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ONSOZ

Bitkilerin gida olarak tiiketilmelerinin yaninda dogrudan sagliga faydalarmm gesitli in vitro
yontemlerle arastirilmasi, bilim diinyasinda popiilerligini uzun yillardir artarak korumaktadir. Bu amacla
ozellikle endemik bitkilerin antiradikal, antioksidan, antikanser aktiviteleri ile icerdikleri fitokimyasal
bilesiklerin belirlenmesi calismalari ¢ok yogun bir sekilde devam etmektedir. Bu tiir ¢aligmalara katki
saglayabilmek amaciyla, bu yiiksek lisans tezinde Elazig’da yetisen Astragalus compactus subsp.
compactus (guni) ve endemik Verbascum diversifolium (Nizip sigirkuyrugu) bitkilerinin su, etanol ve
metanol ekstraktlarmin in vitro antiradikal ve antikanser aktiviteleri ile fitokimyasal ozellikleri
saptanmuigtir.
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OzET

Astragalus compactus subsp. compactus (guni) ve Endemik Verbascum
diversifolium (Nizip sigirkuyrugu) Taksonlarinin In vitro Biyoaktif ve
Fitokimyasal Ozelliklerinin Belirlenmesi

Ebru Bahar CICEK
Yiiksek Lisans Tezi

FIRAT UNIVERSITESI
Fen Bilimleri Enstitiist

Kimya Anabilim Dali

Haziran 2022, Sayfa: x + 26

Bitkiler tarih boyunca insanoglunun hem gida olarak hem de sifa kaynagi olarak hayatinin
merkezinde yer almigtir. Teknoloji ve bilimdeki biitiin geligmelere ragmen bitkilerle tedaviye diinyanin
bir¢ok yerinde halen birincil tedavi yontemi olarak basvurulmaktadir. Bu nedenle giiniimiizde bitkilerin
icerdikleri fitokimyasal maddelerin tespiti, sahip olduklar1 potansiyel antiradikal, antioksidan,
antimikrobiyal ve antikanser 6zelliklerin tespiti bilimsel cazibesini arttirarak korumaya devam etmektedir.

Bu tiir ¢aligmalara katki saglamak amaciyla hazirlanan yiiksek lisans tezinde Elazig ve ¢evresinde
yetisen Astragalus compactus Lam., subsp. compactus (guni) ve endemik Verbascum diversifolium Hochst.
(Nizip sigirkuyrugu) bitkilerinin etanol, metanol ve su ekstraktlarinin antiradikal, antikanser ve
fitokimyasal bilesiklerinin belirlenmesi amaglanmustir. Bitkilerin antiradikal aktiviteleri ABTS, DPPH ve
OH radikallerine karsi, antikanser aktiviteleri ise A2780 insan yumurtalik kanseri ve MCF-7 insan gogiis
kanseri hiicre serilerine kars1 belirlenmistir.

Calisma sonuglarina gore, V. diversifolium’un biitiin ekstraktlart ABTS radikali yok etme testinde;
V. diversifolium etanol ve metanol ekstraktlar1 DPPH radikali yok etme testinde; V. diversifolium metanol
ekstrakti OH radikali yok etme testinde standart antioksidan BHT’den daha yiiksek antiradikal aktivite
gostermigtir. Her iki bitkinin de toplam fenolik, toplam flavonoit, toplam proantosiyanidin, a-tokoferol,
fitosteroller ve doymamus yag asitleri bakimindan zengin olduklari saptanmistir. Antikanser analiz
sonuglarina gore ise her iki bitkinin de artan doza bagl olarak yiiksek antikanser aktiviteye sahip olduklar
anlagilmistir.

Bu yiiksek lisans tezinden elde edilen biitiin sonuglar 1s1§inda Elazig ve g¢evresinde yetisen
Astragalus compactus subsp. compactus (guni) ve endemik Verbascum diversifolium (Nizip sigirkuyrugu)
bitkilerinin in vitro antiradikal ve antikanser aktiviteleri ile igerdikleri fitokimyasal bilesikler agikliga
kavusturularak literatiire kazandirilmstir.

Anahtar Kelimeler: Astragalus compactus subsp. compactus, Verbascum diversifolium, antiradikal,
antikanser, fitokimyasal
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ABSTRACT

Determination of In vitro Bioactive and Phytochemical Properties of
Astragalus compactus subsp. compactus (guni) and Verbascum
diversifolium (Nizip mullein) Taxa

Ebru Bahar CICEK
Master's Thesis

FIRAT UNIVERSITY
Graduate School of Natural and Applied Sciences

Department of Chemistry

June 2022, Pages: x + 26

Throughout history, plants have been at the center of human life both as food and as a source of
healing. Despite all the developments in technology and science, herbal treatment is still used as a primary
treatment method in many parts of the world. For this reason, the determination of the phytochemical
substances contained in plants and the detection of their potential antiradical, antioxidant, antimicrobial and
anticancer properties continue to increase their scientific appeal.

In the master's thesis prepared to contribute to such studies, it was aimed to determine the
antiradical, anticancer and phytochemical compounds of ethanol, methanol and water extracts of endemic
Astragalus compactus Lam., subsp. compactus (guni) and endemic Verbascum diversifolium Hochst. (Nizip
mullein) plants grown in and around Elazig. Antiradical activities of plants were determined against ABTS,
DPPH and OH radicals, and anticancer activities were determined against A2780 human ovarian cancer
and MCF-7 human breast cancer cell lines.

According to the results of the study, all extracts of V. diversifolium were in the ABTS radical
scavenging test; V. diversifolium ethanol and methanol extracts in the DPPH radical scavenging test; V.
diversifolium methanol extract in the OH radical scavenging test showed higher antiradical activity than the
standard antioxidant BHT. It was determined that both plants are rich in total phenolic, total flavonoid, total
proanthocyanidin, a-tocopherol, phytosterols and unsaturated fatty acids. According to the results of the
anticancer analysis, it was understood that both plants had high anticancer activity depending on the
increasing dose.

In the light of all the results obtained from this master's thesis, the in vitro antiradical and anticancer
activities of the Astragalus compactus subsp. compactus (guni) and endemic Verbascum diversifolium
(Nizip mullein) plants grown in and around Elazig and the phytochemical compounds they contain have
been clarified and brought to the literature.

Keywords: Astragalus compactus subsp. compactus, Verbascum diversifolium, antiradical, anticancer,
phytochemical
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Simgeler

A, : Kontrol absorbansi
A; : Numune absorbansi

Kisaltmalar

A2780 : Insan yumurtalik kanseri hiicre serisi

ABTS :2,2’-Azino-bis(3-etilbenzotiyazolin-6-siilfonik asit)

ABTS™ :2,2’-Azino-bis(3-etilbenzotiyazolin-6-siilfonik asit) radikali
ACE : Astragalus compactus subsp. compactus (guni) etanol ekstrakti
ACM : Astragalus compactus subsp. compactus (guni) metanol ekstrakti
ACS : Astragalus compactus subsp. compactus (guni) su ekstrakti
BHA : Biitillenmis hidroksianisol

BHT : Biitillenmis hidroksitoluen

CE : Katesin esdegeri

DPPH : 1,1-Difenil 2-pikril hidrazil

DPPH’ : 1,1-Difenil 2-pikril hidrazil radikali

GAE : Gallik asit esdegeri

GSH : Rediikte glutatyon

GSH-Px : Glutatyon peroksidaz enzimi

GSSG : Okside glutatyon

H,O, : Hidrojen peroksit

LPO : Lipid peroksidasyon

MCF-7 : Insan gdgiis kanseri hiicre serisi

MDA : Malondialdehit

O, : Siiperoksit radikali

OH" : Hidroksil radikali

PBS : Fosfat tamponu

PG : Propil gallat

QE : Kuersetin esdegeri

RE : Rutin esdegeri

SOD : Siiperoksit dismutaz enzimi

TBA : Tiyobarbitiirik asit

TBHQ : t-biitilhidrokinon

TCA : Triklorasetik asit

VDE : Verbascum diversifolium (Nizip sigirkuyrugu) etanol ekstrakti
VDM : Verbascum diversifolium (Nizip sigirkuyrugu) metanol ekstrakti
VDS : Verbascum diversifolium (Nizip sigirkuyrugu) su ekstrakti



1. GIRIS

Tarih boyunca insanlar1 hem beslenme amacli hem de tedavi amagli olarak cezbeden bitkiler,
simdiki bilimsel birikimimiz ile kesinlestigi iizere fenolik asitler, fenoller, flavonoitler,
tokoferoller, karotenler ve en 6nemlisi vitaminler bakiminda oldukg¢a zengindirler ve bu maddeler
sayesinde c¢esitli hastaliklara karsi 6nemli korumalar saglarlar [1]. Yasayan gelismis organizmalar
gida yoluyla aldiklart besinlerde bulunan a-tokoferol, P-karoten ve askorbik asit gibi
antioksidanlar ve hiicrelerindeki antioksidan savunma sisteminde yer alan glutatyon peroksidaz
(GSH-Px), katalaz (CAT) ve siiperoksit dismutaz (SOD) gibi enzimlerle beraber islev goriip,
canli hiicreleri oksidatif hasarlara karsi korurlar [2,3]. Ayrica antioksidan &zellik gosteren
maddelerin ayni zamanda antikanser, antiviral, antimikrobiyal, antibakteriyel, antiiilser,
antialerjik, antimutajenik, antiproliferatif, antitimoér, antililser ve antimetastaz gibi Onemli
biyoaktivitelere sahip olduklar1 yapilan birgok arastirma ile gosterilmistir [4,5].

