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OZET

YUKSEK LiSANS TEZi

COBAN CANTASI (Capsella bursa-pastoris) BITKISININ FARKLI EKSTRAKT
ICERIKLERI, TOPLAM ANTiOKSIDAN KAPASITE, ANTIiDIiYABETIK VE
ANTIMIKROBIYAL AKTIVITELERININ BELIRLENMESI

GIZEM NUR AKSOY

Kirsehir Ahi Evran Universitesi
Saghk Bilimleri Enstitiisii
Molekiiler Tip Anabilim Dal
Damsman: Dr. Ogr. Uyesi Ebru COTELI

Son zamanlarda bitkiler sadece hastaliklari iyilestirme amacli degil ayni zamanda boya,
beslenme, baharat, tarim ve eczacilik alanlarinda da sik¢a kullanilmaktadir. Ozellikle
bitkilerin farkli kullanim amaclarinin arastirilmasi ¢ok Onemlidir. Bu ¢alismada tibbi ve
aromatik bir bitki olan Coban cantas1 (Capsella bursa-pastoris) bitkisinin iki farkli ilde
(Kirsehir ve Balikesir) dogal ortamlarda yetismis toprak iistii kisimlart kullanildi. Bitki
ekstraktlarinin alinmasinda saf su, etanol ve aseton c¢oziiciileri kullanildi. Bu ¢alismada
bitkinin GC- MS (gaz kromatografisi-kiitle spektrometrisi) analizleri, antioksidan (Total
fenolik ve flavonoid miktarlari, DPPH" ile ABTS™" radikalleri giderim giigleri), antidiyabetik
(a-amilaz enzim inhibisyonu) ve antimikrobiyal (agar kuyucuk difiizyon yoOntemi)
aktivitelerinin belirlenmesi amaclandi. GC-MS (gaz kromatografisi ile kiitle spektrometrisi)
analizleri kat1 faz mikro ekstraksiyonu (SPME) yontemi kullanilarak belirlendi. Kirsehir
ilindeki bitki 6rneginde 50 adet, Balikesir o6rneginde 38 adet biyoaktif maddelerin varligi
tespit edildi. Bu tespit edilen maddelerin farkli kullanim alanlarina sahip olduklar1 belirlendi.
Bitki ekstrakt 6rneklerinin antioksidan aktivitelerinin belirlenmesinde, ilk dnce total fenolik
madde miktar analizleri gerceklestirildi. Bu amagla standart Gallik asit maddesinden
yararlanildi. Numunelerdeki total fenolik madde miktar1 en fazla etil alkol ekstraktlarinda
ve Balikesir bitki numunesinde oldugu tespit edildi (58,67+1,45 mg GAE/g ekstrakt). Total
flavonoid madde miktarlarinin belirlenmesinde, standart Kuersetin maddesi kullanildi. Total
flavonoid madde miktar1 sonuglarina bakildiginda yine Balikesir bitki numunesinin etanol

ekstraktinin yiiksek miktarlarda (81,56+1,35 mg QE/g ekstrakt) oldugu tespit edildi. ki
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farkli radikal (DPPH' ile ABTS™) kullanilarak bu bitki ekstraktlarinin radikal inhibisyonlar1
Ol¢iildii. Standart madde olarak Askorbik asit kullanildi. Ayrica tim numunelerin %
inhibisyon degerlerine ilaveten ICso (inhibitor konsantrasyonlari) belirlendi. Sonuglar her iki
sekilde gosterildi. En yliksek DPPH" radikali inhibisyonu Balikesir etanol ekstraktinda (ICso
0,083 pg/mL) olarak tespit edildi. ABTS™" radikali inhibisyonunun en yiiksek oldugu
numune Balikesir ili su ekstraktinda gozlendi (0,120 pg/mL). Sonuglar standart Askorbik
asit ile karsilagtirildi. Balikesir ili bitki ekstraktlarinin Kirsehir ili ekstraktlarina gore daha
yuksek antioksidan aktivitelere sahip oldugu belirlendi. Ayrica bu bitkinin antidiyabetik
aktivitesi arastirildi ve bu amagla a-amilaz enzim inhibisyonlari incelendi. Standart madde
olarak Akarboz kullanildi. En yiiksek enzim inhibisyonunun Kirsehir ili su ekstraktinda (ICso
0,889 png/mL) oldugu belirlendi. Bitki ekstrakt numunelerinin antimikrobiyal analizleri de
gerceklestirildi. Ozellikle her iki ilin su ekstraksiyonu numunelerinde antimikrobiyal aktivite
belirlenmedi. Ancak etanol ve aseton ¢oziiciilerinin kullanildigi ekstraktlarda antimikrobiyal
aktivite Olciildi. Yine en yiiksek antimikrobiyal aktivite Kirgehir ili etanol ekstraktinda
olgiildii. Ozellikle P. Aeruginosa ve C. tropicalis mikroorganizmalarma kars1 20 ve 25 mm

inhibisyon zonlar1 olusturduklari belirlendi.

Sonug olarak, ¢oban c¢antas1 bitkisinin yapisindaki biyoaktif maddelerin varligi bu bitkiyi
biyolojik aktiviteler agisindan gii¢lii olmasini saglamaktadir. Ancak bitkinin yetistigi ortam
ve ekstraksiyon sartlarinin da ¢ok 6nemli oldugu sonucuna varildi. Bu bitkinin farkli
ekstraktlarinin farkli amaclarla kullanilabilecegi tespit edildi. Ayrica bitkinin antioksidan,

antidiyabetik ve antimikrobiyal amag¢li kullaniminin faydali olacagi kanaatindeyiz.

Mart 2025, 81 Sayfa.

Anahtar Kelimeler: Coban cantasi (Capsella bursa-pastoris), GC-MS, Antioksidan,
Antidiyabetik, Antimikrobiyal
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ABSTRACT

M. Sc. THESIS

DETERMINATION OF DIFFERENT EXTRACTS, TOTAL ANTIOXIDANT
CAPACITY, ANTIDIABETIC, AND ANTIMICROBIAL ACTIVITIES OF
SHEPHERD'S PURSE (Capsella bursa-pastoris) PLANT

GIZEM NUR AKSOY

Kirsehir Ahi Evran University
Institute of Health Sciences

Department of Molecular Medicine

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Ebru COTELI

Recently, plants have been used not only for the purpose of healing diseases but also in the
fields of dye, nutrition, spices, agriculture and pharmacy. It is especially important to
research the different uses of plants. In this study, the aerial parts of the Shepherd's Purse
(Capsella bursa-pastoris), a medicinal and aromatic plant, grown in natural environments in
two different provinces (Kirsehir and Balikesir) were used. Pure water, ethanol and acetone
solvents were used to obtain plant extracts. In this study, it was aimed to determine the GC-
MS (gas chromatography-mass spectrometry) analysis, antioxidant (total phenolic and
flavonoid amounts, DPPH" and ABTS" radical scavenging powers), antidiabetic (a-amylase
enzyme inhibition), and antimicrobial (agar well diffusion method) activities of the plant.
GC-MS (gas chromatography-mass spectrometry) analyses were determined using the solid
phase microextraction (SPME) method. The presence of 54 bioactive substances was
detected in the plant sample from Kirsehir province and 38 bioactive substances in the
Balikesir sample. It was determined that these detected substances have different usage
areas. In determining the antioxidant activities of plant extract samples, firstly total phenolic
substance amount analyses were performed. For this purpose, standard Gallic acid substance
was used. The amount of total phenolic substance in the samples was found to be highest in
ethyl alcohol extracts and Balikesir plant sample (58,67+1,45 mg GAE/g extract). Standard
Quercetin substance was used to determine the total flavonoid content. When the results of
total flavonoid content were examined, it was determined that the ethanol extract of the

Balikesir plant sample was in high amounts (81,56+1,35 mg QE/g extract). Radical
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inhibition of these plant extracts was measured using two different radicals (DPPH" and
ABTS™). Ascorbic acid was used as the standard substance. In addition, the % inhibition
values of all samples were determined as well as I1Cso (inhibitory concentrations). The results
were shown in both figures. The highest DPPH" radical inhibition was determined in
Balikesir ethanol extract (ICso 0.083 ug/mL). The sample with the highest ABTS™" radical
inhibition was observed in Balikesir province water extract (0.120 pg/mL). The results were
compared with standard Ascorbic acid. It was determined that plant extracts from Balikesir
province had higher antioxidant activities than extracts from Kirsehir province. In addition,
the antidiabetic activity of this plant was investigated and for this purpose, a-amylase
enzyme inhibition was examined. Acarbose was used as the standard substance. The highest
enzyme inhibition was determined in Kirsehir province water extract (ICso 0,889 ug/mL).
Antimicrobial analyses of plant extract samples were also performed. In particular,
antimicrobial activity was not determined in water extraction samples of both provinces.
However, antimicrobial activity was measured in extracts using ethanol and acetone
solvents. It was determined that they created 20 and 25 mm inhibition zones, especially

against P. aeruginosa and C. tropicalis microorganisms.

As aresult, the presence of bioactive substances in the structure of the shepherd's purse plant
makes this plant strong in terms of biological activities. However, it was determined that the
environment in which the plant grows and the extraction conditions are also very important.
However, it was concluded that the environment in which the plant grows and the extraction
conditions are also very important. It has been determined that different extracts of this plant
can be used for different purposes. We also believe that the use of the plant for antioxidant,

antidiabetic, and antimicrobial purposes will be beneficial.
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1.GIRIS

Diinyadaki tiim hayvanlar, bitkiler ve insanlar denge halindedir. Tarihte bitkilerin insana
verilen en degerli hediye oldugu ve tiim bitkilerin insanin ihtiya¢larina hizmet etmek i¢in
var oldugu yazihdir (1). Insanlar eski gaglardan beri bitkilerden beslenme ihtiyaclarini
karsilamak ve hastaliklarini tedavi etmek i¢in yararlanmiglardir (2). Farkli iilkeler gibi
iilkemiz de sifal1 bitkileri, hastaliklar1 tedavi etmek i¢in kullanmaktadir. Anadolu’da sifali
bitki kullaniminin tarihi eskidir. (3, 4). Tibbi ve aromatik bitkilerin hastaliklar1 tedavi etmede
kullanimi, insanlarin yerlesik hayata gecis yapmasi ile artmistir. Kullanilan bitkisel tedavi
yontemleri, gelismekte olan iilkelerde kiiltiirlerinin pargasi olarak genis bir yere sahiptir (5).
Ayni1 zamanda antioksidan kaynagi olarak kullanilan bitki ve baharatlar konusunda yapilan
arastirmalarin sayis1 glin gectikce ¢ogalmaktadir (6, 7). Bitkilerin ugucu yag ve bilesen
icerikleri incelendiginde tip, sentetik kimyasallar ve kozmetik {riinler gibi bir¢cok alanda

kullanilmasinin faydali olacaginin da iistiinde durulmaktadir (8).

Yapay olan koruyucu ve antioksidanlardan ziyade bitkilerden elde edilen dogal antioksidan
ve antimikrobiyal maddelerin kullanilmasi i¢in talep artmaktadir. Antimikrobiyal bilesenler
bitkilerin genellikle esansiyel yag kisminda yer alir. Antimikrobiyal bilesenler bitkinin
0zgiin aroma ve florasinda gorevlidir ve genelde bitkilerdeki su buhariin damitilmasi ile
cikarilirlar. Bitkinin tlirtindeki farklilik, hedef mikroorganizmanin tiirii ve yikii, gidanin
islenmesi ve depolanmasi1 gibi kosullar antimikrobiyal aktiviteyi etkiler. Ayn1 zamanda
proteinler, yaglar, tuzlar, pH ve 1s1 gibi etmenlerde fenolik maddelerin antimikrobiyal
aktivitesini degistiren kosullardir (9). Antioksidan aktivite ile ilgili yapilan c¢aligmalar
sonucunda, bitkilerin antioksidan ve antimikrobiyal aktiviteye sahip ¢ok fazla fitokimyasal
icerige sahip oldugunu belirlenmistir (10). Bitkilerde yer alan ugucu yaglarin icerdigi
antioksidan ve antimikrobiyal aktiviteleri konusunda bir¢ok aragtirma yapilmstir (11).
Dogal antioksidanlarin en 6nemli gruplarindan biri fenolik maddelerdir (12-15). Bunlar
bitkilerin tiim kisimlarinda goriilen polifenolik komponentlerdir. En yaygin bitkisel fenolik
antioksidanlar flavonoitler, sinnamik asit tiirevleri, kumarinler, tokoferoller ve fenolik
asitlerdir. Bu maddelerin, besinlerde bulunan ve oksitlenebilen maddeleri oksidasyonun
zararlarindan koruduklar1 bildirilmistir (13-16). Antioksidanlar metabolizmada iiretilip

kullanilabildigi gibi besinler araciligiyla da viicuda alinabilir. Ozellikle bitkiler antioksidan



olarak zengindir. Ayn1 zamanda bitkisel caylar, baharatlar, meyve ve sebzeler ile yagh
tohumlar igerdikleri antioksidan miktarlar1 sebebi ile bircok arastirmada yer almistir.
Bunlarin antioksidan etkilerinin igerdikleri flavonoid ve fenolik bilesiklerden kaynakli
oldugu bildirilmistir. Bu sebeple yillarca besinlerin igerdigi koku ve tat gibi 6zelliklerin
etkinligini arttirmada kullanilan tibbi ve aromatik bitkilerin degeri giin gegtik¢e artmaktadir

(17).



2. GENEL BILGILER

2.1. Tibbi Aromatik Bitkiler

Gegmisten glinlimiize insanlar bitkileri beslenme, barinma, sifa, hastaliklarin tedavisi gibi
cesitli amaglarla kullanmislardir. M.O. 5000 yillarina kadar uzanan bitki tedavi
yontemlerinde 250 bitkinin oldugu goézlemlenmistir (18). Farkli kisimlarinin veya bu
kisimlardan elde edilen maddelerin hastaliklarda kullanilmasin1 saglayan bitkilere sifali
bitkiler denir. Gliniimiizde sifali bitkiler sadece hastaliklarin iyilestirilmesinde degil ayni
zamanda eczacilik, beslenme, baharat, boya, tarim gibi bir¢ok alanda da kullanilmaktadir
(19). Gliniimiizde bir¢ok hastaliga kars1 dogal olarak kullanilan kaynak tibbi bitkilerdir (20).
Bu bitkiler insanlarda biyolojik etkinligin fazla oldugu kimyasal maddeleri barindirmaktadir
(5). Enfeksiyon hastaliklarinin tedavisinde, bitkilerdeki flavonoid, alkaloid, terpenoid, tanin,

berberin, kinin ve emetin gibi kimyasallardan faydalanilmaktadir (21).

Calismalarda bitkilerde yer alan tedavi edici etmenlerin, bitki i¢eriginde yer alan ¢ok sayida
bilesimin etkinliginden kaynaklandigi da yer almaktadir. Bu sebeple bitkisel igerikli
bilesimlerin, antibiyotiklerle yok edilmesi zor olan mikroorganizmalara karsi gelerek daha
etkili bir tedavi ortaya koydugu caligsmalarda yer almaktadir (22,23). Birgok tibbi ve
aromatik bitki; yaprak, meyve veya koklerinde yer alan aktif kimyasal bilesikler nedeniyle,
farkli etki sekillerinden dolayi, gesitli alanlarda kullanilmaktadir. Bu bitkilerin hayvan
besleme bilimi agisindan istah agic1 ve sindirimi stimiile edici 6zellikleri yaninda antiseptik
etkileri de biiyilk 6nem tasimaktadir (24). Esansiyel yaglarin etken maddelerine gore
etkinligi degismekle birlikte; antimikrobiyal, karmin etkisi, sakinlestirici, kan basincini
diisiiriicii ve spazm c¢oziicli gibi etkileri vardir (25). IgG ve IgA iiretiminin artirilmasi

amaciyla bitkilerden iiretilen tim ucucu yaglar bagisikligin giiglenmesine yardimci olur
(26).

T1bbi aromatik bitkiler, insan sagligina faydali olan ve ¢esitli sekillerde kullanilan bitkilerdir.
Ayrica tibbi aromatik bitkiler, gida, kozmetik, parfiim, ilag, baharat, boya ve tekstil
sanayilerinde de kullanilmaktadir (27). T1ibbi aromatik bitkiler, genelde kurutularak, yaglar
cikarilarak, kaynatilarak, demlenerek veya macun haline getirilerek kullanilir. Birgok
hastalig1 tedavi etmede, bagisiklik sistemini gliclendirmede, stresi azaltmada veya ortadan
kaldirmada, sindirim sistemi rahatsizliklarinda, agr1 Kesici, antiseptik, antioksidan,

antiinflamatuar, antispazmodik, antifungal, antibakteriyel, antiviral, antidiyabetik,



antikanser, antidepresan, afrodizyak, diiiretik, karminatif, miishil, tonik, uyarici,
sakinlestirici, yatistirici, rahatlatici, aromaterapi ve fitoterapi gibi pek ¢ok alanda faydalar
saglamaktadir. Tirkiye’de yaklasik 12.000 bitki tiirii bulunmaktadir. Tiirkiye’de yetisen
tibbi aromatik bitkilerin bazilar1 sunlardir: Meyankdkii, mazi, iiziim, zeytin, selvisogan,
safran olarak siralanabilir (27). Tiirkiye’de tibbi ve aromatik bitkilerin yetistirilmesi, dogal
olarak toplanarak ve tarimsal yetistirme yollariyla yapilmaktadir. Ulkemizde defne yapragi,
thlamur ¢ay1, adagayi, biberiye, meyan kokii bitkisi ve ardi¢ kabuklarina dogal ortamindan
toplanarak erisilirken, kimyon, nane, kekik, ¢emen, rezene gibi baharatlarin ise {liretimi
saglanmaktadir (28). Bu tiir bitkilerden yapilan geleneksel ilaglarin, kimyasal ilaglara gore
daha az yan etkisi vardir (29). Yapay ilaglarin birey tizerindeki yan etkileri her gecen giin
arttik¢a, bitkilere olan egilim de artmaktadir. Bu nedenle bitkilerin igeriklerinin arastirilmasi
ve faydali oldugu alanlardaki c¢aligmalarin ilerletilmesi gilinlimiizde yaygin olan bir¢ok
hastaliga faydali olabilir (30). Son dénemde kanser, Alzheimer, diyabet, antiinflamatuar
hastaliklar gibi pek ¢ok hayati hastaligin goriillme sikliginda artis gozlenmektedir. Bu
nedenle bu hastaliklar1 6nleyen yeni dogal bitkisel ilaglarin bulunmasi 6nemlidir. Dogal
ortamda kendiliginden yetisen bitkilerin gévde, yaprak, kok gibi kisimlar
kullanilabilmektedir. Ayrica tibbi aromatik bitkiler gidalara lezzet ve koku katmak amaciyla

da siklikla kullanilmaktadir (31).

