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ABSTRACT

Master of Science Thesis
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ACTIVITIES OF SOME ENDEMIC ASTRAGALUS SPECIES
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Supervisors: Dog. Dr. Ayse SAHIN YAGLIOGLU

In this study, phytochemical analyzes (phenolic compounds and fatty acides) and biological
activities (antiproliferative and cytotoxic effects) of endemic some Astragalus species that have
spread Cankirt province and its surrounding area are investigated. For this purpose, firstly plant
species collected from natural environment and subjected to species diagnosis were dried. Dried
plant samples were passed through the solvents in hexane, chloroform, ethyl acetate, n-butanol
and methanol, respectively, according to their polarity, to give extracts. GC-MS analysis of the
hexane extracts and HPLC-TOF / MS analyzes of other extracts were performed.
Antiproliferative activities of obtained extracts against C6 and HelLa cells were examined.
Cytotoxic activities of extracts with high antiproliferative activity were investigated.

2017, 64 Pages

Key Words: Astragalus dipsaceus, A. karamasicus, A. sigmoideus, Phenolic compounds,
Fatty acides, Antiproliferative activity, Cytotoxic activity, HeLa, C6.



ONSOZ VE TESEKKUR

Caligmanin her safhasinda yakin ilgi ve oOnerileri ile beni yonlendiren, yardimini
esirgemeyen, destekleyen ve inanilmaz bir anlayis gosteren degerli danisman hocam
saym Dog. Dr. Ayse SAHIN YAGLIOGLU’ na, boliimiimiiziin imkéanlarmi 7/24
kullanabilirligini saglayan degerli hocam saym Prof. Dr. Ibrahim DEMIRTASa,
bitkilerin toplanmasi yardimlarindan dolay1 degerli hocam Yrd. Dog¢. Dr. Melda
DOLARSLAN’a, elestirilerini, katkilarin1 ve desteklerini esirgemeyen Uzman Ali Riza
Tifekgi, Uzman Fatih Giil ve Ars. Gor. Serkan KOLDAS hocalarima, calisma
arkadaslarim Erdem YILMAZ, Duygu GUNES ve Emi¢ SARAY’a, hicbir zaman
haklarin1 6deyemeyecegim, her zaman beni destekleyen aileme’ e tesekkiirii bir borg
bilirim.

Bu tez 1147198 nolu TUBITAK projesi ve FF090316L01 nolu Cankir1 Karatekin
Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan desteklenmistir.

Murat TEMIRTURK
Cankari, Mart 2017



ICINDEKILER

OZET ... i
ABSTRACT e bbb bbbttt bbb I
ONSOZ VE TESEKKUR ..ottt iii
SIMGELER DIZINI ........ocooiiiiiiiic et Vi
SEKILLER DIZINI ......cooviviiiiiiiticeeeeeeeeee et vii
Lo GIRIS .ottt 1
2. GENEL BILGILER .........ccocoooiiiiiiiiiirsce s 3
2.1 Fabaceae (Leguminosae) Familyasinin Genel Ozellikleri...................ccc.ccccoov.e... 3
2.2 Astragalus L. Cinsinin Genel OzelliKIEri .............c..c.ccovoveveeiverieieeeeeeee e, 3
2.3 Thibbi Kullanmmi.........c.ooooiiiiii e 4
2.4 Astragalus dipsaceus Bunge. Taksonunun Genel Ozellikleri ve Yayihsi.............. 5
2.4.1 Sistematik hiyerarsi (URL 2) .....cccccoiiiioiiiie e 6
2.4.2 Genel takson 0zZelliKIErT (URL 2) ......ccooviiiiiiiieieec e 6
2.5 Astragalus karamasicus Boiss. & Bal. Taksonunun Genel Ozellikleri ve Yayihs 7
2.5.1 Sistematik hiyerarsi (URL 5) .......ccoccoiiiiiiiiininiee e 9
2.5.2 Genel takson 6ZelliKIEri (URL 5) .......cccooiiiiiiiiiiiiee e 9
2.6 Astragalus sigmoideus Bunge Taksonunun Genel Ozellikleri ve Yayilisi .......... 11
2.6.1 Sistematik hiyerarsi (URL 6) ..........c.cccoooiiiiiiiiiiieiieie e 11
2.6.2 Genel takson 0zelliKIeri (URL 6) ......cccvcvveiieiiiiieseeie e 11
2.7 LAteratiir OZeti.............covvevviiiieeieeeeee ettt n s, 13
2.7.1 Astragalus tiirlerinin fenolik bilesenleri ve biyolojik aktivitesi....................... 15
2.7.2 Astragalus membranaceous bitkisinin potansiyel klinik faydalari................... 17
2.7.2.0 ANTIKANSET ...ttt bbb 18
2.7.2.2 Kardiyovaskiller ... 18
2.7.2.3 ANTIOKSTABN ...ttt 19
2.7.2.4 ANTIVITAL ..o 19
2.7.2.5 Bobrek ve elektrolit dengesi fonksiyonu .................cccoooiiiiiiii, 19
2.7.2.6 Gastrointestinal SISTEM ..o 20
2.7.2.7 ENCOKIIN SISTEM ..ottt 20
2.7.2.8 HEMATOIOJIK ..ot 20
2.7.2.9 BagiSIKIK SIStEMI...........cooiiiiiiiiiiii 21
2.7.3 TOKSIK ETKIST ...t 21
3. MATERYAL METOT ettt 22
3.1 Bitkilerin Toplanmasi, Kurutulmasi ve Tiir Teshisi.............cccccoonnininninn. 22
3.2 Kullanilan Kimyasallar ... 22
3.3 Kullanilan CIRAzIar..............ccoooiiiiiiiii e e 23
3.4 Bitkinin Oziitlenmesi (Ekstraksiyon) Islemi...............c....cccocooovvvivierreceerceenane, 24
3.5 GC-MS ANalizi Programi............cccoooiiiiiiiiiieiiee e 24
3.6. HPLC-TOFR-MS ANALIZ......ooiiiiiiie et e 24
3.7. Antiproliferative Aktivite Testlerinin Yapilmasi..............c.c.ccocoooiiniiinnninnnn, 29
3.7.1 Kanser hiicre hatlari ve hiicre KGltiirii ..................ccoooiiiiiiii 29
3.7.2 In Vitro antiproliferatif aktivite teSti.........ccoviiiiiiiiiiiiiecee s 29
3.7.3 BrdU Cell ELIZA Hiicre Proliferasyon Deneyi ..................cccccccoouevriverennnnnnn. 30
3.7.4 1Csp konsantrasyonunun DelirleNMESI........c.cccvieiieiviieiie e 30
3.8 Sitotoksik Aktivite Testlerinin Yapilisi..........ccccooooviiiiiiiiiiiiicee 30



4. BULGULAR ..ot 32

4.1 Elde edilen ekstreler ve ekstre verimleri (90) .......ccoccovoeeiiiiininin i 32
4.2 Hekzan Ekstrelerinin GC-MS Analiz Sonuglari...............cccooevevviiieiie e, 34
4.3 Ekstrelerin HPLC-TOF-MS Analiz Sonuclari...............cccoooevinviiiniinieneieee 38
4.4 Antiproliferatif Aktivite SOnuUCIATI............c.ooooiiiiiiii 40
4.4.1 C6 hiicresine kars: antiproliferatif aktivite sonuclary.......................ccoooes 41
4.4.2 HeL a hiicresine kars1 antiproliferatif aktivite sonuclar.................................. 43
5. TARTISMA VE SONUC .........ooiiiiiiiiit ittt st 48
KAYNAKLAR et n e e e neesnneere e 56
OZGECMIS ...ttt 61



mg
GC-MS
NMR
HPLC-TOF/MS
Hela
C6
EtOAC
n-BuOH
5-FU

%

ICso
|C75
DMEM
CHCI;
DMSO

SIMGELER DiZiNi

Aciklama
Litre

Mikrolitre

Nanometre

Gram

Miligram

Gaz Kromatografisi- Kiitle Spektrometresi

Niikleer Manyetik Rezonans

Yiiksek BasingliS1vi Kromatografisi-Kiitle Spektoroskopisi
Insan Rahim Kanseri Hiicresi

Sican BeyinTiimor Hiicresi

Etil asetat

n-Biitanol

5-Floro urasil

Yiizde

Hiicre Boliinmesini %50 Inhibe Eden fla¢ Konsantrasyonu
Hiicre Boliinmesini %75 Inhibe Eden fla¢ Konsantrasyonu
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium

Kloroform

Dimetil siilfoksit

Vi



Sekil 2.1.
Sekil 2.2.

Sekil 2.3.

Sekil 2.4.
Sekil 2.5.
Sekil 2.6.
Sekil 2.7.
Sekil 2.8.
Sekil 2.9.

Sekil 2.10.
Sekil 2.11.

Sekil 2.12.
Sekil 2.13.
Sekil 2.14.

Sekil 3.1.
Sekil 4.1.

Sekil 4.2.

Sekil 4.3.

Sekil 4.4.

Sekil 4.5.

Sekil 4.6

Sekil 4.7.

Sekil 4.8.

SEKILLER DiZiNi

Astragalus dipsaceus Bunge bitkisinin yayilis gosterdigi
Kareler. ... ..o
Astragalus karamasicus Boiss. & Bal......................o.e.ee.
Astragalus karamasicus Boiss. & Bal..............................
Astragalus karamasicus bitkisinin yayilis gosterdigi iller.......
Astragalus karamasicus bitkisinin yayilis gosterdigi kareler. ..
Astragalus sigmoideus bitkisinin yayilis gésterdigi iller.........
Astragalus sigmoideus Bunge bitkisinin yayilis gosterdigi
Kareler. .. ..o
A. MEMDIaNACEUS. ... ..eeieitie e
Astragalus membranaceus bitkisinde belirlenen bazi fenolik
bileSiKIer. .. oo
Astragalus trigonus dan flavonoidler..............................

Astragalus trigonus ‘dan izole edilen diger bilesikler............
3-NItrOPTOPIIONIC ASTE. .. ueenttertetete et eteate et enneeeaeannns
Cal1Sma SeMAST. ....c.uvi it
Astragalus dipsaceus Bunge (AsD), Astragalus karamasicus
Boiss. & Bal. (AsK) ve Astragalus sigmoideus Bunge (AsS)
elde edilen hekzan ekstrelerinin GC-MS analiz sonuglari.......
A. dipsaceus Bunge, A. karamasicus Boiss. & Bal. ve A.
sigmoideus Bunge bitkilerinin kloroform, etil asetat, n-biitanol
ve metanol ekstrelerinin ana fenolik bilesenleri..... .............
A. dipsaceus Bunge bitki ekstrelerinin C6 hiicresine karsi
antiproliferatif aktivite sonuglar1 (* testler ii¢ tekrarli ve iki
kez tekrarlanmistir.)...........oooiiiiiiii e

A. karamasicus Boiss. & Bal., Dbitki ekstrelerinin C6
hiicresine kars1 antiproliferatif aktivite sonucglar1 (* testler li¢
tekrarl1 ve iki kez tekrarlanmistir.).................o
A. sigmoideus Bunge bitki ekstrelerinin C6 hiicresine karsi
antiproliferatif aktivite sonuglart (* testler {li¢ tekrarli ve iki
kez tekrarlanmistir.)...........ooiiii i
A. dipsaceus Bunge bitki ekstrelerinin HeLa hiicresine karsi
antiproliferatif aktivite sonuglar1 (* testler li¢ tekrarli ve iki
kez tekrarlanmistir.)............oooiii i
A. karamasicus Boiss. & Bal. bitki ekstrelerinin HelLa
hiicresine kars1 antiproliferatif aktivite sonuclar1  (* testler {i¢
tekrarli ve iki kez tekrarlanmastir.)....................l

A. sigmoideus Bunge bitki ekstrelerinin HeLa hiicresine kars1
antiproliferatif aktivite sonuglar (* testler ii¢ tekrarli ve
iki kez tekrarlanmustir.).............cooiiii i

vii

40

41

42

43

44

45

46



Tablo 2.1.

Tablo 3.1.
Tablo 4.1.
Tablo 4.2.

Tablo 4.3.

Tablo 4.4.

Tablo 4.5.

Tablo 5.1.

