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ÖZET

Yüksek Lisans Tezi

BAZI ASTRAGALUS TÜRLERİNİN FİTOKİMYASAL İÇERİKLERİNİN VE

ANTİOKSİDAN AKTİVİTELERİNİN BELİRLENMESİ, SAĞLIKLI VE

KANSERLİ HÜCRE HATLARI ÜZERİNDE ANTİKANSER VE

ANTİPROLİFERATİF KAPASİTELERİNİN ARAŞTIRILMASI

Ceren TANRIÖVER 

Fen Bilimleri Enstitüsü, Moleküler Biyoloji ve Genetik Bölümü

Danışman: Prof. Dr. Nazım ŞEKEROĞLU 

Yıl: 2019, Sayfa: 58

Astragalus cinsine  ait  türler;  halk  arasında  immün  sistemi  güçlendirici,  bağışıklık
artırıcı  ve  mikrobiyal  enfeksiyonlara  karşı  vücudun  savunma  sistemine  destek  olan
bitkiler  olarak  bilinmektedir.  Astragalus  cinsine  ait  A.  elongatus  subsp. nucleiferus
WILLD (Yazı yoncası) ve A. neurocarpus BOISS (Çizik geven) türleri ile ilgili yapılan
literatür  araştırmaları  doğrultusunda;  herhangi  bir  biyolojik  aktivite  çalışmasına
rastlanmamış olup; belirlenmiş olan türlerin fitokimyasal içeriklerinin belirlenmesi ve
sahip  oldukları  biyolojik  aktivitelerinin  kapsamlı  bir  şekilde  analiz  edilmesi
amaçlanmıştır. Bu amaçla, bitki türlerinin kök ve toprak üstü kısımlarından özütler elde
edilmiştir.  Bitki  özütlerinin,  toplam fenolik  ve  flavonoit  içerikleri  spektrofotometrik
olarak  belirlenmiştir.  Antioksidan  kapasiteleri,  DPPH  serbest  radikal  giderim
kapasitesine göre analiz  edilmiştir. Özütlerin  potansiyel  antikanser ve antiproliferatif
aktiviteleri ise, A549, H1299, C6 kanser hücreleri ve HUVEC kontrol hücrelerine karşı;
MTT ve  tripan  mavisi  yöntemleri  kullanılarak  araştırılmıştır.  MTT ve  tripan  mavisi
deneylerinin  bir  sonucu  olarak,  test  edilen  insan  akciğer  ve  beyin  karsinomu
hücrelerinde doza bağlı  antikanser  ve antiproliferatif  etkiler  gözlenmiştir. Artan özüt
konsantrasyonunun,  kanser  hücrelerinin  büyüme  oranını  düşürmesine  yol  açmasının
yanı sıra; test edilen insan kanser hücrelerinde apoptoz gözlenmiştir. Bu çalışmadan elde
edilen sonuçlar; bitki köklerinin, kanser hücrelerinde hücre büyümesini konsantrasyon
ve zamana bağlı olarak önleyebildiğini göstermiştir.

Anahtar  Kelimeler: Astragalus spp.,  antikanser,  antiproliferative,  antioksidan,
polifenolik, sitotoksisite, hücre çoğalması

Bu tez çalışması,  finansal olarak Kilis 7 Aralık Üniversitesi,  Bilimsel Araştırma
Proje Birimi (BAP) tarafından desteklenmiştir (Proje No: 1859LTP1).
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ABSTRACT

MSc. Thesis

DETERMINATION OF PHYTOCHEMICAL CONTENTS AND ANTIOXIDANT

ACTIVITIES, INVESTIGATION OF ANTI-CANCER AND

ANTIPROLIFERATIVE CAPACITIES ON HEALTHY AND CANCER CELL

LINES OF SOME ASTRAGALUS SPECIES

Ceren TANRIÖVER

Graduate School of Natural and Applied Sciences, Department of Molecular Biology

and Genetics

Supervisor: Prof. Dr. Nazım ŞEKEROĞLU 

Year: 2019, Page: 58

Species belonging to genus Astragalus are known as plants that strengthen the immune
system,  boost  immunity  and  support  the  body's  defense  system  against  microbial
infections among  the  people. In  the  light  of  literature  survey  conducted  with  A.
elongatus subsp. nucleiferus WILLD (yazı yoncası) and A. neurocarpus BOISS (Çizik
geven), belonging to genus Astragalus, no biological activity study was found, so it is
aimed to determine the phytochemical contents of the identified species and analyze
their biological activities in a comprehensive manner. For this purpose, extracts were
obtained from root and above ground parts  of the plant species.  Total  phenolic  and
flavonoid  contents  of  plant  extracts  were  determined  spectrophotometrically.
Antioxidant capacities of the extracts were analyzed according to DPPH free radical
scavenging method. Potential anticancer and antiproliferative activities of the extracts
were investigated using MTT and trypan blue methods against A549, H1299, C6 cancer
cells and HUVEC control cells. As a result of MTT and trypan blue, dose-dependent
anticancer  and antiproliferative effects  were observed in  the tested human lung and
brain carcinoma cells. In addition to increasing concentration of the extract leads to
decrease the growth rate of cancer cells; apoptosis was observed in the tested human
cancer cells. The results obtained from this study showed that the plant roots are able to
inhibit cell growth in cancer cells depending on concentration and time.

Keywords: Astragalus spp., anticancer, antiproliferative, antioxidant, polyphenolic, cytotoxicity, cell

proliferation

This study was financially supported by Scientific Research Project Unit of Kilis 7 Aralık

University, Kilis-Turkey (Project code no: 1859LTP1).
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SİMGELER VE KISALTMALAR

1. Simgeler

°C : Santigrat derece

g : Gram

m : Metre

nm : Nanometre

M : Molar

ml : Mililitre

mg : Miligram

mg/ml : Miligram/mililitre

mg/g : Miligram/gram

g/kg : Gram/kilogram

% : Yüzde

µL : Mikrolitre

µg/µl : Mikrogram/mikrolitre

ppm : Mg çözünen / kg veya litre çözelti

2. Kısaltmalar

SDS : Sodium Dodecyl Sulfat

AICl3 : Alüminyum Klorür

GAE : Gallik Asit Eşdeğeri

TEAC : Troloks Eşiti Antioksidan Kapasite

DPPH : 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil

TCA : Trikloroasetik Asit 

Kcal /kg KM : Kuru maddede 

ROS : Reaktif Oksijen Türleri

SD : Standart sapma

DMSO : Dimethyl Sulphoxyde

ATCC : Amerikan Tip Kültür Koleksiyonu :

RPMI : Roswell Park Memorial Institute

TAS : Toprak altı su özütü

TÜS : Toprak üstü su özütü
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TAE : Toprak altı etanol özütü

TÜE : Toprak üstü etanol özütü

QE : Kersetin Eşdeğeri

AA : Absorbik asit

SS : Standart sapma

IC50 : Yarı maksimum inhibitör konsantrasyon
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1. GİRİŞ

Bitkilerin çağlar boyunca insanoğlu tarafından yaygın olarak şifa kaynaklı kullanıldığı

bilinmektedir.  Kimyasal  ve  sentetik  ilaçların  hastalıkların  tedavisinde  kullanılmaya

başlanması ve buna bağlı  olarak oluşan olumsuz yan etkilerin görülmesi ile birlikte,

bitkisel  ilaçların  araştırılması  ve  alternatif  olarak  kullanılması  günümüzde  yeniden

önem kazanmıştır. Bu doğrultuda yapılan çalışmalarla bitkilerin tedavi edici özellikleri

belirlenmeye çalışılmıştır. 

Tıbbi bitkilerin içeriğinde bulunan maddelerin araştırılarak, içerdikleri etken maddelerin

ortaya  çıkarılması  ile  sentetik  ilaçların  yerine  kullanılabileceği  düşünülmektedir.

Kimyasal içerikli ilaçların olumsuz yan etkilerinden kurtulmak için bitkilerin kullanımı

bir  çözüm olarak  görülmektedir  (Türker  ve  Köylüoğlu,  2012).  Son  yıllarda  yapılan

çalışmaların,  bitkisel  tedavilerde  kullanılan  bitkilerin  içeriklerini  araştırmaya  doğru

yönelmesindeki en büyük etken, bitkilerden elde edilen ilaçların ucuz maliyetli ve yan

etkisinin minimum düzeyde olması olarak görülmektedir. Sentetik ilaçlar tek bir etkiye

sahipken  bitkisel  ilaçlar  birden  çok  etkiye  sahip  olabilmektedirler.  Doğal  olmaları

sebebiyle  vücut  içerisine  alındılarında  kolay  tolere  edilen  bitkisel  ilaçlar  iyi

değerlendirildiklerinde  ülkeler  açısından  çok  büyük  bir  gelir  kapısı  olmaktadırlar

(Baytop, 1999; Türker ve Köylüoğlu, 2012).

Bitkisel  tedavi  de  kullanılan  tıbbi  bitkiler  yüzyıllar  boyunca  kuşaktan  kuşağa  miras

olarak kalmaktadır. Bunun nedeni, insanların çoğunun bitkisel içerikli tedavilere olan

güvenleri  olarak  görülmektedir.  Bu  nedenle  modern  tıbba  alternatif  olarak  insanlar

tarafından kullanılmaktadırlar (Ponni ve ark, 2009). Tarihte birçok bulaşıcı hastalığın

tedavisi  tıbbi  bitkilerle  yapılmıştır,  ancak  günümüzde  bunun  tam  tersi  olarak  tıbbi

bitkilerin  kullanımının  sakıncalı  olduğu  düşünülmektedir.  Bunun  sebebinin  ise  tıbbi

bitkilerin  içeriklerinin  ve  etkilerinin  bilimsel  olarak  yeterince  çalışılmaması

gösterilmektedir (Salehi ve ark., 2013; Manjusha ve ark., 2015) 

M.Ö. 5000 yıllarından kalma olduğu tahmin edilen Neanderthal insana ait iskeletlerin

bulunduğu  mezarlarda,  günümüzde  tıbbi  olarak  kullanıldığı  bilinen  bitkilere  ait

polenlerin bulunmuş olması, son 5000 yıldır dünya üzerinde bulunan insanların tıbbi

bitkiler ile hastalıkları tedavi ettiği görüşünü ortaya koymaktadır. Asurlular, Sümerler,

Hititler,  eski  Mısırlılar  ve  daha  yakın  zamanlarda  Roma,  Grek,  Bizans  ve  Osmanlı
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medeniyetlerinin  tıbbi  bitkileri  hastalıkların  tedavisinde  kullandıkları  yapılan

araştırmalarda görülmektedir. Günümüzde ise doğal kaynaklı tedavi edici ilaç kullanım

oranı gelişmiş ülkelerde %60’a kadar çıkmaktadır.

Etnobotanik çalışmalardan elde edilen bilgiler tıbbi bitkilerin kaynaklarının devamlılığı

ve  kullanımı  açısından  önem  arz  etmektedir  (Polat  ve  ark.,  2013).  Geleneksel  tıp

bilgileri göz önünde bulundurulduğunda, 1600 yeni ilacın ortaya çıkması bu bilgilerin

ışığında gerçekleşmiştir (Raja ve ark., 2011). Bu nedenle geleneksel tıpta yaygın olarak

kullanılan tıbbi  bitkilerin  araştırılması  ve etkinliğini  sağlayan sekonder  maddelerinin

bilimsel olarak biyoanalizlerinin yapılması gerekmektedir (Türker ve Yıldırım, 2013).

Dünya Sağlık Örgütü ’nün 91 ülkenin farmakopeleri ve tıbbi bitkileri üzerine yapılmış

olan çalışmaları incelendiğinde, 20.000 kadar bitkinin tedavi amaçlı tıbbi bitki olduğu

bilgisi  rapor  edilmiştir.  Dünya  üzerinde  pek  çok  yerde  olduğu  gibi  Türkiye’de  de

yüzyıllardan  bu  yana  yerel  halk  tarafından  tıbbi  açıdan  önemi  olan  bitkiler  birçok

hastalığın tedavisinde kullanılmaktadır. Türkiye florası incelendiğinde 9.000 in üzerinde

bitki  türüne  sahip  olduğu  yapılan  çalışmalarda  raporlanmıştır.  Bu  bitkilerden  1.000

kadarının tıbbi ilaç ve baharat olarak kullanıldığı bildirilmektedir 

Bitkilerin  tedavi  edici  özelliklerinin  kaynağı  olan  sekonder  metabolitler  bitkiler

tarafından  herbivorlara  ve  mikroorganizmalara  karşı  kendilerini  savunmak,  neslin

devamlılığını saplamak amaçlarıyla üretilirler (Wink, 1999). Son yıllarda yoğunlaşan

bitkilerin  tedavi  edici  özelliklerinin  araştırılması  üzerine  çalışmalarda  antimikrobiyal

aktivite  ve  sekonder  metabolit  gruplarının  en  önemlilerinden  olan  antioksidanların

üzerinde durulmaktadır (Linda, 2004). Antimutajen, antikanserojen ve antiaging etkileri

gibi  pek  çok  aktivitenin  antioksidan  bileşiklerden  kaynaklandığı  bilinmekte  olup,

antioksidan bileşikler biyolojik sistemler için vazgeçilmez ihtiyaçlar arasındadır (Cook,

1996).  Bu  durum  oldukça  maliyetli  olan  doğal  antioksidan  bileşiklerin  yerine

sentetiklerin  üretimini  ve  kullanımını  beraberinde  getirmiş  olmakla  birlikte,  sentetik

antioksidanların  toksik  etkilerini  ve  kanserojen  olabileceklerini  gösteren  çalışmalar

sonucunda  sentetik  antioksidanların  kullanımına  sınırlama  getirilmiştir  (Gtir,  1986).

Oldukça yaygın olarak kullanılan ve üretilen sentetik antioksidan bileşikler olan BHA

ve BHT’nin her ikisinin de karaciğer hasarına yol açtığı düşünülmektedir (Gao, 1999).
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Bu nedenle doğal antioksidan bileşiklere olan ihtiyacın artışı ile bitkisel antioksidanlar

üzerine yapılan çalışmalar önem kazanmıştır (Semiz, 2005).

Biyolojik sıvı ve ekstraktların oksidasyonu yavaşlatma ya da durdurma kapasitesi yani

antioksidan  kapasitesi  belirlenirken  temelde  elektron  ve  hidrojen  atom  transferine

dayanan  farklı  yöntemler  kullanılmaktadır.  Antioksidan  kapasite  FRAP,  CUPRAC,

LDL, oksidasyonun inhibisyonu gibi hidrojene dayalı yöntemlerle belirlenebildiği gibi

ORAC, TEAC, β-karoten,  DPPH, Folin metodu ve NO radikali  temizleme aktivitesi

gibi  tekli  oksijen  transferine  dayalı  yöntemlerle  de  belirlenebilir.  Antioksidan

kapasitenin belirlenmesinde elde edilen sonuçlar Trolox, BHT, Kateşin ve Gallik asit

gibi  standart  bir  antioksidan  eşdeğeri  cinsinden  hesaplanırken,  en  az  üç  farklı

konsantrasyon  ile  çalışılmaktadır  (Yildiz,  Balaban,  Ozdemir,  Bolayir,  ve  Topaktas,

2011).

Antioksidan  bileşiklerin  son  zamanlarda  daha  fazla  ilgi  görmesinin  ve  öneminin

artmasının  nedenlerinden  birisi  de  reaktif  oksijen  türlerinin  canlılardaki  etki

mekanizmasının ve hasarlarının ortaya konduğu çalışmaların artmış olmasıdır. Reaktif

oksijenlerin canlılarda çeşitli hastalıklara neden olduğunu gösteren bu çalışmalar hücre

onarım  sistemi  ve  savunma  mekanizmalarının  oksidatif  yıkımla  ilgili  olduğunu

göstermiştir  (İbadova, 2006). Reaktif oksijen türleri pek çok metabolik olayda görev

alan  oksijenin  metabolik  yolaklarda  radikal  özellik  kazanması  ile  oluşmaktadır

(Halliwell, 1998). Reaktif oksijenlerin DNA mutasyonuna neden olmalarının yanı sıra

lipit peroksidasyonu sonucu hedef hücre ve dokuların membran yapılarının bozulmasına

da neden oldukları bilinmektedir (Cerutti, 1991, Finkel, 2009). Ayrıca oksidadif stres

sonucu  da  oluşabilen  reaktif  oksijenlerin  etkilerinin  ortadan  kaldırılması  için

antioksidatif  bileşiklere  ihtiyaç duyulmaktadır  (Halliwell,  1998).  Reaktif  oksijenlerin

yanı  sıra  dış  yörüngesinde  bir  veya  daha  fazla  eşleşmemiş  elektron  bulunduran

moleküllere  serbest  radikaller  denilmektedir.  Yüksek  derece  de  reaktif  olan  bu

moleküller  endojen  ve  eksojen  olarak  oluşabilmektedir.  Endojen  oluşum  oksijenli

solunumda  fizyolojik  respirasyon  ve  metabolizma  işlemleri  sırasında  oksijenin

%10’unun süperoksit anyon radikallerine veya hidrojen peroksite dönüşmesi şeklinde

açıklanabilir.  Ekzojen  faktörler  ise  sigara,  radyasyon,  alkol,  stres,  ilaçlar,  yetersiz

beslenme, enfeksiyonlar, pestisitler, çevresel kirleticiler gibi pek çok etken sayılabilir

(Wojtunik-Kulesza, 2016, Valko, 2006). Serbest radikallerin etkilerinin durdurulması ya
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da azaltılmasında antioksidan bileşiklerin görev alıyor olması, bu bileşiklerin öneminin

artmasında  pay  sahibi  olurken,  bu  bileşikler  aynı  zamanda  gıda  maddelerinin

oksidasyonunu  da  geciktirerek  besin  değerlerinde  meydana  gelen  kaybı  da  en  aza

indirmektedir (İbadova, 2006).

