenin miktarinin belirlenmesi agisindan
onemlidir. Kiiresel zehirlenme vakalarinin artisiyla ilgili olusan endise, 6nleme ve hizli
tedavi i¢in biitiin diinyada zehir kontrol merkezlerinin kurulmasini saglamistir. Bitki
zehirlenmesi vakalarinin kurbanlarini tedavi etmek genellikle belirli panzehirlerin acil
kullanimin gerektirmektedir. Her zehirli bitki grubunun farkli toksik metabolitleri vardir.
Bu nedenle, hastalar i¢in uygun tedaviyi baslatmak icin zehirlenmeyle iliskili bitki
trlerinin derhal ve giivenilir bir sekilde tanimlanmasi olduk¢a dnemlidir. Kusmuk veya
diskr 6rneklerinin gorsel muayenesiyle bitki tiirlerinin tanimlanmasit son derece zordur
¢linkli ¢ok az miktarda pargcalanmis bitki par¢ast mevcut olacaktir ve taksonomik tiir
tanimlamas1 i¢in gereken morfolojik Ozellikler artitk bu tiir Orneklerde yeterli
gelmemektedir. Bu nedenle, tlir tanimlamasi i¢in morfolojik &zelliklere dayanmayan
DNA barkodlamasi, kusmuk veya diskidan yutulan bitkilerin tespitinde olduke¢a yararl
olacaktir (Nithaniyal vd., 2021).

2.4.Ephedra distachya
2.4.1. E. distachya Morfolojik Ozellikleri

Ephedra distachya, Tiirkiye florasinda yer alan {i¢ Ephedra tiiriinden biridir ve morfolojik
ozellikleriyle diger tiirlerden ayirt edilebilmektedir (Tanker vd., 2008). Ephedra
distachya‘nin genel olarak enine kesitleri dairesel veya eliptik sekildedir ve yiizeylerinde
cok sayida sirt ve oluk vardir. Sirtlarda kiitikiiler yumrular gézlenmistir ve oluklarin
icinde koruyucu hiicreli stomalar yer alir. Epidermal hiicreler siki bir sekilde dizilmistir
ve kalin bir kiitikdl ile ortiiliidiir. Yiizeyin altinda dikdortgen sekilli lif demetlerinden
olusan sirtlar epidermis ile temas halindedir. Tiirkiye'den alinan 6rneklerde 165.78 +
26.28 pm uzunlugundadir ve korteksin %50 + 7'sini olusturur. Korteks esas olarak, dis

kortekste radyal olarak uzamis palizat hiicreleri ve i¢ kortekste dairesel hiicreler de dahil
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olmak {izere parankima hiicrelerinden olusur. Diizensiz sekillerde bircok lif veya kiigiik
lif gruplar1 korteks boyunca dagilmistir. Oz, cogu dairesel olan ve siklikla kahverengi bir
madde ile dolu olan biiyiik parankima hiicrelerinden olusur (Siran vd., 2013). Bu turde
disi cicekler genellikle demet halinde bulunur ve meyveleri kiiremsi, parlak kirmizi
renktedir. Meyve yapisi, iki tohum tasimasiyla E. maior’dan kolayca ayrilmasini saglar.
Ayrica, E. distachya’da karakteristik olarak ti¢lii kismi ¢igek durumu gozlenir; ¢igek
say1s1 oldukga fazladir ve 14-18 ile 8-10 arasinda degisebilir. Cigekler, sapli ve derin bir
canak bigiminde olan 8-10 brakte ciftiyle gevrilidir. Bu morfolojik 6zellikler, tlrin
tanimlanmasinda 6nemli rol oynar. E. distachya’nin morfolojik tanimlamasinda, gévde
ve dal yapis1 da dikkate alinmalidir. Tiirler aras1 benzerlik ve farkliliklarin belirlenmesi
amaciyla yapilan ¢aligmalarda, E. distachya’nin dallarinin anatomik karakterleri ve genel
morfolojisi detayli olarak incelenmistir. E. distachya, E. maior ile ayni lokalitede
bulunabilmesine ragmen, morfolojik olarak ayrilmasi zor olan tiirlerdendir. Ancak,
meyve ve ¢icek yapisindaki farkliliklar, 6zellikle tohum sayist ve meyve rengi, ayirt edici
kriterler sunar. Morfolojik incelemelerde, E. distachya ’nin ¢igeklenme ve meyve olusum
donemleri de tiir teshisinde Onem tasir. Ayni vejetatif donemde toplanan ornekler
tizerinde yapilan karsilagtirmali analizler, tiirler arasindaki morfolojik varyasyonun
belirlenmesine katki saglamistir. E. distachya’nin morfolojik 6zellikleri, adli bilimlerde
bitki tanimlama siireclerinde de &nem tasir. Ozellikle zehirli bitki vakalarinda, tiiriin
dogru teshisi i¢in ¢icek, meyve ve tohum morfolojisinin detayli olarak incelenmesi
gerekmektedir. Sonug¢ olarak, E. distachya’nin morfolojik ozellikleri; disi ¢igeklerin
demet halinde olmasi, kiiremsi ve kirmizi1 meyve yapisi, iki tohum tagimasi, ¢ok sayida
cicek ve karakteristik brakte ciftleri ile tanimlanabilir (Tanker & Altun, 1997) . Bu
ozellikler, hem tiirlin diger Ephedra tiirlerinden ayrilmasinda hem de adli ve farmakolojik

caligmalarda dogru teshisinin yapilmasinda temel teskil etmektedir.
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2.4.2. E.distachya Filogenetik Ozellikleri

Ephedra distachya’nin filogenetik 6zellikleri, hem molekiiler hem de morfolojik veriler
1s181nda degerlendirildiginde, bu tiiriin Ephedra cinsinin evrimsel iligkilerinde 6nemli bir
konumda yer aldig1 gériilmektedir. Yapilan kloroplast gen analizleri, E. distachya’nin E.
equisetina ile yakin bir filogenetik iliski igerisinde oldugunu géstermektedir. Bu iki tiiriin,
dort farkli kloroplast gen agacindan iiglinde birbirine yakin konumlandigi ve muhtemelen
monofiletik bir grup olusturdugu o6ne siiriilmektedir. Bu durum, tek tohumlu kozalak
yapisinin ortak bir atadan kalma bir 6zellik olabilecegini diisiindiirmektedir (Huang vd.,
2005). Bu seksiyona dahil edilen tiirlerin tek bir ortak atadan tiiremedigi, farkli evrimsel
kokenlere sahip olduklart diisiniilmektedir. Bu bulgu, Ephedra cinsinin filogenetik
siiflandirmasinda morfolojik karakterlerin tek basina yeterli olmadigini, molekiiler
verilerin de dikkate alinmasinin gerekliligini ortaya koymaktadir (Huang vd., 2005).
Tiirkiye’de yetisen Ephedra tiirleri izerinde yapilan aragtirmalarda, E. distachya’nin hem
erkek hem de disi bireylerinin morfolojik ve kimyasal Ozellikleri detayli olarak
incelenmistir. Bu tiirlin filogenetik analizlerinde, morfolojik varyasyonlarin ve kimyasal
bilesenlerin de dikkate alinmasi, tiirler arasi iligkilerin daha dogru bir sekilde ortaya
konmasina katki saglamaktadir. Ephedra cinsinin filogenetik yapisinin karmasikligi, hem
molekiiler hem de morfolojik verilerin birlikte degerlendirilmesini zorunlu kilmaktadir.
Ozellikle E. distachya gibi tiirlerde, kloroplast DNA dizilerinin analizi, tiirler aras
akrabalik iliskilerinin aydinlatilmasinda 6nemli bir arag olarak 6ne ¢ikmaktadir (Huang
vd., 2005). E. distachya’nin filogenetik konumunun belirlenmesinde hem molekiiler hem

de morfolojik verilerin buttinctl bir yaklasimla degerlendirilmesi gerekmektedir.

2.4.3. E. distachya Molekiiler Ozellikleri

Ephedra distachya’nin molekiiler o6zellikleri, tiiriin filogenetik konumunun ve
taksonomik ayirt edicili§inin anlasilmasi agisindan biiyiik 6nem tasir. Bu bitkinin
molekiiler diizeyde incelenmesi, Ozellikle trakeal kalinlagmalar gibi anatomik
karakterlerin genetik temellerinin ve varyasyonlarinin ortaya konulmasina olanak saglar.
Yapilan bir ¢alismada, Kuzey Amerika Ephedra tiirlerinde helikal trakeal kalinlagsmalarin

cogunlukla bulundugunu, ancak baz tiirlerde bu 6zelligin goriilmedigini ve bu karakterin
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homoplaziye agik oldugunu belirtilmektedir. Bu durum, E. distachya gibi tlrlerde de
benzer molekiiler varyasyonlarin olabilecegini diisiindiirmektedir (Huang vd., 2005).
Molekiiler filogenetik analizler, bu tiiriin diger Ephedra tiirleriyle olan evrimsel
iliskilerini aydinlatmak icin kullanilmaktadir. Ozellikle ribozomal DNA ve kloroplast
DNA dizilerinin karsilagtirilmasi, tiirler aras1 genetik farkliliklarin belirlenmesinde etkili
olmaktadir(Huang vd., 2005). Ephedra distachya ’nin genomik yapisi, sekonder
metabolitlerin biyosentezinden sorumlu genlerin varligi ve ekspresyon duzeyleri
acisindan da incelenmistir. Bu bitkide bulunan efedrin ve psddoefedrin gibi alkaloidlerin
biyosentez yollari, ilgili enzimlerin kodlandig1 genlerin molekiiler analiziyle
anlasilabilmektedir. Efedrin ve psddoefedrinin akut inflamasyonlarda antienflamatuvar
olarak kullanildigi ve bu bilesiklerin molekiiler diizeyde biyosentezinin tiiriin
farmakolojik 6zellikleriyle dogrudan iliskili oldugu yapilan bir calismada belirtilmektedir
(Tanker vd., 2008). Ayrica yapilan bagka bir ¢alismada, Ephedra tlrlerinin akciger
dokusunda inflamatuvar mediyatdrlerin salinimini inhibe ettigini ve bu etkinin IL-21, IL-
21R, STAT3 ve p-STAT3 gibi molekiiler belirteclerin ekspresyonunun azalmasiyla
iligkili oldugunu gostermistir. Bu bulgular, E. distachya’nin molekiiler diizeyde anti-
inflamatuvar mekanizmalarin1 anlamak i¢in 6nemli ipuglari sunmaktadir (Tang vd.,
2023). Ephedra distachya’nin molekiiler tanimlanmasinda, DNA barkodlama ve
mikrosatellit analizleri gibi modern molekiiler biyoloji teknikleri kullanilmaktadir. Bu
yontemler, tiiriin diger Ephedra tiirlerinden ayirt edilmesinde yiiksek dogruluk
saglamaktadir. Ayrica, bitkinin morfolojik olarak benzer tiirlerle karistirilmasini 6nlemek
icin molekiiler belirteglerin kullanimi adli bilimler agisindan da 6nem tasir. Yapilan saha
caligmalar, E. distachya’nin farkli cografi bolgelerdeki popiilasyonlarnin genetik
cesitliligini  ortaya koymak i¢in Ornekleme ve molekiiler analizlerin birlikte
yiriitiilmesinin gerekliligini vurgulamaktadir (Thureborn, 2014)). Ephedra distachya’nin
kimyasal bilesenlerinin tespiti ve miktar tayini icin HPLC gibi analitik ydntemler
kullanilmaktadir. Toz numunelerin asidik ortamda ekstraksiyonu ve UV detektor ile
analizinin, bitkideki aktif bilesenlerin molekiiler diizeyde kantitatif olarak belirlenmesini
sagladigimi belirtilmektedir (Tanker vd., 2008). Bu tiir analitik yaklagimlar, bitkinin
farmasotik ve toksikolojik degerlendirmelerinde giivenilir veri elde edilmesine katki
sunar. Ephedra distachya’nin molekiiler ozelliklerinin anlasilmasi, hem tiiriin

sistematikteki yerinin netlestirilmesi hem de farmakolojik ve toksikolojik etkilerinin
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aciklanmasi acisindan gereklidir. Molekiiler diizeyde yapilan ¢aligmalar, tiiriin genetik
cesitliligi, sekonder metabolit profili ve biyolojik etkileri arasindaki iliskilerin ortaya
konulmasina olanak tanir. Bu bilgiler, adli bilimlerde zehirli bitki vakalarinin dogru
sekilde tanimlanmasi ve degerlendirilmesi i¢in de temel teskil etmektedir (Huang vd.,