TABLOLAR DiZiNi

A. corniculatus ve A. ponticus un LC/MS/MS ile fenolik
bilesenlerinin belirlenmesi............coooiiiiiii i

Analizi Gergeklestirilen Fenolik Bilesenler............................c....
Bitkilerin herbaryum numaralari...................ooooiii,

Astragalus. dipsaceus Bunge (AsD), Astragalus karamasicus Boiss.
& Bal. (AsK) ve Astragalus sigmoideus Bunge (AsS) bitkilerinden
elde edilen ekstre miktarlar1 ve verimleri (%)...........cooevviiiniininnne.
Astragalus dipsaceus Bunge (AsD), Astragalus karamasicus Boiss. &
Bal. (AsK) ve Astragalus sigmoideus Bunge (AsS) elde edilen
hekzan ekstrelerinin GC-MS analiz sonuglari..............................
Astragalus. dipsaceus Bunge (AsD), Astragalus karamasicus Boiss.
& Bal. (AsK) ve Astragalus sigmoideus Bunge (AsS) bitkilerinin
kloroform, etil asetat, n-butanol ve metanol ekstrelerinin HPLC-TOF-
MS analiz sonuglar1 (10® X mg fenolik/100g kuru bitki)................

Endemik ii¢ tiirliniin HeLa ve C6 kanser hiicrelerine karsi olan ICsg
Ve IC75 degerleri. . ..ooueine i
AsD, AsK ve AsS ekstrelerinin C6 hiicresine karsi sitotoksik aktivite
sonuclar1 (100 pg/mL konsantrasyonda)...............c.oooiiiiiiiiinin,

viii

15

25
32

33

35

39

47



1. GIRIS

Bitkiler igerisinde ugucu yaglar, sabit yaglar, fenolik bilesikler, flavonoidler, steroidler
ve diger etken maddeleri barindirirlar. Bu sayede hastaliklar1 tedavi etme ve saglikli
yasam i¢in milattan onceki yillardan teknolojinin ve sentetik ilag iiretiminin arttigi 21.

yiizyil bilisim ¢agina dek kullanilmaya devam etmektedir.

21. yiizyilin ilk ¢eyreginde kanser bir¢ok toplumda kalp ve damar hastaliklarindan sonra
en fazla O6liime yol acan hastalik grubudur. Hastaliklarinda giderek azalma egilimi
gosteren Oliim oranlarina karsilik kanser oliimleri hemen tiim toplumlarda artmaya
devam etmektedir (Celenligil-Nazliel ve ark., 2003). Kanser ile miicadele i¢in bilim
bircok tedavi yontemini birbirleriyle baglantili olarak kullanmaktadir. Alternatif tip
kanser ile savasta kullanilmasi gereken bir tedavi yontemidir. Bati iilkelerinde, son
yillarda kanser hastalar1 arasinda tamamlayici ve alternatif tip kullanimindaki artig (Cui
et al., 2001) go6zlenmekte olup, bitkilerin kanser ve kanser benzeri hastaliklarin
tedavisine yonelik ¢alismalar tizerine en eski kayit yaklasik milattan 6nce 1550 yilina ait
Ebers papiriis’tir. Bu eski Misirli grup tarafindan yapilan c¢alismada, kirktan fazla
bitkinin tiimor, sigil ve kotii huylu bazi hastaliklarin tedavisi igin elverisli oldugunu

belirtmektedir.

Bitkilerin biinyesinde bulunan birgok etken madde tespit edilmistir. Fakat diinyada
390.900 bitki cesiti bulunmaktadir. Giinlimiizde ve gelecekte bitkilerden birgok yeni
etken madde tespit edilecektir. Avrupamin tamaminda 10.180.000 km?’lik alanda
12.000 bitki tiirti bulunmaktadir. Bunlarin 2750 tanesi endemiktir. Tiirkiye'de 814.578
km?’lik alanda yaklasik 12.000 bitki tirii yetigir, Bu bitki tiirlerinin 3.778'
Tirkiye'ye endemiktir  (Ekim ve ark., 2000). Bu ozelligi ile Tirkiye,
tim Avrupa'dakinden daha fazla endemik bitki tiirline sahiptir. Bunun sebepleri arasinda
Tiirkiye'nin Asya ve Avrupa arasindaki konumu, daglik yapisi, ii¢ iklimi birden

barimdirmasi ve sulak bir yerde bulunmasi sayilabilir.



Tiirkiye'de yaklasik 2500 tane Astragalus tiirii vardir. Cogu bitkide oldugu gibi, bir¢ok
Astragalus L. tiirtiniin de gen merkezi durumunda olan Anadolu’da, endemizm orani
yiiksektir. Astragalus L. cinsinin iilkemizde 62 seksiyona ait 456 tiirti yayilis gosterir.
Bunlardan yaklasik 210’u endemik olup, endemizm orami % 47’dir (Dural ve ark.,
2007).

Birgok Astragalus tiiriinde yapilan arastirmalar neticesinde; dalak ve kalp hastaliklarinin
tedavisinde, geleneksel olarak yorgunluk tedavisinde, istah azalmasinda, genel halsizlik
(0zellikle yaslilarda), viral enfeksiyonlara duyarlilik, sigara birakmada, yaralarin
tedavisinde, ates, terleme, rahim sarkmasi, rahim kanamasi, 6dem (nefrit), uyusma, kas
agrisi, diyabet rahim, yumurtalik ve kolon kanseri tedavilerinde kullanildig1 sonucuna

varilmistir (Foster, 1998).



2. GENEL BIiLGILER

2.1 Fabaceae (Leguminosae) Familyasinin Genel Ozellikleri

Fabaceae (Leguminosae) familyasi, ¢igekli bitkilerin en biiyiik familyalarindan biri
olup 350 cins ve yaklasik 10.000’den fazla tiir icermektedir. Ulkemizde 61 cins ve

900’den fazla tiiri bulunur.

Otlar, calilar ve aga¢larin bulundugu bir familyadir. Yapraklar almasik, genellikle
stipullu, bipinnat, basit pinnat, digitat (elsi), li¢ yaprakciklt veya basit yapraklidir.
Cicekler aktinomorfik veya zigomorfik, hipogin veya bazen perigin, genellikle
hermafrodit. Cicek durumu basak, semsiye veya tekdir. Sepaller 4-5 c¢ifter olan
sepallerin digindaki sepal daima o6ndedir. Petaller 1-5, tomurcukta ¢enetsi veya imbrikat,
serbest veya nadiren bir kismi bitisiktir. Stamenler 4- ¢cok sayida, genellikle 10 tane olup
hepsi tiip seklinde bitisik (monodelfus) veya iistteki stamen serbest olup diadelfus, ya da
biitiin stamenler serbesttir. Ovaryum iist durumlu ve tek karpelli olup plasentalanma
marjinaldir (karpelin kenarina baglanma). Meyve tipi bakla olup, ventral olarak
karpelin birlesme yeri boyunca acgilir, dorsal olarak da sirt kismindan agilir. Bazi
taksonlarda meyve agilmaz. Bazi taksonlar da meyve birer tohumlu kisimlar halinde

(lomentum) enine kirilir. Tohum 1- ¢ok sayidadir.

2.2 Astragalus L. Cinsinin Genel Ozellikleri

Yillik, cok yillik, otsular veya dikensiz ya da dikenli ¢alilar. Yapraklar paripinnat veya
imparipnnat, nadiren 1-3- yaprak¢iklidir; yaprakgiklar basit veya ikiye c¢atallanmig-
tiiyliidiir; stipullar (kulakciklar) bariz bir sekilde yesil veya glumaya benzer. Cigek
durumu sapsiz veya basak ya da rasem sapli, ya da cicekler sapsiz, iistteki yaprak
koltugunda sik bilesik ¢igek durumu olusturur, nadiren ¢igekler tek. Kaliks tiipsiiden ¢an
sekline dogru, ya da basit- ikiye catall1 yogun tiiyliidiir, esit veya esit olmayan 5 dislidir.

Korolla 3-50mm, genellikle beyaz, pembe, mor veya sari renktedir, kanatlar ve korelmis



karina genellikle bayrakciktan kisadir. Stamenler iki kiime halinde veya biri serbest
digerleri birlesiktir. Meyve ¢esitli sekillerde, boyuna perdeli bakladir.

Astragalus L., kuzey yarikiirede yayilis gosterir ve 2500 tiirii bulunur. Ulkemizde 391
tiiri bulunur. Ancak daha sonra bulunan yeni tiir ve kayitlarla birlikte bu say1 455
ulagsmistir. Bu tiirlerden yaklagik 222 tiirii endemik olup yalniz iilkemizde dogal olarak
yetismektedir. Genellikle yiiksek dag katlarinda ve steplerde yayilis gosterirler. Calimsi
formlar kiigiik yastik¢iklar seklindedir.

2.3 T1ibbi kullanimi

Astragalus bitkisi bagisiklik sistemini giiglendirip gribe karsi antikor iiretimini ve
bunlarin hastaliklarla savas kabiliyetini artirmakla etkilidir. Sadece soguk alginligi ve
gribe kars1 dayamiklilifi artirmakla kalmayip ayni zamanda hastalifin siiresini de
kisaltir. Ayrica enfeksiyon, gesitli alerjiler, astim, kronik yorgunluk, kemoterapi ile
iligkili olarak istah kaybi ve yorgunluk, anemi, kalp rahatsizliklari, bobrek
rahatsizliklari, mide ilserleri, hepatit, genel hazim sorunlari, yaralar ve ebru sanatinda
kullanilir. Bir¢ok geven tiirii halk arasinda karaciger koruyucu, antioksidan,
immiinostimiilan ve antiviral 6zelliklerinden dolayr kullanilmaktadir. Bu farmakolojik
aktivitenin ¢ grup kimyasal maddeden kaynaklandigi saptanmistir. Bunlar:

poliholozitler, saponinler ve fenoliklerdir (Rios ve Waterman, 1997).

Viicutta bir dizi bagisiklik islevini destekleyen Aatragli Polysaccharoses bileseni igeren
geven bitkisi hakkinda yapilan aragtirmalarda;
e Soguk alginlig1 vakalarinin siddetini ve siiresini azaltabildigi,
e Kalbin kan pompalama hacminde iyilestirmeler saglayabildigi,
e Karacigerde hiicre hasarina kars1 koruma saglayabildigi,
e Kalp ve beyin dokularina oksijen tasinmasina yardimci oldugu ve viicudun sevk
ve direncini gelistirdigi,
e Fareler lizerindeki aragtirmalarda geven 6zii kullanilan farelerde idrar torbasi
kanserinin daha az goriildigi

e Akciger kanseri hastalarinda tiimor ilerleyisini durdurduguna isaret edilmektedir

(Unal ve ark., 2014).



2.4 Astragalus dipsaceus Bunge. Taksonunun Genel Ozellikleri ve Yayilisi

Cok yillik uzun odunsu govdeli bitkilerdir, yapraklar 10-30 cm; yaprakgiklar 15-25mm,
dar dikdortgenimsi-mizraksi, sivri uclu, lUsttekiler ¢iplak, alttakiler seyrek olarak basit-
uzun-yumusak killi, 20-25 c¢ift; kulak¢iklar 10-25, mizraksi, uzun-yumusak killi. Cigek
kurulu hemen hemen sapsiz ya da ¢igek durumu saplar1 yaklasik Smm, cap1 yaklasik
S5cm, hemen hemen kiiremsi, yaklasik 40 sapsiz giceklidir. Brakteler 10-13mm, seritsi,
seyrek olarak uzun-yumusak killidir. Brakteol yok. Kaliks 14-16mm, tiipsii-canimsi,
uzun-yumusak tiiyli; disler 5-7mm, seritsidir. Korolla rengi bilinmiyor olup; bayrakg¢ik
20-22mm dir. Bakla meyve gen¢ iken kalpsi, yassilagmis, yatik-yumusak killi, tepesi
kiiglik sert ugludur. Cigeklenme haziran ayindadir, yiiksek bolgelerde bulunur. 600-
1320m’ler arasinda yayilis gosterir. Endemik, Iran-Turan elementidir (Sekil 2.1).

Sekil 2.1. Astragalus dipsaceus Bunge (URL 1)



2.4.1 Sistematik hiyerarsi (URL 2)

Alem : Plantae

Altalem : Tracheobionta

Boliim : Magnoliophyta

Sinif : Magnoliopsida

Altsimf : Rosidae

Takim : Fabales

Familya : Fabaceae

Cins : Astragalus L.

Tiir : Astragalus dipsaceus Bunge

2.4.2 Genel takson ozellikleri (URL 2)

Omiir : Cok yillik
Yap1 : Otsu
Ciceklenme . 6. ay
Habitat : Yaylalar
Yiikseklik : 600-1320m
Endemik : Endemik
Element : Iran-Turan

Tiirkiye dagihmm  : Kuzey, ve Orta Anadolu
Genel Dagilimi : Tlirkiye

Astragalus dipsaceus Bunge bitkisinin yayilis gosterdigi iller (Cankiri, Kastamonu,
Amasya, Ankara, Corum, Sivas, Tokat, Yozgat) (URL 2, Sekil 2.2)



Sekil 2.2. Astragalus dipsaceus Bunge bitkisinin yayilis gosterdigi iller (URL 2)

Astragalus dipsaceus Bunge bitkisinin yayilis gosterdigi kareler: : A4, AS, B4, B5, B6
dir (Sekil 2.3).

