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Oz

Diabetes Mellitus (Seker hastalig), yiiksek kan glukozu (hiperglisemi) ile karakterize edilen ve tiim diinyada en ¢ok
muzdarip olunan hastaliklar arasindadir. Hiperglisemi oksidatif stresin olusum mekanizmalarini tetikleyerek pek ¢ok
hastaligin patogenezinde rol oynar. Fitoterapi bu hastaliklar ile basa ¢ikmada alternatif yollardan biridir. T1bbi, aromatik
ve yabani yenilebilir bitkiler igerdikleri fitokimyasallar sayesinde nutrasotik olarak gesitli hastaliklara kars1 koruyucu etKi
gostermelerinin yani sira besleyici ve diyetetik 6zelliklere sahiptirler. Sisymbrium tiirleri yabani yenilebilir bitkiler
arasinda olup geleneksel olarak gesitli hastaliklarin tedavisinde kullanilmaktadir. Bu ¢aligmada, Sisymbrium altissimum
yapraklarinin fenolik bilesiminin yani sira antioksidan kapasitesinin ve antidiyabetik 6zelliklerinin arastirilmasi
amaglanmistir. Bu maksatla S. altissimum yaprak ekstraktinda (SAE) yiiksek performansl sivi kromatografisi (HPLC) ile
fenolik bilesen tespiti yapildi. Ayrica, antioksidan kapasitesini belirlemek amaciyla toplam fenolik ve toplam flavonoid
madde tayini ile 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) ve 2,2'-Azino-bis (3-etilbenzotiazolin-6-siilfonik asit) (ABTS)
serbest radikal temizleme aktivite analizleri gerceklestirildi. Yapraklarin antidiyabetik etkisi, a-amilaz ve a-glukozidaz
inhibisyon aktivite tayini ile 6l¢iildii. Elde edilen sonuglarda, SAE’nin 6nemli diizeyde antioksidan aktivite gosterdigi
belirlendi. Yapraklarda en ¢ok bulunan fenolik bilesenin rutin oldugu ayrica, kuersetin ve protokatesuik asidin ise
yapraklardaki diger baskin fenolik bilesenler oldugu saptandi. Diger taraftan yapraklarin o-amilaz ve a-glukozidaz
inhibisyon aktivitelerinin akarboz ile karsilastirildiginda daha diisiik oldugu tespit edildi. Sonug olarak, S. altissimum’um
onemli fenolik bilesen igerigiyle antioksidan durumu giiclendirebilecegi ve ayrica kismi a-amilaz ve a-glukozidaz
inhibisyon aktiviteleri sayesinde nutrasétik olarak yemek sonrasi hiperglisemiyi 6nleyebilecegi sonucuna varilabilir.

Anahtar kelimeler: Antioksidan aktivite, a-amilaz, a-glukozidaz, Fenolik bilesik, Sisymbrium altissimum

Abstract

Diabetes Mellitus is characterized by high blood glucose (hyperglycemia) and is among the most suffering diseases all
over the world. Hyperglycemia plays a role in the pathogenesis of many diseases by triggering the mechanisms of
oxidative stress. Phytotherapy is one of the alternative ways to cope with these diseases. Medicinal, aromatic and wild
edible plants have nutraceutically protective effects against various diseases as well as nutritional and dietetic value due
to the phytochemicals. Sisymbrium species are among the wild edible plants and traditionally used to treatment of various
diseases. In this study, it was aimed to investigate the phenolic components of Sisymbrium altissimum leaves as well as
their antioxidant capacity and antidiabetic properties. For this purpose, phenolic component was determined in S.
altissimum leaf extract (SAE) by high performance liquid chromatography (HPLC). In addition, total phenolic and total
flavonoid content measurement, 2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) and 2,2-azinobis- (3-ethylbenzothiazoline-6-
sulphonic acid) (ABTS) free radical scavenging activity analyzes were performed to determine the antioxidant capacity.
The antidiabetic effect of the leaves was measured by a-amylase and a-glucosidase inhibition activity assay. In the results
obtained, it was determined that SAE showed a significant antioxidant activity. It was determined that the most abundant
phenolic component in leaves was rutin, also quercetin and protocatechuic acid were the other dominant phenolic
components in leaves. On the other hand, it was found that the a-amylase and a-glucosidase inhibition activities of the
leaves were lower compared to acarbose. As a result, it can be concluded that S. altissimum can strengthen the antioxidant
status with its important phenolic compounds and also prevent nutraceutically postprandial hyperglycemia due to its
partial a-amylase and oa-glucosidase inhibition activities.
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1. Giris
1. Introduction

Diabetes Mellitus, pankreas tarafindan yeterince
insiilin tretilememesi ve/veya {iretilen insiilinin
etkili bir sekilde kullanilamamasi sonucu ortaya
cikan yiiksek kan glukozu (hiperglisemi) ile
karakterize edilen heterojenik bir metabolik
bozukluktur (Ferrier, 2017). Diinya genelinde 2016
yilinda tahmini olarak 1.6 milyon insan diyabetten
dolayr hayatim kaybetmistir (WHO, 2020).
Hiperglisemi; kardiyovaskiiler hastaliklar, yiiksek
tansiyon, noropati, nefropati, retinopati, ayak
hasar1 ve cilt problemleri gibi baslica diyabetik
komplikasyonlarin ~ olusumunu tetiklemektedir
(WHO, 2016). Hipergliseminin neden oldugu
enzimatik olmayan glikozilasyon ve glukoz oto-
oksidasyonu gibi diyabetin sebep oldugu metabolik
anormallikleri, siirekli serbest radikal {iretimine yol
acarak oksidatif strese neden olmaktadir. Artan
serbest radikal tiretimi, poliol yolu, protein kinaz C
gibi bazi ana yolaklarin aktivasyonuna, gelismis
glikasyon son iriinlerinin olusumunda artisa ve
heksozsamin yolaginin asir1 aktivitesine neden
olmaktadir. Ayn1 zamanda bu yollar, tekrar serbest

