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Bu calismada endemik ii¢ Astragalus tiiriiniin (Astragalus anthylloides Lam., A. lycius
Boiss., A. xylobasis Freyn & Bornm. var. angustus (Freyn & Sint.) Freyn & Bornm)
sekonder metabolitleri (fenolik bilesikleri ve sabit yag bilesenleri), biyolojik aktiviteleri
(antiproliferatif — sitotoksik etkileri) ve selenyum igerikleri arastirildi. Bu amagla
oncelikle bitki tiirleri dogal ortamlarindan toplandi. Bu bitki tiirleri uygun sartlarda
kurutuldu ve deneysel calismalar i¢in hazirlandi. Bu bitkiler, sirasiyla hekzan,
kloroform, etil asetat, n-biitanol ve metanol ¢oziiciileri ile ekstrakte edildi. Hekzan
ekstrelerinin - GC-MS analizi, diger ekstrelerin de HPLC-TOF/MS analizleri
gerceklestirildi. Tiim ekstrelerin sigan beyin tiimori (C6) ve insan rahim kanseri (HelLa)
hiicrelerine kars1 antiproliferatif aktiviteleri incelendi ve yiiksek antiproliferatif aktivite
gosteren ekstrelerin sitotoksik etkileri belirlendi. Ayrica bitki ve bitkinin yetistigi
topraklarin selenyum analizleri gergeklestirildi.
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In this study, their secondary metabolites (Phenolic compounds and fatty acides),
biological activities (antiproliferative - cytotoxic activity) and selenium analysis of
three endemic Astragalus species (Astragalus anthylloides Lam., A. lycius Boiss., A.
xylobasis Freyn & Bornm. var. angustus (Freyn & Sint.) Freyn & Bornm) were
researched. For this purpose, firstly, plants samples were collected in the natural
environment. The plants were dried under appropriate conditions and they were ready
for experimental work. The plants were extracted with hexane, chloroform, ethyl
acetate, n-buthanol and methanol solvents, respectively. Hexane extracts were
characterized by GC-MS and other extracts were determined by HPLC-TOF/MS. The
anticancer activities of all the extracts were investigated against rat brain tumor (C6)
and human cervical cancer (HeLa) cells. The cytotoxic activities of extracts that have
high antiproliferative activities were determined. Hovewer, selenium analysis of the
plant and soil where the plant grows were performed.
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1. GIRIS

Icerdikleri etkili bilesenler sebebiyle insanligin varolusundan bu yana bir¢ok hastaligin
tedavisinde kullanilan, bazi hastaliklar1 Onleyen bitkiler, tibbi bitkiler grubuna
girmektedir. Tibbi kullanima sahip bitkiler birgok ilacin hammaddesi olarak
kullanilmas1 disinda fitoterapi, aromaterapi gibi tamamlayici tedavi alanlarinda da etkin
olarak kullanilmaktadir (Kirbag ve Zengin 2006; Kiirk¢iioglu 2010; Faydaoglu ve
Siirtictioglu 2011; Tulukgu ve Sagdig 2011).

Tibbi bitkilerin kullanimi M.O. 3000 yillarina Siimer, Akad ve Asur Medeniyetlerine
kadar uzanmaktadir. Tibbi bitkilerin tedavi amach kullanimi ise, ilk olarak Ninova
Tabletleri’nde karsimiza ¢gikmaktadir. M.O. 1550 yillarinda yazildig: tahmin edilen Eber
papiriislerinde tibbi bitkilerin kullanimu ile ilgili bilgiler bulunmaktadir (Yoket 2003).
Lokman Hekim, Ibn-i Sina, Ibn-i Baytar, Serafeddin Sabuncuoglu, Ibn-i Serif gibi
Anadolu’da bilinen hekimlerimiz ¢esitli hastaliklarin tedavi edilmesinde tibbi bitkileri
kullanmiglardir (Yoket 2003; Demirhan Erdemir ve Elgioglu 2013; URL1).

Tibbi bitkilerin, ihtiva ettikleri fitokimyasallar (ugucu yaglar, alkoloitler, glikozitler,
heterozitler, tanenler, lipitler, flavonozitler, miisilajlar, zamklar, saponozitler vd.)
sayesinde hastaliklar1 tedavi ettigi veya bu hastaliklar1 6nledigi tespit edilmistir. (Karasu

ve Oztiirk 2014; Faydaoglu ve Siiriiciioglu 2011).

Yaklasik 2000 yildir Geleneksel Cin Tibbinda Astragalus genellikle diger otlar ile
kombine edilerek hastaliga kars1 viicudu giiglendirmek igin kullanilmaktadir (Faydaoglu
ve Siriiciioglu 2011). Astragalus bir adaptogen gorevi iistlenerek; fiziksel, zihinsel veya
duygusal stres gibi ¢esitli streslere kars1 viicut dayanikliligini artirmaktadir (Zhao et al.
1990; Foster and Chongxl 1992; Chen et al. 1995; Faydaoglu ve Siiriictioglu 2011)

Astragalus, kanser ve diyabet gibi hastaliklara karsi viicudun korunmasina yardimci
olmak, bagisiklik sistemini korumak ve desteklemek, soguk algmlig1 ve iist solunum
yolu enfeksiyonlarim1 6nlemek, diisiik kan basinci, diyabet tedavisi i¢in ve karacigeri

korumak i¢in kullanilmaktadir (Zhao et al. 1990; Foster and Chongxl 1992; Chen et al.



1995; Jin et al. 1995). Astragalus bitkileri topraktaki selenyumu yiiksek oranda alarak
bilinyesinde en ¢ok selenyum ihtiva eden bitkiler arasinda yerini almaktadir (Atessahin
2001). Selenyumun en 6nemli kaynagini bitkiler olusturmaktadir (Simsek vd. 2004;
Dervis 2011).

Selenyum ile ilgili yapilan arastirmalar, selenyumun giiglii bir antioksidan oldugunu,
hiicreleri koruyarak ve bagisiklik sistemini giliclendirerek kanser riskini azaltigim
gostermistir (Dervis 2011; URL2). Ayrica iireme sagliginda rol aldigi, ¢ocuk diisiirme
riskini azalttigi, bagisiklik sistemini giiglendirdigi, AIDS’i, yaslanmaya bagl katarakti,
birgok kanser tipini, kan pthtilagmasini, hipertansiyonu 6nledigi saptanmistir (Simsek

vd. 2004).

Ulkemizde yaklasik ikibinbesyiiz tiirii bulunan Astragalus, Selenyum agisindan zengin
topraklar1 severek buna paralel olarak biinyesinde de yiiksek oranda Selenyum minerali
barindirir. Yapilan ¢alismalarda bagisiklik sistemini uyararak, normal bireylerde dogal
Oldiiriicti hiicre aktivitesini artirdigi, kanserli hiicrelerde ise antitiimor etkiyi artirdig
gbzlemlenmistir. Immiin sistemi iyilestirici etkisi 2007 tarihli bir makalede yaslanma

stireciyle iligkilendirilmistir (Simsek vd. 2004; URL3).

Astragalus’un tibbi amagla kullanilabilmesini, etkili primer veya sekonder
metabolitlerinin  ¢esitliligi ve miktari da dogrudan etkilemektedir. Canlilarn
yapitaglarini olusturan organik molekiiller (karbonhidratlar, lipitler, proteinler, niikleik
asitler ve enzimler) olup, organizmanin tiim hiicrelerinde mevcut olan biiyiime, gelisme
ve ¢ogalma i¢in gerekli olan maddelere “primer metabolit” denir. Canlilik faaliyetleri ile
dogrudan ilgisi olmayan ve primer metabolizma sonucu sadece belirli organizma, cins
(tlir) veya dokularda iiretilen diger maddeler ise “sekonder (ikincil) metabolit” olarak
tanimlanmaktadir (Kiirk¢iioglu, 2010). Sekonder metabolitler mikroorganizmanin
biiyiime ve liremesi i¢in gerekli degil, mikroorganizmalarin yasamlarini siirdiirebilmek
ve canli kalabilmek i¢in iirettigi maddelerdir. Ayrica sekonder metabolitlerin, tozlasma,
cevresel kosullara uyum, mikroorganizma, bocek ve diger predatorlere (avcilara) karsi
kimyasal savunma, diger bitkilerle yarisma gibi rollere sahip olduklar1 diistiniilmektedir

(Vanisree et al. 2004). Giiniimiiz teknolojisinde hammaddenin tibbi amagla



kullanilabilirligi, kalitesinin belirlenmesi ve bitkisel materyaldeki bilesiklerin kimyasal
teshisleri i¢cin gerekli her tiirli analiz kromotografik veya spektroskopik yontemler
kullanilarak yapilabilmektedir. Elde edilen numunedeki atom, molekiil veya iyonlarin
bir enerji diizeyinden digerine gegisleri sirasinda yayilan veya absorblanan
elektromanyetik 151ma Olciilerek ve yorumlanarak saf maddelerin yap1 tayini

gerceklestirebilir (Kiirk¢tioglu 2010).

Bu baglamda madde yapisinin aydinlatilmasinda, karmasik karisimlardan kimyasallarin
tanimlanmasi1 ve nicellestirilmesi i¢in kullanilan en giiglii yontemlerden biri niikleer
manyetik rezonans spektroskopisi, yaygin bilinen adiyla NMR spektroskopisidir.
Molekiildeki bazi cekirdeklerin magnetik alanda spin kuantum diizeyleri arasindaki
gegislerini inceyelen bu yontem ile molekiildeki ¢ekirdegin sayisi, tiirii ve kimyasal
cevresi bulunabilir (Kirkgtioglu, 2010; Balc1 2007). 1D ve 2D NMR spektroskopileri
organik, inorganik ve biyokimyacilar tarafindan biitliin organik bilesiklerin analizinde

cok fazla kullanilmaktadir (Kiirk¢iioglu, 2010).

Tez kapsaminda Cankiri ili ve ¢evresinde yayilis gosteren endemik {i¢ Astragalus tiirii
(Astragalus anthylloides Lam., A. lycius Boiss., A. xylobasis Freyn & Bornm. var.
angustus (Freyn & Sint.) Freyn & Bornm) ile ¢alisildi.

1. Ekstrelerin fitokimyasal analizi (fenolik madde igerigi, sabit yaglar)

2. Ayni ekstrelerin antiproliferatif ve sitotoksik aktivitelerinin incelenmesi

3. Astragalus tiirlerinin yetistikleri topragin Se miktarlart ve buna bagli olarak

bitkideki Se miktar analizleri yapildi.

4. Son olarak; Astragalus tiirlerinin tiirler arasinda fitokimyasal ve selenyum

iceriklerinin biyolojik aktiviteye katkisinin karsilastirilmasi yapildi.

5. Elde edilen ekstrelerin metabolomik NMR analizleri gergeklestirildi.



2. GENEL BIiLGILER

2.1 Fabaceae (Leguminosae) Familyasinin Genel Ozellikleri

Yaklastk 400 cins ve 10.000 dolayinda tiire sahip biiyilk bir familya olan
Baklagiller (Fabaceae), Leguminosae olarak da bilinmektedir. Otsu, ¢ali ve aga¢ formlu
bitkileri iceren bu familyada fasulye, bakla, nohut, soya, mercimek, bezelye, yalanci
akasya, yabani kegiboynuzu, akasya, giilibrisim gibi bitkiler yer almaktadir (Lincoln
2003: Ertas 2013; URL 4).

Saplt piirlizsiiz yaprak, bir canaktan olusan periant ve her biri 5 bdliimden olusan
korollaya sahiptir. Familyanin tim tyeleri 5 ta¢ yaprakli ¢icek bulundurur. Kazik
koklere sahip olan familyanin meyveleri legiimen olup, tohumlar1 sert kabukludur.
Ayrica Rhizobium bakterileri tarafindan havanin serbest azotunu baglarlar (Lincoln
2003; Ertas 2013; URL 4).

2.2 Astragalus L. Cinsinin Genel Ozellikleri

Baklagiller (Fabaceae) familyasina ait Astragalus (Geven), yetistigi bolgelere gore
cesitlilik gosteren 2500 kadar tiiri bulunan otsu ve kiiciik calilardan olusan bitkidir
(Maasssoumi, 1998). Tipta daha ¢ok Cin’de yetisen Cin geveni kullanilmaktadir. Cin'in
kuzey ve dogu bolgeleriyle, Mogolistan ve Kore de yetisen Astragalus kokii

veya Astragalus membranaceous en fazla arastirilan tiirlerdir (URL 5).

Tiirk kitresi ve Anadolu kitresi olarak bilinen Astragalus microcephalus ve Astragalus
gummifer bitkilerinin gévde veya kok kisimlarinin tizerinde agilan kesiklerden alinan
zamktan elde edilen kitre ila¢ yapiminda kulanilir (Kadioglu vd. 2008; URL 6).


https://tr.wikipedia.org/wiki/Baklagiller
https://tr.wikipedia.org/wiki/Mo%C4%9Folistan
https://tr.wikipedia.org/wiki/Kore

2.3 Astragalus anthylloides Lam. Taksonunun Genel Ozellikleri ve Yayihs1

Sekil 2. 1 Astragalus anthylloides Lam. (URL 7)

Sistematik hiyerarsi (URL 8)

Alem : Plantae

Altalem : Tracheobionta

Boliim : Magnoliophyta

Siif : Magnoliopsida

Altsimif : Rosidae

Takim : Fabales

Familya : Fabaceae

Cins : Astragalus L.

Tiir : Astragalus anthylloides Lam.

Genel takson ozellikleri (URL 8)
Omiir : Cok yillik

Yap1 : Otsu

Ciceklenme :5-8 ay



Habitat : Bozkir, ¢alilik

Yiikseklik  : 750-1900m

Endemik : Endemik

Element : [ran-Turan

Tiirkiye dagilim: Kuzey, giiney ve Karasal Anadolu

Genel Dagilim : Tiirkiye

Astragalus anthylloides Lam. bitkisinin yayilis gosterdigi iller (Adana, Zonguldak,
Kastamonu, Ankara, Denizli, Elaz1g, Konya, Mugla, Nigde) (URL 8 Sekil 2.2).

-

T

Sekil 2. 2 Astragalus anthylloides Lam. bitkisinin yayilig gosterdigi iller (URL 8)

Astragalus anthylloides Lam. bitkisinin yayilis gosterdigi kareler: A4, B6, B7, C2, C4,
C5 tir (Sekil 2.3).
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Sekil 2. 3 Astragalus anthylloides Lam. bitkisinin yayilis gosterdigi kareler (URL 8)

2.4 Astragalus lycius Boiss. Taksonunun Genel Ozellikleri ve Yayihsi

Sekil 2. 4 Astragalus lycius Boiss. (URL 9)

Sistematik hiyerarsi (URL 10)
Alem : Plantae
Altalem : Tracheobionta



Boliim : Magnoliophyta

Sinif : Magnoliopsida
Altsimf : Rosidae

Takim : Fabales

Familya : Fabaceae

Cins : Astragalus L.

Tiir : Astragalus lycius Boiss.

Genel takson ozellikleri (URL 10)

Omiir : Cok yillik

Yap : Otsu

Ciceklenme : 5-6. aylar

Habitat : Kiregtas1 yamaglar, mese makisi
Yiikseklik  : 400-1800m

Endemik : Endemik

Element : Bilinmiyor

Tiirkiye dagilimi: Orta, Kuzey, Gliney ve Dogu Anadolu
Genel Dagilim: Tiirkiye

Astragalus lycius bitkisinin yayilis gosterdigi iller: Gaziantep, Cankiri, Ankara Antalya
Burdur, Kayseri, Kirsehir, Nigde, Sivas, Tokattir (URL 10).

Sekil 2. 5 Astragalus lycius Boiss. bitkisinin yayilis gosterdigi iller (URL 10)



Astragalus lycius bitkisinin yayilis gosterdigi kareler: A4, B4, B5, B6, C2, C3, C5, C6
dir.

Sekil 2. 6 Astragalus lycius Boiss. bitkisinin yayilis gosterdigi kareler (URL 10)

2.5 Astragalus xylobasis Bunge Taksonunun Genel Ozellikleri ve Yayilisi

Sekil 2. 7 Astaragalus xylobasis Bunge (URL 11)



Sistematik hiyerarsi (URL 12)

Alem : Plantae

Altalem : Tracheobionta
Boliim : Magnoliophyta
Sinif : Magnoliopsida
Altsimif : Rosidae

Takim : Fabales

Familya : Fabaceae

Cins : Astragalus L.

Tiir : Astragalus xylobasis

Genel takson ozellikleri (URL 12)

Omiir : Cok yillik

Yap1 : Otsu

Ciceklenme :5-7. aylar

Habitat : Kayalik tepe etekleri, bozkir
Yiikseklik  : 300-1600m

Endemik : Endemik

Element : Tran- Turan

Tiirkiye dagihim: O. ve komsu K. Anadolu
Genel Dagilim: Tiirkiye

Astragalus xylobasis bitkisinin yayilis gosterdigi iller: Batman, Cankiri, Kastamonu,
Ankara, Burdur, Bursa, Sivas, Tokat, Tunceli, Sanliurfa dir (Sekil 2.8 URL 12).
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Sekil 2. 8 Astragalus xylobasis bitkisinin yayilig gosterdigi iller (URL 12).

Astragalus xylobasis Bunge bitkisinin yayilis gosterdigi kareler: A2, A3, A4, A5, A6,
B4, B6, B7, C2, C7, C8 (Sekil 2.9 URL 12).
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Sekil 2. 9 Astragalus xylobasis bitkisinin yayilis gosterdigi kareler (URL 12).
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2.6 Literatiir Ozeti

Astragalus’un igerdigi vonoidler, saponinler ve polisakkaritler bagisiklik sistemini
bircok agidan uyaran, kemik iligindeki kok hiicre sayisimi artiran ve lenf dokusunu

giiclendiren etkiye sahiptir (Ma et al. 2002).

Ishal, yorgunluk, istahsizlik, rahim ve gogiis agrisi, uterus kanamalari, spontan terleme,
soguk alginligi, nefes darlig1 vakalarinda tedavi amagh faydalanilan Astragalus tiirleri
karacigeri korumasi, antioksidan, immiinostimiilan, antiviral, kalp ve bobrekler lizerinde
adaptojenik etki gostermesi sebebiyle halk arasinda yaygin olarak kullanilmaktadir

(Hong 1986; Bensky and Gamble 1993; Kadioglu vd. 2008).

