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OZET

Bu caligmada Tiirkiye florasinda yer alan ve ozellikle Kayseri’de yayilis gdsteren
Astragalus (Fabaceae) cinsine ait 3’1l endemik olan 5 takson toplanmistir. Toplanan
ornekler Soxhlet ekstraksiyon cihazi kullanilarak metanol ile ekstrakte edilmistir. Elde
edilen ekstrelerin S1vi Kromatografisi-Kiitle Spektrometresi (LC-MS) ile fenolik bilesik
analizi, toplam fenolik ve flavanoid madde miktarlari, in vitro antioksidan, antiradikal,
hidrojen peroksit giderme, metal selatlama, toplam indirgeyici gii¢ tayini, demir iyonu
rediikleyici antioksidan potansiyeli (FRAP), bakir (II) iyonu indirgeyici antioksidan
kapasitesi (CUPRAC), antimikrobiyal ve sitotoksik aktivitesi arastirilmistir. Ekstrelerde
klorogenik asit, epikatesin, katesinhidrat, kersetin, siringik asit, kamferol, sinnapik asit,
kaffeik asit, rutin ve ferulik asit tespit edilmistir. Elde edilen ekstrelerin Folin-Ciocalteu
kolorimetrik yontemi ile belirlenen toplam fenolik madde miktarinin 4,59-13,49 mg
gallik asit esdegeri/g ekstre, Aliiminyum klorid kolorimetrik yontemi ile toplam
flavonoid miktarlarmin 0,76-5,88 mg kersetin esdegeri/g ekstre arasinda oldugu tespit
edilmistir. Ekstrelerin fosfomolibdenyum yontemi ile belirlenen toplam antioksidan
aktivitelerinin 108,40—-178,25 mg askorbik asit esdegeri/g ekstre arasinda oldugu
bulunmustur. DPPH yonteminde, A. microcephalus (1Csy = 86,67 pg/ml) en yliksek
antiradikal aktiviteye sahip iken, A. acmophyllus’un (ICsy = 253,88 pg/ml) en diisiik
antiradikal aktiviteye sahip oldugu bulunmustur. Demir iyonu indirgeyici antioksidan
potansiyeli (FRAP) yonteminde, 4. microcephalus (0.97 mM/1) en yliksek indirgeyici
giice sahipken, 4. argeus (Toprak alt1)’un en diisiik (0.49 mM/I) aktiviteye sahip oldugu
tespit edilmistir. Ekstrelerin antimikrobiyal aktiviteleri 14 bakteri ve 1 mayay1 igeren
toplam 15 mikroorganizmaya kars1 aragtirtlmistir. Test edilen ekstrelerin sadece

Pseudomonas aeruginosa’ya karsi etkili oldugu tespit edilmistir. Ayrica ekstrelerin test



Vi

edilen Candida albicans lizerine etkisi goriilmemistir. Ekstrelerin 24 ve 48 saat siire ile
MCF-7 (insan gogiis kanser hiicre hatlar1) ve fibroblast hiicreleri iizerine sitotoksik
etkisi MTT yontemi ile belirlenmistir. Ekstreler icerisinden A. talasseus’un MCF-7

hiicreleri iizerinde sitotoksik etkisinin en yiiksek oldugu belirlenmistir.

Sonug¢ olarak bu calisma sonuglarinin Anadolu’da tibbi o6zellikleri bakimindan halk
tarafindan kullanilan Astragalus bitkisi ile ilgili literatiirdeki onemli bir boslugu
dolduracagina, ayn1 zamanda gida basta olmak iizere bir¢ok endiistriyel alanda dogal
antioksidan ve antimikrobiyal bilesiklerin kullanimina yonelik son zamanlarda artan

aragtirmalara katki saglayacagina inanilmaktadir.

Anahtar Kelimeler: Astragalus, Antimikrobiyal aktivite, Antioksidan aktivite,
CUPRAC, FRAP, LC-MS, Sitotoksite
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COMPARATIVE INVESTIGATION OF PHENOLIC COMPOUNDS
AND THE BIOACTIVITIES OF SOME ASTRAGALUS L. TAXA

ONUR KAYA

Erciyes University, Graduate School of Natural and Applied Sciences
M.Sc. Thesis, October: 2016
Thesis Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Sevil ALBAYRAK

In this study, 5 taxa, 3 of which are endemic, belongs to Astragalus (Fabaceae) genus
were collected. Collected taxa are belongs to Turkish flora and especially spread in
Kayseri. The collected samples were extracted with methanol by using a Soxhlet
extraction device. Phenolic compound analysis with liquid chromatography-mass
spectrometry (LC-MS), The total phenolic and flavonoid contents, in vitro antioxidant,
anti-radical, hydrogen peroxide scavenging, metal chelating, total reducing power, iron
ion reducing antioxidant potential (FRAP), copper (II) ions reducing antioxidant
capacity (CUPRAC), antimicrobial and cytotoxic activities of the obtained extracts were
investigated. The chlorogenic acid, epicatechin, catechin hydrate, quercetin, syringic
acid, campherol, sinnapic acid, caffeic acid, rutin, and ferulic acid in the extracts have
been identified. It is determined that the total phenolic contents of the extracts by Folin-
Ciocalteu method ranged from 4,59 to 13,49 mg gallic acid equivalent /g extract. It is
determined that the total flavonoid contents of the extracts by aluminum chloride
colorimetric method ranged from 0,76 to 5,88 mg kuersetin equivalent/g extract. It has
been found that the total antioxidant activities determined by phosphomolybdenum
method of extracts ranged from 108,40 to 178,25 mg ascorbic acid equivalent/g extract.
While 4. microcephalus (1Csy = 86,67 pg/ml) showed the highest antiradical activity, 4.
acmophyllus (1C5y = 253,88 pg/ml) showed the least antiradical activity in DPPH
method. While A. microcephalus (0.97 mM/l) had the highest reducing power, 4.
argaeus (underground) (0.49 mM/1) had the least reducing power in ferric ion reducing
antioxidant potential (FRAP) assay. All of the extracts were investigated for
antimicrobial activities against 15 species of microorganisms containing 14 bacteria and

1 yeast. The tested extracts have been only found to be effective against Pseudomonas
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aeruginosa. All of the extracts didn’t show activity against Candida albicans. The
cytotoxic effects of extracts tested on MCF-7 (human breast cancer cell lines) and
fibroblast cells during 24 and 48 hours were determined by MTT method. Among the

extracts, A. talasseus showed the highest cytotoxic activity on MCF-7.

As a result, it is believed that the results of this study will fill a significant gap in
existing literature about Astragalus plant which used by folk in terms of medicinal
properties in Anatolia and also will contribute to research recently increasing for the use

of natural antioxidant and antimicrobial compounds in many industrial fields including

food.

Keywords: Astragalus, Antimicrobial activity, Antioxidant activity, FRAP, CUPRAC,
LC-MS, Cytotoxicity
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GIiRiS

Insanoglu tarih boyunca besin, ilag, yag ve diger pek ¢ok kullanish iiriinii elde etmek
amaciyla bitkisel drtinleri kullanmistir. Meyve ve sebze gibi bitkisel {iriinlerin
tiiketiminin yiliksek oldugu bir diyet ile pek ¢ok kronik hastalik riskinin azalmasi
arasinda bir iligki bulundugu belirtilmektedir [1, 2]. Bitkisel iirlinlerin tiikketiminin
artmasinin saglik agisindan faydali oldugu ¢ok eski ¢aglardan beri bilinmesine ragmen
bu faydali etkiden hangi bilesenlerin sorumlu oldugu pek bilinmemekteydi. Ancak
giiniimiizde bitkilerin bilesiminde bulunan birgok {iriin daha fazla ilgi ¢ekmekte,
faydalar1 ve kullanim alanlarinin arastirildigi ¢alismalarin sayist her gecen giin
artmaktadir. Bitkiler lipidler, karbohidratlar, proteinler, mineraller ve sekonder
metabolitlerin 6nemli kaynaklarindan biridir. Bunlara ek olarak bitkilerin kimyasal
bilesiminde bulunan fitokimyasallarin saglik acisindan faydalari son zamanlarda
oldukea ilgi cekmektedir [3]. 19. yiizyilin baslarina kadar bitkilerdeki bu aktif bilesenler
izole edilememistir. Dogal bitkisel bilesenlerin kimyasal yapilar1 ancak bu yiizyilin
sonlarinda belirlenebilmistir. Son 50 yilda yeni kimyasal teknolojilerin gelistirilmesiyle
biyolojik bilesenlerin belirlenmesi, izolasyonu ve sentezi miimkiin hale gelmistir.
Bitkiler ve onlarin ¢esitli kisimlarindan elde edilen bilesenler boya, koku, tat verici,

hastaliklarin tedavisi gibi bir¢ok amagcla kullanilmaktadir [4].

Diinya tizerinde halen 300.000 civarinda ¢icekli ya da tohumlu bitki tiirii kayitli iken, bu
rakamin aslinda 750.000 olmas1 gerektigine dair tahminler yapilmaktadir. Tibbi bitki
sayisinin 30 ila 75.000 oldugu tahmin edilirken, Diinya Saglik Orgiiti (WHO) nce
yapilan bir ¢alismaya gore tiim diinyada 20.000 civarinda bitki tiiriiniin tibbi amaglarla
kullanildig1 saptanmigtir. 4.000 bitkisel drog yogun olarak kullanilmakta, Bati
Avrupa’da ise 400 kadar bitkisel drogun ticareti yapilmaktadir. Bu rakamlardan tibbi
bitkilerin nadir oldugu anlami ¢ikarilabilir, ancak unutulmamalidir ki diinyada kayith
bitki tiirlerinden sadece yaklasik % 20’si az ya da ¢ok bilimsel incelemeye tabi

tutulmustur. Cok zengin bir bitki Ortiisii ve endemik tiirlere sahip olan iilkemizde



yoresel olarak yenilen, suyu icilen ve ilag olarak kullanilan bir¢ok bitki bulunmaktadir

[5].

Geleneksel tip baslica gelisen diinyanin tiim bdlgelerinde ve endiistrilesmis tilkelerde
cok hizli bir sekilde yayilmaktadir. Avrupa, Kuzey Amerika ve endiistrilesmis diger
bolgelerde toplumun %50°den fazlasinin tamamlayict ya da alternatif tip
yontemlerinden en az birini kullandig1 saptanmistir [6]. Geleneksel tipta kullanilan
bircok bitki oksidatif stres, viral ve bakteriyel ajanlarin neden oldugu enfeksiyon
hastaliklarin tedavisinde etkilidir. Arastirmalar, bu bitkilerin antioksidan 6zelligi gibi
antimikrobiyal aktivitelerinin de oldugunu gostermistir [7]. Bu nedenle son yillarda,
gida bilimcilerinin, iireticilerin ve tiiketicilerin bitkisel kaynakli antioksidanlara karsi
ilgisi artmistir [8]. Bitkiler tibbi 6zellikleri, giiglii farmakolojik aktiviteleri ve diisiik
toksisiteleri nedeniyle son bilimsel gelismeler 1s1ginda incelenmektedir. Bitkilerde
bulunan biyoaktif bilesiklerin, sagliga faydalar ile birlikte antioksidan, antikanserojen,
antihipertensiv (kan basincini diisiiren) ve antimutajenik etkilerinin oldugu goriilmiistiir.
Yine bir¢ok bitkinin vitamin C, vitamin E ve karotenoidler disinda yiiksek miktarda
fenolik bilesikleri ve flavonoidleri icerdigi bilinmektedir. Tibbi bitkilerin 6nemli
patojen ve bakterilere karsi antimikrobiyal aktiviteleri aragtirilmasina ragmen yiizyillar
boyunca yaygin olarak kullanilan bitkilerin antioksidan ve antimikrobiyal etkileri son
zamanlara kadar detayli bir sekilde incelenmemistir [9]. Antibiyotige direncli
mikroorganizmalarin neden oldugu enfeksiyon oranindaki artistan dolayr yeni
antimikrobiyal maddelerin arastirilmasina ilgi artmistir. Bu alanda en yogun caligmalar
tedavi edici olarak kullanilan bitki veya mikroorganizmalarin sistematik olarak
taranmas1 tizerinde siirmektedir [10]. Tibbi bitkiler igerdikleri terapétik bilesiklerden
dolay1 ylizyillardir hastaliklarin tedavisinde kullanilmaktadir. Mevcut antibiyotiklere
mikrobiyal dayamikliligin gelismesi arastirmacilari tibbi bitkilerin antimikrobiyal
aktivitelerini aragtirmaya yoOneltmistir [11-13]. Ayn1 zamanda son yillarda sentetik
antioksidanlarin yerini alacak dogal antioksidanlarin arastirilmasinda énemli oranda bir
artis olmustur. Ciinkii sentetik antioksidanlar kanser yapici etkilerinden dolay1
kullanimlar1 sinirlandirilmistir. Antioksidatif durum ile hastaliklarin olusmasi arasinda
negatif bir iligkinin oldugu kaydedilmistir [14]. Bu nedenle antioksidatif bilesiklerin
aragtirtlmas1 ve teshis edilmesi olduk¢a Onemlidir. Yapilan calismalar bitkilerin

potansiyel olarak dogal antioksidan kaynaklar1 oldugunu gostermistir. Karotenoidler,



flavonoidler, sinamik asit, benzoik asit, folik asit, askorbik asit, tokoferoller, vb. bitki

tarafindan tiretilen antioksidanlardan bazilaridir [15].

Bu calismada Tiirkiye florasinda yer alan ve ozellikle Kayseri’de yayilis gosteren ve
bazilar1 endemik olan Astragalus taksonlarinin toprak alti ve {istii kismlarindan elde
edilen metanol ekstrelerinin toplam fenolik madde miktar1, fenolik igerigi, antioksidan
etkisi, antimikrobiyal aktiviteleri ve fibroblast hiicreleri iizerine sitotoksik etkilerinin

belirlenmesi amaglanmaktadir.



1. BOLUM
GENEL BILGILER

1.1. Etnobotanik Bilgiler

Etnobotanik terimi siirekli tanimlanmasina karsilik, tanimi tizerinde kesin bir fikir
birligi yoktur. Fakat genel olarak etnobotanik terimi “Bir yorede yasayan halkin yakin
cevresinde bulunan bitkilerden ¢esitli gereksinimlerini karsilamak {izere yararlanma
bilgisi ve o bitki {izerine etkisi olarak” tanimlanabilir. Etnobotanik terimi, ilk kez 1895
yilinda, bir biyoloji profesorii olan John W. Harshberger tarafindan kullaniimaya
baslanmis olup, basitge “bitkilerin yerel halk tarafindan kullanim1” olarak
tanimlanmistir. Ayrica etnobotanik teriminin ilk gectigi yer olan, Harshberger’in "The

Purposes of Etnobotany" adl1 eseri bu konuda bilinen ilk yayindir [16, 17].

Insanoglu varolusundan itibaren bitkilerle sik1 bir etkilesim igerisinde olmustur. Faydali
gordiikleri bitkileri tanimis, tanitmis ve hastaliklarin tedavisinde kullanmistir. Tarihsel
stirec igerisinde dzellikle de arkeolojik bulgular g6z 6niine alindiginda, ilk¢aglardan beri
insanlar ¢evrelerindeki bitkileri kullanarak dertlerine sifa aramislardir. Zamana ve
degisik kiiltiirlere gore farklilik gdsterse de, insanlar bitkilerden genellikle gida, hastalik
tedavisi, alet ve ekipman yapimi, yakit, hayvan yemi, boyar madde, biiyii, nazar gibi
inangsal amagli vb. kullanimlar i¢in degisik sekillerde yararlanmislardir. Bu bilgiler
caglar boyunca kullanim sekillerindeki baz1 degisiklik ve gelismelerle birlikte nesilden

nesile aktarilarak giinlimiize kadar ulagmistir [16, 18-23].

Insanoglu tarafindan geg¢misten giiniimiize kadar gelen bu kullanim alanlarinin ve
kullanilan bu bitkilerin yerel isimlerinin bilinmesi, insanlik mirasinin yeni kusaklara

aktarilmasi bakimindan c¢ok biiyiik 6nem tasimaktadir [17]. Etnobotanik caligsmalar,



yalnizca insanoglunun tarihsel siiregte bitkilerle olan etkilesimlerini kaydetmekle
kalmaz, ayn1 zamanda tibbi ve ekonomik Onemi olan bitkilerin belirlenmesine,
hammadde ihtiyacinin karsilanarak ilag¢ sanayinin gelismesine katki saglar. Bunun yani
sira aktarlik, gida, aricilik, kozmetik ve cigekeilik gibi farkli istthdam alanlarinin
olugsmasina katki saglamasi bakimindan da olduk¢ca O6nem arz eder. Birgok farkl
medeniyete ev sahipligi yapan iilkemiz, hem kiiltiirel hem de floristik yapis1 bakimindan
etnobotanik calismalar i¢in oldukca zengin bir arastirma alanmi olusturmaktadir [24].
Yapilan ve yapilacak olan etnobotanik c¢aligmalar, halkimiz ile bitkiler arasindaki

iligkiyi gelecek kusaklara aktarmasi bakimindan olduk¢a 6nemlidir [25].

1.2. Bitkisel Sekonder Metabolitler

Genellikle sekonder bilesik sinifinda degerlendirilen bu bilesiklerin kimyasal yapilar
cok degiskendir ve primer bilesiklerden oldukga farklidir. Bitkilerde, yaklasik 100.000
cesit sekonder bilesik bulundugu tahmin edilmektedir [26, 27].

1.2.1 Polifenolik Bilesikler

Polifenoller, fitokimyasallarin en genis siniflarindan biridir [28]. Bitkiler aleminde
oldukca genis oranda yer almaktadirlar. Polifenollerin aktivitelerini, kimyasal
yapilarindaki hidroksil gruplari belirler. Bu nedenle de giiglii antioksidanlardir. Bitkisel
kaynakli polifenoller, hidrojen atomu verici, singlet oksijeni siipiiriicii ve indirgeyici
gibi birden fazla fonksiyona sahiptir [29]. Besin fenolikleri; flavonoidler, fenolik

asidler, fenolik polimerler (tanenler) olmak tizere {i¢ sinifa ayrilir:



1.2.1.1. Flavonoidler

Flavonoidler, bitkilerin ortak bilesenleridir. Cesitli bitkilerin kok, gévde, yaprak, tohum
ve meyvelerinden su ana kadar 8000'den fazla polifenolik bilesik izole edilmis olup,
bunun 4000'den fazlasini flavonoidler olusturmaktadir [30, 31]. Flavonoidler, fenolik ve
piran halkalarindan olusan benzo-y-piran tiirevleri olup, bitki fenollerinin en genis
sinifin1 olustururlar. Flavonoidlerin temel yapisinda 15 karbonlu flavan g¢ekirdegi
bulunur. Flavonoidlerin molekiil yapilari, aromatik A halkasina birlesik halde bulunan
heterosiklik C halkas1 ve bu C halkasina 2, 3 veya 4 pozisyonundan bagli ikinci
aromatik B halkasindan olusur. Bu halkalara baglanan ¢esitli fenolik hidroksil gruplari,
bu yapilarin antioksidan aktivite gostermelerini saglar. Farkli tiirdeki bitkilerde veya
aym bitkinin degisik kisimlarinda bulunan flavonoidlerin biiylik yapisal farkliliklar

vardir [32].

