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Glimiishane ilimiz bulundugu cografi konumdan dolayi farkli iklimlerin etkisi altinda
kalmistir. Bu durum ilimizin bitki ortiisii bakimindan zengin olmasina ve gesitli Astragalus
tirlerine ev sahipligi yapmasina sebep olmustur. Astragalus cinsi Fabaceae familyasina
dahil olup Astragalus tiirlerinin antioksidan, anti-inflamatuar, antimikrobiyal, antidiyabetik,
yaslanmay1 geciktirici ve antiviral etkinlikleri belirlenmistir. S6z konusu bu etkilerinin
bitkilerin iceriginde bulunan fenolik bilesikler ve saponinlerden kaynaklandig
bildirilmektedir. Bu tiirlerin yaprak ekstraktlarinin, kimyasal ve biyoaktif 6zellikleri toplam

polifenolik igerik, toplam flavonoid igerik, demir indirgeyici giig, hemoliz inhibisyonu, a-
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glukozidaz inhibisyonu ile serumda oksidatif hasar analizleri spektrofotometrik yontemler
kullanilarak belirlendi. Caligilan bitki ekstraktlarinin en yiiksek toplam polifenol igerigi
gram Ornek basina Astragalus plumosus’un etanollii esktraktinda 13.9 mg, Astragalus
microcephalus’un etanollii ekstraktinda ise 14.8 mg gallik asit esdegeri olarak bulundu.
Bitkilerin en yiiksek toplam flavonoid igerikleri gram 6rnek basina A. plumosus 'un PBS’li
ektraktinda 4.19 mg, A. microcephalus’un sulu ekstraktinda 6.18 mg kuersetin esdegeri
olarak bulundu. Bitkilerin en yiiksek demir indirgeyici gii¢ aktivitesine gram 6rnek basina
A. plumosus’un PBS’li ekstraktinda 13 mg, 4. microcephalus’un sulu ekstraktinda 13.8 mg
troloks esdegeri olarak bulundu. Bitki ekstraktlarmin en yiiksek DPPH radikalini giderme
aktivitesi A. plumosus’un sulu ekstraktinda %14.6 ve A. microcephalus’un PBS’li
ekstraktinda %19 olarak bulundu. A. plumosus ve A. microcephalus 25 mg/mL etanol
ekstraktlarmin en yiiksek alfa glukozidaz inhibisyonu A. plumosus ekstraktinda %39.9
olarak bulundu. A. plumosus ve A. microcephalus bitkilerinin ti¢ farkli konsantrasyonda
hazirlanan PBS’li ekstraktlarindaki en yiiksek hemoliz ihhibisyonu degeri A. plumosus
ekstraktinda %97.7 olarak bulundu. A. plumosus ve A. microcephalus bitkilerinin PBS’li
ekstraktlarinda TAS degerleri sirasiyla 1.41 ve 1.44 mmol troloks esdegeri seklinde, TOS
degerleri 25.8 ve 24.7 pmol H,0; esdegeri olarak OSI degerleri ise sirasiyla 1.83 ve 1.71
umol H202 Eq/L seklinde verildi.

Yapilan bu ¢alisma sonucunda bitki ekstraktlarimizin alfa glukozidaz enzim
inhibisyonu ve hemoliz inhibisyonunu sagladigi, serumda olusturulan oksidatif hasarin bitki
ektraktlari tarafindan giderildigi sonucuna varildi. Bu sonuglar dogrultusunda bitkilerimizin
biyoteknoloji alaninda alternatif, tamamlayici bir iiriin olarak oksidatif hasarin sebep oldugu

hastaliklarin tedavisinde gida ve ilag olarak kullanilabilecegi 6ngoriilmektedir.

Anahtar kelimeler: Alfa glukozidaz inhibisyonu, Antioksidan, Astragalus plumosus Willd.,

Astragalus microcephalus Willd, Hemoliz inhibisyonu



ABSTRACT

MASTER’S THESIS

AN ANALYSIS OF THE ANTI-DIABETIC AND OXIDATIVE DAMAGE
PROTECTIVE EFFECTS OF ASTRAGALUS MICROCEPHALUS WILLD. AND
ASTRAGALUS PLUMOSUS WILLD. SPECIES PLANTS AVAILABLE IN
GUMUSHANE

Ayse ARSLAN

Gilimiishane University
Institute of Natural Sciences

Department of Bio-Technology

Advisor: Assoc. Prof Dr Ibrahim TURAN
2019, 77 pages

Gumushane has been under the influence of various climates due to its geographical
location. Such influence has caused the province to be rich in flora and to host various
Astragalus species. Astragalus species belonging to the Fabaceae family has anti-oxidant,
anti-inflammatory, anti-microbial, anti-diabetic, anti-aging and anti-viral activities which
are reported to be arising from the phenolic compounds and the saponins. The chemical and
bioactive features, total polyphenolic content, total flavonoid content, ferric reducing power,
haemolysis inhibition, alpha glucosidase inhibition and serum oxidative damage analysis of
the leaf extracts of the species were determined by using spectrophotometric methods. The

highest total polyphenol content of the plant extracts studied was found to be 13.9 mg per
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gram sample in the ethanol extract of Astragalus plumosus and to be 14.8 mg gallic acid
equivalent in the ethanol extract of Astragalus microcephalus. The highest total flavonoid
content of the plants was found to be 4.19 mg per gram sample in the PBS extract of A.
plumosus and to be 6.18 mg quercetin equivalent in the aqueous extract of A. microcephalus.
The highest ferric reducing power activity of the plants was found to be 13 mg per gram
sample in the PBS extract of A. plumosus and to be 13.8 mg trolox equivalent in the aqueous
extract of A. microcephalus. The highest DPPH radical scavenging activity of the plant
extracts was found to be 14.6% in the aqueous extract of A. plumosus and to be 19% in the
PBS extract of A. microcephalus. The highest alpha glucosidase inhibition of the A.
plumosus and A. microcephalus 25 mg/mL ethanol extracts was found to be 39.9% in A.
plumosus extract. In PBS extracts of A. plumosus and A. microcephalus plants prepared in
three different concentrations, the highest haemolysis inhibition value was found to be
97.7% in A. plumosus extract. In PBS extracts of A. plumosus and A. microcephalus plants,
TAS values were 1.41 and 1.44 mmol trolox equivalent, respectively; TOS values were 25.8
and 24.7 umol H20> equivalent and OSI values were 1.83 and 1.71 pmol H20> Eq/L,
respectively. The study concluded of plant extracts inhibited alpha-glucosidase enzyme and
hemolysis and that oxidative damage in serum was eliminated by plant extracts. In the light
of these results, it is suggested that our plants can be used as food and medicine in the
treatment of diseases caused by oxidative damage as an alternative and complementary
product in the field of biotechnology.

Keywords: Alpha glucosidase inhibition, Antioxidant, Astragalus plumosus Willd.,
Astragalus microcephalus Willd., Hemolysis inhibition
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1. GENEL BILGILER
1.1. Giris

Biyolojik sistemlerde serbest radikaller ve bu serbest radikallere karsi olusturulan
stiptirticii etkiye sahip antioksidanlar vardir. Serbest radikaller ve antioksidan mekanizmalar
arasinda bir denge olup bu dengenin bozulmasina oksidatif stres denir (Ozen vd., 2015).
Radikaller lipitler, proteinler ve niikleik asitler gibi 6nemli hiicresel bilesenlere zarar verir
(Kopani vd., 2005).

Mitokondri organelinde liretilen reaktif oksijen tiirleri (ROS); hidroksil radikali (OH),
hidrojen peroksit (H202) ve siiperoksit (O2"") gibi kisa 6miirlii molekiillerdir. Bunlarin yani
sira nitrik oksit (NO') ve peroksil radikalleri (ROO") de reaktif oksijen tiirlerindendir
(Babior, 2000). Reaktif oksijen tiirleri (ROS) oldukga yiiksek reaktiviteye sahiptir. O2~ ve
OH" radikalleri yiiksek derecede reaktif oksidanlardir ve bu reaktif oksidanlar dis
yoriingelerinde paylasilmamis bir elektron bulundururlar. H202 hiicreler igin toksik bir
molekildiir. Bu molekiill OH’" radikalini olusturarak serbest radikal tretimine neden
olmaktadir. Ortalama bir insan hiicresinde her saat yaklasik olarak 3x10° toksik H.0;
molekiili tiretilir (Wickens, 2001).

Hidroksil radikali, lipid peroksidasyonunu baglatan baslica radikal olup, hiicrenin
membran yapisinda ve biitiinliigiinde bozulmalara sebep olmaktadir. Serbest radikallerin
cesitli hiicre bilesenleri {izerine etki etmesi ve olusan son iirlinlerin hiicrelerde toksik etki
olusturarak hiicre hasarina sebep olmasi lipid peroksidasyonunun bir sonucudur (Ersoy ve
Dilek, 1999).

Hidrojen peroksit molekiiliiniin eritrositlerde meydana getirdigi oksidasyon
sonucunda, bu molekiiliin eritrositlerde hemolize ve membran hasarma neden oldugu
bilinmektedir. Cok sayida enzimatik ve enzimatik olmayan mekanizmalar hiicreyi oksidatif
hasara kars1 korumaktadir. Antioksidan enzimlerin etkisi sonucunda, hiicre reaktif oksijen
tirtinlerinin sebep oldugu oksidatif hasardan korunur. Bu durumda antioksidan enzimler
hiicrelerin oksidatif hasardan korunmasinda baslica rol oynarlar (Diilger vd., 2002).

Serbest radikaller; normal metabolizmanin bir sonucu olarak veya yiiksek oksijen
basinci, yaslanma, radyasyon, iskemi-reperfiizyon, kimyasal ajanlara maruz kalma ve
inflamasyon gibi sebeplere baglh olarak iiretilirler (Ozcan vd., 2015). Hiicrelerde serbest

radikallerin artmasi



bircok hastaliga neden olmaktadir. Kanser, diyabet, romatoid artrit gibi romatolojik
hastaliklar, norolojik hastaliklar, miyokard enfarktiisii gibi kardiyolojik hastaliklarin ve
yaslanmanin oksidatif stres ile iligkisi gosterilmistir (Engin ve Altan, 2000).

Tiim diinyada sik rastlanilan hastaliklar arasinda diyabet yer almaktadir. Diyabetten
Olen insan sayisi giin gectik¢e cogalmaktadir. 2010 yil1 verilerine gore lilkemizde diyabetten
yilda ortalama 33832 kisi yasamini yitirmistir (Akyurt, 2014).

