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Onsoz

Lisansiistii egitimimde degerli hocalarimdan edinecegim her yeni bilgi i¢in merak ve
ilgi ile siirecimi tamamlarken, agikcasi tez calismalarim siiresince bu yolun daha ¢ok
Ozveri, ¢aba ve sabirla kat edilebilecegini anladim. Bu siirecte rehberligi sayesinde
odaklanarak devam edebilmemi saglayan, yasanan her sorunda ¢ézliim Onerileri ile
yanimda olan, bilgi ve deneyimlerini aktaran tez danigmanim Prof. Dr. Canan
KARAALP’e sonsuz tesekkiirler.

Pandemi kosullarinda yiiriittiiglimiiz tez ¢alismamizda, veritabanindan elde ettigimiz
etnobotanik verilerden bitkisel materyal secimine kadar yogun bir kaynak tarama
gerekti. Ardindan arazi calismalart ile bitki temini yapilip ekstraksiyon islemi
uygulandi, devaminda da enzim g¢aligmasi1 ve toplam fenol madde tayini yapildi.
Sirali ekstraksiyon yontemi ile elde ettigimiz bitki ekstrelerinin enzim c¢aligmasi da
planlanmaktadir. Yaptigimiz bu ¢alismanin hem arastirmacilar hem de iilkemiz igin

faydali olmasin1 umuyorum.

[zmir, 1.03.2022 MELIKE KARACA



Ozet

Anadolu’da Gida Olarak Kullanilan Baz1 Bitkilerin In-Vitro Antidiyabetik

Aktivitelerinin Arastirilmasi

Bu c¢alismada, Anadolu’da diyabete karsi gelencksel olarak kullanilan bitkilerden
Cerasus mahaleb var. mahaleb meyveleri ve tohumlari ile Amygdalus communis L.
tohumlar1 ve tohum kabuklart “Tirkiye’nin Etnobotanik Veri Tabani”nda yapilan
tarama ile arastirma materyali olarak belirlenmistir. Orneklerden, hekzan,
diklorometan, etanol, etanol:su (80:20) ve su ekstreleri 2 farkli yontemle
hazirlanmistir.  Ekstrelerin  total fenolik icerikler spektroskopik  yontemle
belirlenmistir. Elde edilen ekstrelerin in vitro antidiyabetik etki potansiyellerini
belirlemek amaciyla a-glukozidaz inhibitor aktiviteleri arastirilmistir. C. mahaleb
meyvelerinin etanol ekstresinde %21.89, C. mahaleb tohumlarnin su ekstresinde
%7.15, A. communis tohumlarinin su ekstresinde ise %7.24 oraninda a-glukozidaz

enzim inhibitor aktivite saptanmistir (1.6 mg/ml akarboz: %74.60).

Anahtar Kelimeler; Diyabet, a-glukozidaz, Etnobotanik, T1ibbi bitki



Abstract

Investigation of In-Vitro Antidiabetic Activities of Some Plants Used as Food in

Anatolia

In this study, Cerasus mahaleb var. mahaleb fruits and seeds, Amygdalus communis
L seeds and seed pods, which are traditionally used against diabetes in Anatolia,
were determined as research material by scanning the "Ethnobotanical Database of
Turkey". From these samples, heksane, dichloromethane, ethanol, ethanol:water
(80:20) and water extracts were prepared with two different methods. Total phenolic
contents of extracts were determined by spectrophotometric method. In order to
determine the in vitro antidiabetic effect potential of the obtained extracts, a-
glucosidase inhibitory activities were investigated. The a-glucosidase enzyme
inhibitory activity was found to be 21.89% in the ethanol extract of C. mahaleb
fruits, 7.15% in the water extract of the C. mahaleb seeds, and 7.24% in the water

extract of the A. communis seeds (1.6 mg/ml acarbose: 74.60%).

Keywords; Diabetes, a-glucosidase, Ethnobotany, Medicinal plant
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GIRIS

1.1. Arastirmanin Problemi

Diyabet, kan sekerinin hiicre igine gec¢isi ve kullaniminda yasanan kusur nedeniyle
hiperglisemi olarak adlandirilan, yiiksek kan sekeri seviyeleri gosteren klinik
bulgular ile karakterize, kronik ve metabolik bir hastaliktir. Hipergliseminin
meydana gelmesindeki etmenler glukozun hiicre i¢ine alimi ve hiicrede kullanimini
saglayan insiilin hormonunun pankreasin beta hiicrelerinden sekresyonunda eksiklik
ve/veya hedef dokularin insiiline kars1 duyarsizlasmasidir (Magbool, Munir ve Puri,
2019).

Uluslararas1 Diyabet Federasyonu (International Diabetes Federation-[IDF])
tarafindan 2021 yilinda yayimlanan 10. Diyabet Atlasi’na gore, 2000’de 151,
2006°da 246, 2011°de 366, 2017°de 475 ve 2019°da da 463 milyon olan diyabetli kisi
sayisinin 2021 yili itibari ile heniiz tan1 almamis 240 milyon kisiyle birlikte yaklasik
537 milyona ulastigi tahmin edilmektedir. Diyabet hastaligmin yayilis hizinin
gelecekte de yiikselerek devam edecegi ve 2030°a kadar 643, 2045’¢ kadar ise 783
milyona ulasacagi 6ngorillmektedir (IDF, 2021). Tirkiye’de 2021 yili itibari ile
diyabetli kisi sayisinin 9 milyon oldugu, 2045 yilinda 13.4 milyona ulasacagi
ongoriilmektedir (IDF, 2021).

Diyabet insidansinin hizla artmasinin yani sira, diyabet hastaligi ve gelistirdigi
komplikasyonlar sonucunda gelisen dliimlerde Diinya Saglik Orgiitii (World Health
Organization-[WHOQ)]) tarafindan agiklanan verilerine gore 2000-2016 yillar1 arasinda
%S5 artig oldugu, 2019 yilinda da 1.5 milyon 6liimiin dogrudan diyabet hastaligindan
kaynaklandig bildirilmistir (WHO, 2021). 2010 yilinda yayinlanan “Tiirkiye Diyabet
Epidemiyoloji Calismasi-Il (TURDEP-II)” sonuglarina gore Tiirkiye’de 6.503.027

diyabet hastasinin bulundugu rapor edilmistir (Satman ve ark., 2013).

Tiirkiye’nin de dahil oldugu 38 iilkede gerceklestirilen Discover ¢alismasina gore,
diyabete bagli mikrovaskiiler komplikasyon prevelansinin %18.8, (%7.7 periferik
noropati, %5.0 diyabetik nefropati), makrovaskiiler komplikasyonlarin prevelansinin

%12.7 (koroner arter hastaligi %38.2, kalp yetmezligi %3.3) oldugu bildirilmistir



(Kosiborod ve ark., 2018). Diyabet hastaligina ve diyabete bagh gelisen
komplikasyonlara yonelik yapilan saglik harcamalar1 diinya genelinde yillik toplam

966 milyar dolar1 bulmakta, ve siirdiiriilemez bir ekonomik yiik olusturmaktadir
(IDF, 2021).

Yiksek tokluk kan sekeri seviyesi anlamima gelen postprandial hiperglisemiyi
optimal glikoz degerlerinde tutmak, diyabete bagli gelisen mikrovaskiiler ve
makrovaskiiler komplikasyon riskinin diisiiriilmesinde aglik hiperglisemisini kontrol

altina almaktan ¢ok daha etkili gortilmektedir (Joshi ve ark., 2015).

Postprandial hiperglisemiyi 6nlemede kullanilabilecek OAD (Oral antidiyabetik)
iginde a-glukozidaz enzim inhibitorlerinin en etkili secenek oldugu bildirilmektedir
(Cai ve ark., 2017).

a-glukozidaz enzim inhibitérleri bu etkiyi insan ince bagirsak epiteli tizerindeki
firgams1 kenara yerleserek besinlerle alinan karbonhidratlardan oligosakkarit ve
disakkaritlerin parcalanip monosakkaritlere donlismesini saglayan a-glukozidaz
enzimini tersine cevrilebilir ve yarigsmali bir sekilde inhibe ederek gostermektedir

(William-Olsson, 1985).

Enzim inhibisyonu sayesinde monosakkaritlere parcalanmasit gegici olarak
engellenen polimerik yapidaki karbonhidratlar, bagirsak liimeninden absorbe
edilemedikleri i¢in kan glukoz seviyesinin yiikselmesi yavaglatilmis olur ve
postprandiyal hiperglisemide etkin bir kontrol saglanir (Soyer, Ayan, 2020).

Bu ¢alismada, “Tiirkiye Etnobotanik Bibliyografyasi”’nda yer alan ve halk arasinda
seker hastaligina karsi kullanim kaydi olan bitkiler arasindan secilen Cerasus
mahaleb var. mahaleb meyveleri ve tohumlari ile Amygdalus communis L. tohumlari
ve tohum kabuklarinin a-glukozidaz enzim inhibitor aktivitelerinin arastirilmasi

amaclanmustir.

1.2. Arastirmanin Sorusu
Halk arasinda seker hastalifina karsi kullanilan bitkisel droglarin seker hastalig

tizerinde kullanim potansiyelleri ispatlanabilir mi?



1.3. Arastirmanin Hipotezleri

HO: Cerasus mahaleb var. mahaleb meyvelerinden elde edilen ekstrelerin, in vitro
kosullarda postprandiyal glisemi parametreleri ile iliskili testlerde kullanilan o-
glukozidaz enzimi lizerinde inhibitdr etkisi yoktur.

H1: Cerasus mahaleb var. mahaleb meyvelerinden elde edilen ekstrelerin, in vitro
kosullarda postprandiyal glisemi parametreleri ile iliskili testlerde kullanilan o-
glukozidaz enzimi lizerinde inhibitor etkisi vardir.

HO: Cerasus mahaleb var. mahaleb tohumlarindan elde edilen ekstrelerin, in vitro
kosullarda postprandiyal glisemi parametreleri ile iliskili testlerde kullanilan o-
glukozidaz enzimi {lizerinde inhibitor etkisi yoktur.

H1: Cerasus mahaleb var. mahaleb tohumlarindan elde edilen ekstrelerin, in vitro
kosullarda postprandiyal glisemi parametreleri ile iligkili testlerde kullanilan o-
glukozidaz enzimi lizerinde inhibitor etkisi vardir.

HO: Amygdalus communis L. tohumlarindan elde edilen ekstrelerin, in vitro
kosullarda postprandiyal glisemi parametreleri ile iligkili testlerde kullanilan o-
glukozidaz enzimi iizerinde inhibitor etkisi yoktur.

H1: Amygdalus communis L. tohumlarindan elde edilen ekstrelerin, in vitro
kosullarda postprandiyal glisemi parametreleri ile iliskili testlerde kullanilan o-

glukozidaz enzimi iizerinde inhibitdr etkisi vardir.
1.4. Arastirmamin Varsayimlari

Bitkiler halk arasinda, seker diisiiriicli bir etki elde etmek ve yiikselen kan sekerinin
diizenlenmesi amaci ile ¢cok uzun zamandir cesitli geleneksel tedavi yontemleri
uygulanarak kullanilmaktadir. Halk arasinda seker hastaligina karsi kullanilan
Cerasus mahaleb var. mahaleb taksonunun meyve ve tohum ekstreleri antidiyabetik
etki gosterebilir. Amygdalus communis L. taksonunun tohum ve tohum kabugu
ekstreleri antidiyabetik etki gosterebilir. Bitkilerin n-hekzan, diklorometan, etanol,
etanol:su (80:20) ve su ekstrelerinin antidiyabetik aktiviteden sorumlu biyoaktif

bilesenleri a-glukozidaz enzimini inhibe edebilir.
1.5. Arastirmanin Simirhliklari

Aktivite calismalar1 ve fenolik madde tayininde kullanilan kimyasallarin sarf

maddelerinin ve reaktiflerin tez biit¢esine olusturdugu yiiksek maliyetler ve COVID-



19 pandemisinin yarattig1 olumsuz kosullar nedeniyle arastirmamiz yalnizca in vitro
a-glukozidaz enzimi ile yiiriitiilmiis olup, sirali ekstraksiyon yontemi ile elde edilen
ekstrelerde aktivite ¢alismalar1 devam ettirilememis, fenolik madde tayinleri en ¢ok
iki konsantrasyonda c¢alisilmistir. Mevcut durum aragtirmamizi  smirlamis ve
devamliligin1 gerektirmistir. Aktivite caligsmalarinda test edilen ekstrelerin sulu
tamponlarda zor ¢oziiniir olmas1 ve maksimum ¢oziintirliik icin DMSO ¢o6ziiciistiniin

sinirlt hacimde uygulanabilmesi, ¢oziiniirliik problemi yasanmasina neden olmustur.
1.6. Arastirmanin Amaci

Tiirkiye’de dogal yayilis gosteren ve halk tibbinda kullanimi olan Cerasus mahaleb
var. mahaleb ve Amygdalus communis L. taksonlarinin sirasi ile Agustos 2020 ve
Agustos 2021 tarihlerinde toplanan, meyve ve tohumlarin liyofilizatérde ve tohum
kabuklar1 kurutma odasinda kurutularak elde edilen n-hekzan, diklorometan, etanol,
etanol:su (80:20) ve su ekstrelerinin fenolik madde tayinlerinin spektrofotometrik
yontemle ortaya koyulmasi, ekstrelerin a-glukozidaz enzim inhibitor aktivitelerinin

degerlendirilmesi amaglanmistir.



GENEL BiLGILER

2.1. Etnobotanik

Etnobotanik, evrimsel siirecte bitkiler ve insanlar arasindaki ¢ok yonli iliskiyi
sistematik olarak arastiran, ¢alisma kapsami biitlinlestirici ve disiplinlerarasi bir
bilim dalidir (Ghorbani, Naghibi ve Mosadegh, 2006). 1993’te Yen’in yaptigi
“bitkiler ve yerli halk arasindaki her tiirlii karsilikli iliski” tanimlamasma 2004
yilinda Yildirnm “bir yédrede yasayan insanlarin yakin c¢evresinde bulunan
bitkilerden cesitli gereksinimlerini karsilamak iizere yararlanma bilgisini ve o
bitkiler iizerine etkileri” sozleriyle ifade ettigi etnobotanik (Y1ldirimli, 2004) botanik,
taksonomi, antropoloji, tip, farmakoloji ve kimya gibi diger disiplinleri de birbirine
baglayan genis bir ¢alisma alanini kapsamaktadir (Saroya, 2017). Eski ¢aglardan
giiniimiize kadar uzanan etnobotanik kitap ve belgelerde binlerce yildan beri, tibbi
bitkilerin hastaliklarda tedavide kullaniminin kayitlandigi bilinmektedir (Kendir ve
Giiveng, 2010). Arkeolojik calismalar ile Neandertal insanlarin bitkileri beslenme ve
tedavi amagl kullanimi, M.O. 3000 yilinda bitki kullanimlarindan bahsedilen Siimer
ideogramlar;, M.O. 1500’li yillarda 500’ii askin regete ile eski ¢ag hekimligini
aydinlatan Misir’daki Ebers Papiriisleri ve Anadolu’nun bitkilerini de kapsayan
Romali hekim Dioscorides’in De Materia Medica kitabi, en eski etnobotanik kayitlar
olarak bilinmektedir (Bellikci-Koyu, 2020). insanoglunun ¢evresindeki bitkileri gida,
barmma ve korunma ihtiyaglari i¢in, sonrasinda da hastaliklarin tedavisinde
kullanmasi, modern ilaglarin ¢ogunun bitkisel kaynakli olusunu agiklamaktadir

(Rahman ve ark., 2019).
2.1.1. Diinya’da ve Tiirkiye’de Etnobotanik

WHO, diinyada bitkilerle tedavinin artacagini, giiniimiizde kullanilan ilaglarin
%25’inin tibbi bitkilerden elde edildigini, Birlesmis Milletler Gida ve Tarim Orgiitii
(Food and Agriculture Organization-[FAQ]) ise ilaglarin %30’unun bitkisel kaynakli
bilesikleri igerdigini agiklamistir (Acibuca, 2018). 2002-2005 yillar1 arasinda
WHO’nun diizenledigi “Geleneksel Tip Stratejileri” programu ile birlikte geleneksel
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tedavi yOntemlerine odaklanilarak kullanim  yOntemlerinin  standartlarinin

olusturulmasi i¢in ¢aligmalar baglatilmistir (Zhang, WHO, 2002).