2.6.1 Astragalus tiirlerinin potansiyel klinik faydalar:

Astragalus membranaceus bitkisi gribe karsi, savas kabiliyeti yiiksek antikor tiretimi
saglayarak bagisiklik sistemini giliglendirmektedir (Kadioglu vd, 2008). Astragalus
membranaceus’un igerisindeki saponinlerin, kan pithtilagsmasini azalttigi, miyokarddaki
lipit peroksitlerin islevi tizerinde pozitif bir etkiye sahip oldugu tespit edilmistir
(Sinclair 1998) ayrica Shigella dysenteriae, Streptococcus hemolyticus'a karsi in vitro

antibakteriyel etkinlige sahiptir (Hong 1986).

Astragalus membranaceus’un; i¢erdigi Aatragli polysaccharoses, kalp rahatsizliklarinin
tedavi edilmesine, gribal enfeksiyonlarin siddetinin ve siiresini azaltilmasina,
karacigerin korunmasina, akciger kanserinde tiimdr ilerleyisinin durdurulmasina olanak

saglamaktadir (Kadioglu vd, 2008).

Bogaz hastaliklarinin tedavisinde kullanilan Astragalus gummifer mukoza iizerine
koruyucu etki gostermektedir (Kadioglu vd, 2008). Eczacilikta kullanilan Astragalus
tragacanthus kitresi hastaliklara karsi viicut direncini artirarak bagisiklik sistemine
yardimc1 olmaktadir (Kadioglu vd, 2008). Astragalus canadensis bitkisinin kok

kisimlar1 ¢ignenerek veya g¢ay olarak tiiketildiginde analjezik ve antihemorajik etki
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gosterdigi, gogiis ve sirt agrilarini, siddetli oksiiriigli hafiflettigi gozlemlenmistir. Kok
kism1 ezilerek elde edilen lapa yara ve kesikleri tedavide merhem olarak

kullanilmaktadir (Moerman 1998).

Astragalus membranaceus (Sekil 2.10) ve Astragalus mongholicus koklerini de igeren
bir tibbi karigim hepatit B’yi tedavi etmede Onemli etkiye sahiptir. Ayrica toksik
maddelerin uzaklastirilmasini, karacigerin rahatlatilmasini, dalagin giiclendirilmesini ve

kansere karsi da direng saglamaktadir (Peng 2016).

Sekil 2. 10 Astragalus membranaceus (URL 13)

Astragalus membranaceus’un idrar yolu semptomlarinin tedavisinde, kronik prostatit
semptomlarinin tedavisinde; kan stazi, anti-inflamatuar, analjezik etkileri gériilmektedir
(Cheng, 2015).

Astragalus memranaceus, immiin sistemi bozukluklarinin tedavisinde ve kemoterapotik

ilaglarin yan etkilerini hafifletmek i¢in kullanildigi bilgisi 1s1g8inda Astragalus
membranaceus saponin ekstresinin anti-kanserojen etkileri HT-29 insan kolon kanseri
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hiicreleri ve tiimdr ksenograftinda incelenmistir. Inceleme sonucunda Astragalus
membranaceus saponinlerinin insan kolon kanseri hiicresi biiylimesini hem in vitro hem
de in vivo olarak bilinen etki mekanizmasi ile inhibe edebildigi goriilmistiir.
Kemoterapide kullanilan sitotoksik ilaglarin aksine, bu bitkisel ekstre kullanildiginda
hem anti-tiimor etkinin gozlenebilecegi hem de daha az toksisite olusabilecegini

belirtmislerdir (Tin et al. 2006).

Ko ve arkadaslarinin yapmis oldugu arastirmaya gore bazi Astragalus tiirlerinin ve
beraberinde bulunun diger bitkilerin (Angelica, Goksel ¢icegi) anjiyoproliferatif
bozukluklar1 tedavi ettigi gézlemlenmistir. Ayrica yine bu ¢aligmada vaskiiler endotel
hiicreleri tarafindan anjiyogenezi inhibe edici bir etkiye sahip oldugu, ancak toksisite

gostermedigi ve normal hiicrelerde yan etkilere sahip olmadig tespit edilmistir (Ko et

al. 2015).

Koroner kalp hastaliginin tedavi edilmesinde agirliklarina gére Panax ginseng’le
birlikte Astragalus membranaceus ve Astragalus mongholicus kokleri kullanilmaktadir
(Pan et al. 2015).

Akut miyokard infarktiisii gegiren kirkii¢ hasta tizerinde yapilan ¢aligmalar, Astragalus
membranaceus'un sol ventrikiil fonksiyonunu giiclendirerek, antioksidan etkisinin
oldugunu gostermistir. Aragtirmacilar bu antioksidan etkinin  Astragalus
membranaceus’un  kardiyotik  etkisinin  mekanizmalarindan  biri  oldugunu
savunmaktadir (Chen et al. 1995).

Kanseri tedavi etmek i¢in Astragalus membranaceus bitkisinin enjeksiyon ¢ozeltisi,
adjuvan (ana tedaviye yardimci tedavi yontemi) olarak kullanilmistir. Bitkinin ana
biyoaktif bileseni olan Astragalus polysaccharide'in norol tedavisinde yararl etkiler
sergiledigi, sinir yaralanmasi semptomlarmi iyilestirdigi ve ayni zamanda Onemli

norotrofik ve néronal fonksiyon arttiric1 yetenekler gosterdigi bulunmustur (Xiang et al.
2016).
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Astragali radix (AR) diyabet, viral miyokarditler, kardiyovaskiiler hastaliklar, nefropati
ve ndropati tedavisinde yaygim olarak kullanilmaktadir (Chen et al. 2006). Cin'de
AR'nin ana kaynagi Astragalus membranaceus var. mongholicus (Bge.) Hsiao
kurutulmus kokiidiir. Li ve arkadaslar1 2015°te yaptiklar1 ¢alismada, Shanxi bolgesinden
topladiklar1 Astragalus radix (SX-AR) ve Gansu bdlgesinden topladiklari Astragalus
radix (GS-AR) iki farkli AR'nin kimyasal bilesimlerini, niikleer manyetik rezonansa
dayali metabolik parmak izi ve ¢ok degiskenli analiz ile karsilastirmislardir (Sekil 2.11).
SX-AR ve GS-AR ile indiiklenen metabolik degisiklikler farelerde endojen metabolitler
de karsilastirilmistir. Sonuglar, SX-AR ve GS-AR'nin sadece birincil metabolitlerde
degil ayn1 zamanda sekonder metabolitlerde de farkli oldugunu géstermektedir. Bununla
birlikte, serum, akciger, karaciger ve dalaktaki endojen metabolitler arasindaki

degisikliklerin nispeten kiigiik oldugu gézlemlenmistir (Li et al. 2015).
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Sekil 2. 11 Li ve arkadaslarinin yapmis oldugu ¢alisma semast (Li et al. 2015)
Fareler tizerinde yapilan bir arastirmada Astragalus mongholicus 'da bulunan glikoz ve

arabinozdan olusan polisakkaritlerin DNA, RNA ve protein sentezini artirdigi

gozlemlenmistir (Yesilada et al. 2004).
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2.6.2 Astragalus tiirlerinin fitokimyasal analizi ve biyolojik aktivitesi

Astragalus tiirlerinde sekonder metabolit olarak en fazla triterpenoitler (sikloartan,
lanostan, oleanan) bulunmaktadir. Ilk kez Astragalus bitkisinde sikloartan tip
triterpenoidler bulunmustur. Devaminda yapilan arastirmalarda Astragalus tiirlerinde

ytizelliiki tip sikloartan tanimlanmistir (Mamedova and Isaev 2004).

Astragalus trojanus Stev. bitkisi tizerinde yapilan arastirmalar sonucunda bilinen
glikozitler disinda 8 yeni bilesen izole edilmistir. Bu bilesenlerin alt1 tanesi sikloartan
tip glikozit, bir tanesi oleanan glikozit (astrojanosid A) ve bir tanesi de triptofandir
(achillamide) (Bedir et al. 1999 ; Sekil 2.12).

Sekil 2. 12 achillamide ve astrojanosid A

Astragalus schottianus BOISS. tiirtinde yapilan ¢alismada dort sikloartan grubu bilesik
izole edilmis, 1 tanesi daha Once yapilan c¢alismalarda bulunan molekiil olup
(Cyclocanthoside E), diger 3 tane sikloartan grubu bilesik ise bilim diinyasi i¢in yeni
molekiillerdir. (20(R),25-epoxy-3-0O-b-D-xylopyranosyl-24-O-b-D
glucopyranosyl3b,6a,16b,24a-tetrahydroxy cycloartane, 3-O-p-D-xylopyranosyl-3p, 6a,
163, 20(.), 24, 25-hexahydroxy-cycloartane, 20(R), 25-epoxy-3-O-[B-D-
glucopyranosyl(1—2)]-B-D-xylopyranosyl-24-O-B-D-glucopyranosyl-3p, 6a, 16B, 24a-
hydroxycycloartane (Karabey ve Bedir 2012).
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Astragalus lentiginosus'un yaprak dokusundan elde edilen endoftirik bir mantar olan
Alternaria sp. AST0039°den, (-) - (10E, 15S) -4,6-dikloro-10 (ll) -dehidrokurvulerin
(1), () - 10E, 15S) -6-kloro-10 (11) -dehidrokurviirin (2), (-) - (10E, 15S) -10 (11) -
dehidrokurviirin (3) ve alterperilenepoksit A (4) —acetylorcinol (Sekil 2.13) izole
edilmistir. Spektroskopik verilerinden bir ve dort yapilart olusturulmustur. Tim
metabolitlerin insan kiiciik hiicreli olmayan akciger kanseri, insan CNS glioma, insan
metastatik prostat adenokarsinomasi, insan metastatik meme adenokarsinomasi ve insan
meme kanseri hiicrelerine karsi sitotoksik aktivitesi; 1s1 soku ve katlanmamis protein
tepkisini uyarma becerileri incelenmistir. Iki ve ii¢c numarali bilesikler, test edilen bes
kanserli hiicre dizisinin hepsine kars1 sitotoksisite sergileyerek, pro-apoptotik
transkripsiyon faktorii CHOP seviyesini arttirmistir. Ancak sadece alterperilenepoksit A

1s1 soku tepkisini azaltmis ve giiclii bir katlanmamis protein tepkisine neden olmustur

(Bashyal et al. 2017).

1R, =R, =Cl
2R,=C|,Ry;=H
3R, =R,=H 4

Astragalus lentiginosus Alternaria sp. AST0039 Metabolites 1-4

Sekil 2. 13 Astragalus lentiginosus’tan elde edilen bilesenler (Bashyal et al 2017)

Tian ve arkadaslarmin yaptigi bir arastirmada Astragalus membranaceus var.
mongholicus bitkisinin etanol ekstresinden sekonder metabolitleri ¢esitli kromatografi
teknikleri kullanilarak saflastirilmistir. Sonug olarak oniki bilesen elde edilmistir: -
sitosterol (1), daucosterol (2), formononetin (3), oroxylin-A (4), wogonin (5), calycosin
(6), adenosine (7), calycosin-7-O-p-D-glycoside (8), (6aR,11aR)-9, 10-dimethoxy-
pterocarpan-3-O-B-D-glycoside (9), astragaloside 11 (10), isoastragaloside Il (11), D-3-
methoxy-chiro-inositol (12). Formononetin ve oroxylin-A bilesikleri Astragalus
membranaceus var. mongholicus bitkisinden ilk kez izole edilmistir (Tian et al. 2016)
(Sekil 2.14).
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Sekil 2. 14 formononetin (1), oroxylin-A (2)

Astragalus cruciatus (Sekil 2.15) tiim bitkisinin metanol ekstresinden iki saponin
(azukisaponin, astragaloside), dort flavonoid (narcissin, nicotiflorin, kaempferol-3-O-
alpha-L-rhamnopyranosyl-(1-4)-alpha- rhamnopyranosyl-(1-6)-beta-D-glucopyranoside
ve 5,7,2'-trihydroxyflavone) ve bir fitosterol glikozit (daucosterol) izole edilmistir.
Izole edilen bilesiklerin yapilar1 1D-2D niikleer manyetik rezonans (NMR) teknikleri ve
elektrosprey iyonizasyon (ESI) kiitle spektroskopisi kullanilarak belirlenmistir
(Benchadi et al. 2013).

Sekil 2. 15 Astragalus cruciatus (URL 14)
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Yapilarinda asparagin ve gliserin bulunduran Astragalus glycyphyllus agri kesici ve
aneljezik olarak kullanilirken, Astragalus cicer tansiyon hastalarinin tedavisinde, mide

ve bagirsak iltihaplanmalarinda kullanilmaktadir (Kadioglu vd, 2008) (Sekil 2.16).

Astragalus glycyphyllus Astragalus cicer

asparagin O

O gliserin OH

OH
NH> NH> HO OH

Sekil 2. 16 : Astragalus glycyphyllus , Astragalus cicer bitkileri ve asparagin, gliserin
molekiilleri (URL 15, URL 16)

Astragalus gombiformis (Sekil 2.17) bitkisinin yaprak kisimlarinin petrol eteri,
diklorometan, metanol ve alkaloit ekstrelerinden akciger epitelyal karsinoma hiicresine
kars1 en yiiksek sitotoksik aktivite diklorometan ekstresinden elde edilmistir. Ayrica bu
ekstrelerin yedi bakteri tiirii (Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis,
Salmonella typhimurium, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Listeria

monocytogenes, Bacillus subtilis) iizerinde yapilan antimikrobiyal ¢alismalar sonucunda
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S. typhimurium bakterisine kars1 yiiksek antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugu tespit
edilmistir (Teyeb et al. 2012).

Sekil 2. 17 Astragalus gombiformis (URL 17)

2.6.3 Selenyum analizleri ve toksik etkisi

[z element selenyum (Se) temel besin mineralidir. Selenyum (Se), hayvanlar ve insanlar
i¢in baslica mikrobesin elementidir. Insan ve hayvan organizmasinda bulunan selenyum
eksiklikleri, patolojilerin higbiriyle iligkili olmadig1 i¢in diinya ¢apinda taninmaktadir
(Tsivileva and Perfileva 2017). Ayrica ¢esitli organizmalarin birgok proteininin bir
bilesenidir (Birringer et al. 2002; Kryukov et al. 2003). Selenyumun bir besin olarak
ihtiya¢c duyulmasina ek olarak, saglik i¢cinde kullanim potansiyeli vardir. Erkek iireme
ve bagisiklik fonksiyonu (McKenzie et al. 2001; Foresta et al. 2002), viral enfeksiyon
(Beck et al. 2003) ve yaslanma siireci (Soriano-Garcia, 2004) gibi bir¢ok kullanim alani
vardir. Ayrica, uygun olan miktarda kullanildiginda Se, bir kanser onleyici madde
olarak hareket eder (Fleming et al. 2001; Ip et al. 2002; Whanger, 2004; McKenzie et

al. 2009). Selenyumun mono metil tiirevi olan metilselenosistein (MeSeCys), kansere
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kars1 Ustiin koruyucu etkiler saglar (Ip et al. 1991; Ganther, 1999; Ip et al. 2000;
Whanger, 2002; McKenzie et al. 2009). MeSeCys den iiretilen ve aktif bir anti-kanser
madde olan, metil selenol, ¢ok diisiik dozlarda hemen hemen higbir toksik etkiye sahip
degildir (Medina et al. 2001; Finley et al. 2001). Bu 6zellikler bu bilesikleri, 6zellikle
bir kimyasal Onleyici ajan olarak yararli hale getirirr Hayvan meme kanserinin
onlenmesinde, MeSeCys etkinligini gosteren bir¢cok ¢alisma vardir (Ip and Ganther
1992; Lu et al. 1996; Ip et al. 2000; Medina et al. 2001). MeSeCys Brassica ve Allium
cinsi (Cai et al. 1995; Clark et al. 1996) ve Se-akiimiile eden (topraktan kaldiran)
Astragalus bisulcatus (Trelease et al. 1960; Nigam and McConnel 1969) tarafindan

uretilir.

Bu bilgiler 1s181inda, Cin tibb1 referans alinarak hazirlanan bir bitki ¢ayinda selenyum
acisindan zengin Astragalus sinicus kullanilmistir. Bu ¢ayin tonifikasyon yetersizligi,
viicut direncinin giliglendirilmesi, bagisikligin iyilestirilmesi, kanseri Onleme ve
kardiyovaskiiler ve serebrovaskiiler hastaliklarin korunmasi gibi 6nemli etkileri vardir.
Benzer olarak dogal selenyum bakimindan Astragalus sinicus bali tiretilmistir (Wang et
al. 2012; Li and Xi 2013). Selenyum agisindan zengin Astragalus sinicus, saglikli
yiyecekler veya igecekler tiretmek igin kullanilabilir (Xu et al. 2002).

2.6.4 Bitkilerde metabolomik analiz

Metabolomik analiz, metabolit profili veya metabolik parmak izi, &zellikle bitki
bilimleri alaninda bilgi saglamak icin kullanilmaktadir. Bu uygulamalar arasinda bitki
organlarmin ve tiirlerinin kimyasal parmakizleri, taksonominin belirlenmesi ve kalite
kontrolii igin faydali bilgiler saglamaktadir (Choi et al. 2005; Fiehn 2002; Frederich et
al. 2004; Kim et al. 2005). Bu baglamda bitki ve hayvan metabolizmalar ile ilgili
yapilan caligmalarda ve mikrobiyal arastirmalarda, NMR (Niikleer Manyetik Rezonans)
spektroskopisi (Wishart 2008), yiyecek ve bitkilerin cografi kokeninin belirlenmesinde,
Indiiktif Eslesmis Plazma Kiitle Spektroskopisi (ICP-MS) ve NMR spektroskopileri
siklikla kullanilmaktadir (Kwon et al. 2014) .
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Metabolizma ve metabolik siirecleri anlamamizi saglayan en Onemli metabolomik
analiz yontemlerinden biri olan NMR spektroskopisi, karmasik karisimlardaki
kimyasallarin ~ tanimlanmasi  ve  nicellestirilmesi  i¢in  kullanilir. ~ Bilinen
konsantrasyondaki saf bilesiklerden alinan referans spektrumlari, kiitiiphanesindeki
karisgimlarla karsilagtirarak, birgok farkli biyolojik numunenin  metabolomlarini
karakterize etmemizi saglayan NMR spektroskopi teknikleri (*H, °C, 3P NMR)
binlerce bitki ve hayvan metabolizmasina iligskin arastirmalarda kullanilmistir (Wishart

2008; Frederich et al. 2009).

NMR tabanli yontemler nispeten az numune hazirlamay1 gerektiren, tahribatsiz ve
karisik bile olsa, tek tek bilesiklerin molekiiler yapilarinin belirlenmesine izin veren
avantajlara sahiptir. Bu nedenle, fitofarmasétiklerin kalite kontrolii i¢in bir ydntem
olarak biiyiik bir potansiyele sahiptir (Verpoorte et al. 2007, 2008).
NMR spektrofotometresi 4 ana boliimden olusur.