Uzun yillardan beri diyabet tedavisinde bitkisel ilaglardan faydalanilmaktadir.
Diinya iizerinde bitkilerle yapilan c¢alismalarda bu bitkilerin 800 tiiriiniin kan sekerini
distiriicii etkiye sahip oldugu tespit edilmistir (Alarcon-Aguilara vd., 1998; Perez, R.M. vd.,
1984; Grover vd., 2002). Giiniimiizde kullanilan bu bitkilerin antidiyabetik etki gdsteren
birgok sekonder metabolitleri tespit edilmistir. Bunlar, alkoloidler, glikozidler, terpenoidler,
steroidler, fenolikler ve saponinler gibi metabolitlerdir (Grover vd., 2002). Diyabet
tedavisinde kullanilan birgok bitki kan glukoz seviyesini disiirerek antidiyabetik etki
gostermektedir. Birgok bitki polifenoliiniin karbohidrat yikiminda gorev alan alfa
glukozidaz(u-glukozidaz) enzimini inhibe etme Ozelligine sahip oldugu gdsterilmistir.
Ornegin dutta, yesil ¢ayda, patateste a-glukozidazi inhibe eden fenolik bilesikler tespit
edilmistir (Mai vd., 2007).

a-glukozidaz enzimleri ince bagirsagin mikrovillus denilen firgams: ylizeyinde
bulunurlar. Bu enzimler polisakkaritlerin parcalanmasindan sorumlu olup oligo ve
disakkaridleri monosakkaridlere kadar yikarak, monosakkaridlerin bagirsak duvarindan
kolayca emilip kana gegmesini saglarlar. a-glukozidaz enzim inhibitorleri ise bu enzimleri
yarigmali olarak inhibe eder (Mai vd., 2007).

Deneysel ¢alismalarda diyabet olusturulan ratlarda ve diyabet hastaligi olan
insanlarda serbest oksijen radikallerinde ve lipid peroksidasyonunda 6nemli derecede bir
artig oldugu gosterilmistir. Bunun sonucunda oksidatif stresin diyabete neden oldugu ve
diyabetin ilerlemesinde rolii oldugu bildirilmektedir (Pitkanen vd., 1992). Diyabetin kronik
komplikasyonlarinin ortaya ¢ikmasi antioksidan kapasitede goriilen degisikliklerin ve
uzamig oksidatif stresin bu komplikasyonlardan kaynaklanabilecegi arastirmacilar
tarafindan vurgulanmaktadir (Altan vd., 2006). Oksidatif hasarin neden oldugu hastaliklarin
tedavisinde dogal antioksidanlar en 6nemli kaynak olarak gosterilmektedir (Halliwell ve
Gutteridge, 1989).

Sentetik antioksidanlar hiicrelerde olumsuz etkilerin ortaya ¢ikmasina neden

olmaktadir. Bu durumun ortaya ¢ikmasi arastirmacilar: dogal iiriin kaynakli antioksidanlara
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yoneltmistir. Dogal triin kokenli antioksidanlar olarak bitkilerden izole edilen,
karotenoidler, azotlu bilesikler (alkaloid, aminoasit ve aminler), fenoller (flavonoid),
tokoferol ve askorbik asit kullanilmaktadir. Sentetik antioksidanlarin kanser gibi hastaliklari
tetikleyerek insan sagligini tehlikeye sokabilecegi siiphesinden dolayi, bitkiler sentetik
antioksidanlar yerine alternatif antioksidan madde arastirmalar1 i¢in 6nemli kaynak
olusturmaktadir (Velioglu vd., 1998).

Ulkemizin sahip oldugu topografik yapilar, toprak gruplari, cografi konumu ve jeolojik
yapisi, degisik iklim tiplerinin etkisi altinda kalmasina neden olmaktadir. Ulkemiz ii¢ farkls
bitki cografyasi bolgesinin birlestigi yerde olup bazi Iran-Turan asilli bitki cinslerinin gen
merkezidir. Bu ekolojik ve floristik nedenlerle iilkemiz zengin bir bitki toplulugu ile gok
degisik vejetasyon tiplerine sahiptir. Tiirkiye’de “’Flora of Turkey and The East Aegean
Islands”’ ‘a gore 174 familya icerisinde 1251 cins ve 12000 ‘den fazla tiir ve tiir alt1 takson
vardir. Bu durum tilkemizin oldukga zengin bir floraya sahip oldugunu gosterir (Davis, 1965
-1985; Davis vd.,1988; Giiner vd.,2000). Yurdumuzda bu taksonlarin i¢erisinde 234’1 kiiltiir
bitkilerini  ve yabanci kaynakli bitkileri, geriye kalan tiirleri ise dogal olarak yayilis
gosteren bitkileri olusturmaktadir (Ekim vd., 1989; Erik ve Tarikahya, 2004).

Avrupa kitasinin tiimii yaklasik olarak 12000’den fazla bitki taksonuna sahip olup,
Tiirkiye ile bitki Ortiisti agisindan karsilastirildiginda yurdumuzun bitki 6rtiisti bakimimdan
cok zengin oldugu gorilmektedir. Avrupa iilkelerinde endemik olarak bulunan bitki
toplulugu sayist yaklasik 2750 iken Tiirkiye’de ise bu say1 2891°dir. Bu sayiya 497 alt tiirii
390 varyetiyi dahil ettigimizde toplam endemik takson sayis1 3750°den fazladir. Endemizm
orant bakimindan tim Avrupa iilkeleri ile kiyaslama yapildiginda yurdumuz endemizm
bakimindan da oldukg¢a zengindir (Giiner vd., 2000; Ekim vd., 2000). Ulkemizin bu zengin
bitki cesitliliginden nasibini almig Gilimiishane ilimiz, Tiirkiye’de Dogu Karadeniz
bolgesinin i¢ kesimlerinde bulunur. Dogu Anadolu ile Karadeniz bolgesi arasinda olup gecis
ikliminin ozelliklerini gostermektedir. Her iki iklimin 6zelligini gostermesine karsin
birbirine yakin kesimlerde bile biiyiik farkliklar olup yazlar1 serin, kislari soguk bir iklim
goriiliir Yerylizii sekilleri bakimindan il tamamen daglarla kusatilmigtir. Giiney kesimi
yiiksek plato 6zelligi gosterip, kuzey kesimi ise engebelidir. Ilimizin sahip oldugu cografi
ozellikler ve ge¢is iklimi ozellikleri bitki ortiisii bakimindan zengin olmasini saglamigtir
(Okgu., 2012).

Baklagiller familyasi olan Fabaceae familyasinda yer alan Astragalus (geven) kurak

ve yar1 kurak bolgelerde yayilis gostermektedir. Tiirkiye’de bu cinse ait tiirler orman, step
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ve dag yamagclarinda yayilis gdstermekte olup; Dogu ve I¢ Anadolu bolgesinde 1300-3500
metre, I¢ Ege ve Toroslar'da ise 1300-2300 metre yiikseltilerde goriilmektedir (Akan vd.,
2007). Astragalus ¢ok genis yayilis gosteren bir cins olup 425 takson ile yaklasik 2500 tiirii
olan iilkemizin sahip oldugu bu zengin flora igerisindeki en zengin cinstir (Davis, 1970;
Maassoumi, 1998; Giiner vd, 2000; Ekici vd., 2008). Astragalus tiirleri bal 6zii olarak
aricilikta, hayvan yemi olarak hayvancilikta, gida, kozmetik, tekstil, kalem, kibrit ve deri
sanayisi gibi bir¢ok alanda kullanilmaktadir (Kadioglu vd., 2008). Astragalus gummifer tiirii
Gumishane ili merkez ilge koyleri florasinda yogun olarak bulunup aricilikta
kullanilmaktadir (Cogen vd., 2014). Birgok Astragalus tiirii karaciger koruyucu, antioksidan,
immiinostimiilan ve antiviral farmakolojik etkilere sahiptir. Bu farmakolojik etkilerin g
grup kimyasaldan kaynaklandigi saptanmistir. Bunlar poliholozitler, saponinler ve
fenoliklerdir (Rios ve Waterman, 1997). Bu kadar farmakolojik 6zellige sahip olmasi ile
diinyada yapilan ¢alismalarin Astragalus cinsine ait birgok tiiriin kullanim alanlarindan en
onemlisinin tip alan1 oldugu belirtilmektedir. Avrupa iilkelerinde Astragalus tiirlerinin
birgogu tibbi bitki olarak kullanilmakta, bu tiirlerin insan sagligina etkileri ¢ok eskiden beri
bilinmekte ve bazi Astragalus tiirlerinin sulu koklerinden elde edilen ekstrakti Tiirk halki
tarafindan 16semi tedavisinde ve yaralarin iyilestirilmesinde kullanilmaktadir (Yesilada vd.,
2004). Cobanlar Astragalus bitkisini yakacak olarak kullanmasi sirasinda dumanin soguk
algiligina iyi geldigini tespit etmislerdir (Kadioglu vd., 2008). Astragalus tiirleri ile yapilan
sonraki arastirmalarda bu tirlerin bagigikligi giiclendirdigi ve kalbin kan pompalama
hacminde (kalp debisi) iyilestirmeler sagladigi, karacigerde olusan hiicre hasarina karsi
koruma sagladig tespit edilmistir. Bunlarin yani sira fareler {lizerine yapilan arastirmalarda
ise Astragalus 6zii kullanilan farelerde idrar torbasi kanserinde azalma goriildiigi ve akciger
kanseri hastalarinda timér gelisimini durdurdugu tespit edilmistir (Liu vd., 2017; Xu vd.,
2018).

1.2. Cahlsmanin Amaci

Bu tez ¢alismasimin amaci, Gliimiishane’de yetisen Astragalus microcephalus Willd.
(Anadolu kitresi) ve Astragalus plumosus Willd. (tavsan topagi) tiirlerinin biyolojik
sitemlerde oksidatif hasar onarici ve/veya Onleyici ve diyabet ilizerine olan etkilerini
arastirmaktir. Tez calismasinin sonunda bu {irlinlerin iilkemizin son yillarda koydugu

stratejik hedeflerden biri olan yerli ilag gelistirilmesi projelerine katki saglayacagi, ayrica



sonuclarin literatiirdeki boslugu doldurma agisindan 6nemli olacagi ve bu yoniiyle de

biyoteknoloji alanindaki yeni projelere onciiliikk edecegi diisiiniilmektedir.

1.3. Astragalus L. (Geven)

Sekil 1.1. Giimiishane Camlikdy Olukdere mevkiinde bulunan Astragalus plumosus
bitkisine ait goriintii

Ulkemiz flora bakimindan zengin bir iilke olup, bulundugu cografi konum, jeolojik
yapi, topografik yapi ve farkli toprak gruplari igeriyor olmasi, degisik iklim tiplerinin
etkisinde olmasi, bunlarin yan1 sira fran-Turan asilli bitki cinslerinin gen merkezi olmasi
nedeniyle ¢ok degisik vejetasyon tiplerine ev sahipligi yapmaktadir (Davis, 1970; Ekici vd.,
2008; Giiner vd., 2008; Aytac ve Erkul, 2013). iran-Turan kékenli bitki cinslerinden biri de
Fabaceae familyasina ait olan Astragalus L. cinsidir. Leguminoasea veya bakla ailesi
denilen Fabaceae tarimsal ve ekonomik agidan bugdaygillerden sonra en biiyiik ikinci
familyadir. Bu familya 727 cins ve yaklasik 19500 tiir igermektedir (Lewis vd., 2005).
Ulkemizde Fabaceae familyasina ait 61 cins ve bu familyaya ait 900’den fazla tiir
bulunmaktadir. Bu familyanin iiyeleri insanlar tarafindan sivi yaglar, lif, yakit, giibre,
kereste, tedavi edici kimyasal maddeler ve bahgecilik isleri gibi pek ¢ok alanda
kullanilmaktadir. Bunlarin yani sira insanlar ve hayvanlar i¢in gida maddesi 6zelligi tasiyan
onemli tiirleri de vardir. Baz tiirleri ilag bazi tiirleri ise siis bitkisi olarak kullanilmaktadir

(Segmen vd., 2004).