radikallerin iiretimine yol acarak
komplikasyonlarin patogenezinde rol
oynamaktadir (Zhang vd., 2020). Bu nedenle
yiksek kan sekerini diisiirmek, diyabetik

komplikasyon riskini azaltmak i¢in olduk¢a 6nem
arz etmektedir.

Hiperglisemiyi  azaltmak amaciyla  cesitli
farmasotikler gelistirilmis olmasina ragmen,
hastalarin ¢ogunda gaz, siskinlik, kramp ve diyare
gibi gastrointestinal sistem rahatsizliklar1 yan etki
olarak  goriilmektedir.  Terapotik  bitkisel
yaklagimlar, geleneksel olarak diyabet ve gesitli
rahatsizliklarda kapsamli etkiler géstermekte olup
sifal1 bitkilerin kullanimi diyabet i¢in tamamlayici
bir tedavi olarak tercih edilmektedir (Rios vd.,
2015). Bu bakimdan diyabet tedavisi ve
yonetiminde nutrasotik olarak tibbi bitkilerin
uygun dozlarda ve bilingli kullanimlar1 yan etki
bakiminda daha avantajli olabilmektedir. Tibbi
bitkiler, c¢esitli hastaliklara karsi koruyucu etki
gosteren fenolik asitler ve flavonoidler gibi bazi
biyoaktif fitokimyasal bilesiklere sahiptir. Ayrica
tibbi ve yabani yenilebilir bitkiler, antioksidan
kapasitenin arttirilarak hem serbest radikallerin
azaltilmasina hem de poliol yolu, protein kinaz C
ve heksozsamin yolaklarin  aktivasyonunun
engellenmesine yardimci olabilecek dogal cgareler
sunabilir (Ayepola vd., 2014; Milella vd., 2014).
Ayrica bu bitkiler, 6nemli Ol¢lide kompleks
karbohidratlar, mineral tuzlar, vitaminler ve
polifenolik  bilesikleri i¢ermelerinden dolayi

69

besleyici ve diyetetik degere sahip 6nemli besin
kaynaklaridir (Sekeroglu vd., 2006; Temiz, 2021a).

Uzun meyveli biilbiil otu veya uzun hardal otu
olarak bilinen Sismybrium altissimum Linnaeus,
Brassicaceae ailesine ait yabani yenilebilir bir
bitkidir. Bu bitki Kuzey Amerika, Asya, Avrupa,
Kuzey Afrika ve Dogu Avustralya kitalarinda
yayilis gosteren kozmopolit bir tiirdiir (Mutlu ve
Karakus, 2015). S. altissimum geng yapraklarinin
bazi pasta cesitlerine katilarak veya ¢ig ya da
pismis olarak tiiketilebildigi rapor edilmektedir
(Kargioglu vd., 2010; Senkardes & Tuzlaci, 2016).
Yogun baharatli yapisindan dolayr Sismybrium
tirlerinin  kokleri yemeklerde c¢esni olarak
kullanilmaktadir. Yapraklar vasabi sosu yapilacak
kadar baharathidir, ancak daha c¢ok salatalara
karistirilarak cig olarak tiiketilmektedir
(Christopher, 2017). Toprak iistii kisimlarinin ve
yapraklarmin da haglanip sogan ve sumak ile
pisirilerek tiiketildigi belirtilmistir (Yesil & Inal,
2019). S. altissimum ¢igek ve yapraklarinin
geleneksel olarak kanama durdurucu, ates igin
tonik ve anti-skorbiit olarak  kullanildig:
bildirilmistir (Mehrnia vd., 2021). Ek olarak bazi
calismalarda, Sisymbrium’un diger tiirleri hakkinda
da cesitli farmakolojik etkiler rapor edilmistir. S.
irio’'un halk hekimliginde iltihap ve romatizma
tedavisinde kullanilmasinin yani sira Oksiriigii
kesmek, karaciger ve dalagi detoksifiye etmek,
siglikleri azaltmak ve yaralari temizlemek amaciyla
da kullanildig1 bildirilmistir (Hawash vd., 2019;
Nengroo & Rauf, 2019). Oldukea keskin bir tadi
olan S. officinale bitkisinin tamami, genellikle
bogaz agrisinin, soguk alginligi ve astimin
tedavisinde, ayrica balgam soktiiriicii olarak
kullanilmaktadir. Bu tedavi etkisinden dolay1
ayrica "sarkicinin bitkisi (singer’s plant)" olarak
tamimlanmaktadir (Rahman vd., 2018). Aym
calismada, S. orientale tohumlarinin balgam
sOktiirlicii, ates i¢in tonik ve bronsit tedavisinde
kullanildig1 ifade edilmistir. Bu tohumlarin ayrica
dizanteri, bagirsak kurdunu diisiirme ve sugicegi
tedavisinde de kullanildigi belirtilmistir. Biitiin
haldeki bitki ise dekoksiyon yapilarak idrar
soktiiriicli olarak, bagirsak kurdunu diigiirme ve
agrisiz lserlerin tedavisinde kullanilmaktadir
(Rahman vd., 2018). S. erysimoides e ait tiim bitki
kisimlarinin  bronsiti tedavi etme ve iltihab
Onleyici etkiye sahip oldugu rapor edilmistir
(Rahman vd., 2018).