Flavonoidler,  vitaminler,  endojen  metabolitler  ve  fenolik  bileşikler  gibi  bitkiler

tarafından  sentezlenen  fitokimyasal  bileşikler  antioksidan  aktivite  gösterebilirler

(Larson  ve  Bussard,  1986).  Bitkiler  tarafından  sentezlenen  en  etkili  antioksidan

bileşiklerden olan flavonoitler, bitkilerde oligomerik proantosiyanidler, kateşinler, rutin,

kuersetin  ve  silimarin  gibi  değişik  yapılarda  bulunabilirler.  Serbest  radikallerin

reaksiyonlarını durdurarak enzimlerin üretim ve salınımlarını düzenleyen flavanoitler,

bu etkiyi oksijen ve metalleri bağlayarak, düşük yoğunluklu lipoprotein ve lipoprotein

oksidasyonunu engelleyerek gerçekleştirirler (Tunalier, Kosar, Kupeli, Calis, ve Baser,

2007).  Ayrıca  alerjik  reaksiyonlardan  koruma,  deri  ve  bağ  dokunun  elastikiyetini

koruma  ve  yaraların  iyileşmesini  hızlandırma  gibi  etkileri  nedeniyle  sağlık

uygulamalarında da kullanılabilme potansiyeline sahiptirler (Ren vd., 2003). Bitkilerin

bünyesinde  üretilen  flavonoitler  ve  fenolik  bileşikler  gibi  fitokimyasal  bileşiklerin

antioksidan  etkilerinin  yanında  antienflamatuar,  antidiyabetik,  antimikrobiyal,

antipatojenik,  antiviral  ve  antitrombotik  özellikleri  de  olduğu  çeşitli  çalışmalarla

gösterilmiştir.  Tüm  bu  özellikleri  neticesinde  bu  bileşikleri  içeren  bitkiler

kardiyovasküler hastalıklar, kanser, osteoporoz, diyabet ve nörodejeneratif hastalıklarda

koruyucu olarak kullanılmaktadırlar  (Macdougall ve Cooper, 2002). Fenolik bileşikler,

kılcal  dolaşımda  geçirgenliği  düzenleyici  ve  kan  basıncını  düşürücü  etkilere  sahip

olması nedeniyle bazı kaynaklarda “Permeabilite faktörü” (P faktörü) ya da “P vitamini”

olarak  ta  adlandırılmaktadır. Ayrıca,  gıda  bileşeni  olarak  tat  ve  koku  oluşumundaki

etkileri,  renk oluşum ve  değişimine  katılımları  ile  beslenme fizyolojisindeki  olumlu

etkileri nedeniyle fenolik bileşikler biyoflavonit olarak ta adlandırılmaktadır (Burak ve

Damico, 1999).

Bir  fenol  halkasına  sahip  olan,  halka  yapısına  ve  sayısına  göre  isimlendirilen

polifenollerin ana grupları flavonoitler, fenolik asitler, tanenler, stilbenler (resveratrol)

ve lignanlar olarak sıralanabilir  (M. D'Archivio vd., 2007). Günümüzde tanımlaması

yapılmış  olan  polifenollerin  sayısı  sekiz  binin  üzerinde  olup,  dört  binden  fazlasının

flavonoitler olduğu bilinmektedir (Harborne, 1999). 
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Flavonoitler on beş karbon atomundan oluşan C6-C3-C6 konfigürasyonuna sahip, düşük

molekül ağırlıklı bileşiklerdir (M. D'Archivio vd., 2007). Bu konfigürasyonda bağlanan

hidroksil grupların sayısı, doymamışlık derecesi ve üçlü karbon segmentinin oksidasyon

derecesi flavonoitler arasındaki farkların kaynağıdır. Heterosiklik halka yapısında olan

karbon halkasındaki değişimler sonucu flavonoitler; flavonoller, flavonlar, flavanonlar,

kateşinler,  izoflavonlar,  flavanonoller  ve  antosiyanidinler  olarak  ana  bileşiklerine

ayrılmakta  olup,  bu  ana  gruplardan  en  yaygın  olanlar  flavanol  ve  flavonlardır

(D'Archivio, Ruggieri, Mazzeo, ve Tettamanti, 2007).

Kanser; bir takım mutasyonlar sonucu hücrenin kontrolsüz büyümesi, farklılaşması ve

normal olmayan bir şekilde yayılması şeklinde oluşan ölümcül bir hastalık olarak tarif

edilebilir. Genlerde oluşan birçok mutasyon sonucu kontrolsüz bölünmeye maruz kalan

bir  hücrenin  oluşturduğu  primer  tümör  hücreleri  birçok  değişik  fenotipik  özellikler

kazanır. Tümör  hücreleri,  bu  değişimler  sonucunda kontrolsüz  ve  sınırsız  çoğalırlar.

Diğerlerinden  bağımsız  yaşayabilen  bu  hücreler,  metastaz  (başka  dokulara  hareket

edebilme)  özelliğinden  dolayı,  çevresindeki  doku  ve  organlarının  işleyişlerini  de

değiştirebilmektedirler. Hücre çoğalması, neoplazi denilen kitle ya da tümör oluşumuna

sebep  olabilmektedir.  Kontrolsüz  büyüme  ve  metastaz  sonucunda,  neoplazi  kansere

dönüşebilmektedir.  Metastaz  yapmayan  tümörler  iyi  huylu  tümörlerdir(Hanahan  ve

Weinberg, 2000).

Normal hücrelerle kanserli hücreler arasında birtakım farklar vardır. Bunlar;

•  Hücre  çoğalması,  normal  hücrelerde  ihtiyaç  halinde  oluşurken  kanserli  hücrelerde

ihtiyaç olmadığı zamanlarda ve kontrolsüz olarak oluşabilmektedir.

• Kanser hücresi, normal hücreye göre daha küçük olduğu halde çekirdeği daha büyük

olup, hücre dokuya özelleşmiş olan morfolojik ve yapısal özelliğini kaybetmiştir. 

• Kanser olan dokularda, hücre bölünmesinde normal farklılaşma oluşmaz.

•  Kanserli  hücreler  arasında  dokuya  özel  olan  temas  etkinliğinin  engellenmesi

gerçekleşmez.

• Kanserli hücrelerde apoptoz olayı gerçekleşmez.

• Kanserli hücrelerin metabolizmaları değişime uğramış olup genel olarak şeker alınımı

çoğalmış ve anaerobik solunum oranı artmıştır.
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• Kanserli hücrelerin enzimlerinde görev ve miktar olarak bazı değişimler gözlenir.

.• Kanserli hücrelerin antijenik özellikleri değişmiştir (Dilsiz 2009).

Hücre  özelliklerine  göre  kanserleri  dört  gruba  ayrılabilir.  Beyaz  kan  hücreleri  olan

lökosit ve lenfositlerin olduğundan fazla miktarda üremesinden kaynaklanan lösemiler

ve lenfomalar kanserin iki tipini oluştururlar. Kas, kemik ve kıkırdak gibi embriyolojik

mezodermden gelişen dokuların tümörleri sarkomalardır. Kanserlerin %85’ini oluşturan

karsinomalar ise; orjinlerini bezler, meme, deri ve ürogenital dokulardan (prostat, rahim

ağzı gibi) almaktadırlar (Dilsiz, Aydin, ve Gursan, 2009).

Kansere  sebep  olan  faktörler  arasında  genetik  yatkınlık,  mutasyonlar,  hormonal

farklılaşmalar  ve  bağışıklık  sistemindeki  değişikliklerle  birlikte,  sigara  ve  alkol

bağımlılığı  iyi  beslenememe  ve  bazı  enfeksiyonlar,  radyasyona  maruz  kalma,  hava

kirliliği  ve  bazı  kimyasallar  gibi  çevresel  faktörler  de  kanser  oluşumuna  yol

açabilmektedir (Cairns ve Mak, 2016).

Fizyolojik ve patolojik olarak istenmeyen hasar görmüş ya da neoplastik hücrelerin yok

edilmesine  apoptozis  denilebilir.  Dokuların  homeostazisi,  hücre  çoğalması  ve

apoptazisin  dengesinin  kurulması  ve  sürdürülmesi  ile  alakalıdır.  Dengenin

kaybolmasının  kansere  sebep  olduğu  bilinmektedir  (McPhie  vd.,  2003).  Hücrenin

kontrolsüz  bir  şekilde çoğalması  ve  apoptoz olayının  azalması,  karsinogeneze  sebep

olabilmektedir  (Pore,  Hiltermann,  ve  Kruyt,  2013).  Kanserli  hücrelerin  hücre

DNA’sında  mutasyona  uğramalarından  gelişebileceği  için  hücrelerin  apoptozla

öldürülmesi hastalık açısından önemlidir.

Gün  geçtikçe  ülkemizde  ve  tüm  Dünya’da  kansere  bağlı  ölüm  oranları  giderek

artmaktadır. Dünya genelindeki istatistiksel verilere göre; 2017 yılında yaklaşık olarak

1,688,780 kanser vakası öngörülmekte olup, bunların yaklaşık 600,920 kişisinde ölüme

sebep  olduğu  tahmin  edilmektedir (Smith,  Gordon,  Scruton,  ve  Yang,  2016).  Bu

verilerden  de  anlaşılacağı  üzere,  bir  günde  ölen  her  dört  kişiden  birisinin  kanser

sebebiyle  öldüğü  anlaşılmaktadır.  Türkiye’de  ki  istatistiklere  bakıldığında  ise,

73,997,000  kişiden  90,000  kişinin  kanser  hastalığı  sebebiyle  ölmüş  olduğu

görülmektedir.  Verilen  değerler  incelendiğinde  tüm  Türkiye’de  ve  Dünya’da  kanser

öncelikli bir sağlık sorunu olarak ortaya çıkmaktadır (TÜİK, 2016). 
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Kanserli  hastaların  tedavisinde  erken  tanının  önemi  çok  büyüktür.  Kemoterapi,  ışın

tedavisi,  immün tedavisi,  hormon tedavisi  ve cerrahi müdahale kanserle  mücadelede

kullanılan  yöntemler  arasındadır  (Dembitsky  L.,  Gloriozova,  ve  Poroikov,  2015).

Hastalığa uygun olarak, bu tedavi yöntemlerinden biri veya birkaçı tercih edilse de, bu

yöntemlerin  birbirleriyle  etkileşmeleri  sonucunda bazı  istenmeyen yan etkiler  ortaya

çıkmaktadır. Kanser  hastalığında  yalnızca  hedefe  yönelik  tedavinin  uygulanabilmesi,

toksik  yan  etkilerin  minimal  düzeye  indirilebilmesi  için  son  yıllarda  sadece  alakalı

kanser  hücrelerini  hedef  alan  bitkilerin  sekonder  metobolitlerinden  faydalanılarak

alternatif tıp adı altında yapılan araştırmalar giderek önem kazanmaktadır. 

Antikanser  ajanlarının  insan  tümör  hücreleri  üzerindeki  olumlu  etkileri

gözlemlenmektedir  (Taylor  vd.,  2013).  Antikanser  ilaçların  önceliği  kanser  hücreleri

olmakla  birlikte,  antikanser  ilaçların  kanser  hücreleri  dışında  normal  hücreleri  de

etkileyen çeşitli mekanizmalarla etkin olabilirler. Bu ilaçların toksik araştırmalarının ve

ön  klinik  aşamasındaki  sitotoksisite  çalışmalarının  hayvanlar  üzerindeki  deneylerin

azaltılması nedeniyle hücre kültürü yöntemleriyle araştırılması günümüzde neredeyse

bir  zorunluluktur.  Ayrıca,  hücre  kültürü  yöntemleri  antikanser  ilaçların  sistemler

üzerindeki  spesifik  etkilerinin  moleküler  düzeyde  anlaşılmasını  kolaylaştırdığından

avantaj  sağlamaktadır. Bunların  yanı  sıra,  sitotoksisite  deneylerinde  kullanılan  hücre

hatları  primer hücre kültürlerinden daha hızlı  ve güvenilir sonuç vermesinin yanında

maliyetinin daha ucuz olması gibi avantajlara da sahiptir (Wang ve Zheng, 2002).

1700’lü  yıllardan  bu  yana,  halk  arasında  tedavi  amaçlı  kullanılan  Astragalus cinsi,

takson sayısı olarak dünyanın en büyük bitki cinsidir. Yapılan çalışmalarda, Astaragalus

cinsine ait türlerin en yaygın kullanım alanının tıp olduğu görülmektedir. Bu cinse ait

türler, uzun yıllardır Avrupa ülkelerinde yaygın tıbbi bitki  olarak kullanılmaktadırlar.

Astragalus türlerinin  kök  veya  gövdelerinden  elde  edilen  hidrofilik  ve  kolloidal

özelliklere sahip kitre zamkı olarak da isimlendirilen yapışkan öz suyu halk tıbbında

yatıştırıcı  ve  ishal  önleyici  olarak  kullanılırken  bu  özsu  yapışkan,  sıkılaştırıcı,

emülsifiye  edici  ve  katılaştırıcı  ajan  olarak  diş  hekimliği  (protez  yapımı),  tekstil  ve

besin (dondurma yapımı) endüstrisinde de kullanılmaktadır (Anonim 2002). Türkiye’de

ise,  Astragalus türleri  genellikle  hayvan  yemi  olarak  ve  köklerinin  toprağı  sıkıca

sarması  sebebiyle  erozyonla  mücadele  yönteminde  kullanılabilmektedir.  Farklı

Astragalus türleri üzerinde yapılan çalışmalarda, bioflavonoidler, kolin ve astragalan B
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(bir  polisakkarit)  ile aminoasitler, triterpen glikozitler, flavonoitler, isoflavonoitler  ve

saponinler aktif bileşenler olarak elde edilmiştir (Pistelli,  Bertoli, Lepori,  Morelli, ve

Panizzi, 2002).

Astragalus membranaceus  türünün köklerinde flavonoitler, polisakkaritler, saponinler,

aminoasitler ve bazı eser elementlerin temel olarak var olduğu saptanmış olup, kronik

ishal,  akut  karaciğer  ödemi,  anormal  uterus  kanamaları  ve  şeker  hastalığının

tamamlayıcı tedavisinde alternatif olarak kullanılmaktadır. Ayrıca, bağışıklık sisteminin

kuvvetlendirilmesinde  önemli  rolü  olan  polisakkarit  fraksiyonları  da  içermektedir.

Bunlar,  glukanlar  olarak  tanımlanan  Polisakkarit  A,B,C  ve  Polisakkarit  D

(heteropolisakkaritler) dir  ‟ (McKenna  D1,  2002) Astragalus  kökleri  ayrıca  bir  dizi

sikloartan  triterpen  glikozid  içerir.  Bunlardan  bazıları  astragaloside  I-VIII,

asetilastragalosid,  isoastragalosid  I  ve  III,  astramembrannin  II,  sikloastragenol,

siklosieversigenis, soyasaponin I, soyasapogenol B ve lupeol’dur (He, 1991). Bununla

birlikte, Astragalus köklerinden izole edilip tanımlanmış ondan fazla flavonoit bulunur.

Bunlardan bazıları, kampferol, kuersetin, formononentin, kalikosin, kumatakenin ve çok

sayıda izoflavon glikozitlerdir (Lin, LZ 2000).

Astragalus  corniculatus  Bieb.  bitkisinin  toprak  üstü  aksamlarından  saflaştırılan

saponinlerinin hayvanlar üzerinde yapılan bir deneyde dalak tümör hücre çoğalmasının

azaldığı gözlemlenmiştir (Toshkova, Krasteva, ve Nikolov, 2008).  A. gummifer’in ise

öksürüğe  iyi  gelen  (antitüssif)  etkinliğinden  ötürü  alternatif  tedavide  kullanıldığı

bilinmektedir (Boskabady, Aslani, ve Kiani, 2006). Yapılan birçok çalışma Astragalus

cinsinin  soğuk algınlığı  hastalığına  iyi  geldiğini  ve  hastalık  süresinde  ve  şiddetinde

azalma olduğunu desteklemiştir (Geng, 1986).

 Cinsin Çin’ de alternatif tıpta kalbi kuvvetlendirmek amacıyla kullanıldığı, bu amaçla

yapılan çalışmalarda ise kalp karıncığının görevlerini düzenlediği ve kanı pompalama

hacminde  iyileşmeler  gözlendiği  belirlenmiştir  (Chen,  Liao,  ve  Guo,  1995).  Ayrıca,

Astragalus’un karaciğeri fibrozise karşı koruduğu bilinmektedir (Tan 2006; Gui, 2006).