Dogal antioksidan o6zellik gdsteren birgok bilesik ve/veya bilesik gruplarinin bitkilerin meyve,
yaprak, ¢icek, govde, kabuk, siirgiin, tohum vb. kisimlarinda bol miktarlarda bulundugu ve
bunlarin ¢ok Onemli potansiyel biyoaktif Ozellikler tasidigi bilinmektedir [5,6-8]. Yapilan
arastirmalar bol miktarda sebze ve meyve tiiketen kisilerin kanser ve kalp-damar rahatsizliklar
gibi hastaliklara daha az yakalandiklarini, bu kisilerde adi gegen hastaliklar sebebiyle oliim
oraninin diisilk oldugunu, ayrica bu hastaliklara yakalanma riski ile meyve-sebze tiiketimi
arasinda ters bir orant1 oldugunu ispatlamistir. Bu durumun bitkilerin bol miktarda ihtiva ettigi
biyoaktif bilesiklerden (fenolik asitler, flavonoitler, fenolik bilesikler, tokoferoller, karotenler,
fitosteroller gibi) kaynaklandig: ileri siiriilmektedir. Gegtigimiz son 20 yillik siirecte bitkiler ve bu
bitkilerden elde edilen iiriinlerin antikanser, antitiimor, antimikrobiyal, antibakteriyel, antioksidan
ve antiradikal 6zelliklerinin belirlenmesi, ayrica bu ozellikleri saglayan bilesik ve/veya bilesik
gruplarmin izole edilip karakterize edilmesi c¢aligmalari ¢ok biiylik bir ilgi kazanmis ve
giiniimiizde de ayni durum devam etmektedir. Bu tiir ¢aligmalarin merkezinde, halk arasinda
tedavi amaciyla ve/veya gida olarak tiiketilen bitkiler yer almaktadir [5,9-11].

Bitkilerin tiirlerinin devamini saglamak ve/veya savunma amaciyla siirekli olarak cesitli biyoaktif
maddeler sentezlemektedirler. Bu biyoaktif maddeler saglik ac¢isindan faydali bir¢ok aktiviteye de
sahiptirler. Giiniimiiz sartlarinda, Diinya Saglik Orgiiti (WHO) diinya niifusunun %80’lik
kisminin saglik bakimi i¢in sifali bitkilerden faydalandigini belirtmekte; ayrica gelismemis ve
gelismekte olan iilkelerin niifuslarinin yaridan fazlasinin halen bitkilerden elde edilmekte olan
geleneksel ilaglari kullandiklarina vurgu yapmaktadir. Sifali bitkiler biitin bu faydalarmin
yaninda bir¢ok iilkenin ekonomik gelir kaynaginin énemli bir kismimi da olusturmaktadir. Dogal
yollardan elde edilen bilesiklerin sentetik yollardan {iretilenlere gdre sahip olduklart diisiik

maliyet ve daha az yan etki gibi avantajlar bitkilerle alakali ¢aligmalar1 daha da cazibeli hale



getirmektedir. Bu sebeplerle bilim insanlart yeni ilag arayislarinda her zaman halk arasinda
geleneksel kullanimi olan bitkileri ve bitkisel tlirevli maddeleri 6n siralara yerlestirmislerdir.
Gergekten de bitkilerden ve bitkisel 6zlerden saglanan dogal bilesiklerin kimyasal ¢esitlilikleri
oldukea fazla oldugundan yeni bir ilacin kesfedilmesi i¢in bir¢ok olanak sunabilirler [12-14].
Giliniimiiz diinyasinda kanser kaynakli oliimlerin %20 civarinda oldugu, diinyadaki niifusun
1/3’lik kisminin da bu hastaliktan etkilendigi belirtilmektedir. Radyasyon, viral enfeksiyonlar,
beslenme aligkanliklari, sigara kullanimi, gevresel faktorler ve gesitli kimyasallara maruz kalmak
kansere sebep olan etmenler arasinda en 6nemlileri olarak goze ¢arpmaktadir. Cerrahi miidahale,
radyoterapi ve kemoterapi gibi tedavi yontemleri ile kanser tedavi edilmeye calisildigi gibi,
geleneksel halk tibbi ile alternatif bir tedavi yontemi de diinyanin birgok yerinde
uygulanmaktadir. Bu alternatif tedavi yonteminde kullanilan maddelerin ilk sirasinda bitkiler ve
onlardan elde edilen maddeler yer almaktadir. Ayrica bitkiler hem diisiik maliyetli, hem de herkes
tarafindan kolaylikla ulasilabilir olmalar1 nedeniyle de bu tiir tedavilerde tercih edilmektedirler.
Biitiin bu bilgiler 1s18inda bitkilerin tasidigr potansiyel biyoaktivite 6zelliklerinin yaninda,
bitkinin icerdigi biyoaktif maddelerin de antikanser 6zellik tasiyip tasimadigi bircok bilimsel
arastirmanin odagini olusturmaktadir [15-17].

Bu calismada Elazig ve gevresinde yetisen Astragalus compactus Lam., subsp. compactus (guni)
ve endemik Verbascum diversifolium Hochst. (Nizip sigirkuyrugu) bitkilerinin etanol, metanol ve
su ekstraktlarinin potansiyel antiradikal aktiviteleri (DPPH, OH ve ABTS radikalleri {izerinde),
biyoaktif madde icerikleri (toplam flavonoit, toplam proantosiyanidin, toplam fenolik bilesik,
serbest yag asitleri, vitaminler ve fitosteroller) ve in vitro antikanser aktivitelerinin (A2780 insan
yumurtalik kanseri ve MCF-7 insan gogiis kanseri hiicreleri {izerinde) belirlenmesi amaglanmistir.
Caligmadan elde edilen sonuglarin sadece kimya ve biyokimya alanina degil, ayn1 zamanda tip,
eczacilik, farmakoloji, onkoloji, botanik, biyoloji bilim alanlarina da biiyiik katkilar1 olacagi

diistiniilmektedir.



2. GENEL BIiLGILER

Bitkiler diinya tizerinde yasamin devam etmesi i¢in elzem olan oksijeni ve besini, fotosentez adi
verilen olayla giines 15181 kullanarak su ve karbondioksitten itiretmektedir. Ancak bitkiler
yasama bu katkilarinin yaninda insanlar i¢in Oncelikle gida olarak, daha sonralar1 ise tedavi
amacli ila¢ olarak kullanilmistir. Bitkiler icerdikleri biyoaktif bilesiklerle saglik tizerinde énemli
etkilere sahip olduklarindan, sifali bitkilerle tedavi antik ¢aglardan giiniimiize kadar siirmiis ve
stirekli gelistirilmistir. Modern diinyada hareketsizlik, sagliksiz beslenme, ekolojik ve g¢evresel
dengenin bozulmasi ve asirt stres gibi etmenler hastaliklar {izerinde inanilmaz artiglara neden
olmaktadir. Teknolojik ve bilimsel gelismelerin insanlarda yasam kalitesi iizerinde ¢ok olumlu
etkileri olmasina ragmen, insan omriine ayni sekilde olumlu etkileri olmadig: birgok bilim insani
tarafindan kabul gormektedir. Ornegin tip bilimindeki biiyiik gelismelerin insan saglhig1 iizerinde,
dolayisiyla insan Omrii iizerinde ayni oranda olumlu etkiler dogurmasi beklenirken, modern
diinya insanlarinin yasam kalitelerinin ¢ok yiiksek olmadigi ve mutsuz olduklar1 gzlenmektedir.
Son zamanlardaki teknolojik ve bilimsel gelismelerle beraber alternatif tedavi yontemleri de
gelistirilmis ve bircok hastaliin tedavisinde dogrudan ya da dolayli olarak bu yontemlere
bagvurulup, etkili sonuclar elde edilmistir. Antik ¢aglardan beri, goriilen her hastaligin tedavisinin
dogada var oldugu ve insanlarin o tedaviyi kesfetmek i¢in arastirmalar yapmasi gerektigine
inanilmaktadir. Fakat bir hastaligin tedavi edilmesi, hangi hastaliga hangi ilacin ¢are oldugu, bir
ilacin nasil islemlerden gectikten sonra hangi dl¢lide kullanilmasi gerektigi insanlarin binlerce
yildir ¢ézmeye calistigi problemlerdir. Bu nedenle insanoglu hastaliklarin tedavisi amaciyla
binlerce yildir dogal kaynaklara, 6zellikle bitkilere bagvurmaktadir [5].