Yapilan literatiir taramasinda, S. altissimum’a ait
bugiine kadar antioksidan ve antidiyabetik
ozelliklerini belirlemeye yonelik herhangi bir
arastirmaya rastlanilmamis olup, S. altissimum ile
ilgili ¢ok smirli deneysel c¢alisma bildirilmistir.
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Hem S. altissimum hem de Sisymbrium’un farkli
tirlerinin geleneksel olarak tiiketiminin yaygin
oldugu ve cok cesitli etnofarmakolojik 6zellikleri
oldugu literatiirde belirtilmistir. Bu etkiler arasinda
S. altissimum  bitkisinin  antidiyabetik  ve
antioksidan 6zelliklerinin olabilecegi varsayimiyla
bu calisma planlanmigtir. Bu c¢alisma da S.
altissimum yaprak ekstraktinin polifenolik profili,
antidiyabetik etkisi ve antioksidan kapasitesini
ortaya koymak ve bu sayede etnofarmakolojik
degerlendirilmesi amaglanmisgtir.

2. Materyal ve metot
2. Material and method

2.1. Kimyasallar
2.1. Chemicals

Gallik asit (27645, saflik >%99), protokatesuik asit
(37580, saflik >%97), katesin (C1251, saflik
>%98), klorojenik asit (C3878, saflik >%795),
kaffeik asit (C0625, saflik >98), siringik asit
(S6881, saflik >%95), kuersetin (Q4951, saflik
>%95), p-kumarik asit (C9008, saflik >%98),
ferulik asit (128708, saflik >%99), rutin (R5143,
saflik >%94), o-kumarik asit (H22809, saflik
>%97), aliminyum klorid (294713, saflik
>%99.99), DPPH (D9132), ABTS (10102946001),
a-amilaz  (A3176), a-glukozidaz (G5003),
dinitrosalisilik asit (D0550) ve 4-nitrofenil a-D-
glukopiranosid (487506) Sigma (St. Louis, MO,

ABD) firmasindan temin edilmistir. Etanol,
metanol, asetik asit ve asetonitril Merck
(Darmstadt, = Almanya) firmasindan  temin

edilmistir. Akarboz (Glucobay®, Tiirkiye) yerel
bir eczaneden temin edilmistir. Calismada
kullanilan diger tiim kimyasallar ve reaktifler
HPLC ve/veya analitik safliktadir.

2.2. Bitki materyali ve ekstraksiyon
2.2. Plant material and extraction

Sismybrium altissimum bitkisi 2020 yilinin May1s
aymnda Karaman iline bagli Pinarbag1 mevkiinden
toplanmistir. Daha  sonra  bitkiler —hemen
laboratuvara getirilerek yabanci maddelerden
uzaklastirild1 ve bitki bir uzman tarafindan teshis
edilerek bir o6rnegi Karamanoglu Mehmetbey
Universitesi Teknik Bilimler Meslek Yiiksek
Okulu bitkisel iiretim laboratuvarina konuldu.
Bitkiler ortalama 18°C ve %41 nem seviyesinde
acik havada ve golgede yaklastk 4 giin’de
kurutuldu. Kurutulmus yapraklar laboratuvar
mikseriyle parcalandi ve manyetik karistiric1 (Wisd
WiseStir MSH-20D) ile siirekli karistirilarak 3 saat
boyunca 50°C'de %80 etanol ile iki kez ekstrakte
edildi (Temiz, 2021a; Temiz, 2021b). Siire
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sonunda ekstrakt cendere bezi ile siiziildiikten
sonra, 22 um PTFE ile filtre edildi. S. altissimum
ekstrakti (SAE) sonraki analizlere kadar amber
siselerde -20° C'de muhafaza edildi.

2.3. Fenolik profil analizi
2.3. Phenolic profile analysis

Ormneklerin fenolik profilleri, HPLC sistemi
(Agilent Technologies 1260 Infinity, ABD)
kullanilarak daha once aciklandigi gibi (Temiz,
2021b) belirlendi. Fenolik bilesiklerin tespiti,
25°C'de gradient ¢oziicii sistemi araciligiyla bir
Inertsil ODS-3 C18 (250 x 4.6 mm, 5 um) kolon
kullanilarak yapildi. Eliisyon, su/asetik asit (98:2
viv) (A) ve asetonitril/su/asetik asit (50:49.5:0.5
v/v/v) (B) mobil fazlar kullanilarak gerceklestirildi.
Gradient programi 0. dakika %85 A, 30. dakika
%80 A, 60. dakika %55 A olacak sekilde ayarlanda.
Diyot dizisi detektorii (DAD) 254, 280 ve 320 nm
dalga boylarina ayarlanarak kayit yapildi. Her bir
bilesigin tanimlanmasi, alikonma siirelerine ve
harici  standartlarla  karsilastirilarak  spektral
eslesmeye dayandirildi.

