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OZET

Astragalus cryptocarpus DC. VE Astragalus rubrostriatus Bunge BITKILERININ
ANTIOKSIDAN AKTIVITELERININ INCELENMESI

AKGUL, Meryem
Yiiksek Lisans Tezi, Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali
Tez Danigmani: Dr. Ogr. Uyesi Deniz IRTEM KARTAL
Agustos 2022, 47 sayfa

Van ili ve ¢evresinde bircok endemik bitki tiirii yer almaktadir. Bu ¢alismada
Astragalus cryptocarpus DC. ve Astragalus rubrostriatus Bunge tiirlerinin ¢igek ve
yaprak kisimlar1 kullanilip, metanol ekstreleri alinarak antioksidan kapasite tayini
DPPH ve ABTS yontemlerine gore yapildi. Ekstrelerdeki toplam fenolik, toplam
flavonoid madde igerigi ve metal selatlama aktivitesi g¢esitli yontemlerle belirlendi.
Deneyler sonucunda A. cryptocarpus tiiriiniin yapraklarin fenolik ve flavonoid madde
icerigi (1066 pg/g ve 561,7 ng/g) cigeklerin fenolik ve flavonoid madde igerigine
(626,4 ng/g ve 369,1 ng/g) kiyasla istatistiksel olarak anlamli 6lglide daha yiiksek
bulundu. A. rubrostriatus tiiriiniin yapraklarinda da fenolik ve flavonoid madde igerigi
(1225 ng/g ve 725,7 ngl/g) ¢igeklerin fenolik ve flavonoid madde igerigine (804,1 pg/g
ve 557,5 pg/g) kiyasla istatistiksel olarak anlamli 6lciide daha yiiksek bulundu. Iki
bitkinin fenolik ve flavonoid madde igerigi kiyaslandiginda A. rubrostriatus daha
yliksek bulundu. Bu dogrultuda A. cryptocarpus tiirinde ABTS radikalini siiplirme
kapasitesi yapragin metanol ekstresinde (ECsp: 6,59 pg/ml) istatistiksel olarak anlamli
Olciide daha yiiksek bulundu. DPPH radikalini siiptirme aktivitesi ise A. cryptocarpus
tiriinde yapraklarda (ECso: 20,51 pg/ml) daha yiiksek bulundu. A. rubrostriatus
tirtinde de DPPH radikalini siipiirme kapasitesi yapraklarda (ECso: 17,91 pg/ml) daha
yiksek bulundu. A. rubrostriatus tirinde ABTS radikalini siiplirme kapasitesi
yapraklarda (ECso: 6,94 pg/ml) daha yiiksek bulunmustur. iki tiir arasindaki kiyaslama
da ABTS radikalini siipiirme kapasitesi, A. rubrostriatus tiiriinde istatistiksel olarak

anlamli 6l¢iide daha yiiksek bulundu.

Anahtar kelimeler: Antioksidan kapasite, Astragalus cryptocarpus, Astragalus

rubrostriatus, Fitokimyasal aktivite.






ABSTRACT

INVESTIGATION OF ANTIOXIDANT ACTIVITIES OF Astragalus
cryptocarpus DC. AND Astragalus rubrostriatus Bunge PLANTS

AKGUL, Meryem
M.Sc. Thesis, Department of Molecular Biology and Genetics
Supervisor: Asst. Prof. Dr. Deniz IR-TEM KARTAL
August 2022, 47 pages

There are many endemic plant species in and around the province of Van. In this
study, the flower and leaf parts of Astragalus cryptocarpus DC. and Astragalus
rubrostriatus Bunge species were used and methanol extracts were taken to determine
the antioxidant capacity according to DPPH and ABTS methods. The total phenolic
content in the extracts, the total flavonoid substance content and the metal chelating
activity were determined by various methods. As a result of the experiments, the
phenolic and flavonoid substance content (1066 pg/g and 561.7 ng/g) of the leaves of A.
cryptocarpus species was found to be statistically significantly higher than the phenolic
and flavonoid substance content of the flowers (626.4 pg/g and 369.1 pg/g). The
phenolic and flavonoid content (1225 pg/g and 725.7 pg/g) was statistically
significantly higher in the leaves of A. rubrostriatus compared to the phenolic and
flavonoid content (804.1 pg/g and 557.5 pg/g) of the flowers. When the phenolic and
flavonoid substance content of the two plants was compared, A. rubrostriatus was found
to be higher. Accordingly, the capacity to sweep the ABTS radical in species A.
cryptocarpus was statistically significantly higher in the leaf's methanol extract (EC50:
6.59 ug/ml). DPPH radical scavenging activity was higher in A. cryptocarpus species
leaves (EC50: 20,51 ug/ml). In A. rubrostriatus species, the capacity to sweep the
DPPH radical was higher in leaves (EC50: 17,91 pg/ml). In A. rubrostriatus, the
capacity to sweep the ABTS radical was higher in leaves (EC50: 6,94 ug/ml). In the
comparison between the two species, the capacity to sweep the ABTS radical was

statistically significantly higher in A. rubrostriatus species.

Keywords: Antioxidant capacity, Astragalus cryptocarpus, Astragalus

rubrostriatus, Phytochemical activity.
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1. GIRIS

Giliniimilizde sagligimizi olumsuz etkileyen dis faktorler hizla artmaktadir. Bu
olumsuz dis faktorler viicudumuzdaki dengeyi bozup antioksidan seviyesini azaltarak
serbest radikal olusumuna sebep olup hastaliklarin artmasiyla sonuglanmaktadir. Birgok
hastaligin temelinde viicudumuzda ki serbest radikal artis1 yatmaktadir. Serbest radikal
artistm1 6nlemek hastaliklar1 dnlememize yardimei olmaktadir. Insan viicudunda serbest
radikallerle savasmasi i¢in antioksidan koruma mekanizmalari mevcuttur. Fakat
olumsuz dis faktorlerde (¢evre kirliligi, radyasyon, tarim ilaglari, agir metaller ve stres)
bu koruma mekanizmalar1 yetersiz kalarak disaridan antioksidan takviyesine ihtiyag
duyulmaktadir (Ayvaz, 2021). Bitkiler insanlar i¢in hayatin dnemli parcalarindan biri
olmustur. Insanlar bitkileri birgok farkli amacla kullanmistir. Sadece yiyecek olarak
degil bunun yami sira birgok hastaligin teshis ve tedavisinde bitkilerden
faydalanmislardir (Njume ark., 2009).

Teknolojik ilerlemenin her gegen giin arttigi bu donemde gida endiistrilerinde
sentetik antioksidanlara fazlasiyla yer verilmektedir. 1970’lerden bu yana sentetik
antioksidanlar ticari boyutlarda gidalarin igerisine konulmaya baslanmistir (Ayvaz,
2021). Fakat sentetik antioksidanlarin olumsuz etki gosterdiklerine arastirmalar sonucu
dikkat ¢ekilmektedir. Bunun sonucunda tiiketicilerin dogal antioksidanlara yonelimi
beraberinde gida endiistrisini de dogal antioksidan kaynaklarini arastirmaya tesvik
etmistir. Glin gectikce dogal aromatik bitkiler {izerine yapilan arastirmalar hiz
kazanmaktadir (Deveci ve ark., 2016).

Bitkiler igerigindeki maddelerin temel kaynagmi dogal antioksidanlar
olusturduklar1 igin siiper antioksidanlar olarak adlandirilmaktadir (Merken ve ark.,
2001). Bitkiler yiizyillardir hem beslenme ihtiyaci hem de hastaliklarin tedavisinde
kullanilmaktadir. Son donemlerde bilimsel arastirmalar bitkilerin icerigindeki
bilesenlerin terdpatik (tedavi edici) 6zellikleri barindirdigim ortaya koymustur. Insan
saghg tlizerindeki pozitif tesirlerinden dolayr tibbi bitkiler olarak tanimlanan bitki
tiirleri bilim insanlarinin ilgisini ¢ekmistir. Tibbi bitkiler bir¢ok hastaligin 6nlenmesi
ve tedavisinde destekleyici olarak kullanilmakla beraber son yillarda tiim diinya

capinda bu konuyla alakali bilimsel arastirmalar hizla artmaktadir. Bu tibbi bitkilere



ornek olarak Hypericum cinsine ait tiirler verilebilmektedir. Hypericum cinsine ait
tirler diinyanin ¢ogu bdlgesinde yara iyilestirici, iltthap giderici ve yatistiric
faydalarindan kaynakli yiizyillardir tedavi amacl olarak kullanilmaktadir (Cirak ve
Kevseroglu, 2004). Aymi sekilde Rosa canina, Teucrium polium, Urtica dioica ve
Viscum album gibi tibbi bitki tiirleri alternatif tipta migren, yiiksek tansiyon, diyabet ve
ateroskleroz gibi hastaliklarin tedavisinde kullanilmaktadir (Bar-Sela, 2011).

Belirli kimyasal bilesenleri i¢eren bir bitki tibbi 6zellige sahip olabilmektedir.
Bitkideki bu kimyasal bilesenler cogu durumda izole edilip saflastirilarak kesin olarak
tanimlanmistir.  Tanimlanan  kimyasal  bilesenler  fitokimyasallar ~ olarak
adlandirilmaktadir. Fitokimyasallar besleyici olma o6zelliklerinin yani1 sira hastalik
engelleyici ve koruyucu dzelliklere sahiptir. Ornegin vitamin C, vitamin A vitamin K
gibi vitaminleri de fitokimyasallara dahil edebiliriz. -ki bu durumda besleyici olma
ozelligine de sahip olduklarin1 sOyleyebiliriz.- Baslangicta bu kimyasal bilesenleri
bitkilerin kendilerini korumak i¢in olusturduklar1 biliniyordu fakat yapilan son
arastirmalar insanlar1 hastaliklara karsi korumada onemli bir role sahip oldugunu
gostermektedir. Likopen, izoflavonlar ve flavanoidler iyi bilinen fitokimyasallardir
(Wang ve ark., 2004). Fenolik bilesikler aromatik bitkilerin igeriginde yer alan ve
bitkinin antioksidan kapasiteye sahip oldugunu gosteren dnemli yapilardir (Skerget ve
ark., 2005). Dogal antioksidanlarin en o©nemli gruplarmi olusturanlar fenolik
bilesiklerdir (Deveci ve ark., 2016). Flavonoidler basta olmak iizere kumarinler, fenolik
asitler, tokoferoller, sinnamik asit tlirevleri ve fenolik terpenler bitkilerde en fazla
bulunan fenolik bilesiklerdir. (Javanmardi ve ark., 2003). Fenolik bilesikler antioksidan
aktivite gostererek viicudumuzda artmis olan serbest radikalleri siiplirme, inhibe etme
ve azaltma gibi 6zelliklere sahiptir. Serbest radikaller tarafindan oksidasyona ugrayacak
biyomolekiillerin okside olmalarini fenolik bilesikler engellemektedirler (Burda ve ark.,
2001). Flavonoidler ve fenolik bilesikler bitkinin kisimlarindan en fazla ¢igek ve
yapraklarda bulunmaktadir (Kéhkonen ve ark., 1999).

