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OZET

Bu c¢alismada Astragalus diphtherites Fenzl var. diphtherites ve Astragalus
gymnalocepias Rech (Fabaceae) taksonlarinin gévde ve kok kisimlarindan elde
edilen hekzan, etil asetat, aseton ve metanol oziitlerinin total fenolik, total flavanoid,
2,2-difenil-1-pikril-hidrazil (DPPH) radikalini sondiirme aktivitesi, metal selatlama
aktivitesi, indirgeme giicii, hidroksi radikalini sondiirme aktivitesi gibi in vitro

antioksidan o6zellikleri ile antimikrobiyal aktiviteleri arastirilda.

A. diphtherites var. diphtherites bitkisinde en yiiksek total fenolik bilesen
miktari; govdede metanol (76.1+40.9 pg GAE/mg), kokte ise aseton ozitiinden
(48.02+1.5 ng GAE/mg) elde edildi. Bu oranlar A. gymnalocepias igin govde
metanol dziitlinde 54.66+2,25 ng GAE/mg ve kok etil asetat 6ziitiinde ise 35.83+1.75

ng GAE/mg olarak saptandi.

Toplam flavanoid bilesen miktar1 olgiilirken Kuersetin standart flavanoid
olarak kullanildi. A. diphtherites var. diphtherites bitkisinde en yiiksek total
flavonoid miktar1; gévdede aseton (42.20+0.46 pug QUE /mg), kokte ise etil asetat
oziitiinden (4.23+0.26 ug QUE /mg) elde edildi. A. gymnalocepias bitkisinde de ayni
sekilde govde aseton (80.15+0.33 ug QUE /mg) ve kok etil asetat oziitlerinde

(14.01+0.10 pg QUE /mg) toplam flavanoid miktarinin yiiksek oldugu belirlendi.

A. diphtherites var. diphtherites i¢in en yiikksek DPPH radikalini sondiirme
aktivitesi, govdede metanol (%79.01+0.74) kokte ise aseton oOziitiinde (%91.55+0.24)
olgiildii. A. gymnalocepias bitkisinde ise bu aktivite gévde metanol %86.83+2.24 ve

kok etil asetat 6ziitiinde %84.10+£1.99 degerine sahip oldugu gozlendi.

En yiiksek indirgeme giicli aktivitesi; A. diphtherites var. diphtherites ve A.
gymnalocepias bitkilerinin gévde ve kok kisimlari igin sirasiyla aseton ve etil asetat

oziutlerinden elde edildi.



Metal selatlama aktivitesinde standart olarak etilendiamintetraasetik asit
(EDTA) kullanildi. A. diphtherites var. diphtherites bitkisinin gévde kismindan elde
edilen metanol (%74.35+1.51) ve kok kismindan elde edilen hekzan o6ziiti
(%62.42+0.73), A. gymnalocepias bitkisinde ise govde (%89.63+0.58) ve kok
(%76.41£0.90) kisimlarinin metanol Oziitlerinin  en yiiksek metal selatlama

aktivitesine sahip oldugu gozlemlendi.

Hidroksi radikalini sondiirme aktivitesi Ol¢iimiinde standart olarak dimetil
stilffoksid (DMSO) kullanildi. A. diphtherites var. diphtherites ve A. gymnalocepias
bitkilerinin gévde ve kok etil asetat oziitleri en yiiksek hidroksi radikali sondiirme

aktivitesi gosterdi.

A. diphtherites var. diphtherites ve A. gymnalocepias bitkilerinin gévde ve
kok kisimlarmin hekzan, etil asetat, aseton ve metanol 6ziitlerinin antimikrobiyal
aktiviteleri disk difiizyon yontemi ile test edildi. Escherichia coli ATCC 25922,
Staphylococcus aureus ATCC 25923, Streptococcus pyogenes ATCC 19615
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Bacillus subtilis ATCC 11774 standart
bakteri suslart ile Candida albicans ATCC 10231 mayas1 lizerine Eritromisin,
Amoksisilin, Ofloksasin, Netilmisin ile Amfoterisin B standart antibiyotikleri ve 80
ve 160 pg/kagit disk’lik bitki o6ziitleri denendi. Denemeler sonucunda sadece A.
gymnalocepias bitkisinin govde kisminin aseton ve metanol Oziitlerinin test edilen
standart mikroorganizmalardan Streptococcus pyogenes’in biiyiimesi {izerinde

inhibisyon etkisine sahip oldugu tesbit edildi.

Anahtar sozciikler: Astragalus diphtherites Fenzl var. diphtherites,
Astragalus gymnalocepias Rech, Antioksidan, DPPH, Hidroksi Radikali, Metal

Selatlama, Indirgeme Giicii ve Antimikrobiyal aktivite.



ABSTRACT

Present work reports in vitro antimicrobial activity and antioxidant
characteristics, hydroxyl radical scavenging activity, reducing power, metal chelating
activities, 2,2-Diphenyl-1-picryl-hydrazil (DPPH) radical scavenging activity, total
phenolic and total flavonoid content of hexane, ethyl acetat, acetone and methanol
extracts obtained in the supernatant of stem and roots of Astragalus diphtheries Fenzl
var. diphtherites and Astragalus gymnalocepias Rech (Fabaceae) taxa.

The highest total phenolic content was obtained from the stem (76.1£0.9 ug
GAE/mg) in the methanol and the root (48.02+1.5 pg GAE/mg) in the aceton
extracts of A. diphtheries var. diphtherites. For A. gymnalocepias, the highest
phenolic content was obtained from methanol extract of stem (54.66+02.25 nug
GAE/mg) and ethyl acetat extract of root (35.83+1.75 ug GAE/mg).

The flavonoid content of extracts calculated as quercetin equivalent. The
highest total flavonoid content of A. diphtheries var. diphtherites was measured in
the stem (42.20+0.46 ug QUE/mg) with acetone, and in root (4.23+0.26 ug
QUE/mg) with ethyl acetate extract. For A. gymnalocepias, the total flavonoid
content was obtained from stem (80.15+0.33 ug QUE/mg) in the acetone, and the
root (14.01+0.10 pg QUE/mg) in the ethyl acetate extract.

For A. diphtheries var. diphtherites, the highest DPPH radical scavenging
activity was measured in the stem (79.01£0.74%) extract with methanol, and in the
root extract (91.55+0.24%) with aceton extract, respectively. In the case of A.
gymnalocepias, this activity was 86.83£2.24% with methanol and 84.10+£1.99% with

ethyl acetate fraction.



The highest reducing power activity was shown with the stem and the root
extracts of A. diphtheries var. diphtherites and A. gymnalocepias plants with acetone
and ethyl acetate extract respectively.

Ethylene Diamine Tetra Acetate (EDTA) was used as standarts for the metal
chelating activity. The highest chelating activity was determined in the stem
(74.35+1.51%) with methanol and the root (62.42+0.73%) with hexane extracts of A.
diphtheries var. diphtherites. In the case of A. gymnalocepias, this activity was
89.63+0.58% and 76.41+0.90% with methanol extracts.

Dimethyl sulfoxide (DMSO) was used as standard for DPPH radical
scavenging activity. The highest DPPH radical scavenging activity was determined
in the stem and the root with ethyl acetate extracts of A. diphtheries var. diphtherites
and A. gymnalocepias.

The antimicrobial activities for hexane, ethyl acetate, acetone and methanol
extracts of the stem and root of A. diphtheries var. diphtherites and A. gymnalocepias
were tested by disc diffusion method. Escherichia coli ATCC 25922, Staphylococcus
aureus ATCC 25923, Streptococcus pyogenes ATCC 19615 Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853, Bacillus subtilis ATCC 11774 together with the Candida
albicans yeast ATCC 10231 and the standart antibiotics such as Eritromisin,
Amoxicillin, Ofloksasin, Netilmisin and Amfoterisin B and 80 and 160 pg/paper disc
plant extracts were evaluated using. As a result of the study, it was observed that
there is inhibition only the stem extracts of A. gymnalocepias with acetone and
methanol on the growth of Streptococcus pyogenes.

Key words: Astragalus diphtherites Fenzl var. diphtherites, Astragalus
gymnalocepias Rech, Antioxidant, DPPH, Hydroxyl Radical, Metal Chelating,

Reducing Power, Antimicrobial Activity.
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CIZELGELER DiZiNi

Cizelge 4.8.1. A. diphtherites var. diphtherites bitkisinin hekzan, etil asetat, aseton ve
metanol 6ziitlerinin i¢indeki gallik asite esdeger total fenolik bilesen miktarlari.
Cizelge 4.8.2. A. gymnalocepias bitkisinin hekzan, etil asetat, aseton ve metanol
oOziitlerinin i¢indeki gallik asite esdeger total fenolik bilesen miktarlari.

Cizelge 4.8.3. A. diphtherites var. diphtherites bitkisinin farkli polariteye sahip
¢oOziiciiler ile hazirlanan Oziitlerinin, BHT ve BHA’nin DPPH radikalini sondiirme
aktivitelerinin % inhibisyon degerleri.

Cizelge 4.8.4. A. gymnalocepias bitkisinin farkli polariteye sahip ¢oziiciiler ile
hazirlanan 6ziitlerinin, BHT ve BHA nin DPPH radikalini s6ndiirme aktivitelerinin
% inhibisyon degerleri.

Cizelge 4.8.5. A. diphtherites var. diphtherites bitkisinin hekzan, etil asetat, aseton ve
metanol 6ziitlerinin i¢indeki kuersetine esdeger total flavonoid bilesen miktarlari.
Cizelge 4.8.6. A. gymnalocepias bitkisinin hekzan, etil asetat, aseton ve metanol
oOziitlerinin igindeki kuersetine esdeger total flavonoid bilesen miktarlari.

Cizelge 4.8.7. A. diphtherites var. diphtherites bitkisinin Fe**—ferrozine
kompleksinin inhibisyon yiizdesi verileri.

Cizelge 4.8.8. A. Gymnalocepias bitkisinin Fe*>—ferrozine kompleksinin inhibisyon
yiizdesi verileri.

Cizelge 4.8.9. A. diphtherites var. diphtherites gévde ve kok ozitlerinin farkli
konsantrasyonlarda Fe**ii Fe*®ye indirgeme giiciiniin spektrofotometrik analiz
verileri.

Cizelge 4.8.10. A. gymnalocepias govde ve kok oziitlerinin farkli konsantrasyonlarda

Fe*®ii Fe"’ye indirgeme giiciiniin spektrofotometrik analiz verileri.



Cizelge 4.8.11. A. diphtherites var. diphtherites bitkisinin farkli polariteye sahip
¢oziiciiler ile hazirlanan 6ziitlerinin ve DMSO’ nun farkli konsantrasyonlarinin TBA
metodu ile OH radikalini sondiirme giicii (%).

Cizelge 4.8.12. A. gymnalocepias bitkisinin farkli polariteye sahip ¢oziiciiler ile
hazirlanan o6ziitlerinin ve DMSO’nun farkli konsantrasyonlarinin TBA metodu ile
OH radikalini sondiirme giicii (%).

Cizelge 4.8.13. A. diphtherites var. diphtherites goévde ve kok Oziitlerinin
mikroorganizmalarin biiytimeleri tizerinde engelleme etkisi.

Cizelge 4.8.14. A. gymnalocepias govde ve kok oOziitlerinin mikroorganizmalarin

biiylimeleri iizerinde engelleme etkisi.



SEKILLER DiZiNi

Sekil 2.3.4.1. Antioksidan Savunma Sistemleri

Sekil 4.8.1. A. diphtherites var. diphtherites bitkisinden elde edilen gévde ve kok
Oziitlerinin gallik asitin artan konsantrasyonlarina karsilik o6l¢iilen absorbans
degerlerinin grafigi.

Sekil 4.8.2. A, gymnalocepias bitkisinden elde edilen gévde ve kok Oziitlerinin
gallik asitin artan konsantrasyonlarina karsilik dl¢iilen absorbans degerlerinin grafigi.

Sekil 4.8.3. A. diphtherites var. diphtherites bitkisinin govde oOziitlerinin farkli
konsantrasyonlarda DPPH radikalini sondiirme aktivitesinin spektrofotometrik analiz
verileri.

Sekil 4.8.4. A. diphtherites var. diphtherites bitkisinin kok oziitlerinin farkli
konsantrasyonlarda DPPH radikalini sondiirme aktivitesinin spektrofotometrik analiz
verileri.

Sekil 4.85. A gymnalocepias  bitkisinin ~ gévde  Ozitlerinin  farkl
konsantrasyonlarda DPPH radikalini sondiirme aktivitesinin spektrofotometrik analiz

verileri.

Sekil 4.8.6. A. gymnalocepias bitkisinin kdk oziitlerinin farkli konsantrasyonlarda
DPPH radikalini sondiirme aktivitesinin spektrofotometrik analiz verileri.

Sekil 4.8.7.  Kuersetininin artan konsantrasyonlarina karsilik Ol¢iilen absorbans
degerlerinin grafigi.

Sekil 4.8.8. A. diphtherites var. diphtherites bitkisinin govde oziitlerinin farkli
konsantrasyonlarda metal selatlama kapasitesi grafigi.

Sekil 4.8.9. A. diphtherites var. diphtherites bitkisinin kok 6ziitlerinin farkli

konsantrasyonlarda metal selatlama kapasitesi grafigi.

Xi



Sekil 4.8.10. A.  gymnalocepias  bitkisinin ~ govde  Oziitlerinin  farkli
konsantrasyonlarda metal selatlama kapasitesi grafigi.

Sekil 4.8.11. A. gymnalocepias bitkisinin kok oziitlerinin farkli konsantrasyonlarda
metal selatlama kapasitesi grafigi.

Sekil 4.8.12. A. diphtherites var. diphtherites bitkisinin govde oziitlerinin farkli
konsantrasyonlarda Fe**ii Fe'®ye indirgeme giiciiniin spektrofotometrik analiz
verilerinin grafigi.

Sekil 4.8.13. A. diphtherites var. diphtherites bitkisinin kok 6ziitlerinin farkli
konsantrasyonlarda Fe™ii Fe*?ye indirgeme giiciiniin spektrofotometrik analiz
verilerinin grafigi.

Sekil 4.8.14. A.  gymnalocepias  bitkisinin  govde  Oziitlerinin  farkh
konsantrasyonlarda Fe*ii Fe*?ye indirgeme giiciiniin spektrofotometrik analiz
verilerinin grafigi.

Sekil 4.8.15. A. gymnalocepias bitkisinin kdk oziitlerinin farkli konsantrasyonlarda
Fe*®ii Fe"’ye indirgeme giiciiniin spektrofotometrik analiz verilerinin grafigi.

Sekil 4.8.16. A. diphtherites var. diphtherites bitkisinin govde oziitlerinin farkli
konsantrasyonlarda TBA metodu ile Fe** /Askorbat/EDTA/H,0, sisteminde hidroksi
radikalini sondiirme aktivitesi (%).

Sekil 4.8.17. A. diphtherites var. diphtherites bitkisinin kok oziitlerinin farkli
konsantrasyonlarda TBA metodu ile Fe** /Askorbat/EDTA/H,0, sisteminde hidroksi
radikalini sondiirme aktivitesi (%).

Sekil 4.8.18. A. gymnalocepias  bitkisinin ~ gévde  Ozitlerinin  farkl
konsantrasyonlarda TBA metodu ile Fe** /Askorbat/EDTA/H,0, sisteminde hidroksi

radikalini sondiirme aktivitesi (%).

xii



Sekil 4.8.19. A. gymnalocepias bitkisinin kok oziitlerinin farkli konsantrasyonlarda
TBA metodu ile Fe?* /Askorbat/EDTA/H,O, sisteminde hidroksi radikalini

sondiirme aktivitesi (%).

Xiii



RESIMLER DiZiNi

Resim 3.1. A. diphtherites var. diphtherites.

Resim 3.2. A. gymnalocepias.

Resim 4.8.1. A. diphtherites var. diphtherites bitkisinin gdvde 0&ziitlerinin
S.pyogenes 'in liremesi lizerine engelleyici etkisi.

Resim 4.8.2. A. gymnalocepias bitkisinin gévde oziitlerinin S.pyogenes’in tiremesi
tizerine engelleyici etkisi.

Resim 4.8.3. Cesitli antibiyotiklerin B. subtilis tiremesi tizerine engelleyici etkisi.
Resim 4.8.4. Cesitli antibiyotiklerin E. coli iremesi iizerine engelleyici etkisi.

Resim 4.8.5. Cesitli antibiyotiklerin P aeruginosa iiremesi lizerine engelleyici etkisi.
Resim 4.8.6. Cesitli antibiyotiklerin S. pyogenes iiremesi lizerine engelleyici etkisi.
Resim 4.8.7. Cesitli antibiyotiklerin S. aureus iiremesi tizerine engelleyici etkisi.

Resim 4.8.8. Amfoterisin B’nin C. Albicans tiremesi iizerine engelleyici etkisi.

Xiv



KISALTMALAR DiZiNi

AIDS: Acquired Immune Deficiency Syndrome
ALT: Alanin Transaminaz

AMC: Amoksisilin

AST: Aspartat Transaminaz

ATCC: Amerikan Tip Kiiltiir Koleksiyonu
ATP: Adenozintrifosfat

BHA: Biitillenmis Hidroksi Anisol
BHT: Biitillenmis Hidroksi Toluen
CAT: Katalaz

C-BSA: Katyonik Sigir Serum Albumini
CCly: Karbontetraklorid

DNA: Deoksiriboniikleik Asit

DPPH: 2,2-difenil-1-pikril-hidrazil

E: Eritromisin

EDTA: Etilendiamintetraasetik Asit
EtOAcC: Etil asetat

FAD: Flavin Adenin Diniikleotid
GAE: Gallik Asit Ekivalenti

GSH-Px: Glutatyon Peroksidaz

GST: Glutatyon-S-Transferaz

HIV: Human Immunodeficiency Virus
HSV-1: Herpes Simpleks Viriis Tip 1
LDL: Low Density Lipoprotein

XV



MKP-1:

NA:

NADPH:

N.C.C.L.S.

NET:

NB:

NO:

NOS:

OFX:

RNS:

ROS:

SD:

SDA:

SDB:

SOD:

SPSS:

SW:

TBA:

TBARS

TCA:

(UAVA

WHO:

Mitogen-activated Protein Kinase Phosphatase-1

Nutrient Agar

Nikotinamid Adenin Diniikleotid Fosfat

National Committee for Clinical Laboratory Standarts

Netilmisin

Nutrient Broth

Nitrikoksit

Nitrikoksit Sentetaz

Ofloksasin

Reaktif Azot Tiirleri

Reaktif Oksijen Tiirleri

Standart Sapma

Sabouraud % 4 Dextrose Agar
Sabouraud % 2 Dextrose Broth
Stiperoksit Dismutaz

Statistical Package for the Social Sciences
Swainsonin

Tiyobarbutirik Asit

Tiyobarbutirik Asit Reaktif Tiirleri
Trikoloroasetik Asit

Ultraviyole

Diinya Saglik Teskilat1

XVi



1.  GIRIS

Cok eski ¢aglardan beri bitkiler tedavi amaci ile yaygmn bir sekilde
kullanilmustir.® Tlag sanayinin gelismesiyle birlikte goz ardi1 edilmeye baslayan
bitkisel ilaclar, sentetik ila¢larin neden oldugu olumsuz yan etkilerden dolay1 yeniden
giindeme gelmistir. Bu konudaki ¢alismalar dogada bulunan bitkilerin tedavi edici
Ozelliklerini ortaya ¢ikarma iizerine yogunlagmistir. Dogal kaynakli ilaglarin
kullanim orani gelismis iilkelerde %60’a kadar varmaktadir.? Diinya saglik teskilati
(WHO)’nin 91 {ilkenin farmokopelerine ve tibbi bitkileri {izerine yapilmis olan
yayinlarina dayanarak hazirladig: bir rapora gore, tedavi amaciyla kullanilan tibbi

bitkilerin sayis yaklasik 20.000 civarindadir.®

Tiim diinya {ilkelerinde oldugu gibi, Tiirkiye’de de tibbi acidan 6nemli olan
bitkiler, ylizyillardan beri halk arasinda hastaliklarin tedavisi amaciyla
kullanilmaktadir. Bugiin Tiirkiye Florasinda 9000’in {izerinde bitki tiirii oldugu kabul
edilmistir. Bu bitkilerin 1000 kadari, ila¢ ve baharat bitkileridir.> Hakkari’nin
giineyinde Kuzey Irak’in kuzey sinirinda bulunan Sanidar magarasinda Neanderthal
insana ait iskeletlerin bulundugu mezarlarda tibbi bitkilere ait polenlere rastlanmis
olmast M.O. 5000 yillarinda o bdlgede tibbi bitkilerin kullanildiginin kanit1 olarak
gosterilmektedir.* Son 5000 yillik diinya tarihinde biitiin uygar kavimlerin biraktigi
eserler, bitkileri hastaliklarin tedavisinde kullandiklarina isaret etmektedir. Bunlar
arasinda Asurlulari, Stimerleri, Hititleri, eski Misirlilar1 ve daha yakin zamanlarda

Roma, Grek, Bizans ve Osmanl medeniyetlerini sayabiliriz.”



Bitkiler sekonder metabolitleri herbivorlara ve mikroorganizmalara karsi
kendilerinin savunma ve nesillerini devam ettirme amciyla tiretirler. Bitkilerin tedavi

edici ozellikleri icerdikleri sekonder metabolitlerden kaynaklanmaktadir. 6

Bitkiler tarafindan {iretilen sekonder metabolitlerin antimikrobiyal ve
antioksidan 6zellikleri son yillarda yaygin olarak arastirtlmaktadir. Bitkisel sekonder

metabolit gruplarinin en énemlilerinden biri hi¢ kuskusuz antioksidanlardir.”

Biyolojik sistemlerde antioksidan aktiviteye sahip bilesiklerin bulunmasi
yasam i¢in vazgecilmez bir ihtiyagtir. Antimutajen, antikanserojen ve yaslanmayi
geciktirme (antiaging) gibi birgok biyolojik fonksiyonun bu bilesiklerden

kaynaklandig1 bilinmektedir.?

Dogal antioksidanlarin maliyetlerinin yiiksek olmasi nedeniyle kullanilan
sentetik antioksidanlarin toksik oldugu ve kansere yol acabilecegini ortaya koyan
calismalar sonucu bu tip bilesiklerin kullanimina sinirlamalar getirilmistir.9 Sentetik
olarak iretilen BHA ve BHT ¢ok yaygin olarak kullanilan antioksidanlardir. Fakat
her ikisininde karaciger hasarina sebep oldugu diisiiniilmektedir.’® Bu nedenle dogal
antioksidanlara olan ihtiya¢ artmis ve bu alandaki caligmalar bitki kaynakli

antioksidanlar {izerine yogunlagmlstlr.11

Bir¢ok metabolik olayda gorev yapan oksijen, metabolik yollardaki kullanim
asamasinda radikalik 6zellik kazanabilir ve reaktif oksijen tiirleri olusur. Bu ve
cevresel etmenlerin neden oldugu oksidatif stres sonucu olusan reaktif oksijenler
saglikli bireylerde antioksidatif savunma sistemiyle dengede tutulurlar.'? Reaktif
oksijenler; DNA mutasyonuna, lipit peroksidasyonu sonucu hedef hiicre ve dokularin

13-16

membran yapilarinin  bozulmasina neden olmaktadirlar. Reaktif oksijenin



etkilerinin ortadan kaldirilmasi i¢in radikal sondiiriicii antioksidan maddelere ihtiyag
duyulmaktadir. Bitkiler tarafindan sentezlenen flavonoidler, vitaminler, endojen
metabolitler ve cesitli fenolik bilesikler yiiksek antioksidan aktivite gosterirler.*’2°
Bitkilerde flavonoidler; oligomerik proantosiyanidler, katesinler, rutin, kuersetin,
silimarin gibi ¢ok degisik yapilarda bulunurlar. Etkili antioksidanlardan olan
flavonoidler, viicuttaki serbest radikalleri temizleyerek, enzimlerin {iretimini ve
salinimini diizenlerler. Flavonoidler potansiyel olarak saglik uygulamalarinda, alerjik
reaksiyonlardan korunma, derinin ve bag dokunun elastikiyetini koruma, kirisik
olusumunu engelleme ve yara iyilesmesini hizlandirma gibi 6zelliklere sahiptirler.?
Tibbi degeri olan bitkilerin antioksidan etkilerinin de fenolik bilesiklerden ve

ozelliklede flavonoid iceriginden kaynaklandig: bildirilmistir.?***

Bitki  Oziitlerinin antioksidan aktivitelerinin yaninda, antifungal ve

antimikrobiyal 6zelliklerinin oldugu ¢ok eski ¢aglardan beri bilinmektedir.?*%

Hastaliklara kars1 dogal ila¢ kullanimimin giderek arttig1 diisliniilse bile, yine
de ilag igerigindeki maddelerin sadece %25’inin bitkisel kdkenli olmasi1 bu konudaki
caligmalarin ¢ok daha hizli yapilmasi gerekliligini ortaya koymaktadlr.26 Bu amagla
daha once bazi tiirlerinin antioksidan 6zellik gosterdigi bilinen Astragalus (geven)
cinsinin Astragalus diphtherites var. diphtherites ve Astragalus gymnalocepias
(Fabaceae) taksonlarinin antioksidan ve antimikrobiyal ozelliklerinin g¢alisilmasi

distintilmiistiir.