Fabaceae familyasinda yer alan bir¢ok tiir igerisinde bulundurdugu izoflavonlar
sayesinde kanser riskini azaltmakta ayn1 zamanda kolestrolii de diistirmektedir (Graham ve
Vance, 2003). Fabaceae familyasina ait olan Astragalus L. cinsi diinyada yaklasik 3000
takson ile, iilkemizde ise 463 takson ile en zengin bitki topluluguna sahip olup takson sayisi
bakimindan 1.sirada yer almaktadir. Bu taksonlardan 21°i endemik olup, endemizim orani

%47’1erdedir (Davis, 1970; Ekici, vd., 2008; Giiner vd., 2008; Aytag ve Erkul, 2013).

Diinyada Astragalus’un yayilis gosterdigi bolgeler arasinda Kuzey Amerika,
Avrasya ve Giiney Amerika gibi kurak ve yar1 kurak bolgeler vardir. En fazla tiiriin oldugu
bolgeler Giineybatt Asya’da 1000-1500 tiir, Orta Asya’da bulunan Sino-Himalaya
bolgesinde 500 tiir, Gliiney Amerika‘da 400-450 tiir ve Kuzey Amerika’da And daglari
boyunca 100 tiir yayilis gostermektedir Tiirkiye’de ise bu cinse ait tiirler orman, step ve dag
yamaglarinda yayilis gdstermekte olup, Dogu ve I¢ Anadolu bélgesinde 1300-3500 metre,
I¢ Ege ve Toroslar'da ise 1300-2300 metre yiikseltilerde goriilmektedir (Arslan, 2010).

1.3.1. Astragalus L. I¢erik

Astragalus’un temel aktif bilesenleri saponinler, flavonoidler ve polisakkaritlerdir.
Ayrica antrakinonlar, aminoasitler, P-sitositerol ve metalik elementler gibi bilesenleri de
icermektedir (Li vd., 2014). Bugiine kadar 100°‘den fazla Astragalus iceren bilesik
tanimlanmustir. (Tian vd., 2016) Astragalus tiirlerinden biri olan Radix astragali’'nin aktif
bileseni olarak astragaloside IV tespit edilmistir. Bu aktif bilesigin antioksidan 6zellige sahip
oldugu, reaktif oksijen tiirlerini temizleyerek ve lipit peroksidasyonunu azaltarak hepatik
stellat hiicrelerinde oksidatif stresi azalttig1 bildirilmistir. Astragalus orbiculatus Ledeb'de
sikloorbicoside G ve A. sieversianus Pall'de siklosieversiosid A gibi sikloartan
glikozitlerinin, lipitlerin peroksidasyonunu inhibe ettigi, antioksidan ve NO-ergic sistemleri
stabilize etme yoniinde katkida bulundugu bildirilmistir. Ayrica, Astragalus corniculatus'tan
elde edilen bir saponin karigtminin hem karaciger mikrozomlarinda hem de spontan
hipertansif sigan-susu Okamoto Aoki'den ve normotensif Wistar siganlarinda (NTR'ler)

antioksidan aktivite gosterdigi bildirilmistir (Denizli vd., 2014).



1.3.1.1. Saponinler

Saponinler Astragalus cinsinin baslica kimyasal bileseni olup Astragalus tiirlerine ait
152 tip sikloartan tanimlanmustir. Sikloartan triterpenoidler ilk defa Astragalus bitkilerinde
ortaya cikarilmistir (Mamedova ve Isaev, 2004). Astragalus tiirlerinden elde edilen
sikloartan ve oleanan tipi glikozitler, anti-protozoal, imiinostimiile, antiviral ve sitotoksik

aktivitelerde dahil olmak tizere ilging biyolojik dzellikler gostermistir (Gulcemal vd., 2011).

Tiirkiye’nin endemik tiirlerinden olan Astragalus plumosus var. Krugianus iizerinde
yapilan arastirmalar sonucunda bu bitkinin metanollii ekstraktinda 15 bilinen sikloartan ile
birlikte krugianoside A (1) olarak adlandirilan yeni bir sikloartan tipi bir saponin tespit
edilmistir (Denizli vd., 2014). Astragalus cinsi bitkilerinin kardiyotonik, hipokolesteremik,
anti-depresif ve antiblastik etki ve immiinomodiilator aktivitiye sahip olmalarinin kaynagi
sikloartan tipi saponin oldugu kanitlanmstir (Li vd., 2014). Ayrica Cin tibbinda yiizyillardir
tibbi bitki olarak kullanilan Astragalus tiirleri {izerinde yapilan ¢alismalarda ditiretik ve tonik
gibi etkilerinin sikloartan tipi saponinler ve polisakkaritlerin sorumlu oldugu ortaya
koyulmustur. Simdiye kadar 140°dan fazla sikloartan tipi saponin tanimlanmistir (Rios ve
Waterman 1997; Tang ve Eisenbrand, 1992).

1.3.1.2. Flavonoidler

Flavonoidler, 6nemli antioksidan ve selatlama 6zellikleri olan biiyiik bir fenolik bitki
kimyasal grubudur. Bunlar, tohumlar, meyveler, sebzeler, kabuk, yapraklar ve ¢icekler
icerisinde yaygin olarak bulunurlar. Biyoaktif potansiyelleri bir siiredir taninmasina ragmen,
biyoyararlanimi, saglik etkileri ve metabolik akibeti ile ilgili veriler sadece son yirmi yilda
ortaya ¢ikmistir. Antioksidan Ozelliklerinin yani sira, flavanoidlerin ¢oklu biyolojik
ozellikler sergiledikleri bildirilmistir. Flavonidlerin antikanser (prostat, meme, kolon ve
akcigerler), kardiyatik koruma (baslica ateros koruma) antiviral, anti-enflamutuar,
yaslanmay1 geciktirici ve anti-norodejeneratif Alzhemier hastaligina karsi etkileri vardir
(Ebegboni vd., 2019).

Aromatik halka yapilarina sahiptirler. Bu halka yapilarindaki hidroksil grubundan
dolayr hidrojen vererek redoks tepkimelerine girer ve serbest radikalleri yok edebilirler.
Ayrica bazi gruplar metal selatlama kapasitesine sahip olup birtakim reaktif oksijen

tiirlerinin (hidroksil ve siiperoksit) olusumunu 6nleyebilirler (Naczk ve Shahidi, 2004).
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Flavonoidler antioksidan aktivitelerini sindirim kanalinda gosterirler. Lipidler,
proteinler ve karbohidratlar sindirim esnasinda oksidatif hasardan korur ve boylece E ve C
vitamini gibi ¢oziilebilir antioksidanlarin tilkenmesini engeller (Bravo, 1998).

Bitki fenollerinde en gelismis ve en ¢ok ¢alisilmig grupturlar. Giintimiizde 4000’den
fazla flavonoid belirlenmistir (Lin ve Jin Tang, 2007). Diger birgok bitki gibi, Astragalus
cinsi bitkileri de zengin bir flavonoid kaynagidir (Li vd., 2014). Ozellikle izoflavonlar,
izoflavanlar, pterocarpanlar, flavonoller, flavonlar ve flavononlar dahil olmak iizere 63'den
fazla flavonoid vardir. Bunlarin arasinda izoflavonlar en Onemli bilesenlerdir ve
izoflavonlardan biri olan kalikozin-7-O-f-D-glukozit dominant bilesendir ve Astragalus
membranaceus'un kalite analizinde kimyasal bir belirteg olarak kullanilmistir. Buna ek

olarak, stilfiiretin, isoliquiritigenin ve pendulone dahil olmak iizere 3 6zel flavonoid vardir

(Liu vd., 2017).
1.3.2. Astragalus’un Kullanim Alanlari

Astragalus tiirleri uzun yillardan beri halk arasinda bir¢ok alanda kullanilmaktadir. Bu
tiirlerin bazilart uzun ve yaygin kok sistemine sahip olup erozyonu 6nlemede, bazi tiirleri ise
dikensiz ve gosterisli ¢igeklere sahip olup siis bitkisi olarak, birgok tiirii ise fazla miktarda
bal 6zii salgisina sahip olmasindan dolay: aricilikta kullanilmaktadir. Astragalus tirlerinin
kokleri 3-5 m kadar derine inebilebilir ve genis dallar1 ile egimli arazileride erozyonun
olugsmasini 6nler. Bu tiirler yayildiklari alanin 2-4 kat1 biiyiikliigiindeki arazileri kaymalara
kars1 da korumaktadir. Ahtapot gibi uzanan kokleri ¢aprazlama topragi korurken, topragin
icinde gelisen zayif bitkileri de dikenleri sayesinde hayvanlara karsi korumaktadir.
Astragalus tiirlerinin govdelerinden agilan ¢izikle veya gévdelerindeki ¢atlaklardan ortaya
¢ikan 6z suya kitre denir (Kadioglu vd., 2008). Kitre yapiskan bir 6zellige sahip olup
asirlardan beri geleneksel tipta yatistirict ve ishal 6nleyici olarak kullanilmistir. Kitrenin
tipta kullaniminin yani sira yapiskan, emiilsifiye edici, sikilastirici ve katilastirici ajan olarak
dis hekimliginde protez yapiminda, bunlarin yani sira tekstil endiistrisinde ve gida
endiistrisinde 6zellikle dondurma yapiminda kullanilmaktadir. Ekonomik agidan onemli
dereceye sahip kitre zamk1 A. aureus Willd., A. brachycalyx Fischer ve A. microcephalus
Willd. tiirlerinden elde edilmektedir (Uysal, 1997).

Dogu Asya’da yetisen Astragalus tiirlerinin kurutulmus kokleri geleneksel Cin
tibbinda ter 6nleyici, diiiretik ve tonik olarak, emboli, nefrit, diyabet, hipertansiyon, siroz,

16semi ve rahim kanseri gibi ¢ok ¢esitli hastaliklarin tedavisinde kullanilmaktadir. Ornegin
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Cin tibbinda kullanilan A. membranceus (Fisch.) Bge. var. mongholicus (Bge.) Hsiao’un
(Radix Astragali) koki, retikiiendotelyal sistem hiicrelerinin fagositozunu kuvvetlendiren,
hipofiz-adrenal kortikal aktiviteyi uyaran, kemik iliginde tiikenmis kirmiz1 kan hiicrelerinin
yeniden olusumunu saglayan 6zelliklere sahip ¢ok degerli bir ilagtir (Li vd., 2014).

Asya’daki bazi Astragalus tiirlerinin dogal tiriin kaynag: kitre olup ekonomik agidan
onemli bir yere sahiptir (Li vd., 2014). ilag sanayinde ve ekonomide oldukga genis bir alana
sahip olan kitrenin tilkemizdeki baslica tiirleri A. gummifer (Tirk Kitresi) ve A.
microcephalus (Anadolu kitresi)’dur (Se¢men vd., 2004).