Ulkemizin bitki gesitliligi, iklimi ve genis yiiz 6l¢iimii bunun yaninda bulundugu

konum tibbi aromatik bitkilerin oldukg¢a fazla yer almasini1 saglamaktadir.



1.1. Serbest Radikaller

Hastaliklar ve serbest radikaller arasindaki baglantinin ortaya ¢ikmasiyla birlikte
serbest radikaller bilim insanlarinin odak noktasi olmustur (Karabulut ve Giilay, 2016).
Viicudumuzun normal metabolik siireglerinde serbest radikaller siirekli olarak
tiretilirler. Ancak bazi hastalik durumlarinda olusum hizlar1 degisebilmektedir (Altiner
ve ark., 2017). Biyolojik sistemlere bakildiginda serbest radikallerin 6nemli bir yer
tuttugu goriilmektedir (Konukoglu, 1997).

Reaktif oksijen tiirlerinin 1950’lerde hiicre igerisinde olustuklart ortaya
ctkmistir. Ilk kez Commoner ve ark. hiicre icerisindeki serbest radikal olusumunu
elektron spin rezonanstan faydalanarak belirlemiglerdir. Aktif hiicrelerde daha ¢ok
serbest radikal olustugu yine ayni ¢alismayla ortaya atilmistir. ilk kez 1956°da Denham
Harman tarafindan hiicre 6liimlerinin ve yaslanmanin serbest radikallerden kaynakli
oldugu belirtilmistir (Ekici ve Sagdig, 2007). Dis elektron yoriingesinde bir veya birden
fazla eslesmemis elektrona ve yiiksek aktiviteye sahip serbest radikaller bir¢ok
fizyolojik ve patolojik siirecte liretilen atom veya molekiillerdir. Bir bilesik elektron
alarak ya da bir elektron kaybederek serbest radikale doniismektedir (Delibas ve
Ozcankaya, 1995). Bu sebeple hem indirgeyici hem de yiikseltgeyici (oksidan) olarak
hareket ederler (Lobo ve ark., 2010).

H:O: + Cu/Fe? > OH + OH + Cu'¥Fe”* Fenton reaksivonu
Cu2Fe3 + O > Cu™Fe? + 03
02~ + H20: > OH + OH + O: Haber-Weiss reaksiyonn

Sekil 1.1. Haber-Weiss reaksiyonu ve Fenton reaksiyonu (Lloyd ve ark., 1997).

1.1.1. Serbest radikal kaynaklari

Serbest radikaller hem endojen hem de ekzojen kaynakli olabilmektedir (Ekici
ve Sagdig, 2007). Endojen kaynaklar;
e Mitokondriyal elektron transfer sistemi icerisinde yan iirlin olarak radikal

olusabilir,



e sitokrom P450 mekanizmasinda serbest radikal olusabilir,

e iltihaph hiicreler, peroksizomlar ve arasidonik asit metabolizmasinda serbest
radikal olusabilmektedir (Karabulut ve Giilay, 2016).

e Bunun yami sira serbest radikaller ayrica kadinlarda iireme ve ovulasyon
esnasinda da ortaya ¢ikmaktadir. Reaktif nitrojen ve oksijen tiirleri anaerobik
kofullarda da olusabilmektedir. ilk olarak radikal {iretiminin hiicre icerisinde
doymamis yag asitlerinde basladigi ortaya konulmustur (Ekici ve Sagdig, 2007).
Ekzojen kaynaklar;

e Giines 1g1nlar1, UV 1silar ve radyasyon,

e Hava kirliligi, orman yanginlari,

e Tiiketilen katki maddesi i¢eren gidalar,

e Tiitlin iirlinleri, alkol tiiketimi, egzoz dumani gibi durumlar serbest radikallerin
ekzojen kaynaklarini olusturmaktadir (Karabulut ve Giilay, 2016).

Bunlara ek olarak travma, yeterli beslenmeme, ila¢ tedavisi, oksidatif stres ve
enfeksiyon gibi durumlardan da kaynaklanabilmektedir. Radikal miktarinin

yiikselmesine sebep olan kimyasal maddeler arasinda demir ve etilalkol yer almaktadir

(Ekici ve Sagdig, 2007).
1.1.2. Serbest radikal cesitleri
Serbest radikaller reaktif oksijen ve reaktif nitrojen cesitleri 2 gruptan

olusmaktadir. Kendi aralarinda da radikal olan ve radikal olmayan seklinde 2 gruba

ayrilmistir (Ekici ve Sagdig, 2007). Cizelge 1.1° de radikal isimleri belirtilmistir.



Cizelge 1.1. Reaktif oksijen ve nitrojen tiirleri (Erol, 2020)

Radikaller Radikal Olmayan Bilesikler
Reaktif Oksijen Tiirleri (ROS)

Stiperoksit (O.) Hidrojen peroksit (H20.)

Hidroksil (OH) Hipoklor6z asit (HOCI)

Peroksil (RO.) Hipobroméz asit (HOBr)

Alkoksil (RO) Ozon (O3)

Hidroperoksil (HO.) Singlet oksijen (.0
Reaktif Nitrojen Tiirleri

Nitrik oksit (NO) Nitroz (HNO))

Nitrojen dioksit (NO.) Nitrozil katyon (NO)

Nitrozil anyon (NO)
Peroksinitrit (ONOQ.)

AlKil peroksinitrit (ROONO)
Nitril kloriir (NO, Cl)

1.1.3. Serbest radikallerin etkileri

Oldukca yiiksek aktiviteye sahip olan serbest radikaller biyomolekiillerle
tepkimeye girerek ¢ogu zaman zararhi Ozelliklere sahip bilesikler olustururlar
(Konukoglu, 1997). Biyolojik sistemlerde serbest radikallerin ¢esitli kotii etkileri
bulunmaktadir. Serbest radikaller lipitler, proteinler, karbonhidratlar ve niikleik asitler
gibi biyomolekiillerde hasara sebep olmaktadir (Delibas ve Ozcankaya, 1995).

Lipitler hiicre membraninda bulunup serbest radikallerin saldirisina karsi
oldukg¢a hassastir. Lipitler ile serbest radikaller tepkimeye girdiklerinde gerceklesen lipit
peroksidasyonu oldukca fazla zararli etkilerle sonuglanabilir. Lipit peroksidasyonu
sonucu olusan bu hasar, hiicresel 0Ozellikler i¢inde oldukca zararlidir. Hiicre
membraninda bulunan lipitler, lipit peroksidasyonu sonucu hiicre zarinin
gecirgenliginde ve akiskanlifinda hasar yaratmaktadir (Karabulut ve Giilay, 2016).
Proteinler tipki lipitler gibi serbest radikallere kars1 duyarlidir. Serbest radikaller bir¢cok
proteinin enzim aktivitesini ve yapisal proteinlerin fonksiyonunu inhibe ederek hasara
sebep olabilir (Sarma ve ark., 2010). Protein oksidasyonu sonucunda yiiksek seviyede
reaktif {irlinler ortaya cikar. Gegis metal iyonlar1 ile bu iirlinlerin reaksiyona girmesi
neticesinde de serbest radikaller olugsmaktadir (Karabulut ve Giilay, 2016). UV 1sinlar
ve her gesit radyasyon serbest radikal olusumunu tetikler (Akpoyraz ve Durak, 1995).



Serbest radikal saldirilar1 DNA pargalanmalarina ve apoptoza sebep olmaktadir (Fang
ve ark., 2002). Radyasyon sonucu artan serbest radikaller DNA ile tepkimeye girerek
hiicre i¢i mutasyona ve hiicre oliimlerine sebep olmaktir (Konukoglu, 1997). Serbest
radikaller, karbonhidratlarla tepkimeye girerek karbon merkezli radikal olusumuna
sebep olurlar. Bu karbon merkezli radikaller 6nemi fazla olan molekiillerde (hyaluronik

asit gibi) zincir kirilmalarina sebebiyet verirler (Devasagayam ve ark., 2004).

1.2. Antioksidanlar

Serbest radikallerin iiretimini inhibe etmek, bu maddelerin olusturdugu hasari
onlemek amaciyla viicudumuzda goérev yapan sistemler “antioksidan savunma sistemi”
ya da “antioksidanlar” olarak adlandirilmaktadir (Sener ve Berrak, 2009). Serbest
radikallerin zararli tesirlerine karsi hiicreleri korumak, fazla olan serbest radikalleri
etkisiz hale getirmek ve serbest radikal kaynakli hastaliklarin olusumunu 6nlemek
antioksidanlarin 6nemli rolleri arasinda yer almaktadir (Pham-Huy ve ark., 2008). Sebze
ve meyveler yiiksek miktarda antioksidan igerige sahip olduklar1 i¢in bu besinlerin
tiikketilmesi hem radikallerin olusturduklar1 doku ve hiicre hasarlarina hem de insanlari
baz1 hastaliklardan korumaktadir (Rang ve ark., 2006).

Antioksidan savunma sistemleri canlilarda serbest radikal olusumu arttig1 zaman
organizmay! oksidatif stresten muhafaza etmek amaciyla devreye girer. Ug tane
savunma mekanizmasi mevcuttur; Birinci savunma mekanizmasin serbest radikallerin
olusmasini inhibe eden antioksidanlar olusturmaktadir. Ikinci savunma mekanizmasini
vitamin E ve vitamin C gib1 antioksidanlarin zincirleme reaksiyonlarin yayilimini inhibe
etmesi olusturur. Ugiincii savunma mekanizmasini ise enzimler (transferazlar, proteazlar
ve DNA onarict enzimler gibi antioksidanlar) olustururlar. Bu enzimler hasar1 onarma
ve eski haline getirmeye ¢alisan onarici ve yeniden yapilandirict olarak rol oynarlar

(Fridovich, 1975).
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Sekil 1.2. Antioksidan gruplar ve gorevleri (Fridovich, 1975).