Tiirkiye’de yetisen tibbi kullanima sahip bitkilerin yaklasik 650 adet oldugu ve bunlarin hepsinin
dogal ortamlarda kendiliginden yetisebildigi bilinmektedir. Bu bitkilerden kiiltiire alinanlarin
say1st ¢ok az olup, onlar da ¢ok kisithi alanlarda tiretilmektedir [18]. Tibbi ve aromatik bitkiler
gida ve mesrubat liretiminde, ilag sanayinde, parfiimeri ve kozmetik iiretiminde kullanildiklar
i¢in tiikketimleri de hizli bir sekilde artmustir. Ilag sanayisi {izerinden bakildiginda, sentetik ilaglara
kiyasla daha az yan etkiye ve diisiikk maliyete sahip olmalari nedeniyle bitki kokenli ilaglara
yonelim 6nemli oranda artmistir. Gergekten de giiniimiiz ilag endiistrisi tarafindan iretilen ve
gelistirilen ilaglarin en az 1/4’{iniin etken maddesinin bitkisel kdkenli oldugu belirtilmektedir
[19].

2.1. Serbest Radikaller

Bir serbest radikal ortaklanmamis elektrona sahip molekiil veya atomlardir. Bu tiir molekiil ve

atomlar, bos olan orbitallerini doldurup kararl hale gecmek istedikleri i¢in asir1 reaktiftirler [20].



Serbest radikaller organizmadaki metabolik tepkimeler sonucunda olusabildigi gibi bazi gevresel
faktdrler de bunlarin olusumuna sebep olabilmektedir. Omiirleri ¢ok kisa olmasina ragmen
radikaller sahip olduklar1 asir1 reaktivite nedeniyle hiicrelerdeki biitiin bilesenleri etkilerler.
Memelilerde serbest radikaller, oksijen metabolizmasinin bir sonucu olarak meydana gelmektedir.
Oksijen, yasayan bir¢ok organizmanin yasaminin devamliligi i¢in elzem bir element olup,
hiicredeki bazi tepkimeler sonucunda suya doniismekte ve sonug olarak hiicre gerekli enerjisini
tiretmektedir. Fakat bu tiir tepkimeler sonucunda oksijenin yaklasik %1-3 kadar1 suya
doniisememekte ve hidroksil radikali ile siiperoksit anyonu gibi radikalleri olusturabilmektedir
[21,22]. Serbest radikaller biitin bu olumsuz etkilerine karsin hiicrelerde enerji iretim
tepkimelerinde rol oynarlar ve viicudun normal metabolik tepkimeleri gibi yararli biyokimyasal
olaylara katkilar saglarlar. Ornegin, bagisiklik sistemine antijenlerle miicadelede yardimci
olmaktadirlar. Ancak dis etmenler nedeniyle asir1 miktarlarda olusan serbest radikaller hiicre
hasarina neden olurlar. Oksijen kaynakli serbest radikaller hiicrede asir1 oranda meydana gelince
olusan duruma oksidatif stres adi verilir ve hiicrelerdeki lipitler, proteinler, karbohidratlar ve

niikleik asitler gibi biitiin biyomolekiiller tizerinde hasarlar olusturabilirler [23].

2.1.1. Serbest Radikal Olusum Mekanizmalari

Kimyasal yonden serbest radikallerin {i¢ farkli olusum mekanizmasi vardir:

1. Bir Kovalent Bagda Homolitik Kirtlma: Kimyasal baglar 500-600 °C gibi ¢ok yiiksek
sicakliklara ya da yiiksek enerjili elektromanyetik dalgalara maruz kaldiklarinda kirilirlar. Kirilma
sonucunda bagin yapisinda yer alan 2 elektrondan her biri ayr1 atomlarda kalirsa, bu kirilmaya
homolitik kirilma denir ve serbest radikaller olusur.

2. Bir Molekiiliin Elektron Yitirmesi: Radikal olmayan bir molekiil elektron yitirdiginde, dis
orbitalinde paylasilmamis elektron kaldiginda serbest radikal meydana gelir. Ornegin hiicre ici
antioksidanlar tokoferol, askorbik asit ve glutatyon gibi bilesikler, serbest radikallere 1 elektron
transfer ederek onlar1 indirgerler ve sonug olarak kendilerinin radikalleri olusur.

3. Bir Molekiiliin Elektron Kazanmasi: Radikal olmayan bir molekiil tek elektron kazandiginda
ve dis orbitalinde paylagilmamis elektron olustugunda, bu tiir indirgenme sonucunda serbest
radikal meydana gelebilmektedir. Ornegin, molekiiler oksijen tek elektron alip indirgendigi
zaman siiperoksit (O,") radikali meydana gelmektedir. Bu mekanizma sonucunda radikal
olusumu hiicrelerdeki oksijenle ilgili biyokimyasal tepkimelerde devamli meydana geldiginden

canli organizmalar igin ¢ok dnemlidir [24].

2.2. Antioksidanlar



Karbohidratlar, lipitler, proteinler ve niikleik asitler gibi canli hiicrelerdeki biyomolekiilleri
oksidasyona kars1t koruyan maddelere antioksidan adi verilir. Antioksidanlar iglenmis gidalarin
bozulmasini Onleyerek onlarin raf omiirlerini uzatirlar. Biitillenmis hidroksi anisol (BHA), t-
biitilhidrokinon (TBHQ), propil gallat (PG) ve biitillenmis hidroksi toluen (BHT) en ¢ok
kullanilan sentetik antioksidanlar olarak bilinirler. Ancak sentetik antioksidanlarin ve
olusturduklart bazi yan iriinlerin birgok kanser tiirline sebep olduguna dair gii¢lii kanitlarin
varligil, bunlarin yerine dogal antioksidanlarm kullanimina yonelik bilimsel aragtirma ve
calismalarin artmasina neden olmustur. Ornegin tokoferoller (Vitamin E tiirevleri) ve askorbik
asit (Vitamin C) bu tiir amaglar i¢in yaygin olarak kullanilan dogal antioksidanlardir. Enzimatik
antioksidanlar (SOD, CAT, GSH-Px), fenolik bilesikler, bazi aminoasitler, flavonoitler ve
karotenoitler diger 6nemli dogal antioksidanlardir. Antioksidanlar bakimindan zengin meyvelerin
ve sebzelerin tiiketilmesi canli hiicreleri, Serbest radikal kaynakli doku ve hiicre hasarlarindan
koruyarak bazi hastaliklarin meydana gelmesine engel olabilmektedir. Antioksidan savunma
sistemi, canli bir organizmada olusan serbest radikalleri ve sebep olduklar1 oksidatif stresi
engellemek amaciyla devreye girmektedir. Hiicredeki ilk savunma hattin1 antioksidanlar serbest
radikallerin olusmasini engelleyerek olusturmaktadirlar. ikinci savunma hattim E ve C vitamini
gibi antioksidanlar zincirleme oksidasyonun baglamasini ve yayilmasini engelleyerek olustururlar.
Ugiincii savunma hattin1 olusan hasar1 onararak eski haline getiren proteazlar, transferazlar,

lipazlar ve DNA onaran enzimler gibi antioksidan enzimler olugturmaktadir [25-30].

2.3. Calsilan Bitki Materyalleri

2.3.1. Astragalus compactus subsp. compactus (Guni)

Astragalus L. cinsi Fabaceae familyasi ig¢inde yer alan ¢ok yillik otsu bir bitki olup, Diinya
tizerinde yaklasik 3000 tiirle temsil edilmektedir. Tiirkiye’de bu cinse ait yaklagik 445 tiir
yetismektedir ve bunlarin 224’{i endemiktir. Iran-Turan floristik bdlgesinde yayilis gdsteren
Astragalus tiirlerinin gen merkezi Avrasya’dir ve 6zellikle Orta ve Bati Asya bu cinsin yayilis
bolgeleridir [31-33]. Ulkemizde birgok Astragalus tiirii halk arasinda karaciger koruyucu,
antioksidan, bagisiklik sistemi diizenleyici ve antiviral dzelliklerinden dolayr kullanilmaktadir.
Bununla birlikte Astragalus tiirleri uzun yillardan beri Avrupa iilkelerinde de popiiler bir tibbi
bitki olarak kullanilmaktadir [34]. Daha onceden yapilan c¢alismalar incelendiginde birgok
Astragalus tiirtiniin antiradikal, antioksidan, antibakteriyel, antimikrobiyal, antitiimér, antikanser,
fitokimyasal ozelliklerinin belirlendigi gorilmektedir [35-38]. Bu tezde calisilan Astragalus
compactus subsp. compactus taksonunun ise sadece antiradikal ve fenolik igerik &zelliklerinin

saptandigi [39] antikanser ve geri kalan fitokimyasal iceriklerinin saptanmadigi belirlenmistir.