Kuzey Cin, Mogolistan ve Kore’de yetisen Astragalus membranaceous’un Astragali
Radix veya Huangqi olarak adlandirilan kurutulmus kokleri diinya ¢apinda kullanilan sifali
bitkilerdendir. Astaragalus membranaceous Cin tibbinda iki bin yildan fazla bir siiredir
geleneksel olarak kullanilmakta ve idrara ¢ikmayi kolaylastirdigi, piiriilan akintisini azalttigi
ve yumusak doku onarmmini destekledigi diistiniilmektedir. Bugiline kadar A.
membranaceus ’un sulu ekstrakti ¢esitli hastaliklarin tedavisinde kullanilmistir. Bu durum
hala devam etmekte ve yorgunluk, anoreksi, anemi, ates, alerji, mide ilseri ve ishal dahil
olmak tizere ¢esitli durumlarin alternatif tedavisi i¢in uygulanmaktadir (Wu vd., 2018). Tibbi
amagli en yaygin olarak kullanilan tiirler A. membranacecus, A. trigonus ve A. gummifera'dir
(Kathi vd., 1999). Astragalus membranaceus kokii ile yapilan ¢aligmalar sonucu elde edilen
saponinlerin l6semi ve meme kanserine karsi etkili oldugu saptanmistir (lonkova vd., 2010).
Astragalus kokii i¢in baslica klinik kullanim, viral hastaliklar1 onlemek igin bir
immiinomodiilatordiir; ayrica kanser, HIV ve atopik hastaliklar i¢in yardimci bir tedavi
olarak kullanilir. Cin tibbinda geleneksel olarak istah azalmasi, viral enfeksiyonlarda
duyarlilik, iyilesmeyen yaralar, terleme, uterus kanamasi, 6dem (nefrit), uyusukluk, kas
agrisi, diyabet ve uterus, rahim veya kolon kanseri gibi hastaliklarin tedavisinde
kullanilmaktadir (Kathi vd., 1999).

Astragalus (geven) tiirleri halk arasinda antioksidan, karaciger koruyucu,
immunostimiilan ve antiviral 6zelliklerinden dolay1 kullanilmaktadir. Gribe kars1 bagisiklik
sistemini gii¢clendirerek antikor {iretimini ve bunlarin hastaliklarla savas kabiliyetini
artirmaktadir. Sadece gribe kars1 dayaniklilig1 artirmakla kalmayip ayn1 zamanda hastaligin
siiresini de kisaltmaktadir. Bu farmakolojik etkilerin olugsmasimi saglayan kimyasal
maddelerin poliholozitler, saponinler ve fenolikler oldugu saptamiglardir (Rios ve

Waterman, 1997). Bu kimyasal madddelerin yani sira Astragalus tiirlerinde sik¢a bulunan



sekonder metabolitler triterpenoitlerdir; oleanan, lanostan ve sikloartan tip triterpenoidlerin
varlig1 yapilan ¢aligsmalar sonucunda bulunmustur (Isaev vd., 2007; Li vd., 2014).

Krugianoside A’nin tersiyel- bitil hidroksi peroksit (t-BOOH) tarafindan indiiklenen
ROS’un olusumunu engelledigi ve bunun yani sira bu bilesigin potansiyel aktivitesinin
fibroblastlar1 oksidatif strese karsi korudugu one siiriilmistiir (Yusufoglu vd., 2014).
Astragalus saponinleri iizerine yapilan kimyasal ¢alismalarda elde edilen anti-inflamatuar,
idrar soktiirticii, tansiyon diisiiriicti gibi biyolojik etkilerin sikloartan tip triterpenoidlerinden
kaynaklandig1 tespit edilmistir (Bedir vd., 2000). Yapilan farkli bir calismada A.
chrysochlorus’un kok ekstrelerinin sitotoksik, antioksidan ve fagositik etkileri belirlenmistir
(Hasangebi, 2003).

Astragalus kokleri eskiden beri idrar soktiiriicti, ter onleyici ve canlandirict olarak
kullanilmaktadir. Bunlarin yani sira seker hastaligi bobrek iltihabi, kan kanseri ve rahim
kanseri tedavilerinde de kullanilmaktadir. Tiirkiye’de Giineydogu Anadolu Bdlgesinde
Astragalus koklerinden elde edilen sivi ekstrakti yara iyilestirici ve 16semi tedavisinde
geleneksel olarak kullanilmaktadir (Bedir vd., 2000).

Uzun yillardan beri insanlar tibbi 6zelliklerini bildikleri bitkilerin dumanlarini tedavi
amagcli olarak kullanmustir. Iran’da anzarut olarak adlandirilan A. fasciculifolius bitkisinin
kok kismindan elde edilen reginenin kulak hastaliklar1 tedavisinde kullanildigi tespit
edilmistir. Cin’de yetisen bazi bitkilerin kemoterapi etkinligini artirdigi ve toksisiteyi
diigiirdiigi belirtilmistir. Yapilan aragtirmalar sonucunda 6zellikle Astragalus’un makrofaj
ve dogal katil hiicre aktivitesini uyararak ve T yardimci tip 2 sitokinleri inhibe ederek
immiinolojik olarak faydalar1 oldugu gosterilmistir. Yapilan ¢alisma sonucunda Astragalus
temelli bitkisel ilaglar ile platinyum temelli kemoterapi birlikte kullanilmis ve basar1 orani,
tiimdr cevab1 ve kemoterapinin toksik etkisi incelenmis ve sonug¢ olarak bu bitki tiirlinlin
kemoterapinin verimini artirdigi belirtilmistir (Mohagheghzadeh vd., 2006).

A. membranaceus Dogu tibbinda yaygin bir kullanima sahiptir. Bitkinin kok
oOziitlerinin bagisiklik sistemini giiclendirici ve dolagimi diizenleyici etkilerinin oldugunu,
mitojenle aktivite olan protein (MAP) kinaz aktivasyonunu sagladigini ve bu etkisiyle iltihap
giderici potansiyel bir aktiviteye sahip oldugunu bildirmislerdir (Ryu vd., 2008). Astragalus
membranaceus Asya iilkelerinde geleneksel tipta yaygin bir kullanima sahiptir. Bu tiiriin
koklerinden elde edilen 6ziitlerinden otoimmiin bir reaksiyon sonucu ortaya ¢ikan akut kalp
kast hastaligi icin deneysel bir model gelistirilmistir. Yapilan bu caligmada kalp kasi

hiicrelerinde gozlemlenen bozulmalara, kalbin yenilenmesine ve morfolojik bagkalagim
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gostermesi iizerine olan etkilerine bakilmistir (Yan vd., 2009). Otoimmiin miyokardit’te
Astragalus koklerinden elde edilen 6ziitleri deney farelerinin damar igine ii¢ hafta boyunca
verilmesi sonucunda elde edilen bulgulardan biri farelerdeki lenfosit iiretiminin arttigi,
digeri ise Th2 sitokinlerinin (IL-4 ve 1L-10) seviyesini artirdigini bunlara baglh olarak kalbi
korudugunu bildirmislerdir (McCulloch vd., 2006).

A. mongholicus tiirii ile ilgili yapilan bir ¢alismada bitkinin koklerinden afinite
kromotografisi yontemiyle o6ziitledikleri ve saflastirdiklari bir lektin (AMML) molekiiliiniin
insanda rahim agzi kanseri (HeLa), kemik kanseri (MG63) ve kan kanseri (K562) tizerindeki
¢ogalma, o6liim ve hiicre dongiisii lizerindeki etkileri aragtirllmisgtir. Aragtirma sonucunda
biiyiime inhibisyonun en fazla oldugu HelLa hiicrelerinde %92 bunu takiben K562
hiicrelerinde %84 ve MG63 hiicrelerinde %48 oraninda oldugu tespit edilmistir (Yan vd.,
2009).

Yapilan arastirmalar sonucunda yardimci tedaviler kullanildiginda Astragalus’un Tip
2 diyabetli hastalarin tedavisinde antidiyabetik semptomlarini 6nleyici, insiilin direncini,
aclik sekerini (FGG) ve HbAlc’yi disiiriicii belirgin antidiyabetik etkileri ortaya
konulmustur (Tian vd., 2016).

Astragalus, anti-inflamatuar etkisinin yan1 sira damar genigletici  etkide
gostermektedir. Histamin inhibisyonu ile antiinflamutuar etki géstermektedir (Yusufoglu
vd., 2014).

Geleneksel Cin tibbinda, bazi bitkiler antik caglardan beri anti-aging olarak
kullanilmigtir. Astragalus’dan izole edilen bir saponin tiirii olan astragalosides (AST) ‘in
fareler {izerinde yapilan c¢alismalar1 sonucunda antioksidan ve immiinomodiilator
etkilerinden dolay1 hidrokortizon ile uyarilan farelerde yaslanmay1 geciktirdigi bildirilmistir

(Li vd., 2007).

1.4. Serbest Radikaller ve Oksidatif Stres
1.4.1. Serbest Radikaller

Atomik ya da molekiiler orbitallerde bir veya daha fazla bag yapmamis elektron veya
atoma sahip molekiillere serbest radikaller denir (Jensen, 2003).

Serbest radikaller ii¢ yolla meydana gelirler.
a. Kovalent bagin homolitik kirilmasi ile: Kimyasal baglarin kirilmasina 500-600 °C deki
yiiksek sicakliklar ve yiliksek enerjili elektromanyetik dalgalar neden olur. Kirilma esnasinda

bag yapisinda bulunan iki elektronun her biri ayri ayr1 atomlar iizerinde kalarak her iki atom
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tizerinde paylasiimamis elektron atomlari bulunur. Kovalent bagli bir molekiiliin her bir
molekiilinde paylasilmamis elektron atomlarinin kalmasi serbest radikal olusmasina neden
olur.

XY— X +Y’

Reaksiyon 1: Kovalent bagin homolitik kirilmas1

b. Bir molekiiliin heterolitik olarak béliinmesi: Molekiiliin heterolitik boliinmesinde
kovalent bag1 olusturan her iki elektronun atomlardan birinde kalmasi sonucunda serbest
radikaller olusmayip iyonlar meydana gelir. Radikal olmayan bir molekiiliin radikal forma
dontigiimii, bu molekiiliin elektron kayb1 sirasinda dig orbitalinde ortaklanmamis elektron
kalmas1 sonucunda olusur. Ornegin, askorbik asit (C vitamini), tokoferoller (E vitamini) ve
glutatyon gibi hiicresel antioksidanlar kendilerinin radikal formlarini olustururken radikal
tirlere tek elektron verip radikalleri indirgerler. Diger bir 6rnek ise glutatyon (GSH)

radikalleri indirgerken, kendisinin tiyol (RS’) radikali olusur.

X —X+e

XY — 5 X+Y

Reaksiyon 2: Bir bagin “e kaybetmesi ya da heterolitik boliinmesi

c.Normal bir molekiile tek bir elektronun eklenmesi: Radikal 6zellik tasimayan molekiile
tek bir elektron transferi ile dis orbitalinde paylasiimamis elektron olusturularak indirgenme
radikal 6zellik kazandirabilir. Ornegin radikal formda olmayan molekiiler oksijen tek bir
elektron indirgenmesi ile radikal formu olan siiperoksit radikaline (O™) doniisebilir. Radikal
yapimi bu mekanizma ile biyolojik sistemlerde yaygin olarak gerceklesir. Bu durum canlilar
i¢in 6nemli olup, canlilarda ¢ok sayida enzimatik ve nonenzimatik tepkimelerle siiperoksit
uretilirler. Biyolojik sistemlerde serbest radikallerin en fazla olustugu durum elektron
transferidir. Serbest radikaller organik veya inorganik molekiiler seklinde ya da negatif
yukli, pozitif yiikli veya elektriksel olarak notral olabilirler (Halliwell vd., 1992).

