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Astragalus cinsine ait tiirler; halk arasinda immiin sistemi giiclendirici, bagisiklik
artirict ve mikrobiyal enfeksiyonlara karsi viicudun savunma sistemine destek olan
bitkiler olarak bilinmektedir. Astragalus cinsine ait A. elongatus subsp. nucleiferus
WILLD (Yaz1 yoncast) ve 4. neurocarpus BOISS (Cizik geven) tiirleri ile ilgili yapilan
literatiir arastirmalar1 dogrultusunda; herhangi bir biyolojik aktivite caligmasina
rastlanmamis olup; belirlenmis olan tiirlerin fitokimyasal igeriklerinin belirlenmesi ve
sahip olduklar1 biyolojik aktivitelerinin kapsamli bir sekilde analiz edilmesi
amaglanmistir. Bu amagla, bitki tiirlerinin kok ve toprak tistii kisimlarindan 6ziitler elde
edilmistir. Bitki 6ziitlerinin, toplam fenolik ve flavonoit igerikleri spektrofotometrik
olarak belirlenmistir. Antioksidan kapasiteleri, DPPH serbest radikal giderim
kapasitesine gore analiz edilmistir. Oziitlerin potansiyel antikanser ve antiproliferatif
aktiviteleri ise, A549, H1299, C6 kanser hiicreleri ve HUVEC kontrol hiicrelerine karsi;
MTT ve tripan mavisi yontemleri kullanilarak arastirilmigti. MTT ve tripan mavisi
deneylerinin bir sonucu olarak, test edilen insan akciger ve beyin karsinomu
hiicrelerinde doza bagl antikanser ve antiproliferatif etkiler gozlenmistir. Artan 6ziit
konsantrasyonunun, kanser hiicrelerinin biiyiime oranini diigiirmesine yol a¢gmasinin
yani sira; test edilen insan kanser hiicrelerinde apoptoz gozlenmistir. Bu ¢alismadan elde
edilen sonuglar; bitki koklerinin, kanser hiicrelerinde hiicre biiylimesini konsantrasyon
ve zamana bagli olarak onleyebildigini gostermistir.

Anahtar Kelimeler: Astragalus spp., antikanser, antiproliferative, antioksidan,
polifenolik, sitotoksisite, hiicre ¢ogalmast
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ABSTRACT
MSec. 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 TANRIOVER
Graduate School of Natural and Applied Sciences, Department of Molecular Biology

and Genetics

Supervisor: Prof. Dr. Nazim SEKEROGLU
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 (yazi1 yoncasi) and A. neurocarpus BOISS (Cizik
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
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1. GIRIS

Bitkilerin ¢aglar boyunca insanoglu tarafindan yaygin olarak sifa kaynakl kullanildigi
bilinmektedir. Kimyasal ve sentetik ilaglarin hastaliklarin tedavisinde kullanilmaya
baslanmas1 ve buna bagli olarak olusan olumsuz yan etkilerin goriilmesi ile birlikte,
bitkisel ilaglarin aragtirllmasi ve alternatif olarak kullanilmasi giiniimiizde yeniden
onem kazanmistir. Bu dogrultuda yapilan ¢aligmalarla bitkilerin tedavi edici 6zellikleri

belirlenmeye calisilmistir.

Tibbi bitkilerin i¢eriginde bulunan maddelerin arastirilarak, icerdikleri etken maddelerin
ortaya cikarilmasi ile sentetik ilaglarin yerine kullanilabilecegi diistiniilmektedir.
Kimyasal igerikli ilaglarin olumsuz yan etkilerinden kurtulmak i¢in bitkilerin kullanimi
bir ¢ézliim olarak goriilmektedir (Tiirker ve Kdoyliioglu, 2012). Son yillarda yapilan
caligmalarin, bitkisel tedavilerde kullanilan bitkilerin igeriklerini arastirmaya dogru
yonelmesindeki en biiyiik etken, bitkilerden elde edilen ilaglarin ucuz maliyetli ve yan
etkisinin minimum diizeyde olmasi olarak goriilmektedir. Sentetik ilaglar tek bir etkiye
sahipken bitkisel ilaglar birden c¢ok etkiye sahip olabilmektedirler. Dogal olmalari
sebebiyle viicut igerisine alindilarinda kolay tolere edilen bitkisel ilaglar 1iyi
degerlendirildiklerinde iilkeler agisindan cok biiyiik bir gelir kapist olmaktadirlar
(Baytop, 1999; Tiirker ve Koyliioglu, 2012).

Bitkisel tedavi de kullanilan tibbi bitkiler ylizyillar boyunca kusaktan kusaga miras
olarak kalmaktadir. Bunun nedeni, insanlarin ¢ogunun bitkisel igerikli tedavilere olan
giivenleri olarak goriilmektedir. Bu nedenle modern tibba alternatif olarak insanlar
tarafindan kullanilmaktadirlar (Ponni ve ark, 2009). Tarihte bir¢ok bulasic1 hastaligin
tedavisi tibbi bitkilerle yapilmistir, ancak giinlimiizde bunun tam tersi olarak tibbi
bitkilerin kullaniminin sakincali oldugu diistiniilmektedir. Bunun sebebinin ise tibbi
bitkilerin igeriklerinin ve etkilerinin bilimsel olarak yeterince ¢alisilmamasi

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

M.O. 5000 yillarindan kalma oldugu tahmin edilen Neanderthal insana ait iskeletlerin
bulundugu mezarlarda, giinlimiizde tibbi olarak kullanildig1 bilinen bitkilere ait
polenlerin bulunmus olmasi, son 5000 yildir diinya {izerinde bulunan insanlarin tibbi
bitkiler ile hastaliklar1 tedavi ettigi goriisiinii ortaya koymaktadir. Asurlular, Siimerler,

Hititler, eski Misirlilar ve daha yakin zamanlarda Roma, Grek, Bizans ve Osmanli
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medeniyetlerinin  tibbi  bitkileri hastaliklarin  tedavisinde kullandiklar1  yapilan
arastirmalarda goriilmektedir. Gliniimiizde ise dogal kaynakli tedavi edici ilag kullanim

orani gelismis iilkelerde %60’a kadar ¢ikmaktadir.

Etnobotanik ¢aligmalardan elde edilen bilgiler tibbi bitkilerin kaynaklarinin devamliligi
ve kullanimi agisindan 6nem arz etmektedir (Polat ve ark., 2013). Geleneksel tip
bilgileri goz 6nilinde bulunduruldugunda, 1600 yeni ilacin ortaya ¢ikmasi bu bilgilerin
1s181inda gergeklesmistir (Raja ve ark., 2011). Bu nedenle geleneksel tipta yaygin olarak
kullanilan tibbi bitkilerin arastirilmast ve etkinligini saglayan sekonder maddelerinin

bilimsel olarak biyoanalizlerinin yapilmasi gerekmektedir (Tiirker ve Yildirim, 2013).

Diinya Saglik Orgiitii ’niin 91 {ilkenin farmakopeleri ve tibbi bitkileri {izerine yapilmis
olan caligmalar1 incelendiginde, 20.000 kadar bitkinin tedavi amach tibbi bitki oldugu
bilgisi rapor edilmistir. Diinya iizerinde pek c¢ok yerde oldugu gibi Tiirkiye’de de
ylizyillardan bu yana yerel halk tarafindan tibbi agidan 6nemi olan bitkiler birgok
hastaligin tedavisinde kullanilmaktadir. Tiirkiye florasi incelendiginde 9.000 in {izerinde
bitki tiiriine sahip oldugu yapilan c¢alismalarda raporlanmigtir. Bu bitkilerden 1.000
kadarinin tibbi ila¢ ve baharat olarak kullanildig: bildirilmektedir

Bitkilerin tedavi edici oOzelliklerinin kaynagi olan sekonder metabolitler bitkiler
tarafindan herbivorlara ve mikroorganizmalara karsi kendilerini savunmak, neslin
devamliligin1 saplamak amaglariyla iiretilirler (Wink, 1999). Son yillarda yogunlasan
bitkilerin tedavi edici 6zelliklerinin arastirilmasi {izerine ¢alismalarda antimikrobiyal
aktivite ve sekonder metabolit gruplarinin en Onemlilerinden olan antioksidanlarin
iizerinde durulmaktadir (Linda, 2004). Antimutajen, antikanserojen ve antiaging etkileri
gibi pek cok aktivitenin antioksidan bilesiklerden kaynaklandigi bilinmekte olup,
antioksidan bilesikler biyolojik sistemler i¢in vazgecilmez ihtiyaglar arasindadir (Cook,
1996). Bu durum olduk¢a maliyetli olan dogal antioksidan bilesiklerin yerine
sentetiklerin {iretimini ve kullanimini beraberinde getirmis olmakla birlikte, sentetik
antioksidanlarin toksik etkilerini ve kanserojen olabileceklerini gosteren c¢alismalar
sonucunda sentetik antioksidanlarin kullanimina smirlama getirilmistir (Gtir, 1986).
Oldukea yaygin olarak kullanilan ve tiretilen sentetik antioksidan bilesikler olan BHA

ve BHT nin her ikisinin de karaciger hasarina yol ag¢tig1 diisiintilmektedir (Gao, 1999).



Bu nedenle dogal antioksidan bilesiklere olan ihtiyacin artisi ile bitkisel antioksidanlar

iizerine yapilan ¢alismalar 6nem kazanmistir (Semiz, 2005).

Biyolojik siv1 ve ekstraktlarin oksidasyonu yavaslatma ya da durdurma kapasitesi yani
antioksidan kapasitesi belirlenirken temelde elektron ve hidrojen atom transferine
dayanan farkli yontemler kullanilmaktadir. Antioksidan kapasite FRAP, CUPRAC,
LDL, oksidasyonun inhibisyonu gibi hidrojene dayali yontemlerle belirlenebildigi gibi
ORAC, TEAC, B-karoten, DPPH, Folin metodu ve NO radikali temizleme aktivitesi
gibi tekli oksijen transferine dayali yontemlerle de belirlenebilir. Antioksidan
kapasitenin belirlenmesinde elde edilen sonuglar Trolox, BHT, Katesin ve Gallik asit
gibi standart bir antioksidan esdegeri cinsinden hesaplanirken, en az ¢ farkh
konsantrasyon ile calisilmaktadir (Yildiz, Balaban, Ozdemir, Bolayir, ve Topaktas,

2011).

Antioksidan bilesiklerin son zamanlarda daha fazla ilgi gormesinin ve Oneminin
artmasmin nedenlerinden birisi de reaktif oksijen tiirlerinin canlilardaki etki
mekanizmasinin ve hasarlarinin ortaya kondugu ¢aligmalarin artmis olmasidir. Reaktif
oksijenlerin canlilarda ¢esitli hastaliklara neden oldugunu gosteren bu ¢aligmalar hiicre
onarim sistemi ve savunma mekanizmalarmin oksidatif yikimla ilgili oldugunu
gostermistir (Ibadova, 2006). Reaktif oksijen tiirleri pek ¢ok metabolik olayda gorev
alan oksijenin metabolik yolaklarda radikal oOzellik kazanmasi ile olusmaktadir
(Halliwell, 1998). Reaktif oksijenlerin DNA mutasyonuna neden olmalarinin yani sira
lipit peroksidasyonu sonucu hedef hiicre ve dokularin membran yapilariin bozulmasina
da neden olduklar1 bilinmektedir (Cerutti, 1991, Finkel, 2009). Ayrica oksidadif stres
sonucu da olusabilen reaktif oksijenlerin etkilerinin ortadan kaldirilmast igin
antioksidatif bilesiklere ihtiya¢c duyulmaktadir (Halliwell, 1998). Reaktif oksijenlerin
yant sira dig yoriingesinde bir veya daha fazla eslesmemis elektron bulunduran
molekiillere serbest radikaller denilmektedir. Yiiksek derece de reaktif olan bu
molekiiller endojen ve eksojen olarak olusabilmektedir. Endojen olusum oksijenli
solunumda fizyolojik respirasyon ve metabolizma iglemleri sirasinda oksijenin
%10’unun siiperoksit anyon radikallerine veya hidrojen peroksite doniismesi seklinde
aciklanabilir. Ekzojen faktorler ise sigara, radyasyon, alkol, stres, ilaglar, yetersiz
beslenme, enfeksiyonlar, pestisitler, ¢evresel kirleticiler gibi pek ¢ok etken sayilabilir

(Wojtunik-Kulesza, 2016, Valko, 2006). Serbest radikallerin etkilerinin durdurulmasi ya
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da azaltilmasinda antioksidan bilesiklerin gorev aliyor olmasi, bu bilesiklerin 6neminin
artmasinda pay sahibi olurken, bu bilesikler ayni zamanda gida maddelerinin
oksidasyonunu da geciktirerek besin degerlerinde meydana gelen kayb1 da en aza

indirmektedir (Ibadova, 2006).

Flavonoidler, vitaminler, endojen metabolitler ve fenolik bilesikler gibi bitkiler
tarafindan sentezlenen fitokimyasal bilesikler antioksidan aktivite gdosterebilirler
(Larson ve Bussard, 1986). Bitkiler tarafindan sentezlenen en etkili antioksidan
bilesiklerden olan flavonoitler, bitkilerde oligomerik proantosiyanidler, katesinler, rutin,
kuersetin ve silimarin gibi degisik yapilarda bulunabilirler. Serbest radikallerin
reaksiyonlarint durdurarak enzimlerin iiretim ve salinimlarini diizenleyen flavanoitler,
bu etkiyi oksijen ve metalleri baglayarak, diisiik yogunluklu lipoprotein ve lipoprotein
oksidasyonunu engelleyerek gerceklestirirler (Tunalier, Kosar, Kupeli, Calis, ve Baser,
2007). Ayrica alerjik reaksiyonlardan koruma, deri ve bag dokunun -elastikiyetini
koruma ve yaralarin iyilesmesini hizlandirma gibi etkileri nedeniyle saglik
uygulamalarinda da kullanilabilme potansiyeline sahiptirler (Ren vd., 2003). Bitkilerin
bilinyesinde iiretilen flavonoitler ve fenolik bilesikler gibi fitokimyasal bilesiklerin
antioksidan etkilerinin yaninda antienflamatuar, antidiyabetik, antimikrobiyal,
antipatojenik, antiviral ve antitrombotik 06zellikleri de oldugu c¢esitli caligmalarla
gosterilmistir.  Tim bu Ozellikleri neticesinde bu Dbilesikleri iceren bitkiler
kardiyovaskiiler hastaliklar, kanser, osteoporoz, diyabet ve ndrodejeneratif hastaliklarda
koruyucu olarak kullanilmaktadirlar (Macdougall ve Cooper, 2002). Fenolik bilesikler,
kilcal dolasimda gecirgenligi diizenleyici ve kan basincini distiriicii etkilere sahip
olmasi1 nedeniyle bazi kaynaklarda “Permeabilite faktorii” (P faktorii) ya da “P vitamini”
olarak ta adlandirilmaktadir. Ayrica, gida bileseni olarak tat ve koku olusumundaki
etkileri, renk olusum ve degisimine katilimlar1 ile beslenme fizyolojisindeki olumlu
etkileri nedeniyle fenolik bilesikler biyoflavonit olarak ta adlandirilmaktadir (Burak ve

Damico, 1999).

Bir fenol halkasmma sahip olan, halka yapismma ve sayisina gore isimlendirilen
polifenollerin ana gruplar1 flavonoitler, fenolik asitler, tanenler, stilbenler (resveratrol)
ve lignanlar olarak siralanabilir (M. D'Archivio vd., 2007). Giiniimiizde tanimlamasi
yapilmis olan polifenollerin sayist sekiz binin iizerinde olup, dort binden fazlasinin

flavonoitler oldugu bilinmektedir (Harborne, 1999).



