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1. OZET

Tezin bashg : Paliurus spina-christi P. Mill. tiriinden biyoaktivite rehberliginde antidiyabetik
etkili bilesiklerin arastirilmasi

Ogrencinin Adi Soyadi : Fatma DINC SEKMAN

Damismanin Adi Soyadi : Dog. Dr. Ali SEN

Programin Adi : Farmakognozi Yiksek Lisans Programi

Amagc: Bu calismanin amaci Paliurus spina-christi bitkisinden biyoaktivite rehberliginde

antidiyabetik etkili bilesiklerin izolasyonudur.

Gereg ve Yontem: Ekstre/fraksiyonlarin antidiyabetik aktiviteleri a-glukozidaz yontemi ile
test edilmistir. Ayrica, aktif ekstrenin fraksiyonlarinin antioksidan etkileri DPPH/ABTS radikal
slipiirme yontemi ile test edilmistir. Toplam fenolik, flavonoit ve triterpen igerikleri sirasiyla
AICIs, Folin Ciocalteu ve vanilin-perklorik asit yontemleri ile belirlenmistir. Aktif ekstreden
madde kromatografik yontemlerle izole edilmis ve yapist spektroskopik yontemlerle

aydmlatilmastir.

Bulgular: Ekstreler arasinda PSDE ve fraksiyonlar arasinda PSCEA, standart akarboz (261.70
pg/mL) ile karsilagtirildiginda 108.20 ve 97.45 pg/mL ICso degerleri ile giiglii bir antidiyabetik
etki sergilemistir. PSCEA’dan biyoaktivite yonlendirmeli fraksiyonlandirma ve izolasyon
sonucunda 50.13 pg/mL ICso degerine sahip sukroz bilesigi elde edilmistir. ABTS ve DPPH
radikallerine kars1 en iyi antioksidan aktivite de sirasiyla 0.82 ve 1.21 pg/mL ICso degerleri ile
PSCEA'da tespit edilmistir. En yiiksek toplam fenolik, flavonoit ve triterpen igerigi sirasiyla
103,1 mg/g, 98,19 mg/g, ve 736,30 mg/g ile PSCEA'da hesaplanmistir.

Sonug: Bu sonuglar, PSCEA'nin a-glukozidaz inhibitor aktivite ile test edilen antidiyabetik
etkisine fraksiyondaki diger bilesiklerle birlikte onemli 6l¢iide sukroz bilesiginin katki
sagladigin1 gostermektedir. Etkiden sorumlu bilesigin bir disakkarit seker olan sukroz
bilesiginin oldugunun bulunmasi bitkinin dallarinin (veya PSDE ile PSCEA’nin) diyabete kars1
kullanilmasinin dnerilmesinin uygun olmayacagimi diisiindirse de antidiyabetik etkinin kesin
olarak ortaya konulabilmesi icin in vivo ¢alismalara ihtiyag vardir. Ayrica geleneksel tipta
bitkinin diyabete karsi kullanilan meyvelerin aksine, dallarinin daha gucli antidiyabetik

aktiviteye sahip olmas1 da dikkat ¢ekici bulunmustur.

Anahtar Kelimeler: Antidiyabetik aktivite, biyoaktivite yonlendirmeli izolasyon, Diabetes

Mellitus, Paliurus spina-christi



2. SUMMARY

Title of Thesis: Bioactivity-guided isolation of antidiabetic compounds from Paliurus spina-
christi P. Mill.

Student Name, Surname: Fatma DINC SEKMAN

Supervisor Name : Assoc Prof. Ali SEN, Ph.D.

Program Name : Pharmacognosy Master Program

Objective: The aim of this study was the isolation of antidiabetic compounds from Paliurus

spina-christi under bioactivity guidance.

Materials and Methods: Antidiabetic activities of extracts/fractions were tested by a-
glucosidase method. In addition, antioxidant effects of fractions of active extract were tested
by DPPH/ABTS radical scavenging method. Total phenolic, flavonoid and triterpene contents
were determined by AIClIs, Folin Ciocalteu and vanillin-perchloric acid methods, respectively.
Compound from active extract was isolated by chromatographic methods and its structure was

elucidated by spectroscopic methods.

Results: Among the extracts, PSDE and among the fractions, PSCEA exhibited a strong
antidiabetic effect with 1Cso values of 108.20 and 97.45 pug/mL compared to standard acarbose
(261.70 ug/mL). As a result of bioactivity directed fractionation and isolation from PSCEA,
sucrose compound with 1C50 value of 50.13 pg/mL was obtained. The best antioxidant activity
against ABTS and DPPH radicals was also detected in PSCEA with 1C50 values of 0.82 and
1.21 pg/mL, respectively. The highest total phenolic, flavonoid and triterpene contents were
calculated in PSCEA with 103.1 mg/g, 98.19 mg/g, and 736.30 mg/g, respectively.

Conclusion: These results indicate that the antidiabetic effect of PSCEA tested by a-
glucosidase inhibitory activity was significantly contributed by sucrose along with other
compounds in the fraction. Although the finding that sucrose, a disaccharide sugar, is the
compound responsible for the effect suggests that it would not be appropriate to recommend
the use of the plant's twigs (or PSDE and PSCEA) against diabetes, in vivo studies are needed
to conclusively demonstrate the antidiabetic effect. It is also noteworthy that unlike the fruits
of the plant used in traditional medicine against diabetes, the twigs have stronger antidiabetic

activity.

Keywords: Antidiabetic activity, bioactivity-guided isolation, Diabetes Mellitus, Paliurus

spina-christi



3. GIRIS ve AMAC

Bulasici olmayan hastaliklar (BOH), diger ismiyle kronik hastaliklar olarak bilinen uzun siireli
olmakla birlikte cevresel, , fizyolojik, genetik ve davranigsal faktorlerin bir kombinasyonudur.
Diyabet, kanserler, kardiyovaskiiler hastaliklar (inme ve kalp krizi gibi), kronik solunum yolu
hastaliklar1 (astim ve kronik obstriiktif akciger hastaligi gibi) ve bu grup hastaliklara 6rnektir
(Suthari ve ark., 2021).

Hiperglisemi ile karakterize edilen bir metabolik hastalik olan diyabet, instlin etkisinde, insulin
sekresyonunda veya her ikisinde var olan bozukluklar: kapsar (Lin & Zhang, 2023). Tum
dinyada yiz milyondan fazla insan Diabetes Mellitus (DM)’tan etkilenmekte ve bu da onu en
yaygin endokrin hastalik yapmaktadir. Bu hastalik 2000 yilinda, diinya ¢apinda yaklasik 171
milyon kisiyi etkilerken ve bu saymnin 2030 yilina kadar en az 366 milyona ¢ikacagi tahmin
edilmektedir (Mistry ve ark., 2023). Diyabet, otoimmiin kokenli veya idiyopatik (Tip | DM)
olabilecegi gibi insiilin direnci veya goreceli insiilin eksikliginden (Tip Il DM) de
kaynaklanabilir. Tip II DM'li hastalar insanlarin biiyiik ¢ogunlugunu (%90-95) olustururken
geri kalani, tedavisi yalnizca insiilin alimina bagli olan tip I DM'den muzdariptir.

Oksidatif strese ve uzun sureli hiperglisemiye maruz kalan gozler, bobrekler, kalp gibi hayati
organlar diyabet komplikasyonlar1 agisindan risk altindadir (American Diabetes Association
(2014). Tip 2 diabetes mellitus (T2DM), insiilin direnci ve diisiik insiilin sekresyonu gibi
kusurlar i¢eren en yaygm DM tipidir (Jangid ve ark., 2023). Goriilme sikligi, 6zellikle geng
bireylerde beklenenden oOnemli Ol¢iide daha fazla artmistir. Ayrica T2DM, toplumsal
harcamalar yoluyla yasam kalitesini olumsuz yonde etkileyen, kardiyovaskiiler hastaliklar ve
bobrek yetmezlikleri dahil olmak tizere gesitli klinik sonuclara neden olmaktadir. Standart
diyabet tedavisi olarak ¢ok sayida ila¢ sentezlenmekte ve diinya ¢apinda pazara sunulmaktadir.
Fakat; bu ilaglar1 yasam boyu bir program olarak diisiiniirsek, advers reaksiyonlar bunlarin
kullanimint ve hasta uyumunu sinirlayabilir. Bu baglamda, c¢ok eski zamanlardan beri
kullanilan tibbi bitkiler, daha az yan etkiye sahip, uygun maliyetli ve az veya herhangi bir toksik
etkiye sahip olmamalari nedeniyle buyuk ilgi gérmektedir (Mona Mousavi Esfahani ve ark.,
2023). Halihazirda tip 2 diyabet tedavisinde kullanilan ¢ok sayida oral hipoglisemik ajan sinirli
etkinlik ve tolere edilebilirlikle karsilagirken, antidiyabetik aktiviteye sahip dogal iirlinlerin
kullanimi 6nemli dlgiide artmustir. Bitkisel ilaglar, etkinlikleri, daha az yan etkileri ve nispeten

diisiik maliyetleri nedeniyle yaygin olarak regete edilmektedir (Chukiatsiri ve ark., 2023).



Fitoterapinin 6nemli bir kaynag1 olan tibbi bitkiler onleyici, iyilestirici, koruyucu amaglarla
kullanilirlar. Tibbi bitkiler, kanitlanmis terapotik faydalarinin yani sira, daha uygun fiyath
tedavi imkan1 sunmalari, daha az yan etkiye sahip olmalar1 ve nispeten daha diisiik maliyetli
olmalar1 nedeniyle tedavide klresel ¢apta tercih edilebilir olmaktadirlar. Ayn1 zamanda bitkisel
kokenli ilaglarin kullanilmasi da sentetik ilaglara kiyasla nispeten daha giivenli gériinmektedir
(Buddhakala & Talubmook, 2020).