Fe®" Cu?" Mn?* ve Mo®* gibi gecis metalleri ortaklanmamis elektrona sahip olduklart
halde serbest radikal degildirler. Bu iyonlar serbest radikal olusumunda 6nemli bir role sahip
olup serbest radikallerin olusumunu saglayan reaksiyonlar1 katalizleyebilmektedirler
(Dogmus ve Durucasu, 2013). Oksijen biyolojik sistemlerdeki en yaygin olan serbest
radikaldir (Halliwell ve Gutteridge, 1989). Hiicresel metabolizma ve enerji iiretimi igin

molekiiler oksijen (O "), 6nemlidir. Ancak bu oksijen molekiiniin par¢alanmasi durumunda
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bu molekiil biyolojik dokulara 6nemli derecede zarar verebilecek potansiyele sahip yiliksek
oranda reaktif maddeler iiretir (Wickens, 2001).

Serbest radikal reaksiyonlar1 notrofil ve makrofaj gibi bagisiklik sistemi hiicrelerinin
savunmasi i¢in gereklidir. Fakat serbest radikallerin fazla tiretilmesi sonucunda doku hasar1
ve hiicre 6liimii meydana gelmektedir. Serbest radikaller hiicrelerde bulunan lipid, protein,
deoksiriboniikleik asit (DNA) ve karbohidratlar gibi tiim 6nemli bilesiklere etki ederek, bu

bilesiklerin yapilarinin bozulmalarina sebep olurlar (Babior, 2000).
1.4.2. Serbest Radikal Olusum Nedenleri

e Alkol,

e  Uyusturucu,

e Iskemi,

e Travma

e  Aktive olmus fagositler (respiratory burst),

e  Cerrahi stres,

e  Cevresel faktorler (sigara dumani, aromatik hidrokarbonlar),

e  Mitokondriyal elektron (e-) transportu: Hiicrelerde en biiyiik serbest radikal
kaynagidir. Elektron transportu sirasinda, elektron sizmasi olur. Sizan e larin O2’ i
indirgemesi ile ROS meydana gelir.

e Kasantin oksidaz: Enerji azlig1 ve artmis intraseliiler kalsiyum varliginda
kalsiyuma bagimli proteaz aktive olarak, ksantin dehidrogenazi ksantin oksidaza
dontstiiriir. Ksantin oksidaz, ksantinin tirik aside doniisiimii sirasinda O2" olusumuna

neden olur.

Ksantin oksidaz

Ksantin + 200 + HO —— » Urik asit+2 0" + 2 H*

e  Hemoglobin yikimi: Hem yikiminda gorevli bir enzim olan, hem oksijenaz
enzimi ROS olusumuna neden olur.
e  Endoplazmik retikulum e-transport sistemleri,

e  Peroksizomlarda bulunan oksidazlar: Bol miktarda hidrojen peroksit tiretirler.
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e  Arasidonik asit metabolizmasi: Lipooksijenaz ve siklooksijenaz, reaksiyonun
kataliz sirasinda ROS olustururlar (Demir, 2010).

1.4.3. Serbest Radikal Tiirleri

1.4.3.1. Siiperoksit radikalleri (O2")

Stiperoksit radikali (O27) tiim oksijenli solunum yapan hiicrelerde oksijenin bir
elektron alarak indirgenmesi sonucunda olusan bir ajandir. Oksijen radikalleri hiicrelerde
rediikte elektron tastyicilarin otooksidasyonu ile iiretilmektedir. O2" olusumu ortamdaki
oksijenin derisimine ve elektron tagiyicisinin redoks durumuna baglidir. Uzun bir yart 6mre
sahip olup, lipofilik 6zelliktedir. Lipofilik 6zelligi sayesinde olustugu yerden difiizyonla
uzak yerlere dagilabilmeyi saglamaktadir. Bu zayif O  radikalin tek basma hiicrelerde
onemli bir hasara yol agabilmesi miimkiin gériillmemektedir. Ancak O radikalleri oksidatif
strese yol agabilen bir dizi reaksiyonlar1 baslatabilir. Bu reaksiyonlardan en 6nemlilerinden
biri Haber Weiss reaksiyonudur. Bu reaksiyonda O, ve H20., Fe™? varhginda etkilesim
gosterek oldukca reaktif olan hidroksil (OH") radikallerini olusturmaktadir Uretilen bu OH
radikalleri DNA gibi biyomolekiillerle reaksiyonlara girerek 6nemli hasarlara yol
acabilmektedir (Akyol, 2007; Tokag, 2007).

02 + e — O’ (siiperoksit radikali)
H202+ O2" - OH" + OH + O2

1.4.3.2. Hidroksil Radikalleri (OH")

Hidroksil radikali (OH") “’Haber Weiss’’ ve “’Fenton reaksiyonu ‘’sonucu hidrojen
peroksitten olusan bir radikaldir. H,O2’nin Fe?* veya Cu?" ile reaksiyona girmesi sonucunda
OH'’ radikali olusmaktadir. Bunun yani sira suyun yiiksek enerjili iyonlastirict radyasyona

maruz kalmasi sonucu da hidroksil radikali (OH") olusur (Emecen, 2009).

Fe*? + H202 — Fe*® + OH + OH'
Cu* + H02 — Cu*2 + OH + OH"
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Bu reaksiyon 1984 yilinda ilk defa Fenton tarafindan gozlenmistir ve Fenton
reaksiyonu olarak bilinmektedir (Turan, 2011). Olustugu yerde tiyoller ve yag asitlerinden
bir proton kopartarak karbon merkezli organik radikaller (R"), tiyol radikalleri (RS"), organik
peroksitler (RCOQ") gibi yeni radikal molekiillerinin olusmasina ve bunun sonucunda biiyiik
hasara neden olurlar (Halliwell, 1994; Akyol, 2007). Hidroksil radikalleri hemen hemen
biitiin hiicresel molekiillerle reaksiyona girmektedir. Lipid, protein ve niikleik asitler radikal
tepkimelerinde binlerce ara friin olusturabilirler. DNA ile tepkimesi sonucu, baz
delesyonlar1, baz modifikasyonlar1, zincir kirtlmalar1 ger¢eklesebilir; ileriki safhada DNA
molekiiliinde meydana gelen hasarlar tamir edilemeyip hiicre 6liimiine neden olurlar.
Proteinler iizerinde olusan oksidanlar yapi degisimine neden olur ve bu da proteinleri
proteolitik yikima gotiiriir. Hiicre zarimin su icermemesi hidroksil radikalinin baglica
hedefinin yag asitleri olmasina sebep olmustur. Zar lipidlerinin peroksidasyonu hiicre
zarmin yapisini bozar ve zar gegirgenligini artirip hiicrenin 6liimiine neden olabilir (Emecen,
2009).

1.4.3.3. Hidrojen Peroksit (H202)

Peroksit molekiilii molekiiler oksijenin ¢evresinde bulunan molekiillerden iki elektron
alarak ya da siiperoksit molekiiniin bir elektron almasi sonucunda meydana gelir. Hidrojen
peroksit molekiilii peroksit molekiiliiniin iki hidrojen atomu ile birleserek olusturulur (Mistr,
2013). H20o, siiperoksit dismutaz tarafindan katalizlenen reaksiyon sonucu meydana gelir.
H20. ve molekiiler oksijen iki siiperoksit molekiiliiniin iki proton almasi sonucunda
olustururlar. Reaksiyon sonucunda radikal olmayan {iriinler meydana gelir ve bu durum,
reaksiyonun bir dismiitasyon reaksiyonu oldugunu gostermektedir. Reaksiyon asagida
verilmistir (Gutteridge, 1995; Tekkes, 1995).

202"+ 2H" - H)0, + O

H20- eslesmemis elektrona sahip olmadigindan serbest radikal degildir fakat ROS
kapsamina girererek serbest radikal olusumda &nemli rol oynar. H.O2 molekiilii Fe?* veya
diger ge¢is metalleri ile reaksiyona girer ve Fenton reaksiyonu, siiperoksit radikali (O2™) ile

tepkimeye girmesi sonucunda da Haber-Weiss reaksiyonu olusur. Her iki reaksiyonda
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asagida verilen tepkimelerde gosterildigi gibi hidroksil radikalini (OH") olusturur Hidroksil

radikali zarar verici bir molekiil olup en reaktif oksijen radikalidir (Jomova ve Valko, 2011).

Fe’* + Hy0, — Fe®* + OH

Fenton Reaksiyonu

027+ H02 - OH" + OH'+ O2
Haber — Weiss Reaksiyonu

H20:2 oksitleyici ve indirgeyici 6zelliginin zayif olmasi ve reaktif olmamasina karsilik
yagda ¢oziinebilir olmasindan dolayr biyolojik memranlar1 kolaylikla gegebilir. O2"
radikalinde ise bu 6zellik yoktur. H>O2 bu 6zelligi sayesinde olustugu yerlerden ¢ok uzaklara
gidip hiicre kompartmanlar1 boyunca hiicreler arasinda serbest radikal indiiklii hasari
iletmektedir. H2O. Fenton reaksiyonu boyunca proteinlerin tiyol grubundaki enzimlerini,
hiicre zarindaki fosfolipid molekiillerini, karbohidrat ve DNA molekiillerini hedef alarak
hasara yol agabilir (Halliwell vd., 2000).

1.4.4. Serbest Oksijen Radikallerinin Etkileri

Reaktif oksijen radikallerinin (ROS) olusumu enflamasyon, yaslanma, radyasyon,
normalden yiiksek parsiyel oksijen basinci (pO2), ozon, azot dioksit (NO), kimyasal
maddeler ve ilaglar gibi bazi uyaranlarin etkisiyle artar (Dinger ve Akgay, 2000). Reaktif

oksijen tiirlerini olusturan durumlar Sekil 1.2°de 6zetlenmistir.
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Sekil 1.2. Reaktif oksijen tiirlerini olusturan bazi durumlar

Serbest radikaller hiicrelerin lipid, protein, DNA, enzim ve karbohidrat gibi tim
onemli bilesiklerine etki ederler (Turan, 2011). Serbest radikaller hiicre ve dokularda bir¢ok
zarara yol agmaktadir. Hiicre ve dokularda ROS’un etkisi Sekil 1.3’de gosterilmistir. Serbest
radikallerin zararlart;

1. Niikleotid yapili koenzimlerin yikimi,

2. DNA’nin tahrip olmasi
Enzim aktivitelerinde ve lipid metabolizmasindaki degisikliler,
Membran proteinlerinin tahribi, tasima sistemlerinin bozulmasi,
Mukopolisakkaritlerin yikimu,

Lipid peroksidasyonu zar yapis1 ve fonksiyonun degigmesi

N o g o~ w

Proteinlerin hasar gérmesi ve protein ‘’turnover’’nin artmasi seklinde 6zetlenebilir
(Sar1, 2008).
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Sekil 1.3. Hiicre ve dokularda ROS etkisi

Serbest oksijen radikallerinin hiicre hasarina neden oldugu ve bu radikallerin birgok

patolojik olayda ve hastalikta rolii oldugu diisiiniilmektedir. Bunlar;

e Iskemi reperfiizyon hasari,
e Parkinson hastalig1,

e Alzhemmer hastaligi,

e Akut renal yetmezlik,

e Diyabet,

e Bobrek yetmezligi,

e Anfizem/bronsit,

e Kanser,

e Yaslanma.

