Ankara Ecz. Fak. Derg. / J. Fac. Pharm. Ankara, 47(2): 349-359, 2023 \&?
Doi: 10.33483/jfpau.1128840

OZGUN MAKALE / ORIGINAL ARTICLE
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Amac: Diyabet ve obezite giintimiiziin en yaygin saglik problemleri arasinda yer almaktadir. Bu
problemlerin tedavisi icin yeni ila¢ kaynaklarina ihtiyag¢ duyulmaktadir. Toplumda geleneksel
olarak kullanimi ile bilinen Hypericum scabrum L. bitkisi bu arastrmanmin konusu olmustur.
Arastirma kapsanminda H. scabrum bitkisinin toprak iistii kisimlarindan hazirlanan etanol (%80)
ekstresinin, antioksidan, antidiyabetik, anti-obezite, antikolesterol aktiviteleri ile fitokimyasal
iceriginin incelenmesi amaglannmgtir.

Gere¢ ve Yontem: H. scabrum bitkisinin toprak iistii kissmlarindan hazirlanan etanol (%80)
ekstresinin toplam fenol, toplam flavonoit miktar tayini yapilmis ve fitokimyasal icerik
degerlendirilmigtir. Aymi zamanda ekstre igeriginde bulunan fenolik ve flavonoit bilesenler ters faz
Yiiksek Performansh Svi Kromatografisi YPSK ile arastirilarak miktar tayini gerceklestirilmistir.
Ekstrenin antioksidan etkisi DPPH radikal stipiiriicii etki, metal baglama kapasite, demir indirgeme
giicti, ABTS radikal siipiiriicii etki, toplam antioksidan kapasite testleriyle degerlendirilmigtir.
Ekstrenin antidiyabetik etkisinin aragtirimasmda a-glukozidaz ve a-amilaz enzim inhibitor
aktiviteleri incelenmistir. Anti-obezite, lipit metobolizma iizerinde etkilerinin aragtirilmasinda
swrastyla pankreatik lipaz ve kolesterol esteraz enzim inhibitor aktiviteleri incelenmigtir.

Sonug ve Tartisma: Ekstre 2 mg/ml konsantasyonda %90.16 = 0.13 DPPH radikal siipiiriicii etki
ve %97.53 + 0.22 ABTS radikal siipiiriicii etki gostermistir. Ekstre 2 mg/ml konsantrasyonda a-
glukozidaz enzimi iizerinde %98.80 + 0.51 inhibitor etki gostermis olup, bu deger standart madde
olarak kullamlan akarboza (%99.13 £ 0.11) yakin bulunmustur. Ekstre 2 mg/ml konsantrasyonda
kolesterol esteraz enzimi tizerinde %668.63 + 1.05 inhibitor etki géstermistiv. Ters faz YPSK analiz
sonucuna gore ekstrenin 1.047 £ 0.000 g/100 g ekstre klorojenik asit icerdigi bulunmugtur. Bu
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bulgulara gore ekstrenin antidiyabetik etkili dogal bir kaynak olabilecegi ve bu etkinin incelenmesi
icin daha ileri ¢alismalara ihtiya¢ duyuldugu sonucuna vartlmustir.

Anahtar Kelimeler: Antidiyabetik, antihiperlipidemik, antioksidan, anti-obezite, Hypericum
scabrum

ABSTRACT

Obijective: Diabetes and obesity are among the most common health problems today. New drug
sources are needed to treat these problems. Hypericum scabrum L., which is known for its
traditional use among the public, has been the subject of this research. Within the scope of the
research, it was aimed to investigate the antioxidant, antidiabetic, anti-obesity, anticholesterol
activities, and phytochemical content of ethanol (80%) extract prepared from the aerial parts of the
H. scabrum.

Material and Method: The total phenol, total flavonoid contents, and phytochemical content of the
ethanol (80%) extract prepared from the aerial parts of the H. scabrum were evaluated.
Additionally, the phenolic and flavonoid compounds in the extract were investigated with reverse
phase HPLC and their quantitative analysis was carried out. The antioxidant effect of the extract
was evaluated with DPPH radical-scavenging effect, metal chelating capacity, ferric reducing
power, ABTS radical scavenging effect, and total antioxidant capacity tests. In the investigation of
the antidiabetic effect of the extract, o-glucosidase and a-amylase enzyme inhibitory activities were
investigated. To investigate the effects of anti-obesity and lipid metabolism, pancreatic lipase
enzyme inhibitory activity and cholesterol esterase enzyme inhibitory activity were investigated,
respectively.

Result and Discussion: The extract showed 90.16 + 0.13% DPPH radical scavenging and 97.53 +
0.22% ABTS radical scavenging activity at 2 mg/ml concentration. The extract had an inhibitory
activity of 98.80 + 0.51 % on the a-glucosidase enzyme at a concentration of 2 mg/ml, and this value
was close to the acarbose result used as the standard substance (99.13 +0.11%). The extract showed
inhibitory activity of 68.63 + 1.05% on the cholesterol esterase enzyme at a concentration of 2
mg/ml. According to the results of reversed-phase HPLC analysis, it was found that the extract
contained 1.047 £ 0.000 g/100 g extract chlorogenic acid. According to the results, it was concluded
that the extract may be a natural source with antidiabetic effects and further studies are needed to
investigate this effect.

Keywords: Antidiabetic, antihyperlipidemic, antioxidant, anti-obesity, Hypericum scabrum

GIRIS

Diyabet, diinya genelinde milyonlarca insani etkileyen kronik bir problem olmakla birlikte
toplumlarin 6nemli saglik sorunlarindan biridir. Diyabetle miicadele icin Onleyici stratejilere ihtiyag
duyulmaktadir. Uluslararast Diyabet Vakfi'na gore diinyada 415 milyon kisiye diyabet teshisi
konulmustur ve bu saymin 2040 yilina kadar 600 milyonun iizerine ¢ikacagi tahmin edilmektedir.
Obezite, diyabet oncesinde ve diyabet olusumunda biiyiik rol oynamaktadir [1]. Obez kisilerde, insiilin
duyarliligi ve B-hiicre fonksiyonunun modiilasyonu azalmaktadir [2]. Diyabet doneminde kolesterol
metabolizmasinin farkli oldugu ve diyabette kolesterol sentezinin daha yiiksek oldugu bilinmektedir. Bu
durum diyabetin kolesterol metabolizmasi iizerinde etkisinin oldugunu gostermektedir [3].