Farelerde  yürütülen  bir  çalışmada,  Astragalus özütünün  farelerde  idrar  torbası

kanserinde yayılma hızında ve görülme sıklığında azalma olduğunu ortaya koymuştur

(Gui, 2006). Yapılan farklı çalışmalarda ise, cinsin akciğer kanseri hastalarında tümör

ilerleyişini durdurabildiği gözlemlenmiştir (Wei vd., 2003). Bunun yanı sıra, Astragalus
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ayrıca;  makrofajların,  T  hücrelerinin  ve  doğal  öldürücü  hücrelerin  uyarılmasını

düzenleyebilmektedir (Bedir, Calis, Piacente, Pizza, ve Khan, 2000). T hücreleri virüsler

tarafından ele geçirilmiş hücreleri öldüren, bağışıklık sistemi hücrelerine yardımcı olan,

hastalıklarla savaşan beyaz kan hücreleridir ve virüs kaynaklı hastalıklarla savaşımda

doğrudan etkilidir. Dolayısıyla bu hücrelerin sayısında meydana gelebilecek azalmalar

bağışıklık  sistemini  zayıflatabilir  ya  da  etkinliğini  kaybetmesine  neden  olabilir.

Bağışıklık  sistemini  güçlendirmek ya da T hücrelerinin sayısını arttırmak için yollar

bulmak, HIV virüsü gibi T hücrelerini yok ederek bağışık sistemini devre dışı bırakan

hastalıklarla  mücadele  edebilmek  için  de  oldukça  önemlidir.  Astragalus  cinsine  ait

bitkilerin  AIDS  gibi  virüs  kökenli  hastalıkların  tedavisinde  bağışık  sistemini

güçlendirmek amacıyla uzun zamandır kullanıldığı bilinmektedir. Bu noktada, cinse ait

türlerin yaşam süresini arttırma potansiyeli AIDS ve kanser gibi hastalıklarda tedavi için

alternatif  bir  yol olarak görülmektedir  (Hou, 1989).  Astragalus türlerinin içeriklerini

belirlemeye  yönelik  çalışmalarda  elde  edilen  saponinlerin  enfeksiyon  giderici,

sakinleştirici, ağrı kesici, idrar söktürücü ve tansiyon düşürücü etkilerinin olduğu ortaya

konulmuştur  (Isaev,  1999).  Ayrıca,  Astragalus türlerinin  antioksidan  ve  radikal

söndürücü aktiviteler de gösterdiği de saptanmıştır (Godevac, Zdunic, Savikin, Vajs, ve

Menkovic, 2008).

Astragalus  türleri ile yürütülen araştırmalarda biyolojik etken grupların polisakkaritler

ve sikloartan grubu saponinlerin olduğu belirlenmiştir (Rios ve Waterman, 1997; Tang

ve  Eisenbrand,  1992).  Sikloartan  bileşiklerinin  karaciğer  koruyucu,  antioksidan,

immunostimülan ve antiviral özellikleri olduğu, biyolojik aktivite çalışmaları ile ortaya

konmuştur (Rios ve Waterman, 1997). Tüm bunların yanı sıra,  Astragalus türlerinden

izole  edilen  sikloartan  glikozistlerden  8  tanesinin  tirozinaz  enzimini  düşük dozlarda

(IC50 değerleri: 13.95-102.39 μM) inhibe ettiği belirlenmiştir (Bedir ve Khan, 2001).

Bitkilerde yaygın olarak bulunan sekonder metabolitlerden olan saponinler. antifungal,

molusisidal,  antihelmintik,  adaptojenik,  antitüssif,  ekspektoran,  hipokolesterolemik,

antiviral,  immunositumulant,  anti-HIV  ve  sitotoksik  aktivitelere  sahiptir  (Marston,

1995).  İskeletinde  şeker  bulundurabilen 30 karbonlu  bileşikler  sınıfı  olan  saponinler

yüksek molekül ağırlığına sahip, uçucu olmayan yüzey aktif bileşiklerdir. Adını latince

sabun  anlamına  gelen  “sapo”  kelimesinden  alan  bu  grup  bileşikler  su  ile

karıştırıldığında sabun gibi  köpürmektedir. Bu grup bileşikler  triterpenoid ve steroid
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glikozitler olarak ikiye ayrılarak sınıflandırılabildiği gibi triterpenoidler, spirostanoller

ve furostanol saponinler olarak da sınıflandırılabilirler (Marston, 1995). Saponinlerin

şeker içermeyen kısımlarına aglikon genin ya da sapogenin adı verilmektedir. Doğal

bileşiklerde  sadece  Buxus  grubu alkoloidlerde  ve  sikloartenollerde  9-19 siklopropan

halkası ve steroidal çekirdek bulunmaktadır (Cerny ve Sorm, 1967; Connoly ve Hill,

1996).  Sikloartenoller  farklı  fitosterollerin  biyosentezinde  önemli  bir  role  sahip

olduklarından  oldukça  önemlidirler  ve  sadece  fotosentez  yapan  canlılar  tarafından

üretilirler.  Sikloartenollerin  biyosentez  yolağının  araştırılması  üzerine  yapılan

çalışmaların  sayısı  ve  hızı  artmış  ve  günümüzde  400’e  yakın  türev  aydınlatılmıştır.

Sikloartenlerin  yaygın  oladuğu  familya  ve  en  yaygın  olan  cinsleri  Leguminosea

(Astragalus),  Ranunculaceae (Thalictrum, Beesia,  Souliea ve  Cimicifuga),  Meliaceae

(Heynea  ve Aglaia),  Orchidaceae  (Cirrhopetalum,  Pholidata  ve Otochilus),

Passifloraceae (Passiflora), Combretaceae (Combretum), Asteraceae (Balsamorhiza) ve

Anacardiaceae  (Mangifera)  şeklinde  sıralamak  mümkündür.  Üzerinde  çalışmalar

yürütülen sikloartenollerin 120’ye yakını sadece Astragalus cinsinden elde edilmiş olup,

Türkiye’de yapılan çalışmalar ile 30’u bilim dünyası için yeni olan 60’a yakın doğal

bileşik  izole  edilmiştir  (Bedir,  Calis,  Aquino,  Piacente,  ve  Pizza,  1998).  Astragalus

türlerinden izole edilen bu sikloartanların kardiotonik, hipokolesteremik, antidepresif,

antiblastik ve immünomodülatör etkiler gösterdiği belirlenmiştir (Bedir ve Khan, 2001)

Birçok  hastalığın  önlenmesinde  ya  da  tedavisinde  rolleri  bulunduğu  anlaşılan

terpenlerin ticari önemi her geçen gün artmaktadır. Bilinen 22000’den fazla doğal terpen

bulunmaktadır  (Carvalho  ve  Fonseca,  2006).  İlaç  endüstrisinde  yaygın  olarak

pazarlanan steroit bileşikler ise antienflamatuar, diüretik, antidrojenik, progestasyonel

ve antikanser ajanı olarak kullanılmaktadır. Ticari değere sahip bu bileşikler pek çok

özgün  reaksiyon  sonucu  terapotik  özellikler  kazanmaktadır.  Steroit  moleküllerinin

karmaşık yapısını elde edebilmek için regio- ve stereoselektif reaksyonların meydana

gelmesi  gerekmektedir  ki,  bu  reaksiyonlar  için  özgün  biyokatalist  kullanımı

gerekmektedir. 

Astragalus cinsine  ait  A.  elongatus  subsp.  nucleiferus WILLD  (Yazı  yoncası)  ve

Astragalus  neurocarpus BOISS  (Çizik  geven)  türleri  ile  ilgili  yapılan  literatür

araştırmaları  doğrultusunda;  herhangi  bir  biyolojik  aktivite  çalışmasına  rastlanmamış

olup; belirlenmiş olan türlerin fitokimyasal içeriklerinin belirlenmesi ve sahip oldukları
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biyolojik aktivitelerinin kapsamlı bir şekilde analiz edilmesi amaçlanmıştır. Bu amaçla,

bitki  türlerinin  kök  ve  toprak  üstü  kısımlarından  özütler  elde  edilmiştir.  Bitki

özütlerinin,  toplam  fenolik  ve  flavonoit  içerikleri  spektrofotometrik  olarak

belirlenmiştir. Antioksidan kapasiteleri, DPPH serbest radikal giderim kapasitesine göre

analiz  edilmiştir.  Özütlerin  potansiyel  antikanser  ve  antiproliferatif  aktiviteleri  ise,

A549, H1299, C6 kanser hücreleri ve HUVEC kontrol hücrelerine karşı; MTT ve tripan

mavisi yöntemleri kullanılarak araştırılmıştır.

Albayrak ve Kaya (2019) çalışmalarında Türkiye endemiği olan  Astragalus argaeus

Boiss.’in  toprak  altı  ve  toprak  üstü  kısımlarının  ekstraktlarının  insan  meme kanseri

hücre hattında (MCF-7) sitotoksik aktivitelerini araştırmışlardır. MCF-7 hücre hattı ve

fibroblast hücrelerinde sitotoksik aktivitenin belirlenmesinde 24 ve 48 saat boyunca 3-

(4,5  dimetil  tiyazol-2-il)  -2,5-difinil  tetrazolyum  bromür  (MTT)  testi  kullanılmıştır.

Çalışmada,  bitki  ekstraktlarının  MCF-7  hücre  hattına  karşı  24  boyunca  zayıf  etki

gösterdiği tespit edilmiştir.

Bourezzane  ve  ark.  (2017) çalışmalarında  Cezayir’de  yayılışı  bulunan  Astragalus

monspessulanus L.’nin  toprak  üstü  kısımlarının  fitokimyasal  özelliklerini

araştırmışlardır. Bilinen 13 bileşiğin izolasyonu ve tanımlanması hedeflenen çalışmada

n-bütanol ekstraklarından 7 flavonoit, 2 saponin ve 1 lignan izole edilmiştir. Ayrıca, etil

asetat özütünden de 2 fitoserol ve 1 triterpenoid izole edilen çalışmada, izole edilmiş

olan tüm bileşiklerin yapıları 1D ve 2D NMR teknikleri, optik rotasyon ölçümü, ESI-

MS  kütle  spektrometresi  kullanılarak  ve  literatürle  karşılaştırılarak  belirlenmiştir.

Ayrıca, n-bütanol ektraktlarının antioksidan aktivitesi, DPPH radikal süpürücü ve demir

iyon şelatlama yöntemleri ile belirlenmiştir. Yapılan analizler ile A. monspessulanus n-

bütanol ekstraktalarının test yöntemine bağlı olarak düşük (EC50 = 2.0876 ± 0.4363 mg

mL-1)  ila  orta  derecede  (IC50 =  63.60  ±  0.01436  μg  mL-1)  antioksidan  aktiviteler

gösterdiği tespit edilmiştir.

Darendelioğlu ve ark. (2016) Astragalus gummifer çiçeklerinin etanol özütünün PC-3

ve HUVECs üzerindeki  biyolojik  aktivitesini  araştırdıkları  çalışmalarında,  ekstraktın

normal hücrelerde antioksidan etki  gösterirken,  kanser  hücrelerinde pro-oksidan etki

göstererek bu yolla bu hücrelerde apoptoza neden olduğunu belirlemişlerdir. Çalışmada

HUVECs’te Reaktif Oksijen Türleri (ROS) oluşumu ve Lipit Peroksidasyonda (LPO)
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normal  şartlarda  artış  olurken,  A.  gummifer çiçeği  özütünün  bu  artışı  düşürdüğü

görülürken PC-3’te ROS oluşumu ve LPO seviyesini arttırdığı tespit edilmiştir. Ayrıca,

ekstraktın PC-3 hücrelerinde apoptozla ilgili DNA fragmentasyonuna neden olduğu da

belirlenmiştir.

Al-Snafi  (2015) çalışmasında  Irak  florasında  yayılışı  bulunan  ve  parmakolojik

etkilerinin  olduğu  bilinen  Astragalus  hamosus ve  Astragalus  tribuloides türlerinin

kimyasal  içerikleri  ve  farmasotik  etkilerine  ilişkin  yapılan  çalışmaları  derlemiştir.

Çalışmada, taksonların antioksidan, sitotoksik, antienflamatuvar, sinir sistemi ve hepatik

koruyucu etkileri  ayrı  ayrı  başlıklar  altında  incelenirken bunlar  dışındaki  farmasotik

etkiler  ile  geleneksel  kullanım  yöntemlerine  de  yer  verilmiştir.  Ayrıca,  bilinen  yan

etkiler de çalışmada belirtilmiştir.

Teyeb  ve  ark.  (2012) yaptıkları  çalışmada  Astragalus  gombiformis Pomel.

yapraklarından  elde  edilen  ekstraktların  antibakteriyel  ve  sitotoksik  aktivitelerini

araştırmışlardır.  Antibakteriyel  aktivitenin  belirlenmesinde  kâğıt  disk  agar  difüzyon

metodu kullanılmış olup, çok sayıda insan patojeni bakteriye karşı aktivite incelenmiştir.

Sitotoksik aktivite ise insan akciğer kanser hücrelerinde kolorimetrik MTT analizi ile

belirlenmiştir.  En  güçlü  sitotoksik  aktivite  A549  akciğer  epitelyal  karsinom  hücre

hattına  karşı  diklorometan  ekstraktında  IC50=85±21.7  μg/mL’de  belirlenirken,  bu

ekstrakt için en iyi inkübasyon süresi de 48 saat olarak tespit edilmiştir. Analiz edilen

ekstraktların çoğunun test edilen bakteri suşlarına karşı aktif olduğunun tespit edildiği

çalışmada,  Pseudomonas  aeruginosa ve  Salmonella  typhimurium’a  karşı  en  etkili

ekstraktın metanol ekstraktı olduğu belirlenmiştir.

Aboul-Enein  ve  ark.  (2011) çalışmalarında  Mısır  florasında  bulunan  23  bitki  ile

baharat  olarak  kullanılan  24 bitkinin  su ve  etanol  ekstraktlarının  in  vitro antikanser

aktivitesini  incelemişlerdir.  Antikanser  aktivitelerinin  belirlenmesinde  Ehrlich  Asit

Tümör hücrelerinde (EACC) tripan mavisi kullanılırken HepG2 hücrelerine karşı SRB

tekniği kullanılmıştır. Aynı çalışmada antioksidan aktivitelerin belirlenmesi için DPPH

analizi  kullanılmıştır.  Çalışma  sonucunda  bazı  bitkilerin  hem  su  hem  de  etonol

özütlerinin  yüksek  sitotoksik  ve  antioksidan  aktivitelere  sahip  olduğu  ve  kanser

hücrelerinin  büyümesini  engellediği  belirlenmiştir. Bazı  bitkilerde  etanol  ekstraktları

daha fazla etkiye sahipken bazı bitkilerde ise su ekstraktlarının daha etkili olduğu tespit
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edilmiştir.  Çalışmada  Astragalus  spinosus’un  antikanser  aktivite  bakımından  su

özütünde oldukça etkin olduğu görülürken, antioksidan aktivite de etanol özütünün daha

etkin olduğu belirlenmiştir. 

Fan (2011) Astragalus cinsine ait bitki ekstraktlarının  in vitro ve  in vivo antioksidan

aktivitesini araştırdığı çalışmasında, 4 farklı ekstrakt kullanmıştır.  In vitro antioksidan

aktiviteleri  2,2-a-azino-bis-3-etilbenztiazolin-6-sülfonik  asit  (ABTS),  1,1-difenil-2-

pikrilhidrazil (DPPH) ve indirgeme gücü analizleri kullanılarak değerlendirilmiştir.  In

vivo antioksidan  özelliklerin  belirlenmesi  için  Kunming  farelerinde  etil  asetat

özütlerinin (EAE) oksidatif stresi indirgeme gücüne bakılmıştır. In vitro analiz sonuçları

en  yüksek  antioksidan  aktiviteye  sahip  olan  özütlerin  etil  asetat  özütleri  olduğunu

göstermiştir.  Yapılan  analizler  ile  etil  asetat  özütlerinin  yüksek  konsantrasyonlarda

malondialdehit  (MDA)  seviyesini  önemli  ölçüde  düşürdüğü  ve  farelerde  SOD

aktivitesini arttırdığı belirlenmiştir. Çalışmada Astragalus cinsine ait bitkilerin etil asetat

özütlerinin antioksidan ve serbest radikal temizleme konusunda etkinlik gösterdiği tespit

edilmiş olup, potansiyel olarak zengin bir antioksidan kaynağı olduğu belirtilmiştir.

Peng ve ark. (2011) Çalışmalarında  Astragalus membranaceus sulu ekstraktlarının  in

vitro  antioksidan  ve  antitümör  etkilerini  incelemişlerdir.  Çalışma  sonucunda  sulu

ekstrakların süperoksit anyon, hidrojen peroksit ve 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH)

radikallerini  etkin  bir  şekilde  süpürebildiği  belirlenmiştir.  Ayrıca,  2,2'azobis  (2-

amidinopropan) hidroklorür (AAPH) ile indüklenmiş insan eritrositleri  hemolizini de

azaltabildiği  tespit  edilmiştir.  Çalışmada, A.  membranaceus  sulu  ekstrelerinin  insan

gastrik hücre hattı (SGC 7901) ve insan hepatom (SMMC 7721) hücrelerinde büyümeyi

verilen doz aralığında doza bağlı olarak inhibe edebildiği belirlenmiştir.