1)  Kutup uglari arasinda yiiksek derecede homojen alan i¢ceren miknatis

2) Radyo frekans vericisi

3)  Radyo frekans alicisi

4)  Kaydedici
Ornek (proton igeren herhangi bir bilesik) homojen alan igerisine koyulur. Daha
homojen bir alan elde etmek i¢in numune dondiiriiliir. Manyetik alanda proton farkl
enerji seviyelerine dagilir. Radyo frekans vericisi tarafindan olusturulan degisken alan
numune iizerine gonderilir. Radyo frekans vericisinin olusturdugu degisken alanin
frekans1 rezonans kosulunu sagladigi zaman enerji absorplanir. Boylece kaybolan enerji
radyo frekans alicisi tarafindan 6lgiilerek kaydedici tarafindan sinyal olarak kaydedilir
(Balc12007).

Bir NMR spektrumu; bize su bilgileri verebilir:
1) NMR spektrumunda kag g¢esit proton oldugunu 6greniriz.
2) Sinyal gruplarinin yerleri protonun tiiriinii gosterir (aromatik, alifatik,
olefinik)
3) Sinyal gruplarindaki yarilmalar komsu gruptaki proton sayisint ve bag

ozelligini verir.
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4) Sicaklik degistirilerek molekiildeki bulunan prosesler belirlenebilir
5) Sinyal gruplarimin altinda kalan alanlarin integrasyonu, protonlarin sayilari

hakkinda bilgi verir (Balc1 2007).

Analitik cihazlardan elde edilen bilgilerin en detayli ve yapiy1 ortaya koyan en saglikli
bilgiler NMR spektrumlarindan elde edilmektedir. En fazla bilgiyi igermesi, bu
spektrumlarin ¢ok 1iyi yorumlanabilmesini de beraberinde getirmektedir. NMR
spektroskopisi ile bir bilesikte konstitiisyon (atomlarin birbirine baglanis1) tayininin
yani sira konfigiirasyon ve konformasyon tayini yapmakta miimkiindiir. Ayn1 zamanda
molekiillerde mevcut olan dinamik prosesleri, yaklasik olarak bag uzunluklarini,

atomlar arasindaki agilar1 inceleyen ¢ok yonlii bir yontemdir (Balc1 2007).

Metabolizma ve metabolik siire¢leri anlamamizi saglayan en 6nemli metabolomik

analiz yontemlerinden bir digeri de ICP-MS’tir.

Indiiktif olarak eslestirilmis plazma (ICP) ve kiitle spektrometresi (MS) olmak iizere iki
tiniteden olusan ICP-MS cihazinda 6nce analiz edilmek istenen Ornekteki elementler
ICP de iyonlastirilir daha sonra kiitle spektroskopisine gonderilerek burada kiitle/yiik
(m/z) oranlarmma gore ayrilarak Olglimler yapilir. Cozeltideki iz elementlerin
derisimlerinin belirlenmesinde kullanilan bu cihaz ayn1 anda ¢ok sayida elementi analiz
edebilme 06zelligi sayesinde nitel analizlerde ve izotop oranlarinin belirlenmesinde,
periyodik tablodaki elementlerin biiyiik ¢ogunlugunun (basta metalik elementler) nicel
ve yari-nitel tayinlerinde de yaygin olarak kullanilmaktadir. ICP-MS’in ¢alisma aralig1
diger yontemlere oranla oldukca genistir. Bircok element icin gozlenebilme siniri
ng/L’nin (ppb ve daha diisiik derisimler) altindadir. Bir¢ok element igin pg-mg/L
arasinda kalibrasyon grafikleri ¢izilebilmektedir ve bu farkli derisime sahip bircok
elementin ayn1 anda analizine olanak saglamaktadir. Degisik ornek gondericilerle
eslestirildiginde ICP-MS, sivi 6rnekler disinda kati 6rneklerin analizinde de siklikla
kullanilmaya baslanmistir (Kiirk¢iioglu 2010; URL 18).
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3. MATERYAL METOT
3.1 Bitkilerin Toplanmasi, Kurutulmasi ve Tiir Teshisi

Yaprakli ormanlar1 I¢ Anadolu’da Cankir1 {li’nin 25 km kuzeydogusunda
bulunmaktadir. Arastirma alaninin yiiksekligi yaklagik olarak 1700 m civarindadir.
Arastirma alam fitocografik acidan Iran-Turan (Irano-Turanian) floristik bolgesi i¢inde
yer almaktadir. Tiirlerin tlilkemizdeki yayilislarinin daha kolay izlenebilmesi igin
Davis’in (1965) onerdigi Grid sistemi 6rnek alindi. Bu sistemde Tiirkiye enlem ve
boylamlarin gegtigi dereceler esas alinarak kuzeyden giineye A, B ve C olmak {izere {i¢
ve batidan doguya dogru ise 1’den 10’a kadar olmak iizere 29 kareye ayrilir. Ayrilan

karelere gore aragtirma alan1 A4 karesi igindedir (Sekil 3.1).
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Sekil 3. 1 Arastirma alaninin Grid sistemindeki yeri (URL 19)

Bitki 6rneklemesi 2014 yili haziran - eylill aylar1 arasinda arastirma alaninda yapildi.
Astragalus anthylloides Lam. Cankiri ili Yaprakli ilgesinde bozkir ve caliliklarda,
Astragalus lycius Boiss. kiregtasi, yamaglar, mese makiliklerinde, Astragalus xylobasis
Freyn & Bornm. var. angustus (Freyn & Sint.) Freyn & Bornm. kayalik tepe etekleri ve
bozkirda yayilis gostermektedir. Bitki taksonlar1 endemik olup, IUCN species Survival

24



Commission tarafindan hazirlanan “IUCN Red List Categories” adli yaymnlardan,
1994’te yaymnlanan Versiyon 2.3’e gore Ekim ve ark. (2000)’nin hazirladig1 “Tiirkiye
Bitkileri Kirmiz1 Kitab1” (Ekim vd. 2000), adli eser ve 2006 yilinda yayinlanan
Versiyon 6.2 (IUCN 2006)’e gore degerlendirilerek taksonlarin endemik sinifi LC (en
az endige verici) kategorisi seklinde belirlendi. Bitki 6rneklemesi yapilirken bu bilgiler

dikkate alinarak alandan bitki toplanmistir.

3.2 Selenyum Analizi

3.2.1 Bitkide selenyum analizi

0,2 g toz haline getirilmis ve homojenize edilmis bitkiden 15 mL falkon tiipe alind1.
Uzerine 2 mL derisik HNOj3 eklendi. Kapaklar1 kapatilarak 1 gece bekletildi. Ertesi giin
1 mL derisik HNO3z ve 1 mL derisik H2O, eklendi. Kapaklar kapatilarak 60 °C su
banyosunda 5 saat tutuldu. Ornekler santrifiij edilerek iizerinden alinan 500 uL ¢dzelti
baska bir falkonda su ile 5 mL’ye tamamlandi. Cézelti 0,45 mikron siizekten siiziildii ve
analiz edildi. Selenyum analizleri, ICP-MS ile gergeklestirildi.

3.2.2 Toprak selenyum analizi

1 g toprak (homojenize) lizerine 25 mL 0.1 M KH2PO4 eklendi ve galkalayicida 30
dakika calkalandi. Cozelti santrifiijlenecek ve 0.45 mikron siizekten siiziilerek analiz
edildi. Selenyum analizleri, ICP-MS ile gerceklestirildi.

3.3 Kullamilan Kimyasallar

Hekzan (Merck), kloroform (Merck), etil asetat (Merck), n-biitanol (Merck), metanol

(Merck) ekstraksiyonlari elde ederken kullanild.
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DMEM (Dulbecco Modified Eagles Medium), Penicillin Streptomicine, Fetal Bovine
Serum, Tripsin EDTA, 5-Florourasil, BrdU ELISA Kolorometric Kit, Trypan Blue
antiproliferatif aktivite testlerinde kullanildi.

3.4 Kullanilan Cihazlar

ICP- MS : Aligent 7700

ELISA Mikroplate Okuyucu: Awareness Chromate, USA

GC-MS (Agilent 7890A gas chromatography and 5975C inert MSD, with Triple-Axis
detector -Agilent Technology)

HPLC-TOF/MS (Agilent Technologies 1200 Infinity Series LC-6200 Series Accurate-
Mass Time-of-Fligh)

Inkiibator CO, Water-Jacketed (Nuaire US Autoflow)

Mikroskop (Olympus CX21)

Steril Kabin (Esco class Il type A2)

Otoklav (Panasonic)

Doner buharlastirici

Santrifiij

Manyetik karistirict

Etiiv
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Isitic1

pH metre

Ultrasonik Banyo

Vorteks

Terazi

Hassas terazi

Su banyosu

Vakum pompasi

3.5 Bitkinin Oziitlenmesi (Ekstraksiyon) Islemi

Uc Astragalus tiirii kurutma isleminden sonra sivi azot kullanilarak parcalama islemine
tabii tutuldu. Parcalanan bitkilerden 50°ser gram tartilarak biitiin bitki kisimlar1 igin
maserasyon yontemi kullanildi. Sirasiyla oda sicakliginda, ikiser giin hekzan, kloroform
(CHCIg), etilasetat (EtOAC), n-biitanol (n-BuOH) ve metanol (MeOH) ¢oziiciilerinde
ekstraksiyon islemine tabi tutuldu. Elde edilen ¢o6zeltiler doner buharlastirici
kullanilarak uzaklastirildi ve hekzan, CHCls, EtOAc, n-BuOH ve MeOH ekstreleri elde
edildi (Sekil 3.2).
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Sekil 3. 2 Hekzan, CHCI3, EtOAc, n-BuOH ve MeOH ekstreleri

3.6 GC-MS Analizi Program

Hekzan ekstresi Perkin Elmer Clarus 500 model gaz kromatografisi kullanildi. Cihazda
otosampler, HP-5MS kapiler kolon (350 °C: 30 m x 250 pum x 0.25 um), 70 eV
iyonlastirma voltaji ve FID detektorii kullanildi. Firin sicakligi su sekilde: 100 °C de 2
dakika ve 100-240 °C aras1 5 °C/dk. de 5 dakika, ve 250-280 °C aras1 5 °C/dk. de 15
dakika tutuldu. Siringa hacmi 10 uL, enjeksiyon hacmi 1 puL ve ekstreler splitsiz cihaza
enjekte edildi. MS Source (230-250°C) ve MS Quad (150-200 °C) olarak ayarlandi.

Tastyic1 gaz olarak helyum kullanildi ve akis oran1 1 mL/dk. olarak ayarlandi.

3.7 HPLC-TOF/MS Analiz

Bitki ekstrelerinin fenolik igerigi, Agilent Poroshell 120 EC-C18 (2.7 mm, 4,0 x 50
mm) kolon, 6210 (TOF) LC/MS dedektor ile birlikte Agilent Technologies 1260
Infinity HPLC Sistemi kullanilarak belirlendi. Mobil faz A ve B, sirastyla, ultra saf su
cozeltisi ile % 0,1 formik asit ve asetonitril olarak belirlendi. Akis hiz1 0,4 mL/dk, kolon
sicaklig1 35°C ve enjeksiyon hacmi 5 pL’dir. Coziicii programi: 0. dakikada % 10 B; 0-
1. dakikada % 10 B; 1-10. dakikada % 80 B; 10-19. dakikada % 80 B; 19-19,10.
dakikada % 10 B; 19,10-29,1. dakikada % 10 B olarak takip edildi. Tayin basamaginda

28



standart bilesiklerin tutunma siireleri ve m/z degerleri kullanildi. MS-TOF cihazinin
Iyonizasyon modu 325°C gaz sicakligi ile negatif, gaz akisi 11.0 mL/dk ve nebiilizor 45

(psi) olarak belirlendi.

Yirmi bes fenolik bilesenin (klorojenik asit, 4-hidroksibenzaldehit, hesperidin, apigenin-
7-glikozit, rosmarinik asit, protokatesik asit etil esteri, katesin, gallik asit, vanilik asit,
gentisik asit, kaftarik asit, 4-hidroksibenzoik asit, kersetin, kafeik asit, rutin, p-kumarik
asit, kamferol, ferulik asit, protokatesik asit, naringenin, salisilik asit, sisorik asit, ellajik

asit, resveratrol, sinnamik asit) kantitatif analizi ger¢eklestirildi (Tablo 3.1).

Tablo 3. 1 Analizi Gergeklestirilen Fenolik Bilesenler

Ger¢ek | Hesaplanan
Molekiil Molekiil

Molekiil Kapal
No Molekiil formiilii agirhg agirhg
Ad1 formiilii
(g/mol) (g/mol)
@) OH
Gallik asit
1 C7HeOs | 169,0142 169,0112
HO OH
OH
O~ _OH
Gentisik
2 Asit OH C/HeOs | 1530193 | 1530163

Ci15H140
3 Katesin 289,0718 289,0675

6
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Tablo 3.1 Devam

(@) OH
4-Hidroksi
4 benzoik C7HeO3 137,0244 137,0217
Asit
OH
O~__OH
Proto
5 katesoik C7H6O4 153,0193 | 153,0159
Asit OH
OH
O
6 | Kafeik Asit HOWOH CoHeOs | 179,0350 | 179,0316
HO
(@) H
4-Hidroksi
7 C7Hs0O2 121,0295 121,0271
benzaldehit
OH
OH
HO o O oH
SENG:
8 Rutin 0./3 OH C27H30016 | 609,1461 609,1395
OH O (o]
“3‘3;&#
HO
HO OH
O
p-Kumarik X
9 ] OH CoHsgOs3 163,0401 163,0367
Asit
HO
(@)
Ferulik H-.CO
10 _ 3 WOH CioH100s | 193,0506 | 193,0469
Asit
HO
Apigenin- HO
11 ] ) C21H20010 431,0984 431,0939
7-glikozit HO™
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Tablo 3.1 Devam

OH
HO o) ©/
12 Naringenin \Q;g CisH120s | 271,0612 | 271,0698
OH O
OH
HO o) ‘
13 Kamferol O | CisH100s | 285,0405 | 285,0369
OH
OH O
OH
o Oy OH OH
Rosmarinik
14 _ X"o CigH1s0s | 359,0772 | 359,0732
Asit
HO
OH
O~__OH
Salisilik
15 _ OH C7HsOs | 137,0244 | 137,0220
Asit
OH
OH
16 Kersetin HO O 0] ‘ CisH1007 | 301,0354 | 301,0317
OH
OH O
0]
HO @]
Ellajik
17 : HO OH CuHeOs | 300,9990 | 300,9946
Asit
(0] OH
(0]
OH
HO A O
18 Resveratrol C14H1203 227,0714 227,0678
OH
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Tablo 3.1 Devam

HO, ,CO,H
@ i
Klorojenik e =
19 J HO" Y 7O Ci6H1s0o | 353,0878 | 353,0826
Asit OH
OH
OH
(0]
Vanilik OH
20 _ CsHsOs | 167,0349 | 167,0467
Asit HO
OCHj
OH
HO OH
0
21 | Sisorik Asit NN N N CoHisOr | 4730725 | 473,0676
o)
HO" ™0 OH
OH
OH
HO
HO
OH
22 Hesperidin ° o oCH CogH34015 | 609,1824 | 609,1761
"
OH ©
. (6]
Protokatesik
23 | Asit Etil o™ CeH1004 | 181,0506 | 181,0479
Esteri HO
steri OH
924 | Kaftarik Asit CioH1604 | 199,0975 | 199,0977
(0]
25 | Sinnamik asit AN OH CeHsO> | 147,0451 | 147,0552
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3.8 Metabolomik NMR Analizleri

Elde edilen tiim ekstrelerden 10mg alindi ve 450 pL DMSO-gs’da ¢oziildii. *H NMR
analizleri 256 scan sayisinda, 3C NMR analizleri ise 4000 scan sayisinda Bruker 600
MHz NMR’da alind.

3.9 Antiproliferative Aktivite Testlerinin Yapilmasi

3.9.1 Kanser hiicre hatlar: ve hiicre kiiltiira

Bu ¢alismada HeLa ve C6 kanser hiicre hatlar1 kullanild1. Hiicreler Fetal Bovine Serum
(% 10 FBS) ve Penisilin-Streptomisin (% 2 PenStrep) soliisyonu igeren Dulbecco’s
Modified Eagles Medium (DMEM; Sigma, Germany) besi yerinde kiiltiire edildi.
Hiicreler, steril T75 hiicre kiiltiir flasklarinda 37°C’de % 5 CO: ortaminda 4-5 giin
inkiibe edilip konfluent hale geldiginde, flasklardaki besi yeri 10 mL Tripsin-EDTA
solusyonu ile degistirildi, 5 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda flask hafifce
calkalanarak hiicrelerin yiizeyden ayrilmasi saglandi. Olusan hiicre siispansiyonu 15 mL
steril falkon tiiplere aktarilarak, hiicreler lizerine 10 mL taze besi yeri eklenerek ve
hiicreler 600 RPM de 5 dakika santrifiij edildi. Siipernatant kisim aspire edildikten
sonra, hiicre pelleti 2 mL taze besi yeri ile slispansiyon haline getirildi. Hiicre sayim1
icin slispansiyonundan alinan 20 pl hiicre 20 pl tripan mavisi solusyonu ile karistirildi.
Bu karigimin 20 pL’si Thoma lamina pipetlenerek hiicreler mikroskop altinda sayilarak
hiicre konsantrasyonu belirlendi. (Hiicre sayis1 = 5 kuyucuktan sayilan toplam hiicre
sayist x seyreltme faktorii x 50.000). Sayim igsleminden sonra yeni bir steril 15 mL’lik
Falcon tiip i¢inde calisilarak hiicre stok slispansiyonu hazirlandi. Eger hiicreler sadece
split edilecekse ana hiicre stogundan 1x10° hiicre/ml olacak sekilde dilue edilerek, 1 ml
hiicre i¢inde 20 ml taze medyum bulunan kiltiir flasklarina pipetlenerek 37 °C’de % 5
CO:2 ortaminda 4-5 giin inkiibe edildi.
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3.9.2 In vitro antiproliferatif aktivite testi

Hazirlanan hiicre stogundan 100 pL hiicre silispansiyonu 96 kuyucuklu plakalarin
kuyucuklarma triplike olacak sekilde pipetlendi. Pozitif kontrol olarak, antikanser
bilesik olan 5-Florourasil  (5-FU; Sigma F6627) test maddesi ile ayni
konsantrasyonlarda, negatif kontrol olarak test maddelerin ¢oziildigi ¢oziicii olan
DMSO istenen konsantrasyonlara (ICso konsantrasyonu altinda ve lstiinde) gore ilgili
kuyucuklara eklendi. Kuyucuklardaki son hacim 200 uL olacak sekilde besi yeri ile
tamanlandi. Pipetleme islemi tamamlandiktan sonra plakalar 37 °C’de % 5 CO:

ortaminda 24 saat inkiibe edildi.

