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Amag: Antidiyabetik potansiyeli olan, kilo kontroliinii saglamaya yonelik ve antioksidan etkili yeni dogal
kaynaklarin kesfi fitoterapi uygulamalarinda énemli hedeflerden biridir. Bu ¢alismada, Nasturtium officinale
bitkisinin toprak iistii kisimlarmmin %80 [ik etanol ekstresinin antioksidan, antidiyabetik, antihiperlipidemik ve
antiobezite aktiviteleri degerlendirilmigtir. Ekstrenin fenolik icerigi ile ilgili kalitatif ve kantitatif analizler
spektroskopik ve kromatografik yontemler kullanilarak gergeklestirilmistir.

Gere¢ ve Yontem: Ekstrenin antioksidan etkisini belirlemek icin DPPH ve ABTS radikal siipiirme
aktivitesi, metal baglama, total antioksidan kapasitesi ve indirgeyici giicii incelenmistir. Ekstrenin antidiyabetik
etki potansiyelini degerlendirmek i¢in; a-glukozidaz ve o-amilaz enzimleri, antiobezite etki potansiyeli igin
pankreatik lipaz enzimi ve lipid metabolizmasindaki etki potansiyeli igcin pankreatik kolesterol esteraz enzimi
kullamilmistir. Ekstrenin total fenol ve flavonoit icerik analizleri i¢in UV spektroskopisi kullanilirken fenolik
bilesiklerinin kalitatif ve kantitatif analizleri icin ise Ters Faz-YPSK tekniginden faydalanilmistir.

Sonu¢ ve Tartisma: Nasturtium officinale etanol ekstresi DPPH radikal siipiiriicii aktivite yonteminde 2
mg/ml konsantrasyonunda %81.80+1.14 oraminda inhibisyona neden olurken, ekstrenin demir indirgeme giicii
0.896 =+ 0.02 olarak belirlenmistir. Antidiyabetik etki agisindan, ekstre en yiiksek etkinligi 2 mg/ml
konsantrasyonda a-amilaz enzimini %39.11 + 2.98 oraminda inhibe ederek gostermigstir. Ekstrenin (%42.18 +
5.22) pankreatik lipaz enzimi iizerinde orlistat’a (%65.13 + 1.24) yakin oranda bir inhibisyon olusturdugu tespit
edilmistir. Ters Faz-YPSK analizi sonucunda klorojenik asit, kafeik asit ve elajik asidin hem kalitatif hem
kantitatif analizi yapinugstir. Ekstrenin en fazla klorojenik asit (0.079 £ 0.000% g/100 g ekstre) icerdigi tespit
edilmistir. Bulgular, bitkinin obezite kontrolii i¢in dogal iiriin gelistirme calismalarina kaynak tegkil
edebilecegini ve daha ileriki in vitro ve in vivo ¢alismalarla bu etkinin degerlendirilebilecegine isaret ederken,
ekstrenin standardizasyonunda klorojenik asitin kullanilabilecegi ongoriilmiistiir.
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ABSTRACT

Objective: The discovery of new natural resources with antidiabetic potential, weight control and
antioxidant effect is one of the important targets in phytotherapy applications. In this study, the antioxidant,
antidiabetic, antihyperlipidemic, and antiobesity activities of 80% ethanol extract of the aerial parts of
Nasturtium officinale were evaluated. Qualitative and quantitative analyzes of the phenolic content of the extract
were performed using spectroscopic and chromatographic methods

Material and Method: In order to determine the antioxidant effect of the extract, DPPH and ABTS radical
scavenging activity, metal chelating, total antioxidant capacity and reducing power were investigated. To
evaluate the antidiabetic effect potential of the extract, a-glucosidase and o-amylase enzymes, pancreatic lipase
enzyme for its antiobesity effect potential and pancreatic cholesterol esterase enzyme for its effect potential on
lipid metabolism were used. While UV spectroscopy was used for total phenol and flavonoid content analysis of
the extract, Reverse Phase-HPLC technique was used for qualitative and quantitative analysis of phenolic
compounds.

Result and Discussion: While Nasturtium officinale ethanol extract caused 81.80 + 1.14% inhibition at 2
mg/ml concentration in DPPH radical scavenging activity method, the ferric reducing power of the extract was
determined as 0.896 + 0.020. In terms of antidiabetic effect, the extract showed the highest efficiency by
inhibiting the a-amylase enzyme at a concentration of 2 mg/ml by 39.11% + 2.98%. 1t was determined that the
extract (42.18 £ 5.22%) had an inhibition on pancreatic lipase enzyme close to orlistat (65.13 + 1.24%). As a
result of Reverse Phase-HPLC analysis, both qualitative and quantitative analyzes of chlorogenic acid, caffeic
acid and ellagic acid were performed. It was determined that the extract contains the most chlorogenic acid
(0.079 + 0.000% g/100g extract). While the findings indicate that the plant can be a source of natural product
development studies for obesity control and that this effect can be evaluated with further in vitro and in vivo
studies, it is predicted that chlorogenic acid can be used in the standardization of the extract.
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GIRIS