Tiirkiye Florasi kayitlarina gore Diinyada 2500 tiirii bulunan Astragalus
cinsinin tlkemizde yaklasitk 380 tiiri bulunmaktadir. Anadolu’daki Astragalus
tirlerinin 276’s1 endemik tiir olarak kabul edilmektedir ve endemizm orani

%61.3°tiir."*® Ancak son yillarda Ozellikle komsu iilkelerde yapilan c¢alismalar



sonucu yurdumuzda endemik olarak bilinen bazi Astragalus tiirlerinin diger
iilkelerde de yetistigi tespit edilmistir. Bu nedenle endemizm orani %351 lere
gerilemistir. Astragalus tiirlerinin ¢ogu, asir1 giinlik ve mevsimsel sicaklik
degisiklikleri ve kuraklik tarafindan karakterize edilen Iran-Turan floristik
bolgesinde yayilis gdsterir. Astragalus tiirlerinin gen merkezi Avrasya’dir. Ozellikle
Orta ve Bati Asya ile Sina-Him Astragaluslarin yayilis bolgeleridir. Astragalus ve
Oxytropis cinsleri buralarda ¢ok ¢esitlilik gosterir. Astragalus cinsinin tiir sayisi
acisindan ililkemiz ve diger bazi iilkelerle karsilastiriimasi Cizelge 1°de verilmistir.
Bu ¢izelgeden de goriilecegi gibi yurdumuz, tiir sayisi agisindan Diinya’da en zengin

tictincti iilkedir. Endemizm orani siralamasinda ise dordiincii siradadir.

Yukarida deginilen konular bitki taksonomisi agisindan 6nemli bulgulardir.
Takson sayist agisindan diinya’nin en biiyiik cinsi olan Astragalus 1700°1i yillardan
beri halk hekimliginde tedavi amacl olarak kullanilmaktadir.®® Bazi tiirleri “Gum
Tragacantha” denilen “Kitre” yapiminda kullanilmaktadir. Kitre genellikle
Astragalus tiirlerinin kok veya goévdelerinden elde edilen hidrofilik ve kolloidal
ozelliklere sahip degerli bir iiriindiir, bunun yaninda c¢ok eski zamanlardan beri
dondurma ve losyon iiretimi ile 6zel bir boyama sanati1 olan ebru sanatinda kullanilan
bir maddedir.**** Govdelerinden kitre adi verilen zamk ¢ikarilan geven tiirleri
Astragalus brachcalyx, Astragalus gummifer, Astragalus kurdicus ve Astragalus
microcephalus’tur. Bolgemizde 6zellikle Astragalus microcephalus Willd. tiirtinden

kitre zamki elde edilmektedir.>



Cizelge 1. Astragalus cinsinin tiir sayisi ve endemizm oranlari ag¢isindan

bolgelerdeki iilkelerle karsilagtiriimasi.
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Blge Ulke TopSl:;rlls;l’iir Endg:;ill;Tiir Engi;nl:fm
Iran 678 381 % 56.19
Yemen 2 0 %0
Bati Asya Kuveyt 9 0 %0
Arabistan 21 1 % 4.76
Irak 145 9 % 6.2
Afganistan 293 144 % 49.14
Eski Rusya 1005 562 % 55.92
Avrupa Avrupa 142 50 % 35.21
Tiirkiye 425 218 % 51.29
Orta Dogu Suriye- 59 15 % 25.42
Urdiin 35 2 % 5.71
Filistin 52 % 7.69
Giiney Hindistan 54 % 7.4
Asya Pakistan 135 26 % 19.25
Dogu Asya | Cin 278 22 % 7.91
Misir 34 2 % 5.88
Cezayir 39 2 % 5.12
Afrika Fas 45 9 % 20.00
Libya 89 24 % 26.96
Tunus 20 0 % 0

farkl

Ulkemizde bu bitki grubu genellikle havyan yemi olarak kullanilirken,

ozellikle dikenli olan gruplar1 derin kokleri ve topraga bir Ortii gibi yayilmasi

sebebiyle erozyonla miicadelede olduk¢a faydali olmaktadir. Bunlarin yaninda,

tedavi amaciyla yaygin olarak kullanilan bir bitki grubudur.33



Astragalus tiirlerin  aktif bilesenleri iizerine yapilan ¢alismalarda:
bioflavonoidler, kolin ve astragalan B (bir polisakkarit) ile amino asitler, triterpen
glikozitler, flavonoidler, isoflavonoidler ve saponinler elde edilmistir.>*

Cin, Kore, Mogolistan ve Sibirya’da yayilis g0steren Astragalus
membranaceus tiirii; kronik ishal, akut karaciger 6demi, anormal uterus kanamalari
ve seker hastaliginin tamamlayici1 tedavisinde geleneksel olarak kullanilmaktadir.*
Aynm1 zamanda farmaklojik ve klinik g¢aligmalar A. membranaceus’un karacigeri
koruyucu, bagisiklik sistemini uyarict ve yaslanmayi geciktirici 6zelliklerinin
bulundugunu ortaya koymustur.%'38

A. membranaceus koklerinde temel bilesen olarak flavonoidler,
polisakkaritler, saponinler, amino asitler ve bazi eser elementlerin bulundugu rapor
edilmistir.*® Astragalus bagisiklik sisteminin diizenlenmesinde rol oynayan onemli
polisakkarit fraksiyonlar1 icermektedir. Bunlar, glukanlar olarak tanimlanan
Polisakkarit A, B, C ve Polisakkarit D (heteropolisakkaritler)’dir.*> Astragalus
kokleri ayrica bir dizi sikloartan triterpen glikozid icerir. Bunlardan bazilar
astragaloside I-VII1, asetilastragalosid, isoastragalosid | ve Ill, astramembrannin I,
sikloastragenol, siklosieversigenis, soyasaponin I, soyasapogenol B ve lupeol’dur.**

Bununla birlikte Astragalus koklerinden izole edilip tanimlanmig ondan fazla
flavonoid bulunur. Bunlardan bazilari, kampferol, kuersetin, formononentin,
kalikosin, kumatakenin ve cok sayida izoflavon glikozidlerdir.*> Bazi Astragalus
tiirlerinin selenyum toplayici 6zelliklerinin oldugu bilinmektedir, bunlardan biri de
yilksek miktrada selenyum toplayabilen Astragalus bisulcatus’tur.*® Astragalus
mongholicus Bunge, geleneksel Cin tibbinda yiizyillardir genis bir kullanima

sahiptir. A. mongholicus Bunge’nin yapisinda bulunan isoflavonoidlerin PC12



hiicrelerini glutamat’in yikict etkisinden koruyan noéroprotektif ozelliklere sahip
oldugu bilinmektedir.**

Astragalus corniculatus Bieb. bitkisinin toprak tistii kisimlarindan saf halde
elde edilen saponinlerinin denek hayvanlarinda dalak tiimor hiicre ¢ogalmasini
belirgin sekilde azalttigi bilinmektedir.*® Bir bagka Astragalus tiirii olan A. gummifer
Oksiirik  giderici  (antitussive)  etkisinden dolayr  geleneksel tedavide
kullaniimaktadir.*® Bununla birlikte pek ¢ok calisma; Astragalus’un olagan soguk
alginhigi vakalarinin  siddetini ve siiresini azaltabildigini desteklemektedir.*’
Astragalus geleneksel Cin hekimliginde kalbi gii¢lendirmek amaciyla uzun zamandir
kullanilmaktadir. Bu alanda yiiriitiilen ¢alismalar Astragalus’un kalp karinciginin
islevlerini diizene soktugu bununla birlikte kan ¢iktisinda, bir bagka deyisle kan
pompalama hacminde iyilesmeler sagladigini desteklemektedir.*®*° Astragalus’un
karacigeri fibrozise karsi korudugu bilinmektedir.>®>*

Aragtirmacilar Astragalus o6zii ile tedavi edilen farelerde idrar torbasi
kanserinin goriilme sikliginin azaldigini ortaya koymuslard1r.52 Bir bagka ¢alismanin
sonuglar1 Astragalus’un akciger kanseri hastalarinda tiimor ilerleyisini tersine
¢evirebildigine isaret eder niteliktedir.”® Astragalus ayrica; makrofajlarin, T
hiicrelerinin ve dogal 6ldiiriicii hiicrelerin uyarilmasini diizenleyebilmektedir.54'55 T
hiicreleri viicudumuzda virtisler tarafindan ele gegirilmis hiicreleri 6ldiiren bagisiklik
sistemi hiicrelerine yardimci olan hastaliklarla savasan beyaz kan hiicreleridir. T
hiicreleri virlis kokenli hastaliklarla savasta direk olarak etkilidir. Bu hiicrelerin
sayisindaki azalma bagisiklik sisteminin zayiflamasina ve yok olmasina neden olur.

HIV virtiisi viicudumuzun hastaliklarla miicadelesinde son derece onemli olan T

hiicrelerini yok eder. Bagisiklik sistemini kuvvetlendirmek veya T hiicre sayisin



arttirmanin yollarin1 bulmak AIDS ile miicadelede en 6nemli amaglardan birisidir.
Astragalus uzun zamandan beri AIDS viriisii gibi virlis kokenli hastaliklarin
tedavisinde,  bagisiklik  sisteminin  gii¢lendirilmesinde  kullanilmaktadir.
Astragalus’un yasam siiresini arttirma potansiyeli, kanser ve AIDS hastalarinin
tedavisi i¢in bir alternatif olarak goriilmektedir.*®>®

Kimyasal baz1 c¢alismalar Astragaluslardan elde edilen saponinlerin,
enfeksiyon giderici, sakinlestirici, agr1 kesici, idrar soktiiriicli ve tansiyon diisiiriicii
gibi baz1 biyolojik aktivitelerinin varli§init ortaya koymus‘[ur.ﬁo’61 Astragalus’un

radikal sondiiriicii ve antioksidan 6zellikler gosterdigi de saptanmustir.®2®’

Bu ¢alismada antioksidan ozellik gosterdigi bilinen Astragalus cinsinin A.
diphtherites var. diphtherites ve A. gymnalocepias taksonlarmin govde ve kok
kisimlar1 farkli polariteye sahip ¢oziiciiler kullanilarak oziitlendi. Elde edilen
Oziitlerinin antioksidan ozelliklerinin belirlenmesi i¢in, total fenolik ve total
flavonoid miktar tayini ile DPPH radikalini sondiirme aktivitesi, metal selatlama
aktivitesi, indirgeme giicii ve hidroksi radikali sondiirme aktiviteleri test edildi. Disk

difiizyon yontemi yardimiyla bu 6ziitlerin antimikrobiyal aktiviteleri arastirildi.
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2. KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. TIBBi BITKILER

Diinya iizerinde 750.000—1.000.000 arasinda bitki tiiriiniin bulundugu tahmin
edilmektedir. Bunardan 500.000 kadari tanimlanip isimlendirilmistir. Her yil 2.000
kadar yeni tohumlu bitki tlirii tanimlanip isimlendirilmektedir. Tedavi amaciyla
kullanilan bitkilerin sayis1 antik ¢aglardan beri, stirekli bir artis gostermektedir. XIX.
asrin baglarinda tedavi amaciyla kullanilan bitki sayisinin 13.000 civarinda oldugu
bilinmektedir. Son yillarda tibbi bitkiler ve bunlardan elde edilen aktif maddeler
iizerindeki galismalar bu bitkilere olan ilginin artmasina sebep olmustur’.

Ulkemizde genel yayginlig1 tam olarak bilinmemekle birlikte tedavi amaciyla
tibbi Ozellikleri bilinen bitkilerin kullanildigt pek c¢ok geleneksel hekimlik
uygulamasinin mevcut oldugu bilinmektedir. Bitkisel tiriinler genellikle kanser (%2),
karaciger hastaliklar1 (%21), HIV (%22), astim (%24) ve romatolojik bozukluklar1
(%26)’da iceren kronik tibbi durumlar1 olan hastalar tarafindan tercih edilmekte ve
kullanilmaktadir. Pek ¢ok kisi dogal olan tedavi yontemlerinin zararsiz olduguna
inanmaktadir. Oysaki yakin zamanda ortaya ¢ikan bir¢ok bilimsel ¢alisma, obezite
gibi sorunlara ¢oziim yollar1 arayan hastalara siklikla baska zararlar vermek gibi,
bitkisel iirlinlerin yan etkilerinden kaynaklanan ciddi sonuglara dikkat ¢cekmistir. Yan
etkiler bitkisel iirlinlerin yanlis kullanimina, kontamine olmasina, diger bitkiler ve
ilaglarla etkilesimine bagli olarak ortaya c¢ikabilmektedir. Bu nedenle dikkatli

kullanilmas: gereken iiriinlerdir.?
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2.1.1. Tibbi Bitkilerin Halk Hekimliginde Genel Kullanim Sekilleri

Bitkisel droglar (bitkisel ilag hammaddeleri) farkli sekillerde kullanima
hazirlanabilirler. En basit yol drogu toz halinde oldugu gibi almaktir. Bununla
birlikte daha kolay alinmasi ve alinan miktarin saptanmasi bakimindan; hap,
infusyon, dekoksiyon ve merhem sekilleri yaygin olarak kullanilan yontemlerdir.

1. Toz (pulverens) : Bitki pargalarinin bir madeni havanda doviilmesi veya bir
degirmende cekilmesi ile elde edilir. Toz seklinde kullanilacak olan en kolay yol,
ince tozun yarim bardak kadar su i¢ine dokiilmesi ve karigtirildiktan sonra karigimin
icilmesidir.

2. Hap (pilulae) : Ince toz halindeki drogun bir yardimc1 madde (sivag) yardimiyla
hap haline getirilmesi ile elde edilir. Sivag olarak bal, seker surubu, nisasta, leblebi
unu, Arap zamki, meyan bali gibi tedavi etkisi bulunmayan maddeler se¢ilmelidir.
Drog tozu uygun sivag maddesi ile hamur haline sokulur, bu hamur avug¢ arasinda
dondiiriilerek uygun uzunlukta bir ¢ubuk yapilir, ¢ubuk bir bigak ile uygun
biiyiikliikkte pargalara boliiniir ve her bir parga yuvarlanarak hap sekline sokulur.
Haplarin birbirine yapismamasi i¢in aralarina meyan kokii tozu veya talk tozu konur.
3. Infusyon (infusa) : Droglarn ilag olarak kullamlmasinda en ¢ok kullanilan
yontemdir. infusyonu hazirlamak igin kiiciiltiilmiis bitki parcalar1 iizerine kaynar su
dokiiliir ve karigim kapali bir kapta sik sik karistirilarak ¢ok hafif ates tizerinde 5 dak.
tutulur, soguduktan sonra ince bir tiilbentten siiziiliir. Kullanilacak drog miktari
genellikle 100 gr su i¢in 2 gr’dir. Miktarlar (%2), (%5) ve (%10) seklinde gosterilir.
Infusyonlar her defasinda taze olarak hazirlamir. Tatlandirict olarak iglerine bir

miktar bal veya seker konulabilir.
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4. Dekoksiyon (decocta) : Dekoksiyon hazirlamak igin ufalanmig bitki kisimlari
tizerine yeterli miktarda soguk su konur ve hafif ates iizerinde, sik sik karistirilarak
yarim saat 1sitilir ve sicakken ince bir tiilbent ile siiziiliir. Kullanilacak drog miktari
genellikle 100 gr su icin 2 gr’dir. Farkli bitki ve bitki pargalar1 i¢in degisik
dekoksiyon ve infusyon yontemleri kullanilmaktadir.

a- Cicek, ince yaprak veya ucucu yag tasiyan droglar: Kaba toz haline getirilmis bir
cay kasig1 drog bir su bardagi igine konur ve iizerine kaynar su doldurulur. Uzeri
kapatilir ve 5 dak. dinlenmeye birakilir. Bu siire sonunda pamuk yardimiyla siiziiliir.
b- Kaba yaprak veya yumusak meyveler: Bir ¢ay kasigi drog, bir bardak su ile bir
cezve iginde, 1-2 dak. kaynatilir, 5 dak. dinlendirilir ve sonra pamuk yardimiyla
stiziiliir.

c- Kok, kabuk, sert meyve ve tohum droglari: Bir ¢ay kasigi, kaba toz edilmis drog,
bir bardak su ile bir cezve igerisinde 3-5 dak. kaynatilir, 5 dak. dinlenmeye birakilir
ve sonunda pamuktan siiziiliir.

5. Merhem (unguenta): Katiyag, sivi yag (zeytinyagi, badem yagi), lanolin ve
vazelin gibi sivi yaglar ile yapilan ve haricen kullanilan ilag sekilleridir. Merhem
hazirlamak i¢in, merhem icine konulacak madde veya maddeler 6nce havanda iyice
toz edilir. Sonra az bir miktar siv1 yag ile ezilir ve sonra sivag maddesi (genellikle
esit miktarda lanolin ve vazelin karisimi) azar azar etkili madde {izerine ilave edilir

ve havanda iyice karistirilir. Merhemler kapali kaplarda ve serin yerlerde saklanr.®
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2.1.2. Bitkilerin Tedavideki Yeri

Bilimsel, teknolojik ve toplumsal gelisim siiregleri ve buna bagl olarak saglik
ve hastalik kavraminin tarihsel gelisimi sirasiyla mistik, polifarmasi, etiyolojik tedavi
geleneksel ve ¢agdas hekimlik uygulamalarinin ortaya ¢ikarmasina sebep olmustur.
Halen gilinlimiizde hekimlik uygulamalarinin tarihsel gelisim siireglerinin ilk
donemlerine ait izlere ¢ok sik rastlanmaktadir. Ozellikle alternatif tip, (dogal veya
geleneksel tip) ve uygulamalar1 bu gelisimsel donemin pek ¢ok farkli asamalarinin
giiniimiiz toplumlarina tasinmasina sebep olmustur.*

Giiniimiizde kronik hastaliklarin, baslica hastalik ve 6lim nedeni olmasi ve
bu hastaliklarin dogal seyri, pek ¢ogunda bilinen korunma ve tani tedavi yollarinda
tam basar1 saglanamamasi gibi nedenlerle hem hastalarin hem de saglik konusunda
bilimsel calisma yapanlarin zaman zaman degisik arayislara girmelerine sebep
olmustur. Bununla birlikte saglik hizmetlerine ulasmadaki giicliikler de bu tiir
arayislar1 artirmaktadir. Tiim bu nedenlerle, bu arayislarin basinda yer alan alternatif
tip uygulamalarindan birisi olan “fitoterapi” bitkilerle tedavi konusu yapilan bir¢ok
bilimsel ¢alismanin temel konularindan bir haline gelmistir. Cok c¢esitli terimlerle
tanimlanan alternatif tip (tamamlayici, biitiinleyici ve geleneksel olmayan)
geleneksel tipta yer almayan tedavi uygulamalarini igerir.

Geleneksel tip baglica gelisen diinyanin tiim boélgelerinde ve endiistrilesmis
tilkelerde ¢ok hizli bir sekilde yayilmaktadir. Avrupa, Kuzey Amerika ve
endistrilesmis diger bolgelerde toplumun %350’den fazlasinin tamamlayicit ya da
alternatif tip yontemlerinden en az birini kullandig1 saptanmistir. San Francisco,
Londra ve Giliney Afrika’da ozellikle HIV/AIDS’li insanlarin %751 geleneksel

/alternatif tibb1 kullandig1 bildirilmistir.> Amerika Birlesik Devletleri (ABD)’nde
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tibbi uygulamalarin biiylik ¢ogunlugunun geleneksel olmasina karsin, tim diinyada
saglik hizmetlerinin yaklasik %70 ya da %90°1 alternatif gelenekler ve uygulamalarla
saglanmaktadlr.6

Bitkileri kullanarak hastalar1 tedavi etme yaklasimi olarak agiklanabilen
“fitoterapi” teriminin ilk kez 1870-1953 yillarin arasinda yasamis Fransiz hekimi
Henri Len tarafindan La Presce Medical adli dergide kullanildigi iddia edilmistir.
Oysa bu tarihten ¢ok onceleri bitkilerin sagligi korumak ya da geri kazanmak i¢in
tarihin her doneminde, her toplum tarafindan kullanildigin1 gérmekteyiz. Bu konuda
ilk yazili belge olan M.O. 3.000 yillarma ait Ninova tabletleri, Mezopotamya’da
kurulan Siimer, Akat, Asur medeniyetlerinde bitkisel ve hayvansal ilaglarla
tedavilerin mevcut oldugunu kanitlamaktadir. M.O. 2.500 yillarinda Cin tibbiyla
paralel bir gelisme icinde olan Hint tibbinin 6nemli temsilcilerinden Rig Veda,
eserlerinde bine yakin sifali bitkiden bahsetmistir. Yunan tibbinin 6énemli adlarindan
Eskulap ve modern tibbin temeli olarak kabul edilen Hipokrat kitaplarinda 400’e
yakin bitkisel iiriinii anlatmigtir. Islam uygarligi déneminde, yirmiye yakin sifali
bitkiden bahseden bir kopyasi Orhan Gazi kiitiiphanesi’nde bulunan Kitab-al
Saydalafi al Tip adli kitabin yazar1 Ebu Reyhan, 1650’li yillara kadar referans kitap
olarak kabul edilen 800 hayvansal ve bitkisel tedaviden bahseden “T1p Kanunu” adli
eseri yazan Ibn-i Sina ve Al Gafini bitkisel tip konusunda 6nemli eserlere imza
atmislardir.

Glinlimiizde fitoterapi, XIX. ve XX. ylizyillarda kimya ve biyokimya
bilimlerindeki gelismeler ila¢ sanayisine biiyiik bir ivme kazandirmis, bu sayede
etkinlik, zararsizlik ve Kkalite prensipleri benimsenerek analitik, toksikolojik,

farmakolojik ve klinik calismalar sonucu, laboratuvarlarda tibbin gereksinimlerine
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yanit veren pek ¢ok ilag gelistirilmistir. Mevcut ilaclarin 1/4’1 bitkisel kokenlidir ve
bunlarin bir¢ogunda bitkiden elde edilmek istenen etken madde, laboratuar
ortaminda kopya edilmektedir.