Saghgin siirdiirlilmesi, hastaliklarin 6nlenmesi ve teshisinde yillarca geleneksel halk ilaci
olarak kullanilan tibbi bitkiler, insanligin kiiltlirel miraslarindandir (Wangkheirakpam, 2018).
Yeni ilaglarin kesfinde de bu mirastan yararlanilmas: gerekmektedir. Bitkilerin halk tarafindan
antidiyabetik amaglarla kullanimindan yola ¢ikilarak yiir(tiilen ¢ok sayida ¢aligma literatiirde
mevcuttur. Osadebe ve ark.'lar1 ile Alam ve ark.'larinin yapmis olduklar1 derleme ¢alismasinda
diyabete karsi etkili oldugu bilimsel ¢aligmalarla ortaya konulmus ¢ok sayida bitki ve bu
bitkilerden izole edilen molekiiller rapor edilmistir. Giintimiizde sifal1 bitkiler bir¢ok hastaligin
yant sira diyabetin tedavisinde de ilag aday1 molekiiller sunmaktadir. Diinya ¢apinda diyabet
tedavisi i¢cin 800'den fazla bitkinin kullanildig1 rapor edilmistir. Dogal iirlinlerin etnobotanik
arastirmalarinin ardindan, bilinen aktivitelerine kanit saglamak amaciyla biyolojik aktivite
calismalarinin yapilmast mantiklidir. Farmakolojik etkilerin ortaya ¢ikmasinda dogal kaynakli
trtinlerin tagidiklar1 aktif bilesenler 6nemli rol oynamaktadir. Dogal iriinler, standardize
ekstreler veya saf bilesikler, kimyasal ¢esitlilikleri nedeniyle yeni ilag gelistirme agisindan
onemli bir potansiyele sahiptir. Bu noktadan hareketle, hem a-amilazi hem de a-glukosidazi
inhibe eden ajanlar yerine segici a-glukosidaz inhibitorlerinin kesfedilmesinin, tip I DM ig¢in
daha giivenilir ve daha az toksik ila¢ adaylariin kesfedilmesi agisindan biiyiik 6nem tasiyabilir
(Yuca ve ark., 2018).

Turkiye, barindirdig1 bitki tiirlerinin Ugte biri endemik olan zengin bir floraya sahiptir. Tibbi
bitkilerin geleneksel kullanimi1 yaygin bir uygulamadir ve etnobotanik saha caligmalarina gore
Tiirkiye'de 1546 tiir tibbi bitki olarak kayithidir. Diger Avrupa iilkeleriyle karsilastirildiginda
Tiirkiye'deki bitki tiirlerinin endemizm orani nispeten yiiksektir. Dogu Anadolu, degisken
iklimi ve c¢ok sayida ekolojik bolgesi nedeniyle zengin bir bitki Ortlisiine sahiptir. Bitki
ortlistindeki bu cesitlilik, tibbi bitkiler agisindan zengin bir kaynak saglar ve bu da bdlgedeki
dikkat ¢ekici yerel tibbi bilginin birikimine yol agar (Cakilcioglu ve ark., 2011).

Bu ¢alismamizda tilkemizde kan sekerini diistiriicii olarak etnobotanik kullanimi olan Paliurus

spina-christi tird (Tuzlaci, 2016) tizerinde arastirma yiirtitilmustiir.



Rhamnaceae familyasina ait olan Paliurus cinsi diinyada Paliurus spina-christi, P. hirsutus, P.
ramosissimus, P. orientalis ve P. hemsleyanus olmak Uzere yaklasik bes tiirle temsil edilirken
bunlardan yalnizca P. spina-christi Mill. Tiirkiye florasinda mevcuttur (Wfo Plant List, 2024;
Takim, 2021). Ulkemizde Paliurus spina-christi Mill. "karacali" veya "galt: dikeni" olarak
bilinmektedir. Bitki, Avrupanin giineyinde, Tiirkiye'de, Kirim'da, Kafkasya'da, Suriye'de,
[ran'da ve Irak'ta dogal olarak yetisir (Davis, 1982 ; Guner ve ark., 2012). Bitki, 2-4 metre
yiikseklige kadar biiyiiyen dikenli bir ¢alidir. Bitkinin meyveleri, TUrk geleneksel halk tibbinda
antidiyabetik, idrar soktiiriicii, kabizlik giderici ve tas disiiriicii olarak kullanilir. Ayrica,
gecmiste goz hastaliklarina karst kullanildig: bilinmektedir (Arituluk, 2012; Baytop, 1999). Bu
tlrin flavonoitler, tanenler, amino asitler, alkaloitler ve sterol igerigi ile antibakteriyel ve
antioksidan aktiviteleri 6nceki ¢alismalarda bildirilmistir (Baytop, 1999; Brantner & Males,
1999; Giner, 2005; Kirca & Arslan, 2008). Paliurus spina-christi, halk arasinda antidiyareik,
idrar soktiiriicii olarak ve romatizma tedavisinde kullanilir. Ayrica, bitkinin kanath (samara) tip
meyveleri, gogiis enfeksiyonlari, bobrek taslart ve géz enfeksiyonlarina karst antienflamatuar
olarak kullanilir ve kaynamis yapraklar iltihaplara karsi haricen kullanilir. Kastamonu
bélgesinde, olgun meyvelerin kaynatilmasiyla elde edilen Uriniin solunum yetmezligi
tedavisinde kullanildigi bilinmektedir. Meyveler idrar soktiriuct ve kabizlik giderici etkiye
sahiptir. Paliurus spina-christi tiirii mide iilserinde, gastritte, mide agrisinda, mide bulantisinda,
karin agrisinda, ishalde, nefes darliginda, bronsitte, Oksurlkte, gripte, hemoroitte, kalp
hastaliginda, seker hastaliginda, yarada, ¢ibanda, sivilcede, mantar hastaliginda, idrar yolu
enfeksiyonlarinda, bobrek rahatsizliklarinda, bobrek tasi ve kumunda kullanimlariin yani sira
idrar arttirici, gaz sokturiict, balgam soktlrlci ve tansiyon dlsuricu olarak geleneksel
kullanimlara sahiptir (Tuzlaci, 2016).

Kisinin yasamsal fonksiyonlarinin saglikli bir sekilde devaminin saglanmasi igin
hipergliseminin azaltilmasinin yani sira antioksidan savunma mekanizmalar1 da biiyiik 6nem
tasimaktadir. Paliurus spina-christi tirinin 6zellikle fenolik bilesenleri sekonder metabolit
olarak igerdigi, antioksidan, antitirozinaz, antidiyabetik ve anti-Alzheimer aktivitelere sahip
oldugu bilimsel calismalarda ortaya cikarilmistir. Birgok caligma, bu bitkinin antioksidan
[Arslan, 2021; Sen, 2018; Takim & Isik, 2020) ve antidiyabetik (Takim, 2016) 6zellikleri de
dahil olmak iizere biyolojik 6zelliklerini kanitlamistir.

Bir 6n galigma kapsaminda diyabete karsi geleneksel kullanimi olan Paliurus spina-christi
tlrinin meyvesi ile dal ve yapraklarindan elde edilen etanol ekstrelerinin a-glukozidaz

enzimine karsi etkisi arastirilmis ve diyabete karsi geleneksel kullanimi olmayan dallarinin



meyvesinden (geleneksel kullanimi1 olan) daha iyi bir antidiyabetik etkiye sahip oldugu ortaya
¢ikarilmistir. Bu nedenle bu ¢alismada aktif dal etanol ekstresinden sivi-sivi ekstraksiyonla elde
edilen fraksiyonlarin (hekzan, kloroform, etil asetat ve su) in vitro antidiyabetik aktiviteleri (a-
glukozidaz inhibitor aktivite) ilk kez degerlendirilmis ve en aktif ¢ikan fraksiyon iizerinden
kromatografik yontemler kullanilarak biyoaktivite rehberliginde etkili bilesigin ilk kez ortaya

cikarilmasi saglanmistir.



4. GENEL BIiLGILER

4.1. Botanik Bilgiler

4.1.1. Rhamnaceae

Agaclar veya calilar, dikensiz veya dikenli, tendrilli degil. Yapraklar karsilikli veya alternan,
stipulali, basit. Cigekler kiiciik, aktinomorf, tek eseyli veya hermafrodit, cogunlukla nektar diski
ile kapli hipantiyumlu. Sepaller 4-5 adet. Petaller 4-5(-0), serbest, Stamenler 4-5, petallerin
oniinde. Ovaryum st durumludan alt durumluya kadar degisen sekillerde, 2-4 gozlu. Meyve

drupamsi veya kuru ve kanatli, 2-4 pirenli (Davis ve ark., 1967).

4.1.2. Paliurus Miller

Yaprak doken cali. Dallar alternan, demetler halinde degil. Yapraklar alternan, ovat, tabandan
itibaren 3-damarli, belirgince sapli. Stipulalar dikensi, biri diiz, digeri kancali. Cigekler 3
parcal1, hermafrodit, sar1, yaprak koltuklarinda simozlar halinde. Stilus iki par¢ali. Meyve sert

ve kuru, basik-kiiremsi, iist yarisinda genis yatay bir kanatla ¢evrili (Davis ve ark., 1967).

4.1.3. Paliurus spina-christi Miller

2-4 m uzunlugunda dikenli ¢alilar. Yapraklar ovat, az-¢ok serrulat, ¢iplak, otsu, yaprak sapimnin
2-4 kat1 uzunlugunda. Simozlar gevsek. Sepaller ¢iplak. Meyve ¢ogunlukla undulat, ekvatoryal
kanatla birlikte 2-2.5 cm ¢apinda. Cigeklenme donemi 5.-7. aylar. Bogazlar, nehir vadileri,

acikliklar ve bos alanlarda, deniz seviyesinden 1400 m ye kadar yiikseklikte yetisir (Davis ve
ark., 1967).



It

Sekil 2. Paliurus spina-christi tiiriiniin Tiirkiye’de yayilis1 (TUBIVES, 2024)

4.2. Paliurus spina-christi iizerinde yapilan fitokimyasal ve biyolojik aktivite calismalar:
Paliurus spina-christi tiiriiniin meyveleri iizerinde enzim inhibisyonuna dayali olarak yapilan
bir in vitro antidiyabetik aktivite ¢alismasinda meyvesinin % 70’lik metanol ekstresinin n-
hekzan fraksiyonunun a-glukozidaz enzimine kars1 445,70 pg/mL ICso degeriyle akarbozdan
(1Cs0 = 4212,60 pg/mL) daha iyi inhibitor aktivite gosterdigi, a-amilaz tzerinde ise inhibitor
etkisinin ¢ok diisiik oldugu ifade edilmistir. Ayrica aktif hekzan fraksiyonundan bir karisim
(betulin, betllinik asit) ve lupeol olmak Uzere Ug triterpen ve bir sterol (B-sitosterol) izole
edilmis ve izole edilen bu bilesiklerden, 6zellikle betulin ve betulinik asit karisimimnin (ICso =
248 M), akarbozdan (ICso = 6561 uM) daha yiiksek a-glukozidaz inhibitor aktivite gosterdigi
bulunmustur (Sekil 3).



1b R=COOH
2 R=CH,

Sekil 3. Saflastirilan bilesikler-1 (1a: betulin, 1b : betulinik asit, 2 : lupeol, 3 : B-sitosterol)
(Molekiillerin sekilleri Yuca ve ark. [2022]’larinin makalesinden alinmustir.)