Nasturtium officinale R. Br., Brasicaceae familyasina ait olan sucul ve ¢ok yillik bir bitkidir [1].
Avrupa ve Asya'ya 6zgi olan bu bitki, bulundugu bélgelerde ekonomik olarak degerli kabul edilmekte
ve iilkemizde “su teresi” ismi ile bilinmektedir. Su teresi, Avrupa Gida Giivenligi Otoritesi tarafindan
glivenli, yenilebilir bir bitki olarak degerlendirilip “yesil yaprakli sebzeler, otlar ve yenilebilir ¢igekler”
monograflarina dahil edilmistir [2]. Mineral ve vitamin agisindan zengin olan bu bitki yeterli miktarda
lif igermesinin yaninda kalori igeriginin diisiikk olmasiyla bilinmektedir [1]. Bitki yiiksek miktarda
glukosinolat igermekle birlikte alkaloit, flavonoit, saponin, terpenoit, protein, ugucu yag, glikozitler,
tanen, karotenoit, polifenol, C vitamini, A vitamini ve a-tokoferol gibi ¢esitli primer ve sekonder
metabolitleri de ihtiva etmektedir [3,4]. N. officinale’nin sagliga olan faydalar1 ve zengin besin icerigi
nedeniyle, antik ¢aglardan beri hastaliklarin tedavisinde kullanilmaktadir [1]. Bitkinin yapraklari
geleneksel olarak midevi, idrar ve balgam soktiiriicti, hipoglisemik, ve uyarici olarak kullanilir. Ayrica
astim, bronsit, iskorbiit, tiiberkiiloz ve idrar yolu enfeksiyonu ve taglarini tedavi etmek igin de tercih
edilen bir bitkidir. Bitkinin antimikrobiyal, antioksidan, antiostrojenik, antikanserojenik aktivitelere

sahip oldugu literatiirde bildirilmistir. N. officinale geleneksel iran halk tibbinda antidiyabetik olarak
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kullanilmaktir [3]. Iran'in giineydogu bolgesi halki tarafindan halk hekimliginde kullanilan N.
officinale'nin hipolipidemik aktiviteye sahip olmasi, antioksidan potansiyeli ile iligkilendirilmistir [5].

Amerikan Diyabet Dernegi diabetes mellitus'u, insiilin sekresyonu ve/veya insiilin islev
problemlerinin neden oldugu hiperglisemi ile karakterize edilen metabolik bir hastalik olarak
simiflandirmigtir. Diinya niifusunun yaklagik %2.8'inin diabetes mellitus hastasi oldugu ve 2025 yilina
kadar niifusun %5.4'iniin etkilenecegi tahmin edilmektedir. Mitokondride, hiperglisemiye yanit olarak
dinamik morfolojik degisikliklere ugrayan reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) artan {iretimi, diyabetik
komplikasyonlarin ve obezitenin ana nedenlerinden biri olarak kabul edilmektedir. Oksidatif stress,
diyabet etiyolojisinde onemli bir rol oynar, mikrovaskiiler ve makrovaskiiler komplikasyonlara,
katarakta, nefropatiye ve norolojik bozukluklara neden olabilmektedir. Ayrica diyabetli hastalarin
antioksidan savunma sistemi zayiflamis olup, serbest radikaller tarafindan doku hasari riski artmaktadir
[6]. Hipergliseminin yani sira, diabetes mellitus hastaliginda plazma lipid seviyeleri genellikle
yiikselmekte olup koroner kalp hastalig1 i¢in bir risk faktorii olusturmaktadir. Diyet veya ilag tedavisi
yoluyla serum lipid diizeylerinin diisiiriilmesi, vaskiiler hastalik riskinde ve ilgili komplikasyonlarda
azalma ile iligkili olmaktadir. Son zamanlarda, serum kolesterol ve trigliserit diizeylerini azaltabilen
veya diizenleyebilen bitkisel ilaglara olan ilgi artmaktadir [3].

Bu ¢alismada, N. officinale bitkisinin toprak tistii kismindan hareketle %80 etanol ile hazirlanan
ekstresinin antidiyabetik (a-amilaz ve a-glukozidaz inhibitorii) ve antiobezite (pankreatik lipaz
inhibitorii) aktiviteleri ve pankreatik kolesterol esteraz enzimi iizerindeki inhibisyonu
degerlendirilmistir. Ayrica, N. officinale etanol ekstresinin antioksidan potansiyelleri total antioksidan
kapasite, metal baglama, indirgeme giicii, 2,2-difenil-1- pikrilhidrazil (DPPH) ve 2,2'-azino-bis(3-
etilbenzotiazolin-6-siilfonat) katyon (ABTS™) radikal siipiiriicii aktivite deneyleri ile belirlenmistir.
Ekstrelerin toplam fenolik igerigi Folin-Ciocalteu yontemi ile belirlenirken, total flavonoit miktar tayini
ise aliminyum kloriir yontemi ile yapilmigtir. Standardizasyon i¢in Ters Faz-YPSK yoOntemi

kullanilmustir.

GEREC VE YONTEM

Bitki Materyali

N. officinale bitkisinin toprak iistii kistmlar1 Sakarya ili, Geyve ilgesi, Karacay deresi etrafindan
Mayis 2020°de toplanmistir. Bitkinin botanik teshisi Dr. Ogretim Uyesi Murat ZOR tarafindan
yapilmstir (*Lokman Hekim Universitesi, Eczacilik Fakiiltesi, Farmakognozi Ana Bilim Dali, Ankara).
Bitkinin herbaryum &rnekleri Hacettepe Universitesi Eczacilik  Fakiiltesi Herbaryumu’nda
saklanmaktadir (HUEF21024).
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Kullanilan Kimyasal Maddeler
Ekstraksiyonda ve YPSK analizlerinde, enzim inhibisyonu ve aktivite degerlendirme
caligmalarinda kullanilan solvanlar ve kimyasal maddeler yiiksek saflikta olup Sigma-Aldrich

firmasindan temin edilmistir.