2005; Tang vd., 2023; Tanker vd., 2008)

2.5. Ephedra distachya‘nin Kullanim Alanlari
2.5.1. Geleneksel ve Tibbi Kullanim

Ephedra (ma-huang), en az 5.000 yildir bilinen bir Cin ¢alisidir. MO 2.700 civarinda Cin
imparatoru Shen Nung, 365 bitkiyi aciliklarina gore giilii, orta ve hafif olmak {izere 3
ana grupta katalogladiginda, kelimenin tam anlamiyla cevirisi 'kenevir sarist' anlamina
gelen Ma-huang, orta gruba yerlestirildi. 16. yiizyilin sonlarinda, Li Shih-Chen tarafindan
calinin agikca tanimlandig1 Pents'ao Kang Mu adli tinlii bir dispanser iiretildi. Ephedra'nin
dolasim uyaricisi, terletici ve ates diisiiriicii olarak yararli oldugu sdylendi. Ayrica
Oksiirtiglin tedavisinde de yararli olduguna inaniliyordu ve sonug¢ olarak sap, bir¢ok
oksiiriik kesici preparatin dnemli bir bileseni haline geldi. On altinc1 yilizyilin sonunda
kurutulmus saplar Japonya'ya ihra¢ edildi ve bu ticaret, yaklasik {i¢ yiiz y1l sonra Japon
hekimlerin ve kimyagerlerin bitkiye olan ilgisini canlandirmada 6nemli bir rol
oynamugtir. Tibbi degeri oldugu diisiiniilen diger Ephedra tiirleri (E. pachyclada ve E.
intermedia) Yunanistan, Rusya, Hindistan ve Amerika'da kesfedildi. Hindular ve Parsiler
de dahil olmak tizere cesitli dini gruplar, torenlerinde cosku hissi yaratmak i¢in bunlari
kullanmislardir. Ephedra, efedrinin kan-beyin bariyerinden hizla gegmesi sonucu merkezi
sinir uyaricist olarak islev gérmektedir. Bu, hipotalamusun bir kismini da kontrol eden
limbik sistemdeki noronlart uyarmaktadir (Lee, 2011). Bu tiiriin icerdigi alkaloitler,
Ozellikle efedrin ve psddoefedrin, farmakolojik etkileri nedeniyle cesitli tedavi
amagclariyla kullanilmistir. Efedrin, sempatomimetik etkileriyle bilinir ve bronkodilator,
dekonjestan ve hafif uyarici olarak tibbi uygulamalarda yer bulmustur. Ozellikle solunum
yolu hastaliklarinda, astim ve bronsit gibi durumlarda bronglar1 genisletici etkisiyle tercih
edilmistir. Ayrica, efedrin ve tiirevleri, soguk algmlig1 ve grip ilaglarinda burun

tikanikligin1 gidermek amaciyla kullanilmistir. Ephedra distachya’nin tibbi kullanimi
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sadece solunum sistemiyle sinirli degildir. Bitkinin icerdigi aktif bilesenler, merkezi sinir
sistemi lizerinde de uyarict etki gosterir. Bu nedenle, yorgunluk ve halsizlik gibi
durumlarda enerji artirici olarak da kullanimi s6z konusu olmustur. Ancak, bu etkiler
farmakokinetik olarak incelendiginde, efedrinin viicutta hizli bir sekilde emildigi ve
plazma konsantrasyonunun belirli bir siire boyunca yiiksek kaldigi gézlemlenmistir. Bu
durum, tibbi uygulamalarda dozaj ve kullanim sikliginin dikkatli bir sekilde
ayarlanmasin1 gerektirir (Safety Assessment and Determination of a Tolerable Upper
Limit for Ephedra, 2000). Bu sebeple Ephedra distachya, tibbi kullanim agisindan tarih
boyunca onemli bir bitki olarak 6ne ¢ikmistir. Efedrin metabolizmasi incelendiginde,
viicutta gesitli metabolitlere doniistiigii ve idrar yoluyla atildig1 anlasiimaktadir. Ozellikle
hippurik ve benzoik asit gibi metabolitler idrarda yuksek oranda tespit edilebilmektedir.
Ayrica, 1-fenil-1,2-propanediol gibi metabolitler de idrarda bulunabilmektedir. Bu
metabolik yolaklar, efedrin kullaniminin toksikolojik analizlerinde ve adli tip
uygulamalarinda 6énemli bir yer tutar. Ephedra distachya’nin tibbi kullanimi, bitkinin
dogal bilesenlerinin farmasétik preparatlarda standardize edilmesiyle daha kontrollii hale
getirilmistir. Modern analiz teknikleriyle, bitkiden elde edilen alkaloitlerin miktarlar
hassas bir sekilde belirlenebilmekte ve bu sayede dozaj giivenligi saglanmaktadir.
Yapilan ¢aligmalar, standart alkaloit miktarlarinin  kalibrasyon egrileriyle
dogrulanabildigini géstermektedir (Siran vd., 2013). Bununla birlikte, Ephedra distachya
ve tlirevlerinin tibbi kullanimi bazi riskleri de beraberinde getirmektedir. Yanhs dozaj
veya uygunsuz kullanim, kardiyovaskiiler sistem {izerinde olumsuz etkilere yol agabilir.
Ozellikle hipertansiyon, tasikardi ve aritmi gibi yan etkiler, efedrin iceren preparatlarin
kontrollii kullanimint zorunlu kilar. Ayrica, efedrin ve psddoefedrin gibi bilesenlerin
kotiiye kullanimi, yasal diizenlemelerle sinirlandiriimistir. Bu maddeler hem tretim hem
de ticaret agisindan sik1 denetim altindadir (MUTLU vd., 2020). Ephedra distachya’nin
tibbi kullanimi, bitkinin morfolojik ve kimyasal ¢esitliligiyle de iligkilidir. Farkli cografi
bolgelerde yetisen popiilasyonlar arasinda genetik cesitlilik gézlemlenmis ve bu durum,
tibbi amagla kullanilan bitki materyalinin etkinliginde farkliliklara yol agabilmektedir.
Yapilan genetik analizler, Ephedra tiirlerinde yiiksek genetik gesitlilik oldugunu ortaya
koymustur (Hamedani vd., 2020). Bu ¢esitlilik, tibbi uygulamalarda standardizasyonun
onemini bir kez daha vurgulamaktadir. Sonu¢ olarak, Ephedra distachya’nin tibbi

kullanimi1, hem geleneksel hem de modern tipta 6nemli bir yere sahiptir. Bitkinin igerdigi
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efedrin ve psodoefedrin gibi alkaloitler, farmakolojik etkileri nedeniyle cesitli
hastaliklarin tedavisinde kullanilmis, ancak bu kullanim beraberinde bazi riskleri ve yasal
kisitlamalar1 da getirmistir. Ayrica, bitkinin genetik ve kimyasal g¢esitliligi, tibbi
uygulamalarda kalite kontrol ve standardizasyonun gerekliliini ortaya koymaktadir

(Hamedani vd., 2020).

2.5.2. Endustriyel ve Yasal Kullamimlar

Ephedra distachya, endiistriyel ve yasal kullanimlar1 agisindan hem farmasétik hem de
geleneksel uygulamalarda 6nemli bir yere sahiptir. Bitkinin en dikkat ¢ceken endustriyel
kullanimi, igerdigi efedrin alkaloidleri sayesinde farmasotik sektorlinde ortaya
cikmaktadir. Efedrin, sempatomimetik etkileri nedeniyle o6zellikle solunum yolu
hastaliklarinin tedavisinde, bronkodilatér ve dekonjestan olarak kullanilmaktadir.
Modern farmasoétik iirlinlerde efedrin, astim ve bronsit gibi hastaliklarin semptomatik
tedavisinde yer almakta, ayrica bazi kombinasyon ilaglarda da aktif bilesen olarak
bulunmaktadir. Yapilan bir ¢alismada, Ephedra’nin ana etken madde olarak kullanildig
geleneksel bir karisimin (Mahuang decoction) astim modelinde antiasthmatik etkiler
gosterdigi ortaya konmustur (Tang vd., 2023). Endustriyel Olcekte efedrin dretimi,
bitkiden ekstraksiyon yoluyla veya sentetik olarak gerceklestirilebilmektedir. Dogal
kaynaklardan elde edilen efedrin, farmasotik kalite standartlarina uygun olarak
saflagtillir ve dozaj formlarinda kullanima sunulur. Bununla birlikte, efedrin ve
tiirevlerinin merkezi sinir sistemi iizerindeki uyarici etkileri ve kardiyovaskiiler sistemde
olusturdugu yan etkiler nedeniyle, bu bilesiklerin kullanimi bir¢ok iilkede yasal
duzenlemelere tabi tutulmustur (Safety Assessment and Determination of a Tolerable
Upper Limit for Ephedra, 2000). Ozellikle efedrin iceren iiriinlerin kotiiye kullanim
potansiyeli ve yasa dist amfetamin tiirevlerinin {iretiminde ara madde olarak
kullanilabilmesi, yasal kisitlamalarin temel nedenlerindendir. Tiirkiye’de ve bircok
iilkede efedrin ve tiirevlerinin satisi, receteye tabi tutulmus ve belirli dozaj sinirlan ile
sinirlandirilmistir. Ayrica, efedrin igeren bitkisel iirlinlerin gida takviyesi olarak satis1 da
yasal olarak kisitlanmistir. Bu diizenlemeler, hem halk sagligini1 korumak hem de yasa
dis1 madde iiretiminin dniine gegmek amaciyla uygulanmaktadir (Tortum, 2019). Klinik

uygulamalarda efedrin ve benzeri alkaloidlerin kullanimi, toksikolojik testler ve
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farmakovijilans uygulamalari ile yakindan izlenmektedir. Toksikolojik tarama testlerinin
yonetim tizerindeki etkisi sinirli olmakla birlikte, efedrin gibi maddelerin tespiti adli ve
klinik agidan 6nem tasimaktadir. Ephedra distachya’nin endiistriyel kullanimi sadece
farmasotik alanla sinirl degildir. Bitkinin morfolojik ve kimyasal 6zellikleri, taksonomik
ve filogenetik aragtirmalarda da referans materyal olarak kullanilmasini saglamaktadir.
Ozellikle herbaryum &rnekleri, bilimsel arastirmalarda tiir teshisi ve genetik analizler igin
onemli bir kaynak olusturmaktadir (Kakiuchi vd., 2011). Yasal diizenlemeler, Ephedra
distachya’nin dogadan toplanmasi, islenmesi ve ticareti tizerinde de etkili olmustur.
Bitkinin dogal popiilasyonlarinin korunmasi amaciyla, bazi bolgelerde toplama
faaliyetleri izne tabi tutulmus veya kisitlanmistir. Ayrica, bitkinin endiistriyel amagclarla
yetistirilmesi ve islenmesi sirasinda cevresel etkiler de géz onilinde bulundurulmaktadir.
Ephedra distachya genis bir cografi yayilisa sahiptir, ancak bazi bolgelerde diger Ephedra
tiirleriyle kismen ortiisen habitatlarda bulundugu belirtilmektedir.(Woolf vd., 2005) Bu
durum, tiirlin stirdiiriilebilir kullanim1 ve korunmasi agisindan yasal diizenlemelerin
gerekliligini ortaya koymaktadir. Sonug olarak, Ephedra distachya’nin endiistriyel ve
yasal kullanimlari, farmasotik uygulamalardan bilimsel arastirmalara, dogadan toplama
ve ticaret siireclerinden c¢evresel koruma oOnlemlerine kadar genis bir yelpazede
degerlendirilmektedir. Bitkinin icerdigi efedrin ve benzeri alkaloidlerin hem tibbi hem de
yasa dis1 kullanimlari, yasal diizenlemelerin ve denetimlerin Onemini artirmaktadir