Diyabette reaktif oksijen tiirlerinin {iretiminin artti§1 ve antioksidan savunma kapasitesinin
bozuldugu bildirilmistir. Artan serbest radikal iiretiminin ve oksidatif stresin, hastali§in gelisiminde
merkezi bir olay oldugu 6ne siiriilmiistiir. Bu nedenle, antioksidanlarin diyabetin iyilestirilmesinde
onemli bir rol oynayabilecegi lizerinde durulmaktadir. Antioksidan etkili bilesiklerin diyabet yonetimi
iizerinde etkileri hakkinda birgok rapor bulunmaktadir. Antioksidan kullaniminin oksidatif stresi
azaltarak diyabetik komplikasyonlar1 hafiflettigi bildirilmektedir [4].

Hypericaceae familyasinda yer alan Hypericum cinsi 450'den fazla tiirden olusmaktadir.
Hypericum cinsi sicak, 1liman, subtropikal ve tropikal bolgelerde dagilim gostermektedir [5]. Hypericum
tiirleri, yaklasik iki yliz yildir farkli tibbi 6zelliklere sahip tibbi bitkiler olarak bilinmektedir [6].
Fitokimyasal icerigi nedeniyle Hypericum tiirlerine son zamanlarda artan bir ilgi vardir [7]. Halk
tibbinda ve modern tipta siklikla kullanilmaktadir [6]. Geleneksel Tiirk tibbinda sedatif, antihelmintik
ve antiseptik etkileri nedeniyle uzun yillardir kullanilmaktadir. Ayrica bitkinin yagi depresyon, yanik,
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yara, ¢iirik ve ¢esitli agr1 bigimlerini tedavi etmek i¢in kullamlmustir [8]. Literatiirde Hypericum
tiirlerinin antimikrobiyal, antifungal, antiviral, antioksidan, antidepresan ve antikonviilzan aktiviteleri
ile ilgili raporlar yaymnlandig: bildirilmistir [7].

Bu tiirlerden biri olan Hypericum scabrum L., Tirkiye'de kuru kayalik yamaglarda ve agik
ormanlik alanlarda bulunmaktadir [9]. H. scabrum halk arasinda kepir otu, kizilcik otu, mayasil otu
olarak bilinmektedir [8,10]. H. scabrum ugucu yaginin ana bilesenleri a-pinen, timol ve karvakroldiir
[11]. H. scabrum cigeklerinin temel yag asit icerigi incelendiginde ise alfa-linolenik (%48.60), linoleik
(%32.53) ve oleik (%11.45) asitlerin oldugu goriilmiistiir [12]. Fitokimyasal aragtirmalar, H. scabrum
iceriginde benzoilfloroglusinol tiirevlerinin bulundugunu géstermistir [11,13]. H. scabrum igeriginde
apigenin-7-O-glukozit, amentoflavon, hiperisin, psddohiperisin, hiperosid, klorojenik asit, rutin,
kersetin ve kersitrin bulunmustur [14].

H. scabrum L. bitkisinin toprak iistii kisimlar1 geleneksel ilaglarm hazirlanmasinda yaygin olarak
kullanilmaktadir [11]. Tiirk halk: tarafindan spazm giderici, yatistirici, iltihap 6nleyici, ishal, egzama ve
hemoroide karsi, ¢esitli mantar hastaliklarinda mantar dnleyici olarak kullamilmaktadir [8,10,15]. Ayrica
bitkinin toprak iistii kisimlarindan hazirlanan merhemler sedef hastaligina karsi kullanilmaktadir [14].
Tirkiye’de H. scabrum gigeklerinden hazirlanan infiizyonlar halk arasinda diyabet tedavisinde
kullanilmaktadir [16]. Cin, Tacikistan ve Mogolistan'da diyabetin 6nlenmesi ve tedavisi i¢in hazirlanan
geleneksel ilaglarda H. scabrum kullanilmaktadir [17].

Yapilan arastirmalara gore H. scabrum ekstrelerinin yiiksek antioksidan etkiler gosterdigi
belirtilmistir. Yiiksek antioksidan aktiviteye sahip olan bilesikler serbest radikallerin neden oldugu
oksidatif hasara kars1 korumada yardimci oldugu bilinmektedir. Dolayisiyla antioksidan potansiyele
sahip bilesikler kardiyovaskiiler hastaliklarda ve diyabet problemlerinde faydalidir [18].

Bu arastirmada, H. scabrum toprak iistii kisimlarindan hazirlanan etanol (%80) ekstresinin,
antioksidan, antidiyabetik, antiobezite ve antikolesterol aktiviteleri incelenmistir. Antioksidan aktivite
incelenirken DPPH radikal stipiiriicti etki, ABTS radikal stipiiriicti etki, metal baglama kapasite, demir
indirgeme giici ve total antioksidan kapasite degerlendirilmistir. Antidiyabetik aktivitenin
incelenmesinde a-glukozidaz ve o-amilaz inhibitér aktiviteleri arastirilmistir. Anti-obezite ve
antikolesterol tizerindeki etkiler igin sirasiyla pankreatik lipaz ve pankreatik kolesterol esteraz enzimleri
tizerindeki inhibisyon degerlendirilmistir. H. scabrum toprak tstii kisimlarmin kimyasal igeriginin
arastirilmasinda total fenol ve total flavonoit igerigi incelenmistir. Ayrica ekstrenin Yiiksek
Performansli Sivi Kromatografisi (YPSK) ile standardizasyonu arastirilmigtir. H. scabrum toprak istii
kisimlarindan hazirlanan ekstrenin antioksidan, antidiyabetik, anti-obezite ve antikolesterol
aktivitelerinin beraber incelendigi arastirmaya literatiirde rastlanmamus olup ilk defa bu arastirmada 4
aktivite birlikte incelenmistir.