Yan  ve  ark.  (2010) Astragalus  mongholicus polisakkaritlerinin  kimyasal  analizini

yaptıkları çalışmalarında, polisakkaritlerin antioksidan aktivitelerini de belirlemişlerdir.

Çalışmada, polisakaritin başlıca işlevsel grupları, Fourier iletimi-kızılötesi spektroskopi

(FT-IR) ve gaz kromatoğrafisi (GC) ile analiz edilmiştir. Analizler sonucunda başlıca

grubun mannozlardan oluştuğu ve bunun dışında glikoz, galaktoz ve arabinozlar tespit

edilmiştir.  Çalışmada,  polifenollerin  ve  furan  halkasının  varlığı  da  belirlenirken

polisakkaritlerle  yürütülen  farmasötik  deneylerde,  polisakkaritlerin  verilmesinin
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farelerde serum ve karaciğer antioksidan enzim aktivitelerini önemli ölçüde artırabildiği

ve peroksidatif lipid düzeylerini azaltabildiği gösterilmiştir. 

Rui  ve  ark.  (2010) yüksek  performanslı  sıvı  kromatoğrafisi  (HPLC)  ve  Fourier

dönüşümü  infrared  (FT-IR)  kullanarak  analiz  ettikleri  Astragalus polisakkaritlerinin

antioksidan  aktiviteleri  ile  polisakkaritlerin  ve  siRNA’nın  antitümör  aktivitelerini

araştırmışlardır. Çalışmada gerçekleştirilen farklı test yöntemlerinin tamamında glukoz

bileşikleri  olduğu  tespit  edilen  Astragalus polisakkaritlerinin  antioksidan  aktivite

gösterdiğini belirlenmiştir. Buna ek olarak çalışmada polisakkaritlerin antitümör aktivite

de  gösterdiği  tespit  edilmiştir.  CD40  geni  siRNA  plasmidi  oluşturularak  siRNA

antitümör etkisini de değerlendiren ekip Astragalus polisakkaritlerinin siRNA’dan daha

fazla antitümör etkisi gösterdiğini belirlemiştir.

Yan ve ark.  (2009),  yapmış oldukları çalışmada affinite kromatoğrafisi metoduyla A.

mongholictkileri  bitkisinin  köklerinden  özütleyip  saflaştırdıkları  bir  lektin  (AMML)

molekülünün  insanda  rahim  ağzı  kanser  hücreleri  (HeLa),  kemik  kanseri  hücreleri

(MG63)  ve  kan  kanseri  hücreleri  (K562)  üzerindeki  çoğalma,  ölüm  ve  hücre

döngüsünde  büyüme  inhibisyonunun  sırasıyla,  HeLa  hücrelerinde  (%92)>K562

hücrelerinde  (%84)>MG63  hücrelerinde  ise  (%48)  gerçekleştiğini  saptamışlardır.

Saflaştırılan lektin molekülünün bu hastalıkların tedavisinde kullanılabileceği çalışma

sonucundan anlaşılmıştır.

Li ve ark.  (2009), (Li,  Peng,  Shi,  ve  Zhao,  2009) A.  membranaceus  bitkisinin kök

kısımlarından sıcak su ekstraksiyonu, anyon değişimi ve jel permasyon kromotografisi

yöntemleri  ile  elde  edilen  APS isimli  C-6  pozisyonunda  bir  tek  -D-glukoz  içeren  -

(1→4)-D-glukan yapısında bir  polisakkarit  elde etmişler ve bu polisakkaritin böbrek

üzerindeki koruyuculuğunu deney farelerinde katyonik sığır serum albumini (C-BSA)

ile  birlikte  uygulamış  çalışma  sonucunda  APS’nin  proteinuri  den  kaynaklanan  idrar

protein seviyesinde belirgin bir  azalmaya ve glomerüllerde morfolojik değişiklimlere

neden  olduğunu  belirlemişlerdir  ve  glomerülonefrit  tedavisinde  APS’nin  etkin

olabileceği sonucuna varmışlardır. 

Xue ve ark. (2008) A. Complanatus R. Brown bitkisinin tohumlarından son yirmi yılda

izole edilen 16’dan fazla flavonoit çeşidinin fareler üzerindeki antihipertansif etkilerinin

araştırılmasının  sonucunda  A.  complanatus  total  flavonoitlerinin  portal  ven’de
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dilatasyona neden olduğunu bunun da Anjiotensin  II  reseptörlerinin  bloke  olduğunu

bildirmişlerdir.

Cho ve Leung (2007) Çin’de yaygın olarak kullanılan bir tıbbi bitki olan  Astragalus

membranaceus’un  in  vitro ve  in  vivo anti-tümör  etkilerini  araştırmışlardır.  A.

membranaceus  kökünden  izole  edilen  5  biyoaktif  fraksiyon  arasından  murin

splenositleri üzerindeki mitojenisitesine en etkili olanı AI olarak belirlenen fraksiyon

olarak bulunmuştur. Çalışmada, AI fraksiyonunun makrofaj fonksiyonu, tümör nekroz

faktörü  üretimi,  lenfokin  ile  aktive  edilmiş  katil  hücrelerin  indüksiyonu  ve  tümör

hücresi farklılaşması üzerindeki faaliyetleri de incelenmiştir. Çalışma sonucunda, farklı

hücre  hatlarına  uygulanan  A.  membranaceus’un  konakçıya  ait  anti-tümör  bağışıklık

mekanizmasını  harekete  geçirerek  hem  in  vitro hem  de  in  vivo anti-tümör  etkileri

gösterebileceğini tespit etmişlerdir.

Tawaha ve ark. (2007) Ürdün’de yayılışı bulunan toplam 51 bitkinin toplam fenolik

içeriğini  ve  antioksidan  aktivitelerini  araştırmışlardır.  Bitkilerin  su  ve  metanol

ekstraktları ile çalışılan araştırmada geliştirilmiş ABTS®+ yöntemi ve Folin-Ciocalteu

kolorimetrik yöntemi kullanılmıştır. Hem metanol hem de su ekstraktlarında antioksidan

aktivite  ile  fenolik  içerik  arasında  pozitif  doğrusal  bir  ilişki  tespit  edilmiş  olan

çalışmada,  Astragalus  berytheus Boiss.  ve  Blanche  ve  Astragalus  peregrinus Vahl.

bitkileri de değerlendirilmiştir.  A.  berytheus bitkisinin su ve metanol ekstraktları için

antioksidan  aktivite  sırasıyla  63.2±3.1  µmol  TE/g  ve  43.9±1.4  µmol  TE/g  olarak

belirlenirken, toplam fenolik içerikleri sırasıyla 14.2±1.1 mg GAE/g ve 13.5±0.3 mg

GAE/g  olarak  tespit  edilmiştir.  A.  peregrinus su  ve  metanol  ekstraktları  için  ise

antioksidan  aktivite  sırasıyla  53.9±5.9  µmol  TE/g  ve  38.7±1.2  µmol  TE/g  olarak

belirlenirken, toplam fenolik içerikleri sırasıyla 11.7±0.4 mg GAE/g ve 14.6±0.3 mg

GAE/g olarak tespit edilmiştir. 

Wong ve ark. (2006) Çin’de kullanılan 30 tıbbi bitkinin antioksidan aktivitelerini ve

fenolik içeriklerini ferrik indirgeyici antioksidan güç testi ve Folin-Ciocalteu yöntemi

kullanılarak  değerlendirmişlerdir.  Bitkilerin  ekstraktlarını  geleneksel  yöntemle  suda

kaynatarak  ve  %80  metanol  ile  elde  ettikleri  çalışmada,  hem  su  hem  de  metanol

ekstraktlarında antioksidan ile toplam fenolik içerik arasında anlamlı ve doğrusal bir

korelasyon tespit etmişlerdir. Kullanılan ekstraksiyon yöntemlerini karşılaştırdıklarında,
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su  ekstraksiyonunda  fenolik  bileşiklerin  daha  verimli  bir  şekilde  ekstrakte  edilmiş

olduğunu ve ekstrenin antioksidan aktivitesinin daha yüksek olduğunu belirlemişlerdir.

Çalışmada değerlendirilen Astragalus complanatus R. Br. ve Astragalus membranaceus

(Fisch.) Bge. İçin antioksidan kapasite test sonuçları sırasıyla 66.9±1.4 µmol Fe(II)/g ve

12.2±0.4  µmol  Fe(II)/g  olarak  belirlenirken  total  fenolik  madde  içerikleri  sırasıyla

10.3±0.10 mg GAE/g ve 5.27±0.06 mg GAE/g olarak belirlenmiştir.

2. MATERYAL VE METOD

2.1. MATERYAL

2.1.1. Bitki materyali

Tez çalışmasında, Astragalus neurocarpus BOISS (çizik geven) ve A. elongatus subsp.

nucleiferus WILLD  (yazı  yoncası)  türlerinin  toprak  üstü  ve  toprak  altı  kısımları

kullanılmıştır.  Bitki  türleri,  Gaziantep  ve  çevresinden  toplanmış  olup;  Gaziantep

Üniversitesi, Biyoloji Bölümü Botanik ABD’dan Sistematik Botanikçi Arş. Gör. Fatih

Yayla  tarafından  teşhis  edilmiştir.  Her  bir  bitki  türünün  herbaryumu  yapılmış  ve

Gaziantep  Üniversitesi  Biyoloji  Bölümü Herbaryumu’nda herbaryum kayıt  numarası

(GAUN  5054  ve  5055)  ile  kayıt  altına  alınmıştır.  Araziden  toplanan  örnekler

temizlendikten sonra, toprak üstü ve toprak altı kısımları birbirinden ayrılarak karanlık

ve steril ortamda, laboratuvar koşullarında kurumaya bırakılmıştır.

 A.neurocarpus  BOISS türü,  çok  yıllık  otsu  bir  bitki  olup;  genellikle  çakıllı-kırsal

alanlarda  ve  600  mt  yükseklikteki  tepe  yamaçlarda  yetişmektedir  .  Bitki,  Nisan  ve

Mayıs aylarında çiçek açmaktadır. Endemik bir tür değildir, İran-Turan bölgesine ait bir

bitkidir.  Türkiye’de  daha  çok  Doğu  Anadolu’da  yayılım  gösterirken,  Dünya’da  ise

Suriye çöllerinde bu türe rastlanmaktadır. Tür, Türkiye’de genellikle Gaziantep, Kilis,

Şanlıurfa ve Siirt illerinde yayılış göstermektedir.

Tez  çalışmasında  kullanılan  diğer  bir  Astragalus  türü  ise,  A.  elongatus  subsp.

nucleiferus  WILLD bitkidir.  Bu tür de çok yıllık otsu bir bitki olup; meşe çalılığı ve

bozkırlarda  310-1500  mt  yükseklikte  görülmektedir.  Bitkinin  haziran  ve  temmuz

dönemlerinde çiçeklendiği görülmektedir. İran Turan Bölgesi’nde yetişen tür, endemik

bir  bitki  türüdür.  Ülkemizde  genel  olarak  Orta  Anadolu  Bölgesi’nde  (Kastamonu,
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Ankara,  Denizli,  Eskişehir, Kayseri,  Kütahya,  Kahramanmaraş ve Karaman)  yayılış

göstermektedir.. 

Çalışmaya dâhil  edilen Astragalus türlerine ilişkin arazi görüntüleri  (Fotoğraf 2.1 ve

2.2.) ve türlerin Türkiye’deki yayılış alanları (Şekil 2.1. ve 2.2.) de verilmiştir

Fotoğraf 2.1 Astragalus neurocarpus BOISS genel görünümü

Şekil 2.1 Astragalus neurocarpus BOISS türünün coğrafik yayılışı (TÜBİVES, 2019) 
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Fotoğraf 2.2 A. elongatus subsp. nucleiferus WILLD genel görünümü

Şekil 2.2 A. elongatus subsp. nucleiferus WILLD türünün coğrafik yayılışı (TÜBİVES, 
2019)
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2.1.2 Çalışmada Kullanılan Alet ve Cihazlar

 Buzdolabı (+4˚C) (Bosch)

  Balon joje (50 ml PYREX)

 Çalkalayıcı (shaker)(Orbital)

 Derin Dondurucu (-20˚C ve -86˚C) (Bosch)

 Elisa microplate (Imark)

 Floresans Mikroskop (Nikon) 

 Hassas terazi (KERN ABJ)

 Hücre sayım cihazı (Cedex XS Analyzer, Roche)

 İnkübatör (Thermo Fischer Scientific)

 İnverted (ters) Mikroskop (Olympus)

 Laminar Flow Hücre Kültürü Kabini (Thermo Fischer Scientific), 

 Liyofilizatör (Tetra)

 Otomatik pipet (Ependorf)

 Öğütücü-blender (BOSCH)

 Parafilm(Pechiney)

 pH metre (Hanna H1)

 Rorary evaporatör, (UV /VIS)

 Santrifüj (Thermofısher Scıentific)

 UV/VIS Spektrofotometre (VersaMax Molecular Devices, ABD)

 Vorteks (IKA)

 Saf su cihaz (MIKROTEK)

2.1.3 Çalışmada Kullanılan Kimyasallar ve Solüsyonlar

 Alüminyum klorür (MERCK) 

 Asetik Asit (MERCK)

 Askorbik Asit (Sigma)

 BHT (butillenmişhidroksitoluol) (Sıgma)

 Dimetil sülfoksit (DMSO, Sigma)

 DMEM/ Ham’s F12(Thermofisher scıentific)
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 DPPH (2.2-difenil-1- pikrilhidrazil)(Sigma)

 Etanol (MERCK). 

 Fetal sığır serumu (FBS,)(GİBCO)

 Folin-Ciocalteu reaktifi (MERCK)

 Gallik Asit(MERCK)

 Kersetin(MERCK)

 L-Glutamin(Pan Bıotec)

 Metanol (MERCK)

 MTT (SİGMA)

 Penisilin/Streptomisin (PAN BIOTEC)

 Phosphate buffered saline (PBS, Sigma)

 Potasyum asetat (MERCK) 

 RPMI(THERMOFISHER)

 Sodyum karbonat (MERCK) 

 Sosyum dodesil sülfat (SDS,)(MERCK)

 TCA (trikloroasetik asit).(Kimya) 

 Tripan mavisi (Biochrome)

 Tripsin-EDTA solüsyonu (Sigma)

Çalışmada kullanılan bazı     çözeltilerin hazırlanması

%10'1uk  Folin-Ciocalteu  reaktifi  hazırlanması:  Ticari  olarak  satın  alınan  Folin-

Ciocalteu  Reaktifi  seyreltilmiştir.  10  (microlitre)  µl FCR  (Folin-Ciocalteu  Reaktifi)

üzerine 90 ml distile su ilave edilerek 100 ml'ye tamamlanmıştır. 

%20’1ik sodyum karbonat çözeltisinin hazırlaııması:  20 mg Na2C03 alınmış ve bir

miktar distile suda çözündükten sonra hacmi 100 ml’ye tamamlanmıştır. 

Gallik asit çözeltisi: 1 mg gallikasit 1 ml distile suda çözünmüştür. 

Potasyum asetat  çözeltisinin  hazırlanması:  8,2 g  CH3CO2K  alınmış  ve  bir  miktar

distile suda çözündükten sonra hacmi 100 ml’ye tamamlanmıştır. 

Alüminyum klorür çözeltisinin hazırlanması: 10 g AICl3 alınmış ve 80 ml distile su,

içerisinde çözülmüştür. 
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Kersetin çözeltisinin hazırlanması: 25 g kersetin 25 ml etanol içerisinde çözülmüştür,

DPPH çözeltisinin hazırlanması:  0.002 g DPPH (2.2-difenil-1-pikrilhidrazil) alınmış

ve 50 ml metanolde çözülmüştür.

2.2. METOT

2.2.1 Bitki Örneklerinden Özütlerin Hazırlanması

Astragalus cinsine ait,  A. elongatus subsp. elongatus (yazı yoncası) ve A. neurocarpus

(çizik  geven)  türleri  Nisan,  Mayıs  ve  Haziran  aylarında  bitkinin  çiçekli  döneminde

Gaziantep  ve  çevresinden  toplanarak,  Gaziantep  Üniversitesi  Biyoloji  Bölümü

herbaryumunda  Davis  (1972)  ’ye göre  teşhis  edilmiş  olup,  Gaziantep  Üniversitesi

Biyoloji Bölümü herbaryumu’nda kayıt altına alınmıştır. 

Astragalus türlerinin, toprak altı (kök) ve toprak üstü (çiçek, gövde ve yaprak) kısımları

öğütücüde  toz  haline  getirildikten  sonra,  biyolojik  aktivite  açısından  farklılıklarının

gözlemlenmesi amacıyla; her iki aksam da ayrı ayrı özütleme işlemine tabi tutulmuştur.

Bitki örnekleri (40 gr) distile su (dH2O)ve etanol (EtOH) çözücüleri kullanılarak oda

ısısında  çalkalayıcı  üzerinde  yaklaşık  16-24  saat  boyunca  maserasyon  yöntemi  ile

özütlenmiştir  (Senol  ve  ark.  2018;  Gezici  ve  Sekeroglu,  2019).  Özütleme  işlemi

sonrasında,  su  ile  özütlenen  örnekler  filtre  kâğıdı  ile  süzülmüş  ve  liyofilizatörde

kurutma işlemine tabi tutulmuştur. Etanol ile hazırlanan örneklerde rotary evaporatörde

çözücü uzaklaştırılmış ve sonrasında liyofilizatörde kurutma işlemi gerçekleştirilmiştir.