Zengin ve ark. (2023) tarafindan yapilan bir ¢alismada 2020 yilinda Isparta'dan toplanan
Paliurus spina-christi tiirtiniin meyve, yaprak ve dallarindan maserasyon yontemiyle n-hekzan,
etil asetat, diklorometan, metanol; inflizyon yontemiyle ise su ekstreleri hazirlanmig ve bu
ekstrelerin fitokimyasal analizleri ile biyolojik aktiviteleri degerlendirilmistir. Bitkinin
dallarindan elde edilen metanol ekstresi DPPH (909.88 mg TE/g ekstre), ABTS (3358.33 mg
TE/g ekstre), CUPRAC (781.88 mg TE/qg ekstre), FRAP (996.70 mg TE/g ekstre) ve PBD (4.96
mmol TE/g ekstre), diklorometan ekstresi ise MCA (28.80 mg EDTAE/g ekstre) metotlari
kullanilarak gerceklestirlen antioksidan aktivite deneylerinde en iyi antioksidan aktiviteyi
sergilemistir. En iyi asetilkolinesteraz (AChE) inhibitor etkiyi bitkinin dallarindan elde edilen
hekzan ekstresi (8.89 mg GALAE/g ekstre) gosterirken butirilkolinesteraz (BChE) enzimine
kars1 ise en iyi aktiviteyi bitkinin dallarma ait metanol ekstresi (2.50 mg GALAE/g ekstre)
gostermistir. En yiiksek tirozinaz inhibisyon aktiviteyi ise yine bitkinin dallara ait metanol
ekstresi (82.93 mg KAE/g ekstre) gostermistir. a-amilaz ve a-glukozidaz enzimlerine karsi en
iyi inhibisyon etkiyi sirasiyla bitkinin meyvesine ait etil asetat (0.63 mg ACAE/g ekstre) ve
dallarina ait diklorometan (1.07 mg ACAE/g ekstre) ekstreleri gostermistir. Bitkinin dallarina
ait metanol ekstresinin (121.78mg GAE/g ekstre) en yiiksek toplam fenolik bilesik miktarina,
yapraklarina ait metanol ekstresinin ise (75.36 mg RE/g ekstre) en ylksek toplam flavonoit
bilesik miktarina sahip oldugu bulunmustur. Ayrica bu tiiriin dal, meyve ve yaprak
kisimlarindan elde edilen metanol ve su ekstrelerinin fitokimyasal analizi gerceklestirilmis ve
dal ekstrelerinde (metanol ve su) kersetin ve epigallokatesin tiirevi bilesiklerin, meyve

ekstrelerinde sekerlerin ve kersetin tlirevi bilesiklerin, yaprak metanol ekstresinde kemferol



tirevi bilesiklerin, yaprak su ekstresinde ise kemferol ve kersetin tirevi bilesiklerin bol
miktarda bulundugu tespit edilmistir (Zengin ve ark., 2023).

Grande ve ark. (2024) tarafindan yapilan bir ¢alismada bitkinin meyvelerinden elde edilen
metanol ekstrelerinin antioksidan ve lipaz inhibitor aktiviteleri ile fitokimyasal igerikleri
arastirllmistir. Bitkinin meyvelerinin en iyi antioksidan aktivite (DPPH stpurucu aktivite testi
[1Cs0]: 53.41 ug/mL; B-karoten agartma testi [1Cso]: 30 dakika sonra 11.45 ug/mL, 60 dakika
sonra 17.38 pg/mL) ile pankreatik lipaz inhibitor aktiviteye (1Cso: 2.19 mg/mL) sahip oldugu
goriilmiistiir. Ayrica her iki ekstrede de fenolik asit olarak gallik asit, flavonoit olarak ise rutin,
izokersitrin ve kempferol 3-O-glukozit-7-O-rhamnozit bilesiklerinin varligit HPTLC yardimiyla
tayin edilmistir (Grande ve ark., 2024).

Paliurus spina-christi tiriinin meyvelerinin streptozotosin ile indiiklenen diyabetik siganlarda
antidiyabetik etkisinin arastirildig1 bir calismada, insulin ve ekstre uygulanan gruplar diyabetik
kontrol grubuyla karsilagtirildiginda, kan sekeri ve glikolize hemoglobin seviyelerinin
istatistiksel olarak distiigii, ekstre uygulanan gruplar insiilin uygulanan gruplarla
karsilastirildiginda, kan sekeri seviyelerinde istatistiksel olarak bir diisiis gézlendigi ve ekstre
konsantrasyonundaki artisin antidiyabetik aktiviteye onemli bir katkida bulunmadig: tespit
edilmistir. Ayrica bitkinin meyvelerinin LC-MS/MS ile analizinde rutin, katesin, hesperidin,
kinik asit ve malik asit sekonder metabolitlerini major bilesik olrak tasidiklari, meyvenin ICP-
OES ile analizinde sodyum, kalsiyum, magnezyum ve fosfor elementleri makro dizeyde
bulundugu tespit edilmistir (Takim, 2021).

Paliurus spina-christi tlrinin meyvesinden elde edilen metanol ekstresinin etil asetat
fraksiyonundan siklopeptit alkaloit yapisinda, spinakristin A (1), sanyoinenin (2) and oksifillin
C (3) izole edilmisitir (Amountzias ve ark., 2024, Sekil 4).

Sekil 4. Saflastirilan bilesikler-2 [1: Spinakristin A, 2: Anyoinenin, 3: Oksifillin C,
Molekiillerin sekilleri Amountzias ve ark. (2024)’larinin makalesinden alinmistir].
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Paliurus spina-christi tiiriiniin yapraklarindan flavonol iskelet yapisina sahip kersetin-3-
rutinozit-7-rhamnozit ve kemferol-O-triglikozit izole edilmistir (Brantner ve Males, 1990).
Paliurus spina-christi tirtiniin gicek, kabuk, kok meyve ve yapraklarindan hazirlanan % 90
etanolik ekstrelerinin test edilen tim Gram-pozitif bakterilere (Staphylococcus aureus,
Streptococcus faecalis ve Micrococcus luteus) karsi 8.5 ila 14.0 mm g¢apinda net inhibisyon
zonlar1 olusturarak aktivite gosterdigi bulunmustur. En yiiksek aktivitenin (10.0 ile 14.0 mm
arasinda inhibisyon zonlar1) kok ekstrelerinde bulundugu rapor edilmistir. Ekstrelerin Shigella
sonnei susuna kars1 antibakteriyel aktivitesi ise 8.5 ila 10.0 mm ¢apinda Sl¢iilmiistiir. Diger
Gram-negatif bakterilere (Proteus mirabilis ve Escherichia coli) kars1 herhangi bir aktivite
g6zlenmedigi ifade edilmistir (Brantner ve ark., 1996).

Paliurus spina-christi tiiriiniin ¢igek, meyve ve yapraklarindan elde edilen metanol ekstresinin
HPLC cihazindan standartlarla karsilastirilarak igerigi analiz edilmis ve en yiiksek flavonoit
iceriginin Haziran ve Temmuz aylarinda yapraklarda bulunmustur. Ayrica yetistirme alaninin
veya hasat yilinin flavonoit igerigi izerinde 6nemli bir etkisinin gézlenmedigi ifade edilmistir.
Kersetin 3-O-rhamnoglukoz 7-O-rhamnozit ve rutin, incelenen tiim bitki kisimlarinda (gigek,
meyve ve yapraklarda) ana flavonoitler olarak bulunmustur (Brantner ve Males, 1999).
Kastamonu ilgesinden 2014 yilinin temmuz ayinda toplanan Paliurus spina-christi bitkisinin
meyvelerinden elde edilen % 70 metanol ekstresinin etil asetat ve n-biitanol fraksiyonlarindan
(+/-) katesin, gallokatesin ve rutin bilesikleri izole edilmis ve meyvelerin metanolik ekstresi
tek basina DNA tek iplik¢ik kirilmalarmi indiiklemezken, katesin, gallokatesin ve rutin
bilesiklerinin H202 kaynakli DNA hasarin1 6nemli 6l¢iide azalttigi rapor edilmistir (Zor ve ark.,
2017).

Ekibimizden bir arastirmaci tarafindan tarafindan yapilan bir ¢aligmada, Paliurus spina-christi
tlrinin meyve, yaprak ve dallarindan elde edilen etanol ekstreleri ile bunlarin n-hekzan,
kloroform, etil asetat ve sulu etanol fraksiyonlarinin DPPH ve ABTS metotlar ile antioksidan,
5-lipoksijenaz inhibitor aktive metodu ile anti-inflamatuar aktiviteleri ve Folin-Ciocalteu
yontemi ile toplam fenolik icerikleri arastirilmis ve DPPH ve ABTS radikallerine karsi P.
spina-christi dallarinin etil asetat ve etanol ekstrelerinin sirasiyla 15.54 ve 22.06 ug/ml 1Cso
degerleri ile en yiiksek antioksidan aktiviteyi gosterdigi belirtilmistir. Ayrica, en yiiksek toplam
fenol bilesik igeriginin P. spina-christi dallarinin etil asetat 6ziitiinde (286.6 mg/g) bulundugu
ifade edilmistir. Ekstrelerin antienflamatuar aktivitelerinin degerlendirildigi 5-lipoksijenaz

(LOX) inhibisyon testinde ise, P. spina-christi yapraklarinin etilasetat ve etanol ekstrelerinin
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66,28 ve 76,75 pg/mL 1Cso degerleri ile en iyi anti-enflamatuar aktiviteye sahip oldugu rapor
edilmistir (Sen, 2017).

Arslan ve Kaya (2021) tarafindan yapilan bir ¢alismada Kahramanmaras ilinden toplanan
Paliurus spina-christi tiiriinden etanol ve su ekstreleri elde edilmis ve bu ekstrelerin Bakir
iyonlar1 indirgeyici antioksidan kapasite (CUPRAC), DPPH radikal siipiiriicii aktivite, ABTS
radikal katyonu siipiircii aktivite metotlariyla antioksidan aktiviteleri degerlendirilmis ve 800
ug/mL konsantrasyonda sirasiyla meyve su ekstresi (0,824 absorbans degeri), yaprak etanol
ekstresi (% 80,2 inhibisyon) ve meyve su ekstresi ile meyve etanol ekstresi (ikisi de % 96,2
inhibisyon degeriyle) en yiiksek antioksidan aktivite sergiledikleri goriilmiistiir. Ayrica yaprak
etanol ekstresinin Escherichia coli, meyve etanol ekstresinin Klebsiella pneumoniae ve her iki
ekstrenin Staphylococcus aureus susuna karsi oldukea iyi bir antimikrobiyal aktivite gosterdigi
rapor edilmistir (Arslan ve Kaya, 2021).