GEREC VE YONTEM
Bitki Materyali ve Ekstraksiyon

Materyal olarak kullanilan H. scabrum bitkisinin toprak tstii kisimlar1 Aksehir-Gelendost Yolu
bolgesinden Haziran 2014’te toplanmustir. Bitki Gazi Universitesi Fen Fakiiltesi Botanik Anabilim
Dalr’ndan Dog. Dr. Mehmet Ufuk Ozbek tarafindan teshis edilmistir. Bitki ornegi Gazi Universitesi
Eczacilik Fakiiltesi Herbaryumu’na GUEF 3448 numarasi ile kaydedilmistir. Toplanan bitki kisimlar1
gblgede kurutulmus ve daha sonra 6giitme islemi gergeklestirilmisgtir. 10 gram tartilan H. scabrum
toprak Ustil kisimlarin iizerine 200 ml %80 etanol ilave edilmis ve galkalayici iizerinde 24 saat
maserasyon iglemine tabi tutulmustur. Siire bitiminde ekstreler filtre kagidindan siiziilmiis ve 6rnek
iizerine tekrar %80 etanol ilave edilerek ayni islemler 3 kez yapilmustir. 3 islem sonunda elde edilen
stiziintiiler birlestirilerek algak basing altinda 45°C’de rotavaporda (Heidolph, Almanya) kuruluga kadar
yogunlastirilmigtir. Kuru ekstreler tartilarak verimleri (agrilik/agirlik) hesaplanmistir. Ekstreler
kimyasal igerik, antioksidan aktivite testleri, enzim inhibitor aktivite testleri ve YPSK deneylerinde
kullanmilmak tizere +4°C’de saklanmustir.

Ekstrenin Kimyasal icerigi
Toplam Fenol Miktar:
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H. scabrum bitkisinin toprak {istii kisimlarindan hazirlanan %80 etanol ekstresinin iizerine %10
Folin-Ciocalteu reajan1 eklenerek oda sicakh@inda 5 dakika boyunca inkiibe edilmistir. Inkiibasyon
islemi tamamlaninca sodyum karbonat (Na>COs) ¢ozeltisi ilave edilerek oda sicakliginda 30 dakika
bekletilmistir. Siire bitiminden sonra 735 nm dalga boyunda mikroplak okuyucu ile absorbans degerleri
Olctilmiistiir. Ekstrelerin toplam fenol icerigi gallik asit esdegeri (GAE) mg/g ekstre seklinde ifade
edilmistir [19]. Belirtilen tiim islemler 3 kez tekrarlanmustir.

Toplam Flavonoit Miktari

Hazirlanmig olan ekstrelerin iizerine sirasiyla %95 etanol, 1 M sodyum asetat ¢ozeltisi, %10 AICl3
¢ozeltisi ilave edilmistir. Karigimin son hacmi 1000 ul olacak sekilde distile su ile tamamlanmistir. Bu
karisim daha sonra 30 dakika boyunca oda sicakhiginda inkiibe edilmistir. inkiibasyon islemi bittikten
sonra 415 nm dalga boyunda mikroplak okuyucu ile absorbans degeri 6l¢iilmiistiir. Elde edilen bulgular
kersetin esdegeri (KE) mg/g ekstre olarak gosterilmistir [20]. Belirtilen tim islemler 3 kez
tekrarlanmigtir.

Antioksidan Aktivite Testleri
DPPH Radikal Siipiiriicii Etki

%80 etanol ¢Oziiciisti ile hazirlanan ekstrelerinin lizerine 1 mM DPPH (1,1-difenil-2-
pikrilhidrazil) ¢ozeltisi ilave edilmistir. Daha sonra karisim 30 dakika boyunca oda sicakliginda ve
karanlikta inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon islemi tamamlandiktan sonra 520 nm dalga boyunda
mikroplak okuyucu ile absorbans degeri 6l¢lilmiistiir. Bu deneyde askorbik asit standart madde olarak
kullanilmustir. Belirtilen tiim islemler 3 kez tekrarlanmistir. Ekstrelerin ve standart maddenin DPPH
radikal stiptiriicti etkisi asagida verilen formiile gére hesaplanmustir [21].

% Etki = [(Absorbans kontrol-Absorbans 6rnek) / Absorbans kontrol] x 100

Metal Baglama Kapasitesi

Ekstrelerin iizerine 2 mM FeCl; ¢ozeltisi eklendikten sonra karisim 5 dakika boyunca oda
sicakliginda bekletilmistir. Bu islemin ardindan toplam hacim 130 pl olacak bigimde 5 mM ferrozin
cozeltisi eklenmistir. Metal baglama kapasitesi deneyinde standart madde olarak etilen diamintetraasetik
asit (EDTA) kullanilmistir. Daha sonra 562 nm dalga boyunda mikroplak okuyucu ile absorbans degeri
Olctilmiistiir. Belirtilen tiim iglemler 3 kez tekrarlanmistir. Sonuclar % metal baglama kapasitesi seklinde
asagida verilen formiile gore hesaplanmistir [22].

% Kapasite = [(Absorbans kontrol-Absorbans 6rnek) / Absorbans kontrol] x 100

Demir indirgeme Giicii

Demir indirgeme giicii deneyinde 50 pl 6rnekler pH 7.2°de hazirlanmis olan sodyum fosfat
tamponu (0.1 mol/l) ile muamele edilmistir. Karigima potasyum ferrisiyaniir (%]1) eklendikten sonra
karigim 37 °C’de bir saat iizerine cam kapak kapatilarak bekletilmistir. Bir saatlik siirenin bitiminden
sonra %10’luk (agirlik/hacim) hazirlanan trikoloroasetik asit ¢ozeltisi eklenmistir. Bu islemin ardindan
mikroplak okuyucusu ile 700 nm dalga boyunda karisimin ve standart maddenin ilk absorbans degerleri
olciilmiistiir. Indirgeme giicii deney sonuglar1 standart madde olan kersetin ile mukayese edilmistir.
Daha sonra karisim tizerine %0.1 FeCls ¢ozeltisi eklenerek 700 nm dalga boyunda ikinci absorbans
degerleri Ol¢lilmiistiir. Absorbans degerleri arasindaki fark almarak indirgeme giicii hesaplanmistir.
Belirtilen tiim islemler 3 kez tekrarlanmistir [23].