Toz  haline  getirilen  özütler  analizlerde  kullanılıncaya  kadar  -20°C’de  muhafaza

edilmiştir. Bitki özütlerinin hazırlanmasına ilişkin laboratuvar resimleri Fotoğraf 2.3’de

verilmiştir.
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Fotoğraf 2.3 Bitki özütlerinin hazırlanması 

2.2.2 Örneklerin Analizler İçin Hazırlanması 

Bitki türlerinin farklı kısımlarından su ve etanol çözücüleri ile elde edilen her bir özüt,

tez çalışmasında yapılacak olan analizler için farklı konsantrasyonlarda hazırlanmıştır.

Özütler  DMSO  içerisinde  en  yüksek  konsantrasyonları  1  mg/mL  olacak  şekilde

çözülerek, homojen hale getirilmiştir. 

2.2.3 Bitki Özütlerinin Toplam Fenol İçeriğinin Belirlenmesi

Bitki türlerinin toprak altı ve toprak üstü kısımlarının farklı çözücüler kullanılarak elde

edilen  özütlerin  sahip  olduğu  toplam  fenolik  madde  miktarları  Singleton  ve  Rossi

(1965) tarafından belirlenen Folin-Ciocalteau yönteminde bazı değişiklikler yapılarak
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belirlenmiştir (Sekeroglu ve ark., 2017; Gezici ve Sekeroglu, 2019). Bu yöntemde, 96

kuyucuklu  microplate  A1 kuyucuğundan  başlayarak  seyreltilmiş  özütlerden  her

kuyucuğa 100’er microlitre konulmuştur. Özütlerin üzerine Folin Ciocalteu reaktifi ve

%20'lik doygun sodyum karbonat çözeltisi ilave edilerek iyice karıştırılmıştır. Karışım,

karanlık ortamda yaklaşık 90 dk kadar bekletilmiştir. Karışımda meydana gelen mavi

rengin  absorbansı  96  kuyucuklu  mikroplate  okuyucu  spektrofotometrede  (VersaMax

Molecular Devices,  ABD) 765 nm'de okunmuştur. Toplam fenolik madde miktarının

belirlenmesinde standart fenolik olarak gallik asit (GA) kullanılmıştır.  Standart gallik

asit  çözeltisinin  62.5-1000  µg/mL  aralığındaki  5  farklı  konsantrasyonu  ile  bir

kalibrasyon eğrisi  elde  edilmiş  (R2=0.9905) ve  standarda  ait  mg/g  olarak  gallik  asit

eşdeğeri (GAE) grafik Şekil 2.3’de verilmiştir. 

62,5 µg 125 µg 250 µg 500 µg 1000 µg
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f(x) = 0.91x - 0.64
R² = 0.99

GAE eşdeğeri

Şekil 2.3 Gallik asit standart kalibrasyon eğrisi

2.2.4 Bitki Özütlerinin Toplam Flavonoit İçeriğinin Belirlenmesi

Özütlerin  toplam  flavonoit  madde  içerikleri  Woisky  ve  Salatino  (1998)  tarafından

belirlenen  Aluminyum klorid  kolorimetrik  yöntemi  temel  alınarak  belirlenmiş  olup,

yöntemin  uygulanmasında  kısmı  değişiklikler  yapılmıştır  (Sekeroglu  ve  ark.,  2017;

Gezici ve Sekeroglu, 2019). Doksan altı kuyucuklu Elisa microplate’de gerçekleştirilen

bu yöntemde, özütler farklı konsantrasyonlarda seyreltilerek her bir kuyucuğa 100’er

microlitre  konulmuştur.  Özütlerin  üzerine  1M  potasyum  asetat  solüsyonu  ve  AICl3
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çözeltisi  eklenmiştir. Elde edilen karışım,  karanlık ortamda yaklaşık 40-45 dk kadar

bekletilmiştir.  Karışımda  meydana  gelen  sarı  rengin  absorbansı  96  kuyucuklu

mikroplate  okuyucu  spektrofotometrede  (VersaMax  Molecular  Devices,  ABD)  415

nm'de  okunmuştur.  Toplam  flavonoit  madde  miktarının  belirlenmesinde  standard

flavonoit  olarak kersetin  (Q) kullanılmıştır.  Standart  kersetin  çözeltisinin 62.5-1000

µg/mL aralığındaki  5  farklı  konsantrasyonu  ile  bir  kalibrasyon  eğrisi  elde  edilmiş

(R2=0.9967) ve standarda ait  mg/g olarak kersetin eşdeğeri  (QE) grafik Şekil  2.4’de

verilmiştir.

62,5 µg 125 µg 250 µg 500 mg 1000 µg
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QE eşdeğeri

Şekil 2.4 Kersetin standart kalibrasyon eğrisi

2.2.5 Bitki Özütlerinin Antioksidan Aktivitesinin Belirlenmesi

Bitki  özütlerinin  serbest  radikal  süpürme  aktivitesinin  değerlendirilmesi  mikroplate

DPPH (diphenyl-2-picryl-hydrazil) yöntemi ile yapılmıştır (Gezici ve Sekeroglu, 2019).

Bitki özütlerinin serbest radikal giderim kapasiteleri  96 kuyucuklu ELISA platelerde

çalışılmıştır.  DPPH  analizleri  öncesinde,  bitki  özütleri  1mg/ml  konsantrasyondan

başlayarak  en az beş  dilüsyon yapılarak üç tekerrürlü  olarak  analiz  edilmiştir. Bitki

özütleri  ELISA platelerin  her  bir  kuyucuğuna  40’ar  µl  olacak  şekilde  konulmuş  ve

dilisyonları  yapılmıştır.  Özütlerin  üzerine  metanol  ile  hazırlanan  DPPH  solüsyonu

eklenmiş  ve  karanlık  ortamda  yaklaşık  30  dk  bekletilerek  meydana  gelen  renk
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değişimleri  gözlenmiştir.  Elde  edilen  ELISA  plate  görüntüleri  Fotograf  2.4’de

verilmiştir. 

Fotoğraf 2.4. DPPH serbest radikalleri giderme aktivitesi tayini görüntüleri

Örneklerin  absorbansları,  spektrofotometre  (VersaMax Molecular  Devices,  ABD)  ile

517 nm dalga boyunda ölçülmüş ve özütlerin farklı konsantrasyonlarda ki DPPH serbest

radikal süpürme aktivitesileri yüzde inhibisyon olarak hesaplanmıştır. Yüzde inhibisyon

hesaplaması aşağıda verilen eşitliğe göre yapılmıştır. Çalışmada pozitif kontrol olarak

bilinen standard antioksidan olan askorbik asit  (AA), kontrol olarak bitki özütlerinin

dilüsyonlarının hazırlanmasında kullanılan DMSO, kör olarak ise DPPH  kullanılmıştır. 

DPPH serbest radikal süpürme kapasitesi (%) = (1-Ac)⁄As)×100
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[Ac: bitki özütü içermeyen kontrol kuyucuğuna ait absorbans değeri,  As: bitki özütü

içeren kuyucuğun absorbans değeri].

2.2.6.Bitki Özütlerinin Antikanser ve Antiproliferatif Aktivitelerinin Belirlenmesi

Bitki özütlerinin antikanser, sitotoksik ve antiproliferatif aktivitelerinin belirlenmesine

yönelik çalışmada; temel olarak aşağıda verilen aşamalar gerçekleştirilmiştir.

 Hücre Hatlarının Elde Edilmesi

 Besiyerlerinin Hazırlanması

 Hücre Hatlarının Yetiştirilmesi ve Pasajlanması

 Hücre Hatlarını Stoklanması (freezing medium)

 MTT Yöntemi ile Hücre Canlılıklarının Belirlenmesi

 Tripan Mavisi Yöntemi ile Antiproliferatif Aktivitenin Belirlenmesi

 Hemositometre ile Hücrelerin Sayımı

2.2.6.1 Hücre Hatlarının Elde Edilmesi

Bitki özütlerinin  in vitro antikanser aktivitelerinin belirlenmesi amacıyla, ticari olarak

ATCC (Amerikan Tip Kültür Koleksiyonu, ABD)’den satın alınan insan kanser hücre

hatları: A549 (akciğer karsinoma), H1299 (küçük hücreli olmayan akciğer kanseri) ve

C6 (beyin glioma) hücre hatları ve kanserli olmayan HUVEC (insan göbek ven endotel

hücreleri) kontrol hücre hatları kullanılmıştır. 

2.2.6.2 Hücre Besiyerlerinin Hazırlanması

HUVEC ve C6 Glioma hücre soyları DMEM/Ham’s F12 (Dulbecco’s modified Eagle

medium (DMEM): Ham’s F12 nutrient medium (1:1), ThermoFisher Scientific) içeren

besi  ortamında,  A549  ve  H1299  Akciğer  hücre  soyları  ise  RPMI  (Roswell  Park

Memorial  Institute  Medium  -RPMI,  ThermoFisher  Scientific)  içeren  besiyerinde

çoğaltılmıştır. HUVEC ve C6 hücreleri;  %10 fetal  sığır  serumu (FBS, Gibco®), %1

antibiyotik  (100U/mL  penisilin-100µg/mL  streptomisin  (Pan  Biotech)  ve  %1  L-

glutamin (Pan Biotech) içeren 5ml DMEM: Ham’s F12 (1:1) besiyeri içerisinde;  A549

ve H1299 Akciğer hücreleri ise; %10 fetal sığır serumu (FBS, Gibco®), %1 antibiyotik

26



(100U/mL  penisilin-100µg/mL  streptomisin  (Pan  Biotech)  ve  %1  L-glutamin  (Pan

Biotech) içeren 5ml RPMI besiyeri içerisinde yetiştirilerek pasajlanmıştır.

 2.2.6.3. Hücre Hatlarını Stoklanması (freezing medium)

Hücre  hatlarından,  DMSO  ve  besiyeri  içeren  karışım  ile  hücre  süspansiyonları

hazırlanmıştır. Hazırlanan hücre süspansiyonları 1 ml (yaklaşık 1x106 hücre/ml) steril 2

ml kriyovialler içerisine alınarak, sıvı azot içerisinde dondurulmuş ve yaklaşık 24 saat

sıvı azotta bekletildikten sonra -80°C’de derin dondurucuda muhafaza edilmiştir.

2.2.6.4. Bitki Özütlerinin Antikanser Aktivitesinin Belirlenmesi

Bitki  türlerinden  elde  edilen  farklı  özütlerin  in  vitro antikanser  etkinliklerinin

belirlenmesi  için  sitotoksisite  temeline  dayanan ve  ilk  kez  Mosmann  ve  arkadaşları

tarafından  (1983)  belirlenmiş  olan  MTT  (3-  (4,5-dimethylthiazol-2-yl)  -2,5-

diphenyltetrazolium bromide) yöntemi kullanılmıştır. Tez çalışmalarında MTT yöntemi

daha  önceki  yayınlarda  belirtildiği  şekilde  kısmen  modifiye  edilerek  uygulanmıştır

(Gezici, 2018; Gezici, 2019). Çalışmaya dâhil edilen hücre hatları 96 kuyucuklu ELISA

kültür kaplarına her bir kuyucukta 5 x 103 hücre olacak şekilde ekilecek ve 37°C’de, %5

CO2 içeren ortamda 24 saat boyunca inkübasyona bırakılmıştır. İnkübasyon sonrasında

hücrelerin ekim yapıldığı her bir  kuyucuğa su ve etanol çözücüleri  kullanılarak elde

edilen bitki özütlerinin farklı konsantrasyonları eklenmiştir. Bitki özütleri ile muamele

edilen hücreler 37°C’de 48 saat boyunca inkübasyona bırakılmışttır. Sonrasında her bir

kuyucuğa  50μl  MTT  (Sigma-Aldrich)  (5mg/mL)  solüsyonu  ilave  edilerek  karanlık

ortamda  37°C’de  %5  CO2 ihtiva  eden  inkibatörde  4  saat  inkübe  edilmiş  ve  MTT

solüsyonuna tabii bıraktığımız hücrelerde mavi-mor renkli formazan kristalleri oluşumu

gözlenmiştir.  Formazan  kristalleri  SDS  yardımıyla  çözülmüş  ve  oluşturdukları

absorbans değerleri spektrofotometre ile 570 nm dalga boyunda ölçülmüştür. Her bir

özüt ve her bir hücre hattı için, hücrelerin %50’sini inhibe eden IC50 (µg/mL) değerleri

hesaplanmıştır. 
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2.2.6.5. Bitki Özütlerinin Antiproliferatif Aktivitesinin Belirlenmesi

Bitki  özütlerinin  antiproliferatif  aktiviteleri,  daha  önce  Strober  (2001)  tarafından

belirlenen tripan mavisi (trypan blue exclusion) yöntemi kullanılarak A549, H1299 ve

C6 ve HUVEC hücre hatlarına karşı analiz edilmiştir. Bu yöntemde, DMSO ile farklı

konsantrasyonlarda hazırlanan bitki özütlerinin, zamana ve konsantrasyona bağlı hücre

canlılıklarının  belirlenmesi  amaçlanmıştır. Bitki  özütleri  ile  muamele  edilen  kanserli

hücre hatları 37 °C'de 24, 48 ve 72 saat süreyle inkübasyona bırakılmıştır. Her 24 saatlik

inkübasyon süresinin sonunda hücreler  sayılmıştır. Sayım işlemi  için,  100 µL hücre

toplanmış ve 1 mL % 0.05 tripsin-EDTA ilave edilmiştir ve daha sonra fosfat tamponlu

tuzlu  su  (PBS,  Sigma-Aldrich,  ABD)  ile  hücreler  yıkanmıştır.  Elde  edilen  hücre

süspansiyonu  1000  rpm'de  10  dakika  boyunca  santrifüj  (ThermoFisher  Scientific)

edilerek  toplanmıştır.  Süpernatantın  çıkarılmasından  sonra,  hücre  peletine  (hücre

süspansiyonunun 1:1 seyreltilmesi) 20 uL% 0.4 tripan mavisi çözeltisi ilave edilmiştir.

Hücre  canlılığı  mikroskop  (Nicon,  Japonya)  altında  belirlenmiş  ve  sonrasında  canlı

hücreler, otomatik hücre sayım cihazında sayılmıştır.

2.2.6.6 Hücrelerin Sayılması 

Bitki özütlerinin sitotoksik ve antiproliferative etkilerinin değerlendirilmesi amacı ile,

hücre  hatları  bitki  özütü  uygulanmadan  önce  ve  uygulandıktan  sonra  hücre  sayım

cihazında  (Cedex  XS  Analyzer,  Roche)  sayılmıştır.  Hücrelerdeki  canlılık  yüzdeleri

aşağıda verilen eşitliğe göre hesaplanmıştır. 

Hücrelerin  %  Canlılık  Oranı  =  [100×(Bileşik  ile  muamele  edilen  hücre  absorbansı

ortalaması-kör ortalama)/(Kontrol hücre absorbansı ortalaması-kör ortalama)]

2.2.7 İstatistiksel Analizler 

Analizler sonucunda elde edilen veriler  ortalama ± standart  sapma (SS) olarak ifade

edilmiş  olup,  her  bir  analiz  en  az  üç tekrarlı  olacak şekilde  yapılmıştır. İstatistiksel

analiz  için  GraphPad Instat  version  3.05  (GraphPad Software  Inc.,  San Diego,  CA,

ABD) kullanılmıştır. İkili grupların ortalamalarının karşılaştırılmasında Student t testi,

üçlü  grupların  ortalamalarının  karşılaştırılmasında  ise  ANOVA  testinden

yararlanılmıştır. Elde edilen skorlar Mann Whitney U testi ile değerlendirilerek p<0.05

değeri istatistiksel olarak önemli,  p<0.01 değeri ise çok önemli olarak kabul edilmiştir. 
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3. BULGULAR VE TARTIŞMA

Gaziantep ve  çevresinde doğal  olarak  yetişen  iki  farklı  Astragalus  spp.  türünün

toprak altı ve toprak üstü kısımlarından farklı  çözücüler ile  elde edilen özütlerin

toplam polifenolik içerikleri, antioksidant kapasiteleri ve insan kanser hücre hatları

üzerinde antikanser ve antiapoptotik, potansiyellerinin araştırıldığı bu tez çalışmasından

elde edilen sonuçlar aşağıda verilmiştir.

3.1. Özüt Verimliliği

Bitki  türleri  başlangıç  miktarları  40  gram  olacak  şekilde  özütleme  işlemine  tabi

tutulmuş olup, elde edilen özüt miktarları yüzde özüt verimliliği (gr/gr) olarak Çizelge

3.1’de verilmiştir. 