Esfahani ve ark. (2023), Paliurus spina-christi meyve ekstrelerinin (total, metanolik ve
kloroform ekstresi) yiiksek glikoz ve yiiksek insiilinle indiiklenmis insiiline direngli HepG2
hiicrelerinde glikoz tiiketimi ve insiilin sinyal yollarinin bazi temel aracilar1 tlizerindeki
etkilerini aragtirmig ve yiiksek konsantrasyonlarda metanolik ve hem diisiik hem de yiiksek
konsantrasyonlarda total ekstrenin insiiline direngli HepG2 hiicre hattt modelinde glikoz alimimn
artirabildigini  bulmustur. AKT ve AMPK (AMP ile aktive olan protein kinaz)
fosforilasyonunun metanolik ekstrenin yiliksek giicii ile onemli Olglide arttigni, toplam
ekstrenin  diisiik ve yiiksek konsantrasyonlarda AMPK aktivasyonunu artirtigini
gozlemlemistir. Ayrica, GLUT 1 (Glukoz tastyict 1), GLUT 4 (Glukoz tasiyici 4) ve INSR
(Insiilin reseptdr) ekspresyonunun hem metanolik hem de toplam ekstreler tarafindan
yukseltildigi gézlemlenmistir (Esfahani ve ark., 2023).

Paliurus spina-christi yapraklarindan kersetin 3-O-glukozit (izokersitrin), kersetin 3-O-
ramnoglukozit (rutin), kersetin 3-O-ramnoglukozit 7-O-ramnozit, skoparin 7-O-ramnoglukozit,
kemferol 3-O-ramnoglukozit 7-O-ramnozit, kersetin 3-O-ramnoglukozit 4'-O-glukozit flavonol
yapisinda bilesikler izole edildigi rapor edilmistir.

Paliurus spina-christi tiirtiniin yaprak ve cicek etanol ekstrelerinin insan MCF-7 ve MDA-MB-
231 meme kanseri hiicrelerindeki olas1 anti-kanser etkilerinin degerlendirildigi bir ¢galigmada
yaprak ve cicek ekstrelerinin MCF-7 hicrelerinde 72 saat muamelesinden sonra énemli
sitotoksik etkiler tespit edilmesine ragmen MDA-MB-231 hicrelerinde bu etkinin tespit
edilmedigi bulunmustur. Ayrica Paliurus spina-christi tirinin hem yaprak hem de cicek

ekstreleri MCF-7 hiicrelerinde apoptotik hiicre dliimiinii indiikledigi rapor edilmistir. Ayni
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calisma kapsaminda yiiriitillen fitokimyasal taramada ise, P. spina-christi tlrinun yaprak
ekstresinin pirolidin, 2-dekenal, 2-undekanal, fitol, oleik asit, oleamit, skualan, E vitamini ve
gamma-sitosterol; cicek ekstrelerinin ise pirolidin, 2-dekenal, 2-undekenal, oleik asit, lupeol ve
gamma-sitosterol igerdigi gosterilmistir (Oguz ve ark., 2022).

P. spina-cristi tlrtiniin kurutulmus olgun meyvelerinden frangulanin, frangufolin, amfibin C ve

amfibin D olarak tanimlanan dort siklopeptit alkaloitinin izole edildigi belirtilmistir (Velcheva,
1993).
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5. GEREC ve YONTEM

5.1. Bitki materyalinin toplanmasi ve teshisi

Paliurus spina-christi bitkisinin yaprak, dal ve meyveleri Manisa ilinin Kula ilgesinden 29
Ekim 2023 tarihinde Dog. Dr. Ali SEN ve Dr. Ogr. Uyesi Ismail SENKARDES tarafindan
toplanmis olup bitkinin teshisi Marmara Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Farmasotik Botanik
Ana Bilim Dal1 &gretim iiyesi Dr. Ismail SENKARDES tarafindan yapilmistir. Bitkinin birkag
ornegi M.U. Eczacilik Fakiiltesi Herbaryumu (MARE)’nda saklanmaktadir (Mare No: 23194).

& - - [ \

PN L 3
Sekil 5. Paliurus spina-christi tiirintin yaprak, dal ve meyveleri ~ Sekil 6. Paliurus spina-christi tirinin 6giitiilmeye hazir dal kisimlari

5.2. Bitki Ekstrelerinin Hazirlanmasi

Paliurus spina-christi tiriiniin meyve, dal ve yapraklart birbirinden ayrilarak, ayri ayr1 oda
sicakliginda ve golgede kurutulmustur. Toz haline getirilen ve yaklasik 10 g tartilan 6rnekler
maserasyon yontemiyle % 90 etanol kullanilarak 24 saat ekstraksiyon iglemine tabi tutulmus,
ardindan filtre kagidindan stiziilmiistiir. Bakiyeye tekrar % 90 etanol ilave edilerek bu stre¢ 3
kez tekrarlanmistir. Ardindan birlestirilen siiziintiiler rotary evaporatérde 40°C’yi gegmeyen
sicaklikta kuruluga kadar ugurularak etanol ekstreleri elde edilmistir. Elde edilen kuru
ekstrelerin verim hesab: yapildiktan sonra a-glukozidaz inhibitor testinde aktiviteleri test

edilmis ve en aktif ¢ikan dal etanol ekstresi, suda stispande edilip ayirma hunisine aktarilarak,
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once hekzan ile calkalanmis ve bu isleme hekzanli kisimlar renksiz olana kadar devam
edilmistir. Hekzanli fraksiyonlar birlestirilerek Na2SQOs, ile suyu alindiktan sonra rotary
evaporatorde yogunlastirilmustir. Kalan sulu ekstre ayirma hunisine konularak kloroform ile
calkalanmis ve bu islem kloroformlu kisimlar renksiz olana kadar tekrarlanmistir. Kloroformlu
fraksiyonlar NazSOu ile suyundan kurtarildiktan sonra rotary evaporatdrde yogunlastirilmistr.
Son olarak, sulu ekstre ayirma hunisinde etil asetat ile calkalanmis ve bu islem etil asetatl
kisimlar renksiz olana kadar sirdirilmis, ardindan etil asetatli fraksiyonlar birlestirilerek
Naz2SOzs ile suyu gekildikten sonra rotary evaporatdrde yogunlastirilmistir. Elde edilen 4 adet
fraksiyonun (hekzan, kloroform, etil asetat ve su) % verim hesab:1 yapilarak tim &érnekler
analizlere kadar + 4°C’de bekletilmistir. Fraksiyonlar arasinda en iyi antidiyabetik (a-
glukosidaz inhibitor) aktivite sergileyen PSCEA’dan madde izolasyonu i¢in daha yiiksek
miktarda elde edilebilmesi i¢in Paliurus spina-christi turtiniin dal kisimlar 6gutiilmis, 843.18

g olarak tartilmig ve ekstraksiyona baslanmistir (Sekil 7).

Sekil 7. Paliurus spina-christi tirtnun dal kisimlarinin etanolle maserasyona birakilmasi
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Sekil 8. Paliurus sE)ina-christi dal kismu etanol ekstresinin ¢oziictsunln rotary evoporatdrde
kuruluga kadar ugurulmasi

Sekil 9. Paliurus spina-christi ¢oziiciisii ugurulmus dal kismi1 etanol ekstresi
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Sekil 12. Paliurus spina-christi dal kism1 etanol ekstresinin etil asetat ile fraksiyonlama islemi

Sekil 13. Rotary evoporatorde ¢oziiciileri ugurulmaya hazir fraksiyonlar (a: Hekzan fraksiyonu;
b: Kloroform fraksiyonu; c: Etil asetat fraksiyonu; d: Su fraksiyonu)
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Sekil 14. Aktif Paliurus spina-christi dal kismu etil asetat fraksiyonunun ¢oziiciisii ugurulmus
hali

Sekil 15. Analizler i¢in 6rneklerin hazirlanmasi
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5.3. Toplam Fenolik Bilesik Miktar Tayini

Orneklerin toplam fenolik bilesik miktar1, Folin-Ciocalteau soliisyonu kullanilarak Gao ve ark.
(2000) tarafindan 6nerilen metoda gére mikroplaga uyarlanarak yapilmistir (Yildirim ve ark.,
2019). Orneklerden 5 mg/ mL konsantrasyonda dimetil siilfoksitte (DMSO) hazirlanan stok
cOzeltiden 10 pL plakalara alind1 ardindan sirasiyla 20 uL Folin-Ciocalteu reaktifi (Sigma), 200
pL ultra saf su ve 100 pL %15°lik Na2COs ilave edildi. Cozeltiler oda sicakliginda 2 saat
inklibasyondan sonra 765 nm absorbansta Olglldi. Standart egri grafigi icin, gallik asit
kullanilarak (500-15.63 pg/mL) her bir konsantrasyona karsilik gelen absorbanslar 6lgiildi.
Toplam fenolik bilesik miktari, g ekstrede/fraksiyonda mg gallik asit esdegeri (GAE)olarak
ifade edildi. Ornek 6lgtimleri 4 kez, standart egri grafigi icin 6lgimler ise 5 kez tekrarlandi.

Sekil 16. Total fenolik bilesik miktar tayinine ait mikroplaka gortntisu

5.4. Toplam Flavonoit Bilesik Miktar Tayini

Orneklerin toplam flavonoit bilesik miktar1, Zhang ve ark. (2013), tarafindan 6nerilen metoda
gore mikroplaga uyarlarak yapilmustir (Yildirrm ve ark., 2019). Orneklerden 5 mg/mL
DMSO’da hazirlanan stok ¢ozeltiden 25 UL plakalara alindi, tzerine 125 uL ultra saf su ve 7.5
ML %5 NaNO: ilave edildi. 6 dakika sonra ¢ozelti tzerine 15 pL %10 AICl3.6H20 eklendi. 5
dakika sonra, 50 pL NaOH (1 M) eklenerek cozeltinin hacmi ultra saf su ile 250 uL’ye
tamamlandi. Cozeltiler hemen 510 nm absorbansta diger bilesenler sabit kalmak sartiyla, sadece

orneklerin yerine aynit miktarda DMSO eklenerek olusturulan kére karst okundu. Standart egri
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grafigi i¢in, kersetin kullanilarak (500-15.63 pg/mL) her bir konsantrasyona karsilik gelen
absorbanslar  6lgildi. Orneklerin toplam flavanoit bilesik miktar1 hesaplanarak g
ekstrede/fraksiyonda mg kersetine esdeger olarak ifade edildi. Ornek 6lgtimleri 4 kez, standart

egri Olgtimleri 5 kez tekrarlandi.