1.2.1. Antioksidanlarin siniflandirilmasi

Antioksidanlar iki gruba ayrilirlar; bunlar endojen ve eksojen antioksidanlardir

(Aydemir ve Karadag, 2009).
1.2.1.1. Endojen antioksidanlar

Endojen antioksidanlar Cizelge 1.2°de belirtildigi gibi enzimatik olan ve
enzimatik olmayan olarak 2 grupta siniflandirilabilir. Enzimatik endojen antioksidanlar:
Glutatyon peroksidaz (GPx), Katalaz (CAT), Siiperoksit dismutaz (SOD), ve Glutatyon
rediiktaz (GR) enzimatik savunma mekanizmasini olusturmaktadirlar (Sen ve ark.,
2010). Enzimatik olmayan endojen antioksidanlar ise sunlardir: Glutatyon, Albiimin,
Melatonin, Transferrin, Bilirubin, Urat, Hemoglobin, Ferritin, Sistein, Metiyonin,

Laktoferrin, Seruloplazmin, Miyoglobin (Pham-Huy ve ark., 2008).



1.2.1.2. Eksojen antioksidanlar

Eksojen kaynakli antioksidanlar1 Cizelge 1.2°de verildigi sekliyle vitaminler ve
ilag olarak kullanim gérenler olarak 2 gruba ayirabiliriz (Karabulut ve Giilay, 2016).

Vitamin kaynakli antioksidanlar: folik asit (Vitamin B9), B-karoten (Vitamin A),
a-Tokoferol (Vitamin E) ve askorbik asitten (Vitamin C) olugmaktadir. Bu vitamin
kaynakl1 antioksidanlar disaridan alinmaktadir (Diindar ve Aslan, 1999).

Ila¢ kaynakl1 eksojen antioksidanlar ise sunlardir: Ksantin oksidaz inhibitorleri
(allopiirinol, oksipiirinol, pterin aldehit, tungsten), Rekombinant siiperoksit dismutaz,
Troloks (vitamin E analogu), Demir redoks dongiisii inhibitorleri (desferroksamin),
Endojen antioksidan aktiviteyi artiranlar (GSH-Px aktivitesini artiran ebselen ve
asetilsistein), Nonenzimatik serbest radikal toplayicilar (mannitol, albiimin), Demir

selatorleri (Diindar ve Aslan, 1999).

Cizelge 1.2. Antioksidanlarin siniflandirilmasi (Fridovich, 1975)

ANTIOKSIDANLAR
Viicutta Bulunan Antioksidanlar Besin Kaynakh Antioksidanlar
Enzimler Kiiciik Sentetik Dogal
Molekiiller
Katalaz Askorbik Asit BHA Tokoferoller
Peroksidaz Glutatyon BHT Karotenler
Siiperoksit Urik Asit TBHQ Fenoller
Dismutaz Metal Propil Gallat Flavonlar
Glutatyon Baglayicilar Katesinler
Peroksidaz (Hmg ve Myg
Glutatyon Rediiktaz gibi)
Kuersetin

1.3. Oksidatif Stres

Serbest radikaller ve onlarin olusmasin1 engelleyen, organizmay: saldirilarina
kars1 koruyan antioksidanlar arasindaki dengenin kaybedilmesi ve bozulmasi (Sekil 1.3)
oksidatif stres olarak adlandirilir (Dokuyucu ve Karateke, 2014). Serbest radikaller
viicudumuzda yiiksek oksijen basinci, yaslanma, radyasyon, inflamasyon ve kimyasal

ajanlara maruz kalma gibi nedenlerden kaynakli olusabilmektedir (Sekil 1.3). Serbest



radikal artis1 sonucunda oksidatif denge bozulmaktadir. Oksidatif stres bir¢cok hastaligin
patogenezinde rol alir. Bu hastaliklar Oncelikle kanser olmak iizere, norolojik ve
kardiyovaskiiler hastaliklar, inflamatuvar bozukluklar, ateroskleroz ve diyabettir (Sahin
ve ark., 2012).

Oksidatif stresten kaynakli lipidler, proteinler, karbonhidratlar, enzimler ve
DNA zarar gorebilmekte, hiicre zarindaki hasarin sonucunda DNA zincirlerinde rastgele
kirilmalar ve baglanmalar olusabilmekte bunlarin yani sira enzim ve yapisal proteinlerin

hasar gérmesi hiicre 6liimleriyle sonuglanabilmektedir (Cemeli ve ark., 2009).

Oksidatif denge Yaslanma
Inflamasyon

Yuksek O2 basinci
Kimvyasal ajanlar
Radyasyon
iskemi-repefiizyon

antioksidania,
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Sekil 1.3. Oksidatif denge (Ozcan ve ark., 2015).






2. KAYNAK BILDIRISLERI

2.1. Bitkilerde Biyoaktif Bilesikler

Bitkilerin, ikincil metabolik faaliyetleri neticesinde olusan, besin olarak
tikketilemeyen fakat besin gibi insan saghigi i¢in faydali tesirlerde bulunan biyoaktif
bilesiklerin  ‘fitokimyasallarin®  (fenolik  bilesikler, flavonoidler, saponinler,
karotenoidler, tokoferoller, tanenler, kumarinler, terpenler, siilfitler, siilforafanlar,
izotiyosiyanatlar, fitoestrojenler, terpenoidler, alkaloidler, fitosteroller ve indoller)
hastaliklar tizerinde olumlu etkileri oldugu gosterilmistir (Fidan ve Diindar, 2007).

Bitki antioksidanlar1 farkli mekanizmalarla ve oksidasyon siirecinin farkl
asamalarinda koruyucu 6zelliklerini gosterebilirler. Bitki antioksidanlari iki temel yolla
ROS’lara kars1 savasirlar. Bunlar birincil (zincir kirma, serbest radikal temizleyiciler) ve
ikincil (koruyucu) yollar olarak karsimiza ¢ikmaktadir (Ferreira ve ark., 2009; Brewer,
2011). Antioksidan aktivite sergileyen ve bitkilerden elde edilen bazi maddeler,
indiikleyici etki gosterirler veya hiicre sinyalleri olarak islev goriirler ve ROS'u ortadan

kaldiran enzimlerin aktivasyonu ile sonug¢lanir (Jia ve ark., 2009; Ping ve ark., 2009).

2.1.1. Fenolik bilesikler

Dogal antioksidanlarin en kayda deger gruplarini olusturan fenolik bilesikler,
bitkilerin biitiin kisimlarinda bulunan polifenolik komponentlerdir. Bitkilerde en yaygin
olarak goriilen bitkisel fenolik antioksidanlar ilk olaral flavonoidler olmak {izere
tokoferoller, sinnamik asit tiirevleri, kumarinler ve fenolik asitlerdir (Harborne ve
Williams, 2000).

Normalde serbest radikallerin saldirilar1 antioksidan koruma sistemlerince
kontrollii bir sekilde etkisiz hale getirilmeye calisilir. Fakat bazi patolojik olaylarda
antioksidan ve oksidan dengesi bozulur. Yapilan ¢alismalarda, belli fenolik bilesiklerin
oksidatif stres neticesinde olusan hiicre 6liimlerinin dniine gectigi agiklanmistir (Parihar
ve Hemnani, 2003). Bitkide bulunan bu fenolik bilesiklerin antioksidan etkileri bilhassa

redoks ozelliklerinden kaynaklidir. Bu ozelliklerinden dolay: tekli oksijen Onleyiciler,
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metal selasyonu yapicilar, indirgeyici ajanlar, hidrojen vericiler olarak etki ederler.
Bunun yani sira fenolik bilesikler kroner kalp yetmezliginde de engelleyici role sahiptir

(Summanen ve ark., 2001).

. Controls 10H 1 OH + 1 Methoxy 10H+2 Methom 20H
it
Benzoic Acid  4-Hydroxy Benzoic Acid Vanill-iéhcid Syﬂnﬁié Acid Pmkw
{_ Cinnamic Acid P-Coumaric Acid Ferulrc Acid : SlnapchcId Caffeic Acid

Sekil 2.1. Onemli fenolik asit tiirlerinin kimyasal yapis1 (Liu ve ark., 2020).

Flavonlar antioksidan tesirlerini; lipooksijenaz, ksantin oksidaz ve
siklooksijenaz gibi enzimleri inhibe ederek, metal iyonlar ile selat olusturarak, diger
antioksidatif ozellige sahip bilesilerle etkilesime girerek, lipid peroksil radikalleri,
stiperoksit anyonlar1 ve hidroksil radikalleri gibi serbest radikalleri tutarak bu sayede
gostermis olurlar (Cadenas ve Packer, 1996). Son zamanlarda yapilan aragtirmalarda
katesin, mirsetin, kuersetin, luteolin, siyanidin, morin gibi flavonlarin antioksidan
tesirleri tizerine yogunlasilmaktadir (Sun ve ark., 2007). C ve E vitamini ile katesinin
kullanim1 neticesinde kronik bobrek hastalarinda, atherosklerotik ve insiilin rezistansi
durumda farklilik olmustur (Korish ve Arafah, 2008). Kersetin bobrek, akciger ve
karaciger gibi 6nemli organlarda sigara tiiketiminden dolay1r olusan oksidatif hasara
karsi koruyucu rol oynar. Vicudumuz i¢in Onemli olan bu organlarda lipid
peroksidasyonunu azaltir, antioksidan koruma sistemini dengede tutar ve bununla
beraber DNA’y1 muhafaza eder (Muthukumaran ve ark., 2008). Katesinlerin, 6nemli
serbest radikallerden olan peroksinitrit, siiperoksit ve birgok serbest radikali yok edici
etkisinin yaninda, lipit hidroperoksit olusumunu ve zararlarin1 engelleyebildigi
gosterilmistir. Ayn1 zamanda arastirmalar antioksidan enzimlerin katalitik aktivitesinin

katesinler araciligiyla arttigin1  bildirilmistir. Bunun yan1 sira katesinin, lipit
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peroksidasyonundan kaynakli olarak artan MDA (Malondialdehit) seviyesini onemli
derecede onledigi gosterilmistir (Y1lmaz, 2010).

Polifenoller; antioksidan, antimutajen, antikanserojen, yaslanma karsit1 ve
antialerjik tesire sahip olan bilesiklerdir (Tirkmen ve ark., 2005). Bitkilerdeki fenolik
bilesikler bitki iceriginde fazla miktarda bulunmaktadir. Fakat klorojenik asid, katesin,
siyanidin, peonidin, epikatesin gibi maddelerin yalniz bulunduklarinda da kendi 6zel

antioksidan 6zelliklerini sergiledikleri goriilmistiir (Heo ve ark., 2007).