Ulkemizin fitocografik bakimdan bir koprii konumunda yer almasi ile bitki
cesitliliginin yiiksekligi ve Anadolu’nun kusaklar arasi aktarilmis kokli mirasi
birlestiginde iilkemizin etnobotanik agidan ¢ok zengin bir kaynak oldugu sdylenebilir
(Giiner ve ark., 2012). Tiirkiye florasinda 167 familyaya ait 1320 cins, 9996 tiir ve
11.707 takson oldugu, endemik takson sayisinin 3649 ve endemizm oraninin %31.82

oldugu bilinmektedir (Giliner ve ark., 2012; Acibuca, 2018).

Ulkemizde yiiriitiilmiis etnobotanik calismalar 1923 yilinda Osman Bayath
tarafindan yazilan “Bergama’da Sifali Otlar ve Lokman Hekim” kitabi ile baglamistir
(Bayatli, 1938). Baytop tarafindan 1999°da yazilan “Tirkiye’de Bitkiler ile Tedavi”
kitab1 (Baytop, 1999), Erdem Yesilada, Ekrem Sezik ve arkadaslarinin Tiirk halk
ilaglarin1 aragtirdigi makaleler serisi ile Ertan Tuzlaci ve arkadaslarmin Tirk halk
ilaglarin1 inceledigi makale serileri, tibbi olarak kullanilan bitkilerinin tespit

edilmesinde ¢ok degerli caligmalar olarak kabul edilmektedir (Bellikci-Koyu, 2020).
2.1.2. Etnobotanik ve Diyabet

Seker Hastaligi (Diabetes Mellitus-[DM]) tedavisinde dogal kaynaklarin kullanimi
ve yeni ila¢ molekiilleri kesfi 20. yy’da Galega officinalis L. bitkisinin hipoglisemik
etkisinin bulunmasiyla baslamis, ardindan alkali diguanitler sentezlenmis ve

metformin bulunmustur (Aslan ve Orhan, 2010).

Ulkemizde diyabet hastaliginda halk arasinda tedaviye destek amaciyla kullanilan
bitkilere iliskin yapilan ¢alismalar incelendiginde; 43 familyaya ait 129 taksonun
diyabeti onlemede kullanildigi, 16 farkli drog tipinden sirasi ile en ¢ok yaprak,
meyve ve toprak istii kisimlarinin 6n plana ¢iktigi, kullanim sekli olarak en ¢ok
dekoksiyon, ¢ig tiiketim ve inflizyonun tercih edildigi rapor edilmistir (Elgin Cebe ve
Karaman, 2016). Bir baska c¢alismada, 47 familya ve 108 cinse ait 179 tiir ve tiir alt1
taksonun kullanildigi, en ¢ok da Rosaceae, Asteraceae ve Lamiaceae familyalarinin

kayitlanmis oldugu saptanmistir (Arituluk ve Ezer, 2012). En kapsamli etnobotanik



veri tabani olan “Tirkiye'nin Etnobotanik Veritabani”nda 346 taksonun diyabet
tedavisinde kullanildig1 belirlenmistir (Bellikci-Koyu, 2020).

2.2. Diabetes Mellitus(DM)
2.2.1. DM Tamim, Tarihce

DM; pankreas beta hiicrelerinden uyarilarak kan sekerini regiile eden insiilin
hormonunun salinim ve aktivitesinde goriillen kusur sonucu olusan kronik
hiperglisemi ile karakterize karbonhidrat, lipit ve protein metabolizmasinda
anormalliklerle birlikte ¢oklu etiyolojiye sahip metabolik bir hastaliktir (Baysal ve
ark., 2013). Uzun donemde bir ¢ok organda fonksiyon bozuklugu goézlenip
semptomlar1 susuzluk, ¢cok ve sik idrara ¢ikis, gérme bozuklugu ve kilo kaybidir
(Alberti, Zimmet, 1998).

M.O. 1500°de Ebers Papiriisii'nde sik idrara ¢ikmanin seker hastaliginin belirtisi
oldugu (King, Rubin, 2003), M.S. 2. yy’da Aretaeus etin, kollarin ve bacaklarin
eriyerek kana gecmesi anlaminda hastaligi “diabetes” olarak adlandirigi, Ibn-i

Sina’nin diyabetik gangreni tanimladigi bilinmektedir (Baysal ve ark., 2013).
2.2.2. DM Epidemiyoloji

Diyabet tiim diinyanin hedefledigi dort oncelikli beslenmeye bagli bulasict olmayan
kronik hastaliktan bir tanesidir ve prevalansi artmaya devam etmektedir (WHO,
2016). 10. Diyabet Atlasi’na gore diyabet, kiiresel bir saglik sorunu olup giiniimiizde
diinyada yarim milyardan fazla insanin diyabetli oldugu ve 6.7 milyondan fazla
insanin ise diyabetle iligkili sebeplerle 6ldiigi bildirilmektedir (IDF, 2021). Diinya
genelinde Ongoriilen diyabet prevalansi 2000 yilinda 151 milyon iken giiniimiiz
tahminleri 2030°da 643 ve 2045’te 783 milyona ulasabilecegi yoniindedir (IDF,
2021).

Diyabetin prevalansi tiim diinyada oldugu gibi iilkemizde de yiiksektir. Tirk
Erigkinlerinde Kalp Hastalig1 ve Risk Faktorleri (TEKHARF) 2009 sonuglarina gore,
35 yas istii diyabet prevalansi %11.3’tir (TBSA, 2010). 2010 Tirkiye Diyabet,
Hipertansiyon, Obezite ve Endokrinolojik Hastaliklar Prevalans Calismasi-l|

(TURDEP-II) sonuglarinda ise 6.503.027 diyabetli birey ile prevalansin %13.7
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oldugu, %45.45’inin yeni tan1 aldigi ve niifusun %28.7’sinin prediyabet sinifinda
bulundugu rapor edilmistir (Satman ve ark., 2013). Tiirkiye Kronik Hastaliklar ve
Risk Faktorleri Sikligi Calismasi 2013 sonuglarinda 15 yas ve tizeri diyabet
prevalanst %11.1 (TBSA, 2010), Tiirkiye Bulasict Olmayan Hastaliklarin Prevalansi
Hanehalk1 Saglik Arastirmas1 (STEPwise approach to surveillance-[STEPS]) 2017
calismasina gore 15 yas ve tizeri diyabet prevalansi %9.1 olarak tespit edilmistir
(THSK, 2018). 2021 yilinda yayimlanan 10. Diyabet Atlasi’na gore, Tiirkiye’de 20-
79 yas araliginda 3.7 milyonu yeni tespit edilmis, 9 milyondan fazla diyabetlinin, 4.3
milyon bozulmus glukoz toleransli ve 1 milyondan fazla bozulmus aglik glukozlu
bireyin oldugu, 83.221 kisinin diyabetle iliskili sebeplerle 6ldiigi bildirilmekte ve
2045 yilinda diyabetli sayisinin 13.4 milyona ulasacagi ongoriillmektedir (IDF,
2021). Diinya genelinde diyabet bakiminda saglik harcamalarinin yillik maliyetinin
966 milyar dolar, Tirkiye’nin saglik giderleri incelendiginde diyabet ile iliskili
harcamalarin 1 milyar dolardan fazla oldugu ifade edilmektedir (IDF, 2021). Mevcut
durum, diyabetin etkin kontroliiniin hem diinya hem de iilkemiz i¢in 6nemli ve acil

bir gereklilik oldugunu ortaya koymaktadir.

2.2.3. DM Simiflandirmasi
2.2.3.1. Tip 1 DM

Insiiline bagimli diyabet olarak bilinen Tip 1 DM, otoimmiin veya diger nedenlerle
pankreas 3 hiicre harabiyeti ile karakterize bir hastaliktir. Siklikla ¢ocukluk ¢aginda
goriilmekle birlikte, Yetiskinlerde Gizli Otoimmiin Diyabet (Latent Autoimmune
Diabetes in Adults-[LADAY]) vakalar1 son yillarda giderek artmaktadir (TURKDIAB,
2021). Tip 1 diyabet, otoimmiin kaynakl tip 1A (%95) ve idiyopatik tip 1B olarak
iki formda bulunmaktadir (TURKDIAB, 2021).

2232. Tip2DM

Tip 2 diyabette uygun aralikta veya artmis olan insiilin diizeylerine ragmen insiilin
salgilanmasinda olusan hata ve insiiline kars1 direnci durdurmada yetersizlik sonucu

kan glukozu optimal seviyede tutulamamaktadir (ADA, 2010).



Diyabetli bireylerin %90’1n1 tip 2 diyabet olugturmaktadir. Hastaligin dnceki evresi
olan prediyabet donemi ise 5-15 yil siirebilmektedir (TURKDIAB, 2021). Tip 2
diyabetin etiyolojisinde genetik ve ¢evresel faktorler etkili olup major risk faktorii
olarak obezite goriilmektedir. Kas ve karaciger dokusunda anormal yag birikimi ile
insiiline diren¢ gelisimi, pankreasta yag birikimi ile de beta hiicre fonksiyonunda
kayip, adacik hiicrelerinde inflamasyon ve sonra beta hiicrelerinin kalici olarak
yitirilmesine neden olabilecegi bildirilmektedir (skyler, 2016). Ailede tip 2 DM
varlig1, siyah 1rk, Ispanyollar, yerli Amerikalilar, yiiksek riskli gebelik, ¢ocukluk ¢ag
insiilin direnci, yiiksek kalorili diyet diyabetle iliskilendirilmistir (Baynest, 2015).

2.2.3.3. Gestasyonel DM

Gestasyonel DM (Gestational Diabetes Mellitus-[GDM]), prenatal donemde teshis
edilen glukoz intolerans bozuklugudur. Glukoz intoleransi gebelik oncesi baslayip
tespit edilememis ya da gebelikte olugsmustur. Plasentada insiilinden bagimsiz glukoz
alim1 gerceklesirken gebe kadinda diisiik aclik kan glukoz diizeyi seyreder; diger
taraftan da plasentadan salgilanan glukojenik hormonlarla maternal Postprandiyal
Glikoz (PPG) artis1 olur (TURKDIAB, 2021). Fizyolojik insiilin direnci gelisir ve
pankreas insiilin sekresyonunu artirir (Reece, Leguizamén ve Arnon Wiznitzer,
2009) ancak GDM varliginda denge saglanamaz (ADA, 2021). GDM gebeligin 2.
trimestirinde baglar ve dogum sonrasi kan glukozunun normal seviyelere inmesi
beklenir (TURKDIAB, 2021). Yine de postnatal dsnemde GDM tanili kadinlarin
%5-10"unun tip 2 DM tanisi aldigr tespit edilmistir (CDC, 2008). Amerikan Diyabet
Dernegi (American Diabetes Association-[ADA])’ne gére DM teshisi bulunmayan
kadinlarda gebeligin 24-28. haftalarinda Oral Glukoz Tolerans Testi (Oral Glucose
Tolerance Test-[OGTT]) yapilmasi, GDM tanililarda postnatal 4-12. haftalarinda
diyabet tan1 testleri uygulanmasi énemlidir (ADA, 2019).

2.2.3.4. Diger Spesifik Tipler

Diyabet vakalarinin ¢ok az1 bu grupta yer almaktadir. Pankreas beta hiicrelerinde
genetik kusurlar, insiilinin etkisindeki genetik kusurlar, ekzokrin pankreas

hastaliklari, endokrin sistem bozukluklari, immiin aracilikli diyabet formlari, ilaglar,



kimyasallar, enfeksiyonlar ve diyabetle iliskili kromozom anormalileri nedeniyle tani
alanlardir (ADA, 2014; Dinggag, 2011).

2.2.4. Tam Kriterleri

Diyabette tarama, teshis, hastalik seyri ve prediyabetli birey tespitinde Aglik Plazma
Glikozu (APG), OGTT, rastgele plazma glukozu ve Glikozillenmis Hemoglobin Alc
(HbA1c) testleri kullanilmaktadir (ADA, 2020).

2.2.5. DM’un Komplikasyonlari

DM akut komplikasyonlar1 diyabetik ketoasidoz, hiperosmolar hiperglisemik durum,
laktik asidoz ve hipoglisemi; kronik komplikasyonlarindan makrovaskiiler
komplikasyonlar, kardiyak bozukluklar, koroner arter hastaligi, miyokard infarktiisii,
periferik arter hastaligi ve serebrovaskiiler hastaliklar olarak siniflandirilmaktadir
(Fowler, 2008). Mikrovaskiiler komplikasyonlarda sinirlerde olusan hasar goziin
retina tabakasinin damarlarim1 etkileyerek retinopatiye, bdbreklerde diyabetik
nefropatiye, kalpte kardiyomegali ve kalp yetmezligine, periferik sinir aksonlarinda
beslenme bozuklugu néropatiye ve diyabetik ayaga sebep olabilmektedir (Celer,
2010).

2.2.6. DM’un Tedavisi
2.26.1. TBT

Diyet karbonhidratlar1 PPG diizeyini belirleyen en 6nemli etmen olup diyabetten
korunma ve tedavide 6giin sonrasi kan glikoz diizeyinin dengede tutulmasinda Tibbi
Beslenme Tedavisi (TBT) c¢ok onemlidir. Uygulanan protokoller diyabetli ve
prediyabetli kisilerde hastalik insidansini azaltmaya iliskin 6nemli bir tedavi adimidir
(Bas, Saglam, 2014). TBT ile yasam tarzinin degistirilmesi hastalik baslangicindan
korunma, hastaligin ilk evrelerinde etkin kontrol ve ilerleyen donemde de diyabetin
risk faktorlerine karsi onlem alma imkani saglayabilmektedir. 27 merkezli bir
calismada; diyet, egzersiz ve davranmis degisikligi konularinda 16 ders uygulanarak
diyabet insidansinin yasam tarzi miidahalesi ile %58, metformin ile %31 azaldig

goriilmiistiir (DOPAG, 2002).