2.3.2.  Verbascum diversifolium (Nizip Sigirkuyrugu)

Verbascum L. cinsi Scrophulariaceae familyasinda yer alan ¢ok yillik otsu bir bitkidir. Bu cinse
ait tiirler Kuzey Yarimkiirede iliman bdlgelerde yetismekte ve 360 tiir ile temsil edilmektedir.
Tiirkiye’de 185’1 endemik yaklagik 250 tiirle temsil edilen Verbascum L. cinsine halk arasinda
sigirkuyrugu da denmektedir [31]. Verbascum tiirlerinin yaprak ve ¢igeklerinden hazirlanan
preparatlar halk arasinda ¢ay seklinde tiiketilmektedir. Bunun disinda g6giis yumusatici, balgam
soktiiriicii, hemoroit ve romatizma tedavisinde, yara iyilestirici olarak kullanildig1 bilinmektedir.
Birgok Verbascum tiirliniin antimalaryal, antiviral, antitimér, antioksidan, antiinflamatuar,
antibakteriyel, antimikrobiyal vb. &zelliklere sahip oldugu yapilan ¢alismalarla gosterilmistir
[40,41].

2.4. Tibbi Oneme Sahip Bitkilerin Halk Arasinda Kullanim Yollar

1. Toz: Bitkinin kullanilacak kisimlarinin, bir havanda déviilmesi, dgiitiiciiden veya degirmenden
gecirilmesiyle elde edilen tozlarin su ile karistirildiktan sonra igilmesi ile gerceklestirilir.

2. Hap: Bitkinin toz haline getirilen kisimlariin bal, leblebi unu, seker surubu, nisasta vs. gibi
tedavi edici etkisi olmayan yardimci bir madde ile karistirilarak hap haline getirilmesi ve bu
haplarm yutulmasi ile gergeklestirilir.

3. Infiizyon: Bitkinin kiiciiltiilmiis parcalarmin iizerine kaynar su dékiildiikten sonra agz1 kapali
bir kap iginde sik sik karigtirilir. Hafif ates lizerinde 5 dakika isitilan bitki pargalar1 sogutulup
stiztildiikten sonra igilerek tiiketilir. Bu yontemle hazirlanan 6rnekler her defasinda taze olarak
hazirlanmalidir. Tatlandirici olarak bal veya seker kullanilabilir.

4. Dekoksiyon: Ufalanan bitki parcalarinin {izerine soguk su konarak hafif ateste, sik sik
karigtirmak suretiyle 30 dakika 1sitilir ve sicakken siiziiliir.

5. Merhem: Sivi yaglar (zeytinyagi, aycigek yagi, misirdzii yagi vs.) i¢inde dnceden toz haline
getirilmis bitki kisimlart havan benzeri bir kapta azar azar ilave edilerek karistirilir ve haricen

kullanilir [32].



3. MATERYAL VE METOT

3.1. Arazi Cahsmalari

Dogu Anadolu, Elazig-Keban ve ¢evresinden toplanan Astragalus compactus subsp. compactus
(quni) ve endemik Verbascum diversifolium (Nizip sigirkuyrugu) bitkilerinin toplanma detaylar

asagida yer almaktadir.

3.1.1. Cahsmada Kullamlan Bitkilerin Toplanma Detaylar:

1. Astragalus compactus subsp. compactus (guni): 09.05.2020 Elazig-Keban arasi, Altinkiirek
Koyt Cevresi, Yamagclar. Rakim: 1460 metre

2. Verbascum diversifolium (Nizip sigirkuyrugu): 10.05.2020 Elazig-Keban arasi, Pul Koy
Cevresi, Yol Kenar1. Rakim: 1500 metre

Bitki orneklerinin teshisinde “Flora of Turkey and the East Aegean Islands Vol: 3-6” [42,43] ve
“Tirkiye Bitkileri Listesi (Damarli Bitkiler)” [44] adli eserlerden faydalanilmistir. Toplanmis
bitki materyalleri laboratuvar ortaminda, giines gérmeyen yerde ve ortam sicakliginda kurutularak

zaman kaybetmeden ekstraksiyon islemlerine gegildi.

3.2. Ekstraksiyon Prosesi

Astragalus compactus subsp. compactus (guni) bitkisinin toprak iisti kisimlari, Verbascum
diversifolium (Nizip sigirkuyrugu) bitkisinin ise ¢igekleri ekstraksiyon islemi i¢in oncelikle bir
blenderda parcalanarak toz haline getirildi. Her bir bitki drneginden 20 gram tartilarak, 200 mL
¢oziicii ile (etanol, metanol ve su) homojenize edilerek 5000 rpm’de santrifiijlendi. Islem sonunda
siipernatantlar alinarak uygun islemlerle ¢oziiciileri uzaklastirildi. Elde edilen ekstraktlar derin
dondurucuda -18 °C’de saklanarak, yapilacak analizler igin pg/mL konsantrasyonunda ¢oziiliip

analiz islemleri gergeklestirildi.

3.3. Antiradikal Aktivitenin Saptanmasi

Bitki 6rnegi ekstraktlarinin antiradikal aktiviteleri Shimadzu marka UV-1700 Spectrophotometer
cihazi ile DPPH, ABTS ve OH radikallerine iizerinde spektrofotometrik yontemle saptandi. Bitki
ekstraktlarinin antiradikal aktiviteleri asagidaki formiil yardimiyla % cinsinden hesaplandi:

% Radikal Yok Etme Aktivitesi = [(Aq-A)/Ag] X 100

Ao = Kontroliin absorbans degeri

A; = Ekstre ilave edildikten sonraki absorbans degeri



3.3.1. ABTS Radikali

ABTS " radikali yok edici testi Yu vd. [45] metoduna gore bazi modifikasyonlarla gerceklestirildi.
Bu amagla uygun sekilde ¢ozeltileri hazirlanan ABTS ve potasyum persiilfat (K,S,0g) 1:1
hacimsel oraninda karistirilip, 151k gérmeyen bir yerde ve ortam sicakliginda 14-18 saat siireyle
inkiibasyon islemine tabi tutuldu. Bu siirenin sonunda meydan gelen ABTS"" radikali ¢ozeltisinin
absorbansi 734 nm’de etanol ile seyreltilmek siiretiyle 1.800+0.02 degerine ayarlandi. Absorbansi
ayarlanan bu ¢6zelti kontrol olarak kabul edildi. Deney tiiplerine radikal ¢ozeltisinden 3 mL ilave
edilerek tizerine 500 pg/mL bitki ekstrakti ilave edildi. Isik gérmeyen bir yerde ve ortam
sicakliginda yaklasgik 2 saat inkiibe edilen numunelerin absorbanslari 734 nm’de UV

spektrofotometresinde Ol¢iilerek kayit altina alindi.

3.3.2. DPPH Radikali

Shimada vd. [46] metodu esas alinarak gergeklestirilen DPPH’ radikali yok etme aktivitesi igin 1
mM’lik DPPH" ¢ozeltisi hazirlandi. 3 mL DPPH’ radikal ¢ozeltisi deney tiiplerine alindi ve
tizerine 500 pg/mL ekstrakti ilave edildi. Biitin numuneler 151k gérmeyen yerde ve ortam
sicakliginda 30 dk inkiibe edildikten sonra UV spektrofotometresi cihazinda 517 nm’de

absorbanslari kayit altina alindi.

3.3.3. OH Radikali

Halliwell vd. [47] metodu bazi modifikasyonlarla esas alinarak OH' radikali yok etme testi
gerceklestirildi. Bu amagla bir deney tiipiine sirasiyla 500 pL bitki ekstraktindan, 500 pL 3.6 mM
deoksiriboz ¢ozeltisinden, 200 uL. 100 uM FeClj ¢dzeltisinden, 100 pL 1 mM H,0, ¢ozeltisinden
ve son olarak 100 pL. 1 mM askorbik asit ¢ozeltisinden ilave edilip, karigim bir vorteks
yardimyla iyice karigtirildi. Ardindan bir etiivde 37 °C’de 60 dk bekletilen numunelerin iizerine 1
mL %2.8 TCA ve 1 mL %1.0 TBA cozeltilerinden eklendi. Daha sonra 50 °C’deki su
banyosunda 30 dk tutulan numunelerin iizerine 3 mL butanol eklenerek tepkime ortami butanol
fazina gecirilmis oldu. Numunelerin UV spektrofotometresinde 532 nm’de absorbanslar1 kayit

altina alindi.

3.4. Fitokimyasal Iceriklerin Saptanmasi

3.4.1. Total Flavonoit

Astragalus compactus subsp. compactus (guni) ve Verbascum diversifolium (Nizip sigirkuyrugu)
bitki ekstraktlarinin total flavonoit igerigi Kim vd. [48] metodu esas alinarak belirlendi. Bitkilerin

igerdigi total flavonoit miktar1 ug katesin esdegeri /g ekstrakt (ug CE/g ekstrakt) olarak sunuldu.



3.4.2. Total Fenolik

Astragalus compactus subsp. compactus (guni) ve Verbascum diversifolium (Nizip sigirkuyrugu)
bitki ekstraktlarinin total fenolik bilesik miktarlari tayini Slinkard ve Singleton [49] metodu esas
almarak belirlendi. Bitkilerin igerdigi total fenolik bilesik miktarlar1 gallik asit esdegeri (mg GAE

/g ekstrakt) olarak sunuldu.