Flavonoitler on bes karbon atomundan olusan C¢-Cs-Cs konfigiirasyonuna sahip, diisiik
molekiil agirlikl bilesiklerdir (M. D'Archivio vd., 2007). Bu konfigiirasyonda baglanan
hidroksil gruplarin sayisi, doymamislik derecesi ve tiglii karbon segmentinin oksidasyon
derecesi flavonoitler arasindaki farklarin kaynagidir. Heterosiklik halka yapisinda olan
karbon halkasindaki degisimler sonucu flavonoitler; flavonoller, flavonlar, flavanonlar,
katesinler, izoflavonlar, flavanonoller ve antosiyanidinler olarak ana bilesiklerine
ayrilmakta olup, bu ana gruplardan en yaygin olanlar flavanol ve flavonlardir

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

Kanser; bir takim mutasyonlar sonucu hiicrenin kontrolsiiz biiylimesi, farklilagmas1 ve
normal olmayan bir sekilde yayilmasi seklinde olusan 6liimciil bir hastalik olarak tarif
edilebilir. Genlerde olusan bircok mutasyon sonucu kontrolsiiz bdliinmeye maruz kalan
bir hiicrenin olusturdugu primer timor hiicreleri bir¢ok degisik fenotipik ozellikler
kazanir. Tiimor hiicreleri, bu degisimler sonucunda kontrolsiiz ve sinirsiz ¢ogalirlar.
Digerlerinden bagimsiz yasayabilen bu hiicreler, metastaz (baska dokulara hareket
edebilme) Ozelliginden dolay1, cevresindeki doku ve organlarinin isleyislerini de
degistirebilmektedirler. Hiicre ¢ogalmasi, neoplazi denilen kitle ya da timor olusumuna
sebep olabilmektedir. Kontrolsiiz biiylime ve metastaz sonucunda, neoplazi kansere
dontisebilmektedir. Metastaz yapmayan tiimorler iyi huylu tiimorlerdir(Hanahan ve

Weinberg, 2000).
Normal hiicrelerle kanserli hiicreler arasinda birtakim farklar vardir. Bunlar;

 Hiicre ¢ogalmasi, normal hiicrelerde ihtiya¢ halinde olusurken kanserli hiicrelerde

ihtiya¢ olmadig1 zamanlarda ve kontrolsiiz olarak olusabilmektedir.

+ Kanser hiicresi, normal hiicreye gore daha kiiciik oldugu halde ¢ekirdegi daha biiyiik

olup, hiicre dokuya 6zellesmis olan morfolojik ve yapisal 6zelligini kaybetmistir.
» Kanser olan dokularda, hiicre boliinmesinde normal farklilagsma olusmaz.

» Kanserli hiicreler arasinda dokuya o0zel olan temas etkinliginin engellenmesi

gerceklesmez.
« Kanserli hiicrelerde apoptoz olay1 gergeklesmez.

» Kanserli hiicrelerin metabolizmalar1 degisime ugramis olup genel olarak seker alinimi

cogalmis ve anaerobik solunum orani artmustir.



» Kanserli hiicrelerin enzimlerinde gorev ve miktar olarak bazi degisimler gozlenir.
. Kanserli hiicrelerin antijenik 6zellikleri degismistir (Dilsiz 2009).

Hiicre ozelliklerine gore kanserleri dort gruba ayrilabilir. Beyaz kan hiicreleri olan
16kosit ve lenfositlerin oldugundan fazla miktarda liremesinden kaynaklanan 16semiler
mezodermden gelisen dokularin tiimorleri sarkomalardir. Kanserlerin %85’ini olusturan
karsinomalar ise; orjinlerini bezler, meme, deri ve lirogenital dokulardan (prostat, rahim

agz1 gibi) almaktadirlar (Dilsiz, Aydin, ve Gursan, 2009).

Kansere sebep olan faktorler arasinda genetik yatkinlik, mutasyonlar, hormonal
farklilasmalar ve bagisiklik sistemindeki degisikliklerle birlikte, sigara ve alkol
bagimlilig1 iyi beslenememe ve bazi enfeksiyonlar, radyasyona maruz kalma, hava
kirliligi ve baz1 kimyasallar gibi cevresel faktorler de kanser olugumuna yol

acabilmektedir (Cairns ve Mak, 2016).

Fizyolojik ve patolojik olarak istenmeyen hasar gérmiis ya da neoplastik hiicrelerin yok
edilmesine apoptozis denilebilir. Dokularin homeostazisi, hiicre c¢ogalmasi ve
apoptazisin dengesinin kurulmasi1 ve siirdiiriilmesi ile alakalidir. Dengenin
kaybolmasinin kansere sebep oldugu bilinmektedir (McPhie vd., 2003). Hiicrenin
kontrolsiiz bir sekilde ¢ogalmasi ve apoptoz olaymin azalmasi, karsinogeneze sebep
olabilmektedir (Pore, Hiltermann, ve Kruyt, 2013). Kanserli hiicrelerin hiicre
DNA’sinda mutasyona ugramalarindan gelisebilecegi icin hiicrelerin apoptozla

oldiriilmesi hastalik agisindan énemlidir.

Giin gectikge tllkemizde ve tiim Diinya’da kansere bagli 6liim oranlar1 giderek
artmaktadir. Diinya genelindeki istatistiksel verilere gore; 2017 yilinda yaklasik olarak
1,688,780 kanser vakasi ongoriilmekte olup, bunlarin yaklasik 600,920 kisisinde 6liime
sebep oldugu tahmin edilmektedir (Smith, Gordon, Scruton, ve Yang, 2016). Bu
verilerden de anlasilacagi iizere, bir giinde 6len her dort kisiden birisinin kanser
sebebiyle oOldiigli anlagilmaktadir. Tiirkiye’de ki istatistiklere bakildiginda ise,
73,997,000 kisiden 90,000 kisinin kanser hastaligi sebebiyle Olmiis oldugu
gorlilmektedir. Verilen degerler incelendiginde tiim Tiirkiye’de ve Diinya’da kanser

oncelikli bir saglik sorunu olarak ortaya ¢ikmaktadir (TUIK, 2016).



Kanserli hastalarin tedavisinde erken taninin 6nemi ¢ok biiyiiktiir. Kemoterapi, 15in
tedavisi, immiin tedavisi, hormon tedavisi ve cerrahi miidahale kanserle miicadelede
kullanilan yontemler arasindadir (Dembitsky L., Gloriozova, ve Poroikov, 2015).
Hastaliga uygun olarak, bu tedavi yontemlerinden biri veya birkag tercih edilse de, bu
yontemlerin birbirleriyle etkilesmeleri sonucunda bazi istenmeyen yan etkiler ortaya
cikmaktadir. Kanser hastalifinda yalnizca hedefe yonelik tedavinin uygulanabilmesi,
toksik yan etkilerin minimal diizeye indirilebilmesi i¢in son yillarda sadece alakali
kanser hiicrelerini hedef alan bitkilerin sekonder metobolitlerinden faydalanilarak

alternatif tip ad1 altinda yapilan arastirmalar giderek 6nem kazanmaktadir.

Antikanser ajanlarmin  insan timdr  hiicreleri  iizerindeki olumlu etkileri
gozlemlenmektedir (Taylor vd., 2013). Antikanser ilaglarin 6nceligi kanser hiicreleri
olmakla birlikte, antikanser ilaclarin kanser hiicreleri disinda normal hiicreleri de
etkileyen ¢esitli mekanizmalarla etkin olabilirler. Bu ilaglarin toksik arastirmalarinin ve
on klinik agamasindaki sitotoksisite calismalarinin hayvanlar {lizerindeki deneylerin
azaltilmas1 nedeniyle hiicre kiiltiirii yontemleriyle arastirilmasi gilinlimiizde neredeyse
bir zorunluluktur. Ayrica, hiicre kiiltiiri yontemleri antikanser ilaclarin sistemler
tizerindeki spesifik etkilerinin molekiiler diizeyde anlagilmasini kolaylagtirdigindan
avantaj saglamaktadir. Bunlarin yani sira, sitotoksisite deneylerinde kullanilan hiicre
hatlar1 primer hiicre kiiltlirlerinden daha hizli ve giivenilir sonu¢ vermesinin yaninda

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

1700’14 yillardan bu yana, halk arasinda tedavi amagh kullanilan Astragalus cinsi,
takson sayisi1 olarak diinyanin en biiyiik bitki cinsidir. Yapilan ¢alismalarda, Astaragalus
cinsine ait tiirlerin en yaygin kullanim alaninin tip oldugu goriilmektedir. Bu cinse ait
tirler, uzun yillardir Avrupa iilkelerinde yaygin tibbi bitki olarak kullanilmaktadirlar.
Astragalus tirlerinin kok veya govdelerinden elde edilen hidrofilik ve kolloidal
ozelliklere sahip kitre zamki olarak da isimlendirilen yapiskan 6z suyu halk tibbinda
yatistirict ve ishal Onleyici olarak kullanilirken bu 06zsu yapiskan, sikilastirici,
emiilsifiye edici ve katilagtiric1 ajan olarak dis hekimligi (protez yapimi), tekstil ve
besin (dondurma yapimi) endiistrisinde de kullanilmaktadir (Anonim 2002). Tiirkiye’de
ise, Astragalus tiirleri genellikle hayvan yemi olarak ve koklerinin topragi sikica
sarmas1 sebebiyle erozyonla miicadele yonteminde kullanilabilmektedir. Farkli

Astragalus tiirleri izerinde yapilan ¢alismalarda, bioflavonoidler, kolin ve astragalan B
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(bir polisakkarit) ile aminoasitler, triterpen glikozitler, flavonoitler, isoflavonoitler ve
saponinler aktif bilesenler olarak elde edilmistir (Pistelli, Bertoli, Lepori, Morelli, ve

Panizzi, 2002).

Astragalus membranaceus tiriiniin koklerinde flavonoitler, polisakkaritler, saponinler,
aminoasitler ve bazi eser elementlerin temel olarak var oldugu saptanmis olup, kronik
ishal, akut karaciger Odemi, anormal uterus kanamalar1 ve seker hastaliginin
tamamlayici tedavisinde alternatif olarak kullanilmaktadir. Ayrica, bagisiklik sisteminin
kuvvetlendirilmesinde 6nemli rolii olan polisakkarit fraksiyonlar:1 da igermektedir.
Bunlar, glukanlar olarak tanimlanan Polisakkarit A,B,C ve Polisakkarit D
(heteropolisakkaritler)“dir (McKenna D1, 2002) Astragalus kokleri ayrica bir dizi
sikloartan triterpen glikozid igerir. Bunlardan bazilar1 astragaloside [-VIII,
asetilastragalosid, isoastragalosid 1 ve III, astramembrannin II, sikloastragenol,
siklosieversigenis, soyasaponin I, soyasapogenol B ve lupeol’dur (He, 1991). Bununla
birlikte, Astragalus koklerinden izole edilip tanimlanmis ondan fazla flavonoit bulunur.
Bunlardan bazilari, kampferol, kuersetin, formononentin, kalikosin, kumatakenin ve ¢ok

sayida izoflavon glikozitlerdir (Lin, LZ 2000).

Astragalus corniculatus Bieb. bitkisinin toprak {stii aksamlarindan saflastirilan
saponinlerinin hayvanlar iizerinde yapilan bir deneyde dalak tiimdr hiicre ¢gogalmasinin
azaldig1 gozlemlenmistir (Toshkova, Krasteva, ve Nikolov, 2008). 4. gummifer’in ise
oksiiriige 1yi gelen (antitiissif) etkinliginden otiirii alternatif tedavide kullanildig1
bilinmektedir (Boskabady, Aslani, ve Kiani, 2006). Yapilan bir¢ok c¢alisma Astragalus
cinsinin soguk alglig1 hastalifina iyi geldigini ve hastalik siiresinde ve siddetinde

azalma oldugunu desteklemistir (Geng, 1986).

Cinsin Cin’ de alternatif tipta kalbi kuvvetlendirmek amaciyla kullanildigi, bu amagla
yapilan ¢aligmalarda ise kalp karinciginin gorevlerini diizenledigi ve kan1 pompalama
hacminde iyilesmeler gozlendigi belirlenmistir (Chen, Liao, ve Guo, 1995). Ayrica,
Astragalus’un karacigeri fibrozise kars1 korudugu bilinmektedir (Tan 2006; Gui, 2006).
Farelerde yiiriitilen bir c¢aligmada, Astragalus Oziitiiniin farelerde idrar torbasi
kanserinde yayilma hizinda ve goriilme sikliginda azalma oldugunu ortaya koymustur
(Gui, 2006). Yapilan farkli ¢alismalarda ise, cinsin akciger kanseri hastalarinda timor

ilerleyisini durdurabildigi gézlemlenmistir (Wei vd., 2003). Bunun yan sira, Astragalus



ayrica; makrofajlarin, T hiicrelerinin ve dogal Oldiirlicii hiicrelerin uyarilmasini
diizenleyebilmektedir (Bedir, Calis, Piacente, Pizza, ve Khan, 2000). T hiicreleri virtisler
tarafindan ele gecirilmis hiicreleri 6ldiiren, bagisiklik sistemi hiicrelerine yardimcei olan,
hastaliklarla savagan beyaz kan hiicreleridir ve virlis kaynakli hastaliklarla savagimda
dogrudan etkilidir. Dolayisiyla bu hiicrelerin sayisinda meydana gelebilecek azalmalar
bagisiklik sistemini zayiflatabilir ya da etkinligini kaybetmesine neden olabilir.
Bagisiklik sistemini giliclendirmek ya da T hiicrelerinin sayisim1 arttirmak icin yollar
bulmak, HIV viriisii gibi T hiicrelerini yok ederek bagisik sistemini devre dist birakan
hastaliklarla miicadele edebilmek i¢in de oldukc¢a Onemlidir. Astragalus cinsine ait
bitkilerin AIDS gibi virlis kokenli hastaliklarin tedavisinde bagisik sistemini
giiclendirmek amaciyla uzun zamandir kullanildig1 bilinmektedir. Bu noktada, cinse ait
tiirlerin yagam siiresini arttirma potansiyeli AIDS ve kanser gibi hastaliklarda tedavi i¢in
alternatif bir yol olarak goriilmektedir (Hou, 1989). Astragalus tirlerinin igeriklerini
belirlemeye yonelik calismalarda elde edilen saponinlerin enfeksiyon giderici,
sakinlestirici, agr1 kesici, idrar soktiiriicii ve tansiyon diisiiriicii etkilerinin oldugu ortaya
konulmustur (Isaev, 1999). Ayrica, Astragalus tiirlerinin antioksidan ve radikal
sondiiriicii aktiviteler de gosterdigi de saptanmistir (Godevac, Zdunic, Savikin, Vajs, ve

Menkovic, 2008).

Astragalus tiirleri ile yiiriitiilen arastirmalarda biyolojik etken gruplarin polisakkaritler
ve sikloartan grubu saponinlerin oldugu belirlenmistir (Rios ve Waterman, 1997; Tang
ve Eisenbrand, 1992). Sikloartan bilesiklerinin karaciger koruyucu, antioksidan,
immunostimiilan ve antiviral 6zellikleri oldugu, biyolojik aktivite ¢aligmalari ile ortaya
konmustur (Rios ve Waterman, 1997). Tiim bunlarin yani sira, Astragalus tiirlerinden
izole edilen sikloartan glikozistlerden 8 tanesinin tirozinaz enzimini diisiikk dozlarda

(ICso degerleri: 13.95-102.39 uM) inhibe ettigi belirlenmistir (Bedir ve Khan, 2001).