r

i

SR

Sekil 17. Total flavonoit bilesik miktar tayinine ait mikroplaka gérintisii

5.5. Toplam Triterpen Bilesik Miktar Tayini

Chang ve ark. (2012)’larinin yontemi mikroplaga uyarlanmistir. Orneklerden 5 mg/mL
metanolde hazirlanan stok ¢ozeltinin 10 puL’si, 15 uL vanilin-glasiyal asetik asit soltisyonu (%5
w/v) ve 50 uL perklorik asit soliisyonu ile karistirilmistir. Plaka, 45 dakika boyunca 60 °C'de
1sitilacak ardindan bir buz-su banyosunda oda sicakligina kadar sogutulmustur. 225 pL glasiyal
asetik asit eklendikten sonra, c¢ozeltilerin absorbansi, spektrofotometrede 548 nm'de
Olculmistiir. Standart egri grafigi igin, oleanolik asit (stok konsantrasyon araligi : 1200-37.5
pg/mL) kullanilarak her bir konsantrasyona karsilik gelen absorbanslar o6l¢lilmiistiir.
Ekstre/fraksiyonlarin toplam triterpen icerikleri, bu grafikten hesaplanarak sonuglar g ekstrede
mg oleanolik asit esdegeri olarak ifade edilmistir. Orneklerin 6lcimleri dért defa, standart egri

Ol¢iimleri ise bes defa tekrarlanmistir (Chang ve ark., 2012).
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Sekil 18. Total triterpen bilesik miktar tayinine ait mikroplaka géruntisu

5.6. In Vitro Antioksidan Aktivite
5.6.1. DPPH Serbest Radikal Stpurict Aktivite
Orneklerin DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) serbest radikal stiptrict aktivitesi Zou ve ark.
(2011) tarafindan 6nerilen metoda gore Ol¢uldi. Farkli konsantrasyonlarda (5000-9.77 pug/mL)
DMSO’da hazirlanan stok ¢ozeltilerden 10 pL, 96 kuyucuklu plakaya aktarildi. Uzerine 190
pL metanolde hazirlanan DPPH (0.1 mM) ¢ozeltisi icine eklendi. Karisim siddetli bir sekilde
calkaland1 ve oda sicakliginda karanlikta 30 dakika bekletildi. Absorbans 6l¢iimleri 517 nm'de
yapildi. Orneklerin ve standartin DPPH radikaline kars1 serbest radikal siipiiriicii aktivite
yiizdesi asagidaki formiile gore hesaplandi:
DPPH serbest radikal stipuriicl aktivitesi (%) = [(Ao—A1)/Ac]*100

Ao : Kontroliin absorbansi: Ornek hari¢ (onun yerine DMSO) tiim bilesenleri igerir.

A1 : Ekstrenin/standarti absorbansi: Ornek dahil tiim bilesenleri igerir.
% 50 inhibisyon saglayan orneklerin konsantrasyonu (ICso), inhibisyon yuzdesinin ekstre
konsantrasyonuna karsi grafiginin ¢izilmesi ile hesaplandi. Testler ti¢ kez tekrarlandi. Pozitif

kontrol olarak askorbik asit kullanilmstir.
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Sekil 19. DPPH radikal stipuriict aktivite tayinine ait mikroplaka gorintisi

5.6.2. ABTS Radikal Katyon Supuricu Aktivite
Orneklerin ABTS (2,2-azino-bis-3-etilbenzotiyazolin-6-siilfonik asit) serbest radikal katyonu
stpdricl aktivitesi Zou ve ark. (2011) tarafindan 6nerilen metoda gore 6lguldu. ABTS radikal
katyonlari, ABTS (H20'da 7 mM) ve potasyum persilfat (H20'da 4,9 mM) esit hacimlerde
karistirillarak, oda sicakliginda karanlikta 12-16 saat reaksiyona sokularak hazirlandi. Daha
sonra, ABTS radikal katyon ¢ozeltisi, % 96’lik etanolle 734 nm’de yaklasik 0,7 absorbansa
seyreltildi. Farkli konsantrasyonlarda DMSO hazirlanan stok ¢ozeltinin (5000-9,77 pg/mL) 10
pL'si, 96 kuyucuklu plakada 190 uL ABTS radikal ¢ozeltisine ilave edildi ve oda sicakliginda
ve karanlkta 30 dakika bekletildi. Absorbans dl¢iimleri 734 nm’de yapildi. Orneklerin, ABTS
radikal katyonuna karsi serbest radikal temizleme aktivite yiizdesi asagidaki formiile gore
hesaplandi:
ABTS serbest radikal temizleme aktivitesi (%) = [(Ao—A1)/Ao]*x100

Ao : Kontroliin absorbansi: Ornek hari¢ (onun yerine DMSO) tiim bilesenleri igerir.

A1 : Ekstrenin/standartin absorbansi: Ornek dahil tiim bilesenleri ierir.
% 50 inhibisyon saglayan Ornek konsantrasyonu (ICso), inhibisyon yuzdesinin oOrnek
konsantrasyonuna kars1 grafiginin ¢izilmesinden hesaplandi. Testler ti¢ kez tekrarlandi. Pozitif

kontrol olarak Troloks kullanildi.
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Sekil 20. ABTS radikal katyonu stpdricu aktivite tayinine ait mikroplaka gorintasi

5.7. Antidiyabetik Aktivite
5.7.1. a-glukosidaz inhibitér Aktivite
Ramakrishna ve ark. (2017) tarafindan onerilen antidiyabetik aktivite yontemi [32] Uzerinde
birkac degisiklik ile gerceklestirildi (Sen ve ark., 2019). Farkli stok konsantrasyonda (5000-
9.77 pg/mL) hazirlanan ¢ozeltiden alinan 10 uL 6rnek, 40 uL 0.1 M sodyum fosfat tamponu
(pH 6.9) ve 100 uL tamponda hazirlanan a-glukozidaz (Saccharomyces cerevisiae'den elde
edilmis) enzimiyle karigtirildi. Karigimlar 10 dk boyunca 25°C’de inkiibe edildi. Ardindan
cozeltilerin tlizerine tamponda hazirlanan 50 pL, 5 mM p-nitrofenil-a-D-glukopiranozid
(pNPG) eklendi. Karisimlar 5 dk boyunca 25°C’de tekrar inkiibe edilerek, absorbanslar1 405
nm’de inkiibasyondan 6nce ve sonra mikroplaka okuyucuda okunarak kaydedildi. Standart
olarak akarboz kullanildi. Orneklerin, enzim aktivitesini inhibe etme yiizdeleri asagidaki
formiile gore hesaplandi.
a-glukozidazi inhibe etme yiizdesi (%) =(Akontrol-Adrmek/ Akontrot) X100

Akontrol - Ornek hari¢ (onun yerine DMSO) tiim bilesenleri igerir.

Aomek : Ornek dahil tiim bilesenleri igerir.
a-glukozidaz enziminin aktivitesinin %350’sini ortadan kaldiran orneklerin inhibisyon
konsantrasyonlar1 ~ (ICso)  Graphpad  Prims5  programi  araciligiyla  Orneklerin

konsantrasyonlarma bagli inhibisyon grafigi cizilerek hesaplandi. Olgiimler 3 kez tekrarland.
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5.8. Biyoaktivite yonlendirmeli fraksiyonlama ve izolasyon

Fraksiyonlar arasinda antidiyabetik aktivite acisindan en aktif c¢ikan PSCEA’nin
fraksiyonlandirilmasinda silikajel (0.063-0.200 mm, 107734, Merck) sabit faz olarak, metanol
(Merck), kloroform (Merck) ¢oziiciileri ise hareketli faz olarak kullanilmistir. Maddelerin
izolasyonu icin de preparatif ITK (0.5 mm, M105554.0001, Merck) kullanilmis olup ¢dziicii

olarak kloroform (Merck), metanol (Merck), distile su ¢oziiciileri kullanilmistir.

5.9. Istatistiksel Analiz

Istatistiksel analizler, GraphPad Prims 5.0 programi ile yapildi. Aktivite sonuglar1 ortalama =+
standart sapma olarak gosterildi. Tek yonlii varyans analizi (ANOVA) uygulandiktan sonra
gruplar arasi1 farkliliklar Tukey testi ile ile belirlendi. Anlamlilik derecesi p <0.05 kabul edildi.
NMR spektrumlarindaki sinyallerin kimyasal kayma degerlerinin, J degerlerinin ve
integrallerinin hesaplanmasinin yani sira sinyallere ait yarilmalarin daha net goriilebilmesi icin

MestReNova programi kullanildi.
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6. BULGULAR

Paliurus spina-christi bitkisinin dal ekstresi (PSDE), yaprak ekstresi (PSYE) ve meyve
ekstresinin (PSME) antidiyabetik aktivite deneyinde a-glukosidaz enzimi Uzerindeki inhibitor
aktivitesi incelenmistir. 250 pg/mL konsantrasyonda PSDE, PSYE ve PSME’nin a-glukosidaz
enzimi Uzerinde inhibisyon ylzdeleri sirasiyla % 89,80, %16,17 ve % 14,48 seklindedir (Sekil
21).

a-glukozidaz inhibitor aktivite
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Sekil 21. Paliurus spina-christi meyve, dal ve yaprak estrelerinin a-glukosidaz enzimi (izerine
inhibisyon yiizdeleri (PSYE, PSDE, PSME: Kisaltmalar sirasiyla Paliurus spina-christi
tlrinln yaprak, dal ve meyve etanol ekstrelerini ifade eder.)

Diisiik ICso degeri (enzimin aktivitesini %50 oraninda durduran konsantrasyon) yiiksek
aktiviteyi gosterir. 1Cso degerleri agisindan Tablo 1 incelendiginde, PSDE ICso degeri 108,20
Hg/mL ile en iyi antidiyabetik aktiviteye sahiptir. Ardindan 1386,00 pg/mL degeri ile PSYE,
1481,00 pg/mL degeri ile PSME gelmektedir. Ayni1 zamanda PSDE, standart olarak kullanilan
akarboz (261,70 pg/mL) ile kiyaslandiginda ¢ok daha guiclu antidiyabetik aktivite sergilemistir
(Tablo 1).

Tablo 1: Paliurus spina-christi yaprak, dal ve meyve ekstrelerinin a-glukosidaz enzimi
uUzerinde inhibitor aktivitesi

Test PSYE PSDE PSME Akarboz

a-glukozidaz
inhibitor aktivite 1386,00+4,95¢ 108,20+0,64% 1481,00+8,49¢ 261,70+ 1,84°
(I1Cs0, pg/mL)
* PSYE, PSDE, PSME : Kisaltmalar sirastyla Paliurus spina-christi tiriniin yaprak, dal ve meyve etanol ekstresini ifade eder.