Çizelge 3.1. Bitki türlerinin başlangıç miktarları ve özüt verimliliği (gr/gr)

A. elongatus subsp. nucleiferus WILLD türünün özüt verimliliği (% gr/gr)

Bitki özütü Başlangıç miktarı (gr) Özüt verimliliği (gr)

Su özütü
toprak altı 40 gr 5,312575

toprak üstü 40 gr 6,426

Etanol özütü
toprak altı 40 gr 7,1985

toprak üstü 40 gr 10,6065

A. neurocarpus BOISS türünün özüt verimliliği (% gr/gr)

Bitki özütü Başlangıç miktarı (gr) Özüt verimliliği (gr)

Su özütü
toprak altı 40 gr 6,812

toprak üstü 40 gr 7,676

Etanol özütü
toprak altı 40 gr 8,198

toprak üstü 40 gr 10,356

Şekil  3.1’de  görüldüğü  gibi,  etanol  ile  elde  edilen  özütler  su  özütlerine  göre  daha

yüksek miktarda özüt verimliliğine sahiptir. Çalışmaya dâhil edilen her iki Astragalus

türünün toprak üstü kısımlardan, kök kısımlarına nazaran daha fazla miktarda özüt elde

edilmiştir.
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Şekil 3.1 Bitki türlerine ait yüzde özüt verimliliği 

[TAS: Toprak altı su özütü; TÜS: Toprak üstü su özütü; TAE: Toprak altı etanol özütü; TÜE:

Toprak üstü etanol özütü]

Türkiye  florası  için  endemik  olan  Astragalus  argaeus bitkisinin  toprak  üstü  ve  altı

kısımlarından elde edilen metanollü ekstrelerin, ekstre veriminin kuru madde üzerinden

sırasıyla %19.31 ve %15.60 olarak tespit etmişlerdir (Albayrak ve Kaya, 2019). Teyeb

ve  ark.  (2012)  ise  Astragalus  gombiformis Pomel  bitkisinin  toprak  üstü  ve  kök

kısımlarının  metanollü  ekstresi  eldesinde,  ekstre  verimini  %10.10  –  20.08  arasında

belirlemişlerdir. Bu çalışmada elde edilen ekstre verimleri araştırıcıların elde ettikleri

verimlere göre daha düşüktür. Kullanılan çözücülerin kimyasal yapısına, özütlenen bitki

ve  bu  bitkinin  farklı  kısmlarının  fitokimyasal  kompozisyonuna  bağlı  olarak  özüt

verimleri değişmekte, bu da bitkinin farklı kısımlarından elde edilen özütlerin verimine

etki etmekte ve biyolojik olarak etkinliğinde önem arz etmektedir. 

3.2. Toplam Fenolik Madde İçeriği

Bitki  özütlerinin  toplam  fenolik  madde  içeriğinin  belirlenmesi  amacıyla,  özütler

başlangıç  konsantrasyonları  1  mg/mL  olacak  şekilde  DMSO  içerisinde  çözülerek

hazırlanmış ve en az beş dilüsyon yapılarak analizler gerçekleştirilmiştir. A. elongatus



subsp.  nucleiferus  WILLD ve  A. neurocarpus BOISS türlerinin toplam fenolik madde

miktarları mg/g gallik asit eşdeğeri (GAE) olarak Çizelge 3.2’de verilmiştir. 

Çizelge 3.2. Bitki özütlerinin toplam fenolik madde içeriği

Bitki Türü Bitki Özütü a
Fenolik madde içeriği

(mg/g GAE) b

A. elongatus subsp. nucleiferus WILLD 

TAS 145.368 ± 0.561**
TÜS 96.344 ± 0.780*
TAE 119.777 ± 1.342**
TÜE 151.438 ± 1.203**

A. neurocarpus BOISS

TAS 110.755 ± 1.686*
TÜS 91.342 ± 0.841*
TAE 102.847 ± 0.120**
TÜE 117.153 ± 1.063**

a (TAS: Toprak altı su özütü; TÜS: Toprak üstü su özütü; TAE: Toprak altı etanol özütü; TÜE: Toprak üstü
etanol özütü)
b Veriler mg/g GAE ± SS (standart sapma) olarak ifade edilmiştir. 
*p<0.05 ve ** p<0.01

Çalışmaya dâhil edilen bitki türlerden A. elongatus subsp. nucleiferus WILLD türünün

toplam  fenolik  madde  içeriğinin  daha  yüksek  olduğu  yapılan  analizler  sonucunda

belirlenmiştir.  Genel  olarak,  bitki  türlerinin  farklı  kısımları  arasında  fenolik  madde

içeriği bakımından ciddi bir farklılık gözlenmemekle birlikte; toprak üstü kısımlarının

daha yüksek fenolik içeriğine sahip olduğu tespit  edilmiştir. Çizelge 3.2’de verildiği

gibi, en yüksek fenolik madde içeriği A. elongatus subsp. nucleiferus WILLD türünün

toprak üstü etanol özütlerinde (151.438±1.203 mg/g GAE, p<0.01), en düşük seviyede

fenolik madde içerdiği ise A. neurocarpus BOISS bitki türünün toprak üstü kısmından

su ile elde edilen özütünde belirlenmiştir (91.342±0.841 mg/g GAE. p<0.05). 

Çeşitli  rahatsızlıkların  tedavisinde  geleneksel  ilaç  olarak  kullanılan  veya  sağlıklı  bir

yaşam için  koruyucu  hekimlikte  önemli  roller  üstlendiği  inanılan  tıbbi  ve  aromatik

bitkilerdeki fenolik maddelerin oranı ve bileşimi büyük önem taşımaktadır. Tıbbi ve

aromatik  bitkilerle  ilgili  olarak  yapılan  önceki  çalışmalarda  toplam  fenolik  madde

miktarları  oldukça  farklı  bulunmuştur. Ürdün’de  yayılış  gösteren  51 bitkinin  toplam

fenolik  içeriği  ile  antioksidan  aktivitesini  araştırmışlardır.  Bu  araştırmada  incelenen

bitkiler  arasında,  Astragalus  berytheus  Boiss.  ve  Blanche  ve  Astragalus  peregrinus

Vahl.  bitkileri  de  değerlendirilmiştir.  Bu çalışmada ele  alınan  Astragalus  türleri  için

toplam fenolik içerikleri sırasıyla 11.7±0.4 mg GAE/g ve 14.6±0.3 mg GAE/g olarak

tespit edilmiştir.



Çin’de  kullanılan  otuz  tıbbi  bitkinin  antioksidan aktivitelerini  ve  fenolik  içeriklerini

ferrik  indirgeyici  antioksidan  güç  testi  ve  Folin-Ciocalteu  yöntemi  kullanılarak

değerlendirmişlerdir. Bitkilerin ekstraktlarını geleneksel yöntemle suda kaynatarak ve

%80  metanol  ile  elde  ettikleri  çalışmada,  hem  su  hem  de  metanol  ekstraktlarında

antioksidan ile toplam fenolik içerik arasında anlamlı ve doğrusal bir korelasyon tespit

etmişlerdir. Çalışmada değerlendirilen  Astragalus  complanatus R.  Br. ve  Astragalus

membranaceus (Fisch.)  Bge.  total  fenolik  madde  içerikleri  sırasıyla  10.3±0.10  mg

GAE/g ve 5.27±0.06 mg GAE/g olarak belirlenmiştir (Wong ve ark., 2006).

Keskin ve ark. (2018) tarafından yürütülen ve Astragalus diphtherites var. diphtherites

ile  Astragalus  gymnalopecias türlerinin  gövde  ve  kök  kısımlarının  antioksidan  ve

antimikrobiyal özelliklerinin araştırıldığı çalışmada, en yüksek toplam fenolik madde

miktarı  (76.1  μg GAE/mg ekstre)  A.  diphtherites bitkisinin  toprak  üstü  kısımlarının

metanollü  ekstresinden,  en  düşük  değer  (48.2  μg  GAE/mg  ekstre)  ise  aynı  türün

köklerinin  aseton  ekstresinden  elde  edilmiştir.  Asgarpanah  ve  ark.  (2011)  yaptıkları

çalışmada Astragalus squarrosus Bunge. bitkisinin etanol ekstrelerinde toplam fenolik

madde içeriğinin 23.3 mg/g olduğunu tespit etmişlerdir. Li ve ark. (2019)  Astragalus

membranaceus var.  mongholicus bitkisinin çiçeklerinin fitokimyasal karakterizasyonu

ve antioksidan kapasitesinin belirlenmesi için yaptıkları çalışmada; elde ettikleri farklı

fraksiyonlara göre toplam fenolik madde miktarını kuru ağırlık üzerinden 12.29±0.52

mg klorojenik asit/mg ile  108.42±0.89 mg klorojenik asit/mg arasında bulmuşlardır.

Başka  bir  çalışmada  ise  Astragalus  gombiformis Pomel  bitkisinin  farklı  bitki

kısımlarının  metanollü  ekstresindeki  toplam  fenolik  madde  oranı  3.340±0.491  ile

9.194±0.273 mg GAE/g kuru madde arasında tespit edilmiştir (Teyeb ve ark., 2012).

Zengin ve ark.  (2016),  Astragalus lagurus bitki  türünün etil  asetat,  metanol ve sulu

ekstrelerinde  toplam fenolik  madde  miktarını  20.34  ile  20.72  mg  GAEs/g  arasında

belirlemişlerdir. 

Yukarıda  görüldüğü  üzere  farklı  iklimlerde  ve  farklı  Astragallus türleri  ile  yapılan

çalışmalardan  elde  edilen  fenolik  madde miktarları  oldukça  farklılık  göstermektedir.

Bilindiği üzere tıbbi ve aromatik bitkilerde etken madde oranı ve bileşimi bitki türü,

bitki  kısımları,  bitkinin  yetişme  koşulları,  hasat  zamanı,  analizlerde  kullanılan  bitki

kısımlarının  tazeliği  gibi  pek  çok  faktör  tarafından  etkilenmektedir.  Ayrıca,  değişik

çözücüler  kullanılarak  elde  edilen  ekstrelerin  de  sekonder  madde  içerikleri  ve



bileşimleri  oldukça  farklı  olabilmektedir.  Bu  çalışmada  elde  edilen  fenolik  madde

değerleri,  önceki  çalışmalara  göre  oldukça  yüksek  değerlere  sahiptir.  Bu  durum

yukarıda belirtilen birçok faktörden kaynaklanmış olabilir. 

3.3. Toplam Flavonoit Madde İçeriği

Toplam flavonoit madde içeriğinin belirlenmesi analizlerinde de, bitki özütleri başlangıç

konsantrasyonları  1  mg/mL olacak  şekilde  alınmış  ve  en  az  beş  dilüsyon  yapılarak

analizler gerçekleştirilmiştir. Bitki  türlerinin toplam flavonoit  madde miktarları  mg/g

kersetin eşdeğeri (QE) olarak Çizelge 3.3’de verilmiştir. Toplam fenolik madde içerik

sonuçlarına  benzer  şekilde,  A.  elongatus subsp.  nucleiferus  WILLD türünün  toplam

flavonoit madde içeriğinin A. neurocarpus BOISS türünden genel itibari ile daha yüksek

olduğu gözlenmiştir (Çizelge 3.3).

Çizelge 3.3 Bitki türlerinin toplam flavonoit madde içeriği

Bitki Türü Bitki Özütü a
Flavonoit madde içeriği

(mg/g QE) b

A. elongatus subsp. nucleiferus WILLD 

TAS 73.309 ± 1.022*
TÜS 119.622 ± 0.965*
TAE 70.954 ± 0.560**
TÜE 125.347 ± 1.105**

A. neurocarpus BOISS

TAS 42.088 ± 0.732**
TÜS 108.224 ± 0.455*
TAE 49.735 ± 1.562*
TÜE 179.339 ± 1.020**

a (TAS: Toprak altı su özütü; TÜS: Toprak üstü su özütü; TAE: Toprak altı etanol özütü; TÜE: Toprak üstü
etanol özütü)
b Veriler mg/g GAE ± SS (standart sapma) olarak ifade edilmiştir. 
*p<0.05 ve ** p<0.01

Çizelge  3.3’de  verildiği  gibi,  bitki  türlerinin  toprak  üstü  aksamlarından  elde  edilen

özütler daha yüksek miktarda flavonoit madde içeriğine sahiptir. En yüksek flavonoit

madde  içeriği  A.  neurocarpus BOISS  türünün  toprak  üstü  etanol  özütünde

(179.339±1.020 mg/g QE, p<0.01) tespit edilirken; en düşük flavonoit içeriği ise, yine

aynı bitki türünün toprak altı aksamından elde edilen su özütünde (42.088±0.732 mg/g

QE,  p<0.01) belirlenmiş  olup,  bunu sırasıyla  etanol  özütü  (49.735±1.562 mg/g  QE,

p<0.05) takip etmektedir. 

Toplam polifenolik (fenolik ve flavonoit) madde miktarı belirleme analizlerinden elde

edilen veriler  doğrultusunda;  genel  olarak bitki  türlerinin  toprak  üstü aksamlarından



elde edilen özütlerin fenolik ve flavonoit madde içerikleri toprak altı kısımlarına oranla

daha  yüksek  bulunmuştur.  Çözücü  farklılıklarından  kaynaklanan  toplam  fenolik  ve

flavonoit içeriklerindeki değişimlere bakıldığı zaman, su ile elde edilen özütlerin içeriği

etanol  özütlerinden daha  yüksektir  veya  etanol  özütleri  daha yüksek içeriğe  sahiptir

şeklinde bir genelleme yapılamamaktadır. Bitki türüne ve toprak altı/üstü kısımlarına

göre içerik miktarı değişkenlik göstermektedir.

Astragalus diphtherites var. diphtherites ile Astragalus gymnalopecias türlerinin gövde

ve kök kısımlarının antioksidan ve antimikrobiyal özelliklerinin araştırıldığı çalışmada,

en yüksek toplam flavonoit madde miktarı (80.15 μg QE/mg ekstre), A. gymnalopecias

bitkisinin toprak üstü kısımlarının aseton ekstresinden elde edilirken, en düşük değer

(4.23  μg  QE/mg  ekstre)  aynı  bitki  türünün  köklerinin  etil  asetat  ekstrelerinde

belirlenmiştir (Keskin ve ark., 2018). Asgarpanah ve ark. (2011) yaptıkları çalışmada

Astragalus squarrosus Bunge. bitkisinin etanol ekstrelerinde toplam flavonoit  madde

içeriğinin  26.0  mg/g  olduğunu  belirlemişlerdir.  Astragalus  membranaceus var.

mongholicus bitkisinin  çiçeklerinin  fitokimyasal  karakterizasyonu  ve  antioksidan

kapasitesinin belirlenmesi için yapılan bir çalışmada; farklı fraksiyonlara göre toplam

flavonoit madde miktarı kuru ağırlık üzerinden 6.58±0.39 mg rutin/mg ile 265.71±21.51

mg rutin/mg arasında tespit edilmiştir Li ve ark. (2019). 

Diğer  bir  çalışmada  ise  Astragalus  gombiformis Pomel  bitkisinin  farklı  bitki

kısımlarının  metanollü  ekstresindeki  toplam  flavonoit  madde  oranı  0.767±0.051  ile

3.133±0.344 mg kateşin/g  kuru madde arasında  bulunmuştur  (Teyeb ve ark.,  2012).

Astragalus lagurus bitkisinin etil asetat, metanol ve sulu ekstrelerinde toplam flavonoit

madde miktarı 219.58-31.10 mg REs/g arasında tespit edilmiştir (Zengin ve ark., 2016).

Bu çalışmada elde edilen toplam flavonoit madde miktarı  değerleri farklı  Astragalus

türleri ile daha önce yapılmış olan çalışmaların sonuçları ile benzerlik göstermektedir.

Önceki  çalışmaların  sonuçları  ile  bu  çalışmada  elde  edilen  değerlerin  farklılığın,

çalışılan bitki  türünün farklılığı,  analize konu olan bitki  kısımlarının değişik olması,

bitkinin  yetişme  koşulları,  toplama  veya  hasat  zamanı,  laboratuvar  analizlerinde

kullanılan bitki kısımlarının tazeliği ve çözücü farklılığından kaynaklanmış olabileceği

düşünülmektedir. 



3.4.Bitki Özütlerinin Antioksidan Kapasitesinin Belirlenmesi

Bitki özütlerinin antioksidan kapasitesi DPPH serbest radikal süpürme aktivitesine göre

yapılmıştır. DPPH analizleri öncesinde bitki özütlerinin farklı konsantrasyonları (62.5,

125, 250, 500 ve 1000µg/mL) hazırlanmış ve yüzde inhibisyonları hesaplanmıştır. Bitki

türlerinden elde edilen özütlerin  konsantrasyona bağlı  olarak serbest  radikal  giderim

kapasiteleri yüzde inhibisyon olarak Çizelge 3.4 ve Çizelge 3.5’de verilmiştir. 