T,

. / /- /

——

Sekil 2.3. Astragalus dipsaceus Bunge bitkisinin yayilis gosterdigi kareler (URL 2)

2.5 Astragalus karamasicus Boiss. & Bal. Taksonunun Genel Ozellikleri ve Yayihsi

Yiikselici, dik, ¢ok yillik, 10-20 cm boyunda govdeli bitkilerdir, dallar1 odunlagmastir;
govdeler 2-10 cm. yapralar 2-3cm; yaprakgiklar 3-8mm, dar eliptik, ikiye gatalli, tabnda
siskince ince ve seyrek-ipeksi tiyliidiir, 7-10 ¢ift; kulakg¢iklar yaklasik 3mm, {iggenimsi.
Cicek kurulu 2-2,5x1,5-2 cm, yogun, kiiremsi-yumurtamsi, basaklar 10-15 ¢igeklidir,
meyve zamaninda hafif uzar. Brakteler yaklagik 2 mm, mizraksi. Kaliks 6-8 mm

canimsi, siyah ve beyaz hemen hemen yayilici basit yumusak tiyli; disler 3-4 mm, biz



seklindedir. Korolla pembe veya mor renktedir; bayrak¢ik 12-14mm, ¢iplaktir. Bakla
meyve 6-8x2,5 mm, dikdortgenimsi, dik-yatik yayilict beyaz basit yumusak tiiylii; gaga
yaklagik 3 mm dir. Cigceklenme Haziran-Temmuz aylar1 arasindadir, step, g¢orak-bos
alanlarda bulunur. 450-2060 m’ler arasinda yayilis gosterir. Endemik, Iran-Turan

elementidir (Sekil 2.4 ve Sekil 2.5).

-

wwwturkiyebitkilegi.cont

Sekil 2.4. Astragalus karamasicus Boiss. & Bal. (URL 3)



Sekil 2.5. Astragalus karamasicus Boiss. & Bal. (URL 4)

2.5.1 Sistematik hiyerarsi (URL 5)

Alem : Plantae

Altalem : Tracheobionta

Boliim : Magnoliophyta

Simif : Magnoliopsida

Altsimif : Rosidae

Takim : Fabales

Familya : Fabaceae

Cins : Astragalus L.

Tiir : Astragalus karamasicus Boiss. et Bal.

2.5.2 Genel takson ozellikleri (URL 5)

Omiir : Cok yillik

Yapi : Otsu

Ciceklenme : 6-7. aylar

Habitat : Bozkir, corak yerler




Yiikseklik
Endemik
Element
Tiirkiye dagilimi
Genel Dagilimi

: 450-2060m

: Endemik

: Iran-Turan

: Orta, Kuzey, Giiney ve Dogu Anadolu
: Tiirkiye

Sekil 2.6. Astragalus karamasicus bitkisinin yayilis gosterdigi iller

Astragalus karamasicus bitkisinin yayilis gosterdigi iller: Adana, Cankiri, Kastamonu,

Ankara, Kayseri, Konya, Nevsehir, Nigde, Sivas, Yozgat dir (URL 5).

Sekil 2.7. Astragalus karamasicus bitkisinin yayilig gosterdigi kareler (URL 5)

Astragalus karamasicus bitkisinin yayilis gosterdigi kareler: A4, AS, B4, B5, B6, C5,

C6 dir.
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2.6 Astragalus sigmoideus Bunge Taksonunun Genel Ozellikleri ve Yayilisi

Bodur, yapraksiz gévdeli, taban1 odunlasmis ¢ok yillik bitkilerdir, yapraklar 5-10 cm;
yaprakgiklar 8-15 mm, eliptik, gen¢ iken en azindan ikiye ¢atalli-ipeksi tiylii, 5-7 ¢ift;
kulakgiklar yaklagik 4 mm, mizraksidir. Cigek saplar1 6-12 cm dir. Cigek kurulu gevsek
silindirik, 20-30 ¢igekli rasem; gicekler kisa saplidir. Brakteler yaklasik 1,5mm, seritsi-
muzraksidir. Kaliks 7-8mm, tiipsii, beyaz yatik ikiye ¢atalli- tabanda siskince ince ve
hafif tiyli; disler yaklasik 1,5mm, seritsidir. Korolla pembemsi-kirmizimsi renktedir;
bayrakc¢ik 15-17mm, iistte daralmistir. Bakla meyve yaklasik 11x4 mm, armut seklinde,
S harfi seklinde- sapli, piiriizli, az ¢ok ciplaklasan, dik veya sarkik; gaga yaklagik Imm,
asimetriktir. Cigeklenme Mayis-Haziran aylar1 arasindadir, dik kayaliklar, kumtasi

yamaglar ve tarlalarda bulunur. 400-1200m’ler arasinda yayilis gosterir. Endemiktir.

2.6.1 Sistematik hiyerarsi (URL 6)

Alem : Plantae

Altalem : Tracheobionta

Boliim : Magnoliophyta

Simif : Magnoliopsida

Altsimif : Rosidae

Takim : Fabales

Familya : Fabaceae

Cins - Astragalus L.

Tiir : Astragalus sigmoideus Bunge

2.6.2 Genel takson ozellikleri (URL 6)

Omiir : Cok yillik

Yapi : Otsu

Ciceklenme : 5-6. aylar

Habitat : Ugurumlar, kumtasi yamaglari, tarlalar
Yiikseklik : 400-1200 m
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Endemik : Endemik
Element : Bilinmiyor
Tiirkiye dagihmm  : Kuzey Anadolu
Genel Dagilin : Tiirkiye

Sekil 2.8. Astragalus sigmoideus bitkisinin yayilig gosterdigi iller (URL 6).

Astragalus sigmoideus bitkisinin yayilis gosterdigi iller: Bolu, Karabiik, Kastamonu,
Amasya ve Sinop’dur (URL 6).

T

— O il J

Sekil 2.9. Astragalus sigmoideus Bunge bitkisinin yayilis gosterdigi kareler (URL 6).

Astragalus sigmoideus Bunge bitkisinin yayilis gosterdigi kareler: A3, A4 AS dir (URL
6).
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2.7 Literatiir Ozeti

Astragalus kokii Geleneksel Cin Tibbinda (TCM) kullanilir ve Huang Qi olarak da
bilinir.

e Bu bitki akciger, dalak ve kalp hastaliklarinin tedavisinde

e Geleneksel olarak yorgunluk tedavisinde

e istah azalmasinda

e Genel halsizlik (6zellikle yaslhlarda),

e Viral enfeksiyonlara duyarlilik,

e Sigara birakma da

e Yaralarin tedavisinde

o Ates,

e Terleme,

e Rahim sarkmasi, rahim kanamasi,

e Odem (nefrit), uyusma,

e Kas agrisi, diyabet

e Rahim, yumurtalik ve kolon kanseri tedavisinde kullanilmaktadir (Foster, 1998).
Astragalus geleneksel ¢in tibbinda tonik olarak bir bilesendir ve genellikle ginseng,

melek otu, meyan kokii ve diger bitkiler ile kombine edilmektedir.

Astragalus’un sakizimsi bitki 6zii eski ¢aglardan beri koyultma maddesi ve emiilsiyon
yapici olarak kullanilmaktadir. Bu regineler dondurma koyultma maddesi olarak bugiin
kullanilmaya devam etmektedir (Kemper and Small 1999). Bazi herbalistler ishal
tedavisinde  kullamimlarmi1  tavsiye ederken ve digerleri miishil olarak
kullanilabileceklerini belirtmislerdir. Batili herbalistler 1800 yillarda A. membranaceous

koklerini tonik ve ditiretik olarak kullanmaya baslamislardir (Bone, 1993).
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Sekil 2.10. A. membranaceus (URL 7)

Modern herbalistler birincil bir bagisiklik-uyaricisi olarak Astragalus u benimsemisler

ve viral enfeksiyonlar, astim, alerji, soguk algimligina tedavisi i¢in 6nermislerdir.

Ayrica herbalistler bu bitkiyi AIDS den kronik yorgunluk sendromuna, Hepatit den
myastenia gravise (kas zayiflig1 ve yorgunluk ile bulgu veren bir hastaliktir) ve kanser
tedavisine kadar bir bitkisel ilag olarak onermislerdir (Bone 1993, Kemper ve Small
1999).

1980'lerin basinda, «USA Today» tamiminda Astragalus tiirleri popiilerlik kazandi.

Popiiler gazete ve dergilerde mangetler atildi.

"Cin Bitkileri kanserle savasabilir"

"Sir bitkiler kansere karsi savasta yardimda"

"Cinlilerin antik bitkisel toniklerden kanser tedavileri« (Kemper and Small 1999,

Polumbaum and Xiong 2008).
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2.7.1 Astragalus tiirlerinin fenolik bilesenleri ve biyolojik aktivitesi

Astragalus gombiformis Pomel (Fabaceae) bitkisinin toprak istii kismlariin MeOH
ekstresinin LC-ESI-MS esliginde yedi fenolik bilesen (7-methylquercetin 3-O-a-L-
rhamnopyranosyl-(1—2)-p-D-galactopyranoside (2) and 7-methylquercetin 3-O-o-I-
rhamnopyranosyl-(1—2)-[6-O-(3-hydroxy-3-methylglutaryl)-B-D-galactopyranoside]
(7) belirlemisler ve yapilarmi NMR ve ESI-MS kullanarak aydimnlatmislardir
(McNicholl et al., 2013). Baz1 Astragalus tiirlerinin saponin, fenolik igerik ve biyolojik
aktivitesi ile ilgili bircok ¢alisma mevcuttur (Naghiloo et al., 2012).

Astragalus hamosus bitkisinin  kimyasal analizi sonucunda peregrinoside |1,
azukisaponin V (Verotta 2002) ve rhamnocitrin-3-O-glucoside (Verotta et al., 2002)
bilesikleri belirlenmistir. Ayni bitkiden bir baska c¢alisma da rutin, astragalin ve
isoquercitrin bilesenleri HPLC ile belirlenmistir (lonkova, 1995).

A. corniculatus ve A. Ponticus tiirlerinin LC/MS/MS analizi sonucunda asagida tabloda

belirtilen fenolikler belirlenmistir (Simeonova et al., 2013).

Tablo 2.1. A. corniculatus ve A. ponticus un LC/MS/MS ile fenolik bilesenlerinin

belirlenmesi

Bilesik Karesteristik iiriin iyonu (m/z) Bitki
Eriodyctiol-7-O-rutinoside 287,151 A. ponticus ve A. corniculatus
Isorhamnetin-3-O-rutinoside | 315,151 A. ponticus
Isorhamnetin-3-O-glucoside 315,151 A. ponticus
Quercetin-3-O-rhamnoside 301 A. corniculatus

(quercitrin)

Phloridzin 273 A. ponticus ve A. corniculatus
Vitexin 341, 311, 269 A. ponticus

Homoeriodyctiol 151 A. corniculatus

Kaempferol 151 A. ponticus

Isorhamnetin 300, 151 A. ponticus

Astragalus membranaceus bitkisinin HPLC analizi sonucunda, fenolik asitler (gallic

acid, protocatechuic acid, gentisic acid, chlorogenic acid, 4-hydroxybenzoic acid, B-
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resorcylic acid, vanillic acid, caffeic acid, syringic acid, p-coumaric acid, ferulic acid,
veratric acid, m-coumaric acid o-coumaric acid and t-cinnamic acid ve flavonoidler
(+)catechin, rutin, naringin, hesperedin, myricetin, quercetin, naringenin, kaempferol,
hesperetin, formononetin ve biochanin A tespit edilmistir [(Kim et al., 2012); Sekil
2.11)].

HO C02

O

HO HO
Caffeic acid Gentisic acid Gallic acid Chlorogenic acid
OH HO
H;CO
@]
HO
H3C 0
4-Hydroxybenzoic acid Ferulic acid HO HO
OH

Rutin

Sekil 2.11. Astragalus membranaceus bitkisinde belirlenen bazi fenolik bilesikler

Astragalus gombiformis Pomel (Fabaceae) bitkisinin toprak istii kisimlarinin metanol
ektresinin  LC-ESI-MS (High-performance liquid chromatography electrospray
ionization mass spectrometry) analizi sonucunda yedi fenolik bilesen belirlemisler
(Kaempferol 3-O-a-I-rhamnopyranosyl-(1—2)-[6-O-(3-hydroxy-3-methylglutaryl)-p-D-
galactopyranoside, 7-Methylquercetin-3-O-a-I-rhamnopyranosyl-(1—2)-p-D-
galactopyranoside, 7-Methylkaempferol 3-0-a-I-rhamnopyranosyl-(1—2)-p-D-
galactopyranoside, 7-Methylkaempferol-3-O-a-I-rhamnopyranosil-(1—2)-[6-O-(3-
hydroxy-3-methylglutaryl)-p-d-galactopyranoside], 7-Methylquercetin 3-0-B-D-
galactopyranoside, Kaempferol, 7-Methylqguercetin-3-O-pentosel-(1—2)-B-D-
galactopyranoside, 7-Methylquercetin-3-O-pentose-(1—2)-[6-O-(3-hydroxy-3-
methylglutaryl)-p-d-galactopyranoside) ve bunlardan 7-Methylquercetin-3-O-o-I-
rhamnopyranosyl-(1—2)-p-D-galactopyranoside ve 7-Methylquercetin-3-O-a-I-
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rhamnopyranosyl-(1—2)-[6-O-(3-hydroxy-3-methylglutaryl)  -p-D-galactopyranoside
bilesenlerinin yapisi NMR ve ESI-MS deneyleri ile belirlenmistir (McNicholl et al.,
2013)

Astragalus triganus bitkisinin kdklerinden Flavonoidler (afromormosin, odoratin ve

calycosi) izole edilmistir.