Son yillarda sentetik ilaglarla meydana gelebilen ciddi yan etkilerin yol actig
medikal ve ekonomik sorunlar, “yaraticilar1’” arasinda uluslararasi ilag sanayiinin de
yer aldigi, endistrilesmis iilkelerdeki c¢evre kirliliginin gili¢lendirdigi ekolojik
yaklagimlar ve hareketler, kiiratif tedavileri henliz miimkiin olmayan bir ¢ok kronik
hastaligin olusturdugu tehdit ve dogalligin her zaman etkili ve yan etkiden arinmis
oldugu diisiincesi gibi bir ¢ok etmene bagli olarak bitkisel tedavi yeniden popiiler
duruma gelmistir. 1997 yilinda ABD’nde bitkisel ilaglarin satisinin bir onceki yila
gore %59’luk bir artig gostermis olmasi, hastalarin %3-5’lik bir boliimiiniin temel
tedavi olarak yalmizca bitkisel tedavi aliyor olmasi, bu tedaviler i¢in yalniz
Amerika’da yilda 3.24 milyar dolar, Ingiltere’de 40 milyon sterlin harcanmasi,
Diinya Saglik Orgiitii’niin insanlarin %80’inin dogal tedaviye inandigmi agiklamasi
bu popiilaritenin 1yi bir g(‘is‘[ergesidir.7 1998’de en ¢ok satan yedi bitkisel ilag gingko
(mabed agaci, biiyiik Amerikan marketlerindeki perakende satis tutar1 150 milyon
dolar ki bu bir onceki yila gore %67 artmis), St John's wort (Hypericum
perforatum=sar1 kantaron, 140 milyon dolar, %190), ginseng (96 milyon dolar,
%11), garlic (sarimsak, 84 milyon dolar; %17), echinacea (kirpi otu, 70 milyon dolar,
%42), saw palmetto (32 milyon dolar, %74) ve kava (17 milyon dolar, %46) Buna
karsin Alman Federal Ilag ve Tibbi Planlar Enstitiisii ve Amerikan Gida ve Ilag
Yonetimi’nden (FDA) gelen son uyarilarda, karaciger nakline giden ii¢ olgu ve
Oliimle sonuglanan bir olguda kava bitkisi ve karaciger hasar1 arasinda iligki

tanlmlanmlstlr.8
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Bu noktada temel sorun milyonlarca insanin bitkilere bu kadar rahatga
giivenmesidir ve bu giiven sonucu bilingsiz yaygin kullanim, toplum sagligim
tehlikeye atacak pek ¢ok soruna yol agabilir. Bitkisel tiriinler dogal olduklar1 igin
siklikla giivenli olarak algilanir. Dogal olan her zaman giivenli olan demek degildir.
Bitkisel tedavi uzmanlarina (herbalistler) gore saflastirilmamis bitkinin kullanima,
bitkiyi olusturan maddelerin birbirini etkisizlestirmesi sebebiyle yan etki olasiligini
azaltmaktadir. Pek cok bitki yliksek derecede toksiktir ve diger tamamlayici tedavi
yontemleri icinde fitoterapi yan etki ve toksisite yoniinden ¢ok daha fazla risk tasir.
Bitkilerin potansiyel aktif bilesikler igerir. Farmasétik ilaglarin hemen hemen figte
biri bitkilerden elde edilmistir. Bitkisel iiriinlerin kullanimindan kaynaklanan ¢ok
tehlikeli ve oOldiiriicii yan etkiler rapor edilmistir. Bu yan etkiler birka¢ farkli
mekanizmaya bagli olabilir. Ornegin; bitkinin dogrudan toksik etkileri, alerjik
reaksiyonlar, kontaminasyona bagli etkiler, ila¢ ve diger bitkilerle olan etkilesimler.
Bazi calismalar mevcut bitkisel driinlerin igerdikleri c¢esitli aktif markerlerin
miktarlarina bagh olarak degistiklerini gdstermistir. Ornegin, varolan 25 ginseng
iriin analizi, biyolojik aktiviteye sahip oldugu sanilan iki madde grubunun
ginsenositler ve eleutherositlerin  konsantrasyonunun 15’den 200 kata kadar
degiskenlik gosterdigini saptamlstlr.s'lO

Yapilan bir arastirmada, Kuzey Amerika’da bitkilerden zehirlenenlerin
sayisinin hayvanlar tarafindan yaralananlardan daha ¢ok oldugu ortaya konmustur.
Amerika’da Ulusal Kanser Enstitiisii tarafindan, kanserde etkili tedaviyi bulmak i¢in
yapilan arastirmalarda son 10 yilda incelenen 53.000 maddenin 37.500’{iniin bitki
(36.000 tanesi kara, 1500 tanesi deniz bitkisi) olmasi, 1983-1993 yillar1 arasinda

tanimlanan ilaglarin %40°nin bitkilerden kdken almasi ve bunlarin Amerika’da recete
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edilen ilaglarin %50’sini olusturmasi, Almanya’da en ¢ok satan regeteli bitkisel
kokenli lisanshi ilacin Hypericum perforatum preparati olmasi tip g¢evrelerinin de,
bitkisel sifaya inandiklarini gdstermektedir.” Cin’de geleneksel bitkisel preparatlar
toplam tibbi tiiketimin %30-50’sini olusturmaktadir.’ Tiim bu anlatilanlar Diinya
genelinde kullanimi bir sektér haline gelen tibbi bitkilerin, etkilerinin bilimsel

yontemlerle arastirilmasini zorunlu hale getirmektedir.

2.2. BITKISEL SEKONDER METABOLITLER

Gida bitkileri, insanlarin ve biitlin diger canlilarin beslenmesinde gerekli olan
primer bilesikleri sagladiklar1 i¢in Onemlidir. Bu primer bilesikler arasinda
karbonhidratlar, lipitler, proteinler, mineraller ve vitaminler bulunmaktadir.

Bitkilerin ¢ogu, ekonomik agidan 6nemli organik kimyasallar1 (alkoloid,
terpen, glikozidler, fenolik bilesikler, nadir aminoasitler ve bitki aminleri gibi)
biinyesinde biriktirerek cesitli bilimsel, ticari ve teknolojik uygulamalara ham madde
olugtururlar.**?

Genellikle sekonder bilesik sinifinda degerlendirilen bu bilesiklerin kimyasal
yapilart ¢ok degiskendir ve primer bilesiklerden olduk¢a farklidir. Bitkilerde,
yaklasik 100.000 ¢esit sekonder bilesik bulundugu tahmin edilmektedir. Dogal bitki
tiriinleri (fitokimyasallar) ¢cok sayida endiistride dogrudan ya da dolayli olarak
kullanilir, 6zellikle yaglar, resinler, taninler, saponinler, dogal plastikler, yapiskanlar,
balmumu, boyalar, ilaglarin kaynagi halindedir. Gilinlimiizde ilag endiistrisinde en
yaygm olarak kullanilan 6nemli bitki bilesikleri salisin, taksol ve morfindir."*™**

Ticari olarak iiretilen bitki sekonder metabolitlerinden nikotin, piretrin ve rotenon

diisiik miktarlarda pestisitlerin bilesimine girmektedir. Steroid ve alkaloidler
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genellikle ila¢ endiistrisinde kullanilmakta, benzer sekilde steroidal sapogeninlerini,
Digitalis glikozidlerini, antikanser 6zellikteki Catharanthus alkaloidlerini, Bellodona
alkoloidlerini (atropin, hyosiyamin ve skopolamin), kokain, kolsisin, Opium
alkaloidleri (kodein, morfin ve papaverin), fisostigmin, pilokarpin, guinin, guinidin,
reserpin ve D-tiibokiirarini kapsamaktadir. Diger bitki sekonder metabolitlerinden
disik  miktarlarda  farmakolojik  arastirmalarda, biyokimyasal olaylarda
yararlan11maktad1r.15 Sekonder bilesikler, bitki biliylime ve gelisiminde dogrudan
gorev almazlar. Bunlar herbivor hayvanlara ve hastaliklara yol acan
mikroorganizmalara karst savunma ajani olarak gorev yaparlar. Bu durum, bitkilerin
kendilerini kimyasal olarak savunabilme yeteneklerinin bir sonucudur. Sekonder
bilesikler, ¢iceklere ve meyvelere renk vererek, cicek tozu ve tohumlarin hayvanlar
tarafindan dagitilmasini1 da saglarlar. Bocek zararhlarinin ve hastalia sebep olan
mikroorganizma ¢esitliliginin fazla oldugu tropikal yagmur ormanlarinda yetisen
bitkiler, savunma ihtiyaglarinin daha az oldugu yerlerde yasayan bitkilere oranla,
daha fazla sekonder kimyasallara sahiptirler. Bu nedenle, ila¢ amagli yeni tibbi
bitkiler, cogunlukla tropikal bitkiler arasinda aranmaktadir. Diinya niifusunun
%~80’ninin, saflastirilmis eczacilik tirlinii ilaglarla degil, dogrudan dogadan toplanan

bitkilerden ¢ikarilan ilaglara bagimli olduklari s:’:1ptanm1§,t1r.16
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2.3. OKSIDATIF STRES SERBEST RADIKALLER VE ANTIOKSIDANLAR

2.3.1. Oksidatif Stres

Oksidatif stres serbest radikaller ve antioksidanlar arasindaki dengenin
serbest radikaller lehine bozulmasidir. Oksidatif stres olusumu ve hasari ¢esitli
ksenobiyotiklerle etkilesim sonrasi gozlenir. Dolayisiyla hiicrelerde endojen ve
eksojen kaynakli etmenlere bagli olarak serbest radikaller olusur. Iyonize ve
ultraviyole radyasyona ac¢ik kalinmasi, gesitli ¢evresel faktorler ve kimyasallarin
etkisi altinda kalma gibi etmenler serbest radikalleri toksikolojik agidan Onemli

kilar.t1°

2.3.2. Serbest Radikaller

Serbest radikaller, bir atom ya da molekiil yoriingesinde eslenmemis elektron
iceren ylksek oranda reaktif kimyasal tiirlerdir. Biyolojik sistemlerde, serbest
radikallerin 6nemli bir kismi oksijen kaynaklidir. Oksijen aerobik solunum yapan
canlilar i¢in Onemli bir elementtir ancak yiiksek konsantrasyondaki oksijenin,
hayvanlar, bitkiler ve mikroorganizmalar ilizerinde siddetli hasara ve hatta Gliime
sebep oldugu bilinmektedir.?

Serbest radikaller aerobik hiicre metabolizmasinin bir iirlinii olarak siirekli
tiretilmektedir. Serbest radikaller antioksidan savunma mekanizmalari ile dengede
tutulurlar ve normal sartlar altinda organizma kendini serbest radikallerin yikici
etkisinden bu yollarla korumus olur. Bitkiler yapilarinda bulunan; flavonoidler,
antosiyaninler, karotenoidler, glutatyonlar, vitaminler, endojen metabolitler ve bunlar

gibi giiclii antioksidan aktiviteye sahip bircok dogal {iriin sayesinde serbest
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radikallerin yikici etkilerine karsi savunma yapabilirler. Giintimiizde, inflamasyon,
kanser, yaslanma, diyabet, AIDS, ila¢ etkisi, ila¢ toksisitesi ve insanlarda goriilen
bircok dejenaratif hastalik serbest radikallerin biyomolekiiller (lipitler, proteinler ve
niikleik asitler)’de meydana getirdikleri oksidatif hasar ile aciklanmaktadir.?* !
Karacigerde hasar olusturan maddelerden biri olan CCly, serbest radikalleri agiga
cikararak etkisini gosterir. Bu serbest radikaller lipid peroksidasyonunu olusturur ve
bunu izleyerek olusan toksik lipid peroksidasyon liriinleriyle membran hasar1 ortaya

32,33

cikar. Membran hasar1 engellenmezse hiicre 6liimii gerc;e:klesir.34

2.3.3. Reaktif Oksijen Tiirleri

Serbest radikaller hiicrelerin lipid, protein, DNA, karbonhidratlar gibi 6nemli
bilesiklerine etki ederek yapilarinin bozulmasina neden olurlar. Biyolojik
sistemlerdeki reaktif oksijen tiirleri (ROS), siiperoksit anyonu (202-7), hidroksil
radikali (HOe), nitrik oksit (NOe), peroksil radikali (ROO-), radikal olmayan
hidrojen peroksit (H,O;) ve molekiiler oksijen (O,) gibi serbest radikaller oksidatif
stresin en onemli nedenlerinden birini olustururlar.®® Reaktif oksijen tiirleri aym
zamanda cesitli serbest radikallerin olustugu serbest radikal zincir reaksiyonlar
baslatabilirler ve hiicrede karbon merkezli organik radikaller (Re), tiyil radikalleri
(RSe), siilfenil radikalleri (RSOe), tiyil peroksit radikalleri (RSO;e), gibi c¢esitli

serbest radikallerin olusumuna da sebep olurlar.®
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2.3.3.1. Siiperoksit Radikali

Stiperoksit radikali molekiiler oksijenin indirgenmesinde ara basamaktir ve
olustugu yerden fazla uzaga diffiize olamaz. Bu radikalin molekiiler diizeyde 6nemli
ozelligi, sekonder olarak iirettigi radikallerdir. Indirgenmis gecis metallerinin

otooksidasyonu siiperoksit radikali meydana getirebilir.”®

Fe> + 0, — Fe® +  Op

cu" + 0o, — Cu? + O,e

Siiperoksit radikalleri ayrica pek ¢ok oksidaz tarafindan da tretilebilir. Oye
genel olarak anyon seklinde tarif edildigi halde, ortamin pH sina bagh olarak

protonlanarak katyon haline doniisebilir. Bu durumda perhidroksi radikali (HO 2-)

ismini alir.>*

HOQ'

Stiperoksit, bir serbest radikal olmakla birlikte, kendisi direkt olarak fazla

zarar vermez. Asil 6nemli olan, H 2O ) kaynag1 ve gecis metal iyonlariin indirgeyicisi

olmasidir. Siiperoksit, notrofillerin bakterisidal aktivitesi, apopitozis, inflamasyon ve
vaskiiler fonksiyonlarin regiilasyonu gibi yararl etkilere sahiptir. Azalmis siiperoksit
diizeyleri, bakteriyel enfeksiyonlara artmis bir yatkinlia yol acabilir. Artmis
sliperoksit diizeyleri ise siiperoksit dismutaz (SOD) enzimi ile hidrojen peroksit

(H 2O 2) ve oksijene doniistiiriilerek azaltilir.

HO,e + Oye + HJr _ 0O, + H,0O,

Béylece hiicresel peroksit diizeyleri siki kontrol altma alinmis olur. ¥ *!
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2.3.3.2. Hidrojen Peroksit

Dogal oksijen molekiilii bagka bir molekiilden iki elektron almigsa peroksid

olugur. Peroksid molekiilii iki H molekiilil ile birlesirse H,O, olugur.?*

Or +e +2H ——» HO,

Op + 2+ 2H —» HO,

H,O, stiperoksidin SOD ile dismutasyonu sonucu veya spontan olarakta

iiretilebilmektedir.?

20, + 2H® ——————» H,0, + O

HZO2 aslinda radikal degildir. Ancak iiretildigi bolgede kalan siiperoksidin

aksine membranlar1 gegen, sitozole difflize olan ve uzun Oomiirlii bir oksidan olarak
bilinir. Bu nedenle siiperoksidin ulagsamadigi membranla korunan yapilara kolaylikla
ulasabilir. Burada siiperoksidle reaksiyona girerek en reaktif ve zarar verici radikal

olan hidroksil radikali olusturmak iizere kolaylikla yikilabilir. Hidrojen peroksid

+2
baska bir sekilde de serbest Fe ile reaksiyona girerse demir okside olurken hidroksil

radikali olusur.3u'1

Fe'? + H0, —» Fe™ + ‘OH +  OH

Oz°_ + H,0; _H+ 0O, + H,O + *OH
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Bu da dokularda hipoksiye ve damar duvarinda endotel hasarina yol agabilen
vazodilatasyon kaybma neden olur. Bu reaktif oksijen tiirii de bakterilere karsi

16kosit savunmasinin diger bir unsurudur.***

2.3.3.3. Hidroksil Radikali

Hidroksil, bilinen en reaktif radikaldir, yarilanma 6mrii ¢ok kisadir. Amino
asitler, niikleik asitler, organik asitler, fosfolipidler, ve sekerler gibi biyokimyasal
maddelerin bir c¢oguyla reaksiyona girebilir. Hidroksil radikali (HOe), Fenton
reaksiyonu ve Haber-Weiss reaksiyonu sonucu hidrojen peroksitten olusmaktadir.
Gamma radyasyona maruz kalan dokularda da hidroksil radikali olusabilir. Olustugu
yerde tiyoller ve yag asitleri gibi cesitli molekiillerden bir proton kopararak tiyil
radikalleri (RSe), karbon merkezli organik radikaller (Re), organik peroksitler
(RCOQOs¢) gibi yeni radikallerin olusmasina ve sonugta biiylik hasara neden

0|Uf.25'37'39'40'43

R-SH + OH ———> RSe + H;O

-CH,- + OH ————» CH+ + H)O

2.3.3.4. Nitrik Oksit Radikali

NO, nitrik oksit sentaz (NOS) olarak bilinen sitozolik bir enzimin aktivitesi
ile olusur. Vaskiiler tonun regiilasyonunda guanilat siklaz1 aktive eden NO major rol
oynar. Oksijen baglanan bolgeye kompetetif baglanarak direkt olarak sitokrom

oksidazin inhibisyonu ile hiicresel solunumu diizenler. NO bazi durumlarda bir
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antioksidan gibi davranir ve lipid peroksidasyone ndan korur. Bununla birlikte
stiperoksit diizeylerinin arttigi durumlarda siiperoksitle reaksiyona girer ve bir

prooksidan olan peroksinitrit olusturur.>"**,

2.3.4. Serbest Radikallere Kars1 Hiicresel Savunma (Antioksidan Savunma

Sistemleri)
ROS’larin olusumunu ve bunlarin meydana getirdigi hasar1 6nlemek igin

viicutta bazi savunma mekanizmalar1 gelistirilmistir. Bunlar “antioksidan savunma

sistemleri” olarak bilinirler (Sekil 2.3.4.1).

E Vitamini

f&lcleus AT\ \.  CveE Vitaminleri

(DNA) \ [B— karoten

Lizozomlar \

\ Peroksizomlar Sitoplazma ’ GSH

Katalaz __\_Q AT
9 ’Cﬁ || w 5 e
SOD / K Y J \3\// C Vitamini
2 Glutatvon Peroksidaz

" 4
Dagima .~ \ N

\\\

Hiicre zannmn =< i
Lipid Tabakast f Y Satg =T
SOD +
E Vitamini Glutatyon Peroksidaz +
[3— karoten GSH

Sekil 2.3.4.1. Antioksidan Savunma Sistemleri
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 disi savunma, alblimin, bilirubin, transferin,

seruloplazmin, trik asit gibi cesitli molekiilleri icermektedir. Hiicre ici serbest
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radikal toplayici enzimler asil antioksidan savunmayi saglamaktadir. Bu enzimler
stiperoksit dismutaz (SOD), glutatyon-S-transferaz, glutatyon peroksidaz, glutatyon
rediiktaz, katalaz ve sitokrom oksidazdir. Bakir, ¢inko ve selenyum gibi eser

elementler ise bu enzimlerin fonksiyonlar i¢in gereklidir.

2.3.4.1. Antioksidan Enzimler

Oksidatif bilesikleri tutarak daha zayif bir molekiile doniistiirmektedirler.

2.3.4.1.1. Siiperoksit Dismutaz (SOD)
Mc Cord ve Fridovich tarafindan 1968’de kesfedilmistir. 3 tir SOD vardir.
Birincisi mitokondride lokalize Mn-SOD, ikincisi sitozolde lakalize Cu-Zn SOD ve

tigtinciisit de Cu igeren ve plazmadaki siiperoksit radikallerini metabolize eden

vaskiiler endotele bagli Cu-SOD’dir.*%4+4047

20, + 2H H,O, + O

Bu dismutasyon reaksiyonu superoksit radikalinin anyon ve katyon
formlarinin esit oranda bulundugu pH 4.8 de kendiliginden de cereyan eder. Ancak
fizyolojik sartlarda yani pH'nin 7.35- 7.45 arasinda iken bu reaksiyon ¢ok daha yavas
olusacaktir. SOD enzimi varliginda pH en az 7.4 oldugu kosullarda bu reaksiyon 4

kat daha hizli olacaktir.*®
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2.3.4.1.2. Katalaz (CAT)
Sumer ve Dounce tarafindan 1937°de kristalize halde saflastirildi. Her biri bir

+3
prostetik grup olan ve yapisinda Fe bulunduran 4 hem grubundan olusmus bir

hemoproteindir. Peroksizomlarda lokalizedir. SOD’1n olusturdugu H 2O 2’i katalaz
peroksidazlarla beraber oksijen ve suya pargalar.
Katal
H,0, KaEEz on0 + 0
Glutatyon peroksidazin HZOZ’e kars1 Km’i katalaza gore daha dusiiktiir. Yani

diisiik  konsantrasyonlarda HZOZ’i glutatyon peroksidaz parcalar, yiiksek

konsantrasyonlarda ise katalaz aktivite kazanir. Katalaz aktivitesi eritrosit, karaciger

ve bobrekte yog“gur1dur.39‘41’46419

2.3.4.1.3. Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px)

Her birinde selenosistein iceren 4 alt birimden olusur. Rediikte glutatyonu

yikseltgerken H,0,’i de suya gevirir ve boylece membran lipidlerini ve hemoglobini

oksidan strese karsi korur.*

GSH-Px
H,0, + 2 GSH e GSSG  + 2H,0
GSH-Px
ROOH + 2 GSH e e < GSSG + ROH+ H-O
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E vitamini yetersiz olursa membrani peroksidasyona karst korur.
Eritrositlerde en kuvvetli antioksidandir. Glutatyon peroksidaz yetersizligi selenyum
eksikligi sonucu olabilir. Ciinkii selenyum bu enzimin bir integral parg:a151d1r.41’51'52

Diger antioksidanlarla birlikte GSH-Px, solunum patlamas1 sirasinda serbest radikal

peroksidasyonu sonucu fagositik hiicrelerin zarar gérmesini onler.*?

2.3.4.1.4. Glutatyon Rediiktaz

Yiikseltgenmis glutatyonu indirgenmis hale ¢eviren 2 alt birimden olusmus
bir dimerdir. Her bir alt iinite ti¢ yapisal alan igerir. Bunlar NADPH, FAD baglayan
alan ve ara yiiz alandir. Okside glutatyonun bir alt birimin FAD alanm1 ve diger alt
birimin ara yiiz alanindan olusan bir baglanma boélgesi vardir. Glutatyonun
indirgenme reaksiyonu sirasinda siklikla elektronlar NADPH’dan FAD’ye transfer
edilir. Daha sonra alt birimlerdeki iki sistein arasinda bulunan distilfid kopriisiine

transfer edilerek okside glutatyona aktarilmis olur.*

2.3.4.1.5. Glutatyon-S-Transferazlar (GST)

Glutatyon-S-transferazlar (GST), EC 2.5.1.18 kodlu ve her biri iki alt
birimden olusmus bir enzim ailesidir. GST basta arasidonik asit ve lineolat
hidroperoksitleri olmak {izere lipid peroksitlerine karsi selenyum-bagimsiz GSH-Px

aktivitesi gostererek bir antioksidan savunma mekanizmasi olustururlar.>®

ROOH +  2GSH _GST, GSSG+ ROH +  H,0
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Glutatyon-S-transferazlar (GST) katalitik ve katalitik olmayan c¢ok sayida
fonksiyona sahiptirler. Toksik metabolitlerle glutatyonun konjugasyonunu
katalizleyen GST enzimi de toksik metabolitlerin detoksifikasyonuna yol agan bagka
bir antioksidan enzimdir >

GST’lar, karacigerde sitokrom P450 enzim sistemi tarafindan reaktif ara
tirlinlere doniistiiriilen yabanci maddelerin daha az reaktif konjugatlara doniisiimiinii
katalizlerler. Serum GST konsantrasyon tayininin aminotransferazlardan (AST ve

ALT) daha duyarli bir hepatoselliiler hasar indeksi sagladigi gésterilmistir.53

2.3.4.2. Antioksidan Vitaminler

2.3.4.2.1. E Vitamini (a-tokoferol)

Ik olarak Evans tarafindan 1938 yilinda bulunmustur. Yagda ¢oziinen vitamin
oldugu i¢in hem selliiler hem de subselliiler membranlarda ve lipoproteinlerde bulunur.
Membranlarda oksijen radikallerinin ana temizleyicisidir. En aktif formu a-tokoferoldiir.
Zincir kiric1 antioksidan olarak fonksiyon goriir. Hidrofobik kismina hidrojenini kolaylikla
verebilen —OH grubu baglidir. Bu yiizden lipid peroksidasyonu sirasinda olusan peroksil ve
alkoksil radikalleri yag asidi yerine a-tokoferolle birleserek reaksiyon zinciri kirtlmis

51,52,54,55
olur.

a-tokoferol-OH + COO+*— a-tokoferol-O«+ COOH

Boylece a-tokoferol yeni bir radikal olan o-tokoferol-O«’e donistiiriilmiis

olur. Bu radikalin ise bagka bir yag asidiyle birlesebilme aktivitesi diisiiktiir. Sonucta
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zincir reaksiyonunu durdurur. Olusan bu tokoferoksil radikali membran yiizeyinde
askorbik asitle (C vitamini) reaksiyona girerek tekrar tokoferole doniismektedir.
a-tokoferol-O«+ Askorbik Asit — o-tokoferol + DH Askorbik Asit

a-tokoferol ve C vitamininin organizmada diisiik diizeylerde olmasi miyokard
enfarktiisii ve baz1 kanserlerin artmis insidansiyla iliskilidir.51’52‘54’55

Diyabetli ratlara vitamin E ve C karisimm verilmesinin lipid
peroksidasyonunu azalttig: bilinmektedir.>®

Tip 2 diyabetli hastalara 1 ay boyunca 800 IU/giin E vitamini verilmesinin;
Biitiin lipitleri ve fraksiyonlarini, aglik kan glukozunu ve fruktozamin diizeylerini,
TBARS diizeylerini azalttigini, insiilin ve C peptid diizeylerini, glutatyon peroksidaz

ve SOD aktivitelerini artirdigini, kisacasi tip 2 diyabetten korunmada ve tedavisinde

E vitamini yararli etkiler saglamaktadir. >’

2.3.4.2.2. A Vitamini

A Vitaminleri 6zellikle gorme, iireme, bilylime ve epitel dokusunun saglamligi
bakimindan gerekli olan bir gurup bilesiktir. Besin yoluyla alinan retinoliin oksidasyonu
sonucu olusan retinoik asit, retinoidlerin gérme disinda diger etkilerinin ¢oguna aracilik eder.
a-tokoferole gore oldukga zayif bir antioksidandir. insan LDL’sinde a-tokoferol’iin 1/20’si

oraninda bulunur ve a-tokoferol bittikten sonra kullanilir.*
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2.3.4.2.3. C Vitamini (Askorbik Asit)

Askorbik asit; molekiiler oksijen, nitrat, sitokrom a ve c gibi bilesiklerin
indirgenmesine neden olan ve sulu ortamlarda serbest radikallerle reaksiyona
girebilme kabiliyetinde olan suda eriyen bir vitamindir. Plazmada oksidan ajanlara
kars1 ilk antioksidan savunma hattin1 olusturur. LDL kolesteroliin oksidasyonunu
Onleyerek ateroskleroza karst korunmada yardimci olur. Organizmada kollojen
sentezinde, tirozin yikiminda, epinefrin sentezinde, safra olusumunda ve pek cok
hidroksilasyon reaksiyonunda indirgeyici ajan olarak rol alir. Stiperoksit ve hidroksil
radikalleriyle reaksiyona girip onlar1 temizleyen bir antioksidan olmasinin yani sira
tokoferoksil radikalinin tekrar tokoferole doniismesini saglar. Bu esnada kendisi de
dehidroaskorbata okside olur. C vitamini yetersizligi durumlarinda olusan
tokoferoksil radikalleri tokoferole doniismesi i¢in GSH ile reaksiyona girecek ve
bdylece hiicredeki GSH miktarini azaltacaktir. Yine plazma C vitamini diisiik (0.2

mmol/L’den diisiik) oldugu zaman oksidan etki de gosterebilir. Siiperoksit disinda

+3 +2
Fe ’i Fe ’ye indirgeyebilir. Bu sekilde demir Fenton reaksiyonuna girmeye uygun
hale getirilmis olur. Boylece plazma diizeyleri diisiik oldugu zaman siiperoksit

{iretimine katkida bulunur.3*°%
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2.4. ONCEKI CALISMALAR

Bazi tibbi Ozellikleri bilinen bitkilerin insanlar tarafindan uzun siiredir
hastaliklarin tedavisi amaciyla dumanlarinin i¢ildigi bilinmektedir. Mohagheghzadeh
ve ark. (2006) iran’da Anzarut adiyla bilinen A. fasciculifolius bitkisinin kok
kismindan elde edilen rec¢inenin dumanini kulaga uygulayarak kulak hastaliklarinin
tedavisinde kullanildigin rapor etmislerdir.”®

Jigou ve ark. (2008) Mevsimsel olarak ilkbahar ve sonbahar aylarinda sik¢a
goriilen alerjik rinit hastaliginin tedavisinde igerisinde A. mongolicus koklerinin ve
geleneksel Cin tibbin’da kullanilan bazi bitkilerle hazirlanan preparatlarin ¢ok iyi
sonuglar verdigini rapor etmislerdir.*®

Mukhtar ve ark. (2008) A. membranaceus Bunge tiiriiniin AIDS hastaligina
kars1 kemik 1ligi aktivitesini artirarak antiviral 6zellik gosterdigini ve geleneksel Cin
tibbin1 uygulayan kisilerce bu etkisi sebebiyle kullanilan ilk bitki oldugunu
bildirmislerdir.*

Said ve ark. (2002) bazi tibbi bitkilerin halk arasindaki kullanimi ile ilgili
yapmis olduklar1 ¢alismada, A. macrocarpus bitkisinin meyvelerinden dekoksiyon
metoduyla hazirlanan preparatlarinin diizenli kullanildiginda, erkeklerde cinsel giicii
arttiric1 6zelliklerinin bulundugunu rapor etmislerdir.”