Son yillarda yapilan arastirmalar, flavonoidlerin biyolojik aktivitelerinin daha net
anlasilmasin1 saglamistir. Antioksidan, serbest radikal siipiiriicii ve antienflamatuvar
(Iltihab1 azaltan) etkilerinin yani sira, farkli enzimlerin aktivitelerini arttirarak ve
spesifik reseptorlerle etkileserek de insan sagligina faydali olduklari gosterilmistir.
Flavonoidler, ayrica antiviral (viriisleri yok eden), antitrombotik (Kanin pihtilasmasini
engelleyen), antialerjik (Alerjenleri azaltin) ve vazodilator (Damar genisletici) etkiler de
gosterirler, bakir ve demir gibi metal iyonlarmi selatlama 6zelligine de sahiptirler.
Flavonoidlerin ateroskleroz, tromboz ve karsinojenez olaylarinda énemli etkisi oldugu
diisiiniilen LDL peroksidasyonunu onledigi de literatiirde belirtilmektedir [33, 34].

Koroner kalp hastaliklarini 6nleyici ve antikanserojen 6zellige de sahiptirler [35].

Baslica flavonoid gruplart sunlardir: Flavonoller, flavonlar, flavononlar, antosiyaninler
ve izoflavonoidler ve antosiyanidinler (flavilyum katyonlar1), proantosiyanidinler,
biflavonoidler ve oligomerik flavonoidler, izoflavonlar (izoflavonoidler), kalkonlar ve

auronlardir [31].



1.2.1.2. Fenolik Asitler

Fenolik asitler, sinnamik asit ve benzoik asidin hidroksi tiirevleri olmak tizere iki ana
gruba ayrilir. Hidroksibenzoik asidler C6-C1 fenilmetan yapisinda olup, bitkisel
gidalarda genelde iz miktarda bulunurlar. Hidroksisinamik asidler ise C6-C3
fenilpropan yapisindadirlar. Cok yaygin bulunanlari; kafeik asit, ferulik asit, p-kumarik

asit ve o-kumarik asitlerdir [36].

Bu iki grup arasinda ise ¢ogunlukla hidroksisinnamik asitler bulunur. Bitkilerde serbest,
esterlesmis ya da glukozidleri halinde bulunan fenolik bilesiklerin % 30’u, fenolik asit
seklinde besin yolu ile alinir [37, 38]. Fenolik asidler, hidroksi ve metoksi gruplarinin
yerlesimi ve ¢esitlerine gore farkli isimler alirlar [29]. Fenolik asitlerin, yapilarindaki
aromatik halkaya bagli hidroksil gruplarmin sayisi ve yerlerine gore kararliligi ve
antioksidan aktivitesi farkli olmaktadir. Fenolik asitlerin metal selatlama, hidroksi,
peroksil, peroksinitrit ve siiperoksit anyon radikallerini giderme etkisine sahip oldugu

bildirilmistir [38, 39].

1.2.1.3. Fenolik Polimerler (Tanenler)

Fenolik polimerler diger bir deyisle tanenler veya proantosiyanidinler, yliksek molekiil
agirliklt bilesikler olup flavonoidlerin (flavan-3-ol) oligomer veya polimeridirler.
Bitkilerin ikincil metabolitleri olup, bu bitkileri zararlilara (mantarlar ve bocekler v.s)
karst korurlar [40]. Fenolik polimerler bazi ¢ilek tiirlerinde, elmada, nar suyunda,
kirmiz1 ve beyaz iiziimde, bunlardan elde edilen saraplarda, yine bunlarin tohumlarinda,
kakao, cay, tar¢in ve Ginkgo biloba’da bol miktarda bulunur. Koyu renkli ve tad1 buruk
bilesiklerdir. Proantosiyanidin icerigi yiiksek gida ya da gida takviyelerini kisa/uzun
siireli kullananlarda ateroskleroz, bazi kanser tiirleri ve enflamasyonun (Iltihab) goriilme

oranlarimin azaldigi bildirilmistir [29, 41].



1.2.2. Karotenoidler

Karotenoidler bitkiler ve mikroorganizmalar tarafindan sentezlenebilen, hayvanlarca
sentezlenemeyen dogal pigmentlerdir [42]. Yapisinda bulunan ¢ifte baglardan dolay1
sar1, portakal veya kirmizi renklerdedir. Yapilarindaki konjuge cift baglar, kimyasal,
biyokimyasal ve fiziksel 6zelliklerini etkiler [43]. Karotenoidler teraterpenoidlerin bir
grubudur. iki smif karotenoid vardir; karotenler ve ksantofiller. Karotenler hidrokarbon
karotenoidlerdir. Ksantofiller ise hidroksil, metoksil, karboksil, keto, veya epoksi
gruplart seklinde oksijen igerirler. Likopen ve [B-karoten tipik karotenlerdir. Yesil
yapraklardaki lutein ve misirdaki zeaksantin ise ksantofildirler. Karotenoidlerin
ateroskleroz, katarakt, yasa bagli kas dejenerasyonlart ve multiplskleroz gibi gesitli
radikal kaynakli hastaliklar1 Onledigi bildirilmistir. Karotenoidlerin antioksidan
aktiviteleri peroksil radikallerini ve singlet oksijeni tutmalarindan kaynaklanmaktadir
[44]. Likopen, dogal karotenoidler arasinda en etkili singlet oksijen tutucularindandir
[45]. B-Karoten peroksil radikali tutucusudur. B-karoten, o-tokoferolden daha diisiik
antioksidan aktiviteye sahiptir. Karotenoidler renkli meyve ve sebzelerde
bulunmaktadirlar. Seftali, havug, bal kabag1 ve patates o ve B-karoten icerir. Domates,
kavun ve greyfurt ise likopen kaynagidir [46]. En yaygin kullanilani olan -karoten ayni

zamanda vitamin A Oncilidiir. Viicutta vitamin A olusumu i¢in gereklidir [42, 47].

1.3. Oksidatif Stres ve Antioksidanlar

Oksijen, yasam icin vazgeg¢ilmez bir molekiil olmasina ragmen ayni zamanda viicut
icinde reaktif oksijen tiirlerinin olusmasina neden olmaktadir. Reaktif oksijen tiirleri
metabolizmaya zarar verebilecek bir dizi reaksiyonu baslatir ve bunlar canli i¢in ayni
zamanda bir tehdit unsuru haline gelmektedir. Serbest radikallerin olusumu
organizmada oksijen kullanimi sirasinda ortaya g¢ikmaktadir. Eslenmemis elektron
iceren atom veya molekiiller hiicrelerin zarar gordiigli reaksiyonlar dizisini baglatir.
Organizmada serbest radikaller gerek normal metabolik faaliyetlerin bir yan {iriini

olarak, gerekse radyasyon, ilaglar ve diger zararli kimyasallarin etkisi ile olusmaktadir.



Serbest radikallerin baglattigi bu zincirleme reaksiyonlar dizisi, antioksidanlar
tarafindan  durduruluncaya kadar devam etmektedir. Yapilan arastirmalar,
antioksidanlarin serbest radikalleri ndétralize ederek hiicrelerin zarar goérmesine engel

olduklarini ortaya koymustur [48].

Eger serbest radikaller ndtralize edilmezlerse viicutta su gibi ciddi hasarlara neden

olabilirler;
* Hiicre membrani proteinlerini yikarak hiicreleri 61diirmek,

* Membran lipit ve proteinlerini yok ederek hiicre membranmi sertlestirip hiicre

fonksiyonunu engellemek,

* Niikleus membranini yararak niikleustaki genetik materyale etki edip DNA’y1 kirllma

ve mutasyonlara agik hale getirmek,

» Bagisiklik sistemindeki hiicreleri yok ederek bagisiklik sisteminin etkisini azaltmak

[49].

Antioksidanlar, gidalarda okside olabilen substratin oksidasyonunu onemli Olgiide
geciktiren veya engelleyen maddelerdir [49]. Antioksidanlar; lipit peroksidasyonu ve
diger serbest radikal aracili siirecleri engelleyen, serbest radikalleri nétralize eden
serbest radikal temizleyicileri gibi hareket ederler. Bu nedenle antioksidanlar, radikal

reaksiyonlarin neden oldugu hastaliklardan insanlar1 koruyabilir [50, 51].

Tiim bu oksidasyon siireci iginde antioksidanlar; ilk radikalleri saptarlar, metal
iyonlarma baglanirlar, peroksil radikallerini bulurlar ve okside olarak hasar goéren
biyomolekiilleri yok ederek viicudu koruma islevlerini yerine getirirler [52]. Bitkiler
dogal antioksidan bilesiklerin baslica kaynagini olusturmaktadir. Meyve ve sebzeler,
baharatlar, bitkisel ¢aylar ve yagli tohumlarin igermis olduklar1 antioksidan bilesikleri
pek ¢ok calismaya konu olmus ve antioksidan etkilerin de fenolik bilesiklerden ve

ozellikle de flavonoid yapisindan kaynaklandigi gosterilmistir [53].

Antioksidan molekiiller endojen ve eksojen kaynakli yapilar olup, olusan oksidan
molekiillerin neden oldugu hasar1 hem hiicre i¢i hem de hiicre dis1 savunma ile etkisiz

hale getirilirler. Hiicre dis1 savunma, albiimin, bilirubin, transferin, seruloplazmin, tirik
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asit gibi ¢esitli molekiilleri icermektedir. Hiicre i¢i serbest radikal toplayici enzimler asil

antioksidan savunmay1 saglamaktadir [54].

Antioksidanlar, ayrica enzimatik ve non-enzimatik olarak  incelenirler:
Stiperoksitdismutaz (SOD), katalaz (CAT), glutatyon peroksidaz (GSH-Px) birinci
derece enzimatiklere, glutatyon rediiktaz (GR) ve glukoz 6- fosfat dehidrojenaz (G6PD)
ikinci derece enzimatiklere 6rnek gosterilmektedir. Non-enzimatik olanlar ise; mineral
(Se, Zn), vitamin (A, C, K ve E), karotenoitler (B-karoten, likopen, lutein, zeaksantin
vs.), organosiilfiir bilesikleri (allium, allil siilfit, indoller, vs.), diisiik molekiil agirlikli
antioksidanlar (GSH-Px, trik asit, vs.), antioksidan ko-faktorler (ko-enzim Q10) ve

polifenoller seklinde incelenmektedir [55].

1.4. Taksonomik bilgiler

1.4.1. Fabaceae

Leguminosae veya bakla ailesi denen Fabaceae, Angiospermlerin Orchidaceae ve
Asteraceae’den sonra iiclincli biliylik familyasidir. Tarimsal ve ekonomik Onemi
bakimindan bugdaygillerden sonra ikinci biiyiik familyadir. Karmagiklik sergileyen bu
familya 727 cins ve yaklasik 19.327 tiir igerir [56]. Ulkemizde 61 cins ve 900’den fazla
tird bulunur [57]. Tohumlarinda endosperm yoktur. Bu familya Mimosaceae,

Caesalpiniaceae ve Papilionaceae alt familyalarina ayrilir [58].

Genellikle otsu bitkileri biinyesinde barindirir. Nadiren calilar veya agaglarda bu
familyanin iyeleri arasindadir. Yapraklar cogu zaman pinnat veya trifoliat, nadiren
basit, stipiilliidiir. Cigekler erdisi olup, bir simetri diizlemine sahiptir. 5 sepali birlesik, 5
petali serbesttir. Ust petal genellikle biiyiiktiir. Veksillum (bayrak¢ik) kanat seklindedir.
Yandaki 2 petal (ala), alttaki 2 petal ile birlesmis olup, karina (kayik¢ik) seklini alir.
Cicek tomurcuk halindeyken alalar karinayi, veksillum da alalar1 orter. Genellikle 10
stamenlidir. Bunlar serbest, monodelfus veya diadelfus seklindedir. Marjinal

plasentasyona sahiptir [57]. Fabaceae mevsimsel kuru veya kurak bir iklime sahip
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tropik orman ve iliman bdlgelerde ¢esitlilik gostermektedirler. Yar1 kurak ve kurak

habitatlarda 6zellikle yasamasi azot metabolizmasi ile ilgilidir [59, 60].

Fabaceae familyasi iiyeleri insan ve hayvan tiikketimi icin ekinler, ayn1 zamanda sivi
yaglar, lif, yakat, giibre, kereste, tedavi edici, kimyasal maddeler ve bahgecilik islerinde
kullanilmaktadir [56]. Insanlar ve hayvanlar i¢in gida maddesi 6zelligi tastyan ¢ok
onemli tiirleri vardir. Baz tiirleri ilag, bazi tiirleri ise siis bitkisi olarak kullanilmaktadir

[57].

Bu familya {iyeleri gida olarak kullanimin yani sira ormancilikta kullanilmaktadir.
Bitkilerin kendileri ya da yapraklar1 ve kabuklar1 gibi bitkisel iiriinleri toprak 1slah1 ve
nitrojen kaynagi olarak kullanilmaktadir. Ayrica plastik yapiminda yag, yakit ve
biyodizel olarak kullanilmaktadir [61].

1.4.2. Astragalus (Geven) L. Cinsi

Ulkemiz cografi konumu, jeolojik yapisi, farkli topografik yapilara ve toprak gruplarma
sahip olusu, degisik iklim tiplerinin etkisi altinda kalmasi ve ii¢ farkli bitki cografyasi
bolgesinin birlestigi yerde olmasi, dzellikle de bazi Iran-Turan kokenli bitki cinslerinin
gen merkezi olmasi gibi ekolojik ve floristik nedenlerle zengin bir flora ile ¢cok degisik
vejetasyon tiplerine sahiptir. Ulkemizde bu zengin flora igerisinde 425 takson ile en
zengin cins Astragalus’tur. Bu 425 taksondan 201’1 endemik olup endemizm orani
yaklasik %47°dir. Ulkemizde takson sayisi agisindan 1. sirada yer alan Astragalus

diinyada da yaklagik 3000 takson ile en zengin gruptur [62-65].

Astragalus tiirlerinin besin degerlerinin yiiksek olmasi, ¢ali formunda olanlarindan kitre
zamki elde edilmesi, yakacak ve hayvan yemi olarak kullanilmasi yaninda erozyonu

onlemede de kullanilmasi1 nedeniyle 6nemi biiytiktiir [66].

Biyogesitlilik acgisindan 6nemli, kokleri 3-5 m derine inebilen ve genis dallar1 olan,
egimli yamaclarin erozyon bekgileri olan Astragalus tiirleri, yayildigi alanin 2-4 kati

blyiikligiindeki araziyi kaymalara karsi tutmaktadir. Ahtapot misali kokleriyle
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caprazlama topragi korur ve egimli dag yamaglarinin zayif bitkilerini hayvanlara karsi

muhafaza ederler [67].

Astragalus cinsinin sistematik kiinyesi asagidaki gibidir.
Alem: Plantae

Alt Alem: Trachebionta

Ust Sube: Spermatophyta

Sube: Magnoliophyta (Kapali tohumlular)

Siif: Mognaliopsida (iki ¢enekliler)

Alt sinif: Rosidae

Takim: Fabales

Familya: Fabaceae

Genus: Astragalus

1.4.2.1. Astragalus argaeus Boiss. & Balansa (Boissier 1859:53)

Ciice (2-10 cm) yastik bigiminde ¢ok yillik bir bitkidir. Gévde kismi ¢ok fazla
dallanmis odunsu yapidadir. Yapraklar 0.5-1.5 cm, yaprakgilar 2-6 mm eliptik, basit
beyaz pilos tiiylii, her yaprakta 3-5 ¢ift yaprakcik vardir, stipuller 2-6 mm, yaprak
lanseolat seklinde de olabilir. Cicekler 1-3 tane, en alt yapragin koltuk altt kisminda
sessildir. Brakteler 5-6 mm, lanseolat seklindedir. Kaliks 7-10 mm, tiibiiler, beyaz pilos
tiiylii, disleri 2-4 mm’dir. Cigek rengi kirmiz1 ¢izgili beyaz krem ya da beyaz seklinde,
bayrakcik 11-14 mm, genis oblong yapisindadir. Meyve ovoid, basit beyaz renkli pilos
tiylii, unilokular 3-4 mm genellikle de meyve 2 tohumludur. Habitatlar1 alpin

bolgelerdir (3000-3200 m) (Sekil 1 ve 2) [62].
Genel yayihsi: Tiirkiye (End.)

Tiirkiye’deki yayihsi: Orta Anadolu, Kayseri
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o

Sekil 1. Astragalus argaeus Boiss. & Balansa endemik tiiriiniin Tiirkiye, Kayseri [B5]
[linin, Erciyes dag1, Alpin bolgesinde yay1list

Sekil 2. Astragalus argaeus Boiss. & Balansa
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1.4.2.2. Astragalus gummifer LAB.

Kiiciik, semsiye biciminde, 30 cm kadar boylanan c¢ali formunda c¢ok yillik bitkidir.
Yaprak ucglar1 dikenli, dikenler 2-5 cm, yapraklar diiz tiiysiiz ya da yogun sekilde
pubescen’dir. Yaprakg¢iklar 5-8 (-10) mm, eliptik, genellikle mukronat, yaprake¢iklar 4-7
cift seklindedir. Stipiiller 7-9 mm, triangular-ovat, tiiysiiz ya da beyaz tliyliidiir. Her
yapragin koltuk altinda 2-3 ¢igek bulunur, Cicek durumu ovoid ya da oblong, dallanmis,
8-20 ciceklidir. Brakteler 4-6 (-8) mm, ovat-orbicular, navicular, tiiysiiz ya da beyaz
tiiyliidiir. Brakteoller yoktur. Kaliks 5-7 mm, tabanda beyaz pilos, kaliks tabanda hemen
hemen loblara boliinmiistiir. Bayrak¢ik 10-12 mm’dir. Ormanlar, ¢ayirlar, stepler egimli

tepeler habitatlaridir (Sekil 3 ve 4) [62].

Genel yayihisi: Suriye, Liibnan

Tiirkiye’deki yayilisi: Dogu Anadolu

o

Sekil 3. Astragalus gummifer yayilist Hakkari, Bingdl, Diyarbakir, Erzincan, Igel,
Kayseri, Kahramanmaras, Nigde
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Sekil 4. Astragalus gummifer LAB.

1.4.2.3. Astragalus microcephalus WILLD.

Yastik biciminde ¢ali formunda ¢ok yillik bir bitkidir. Yaprak ug¢larinda dikenler vardir.
Dikenler 1,5-2,5 cm boyundadir. Yaprak diiz, pubescendir. Yaprak¢iklar 5-14 mm,
eliptik, beyaz-tomentos, 4-6 cift seklindedir. Stipiiller 6-10 mm, dar bir sekilde
lanseolat, tiiysiiz, siliat, boyunun yarisinda birlesmistir. Cicekler sesildir. Her yapragin
koltuk altinda 2-3 ¢igek vardir. Cigcek durumu oblong ya da silindirik, 1-1,5 cm ¢apinda
10-30 cigeklidir. Brakteler linear-spatulat, karinat, u¢ kisimlart beyaz tiiyliidiir.
Brakteoller yoktur. Kaliks 5-6 mm, yogun sekilde pilos tiiylii, kaliks tabanda hemen
hemen loblara boliinmiistiir. Mor renkli dallanmalarla korollalar sar1 renklidir.

Bayrakeik 8-10 mm’dir. Habitati steplerdir (Sekil 5 ve 6) [62].

Genel yayihisi: Kafkasya

Tiirkiye’deki yayihsi: Karasal Anadolu
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o

Sekil 5. Astragalus microcephalus yayilisi alanlar1 Kars, Cankiri, Kastamonu, Ankara,
Antalya, Artvin, Bursa, Diyarbakir, Erzincan, Erzurum, Kayseri, Konya, Kiitahya,

Sivas, Van

Sekil 6. Astragalus microcephalus WILLD.