Ekstraksiyon

N. officinale bitkisinin kurutulmus toprak tistii kisimlar: (10.18 g) 200 ml %80°lik etanol ile oda
1sisinda calkalayicida 14-18 saat ekstraksiyona birakilmistir. Bekleme isleminin ardindan ekstre
slizilmiis ve Ornek tizerine solvan ilave edilerek ayni islemler 3 kez tekrarlanmigtir. Daha sonra toplanan
stiziintiiler rovataporda algak basing altinda 40°C’de kuruluga kadar yogunlastirilmig ve verim hesabi

yapilmigtir (%30.18 a/a).

Bitki Ekstresinin Kimyasal Bilesimi
Total Fenol igerigi

%80°1ik etanol ekstresi tizerine Folin-Ciocalteu reaktifi (%10 a/h) ilave edildikten sonra ekstre
25°C’de 5 dakika inkiibasyona birakilmistir. Daha sonra %7.5’luk (a/h) sodyum karbonat ¢6zeltisi ilave
edilmistir. Ekstreler karanlik bir ortamda, oda sicakliginda 30 dakika boyunca inkiibasyona
birakilmistir. Bu inkiibasyon igleminden sonra ELISA (SpectraMax i3x, Molecular Devices, ABD)
mikroplak okuyucu ile 735 nm dalga boyunda ekstrenin absorbansi 6l¢tilmiistiir. Total fenol igerik gallik
asit esdegeri (GAE) mg/g ekstre olarak hesaplanmistir. Kalibrasyon denklemi y = 6.3667x — 0.0118

olarak bulunmustur ve r>= 0.9999 olarak hesaplanmustir [7].

Total Flavonoid igerigi

%80’lik etanol ekstresi lizerine etanol, sodyum asetat ve aliiminyum kloriir ¢ozeltileri eklenmis
ve karigim distile su ile 1 ml'ye seyreltilmistir. Oda sicakliginda 30 dakikalik inkiibasyondan sonra,
karigimin absorbansi, ELISA mikroplak okuyucusu ile 415 nm'de oOl¢lilmiistiir. Sonuclar kersetin
esdegeri (KE) mg/g ekstre olarak ifade edilmistir. Kalibrasyon egrisi denklemi; y = 2.1694x — 0.0067

olarak bulunmustur ve r? = 1 olarak hesaplanmustir [8].

Antioksidan Aktivite
Total Antioksidan Kapasite Deneyi

Ekstrelere distile su ve molibdat reaktifi eklenerek, tiipler vortekslenmistir. 90°C'de 90 dakika
inkiibasyondan sonra tiipler buz banyosunda sogutulmustur. Orneklerin absorbanslar1 695 nm'de bir
ELISA mikroplak okuyucu ile 6l¢tilmiistiir ve sonuglar askorbik asit esdegeri (AAE) mg/g ekstre olarak
ifade edilmistir. Kalibrasyon egrisi denklemi y = 1.8309x — 0.1606 olarak bulunmustur ve 2 = 0.9981

olarak hesaplanmigtir [9].
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DPPH Radikal Siipiiriicii Etki

Ekstrelerin DPPH radikal siiptirme aktivitesi, 96 kuyucuklu mikroplaklarda incelenmistir. 1 mM
DPPH (1,1-difenil-2-pikrilhidrazil) ¢ozeltisi, ekstreler tizerine ilave edilmistir. Daha sonra 30 dakika
karanlikta inkiibe edilmistir. Bu islemden sonra ekstrelerin ve referans bilesigin absorbansi, ELISA
mikroplak okuyucu ile 520 nm dalga boyunda Olciilmiistiir. Referans bilesik olarak askorbik asit
kullanilmigtir. DPPH  radikal siipirme aktivitesi (% inhibisyon) = [(Absorbanskontror—
Absorbanssmex)/Absorbansientot] X 100 seklinde hesaplanmistir. Deneyler 3 tekrar seklinde yapilmgtir
[10].

Metal Baglama Kapasitesi

Metal baglama kapasitesi degerlendirilecek ekstrelere 2 mM FeCly ¢ozeltisi eklenip oda
sicakliginda 5 dakika inkiibasyona birakilmistir. Ardindan 5 mM ferrozin ¢ozeltisi ilave edilerek 10
dakika oda sicakliginda bekletilmistir. Daha sonra eksterelerin ve referans bilesigin absorbans degerleri
ELISA mikroplak okuyucusu ile 562 nm dalga boyunda 6l¢iilmiistiir. Referans bilesik olarak EDTA
(Etilen Diamin Tetra Asetik asit) kullanilmistir. Ferrozin-Fe*? kompleksi olusumunun inhibisyon
yiizdesi su formiil kullanilarak hesaplanmistir. % Metal baglama kapasitesi = [(Absorbanskontroi—

Absorbanssmek)/Absorbansientrol] * 100. Deneyler 3 tekrar seklinde yapilmigtir [11].

Indirgeme Giicii

Ekstrelerin ve referans maddenin {izerine pH=7.2 olan 0.1 mol/L sodyum fosfat tamponu
eklenmistir. Daha sonra %1°‘lik (a/h) KsFe(CN)s ¢ozeltisi eklenerek 37°C’de etiivde inkiibasyona
birakilmustir. Inkiibasyonun ardindan %10 trikoloroasetik asit ¢dzeltisi de eklenerek ELISA mikroplak
okuyucusu ile 700 nm dalga boyunda absorbans degerleri hesaplanmustir. Olgiimden sonra %0.1 (a/h)
FeCls ¢ozeltisi ilave edilip tekrar absorbans olglimii yapilip iki absorbans 6lglimii arasindaki fark

hesaplanmugstir. Kersetin ise referans madde olarak kullanilmistir. Deneyler 3 tekrar seklinde yapilmigtir
[91.