2.2.6.2. Egzersiz

Egzersiz, hem insiilin aracili hem de insiilin aracili olmayan yollarla glukozun
kullanimim1 ~ artirarak  glukoz metabolizmasini  bagimsiz  bir faktér olarak
etkilemektedir. Tek bir egzersiz seansini takiben insiilin aracili glikoz alimmin 24
saatten uzun siire arttigr, hem kas hem de yag dokusunda bulunan glikoz tagima
proteinlerinin artan sayist ve aktivitesi ile ilgili oldugu, glikojen sentezindeki
yiikselis ile de glikozun oksidatif olmayan yolla kullanilmasini sagladigi (Hu ve ark.,
2001), karin cevresi yag dokusunun azalmasiyla insiilin duyarliligini arttirdig
(Umpierre ve ark., 2011) ve beta hiicre fonksiyonunu iyilestirdigi bildirilmistir
(Gomes ve ark., 2013).

2.2.6.3. Medikal Tedavi

Tip 2 DM tedavisinde; kan glikoz diizeyi yiiksekligi ve metabolik bozuklugun diyet
ve egzersiz tedavileri ile etkin kontroliin saglanamadig1 durumlarda medikal tedaviye
yonelinir ve ilk olarak OAD ilaglar tercih edilir (Arslan, 2009). Oral
antidiyabetiklerden insiilin salgilatici ilaglar; pankreasin beta hiicrelerinden insiilin
salgilatarak (TEMD, 2020), insiilin duyarliligini artiran ilaglardan biguanitler; hedef
doku olarak karaciger diizeyinde, tiazolidindionlar ise yag dokusu diizeyinde etKi
gostererek (Bas, Saglam, 2014), glukoz emilimini yavaslatanlar; polisakkaritleri
parcalayan a-glukozidaz enzimine tersine cevrilebilir sekilde baglanip glikoz
emilimini geciktirerek (TEMD, 2020), insiilinomimetikler; insiilin sekresyonunu

artirarak etki ederler (Bas, Saglam, 2014).

Tip 1 diyabetli ve LADA’I1 bireylerde kullanilan insiilin tedavisi; hiperglisemik acil
durumlarda, gestasyonel diyabetlilerde ve OAD ile hedef glisemik kontrol

saglanamayan Tip 2 DM’de kullanilmaktadir (Bas, Saglam, 2014).
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2.3. Tez Kapsaminda Kullamilan Bitkilerin Botanik ve Etnobotanik Ozellikleri

2.3.1. Cerasus mahaleb var. mahaleb Botanik ve Etnobotanik Ozellikleri

Resim 1: Cerasus mahaleb var. mahaleb

Tiirkiye’de Catalca-Kocaeli Boliimii, Karadeniz Bolgesi, Ege Bolgesi, Yukari

Sakarya, Yukar1 Firat, Adana, Dicle, Yukari Murat-Van ve Hakkari Boliimlerinde

yayilis gosteren Cerasus mahaleb (Prunus mahaleb L.), Rosaceae familyasinin

Cerasus cinsine ait bir taksondur. Ulkemizde 2 varyetesi bulunmaktadir; var. alpina

ve var. mahaleb (Giiner ve ark., 2012). Siniflandirma Tablo 1’de sunulmaktadir.

Alem

Sube

Sinif
Takim
Familya
Alt familya
Cins

Tir
Sinonim
Varyete

Tablo 1: Cerasus mahaleb sistematik siniflandirmasi

APG IV
Plantae
Tracheophyta
Magnoliopsida
Rosales
Rosaceae
Prunoideae
Prunus L.
Prunus mahaleb L.
Cerasus mahaleb (L.) Mill.
Cerasus mahaleb var. mahaleb

Alem
Bolim
Alt bolim
Smf

Alt simf
Takim
Familya
Alt familya
Cins

Tiir
Sinonim
Varyete

Filogenetik sistem

Plantae

Spermatophyta
Angiospermae
Dicotyledones
Dialypetalae

Rosales

Rosaceae

Prunoideae

Prunus L.

Prunus mahaleb L.
Cerasus mahaleb (L.) Mill.
Cerasus mahaleb var. mahaleb

Bitkinin halk arasindaki genel ismi mahlep’tir. Melham, melem, delikiraz, idris, idrus

olarak da bilinmektedir. Ulkemizde yaygin olmakla birlikte kiy1 seridinde seyrektir.
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Genellikle Istanbul, Bolu, Ankara, Amasya, Giimiisane, Kars, Usak, Ankara, Adana,
Tunceli, Diyarbakir, Bingdl, Van, Mugla, Maras, Mardin, Hakkari illerinde ve Giiney
Anadolu’da dogal yayilis gosterir (Davis, 1978). Bitkinin genel goriiniimii Resim 1,
Tiirkiye’deki yayilist Sekil 1°de sunulmustur (Urkiip, 2016).

C. mahaleb; boyu 10-15 m yiikseklige erisebilen, kisin yaprak doken, cali veya
kiiciik aga¢ formundadir. Cigekleri tasiyan geng siirgiinleri ince, tliysiiz veya ¢ok
kiiciik tiiyliidiir. Kiictik stipiilleri erken diiser. Yapraklar1 yuvarlak veya genis ovat,
alt yliziinde orta damar boyunca tiiysiiz veya ince tliylli yapidadir. 30 mm’ye ulasan
yaprak sap1 ve 2 kiiciik yaprak tarafindan desteklenen seyrek dizilisli salkimlarda 6-
12 ¢icek bulunur; pediseller yaklasik 20 mm; hipantiyum genel olarak can seklinde
ve tag yapraklar beyazdir. Meyveleri yuvarlak, oval, drupa tipinde olup, olgunlasma
stirecinde renk Once sari, sonra kirmizi ve en son siyaha doner, tatlari acimsidir.

Ciceklenme donemi Mart ve Mayis aylari arasindadir (Davis, 1978).
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Sekil 1: C. mahaleb var. mahaleb Tiirkiye’deki yayilisi

C. mahaleb seker hastalig1 tedavisinde dahilen kullanilmakta olup Aksaray, Elaz1g ve
Maras illerinde meyveleri dekoksiyon seklinde, tohumlari hem dekoksiyon hem yag
olarak; Istanbul, Aksaray, Maras, Elazig’da dekoksiyon, Aksaray, Maras, Elaz1§ ve
Gilineydogu Anadolu Bolgesi’nde dahilen, Dogu Anadolu Bdlgesi’'nde tohumlari
inflizyon seklinde tiikketilmektedir (Arituluk ve Ezer, 2012; Bellikci-Koyu, 2020).
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C. mahaleb meyvelerinde fenolik asit tiirevleri, kersetin glikozitleri ve antosiyaninler
gibi fenolik bilesikler bulunmaktadir. Meyvenin tiimiinde %16.5 antosiyanin, %43.3
fenolik asit, %36.2 kumarin ve %4 flavonoit; tohum ¢ekirdeginde kumarin,
cekirdeksiz etli meyvede flavonol ve fenolik asitler, meyve kabugu ve posasinda

flavonoidler, kalintilarda antosiyaninler saptanmistir (leri, Pinelli ve Romani, 2012).

2.3.2. Amygdalus communis L. Botanik ve Etnobotanik Ozellikleri

Resim 2: Amygdalus communis L.

Tiirkiye’de Giiney Marmara Boliimii, Karadeniz Bélgesi, I¢ Bati Anadolu Béliimii,
Yukar1 Sakarya Boliimii, Yukar1 Firat ve Yukari1 Murat-Van Boéliimleri, Adana
Bolimii ve Orta Firat Boliimlerinde yayilis gosteren Amygdalus communis L.
[Prunus dulcis (Mill.) D.A.Webb], Rosaceae familyasinin Amygdalus cinsine ait bir

tiirdiir (Gliner ve ark., 2012). Sistematik siniflandirma Tablo 2’de sunulmaktadir.

Tablo 2: Amygdalus communis sistematik siniflandirmasi

APG IV Filogenetik sistem

Alem Plantae Alem Plantae

Sube Tracheophyta Bolim Spermatophyta

Sinif Magnoliopsida Alt bolim | Angiospermae

Takim Rosales Siuf Dicotyledones

Familya Rosaceae Alt siif Dialypetalae

Alt familya = Prunoideae Takim Rosales

Cins Prunus L. Familya Rosaceae

Tiir Prunus dulcis (Mill.) D.A.Webb Alt familya = Prunoideae

Sinonim Amygdalus communis L. Cins Prunus L.
Tiir Prunus dulcis (Mill.) D.A.Webb
Sinonim Amygdalus communis L.
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Bitkinin halk arasindaki adi badem’dir. Ulkemizde genellikle Bolu, Amasya,
Glimiisane, Canakkale, Balikesir, Kiitahya, Ankara, Elazig, Van, Adana, Gaziantep
ve Mardin illerinde yayilis gosterir. Giiney Avrupa’da siis bitkisi olarak ve yenilebilir
tohumu igin yetistirilir (Davis, 1978). Bitkinin genel goriinimii Resim 2’de,

Tiirkiye’deki yayilis1 Sekil 2°de sunulmustur (Urkiip, 2016).
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ekil 2: A. communis L. Tiirkiye’deki yayilisi
¥ yay

Cigeklenme donemi Mart ve Nisan aylari olan; pembe veya beyaz ¢icekli; 8 m
uzunluguna kadar erisen agaclardir. Kuru yamaclarda, kalkerli gecitlerde, ¢aliliklarda
ve Quercus ormanlarinda, 150-1800 m yiikseklikte yaygin olarak yetisir. Geng
siirglinleri tliysiizdiir. Yapraklar oval-mizrak veya eliptik sekilde ve tirtiklidir.
Yaprak sapt 10-30 mm uzunlugundadir. Cigek tek basina veya kiimeler halinde
bulunur; sap1 ¢ok kisa ve retikulumu c¢ukurdur. Kaliks ve korollas1 5’er iiyeli, ¢ok
sayida stameni, tek ovaryumu bulunur ve resaptakulumun dibinde serbesttir. Drupa
egik veya uzun elipsoit yapidadir. Geng meyvede yumusak bir perikarp bulunur. I¢
kisim olgunlasip gézenekli sert bir endokarpa doniislir. Bir ucu yuvarlak diger ucu

sivri tohumlar 2-3 cm boyundadir (Davis, 1978; Tanker, Koyuncu, Coskun, 2016).

A. communis tohumlar1 seker hastaligi tedavisinde Kirklareli, Aydin, Usak, Mugla,
Nevsehir, Siirt, Gaziantep, Adiyaman, Urfa ve Diyarbakir illerinde dahilen
kullanilmakta olup Aydin, Nevsehir, Kirklareli, Siirt, Gaziantep’te tohumlar ezilip
balla karistirilarak ¢ig olarak tiiketilmekte, meyvelerinin Maras ve Manisa’da dahilen
kullanildigi kayithidir (Arituluk ve Ezer, 2012; Bellikci-Koyu, 2020).
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A. communis; hidrolize edilebilir tanenler, lignanlar, proantosiyanidinler,
flavonoitler, stilben ve fenolik asit bilesikleri icermekte olup lipidemik kontrol,
glisemik kontrol, obezite, kardiyovaskiiler risk, inflamasyon ve oksidatif streste,
serum irik asit diizeyini diisiirmede ve mikrobiyotay: iyilestirici olarak kullanildigi

rapor edilmistir. (Barreca, 2020; Topguoglu, Yilmaz-Ersan, 2020; Mandalari, 2010).
2.4. In-vitro Antidiyabetik Aktivite Arastirma Metotlari

In-vitro antidiyabetik modeller; a-glukozidaz, «-amilaz, Dipeptidil Peptidaz-1V
(DPP-1V) (Sagbo ve ark., 2018), siikraz (Abdelhady ve ark., 2015) ve protein tirozin
fosfataz-1B (Edirs ve ark., 2017) enzim inhibitorleri olup karbonhidrat sindirimini

inhibe ederek etki gosterirler.
2.4.1. a-glukozidazin Karbonhidrat Metabolizmasindaki Yeri

Besinlerle alman kompleks karbonhidratlarin  sindiriminde, a-glukozidaz
inhibitorleri, karbonhidratlarla yarigsarak ince bagirsak epitelinde fircamsi
membranda bagli bulunan disakkaridazlardan maltaz, izomaltaz, siikraz,
glukoamilaz1 4-6 saat boyunca bloke eder. Karbonhidratlarin, barsagin distal ve
kolon bolgelerine ilerleyerek emilimleri geciktirilir ve 2. sa PG pik diizeyi azalir.
Psodotetrasakkarit yapisindaki akarboz, bu grupta ilk kesfedilen ve iilkemizde
piyasada bulunan tek ilagtir (Dinggag, 2011). Akarbozun %1-2’si sistemik dolagima
gecmekte ve ilag etkilesimine yol agmamaktadir. Plazma yart omrii 2 saattir
(Bayraktar, 2001). Ince bagirsakta amilaz ve bakteriler tarafindan parcalanarak 24
saatte idrar ile atilmaktadir (Krentz, Bailey, 2005; Bayraktar, 2001).
Karbonhidratlarin kolondaki bakteriyel fermantasyonu sonucu yag asidi, metan,
hidrojen ve CO; olusmakta, yan etki olarak ishal, siskinlik, karmn agris1 hastalarin
%25’inde gozlenebilmektedir. ilag dozunun kademeli artirilmasi ve ilacin kronik

kullanim1 yan etkileri azaltmaktadir (Mayerson, Inzucchi, 2015; Dinggag, 2011).
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GEREC ve YONTEM

3.1. Kullanilan Gerecler

Cesitli hacimlerde otomatik pipetler (Brand Transfer pipet)
Cesitli hacimlerde cam balonlar (Heidolph)

Cesitli hacimlerde cam erlenler (Borox, Isotex)

Hassas terazi (OHAUS Adventurer AR 3130)

Vorteks (IKA Yellow-Line TTS-2)

Ultrasonik su banyosu (Bandelin-Sonorex RK-514 BH)
Evaporator (Heidolph Laborota-4000)

Hizli Vakum konsantrator (SPD121P-230)

Vakumlu santrifiij (Christ RVC 2-25)

Sogutucu (Christ LT-105 Cooling trap)

Vakum pompasi (Vacuubrand RZ 2.5)

Liyofilizator (Labconco Freezone 6 Freeze Dry System)
Spektrofotometrik mikroplaka okuyucusu (Thermo Scientific — Multiskan FC)
Inkiibator ¢alkalayict (New Brunswick Scientific — Innova 40)
Orbital karigtirict (Wisd WiseShake SHO-1D)

Santrifiij (MSE Mistral 1000)

UV-VIS spektrofotometre (Agilent Technologies)
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3.2. Bitkisel Materyal

Tez kapsaminda c¢alisilmast planlanan bitkisel materyalin  se¢iminde, Ege
Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Farmasétik Botanik Anabilim Dali’nda olusturulmus

olan “Tirkiye’nin Etnobotanik Veri Tabani” temel alinmistir (Bellikci-Koyu, 2020).