2.2. Coban Cantasi (Capsella bursa-pastoris)

Capsella bursa-pastoris, Brassicaceae (Cruciferae) familyasindan gelen ve halk tarafindan
coban cantasi olarak bilinen bir bitkidir (32). Brassicaceae (Cruciferae) ailesinin diinya
capinda 365, Tirkiye'de 61 tiirii bulunmaktadir (33). Diinya genelinde Capsella'nin farkli
tirleri vardir. Ancak iilkemizdeki Capsella bursa-pastoris ve Capsella rubella tiirleri
bulunmaktadir (34). Bitkinin tohumlar1 Tiirkiye'de ilk kez M.O. 5950 yilinda Catalhdyiik
civarinda bulunmustur (35). 55 cm’ye kadar bilyliyebilen bitki kiigiik, yillik ve otsudur.
Bitkilerin goriiniimii birbirlerinden farkli olmakla birlikte genellikle liggen, uzun yaprakli ve

tirtikli seklindedir (36).


https://abs.cu.edu.tr/Dokumanlar/2017/ZFS303/44768013_gida_tibbi_ve_aromatik_bitkiler1_ocak_2017.pdf
https://abs.cu.edu.tr/Dokumanlar/2017/ZFS303/44768013_gida_tibbi_ve_aromatik_bitkiler1_ocak_2017.pdf
http://www.turktarim.gov.tr/Haber/64/turkiye-tibbi-ve-aromatik-bitki-yetistiriciliginde-oncu-ulkelerden
http://www.turktarim.gov.tr/Haber/64/turkiye-tibbi-ve-aromatik-bitki-yetistiriciliginde-oncu-ulkelerden
http://www.turktarim.gov.tr/Haber/64/turkiye-tibbi-ve-aromatik-bitki-yetistiriciliginde-oncu-ulkelerden
http://www.turktarim.gov.tr/Haber/64/turkiye-tibbi-ve-aromatik-bitki-yetistiriciliginde-oncu-ulkelerden

Tablo 2.1: Capsella bursa-pastoris'in biyolojik siniflandirilmasi (37).

Domain: Okaryot

Alem: Bitki

Alt Alem: Yesil Bitkiler
Ust Sube: Toprak Bitkileri
Sube: Damarli Bitkiler
Sube: Kapali Tohumlu
Sinif: Cift Cenekli
Takim: Turpgiller

Aile: Hardalgiller
Cins: Capsella Medik.
Tiir: Capsella bursa-pastoris

Genel olarak Capsella bursa-pastoris'in kok kisimlart yerine toprak tistiinde kalan kisimlari
kullanilir. Birgok hastalikta kurutulmus veya taze olarak kullanilmaktadir. Ozellikle adet
diizensizlikleri, yaralanmalar ve idrar yolu enfeksiyonlar1 durumlarinda taze ve demlenerek
kullanilmaktadir (35). Bu bitki yaygin olarak solucan giderici olarak da kullanilmaktadir.
Ayrica kan temizleyici, bagirsak hareketlerini diizenleyici, yara ve cilt hastaliklar1 ile géz
iltihaplarini tedavi edici 6zelliklere sahiptir (38). Avrupa ve Cin'de genellikle demlenmis ¢ay
olarak tiiketimi fazladir (35).

2.2.1. Coban Cantasi (Capsella bursa-pastoris) ile Tlgili Yapilan Calismalar

Capsella bursa-pastoris bitkisi tizerine birgok ¢alisma yapilmistir. Siganlar lizerinde yapilan
bir aragtirmada; sigan uterusunda oksitosine benzer bir etkiye sahip oldugu bildirilmistir
(39). Ayn1 zamanda bagka bir arastirmada da ¢oban ¢antasi bitkisinin kan basincini diisiiriicii
ve kiigiik cocuklarin bagirsak hareketliligini saglamada yardimci oldugu belirlenmistir (40).
Yapilan bir ¢alismada 46.0 gram taze Capsella bursa-pastoris bitkisi tiikketmenin bireylerin
giinlik C vitamini ihtiyacim karsiladigi belirlenmistir. Ancak bitki pisirildiginde
vitaminlerini kaybedecegi i¢in taze ve salata olarak tiiketilmesi tavsiye edilmektedir (41).
Farkli bir ¢caligmada ise; bu bitkinin toprak iistii kisminda bulunan yapraklarinda -karoten
ve B-sitosterol maddelerini icerdigi belirlenmistir (42). Disi ve erkek farelerin iireme sistemi
izerine yapilan bir ¢calismada; kurutulmus bitkinin 6giitiilmiis hali hayvanlarin diyetlerine
eklenmis ve disi farelerde yumurtlamay1 engelledigi i¢in erkeklerde ve kadinlarda kisirlik
nedeni olabilecegi 6ne siiriilmiistiir (43). Yine yapilan farkli bir ¢aligmada Capsella bursa-
pastoris bitkisinin tohum kisimlarinin yapisinda a-linolenik asit maddesi oldugu tespit
edilmistir (41).



2.3. Oksidatif Stres ve Serbest Radikaller

Serbest radikaller dig yoriingelerinde bir veya birden fazla eslesmemis elektron bulunduran
radikallerdir. Bu radikaller aktivasyon enerjisi diisiik, oldukc¢a kararsiz ve dmiirleri kisa atom
veya molekiillerdir (44). Serbest radikallere hareket kazandiran eslesmemis elektronlar
viicutta yer alan makromolekiillerde hasarlar birakabilir. Ozellikle protein, lipit ve DNA
makromolekiilleri iizerinde etkileri fazladir. Bu yiizden serbest radikaller kanser, yaslanma
ve kalp-damar hastaliklar1 gibi birgok hastaliga yol acarlar (45,46). Serbest radikaller ti¢
sekilde olugsmaktadir:

1. Serbest radikaller, kovalent baga sahip molekiiliin homolitik kirilmas1 ile ortaya
c¢ikabilir. Kimyasal baglarin ortadan kalkmasina sicakligin ¢ok yiikselmesi ve enerjisi
yiiksek elektromanyetik dalgalarin yer almasi neden olur. Bag yapisinda yer alan iki
elektron, ayr1 olarak bagda bulunan atomlarda mevcutsa buna homolitik kirilma ad1

verilir.
XY-X+Y (2.1)

2. Serbest radikaller, heterolitik boliinme veya molekiilde elektron kaybi ile meydana
gelebilir. Normal bir molekiilde elektron kayb1 sonucunda dis orbitalde elektron yer

almasiyla ortaya ¢ikan radikal formudur.
XY =X +Y" (2.2)

3. Serbest radikaller, normal bir elektronun katilmasiyla ortaya c¢ikabilir. Radikal
olmayan bir molekiile bir elektron eklenmesiyle dis orbitalde eslesmemis elektron

ortaya c¢ikiyorsa radikal olusuma neden olur (47).
A+e oA (2.3)

Serbest radikallerin meydana gelmesi ve antioksidan savunma sistemlerinin dengesizligi ve
yetersizligi sonucu oksidatif stres meydana gelmektedir. Disaridan ortama dahil olan
radyasyonun elektromanyetik etkisi direkt olarak ozon ve azot dioksit gibi Kirleticiler,
serbest radikallerin ortaya ¢ikmasina neden olabilir. Bu durumda viicutta antioksidan
savunma sistemleri yetersiz olursa organlar zarar gorebilir. Antioksidanlar ile reaktif oksijen
tiirleri arasinda ¢ikan dengede oksidatif stres dokularin zarar gormesine neden olacak sekilde
oksidanlarin lehine bozularak sonuglanir (48). Oksidatif stresin; solunum yetmezligi, kronik

obstriiktif akciger hastaligi (KOAH), sarilik, karaciger hastaliklari, géz rahatsizliklari,
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inflamasyon, eklem hastaliklari, norodejeneratif hastaliklar, kistik fibrozis, obezite ve
metabolik sendrom, pankreatit, deri hastaliklari, inme ve kisirlik gibi bir¢ok hastalikta

onemli katkilar1 oldugu belirlenmistir (49).

Serbest radikaller hiicrelerin i¢inde lipitler, proteinler ve karbonhidratlar gibi bir¢ok 6nemli
boliimdeki etkileri nedeniyle bozulmaya neden olabilirler (50). Giinlimiizde kanser,
yaslanma, Alzheimer gibi bircok hastaligin ortaya ¢ikmasinda serbest radikallerin roliiniin
biiylik oldugu goriilmektedir (51). Biyolojik olusumlarda bulunan reaktif oksijen tiirleri
(ROS), siiperoksit anyonu (O27), nitrik oksit (NO-), peroksil radikali (ROO), ve radikal
olmayan hidrojen peroksit (H202) gibi serbest radikaller oksidatif strese sebep olan
etmenlerdir. Serbest radikal olusumunda zincir reaksiyonlari ¢ogunlukla molekiilden
hidrojenin uzaklastirilmasiyla baglar. Serbest radikal reaksiyonlarina lipit peroksidasyon

reaksiyonlar1 6rnek gosterilebilir (50).

2.3.1. Serbest Oksijen Radikalleri ve Reaktif Oksijen Tiirleri

Reaktif oksijen tiirleri serbest radikal zincir reaksiyonlarin1 baslamasini saglayabilir ve
serbest radikal, radikal olmayan maddeler ile tepkimeye girip yeni bir radikal olusturabilir
(52). Canli organizmasinda oksijenden olusan radikaller, serbest radikaller arasinda en
onemli yere sahiptir. Serbest oksijen radikalinin temelinde; oksijen, hidrojen peroksit,

stiperoksit, ge¢is metal iyonlar1 ve hidroksil radikalleri bulunmaktadir (53).
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Sekil 2.1: Oksijenin suya indirgenmesi ve diger oksijen tiirlerinin meydana gelmesi (54).



Biyolojik olaylarda ¢ogunlukla ortaya ¢ikan serbest radikal ve radikal olmayan tiirler Tablo

2.2°de verilmistir.

Tablo 2.2: Radikal ve radikal olmayan tiirler (55).

SERBEST RADIKALLER RADIKAL OLMAYAN REAKTIF TURLER
Reaktif Oksijen Tiirleri (ROT) Reaktif Oksijen Tiirleri (ROT)
Oy* H20;
HO’ HOCI
ROy HOBr
RO O3
HOy'
Realktif Nitrojen Tiirleri (RNT) Reaktif Nitrojen Tiirleri (RNT)
NO’ HNO;
NO;’ NO*
NO-
N204
N20s
ONOO-
ONOOCH
NO
ROONO
Reaktif Siilfiir Tiirleri (RST) Reaktif Siilfiir Tiirleri (RST)
RS RSH
RSO’ RSSR
RSO RSOH
RSSR™ RS(O)SR
RS(0).SR

2.3.1.1. Siiperoksit radikali

En basit yolla meydana gelen radikal ¢esididir. Siiperoksit radikalinin biyolojik olaylarda
onemi fazladir ve toksit etki yapar. Ayn1 zamanda hedefinde olan mikroorganizmalara
saldirir. Stiperoksit radikalleri enzimatik olan veya olmayan yollarla meydana gelebilir (56).
Stiperoksit radikalleri zayifta olsa gii¢lii indirgen 6zellige sahiptir. Bu 6zelligi sayesinde
hiicresel kosullarda iiretilirlerse, oksitleyici ve indirgeyici Ozellie sahip olabilirler.
Stiperoksit radikalinin diger bir 6nemli fonksiyonu ise; sliperoksit dismutaz enzimi (SOD)
ile aerobik canlilarda aktivitesi olduk¢a yiiksek olan H202 kaynagini olusturmasidir (57).
Indirgenen gecis metallerinin otooksidasyonu, sonucunda siiperoksit radikali meydana

gelebilir (54).



2.3.1.2. Hidrojen peroksit

Stiperoksit molekiiliiniin bir elektron alarak veya molekiiler oksijenin iki elektron almasi ile
olusur. Sonrasinda peroksit molekiilii iki hidrojen atomuyla reaksiyona girer. Bunun

sonucunda hidrojen peroksit ortaya ¢ikar (58).

2.3.1.3. Hidrojen radikali

Organizma i¢inde meydana gelen ve hasara en ¢ok sebep olan radikal tiirtidiir. Hidrojen
radikali hidrojen peroksit araciligiyla meydana gelir. Ayn1 zamanda suyun ytiksek enerjili
iyonize radyasyonla bir araya gelmesi sonucu da olusur ve olustugu yerde aninda reaksiyona

girip hiicresel elemanlar1 hasara ugratir (59).

2.3.1.4. Singlet Oksijen

Molekiiler enerji elektronlarindan birisi enerji alarak kendi fiziginin tersinde farkli bir
orbitalle yer degistirmesi sonucunda ortaya singlet oksijen ¢ikar. Ortaklanmamig elektrona

sahip olmadig1 i¢in radikal degildir (59).

2.3.1.5. Hipoklorik asit

Hipoklorik asit gii¢lii bir antioksidan olmakla beraber dokulara zarar verir. Bu yiizden radikal
olmasa da reaktif oksijen tiirli olarak yer alir. Fagositik hiicreler hipoklorik asidi bakterileri

yok etmek i¢in ortaya ¢ikarir (60).

2.3.1.6. Nitrik oksit

NO’ iceriginde eslesmemis elektrona sahip olsa da cogu biyomolekiil ile kolay bir sekilde
tepkime olusturamaz. Ancak peroksil, alkil gibi serbest radikallerle kolay bir sekilde
tepkimeye girebilir ve daha az reaktif molekiil meydana getirir (61). Nitrik oksit suda
¢oziinebilen radikal bir gazdir. Santral ve periferal sinir sisteminde gorev alir ve parazitlerin

ortadan kaldirilmasina yardimci olur (62).

2.3.2. Serbest Radikal Kaynaklar

Serbest radikal kaynaklarina; iyonize radyasyon, stres olusturan durumlar, uyusturucu
maddeler, c¢evresel ajanlar, alkol, kiiciik molekiillerin otooksidasyonu, proteinler ve
enzimler, mitokondriyal elektron transportu ve niikleer membran elektron transport

sistemleri rnek verilebilir (63).



2.3.3. Serbest Radikallerin Metabolizmada Meydana Getirdigi Degisimler

Serbest radikallerin viicutta fazlasiyla birikmesi zarara yol acgabilir. Fakat bir yandan da
viicudun c¢aligsmasi ve islevini yerine getirmesi i¢in elzemdir. Serbest radikaller viicuda girip
hastalik yapan organizmalari sararak ortadan kaldirir. Her ne kadar hastaliklara karsi koruma
gorevi de olsa fazla iiretildiginde viicuda hasar verebilir (59). ROT ve RNT lerin iiretimi
devamli olarak canli organizmalarda olur. Uretimin kontrolii antioksidan sistem araciligiyla
yapilir ve organizmanin dengesi saglanir. Bu denge bozulursa viicutta oksidatif stres
meydana gelebilir. Oksidatif stresin meydana gelmesi ROT ve RNT iiretiminin artmasina
neden olabilir. Bundan organizma olumsuz etkilenir. Ozellikle lipitler, proteinler ve niikleik
asitler organizma igerisinde oksidatif stresin etkin oldugu yapilardir. Ve bu yapilardaki

olumsuz etki diger sistemlerinde etkilenmesine sebep olmaktadir (64, 65).
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Sekil 2.2: Serbest radikal ve hiicrelerdeki hedefleri (64).

2.3.3.1. Serbest Radikallerin DNA ve Niikleik Asit Uzerinde Meydana Getirdigi
Degisikliler

DNA, karbonhidratlar, proteinler ve lipitler gibi kendiliginden kimyasal oksidatif hasara
ugrayabilir. Viicutta yer alan her hiicrede, DNA giinde yiiz {i¢ kez oksidatif hasara maruz
kalir (66). Hiicresel metabolitler ve digsal ajanlar tarafindan etkilenen DNA, bu etkiler
nedeniyle tek hiicrelilerde hiicresel 6liime, ¢ok hiicrelilerde normal yapinin degismesine ve

yaslanmasina neden olabilir (67, 68).
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2.3.3.2. Serbest Radikallerin Proteinler Uzerindeki Etkileri

Kiikiirt iceren aminoasitlerin ve doymamis aminoasitlerin serbest radikaller ile bir araya
gelmesiyle kimyasal degisikler olur. Aminoasitlerin serbest radikallerin zararma karsi
hassasiyeti; aminoasidin igerigine, proteinin aktifligi ve yapisindaki diizenlemelerinde

gorevli aminoasidin dizilimine ve zarar géren proteinin onarma ihtimaline baglidir (69).

2.3.3.3. Serbest Radikallerin Lipitler Uzerinde Meydana Getirdigi Degisiklikler

Serbest radikallere karsi duyarliligi en yiiksek olan biyomolekiiller lipitlerdir. Serbest
radikaller ile etkilesime giren membran kolesterolii ve yag asitlerinin doymamis baglar
peroksidasyona ugrar. Bu tepkime sonucunda lipit peroksitler, lipit alkoller ve aldehit
yapisinda yan irilinler aciga ¢ikar (70). Lipit peroksidasyonu membranda yer alan ¢oklu
doymamig yag asitlerinin serbest radikaller tarafindan okside olmasi ile meydana gelen
kimyasal bir olaydir. Serbest radikal tarafindan yag asitlerinden hidrojen atomunun
kopmastyla lipit peroksidasyonu olusur. Hidrojen kaybi olan yag asidinin lipit radikal
ozelligi artar. Lipid radikali kararsiz durumda oldugu icin degisiklige ugrar ve molekiil
icerisinde diizenleme gerceklesir. Bunun sonucunda konjuge dienler meydana gelir.
Konjuge dienlerin oksijenle tepkime olusturmasi sonucunda lipit peroksit radikali olusur.
Lipit peroksil radikali ise membranin yapisinda bulunan ¢oklu doymamis yag asitleri ile bir
araya gelerek farkli lipitlerin olusmasini saglar. Bunu sonucunda medyana gelen hidrojen
atomlarini alip lipit peroksite ¢evirir (59). Lipit peroksidasyonu membran yapisinda ve
reaktif aldehitler tireterek hiicreyi hasara ugrattig1 igin zararl bir tepkimedir. Ve bu da bir¢ok

hastaligin olugmasina ve dokularin zarar gérmesine neden olur (64).