(Huang vd., 2005)
2.5.3. Illegal Kullanim

Ephedra distachya’nin illegal kullanimi, bitkinin i¢erdigi alkaloidlerin farmakolojik
etkilerinden kaynaklanmaktadir. Ozellikle efedrin ve tiirevleri, merkezi sinir sistemi
lizerinde uyarict etki gosterdiginden, bu bilesikler yasa disi amaglarla siklikla
kullanilmaktadir. Efedrin, sentetik uyusturucu iiretiminde Oncii madde olarak da
degerlendirilmektedir. Bu nedenle, Ephedra distachya ve benzeri tirlerin kontrolsiiz
kullanimi, hem saglik hem de adli a¢idan 6nemli riskler tasir (Safety Assessment and
Determination of a Tolerable Upper Limit for Ephedra, 2000). Efedra alkaloidlerinin
yasa dis1 kullanimi, cogunlukla performans artiric1 veya kilo kaybi saglayic etkilerinden

dolay1r ortaya c¢ikmaktadir. Ancak, bilimsel arastirmalar, efedrin igeren iiriinlerin
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ergogenik etkilerinin abartildigin1 ve bu tiir iddialarin genellikle bilimsel dayanagi
olmadigin1 gostermektedir. Efedrin ve benzeri maddelerin atletik performans tzerindeki
etkilerinin ¢ogu zaman yanhs aktarildigi ve bu maddelerin geng, saglikli bireylerde
beklenen faydalari saglamadigr artik bilinmektedir (Powers, 2001). Bu durum, 6zellikle
sporcular arasinda efedrin iceren iirlinlerin yasa dis1 yollarla temin edilmesine ve
kullanilmasma yol ag¢maktadir. Ephedra distachya’nin yasa dist kullanimi sadece
performans artiric1 veya kilo kaybi amaciyla sinirli degildir. Efedrin, metamfetamin gibi
sentetik uyusturucularin iiretiminde de ana bilesen olarak kullanilmaktadir. Tiirkiye’de
ve dlinyada metamfetamin iiretiminde efedrin ve tiirevlerinin yasa dis1 ticareti onemli bir
sorun haline gelmistir. 2016 yilinda Tiirkiye’de metamfetamin tespit edilen olay sayisinda
ciddi bir artis gézlenmis, bu artisin temel nedenlerinden biri olarak efedrin teminindeki
kolaylik gosterilmistir (MUTLU vd., 2020). Bu tiir vakalar, adli bilimler agisindan
bitkinin ve tlrevlerinin izlenmesini ve kontrolind zorunlu kilmaktadir. Ephedra
distachya ve benzeri bitkilerden elde edilen efedrin, farmasdtik triinlerin yani sira, yasa
dis1 laboratuvarlarda da kullanilabilmektedir. Bu laboratuvarlarda efedrin, kimyasal
islemlerle metamfetamin gibi giiclii psikoaktif maddelere doniistiiriilmektedir. Bu siiregte
kullanilan yontemler, genellikle yiiksek saflikta organik ¢oziiciiler ve laboratuvar
ekipmanlar1 gerektirir. Yasa dis1 efedrin kullanim1 ve ticareti, halk saglig1 agisindan da
ciddi tehlikeler barindirmaktadir. Ephedra alkaloidlerinin yiiksek dozda alinmasi,
kardiyovaskdler sistem Uzerinde ciddi yan etkilere yol acabilir. Bu nedenle, toksik
dozlarin tespiti ve erken miidahale, zehirlenme vakalarinda hayati oneme sahiptir.
Ephedra distachya’nin yasa dig1 kullanimi, sadece bireysel saglik sorunlarina degil, ayni
zamanda toplumda su¢ oranlarinin artmasma ve yasa dis1 uyusturucu pazarinin
bliylimesine de katki saglamaktadir. Bu nedenle, bitkinin ve tlirevlerinin kontrol altina
alinmasi, hem yasal diizenlemeler hem de adli bilimler agisindan dncelikli bir konu olarak
degerlendirilmelidir. Ayrica, bitkinin dogal yayilis alanlarinin izlenmesi ve yasa dist
toplama faaliyetlerinin 6nlenmesi, biyolojik ¢esitliligin korunmasi agisindan da 6nem

tasimaktadir (Thureborn, 2014).
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2.5.4. E.distachya‘nin Tiirkiye’deki Dagilim Haritas1 ve Ekolojik Ozellikler

Tiirkiye’de Ephedra tiirlerinin dagilimi1 ve ekolojik o6zellikleri, bitkinin biyocografik
kokeni ve adaptasyon yetenegi agisindan onemli bilgiler sunar. Bazi arastirmacilar,
Ephedra’nin yalnizca Akdeniz bolgesine 6zgii oldugunu 6ne siirerken, digerleri bu cinsin
Kuzey Afrika, Avrupa-Anadolu, Orta ve Dogu Asya, Kuzey Amerika ve Meksika ile
Giliney Amerika’da dogal olarak yetistigini ve bu bolgelerin Ephedra tiirlerinin yayilis
alanlarint olusturdugunu belirtmektedir. Bu goriisler, Ephedra’nin genis bir ekolojik
toleransa sahip oldugunu ve farkli iklimsel kosullara adapte olabildigini gostermektedir.
Tiirkiye’de Ephedra distachya tiiriiniin yayilisi, ozellikle I¢ Anadolu ve Akdeniz
bolgelerinde gdzlemlenmistir. Ornegin, Mersin-Silifke arasinda, 15. kilometrede 30
Aralik 1991 tarihinde toplanan Ornekler, bu tiirlin Akdeniz ikliminin hakim oldugu
alanlarda varhigini siirdiirdiigiinii gostermektedir. Ayrica, Kayseri-Yilanlidag’da 1160
metre yiikseklikte, Sallibayir mevkiinde 8 Haziran ve 27 Temmuz 1991 tarihlerinde
toplanan ornekler, Ephedra distachya’nin yiiksek rakimli ve karasal iklim 6zellikleri
gosteren bolgelerde de yetisebildigini ortaya koymaktadir. Bu bulgular, tiiriin hem deniz
seviyesine yakin hem de yiiksek rakimli alanlarda yasayabildigini, dolayisiyla ekolojik
esnekliginin yiiksek oldugunu diisiindiirmektedir. Ekolojik olarak, Ephedra tiirleri
genellikle kurak ve yar1 kurak habitatlarda, taslik ve kumlu topraklarda, giinesli ve agik
alanlarda yayilim gostermektedir. Bu tiirlerin, su tutma kapasitesi diisiik topraklarda ve
ekstrem sicaklik degisimlerine karst dayanikli olmalari, onlarin Tirkiye'nin farkli
ekolojik bolgelerinde varlik gosterebilmesini saglamaktadir(Tanker & Altun, 1997).
Ayrica, Ephedra distachya’nin morfolojik varyasyonlart ve polen morfolojisindeki
cesitlilik, tirtin farkli ekolojik kosullara uyum saglama potansiyelini desteklemektedir.
Tiirkiye’de Ephedra tiirlerinin yayilis haritasi, hem Akdeniz hem de I¢ Anadolu’nun farkl
ekolojik nislerinde varlik gosteren popiilasyonlar: icermektedir. Bu dagilim, tiiriin hem
sicak ve kurak Akdeniz iklimine hem de daha soguk ve karasal I¢ Anadolu iklimine
adapte olabildigini gostermektedir (Tanker & Altun, 1997) (Ickert-Bond &
Wojciechowski, 2004) . Ayrica, Ephedra distachya’nin yayilis alanlarinin, insan etkisiyle
degisen habitatlarda da gozlemlenmesi, tiiriin ekolojik plastisitesinin yiiksek oldugunu
ortaya koymaktadir. Ekolojik ozellikler agisindan, Ephedra distachya’nin fotosentetik

etkinligi, su kullanim verimliligi ve stres kosullarina dayanikliligi, tiiriin Tiirkiye’deki
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farkli cografi bolgelerde basarili bir sekilde yayilmasina olanak tanimaktadir. Bu
Ozellikler, tiiriin hem dogal hem de antropojenik baskilara karsi direngli olmasini
saglamaktadir. Sonu¢ olarak, Ephedra distachya’nin Tiirkiye’deki dagilimi, genis bir
ekolojik tolerans ve morfolojik cesitlilik ile karakterizedir ve bu durum, tiiriin

tilkemizdeki biyocografik ve ekolojik dnemini artirmaktadir.

2.6. E. distachya Zehirlenmeleri
2.6.1. Zehirlenme Mekanizmasi

Ephedra distachya zehirlenmelerinde mekanizma, bitkinin igerdigi aktif bilesenlerin
farmakolojik etkileriyle yakindan iliskilidir. Ozellikle efedrin ve benzeri sempatomimetik
alkaloidler, merkezi sinir sistemi ve kardiyovaskiiler sistem iizerinde belirgin uyarici
etkilere sahiptir. Bu maddeler adrenerjik reseptorleri aktive ederek sempatik sinir
sistemini asir1 uyarir ve bu durum cesitli klinik bulgulara yol acar. Sempatomimetik
ajanlarin toksikasyonunda, soluk renkli cilt ve asir1 terleme gibi semptomlar goézlenebilir.
Ayrica, ciddi lokalize solukluk arteryel vazospazm sonucu ortaya ¢ikabilir ve bu durum
ozellikle amfetamin veya efedrin kullanimiyla iligkilendirilebilir. Siyanoz ise hipoksi,
methemoglobinemi veya siilfehemoglobinemi gibi oksijen tasinim bozukluklarini
gOsterebilir. Zehirlenme mekanizmasinda, alinan toksik maddenin farmakolojik
ozellikleri hastanin solunum fonksiyonlarini da tehlikeye atabilir. Solunumun varlig1 ve
derinligi dikkatle izlenmeli, ¢iinkii solunum depresyonu veya apne gelisebilir. Ayrica,
kusma ve aspirasyon riski de gbz oOniinde bulundurulmalidir. Efedrin ve benzeri
alkaloidlerin asir1 alimi, tagikardi, hipertansiyon, aritmi ve hatta miyokard iskemisi gibi
kardiyovaskiler komplikasyonlara neden olabilir. Monitdrizasyon, o6zellikle bu tir
farmakolojik etkiler sonucu gelisebilecek disritmiler, hipoksi veya elektrolit
dengesizliklerinin  erken  tespiti  a¢isindan  O6nemlidir. Ephedra  distachya
zehirlenmelerinde de tipik olarak sempatomimetik toksidrom gozlenir. Bu sendrom, vital
bulgularin ve u¢ organ etkileniminin bir kombinasyonu ile tanimlanir. Klinik olarak
tasikardi, hipertansiyon, hipertermi, midriyazis ve ajitasyon gibi bulgular 6n plandadir.
Ayrica, efedrin ve tiirevlerinin asir1 dozda alimi, merkezi sinir sistemi lizerinde uyarici