2.2. Farkh Bitki Tiirlerinde Antioksidan Aktivite Caliymalar:

Ariduru (2013), calismasinda Tiirkiye’de yetisen ayni zamanda tedavi amaglh
olarak da kullanilabilen bitkilerden Sedef Otu (Ruta graveolens), Pelin Otu (Artemisia
absinthium), Civanpergemi (Achillea millefolium)’nin Balkanlarda yetisen tiirii Kunitsa
otu ve Adagayr (Salvia officinalis)’nin Balkanlarda yetisen tirii Cigertaze Otu
bitkilerinin antioksidan aktivitelerini arastirmistir. Dort farkli ¢6ziicii kullanarak (etanol,
metanol, aseton ve etil asetat) antioksidan aktivitelerini incelemistir. Her ekstrenin Folin
Cioceltau reaktifi kullanilarak toplam fenolik madde icerigi, aliminyum nitrat yontemi
ile toplam flavonoid madde miktari, DPPH serbest radikal giderme etki tayini
yapilmistir. Toplam fenolik madde igerigi olarak en yiliksek degeri Kunitsa otunun
metanol ekstresinde (85,05 GAE mg/g) gozlemlenmistir. Pelin otunun genel olarak
diger ii¢ bitkiye gore degerlerinin diisiik (17,55 GAE mg/g) oldugu goriildii. Sedef
otunun metanol ekstraktinin ise tiim bitki numunelerinin arasinda en yiiksek toplam
flavonoid madde igerdigi (2481,82 KE ng/g) goriildii. Cigertaze otunun DPPH serbest
radikali giderme aktivitesinin metanol ekstresindeki %inhibisyon degerinin (%90.89)
yiiksek oldugu goriildii. Antioksidan aktivite ¢aligmalarina genel olarak bakildiginda
bitkilerin aktivitelerinin kunitsa otu > cigertaze otu > sedef otu > pelin otu seklinde
oldugu belirlenmistir. Bu veri ve sonuclara cigertaze otu ve kanser tiirlerinde yine sifa
amacl olarak tliketilen kunitsa otunun antioksidan Ozellikleri deneysel olarak
belirlenmistir (Ariduru, 2013).

Isbilir (2008), bu c¢alismada dereotu (Anethum graveolens L.), kuzukulag
(Rumex acetosella L.), gelincik (Papaver rhoeas L.), roka (Eruca sativa Mill.) ve tere

(Lepidium sativum subsp. sativum) gibi bitkilerin antioksidan aktiviteleri c¢esitli
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yontemlerle incelemistir. Ug farkli ¢oziicii kullanarak (etanol, su ve aseton) antioksidan
aktivitelerini arastirmistir. Her bir ekstraktin Folin-Ciocalteu ayirac ile toplam fenolik
madde icerigi, DPPH serbest radikali giderme aktivitesi ve metal iyonlarini selatlama
kapasitesi belirlenmistir. Toplam fenolik madde tayini sonucu, ekstraktlarin toplam
fenolik madde igeriklerinin gallik asit esdegeri olarak 49,63 + 2,5 - 127,55 + 14,48 mg/g
araliginda degistigi belirlenmistir. En yiiksek miktarlar kuzukulagi ve gelincik
ekstrelerinde tayin edilmistir. Serbest radikal giderme aktivitesinden elde edilen verilere
gore kuzukulagimin etanol ekstrakti, dereotu ve gelincigin etanol ve su ekstreleri
standart maddelerle karsilastirilabilir diizeyde DPPH giderme aktivitesi gosterdi. Metal
selatlama aktivitesi tayininde Fe?" ¢ozeltisi kullanildi, sonuclar EDTA ile kiyaslandi.
Dereotu, gelincik ve terenin su ekstreleri, kuzukulagi ve rokanin etanol ekstrakti diger
ekstrelere gore yliksek metal selatlama aktivitesi gosterdi. Calisilan ekstreler icinde en
diisiik ECs degeri dereotu ve gelincik su ekstrelerinde (ECsp: 1.93 mg/ml ve ECsp: 1.39
mg/ml) , en yiiksek ECsg degeri dereotu aseton ve kuzukulagi su ekstrelerinde (ECsg:
8,95 mg/ml ve 7,32 mg/ml) belirlenmistir. Kuzukulaginin su ve terenin aseton ekstreleri
disindaki diger ekstrelerde Fe2+ selatlama aktivitesinin konsantrasyona bagli artis
gosterdigi gozlemlendi (Isbilir, 2008).

Akagiin (2009)’iin yaptig1 caligma kapsaminda ise alabag (Brassica oleracea
var. Gongylodes) bitkisinin antioksidan aktivitesi incelenmistir. Bitkinin taze yaprak ve
govdesinin ayr1 ayr1 dort farkli ¢6ziicli kullanilarak (etanol, metanol, aseton ve su)
antioksidan aktiviteleri arastirilmistir. Her bir ekstrenin Folin-Ciocalteu ayiraci ile
toplam fenolik madde igerigi, DPPH serbest radikali giderme aktivitesi, metal iyonlarini
selatlama kapasitesi belirlendi. Yaprak ve govde ekstrelerinin fenolik madde igerikleri
toplam fenolik madde miktarlarinin gallik asit esdegeri olarak hesaplandi. En yliksek
fenolik madde igerigi yapragin aseton ekstresinde belirlendi. Toplam fenolik madde
miktarlarinin; yaprak igin 16,473 — 27,582 mg/gr, govde i¢in 7,323 — 8,303 mg/gr
arasinda degistigi belirtildi. DPPH radikali giderme aktivitesi sonuglari; govde
ekstraktlar1 arasinda en iyi aktiviteye metanol ekstresinin, yaprak ekstreleri arasinda ise
aseton ve etanol ekstrelerinin sahip oldugu belirlenmistir. DPHH radikalini giderme
aktivitesi deneyinde en diisiik ECsp degerini yapragin aseton ekstresi (9,04 pg/ml), en
yiiksek degeri ise govdenin su ekstresi (28,5 pug/ml) gostermistir. Metal selatlama

aktivitesi deneyinde, standartlara en yakin aktivite gosteren ekstre yapragin su
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ekstraktidir. Yaprak ve govde kisimlari kiyaslandiklarinda ise her ikisinde de en iyi
aktiviteyi su ekstreleri gostermistir. Yapragin su ekstresi hari¢ diger ekstraktlarin
higbirinin Fe2+ iyonlarini selatlama kapasitesinin EDTA ile karsilastirilabilir diizeyde
olmadig1 belirlendi (Akagiin, 2009).

2.3. Astragalus Cinsi Hakkinda Genel Bilgiler

Astragalus L. (Fabaceae) genusu iki filogenetik dala sahiptir; bunlardan biri Eski
Diinya (Asya, Avrupa, Afrika) ve bir digeri ise Yeni Diinya (Amerika)’dir. Eski
Diinya’nin 136 bdoliimden olusan yaklasik 2000 taksonu vardir (Podlech ve Zarre,
2013). En genis damarl bitki genusundan olan Astragalus L. (Fabaceae) yillik ve ¢ok
yillik yaklasik 3000 tiir barindirir (Maassoumi, 1998).

Ulkemizde toplam 211 endemik Astragalus taksonu belirlenmis olup, bu
taksonlarin tamami ¢ok yilliktir. Yasam formu bakimindan 64 takson otsu, 33 bodur
veya ciice ¢ali, 27 ¢ali, 7 odunsu-ot ve 5 yari-¢ali seklinde olup, 75 taksonun ise durumu
belirlenememistir. Bolgelerimize gore en fazla Astragalus taksonu I¢ Anadolu
bolgesinde (100 takson) (%29.1) tespit edilirken, bu bolgeyi sirasiyla; 77 takson
(%22.4) ile Akdeniz, 63 takson (%18.3) ile Dogu Anadolu ve 52 takson (%15.1) ile
Karadeniz bolgeleri izlemistir (Bagbag ve ark., 2018).

Tiirkiye, fitocografik bakimdan Avrupa-Sibirya, Iran-Turan ve Akdeniz floristik
bolgelerinin  kesisiminde bulunmasiyla, klimatik, topografik ve edafik faktorlerin
cesitliliginden dolay1 oldukc¢a zengin bir floraya sahiptir. Ayrica Tiirkiye’nin Giliney
Dogu Avrupa ile Gliney Bati Asya Floralar arasinda koprii konumunda bulunmasinin
da floranin zengin olmasina katkist olmustur. Bu nedenle, lilkemiz hem tarim1 yapilan
pek ¢ok bitkinin anavatani hem de tlilkemizde yayilis gosteren pek c¢ok cins ve tiir i¢in
gen merkezi veya genetik farklilasma noktasidir. Ulkemiz bunun yani sira bir¢ok kiiltiir
bitkisinin anavatamdir (Davis, 1965; 1985). Ozellikle Dogu Anadolu Bélgesi ve
bilhassa endemizm bakimindan zengin Van, Bitlis ve Hakkari ¢evreleri floristik a¢idan
esrarini koruyan ve kesfedilmeyi bekleyen 6nemli bitki alanlaridir (Ekim ve ark., 2000).

Astragalus (Leguminosea) cinsine ait tiirler, bu tiirlerin ekstreleri ve bunlardan
izole edilen bilesikler, bagisiklik uyarici, karaciger koruyucu, antioksidan, antiviral, ates

diistiriicii, kardiovaskiiler, iltihap giderici ve anti kanser etkiler gostermeleri nedeniyle
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giderek artan bir sekilde ilgi odagi haline gelmistir (Rios ve Waterman, 1997; Verotta
ve El- Sebakhy, 2001).

Endemik Astragalus taksonlart bakimindan ¢ok zengin oldugu, bolgelerimize
gore degismek iizere, ililkemizin hemen her tarafinda yayilis gosterdigi ortaya
konmustur. Bu genetik zenginlik, giiniimiizde ¢esitli nedenlerle (insan, hayvan ve dogal
nedenler) tehdit altindadir. Ozellikle cayir-meralarin asir1 ve zamansiz otlatilmalari,
odunsu ve ¢ali formuna sahip olanlarin kokiinden sokiilerek yakacak olarak kullanilmasi

ve iklimsel faktorler bu tehditlerin basinda gelmektedir (Basbag ve ark., 2018).