Bu veri tabani; Cumhuriyet donemi itibari ile olusturulmus etnobotanik arastirmalari
igeren kiinye bilgilerinin kayith oldugu literatiirlerden olusmaktadir. Belgesel tarama
yontemi ile incelenerek hazirlanan bibliyografya web uygulamalari i¢in yazilimi
optimize edilmis veritaban1 yonetim sistemi sayesinde her biri kategorize edilmis ve

sistemli bir sekilde hizlica sorgulanabilir olup senkronize ¢alismaktadir.

Bibliyografyada yer alan literatiir icerikleri; bitkilerin adina, lokalitesine, kullanilan
kismina, kullanim amacina, genel etnobotanik kullanim kategorisine, alt kullanim
kategorilerine, hazirlama yontemine vb. gruplamalarla alt kiimeler halinde sistematik

olarak kaydedilmistir.

Yapilan taramalar sonucunda, seker hastaligina karsi kullanilan bitkiler, kullanilan
kisimlar1 ve bunlarin yer aldigi literatiir kayitlar1 veri tabani sisteminden

listelenmistir.

Calismanin 6zgiin degeri igin, listelenen bu bitkiler ve halk arasinda kullanilan
droglarinin in-vitro a-amilaz inhibisyonu, in-vitro a-glukozidaz inhibisyonu, in-vivo
ve klinik arastirmalari taranmis ve antidiyabetik aktivite ¢alisilmamis olan droglar

belirlenmistir.

Bu yontem sonucunda, Amygdalus communis tohumlari ve tohum kabuklar1, Cerasus

mahaleb var. mahaleb tohumlar ve meyveleri ¢alisma materyali olarak segilmistir.

Calismamiz kapsaminda arastirma materyali olarak segilen A. communis tohumlari
08.08.2020 tarihinde, Mugla, Datca’da bulunan yerel marketten temin edilmistir.
Toplanan Ornekler buz akiileri esliginde, strofor tasima kaplara yerlestirilek
laboratuvara ulastirilmistir. Tohum ve tohum kabuklart birbirinden ayrildiktan sonra

her iki bitkisel materyal de -30°C’de saklanmustir.
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Tohum ornekleri 24 saat -80°C’de bekletilip ardindan 36 saat -60°C’de liyofilize
edilmistir. Tohum kabugu oOrnekleri 1 hafta golge ve havadar bir ortamda

kurutulmustur.

C. mahaleb meyveleri, 07.08.2021 tarihinde, Usak, Banaz, Banaz Koyii’'nden
toplanmistir. Toplanan Ornekler buz akiileri esliginde, strofor tasima kaplarina
yerlestirerek laboratuvara ulastirilmistir. Orneklerin teshisi tarafimca yapilip,
herbaryum &rnekleri  hazirlanarak  Ege  Universitesi Eczaciik  Fakiiltesi
Herbaryumu’na C. mahaleb iZEF No:6679 olarak kaydi yapilmistir. Meyvenin etli
kisimlar1 ve tohum ¢ekirdekleri birbirinden ayrilmistir. Meyve etli kisimlart -25°C’de
saklanmigtir. Liyofilizasyon islemi i¢in meyve etli kisim 6rnekleri 24 saat boyunca -

80°C’de bekletilip ardindan 72 saat boyunca -60°C’de liyofilize edilmistir.

C. mahaleb tohum g¢ekirdekleri ise kirilarak tohum ve tohum kabugu olarak ikiye
ayrilmistir. Kabuksuz tohumlar -25°C’de saklanmustir. Liyofilizasyon islemi icin
kabuksuz tohum kisim Ornekleri 24 saat boyunca -80°C’de bekletilip ardindan 36
saat boyunca -60°C’de liyofilize edilmistir.

Tiim 6rnekler ekstraksiyon islemine kadar Ege Universitesi Farmasétik Botanik
Arastirma Laboratuvarinda, -30°C’de saklanmistir. Kurutma sonrasi tartimlari

yapilarak standart sapma ve relatif standart sapma (RSS) degerleri hesaplanmustir.
3.3. Ekstraksiyon Islemleri

Halk arasinda gelencksel kullanim sekilleri incelendiginde, C. mahaleb meyve ve
tohumlarinin dahilen, dekoksiyon ve infiizyon teknigi ile ¢ay seklinde; A. communis
tohumlarinin dahilen, ¢ig tiiketildigi goriilmiis, ekstraksiyonda ilk ¢oziicii olarak su

tercih edilmistir (Bellikci-Koyu, 2020).

Antosiyaninlerin notr veya alkali ¢ozeltilerde kararli yapida olmamalarindan dolay1
oziitleme ¢oziiciilerine ¢ok diisilk konsantrasyonlarda asit (~%0.1) eklenmesi ile
pH’da saglanan diisiisiin; kirmizi olan flavilyum katyon formundaki antosiyaninlerin
¢Oziinlirliglinii artirdigin1 ve antosiyanin bilesigini ¢ozelti i¢inde parcalanmadan
stabilize kalmasina avantaj saglayarak ekstraksiyon verimliliginde artis meydana

getirdigi bilinmektedir (Salamon, Mariychuk ve Grulova, 2015).
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C. mahaleb meyvelerinin ekstraksiyon isleminde; antosiyaninlerin polar ¢oziiciiler
olan su ve etanol ¢oziiciilerinde beklenen ¢6ziinme oranini ¢oziiciiye asit ilavesi

yaparak iyilestirmek amag¢lanmistir.

Antosiyaninlerin en verimli ekstraksiyonunun oksalik asit ilavesi ile olustugu tespit
edilse de, insan viicuduna yiiksek oranda oksalik asit alim1 bobrek tasi olusumunu
destekleyebilecegi i¢in tercih edilmemis olup hem giivenlilik de kaynama noktasinin
(72 C°) disik olmasi nedeniyle Trifloroasetik asit (TFA) olarak segilmistir
(Salamon, Mariychuk ve Grulova, 2015).

3.3.1. Total Ekstraksiyon Islemleri

Kati:¢oziicii oran1 C. mahaleb meyveleri, C. mahaleb tohumlar1 ve A. communis
tohumlari igin 1:10 olarak belirlenmistir. Liyofilize droglardan C. mahaleb meyvesi
elle ufalanmig, C. mahaleb ve A. communis tohumlar1 bicak yardimi ile kiigiik

pargalara bolinmiistiir. Her drog (20 g) ayri erlenlere alinmastir.
Secilen bitkisel materyaller ayr1 ayri ekstraksiyon islemi uygulanmistir.

C. mahaleb ve A. communis tohumlar1; hekzan, diklorometan, etanol, etanol:su
(80:20) ve su ¢oziiciileri (20x200 ml) ile oda sicakliginda, ultrasonik su banyosunda,

her biri 30 dak ekstraksiyona tabi tutulmustur.

C. mahaleb meyveleri; hekzan, diklorometan, etanol: TFA (100:0.1), etanol:su:TFA
(80:20:0.1) ve su:TFA (100:0.1) ¢oziictileri (20x200 ml) ile oda sicakliginda,
ultrasonik su banyosunda, her biri 30 dak ekstraksiyona tabi tutulmustur. Etanol,
etanol:su ve su c¢oziiciilerine TFA eklendikten sonra karisimlarin pH degerleri

Olciilmiistiir (pH<3).

Sonikasyon isleminin ardindan ekstreler siiziilmiistiir. 40°C’de evaporatorde

¢Oziicliler ugurulmustur.

Ekstreler viyallere alinarak hizli vakum konsantratoriinde bekletilmis, ardindan
liyofilize edilmistir. Islemler sonucu elde edilen kuru ekstreler, laboratuvarda -
30°C’de muhafaza edilmistir (Mokrani, Madani, 2016; Coklar ve ark., 2018).
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3.3.2. Sirah Ekstraksiyon Islemleri

Kati:¢oziicii oran1 C. mahaleb meyve ve tohumlar1 ile A. communis tohumlar1 igin
1:10 ve A. communis tohum kabuklar1 igin 1:20 olarak belirlenmistir. Liyofilize
droglardan C. mahaleb meyvesi elle ufalanmig, C. mahaleb ve A. communis
tohumlar1 bigak yardimi ile kiiclik parcalara bolinmiistiir. Kurutulmus tohum

kabuklar1 dogrudan kullanilmistir. Her drog (10 g) ayri erlenlere alinmistir.
Se¢ilen dort bitkisel materyal de ayr1 ayri sirali ekstraksiyon islemi uygulanmustir.

C. mahaleb ve A. communis tohumlar i¢in; hekzan ile oda sicakliginda karanlik
ortamda 60 dak ultrasonik su banyosunda (1x100 ml) tutulduktan sonra siiziilerek
40°C’de evaporatorde solvanlar ugurulmustur (hekzan ekstresi). Ardindan bitkisel
materyale diklorometan eklenerek ayni asamalar uygulanmis ve diklorometan
ekstreleri elde edilmistir. Daha sonra bitkisel materyale etanol eklenerek ayni
prosediir uygulanmistir (etanol ekstreleri). Son olarak su ile ayn1 islem tekrarlanarak

su ekstreleri elde edilmistir.

A. communis tohum kabuklari i¢in; hekzan ile oda sicakliginda karanlik ortamda 60
dak ultrasonik su banyosunda (1x200 ml) tutulduktan sonra siiziilerek 40°C’de
evaporatorde solvanlar ugurulmustur (hekzan ekstresi). Ardindan bitkisel materyale
diklorometan eklenerek ayni asamalar uygulanmis ve diklorometan ekstreleri elde
edilmistir. Daha sonra bitkisel materyale etanol eklenerek ayni prosediir
uygulanmistir (etanol ekstreleri). Son olarak su ile ayni islem tekrarlanarak su

ekstreleri elde edilmistir.

C. mahaleb meyveleri i¢in; hekzan ile oda sicakligindaki karanlik ortamda 60 dak
ultrasonik su banyosunda ekstraksiyona (1x100 ml) tabi tutulmus, ekstreler stiziilerek
40°C’de evaporatorde solvanlar ugurulmustur (hekzan ekstresi). Ardindan ayni
bitkisel materyale diklorometan eklenmis, ayn1 agsamalar uygulanarak diklorometan
ekstresi elde edilmistir. Sirali ekstraksiyonu takiben kullanilacak olan etanol ve su
sistemleri ic¢in ayr1 ayr1 TFA eklenerek EtOH:TFA (100:0.1) ve su:TFA (100:0.1)
solvanlar1 hazirlanmistir. Coziicii karisimlaria TFA eklendikten sonra karisimlarin
pH degerleri dlglilmistiir (pH<3). Hekzan ve ardindan diklorometan ile muamele
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edilen bitkisel materyale EtOH:TFA (100:0.1) eklenerek ayni yontem takip edilmis
ve etanol ekstresi elde edilmistir. Son olarak da diger sistemlerde kullanilan ayni
bitkisel materyalden su:TFA (100:0,1) sistemi ile ayni protokol uygulanarak su

ekstresi elde edilmistir.

Tim ekstreler ayr1 ayri viyallere alinarak hizli vakum konsantratoriinde solvanlari
ucurulmus, etanol ve su sistemleri ile elde edilen ekstreler liyofilize edilmistir. Elde
edilen kuru ekstreler, laboratuvarda -30°C’de muhafaza edilmistir (Mokrani, Madani,
2016; Coklar ve ark., 2018).

3.4. Toplam Fenolik Madde Tayini Protokolii Belirlenmesi

3.4.1. Toplam Fenolik Madde Ekstraksiyon Yontemi

Elde edilen ckstrelere yagi uzaklastirma islemi uygulanmistir. Ekstreler cam
balonlara alinmis, her bir ekstre i¢in ayri ayr1 10 ml hekzan, 6 ml metanol, 4 ml
distile su ¢ozeltisi hazirlanip ilave edilmistir. Ultrasonik su banyosunda 15 dak,
orbital karistiricida 70 rmp 10 dak isleme tabi tutulmustur. Cam balonda bulunan
ornekler ayri ayri santrifiij tiipiine aktarilarak santrifiij cihazinda 3500 rpm 10 dak
isleme tabi tutulmustur. Faz ayrimi gerceklesen orneklerden otomatik pipet ile iist
fazdan 6 ml c¢ekilerek deney tiiplerine aktarilmig, toplam fenolik madde tayini
yapilana kadar karanlik ortamda -30°C’de bekletilmistir (Chobdar Rahim, 2021).

3.4.2. Toplam Fenolik Madde Tayini

Bitki ekstrelerinden elde edilen orneklerin toplam fenolik madde miktar1 Folin-
Ciocalteu reaktifi kullanilarak belirlenmis ve gallik asit cinsinden hesaplamalar

yapilmustir (Singleton, Orthofer ve Lamuela-Raventos, 1999).

Bitki ekstrelerinden elde edilen her bir 6rnekten ayri ayr1 100 ve 300 pl alinip her
birine 500 pl FC reaktifi ilave edilmis, vorteks karistirict 15 sn uygulandiktan sonra
oda sicakliginda, karanlik ortamda 5 dak bekletilmistir. Ardindan 1 ml Nay,COs
cozeltisi eklenmistir. Hazirlanan karigim distile su ile 10 ml’ye tamamlanmis, oda
sicakliginda, karanlik ortamda 90 dak bekletilmistir. Spektrofotometrede 765 nm
dalga boyunda absorbans degerleri okunmustur (Chobdar Rahim, 2021).
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Toplam fenolik madde tayini analizinde, ekstrelerin toplam fenolik madde miktari
gallik asit esdegeri (GAE) olarak verilmistir. Gallik asit standart ¢ozeltisi 500 ppm
konsantrasyonunda hazirlanmis ve seyreltilerek 50, 100, 200, 300, 400, 500 ppm
olan farkli konsantrasyonlarda ¢ozeltiler elde edilmistir. Standart ¢ozeltiye ait

kalibrasyon egrisi ¢izilmistir.

Bitki ekstrelerinden elde edilen 6rneklerin okunan absorbans degerleri gallik asit
standart egrisindeki konsantrasyona karsilik lineer regresyon denklemi (y=a+bx)
uygulanarak hesaplanmistir. Orneklerden elde edilen toplam fenolik madde igerik
sonuglart mg gallik asit esdegeri (GAE) / 100 g 6rnek (mg GAE / g 6rnek) cinsinden

sunulmustur.
3.5. a-glukozidaz inhibisyonu Protokolii Belirlenmesi

Yontem, o-glukozidaz enzimi ve substrat olan p-nitrofenil-D-glukopiranozit’in
hidroliz reaksiyonu sonucu olusan p-nitrofenol’iin 405 nm dalga boyundaki
absorbsiyonunun bir mikroplaka okuyucu yardimi ile spektrofotometrik Slgitimiine

dayanur.

a-Glukozidaz enzimi Saccharomyces cerevisiae kaynakli olup Sigma Aldrich
firmasindan, substrat olarak kullanilan p-nitrofenil-a-D-glukopiranozid bilesigi TCI

firmasindan ve referans bilesik akarboz, Acros firmasindan alinmistir.