3.9.3 BrdU cell ELISA hiicre proliferasyon deneyi

Test maddelerinin antikanser (antiproliferatif) aktivitesi BrdU Cell Proliferation ELISA
Kiti (Roche 11 647 229 001, Germany) kullanilarak iiretici firmanin prosediiriine gore
test edildi. Kisaca, inkiibasyon sonrasinda tiim kuyucuklara 20 uL. BrdU eklendi. 4 saat
inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresi sonunda kuyucuklardaki ¢ozelti ters cevrilerek
bosaltilarak 200 pL FixDenat eklendi. 30 dakika oda sicakliginda inkiibasyona birakildi.
Daha sonra FixDenat soliisyonu uzaklastirildiktan sonra tiim kuyucuklara 200 pl anti-
BrdU-POD soliisyonu eklendi. 90 dakika inkiibe edilecek ve sonunda kuyucuklardaki
¢oOzelti ters gevrilerek bosaltildi. Bu islem sonunda biitiin kuyucuklar 3 x 200 pL yikama
soliisyonu ile yikandi. 100 pL substrat soliisyonu eklendi. 30 dakika oda sicakliginda
inkiibasyona birakildi. Daha sonra reaksiyon 25 pL 1M H2SO4 eklenerek durduruldu.
Plakalar uygun bir mikroplaka okuyucu kullanilarak 450 ve 650 nm dalga boyunda
okutuldu. Absorbans degerleri elde edildi.

3.9.4 1Cso konsantrasyonunun belirlenmesi
Test edilen her maddenin ICso konsantrasyonunu (% 50’sinin proliferasyonunun inhibe

ettigi konsantrasyon) belirlenmesi i¢in Excel, SigmaPlot veya ED50V10.XLS programi

kullanilarak hesaplandi.

34



3.9.5 Sitotoksik aktivite testlerinin yapilisi

Test maddelerinin sitotoksik aktivitesinin belirlenmesi igin, hiicreler test maddesinin
ICso konsantrasyonunun altinda ve istlinde secilecek konsantrasyonlarda LDH Cell
Cytotoxicity Assay (Roche 04 744 926 001, Germany) kullanarak iiretici firmanin

prosediiriine gore belirlendi ve % sitotoksisite hesaplandi.

Projenin 6zet semast Sekil 3.3’de verilmistir.

|
Astragalus ssp. |
Tim Btk
[ — T —
. . . | Batka Analizi S|
; | | Analz
_
[ T T 1 1
Heksan CHCIl; EtOAc n- BuOH MeOH
ICPAMS Ekstresi Ekstresi | Ekstresi | Ekstresi = | Ekstresi
. GC-MS Analiz | |
Se Analizi | | HPLC-TOFF Analiz

Sabit yag Fenolik

bilegenlennin bilegenlerinin
belirlenmesi belirlenmes1

Metabolik NMR

Antiprohiferatif Aktivite
Testler1

Sitotoksik Aktivite Testleri

Sekil 3. 3 Calisma semast
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4. BULGULAR

4.1 Bitkilerin Tiir Teshisi ve Herbaryum Numaralarinin Alinmasi

Toplanan bitkilerin tiir teshisi Cankir1 Karatekin Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji
Boliimii Botanik Anabilim Dali Ogretim Uyesi Yrd. Dog. Dr. Melda DOLARSLAN
tarafindan yapildi. Bitkinin herbaryum materyali hazirlandi ve herbaryum numaralari
Ankara Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji Béliimii Herbaryumundan alindi (Tablo

4.1).

Tablo 4. 1 Bitkilerin herbaryum numaralari

Bitki Adx Herbaryum Numarasi
Astragalus anthylloides Lam ANK 60523
Astragalus lycius Boiss. ANK 60527
Astragalus xylobasis var. angustus ANK 60529

4.2 Elde Edilen Ekstreler ve Ekstre Verimleri (%0)
Astragalus anthylloides Lam., bitkisinin kok (K), gévde (G), ¢icek (C), toprak iistii

(TU) ve biitiin bitki (BB) kisimlarindan elde edilen en yiiksek verim (% 3.20-7.12)

metanol ekstrelerinden elde edilmistir (Tablo 4.2).
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Tablo 4. 2 Astragalus anthylloides Lam., bitkisinin kok , govde, ¢igek, toprak tistii ve

biitiin bitki kisimlarindan elde edilen ekstre miktarlar1 ve verimleri (%)

Coziicii Kisim Bitki miktar: Coziicii Ekstre (mg) Verim
(9) (mL) (%)
K 30 450 64,00 0,21
G 30 450 40,60 0,14
Hekzan C 30 450 97,80 0,33
TU 30 450 74,50 0,25
BB 50 750 219,90 0,44
K 30 450 110,00 0,37
G 30 450 67,00 0,22
Kloroform C 30 450 116,80 0,39
TU 30 450 99,60 0,33
BB 50 750 186,70 0,37
K 30 450 19,60 0,07
G 30 450 42,10 0,14
Etil asedl " 30 450 21,20 0,07
TU 30 450 40,30 0,13
BB 50 750 47,80 0,10
30 450 33,80 0,11
30 450 16,70 0,06
30 450 64,10 0,21
n-Biitanol .
TU 30 450 11,80 0,04
BB 50 750 81,80 0,16
30 450 958,60 3,20
30 450 1994,60 6,65
Metanol C 30 450 1516,20 5,05
TU 30 450 2135,70 7,12
BB 50 750 1920,10 3,84

A. lycius Boiss., bitkisinin kok, toprak iistii ve biitiin bitki kisimlarindan elde edilen en
yiiksek verim (% 1.01-3.72) metanol ekstrelerinden elde edildi (Tablo 4.3).

37



Tablo 4. 3 A. lycius Boiss., bitkisinin kok, toprak iistii ve biitiin bitki kisimlarindan elde

edilen ekstre miktarlar1 ve verimleri (%)

Coziicii Kisim Bitki Coziicii Ekstre (mg) Verim (%)
miktari (g) (mL)
K 20 450 70,70 0,35
Hekzan TU 30 450 107,70 0,36
BB 50 750 291,60 0,58
K 20 450 85,10 0,43
Kloroform TU 30 450 160,70 0,54
BB 50 750 2344,40 4,69
K 20 450 25,30 0,13
Etil asetat TU 30 450 44,10 0,15
BB 50 750 170,50 0,34
K 20 450 67,70 0,34
n-Biitanol TU 30 450 88,10 0,29
BB 50 750 152,20 0,30
K 20 450 359,6 1,79
Metanol TU 30 450 1115,60 3,72
BB 50 750 507,10 1,01

A. xylobasis Freyn & Bornm. var. angustus (Freyn & Sint.) Freyn & Bornm bitkisinin

kok, toprak iistii ve biitliin bitki kisimlarindan elde edilen en yiiksek verim (% 2.16-

8.40) metanol ekstrelerinden elde edilmistir (Tablo 4.4).

Tablo 4. 4 A. xylobasis Freyn & Bornm. var. angustus (Freyn & Sint.) Freyn & Bornm
bitkisinin kok, toprak iistii ve biitiin bitki kisimlarindan elde edilen ekstre

miktarlar1 ve verimleri (%)

Coziicii Kisim Bitki miktar1 | Coziici Ekstre Verim
(9) (mL) (mg) (%)
K 30 450 13,20 0,04
Hekzan TU 30 450 42,90 0,14
BB 50 750 142,70 0,29
K 30 450 32,90 0,11
Kloroform TU 30 450 125,80 0,42
BB 50 750 199,20 0,40
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Tablo 4.4 Devam

K 30 450 23,10 0,08
Etil asetat TU 30 450 45,10 0,15
BB 50 750 85,20 0,17
K 30 450 39,20 0,13
n-Biitanol TU 30 450 49,20 0,16
BB 50 750 56,80 0,11
K 30 450 647,30 2,16
Metanol TU 30 450 2518,90 8,40
BB 50 750 1264,20 2,53

4.3 Hekzan Ekstrelerinin GC-MS Analiz Sonuglari

Astragalus anthylloides Lam., bitkisinin kok (K), govde (G), ¢icek (C), toprak iistii
(TU) ve biitiin bitki (BB) kisimlarmnin hekzan ekstrelerinin GC-MS analizi sonucunda,
toplam 63 bilesen belirlenmistir. Bu bilesenlerden 11 tanesi doymus yag asidi, 1 tanesi
mono doymamis yag asidi, 2 tanesi ¢oklu doymamis yag asidi ve diger bilesenlerdir
(Tablo 4.5, Sekil 4.1). A. anthylloides Lam., bitkisinin kok kisimlarmin hekzan
ekstrelerinin GC-MS analiz sonucunda, ana bilesen olarak arasidik asit (% 18.64),
behenik asit (% 24.03) ve nonakosan (% 10.48) olarak belirlendi. Bu bitkinin gévde
kisimlariin hekzan ekstrelerinin GC-MS analiz sonucunda, arasidik asit (% 32.64),
behenik asit (% 23.55) ana bilesenler olarak tespit edildi. A. anthylloides Lam.,
bitkisinin ¢icek kisimlariin hekzan ekstrelerinin GC-MS analiz sonucunda, ana bilesen
olarak arasidik asit (% 12.24), heptakosan (% 10.58) ve nonakosan (% 33.03) olarak
belirlendi. Toprak iistii kisimlarinda ise, arasidik asit (% 43.35), behenik asit (% 10.05)
ana bilesenler olarak tespit edildi. Son olarak biitiin bitkinin hekzan ekstrelerinde ise,
heptakosan (% 18.58) nonakosan (% 19.85) ve oktakosanol (% 17.77) ana bilesenler

olarak belirlendi.
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Tablo 4. 5 Astragalus anthylloides Lam., bitkisinin kok, govde, ¢igek, toprak iistii ve

biitiin bitki kisimlarinin hekzan ekstrelerinin GC-MS analiz sonuglari

No RT izomer | Bilesik Ad1 vomiktar —
K EEEE BB

Doymus Yag Asitleri
1 19.825 | C12:0 Laurik asit 0,40 022 |049 |012 1,28
2 22.881 | Cu:0 Miristik asit 0,89 054 | 062 |045 1,95
3 27567 | Ci6:0 Palmitik asit 5,49 281 | 297 |320 0,99
4 32.557 | C1:0 Stearik asit 2,32 2,05 | 1,63 | 1,91 0,39
5 34908 | Cx00 Arasidik asit 18,64 32,64 | 12,24 | 43,35 2,66
6 36.007 | Cau:0 Heneikosylik asit 1,65 1,01 1,88
7 37.289 | C2:0 Behenik asit 2403 | 2355 |811 | 10,05 1,23
8 38.788 | Cz:0 Trisiklik asit 1,48 0,24 0,40
9 40613 | Ca0 Lignoserik asit 7,26 3,60 2,52
10 | 45528 | Cxi0 Cerotik asit 0,93 0,36 0,45
11 | 53270 | Cas0 Montanik asit 1,25 0,44 0,59

Ara Toplam | 64,34 68,36 | 26,07 | 64,92 8,50
Mono Doymanus Yag Asitleri
12 |32242 |cCwl | Oleikasit 6,00 059 |235 |042

Ara Toplam | 6,09 0,59 2,35 0,42
Coklu Doymamis Yag Asitleri
13 | 32.162 Cis:2 Linoleik asit 026 | 1,31
14 Cis:3 Linolenik acid

Ara Toplam 0,26 1,31
Diger Bilesenler
15 17.187 alfa-Cubebene 0,61
16 17.948 Beta-Cubebene 1,34
17 | 17.948 p-Cubebene 0,17 0,00
18 | 19.362 alfa-copaene 0,12 0,00
19 | 19.362 y-Muurolene 3,25
20 | 19.940 ¥ -Kadinin 0,83
21 | 20.054 calamenene 0,42
22 20.129 Pentadekan, 7-metil- 0,44
23 20.294 Tridekan, 4-sikloheksil- 0,49
24 20.363 Pentadekan, 2-metil 0,39
25 20.472 Pentadekan, 2-metil- 0,32
26 | 20.884 hekzadekan 2,01
27 | 21.050 Karyofilen oksit 0,09 6,42
28 21.645 Isocalamendiol 1,97
29 | 22434 heptadekan 1,99 2,04
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Tablo 4.5 Devam

30 23.155 2,6-diizopropilnaftalenin 0,33
31 24.311 okta 0,63 0,73
13-Metiltetradec-9-enoik asit,
32 24.563 metil ester 0.57
33 25.427 Heksahidrofarnesil aseton 0,61 0,21 1,61 0,36 1,35
34 | 31.984 1-Oktadesen 0,85
35 32.047 9-Hexadecen-1-ol 5,42
36 32.436 fitol 0,50 0,26
1,2-Siklohekzan di
37 32.934 karboksilik asit, metil nonil 0,31
ester
Oktadekanoik asit, 4-
38 | 33163 hidroksi-metil ester 0,43
39 33.381 24,25-dihidroksikolekalsiferol 0,66
40 33.707 Oktadekanoik asit, 17-metil-, 009 060
' metil ester ¥ '
Ladp-8 (20) -en-15-oik asit,
41 33.867 metil ester 0,27
42 34.468 1-oktadekanol 357 | 269 |707 1,85
43 34.634 1-ikosen 0.18
44 35.315 Metil dehidroabietat 0,47 1,04 0,49
45 35.469 Heptadekan, 9-heksil- 1,79
46 35.624 tetrakozan 1,01
o . 3-Etil-5-(2-etilbutil) N
) oktadekan !
48 36.201 Etil stearat, 9,12-diepoksi 0,50
49 | 36.848 1-dokosanol 6,84 7,66
50 | 36.865 Pentakosan 1,69 5,03
51 36.865 oktildodekanol 4,19
Labd-8 (20) -en-15,18-dioik
52 37.174 asit, dimetil ester 1,85 081
53 | 38.267 Hexakosan 2,66
54 38.879 Tetrakosanal 0,22
55 40.024 Heptakosan 7,95 10,58 5,83 18,58
56 | 40.035 Octakosane 6,48 | 1,12
57 42.971 1-Hexacosene 1,16
58 44,636 Nonakosan 10,48 5,10 33,03 5,74 19,85
59 49.288 1,30-Triacontanediol 1,21
60 51.674 Hentriakontane 065 |634 |0,60 5,83
61 52.069 1-Heneikosil format 3,30
62 52.103 Oktakozanol 2,76 17,77
63 52.154 1-heksakosanol 1,80
Ara Toplam | 29,59 30,79 | 70,27 | 34,68 91,5
Genel Toplam | 100,02 100 100 100,02 100
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Arasidik asit /\/\/\/\/\/\/\/\/\)j\
HaC OH

Nonakosan m\

HO
Behenik asit

Sekil 4. 1 A. anthylloides Lam., bitkisinin kok, govde, ¢icek, toprak {istii ve biitiin bitki

hekzan ekstrelerinin ana bilesenleri

A. lycius Boiss. bitkisinin kok, toprak {istii ve biitiin bitki kisimlarinin hekzan
ekstrelerinin  GC-MS analiz sonucunda, toplam 49 bilesen belirlenmistir. Bu
bilesenlerden 15 tanesi doymus yag asidi, 2 tanesi mono doymamis yag asidi, 2 tanesi
¢oklu doymamis yag asidi ve diger bilesenlerdir (Tablo 4.6, Sekil 4.2). A. lycius Boiss.
bitkisinin kok kisimlarinin hekzan ekstrelerinin GC-MS analiz sonucunda, ana bilesen
olarak arasidik asit (% 13.30), behenik asit (% 13.59) ve nonakosan (% 24.64)
belirlendi. Bu bitkinin toprak tstii kisimlarinin hekzan ekstrelerinin GC-MS analiz
sonucunda, heptakosan (% 7.57) ve nonakosan (% 34.40) ana bilesenler olarak tespit
edildi. A. lycius Boiss. bitkisinin biitiin bitki kisimlarinda, manoil oksit (% 8.78),
heptakosan (% 10.12) ve nonakosan (% 20.14) ana bilesenler olarak tespit edildi.
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Tablo 4. 6 A. lycius Boiss. bitkisinin kok (K), toprak iistii (TU) ve biitiin bitki (BB)

kisimlarinin hekzan ekstrelerinin GC-MS analiz sonuglar1

dimetil ester

No RT izomer | Bilesik Ad1 K (V?rrgl ktar BB
Doymus Yag Asitleri
1 19.837 C12:0 Laurik asit 1,85 1,39 0,48
2 22.892 Cu4:0 Miristik asit 0,62 3,79 2,11
3 24.907 Ci5:0 Pentadesilik asit 0,25
4 27.630 Ci6:0 Palmitik asit 2,87 5,18 5,89
5 30.903 Ci17:0 Margarin asit 0,67
6 32.568 Cus:0 Stearik asit 123
7 33.747 C19:0 Nonadesil asidi 0,92
8 34.863 C20:0 Arasidik asit 13,30 6,02 2,78
9 36.007 C21:0 Heneikosylik asit 1,30 0,85
10 | 37.340 C22:0 Behenik asit 13,59 3,81 1,29
11 | 38.805 C23:0 Trisiklik asit 0,78
12 | 40.630 C24:0 Lignoserik asit 5,17 1,07
13 45.569 C25:0 Pentakosil asidi 7,08
14 | 45.563 C26:0 Cerotik asit 0,88
15 53.339 C2s:0 Montanik asit 1,99
Ara Toplam | 48,54 23,24 15,36
Mono Doymamis Yag Asitleri
16 0,38 Cis:l Palmitoleik Asit 0,38
17 8,58 Cis:l Oleik asit 8,58
Ara Toplam | 8,96
Coklu Doymamis Yag Asitleri
18 32.173 Cis:2 Linoleik asit 1,32
19 32.282 Ci18:3 Linoleik asit 3,71
Ara Toplam 5,03
Diger Bilesenler
20 18.075 Eugenol 1,38
21 19.368 Y -Muurolene 0,70
22 19.945 y -Kadinin 0,33
23 20.289 Tridekan, 4-sikloheksil- 0,80
24 20.890 hekzadekan 0,97 0,50
25 21.056 Karyofilen oksit 0,00 2,27 1,28
26 22.446 heptadekan 0,95 1,03 0,49
27 25.444 Heksahidrofarnesil aseton 1,44 2,32
28 30.714 Manoil oksit 8,78
29 32.454 fitol 11,28 11,61
30 32.803 1-Heksa_desin-3-0|, 3,7,11,15- 0.62
tetrametil- '
31 33.873 Ladp-8 (20) -en-15-0ik asit, metil ester 0,77
32 34.439 1-ikosen 0,99
33 34.451 1-oktadekanol 3,21 0,66
34 34.496 Trikosan 0,00 0,55
35 36.883 Pentakosan 1,87 2,64 3,54
36 37.180 Labd-8 (20) -en-15,18-dioik asit, 0,47