2.3.1. Astragalus cryptocarpus DC.

Astragalus cryptocarpus DC. Astragalus cinsinin bir tiiriidiir. Iran, Tiirkiye,
Azerbaycan gibi kara iilkelerinde yetisir. Tiirkiye'de taksonlarin en fazla bulundugu
cografi yerler sirasiyla; Adana, Antalya, Yukar1 Firat ve orta Kizilirmak, Konya, Orta
Karadeniz ve Van’dir. Bu tiir Van’daki 14 endemik Astragalus tiirlerinden biridir
(Bagbag ve ark., 2018).

Astragalus cryptocarpus DC.’nin Siniflandirilmast;
Alem: Bitkiler

Sube: Trakeobionta

Boliim: Magnoliophyta

Sinif: Magnoliopsida

Alt siif: Giilgiller (Rosidae)

Takim: Fabales

Aile: Fabaceae

Cins: Astragalus (Leguminosea)

Tiir: Astragalus cryptocarpus DC. (Turkish Plants Data Service)



17

Sekil 2.2. Calisma i¢in kullanilan Astragalus cryptocarpus DC.’nin arazi fotografi.

2.3.2. Astragalus rubrostriatus Bunge

Astragalus rubrostriatus Bunge Astragalus cinsinin bir tiiriidiir. Iran, Tiirkiye
gibi kara iilkelerinde yetisir. Van’da ise Bahgesaray, Giirpinar, Kirkgecit ve
Tasinocak’ta bulunmaktadir. Bu tiir Van’daki 14 endemik Astragalus tiirlerinden biridir
(Karaman ve ark., 2015).

Astragalus rubrostriatus Bunge’nin siiflandiriimast;

Alem: Bitkiler

Sube: Trakeobionta

Boliim: Magnoliophyta

Sinif: Magnoliopsida

Alt simif: Giilgiller (Rosidae)

Takim: Fabales

Aile: Fabaceae

Cins: Astragalus (Leguminosea)

Tiir: Astragalus rubrostriatus Bunge (Turkish Plants Data Service)
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Sekil 2.3. Calisma i¢in kullanilan Astragalus rubrostriatus Bunge’nin arazi fotografi.



3.MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Kullamilan cihaz ve malzemeler

Antioksidan aktivite ve fenolik igerik tayininde kullanilan cihazlar ve sarflar;
Mikro pipet; 1000, 200, 100, 10, 2.5 uL (Eppendorf), Hassas terazi (Radway, Poland),
Manyetik Karstirict  (Velp), Evaporatér (Heidolp), Liyofilizatér (Azbil Telstar
Techonologies LYOQEST-85), Santriftij (Isolab 5810 R), Ultrasonik Banyo (Isolab),
ELISA plaka okuyucusu (Multiskan ™ GO- Thermo Scientific, ABD).

3.1.2. Kullanilan kimyasallar

Antioksidan aktivite ve fenolik igerik tayininde kullanilan kimyasallar ve sarflar;
Na,CO3 (Sigma Aldrich-Germany), AICI; (Sigma Aldrich-Germany), NaNO, (Merc,
Germany), Gallik Asit (Sigma-Aldrich-Germany), Troloks (Sigma-Aldrich-Germany),
DPPH- (Sigma-Aldrich-Germany), ABTS" (Sigma-Aldrich-Germany), Etanol (Merc,
Germany), EDTA (Sigma-Aldrich-Germany), K,S,0g (Sigma-Aldrich-Germany), Folin-
Ciocalteu Reaktifi (Merck-Germany), NaOH (Merck-Germany), Ferrozin (Sigma-Aldrich-
Germany), FeCl, (SigmaAldrich-Germany), Hekzan (Sigma-Aldrich-Germany), Metanol
(Merck-Germany), 0.45 um Enjektor filtresi (Millipore, Almanya), ¢esitli pipet uglari
(Isolab)

3.1.3. Deney materyali

Van boélgesinde endemik tiir olarak bulunan A. cryptocarpus Van’in Catak
ilgesinden A. rubrostriatus Bunge Van’in Bahgesaray ilgesinden Temmuz 2021°de
toplanarak calisma materyali olarak belirlendi. Calisma materyali olarak kullanilacak
olan A. cryptocarpus ve A. rubrostriatus tiirleri belirlenen bdlgelerden toplandiktan
sonra teshis edildi. Van Yiiziincii Y1l Universitesi Herbaryum’undan herbaryum kayit

numaralari alindi (A. cryptocarpus Herbaryum kayit no: 16271, A. rubrostriatus Bunge
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Herbaryum kayit no: 16273). Bitki teshisi Hakkari Universitesi MYO Ogretim
Uyelerinden Dr. Ogr. U. Muzaffer MUKEMRE tarafindan yapilmustir.

3.2. Yontem

3.2.1. Ekstraksiyon

A. cryptocarpus ve A. rubrostriatus tiirleri direk giinese maruz kalmayacak
sekilde kurutulduktan sonra ogiitiilerek esit gramajlarda tartildi. Ornekler hassas
terazide 8’er gr tartildi tizerine 80 mL hekzan konularak 40 °C’de 6 saat siireyle 1siticilt
manyetik karigtiricida birakildi. Orneklerden hekzan siiziildii ve tiipte kalan bitki
orneklerinin tizerine 50 ml su ve 50 ml metanol eklenerek 48 saat inkubasyona birakilip
30 dakika sonikatore konuldu. 48 saat sonunda hidrometanol siiziildii ve metanol
ucmast evaporator kullanilarak saglandi. 50 mL’lik falcon tiiplere alindiktan sonra 45°
lik a1 ile -80°C de 48 saat kalacak sekilde konuldu. Ornekler -80 °C den ¢ikarildiktan
sonra liyofilizatorde 72 saat bekletilerek su uzaklastirilmasit hedeflendi. Elde edilen
oOziitler analizler yapilincaya kadar -20°C’de saklanildi. Verim yiizdesi asagida belirtilen
“Es 3.1” e gore hesaplandi.

Verim Yiizdesi (w/w) = (Kurutulmus ekstrakt kiitlesi /toplam bitki kiitlesi) x 100 (3.1)

3.2.2. Antioksidan aktivite calismalar

3.2.2.1. DPPH serbest radikal siipiirme aktivitelerinin belirlenmesi

Oziitlerin antioksidan aktivitesi hidrojen baglama kabiliyeti ya da baska bir
deyisle DPPH radikalini yakalama kabiliyetine dayanilarak ol¢iildi. DPPH serbest
radikal giderme Blois metodunun (1958) modifiye sekline gore yapildi. Bitki 6ziitlerinin
serbest radikal DPPH (:2,2-difenil-1-pikril hidrazil) giderme aktivitesinin 6lgiimiinde
standart olarak kuersetin ve degisik konsantrasyonlarda A. cryptocarpus ve A.
rubrostriatus 6ziitleri hazirlandi. 0.05 mg/ml DPPH etanolle ¢6ziildii ve kullanilmadan

once 30 dk sonikasyon yapildi. Yonteme gore A. cryptocarpus ve A. rubrostriatus
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Oziitleri ve standartlardan, her bir mikro plaka kuyucuguna 10 pl su koyuldu ve
tizerlerine 140 ul DPPH eklendi. Karanlik ortamda 20 dk bekletildikten sonra 517 nm
de absorbans degerleri Olglilerek DPPH serbest radikalinin indirgenmesi belirlendi.
Serbest radikal yakalama aktiviteleri ylizde olarak asagidaki “Es 3.2” gore hesaplandi ve
DPPH radikal yakalama aktivitesi her bir Ornek i¢in ICsy degerleri hesaplanarak
karsilastirildi.

% RSA (Radikal siiptirme aktivitesi) = [(Ao —A1) / Ag] X 100 (3.2)
Ao: Blank absorbansi
A;: Ekstre absorbansi

H A—q
- - HO o L
H A,
_—— >
H O Q .0
A
a a

Sekil 3.1. Kuersetinin AIClz ile reaksiyonu (Chang ve ark., 2002).

3.2.2.2. ABTS katyon radikalini giderme aktivitesi

ABTS (2, 2’-Azino-Bis-3-Ethlybenzothiazoline-6-Sulfonic Acid) radikal siipiirme
kapasitesi Re ve arkadaglarinin (1999) modifiye edilmis yontemine gore gerceklestirildi.
ABTS" radikalinin olusturulmas1 icin 7 mM ABTS c¢ozeltisi 2.45 mM potasyum
persulfat (K,S,0g) ¢ozeltisi 1:1 oraninda karistirilarak reaksiyona sokulur. Radikal
kullanilmadan once 16 saat oda sicakliginda karanlik ortamda bekletilir. Daha sonra
karistm 350 pl ABTS radikaline 10 ml etanol eklenerek 734 nm’ de 0.70 (= 0.02)
absorbans aralik degeri elde edilecek sekilde seyreltildi. 96 kuyucuklu plaka igerisine 3
tekrar olacak sekilde oziitlerden 2,5 pl ve iizerine seyreltilmis ABTS radikalinden 250
uM eklendi, karistirildi ve 6 dakika oda sicakhiginda inkiibe edildi. inkiibasyondan

sonra 734 nm de absorbans okumasi gerceklestirdi. Bu g¢alisma igin troloks standart
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olarak kullanildi. Trolox esdegeri antioksidan kapasite (TEAC) degerleri serbest radikal
temizleme kapasitesini gostermek i¢in kullanilmistir. Yiizde inhibisyon, asagida gosterilen

“Es 3.3” kullanilarak hesaplandi;

% Inhibisyon= [(Ag —A1) / Ag] X 100 (3.3)
Ao: Blank Absorbans
Aq: Ekstre Absorbans

{
Potassium Antioxidant )

I ,l""’v/i ersulphate  o_ 4 , Y, R 7 PR e
)N = i s = P . PN N ‘r 2y Material v~ A S
ety e e asa = A 2
€ € €
ABTS ABTS** ABTS

TP extract in THF

" Color Degradation

Sekil 3.2. ABTS radikal giderme aktivitesi (Ustiindas ve ark., 2018).
3.2.2.3. Metal selatlama etKisi

Metal selasyon aktivitesi Dinis ve arkadaslarinin (1994) gelistirdigi metodun
modifiye sekline gore yapildi. EDTA standart selasyon ajani olarak kullanildi. 96
kuyucuklu plaka igerisine 50 pL cesitli konsantrasyonlarda EDTA ve o6ziit eklendi.
Uzerine 185 uL saf su eklendikten sonra 5 pL 2 mM FeCl, eklendi ve 5 dakika oda
sicakliginda inkiibasyona birakildi. Daha sonra 10 uLL 5 mM Ferrozin eklendi. 10 dakika
daha oda sicakligindaki inkiibasyondan sonra 562 nm’de absorbans okumasi
gerceklestirildi. Sonuglar ICsp degerleri olarak ifade edildi. Her bir test en az ii¢ kez tekrar
edildi. Yiizde inhibisyon, asagida gosterilen “Es 3.4” kullanilarak hesaplandi;

% Inhibisyon= [(Ag —A;) / Ag] X 100 (3.4)
Ao: Blank Absorbans
A;: Ekstre Absorbans
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Sekil 3.3. Metal selatlama reaksiyon modellemesi (Fabbrizzi, 2011).