ABTS Radikal Siipiiriicii Etki

ABTS c¢ozeltisi (7 mM) lizerine potasyum persiilfat ¢ozeltisi (2.45 mM) ilave edilmistir. Karigim
cozeltisi, karanlik ortamda 20°C'de 16 saat boyunca bekletilmistir. Daha sonra pH 7.4 fosfat tamponu
hazirlanmistir. Ekstre, standart madde tizerine ABTS ve fosfat tamponu eklenmistir. Ekstreler standart
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madde olan gallik asit ile karsilastirilmigtir. Daha sonra 734 nm dalga boyunda mikroplak okuyucu ile
absorbans degeri Ol¢lilmiistiir. Belirtilen tiim islemler 3 kez tekrarlanmistir. Sonuglar % etki seklinde
asagida verilen formiile gore hesaplanmistir [23].

% Etki = [(Absorbans kontrol-Absorbans 6rnek) / Absorbans kontrol] x 100

Fosfomolibden Testiyle Toplam Antioksidan Kapasite

Ekstrelere molibdat reaktifi eklenmis ve 90°C'de 90 dakika inkiibe edilmistir. inkiibasyon islemi
tamamlandiktan sonra karigim sogumaya birakilmistir. Daha sonra ekstrelerin absorbans degeri 695 nm
dalga boyunda mikroplak okuyucu ile 6l¢iilmiistiir. Toplam antioksidan kapasite sonuglar1 ise askorbik
asit esdegeri (AAE) mg/g ekstre olarak bulunmustur [24].

Enzim inhibitor Aktivite Testleri
a-Glukozidaz inhibitor Aktivite

Deneyde kullanilmak {izere 6ncelikle 0.5 M, pH 6.5 fosfat tamponu hazirlanmustir. a-Glukozidaz
tip IV enzimi hazirlanan fosfat tamponunda ¢oziilmiistiir. Substrat olarak kullanilacak olan p-nitrofenil-
a-D-glukopiranozit (PNG) benzer sekilde fosfat tamponunda ¢oziilerek 20 mM konsantrasyonda
hazirlanmustir. Ekstreler tizerine pH 6.5 fosfat tamponu eklendikten sonra hazirlanan a-glukozidaz tip
IV enzimi de eklenerek bir karigim elde edilmistir. Bu karigim 37°C’de 15 dakika boyunca inkiibasyona
birakilmistir. Inkiibasyon islemi tamamlaninca karisim iizerine 20 mM PNG substrat1 eklenmis ve
37°C'de 35 dakika boyunca etiivde bekletilmistir. Bekleme islemi bittikten sonra ekstrelerin 405 nm
dalga boyunda mikroplak okuyucu ile absorbans degerleri 6l¢iilmiistiir. Standart madde olarak akarboz
kullanilmis ve belirtilen tiim islemler 3 kez tekrarlanmustir [25].

a-Amilaz Inhibitor Aktivite

Deneyde tampon olarak sodyum fosfat tamponu (pH 6.9) kullanilmistir. Renk reajan1 olarak 3,5-
dinitrosalisilik asit (DNS) ¢6zeltisi kullanilmistir. DNS ¢ozeltisi hazirlanirken 5.31 M sodyum tartarat
¢ozeltisi (2M NaOH ile hazirlanmistir), 96 mM DNS kullamlmustir. Enzim olarak a-amilaz tip |
kullamlmistir. Bu deneyde standart madde olarak akarboz, substrat olarak %2.5 nisasta ¢ozeltisi
kullanilmistir. Ayn1 zamanda deneyde maltoz kalibrasyon grafigi olusturulmustur. Ekstre ve standart
madde tizerine sodyum fosfat tamponu (pH 6.9) ve a-amilaz enzimi eklenerek oda sicakliinda 5 dakika
inkiibe edilmistir. Inkiibasyon isleminden sonra substrat olarak nisasta cozeltisi eklenerek oda
sicakliginda 15 dakika boyunca karisim bekletilmistir. Daha sonra karisim {izerine DNS renk reajant
eklenerek karisim 80°C'de 40 dakika boyunca etiivde bekletilmistir. Siire sonunda karsim iizerine distile
su eklenerek 540 nm dalga boyunda mikroplak okuyucu ile ekstrelerin absorbans degeri 6l¢iilmiistiir.
Belirtilen tiim islemler 3 kez tekrarlanmistir [26].

Pankreatik Lipaz Inhibitor Aktivite

Deneyde domuz pankreasindan elde edilen a-amilaz tip II enzimi kullanilmistir. Enzim
hazirlanirken 10 mM 4-morfolinpropansiilfonik asit ve 1 mM EDTA c¢ozeltisinden hazirlanan pH 6.8
olan tampon ¢ozeltisi kullanilmigtir. Deneyde kullanilmak tizere 100 mM Tris-HCI ile 5 mM CaCl,
karigimindan olusan ve pH 7.0 olan Tris tamponu hazirlanmistir. Standart madde olarak orlistat, substrat
olarak 5 mM 4-nitrofenil butirat kullanilmigtir. Tris tamponu tizerine ekstreler eklendikten sonra
karigima enzim ¢6zeltisi ilave edilmistir. Olugan karisim 37°C’de 15 dakika boyunca etiivde bekletilerek
inkiibasyon islemi gerceklestirilmistir. Inkiibasyondan sonra 5 mM 4-nitrofenil butirat eklenerek
37°C’de 30 dakika boyunca bekletilmistir. Daha sonra 405 nm dalga boyunda mikroplak okuyucu ile
ekstrelerin absorbans degeri 6l¢iilmiistiir. Belirtilen tiim islemler 3 kez tekrarlanmustir [27].