Rui ve ark. (2008) yapmis olduklart bir ¢alismada Dogu tibbinda, bagigiklik
sistemini giiclendirici ve dolasimi diizenleyici etkilerinden dolayr yaygin bir
kullanima sahip olan A. membranaceus kdklerinden elde edilen oziitlerin MKP-1
proteinlerinin aktivasyonunu sagladigini ve bu etkisiyle ayn1 zamanda iltihap giderici

bir potansiyele sahip oldugunu bildirmislerdir.®
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Cho ve ark. (2009) Miyelofil adi verilen ve A. membraneceus ile Salvia
miltiorrhiza koklerinin esit oranlarda ekstraksiyonu sonucu su ile elde edilen
karisimin kronik yorgunluk iizerine olan etkileri arastirilmistir. Calismada dort hafta
boyunca giinde lic gram olacak sekilde miyelofil uygulanan denekler izlenmis ve
kronik yorgunlugun siddetinde belirgin bir azalma saptanmls‘ur.63

Zhao ve ark. (2008) Asya tlilkelerinde gelencksel tipta yaygin bir kullanima
sahip A. membranaceus koklerinden elde edilen 6ziitlerin otoimmiin bir reaksiyon
sonucu gelisen akut kalp kas1 hastaliginda deneysel bir model gelistirerek, kalp kas1
hiicrelerinde gézlemlenen bozulmalara, kalbin yenilenmesi ve morfolojik baskalagim
gostermesi lizerine olan etkilerini arastirmayr amaclamiglardir. Otolimmin
miyokardit’te Astragalus koklerinden elde edilen oziitlerin deney farelerinde damar
icine, ti¢ hafta boyunca (0.2 ml/100 g viicut agirligi, giinliik) verilmesi sonucunda
elde edilen bulgulardan biri lenfosit {iretimini arttirirken ayni zamanda Th2
sitokinlerinin (IL-4 ve I1L-10) seviyesini artirdigini bunlara bagli olarak kalbi
korudugunu bildirmislerdir.®*

Huang ve ark. (2008) Su-etanol ekstraksiyonu yontemiyle dort tip
polisakkariti (APS;) , APS;, APSsy ve APSg elde etmis ve klorsiilfonik asit-pridin
metodu ile siilfat gruplari ekleyerek sirasiyla APSs (SAPS) (SAPSt, SAPS40, SAPSs,
SAPSg) polisakkaritlere doniistiiriip bunlarin bursal hastaliklara sebep olan viriislere
kars1 hiicresel bulasicilik 6zeliklerinin inhibisyonunu test etmislerdir. Elde edilen
sonuglar viriislere karst yeni tip ilaglarin gelistirilebilecegi sonucunu ortaya
koymus‘cur.65

Huang ve ark. (2008) yaptiklar1 bir baska c¢alismada ise tavuklarin

yakalandiklari Newcastle hastaligina karsi gelistirilen as1 tlizerinde Astragalus
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koklerinden izole edilen, siilfat grubu eklenerek elde edilen polisakkaritlerinin
(SAPSS), SAPS49, SAPSs, and SAPSg etkilerini arastirmislardir. Bu ¢alismada ii¢ giin
sire ile giinde bir kez yiiksek ve diisiik dozlarda kas igine enjekte edilen
polisakkaritlerin asmin etkisini gii¢lendirdigini, T lenfosit {iretimini ve bagisik
sistemin potansiyelini arttirdigini tespit etmislerdir.®®

Zhao ve ark. (2009) yilinda yaptiklar1 bir arastirmada daha 6nce legumunose
familyasina ait baz1 tiirlerden, A. lentiginosus, A. variabilis, Oxytropis ochrocephala,
Oxytropis kansuensis, Oxytropis serioopetala, izole edilen indolizidine alkaloid
sinifina dahil olan swainsonin (SW) maddesini Tibet, Mogolistan, Cin’in Siguan
bolgesinde genis bir yayilima sahip A. sitricus tiiriinden’de izole etmislerdir. Elde
edilen swainsonin madesinin ve analoglarinin hiicrede glukozidaz aktivitesini inhibe
ettigi ozellikle golgi a-mannosidaz II de bu etkinin belirgin oldugunu bununla
birlikte swainsonin’in tiimor gelisimini ve yayilmasin1 inhibe ettigini
bildirmislerdir.®’

Yan ve ark. (2009) yapmis olduklar1 bir ¢alismada A. mongholicus bitkisinin
koklerinden, affinite kromotografisi yontemiyle oziitledikleri ve saflastirdiklar1 bir
lektin (AMML) molekiiliiniin insanda rahim agzi kanser hiicreleri (HeLa), kemik
kanseri hiicreleri (MG63) ve kan kanseri hiicreleri (K562) tizerindeki ¢ogalma, 6liim
ve hiicre dongiisiine olan etkilerini aragtirmislardir. Biiyiime inhibisyonunu en fazla
HeLa hiicrelerinde (%92) bunu takiben K562 hiicrelerinde (%84) ve MG63
hiicrelerinde (%48) gergeklestigini tespit etmislerdir. Bu calismanin sonucunda A.
mongholicus kokiinden elde edilen lektin molekiiliiniin bu hastaliklarda tedavi

amaciyla kullanilabilecegini ifade etmislerdir.®®
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Yan ve ark. (2008) bir diger ¢alismada ise ilk olarak A. mongholicus
bitkisinin koklerinden izole edilen hiicre i¢erisindeki patogenez olaylarindan sorumlu
olarak bilinen PR-10 smifina dahil, AmPR-10 proteinini affinite kromotografisi (Zn-
selat Agaroz B), iyon degisim kromptografisi (QAE Sephadex A-25) ve jel filtrasyon
( Sephadex 50) yontemlerini kullanarak saf halde izole etmis ve elde edilen AmPR-
10 proteininin diger PR-10 simifi proteinlerde oldugu gibi riboniikleaz (RNaz)
aktivitesine sahip oldugunu bildirmislerdir.®®

Pei ve ark. (2007) A. membranaceus var. mongolicus bitkisin kokiinden daha
once izole edilen izoflavonoid ve triterpenoid glukozitlerden farkli olarak
spektroskobik metotlarla yapisi aydinlatilmig yeni bir izoflavon glukozid (Cys Has
O11) elde etmislerdir.”

Xue ve ark. (2008) son yirmi yilda 16’dan fazla flavonoid izole edilen A.
complanatus R. Brown bitkisinin tohumlarindan elde edilen total flavonoidlerinin
deney fareleri iizerindeki antihipertansif etkilerini aragtirmiglardir. Calisma
sonucunda A. complanatus total flavonoidlerin portal ven flizerinde dilatasyona
(gevseme) sebep oldugunu bununda Anjiotensin II reseptorlerinin bloke edilmesi
sonucu gerceklestigini bildirmislerdir.”

Li ve ark. (2009) yapmis olduklar1 bir ¢aligmada A. membranaceus bitkisinin
kok kisimlarindan sicak su ekstraksiyonu, anyon degisimi ve jel permasyon
kromotografisi yontemleri ile suda ¢oziinen ve APS olarak isimlendirilen C-6
pozisyonunda tek bir o-D-glukoz iceren o-(1—4)-D-glukan yapisinda bir
polisakkarit izole etmisgler ve bu polisakkaritin bobrek tizerindeki koruyucu etkilerini
arastirmiglardir. Calisma sonucunda elde edilen veriler deney farelerine katyonik

sigir serum albumini (C-BSA) ile birlikte uygulanan APS’nin proteinuri den
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kaynaklanan idrar protein seviyesinde belirgin bir azalmaya ve glomeriillerde
morfolojik  degisikliklere sebep oldugu bunun sonucunda’da ve APS’nin
glomertilonefrit tedavisinde kullanilabilecegini bildirmislerdir.”

Calis ve ark. (2008) A. campylosema Boiss. ssp. campylosema kokiinden
mentol ekstraktsiyonu ile dort yeni (3-O-[a—L-arabinopyranosyl-(1—2)-p-D-
xylopyranosyl]-3p,6c,163,23a,25-pentahydroxy-20 (R), 24 (S)-epoxycycloartane
(1), 3-O-[a-L-arabinopyranosyl-(1—2)-p-D-xylopyranosyl]-16-O-hydroxyacetoxy-
23-0-acetoxy-3p,60,25-trihydroxy-20 (R), 24 (S)-epoxycycloartane (2), 3-O[a-L-
arabinopyranosyl-(1—2)-p-D-xylopyranosyl]-3p,6a,23c,25-tetrahydroxy-20 (R), 24
(R)-16B, 24; 20, 24-diepoxycycloartane (3), 3-O-[a-L-arabinopyranosyl-(1—2)-p-D-
xylopyranosyl]-25-O-3-D-glucopyranosyl- 3p,6a,16(3,25-tetranydroxy-20 (R), 24
(S)-epoxycycloartane (4)) ve ii¢ tane bilinen sikloartan glikozit izole etmislerdir. 1.
ve 2. bilesiklerde 23. karbondaki hidroksil grubu ile 3. bilesikteki 24. karbonda
bulunan ketalik grubu sikloartan sinifi i¢in daha once rastlanilmamis bulgular olarak
rapor edilmistir.”

Polat ve ark. (2009) yapmis olduklar1 bir ¢calismada A. amblolepis Fischer
kokiinden bes sikloartan triterpen glikozit ve 6nceden bilinen bir saponin (3-O--D-
xylopyranosyl-16-O-3-D-glucopyranosyl-3p,6x,163,24  (S),  25-pentahydroxy-
cycloartane.) izole etmislerdir. 3-O-p-D-xylopyranosyl-25-O-f-D-glucopyranosyl-
3B,60,,160,24(S),25 pentahydroxycycloartane, 3-O-[B-D-glucuronopyranosyl-(1
—2)-B-D-xylopyranosyl]-25-O-p-D-glucopyranosyl-3(,6c,16[3,24(S),25-
pentahydroxy-cycloartane, 3-O-f3-D-xylopyranosyl-24,25-di-O-p-D-glucopyranosyl-

3B,6a, 163,24 (S), 25-pentahydroxy-cycloartane, 6-O-a-L-rhamnopyranosyl-16,24-
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di-O-B-D-glucopyranosyl-3p3, 6a,16p,24 (S), 25-pentahydroxy-cycloartane, 6-O-o.-
L-rhamnopyranosyl-16,25-di-O-f-D-glucopyranosyl-3p,60.,163,24(S),25-
pentahydroxy-cycloartane bilesiklerin yapilarinin aydinlatilmasinda 1D ve 2D-NMR
teknikleri ve kiitle spektroskopisi kullanilmistir. Calismada elde edilen
sikloartanlarda bulunan glukuronik asit pargasi ilk kez rapor edilmistir.”

Xiao ve ark. (2008) Astragalus koklerinde bulunan flavonoidlerin uygulanan
diger yontemlere gore daha hizli ekstraksiyon saglayan mikrodalga destekli bir
protokol gelistirmislerdir. Mikrodalga destekli bu yontemde ekstraksiyon
protokoliiniin optimizasyonu uygulanan degisik parametrelere (mikrodalga giicii,
ekstraksiyon dongiisii, ekstraksiyon sicakligi, etanol konsantrasyonu, 1sinlama stiresi
ve kullanilan ¢6ziiciiniin materyale orani) baglidir. Mikrodalga destekli ekstraksiyon
yonteminde maksimum verim 110 °C de 25 dakika 25ml/g materyalin % 90 etanolde
cift ekstraksiyon ile elde edilmistir. Gelistirilip uygulanan bu protokoliin, flavonoid
iceriginde herhangi bir bozunmaya neden olmadigi rapor edilmistir.”

Godevac ve ark. (2008) yaptiklar1 bir ¢alismada A. glycyphyllos bitkisinin
total fenolik bilesen miktarinin 44.6+£2.13 (mg GAE/Q) gallik aside esdeger, DPPH
radikali sondiirme kapasitesi ICsp degerinin ise 156.98+23.08 (ug/ml) oldugunu
bildirmislerdir.”

Wong ve ark. (2006) yapmis olduklari bir calismada bazi Astragalus
tirlerinin su ve matanol Oziitlerinin total fenolik bilesen miktar tayini ve total
antioksidan 6zeliklerini arastirmiglardir. A. complanatus R. Br. ve A. membranaceus
(Fisch.) Bge. tiirlerinin su ve metanol oziitlerinin total antioksidan kapasiteleri

sirasiyla; 66.9, 12.2 ug/mL, 29.8, 9.1 ug/mL olarak bulunmustur. Total fenolik
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bilesen miktarlar1 su Oziitlerinde ise sirasiyla; 10.3, 5.27 (GAE)/g kuru agirlik),
metanol 6ziitlerinde ise, 6.77, 3.87 (GAE)/g kuru agirlik) olarak bulunmustur.”’

Shan ve ark. (2007) A. mongholicus bitkisinin total fenolik, antioksidan
kapasitesi ve antimikrobiyal 6zelliklerini ¢calismislardir. Calisma sonucunda bitkinin
total fenolik bilesen miktarinin 4.8 (g GAE/100 g kuru agirlik), antioksidan
kapasitesinin 0.8 (mmol trolox/100 g Kuru agirlik) oldugunu bildirmislerdir.
Antibakteriyel test i¢in Bacillus aureus, Listeria monocytogenes, Staphylococcus
aureus, Escherichia coli ve Salmonella anatum denenmis ve bitkinin kok kismindan
metanol ekstraksiyonu ile elde edilen o6ziitiin bakterilerin biiylimesi {izerinde
inhibisyon olusturmadig tespit edilmistir.”

Adigiizel ve ark. (2009) yapmis olduklari g¢alismada, bazi Astragalus
tirlerinin toprak istii ve kok kisimlarmin metanol ve hekzan o6ziitlerinin
antimikrobiyal ve antioksidan aktivitelerini arastirmiglar ve Astragalus tiirlerinin
toprakiisti  kisimlarindan elde edilen metanol o6ziitlerinin 68.8-400.4 pg/ml
konsantrasyonlari araliginda % 50 inhibisyon ile hafif diizeyde serbest radikal
stiptiriici  etki  gosterdigini, Astragalus tiirlerinin  toprakiistii  kisimlarinin
hekzan/diklorometan oziitleri serbest radikal siipiiriicii etki gostermedigini, kok
kisimlarmin  metanol Oziitlerinin ¢ok az antioksidan karekterde iken, A.
microcephalus Willd, A. erinaceus Fisch. & Mey. ex Fischer, A. psoraloides Lam. ve
A. argyroides Becker ex Stapf. tiirlerinin non-polar 6ziitlerinin DPPH testinde son
derece aktif 6zellik gosterdigini, IC50 degerlerinin sirasi ile 35.2 pg/ml, 21.0 pg/ml,
22.0 pg/ml, 20.3 pg/ml ve 38.0 pg/ml olarak tespit edildigini, p—karoten-linoleik asit
sistemi iginde, calisilan Astragalus tiirleri arasinda en giiglii inhibisyon etkisini A.

psoraloides Lam. tiirlinden elde edilen 6ziitiin gosterdigini, buna ek olarak, disk
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difiizyon yontemi ile Astragalus tiirlerinin in vitro antibakteriyel, antikandidal ve
antifungal aktivitelerinin ¢alisildigini, elde edilen bitki Oziitlerinden higbirinin
calisilan mikroorganizmalar iizerinde antimikrobiyal etkisinin olmadigini1 rapor
e‘[mislerdir.79

Digrak ve ark. (1998) A. schizopterus bitkisinden elde ettikleri 6ziitleri (500
pg bitki/disk)disk difiizyon yontemi kullanarak antimikrobiyal ve antifungal
aktivitelerini incelemis E. coli, E. aerogenes, M. luteus ve P. fluorescens’e kars1 7—
10 mm’lik inhibisyon zonlar1 olusturdugunu ve Oziitlin antifungal aktivitesinin
bulunmadigimni bildirmislerdir.®

Duffy ve ark. (2001) A. membranaceus (Radix astragali) bitkisinden elde
ettikleri kok oziitlerinin B. subtilis (NCIBM 3610) ve E. coli (NCIMB 8879)’ye kars1
MIC degerlerinin [] 100mg/ml oldugunu bildirmislerdir.®*

Pistelli ve ark. (2002) A. verrucosus bitkisinden elde ettikleri hekzan,
kloroform, etil asetat, biitanol, su ve etanol oziitlerinin gram pozitif (S. aureus), gram
negatif (E. agglomerans, E. coli, S. infantis, P. aeruginosa) bakterilere karsi
antimikrobiyal etkilerini incelemis ve sadece hekzan 6ziitlinlin S. aureus’a kars1 17

mm’lik inhibisyon zonu olusturdugunu bildirmislerdir.®
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. MATERYAL

Astragalus diphtherites var. diphtherites ve Astragalus gymnalocepias bitki
ornekleri 2007 Mayis-Agustos ve 2008 Nisan-Haziran donemlerinde sirasiyla
Mardin ve Diyarbakir ¢evrelerinden toplandi. Tiirlerin teshisleri D.U. Fen-Edebiyat
Fakiiltesi Biyoloji Bélimii Ogretim Uyelerinden Prof. Dr. Selguk ERTEKIN
tarafindan yapildi. Bitki &rnekleri Dicle Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi
Herbaryumunda (DUF) saklanmaktadir (A. diphterites var. diphtherites. DUF 9711,

A. gymnalocepias DUF 9344).

Astragalus (geven) cinsi angiospermler igerisinde en genis tiir ¢esitliligine
sahip bitki grubu olarak bilinir. Tiirkiye Floras: kayitlarina gore tilkemizde yaklagik
380 tiirii bulunan bu cinsin genel yayilis alani Iran-Turan floristik bolgesidir. Cok

yillik ¢ali seklinde ve otsu tiirleri ile tek yillik otsu tiirleri mevcuttur.

3.1.1. Astragalus diphtherites var. diphtherites

A. diphterites var. diphtherites tiiri cok yillik ¢ali seklindedir. Bitkinin boyu
15-25 cm, yapraklart diken seklinde 2-4(-6) cm, yaprake¢ilart 6-15(-19) mm dir.
Cigekler sesil 5-30 adet. Kaliks 12-15 mm, korolla pembe ve standart olarak 15-18

mm dir. Cigeklenme zamani 6-8 aylar genellikle taglik, kalkerli ve step alanlarda
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400-1100 m de yayilis gostermektedir. Tire ait ornekler C8, Mardin, Bakir Kir

civarindan 09.07.2008 tarihinde toplandi.

Resim 3.1. A. diphtherites var. diphtherites

3.1.2. Astragalus gymnalocepias

A. gymnalocepias tiirii endemik bir tiir olup dar bir yayilis alanina sahiptir.
Cok yillik otsu yapida olan bu bitkide; yapraklar 9-20 cm; yaprak¢iklar 15-40 mm
dir. Genellikle 15-25 cigek icerir. Brakteler 3—4 mm, brakteoller 1-1,5 mm, kaliks
birkag adet uzun tiiyli, tiibliler 9-12 mm, korolla sar1 ve standart olarak 18-20 mm,
ciceklenme donemi Haziran dir. Tiire ait 6rnekler Diyarbakir Devegecidi Baraji

civarindan 07.06.2007 tarihinde 730 m den toplanmustir.
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Resim 3.2. A. gymnalocepias

3.1.3. Kullanilan Mikroorganizmalar

Bitkilerin antimikrobiyal aktivitelerini test etmek igin kullanilan; Escherichia
coli ATCC 25922, Staphylococcus aureus ATCC 25923, Streptococcus pyogenes
ATCC 19615 Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Bacillus subtilis ATCC 11774
standart bakteri suslar1 ile Candida albicans ATCC 10231 Dicle Universitesi, Tip

Fakiiltesi, Mikrobiyoloji Boliimii’nden temin edildi.
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3.1.4. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Antioksidan testler icin: BHA (biitillenmis hidroksi anisol), Gallik asit
(3,4,5-trihidroksi benzoik asit), DPPH (2,2-diphenyl-1-picryl-hydrazyl), Ferrozin
(3-(2-pyridyl)-5,6-diphenyl-1,2,4-triazine—4',4"-disulfonic acid sodium salt), EDTA
(etilendiamintetraasetikasit), H,O, (hidrojen peroksit), BHT (biitillenmis hidroksi
toluen), NaCO; (sodyum karbonat), Deoksiriboz (Sigma), KH,PO, (potassium
phoshate monobasic), Kuersetin dihidrat, Aliminyum nitrat [Al (NO3)3], Potasyum
asetat (CH3COOK), Folin & Ciocalteu’s Fenol Reaktifi, Potasyum ferrisiyaniir
[K3Fe(CN)s], TBA (2- tiyobarbitiirik asit), Askorbik asit (Fluka), FeCly(ferrous
chloride 4-hydrous), TCA (trikloro asetik asit), FeCls (demir(IIl) kloriir), DMSO
(dimethyl sulfoxide), hekzan, etil asetat, metanol ve aseton ticari olarak (Merck)

temin edildi.

Antimikrobiyal test icin: Eritromisin (E, 15 pg), Amoksisilin (20
pg)/Klavulonik asit (10 pg) (AMC, 30 ng), Ofloksasin (OFX, 5 pg), Netilmisin
(NET, 30 pg), igeren standart antibiyotik diskleri ve bos kagit diskler (Oxoid) ve

Amfoterisin B (30 ug) (Bristol-Myerss Squibb) temin edildi.

C. albicans mayasi i¢in ise Sabouraud % 4 Dextrose Agar (SDA) ve

Sabouraud % 2 Dextrose Broth (SDB) besiyerleri (Oxoid) temin edildi.