ABTS Radikal Siipiiriicii Aktivite

ABTS (7 mM), distile su ve 2.45 mM potasyum persiilfat ¢6zeltisi iginde ¢oziilmiistiir. Karigim
karanlikta 20°C'de 16 saat inkiibe edilmistir. Ekstrelere pH ayarli ABTS ve fosfat tampon ¢ozeltileri
ilave edilmistir. Ornekler vortekslendikten sonra absorbanslari 734 nm'de ELISA mikroplak
okuyucusunda okunmustur. Referans bilesik olarak gallik asit kullanilmistir. ABTS radikal siipiirme
aktivitesi (% inhibisyon) = [(Absorbanskonto—AbSorbanssme)/Absorbanskono] * 100 seklinde
hesaplanmugtir [9].
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Enzim Yontemleri
a-Glukozidaz Enzim inhibisyon Aktivitesi Yontemi

o-Glukozidaz tip IV enzimi fosfat tampon ¢6zeltisi (0.5 M, pH 6.5) i¢inde ¢oziildii. Ekstreler
%80’1ik etanol ¢ozeltisi ile farkli konsantrasyonlarda (2, 1, 0.5 ve 0.25 mg/ml) hazirlanmustir. Enzim
cozeltisi ve ekstreler, 37°C'de 15 dakika siireyle 96 kuyucuklu bir mikroplakta 6n inkiibasyona tabii
tutulmustur. Daha sonra kuyucuklara 20 mM p-nitrofenil-a-D-glukopiranozit ¢ozeltisi (PNG) ilave
edilmistir. Mikroplakta, 37 °C'de 35 dakika siireyle inkiibe edildikten sonra, PNG'nin a-glukozidaz
tarafindan hidrolizi nedeniyle 405 nm'de absorbsiyondaki artis, bir ELISA mikroplak okuyucusunda
Olciilmiistiir. Akarboz (Bayer, Tiirkiye) referans olarak kullanilmistir. Deneyler 3 tekrar seklinde
yapilmustir [9].

a-Amilaz Enzim inhibisyon Aktivitesi Yéntemi

a-Amilaz tip I-A (EC 3.2.1.1, Sigma) tampon ¢ozeltisi iginde ¢oziilmiistir. Fosfat tampon
cozeltisi (pH 6.9) i¢inde hazirlanmis patates nisastasi (%2.5, a/h) substrat ¢ozeltisi olarak kullanilmustir.
Ekstreler, %80’lik etanol ¢6zeltisi ile farkli konsantrasyonlarda (2, 1, 0.5 ve 0.25 mg/ml) hazirlanmustr.
Enzim ¢ozeltisi ilave edildikten sonra karisimlar oda sicakliginda 5 dakika inkiibe edilmistir ve igerisine
substrat ¢ozeltisi eklenmistir. Daha sonra karisimlar 37°C'de 15 dakika inkiibe edilmistir. Karisumlara
3,5-dinitrosalisilik asit (DNS) renk reaktif ¢ozeltisi (96 mM DNS, 2 M NaOH iginde 5.31 M sodyum
potasyum tartarat) ilave edilerek, mikroplak i¢indeki karigim 80°C'lik etiive konulmustur. 40 dakika
sonra karigima distile su ilave edilmistir. Karisimlarin absorbanslart 540 nm'de ELISA mikroplak
okuyucusunda okunmustur. Akarboz referans olarak kullanilmistir. Standart maltoz kalibrasyon grafigi
hazirlanmistir. Uretilen maltoz miktar1, standart maltoz kalibrasyon grafigi (y = 0.7618 x - 0.1243 ve r?
=0.9949) ve elde edilen net absorbans kullanilarak hesaplanmustir. Deneyler 3 tekrar seklinde yapilmistir

[9].

Pankreatik Lipaz Enzim inhibisyon Aktivitesi Yéntemi

Pankreatik lipaz enzimi tip Il ¢6zeltisi, 10 mM 4-morfolinpropansiilfonik asit ve 1 mM EDTA
tampon ¢ozeltisi (pH 6.8) iginde hazirlanmigtir. Ekstreler %80 etanol c¢ozeltisi ile farkl
konsantrasyonlarda (2, 1, 0.5 ve 0.25 mg/ml) hazirlanmistir. Enzim ¢ozeltisi ve ekstreler 96 kuyucuklu
bir mikroplakta Tris tamponu (100 mM Tris-HCI ve 5 mM CaCl,, pH 7.0) i¢inde 37°C'de 15 dakika 6n
inkiibasyona maruz birakilmistir. Ardindan kuyucuklara 4-nitrofenil butirat eklenmistir. Mikroplakta,
37°C'de 30 dakika siireyle inkiibe edilmistir. 4-nitrofenibiitiratin pankreatik lipaz ile hidrolizi sonucunda
405 nm'de absorbsiyondaki artig, bir ELISA mikroplak okuyucusu ile 6lgiilmiistiir. Orlistat referans
olarak kullanilmstir. Deneyler 3 tekrar seklinde yapilmistir [12].
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Pankreatik Kolesterol Esteraz Enzim Inhibisyon Aktivitesi Yontemi

Domuz pankreatik kolesterol enzimi, 100 mM NaCl igeren 100 mM tampon ¢ozeltisi iginde
¢Oziilmiistiir (pH 7). 50 pL fosfat tamponuna, dort farkli konsantrasyonda hazirlanan ekstreler ilave
edilmistir. Ardindan taurokolik asit (12 mM) ve 5 mM p-NPB substratinin da ilave edilmesinden sonra
bu karisim oda sicakliginda 5 dakika inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon siiresinin ardindan domuz
pankreatik kolesterol esteraz enzimi (0.1 pg/ml) karisima ilave edilerek ELISA mikroplak okuyucu ile

405 nm’de 15 dakika kinetik okuma yapilmistir. Referans madde olarak simvastatin kullanilmistir [13].