Kolesterol Esteraz inhibitor Aktivite

Pankreatik kolesterol enzimi 0.1 M pH 7.0 sodyum fosfat tamponu ile hazirlanmigtir. Deneyde
kullamlmak {izere 12 mM taurokolik asit hazirlanmigtir. Substrat olarak 5 mM 4-nitrofenil butirat,
standart madde olarak simvastatin kullanilmistir. 96 kuyucuklu mikroplak igerisine pH 7.0’de hazirlanan
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sodyum fosfat tamponu ve 12 mM taurokolik asit eklenmistir. Bu karigimin tizerine 5 mM 4-nitrofenil
butirat ve ekstre eklendikten sonra 5 dakika boyunca oda sicakliginda inkiibasyon islemi
gerceklestirilmistir. Inkiibasyondan sonra karisima 0.1 pg/ml enzim eklenerek 405 nm dalga boyunda
15 dakika boyunca mikroplak okuyucu ile kinetik okuma gerceklestirilmistir [28].

Yiiksek Basinch S1ivi Kromatografisi

Ekstrenin fitokimyasal igerigi ters faz-YPSK (HP Agilent 1260 seri LC sistem) kullanilarak
aragtirilmistir. Kolon olarak ACE 5 C18 (150 x 4.6 mm, 5 um) kullanilmigtir. Analiz boyunca kolon
25°C sicakligina ayarlanmigtir. Analizde akig olarak gradient akis tercih edilmistir. Analiz baglatilirken
mobil faz sistemi; Asetonitril:H.O:Formik asit (80:20:0.5) karisimindan olusan %35 Solvan A ve
H,O:Formik asit (100:0.5) karisimindan olusan %95 solvan B’ye ayarlanmistir. Bu akis toplamda 53
dakikada gergeklesmis olup %100 A oldugu zaman analiz sonlanmustir. Analiz akis hiz1 0.8 ml/dakika
ve enjeksiyon hacmi 20 pl olarak ayarlanmustir. Bu analizde Diode Array (DAD) dedektorii kullanilmig
olup arastirilacak molekiillerin maksimum dalga boylar1 gbz 6niine alinarak analiz i¢in 260, 280, 320
ve 350 nm dalga boylar1 segilmistir. Analizde ekstrenin fenolik igeriginin aydinlatilmasinda ferulik asit,
gallik asit, trans-sinnamik asit, klorojenik asit, protokatesik asit, rosmarinik asit, vanilik asit, p-kumarik
asit, siringik asit, sinapik asit, elajik asit, kafeik asit, epikatesin, katesin standartlarin olusan fenolik bir
karisim kullanmilirken, ekstrenin flavonoit i¢eriginin aydinlatilmasinda ise apigenin-7-O-glukozit, rutin,
umbelliferon, mirsetin, naringenin, apigenin hesperidin, luteolin, kersetin standartlarindan olusan bir
flavonoit karigimi kullanilmustir.

SONUC VE TARTISMA

Ekstraksiyon islemleri sonucunda algak basing altinda 45°C’de rotavaporda kuruluga kadar
yogunlastirilan ham ekstre veriminin %20.26 (agirlik/agirlik) oldugu goriilmiistiir. Toplam fenol icerik
miktarmin 140.39 + 10.20 gallik asit esdegeri mg/g ekstre oldugu bulunurken kalibrasyon denklemi y =
6.3667x —0.0118, r’= 0.9999 olmustur. Yapilan toplam flavonoit igerik miktar tayini deney sonucunda
ekstrenin flavonit igeriginin 49.65 + 4.15 kersetin esdegeri mg/g ekstre oldugu goriiliirken, kalibrasyon
denklemi y = 2.1694x — 0.0067, r>= 0.9999 olarak bulunmustur.

Ekstre lizerinde farkli antioksidan aktivite testleri yapilmustir. Bu yapilan testlere gore H. scabrum
bitkisinin toprak iistii kisimlarindan hazirlanan %80 etanol ekstresinin 1 mg/ml konsantrasyonda toplam
antioksidan kapasitesi 196.04 = 19.70 askorbik asit esdegeri mg/g ekstre oldugu bulunmus olup
kalibrasyon denklemi y = 1.8309x — 0.1606, r>=0.9981 olmustur. Hazirlanan ekstrelerin DPPH radikal
siipiiriicii etki sonuglar1 incelendiginde tiim konsantrasyonlarda yiiksek radikal siipiiriicii etki gézlenmis
olup, ekstrenin 2 mg/ml konsantrasyon haricinde diger tiim konsantrasyonlarda (0.25 mg/ml, 0.5 mg/ml,
1 mg/ml) standart madde olarak kullanilan askorbik asitten daha yiiksek etki gosterdigi dikkat cekmistir.
Metal baglama kapasitesi deney sonuclar1 incelendiginde ekstre en yiiksek baglama kapasitesini 2
mg/ml konsantrasyonda %45.98 + 8.88 olarak gostermistir. Metal baglama kapasitesi deneyinde
kullanilan standart madde EDTA ise tiim konsantrasyonlarda %100 baglama kapasitesi gostermistir.
Indirgeme giicii absorbans degerleri incelendiginde ekstrenin konsantrasyonu azaldik¢a absorbans
degerlerinin de azaldig1 goriilmiistiir. ABTS radikal siipiiriicii etki sonuglar1 incelendiginde ekstrenin 2
mg/ml konsantrasyonda siipiiriicii etkisi %97.53 £+ 0.22 bulunurken ayni konsantrasyonda standart
madde olarak kullanilan gallik asitin siipiiriicii etkisi % 98.10 + 0.80 bulunmustur. Bu sonuca gére
ekstrenin 2 mg/ml konsantrasyonda standart maddeye yakin bir radikal siipiiriicii etki gosterdigi seklinde
yorumlanmugtir. H. scabrum bitkisinin toprak iistii kisimlarindan hazirlanan %80 etanol ekstresinin
antioksidan aktivite test sonuclar1 Tablo 1’de gosterilmistir.