1.4.2.4. Astragalus acmophyllus BUNGE

Kiigiik, semsiye bi¢iminde, 20 cm kadar boylanan ¢ali formunda c¢ok yillik bitkidir.
Yaprak uclar1 dikenli, dikenler 2-4 cm, diizdiir. Yaprakc¢ilar 5-10 mm, dar bir sekilde
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eliptik, mukronat, basit pilos tiiyli, 5-7 ¢ift seklindedir. Stipuller 10-13 mm, triangular-
lanceolate, siliattir. Cigekler sessildir. Her yapragin koltuk altinda 2-4 c¢igek vardir.
Cicek durumu globosdur. Brakteler 8-9 mm, linear, u¢ kisimlar1 beyaz tiiyliidiir.
Brakteoller 5 mm, linear, beyaz tliylidiir. Kaliks 12-14 mm, uzun beyaz villos tiiy
yapisinda, 5-7 mm tiiplere ayrilmistir, kaliks disleri subulattir. Korolla pembe,
bayrak¢ik 15-17 mm’dir. Habitati kuru kayaliklar ve volkanik yamaglardir (Sekil 7)
[62].

Genel yayihsi: Tiirkiye (End.)

Tiirkiye’deki yayihsi: Orta ve Kuzey-Dogu Anadolu

o

Sekil 7. Astragalus acmophyllus yayilis alan1 Glimiishane, Kayseri

1.4.2.5. Astragalus talasseus BOISS. ET BAL.

Birlesik dalli, yastik bigiminde, ¢ali formunda ¢ok yillik bir bitkidir. Yaprak uglari
dikenli, dikenler 1,5-5 cm diizdiir. Yaprakciklar 4-8 mm, dar bir sekilde eliptik
biciminde, uclar1 dikenli, seyrek bir sekilde basit villos, 4-5 ¢ift seklindedir. Stipiiller
8—10 mm, ovate-lanceolate, tomentos tily bigimindedir. Cicekler sessildir. Her yapragin
koltuk altinda 5-6 ¢igek vardir. Cigek durumu oblong ya da silindirik 1,5-2 ¢cm ¢apinda,
(20-) 30-50-¢icek seklindedir. Brakteler 8 mm, orbikular, simbiform, u¢ kisimlara dogru
yogun bir sekilde tomentos tiiyle kaplidir. Brakteoller 10 mm, linear, yogun bir sekilde
pilos tiiyle kapli, kaliks loblarina benzemektedir. Kaliks 9-10 mm, yogun bir sekilde
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pilos tliyle kapli, loblar agik bir sekilde 3 mm uzun bir tiip sayesinde tabanda
boliinmeye devam etmistir. Korolla rengi bilinmiyor, bayrake¢ik 12-15 mm’dir (Sekil 8)

[62].

Genel Dagilimi: Tiirkiye (End.)

Tiirkiye dagilimi: Orta Anadolu

o

Sekil 8. Astragalus talasseus yayilis1 Kayseri

1.4.3. Astragalus Cinsinin Kimyasal Icerigi ve Farmakolojik Ozelligi

Astragalus cinsi farmakolojik olarak aktif ana iki bilesik ve kimyasal igerigi bakimindan
son derece dnemlidir. ilk grup polisakkaritleri ve saponinleri temsil ederken, ikinci
grupta indolizidine alkolidler, nitro bilesikler, 3- nitropropil glukozidler ve selenyum
vardir. Serbest ya da glikozidik formda olan flavonoidler, serbest formda olan
pterocarpanlar, glikozidler ve organik asit tiirevleri de Astragalus’un diger ilging

bilesikleridir [68].

Astragalus koklerinde bilinen biyolojik olarak aktif bilesikler kimyasal bilesiklerin iki
ayr1 siifinda temsil edilir. Bunlar polisakkaritler ve saponinlerdir. Polisakkaritlerden
ziyade, saponinler Astragalus tiirlerinde biyolojik olarak aktif bilesiklerin etkili sinifidir
[69]. Saponinler genellikle bitkiler aleminde meydana gelen dogada genis bir sekilde
yayilan ugucu olmayan aktif bilesiklerdir [70—72]. Saponinler aglikonlar1 triterpenoid ya
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da sterodial yapida olan glikozidler olarak meydana gelirler. Molekiiliin bir ucunda
lipofilik (yagda coziilebilir) aglikon bilesigi diger ucunda hidrofilik (suda ¢oziilebilir)
yapida sekerlerin olmasi molekiile yiizey gerilimini azaltma 6zelligi kazandirir. Saponin
glikozidleri suda kopiirme davranisina sahiptir. Parcalanmalari sonucu bir aglikon
ortaya ¢ikar. Bu aglikon yapisina sapogenin denir. Sapogeninlerin iki tipi vardir. Bunlar
steroid ve triterpenoidir. Steroid sapogeninin iki tipi vardir. Bunlarda diosgenin ve
hecogenindir. Steroid saponinler klinik uygulanmalar ic¢in cinsel hormonlarin ticari
iiretiminde kullanilir. Ornegin progesteron diosgenin’den tiirevlenir. Triterpenoid
saponinlerde aglikon bir triterpendir. Triterpenoid saponinlerin ¢ogu aglikonlar1 a-
amyrin, B-amyrin ve lupeol ile temsil edilen 3 temel yapisal sinifin birinden tiirevlenen
pentasiklik bilesiklerdir. Fakat, ayni zamanda tetrasiklik triterpenoid aglikonlar da
bulunur [73].

Saponinlerin kanserle iligkili aktivite, immiin uyaric1 etki, immiin destekleyici,
antihepatoksik, antiplogistic, antialerjik, mollusidal, hemolitik, antifugal, antiviral ve
hipoglisemik gibi biyolojik ve farmokolojik aktivitelerin genis bir spektrumuna sahip
oldugu son on yi1l boyunca hem in vitro hem de in vivo deneysel testler ile gosterilmistir

[74].

Astragalus saponinlerinin {izerine yapilan kimyasal caligmalar sonucu sikloarten ve
oleanan tip triterpen glikozidler izole edilmistir [69]. Sikloartenler sadece fotosentez
yapan bitkiler tarafindan olusturuldugundan dolayi kiigiik molekiiler biyodiizenleyiciler
arasinda 6zel bir konuma sahiptir. Sikloartenol ve onun az bulunan polar tiirevleri
bitkiler aleminde yaygindir. Astragalus cinslerinin bu siniftaki bilesiklerin en zengin
kaynagi oldugu ispatlanmistir [75].

Tiirkiye’deki Astragalus tiirleri iizerine arastirmalar sikloarten ve oleanan tip triterpen
saponinlerin izolasyonu ile sonuglanmistir [76-87]. Onceki calismalarda Astragalus
tiirlerinden izole edilen sikloarten ve oleanan tip triterpen glikozidler immiin uyarici
[80, 88], anti-protozoal [89], antiviral [90], sitotoksik [91], kardiyotonik [92], yara
tyilestirici [94] ve destekleyici oOzelligini kapsayan bircok biyolojik aktivite
gostermektedir. Ozellikle, sikloarten glikozidlerinin solid tiimérii (HepG2), kan tiimorii
(HL-60) ve ilag¢ direnci tiimorii (R-HepG2) kapsayan bir ka¢ kanser g¢esidine karsi
antiproliferatif etki gosterdigi rapor edilmistir [94]. Farmasétikal emulsifiye edici

madde ve besin maddesi olarak ¢ok iyi bilinen kitre zamki, Tiirkiye’de dogal olarak
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yetisen Astragalus tiirlerinden elde edilen ekonomik Sneme sahip bir maddedir [69].
Tirkiye’de halk tibbinda, baz1 Astragalus tirlerinin suda ¢6ziinen ekstreleri yara
tyilestirmenin yani sira idrar soktiirlicii, giiclendirici olarak bobrek iltihabi, diyabet,

l6semi ve uterus kanserinin tedavisinde kullanilmaktadir [69].

1.4.4. Astragalus cinsi ile yapilan daha onceki calismalar

Adigiizel ve vd. [95] Tiirkiye’de Erzurum yoresinde yetisen bazi Astragalus (A.
ponticus, A. aduncus, A. microcephalus, A. pinetorum, A. atrocarpus, A. lagurus, A.
macrocephalus, A. erinaceus, A. galegiformes, A. trichostigma, A. bicolor, A.
psoraloides, A. argyroides) tiirlerinin toprak iistii ve kok kisimlarinin metanol ve hekzan
ekstrelerinin antimikrobiyal ve antioksidan aktivitelerini arastirmuslardir. Astragalus
tirlerinin toprak Ustli kisimlarindan elde edilen metanol ekstrelerinin zayif serbest
radikal siipiirticii etki gosterdigini, toprak {iistii kisimlarinin hekzan/diklorometan
ekstrelerinin ise serbest radikal siipiiriicii etki gdstermedigini, nonpolar ekstrelerin
linoleik asit oksidasyonu inhibisyon 6zelliklerinin polar metanolik ekstrelerinkinden
yuksek oldugunu, kok kisimlarinin metanol ekstrelerinin antioksidan etkisi az iken A.
microcephalus, A. macrocephalus, A. erinaceus, A. psoraloides ve A. argyroides
tiirlerinin non-polar ekstrelerinin DPPH testinde etkilerinin son derece gii¢lii oldugunu
gormiislerdir. f—karoten-linoleik asit sistemi i¢inde, calisilan Astragalus tiirleri arasinda
en gilicli inhibisyon etkiyi 4. psoraloides’den elde edilen ekstrelerin gosterdigini
bulmusglardir. Arastirmacilar ayrica disk diflizyon yontemi ile Astragalus tiirlerinin
antibakteriyel, antikandidal ve antifungal aktivitelerini calismislardir ve ekstrelerin
hicbirinde c¢alisilan mikroorganizmalar  (Acinetobacter —baumanii-A8, Bacillus
macerans-A199, Bacillus megaterium AS59, Bacillus subtilis ATCC-6633, Bacillus
subtilis-AS57 125, Brucella abortus A77, Burkholdria cepacia A225, Clavibacter
michiganense-A227, Enterobacter cloacae-A135, Enterococcus faecalis-ATCC-29122,
Escherichia coli-Al, Klebsiella pneumoniae-A137, Proteus vulgaris-A161, Proteus
vulgaris-KUKEM1329,  Pseudomonas  aeruginosa-ATCC9027,  Pseudomonas
aeruginosa-ATCC27859, Pseudomonas syringae pv. tomato A35 125, Salmonella
enteritidis-ATCC-13076, Staphylococcus aureus- A215, Staphylococcus aureus-ATCC-
29213, Staphylococcus  epidermis-A233,  Streptococcus  pyogenes-ATCC-176,



21

Streptococcus  pyogenes-KUKEM-676, Xanthomonas campestris-A23, Candida
albicans-A117, Alternaria alternate, Aspergillus flavus, Aspergillus variecolor,
Fusarium acuminatum, Fusarium oxysporum, Fusarium solani, Fusarium tabacinum,
Moniliania fructicola, Penicillum spp., Rhizopus spp., Rhizoctonia solani, Sclorotinia
minor, Sclorotinia sclerotiorum, Trichophyton rubrum, Trichophyton mentagrophytes)

tizerinde antimikrobiyal etkisinin olmadigini bulmuslardir.

Denizli ve vd. [96], 4. plumosus var. krugianus’dan daha Once bahsedilmeyen 16
sikloarten glikoziti tespit etmislerdir. Bulunan sikloarten glikozitlerinin insan deri
fibroblast WS1 hiicrelerinde ilk olarak sitotoksik aktivitesini test etmislerdir. Bunlardan
sadece 13 (siklogaleginosid B) ve 15 (elongatosid) bilesiklerinin sitotoksik aktivite
sergiledigini bulmuslardir. WS1 hiicreleri iizerinde hicbir etki sergilemeyen bilesiklerin
antioksidan aktivitelerini incelemislerdir. Bunlardan 1( 3-O-[a-L-ramnopiranosil-(1 —
2)-a-L-arabinopiranosil-(1 ———— 2)-B-D-glucopiranosil]-25-O-B-D-ksilopiranosil—
3B,60,16P,24(S),25-entahidroksisikloarten) ve 8 (oleifoliosides B) bilesiklerinin bir
prooksidan olan t-BOOH, tarafindan baglatilan reaktif oksijen tiirlerinin gelisimini

engelledigini bulmuslardir.

Tirker ve Yildirnm’in [97] Tiirkiye’deki bazi endemik bitkilerin (Phlomis russeliana,
Phlomis armeniaca, Astragalus brachypterus, Astrantia maxima, Ptilostemon afer,
Senecio castagneanus, Echium orientale ve Arum euxinum) antimikrobiyal ve anti-
timor aktivitelerinin degerlendirilmesi ile ilgili yaptig1 ¢alismada A. brachypterus’un
biitiin ekstrelerinin en yiiksek antimikrobiyal ve antitiimor aktiviteye sahip oldugunu

belirlemislerdir.

Keskin [98] A. diphtherites var. diphtherites ve A. gymnalocepias’m govde ve kok
kisimlarindan elde edilen hekzan, etil asetat, aseton ve metanol ekstrelerinin toplam
fenolik, toplam flavanoid, 2,2-difenil-1-pikril-hidrazil (DPPH) radikalini sondiirme
aktivitesi, metal selatlama aktivitesi, indirgeme giici ve hidroksi radikalini sondiirme
aktivitesi gibi antioksidan ozellikleri ile antimikrobiyal aktivitelerini arastirmistir. A.
diphtherites var. diphtherites bitkisinde en yliksek total fenolik bilesen miktari, govdede
metanol (76,1 £ 0,9 ng GAE/mg), kokte ise aseton ekstresinden (48.02 + 1.5 ug
GAE/mg) elde edilmistir. Bu oranlar A. gymnalocepias i¢in gévde metanol ekstresinde
54.66 = 2,25 ng GAE/mg ve kok etil asetat ekstresinde ise 35.83 £ 1.75 ug GAE/mg

olarak saptanmistir. A. diphtherites var. diphtherites’de en yiiksek total flavonoid
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miktart; govdede aseton (42.20 + 0.46 pg QE /mg), kokte ise etil asetat ekstresinden
(4.23 £ 0.26 pg QE /mg) elde edilmistir. 4. diphtherites var. diphtherites i¢in en yiiksek
DPPH radikal sondiirme aktivitesi, gdvdede metanol (%79.01 + 0.74) kokte ise aseton
ekstresinde (%91.55 + 0.24) olcllmiistiir. A. gymnalocepias bitkisinde ise govde
metanol ve kok etil asetat ekstresinin sirasiyla %86.83 £ 2.24 ve %84.10 + 1.99
degerine sahip oldugu gozlemistir. En yiiksek indirgeme giicii aktivitesi; A. diphtherites
var. diphtherites ve A. gymnalocepias bitkilerinin gévde ve kok kisimlari i¢in sirasiyla
aseton ve etil asetat ekstresinde elde edilmistir. 4. diphtherites var. diphtherites
bitkisinin govde kismindan elde edilen metanol (%74.35 £+ 1.51) ve kok kismindan elde
edilen hekzan ekstresi (%62.42 + 0.73), A. gymnalocepias bitkisinde ise govde (%89.63
+ 0.58) ve kok (%76.41 £ 0.90) kisimlarinin metanol ekstresinin en yiiksek metal
selatlama aktivitesine sahip oldugunu gozlemlemislerdir. A. diphtherites var.
diphtherites ve A. gymnalocepias bitkilerinin gévde ve kok etil asetat ekstresi en yliksek
hidroksi radikali sondiirme aktivitesi gostermistir. 4. diphtherites var. diphtherites ve A.
gymnalocepias bitkilerinin govde ve kok kisimlarimin hekzan, etil asetat, aseton ve
metanol ekstrelerinin Escherichia coli ATCC 25922, Staphylococcus aureus ATCC
25923, Streptococcus pyogenes ATCC 19615, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853,
Bacillus subtilis ATCC 11774 standart bakteri suslan ile Candida albicans ATCC
10231 mayas1 iizerine antimikrobiyal aktivitelerini disk diflizyon yontemi ile test
etmistir. Sadece A. gymnalocepias govde kismindan elde edilen aseton ve metanol
ekstrelerinin test edilen mikroorganizmalardan Streptococcus pyogenes’in gelisimi
tizerinde inhibitdr etkiye sahip oldugunu tespit etmislerdir.

Giilliice ve ark. [99] Tiirkiye’de, Erzurum’da farkli lokalitelerden toplanan Astragalus
tirlerinin (4. atrocarpus, A. cristianus, A. galegiformis, A. macrocephalus, A.
pinetorum ve A. psoroloides) heksan ekstrelerinin, Salmonella typhimurium TA1535,
TA1537 ve Escherichia coli WP2uvrA test suslart kullanarak, sodyum azid (NaN3), 9-
Aminoakridin (9-AA) ve N-Metil-N'-nitro-N-nitrosoguanidin (MNNG) gibi bilinen
mutajenlere karst antimutajen aktivitelerini degerlendirmistirler. 4. atrocarpus, A.
cristianus, A. galegiformis, A. macrocephalus, A. pinetorum’dan elde edilen heksan
ekstrelerinin farkli konsantrasyonlarda S. #yphimurium TA1537°da antimutajenik

aktivite gosterdigini belirlemislerdir.
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Horo ve vd. [100] 4. hareftae’den 4 tane sikloarten ve 1 tane oleanane-tip triterpenoid

glikozidler ile birlikte 15 tane daha dnceden belirlenmis bilesikleri izole etmislerdir.

Yal¢in ve vd. [101] A. stereocalyx’in toprak alti kisimlarindan elde ettigi ekstreden 6
tane yeni sikloarten-tip triterpenoid glikozidler ile birlikte 6 tane 6nceden belirlenmis

sikloarten-tip triterpenoid glikozitleri izole etmislerdir.

Giilcemal ve vd. [82] 4. aureus’un metanol ekstresinden 8 tane yeni sikloarten-tip
triterpenoid glikozid ile 10 tane daha dnceden belirlenmis toplam 18 tane sikloarten-tip

triterpenoid glikozidi izole etmislerdir.

Giilcemal ve vd. [83] A. angustifolius 'un metanol ekstresinden 6 tane yeni sikloarten-tip
triterpenoid glikozid ile 4 yeni tane oleanane-tip triterpenoid glikozidi izole etmislerdir.
[zole edilmis biitiin bilesiklerin Hela, H-446, HT-29 ve U937 kanser hiicrelerine kars1
antiproliferatif aktivitesi degerlendirilmis ve sadece bir bilesigin Hela ve HT-29 kanser

hiicrelerine kars1 zay1f aktivite gosterdigi bildirilmistir.

Giilcemal ve vd. [102] A. tauricolus’un biitanol ekstresinden 10 tanesi yeni ve digerleri
daha Onceden belirlenmis toplam 22 tane oleanan-tip triterpenoid glikozidi izole

etmislerdir.

Polat ve vd. [85] 4. amblolepis’in toprak alti kisimlarindan elde ettigi metanol
ekstresinden 5 tane yeni sikloarten- ip triterpenoid glikozid ile birlikte bir tane dnceden

belirlenmis saponin izole etmiglerdir.

Polat ve vd. [86] 4. wiedemannianus’un metanol ekstresinden 3 tane yeni sikloarten-tip
triterpenoid glikozid ile birlikte 8 tane daha 6nceden belirlenmis sekonder metabolitleri

izole etmislerdir.

Savran ve vd. [87] A. erinaceus ekstresinden 1 tane yeni sikloarten-tip triterpenoid
glikozid ile 5 tane daha onceden belirlenmis sikloarten-tip triterpenoid glikozid izole

etmislerdir.