2.3.3.4. Serbest Radikallerin Karbonhidratlar Uzerindeki Etkisi

Serbest radikaller, karbonhidratlarla reaksiyona girerek bir karbon atomundan bir hidrojen
atomunu koparir ve boylece karbon merkezli bir radikal olusur. Bu radikaller, hyaluronik

asit gibi bazi molekiillerde zincir kirilmasina neden olabilir (71).

2.4. Antioksidanlar

Reaktif oksijen tiirlerinin (ROT) meydana getirdigi zarar1 ve olusumlarini ortadan kaldirmak
icin metabolizma bir savunma sistemi gelistirmistir. Bu sistemlere antioksidan savunma
sistemleri veya antioksidanlar denilmektedir (59). Antioksidan savunma asagidaki

mekanizmalarla yapilmaktadir:
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Radikal metabolit iiretilmesinin 6niine gegilmesi
Radikallerin arindirilmasi
Hiicre zararlarinin diuzeltilmesi

Sekonder radikal meydana getiren zincir tepkimelerine son verilmesi

o B~ W Dk

Endojen antioksidan kapasitesinin artirilmasi (72).

Ozellikle canli hiicreler siirekli kimyasal reaksiyonlara ugrarlar. Aerobik organizmalarda
meydana gelen reaksiyonlar bir veya daha fazla eslesmemis tek elektronun varligiyla
sonuglanir ve bununla serbest radikaller meydana gelir. Reaktif tiirler ile lipitler ve proteinler
arasinda etkilesim olusur. DNA ve karbonhidratlarin oksidasyonu, tiim biyomolekiillere
yapilan saldiridan kaynaklanir. Oksidanlar ve antioksidanlar arasindaki denge organizmanin
saglig1 i¢in onem arz etmektedir. Bu nedenle organizmada serbest radikallerin gelisimi ve
olusumunda meydana gelecek olumsuzluklar1 Onlemek icin savunma mekanizmalar

mevcuttur. Bunlara antioksidan savunma sistemleri denilmektedir (73).

Genel olarak antioksidanlar, oksidasyona duyarli, oksidasyonunu azaltan veya Onleyen
bilesiklerdir. Lipitler hem canli organizmalarda hem de gidalarda bulunan, kolaylikla
oksitlenen molekiillerdir. Ayrica proteinler, DNA, karbonhidratlar ve diger tiim

oksitlenebilir molekiiller serbest radikallerden etkilenen maddelerdir (74).

Antioksidanlar reaktif oksijen tiirlerini (ROT) tutarak nétralize etmektedir. Antioksidan
sistem flavonoidler, a-tokoferol, askorbik asit, metiyonin, iirik asit, B-karoten ve indirgenmis
glutatyon molekiilleri ile siiperoksit dismutaz ve katalaz gibi bircok enzim sistemlerinden
olugsmaktadir (75). Diger bir tanima gore antioksidanlar, primer ve sekonder olarak iki ana
gruba ayrilmaktadir. Primer antioksidanlar, zincir kiran olarak bilinmektedir. Peroksil
radikalleri ile tepkimeye girerek daha kararli yapan antioksidanlardir. Sekonder
antioksidanlar (onleyiciler) ise, metal iyonlarini baglar ve oksijenlerin tutulmasini saglar.
Ayrica radyasyonu emerek tekli oksijenin iglevsel 6zelligini kullanmasini engelleyen
bilesiklerdir. Bu iki ana grubun farkliliklart ve islevleri organizma korunmasinda ve

iyilesmesinde 6nemli bir rol oynamaktadir (76).

2.4.1. Antioksidanlarin Gruplandirilmasi

Antioksidanlar, dogal ve sentetik olarak 2 farkli kategoride bulunmaktadir. Dogal
antioksidanlar, bitki ve hayvanlarin dogasindan elde edilir. Bu antioksidanlar endojen (viicut

araciligiyla tretilen) ve eksojen (disaridan alinan) olarak iki grupta simiflandirilir (77).
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Endojenler, canlilarin biinyesinde iiretilenlerdir. EkSojenler ise disaridan alinmasi gereken

antioksidanlardir (78). Tablo 2.3 ve 2.4’de antioksidanlarin smiflandirilmasi

gosterilmektedir.
Tablo 2.3: Endojen antioksidanlar (79, 77).

ENDOJEN ANTiOKSIDANLAR
Enzimatik Antioksidanlar Nonenzimatik Antioksidanlar
Siiperoksit Dismutaz (SOD) Glutatyon Koenzim Q10
Katalaz (CAT) Melatonin Urik asit
Glutatyon Peroksidaz (GPx) Bilirubin Transferrin
Glutatyon Rediiktaz (GR) Albumin Seruloplazmin

a-lipoik asit Selenyum

Tablo 2.4: Eksojen antioksidanlar.

EKSOJEN ANTIiOKSIDANLAR
Vitamin antioksidanlar Ila¢ Olarak Kullanilan Antioksidanlar
a-Tokoferol (Vitamin E) Ksantin oksidaz inhibitérleri (allopiirinol, oksipiirinol, tungsten)
p-karoten (Vitamin A) NADPH oksidaz inhibitorleri (adenozin, lokal anestezikler,

kalsiyum kanal blokerleri, nonsteroid antiinflamatuvar ilaglar)

Askorbik asit (Vitamin C) Rekombinant siiperoksit dismutaz
Folik asit (Vitamin B9) Trolox-C (vitamin E analogu)

Endojen antioksidan aktiviteyi artiranlar (GPx aktivitesini artiran
ebselen ve asetilsistein)

Nonenzimatik serbest radikal toplayicilar (mannitol, albiimin)
Demir redoks dongiisii inhibitorleri (desferroksami

Notrofil adezyon inhibitorleri

Sitokinler (TNF ve IL-1)

Barbitiiratlar

Demir selatorleri

2.4.1.1. Endojen Antioksidanlar

Enzimatik ve nonenzimatik olmak iizere iki gruba ayrilmaktadir (70).

2.4.1.1.1. Enzimatik antioksidanlar

Stiperoksit dismutaz (SOD), Katalaz (CAT), Glutatyon peroksidaz (GPx) ve Glutatyon
rediiktaz (GR) enzimatik savunma hattinin ortaya c¢ikmasimi saglayan enzimatik
antioksidanlardir (77).

o Siiperoksit Dismutaz
Stiperoksit dismutazin gorevlerinden biri de reaktif oksijen tiirlerine karsi savunma
yapmaktir (80). Siiperoksit dismutaz, siiperoksit radikallerinin enzimatik mekanizmalar
yoluyla, hidrojen peroksit ve molekiiler oksijene ayrilmasimi basit hale getiren bir

antioksidandir. Insanlarda SOD enziminin ii¢ ¢esidi vardir: Bakir (Cu), ¢inko (Zn) ve
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manganezdir (Mn). Bunlardan bakir (Cu) ve ¢inko (Zn) barindiran siiperoksit dismutaz
(Cu/Zn SOD) sitozolde bulunurken, manganez (Mn) igeren siiperoksit dismutaz (Mn SOD)
mitokondride ve ekstraselliiler sivilarda bulunmaktadir (81).

o Katalaz
Dort protein alt biriminden olusan katalazin alt birimlerinin hepsi hem grubu ve NADPH
icermektedir (82). NADPH molekiilii bircok katalazin ylizeyine siki bir sekilde
yerlestirilmistir. Peroksizomlar, mitokondri ve endoplazmik retikulum gibi hiicre ici
organeller katalazin yer aldigi organellerdir. Hidrojen peroksit Hz’nin O ve O2' ye
doniismesini saglar (83).

e Glutatyon Peroksidaz
Glutatyon peroksidaz enzimi hiicrenin sitoplazmasinda bulunur. Hiicreyi H202’nin ortaya
cikardig1 oksidatif hasarin zararindan korumaya yardimci olur. Boylece H2O2’den OH’in
ortaya ¢ikmasint engeller. Dort protein alt birimi bulunan glutatyon peroksidazin
birimlerinin her birinde selenyum atomu bulunur. Elektron kaynagi bi¢cimiyle glutatyonu
(GSH) kullanan Glutatyon peroksidaz, H.O>’yi ve organik hidroperoksitleri metabolize eder
(84).

e  Glutatyon Rediiktaz
Glutatyon rediiktaz, flavoprotein bir enzim olup Flavin Adenin Diniikletoid (FAD) igerir.
NADPH’1n bir elektronu okside glutatyonda yer alan disiilfid baglarina aktarir ve yeniden
GSH’ye cevrilir. Bu ylizden NADPH serbest radikallerin meydana getirdikleri zararlari
onlemek i¢in gereklidir (80).

2.4.1.1.2. Nonenzimatik antioksidanlar

Enzim icermeyen antioksidanlar glutatyon, iirik asit; bilirubin, albumin, konezim Q10, a-
lipoik asit, selenyum, seruloplazmin, melatonin ve transferrin olarak siralanabilir (80).
e Glutatyon

Cogu okaryotik hiicrelerde meydana gelir. Bu nedenle hiicrelerde yogun bulunur. Glutatyon
hiicrede antioksidan olarak yer alir. Glutatyon hiicrenin redoks kimyasal tepkimesini korur
ve detoksifikasyon sisteminin c¢alismasin1 saglar. Hiicre sinyal mekanizmasinin
organizasyonunda rol alir (85). Glutatyonun ortalama %85-90’1 sitoplazmada bulunur.
Ancak GSH sitoplazmada sentez edildikten sonra mitokondri, ¢ekirdek, peroksizomlar ve

endoplazmik retikulumda yer alabilir (86).
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e Melatonin
Pineal bezden endojen olarak firetilip dolasima saliman melatonin birgok yerde
sentezlenebilir. Serbest radikallerin zararli etkilerinin azaltilmasini saglar ve hiicre igi
kisimlarin hepsinde makromolekiilleri oksidatif hasara karsi korur. Cekirdek DNA’sin1 ve
mitokondriyal DNA’y1r korumada gorevlidir. Direk olarak serbest radikallerin
stiptiriilmesinde, dolayli olarak ise antioksidan olarak faaliyet gostermektedir (87).

o Urik asit
Urik asit yiiksek yogunlukta bulundugunda kristalize olan ve bdbrek tasi ile gut artritine
neden olur. Ayni zamanda atik {iriin olarak bilinir. Urik asit, singlet oksijen, siiperoksit,
peroksinitrik asit gibi maddelerin etkisini ortadan kaldirir ve gegis metallerini selatlar. Kanda
bulunan toplam antioksidan kapasitesinin ortalama yarisindan sorumludur. Urik asit giiglii
serbest radikal siipiiriiciidiir. Urik asit Fe ve Cu gibi metal iyonlarin selatorlar olarak faaliyet
gosterir (88).

e Bilirubin
Bilirubin dmrii biten eritrositlerin parcalanip igerisinde bulunan hem proteinlerin yikilmasi
sonucunda ortaya ¢ikar. Dolasimda karaciger araciligiyla alinir ve emildikten sonra safra ve
idrarla atilir. Etkili bir antioksidan olmasmin yami sira peroksil radikallerinde zincirin
kirtlmasinda gorev yapar (89).

e Albimin
585 aminoasit iceren albiimin asir1 derecede ¢dziilebilir. Insan plazmasmda 35-50 mg/mL
arasinda alblimin yer almaktadir. Viicutta ozmotik basincin diizenlenmesinde ve farkli
boliimler arasindaki sivinin dagiliminda gorev yapar. Plazmada goérev yapan en nemli ve
etkili antioksidanlardan biridir (90).

e Koenzim Q10
Insan viicudunda dogal yollarla sentezlenen vitamine benzeyen koenzim Q10, aerobik
solunum veya hiicre solunumu gibi islemlerde enerji tiretilmesinde gorevlidir. Ubikinon
olarak bilinen bilesen ailesidir. Biitiin hayvanlarda ve insanlarda ubikikonlar sentezlendikleri
i¢in vitamin grubuna dahil olmazlar. Lipitlerdeki ¢6ziiniirliigii yiiksek olan koenzim Q10 un
neredeyse biitiin hiicrelerde bulunmasina ek olarak lipoproteinlerde de yer alir.
Mitokondrinin i¢ zarinda yer alip, en az ii¢ mitokondri enzimi igin kofaktordiir (90).
Antioksidan olarak serbest radikalleri siipiiriir ve lipit protein peroksidasyonunun

baskilanmasina yardimci olur (91).
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o Alfa lipoik asit
a-Lipoik asit ve azaltilmis formu olan dihidrolipoik asit (DHLA) giiglii bir antioksidandir.
a-Lipoik asit (LA), hidroksil, hipoklordz asit, peroksinitrit anyonu, singlet oksijeni,
stiperoksit ve peroksil radikallerini siipiirmekle gorevlidir (92).

e Selenyum
Antioksidan ve bagisiklik diizenleme fonksiyonuna sahip olan selenyum, selenosistein
olarak kullanilir. Aminoasit sentezinde aktif rol oynar. Selenoprotein aktivitesi i¢in ¢ok
O6nemli gorevleri bulunur. Selenoprotein insan viicudunda en az yirmi bes adet bulunur.
Insan viicudunda bulunan selenoproteinler antioksidan enzimler, antioksidan proteinler ve
diger metabolik enzimlerin 6zelliklerine ve goérevlerine gore gruplara ayrilirlar. Bununla
birlikte GPx aktivitesinde artisa neden olan selenyum ROS olusumunu da baskilar (93).

e Seruloplazmin ve Transferrin
Organlarin  ¢ogunda sentez edilebilen seruloplazmin ve transferrin  Onemli
antioksidanlardandir. Seruloplazmin kanda yer alan bakirin %95’ini tasiyabilen serum
glikoprotein iken, transferrin hiicrelere demir tasinmasini saglayan tasiyici protein olarak
gorev yapmaktadir. Seruloplazmin bakira baglanarak bakir metabolizmasina katkida
bulunur. Eritrosit zarlarinda bulunan ¢oklu doymamus yag asitlerine aktif oksijen ¢esitlerinin
zarar vermesini SOD gibi hareket ederek engeller. Transferrin ise; ¢ogunlukla viicut
stvilarinda yer alir, fakat diger viicut sivilarinda da diisiik konsantrasyonlarda bulunabilir.

Transferrinin en 6nemli amaci, hiicrelere demiri tagimak ve biiyiimede gorev almaktir (94).

2.4.1.2. Eksojen antioksidanlar

Eksojen antioksidanlar; 2 grupta incelenir: Vitamin olarak kullanilanlar ve ilag¢ olarak
kullanilanlar (90). a-Tokoferol (Vitamin E), B-karoten (Vitamin A), Askorbik asit (Vitamin
C) ve Folik asit (Vitamin B9) viicutta iiretilmeyen ve disaridan alinan antioksidanlardir (80).
e VitaminE

Vitamin E antioksidan bakimindan zengin bir vitamindir ve yagda ¢6ziinebilir. E vitaminin
farkli asimetrik formlar1 bulunsa da insanlarda en aktif formu o-tokoferol’diir. a-tokoferol
formu serbest radikallere kars1 hiicre membranini korumaktadir. Ayn1 zamanda antioksidan
olarak temel gorevi, lipit peroksidasyonunu onlemesidir. Vitamin E kanser ve tiirleri, kalp
rahatsizliklar1 ile norolojik bozukluklar gibi hastaliklara karsi koruma goérevi tistlenmektedir
(70).
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e VitaminC
Askorbik asit adiyla bilenen C vitamini suda eriyebilen vitaminlerden birisidir. Kolajen
sentezi ve karnitin biyosentezi icin elzemdir (95). Askorbik asit siiperoksit, hidroperoksil,
singlet oksijen, ozon, peroksinitrit, nitrojen dioksit ve hipoklordz asit gibi reaktif oksijen
tiirlerini kolay bir sekilde temizler ve oksidatif hasara kars1 etkili bir koruma saglar (96).

e [-karoten
B-karoten aktif sekilde A vitaminine doniigebilir. Bu nedenle provitamin olarak bilinir. Ayn1
zaman da karotenoidlerin bir lyesidir ve yagda ¢oziinmektedir. Karanlikta daha kolay
gormek i¢in gerekli olan B-karoten giiglii bir antioksidan olmakla birlikte, oksijen temizleme
gorevinde de yer almaktadir (70).

e Folik asit
B9 vitamini olarak da anilir ve suda ¢6ziinebilen bir vitamindir. DNA sentezinde ve kirmizi
kan hiicrelerinin iiretilmesinde gdérev alir. Insanlarda gebelik ve cocukluk déneminde
bliylimeyi destekleyerek, hiicre bolinmesinde gorev almaktadir. Ayni zamanda ROS’u

temizleyen ¢ok giiclii antioksidandir (97).

2.5. Gaz Kromatografisi-Kiitle Spektrometresi (GC-MS)

Gaz kromatografisi-kiitle spektrometresi (GC-MS), 6rneklerin bilesenlerinin igerigini ortaya
koymak i¢in gaz kromatografisi ve kiitle spektrometrisi gibi iki farkli yontemi bir araya
getiren tekniktir. GC yOntemi ile gaz olarak yer alan veya gaz haline doniistiiriilebilen
orneklerin bilesenleri, kiitlesel olarak ayristirilarak detayli molekiiler analizler yapilabilir.
GC-MS analizleri uyusturucu tespiti, yangin incelemeleri, ¢evresel analizler, patlayici
incelemeleri ve bilinmeyen Orneklerin adlandirilmasinda  kullanilmaktadir. Ve
tanimlanmadan Once pargalandigi diisiiniilen malzemelerde yer alan elementleri de
taniyabilmeyi saglamaktadir. Maddenin az bir miktarinda da analiz saglayabilir. GC-MS, bir
maddenin varligimni tanimlayarak %100 6zel bir test meydana getirdigi i¢in ‘altin standart’
olarak da adlandirilmaktadir. GC-MS yo6nteminin bir¢ok kullanim alani vardir. Bunlar; adli
bilimler, ¢evre analizleri, gida ve aroma analizleri, bitki analizleri ve farmasdtik aragtirmalar

olarak siralanabilir (98).