E. coli, S. Aureus, P. Aeruginosa, Nutrient Broth (NB) ve Nutrient Agar
(NA), S. Pyogenes, B. Subtilis standart bakteri suslari icin Muller Hinton Agar

besiyerleri (Difco laboratories Detroid Mich.) temin edildi.
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3. 1. 5. Kullanilan Aletler

UV Spektrofotometresi (T80+ UV/VIS Spectrometer PG Instruments Ltd.),
santrifiij (Centruin 8000 Series), vortex (FISONS Whirli Mixer TM), otoklav (Niive
EN 400), ¢alkalayici su banyosu (Memmert), hassas terazi (Gec Avery), pH metre
(Mettler Toledo), evaporator (BUCHI RE 111 Rotavapor), mikropipet (Gilson),
membran filtresi (Millipore Carrig wohill, Co. Cork, Ireland) ve buzdolab1 (Argelik)
Antimikrobial aktiviteye ait resimlerin goriintiilenmesi i¢in Bio Rad Gel Doc XR

marka jel goriintiileme sistemi kullanildi.

3.2. METOD

3.2.1. Bitki Oziitlerinin Hazirlanmasi

Oda sicakliginda kurutulan bitkinin kok ve goévde kisimlart ayri ayri
ogiitillerek analizlere hazir hale getirildi. 100 g bitki 6rnegi alinip sirasiyla hekzan,
etil asetat, aseton ve metanolden olusan ¢oziicii serilerinde ¢alkalayici su banyosunda
24 saat siireyle oOziitlendi. Filtrasyon isleminden sonra ¢oziinen kisimlar evapore
edildi, ¢oziinmeyen kisimlar ise sirasiyla diger ¢oziicii serilerinden gecirildi. Bu
islem her bir ¢6ziicii i¢in tui¢ kez tekrar edildi. Elde edilen hekzan, etil asetat, aseton
ve metanol oziitleri daha sonra kullanilmak iizere derin dondurucuda saklandi. A.
diphterites var. diphtherites tiirii i¢cin hekzan govde fazindan 245 mg, kdk fazindan
155 mg, etil asetat govde fazindan 795 mg, kok fazindan 213 mg, aseton gévde
fazindan 244 mg, kok fazindan 467 mg, metanol govde fazindan 624 mg, kdok

fazindan 3,552 mg fraksiyonlandirilmig 6ziit elde edildi.
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A. gymnalocepias hekzan govde fazindan 353 mg, kok fazindan 60 mg, etil
asetat govde fazindan 494 mg, kok fazindan 264 mg, aseton govde fazindan 501 mg,
kok fazindan 394 mg, metanol govde fazindan 4,750 g, kok fazindan 2,161 g

fraksiyonlandirilmis 6ziit elde edildi.

3.2.2. Bitki Stoklarmi Hazirlanmasi

A. diphterites var. diphtherites ve A. gymnalocepias tiirlerinin gévde ve kok
kisimlarindan elde edilen hekzan, etil asetat, aseton ve metanol oziitleri i¢in total
fenolik bilesen miktar tayini, DPPH radikalini sondiirme aktivitesi, metal selatlama,
indirgeme giicii aktivitesi ve hidroksi radikali sondiirme aktivitesi deneylerinde
kullanilmak {izere hazirlanan stok ¢o6zeltilerin tiim Oziitlerde etilalkol icerisindeki
derigimleri 1 mg/mL, total flavonoid bilesen miktar1 tayini i¢in ise 2 mg/mL olacak

sekilde stok ¢ozeltiler hazirlandi.

3.2.3. Total Fenolik Bilesen Miktar Tayini

Fenolik bilesenler antioksidan aktivite gosteren molekiillerdir. BHT,
kuersetin, a-tokoferol ve galik asit onemli fenolik bilesiklerdir. Oziitlerin icindeki
total fenolik bilesik miktar1 Folin-Ciocaltacu yontemine gore tayin edildi.? Bu
yontemin dayandiglr temel prensip, gallik asitin artan konsantrasyonlarina karsi
absorbansi grafige gegirip, bitki oziitleri igindeki total fenolik bilesen miktarmi bu

grafikten faydalanarak gallik asite esdeger olarak hesaplamaktir.® Gallik asitin 5
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mg/mL’lik stok ¢oOzeltisi hazirlandi, bu stok c¢ozeltide 50-500 pg/mL
konsantrasyonlarda seyreltmeler yapildi. Calisilan tiim Oziitlerin 1 mg/mL
konsantrasyonlarinda stok ¢ozeltileri hazirlandi. Daha sonra hazirlanan gallik asit ve
0ziit ¢ozeltilerinden 40 pL alinip, tizerine 1160 pL saf su ve 200 uL folin&ciocalteus
fenol reaktifi (2.0 N) ilave edildi ve karistirildi. Oda sicakliginda 5 dakika bekletildi
ve lizerine 600 pL % 20’lik sodyum karbonat ¢ozeltisi ilave edilerek 2 saat oda
sicakliginda calkalayici su banyosunda c¢alkalandi. Daha sonra 765 nm’de
spektrofotometre cihazinda (T80+UV/VIS Spectrometer) absorbans degerleri

okundu. Kor olarak gallik asit ve 6ziit disindaki tiim maddeler kullanildu.

A. diphterites var. diphtherites i¢in standart olarak kullanilan gallik asitin 50—
500 pg/mL konsantrasyon araligina denk gelen absorbans degerleri grafige gecirildi.

Standart egri gizilerek R?=0.9925 degeri ve asagidaki esitlik elde edildi.
Absorbans (A) = 0,0024 x Gallik asit (ng)

A. gymnalocepias igin standart olarak kullanilan gallik asitin 50-500 pg/mL
konsantrasyon araligina denk gelen absorbans degerleri grafige gegirildi (Sekil 4).

Standart egri ¢izilerek R%=0.9973 degeri ve asagidaki esitlik elde edildi.
Absorbans (A) = 0,002 x Gallik asit (ug)

Bu esitlikler kullanilarak A. diphterites var. diphtherites ve A. gymnalocepias
bitkilerinin hekzan, etil asetat, aseton ve metanol 6ziitlerinin igerdigi toplam fenolik

bilesen miktarlar1 gallik asit esdegeri (GAE) olarak hesaplandi.
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3.2.4. DPPH Radikalini Sondiirme Aktivitesi

Antioksidan maddelerin DPPH radikalini sondirme etkileri, kendi
hidrojenlerini radikale verebilme yeteneklerinden kaynaklanmaktadir. DPPH serbest
ve kararli bir radikaldir, bir elektron veya hidrojen alarak kararli diamagnetik bir
molekiile doniisiir. DPPH radikalini sondiirme aktivitesi diger metotlara oranla,
antioksidan aktiviteyi kisa zamanda karsilastirabilme olanagi sagladigindan daha
yaygin olarak kullamlmaktadir.*> Bu metot absorbansin azalmasi temeline dayanr.
DPPH iizerindeki ortaklanmamis elektron goriiniir bolgede 517 nm’de maksimum
absorbans vermektedir. Antioksidan molekiil ile DPPH arasindaki reaksiyon
DPPH’in ortadaki derisiminin azalmasina yani diigmesine neden olur. Sonugcta olusan
yap1 radikalik olmayan DPPH-H’dir. Bu olay reaksiyon karigiminin renginin mordan
sartya donmesiyle gozlenir. Bu deney i¢in bitki oOziitlerinin 1 mg/mL’lik stok
¢ozeltileri hazirlandi.  Stok ¢ozeltilerden 5-350 pg/mL  konsantrasyonlarda
seyreltmeler yapildi. Etil alkol icinde 0.1 mM DPPH c¢o6zeltisi hazirlandi. Seyreltilen
bitki oziitlerinden 3 mL alinarak {izerine 0.1 mM DPPH ¢6zeltisinden 1 mL ilave
edildi. Tipler vorteks ile iyice karistirildiktan sonra 30 dakika karanlikta oda
sicakliginda bekletildi ve daha sonra 517 nm’de absorbans degerleri 6lgiildii. Bu
yontemde pozitif kontrol olarak 1 mL 0.1 mM DPPH ve etil alkol kullanildi. Kor
olarak da 4 mL etilalkol kullanildi. DPPH radikalini sondiirme aktivitesi incelenirken
5-350 pg/mL konsatrasyon aralifinda calisildi. Bu konsatrasyon araliginda A.
diphterites var. diphtherites’in farkli polariteye sahip c¢oziiciiler ile hazirlanan
ozitlerinin, BHT ve BHA’nmin DPPH radikalini sondiirme aktivitelerinin %
inhibisyon degerleri bulundu. A.gymnalocepias’in farkli polariteye sahip ¢oziiciiler

ile hazirlanan oziitlerinin, BHT ve BHA’min DPPH radikalini sOndiirme
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aktivitelerinin % inhibisyon degerleri bulundu. Sonu¢ olarak artan 6ziit derisimine
karst % inhibisyon degeri grafige gegirilerek ICsp degerleri mg/mL cinsinden

hesaplandi. % inhibisyon degerleri asagidaki formiil kullanilarak hesaplandls.

DPPH Sondiirme Aktivitesi (%) = [(Ao — A1/Ap) x 100]

Ay = Negatif kontrol numunesinin (DPPH) absorbansi,

A = Ornek ¢ozeltisinin absorbansi.

3.2.5. I1Csp Degerlerinin Hesaplanmasi

ICs0 degerleri Prism Version 2.0 programinda linear regrasyon analizi testi

kullanilarak hesaplandi.

3.2.6. Total Flavonoid Bilesen Miktar Tayini

Flavonoidler, doganin biyolojik yanit diizenleyicileri olarak anilirlar. Bunun
nedeni, kanitlanmig anti-enflamatuar, anti-alerjik, anti-viral ve anti-kanserojenik
ozellikleri ile alerjenler, viriisler, karsinojenler gibi diger bilesiklere karsi viicudun
yanitin1 diizenleme yetenegine sahip olmalaridir. Bunlarla beraber oksidatif stres ve
serbest radikal hasarina kars1 belirgin koruma saglayan giiclii antioksidanlardir. Bu
ozellikleriyle sekonder bitki fenoliklerinin en yaygin ve en ¢ok bulunan bir sinifidir.
Flavonoidler ayn1 zamanda ¢igek, sebze ve meyvelere renk veren iyonlarla
komplekslesirler. Toplam flavonoid bilesen tayini Flavonoid-Aliiminyum kompleks

olusumuna dayanarak’ Moreno ve ark. (2000) tarafindan gelistirilen yontem ile tayin
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edildi.® Standart olarak fenolik bir bilesik olan kuersetin kullanildi. Kuersetinin 3
veya 5-hidroksi grubu ve 4-karbonil grubu ortam ve pH’ya bagli olarak metal
iyonlartyla ana komplekslesme noktalaridir. 3' ve 4' OH gruplan asidik ortamda

AI(III) ile kompleks olusturmazlar.’

Bu yontemdeki amag; kuersetinin artan konsantrasyonlarina karsi absorbans
degerlerini grafige gecirip kalibrasyon egrisini olusturmak, buradan yola ¢ikarak
bitkide bulunan total flavonoid bilesen miktarin1 kuersetine esdeger hesaplamaktir.
Kuersetinin metanol i¢indeki 500 pg/mL’lik stok ¢bzeltisinden 15 pg/mL, 30 pg/mL,
45 pg/mL, 60 pg/mL, 75 pg/mL’lik ¢ozeltiler hazirlandi. Fraksiyonlandirilmis A.
dipherites var. dipherites ve A. gymnalocepias bitkilerinin kok ve govde
kisimlarindan elde edilen, hekzan, etil asetat, aseton ve metanol oziitlerinin 2
mg/mL’lik ¢ozeltileri etanol de hazirlandi. Deney ortamina sirasiyla; 0.1 mL % 10
AI(NO3)3, 0.1 mL 1 M CH3COOK ve 3.8 mL etanol birakildi, ardindan 1 mL
kuersetin veya bitki ¢ozeltisi eklendi karisim iyice karistirildiktan sonra 25°C su
banyosunda 40 dakika inkiibasyona birakildi. Artan kuersetin konsantrasyonuna
bagli olarak artan sar1 renk siddeti gozlendi. UV-vis spektrofotometresinde 415 nm
dalga boyunda absorbans olgiildii. Kor olarak saf su ve etanol kullanildi. Standart
olarak kullanilan kuersetinin 15-75 pg/mL konsantrasyon araligina denk gelen
absorbans degerleri grafige gecirildi ve asagidaki esitlik elde edildi. Standart egri

gizilerek R*= 0.9992 degeri ve asagidaki denklem elde edildi.

Absorbans (A) = 0.0151 x Kuersetin (pg)
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Bu denklem kullanilarak numunelerdeki toplam flavonoid bilesen miktar1 A.
dipherites var. dipherites ve A. gymnalocepias i¢in kuersetin esdegeri (QUE) olarak

hesaplanda.

3.2.7. Metal Selatlama Aktivitesi

Metal selatlama aktivitesi yontemi, Fe*? iyonlarmin ferrozin reaktifi
tarafindan tutulmasi prensibine dayanmaktadir. Bu metotda ferrozin reaktifi ortamda
bulunan Fe*? iyonlariyla baglanarak kompleks olusturur.® Bu kompleks olusumu test
ortaminda bulunan flavonoid antioksidanlar ve standart bilesikler gibi metal
selatlayici ajanlarin varliginda bozulur ve sonu¢ olarak olusan Fe*?ferrozin
kompleksi indirgenmis olur. Bu bilesikler metal selatlama aktivitesi sayesinde Fe*?
iyonlarini ferrozinden once yakalarlar ve inert Fe*2-5ziit komplekslerinin olusumunu

1011 Boylece Fe*?ferrozin kompleks bilesiginin indirgenmesi sonucu test

saglarlar.
ortaminda gbzlemlenen mor rengin agik sartya doniistiigii goriiliir. 562 nm dalga
boyunda artan derisime karsi azalan absorbans degerleri elde edilir.
Fraksiyonlandirilmig A. dipherites var. dipherites ve A. gymnalocepias taksonlarinin
kok ve govde oziitlerinin, metal selatlama aktivitesi modifiye Dinis (1994) metodu
ile 6lgﬁ1dﬁ.1o Giicli selatlama aktivitesine sahip olan EDTA pozitif kontrol olarak
kullanildi. Fraksiyonlandirilmis A. dipherites var. dipherites bitkisinin kok ve gévde
kisimlarinin, hekzan, etil asetat, aseton ve metanol oziitlerinin ve EDTA’nin 1
mg/mL’lik stok ¢ozeltileri hazirlandi. Bunlardan seri ¢ozeltiler (25 pg/mL, 50

pg/mL, 100 pg/mL, 150 pg/mL, 250 pg/mL ve 350 pg/mL) hazirlandi. EDTA nin

seri ¢ozeltileri (5 pg/mL, 10 ug/mL,25 ug/mL, 50 ug/mL, 100 pg/mL, 150 pg/mL,
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250 pg/mL ve 350 pg/mL) hazirlandi. Hazirlanan c¢ozeltiler 0.45 uL capa sahip
membran filtreden gecirildi. Deney ortamina sirasiyla 50 pL 1.25 mM FeCl, ve 200
uL 5mM ferrozin eklendi ve iyice karistirildiktan sonra bitki veya EDTA
cozeltisinden 1 mL eklendi. Test karisimi iyice ¢alkaladiktan sonra oda sicakliginda
karanlikta 10 dakika bekletildi. Artan konsantrasyona bagli olarak azalan viyole renk
siddeti izlendi. UV-vis spektrofotometre cihazinda 562 nm dalga boyunda absorbans
Olciildi. Asagidaki denklem kullanilarak elde edilen sonuglardan Fe*2ferrozin
kompleksinin inhibisyon yiizdesi verileri A. dipherites var. dipherites ve A.
gymnalocepias i¢in elde edildi. Bu veriler kullanilarak artan madde derisimlerine

kars1 % inhibisyon grafikleri ¢izildi.

Metal Selatlama Aktivitesi (%) = [(Ao — A1/Ag) x 100]

Ao = Negatif kontrol numunesinin absorbansi,

A; = Bitki ¢ozeltisinin absorbansi

3.2.8. indirgeme Giicii

Fenton tipi tepkimelerde, Fe™? H,0; ile tepkimeye girerek hidroksil radikalini
olustururken kendisi Fe'¥’e yilikseltgenir. OH radikalinin  olusumu lipid
peroksidasyonuna, protein modifikasyonuna ve DNA hasarma yol agar. Astragalus
oziitleri varhginda Fe*®/Fe*®ye doniisiimii Oyaizu metodu (1988) ile incelendi.*?

BHA ve BHT pozitif kontrol olarak kullanildi.
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A. dipherites var. dipherites ve A. gymnalocepias tiirlerinin kok ve gévde
kisimlarmin, hekzan, etil asetat, aseton ve metanol oziitlerinin ve pozitif kontrollerin
1 mg/mL’lik stok cozeltileri hazirlandi. Bunlardan seri ¢ozeltiler (25 pg/mL, 50
pg/mL, 100 pg/mL, 150 pg/mL, 250 pg/mL ve 350 pg/mL) hazirlandi. Test
ortamina sirayla 1 mL bitki veya pozitif kontrol ¢ozeltileri, 2.5 mL fosfat tamponu
(0.2 M, pH 6.6) ve 2.5 mL potasyum ferrisiyaniir [K3Fe(CN)g] (% 1, w/v)
eklendikten sonra bunlar iyice karistirildi ve 50 °C’de 20 dakika inkiibasyona
birakildi. Bu karisima daha sonra 2.5 mL trikloroasetik asit (TCA, % 10 w/v) ilave
edildi, iyice galkalandiktan sonra 3000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi. Ust
tabakadan 2.5 mL alinip lizerine sirayla 2.5 mL distile su ve 0.5 mL FeCl; ¢ozeltisi
(% 0.1, w/v) ilave edildikten sonra iyice karistirildi. Bu karigim oda sicakliginda 10
dakika bekletildi, artan konsantrasyonla birlikte saridan yesile doniisen renk
siddetinde artma gozlendi. 700 nm’de absorbans 06l¢iildii, artan konsantrasyona karsi
absorbans degerleri A. dipherites var. dipherites ve A. gymnalocepias igin grafige

gecirildi. Bu testte yiiksek absorbans yiiksek indirgeme giiciinii gostermektedir.

3.2.9. OH Radikali Sondiirme Aktivitesi

Bitki Oziitlerinin farkli konsantrasyonlarinin  deoksiriboz metodu ile
Fe?*/Askorbat/EDTA/H,0, sisteminde hidroksi radikalini sondiirme aktivitesi
incelendi. Bu yontem bazi esitliklere dayanir. Hidroksi radikali deoksiriboza saldirir
ve bir seri reaksiyon sonucu malondialdehit (MDA) olusur. Reaksiyon sonucu olusan
MDA, TBA (2- tiyobarbitiirik asit) ile reaksiyona girerek pembe renkli ve 532 nm’de

absorbans veren MDA-TBA kompleksini meydana getirir."*'* A. dipherites var.
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dipherites ve A. gymnalocepias tiirlerinden elde edilen bitki 6ziitlerinin 1 mg/mL’ lik
stok ¢ozeltileri hazirlandi. Stok c¢ozeltilerden 5-100 pg/mL konsantrasyonlarda
olacak sekilde seyreltmeler yapildi. Reaksiyon karigimi sirasiyla 100 uL 1mM
EDTA, 10 uL 10 mM FeCls, 100 pL 50 mM H;0,, 360 puL 10mM deoksiriboz, 1 mL
oziit (5-100 pg/mL), 330 uL 50 mM pH 7.4 fosfat tamponu ve 100 pL 1 mM
askorbik asit ilave edilerek olusturuldu. Elde edilen reaksiyon karisimi 37 °C’de 1
saat inkiibasyona birakildi. inkiibe edilen karisimdan 1 mL alnip iizerine 1mL
%10’luk TCA ve 1 mL %0.5’lik TBA ilave edildi. Daha sonra 100 °C’de 20 dakika
inkiibasyona birakildi. Karisim buz yardimiyla sogutulduktan sonra 532 nm’de UV
spektroskopide absorbansi 6lgiildii.™ Pozitif kontrol olarak radikal séndiirme ozelligi
oldugu bilinen DMSO kullanildi. Negatif kontrol, sadece 6ziit ve pozitif kontrol
icermeyen test ornegidir. Artan konsantrasyona kars1 A. dipherites var. dipherites ve
A. gymnalocepias i¢in % inhibisyon degerleri grafige gecirildi. A. dipherites var.
dipherites ve A. gymnalocepias i¢in % inhibisyon degerleri igin asagidaki formiile

gore hesapland1.™®

% | = [ ( AkonTtroL—A6RNEK) / AkonTroL ] x 100

3.2.10. Antimikrobiyal Aktivite

3.2.10.1. Stok Bitki Cozeltilerinin Hazirlanmasi

A. dipherites var. dipherites ve A. gymnalocepias bitkilerinin govde ve kok
kisimlarindan elde edilen hekzan, etil asetat, aseton ve metanol Oziitlerinin 8

mg/mL’lik stok ¢ozeltileri metanol igerisinde hazirlandi. Hazirlanan stok ¢ozeltiler
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¢oziinmeyen parcalarindan arindirmak amaciyla steril 0.45 um-por ¢apina sahip

membran filtreler kullanilarak filtrasyon isleminden gegirildi.

3.2.10.2. Mikroorganizma Kiiltiirlerinin Hazirlanmasi ve Disk Diffiizyon

Testinin Kiiltiirlere Uygulanmasi

Antimikrobiyal aktivite N.C.C.L.S. (National Committee for Clinical
Laboratory Standarts) kurallar1 dikkate alinarak disk diflizyon testi ile belirlendi.'’
Disk diflizyon testi Mueller Hinton Agar, Nutrient Agar ve Sabouraud Dextrose Agar
besiyeri kullanilarak yapildi. Mikroorganizmalarin asilanmasi islemi yapilmadan
once kati1 besiyerleri 35-36 °C’de 30 dakika inkiibasyona birakildi. Kullanilan bakteri
suslart 20 mL Mueller Hinton Broth besiyerinde, maya susu ise 20 mL Sabouraud
Dextrose Broth besiyerine asilanarak, 37 °C’de 120 rpm’de su banyosunda inkiibe
edildi. Sterilize edilmis ve 45-50 °C’ye kadar sogutulmus Muller-Hinton Agar
(MHA, Oxoid), Nutrient Agar (NA Oxoid) ve Sabouraud Dextrose Agar (SDA
Merck)’dan 25’er mL 9 cm c¢apindaki steril petri kutularma dokiilerek diizgiin
katilagsmas1 saglandi. Etiivde 37 °C’de bir gece bekletildi. Su banyosuna birakilan
bakteri (10® adet/mL) ve maya (10’ adet/mL) suslarinin buyyonlardaki kiiltiirleri
almip bunlardan 150 pL alinarak steril petri kutularina steril pamuklu c¢ubuklar
yardimiyla dagitildi. Besiyerine homojen bir sekilde dagilmasi saglandi. 6 mm’lik
steril bos kagit disklere metanolde ¢6ziinmiis stok bitki (8 mg/mL) ¢ozeltilerinden 10
uL (80 pg/disk), ve 20 uL (160 pg/disk) emdirildi. Bitki c¢ozeltileri emdirilmis
diskler katilasan agar iizerine hafifge bastirilarak yerlestirildi. Bu sekilde hazirlanan

petri kutular1 etiivde 37 °C’de 24 saat inkiibe edildi. Bu siire sonunda besiyeri
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tizerinde olusan inhibisyon zon ¢aplari cetvel kullanilarak mm olarak degerlendirildi.
Aym sartlarda bu test 3 defa tekrarlandi. Pozitif kontrol olarak ticari olarak temin
edilen standart antibiyotiklerin emdirilmis oldugu 6 mm c¢apindaki kagit diskler

kullanildi.

3.2.11. istatiksel Analiz

Istatiksel analizler SPSS for 14.0 paket programu ile bilgisayarda yapildi.
Coklu karsilastirmalar i¢in parametrik varsayimlarin gerceklestigi verilerde tek yonlii
varyans analizi (ANOVA) uygulandi. Sonuglar ortalama + standart sapma (SD)

olarak elde edildi.
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4. BULGULAR

4.1. TOTAL FENOLIK BILESEN MIKTAR TAYINi

A. diphtherites var. diphtherites i¢in standart olarak kullanilan gallik asitin
50-500 pg/mL konsantrasyon araligina denk gelen absorbans degerleri grafige
gecirildi (Sekil 4.8.1.). Standart egri cizilerek R? = 0.9925 degeri ve asagidaki esitlik
elde edildi.