** Tablodaki degerler, ortalama * standart sapma olarak ifade edilmistir (n=3). Ayni satirda yer alan degerlerdeki farkl iissii
harfler, istatistiksel olarak anlaml farkliliklart belirtir (p<0.05).
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a-glukosidaz enzimine kars1 en iyi aktiviteyi gosteren PSDE’den 4 adet fraksiyon elde edilmis
ve bu fraksiyonlarin a-glukosidaz enzimine karsi inhibisyon yiizdeleri karsilastirildiginda 250
pg/mL konsantrasyonda PSCEA (% 92,01) en yiiksek inhibisyon yiizdesine sahip oldugu onu
sirastyla PSCH (% 49,96), PSCK (% 37,58) ve PSCS (%32,65) takip etmistir (Sekil 22).

a-glukozidaz inhibitér aktivite
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Sekil 22. Paliurus spina-christi dal etanol ekstresinin fraksiyonlarinin a-glukosidaz enzimi
Uzerine inhibisyon ytzdeleri (PSCH, PSCK, PSCEA, PSCS : Kisaltmalar sirastyla Paliurus
spina-christi dallarina ait etanol ekstresinin hekzan, kloroform, etil asetat ve su fraksiyonlarini
ifade eder.)

Fraksiyonlar ICso degerleri agisindan karsilastirildiginda, 97,45 pg/mL ICso degeri ile PSCEA
en iyi a-glukosidaz inhibitor aktivite sergilerken onu sirasiyla PSCH (256,80 pg/mL), PSCK
(374,50 pg/mL) ve PSCS (478,80 pug/mL) izlemistir. Aynm zamanda PSCEA, standart olarak
kullanilan akarboz (261,70 pg/mL) ile kiyaslandiginda ¢ok daha giiclii antidiyabetik aktivite
sergilemistir (Tablo 2).

Tablo 2. Paliurus spina-christi turinden elde edilen fraksiyonlarin antidiyabetik
aktiviteleri

Test PSCH PSCK PSCEA PSCS Akarboz

a-glukozidaz
inhibitor aktivite 256,80+5,16° 374,50+8,34% 97,45+0,07% 478,80+1,56° 261,70+ 1,84°

(1Cs0, Hg/mL)

* PSCH, PSCK, PSCEA, PSCS : Kisaltmalar sirastyla Paliurus spina-christi dallarina ait etanol ekstresinin hekzan, kloroform,
etil asetat ve su fraksiyonlarini ifade eder.

** Tablodaki degerler, ortalama =+ standart sapma olarak ifade edilmistir (n=3). Ayni satirda yer alan degerlerdeki farkli tissii
harfler, istatistiksel olarak anlamli farkliliklart belirtir (p<0.05).
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Ayrica fraksiyonlarin antioksidan aktiviteleri ile total fenol, flavonoit ve triterpen igerikleri
arastirilmigtir. Fraksiyonlarin antioksidan aktiviteleri ABTS ve DPPH gibi iki farkli in vitro
yontemle degerlendirilmistir.

DPPH radikaline kars1 3,91 ng/mL konsantrasyonda en yiiksek inhibisyon degerine PSCEA (%
92,25) sahip olup onu sirastyla PSCS (% 53,15), PSCK (% 27,25) ve PSCH (25,18) takip
etmistir (Sekil 23).

DPPH Radikal Siipiiriicii Aktivite
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Sekil 23. Paliurus spina-christi dal etanol ekstresinin fraksiyonlarmin DPPH radikaline karsi
inhibisyon ytzdeleri (PSCH, PSCK, PSCEA, PSCS: Kisaltmalar sirasiyla Paliurus spina-
christi dallarina ait etanol ekstresinin hekzan, kloroform, etil asetat ve su fraksiyonlarini ifade

eder.)

ABTS radikaline kars ise 3,91 pg/mL konsantrasyonda en yiiksek inhibisyon degerine yine
PSCEA (% 97,70) sahip olup onu sirastyla PSCS (% 90,03), PSCK (% 45,61) ve PSCH (34,59)
takip etmistir (Sekil 24).
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ABTS Radikal Katyonu Siipiiriicii Aktivite
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Sekil 24. Paliurus spina-christi dal etanol ekstresinin fraksiyonlarinin ABTS radikal
katyonuna karsi inhibisyon yuzdeleri (PSCH, PSCK, PSCEA, PSCS : Kisaltmalar sirasiyla
Paliurus spina-christi dallarina ait etanol ekstresinin hekzan, kloroform, etil asetat ve su
fraksiyonlarini ifade eder.)

DPPH ve ABTS radikallerine karsi fraksiyonlarin aktiviteleri ICso degerleri iizerinden
karsilastirildiginda, PSCEA'nin sirasiyla 0,82 ve 1,21 ng/mL ICso degerleri ile ABTS ve DPPH
radikallerine karsi en iyi antioksidan aktiviteyi gosterdigi goriilmektedir. Ayni zamanda,
standartlarla (Askorbik asit: 40,23 pg/mL; Troloks: 4,51 pg/mL) karsilastirildiginda PSCEA
giiclii bir antioksidan aktiviteye sahip oldugu goriilmiistiir (Tablo 3).

Tablo 3. Paliurus spina-christi tlrtnin dalindan elde edilen gesitli fraksiyonlarin
antioksidan aktiviteleri

Askorbik

asit Troloks

Testler PSCH PSCK PSCEA PSCS

DPPH
radikal
slpurictu  40,56+2,179 14,63+0,11¢ 1,21+0,15% 8,58+0,13" 40,23+2.08¢
aktivite
(ICso0, pg/mL)

ABTS
radikal
stpuructi  16,93+0,58¢ 8,71+0,08¢ 0,82+0,022 1,03+0,032 4,51+0,08°
aktivite
(1Cso0, pg/mL)

* PSCH, PSCK, PSCEA, PSCS : Kisaltmalar sirastyla Paliurus spina-christi dallarina ait etanol ekstresinin hekzan, kloroform,
etil asetat ve su fraksiyonlarini ifade eder.)

** Tablodaki degerler, ortalama =+ standart sapma olarak ifade edilmistir (n=3). Ayn1 satirda yer alan degerlerdeki farkl tissii
harfler, istatistiksel olarak anlamli farkliliklart belirtir (p<0.05).
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Paliurus spina-christi dal etanol ekstresinin fraksiyonlarmin toplam fenolik bilesik miktar
galik asit esdegeri (GAE) olarak ifade edilmistir. En yiiksek toplam fenol icerigine PSCEA
(103,10 mg/g) sahip olup onu sirasiyla PSCS (102,20 mg/g), PSCK (65,00 mg/g) ve PSCH
(39,76 mg/g) takip etmistir (Sekil 25, Tablo 4).

Toplam fenolik bilesik miktar
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Sekil 25. Paliurus spina-christi dal etanol ekstresinin fraksiyonlarinin toplam fenolik bilesik

miktar1 (PSCH, PSCK, PSCEA, PSCS : Kisaltmalar sirasiyla Paliurus spina-christi dallarina
ait etanol ekstresinin hekzan, kloroform, etil asetat ve su fraksiyonlarini ifade eder.)

Tablo 4. Paliurus spina-christi dal etanol ekstresinin fraksiyonlarinin toplam fenolik
bilesik miktar1

Deney PSCH PSCK PSCEA PSCS

Toplam fenolik
bilesik miktar: 39,76 £0,85° 65,00+0,48° 103,10+0,32% 102,200,272
(mg GAE/qg ekstre)

*PSCH, PSCK, PSCEA, PSCS : Kisaltmalar sirastyla Paliurus spina-christi dallarina ait etanol ekstresinin hekzan, kloroform,
etil asetat ve su fraksiyonlarini ifade eder.

** Toplam fenolik bilesik igerigi gallik asit esdegeri (GAE) olarak ifade edilmistir.

*#% Tablodaki degerler, ortalama + standart sapma olarak ifade edilmistir (n=3). Ayni satirda yer alan degerlerdeki farkl tissu
harfler, istatistiksel olarak anlamli farkliliklar1 belirtir (p<0.05).

Paliurus spina-christi dal etanol ekstresinin fraksiyonlarinin toplam flavonoit igerik miktari
kersetin esdegeri (KE) olarak ifade edilmistir. En yiiksek toplam flavonoit igcerigi PSCEA
(98,19 mg/g)’da bulunurken ve onu sirasiyla PSCS (33,73 mg/g), PSCK (24,05 mg/g) ve PSCH
(17.84 mg/g) izlemistir (Sekil 26, Tablo 5).
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Toplam flavonoit bilesik miktari
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Sekil 26. Paliurus spina-christi dal etanol ekstresinin fraksiyonlarinin toplam flavonoit bilesik

miktar1 (PSCH, PSCK, PSCEA, PSCS : Kisaltmalar sirastyla Paliurus spina-christi dallarina
ait etanol ekstresinin hekzan, kloroform, etil asetat ve su fraksiyonlarini ifade eder.)

Tablo 5. Paliurus spina-christi dal etanol ekstresinin fraksiyonlarinin toplam flavonoit
bilesik miktar1

Deney PSCH PSCK PSCEA PSCS

Toplam flavonoit
bilesik miktar: 17,84+0,63¢ 24,05+0,12° 98,19+0,40* 33,73+0,58°

(mg KE/g ekstre)
* PSCH, PSCK, PSCEA, PSCS : Kisaltmalar sirastyla Paliurus spina-christi dallarina ait etanol ekstresinin hekzan, kloroform,
etil asetat ve su fraksiyonlarini ifade eder.
** Toplam flavonoit bilesik icerigi kersetin esdegeri (KE) olarak ifade edilmistir.
*#% Tablodaki degerler, ortalama + standart sapma olarak ifade edilmistir (n=3). Ayni satirda yer alan degerlerdeki farkli tissu
harfler, istatistiksel olarak anlamli farkliliklar1 belirtir (p<0.05).

Paliurus spina-christi dal etanol ekstresinin fraksiyonlarinin toplam triterpen icerik miktari
oleanolik asit esdegeri (OAE) olarak ifade edilmistir. En yiiksek toplam triterpen igerigi PSCEA
(736,30 mg/g)’da bulunurken ve onu sirasiyla PSCK (274,00 mg/g), PSCS (244,00 mg/g) ve
PSCH (158,70 mg/g) izlemistir (Sekil 27, Tablo 6).
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Toplam triterpen bilesik miktar:
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Sekil 27. Paliurus spina-christi dal etanol ekstresinin fraksiyonlarmin toplam triterpen bilesik
miktar1 (PSCH, PSCK, PSCEA, PSCS : Kisaltmalar sirastyla Paliurus spina-christi dallarina
ait etanol ekstresinin hekzan, kloroform, etil asetat ve su fraksiyonlarini ifade eder.)

Tablo 6. Paliurus spina-christi dal etanol ekstresinin fraksiyonlarinin toplam triterpen
bilesik miktar1

Deney PSCH PSCK PSCEA PSCS

Toplam triterpen
bilesik miktar: 158,70+3,09¢ 274,00+0,71° 736,30+2,10*° 244,00+1,39°
(mg OAE/qg ekstre)

* PSCH, PSCK, PSCEA, PSCS : Kisaltmalar sirastyla Paliurus spina-christi dallarina ait etanol ekstresinin hekzan, kloroform,
etil asetat ve su fraksiyonlarini ifade eder.