Horo ve vd. [84] A. icmadophilus’un toprak alti kisimlarindan elde ettikleri metanol
ekstresinden 6 tane yeni sikloarten tip triterpenoid glikozid ile 2 tane daha dnceden
belirlenmis sikloarten-tip triterpenoid glikozid, 5 tane oleanan-tip triterpenoid glikozid

ve 1 tane flavonol glikozidi izole etmislerdir.
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Calis ve vd. [81] 4. campylosema ssp. campylosema’nin toprak alt1 kisimlarindan elde
ettigi metanol ekstresinden 4 tane yeni sikloarten-tip triterpenoid glikozid ile birlikte 3
tane dnceden belirlenmis sikloarten-tip triterpenoid glikozid izole etmislerdir.

Bedir ve vd. [78] A. trojanus’un toprak tstii kisimlarindan elde ettigi etanol
ekstresinden 1 tane yeni sikloarten-tip triterpenoid glikozid ile birlikte astragaloside II,
astragaloside 1V, astragaloside VII, brachyoside B, brachyoside C ve pterocarpan tiirevi
olan maackiain izole etmislerdir.

Karabey ve vd. [103] 4. schottianus’un toprak alti kisimlarindan elde ettigi metanol

ekstresinden 3 tane yeni sikloarten-tip triterpenoid glikozid izole etmislerdir.

Avunduk ve vd. [104] 4. flavescens’in toprak alt1 kisimlarindan elde ettikleri methanol
ekstresinden 6 tane yeni triterpen saponin ile 5 tane daha dnceden belirlenmis saponin

izole etmislerdir.

Tabanca ve vd. [105] 4. gilvus’un toprak alti kisimlarindan elde edilen methanol

ekstresinden 6 tane sikloarten-tip triterpenoid glikozid izole etmislerdir.

Djimtombaye et al. [106] A. halicacabus’un metanol ekstresinden 1 tane yeni
sikloarten-tip triterpenoid glikozid ve 1 tane yeni bir glikozid ile birlikte 7 tane dnceden

belirlenmis sikloarten-tip triterpenoid glikozid ve maltol glikozidi izole etmislerdir.

Bastiirk [107] A. strictipinus’dan dokuz tane saponin elde ederek, izole edilen
bilesiklerden {i¢ tanesinin yapisini Siklolotrisektosid (I), Siklolosefalosid (II), ve
Astragalosid IV (I1I) olarak tespit etmistir.

Polat [108] 4. amblolepis koklerinden elde edilen metanol ekstresinden besi yeni olmak
tizere 6 sikloartan tip glikozit izole etmistir. Ayrica, A. wiedemannianus metanol

ekstresinden 3 yeni, 8 bilinen olmak {izere 11 saponin izole etmistir.



2. BOLUM
MATERYAL VE YONTEMLER

2.1. Arastirma Materyallerinin Temini

Calisma kapsaminda yer alan bazi Astragalus taksonlarinin toplanabilmesi i¢in farkl
herbaryum kayitlarindan derlenmis kapsamli ve ayritili bir adres listesi yapilmustir.
Arazi caligmalar1 2012 yil1 Agustos ayinda Kayseri Erciyes ve Ali Dag1 bolgesinde yer
alan 3 farkli bolgede yapilmastir.

Arazi ¢alismalar1 sonucu farkli lokalitelerden Astragalus cinsine ait 5 tiir toplanmistir.
Toplanan Astragalus taksonlarima ait bitki drnekleri Erciyes Universitesi, Fen Fakiiltesi,
Biyoloji Boliimii Herbaryum’unda kurutulup muhafaza edilmistir. Toplanan Astragalus
taksonlarinin tayini Davis [109, 110] ile Giiner ve arkadaglarinin [111] eserlerinde yer
alan tayin anahtarlar1 esas alinarak yapilmistir. Toplanan Astragalus taksonlarina ait

lokalite bilgileri ve toplanma zamanlar1 Tablo 2.1°de verilmistir.

2.2. Toplanan Astragalus Tiirlerinin Ekstraksiyonu

Toplanan bitki 6rneklerinin metanol ile ekstraksiyonu yapilmistir [112]. Cigeklenme
evresinde toplanan A. argaeus, A. gummifer, A. microcephalus, A. talasseus ve A.
acmophyllus tiirlerinin toprak alti ve toprak iistii kisimlar1 ayrilmis ve dogal sartlarda
oda sicakliginda kurutulmustur. 4. argaeus’un hem toprak iistii hem de toprak alt1 kismi1

kullanilmis iken, diger tiirlerin sadece toprak alti kisimlar1 kullanilmistir. Kurutulmus
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bitki ornekleri temizlenmis ve Ogiitiiliip toz haline getirildikten sonra 10 g alinarak

Soxhlet ekstraksiyon cihazinda, 300 ml saf metanol ile 6 saat ekstrakte edilmistir.

Ekstraksiyon isleminden sonra, solvent-ekstre karigimlart bulunan balonlar, Soxhlet

diizeninden ¢ikarilarak, Rotary Evaporator’e yerlestirilmistir. Burada da solvent-ekstre

karigimlarindan, solvent tamamen uzaklastirilmistir. Geriye kalan ekstreler, hassas

terazide tartilarak ekstre verimi hesaplanmigtir. Elde edilen ekstreler daha sonraki

caligmalar i¢in renkli ve kapakli cam siselerde buzdolabinda saklanmistir [113].

Tablo 2.1. Toplanan Astragalus cinslerine ait tiirlerin lokalite bilgileri

Tiirler

Toplama No

Yer

Zaman

. argaeus

Aksoy 2463

B5, Kayseri-Erciyes Dagi Coban ini
mevki. 38°32'041" K-35°27'86" D,
3143 m

15.08.2012

. gummifer

Aksoy 2459

B5, Kayseri-Talas, Ali Dagimna
¢ikarken otlu alanlar. 38°4020" K-
35°33' 854" D, 1340 m

15.08.2012

. microcephalus

Aksoy 2460

B5, Kayseri-Talas, Ali Dagina
cikarken otlu alanlar. 38%°4020"” K-
35933'85" D, 1340 m

15.08.2012

. talasseus

Aksoy 2458

B5, Kayseri-Talas, Ali Dagina
cikarken otlu alanlar. 38%°4020"” K-
35933'85" D, 1340 m

15.08.2012

. acmophyllus

Aksoy 2464

B5, Kayseri-Erciyes Dagi, Kayak
merkezi-eski su kanalindan canagin
ice dogru, 38°32'06" K-35929'02" D,
2850 m

30.08.2012
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2.3. Sivi Kromatografisi (LC-MS) ile Fenolik Bilesik Analizi

Analizlerde Mass Hunter paket programi ile ¢alisan Agilent 6430 Triple Quadrupole
(Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA) marka elektrosprey iyon kaynakh kiitle
spektrometresi ve Agilent-1290 Infinity (Agilent Technologies, Waldbronn, Germany)
marka s1v1 kromatografi cihazi kullanilmistir. Calisma pozitif ve negatif iyon modunda
yuritilmustir. Calismada gaz (azot) sicakligt 350°C, gaz akis hizi 8 L/dakika,
iyonizasyon enerjisi 70 Ev’tur. Calismada 50-500 amu arasinda kiitle spektralar
kaydedilmistir. Calisgma Zorbax SB-C18 (150x2.1 mm, 1.8 pm) (Agilent Technologies,
Palo Alto, CA) kolonda, 0,25 ml/dakika akis hizinda yiiriitiilmiistiir. Gallik asit,
sinnapik asit, kaffeik asit, ferulik asit, klorojenik asit, protokatesuik asit, ellajik asit,
katesin hidrat, epikatesin, epigallokatesin gallat, rosmarinik asit, sirinjik asit, kersetin,
kersetin-3-[]-D-glikozit, mirisetin, floridzin hidrat, rutin, p-kumarik asit, o-kumarik asit,
kamferol, bergapten ve psoralen standartlarindan farkli konsantrasyonlarda (0,2-20
mg/l) ¢ozeltiler hazirlanmis ve kalibrasyon egrileri olusturulmustur. Ornekler 0.45 um
capli PVDF (polyvinylidene fluoride) filtreden (Millipore, Bedford, MA, U.S.A)
gecirilerek cihaza enjekte edilmistir. Enjeksiyon hacmi 10 pl’dir. Caligmada kullanilan
mobil faz: Solvent A= (5/95:h/h) Metanol: Su (%0.01 formik asit ve 5 mM amonyum
format igeren), Solvent B= Metanol (% 0.01 formik asit ve 5 mM amonyum format
iceren)’diir. Kullanilan eliisyon profili su sekildedir: 0-1 dakika %35 solvent B (sabit
akis), 1-3 dakika %30 solvent B, 3-4 dakika %60 solvent B, 4-5 dakika %60 solvent B
(sabit akis), 5-6 dakika %70 solvent B, 6-8 dakika %80 solvent B, 8.01 dakika %5
solvent B, 8.01-10 dakika %5 solvent B (sabit akis).

2.4. Toplam Fenolik Bilesik Miktarinin Belirlenmesi

Ekstrelerdeki toplam fenolik bilesiklerin miktar1 Folin- Ciocalteu kolorimetrik yontemi
ile belirlenmistir [112]. Hazirlanan ekstre c¢ozeltilerinden 40 pl deney tiiplerine
aktarilmistir. Ekstrelerin ilizerine sirasiyla 2,4 ml distile su, 200 pl Folin-Ciocalteu
ayiract, 600 pL sodyum karbonat (%20 Na,CO3) ve 760 pl distile su eklenerek vorteks

ile karistirllmistir. Reaksiyon karisimi oda sicakliginda 2 saat inkiibasyona birakildiktan
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sonra 765 nm dalga boyundaki absorbans degerleri kore karst okunmustur. Islem iic
tekrar seklinde uygulanmistir. Sonuglar gallik asitle elde edilen kalibrasyon egrisinden
hesaplanmistir. Calisilan Astragalus cinslerine ait ekstrelerdeki toplam fenolik madde

miktar1 gallik asit esdegeri olarak (mg GAE/g ekstre) belirtilmistir.

2.5. Toplam Flavanoid Miktarimin Belirlenmesi

Ekstrelerdeki toplam flavonoid miktar1 Aliiminyum klorid kolorimetrik yontemi ile
belirlenmistir [114]. Ekstre (0,5 ml) sirastyla 0,1 ml %10 aliiminyum kloriir ve 0,1 ml 1
M potasyum asetat ile karistirllmistir. Reaksiyon karigimi oda sicakliginda 30 dakika
inkiibasyona birakildiktan sonra 415 nm dalga boyundaki absorbans degerleri

okunmustur. Sonuglar kersetin esdegeri olarak (mg QE /g ekstre) belirtilmistir.

2.6. Toplam Antioksidan Aktivitenin Belirlenmesi

Ekstrelerin antioksidan aktiviteleri fosfomolibdenyum yontemi ile degerlendirilmistir
[115]. Bu yontem ortamda bulunan Mo (VI)’iin ortama konan indirgeyici ajan
tarafindan Mo (V)’e indirgenmesi sonucu olusan yesil rengin spektrofotometrik olarak
Olclimii esasina dayanmaktadir. Hazirlanan ekstre ¢ozeltilerinden 0.4 ml deney tiiplerine
aktarilmistir. Ekstrelerin tlizerine 4 ml belirteg ¢ozeltisi eklenerek vorteks ile
karigtirllmistir.  Karisim 95 °C’de 90 dakika inkiibasyona birakilmistir (Belirteg
Cozeltisi: 0.6 M siilfirik asit, 28 mM sodyum fosfat ve 4 mM amonyum molibdat).
Olusan yesil renkli karistmin absorbans degeri 695 nm dalga boyunda kore karsi
okunmustur. Islem ii¢ tekrar seklinde uygulanmstir. Sonugclar askorbik asitle elde edilen
kalibrasyon egrisinden hesaplanmig ve askorbik asit esdegeri (mg AAE/g ekstre) olarak
belirtilmistir.
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2.7. B-karoten Beyazlatma Yontemi

Ekstrelerin B-karoten-linoleik asit emiilsiyonun oksidasyonunu inhibe etme yetenegi
belirlenmistir [116]. B- karoten, kloroform (CHCIs) igerisinde ¢oziilmiistiir. Bu ¢ozelti
20 mg linoleik asit ve 200 mg Tween 40 iceren bir beher icine alindi. Kloroform 40°C
'de bir doner buharlastirici kullanilarak ucuruldu. Beher i¢ine 50 ml distile su yavas
yavag bir emiilsiyon olusturacak sekilde vorteksle karistirilarak ilave edildi. Emiilsiyon,
ekstre c¢ozeltisi iceren bir tiip i¢ine eklendi. Karisim 50 °C’de su banyosunda 2 saat
inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon siiresi sonunda 470 nm’de absorbansi o6l¢iildii.
Biitillenmis hidroksi toluen (BHT) ve Biitillenmis hidroksi anisol (BHA) pozitif kontrol
olarak kullanilmistir. Sonuglar ekstrelerin  B-karoten-linoleik asit emiilsiyonun

oksidasyonunun % inhibisyonu olarak verilmistir.

2.8. Antiradikal Aktivitenin Belirlenmesi

Antiradikal aktivite DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) yontemine gore belirlenmistir
[117]. Radikalin karakteristik mor renginde meydana getirilen renk degisikliginin
spektrofotometre ile 6l¢iilmesi esasina dayanmaktadir. Hazirlanan ekstre ¢ozeltilerinden
(0,1-8 mg/ml) almarak deney tiiplerine aktarilmistir. Uzerlerine 0.lmM DPPH
radikalinin metanol ile hazirlanan ¢ozeltisi eklendikten sonra vorteks ile karistirilip oda
sicakliginda 30 dakika bekletilmistir. Karisimlarin absorbans degerleri 517 nm dalga
boyunda okunmustur. Her ekstre i¢in Olgiimler ii¢ kez tekrarlanmistir ve sonuglarin
ortalamas1 alimmustir. Ekstre cozeltilerinin serbest radikal temizleyici etkisi DPPH
absorbsiyonunun % inhibisyonu olarak belirtilmistir. Bu deger asagidaki formiile gore

hesaplanmistir:

Antiradikal Aktivite (% Inhibisyon) = 100 x (1-Ornek Cozelti Absorbansi/Koér Cozelti
Absorbansi)

Her bir ekstre i¢in % 50 inhibisyona neden olan konsantrasyon (ICs,) belirlenmistir.

Ayni iglemler BHT igin tekrarlanmagtir.
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2.9. Hidrojen Peroksit Giderme Aktivitesi

Hidrojen peroksit radikalini giderme aktivitesi 2-deoksiriboz oksidasyon yoOntemine
gore yapilmustir [118]. Her bir bitki ekstresiden farkli konsantrasyonlarda (0,025-1
mg/ml) ¢dzelti hazirlanmistir. Uzerlerine fosfat tamponu (pH= 7,4) ve 43 mM H,0,
eklenmistir. Karanlikta 60 dakika bekletildikten sonra 230 nm’de kore karsi absorbans
degerleri okunmustur. Standart olarak BHA, BHT ve gallik asit kullanilmistir. Ekstre
cozeltilerinin hidrojen peroksit radikalini giderme aktivitesi % inhibisyon olarak

belirtilmistir. Bu deger asagidaki formiile gére hesaplanmistir:
H,0, Giderme Aktivitesi (%) = [(A¢-A1) / Ag] x 100
A=Kontrol absorbans degeri

A,=Ornek ve standardin absorbans degeri

2.10. Metal Selatlama Aktivitesinin Belirlenmesi

Metal selatlama aktivitesi Decker ve Welch’in [119] uyguladiklar1 yonteme gore
yapilmistir. Farkli konsantrasyonlarda ekstre ¢ozeltisi hazirlanmistir. Ekstre iizerine 2
mM FeCl,’den ilave edildi. Reaksiyon 5SmM ferrozinden ilave edilmesi ile baslatildi.
Karisim 60 dakika bekletildi. Cozelti vortekste kuvvetli bir sekilde karistirildiktan sonra
562 nm’de absorbans1 okunmustur. Standart olarak BHA, BHT, Troloks ve a-tokoferol

kullanilmaigtir.
Metal Selatlama Aktivitesi (%) = [(Ag-A1)/Ag]x 100
A= Kontrol absorbans degeri

A= Ornek ve standardin absorbans degeri

2.11. Toplam Indirgeyici Gii¢ Tayini

Toplam indirgeme gii¢ tayini Oyaizu yontemine gore yapilmistir [120]. Taze hazirlanan
stok c¢ozeltilerden 0.5, 1, 2.5, 5 ve 10 ml olacak sekilde alind1 ve deney tiiplerine
aktarildi. Daha sonra her bir tiipe fosfat tamponu (pH= 6,6) ve %]1’lik potasyum
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ferrisiyaniir KsFe(CN)g ilave edildikten sonra karisim 50 °C’de 20 dakika inkiibe edildi.
Bu islemlerden sonra reaksiyon karigimina %10’luk trikloroasetik (TCA) ilave edildi.
Karisim santrifiij edildikten sonra {izerine % 0,1’lik FeCl; ilave edildi ve absorbans 700

nm’de kore kars1 okundu.

2.12. Demir iyonu Rediikleyici Antioksidan Potansiyeli (FRAP)

Demir iyonu rediikleyici antioksidan potansiyeli (FRAP) Benzie ve Strain [121]’nin
uyguladigi yonteme gore Olgiilmiistiir. FRAP deneyinde oksidan olarak Fe (III) tuzlari
[Fe (III) (TPTZ)?*]?** kullanilmustir. [Fe (IIT) (TPTZ)?]** antioksidan tarafindan [Fe (II)
(TPTZ)?]*"’ye indirgenir. FRAP ayiract 10 mM TPTZ ¢6zeltisinin 2.5 mL FeCl;.6H,0O
ve 25 mL asetat tamponu’nun karistirilmasi ile hazirlanmistir. FRAP ayiraci ekstre veya
standart olarak kullanilan L-askorbik asit ile karistirilarak absorbansi 593 nm’de
Olglilmiistiir. Ekstrelerin FRAP degerleri (mM/l Fe?*), 1 mM Fe (IlI)’iin Fe (II)’ye

indirgenmesi olarak ifade edilmistir.

2.13. Bakar (IT) Iyonu Indirgeyici Antioksidan Kapasite Yontemi (CUPRAC)

CUPRAC testi Apak ve vd. [122] tarafindan yapilan yonteme gore yapilmistir. 10 mM
CuCl,, 7,5 mM neocuproine ve NH4Ac tampon ¢ozeltilerinin her birini iceren karisim
tizerine farkli konsantrasyonlarda hazirlanan ekstre ¢ozeltisi iizerine eklenerek
karistirilmistir. Karisim oda sicakliginda inkiibe edildikten sonra absorbanst 450 nm de

okunmustur.

2.14. Antimikrobiyal Aktivitesinin Belirlenmesi

Astragalus ekstrelerinin antimikrobiyal aktivite denemeleri agar difiizyon yontemi ile
yapilmistir [113]. Bu ¢alismada test organizmasi olarak 14 adet bakteri ve 1 adet mayay1
iceren toplam 15 mikroorganizma kullanilmistir. Bu mikroorganizmalar Erciyes

Universitesi, Miihendislik Fakiiltesi, Gida Miihendisligi Boliimii'nden saglanmstir.
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Calismada Aeromonas hydrophila ATCC7965, Bacillus cereus RSKK 863, Bacillus
subtilis ATCC 6633, Escherichia coli ATCC 25922, Escherichia coli O157:H7,
Klebsiella pneumoniae ATCC 27736, Listeria monocytogenes 1/2B, Mycobacterium
smegmatis RUT, Morganella morganii, Proteus mirabilis BC 3624, Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853, Salmonella typhimurium NRRLE 4463, Staphylococcus
aureus ATCC 29213, Yersinia enterocolitica ATCC 1501 bakterileri ve Candida
albicans ATCC1223 mayasi kullanilmistir.