Absorbans (A) = 0.0024 x Gallik asit (ug)

A. gymnalocepias igin standart olarak kullanilan gallik asitin 50-500 pg/mL
konsantrasyon araligina denk gelen absorbans degerleri grafige gecirildi (Sekil
4.8.2.).

Standart egri ¢izilerek R%=0.9973 degeri ve asagidaki esitlik elde edildi.

Absorbans (A) = 0.002 x Gallik asit (ug)

Bu esitlikler kullanilarak A. diphtherites var. diphtherites ve A.
gymnalocepias taksonlarinin hekzan, etil asetat, aseton ve metanol Oziitlerinin
icerdigi total fenolik bilesen miktarlar1 gallik asit esdegeri (GAE) olarak hesaplandi.

A. diphtherites var. diphtherites bitkisinin gévde metanol 76.1 £ 0.9 ug
GAE/mg 6ziit kok kismindan elde edilen aseton 48.02 + 1.5 ng GAE/mg 6ziit igerigi
ile en fazla total fenolik bilesen igermektedir. Diger Oziitler govde igin sirasiyla
aseton 32.4 + 0.8 ug GAE/mg o6ziit, etil asetat 23.5 + 0,9 ug GAE/mg 6ziit ve hekzan
19,7 £ 1.4 pg GAE/mg 6ziit olarak kok i¢in ise hekzan 32.5 + 1.4 ug GAE/mg oziit,
metanol 30.7 = 1.5 pg GAE/mg 6ziit ve etil asetat 27.2 + 0.9 ug GAE/mg 6ziit olarak
bulundu (Cizelge.4.8.1.).

A. gymnalocepias bitkisinin gévde metanol 54.66 £ 2.25 pg GAE/mg 0ziit

kok kismindan elde edilen etil asetat 35.83 + 1.75 pg GAE/mg 06ziit icerigi ile en
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fazla total fenolik bilesen icermektedir. Diger Oziitler gévde icin sirasiyla aseton
42.33 + 2.75 ng GAE/mg oziit, etil asetat 40.83 + 1,25 ug GAE/mg 6ziit ve hekzan
32,33 £ 1.75 ng GAE/mg 0ziit olarak kok igin ise hekzan 32.33 + 1.52 pg GAE/mg
Oziit, aseton 19.66 £ 1.75 ug GAE/mg 06ziit ve metanol 17.66 £ 1.25 pg GAE/mg
0ziit olarak bulundu (Cizelge.4.8.2.).

Her iki bitkiye ait gévde ve kok kisimlarinin ayr1 ayri polar olmayan
coziicliden baslaylp polar c¢oziiciiye dogru yapilan fraksiyonlandirma islemi
sonucunda elde edilen oOziitlerin, total fenolik miktar tayini modifiye Folin-
Ciocaltaeu metoduna gore belirlendi. Elde edilen sonuglara gore, hem A. diphtherites
var. diphtherites hemde A. gymnalocepias bitkilerinin govde kisimlarindan elde
edilen ham oziitlerinin fraksiyonlandirma isleminde kullanilan ¢oziiciilerin artan
polaritesiyle total fenolik bilesen miktarlarinin dogru orantili olarak artmis oldugu
(hekzanda en diisiik, metanolde ise en yiiksek) oldukca belirgin bir bigcimde
goriilmektedir. Fakat her iki bitkinin kok kisimlarindakidegisimin polariteden

bagimsiz oldugu tespit edildi.

4.2. DPPH RADIKALINi SONDURME AKTIVITESI

A. diphtherites var. diphtherites ve A. gymnalocepias taksonlarinin serbest
radikal sondiirme aktivitesi 2,2—difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH’) metodu kullanilarak
test edildi. Pozitif kontrol olarak BHA ve BHT kullanildi. Bitkilerin gévde ve kdk
kisimlarindan elde edilen hekzan, etil asetat, aseton ve metanol 6ziitleri ile pozitif
kontrollerin 5-350 pg/mL konsantrasyon araligindaki seri ¢ozeltileri hazirlandi. 517
nm dalga boyunda absorbanslari Ol¢ilildii. Bulunan degerler asagidaki esitlik

kullanilarak % DPPH radikalini sondiirme aktivitesi olarak hesaplandi. Artan
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konsantrasyona karst % DPPH radikalini sondiirme aktivitesi degerleri A.
diphtherites var. diphtherites (Sekil 4.8.3, 4.8.4) ve A. gymnalocepias (Sekil 4.8.5,

4.8.6) i¢in grafige gecirildi.

DPPH Sondiirme Aktivitesi (%) = [(Ao — A1/Ao) x 100]
Ao = Negatif kontrol numunesinin (DPPH) absorbansi

A; = Ornegin absorbansi

Calisilan konsantrasyon araliginda A. diphtherites var. diphtherites bitkisinin
hekzan o6ziiti gévdede 7.2 + 0.98-27.07 + 0.86, kokte 7.2 + 0.95-35.92 + 1.59, etil
asetat oziitii govdede 12.98 + 0.24-57.34 + 1.11, kokte 16.7 + 0.95-90.26 + 0.37,
aseton oziitii govdede 14.53 + 2.69-70.48 + 0.53, kokte 20.39 + 1.71-91.55 + 0.24
ve metanol o6ziitii gévdede 9.85 + 0.64-79.01 + 0.74, kokte 10.72 + 1.49-58.41 +
0.89 arasinda, pozitif kontrol olarak kullanilan BHA 37.17 + 2.38 — 95.46 + 0.59
arasinda ve BHT 22.99 + 1.77 — 88.68 £ 2.12 arasinda % inhibisyon gosterdi
(Cizelge 4.8. 3). I1Csp degerleri kok ve govde kisimlarinin etil asetat, aseton ve
metanol Oziitleri i¢in hesaplandi. Bunlar sirasiyla 70 pg/mL-85.23 pg/mL, 78.61
ug/mL-112 ug/mL, 153.5 pg/mL-98.90 ug/mL, BHT ve BHA ig¢in ise sirasiyla 66.
03 pg/mL ve 28.18 pug/mL olarak bulundu.

Calisilan konsantrasyon araliginda A. gymnalocepias bitkisinin hekzan 6ziitii
govdede 11.74 + 0.22-18.31 + 2.89, kokte 4.2 + 1.24-16.62 + 0.22, etil asetat oziiti
govdede 14.02 + 1.39-31.68 + 0.86, kokte 4.27 + 1.78-84.10 + 1.99, aseton 0ziitii
govdede 11.86 = 0.86-55.61 = 0.75, kokte 5.58 = 2.02-56.07 + 3.61 ve metanol

Oziitii govdede 14.59 + 0.94-86.83 + 2.24, kokte 4.44 + 1.04-39.62 + 2.11 arasinda,
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pozitif kontrol olarak kullanilan BHA 37.17 + 2.38 — 95.46 + 0.59 arasinda ve BHT
22.99 + 1.77 — 88.68 + 2.12 arasinda % inhibisyon gosterdi (Cizelge 4.8.4). ICs
degerleri kok ve govde kisimlarmin etil asetat, aseton ve metanol Oziitleri igin
hesaplandi. Bunlar sirasiyla 173-287 pg/mL, 185.01-187.7 pg/mL, 370.7-112.2
pug/mL, BHT ve BHA igin ise sirasiyla 66.03 ve 28.18 pug/mL olarak bulundu.

Her iki bitkiden elde edilen 6ziitlerin serbest radikal sondiirticii etkileri DPPH
radikali lizerinden tayin edilmistir. Sonuglar test edilen konsantrasyonlarda (5-350
pg/mL) pozitif kontrol olarak kullanilan BHT ve BHA degerleri ile
karsilastirilmistir. Elde edilen sonuglara gore her iki bitkinin gerek kok gereksede
govde kisimlarindan elde edilen hekzan Oziitinin DPPH radikal sondiirme
aktivitesinin oldukga diisiik oldugu goézlemlendi. A. diphtherites var. diphtherites
bitkisinin 350 pug/mL’lik konsantrasyonda kok kismina ait etil asetat ve aseton
oziitlerinin pozitif kontrol olarak kullanilan BHA ile hemen hemen ayn1 ve BHT den
ise daha yiiksek radikal sondiirme aktivitesine sahip oldugu tespit edildi. Ayni
bitkinin govde kisminin Ozellikle metanol oziitii diger Oziitlerden daha yiiksek
aktivite gostermig, fakat bu degerler kullanilan pozitif kontrollerden daha
diistikbulunmustur.

A. gymnalocepias bitkisinin  DPPH radikalini sondiirme aktivitesinin
arastirilmasi sonucu elde edilen verilere gére govde kisminda metanol 6ziitiiniin kok
kisminda ise etil asetat Oziitiiniin yiiksek aktiviteye sahip oldugu belirlendi. Kok
kismindan elde edilen etil asetat §ziitlinlin ve govde kismindan elde edilen metanol
Oziitiinlin % radikal sondiirme aktivitesinin BHA’dan daha diisiik, BHT ile

karsilastirildiginda ise hemen hemen ayni oldugu tespit edildi.
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4.3. TOTAL FLAVONOID BILESEN MIKTAR TAYINi

A. diphtherites var. diphtherites ve A. gymnalocepias taksonlarinin gévde ve
kok kisimlarindan elde edilen hekzan, etil asetat, aseton ve metanol &ziitlerinin
etanolde hazirlanan 2 mg/mL’lik ¢ozeltileri i¢indeki total flavonoid bilesen miktar
tayini Moreno yontemi ile belirlendi. Kuersetinin metanol igindeki 500 pg/mL’lik
stok c¢ozeltisinden 15 pg/mL, 30 pg/mL, 45 pg/mL, 60 pg/mL, 75 pg/mL’lik
cozeltiler hazirlandi, 415 nm dalga boyunda Olciilen absorbans degerleri grafige

(Sekil 4.8.7). Asagidaki denklem elde edildi;

Absorbans (A) = 0.0151 x Kuersetin (ug)

Bu denklem kullanilarak A. diphterites var. diphtherites ve A. gymnalocepias
taksonlar1 i¢in total flavonoid bilesen miktar1 Kuersetin esdegeri (QUE) olarak
hesaplandi.

A. diphtherites var. diphtherites bitkisinin govde aseton 42.20 £+ 0.46 pg
QUE/mg oziit kok kismindan elde edilen etil asetat 4.23 + 0.26 ug QUE/mg 6ziit
igerigi ile en fazla total flavonoid bilesen igermektedir. Diger Oziitlerin total
flavonoid igeriklerinin gévde i¢in sirasiyla metanol 39.31 + 0.23 pg QUE/mg 6ziit,
hekzan 8.58 + 0.30 ug QUE/mg o6ziit ve etil asetat 5.44 + 0.26 ng QUE/mg o6ziit
olarak kok i¢in ise aseton 4.10 £ 0.20 ug QUE/mg 6ziit, metanol 2.31 + 0,23 pg
QUE/mg o6ziit ve hekzan 2,31 = 0.26 ug QUE/mg 6ziit oldugu bulundu (Cizelge
4.8.5).

A. gymnalocepias bitkisinin gévde aseton 80.15 + 0.33 ug QUE/mg 6ziit kok

kismindan elde edilen etil asetat 14.01 = 0.10 pg QUE/mg 0ziit igerigi ile en fazla
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total flavonoid bilesen i¢ermektedir. Diger Oziitlerin total flavonid igerigi govde igin
sirasiyla etil asetat 77.67 + 2.41 ug QUE/mg 6ziit, metanol 36.81 + 0.34 pg QUE/mg
oziit ve hekzan 11.20 + 0.26 pg QUE/mg 6ziit olarak kok i¢in ise metanol 11.20 +
0.14 pg QUE/mg o6ziit, aseton 10.43 + 0.16 pg QUE/mg 6ziit ve hekzan 4.21 + 0.21
ng QUE/mg o6ziit olarak bulundu (Cizelge.4.8.6.).

Kuersetine esdeger olarak belirlenen total flavonoid miktarin1 A. diphtherites
var. diphtherites bitkisinin govde kisminin aseton Oziitiiniin en yiiksek (42.2 pg
QUE/mg 6ziit) total flavonoid miktar1 i¢erdigi hekzan ve etil asetat oziitlerinin ise
hemen hemen benzer oldugu belirlendi. Ayni bitkinin kok kismindan elde edilen
Oziitlerin govde kismindan elde edilen oziitlerden oldukca diisiik total flavonoid
miktarina sahip olduklar1 belirlendi.

A. gymnalocepias bitkisinin gévde kismindan elde edilen etil asetat ve aseton
Oziitlerinin oldukca yiiksek total flavonoid igerdigi hekzan Oziitlinlin ise oldukca
diisiik total flavonoid bilegsen miktarina sahip oldugu belirlendi. Kok kismindan elde
edilen oziitlerin A. diphtherites var. diphtherites bitkisinde oldugu gibi oldukga
diisiik total flavonoid miktarina sahip oldugu belirlendi. Bu sonuglara gore her iki
bitkininde kok kisimlarinda flavonoid bilesen miktarinin oldukca diisiik oldugu
gozlemlenmektedir. Her iki bitkinin govde kisimlarindan elde edilen oziitleri
karsilastirildiginda, A. gymnalocepias bitkisinin daha yiiksek total flavonoid bilesen

miktarina sahip oldugu sdylenebilir.

4.4. METAL SELATLAMA AKTIVITESI

Fraksiyonlandirilmis A. dipherites var. dipherites ve A. gymnalocepias

taksonlarmin kok ve govde Oziitlerinin, metal gelatlama aktivitesi Dinis ve ark.

(1994) metodu ile ol¢iildii. Pozitif kontrol olarak EDTA kullanildi. EDTA, A.
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dipherites var. dipherites ve A. gymnalocepias taksonlarinin kok ve goévde
kisimlariin, hekzan, etil asetat, aseton ve metanol 6ziitlerinin 1 mg/mL’lik stok
cozeltileri hazirlandi. Her iki bitkinin govde ve kok kisimlarindan elde edilen
Oziitlerin (25 pug/mL, 50 pg/mL, 100 pg/mL, 150 pg/mL, 250 pg/mL ve 350 pg/mL)
ve EDTA’ nin (5 pg/mL, 10 pg/mL,25 pg/mL, 50 pg/mL, 100 ug/mL, 150 pg/mL,
250 pg/mL ve 350 pg/mL) seri ¢ozeltileri hazirlandi. UV-vis spektrofotometre
cihazinda 562 nm dalga boyunda absorbans oOlgiildi. Bulunan degerler A.
diphtherites var. diphtherites ve A. gymnalocepias taksonlar1 i¢in asagidaki esitlik
kullanilarak % metal selatlama aktivitesi olarak hesaplandi. Artan konsantrasyona
karst % metal selatlama aktivitesi degerleri A. diphtherites var. diphtherites (Sekil

4.8.8, 4.8.9) ve A. gymnalocepias (Sekil 4.8.10, 4.8.11) i¢in grafige gegirildi.

Metal Selatlama Aktivitesi (%) = [(Ao — A1/Ag) x 100]
Ao = Negatif kontrol numunesinin absorbansi

A; = Bitki ¢ozeltisinin absorbansi

Caligilan konsantrasyon araliginda A. diphtherites var. diphtherites bitkisinin
hekzan o6ziitii gévdede 7.39 + 0.60-37.63 + 3.03, kokte 12.23 + 0.35-62.22 + 0.73,
etil asetat oziitii govdede 12.44 + 1.13-40.49 + 1.86, kokte 10.95 + 0.29-32.73 +
0.43, aseton oziitii govdede 13.09 + 1.34—68.85 + 1.34, kokte 4.06 £ 0.44-16.01 +
0.58 ve metanol oziitii govdede 4.11 + 1.33-74.35 £+ 1.51, kokte 13.14 £ 0.56-51.09
+ 0.87 arasinda (Cizelge 4.8.7), A. gymnalocepias bitkisinin hekzan 6ziitii gévdede
17.92 £ 0.65-46.69 £ 2.03, kokte 13.65 + 0.25-46.20 + 0.83, etil asetat oziitii

govdede 19.12 + 0.43-74.96 + 0.89, kokte 10.25 + 0.53-43.61 + 0.40, aseton Oziitii
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govdede 11.75 £ 0.64-72.96 + 1.00, kokte 8.31 £ 0.48-37.07 = 0.53 ve metanol
oziitl govdede 21.96 £ 0.66—89.63 £ 0.58, kokte 11.55 £ 0.26-76.41 £+ 0.90 arasinda
pozitif kontrol olarak kullanilan EDTA 33.14 + 0.28 — 99.92 + 0.00, araliginda %
metal selatlama aktivitesi gosterdi (Cizelge 4.8.8).

Modifiye Dinis metoduna gore arastirilan metal selatlama aktivitesinde,
A. diphtherites var. diphtherites bitkisinin govde kismindan elde edilen oziitlerin
aktivitesinin, 6zilitleme isleminde kullanilan ¢oziiciilerin polarite artisina bagli olarak
artig gosterdigi ve bitkinin fenolik bilesen miktariyla ortiisen bir yiikselme sergiledigi
belirlendi. Kok kismindan elde edilen 6ziitlerden hekzan ve metanol 6ziitlerinin
metal selatlama aktivitelerinin etil asetat ve aseton Oziitlerinden daha yiiksek ve
birbirine yakin aktivite degerlerine sahip oldugu gozlemlendi. Bu bitkinin hem kok
hem de govde kisimlarindan elde edilen 6ziitler test edilen aralikta (25-350 pg/mL),
konsantrasyon artisina bagl olarak aktivitede artis gostermektedir.

A. gymnalocepias bitkisinin govde kismindan elde edilen oziitlerdeki
metal selatlama aktivitesindeki artis A. diphtherites var. diphtherites bitkisinde
oldugu gibi polariteye bagli olarak degismekle birlikte daha yiiksek metal selatlama
aktivitesi gostermektedir. Fakat bu bitkinin kok kismindan elde edilen 6ziitlerden
hekzan, etil asetat ve aseton Oziitlerinin aktivitelerinin birbirine benzer metanol
Oziitlinlin ise oldukga yiiksek oldugu belirlendi. Pozitif kontrol olarak kullanilan ve
metal selatlama 6zelligi bilinen EDTA’nin, denen konsantrasyon araliginda (5-350
pg/mL) 25 pg/mL’lik konsantrasyondan sonra %99°luk aktiviteye ulastigi ve
denenen en yiiksek konsantrasyona kadar sabit kaldigi belirlendi. Bitkilerden A.
diphtherites var. diphtherites’in  EDTA ile karsilastirldiginda  diisiik

konsantrasyonlarda metal selatlama aktivitesinin olduk¢a zayif, yiliksek
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konsantasyonlarda kok hekzan ve metanol 6ziitlerinin orta derecede, gévde aseton ve
metanol oziitlerinin de ayn1 derecede aktivite gosterdigi belirlendi. A. gymnalocepias
bitkisinin pozitif kontrol olarak kullanilan EDTA ile metal selatlama aktivitesi
yoniinden karsilastirildiginda ise govde kismindan elde edilen metanol ziitiiniin 250
ve 350 pg/mL’lik konsantrasyonlarda hemen hemen EDTA kadar metal selatlama

kapasitesine sahip oldugu tespit edildi.

4.5. INDIRGEME GUCU

A. diphtherites var. diphtherites ve A. gymnalocepias taksonlarindan elde
edilen 6ziitlerin Fe*®ii Fe*¥ye indirgemesi Oyaizu metodu (1986) ile incelendi.
Fenton tipi reaksiyonlarda indirgeme giicli 6zellikleri bilinen BHA ve BHT pozitif
kontrol olarak kullanildi. Bitkilerin gévde ve kok kisimlarindan elde edilen 6ziitlerin
ve pozitif kontrollerin 1 mg/mL’lik stok c¢ozeltilerinden (25 pg/mL, 50 pg/mL, 100
pg/mL, 150 pg/mL, 250 pg/mL ve 350 pg/mL) seri ¢ozeltiler hazirlandi. 700 nm
dalga boyunda absorbans 6l¢iildii, artan konsantrasyona kars1 absorbans degerleri A.
diphtherites var. diphtherites (Sekil 4.8.12, 4.8.13) ve A. gymnalocepias (Sekil
4.8.14, 4.8.15) i¢in grafige gegirildi.

Caligilan konsantrasyon araliginda A. diphtherites var. diphtherites bitkisinin
hekzan 6ziitii govdede 0.042 + 0.00-0.154 £ 0.01, kokte 0.053 + 0.00-0.175 + 0.01,
etil asetat oziitii govdede 0.040 + 0.00-0.066 + 0.00, kokte 0.051 + 0.00-0.097 +
0.01, aseton oziitii govdede 0.048 + 0.00-0.226 + 0.03, kokte 0.065 + 0.00-0.272 +
0.00 ve metanol oziitii govdede 0.057 = 0.00-0.181 + 0.03, kokte 0.057 + 0.00-0.181
+ 0.03, pozitif kontrol olarak kullanilan BHA 0.274 + 0.00 — 0.742 + 0.03 ve BHT

0.145 + 0.00 — 0.646 £ 0.03 arasinda indirgeme giicii gosterdi. (Cizelge 4.8.9). A.
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gymnalocepias bitkisinin hekzan oziitii gévdede 0.073 + 0.00-0.127 + 0.01, kokte
0.093 + 0.00-0.150 + 0.01, etil asetat oziitii govdede 0.086 + 0.00-0.166 + 0.00,
kokte 0.087 + 0.00-0.160 + 0.00, aseton oziitii govdede 0.075 + 0.00-0.156 + 0.03,
kokte 0.087 + 0.00-0.131 £+ 0.00 ve metanol 6ziitii govdede 0.080 + 0.00-0.140 +
0.03, kokte 0.086 £+ 0.00-0.105 £ 0.00, pozitif kontrol olarak kullanilan BHA 0.185 +
0.00 — 0.652 + 0.03 ve BHT 0.92 + 0.00-0.535 + 0.03 arasinda indirgeme giicli
gosterdi (Cizelge 4.8.10).

Spektroskopik olarak 700 nm’de Fe™*iin Fe+2’ye indirgenmesi ile
absorbsiyon siddetindeki artisin Olgiilmesine dayanan Oyaizu metoduna gore,
indirgeme giictiniin aktivitesinin arastirilmasinda, A. diphtherites var. diphtherites
bitkisinin gévde kismindan elde edilen 6ziitlerin total flavonoid miktarindaki artigla
iligkili olarak aktivite gosterdigi goriilmektedir. Bu bitkinin en yiiksek total flavonoid
miktarina sahip olan gdvde aseton oziitiinde (42.20 pg QUE/mg 0ziit) indirgeme
giiciiniin de en yiliksek oldugu belirlendi (700 nm’de absorbans 0,226). Bitkinin
govde kisminin hekzan, etil asetat ve metanol 6ziitlerindeki total flavonoid miktari
ile indirgeme giiciiniin paralellik gosterdigi goriilmektedir. A. diphtherites var.
diphtherites bitkisinin kok kismindan elde edilen 6ziitlerden aseton 6ziitii, govde de
oldugu gibi yiiksek indirgeme giicli gostermistir. Total fenolik bilesen miktar1 kok
aseton Oziitiinde yiiksek bulunmustur.

A. gymnalocepias bitkisinin hem kdk hemde gévde kismindan elde edilen
Oziitlerin hemen hemen hepsinin konsantrasyonla artan benzer indirgeme giiciine
sahip oldugu belirlendi.

A. diphtherites var. diphtherites bitkisinin hem kdk hemde govde aseton

Oziitlerinin indirgeme giicli aktivitelerin en yiiksek olmasina ragmen pozitif kontrol
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olark kullanilan BHT ve BHA ile karsilastirildiginda orta derecede aktiviteye sahip
oldugu goriilmektedir. A. diphtherites var. diphtherites bitkisinin diger 6ziitlerinin ve
A. gymnalocepias bitkisinin biitiin Oziitlerinin konsantrasyona bagli olarak artis
gosterdigi ancak pozitif kontrollerle karsilastirildiginda oldukca diisiik aktivite

degerlerine sahip olduklar1 belirlendi.

4.6. OH RADIKALI SONDURME AKTIVITESI

Bitki oziitlerinin farkli konsantrasyonlarmin deoksiriboz metodu ile
Fe?*/Askorbat/EDTA/H,0, sisteminde hidroksi radikalini sondiirme aktivitesi
incelendi. Bu yontem bazi esitliklere dayanir. Hidroksi radikali deoksiriboza saldirir,
bir seri reaksiyon sonucu malondialdehit (MDA) olusur. Reaksiyon sonucu olusan
MDA ortam ilave edilmis TBA (2-tiyobarbitiirik asit) ile reaksiyona girer ve
reaksiyon sonucunda pembe renkli ve 532 nm’de absorbans veren MDA-TBA
kompleksini meydana getirir.