Biyolojik aktivite caligmalarinda 100 mM NaCl igeren 50 mM pH:6.8 fosfat
tamponu kullanilmistir. Calismamizda elde edilen 16 ekstrenin tartimlari yapilarak;
uygun hacimdeki Dimetil Siilfoksit (Dimethyl sulfoxide-[DMSQ]) igerisinde
¢Oziilmiis ve azalan konsantrasyondaki ¢ozeltileri hazirlanmistir. Elde edilen ekstre
cozeltileri tzerine DMSO ile esit hacimde wultra saf su ilave edilerek
konsantrasyonlar1 yar1 yariya diisiirilmiistiir. Kuyucuklara ilk olarak yar1 yariya
DMSOQO:su ile hazirlanan ekstre ¢ozeltilerinden 30 pL eklenmistir. Daha sonra
kuyucuklara enzimin tampondaki 71.4 mU/ml konsantrasyondaki ¢ozeltisinden 70
nL eklenerek plaka 37°C’de 5 dak boyunca inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresinin
sonunda kuyucuklara substratin tampondaki 2.5 mM konsantrasyondaki

cozeltisinden 50 mL eklenmis ve 405 nm’de 10 dak boyunca 30 saniye araliklarla 21
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kez &lgiimii almmustir. Olgiimler 3 kez tekrarlanmustir. Standart olarak DMSO:Su
(50:50) karisimi, pozitif standart olarak ise akarboz bilesigi kullanilmistir. Standart
ve ekstre ¢ozeltileri i¢cin her 30 saniyede Olgiilen absorbans degerleri zamana karsi
grafige gecirilerek her biri igin grafigin egim degerleri belirlenmistir. % inhibisyon
degerleri Sekil 3’te gosterilen formiile gore hesaplanmistir (Kuyucuk igindeki DMSO

orani total hacmin %10’udur).

Standart dogrusunun egimi - Test bilesigi dogrusunun egimi

% inhibisyon = X100

Standart dogrusunun egimi

Sekil 3: % inhibisyon hesaplama formiilii

% inhibisyon degerleri, ICsy degerinin hesaplanmasi i¢in kullanilarak test bilesigi
konsantrasyonlarina kars1 grafige aktarilmistir. Lineer regresyon analizi ile dogru
denklemi belirlenmesinde r>>0.95 kosulunun saglanmasi dikkate alinmustir ve ICsg

degerleri hesaplanmistir (Soyer, Ayan, 2020).
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4. BULGULAR

4.1 Bitkisel Materyaller

Arastirma materyali olarak secilen C. mahaleb meyve ve tohumlar1 Resim 3’te ve

liyofilize materyaller ise Resim 4’te sunulmustur.
Y
. ‘ \t
a. b. c
d. ' e. l f. '|l ]‘

Resim 3: C. mahaleb tiim meyve (a), ¢ekirdeksiz meyve(b), ¢ekirdek (c),
temizlenmis cekirdek (d), ¢cekirdeksiz tohum (e) ve tohum kabugu (f)
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Resim 4: C. mahaleb liyofilize meyve (a) ve liyofilize tohum (b)

A. communis tohumlarinin dis zarindan ayrilmasi1 Resim 5°te, liyofilize tohumlar

Resim 6°da, kurutulmus tohum kabuklar1 Resim 7’de sunulmaktadir.

Resim 5: A. communis tiim tohum (a), tohum (b), tohum kabugu (c)
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Resim 7: A. communis kurutulmus tohum kabuklari

26



C. mahaleb meyve ve tohumlarinin liyofilizasyon ile kurutma yiizdelerine ait

sonuclar Tablo 3 ve 4’te verilmistir.

Tablo 3: C. mahaleb meyve liyofilizasyon sonuglari

L Kurutma
Taze drog Liyofilize drog
yiizdesi
m m
g g %

Ornek 1 123219 42392 34.44
Ornek 2 119766 40232 33.59
Ornek 3 126705 42933 33.88
Ortalama 33.97
Standart sapma 0.43
%RSS 1.26

Agirliklart 119766 -126705 mg olan 3 adet C. mahaleb meyve taze drog kiimesinin
liyofilizasyonu sonucunda ortalama 41852 mg homojen drog kiimesi elde edilmistir.
3 adet Ornegin kurutma yiizdesi %33.59 - %34.44’°tlir. Liyofilizasyon iglemi
sonrasinda ortalama kurutma yiizdesi %33.97, standart sapma 0.43 ve %RSS degeri
%1.26 olarak bulunmustur. %RSS degerinin %5’in altinda tespit edilmesi
liyofilizasyon islemi sonucunda homojen drog kiimesi elde edilebildigini

gostermektedir.
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Tablo 4: C. mahaleb tohum liyofilizasyon sonuclar:

o Kurutma
Taze drog Liyofilize drog
yiizdesi
m m
g g %

Ornek 1 67145 59757 89.00
Ornek 2 66783 58400 87.44
Ornek 3 65543 55288 84.35

Ortalama 86.93

Standart sapma 2.36
%RSS 2.71

Agirliklart 65543 - 67145 mg olan 3 adet C. mahaleb tohum taze drog kiimesinin
liyofilizasyonu sonucunda ortalama 57815 mg homojen drog kiimesi elde edilmistir.
3 adet Ornegin kurutma yiizdesi %84.35 - %89.00°dur. Liyofilizasyon islemi
sonrasinda ortalama kurutma yiizdesi %86,93, standart sapma 2,36 ve %RSS degeri
%2,71 olarak bulunmustur.

A. communis tohumlarinin liyofilizasyon c¢alismalarina ve tohum kabuklarinin

kurutma ¢alismalarina ait sonuglar Tablo 5 ve Tablo 6’da sunulmaktadir.
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Tablo 5: A. communis tohum liyofilizasyon sonuclari

o Kurutma
Taze drog Liyofilize drog
yiizdesi
m m
g g %

Ornek 1 143881 97656 67.87
Ornek 2 143316 96972 67.66
Ornek 3 142993 97420 68.12
Ortalama 67.88
Standart sapma 0.23
%RSS 0.33

Agrrliklar: 142993 - 143881 mg olan 3 adet A. communis tohum taze drog kiimesinin
liyofilizasyonu sonucunda ortalama 97349 mg homojen drog kiimesi elde edilmistir.
3 adet Ornegin kurutma yiizdesi %67.66 - %68.12°dir. Liyofilizasyon islemi
sonrasinda ortalama kurutma yilizdesi %67.88, standart sapma 0.23 ve %RSS degeri
%0.33 olarak bulunmustur.
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Tablo 6: A. communis tohum kabugu kurutma sonuglari

Kurutulmus Kurutma
Taze drog
drog yiizdesi
m
J mg %
Ornek 1 47527 19051 40.08

Agirhgr 47527 mg olan A. communis tohum kabuklari taze drog Orneginin

kurutulmasi sonucunda kurutma yiizdesi %40.08 bulunmustur.

4.2 Ekstraksiyon Calismalari

Aragtirma materyallerinin total ekstraksiyon agsamalarina ait fotograflar Resim 8, 9,

10, 11 ve 12°de sunulmaktadr.

Resim 8: C. mahaleb tohumlari
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Resim 9: C. mahaleb meyve hekzan, diklorometan, etanol, etanol:su (80:20) ve

su ekstreleri

Resim 10: A. communis tohum ekstresinin evaporasyonu
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Resim 11: C. mahaleb meyve ekstrelerinin evaporasyonu

Resim 12: C. mahaleb meyve hekzan, diklorometan, etanol, etanol:su (80:20) ve
su ekstreleri
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C. mahaleb meyve, C. mahaleb tohum ve A. communis tohum ekstrelerinin %

ekstraksiyon verimleri taze drog lizerinden hesaplanmis olup Tablo 7, 8 ve 9°da

sunulmustur.

Tablo 7: C. mahaleb meyve % ekstraksiyon verimleri

Hekzan

DCM

EtOH:TFA
(100:0.1)

EtOH:su: TFA
(80:20:0.1)

Su:TFA
(100:0.1)

Taze

drog

58.88

59.16

58.88

58.9

58.9

Liyofilize

drog

20.00

20.01

20.00

20.02

20.02

Kuru ekstre

0.029

0.057

11.091

21.034

17.682

Ekstraksiyon

verimi

%

0.04

0.09

18.83

35.71

30.02

C. mahaleb meyvelerinde en yiiksek verim %35.71 ile EtOH:su:TFA (80:20:0.1)
ekstresinde, en diisiik verim ise %0.04 ile hekzan (%0.1 TFA) ekstresinde elde

edilmistir.
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Tablo 8: C. mahaleb tohum % ekstraksiyon verimleri

Liyofilize Ekstraksiyon
Taze drog Kuru ekstre -
drog verimi
g : g %
Hekzan 23.02 20.02 2.425 10.53
DCM 23.00 20.00 3.867 16.81
EtOH 23.01 20.01 1.246 5.41
EtOH:su
23.00 20.00 1.267 551
(80:20)
Su 23.01 20.01 1.673 7.27

C. mahaleb tohumlarinda en yiiksek ekstraksiyon verimi %16.81 ile diklorometan

ekstresinde, en diisiik verim ise %5.41 olarak etanol ekstresinde goriilmiistiir.
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Tablo 9: A. communis tohum % ekstraksiyon verimleri

Liyofilize Ekstraksiyon
Taze drog Kuru ekstre -
drog verimi
g : g %
Hekzan 29.47 20.01 6.039 20.49
DCM 29.46 20.00 9.048 30.71
EtOH 29.49 20.02 1.168 3.96
EtOH:su
29.49 20.02 0.764 2.59
(80:20)
Su 29.46 20.00 2.159 7.32

A. communis tohumlarinda en yiiksek ekstraksiyon verimi %30.71 ile diklorometan

ekstresinde, en diigiik verim ise %2.59 ile etanol:su (80:20) ekstresinde goriilmiistiir.

Tablo 5, 6, 7°de belirtilen 5 farkli solvent ile ekstraksiyona tabi tutulan C. mahaleb
meyve, C. mahaleb tohum ve A. communis tohumlarima ait 15 ekstreden elde
ettigimiz ekstraksiyon verimlerinin en disiik %0.04 ile C. mahaleb meyvelerinin
hekzan (%0.1 TFA) ekstresi, en yiiksek %35.71 ile C. mahaleb meyvelerinin
etanol:su (80:20) (%0.1 TFA) ekstresi oldugu saptanmistir.
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C. mahaleb meyve, C. mahaleb tohum, A. communis tohum ve A. communis tohum
kabugu ekstrelerinin sirali ekstraksiyon verimleri Tablo 10, 11, 12 ve 13’te

sunulmustur.

Tablo 10: C. mahaleb meyve % sirah ekstraksiyon verimleri

Ekstraksiyon
Kuru ekstre o
verimi
. %
Hekzan 0.01 0.034
DCM 0.011 0.037
EtOH:TFA
1.528 5.190
(100:0,1)
Su:TFA
5.284 17.948
(100:0.1)

Taze drog agirhigi 29.44 g, liyofilize drog agirhigr 10.00 g olan C. mahaleb
meyvelerinde en yiiksek verim %17.948 ile su (%0.1 TFA) ekstresinde, en diisiik
verim ise %0.034 ile hekzan ekstresinde elde edilmistir.
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Tablo 11: C. mahaleb tohum % siral ekstraksiyon verimleri

Ekstraksiyon
Kuru ekstre o
verimi

: %

Hekzan 1.040 9.043
DCM 0.903 0.078
EtOH 0.313 2.721
Su 1.056 9.182

Taze drog agirhgr 11.5 g, liyofilize drog agirligt 10.00 g olan C. mahaleb

tohumlarinda en yiiksek ekstraksiyon verimi %9.182 ile su ekstresinde, en diisiik

verim ise %0.078 olarak diklorometan ekstresinde goriilmiistiir.
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Tablo 12: A. communis tohum % siral ekstraksiyon verimleri

Ekstraksiyon
Kuru ekstre o
verimi

: %

Hekzan 3.853 21.731
DCM 1.145 6.457
EtOH 0.267 1.505
Su 0.808 4.557

Taze drog agirhgr 17.73 g, liyofilize drog agirligi 10.00 g olan A. communis

tohumlarinda en yiiksek ekstraksiyon verimi %27.731 ile hekzan ekstresinde, en

diisiik verim ise %1.505 ile etanol ekstresinde goriilmiistiir.
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Tablo 13: A. communis tohum kabugu % siral ekstraksiyon verimleri

Ekstraksiyon
Kuru ekstre o
verimi

: %

Hekzan 0.085 0.340
DCM 0.067 0.269
EtOH 0.071 0.284
Su 0.762 3.055

Taze drog agirhigr 29.94 g, liyofilize drog agirligi 10.00 g olan A. communis tohum
kabuklarinda en yiiksek ekstraksiyon verimi %3.055 ile su ekstresinde, en diisiik

verim ise %0.269 ile diklorometan ekstresinde goriilmiistiir.

Tablo 8, 9, 10 ve 11°de belirtilen 5 farkli solvanla ekstraksiyona tabi tutulan C.
mahaleb meyve, C. mahaleb tohum, A. communis tohum ve A. communis tohum
kabuklarina ait 16 ekstreden elde ettigimiz ekstraksiyon verimlerinin en digiik
%0.034 ile C. mahaleb meyvelerinin hekzan ekstresi, en yiiksek %27.731 ile A.

communis tohumlarinin hekzan ekstresi oldugu saptanmustir.
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4.3 Toplam Fenolik Madde Analizi

Arastirma materyallerinin toplam fenolik madde ekstraksiyonu asamalarinda
santrifiij tiipiinde faz ayrimlar1 Resim 13’te, elde edilen ekstreler Resim 14°te, gallik
asit standart ¢ozeltisine ait kalibrasyon egrisi Grafik 1°de, toplam fenolik madde
iceriginde total ekstrelerin analiz sonuglar1 Tablo 14°te, sirali ekstrelerin analiz

sonuclar1 Tablo 15°te sunulmustur.

Resim 13: C. mahaleb meyve, C. mahalebtohum, A. communis tohum ve A.

communis tohum kabugu ekstrelerinin toplam fenolik madde ekstraksiyonu
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Resim 14: C. mahaleb meyve, C. mahaleb tohum, A. communis tohum ve A.

communis tohum kabugu ekstrelerinin toplam fenolik madde tayini ekstreleri

GALLIK ASIT STANDART

0,45 y = 0,0008x + 0,0035
2_
0,4 . R*=0,9976

0,35
0,3 /
w 0,25
0,2 & Absorbanc
0,15 / —— Dogrusal (Absorbanc)

0,1

Ab

0,05

0 100 200 300 400 500 600
kon (ppm)

Grafik 1: Gallik asit’in kalibrasyon egrisi

41



C. mahaleb C. mahaleb

A. communis

meyve

tohum

tohum

Tablo 14: Total ekstrelerin toplam fenolik madde icerigi analiz sonuclari (mg

GAE/100g 6rnek)
Lo 54| E
S T S =) = &=
§ | 8 |8 |22 | 33| 2| 3
T a L o g Ee|l 8§
=~ S
- )
33 59 - 16 - 2197 -
38 49 133 - 128 - 30
54 120 44 - 18 - 6

Toplam fenolik madde igerigi calisilan total ekstraksiyon yontemi ile elde edilmis 15
bitki ekstresinin o6lgiimleri birer kez yapilmistir. Analizler sonucunda C. mahaleb
meyve su:TFA (100:0.1) ekstresinin 3634 mg GAE/100 g ile en yiiksek, A.
communis tohum su ekstresinin 6 mg GAE/100 g ile en diisiik igerige sahip oldugu

tespit edilmistir.
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Tablo 15: Siral ekstrelerin toplam fenolik madde icerigi analiz sonuc¢lar: (mg

GAE/100g ornek)
c T E ) < 9
o = o) = o - L o
% O = Ir o w = o
T e L =SS 3 2
LLl
o)
2 o
£ 2 20 72 . 4334 i 13213
()
€ g
o
3
T £
£ 5 73 510 152 i 40 i
E S
$)
2
[
>S5
g £ i i
E g 122 175 113 9
8 e
<
[72]
c
5
=
EE® o 661 617 i 542 i
O
o £ 3
O L X
<

Toplam fenolik madde igerigi ¢aligilan sirali ekstraksiyon yontemi ile elde edilmis 16
bitki ekstresinin olgiimleri birer kez yapilmistir. Analizler sonucunda C. mahaleb
meyve Su:TFA (100:0.1) ekstresinin 13213 mg GAE/100 g ile en yiiksek, A.
communis tohum su ekstresinin 9 mg GAE/100 g ile en diisiik igerige sahip oldugu

tespit edilmistir.
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Total ekstraksiyon ve sirali ekstraksiyon uygulanan bitki ekstrelerinin toplam fenolik
madde degisimine ait karsilastirmali siitunlardan C. mahaleb meyve Sekil 4, C.

mahaleb tohum Sekil 5 ve A. communis tohum Sekil 6’da sunulmaktadir.