S X
e e v OH
OCH3 EL H
oy
HO = o)

Odoratin Calycosin

Sekil 2.12. Astragalus trigonus dan flavonoidler

Astragalus trigonus dan izole edilen diger bilesikler indolizidine alkaloidler, alifatik
nitro bilesikleri, selenyum biyogenik aminler (g-aminobutirik asit, GABA) dir (Shaker
et al., 2001).

M
H3N -
0
Sekil 2.13. Astragalus trigonus ‘dan izole edilen diger bilesikler
2.7.2 Astragalus membranaceous bitkisinin potansiyel klinik faydalari

Astragalus membranaceous veya Astragalus L. kokii olarak bilinir. Viicudun direncini

artirtp hastaliklara karsi tipta en ¢ok kullanilan Astragalus L. gesitidir.
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2.7.2.1 Antikanser

Cin'de, Astragalus tiirii iceren bitkisel karisim (Fu-Zheng) oldugunu kanser hastalarinin

kemoterapi tedavisi i¢in yaygin olarak kullanilmaktadirlar (Sun et al., 1982).

Farelerde bobrek hiicreli karsinom ve mesane hiicreli tiimoérler tarafindan bozulmus
makrofaj fonksiyonunun Astragalus ekstreleri ile tedavisi sonucunda tekrar
diizenlendigi belirtilmistir (Rittenhouse et al., 1991). Farelerde, sitotoksik etki igin
gerekli olan dozu azaltmasi amaciyla Astragalus ekstrelerinin kullanimi, interlokin-2'nin

anti-timor etkileri artmistir (Rittenhouse et al., 1991).
2.7.2.2 Kardiyovaskiiler

Cin’de Astragalus L. ihtiva eden bir bitkisel karisim (Sanhuang karigimi), koroner arter

hastaligini tedavi etmek igin kullanilmaktadir (Huang, 1998).

Aort damarlarinda Astragalus’dan izole edilen 3-nitroproprionic asit damar genisletici

etkileri ve hipotansif 6zelliklere sahip oldugu belirlenmistir (Castillo et al., 1992).
O

O,N /\)J\OH

Sekil 2.14. 3-nitroproprionic asit

Astragalus koklerinin alkollii ve sulu ekstreleri (g-aminobiitirik asit olarak tanimlanan,
GABA) anestezi uygulanan siganlarda hafif hipotansif etki gostermistir (Hikino et al.,
1976). Akut iskemik gogiis agrist ceken 92 hastanin Astragalus 6zii (doz belirtilmemis)
tedavi edilmesi sonucu onemli Olgiide goglis agrist ile EKG 24 anormalliklerinin
diizeldigi gorilmistiir (Li et al., 1995).
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2.7.2.3 Antioksidan

Astragalus’un koklerinden elde edilen alkollii ekstresinden izole edilen afromosin,

calycosin ve odoratin flavonoidleri antioksidan aktivite gostermisledir (Wang et al.,

1995; Shirataki et al., 1997).

Astragalus ekstreleri lipid peroksidasyonu karsi sigan kalp mitokondrileri korumaktadir
(Lo etal., 1994).

Kirk {i¢ akut miyokard infarktiisiilii hastada yapilan bir ¢aligmada, hastalar dort hafta
stireyle Astragalus ekstresiyle tedavi edilmistir. Tedavi sonucunda, hastalarin kirmizi
kan hiicresindeki serbest radikaller ve plazma lipid peroksidasyonu azaltilmis ve

stiperoksit dismutaz seviyeleri artmigtir (Chen et al., 1995).

2.7.2.4 Antiviral

Hiicre kiltiirii calismalarinda, Astragalus ekstrelerinin HIV enfeksiyonuna antiviral

aktiviteye sahip olduklar tespit edilmistir(Yao et al., 1992; Xu et al., 1996).

Japon Ensefaliti (JE) virilisiiniin neden oldugu, sivrisinek 1siriklariyla yayilan, beyin
hasar1 ve dliimle sonuglanabilen akut beyin iltihabidir. Japon ensefalit viriisii ile enfekte
olan fareler, birincil makrofajlarin uyarilmasi yoluyla Astragalus ekstreleri ile muamele

edilmis ve bir koruma saglanmistir (Kajimura et al., 1996).

2.7.2.5 Bobrek ve elektrolit dengesi fonksiyonu

Gliserol kaynakli bobrek yetmezligi teshisi konulan tavsanlarin Astragalus ile
muamelesi sonucu bdobrek fonksiyonlart ve morfolojisini korundugu goriilmiistir (Hu et
al., 1996).

Gentamisine maruz birakilan kobaylara, Astragalus iceren bitkisel karigimin verilmesi

sonucunda bobrek toksisite karst korumali oldugu goriilmiistiir (Xuan et al., 1995).
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2.7.2.6 Gastrointestinal sistem

Birka¢ Cinli grubun yapmis olduklar1 ¢alismalarda, fareler giiclii hepatotoxin verilmis
ve Astargalus kokii ozleri ile tedavi edilmislerdir. Astragalus kokii ozleri ile tedavi
edilen hayvanlar, tek basina toksin verilen kontrol hayvanlarina gére daha az karaciger
hasarma ve daha iyi bir karaciger fonksiyonu sahip olduklar1 gézlenmistir (Wang and
Han 1991; Zhang et al., 1991).

Nefrotik sendromlu bir fare modelinde, Astragalus ile muamelesi sonucunda albuminin

karacigerdeki sentezini gelistirmesi ile iligski bulunmustur (Li et al., 1995).

Kirk yetiskin Kronik Hepatit C 1i insanda yapilan bir ¢alismada, bir Astragalus tiirii
iceren bitkisel karigim ile tedavi edilen hastalarda, alti ay sonunda karaciger
enzimlerinde anlamli diizelmeler tespit etmislerdir. Yan etkileri olarak ishal ve siddetli
carpint1 gbzlenmistir (Hanje et al., 2006).

2.7.2.7 Endokrin sistem

Diyabetik siganlarin, Astragalus ile tedavisi sonucunda serum glukoz seviyelerinde

diistis gozlemistir (EI-Mawla, 2010).

2.7.2.8 Hematolojik

In vitro insan endotel hiicrelerinin astragaloside IV (Astragalus’dan izole edilen) ile

muamelesi sonucunda damar i¢i pthtilasmanin olusumunun engelledigi tespit edilmistir

(Zhang et al., 1997).
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2.7.2.9 Bagisikhik sistemi

Insan mononiikleer hiicrelerinde, Astragalus ekstreleri timdr nekroz faktdrii (TNF) alfa

ve TNF-beta39 salgilanmasini gelistirmistir (Zhao and Kong 1993).

Benzer bir galismada, Astragalus ekstreleri timidin ve PHA ile uyarilan lenfosit

¢ogalmasinin kendiliginden birlesimini 6nemli 6lgiide arttirmistir (Sun et al., 1982).

Lokopeni hastast yiiz on bes yetiskine, sekiz hafta siireyle yiiksek doz Astragalus
(Astragalus 5 veya 15 gram, giinde iki kez) ile tedavi edilmesi sonucunda beyaz kan

hiicreleri sayisinda doza bagimli olarak 6nemli bir artig gézlenmistir (Weng, 1995).

2.7.3 Toksik etkisi

Bitki selenyumlu topraklarda yetistigi zaman selenyumu aminoasit seklinde biiyiik
miktarda biinyesinde biriktirir (Maddox, 2001).

Birgok hayvan igerisinde bulundurdugu dimetil ve selenyum bilesiklerinin kokusundan
dolaytr yemez. Ancak koyun sigir gibi hayvanlarin beslendigi ve zehirlendigi
goriilmiistiir. 500-1000 gram arasi Astragalus bisulcatus bitkisini yiyen bir koyun yarim
saat i¢inde 6lebilir (Maddox 2001; Gupta 2012).

Wyoming de 1907,1908 yillarinda 15000 koyun alkali hastaligi ile 6ldugi goriildi.
Yapilan arastirmalarda koyunlarin Astragalus bisulcatus bitkisini yedikleri ortaya ¢ikti

ve biiyiik miktarda selenyum sindirmislerdi (Maddox 2001).

Domuzlar selenyum agisindan zengin tiirler olan A. bisulcatus ile beslenmislerdir.
Yapilan incelemeler sonucunda ekstre ile beslenen domuzlarda, yetmis bes giiniin
sonunda kilo kaybi, siddetli norolojik toksisite (felg dahil) gorilmistiir (Panter et al.,
1996).
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3. MATERYAL METOT

3.1 Bitkilerin Toplanmasi, Kurutulmasi ve Tiir Teshisi

Cankirt ili Yaprakli ormanlar1 2014 yili vejetasyon dénemi icerisinde Haziran aymdan
baglayarak Eyliil ay1 sonuna kadar bitki drneklemesi yapildi. Alandan toplanan bitki
orneklerinin saglam, yapraklarinin tam, ¢igeklerinin agmis ve zarar gormemis,
meyvelerinin ve tohumlarinin olgunlagsmis olmasina dikkat edildi. Her bir bitki gazete
kagidi icerisine yerlestirildikten sonra iistiine bir kurutma kagidi konulacak sekilde
yapildi. Bu islem bitkiler kuruyana kadar devam edildi. Bitki 6rnekleri tamamen
kuruduktan sonra teshisi yapilmak iizere karton mukavvalar arasina alindi. Bitkilerin
teshisleri, Davis’in (1965:1985-1988) editorliiglinde yaymlanmis olan ‘Flora of Turkey
and The East Aegean Islands I-X’ eserinden ve Ankara Universitesi Fen Fakiiltesi
Herbaryumu’nda (ANK) bulunan 6rneklerden yararlanilarak yapildi. Ayrica bitkilerin

herbaryum numaralar1 Ankara Universitesi Fen Fakiiltesi Herbaryumu’ndan alindi.

3.2 Kullamilan Kimyasallar

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

(Merck) ekstraksiyonlari elde ederken kullanildu.
DMEM (Dulbecco Modified Eagles Medium), Penicillin Streptomicine, Fetal Bovine

Serum, Tripsin EDTA, 5-Florourasil, BrdU ELISA Kolorometric Kit, Trypan Blue

antiproliferatif aktivite testlerinde kullanildi.
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3.3 Kullanilan Cihazlar

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-Flight

Inkiibatér CO, Water-Jacketed (Nuaire US Autoflow)
Mikroskop ( Olympus CX21)

Steril Kabin (Esco class Il type A2)

Otoklav (Panasonic)

Doner buharlastirici

Santrifiij

Manyetik karistiric

Etiv

Isitic1

pH metre

Ultrasonik Banyo
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3.4 Bitkinin Oziitlenmesi (Ekstraksiyon) Islemi

Kurutulan ti¢ Astragalus tiirii sivi azot ile basing uygulanarak pargalandi. 50’ser gram
tartildi. Tartilan kuru biitiin bitki kisimlart maserasyon yontemi sirasiyla hekzan,
kloroform (CHCI3), Etilasetat (EtOAc), n-biitanol (n-BuOH) ve metanol (MeOH)
¢oziiciilerinde oda sicakliginda iki ser giin siireyle ekstraksiyon islemine tabi tutuldu.
Daha sonra ¢oziiciiler doner buharlastiricida uzaklastirild: ve hekzan, CHCIs, EtOAc, n-
BuOH ve MeOH ekstresi elde edildi.

3.5 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 pm 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/dak. de 5 dakika, ve 250-280 °C aras1 5 °C/dak. de 15
dakika tutuldu. Siringa hacmi 10 pL, enjeksiyon hacmi 1 pL ve ekstraktlar splitsiz
cihaza enjekte edildi. MS Source (230-250 °C) ve MS Quad (150-200 °C) olarak
ayarlandi. Tasiyici gaz olarak Helyum kullanildi ve akigs oram1 1 mL/dak. olarak

ayarlandi.