Serabrovaskiiler bozukluklar gibi durumlarda da ROS aracilikli hiicre hasari soz

konusudur (Halliwell 1987; Freeman ve Crapo, 1982).
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1.4.5. Oksidatif Stres

Biyolojik sistemlerde serbest radikaller ve bu serbest radikallere karsi olusturulan

stipliricii etkiye sahip antioksidanlar arasinda bir denge vardir. Serbest radikaller ve

antioksidanlar arasindaki bu dengenin bozulmasina oksidatif stres denir (Ozen vd., 2015).

Oksidatif

dengenin  saglanmasi durumunda organizma serbest radikallerden

etkilenmemektedir.

Oksidatif denge raglanma
Inflamasyon

Yiiksek O2 basinci
Kimyasal ajanlar
Radyasyon
iskemi-repefiizyon

Anti

Oksidan 15 =
r =
Radikgyy,
er

Oksidatif hasar

Nukleik asitler

Sekil 1.4. Oksidatif Stres (Ozen vd., 2015).

Oksidatif stresin bulgulari,

Serbest tiyol oksidasyonu ve protein disiilfitlerinin ortaya ¢ikmas,
ATP havuzundaki azalma,

Serbest sitozolik kalsiyumun yiikselmesi,

Sitoiskelet elemanlariin biitiinliigiiniin kaybolmasi,

Plazma mebraninin gegirgenliginin artmast,

Plazma membraninda artmis peroksidasyon,

Sitozolik bilesenlerin hiicre disina ¢ikmasi,

Artmig DNA hasari (Lima vd., 2006).

Oksidatif stres ve etkileri Sekil 1.4’de 6zetlenmistir.

Mitokondrilerdeki oksidatif metabolizmanin iriinleri endojen ROS‘larin esas

kaynagidir. ROS’lar her zaman hiicresel metabolizmanin bir {iriinii olmayabilir; sitokinlere,
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biliylime faktorlerine ve spesifik sinyal yolaklarindaki ikincil habercilere cevap olarak 6zel
plazma membran oksidazlari tarafindan da tiretilebilir (Abraham, 2001). Oksidatif dengenin
bozulmasi viicutta geri doniislimsiiz hasarlara neden olabilir. Oksidatif stresin neden oldugu
hastaliklar; basta kanser olmak iizere, diyabet, ndrolojik bozukluklar, kardiyovaskiiler
bozukluklar, amiloidoz, yasa bagh olarak gergeklesen bagisiklik yetersizligi, yaslilarda
bunama (senil demans) ve hipertansiyon gibi hastaliklar ile ateroskleroz ve inflamatuar

bozukluklar gibi birgok hastaligin patogenezinden sorumludur (Cakatay ve Kayali, 2006).
1.4.6. Antioksidan Savunma Sistemi

Antioksidanlar radikal olusumunu smirlandirir, olusan radikal reaksiyonlarini
sonlandirir ve olusan radikal molekiillerini etkisiz hale getirerek hasarli molekiilleri ortadan

kaldirirlar.

Beta karoten

E ve C vitamini
% Beta karoten

Katalaz

SOD

Hiicre
memramndaki ¢ift
lipit tabakasi

E vitamini +Beta

peroksidaz+GSH
karoten

Sekil 1 5. Antioksidan savunma sistemi

Viicutta veya yiyeceklerde diisilk miktarda bulunan antioksidanlar, oksidasyonu
onemli derecede engelleyen ya da geciktiren maddelerdir (Halliwell, 1995). Hiicreye zarar
veren prooksidanlar1 yani reaktif oksijen ve azot tiirleri ile serbest radikalleri, antioksidanlar
aktif bir sekilde bu molekiilleri indirgeyerek daha az zarali veya zararsiz iriinlere

doniistiirirler. Prooksidanlar reaktif tiirler i¢in kullanilan terimler olup, niikleik asitler,
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proteinler ve lipitlerde oksidatif hasara neden olmaktadir. Bunun sonucunda proksidanlar
cesitli patolojik olaylara ve hastaliklara neden olan zararli maddelerdir (Cao ve Prior, 1999).
Antioksidanlar oksidanlar1 dort yolla etkisiz hale getirirler:

a. Siipiirme (Scavenging) etkisi: Radikal olusumunu engelleyip, olusan radikalleri daha az
zararl hale getirirler. Siiplirme etkisi gosteren bilesiklere 6rnek olarak, metal baglayici bazi
proteinler ile siiperoksit dismiitaz (SOD) ve glutatyon peroksidaz (GPx) gibi antioksidan
enzimleri verilebilir.

b. Sondiirme (Queching) etkisi: Oksidan molekiilleri ile birleserek onlara bir hidrojen
aktarip oksidan aktivitelerini séndiiriip inaktif hale getiren bilesiklerdir. Ornegin; A, C ve E
vitaminleri, flavanoidler, mannitol ve antosiyanidinler verilebilir.

C. Zincir kirma (Chain Breaking) etkisi: Zincirleme olarak devam eden tepkimelerin
bellirli yerlerinden kirilmasini saglayarak, olusan oksidan molekiilleri kendilerine baglayip
etkisiz hale getirirler. Ornegin; hemoglobin, iirik asit, seruloplazmin, bilirubin, albiimin, agir
mineraller ve oksidanlar1 kendilerine baglar ve inaktive ederler.

d. Onarma (Repair) etkisi: Hasara ugramis olan biyomolekiilii onarip oksidan
molekiillerinin zararli etkilerini ortadan kaldirirlar. Ornegin; DNA tamir enzimleri,
metiyonin siilfoksit rediiktaz (Gokpinar vd., 2006; Arkan, 2011).

1.5. Antioksidanlar

1.5.1. Antioksidanlarimm Siiflandirilmasi

Antioksidanlar endojen ve ekzojen olmak {izere iki ana grupta toplanirlar (Emecen,
2009). Antioksidan savunma sistemi Sekil 1.5’de 6zetlenmistir.

1.5.1.1. Endojen Antioksidanlar

Endojen antioksidanlar enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidanlar olarak iKki
gruba ayrilirlar (Oztiirk vd., 2009).

Enzimatik antioksidanlar; redoks dongiisiinde yer alan siiperoksit dismutaz (SOD),
glutatyon peroksidaz ve katalaz (CAT) gibi enzimler, enzimatik antioksidanlari olustururlar.
Bunlarin yani sira glutatyon S transferazlar, mitokondriyal sitokrom oksidaz sistemi ve

hidroperoksidaz enzimleri de enzimatik antioksidanlardandir.
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Siiperoksit dismutaz (SOD)

SOD, stiperoksit radikallerine karsi temel savunmadir ve oksidatif strese karsi ilk
savunma hattin1 olusturur. Bu enzim siiperoksit molekiiniin hidrojen peroksit ve molekiiler
oksijene doniisiimiinii saglar.

Katalaz (CAT)

Hiicre disinda bulunmaz peroksizomlarda bulunur. Hidrojen peroksidin su ve
molekiiler oksijene donilistimiinii saglar. Kemik iligi, kan, bobrek ve karaciger hiicrelerinde
bulunur. Hidrojen peroksit ve metil hidroksiperoksit gibi kiigiik molekiillere etki ederek
oksidazlarin etkisi ile olusan toksik H2O2’nin suya ve oksijene kadar parcalanmasini saglar
(Giles ve Jacob, 2002).

Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px)

Sitozol ve mitokondri igerisinde bulunur. H»O:‘yi parcalayarak zararsiz olan suya
doniistiiriir. Bu reaksiyonda GSH kullanilir ve yiikseltgenerek okside glutatyona (GSSG)
doniistirilir (Clarkson, 1995).

Sitokrom Oksidaz

Oksijenin suya indirgenmesi esnasinda olusan aktif oksijenin ortama salinimini
durdurarak, ROS olusumunu engeller (Ozcan vd., 2015).

Enzimatik olmayan antioksidanlar

Transferrin: Ferrik halde bulunan demir iyonlarini (Fe®") baglar.

Laktoferrin: Ferrik halde bulunan demir iyonlarin1 (Fe®") diisiik pH degerlerinde baglar.
Urat: Metalleri baglar ve radikalleri temizler.

Albiimin: HCIO’u ortamdan temizler. Bakir ve hem grubunu baglar (Ozen vd., 2015).
Haptoglobin: Hemoglobini baglar.

Ferritin: Dokularda bulunan demiri baglar.

Bilirubin: Siiperoksit ve hidroksil radikallerini toplar.

Metiyonin: Serbest radikaller ve peroksitlerle reaksiyona giren bu molekiil hiicreleri
oksidatif hasara kars1 korur.

Sistein: Siiperoksit ve hidroksil radikallerini toplar (Emecen, 2009).

Glukoz: Hidroksil radikalini giderir.

Glutatyon: Hiicre igerisinde indirgen formda (GSH) bulunup, endojen peroksitlere karsi

okside olarak bu peroksitleri indirger.
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Melatonin: Hidroksil radikalini temizler. Hiicre ¢ekirdegine giren ve DNA’y1 oksidatif
hasara kars1 koruyan c¢ok giiclii bir antioksidandir (Boga, 2013).

Seruloplazmin: Bakir iyonlarin1 baglar, hidrojen peroksidi kullanarak bakirin
reoksidasyonunu saglar. Ferro demirini (Fe?*) ferrik demirine (Fe3*) yiikseltgeyerek Fenton

reaksiyonunu ve hidroksil radikal olusumu engeller (Ozen vd., 2015; Emecen, 2009).
1.5.1.2. Eksojen Antioksidanlar

Eksojen antioksidanlar  vitaminler, gida ve ilag antioksidanlar1 olarak

smiflandirilabilirler.

Vitaminler; C vitamini (askorbik asit), E vitamini (a-tokoferol), folik asit (folat), p-Karoten
ve A vitamini.

Ilaclar; endojen antioksidan aktiviteyi artiranlar, barbitiiratlar, rekombinant siiperoksit
dismutaz ve ksantin oksidaz inhibitorleri, NADPH oksidaz inhibitorleri, demir redoks
dongiisii inhibitorleri, troloks-C, nonenzimatik serbest radikal toplayicilar, nétrofil adezyon

inhibitorleri, sitokinler, demir selatorleri.

Gidalar; flavonoidler, propilgalat, biitillenmis hidroksianosol (BHA), sodyum benzoat,
biitillenmis hidroksitoluen (BHT), etoksikuin, Fe-siiperoksit dismutaz seklindedir (Akyurt,
2014).