etkiyle birlikte konvilsiyon, haliisinasyon ve psikoz gibi norolojik semptomlara da yol
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acabilir (Tortum, 2019). Ephedra distachya zehirlenmelerinde toksik etkilerin siddeti,
aliman doz, kisinin yas, cinsiyet ve genel saglik durumu gibi bireysel faktorlerine baglh
olarak degiskenlik gdosterebilir. Hayvan deneylerinde, Ephedra igeren preparatlarin
yiikksek dozlarda bile iyi tolere edilebildigi, ancak belirli bir esik asildiginda toksik
etkilerin ortaya ¢ikt1g1 gosterilmistir. Ornegin, farelerde yapilan galismalarda, 1-efedrinin
14 ginlik LD 50 degeri 360 mg/kg olarak belirlenmistir. Bu bulgu, zehirlenme riskinin
doza bagimli oldugunu ve toksik etkilerin ortaya ¢ikmasinda bireysel toleransin 6nemli
rol oynadigin1 gostermektedir (Safety Assessment and Determination of a Tolerable
Upper Limit for Ephedra, 2000). Zehirlenme mekanizmasinin anlasilmasi, adli bilimler
acisindan da biiyiik 6nem tasir. Clinkii zehirli bitki vakalarinda, toksik maddenin viicutta
olusturdugu farmakolojik ve patofizyolojik degisikliklerin dogru sekilde tanimlanmasi,
hem tan1 hem de tedavi siirecinde kritik rol oynar. Ayrica, zehirlenme mekanizmasinin
bilinmesi, adli olaylarda oOlim nedeni veya morbiditeyle iligkili bulgularin

yorumlanmasinda yol gésterici olur (MUTLU vd., 2020; Tang vd., 2023)

2.6.2. Zehirlenme Vakalari

Ephedra distachya zehirlenme vakalari, bitkinin igerdigi alkaloidlerin farmakolojik
etkileri ve toksik potansiyeli nedeniyle adli bilimler acisindan énemli bir inceleme alani
olusturur. Ephedra tiirlerinin baslica aktif bilesenleri arasinda efedrin ve psodoefedrin
gibi alkaloidler yer alir; bu maddeler hem eczanelerde satilan ilaglardan hem de dogrudan
bitkisel kaynaklardan elde edilebilmektedir (Tang vd., 2023). Bu alkaloidlerin merkezi
sinir sistemi ve kardiyovaskiiler sistem iizerinde uyarici etkileri bulunur. Zehirlenme
vakalarinda, 6zellikle yliksek doz aliminda, ajitasyon, konfiizyon, haliisinasyon, tremor,
ataksi ve nistagmus gibi norolojik semptomlar gozlenebilir. Ayrica, kardiyovaskiiler
sistemde tagikardi, hipertansiyon ve aritmi gibi ciddi komplikasyonlar gelisebilir.
Ephedra distachya’nin toksik etkileri, icerdigi alkaloidlerin farmakokinetik 6zelliklerine
ve bireyin duyarliligina baglh olarak degiskenlik gosterebilir. Zehirlenme vakalarinda,
ozellikle cocuklar ve yaslhilar gibi hassas gruplarda daha agir klinik tablolar ortaya
cikabilmektedir. Klinik bulgular arasinda mental durum degisiklikleri, deliryum ve koma
gibi ciddi norolojik bozukluklar da yer alir. Ayrica, gastrointestinal sistemde batinda

distansiyon ve metalik barsak sesleri gibi bulgular da rapor edilmistir (Tortum, 2019).
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Ephedra alkaloidlerinin toksisitesi, bu maddelerin yasa dis1 tiretiminde ve ticaretinde de
onemli bir risk faktorii olarak karsimiza ¢ikar. Ozellikle efedrin ve psddoefedrin, sentetik
uyusturucu liretiminde ara madde olarak kullanilmakta ve bu nedenle toplu miktarlarda
ele gecirilebilmektedir. Bu durum, adli olaylarda zehirli bitki vakalarin tespitinde ve
degerlendirilmesinde molekiiler ve kimyasal analiz yontemlerinin 6nemini artirmaktadir.
Tum yontemler, tehlikeli ek kimyasallarin ve islemlerin kullanimini igermekte olup, bu
da zechirlenme riskini daha da artirmaktadir. Ephedra distachya zehirlenmelerinin
tespitinde, klinik semptomlarin degerlendirilmesinin yani sira, laboratuvar analizleri de
kritik rol oynar. Ozellikle idrar ve kan 6rneklerinde efedrin ve psodoefedrin diizeylerinin
Olglilmesi, tan1 ve adli degerlendirme agisindan énemlidir (MUTLU vd., 2020). Ayrica,
bitkinin morfolojik ve molekiiler tanimlama yontemleri, adli vakalarda dogru tiir teshisi
icin gereklidir. Ephedra alkaloidleri toplamda 29 farkli bilesen igerie ve bunlarin toksik
etkilerinin ¢esitlilik gostermektedir. Ephedra distachya’nin zehirlenme vakalarinda,
toksik etkilerin mekanizmasi tam olarak aydinlatilamamais olsa da, 6zellikle psdodoefedrin
ve polisakkaritlerin analjezik etkilerinin oldugu, ancak bu etkinin mekanizmasinin heniiz
netlesmedigi ifade edilmektedir. Bununla birlikte, bitkinin antimikrobiyal 6zellikleri de
bulunmakta ve bu durum, baz1 vakalarda cilt lezyonlarinin iyilesmesini
destekleyebilmektedir (Tang vd., 2023). Ancak, bu tiir faydali etkiler, yiiksek doz
aliminda ortaya c¢ikan toksik etkilerle golgelenmektedir. Ephedra distachya
zehirlenmelerinin adli bilimler acgisindan 6nemi, hem bireysel zehirlenme vakalarinin
degerlendirilmesinde hem de yasa dis1 liretim ve ticaretin tespitinde ortaya ¢ikar.
Ozellikle, bitkinin igerdigi alkaloidlerin kolayca elde edilebilmesi ve sentetik uyusturucu
tretiminde kullanilabilmesi, adli olaylarda bu tiir vakalarmn sikligin1 artirmaktadir
(MUTLU vd., 2020). Bu nedenle, zehirlenme vakalarinin tanimlanmasinda hem klinik

hem de analitik yaklagimlarin bir arada kullanilmas1 gerekmektedir.
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2.6.3. Zehirlenmelerde Adli Degerlendirme

Zehirlenmelerde adli degerlendirme, 6zellikle Ephedra distachya gibi toksik potansiyeli
olan bitkilerle iliskili vakalarda, multidisipliner bir yaklasim gerektirir. Bu tiir bitkilerle
meydana gelen zehirlenmelerde, toksik maddenin viicuda alinma sekli, miktari,
zamanlamast ve  bireysel metabolik  farkliliklar  gibi  bir¢ok  parametre
degerlendirilmelidir. Ephedra tiirlerinin igerdigi alkaloidlerin (6rnegin efedrin ve
psodoefedrin) toksik etkileri, farmakokinetik 6zellikleri ve viicutta izlenebilirlikleri, adli
toksikoloji ag¢isindan biiyiik onem tasir (Scientific Assessment of Ephedra Species
(Ephedra spp.), 2010). Adli olaylarda, zehirlenmenin tespitinde kullanilan laboratuvar
yontemlerinin hassasiyeti ve 6zgiilligii kritik rol oynar. Kromatografi gibi ileri teknikler,
ilag veya metabolitlerin tespitinde yliksek duyarlilik ve ozgiillik sunar; ancak bu
yontemler iyi egitimli personel ve gelismis cihazlar gerektirir, sonuglarin elde edilmesi
ise genellikle birkac saat siirer. Bu nedenle, ilk asamada genellikle tercih edilmezler.
Bununla birlikte, hizli tarama testlerinin sonuglari, zehirli madde alimini kesin olarak
dogrulamaz veya dislayamaz. Negatif bir sonug, 6rnegin numunenin alinma zamanlamasi
nedeniyle, esik siirmin altindaki bir konsantrasyonu yansitabilir. Bu nedenle, ileri
tekniklerle dogrulama gereklidir (Tortum, 2019). Ephedra distachya zehirlenmelerinde,
efedrin ve tlirevlerinin viicuttaki dagilimi ve eliminasyonu adli degerlendirmede dikkate
alinmalidir. Efedrin, viicutta biliyiik oranda degismeden idrarla atilir ve yar1 6mrii yaklasik
7 saattir. Kan ve idrar analizlerinde efedrin duzeylerinin belirlenmesi, zehirlenmenin
siddeti ve zamanlamasi hakkinda bilgi verebilir. Kan diizeylerinin, bazi 6liimciil
vakalarda bildirilen araliklarda oldugu gdzlenmistir. idrarda tespit edilen efedrin miktari,
genellikle orijinal kan diizeyinin yaklagik %5’ini yansitir (Safety Assessment and
Determination of a Tolerable Upper Limit for Ephedra, 2000). Bu tir farmakokinetik
veriler, 6liim nedeni arastirmalarinda ve adli raporlamada 6nemli bir referans noktasi
olusturur. Ephedra iirlinlerinin igerdigi alkaloid miktarlari, liriinler ve partiler arasinda
bliyiik farkliliklar gosterebilir. Bu degiskenlik, adli degerlendirmede dozun ve toksik
etkinin belirlenmesini giiclestirir. Uriinlerdeki toplam alkaloid miktar1 0 ile 26 mg
arasinda degisebilir ve bildirilen miktarlarla gercek icerik arasinda 6nemli farklar olabilir
(Scientific Assessment of Ephedra Species (Ephedra spp.), 2010). Bu nedenle, zehirlenme

vakalarinda kullanilan {irliniin analizi ve icerik dogrulamasi adli siirecte gereklidir.
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Zehirlenme mekanizmasinin anlagilmasi, adli degerlendirmede olayin aydinlatilmasi
acisindan onemlidir. Ephedra alkaloidleri, merkezi sinir sistemi ve kardiyovaskiiler
sistem {lizerinde uyarict etki gosterir. Yiiksek dozlarda ise hipertansiyon, tasikardi,
hipertermi ve ndrolojik komplikasyonlar gibi ciddi toksik etkiler ortaya ¢ikabilir. Hayvan
deneylerinde, efedrinin sistemik dozlar1 ve beyin ekstraselliiler diizeyleri ile dopamin
artis1 ve hipertermi gibi etkiler arasinda iliski gosterilmistir (Safety Assessment and
Determination of a Tolerable Upper Limit for Ephedra, 2000) (Woolf vd., 2005).Bu
bulgular, insanlarda da benzer toksik etkilerin ortaya ¢ikabilecegini diisiindiirmektedir.
Adli degerlendirme siirecinde, toksikolojik analizlerin yani sira, olayin tibbi ve
kriminalistik yonleri de dikkate alinmalidir. Zehirlenme siiphesiyle bagvuran olgularda,
klinik bulgular, laboratuvar sonuglar1 ve olaymn Oykiisii birlikte degerlendirilmelidir.
Ayrica, adli raporlamada etik kurallara uyulmasi ve ilgili mevzuatin gerekliliklerinin
yerine getirilmesi zorunludur. Ephedra distachya ve benzeri toksik bitkilerle iligkili
zehirlenme vakalarinda, adli bilimlerin sundugu molekiiler ve analitik yontemler, olayin
aydinlatilmasinda ve adli siireclerin dogru yiiriitiillmesinde vazgecilmezdir. DNA safiyet
tayini ve molekiler analizler, bitki materyalinin dogru tanimlanmasinda ve olaymn
rekonstriiksiyonunda yardimci olabilir (MUTLU vd., 2020). Bu tir multidisipliner
yaklasimlar, zehirlenme vakalarinin adli agidan giivenilir sekilde degerlendirilmesini

saglar.