Bitkilerde yaygin olarak bulunan sekonder metabolitlerden olan saponinler. antifungal,
molusisidal, antihelmintik, adaptojenik, antitiissif, ekspektoran, hipokolesterolemik,
antiviral, immunositumulant, anti-HIV ve sitotoksik aktivitelere sahiptir (Marston,
1995). iskeletinde seker bulundurabilen 30 karbonlu bilesikler smnifi olan saponinler
yuksek molekiil agirligina sahip, ugucu olmayan yiizey aktif bilesiklerdir. Adin1 latince
sabun anlamima gelen “sapo” kelimesinden alan bu grup bilesikler su ile

karistirildiginda sabun gibi kopiirmektedir. Bu grup bilesikler triterpenoid ve steroid
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glikozitler olarak ikiye ayrilarak siniflandirilabildigi gibi triterpenoidler, spirostanoller
ve furostanol saponinler olarak da siniflandirilabilirler (Marston, 1995). Saponinlerin
seker icermeyen kisimlarina aglikon genin ya da sapogenin adi verilmektedir. Dogal
bilesiklerde sadece Buxus grubu alkoloidlerde ve sikloartenollerde 9-19 siklopropan
halkas1 ve steroidal ¢ekirdek bulunmaktadir (Cerny ve Sorm, 1967; Connoly ve Hill,
1996). Sikloartenoller farkli fitosterollerin biyosentezinde ©Onemli bir role sahip
olduklarindan olduk¢a Onemlidirler ve sadece fotosentez yapan canlilar tarafindan
retilirler. Sikloartenollerin biyosentez yolaginin arastirilmasit {izerine yapilan
caligmalarin sayis1t ve hizi artmig ve giiniimiizde 400’e¢ yakin tlirev aydimlatilmistir.
Sikloartenlerin yaygin oladugu familya ve en yaygin 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) seklinde siralamak miimkiindiir. Uzerinde c¢alismalar
yiiriitiilen sikloartenollerin 120°ye yakini sadece Astragalus cinsinden elde edilmis olup,
Tiirkiye’de yapilan ¢aligmalar ile 30’u bilim diinyasi i¢in yeni olan 60’a yakin dogal
bilesik izole edilmistir (Bedir, Calis, Aquino, Piacente, ve Pizza, 1998). Astragalus
tiirlerinden izole edilen bu sikloartanlarin kardiotonik, hipokolesteremik, antidepresif,

antiblastik ve immiinomodiilator etkiler gosterdigi belirlenmistir (Bedir ve Khan, 2001)

Bircok hastalifin onlenmesinde ya da tedavisinde rolleri bulundugu anlasilan
terpenlerin ticari dnemi her gegen giin artmaktadir. Bilinen 22000°den fazla dogal terpen
bulunmaktadir (Carvalho ve Fonseca, 2006). Ila¢ endiistrisinde yaygin olarak
pazarlanan steroit bilesikler ise antienflamatuar, diliretik, antidrojenik, progestasyonel
ve antikanser ajani olarak kullanilmaktadir. Ticari degere sahip bu bilesikler pek ¢ok
Ozglin reaksiyon sonucu terapotik Ozellikler kazanmaktadir. Steroit molekiillerinin
karmasik yapisini elde edebilmek i¢in regio- ve stereoselektif reaksyonlarin meydana
gelmesi gerekmektedir ki, bu reaksiyonlar icin 0Ozgiin biyokatalist kullanimi

gerekmektedir.

Astragalus cinsine ait A. elongatus subsp. nucleiferus WILLD (Yazi yoncasi) ve
Astragalus neurocarpus BOISS (Cizik geven) tiirleri ile ilgili yapilan literatiir
arastirmalar1 dogrultusunda; herhangi bir biyolojik aktivite ¢aligmasina rastlanmamig

olup; belirlenmis olan tiirlerin fitokimyasal iceriklerinin belirlenmesi ve sahip olduklari
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biyolojik aktivitelerinin kapsamli bir sekilde analiz edilmesi amaglanmistir. Bu amagla,
bitki tiirlerinin kok ve toprak {isti kisimlarindan ozitler elde edilmistir. Bitki
Oziitlerinin, toplam fenolik ve flavonoit igerikleri spektrofotometrik olarak
belirlenmistir. Antioksidan kapasiteleri, DPPH serbest radikal giderim kapasitesine gore
analiz edilmistir. Oziitlerin potansiyel antikanser ve antiproliferatif aktiviteleri ise,
A549, H1299, C6 kanser hiicreleri ve HUVEC kontrol hiicrelerine karsi; MTT ve tripan

mavisi yontemleri kullanilarak arastirilmistir.

Albayrak ve Kaya (2019) calismalarinda Tiirkiye endemigi olan Astragalus argaeus
Boiss.’in toprak alt1 ve toprak iistii kisimlarmin ekstraktlarinin insan meme kanseri
hiicre hattinda (MCF-7) sitotoksik aktivitelerini arastirmiglardir. MCF-7 hiicre hatt1 ve
fibroblast hiicrelerinde sitotoksik aktivitenin belirlenmesinde 24 ve 48 saat boyunca 3-
(4,5 dimetil tiyazol-2-il) -2,5-difinil tetrazolyum bromiir (MTT) testi kullanilmistir.
Calismada, bitki ekstraktlarinin MCF-7 hiicre hattina kars1 24 boyunca zayif etki
gosterdigi tespit edilmistir.

Bourezzane ve ark. (2017) calismalarinda Cezayir’de yayilis1 bulunan Astragalus
monspessulanus  L.’nin  toprak st kisimlarmin  fitokimyasal  6zelliklerini
aragtirmiglardir. Bilinen 13 bilesigin izolasyonu ve tanimlanmasi hedeflenen calismada
n-biitanol ekstraklarindan 7 flavonoit, 2 saponin ve 1 lignan izole edilmistir. Ayrica, etil
asetat Oziitiinden de 2 fitoserol ve 1 triterpenoid izole edilen ¢alismada, izole edilmis
olan tiim bilesiklerin yapilar1 1D ve 2D NMR teknikleri, optik rotasyon dl¢timii, ESI-
MS kiitle spektrometresi kullanilarak ve literatiirle karsilastirilarak belirlenmistir.
Ayrica, n-blitanol ektraktlarinin antioksidan aktivitesi, DPPH radikal siipiiriicii ve demir
iyon selatlama yontemleri ile belirlenmistir. Yapilan analizler ile 4. monspessulanus n-
biitanol ekstraktalariin test yontemine bagl olarak diisiik (ECso = 2.0876 + 0.4363 mg
mL-1) ila orta derecede (ICso = 63.60 + 0.01436 pug mL-1) antioksidan aktiviteler
gosterdigi tespit edilmistir.

Darendelioglu ve ark. (2016) Astragalus gummifer gigeklerinin etanol 6ziitliniin PC-3
ve HUVECs iizerindeki biyolojik aktivitesini arastirdiklari caligsmalarinda, ekstraktin
normal hiicrelerde antioksidan etki gosterirken, kanser hiicrelerinde pro-oksidan etki
gostererek bu yolla bu hiicrelerde apoptoza neden oldugunu belirlemislerdir. Calismada

HUVECs’te Reaktif Oksijen Tiirleri (ROS) olusumu ve Lipit Peroksidasyonda (LPO)
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normal sartlarda artis olurken, A. gummifer ¢icegi Oziitliniin bu artis1 diistirdigi
goriiliirken PC-3’te ROS olusumu ve LPO seviyesini arttirdig1 tespit edilmistir. Ayrica,
ekstraktin PC-3 hiicrelerinde apoptozla ilgili DNA fragmentasyonuna neden oldugu da

belirlenmistir.

Al-Snafi (2015) calismasinda Irak florasinda yayilisi bulunan ve parmakolojik
etkilerinin oldugu bilinen Astragalus hamosus ve Astragalus tribuloides tiirlerinin
kimyasal igerikleri ve farmasotik etkilerine iliskin yapilan calismalari derlemistir.
(Calismada, taksonlarin antioksidan, sitotoksik, antienflamatuvar, sinir sistemi ve hepatik
koruyucu etkileri ayr1 ayr1 basliklar altinda incelenirken bunlar disindaki farmasotik
etkiler ile geleneksel kullanim yontemlerine de yer verilmistir. Ayrica, bilinen yan

etkiler de calismada belirtilmistir.

Teyeb ve ark. (2012) vyaptiklann c¢alismada Astragalus gombiformis Pomel.
yapraklarindan elde edilen ekstraktlarin antibakteriyel ve sitotoksik aktivitelerini
arastirmiglardir. Antibakteriyel aktivitenin belirlenmesinde kagit disk agar diflizyon
metodu kullanilmis olup, ¢ok sayida insan patojeni bakteriye kars1 aktivite incelenmistir.
Sitotoksik aktivite ise insan akciger kanser hiicrelerinde kolorimetrik MTT analizi ile
belirlenmistir. En giiglii sitotoksik aktivite A549 akciger epitelyal karsinom hiicre
hattina karsi diklorometan ekstraktinda ICs;=85+21.7 pg/mL’de belirlenirken, bu
ekstrakt icin en iyi inkiibasyon siiresi de 48 saat olarak tespit edilmistir. Analiz edilen
ekstraktlarin ¢ogunun test edilen bakteri suslarina kars1 aktif oldugunun tespit edildigi
calismada, Pseudomonas aeruginosa ve Salmonella typhimurium’a karsi en etkili

ekstraktin metanol ekstrakti oldugu belirlenmistir.

Aboul-Enein ve ark. (2011) c¢alismalarinda Misir florasinda bulunan 23 bitki ile
baharat olarak kullanilan 24 bitkinin su ve etanol ekstraktlarinin in vitro antikanser
aktivitesini incelemislerdir. Antikanser aktivitelerinin belirlenmesinde Ehrlich Asit
Timor hiicrelerinde (EACC) tripan mavisi kullanilirken HepG2 hiicrelerine karst SRB
teknigi kullanilmistir. Ayn1 ¢aligmada antioksidan aktivitelerin belirlenmesi icin DPPH
analizi kullanilmigtir. Caligma sonucunda bazi bitkilerin hem su hem de etonol
oziitlerinin yiiksek sitotoksik ve antioksidan aktivitelere sahip oldugu ve kanser
hiicrelerinin biiylimesini engelledigi belirlenmistir. Baz1 bitkilerde etanol ekstraktlar

daha fazla etkiye sahipken baz1 bitkilerde ise su ekstraktlarinin daha etkili oldugu tespit
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edilmistir. Calismada Astragalus spinosus’un antikanser aktivite bakimindan su
oziitiinde oldukga etkin oldugu gortliirken, antioksidan aktivite de etanol oziitiiniin daha

etkin oldugu belirlenmistir.

Fan (2011) Astragalus cinsine ait bitki ekstraktlarinin in vitro ve in vivo antioksidan
aktivitesini arastirdigi ¢alismasinda, 4 farkli ekstrakt kullanmistir. In vitro antioksidan
aktiviteleri 2,2-a-azino-bis-3-etilbenztiazolin-6-siilfonik asit (ABTS), 1,1-difenil-2-
pikrilhidrazil (DPPH) ve indirgeme giicli analizleri kullanilarak degerlendirilmistir. /n
vivo antioksidan Ozelliklerin belirlenmesi i¢in Kunming farelerinde etil asetat
oziitlerinin (EAE) oksidatif stresi indirgeme giicline bakilmistir. /n vitro analiz sonuglari
en yiiksek antioksidan aktiviteye sahip olan oOziitlerin etil asetat oziitleri oldugunu
gostermistir. Yapilan analizler ile etil asetat Oziitlerinin yiiksek konsantrasyonlarda
malondialdehit (MDA) seviyesini Onemli Ol¢iide diislirdiigii ve farelerde SOD
aktivitesini arttirdigi belirlenmistir. Calismada Astragalus cinsine ait bitkilerin etil asetat
Oziitlerinin antioksidan ve serbest radikal temizleme konusunda etkinlik gosterdigi tespit

edilmis olup, potansiyel olarak zengin bir antioksidan kaynagi oldugu belirtilmistir.

Peng ve ark. (2011) Calismalarinda Astragalus membranaceus sulu ekstraktlarinin in
vitro antioksidan ve antitimor etkilerini incelemislerdir. Calisma sonucunda sulu
ekstraklarin sliperoksit anyon, hidrojen peroksit ve 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH)
radikallerini etkin bir sekilde siipilirebildigi belirlenmistir. Ayrica, 2,2'azobis (2-
amidinopropan) hidrokloriir (AAPH) ile indiiklenmis insan eritrositleri hemolizini de
azaltabildigi tespit edilmistir. Calismada, 4. membranaceus sulu ekstrelerinin insan
gastrik hiicre hatt1 (SGC 7901) ve insan hepatom (SMMC 7721) hiicrelerinde biiylimeyi

verilen doz araliginda doza bagli olarak inhibe edebildigi belirlenmistir.

Yan ve ark. (2010) Astragalus mongholicus polisakkaritlerinin kimyasal analizini
yaptiklar1 ¢alismalarinda, polisakkaritlerin antioksidan aktivitelerini de belirlemiglerdir.
Calismada, polisakaritin baslica islevsel gruplari, Fourier iletimi-kizil6tesi spektroskopi
(FT-IR) ve gaz kromatografisi (GC) ile analiz edilmistir. Analizler sonucunda baslica
grubun mannozlardan olustugu ve bunun disinda glikoz, galaktoz ve arabinozlar tespit
edilmistir. Calismada, polifenollerin ve furan halkasinin varligi da belirlenirken

polisakkaritlerle yiriitiilen farmasotik deneylerde, polisakkaritlerin  verilmesinin
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farelerde serum ve karaciger antioksidan enzim aktivitelerini 6nemli ol¢iide artirabildigi

ve peroksidatif lipid diizeylerini azaltabildigi gosterilmistir.

Rui ve ark. (2010) yiiksek performansli sivi kromatografisi (HPLC) ve Fourier
doniistimii infrared (FT-IR) kullanarak analiz ettikleri Astragalus polisakkaritlerinin
antioksidan aktiviteleri ile polisakkaritlerin ve siRNA’nin antitimor aktivitelerini
arastirmislardir. Calismada gergeklestirilen farkli test yontemlerinin tamaminda glukoz
bilesikleri oldugu tespit edilen Astragalus polisakkaritlerinin antioksidan aktivite
gosterdigini belirlenmistir. Buna ek olarak ¢alismada polisakkaritlerin antitimor aktivite
de gosterdigi tespit edilmisti. CD40 geni siRNA plasmidi olusturularak siRNA
antitimor etkisini de degerlendiren ekip Astragalus polisakkaritlerinin siRNA’dan daha

fazla antitlimor etkisi gosterdigini belirlemistir.

Yan ve ark. (2009), yapmis olduklar1 ¢calismada affinite kromatografisi metoduyla A.
mongholictkileri bitkisinin koklerinden oziitleyip saflastirdiklart bir lektin (AMML)
molekiiliiniin insanda rahim agzi kanser hiicreleri (HeLa), kemik kanseri hiicreleri
(MG63) ve kan kanseri hiicreleri (K562) iizerindeki ¢ogalma, olim ve hiicre
dongiisiinde biiyiime inhibisyonunun sirasiyla, HelLa hiicrelerinde (%92)>K562
hiicrelerinde (%84)>MG63 hiicrelerinde ise (%48) gergeklestigini saptamislardir.
Saflastirilan lektin molekiiliiniin bu hastaliklarin tedavisinde kullanilabilecegi calisma

sonucundan anlasilmistir.

Li ve ark. (2009), (Li, Peng, Shi, ve Zhao, 2009) A. membranaceus bitkisinin kdk
kisimlarindan sicak su ekstraksiyonu, anyon degisimi ve jel permasyon kromotografisi
yontemleri ile elde edilen APS isimli C-6 pozisyonunda bir tek -D-glukoz igeren -
(1—-4)-D-glukan yapisinda bir polisakkarit elde etmisler ve bu polisakkaritin bobrek
izerindeki koruyuculugunu deney farelerinde katyonik sigir serum albumini (C-BSA)
ile birlikte uygulamis ¢aligma sonucunda APS’nin proteinuri den kaynaklanan idrar
protein seviyesinde belirgin bir azalmaya ve glomeriillerde morfolojik degisiklimlere
neden oldugunu belirlemiglerdir ve glomeriilonefrit tedavisinde APS’nin etkin

olabilecegi sonucuna varmislardir.