2.4. Toplam fenolik ve toplam flavonoid madde
tayini

2.4. Determination of total phenolic and total
flavonoid content

SAE’deki toplam fenolik madde miktari, standart
olarak gallik asit kullanilarak modifiye Folin-
Ciocalteu reaktif yontemi (Singleton vd., 1999) ile
belirlendi. Toplam fenolik madde miktari, mg
gallik asit esdegeri 100 g' kuru madde (mg
GAE/100 g km) olarak hesaplandi. Orneklerin
toplam flavonoid madde miktari, standart olarak
kuersetin kullanilarak AlCl3 yontemi (Zhishen vd.,
1999) ile 6l¢iildii. Sonuglar mg kuersetin esdegeri
100 g?* kuru madde (mg QE/100 g km) olarak
hesaplandi.

2.5. DPPH radikal temizleme aktivitesi
2.5. DPPH radical scavenging activity

DPPH radikal temizleme aktivitesi, Pyo vd. (2004)
tarafindan belirtilen yontemde bazi
modifikasyonlar yapilarak gerceklestirildi. Kisaca,
100 pL farkli konsantrasyonlarda seyreltilmis SAE
(2-50 mg/mL) ve 3.90 mL metanolik DPPH" (6x10
> M) ¢ozeltisi farkli ependorf tiipler iginde
karistinldi ve vortekslendi. Tiipler karanlikta ve
oda sicakliginda 60 dakika boyunca inkiibe edildi.
Daha sonra 517 nm'de (Shimadzu UV-3600,
Kyoto, Japonya) metanole karsi absorbanslari
olgiildii. Orneklerin DPPH radikal temizleme
aktivitesi, troloks (0.01-0.5 mg/mL) standart
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grafigine gore hesaplanip ifade edildi. Ayrica
radikallerin %50'sini inhibe etmek i¢in gereken
ekstraktin (mg/mL) konsantrasyonu olan SCso
degeri de ifade edildi.

2.6. ABTS radikal temizleme aktivitesi
2.6. ABTS radical scavenging activity

ABTS (7 mM), karanlikta ve oda sicakliginda
ABTS radikal katyonu (ABTS™) olusturmak igin
potasyum persiilfat (2.45 mM) iginde 12-16 saat
siire boyunca inkiibe edildi. Siire sonunda analiz
icin ABTS™ distile su ile seyreltilerek 734 nm
dalga boyunda 0.70+0.02 absorbansi elde edilerek
kullanima hazir hale getirildi (Re vd., 1999).
Analiz kisaca, 20 pL farkli konsantrasyonlarda
seyreltilmis SAE (1-50 mg/mL) ve 1980 pL
ABTS™ ¢ozeltisi  farkli tiiplere eklendi ve
vortekslendi. Daha sonra tiipler 6 dakika boyunca
oda sicakliginda ve karanlikta birakildi. Siire
sonunda absorbanslar 734 nm dalga boyunda
olgiildi. Ekstraktin ABTS™ inhibe etme kabiliyeti
troloks (0.01-0.5 mg/mL) standardina gore grafik
olusturularak hesaplanip ifade edildi. Ayrica
radikallerin %50'sini inhibe etmek i¢in gereken
ekstraktin (mg/mL) konsantrasyonu olan SCsg
degeri de ifade edildi.

2.7. a-amilaz ve a-glukozidaz inhibisyon aktivite
tayini

2.7. Determination of a-amylase and a-glucosidase
inhibition activity

SAE'nin a-amilaz inhibisyon aktivitesi, Kim vd.,
(2005) tarafindan bildirilen yontemde kiigiik
modifikasyonlar yapilarak belirlendi. Fosfat
tamponu iginde (0.02 M, pH=6.9) toplam 250 pL
a-amilaz (0.05 U/mL), farkli konsantrasyonlarda
seyreltilmis (1-50 mg/mL) 200 pL ekstrakt ile
farkli tiiplerde karistirildi ve 37°C'de 10 dakika
inkiibe edildi. Daha sonra substrat olarak nisasta
cozeltisinden (%1) 250 uL ilave edilerek 37°C'de
15 dakika inkiibe edildi. Reaksiyon 500 pL %1
dinitrosalisilik asit ile durdurulduktan sonra, tiipler
kaynar su iginde 10 dakika bekletildi. Tiipler
sogutulduktan sonra karigim 5 mL distile su ile
seyreltildi. Karigimin absorbanst 540 nm dalga
boyunda 6lgiildii. Aym islemler standart madde
olarak kullanilan akarboz ic¢inde tekrarlandi.
Ekstraktin a-amilaz inhibisyon aktivitesi grafiksel
olarak hesaplanip mg/mL cinsinden ICso olarak
ifade edildi.

a-glukozidaz inhibisyon aktivitesinin
belirlenmesinde, fosfat tamponu (0.1 M, pH=6.8)
icindeki 60 pL 1 U/mL a-glukozidaz, 120 puL farkl
konsantrasyonlarda  seyreltilmis SAE (1-50
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mg/mL) ile farkli tiiplerde karistirildi ve 37°C'de
10 dakika inkiibe edildi. Daha sonra 120 pL 4-
nitrofenil a-D-glukopiranosid (5 mM) substrat
olarak eklendi ve tiipler 15 dakika 37°C'de tutuldu.
Reaksiyon, 300 pL Na,COsz (0.1 M) ilave edilerek
sonlandirildi ve absorbans, 405 nm dalga boyunda
kaydedildi (Kim vd., 2005). Ayni islemler standart
madde olarak kullanilan akarboz i¢inde tekrarlandi.
Ekstraktin  a-glukozidaz inhibisyon aktivitesi,
grafiksel olarak hesaplanip mg/mL cinsinden ICso
olarak ifade edildi. Caligmadaki tiim Slglimler ayni
kosullarda ve ayni giin {i¢ paralel ile yapild1.