** Toplam triterpen bilesik igerigi oleanolik esdegeri (OAE) olarak ifade edilmistir.

*#% Tablodaki degerler, ortalama + standart sapma olarak ifade edilmistir (n=3). Ayni satirda yer alan degerlerdeki farkli tissu
harfler, istatistiksel olarak anlamli farkliliklar1 belirtir (p<0.05).

Fraksiyonlar arasinda en iyi antidiyabetik (o-glukosidaz inhibitor) aktivite sergileyen
PSCEA’dan biyoaktivite yonlendirmeli fraksiyonlandirma ve izolasyon metoduyla bilesik
izolasyonuna devam edilmistir. “5.2. Bitki Ekstrelerinin Hazirlanmas1” bashiginda belirtildigi
gibi 4,8 g elde edilen PSCEA iki kat1 kadar (9,6 g) kadar silikajel [Silica gel 60 (0,063-0,200
mm), 70-230 mesh] ile karistirtlip su banyosunda (50-60 °C) kurutularak toz haline
getirilmistir. Kuru usul yontemle kolon c¢aligsmasi yiiriitiilmiis olup ekstrenin yaklasik 40 kati
(144 g) kadar silikajel [Silica gel 60 (0,063-0,200 mm), 70-230 mesh] kolona (4 cm ¢apinda,
30 cm uzunlugunda) aktarilmis, Uzerine dikkatli bir sekilde silikajelle karistirilmis toz ekstre
ilave edilmis ve iizeri kolonda yaklasik 2-3 cm yiikseklige denk gelecek sekilde deniz kumu
(107711-Sea Sand Extra Pure) ile ortiilmiistiir. Ayrica ¢oziicii ilavesiyle deniz kumunun da
havalanmasini engellemek igin {lizerine bir miktar cam pamugu konulmustur. Kolondaki

fraksiyonlandirma siirecini hizlandirmak amaciyla vakum baglantis1 saglanmig, ardindan
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kloroform/metanol (100:0, 100:0, 95:5, 90:10, 85:15, 80:20, 75:25, 70:30, 65:35, 60:40, 55:45,
50:50, 45:55, 40:60, 35:65, 30:70, 25:75, 20:80, 10:90, 0:100) ¢oziicti karigimlar: (200 mL)
hareketli faz olarak bu kolonlardan gegirilmistir. Toplanan 20 adet fraksiyonun ¢oziicileri
rotary evaporatorde ucurulmus ve ¢ozlinebilecegi en az miktarda kendi ¢oziiciisiiyle ¢oziilerek
beherlere aktarilmis ardindan ¢eker ocak altinda kurumaya birakilmistir. Fraksiyonlar
tartildiktan sonra az miktarda kendi ¢Oziculeriyle/cOzeltileriyle ¢oziilmiis ve kilcal pipet
yardimiyla ITK plaga ekimleri yapilmistir. Ardindan CHClz: MeOH : Su (4 : 1 : 2 damla) ve
CHCIls: MeOH (15 : 1) gibi iki farkli ¢6ziicii sisteminde yiiriitiilen plakanin giin 15181, 254 nm
UV lamba altinda, 366 nm UV lamba altinda ve serik sulfat belirteci puskurtildikten sonra

plakanin yakilmis halinin goriintiisti ¢ekilmistir (Sekil 28-31).
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Sekil 28. PSCEA nin fraksiyonlarinin giin 15181 altinda ITK plakta gorinimii (CHCI3:
MeOH : Su [4: 1: 2 damla])

Sekil 29. PSCEA’nimn fraksiyonlarinin 254 nm’de ITK plakta gorinimi (CHCIs:
MeOH : Su [4:1: 2 damla])
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Sekil 30. PSCEA’nin fraksiyonlarmm 366 nm’de ITK plakta goriinimi (CHCls:
MeOH : Su[4:1:2damla])

N CRCla: Madk 4o (4 2demb)

Sekil 31. PSCEA nin fraksiyonlarmnin serik stlfat belirteci puskurtuldiikten sonra iTK
plakanin yakilmis gorinimi (CHCIs: MeOH : Su [4 : 1 : 2 damla])
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Sekil 32. PSCEA’nin fraksiyonlarinin giin 15181 altinda ITK plakta gortinimii (CHCI3:
MeOH [15: 1])

Sekil 33. PSCEA nin fraksiyonlarmin 254 nm’de ITK plakta goriiniimi (CHClz : MeOH
[15:1])
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Sekil 34. PSCEA nin fraksiyonlarmin 366 nm’de ITK plakta goriniimi (CHCIlz : MeOH

[15: 1])
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Sekil 35. PSCEA’nin fraksiyonlarlnln serik sulfat belirteci puskurtuldikten sonra 1TK
plakanin yakilmig gorinimi (CHCIs: MeOH [15 : 1])
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Benzer igeriklere sahip fraksiyonlar c¢Ozunebilecekleri en az miktarda kendi
¢oziiciileriyle/gozeltileriyle ¢oziilerek birlestirilmis ve rotary evaporatorde c¢ozuculeri
ucurularak kurutulmustur (PSCEA1-3: -, PSCEAA4: 0,1168 g, PSCEAS5: 0,1295 g, PSCEAG:
0,2285 g, PSCEAT7-9: 1,4547 g, PSCEA10-11: 0,8943 g, PSCEA12-14: 1,0467 g, PSCEA15-
20: 0,3911 g). Kurutulan fraksiyonlarin antidiyabetik (a-glukosidaz inhibitor) aktivite testleri
yapilmis ve ICso degerlerine (PSCEA4: 160,70+£0,42, PSCEA5S: 143,50+0,92, PSCEAG:
245,10+£1,49, PSCEA7-9: 209,10+1,49, PSCEA10-11: 153,20+0,57, PSCEA12-14:
126,70+0,07, PSCEA15-20: 76,17+0,09 pg/mL) gore en aktif fraksiyonun PSCEA15-20
oldugu ortaya cikarilmistir. PSCEA15-20 fraksiyonu preparatif ITK’ya uygulanmus,
metanol:distile su (10:1) ¢oziicii sisteminde ii¢ kez yiiriitiilmiis ve iki bant elde edilmistir. Bu
iki bant kazinarak erlenlere alinmis, iizerlerine metanol eklenmis ve bir gece bekletilmistir.
Ardindan sizulen ¢ozeltilerin ¢ozuculeri rotary evaporatérde ucurularak PSCEA15-20/Bantl
(29,4 mg) ve PSCEAL5-20/Bant2 (23,5 mg) clde edilmistir. Bu o6rnekler {izerinde de
antidiyabetik (a-glukosidaz inhibitor) aktivite testleri yapilmig ve ICso degerlerine (PSCEA15-
20/Bantl: 62,68+1,99 ve PSCEA15-20/Bant2: 50,13+4,56 pg/mL) gore en aktif Ornegin
PSCEA15-20/Bant2 oldugu ve saf olarak elde edildigi goriilmiis olup spektroskopik analizler
(*H NMR, 3C NMR-APT, MS) ve literatiirle karsilastirma sonucu bilesigin Sukroz
(Sakkaroz) oldugu agiga ¢ikarilmistir (Sekil 36-39).

Sekil 36. Sukroz bilesiginin molekiil yapisi1 (PubChem, 2024)
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Sukroz: 'H NMR (400 MHz, D20, 8, ppm, J/Hz): 3.37 (t, J = 9.0 Hz, 1H, H-4), 3.46 (brd, J =
10.2 Hz, 1H, H-2), 3.58 (s, 2H, H-1"), 3.60-3.93 (m, 6H, H-3, H-6a, H-6b, H-6"a, H-6"b, H-5,
H-57), 3.95 (t, J = 8.4 Hz, 1H, H-4"), 4.12 (d, J = 8.8 Hz, 1H, H-3"), 5.32 (brd, 1H, H-1). 3C-
NMR (100 MHz, D20) é (ppm): 60.10 (C6), 61.33 (C1"), 62.33 (C6"), 69.20 (C4), 71.05 (C2),
72.38 (C5), 72.54 (C3), 73.96 (C4"), 76.39 (C3"), 81.36 (C5"), 92.15 (C1), 103.66 (C2"). GC-
MS (m/z): 342 (M*, C12H22011). (Sekil 37-39) (Hernandez-Garcia ve ark., 2019).
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Sekil 37. Sukroz bilesigine ait 'H-NMR spektrumu (400 MHz, Dz0)
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Sekil 38. Sukroz bilesigine ait 3C-NMR (APT) spektrumu (100 MHz, D20)
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Sekil 39. Sukroz bilesigine ait MS spektrumu
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7. TARTISMA ve SONUC

Diyabet, yiiksek kan glikozu (veya kan sekeri) seviyeleri ile karakterize, zamanla kalp, kan
damarlari, gozler, bobrekler ve sinirlerde ciddi hasara yol agan kronik ve metabolik bir
hastaliktir. En yaygin olani, genellikle yetiskinlerde goriilen tip 2 diyabettir ve viicut instiline
direncli hale geldiginde ya da yeterli insiilin tiretemediginde ortaya ¢ikar. Tip 1 diyabet ise bir
zamanlar juvenil diyabet veya insiiline bagimli diyabet olarak bilinen, pankreasin kendi kendine
cok az insiilin lirettigi veya hig iiretmedigi kronik bir durumdur. Son 30 yilda tip 2 diyabetin
yaygmhigr tim gelir diizeylerindeki tilkelerde onemli 6l¢lide artmistir. Diyabetle yasayan
insanlar i¢in, insiilin de dahil olmak iizere uygun fiyath tedaviye erisim, hayatta kalmalar
acisindan kritik onem tasimaktadir. Diyabet ve obezitedeki artis1 2025 yilina kadar durdurmak
icin kiiresel olarak kabul edilmis bir hedef vardir. Diinya genelinde, cogunlugu diisiik ve orta
gelirli iilkelerde yasayan yaklasik 422 milyon kisi diyabet hastasidir ve her yil 1,5 milyon 6l1im
dogrudan diyabetten kaynaklanmaktadir. Hem vaka sayis1 hem de diyabet prevalansi son birkag
on yildir istikrarli bir sekilde artmaktadir (WHO, 2024).