3.2.2.4. Toplam fenolik madde icerigi

A. cryptocarpus ve A. rubrostriatus bitkilerinin &ziitlerinde bulunan toplam
fenolik madde igerigi Singleton ve Rossi (1965)° nin uyguladigi yontemin modifiye
sekline gore belirlendi. Standart olarak gallik asit kullanildi. Bu yontemde o6ziit ve
standartlardan 20 pl mikro plaka kuyucuklaria konuldu. Uzerlerine 20 pl Folin reaktifi
eklendi ve pipetajlama ile karistirildi. Ardindan {izerlerine 80 ul %10’lik (w/v) sodyum
karbonat eklendi ve oda sicakliginda 30 dk inkiibasyon sonrast 750 nm’de 6rnek yerine
20 pl etanol igeren kore karsi absorbans okundu. Gallik asit ile olusturulmus standart
kalibrasyon egrisi kullanilarak her 1 mg 06ziit i¢inde bulunan toplam fenolik igerik

miktarlar asagidaki “Es 3.5” e gore hesaplands;

Ekstre yiizdesi(w/w) = ((A1- Ag) / y degeri) / diliisyon katsayisi) x 100 (3.5)
Ao: Kontroliin absorbansi,
A1: Ekstrenin absorbansi,

y degeri: Standart grafigi denkleminde olusan y degeri
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HO OH
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Sekil 3.4. Folin-Ciolcalteu reaksiyonu (Ford ve ark., 2019).

3.2.2.5. Toplam flavonoid madde igerigi

Toplam flavonoid miktarlari, Zhishen ve arkadaslarinin (1999) modifiye edilmis
yontemine gore metanol Oziitleri igerisinde belirlendi. Farkli konsantrasyonlarda
Katesin %99.5 etanol ile ¢oziildii ve toplam flavonoid igeriginin belirlenmesinde
standart olarak kullanildi. Yonteme gore, 80 ul dH,O igeren mikroplaka kuyucuklarina,
20 pl standart veya ornek eklendi, ardindan % 5°lik NaNO,’den 6 pl kuyucuklara eklendi.
5 dk sonra 6 ul % 10 aliiminyum klorid (AICl3) kuyucuklara eklendi ve 6 dk sonra 1 M
NaOH’ten 40 pl ilave edildi. Toplam hacim dHO ile 200 pl’ye tamamlandi. 510 nm’de
abs degerleri elde edildi. Toplam flavanoid icerigi 1 mg 6ziit igerisindeki flavanoid miktar
olarak, katesin standart grafigine gore hesaplandi (Pal ve ark., 2010). Toplam flavonoid

madde miktarlari asagida gosterilen “Es 3.6 e gore hesaplandi;

Ekstre yiizdesi(w/w) = ((A1- Ag) / y degeri) / diliisyon katsayisi) x 100 (3.6)
Ao: Kontroliin absorbansi,
A:: Ekstrenin absorbansi,

y degeri: Standart grafigi denkleminde olusan y degeri
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3.2.3. Verim

A. cryptocarpus ve A. rubrostriatus bitkilerinin 6rnekleri 6giitiicii ile toz haline
getirildi. Ardindan sirasityla hekzan, metanol ve su igerisinde ekstraksiyon boliimde
belirtildigi gibi belli siirelerde manyetik karistirici ile ¢alkalanmaya birakildi. Daha
sonra sirastyla elde edilen sivilardan hekzan ve metanol ¢dzgenleri evaporator
yardimiyla uguruldu. Metanolden ekstrenin agirligi hassas terazi ile tartilip verimi
hesaplandi. Hekzan i¢in kayda deger bir 0ziit elde edilemedigi igin verimi
hesaplanamadi. Su 0ziitii; posadan geriye kalan siv1 falkon tiipler igerisinde donduruldu
ve daha sonra liyofilizatér yardimi ile suyu kurutuldu. Kalan kisim bitkinin su 6ziitii
seklinde deneylerde kullanilmak i¢in tartild1 ve verimi materyal metot kisminda verilen

denkleme gore hesaplandi.

3.2.4. Degerlendirme

Tiim deneyler birbirine paralel ii¢ 6l¢iim seklinde yapildi. Grafikler GraphPad

Prism 5 Demo programi kullanilarak ¢izildi.






4. BULGULAR

4.1. Verim

A. cryptocarpus ve A. rubrostriatus tiirlerinin bitki kisimlarindan elde edilen
verim Cizelge 4.1 ve 4.2° de belirtildi.

Cizelge 4.1. Astragalus cryptocarpus DC.’ nin 6ziitlerinin ekstraksiyon verimleri

Ekstraksiyon ik agirhk (gr) Son agirhk(gr) Verim (%)
Metanol 8 1.875 23.437
Cicek

Metanol 8 2.237 27.962
Yaprak

Cizelge 4.2. Astragalus rubrostriatus Bunge’ nin 6ziitlerinin ekstraksiyon verimleri

Ekstraksiyon Tk agirhk (gr) Son agirhk(gr) Verim (%)
Metanol 8 0.992 12.4
Cicek
8 2.105 26.312
Metanol
Yaprak

4.2. Antioksidan Aktivitesi Bulgulari

4.2.1. DPPH?- radikalini giderme bulgular:

DPPH testi, bir antioksidan molekiiliin serbest radikal siipiirme aktivitesinin
Olciilmesine dayanan ve renk degisimi ile degerlendirilen yogunlukla kullanilan kolay
bir metottur. Metanol icerisinde sonikator aracilifiyla ¢ozdiiriilen DPPH radikali mor

renk verir. Bu yontemin temel prensibi DPPH radikalinden bir hidrojen alinarak
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indirgenmesi ilkesine dayanmaktadir. Bu indirgenme sonucunda Sekil 4.1’de gorildigi
gibi mor renk olan ¢ozelti sar1 renge doner. Renk degisimi kalorometrik olarak izlenir
ve antioksidan Ozellikler i¢in parametrelerin belirlenmesinde kullanilir. Bu metot
sisteinin stabil bir serbest radikal olan DPPH’ tan bir H atomu aldigini tespit eden Blois
(1958) tarafindan gelistirilmistir. Bu test i¢in kuersetin standart olarak kullanilmistir. Ve
cesitli konsantrasyonlarda hazirlanan kuersetin ¢ozeltisiyle Sekil 4.2° de verilen grafik
elde edildi. Yapilan c¢alismalar sonucunda A. cryptocarpus ve A. rubrostriatus
bitkilerinin kuru oziitlerinden elde edilen DPPH radikalini stipiirme aktiviteleri Sekil 4.3’
de ve Cizelge 4.3’de belirtildi. Elde edilen degerler ii¢ bagimsiz denemenin ortalama
£SS temsil etmektedir.

(DPPH)
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Sekil 4.1. DPPH radikali siiptirme aktivitesi (Cahyana ve ark., 2015).
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Sekil 4.2. DPPH testi i¢in kuersetin standart grafigi.
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Sekil 4.3. A. rubrostriatus ve A. cryptocarpus bitkilerinden elde edilen ekstrelerin
DPPH radikalini giderme kapasitesi (%).
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Cizelge 4.3. A. cryptocarpus ve A. rubrostriatus bitki tiirlerinin metanol ekstrelerinin
DPPH radikal giderme kapasiteleri

DPPH Cicek ECs; (ug/ml) Yaprak ECs, (ug/ml)
A.cryptocarpus 27.52+0.4% 20.51£0.1°

A. rubrostriatus 27.13+0.1° 17.91%0.2°

Ayn1 tablo icinde farkl: ist-yazilarla (a, b, ¢ ve d) isaretlenmis olan verinin istatistiksel olarak anlaml1 bir
farki oldugunu gostermektedir (p <0.0001).

4.2.2. ABTS" radikalini giderme bulgular

ABTS radikalini giderme testi bazi modifikasyonlar yapilarak bitki Oziitlerine
uygulandi. 2,5 pl ekstre 96’lik mikroplaka kuyucuklari icerisine ii¢ tekrar olacak sekilde
koyuldu ve tizerine 147,5ul seyreltilmis ABTS radikali koyuldu. Karanlik bir ortamda 6 dk
bekletildikten sonra 734 nm de absorbans degerleri kalorimetrik olarak olgiildii. Bu
calisma i¢in troloks standart olarak kullanildi. Troloks kullanilarak elde edilen standart
grafigi Sekil 4.4° de gosterilmistir. Yapilan calismalar sonucunda A. cryptocarpus ve A.
rubrostriatus bitkilerinin kuru ekstrelerinden elde edilen ABTS radikalini siiplirme
aktiviteleri Sekil 4.5°de ve Cizelge 4.4’de belirtildi. Elde edilen degerler ii¢ bagimsiz

denemenin ortalama £SS temsil etmektedir.
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Sekil 4.4. ABTS i¢in troloks standart grafigi.
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Sekil 4.5. A. rubrostriatus ve A. cryptocarpus bitkilerinden elde edilen ekstrelerin
ABTS radikalini giderme kapasitesi (%).

Cizelge 4.4. A. cryptocarpus ve A. rubrostriatus bitki tiirlerinin metanol ekstrelerinin
ABTS radikal giderme kapasiteleri

ABTS Cicek ECs, (ng/ml) Yaprak ECs, (ug/ml)
A.cryptocarpus 24.87+0.1° 6.59+0.2°

A. rubrostriatus 21.88+0.09" 6.94% 0.03"

Ayni tablo iginde farkli iist-yazilarla (a, b, ¢ ve d) isaretlenmis olan verinin istatistiksel olarak anlamli bir
farki oldugunu gostermektedir (p <0.0001).