2.6. Diyabetin Tanim ve Tiirleri

Diyabet insiilin salinim1 ve sentezinde ortaya ¢ikan eksikliklerden kaynaklanan metabolik

bir hastaliktir. Karbonhidrat, yag ve protein metabolizmalariyla iliskili olarak, kandaki
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yiiksek seker olarak ifade edilmektedir. Hastalik iyi takip edilmez ve tedavi edilmez ise
organlarda zarara neden olmaktadir. Diyabet hastaliginin ilerlemesiyle géz damarlarinda
olusan hasarla birlikte gelisen gérme kaybi, bobrek yetmezligi, néropati ve kalp damar
hastaliklar1 ortaya ¢ikabilir (99). Seker hastalifinin ¢esitleri genel olarak Tip 1 ve Tip 2’dir.
Genellikle ¢ocukluk doneminde gozlenen Tipl diyabette pankreas insiilin iiretemez bu
nedenle insiilinin disaridan alinmasi gerekir. Insiilin faaliyetlerinin azalmasi veya hiicrelerin
insiiline kars1 duyarsizlagsmasi sonucu Tip 1 diyabete gore daha ¢ok goriilen Tip 2 diyabet
meydana gelmektedir. Genellikle yetiskin bireylerde goriiliir. Tip 2 diyabet tedavi edilirken

insiilini uyaran ilaglar kullanilmaktadir (100).

Uluslararasi Diyabet Federasyonun (IDF) bilgilerine gore Tiirkiye’de ortalama 6.694 milyon
diyabet hastas1 oldugu ve 2045 yilinda diyabetin goriilme oraninin en sik oldugu tilkeler
arasinda ilk 10 igerisinde bulunacagi ongoriilmektedir (101). Diyabet hastalig1 iizerine
yapilan harcamalar giin gectikge saglik hizmetlerine yiik olmaktadir. Oral hipoglisemik
ajanlarin viicut lizerine etkinligi, insiilinin maliyeti ve yayginligi diyabet hastaligini
iyilestirme yolunda farkli arayislara yol agmistir. Bu arayislar dogrultusunda aragtirmalar
bitkiler iizerinde yogunlasmaktadir. Ozellikle tibbi bitkilerin kolayca bulunabilmesi ve ucuz
bir sekilde temin edilebilmesi, bu bitkilerin diyabet hastaliginda kullanilma potansiyellerini

ortaya ¢ikarmaktadir (102).

Bitkilerin fenolik ve flavonoid maddeler, alkaloitler, antrakinonlar, tanenler, saponinler ve
kardiyak glikozitler gibi fitobilesenleri igerebilir olmasi, antidiyabetik etkileri olabilecegini
diisiindiirmektedir. Bu bitki bilesenleri antioksidan aktiviteleriyle birlikte antidiyabetik,
insiilin benzeri etki, Langerhans adaciklarinin beta hiicrelerinin yenilenmesi ve karbonhidrat

emiliminin diislirtilmesi gibi etkileri de ortaya ¢ikarabilir (102).

2.7. Tibbi Aromatik Bitkilerin Antimikrobiyal Aktiviteleri

T1ibbi aromatik bitkilerin i¢erdigi ugucu yaglar, fenolik bilesikler, flavonoidler, alkaloidler
ve diger biyoaktif maddeler mikroorganizmalarin biiylimesini, ¢ogalmasini veya
metabolizmasini ortadan kaldiran etmenlerdir. Buda onlarin antimikrobiyal aktivitelerini
gostermektedir. Tibbi aromatik bitkiler gida koruyucu, ilag etken maddeleri, bitki
zararlilarina kars1t miicadele gibi bir¢ok alanda antimikrobiyal olarak kullanilmaktadir. Tibbi
aromatik bitkilerin antimikrobiyal aktiviteleri, bitkilerin tiirline, yetistigi ortama, hasat

zamanina, islenme sekline ve uygulama yontemine gore degisiklik gostermektedir (27).
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Tibbi aromatik bitkilerin antimikrobiyal aktiviteleri lizerine bircok arastirma mevcuttur.
Adacay1 (Salvia officinalis L.), kekik (Thymus vulgaris L.), biberiye (Rosmarinus officinalis
L.), nane (Mentha piperita L.) ve lavanta (Lavandula angustifolia L.) gibi bitkilerin ugucu
yaglarinin, Gram-pozitif ve Gram-negatif bakterilere, mayalara ve kiiflere kars1 etkili oldugu
bulunmustur. Kekik (Origanum vulgare L.), feslegen (Ocimum basilicum L.), defne (Laurus
nobilis L.), biberiye (Rosmarinus officinalis L.) ve nane (Mentha piperita L.) gibi bitkilerin
ucucu yaglarimin, Escherichia coli, Salmonella enterica, Listeria monocytogenes ve
Staphylococcus aureus gibi gida kaynakli patojenlere karsi etkili oldugu bulunmustur. Sar1
kantaron (Hypericum perforatum L.), 1sirgan (Urtica dioica L.), papatya (Matricaria
chamomilla L.), adacay1 (Salvia officinalis L.) ve civanper¢emi (Achillea millefolium L.)
gibi bitkilerin sulu ekstraktlarinin, Candida albicans, Aspergillus niger, Aspergillus flavus
ve Penicillium chrysogenum gibi mantarlara kars1 etkili oldugu bulunmustur. T1bbi aromatik
bitkilerin antimikrobiyal aktiviteleri onlarin gida, ilag, kozmetik, veterinerlik ve tarim gibi

cesitli sektorlerde kullanilmalarini saglamaktadir (31).

Metabolizma ilk giinden beri oksidan-antioksidan bir dengeye sahip olup, bu dengenin
bozulmas1 metabolizmada oksidatif strese neden olmaktadir (103). Oksidatif stres sonucu
kanser, kalp ve damar hastaliklari, solunum yolu hastaliklari, Alzheimer, diyabet, yiliksek
tansiyon, inflamasyon ve enfeksiyon hastaliklari, g6z hastaliklar1 ve yaslanma gibi bir¢ok
hastalik ortaya ¢ikmaktadir (104). Bu yilizden bu hastaliklar1 onleyen yeni dogal bitkisel
farmasotiklerin bulunmasi 6nem arz etmektedir. Bu calismada Coban cantast (Capsella
bursa-pastoris) bitkisinin farkli ekstrakt icerikleri, toplam antioksidan kapasite,
antidiyabetik ve antimikrobiyal aktiviteleri belirlenerek, bitkinin fitokimyasal igeriginin

tespit edilmesi amacglanmastir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gerec¢

3.1.1. Bitki Orneklerinin Hazirlanmasi

Bu ¢alismada Kirsehir ve Balikesir illerinde dogada biiyiiyen ¢oban ¢antasi1 (Capsella bursa-
pastoris) bitkisi kullanildi. Bitki Kirsehir Bahgelievler Mahallesi ¢evresi ve Balikesir Karesi

ilgelerinden dogal olarak toplanmustir.

Sekil 3.1: Coban ¢antasi (Capsella bursa-pastoris) bitkisinin Kirgehir 6rnegi (A) ve Balikesir
ornegi (B).
Bu c¢aligmada bitkinin toprak iistiinde kalan kisimlar1 ayiklandi ve laboratuvarda 2 defa
musluk suyu ile yikandi. Daha sonra saf su ile yikanilip siiziildii. Bitki 6rnekleri laboratuvar
ortaminda oda sicakliginda gblgede kurutuldu. Kurutulan 6rnekler laboratuvar tipi 6giitiicii

ile toz haline getirildi ve analiz giiniine kadar buzdolabinda +4 °C’ de bekletildi.

Sekil 3.2: Bitki numunelerinin toplanmasi, yikanip kurutulmasi ve toz haline getirilmesi.



3.1.2. Cahismada Yararlanilan Kimyasal Bilesenler

Caligmada yararlanilan kimyasallar ve bu kimyasallarin 6zellikleri Tablo 3.1°de

belirtilmistir.
Tablo 3.1: Caligmada kullanilan kimyasal maddeler ve 6zellikleri.
Etanol Merck, Darmstadt,
Aseton Merck, Darmstadt,

Merck, Darmstadt,
BLDpharm, %98
Sigma, %90
BLDpharm, %95

Folin-Ciocalteu Reaktifi

Askorbik asit (standart)

DPPH radikali

ABTS (2,2'-azino-bis(3-etilbenztiyazolin-6-sulfonat)

Quercetin (standart)

BLDpharm, %97

Gallic acid (standart) Isolab, %99
Na2S20g AKBEL Kimya
Na,COs3 CDH, %99,9
Al(NO3); CDH, %98
CH3COONa ZAG Kimya, %99,5
KH2PO4 Merck, %99,5
NaxHPO4 Sigma-Aldrich, %99

Acarbose (standart)

ThermoScientific, %95

o-amilase enzimi

Sigmaaldrcih, Switzerland

DNS

Merck, %98

Na,SOs ISOLAB, %98

NaOH Kimyalab

Na-K tartarat Roth, %99

p-NPG Thermoscientific, %99

3.1.3. Calismada Yer Alan Alet ve Cihazlar

Tablo 3.2: Calismada yararlanilan alet ve cihaz bilgileri.

Spektrofotometre Thermo scientific, Evolution 60S
Magnetik karistiric Labart, SH-5 Heating stirrer
Hassas terazi Shimadzu BX320H

Karstirict Niive NM110

Otomotik pipet Acord, 1000 pI

Etiiv Niive EN500

pH metre Hanna, HI 2211
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3.1.4. Antimikrobiyal Aktivite Tayininde Yer Alan Test Mikroorganizmalari

Bitki ekstrakt numunelerinin antimikrobiyal aktivitesinde 9 bakteri ve 1 maya susundan
faydalanildi. Bu mikroorganizmalar: S. aureus (ATCC 25923), B. thuringiensis (ATCC
13367), V. anguillarum (ATCC 43312). K. pneumoniae (ATCC 13883), P. aeruginosa
(ATCC 27853), S. typhimurium (ATCC 14028), E. faecalis (ATCC 29212), E. coli (ATCC
25922), E. aerogenes (ATCC 51342) ve maya susu C. tropicalis (M007)’dir.

Tim ATCC suslar, 4 °C'de Nutrient Broth tiiplerinde saklandi. Bitki ekstraktlarinin
antimikrobiyal etkinligi, in-vitro olarak verilen suslara karst degerlendirildi. Biitlin analizler

ti¢ kez tekrarlandi.

3.2. Yontem

3.2.1. Capsella bursa-pastoris Bitki Ekstraktlarinin Hazirlanisi

Bitkinin toprak {istii kisimlari toz hale getirildikten sonra bitki 6rneginin sulu ekstraktlarinin
alinmasi i¢in; bitki 6rneginden 10,0 gram tartildi ve 250 mL’lik erlenlere konuldu. 100 mL
distile su ilave edildi. Bitki drnekleri 80 °C’de 30 dk boyunca kaynatildi. Ornekler oda
sicakligina kadar sogumaya birakildi ve Whatman filter paper No.1. ile siiziildii. Olusan bitki
boliimii sulu ekstraktlar: kullanilacaklar1 zamana kadar falkon tiiplerde 4 °C’de bekletildi

(105).

Etanol ve Aseton ekstraktlari i¢in; 10,0 gram bitki 6rneginden tartildi ve 250 mL’lik erlenlere
konuldu. 100 mL %96’ lik etanol ve aseton ¢oziiciilerinden eklendi. 8 saat ekstrakte
edildikten sonra Whatman filter paper No.1. kagid ile siiziildii. Ayrica hem sulu hem de

etanol ve aseton sivi ekstraktlar1 sogutulup doner buharlastiricida 30-45 °C'de konsantre

edildi. Ekstraktlar daha sonra liyofilizatorde liyofilize edilip ve -20 °C'de saklandi (106).

-~ T v -

}

Sekil 3.3: Bitki ekstraktlarinin eldesi.
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Bitki ekstrakt numuneleri agagida verilen sekliyle adlandirilmistir.

Kirsehir-su: KS Balikesir-su: BS
Kirsehir-etanol: KE Balikesir-etanol: BE
Kirsehir-aseton: KA Balikesir-aseton: BA

3.2.2. Cahismada Yer Alan Cozeltilerin Hazirlamis1

3.2.2.1. Total Fenolik Madde Tayininde Yer Alan Cozeltilerin Hazirlanisi

Folin-Ciocalteu Reaktifi: Bu reaktif ticari olarak satin alindig1 sekilde deneylerde
kullanildi.

%2’lik Na,COz ¢ozeltisi: 100 mL’ lik balonjojeye Na>COs tuzundan 2,0 gram
tartilarak konuldu. Saf su yardimiyla ¢dziinmesi sonucunda toplam hacim 100 mL’

ye tamamlandi.

3.2.2.2. Total Flavonoid Madde Tayinindeki Cozeltilerin Hazirlamis

Aliiminyum nitrat ¢ozeltisi (% 10): AI(NO3)3.9H,0 tuzundan 17,6 gram tartildi. 100
mL’lik balonjojeye konularak saf su ile c¢oziindiirdilkkten sonra 100 mL’ye
tamamlandi.

Sodyum asetat ¢ozeltisi (0.1 M): CH3COONa.3H20 tuzundan 13,6 gram tartilarak
100 mL’lik balonjoje i¢ine konuldu. Saf su ile iyice ¢oziildiikten sonra 100 mL’ye
tamamlandi.

Standart Kuersetin (Quercetin) ¢ozeltisi (I mg/mL): 25 mg kuersetin tartilip 25

mL’lik balonjojeye konuldu. Etanolde ¢oziindiikten sonra 25 mL’ye tamamlandi.

3.2.2.3. Antioksidan Aktivite Tayinindeki Cozeltilerin Hazirlanisi

3.2.2.3.1. DPPH"* Radikali Giderme Metodundaki Cozeltiler

1 mM DPPH: 0,0394 gram DPPH tartilip balonjojeye konuldu ve metanolde
¢oziildiikten sonra 100 mL’ye tamamlandi. 100 mL’ye tamamlanan DPPH ¢ozeltisi
1s1kla temas etmemesi i¢in aliiminyum folyo ile sarildi.

0.1 mM DPPH: 1 mM DPPH ¢d6zeltisinden 25 mL alinarak metanol ile 250 mL’ye
tamamlandi.

1 mg/mL’ lik C vitamini ¢ozeltisi: 25 mg standart Askorbik asit (C vitamini) tartilip
ve 25 mL saf su ile tamamlandi. 25, 50, 100, 250, 500, 750, 1000 pg/mL

konsantrasyonlara saf su ile seyreltildi.
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3.2.2.3.2. ABTS™ Radikali Giderme Metodundaki Cozeltiler

7 mM ABTS: 0,770 gram ABTS maddesinden tartild1 ve iizerine 200 mL saf su

eklenerek hazirlandi.

2.45 mM NazS;0s: 0,145 gram NaxS»0g tartildi ve 250 mL saf su eklenerek ¢ozelti

hazirlandi.

ABTS"" radikal ¢ozeltisinin hazirlanisi: 100 mL 7 mM ABTS ¢ozeltisi ve 50 mL 2,45
MM NaxS;0s ¢ozeltisi 1:0.5 oraniyla birlestirildi. Daha sonra olusturulan bu ¢ozelti
magnetik karistiricida 16 saat 1siksiz ortamda karistirildi ve ABTS™ katyonik
radikalinin olusumu saglandi. ABTS"" radikal ¢ozeltisi 734 nm dalga boyuna kars1
0,7 absorbans vermesi i¢in %80 etil alkolle seyreltildi. Radikal ¢6zeltisi bu hali ile
deneylerde kullanild:.

3.2.2.4. Antidiyabetik Aktivite Tayinindeki Cozeltilerin Hazirlanisi

3.2.2.4.1. a-Amilaz Enzim Aktivitesi Tayininde Kullanilan Cozeltiler

20 mM KH2POg4: 2,72 gram KH2PO4 tartildiktan sonra 1000 mL’lik balonjojeye
konuldu. Saf su ile ¢oziilerek hacmi 1000 mL’ye tamamlandi.

20 mM NazHPO4: 2,8 gram Na;HPO4 tartildi. Saf su ile ¢oziilerek 1000 mL’ye
tamamlandi.

20 mM Fosfat tamponu (pH=6.8): Fosfat tamponu tampon hazirlama tablosu dikkate
aliarak hazirlandi. 20 mM’lik KH2PO4 ¢6zeltisi hazirlandiktan sonra 53 mL alindi.
Hazirlanan 20 mM’lik Na2HPOQg4 ¢ozeltisinden de 47 mL eklendi. Son olarak 0,14
gram NaCl karistirilarak tampon ¢6zelti hazirlanmis oldu. pH metre ile kontrolii
yapildiktan sonra kullanildi.

%1’lik nisasta ¢oOzeltisi: 0,5 gram nisasta tartildi ve 50 mL 20 mM fosfat
tamponundan (pH:6.8) eklendi. Cozelti 1sitilarak nisastanin ¢ézlinmesi saglandi.
a-amilaz enzimi ¢ozeltisi (1.5 U): 0,015 gram tartildt ve 15 mL 20 mM fosfat
tamponundan (pH:6.8) eklendi. Enzim ¢ozeltisi bu sekilde hazirlandi.

DNS (3,5-dinitro salisilik asit) ¢ozeltisi: Oncelikle 0,4 gram DNS tartild1. igerisine
0,02 gram sodyum siilfit, 0,4 gram NaOH ve 8 gram Na-K tartarat eklendi.