C Vitamini (Askorbik Asit)

C vitamini, hiicre sitoplazmasinda ve hiicre dis1 sivida bulunan suda ¢oziinen bir
vitamindir. Ozellikle meyveler ve sebzeler basta olmak iizere ¢ok ¢esitli gidalarda bulunur.
C vitamini, oksijen tiirlerini, reaktif azot ve reaktif klor tiirlerini kolayca siipiiriir ve
boylelikle diger substratlar1 oksidatif hasara kars1 korur (Palmer vd., 2003; Giiglii vd., 2005;
Keskin ve Erkmen, 1987).

E vitamini (Tokoferol)

E vitamini yagda ¢oziinebilen bir vitamin olup baslica bitkisel iiriinlerde mevcut olan
bir vitamindir. Hiicre ve mitokondriyal membranlarda bulunup ROS‘lar iizerine direk
etkisinden dolay1 en giiglii zincir kiric1 antioksidan olarak bilinir (Evans, 2000). E vitamini

hiicre membranini lipid peroksidasyonuna kars1 korumaktadir (Yoshihara vd., 2010).
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p-Karoten ve A vitamini

A vitamini lipid 6zellikli birgok maddede bulunan ve yagda c¢oziinebilen bir
vitamindir. Yapisal olarak karotenlerle iligkilidir. B-Karoten hiicre membraninda bulunur ve
karacigerde A vitaminine doniistiiriilir. B-Karotenin ROS’lart inaktive ettigi ve lipid
peroksidasyonunu azalttig: ileri stirilmistiir. -Karoten ve A vitaminin reaktif oksijen
tiirlerine kars etkinligi E ve C vitaminine kiyasla daha azdir (Ozhogina ve Kasaikina, 1995;
Palace vd.,1998).

1.6. Diyabet

Diinya Saglhk Orgiitiiniin yapmis oldugu tamima gére diyabet, bircok sebebe bagl
olarak ortaya ¢ikabilen insiilin salinimi ya da insiilin aktivitesinde meydana gelen bozukluga
bagli olarak olusan, yiiksek kan sekeri yani hiperglisemi ile karakterize edilebilen
karbohidrat, lipid ve protein metabolizmasindaki diizensizlik ile siiregelen metabolik bir

hastaliktir (World Health Organization, 1999).

a-glukozidaz enzimleri ince bagirsagin mikrovillus denilen firgamsi yiizeyinde
bulunurlar. Bu enzimler polisakkaritlerin pargalanmasindan sorumlu olup oligo ve
disakkaridleri monosakkaridlere kadar yikarak, monosakkaridlerin bagirsak duvarindan
kolayca emilip kana ge¢mesini saglarlar (Mai vd., 2007). Viicuttaki kan glukoz seviyesinin
diizenlenmesi pek ¢ok sayida kimyasal madde ve hormonun kompleks bir sekilde etkilesimi
ile gerceklesmektedir. Bu diizenlemede insiilin hormonu goérevlidir. Insiilin hormonu
pankreasin Langerhans adaciklarinin beta hiicrelerinden sentezlenmektedir. Pankreastan
yeterli insiilin salgilanamamasi, insiilinin yeterli cevap olusturamamasi veya insiilin
hormonundaki yapisal bozukluklar sonucu diyabet meydana gelmektedir (Sharma vd.,
2010). Diyabet Tip 1 ve Tip 2 seklinde ikiye ayrilmaktadir (Inzucchi, 2003).

Tip 1 Diyabet

Insiiline bagimli diyabet (IDDM) de denilmektedir. Pankreasta beta hiicrelerinin
harabiyeti sonucunda gelisen total ya da kismi insiilin yetmezligi ile karakterize edilen
otoimmiin bir hastaliktir (Karaman ve Elgin, 2016). Tip 1 diyabet bagisiklik sistemine bagli
olabilir ya da koksaki gibi bir viriis veya kabakulak gibi bir hastalik sonucu ortaya ¢ikabilir

(Akyurt, 2014). Cocukluk doneminde bagladigindan bu diyabet tiirii i¢in *’juvenil diyabet’’
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terimi de kullanilir. Hastalik genellikle ¢ocukluk ve ergenlik déoneminde 30 yasin altinda
baslayabildigi gibi her yas doneminde de goriilebilir. Genellikle ani olarak baslar ve
progresif sekilde devam eder (Karaman ve EIlgin, 2016). Belirtileri kilo kaybi, poliiiri,
polifaji, polidipsi, ketoasidoz, susuzluk ve agiz kurulugudur. Uzun siire hiperglisemiye
maruz kalinmasi sonucunda retinopati, néropati ve nefropati gibi semptomlar olusmaktadir.
Diyabet vakalarinin %10-%15’ini kapsar (Karaman ve Elgin, 2016; Daneman, 2006). Tip 1
diyabetin tedavisi insiilin ve diyettir. Oral antidiyabetikler bu hastaligin tedavisinde etkili
degildirler (Akyurt, 2014).

Tip 2 Diyabet

Insiiline bagimli olmayan tip (NIDDM) denir. Diinyada en sik gériilen endokrin
hastaliklarindandir. Biitin DM’lerin %90-95‘ini olusturmaktadir. Obezite ve hareketsiz
yasamla giiglii sekilde iliskili olan insiilin direnci ve beta hiicrelerinin islevsel bozukluguyla
asamali gelisen bir hastaliktir (Zimmet vd., 2001). Ailede ¢ogunlukla diyabet 6ykiisii vardir.
Genellikle 35-40 yas sonrasinda goriilmektedir. Fakat bu hastalik son yillarda 18-24 yas
grubundaki geng eriskin bireylerde ve 11-13 yas grubundaki ergen bireylerde de siklikla
goriilmeye baslamistir. Tip 2 diyabette insiilin normal olarak salgilanir fakat hormonlarin
hiicresel reseptorlerinden yararlanilmamaktadir ve bunun sonucunda insiliine karsi direng
olugmaktadir (Biyiikoztiirk, 1992). Bu hastalikta az miktarda endojen insiilin salgiabildigi
igin insiilin tedavisi altinda iken insiilin almayr unuttuklarinda diyabetik ketoasidoz
gelismez. Hastalar kilo verdiklerinde veya yemedikleri zaman oral antidiyabetik ilaglar veya
insiilin ile tedaviye ihtiyag duymazlar. Tip 2 diyabetin tedavisi; hipoglisemikler, alfa-
glukozidaz inhibitorleri, seker smirlandirict diyet ve bagirsaklardan glukoz emilimini
geciktiren kompleks karbohidrat preparatlari ile yapilmaktadir (Akyurt, 2014). Tip 1 ve Tip
2 diyabetin karsilagtirilmas1 Tablo 1.1” de verilmistir.
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Tablo 1.1.Tip 1 ve Tip 2 diyabetin karsilastirilmasi

Tip 1 DIYABET Tip 2 DIYABET

Genellikle 30 yasin altinda baslar 30 yasin istiinde baslasa da bazen gocuklar
da bile goriilebilir.

Genetik egilimi diisiik Genetik egilimi yiiksek

Insiiline bagiml1 diabetes mellitus (IDDM) | Insiiline bagimli olmayan diabetes mellitus
(NIDDM)

Fenotip zayif Fenotipi obez

Ketoasidoza yatkinlik var Ketoasidoza yatkinlik yok

Endojen instilin ¢ok az veya yok Endojen insiilin var

Insiilin direnci sadece kan glukoz diizeyi | Hemen hemen her zaman insiilin direnci

yiikselince olur. vardir.
Idrarda seker ve aseton vardir. Idrarda seker vardur.
Tek tedavi yontemi instilindir Diyetle tedavi edilebilir.

1.6.1. Diyabet ve Oksidatif Stres

Oksidatif stres serbest radikallerin olusum hizi ile antioksidan savunma kapasitesi
arasindaki oksidatif dengenin bozulmasidir. Bu durum diyabetin kronik komplikasyonlarina
neden olmaktadir (Memisogullari, 2005). Yapilan caligmalar incelendiginde diyabet
olusturulan ratlarda ve diyabet hastalarinda lipid peroksidasyonunu artiran serbest radikaller
oksidatif stresin neden oldugu gosterilmistir. Olusan oksidatif stresin diyabet etiyolojisinde
ve diyabetin ilerlemesinde rolii oldugu bildirilmistir (Pitkanen vd., 1992). Oksidatif stres
belirteci olan lipid hidroksiperoksidler, konjuge dienler, tiyobarbitiiriik asit reaktif maddeler
(TBARS) ve isoprostanlarin diizeylerinin diyabetli hastalarda arttigi ve bu hastalarda
antioksidan parametreler olan E ve C vitaminlerinin ve glutatyon, SOD, katalaz, glutatyon
peroksidaz gibi antioksidan enzimlerinin miktarlarinda azalma oldugu goriilmistiir. Bu
durumun olusmast diyabetin kronik komplikasyonlarmin gelismesinde oksidatif stresin
onemli rolii olabilecegini gostermektedir (Memisogullari, 2005). Lipid peroksidasyonu ve
protein oksidasyonu indeksinin 6l¢iilmesi sonucunda artan oksidatif stresin hem Tip 1
(IDDM) hem de Tip 2 (NIDDM) diyabette artmis oldugu tespit edilmistir (Atalay ve
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Laaksonen, 2002). 1980’11 yillardan beri reaktif oksijen tiirlerinin diyabet iizerindeki etkileri
tartisilan bir konu olmustur. Deneysel olarak diyabet olusturan rat modellerinde 8-hidroksi
deoksiguanozin (8-OHdG) oksidatif stres belirteci olarak kullanilmistir. Sonug olarak bu
molekiil seviyesinde artis oldugu gozlenmis ve yapilan ¢alismalar dogrultusunda serbest
radikal olusumunun hipergliseminin direkt sonucu oldugu kanisina varilmistir. Ayrica
yapilan bagka bir caligmada yiiksek glukoz konsantrasyonu iceren ortamda bekletilen
endotel ve kas hiicrelerinde serbest radikal olusumu basladig1 tespit edilmistir. Yapilan in
Vvivo ¢alismalar hipergliseminin oksidatif stresle yakindan iliskili oldugunu gostermektedir.
Deneysel hayvan calismalarinda streptozotosin kullanilarak hayvanlarda insanlardakine
benzer diyabet olusturulmaktadir. Streptozotosin N-nityroso tiirevi olan D-glukozamin
yapisinda bulunmaktadir. Oksidan maddeler olusturarak pankreasta bulunan Langerhans
adaciklarimi selektif olarak tahribata ugratmaktadir. Ayrica streptozotosinin uygun olmayan
NO cevaplari olusturarak diyabeti baslattigi diistiniilmektedir (Akyurt, 2014). Beta hiicreleri
oksidatif strese olduk¢a duyarli yapilardir ve hiicrelerde olusan hasarin hipergliseminin
toksik etkisinden kaynaklandigi diistiniilmektedir (Robertson vd., 2004).