4.2.3. Metal selatlama kapasite tayini bulgular:

A. cryptocarpus ve A. rubrostriatus bitki 6ziitlerinin metalleri baglama kapasitesi
Dinis ve arkadaslarinin 1994 yilinda gelistirdikleri yonteme gore belirlendi. Bu yontemde
temel prensip materyal metot kisminda da belirtildigi gibi Oziitlerde bulunan metal
baglama yetenegine sahip antioksidanlar ile ¢ok giiclii bir Fe* 2 selatlayict olan ferrozin
reaktifinin rekabetine dayanir. Kuru ekstrede metal baglama kabiliyeti olan antioksidan
miktar1 ne kadar fazla ise Fe'/ ferrozin bilesiginin olusumu o derece engellenir. Ve bu

durumda bilesikten kaynakli kirmizi renk o kadar agik olur. Bu ¢alisma da pozitif kontrol
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icin giicli bir metal selatlayict olan EDTA kullanildi. Cesitli konsantrasyonlarda
hazirlanan EDTA o6rnekleriyle olusturulan standart Ol¢iimleme egrisi Sekil 4.6’ da
verilmistir. Yapilan galismalar sonucunda A. cryptocarpus ve A. rubrostriatus kuru
oziitlerinden elde edilen metal selatlama aktiviteleri Sekil 4.7’ de ve Cizelge 4.5’de

belirtildi. Elde edilen degerler {i¢ bagimsiz denemenin ortalama +SS temsil etmektedir.

EDTA Metal Baglama Kapasitesi
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Sekil 4.6. Metal selatlama icin EDTA standart grafigi.
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Metal Selatlama Kapasitesi
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Sekil 4.7. A. rubrostriatus ve A. cryptocarpus bitki tiirlerinden elde edilen ekstrelerin
metal selatlama yetenegi(%).

Cizelge 4.5. A. cryptocarpus ve A. rubrostriatus bitki tiirlerinin metanol ekstrelerinin
metal selatlama yetenegi

Metal Selatlama Cicek ECs (ng/ml) Yaprak ECs (ng/ml)
A.cryptocarpus 5.90+ 0.2 2.04+0.2°
A. rubrostriatus 5.15+ 0.6" 1,57+ 0.1°

Ayni tablo iginde farkli iist-yazilarla (a, b, ¢ ve d) isaretlenmis olan verinin istatistiksel olarak anlamli bir
farki oldugunu gostermektedir (p <0.0001).

4.2.4. Toplam fenolik madde miktar: bulgulari

A. cryptocarpus ve A. rubrostriatus bitkilerinin 6ziitlerindeki total fenolik madde
icerigi Singleton ve Rossi’ nin 1965 yilinda gelistirdigi ve mikro diizeye modifiye edilerek
kullanilan yonteme gore belirlendi. Total fenolik madde diizeyini belirlemek i¢in etkili bir
fenolik bilesik olan gallik asit kontrol olarak kullanildi.

Gallik asit standart grafigi Sekil 4.8’de gosterilmistir. Toplam fenolik madde

miktar1 gallik asit esdegeri seklinde hesaplandi. Yapilan ¢aligmalar sonucunda A.
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cryptocarpus ve A. rubrostriatus bitkilerinin kuru o6ziitlerinden elde edilen toplam
fenolik madde igerikleri Sekil 4.9’ da ve Cizelge 4.6’da belirtildi. Elde edilen degerler ii¢

bagimsiz denemenin ortalama +SS temsil etmektedir.

c Gallik Asit Standart Grafigi
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Sekil 4.8. Toplam fenolik madde igerigi i¢in gallik asit standart grafigi.
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Sekil 4.9. A. rubrostriatus ve A. cryptocarpus bitki tiirlerinden elde edilen ekstrelerin

toplam fenolik madde igerigi.
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Cizelge 4.6. A. cryptocarpus ve A. rubrostriatus bitki tiirlerinin ekstrelerinden elde
edilen toplam fenolik madde igerigi

Toplam Fenol (Gallik Cicek (ng/g kuru Yaprak (ng/g kuru ekstre)
Asit) ekstre)
A.cryptocarpus 626.4+2.2° 1066+ 6.3°
A. rubrostriatus 804.1+ 2.4 1225+ 7.4°

Ayni tablo iginde farkli iist-yazilarla (a, b, ¢ ve d) isaretlenmis olan verinin istatistiksel olarak anlamli bir
farki oldugunu gostermektedir (p <0.0001).

4.2.5. Toplam flavonoid madde miktari bulgulari

A. cryptocarpus ve A. rubrostriatus bitkilerinin 6ziitlerinin toplam flavonoid
madde miktarini belirlemek i¢in Zhishen ve arkadaslarinin 1999 yilinda gelistirdigi ve
alimiinyum klorik eklenmesinden kaynakli renk degisimi prensibine dayanan metoda goére
yapildi. Bu deneyde kuru 6ziitlerdeki toplam flavonoid madde icerigini belirlemek icin
katesin standart olarak kullanildi. Cesitli konsantrasyonlarda hazirlanan katesinden
absorbans grafigi ¢izildi. Bu grafik Sekil 4.10°da belirtildi. Yapilan ¢aligmalar sonucunda
A. cryptocarpus ve A. rubrostriatus bitkilerinin kuru 6ziitlerinden elde edilen toplam
flavonoid madde igerikleri Sekil 4.11°de ve Cizelge 4.7°de belirtildi. Elde edilen degerler

i¢c bagimsiz denemenin ortalama £SS temsil etmektedir.

Katesin Standart Grafigi
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Sekil 4.10. Toplam flavonoid madde igerigi icin katesin standart grafigi.



36
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Sekil 4.11. A. cryptocarpus ve A. rubrostriatus bitki tiirlerinden elde edilen ekstrelerin
toplam flavonoid madde igerigi.

Cizelge 4.7. A. cryptocarpus ve A. rubrostriatus bitki tiirlerinin ekstrelerinden elde
edilen toplam flavonoid madde igerigi

Toplam Flavonoid Cicek (ng/g kuru ekstre) Yaprak (ug/g kuru ekstre)
(Katesin)
A.cryptocarpus 369.1+ 5.0° 561.7+2.9°

. b d
A. rubrostriatus 557.5+3.8 725.7+ 4.3

Ayni tablo iginde farkli iist-yazilarla (a, b, ¢ ve d) isaretlenmis olan verinin istatistiksel olarak anlamli bir
farki oldugunu gostermektedir (p <0.0001).



5. TARTISMA VE SONUC

5.1. Toplam Fenolik ve Flavonoid Madde Icerigi

Astragalus (Leguminosea) cinsine ait tiirler, bu tiirlerin ekstreleri ve bunlardan
izole edilen bilesikler, bagisiklik uyarici, karaciger koruyucu, antioksidan, antiviral, ates
distiriicii, kardiovaskiiler, iltihap giderici ve anti kanser etkiler gostermeleri nedeniyle
giderek artan bir sekilde ilgi odagi haline gelmistir (Rios ve Waterman, 1997; Verotta
ve El- Sebakhy, 2001).

Bu tez kapsaminda A. crytocarpus ve A. rubrostriatus bitkilerinin ¢icek ve
yaprak kisimlarindan elde edilen metanol ekstrelerinin antioksidan aktiviteleri cesitli
metodlarla incelenmistir. Calismaya baslamadan Once yapilan kaynak arastirmasi
neticesinde A. crytocarpus ve A. rubrostriatus bitki tiirleriyle ilgili yapilmis antioksidan
aktivite calismasi bulunmamistir. Sonuglara bakildiginda, calisilan bitkilerin fenolik
madde icerigindeki farkliliklarin, gosterdikleri antioksidan ozelliklerini etkiledigi
belirlenmistir.

Hasimi ve ark. (2017)’nin Anadolu’dan toplanan ii¢ Astragalus tiirii olan A.
leporinus var. hirsutus, A. distinctissimus ve A. schizopteru bitkilerini dort farkli ¢oziici
(etanol, su, aseton ve petrol eteri) olarak kullanilarak antioksidan aktiviteleri
arastirilmistir. Caligilan Astragalus en fazla bulunan flavonoidin rutin (1,03-13,35 mg/g
ekstre) ve hesperidin  (1.6-9.7 mg/g ekstre) oldugu belirlenmistir. Bizim
caligmalarimizda standart olarak kullandigimiz kuersetin miktar1 ise Hasimi ve ark.’nin
calisigi Astragalus tiirlerinde anlamli diizeyde belirlenmemistir. A. schizopterus
metanol ekstresinde de yiiksek miktarda kuinik asit (111,3 mg/g ekstre) bulundugu
belirlenmistir. Fenolik ve flavonoid bilesikler agisindan A. schizopterus’ nun metanol
ekstresi en zengin ekstre olarak belirlenmistir.

A. crytocarpus tiiriiniin ¢igek kisimlarindan alinan metanol ekstresinin fenolik
icerigi 626,4 ng GAE/gQ olgiiliirken, yaprak kisimlarindan alinan metanol ekstresinin
fenolik icerigi 1066 ng GAE/g olarak bulundu. Yapilan ¢alismada A. crytocarpus’ un
cicegi ve yapragi kullanilarak elde edilen metanol ekstraktina bakildiginda fenolik
madde igerigi en yiiksek yaprak ekstresinde (1066 ug GAE/g ekstre) elde edildi.
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Toplam fenolik madde igerigi gallik asit esdegerine bakilarak ortaya konuldu. A.
rubrostriatus tiriiniin ¢igek kisimlarindan elde edilen metanol ekstresinin toplam
fenolik igerigi ise 804,1 ng GAE/g iken, yaprak kisimlarinin metanol ekstresinin fenolik
igerigi ise 1225 pg GAE/g olarak bulundu. Yapilan c¢alismada A. rubrostriatus’ un
cicegi ve yapragi kullanirak elde edilen metanol ekstraktina bakildiginda fenolik madde
icerigi en yiiksek yaprak ekstresinde (1225 ng GAE/g ekstre) elde edildi. iki bitki tiirii
kiyaslandiginda ise A. rubrostriatus’un ¢icek ve yaprak ekstrelerinde A. cryptocarpus’a
gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde (p<0.0001) daha yiiksek fenolik madde igerigi
gozlemlendi. Agik bir sekilde goriiliiyor ki bitkinin farkli kisimlarindan elde edilen
metanol ekstreleri arasindaki farkin fazla oldugu ve yapragin ¢igege gore istatistiksel
olarak anlamli diizeyde (p<0.0001) fenolik madde igerdigi gézlemlendi.

Toplam flavonoid madde igerigi ise katesin esdegerine gore hesaplandi. A.
crytocarpus tiiriiniin toplam flavonoid igerigine bakildiginda ekstrelerin igerdigi katesin
es degeri ¢igegin metanol ekstresinde 369,1 pug KE/g, yapragin metanol ekstresinde ise
561,7 ng KE/g kuru ekstre olarak belirlendi. Katesin esdegerinin ekstre igeriklerinde
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik gézlenmedi. Cigek kisminda katesin es degeri
yaprak kismma (561,7 pg KE/g kuru ekstre) kiyasla diisiik olarak olgiildii ve bu
sonuglara gore A. crytocarpus bitkisinde katesin es degerinin oldukca az oldugu
kanisina varilmistir.