3.6 HPLC-TOF/MS Analiz

Bitki ekstreleinin 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, sirasiyla, ultra saf su ¢ozeltisi
ile % 0,1 formik asit ve asetonitril’dir. Akis hiz1 0,4 ml/dk., kolon sicakligi 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 standart bilesiklerin
tutunma siireleri ve m/z degerleri kullanildi. MS-TOF cihazinin iyonizasyon modu 325

°C gaz sicakligi ile negatif, gaz akis1 11.0 L/dk ve nebiilizor 45 (psi) olarak belirlendi.

24



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¢ekelestirildi (Tablo 3.1).

Tablo 3.1. Analizi Gergeklestirilen Fenolik Bilesenler

Gerg¢ek Hesaplanan
Kapah Molekiil Molekiil
No Molekiil Adi Molekiil formiilii 1o s1rhis
formiilii agirh@ agirhg (g/mol)
(g/mol)
Os_OH
Gallik asit
il C7HeOs 169,0142 169,0112
HO OH

Gentisik (@) OH
Asit
2 ? OH C7HeOs 153,0193 153,0163
HO

@OH
3 Katesin HO O a0 OH C15H1406 289,0718 289,0675
OH

OH
@) OH
4-Hidroksi

4 C7Hg03 137,0244 137,0217

benzoik Asit

OH
o OH
Proto

5 C7Hs04 153,0193 153,0159

katesoik Asit

OH
OH

6 Kafeik Asit HO CyHgO4 179,0350 179,0316

OH

1

HO
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Os__H
4-Hidroksi
7 C:Hs0; 121,0295 121,0271
benzaldehit
OH
O OH
HO (o) OH
8 Rutin Lo on oH CoHxO 609,1461 609,1395
O\M/\ 27H30016 ' '
OH O (0]
HsC@Qj
HO
HO OH
(@]
-Kumarik
o | P X~"oH CoHsO; 163,0401 163,0367
Asit
HO
(@)
H4;CO
10 | Ferulik Asit s N OH CioH1004 193,0506 193,0469
HO
Apigenin-
1 Ca1H20010 431,0984 431,0939
7-glikozit
OH
12 Naringenin HO O ° 271,0612 271,0698
C15H120s
13 Kamferol CisH1006 285,0405 285,0369
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OH

O. OH
0 OH
14 | Rosmarinik Asit X o CigH160s 359,0772 359,0732
HO
OH
(@] OH
Salisilik
15 OH C7/Hs03 137,0244 137,0220
Asit
OH
OH
16 Kersetin HO 'e) ‘ Ci5H1007 301,0354 301,0317
I OH
OH O
(@]
HO @]
Ellajik
17 _ HO O O OH C14Hs0s 300,9990 300,9946
Asit
0] OH
(@)
OH
HO NN O
18 Resveratrol Cy4H12,0; 227,0714 227,0678
OH
HO, ,CO,H
O
19 Klorojenik asit HO\" . 0 = C16H1509 353,0878 353,0826
OH
OH
OH
0]
Vanilik OH
20 CgHsO4 167,0349 167,0467
Asit HO
OCH,




HO 0O.__OH
0
21 Sisorik Asit A0 0 Y CyHiOn | 473,0725 473,0676
0]
HO” ~O OH
OH
OH
HO
HO
OH
22 Hesperidin 0 . OCH; | CpgHauO1s 609,1824 609,1761
OH O
O
Protokatesik O
23 CoH1004 181,0506 181,0479
Asit Etil Esteri HO
OH
24 | Kaftarik asit CioH1604 199,0975 199,0977
0
25 | Sinnamik asit = OH CgHgO, 147,0451 147,0552
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3.7. Antiproliferative Aktivite Testlerinin Yapilmasi

3.7.1 Kanser hiicre hatlari ve hiicre kiiltiiri

Bu calismada HeLa ve C6 kanser hiicre hatlar1 kullanildi. Hiicreler % 10 FBS ve % 2
PenStrep (Penisilin-Streptomisin) solusyonu iceren DMEM (Sigma, Germany)+ (Fetal
Bovine Serum) 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 hafif¢e ¢alkalanarak hiicrelerin yiizeyden ayrilmasi
saglandi. Olusan hiicre silispansiyonu 50 ml steril falkon tiiplere aktarilarak, hiicreler
tizerine 10 mL taze besi yeri eklenecek ve hiicreler 1500xg de 10 dakika santrifiij edildi.
Stipernatant kisim aspire edildikten sonra, hiicre pelleti 2ml taze besi yeri ile
siispansiyon haline getirildi. Hiicre sayimi i¢in siispansiyonundan alinan 10 pl hiicre 10
ul tripan mavisi solusyonu ile karistirildi. Bu karisimin 10 pL si Thoma lamina
pipetlenerek hiicreler mikroskop altinda sayilarak hiicre konsantrasyonu belirlendi.
(Hiicre sayis1 = 5 kuyucuktan sayilan toplam hiicre sayisi x seyreltme faktorii x 25.000).
Sayim islemiden sonra yeni bir steril 15 ml lik Falcon tiip i¢inde ¢aligilacak hiicre stok
siispansiyonu hazirlandi. Eger hiicreler sadece split edilecekse ana hiicre stogu dan
1x10° hiicre/ml olacak sekilde dilue edilerek, 1 ml hiicre i¢cinde 25 ml taze medyum
bulunan kiiltiir flasklarma pipetlenerek 37 °C de % 5 CO, ortaminda 4-5 giin inkiibe
edildi.

3.7.2 In Vitro antiproliferatif aktivite testi

Hazirlanan hiicre stogundan 100 pL hiicre silispansiyonu 96 kuyucuklu plakalarin
kuyucuklarma triplike olacak sekilde pipetlendi. Negatif kontrol i¢in besi yeri, pozitif
kontrol i¢in uygun bir antikanser bilesik (5-Florourasil) (Sigma F6627) test maddesi ile
ayn1 konsantrasyonlarda), ¢oziicii kontrolii icin maddelerin ¢oziildigli ¢oziicli ve test
edilecek maddeler istenen konsantrasyonlara (ICso konsantrasyonu altinda ve tstiinde)

gore ilgili kuyucuklara eklendi. Kuyucuklardaki son hacim 200 uL olacak sekilde besi
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yeri ile tamandi. Pipetleme islemi tamamlandiktan sonra plakalar 37 °C de % 5 CO;

ortaminda 24 saat inkiibe edildi.

3.7.3 BrdU Cell ELiZA 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
bosaltilacak ve 200 uL FixDenat eklendi. 30 dakika oda sicakliginda inkiibasyona
birakildi. Daha sonra FixDenat soliisyonu uzaklastirildiktan sonra tiim kuyucuklara 200
ul anti-BrdU-POD soliisyonu eklendi. 90 dakika inkiibe edilecek ve sonunda
kuyucuklardaki ¢ozelti ters ¢evrilerek bosaltildi. Bu islem sonunda biitiin kuyucuklar 3
x 200 pL yikama soliisyonu ile yikildi. 100 pL substrat soliisyonu eklendi. 30 dakika
oda sicakliginda inkiibasyona birakildi. Daha sonra reaksiyon 25 pL 1M H,SO4
eklenerek durduruldu. Plakalar uygun bir mikroplaka okuyucu kullanilarak 450 ve 650
nm dalga boyunda okutuldu. Absorbans degerleri elde edildi.

3.7.4 1Cs5p konsantrasyonunun belirlenmesi

Test edilen her maddenin ICsy konsantrasyonunu (% 50 sinin proliferasyonunun inhibe
ettigi konsantrasyon) belirlenmesi i¢in Excel, SigmaPlot veya ED50V10.XLS programi

kullanilarak hesaplandi.

3.8 Sitotoksik Aktivite Testlerinin Yapilis

Test maddelerinin sitotoksik aktivitesinin belirlenmesi icin, hiicreler test maddesinin
ICsp konsantrasyonunun altinda ve iistiinde secilecek konsantrasyonlarda LDH Cell
Cytotoxicity Assay (Roche 04 744 926 001, Germany) kullanarak fiiretici firmanin
presediiriine gore belirlendi ve % sitotoksisite hesaplandi.

Projenin 6zet semas1 Sekil 3.1 de verilmistir
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Astragalus sp

Tiim Bitki
CHCIS Ekstresi | | ErOAc Ekstresi n8uOH
Hekzan Erstres:
Ekstresi
L
O > 'd
==
Bilegonierin Belinenmas!

Sekil 3.1. Calisma semasi
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4. BULGULAR

4.1. Bitkilerin tiir teshisi ve Herbaryum numaralarinin alinmasi

Cankirt Karatekin Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji Béliimii Botanik Anabilim Dali
Ogretim Uyesi Yrd. Dog. Dr. Melda DOLARSLAN tarafindan yapildi. Bitkilerin
teshisleri, Davis’in (1965:1985-1988) editorliiglinde yayinlanmis olan ‘Flora of Turkey
and The East Aegean Islands I-X’ eserinden ve Ankara Universitesi Fen Fakiiltesi
Herbaryumu’nda (ANK) bulunan &rneklerden yararlanilarak yapildi. Ayrica bitkilerin
herbaryum numaralar1 Ankara Universitesi Fen Fakiiltesi Herbaryumu’ndan alindi

(Tablo 4.1.).

Tablo 4.1. Bitkilerin herbaryum numaralari

Bitki Ad1 Herbaryum Numarasi
Astragalus dipsaceus Bunge ANK 60524
Astragalus karamasicus Boiss. & Bal. ANK 60525
Astragalus sigmoideus Bunge ANK 60528

4.1 Elde edilen ekstreler ve ekstre verimleri (%0)
Astragalus dipsaceus Bunge (AsD), Astragalus karamasicus Boiss. & Bal. (AsK) ve

Astragalus sigmoideus Bunge (AsS) bitkilerinin biitiin bitki kisimlarindan elde edilen

ekstre miktarlar1 ve verimleri (%) Tablo 4.2. verildi.

32



Tablo 4.2. Astragalus. dipsaceus Bunge (AsD), Astragalus karamasicus Boiss. & Bal.
(AsK) ve Astragalus sigmoideus Bunge (AsS) bitkilerinden elde edilen ekstre miktarlari

ve verimleri (%).

AsD 50 750 190,90 0,38

Hekzan AskK 50 750 0,21 0,41
AsS 100 1100 403,40 0,40

AsD 50 750 184,00 0,37

Kloroform AsK 50 750 0,22 0,44
AsS 100 1100 1044,20 1,04

AsD 50 750 44,50 0,09

Etil asetat AsK 50 750 0,14 0,27
AsS 100 1100 1391,00 1,39

AsD 50 750 77,00 0,15

n-Biitanol AsK 50 750 0,05 0,10
AsS 100 1100 472,70 0,47

AsD 50 750 1446,20 2,89

Metanol AsK 50 750 1,39 2,79
AsS 100 1100 6355,50 6,36

A. dipsaceus Bunge bitkisinin biitiin bitki kisimlarinin hekzan ekstresi 190,90 mg (%
0.38), kloroform ekstresi 184 mg (% 0,37), etil asetat ekstresi 44,50 mg (% 0,09), n-
biitanol ekstresi 77 mg (% 0,15) ve metanol ekstresi 1446,20 mg (% 2,89) elde edildi.
Elde edilen en yiiksek verimin (% 2,89) metanol ekstresinde oldugu tespit edildi (Tablo
4.2).

A. karamasicus Boiss. & Bal biitiin bitki kisimlarinin hekzan ekstresi 0,21 mg (% 0,41),
kloroform ekstresi 0,22 mg (% 0,44), etil asetat ekstresi 0,14 mg (% 0,27), n-biitanol
ekstresi 0,05 mg (% 0,10) ve metanol ekstresi 1,39 mg (% 2,79) elde edildi. Elde edilen
en yliksek verimin (% 2,79) metanol ekstresinde oldugu tespit edildi (Tablo 4.2).
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A. sigmoideus Bunge biitiin bitki kisimlariin hekzan ekstresi 403,40 mg (% 0,40),
kloroform ekstresi 1044,20 mg (% 1,04), etil asetat ekstresi 1391 mg (% 1,39), n-
biitanol ekstresi 472,70 mg (% 0,47) ve metanol ekstresi 6355,50 mg (% 6,36) elde
edildi. Elde edilen en yiiksek verimin (% 6,36) metanol ekstresinde oldugu tespit edildi
(Tablo 4.2).