3. Bulgular ve tartisma
3. Results and discussion

3.1. S. altissimum ekstraktimin fenolik profili
3.1. Phenolic profile of S. altissimum extract

S. altissimum yaprak ekstraktinda bulunan fenolik
bilesenlerin  miktar1 Tablo 1’de, HPLC
kromatogrami ise Sekil 1b’de sunulmustur. Rutin,
SAE’de en ¢ok bulunan fenolik bilesen olarak
tespit edildi. Ayrica kuersetin ve protokatesuik asit
ise diger baskin fenolik bilesikler olarak belirlendi.

Al-Taie vd., (2018) tarafindan Sisymbrium
officinale yapraklarinda p-kumarik asit ve
protokatesuik asidin, Sisymbrium irio

yapraklarinda sinnamik asit, gentisik asit, p-
kumarik asit ve protokatesuik asidin, Sisymbrium
septulatum yapraklarinda ise p-kumarik asit,
sinnamik asit, protokatesuik asidin en fazla
bulunan fenolik bilesikler oldugu rapor edilmistir.
S. officinale toprak istii kisimlarinin diklorometan
fraksiyonunda ferulik asidin en ¢ok bulunan
fenolik bilesen oldugu belirtilmistir (Amodeo vd.,
2019). Aym ¢alismada, etil asetat fraksiyonunda
yiiksek performans ince tabaka kromatografisi ile
klorojenik asit tanimlanmigtir (Amodeo vd., 2019).
Bagka bir c¢alismada, S. irio toprak sti
kisimlarindan apigenin, luteolin-7-O-glukozit ve
kamferol (Al-Jaber, 2011), tim bitkiden de
apigenin ve naringenin (Al-Qudah & Abu Zarga,
2009) fenolik bilesikleri izole edilmistir. Bu
sonuglarda, Sisymbrium tiirleriyle daha Once
yapilan caligmalarin S. altissimum yapraginda
bulunan fenolik bilesiklerle benzer olduguna ancak
saptanan fenolik bilesenlerin oran ve ¢esit olarak
farklilik gosterebilecegi belirlenmistir. Fenolik
bilesikler benzer bitki cinslerinde ve/veya
tirlerinde bile farkli oran ve ¢esitte bulunabilir.
Bunun sebebi bitkinin iklimsel faktorler, su, giines
15181, rakim, toprak oOzellikleri gibi biiyiime
kosullarina ve/veya vejatasyon periyodu gibi pek
¢ok faktore bagl olarak farkli oran ve miktarlarda
fenolik bilesiklerin biyosentezine baglidir (Chepel
vd., 2020). Ayrica bitkiler farkli biiyiime
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evrelerinde c¢esitli fenolik bilesikleri tiretebilir ve Glukosinolatlar da tipk: fenolik bilesikler gibi polar
bunlar1 farkli amagclar igin bitkinin diger molekiillerdir ve fenoliklerin ekstraksiyonu ile
kisimlarinda biriktirebilirler (Feduraev vd., 2019). birlikte ekstrakta bulunabilirler. Brassicaceae ailesi
Kullanilan ¢dzilicii polaritesinden dolay1 da glukosinolatlar bakimindan zengin bir igerige
ekstrakte edilen fenolik bilesen c¢esitleri ve sahiptir (Borgonovo vd., 2019). S. officinale yaprak
miktarlar1 bu farkliliga yol agmis olabilir (Temiz & ve ¢igeklerinden sinigrin, izopropil izotiyosiyanat
Temur, 2017). Diger taraftan Sekil 1b’de tespit ve 2-biitil  izotiyosiyanat izole edilmistir
edilen 37-40. dakikalar arasinda (37.707, 38.681 ve (Borgonovo vd., 2019). Bainard vd., (2009)’de S.
39.300 dk.) gelen tamimlanamayan piklerin loeselii kok ve siirgiin ekstraklarinda baslica iki
muhtemelen baska fenolik bilesikler ve/veya glukosinolat  olan izopropil ve  sec-biitil
glukosinolatlara ait olabilecegi diisliniilmektedir. glukosinolatlar1 tespit etmislerdir.

Tablo 1. Sisymbrium altissimum yaprak ekstraktinin fenolik bilesim miktar1 (mg/kg km)
Table 1. The amount of phenolics compounds of Sisymbrium altissimum leaf extract