Sonrasinda karisim 40 mL saf suda ¢oziilerek elde edildi.
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e Standart Akarboz ¢ozeltisi (1 mg/mL): 10 mg Akarboz tartildi. Uzerine 10 mL saf su
eklenerek c¢oziildii. 50-1000 pg/mL konsantrasyonlara seyreltilerek ¢dozeltileri

hazirlandi.
3.2.3. Numunelerin GC-MS Analizlerinin Yapilis1

3.2.3.1. Kat1 Faz Mikro ekstraksiyonu (SPME) Y 6ntemi

Bitki numunelerinin GC-MS analizleri Kat1 faz mikro ekstraksiyon (SPME) yontemi ile
Cukurova Universitesi Merkezi Arastirma Laboratuvarinda hizmet almmi seklinde
yaptirilmigtir. Ugucu bilesen analizi yapilirken Agilent Marka 7890B GC, 7010B MS sistemi
kullanmilmistir. Kat1 Faz Mikro Ekstraksiyon (SPME) yontemiyle, 20 mL’lik vial i¢ine 3,0
gram bitki numuneleri konularak 15 dakika boyunca 60 °C’de bekletildikten sonra Kat1 Faz
Mikro Ekstraksiyon (SPME) aparati 85 um’lik Karboksen/Polidimetilsiloksan
(CAR/PDMS) kapli fiber ile ugucu bilesenler 30 dk boyunca absorbe edildi. Daha sonra
DB-Wax (60 m x 0.25mmi.dx 0.25 um, J&W Scientific-Folsom, USA) kapiler kolonuna 5
dk boyunca desorbe edilerek enjekte edilmistir. Enjeksiyon ve kolonun sicakligi sirasiyla
250 °C ve 40 °C’dir. Kolon sicaklig1 4 dakika beklemeden sonra dakikada 3 °C artirilarak
90 °C’ye cikartildi. Sonrasinda dakika da 4 °C artirilarak 130 °C’ye ¢ikartildi. 130 °C’de 4
dakika bekleme sonrasi1 dakikada 5°C artirilip sicaklik 240 °C’ye getirilmistir. 240 °C’de 8
dakika bekletilmistir. He gazi tasiyict gaz olarak tercih edilmistir. Elektron enerjisi 70
eV’dur. Kiitle aralig1 ise 30-600 m/z’dir. Split oran1 1:10 olarak kullanildi.

3.2.4. in Vitro Antioksidan AKktivite

3.2.4.1. Bitki Orneklerinde Toplam Fenolik Madde Tayini

Bitki ekstrakt orneklerinin toplam fenolik igerigi, Singleton ve Rossi (1965) yontemi
kullanilarak belirlendi (107). Bu amagcla bitki ekstraktlarindan distile su, etil alkol ve aseton
¢oziiciileri ile 1,0 mg/mL konsantrasyonlarda ornekler hazirlandi. Bu o6rneklerden test
tiiplerine 0,1 mL alindi. Daha sonra 6rneklere 0,1 mL Folin-Ciocalteu reaktifi ve 4,5 mL
bidistile su ilave edilerek vortekslendi. 3 dakikanin sonunda 0,3 mL %2’lik Na;COs
cozeltisinden eklenip oda sicakliginda 2 saat bekletildi. Numunelerin absorbanslar1 bir
spektrofotometre cihazi ile 760 nm’de kore karst olgiildi. K6r numune yerine saf su

eklenerek ayni1 deney prosediirii uygulandi.
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Numunelerdeki fenolik maddelerin konsantrasyonunu hesaplamak i¢in standart madde
olarak Gallik asit kullanildi. 1,0 mg/mL konsantrasyonda hazirlanan standart Gallik asit stok
¢ozeltisinden 50-1000 pg/mL konsantrasyonlarda c¢ozeltiler hazirlandi. Aynmi deneysel
islemler standart Gallik asit numunelerine de uygulandi. Standart ¢ozeltilerin 760 nm’deki
okunan absorbans degerleri kaydedildi. Absorbans degerlerinin konsantrasyonlara karsi
cizilen grafigin dogru denkleminden faydalanilarak, bitki ekstrakt orneklerindeki total
fenolik madde miktarlar1 hesaplandi. Orneklerde yer alan total fenolik madde miktar1 mg
Gallik asit esdegeri (GAE)/g ekstrakt seklinde ifade edildi. Tiim parametre analizleri ii¢

ornek lizerinden yiiriitildii.

3.2.4.2. Bitki Orneklerinde Toplam Flavonoid Madde Tayini

Ekstraktlarda yer alan toplam flavonoid madde miktarlari, aliiminyum nitrat yontemiyle
bulundu (108). Bitki ekstraktlarinin toplam flavonoid igerigini hesaplamak amaciyla,
ekstraktlardan 1,0 mg/mL konsantrasyonda ornekler hazirlandi. Bu 6rneklerden 500 pL
numune alinip, 0,1 mL sodyum asetat ¢ozeltisinden eklendi. 1 dakikanin sonunda 0,1 mL
%10’luk A1(NO3)3 ¢ozeltisinden eklenerek vortekslendi. Daha sonra numunelerin hacimleri
%096 (v/v) etanol ile 5 mL’ye tamamlandi. Numuneler oda sicakliginda 50 dakika boyunca
inkiibe edildi. Inkiibe sonrasinda spektrofotometre cihaziyla 450 nm dalga boyunda
absorbans Ol¢limii yapildi ve kor numune yerine etanol maddesi eklenerek ayni deney

prosediirti tekrarlanda.

Sonuglarin hesaplanmasinda standart Kuersetin kullanildi. Standart ¢ozeltisinin 1,0 mg/mL
konsantrasyonunda hazirlanan stok ¢ozeltisinden 50-1000 pg/mL konsantrasyonlarda
cozeltiler hazirlandi. Ayni deneysel islemler standart ¢ozeltilerine de uygulandi. 450 nm’de
okunan absorbanslar kaydedildi. Konsantrasyonlara karsi gelen absorbans degerlerinden
cizilen grafigin dogru denkleminden, orneklerdeki total flavonoid madde miktarlart
hesaplandi. Bitki 6rneklerinin toplam flavonoid madde igerikleri mg Quercetin

esdegeri (QE)/g ekstrakt olarak belirtildi. Tiim analizler {i¢ tekrar halinde gerceklestirildi.

3.2.4.3. DPPH" Radikali Giderme Metodu

Antioksidan kapasite tayinlerinde siklikla kullanilan yontemlerden birisidir (109). Bitki
ekstrakt 6rneklerinin DPPH’ radikali yardimiyla serbest radikal giderme aktivitesine bakild1
(110). Bu amagla 1,0 mg/mL konsantrasyonda hazirlanan bitki ekstrakt drneklerinin 250,

500, 1000 pg/mL konsantrasyonlarda ¢ozeltileri hazirlandi. Bu ekstrakt drneklerinden 1’er
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mL alindi. Daha sonra metanolde hazirlanan 0,1 mM DPPH® karisimdan 4 mL alinarak 6rnek
cozeltileri ile birlestirildi. Isiksiz ortamda ve oda kosullarinda 30 dakika bekletilen
orneklerin 517 nm dalga boyunda absorbanslari 6l¢iildii. Kor tiip i¢in etanol, aseton veya saf
su kullanilarak ayni deney asamalar1 uygulandi. Standart madde olarak Askorbik asit
kullanildi. Tiim numunelerin absorbanslar1 belirlendi. Asagidaki denklemden yararlanilarak
tiim 6rneklerin % inhibisyon degerleri belirlendi. Tiim parametre analizleri {i¢ tekrar halinde
gergeklestirildi.

Kontrol Absorbans—Ornek/Standart Absorbans
Kontrol Absorbans

DPPH" radikali % inhibisyon=

x100 (3.1)

Ayrica tim oOrneklerin % inhibisyon degerlerinden faydalanilarak ICso (inhibitdr

konsantrasyon) degerleri de hesaplandi.

3.2.4.4. ABTS" Radikali Giderme Aktivitesinin Tayini

Bitki ekstraktlari ve standart Askorbik asit numunelerinin ABTS™ radikali kullanilarak
serbest radikal giderme aktivitesi calisildr (111). Tlk olarak 7 mM’lik ABTS ¢ozeltisi ve 2,45
mM’lik NaxS;0s ¢ozeltisi hazirlandi. 7 mM ABTS ve 2,45 mM NaxS20g ¢ozeltileri 1:0.5
oraninda hazirlandi. Hazirlanan bu karisim 16 saat 1s1ksiz ortamda karistirildi. Ve karisim
sonucunda ABTS™ radikal ¢ozeltisi elde edildi. ABTS™ radikal ¢ozeltisi 734 nm dalga
boyunda yaklasik 0,7 absorbans vermek tizere %80 etanolle seyreltildi ve deneyde bu sekilde
kullanildi. 250, 500 ve 1000 pg/mL konsantrasyonlarindaki bitki ekstraktlar1 ve standart
Askorbik asit numunelerinden ayr1 ayr1t 50 pL alinarak tiiplere konuldu. Numunelerin
lizerine 2 mL ABTS™" ¢ozeltisi eklendi ve 30 dakika boyunca 1siksiz ortamda bekletildi.
Spektrofotometre cihazinda numunelerin 734 nm’de absorbanslari 6lgiildii. Kontrol tiipiine
50 pL saf su veya alkol eklenerek ayn1 deney metodu uygulandi. Calismadaki numunelerin
(bitki ekstraktlar1 ve standart Askorbik asit) % inhibisyon degerleri asagidaki denklem
yardimiyla belirlendi.

Kontrol Absorbans—Ornek/Standart Absorbans
Kontrol Absorbans

ABTS"" radikali % inhibisyon=

x100 (3.2)

Yine tim Orneklerin ve standart maddenin ICsp (inhibitér Konsantrasyon) degerleri

belirlendi. Analizler {i¢ tekrar olarak yapildi.
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3.2.5. In Vitro Antidiyabetik Aktivite Tayini

3.2.5.1. a-Amilaz Enzim Inhibisyonu

a-amilazin aktivite tayini bitki ekstrakt numunelerinin varliginda ve yoklugunda analiz
edildi (112). i1k olarak %]1° lik nisasta ¢ozeltisinin farkli miktarlar1 (0,1/ 0,2/ 0,4/ 0,5/ ve 0,6
mL) kullanild1 ve analiz edildi. Maksimum doygunlukta eklenen substrat konsantrasyonu
0,5 mL olarak belirlendi. Daha sonra 0,5 mL nisasta ve 0,5 mL enzim ¢ozeltisi 25 °C’de 15
dk inkiibe edildikten sonra enzim aktivite tayini yapildi. Cozeltilere 1,0 mL DNS eklenerek
5 dk kaynatildi. Cesme suyunda sogutulduktan sonra 7,5 mL saf su eklendi. 540 nm dalga
boyunda absorbans Ol¢limleri yapildi. Enzim yerine 0,5 mL tampon alinarak kontrol tiipii

calisild.

a-amilaz enzimi tizerinde bitki numunelerinin inhibe edici etkisini belirlemek i¢in; ilk 6nce
0,5 mL farkli konsantrasyonlarda (250, 500 ve 1000 pg/mL) bitki ekstrakt numuneleri ve
0.5 mL enzim 37 °C’de 15 dk inkiibe edildi. Sonrasinda ortama 0,5 mL nisasta eklenip DNS
ilavesi yapilarak kaynatildi. Her bir numunenin korii ¢alisildi. Hazirlanan numune kérlerinde

enzim yerine tampon eklendi ve ayn1 deney metodu uygulandi.

Standart ilag akarboz enzim inhibitorii olarak kullanildi. Akarboz i¢in de ayn1 deney metotu
uygulandu. Igine 6rnek veya akarboz koymadan enzim aktivitesi olan tiip %100 aktif olarak
kabul edildi. Orneklerin veya akarboz’un a-amilaz enzimi inhibisyon degerleri asagida yer
alan denkleme gore belirlendi.

Amilaz Absorbans—Ekstrakt/Akarboz Absorbans
Amilaz Absorbans

% Inhibisyon = x 100 (3.3)

Amilaz Absorbans; %100 aktif kabul edilen tiipiin absorbansi.
Ekstrakt/Akarboz Absorbans; Ekstrakt/Akarboz absorbanslarindan numune korii absorbansi

cikarildiktan sonra ortaya ¢ikan absorbans degeri.
3.2.6. Antimikrobiyal Aktivite Tayini

3.2.6.1. Agar Kuyucuk Difiizyon Yontemi

Bitki ekstraktlarinin antimikrobiyal aktivitesi, Agar kuyucuk difiizyon teknigiyle belirlendi
(113). 0,1 mL seyreltilen mikrobiyal kiiltiirler Tripticase Soy Agar (TSA) (bakteriler i¢in) ve
Sabouraud Dextrose Agar (maya i¢in) plakalarina yayilmistir. Daha sonra TSA plakalarinda

aseptik olarak steril 7 mm capl kuyucuklar, steril delici ile delinmistir. Steril mikropipet
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yardimt ile bitki yaprak ekstraktlarindan (saf su, etanol, aseton) 70 pL kuyucuklara ilave
edilmis ve bakteriler 37 °C, maya 25 °C sicaklikta 18-24 saat boyunca inkiibasyona
birakilmistir. inkiibasyon isleminden sonra kuyucuklarin etrafinda meydana gelen zonlar,
cetvel yardimiyla Slgiilerek elde edilen sonuglar mm cinsinden ifade edilmistir. Saf su, etanol

ve aseton kontrol olarak kullanilmis ve her bir test mikroorganizmasi lizerinde test edilmistir.

3.2.7. Istatistiksel Degerlendirme

Tim analizler igin istatistiksel hesaplamalar SPSS (Statistical Package for the Social
Sciences) 30,0 yazilim programi kullanilarak gergeklestirilmistir. Elde edilen tiim veriler
ortalama + standart sapma (X = SS) formatinda ifade edilmistir. Farkli ¢oziicii (su, etanol,
aseton) ve konsantrasyonlar (250, 500, 1000 pg/mL) arasindaki varyasyonlar tek yonlii
ANOVA testi ile degerlendirilmistir. Kirsehir ve Balikesir 6rneklerinin ¢6ziicii bazindaki
aktivitelerinin birbirine gore farkliliklarini incelemek icin bagimsiz 6rneklem t testi (t
Test) uygulanmigtir.  Sonuglarin  anlamlilik  diizeyindeki  degerlendirme  kriteri

olarak p<0.05 degeri kullanilmistir.
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4. BULGULAR

Coban ¢antas1 (Capsella bursa-pastoris) bitkisi toprak tistii kisimlar1 yikanip kurutulduktan
sonra toz haline getirildi. Ug farkli ¢dziiciide (su, etanol ve aseton) ekstraksiyonlar1 yapildi.
Bitki ekstraksiyonlar1 sonucunda, elde edilen ekstrakt miktarlar1 Tablo 4.1°de
gosterilmektedir. Tablodaki sonuglara bakildigi zaman en iyi ekstraksiyon veriminin her iki

ildeki su ekstraktlarina ait oldugu belirlendi.

Tablo 4. 1: iki farkli ilde toplanan ¢oban cantasi bitkisinin su, etanol ve aseton ¢dziiciilerindeki
ekstrakt miktarlari.

Ekstrakt Kirsehir (mg/g) | Balikesir (mg/g)
Su 519 584
Etanol 415 491
Aseton 322 396

4.1. GC-MS Analiz Sonuclar

GC-MS analiz yontemi, kati numunelerinin yapilarindaki farkli bilesiklerin belirlenmesi
amaciyla gaz kromatografisi ile kiitle spektrometrisi tekniklerinin birlikte kullanildigi bir
analiz yontemidir. Bu ¢alismada Kirsehir ve Balikesir illerinde dogal ortamlarda toplanilan
Coban cantas1 (Capsella bursa-pastoris) bitkisi toz numunelerinin, kati faz mikro

ekstraksiyon (SPME) yontemi ile analizi sonuglar1 Tablo 4.2 ve 4.3’de gosterilmistir.

Tablo 4.2: Kirsehir ili bitki toz numunesinin GC-MS analiz sonuglari.

Name RT Score | Height Area %

Carbon dioxide 3,46 91,93 190485 893106 2,31
Acetaldehyde 4,10 88,73 698289 244407 0,63
Methy! sulfide 4,47 93,39 110520 393440 10,1
Formic acid, ethenyl ester 5,14 79,79 580857 208443 0,54
Butanal, 3-methyl- 7,19 82,86 854938 346778 0,90
Furan, 2-ethyl- 8,22 77,51 540769 213116 0,55
Pentanal 9,06 86,41 149156 642304 1,66
Oxalic acid, cyclobutyl hexyl ester 10,50 75,06 402273 262005 0,68
Toluene 11,35 79,28 457788 228662 0,59
Hexanal 13,28 96,26 171355 863773 2,23
Ethanone, 1-cyclopropyl- 15,07 89,27 599238 248100 0,64
2-Pentenal, (E)- 15,24 88,61 774186 389477 1,01
Heptane, 1-chloro- 16,12 70,83 499048 284923 0,74
D-Limonene 19,35 94,19 262985 203544 5,26
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Tablo 4.3 (devam): Kirsehir ili bitki toz numunesinin GC-MS analiz sonuglari.

2-Hexenal, (E)- 19,73 95,60 679403 3564043 9,22
Dodecane 20,35 84,74 533592 488142 1,26
Octanal 23,51 87,34 852256 467883 1,21
4,5,6-Trimethyltetrahydro-1,3- 24,94 66,75 436123 235675 0,61
oxazine-2-thione

Nonanal 28,23 95,47 464497 220096 5,69
1-Octanol, 2-butyl- 29,55 87,38 101995 842764 2,18
7-Octen-2-ol, 2,6-dimethyl- 31,12 78,87 306129 1452942 3,76
2-Propanol, 1-(2-methoxy-1- 31,49 86,38 201766 771605 2,00
methylethoxy)-

2-Octen-1-ol, (E)- 31,84 85,01 144213 539332 1,40
Decanal 32,60 94,89 180277 980133 2,54
Benzaldehyde 32,92 88,30 313136 1583293 4,10
2-Propanol, 1-(2-methoxypropoxy)- 33,21 88,15 153370 934917 2,42
Linalool 34,31 90,36 521707 220106 0,57
Methane, sulfinylbis- 35,28 86,76 966365 418428 1,08
7-Octen-2-ol, 2,6-dimethyl- 35,39 67,17 477692 263906 0,68
2-Nonen-1-ol 37,41 75,04 516341 218618 0,57
2,6-Dimethyl-3,5,7-octatriene-2-ol, E, 37,96 69,86 362050 211466 0,55
E-

Hydrazinecarboxylic acid, 38,17 80,47 103058 106927 2,77
phenylmethyl ester

Pentanoic acid, 3-methyl- 39,37 80,77 482664 246008 0,64
4-Hexen-3-one, 5-methyl- 42,37 75,96 542309 209574 0,54
Ethanol, 2-(2-butoxyethoxy)- 43,79 85,93 176178 699880 1,81
Hexanoic acid 45,27 91,68 140938 999712 2,59
Benzyl alcohol 45,94 88,20 465882 1851947 4,79
Pentanoic acid, 2,2,4-trimethyl-3- 46,81 88,23 103892 442057 1,14
carboxyisopropyl, isobutyl ester

Phenylethyl Alcohol 47,04 86,62 176894 678765 1,76
Hexanoic acid, 2-ethyl- 48,29 93,53 217990 1184677 3,06
Heptanoic acid 48,40 78,67 934520 389713 1,01
Phenol 49,26 76,88 910408 319594 0,83
Octanoic acid 51,10 77,32 745186 412603 1,07
Trans-Z-.alpha.-Bisabolene epoxide 51,86 72,68 496959 256358 0,66
Ethanol, 2-phenoxy- 52,76 88,06 139821 473119 1,22
2-Pentadecanone, 6,10,14-trimethyl- 53,18 83,61 169289 743196 1,92
1,4-Benzenedicarboxylic acid, 55,53 70,48 153980 603838 1,56
dimethyl ester

Diethyl Phthalate 57,84 72,35 852534 294592 0,59
2(4H)-Benzofuranone, 5,6,7,7a- 57,98 86,99 359956 136797 0,76

tetrahydro-4,4,7a-trimethyl-, (R)-
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Tablo 4.4: Balikesir ili bitki toz numunesinin GC-MS analiz sonuglari.