2.7.TUr Tayini ve Yontemleri
2.7.1. Bitkilerde ITS Bolgesi ve Onemi

Bitkilerde ITS bolgesi, tiir tayini ve filogenetik analizlerde siklikla kullanilan niikleer
ribozomal DNA bolgelerinden biridir. ITS bolgesi, 18S, 5.8S ve 28S ribozomal RNA
genleri arasinda yer alan ve yiiksek oranda degiskenlik goOsteren bir dizidir. Bu
degiskenlik, yakin akraba tiirlerin birbirinden ayrilmasinda ve filogenetik iliskilerin
ortaya konmasinda 6nemli avantajlar sunar. Jinling Huang et al. tarafindan yapilan
calismalarda, ITS-1 dizilerinin 6zellikle Ephedra cinsinin Kuzey Amerika tirlerinde tirler
arast ayrimi destekledigi gosterilmistir. Ayni sekilde, Ephedra distachya gibi tlrlerin

filogenetik konumlarinin belirlenmesinde de ITS bolgelerinin kullanimi, morfolojik
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karakterlerin yetersiz kaldig1 durumlarda tamamlayici bir rol iistlenmektedir (Huang vd.,
2005). ITS bolgesinin 6nemi, tiirler aras1 genetik farkliliklarin yiiksek olmasi ve evrimsel
siirecte hizli degisim gostermesiyle iligkilidir. Bu 0zellik, 6zellikle morfolojik olarak
benzer veya yakin akraba olan bitki tiirlerinin ayirt edilmesinde ITS dizilerinin tercih
edilmesini saglar. Ephedra tiirlerinde yapilan molekiiler analizlerde, ITS boélgelerinin
kullannmi ile elde edilen filogenetik agaglar, morfolojik karakterlere dayali
siniflandirmalarla karsilastirildiginda daha yiliksek ¢oziiniirliik sunabilmektedir. Ayrica,
ITS dizilerinin niikleer genomda ¢ok kopyali olmasi, PCR tabanli yontemlerle kolayca
cogaltilmasini ve analiz edilmesini miimkiin kilar (Huang vd., 2005). Filogenetik
analizlerde ITS dizilerinin kullanimi, sadece tiir tayiniyle sinirli kalmaz; ayn1 zamanda
tiirler aras1 evrimsel iliskilerin ve genetik cesitliligin ortaya konmasinda da etkilidir.
Ormegin, Ephedra cinsinde yapilan ¢alismalar, ITS dizilerinin baz1 tiirlerin monofiletik
gruplar olusturdugunu, bazilarinin ise beklenmedik sekilde farkli kladlarda yer aldigini
gostermistir (Thureborn, 2014). Bu durum, ITS bdlgesinin filogenetik analizlerde hem
avantajlarin1 hem de dikkat edilmesi gereken smirliliklarini ortaya koyar. ITS dizisinin
tir tayininde kullanilmasiin bir diger avantaji, ¢evresel drneklerden veya islenmis
bitkisel materyallerden DNA elde edilmesi durumunda da givenilir sonuglar vermesidir.
Ozellikle adli bilimlerde, zehirli bitki vakalarinda tiiriin dogru tespiti igin ITS dizilerinin
analizi, morfolojik tanimlamanin miimkiin olmadig1 orneklerde kritik 6neme sahiptir
(Thureborn, 2014) (Huang vd., 2005). Bu sayede, adli olaylarda bitki kaynakli
zehirlenmelerin kaynagina ulagsmak ve olayin aydinlatilmasina katki saglamak miimkiin
olmaktadir. Sonug olarak, ITS dizileri bitkilerde tur tayini ve filogenetik analizler igin
vazgegcilmez bir molekiiler belirteg olarak 6ne ¢ikmaktadir. Ephedra distachya ve benzeri
tirlerde yapilan galismalar, ITS dizilerinin hem tiirler arasi ayrimi hem de evrimsel

iliskilerin ¢oziilmesinde yiiksek derecede giivenilirlik sundugunu gostermektedir.

2.7.2. Molekuler Analizler ve BLAST

Molekiiler analizler, tiir tayininde yliksek dogruluk ve giivenilirlik saglayan modern
biyolojik ydntemler arasinda yer almaktadir. Ozellikle bitkilerin genetik materyalinin
incelenmesi, morfolojik benzerliklerin Gtesine gecerek, tiirler arasindaki filogenetik

iligkilerin ve genetik farkliliklarin ortaya konulmasma olanak tanir. Bu analizlerde
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siklikla kullanilan gen bolgeleri arasinda matK, ITS ve ETS gibi nlkleer ve kloroplast
DNA bolgeleri bulunmaktadir. Thureborn et al. tarafindan yapilan ¢alismada, Ephedra
tarlerinin molekuler karakterizasyonu icin matK, ITS ve ETS bdlgelerinden elde edilen
diziler kullanilmistir. Bu tiir gen bolgeleri, tiirler aras1 ayrimi giiclendiren ve filogenetik
analizlerde yuksek cozlnurluk sunan molekiler belirteglerdir. Molekiler analizlerin
temel adimlarindan biri, hedef DNA bdlgesinin polimeraz PCR ile ¢ogaltilmas1 ve
ardindan dizilenmesidir. Elde edilen DNA dizileri, tiir tayini ve filogenetik analizler i¢in
referans veri tabanlariyla karsilastirilir. Bu noktada BLAST algoritmasi, biyoinformatik
analizlerde yaygin olarak kullanilan bir aragtir. BLAST, sorgu dizisini veri tabanindaki
dizilerle hizalayarak benzerlik oranlarimi hesaplar ve en yakin eslesmeleri listeler.
Boylece, elde edilen dizinin hangi tiire ait oldugu veya hangi tiirlerle yakin akraba oldugu
belirlenebilir (Thureborn, 2014). Ephedra cinsinin filogenetik ve molekuler analizlerinde,
BLAST gibi araglar sayesinde tiirler aras1 genetik farkliliklar ve benzerlikler detayli
bicimde ortaya konulabilmektedir. Ozellikle Ephedra distachya gibi morfolojik olarak
benzer tiirlerin ayirt edilmesinde, molekiiler veriler kritik rol oynar. Ickert-Bond ve
Wojciechowski tarafindan ortaya konulan filogenetik yaklasimlar, Ephedra tiirlerinin
kokeni ve evrimi hakkinda 6nemli bilgiler sunarken, molekuler verilerin bu analizlerdeki
onemini vurgulamaktadir. BLAST analizleri, tilirler arast genetik mesafelerin
hesaplanmasinda ve filogenetik agaclarin olusturulmasinda temel bir ara¢ olarak
kullanilmaktadir (Ickert-Bond & Wojciechowski, 2004). Ayrica, molekiler analizlerin
adli bilimlerdeki uygulamalar1 da giderek artmaktadir. Zehirli bitki vakalarinda, 6zellikle
toksik etkili bilesenlerin kaynagmin belirlenmesi ve olay yerinden elde edilen bitki
materyalinin tdr tayini icin molekiler yontemler blyuk avantaj saglar. BLAST gibi
araclar, adli olaylarda elde edilen DNA dizilerinin hizli ve giivenilir sekilde
tanimlanmasina olanak tanir. Bu sayede, zehirlenme vakalarinda bitkinin dogru sekilde
teshis edilmesi ve adli siiregte bilimsel delil olarak kullanilmast mumkdin olur (Ickert-
Bond & Wojciechowski, 2004; Thureborn, 2014). Ephedra tirlerinin molekiler diizeyde
incelenmesi, sadece tiir tayiniyle sinirli kalmaz; ayn1 zamanda tiirler arasi evrimsel
iliskilerin ve cografi yayilisin anlagilmasina da katki saglar. Ephedra cinsinin kdkeni ve
yayilis1 {lizerine yapilan molekiiler analizler, tiirlerin tarihsel dagilimi ve adaptasyon
stirecleri hakkinda da bilgi sunmaktadir. Bu tiir analizlerde BLAST, yeni elde edilen

dizilerin mevcut veri tabanlariyla karsilastirilmasinda ve filogenetik pozisyonunun
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belirlenmesinde vazgecilmez bir aragtir. Sonug olarak, molekiiler analizler ve BLAST
algoritmasi, bitki tiirlerinin dogru ve hizli sekilde tanimlanmasinda, filogenetik iligkilerin
ortaya konulmasinda ve adli bilimlerde zehirli bitki vakalarinin ¢éziimiinde 6énemli bir
yer tutmaktadir. Yapilan caligmalar, bu yontemlerin hem temel bilimlerde hem de
uygulamali alanlarda etkinligini agikga gostermektedir (Ickert-Bond & Wojciechowski,
2004; Thureborn, 2014).

2.7.3. DNA izolasyonu ve PCR Uygulamalari

DNA izolasyonu ve PCR uygulamalari, tiir tayini ve bitkisel materyalin genetik
analizinde temel adimlar1 olusturur. Bitkilerden DNA izolasyonu, genellikle hiicre
duvarinin pargalanmasi, proteinlerin ve diger hiicresel bilesenlerin uzaklastirilmasi ve saf
DNA’nin elde edilmesi slireclerini igerir. Bu asamada, orneklerin kontaminasyondan
korunmasi ve yiiksek kalitede DNA elde edilmesi, sonraki molekiiler analizlerin basarisi
icin kritik 6neme sahiptir (Doyle & Hortorium, 1991). DNA izolasyonunda kullanilan
yontemler, bitkinin dokusuna ve icerdigi sekonder metabolitlere gore optimize
edilmelidir. Ozellikle Ephedra gibi sekonder metabolitlerce zengin tirlerde, polifenoller
ve polisakkaritler DNA izolasyonunu zorlastirabilir. Bu nedenle, izolasyon
protokollerinde genellikle CTAB (setiltrimetilamonyum bromiir) tamponlari ve gesitli
saflastirma adimlari tercih edilir (Chen vd., 2019). izole edilen DNA’nin kalitesi ve
miktari, downstream uygulamalar i¢in degerlendirilir. Genellikle agaroz jel elektroforezi
ile DNA’nin biitiinliigii ve saflig1 kontrol edilir. Etidyum bromiir gibi interkalant ajanlar,
UV 15181 altinda DNA’nin gorsellestirilmesini saglar. Bu asamada, DNA’nin bozulmamais
ve RNA ile proteinlerden arindirilmis olmasi gereklidir (Doyle & Hortorium, 1991).
DNA’nin uygun konsantrasyona getirilmesi, PCR gibi amplifikasyon tekniklerinde
basariyi artirir. PCR, belirli DNA bélgelerinin ¢ogaltilmasini saglayan bir tekniktir. Tiir
tayini amaciyla, genellikle ITS, matK, rbcL gibi niikleer ve kloroplast gen bolgeleri
hedeflenir (Chen vd., 2019; Huang vd., 2005). PCR uygulamalarinda, 6zgiil primerler
kullanilarak hedef bolge amplifiye edilir. PCR’1n basarisi, primer tasarimina, DNA’ nin
kalitesine ve reaksiyon kosullarina baghidir. Amplifikasyon sonrasi {riinler, genellikle
agaroz jel elektroforezi ile dogrulanir ve bantlarin varligi, amplifikasyonun basarili

oldugunu gosterir (Doyle & Hortorium, 1991). Ephedra tirlerinin filogenetik
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analizlerinde, PCR ile gogaltilan ITS-1, matK ve rbcL bolgeleri siklikla kullanilmistir.
PCR ile elde edilen iirlinlerin sekanslanmasi, tiirler arast genetik farkliliklarin
belirlenmesinde onemli rol oynar. PCR iiriinlerinin dogrulanmasi ve daha ileri analizler
icin Southern blotting gibi yontemler de kullanilabilir. Bu teknik, DNA fragmentlerinin
membrana transferi ve spesifik problarla hibridizasyonunu icerir. Ozellikle RFLP
analizlerinde, PCR sonrasi elde edilen DNA fragmentlerinin tanimlanmasinda Southern
blotting kritik bir asamadir (Doyle & Hortorium, 1991). Ephedra distachya gibi turlerin
ayirt edilmesinde, PCR tabanli molekiiler belirtecler, morfolojik benzerliklerin 6tesinde
kesin tiir tayini saglar. ITS gibi gen bolgelerinin sekanslanmasi, filogenetik agaglarin

olusturulmasina ve tiirler arasi iliskilerin ortaya konmasina olanak tanir.