Stok kiiltiirlerden, bakteriler Nutrient sivi besiyerine, mayalar ise Malt ekstrakt siv1 besi
yerine asilanarak, mayalar ve Y. enterocolitica 27 °C ’de, diger mikroorganizmalar ise
35 °C ’de 24 saat inkiibasyona birakilarak iiretilmistir. S1v1 ortamlarda gelistirilen her
mikroorganizma Kkiiltiiriinden, tekrar yukaridaki sivi ortamlar1 iceren tiiplere, %1
oraninda bakteri kiiltiiri asilanarak 18 saat inkiibe edilmistir. Gelisen bu
mikroorganizmalarin gelisme egrileri belirlenerek 10°-107kob/ml mikroorganizma

icerecek sekilde gerekirse ayni steril s1vi besiyeri ile seyreltilmistir.

Her mikroorganizma, igerisinde 25 ml steril besiyeri (Bakteriler i¢in Mueller Hinton
agar ve mayalar i¢cin Malt Ekstrakt agar) iceren 43-45°C sicaklikta bulunan
erlenmayerdeki besiyerine % 1 oraninda asilanmistir. Mikroorganizma kiiltiiriiyle
asilama yapilmis agarlar, 9 cm ’lik petri plaklarina dokiilerek, katilastiktan sonra 4 °C
’de yaklastk 1 saat bekletilmistir. Hazirlanan bu besiyerleri, ekstrelerin  ve

antibiyotiklerin antimikrobiyal aktivitelerinin belirlenmesi amactyla kullanilmistir.

Ekstrelerinin ¢oziici ile % 1, 2.5, 5 ve 10 konsantrasyonlarinda ¢ozeltileri
hazirlanmistir. Antimikrobiyal etkinin belirlenmesi amaciyla Agar Diflizyon Yontemi
uygulanmustir. Agar Diflizyon Ydntemi icin, bakteri agilanarak buzdolabinda bir saat
siireyle bekletilen petri kutularindaki taze besiyerine, korkborla (mantar delici) 4 mm
capinda 4 adet kuyucuk acilarak bu kuyucuklara, yukarida belirtilen yiizdelerde
hazirlanmis Astragalus ekstrelerinden 50 [11 pipetlendikten sonra Y. enterocolitica ve
maya 27°C ’de, diger mikroorganizmalar ise 35 °C’de 18-24 saat inkiibasyona
birakilmistir. Meydana gelen inhibisyon zonlarinin ¢apt mm cinsinden ol¢iilmiistiir

[113].

Bitki ekstrelerinin antimikrobiyal etkisi hakkinda fikir vermesi amaciyla pozitif kontrol
olarak bakteriler i¢in Tetrasiklin TE-30 (10 mg/ml) ve Oxacillin OX-5 (10 mg/ml)
kullanilmistir. Ayrica maya i¢in Natamisin (30 mg/ml) Delvocid DMS kullanilmaigtir.
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2.15. MTT Hiicre Sitotoksite Yontemi

MCF-7 (Insan gogiis kanser hiicre hatlar1) % 10 fetal si1r serumu, 2 mM glutamin, 100
ng/ml sodyum piiriivat, 0,01 mg/ml insan insiilini ve %1 penisillin/streptomisin igeren
DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) ortaminda inkiibe edilmistir. Fibroblast
(saglikli epitel hiicreleri) % 20 fetal sigir serumu ve 2 mM glutamin iceren DMEM
(Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) ortaminda 37 °C’de %5 CO,’li inkibatorde
inkiibe edilmistir. Hiicreler 1x10%kuyucuk yogunlukta 96’lik pleytlere dagitilmistir.
Normal biiylime ortaminda 24 saat inkiibasyondan sonra, hiicreler 24, 48 ve 72 saatlik
periyotlarda 0,20 ve 0,45 um fitreler ile sterilize edilmis farkli konsantrasyonlardaki
(10, 25, 50, 100, 200 ve 400 pg/ml) ekstreler uygulanmustir. 24, 48 ve 72 saatlik ekstre
muamelesinden sonra, her kuyucuktaki hiicreler fosfat tamponu (PBS) ile hazirlanmis
10 pl 5 mg/ml MTT (3-(4, 5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5-difenil tetrazonyumbromid) ile 4
saat inkiibe edilmistir. Daha sonra, MTT formazan kristalleri her kuyucuga 100 pl
%100 dimetil siilfoksit (DMSO) eklenerek tekrar c¢ozdiiriilmiistiir. Pleytler 5 dak.
vorteksde karigtirllmigtir. 560 nm’deki absorbans degeri bir referans dalga boyu olarak
750 nm kullanilarak ELISA okuyucusu (Bio-Tek instruments, Inc., USA) ile
belirlenmistir. Tiim denemeler hiicre hatlarindan en az ¢ kiltir ile 3 kez

tekrarlanmistir. Veriler kontrolle karsilastirilarak % canlilik olarak verilmistir.

2.16. istatistiksel Analizler

Denemelerden elde edilen verileri degerlendirmek icin ortalamalar arasindaki farklari
belirlemede Varyans analizi, uygulamalar arasinda fark oldugu durumlarda ise Duncan
testi kullanilmistir. Elde edilen sonuglar, SPSS 10.0 [123] istatistik programi

kullanilarak varyans analizi ile degerlendirilmistir.



3.BOLUM
BULGULAR

3.1. Ekstrelerin Verimleri

Yapilan arazi ¢aligmalari ile Tiirkiye florasinda yer alan kayitli Astragalus cinsine ait
3 tanesi endemik olmak Uzere 5 takson toplanmustir. Farkli lokalitelerden toplanmis 5
adet 6rnegin Soxhlet ekstraksiyon cihazinda metanol ile ekstreleri ¢ikartilmistir. A.
argaeus’un hem toprak tsti hem de toprak alti kisimlarindan ekstreleri gikartilmis
iken, diger tiirlerin sadece toprak alti kisimlarindan ekstreleri ¢ikartilmigtir. Rotary
evaporatorde kurutulan ekstreler hassas terazi de tartilarak verimleri yiizde cinsinden
(g ekstre/100 g bitki) hesaplanmis ve sonuclar Tablo 3.1 ve Sekil 3.1°de
gosterilmigtir. Tablo 3.1’de goriildiigii gibi, A. argaeus’un toprak alti (T.A)
kisimlarindan elde edilen ekstrenin en yuksek verime sahipken, A. falasseus’un en

diisiik ekstre verimine sahip oldugu tespit edilmistir.

Tablo 3.1. Astragalus taksonlarina ait metanollu ekstre verimleri (g
ekstre/100 g bitki)

Bitki No Bitki Ad1 Verim (%)
1 A. argaeus (Toprak alti) 19,31
2 A. argaeus (Toprak Usti) 15,60
3 A. gummifer 13,49
4 A. microcephalus 10,84
5 A. talasseus 9,78
6 A. acmophyllus 16,38




35

25

20

15

%
Z

% \Verim

10

Al A2

Al: A. argaeus (T.A), A2: A. argaeus
(T.0), A3: A gummifer, A4: A.
microcephalus, A5: A. talasseus, A6:
A. acmophyllus

Sekil 3.1. Ekstrelerin % verim grafigi

3.2. Siv1 Kromatografisi (LC) ile Elde Edilen Fenolik Bilesik Bulgulari

Calisilan ekstrelerin fenolik madde igeriginin belirlenmesi LC-MS/MS kullanilarak
yapilmustir. Ekstrelerde bulunan fenolik bilesenlerin miktarlar1 ppm ekstre olarak

hesaplanmis ve sonuglar Tablo 3.2°de verilmistir.

3.3. Ekstrelerin Toplam Fenolik Madde Miktari

Calisilan ekstrelerin Folin-Ciocalteu yontemi ile Olgtlen toplam fenolik madde
miktarlar1 gallik asit esdegeri (GAE) olarak belirtilmis ve sonuglar Tablo 3.3 ve Sekil
3.2’de gosterilmistir. Tablo 3.3°’de goriildiigli gibi, ekstreler icerisinde A.
microcephalus (13,49 + 0,0 mg GAE/g ekstre) en yiiksek fenolik madde miktarina
sahipken, A. argaeus (T.A) (4,59 + 0,2 mg GAE/ g ekstre) en diisiik fenolik madde
miktarina sahiptir (F=247,802; df = 5; p = 0.00).



Tablo 3.2. Astragalus ekstrelerinde bulunan fenolik bilesikler

36

Fenolik A.argaeus A. argaeus A A A A
bilesenler (T.A) (T.U) gummifer microcephalus talasseus acmophyllus
Klorogenik 130 241
asit ) i i i

Epikatesin - - - - 101 210
Katesinhidrat - - - - 106 201
Rutin - - 114,52 - - -
Kersetin 274 402,08 - 293,5 - -
Kamferol - 202,72 - 316,2 - -
Kaffeik asit 38,62 224,84 - - - -
Siringik asit 317,9 313 418,08 - 317,1 -
Sinnapik asit - - - - 186 372
p-kumarik - -
asit ) i i i

Ferulik asit 359,2 481,4 206,8 327,1 210 380
TOPLAM 989,72 1624,04 739,4 936,8 1050,1 1404

Tablo 3.3. Astragalus ekstrelerin toplam fenolik madde miktarlari

Bitki Fenolik Madde Miktari

No Bitkinin Ads (mg GAE/g ekstre)

1 A. argaeus (T.A) 4,59 + 0,2

2 A. argaeus (T.U) 10,39 £ 0,3°

3 A. gummifer 8,47 £ 0,4°

4 A. microcephalus 13,49+ 0,02

5 A. talasseus 6,56 + 0,61

6 A. acmophyllus 5,49 +0,3¢

(*) Her bir siitunda aym kiigiik harflerle gosterilen
degerlerin ortalamalar1 varyans analizi ve Duncan testine

gore % 5 diizeyinde istatistiksel olarak dnemli degildir.
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(*) Her bir situnda aym kiigiik harflerle gosterilen
degerlerin ortalamalar1 varyans analizi ve Duncan
testine gore % 5 dlzeyinde istatistiksel olarak 6nemli
degildir.

Al: A. argaeus (T.A), A2: A. argaeus (T.U),

A3: A.gummifer, A4: A. microcephalus, A5:

A. talasseus, A6: A. acmophyllus

Sekil 3.2. Ekstrelerin toplam fenolik madde miktarlari

3.4. Ekstrelerin Toplam Flavonoid Madde Miktar:

Calisilan ekstrelerin altiminyum klortr kolorimetrik yontemi ile olctlen toplam
flavonoid madde miktar1 Kersetin esdegeri olarak (mg QE /g ekstre) belirtilmis ve
sonuglar Tablo 3.4 ve Sekil 3.3’de gosterilmistir. Tablo 3.4’de goriildigii gibi,
ekstreler icerisinde A. argaeus (T.U) en yiiksek flavonoid madde miktarina (5,88 +
0,1) sahipken, A. acmophyllus (0,76 £ 0,0)’un en diisiik flavanoid madde miktarina
sahip oldugu tespit edilmistir (F= 5846,167; df =5; p = 0.00).



Tablo 3.4. Ekstrelerin toplam flavonoid madde miktarlar

Bitki o Flavonoid Madde Miktar1
No Bitkinin Ad1 (mg QE/ g ekstre)
1 A argaeus (T.A) 1,63+0,1°
2 A argaeus (T.U) 5,88 + 0,12
3 A gummifer 1,01 + 0,0°
4 A. microcephalus 2,19 £0,0°
5 A talasseus 0,83+0,0°
6  A.acmophyllus 0,76 £ 0,0"

(*) Her bir siitunda ayn1 kiigiik harflerle gosterilen degerlerin
ortalamalar1 varyans analizi ve Duncan testine gore % 5
diizeyinde istatistiksel olarak 6nemli degildir.
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(*) Her bir siitunda aymt kiiciik harflerle gosterilen degerlerin
ortalamalar1 varyans analizi ve Duncan testine gore % 5 diizeyinde
istatistiksel olarak 6nemli degildir.

1: A. argaeus (T.A), A2: A. argaeus (T.U), A3: A. gummifer, Ad: A.
microcephalus, A5: A. talasseus, A6: A. acmophyllus

Sekil 3.3. Ekstrelerin toplam flavonoid madde miktarlari

38
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3.5. Ekstrelerin Toplam Antioksidan Aktiviteleri

Calisilan ekstrelerin fosfomolibdenyum yontemi ile o6lgilen toplam antioksidan
aktivitesi askorbik asit esdegeri (mg AAE/g ekstre) olarak belirtilmis ve sonuclar
Tablo 3.5 ve Sekil 3.4°de gosterilmistir. Tablo 3.5’de goriildiigii gibi, ekstreler
icerisinde A. acmophyllus (178,25 + 1,5 mg AAE/g ekstre) en yuksek toplam
antioksidan aktiviteye sahip iken, A. argaeus (T.A)’un (108,40 + 0,2 mg AAE/g
ekstre) en diisiik toplam antioksidan aktiviteye sahip oldugu tespit edilmistir (F=
1729,483; df = 5; p = 0.00).

Tablo 3.5. Ekstrelerin toplam antioksidan aktiviteleri

Bitki Antioksidan aktivite

No Bitkinin Ads (mg AAE/ g ekstre)
1 A argaeus (T.A) 108,40 + 0,2f
2 A argaeus (T.0) 12156 +1,8°
3 A gummifer 131,37 +0,2 ¢
4 A. microcephalus 150,67 £ 0,4°
A. talasseus 154,91 + 1,0°
6 A. acmophyllus 178,25 + 1,52

(*) Her bir siitunda aym kiigiik harflerle gosterilen degerlerin
ortalamalar1 varyans analizi ve Duncan testine gore % 5
diizeyinde istatistiksel olarak 6nemli degildir.
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(*) Her bir siitunda aymi kiiciik harflerle gosterilen
degerlerin ortalamalar1 varyans analizi ve Duncan
testine gére % 5 dlizeyinde istatistiksel olarak ¢nemli
degildir.

Al: A argaeus (T.A), A2: A. argaeus (T.U), A3: A
gummifer, A4: A. microcephalus, A5: A. talasseus, A6:

A. acmophyllus

Sekil 3.4. Ekstrelerin toplam antioksidan aktiviteleri

3.6. Ekstrelerin g- Karoten-Linoleik Asit Oksidasyonu inhibe Etme Aktiviteleri

Calisilan ekstrelerin B-karoten-linoleik asit emilsiyonunun oksidasyonunda neden
oldugu % inhibisyon degerleri Tablo 3.6 ve Sekil 3.5°da gosterilmistir. Tablo 3.6’da
goriildiigii gibi, ekstreler icerisinde A. talasseus en ylksek aktiviteye (% 80,60 +
2,58) sahipken, A. argaeus (T.A) (% 37,31 £ 0,0)’un en diisiik aktiviteye sahip
oldugu tespit edilmistir. Ekstrelerin % inhibisyon degerleri BHA (% 107,96 + 1,72)
ve BHT (%105,47 %= 2,28)’nin % inhibisyon degerlerinden daha diisiiktiir (F=
459,792; df = 7; p = 0.00).



Tablo 3.6. Ekstrelerin p- Karoten-Linoleik asit yontemi ile elde edilen % Inhibisyon

% Inhibisyon

degerleri

Bitki No Bitkinin Ad1 % Inhibisyon
1 A. argaeus (T.A) 37,31 +0,09
2 A. argaeus (T.U) 47,26+1,72f
3 A. gummifer 61,19 + 2,99¢
4 A. microcephalus 74,63 £ 2,99°
5 A. talasseus 80,60+ 2,58"
6 A. acmophyllus 54,23 £+ 0,86°
7 BHA 107,96 + 1,722
8 BHT 105,47 + 2,282
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(*) Her bir siitunda aym kiiciik harflerle gosterilen
degerlerin ortalamalar1 varyans analizi ve Duncan testine
gore % 5 diizeyinde istatistiksel olarak 6nemli degildir.
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(*) Her bir siitunda ayn1 kiigiik harflerle gosterilen degerlerin
ortalamalar1 varyans analizi ve Duncan testine gore % 5
diizeyinde istatistiksel olarak 6nemli degildir.

Al: A. argaeus (T.A), A2: A. argaeus (T.U), A3: A. gummifer,
A4: A. microcephalus, A5: A. talasseus, A6: A. acmophyllus,
BHA: Biitillenmis hidroksi anisol, BHT: Biitillenmis hidroksi

tollien

A3 A4 A5 A6 BHA  BHT
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Sekil 3.5. Ekstrelerin - Karoten-linoleik asit yontemi ile elde edilen % inhibisyon

degerleri
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3.7. Ekstrelerin Antiradikal Aktiviteleri

Calisilan ekstrelerin antiradikal aktiviteleri DPPH yontemi ile 6lgiilmiis, sonuglar %
inhibisyon olarak belirtilmistir. Ekstrelerin % inhibisyon degerleri Tablo 3.7 ve Sekil
3.6’de gosterilmistir. Farkli konsantrasyonlardaki % inhibisyon degerleri arasindaki
farkin istatistiksel olarak 6nemli oldugu bulunmustur. Elde edilen degerler standart

antioksidan BHT nin degerleri ile karsilastirmali olarak verilmistir.

BAL BA2 BA3 BA4 OAS B A6 OBHT
100 -

% Inhibisyon

W W T T

::-:‘-
4,00

0,25

5,00

6,00

1,00 3,00

0,50

2,00 7,00 8,00

Konsantrasyon (mg/ml)

Al: A. argaeus (T.A), A2: A. argaeus (T.U), A3: A. gummifer,
A4: A. microcephalus, A5: A. talasseus, A6: A. acmophyllus,
BHT: Biitillenmis hidroksi toluen

Sekil 3.6. Ekstrelerin DPPH yontemi ile elde edilen antiradikal aktiviteleri



Tablo 3.7. Ekstrelerin antiradikal aktiviteleri

Bitki adi Konsantrasyon (mg/ml)

0,1 0,25 0,50 1 2 3 4 5 6
A. argaeus
(TA) 0,14+0,0 0,60 0,2 1,43+0,2 5,61+04 16,32+ 0,3 29,87+£0,9 39,70 £0,6 42,18+ 11 51,83+0,0
A. argaeus
T.0) 26,14+0,1 27,70+£0,1 29,98 +0,3 31,61+04 38,25+0,1 4453+0,3 48,17 £0,2 56,55 £ 0,2 66,20 £ 0,6
A. gummifer - 0,52+0,1 539+0,3 11,52+0,1 21,30+£0,2 29,56 £ 0,2 33,57+0,6 4547 £ 0,4 50,90 £ 0,1
A.microcephalus 2,16 +0,1 4,32+0,2 8,95+0,1 18,62+ 0,4 37,97+0,4 58,06 £ 1,0 67,34+ 0,6 79,12+£0,9 86,82+ 0,1
A. talasseus 0,49+ 0,2 2,88+0,2 6,51+0,6 12,94+ 0,2 20,17 £0,2 30,08 £0,0 37,29+0,5 41,62 +0,3 47,36 £ 0,1
A. acmophyllus 2,80+ 0,15 4,34 +0,37 740+£0,07 10,19+0,72 1574+0,34 26,15+0,88 3187+056 37,81+0,22 39,44+0,83
BHT 58,8 £0,7 89,01+0,1 89,13+0,3 91,47+0,2 92,15+0,1 - - - -

(174



44

3.8. Ekstrelerin DPPH Yodntemine ile Elde Edilen 1Cso Degerleri

Her bir ekstre i¢in konsantrasyonlara karsi yiizde inhibisyon degerlerinin yer aldigi

grafik cizilerek % 50 inhibisyona neden olan konsantrasyon (ICsp) belirlenmistir.