43




Tablo 4.6 Devam

37 40.070 Heptakosan 5,99 7,57 10,12
38 42.015 Oktadekanal 0,58 0,75
39 42.027 Oktakosan 1,04
40 42.988 1,30-Triakontanediol 1,13
41 44,762 Nonakosan 24,64 34,40 20,14
42 47.686 Triakontan 0,00 1,94 0,94
43 51.674 Hentriakontan 0,78 5,00 0,00
44 51.971 heksatriakontan 0,00 0,00 7,82
45 52.137 Oktakozanol 0,00 1,47 0,00
46 52.217 1-heksakosanol 0,00 0,00 2,75
47 64.228 gama-Sitosterol 2,13 0,00 0,00
48 64.285 beta-sitosterol 0,00 1,95 3,12
49 74.316 Sitostenone 0,00 1,34 1,84
Ara Toplam | 42,50 76,76 79,60
Genel Toplam | 100 100 100
(0]

Arasidik asit /\N\/\/\/\/\/\/\)I\
HsC OH

Nonakosan

HO

Behenik asit

Manoil oksit

Sekil 4. 2 A. lycius Boiss. bitkisinin kok, toprak iistii ve biitiin bitki hekzan ekstrelerinin

ana bilesenleri
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Astragalaus xylobasis Freyn & Bornm. var. angustus (Freyn & Sint.) Freyn & Bornm
bitkisinin kok, toprak stii ve biitiin bitki kisimlarinin hekzan ekstrelerinin GC-MS
analiz sonucunda, toplam 38 bilesen belirlenmistir. Bu bilesenlerden 13 tanesi doymus
yag asidi, 2 tanesi mono doymamis yag asidi, 1 tanesi ¢oklu doymamis yag asidi ve
diger bilesenlerdir (Tablo 4.7, Sekil 4.3). A. xylobasis Freyn & Bornm. var. angustus
(Freyn & Sint.) Freyn & Bornm bitkisinin kok kisimlarinin hekzan ekstrelerinin GC-MS
analiz sonucunda, ana bilesen olarak arasidik asit (% 10.65), behenik asit (% 15.88) ve
cerotic acid (% 11.42) belirlendi. Bu bitkinin toprak istii kisimlarinin hekzan
ekstrelerinin GC-MS analiz sonucunda, arasidik asit (% 17.01), behenik asit (% 11.23)
ve nonakosan (% 15.72) ana bilesenler olarak tespit edildi. A. xylobasis Freyn & Bornm.
var. angustus (Freyn & Sint.) Freyn & Bornm bitkisinin biitiin bitki kisimlarinda,
arasidik asit (% 20.81), behenik asit (% 19.69) ve 1-tetrakosanol (% 12.28) ana
bilesenler olarak tespit edildi.

Tablo 4. 7 A. xylobasis Freyn & Bornm. var. angustus (Freyn & Sint.) Freyn & Bornm
bitkisinin kok, toprak tistii ve biitiin bitki kisimlarinin hekzan ekstrelerinin

GC- MS analiz sonuglari

No RT izomer | Bilesik Adx K °/<_er|ktar B

Doymus Yag Asitleri

1 19.837 C12:0 Laurik asit 1,33 0,23 0,40

2 22.887 C14:0 Miristik asit 0,00 0,00 0,75

3 24.901 Ci5:0 Pentadesilik asit 0,83 0,00

4 27.607 Ci6:0 Palmitik asit 3,52 9,54 3,37

5 32.574 Cis:0 Stearik asit 0,00 341 3,43

6 34.903 C20:0 Arasidik asit 10,65 17,01 20,81

7 36.007 C21:0 Heneikosylik asit 1,14 0,87 1,19

8 37.375 C2:0 Behenik asit 15,88 11,23 19,69

9 38.797 C23:0 Trisiklik asit 1,05 3,78 1,22

10 | 40.665 C24:0 Lignoserik asit 6,29 0,00 5,81

11 40.647 C26:0 Cerotik asit 11,42 3,52

12 | 45.568 C2r:0 Heptakosilik asit 0,00 2,50 1,99

13 53.270 C28:0 1,83 0,59 0,58
Ara Toplam 53,92 52,67 59,24

Mono Doymamis Yag Asitleri

14 27.270 Ci:l Palmitoleik Asit 1,52

15 32.231 Cis:l Oleik asit 0,79
Ara Toplam | 1,52 0,79
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Tablo 4.7 Devam

Coklu Doymamis Yag Asitleri

16 [ 32168 [ Cw2 | Linoleik asit 8,20
Ara Toplam | 8,20
Diger Bilesenler
17 20.884 hekzadekan 1,75
18 24.563 13-Metiltetrades-9-enoik asit metil ester 2,41
19 25.427 Heksahidrofarnesil aseton 0,00 1,26 0,57
20 25.902 Hexadecanal 0,00 0,29
21 32.019 1-Oktadesen 0,00 1,19 1,53
22 33.713 Oktadekanoik asit, 17-metil-, metil ester 0,00 0,32 0,87
23 34.416 1-oktadekanol 0,00 1,11 1,81
24 35.309 Metil dehidroabietat 0,00 0,00 0,97
25 36.865 1-dokosanol 2,41 4,96 6,67
26 38.290 1-Dodekanol, 2-oktil- 0,00 0,32 0,73
27 38.887 Tetrakosanal 0,00 4,80
28 40.093 1-Tetrakosanol 5,36 8,59 12,28
29 42.221 9-Trikozen 0,00 1,68
30 42.948 1,30-Triakontanediol 0,00 0,84
31 44.733 Nonakosan 9,53 15,72 8,38
32 47.668 Triakontan 0,00 0,28
33 51.794 Hentriakontan 0,00 3,40 2,08
34 52.149 Oktakozanol 0,00 0,00 1,34
35 64.165 gama-Sitosterol 6,92 0,00
36 64.205 stigmasterol 0,00 0,00 2,77
37 64.216 beta-sitosterol 0,00 0,96
38 74.035 Sitostenone 7,99 1,62
Ara Toplam | 36,36 47,33 40,00
Genel Toplam | 100 100 100
(0]

Arasidik asit /\/\/\/\A/\/\/\/\)I\
HsC OH

Nonakosan

HO
Behenik asit
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OH
1- Tetrakosanol
CHg

O

Cerotik asit OH

Sekil 4. 3 A. xylobasis Freyn & Bornm. var. angustus (Freyn & Sint.) Freyn & Bornm

bitkisinin kok, toprak iistii ve biitiin bitki hekzan ekstrelerinin ana bilesenler

4.4 Ekstrelerin HPLC-TOF/MS Analiz Sonuglari

Yirmi bes fenolik bilesenin (klorojenik asit, 4-hidroksibenzaldehit, hesperidin, apigenin-
7-glikozit, rosmarinik asit, protokatesik asit etil esteri, katesin, gallik asit, vanilik asit,
gentisik asit, kaftarik asit, 4-hidroksibenzoik asit, kersetin, kafeik asit, rutin, p-kumarik
asit, kamferol, ferulik asit, protokatesik asit, naringenin, salisilik asit, sisorik asit, ellagic

asit, resveratrol, sinnamik asit) kantitatif analizi gerceklestirildi.

Astragalus anthylloides Lam. bitkisinin kok (K), gévde (G), ¢igek (C), toprak iistii (TU)
ve biitiin bitki (BB) kisimlarinin kloroform ve etil asetat ekstrelerinin HPLC-TOF-MS
analiz sonuglari Tablo 4.8’de verildi. A. anthylloides Lam. bitkisinin kok, govde ve
biitlin bitki kisimlarinin kloroform ekstrelerinde ana bilesen olarak sinnamik asit, ¢igek
kisminin kloroform ekstresinde kamferol ve toprak {istli kisminin kloroform ekstresinde
ise ferulik asit belirlendi. A. anthylloides Lam. bitkisinin kok, gévde ve toprak istii
kisimlarinin etil asetat ekstrelerinde ana bilesen olarak 4-hidroksibenzoik asit, biitiin
bitki kisimlarinin etil asetat ekstrelerinde sinnamik asit ana bilesen olarak tespit edildi.

Astragalus anthylloides Lam. bitkisinin kok, govde, ¢icek, toprak {istii ve biitlin bitki
kisimlarinin n-biitanol ve metanol ekstrelerinin HPLC-TOF-MS analiz sonuglar1 Tablo
4.9°da verildi. A. anthylloides Lam. bitkisinin kok kisminin n-biitanol ekstrelerinde ana
bilesen olarak vanilik asit, govde kisminin n-biitanol ekstresinde prokatesik asit, cicek,

toprak lstii ve biitiin bitki kisimlarinin n-biitanol 4-hidroksibenzoik asit gozlendi. A.
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anthylloides Lam. bitkisinin kok, toprak iistii ve biitiin bitki kisimlarinin metanol
ekstrelerinde ana bilesen olarak 4-hidroksibenzoik asit, gévde ve ¢igek kisimlarinin

metanol ekstrelerinde rutin ana bilesen olarak elde edildi (Sekil 4.4).

0. _OH Os__OH O+_OH
0
" “OH
OCH, OH
HO OH OH
Vanilik asit 4-hidroksibenzoik asit | Protokatesik | Sinnamik asit
asit

Ferulik Asit Kamferol

Sekil 4. 4 Astragalus anthylloides Lam. bitkisinin kok, govde, gigek, toprak iistii ve
biitiin bitki kisimlarinin etil asetat, kloroform, n-biitanol ve metanol ekstrelerinin ana

bilesenleri

Tablo 4. 8 Astragalus anthylloides Lam.bitkisinin kloroform, etil asetat ekstrelerinin
HPLC-TOF-MS analiz sonuglar1 (10 mg fenolik/kg kuru bitki)

KLOROFORM ETIiL ASETAT

K G C TU BB K G C TU BB
Klorojenik asit - - - - - 469,18 | - - - -
4-Hidroksibenzaldehit | - - 70,18 - - - 3,74 - 34,63 12,12
Hesperidin - - - - - 30,64 - - - -
Vanilik asit = = = = = 184,64 20,64 | - 25,33
Gentisik asit - - - - - 45,04 - - 26,32 -
4-Hidroksibenzoik asit | - - 720,42 - - 245,99 1610 | - 295,59 87,61
Kafeik asit - - - - - 7,76 - - - -
Kamferol - - 1929,12 - - - - - 156,53 -
Ferulik asit - 5,74 236,92 44,63 - 96,30 48,14 | - 44,70 53,86
Protokatesik asit = - - - - 60,07 - -
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Tablo 4. 9 Astragalus anthylloides Lam.bitkisinin n-biitanol ve metanol ekstrelerinin
HPLC-TOF-MS analiz sonuglar1 (10° mg fenolik/kg kuru bitki)

n-BUTANOL METANOL
K G |c TO BB K G C TO BB

Gallik asit - - - - - 32924 860,81 600,18 1182,74 790,11
Vanilik asit 113,71 - 5428 37629 - ) } ; ;
Gentisik asit 51,20 1261 45639 5831 40422 157,11 175251 157558 403992 291101
gg:?'dmks'benzo'k 88,31 36,90 840,19 11031 76469 179307 3721,65 283672 812653 2512,29
Kersetin - - - - - 37358 - 50505 = 830,67 744,75
Rutin - - - - ; 197,39 951977 273460 86799 28565
Ferulik asit 31,36 401 17792 1538 10663 3844 137951 55571 - 1599,80
Protokatesik asit 10204 5031 19471 3561 24683 - ) ) 146,49 -
Salisilik asit - 184,70 - - 778,38 | 148284 -
Sinnamik asit 1391, 68 8459 - 142686 - ; - 512,74 366,36

A. lycius Boiss. bitkisinin kok (K), toprak iistii (TU) ve biitiin bitki (BB) kisimlarmin
kloroform ve etil asetat ekstrelerinin HPLC-TOF-MS analiz sonuglar1 Tablo 4.10’da
verildi. A. lycius Boiss. bitkisinin kok ve biitiin bitki kisimlarmin kloroform
ekstrelerinde ana bilesen olarak, sinnamik asit, toprak fiistii kisimlarinin kloroform
ekstrelerinde kamferol belirlendi. A. lycius Boiss. bitkisinin toprak iistii ve biitiin bitki
kisimlarmin etil asetat ekstrelerinde apigenin-7-glikozit tespit edildi (Sekil 4.5).

A. lycius Boiss. bitkisinin kok, toprak iistii ve biitiin bitki kisimlarinin n-biitanol ve
metanol ekstrelerinin HPLC-TOF-MS analiz sonuglar1 Tablo 4.10’da verildi. A. lycius
Boiss. bitkisinin kok kisimlarinin n-biitanol ekstrelerinde ana bilesen olarak, vanilik
asit, toprak lstli kisimlarinin n-biitanol ekstrelerinde sinnamik asit ve biitiin bitki
kisimlarinin n-biitanol ekstresinde 4-hidroksibenzoik asit belirlendi. A. lycius Boiss.
bitkisinin kok kisimlarinin metanol ekstrelerinde 4-hidroksibenzoik asit, toprak {istii ve
biitiin bitki kisimlarmin metanol ekstrelerinde apigenin-7-glikozit tespit edildi (Sekil
4.5).
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OH O

Apigenin-7-glikozit

SNl O+ OH
OCH,
OH O HO OH
Kamferol Vanilik asit 4-hidroksibenzoik asit

Sekil 4. 5 A. lycius Boiss. bitkisinin kok, toprak iistii ve biitiin bitki kistmlarinin

metanol, n- biitanol, kloroform ve etil asetat ekstrelerinin ana bilesenleri
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Tablo 4. 10 A. lycius Boiss. bitkisinin kok, toprak tistii ve biitlin bitki kisimlarinin metanol, n- biitanol, kloroform ve etil asetat ekstrelerinin
HPLC-TOF-MS analiz sonuglar1 (102 X mg fenolik/100g kuru bitki)

Klorojenik asit
4-Hidroksi benzaldehit
Apigenin-7-glikozit
Gallik asit

Vanilik asit

Gentisik asit
4-Hidroksi benzoik asit
Kersetin

Kafeik asit

Rutin

p-Kumarik asit
Kamferol

Ferulik asit
Protokatesik asit
Naringenin

Salisilik asit

Sinnamik asit

K

195,37

289,65

KLOROFORM
TU BB
534,69 3230,94
119,46 1272,70
- 18063,44

1134,92

ETIiL ASETAT
TU BB

6565,34 11400,45
184,49 228,91
360,32 285,25

- 25,51
1168,62 3669,50
141,55 393,82
132,83 308,81
156,26 334,62
488,29 934,03

51

489,61
97,49

1757,11
103,16

250,79
13,06

153,32
201,88

845,45

N-BUTANOL
TU

167,67
62,77
109,90

BB

140,14
633,93

329,24
157,11
1793,07
373,58

197,39

METANOL
TU

143911,00

592,24
3066,83
6176,75

434,27

165,02
2742,20

425,37
122,38

5552,95

BB

11095,69

104,91
180,38
622,45
118,89

111,31



A. xylobasis Freyn & Bornm. var. angustus (Freyn & Sint.) Freyn & Bornm bitkisinin
kok, toprak iistii ve biitiin bitki kisimlarinin kloroform ve etil asetat ekstrelerinin HPLC-
TOF-MS analiz sonuglar1 Tablo 4.11°de verildi. A. xylobasis Freyn & Bornm. bitkisinin
kok, toprak tistii ve biitiin bitki kisimlarinin kloroform ve etil asetat ekstrelerinde ana

bilesen olarak, sinnamik asit tespit edildi (Sekil 4.6).

A. xylobasis Freyn & Bornm. var. angustus (Freyn & Sint.) Freyn & Bornm bitkisinin
kok, toprak tistii ve biitiin bitki kistmlariin n-biitanol ve metanol ekstrelerinin HPLC-
TOF-MS analiz sonuglar1 Tablo 4.11°de verildi. A. xylobasis Freyn & Bornm. bitkisinin
kok kisimlarimin n-biitanol ekstrelerinde ana bilesen olarak, hesperidin, toprak iistii ve
biitiin bitki kisimlarinin n-biitanol ekstrelerinde vanilik asit tespit edildi. A. xylobasis
Freyn & Bornm. bitkisinin kok, toprak tistii ve biitiin bitki kistmlarinin metanol

ekstrelerinde ana bilesen olarak apigenin-7-glikozit belirlendi (Sekil 4.6).

HO" ‘OH

OH OH O
Sinnamik asit Apigenin-7-glikozit
o) OH OH

HO
HO
HaC o
OH
0 OCH,

OCH,

HO mo O
OH

Vanilik asit Hesperidin

Sekil 4. 6 A. xylobasis Freyn & Bornm. var. angustus (Freyn & Sint.) Freyn & Bornm)
bitkisinin kok, toprak {istii ve biitiin bitki kisimlarmin kloroform, etil asetat, n-biitanol

ve metanol ekstrelerinin ana bilesenleri
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Tablo 4. 11 A. xylobasis Freyn & Bornm. var. angustus (Freyn & Sint.) Freyn & Bornm bitkisinin kok (K), toprak iistii (TU) ve biitiin bitki
(BB) kisimlarmin metanol, n-biitanol, kloroform ve etil asetat ekstrelerinin HPLC-TOF-MS analiz sonuglar1 (10% X mg
fenolik/100g kuru bitki)

ETIL ASETAT KLOROFORM N-BUTANOL METANOL
K TU BB K TU BB K TU BB K TU BB

4-Hidroksi benzaldehit 94,29 - - 27,82 116,12 21,41 39,76 2,61 - - -
Hesperidin - - - - - 885,27 - - - - -
Apigenin-7-glikozit - - - 339,38 382,43 - - - 32831,1 32061,42 | 34253,15
Gallik asit = = = = = = = = 330,64 232,23 281,05
Vanilik asit 80,37 201,13 163,80 190,74 251,25 405,25 1514,26 204,23 - - -
Gentisik asit = = = = = 43,17 127,42 51,61 610,40 587,59 540,51
4-Hidroksi benzoik asit - - - 102,63 311,38 249,04 302,86 136,02 452,11 2526,58 1729,52
Kersetin = = = = - - - - 252,04 252,84 295,59
Rutin - - - - - - - - 32,63 285,99 -
p-Kumarik asit - - - - 103,24 - 28,45 - - - -
Ferulik asit 28,23 81,79 133,19 54,50 221,02 96,10 78,42 83,98 681,37 816,91 874,79
Protokatesik asit = = = 136,12 154,13 = = 103,69 211,12 262,41 -
Salisilik asit - - - 7,98 - - 267,27 - 4118,17 2101,66 2069,83
Sinnamik asit 422,81 1590,18 1513,60 579,98 646,09 494,07 620,45 - - - -
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4.5 Metabolomik NMR Sonuglari

Astragalus anthylloides biitiin bitki kisimlarinin hekzan ekstrelerinin GC-MS analizleri

neticesinde ana bilesen olarak arasidik asit ve behenik asit belirlenmistir (Sekil 4.7).