4.2 Hekzan Ekstrelerinin GC-MS Analiz Sonuglari

A. dipsaceus Bunge bitkisinin hekzan ekstrelerinin GC-MS analiz sonucunda, toplam 36
bilesen belirlendi. Bu bilesenlerden 14 tanesi doymus yag asidi, 2 tanesi c¢oklu
doymamis yag asidi ve 20 tanesi diger bilesenlerdir (Tablo 4.3, Sekil 4.1). A. dipsaceus
Bunge bitkisinin hekzan ekstrelerinin GC-MS analiz sonucunda, ana bilesen olarak
Nonakosan (% 25.13), Arasidik asit (% 11.24), Behenik asit (% 9.04), Palmitik asit (%
8.99) ve Heptakosan (% 7.79) olarak belirlendi.

A. karamasicus Boiss. & Bal. bitkisinin hekzan ekstrelerinin GC-MS analiz sonucunda,
toplam 19 bilesen belirlendi. Bu bilesenlerden 9 tanesi doymus yag asidi, 2 tanesi mono
doymamis yag asidi ve 8 tanesi diger bilesenlerdir (Tablo 4.3, Sekil 4.1). A.
karamasicus Boiss. & Bal. bitkisinin hekzan ekstrelerinin GC-MS analiz sonucunda,
ana bilesen olarak Arasidik asit (% 16.32), Nonakosan (% 12.72), 1-Heksakosanol (%
12,15), Behenik asit (% 11.74), Oktakosan (% 9,56), Palmitik asit (% 8.37) olarak

belirlendi.

A. sigmoideus Bunge bitkisinin hekzan ekstrelerinin GC-MS analiz sonucunda, toplam
19 bilesen belirlendi. Bu bilesenlerden 6 tanesi doymus yag asidi, 2 tanesi c¢oklu
doymamis yag asidi ve 11 tanesi diger bilesenlerdir (Tablo 4.3, Sekil 4.1). A.
sigmoideus Bunge bitkisinin hekzan ekstrelerinin GC-MS analiz sonucunda, ana bilesen
olarak y- sitosterol (% 16.38), Nonakosan (% 14.03), Linolenik asit (% 12.48),
Heptakosan (% 9.40), Linoleik asit (% 9.16) ve Behenik asit (% 8.90) ana bilesenler
olarak tespit edildi.
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Tablo 4.3. Astragalus dipsaceus Bunge (AsD), Astragalus karamasicus Boiss. & Bal.
(AsK) ve Astragalus sigmoideus Bunge (AsS) elde edilen hekzan ekstrelerinin GC-MS
analiz sonuglari

%Miktar

[zomer

Bilesik Ad1

Doymus Yag Asitleri
1 19.831 | Cy2:0 Laurik asit 0,24
2 22.892 | Cui0 Miristik asit 1,82 2,04
3 24.901 | C45:0 Pentadesilik asit 0,39
4 27.716 | Cy:0 Palmitik asit 8,99 8,37 3,52
5 30.903 | C47:0 Margarik asit 0,18
6 32.591 | C40 Stearik asit 4,38 2,88 1,34
7 33.712 | Cy:0 Nonadesilik asit 0,17
8 34.925 | Cx:0 | Arasidik asit 11,24 16,32 5,76
9 36.013 | C5:0 Heneikosilik asit 0,71 1,02 0,39
10 | 37.403 | Cx:0 Behenik asit 9,04 11,74 8,90
11 | 38.805 | Cy:0 Trisiklik asit 0,37
12 | 40.682 | Cxu0 Lignoserik asit 1,78 3,22 2,75
13 | 42.811 | Cx:0 Pentakosilik asit 0,27
14 | 45.643 | Cx:0 Serotik asit 1,51 1,26
15 | 53.413 | Cyx:0 Montanik asit 3,50
Ara Toplam | 41,09 50,35 22,66
Mono Doymamus Yag Asitleri
16 | 24575 | Ci5il Pentadekenoik asit 0,81
17 | 32.254 | Cysil Oleik asit 0,89
Ara Toplam 1,70
Coklu Doymamis Yag Asitleri
18 |32.185 | Cy5:2 Linoleik asit 1,00 9,16
19 |32.351 | Cy:3 Linolenik asit 2,67 12,48
Ara Toplam | 3,67 21,64
Diger Bilesenler
20 | 19.748 2,4-Di-tert-biitilfenol 0,81
21 | 20.801 1-Heksadeken 0,37
22 | 20.895 Heksadekan 0,19
23 | 21.050 Karyofilen oksit 0,33
24 | 22.440 Heptadekan 0,16
25 |24.223 15-heptadekenal 0,45
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26 | 24.317 Oktadekan 0,19
27 | 25.450 Heksahidrofarnesil aseton 1,48 2,03
28 | 32.016 1-Heksadekanol 1,15
29 | 32.451 3,7,11,15-Tetrametil-2- 1,37
heksadeken-1-ol
30 | 32.488 Fitol 4,07 1,53
31 | 34416 1-Oktadekanol 0,65 1,63
32 | 34.502 Trikosan 0,64
33 | 35.624 Tetrakosan 0,16
34 | 36.857 Behenik alkol 1,93
35 [36.871 1-Dokosanol 3,67
36 | 36.917 Pentakosan 5,31
37 | 37.192 Labd-8 (20) -en-15,18-dioik 0,40
asit, dimetil ester
38 |38.284 Heksakosan 0,38
39 |[38.885 Tetrakosanal 0,23
40 | 40.127 Oktakosan 9,56
41 | 40.132 Heptakosan 7,79 9,40
42 | 42.015 Oktakosan 0,62
43 | 43.011 Oktadekanal 0,89
44 | 44.905 Nonakosan 25,13 12,72 14,03
45 | 51.908 Hentriakontan 4,65
46 | 52.012 1-Heksakosanol 12,15
47 | 52.046 Heksatriakontan 2,92
48 | 52.192 Oktakosanol 5,16
49 | 52.200 1-Heksakozanol 0,87 4,66
50 | 64.237 y-Sitosterol 2,83 16,38
Ara Toplam | 55,24 47,95 55,7
Genel Toplam | 100,00 100,00 | 100,00
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Sekil 4.1. Astragalus dipsaceus Bunge (AsD), Astragalus karamasicus Boiss. & Bal.
(AsK) ve Astragalus sigmoideus Bunge (AsS) elde edilen hekzan ekstrelerinin GC-MS

analiz sonuglar1
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4.3 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 gercekelestirildi. Ekstrelerden elde

edilen fenolik bilesenler ve miktarlar1 Tablo 4.4 de verildi.

Astragalus dipsaceus Bunge bitkisinin kloroform, etil asetat, n-biitanol ve metanol
ekstrelerinin HPLC-TOF-MS analiz sonuglar1 Tablo 4.4 da verildi. Astragalus
dipsaceus Bunge bitkisinin kloroform ekstresinde ana bilesen olarak ferulik asit, etil
asetat ekstresinde ana bilesen olarak vanilik asit, n-biitanol ve metanol ekstrelerinde
ana bilesen olarak rutin gézlendi (Tablo 4.4, Sekil 4.2).

Astragalus karamasicus Boiss. & Bal. bitkisinin kloroform, etil asetat, n-biitanol ve
metanol ekstrelerinin HPLC-TOF-MS analiz sonuglar1 Tablo 4.4’de verildi. Astragalus
karamasicus Boiss. & Bal. bitkisinin kloroform ve n-biitanol ekstrelerinde ana
bilesen olarak sinnamik asit, etil asetat ekstresinde ana bilesen olarak vanilik asit,
metanol ekstrelerinde ana bilesen olarak 4-hidroksibenzoik asit gézlendi (Tablo 4.4,
Sekil 4.2).

Astragalus sigmoideus Bunge bitkisinin kloroform, etil asetat, n-biitanol ve metanol
ekstrelerinin  HPLC-TOF/MS analiz sonuglari Tablo 4.4 da verildi. Astragalus
sigmoideus Bunge bitkisinin kloroform ve etil asetat ekstrelerinde ana bilesen olarak
4-hidroksibenzoik asit, n-biitanol ve metanol ekstrelerinde ana bilesen olarak rutin
gozlendi (Tablo 4.4, Sekil 4.2).
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Tablo 4.4. Astragalus. dipsaceus Bunge (AsD), Astragalus karamasicus Boiss. & Bal. (AsK) ve Astragalus sigmoideus Bunge (AsS)

ETiL ASETAT

n-BUTANOL

AsS

bitkilerinin kloroform, etil asetat, n-biitanol ve metanol ekstrelerinin HPLC-TOF-MS analiz sonuglar1 (10° mg fenolik/kg kuru bitki)
KLOROFORM

METANOL

Klorojenik asit F - 38,05 712,25
4-Hidroksibenzaldehit - 53,07 42,00 26,82 3041,97

Hesperidin - = 88,14

Apigenin-7-glikozit - 8252,73 6185

Rosmarinik asit - - 18,92

Protokatesik asit etil esteri - -

Katesin - -

Gallik asit - - 329,67 423,72 296,74 675,25 1890,93
Vanilik asit 475,55 10836,59 69,04 18,72

Gentisik asit 22,53 - 105,91 1765,74 17,44 52,12 2229,66 65,69 3176,99 5961,84
Kaftarik asit - -

4-Hidroksibenzoik asit 904,92 145,66 547,48 2069,58 19,08 196,06 1233,37 561,33 8639,93 3230,29
Kersetin - - 344,43 536,56

Kafeik asit - - 371,11 1258,47 2,48

Rutin 117,80 47,67 - 2227,80 14782,82 12359,55 118,11 21914,38
p-Kumarik asit 39,33 16,02 550,67 11,88 1335,74

Kamferol - 255,15 8,12 1270,49 40,97

Ferulik asit 117,47 142,79 394,48 85,18 390,41 790,43 58,77 78,27 792,30 786,87 4030,52
Protokatesik asit 84,28 244,23 76,53

Naringenin - 102,28 15,06 - 168,89

Salisilik asit 9,48 189,09 27,86 455,10 4934,48

Sisorik asit 136,84 - - 605,90

Ellagik asit - - 20,96

Resveratrol - -

Sinnamik asit - 1705,10 375,73 1019,59 584,29 364,10 38,05 712,25
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HO Ferulik Asit Salisilik asit
O OH

OH 4 hidroksibenzoik Asit

Apigenin-7-glikozit

HO AN

HO Kafeik Asit

Sekil 4.2. A. dipsaceus Bunge, A. karamasicus Boiss. & Bal. ve A. sigmoideus Bunge
bitkilerinin kloroform, etil asetat, n-biitanol ve metanol ekstrelerinin ana fenolik

bilesenleri

4.4 Antiproliferatif Aktivite Sonuglari

Endemik ii¢ Astragalus tiiriinden elde edilen Hekzan, CHCl3;, EtOAc, n-Biitanol ve

MeOH ekstreleri ve standart olarak kullanilan 5-FU nun C6 ve HelLa hiicrelerine karsi

antiproliferatif aktiviteleri incelendi. Yapilan testler neticesinde tiim ekstrelerin C6 ve

HelLa hiicrelerine karsi 1Cs ve I1C5 degerleri Tablo 4.5’de verildi.
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4.4.1 C6 hiicresine Kars1 Antiproliferatif Aktivite Sonuclar

Endemik A. dipsaceus Bunge tiirtinden 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
artisina bagh olarak aktivitelerinde artis gozlendi (Sekil 4.3). CHCI3 ekstresin de C6
hiicresine karst 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. 100 pg/mL konsantrasyon da aktivite sirasi ile: CHCl3
ekstresi > Hekzan ekstresi > EtOAc ekstresi > n-BuOH ekstresi> 5-FU> MeOH ekstresi

seklindedir.
C6 hiicresi EHekzan ECHCI3 BEtOAc En-BuOH ©OMeOH 0O5-FU
100 -
80 -
=
60 1
=
S 40 -
2
£
O T T T T T T
-20 -
100 75 50 40 30 20 10 5
Konsantrasyon (pg/mL)

Sekil 4.3. A. dipsaceus Bunge bitki ekstrelerinin C6 hiicresine kars1 antiproliferatif

aktivite sonuglar1 (* testler {i¢ tekrarli ve iki kez tekrarlanmaistir.)

Endemik A. karamasicus Boiss. & Bal., tiiriinden elde edilen hekzan, CHCl3, 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 artigina baglh olarak aktivitelerinde artis gozlendi (Sekil 4.4). EtOAc ekstresinde
C6 hiicresine kars1 5-FU den tiim dozlarda (5 pg/mL konsantrasyon hari¢) daha yiiksek
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aktivite gozlendi. 100 pg/mL konsantrasyonda, tiim ekstrelerde (metanol ekstresi harig)
C6 hiicresine kars1 5-FU den daha yiiksek aktivite gozlendi. Ayrica Hekzan ekstresi
calisilan en diisiik iki doz hari¢ (5 ve 10 pg/mL) 5-FU den daha yiiksek aktiviteye sahip
oldugu goézlendi. 100 ug/mL konsantrasyon da aktivite sirasi ile: EtOAc ekstresi>
CHCI; ekstresi > n-BuOH ekstresi ~ Hekzan ekstresi > 5-FU> MeOH ekstresi
seklindedir.