Sonuglar Tablo 3.8 ve Sekil 3.7°de verilmistir. Calisilan ekstreler icerisinde A.

acmophyllus (ICso= 253,88 pg/ml) en disiik antiradikal aktiviteye sahip iken, A.

microcephalus (ICso= 86,67 pg/ml) en ylksek antiradikal aktiviteye sahip oldugu tespit
edilmistir (F= 10466,446; df=5; p = 0.00).

Tablo 3.8. Ekstrelerin DPPH yontemi ile belirlenen ICso degerleri

Bitki No Bitkinin Ad1 ICs0 (png/ml)
1 A. argaeus (T.A) 194,28
2 A. argaeus (T.U) 140,96¢
3 A. gummifer 195,19°
4 A. microcephalus 86,67¢
5 A. talasseus 211,66°
6 A. acmophyllus 253,882

(*) Her bir siitunda ayn1 kiigiik harflerle gosterilen
degerlerin ortalamalar1 varyans analizi ve Duncan
testine gore % 5 dlzeyinde istatistiksel olarak
6nemli degildir.
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Al: A. argaeus (T.A), A2: A. argaeus (T.U), A3: A.
gummifer, A4: A. microcephalus, A5: A. talasseus,
AG6: A. acmophyllus

Sekil 3.7. Ekstrelerin DPPH yodntemi ile belirlenen 1Cso degerleri

3.9. Ekstrelerin Hidrojen Peroksit Giderme Aktivitesi

Calisilan ekstrelerin hidrojen peroksit giderme aktivitesi Ol¢iilmiis, sonuglar %
inhibisyon olarak belirtilmistir ve sentetik antioksidan olan BHT, BHA ve Gallik asit’in
% inhibisyon degerleri ile karsilastirilmistir. Ekstrelerin% inhibisyon degerleri Tablo
3.9 ve Sekil 3.8°da gosterilmistir. Aktivitenin konsantrasyona bagli olarak arttig1

gozlenmistir.



Tablo 3.9. Astragalus 6rneklerinin hidrojen peroksit giderme aktivitesi

Konsantrasyon (ug/ml)

Bitki adi
25 50 100 250

A. argaeus (T.A) 8,35+0,3 1497+11 2855+0,6 65,44 + 0,5
A. argaeus (T.U) 7,61+0,5 11,6 £0,5 21,09+0,2 59,7+ 0,4
A. gummifer 538+0,4 14,4+ 0,4 26,3+0,2 66,08 + 0,6
A. microcephalus 9,11+0,8 16,64 +0,3 34,0400 8248x0,3
A. talasseus 6,29+0,1 12,46 +0,3 27,59+0,3 65,82 +0,1
A. acmophyllus 5,85%0,2 123+0,2 22,42 +0,2 56,96 + 0,7
BHA 94,41 64,73 150,18 -
BHT 41,35 76,97 153,47 -

GA 69,32 137,61 - -

B25 ug/ml B850 pg/ml @100 pg/ml @250 pg/mi

% Inhibisyon
[EEY
o
o

Al

A2 A3

A6: A. acmophyllus

Ad A5

A6 BHA BHT GA

Al: A. argaeus (T.A), A2: A. argaeus (T.U), A3: A.

gummifer, A4: A. microcephalus, A5: A. talasseus,

Sekil 3.8. Ekstrelere ait hidrojen peroksit giderme aktivitesi
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3.9.1. A. argaeus (T.A)’a Ait Ekstrenin Hidrojen Peroksit Giderme Aktivitesi

Sekil 3.9°da gorildiigii gibi 25, 50, 100 ve 250 pg/ml konsantrasyonlarinda A. argaeus
(T.A)’un inhibisyon degerleri sirasiyla % 8.35, % 14.97, % 28.55 ve % 65.44 olarak

bulunmustur.

W A. argeus (T.A) BHT OBHA BGA

Iy
[e)]
o

Y
N D
o O

[
o
o

D
o

= = B

25 50 100 250
Konsantrasyon (ug/ml)

S
o

% Inhibisyon

N
o

:

Sekil 3.9. A. argaeus (T.A)’a ait ekstrenin hidrojen peroksit giderme aktivitesi

3.9.2. A. argaeus (T.U)’a Ait Ekstrenin Hidrojen Peroksit Giderme Aktivitesi

Sekil 3.10’da gorildigi gibi 25, 50, 100 ve 250 pg/ml konsantrasyonlarinda A. argaeus
(T.U)’un inhibisyon degerleri sirastyla % 7.61, % 11.6, % 21.09 ve % 59.7 olarak

bulunmustur.
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160
140
120
100
80
60
40
20

25 50 100 250

% Inhibisyon

8
TRTTRTRRAR

Konsantrasyon (g/ml)

Sekil 3.10. A. argaeus (T.U)’a ait ekstrenin hidrojen peroksit giderme aktivitesi

3.9.3. A. gummifer’e Ait Ekstrenin Hidrojen Peroksit Giderme Aktivitesi

Sekil 3.11°de gorildigii gibi 25, 50, 100 ve 250 pg/ml konsantrasyonlarinda A.
gummifer’in inhibisyon degerleri sirasiyla % 5.38, % 14.4, % 26.3 ve % 66.08 olarak

bulunmustur.

M A. gumnifer @ BHT OBHA B GA

160
140
120
100
80
60
40
20

E N

2 = B

25 50 100 250
Konsantrasyon (ug/ml)

% Inhibisyon

Sekil 3.11. A. gummifer’e ait ekstrenin hidrojen peroksit giderme aktivitesi
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3.9.4. A. microcephalus’a Ait Ekstrenin Hidrojen Peroksit Giderme Aktivitesi

Sekil 3.12’de goruldigii gibi 25, 50, 100 ve 250 pg/ml konsantrasyonlarinda A.
microcephalus’un inhibisyon degerleri sirasiyla % 9.11, % 16.64, %3 4.04 ve % 82.48

olarak bulunmustur.

B A. microcephalus

B BHT

O BHA

160
140

120

100

80

60
40

% Inhibisyon

20

0 -

N\

-

25 50

100
Konsantrasyon (ug/ml)

250

Sekil 3.12. A. microcephalus’a ait ekstrenin hidrojen peroksit giderme aktivitesi

3.9.5. A. talasseus’a Ait Ekstrenin Hidrojen Peroksit Giderme Aktivitesi

Sekil 3.13’de goriildiigii gibi 25, 50, 100 ve 250 pg/ml konsantrasyonlarinda A.
talasseus’un inhibisyon degerleri sirasiyla % 6.29, % 12.46, % 27.59 ve % 65.82 olarak

bulunmustur.
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Sekil 3.13. A. talasseus’a ait ekstrenin hidrojen peroksit giderme aktivitesi

3.9.6. A. acmophyllus’a Ait Ekstrenin Hidrojen Peroksit Giderme Aktivitesi

Sekil 3.14’de goriildiigii gibi 25, 50, 100 ve 250 pg/ml konsantrasyonlarinda A.
acmophyllus’un inhibisyon degerleri sirasiyla % 5.85, % 12.3, % 22.42 ve % 56.96

olarak bulunmustur.

B A. acmophyllus BHT OBHA BGA

160 —

140
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100 o

80 [

60 = E
40 ::::

20 o - “-:-:
o\ - \8 | | |
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Konsantrasyon (ug/ml)

% Inhibisyon

Sekil 3.14. A. acmophyllusa’a ait ekstrenin hidrojen peroksit giderme aktivitesi
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3.10. Ekstrelerin Hidrojen Peroksit Giderme Yontemi ile Elde Edilen 1Cso
Degerleri

Her bir ekstre icin konsantrasyonlara karsi ylizde inhibisyon degerlerinin yer aldig
grafik cizilerek % 50 inhibisyona neden olan konsantrasyon (ICso) belirlenmis, degerler
Tablo 3.10 ve Sekil 3.15’de verilmistir. Calisilan ekstreler icerisinde A. acmophyllus
(ICso = 220,03 pg/ml) en diisiik hidrojen peroksit giderme aktivitesine sahip iken, A.
microcephalus (ICso= 149,86 ug/ml) en yiksek hidrojen peroksit giderme aktivitesine
sahiptir. Caligilan ekstrelerin aktivitelerinin standartlardan ¢ok daha diisiik oldugu tespit
edilmistir. (F= 12896,779; df=8; p = 0.00).

Tablo 3.10. Ekstrelerin hidrojen peroksit giderme yontemi ile

belirlenen ICso degerleri

Bitki No Bitkinin Ad ICs0 (ug/ml)

1 A. argaeus (T.A) 187,93%
2 A. argaeus (T.U) 212,65°
3 A. gummifer 189,51°¢
4 A. microcephalus 149,86
5 A. talasseus 188,57%
6 A. acmophyllus 220,032
7 BHT 31,09°

8 BHA 23,16

9 Gallik asit 17,629

(*) Her bir situnda aym kiigiikk harflerle
gosterilen degerlerin ortalamalar1 varyans
analizi ve Duncan testine gére % 5 dlzeyinde
istatistiksel olarak énemli degildir.
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300 -

[on
Q

-
(1}
oQ

Al A2 A3 A4 A5 A6 BHA BHT GA

(*) Her bir siitunda aymi kii¢iik harflerle gosterilen
degerlerin ortalamalari varyans analizi ve Duncan
testine gore % 5 duzeyinde istatistiksel olarak énemli
degildir.

Al: A. argaeus (T.A), A2: A. argaeus (T.U), A3: A,
gummifer, A4: A. microcephalus, A5: A. talasseus,
A6: A. acmophyllus, BHT: Biitillenmis hidroksi

toluen, GA: Gallik asit

Sekil 3.15. Ekstrelerin hidrojen peroksit giderme yéntemi ile elde edilen 1Cso degeri

3.11. Ekstrelerin Metal Selatlama Aktiviteleri

Calisilan ekstrelerin metal selatlama aktivitesi 5 mg/ml konsantrasyonda olgiilmiis,
sonuclar % Inhibisyon olarak belirtilmistir. Astragalus ekstrelerine ait % inhibisyon
degerleri Tablo 3.11 ve Sekil 3.16’da gosterilmistir. Ekstreler icerisinde A. acmophyllus
en yuksek aktiviteye (%68,35 £ 0,8) sahipken, A. gummifer (%43,88 + 0,4)’in en diisiik
aktiviteye sahip oldugu tespit edilmistir.
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Tablo 3.11. Ekstrelerin metal selatlama aktivitesi

Bitki No Bitkinin Ad1 % Inhibisyon
1 A. argaeus (T.A) 62,79+ 1,2
2 A. argaeus (T.U) 55,16+ 1,3
3 A. gummifer 43,88+ 0,4
4 A. microcephalus 65,47+ 0,1
5 A. talasseus 68,10+ 1,2
6 A. acmophyllus 68,35+ 0,8
7 EDTA 99,45+0,0
200 -
c
o
2
L2 100 A
2
= N E s
0 T T T T T T 1
Al A2 A3 A4 A5 A6  EDTA

Al: A. argaeus (T.A), A2: A. argaeus (T.U), A3: A
gummifer, A4: A. microcephalus, A5: A. talasseus, A6: A.
acmophyllus, EDTA: Etilen daimin tetra asetik asit

Sekil 3.16. Ekstrelerin metal selatlama aktivitesi

3.12. Ekstrelerin Indirgeyici Giicii

Antioksidan caligmalarinda kullanilan bu biyoanalitik metotta, test ¢ozeltisinin rengi
ortamda bulunan antioksidan maddelerin indirgeme aktivitelerinden dolay1 farkh
tonlardaki yesil renge dontigmektedir [124]. Sonuglar 700 nm’de elde edilen absorbans

olarak Tablo 3.12 ve Sekil 3.17’de gosterilmistir. Elde edilen degerler standart
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antioksidan BHT’ nin degerleri ile karsilastirmali olarak verilmistir. Tablo 3.12’de
goriildiigii gibi, 10 mg/ml’de ¢alisilan bitki ekstreleri arasinda A. microcephalus (2,172)
en yuksek absorbans degerine sahipken, A. gummifer en disiikk absorbans (1,118)
degerine sahiptir. Artan absorbans degeri artan antioksidan aktiviteyi gostermektedir. A.
microcephalus’un bu konsantrasyondaki indirgeyici giicii BHT’ninkine oldukca

yakindir.

Tablo 3.12. Ekstrelerin indirgeyici gli¢ yontemi ile elde edilen absorbans degerleri

mg/mi Al A2 A3 A4 A5 A6 BHT
0,5 0,133 0,126 0,085 0,175 0,094 0,084 1,37
1 0,231 0,242 0,153 0,318 0,179 0,155 1,641
2,5 0,549 0,435 0,351 0,691 0,415 0,363 2,056
5 0,962 0,811 0,636 1,264 0,79 0,741 2,152
10 1,701 1,553 1,118 2,172 1,426 1,318 2,249

Al: A. argaeus (T.A), A2: A. argaeus (T.U), A3: A. gummifer, A4: A. microcephalus, A5: A.
talasseus, A6: A. acmophyllus, BHT: Biitillenmis hidroksi toluen.
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Sekil 3.17. Ekstrelerin indirgeyici guc yontemi ile elde edilen absorbans degerleri

3.13. Demir Iyonu Rediikleyici Antioksidan Potansiyeli (FRAP)

Bu metot genellikle antioksidanlarin varliginda ferric demirini (Fe3*) ferrous demire
(Fe?") indirgemesini 6lgmek icin kullanilir [125]. Sonuglar mM/I olarak Tablo 3.13 ve
Sekil 3.18’de gosterilmistir. Elde edilen degerler standart olarak L-askorbik asit’in
degeri ile karsilagtirmali olarak verilmistir. Tablo 3.13’de goriildiigii gibi, ¢alisilan bitki
ekstreleri arasinda A. microcephalus (0.97 mM/I) en yiiksek indirgeyici guce sahipken,
A. argaeus (T.A) ise en diisiik (0.49 mM/I) aktiviteye sahiptir. Ekstrelerin demir iyonu

indirgeyici guci standart L- askorbik asitin degerinden oldukga diisiiktiir.



Tablo 3.13. Ekstrelerin demir iyonu rediikleyici antioksidan potansiyeli

Bitkinin Ad1 FRAP (mM/I)
A. argaeus (T.A) 0,49
A. argaeus (T.U) 0,68
A. gummifer 0,76
A. microcephalus 0,97
A. talasseus 0,66
A. acmophyllus 0,60
L-askorbik asit 4,25
4.5 -
4 -
3.5 1
3 -
= 25 -
P
S 2 -
1.5 -
1 -
0.5 -
0 T T T T 1
Al A2 A3 Ad A5 A6  L-askorbik
asit

Sekil 3.18. Ekstrelerin demir iyonu rediikleyici antioksidan potansiyeli

56
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3.14. CUPRAC Yontemi Sonuglari

Calismada kullanilan ekstrelerin  CUPRAC yontemi ile bakir(II)-neokuproin
kompleksini bakir(I)-neukuproin kompleksine indirgeme aktivitesi olgtilmustir [122].
Olusan kompleks 450 nm’de maksimum absorbans degerini gostermektedir. Sonuglar
cesitli konsantrasyonlarda 450 nm’de okunan absorbans degerleri olarak Tablo 3.14 ve
Sekil 3.19°da gosterilmistir. Elde edilen degerler standart olarak Troloks’un degerleri ile
karsilastirmali olarak verilmistir. Tablo 3.14°de goruldigii gibi, ¢alisilan bitki ekstreleri
arasinda A. microcephalus (0,83) en yuksek absorbans degeri gosterir iken, A.
acmophyllus (0,32) en diisiik absorbans degerine sahiptir. Konsantrasyona bagli olarak
absorbans ve aktivite artmaktadir. Calisilan ekstrelerin absorbans degerleri kontrol

olarak kullanilan troloks’un degerinden ¢ok daha diisiiktiir.

Tablo 3.14. Ekstrelerin bakir iyonunu indirgeme gucu

ma/ml A.argaeus  A.argaeus A. A. A. A. Troloks
g (T.A) (T.U) gummifer microcephalus talasseus acmophyllus

0,2 0,12 0,08 0,11 0,14 0,05 0,06 2,28

0,4 0,19 0,23 0,2 0,31 0,15 0,13 2,80

0,6 0,27 0,33 0,29 0,49 0,23 0,2 2,85

0,8 0,37 0,41 0,38 0,68 0,32 0,25 2,85

1 0,50 0,68 0,51 0,83 0,41 0,32 2,85
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Sekil 3.19. Ekstrelerin bakir iyonunu indirgeme giicii

3.15. Astragalus Taksonlarina Ait Ekstrelerin Antimikrobiyal Aktiviteleri

Calisilan ekstrelerin antimikrobiyal aktiviteleri % 1, 2.5, 5 ve 10 konsantrasyonlarinda
agar diflizyon yontemi ile 15 farkli mikroorganizmaya karsi denenmis ve Tablo 3.15°de
gosterilmistir. Calisilan Astragalus ekstreleri test edilen bakterilerden sadece P.
aeruginosa’ya kars1 diisiik aktivite (6,5-8,0 mm) gostermistir. Kontrol olarak kullanilan
Tetrasiklin ve Oksalasilin’in P. aeruginosa’ya karsi etkisi 10 mg/ml konsantrasyonda
cok daha yuksektir (18.0-12.0 mm). Ayrica ekstrelerin higbirinin de C. albicans

uzerinde etkili olmadig1 gozlenmistir.



Tablo 3.15. Ekstrelerin antimikrobiyal aktivitesi (Zon ¢api1-mm)

% Tetrasiklin Oksasilin

Al | A2 | A3 | A4 A5 | A6 (10

Konst. (20 mg/ml)

mg/ml)

10
80 | 70 | 80 | 80 70 | 7,0 18,0 12,0

>0 80 | 70 | 70 | 7,0 70 | 65

25 7,0 - - 7,0 - 6,5

1,0 ] ) ) ) ) i

Al: A argaeus (T.A), A2: A. argaeus (T.U), A3: A. gummifer, A4: A. microcephalus,

Ab5: A, talasseus, A6: A. acmophyllus

3.16. Astragalus Ekstrelerinin Sitotoksik Aktiviteleri

Astragalus’dan elde edilen metanollii ekstreler farkli konsantrasyonlarda (10,
25, 50, 100, 200 ve 400 pg/ml) hazirlandiktan sonra 24 ve 48 saat sire ile
MCF-7 (insan meme metastatik karsinoma htcreleri) ve Fibroblast hicrelerine

uygulanmis ve % canlilik degerleri hesaplanmuistir.

3.16.1. A. argaeus (T.A)’a Ait Ekstrenin MCF-7 Hucreleri Uzerindeki in
vitro Sitotoksik Etkisi

Sekil 3.20°de goriildiigl gibi 24 saatlik uygulama sonrasinda 10, 25, 50 ve 100

pg/ml konsantrasyonlarindaki % canlilik orani sirast ile % 86.24, % 77.06, %

89.06 ve % 90.60 olarak belirlenmistir. 48 saatlik uygulama sonrasinda higbir

konsantrasyonda sitotoksik aktivite gorilmemektedir.
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Sekil 3.20. A. argaeus (T.A)’a ait ekstrenin MCF-7 hiicreleri Gzerindeki sitotoksik
aktivitesi sitotoksik aktivitesi

3.16.2. A. argaeus (T.U)’a Ait Ekstrenin MCF-7 Hucreleri Uzerindeki in
vitro Sitotoksik Etkisi

Sekil 3.21’de goriildiigli gibi 24 saatlik uygulamada 10, 25, 50 ve 100 pg/mli
konsantrasyonlarda % canlilik orani siras1 ile % 94.70, % 67.19 ve % 81.98 ve
% 90.69 olarak belirlenmistir. 48 saatlik uygulamada ise 10 ve 25 pg/ml
konsantrasyonlarda % canlilik orani siras1 ile % 93.94 ve % 87.34 olarak

belirlenmistir.