3.4.3. Total Proantosiyanidin

Astragalus compactus subsp. compactus (guni) ve Verbascum diversifolium (Nizip sigirkuyrugu)
bitki ekstraktlarinin total proantosiyanidin miktarlari Amaeze vd. [50] metodu esas alinarak
belirlendi. Bitkilerin igerdigi total proantosiyanidin miktarlar1 pug katesin esdegeri / g ekstrakt (ug
CE/g ekstrakt) olarak sunuldu.

3.4.4. Bitkisel Sterol ve Vitaminler

Astragalus compactus subsp. compactus (guni) ve Verbascum diversifolium (Nizip sigirkuyrugu)
bitkilerinin icerdigi yagda ¢oziinen vitaminler ve bitkisel steroller Katsanidis ve Addis [51]
metodu esas alinarak HPLC cihazinda gergeklestirildi. Bunun igin bitki numuneleri 10 mL
heksan/izopropil alkol (3/2, v/v) karigiminda homojenize edilip santrifiijlendi. Uygun islemlerden
gecirildikten analize hazir hale gelen 6rnekler Shimadzu marka HPLC cihazinda analiz edildi.
Analiz UV dedektdr ile gergeklestirilirken, dedeksiyon dalga boylar1 bitki sterolleri i¢in 202 nm,
tokoferol tlirevleri ve vitamin D i¢in 215 nm, retinol i¢in 320 nm, vitamin K i¢in ise 265 nm

olarak alindi. Elde edilen sonuglar pg/g ekstrakt olarak hesaplandi.

3.4.5. Serbest Yag Asitleri

Astragalus compactus subsp. compactus (guni) ve Verbascum diversifolium (Nizip sigirkuyrugu)
bitkilerinin igerdigi serbest yag asitleri miktar1 Hara ve Radin [52] ile Christie [53] metotlar1 esas
alinarak bazi modifikasyonlarla Shimadzu marka gaz kromatografisi (GC) cihaziyla belirlendi.
Bunun igin bitki érnekleri 10 mL heksan/izopropil alkol (3/2, v/v) karisiminda homojenize edilip
santrifijjlendi. Uygun islemlerden gegirilen &rnekler metil esterine donistiiriildiikten sonra GC
cihazinda analize hazir hale getirildi. Elde edilen sonuglar toplam yag asitleri igindeki her bir yag

asidi i¢in % cinsinden hesaplanip sunuldu.

3.5. Antikanser Aktivitenin Saptanmasi

3.5.1. Hiicre Turleri



Astragalus compactus subsp. compactus (guni) ve Verbascum diversifolium (Nizip sigirkuyrugu)
bitkilerinin antikanser aktiviteleri insan yumurtalik kanseri (A2780) ve insan gogiis kanseri
(MCF-7) hiicre serilerine karsi belirlendi. Ilgili kanser hiicre serileri American Type Culture

Collection (ATCC)’den temin edilerek kullanild.

3.5.2. Hiicre Beslenmesi

Ilgili kanser hiicrelerinin in vitro sartlarda yasamalar1 ve cogalmalari icin besiyeri RPMI-1640
medyum igerisine %10 FBS, %1 pensilin-streptomisin ve %1 esensiyal olmayan aminoasit
karisimi ilave edildi. Hiicreler laminer hava akimli biyolojik emniyet kabini igerisinde steril

sartlarda tutulduktan sonra hiicrelerin pasajlanma islemleri gerceklestirildi.

3.5.3. Hiicre Pasajlanmasi

Hiicrelerin flask yiizeyinden kaldirilmast igin 25 cm?lik her bir flask igin 2 mL tripsin kullanildi.
Tripsin kaynakli zararlar1 6nlemek i¢cin medyum ile seyreltme islemi yapildi. Kanser hiicrelerinin
canlilik orant %0.4 trifan mavisi kullanilarak bir hemositometre yardimiyla saptandi. Hiicrelerin
canlilik oran1 %90’1n {stlinde oldugu belirlenince deneylere baslandi ve well plate iizerine hiicre
sayilar1 15x10° olacak sekilde ekimleri yapildi. Ornekler 37 °C’de, %5 CO,’li inkiibatorde ve
%95 nemli ortamda inkiibe edildi.

3.5.4. Bitki Orneklerinin Kiiltiire Eklenmesi

Astragalus compactus subsp. compactus (guni) ve Verbascum diversifolium (Nizip sigirkuyrugu)
bitkilerinin etanol, metanol ve su ekstraktlarinin 1, 10, 100 ve 1000 pg/mL’lik konsantrasyondaki
¢ozeltileri (%0.1 DMSO’da ¢oziilmiis) well platelere eklendi ve 24 saat siireyle inkiibatorde
inklibasyona birakildi. Siire sonunda hiicrelerin canlilik oranlarindaki % degisimler MTT

yontemiyle saptandi.

3.5.5. MTT Analizi

Bu yontemde stok MTT ¢ozeltisi PBS i¢inde hazirlandi ve bu ¢ozeltiden 0.5 mg/mL
konsantrasyonunda ¢alisma ¢ozeltisi hazirlandi. Caligma ¢ozeltisi, bitki ekstraktlari, ¢oziicii ve
kontrollerin bulundugu kuyucuklara eklendi. 3 saat siireyle inkiibe edilen hiicrelerin optik

dansiteleri Synergy marka UV spektrofotometre cihazinda 550 nm dalga boyunda olgiilerek
kaydedildi [54].

3.6. listatistiksel Analizler
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Analizlerden elde edilen sonuglarin istatistiksel degerlendirmeleri SPSS Statistics 22.0 programi
yardimiyla yapildi. Antiradikal testlerin degerlendirilmesi ANOVA ve DMRT testleriyle
gerceklestirilirken, p<0.05 degeri istatistiksel bakimdan 6nemli kabul edildi. Sonuglar ortalama +
standart sapma seklinde sunuldu. Antikanser analizlerin sonuglarinin degerlendirilmesinde
KOLMOGOROV SMIRNOV testi kullamildi. Grup karsilastirilmalar: tek ydnlii varyans analizi
ile, varyans homojenlikleri LEVENE testi ile yapilirken varyanslarin homojen olmadigi gézlendi.
Bu yiizden TAMHANE T2 testi ile ¢oklu karsilagtirmalar yapilirken, p<0.05 degeri istatistiksel

bakimdan énemli kabul edildi. Sonuglar ortalama + standart sapma seklinde sunuldu.
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4, BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Astragalus compactus subsp. compactus (Guni)’a Ait Sonuglar

4.1.1. A. compactus subsp. compactus Antiradikal Aktivite Sonuclar:

Astragalus compactus subsp. compactus (guni) toprak {istii kisimlarinin su, metanol ve etanol
ekstraktlarina ait antiradikal aktivite sonuglart Tablo 4.1°de sunulmustur. Bu test sonuglarina goére
ABTS, DPPH ve OH radikali yok etme testlerinde standart antioksidan BHT, biitiin
ekstraktlardan daha yiiksek antiradikal aktivite gdstermistir. ABTS radikali yok etme testi igin
radikal yok etme yiizdeleri BHT (%90.33) > A. compactus Metanol (ACM) (%78.87) > A.
compactus Etanol (ACE) (%66.82) > A. compactus Su (ACS) (%65.96) seklinde biiyiikten
kiiciige dogru siralanmaktadir. OH radikali yok etme testi i¢in radikal yok etme yiizdeleri BHT
(%89.28) > ACM (%84.12) > ACE (%71.96) > ACS (%59.23) seklinde biiyiikten kiiclige dogru
siralanmaktadir. DPPH radikali yok etme testi icin radikal yok etme ylizdeleri BHT (%89.98) >
ACM (%66.99) > ACE (%57.42) > ACS (%37.48) seklinde biiyiikten kiigiige dogru
siralanmaktadir.

Astragalus compactus subsp. compactus taksonu ile alakali antiradikal ¢aligmalar incelendiginde;
sadece Naghiloo vd. [39] A. compactus ekstraktlarinin yiiksek oranda DPPH radikali yok ettigini
saptarken; bunun disinda bu tiiriin herhangi bir antiradikal ¢alismaya konu olmadigi, ancak
Astragalus cinsi ile ilgili ¢alismalarin mevcut oldugu anlasilmigtir. Keskin [32] A. diphtherites
govde ve kok metanol ekstraktlarmin sirasiyla %79.01 ve %58.40 oraninda DPPH radikali,
%81.26 ve %78.49 oraninda OH radikali yok ettigini saptamiglardir. Aymi g¢aligmada A.
gymnalocepias govde ve kok metanol ekstraktlarinin sirasiyla %86.83 ve %39.62 oraninda DPPH
radikali, %90.02 ve %84.47 oraninda OH radikali yok ettigini belirlemislerdir [32]. Bu sonuglar
sundugumuz tezdeki toprak lstii metanol ekstraktlarimin DPPH ve OH radikali yok etme
aktivitelerinden daha yiiksek degerlere sahiptir. Bu durum ilgili bitkilerin farkl tiirler olmasindan
ve/veya farkli bitki kisimlarinin g¢aligilmasindan kaynaklanmig olabilir. Bagka bir ¢alismada
Gharari vd. [35] A. alopecurus esensiyal yaglarinin %67 oranina DPPH radikali yok ettigini

gbzlemlemislerdir.