A. diphtherites var. diphtherites ve A. gymnalocepias tiirlerinden elde edilen
bitki 6ziitlerinin 1 mg/mL’lik stok ¢6zeltileri hazirlandi. Bu stok ¢ozeltilerden 5-100
pg/mL olacak sekilde seyreltmeler yapildi. Pozitif kontrol olarak radikal sondiirme
ozelligi oldugu bilinen DMSO kullanildi. Negatif kontrol, sadece 6ziit ve pozitif
kontrol igermeyen test Ornegidir. Artan konsantrasyona karst A. dipherites var.
dipherites (Sekil 4.8.16, 4.8.17) ve A. gymnalocepias (Sekil 4.8.18, 4.8.19) i¢in %
inhibisyon degerleri grafige gecirildi. A. dipherites var. dipherites ve A.

gymnalocepias i¢in % inhibisyon degerleri i¢in agsagidaki formiile gore hesaplandi.
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% 1 = [ ( AkonTroL—AvRrNEK) / AkonTroL] x 100

AxonTroL = Negatif kontrol numunesinin absorbansi

Aprnek = Bitki ¢ozeltisinin absorbansi

Calisilan konsantrasyon araliginda A. diphtherites var. diphtherites bitkisinin
hekzan 6ziitii govdede 56.42 + 4.01-62.71 £ 3.35, kokte 60.54 + 3.14-67.45 + 2.76,
etil asetat oziitii govdede 73.74 + 2.16-82.60 + 1.32, kokte 83.74 + 1.18-88.82 +
0.37, aseton oziitii govdede 62.78 + 3.70-69.07 + 3.07, kokte 81.51 + 0.61-86.42 +
0.56 ve metanol oziitii govdede 73.01 +2.61-81.26 + 1.57, kokte 72.38 + 4.69-78.49
+ 3.60 arasinda(Cizelge 4.8.11), A. gymnalocepias bitkisinin hekzan 6ziitii gévdede
45.03 + 4.19-72.88 + 1.53, kokte 74.04 + 0.68-87.32 + 0.55, etil asetat oziitii
govdede 75.02 £ 1.80-90.89 £ 0.90, kokte 69.30 = 1.12-89.37 + 0.48, aseton Oziitli
govdede 72.33 = 1.67-90.15 £ 1.29, kdkte 71.14 = 0.70-89.00 = 1.07 ve metanol
oziitli govdede 73.48 + 1.98-90.02 = 0.71, kokte 70.67 + 0.53—-84.47 + 0.82 arasinda
ve pozitif kontrol olarak kullanilan DMSO 74.21 £ 3.95-93.15 + 2.25, araliginda %
hidroksi radikali sondiirme aktivitesi gosterdi (Cizelge 4.8.12).

DMSO’nun pozitif kontrol olarak kullanildigr (5-100 pg/mL) OH radikali
sondiirme aktivitesi deneylerinde, her iki bitkiden elde edilen 6ziitlerin aktivitelerin

benzer ve pozitif kontrolden daha diisiik oldugu belirlendi

4.7. ANTIMIKROBIYAL AKTIVITE

A. diphtherites var. diphtherites ve A. gymnalocepias tiirlerinin gévde ve kok
kisimlarindan elde edilen oziitlerinin Antimikrobiyal aktivitelerini disk difiizyon
yontemi ile test etmek icin; Escherichia coli ATCC 25922, Staphylococcus aureus

ATCC 25923, Streptococcus pyogenes ATCC 19615, Pseudomonas aeruginosa
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ATCC 27853, Bacillus subtilis ATCC 11774 standart bakteri suslar1 ile Candida
albicans ATCC 10231 kullanildi. Standart antibiyotik olarak Eritromisin (E, 15 ug),
Amoksisilin (20 pg)/Klavulonik asit (10 pg) (AMC, 30 pg), Ofloksasin (OFX, 5 ug),
Netilmisin (NET, 30 pg) ile klinikte antifungal ajan olarak bilinen Amfoterisin B (30
ug) kullanildi. Kullanilan antibiyotiklerin ve antifungal ajanin gosterdigi inhibisyon
zon c¢aplar1 soyledir; Eritromisin standart antibiyotiginin E. coli, S. aureus, S.
pyogenes P. aeruginosa ve B. subtilis mikroorganizmalarina karsi sirasiyla 14 mm,
14 mm, >30 mm, P. aeruginosa eritromycine karsi diren¢ gosterdi, >30 mm
inhibisyon zon ¢ap1 olusturdu. AMC antibiyotigi sirastyla 20 mm, >30 mm, 30 mm,
P. aeruginosa AMC’ye kars1 direng gosterdi, 24 mm inhibisyon zon ¢ap1 olusturdu.
Ofloksasin antibiyotigi sirasiyla 28 mm, 20 mm, 22 mm, 14 mm, 26 mm inhibisyon
zon ¢ap1 olusturdu. NET antibiyotigi sirasiyla 26 mm, 18 mm, >30 mm, 20 mm, >30
mm inhibisyon zon ¢ap1 olusturdu. Amfoterisin B, C. albicans ATCC 10231’e kars1
30 mm inhibisyon zon c¢apt olusturdu (Cizelge 4.8.13-Cizelge 4.8.14). A.
gymnalocepias govde, aseton ve metanol (160 upg/kagit disk) Oziitlerinin S.
pyogenes’in biiyiimesi iizerinde sirasiyla 15 mm ve 12 mm inhibisyon zon c¢api
Olusturdugu gézlendi. Diger bitki Oziitlerinin mikroorganizmalarin biiylimesi

tizerinde inhibisyon zonu olusturmadigi gézlendi (Resim 4.8.1-4.8.8).
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4.8. CIZELGELER, SEKILLER, RESIMLER
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Sekil 4.8.1.  A. diphtherites var. diphtherites bitkisinden elde edilen gévde ve kok
ozitlerinin gallik asidin artan konsantrasyonlarma Kkarsilik Olgiilen absorbans
degerlerinin grafigi.

Cizelge 4.8.1. A. diphtherites var. diphtherites bitkisinin hekzan, etil asetat, aseton ve
metanol 6ziitlerinin igindeki gallik aside esdeger total fenolik bilesen miktarlari.

Gallik asit esdegerleri®
Oziitler
Govde (ug GAE/mg 6ziit) Kok (ug GAE/mg 6ziit)
Hekzan 19.7+14 325+1.4
Etil asetat 235+0.9 27.2+0.9
Aseton 324+0.8 48.02+ 1.5
Metanol 76.1+0.9 30.7+15

# Her deger ii¢ deney sonucunun ortalamasi alinarak ve + standart sapmalar (SD) hesaplanarak verilmistir (n=3).
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Sekil 4.8.2. A. gymnalocepias bitkisinden elde edilen gévde ve kok oziitlerinin
gallik asitin artan konsantrasyonlarina karsilik dl¢iilen absorbans degerlerinin grafigi.

Cizelge 4.8.2. A. gymnalocepias bitkisinin hekzan, etil asetat, aseton ve metanol
oOziitlerinin i¢indeki gallik asite esdeger total fenolik bilesen miktarlari.

Gallik asit esdegerleri®
Oziitler
Govde (ug GAE/mg 6ziit) Kok (ug GAE/mg 6ziit)
Hekzan 32.33+1.75 32.33+1.52
Etil asetat 40.83+1.25 35.83+1.75
Aseton 42.33+2.75 19.66+1.75
Metanol 54.66 + 2.25 17.66+1.25

 Her deger ii¢ deney sonucunun ortalamasi alinarak ve + standart sapmalar (SD) hesaplanarak verilmistir (n=3).
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DPPH Radikalini Sondiirme Aktivitesi (%)
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Sekil 4.8.3.

A. diphtherites var. diphtherites bitkisinin gévde Oziitlerinin farkli

konsantrasyonlarda DPPH radikalini sondiirme aktivitesinin spektrofotometrik analiz

verileri.
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Sekil 4.8.4.

A. diphtherites var. diphtherites bitkisinin kok oziitlerinin farkli

konsantrasyonlarda DPPH radikalini sondiirme aktivitesinin spektrofotometrik analiz

verileri.
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Sekil 4.8.5. A. gymnalocepias  bitkisinin ~ govde Oziitlerinin  farkli
konsantrasyonlarda DPPH radikalini sondiirme aktivitesinin spektrofotometrik analiz
verileri.
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Sekil 4.8.6.  A. gymnalocepias bitkisinin kok oziitlerinin farkli konsantrasyonlarda
DPPH radikalini sondiirme aktivitesinin spektrofotometrik analiz verileri.
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Cizelge 4.8.3. A. diphtherites var. diphtherites bitkisinin DPPH radikalini sondiirme

aktivitelerinin % inhibisyon degerleri.

% Inhibisyon Degerleri®

c
Z3 Gévde Oziitleri Kok Oziitleri Pozitif Kontrol
s E
c ~
S
N Hekzan EtOAC Aseton | Metanol | Hekzan EtOAC Aseton | Metanol BHA BHT
5 7.2+0.98 | 12.98£.024 | 14.53x2.69 | 9.85:0.64 | 7.2+0.95 16.7+1.61 | 2039+1.71 | 10.72+1.49 | 37.17£2.38 | 22.99+1.77
25 10.57+1.51 | 20.87+0.68 | 22.76+2.7 | 19.73£2.84 | 17.97+0.53 | 35.71+4.34 | 40.01+1.71 | 13.19+3.18 | 43.19+4.23 | 35.59+3.31
50 22.37+4.62 | 33.38+2.10 | 32.72£0.35 | 30.58+0.66 | 16.27+0.56 | 55.47+7.57 | 44.46+2.40 | 28.66+2.08 | 88.98+1.76 | 52.88+1.88
100 | 27.1+339 | 41.39+2.02 | 46.78+3.88 | 58.16£1.84 | 27.32+0.70 | 58.99+1.51 | 71.13+3.04 | 36.53+1.19 | 89.96+1.45 | 72.63+1.22
150 | 22.56+1.28 | 43.23+2.68 | 52.95:0.68 | 62.92+1.95 | 24.63+1.46 | 85.06:0.84 | 87.64+0.8 | 42.52+3.17 | 90.49+1.56 | 81.67+0.52
250 | 27.12+1.46 | 50.15£2.98 | 64.34+132 | 68.06+2.35 | 29.96+1.01 | 90.91=0.13 | 90.38+0.62 | 50.74+0.80 | 90.92+1.50 | 88.00+2.30
350 | 27.07£0.86 | 57.34+1.11 | 70.48+0.53 | 79.01£0.74 | 35.92+1.59 | 90.26+0.37 | 91.55+0.24 | 58.41£0.89 | 95.46+0.59 | 88.68+2.12
 Her deger ii¢ deney sonucunun ortalamasi alinarak ve + standart sapmalar (SD) hesaplanarak verilmistir (n=3).
Cizelge 4.8.4. A. gymnalocepias bitkisinin DPPH radikalini sondiirme aktivitelerinin
% inhibisyon degerleri.
% Inhibisyon Degerleri®
s
§ 5 Govde Oziitleri Kok Oziitleri Kontrol
£ E
R
N Hekzan EtOAC Aseton | Metanol | Hekzan EtOAC Aseton | Metanol BHA BHT
5 11744022 | 14.02£1.39 | 11.86+0.86 | 14.59+0.94 | 424124 | 427178 | 5.58+2.02 | 4.44:1.04 | 37.17+2.38 | 22.99+1.77
25 13.98+1.65 | 15.74£0.79 | 21.85+2.01 | 22.66+0.33 | 5.71+1.16 | 16.35£2.66 | 10.11+2.68 | 5.73£1.97 | 43.19+4.23 | 35.59+3.31
50 14224221 | 18.84%1.70 | 25.97+0.33 | 36.36£1.00 | 6.59+1.37 | 33.98+3.86 | 16.23+3.13 | 8.22+1.76 | 88.98+1.76 | 52.88+1.88
100 | 10.31.2.19 | 21.77+0.43 | 33.60+2.54 | 59.62+2.55 | 7.65+0.18 | 43.71x3.50 | 21.03£1.96 | 15.24+230 | 89.96+1.45 | 72.63+1.22
150 | 13.90+1.23 | 24.78+1.87 | 41.82+2.36 | 78.02+3.56 | 10.06+0.16 | 58.69+3.19 | 25.57+4.09 | 30.10+2.53 | 90.49£1.56 | 81.67+0.52
250 | 14.29+0.67 | 29.20+2.00 | 52.02+1.32 | 85.1322.01 | 13.34+0.46 | 76.84%2.66 | 45.91+4.06 | 32.65+2.90 | 90.92+1.50 | 88.00+2.30
350 | 183142.89 | 31.68+0.86 | 55.61+0.75 | 86.83£2.24 | 16.62+0.22 | 84.10£1.99 | 56.07+3.61 | 39.62+2.11 | 95.46+0.59 | 88.68+2.12

# Her deger ti¢ deney sonucunun ortalamasi alinarak ve + standart sapmalar (SD) hesaplanarak verilmistir (n=3).
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Sekil 4.8.7.  Kuersetin’inin artan konsantrasyonlarina karsilik olgililen absorbans

degerlerinin grafigi.

Cizelge 4.8.5. A. diphtherites var. diphtherites bitkisinin kuersetine esdeger total
flavonoid bilesen miktarlari.

Kuersetin Esdegerleri®

Oziitler
Govde (ug QUE /mg 6ziit) | Kok (ng QUE /mg dziit)
Hekzan 8.58 +0.30 2.31+0.26
Etil asetat 544 +0.16 4.23 +0.26
Aseton 42.20 + 0.46 4.10+0.20
Metanol 39.31+0.23 2.31+0.23

 Her deger ii¢ deney sonucunun ortalamasi alinarak ve + standart sapmalar (SD) hesaplanarak verilmistir (n=3).
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Cizelge 4.8.6. A. gymnalocepias’in Kkuersetin’e esdeger total flavonoid bilesen
miktarlari.

Kuersetin Esdegerleri®
Oziitler
Govde (ug QUE /mg 6ziit) Kok (ug QUE /mg 6ziit)
Hekzan 11.20+0.26 421 +£0.21
Etil asetat 77.67 +2.41 14.01+0.10
Aseton 80.15+0.33 10.43+0.16
Metanol 36.81 +0.34 11.20+0.14

# Her deger ii¢ deney sonucunun ortalamasi alinarak ve + standart sapmalar (SD) hesaplanarak verilmistir (n=3).
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Sekil 4.8.8. A. diphtherites var. diphtherites bitkisinin govde oziitlerinin farkli
konsantrasyonlarda metal selatlama kapasitesi grafigi.
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Sekil 4.8.9.

110
100 -~
90
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70 A
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40

20 +
10 A

Metal Selatlama Kapasitesi (%)

50 100

—e—EDTA

—=— HEGZAN
ETILASETAT
ASETON

—x— METANOL

150 200 250 300 350 400
Konsantrasyon (ug/mL.)

konsantrasyonlarda metal selatlama kapasitesi grafigi.

A. diphtherites var. diphtherites bitkisinin kok 0ziitlerinin farkli

. - - . - - - e . +2 -
Cizelge 4.8.7. A. diphtherites var. diphtherites bitkisinin Fe “—ferrozine
kompleksinin inhibisyon yiizdesi verileri.

% Inhibisyon Degerleri®
S . N\ . . . N\ . .
S~ Govde Oziitleri Kok Oziitleri Kontrol
-
£E
23
S Hekzan EtOAC Aseton Metanol Hekzan EtOAC Aseton Metanol EDTA
5 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 33.14+0.28
10 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 60.30+0.20
25 | 7.39:060 | 1244x1.13 | 13.09+1.34 | 4.11£1.33 | 12232035 | 10.95:029 | 4.06:0.44 | 13,14£0,56 | 99.76+0.00
50 | 15574102 | 14.11£1.31 | 16.32£1.36 | 14.29:0.55 | 22.18:031 | 16.58£0.32 | 4.532048 | 16,01x0,66 | 99.81x0.04
100 | 18.98:0.69 | 20.54:100 | 32.71+1.30 | 28.56+0.71 | 36.22+0.21 | 20.75:023 | 5.23+0.64 | 17,60£0,53 | 99.84+0.00
150 | 24.06+1.15 | 22.03+1.44 | 51.01+1.18 | 3338+1.36 | 38.69+0.74 | 25.12+022 | 13254032 | 26,19+0,62 | 99.89+0.00
250 | 31.46:226 | 39.42+124 | 65.06:2.61 | 62.11+1.52 | 49.3080.40 | 31.45:0.19 | 14.2440.61 | 34,620,76 | 99.89+0.00
350 | 37.63+3.03 | 40.49+1.86 | 68.85:1.34 | 74.35:1,51 | 6242:0.73 | 3273043 | 16.01£0.58 | 51,0080,87 | 99,92+0.00

* Her deger ti¢ deney sonucunun ortalamasi alinarak ve + standart sapmalar (SD) hesaplanarak verilmistir (n=3).
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Sekil 4.8.10. A.  gymnalocepias  bitkisinin  govde

konsantrasyonlarda metal selatlama kapasitesi grafigi.
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Sekil 4.8.11. A. gymnalocepias bitkisinin kok oziitlerinin farkli konsantrasyonlarda

metal selatlama kapasitesi grafigi.



Cizelge 4.8.8. A. gymnalocepias bitkisinin Fe*’—ferrozine kompleksinin inhibisyon
yiizdesi verileri.

Fe*2—Ferrozin kompleksinin % Inhibisyon Degerleri®

<

] .. S . 1 N .

27 Govde Oziitleri Kok Oziitleri Kontrol

£E

28

N Hekzan EtOAc Aseton Metanol Hekzan EtOAc Aseton Metanol EDTA
5 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 33.14+0.28
10 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 60.30+0.20
25 | 17.92£065 | 19.1240.43 | 11.75£0.64 | 21.9620.66 | 13.65:0.25 | 10.25:0.53 | 8312048 | 11.55:0.26 | 99.76x0.00
50 | 19.1240.34 | 25.260.38 | 13.59+0.36 | 30.41+0.75 | 14.45:0.34 | 12.68+0.30 | 8.72:0.45 | 14.86:0.46 | 99.81+0.04
100 | 20.50+0.39 | 27.95+1.08 | 15.82+0.84 | 46.46+0.77 | 15.83+0.18 | 15.26+0.24 | 12.84+056 | 27.54+053 | 99.84+0.00
150 | 27.80+0.14 | 30.56+0.42 | 31.18+1.06 | 67.35+0.86 | 24.63:0.66 | 21.7240.28 | 17.1240.22 | 38.04+0.69 | 99.89+0.00
250 | 4139£1.02 | 56.52+0.24 | 53.68+1.67 | 86.86+2.01 | 36.02+0.32 | 38.04+0.26 | 25.20+0.60 | 58.80+0.76 | 99.89:+0.00

350 | 46.69+2.03 | 74.96:0.89 | 72.96+1.00 | 89.63:058 | 46.20+0.83 | 43.6120.40 | 37.07x0.53 | 76.41x0.90 | 99.92:0.00

 Her deger ii¢ deney sonucunun ortalamasi alinarak ve + standart sapmalar (SD) hesaplanarak verilmistir (n=3).

Indirgeme Giicii (700 nm)

—e—BHA
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Sekil 4.8.12. A. diphtherites var. diphtherites bitkisinin govde oziitlerinin farkli

+35.e

konsantrasyonlarda Fe**ii Fe**ye indirgeme giiciiniin spektrofotometrik analiz
verilerinin grafigi.
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Sekil 4.8.13. A. diphtherites var. diphtherites bitkisinin kok oziitlerinin farkli

+35 .

konsantrasyonlarda Fe*ii Fe*?ye indirgeme giiciiniin spektrofotometrik analiz
verilerinin grafigi.

Cizelge 4.8.9. A. diphtherites var. diphtherites gévde ve kok oziitlerinin farkli
konsantrasyonlarda Fe**ii Fe'?’ye indirgeme giiciiniin spektrofotometrik analiz

verileri.
Indirgeme Giicii Aktivitesi®

5 ) .

> Govde Oziitleri Kok Oziitleri Kontrol
s E

g2
N Hekzan EtOAc Aseton | Metanol | Hekzan EtOAc Aseton | Metanol BHA BHT

25 | 0,042£0,00 | 0,040+0,00 | 0,048£0,00 | 0,057+0,00 | 0,053+0,00 | 0,051£0,00 | 0,065:0,01 | 0,050+0,00 | 0,274+0,00 | 0,145:0,00
50 | 0,047£0,00 | 0,043+0,02 | 0,069+0,00 | 0,071x0,01 | 0,067+0,00 | 0,054£0,01 | 0,080£0,00 | 0,060+0,00 | 0,483x0,02 | 0,253+0,01
100 | 0,069+0,00 | 0,050+0,00 | 0,094+0,01 | 0,093+0,02 | 0,086£0,00 | 0,058+0,00 | 0,128+0,02 | 0,07120,01 | 0,600£0,01 | 0,375+0,00
150 | 0,070£0,00 | 0,053+0,01 | 0,12120,00 | 0,122+0,00 | 0,091£0,02 | 0,070+0,00 | 0,143+0,01 | 0,075:0,00 | 0,622+0,01 | 0,506+0,00
250 | 0,110:0,03 | 0,063£0,00 | 0,188+0,01 | 0,145£0,00 | 0,110£0,0 | 0,084x0,02 | 0,229+0,00 | 0,089+0,03 | 0,698£0,00 | 0,565-0,02
350 | 0,154x0,01 | 0,066£0,00 | 0,226+0,03 | 0,181£0,03 | 0,175£0,01 | 0,097x0,01 | 0,272+0,00 | 0,108+0,02 | 0,742+0,03 | 0,646:0,03

* Her deger ti¢ deney sonucunun ortalamasi alinarak ve + standart sapmalar (SD) hesaplanarak verilmistir (n=3).
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Sekil 4.8.14. A. gymnalocepias  bitkisinin ~ gévde  Ozitlerinin  farkh

konsantrasyonlarda Fe*ii Fe*?ye indirgeme giiciiniin spektrofotometrik analiz

verilerinin grafigi.
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Sekil 4.8.15. A. gymnalocepias bitkisinin kok oziitlerinin farkli konsantrasyonlarda
Fe*®ii Fe"’ye indirgeme giiciiniin spektrofotometrik analiz verilerinin grafigi.
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Cizelge 4.8.10. A. gymnalocepias govde ve kok oziitlerinin farkli konsantrasyonlarda
Fe*®ii Fe"?’ye indirgeme giiciiniin spektrofotometrik analiz verileri.

Indirgeme Giicii Aktivitesi®

c

> Govde Oziitleri Kok Oziitleri Kontrol

SE

S

N Hekzan EtOAC Aseton | Metanol | Hekzan EtOAC Aseton | Metanol BHA BHT
25 | 0.073:0.00 | 0.086+0.00 | 0.075:0.00 | 0.080+0.00 | 0.093+0.00 | 0.087+0.00 | 0.087+0.00 | 0.086:0.00 | 0.185+0.00 | 0.092:0.00
50 | 0.085:0.00 | 0.089+0.01 | 0.085+0.00 | 0.089+0.01 | 0.108+0.00 | 0.092+0.01 | 0.090+0.00 | 0.088+0.01 | 0.316+0.02 | 0.142+0.01
100 | 0.092+0.00 | 0.103+0.00 | 0.098+0.01 | 0.092+0.02 | 0.114£0.00 | 0.105:0.00 | 0.096+0.02 | 0.090+0.00 | 0.438+0.01 | 0.244:0.00
150 | 0.093£0.00 | 0.112+0.00 | 0.109£0.00 | 0.103+0.00 | 0.125:0.01 | 0.116£0.00 | 0.100:0.01 | 0.093:0.00 | 0.466+0.02 | 0.346:0.02
250 | 0.097+0.03 | 0.129+0.00 | 0.127+0.01 | 0.115+0.00 | 0.137+0.00 | 0.134+0.02 | 0.118£0.00 | 0.100+0.03 | 0.544+0.00 | 0.454+0.00
350 | 0.127x0.01 | 0.166£0.00 | 0.156+0.03 | 0.140+0.03 | 0.150£0.01 | 0.160+0.00 | 0.131:0.00 | 0.105:0.00 | 0.652+0.03 | 0.525:0.03

 Her deger ii¢ deney sonucunun ortalamasi alinarak ve + standart sapmalar (SD) hesaplanarak verilmistir (n=3).
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Sekil 4.8.16. A. diphtherites var. diphtherites bitkisinin gévde Oziitlerinin farkli
konsantrasyonlarda TBA metodu ile Fe®*/Askorbat/EDTA/H,0, sisteminde hidroksi
radikalini sondiirme aktivitesi (%).
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Sekil 4.8.17. A. diphtherites var. diphtherites bitkisinin kok 06ziitlerinin farkli
konsantrasyonlarda TBA metodu ile Fe?*/Askorbat/EDTA/H,0, sisteminde hidroksi
radikalini sondiirme aktivitesi (%).

Cizelge 4.8.11. A. diphtherites var. diphtherites bitkisinin farkli polariteye sahip
coziiciiler ile hazirlanan 6ziitlerinin ve DMSO’ nun farkli konsantrasyonlarinin TBA
metodu ile OH radikalini sondiirme giicii (%).