Bitki ekstresinin a-glukozidaz, a-amilaz, pankreatik lipaz ve kolesterol esteraz enzimleri izerinde
inhibitor etkileri arastirilmistir. Ekstrenin diyabet tizerindeki etkisi hem a-glukozidaz hem de a-amilaz
inhibitor aktivite degerlendirilmistir. Antidiyabetik etki i¢in a-glukozidaz enziminde konsantrasyona
bagli olarak artan bir inhibitor aktivite bulunmustur. H. scabrum toprak dstii kisimlarmin %80 etanol
ekstresi 2 mg/ml konsantrasyonda a-glukozidaz enzimi iizerinde %98.80 + 0.51 inhibitor aktivite
gOstermistir. Standart madde olarak kullanilan akarboz ayni enzim tizerinde %99.13 + 0.11 inhibitor
aktivite gdstermistir. Belirtilen konsantrasyonda ekstre ve standart maddenin enzim iizerinde benzer
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inhibisyon degeri gosterdigi bulunmustur. Antidiyabetik etkinin incelendigi a-amilaz enzim inhibisyonu
deney modelinde ise ekstre 2 mg/ml konsantrasyonda %7.08 + 1.79 enzim inbisyonu olustururken bu
deney modelinde standart madde olarak kullanilan akarboz ayni konsantrasyonda %92.75 + 0.68
inhibisyon olusturmustur. Ekstrenin diger konsantrasyonlari i¢in a-amilaz iizerinde herhangi bir
inhibitér aktivite saptanmamugtir. H. scabrum toprak ustii kisimlarindan hazirlanan %80 etanol ekstresi
2 mg/ml konsantrasyonda pankreatik lipaz enzimi {izerinde %28.03 + 0.39 inhibitdr etki gostermis olup
daha diisilk konsantrasyonlarda inhibitdr etki gostermemistir. Pankreatik lipaz inhibitér aktivite
arastirmasi sirasinda standart madde olarak kullanilan orlistat 2 mg/ml konsantrasyonda %64.53 + 0.32
inhibitdr etki gdstermistir. Ekstrenin kolesterol esteraz enzimi iizerinde doz bagli olarak artan inhibitor
etkisi oldugu izlenmistir. Ekstre standart madde olarak kullanilan simvastatin ile karsilastirildigi zaman
ekstrenin 0.25 mg/ml konsantrasyonu hari¢ diger tiim konsantrasyonlarda simvastatinden daha gii¢lii
inhibitér aktivite gostermesi dikkat ¢ekmistir. Elde edilen bulgulara gére H. scabrum toprak stii
kisimlarindan hazirlanan %80 etanol ekstresi incelenen 4 farkli enzim modeli iizerinde en yiiksek
inhibitor etkiyi a-glukozidaz enzimi lizerinde gosterdigi goriilmiistiir. Ayn1 zamanda kolesterol esteraz
enzim inhibisyonu modelinde incelenen konsantrasyonlar birbiriyle kiyaslandigi zaman 0.25 mg/ml
konsantrasyonu haricinde diger tiim konsantrasyonlarda %50’nin {izerinde inhibitér etki oldugu
anlagilmustir.

H. scabrum toprak iistii kistmlarindan hazirlanan %80 etanol ekstresinin dort farkli enzim modeli
lizerindeki gostermis olduklar1 inhibitor aktivite sonuglar1 Tablo 2°de gosterilmistir.

Tablo 1. H. scabrum ekstresinin antioksidan aktivite test sonuglari

Ekstre/Standart | Ekstre/Standart | DPPH Radikal | Metal Baglama Demir ABTS Radikal
Madde Adi Madde Siipiiriicii Etki Kapasitesi Indirgeme Siipiiriicii Etki
Konsantrasyonu % Etki £ S.S* % Kapasite + Giicii % Etki £S.S
S.S Absorbans +
S.S
H. scabrum 0.25 mg/ml 89.62 £ 0.29 17.02+7.76 0.784 = 0.08 23.62 +3.01
toprak iistii 0.5 mg/ml 90.79 £ 0.70 23.26 +4.81 1.380 £ 0.02 37.52+1.29
kistmlarindan 1 mg/ml 90.92 +0.25 22.55+3.18 2.533+£0.20 83.78 £3.18
hazirlanan %80 2 mg/ml 90.16 £0.13 45.98 + 8.88 3.810+0.04 97.53+0.22
etanol ekstresi
0.25 mg/ml 88.36 £0.672 100.00° 3.744£0.16°¢ 100.00¢
Standart 0.5 mg/ml 89.38 £ 0.612 100.00° 3.931+0.00°¢ 99.54 + 1.04¢
1 mg/ml 89.66 +0.352 100.00° 3.930+0.00°¢ 98.94 + 0.26¢
2 mg/ml 90.50 + 0.592 100.00° 3.840 +0.14°¢ 98.10+0.80¢

*Standart sapma 2Askorbik asit, "EDTA, °Kersetin, 9Gallik asit

Tablo 2. H. scabrum ekstresinin enzim inhibit6r aktivite test sonuglari

Ekstre ve Standart Maddeler Enzim iizerinde % inhibitor Etki + S.S*
Ekstre/Standart Madde | Ekstre/Standart a-Amilaz a-Glukozidaz Pankreatik Kolesterol
Adi Madde lipaz esteraz
Konsantrasyonu