Çizelge 3.4  A. elongatus subsp.  nucleiferus WILLD özütlerinin konsantrasyona bağlı
DPPH serbest radikal giderim kapasitesi

Toprak üstü kısım – su özütü

konsantrasyon DPPH Değeri %inhibisyon
1000µg/mL 0,106 82,003
500µg/mL 0,117 80,135
250µg/mL 0,198 66,383
125µg/mL 0,291 50,594
62,5µg/mL 0,318 46,011

    

Toprak altı kısım – su özütü

konsantrasyon DPPH Değeri %inhibisyon
1000µg/mL 0,261 55,687
500µg/mL 0,313 46,859
250µg/mL 0,378 35,823
125µg/mL 0,451 23,429
62,5µg/mL 0,523 11,205

    

Toprak üstü kısım – etanol özütü

konsantrasyon DPPH Değeri %inhibisyon
1000µg/mL 0,103 82,512
500µg/mL 0,146 75,212
250µg/mL 0,187 68,251
125µg/mL 0,219 62,818
62,5µg/mL 0,37 37,181

    

Toprak altı kısım – etanol özütü

konsantrasyon DPPH Değeri %inhibisyon
1000µg/mL 0,127 78,438
500µg/mL 0,174 70,458
250µg/mL 0,311 47,198
125µg/mL 0,41 30,390
62,5µg/mL 0,486 17,487

Çizelge  3.4.  ve  Çizelge  3.5’de  özetlendiği  üzere,  bitki  özütlerinin  konsantrasyonları

arttıkça DPPH radikali üzerine inhibisyon kapasiteleri de artmaktadır. Çalışmaya dâhil

edilen Astragalus türlerinin toprak üstü aksamları, toprak altı kök kısmına kıyasla daha

yüksek  seviyede  antioksidan  kapasite  göstermiştir.  A.  elongatus  subsp. nucleiferus

WILLD bitkisin toprak üstü kısmından elde edilen özütlerde, su ve etanol özütlerinin



DPPH serbest radikal süpürme kapasiteleri birbirine çok yakın değerlerde bulunurken,

en  düşük  serbest  radikal  giderim  kapasitesi  toprak  altı  aksamının  su  özütünde  (%

55.687±1.060 inhibisyon, 1000µg/mL) belirlenmiştir (Çizelge 3.5).

Çizelge  3.5 A.  neurocarpus BOISS  özütlerinin  konsantrasyona  bağlı  DPPH  serbest

radikal giderim kapasitesi

Toprak üstü kısım – su özütü

konsantrasyon DPPH Değeri %inhibisyon 
1000µg/mL 0,191 67,573
500µg/mL 0,317 46,179
250µg/mL 0,395 32,937
125µg/mL 0,432 26,655
62,5µg/mL 0,46 21,901

    

Toprak altı kısım – su özütü

konsantrasyon DPPH Değeri %inhibisyon
1000µg/mL 0,391 33,616
500µg/mL 0,45 23,599
250µg/mL 0,493 16,298
125µg/mL 0,52 11,714
62,5µg/mL 0,575 2,376

    

Toprak üstü kısım – etanol özütü

konsantrasyon DPPH Değeri %inhibisyon
1000µg/mL 0,103 82,510
500µg/mL 0,142 75,891
250µg/mL 0,187 68,251
125µg/mL 0,261 55,687
62,5µg/mL 0,389 33,955

    

Toprak altı kısım – etanol özütü

konsantrasyon DPPH Değeri %inhibisyon
1000µg/mL 0,318 46,015
500µg/mL 0,414 29,711
250µg/mL 0,497 15,619
125µg/mL 0,534 9,337
62,5µg/mL 0,58 1,528

A. neurocarpus BOISS türünün, toprak üstü aksamından elde edilen özütler daha yüksek

antioksidan aktivite göstermiştir. A. elongatus subsp. nucleiferus WILLD bitki türünde

olduğu gibi, en yüksek DPPH serbest radikal giderim kapasitesi A. neurocarpus BOISS

bitkisi toprak üstü kısmının etanol özütünde (%82.510±1.641 inhibisyon,  1000µg/mL)

tespit edilmiştir. Bitkinin toprak üstü ve toprak altı kısımlarından etanol ile elde edilen

özütlerin  en  yüksek  bitki  konsantrasyonunda  DPPH  inhibisyon  kapasiteleri

(%82.510±1.641  ve  67.573±0.906  inhibisyon,  sırasıyla),  su  ile  elde  edilen  özütlere

kıyasla daha yüksek bulunmuştur (Çizelge3.5). 
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Şekil 3.2 Bitki özütlerinin DPPH serbest radikal giderim kapasitesi

Çalışmada kullanılan A. elongatus subsp. nucleiferus WILLD ve A. neurocarpus BOISS

bitki özütlerinin analiz  edilen en yüksek konsantrasyon olan  1000µg/mL’deki  DPPH

serbest  radikal  giderimi  yüzde  inhibisyon  değeri  olarak  Şekil  3.2’de  verilmiştir.

Çalışmada  ticari  olarak  satın  alınan  askorbik  asit  (AA)  standart  antioksidan  olarak

kullanılmış olup, yüzde inhibisyon değeri 77.680±0.548 olarak hesaplanmıştır.

Haşimi ve ark. (2017) yaptıkları çalışmada, Anadolu’da yetişen üç endemik Astragalus

türünün (Astragalus leporinus var.  hirsutus,  Astragalus distinctissimus ve  Astragalus

schizopterus kimyasal içeriği ile bazı biyolojik aktivitelerini belirlemişlerdir. Çalışmada

elde  edilen  sonuçlara  göre;  çalışılan  Astragalus  türlerinden  A.  schizopterus türünün

metanollü  ekstresinin  lipit  peroksidasyon  (19,62±0,29),  DPPH  serbest  radikal

(54,61±0,38),  ABTS  katyon  radikali  süpürücü  aktivitesi  (22,01±0,07),  ve  CUPRAC

yönteminde  en  yüksek  aktiviteyi  gösterdiği  tespit  edilmiştir.  Diğer  bir  çalışmada;

Astragalus  lagurus bitkisinin  etil  asetat,  metanol  ve  sulu  ekstrelerinin  antioksidan

kapasitesi  farklı  yöntemlerle  araştırılmış  olup,  bitkinin sulu ekstreleri  yüksek oranda

aktivite göstermiştir. Çalışmada elde edilen değerler; DPPH (20.65 mg TEs/g), ABTS

(67.43 mg TEs/g), CUPRAC (73.98 mg TEs/g) ve FRAP (53.49 mg TEs/g), Amilaz ve

-glukosidaz inhibisyonları (0.12-0.56 ve 1.45-1.82 mmol ACAEs/g) şeklindedir (Zengin

ve  ark.,  2016).  Astragalus  membranaceus var.  mongholicus bitkisinin  çiçeklerinin



fitokimyasal karakterizasyonu ve antioksidan kapasitesinin belirlenmesi için yapılan bir

çalışmada; farklı fraksiyonlara ve antioksidan kapasite belirleme yöntemlerine ile elde

edilen  sonuçlara  göre;  BHT  (25.28  ±  0.59  µg/mL)  ile  kıyaslandığında,  en  yüksek

antioksidan kapasite  35.10 µg/mL IC50  değeri  le  DPPH yönteminden elde edilmiştir.

Ayrıca,  farklı  fraksiyonlar  için  kullanılan  değişik  antioksidan  kapasite  belirleme

yöntemleri arasında da belirgin farklılıklar ortaya konulmuştur (Li ve ark. 2019). Farklı

bir  çalışmada,  Astragalus  argaeus Boiss.  bitkisinin  toprak  üstü  ve  toprak  altı

kısımlarından  elde  edilen  metanollü  ekstrelerin  antioksidan  kapasiteleri  araştırılmış

olup,  çalışma  sonunda,  farklı  bitki  kısımlarına  göre  antioksidan  aktivite  değeri

108.40±0.2  -  121.56±1.8  mg  AAE/g,  β  –karoten  İnhibisyon  değeri  %37.31±0.0

-47.26±1.72, DPPH için IC50 değeri 194.28 - 140.96 μg/ml, H2O2 için IC50 değeri 187.93

-  212.65  μg/ml  ve  FRAP  değeri  ise  0.49  -  0.68  mM/L  arasında  tespit  edilmiştir

(Albayrak ve Kaya, 2019). 

Yukarıda görüldüğü üzere farklı Astragalus türlerinin değişik bitki kısımlarından farklı

çözücülerle elde edilen ekstrelerin değişik antioksidan kapasite belirlenme yöntemleri

ile  araştırılması  sonucunda  birbirinden  oldukça  farklı  sonuçlar  elde  edilmiştir.  Elde

edilen ekstrelerin farklı antioksidan kapasite göstermeleri oldukça normal karşılanmakta

olup, çalışmalarda ortaya çıkan farklı sonuçların, araştırmaya konu olan bitki türünün

farklılığı,  kullanılan  bitki  kısımları  değişik  olması,  toplanan  veya  üretilen  bitkinin

yetişme koşullarının farklılığı, hasat zamanının farklı olması, analizlerde kullanılan bitki

kısımlarının tazeliği ve daha birçok etkenden kaynaklanmış olabileceği ve kullanılan

çözücüler, kimyasallar ve analiz yöntemlerinin de sonuçları önemli düzeyde etkilemiş

olabileceği  düşünülmektedir.  Yapılan  çalışmalardan  elde  edilen  sonuçlara  göre,

Astragalus türlerinin bileşimlerindeki fenolik ve flavonoit maddeler dolayısıyla önemli

antioksidan kaynağı olarak öne çıkmaktadır. 

3.5. Bitki Özütlerinin Antikanser Aktivitelerinin Belirlenmesi

Astragalus  türlerinden  elde  edilen  özütlerin  antikanser  aktiviteleri  sitotoksik

potansiyellerine bağlı olarak 62,5 ile 1000µg/mL konsantrasyon aralığında insan akciğer

kanseri  (A549  ve  H1299)  ve  beyin  glioma  (C6)  hücrelerine  karşı  test  edilmiştir.

Konsantrasyona ve uygulama zamanına bağlı olarak sitotoksik aktivitenin arttığı tespit

edilmiştir. Her bir hücre hattına karşı bitki özütlerinin IC50 değerleri hesaplanmıştır.  



Çizelge 3.6 Bitki özütlerinin A549 hücrelerine karşı antikanser aktiviteleri 

Bitki Türü Bitki Özütü a IC50 değeri (µg/mL) b

A. elongatus subsp. nucleiferus WILLD 

TAS 6.144 ± 0.025**
TÜS 10.081 ± 1.145*
TAE 8.156 ± 0.182**
TÜE 13.072 ± 0.640**

A. neurocarpus BOISS

TAS 8.204 ± 0.102**
TÜS 14.108 ± 0.651*
TAE 11.125 ± 0.469**
TÜE 16.020 ± 1.020**

Doksorubisin c 4.210 ± 0.032
DMSO (dimetil sülfoksit) d 0
a (TAS: Toprak altı su özütü; TÜS: Toprak üstü su özütü; TAE: Toprak altı etanol özütü; TÜE: Toprak üstü
etanol özütü)
b Veriler IC50 (µg/mL) ± SS (standart sapma) olarak ifade edilmiştir (n=3).
c Doksorubisin, pozitif kontrol
d  DMSO, ngative kontrol
*p<0.05 ve ** p<0.01

Antikanser  aktivite  analizlerinde,  A549  akciğer  karsinoma  hücrelerine  karşı  A.

elongatus subsp.  nucleiferus WILLD  bitki  özütleri  IC50  değerleri  6.144±0.025  ile

13.072±0.640 µg/mL arasında değişen aralıkta olmak üzere diğer bitki türünden daha

etkili bulunmuştur. Test edilen her iki bitki türünün, toprak altı kısmından elde edilen

özütler toprak üstü aksamından elde edilen özütlerden daha yüksek antikanser aktivite

göstermiştir (Çizelge 3.6). 

Çizelge 3.7 Bitki özütlerinin H1299 hücrelerine karşı antikanser aktiviteleri 

Bitki Türü Bitki Özütü a IC50 değeri (µg/mL) b

A. elongatus subsp. nucleiferus WILLD 

TAS 5.815 ± 0.468*
TÜS 7.863 ± 0.140**
TAE 7.166 ± 1.011*
TÜE 10.750 ± 0.161**

A. neurocarpus BOISS

TAS 11.004 ± 0.662*
TÜS 18.860 ± 1.001*
TAE 15.102 ± 0.079**
TÜE 21.560 ± 0.910*

Doksorubisin c 4.210 ± 0.032
DMSO (dimetil sülfoksit) d 0
a  (TAS: Toprak altı su özütü; TÜS: Toprak üstü su özütü; TAE: Toprak altı etanol özütü; TÜE: Toprak üstü etanol
özütü)
b Veriler IC50 (µg/mL) ± SS (standart sapma) olarak ifade edilmiştir (n=3).
c Doksorubisin, pozitif kontrol
d  DMSO, ngative kontrol



*p<0.05 ve ** p<0.01

H1299 hücrelerine karşı en yüksek antikanser aktivite  A. elongatus subsp.  nucleiferus

WILLD  bitkisinin  toprak  altı  su  özütlerinde  (IC50 =  5.815±0.468  µg/mL,  p<0.05)

saptanmıştır, bunu sırası ile bitkinin toprak altı etanol ve toprak üstü aksamından su ile

elde edilen özütler (IC50 değerleri sırasıyla 7.166±1.011 µg/mL, p<0.05 ve 7.863±0.140

µg/mL,  p<0.01) takip etmiştir. Benzer şekilde  A. neurocarpus BOISS türünün toprak

üstü kısmından etanol ile elde edilen özütü 21.560±0.910 µg/mL (p<0.05) IC50 değeri ile

tst edilen kanser hücre hattına karşı en düşük antikanser aktivite göstermiştir (Çizelge

3.7).

Çizelge 3.8 Bitki özütlerinin C6 hücrelerine karşı antikanser aktiviteleri 

Bitki Türü Bitki Özütü a IC50 değeri (µg/mL) b

A. elongatus subsp. nucleiferus WILLD 

TAS 10.683 ± 0.195**
TÜS 12.691 ± 0.462**
TAE 16.011 ± 1.150*
TÜE 18.247 ± 0.120*

A. neurocarpus BOISS

TAS 16.522 ± 1.201**
TÜS 24.088 ± 1.012*
TAE 20.475 ± 0.116**
TÜE 29.210 ± 0.315**

Doksorubisin c 4.210 ± 0.032
DMSO (dimetil sülfoksit) d 0
a (TAS: Toprak altı su özütü; TÜS: Toprak üstü su özütü; TAE: Toprak altı etanol özütü; TÜE: Toprak üstü
etanol özütü)
b Veriler IC50 (µg/mL) ± SS (standart sapma) olarak ifade edilmiştir (n=3).
c Doksorubisin, pozitif kontrol
d  DMSO, ngative kontrol
*p<0.05 ve ** p<0.01



MTT analizleri  sonucunda;  A.  neurocarpus BOISS  bitki  türü  en  yüksek  antikanser

aktiviteyi A549 akciğer karsinoma hücre hatlarına karşı gösterirken; A. elongatus subsp.

nucleiferus WILLD bitki türü ise H1299 küçük hücreli olmayan akciğer kanseri hücre

hattına karşı en yüksek aktivite göstermiştir. En düşük antikanser aktivite ise, C6 beyin

glioma hücre hattına karşı belirlenmiştir (Çizelge 3.8). 

Albayrak  ve  Kaya  (2019)  endemik  Astragalus  argaeus türünün  toprak  üstü  ve  altı

kısımlarından  elde  edilen  ekstrelerin  MCF-7  (insan  meme  kanser  hücre  hattı)  ve

fibroblast hücrelerine karşı sitotoksik etkilerini 24 ve 48 saat uygulama sonrasında MTT

yöntemi ile belirlemişlerdir. Yapılan çalışma sonucunda, incelenen ekstrelerin 24 saat

sonrasında MCF-7 hücrelerine karşı zayıf sitotoksik aktivite gösterdiği tespit edilmiştir.

Teyeb  ve  ark.  (2012)  yaptıkları  çalışmada  Astragalus  gombiformis Pomel.

yapraklarından  elde  edilen  ekstraktların  sitotoksik  aktivitelerini  araştırmışlardır.

Sitotoksik aktivite ise insan akciğer kanser hücrelerinde kolorimetrik MTT analizi ile

belirlenmiştir.  En  güçlü  sitotoksik  aktivite  A549  akciğer  epitelyal  karsinom  hücre

hattına  karşı  diklorometan  ekstraktında  IC50=85±21.7  μg/mL’de  belirlenirken,  bu

ekstrakt için en iyi inkübasyon süresi de 48 saat olarak tespit edilmiştir. Aboul-Enein ve

ark.  (2011) yaptıkları  çalışmada Mısır  florasında bulunan 23 bitki  ile  baharat  olarak

kullanılan  24  bitkinin  su  ve  etanol  ekstraktlarının  in  vitro antikanser  aktivitesini

incelemişlerdir.  Antikanser  aktivitelerinin  belirlenmesinde  Ehrlich  Asit  Tümör

hücrelerinde (EACC) tripan mavisi kullanılırken HepG2 hücrelerine karşı SRB tekniği

kullanılmıştır. Aynı çalışmada antioksidan aktivitelerin belirlenmesi için DPPH analizi

kullanılmıştır.  Çalışma  sonucunda  bazı  bitkilerin  hem su  hem de  etonol  özütlerinin

yüksek  sitotoksik  ve  antioksidan  aktivitelere  sahip  olduğu  ve  kanser  hücrelerinin

büyümesini  engellediği  belirlenmiştir.  Bazı  bitkilerde  etanol  ekstraktları  daha  fazla

etkiye sahipken bazı bitkilerde ise su ekstraktlarının daha etkili olduğu tespit edilmiştir.