Tablo 4.1. Astragalus compactus subsp. compactus ekstraktlarinin antiradikal aktiviteleri

Ornekler ABTS™ (%) OH’ (%) DPPH’ (%)
(500 ug/mL) (500 pg/mL) (500 pg/mL)
A. compactus Su 65.96+0.24° 59.23+0.51° 37.48+0.85°

A. compactus Etanol 66.82£0.17° 71.96+0.39¢ 57.4240.93¢




A. compactus Metanol 78.87+0.35" 84.12+0.47° 66.99:0.29"

BHT 90.33+0.32° 89.28+0.19% 89.98+0.67°

Ayni harfi tastyan gruplar istatistiksel acidan benzerdir; p<0.001

4.1.2. A.compactus subsp. compactus Fitokimyasal Analiz Sonuclari

Astragalus compactus subsp. compactus toprak istii kisimlarinin su, metanol ve etanol
ekstraktlarinin fenolik bilesik, flavonoit ve proantosiyanidin miktarlari Tablo 4.2’de sunulmustur.
Bu sonugclara gore ekstraktlarin toplam fenolik bilesik icerikleri ACM (63.80 mg GAE/g ekstrakt)
> ACS (52.51 mg GAE/g ekstrakt) > ACE (49.08 mg GAE/g ekstrakt) seklinde siralanirken;
toplam flavonoit igerikleri ACM (2821.33 pg CE/g ekstrakt) > ACE (2267.42 pg CE/g ekstrakt)
> ACS (1895.64 png CE/g ekstrakt) seklinde; toplam proantosiyanidin igerikleri ise ACM
(1221.89 pg CE/g ekstrakt) > ACE (1040.78 ug CE/g ekstrakt) > ACS (923.00 ug CE/g ekstrakt)

seklinde siralanmaktadir.

Tablo 4.2. Astragalus compactus subsp. compactus’un toplam proantosiyanidin, toplam flavonoit ve
toplam fenolik bilesik miktarlari

Ornekler Total Flavonoit Total Proantosiyanidin Total Fenolik
A. compactus Su 1895.64+3.87 923.00+2.00 52.51£1.02
A. compactus Etanol 2267.42+3.03 1040.78+1.96 49.08+0.77
A. compactus Metanol 2821.33+2.29 1221.89+1.75 63.80+0.58

Flavonoit ve proantosyanidin miktarlar1 ug katesin esdegeri/g ekstrakt, fenolik bilesik miktar1 ise mg gallik

asit esdegeri/g ekstrakt olarak sunulmustur.

Astragalus compactus subsp. compactus toprak tistii kisimlarinin yagda ¢6ziinen vitamin, bitkisel
steroller ve serbest yag asidi igerikleri Tablo 4.3’de sunulmustur. Bu sonuglara gére A. compactus
ekstraktlarinin 0.200 pg/g d-tokoferol, 15.500 pg/g a-tokoferol, 0.133 pg/g vitamin D, 252.100
ug/g ergosterol, 2.467 ug/g stigmasterol, 20.533 pg/g B-sitosterol, %1.25 miristik asit (14:0),
%23.69 palmitik asit (16:0), %7.62 palmitoleik asit (16:1), %12.87 stearik asit (18:0), %16.17
oleik asit (18:1), %10.37 linoleik asit (18:2), %28.03 linolenik asit (18:3), %37.81 doymus,
%62.19 doymamus yag asitleri igerdigi saptanmustir.

Tablo 4.3. Astragalus compactus subsp. compactus’un vitamin, bitkisel sterol ve serbest yag asidi
igerikleri

Fitokimyasal icerik (ug/g) A. compactus subsp. compactus
d-tokoferol 0.200+0.06
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o-tokoferol 15.500+0.56

Vitamin D 0.133+0.05
Ergosterol 252.100+1.27
Stigmasterol 2.467+0.25
B-Sitosterol 20.533+1.09
Yag Asitleri (%)
14:0 1.25+0.03
16:0 23.69+0.72
16:1 7.62+0.54
18:0 12.87+0.95
18:1 16.17+0.77
18:2 10.37+£0.35
18:3 28.03+1.01
Doymus FA 37.81
Doymamis FA 62.19

A. compactus subsp. compactus taksonu ile alakali fitokimyasal ¢aligmalar incelendiginde bu
tiiriin vitamin, sterol ve serbest yag asitlerini inceleyen herhangi bir ¢aligmaya konu olmadigi;
sadece Naghiloo vd. [39] A. compactus ekstraktlarinin 5.18 pg GAE/mg toplam fenolik bilesik
icerdigini belirledikleri anlagilmistir. Astragalus cinsi ile alakali ¢aligmalarda ise Keskin [32] A.
diphtherites govde ve kok metanol ekstraktlarinin sirasiyla 76.1 mg GAE/g ve 30.7 mg GAE/g
toplam fenolik bilesik, 39.31 mg QE/g ve 2.31 mg QE/g toplam flavonoit igerdiklerini
saptamiglardir. Ayn1 ¢alismada A. gymnalocepias gévde ve kok metanol ekstraktlarinin sirasiyla
54.66 mg GAE/g ve 17.66 mg GAE/g toplam fenolik bilesik, 36.81 mg QE/g ve 11.20 mg QE/g
OH toplam flavonoit ihtiva ettiklerini belirlemislerdir [32]. Diger bir ¢alismada ise, Gharari vd.
[35] A. alopecurus esensiyal yaglarinin 53.61 mg/g toplam fenolik bilesik, 115.64 mg/g toplam
flavonoit igerdigini saptamiglardir. Butkute vd. [55] A. glycyphyllos ve A. cicer bitkilerinin
sirastyla 17.1 mg GAE/g ve 18.9 mg GAE/g toplam fenolik bilesik, 12.8 mg RE/g ve 3.42 mg
RE/g toplam flavonoit ihtiva ettiklerini belirlemislerdir. Ghaffari vd. [56] ise A. creticus metanol
ekstraktlarinin 79.82 mg GAE/g toplam fenolik, 56.11 mg QE/g toplam flavonoit igerdiklerini
saptamiglardir. Biitiin bu arastirmalar ve bu g¢alismanin sonuglart gostermistir ki Astragalus

cinsine ait bitkiler yliksek miktarda fenolik bilesik ve flavonoit icermektedirler.

4.1.3. A.compactus subsp. compactus Antikanser Analiz Sonuglari

A. compactus subsp. compactus toprak istii kisimlarinin etanol, metanol ve su ekstraktlarinin
A2780 hiicre serilerine kars1 antikanser aktivite sonuclar1 Tablo 4.4’de sunulmustur. Bu sonug¢lara

gore bu bitkinin antikanser aktivitesinin doza bagimli olarak arttig1 belirlenmistir. Ekstraktlarin en
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yiikksek doz olan 1000 pg/mL i¢in kendi aralarindaki antikanser aktivite siralamasi ise su

sekildedir: ACM > ACS > ACE.

Tablo 4.4. Astragalus compactus subsp. compactus ekstraktlarinin insan yumurtalik kanserine (A2780)
kars1 antikanser ozellikleri

Ornekler (n=10) A. compactus Su A. compactus Etanol A. compactus Metanol
Kontrol 100.00+10.11 100.00+10.11 100.00+10.11
Coziicii 94.62+9.73 94.62+9.73 94.62+9.73

1 pg/mL 43.28+5.46* 55.18+7.99% 41.05+4.34*

10 pg/mL 42.60+4.05* 47.79+5.95% 36.54+3.82%

100 pg/mL 36.76+3.46* 14.73+3.20* 12.50£3.17%
1000 pg/mL 22.71£2.17* 26.30+4.28% 13.45+3.23*

(Sonuglar ortalama + standart sapma seklinde sunulmustur. *p<0.05)

A. compactus subsp. compactus toprak istii kisimlarinin etanol, metanol ve su ekstraktlarinin
MCF-7 hiicre serilerine karsi antikanser aktivite sonucglari Tablo 4.5’de sunulmustur. Bu
sonuglara gore bu bitkinin antikanser aktivitesinin doza bagimli olarak arttig1 gozlenmistir.
Ekstraktlarm en yiiksek doz olan 1000 pg/mL igin kendi aralarindaki antikanser aktivite
siralamasi ise su sekildedir: ACM > ACE > ACS.