H. scabrum toprak iistii 0.25 mg/ml - 54.84 £4.28 - 39.86 £2.54
kisimlarindan 0.5 mg/ml - 84.03+1.18 - 52.37+0.23
hazirlanan %80 etanol 1 mg/ml - 95.43 £0.93 - 59.72 +2.80
ekstresi 2 mg/ml 7.08+1.79 98.80 +0.51 28.03 +0.39 68.63 +1.05
0.25 mg/ml 68.68 £1.052 98.55+0.14% | 62.97+0.88" 40.67+4.12°¢
Standart 0.5 mg/ml 85.30+0.462 99.31+£0.29% | 62.86+1.40° 47.88+£5.11°¢
1 mg/mi 91.00+0.432 99.57£0.02% | 63.84+1.17° 52.21+0.12¢
2 mg/ml 92.75+0.682 99.13+0.11% | 64.53+0.32° 53.18+3.36°¢

*S.S: Standart Sapma, 2Akarboz, °Orlistat, °Simvastatin, -: Aktivite saptanmadi

Ekstrenin fitokimyasal profilini belirlemek i¢in YPSK-ters faz sistemi kullanilmistir. Ekstrenin
flavonoit ve fenolik bilesik icerigi nicel ve nitel olarak incelenmistir. Analizde H. scabrum toprak {istii
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kisimlarindan hazirlanan %80 etanol ekstresinin fenolik igeriginin aydinlatilmasinda ferulik asit, gallik
asit, trans-sinnamik asit, klorojenik asit, protokatesik asit, rosmarinik asit, vanilik asit, p-kumarik asit,
siringik asit, sinapik asit, elajik asit, kafeik asit, epikatesin, kategin standartlarin olugan fenolik bir
karisim kullanilirken, flavonoit iceriginin aydinlatilmasinda ise apigenin-7-O-glukozit, rutin,
umbelliferon, mirsetin, naringenin, apigenin hesperidin, luteolin, kersetin standartlarindan olusan bir
flavonoit karigimi kullanilmig, sonug olarak ekstrenin igerisinde arastirilan referans maddelerden sadece
klorojenik asidin varligi tespit edilmistir. Klorojenik asit miktar tayini ile ilgili referans madde ve ekstre
kromatogramlar1 Sekil 1 ve Sekil 2‘te gosterilmistir.
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. |
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400 | |
- i
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100 |

2 4 8 8 0 12 14 8 18 in)

Sekil 1. Standart madde olarak kullanilan klorojenik asit bilesiginin 320 nm’de kromatogrami

" Klorojenik asit \

Sekil 2. H. scabrum ekstresinin 320 nm dalga boyunda kromatogrami

Ekstre iceriginde varligi tespit edilen klorojenik asitin miktar tayini yapilmis olup, miktari 1.047
+ 0.000 g/100 g ekstre olarak bulunmustur. Miktar tayini sonuglar1 Tablo 3’te verilmistir.

Elde edilen fitokimyasal bulgulara gore ekstrenin standardizasyonun klorojenik asit {izerinden
yapilabilecegi diisliniilmiistiir.

Tablo 3. Ekstrede varligi tespit edilen klorojenik asit miktari, kalibrasyon denklemleri ve retansiyon
zamanlar1 (Rt)

Madde Tespit Edilen Tespit Edildigi Kalibrasyon Katsayi (r)
Miktar Rt (Dakika) Denklemi
(9/100 g ekstre)
Klorojenik asit 1.047 £ 0.000 15.192 y=114.78x+24.966 0.9998

Seyrekoglu ve arkadaslar1 (2022), H. scabrum toprak iistii kisimlarindan hazirlanan etanol:su
(3:7) ekstresinin antioksidan etkisini arastirmigtir. Ekstrenin toplam fenolik icerigin 148.31 & 4.57 gallik
asit esdegeri mg/g ekstre oldugu bulunmustur. Ekstrenin DPPH radikal siiptiriicii aktivitesi 3.65 + 0.40
(ICs0, ng/ml) olmustur. Ekstreler gii¢lit DPPH ve toplam antioksidan aktivite sergilemistir [29].
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Tiirkiye’nin Giineydogu boélgesinde Mardin ve Diyarbakir'dan toplanan H. scabrum bitkisinin
antioksidan aktivitesi incelenmistir. Bitkinin toprak iistii kisimlarindan %70 etanol ile hazirlanan
ekstreler kullanilmigtir. DPPH radikal siipiiriicii aktivite deneyinde biitil hidroksi toluen (BHT) pozitif
kontrol olarak kullanilmig ve BHT 250 pg/ml konsantrasyonda %93 oraninda yiiksek radikal siiplirme
kabiliyeti géstermistir. H. scabrum ekstresinin DPPH radikal siipiiriicii etkisinin BHT den daha diisiik
oldugu bulunmustur. Ekstrelerin ve standart maddelerin artan konsantrasyona bagli olarak indirgeme
glicli artmigtir. Standart olarak kullanilan BHT ve a-tokoferol tiim ekstrelerden daha yiiksek indirgeme
glicli gostermistir. Metal baglama kapasitesi incelendiginde standart madde olarak kullanilan EDTA’nin
tim konsantrasyonlarda etkisi yaklagik %100 olmustur. H. scabrum ekstresi 150 mg/ml
konsantrasyonda %39 baglayict etki géstermistir. H. scabrum ekstresinin toplam fenol igerik miktar1
262 pg/mg gallik asit esdegeri ekstre olmustur [18].

H. scabrum bitkisinin fitokimyasal i¢eriginin YPSK analizi ile arastirildig1 bir ¢alismada bitkinin
toprak stii kisimlar1 toplanarak, cigek, yaprak ve gévde kisimlarina ayrilmigtir. Yapilan YPSK analiz
sonucunda Klorojenik asit, rutin, hiperosit, apigenin-7-O-glukozit ve kersetin birikimleri agisindan
yapraklar, ¢igeklere ve govdelere gore daha istlin bulunmustur. Bitkinin gigek kisimlarinin ise daha
yiiksek diizeyde kemferol, kersitrin ve amentoflavon igerdigi belirtilmistir [14]. Farkli bir ¢alismada H.
scabrum bitkisinin hiperisin ve psddohiperisin igerip igermedigi bitkinin kok, govde, yaprak ve iireme
kisimlarinda YPSK kullanilarak arastirilmistir. Kokte hiperisin bulunmamustir, yapraklar ve iireme
kisimlari biiyiime evrelerine bagl olarak her iki bilesigin farkli diizeylerde oldugu belirtilmistir [30].