14000

13213

12000

10000

8000

6000

| total ekstre

mg GAE/100 g 6rnek

4334 W sirali ekstre

4000 -

2197
2000 -

Sekil 4: Total ekstraksiyon ve sirah ekstraksiyon uygulanan C. mahaleb meyve

ekstrelerinin toplam fenolik madde degisimi

44




Total ekstraksiyon ve sirali ekstraksiyon yontemleri uygulanarak elde edilen C.
mahaleb meyve ekstrelerinin toplam fenolik madde igerikleri incelendiginde; sirali
ekstraksiyon yonteminin, total ekstrasiyon yontemine gore su ekstresinde 3.63,
etanol: TFA (100:0.1) ekstresinde 270.8, diklorometan ekstresinde 1.22 kat yiiksek
oldugu, hekzan ekstresinde ise 0.6 kat diisiikk oldugu bulunmustur.

600

510
500

400

m total ekstre

B siral1 ekstre

mg GAE/100 g 6rnek
S
S

200
100
0 A
Su ETOH su ETOH Hekzan
(80:20)

Sekil 5: Total ekstraksiyon ve sirali ekstraksiyon uygulanan C. mahaleb tohum
ekstrelerinin toplam fenolik madde degisimi
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Total ekstraksiyon ve sirali ekstraksiyon yontemleri uygulanarak elde edilen C.

mahaleb tohum ekstrelerinin toplam fenolik madde igerikleri incelendiginde; sirali

ekstraksiyon yonteminin, total ekstrasiyon yontemine gore su ekstresinde 1.33,

etanol ekstresinde 1.14, diklorometan ekstresinde 10.4 ve hekzan ekstresinde 1.92

kat daha ytiksek oldugu bulunmustur.
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[IIEN
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=
N
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mg GAE/100 g 6rnek
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44

40

20

18
6 2 II
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Su

EtOH:su EtOH  DCM
(80:20)

Hekzan

m total ekstre

B siral1 ekstre

Sekil 6: Total ekstraksiyon ve sirali ekstraksiyon uygulanan A. communis tohum

ekstrelerinin toplam fenolik madde degisimi
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Total ekstraksiyon ve siralt ekstraksiyon yontemleri uygulanarak elde edilen A.
communis tohum ekstrelerinin toplam fenolik madde igerikleri incelendiginde; sirali
ekstraksiyon yonteminin, total ekstrasiyon yontemine gore su ekstresinde 1.5, etanol
ekstresinde 2.56, diklorometan ekstresinde 1.45 ve hekzan ekstresinde 2.25 kat daha

yiiksek oldugu bulunmustur.

4.4 Ekstrelerin a-glukozidaz inhibitor Aktivitesi

C. mahaleb meyve ve tohumlari ile A. communis tohumlar: ile yapilan total
eksraksiyon islemi sonucu elde edilen ekstrelerin enzim inhibisyon kinetik
calismasinda yapilan mikroplaka kuyucuklarina ekim islemi Resim 15°te, o-

glukozidaz inhibitor aktiviteleri ise Tablo 16, 17 ve 18’de sunulmustur.

‘= - &

Resim 15: Mikroplaka kuyucuklarina ekim islemleri
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Tablo 16: C. mahaleb meyve ekstrelerinin a-glukozidaz inhibitor aktivitesi

a-glukozidaz | Standart @ Standart

Konsantrasyon . %RSS
Inhibisyonu | Sapma Hata
Hekzan 0.80 mg/dl 9.99 4.76 2.75 47.66
DCM 0.05 mg/dl 6.13 0.52 0.30 8.61
EtOH:TFA
0.80 mg/dl 27.89 1.75 1.01 8.00
(100:0.1)
EtOH:su: TFA
T.E T.E T.E T.E T.E
(80:20:0,1)
Su:TFA
0.80 mg/dl 20.08 0.50 0.28 2.47
(100:0.1)
Akarboz 1.6 mg/dI 74.60 0.89 0.51 1.20

T.E: test edilemedi
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Tablo 17: C. mahaleb tohum ekstrelerinin a-glukozidaz inhibitor aktivitesi

Standart @ Standart

Konsantrasyon = glukozidaz %RSS
X Sapma Hata
Inhibisyonu
Hekzan 0.2 mg/di 2.03 0.27 0.15 13.41
DCM 0.4 mg/dI 3.31 0.12 0.07 3.81
EtOH 0.4 mg/dI 3.20 0.22 0.12 7.01
EtOH:su
0.8 mg/dI 5.20 1.42 0.82 27.35
(80:20)
Su 0.4 mg/dI 7.15 1.87 1.08 26.17
Akarboz 1.6 mg/di 74.60 0.89 0.51 1.20
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Tablo 18: A. communis tohum ekstrelerinin a-glukozidaz enzim inhibitor

aktivitesi
- ) Standart = Standart
Konsantrasyon @ glukozidaz %RSS
) Sapma Hata
Inhibisyonu
Hekzan 0.2 mg/dI 4.93 0.87 0.50 17.77
DCM 0.2 mg/dl 4.52 0.87 0.50 19.38
EtOH 0.4 mg/dI 1.29 0.03 0.02 2.75
EtOH:su
0.8 mg/dI 7.74 0.74 0.42 9.59
(80:20)
Su 0.4 mg/dI 6.72 1.05 0.60 15.60
Akarboz 1.6 mg/dI 74.60 0.89 0.51 1.20

Enzim inhibitor aktivitesi ¢aligilan 15 bitki ekstresinin 3 tekrarli analizleri sonucunda
C. mahaleb meyve ekstrelerinden etanol (%0.1 TFA), C. mahaleb tohum
ekstrelerinden su ve A. communis tohum ekstrelerinden etanol:su ekstresinin o-
glukozidaz enzim % inhibisyon degerleri en yiiksek olup sirasi ile %21,89, %7.15 ve

%7.24 oranlarinda tespit edilmis; ancak pozitif kontrol olarak kullanilan akarbozun
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%74.60 inhibisyon oranindan oldukca diisiik degerler olmasi sebebi ile inhibitor
etkilerinin diisiik olmasi nedeniyle ICsy degerleri hesaplanmamistir. Pozitif kontrol

akarbozun ICs degeri 511.90 ug/ml + 21.15 olarak bulunmustur.
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TARTISMA

Calismamiz, arastirma materyalinin diyabet hastaligina karsi geleneksel olarak
kullanildig1 kayitli bitkisel kaynaklar arasindan segilerek planlanmistir. Diyabete
kars1 kullanilan tibbi bitkiler iizerinde yapilan antidiyabetik aktivite ¢alismalarinda
bitki secimi etnobotanik kayitlar iizerinden geleneksel halk kullanim kayd: ile
secildiginde %81 oraninda etkili sonu¢ gozlenirken, rastgele bitki se¢giminde bu oran
%47’ ye diismektedir (Arituluk ve Ezer, 2012). Tibbi bitkilerin diyabet iizerindeki
etkinliginin arastirildigi ¢alismalarin  ¢ogunda total bitki ekstresinin, ekstre
bilesiminde yer alan saf sekonder metabolitlerden daha etkili oldugunu ortaya
koymaktadir (Elgin Cebe ve Karaman, 2016).

Bu farkindalig1 temel alarak arastirma materyalinin tespit edilmesinde etnobotanik

veri tabanindan destek alinmasi uygun bulunmustur.

Sarikaya ve ark. tarafindan diyabete kars1 geleneksel olarak 132 bitkinin kullanildig:
rapor edilmistir (Sarikaya, Oner ve Harput, 2010). Bir baska calismada iilkemizde
seker hastaligina kars1 kullanilan 179 tiir ve tiir alt1 takson belirlenmis ve literatiir
kayitlar1 ile birlikte listelenerek sunulmustur (Arituluk ve Ezer, 2012). Bir diger
caligmada 129 bitki taksonu saptanmistir (EIgin Cebe ve Karaman, 2016).

“Tiirkiye'nin Etnobotanik Veritabani”na gore, Tiirkiye’de seker hastaligina kars1 halk
arasinda geleneksel yontemlerle kullanilan 396 bitki taksonu bulunmaktadir

(Bellikci-Koyu, 2020).

Veri tabaninda potansiyel arastirma materyali olarak tespit edilen bitkiler, seker
hastaliginda geleneksel kullanimi kayitli etnobotanik literatiir sayisi, bitkinin
kullanilan kismi1 ve kayitli oldugu etnobotanik literatiir ile daha yapilmis olan in-vitro
a-glukozidaz enzim inhibisyonu ve in vivo galismalar1 goz oniinde bulundurularak

degerlendirmeye alinmigtir.
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Yapilan taramalar sonucunda C. mahaleb meyveleri, C. mahaleb tohumlari, A.
communis tohumlart ve A. communis tohum kabuklar1 aragtirma materyali olarak

secilmistir.

Secilen bitkilerin ve kullanilan kisimlarinin meyve ve tohum olarak tercih
edilmesinin bir diger sebebi de, halk arasinda uzun zamandir gida amagl tiikketiminin
bulunmasinin sagladigi toksikolojik olarak zararsizliklarimin ve giivenliliklerinin
bilinmesidir. Geleneksel kullanimi kayithi olan bitkilerin dogadan toplanmasinda
siirdiiriilebilirlik ilkesine dayali olarak floraya zarar vermeden temin edilebilirligi

materyal se¢imimizin degerlendirilmesinde 6zen gosterilen bir diger parametredir.

C. mahaleb meyve ve tohumlar: ile A. communis tohum ve tohum kabuklarinin
iceriklerindeki su, ekstraksiyon ve enzim inhibisyonu calismalar1 Oncesinde

uzaklastirilarak homojen materyaller hazirlanmistir.

C. mahaleb meyveleri, zamanla olgunlasarak kabuk yapisi incelen ve bol su ihtiva
eden bir yapidadir. Endiistride, ¢abuk bozulan besinlerde raf Omriinii uzatmak,
bekleme sirasinda yasanan kayiplar1 dislirmek, daha kiigiik hacimlerde
depolayabilmek gibi sebeplerle kurutma c¢aligmalar1 yapilmaktadir (Sagar, Suresh-
Kumar, 2009).

Crataegus orientalis meyvesinde en iyi kurutma yonteminin tespit edilmesi {izerine
planlanan ¢alismada liyofilize etme, firinda kurutma ve 6n islem olarak mikrodalga
uygulanarak firinda kurutma yontemleri fenolik bilesikler, antioksidan aktivite ve
renk degisikligi parametrelerine gore degerlendirilmistir. Toplam fenolik iceriginde
en az kayip liyofilize edilmis (%5.40) 6rneklerde, antioksidan aktivite sonuglarinda
en yiiksek DPPH degeri liyofilize meyvelerde (taze 35.78, liyofilize 32.77 mmol TE
kg-1 DW), renk degerlerinde en az kahverengilesme liyofilize edilmis meyvelerde
meydana geldigi tespit edilmistir (Coklar ve ark., 2018).

Prunus persica meyvelerinin toplam fenolik igeriginin ve antioksidan aktivitesinin
incelendigi bir bagka c¢alismada da meyvelerin liyofilize edilmesi onerilmektedir
(Mokrani, Madani, 2016).

Sekonder metabolitlerde kayip riski en disiik ve yiiksek ekstre verimi igin,

dondurarak kurutma yontemi olan liyofilizasyon tercih edilmistir.
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Liyofilize materyallerde kurutma yiizdeleri C. mahaleb meyveleri %33.97, C.
mahaleb tohumlar1 %86.93 ve A. communis tohumlar1 %67.88 olarak bulunmustur.

Bu degerlere gore arastirma materyalinde homojen kiitleye ulasilabilecegi
kanitlanmis ve meyve ve tohumlarin kurutulmasinda dondurarak kurutma yontemi

olan liyofilizasyon islemi uygun ve yinelenebilir bir yontem olarak belirlenmistir.

Arastirmada kullanilan bitkisel droglarin ekstraksiyon islemi i¢in kullanilan solvent
sistemleri hekzan, diklorometan, etanol, su ve asit karisimindan olusmaktadir.
Kullanilacak olan solvent sistemlerin tercihinde 6ncelikle halk arasindaki geleneksel

kullanim yontemleri degerlendirilmistir.

Geleneksel kullanimda C. mahaleb meyve ve tohumlarinin dahilen infiizyon ve
dekoksiyonlarinin, A.communis tohumlarinin da dahilen, ¢ig kullanmasi sebebi ile ilk

¢oziicii olarak su secilmistir (Bellikci-Koyu, 2020).

Ayrica farkli polaritede ekstraksiyonlar i¢in olan etanol, hekzan ve diklorometan

sistemleri tercih edilmistir (Koyu ve ark., 2018 ; Karabulut, Yemis, 2019).

Coziiciiye asit ilavesinin antosiyaninlerin ¢dziinme miktarini arttirmasi: nedeniyle
trifloroasetik asit (%0.1) kullanilarak pH degeri 3’tin altinda tutulmustur (Salamon,
Mariychuk ve Grulova, 2015).

Dogal tiriinlerden biyoaktif bilesiklerin ekstraksiyonu i¢in ultrasonik su banyosu en
yaygin kullanilan tekniklerdendir (Chaves, 2020). Bu yontemde, mekanik etki ile
partikiil boyutu kiiglilmekte, bitki hiicre duvarinin zarar gormesiyle ¢oziicii
difiizyonu artarak ¢6ziicii ile 6rnek materyal arasinda yiiksek etkilesim nedeniyle

kisa siirede yiiksek verim elde edilmektedir (Um, Han ve Lee, 2017).