Tablo 4.5. Astragalus compactus subsp. compactus ekstraktlarinin insan gégiis kanserine (MCF-7) kars1
antikanser ozellikleri

Ornekler (n=10) A. compactus Su A. compactus Etanol A. compactus Metanol
Kontrol 100.00+7.17 100.00+7.17 100.00+7.17
Coziicii 98.77+8.41 98.77+£8.41 98.77+8.41
1 pg/mL 66.50+7.38* 76.12+£9.16 73.95+£9.77
10 pg/mL 58.02+6.29* 75.88+£9.79 61.48+8.66*
100 pg/mL 54.68+7.24* 45.00+£5.69%* 34.73+£3.63%
1000 pg/mL 52.97+£5.12% 29.62+4.53* 21.61+£3.20%*

Sonuglar ortalama + standart sapma seklinde sunulmustur. *p<0.05
p P

A. compactus subsp. compactus taksonu ile alakali herhangi bir antikanser ¢alisma
bulunamamakla birlikte, Astragalus cinsine ait bazi tiirlerin birgok antikanser ¢alismaya konu
olduklar1 belirlenmistir. Ornegin, Ghaffari vd. [56] A. creticus metanol ekstraktlarinin HeLa
(insan servikal adenokarsinoma) ve 3T3 (fare fibroblast) hiicre serilerine kars diisiik sitotoksik
aktiviteye sahip olduklarimi gostermistir. Yaglioglu vd. [57] A. leucothrix sekonder

metabolitlerinin HeLa ve C6 (sigan glioma) hiicrelerine karsi sitotoksik aktivite gosterdiklerini
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saptarken, Mihaylova vd. [58] A. glycyphyllos ekstraktlarindan elde edilen saponin tiirevlerinin
mesane kanserleri (T-24 ve CAL-29) ile lenfoma kanserleri (MJ ve HUT-78) iizerinde
milkemmele yakin sitotoksik aktiviteye sahip olduklarini belirlemislerdir. Baska bir ¢aligmada
Sheik vd. [59] A. membranaceus bitkisinin meme, nazofarenks, girtlak, akciger, mide, karaciger,
kolon, prostat, yumurtalik, rahim, rahim agzi kanserleri, 16semi ve jinekolojik maligniteler
tizerinde antikanser aktiviteye sahip olduklarini sdylemislerdir. Bu ¢alisma sonuglart ve yukarida
anilan diger caligmalar Astragalus tiirlerinin antikanser 6zellik yoniinden dnemli aktiviteye sahip

oldugunu kanitlamaktadir.

4.2. Verbascum diversifolium (Nizip Sigirkuyrugu)’a Ait Sonuclar

4.2.1. V.diversifolium Antiradikal Aktivite Sonuclar:

Verbascum diversifolium ¢igeklerinin su, metanol ve etanol ekstraktlarina ait antiradikal aktivite
sonuglar1 Tablo 4.6’da sunulmustur. Bu test sonuglarina gore ABTS radikali yok etme testinde
biittin V. diversifolium ekstraktlari; OH radikali yok etme testinde V. diversifolium metanol
ekstrakti, DPPH radikali yok etme testinde ise V. diversifolium etanol ve V. diversifolium metanol
ekstraktlar1 standart antioksidan BHT den daha yiiksek antiradikal aktivite gostermislerdir. ABTS
radikali yok etme testi i¢in radikal yok etme yiizdeleri V. diversifolium Metanol (VDM) (%98.55)
> V. diversifolium Etanol (VDE) (%98.42) > V. diversifolium Su (VDS) (%90.98) > BHT
(%90.33) seklinde biiyiikten kiictife dogru siralanmaktadir. OH radikali yok etme testi i¢in
radikal yok etme yiizdeleri VDM (%90.42) > BHT (%89.28) > VDE (%87.97) > VDS (%84.89)
seklinde biiyiikten kiiclige dogru siralanmaktadir. DPPH radikali yok etme testi i¢in radikal yok
etme ylizdeleri VDM (%91.45) > VDE (%90.88) > BHT (%89.98) > VDS (%82.11) seklinde
biiyiikten kii¢lige dogru siralanmaktadir.

Tablo 4.6. Verbascum diversifolium ekstraktlarinin antiradikal aktiviteleri

Ornekler ABTS™ (%) OH' (%) DPPH’ (%)

(500 pg/mL) (500 pg/mL) (500 pg/mL)

V. diversifolium Su 90.98+0.23" 84.89+0.42° 82.11+0.15°
V. diversifolium Etanol 98.42+0.44° 87.97+0.35% 90.88+0.73%
V. diversifolium Metanol 98.55+0.27° 90.42+0.11% 91.45+0.24%
BHT 90.33+0.32° 89.28+0.19% 89.98+0.67%

Ayni harfi tasiyan gruplar istatistiksel agidan benzerdir; p<0.001
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Verbascum diversifolium taksonu ile alakali herhangi bir antiradikal ¢alisma bulunamamugtir.
Ancak Verbascum cinsi ile ilgili ¢aligmalar incelendiginde Yilmaz [40] V. antiochium metanol
ekstraktlarinin %100 oraninda DPPH radikali yok ettiklerini ileri siirmiistiir. Baska bir ¢calismada
ise V. caesareum, V. gaillardotii, V. galilaeum, V. pinetorum, V. sinuatum ve V. tripolitanum
ekstraktlarinin DPPH radikali yok etme aktivitelerine sahip olduklari belirlenmistir [60]. Marian
vd. [61] V. phlomoides ekstraktinin %86.36, Amin vd. [62] V. calvum ¢igeklerinin %60-70, Gupta
vd. [63] ise V. thapsus ekstraktinin yiiksek oraninda DPPH radikali yok ettiklerini saptamiglardir.
Calisgmamizdan elde edilen ve yukarida bahsi gegen arsatirmalarin sonuglar1 Verbascum tiiriine ait

bitkilerin antiradikal aktiviteye sahip olduklarini kanitlamaktadir.

4.2.2. V. diversifolium Fitokimyasal Analiz Sonuclar

Verbascum diversifolium c¢igeklerinin su, metanol ve etanol ekstraktlarinin fenolik bilesik,
flavonoit ve proantosiyanidin miktarlar1 Tablo 4.7°de sunulmustur. Bu sonuglara gore
ekstraktlarin toplam fenolik bilesik igerikleri VDS (69.03 mg GAE/g ekstrakt) > VDM (67.53 mg
GAE/g ekstrakt) > VDE (67.40 mg GAE/g ekstrakt) seklinde siralanirken; toplam flavonoit
icerikleri VDM (6897.43 ng CE/g ekstrakt) > VDE (6593.50 ug CE/g ekstrakt) > VDS (6405.41
png CE/g ekstrakt) seklinde; toplam proantosiyanidin igerikleri ise VDM (1719.67 ng CE/g
ekstrakt) > VDE (1349.67 pg CE/g ekstrakt) > VDS (1208.56 ng CE/g ekstrakt) seklinde

siralanmaktadir.

Tablo 4.7. Verbascum diversifolium’un toplam proantosiyanidin, toplam flavonoit ve toplam fenolik

bilesik miktarlari
Ornekler Total Flavonoit Total Proantosiyanidin Total Fenolik
V. diversifolium Su 6405.41+4.27 1208.56+1.19 69.03+0.82
V. diversifolium Etanol 6593.50+3.88 1349.67+2.10 67.40+0.36
V. diversifolium Metanol 6897.43+5.09 1719.67+£1.99 67.53+£0.55

Flavonoit ve proantosyanidin miktarlar1 ug katesin esdegeri/g ekstrakt, fenolik bilesik miktar1 ise mg gallik

asit esdegeri/g ekstrakt olarak sunulmustur.

Verbascum diversifolium c¢igeklerinin yagda ¢oziinen vitamin, bitkisel steroller ve serbest yag
asidi igerikleri Tablo 4.8’de sunulmustur. Bu sonuglara gore V. diversifolium ekstraktlarinin 0.033
ug/g retinol, 1.067 ug/g d-tokoferol, 126.133 ug/g a-tokoferol, 5.133 ug/g vitamin K, 0.333 pg/g
vitamin D, 39.533 ug/g ergosterol, 25.233 ug/g stigmasterol, 243.967 ug/g p-sitosterol, %1.58
kaprilik asit (8:0), %0.71 miristik asit (14:0), %0.91 pentadekanoik asit (15:0), %30.00 palmitik
asit (16:0), %7.09 palmitoleik asit (16:1), %8.95 stearik asit (18:0), %12.88 oleik asit (18:1),
9%11.59 linoleik asit (18:2), %22.93 linolenik asit (18:3), %2.66 arasidonik asit (20:4), %0.15
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eikosapentaenoik asit (20:5), %0.55 lignoserik asit (24:0), %42.70 doymus, %57.30 doymamis

yag asitleri icerdigi saptanmigtir.