2.7.4. Bitki Tiirlerinin Molekiiler Tanisinda Giincel Yaklasimlar

Bitki tiirlerinin molekiiler tanisinda giincel yaklasimlar, klasik morfolojik yontemlerin
Otesine gegerek, genetik materyalin dogrudan analizine dayali tekniklerin kullanimin
icermektedir. Bu yaklagimlar, 6zellikle morfolojik olarak benzer veya taksonomik olarak
karmagik gruplarin ayirt edilmesinde yiiksek dogruluk ve giivenilirlik saglamaktadir.
Molekiiler tani1 yontemleri, bitkilerin filogenetik iliskilerinin aydinlatilmasi, tir igi
varyasyonlarin belirlenmesi ve adli bilimlerde tiir tespitinin hassasiyetinin artirilmasi
acisindan biiyiik onem tasir (Kakiuchi vd., 2011). Giiniimiizde en yaygin kullanilan
molekiiler tani tekniklerinden biri, ribozomal DNA (rDNA) bolgelerinin, 6zellikle de ITS
dizilerinin analizidir. Kakiuchi ve digerleri, Ephedra distachya ve yakin akrabalarinin
ITS1 dizilerinde yiiksek varyasyon tespit etmis ve bu varyasyonun tiirlerin ayriminda
onemli bir rol oynadigini gostermistir. Ayni sekilde, farkli cografi bolgelerden toplanan
orneklerin ITS dizilerinin karsilastirilmasi, tiirlerin evrimsel iliskilerinin ve genetik
cesitliliginin anlagilmasina katki saglamaktadir (Kakiuchi vd., 2011). Molekiiler tani
siireglerinde, coklu dizi hizalamasi gibi biyoinformatik araglar da yaygin olarak
kullanilmaktadir. Bu yontemler, farkli tiirlerden elde edilen DNA dizilerinin
karsilagtiritlmasini ve filogenetik agaglarin olusturulmasini miimkiin kilar. ClustalX gibi
yazilimlar, dizilerin hizalanmasinda ve filogenetik analizlerin giivenilirliginin
artirtlmasinda 6nemli rol oynamaktadir. Bu tiir analizler, tiirlerin evrimsel ge¢gmisinin ve

taksonomik konumlarinin daha dogru bir sekilde belirlenmesini saglar (Ickert-Bond &
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Wojciechowski, 2004). Molekiiler tan1 tekniklerinin bir diger avantaji, morfolojik olarak
ayirt edilemeyen veya cevresel kosullara bagli olarak fenotipik degiskenlik gdsteren
tiirlerin  giivenilir sekilde tanimlanabilmesidir. Ozellikle adli bilimlerde, bitki
materyalinin bozulmusg veya pargalanmis oldugu durumlarda, DNA tabanli yontemler tiir
tayininde kritik bir rol oynar. Bu baglamda, Ephedra distachya gibi tibbi ve toksik 6neme
sahip bitkilerin dogru tanimlanmasi, hem halk sagligi hem de adli siiregler agisindan
biiyiikk 6nem tasir (Kakiuchi vd., 2011). Ayrica, molekiiler tan1 yontemleri sadece tiir
tayiniyle sinirli kalmayip, ayni zamanda popiilasyon genetigi, genetik cesitlilik ve
evrimsel biyoloji ¢aligmalarinda da kullanilmaktadir. Bu yontemler sayesinde, bitki
poplilasyonlarimin genetik yapisi, go¢ yollar1 ve adaptasyon mekanizmalar1 hakkinda
detayli bilgiler elde edilebilmektedir. Modern molekiiler tekniklerin sagladig: yiiksek
¢Oziiniirliik, tiirler aras1 ve tiir i¢i iligkilerin daha hassas bir sekilde ortaya konmasina
olanak tanir . Sonug olarak, bitki tiirlerinin molekiiler tanisinda giincel yaklagimlar, klasik
yontemlerin Otesinde, genetik diizeyde kesin ve hizli tanimlama imkéni sunmakta;
filogenetik, taksonomik ve adli uygulamalarda giivenilirligi artirmaktadir. Bu gelismeler,
hem temel biyolojik arastirmalarda hem de uygulamali alanlarda, 6zellikle de zehirli
bitkilerin tespitinde ve adli olaylarda, bilimsel dogrulugun ve giivenligin saglanmasina

onemli katkilar sunmaktadir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Bitki Ornekleri

Ephedra distachya ornekleri, 5 Mayis 2023 tarihinde Prof. Dr. Ozer YILMAZ

danmismanliginda Bursa Golyazi g¢evresinden, yesil olan govdeler makas yardimiyla

kesilerek toplanmistir. Ornekler temiz bir posete konulup laboratuvarda herbaryum

formunda saklanmaktadir.

3.1.2. Sarf Malzemeler

Cizelge 3.1.2.1. Kullanilan sarf malzemeler listesi

Sarf Malzemeler

Temin Edildigi Yer

Dnase&Rnase igermeyen filtreli 10pl’lik pipet uglar
Dnase&Rnase icermeyen filtreli 100pul’lik pipet uglari
Dnase&Rnase igermeyen filtreli 1000ul’lik pipet uglar
Dnase&Rnase icermeyen santrifiij tiipleri (15 ml)
Dnase&Rnase igermeyen santrifiij tiipleri (50 ml)

Corning/ABD
Corning/ABD
Corning/ABD
Thermo Scientific/ABD
Thermo Scientific’ABD

Dnase&Rnase icermeyen eppendorf tiipleri (0,5 ml) SSIbio/ABD

Dnase&Rnase igermeyen eppendorf tiipleri (1,5 ml) SSIbio/ABD

Serolojik pipet (10 ml) ThermoFisher/ABD

Serolojik pipet (25 ml) ThermoFisher/ABD

S1vi Azot Asalgaz/Tiirkiye

Meziir (100 ml-1000 ml) Superior Marienfeld/Almanya
Parafilm (50 mm x 75 m) 3M/Tirkiye
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3.1.3. Kimyasal Malzemeler

Cizelge 3.1.3.1. Kullanilan kimyasal malzemeler listesi

Kimyasal Maddeler Temin Edildigi Firma/Yer
HCI ¢ozeltisi (>%37) Sigma/ABD
NacCl Sigma/ABD
Kloroform Merck/Almanya
[zoamil Alkol Merck/Almanya
Ethanol (%96-100) Merck/Almanya
B-Merkaptoetanol Sigma/ABD
DNA Ladder (1 kb/N3232S) Neb/ABD
DNA Ladder (100 bp/N3231S) Neb/ABD
Yiikleme boyas1 (6X/G108-R) Abm/Kanada
Yiikleme boyas1 (6X/7654) Sigma/ABD
Etidyum Bromiir (EtBr/111608) BioShop/Kanada
Tris baz1 Sigma/ABD
Borik Asit BioShop/Kanada
Etilen Diamin Tetraasetik Asit (EDTA) BioShop/Kanada
Agar-Agar Sigma/ABD
Pepsin Merck/Almanya
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3.1.4. Cihazlar

Cizelge 3.1.4.1. Kullanilan cihazlar listesi

Cihazlar Temin Edildigi Yer
Yatay elektroforez sistemi (NanoPAC-300P) Cleaver Science/UK
Steril Kabin (Kimyasal Hazirlama) Esco/Singapur

0,5-10ul’lik pipet (Biohit)

10-100ul’lik pipet (Biohit)

100-1000ul’lik pipet (Biohit)

Saf su cihazi (Direct-Q 3 UV)

Kuru Blok Termostat (WiseTherm HB-96)
UV-Gériintiileme Cihazi (Syngene GVM20)
Hassas terazi (Precisa-XB3200C)

(+4) / (-20) °C Buzdolab1
Mikrospin-Vortex cihazi (WiseMix VM-10)
Manyetik mini-karigtirict (Isotex SH-4)
Mikrosantriflij (Gyrozen 1524)

Buharl: sterilizator/Otoklav

Nanodrop (NANODROP 2000)

pHmetre (AD1000)

Sogutmali santrifiij (NF 400R)

Per tiipleri

Pcr cihazi (Applied Biosystems Step One Plus v2.3)
Falkon Tiip Karistirict (Tube Revolver Rotator)

Krackeler Scientific/New York
Krackeler Scientific/New York
Krackeler Scientific/New York
Merck/Almanya

Daihan Scientific/Giiney Kore
Gemini/Hollanda
Labor/Tiirkiye

Vestel/Tiirkiye
Lab.Tec/Almanya
[ldam/Tiirkiye

Art Laborteknik/Tiirkiye
Niive/Tiirkiye

Thermo Scientific/ ABD
Adva/Macaristan
Niive/Turkiye

Niive/Turkiye

Thermo Scientific’/ ABD
Thermo Scientific/ ABD
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3.2.Yontem
3.2.1. Ephedra distachya érneklerinin hazirlanmasi

Golyaz1 ve gevresinden toplanan Ephedra distachya ornekleri toz ve kalintilardan
arindirilip steril hale getirilmesi amaciyla 6nce alkolle daha sonrasinda saf su ile

yikanip kurutma kagid1 iizerinde 1 gece kurutmaya birakildi. (Sekil 3.2.1.1.)

ral

Sekil 3.2.1.1. Ephedra distachya 6rneklerinin steril hale getirilmesi
3.2.2. Ephedra distachya orneklerinden ¢ay yapim

Ephedra distachya zehirlenmelerinin biiyiikk bir ¢ogunlugunda c¢ay formuyla
zehirlenmenin gergeklestigi gozlemlenmistir. Bu sebeple deneyde Ephedra distachya‘nin
cay formunun kullanilmasina karar verilmistir. 250 mL 100°C’de hazirlanan saf suyun
icerisine 5 g olarak tartilan ve kiicilik pargalara ayrilmis kuru bitki eklenmistir. Hazirlanan

cay Ornegi 30 dk demlenmeye birakilmistir.
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Sekil 3.2.2.1. 250 mL 100°C’de 5 mg kuru 6rnekle hazirlanan ¢ay 6rnegi

3.2.3. Ephedra distachya érneklerinin sindirim sivilariyla muamelesi

Ephedra distachya bitkisiyle hazirlanan ¢ay orneginden 0,6 g bitki pargasi tartilarak 6
ayr tiipe esit sekilde dagitildi. Bu tiiplerden 3’1 kontrol grubu (A, B, C), 3’ii ise deney
grubu (D, E, F) olarak belirlendi. Kontrol grubundaki tiiplere 600 pL saf su, deney
grubundaki tiiplere ise 600 pL tiikiiriik 6rnegi eklendi. Tiim tiipler oda sicakliginda 20
dakika bekletildi. (Sekil 3.2.3.1.)