Ornek GA PCA Cath ChA CA SyA Que pCou FA Ru oCou

SAE nd 2458+1.2 nd 104.6£0.7 55.6+0.2 33.04+0.2 348.6+1.8 74.29+0.2 48.3+0.1 366.1+1.4 66.2+0.4
GA: gallik asit, PCA: protokatesuik asit, Cath: katesin, ChA: klorojenik asit, CA: kaffeik asit, SyA: siringik asit, Que: kuersetin, pCou: p-kumarik asit,
FA: ferulik asit, Ru: rutin, oCou: o-kumarik asit, n.d: tespit edilemedi, SAE: Sisymbrium altissimum yaprak ekstrakti, veriler ortalama + standart sapmay1
ifade eder, n=3
GA: gallic acid, PCA: protocatechuic acid, Cath: catechin, ChA: chlorogenic acid, CA: caffeic acid, SyA: syringic acid, Que: quercetin, pCou: p-
coumaric acid, FA: ferulic acid, Ru0: rutin, oCou: o-coumaric acid, n.d: not determined, SAE: Sisymbrium altissimum leaf extract, data shows mean
+ standard deviation, n=3
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Sekil 1. Standartlarin 254, 280 ve 320 nm dalga boylarinin c¢akistirllmig HPLC kromatogramlari (a) ve
Sisymbrium altissimum yaprak ekstraktinin 280 nm dalga boyunda HPLC kromatogramu (b). 1: gallik asit, 2:
protokatesuik asit, 3: katesin, 4: klorojenik asit, 5: kafeik asit, 6: siringik asit, 7: kuersetin, 8: p-kumarik asit,
9: ferulik asit, 10: rutin, 11: o-kumarik asit.

Figure 1. HPLC chromatograms of: the standards mixture overlay of all wavelengths (254, 280, and 320
nm)(a) and Sisymbrium altissimum leaf extract at 280 nm wavelength (b). 1: gallic acid, 2: protocatechuic
acid, 3: catechin, 4: chlorogenic acid, 5: caffeic acid, 6: syringic acid, 7: quercetin, 8: p-coumaric acid, 9:
ferulic acid, 10: rutin, 11: o-coumaric acid.
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3.2. S. altissimum ekstraktimin toplam fenolik ve
flavonoid madde miktari

3.2. The amount of total phenolics and flavonoid
content of S. altissimum extract

Fenolik maddeler; antioksidan, antidiyabetik,
antimikrobiyal, antihiperlipidemik,
antikarsinojenik gibi c¢ok cesitli farmakolojik
etkilere sahiptirler. Bu etkiler genellikle fenolik
bilesiklerin fonksiyonel yan gruplarinda bulunan —
OH gruplart sayesinde elektron ve hidrojen
transferine dayanmaktadir (Ghasemzadeh &
Ghasemzadeh, 2011). SAE’ye ait toplam fenolik
madde ve toplam flavonoid madde miktarlar1 Sekil
2’de gosterilmigtir. Mevcut ¢aligmada, SAE’nin
toplam fenolik madde miktar1 917+71 mg
GAE/100 g km ve toplam flavonoid madde miktart
ise 1091£54 mg QE/100 g km olarak tespit
edilmistir. Daha once yapilan bir calismada S.
officinale toprak ftsti kisimlarinin  metanolik
maserasyon ekstraktinda toplam fenolik madde ve
toplam flavonoid madde sonuglar1 sirastyla 8.1+0.1
mg klorojenik asit esdegeri (KAE)/g km ve
0.50+£0.01 mg QE/g km olarak belirlenmistir
(Amodeo vd., 2019). Bir diger c¢alismada S.
officinale toprak tistii kisimlarin sulu ekstraktinin
toplam fenolik madde miktarlar1 28.1 pg KAE/mg
km ve toplam flavonoid madde miktar1 da 0.12 pg
QE/mg km olarak bulunmustur (Di Sotto vd.,
2016). Ayrica ayni ¢aligmada S. officinale toprak
iistll kisimlarmin sulu ekstraktlarindan hazirlanan
etil asetat ve biitanol fraksiyonlarinin toplam
fenolik madde miktarlan sirasiyla 724 ve 164 pg
KAE/mg km; toplam flavonoid madde miktari ise
3.10 ve 3.70 ug QE/mg km olarak tespit edilmistir
(Di Sotto vd., 2016). Bagka bir Sisymbirium tiirii
olan S. irio parankima hiicre kiiltiirii {izerinde
yapilan bir ¢alismada Murashige ve Skoog besi
yeri ortaminda yetistirilen kalluslarin metanolik
ekstraktlarinin toplam fenolik madde miktar: 0.11
mg GAE/g km ve toplam flavonoid madde miktari
0.13 mg Rutin esdegeri/g km olarak rapor
edilmistir (Amin vd., 2009). Mevcut ¢alismadaki
toplam fenolik madde miktar literatiir ile uyumlu
hatta bazi ¢aligma sonuglarina gore yiiksek olmakla
birlikte, toplam flavonoid madde miktari literatiire
gore dikkat c¢ekici sekilde daha yiiksek
bulunmustur. Bu durumun sebebinin  tiir
farkliliginin yam sira yaprakla birlikte kullanilan
govde kisminda daha az flavonoid olabileceginden
kaynaklandig1 distiniilmektedir. Diger taraftan
Hailu vd. (2021) yakin zamanda yaptiklar1 bir
caligmada, S. irio tohumlarini n-hekzan, kloroform,
etil asetat ve metanol ile arka arkaya ekstrakte
etmislerdir. S. irio ekstraklarinda toplam fenolik
madde igerigi 7.8 ile 55.3 pg GAE/mg kuru
ekstrakt arasinda oldugu rapor edilmistir. Ayrica S.
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irio ekstraklarinda toplam flavonoid madde
igeriginin de 8.958 ile 13.266 ug QE/mg kuru
ekstrakt arasinda oldugu belirtilmistir. Elde
ettikleri sonuglara gore toplam fenolik ve flavonoid
madde iceriginin en yiiksek metanolik ekstrakta
oldugu ifade edilmistir (Hailu vd., 2021). Her ne
kadar bitki tiirleri farkli olsa da benzer cinsler
arasinda mevcut calismaya gore ¢ok farkli toplam
fenolik ve toplam flavonoid madde sonugclar1 elde
edilmistir. Bunun nedeni, belirtilen ¢alismalarda
tercih edilen ¢dziicli se¢imi, ekstraksiyon iglem ve
siiregleri, konsantre islemleri, fraksiyonlama
islemleri, tercih edilen esdeger fenolik bilesik,
ve/veya kullanilan bitki kisminin farkli olmasindan
kaynaklandig: diisiiniilmektedir.
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Sekil 2. Sisymbrium altissimum  yaprak

ekstraktinin toplam fenolik madde ve toplam
flavonoid madde miktari. GAE: gallik asit
esdegeri, QE: kuersetin esdegeri, veriler ortalama
+ standart sapmay1 ifade eder, n=3