Name RT Score Height Area %
Carbon dioxide 3,46 87,23 187056 820173 | 1,73
Methyl sulfide 4,47 93,80 176402 625712 | 13,22
Pentanal 9,06 84,30 163793 826754 | 1,75
Hexanal 13,29 95,90 175199 848065 | | 79
1,1-Cyclopropanedicarbonitrile, 2- 16,12 70,36 714490 338718
ethyl-2-methyl- 0,72
D-Limonene 19,37 94,59 181939 128581 | 2,72
2-Hexenal, (E)- 19,74 95,17 561889 283292 | 5,98
Dodecane 20,38 93,51 180384 185832 | 3,93
Cyclopropane, isothiocyanato- 26,21 85,22 245636 116603 2,46
Dimethyl trisulfide 27,30 80,87 993715 414454 | 0,88
Nonanal 28,24 96,14 462391 220645 | 4,66
Tetradecane 29,58 95,45 408805 357519 | 7,55
7-Octen-2-ol, 2,6-dimethyl- 31,12 81,11 324781 155749 | 3,29
2-Propanol, 1-(2-methoxy-1- 31,49 87,17 227822 832070
methylethoxy)- 1,76
2-Octen-1-ol, (E)- 31,85 85,22 163591 649913 | 1,37
Decanal 32,61 95,47 187240 102221 | 2,16
Benzaldehyde 32,92 91,89 585966 305735 | 6,46
2-Propanol, 1-(2-methoxypropoxy)- 33,22 83,14 147814 891227 | 1,88
Methane, sulfinylbis- 35,29 87,55 178483 822350 | 1,74
2-Nonen-1-ol 37,41 75,02 955256 440690 0,93
Hydrazinecarboxylic acid, 38,19 80,27 148546 159407
phenylmethyl ester 3,37
E-2-Hexenyl benzoate 38,62 71,56 134398 707700 | 1,50
Hexanoic acid, 2-methyl- 39,44 82,72 531771 360139 | 0,76
Ethanol, 2-(2-butoxyethoxy)- 43,79 88,04 212420 871225 | 1,84
Hexanoic acid 4531 | 87,31 | 115362 830614 | | 75
Benzyl alcohol 45,94 88,21 494530 205824 | 4,35
Pentanoic acid, 2,2,4-trimethyl-3- 46,80 88,55 147378 633748
carboxyisopropyl, isobutyl ester 1,34
Phenylethyl Alcohol 47,04 85,39 172152 674062 1,42
Hexanoic acid, 2-ethyl- 48,27 94,07 296100 173750 | 3,67
Heptanoic acid 48,41 75,91 104544 407164 | () g6
Phenol 49,26 76,05 910857 326790 | 0,69
Octanoic acid 51,07 86,59 917194 554143 | 1,17
trans-Z-.alpha.-Bisabolene epoxide 51,86 69,62 573886 323940 | 0,68
Ethanol, 2-phenoxy- 52,76 90,90 199368 695861 | 1,47
2-Pentadecanone, 6,10,14-trimethyl- 53,19 | 86,47 333650 156459 | 3 3
1,4-Benzenedicarboxylic acid, 55,54 78,53 192726 812187
dimethyl ester 1,72
Diethyl Phthalate 57,83 74,48 103026 353420 | 0,75
2(4H)-Benzofuranone, 5,6,7,7a- 57,98 83,87 287340 112654
tetrahydro-4,4,7a-trimethyl-, (R)- 2,38
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Iki farkli ilde (Kirsehir-Balikesir) toplanan Coban cantasi (Capsella bursa-pastoris)
bitkisinin GC-MS analizi sonucu Kirsehir ili bitki numunesinde 50 adet, Balikesir ili
numunesinde 38 adet madde tespit edilmistir. Analiz sonucunda her iki ildeki analiz
sonucunun ayni olmadigi belirlendi. Ancak bazi maddelerin her iki 6rnekte ortak oldugu

goriildi. Ayrica bitki numunelerinin kromatogramlari Sekil 4.1 ve 4.2°de gosterilmistir.
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Sekil 4.1: Kirsehir ili bitki numunesinin GC-MS kromatogrami.
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Sekil 4.2: Balikesir ili bitki numunesinin GC-MS kromatograma.

4.2. Antioksidan Aktivite Sonuclari

Capsella bursa-pastoris bitkisi su, etanol ve aseton ekstraktlarinin antioksidan aktivite
tayininde total fenolik ve flavonoid madde miktarlar1 ile DPPH® ve ABTS** radikal giderim
aktiviteleri aragtirllmistir. Radikal giderim aktivite analizlerinde her bir numunenin ICso

degerleri de hesaplanmistir.

4.2.1. Total Fenolik Madde Miktar1 Sonuclari

Bitki su, etanol ve aseton ekstraktlarinin igerigindeki total fenolik madde miktarlarinin
tayininde Folin-Ciocalteu reaktifi kullamlmgtir. Orneklerdeki toplam fenolik madde
miktarlarinin belirlenmesinde standart Gallik asit maddesi kullanildi ve standart maddenin

(5-100 pg/mL) konsantrasyonlarda numuneleri hazirlandi. Bu numunelerin 760 nm’de
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absorbanslar1 okundu ve bu absorbans degerlerinden faydalanilarak ¢alisma grafigi cizildi.

Sonuglar Tablo 4.4 ile Sekil 4.3” de ifade edildi.

Tablo 4.5: Gallik asit standart ¢aligma grafigi.

Standart Gallik Asit (ug/mL) Absorbans (760 nm)
5 0,0860,008
10 0,138+0,014
25 0,226+0,017
50 0,407+0,012
100 0,778+0,022
0,9
0,8 e
-~ 07 e
g 06 T
§ o5 e
> 04 .- y=0,0072x + 0,053
s 03 T R? =0,9991
2 .
S 0,2 o
9 -
< 0,1 Py
0
0 20 40 60 80 100
Konsantrasyon (ug/mL)

Sekil 4.3: Gallik asit standart ¢calisma grafigi.

Grafigin dogru denklemi (y=0,0072x+0,053, R?>=0,9991) olarak tespit edilmistir. Cizilen bu
grafigin dogru denkleminden 6rneklerin total fenolik madde miktar1 sonuclart hesaplandi.
Sonuglar mg gallik asit esdegeri (GAE)/g ekstrakt olarak ifade edildi. Calismadaki
numunelerin total fenolik madde miktar1 sonuglar1 Tablo 4.5 ve Sekil 4.4°de gosterildi. Her

parametre analizi Ui¢ tekrarli olarak yapildi.
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Tablo 4.6: Bitki ekstrakt numunelerinin toplam fenolik madde miktarlari.

KS

KE

KA BS
Numuneler

BE

Su Etanol Aseton
Konsantrasyon Numune x£SS x£SS x+SS F p
250 pg/mL Kirsehir 20,63+1,11 42,77+1,24 40,11+1,42 274,772 <0,001
Balikesir 22,25+1,17 43,96+1,44 41,37+1,31 245,621 <0,001
t=1,739, p=0,157 t=1,086, p=0,339 t=1,129, p=0,322
500 pg/mL Kirsehir 28,82+1,29 49,70+1,25 46,63+1,31 231,975 <0,001
Balikesir 31,49+1,12 51,42+1,36 47,55+1,32 207,591 <0,001
t=2,707, p=0,054 t=1,615, p=0,182 t=0,853, p=0,442
1000 pg/mL Kirsehir 37,57£1,15 54,11£1,39 52,19+1,44 137,925 <0,001
Balikesir 38,68+1,12 58,67+1,45 53,62+1,38 184,731 <0,001
t=1,196, p=0,298 t=3,935, p=0,017 t=1,237, p=0,284
t= Independent Sample t Testi, F= ANOVA Testi, p<0,05
= 70 -
< 0250 pg/mL @500 pg/mL 01000 pg/mL
S 60 -
(%]
4
T 50 -
mf
g 40
o> 30 -
E
= 20 -
©
]
= 10 -
P
0 - —

BA

Sekil 4.4: Bitki ekstraktlarinin total fenolik madde miktarlari.

4.2.2. Total Flavonoid Madde Miktar: Sonuglari

Aliiminyum nitrat yontemi ile bitki ekstraktlarindaki total flavonoid madde miktarlar

hesaplandi. Bu amagcla standart Kuersetin maddesinin ¢esitli konsantrasyonlarda (5-100

ng/mL) ¢ozeltileri hazirlandi. Ayni deneysel prosediir bitki ekstraktlar1 ve standart maddeye

uygulandi. Biitiin Orneklerin 450 nm’de absorbanslar1 Olgiildii. Standart maddenin

konsantrasyonlara karsilik gelen absorbans degerleri belirlendi ve calisma grafigi ¢izildi.

Standart ¢alisma grafigi sonuglar1 Tablo 4.6 ve Sekil 4.5°de gosterildi.
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Tablo 4.7: Kuersetin standart ¢aligsma grafigi.

Standart Quersetin (ng/mL) Absorbans (450 nm)
5 0,096+0,010
10 0,149+0,017
25 0,282+0,016
50 0,471+0,015
100 0,849+0,016
0,9 .
08 e
O
Eo
§ 0,5 .. ~
- 04 y =0,0078x + 0,0714
g 0> T R?=0,9986
§ 01 &
0
0 20 40 60 80 100
Konsantrasyon (ug/mL)

Sekil 4.5: Kuersetin standart calisma grafigi.

Calisma grafiginin dogru denklemi y=0,0078x+0,0714 olarak belirlendi. Bu denklem

vasitasi ile 6rneklerdeki total flavonoid madde miktarlart hesaplandi. Sonuglar mg Quercetin

esdegeri (QE)/g ekstrakt olarak hesaplandi ve Tablo 4.7 ile Sekil 4.6°da gosterildi. Analizler

ti¢ tekrar olarak yapilmistir.
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Tablo 4.8: Calismadaki bitki ekstrakt 6rneklerinin toplam flavonoid madde igerikleri.

Su Etanol Aseton
Konsantrasyon = Numune x£SS x£SS x£SS F P
250 pg/mL Kirsehir 55,38+1,24 62,97+1,34 49,41+1,29 83,630 <0,001
Balikesir 56,59+1,37 63,96+1,44 52,36+1,31 54,785 <0,001
t=1,132, p=0,321 t=0,873, p=0,432 t=2,788, p=0,049
500 pg/mL Kirsehir 61,71£1,26 69.45+1,26 57,14+1,34 70,156 <0,001
Balikesir 64,91+1,42 71,97+1,39 59,52+1,43 58,408 <0,001
t=2,924, p=0,043 t=2,331, p=0,080 t=2.104, p=0.103
1000 pg/mL Kirsehir 71,84+1,48 74,18+1,38 64,78+1,31 37,113 <0,001
Balikesir 73,75+1,45 81,56+1,35 68,41+1,40 67,001 <0,001
t=1,603, p=0,184 t=6,632, p=0,003 t=3,279, p=0,031
t= Independent Sample t Testi, F= ANOVA Testi, p<0,05
90 -
= 3250 pg/mL @500 pg/mL. 01000 pg/mL
X 80
o
£ 70 -
>
z\uj, 60 -
O 50 .
o _
g 40
« 30 -
8
=< 20 ~
= 10 |
0 - —
KS KA BS BA
Numuneler

Sekil 4.6: Bitki ekstraktlarimin total flavonoid madde miktarlari.

4.2.3. DPPH’ Radikal Giderim Aktivite Sonuclari

Caligmadaki antioksidan aktivite tayininde bitki ekstraktlarinin DPPH’ radikalini giderim

aktiviteleri arastirildi. Radikal inhibisyonu sonuglarinin karsilastirilmasinda standart

Askorbik asit maddesi kullanildi. Ayrica bitki ekstraktlar1 ve standart maddenin radikal

inhibisyon ylizdelerine ilaveten ICso degerleri de belirlendi. ICso degeri baslangigtaki radikal
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konsantrasyonunu %50 oraninda azaltan antioksidan madde miktar1 anlamina gelmektedir.

DPPH’ radikal giderim analizleri ii¢ tekrarli olarak yapilmistir. Sonuclar Tablo 4.8 ve 4.9 ile
Sekil 4.7° de gosterildi.

Tablo 4.9: Bitki ekstrakt numunelerinin DPPH" radikal giderim aktiviteleri (% inhibisyon).

Su Etanol Aseton
Konsantrasyon = Numune xX£SS X£SS xX+SS F P
250 ug/mL Kirsehir 31,32+1,26 51,50+1,37 26,23+1,12 340,968 <0,001
Balikesir 32,69+1,34 52,56+1,34 29,13+1,05 305,506 <0,001
t=1,291, t=0,956, p=0,393  t=3,284, p=0,030
p=0,266
500 pg/mL Kirsehir 36,53+1,33 56,93+1,35 31,84+1,38 292,553 <0,001
Balikesir 37,66+1,31 58,61£1,36 34,99+1,27 291,563 <0,001
t=1,044, t=1,515, p=0,204 t=2,913, p=0,044
p=0,355
1000 pg/mL Kirgehir 43,26+1,20 65,55+1,43 37,36+1,31 382,783 <0,001
Balikesir 44,37+1,25 66,82+1,47 40,60+1,32 330,977 <0,001
t=1,115, t=1,080, p=0,341 t=3.007, p=0,040
p=0,327

t= Independent Sample t Testi, F= ANOVA Testi, p<0,05

Tablo 4.10: Calismadaki numunelerin ve standart Askorbik asit maddesinin ICso degerleri.

Numune Coziicii

250
pg/mL

t P

500
pg/mL

t

P 1000
pg/mL

t

P ICso
mg/mL

Kirsehir Su
Etanol
Aseton
Balikesir Su
Etanol
Aseton
Standart
(Askorbik Asit)

31,3241,26
51,50+1,37
26,23+1,12
32,69+1,34
52,56+1,34
29,13+1,05
60,43+1,31

40,104 <0,001
11,246 0,008
53,068 <0,001
35,814 <0,001
10,157 0,010
51,735 <0,001

36,53£1,33
56,93£1,35
31,84+1,38
37,66+1,31
58,61+1,36
34,99+1,27
72,02+1,52

46,371
19,347

50,577
45,472

17,066
50,695

<0,001 43,26+1,20
0,003 65,55+1,43
<0,001 37,36+1,31
<0,001 44,37+1.25
0,003 66,82+1,47
<0,001 40,60+1,32

94,41+1,49

73,798
35,079
75,259
69,602
32,487
70,409

<0,001 1,412
<0,001 0,151
<0,001 1,855
<0,001 1,350
<0,001 0,083
<0,001 1,610

0,016

t= One Sample t Testi, p<0,05
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Sekil 4.7: Tiim numunelerin DPPH’ radikali giderim aktivitesi (% inhibisyon).
4.2.4. ABTS™* Radikal Giderim Aktivite Sonuclar:

Antioksidan aktiviteyi 6l¢gmede kullanilan diger bir metot ABTS™ radikali giderim
aktivitesidir. Bu ¢alismada bitki ekstrakt orneklerinin ve standart Askorbik asitin ABTS™
radikali giderim aktiviteleri arastirildi. Bu amagla énce ABTS"" radikali hazirlandi. Radikal

¢ozeltisinin 734 nm’ de absorbans1 0,7 olacak sekilde ayarlandi ve bu hali ile kullanildi.

Sekil 4.8: ABTS"" radikalinin hazirlanmasi.

Bitki ekstrakt ornekleri ve standart Askorbik asit’ in ABTS"" radikali yiizde inhibisyon
degerleri (Tablo 4.10, Sekil 4.9) ve bu degerlerden hesaplanan ICso degerleri Tablo 4.11°de
ifade edildi. ABTS"" radikal giderim analizleri ii¢ tekrarl olarak yapilmistir.
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Tablo 4.11: Calismadaki bitki ekstraktlarinin ABTS"" radikali (% inhibisyon) degerleri.

Su Etanol Aseton
Konsantrasyon Numune x+SS x+SS x+SS F P
250 pg/mL Kirsehir 46,36+1,32 38,48+1,35 27,70+1,29 150,558 <0,001
Balikesir 50,98+1,22 41,43+1,40 29,80+1,37 190,330 <0,001
t=4,438, p=0,011  t=2,630, p=0,058  t=1,936, p=0,125
500 pg/mL Kirsehir 59,50+1,32 44,03+1,26 32,73+1,27 327,350 <0,001
Balikesir 61,82+1,45 46,47+1,26 36,65+1,40 256,914 <0,001
t=2,054, p=0,109  t=2,370, p=0,077  t=3,587, p=0,023
1000 pg/mL Kirsehir 67,23+1,41 50,63+1,40 38,34+1,22 348,401 <0,001
Balikesir 69,38+1,37 53,65+1,38 41,95+1,36 301,779 <0,001

t=1,898, p=0,131  t=2,658, p=0,057 t=3,417, p=0,027

t= Independent Sample t Testi, F= ANOVA Testi, p<0,05

100 -
90 | | OKS OKE OKA mBS OBE OBA mStandart (Askorbik asit) |

80 -
70 - L .