A. rubrostriatus tiiriniin toplam flavonoid igerigine bakildiginda bitkinin
icerdigi katesin es degeri ¢igegin metanol ekstresinde 557,5 png KE/g, yapragin
methanol ekstresinde ise 725,7 ug KE/g kuru ekstre olarak belirlendi. Katesin esdegeri
A. cryptocarpus tiirliniin ekstrelerine kiyasla ytliksek olarak o6l¢iildii. Cicek kisminda
yaprak kismina oranla katesin es degeri diisiik olarak 6l¢iildii ve bu sonuglara gore A.
rubrostriatus bitkisinde katesin es degerinin A. cryptocarpus tiiriine kiyasla orta seviye
de oldugu kamisma varilmustir. iki bitki tiirii kiyaslandiginda katesin es degerinde A.
rubrostriatus tiirti istatistiksel olarak anlamli diizeyde (p<0.0001) daha yiiksek olgiildii.
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5.2. Antioksidan Kapasite Sonug¢lari

Serbest radikal siipiiriicii olarak bir bilesik ya da ekstraktin kabiliyetini test
etmek yaygin bir sekilde kullanilmaktadir.

Literatiire bakildiginda A. cryptocarpus ve A. rubrostriatus’la ayni cinsten olan
A. sibthorpianus tiiriiniin DPPH radikalini stipiirme aktivitesi ¢igek kisminin metanol
ekstresinde 1Csp degeri: 22,09 + 0,75 pg/ml olarak olgiilmistiir. Yapilan ¢alisma da
bircok bitki arasindan en yiiksek aktiviteye sahip tiir A. sibthorpianus olarak
gozlemlenmistir (Sarimahmut, 2016).

Hasimi ve ark. (2017)’nin yaptig1 ¢alismada ABTS radikalini stipiirme aktivitesi,
A. schizopterus’un metanol ve su ekstrelerinde (IC50: 22.01 £+ 0.07 and 32.91 + 0.80
pg/mL) en yiiksek bulunmustur. A. schizopterus’un metanol ekstresi DPPH ve ABTS
radikalini sliplirme aktivitesinde en yliksek aktiviteyi gostermistir.

Yaptigimiz ¢alismada A. crytocarpus ve A. rubrostriatus bitki tiirlerinin ¢igcek ve
yapraklarindan alinan metanol ekstrelerinin antioksidan kapasitesini belirlemek i¢in, DPPH
radikali giderme aktivitesine, ABTS radikalini siipirme aktivitesine ve metal selatlama
aktivitesine bakildi.

DPPH radikalini stipirme aktivitesi i¢in kontrol olarak kuersetin (ECso: 0,348
ug/ml) es degeri kullanildi. A. crytocarpus tiiriiniin ¢igek ve yaprak boliimlerinden
alinan metanol ekstresinin aktiviteleri incelendiginde ¢igek icin; ECso 27,52 pg/ml
kapasitede radikal siipiirdiigii goriildii. Bir diger kisim olan yapraktan alinan ekstrelere
bakildiginda metanol ekstresinin aktiviteleri incelendiginde ECsp: 20,51 pg/ml olarak
oOlgiildii. En yiiksek DPPH radikali siipirme aktivitesi yapragin metanol ekstresinde
gbzlemlendi.

ABTS radikalini siipiirme aktivitesini 6lgmek i¢in kontrol olarak troloks (ECsp:
0,407 pg/ml) es degeri kullanildi. A. crytocarpus tiiriiniin ¢igekten elde edilen metanol
ekstresinin aktivitesi incelendiginde ECso: 24,87 pg/ml olarak belirlendi. Yapragin
metanol ekstresinin aktivitesi incelendiginde ise ECsp: 6,59 pg/ml olarak hesaplandi.
Buradaki sonuglara gore en yiiksek ABTS radikalini siipiirme aktivitesini yapraktan
alinan metanol ekstresinde gosterdigi belirlendi.

Metal selatlama aktivitesinde demir iyonu reaktif bir metal oldugundan fenton

reaksiyonlaria katilmasi sebebiyle hidroksil radikallerinin olusmasina yol agmaktadir.
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Bu ylizden selatlama aktivitesi olusabilecek bir oksidatif hasarin 6nlenmesi i¢in 6nemli
bir parametredir. A. crytocarpus tiiriiniin metal selatlama aktivitesi EDTA (ECsp: 0,041
ug/ml) kullanilarak belirlendi. Cigekten elde edilen metanol ekstresinin aktivitesi ECso:
5,90 pg/ml olarak hesaplandi. Yapraktan elde edilen metanol ekstresinin aktivitesi ECso:
2,04 pug/ml olarak belirlendi. Yapraktan alinan ekstrelerin metal selatlama aktivitelerinin
¢icegin metanol ekstrelerine gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde (p<0.0001) daha
yiiksek oldugu gozlemlendi.

DPPH radikalini stipiirme aktivitesi i¢in kontrol olarak kuersetin (ECso: 0,348
pug/ml) es degeri kullanildi. A. rubrostriatus tiiriiniin ¢igek ve yaprak boliimlerinden
alinan metanol ekstresinin aktiviteleri incelendiginde ¢icek igin; ECso: 27,13 pg/ml
kapasitede radikal siipiirdiigii goriildii. Bir diger kisim olan yapraktan alinan ekstrelere
bakildiginda metanol ekstresinin aktivitesi ECsp: 17,91 pg/ml olarak 6l¢iildii. En ytliksek
DPPH radikali siiptirme aktivitesi yapragin metanol ekstresinde gozlemlendi.

ABTS radikalini stipiirme aktivitesini dlgmek i¢in kontrol olarak troloks (ECso:
0,407 pg/ml) es degeri kullanildi. A. rubrostriatus tiiriiniin ¢igekten elde edilen metanol
ekstresinin aktivitesi ECsp: 21,88 pg/ml olarak belirlendi. Yapragin metanol ekstresinin
aktivitesi ECso: 6,94 ug/ml olarak hesaplandi. Burdaki sonuglara gore en yiiksek ABTS
radikalini sliplirme aktivitesini yapraktan alinan metanol ekstresinde gosterdigi
istatistiksel olarak anlamli diizeyde (p<0.0001) olarak belirlendi.

Metal selatlama aktivitesinde demir iyonu reaktif bir metal oldugundan fenton
reaksiyonlarina katilmasi sebebiyle hidroksil radikallerinin olugmasina yol agmaktadir.
Bu yiizden selatlama aktivitesi olusabilecek bir oksidatif hasarin 6nlenmesi i¢in onemli
bir parametredir. A. rubrostriatus tiiriiniin metal selatlama aktivitesi EDTA (ECso: 0,041
pg/ml) kullanilarak belirlendi. Cigekten elde edilen metanol ekstresinin aktivitesi ECsp:
5,15 pg/ml olarak hesaplandi. Yapraktan elde edilen metanol ekstresinin ECso: 1,57
ug/ml olarak belirlendi. Yapraktan alinan ekstrelerin metal selatlama aktivitelesinin
cicekten alinan ekstrelere kiyasla istatistiksel olarak anlamli diizeyde (p<0.0001) daha
yiiksek oldugu gbézlemlendi.

Iki tiiriin antioksidan aktiviteleri kiyaslandiginda DPPH radikalini siipiirme
aktivitesi; A. rubrostriatus’un ve A4. crytocarpus un yapraktan alinan metanol ekstresi
cicek ekstrelerine kiyasla istatistiksel olarak anlamli diizeyde (p<0.0001) daha yiiksek

bulundu. ABTS radikalini siiplirme aktivitesi ise; A. crytocarpus’un yapraktan alinan
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metanol ekstresi A. rubrostriatus’un ekstreleriyle neredeyse ayni aktiviteye sahipken
cicek kisimlarinda A. rubrostriatus’un ekstreleri istatistiksel olarak anlamli diizeyde
(p<0.0001) daha vyiiksek bulunmustur. Metal selatlama aktivitesinde ise A.
rubrostriatus’un ekstreleri istatistiksel olarak anlamli diizeyde (p<0.0001) daha yiiksek
bulundu. A. rubrostriatus’un metal selatlama aktivitesinde yaprak ekstreleri ¢ok iyi
sonuglar vermistir. EDTA (ECso: 0,041 upg/ml) ve A. rubrostriatus’un yaprak
ekstrelerindeki  (ECso: 1,57 pg/ml) aktivitelerin istatistiksel olarak anlamli diizeyde
farklilik gozlemlenmemistir.

Literatiirdeki c¢aligmalara bakildiginda A. crytocarpus ve A. rubrostriatus
bitkileriyle ayn1 cinse ait A. sibthorpianus tiiriiniin DPPH radikalini giderme aktiviteleri
kiyaslandiginda, A. sibthorpianus tiiriiniin DPPH radikalini giderme aktivitesi daha
yiiksek bulunmugtur.

Bir diger calismada ise farkli bir tiir olan A. schizopterus’un ABTS radikalini
giderme aktivitesi A. crytocarpus ve A. rubrostriatus bitkileriyle kiyaslandiginda, A.
crytocarpus ve A. rubrostriatus bitkilerinin ABTS radikalini giderme aktivitesi
istatistiksel olarak anlamli diizeyde (p<0.0001) yiiksek bulunmustur.

Astragalus bitkisinin farkli tiirlerinin ekstraktlarinda 10-15 pg/ml ve altinda
IC50 degerleri goriilmiistiir (Yan ve ark. 2009; Huang ve ark. 2012). Bunun yani sira
IC50 degerlerinin yaklasik 0,5 mg/ml seviyelerinde oldugu yaynlar da mevcuttur
(Arican ve ark., 2014). Literatiir ¢alismalar1 incelendiginde ¢alisilmis olan Astragalus
tiirlerinin hepsinin antioksidan aktivite kapasitelerinin yliksek oldugu belirlenmistir.

Calistigimiz bitki tiirleri olan A. crytocarpus ve A. rubrostriatus’un da ¢igek ve
yaprak kisimlarinin antioksidan igeriklerinin yiiksek oldugu ve diger tiirlerde oldugu

gibi 1yi1 bir antioksidan kapasiteye sahip oldugu sonucuna varilmigtir.
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