60



324 saat 48 saat

180
160
140 .
120 7 A
100 +—— ] B
80 - 1 . - S
60 |- - - R o - - A
40 - - L L o - S

% Canhhk
]

NN S S S S R X B
MCF  A210 A225 A250 A2100 A2200 A2 400

Konsantrasyon (ug/ml)

Sekil 3.21. A. argaeus (T.U)’a ait ekstrenin MCF-7 hiicreleri lizerindeki sitotoksik
aktivitesi

3.16.3. A. gummifer’e Ait Ekstrenin MCF-7 Hicreleri Uzerindeki in vitro
Sitotoksik Etkisi

Sekil 3.22°de goriildiigii gibi 24 saatlik uygulama sonras1 10, 25, 50, 100, 200
ve 400 pg/ml konsantrasyonlarindaki % canlilik orani sirasi ile % 94.86, %
74.19, % 72.94, % 74.20, % 85.29 ve % 97.88 olarak belirlenmistir. 48 saatlik
uygulama sonrasinda ise 10, 25 ve 50 pg/ml konsantrasyonlarinda % canlilik
orani sirasi ile % 74.01, % 76.73 ve % 87.50 olarak belirlenmistir.
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Sekil 3.22. A. gummifer’e ait ekstrenin MCF-7 hiicreleri Gizerindeki sitotoksik

aktivitesi

3.16.4. A. microcephalus’a Ait Ekstrenin MCF-7 Hucreleri Uzerindeki in
vitro Sitotoksik Etkisi

Sekil 3.23’de goriildiigii gibi 24 saatlik uygulama sonrast 10, 25, 50 ve 100
pg/ml konsantrasyonlarindaki % canlilik orani sirasi ile % 87.32, % 71.65, %
72.88 ve % 85.96 olarak belirlenmistir. 48 saatlik uygulamada ise 10, 25 ve 50
pg/ml konsantrasyonlarinda % canlilik orani sirasi ile % 92.34, % 82.26 ve %

92.95 olarak belirlenmistir.
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Sekil 3.23. A. microcephalus’a ait ekstrenin MCF-7 hucreleri Uzerindeki
sitotoksik aktivitesi

3.16.5. A. talasseus’a Ait Ekstrenin MCF-7 Hicreleri Uzerindeki in vitro
Sitotoksik Etkisi

Sekil 3.24°de goriildiigii gibi 24 saatlik uygulama sonrasinda 10, 25, 50, 100,
200 ve 400 pg/ml konsantrasyonlarinda % canlilik orani siras1 ile % 84.97, %
68.39, % 66.74, % 66.75, % 70.86 ve % 81.29 olarak belirlenmistir. 48 saatlik
uygulama sonrasinda % canlilik orani sirasi ile % 64.54, % 60.80, % 58.91, %
57.50, % 55.58 ve % 53.58 olarak belirlenmistir.
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Sekil 3.24. A. talasseus’a ait ekstrenin MCF-7 hiicreleri Gzerindeki sitotoksik

aktivitesi

3.16.6. A. acmophyllus’a Ait Ekstrenin MCF-7 Hucreleri Uzerindeki in
vitro Sitotoksik Etkisi

Sekil 3.25°de gortildiigii gibi 24 saatlik uygulama sonrasinda 10, 25, 50, 100,
200 ve 400 pg/ml konsantrasyonlarinda % canlilik orani sirasi ile % 76.62, %
73.43, % 72.92, % 72.67, % 79.26 ve % 93.88 olarak belirlenmistir. 48 saatlik
uygulama sonrasinda % canlilik orani sirasi ile % 88.16, % 66.48, % 64.55, %
62.40, % 57.37 ve % 54.18 olarak belirlenmistir.
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Sekil 3.25. A. acmophyllus’a ait ekstrenin MCF-7 huicreleri Gzerindeki
sitotoksik aktivitesi

3.16.7. A. argaeus (T.A)’a Ait Ekstrenin Fibroblast Hiicreleri Uzerindeki in
vitro Sitotoksik Etkisi

Sekil 3.26°da goriildiigl gibi 24 saatlik uygulama sonrasinda 25, 50, 100 ve 200
pg/ml konsantrasyonlarinda % canlilik orami sirasi ile % 86.36, % 85.12, %
86.59 ve % 95.60 olarak belirlenmistir. 48 saatlik uygulama sonrasinda 200
pg/ml konsantrasyonunda % canlilik orani ise % 93.29 olarak belirlenmistir.

Diger konsantrasyonlarda ise sitotoksik etki gdzlenmemistir.
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Sekil 3.26. A. argaeus (T.A)’a ait ekstrenin fibroblast hiicreleri tizerindeki

sitotoksik aktivitesi

3.16.8. A. argaeus (T.U)’a Ait Ekstrenin Fibroblast Hiicreleri Uzerindeki in
vitro Sitotoksik Etkisi

Sekil 3.27°de gorildiigi gibi 24 saatlik uygulama sonrasinda 10, 25, 50 ve 100
pg/ml konsantrasyonlarinda % canlilik orani sirasi ile % 95.79, % 79.54, %
76.99 ve % 84.26 olarak belirlenmistir. 48 saatlik uygulama sonrasinda 10, 25,
50, 100, 200 ve 400 pg/ml konsantrasyonlarinda % canlilik orani sirast ile %
97.69, % 95.22, % 97.44, % 99.48, % 99.39 ve % 98.91 olarak belirlenmistir.
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Sekil 3.27. A. argaeus (T.U)’a ait ekstrenin fibroblast hiicreleri tizerindeki

sitotoksik aktivitesi

3.16.9. A. gummifer’e Ait Ekstrenin Fibroblast Hucreleri Uzerindeki in
vitro Sitotoksik Etkisi

Sekil 3.28’de goriildiigii gibi 24 saatlik uygulama sonrasinda 25, 50, 100 ve 200
ug/ml konsantrasyonlarinda % canlilik orani sirasi ile % 78.39, % 67.80, %
74.01 ve % 80.22 olarak belirlenmistir. 48 saatlik uygulama sonrasinda 400
pg/ml konsantrasyonunda % canlilik orani ise % 97.72 olarak belirlenmistir.

Diger konsantrasyonlarda ise sitotoksik etki gdzlenmemistir.
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Sekil 3.28. 4. gummifer e ait ekstrenin fibroblast hiicreleri tizerindeki sitotoksik

aktivitesi

3.16.10. A. microcephalus’a Ait Ekstrenin Fibroblast Hucreleri Uzerindeki
in vitro Sitotoksik Etkisi

Sekil 3.29°da goriildiigii gibi 24 saatlik uygulama sonrasinda 25 ve 50 pg/ml
konsantrasyonlarinda % canlilik orani sirasi ile % 95.34 ve % 98.86 olarak
belirlenmigtir. 48 saatlik uygulama sonrasinda sadece 400 pg/ml

konsantrasyonunda % canlilik oran1 % 96.97 olarak belirlenmistir.
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Sekil 3.29. A. microcephalus ’a ait ekstrenin fibroblast hiicreleri Gizerindeki

sitotoksik aktivitesi

3.16.11. A. talasseus’a Ait Ekstrenin Fibroblast Hucreleri Uzerindeki in
vitro Sitotoksik Etkisi

Sekil 3.30°da goriildiigii gibi 24 saatlik uygulama sonrasinda 25, 50, 100 ve 200
pg/ml konsantrasyonlarinda % canlilik orami sirasi ile % 93.44, % 84.37, %
89.03 ve % 90.95 olarak belirlenmistir. 48 saatlik uygulama sonrasinda hichir

konsantrasyonda sitotoksik etki gézlenmemistir.
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Sekil 3.30. A. talasseus’a ait ekstrenin fibroblast hiicreleri Gzerindeki sitotoksik
aktivitesi

3.16.12. A. acmophyllus’a Ait Ekstrenin Fibroblast Hiicreleri Uzerindeki in
vitro Sitotoksik Etkisi

Sekil 3.31°de goriildiigli gibi 24 ve 48 saatlik uygulama sonrasinda higbir

konsantrasyonda sitotoksik etki gozlenmemistir.
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Sekil 3.31. A. acmophyllus’a ait ekstrenin fibroblast hiicreleri Gizerindeki

sitotoksik aktivitesi



4. BOLUM
TARTISMA -SONUC VE ONERILER

Tiirkiye florasinda yaygin sekilde yayilis gosteren bazi Astragalus taksonlarina ait
tiirlerin biyoaktivitelerinin arastirildigi bu ¢alismada asagidaki sonuglar elde edilmis ve
bu sonuglar diger arastirmacilarin bulgulariyla karsilastirilarak detayli bir sekilde

tartisilmistir.

Tiirkiye’de yayilis gdsteren Astragalus cinsine ait toplam 5 takson ile ¢alisiimustir. Ugii
endemik (4. argaeus, A. talasseus, A. acmophyllus) olan bu taksonlara ait drnekler
degisik lokalitelerden toplanmistir. Toplanan bitki orneklerinden A. argaeus’un hem
toprak alt1 hem de toprak Ustii kisimlarindan, digerlerinin ise toprak alti1 kisimlarindan
Soxhlet ekstraksiyon cihazi kullanilarak metanol ile ekstreleri ¢gikarilmigtir. Metanolli
ekstrelerin verimleri % 9,78 — 19,31 arasinda degismektedir. 4. argaeus’un toprak alti
kisimlarindan elde edilen ekstre yiiksek verime sahipken, A. talasseus en diisiik ekstre

verimine sahiptir.

Folin-Ciocalteu yontemi gida ve tibbi bitkilerde fenolik madde miktarini belirlemek igin
kullanilan en eski yontemlerden biridir. Fenolik bilesikler bazik kosullar altinda Folin-
Ciocalteu ayiract ile reaksiyona girer. Fenolik protonun ayrilmasi ile fenolat anyonu
olusur ve buda Folin ayiracimi indirgeyebilir. Test sisteminde olusan mavi renkli
molibdenyum oksit 750 nm’de maksimum absorbans verir. Olusan mavi rengin
yogunlugu test 6rnegindeki fenolik bilesiklerin toplam miktarini yansitmaktadir [126].
Calismamizda test edilen ekstrelerin Folin-Ciocalteu yontemi ile tespit edilen toplam
fenolik madde miktarlar1 4,59 — 13,49 mg GAE/g ekstre arasinda degismektedir. A.
microcephalus en yiiksek toplam fenolik madde miktarina sahip iken, A. argaeus (T.A)
toprak alt1 6rneklerinden elde edilen ekstre ise en diisiik toplam fenolik madde miktaria

sahiptir. Keskin [98] c¢alismasinda A. diphtherites var. diphtherites ve A.
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gymnalocepias’den elde edilen metanollii ekstrelerin Folin-Ciocalteu yontemi ile
toplam fenolik madde miktarlarimi sirastyla 30,7 = 1,5 ve 17,66 £ 1,25 ng GAE/mg
ekstre olarak belirlemistir. Bu sonuglara gore calismamizda test edilen Astragalus
tirlerinin toplam fenolik madde miktarlar1 A. diphtherites var. diphtherites ve A.
gymnalocepias’un fenolik madde miktarlarindan oldukga diisiiktiir. Folin-Ciocalteu
yontemi maddelerin kimyasal yapisina bagli olarak farkli fenolik bilesiklere farkli

cevaplar vermektedir [127].

Calisilan Astragalus tiirlerinden elde edilen ekstrelerin Aliiminyum kloriir kolorimetrik
yontemi ile toplam flavonoid madde miktarlar1 0,76 — 5,88 mg QE/g ekstre arasinda
degismektedir. A. argaeus toprak ustii kisimlarindan elde edilen ekstre en yiiksek
toplam flavonoid madde miktarina sahip iken, 4. acmophyllus ise en diisiikk toplam

flavonoid madde miktarina sahiptir.

Asgarpanah et al. [128]'nin ¢alismasinda A. squarrosus’un toprak {istii kisimlarindan
elde ettikleri metanollii ekstrelerin toplam flavonoid madde miktarlarin1 Aliiminyum
kloriir kolorimetrik yontemi ile 26,0 mg/g ekstre olarak belirlemislerdir. Keskin [98]
calismasinda A. diphtherites var. diphtherites ve A. gymnalocepias’un toprak alti
kisimlarindan elde ettikleri metanollii ekstrelerin toplam flavonoid madde miktarlarini
strastyla 2,31 + 0,23 pg QE/mg ve 11,20 = 0,14 pg QE/mg ekstre oldugunu bildirmistir.
Bu sonuglara gore calismamizda test edilen ekstrelerin toplam flavonoid madde

miktarinin daha diisiik oldugu goriilmektedir.

Calisilan ekstrelerin fenolik madde igeriklerinin belirlenmesi amaciyla LC-MS/MS
yontemi uygulanmistir. Incelenen ekstrelerde klorogenik asit, epikatesin, katesin hidrat,
kersetin, siringik asit, kamferol, sinnapik asit, kaffeik asit, rutin ve ferulik asit
bilesenleri tespit edilmistir ve miktarlar1 kantitatif olarak belirlenmistir. Test edilen
ekstreler arasinda fenolik icerigi en fazla A. argaeus oldugu tespit edilmistir. Ayrica A.
argaeus’un T.U kismimin fenolik madde igeriginin A. argaeus’un T.A’dan daha yiiksek
oldugu goriilmiistiir. Toprak iistii kisimlardaki yiliksek fenolik madde miktar1 15181n
varligt yada yoklugu ile iliskilendirilebilir. Bitkiler tarafindan iretilen fenolik
bilesiklerin miktar1 ve giines radyasyonunun yogunlugu arasinda pozitif bir iligki vardir.
Genellikle giinesli ¢evrede biiyiiyen bitkiler, golgede biiyiiyenlere gore toplam fenolik
madde igerigi yiiksektir [129]. Isik bitkilerdeki fenolik bilesiklerin sentezinin oncii
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molekiilii olan fenil alenin amino liyaz enziminin aktivitesini artirarak bitkilerdeki

fenolik madde biyosentezinin oranini artirir [130].

Jun et al. [131] A. membranaceus un metanollii ekstresinin fenolik madde igerigini ve
miktarin1 HPLC analizi ile arastirmiglardir. 30 tane fenolik (gallik asit, pyrogallol,
homogentisik asit, protokatsik asit, gentisik asit, klorogenik asit, katesin,
hidroksibenzoik asit, B-resorsiklik asit, vanillik asit, kaffeik asit, siringik asit, vanillin,
p-kumarik asit, rutin, ferulik asit, veratrik asit, m-koumarik asit, naringin, hesperedin, o-
koumarik asit, miyresetin, resveratrol, kersetin, z-sinnamik asit, naringenin, kamferol,
hesperetin, formononetin, biochanin A) madde tespit etmislerdir. Bunlardan rutin,
klorogenik asit, kaffeik asit, siringik asit, kamferol ve ferulik asit yaptigimiz ¢alismada

test edilen Astragalus tiirlerinde de tespit edilmistir.

Krasteva [132] A. ponticus’dan eriodiktiol-7-O-rutinosid, isorhamnetin-3-O-rutinosid,
isorhamnetin-3-O-glukozit, phloridzin, viteksin, kamferol ve isorhamnetin, A.
corniculatus’dan eriodiktiol-7-O-rutinosid, kersitrin, floridzin ve homoeriodiktiol, A4.

cicer’den rutin, hiperosid ve umbellliferon, A. hamosus’dan ramnositrin tespit etmistir.

Yang et al. [133] A. altaicus’da isorhamnetin-3-gentiobiosid, rutin ve narcissin

bilesiklerini tespit etmislerdir.

Antioksidan aktivitenin Ol¢iilmesinde kullanilan basit yOntemlerden biri de
fosfomolibdenyum yontemidir. Bu yontem antioksidan bilesikler tarafindan
molibdenyum (VI)’un molibdenyum (V)’e indirgenmesini temel almaktadir. Test
tipiinde olusan yesil renkli molibdenyum (V) kompleksi 695 nm’de maksimum
absorbans vermektedir [134]. Metanollii ekstreler igerisinde en yliksek aktiviteyi A.
acmophyllus (178,25 = 1,5 mg AAE/g) gosterirken, en diislik aktiviteyi 4. argaeus un
toprak altt1 kisimlarindan elde ekstrelerin (108,40 += 0,2 mg AAE/g) gOstermistir.
Yapilan literatiir ¢alismasinda Astragalus cinsine ait Orneklerin fosfomolibdenyum
yontemi ile antioksidan aktivitesinin belirlenmesine yonelik bir c¢aligmaya

rastlanmamaistir.

B-karoten/linoleik asit beyazlatma yonteminde, linoleik asitin oksidasyonu peroksil
radikallerinin olugsmasina neden olur. Olusan serbest radikaller doymamis B-karotenin
oksidasyonuna sebep olur. Bu olay B-karotenin kendine 0zgii turuncu renginin

acilmasina neden olur. Ekstredeki antioksidanlarin varlig1 hidroperoksitler tarafindan -
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karotenin  oksidasyonunu azaltir.  Antioksidan etkiye sahip ekstre hiicre
membranlarindaki lipitlerin oksidasyonunu onleyebilir. Bu nedenle bitki ekstreleri
saglik tizerinde yararli etkiler gosterebilir [135]. B-karoten beyazlatma yontemi
ekstrelerin B-karoten/linoleik asit emiilsiyonunda B-karotenin oksidatif kaybini azaltma
yetenegini Olgmektedir. Calismamizda test edilen bitki ekstrelerinin B-karoten
oksidasyon inhibisyon degerleri belirlenmis ve yiizde cinsinden ifade edilmistir.
Ekstreler igerisinde, en yiiksek % inhibisyonu A. talasseus (%80,60 + 2,58) gdsterirken,
en diisiik % inhibisyonu A. argaeus (T.A)(%37,31 + 0,0) gostermistir. Kontrol olarak
kullanilan BHA ve BHT nin % inhibisyon degerler siras1 ile % 107,96 ve % 105,47
olarak belirlenmistir. Test edilen ekstrelerin inhibisyon degerleri BHA ve BHT’nin
kinden daha diisiiktiir. Adigiizel ve vd. [95]’nin yapmis olduklar1 bir ¢aligmada B-
karoten/linoleik asit beyazlatma yontemi ile A. ponticus, A. microcephalus, A.
macrocephalus, A. erinaceus, A. bicolor, A. psoraloides ve A. argyroides’in toprak alti
kisimlarindan elde edilen metanollii ekstrelerin B-karoten/linoleik asit emiilsiyonunda -
karotenin oksidatif kaybin1 azaltma yetenegini Olgmiistiir ve [B-karoten oksidasyon
inhibisyon degerlerinin sirastyla % 49.4, % 51.4, % 58.6, % 38.2, % 23.8, % 88.1 ve %
45.3 oldugunu bildirmislerdir.

DPPH stabil serbest radikaldir ve ekstrelerin radikal temizleme aktivitesinin
belirlenmesinde yaygin sekilde kullanilmaktadir. Ciinkii DPPH yontemi hizli, giivenilir
ve tekrarlanabilir bir yontemdir. Bu yontem antioksidandan elektron veya hidrojen alan
mor renkli DPPH radikal ¢o6zeltisinin indirgenmesi ile renginin sariya (difenil
pikrilhidrazin) doniismesini temel almaktadir. Mordan sariya renk degisiminin derecesi
spektrofotometrik olarak 517 nm’de Olgiiliir. Renk degisiminin derecesi ekstre yada
antioksidan bilesigin hidrojen verebilme yetenegini dolayisiyla antiradikal aktivitesini

yansitmaktadir [126].