Figure 2. The amount of total phenolics and
flavonoid content of S. altissimum leaf extract.
GAE: gallic acid equivalent, QE: quercetin
equivalent, data shows mean + standard deviation,
n=3

3.3. S. altissimum ekstraktimin serbest radikal
temizleme aktivitesi

3.3. Free radical scavenging activity of S.
altissimum

DPPH ve ABTS antioksidan tayin yOntemleri,
antioksidan kapasite analizlerinde hem lipofilik
hem de hidrofilik antioksidanlarin hidrojen veya
elektron transferi ile serbest radikalleri temizleme
kabiliyetini hizli bir sekilde degerlendirmek
amaciyla yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu
analizler, polifenollerin lipid peroksil radikalleri ile
nispi  antioksidan ve koruyucu aktivitelerin
tespitinde iyi sonuglar vermektedir (Niki, 2010).
SAE’nin DPPH yonteminde ICsp degeri
80.21+3.62 mg TE/g ekstrakt olarak; ABTS
yonteminde ise ICso degeri 94.52+2.46 mg TE/g
ekstrakt olarak bulunmustur (Tablo 2). Aym
zamanda SAE’nin SCso degeri de DPPH ig¢in
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22.45+1.46 mg/mL ekstrakt, ABTS igin
25.11£1.24 mg/mL ekstrakt olarak tespit edilmistir
(Tablo 2). Temel olarak, daha diisiik ICsp degeri,
daha yiiksek inhibisyon aktivitesini ifade eder.
Hazirlanmis olan ekstrakt birbirinin kat1 olan farkli

konsanstrasyonlarda  dilie  edilmistir.  Bu
dilisyonlar 1-50 mg/mL olacak  sekilde
ayarlanmistir. Bu araliklarin secilme sebebi;

analizlerde hesaplanan sonuglarin sifirdan kiigiik,
100’den biiylik olmamasin1 saglamaktir. Bu
araliklardaki diliisyonlar ile ¢aligilarak yari
maksimum inhibitor konsantrasyonu olan ICso Ve
SCso degerleri hesaplanmistir. Yakin zamanda
yapilan bir ¢alismada, S. officinale toprak iistii
kisimlarinin metanolik ekstraktinin DPPH 1Csg
degeri 143 pg/mL olarak belirlenmistir (Amodeo
vd., 2019). Baska bir ¢alismada, S. irio toprak tstii
kisimlarinin ~ etanolik  ekstraktinin  DPPH
inhibisyon degeri 10 mg/mL konsantrasyonda

%55.7 olarak tespit edilmistir (ElI-Meligy vd.,
2017). Bir diger ¢alismada ise Hailu vd. (2021), S.
irio tohumlarmin farkli ¢6ziicii ekstraktlarinin
DPPH aktivitesinin 1 mg/mL konsantrasyonda
%223 ile %79.9 arasinda oldugunu rapor
etmislerdir. Ayn1 ¢alismada ABTS aktivitesinin
%43 ile %94.3 araligina sahip oldugu ifade
edilmistir (Hailu vd., 2021). Diger taraftan S. irio
tohumunun 200 pg/mL petrol eteri ekstraktinin
DPPH inhibisyon aktivitesinin (%82) BHT (%87)
ile karsilagtirldiginda birbirlerine ¢ok yakin
degerlere sahip oldugu belirlenmistir (Nengroo &

Rauf, 2019). Mevcut c¢aligma literatiir ile
karsilastirildiginda antioksidan kapasite
tayinlerinde, radikal temizleme aktiviteleri

arasinda ¢ok farkli sonuglarin oldugu goriilmiistiir.
Bu farklarin muhtemelen tercih edilen ¢oziicii,
bitki kismi, analiz metodu ve sonuglarin ifade

[y

edilme birimine gore degistigi diistiniilmektedir.

Tablo 2. Sisymbrium altissimum yaprak ekstraktinin DPPH ve ABTS ICso ve SCso degerleri
Table 2. The value of DPPH and ABTS ICso and SCso of Sisymbrium altissimum leaf extract

Ornek DPPH ABTS DPPH ABTS
(mg TE/g ekstrakt) (mg TE/g ekstrakt) (SCso mg/mL) (SCso mg/mL)

SAE 80.21+3.62 94.52+2.46 22.45+1.46 25.11+1.24

Troloks 0.23+0.004 0.21+0.003

TE: troloks esdegeri, SAE: Sisymbrium altissimum yaprak ekstrakti, veriler ortalama + standart sapmay: ifade eder, n=3
TE: trolox equivalent, SAE: Sisymbrium altissimum leaf extract, data shows mean =+ standard deviation, n=3