Tablo 4.8. Verbascum diversifolium’un vitamin, bitkisel sterol ve serbest yag asidi igerikleri

Fitokimyasal icerik (ug/g) Verbascum diversifolium
Retinol 0.033£0.02
d-tokoferol 1.067+0.13
a-tokoferol 126.133£1.35
Vitamin K 5.033+0.29
Vitamin D 0.333£0.15
Ergosterol 39.533+1.29
Stigmasterol 25.233+1.54
B-Sitosterol 243.967+2.03
Yag Asitleri (%)
8:0 1.58+0.03
14:0 0.71+0.02
15:0 0.91+0.01
16:0 30.00+0.72
16:1 7.09+0.24
18:0 8.95+0.71
18:1 12.88+0.31
18:2 11.59+0.85
18:3 22.93+0.63
20:4 2.66+0.26
20:5 0.15+0.02
24:0 0.55+0.08
Doymus FA 42.70
Doymamis FA 57.30

V. diversifolium taksonu ile alakali fitokimyasal ¢alismalar incelendiginde bu tiiriin toplam
fenolik, flavonoit, proantosiyanidin, vitamin, sterol ve serbest yag asitlerini inceleyen herhangi bir
caligmaya konu olmadigi; ancak Verbascum cinsinin diger birgok tiiriiniin fenolik bilesik ve
flavonoit miktarlarinin belirlenmeye ¢alisildigi anlagilmistir. Ornegin Danahaliloglu [60] V.
caesareum, V. gaillardotii, V. galilaeum, V. pinetorum, V. sinuatum ve V. tripolitanum
ekstraktlarinin 120.5 ile 316.3 mg GAE/g ekstrakt araliginda toplam fenolik bilesik i¢erdiklerini
saptamuglardir. Amin vd. [62] V. calvum g¢igeklerinin 74.91 ile 79.56 mg GAE/g toplam fenolik,
Marian vd. [61] V. phlomoides’in 471.33 mg GAE toplam fenolik ve 5.36 mg QE toplam
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flavonoit igerdiklerini belirlemislerdir. Bu tezden elde edilen sonuglar ile yukarida bahsi gecen
arastirmalarin sonuglari, Verbascum cinsine ait tiirlerin fitokimyasal igerik bakimindan zengin

olduklarint géstermektedir.

4.2.3. V.diversifolium Antikanser Analiz Sonug¢lar:

V. diversifolium ¢igeklerinin etanol, metanol ve su ekstraktlarinin A2780 hiicre serilerine karsi
antikanser aktivite sonuglar1 Tablo 4.9°da sunulmustur. Bu sonuglara gore bu bitkinin antikanser
aktivitesinin doza bagimli olarak arttigi belirlenmistir. Ekstraktlarin en yiiksek doz olan 1000
pg/mL i¢in kendi aralarindaki antikanser aktivite siralamasi ise su sekildedir: VDE > VDS >
VDM.

Tablo 4.9. Verbascum diversifolium ekstraktlarinin insan yumurtalik kanserine (A2780) kars: antikanser

ozellikleri

Ornekler (n=10) V. diversifolium Su V. diversifolium Etanol V. diversifolium Metanol
Kontrol 100.00£10.11 100.00£10.11 100.00+10.11
Coziicii 94.62+9.73 94.62+9.73 94.62+9.73

1 pg/mL 57.51+6.15* 52.33+6.21* 47.74+4 97*

10 pg/mL 51.58+5.71* 39.28+£5.35% 47.35+7.55%

100 pg/mL 48.56+6.09* 24 .88+3.22% 39.89+3.28*

1000 pg/mL 33.60+4.43* 28.85+5.03* 42.41+4.24%*

(Sonuglar ortalama + standart sapma seklinde sunulmustur. *p<0.05)

V. diversifolium c¢igeklerinin etanol, metanol ve su ekstraktlarinin MCF-7 hiicre serilerine karsi
antikanser aktivite sonuglar1 Tablo 4.10’da sunulmustur. Bu sonuglara gore bu bitkinin antikanser
aktivitesinin doza bagimli olarak arttigi belirlenmistir. Ekstraktlarin en yiiksek doz olan 1000
pg/mL icin kendi aralarindaki antikanser aktivite siralamasi ise su sekildedir: VDM > VDS >
VDE.

Tablo 4.10. Verbascum diversifolium ekstraktlarinin insan gogis kanserine (MCF-7) kars1 antikanser

ozellikleri
Ornekler (n=10) V. diversifolium Su V. diversifolium Etanol V. diversifolium Metanol
Kontrol 100.00+7.17 100.00+7.17 100.00+7.17
Coziicl 98.77+8.41 98.77+8.41 98.77+8.41
1 pg/mL 75.03+£9.81 85.01+£9.49 60.47+6.73*
10 pg/mL 75.7449.79 77.06+8.39 66.88+8.49%
100 pg/mL 65.59+7.13* 46.34+5.78* 32.63+£5.05*
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1000 pg/mL 36.01+4.12%* 49.43+4.64* 31.95+4.39%

(Sonuglar ortalama + standart sapma seklinde sunulmustur. *p<0.05)

V. diversifolium tiirii ile ilgili herhangi bir antikanser c¢aligmaya rastlanmamakla birlikte,
Verbascum cinsine ait bazi tiirlerin antikanser arastirmalarin konusu olduklar1 belirlenmigtir.
Ornegin, Marian vd. [61] V. phlomoides’in B16-F10 melanoma hiicre serilerine karsi, Amin vd.
[62] V. calvum ciceklerinin MCF-7 insan gogiis kanseri ve AS549 insan akciger kanseri
hiicrelerine karsi, Gupta vd. [63] V. thapsus bitkisinin karaciger ve akciger kanseri hiicrelerine
yiiksek antikanser aktiviteye sahip olduklarini saptamislardir. Bagka bir caligmada ise Dinani vd.
[64] V. alceoides ekstraktlariin HeLa (insan servikal karsinoma) ve HUVEC (insan gobek
damar1 endotel hiicre) serilerine karsi sitotoksik aktivitelerini incelemisler ve ¢alisma sonunda bu
bitkinin HeLa hiicrelerine karsi yiiksek sitotoksisiteye, HUVEC hiicrelerine karst ise diisiik
sitotoksisiteye sahip olduklarini ileri siirmiislerdir. Elde ettigimiz sonuglar ile yukarida bahsi
gecen Verbascum ile alakali antikanser caligmalar gostermistir ki bu bitki cinsine ait tiirler

antikanser aktiviteye sahiptirler.
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5. SONUCLAR

Bu yiiksek lisans tez ¢aligmasinda Elazig ve c¢evresinde yetismekte olan Astragalus compactus
subsp. compactus (guni) toprak tstii kisimlarinin ve endemik Verbascum diversifolium (Nizip
sigirkuyrugu) ciceklerinin etanol, metanol ve su ekstraktlarinin ABTS, OH ve DPPH radikalleri
tizerinde antiradikal Ozellikleri, insan gogiis kanseri (MCF-7) ve insan over kanseri (A2780)
hiicre serileri iizerinde antikanser 6zellikleri saptanmaya ¢alisilmistir. Ayrica bu iki bitki tiiriiniin
icerdigi fitokimyasal bilesikler (toplam proantosiyanidin, toplam flavonoit, toplam fenolik,
serbest yag asitleri, bitki sterolleri ve yagda ¢6ziinen vitaminler) de saptanmustir.

Antiradikal analiz sonuglarina goére A. compactus subsp. compactus etanol, metanol ve su
ekstraktlarinin ABTS, DPPH ve OH radikali yok etme testlerinde, standart antioksidan BHT den
daha diisiik aktivite gdsterdigi belirlenmistir. Ote yandan V. diversifolium’un biitiin ekstraktlari
ABTS radikali yok etme testinde; V. diversifolium etanol ve metanol ekstraktlart DPPH radikali
yok etme testinde; V. diversifolium metanol ekstraktt OH radikali yok etme testinde Standart
antioksidan BHT’den daha yiiksek antiradikal aktivite gostermistir. Fitokimyasal igerik
analizlerine gore, A. compactus subsp. compactus metanol ekstraktinin diger ekstraktlara kiyasla
daha yiiksek miktarda toplam flavonoit, toplam fenolik ve toplam proantosiyanidin icerdigi
gozlenmistir. V. diversifolium su ekstrakti toplam fenolik bakimindan, V. diversifolium metanol
ekstrakti ise toplam proantosiyanidin ve toplam flavonoit bakimindan diger ekstraktlardan daha
zengin bulunmustur. Her iki bitkinin de a-tokoferol, fitosteroller ve doymamis yag asitleri
bakimindan zengin olduklar1 saptanmustir. Antikanser analiz sonuglarina goére ise Astragalus
compactus subsp. compactus (guni) ve endemik Verbascum diversifolium (Nizip sigirkuyrugu)
bitkilerinin artan doza bagli olarak insan gogiis kanseri (MCF-7) ve insan over kanseri (A2780)

hiicre serilerine kars1 antikanser aktiviteye sahip olduklar1 anlagilmistir.



ONERILER

Sunulan yiiksek lisans tezinden elde edilen biitiin sonuclar 1s181inda Elazig ve cevresinde yetisen
Astragalus compactus subsp. compactus (guni) ve endemik Verbascum diversifolium (Nizip
sigirkuyrugu) taksonlarimin in vitro antiradikal ve antikanser aktiviteleri ile icerdikleri
fitokimyasal bilesikler agikliga kavusturularak literatiire kazandirilmistir. Bu tezden elde edilen
sonuglarin, bu iki bitkinin igerdigi etken maddelerin izole edilip saflagtirilmasi ¢alismalarina oncii
caligsma olarak katki saglayabilecegi ve in vitro antikanser ve antiradikal 6zelliklerinin de ileride

yapilabilecek in vivo ¢aligmalarin baslangi¢ noktasini teskil edebilecegi diistiniilmektedir.
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