Ters Faz-YPSK Yontemi Kullamlarak Ekstrelerin Standardizasyonu

Analiz i¢in kullanilan YPSK sisteminde, HP Agilent 1260 serisi LC Sistemi ve ACE 5 C18 (5
pm, 150 mm x 4.6 mm) kolonu kullanilmistir. Cihazda ayrica HP Agilent 1260 series Autosampler
tinitesi bulunmaktadir. Analiz boyunca kolon sicakligi 25°C’ de sabitlenmistir. Ekstredeki fenolik
maddelerin ve flavonoitlerin kalitatif ve kantitatif analizleri i¢in asagidaki standart madde karisimlari
kullanilmistir. Fenolik madde karisimi: Gallik asit, protokatesik asit, klorojenik asit, vanilik asit, siringik
asit, p-kumarik asit, ferulik asit, sinapik asit, elajik asit, kafeik asit, trans-sinnamik asit, rosmarinik asit,
epikatesin, katesin. Flavonoit karisimi: Umbelliferon, rutin, naringenin, hesperidin, kersetin-3-O-
glukozit, apigenin-7-O-glukozit, mirsetin, Kkersetin, luteolin, apigenin. Standart maddeler, Sigma-
Aldrich firmasindan temin edilmistir. Gradiyent akig sistemi, %5 solvan A (asetonitril: su: formik asit,
50:50:0.5) ve %95 solvan B (su: formik asit, 100:0.5) igeren mobil faz ile baslatilmistir. Toplam analiz
stiresi 55 dakika olup ve enjeksiyon hacmi 20 pl’dir. Analizler DAD detektori kullanilarak 260, 280,
320 ve 350 nm olmak lizere 4 farkli dalga boyunda gergeklestirilmistir. Ekstrelerin konsantrasyonu 10
mg/ml olacak sekilde %25°lik asetonitril ¢ozeltisinde hazirlanmistir. Numune c¢ozeltileri 0.45 pm
membran filtreden siiziilmiistiir. Klorojenik asit, kafeik asit ve elajik asit i¢in kalibrasyon grafigi
hazirlanmigtir. Bu ii¢ standart maddenin stok ¢ozeltisinden hareketle 1, 5, 10, 20 ve 50 ppm
konsanstrasyonlarda diliisyonlar1 %25 asetonitril-su ¢ozeltisi kullanilarak hazirlanmistir.  Ppm
degerlerine karsi (x), pik alanlarindan (y) hareketle kalibrasyon egrisi olusturularak ekstre igerisindeki

bu bilegiklerin miktar tayinleri yapilmistir [14].

Istatistiksel Analiz

Tiim analizler ii¢ tekrar olarak yapilip sonuglarin ortalamasi alinmistir. Tiim degerler ortalama +
standart sapma (S.S.) olarak ifade edilmistir. Dogrusal regresyon analizleri ve hesaplamalar Microsoft
Excel ve GraphPad Instat yazilimi kullanilarak yapilmistir. p<0.05 degerlerindeki bir fark istatistiksel
olarak anlamli olarak degerlendirilmistir (*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001).
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SONUC VE TARTISMA

N. officinale bitkisinin toprak tstii kismindan hareketle %80°lik etanol ile hazirlanan ekstrenin
verimi %30.18 (a/a) olarak bulunmustur. Ekstrenin total fenol igerigi 23.90 + 1.20 GAE mg/g ekstre,
total flavonoit icerigi ise 33.82 + 1.41 KE mg/g ekstre olarak tespit edilmistir.

N. officinale’nin toprak iistii kistmlarindan %80°lik etanol ile hazirlanan ekstrenin antioksidan
aktivitesini degerlendirmek i¢in bes farkli yontem kullanilmistir. Bitkinin etanol ekstresinin total
antioksidan kapasitesi (125.22 + 7.42 AAE mg/g ekstre) olarak hesaplanmistir. ABTS radikal siipiirticii
aktivite yonteminde doza bagl olarak inhibisyonda bir artig goriilse de bu degerler referans madde olan
gallik asit ile kiyaslandiginda oldukg¢a diisiik kalmistir. Ekstrenin DPPH radikal siipiiriicii aktivite
yonteminde 2 mg/ml konsantrasyonda %81.80 + 1.14°lik bir inhibisyon degeri bulunmus olup bu deger
referans madde olan askorbik asidin ayni1 konsantrasyonuyla mukayese edildiginde %90.50 + 0.59’1ik
inhibisyon oraniyla askorbik asite yakin bir inhibisyon olarak degerlendirilmistir. Metal baglama
kapasitesi deneyinde referans madde olan EDTA’nin denenen tiim konsantrasyonlarda %100 oraninda
bir inhibisyona neden oldugu goriiliirken ekstrenin test edilen en yiiksek konsantrasyon olan 2 mg/ml’de
%37.78 + 5.07’lik bir inhibisyon degeri gosterdigi bulunmustur. indirgeme giicii deneyinde bulunan
absorbans degerleri doz bagimli olarak artis gostermistir. Bu deneyde ekstrenin ve referans madde olan
kersetinin en yiiksek konsantrasyonda bulunan absorbans degerleri sirasiyla 0.896 + 0.02 ve 3.840 +
0.14 olarak tespit edilmistir (Tablo 1).