Çalışmada Astragalus spinosus’un antikanser aktivite bakımından su özütünde oldukça

etkin  olduğu görülürken,  antioksidan aktivite  de etanol  özütünün daha  etkin  olduğu

belirlenmiştir. Diğer bir çalışmada ise Astragalus membranaceus sulu ekstraktlarının in

vitro antioksidan ve antitümör etkilerini incelenmiştir. Çalışma sonucunda, bitkinin sulu

ekstrakların  2,2'azobis  (2-amidinopropan)  hidroklorür  (AAPH) ile  indüklenmiş  insan

eritrositleri hemolizini de azaltabildiği tespit edilmiştir. Çalışmada, A. membranaceus

sulu ekstrelerinin insan gastrik hücre hattı (SGC 7901) ve insan hepatom (SMMC 7721)



hücrelerinde  büyümeyi  verilen  doz  aralığında  doza  bağlı  olarak  inhibe  edebildiği

belirlenmiştir (Peng ve ark. (2011).

Rui  ve  ark.  (2010)  yüksek  performanslı  sıvı  kromatoğrafisi  (HPLC)  ve  Fourier

dönüşümü  infrared  (FT-IR)  kullanarak  analiz  ettikleri  Astragalus polisakkaritlerinin

antioksidan  aktiviteleri  ile  polisakkaritlerin  ve  siRNA’nın  antitümör  aktivitelerini

araştırmışlardır. Çalışma sonucunda, polisakkaritlerin antitümör aktivite de gösterdiği

tespit edilmiştir. CD40 geni siRNA plasmidi oluşturularak siRNA antitümör etkisini de

değerlendiren ekip Astragalus polisakkaritlerinin siRNA’dan daha fazla antitümör etkisi

gösterdiğini belirlemişlerdir. Yan ve ark. (2009) ise yapmış oldukları çalışmada affinite

kromatoğrafisi  metoduyla A.  mongholictkileri  bitkisinin  köklerinden  özütleyip

saflaştırdıkları  bir  lektin  (AMML) molekülünün insanda rahim ağzı  kanser hücreleri

(HeLa), kemik kanseri hücreleri (MG63) ve kan kanseri hücreleri (K562) üzerindeki

çoğalma,  ölüm  ve  hücre  döngüsünde  büyüme  inhibisyonunun  sırasıyla,  HeLa

hücrelerinde  (%92)>K562  hücrelerinde  (%84)>MG63  hücrelerinde  ise  (%48)

gerçekleştiğini  saptamışlardır.  Saflaştırılan  lektin  molekülünün  bu  hastalıkların

tedavisinde  kullanılabileceği  çalışma  sonucundan  anlaşılmıştır.  Farklı  bir  çalışmada;

Çin’de yaygın olarak kullanılan bir  tıbbi  bitki  olan  Astragalus membranaceus’un  in

vitro ve in vivo anti-tümör etkileri araştırılmış, A. membranaceus kökünden izole edilen

5 biyoaktif fraksiyon arasından murin splenositleri üzerindeki mitojenisitesine en etkili

olanı AI olarak belirlenen fraksiyon olarak bulunmuştur. Çalışmada, AI fraksiyonunun

makrofaj  fonksiyonu,  tümör nekroz faktörü üretimi,  lenfokin ile  aktive edilmiş  katil

hücrelerin  indüksiyonu  ve  tümör  hücresi  farklılaşması  üzerindeki  faaliyetleri  de

incelenmiştir.  Çalışma  sonucunda,  farklı  hücre  hatlarına  uygulanan  A.

membranaceus’un  konakçıya  ait  anti-tümör  bağışıklık  mekanizmasını  harekete

geçirerek  hem  in  vitro hem  de  in  vivo anti-tümör  etkileri  gösterebileceğini  tespit

etmişlerdir (Cho ve Leung. 2007).

Farklı Astragalus türleri üzerinde yapılan çalışmalar, zengin etken madde içerikleri ile

bu bitkilerin kanser tedavisinde bu türlerin önemini ortaya koymaktadır. Bu çalışmaya

konu  olan  Astragalus  türlerinden  elde  edilen  özütlerin  antikanser  aktivitelerinin,

sitotoksik potansiyellerine bağlı  olarak 62,5 ile 1000µg/mL konsantrasyon aralığında

insan akciğer  kanseri  (A549 ve H1299) ve beyin glioma (C6) hücrelerine karşı  test

edilmiş olup, çalışma sonucunda konsantrasyona ve uygulama zamanına bağlı olarak



sitotoksik aktivitenin arttığı tespit edilmiştir. Her bir hücre hattına karşı bitki özütlerinin

IC50 değerleri de hesaplanmıştır.  

3.6. Bitki Özütlerinin Antiproliferatif Aktivitelerinin Belirlenmesi

A549,  H1299  ve  C6  kanser  hücre  hatlarına  karşı,  A.  elongatus subsp.  nucleiferus

WILLD  ve  A.  neurocarpus BOISS  türlerinden  elde  edilen  farklı  özütlerin  hücre

canlılıkları  üzerine  etkinlikleri  tripan  mavisi  analizleri  ile  belirlenmiştir.  Antikanser

aktivite analizlerinde olduğu gibi, bitki özütleri farklı dozlarda (62.5 ile 1000 µg/mL) ve

24, 48 ve 72 saat boyunca hücre hatları üzerine uygulanmıştır. Hücreler farklı zaman

dilimlerinde,  uygulanan bitki  dozuna bağlı  olarak sayılmış ve hücre canlılık oranları

tespit edilmiştir. Kanserli hücre hatlarından elde edilen hücre canlılık oranları, kontrol

amacıyla  kullanılan  HUVEC hücre  hatlarındaki  canlılık  oranına  göre  kıyaslanmıştır.

Elde edilen veriler yüzde hücre canlılığı olarak Şekil 3.3 ve Şekil 3.4’de sunulmuştur.
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Şekil 3.3 A. elongatus subsp.  nucleiferus WILLD türünün  A549, H1299 ve C6 hücre

hatlarına karşı hücre canlılık oranları 

* Veriler 48 saat uygulama sonrasında hücrelerdeki yüzde canlılık olarak ifade edilmiştir. 

**  HUVEC  hücreleri  kontrol  hücreler  olarak  kullanılmış  ve  canlılık  oranları  %  100  olarak  kabul
edilmiştir. 



MTT analizleri ile uyumlu olarak, bitki özütleri doz ve zamana bağlı olarak kanserli

hücrelerde hücre büyümesini ve canlılığını azaltmıştır.  A. elongatus subsp.  nucleiferus

WILLD bitkisine ait toprak altı  su özütü, hücre canlılığını en yüksek oranda H1299

hücre hattına karşı azaltırken, bunu sırası ile %28 ve %35 hücre canlılığıyla A549 ve C6

hücre hatları takip etmektedir.  Bitkinin toprak üstü aksamından etanol ile elde edilen

özüt ise; hücre canlılığı üzerinde en az etkin olan özüt olarak belirlenmiştir (Şekil 3.3). 
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Şekil  3.4 A. neurocarpus BOISS türünün  A549, H1299 ve C6 hücre hatlarına karşı
hücre canlılık oranları 

* Veriler 48 saat uygulama sonrasında hücrelerdeki yüzde canlılık olarak ifade edilmiştir. 

**  HUVEC  hücreleri  kontrol  hücreler  olarak  kullanılmış  ve  canlılık  oranları  %  100  olarak  kabul
edilmiştir. 

A. neurocarpus BOISS türünün ise,  toprak altı su özütü,  hücre canlılığını en yüksek

oranda  A549  hücre  hattına  karşı  azaltırken,  hücre  canlılığındaki  en  az  azalma  C6

hücrelerine karşı gözlenmiştir. A. elongatus subsp. nucleiferus WILLD bitki özütleri ile

yapılan  antiproliferatif  aktivite  sonuçlarıyla  benzer  şekilde;  A.  neurocarpus BOISS



bitkisinin de toprak üstü aksamından etanol özütü; hücre canlılığı üzerinde en az etkin

olan özüt olarak her üç hücre hattına karşı tespit edilmiştir (Şekil 3.4). 

Bu tez çalışması, çalışmaya dâhil edilen  Astragalus spp. türlerinin akciğer kanseri ve

beyin glioma hücre hatlarında, hücre büyümesini doza bağlı bir şekilde engellediğini

ortaya  koymuştur.  Ayrıca,  artan  maruz  kalma  süresi,  kanser  hücrelerinde  hücre

büyümesinde önemli  bir  inhibisyon ile  sonuçlanmıştır. İlgili  Astragalus  spp. Türleri,

kanser  hücrelerinin  büyüme  ve  çoğalmasını  in  vitro koşullar  altında  önemli  ölçüde

azaltma  potansiyeline  sahip,  antikanser  bir  ajan  niteliği  taşımaktadır.  Ekstraktların

antikanser  ve  büyüme  önleyici  etkileri,  bitkinin  daha  önce  belirlendiği  gibi  zengin

sekonder metabolit bileşenlerinden kaynaklanıyor olabilir (Block ve Mead, 2003; Shao

ve ark, 2004; Ionkova ve ark, 2014; Ranjbar ve Mahmoudian, 2015).

Son yüzyılda görülme sıklığı ve ölüm oranı ciddi oranda artış gösteren ve bu nedenle

çağımızın hastalığı olarak nitelendirilen kanserin, bitkisel yöntemlerle tedavi edilmesine

yönelik  alternatif  tıp  tekniklerine  yönelim giderek  popüler  hale  gelmektedir. Kanser

hastalığının hızlı ve agresif olarak yayılmasından dolayı uygulanan halihazırdaki tedavi

yöntemleri  pek  başarılı  olamamakla  birlikte;  ilgili  kanser  hücresi  üzerinde  spesifik

olarak  etkili  olamamaktadır.  Kanser  hücrelerine  etki  ederken,  aynı  zamanda  kanser

hücrelerinin  çevresindeki  tümörlü  olmayan  hücreleri  de  etkilemektedir.  Bu  nedenle

hedefe  yönelik  terapötik  ilaçlar  ve  tedavi  yöntemlerinin  geliştirilmesi  ve  antikanser

özellikte ilaç eldesi gerekmektedir. 



4. SONUÇ VE ÖNERİLER

Ülkemizde doğal  olarak yayılış  gösteren,  gıda olarak,  endüstriyel  ve tıbbi  amaçlarla

kullanılma  potansiyeline  sahip  olan  bitkilerin  biyolojik  aktivitelerinin  belirlenmesi,

içerdikleri  etken  maddelerin  belirlenmesi,  belirlenen  etken  maddelerin  farmasötik

alanda  ilaç  ham  maddesi  olarak  kullanımı  ve  böylece  bitkisel  tedavi  olanaklarının

oluşturulması son derece önemlidir. Bu çalışmada, Gaziantep ve çevresinden toplanan

Astragalus cinsine ait,  Astragalus elongatus subsp. nucleiferus WILLD (yazı yoncası),

A.  neurocarpus BOISS (çizik  geven)  türlerinin  sahip  oldukları  toplam  polifenolik

(fenolik ve flavonoit) içeriğinin ve antioksidan aktivitesinin belirlenmesinin yanı sıra;

farklı çözücüler kullanılarak elde edilen özütlerin sahip oldukları antikanser aktiviteleri

kapsamlı  bir  şekilde  analiz  edilmiştir.  Bu  kapsamda,  bitki  özütlerinin;  antikanser,

sitotoksik  ve  antiapoptotik  potansiyele  sahip  olup  olmadığı,  potansiyel  antioksidan

kapasiteleri ile kombine edilerek detaylı bir şekilde ortaya konulmuştur. 

Yapılan laboratuvar analizlerinden elde edilen sonuçlara göre; 

- Çalışmaya konu olan Astragalus türlerinden elde edilen ekstre verimleri; %5.31

ile 10.61 aralığında değişmiş olup, etanol ile elde edilen özütlerin su özütlerine

göre  daha  yüksek  miktarda  özüt  verimliliğine  sahip  olduğu  belirlenmiştir.

Çalışmaya dâhil edilen her iki Astragalus türünün toprak üstü kısımlardan, kök

kısımlarına nazaran daha fazla miktarda özüt elde edilmiştir.
- Toplam  fenolik  madde  içeriği  bakımından  Astragalus  elongatus subsp.

nucleiferus WILLD türünün daha yüksek içeriğe sahip olduğu yapılan analizler

sonucunda  belirlenmiştir.  Genel  olarak,  araştırmaya  konu  olan  türlerin  farklı

bitki  kısımları  arasında  toplam fenolik  madde  içeriği  bakımından  önemli  bir

farklılık gözlenmemekle birlikte; toprak üstü kısımlarının daha yüksek fenolik

içeriğine sahip olduğu tespit edilmiştir.
- Toplam flavonoit  madde miktarları,  toplam fenolik  madde içerik  sonuçlarına

benzer  şekilde,  Astragalus  elongatus subsp.  nucleiferus WILLD  türünde,

Astragalus  neurocarpus BOISS  türüne  göre  daha  yüksek  olduğu  ortaya

çıkmıştır. Ayrıca, bitki türlerinin toprak üstü aksamlarından elde edilen özütler

daha yüksek miktarda flavonoit madde içeriğine sahiptir.
- Bitki  özütlerinin  konsantrasyonları  arttıkça  DPPH radikali  üzerine  inhibisyon

kapasiteleri de artmaktadır. Çalışmaya dâhil edilen Astragalus türlerinin toprak



üstü  aksamları,  toprak  altı  kök  kısmına  kıyasla  daha  yüksek  seviyede

antioksidan  kapasite  göstermiştir.  A.  elongatus  subsp.  nucleiferus  WILLD

bitkisin toprak üstü kısmından elde edilen özütlerde,  su ve etanol özütlerinin

DPPH  serbest  radikal  süpürme  kapasiteleri  birbirine  çok  yakın  değerlerde

bulunurken, en düşük serbest radikal giderim kapasitesi toprak altı aksamının su

özütünde belirlenmiştir. A. neurocarpus BOISS türünün, toprak üstü aksamından

elde edilen özütler daha yüksek antioksidan aktivite göstermiştir.  A. elongatus

subsp.  nucleiferus  WILLD bitki türünde olduğu gibi, en yüksek DPPH serbest

radikal giderim kapasitesi  A. neurocarpus BOISS bitkisi toprak üstü kısmının

etanol  özütünde  tespit  edilmiştir.  Bitkinin  toprak  üstü  ve  toprak  altı

kısımlarından etanol ile elde edilen özütlerin en yüksek bitki konsantrasyonunda

DPPH inhibisyon kapasiteleri,  su ile elde edilen özütlere kıyasla daha yüksek

bulunmuştur.
- MTT analizleri sonucunda; Astragalus neurocarpus BOISS bitki türü en yüksek

antikanser aktiviteyi A549 akciğer karsinoma hücre hatlarına karşı gösterirken;

Astragalus  elongatus subsp.  nucleiferus WILLD bitki  türü  ise  H1299 küçük

hücreli  olmayan  akciğer  kanseri  hücre  hattına  karşı  en  yüksek  aktivite

göstermiştir. En düşük antikanser aktivite  ise,  C6 beyin glioma hücre hattına

karşı belirlenmiştir.
- MTT analizleri  ile  uyumlu olarak,  bitki  özütleri  doz ve zamana bağlı  olarak

kanserli  hücrelerde  hücre  büyümesini  ve  canlılığını  azaltmıştır.  Astragalus

elongatus subsp.  nucleiferus WILLD bitkisine ait  toprak  altı  su özütü,  hücre

canlılığını en yüksek oranda H1299 hücre hattına karşı azaltırken, bunu sırası ile

%28  ve  %35  hücre  canlılığıyla  A549  ve  C6  hücre  hatları  takip  etmektedir.

Bitkinin toprak üstü aksamından etanol ile elde edilen özüt ise; hücre canlılığı

üzerinde  en  az  etkin  olan  özüt  olarak  belirlenmiştir.  Astragalus  neurocarpus

BOISS türünün  ise,  toprak  altı  su  özütü,  hücre  canlılığını  en  yüksek oranda

A459  hücre  hattına  karşı  azaltırken,  hücre  canlılığındaki  en  az  azalma  C6

hücrelerine karşı gözlenmiştir. Astragalus elongatus subsp.  nucleiferus WILLD

bitki  özütleri  ile  yapılan  antiproliferatif  aktivite  sonuçlarıyla  benzer  şekilde;

Astragalus  neurocarpus BOISS  bitkisinin  de  toprak  üstü  aksamından  etanol

özütü; hücre canlılığı üzerinde en az etkin özüt olarak 3 hücre hattına karşı tespit

edilmiştir.



Çalışmaya dâhil edilen  Astragalus spp. türleri ile (bitkinin toprak altı ve toprak üstü

kısımları ayrı ayrı farklı çözücüler ile özütlenerek) daha önce antioksidan, antikanser, ve

antiproliferative analizleri içeren kapsamlı bir çalışma yapılmamış olup; ilgili çalışma

literatür  için ilk  veriler  niteliğinde özgün bir  çalışmadır. Bu nedenle gerçekleştirilen

çalışmadan elde edilen veriler,  kanser tedavisinde antikanser ve sitotoksik etkileriyle

yararlı  olabilecek  tıbbi,  farmosötik  ve  farmakolojik  çalışmalara  ön  veri  sunmakla

birlikte, bu alanda daha sonra yapılacak olan in vivo araştırmalara ve klinik çalışmalara

ışık tutacak niteliktedir. 
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