Xue ve ark. (2008) A. Complanatus R. Brown bitkisinin tohumlarindan son yirmi yilda
izole edilen 16’dan fazla flavonoit ¢esidinin fareler {izerindeki antihipertansif etkilerinin

arastirilmasinin  sonucunda 4. complanatus total flavonoitlerinin portal ven’de
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dilatasyona neden oldugunu bunun da Anjiotensin II reseptorlerinin bloke oldugunu

bildirmislerdir.

Cho ve Leung (2007) Cin’de yaygin olarak kullanilan bir tibbi bitki olan Astragalus
membranaceus’un in vitro ve in vivo anti-timor etkilerini aragtirmiglardir. A.
membranaceus kokiinden izole edilen 5 biyoaktif fraksiyon arasindan murin
splenositleri {lizerindeki mitojenisitesine en etkili olan1 Al olarak belirlenen fraksiyon
olarak bulunmustur. Calismada, Al fraksiyonunun makrofaj fonksiyonu, tiimor nekroz
faktorii iiretimi, lenfokin ile aktive edilmis katil hiicrelerin indiiksiyonu ve timor
hiicresi farklilagmasi tizerindeki faaliyetleri de incelenmistir. Caligma sonucunda, farkli
hiicre hatlarina uygulanan A. membranaceus’un konakgiya ait anti-timoér bagisiklik
mekanizmasini harekete gecirerek hem in vitro hem de in vivo anti-timoér etkileri

gosterebilecegini tespit etmiglerdir.

Tawaha ve ark. (2007) Urdiin’de yayilis1 bulunan toplam 51 bitkinin toplam fenolik
icerigini ve antioksidan aktivitelerini arasgtirmiglardir. Bitkilerin su ve metanol
ekstraktlar1 ile ¢alisilan arastirmada gelistirilmis ABTS®+ yontemi ve Folin-Ciocalteu
kolorimetrik yontemi kullanilmistir. Hem metanol hem de su ekstraktlarinda antioksidan
aktivite ile fenolik icerik arasinda pozitif dogrusal bir iliski tespit edilmis olan
calismada, Astragalus berytheus Boiss. ve Blanche ve Astragalus peregrinus Vahl.
bitkileri de degerlendirilmistir. 4. berytheus bitkisinin su ve metanol ekstraktlar1 i¢in
antioksidan aktivite sirastyla 63.2+3.1 pumol TE/g ve 43.9+1.4 pmol TE/g olarak
belirlenirken, toplam fenolik igerikleri sirasiyla 14.2+1.1 mg GAE/g ve 13.5£0.3 mg
GAE/g olarak tespit edilmistir. 4. peregrinus su ve metanol ekstraktlar1 i¢in ise
antioksidan aktivite sirasiyla 53.9+5.9 pmol TE/g ve 38.71.2 pmol TE/g olarak
belirlenirken, toplam fenolik icerikleri sirasiyla 11.7+0.4 mg GAE/g ve 14.6+0.3 mg
GAE/g olarak tespit edilmistir.

Wong ve ark. (2006) Cin’de kullanilan 30 tibbi bitkinin antioksidan aktivitelerini ve
fenolik iceriklerini ferrik indirgeyici antioksidan gii¢ testi ve Folin-Ciocalteu yontemi
kullanilarak degerlendirmislerdir. Bitkilerin ekstraktlarini geleneksel yontemle suda
kaynatarak ve %80 metanol ile elde ettikleri ¢alismada, hem su hem de metanol
ekstraktlarinda antioksidan ile toplam fenolik icerik arasinda anlamli ve dogrusal bir

korelasyon tespit etmislerdir. Kullanilan ekstraksiyon yontemlerini karsilastirdiklarinda,
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su ckstraksiyonunda fenolik bilesiklerin daha verimli bir sekilde ekstrakte edilmis
oldugunu ve ekstrenin antioksidan aktivitesinin daha yiiksek oldugunu belirlemislerdir.
Calismada degerlendirilen Astragalus complanatus R. Br. ve Astragalus membranaceus
(Fisch.) Bge. I¢in antioksidan kapasite test sonuclar1 sirasiyla 66.9+1.4 umol Fe(Il)/g ve
12.2+0.4 pmol Fe(Il)/g olarak belirlenirken total fenolik madde igerikleri sirasiyla
10.3+0.10 mg GAE/g ve 5.27+0.06 mg GAE/g olarak belirlenmistir.

2. MATERYAL VE METOD
2.1. MATERYAL
2.1.1. Bitki materyali

Tez calismasinda, Astragalus neurocarpus BOISS (gizik geven) ve A. elongatus subsp.
nucleiferus WILLD (yazi yoncasi) tiirlerinin toprak iistii ve toprak altt kisimlar
kullanilmistir. Bitki tiirleri, Gaziantep ve c¢evresinden toplanmis olup; Gaziantep
Universitesi, Biyoloji Boliimii Botanik ABD’dan Sistematik Botanik¢i Ars. Gor. Fatih
Yayla tarafindan teshis edilmistir. Her bir bitki tiiriinlin herbaryumu yapilmis ve
Gaziantep Universitesi Biyoloji Boliimii Herbaryumu’nda herbaryum kayit numarasi
(GAUN 5054 ve 5055) ile kayit altina alinmistir. Araziden toplanan Ornekler
temizlendikten sonra, toprak iistii ve toprak alti kisimlar1 birbirinden ayrilarak karanlik

ve steril ortamda, laboratuvar kosullarinda kurumaya birakilmaistir.

A.neurocarpus BOISS tiirli, ¢ok yillik otsu bir bitki olup; genellikle cakilli-kirsal
alanlarda ve 600 mt yiikseklikteki tepe yamaglarda yetismektedir . Bitki, Nisan ve
Mayis aylarinda ¢icek agmaktadir. Endemik bir tiir degildir, iran-Turan bdlgesine ait bir
bitkidir. Tiirkiye’de daha ¢ok Dogu Anadolu’da yayilim gosterirken, Diinya’da ise
Suriye ¢ollerinde bu tiire rastlanmaktadir. Tiir, Tiirkiye’de genellikle Gaziantep, Kilis,

Sanliurfa ve Siirt illerinde yayilis géstermektedir.

Tez calismasinda kullanilan diger bir Astragalus tiirli ise, A. elongatus subsp.
nucleiferus WILLD bitkidir. Bu tiir de ¢ok yillik otsu bir bitki olup; mese ¢alilig1 ve
bozkirlarda 310-1500 mt yiikseklikte goriilmektedir. Bitkinin haziran ve temmuz
donemlerinde ciceklendigi goriilmektedir. fran Turan Bolgesi’nde yetisen tiir, endemik

bir bitki tiiriidiir. Ulkemizde genel olarak Orta Anadolu Boélgesi’nde (Kastamonu,
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Ankara, Denizli, Eskisehir, Kayseri, Kiitahya, Kahramanmaras ve Karaman) yayilis

gostermektedir..

Calismaya dahil edilen Astragalus tiirlerine iliskin arazi goriintiileri (Fotograf 2.1 ve

2.2.) ve tiirlerin Tiirkiye’deki yayilis alanlart (Sekil 2.1. ve 2.2.) de verilmigtir

Fotograf 2.1 Astragalus neurocarpus BOISS genel goriiniimii

Sekil 2.1 Astragalus neurocarpus BOISS tiiriiniin cografik yayilis1 (TUBIVES, 2019)
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Fotograf 2.2 A. elongatus subsp. nucleiferus WILLD genel gortiiniimii

Sekil 2.2 A. elongatus subsp. nucleiferus WILLD tiiriiniin cografik yayilis1 (TUBIVES,
2019)
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2.1.2 Cahismada Kullanilan Alet ve Cihazlar

vV V.V V V ¥V V V V V V V ¥V ¥V V V V V VYV VY

A\

Buzdolab1 (+4°C) (Bosch)

Balon joje (50 ml PYREX)

Calkalayici1 (shaker)(Orbital)

Derin Dondurucu (-20°C ve -86°C) (Bosch)
Elisa microplate (Imark)

Floresans Mikroskop (Nikon)

Hassas terazi (KERN ABJ)

Hiicre sayim cihazi (Cedex XS Analyzer, Roche)
Inkiibator (Thermo Fischer Scientific)

Inverted (ters) Mikroskop (Olympus)

Laminar Flow Hiicre Kiiltiirii Kabini (Thermo Fischer Scientific),
Liyofilizator (Tetra)

Otomatik pipet (Ependorf)

Ogiitiicii-blender (BOSCH)

Parafilm(Pechiney)

pH metre (Hanna H1)

Rorary evaporatdr, (UV /VIS)

Santrifiij (Thermofisher Scientific)

UV/VIS Spektrofotometre (VersaMax Molecular Devices, ABD)
Vorteks (IKA)

Saf su cihaz (MIKROTEK)

2.1.3 Calismada Kullanilan Kimyasallar ve Soliisyonlar

YV V V V V V

Aliiminyum kloriir (MERCK)

Asetik Asit (MERCK)

Askorbik Asit (Sigma)

BHT (butillenmishidroksitoluol) (Sigma)
Dimetil siilfoksit (DMSO, Sigma)

DMEM/ Ham’s F12(Thermofisher scientific)
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DPPH (2.2-difenil-1- pikrilhidrazil)(Sigma)
Etanol (MERCK).

Fetal sigir serumu (FBS,)(GIBCO)
Folin-Ciocalteu reaktifi (MERCK)
Gallik AsittMERCK)
Kersetin(MERCK)

L-Glutamin(Pan Biotec)

Metanol (MERCK)

MTT (SIGMA)

Penisilin/Streptomisin (PAN BIOTEC)
Phosphate buffered saline (PBS, Sigma)
Potasyum asetat (MERCK)
RPMI(THERMOFISHER)

Sodyum karbonat (MERCK)

Sosyum dodesil siilfat (SDS,)(MERCK)
TCA (trikloroasetik asit).(Kimya)

Tripan mavisi (Biochrome)

YV V. V V V ¥V VYV V V V V V V ¥V VYV V V V

Tripsin-EDTA soliisyonu (Sigma)

Calhismada kullanilan bazi cozeltilerin hazirlanmasi

%10'1uk Folin-Ciocalteu reaktifi hazirlanmasi: Ticari olarak satin aliman Folin-
Ciocalteu Reaktifi seyreltilmistir. 10 (microlitre) pl FCR (Folin-Ciocalteu Reaktifi)

tizerine 90 ml distile su ilave edilerek 100 ml'ye tamamlanmistir.

%20’1ik sodyum karbonat cozeltisinin hazirlanmasi: 20 mg Na,CO0; alinmis ve bir

miktar distile suda ¢oziindiikten sonra hacmi 100 ml’ye tamamlanmaistir.
Gallik asit cozeltisi: 1 mg gallikasit 1 ml distile suda ¢ozlinmiistiir.

Potasyum asetat cozeltisinin hazirlanmasi: 8,2 g CH;CO,K alinmis ve bir miktar

distile suda ¢oziindiikten sonra hacmi 100 ml’ye tamamlanmuisgtir.

Aliiminyum Kloriir ¢ozeltisinin hazirlanmasi: 10 g AICIl; alinmis ve 80 ml distile su,

igerisinde ¢Oziilmiistiir.
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Kersetin ¢ozeltisinin hazirlanmasi: 25 g kersetin 25 ml etanol igerisinde ¢oziilmiistiir,

DPPH c¢ozeltisinin hazirlanmasi: 0.002 g DPPH (2.2-difenil-1-pikrilhidrazil) alinmis

ve 50 ml metanolde ¢oziilmiistiir.

22. METOT
2.2.1 Bitki Orneklerinden Oziitlerin Hazirlanmasi

Astragalus cinsine ait, 4. elongatus subsp. elongatus (yazi yoncasi) ve A. neurocarpus
(cizik geven) tiirleri Nisan, Mayis ve Haziran aylarinda bitkinin ¢icekli doneminde
Gaziantep ve cevresinden toplanarak, Gaziantep Universitesi Biyoloji Boliimii
herbaryumunda Davis (1972) ’ye gore teshis edilmis olup, Gaziantep Universitesi

Biyoloji Boliimii herbaryumu’nda kayit altina alinmistir.

Astragalus tiirlerinin, toprak alt1 (kdk) ve toprak tistii (¢igek, gdvde ve yaprak) kisimlari
ogilitiiciide toz haline getirildikten sonra, biyolojik aktivite acisindan farkliliklarinin
gozlemlenmesi amaciyla; her iki aksam da ayri ayr1 oziitleme islemine tabi tutulmustur.
Bitki 6rnekleri (40 gr) distile su (dH,O)ve etanol (EtOH) c¢oziiciileri kullanilarak oda
is1sinda calkalayict iizerinde yaklasik 16-24 saat boyunca maserasyon yontemi ile
oziitlenmistir (Senol ve ark. 2018; Gezici ve Sekeroglu, 2019). Oziitleme islemi
sonrasinda, su ile oOziitlenen Ornekler filtre kagidi ile siiziilmiis ve liyofilizatorde
kurutma islemine tabi tutulmustur. Etanol ile hazirlanan 6rneklerde rotary evaporatdrde
¢oziicli uzaklastirilmis ve sonrasinda liyofilizatdrde kurutma islemi gergeklestirilmistir.
Toz haline getirilen oOziitler analizlerde kullanilincaya kadar -20°C’de muhafaza
edilmistir. Bitki 6ziitlerinin hazirlanmasina iligkin laboratuvar resimleri Fotograf 2.3’de

verilmistir.
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Fotograf 2.3 Bitki o6ziitlerinin hazirlanmasi

2.2.2 Orneklerin Analizler I¢cin Hazirlanmasi

Bitki tiirlerinin farkli kisimlarindan su ve etanol ¢oziiciileri ile elde edilen her bir 6ziit,
tez ¢aligmasinda yapilacak olan analizler i¢in farkli konsantrasyonlarda hazirlanmistir.
Oziitler DMSO icerisinde en yiiksek konsantrasyonlar1 1 mg/mL olacak sekilde

¢oziilerek, homojen hale getirilmistir.
2.2.3 Bitki Oziitlerinin Toplam Fenol i¢eriginin Belirlenmesi

Bitki tiirlerinin toprak alt1 ve toprak tistii kisimlarinin farkl ¢oziiciiler kullanilarak elde
edilen oOziitlerin sahip oldugu toplam fenolik madde miktarlar1 Singleton ve Rossi

(1965) tarafindan belirlenen Folin-Ciocalteau yonteminde bazi degisiklikler yapilarak
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belirlenmistir (Sekeroglu ve ark., 2017; Gezici ve Sekeroglu, 2019). Bu yontemde, 96
kuyucuklu microplate A; kuyucugundan baslayarak seyreltilmis Oziitlerden her
kuyucuga 100’er microlitre konulmustur. Oziitlerin iizerine Folin Ciocalteu reaktifi ve
%?20'lik doygun sodyum karbonat ¢ozeltisi ilave edilerek iyice karigtirilmistir. Karigim,
karanlik ortamda yaklasik 90 dk kadar bekletilmistir. Karisimda meydana gelen mavi
rengin absorbanst 96 kuyucuklu mikroplate okuyucu spektrofotometrede (VersaMax
Molecular Devices, ABD) 765 nm'de okunmustur. Toplam fenolik madde miktarinin
belirlenmesinde standart fenolik olarak gallik asit (GA) kullanilmistir. Standart gallik
asit cozeltisinin 62.5-1000 pg/mL araligindaki 5 farkli konsantrasyonu ile bir
kalibrasyon egrisi elde edilmis (R*=0.9905) ve standarda ait mg/g olarak gallik asit
esdegeri (GAE) grafik Sekil 2.3’de verilmistir.