60 - —— C

50 - N =
40 - ] =
30 -
20 -
10 -
0

% inhibisyon
I
)

250 pg/mL 500 pg/mL 1000 pg/mL
Konsantrasyon

Sekil 4.9: Tiim numunelerin ABTS™ radikal giderim aktiviteleri (% inhibisyon).
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Tablo 4.12: Calismadaki bitki ekstraktlar1 ve standart Askorbik asit maddesinin ICso degerleri.

Numune Coziicii 250 t P 500 t p 1000 t P ICso

pg/mL pg/Ml pg/mL mg/mL

Kirsehir  Su 46,36+1.32 17,696 0,003 59,50+1,32 15,242 0,004 67,23+1,41 31,618 <0,001 0,287

Etanol 38,48+1.35 27,432 <0,001 44,03£1,26 37,113 <0,001 50,63+1,40 52,398 <0,001 0,937

Aseton 27,70+1.29 43,252 <0,001 32,73+1,27 52,223 <0,001 38,34+1,22 77,385 <0,001 1,819

Balikesir Su 50,98+1.22 12,676 0,006 61,82+1,45 11,134 0,008 69,38+1,37 29,836 <0,001 0,120

Etanol  41,43+.40 22,890 0,002 46,47+1,26 33,942 <0,001 53,65+1,38 49,129 <0,001 0,760

Aseton 29,80+1,37 38,042 <0,001 36,65+1,40 42,623 <0,001 41,95+1,36 64,705 <0,001 1,483

Standart 59,90+1,38 71,12+1,32 92,93+1,73 0,022
(Askorbik Asit)

t= One Sample t Testi, p<0,05

4.3. Antidiyabetik Aktivite

4.3.1. Numunelerin a-Amilaz Enzimi % Inhibisyon Sonuclari

Halk arasinda seker hastaligi olarak bilinen Diabetes Mellitus (DM), metabolizmadaki
insiilinin hormonunun salgilanmasi ve fonksiyonundaki bozukluk sebebiyle kanda glikoz
miktariin arttig1 bir durumdur (114). Karbonhidratlari sindiren en 6nemli enzimlerden birisi
a-amilaz enzimidir. Bu enzimin inhibisyonunu saglayacak fitofarmasdtiklerin kesfi ¢ok
onemlidir. Bu amacla ¢alismada kullanilan ¢oban cantasi bitkisi toprak isti kisim
ekstraktlarinin antidiyabetik aktivitesinin belirlenmesinde, o-amilaz enzimi inhibisyon
metodu kullanildi. Antidiyabetik sonuglarinin karsilastirilmasinda standart ilag akarboz

maddesi kullanildi.

Bitki ekstraktlar1 ve standart ilag akarboz’ un a-amilaz enzim inhibisyonunun belirlenmesi
i¢cin 250, 500 ve 1000 pg/mL konsantrasyonlardaki ¢ozeltileri hazirlandi. Biitiin numunelerin
540 nm dalga boyunda absorbanslar1 okundu ve bu absorbans degerlerinden faydalanilarak
a-amilaz enzimi yiizde inhibisyon degerleri hesaplandi. Yine bu inhibisyon degerlerden
faydalanilarak her bir numunenin ICso (inhibitdr konsantrasyonlari) hesaplandi. Sonuglar
Tablo 4.12, Tablo 4.13 ve Sekil 4.10°da agiklandi. Calismadaki a-amilaz enzim analizleri {i¢
tekrarli olarak yapildu.
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Tablo 4.13: Bitki ekstrakt numunelerinin a-amilaz enzimi % inhibisyon sonuglari.

Su Etanol Aseton
Konsantrasyon = Numune x£SS x£SS x+SS F P
250 pg/mL Kirgehir 39,41+1,38 35,07+1,45 25,98+1,38 71,637 <0,001
Balikesir 38,48+1,41 31,94+1,53 20,83+1,49 109,260 <0,001
t=0,812, p=0,462  t=2,571, p=0,062  t=4,388, p=0,012
500 pg/mL Kirgehir 44,33+1,50 39,50+1,48 30,44+1,50 66,955 <0,001
Balikesir 42,98+1,44 37,68+1,57 26,89+1,54 87,794 <0,001
t=1,121, p=0,325 t=1,462,p=0,218  t=2,866, p=0,046
1000 pg/mL Kirsehir 51,61£1,58 45,49+1,44 35,92+1,38 87,025 <0,001
Balikesir 50,57+1,52 42,54+1,54 32,53£1,59 101,580 <0,001

t=0,823, p=0,456  t=2,424, p=0,072

t=2,796, p=0,049

t= Independent Sample t Testi, F= ANOVA Testi, p<0,05

Tablo 4.14: Bitki numuneleri ve standart ilag Akarboz’un a-amilaz enzimi ICso degerleri.

Numune Céziicii 250 T P 500 t P 1000 t P ICso
pg/mL pg/mL pg/mL mg/mL
Kirsehir  Su 39,41+1,38 24,340 0,002 44,33+1,50 28,012 <0,001 51,61+1,58 40,245 <0,001 0,889
Etanol  35,07+£1,45 28,403 <0,001 39,50+1,48 34,009 <0,001 45,49+1,44 51,419 <0,001 1,317
Aseton  25,98+1,38 41,186 <0,001 30,44+1,50 44,151 <0,001 35,92+1,38 65,897 <0,001 2,074
Balikesir  Su 38,48+1,41 25,002 0,002 4298+1,44 30,782 <0,001 50,57+1,52 42,880 <0,001 0,957
Etanol  31,94+1,53 30,300 <0,001 37,68+1,57 34,155 <0,001 42,54+1,54 51,340 <0,001 1,517
Aseton  20,83+1,49 44,090 <0,001 26,89+1,54 46,987 <0,001 32,53+1,59 60,689 <0,001 2,132
Standart (Akarboz) 58,79+1,57 68,59+1,54 88,30+2,11 0,027
t= One Sample t Testi, p<0,05
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ekil 4.10: Numunelerin a-amilaz enzimi % inhibisyon degerleri.
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4.4. Antimikrobiyal Aktivite Sonug¢lar:

Coban c¢antasi bitkisinin (Capsella bursa-pastoris) antimikrobiyal aktivite tayininde
numuneler su sekilde adlandirilmistir:
1. Balikesir-aseton 3. Balikesir-etanol 5. Balikesir-su

2. Kirsehir-aseton 4. Kirsehir-etanol 6. Kirsehir-su

Bu ¢alismada ekstraktlarin antimikrobiyal aktivitelerinin belirlenmesinde 9 adet bakteri ve
1 adet maya mikroorganizmasi kullanildi. Calismadaki ATCC suslari, 4 °C'de Nutrient Broth
tiplerinde saklandi. Bitki ekstrakt numunelerinin in vitro antimikrobiyal aktivitesi
calismadaki suglara kars1 degerlendirildi (Sekil 4.11 ve 4.12). Biitiin calismalar {i¢ kez
tekrarlandi.

Sekil 4.11: Mikroorganizmalarin hazirlanisi ve bitki ekstraktlarmin petrilere ekimi.

Sekil 4.12: Petrilerin etiivde inkiibasyonu.
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Bitki ekstraktlarinin antimikrobiyal aktivite sonuglar1 Tablo 4.14 ve Sekil 4.13'de gosterildi.

Tablo 4.15: Coban cantasi ekstraktlarinin antimikrobiyal aktivitesi (zon ¢aplari -mm).

Mikrooorganizma

Bitki ekstrakt numuneleri
Zon Caplar1 (mm)

1 2 3 4 5 Ampicillin | Nystatin Distile

(10 pg) (200 pg) su
S. aureus (ATCC 25923) - 8 8 12 - - _ _
B. thuringiensis (ATCC 13367) _ 8 12 _ - - _ _
V. anguillarum (ATCC 43312) _ 8 _ 15 _ 10 _ _
K. pneumoniae (ATCC 13883) 12 10 | 10 - 15 _ _
P. aeruginosa (ATCC 27853) _ - - 20 - 15 _ _
S. typhimurium (ATCC 14028 12 - - - _ 12 _ _
E. faecalis (ATCC 29212) _ - - _ _ _ _ _
E. coli (ATCC 25922) B - - B - 15 _ _
E. aerogenes (ATCC 51342) - - - - _ 12 _ _
C. tropicalis (M007) 8 8 - 25 _ _ 18 _

Sekil 4.13: Bitki ekstrakt numunelerin antimikrobiyal aktivite sonuglari.
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5. TARTISMA VE SONUC

Insanlik tarihinin ¢ok &nceki ddénemlerinden beri bitkiler; yiyecek, tat ve koku verici,
barinma, ilag yapimi gibi bircok amaglar i¢in kullamilmustir. Ozellikle tibbi bitkiler viicutta
meydana gelebilecek hastaliklart 6nleme ve bu hastaliklari iyilestirme amaci ile siklikla
kullanilmaktadir (115, 116). Son yillarda modern tip alaninda kullanilan sentetik yapihi
ilaglarin hastaliklarin tedavisinde yeterli etkiyi gOsterememesi ve yan etkilerinin olmasi
insanlarin farkli alanlara yonelmelerine neden olmustur. Bitkilerden elde edilen ve drog ad1
verilen bitki 6ziitlerinin hem etkili hem de pahali ilaglarin yapiminda kullanim potansiyelini
ortaya ¢ikarmistir. Ozellikle bitki ziitlerinden elde edilen ilaglarin yan etkilerinin olmamasi
ve bir¢ok onemli etkiyi yapilarinda bulundurmalar1 sebebiyle sentetik ilaclara goére bitki
Oziitleri daha cazip hale gelmistir. (117-121). Bu ¢alismada tibbi aromatik bitki olan ¢oban
cantasinin iki farkli ildeki (Kirgehir ve Balikesir) dogal ortamlarda toplanan numunelerinin
GC-MS teknigi ile analizi, antioksidan, antidiyabetik ve antimikrobiyal aktivitelerinin
belirlenmesi ve sonuglarin karsilastirilmasinin yapilmas: amaglanmistir. Ozellikle bitki
orneklerinin su, etanol ve aseton ekstraktlarinda bu parametreler 6l¢iildii. GC-MS tekniginde

bitki toz o6rneklerinin kati faz ekstraksiyon yontemi ile analizi gerceklestirildi.

Bitkilerin yapisindaki kimyasal bilesenlerin tespit edilmesinde bir¢cok kromatografik yontem
kullanilmaktadir. Ozellikle gaz ve sivi kromatografisi yontemleri bitkilerin yapilarindaki
sekonder metabolitleri belirlemede kullanilmaktadir. Bu sekonder metabolitlerin antikanser
ozelliklerinden dolay: tiimor hiicrelerinin ¢ogalmasini ve yayilmasini dnlemektedir (122).
Antikanser 6zelliklerinin disinda antioksidan, antidiyabetik, antihipertansif, antimikrobiyal,
agr1 kesici gibi bir¢ok gorevlerinin oldugu bildirilmistir (123). Tibbi ve aromatik bitkilerden
elde edilen fitokimyasallarin, sentetik ilaglara gore yan etkilerinin daha az oldugu
diistintiliirse (124) bu fitokimyasallardan yararlanmanin ne kadar elzem oldugu 6nemli bir
gergektir. Genellikle bitkilerdeki ucucu yag bilesikleri GC-MS (Gaz Kromatografisi- Kiitle
Spektrometresi) kromatografisi teknikleri ile tespit edilmektedir. Bu ¢alismada Kirsehir ve
Balikesir illerinde dogal ortamlarda yetisen coban ¢antasi olarak bilinen bitki kullanilmistir.
GC-MS analizi sonucu Kirsehir ili bitki numunesinden 50 adet, Balikesir ili bitki
numunesinden 38 adet madde tespit edilmistir (Tablo 4.2 ve Tablo 4.3 ile Sekil 4.1 ve Sekil
4.2). Iki farkl ilde yetisen ¢oban cantasi bitkisinin GC-MS analizlerinin tamamen ayni
olmadig1 goézlendi. Analiz sonucu ayni maddelerin diginda farkli maddelerde belirlendi.

Yapilan analiz sonucu Methtl sulfide, D-Limonene, Decanal, Hexanal, pentanal, 2-Nonen-
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1-ol, 7-Octen-2-ol, 2,6-dimethyl-, Hydrazinecarboxylic acid, phenylmethyl ester, 2-
propanol, 1-(2-methoxypropoxy)-, 2(4H)-Benzofuranone, 5,6,7,7 a-tetrahydro-4,4,7 a-
trimethyl-(R)- ve Octanoic acid gibi kimyasal maddelerin her iki ekstrakta da oldugu
belirlendi. Coban cantast bitkisinin GC-MS analizi ile antioksidan, antidiyabetik ve
antimikrobiyal kapasitesinin belirlendigi calismalarin sayisi1 yok denecek kadar azdir.
Capsella bursa-pastoris (L.) Medik bitkisinin yapisindaki ugucu yaglarin arastirildig bir
calismada, Limonene, 2-Nonanone, Phytol, Pentadecanal, Heptadecanal gibi daha birgok

madde tespit edilmistir (125). Bulgularimiz literatiirle uyumludur.

Bitkilerdeki aminoasit metabolizmasi1 esnasinda fenolik bilesikler sentezlenmektedir. Bu
bilesikler bitkilere renk, koku ve tat gibi Ozellikler kazandirmaktadir. Ayrica fenolik
bilesikler antioksidan ve antimikrobiyal aktivitelerinden sorumludur. Ozellikle fenolik
bilesikler dogal antioksidan kaynaklaridir (126). Iki farkli ilde toplanan ¢oban cantasi
bitkisinin su, etanol ve aseton ekstraktlarinin total fenolik madde miktar1 tayini yapildi
(Tablo 4.5, Sekil 4.4). Total fenolik madde miktarinin gosterildigi tablodaki veriler, toplam
fenolik madde miktarinin kullanilan ¢6ziicii tiiriine (su, etanol, aseton), konsantrasyona (250,
500, 1000 pg/mL) ve orneklerin alindig1 bolgeye (Kirsehir, Balikesir) bagli olarak énemli
degisiklikler gosterdigini ortaya koymaktadir (p<0,001). Ozellikle etanol ¢oziiciisii
kullanilan ekstrakttaki fenolik madde miktarinin, su ve aseton ¢dziiciilerine kiyasla daha
yuksek miktarlarda oldugu belirlenmistir. Etanol ¢0ziiciisiiniin  fenolik madde
ekstraksiyonunda daha etkili bir ¢6ziicii oldugu sdylenebilir. 1000 pg/mL konsantrasyonda
Kirsehir 6rnegi igin etanol ile belirlenen fenolik madde miktar1 (54,11+£1,39 mg GAE/Q),
Balikesir ili 6rneginden (58,67+1,45 mg GAE/g) anlaml olarak daha diisiiktiir (p<0,05).
Coziici tiirii ve konsantrasyon arasinda belirgin bir etkilesim g6zlemlenirken, Balikesir ili
orneklerinde genellikle daha yiiksek fenolik madde miktar1 6l¢iilmistiir (p<0,001). Yapilan
bir caligmada Diizce ili ve ¢evresinde toplanan goban ¢antasi bitkisinin total fenolik madde
miktar1 arastirilmistir. Bu ¢alisma sonucunda 52,6 g.kg™? KA olarak tespit edilmistir (127).
Yine yapilan bir ¢calismada Capsella bursa -pastoris bitkisinin su ve metanol 6rneklerindeki
fenolik madde miktarlarinin 6,86 ila 12,00 mg GAE/g arasinda degistigi bildirilmistir (128).
Capsella bursa -pastoris bitkisinin su ve etanolik ekstraktlarinin total fenolik miktarlarinin
aragtirlldigr bir calismada, sirasiyla 24,25 mg GAE/g ve 35,52 mg GAE/g oldugu
bildirilmistir (129). Total fenolik madde sonuglarimizin literatiirlerdeki sonuglara gére daha

yiiksek miktarlarda oldugu belirlendi.
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Bitkilerde bulunan ikincil metabolitlerden digeri flavonoidlerdir. Bunlar ¢ok iyi antioksidan
aktivitelere sahiptir ¢linkii giiclii selatlama Ozelliklerine sahiptirler. Flavonoidler insan
metabolizmast tarafindan sentezlenemez (130-131). Flavonoid maddelerin o6zellikle
antienflamatuar (132), antioksidan (133), antiaging (134) ve antikarsinojen (135) olmak
tizere birgok onemli aktivitelere sahiptirler. Bu ¢alismada 1000 pg/mL konsantrasyondaki
sonuclarin Kirsehir ve Balikesir illerine gore sirasiyla su (71,84+1,48, 73,75+1,45 mg QE/g),
etanol (74,18+1,38, 81,56+1,35 mg QE/g), aseton (64,78+1,31, 68,41+1,40 mg QE/g) olarak
belirlenmistir (Tablo 4.7, Sekil 4.6). Calismadaki bitki ekstrakt 6rneklerinin total flavonoid
madde miktar1 sonuglarina bakildiginda, toplam flavonoid madde miktarinin ¢oziiciiniin
tirtine, ekstrakt konsantrasyonuna ve Orneklerin alindigi illere gére onemli farkliliklar
gosterdigi tespit edilmistir (p<0,001). Ozellikle etanolde ¢dziinen ekstraktlarin total
flavonoid madde miktarinin su ve aseton ekstraktlarina gére daha fazla oldugu belirlenmistir.
Kirsehir ve Balikesir ili Ornekleri arasinda anlamli farkliliklar gozlenmistir (p<0,05).
Balikesir ili bitki ekstraktinin etanol ekstraktinin 1000 ug/mL konsantrasyon seviyesinde
total flavonoid madde miktarinin daha yiiksek oldugu tespit edilmistir (p<0,05). Bu sonug
coziiciiler arasinda daha belirgin olarak gézlenmektedir. Calisma sonuglari ¢oziicii tiiriiniin,
total flavonoid madde miktar1 iizerinde 6nemli farkliliklara yol actigini gostermektedir.
Ayrica bolgesel farkliliklar ve bitki ekstrakt konsantrasyonlarinin total flavonoid madde
miktarni anlaml sekilde etkiledigi sonucuna varilmistir (p<0,001). Yapilan bir ¢alismada
Capsella bursa- pastoris bitkisinin su ve metanol 6rneklerindeki total flavonoid madde
miktarlariin sirastyla 61,66 mg QE/g ile 145,00 mg QE/g arasinda degistigi bildirilmistir
(128). Coban cantas1 bitkisinin etanol ve su ekstraktlarinin total flavonoid miktarlar
arastirilmistir. Sonug olarak etanol ve su ekstraktlar1 total flavonoid madde miktarlar
strastyla 1,99 mg QE/g ve 1,52 mg QE/g olarak belirlenmistir (129). Bu ¢alismadaki total
flavonoid madde miktar1 sonuglart literatiirlerle karsilastirildiginda uyumlu ve daha fazla

miktarlarda oldugu sdylenebilir.