O

HBC/\/\/\/\/\/\/\/\/\)I\OH Arasidik asit

HO

Behenik asit

Sekil 4. 7 A. anthylloides hekzan ekstrelerinin ana bilesenleri

A. anthylloides hekzan, kloroform, etilasetat ekstrelerinin *C NMR lar1 incelendiginde
her iki aside ait (14.39; 22.54; 24.94; 29.18; 29.35; 29.48; 31.73; 34.10; 174.92 ppm’de)
pikler gozlenmistir. Bu karbon degerleri literatiir ile uyum i¢indedir (URL 20) (Sekil
4.8, Sekil 4.9, Sekil 4.10).

A (101)
Hekzan

Etilas etat

..
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Sekil 4. 8 Astragalus anthylloides hekzan, kloroform, etilasetat ekstrelerinin *3C
NMR’lar1

Hekzan =] N® T O .
L SRR

40.398
40.260
40127

Kloroform

40.521

Sekil 4. 9 Astragalus anthylloides hekzan, kloroform, etilasetat ekstrelerinin 3C NMR

degerleri

# Arasidik asit-Behenik asit
P LD Chila e . -
Werr
i? T g8 o 3 tr
o, ,.,.J ,.r' ‘Ln. I Ju._llq,f. J. b, s L iy
45 40 5 10 4 0 1% 10

ppm

Sekil 4. 10 Astragalus anthylloides etilasetat ekstresinin 3C NMR spektrumu
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Astragalus lycius biitiin bitki kisimlarinin hekzan ekstrelerinin GC-MS analizleri
neticesinde doymus yag asidi olarak ana bilesenler, arasidik asit, behenik asit ve
palmitik asit belirlenmistir. Coklu doymamis yag asidi olarak ise linolenik ve linoleik
asit tespit edilmistir (Sekil 4.11).

A. lycius hekzan, kloroform ve etilasetat ekstrelerinin 3C NMR’lar1 incelendiginde
arasidik asit, behenik asit ve palmitik aside ait (14.39; 22.54; 24.93; 29.18; 29.34;
29.44; 31.74; 34.11; 174.92 ppm de) pikler gdzlenmistir. Linolenik (% 3.71) ve linoleik
asit (%1.31) hekzan ekstresinin GC-MS analizi sonucunda az miktarda da olsa
belirlenmis olup *3C NMR’lan incelendiginde tespit edilememistir. Bununla birlikte
kloroform ekstresinin *3C NMR spektrumunda linolenik ve linoleik asit tespit edilmistir
(Sekil 4.12, Sekil 4.13, Sekil 4.14, Sekil 4.15, Sekil 4.16). Linolenik ve linoleik asitin
13C NMR degerleri (174.90; 131.94; 130.33; 128.34; 128.00; 127.42; 34.11; 29.44;
29.14; 29.03; 27.05; 25.64; 25.55; 24.92; 20.48; 14.38 ppm) literatiir ile uyum i¢indedir
(URL 18; Marcel et al. 1997).

O

Hac/\/\/\/\/\/\/\/\/\)j\

HO

OH " Arasidik asit

Behenik asit
0

/\/\/\/\/\/\/\/%H Palmitik asit

9 b 3 1
Lab
HO - — I 5 ; i i
! ? 1 . ¥ Linolenik asit

(0]
6 1

HO™ 1 9 12 Linoleik asit

Sekil 4. 11 A. lycius hekzan ekstrelerinin ana bilesenleri
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Hekzan

Kloroform
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Sekil 4. 12 A. lycius hekzan, kloroform ve etilasetat ekstrelerinin 3C NMR spektrumu

A CLES)
Heboran

e s et e J'\'l'* . VU Py s FTL

Kloraform

* Arasidik asit- Palmitik asit- Behenik asit

J—..._.....-.-.-'...,._...,..-‘ -....-._.-.\.....-A-..-Lw..-..m. a.!. .

WL&JW‘LLL&L-UJ O P |

Sekil 4. 13 A. lycius hekzan, kloroform ve etilasetat ekstrelerinin alifatik bolgesi

genisletilmis 3C NMR spektrumu
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Sekil 4. 14 A. lycius hekzan ekstresinin alifatik bolgesi genisletilmis

spektrumu
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Sekil 4. 15 A. lycius hekzan, kloroform ve etilasetat ekstrelerinin 3C NMR spektrumu
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Sekil 4. 16 A. lycius hekzan, kloroform ve etilasetat ekstrelerinin olefinik bolgesi

genisletilmis 13C NMR spektrumu

Astragalus xylobasis biitiin bitki kisimlarinin hekzan ekstrelerinin GC-MS analizleri
neticesinde doymus yag asidi olarak ana bilesenler, arasidik asit ve behenik asit
belirlenmistir (Sekil 4.17). A. xylobasis hekzan, kloroform ve etilasetat ekstrelerinin $3C
NMR lar1 incelendiginde arasidik asit ve behenik aside ait (14.39; 22.54; 24.94; 29.15;
29.35; 29.46; 31.74; 34.11; 174.92 ppm de) pikler gozlenmistir. Linolenik ve linoleik
asit hekzan ekstresinin GC-MS analizi sonucunda belirlenmemis olup, hekzan,
kloroform ve etilasetat ekstrelerinin *C NMR’lar1 incelendiginde aym1 bilesenler tespit
edilememistir (Sekil 4.18, Sekil 4.19).
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Sekil 4. 17 A. xylobasis hekzan ekstrelerinin ana bilesenleri
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Sekil 4. 18 A. xylobasis hekzan, kloroform ve etilasetat ekstrelerinin 3C NMR

spektrumu
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Sekil 4. 19 A. xylobasis hekzan, kloroform ve etilasetat ekstrelerinin alifatik bolgesi
genisletilmis 3C NMR spektrumu

4.5.1 n-Biitanol ve Metanol ekstrelerinin metabolomik NMR analizleri

Astragalus anthylloides n-biitanol ve metanol ekstrelerinin metabolomik NMR
analizleri gergeklestirilmistir. A. anthylloides n-biitanol ve metanol ekstrelerinin *C
NMR’lar incelendiginde D-pinitol’e ait pikler Tablo 4.12°de verilmistir (Sekil 4.20,
Sekil 4.21, Sekil 4.22). Bu karbon degerleri literatiir ile uyum i¢indedir (Chaubal et al.
2005; Chen and Dai 2014; Eser et al. 2017). D-pinitol’tin konfigiirasyonu literatiirdeki
'H ve ¥C NMR datalan ile karsilastirilarak belirlenmistir (Misra and Siddigi 2004;
Blanco et al. 2008).
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H5CO

OH

Sekil 4. 20 D-pinitol

Tablo 4. 12 D-pinitol’iin 3C NMR datalar

C Deneysel deger Eser et al., Chen and Dai, Chaubal et al.,

2017 2014 2005
dc, ppm dc, ppm dc, ppm dc, ppm

1 71.35 71.38 72.50 73.48

2 73.05 73.04 ‘ 70.65 ‘ 71.89

3 84.26 84.21 83.60 84.56

4 ‘ 70.52 ‘ 70.53 ‘ 72.95 ‘ 71.09

5 72.42 72.40 71.36 73.00

6 ‘ 72.87 ‘ 72.85 ‘ 72.29 ‘ 72.59

OCHs 60.09 60.07 60.56 59.63
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/A (101) n-butanol

A (101) metanol
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Sekil 4. 21 Astragalus anthylloides n-biitanol ve metanol ekstrelerinin 3C NMR

spektrumu
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Sekil 4. 22 Astragalus anthylloides n-biitanol ve metanol ekstrelerinin genisletilmis *3C

NMR spektrumu
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Astragalus lycius n-biitanol ve metanol ekstrelerinin metabolomik NMR analizleri
gerceklestirilmistir. A. lycius n-biitanol ve metanol ekstrelerinin 3C NMR’lari
incelendiginde D-pinitol’e ait pikler Tablo 4.12’de verilmistir (Sekil 4.23, Sekil 4.24).
Bu karbon degerleri literatiir ile uyum igindedir (Chaubal et al. 2005; Chen and Dai
2014; Eser et al. 2017). D-pinitol’iin konfigiirasyonu literatiirdeki *H ve *C NMR
datalari ile karsilastirilarak belirlemistir (Misra and Siddigi 2004; Blanco et al. 2008).

1 " . I [ T JJL&LJJ

L - I A Mx ‘JIJH JMJ[”D“‘I ‘

T T T T T T T T T T T T T T
200 180 160 140 120 100 80 60 40 20

A (105) n-butanol

A (105) metanol

Sekil 4. 23 A. lycius n-biitanol ve metanol ekstrelerinin 3C NMR spektrumu
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Sekil 4. 24 A. lycius n-biitanol ve metanol ekstrelerinin genisletilmis **C NMR

spektrumu

Astragalus xylobasis n-biitanol ve metanol ekstrelerinin metabolomik NMR analizleri
gerceklestirilmistir. A. xylobasis n-biitanol ve metanol ekstrelerinin 3C NMR’lan
incelendiginde D-pinitol’e ait pikler Tablo 4.12°de verilmistir (Sekil 4.25, Sekil 4.26).
Bu karbon degerleri literatiir ile uyum i¢indedir (Chaubal et al. 2005; Chen and Dai
2014; Eser et al. 2017). D-pinitol’iin konfigiirasyonu literatiirdeki H ve *C NMR
datalar1 ile karsilastirilarak belirlenmistir (Misra and Siddiqi 2004; Blanco et al. 2008).
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Sekil 4. 25 A. xylobasis n-biitanol ve metanol ekstrelerinin **C NMR spektrumu (125
MHz)
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Sekil 4. 26 A. xylobasis n-biitanol ve metanol ekstrelerinin genisletilmis **C NMR

spektrumu
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4.6 Antiproliferatif Aktivite Sonuglar

Endemik ii¢ Astragalus tiiriinden elde edilen Hekzan, CHCls, EtOAc, n-Biitanol ve
MeOH ekstreleri ve standart olarak kullanilan 5-FU’nun C6 ve HeLa hiicrelerine karsi
antiproliferatif aktiviteleri incelendi. Yapilan testler neticesinde tiim ekstrelerin C6 ve

HeLa hiicrelerine karsi ICso ve I1C7s degerleri Tablo 4.13’de verildi.

Astragalus anthylloides Lam. bitkisinin C6 hiicresine karst en diisiik 1Cso degerleri
etilasetat ve kloroform ekstrelerinde gozlendi (Tablo 4.13). Astragalus lycius Boiss.
bitkisinin C6 hiicresine karsi en diisiik ICso degerleri etilasetat ekstresinde belirlendi
(Tablo 4.13). Astragalus xylobasis bitkisinin C6 hiicresine karsi en diisiik 1Cso degerleri
etilasetat ekstresinde tespit edildi (Tablo 4.13).

Tablo 4. 13 Endemik ii¢ Astragalus tiiriiniin HeLa ve C6 kanser hiicrelerine kars1 ICso

ve 1C7s5 degerleri

Bitki Ekstre Adi HelLa C6
Ady 1Cso ICs 1Cs0 ICs
Hekzan 37.12 62.41 26.24 56.71
é CHCls 42.55 70.28 16.58 48.06
=: EtOAC 61.16 79.20 16.50 49.78
S n-BuOH 25.70 56.02 30.72 54.91
< MeOH 67.73 80.68 76.67 95.30
Hekzan 47.87 67.15 37.95 62.30
" CHCls 29.27 64.09 17.37 49.89
Li EtOAcC 14.58 52.66 5.01 46.45
< n-BuOH 29.76 57.64 18.54 48.68
MeOH * * 51.92 70.15
Hekzan 33.08 62.27 63.54 80.37
2 CHCls 32.60 59.06 55.89 79.54
% EtOAC 39.17 63.68 24.89 54.22
E‘ n-BuOH 58.95 80.71 43.63 73.40
< MeOH 75.35 77.76 46.34 73.60

*< bpelirlenemedi.
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4.6.1 Astragalus antylloides Lam. bitkisinin C6 ve HeLa hiicrelerine karsi

antiproliferatif aktivite sonuglar:

Endemik Astragalus anthylloides Lam. tiiriinden elde edilen hekzan, CHCI3, EtOAc, n-
Biitanol ve MeOH ekstrelerinin ve standart olarak kullanilan 5-FU’nun C6 hiicresine
kars1 antiproliferatif aktiviteleri incelendi. Yapilan testler neticesinde tiim ekstrelerin
doz artisina bagli olarak aktivitelerinde artis gozlendi (Sekil 4.27). 100 pug/mL
konsantrasyonda, tiim ekstrelerde (metanol ekstresi hari¢) C6 hiicresine kars1 5-FU’den
daha yiiksek aktivite gézlendi. 100 pug/mL konsantrasyonda aktivite sirasi ile: CHCl3
ekstresi > Hekzan ekstresi > EtOAc ekstresi > n-BuOH ekstresi> 5-FU> MeOH

ekstresi seklindedir.

C6 hiicresi mHekzan BCHCI3 BEtOAc En-BuOH mMeOH O5-FU

100 -

80 -
iij 60 - = _
=
S 401
=

O T T T T T T
_20 J
100 75 50 40 30 20 10 5

Konsantrasyon (png/mL)

Sekil 4. 27 Astragalus anthylloides Lam. bitki ekstrelerinin C6 hiicresine karsi

antiproliferatif aktivite sonuglar1 (* testler ii¢ tekrarl ve iki kez tekrarlanmistir.)

Endemik A. anthylloides Lam. tiiriinden elde edilen hekzan, CHClI3, EtOAc, n-Biitanol
ve MeOH ekstrelerinin ve standart olarak kullanilan 5-FU’nun HeLa hiicresine karsi
antiproliferatif aktiviteleri incelendi. Yapilan testler neticesinde tiim ekstrelerin doz

artigina bagli olarak aktivitelerinde artis gozlendi (Sekil 4.28). Tim ekstrelerde HelLa
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hiicresine kars1 5-FU’den daha diisiik aktivite gozlendi. 100 pg/mL konsantrasyonda
aktivite sirasi ile: 5-FU> Hekzan ekstresi> CHClI3 ekstresi> EtOAc ekstresi> n-BuOH

ekstresi> MeOH ekstresi seklindedir.

HeLa hiicresi m Hekzan mCHCI3 mEtOAc mn-BuOH @mMeOH m5-FU
100 -
80 - ] ™ M M N M M _
=60 -
X
S 40 -
o
S 20 -
=
=
i 0 - T T T T T |i!_ T —-':—ﬂ
-20 a
100 75 50 40 30 20 10 5
Konsantrasyon (ug/mL)

Sekil 4. 28 Astragalus anthylloides Lam. bitki ekstrelerinin HeLa hiicresine kars1

antiproliferatif aktivite sonuglari (* testler li¢ tekrarli ve iki kez tekrarlanmistir.)

4.6.2 Astragalus lycius Bitkisinin C6 ve HeLa Hiicrelerine Karsi1 Antiproliferatif
Aktivite Sonuglari

Endemik A. lycius Boiss. tiiriinden elde edilen hekzan, CHCIs, EtOAc, n-Biitanol ve
MeOH ekstrelerinin ve standart olarak kullanilan 5-FU’nun C6 hiicresine karsi
antiproliferatif aktiviteleri incelendi. Yapilan testler neticesinde tiim ekstrelerin doz
artigina baglh olarak aktivitelerinde artis gézlendi (Sekil 4.29). EtOAc ekstresinde C6
hiicresine karst 5-FU’den tiim dozlarda daha yiiksek aktivite gozlendi. 100 pg/mL
konsantrasyonda, tiim ekstrelerde (metanol ekstresi hari¢) C6 hiicresine kars1 5-FU’den
daha yiiksek aktivite gozlendi. Ayrica CHCIs ve n-BuOH ekstreleri calisilan en diistik
iki doz hari¢ (5 ve 10 pg/mL) 5-FU’den daha yiiksek aktiviteye sahip oldugu gozlendi.
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100 ug/mL konsantrasyonda aktivite sirasi ile: EtOAc ekstresi> n-BuOH ekstresi>
CHCI;s ekstresi> Hekzan ekstresi> 5-FU> MeOH ekstresi seklindedir.

C6 hiicresi mHekzan ®EtOAc ©n-BuOH ©MeOH ©5-FU

. Mlﬂm

100 75 50 40 30 20 10 5

100 -

80 -

(2]
o
1
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NOA
o o

o
I

)
(]
L

Konsantrasyon (ug/mL)

Sekil 4. 29 A. lycius Boiss., bitki ekstrelerinin C6 hiicresine karsi antiproliferatif aktivite

sonuglar (* testler ii¢ tekrarl ve iki kez tekrarlanmistir.)

Endemik A. lycius Boiss. tiiriinden elde edilen hekzan, CHCIs, EtOAc, n-Biitanol ve
MeOH ekstrelerinin ve standart olarak kullanilan 5-FU’nun HeLa hiicresine karsi
antiproliferatif aktiviteleri incelendi. Yapilan testler neticesinde tiim ekstrelerin doz
artisina bagh olarak aktivitelerinde artis gozlendi (Sekil 4.30). Ayrica, tiim ekstrelerde
HeLa hiicresine kars1 5-FU’den daha diisiik aktivite gozlendi. Ek olarak, EtOAc ekstresi
100 pg/mL konsantrasyonda 5-FU ile hemen hemen ayni1 aktiviteyi gosterdigi gozlendi.
100 pg/mL konsantrasyonda aktivite sirasi ile: 5-FU~ EtOAc ekstresi> CHCI3 ekstresi >
Hekzan ekstresi> n-BuOH ekstresi> MeOH ekstresi seklindedir.
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HeLa hiicresi m Hekzan m CHCI3 ®m EtOAc = n-BuOH = MeOH = 5-FU
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Sekil 4. 30 A. lycius Boiss. bitki ekstrelerinin HeLa hiicresine kars1 antiproliferatif

aktivite sonuglar1 (* testler li¢ tekrarh ve iki kez tekrarlanmistir.)