Cizelge 3.2.3.1. E. distachya ¢ay 6rneginin su ve tiikiiriik eklenerek hazirlandigi kontrol
ve deney tlpleri

A B C D E F
Ornek + Ornek + Ornek + Omek+ Ornek+  Ornek +
Nikleaz Nikleaz Nikleaz Toukdrok — Tokdrok — Tokarik

Icermeyen  Igermeyen  IgermeyenSu  Sivisi+  Sivist+  Sivisi+
Su (1 Saat)  Su (2 Saat) (3 Saat) Pepsin Pepsin Pepsin

Cozeltisi  Cozeltisi  Cozeltisi
(1 Saat) (2 Saat) (3 Saat)

Gergek bir vakadan 6rnek alinamadigi i¢in yapraklar 2 ml tiikiiriik sivisi (amilaz enzim
(EC 3.2.1.1) aktivitesi icin) ve %1 (v/v)’lik HCI (pepsin enzim (EC 3.4.23.1) aktivitesi

i¢in) ¢ozeltilerine maruz birakilarak fizyolojik ortam kosullari simiile edilmistir.
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Sekil 3.2.3.1. Bitki drneklerinin inkiibasyon sireci
3.2.4. DNA izolasyonu

Molekiiler analizlerin yapilabilmesi igin gerekli olan DNA izolasyonuna yonelik olarak
hazirlanan bitki ekstratlari, 6nceden otoklavlanarak sterilize edilmis havanlara alindi.
(Sekil 3.2.4.1.) Ardindan havanlara siv1 azot eklendi. Steril havan tokmagi kullanilarak

ezildi ve fiziksel parcalanma saglandi.

Sekil 3.2.4.1. Bitki pargalarinin havanda goriintiisti
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Fiziksel par¢alanmanin ardindan, her bir havana 100 pL B-merkaptoetanol ve 5 mL
CTAB tamponu eklendi. Ardindan 50 mg PVP-40 ilave edildi. Karisim, steril havan
tokmagiyla hafifce ezilerek homojenize edildi.

Elde edilen ¢ozelti, 15 mL’lik Falcon tiiplerine aktarildi ve 60 °C’de 25 dakika boyunca
etiivde inkiibasyona birakildi. Inkiibasyonun ardindan tiipler, buz igeren soguk su
banyosu kullanilarak oda sicakliina getirildi. Her bir tiipe 6 mL kloroform:izoamil alkol

(24:1) karisimi eklendi ve ¢ozelti 20-25 kez manuel olarak ¢alkalanarak karistirildi.

Falcon tiiplerin agizlar parafilm ile kapatild1 ve 6000 rpm’de 15 dakika siireyle santrifiij
edildi.

Santrifiij islemi sonucunda ii¢ faz olustu: iist faz (sulu faz, DNA igeren kisim), orta faz
(interfaz, protein kalintilar1) ve alt faz (organik faz). (Sekil 3.2.4.2.) Ust faz, pipet
yardimiyla dikkatlice alinarak yeni ve steril 15 mL’lik Falcon tiiplerine aktarildi. A, B, D
ve E numarali tiiplerden 4 mL; C ve F numaral tliplerden ise 3,5 mL iist faz transfer
edildi.

Sekil 3.2.4.2. Santrifiij sonucunda olusan 3 faz

Her tlpe, 5 M NaCl ¢ozeltisinden tiip hacminin yaris1 oraninda eklendi; A, B, D ve E
tlplerine 2 mL, C ve F tiplerine ise 1,75 mL NaCl ¢ozeltisi ilave edildi.
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NaCl ¢ozeltisi, DNA'min negatif yiiklerini nétralize ederek molekiillerin birbirine
yaklagmasini saglar; bu sayece DNA'nin ¢okelmesi kolaylasir ve ¢ozeltideki istenmeyen

bilesenlerin uzaklastirilmasina katkida bulunur (Heikrujam vd., 2020).

Her tupe, -20 °C’de saklanan %96’lik etanol cozeltisinden, 6érnek hacminin iki kati
oraninda eklendi; A, B, D ve E tiiplerine 8 mL, C ve F tiiplerine ise 7 mL etanol ilave
edildi. Etanol, ¢ozeltinin kutuplagmasini azaltarak DNA'nin negatif yiiklerini notralize
eder ve molekiillerin birbirine yaklasmasini saglayarak DNA'nin ¢okelmesini
kolaylastirir ve ¢ozeltideki istenmeyen bilesenlerin uzaklastirilmasina yardimci olur

(Green & Sambrook, 2016).

Cokelmenin tamamlanabilmesi ve DNA iplik¢iklerinin belirginlesmesi amaciyla tiipler,

yaklasik 20 dakika stireyle +4 °C’de inkiibasyona birakildi.

Tiipler 6nce 3000 rpm’de 3 dakika santrifiij edildi, ardindan 8000 rpm’de 5 dakika daha
dondiiriildi. Bu iki asamali santrifiij, DNA’nin tam c¢okelmesini ve siipernatanttan

ayrilmasini saglamak amaciyla uygulanmistir. (Sekil 3.2.4.3.)

Sekil 3.2.4.3. Santrifiij cihazina yerlestirilen Falcon tiiplerinin goriintiisii
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Stipernatant dikkatlice uzaklastirildiktan sonra, +4 °C’de saklanan %76’lik etanol
cozeltisinden 100 uL eklendi ve DNA pelletine zarar vermeden yikama islemi
gerceklestirildi. Diisiik sicaklikta yapilan bu yikama ile, tuz ve diger kirleticilerin
pelletten uzaklastirilmasini hedeflenmektedir, bdylece DNA daha saf bir hale gelir (Doyle
& Hortorium, 1991).

DNA'nin tuz ve diger kirleticilerden daha etkin sekilde armndirilmasi amaciyla etanol
yikama islemi iki kez uygulandi. Sambrook ve arkadaslarinin ¢aligmasinda da belirtildigi
tizere, ¢oklu etanol yikama adimlart DNA pelletinde kalabilecek tuz, protein ve diger
kontaminantlarin uzaklastirilmasinda yaygin olarak kullanilmaktadir. Tek yikama
genellikle yetersiz kalabildiginden, bu calismada ilk yikama Falcon tiiplerinde, ikinci
yikama ise pelletin transfer edildigi steril Eppendorf tliplerinde gergeklestirildi. Her iki
yikama adiminda da +4 °C’de muhafaza edilen %76’lik etanol kullanildi (Green &
Sambrook, 2016).

Eppendorf tiiplerinde gerceklestirilen yikama isleminden sonra kalan fazla alkol
dikkatlice uzaklastirildi. Tiplerin agizlart agik birakilarak, 37 °C’de alkoliin tamamen

ucmast ve tliplerin kuru kalmasi saglandi.

A, B, C, D, E olarak harflendirilmis Eppendorf tiiplerindeki DNA pelletlerinin lzerine
400 pL, F olarak harflendirilmis Eppendorf tiipiine ise 450 uL. TE tamponu eklendi ve
ornekler oda sicakliginda bir gece inkiibasyona birakildi. Eklenen TE tamponu miktari,

gozle goriilen DNA iplik¢iklerinin yogunluguna gore ayarlandi.

3.2.5. NanoDrop Cihaz1 Aracihigiyla DNA Saflik Tayini

Izole edilen DNA 6rneklerinin saflik ve konsantrasyonlari, spektrofotometrik yontemle
NanoDrop cihazi kullanilarak degerlendirildi. Olgiimler, DNA’nin 260/280 nm ve
260/230 nm absorbans oranlar1 iizerinden kalite kontrolii yapilmasini sagladi. Bu
degerler, orneklerin protein ve diger kontaminantlardan ne derece arindigini

gOstermektedir.
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3.2.6. Agaroz Jel Elektroforezi ile Bitki Kaynakh DNA Orneklerinin Kalitatif
Degerlendirilmesi

Agaroz jel elektroforezi, DNA ve RNA gibi nikleik asitlerin kalitatif olarak
degerlendirilmesinde yaygin olarak kullanilan bir yontemdir. Negatif yiikli niikleik
asitler, uygulanan elektriksel alan etkisiyle pozitif uca dogru hareket eder ve molekiil
agirliklarina bagli olarak jel igerisinde karakteristik bantlar olusturur. Jel ortami
genellikle %1°lik agarozdan hazirlanir ve igerisine interkalasyon yapabilen boyalar (EtBr
veya GelRed) eklenerek UV altinda gorsellestirme saglanir. DNA 6rnekleri, yikleme
boyasi ile birlikte kuyucuklara yerlestirilir; molekiillerin jel icerisinde ilerlemesi Tris-
Borik Asit-EDTA (TBE) tamponu yardimiyla gergeklesir. Bu sayede bant profilleri
tizerinden Orneklerin biitiinligii ve kalitesi degerlendirilebilir (Kavsaoglu & Mersinkaya,

2019; Sanderson vd., 2014).

Jel ve tampon ¢ozelti hazirlandiktan sonra, her bir kuyucuga ortalama 100 ng genomik
DNA igerecek sekilde DNA ornekleri, 1X yilikleme boyasi ile karistirilarak toplam 6 pL
hacimde dikkatlice yiiklendi. Referans olarak New England Biolabs’a ait 1 kb DNA
Ladder (N3232S, 500 pg/mL) kullanildi. Elektroforez islemi, jelin boyutlarina baglh
olarak ortalama 80V (yaklasik 6 V/cm) gerilim uygulanarak 90 dakika siireyle
gerceklestirildi. Molekiillerin migrasyonu, tampon ¢ozelti icerisindeki iyon akisi ve
uygulanan elektriksel alan araciligiyla saglandi. Jelin ve DNA orneklerinin voltaj
kaynakli 1s1idan zarar gérmemesi i¢in yliriitme islemi buz banyosu iizerinde yapildi. Siire

sonunda jel, UV transilluminator cihazi kullanilarak goriintiilendi.

3.2.7. PCR ile ITS Bolgelerinin ¢ogaltilmasi

Filogenetik ¢aligmalarda tiir tayini i¢in ribozomal DNA (rDNA) bdlgesinde yer alan
Internal Transcribed Spacer (ITS) dizileri yaygin sekilde tercih edilmektedir (Baldwin,
1992). Ephedra distachya bitkisine ait ITS bolgesi (ITS-1, 5.8S rRNA geni ve ITS-2)
cogaltilmasi amaciyla, asagida dizileri verilen primer seti (Gausterer vd., 2012; Kakiuchi

vd., 2011) ticari olarak temin edilmistir.
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Cizelge 3.2.7.1. ITS bolgesine ait primerlerin baz dizisi

Primer | Yon | Tm*(°C) Sekans (5'—3")
ITS F | Forward 58 AACCTGCGGTAGGATCATTGT
ITS_R | Reverse 59 TCGCGACTAACAACGAGTAAAGT

*Tm; Melting Temperature

Standart PCR ile ITS bolgesi ¢ogaltma islemi, “Applied Biosystems Step One Plus v2.3
(ThernoFisher, USA)” cihazinda “Polimeraz, dNTP ve Buffer ¢ozeltilerini igeren (5X)
FIREPoI® Master Mix (12.5 mM MgCI2)” kullanilarak, mix iiretici firmanin protokolii
dogrultusunda optimize edilerek asagida verilen bilesenler ve dongii kosullarinda

gerceklestirildi (Cizelge 3.2.7.2).