Calisilan bitkilerin antiradikal aktiviteleri doza baglh olarak degismektedir. Doz artisi
ile birlikte antiradikal aktivitenin artig1 tespit edilmistir. Test edilen ekstrelerin
antiradikal aktiviteleri % inhibisyon olarak belirtilmistir. 6 mg/ml konsantrasyonunda,
test edilen ekstrelerden en fazla inhibisyonu A. microcephalus (%86,82 + 0,1)
gosterirken, 4. acmophyllus (%39,44 + 0,83) en diisiik inhibisyonu gosterdigi tespit
edilmistir. Ayrica her bir ekstre i¢in % 50 inhibisyona neden olan konsantrasyon (ICs)

hesaplanmistir. 1Csy degerinin diisiik olmasi yiiksek antiradikal aktiviteyi ifade
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etmektedir. Bu sebeple 4. microcephalus (86,67 pg/ml) en yiiksek aktiviteye sahip
iken, A. acmophyllus (253,88 pg/ml) en diisiik aktiviteye sahiptir. Calisilan ekstrelerin
antiradikal aktiviteleri 2 mg/ml konsantrasyonda standart BHT ninkine gdre ¢ok daha
diistiktiir.

Keskin [98] A. diphtherites var. diphtherites ve A. gymnalocepias’un toprak alti
kisimlarindan elde ettikleri metanollii ekstrelerin DPPH yontemi ile elde ettigi 1Csg
degerlerinin sirasiyla 98,90 pg/ml ve 112,2 pg/ml oldugunu bildirmistir. Bizim
yaptigimiz c¢alismada, A. microcephalus (86,67 pg/ml)’un antiradikal aktivitesi A.
diphtherites var. diphtherites ve A. gymnalocepias’un antiradikal aktivitesinden daha
yiiksek iken, g¢aligmamizda test edilen diger ekstrelerin antiradikal aktiviteleri daha
distiktiir. Adigiizel ve vd. [95] 4. ponticus, A. microcephalus, A. macrocephalus, A.
erinaceus, A. bicolor, A. psoraloides ve A. argyroides’in toprak alt1 kisimlarindan elde
edilen metanollii ekstrelerin DPPH yontemi ile ICsy degerlerini sirasiyla 207.9, 227.7,
170.5, 328.5, 115.1 ve 126.7 pg/ml oldugunu belirlemislerdir. 4. microcephalus (86,67
pg/ml)’un antiradikal aktivitesi Adigiizel ve vd. [95] nin yapmis olduklar1 ¢aligmadaki
taksonlarin antiradikal aktivitesinden daha yiiksektir. Asgarpanah et al. [128] A.
squarrosus’un toprak istli kisimlarindan elde ettikleri metanollii ekstrenin ICsy degerini
1220 mg/l olarak belirlemislerdir. Bizim yaptigimiz ¢alismada test edilen ekstrelerin

antiradikal aktivitesi A. squarrosus’un antiradikal aktivitesinden daha yiiksektir.

Hidroksil radikali bakir ve demir gibi metal iyonlarin varliginda hidrojen peroksit ve
siiperoksit anyonlardan olusabilen en reaktif serbest radikaldir. Hidroksil radikalleri
aromatik bilesikler ile reaksiyonlara girebilir ve bdylece hidroksi siklo hekzadinil
radikallerini olusturur. [136]. Calisilan bitkilerin hidrojen peroksit giderme aktivitesi
doza bagl olarak degismektedir. Doz artis1 ile birlikte hidrojen peroksit radikalini
giderme aktivitesinin de artig1 tespit edilmistir. Test edilen ekstrelerin hidrojen peroksit
giderme aktivitesi % inhibisyon olarak belirtilmistir. 250 pg/ml konsantrasyonunda test
edilen ekstrelerden A. microcephalus (%82,48 + 0,1) en yiiksek inhibisyonu
gosterirken, A. acmophyllus (%56,96 £+ 0,8)’un en diislik inhibisyonu gosterdigi tespit
edilmistir. Elde edilen degerler ayni konsantrasyondaki BHA, BHT ve GA ile
karsilastirildiginda oldukca diisiiktiir.

Metal selatlama aktivitesinin varlig1 lipit peroksidasyonunu azaltmasi ve hidroksi

radikallerinin olusumunu engellemesi sebebiyle 6nemli bir antioksidan 6zellik olarak
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kabul edilir. Selatlayicilar, metal iyonlariyla 6 bagi yaparak metal iyonlarinin redoks

potansiyelini azaltip etkili antioksidanlar olarak davranirlar [137].

Test edilen ekstrelerin metal selatlama aktivitesi % inhibisyon olarak belirtilmistir. Test
edilen bitki ekstrelerinden A. acmophyllus (%68,35 £ 0,8) en yiiksek inhibisyonu
gosterirken, A. gummifer (%43,88 £ 0,4)’in en diisiik inhibisyonu gosterdigi tespit
edilmistir. Keskin [98] 4. diphtherites var. diphtherites ve A. gymnalocepias’un toprak
alt1 kisimlarindan elde ettikleri metanollii ekstrelerin 350 pg/ml konsantrasyonda metal
selatlama aktivitesinin 51,09 + 0,87 ve 76,41 £+ 0,90 oldugunu bildirmistir. Lim et al.
[138] A. sinicus tohumlarindan elde ettigi asetonlu ekstrenin metal gselatlama
aktivitesinin Smg/ml konsantrasyonda % 64,5 oldugunu tespit etmislerdir. Bizim
calismamizda, 4. argaeus (T.A), A. argaeus (T.U), A. gummifer, A. microcephalus, A
talasseus ve A. acmophyllus’un metanollii ekstreleri ayn1 konsantrasyonda sirasiyla %
62.79, % 55.16, % 43.88, % 65.47, % 68.1 ve % 68.35 inhibisyon degerlerine sahiptir.
Calismamizda kontrol olarak giicli selatlama aktivitesine sahip olan EDTA
kullanilmigtir. EDTA’nin metal selatlama aktivitesi % 99,45 + 0,0 olarak tespit
edilmistir. Calisilan ekstrelerin % inhibisyon degerlerinin standarda gore diisiik
oldugunu sdyleyebiliriz. Selatlama ajanlar1 redoks potansiyelini azalttigindan dolay:

sekonder antioksidan olarak etkindir [139].

Antioksidan kapasite tayininde kullanilan diger bir yontem olan indirgeme giiciinde
yiiksek absorbans yliksek indirgeme potansiyelini gostermektedir. Yontemde asidik
ortamda antioksidan fenolik bilesiklerin [K;Fe(CN)g] icindeki Fe (III)’tn Fe(Il)’ye
indirgenmesine dayanmaktadir. Indirgeme reaksiyonu sonucu olusan Prusya mavisi
renkli kompleks 700 nm’de maksimum absorbans gostermektedir. Antioksidan
maddelerin etkinligine bagli olarak Prusya mavisi rengi yesil ile mavi arasinda

degismektedir. Absorbansin artmasi indirgeme giicliniin yiiksekligini gosterir [140].

Caligilan ekstreler i¢inde 4. microcephalus en yiiksek indirgeyici giice sahipken, A.
gummifer en diisiik indirgeyici gilice sahiptir. Keskin [98] A. diphtherites var.
diphtherites ve A. gymnalocepias metanollii ekstrelerinin indirgeyici giic yonteminde,
350 pg/ml konsantarasyonda absorbans degerlerinin 0,181 + 0,03 ve 0,105 + 0,00
oldugunu bildirmistir. Lim ez al. [140] 4. sinicus tohumundan elde ettigi etanol, hekzan,
su ve aseton ekstrelerinin 5-10 mg/ml konsantrasyonlarinda indirgeyici glic yonteminde

absorbans degerlerini sirastyla 0.79-1.4, 0.69-1.0, 0.39-0.6 ve 0.9-1.7 oldugunu tespit
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etmislerdir. Bizim ¢alismamizda 5-10 mg/ml konsantrasyonlarinda 4. argaeus (T.A), A.
argaeus (T.U), A. gummifer, A. microcephalus, A talasseus, A. acmophyllus metanollii
ekstrelerinin absorbans degerleri sirasiyla 0.9-1.7, 0.8-1.5, 0.6-1.1, 1.2-2.1, 0.7-1.4 ve
0.7-1.3 absorbans olarak belirlenmistir. Calisma sonuglarinin bizim elde ettigimiz

sonuglara benzer oldugunu soyleyebiliriz.

FRAP testinde antioksidan varliginda [Fe(III)(TPTZ)?]** [Fe(II)(TPTZ)?*]*"’ye
indirgenmektedir.  Oksido-rediiksiyon reaksiyonlarinda rol alan demir DNA
(deoksiribontikleik asit), protein ve lipitlere elektron tasiyarak oksidatif hasari
hizlandirir. Demir iyonlar1 ayni zamanda lipit peroksidlerinin (LOOH) pargalanmalarini
ve lipit peroksidasyonunun zincir reaksiyonlarmni katalize ederek radikal zararini
arttirirlar. Bu nedenle demir iyonlarinin tutulmalar: radikal zararlarini 6nlemede 6nem
tagimaktadir. Ekstrelerin demir iyonu indirgeyici giicli aktivitesi FRAP yontemine gore
yapilmustir. Calisilan Astragalus eksterlerinin L Askorbik asite gore diisiik seviyede
demir indirgeyici giice sahip oldugu gozlenmistir. Calisilan Astragalus tiirlerinin FRAP

yontemi ile demir indirgeyici giicleri ilk kez bu ¢alisma ile belirlenmistir.

CUPRAK yontemi ile ekstrelerin bakir(II)-neokuproin kompleksini bakir(I)-neukuproin
kompleksine indirgeme giicii 6l¢iilmiistiir. Calisilan ekstreler arasinda A. microcephalus
en yiiksek bakir indirgeyici giice sahiptir. Troloks ile karsilastirildiginda ekstrelerin
bakir indirgeyici giice sahip oldugu goriilmektedir. Yapilan litaratiir taramasina gore,
calisilan Astragalus ekstrelerinin CUPRAK yontemi ile bakir indirgeyici giigleri ilk

defa bu ¢alisma ile belirlenmistir.

Calismamizda test edilen Astragalus tirlerinin Gram (+), (L. monocytogenes, S. aureus,
M. smegmatis, B. cereus, B. subtilis) ve Gram (-) (E. coli, A. hydrophila, E. coli
O157:H7, K. pneumonia, M. morganii, P. mirabilis, P. aeruginosa, S. typhimurium, Y.
enterocolitica) bakteriler ile maya olarak C. albicans’m kullanildig1 antimikrobiyal
aktivite arastirmasinda, sadece P. aeruginosa’ya karsi aktivite sergiledigi goriilmiistiir.
Antibakteriyel aktivitenin artan konsantrasyona bagli olarak arttigi tespit edilmistir.
Ekstraksiyon ¢oziiciisii olarak kullanilan saf metanoliin mikroorganizmalara karsi bir

etkiye sahip olmadig1 belirlenmistir.

Adigiizel ve vd. [95] A. ponticus, A. aduncus, A. microcephalus, A. pinetorum, A.

atrocarpus, A. lagurus, A. macrocephalus, A. erinaceus, A. galegiformes, A.
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trichostigma, A. bicolor, A. psoraloides ve A. argyroides tiirlerinin metanollii ve
asetonlu ekstrelerinin 24 bakteri, (Acinetobacter baumanii, Bacillus macerans, B.
megaterium, B. subtilis, ATCC-6633, B. subtilis-AS57, Brucella abortus A77,
Burkholdria cepacia, Clavibacter michiganense, Enterobacter cloacae, E. faecalis,
Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Proteus vulgaris-A161, P. vulgaris-
KUKEM1329, Pseudomonas aeruginosa-ATCC9027, P. aeruginosa-ATCC27859, P.
syringae pv. tomato, Salmonella enteritidis, Staphylococcus aureus A215, S. aureus
ATCC-29213, S. epidermis, Streptococcus pyogenes ATCC-176, S. pyogenes KUKEM-
676, Xanthomonas campestris) 15 kif (Alternaria alternate, Aspergillus flavus, A.
variecolor, Fusarium acuminatum, F. oxysporum, F. solani, F. tabacinum, Moniliania
fructicola, Penicillum spp., Rhizopus spp., Rhizoctonia solani, Sclorotinia minor, S.
sclerotiorum, Trichophyton rubrum, T. mentagrophytes) ve 1 maya (C. albicans)’ya
karsi  antimikrobiyal ozelliklerini  arastirmiglar ve herhangi bir aktivite

gozlemlememislerdir.

Pistelle et al. [141] A. verrucosus toprak tistii kismindan elde edilen n-hekzan,
kloroform, etil asetat, biitanol, su ve etanol ekstrelerinin 5 bakteri (Staphylococcus
aureus, Enterobacter agglomerans, Escherichia coli, Salmonella infantis,
Pseudomonas aeruginosa)’ye karsi antimikrobiyal 6zelliklerini arastirmiglardir. Sadece
n-hekzan ekstresinin S. aureus’a karsi aktivite sergiledigini gozlemislerdir. Diger
mikroorganizmalara karsi herhangi bir aktivite gozlemlememislerdir. Pistelle et al.
[141]’nin  g¢alisgmasinda  P.  aeruginosa’ya  karst  herhangi  bir  aktivite

gbzlemlememislerdir.

Tiirker ve Yildirnrm [97] Tirkiye’deki bazi endemik bitkilerin antitimdér ve
antibakteriyel aktivitelerini arastirdiklar1 ¢alismalarinda A. brachypterus’un etanol, su
ve metanollii ekstrelerinin 24 bakteri (Streptococcus pyogenes, Staphylococcus aureus,
Staphylococcus  epidermidis, E. coli, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella
typhimurium, Serratia marcescens, Proteus vulgaris, Enterobacter cloacea ve
Klebsiella pneumoniae) arasindan sadece Streptococcus pyogenes’e karst aktivite

sergiledigini gozlemislerdir.

Keskin [98] 4. gymnalocepias govde kismindan elde edilen aseton ve metanol
ekstrelerinin E. coli, S. aureus, Streptococcus pyogenes, P. aeruginosa, B. subtilis ile

Candida albicans’a karg1 160 ng/ disk konsantrasyonunda antimikrobiyal 6zelliklerini
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arastirmistir ve sadece S. pyogenes’e karsi aktivite sergiledigini belirtmistir. A.
diphtherites var. diphtherites ekstrelerinin ise denenen hi¢bir mikroorganizmaya karsi

aktiviteye sahip olmadigini bildirmistir.

Calismamizdaki Astragalus tiirlerinin metanollii ekstreleri 24 ve 48 saat stire ile MCF-7
hiicrelerine uygulandiginda ortaya ¢ikan in vitro sitotoksik etki gerek konsantrasyon
gerekse uygulama siiresine bagl olarak degistigi goriilmiistiir. 4. falasseus’un 48 saat
uygulama sonras1 50, 100, 200 ve 400 pg/ml de (sirastyla % 58.90, % 57.50, % 55.58
ve % 53.58) in vitro sitotoksik etkisinin, diger ekstrelere gore daha yiiksek oldugu
belirlenmistir. Ekstrelerin 24 ve 48 saat siire ile fibroblast hiicreleri {izerine
uygulandiginda ortaya ¢ikan in vitro sitotoksik etki ekstrelerin kendi aralarinda ve
siireye bagl olarak farklilik gostermektedir. 24 saat sonrast uygulamalarda % canlilik
oraninda diisiisler ¢ok fazla degildir. Sadece A. gumnifer’in 25, 50 ve 100 pg/ml
konsantrasyonlarinda sirasiyla canlilik oranlar1 % 79.54, % 76.99 ve % 84.27 olarak

belirlenmistir. 48 saat sonrasinda ise % canlilik oraninda bir azalma gézlenmemistir.

Teyeb et al. [142] A. gombiformis’in yapraklarindan elde ettikleri metanol,
diklorometan ve petrol eter ekstrelerinin MTT yontemi ile 24, 48 ve 72 saatlik
inkibasyon siiresinde A549 (Insan Akciger Epitel Kanser Hiicre hatlar1) hiicreleri
tizerinde in vitro sitotoksik etkisini aragtirmiglardir. En giiclii sitotoksik aktivitenin 48.

saatte 200 pg/ml diklorometan ekstrelerinde oldugunu belirlemislerdir.

lonkova et al. [143] A. membranaceus’dan izole edilen 3 bilesigin (Astragaloside 1, 2
ve 3) MTT yontemi ile 72 saatlik inkibasyon siiresinde HT-29 (Kolorektal Kanser
Hiicreleri), MDA-MB-231 (Gogiis Kanser Hiicreleri), SKW-3 (Lenf Kanser
Hiicreleri), HL-60 (Akut Promiyelosit Losemi Hiicreleri) ve HL—60/Dox (Ilaca Kars
Direngli Akut Promiyelosit Losemi Hiicreleri) hiicreleri iizerinde in vitro sitotoksik
etkisini arastirmislardir. En giiclii sitotoksik aktiviteyi 72 saatte (0,075 £+ 0,009 mg/ml)
HL-60/Dox hiicrelerine kars1 gosterdigini tespit etmislerdir.

Sonug olarak bu caligmada test edilen Astragalus taksonlarinin metanollii ekstreleri
ylksek antioksidan, antiradikal, hidrojen peroksit giderme aktivitesi, metal selatlama
aktivitesi, demir ve bakir iyonu indirgeme aktivitesi gostermektedir. Tiirkiye florasinda
yer alan A. argaeus A. gummifer, A. microcephalus, A. talasseus ve A. acmophyllus un

Folin-Ciocalteu yontemi ile toplam fenolik madde ve Aliiminyum Kloriir Kolorimetrik
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yontemi ile toplam flavonoid madde miktar1 ilk kez bu g¢aligma ile belirlenmistir.
Yapilan ¢alismada taksonlarin fenolik bilesik analizleri LC-MS/MS analiz metodu ile
yapilmistir. Caligilan taksonlarin 14 adet bakteri ve 1 adet mayay1 igeren toplam 15
mikroorganizmaya karst antimikrobiyal aktivitesi ayrmtili sekilde bu ¢alisma ile
gerceklestirilmistir.

Giliniimiizde gida sanayinde kullanilan, ancak son yillarda toksik etkisi oldugu belirtilen
sentetik antioksidanlarin yerini alabilecek dogal antioksidanlarla ilgili ¢aligmalar hizla
devam etmektedir. Antioksidan aktiviteye sahip bitki ekstrelerinin gida sanayinde
antioksidan etkilerinin incelenmesi ile bu ¢aligmalarin endiistriyel uygulamaya yonelik
devamliliginin saglanmasi diisiiniilmektedir. Antioksidan aktivite tayin yoOntemleri
cesitli parametrelere bagli oldugundan, bir bilesigin antioksidan aktivitesini tayin etmek
icin standart bir yontem yoktur. Bu yiizden antioksidan aktivite tayini bircok yontem

kullanilarak yapilir [144].

Ozellikle bitkisel gidalarda bulunan fenolik bilesikler de indirgen ajan, hidrojen verici,
tekli oksijen yakalayic1 ve metal selatér olmalari nedeniyle onemli antioksidanlar

arasinda sayilmaktadir [145].

Astragalus tirlerinden elde edilen ekstrelerin biyolojik aktivitesi ile ilgili yapilmis pek
cok calisma bulunmaktadir. Bu calisma sonuclarinin fonksiyonel gida katki maddesi
olarak dogal antioksidan ve antimikrobiyal maddelerin kullanilmasma yonelik son
zamanlarda artan calismalara katki saglayacagima inanilmaktadir. Daha sonraki

caligmalarda in vivo etki mekanizmalari ile ilgili ¢aligsmalar gergeklestirilebilir.
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