OH Radikalini Séndiirme Aktivitesi (%)*

S~ Govde Oziitleri Kok Oziitleri Kontrol
c =

£ E

c O

g =

X Hekzan EtOAC Aseton Metanol Hekzan EtOAC Aseton Metanol DMSO
5 56.42+4.01 | 73.74+2.16 | 62.78£3.70 | 73.01£2.61 | 60.54+3.14 | 83.74+1.18 | 81.51£0.61 | 72.38+4.69 | 74.21+3.95
10 58.1144.06 | 75.1942.20 | 63.83£3.52 | 74.7242.34 | 62.11+338 | 84.72+1.02 | 82.61+0.48 | 73.94+4.44 | 78.48+3.50
20 60214327 | 76.34+2.07 | 64.8943.46 | 75.8442.03 | 63.2542.85 | 85.64+1.12 | 83.86£0.82 | 75.15+4.62 | 80.35+3.19
50 61084333 | 77.67x1.44 | 66.58+3.43 | 77.21£1.42 | 64.70+2.99 | 87.14+0.98 | 85.09+0.28 | 76.59+4.39 | 83.3442.71
75 61.92+3.09 | 79.4842.05 | 67.57+3.47 | 79.00+1.88 | 66.47+3.07 | 88.37+0.71 | 85.82+0.34 | 77.65£3.97 | 87.66+2.50
100 62714335 | 82.604132 | 69.0743.07 | 81.26+1.57 | 67.45+2.76 | 88.82+0.37 | 86.42+0.56 | 78.4943.60 | 93.1542.25

# Her deger ii¢ deney sonucunun ortalamasi alinarak ve + standart sapmalar hesaplanarak verilmistir (n=3).
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Sekil 4.8.18. A.  gymnalocepias  bitkisinin ~ govde  Oziitlerinin  farkh
konsantrasyonlarda TBA metodu ile Fe?*/Askorbat/EDTA/H,0, sisteminde hidroksi
radikalini sondiirme aktivitesi (%).
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Sekil 4.8.19. A. gymnalocepias bitkisinin kok oziitlerinin farkli konsantrasyonlarda
TBA metodu ile Fe®*/Askorbat/EDTA/H,0; sisteminde hidroksi radikalini sondiirme
aktivitesi (%).
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Cizelge 4.8.12 A. gymnalocepias bitkisinin farkli polariteye sahip ¢oziiciiler ile
hazirlanan oziitlerinin ve DMSO’ nun farkli konsantrasyonlarinin TBA metodu ile
OH radikalini sondiirme giicii (%).

OH Radikalini Séndiirme Aktivitesi (%)*

c ..
S - . - . Pozitif
N Govde Oziitleri Kok Oziitleri
3 2 Kontrol
[
c D
232
<
Hekzan EtOAC Aseton Metanol Hekzan EtOAC Aseton Metanol DMSO
5 45.0344.19 | 75.02+1.80 | 72.33+1.67 | 73.48+1.98 | 74.04+0.68 | 69.30+1.12 | 71.140.70 | 70.67+0.53 | 74.2143.95
10 52.442.60 | 79.41£0.99 | 76.67£3.13 | 75.85:1.57 | 79.64+£0.34 | 74.29+1.38 | 76.97+4.53 | 77.22+0.67 | 78.48+3.50
20 59.05£2.11 | 83.86£0.79 | 79.59+3.87 | 79.96£1.23 | 82.48+1.78 | 78.60+4.87 | 80.52+£3.50 | 80.59+1.52 | 80.35+3.19
50 60.1142.39 | 85.9241.00 | 83.5242.65 | 81.77+1.40 | 84.22+0.85 | 82.89+3.43 | 84.15+1.58 | 81.52+1.03 | 83.3442.71
75 63.33+3.61 | 88.43+0.77 | 87.29+1.37 | 86.44+0.56 | 85.76:0.64 | 87.00+2.00 | 85.64+0.47 | 82.64+0.75 | 87.66+2.50
100 72.88+1.53 | 90.89+0.90 | 90.15£1.29 | 90.02+£0.71 | 87.32+0.55 | 89.37+0.48 | 89.00£1.07 | 84.47+0.82 | 93.15+2.25

 Her deger ii¢ deney sonucunun ortalamasi alinarak ve + standart sapmalar hesaplanarak verilmistir (n=3).
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Cizelge 4.8.13. A. diphtherites var. diphtherites govde ve kok Oziitlerinin
mikroorganizmalarin biiyiimeleri tizerinde engelleme etkisi.

Zon Caplar1 (mm)

Kullanilan Mikroorganizmalar

Denenen ng / kagit E. coli S. aureus S. pyogenes P.aeruginosa B. subtilis C. albicans
Madde disk ATCC 25922 ATCC 25923 ATCC 19615 ATCC 27853 ATCC11774 ATCC 10231

80 - - = - - -

Govde Hekzan 160 - - - - - i

80 - - - - R i

Kok Hekzan 160 - - = - - -

80 - - = - - -

Govde EtOAc 160 - - - - - R

80 - - - - R i

Kok EtOAc 160 - - - - - -

80 - - - - R -

Govde Aseton 160 - - - - - R

80 - - - - R i

Kok Aseton 160 - - - - - R

80 - - - - R i

Metano 160 ) ) - ) - -

80 - - - - R i

Kok Metanol 160 - - - - - -
Eritromycine 15 14 14 >30 R >30 te.
Amoksisilin 30 20 >30 30 R 24 te.
Ofloksasin 5 28 20 22 14 26 te.
Netilmisin 30 26 18 >30 20 >30 te.
Amfoterisin B 30 te. te. te. te. te. 13

t.e : test edilmedi

R: direncli
- : etkili degil
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Cizelge 4.8.14. A. gymnalocepias govde ve kok oOziitlerinin mikroorganizmalarin
biiylimeleri iizerinde engelleme etkisi.

Zon Caplar1 (mm)

Kullanilan Mikroorganizmalar

Denenen ng / kagit E. coli S. aureus S. pyogenes P.aeruginosa B. subtilis C. albicans
Madde disk ATCC 25922 ATCC 25923 ATCC 19615 ATCC 27853 ATCC11774 | ATCC 10231

80 - - = - - -

Go6vde Hekzan 160 - - - - - i

80 - - - - R i

Kok Hekzan 160 - - = - - -

80 - - = - - -

Govde EtOAC 160 - - - - R i

80 - - - - R i

Kok EtOAc 160 - - - - - -

80 - - - - R -

Govde Aseton 160 - - 15 - - B

80 - - - - R i

Kok Aseton 160 - - - - - R

80 - - - - R i

Govde Metanol 160 - - 12 - - -

80 - - - - R -

Kok Metanol 160 - - - - - i
Eritromycine 15 14 14 >30 R >30 te.
Amoksisilin 30 20 >30 30 R 24 te.
Ofloksasin 5 28 20 22 14 26 te.
Netilmisin 30 26 18 >30 20 >30 te.
Amfoterisin B 30 te. t.e. t.e. t.e. te. 13

t.e. : test edilmedi

R : direngli
- : etkili degil
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[ ~ e
Sppogenes

[ ~ e
S nyoeengs
o Pyogenes

1-Hdzan 1-Hdaan

2-Etilasetat ii?d:;dﬂ
3-Asdn

; 4-hetanol 160 p.g hodd/disk
4-Nletancl $0 pg hifd/disk &

Resim 4.8.1: A. diphtherites var. diphtherites bitkisinin gévde Oziitlerinin S.
pyogenes’in liremesi lizerine engelleyici etkisi.

¢ a0 5 S avogenes
S ppogenes . ppogenes

1-Hdzan
2-Etilasetat
3-Asaen
4-haancl

1-Hdazan
2-Etilasetat
3-Asaon
$0 g hifkd/disk 4-hletanol 160 pg bitkifdisk

Resim4.8.2: A. gymnalocepias bitkisinin govde 6ziitlerinin S.pyogenes’in liremesi
izerine engelleyici etkisi.
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Resim 4.8.3: Cesitli antibiyotiklerin B. subtilis {iremesi tizerine engelleyici etkisi.
Al) Antibiyotikler 1: Eritromycine (15 pg/kagit disk), 2: Amoksisilin (20
ug)/Klavulonik asit (10 ug) (AMC, 30 pg) A2) Antibiyotikler 3: Ofloksasin (5
ug/kagit disk), 4: Netilmisin (30 pug/kagit disk)

Resim 4.8.4: Cesitli antibiyotiklerin E. coli iremesi lizerine engelleyici etkisi.

Al) Antibiyotikler 1: Eritromycine (15 pg/kagit disk), 2: Amoksisilin (20
ug)/Klavulonik asit (10 ug) (AMC, 30 pg) A2) Antibiyotikler 3: Ofloksasin (5
ug/kagit disk), 4: Netilmisin (30 pug/kagit disk)
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P . ha) 3
Paeruginosa £ Paeruginosa

Resim 4.8.5: Cesitli antibiyotiklerin P aeruginosa iiremesi {izerine engelleyici etkisi
Al) Antibiyotikler 1: Eritromycine (15 pg/kagit disk), 2: Amoksisilin (20
ug)/Klavulonik asit (10 ug) (AMC, 30 pg) A2) Antibiyotikler 3: Ofloksasin (5
ug/kagit disk), 4: Netilmisin (30 pg/kagit disk)

Spyogenes £ A, pyogenes
JOE ; JOE

Resim 4.8.6: Cesitli antibiyotiklerin S. pyogenes iliremesi lizerine engelleyici etkisi
Al) Antibiyotikler 1: Eritromycine (15 pg/kagit disk), 2: Amoksisilin (20
ug)/Klavulonik asit (10 pg) (AMC, 30 ug) A2) Antibiyotikler 3: Ofloksasin (5
ng/kagit disk), 4: Netilmisin (30 pg/kagit disk)
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Resim 4.8.7: Cesitli antibiyotiklerin S. aureus iiremesi tizerine engelleyici etkisi.
Al) Antibiyotikler 1: Eritromycine (15 pg/kagit disk), 2: Amoksisilin (20
ug)/Klavulonik asit (10 ug) (AMC, 30 pg) A2) Antibiyotikler 3: Ofloksasin (5
ug/kagit disk), 4: Netilmisin (30 pg/kagit disk)

Resim 4.8.8: Amfoterisin B’nin C. Albicans liremesi tizerine engelleyici etkisi.
1:30 pg/kagit disk
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5. TARTISMA VE SONUC

Bitkilerin total fenolik ve flavonoid bilesen miktarlar1 antioksidan
ozelliklerinin belirlenmesinde Gnemli parametrelerden birini olusturmaktadir'. Bu
calismada polar olmayandan polara dogru degisen ¢oziiciilerle elde edilen 6ziitlerin
antioksidan ve antimikrobiyal aktiviteleri arastirildi.

A. diphtherites var. diphtherites bitkisinde en yiiksek total fenolik bilesen
miktar1 gévdede metanol (76.1 £ 0.9 ug/mg) kokte ise aseton oziitiinden elde
edilmistir (48.02 £ 1.5 pg/mg) (Cizelge.4.8.1.). Aym bitkide en yiiksek total
flavonoid miktar1 gévdede metanol ve aseton (sirasiyla 39.31 + 0.23, 42.20 £+ 0.46
mg/ug), kokte ise aseton ve etil asetat (sirasiyla 4.10 £ 0.20, 4.23 + 0.26 ug/mg)
oOziitlerinde tespit edilmistir (Cizelge.4.8.5.).

A. gymnalocepias bitkisinde ise, govdede aseton ve metanol (sirasiyla 42.33 +
2.75, 54.66 + 2.25 pg/mg) kokte ise hekzan ve etil asetat en fazla total fenolik
bilesen icermektedir (sirasiyla 32.33 £ 1.52, 35.83 + 1.75 pg/mg) (Cizelge.4.8.2.).
Aynu bitkide en yiiksek total flavonoid miktar1 govdede etil asetat ve aseton (sirasiyla
77.67 £ 2.41, 80.15 + 0.33 png/mg) kokte ise metanol ve etil asetat (sirastyla 11.20 +
0.14, 14.01 £ 0.10 ug/mg) o6ziitlerinden elde edilmistir (Cizelge.4.8.6.).

Bu sonuglara gore her iki bitkininde govde kisimlari kok kisimlarina oranla
daha polar total fenolik ve total flavonoid bilesikler igermektedir.

Flavonoid, tanen, kumarin ve ksanton gibi farkli fenolik antioksidanlarin
radikal sondiirme kapasiteleri bilesen miktarina bagli olarak degisir. Cok kiiciik
farkliliklar olsada daha polar bilesikler iceren bitki oziitleri daha iyi radikal
sondiiriicii 6zellik gosterirler.>* Flavonoidlerin lipit peroksidasyonunu inhibe ettigi,

metal iyonlarini selatladigi ve lipooksigenazi inaktive ettigi bilinmektedir.
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Farkli Astragalus tiirleri iizerine yapilan c¢alismalarda polar fenolik
bilesiklerin genellikle daha iyi antioksidan 6zellik gosterdikleri bildirilmistir.>®

Antioksidan bilesiklerin DPPH radikalini sondiirme etkileri, yapilarinda
bulunan hidrojeni ortamdaki radikale verebilme 6zelliklerinden kaynaklanmaktadir.
DPPH serbest ve kararli bir radikaldir, bir elektron veya bir hidrojen alarak
diamagnetik bir molekiile doniisebilir.'***( Brand-Williams, Kumaran LiT VER)

Her iki bitkiden elde edilen dziitlerin serbest radikal sondiiriicii etkileri DPPH
radikali tlizerinden tayin edilmistir. DPPH radikalini sondiirme aktivitesi diger
metotlara oranla antioksidan aktiviteyi kisa zamanda karsilastirma olanag:
saglamaktadir. Sonuglar test edilen konsantrasyonlarda (5-350 pg/mL) pozitif
kontrol olarak kullanilan BHT ve BHA degerleri ile karsilastirilmistir. Elde edilen
sonuglara gore her iki bitkinin hem kok hemde govde kisimlarinin polar 6ziitlerinin
bazi konsantrasyonlarinin pozitif kontrol olarak kullanilan BHA ve BHT’den daha
yiiksek radikal sondiiriicli aktiviteye sahip oldugu tespit edildi. Bitki 6ziitlerinin
serbest radikalleri tutmasi, elde edilen polar 6ziitlerin iginde bulunan maddelerin
serbest radikalleri daha kararli iirlinlere doniistiirdiigiinii gostermektedir.

Bilesiklerin antioksidan aktiviteleri aromatik hidroksil grubu igeren polar
bilesiklerden kaynaklanmaktadur.2

Bazi Astragalus tiirlerinin toprak iistii kisimlarindan elde edilen metanol ve
hekzan/dikolorometan oziitlerinin DPPH aktivitesi yoniinden incelendigi bir
calismada, bitkilerden elde edilen metanol dziitlerinin ICso (pg/ml) degerlerinin; 68-
400 araliginda oldugunu, polar olmayan &ziitlerin ise DPPH aktivitesi gostermedigi

bildirilmistir.*?
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Bazi bitkilerin antioksidan 6zelliklerinin belirlenmesi amaciyla yapilan bir
caligmada, bitkilerden elde edilen Ozitlerin DPPH aktivitesi yOniinden
incelendiginde 1Csg degerlerinin, Astragalus glycyphyllos 156.98 ug/mL, Trifolium
pannonicum 13.19 ug/mL, Lathyrus binatus 19.62 ug/mL, Onobrychis scardia 52.31
ng/mL, Coronilla emerus 145.31 pg/mL olarak bulundugu bildirilmistir.®

Calismamizda DPPH aktivitesi icin elde etti§imiz ICsy degerleri yukaridaki
calismalarla benzerlik gostermistir.

Elde edilen sonuglara gore bitkinin polar Oziitlerinin  antioksidan
kapasitelerinin iyi oldugu sdylenebilir.

Metal selatlama aktivitesinin varligi lipit peroksidasyonunu azaltmasi ve
hidroksi radikallerinin olusumunu engellemesi sebebiyle onemli bir antioksidan
ozellik olarak kabul edilir. Selatlayicilar, metal iyonlariyla o bagi yaparak metal
iyonlarmin redoks potansiyelini azaltip etkili antioksidanlar olarak davranirlar.**

Fraksiyonlandirilmis A. dipherites var. dipherites ve A. gymnalocepias
tirlerinin kok ve govde oziitlerinin, metal selatlama aktivitesi modifiye Dinis, (1994)
metodu ile 61(;1’11d1’i.15’16 Gliglii selatlama aktivitesine sahip olan EDTA pozitif kontrol
olarak kullanildi.

Caligilan konsantrasyon araliginda A. diphtherites var. diphtherites bitkisinin
govde metanol oziitii (%74.35 + 1.51) ve kok hekzan oziitii (%62.42 = 0.73) en
yiiksek metal selatlama aktivitesi gosterdi (Cizelge 4.8.7).

A. gymnalocepias bitkisinde ise; govde ve kok metanol Oziitleri en yiiksek
metal selatlama aktivitesi gosterdi (sirasiyla 89.63 + 0.58, 76.41 + 0.90). Pozitif
kontrol olarak kullanilan EDTA’nin metal selatlama aktivitesi ise % 33.14 + 0.28 ,

%99.92 + 0.00 araliginda bulundu (Cizelge 4.8.8).
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A. diphtherites var. diphtherites bitkisinin gévde kismindan elde edilen
Oziitlerin metal selatlama aktivitesinin, Oziitleme isleminde kullanilan ¢d6ziiciilerin
polarite artisina bagli olarak arttig1 ve bitkinin fenolik bilesen miktariyla baglantili
bir yiikselme gosterdigi belirlendi. Bitkinin kok kismindan elde edilen hekzan ve
metanol 6ziitlerinin metal selatlama aktivitelerinin etil asetat ve aseton Oziitlerinden
daha yiiksek aktivite degerlerine sahip oldugu tespit edildi. Bitkinin hem kok hem de
govde kisimlarindan elde edilen oOziitler test edilen aralikta (25-350 pg/mL),
konsantrasyondaki artisa bagli olarak aktivite artis1 gosterdikleri saptandi.

A. gymnalocepias bitkisinin gévde kismindan elde edilen o6ziitlerdeki metal
selatlama aktivitesindeki artis A. diphtherites var. diphtherites bitkisinde oldugu gibi
polariteye bagli olarak degiskenlik gostermektedir. Bitkinin koék kismindan elde
edilen Oziitlerden hekzan, etil asetat ve aseton Oziitlerinin aktivitelerinin birbirine
yakin, metanol Oziitiiniin ise oldukga yiiksek oldugu belirlendi. Pozitif kontrol olarak
kullanilan ve metal selatlama 06zelligi bilinen EDTA’nin, denen konsantrasyon
araliginda (5-350 pg/mL) 25 pg/mL’lik konsantrasyondan sonra %99’luk aktiviteye
ulastigt ve denenen en yliksek konsantrasyona kadar sabit kaldigi belirlendi.
Bitkilerden A. diphtherites var. diphtherites’in EDTA ile karsilastirildiginda disiik
konsantrasyonlarda, metal selatlama aktivitesinin olduk¢a zayif oldugu, yiiksek
konsantasyonlarda ise kok hekzan ve metanol 6ziitlerinin orta derecede, gévde aseton
ve metanol 6ziitlerinde pozitif kontrolle ayni derecede aktivite gosterdigi belirlendi.

A. gymnalocepias bitkisi pozitif kontrol olarak kullanilan EDTA ile metal
selatlama aktivitesi yoniinden karsilastirildiginda, gévde kismindan elde edilen
metanol Oziitiinlin 250 ve 350 pg/mL’lik konsantrasyonlarda hemen hemen EDTA

kadar metal selatlama aktivitesi gosterdigi tespit edildi.
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Calismada yiiksek metal selatlama aktivitesinin genellikle yiiksek polariteye
sahip metanol ozitlerinden elde edilmistir. Polar ¢oziiciilerle yikanan bilesikler daha
cok polifenolik yapidadirlar. Polifenoller igerdikleri hidroksil gruplar1 sayesinde
divalent katyonlar1 selatlama yetenegi g('is‘[erirler.3’17'19 Bu sonuglar ferrozinin bitki
polar Oziitlerini Fe*®den once tuttugunu, ve oziitlerin bu komplesi bozmada basarili
oldugunu gostermektedir.

Fenton tipi tepkimelerde, Fe*? H,0; ile tepkimeye girerek hidroksil radikalini
olustururken kendisi Fe*¥e yiikseltgenir. OH radikalinin olusumu lipid
peroksidasyonuna, protein modifikasyonuna ve DNA hasarina yol agar.?>%

Spektroskopik olarak 700 nm’de Fe™’iin Fe+2’ye indirgenmesi ile
absorbsiyon siddetindeki artisin Olglilmesine dayanan Oyaizu metoduna gore,
indirgeme giiciiniin arastirilmasinda, A. diphtherites var. diphtherites bitkisinin
govde kismindan elde edilen oziitlerin total flavonoid miktarindaki artisla iligkili
olarak aktivite gosterdigi goriilmektedir. Bu bitkinin en yiiksek total flavonoid
miktarina sahip olan govde aseton Oziitiinde (42.20 pg QUE/mg 06ziit) indirgeme
gliciiniin de en yiiksek oldugu belirlendi (700 nm’de absorbans 0.226).

Bitkinin govde kisminin hekzan, etil asetat ve metanol Oziitlerindeki total
flavonoid miktar1 ile indirgeme giiciiniin paralellik sergiledigi goriilmektedir. A.
diphtherites var. diphtherites bitkisinin kok kismindan elde edilen 6ziitlerden aseton
Oziitlinlin gévde kismindan elde edilen 6ziitlerde oldugu gibi yiiksek indirgeme giicti
aktivitesi gostermesi total fenolik bilesen miktarinin kok aseton Oziitinde yiiksek

olmasiyla iligkilidir.
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A. gymnalocepias bitkisinin hem kok hemde gévde kismindan elde edilen
Oziitlerin hemen hemen hepsinin konsantrasyonla artan benzer indirgeme giiciine
sahip oldugu belirlendi.

A. diphtherites var. diphtherites bitkisinin hem kok hemde govde aseton
Oziitlerinin indirgeme giicli aktivitelerin en yiiksek olmasina ragmen pozitif kontrol
olark kullanilan BHT ve BHA ile karsilastirildiginda orta derecede aktiviteye sahip
oldugu goriilmektedir. A. diphtherites var. diphtherites bitkisinin diger 6ziitlerinin ve
A. gymnalocepias bitkisinin biitiin Oziitlerinin konsantrasyona bagli olarak artis
gosterdigi ancak pozitif kontrollerle karsilagtirildiklarinda oldukca diisiik aktivite
degerlerine sahip olduklari belirlendi.

Elde edilen veriler, referans degerleri ve pozitif kontrol olarak kullanilan
BHT ve BHA ile karsilastirildiginda daha diisiik indirgeme giicii kapasitesi
gostermektedir.

Bitki oziitlerinin farkli konsantrasyonlarinin  deoksiriboz metodu ile
Fe”*/Askorbat/EDTA/H,0, sisteminde hidroksi radikalini sondiirme aktivitesi
incelendi.?? Calismada kullanilan her iki bitkininde pozitif kontrol olarak kullanilan
DMSO ile karsilagtinldiginda konsantrasyon artisina baghh olarak OH radikali
sondiirme kapasitelerinin  yiikseldigi ve antioksidan kapasitelerinin  arttig1
gozlemlendi.

Gram-pozitif, Gram-negatif bakteriler ile maya olarak C. albicans ATCC
10231 kullanildig1 antimikrobiyal aktivite arastirmalarinda, sadece A. gymnalocepias
bitkisinin govde kismindan elde edilen aseton ve metanol Oziitlerinin 160 pg/kagit
disk konsantrasyonunda, Gram-pozitif bir bakteri olan ve denenen antibiyotiklere

karsi oldukca duyarlilik gosteren S. pyogenes ATCC 19615°e kars1 aktivite
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sergiledigi goriildii. A. diphtherites var. diphtherites bitki Oziitlerinin ise denenen
hi¢bir mikroorganizmaya kars1 aktiviteye sahip olmadigi tespit edildi.
Adiglizel ve arkadaslar1 (2009) da bazi Astragalus tiirlerinin antimikrobiyal
Ozelliklerini arastirmislar ve herhangi bir aktivite gézlemlememislerdir.12

Bu sonuglara gore; A. diphtherites var. diphtherites ve A. gymnalocepias
bitkilerinin  polar bilesiklerinin antioksidan aktivitelerinin yiiksek oldugu
goriilmektedir. Bundan sonraki calismalar bu bilesikleri saflastirip yapilarim

aydinlatmak ve tek tek bilesiklerin etkilerini gozlemek olmalidir.
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