Metabolizmada enerji iiretimi esnasinda elektronlarin transferi sonucu serbest radikal adi
verilen tiirler ortaya ¢ikmaktadir. Bu radikaller 6zellikle metabolizmaya zarar vermektedir.
Bu serbest radikallerin zararlarini engelleyen veya tutan maddelere ‘antioksidan maddeler’
denilmektedir. Bazen organizma bu radikallerin etkilerini 6nlemede yetersiz kalmaktadir.
Boylece oksidatif stres adi1 verilen durum aciga ¢ikmaktadir. Bu yiizden bu radikalleri tutan
veya inhibe eden dogal antioksidanlarin kesfi 5Snem arz etmektedir (136-137). Ozellikle sifali

bitkiler antioksidan igerik bakimindan zengin oldugu icin bu zararl radikalleri etkisiz hale
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getirebilmektedir. Bitkilerdeki diger bir antioksidan aktivite tayin metodu radikal giderim
aktivitesidir. Calismada iki farkli tiirde (DPPH" ve ABTS') radikaller kullanilarak bitki
ekstraktlarinin bu radikalleri inhibe etme giicleri 6lciildii. DPPH® radikal giderim metodu,
radikalin kolay, hizl1 ve tiretiminin olmamas1 sebebi ile antioksidan aktivite ¢alismalarinda
siklikla kullanilmaktadir (138-140). Her iki radikalin giderim aktivitesinin belirlenmesinde
standart Askorbik asit maddesi kullanildi. Calismadaki 1000 pg/mL konsantrasyondaki
Kirsehir ve Balikesir illerindeki su, etanol ve aseton ekstrakt % inhibisyon sonuglari sirastyla
(43,26+1,20\ 44,37+1,25), (65,55+€1,43\ 66,82+1,47), (37,36=1,31\ 40,60+1,32) olarak
belirlenmistir (p<0.001) (Tablo 4.8, Sekil 4.7). Etanol ekstraktlarinin su ve aseton
ekstraktlarina gore en yiliksek DPPH aktivitesi gosterdigi tespit edilmistir (p<<0,001). 1000
ng/mL konsantrasyonda Balikesir etanol ekstraktinin en yliksek DPPH radikali siipiiriicii
etkiye (66,82+1,47) sahip oldugu tespit edilmistir (p<0,05). Ayrica Balikesir ekstrakt
orneklerinin Kirsehir ekstrakt drneklerine gore daha yiiksek radikal giderimi aktivitesine
sahip oldugu sdylenebilir (p<0,001). Calismadaki bitki ekstraktlarinin % inhibisyon
degerlerine ilaveten ICso degerleri de hesaplandi ve standart Askorbik asit ICso degeri ile
karsilastirildi (Tablo 4.9). ICso degeri sonuglart Kirsehir su (1,412 mg/mL), etanol (0,151
mg/mL) ve aseton (1,855 mg/mL), Balikesir su (1,350 mg/mL), etanol (0,083 mg/mL),
aseton (1,610 mg/mL), standart Askorbik asit (0,016 mg/mL) olarak hesaplandi (p<0,001).
ICso degeri ne kadar kiiciikse antioksidan aktivite o kadar giigliidiir. Her iki ilin etanol
ekstraktlariin giiclii bir sekilde DPPH* radikali temizleyici etkiye sahip oldugu sdylenebilir.
Coban cantasi bitkisinde DPPH* radikal giderim aktivitesinin yapildig1 bir ¢alismada, 1Cso
degerlerinin su ekstraktinda (2,82 mg/mL), etanol ekstraktinda (0,85 mg/mL) olarak tespit
edilmistir (129). Calisma sonuglarinin birbiri ile uyumlu oldugu ve bu bitkinin etanol

ekstraktinin giiclii antioksidan etkilere sahip oldugu sdylenebilir.

Diger bir antioksidan aktivite belirleme metodu ABTS*" radikali giderim aktivitesidir.
ABTS*" radikali katyonik bir radikal olup, su ve organik ¢oziiciilerde ¢oziinmektedir. Bu
ylzden bu radikal hidrofilik ve hidrofobik maddelerin antioksidan aktivite analizlerinde
siklikla kullanilmaktadir. Bu radikalin 6nceden hazirlanmasi gerekmektedir (141). Bu
caligmadaki bitki ekstraktlarmin 1000 pg/mL konsantrasyondaki ABTS*" radikal giderim (%
inhibisyon) aktiviteleri iki farkli il (Kirgehir ve Balikesir), ii¢ farkli ¢oziiclideki (su, etanol
ve aseton) sonucglara gore degerlendirildi (Tablo 4.10, Sekil 4.9). Calismanin radikal
inhibisyon sonuglar1 su ekstrakti (67,23+1,41\ 69,38+1,37), etanol ekstrakt1 (50,63+1,40\
53,65+1,38) ve aseton ekstrakt1 (38,34+1,22\ 41,95+1,36) olarak hesaplanmistir (p<0,001).
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Genel olarak, sulu ekstraktlarin diger ¢oziiciilere gore daha yiiksek ABTS radikali giderim
aktivitesi sagladigi goriilmistiir (p<0,001). Balikesir su ekstrakt 6rneginin Kirsehir su
ekstrakt 6rnegine gore daha giiclii radikali temizleme aktivitesine sahip oldugu belirlendi.
Ayrica 1000 pg/mL konsantrasyonlardaki Balikesir ekstrakt drneklerinin, tiim ¢oziiciilerde
Kirsehir ekstrakt 6rneklerinden daha yiiksek aktivitede oldugu ve bu farkin 6zellikle aseton
icin istatistiksel olarak anlamli oldugu goriilmistir (p<0,05). Ayrica, ekstrakt
konsantrasyonu arttik¢a, her iki il i¢in tiim ¢oziiciilerde ABTS*" radikal giderme aktivitesinin
arttig1 belirlenmistir (p<0,001). Bu sonuglar, su ekstraktlarinin ABTS*" radikali giderme
aktivitelerinde daha etkili oldugu ve Balikesir iline ait 6rneklerin Kirsehir ilindeki 6rneklere
gore daha yiiksek aktivite sergiledigini ortaya koymaktadir. Yine ICso degerleri siralamasi
su (0,287 mg/mL, 0,120 mg/mL), etanol (0,937 mg/mL, 0,760 mg/mL), aseton (1,819
mg/mL, 1,483 mg/mL) seklindedir. Standart Askorbik asit ICso degeri 0,022 mg/mL olarak
tespit edilmistir (Tablo 4.11). Standart madde ile numuneler arasindaki karsilastirmada,
istatistiksel agidan Onemli farkliliklar bulunmaktadir (p<0,05). Bu bitki ile yapilan bir
caligmada su ve etanol ekstraktlariin ABTS®" radikali ICso degerlerinin sirasiyla 0,98
mg/mL ve 0,09 mg/mL oldugu bildirilmistir. Bu ¢aligmada etanol ekstrakti su ekstraktina
gore daha giiclii bir aktivite géstermistir (129). Yine ¢oban cantasi bitkisinin su ve metanol
ekstraktinin antioksidan aktivitesi arastirilmistir. Bu amagla ABTS*" radikali giderim metodu
kullanilmis ve ICso degerleri hesaplanmistir. Bitki sulu ekstraktinin 1Cso degerlerinin su
ekstraktinda (49,5 pg/mL) ve metanol ekstraktinda (53,3 pg/mL) olarak tespit edildigi
bildirilmigtir (128). Yapilan bu c¢alismanin sonuglar1 ile sonuglarimiz benzerlik
gostermektedir. Coban ¢antasi bitkisinin antioksidan aktivitesinin belirlenmesinde kullanilan
dort farkli analiz yontemi sonuglarindan, Balikesir ilindeki bitki ekstraktlarinin ve 6zellikle

etanol ekstraktinin gii¢lii antioksidan aktiviteye sahip oldugu sdylenebilir.

Oksidatif stresin yol actig1 en 6nemli hastaliklardan birisi de Diabetes Mellitus (DM)’ dir.
Diyabet hastaligi metabolizmada insiilin hormonunun ya tamamen ya da belirli seviyede
noksanliginda gelisen bir hastaliktir. Bu hastalik kendini kan sekeri yiiksekligi ile
gostermektedir. Tip 1 ve Tip 2 olmak lizere iki sekli mevcuttur. Bu hastaliklarin tedavisinde
cesitli ilaglar kullanilmaktadir. Bu ilaglar 6zellikle karbonhidratlar1 sindiren a-amilaz ve a-
glukozidaz enzim inhibitorlerini icermektedir. Ayrica ilaglar glukozun sindirim ve emilimini
geciktirerek, yemek sonrasi kan sekerinin yiikselmesini (hiperglisemi) onlerler (142,143).
Bitkilerin diyabetin tedavisinde kullanilmalar1 ¢ok eski yillara dayanir. Ozellikle 800 den
fazla bitkinin bu amagla kullanildig1 bildirilmektedir. Yapilan in vitro ¢aligmalar bitkilerdeki
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fenolik bilesiklerin, karbonhidratlar1 sindiren enzimleri inhibe ettiklerini gostermistir (144).
Yapilan literatiir ¢alismalarinda yesil ¢ay bitkisinin yapisindaki a-glukozidaz ve siikraz
enzimlerin inhibisyonunu bu bitkinin yapisindaki fenolik bilesiklerin sagladig1 gériilmiistiir.
Ayrica dut bitkisinin yapisindaki a-amilaz ve a-glukozidaz enzimlerini de yine i¢erigindeki
fenolik bilesiklerin inhibe ettigi bildirilmistir (142). Bitkilerin igerigindeki saponin,
terpenoid ve ksanton gibi birgok maddeden dolay1 diyabet hastaliginin tedavisinde bitki ve
bitki ekstraktlar1 kullanilmaktadir (143).

Bu calismada c¢oban cantasi bitkisinin antioksidan aktivitesinin disinda antidiyabetik
aktivitesi de arastirildi. Bu amagla bitki ekstrakt numunelerinin a-amilaz enzim
inhibisyonlar1 6l¢iildii. Sonuglar hem % inhibisyon hem de ICso degerleri olarak gosterildi
(Tablo 4.12 ve Sekil 4.10). Kirsehir ve Balikesir illerinden alinan 6rneklerin farkl ¢oziiciiler
(su, etanol, aseton) ve konsantrasyonlar (250, 500, 1000 pg/mL) kullanilarak gerceklestirilen
antidiyabetik aktivitelerine bakildiginda, gruplar arasinda istatistiksel olarak anlaml
farkliliklar bulundugu saptanmistir (p<<0,001). Genel olarak, bitki su ekstraktlar1 tiim
konsantrasyon seviyelerinde en yiiksek antidiyabetik aktivite gdsterirken, aseton ekstrakti
en diigiik aktivite gostermistir. 1000 pg/mL konsantrasyondaki bitki ekstrakt numunelerinin
antidiyabetik aktiviteleri karsilastirildiginda Kirsehir ili su ekstraktlarinin diger ekstraktlara
gore en yliksek aktiviteye sahip oldugu belirlendi (51,6141,58). Ayrica tiim numunelerin ICso
degerleri hesaplandi ve Tablo 4.13’de gosterildi. Numunelerin ICso degerleri incelendiginde,
standart ilag Akarboz (0,027 mg/mL) en diisiik ICso degerine sahip olmakla birlikte en giiglii
inhibitor etki gostermistir. Calismadaki bitki ekstraktlarinin ICso degerleri standart Akarboz
(0,027 mg/mL)>Kirsehir su ekstrakt (0,889 mg/mL)>Balikesir su ekstrakt (0,957
mg/mL)>Kirsehir etanol ekstrakt (1,317 mg/mL)> Balikesir etanol ekstrakt (1,517
mg/mL)>Kirsehir aseton ekstrakt (2,074 mg/mL)> Balikesir aseton ekstrakt (2,132 mg/mL)
olarak hesaplandi. Standart ilag Akarboz, tiim konsantrasyonlarda (250, 500, 1000 pg/mL)
diger Orneklerden anlamli derecede yiiksek a-amilaz inhibitdr aktivitesi gostermistir
(p<0,05). Coban cantasinin su ve metanol ekstraktlarinin a--amilaz enzim aktivite tayini
yapilmis ve ICso degerlerinin sirasiyla 0,168 mg/mL, 0,238 mg/mL olarak belirlenmistir
(128). Literatiir sonuglar1 ¢caligmanin antidiyabetik sonuglari ile uyumludur. Bu bitkinin sulu

ekstraktinin iyi bir antidiyabetik aktiviteye sahip oldugu goriilmektedir.

Antimikrobiyal maddeler tanim olarak, hastalik etmeni ajanlarin kontroliinii saglayan
mikroorganizmalarin ortamda cogalmalarini, belli bir diizeyde simirlandirilmasini,

durdurulmasini en 6nemlisi 6ldiiriilmelerini saglayan kimyasal ya da biyolojik maddeler
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olarak ifade edilmektedir (145). Bu calismada iki farkli ilde toplanan Coban cantasi
bitkisinin su, etanol ve aseton ekstraktlarinin antimikrobiyal aktivite tayini yapilmistir. Bu
bitkinin farkli c¢oziiciiler ile elde edilen ekstraktlarinin test bakterileri {izerindeki
antimikrobiyal aktivite sonuglar1 Tablo 4.14, Sekil 4.13’de verilmistir. Ekstrakt 6rnekleri ile
yapilan antimikrobiyal aktivite zon ¢aplarina gore belirlenmistir. Yapilan antimikrobiyal
calismada en yiiksek antimikrobiyal aktivitenin Kirgehir etanol ekstraktlarinda ve P
Aeruginosa ve C. tropicalis suslaria kars1 20 ve 25 mm inhibisyon zonu ile tespit edilmistir
(Tablo 4.14). Ayrica bitkinin Balikesir ili aseton ekstraktinin sirasiyla K. pneumoniae, S.
typhimurium ve C. tropicalis susglarinda 12 mm, 12 mm ve 8 mm inhibisyon zonu
olusturdugu gozlenmistir. Yine Balikesir ili etanol ekstraktlarinin sirastyla S. aureus, B.
thrungiensis ve K. pneumoniae suslarinda 8§ mm, 12 mm ve 20 mm inhibisyon zonu
olusturdugu tespit edilmistir. Ozellikle Balikesir ili su ekstraktlarinda antimikrobiyal aktivite
saptanmamustir. Ayrica Kirgehir ili aseton ekstraktlarinin sirasiyla S. aureus, B. thrungiensis,
V. angilarum ve C. tropicalis suslarinda 8 mm, 8§ mm, 8 mm ve 18 mm inhibisyon zonu
olusturdugu belirlenmistir. Ozellikle Kirsehir etanol ekstraktlarinin sirasiyla S. aureus, V.
angilarum, K. pneumoniae, P. aeruginosa ve C. tropicalis suslarinda 12 mm, 15 mm, 10 mm,
20 mm ve 25 mm inhibisyon zonu olusturdugu tespit edilmistir. Yine bu bitkinin Kirsehir su
ekstraktlarinda antimikrobiyal aktivite gozlenmemistir. E. faecalis, E. coli ve E. aerogenes
suslarinin aseton, etanol ve su ¢oziiciilerine karsi antimikrobiyal aktivite olusturmadigi
goriilmiistiir. Ozellikle bu bitki ile hazirlanan ekstraktlar arasinda, Kirsehir ili etanol
ekstraktinin test mikroorganizmalarina P. aeruginosa (20 mm) ve C. tropicalis (25 mm)
kars1 ¢ok 1yi derecede antimikrobiyal aktivite gosterdigi tespit edilmistir. Ayrica kullanilan
yontemin kontrolii i¢in standart olarak bakteri suslar1 icin Ampicillin (10 pg), maya susu i¢in
Nystatin (200 pg) antibiyotik diskleri kullanilmigtir. Capsaisin i¢eren bitkilerin (Capsicum
L.) farkli patojenler iizerine antimikrobiyal etkisinin Amoxicillin, Imipenem, Cefoxitin gibi
ticari olarak kullanilan antibiyotiklere yakin oldugu bildirilmistir (146). Bitkilerdeki
antimikrobiyal bilesenlerin etki mekanizmalari, sentetik antimikrobiyallerden farkli olarak
bir seri metabolik reaksiyonla bakteriyel gelisimi inhibisyona ugratmaktadir (147, 148).
Yapilan bir ¢caligmada ¢coban cantasi bitki ekstraktinin Helicobacter pylori mikroorganizmast
tizerindeki antimikrobiyal etkisi arastirilmistir. Calisma sonucunda bu bitki ekstraktinin
Helicobacter pylori lizerinde giiclii antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugu bildirilmistir.
Ayrica bu bitki ekstraktinin bagka mikroorganizmalar {izerinde de antimikrobiyal aktivite
gosterdigi belirlenmistir. Ozellikle K. pneumoniae susunda 20 mm ve B. subtilis susunda 16

mm’ lik inhibitor zonlar1 olusturdugu bildirilmistir (149).
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Bu tez calismasi sonucunda, iki farkli ilde dogal ortamlarda toplanan ¢oban cantasi bitkisinin
yapisinda birgok biyoaktif bilesigi icerdigi, antioksidan, antidiyabetik ve antimikrobiyal
aktivitelere sahip oldugu sonucuna varilmistir. Gliniimiizde dogal farmasoétiklerin
arastirildigl ¢alismalarda artiglar gozlenmektedir. Bu ¢alismanin arastirilan parametreler

acisindan iyi bir kaynak olabilecegi ve bitki literatiiriine katkilar saglayacagi kanaatindeyiz.
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