Tip 2 diyabette postprandiyal hipergliseminin kontroliine yonelik 6nemli bir terapotik yaklasim,
diyetteki karbonhidratlarin sindiriminin engellenmesidir. Pankreatik o-amilaz, nisasta gibi
diyet ile alman karbonhidratlar1 basit monosakaritlere parcalar, ardindan a-glukosidazlar
tarafindan emilim saglanir ve kan dolagimina glikoz katilir. Sonug olarak, a-amilaz ve a-
glikozidazin inhibisyonu, karbonhidrat sindirimini baskilayabilir, glikoz alimin1 geciktirebilir
ve dolayisiyla kan glukoz seviyelerini diisiirebilir. Akarboz, vogliboz ve miglitol gibi baz1 grup
ilaglarin a-glukosidaz ve a-amilaz’1 inhibe ettigi bulunsa da pratikte siskinlik, karin rahatsizligi,
ishal gibi istenmeyen yan etkilere neden olurlar (Algahtani ve ark., 2019).

Onemli terapétik degere sahip biyoaktif bilesenlerin zengin kaynaklari olan geleneksel ilaclar
(6zellikle tibbi bitkiler), birgok hastaligin Onlenmesi ve tedavisi i¢in uzun siiredir
kullanilmaktadir (Haewphet ve ark., 2024). Bu tez c¢alismasinda da, Tiirkiye’de diyabetin
tedavisinde gelencksel kullanimi olan Paliurus spina-christi tirinin yaprak (PSYE), dal
(PSDE) ve meyve (PSME) etanol ekstreleri ile PSDE'nin hekzan, kloroform, etil asetat ve su
fraksiyonlarinin  antidiyabetik etkileri a-glukozidaz enziminin inhibisyonu yoluyla
degerlendirilmis ve en aktif ¢ikan PSDE'nin etil asetat fraksiyonunun (PSCEA) etkisinden
sorumlu bilesigin biyoaktivite yonlendirmeli fraksiyonlandirma ve izolasyon yontemiyle ortaya
cikarilmasit amaglanmistir. Ayn1 zamanda bu fraksiyonlarin DPPH ve ABTS yontemiyle

antioksidan aktiviteleri, toplam fenol, flavonoit ve triterpen igerikleri tahmin edilmistir.
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Sonug olarak PSDE ile PSCEA’nin en iyi a-glukosidaz inhibitoér aktivite sergiledigi ve
PSCEA ’nin etkisinden sorumlu bilesigin Sukroz oldugu aciga ¢ikarilmistir.

Bu tiirtin farkli kisimlarinin a-glukozidaz enzimine karsi etkilerinin arastirildigi ¢alismalara
literatiirde rastlanmistir ancak bu tiiriin dallar1 {izerinde biyoaktivite ydnlendirmeli
fraksiyonlama ile aktif bilesiginin izolasyon c¢alismasi ilk kez bu ¢alismayla yapilmaistir.

Yuca ve arkadaslar1 Paliurus spina-christi meyvelerinden elde edilen %70 metanol ekstresinin
a-glukozidaz enzimine karsi ICso degerinin 529,20 pg/mL oldugunu ortaya koymuslardir (Yuca
ve ark., 2022). Mevcut ¢alismamizda PSFE'den (1481,00 pg/mL) daha iyi, PSDE’den daha
diisiik bir inhibitor aktivite gostermistir. Bu durum (PSFE i¢in) kullanilan farkli ¢oziiciiden
kaynaklaniyor olabilir ve inhibitor etkinin artan ¢0ziicii polaritesi ile arttigi goriilmektedir.
PSDE i¢inse bu durum bitkinin farkli kisimlarinin kullanilmasi nedeniyle igerdikleri farkli
tirden bilesenlerden veya ayni bilesenlerin farkli konsantrasyonlara sahip olmasindan
kaynaklaniyor olabilir.

Bir bagka calisma Zengin ve arkadaslar1 (2023) tarafindan o-glukozidaz enzimine karsi
antidiyabetik etkiyi aragtirmak i¢in yapilmig ve bu tiirlin yapraklari, meyveleri ve dallari
iizerinde yapilan ¢alismada, dallarin en iyi inhibitor potansiyele sahip oldugu ortaya ¢ikmaistir.
Bu sonuglar mevcut ¢alisma ile tutarhdir.

PSCEA’nin etkisinden sorumlu bilesigin Sukroz oldugu bu calismayla agiga ¢ikarilmis olup
Sukroz bilesiginin de a -glukozidaz enziminin bir substrati oldugu diisiiniildiigiinde ortaya
¢ikan sonug ilging bulunmustur. Bununla birlikte a-glukozidaz inhibitor deneyinin prensibi
diistiniildiigiinde bu sonucun da agiklanabilir bir tarafi vardir. a -glukozidaz inhibitor aktivite
deneyinde reaksiyon, a-glukozidaz enziminin substrat olarak kullanilan 4-nitrofenil-a-D-
glukopiranoziti, a-D-glukopiranozit ile 405 nm’de absorbansini dl¢tiigiimiiz sar1 renkli bir
bilesik olan p-nitrofenole pargalamasiyla ilerler (Eertmans ve ark., 2014). Dolayisiyla a -
glukozidaz enziminin sukroz bilesigi de substrati oldugundan ve deney siirecinde 6ncelikle
enzim ile o6rnegin (bu deneyde sukrozun) belli bir siire reaksiyon ortaminda kalmasi
saglandigindan enzim sukroz ile reaksiyona girmekte dolayisiyla enzim 4-nitrofenil-a-D-
glukopiranoziti yeterli miktarda veya hi¢ pargalayamadigindan ortamda p-nitrofenolden
kaynakli sar1 renk az olugsmakta veya olusmamaktadir.

Flavonoitler ve fenolik asitler gibi fenolik kokenli bilesiklerin de 6nemli antidiyabetik ajanlar
oldugu bildirilmistir (Kumar ve Goel, 2019; Xiao, 2022). Onceki ¢alismada PSDE nin yiiksek
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fenolik bilesik icerigine (216.2 mg/g) (Sen, 2018), mevcut ¢alismada ise PSCEA'nin en yuksek
toplam fenol, flavonoit ve triterpen bilesik i¢erigine sahip oldugunu gosterilmistir.

Sonug olarak PSCEA’nin o -glukozidaz inhibitor etkisinden énemli derecede sukroz bilesigi
sorumlu olmakla birlikte total fenol, flavonoit ve triterpen deney sonuglar1 da pozitif sonug
verdigi i¢in bu madde gruplar1 da aktiviteye katki saglamis olabilir.

Glinlik yasam tarzi ve diyetteki ayarlamalar hala Onemli kabul edilse de caligmalar,
antioksidanlarin diyetle aliminin arttirilmasinin, 6zellikle normal bir diyetle birlikte alindiginda
kronik hastaliklarin 6nlenmesinde ¢ok Onemli bir rol oynadigini gostermektedir. Cesitli
bulgular fitokimyasallarin insanlar tizerindeki olumlu etkisine 151k tutmustur. Bunlarin arasinda
polifenoller en bol bulunan ve besin agisindan 6nemli fitokimyasallardan biridir. Glnimuzde
bilinen 8000'den fazla fenolik yapida bilesikler vardir ve bu bilesiklerin 500’den fazlas1 gida
bitkilerinde bulunur ve diyet polifenolleri olarak kabul edilir (Koch ve ark., 2019). Fenoller ve
flavonoitler antioksidan 6zelliklerden sorumlu en yaygin bilesiklerdir. Bunun da &tesinde
fenolik bilesikler, serbest radikal temizleme, hidrojen bagisi, tekli oksijen sondiirme, metal
iyonu selatlama gibi ¢esitli mekanizmalar yoluyla ve ayrica siiperoksit ve hidroksil gibi
radikaller igin bir substrat gorevi gorerek etki gosteren iyi bir antioksidan kaynagidir (Ha ve
ark., 2020).

Oksidatif stres, artrit, diyabet, demans, kanser, osteoporoz, kardiyovaskiiler hastaliklar ve
metabolik sendromlar gibi yasa bagl hastaliklarin gelisiminde 6nemli bir rol oynar. Reaktif
oksijen tiirleri normalde hiicrenin hayatta kalmasi, stres etkeni tepkileri ve iltihaplanma gibi
hicresel aktivitelerin modilasyonu igin biyolojik sistem iginde Uretilir. Ancak reaktif oksijen
tirlerinin yliksek diizeyde olmas1 antioksidan ve prooksidan diizeylerinin dengesini bozarak
oksidatif strese neden olabilir. Mevcut arastirma kanitlari, antioksidan 6zelliklere sahip dogal
bilesiklerin oksidatif stresi azaltabildigini ve bagisiklik fonksiyonunu gelistirebildigini ortaya
koymustur (Tan ve ark., 2018).

Dogal kaynakli antioksidanlarin insiilin direncini azaltarak ve insiilin sekresyonunu
iyilestirerek, glikoz metabolizmasint diizenleyerek, vaskiiler fonksiyonlar1 iyilestirerek ve
oksidatif stres belirteclerini ve HbA1c seviyelerini diizenleyerek diyabetik durumu iyilestirdigi
One siirilmistir (Fatima ve ark., 2022). Paliurus spina-christi tirinin yaprak (PSYE), dal
(PSDE) ve meyve (PSME) etanol ekstrelerinin DPPH ve ABTS radikallerine karsi inhibitor
etkisinin arastirildigi bir ¢alismada 18.32 ve 22.06 pg/mL ICso degerleriyle en yiiksek
antioksidan aktiviteyi bitkinin dallarinin gosterdigi ortaya c¢ikarilmistir (Sen, 2018). Ayrica su
anki ¢alismada bitkinin dal ekstresinin etil asetat fraksiyonu (PSCEA), en yiiksek DPPH ve
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ABTS radikal siipiiriicii etkiyi gostermistir. Bu yiizden PSDE ile PSCEA’nin giicli
antidiyabetik etkilerine gucli antioksidan aktiviteleri de katki saglamis olabilir.

Sonug olarak, bu ¢alismada her ne kadar bir disakkarit seker olan sukroz bilesiginin Paliurus
spina-christi dallarinin a-glukozidaz enzimine karsi antidiyabetik etkisinden sorumlu oldugu
bulunmus olsa da (ve bu durum diyabete karsi ilgili tiriin kullanilmasinin uygun
olmayabilecegini akla getirse de) in vitro a-glukozidaz enziminin inhibisyonu tizerinden boyle
bir yargiya varilmasi tek basina anlamli olmayacaktir. Bu nedenle Paliurus spina-christi
dallarinin antidiyabetik etkisinin kesin olarak ortaya konulabilmesi icin in vivo ¢alismalar
(streptozotosin, alloksan ile olusturulan diyabet modeli) gibi daha ileri ¢alismalara ihtiyag
vardir. Ayrica geleneksel halk tibbinda diyabete karsi kullanimi olan Paliurus spina-christi
tlrinin meyvelerine gore dallariin daha yuksek aktiviteye sahip oldugunun bulunmus olmasi

da dikkat ¢ekici bulunmustur.
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