C6 hiicresi mHekzan EWCHCI3 BEtOAc mn-BuOH ©MeOH ©O5-FU

100 -

80 -

(o2}
o
I

Inhibisyon (%)*
N Iy
o o

| a1

100 75 50 40 30 20 10 5

o
I

)
(S
.

Konsantrasyon (ug/mL)

Sekil 4.4. A. karamasicus Boiss. & Bal., bitki ekstrelerinin C6 hiicresine karsi

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

Endemik A. sigmoideus Bunge tiiriinden elde edilen hekzan, CHCl3, EtOAc, n-Biitanol
ve MeOH ekstreleri ile standart olarak kullanilan 5-FU nun C6 hiicresine karsi
antiproliferatif aktiviteleri incelendi. Yapilan testler neticesinde tiim ekstrelerin doz
artisina bagl olarak aktivitelerinde artis gozlendi (Sekil 4.5). EtOAc ekstresin de C6
hiicresine kars1 5-FU den 20-100 pg/mL dozlarda daha yiiksek aktivite gézlendi. 100
ug/mL konsantrasyonda, tiim ekstrelerde (metanol ve hekzan ekstreleri harig) C6
hiicresine kars1 5-FU den daha yiiksek aktivite gbzlendi. Ayrica CHCI3 ve ekstresi
calisilan en yiiksek iki dozda (75 ve 100 pg/mL) 5-FU den daha yiiksek aktiviteye sahip
oldugu gozlendi. 100 pg/mL konsantrasyonda aktivite sirasi ile: CHCl3 ekstresi~ EtOAC
ekstresi> n-BuOH ekstresi> 5-FU> Hekzan ekstresi> MeOH ekstresi seklindedir.
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C6 hiicresi mHekzan ®mCHCI3 BEtOAc mn-BuOH ©OMeOH 05-FU
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Sekil 4.5. A. sigmoideus Bunge bitki ekstrelerinin C6 hiicresine karsi antiproliferatif

aktivite sonuglar1 (* testler {i¢ tekrarl ve iki kez tekrarlanmistir.)

4.4.2 HeLa hiicresine Kars1 Antiproliferatif Aktivite Sonuclar:

Endemik A. dipsaceus Bunge tiiriinden elde edilen hekzan, CHCI;, 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 4.6). CHCI3 ekstresinde 100
ug/mL konsantrasyonda 5-FU dan daha yiiksek aktivite gozlendi. Ayrica, CHCl3
ekstresi hari¢ diger tiim ekstrelerde HeLa hiicresine kars1 5-FU den daha diisiik aktivite
gozlendi. 100 pg/mL konsantrasyon da aktivite sirasi ile: CHCl; ekstresi> 5-FU>
EtOAC ekstresi> n-BuOH ekstresi> Hekzan ekstresi> MeOH ekstresi seklindedir.
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HeLa hiicresi m Hekzan mCHCI3 mEtOAc En-BuOH @MeOH oO5-FU
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Sekil 4.6. A. dipsaceus Bunge bitki ekstrelerinin HeLa hiicresine karsi antiproliferatif

aktivite sonuglar1 (* testler {i¢ tekrarl ve iki kez tekrarlanmistir.)

Endemik A. karamasicus Boiss. & Bal. tiiriinden elde edilen hekzan, CHCl;, EtOAC, n-
Biitanol ve MeOH ekstrelerinin ve standart olarak kullanilan 5-FU nun HeLa hiicresine
kars1 antiproliferatif aktiviteleri incelendi. Yapilan testler neticesinde tiim ekstrelerin
doz artigina bagl olarak aktivitelerinde artig gozlendi (Sekil 4.7). Ayrica, tim ekstreler
de HeLa hiicresine karsi 5-FU den daha diisiik aktivite gozlendi. 100 pg/mL
konsantrasyon da aktivite sirasi ile: 5-FU> EtOAc ekstresi> CHCI3 ekstresi > Hekzan
ekstresi~ n-BuOH ekstresi> MeOH ekstresi seklindedir.
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Sekil 4.7. A. karamasicus Boiss. & Bal. bitki ekstrelerinin HeLa hiicresine karsi

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

Endemik A. sigmoideus Bunge tiiriinden elde edilen hekzan, CHCl3, 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 bagl olarak aktivitelerinde artis gozlendi (Sekil 4.8). Ayrica, tiim ekstreler de
HeLa hiicresine karst 5-FU den daha diisiik aktivite gozlendi. 100 pg/mL
konsantrasyonda aktivite sirasi ile: 5-FU> CHCI; ekstresi> EtOAc ekstresi> Hekzan
ekstresi> n-BuOH ekstresi> MeOH ekstresi seklindedir.
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HeLa hiicresi ® Hekzan BCHCI3 BEtOAc Bn-BuOH ©MeOH ©5-FU
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Sekil 4.8. A. sigmoideus Bunge bitki ekstrelerinin HeLa hiicresine karsi antiproliferatif

aktivite sonuglar1 (* testler {i¢ tekrarl ve iki kez tekrarlanmistir.)
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Tablo 4.5. Endemik {i¢ tiiriiniin HeLa ve C6 kanser hiicrelerine karst olan ICsg ve 1C7s

degerleri
Bitki Adi Ekstre Adi

Hekzan

CHCI, 10.79 49.76 <5 35.08
§ EtOACc 14.43 51.78 35.61 55.96
g n-BuOH 38.53 66.39 54.92 75.94
f:- MeOH 61.30 74.49 73.01 93.14

Hekzan 54.34 75.40 55.25 75.80
" CHCI, 23.01 54.42 25.04 52.85
-g EtOAC 1.40 43.91 0.81 40.74
% n-BuOH 4.44 46.62 35.72 61.25
_E:: MeOH >100 >100 >100 >100

Hekzan 27.71 59.40 31.72 61.32

CHCl; 37.18 66.09 13.93 48.48
3 EtOAC 3.48 40.67 33.18 >100
g n-BuOH 55.56 73.53 42.99 70.33
z MeOH 73.25 80.37 30.46 58.00
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5. TARTISMA VE SONUC

Tez ¢alismasi kapsaminda, Endemik Bazi Astragalus Tiirlerinin (A. dipsaceus BUNGE,
A. karamasicus BOISS. & BAL., A. sigmoideus BUNGE) fitokimyasal analizi,
antiproliferatif ve sitotoksik aktiviteleri incelendi. Astragalus tiirleri soguk algmligi,
grip, enfeksiyon, gesitli alerjiler, astim, kronik yorgunluk, kemoterapi ile iliskili olarak
istah kaybi1 ve yorgunluk, anemi, kalp rahatsizliklari, bobrek rahatsizliklari, mide
iilserleri, hepatit, genel hazim sorunlar1 ve Yyaralarin tedavisinde kullanilmaktadir.
Ayrica halk arasinda karaciger koruyucu, antioksidan, immiinostimiilan ve antiviral
ozelliklerinden dolay1 kullanilmaktadir. Bu farmakolojik aktivitenin ii¢ grup kimyasal
maddeden kaynaklandigi saptanmistir. Bunlar: poliholozitler, saponinler ve fenoliklerdir
(R1os and Waterman 1997). Bu nedenle Astragalus tiirlerinin fitokimyasal analizleri ve

biyolojik aktivitelerinin incelenmesi 6nem arz etmektedir.

1. Astragalus (AsD, Ask ve AsS) tiirleri sirasiyla hekzan, kloroform, etil asetat, n-
biitanol ve metanol c¢oziiclilerinden sirasiyla gecirildi. Metanol ekstrelerinden elde

edilen verimler diger ekstrelere gore daha yliksek oldugu gozlendi.

AsD hekzan ekstresi 190,90 mg (% 0.38), kloroform ekstresi 184 mg (% 0,37), etil
asetat ekstresi 44,50 mg (% 0,09), n-biitanol ekstresi 77 mg (% 0,15) ve metanol
ekstresi 1446,20 mg (% 2,89) elde edildi. (Tablo 4.2).

AsK hekzan ekstresi 0,21 mg (% 0,41), kloroform ekstresi 0,22 mg (% 0,44), etil asetat
ekstresi 0,14 mg (% 0,27), n-biitanol ekstresi 0,05 mg (% 0,10) ve metanol ekstresi
1,39 mg (% 2,79) elde edildi. (Tablo 4.2).

AsS hekzan ekstresi 403,40 mg (% 0,40), kloroform ekstresi 1044,20 mg (% 1,04), etil
asetat ekstresi 1391 mg (% 1,39), n-biitanol ekstresi 472,70 mg (% 0,47) ve metanol
ekstresi 6355,50 mg (% 6,36) elde edildi. Elde edilen en yiiksek verimin (% 6,36)
metanol ekstresinde oldugu tespit edildi (Tablo 4.2).
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2. Astragalus (AsD, Ask ve AsS) tiirlerinin GC-MS analizleri dogruldusunda Palmitik asit
(AsK harig), Arasidik asit (AsK harig), Behenik asit ve Nonakosan bilesenleri tiirlerin

igeriginde barindirdigi ortak ana bilesenleridir.

AsD hekzan ekstrelerinin GC-MS analiz sonucunda, toplam 36 bilesen belirlendi. Bu
bilesenlerden 14 tanesi doymus yag asidi, 2 tanesi ¢oklu doymamis yag asidi ve 20
tanesi diger bilesenlerdir (Tablo 4.3, Sekil 4.1). A. dipsaceus Bunge bitkisinin hekzan
ekstrelerinin GC-MS analiz sonucunda, ana bilesen olarak Nonakosan (% 25.13),
Arasidik asit (% 11.24), Behenik asit (% 9.04), Palmitik asit (% 8.99) ve
Heptacosane (%7.79) olarak belirlendi.

AsK hekzan ekstrelerinin GC-MS analiz sonucunda, toplam 19 bilesen belirlendi. Bu
bilesenlerden 9 tanesi doymus yag asidi, 2 tanesi mono doymamis yag asidi ve 8 tanesi
diger bilesenlerdir (Tablo 4.3, Sekil 4.1). A. karamasicus Boiss. & Bal. bitkisinin
hekzan ekstrelerinin GC-MS analiz sonucunda, ana bilesen olarak Arasidik asit (%
16.32), Nonakosan (%12.72), 1-Hekzakosanol (%12,15), Behenik asit (%11.74),
Oktakosan (%9,56), Palmitik asit (% 8.37) olarak belirlendi.

AsK hekzan ekstrelerinin GC-MS analiz sonucunda, toplam 19 bilesen belirlendi. Bu

bilesenlerden 6 tanesi doymus yag asidi, 2 tanesi ¢oklu doymamais yag asidi ve 11 tanesi

diger bilesenlerdir (Tablo 4.3, Sekil 4.1).

A. sigmoideus Bunge bitkisinin hekzan ekstrelerinin GC-MS analiz sonucunda, ana
bilesen olarak y- sitosterol (% 16.38), Nonakosan (%14.03), Linolenik asit (% 12.48),
Heptakosan (% 9.40), Linoleik asit (% 9.16) ve Behenik asit (%8.90) ana bilesenler
olarak tespit edildi.

3. Astragalus (AsD, Ask ve AsS) tiirlerinin HPLC-TOF/MS analizinde 25 adet fenolik
bilesene bakild1 (Tablo 3.1). Tiirlerin kloroform ekstrelerin de ferulik asit, etil asetat
ekstrelerinde 4-hidroksibenzoik asit, p-kumarik asit ve ferulik asit, n-biitanol

ekstrelerinde gentisik asit, 4-hidroksibenzoik asit, sinnamik asit ve ferulik asit, metanol
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ekstrelerinde gallik asit, gentisik asit, 4-hidroksibenzoik asit ve rutin fenolikleri ortak

ana bilesen olarak gozlendi.

AsD kloroform ekstresinde ana bilesen olarak ferulik asit, etil asetat ekstresinde ana
bilesen olarak vanilik asit, n-biitanol ve metanol ekstrelerinde ana bilesen olarak

rutin gozlendi (Tablo 4.4, Sekil 4.2).

AsK kloroform ve n-biitanol ekstrelerinde ana bilesen olarak sinnamik asit, etil
asetat ekstresinde ana bilesen olarak vanilik asit, metanol ekstrelerinde ana bilesen
olarak 4-hidroksibenzoik asit gozlendi (Tablo 4.4, Sekil 4.2).

AsS kloroform ve etil asetat ekstrelerinde ana bilesen olarak 4-hidroksibenzoik asit,
n-biitanol ve metanol ekstrelerinde ana bilesen olarak rutin gozlendi (Tablo 4.4,

Sekil 4.2).