4.6.3 Astragalus xylobasis Freyn & Bornm. var. angustus Bitkisinin C6 ve HelLa

Hiicrelerine Kars1 Antiproliferatif Aktivite Sonug¢lar:

Endemik A. xylobasis Freyn & Bornm. var. angustus (Freyn & Sint.) Freyn & Bornm
turinden elde edilen hekzan, CHCI3;, EtOAc, n-Biitanol ve MeOH ekstrelerinin ve
standart olarak kullanilan 5-FU’nun C6 hiicresine karsi antiproliferatif aktiviteleri
incelendi. Yapilan testler neticesinde tiim ekstrelerin doz artigina bagli olarak
aktivitelerinde artis gozlendi (Sekil 4.31). EtOAc ekstresinde C6 hiicresine karsi 5-
FU’den tiim dozlarda daha yiiksek aktivite gézlendi. 100 pug/mL konsantrasyonda, tim
ekstrelerde (metanol ekstresi hari¢) C6 hiicresine karsi 5-FU’den daha yiiksek aktivite
gozlendi. Ayrica CHClIs ve ekstresi c¢alisilan en diisiik iki doz hari¢ (5 ve 10 pg/mL) 5-
FU’den daha yiiksek aktiviteye sahip oldugu goézlendi. 100 pg/mL konsantrasyonda
aktivite siras1 ile: CHCI3 ekstresi> EtOAc ekstresi> Hekzan ekstresi> n-BuOH ekstresi>
5-FU> MeOH ekstresi seklindedir.
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C6 hiicresi mHekzan WCHCI3 ®EtOAc ®n-BuOH mMeOH m5-FU
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Sekil 4. 31 A. xylobasis Freyn & Bornm. var. angustus (Freyn & Sint.) Freyn & Bornm
bitki ekstrelerinin C6 hiicresine karsi antiproliferatif aktivite sonuglari (* testler ii¢

tekrarl1 ve iki kez tekrarlanmistir.)

Endemik A. xylobasis Freyn & Bornm. var. angustus (Freyn & Sint.) Freyn & Bornm
turinden elde edilen hekzan, CHCIs, EtOAc, n-Biitanol ve MeOH ekstrelerinin ve
standart olarak kullanilan 5-FU’nun HeLa hiicresine karsi antiproliferatif aktiviteleri
incelendi. Yapilan testler neticesinde tiim ekstrelerin doz artigina bagli olarak
aktivitelerinde artis gozlendi (Sekil 4.32). Ayrica, tiim ekstrelerde HeLa hiicresine
kars1 5-FU’den daha diisiik aktivite gozlendi. 100 ug/mL konsantrasyonda aktivite sirasi
ile: 5-FU> n-BuOH ekstresi> EtOAc ekstresi> CHCls ekstresi > Hekzan ekstresi>
MeOH ekstresi seklindedir.
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HeLa hiicresi m Hekzan B CHCI3 mEtOAc Bn-BuOH B MeOH m5-FU
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Sekil 4. 32 A. xylobasis Freyn & Bornm. var. angustus (Freyn & Sint.) Freyn & Bornm
bitki ekstrelerinin HeLa hiicresine kars1 antiproliferatif aktivite sonuglar1 (* testler li¢

tekrarl ve iki kez tekrarlanmistir.)

4.7 Selenyum Analiz Sonuglari

Endemik ii¢ Astragalus (Astragalus anthylloides Lam., A. lycius Boiss., A. xylobasis
Freyn & Bornm. var. angustus (Freyn & Sint.) Freyn & Bornm tiiriinden elde edilen
kuru bitkilerin ve toplandiklari topraklarin ICP-MS analizleri sonucunda selenyum

miktarlar1 belirlendi (Tablo 4.14).

A. anthylloides Lam. bitkisinin yetistigi topraklardan alinan 6rneklerde 0.368 ppb, A.
lycius Boiss bitkisinin yetistigi topraklardan alinan drneklerde 0.934 ppb, A. xylobasis
Freyn & Bornm. var. angustus (Freyn & Sint.) Freyn & Bornm bitkisinin yetistigi
topraklardan alinan 6rneklerde 0.714 ppb Selenyum belirlendi. Selenyum miktarindaki

degisim ¢oktan aza dogru su sekilde siralanmaktadir:

A. lycius toprak ornekleri> A. xylobasis toprak ornekleri> A. anthylloides toprak

ornekleri.
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Tablo 4. 14 Astragalus tiirlerinin yetistigi topraklardaki selenyum igerikleri

. . Konsantrasyon
Toprak Ornekleri Ornek No Mean RSD
[ppb]

1 0,329 6,385

2 0,376 1,809

A. anthylloides 8 0,389 0,317
0,368

4 0,351 1,583

5 0,396 7,648

1 0,945 0,850

2 0,980 1,828

A. lycius 3 0,988 1,313
0,934

4 0,899 6,116

5 0,857 2,738

1 0,764 6,870

2 0,806 0,383

A. xylobasis 3 0,714 2,161
0,714

4 0,680 2,632

5 0,607 13,939

MilliQ (Deiyonize saf su) 0,021 40,406

A. anthylloides Lam. bitkisinin yetistigi topraklardan alinan 6rneklerde 0.175 ppb, A.
lycius Boiss bitkisinin yetistigi topraklardan alinan 6rneklerde 0.054 ppb, A. xylobasis
Freyn & Bornm. var. angustus (Freyn & Sint.) Freyn & Bornm bitkisinin yetistigi

topraklardan alinan 6rneklerde 0.132 ppb Selenyum belirlendi (Tablo 4.15). Selenyum

miktarindaki degisim ¢oktan aza dogru su sekilde siralanmaktadir:

A. anthylloides bitki 6rnekleri> A. xylobasis bitki 6rnekleri> A. lycius bitki drnekleri.
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Tablo 4. 15 Astragalus tiirlerindeki selenyum igerikleri

Konsantrasyon RSD
[ ppb ]
A. anthylloides 0,175 11,991
A lycius 0,054 5,702
A. xylobasis 0,132 2,800
MilliQ (Deiyonize saf su) 0,021 40,406

Tablo 4.14 ve Tablo 4.15 incelendiginde; A. anthylloides yetistigi topraklarda bulunan
selenyum miktarinin % 47.55 bitki tarafindan topraktan kaldirildig: tespit edildi. A.
lycius yetistigi topraklarda bulunan selenyum miktarinin % 5.78 bitki tarafindan
topraktan kaldirildigr tespit edildi. A. xylobasis yetistigi topraklarda bulunan selenyum
miktarmin % 18.48 bitki tarafindan topraktan kaldirildig: tespit edildi. Bu sonuglara
gore topraktan en fazla selenyum kaldiran tiir ilk olarak A. anthylloides ve bu tiirii A.

lycius tiirii takip etmektedir.

Tablo 4. 16 Selenyum analiz sonuglari ile antiproliferatif aktivite sonuglari

Inhibisyon Topraktaki  Bitkideki
Bitki Adi Ekstre ad1 (100 pg/mL konsantrasyonda) Se miktar1 Se miktar1
C6 hiicresi HelLa hiicresi (ppb) (ppb)
Hekzan 85.26 68.70
CHCl; 86.34 67.73
) EtOAC 81.12 59.12
A.anthylloides 0.368 0.175
n-BuOH 69.60 25.83
MeOH 31.16 5.07
5-FU 58.21 85.88

75



Tablo 4.16 Devam

Hekzan 69.35 66.29
CHCIs 70.85 72.28
] EtOAC 85.85 84.42
A. lycius 0.934 0.054
n-BuOH 71.52 51.19
MeOH 8.5 -9.87
5-FU 58.21 85.88
Hekzan 72.76 25.87
CHCl3 91.09 26.08
EtOAC 82.87 38.41
A. xylobasis 0.714 0.132
n-BuOH 64.46 61.44
MeOH 20.95 4.66
5-FU 58.21 85.88

Tablo 4.16 incelendiginde ii¢ endemik Astragalus tiiriiniin [A. anthylloides Lam., A.
lycius Boiss, A. xylobasis Freyn & Bornm. var. angustus (Freyn & Sint.) Freyn &
Bornm] HeLa ve C6 hiicrelerine kars1 antiproliferatif aktiviteleri incelendiginde tiim
tiirlerde C6 hiicresine karsi hiicre segici aktivite gozlendi. Buna ilaveten ii¢ endemik
Astragalus tiiriinden elde edilen ekstrelerin (hekzan, CHCls, EtOAc, n-BuOH ve MeOH
ekstreleri) C6 hiicresine karsi 6zellikle CHClz ve EtOAc ekstrelerinde standart olarak
kullanilan 5-FU ile mukayese edildiginde oldukg¢a yiiksek etkiye sahip olduklari
gozlendi. C6 hiicresi igin ti¢ endemik Astragalus tiiriiniin CHClz ve EtOAc ekstrelerinin

antiproliferatif aktivite sonuglari yiliksekten diisiige gore soyle siralanmaktadir:

CHCIs ekstresi icin: A. xylobasis > A. anthylloides> A. lycius

EtOAc ekstresi icin: A. lycius> A. xylobasis> A. Anthylloides

Uc endemik Astragalus bitkisinin yetistigi topraklardan alinan érneklerde Selenyum

miktarindaki degisim ¢oktan aza dogru su sekilde siralanmaktadir:

A. lycius toprak ornekleri> A. xylobasis toprak 6rnekleri > A. anthylloides toprak
ornekleri (Tablo 4.14).
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Uc endemik Astragalus tiiriinden alinan érneklerde Selenyum miktarindaki degisim

coktan aza dogru su sekilde siralanmaktadir:

A. anthylloides bitki 6rnekleri> A. xXylobasis bitki 6rnekleri> A. lycius bitki drnekleri
(Tablo 4.15).

Bu veriler 1s181inda A. anthylloides tiirii i¢in topraktan selenyum kaldirma miktarimin ilk
sirada oldugu ve antiproliferatif aktivitenin de yiiksek oldugu goze ¢arpmaktadir. Fakat
tiim tiirler incelendiginde 6zellikle C6 hiicresine karst MeOH ekstreleri hari¢ dikkate
deger antiproliferatif aktivite tespit edildi. Buna baglh olarakda selenyumun topraktan
kaldirilma miktarindan c¢ok topraktan kaldirilmasina bagli olarak antiproliferatif
aktivitenin artigin1 sagladigini yapilan testler sonucunda sdylemek miimkiindiir. Ayrica
literatiir incelendiginde selenyumun antikanser aktivitesi olduguna yonelik bircok

calisma bulunmaktadir (Westermarck et al. 2014; Misra et al. 2015; Cai et al. 2016).

4.8 Sitotoksik Aktivite Sonuclari

Astragalus anthylloides (AsA), Astragalus xylobasis (AsX), Astragalus lycius (AsL)
ekstrelerinde  sitotoksik aktivitenin belirlenmesi amaciyla C6 hiicreleri kullanildi.
Deney sirasinda antiproliferatif aktivite testlerinde kullanilan en yiiksek doz olan
100 uM konsantrasyonda calisilmistir. Pozitif kontrol olarak da 5-FU kullanildi. Test
sonuglar1 asagidaki Tablo 4.17°de verildi. Tablo 4.17 incelendiginde 100 pg/mL
konsantrasyonda 5-FU ile kiyaslandiginda ekstrelerin toksisite degerlerinin (%) daha

diisiik oldugu gozlendi.
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Tablo 4. 17 AsA, AsX ve AsL ekstrelerinin C6 hiicresine karsi sitotoksik aktivite

sonuclar1 (100 pg/mL konsantrasyonda)

Bitki Adi Ekstre Ad1 Toksisite (%0)

Hekzan 10
CHCl3 15

%
< EtOAC 23
n-BuOH 22
Hekzan 18
CHCI3 27

5
< EtOAC 20
n-BuOH 15
Hekzan 10
CHCl; 15

—
< EtOAC 25
n-BuOH 18
5-FU 31
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5. TARTISMA VE SONUC

Tez ¢alismas1 kapsaminda, endemik Astragalus anthylloides Lam ( AsA) , Astragalus
lycius Boiss. (AsL) , Astragalus xylobasis Bunge (AsX), tiirlerinin fitokimyasal analizi,
antiproliferatif ve sitotoksik aktiviteleri incelendi. Ayrica bu bitkilerin ve bitkilerin

yetistigi topraklarin selenyum analizleri gerceklestirildi.

Calismanin 6zet semas1 Sekil 5.1, Sekil 5.2, Sekil 5.3’te verilmistir.
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Astragalus anthylloides Lam

GC-MS Analizi

Arasidik Asit
Y Behenik Asit

Nonakosan

Etilasetat

Ekstres1

4-Hidroksibenzoik
K Asit
Sinnamik Asit

Ekstraksiyon
orofo n-biitanol Metanol
Ekstresi Ekstresi
HPLC/TOFF-MS HPLC/TOFF-MS

Kamferol
4-Hidroksibenzoik

> Asit
Sinnanuk Asit

Analizi

Metabolomik NMR

Antiproliferatif Aktivite

C6: CHCI; ekstres: = Hekzan ekstres: = EtOAc ekstres: = n-BuOH ekstresi= 5-FU> MeOH
Hel a: 5-FU= Hekzan ekstresi= CHCl; ekstresi™ EtOAc ekstresi= n-BuOH ekstresi= MeOH

Sekil 5. 1 Astragalus anthylloides galisma semasi

: Analizlerde elde edilen ana bilesenler
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A-Fidroksibenzork (Y 4 1igroksibenzoik

Asit
Vanilik Asit *
Protokatesik Asit

Rutin

Metabolomik NMR
Analizi




Astragalus xylobasis

% Etilaset?ft n-biitanol Metanol
Ekstresi Ekstresi Ekstresi

GC-MS5 Analizi

Arasidik Asit Apigenin-7-
 Behenik Asit *  glikozit
Nﬂﬂﬂkﬂﬁaﬂ Slﬂﬂﬂﬂ]lk Aﬁlt

Vanilik Asit Apigenin-7-glikozit

K Sinnamik Asit Hesperidin Salisilik Asit

Metabolomik NMR Metabolomik NMR
Analizi Analizi

Antiproliferatif Alctivite
Ci: CHCI; ekstresi = EtOAc ekstresi = Hekzan ekstresi= n-BuOH ekstresi= 3-FU= Me=0H
HeLa: 5-FU= n-BuOH ekstresi =EtQOAc ekstresi = CHCl; ekstresi= Hekzan ekstresi = MeOH

- Analizlerde elde edilen ana bilesenler

Sekil 5. 2 Astragalus xylobasis ¢alisma semasi
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Astragalus lycius

Ekstraksivon

Etilaseta_t n-biitanol Metanol
Ekstresi Ekstresi Ekstresi

GC-M3 Analizi

Aragidik Asit

- Apigenin-7-glikozit
e Behemk Asit

lcenin-7- Kamferol innamik Asi : : _
Aplgf{g.lzl:t}' * S : : *S]_Im ! Am_ 4-mdroksibenzoik
- ' Sinnamik Asit 4-hidroksibenzoik [l W  Asit
Asit

MNonakosan
Manoil oksit

Metabolomik NMR Metabolomik NMR
Analizi Analizi

Antiproliferatif Aktivite
Ca: EtOAc ekstresi = n-BuOH ekstresi= CHC; ekstresi = Hekzan ekstresi= 5-FU= MeOH
HeLa: 5-FU= EtOAc ekstresi = CHC; ekstresi= Hekzan ekstresi =n-BuOH ekstresi = MeOH

: Analizlerde elde edilen ana bilesenler

Sekil 5. 3 Astragalus lycius ¢alisma semasi
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1.) Astragalus (AsA, AsX ve AsL) tiirleri sirastyla hekzan, kloroform, etil asetat, n-

biitanol ve metanol ¢oziiclilerinden sirasiyla gegirildi.

AsA kok, govde, cicek ve toprak listii kisimlarinin; hekzan ekstrelerinde en yliksek
verim 97.80 mg (% 0.33), kloroform ekstrelerinde en yiiksek verim 116,80 mg (%
0,39) ve n-biitanol ekstrelerinde 64.10 mg (% 0,21) ¢igek kisimlarindan elde edilirken,
etil asetat ekstrelerinden en yiiksek verim 42,10 mg (% 0, 14) govde kismindan elde
edildi ve metanol ekstresinde en yiiksek verim 2135,70 (% 7.12) toprak iistii kismindan
elde edildi (Tablo 4.2). AsA biitiin bitki kisimlarindan en yiiksek verim 1920,10 (%
3.84) metanol ekstresinden elde edildi.

AsL kok ve toprak iistli kistmlarinin; hekzan ekstrelerinde en yiiksek verim 107,70 mg
(% 0.36), kloroform ekstrelerinde en yiiksek verim 160,70 mg (% 0,54), etil asetat
ekstrelerinde en yiiksek verim 44,10 mg (% 0, 15), n-biitanol ekstrelerinde 88.10 mg (%
0,29) ve metanol ekstrelerinde en yiiksek verim 1115,60 (% 3,72) toprak distii
kismindan elde edildi. AsL biitiin bitki kisimlarindan en yiiksek verim 507,10 (% 1,01)
Metanol ekstresinden elde edildi (Tablo 4.3).

AsX kok ve toprak iistii kistmlarinin; hekzan ekstrelerinde en yiiksek verim 42,90 mg
(% 0,14), kloroform ekstrelerinde en yiiksek verim 125,80 mg (% 0,42), etil asetat
ekstrelerinde en yiiksek verim 45,10mg (% 0, 15), n-biitanol ekstrelerinde 49,20 mg (%
0,16) ve metanol ekstrelerinde en yiiksek verim 2518,90 (% 8.40) toprak iistii
kismindan elde edildi. AsX biitiin bitki kisimlarindan en yiiksek verim 1264,20 (% 2,53)

metanol ekstresinden elde edildi (Tablo 4.4).

Astragalus (AsA, AsX ve AsL) tiirlerinin metanol ekstrelerinden elde edilen verimler

diger ekstrelere gore daha yiiksek oldugu gozlendi.

2.) Astragalus (AsA, AsX ve AsL) tiirlerinin GC-MS analizleri sonucunda ;

AsA hekzan ekstrelerinin GC-MS analiz sonucunda, toplam 63 bilesen belirlendi. Bu

bilesenlerden 11 tanesi doymus yag asidi, 1 tanesi mono doymamis yag asidi, 2 tanesi
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¢oklu doymamis yag asidi ve diger bilesenlerdir (Tablo 4.5). A. anthylloides Lam.
bitkisinin hekzan ekstrelerinin GC-MS analiz sonucunda ana bilesen olarak sirasiyla
kok, govde, ¢igek, toprak {iistii ve biitiin bitki kisimlarindan Arasidik asit (%18.64,
%32.64, %12.24, %43.35, %2.66 ), Behenik asit (%24.03, %23.55, % 8.11, %10.05,
%1.23), Nonakosan (%10.48, %5.10, %33.03, %5.74, %19.8) olarak belirlendi (Tablo
4.5).