GAE esdegeri

f(x) =0.91x - 0.64
R>=0.99
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Sekil 2.3 Gallik asit standart kalibrasyon egrisi

2.2.4 Bitki Oziitlerinin Toplam Flavonoit Iceriginin Belirlenmesi

Oziitlerin toplam flavonoit madde igerikleri Woisky ve Salatino (1998) tarafindan
belirlenen Aluminyum klorid kolorimetrik yontemi temel alinarak belirlenmis olup,
yontemin uygulanmasinda kismi degisiklikler yapilmistir (Sekeroglu ve ark., 2017,
Gezici ve Sekeroglu, 2019). Doksan alt1 kuyucuklu Elisa microplate’de gerceklestirilen
bu yontemde, oziitler farkli konsantrasyonlarda seyreltilerek her bir kuyucuga 100’er

microlitre konulmustur. Oziitlerin {izerine 1M potasyum asetat soliisyonu ve AICl;
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cozeltisi eklenmistir. Elde edilen karisim, karanlik ortamda yaklasik 40-45 dk kadar
bekletilmistir. Karisimda meydana gelen sar1 rengin absorbanst 96 kuyucuklu
mikroplate okuyucu spektrofotometrede (VersaMax Molecular Devices, ABD) 415
nm'de okunmustur. Toplam flavonoit madde miktarinin belirlenmesinde standard
flavonoit olarak kersetin (Q) kullanilmistir. Standart kersetin ¢dzeltisinin 62.5-1000
pg/mL araligindaki 5 farkli konsantrasyonu ile bir kalibrasyon egrisi elde edilmis
(R?=0.9967) ve standarda ait mg/g olarak kersetin esdegeri (QE) grafik Sekil 2.4’de

verilmistir.

QE esdegeri

f(x)=0.93x - 0.7
3.5 R2=1

0
62,5 ng 125 pg 250 pg 500 mg 1000 pg

Sekil 2.4 Kersetin standart kalibrasyon egrisi

2.2.5 Bitki Oziitlerinin Antioksidan Aktivitesinin Belirlenmesi

Bitki Oziitlerinin serbest radikal siipirme aktivitesinin degerlendirilmesi mikroplate
DPPH (diphenyl-2-picryl-hydrazil) yontemi ile yapilmistir (Gezici ve Sekeroglu, 2019).
Bitki oziitlerinin serbest radikal giderim kapasiteleri 96 kuyucuklu ELISA platelerde
calisilmistir. DPPH analizleri oncesinde, bitki o6ziitleri 1mg/ml konsantrasyondan
baslayarak en az bes dillisyon yapilarak ii¢ tekerriirlii olarak analiz edilmistir. Bitki
oziitleri ELISA platelerin her bir kuyucuguna 40’ar pl olacak sekilde konulmus ve
dilisyonlar1 yapilmistir. Oziitlerin iizerine metanol ile hazirlanan DPPH soliisyonu

eklenmis ve karanlik ortamda yaklasik 30 dk bekletilerek meydana gelen renk

24



degisimleri gozlenmistir. Elde edilen ELISA plate goriintiileri Fotograf 2.4’de

verilmistir.

Fotograf 2.4. DPPH serbest radikalleri giderme aktivitesi tayini goriintiileri

Orneklerin absorbanslari, spektrofotometre (VersaMax Molecular Devices, ABD) ile
517 nm dalga boyunda 6l¢ililmiis ve 6ziitlerin farkli konsantrasyonlarda ki DPPH serbest
radikal slipirme aktivitesileri yiizde inhibisyon olarak hesaplanmistir. Yiizde inhibisyon
hesaplamasi1 asagida verilen esitlige gore yapilmistir. Calismada pozitif kontrol olarak
bilinen standard antioksidan olan askorbik asit (AA), kontrol olarak bitki 6ziitlerinin

diliisyonlarimin hazirlanmasinda kullanilan DMSO, kor olarak ise DPPH kullanilmustir.

DPPH serbest radikal siiplirme kapasitesi (%) = (1-Ac)’As)*x100
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[Ac: bitki 6ziitli icermeyen kontrol kuyucuguna ait absorbans degeri, As: bitki oziitii

iceren kuyucugun absorbans degeri].
2.2.6.Bitki Oziitlerinin Antikanser ve Antiproliferatif Aktivitelerinin Belirlenmesi

Bitki oziitlerinin antikanser, sitotoksik ve antiproliferatif aktivitelerinin belirlenmesine

yonelik ¢aligmada; temel olarak asagida verilen agamalar gerceklestirilmigtir.

» Hiicre Hatlarmin Elde Edilmesi

» Besiyerlerinin Hazirlanmasi

» Hiicre Hatlarmin Yetistirilmesi ve Pasajlanmasi

» Hiicre Hatlarin1 Stoklanmasi (freezing medium)

» MTT Yontemi ile Hiicre Canliliklarinin Belirlenmesi

» Tripan Mavisi Yontemi ile Antiproliferatif Aktivitenin Belirlenmesi
» Hemositometre ile Hiicrelerin Sayimi

2.2.6.1 Hiicre Hatlarinin Elde Edilmesi

Bitki oziitlerinin in vitro antikanser aktivitelerinin belirlenmesi amaciyla, ticari olarak
ATCC (Amerikan Tip Kiltiir Koleksiyonu, ABD)’den satin alinan insan kanser hiicre
hatlari: A549 (akciger karsinoma), H1299 (kii¢iik hiicreli olmayan akciger kanseri) ve
C6 (beyin glioma) hiicre hatlar1 ve kanserli olmayan HUVEC (insan gobek ven endotel

hiicreleri) kontrol hiicre hatlar1 kullanilmstur.

2.2.6.2 Hiicre Besiyerlerinin Hazirlanmasi

HUVEC ve C6 Glioma hiicre soylart DMEM/Ham’s F12 (Dulbecco’s modified Eagle
medium (DMEM): Ham’s F12 nutrient medium (1:1), ThermoFisher Scientific) igeren
besi ortaminda, A549 ve H1299 Akciger hiicre soylart ise RPMI (Roswell Park
Memorial Institute Medium -RPMI, ThermoFisher Scientific) igeren besiyerinde
cogaltilmistir. HUVEC ve C6 hiicreleri; %10 fetal sigir serumu (FBS, Gibco®), %1
antibiyotik (100U/mL penisilin-100pg/mL streptomisin (Pan Biotech) ve %1 L-
glutamin (Pan Biotech) igeren 5Sml DMEM: Ham’s F12 (1:1) besiyeri igerisinde; A549
ve H1299 Akciger hiicreleri ise; %10 fetal si8ir serumu (FBS, Gibco®), %1 antibiyotik
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(100U/mL penisilin-100pg/mL streptomisin (Pan Biotech) ve %1 L-glutamin (Pan
Biotech) iceren 5Sml RPMI besiyeri igerisinde yetistirilerek pasajlanmistir.

2.2.6.3. Hiicre Hatlarin1 Stoklanmasi (freezing medium)

Hiicre hatlarindan, DMSO ve besiyeri iceren karisim ile hiicre siispansiyonlari
hazirlanmistir. Hazirlanan hiicre siispansiyonlar1 1 ml (yaklasik 1x10° hiicre/ml) steril 2
ml kriyovialler igerisine alinarak, sivi azot icerisinde dondurulmus ve yaklasik 24 saat

stv1 azotta bekletildikten sonra -80°C’de derin dondurucuda muhafaza edilmistir.

2.2.6.4. Bitki Oziitlerinin Antikanser Aktivitesinin Belirlenmesi

Bitki tiirlerinden elde edilen farkli Oziitlerin in vifro antikanser etkinliklerinin
belirlenmesi i¢in sitotoksisite temeline dayanan ve ilk kez Mosmann ve arkadaslari
tarafindan (1983) belirlenmis olan MTT (3- (4,5-dimethylthiazol-2-yl) -2,5-
diphenyltetrazolium bromide) yontemi kullanilmistir. Tez ¢alismalarinda MTT yontemi
daha onceki yaymlarda belirtildigi sekilde kismen modifiye edilerek uygulanmistir
(Gezici, 2018; Gezici, 2019). Calismaya dahil edilen hiicre hatlar1 96 kuyucuklu ELISA
kiiltiir kaplarina her bir kuyucukta 5 x 10° hiicre olacak sekilde ekilecek ve 37°C’de, %5
CO, igeren ortamda 24 saat boyunca inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonrasinda
hiicrelerin ekim yapildig1 her bir kuyucuga su ve etanol ¢oziiciileri kullanilarak elde
edilen bitki 6ziitlerinin farkli konsantrasyonlar1 eklenmistir. Bitki oziitleri ile muamele
edilen hiicreler 37°C’de 48 saat boyunca inkiibasyona birakilmisttir. Sonrasinda her bir
kuyucuga 50ul MTT (Sigma-Aldrich) (5mg/mL) soliisyonu ilave edilerek karanlik
ortamda 37°C’de %5 CO; ihtiva eden inkibatérde 4 saat inkiibe edilmis ve MTT
sollisyonuna tabii biraktigimiz hiicrelerde mavi-mor renkli formazan kristalleri olusumu
gozlenmistir. Formazan kristalleri SDS yardimiyla ¢6ziilmiis ve olusturduklar
absorbans degerleri spektrofotometre ile 570 nm dalga boyunda 6l¢iilmiistiir. Her bir
0ziit ve her bir hiicre hatt1 i¢in, hiicrelerin %50’sini inhibe eden ICsy (ug/mL) degerleri

hesaplanmistir.
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2.2.6.5. Bitki Oziitlerinin Antiproliferatif Aktivitesinin Belirlenmesi

Bitki Oziitlerinin antiproliferatif aktiviteleri, daha once Strober (2001) tarafindan
belirlenen tripan mavisi (trypan blue exclusion) yontemi kullanilarak A549, H1299 ve
C6 ve HUVEC hiicre hatlarina karsi analiz edilmistir. Bu yontemde, DMSO ile farkli
konsantrasyonlarda hazirlanan bitki 6ziitlerinin, zamana ve konsantrasyona bagli hiicre
canliliklarinin belirlenmesi amac¢lanmustir. Bitki 6ziitleri ile muamele edilen kanserli
hiicre hatlar1 37 °C'de 24, 48 ve 72 saat siireyle inkiibasyona birakilmistir. Her 24 saatlik
inkiibasyon siiresinin sonunda hiicreler sayilmistir. Sayim islemi i¢in, 100 pL hiicre
toplanmis ve 1 mL % 0.05 tripsin-EDTA ilave edilmistir ve daha sonra fosfat tamponlu
tuzlu su (PBS, Sigma-Aldrich, ABD) ile hiicreler yikanmistir. Elde edilen hiicre
siispansiyonu 1000 rpm'de 10 dakika boyunca santrifiij (ThermoFisher Scientific)
edilerek toplanmistir. Siipernatantin ¢ikarilmasindan sonra, hiicre peletine (hiicre
stispansiyonunun 1:1 seyreltilmesi) 20 uL% 0.4 tripan mavisi ¢ozeltisi ilave edilmistir.
Hiicre canliligi mikroskop (Nicon, Japonya) altinda belirlenmis ve sonrasinda canli

hiicreler, otomatik hiicre sayim cihazinda sayilmaistir.

2.2.6.6 Hiicrelerin Sayilmasi

Bitki oziitlerinin sitotoksik ve antiproliferative etkilerinin degerlendirilmesi amaci ile,
hiicre hatlar1 bitki 0ziitii uygulanmadan 6nce ve uygulandiktan sonra hiicre sayim
cihazinda (Cedex XS Analyzer, Roche) sayilmistir. Hiicrelerdeki canlilik ytizdeleri

asagida verilen esitlige gore hesaplanmistir.

Hiicrelerin % Canlilik Oran1 = [100%(Bilesik ile muamele edilen hiicre absorbansi

ortalamasi-kor ortalama)/(Kontrol hiicre absorbansi ortalamasi-kor ortalama)]

2.2.7 istatistiksel Analizler

Analizler sonucunda elde edilen veriler ortalama =+ standart sapma (SS) olarak ifade
edilmis olup, her bir analiz en az ii¢ tekrarli olacak sekilde yapilmustir. Istatistiksel
analiz i¢in GraphPad Instat version 3.05 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA,
ABD) kullanilmustir. Ikili gruplarm ortalamalarmin karsilastirilmasinda Student t testi,
icli  gruplarin  ortalamalarinin  karsilastirllmasinda ise  ANOVA  testinden
yararlanilmistir. Elde edilen skorlar Mann Whitney U testi ile degerlendirilerek p<0.05

degeri istatistiksel olarak onemli, p<0.01 degeri ise ¢cok 6nemli olarak kabul edilmistir.

28



3. BULGULAR VE TARTISMA

Gaziantep ve cevresinde dogal olarak yetisen iki farkli Astragalus spp. tiiriinlin
toprak alt1 ve toprak istli kisimlarindan farkli ¢oziiciiler ile elde edilen Oziitlerin
toplam polifenolik igerikleri, antioksidant kapasiteleri ve insan kanser hiicre hatlari
iizerinde antikanser ve antiapoptotik, potansiyellerinin arastirildigi bu tez ¢alismasindan

elde edilen sonuglar asagida verilmistir.
3.1. Oziit Verimliligi

Bitki tiirleri baslangic miktarlar1 40 gram olacak sekilde Oziitleme islemine tabi
tutulmus olup, elde edilen 6ziit miktarlar1 ylizde 6ziit verimliligi (gr/gr) olarak Cizelge

3.1°de verilmistir.

Cizelge 3.1. Bitki tiirlerinin baslangi¢ miktarlar1 ve 6ziit verimliligi (gr/gr)

A. elongatus subsp. nucleiferus WILLD tiiriiniin 6ziit verimliligi (% gr/gr)

Bitki oziitii Baslangi¢ miktari (gr) Oziit verimliligi (gr)
o toprak alt1 40 gr 5,312575
Su oziiti o
toprak {istii 40 gr 6,426
toprak alt 40 7,1985
Etanol oziti & 19
toprak {istii 40 gr 10,6065

A. neurocarpus BOISS tiiriiniin 6ziit verimliligi (% gr/gr)

Bitki oziitii Baslangic miktar (gr) Oziit verimliligi (gr)
toprak alt 40 6,812
Su éziitii opraicattt &
toprak tisti 40 gr 7,676
toprak alt1 40 gr 8,198

Etanol oziiti

toprak {istii 40 gr 10,356

Sekil 3.1°de gorildiigli gibi, etanol ile elde edilen 6ziitler su Oziitlerine gore daha
yiiksek miktarda oziit verimliligine sahiptir. Caligmaya dahil edilen her iki Astragalus
tiiriniin toprak iistli kisimlardan, kok kisimlarina nazaran daha fazla miktarda 6ziit elde

edilmistir.



% Oziit verimliligi (gr/gr)
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Sekil 3.1 Bitki tiirlerine ait yiizde 6ziit verimliligi
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o

[TAS: Toprak alti su oziitii; T UsS: Toprak tistii su oziitii;, TAE: Toprak alti etanol oziitii; T UE:

Toprak tistii etanol 6ziitii]

Tiirkiye florast i¢in endemik olan Astragalus argaeus bitkisinin toprak listi ve alti
kisimlarindan elde edilen metanolli ekstrelerin, ekstre veriminin kuru madde tizerinden
strastyla %19.31 ve %15.60 olarak tespit etmislerdir (Albayrak ve Kaya, 2019). Teyeb
ve ark. (2012) ise Astragalus gombiformis Pomel bitkisinin toprak iistii ve kok
kisimlarinin metanollii ekstresi eldesinde, ekstre verimini %10.10 — 20.08 arasinda
belirlemislerdir. Bu ¢alismada elde edilen ekstre verimleri arastiricilarin elde ettikleri
verimlere gore daha diisiiktiir. Kullanilan ¢oziiciilerin kimyasal yapisina, 6ziitlenen bitki
ve bu bitkinin farkli kismlarinin fitokimyasal kompozisyonuna bagli olarak Oziit
verimleri degismekte, bu da bitkinin farkli kisimlarindan elde edilen 6ziitlerin verimine

etki etmekte ve biyolojik olarak etkinliginde 6nem arz etmektedir.
3.2. Toplam Fenolik Madde i¢erigi
Bitki 0ziitlerinin toplam fenolik madde igeriginin belirlenmesi amaciyla, oziitler

baslangi¢ konsantrasyonlart 1 mg/mL olacak sekilde DMSO igerisinde ¢oziilerek

hazirlanmis ve en az bes diliisyon yapilarak analizler gerceklestirilmistir. 4. elongatus



subsp. nucleiferus WILLD ve A. neurocarpus BOISS tiirlerinin toplam fenolik madde
miktarlart mg/g gallik asit esdegeri (GAE) olarak Cizelge 3.2°de verilmistir.