4. Astragalus (AsD, AsK ve AsS) tiirlerinin Hekzan, CHCI;, EtOAc, n-Biitanol ve
MeOH ekstrelerinin ve standart olarak kullanilan 5-FU nun C6 hiicrelerine karsi
antiproliferatif aktiviteleri incelendi(Tablo 4.5). Yapilan testler neticesinde tiim

ekstrelerin doz artigina bagl olarak aktivitelerinde artis gézlendi.

AsD hekzan, CHCI3 ekstresin de C6 hiicresine karsi 5-FU den tiim dozlarda daha
yiiksek aktivite gozlendi. 100 pg/mL konsantrasyonda, tiim ekstrelerde (metanol
ekstresi hari¢) Cé6 hiicresine kars1 5-FU den daha yiiksek aktivite gozlendi. 100 pg/mL
konsantrasyon da aktivite sirasi ile: CHCI; ekstresi > Hekzan ekstresi > EtOAc
ekstresi > n-BuOH ekstresi> 5-FU> MeOH ekstresi seklindedir (Sekil 4.3).

AsK EtOAc ekstresinde C6 hiicresine karst 5-FU den tiim dozlarda (5 pg/mL
konsantrasyon hari¢) daha yliksek aktivite gozlendi. 100 pg/mL konsantrasyonda, tiim
ekstrelerde (metanol ekstresi hari¢) C6 hiicresine karsi 5-FU’den daha yiiksek aktivite
gozlendi. Ayrica Hekzan ekstresi ¢alisilan en diisiik iki doz hari¢ (5 ve 10 pg/mL) 5-FU
den daha yiiksek aktiviteye sahip oldugu gozlendi. 100 ng/mL konsantrasyonda aktivite
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sirasi ile: EtOAc ekstresi> CHCI; ekstresi > n-BuOH ekstresi ~ Hekzan ekstresi >
5-FU> MeOH ekstresi seklindedir (Sekil 4.4).

AsS EtOAc ekstresinde C6 hiicresine kars1 5-FU den 20-100 pg/mL dozlarda daha
yiiksek aktivite gozlendi. 100 pg/mL konsantrasyonda, tiim ekstrelerde (metanol ve
hekzan ekstreleri hari¢) C6 hiicresine kars1 5-FU den daha yiiksek aktivite gozlendi.
Ayrica CHCI; ve ekstresi ¢alisilan en yiiksek iki dozda (75 ve 100 pg/mL) 5-FU den
daha yiiksek aktiviteye sahip oldugu gozlendi. 100 pg/mL konsantrasyonda aktivite
siras1 ile: CHCI; ekstresi~ EtOAc ekstresi> n-BuOH ekstresi> 5-FU> Hekzan
ekstresi> MeOH ekstresi seklindedir (Sekil 4.5).

5. Astragalus (AsD, Ask ve AsS) tiirlerinin Hekzan, CHCI3, EtOAC, n-Biitanol ve MeOH
ekstrelerinin ve standart olarak kullanilan 5-FU’nun HelLa hiicrelerine Kkarsi
antiproliferatif aktiviteleri incelendi. Yapilan testler neticesinde tiim ekstrelerin doz

artisina bagli olarak aktivitelerinde artig gozlendi.

AsD CHCI; ekstresinde 100 pg/mL konsantrasyonda 5-FU’dan daha yiiksek aktivite
gozlendi. Ayrica, CHCIl; ekstresi hari¢ diger tiim ekstrelerde HeLa hiicresine karsi 5-
FU den daha diisiik aktivite gozlendi. 100 pg/mL konsantrasyonda aktivite sirast ile:
CHCI; ekstresi> 5-FU> EtOAc ekstresi> n-BuOH ekstresi> Hekzan ekstresi>
MeOH ekstresi seklindedir (Sekil 4.6).

AsK tiim ekstreler de HeLa hiicresine kars1 5-FU den daha diisiik aktivite gozlendi.
100 pg/mL konsantrasyon da aktivite swrast ile: 5-FU> EtOAc ekstresi> CHClIs
ekstresi > Hekzan ekstresi~ n-BuOH ekstresi> MeOH ekstresi seklindedir (Sekil
4.7).

AsS tiim ekstrelerde HeLa hiicresine karsi 5-FU den daha diisiik aktivite gozlendi. 100

ng/mL konsantrasyonda aktivite sirasi ile: 5-FU> CHCI3 ekstresi> EtOAc ekstresi>
Hekzan ekstresi> n-BuOH ekstresi> MeOH ekstresi seklindedir (Sekil 4.8).
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6. AsD, AsK ve AsS ekstrelerinden en yiiksek aktivite gosteren ekstrelerin C6 hiicresine
kars1 sitotoksik aktiviteleri belirlendi (Tablo 5.1). AsK EtOAC ekstresi hari¢ diger tim
ekstreler 5-FU’dan daha diisiik toksisiteye sahip olduklar1 gézlemlendi.

Tablo 5.1. AsD, AsK ve AsS ekstrelerinin C6 hiicresine karsi sitotoksik aktivite
sonuclari (100 pg/mL konsantrasyonda)

Bitki Ad1 Ekstre Ad1 % Toksisite
Hekzan 23
CHCl; 27
EtOAC 20

(@)

< n-BuOH 27
Hekzan 15
CHCI,4 3
EtOAC 35

Y

< n-BuOH 5
Hekzan 29
CHCI, 31
EtOAC 22

wn

< n-BuOH 28
5-FU 31

Sonug olarak AsD, AsK ve AsS ekstrelerinin hiicre segici olarak C6 hiicresine
antiproliferatif aktiviteye sahip oldugu gozlendi. Ayn1 zamanda MeOH ekstreleri hari¢
tiim ekstrelerin 5-FU ile kiyaslandiginda daha diisiik toksisiteye sahip oldugu gozlendi.

AsD ve AsK hekzan ekstrelerinde palmitik asit ana bilesenlerden biri olarak tespit
edildi. Ayn1 zamanda, AsD ve AsK hekzan ekstrelerinde C6 hiicresine kars1 5-FU’dan
oldukga yiiksek antiproliferatif aktivitiye sahip oldugu tespit edildi. Nagata et al., 2015
yilinda yapmis olduklari bir ¢calismada, palmitik asitin, U266 hiicre yasayabilirligini, 50
ile 1000 uM arasindaki dozlarda doza bagimli olarak azalttigini tespit etmislerdir.
Apoptotik hiicrelerin yiizdesinin, palmitik asit uygulanmasindan 24 saat sonra arttigini

gozlemlemislerdir. Bunun aksine, palmitik asitin normal periferik kandaki mononiiklear
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hiicrelerin canlilig1 iizerinde herhangi bir etkisi olmadigini belirlemislerdir (Nagata et

al., 2015).

Meyve ¢ekirdeginden (Ayoub et al., 2016), yer fistig1 derisinden (de Camargo et al.,
2015) ve liziim ekstresinden (de Camargo et al., 2014) elde edilen fenolik bilesenler
DNA hasarina neden olan hem peroksil hem de hidroksil radikalini engelleme yetegine
sahiptirler. Fenolik bilesikler kullanarak DNA hasarinin engellenmesi, kanser

baslangicina kars1 olas1 bir 6nleyici mekanizmadir (de Camargo et al., 2014).

AsD kloroform ekstresinde ana bilesen olarak ferulik asit bulunmaktadir. Ayni
zamanda, AsD kloroform ekstresi C6 hiicresine karsi 5-FU dan oldukga yiiksek
antiproliferatif aktivitiye sahip oldugu tespit edildi. Yapilan arastirmalara gore, ferulik
asit ve p-kumarik asit, bircok dogal bitkide mevcut oldugu belirtilmektedir (Pan and Ho,
2008). Bu iki bilesenin zengin antioksidan aktivitesi ve timor hiicresi ¢ogalmasinin

bastirilmasi yoluyla tiimor bitytimesini engelledigi rapor edilmistir (Bufalo et al., 2013).

AsD ve AsS n-biitanol ve metanol ekstrelerinde ana bilesen olarak rutin belirlendi.
AsD ve AsS metanol ekstrelerinde hem C6 hemde HelLa hiicrelerine karsi
antiprolifertif aktivite belirlenemedi. Chen et al., 2016 yapmis olduklari bir ¢aligmada
rutinin HepG2, MCF-7 ve Caco-2 hiicrelerine kars1 1000 pg/mL konsantrasyonda higbir
antiproliferatif etkiye sahip olmadigini tespit etmislerdir (Chen et al., 2016).

AsD ve AsK etil asetat ekstrelerinde ana bilesen olarak vanilik asit tespit edildi. Her
iki ekstreninde C6 hiicresine karsi 5-FU dan daha yiiksek aktiviteye sahip oldugu
gozlendi. Yapilan bir patent incelemesinde, vanilik asidin iyi huylu prostatik
hiperplaziyi etkili bir sekilde 6nleme, 1yilestirme ve tedavi etme yetenegi arastirilmistir.
Vanilik asidin, prostat doku biiylikliiglinii ve agirligini azaltig tespit edilmistir (Eom et
al., 2017). Bir baska ¢alismada vanilik asit igerigi ile meme ve prostat kanseri hiicre
yasayabilirliginin inhibisyonu arasinda anlamli bir iligki bulunmustur (Spilioti et al.,
2014). Bu, gozlenen antikanser aktivitenin ana bilesen olan vanilik asitten olabilecegini
diistindiirmektedir. Vanillik asit daha once in vitro etkili bir anti kanser ajan1 oldugu

gosterilmistir (Kumar et al., 2013).
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AsK kloroform ve n-biitanol ekstrelerinde ana bilesen olarak sinnamik asit tespit
edildi. Ayrica kloroform ve n-biitanol ekstrelerinin C6 hiicresine kars1 5-FU dan daha
yiiksek aktiviteye sahip oldugu gozlendi. Sinnamik asit (beta-fenilakrilik asit olarak da
bilinir) geleneksel Cin tibbi tar¢inin ana maddesidir. 1995'in baslarinda, Liu et al.,
sinnamik asitin timor hiicresi ¢ogalmasini inhibe edebildigi ve hiicre farklilagmasini
indiikleyebildigini kesfetmislerdir (Liu et al., 1995). Qi et al., 2016 yilinda yapilan bir
calisma da, CNE2 NPC (nazofarenks karsinomo) hiicrelerinin sinnamik asit ile
muamele edilmesinin, hiicre ¢ogalmasi oranini belirgin bir sekilde diisiirdiglinii ve
niikleer sitoplazmik oran1 6nemli derecede degistirdigini bulmuslardir. Ayrica, sinnamik
asit tedavisi normal hiicre morfolojisini kismen restore edildigini ve benign bir fenotipe
dogru hiicre farklilagmasina yol agtigini tespit etmislerdir. Akig sitometrik analizi 24
saat boyunca sinnamik asit ile CNE2 hiicrelerinin tedavisinden sonra belirgin apoptozu
ortaya ¢ikarmustir. Sinnamik asit tedavisinden sonra erken apoptotik hiicrelerin sayisi da
artmigtir. Bu ¢alismanin sonuglari, sinnamik asit 'nin proliferasyonu engelledigini ve

CNE2 hiicrelerinin apoptozunu indiikledigini gostermektedir (Qi et al., 2016).

AsK metanol ekstrelerinde ve AsS kloroform ve etil asetat ekstrelerinde ana bilesen
olarak 4-hidroksibenzoik asit belirlendi. AsK metanol ekstresinde C6 ve Hela
hiicresine kars1 higbir aktivite gozlenmemistir. AsS kloroform ve etil asetat
ekstrelerinde ise C6 hiicresine kars1 5-FU dan daha yiiksek aktiviteye sahip oldugu
gozlendi. 2011 ve 2012 yilinda yapilan ¢alismalarda, p-hidroksibenzoik, protokatesoik
ve vanillik asit gibi hidroksibenzoik asit tiirevlerinin yani sira p-kumarin ve kafeik asit
gibi hidroksisinnamik asit formlari, dnemli anti kanser aktivitesi olan bilesenler oldugu

belirtilmistir (Rocha et al., 2012; Tanaka et al., 2011).

Sonug olarak, endemik A. dipsaceus Bunge, A. karamasicus Boiss. & Bal., A.
sigmoideus Bunge tiirlerinin C6 ve HeLa hiicrelerine doza bagl olarak antiproliferatif
aktivitelerinde artis gozlenmistir. Ayrica C6 hiicrelerine kars1t Astragalus ekstrelerinde
hiicre se¢ici antiproliferatif aktivite tespit edilmistir. Elde edilen antiproliferatif aktivite
sonuglari fitokimyasal analiz sonuglar1 ile desteklenmistir. Bununla birlikte, ekstrelerin

diisiik toksisite degerlerine sahip oldugu gozlenmistir. Bu baglamda, bu tez caligmasi
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tezde adi gegen Astragalus tiirlerinin daha ileri fitokimyasal analizleri ig¢in Oncii bir

calisma niteligi tasimaktadir.
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