Ultrasonik su banyosunun daha diisiikk solvan ve enerji tiiketimi ile yiiksek
tekrarlanabilirlik ve son iiriiniin daha yiiksek saflikta elde edilebilmesindeki katkilar
nedeniyle; ¢alismamizda ultrasonik su banyosu yontemi tercih edilmistir (Chaves,
2020).

a-glukozidaz inhibitorleri, kilo aldirmadan glisemik kontrolii saglayabilmekte ve
genellikle hipoglisemiye yol agmamaktadir. Yapilan c¢alismalar, a-glukozidaz
inhibitdrlerinin tokluk plazma glukoz seviyelerini 40-60 mg/dL (2.2 — 3.3 mmol/L),
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aclik plazma glikoz seviyelerini 20-30 mg/dL (1.1 - 1.7 mmol/L) ve HbAlc
seviyelerini de %0.5-1 azalttigin1 gostermistir (Mayerson, Inzucchi, 2015).

7000 tip 2 DM’lu hasta tlizerinde yapilan 28 haftalik ¢alismaya gore bu inhibitorlerin,
ortalama 1 saatlik PPG degerini -47 mg/dL, HbAlc degerini de %-0.7 oraninda

diistirdiigii saptanmistir (Baron, Neumann, 1997).

a-glukozidaz enzim inhibitorlerinin disakkaridazlart bloke edici etkiyi en yiiksek
glukoamilaz, maltaz, sukroz, dekstranaz, pankreatik amilaz enzimlerinde gosterdigi,
izomaltaz igin az etkili, laktaz enzimi ve glukoz tasiyicilar1 iizerinde ise etkisiz

oldugu bilinmektedir (Dinggag, 2011).

Bu durum karbonhidrat emiliminin gecikmesini sagladigi i¢in avantajli olup,
pankreas beta hiicrelerinde insiilin sekresyonunun artmasinda zaman kazandirir,
boylece glukozun dolasima hizli girisini yavaslatir. Ek olarak monosakkartiler
tizerinde etkili olmamasi ile glukozun tamaminin emilmesini engellemeyerek

hipoglisemiye yol agmazlar (Mizuno ve ark., 2008; Din¢cag, 2011).

2002 yilinda yapilan bir ¢alismada, akarbozun bozulmus glukoz toleransi olan
hastalarda tip 2 diyabete ilerleme riskini %25 oraninda azalttigi, buna ek olarak
hastalarin bozulmus glukoz toleransinin zamanla normal glukoz degerlerine donme

olasiligimi artirdigr belirlenmistir (Chiasson ve ark., 2002).

Bir baska calismada diyabet insidansinda %34.4, yeni tan1 alan hipertansiyonda %34
ve kardiyo vaskiiler hastalik insidansinda %49 oraninda azalma sagladigi

saptanmistir (Hanefeld, Schaper ve Koehler, 2008).

Akarbozun sistemik bir etki olmaksizin bagirsakta lokal olarak hareket ediyor olmasi
65 yas usti T2DM’lu bireylerin kullanimi i¢in ¢ok uygun ve giivenlik aralig1 genis
bir ila¢ oldugunu gostermektedir (Mizuno ve ark., 2008).

Bildigimiz kadartyla bu ¢alisma ile, Tiirkiye’de yetisen C. mahaleb ve A. communis

tohum ekstrelerinin in-vitro a-glukozidaz inhibitor aktivitesi ilk kez belirlenmistir.

Calismamiz devam ederken Temmuz 2021 tarihinde yayinlanan bir arastirmaya
rastlanmistir.  Bu  arastirmada, Italya’dan toplanmis olan C. mahaleb tiim
meyvelerinin Ultra Turrax yardimiyla homojenize edilip hazirlanan su ekstrelerinde

periferik ve merkezi koruyucu etkileri, antimikrobiyal ve ayn1 zamanda anti-COVID-

55



19 ozelliklerini aragtirmak hedeflenmis olup enzim kinetik calismalarin yapildig:
goriilmistiir. Enzim inhibisyon aktivitesi 1Csy degerleri tirozinaz, a-amilaz ve a-
glukozidaz igin sirasiyla 1.28, 3.44 ve 1.35 mg/mL olarak tespit edilmis, sikorik asit
ve katesinlerin enzim inhibitor etkiden sorumlu olabilecegi 6ne siirtilmistiir (Orlando
ve ark., 2021). Bu arastirmanin, yapmis oldugumuz c¢alismamizla farkliliklar
incelendiginde, bitkisel materyal ve temin edildigi lokalite Italya'nmin Apulia
bolgesinden C. mahaleb iken, bizim 6rneklerimiz Tiirkiye’de yetisen C. mahaleb var.
mahaleb taksonudur. Bu ¢alismada bitkisel materyalin hazirlanmasinda tiim meyve
homojenize edilmisken, yapmis oldugumuz calismada c¢ekirdeksiz meyve ve
tohumlar ayr1 ayri incelenmistir. Ekstraksiyon oOncesi islemler incelendiginde,
mevcut c¢alismada suyu wuzaklastirma isleminin yapilmadigi, antosiyaninlerin
stabilitesi i¢in herhangi bir asit kullanilmadigi goriiliirken, yapmis oldugumuz
calismada Ornekler liyofilize edilmis ve meyve Ornekleri igin ekstraksiyon
¢oziiciilerine TFA ilavesi yapilmistir. Bu ¢aligmada, ultrason destekli ekstraksiyonun
52.5 °C’de 32.4 dak uygulanirken, yapmis oldugumuz c¢alismada Ornekler total
ekstraksiyon isleminde 30 dak, sirali ekstraksiyon isleminde 60 dak ultrasonik su
banyosunda tutulmus ve tiim ¢aligma boyunca 40 °C’yi agsmayan sicaklik kontrolii
ile antosiyaninlerin bozulmasinin Oniine ge¢mek hedeflenmistir. Ekstraksiyon
coziiclileri incelendiginde mevcut ¢alismada yalnizca su ¢oziicii sistemi uygulanmis
olup, bizim ¢aligmamizda bitkisel materyalin igerdigi hem polar hem de apolar
bilesenler goz 6niinde bulundurularak farkli polaritede ekstraksiyon ¢oziiciileri tercih
edilmistir. Bu arastirmada enzim ¢alismasinda kullanilan referans ilag, bu ilaca ait
ICs0 degeri, ilag ve Orneklere ait % inhibisyon verilerinin agiklanmamis olmasi

sebebi ile bizim ¢alismamizin sonuglari ile karsilastirma yapilamamaktadir.

Rosaceae familyasi iiyeleri ilizerinde yapilan a-glukozidaz ve a-amilaz enzim
inhibitor aktivite c¢alismalar1 incelendiginde bazi taksonlarda enzim inhibe edici

potansiyellerin oldugu goriilmiistiir:

Sirbistan’da yetisen 12 Prunus taksonunun (P. domestica, P. cerasifera, P. avium, P.
cerasus, P. fruticosa, P. mahaleb, P. persica, P. armeniaca, P. pissardi, P. domestica
ssp. domestica, P. domestica ssp. insititia, P. spinosa ve P. avium) meyvelerinden
hazirlanan ekstrelerin; fenolik profil, antioksidan kapasite, antiproliferatif etki, o-

glukozidaz, a-amilaz ve dipeptidil peptidaz Il enzim inhibisyon kapasiteleri
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incelenmistir. C. mahaleb i¢in a-amilaz aktivitesi 1Cso = 43.95 mg/ml, (akarbozun
ICs0= 0.11 mg/ml) a-glukozidaz aktivitesi ise 1Csp = 0.96 mg/ml olarak saptanmistir
(akarboz ICs= 3.89 mg/ml) (Popovi¢ ve ark., 2021). 2021 Mart ayinda yayinlanmis
olan bu ¢alismanin, yapmis oldugumuz c¢alismamizla farkliliklar1 incelendiginde,
bitkisel materyal ve temin edildigi lokalite Sirbistan’in Voyvodina bolgesinden C.
mahaleb iken, bizim Orneklerimiz Tiirkiye’de yetisen C. mahaleb var. mahaleb
taksonudur. Ekstraksiyon islemleri incelendiginde, antosiyaninlerin stabilitesi igin
ekstraksiyon c¢oziiciilerine herhangi bir asit ilavesinin yapilmadigi goriiliirken,
yapmis oldugumuz caligmada TFA ilavesi icermektedir. Mevcut ¢alismada ¢oziicii
olarak yalnizca etanol:su (50:50) kullanilmasi, bizim c¢alismamizda ise farkli
polariteye sahip ¢oziiciilerin (su, etanol:su (80:20), etanol, diklorometan ve n-
hekzan) de incelenmis olmasi yapilan arastirmalarin farkliliklarini yansitmaktadir.
Ultrasonik su banyosu uygulama siliresi bu calismada 60 dak olup, bizim
aragtirmamizda enzim calismasi tamamlanmis olan total ekstraksiyon yontemi ile
elde edilen ekstrelerde 30 dak sonikasyon uygulanmistir. Enzim c¢alismasina ait
sonuclarin 1Csp degerleri ile verilmesi, bizim g¢alismamizda ise % inhibisyon
sonuclarina sahip olmamiz sebebi ile c¢aligmalar arasinda karsilastirma

yapilamamaktadir.

Vaccinium myrtillus, Rubus fruticosus ve Fragaria vesca yapraklarmin su
ekstrelerinde a-amilaz ve a-glukozidaz enzim inhibisyon kapasitelerinin incelendigi
bir ¢alismada, a-amilaz aktivitesi V. myrtillus i¢in ICso= 25.46, R. fruticosus i¢in
27.27 ve F. vesca i¢in 8.84 pg/mL olarak bulunmustur. a-glukozidaz aktivitesi
sirastyla, 30.46, 25.62 ve 7.67 pg/mL. Pozitif kontrol olarak kullanilan akarbozun ise
ICs0 degeri a-amilaz i¢in 0.006 ve a-glukozidaz i¢in 2.24 pg/mL bulunmustur
(Takacs ve ark., 2020).

P. spinosa meyvelerinden hazirlanan su ekstrelerinin enzim inhibit6r aktiviteleri o-
amilaz igin 389.83 mg/mL, a-glukozidaz i¢in ise 0.22 mg/mL olarak belirlenmistir
(Glucobay igin sirasiyla 0.20 ve 0.23 mg/mL) (Velickovi¢ ve ark., 2020).

P. cerasus tohumlu meyvelerinden hazirlanan etanol:su (80:20) ekstresinin enzim
inhibitor aktivitelerinin incelendigi bir ¢alismada ICsq degerleri a-amilaz igin 11.715
ve a-glukozidaz igin ise 9.361 mg/ml olarak belirlenmistir (Akarboz igin sirasiyla

0.023 ve 0.043 mg/ml) (Shishehbor ve ark., 2016).
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P. avium yapraklarinin metanol, metanol:su (50:50) ve su ekstrelerinde en yiiksek
enzim inhibitor etki metanol ekstrelerinde olup a-amilaz igin 0.53 a-glukozidaz igin

25.18 mmol/g degerleri saptanmustir (Uysal; 2020).

P. dulcis tohum kabugunun su, metanol:su (70:30), etanol:su (70:30), aseton:su
(70:30) ve asetonitril:su (70:30) ekstrelerinde a-amilaz enzim inhibisyon kapasiteleri
incelenmistir. En yiiksek enzim inhibitor etki aseton:su (70:30) ekstresinde 5.75
U/mg olarak belirlenmistir (Tsujita, Shintani ve Sato, 2013).

Bir baska c¢alismada, P. dulcis tohum kabugunundan hazirlanan etanol ekstresinin
enzim inhibitor aktivitesi incelenmistir. a-amilaz ve a-glukozidaz igin ICsy degerleri
sirasiyla 73.76 ve 50.11 pg/mL olarak bulunmustur (akarboz sirasiyla 35.5 ve 50.11
ug/mL) (Loizzo ve ark., 2021).

P. armeniaca meyve ve tohumlarinin metanol ekstrelerinde a-amilaz enzim inhibitor
aktivitelerinin arastirildigi bir ¢alismada ICso degerleri meyvede 1.30, tohumlarda
0.74 mg/mL, tath tohumlar igin ICsp = 3.17 mg/mL (akarboz igin ICsyp = 0.27
mg/mL) (Kaya, Keskin, 2021).

P. cerasus meyve suyunun liyofilizatdr ile kurutularak elde edilen kat1 maddesinin in
vitro olarak a-glukozidaz enzim inhibisyon calismasinda referans inhibitér olarak
karsilastirilan klorojenik asit ve akarboza gore orta diizeyde etki gosterdigi
bulunmustur (P. cerasus meyve suyu 2783 ug mL™, klorojenik asit 996 ug mL™ ve
akarboz 380 pg mL™) (Casedas ve ark., 2016).

Prunus cerasus ve Punica granatum tohumlarindan soguk pres yontemi ile elde
edilmis yaglarin metanol ekstrelerinde yapilan a-glukozidaz enzim inhibisyon
aktivitesi sirasiyla 4.38 ve 5.16 mg/dl bulunmustur. Calismada pozitif kontrol olarak

kullanilan akarboz i¢in 19.47 mg/dl tespit edilmistir (Basyigit ve ark,. 2020).

Amygdalus communis tohum kabuklarinin in-vitro antidiyabetik aktivitenin
arastirildigr calismada kati:¢oziicii oran1 1:20 olarak hazirlanan etanol ve metanol
ekstrelerinde a-amilaz enzim inhibisyon aktivitesi 1Csy degeri sirasiyla 6.63 ve 9.20
mg/ml tespit edilmistir (akarboz 1Cso = 1.05 mg/ml) (Tlili, Kirkan ve Sarikurkcu,
2019).

C. mahaleb yapraklarinin su ekstrelerinin a-glukozidaz enzim inhibisyon

aktivitesinin incelendigi ¢alismada 0.699 ve 6.99 mg/mL ekstre konsantrasyonlarinda
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% inhibisyon degerleri sirasiyla 9.65 ve 17.38 olarak tespit edilmistir (akarboz 1
mg/mL i¢in % 5.47, 7.5 mg/mL i¢in % 53.37) (Trifonova ve ark., 2021).

P. armeniaca meyvelerinden hazirlanan metanol ekstresinin, streptozotosin ile
indiiklenmis diyabetik sicanlar iizerinde antidiyabetik aktivite etkisinin incelendigi
bir ¢aligmada; saglikli siganlara 18 giin boyunca P. armeniaca metanol ekstreleri
verilmig, 19. giin streptozotosin intraperitoneal yoldan uygulanmis ve ekstreler
belirlenen dozlarda 72 saat boyunca oral yoldan verilmeye devam edilmistir.
Calismanin sonucunda doza bagl olarak aglik plazma glukozu, glikolize hemoglobin
ve idrarda seker parametrelerini diisiirdiigii, oral glikoz tolerans testi uygulandiginda
da yine doza bagl olarak kan sekerini diisiirdiigii tespit edilmistir (Shrivastav, Kaur

ve Lata, 2018).

Diger bir ¢alismada da P. laurocerasus meyve ekstrelerinin Alloxan ile indiiklenen
diyabetik sicanlarda 500 ve 1000 mg/kg dozlarinda uygulandiginda kan glukozunu
onemli Olclide dusiirdiigli; ardindan gliklazit kullanilarak hipoglisemi saglanan
sicanlara tekrar meyve ekstresi verildiginde kan seviyelerini normal degerlere
ulagtign goriilmiistiir. P. laurocerasus meyve ekstresinin hem agonist hem de

antagonist 6zelliklere sahip bir ajan oldugunu bildirilmistir (Turan ve ark., 2013).