Cizelge 3.2. Bitki 6ziitlerinin toplam fenolik madde igerigi

. Fenolik madde icerigi
Bitki Tiiri Bitki Oziitii *

(mg/g GAE) "
TAS 145.368 £ 0.561**
. TUS 96.344 + 0.780*
A. elongatus subsp. nucleiferus WILLD TAE 119777 + | 342%*
TUE 151.438 +1.203**
TAS 110.755 + 1.686*
TUS 91.342 +0.841%*
A. neurocarpus BOISS TAE 102.847 + 0.120%*
TUE 117.153 + 1.063**

“(TAS: Toprak alt su oziitii; TUS: Toprak iistii su oziitii; TAE: Toprak alti etanol éziitii; TUE: Toprak iistii
etanol 6ziitii)

b Veriler mg/g GAE + SS (standart sapma) olarak ifade edilmistir.

*0<0.05 ve ** p<0.01

Caligmaya dahil edilen bitki tiirlerden A. elongatus subsp. nucleiferus WILLD tiiriiniin
toplam fenolik madde igeriginin daha yiiksek oldugu yapilan analizler sonucunda
belirlenmistir. Genel olarak, bitki tiirlerinin farkli kisimlar1 arasinda fenolik madde
icerigi bakimindan ciddi bir farklilik gézlenmemekle birlikte; toprak iistli kisimlarinin
daha yiiksek fenolik igerigine sahip oldugu tespit edilmistir. Cizelge 3.2°de verildigi
gibi, en yiiksek fenolik madde icerigi 4. elongatus subsp. nucleiferus WILLD tiiriiniin
toprak {stii etanol Oziitlerinde (151.438+1.203 mg/g GAE, p<0.01), en diisiik seviyede
fenolik madde icerdigi ise A. neurocarpus BOISS bitki tiirlinlin toprak {istii kismindan

su ile elde edilen 6ziitiinde belirlenmistir (91.342+0.841 mg/g GAE. p<0.05).

Cesitli rahatsizliklarin tedavisinde geleneksel ilag olarak kullanilan veya saglikli bir
yasam i¢in koruyucu hekimlikte dnemli roller iistlendigi inanilan tibbi ve aromatik
bitkilerdeki fenolik maddelerin orani ve bilesimi biiylik énem tasimaktadir. Tibbi ve
aromatik bitkilerle ilgili olarak yapilan onceki caligmalarda toplam fenolik madde
miktarlar1 olduk¢a farkli bulunmustur. Urdiin’de yayilis gosteren 51 bitkinin toplam
fenolik icerigi ile antioksidan aktivitesini arastirmislardir. Bu arastirmada incelenen
bitkiler arasinda, Astragalus berytheus Boiss. ve Blanche ve Astragalus peregrinus
Vahl. bitkileri de degerlendirilmistir. Bu ¢alismada ele alinan Astragalus tiirleri igin
toplam fenolik icerikleri sirasiyla 11.7+0.4 mg GAE/g ve 14.6+0.3 mg GAE/g olarak
tespit edilmistir.



Cin’de kullanilan otuz tibbi bitkinin antioksidan aktivitelerini ve fenolik iceriklerini
ferrik indirgeyici antioksidan gii¢ testi ve Folin-Ciocalteu yontemi kullanilarak
degerlendirmislerdir. Bitkilerin ekstraktlarin1 geleneksel yontemle suda kaynatarak ve
%80 metanol ile elde ettikleri calismada, hem su hem de metanol ekstraktlarinda
antioksidan ile toplam fenolik icerik arasinda anlamli ve dogrusal bir korelasyon tespit
etmislerdir. Calismada degerlendirilen Astragalus complanatus R. Br. ve Astragalus
membranaceus (Fisch.) Bge. total fenolik madde igerikleri sirasiyla 10.3+0.10 mg
GAE/g ve 5.27+0.06 mg GAE/g olarak belirlenmistir (Wong ve ark., 2006).

Keskin ve ark. (2018) tarafindan yiiriitiilen ve Astragalus diphtherites var. diphtherites
ile Astragalus gymnalopecias tiirlerinin govde ve kok kisimlarinin antioksidan ve
antimikrobiyal 6zelliklerinin arastirildigi ¢alismada, en yiiksek toplam fenolik madde
miktar1 (76.1 pg GAE/mg ekstre) A. diphtherites bitkisinin toprak istii kisimlarinin
metanollii ekstresinden, en diisiik deger (48.2 pg GAE/mg ekstre) ise ayni tiiriin
koklerinin aseton ekstresinden elde edilmistir. Asgarpanah ve ark. (2011) yaptiklari
calismada Astragalus squarrosus Bunge. bitkisinin etanol ekstrelerinde toplam fenolik
madde igeriginin 23.3 mg/g oldugunu tespit etmislerdir. Li ve ark. (2019) Astragalus
membranaceus var. mongholicus bitkisinin ¢iceklerinin fitokimyasal karakterizasyonu
ve antioksidan kapasitesinin belirlenmesi i¢in yaptiklar1 ¢alismada; elde ettikleri farkl
fraksiyonlara gore toplam fenolik madde miktarini1 kuru agirlik iizerinden 12.29+0.52
mg klorojenik asit/mg ile 108.42+0.89 mg klorojenik asit/mg arasinda bulmuslardir.
Baska bir calismada ise Astragalus gombiformis Pomel bitkisinin farkli bitki
kisimlarinin metanollii ekstresindeki toplam fenolik madde orami 3.340+£0.491 ile
9.194+0.273 mg GAE/g kuru madde arasinda tespit edilmistir (Teyeb ve ark., 2012).
Zengin ve ark. (2016), Astragalus lagurus bitki tlirlinlin etil asetat, metanol ve sulu
ekstrelerinde toplam fenolik madde miktarin1 20.34 ile 20.72 mg GAEs/g arasinda

belirlemislerdir.

Yukarida goriildiigli iizere farkli iklimlerde ve farkli Astragallus tiirleri ile yapilan
caligmalardan elde edilen fenolik madde miktarlar1 oldukg¢a farklilik gostermektedir.
Bilindigi iizere tibbi ve aromatik bitkilerde etken madde orani ve bilesimi bitki tiirt,
bitki kisimlari, bitkinin yetisme kosullari, hasat zamani, analizlerde kullanilan bitki
kisimlarinin tazeligi gibi pek ¢ok faktdr tarafindan etkilenmektedir. Ayrica, degisik

coziicliler kullanilarak elde edilen ekstrelerin de sekonder madde igerikleri ve



bilesimleri oldukg¢a farkli olabilmektedir. Bu ¢alismada elde edilen fenolik madde
degerleri, onceki caligmalara gore oldukga yiiksek degerlere sahiptir. Bu durum

yukarida belirtilen bir¢ok faktérden kaynaklanmais olabilir.

3.3. Toplam Flavonoit Madde I¢erigi

Toplam flavonoit madde igeriginin belirlenmesi analizlerinde de, bitki 6ziitleri baslangig
konsantrasyonlar1 1 mg/mL olacak sekilde alinmis ve en az bes diliisyon yapilarak
analizler gerceklestirilmistir. Bitki tiirlerinin toplam flavonoit madde miktarlar1 mg/g
kersetin esdegeri (QE) olarak Cizelge 3.3’de verilmistir. Toplam fenolik madde igerik
sonuclarina benzer sekilde, A. elongatus subsp. nucleiferus WILLD tliriiniin toplam
flavonoit madde iceriginin A. neurocarpus BOISS tiiriinden genel itibari ile daha yiiksek

oldugu gozlenmistir (Cizelge 3.3).

Cizelge 3.3 Bitki tiirlerinin toplam flavonoit madde igerigi

Flavonoit madde icerigi

Bitki Tiirii Bitki Oziitii * )
(mg/g QE)
TAS 73.309 + 1.022*
. TUS 119.622 £ 0.965*
A. elongatus subsp. nucleiferus WILLD TAE 70.954 + 0.560%*
TUE 125.347 £ 1.105**
TAS 42.088 £ (.732%*
TUS 108.224 + 0.455*
A. neurocarpus BOISS TAE 49 735 + 1 560%
TUE 179.339 £+ 1.020%**

“ (TAS: Toprak alti su oziitii; TUS: Toprak iistii su oziitii; TAE: Toprak alt: etanol ziitii; TUE: Toprak iistii
etanol oziiti)

b Veriler mg/g GAE + SS (standart sapma) olarak ifade edilmistir.

*0<0.05 ve ** p<0.01

Cizelge 3.3’de verildigi gibi, bitki tiirlerinin toprak {iistii aksamlarindan elde edilen
oziitler daha yiiksek miktarda flavonoit madde icerigine sahiptir. En yiiksek flavonoit
madde icerigi A. neurocarpus BOISS tiirlinlin toprak {stli etanol Oziitiinde
(179.339+1.020 mg/g QE, p<0.01) tespit edilirken; en diigiik flavonoit igerigi ise, yine
ayn1 bitki tiirliniin toprak alt1 aksamindan elde edilen su 6ziitiinde (42.088+0.732 mg/g
QE, p<0.01) belirlenmis olup, bunu sirasiyla etanol 6ziitii (49.735+1.562 mg/g QE,
p<0.05) takip etmektedir.

Toplam polifenolik (fenolik ve flavonoit) madde miktar1 belirleme analizlerinden elde

edilen veriler dogrultusunda; genel olarak bitki tiirlerinin toprak iistii aksamlarindan



elde edilen 6ziitlerin fenolik ve flavonoit madde igerikleri toprak alt1 kisimlarina oranla
daha yiliksek bulunmustur. Coziicli farkliliklarindan kaynaklanan toplam fenolik ve
flavonoit igeriklerindeki degisimlere bakildigi zaman, su ile elde edilen Oziitlerin igerigi
etanol Oziitlerinden daha yiiksektir veya etanol oziitleri daha yiiksek igerige sahiptir
seklinde bir genelleme yapilamamaktadir. Bitki tlirtine ve toprak alti/listii kisimlarina

gore igerik miktar1 degiskenlik gostermektedir.

Astragalus diphtherites var. diphtherites ile Astragalus gymnalopecias tiirlerinin govde
ve kok kisimlarinin antioksidan ve antimikrobiyal 6zelliklerinin aragtirildigi ¢alismada,
en yiiksek toplam flavonoit madde miktar1 (80.15 pg QE/mg ekstre), A. gymnalopecias
bitkisinin toprak {stii kisimlarinin aseton ekstresinden elde edilirken, en diisiik deger
(4.23 pg QE/mg ekstre) ayni bitki tiiriiniin koklerinin etil asetat ekstrelerinde
belirlenmistir (Keskin ve ark., 2018). Asgarpanah ve ark. (2011) yaptiklar1 ¢calismada
Astragalus squarrosus Bunge. bitkisinin etanol ekstrelerinde toplam flavonoit madde
iceriginin  26.0 mg/g oldugunu belirlemislerdir. Astragalus membranaceus var.
mongholicus bitkisinin ¢igeklerinin fitokimyasal karakterizasyonu ve antioksidan
kapasitesinin belirlenmesi i¢in yapilan bir ¢aligmada; farkli fraksiyonlara gore toplam
flavonoit madde miktar1 kuru agirlik {izerinden 6.58+0.39 mg rutin/mg ile 265.71+21.51

mg rutin/mg arasinda tespit edilmistir Li ve ark. (2019).

Diger bir c¢alismada ise Astragalus gombiformis Pomel bitkisinin farkli bitki
kisimlarinin metanollii ekstresindeki toplam flavonoit madde orani 0.767+0.051 ile
3.133+0.344 mg katesin/g kuru madde arasinda bulunmustur (Teyeb ve ark., 2012).
Astragalus lagurus bitkisinin etil asetat, metanol ve sulu ekstrelerinde toplam flavonoit

madde miktar1 219.58-31.10 mg REs/g arasinda tespit edilmistir (Zengin ve ark., 2016).

Bu calismada elde edilen toplam flavonoit madde miktar1 degerleri farkli Astragalus
tiirleri ile daha Oonce yapilmis olan ¢aligmalarin sonuglari ile benzerlik gostermektedir.
Onceki calismalarin sonuglar1 ile bu calismada elde edilen degerlerin farkliligin,
caligilan bitki tirtiniin farkliligi, analize konu olan bitki kisimlarinin degisik olmasi,
bitkinin yetisme kosullari, toplama veya hasat zamani, laboratuvar analizlerinde
kullanilan bitki kisimlarinin tazeligi ve ¢oziicii farkliligindan kaynaklanmis olabilecegi

diistiniilmektedir.



3.4.Bitki Oziitlerinin Antioksidan Kapasitesinin Belirlenmesi

Bitki 6ziitlerinin antioksidan kapasitesi DPPH serbest radikal siiplirme aktivitesine gore
yapilmistir. DPPH analizleri 6ncesinde bitki oziitlerinin farkli konsantrasyonlari (62.5,
125, 250, 500 ve 1000pg/mL) hazirlanmis ve yiizde inhibisyonlart hesaplanmistir. Bitki
tirlerinden elde edilen Oziitlerin konsantrasyona bagli olarak serbest radikal giderim

kapasiteleri yilizde inhibisyon olarak Cizelge 3.4 ve Cizelge 3.5’de verilmistir.

Cizelge 3.4 A. elongatus subsp. nucleiferus WILLD 0ziitlerinin konsantrasyona bagli
DPPH serbest radikal giderim kapasitesi

konsantrasyon | DPPH Degeri | %inhibisyon
1000pg/mL 0,106 82,003
- e 500pg/mL 0,117 80,135
Toprak iusti kisim — su oziiti 250pg/mL 0.198 66.383
125pg/mL 0,291 50,594
62,5ug/mL 0,318 46,011
konsantrasyon | DPPH Degeri | %inhibisyon
1000pug/mL 0,261 55,687
o 500pg/mL 0,313 46,859
T k alt1 k -
oprak alt1 kisim — su ozutu 250pg/mL 0378 35.823
125pg/mL 0,451 23,429
62,5ug/mL 0,523 11,205
konsantrasyon | DPPH Degeri | %inhibisyon
1000pug/mL 0,103 82,512
. e 500ug/mL 0,146 75,212
Toprak iistii kisim — etanol oziitii 250pg/mL 0.187 68.251
125pg/mL 0,219 62,818
62,5ug/mL 0,37 37,181
konsantrasyon | DPPH Degeri | %inhibisyon
1000pg/mL 0,127 78,438
e 500pg/mL 0,174 70,458
Toprak alt1 kisim — etanol oziitii 250pg/mL 0311 47.198
125pg/mL 0,41 30,390
62,51g/mL 0,486 17,487

Cizelge 3.4. ve Cizelge 3.5’de Ozetlendigi iizere, bitki Oziitlerinin konsantrasyonlari
arttikca DPPH radikali {izerine inhibisyon kapasiteleri de artmaktadir. Caligmaya dahil
edilen Astragalus tiirlerinin toprak iistii aksamlari, toprak alt1 kok kismina kiyasla daha
yiiksek seviyede antioksidan kapasite goOstermistir. A. elongatus subsp. nucleiferus

WILLD bitkisin toprak iistlii kismindan elde edilen 6ziitlerde, su ve etanol Oziitlerinin



DPPH serbest radikal siiplirme kapasiteleri birbirine ¢ok yakin degerlerde bulunurken,

en diisiik serbest radikal giderim kapasitesi toprak alti aksaminin su o6ziitiinde (%

55.687+1.060 inhibisyon, 1000pg/mL) belirlenmistir (Cizelge 3.5).