3.4. S. altissimum ekstraktimin o-amilaz ve o-
glukozidaz inhibisyon aktivitesi

3.4. o-amylase and a-glucosidase
activity of S. altissimum extract

inhibition

Diyabet tedavilerinde yemek sonrasi kan glukoz
diizeyinin azaltilmasi, genellikle diger tedavi
yontemleriyle kombine olarak tercih edilmektedir.
Bu amag¢ dogrultusunda akarboz gibi ticari ilaglar
nisasta ve glikojen gibi kompleks karbohidratlarin
bagirsak yolunda hidrolizinin yavaslatilmasi
amaciyla enzimlerin inhibisyonunda
kullanilmaktadir. Ancak hastalar genellikle bu gibi
ilaglarin ¢esitli yan etkilerinden muzdariptirler. Bu
sikayetlerden dolay1 ve ayrica geleneksel
tamamlayici bir tedavi oldugu diisiincesiyle tibbi
bitki temelli dogal farmasétiklere yonelmektedirler
(Temiz, 2021a). Fenolik bilesikler dogal a-amilaz
ve  o-glukozidaz  inhibitérii  Ozellikleriyle
karbohidrat sindirim siiresini geciktirip/uzatarak
glukoz emilim hizinda azalmaya neden olurlar ve
sonu¢ olarak yemek sonrasi kan glukoz artigini
azaltirlar. Mevcut ¢alismada S. altissimum yaprak
ekstraktinin a-amilaz ve a-glukozidaz inhibisyon
degerleri akarboz ile kiyaslandiginda yaklasik 7 kat
daha az etkin bulunmustur (Tablo 3). Daha dnce S.
irio  yapraklarinin  hidrofilik  ve lipofilik
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fraksiyonlarinin a-amilaz inhibisyon ICso degerleri
strastyla, 180 ve 7.72 pg/mL olarak rapor edilmistir
(Hawash vd., 2019). Ayn1 ¢alismada pozitif kontrol
akarboz icin 10 pg/mL degeri bulunmustur.
Fraksiyonlar arasindaki farkin ekstraksiyon
verimlerinden kaynaklandig1 sOylenebilir.
Literatiir bulgulart mevcut c¢alismadaki SAE ile
goreceli olarak karsilastirildiginda, S. irio lipofilik
fraksiyonun a-amilaz inhibisyon yeteneginin daha
etkili; hidrofilik fraksiyonun ise SAE’ye gore daha
az etkili oldugu soylenebilir. Daha 6nce yapilan
pek ¢ok calismada fenolik bilesiklerin a-amilaz ve
o-glukozidaz inhibisyon aktiviteleri arasinda
dogrudan bir iliski oldugu gosterilmistir. In silico
yapilan bir caligmada, fenolik bilesiklerin bu
inhibisyon yeteneklerinin —OH gruplarmin (H
verici) varligina dayandirilmis ve enzimin aktif
bolgesine olan yiiksek baglanma afinitesi yoluyla
oldugu ileri siiriilmistir (Abdelli vd., 2021).
Bitkilerdeki fitokimyasallar ¢esitli mekanizmalar
yoluyla antidiyabetik etki gosterebilirler. Bunlar
arasinda sindirim enzimlerinin  inhibisyonu,
inkretin-insiilin mimetik etki, p-hiicrelerinden
insiilin ~ salgilanmasinin  uyarilmasi, insiilin
duyarliligimin iyilestirilmesi, glukozun hiicrelere
allmmin  ve  biyoyararlaniminin  artirilmasi
sayilabilir (Yang vd., 2015; Temiz & Temur, 2019;
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Zhang vd., 2020; Temiz, 2021a). Diger taraftan bu
etki mekanizmalar1 tam olarak aydinlatilamamustir.
Bu mekanizmalar altinda yatan nedenler hem in
vitro hem de in vivo kosullarda karmagik yolaklara
sahiptir. Bu nedenle, bu calismalar antidiyabetik
etki ~ mekanizmalarmin  ileride  yapilacak
caligmalarla aydinlatilmasina onciiliik edebilir.

Tablo 3. Sisymbrium altissimum  yaprak
ekstraktinin a-amilaz ve a-glukozidaz inhibisyon
1Cso degeri

Table 3. a-amylase and a-glucosidase inhibition
I1Cso values of Sisymbrium altissimum leaf extract

Ornekler a-amilaz (mg/mL)  a-glukozidaz (mg/mL)

SAE 2.84+0.01 4.46+0.10

Akarboz 0.40+0.02 0.61+0.01

SAE: Sisymbrium altissimum yaprak ekstrakti, veriler ortalama +
standart sapmay1 ifade eder, n=3

SAE: Sisymbrium altissimum leaf extract, data shows mean =+
standard deviation, n=3

4. Sonuclar
4. Conclusions

Sisymbrium  altissimum sahip oldugu fenolik
bilesenler sayesinde iyi bir antioksidan ozellik
gostererek, kismi antidiyabetik etkisi ile diyabet
tedavisinde tamamlayici bir rol oynayabilir. Bu
sayede oksidan/antioksidan dengenin
korunmasinda ve diyabet yonetiminde potansiyel
etkinliginin yani sira cesitli rahatsizliklar igin
yararlt c¢oklu etkiler sunabilir. Ayrica diyabet
tedavisi icin geleneksel fitoterapotik yaklagimlarin
deneysel olarak arastirilmasi énemli yeni bilgiler
saglayarak ileride yapilacak olan diger caligsmalara
oncii olabilir.
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