32 bitki tiirtiniin a-glukozidaz enzimi tizerinde etkisinin incelendigi bir ¢alismada H. scabrum
bitkisi de arastirmaya konu olmustur. Buna gére H. scabrum bitkisinin metanol ile hazirlanan ekstresi
a-glukozidaz enzimi iizerinde %60’dan daha yiiksek oranda inhibitdr aktivite gdstermistir [31].

Tiirkiye'de yetisen Hypericum olympicum, H. pruinatum ve H. scabrum tiirlerinin enzim inhibitor
potansiyelleri arastirilmistir. Bitkilerin toprak iistii kisimlarindan hazirlanan metanol ekstreleri
incelenmistir. Elde edilen sonuglara gore, H. olympicum (61.32 + 3.27 mg orlistat esdegeri (OE)/g) ve
H. pruinatum (39.88 + 2.51 mgOE/g) ekstreleri, lipaz enzimine karsi kayda deger bir inhibitor etki
gosterirken, incelenen tiim ekstreler a-amilaza karsi orta diizey bir aktivite gostermistir. H. olympicum
(20.06+£0.22 mg akarboz esdegeri (AE)/g) H. pruinatum (20.45+£0.11 mgAE/g) ve H. scabrum
(20.62+0.46 mgAE/g) ekstrelerinin her tgli de a-glukozidaz enzimine karsi giiglii bir aktivite
sergilemistir [32].

Yiiksek yagl diyetle beslenen siganlarda H. scabrum ekstrelerinin serum lipid profili ve obezite
tizerindeki hipolipidemik etkileri incelenmistir. H. scabrum ekstreleri, trigliserit, toplam kolesterol ve
diistiik yogunluklu lipoprotein (LDL) kolesterolii degerlerini 6nemli dl¢tide iyilestirmistir. Yiiksek yag
tilketen grupta yer alan siganlara H. scabrum ekstresinin verilmesi yiiksek yogunluklu lipoprotein (HDL)
kolesterolii arttirmistir. Bu arastirma ile H. scabrum ekstresinin yiiksek yag tiiketimi ile goriilen
komplikasyonlar1 azalttigi goriilmiistiir. Dolayisiyla H. scabrum ekstresinin hiperlipidemi ve obezite
tedavisi i¢in faydali bitkisel bir ilag olarak kullamlabilecegi belirtilmistir [33].

Tarafimizca yapilan arastirma; H. scabrum bitkisinin anitoksidan aktivitesinin, kimyasal
iceriginin, enzim inhibitor etkilerinin (a-glukozidaz, a-amilaz, pankreatik lipaz, kolesterol esteraz)
birlikte degerlendirildigi ilk arastirmadir. Antidiyabetik etkinin incelendigi a-glukozidaz enzim
sisteminde ekstrelerin standart olarak kullanilan akarboza benzer oranlarda inhibitor etki gostermesi
dikkat ¢cekmistir. Fakat ekstreler diger antidiyabetik etkinin incelendigi a-amilaz enzim sistemi iizerinde
yiiksek inhibitdr etki gostermemistir. Kolesterol esteraz enzimi lizerinde ekstreler standart madde olarak
kullanilan simvastatin ile benzer etkiler gostermis olup, bu durum daha dnce in-vivo arastirmalardada
tespit edilen antihiperlipidemik etki ile uyum gostermektedir. Daha 6nce yapilmis enzim inhibisyonu
calismalarma bakildiginda her iki caliymada da yliksek a-glukozidaz aktivitesinin goriilmesi
calismamizi  destekler niteliktedir [31,32]. a-Amilaz ve panreatik lipaz inhibisyonlar:
degerlendirildiginde ise diger calismada Konya’dan yaz aylarinda toplanan bitkiden hazirlanan
ekstrenin o-amilazi orta derecede inhibe ettigi belirtilmis, pankreatik lipaz enzimi iizerine ise etki
gostermemistir [32], fakat ¢alismamizda ekstrenin a-amilaz enzimini diisiik bir oranda, lipaz enzimini
ise orta derecede inhibe ettigi goriilmiistiir. Bunun sebebinin bitkinin fitokimyasal i¢ceriginde degisime
sebep olabileceginden dolayi, toplama zamami arasindaki farkliliktan kaynaklanabilecegi
diistiniilmiistiir. Tarafimizca yapilan ¢alismada oldugu gibi yapilan diger arastirmalarda da ekstrenin
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yitksek DPPH radikal siipiiriicii etkisi oldugu goriilmiistiir. Diger antioksidan aktivite (metal baglama,
indirgeme giicii) sonuglar1 ve toplam fenolik icerik miktarlar1 literatiirde yer alan arastirmalar arasinda
tam uyum gostermemektedir. Bu farkliligin nedeninin bitkinin yetisme sart1, yetistigi iklim, yiikseklik
ve toprak mineral dengesi farkliliklarindan kaynakli olabilecegini akla getirmistir.

Bilindigi iizere diyabette reaktif oksijen tiirlerinin itiretimini artmakta, antioksidan savunma
kapasitesi olumsuz yonde etkilenmekte ve hastaligin seyri olumsuz yonde evrilmektedir. Dolayistyla
diyabet tedavisinde ve diyabet semptomlarinin azaltilmasinda antioksidan etkili dogal kaynaklar 6nemli
bir rol istlenebilir. Tim bu bilgiler 1s18inda H. scabrum toprak {istii kisimlarindan hazirlanan etanol
ekstresinin antidiyabetik ve antihiperlipidemik etkili dogal bir kaynak olabilecegi bu etkilerin daha ileri
in-vivo ve klinik arastirmalarla desteklenmesine ihtiyag oldugu sonucuna varilmustir.
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CIKAR CATISMASI BEYANI

Yazarlar bu makale i¢in gercek, potansiyel veya algilanan ¢ikar ¢atismasi olmadigini beyan
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ETiK KURUL ONAYI

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