Cizelge 3.5 A. neurocarpus BOISS 0ziitlerinin konsantrasyona bagli DPPH serbest

radikal giderim kapasitesi

konsantrasyon | DPPH Degeri | %inhibisyon
1000pg/mL 0,191 67,573
- o 500pg/mL 0,317 46,179
Toprak iistii kisim — su oziitii 250ug/mL 0.395 32.937
125pg/mL 0,432 26,655
62,5ug/mL 0,46 21,901
konsantrasyon | DPPH Degeri | %inhibisyon
1000pg/mL 0,391 33,616
e 500pg/mL 0,45 23,599
Toprak alt1 kisim — su o0ziitii 250ug/mL 0.493 16.298
125pg/mL 0,52 11,714
62,5ug/mL 0,575 2,376
konsantrasyon | DPPH Degeri | %inhibisyon
1000pg/mL 0,103 82,510
- e 500pg/mL 0,142 75,891
Toprak iistii kisim — etanol 6ziitii 250ug/mL 0.187 68.251
125pg/mL 0,261 55,687
62,5ug/mL 0,389 33,955
konsantrasyon | DPPH Degeri | %inhibisyon
1000pg/mL 0,318 46,015
e 500ug/mL 0,414 29,711
Toprak alt1 kisim — etanol oziiti 250ug/mL 0.497 15.619
125pg/mL 0,534 9,337
62,5ug/mL 0,58 1,528

A. neurocarpus BOISS tiiriiniin, toprak iistli aksamindan elde edilen 6ziitler daha yiiksek
antioksidan aktivite gostermistir. A. elongatus subsp. nucleiferus WILLD bitki tiirtinde
oldugu gibi, en yliksek DPPH serbest radikal giderim kapasitesi A. neurocarpus BOISS
bitkisi toprak {istii kisminin etanol 6ziitiinde (%82.510+1.641 inhibisyon, 1000pg/mL)
tespit edilmistir. Bitkinin toprak {istii ve toprak alt1 kisimlarindan etanol ile elde edilen
Oziitlerin en yiiksek bitki DPPH
(%82.510+1.641 ve 67.573+0.906 inhibisyon, sirasiyla), su ile elde edilen Oziitlere

konsantrasyonunda inhibisyon kapasiteleri

kiyasla daha yiliksek bulunmustur (Cizelge3.5).
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Calismada kullanilan A. elongatus subsp. nucleiferus WILLD ve A. neurocarpus BOISS
bitki oziitlerinin analiz edilen en yiiksek konsantrasyon olan 1000pg/mL’deki DPPH
serbest radikal giderimi yiizde inhibisyon degeri olarak Sekil 3.2’de verilmistir.
Caligmada ticari olarak satin alinan askorbik asit (AA) standart antioksidan olarak

kullanilmis olup, yiizde inhibisyon degeri 77.680+0.548 olarak hesaplanmistir.

Hasimi ve ark. (2017) yaptiklar1 ¢alismada, Anadolu’da yetisen ii¢ endemik Astragalus
tiriinlin (A4stragalus leporinus var. hirsutus, Astragalus distinctissimus ve Astragalus
schizopterus kimyasal igerigi ile baz1 biyolojik aktivitelerini belirlemislerdir. Calismada
elde edilen sonucglara gore; calisilan Astragalus tiirlerinden A. schizopterus tiiriiniin
metanollii ekstresinin lipit peroksidasyon (19,62+0,29), DPPH serbest radikal
(54,61+0,38), ABTS katyon radikali siipiiriicii aktivitesi (22,01+0,07), ve CUPRAC
yonteminde en yiiksek aktiviteyi gosterdigi tespit edilmistir. Diger bir calismada;
Astragalus lagurus bitkisinin etil asetat, metanol ve sulu ekstrelerinin antioksidan
kapasitesi farkli yontemlerle arastirilmis olup, bitkinin sulu ekstreleri yiiksek oranda
aktivite gostermistir. Calismada elde edilen degerler; 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 inhibisyonlar1 (0.12-0.56 ve 1.45-1.82 mmol ACAEs/g) seklindedir (Zengin

ve ark., 2016). Astragalus membranaceus var. mongholicus bitkisinin g¢igeklerinin



fitokimyasal karakterizasyonu ve antioksidan kapasitesinin belirlenmesi i¢in yapilan bir
caligmada; farkli fraksiyonlara ve antioksidan kapasite belirleme yontemlerine ile elde
edilen sonuclara gore; BHT (25.28 + 0.59 pg/mL) ile kiyaslandiginda, en yiiksek
antioksidan kapasite 35.10 ug/mL ICs, degeri le DPPH yoOnteminden elde edilmistir.
Ayrica, farkli fraksiyonlar igin kullanilan degisik antioksidan kapasite belirleme
yontemleri arasinda da belirgin farkliliklar ortaya konulmustur (Li ve ark. 2019). Farkl
bir calismada, Astragalus argaeus Boiss. bitkisinin toprak {isti ve toprak alti
kisimlarindan elde edilen metanollii ekstrelerin antioksidan kapasiteleri aragtirilmig
olup, caligma sonunda, farkli bitki kisimlarma gore antioksidan aktivite degeri
108.40+£0.2 - 121.56+1.8 mg AAE/g, B —karoten Inhibisyon degeri %37.31+0.0
-47.26+1.72, DPPH i¢in ICsodegeri 194.28 - 140.96 pg/ml, H>O: igin ICso degeri 187.93
- 212.65 pg/ml ve FRAP degeri ise 0.49 - 0.68 mM/L arasinda tespit edilmistir
(Albayrak ve Kaya, 2019).

Yukarida gorildiigii tizere farkli Astragalus tiirlerinin degisik bitki kisimlarindan farkl
coziiciilerle elde edilen ekstrelerin degisik antioksidan kapasite belirlenme yontemleri
ile arastirilmasi sonucunda birbirinden oldukca farkli sonuglar elde edilmistir. Elde
edilen ekstrelerin farkli antioksidan kapasite gostermeleri olduk¢a normal karsilanmakta
olup, caligmalarda ortaya c¢ikan farkli sonuglarin, arastirmaya konu olan bitki tiirliniin
farklilig1, kullanmilan bitki kisimlar1 degisik olmasi, toplanan veya iiretilen bitkinin
yetisme kosullariin farkliligi, hasat zamaninin farkli olmasi, analizlerde kullanilan bitki
kisimlarinin tazeligi ve daha bir¢ok etkenden kaynaklanmig olabilecegi ve kullanilan
¢oziiciiler, kimyasallar ve analiz yontemlerinin de sonuglar1 énemli diizeyde etkilemis
olabilecegi diisliniilmektedir. Yapilan ¢alismalardan elde edilen sonuglara gore,
Astragalus tiirlerinin bilesimlerindeki fenolik ve flavonoit maddeler dolayisiyla 6nemli

antioksidan kaynag1 olarak 6ne ¢ikmaktadr.

3.5. Bitki Oziitlerinin Antikanser Aktivitelerinin Belirlenmesi

Astragalus tiirlerinden elde edilen Oziitlerin antikanser aktiviteleri sitotoksik
potansiyellerine bagl olarak 62,5 ile 1000pg/mL konsantrasyon araliginda insan akciger
kanseri (A549 ve H1299) ve beyin glioma (C6) hiicrelerine karsi test edilmistir.
Konsantrasyona ve uygulama zamanina bagh olarak sitotoksik aktivitenin arttig1 tespit

edilmistir. Her bir hiicre hattina kars1 bitki 6ziitlerinin ICsy degerleri hesaplanmistir.



Cizelge 3.6 Bitki oziitlerinin A549 hiicrelerine karsi antikanser aktiviteleri

Bitki Tiiri Bitki Oziitii * ICs degeri (ug/mL) "
TAS 6.144 £ 0.025**
. TUS 10.081 + 1.145%
A. elongatus subsp. nucleiferus WILLD TAE R 156 4 0 ]82%*
TUE 13.072 + 0.640%**
TAS 8.204 £0.102%**
TUS 14.108 + 0.651*
A. neurocarpus BOISS TAE 11.125 + 0.469%*
TUE 16.020 £ 1.020%**
Doksorubisin ¢ 4.210+0.032
DMSO (dimetil siilfoksit) ¢ 0

“(TAS: Toprak alti su oziitii; TUS: Toprak iistii su oziitii; TAE: Toprak alti etanol éziitii; TUE: Toprak iistii
etanol oziiti)

b Veriler ICsy (ug/mlL) + SS (standart sapma) olarak ifade edilmistir (n=3).

¢ Doksorubisin, pozitif kontrol

¢ DMSO, ngative kontrol

*0<0.05 ve ** p<0.01

Antikanser aktivite analizlerinde, AS549 akciger karsinoma hiicrelerine kars1 A.
elongatus subsp. nucleiferus WILLD bitki oziitleri 1Csy degerleri 6.144+0.025 ile
13.0724+0.640 pg/mL arasinda degisen aralikta olmak iizere diger bitki tiiriinden daha
etkili bulunmustur. Test edilen her iki bitki tliriiniin, toprak alt1 kismindan elde edilen
oziitler toprak iistii aksamindan elde edilen oziitlerden daha yiiksek antikanser aktivite

gostermistir (Cizelge 3.6).

Cizelge 3.7 Bitki 6ziitlerinin H1299 hiicrelerine kars1 antikanser aktiviteleri

Bitki Tuiri Bitki Oziitii ICs degeri (ng/mL) "
TAS 5.815+0.468*
. TUS 7.863 + 0.140%*
A. elongatus subsp. nucleiferus WILLD TAE 7166+ 1.011*
TUE 10.750 £ 0.161%*
TAS 11.004 + 0.662*
TUS 18.860 + 1.001*
A. neurocarpus BOISS TAE 15.102 + 0.079%*
TUE 21.560 + 0.910*
Doksorubisin ¢ 4.210+0.032
DMSO (dimetil siilfoksit) ¢ 0

“(TAS: Toprak alti su dziiti; TUS: Toprak iistii su oziitii; TAE: Toprak alti etanol éziitii; TUE: Toprak iistii etanol
oziitii)

b Veriler ICsy (ug/mL) £ SS (standart sapma) olarak ifade edilmistir (n=3).

¢ Doksorubisin, pozitif kontrol

¢ DMSO, ngative kontrol



*0<0.05 ve ** p<0.01

H1299 hiicrelerine kars1 en yiiksek antikanser aktivite 4. elongatus subsp. nucleiferus
WILLD bitkisinin toprak alti su oziitlerinde (ICso = 5.815+0.468 pg/mL, p<0.05)
saptanmistir, bunu sirasi ile bitkinin toprak alt1 etanol ve toprak {istii aksamindan su ile
elde edilen oziitler (ICso degerleri sirasiyla 7.166+1.011 pg/mL, p<0.05 ve 7.863+0.140
pg/mL, p<0.01) takip etmistir. Benzer sekilde A. neurocarpus BOISS tiiriiniin toprak
iistii kismindan etanol ile elde edilen 6ziitii 21.560+0.910 pg/mL (p<0.05) ICs, degeri ile
tst edilen kanser hiicre hattina kars1 en diisiik antikanser aktivite gostermistir (Cizelge

3.7).

Cizelge 3.8 Bitki 6ziitlerinin C6 hiicrelerine kars1 antikanser aktiviteleri

Bitki Tiirii Bitki Oziitii®  ICs) degeri (ug/mL) "
TAS 10.683 + 0.195**
) TUS 12.691 + 0.462%*
A. elongatus subsp. nucleiferus WILLD TAE 16.011 + 1.150*
TUE 18.247 + 0.120*
TAS 16.522 + 1.201**
TUS 24.088 + 1.012*
A. neurocarpus BOISS TAE 20475 + 0.116**
TUE 29210+ 0.315**
Doksorubisin ¢ 4.210+0.032
DMSO (dimetil siilfoksit) ¢ 0

“(TAS: Toprak alt su oziitii; TUS: Toprak iistii su oziitii; TAE: Toprak alti etanol éziitii; TUE: Toprak iistii
etanol oziiti)

b Veriler ICsy (ug/mL) = SS (standart sapma) olarak ifade edilmistir (n=3).

¢ Doksorubisin, pozitif kontrol

¢ DMSO, ngative kontrol

*0<0.05 ve ** p<0.01



MTT analizleri sonucunda; A. neurocarpus BOISS bitki tiirii en yiiksek antikanser
aktiviteyi A549 akciger karsinoma hiicre hatlarina kars1 gosterirken; 4. elongatus subsp.
nucleiferus WILLD bitki tiirti ise H1299 kiiciik hiicreli olmayan akciger kanseri hiicre
hattina kars1 en yiiksek aktivite gostermistir. En diigiik antikanser aktivite ise, C6 beyin

glioma hiicre hattina kars1 belirlenmistir (Cizelge 3.8).

Albayrak ve Kaya (2019) endemik Astragalus argaeus tiirliniin toprak iistii ve alti
kisimlarindan elde edilen ekstrelerin MCF-7 (insan meme kanser hiicre hatt1) ve
fibroblast hiicrelerine kars1 sitotoksik etkilerini 24 ve 48 saat uygulama sonrasinda MTT
yontemi ile belirlemislerdir. Yapilan ¢alisma sonucunda, incelenen ekstrelerin 24 saat
sonrasinda MCF-7 hiicrelerine kars1 zayif sitotoksik aktivite gosterdigi tespit edilmistir.
Teyeb ve ark. (2012) yaptiklar1 calismada Astragalus gombiformis Pomel.
yapraklarindan elde edilen ekstraktlarin sitotoksik aktivitelerini arastirmiglardir.
Sitotoksik aktivite ise insan akciger kanser hiicrelerinde kolorimetrik MTT analizi ile
belirlenmistir. En giiglii sitotoksik aktivite A549 akciger epitelyal karsinom hiicre
hattina kars1 diklorometan ekstraktinda 1Cs=85+21.7 pg/mL’de belirlenirken, bu
ekstrakt i¢in en iyi inkiibasyon siiresi de 48 saat olarak tespit edilmistir. Aboul-Enein ve
ark. (2011) yaptiklar1 ¢calismada Misir florasinda bulunan 23 bitki ile baharat olarak
kullanilan 24 bitkinin su ve etanol ekstraktlarinin in vitro antikanser aktivitesini
incelemislerdir. Antikanser aktivitelerinin belirlenmesinde Ehrlich Asit Timor
hiicrelerinde (EACC) tripan mavisi kullanilirken HepG2 hiicrelerine kars1 SRB teknigi
kullanilmistir. Ayni ¢alismada antioksidan aktivitelerin belirlenmesi icin DPPH analizi
kullanilmistir. Calisma sonucunda bazi bitkilerin hem su hem de etonol 6ziitlerinin
yliksek sitotoksik ve antioksidan aktivitelere sahip oldugu ve kanser hiicrelerinin
biliylimesini engelledigi belirlenmistir. Baz1 bitkilerde etanol ekstraktlar1 daha fazla
etkiye sahipken bazi bitkilerde ise su ekstraktlarinin daha etkili oldugu tespit edilmistir.
Calismada Astragalus spinosus’un antikanser aktivite bakimindan su 6ziitiinde oldukg¢a
etkin oldugu goriiliirken, antioksidan aktivite de etanol Oziitiiniin daha etkin oldugu
belirlenmistir. Diger bir ¢calismada ise Astragalus membranaceus sulu ekstraktlarinin in
vitro antioksidan ve antitiimor etkilerini incelenmistir. Calisma sonucunda, bitkinin sulu
ekstraklarin 2,2'azobis (2-amidinopropan) hidrokloriir (AAPH) ile indiiklenmis insan
eritrositleri hemolizini de azaltabildigi tespit edilmistir. Calismada, 4. membranaceus

sulu ekstrelerinin insan gastrik hiicre hatt1 (SGC 7901) ve insan hepatom (SMMC 7721)



hiicrelerinde biliylimeyi verilen doz araliginda doza bagli olarak inhibe edebildigi

belirlenmistir (Peng ve ark. (2011).