Tablo 1. N. officinale ekstresinin ABTS, DPPH radikal siipiiriicti aktivite, metal baglama kapasitesi ve

indirgeme giicii sonuglari

Ekstre ve referanslar Antioksidan Aktivite Sonuclar:

Numune Adi Konsan ABTS Radikal DPPH Radikal Metal Baglama Indirgeme Giicii
trasyon | Siipiiriicii Etki % | Siipiiriicii Aktivite Kapasitesi Absorbans + SS.

(mg/ml) inhibisyon = SS. % inhibisyon £ SS. % inhibisyon +

SS.

N. officinale 0.25 13.75£3.14™ 27.66 +8.10™" 2.67+6.71™ 0.137 +0.000™"
toprak iistii etanol 0.5 15.40 £2.25"™ 47.71 £1.07™ - 0.259+£0.010™"
ekstresi 1 18.24 +£3.49™" 7743 +£1.33"™ 6.12£2.07™ 0.490 + 0.020™"
2 27.13+£0.81™ 81.80 +1.14™ 37.78 £5.077 0.896 +0.020™"
0.25 100%™ 88.36 £0.67° 100¢™ 3.744 £ 0.1609™
0.5 99.54 + 1.04*™ 89.38 £0.61°™ 100" 3.931 +0.0004™
GA/AAEDTA/KE 1 98.94 + 0.26™ 89.66 + 0.35°™ 100" 3.930 + 0.0004™"
2 98.10 + 0.80%™" 90.50 + 0.59°™ 100" 3.840 + 0.1404

- Aktivite yok, SS: Standart Sapma, ns: Istatistiksel olarak anlaml1 degil, *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001
GA: 2Gallik asit, AA: PAskorbik asit, cEDTA: Etilendiamin tetraasetik asit, IKE: Kersetin

N. officinale toprak iistii etanol ekstresinin gesitli enzimler lizerindeki inhibitor etkilerini
degerlendirmek igin in vitro olarak dort farkli yontem segilmistir (a-glukozidaz, a-amilaz, pankreatik
lipaz ve pankreatik kolesterol esteraz enzimleri). Antidiyabetik etki potansiyelini degerlendirmek
amactyla kullanilan a-glukozidaz ve a-amilaz enzimleri tizerindeki inhibitor etkiler mukayese

edildiginde, her iki enzim iizerinde de doz bagimli olarak artan bir inhibisyon goriilmiis olup, bu
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inhibisyon degerlerinin aktivitenin gézlendigi tiim dozlarda a-amilaz enzimi igin daha yiiksek oldugu
sonucuna varilmistir. Her iki enzimin referans maddesi olan akarboz ile ekstrenin inhibisyon degerleri
karsilastirildiginda ise biitiin konsantrasyonlarda ekstrenin inhibisyon degerleri akarbozdan diisiik
bulunmustur. Ekstre 2 mg/ml konsantrasyonda pankreatik kolesterol esteraz enzimi {izerinde % 9.68 +
2.16’1ik bir inhibisyon saglarken ayn1 konsantrasyonda referans madde olan simvastatinin % inhibisyon
degeri ise 53.18 £ 3.36 olarak bulunmustur. Ekstre tiim enzim sistemleri igerisinde en yiiksek
inhibisyonu 2 mg/ml konsantrasyonda pankreatik lipaz enzimine kars1 (%42.18 + 5.22) gostermis olup
ayni konsantrasyonda referans madde olan orlistatin inhibisyon degeri ise %65.13 + 1.24 olarak
bulunmustur (Tablo 2).

Tablo 2. N. officinale etanol ekstresinin a-glukozidaz, a-amilaz, pankreatik lipaz ve pankreatik

kolesterol esteraz enzimi tlizerindeki inhibitor aktivite sonuglari

Ekstre ve referanslar % inhibisyon + SS.
Numune Adi Konsantrasyon a-Glukozidaz a-Amilaz Pankreatik Pankreatik
(mg/ml) lipaz kolesterol esteraz
N. officinale 0.25 - - - 1.40+1.91"M
toprak iistii etanol 0.5 5.80 + 3.00™ 7.59 £5.67" 1.15+577™ 4.60+£3.91"
ekstresi 1 6.26 +6.86 " 23.88+0.17"™ 4.49 £0.22" 6.91 £2.58 ™
2 29.85+0.80™" 39.11+298™ 4218 £5.22™" 9.68£2.16™"
0.25 99.33 £ 0.022"" 76.44 + 1,987 | 56.41 +5.25"™ 40.67 £4.12°"
0.5 99.45 + 0.002™" 82.16 + 1,298 | 62.44 +9.74" 47.88 £5.11°"
AKA/OR/SIM 1 99.79 + 0.23"™ 88.17 £ 5,677 | 64.23 £2.720™ 52.21 £0.12™"
2 100.20 £ 0.07%™ | 92.99 +3.08"™ | 65.13 + 1.24"™ 53.18 +3.36™

- Aktivite yok, SS: Standart Sapma, ns: Istatistiksel olarak anlaml1 degil *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001
aAKA: Akarboz, "OR: Orlistat, °SIM: Simvastatin

N. officinale toprak dtstii kismindan hazirlanan etanollii ekstrenin fitokimyasal igerigini
aydinlatmak amaciyla Ters Faz-YPSK kullanilarak cesitli fenolik bilesik ve flavonoitler kalitatif ve
kantitatif analizler i¢in incelenmistir. Ekstrenin Ters Faz-YPSK ile klorojenik asit, kafeik asit ve elajik
asit icerdigi tespit edilmistir (Sekil 1-5). Kromatogramlarda major olarak goriilen piklerin standart
fenolik madde koleksiyonumuzda bulunmayan baska fenolik maddelere ait pikler oldugu
diistiniilmiistiir. Analiz sonucunda en fazla miktarda bulunan bilesigin klorojenik asit (0.079 + 0.000%
0/100 g ekstre), onu takip eden bilesigin kafeik asit (0.012 + 0.000 g/100 g ekstre) oldugu ve ekstrenin
en az miktarda elajik asit (0.006 = 0.000 g/100 g ekstre) igerdigi saptanmigtir (Tablo 3).