AsL hekzan ekstrelerinin GC-MS analiz sonucunda, toplam 49 bilesen belirlendi. Bu
bilesenlerden 15 tanesi doymus yag asidi, 2 tanesi mono doymamis yag asidi, 2 tanesi
¢oklu doymamis yag asidi ve diger bilesenlerdir. A. lycius Boiss. bitkisinin kok
kisimlarinin hekzan ekstrelerinin GC-MS analiz sonucunda, ana bilesen olarak arasidik
asit (% 13.30), behenik asit (% 13.59) ve nonakosan (% 24.64) belirlendi. Bu bitkinin
toprak stii kisimlarinin hekzan ekstrelerinin GC-MS analiz sonucunda, heptakosane
(%7.57) ve nonakosan (% 34.40) ana bilesenler olarak tespit edildi. A. lycius Boiss.
bitkisinin biitiin bitki kistmlarinda, manoyl oxide (% 8.78), heptakosane (% 10.12) ve
nonakosan (% 20.14) ana bilesenler olarak tespit edildi (Tablo 4.6).

AsX bitkisinin kok, toprak tistii ve biitiin bitki kisimlarinin hekzan ekstrelerinin GC-MS
analiz sonucunda, toplam 38 bilesen belirlenmistir. Bu bilesenlerden 13 tanesi doymus
yag asidi, 2 tanesi mono doymamis yag asidi, 1 tanesi ¢oklu doymamis yag asidi ve
diger bilesenlerdir (Tablo 4.7). Bitkinin kok kisimlarinin hekzan ekstrelerinin GC-MS
analiz sonucunda, ana bilesen olarak arasidik asit (% 10.65), behenik asit (% 15.88) ve
cerotik asit (% 11.42) belirlendi. Bu bitkinin toprak {tstii kisimlarinin hekzan
ekstrelerinin GC-MS analiz sonucunda, arasidik asit (% 17.01), behenik asit (% 11.23)
ve nonakosan (% 15.72) ana bilesenler olarak tespit edildi. AsX bitkisinin biitiin bitki
kisimlarinda, arasidik asit (% 20.81), behenik asit (% 19.69) ve 1-tetrakosanol (%
12.28) ana bilesenler olarak tespit edildi.

Bu veriler 1s1ginda arasidik asit, behenik asit ve nonakosan bilesenleri tiirlerin

iceriginde barindirdig: ortak ana bilesenleridir.
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3.) Astragalus (AsA, AsX ve AsL) tiirlerinin HPLC-TOF/MS analizinde 25 adet fenolik
bilesene bakildi.

A. anthylloides Lam. bitkisinin kloroform ekstresinde ana bilesen olarak kamferol, etil
asetat ekstresinde ana bilesen olarak 4-Hidroksibenzoik asit, n-biitanol ekstresinde ana
bilesen olarak 4-Hidroksibenzoik asit ve sinnamik asit, metanol ekstresinde ana

bilesen olarak rutin ve gentisic asit gozlendi (Tablo 4.8, Tablo 4.9) .

A. lycius Boiss. bitkisinin kloroform ekstresinde ana bilesen olarak kamferol ve
sinnamik asit, etil asetat ekstresinde ana bilesen olarak Apigenin-7-glikozit, n-biitanol
ekstresinde ana bilesen olarak 4-Hidroksibenzoik asit, sinnamik asit ve vanilik asit,
metanol ekstresinde ana bilesen olarak Apigenin-7-glikozit ve 4-Hidroksibenzoik asit
gozlendi (Tablo 4.10)

A. xylobasis Freyn & Bornm. var. angustus (Freyn & Sint.) Freyn & Bornm bitkisinin
kloroform ve etil asetat ekstrelerinde ana bilesen olarak sinnamik asit, n-biitanol
ekstresinde ana bilesen olarak hesperidin ve vanilik asit, metanol ekstresinde ana
bilesen olarak Apigenin-7-glikozit elde edildi (Tablo 4.11).

Astragalus (AsA, AsX ve AsL) tiirlerinin kloroform ekstrelerinde kamferol, etil asetat
ekstrelerinde klorojenik asit, n-biitanol ekstrelerinde sinnamik asit, metanol
ekstrelerinde 4-hidroksibenzoik asit ve rutin fenolikleri ortak ana bilesen olarak

gbzlendi.

4.) AsA hekzan, kloroform, etilasetat ekstrelerinin 3C NMR lar1 incelendiginde ana
bilesen olarak behenik asit ve arasidik asit tespit edilmistir, elde edilen karbon degerleri
literatiir ile uyum icindedir (URL 21). AsA -biitanol ve metanol ekstrelerinin *C
NMR’lar1 incelendiginde D-pinitol’e ait pikler Tablo 4.12°de verilmistir. Bu karbon
degerleri literatiir ile uyum igindedir (Chaubal et al. 2005; Chen and Dai 2014; Eser et
al. 2017). D-pinito’iin konfigiirasyonu literatiirdeki ‘H ve 3C NMR datalar ile
karsilagtirilarak belirlenmistir (Misra and Siddiqi 2004; Blanco et al. 2008).
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AsL hekzan, kloroform ve etilasetat ekstrelerinin *C NMR’lar1 incelendiginde ana
bilesen olrak tespit edilen arasidik asit, behenik asit ve palmitik asit belirlenmistir. Elde
edilen karbon NMR degerleri literatiir ile uyum igindedir (Marcel et al. 1997; URL 18).
Bununla birlikte kloroform ekstresinin 3*C NMR spektrumunda linolenik ve linoleik asit
tespit edilmistir. ®*C NMR degerleri literatiir ile uyum icindedir (URL 21; Marcel et al.
1997). AsL n-biitanol ve metanol ekstrelerinin 3C NMR lar1 incelendiginde D-pinitol’e
ait pikler Tablo 4.7°de verilmistir. Bu karbon degerleri literatiir ile uyum ig¢indedir
(Chaubal et al. 2005; Chen and Dai 2014; Eser et al. 2017). D-pinitol’iin
konfigiirasyonu literatiirdeki H ve 3C NMR datalar1 ile karsilastirilarak belirlenmistir
(Misra and Siddiqi, 2004; Blanco et al. 2008).

AsX hekzan, kloroform ve etilasetat ekstrelerinin 3C NMR’lar1 incelendiginde ana
bilesen olarak arasidik asit ve behenik asit belirlenmistir. AsSX n-biitanol ve metanol
ekstrelerinin C NMR’lar1 incelendiginde D-pinitol’e ait pikler Tablo 4.7°de
verilmistir. Bu karbon degerleri literatiir ile uyum igindedir (Chaubal et al. 2005; Chen
and Dai 2014; Eser et al. 2017). D-pinitol’iin konfigiirasyonu literatiirdeki *H ve 3C
NMR datalari ile karsilastirilarak belirlenmistir (Misra and Siddiqi 2004; Blanco et al.
2008).

5.) Astragalus (AsD, AsK ve AsS) tiirlerinin hekzan, CHCIz, EtOAc, n-Biitanol ve
MeOH ekstrelerinin ve standart olarak kullanilan 5-F’nun C6 ve HelLa hiicrelerine karsi
antiproliferatif aktiviteleri incelendi. Yapilan testler neticesinde tiim ekstrelerin doz

artisina bagli olarak aktivitelerinde artis gozlendi.

A. anthylloides Lam. ekstrelerine yapilan testler neticesinde tiim ekstrelerin doz artigina
bagli olarak aktivitelerinde artis gozlendi (Sekil 4.28). 100 ug/mL konsantrasyonda, tiim
ekstrelerde (metanol ekstresi hari¢) C6 hiicresine kars1 5-FU’den daha yiiksek aktivite
gozlendi. 100 pg/mL konsantrasyonda aktivite sirast ile: CHCIs ekstresi > Hekzan
ekstresi > EtOAcC ekstresi > n-BuOH ekstresi> 5-FU> MeOH ekstresi seklindedir.
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A. anthylloides Lam. tiirinden elde edilen tiim ekstrelerde Hela hiicresine kars1 5-
FU’den daha diistik aktivite gézlendi. 100 pg/mL konsantrasyonda aktivite sirast ile:
5-FU> Hekzan ekstresi> CHCI3 ekstresi> EtOAc ekstresi> n-BuOH ekstresi> MeOH
ekstresi seklindedir (Sekil 4.29).

A. lycius Boiss. tiiriiniin EtOAc ekstresinde C6 hiicresine karst 5-FU’den tiim dozlarda
daha yiiksek aktivite gézlendi. 100 pg/mL konsantrasyonda, tiim ekstrelerde (metanol
ekstresi hari¢g) C6 hiicresine kars1 5-FU’den daha yiiksek aktivite gozlendi. Ayrica
CHCIs ve n-BuOH ekstreleri ¢alisilan en diigiikk iki doz hari¢ (5 ve 10 pg/mL) 5-
FU’den daha yiiksek aktiviteye sahip oldugu goézlendi. 100 pg/mL konsantrasyonda
aktivite sirasi ile: EtOAc ekstresi> n-BuOH ekstresi > CHCIs ekstresi> Hekzan
ekstresi> 5-FU> MeOH ekstresi seklindedir (Sekil 4.30).

A. lycius Boiss. tiim ekstrelerde HeLa hiicresine karsi1 5-FU’den daha diistik aktivite
gozlendi. Ek olarak, EtOAc ekstresi 100 pg/mL konsantrasyonda 5-FU ile hemen
hemen ayni aktiviteyi gosterdigi gozlendi. 100 pg/mL konsantrasyonda aktivite sirasi
ile: 5-FU~ EtOAc ekstresi> CHCIs ekstresi > Hekzan ekstresi> n-BuOH ekstresi>
MeOH ekstresi seklindedir (Sekil 4.31).

A. xylobasis Freyn & Bornm. var. angustus (Freyn & Sint.) Freyn & Bornm tiiriine ait
ekstrelerin tiimiinde doz artigina bagli olarak aktivitelerinde artis gézlendi (Sekil 4.32).
EtOAcC ekstresinde C6 hiicresine karsit 5-FU’den tiim dozlarda daha yiiksek aktivite
gozlendi. 100 pg/mL konsantrasyonda, tiim ekstrelerde (metanol ekstresi hari¢) C6
hiicresine karsi 5-FU’den daha yiiksek aktivite gozlendi. Ayrica CHClz ve ekstresi
calisilan en diisiik iki doz hari¢ (5 ve 10 pg/mL) 5-FU’den daha yiiksek aktiviteye sahip
oldugu gozlendi. 100 pg/mL konsantrasyonda aktivite sirasi ile: CHCl3z ekstresi> EtOAC
ekstresi> Hekzan ekstresi> n-BuOH ekstresi> 5-FU> MeOH ekstresi seklindedir.

A. xylobasis Freyn & Bornm. var. angustus (Freyn & Sint.) Freyn & Bornm tiirline ait

ekstrelerin tiimiinde doz artigina bagli olarak aktivitelerinde artis gézlendi (Sekil 4.33).
Ayrica, tiim ekstrelerde HeLa hiicresine karst 5-FU’den daha diisiik aktivite gozlendi.
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100 pg/mL konsantrasyonda aktivite sirasi ile: 5-FU> n-BuOH ekstresi> EtOAC
ekstresi> CHCI3 ekstresi > Hekzan ekstresi> MeOH ekstresi seklindedir.

Antikanser testler sonucunda AsA, AsL ve AsX bitkilerinden elde edilen ekstrelerin C6

hiicresine kars1 hiicre segici aktivite gosterdigi gozlendi.

6.) Uc endemik Astragalus bitkisinin yetistigi topraklardan alinan érneklerde Selenyum

miktarindaki degisim ¢oktan aza dogru su sekilde siralanmaktadir:

A. lycius toprak ornekleri> A. xylobasis toprak 6rnekleri > A. anthylloides toprak
ornekleri (Tablo 4.14).

Uc endemik Astragalus tiiriinden alinan érneklerde Selenyum miktarindaki degisim

coktan aza dogru su sekilde siralanmaktadir:

A. anthylloides bitki érnekleri> A. xylobasis bitki 6rnekleri> A. lycius bitki 6rnekleri
(Tablo 4.15).

A. anthylloides Lam., A. lycius Boiss ve A. xylobasis Freyn & Bornm. var. angustus
(Freyn & Sint.) Freyn & Bornm HelLa ve C6 hiicrelerine karsi antiproliferatif
aktiviteleri incelendiginde tiim tiirlerde C6 hiicresine karsi hiicre segici aktivite
gozlendi. Bu {i¢ endemik Astragalus tiiriinden elde edilen ekstrelerin (hekzan, CHCls,
EtOAc, n-BuOH ve MeOH ekstreleri) C6 hiicresine karst 6zellikle CHClsz ve EtOAC
ekstrelerinde standart olarak kullanilan 5-FU ile mukayese edildiginde oldukga yiiksek
etkiye sahip olduklar1 gozlendi. C6 hiicresi i¢in li¢ endemik Astragalus tiirliniin CHCl3
ve EtOAc ekstrelerinin antiproliferatif aktivite sonuglar1 yliksekten diisiige gore soyle

siralanmaktadir:

CHC I3 ekstresi icin: A. xylobasis > A. anthylloides> A. lycius

EtOAc ekstresi icin: A. lycius> A. xylobasis> A. Anthylloides
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A. anthylloides tiirii i¢in topraktan selenyum kaldirma miktarinin ilk sirada oldugu ve
antiproliferatif aktivitenin de yiiksek oldugu goéze c¢arpmaktadir. Fakat tiim tiirler
incelendiginde 6zellikle C6 hiicresine karsi MeOH ekstreleri hari¢ dikkate deger
antiproliferatif aktivite tespit edildi. Buna bagl olarak selenyumun topraktan kaldirilma
miktarindan ¢ok, topraktan kaldirilmasina bagli olarakta antiproliferatif aktivitenin
artisin1 sagladigint yapilan testler sonucunda sdylemek miimkiindiir. Ayrica literatiir
incelendiginde selenyumun antikanser aktivitesi olduguna yonelik bircok c¢alisma

bulunmaktadir (Westermarck et al. 2014; Misra et al. 2015; Cai et al. 2016).

7. AsA, AsX ve AsL ekstrelerinin sitotoksik aktiviteleri belirlendi (Tablo 4.17). Tablo
4.17 incelendiginde 100 uM konsantrasyonda AsSA ve AsL etil asetat ekstresi, AsX
Kloroform ektresi maksimum toksisiteye sahiptir. Bu degerler 5-FU ile

kiyaslandiginda ekstrelerin % sitotoksisite degerleri oldukga kiigiiktiir.

Sonug olarak; AsA , AsX ve AsL’nin n-biitanol ekstreleri C6 hiicresine kars1 SFU’den
daha yiiksek antiproliferatif aktivite gostermistir. AsX, ASA ve AsL n-biitanol ve
metanol ekstrelerinin metabolomik NMR analizleri sonucunda ana bilesen olarak D-
pinitol belirlendi. D-pinitol, besleyici uyarici, anti-inflamatuar, kardiyoprotektif, anti-
hiperlipidemik ve kreatin tutma promosyon oOzellikleri de dahil olmak {izere ¢ok
fonksiyonlu 6zelliklere sahiptir (Numata et al. 1990). D-pinitol’iin anti-inflamatuar
etkisi ile ilgili birkag ¢alismada daha mevcuttur (Lee et al. 2007a; Lee et al. 2007Db).
Aynm zamanda D- pinitol, antikanser aktivite (Sethi et al. 2008; Zhan and Lou 2007,
Rengarajan et al. 2012; Lin et al. 2013), larvisidal aktiviteye (Chaubal et al. 2005)
sahiptir. D-pinitol, akut toksisitesiz normal ve alloksana maruz kalmig albino farelerde
glisemik kontrolii artirmak i¢in insiiline benzer bir etki gosterdigi tespit edilmistir

(Sharma et al. 2014; Poongothai and Sripathi 2013).

AsA’nin kloroform, etil asetat, n-biitanol ve metanol ekstrelerinde 4- hidroksibenzoik
asit ana bilesen olarak belirlenmistir. Bu ekstreler C6 hiicresine kars1 5-FU den daha
yiiksek antiproliferatif aktivite gostermistir. Yapilan literatiir arastirmalarinda, 4-
hidroksibenzoik, protokatesoik ve vanillik asit gibi hidroksibenzoik asit tiirevlerinin

yani sira p-kumarin ve kafeik asit gibi hidroksisinnamik asit formlari, 6énemli anti
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kanser aktivitesi olan bilesenler oldugu belirtilmistir (Rocha et al. 2012; Tanaka et al.
2011).

AsA , AsX ve AsL’nin n-biitanol ekstrelerinde ve AsX’in kloroform ekstresinde C6
hiicresine kars1 5-FU den daha yiiksek antiproliferatif aktivite tespit edilmistir. Bu
ekstrelerde vanilik asit ana bilesen olarak belirlenmis olup literatiirde vanilik asitin
onemli antikanser aktiviteye sahip oldugu belirtilmistir (Rocha et al. 2012; Tanaka et al.
2011).

AsX ve AsL’nin kloroform ve AsA ve AsX etil asetat ekstrelerinde sinnamik asit ana
bilesen olarak belirlenmistir. Bu ekstrelerde C6 hiicresine karsi 5-FU’den daha yiiksek
antiproliferatif aktivite tespit edilmistir. Tar¢inin ana maddesi olan Sinnamik asitin

hiicre farklilasmasini indiikleyebildigi ve tiimor hiicresi ¢ogalmasini inhibe edebildigi

belirtilmistir (Liu et al. 1995).

AsA kloroform ekstresinde ana bilesen olarak kamferol belirlenmistir. Bu ekstrede C6
hiicresine karst 5-FU den daha yiiksek antiproliferatif aktivite tespit edilmistir.
Kamferol, meyve ve sebzelerde bulunan polifenol bir antioksidandir. Pek c¢ok
incelemeler kamferoliin kronik hastalik riskini azalttigi ozellikle de kanseri

engelledigini belirtmistir (Chen and Chen 2013).

AsL ve AsX’in etil asetat ve metanol ekstrelerinde apigenin-7-glikozit (A7G) ana
bilesen olarak belirlenmistir. Etil asetat ekstrelerinin C6 hiicresine kars1 5-FU’den daha
yiiksek antiproliferatif aktivite tespit edilmistir. A7G antimutojenik, antiproliferatif,
antialerjik etki gosterir ayrica, enobiyotik metabolizan enzimleri inhibe etmektedir
(Hanske et al. 2009).
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