Cizelge 3.2.7.2. PCR bilesenleri ve dongii kosullari

PCR Bilesenleri Konsg:lr’][?:isyon Dongii Kosullar:
5X FIREPoI® Master .
Mix 1X Denatliljlﬁas . (?g 5 dakika | x1
(12.5 MM MgCl,) y
Forward Primer . 95 30
(0,1-0.3 uM) 0,3 uM Denattirasyon o saniye
Reverse Primer . 55 30
(0,1-0.3 uM) 0,3 uM Annealing o saniye x30
Template (cCDNA) Uzama 72 .
(2-200 ng) 10ng (Ldkkb) | oc | Ldakika
Nuclease Igermeyen T’Otal hacim 20 Son Uzama ZZ 5 dakika | x1
Su ul’ye tamamlanir C

3.2.7.1.Mix Hazirlama

Sekanslama caligsmalari i¢in hazirlanan PCR karisiminda, 6rnek sayisina %10 oraninda
ek yapilarak koplirme ve pipetleme kaynakli hacim kayiplar1 dikkate alindi. Bu
dogrultuda, toplam 6 bitki DNA 6rnegi ve 1 negatif kontrol (NK) olmak {izere 7 6rnek
tizerinden hesaplama yapildi. Her 6rnek igin 2 tiip hazirlanarak (biri sekanslama, digeri
elektroforez ve arsivleme amacli), toplamda 28 reaksiyon (Rxn) olusturuldu. Tiiplerin

biri dogrudan —20°C’de saklanmak {izere ayrildi; diger tiipten 6 pL’lik bir hacim
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elektroforez analizinde kullanilmak tizere alindi, kalan hacim ise —20 °C’de muhafaza
edildi.

Cizelge 3.2.7.1.1. PCR reaksiyon karigiminda kullanilan bilesenler ve hacimleri

Bilesen Final Konsantrasyon | 1 Rxn (uL) | 30 Rxn (pL)
5X FirePol Master Mix 1X 4 120
Forward Primer (10 puM) 0,3 uM 0,6 18
Reverse Primer (10 uM) 0,3 uM 0,6 18
Nuclease Free Water 15 uL’ye tamamlanir 9,8 294

3.2.7.2. 50 ng Template DNA Hazirlama

NanoDrop analizleri sonucunda DNA konsantrasyonlarinin ortalama 500 ng/pL
civarinda oldugu belirlendi. Bu nedenle, pipetleme sirasinda 1 pL’nin altinda hacim
almak hem teknik hata riskini artirabileceginden hem de ¢ok kanalli pipetleme

yapilacagindan, DNA ornekleri ayr1 strip tiiplerine alinarak son konsantrasyonu 50 ng

olacak sekilde seyreltildi.

Cizelge 3.2.7.2.1. Stok DNA’larin PCR i¢in uygun konsantrasyonlara indirgenmesi

Ornek Kons. (ng/uL) 10 ng’a Stoktan (uL) NFW (L) Final
ons. (n oktan
o Seyreltme (%) H H Kons.
A 457 45,7 1+ 44,7
50 ng
B 740 74 1+ 73
template
C 190 19 2+ 36 o
icin her
D 635 63,5 1+ 62,5
Ornekten
E 485 48,5 1+ 47,5
S5’er pL
F 580 58 1+ 57
alind1
NK 40
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3.2.7.3.Striplere Yukleme

Her reaksiyon i¢in 15 uL PCR mix ve 5uL (%50 ng) seyreltik DNA ayr tiplerde
hazirlandi. Ardindan, ¢ok kanalli pipet kullanilarak énce PCR mix, ardindan DNA

ornekleri PCR tlplerine eklendi.

Temp 1 2 3 4 Mix
A A |A A |A A
B B B B B B
C cC |[C |C |C C
D D (D |D |D D
E E E E E E
F F |[F |F |F F
NK NK | NK | NK | NK NK

luszng dins

Sekil 3.2.7.3.1. PCR strip semasi

PCR iiriinleri, Master Mix boya icerdigi i¢in dogrudan jel kuyucuklarina yaklasik 6 pLL
hacminde yiiklendi. %2’lik agaroz jel ortaminda, 80 V gerilimle yaklasik 90 dakika

boyunca elektroforez islemi gergeklestirildi. (Sekil 3.2.7.2.3.1.)
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4. BULGULAR

4.1.NanoDrop Analizi Sonuglarn

NanoDrop cihazi ile yapilan dlgiimlerde, tiim 6rneklerde DNA konsantrasyonlarinin 190—
740 ng/pL arasinda degistigi ve 260/280 degerlerinin ~1.90 {izerinde oldugu gézlenmistir.
Bu durum, 6rneklerde protein kontaminasyonunun diisiik oldugunu ve DNA'nin yiiksek

saflikta izole edildigini gostermektedir.

Cizelge 4.1.1. NanoDrop cihazi ile 6lgiilen DNA saflik ve konsantrasyon degerleri

Ornek Nukleik Asit (ng/pl) 260/280 260/230
A 457 1,94 1,63
B 740 1,93 1,57
C 190 1,90 1,36
D 635 1,93 1,61
E 485 1,92 1,61
F 580 1,90 1,54

4.2.Agaroz Jel Elektroforezi

Agaroz jel elektroforezi sonuglarinda, tiim 6rneklerde zayif yogunlukta da olsa DNA
bantlarinin varligr goézlemlenmistir. Bu bantlar, DNA'nin izole edildigini gostermekte
olup, baz1 Orneklerde bantlarin silik olusu diisiik miktarda veya kismen bozulmus
DNA'nin varligina isaret etmektedir. Ladder ile yapilan karsilagtirmada bant biiyiikliikleri
beklentilerle Ortligmils, ancak bant yogunluklart O6rnekten Ornege degiskenlik

gostermistir.
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4.3. PCR Urinlerinin Elektroforezi

ITS bolgesine ait primerlerle yapilan PCR uygulamalari sonucunda %2’lik agaroz jelde
beklenen biiyiikliikte amplifikasyon bantlar1 elde edilmistir. PCR {iriinlerinin varligi ve
beklenen biiyiikliikte bantlarla eslesmesi, amplifikasyon isleminin basarili oldugunu ve

bitkisel érneklerde ITS bolgesinin dogru sekilde ¢ogaltildigini géstermektedir.

ABCDEFNK

0,3 uM primerler
50 ng template
30 dongi

Sekil 4.3.1. PCR drunlerinin jel géruntiisu
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5. SONUG

Bu calismada, Ephedra distachya bitkisinden basarili bir sekilde DNA izolasyonu
gerceklestirilmis ve ITS bolgesi hedeflenerek PCR amplifikasyonu uygulanmistir. CTAB
bazli izolasyon yontemi, 6zellikle fenolik bilesikler, polisakkaritler ve diger sekonder
metabolitleri yiiksek diizeyde igeren bitki tiirlerinde yaygin olarak kullanilmakta ve
guvenilir sonuglar vermektedir (Doyle & Hortorium, 1991; Porebski vd., 1997). Ephedra
cinsi, yapisinda alkaloidler, tanenler ve ugucu bilesenler gibi inhibitér maddeler
barindirdigindan, klasik izolasyon protokolleriyle elde edilen DNA'nin safligr ve
biitiinliigli genellikle yetersiz kalmaktadir. Deneyin baslangic asamalarinda ¢esitli
markalara ait izolasyon Kkitleri denenmis, fakat basari1 saglanamamistir. Bu nedenle,
CTAB yontemi tercih edilerek modifiye protokollerle daha kaliteli izolasyon

saglanmistir.

NanoDrop analizleri, izole edilen DNA 6rneklerinin 260/280 oranlarinin ideal sinirlar
icinde oldugunu (1.90-1.94) ve protein kontaminasyonunun oldukga diisiik oldugunu
gostermistir. Ancak 260/230 oranlarinin bazi1 6rneklerde optimal seviyenin altinda olmasi
(6rn. 1.36) potansiyel fenol veya diger organik kalintilarin varligina isaret etmektedir. Bu
durum, CTAB bazli izolasyon protokollerinde sik¢a gézlemlenen ancak genetik analizleri

genellikle etkilemeyen bir durumdur (Wilfinger vd., 1997).

DNA'nin kalitatif olarak degerlendirilmesinde kullanilan agaroz jel elektroforezi, tiim
orneklerde DNA varligin1 géstermistir. Ancak bant yogunluklarinin diistik ve silik olmast,
izole edilen DNA'nin nispeten diisiik konsantrasyonlarda veya miktarlarda olabilecegini
diistindiirmektedir. Bununla birlikte, bu durum PCR amplifikasyonunu engellememis ve

ITS bolgesi basartyla gogaltilmigtir.

Filogenetik calismalarda yaygin olarak kullanilan ITS bolgesi, tiir diizeyinde ayirt edici
giicii yiiksek olmasi nedeniyle genellikle tercih edilmektedir (Baldwin, 1992) Bu
caligmada ITS bolgesine ait primerlerle yapilan PCR uygulamalari sonucunda elde edilen
amplifikasyon iiriinleri, jel lizerinde beklenen biiytikliikte ve netlikte bantlar olusturarak

amplifikasyonun basarili oldugunu ortaya koymustur.
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Calismanin en dikkat ¢ekici bulgularindan biri, amplifiye edilen ITS bélgesinin, GenBank
gibi uluslararasi genetik veri tabanlarinda daha 6nce kayit altina alinmamis olmasidir. Bu
durum, elde edilen sekansin 6zgiinliiglinii ortaya koymakta ve ¢alismanin literatiirdeki
katk1 degerini artirmaktadir. Genetik dizilerin GenBank gibi agik erisimli veri tabanlarina
yiiklenmesi, bilimsel seffafligin artirilmasina, gelecekte yapilacak filogenetik, molekiiler
taksonomi ve biyocografya c¢alismalarina referans saglamasina olanak tanimaktadir

(Clark vd., 2016).

Danisman hocam Sn. Prof. Dr. Ozer Yilmaz’in rehberliginde, elde edilen sekanslarin
NCBI GenBank sistemine yiiklenmesi planlanmaktadir. Bu sayede, elde edilen veriler
yalnizca bu calismanin ¢iktist olarak kalmayacak; ayn1 zamanda diger arastirmacilar

tarafindan da erisilebilir ve karsilastirilabilir hale gelecektir.

Sonug¢ olarak, bu tez caligmasi, molekiiler biyoloji teknikleri kullanilarak Ephedra
distachya bitkisinin ITS bélgesinin g¢ogaltilmasi ve sekanslanmasi siirecinde hem
metodolojik hem de veritabani yoniiyle 6zgiin katkilar sunmaktadir. Ozellikle, veri
tabanlarinda bulunmayan bu sekanslarin tanimlanmasi ve kayit altina alinmasi, tiir

diizeyinde yapilacak tanimlamalar i¢in temel bir referans niteligindedir.

Ayrica, Ephedra distachya’nin Tirkiye florasinda dogal olarak yetisen ve potansiyel
olarak psikoaktif veya toksik bilesenler icerebilen bitkiler arasinda yer almasi, bu
caligmayi adli bilimler agisindan da 6nemli kilmaktadir. Bitki kaynakli materyallerin tiir
tayini, adli vakalarda onemli bir yer tutmaktadir. Ozellikle yasa dis1 bitki iiriinlerinin
tespiti, toksikolojik analizlerde bitki kokenli etkenlerin belirlenmesi gibi durumlarda tur
diizeyinde yapilacak dogru tanimlamalar kritik 6neme sahiptir. Bu baglamda, ¢calismada
elde edilen genetik veriler, hem adli botanik hem de toksikoloji alaninda yiiriitiilecek

molekdler analizler igin bilimsel bir referans noktasi saglayacaktir.

Elde edilen bulgular, yalnizca bitkisel sistematik ve molekiiler taksonomi agisindan degil;
aynt zamanda adli delil degerlendirmelerinde molekiiler tanimlama siireclerini
destekleyecek bicimde genis bir uygulama alan1 sunmakta olup, ilerleyen donemde bu

alanda yapilacak multidisipliner arastirmalar i¢in gii¢lii bir temel olugturmaktadir.
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