Tablo 3. N. officinale etanol ekstresinin Ters Faz-YPSK ile klorojenik asit, kafeik asit ve elajik asit

miktarlar (g/100g kuru ekstre) ve bilesiklerin retansiyon zamanlari

Numune Bilesikler Rt 9/100 g kuru ekstre Kalibrasyon Determinasyon
(dakika) Denklemleri Katsayisi
N. officinale Klorojenik asit 154 0.079 + 0.000 y = 123.37x - 59.538 2= 0.9995
etanol ekstresi Kafeik asit 17.94 0.012 = 0.000 y = 103.48x — 74.883 r2= 0.9981
Elajik asit 30.13 0.006 = 0.000 y = 163.47x + 12.183 2=0.9998
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Ozen (2009), Artvin civarindan toplanmus N. officinale bitkisinin sulu ve etanollii yaprak
ekstrelerinin antioksidan aktivitelerini (DPPH ve siiperoksit radikal siipiicii etki, indirgeme giicii, ferrik
tiyosiyanat yontemi ile total antioksidan kapasite ve in vivo olarak si¢an karaciger, beyin ve bobrek
dokularinda lipit peroksidasyon oOlc¢limii) degerlendirmistir. Etkiler referans olarak kullanilan o-
tokoferol, Butil Hidroksi Toluen ve Butil Hidroksi Anisol sonuglari ile kiyaslanmigtir. Bulgular,
ekstrelerin hiicresel lipid peroksidasyonunu azaltarak, indirgeme giiciinii, serbest radikal ve siiperoksit
anyon radikal siipiiriicli aktivitelerini artirarak antioksidan aktivite gosterdiklerine isaret etmistir [15].

Bahramikia ve Yazdanparast (2010) Iran’dan toplanmis bitkinin toprak {istii kisimlarmin sulu
etanollii ekstresinin (ABTS, DPPH, nitrik oksit radikal siipiiriicii, hidrojen peroksit siipiiriicii, indirgeme
giicli, metal selatlama aktiviteleri ve sigan karaciger homojenatinda demir/askorbat nedenli lipid
peroksidasyon tiizerindeki etki) antioksidan etkisini degerlendirdikleri ¢alismada, ekstrenin serbest
radikalleri siipiirerek, indirgeme giiclinii azaltarak ve metal selatlama mekanizmasi ile antioksidan

etkiler gosterdiklerini 6ne stiirmiislerdir [16].

T T T
20 25 20 min

Sekil 1. Standart bilesik olan klorojenik asidin Ters faz-YPSK kromatogrami

Sekil 2. Standart bilesik olan kafeik asidin Ters faz-YPSK kromatogrami
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Sekil 3. Standart bilesik olan elajik asidin Ters faz-YPSK kromatogrami
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Sekil 4. N. officinale’nin 260 nm’deki Ters faz-YPSK kromatogrami
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Sekil 5. N. officinale’nin 320 nm’deki Ters faz-YPSK kromatogrami

Boligon ve arkadaslar1 (2013) tarafindan Brezilya’da yetisen N. officinale bitkisinin dal ve
yapraklarmin %60’lik etanol ekstreleri ve fraksiyonlarmin (diklorometan, etil asetat ve n-butanol)

antioksidan aktiviteleri, total fenol ve flavonoit igerikleri, YPSK ile klorojenik asit, kafeik asit ve rutin
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miktar tayinleri yapilmstir. Tiim ekstre ve fraksiyonlarin total fenol igeriklerinin 104.40 ila 337.60 mg
GAE/g ve total flavonoit igeriklerinin ise 71.83 ila 148.12 mg rutin/g arasinda degistigi tespit edilmistir.
DPPH radikal siipiiriicii aktivitede referans olarak kullanilan askorbik asitin ICso degeri 15.98 + 1.30
pg/ml olarak bulunurken ham ekstrenin 1Cso degerinin 30.76 + 0.19 pg/ml oldugu gorilmiistiir. En
yiiksek aktiviteye sahip olan n-butanol fraksiyonunun 8.99 + 0.40 ug/ml’lik ICsp degerinin bu
fraksiyonun askorbik asitten bile daha giigli DPHH radikal siipiiriicii aktiviteye sahip oldugunu
gostermistir. YPSK analizi sonuglarina gore ham ekstrenin rutin (%1.92), kafeik asit (%5.08) ve
klorojenik asit (%1.25) igerdigi tespit edilmistir [17].

Alam Zeb (2015), Pakistan’dan toplanan N. officinale bitkisinin dal, sap ve kok kisimlarindan
hazirlanan metanollii ve sulu ekstrelerin fenolik profilini YPSK-DAD yontemi ile antioksidan etkilerini
DPPH radikal siipiiriicii aktivite yontemi ile belirlemistir. Kok, dal ve yaprak sulu ekstrelerinin total
fenol igerigi sirasiyla 29.8, 70.4 ve 130.8 mg GAE/100 g olarak, metanol ekstrelerinin total fenol icerigi
ise sirasiyla 205.99, 264.0 ve 321.1 mg GAE/100 g olarak hesaplanmistir. YPSK-DAD yontemi ile
yapraklarda 14, koklerde 20 adet fenolik bilesik tespit edilirken, bu bilesiklerin miktar tayinleri
yapilmamugtir. Her iki kisim i¢in kumarik asit ve tiirevleri, kaftarik asit ve tiirevleri ve kersetinin major
bilesikler oldugu tespit edilmistir. DPPH radikal siipiiriicii aktivite sonuglari, bitkinin her {i¢ kismi igin
metanollii ekstrelerin (kok: %70.0, dal: %78.0 ve yaprak: %81.6) sulu ekstrelere gore daha giiglii
antioksidan etkiye sahip oldugunu gostermistir. Ekstrelerin aktivitesi referans olarak kullanilan Butil
Hidroksi Toluen’e yakin bulunmustur [18].