Rui ve ark. (2010) yiiksek performansli sivi kromatografisi (HPLC) ve Fourier
doniistimii infrared (FT-IR) kullanarak analiz ettikleri Astragalus polisakkaritlerinin
antioksidan aktiviteleri ile polisakkaritlerin ve siRNA’nin antitimor aktivitelerini
arastirmislardir. Calisma sonucunda, polisakkaritlerin antitimor aktivite de gosterdigi
tespit edilmistir. CD40 geni siRNA plasmidi olusturularak siRNA antitlimor etkisini de
degerlendiren ekip Astragalus polisakkaritlerinin siRNA’dan daha fazla antitiimor etkisi
gosterdigini belirlemislerdir. Yan ve ark. (2009) ise yapmis olduklari calismada affinite
kromatografisi metoduyla A. mongholictkileri bitkisinin koklerinden Oziitleyip
saflagtirdiklar1 bir lektin (AMML) molekiiliiniin insanda rahim agzi kanser hiicreleri
(HeLa), kemik kanseri hiicreleri (MG63) ve kan kanseri hiicreleri (K562) tizerindeki
cogalma, Olim ve hiicre dongiisiinde biiyiime inhibisyonunun sirasiyla, HelLa
hiicrelerinde  (%92)>K562 hiicrelerinde (%84)>MG63 hiicrelerinde ise (%48)
gergeklestigini  saptamiglardir.  Saflastirilan  lektin - molekiiliiniin  bu hastaliklarin
tedavisinde kullanilabilecegi c¢alisma sonucundan anlagilmistir. Farkli bir calismada;
Cin’de yaygin olarak kullanilan bir tibbi bitki olan Astragalus membranaceus™un in
vitro ve in vivo anti-timor etkileri arastirilmis, A. membranaceus kokiinden izole edilen
5 biyoaktif fraksiyon arasindan murin splenositleri {izerindeki mitojenisitesine en etkili
olan1 Al olarak belirlenen fraksiyon olarak bulunmustur. Calismada, Al fraksiyonunun
makrofaj fonksiyonu, timor nekroz faktorii iiretimi, lenfokin ile aktive edilmis katil
hiicrelerin indiiksiyonu ve tiimor hiicresi farklilagsmasi {izerindeki faaliyetleri de
incelenmistir.  Calisma  sonucunda, farkli hiicre hatlarina uygulanan A.
membranaceus’un konakciya ait anti-timor bagisiklik mekanizmasini harekete
gecirerek hem in vitro hem de in vivo anti-timor etkileri gosterebilecegini tespit

etmislerdir (Cho ve Leung. 2007).

Farkli Astragalus tiirleri iizerinde yapilan ¢aligmalar, zengin etken madde igerikleri ile
bu bitkilerin kanser tedavisinde bu tiirlerin 6nemini ortaya koymaktadir. Bu ¢aligmaya
konu olan Astragalus tiirlerinden elde edilen Oziitlerin antikanser aktivitelerinin,
sitotoksik potansiyellerine bagl olarak 62,5 ile 1000pg/mL konsantrasyon araliginda
insan akciger kanseri (A549 ve H1299) ve beyin glioma (C6) hiicrelerine kars1 test

edilmis olup, calisma sonucunda konsantrasyona ve uygulama zamanina bagli olarak



sitotoksik aktivitenin arttig1 tespit edilmistir. Her bir hiicre hattina kars1 bitki 6ziitlerinin

ICso degerleri de hesaplanmastir.

3.6. Bitki Oziitlerinin Antiproliferatif Aktivitelerinin Belirlenmesi

A549, H1299 ve C6 kanser hiicre hatlarina karsi, A. elongatus subsp. nucleiferus
WILLD ve A. neurocarpus BOISS tiirlerinden elde edilen farkli oziitlerin hiicre
canliliklar1 tlizerine etkinlikleri tripan mavisi analizleri ile belirlenmistir. Antikanser
aktivite analizlerinde oldugu gibi, bitki 6ziitleri farkli dozlarda (62.5 ile 1000 pg/mL) ve
24, 48 ve 72 saat boyunca hiicre hatlar1 iizerine uygulanmistir. Hiicreler farkli zaman
dilimlerinde, uygulanan bitki dozuna bagli olarak sayilmis ve hiicre canlilik oranlari
tespit edilmistir. Kanserli hiicre hatlarindan elde edilen hiicre canlilik oranlari, kontrol
amaciyla kullanilan HUVEC hiicre hatlarindaki canlilik oranma goére kiyaslanmustir.

Elde edilen veriler yiizde hiicre canlilig1 olarak Sekil 3.3 ve Sekil 3.4’de sunulmustur.
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Sekil 3.3 A. elongatus subsp. nucleiferus WILLD tiiriiniin A549, H1299 ve C6 hiicre
hatlarina kars1 hiicre canlilik oranlar

* Veriler 48 saat uygulama sonrasinda hiicrelerdeki yiizde canlilik olarak ifade edilmistir.

** HUVEC hiicreleri kontrol hiicreler olarak kullanilmis ve canlilik oranlart % 100 olarak kabul
edilmistir.



MTT analizleri ile uyumlu olarak, bitki oziitleri doz ve zamana bagh olarak kanserli
hiicrelerde hiicre biiyiimesini ve canlilifin1 azaltmistir. A. elongatus subsp. nucleiferus
WILLD bitkisine ait toprak alti su 6ziitii, hiicre canliligin1 en yiiksek oranda H1299
hiicre hattina kars1 azaltirken, bunu sirast ile %28 ve %35 hiicre canliligiyla A549 ve C6
hiicre hatlar1 takip etmektedir. Bitkinin toprak {istii aksamindan etanol ile elde edilen

0ziit ise; hiicre canlilig1 lizerinde en az etkin olan 6ziit olarak belirlenmistir (Sekil 3.3).
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Sekil 3.4 A. neurocarpus BOISS tiirtiniin A549, H1299 ve C6 hiicre hatlaria karsi
hiicre canlilik oranlar1

* Veriler 48 saat uygulama sonrasinda hiicrelerdeki yiizde canlilik olarak ifade edilmistir.

** HUVEC hiicreleri kontrol hiicreler olarak kullanilmis ve canlilik oranlart % 100 olarak kabul
edilmistir.

A. neurocarpus BOISS tiirliniin ise, toprak alt1 su 0ziitii, hiicre canliligin1 en yiiksek
oranda A549 hiicre hattina karsi azaltirken, hiicre canliligindaki en az azalma C6
hiicrelerine kars1 gozlenmistir. A. elongatus subsp. nucleiferus WILLD bitki dziitleri ile

yapilan antiproliferatif aktivite sonuclariyla benzer sekilde; 4. neurocarpus BOISS



bitkisinin de toprak iistii aksamindan etanol 6ziitii; hiicre canlilig1 iizerinde en az etkin

olan 6ziit olarak her {i¢ hiicre hattina kars1 tespit edilmistir (Sekil 3.4).

Bu tez ¢alismasi, calismaya dahil edilen Astragalus spp. tiirlerinin akciger kanseri ve
beyin glioma hiicre hatlarinda, hiicre biiylimesini doza bagli bir sekilde engelledigini
ortaya koymustur. Ayrica, artan maruz kalma siiresi, kanser hiicrelerinde hiicre
biiyiimesinde onemli bir inhibisyon ile sonuglanmistir. Ilgili Astragalus spp. Tiirleri,
kanser hiicrelerinin biiylime ve ¢ogalmasini in vifro kosullar altinda 6nemli Olciide
azaltma potansiyeline sahip, antikanser bir ajan niteligi tagimaktadir. Ekstraktlarin
antikanser ve biiyiime Onleyici etkileri, bitkinin daha once belirlendigi gibi zengin
sekonder metabolit bilesenlerinden kaynaklaniyor olabilir (Block ve Mead, 2003; Shao
ve ark, 2004; lonkova ve ark, 2014; Ranjbar ve Mahmoudian, 2015).

Son ylizyilda goriilme siklig1 ve 6liim orani ciddi oranda artig gosteren ve bu nedenle
cagimizin hastalig1 olarak nitelendirilen kanserin, bitkisel yontemlerle tedavi edilmesine
yonelik alternatif tip tekniklerine yonelim giderek popiiler hale gelmektedir. Kanser
hastaliginin hizl ve agresif olarak yayilmasindan dolay1 uygulanan halihazirdaki tedavi
yontemleri pek basarili olamamakla birlikte; ilgili kanser hiicresi iizerinde spesifik
olarak etkili olamamaktadir. Kanser hiicrelerine etki ederken, ayni zamanda kanser
hiicrelerinin ¢evresindeki timorlii olmayan hiicreleri de etkilemektedir. Bu nedenle
hedefe yonelik terapétik ilaclar ve tedavi yontemlerinin gelistirilmesi ve antikanser

ozellikte ilag eldesi gerekmektedir.



4. SONUC VE ONERILER

Ulkemizde dogal olarak yayilis gdsteren, gida olarak, endiistriyel ve tibbi amaglarla
kullanilma potansiyeline sahip olan bitkilerin biyolojik aktivitelerinin belirlenmesi,
icerdikleri etken maddelerin belirlenmesi, belirlenen etken maddelerin farmasoétik
alanda ilag ham maddesi olarak kullanimi ve bdylece bitkisel tedavi olanaklarinin
olusturulmasi son derece 6nemlidir. Bu ¢alismada, Gaziantep ve ¢evresinden toplanan
Astragalus cinsine ait, Astragalus elongatus subsp. nucleiferus WILLD (yaz1 yoncasi),
A. neurocarpus BOISS (cizik geven) tiirlerinin sahip olduklar1 toplam polifenolik
(fenolik ve flavonoit) igeriginin ve antioksidan aktivitesinin belirlenmesinin yani sira;
farkli ¢oziiciiler kullanilarak elde edilen 6ziitlerin sahip olduklar1 antikanser aktiviteleri
kapsamli bir sekilde analiz edilmistir. Bu kapsamda, bitki 6ziitlerinin; antikanser,
sitotoksik ve antiapoptotik potansiyele sahip olup olmadigi, potansiyel antioksidan

kapasiteleri ile kombine edilerek detayli bir sekilde ortaya konulmustur.
Yapilan laboratuvar analizlerinden elde edilen sonuglara gore;

- Calismaya konu olan Astragalus tiirlerinden elde edilen ekstre verimleri; %5.31
ile 10.61 araliginda degismis olup, etanol ile elde edilen oziitlerin su 6ziitlerine
gore daha yiiksek miktarda oziit verimliligine sahip oldugu belirlenmistir.
Calismaya dahil edilen her iki Astragalus tiiriiniin toprak {stii kisimlardan, kok

kisimlarina nazaran daha fazla miktarda oziit elde edilmistir.
- Toplam fenolik madde igerigi bakimindan Astragalus elongatus subsp.

nucleiferus WILLD tiirlinlin daha ytiiksek icerige sahip oldugu yapilan analizler
sonucunda belirlenmistir. Genel olarak, arastirmaya konu olan tiirlerin farkl
bitki kisimlart arasinda toplam fenolik madde igerigi bakimindan 6nemli bir
farklilik gézlenmemekle birlikte; toprak iistii kisimlarinin daha yiiksek fenolik

icerigine sahip oldugu tespit edilmistir.
- Toplam flavonoit madde miktarlari, toplam fenolik madde igerik sonuglarina

benzer sekilde, Astragalus elongatus subsp. nucleiferus WILLD tiiriinde,
Astragalus neurocarpus BOISS tiiriine gore daha yiiksek oldugu ortaya
cikmistir. Ayrica, bitki tiirlerinin toprak iistii aksamlarindan elde edilen oziitler

daha yiiksek miktarda flavonoit madde igerigine sahiptir.
- Bitki o6ziitlerinin konsantrasyonlar1 arttikga DPPH radikali iizerine inhibisyon

kapasiteleri de artmaktadir. Calismaya dahil edilen Astragalus tiirlerinin toprak



iistii aksamlari, toprak alti kok kismina kiyasla daha yiiksek seviyede
antioksidan kapasite gostermistir. A. elongatus subsp. nucleiferus WILLD
bitkisin toprak iistii kismindan elde edilen Oziitlerde, su ve etanol Oziitlerinin
DPPH serbest radikal siiplirme kapasiteleri birbirine ¢ok yakin degerlerde
bulunurken, en diisiik serbest radikal giderim kapasitesi toprak alt1 aksaminin su
Oziitiinde belirlenmistir. 4. neurocarpus BOISS tiiriiniin, toprak {istii aksamindan
elde edilen oziitler daha yiiksek antioksidan aktivite gostermistir. A. elongatus
subsp. nucleiferus WILLD bitki tiirlinde oldugu gibi, en yiiksek DPPH serbest
radikal giderim kapasitesi A. neurocarpus BOISS bitkisi toprak iistii kisminin
etanol Oziitlinde tespit edilmistir. Bitkinin toprak {istii ve toprak alti
kisimlarindan etanol ile elde edilen 6ziitlerin en yiiksek bitki konsantrasyonunda
DPPH inhibisyon kapasiteleri, su ile elde edilen oziitlere kiyasla daha yiiksek

bulunmustur.
MTT analizleri sonucunda; Astragalus neurocarpus BOISS bitki tiirli en yiiksek

antikanser aktiviteyi A549 akciger karsinoma hiicre hatlarina kars1 gosterirken;
Astragalus elongatus subsp. nucleiferus WILLD bitki tiiri ise H1299 kiiciik
hiicreli olmayan akciger kanseri hiicre hattina karst en yiiksek aktivite
gostermistir. En diisiik antikanser aktivite ise, C6 beyin glioma hiicre hattina

kars1 belirlenmistir.
MTT analizleri ile uyumlu olarak, bitki 6ziitleri doz ve zamana baglh olarak

kanserli hiicrelerde hiicre biiylimesini ve canliligim1 azaltmistir. Astragalus
elongatus subsp. nucleiferus WILLD bitkisine ait toprak alt1 su 0ziitii, hiicre
canliligini en yiiksek oranda H1299 hiicre hattina kars1 azaltirken, bunu sirast ile
%28 ve %35 hiicre canliligiyla A549 ve C6 hiicre hatlar1 takip etmektedir.
Bitkinin toprak {istii aksamindan etanol ile elde edilen 06ziit ise; hiicre canlilig1
tizerinde en az etkin olan Oziit olarak belirlenmistir. Astragalus neurocarpus
BOISS tiirliniin ise, toprak alti su oziitli, hiicre canliligini en yiiksek oranda
A459 hiicre hattina kars1 azaltirken, hiicre canliligindaki en az azalma C6
hiicrelerine kars1 gozlenmistir. Astragalus elongatus subsp. nucleiferus WILLD
bitki oziitleri ile yapilan antiproliferatif aktivite sonuclariyla benzer sekilde;
Astragalus neurocarpus BOISS bitkisinin de toprak iistii aksamindan etanol
0ziitii; hiicre canlilig1 tizerinde en az etkin 6ziit olarak 3 hiicre hattina kars1 tespit

edilmistir.



Calismaya dahil edilen Astragalus spp. tirleri ile (bitkinin toprak alt1 ve toprak tstii
kisimlar1 ayri ayri farkli ¢oziictiler ile 6ziitlenerek) daha 6nce antioksidan, antikanser, ve
antiproliferative analizleri iceren kapsamli bir ¢calisma yapilmamis olup; ilgili ¢calisma
literatiir i¢in ilk veriler niteliginde 6zgiin bir ¢alismadir. Bu nedenle gerceklestirilen
calismadan elde edilen veriler, kanser tedavisinde antikanser ve sitotoksik etkileriyle
yararli olabilecek tibbi, farmosotik ve farmakolojik caligmalara 6n veri sunmakla
birlikte, bu alanda daha sonra yapilacak olan in vivo arastirmalara ve klinik calismalara

151k tutacak niteliktedir.
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