P. cerasus meyvelerinin metanol:su (3:2) ekstresi ile in-vivo antidiyabetik aktivitenin
arastirildigl calismada alloksanla diyabeti indiiklenen ratlarda 100 mg/kg dozunda
uygulanan bitki ekstresi ile plazma insiilin, C-peptid, hemoglobin ve protein
diizeylerinin artirdigi, APG ve HbAlc diizeylerini diislirdiigli, yag ve ¢izgili kas
dokusunda bulunan Glikoz Tasiyic1 Tip 4 (Glucose transporter type 4-[GLUT4])
protein ekspresyon seviyelerini diizenleyerek tekrar yiikselttigi tespit edilmistir.
Insiilin seviyesindeki artigin, ekstrenin az miktarda saglam kalan pankreas -

hiicreleri lizerinde uyarici etkisinden kaynaklandig: belirtilmistir (Xiao, Xiao, 2019).

P. amygdalus tohum kabugunun metanol ekstrelerinde yapilan antidiyabetik aktivite
caligmasina gore; a-amilaz, a-glukozidaz ve dipeptidil Peptidaz-IV enzim inhibitor
aktivite 1Csy degerleri sirasiyla 56.4, 220.5 ve 162.9 pg/mL oldugu (akarboz ICsg =
32.08, vildagliptin 1Csp = 54.65 pg/mL), streptozotosin ile diyabet olusturulan
sicanlarda sirastyla 50, 100 ve 200 mg/kg dozlarinda tedavi uygulandiginda OGTT
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sonrast plazma glukoz seviyesini %7.69, %29.49 ve %37.69 oraninda azalttig1

(glibenklamit = %41.28) tespit edilmistir (Kumar ve ark., 2020).

Streptozotosin ile diyabet olusturulan ratlarda Amygdalus lycioides toprak {istii
kisimlarinin su:etanol (50:50) ekstresinin 1000 mg/kg doz uygulandigi ve kontrol
grubunun Notral Protamin Hagedorn (NPH) insiilin (3 IU) ile tadavi edilerek 18 giin
boyunca takip edildigi calismaya gore APG ve OGTT’de azalma sagladig1 tespit
edilmistir. Ayn1 ¢calismada A. lycioides etanol ekstresinin 500-1000 mg/kg dozlarinda
uygulandiginda total kolesterol, Diisiik Yogunluklu Lipoprotein (Low Density
Lipoprotein-[LDL]) kolesterol ve Trigliserit (TG) diizeylerini de disiirdigi
belirtilmistir (Moezi ve ark., 2018).
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SONUC ve ONERILER

Diyabet, kiiresel tahminlerin {izerinde bir hizla yayilan, hastaliga bagl gelisen
komplikasyonlar ve hedef glisemik degerlere ulasilmada yasanan giigliikler ile ciddi
saglik sonuglarina neden olabilen epidemik bir hastaliktir. Giiniimiizde oldugu gibi
gelecekte de diyabetle miicadelede yeni tedavi yollar1 arayisinin devam edecegi

asikardir.

Diyabet hastaliginin seyrinde, periferdeki insiiline karsi direnci tolere etmek icin
pankreas beta hiicrelerinde insiilin salgilanmasi artarak kan glukozu normal
araliklarda tutulmaya calisilmaktadir. Pankreas beta hiicrelerinde yiiksek insiilin
salgilanmas1 daha fazla arttirilamadiginda PPG’de hiperglisemi goriilmektedir. flk
olarak medikal olmayan tedavi yollarindan TBT, yasam tarzi degisiklikleri ve
egzersiz hedefleri ile etkin kontrol saglanmaya calisilmakta; tedavide yetersiz
kalinmas1 durumunda medikal tedavi yollarina bagvurulmaktadir. Pankreasta yeterli
insiilin salgilamas1 mevcut ise OAD tedavisi, pankreas adacik hiicre fonksiyonlarinda
tamamen yikim veya OAD tedavisinin yetersiz kalmasi durumunda ise insiilin

enjeksiyon tedavisi uygulanabilmektedir.

Mevcut tedavide kullanilan OAD ilaglarin doza bagl sinirlamalari ve olusturdugu
yan etkileri sebebi ile yeni antidiyabetik ajanlarin kesfi i¢in yapilan galismalar
giderek artmaktadir.

Tibbi bitkiler, antidiyabetik etkili yeni ila¢ kesfinde 6nemli bir kaynak olup ¢aligma
materyalimiz olarak se¢iminde; Tirkiye’nin Etonobotanik Veritabani’nda halk
arasinda seker hastaligima karst kullanilmis bitkilerin ve iligili kaynaklarinin
taranmastir.

Tez kapsaminda arastirma materyali olarak secilen C. mahaleb meyveleri, C.
mahaleb tohumlar1 ve A. communis tohumlari, A. communis tohum kabuklar1 ile

hazirlanan ekstrelerde in-vitro antidiyabetik etki potansiyelleri aragtirtlmistir.

Halk arasinda C. mahaleb bitkisinin meyve ve tohumlarmin ile A. communis
tohumlarinin seker hastaliina kars1 geleneksel tedavide kullanimi kayitli olmakla

birlikte C. mahaleb tohum, A. communis tohum ve A. communis tohum kabuklarina
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iligkin literatiirde herhangi bir ¢aligmaya rastlanamamistir. C. mahaleb meyvelerinin
a-glukozidaz enzim inhibisyonu konusunda ¢aligilmig 2 adet aragtirma tespit edilmis

olmakla birlikte:

Popovi'c ve ark. yapmis oldugu yaymlanma tarihi Mart 2021 kayitli olan ¢alismada,
C. mahaleb ¢ekirdeksiz meyvelerinin etanol:su (50:50) ekstresinde a-glukozidaz
enzim inhibisyon aktivitesinin incelendigi goriilmiis, ancak bitkisel materyalin
temininde lokalite ve tir/alt tir farkliligi, ekstraksiyon yonteminde asit
kullanilmamas1 ve yapmis oldugumuz ¢alismamizda farkli ¢oziiclilerin de calisilmig
olmasi sebepleri ile hazirlamis oldugumuz deney protokoliinii tamamlamaya devam

edilmistir.

Orlando ve ark. yapmis oldugu yaymlanma tarihi Temmuz 2021 kayith ¢aligmada, C.
mahaleb meyvelerinin su ekstrelerinde enzim inhibisyon aktivitesinin incelendigi,
ancak bitkisel materyalin temininde lokalite ve tiir/alt tir farkliligi, ekstraksiyon
yonteminde asit kullanilmamasi ve yapmis oldugumuz c¢alismamizda farkli
¢oziiclilerin de c¢alisilmis olmasi sebepleri ile yontem farkliliklarimizin oldugunun
goriilmesi, ek olarak a-glukozidaz enzim inhibisyon aktivitesinde kullanilan referans
ilag ve bu ilaca dair ICsp sonuglarinin agiklanmamis olmasi nedenleri ile hazirlamig

oldugumuz deney protokoliinii tamamlamaya devam edilmistir.

Bitkisel materyalde; karbonhidratlarin emilimlerini geciktirerek PPG pik diizeyini
diigiiren a-glukozidaz enzim inhibitorii etki potansiyelinin aragtirilmasi sonucu
saglanabilecek olasi antihiperglisemik ve/veya antidiyabetik aktivitenin goriilme

olasilig1 iizerine enzim kinetik ¢alismalar1 planlanmistir.

Aragtirma materyallerimiz referans ilaca kiyasla diisiik aktivite gostermistir; ancak
bu sonug lizerinden bitki materyallerinin etkinliginin olmadig diisiiniilmemelidir.

Calismamizda Segili bitki materyallerinin total ekstrelerinde a-glukozidaz enzim
inhibitor aktivitesi incelenmistir. Yapmis oldugumuz calisma segili bitkilerin
biyolojik etkilerinin arastirilmasinda bir 6n arastirma niteligindedir. Calismamizda
bitkisel materyallere sirali ekstraksiyon yontemi uygulandiginda toplam fenolik
madde igeriginin arttig1 tespit edilmistir. Elde edilen bu karsilagtirma verilerine gore
sirali  ekstrelerde  a-glukozidaz enzim inhibitor aktivitesinin  arastirilmasi

planlanmaktadir.
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Ek olarak, yapmis oldugumuz calismada total ekstraksiyon yontemi ile elde edilen
ekstrelerin enzim inhibitdr aktivitelerinin % RSS sonuclar1 incelendiginde, C.
mahaleb meyve hekzan ekstresi, C. mahaleb tohum etanol:su (80:20) ve su ekstresi,
A. communis tohum hekzan, diklorometan ve su ekstrelerinin kabul edilebilirlik sinir1
olan % 15 oranmin {izerinde oldugu tespit edilmistir. Bu durumun, test edilen
ekstrelerin sulu tamponlarda zor ¢oziiniir olmast ve maksimum ¢oziniirlik igin
DMSO ¢oziiciisiiniin  simirli hacimde uygulanabiliyor olmasindan kaynaklanan
¢Oziiniirliik problemi olabilecegi diisiiniilmekte olup, sirali eksraksiyon yontemi ile
elde edilen ekstrelerde yapilmasi planlanan enzim ¢aligmasinda ¢oziiniirliik sorununu

azaltabilmek hedeflenmistir.

Diger mekanizmalar diisiiniildiigiinde; pankreastan insiilin salgilanmasini artirarak,
karaciger veya yag dokusunda insiilin duyarliligini artirarak ya da glukoz emilimini
yavagslatilmasinda diger in-vitro a-amilaz, DPP-1V, siikraz ve protein tirozin fosfataz-
1B enzim inhibitorleri {izerinden karbonhidrat sindirimini inhibe ederek de
antidiyabetik etki gosterebilecegi ihtimallerinin ileride yapilacak c¢aligmalarda

arastirtlmasi gerekmektedir.
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Tesekkiir

Yiiksek Lisans egitimim siirecinde bilgi, ilgi ve sabrin1 esirgemeden bana her zaman 6neri ve goriisleri ile

rehberlik ederek tezimi destekleyen degerli danigsmanim Prof. Dr. Canan KARAALP’e,

Veritabanina erisim imkani saglayarak tiim asamalarda fikri katkida bulunan, arazi calismalarim
yardimlariyla yapabildigim Dog¢. Dr. Bintug OZTURK’e, uzun yillar boyunca dzveri ile olusturmus
oldugu veritabam sayesinde ¢aliyma materyallerini belirleyebildigimiz Dr. Ogr. Uyesi Ezgi BELLIKCI-
KOYU’ya, laboratuvar caligmalarimda kimyasallarin teminini saglayan Prof.Dr. Sira BAYKAN
OZTURK’e tez galismam boyunca her tiirlii destege ictenlikle yamit veren Dr. Ogr. Uyesi Serdar
DEMIR’e, hep desteklerini hissettisim ve her adimda bana yardimci olan Ars. Gor. Dr. Gokay
ALBAYRAK, Uzm. Ecz. Fatma Nur ONAL’a ve Uzm. Biol. Tugge DEMIROZ-AKBULUT a, calisma
protokoliine verdigi destek, yonlendirme ve sundugu imkanlar ile yanimda olan Dr. Ogr. Uyesi Halil
KOYU’ya, enzim ¢alismalarindaki sonsuz dzveri, dikkat ve ayirdiklari kiymetli zamanlart ile her zaman
yanimda olan Ars. Gor. Dr. Emre Kadir Ayan ve Ars.Gor.Dr. Sirin UYSAL’a, fenolik madde tayininde
tim laboratuvar imkanlarin1 sunarak ve bu siiregte bana yol gosterip yanimda olduklart i¢in Saeid
CHOBDAR ve Lida GHAFFARTI’ye, tiim yiiksek lisans siirecimde dostlugu ve destegi ile hep yanimda
hissettigim kardesten de &te bir arkadasa sahip oldugum igin Biyolog Elif Nur DAVASLIOGLU’na,
Egitimim ve tez siirecim boyunca paylastiklar: kiymetli bilgiler ve yardimlari i¢in Ege Universitesi Saglik
Bilimleri Fakiiltesi Farmasotik Botanik Anabilim Dali’mizin tiim 6gretim {liyesi hocalarima, ¢alismami
tamamlayabilmemde laboratuvar olanaklarin1 sunan Izmir Katip Celebi Universitesi Eczacilik Fakiiltesi
Farmasétik Botanik Anabilim Dali’ndaki tiim hocalarima, Ege Universitesi Miihendislik Fakiiltesi Gida
Miihendisligi Boliimii'ndeki tiim ekip arkadaslarima, tezimin her asamasinda destegi ve sabriyla yanimda
olarak sevgisini hep hissettigim yol arkadasim Omiir Selim ULUDAG’a, bu siire¢ boyunca desteklerini
esirgemeyen sevgi dolu dostlarima igten tesekkiirlerimi sunmak isterim.

Her seyden Once, bana her zaman amag¢ ve sevgi dolu bir hayat kurmanin diger her seyden ¢ok daha
onemli oldugunu 6greten ve daima yanimda olan aileme tesekkiir ederim. Bana cesaret ve tutkuyla
yasamay1 gosteren annem Emine KARACA’nin ve aramizdan ayrilan babam Abdullah KARACA’yla

birlikte kalbimde her zaman 6zel bir yeri olacaktir.

[zmir, 1.03.2022 MELIKE KARACA



Ozgecmis

2012 yilinda Sifa Universitesi Saglik Bilimleri Fakiiltesi, Beslenme ve
Diyetetik Bolimii’nii kazandim. 2012-2013, 2013-2014, 2014-2015 egitim Ogretim yillarinda yillik
akademik ortalama ile basar1 degerlendirmesi sonucu akademik basari burslar1 kazandim. Hacettepe
Universitesi Saglik Bilimleri Fakiiltesi, Beslenme ve Diyetetik Béliimii 2015-2016 Egitim-Ogretim yili
Bahar Dénemi igin H.U. Hastaneleri'nde staj yapmak iizere iiniversite ve hastanelerde egitim hakki
kazandim. 2013 yilinda “65 Yas ve Ustii Bireylerde Beslenme Durumu Degerlendirilmesi” dénem projesi
ve 2016 yilinda “18-55 Yas Arasi Obez Bireylerde Beslenme Aliskanliklarinin Arastirilmasinda Ug
Faktorlii Beslenme Anketi” Bitirme Projesi yazdim. Ogrencilik yillarinda 6zel polikliniklerde ve
Gaziemir Toplum Sagligi Merkezi’nde staj yaptim. Mesleki projelerde yer aldim, lisans egitimi sonrasi
meslek egitimlerine devam ederek Spor Diyetisyeni, Yeme Bozukluklar1 Diyetisyeni, Bariatrik Cerrahi
Diyetisyeni, Diyabet Diyetisyeni iinvanlarini aldim. 2016’da mezun oldum ve 6zel bir poliklinikte
meslegimi icra etmeye basladim. 2017 senesinde Ege Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Farmasétik Botanik
Anabilim Dali’nda Yiiksek Lisans programinda egitim almaya hak kazandim. Su an kendi danismanlik

merkezimde meslegimi tutkuyla yapmaya devam ediyorum.