Zafar ve arkadaglar1 (2017), Pakistan’dan toplamis olduklar1 6rneklerden hazirlamis olduklari
metanol ekstresinde total fenol miktarini 4.5 mg GAE/g olarak bulmuslardir. YPSK analizi sonucunda
morin ve klorojenik asitin varlig1 tespit edilirken miktarlari hakkinda herhangi bir bilgi verilmemistir
[19].

Antidiyabetik etkinin degerlendirilmesi amaciyla streptozotosin-nedenli diyabetik siganlarda
yapilan in vivo ¢alismalarda, N. officinale bitkisinden hazirlanmis olan etilasetatli ekstrenin 100 mg/kg
dozda 2 ay boyunca hayvanlara uygulanmasi sonucunda ekstrenin glibenkliamite yakin oranda kan seker
seviyelerini diisiirdiigli gérilmistiir [20].

fran’dan toplanmis olan N. officinale bitkisinin toprak iistii kisimlarindan hazirlanmis olan sulu
etanollii ekstre 100 ve 200 mg/kg dozlarda 4 hafta boyunca streptozotosin-nedenli diyabetik siganlara
oral olarak uygulanmistir. Ekstre 200 mg/kg dozda hipoglisemik ve hipolipidemik etkiler gostermistir
[21].

Fenton-Navarro ve arkadaglari (2018) bitkinin yapraklarinin sulu, asetonlu ve alkollii
ekstrelerinin antidiyabetik aktivitesini, alloksan ve streptozotosin-nedenli diyabetik si¢anlarda test

etmistir. Sulu ekstrenin 900 mg/kg dozda 8 hafta boyunca oral olarak uygulanmasi sonrasinda hem
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alloksan hem de hem streptozotosin-nedenli diyabetik siganlarda kan sekerinin insulin uygulanmis grup
kadar diistiigli ve diyabet nedenli oksidatif stresi azalttigi tespit edilmistir [22].

In vivo olarak yiiksek yag icerikli diyetle beslenen siganlarda yapilan antihiperlipidemik aktivite
caligmasinda ise N. officinale etanollii ekstresinin serum LDL seviyelerinde anlamli diisiislere neden
oldugu tespit edilmistir [23].

Bu c¢aligsma, N. officinale bitkisinin a-glukozidaz, pankreatik lipaz ve kolesterol esteraz enzimleri
iizerindeki etkisinin degerlendirildigi ilk ¢alismadir. Tiim bu literatiir bulgularin1 degerlendirdigimizde;
N. officinale bitkisinin total fenol ve flavonoit iceriklerinin farkliliklar gosterdigi; bu duruma toprak,
iklim gibi faktorlerin yanisira toplama zamaninin da etki edebilecegi diisiiniilmiistiir. DPPH radikal
stipiiriicii aktivite diginda ekstrenin herhangi bir giiglii antioksidan etki gdsteremedigi ve yine bu
durumun diger literatiirlerle mukayese ettigimizde diisiik total ve flavoit igeriklerinden
kaynaklanabilecegi ongoriilmiistiir. Calismada antidiyabetik etkisi in vivo ¢aligmalarla belirlenmis olan
N. officinale bitkisinin karbonhidrat sindiriminde rol oynayan a-amilaz ve a-glukozidaz enzimleri
tizerindeki etkisi degerlendirilmis, fakat ekstrenin bu enzimler iizerinde ¢ok etkili olmadigi tespit
edilmistir. Yani daha dnceki ¢alismalarda ekstrenin in vivo olarak tespit edilen antidiyabetik etkisinin
diger farkli mekanizmalar izerinden gosterdigi sonucuna varilmistir. Literatiir taramalar1 bitki
ekstresinin in vivo ¢alismalarla antihiperlipidemik etkiye sahip oldugunu géstermistir. Bu sebeple bu
calismada, ekstrenin kolesterol esteraz enzimi tizerindeki etkisi in vitro olarak incelenmis, fakat
ekstrenin kolesterol sentezin inhibisyonu iizerinde herhangi bir etkiye sahip olmadigi sonucuna
vartlmistir. Diger yandan obezite kontroliinde etkili olan pankreatik lipaz enzimi {izerinde ekstrenin
orlistata yakin bir etki gostermesi bu bitkinin obezite kontrolii i¢in dogal iirlin gelistirme ¢aligmalarina
kaynak teskil edebilecegini ve daha ileriki in vitro ve in vivo c¢alismalarla bu etkinin
degerlendirilebilecegi goriisiinii olustururken; aktif ekstrenin standardizasyonunun klorojenik asit

tizerinden yapilabilecegi sonucuna varilmistir.
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CIKAR CATISMASI BEYANI

Yazarlar bu yaz1 i¢in gergek, potansiyel veya algilanan ¢ikar catismasi olmadigini beyan

etmislerdir.
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ETiK KURUL ONAYI

Yazarlar bu ¢aligma i¢in etik kurul onayinin zorunlu olmadigini beyan etmektedir.
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