1.6.2. Tibbi Bitkiler ve Diyabet

Seker hastaligi, nefes darligi ve sarilik gibi birgok hastalik insanlik tarihi boyunca
bitkiler ile tedavi edilmeye ¢alisilmis ve calisilmaktadir. Diinya Saglik Orgiitiiniin (WHO),
bildirisine gore diinyada yaklasik 4 milyar insanin (diinya niifusunun %80°1) saglik
sorunlarin1 ¢ozebilmek adna ilk etapta bitkisel ilaglara basvurdugu ifade edilmektedir.
Geligmis {iilkelerde regeteli orak satilan ilaglarda yaklasik olarak %25 oraninda bitkisel
kokenli etken maddelere (vimbilastin, rezerpin, kinin, aspirin) rastlanmistir. Ozellikle tibb
ve aromatik bitkilerin 1990’11 yillardan sonra yeni kullanim alanlari bulunmus ve dogal
tiriinlere olan talep artmistir. Bu durumun gerceklesmesi tibbi ve aromatik bitkilerin
kullanim alanini her gecen giin artirmasina sebep olmustur. Bu bitklerin gliniimiizde

piyasasinin 60 milyar dolar oldugu tahmin edilmektedir (Faydaoglu ve Siiriiciioglu, 2011).

Tiirkiye’de dogal olarak yetisen 11700 kadar taksonun yaklasik tigte biri endemiktir.
WHO raporuna gore diinya iizerinde tibbi amagh olarak kullanilan yaklasik 70000 kadar
bitki vardir. Bu bitkilerin 21000 kadart ilag sanayinde kullanilmakta olup 110 iilke arasindan

Tiirkiye tibbi bitki ihracati yapan {ilkeler arasinda 18.sirada yer almaktadir (Karaman ve
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Cebe, 2016). Ebers papiriislerinden edinilen bilgilere gore diyabet tedavisi amaciyla tibbi
bitkilerin kullanimi M.O 1550 yillarina kadar gitmektedir (Pushparaj vd., 2000).

Diyabet tedavisinde dogal kaynakli ilag¢larin kullanilmasi ve dogal kaynakli yeni ilag
molekiillerinin gelistirilmesi 20.yiizyilin ilk ¢eyreginde baslamistir. Galega officinalis
bitkisi tizerinde ilk ¢alismalar yapilmis ve bitkinin hipoglisemik etkili guanidin tlirevi
bilesiklerince zengin oldugu tespit edilmistir (Karaman ve Cebe, 2016).

Diinyanin pek ¢ok yerinde geleneksel yontemlerle c¢esitli bitkiler kullanilarak
diyabetin tedavisi yapilmaktadir. Kullanilan bu gelencksel yontemler ile gergeklestirilen
bitki tedavilerinin bir kismi bilimsel ¢evreler tarafindan dikkate alinmakta ve bu alandaki
calismalar1 WHO desteklemektedir (WHO, 1980). Modern tipta diyabet tedavisinde insiilin
ve oral antidiyabetikler kullanilmaktadir. Fakat bu antidiyabetik ilaglarin saglanmasi,
saklanmasi, uygulanmasi ve bunlarin yani sira ilaglarin yan etkileri gibi nedenlerinden dolay1
alternatif olarak yeni, dogal ya da sentetik antidiyabetik ila¢ arayislarina yonelimi
baslatmistir (Marles ve Farnsworth, 1995).

Diyabet tedavisinde kullanilabilecek yeni ilaglar gelistirmek icin yararli kaynaklar
saglayabilecek bircok antidiyabetik bitki vardir. Etnobotanik bilgiye gore diyabet
tedavisinde 800’den fazla bitkinin geleneksel ilag olarak kullanildigi ancak bu bitkilerin
birgogunun bilimsel incelemeye tabi tutulmadig belirtilmistir (Moezi vd., 2018).

Gliniimiize dek bilimsel ¢alismalara konu olmus 1050’den fazla antidiyabetik etki
gosteren bitki bulunmaktadir. Bu bitkilerin 300’tinden aktif antidiyabetik bilesikleri izole
edilmistir. Bu c¢alismalarda bilesiklerin tiimii tanimlanmamustir. Bitkilerde bulunan
tanimlanmis olan fitokimyasal gruplar, polifenoller, terpenoidler, steroidler ve saponinler,
alkoloidler ve nisasta olmayan polisakkaritlerdir. Bircok antioksidan polifenol gruplari;
flavonoidler, antosiyaninler, ksantonlar, stilbenler, kininler, tanenler vb. yapilar lipid
peroksidasyonunu, proteinlerin glikozilasyonunu ve oksidatif stresi azaltirlar.

Diinyada kan sekerini etkileyen bitkilerin sayis1 375 ‘den fazladir. Ulkemizde bulunan
antidiyabetik bitkilerin 69 ¢esidi farkli bolgelere yayilmistir (Hazer ve Hamamcioglu, 2017).
Bu bitkilerden birkac1 asagida Tablo 1.2°de belirtilmistir.
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Tablo 1.2. Kan sekerini etkileyen bitkiler ve fitokimyasal etkileri

Bitki Kaynad Fitokimyasallar Tiirkiye’de yayilisi

Daucus carota L. Falcarinol (poliasetilen) Anadolu

(Apiaceae) (Bhattacharya, vd., 2014)

Chelidonium majus L. Berberin, alkoloid Kuzey Anadolu

(Papaveraceae) (Xia, vd.,2011)

Lathyrussativus L. Inositol fosfoglikan Anadolu (Kuzeydogu Harig)

(Fabaceae) (Paneda, vd., 2001)

Robiniapseudoacacia Amorfastilbol Kuzey Anadolu

var.Umbraculifer DC. (Wang, vd., 2014)

(Fabaceae)

Trifolium pratense L. Genistein, Biokanin A, 6- Trakya Anadolu

(Fabaceae) hidroksidaidzein (Wang, vd., 2014)

izoflavon,3’hidroksigenistein

Sambucus nigra L. a-Linolenik asit, linoleik asit ve Trakya, Kuzey, Bati ve Dogu

(Adoxaceae) naringenin Anadolu (Wang, vd., 2014)
1.7. Hemoliz

Kirmizi kan hiicrelerinin temel fonksiyonu, hem demir (Fe**) iyonlarini oksijenleyerek
akcigerlerden oksijeni, dokulara iletmektir. Oksijenin %981 eritrositlerde %2’si ise
plazmada tasmir (Bain, 2017). Hemoliz, eritrosit zarmin yikima ugramasi sonucu

hemoglobin ve diger hiicre i¢i bilesenlerin kan plazmasina karigmasina neden olan patolojik

bir islemdir (Li-Mancilla vd., 2015; Lippi, 2011).

Hemoliz gorsel olarak tanimlanirsa 0.3 g/L'nin (18.8 mmol/L) lizerindeki serbest
hemoglobin konsantrasyonu serum veya plazma kirmizi veya pembe renk verir, azalan
kirmizi kan hiicresi yogunlugundan dolayir kan ornegi berraklagsmaya baslar (Lippi vd.,
2008). Hemoliz tip biliminde in vivo ve in vitro hemoliz olmak {izere temel olarak iki farkli
sekilde meydana gelen énemli bir olgudur. /n vivo hemoliz, kemik iligi aktivitesinin eritrosit
yikim miktarin1 telafi edilemediginde hemolitik anemiye yol agabilecek dolagimdaki
eritrositlerin erken yikimi olarak tanimlanir. Eger kemik iligi parcalanan kirmizi kan
hiicrelerinin miktarini karsilayamazsa hemolitik anemi meydana gelir (Lippi vd., 2011).

In vivo hemolize yol agan nedenler arasinda antikorlar, tibbi tedavilerin biyokimyasal
etkileri, toksik maddeler, kalitsal faktorler (6rn., hemoglobinopatiler), enzim eksiklikleri
(akoliirik sarilik) veya enfeksiyonlar (8rn., sitma) yer alir (Coskun vd., 2005). In vitro

hemoliz, kan 6rneginin cesitli nedenlerle dis ortamda parcalanmasidir (Lippi vd., 2011). /n
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vitro hemolize neden olan olaylar; uygunsuz 6rnek toplama, ornek isleme ya da santrifiij
nedeniyle olabilir. Kan alimi ve sonrasinda in vitro hemoliz gergeklesir (Coskun vd., 2005).
Kan alimi sirasinda;

» Ogzellikle yiizeysel venlerden kan alimi sirasinda kuvvetli aspirasyon meydana
gelmesi (ince uglu igne kullanilmasi, kalin u¢lu igneye oranla diisiik akim hizi ve
tirbiilans olusturarak daha az hemolize neden olur.)

=  Numunenin enjektor ile alinmasinda igne ucu ¢ikartilmadan kanin tiiplere tazyikle
bosaltilmasi

= Alkol gibi dezentekfanlarin kan alimi Oncesinde tam olarak buharlagsmasinin
saglanmamis olmast

» Kullanilan tiiptin kurumamis ya da kimyasal kirli olmas1

* Vendz ya da arteryer kateterde kismi tikaniklik olugmasi sonucu enjektor ile kan
alim1 sirasinda daha kuvvetli aspirasyon gerekmesi.

Kan alimi1 sonrasinda;

» Tiip icerisinde negatif ya da pozitif basin¢ bulunmasi

» Hipotonik soliisyonla kan 6rneginin diliisyonu

» Tam kan 6rneginin dondurulup ¢oziilmesi

= Kan 0rneginin giin igerisinde farkli sicakliklarda saklanmasi ve tasinmasi

= Tiiplerin taginmasi sirasinda olusan mekanik etki

» Antikoagiilanh tiipiin siddetli bir sekilde ¢alkalanmis olmasi

» Koagiilasyon tamamlanmadan 6nce kan orneklerinin santrifiijlenmesi veya hatali
santrifiij ile fazla sarsilmasi

In vivo hemolizin tiim hemolizler i¢inde goriilme siklig1 %3,2 oramindadir (Carraro vd.,

2000). In vitro hemoliz daha sik gériilen bir olaydir (Koseoglu vd., 2011).
1.7.1. Eritrositler (Alyuvarlar)

Kan oOrnegi incelendiginde insanda en fazla bulunan kirmizi kan hiicreleri

eritrositlerdir.

Disk seklinde olup orta boliimii kenarlara gére daha incedir. Bu disk oksijen degisimi igin
genig bir ylizey saglar. Olgun eritrositler diger hiicrelere gore farklilik gosterirler. Bu
farkliligin sebebi bulundurduklari niikleusu kemik iliginde iiretip dolasima gectiklerinde
kaybetmeleridir. Mitokondri, golgi aygiti, ribozomlari ve endoplazmik retikulum gibi
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organalleri de kaybetmistir. Eritrositlerin yapisinda kana kirmizi rengini veren hemoglobin

adinda kompleks bir protein bulunur (Bain, 2017).
1.7.1.1. Eritrositler ve Oksidatif Stres

Eritrositler reaktif oksijen (ROS)’dan ilk etkilenen hiicrelerdir. Bu nedenle eritrositler
oksidatif stres ¢alismalarinda genis ¢apta kullanilan kirmizi kan hiicreleridir (Carl vd., 2016).
Eritrositlerin icerisindeki hemoglobinin yapisinda oksidasyonu katalizleyen ferro demiri
(Fe**) ve membranlarinda olduk¢a yiiksek oranda coklu doymamis yag asidi (PUFA)
bulunmaktadir. Bu yapilar eritrositlerin ROS saldirisina karsi hassas olmalarma neden olur.
Oksidanlar eritrositlerin hiicre zarlarinda 6nemli degisikliklere yol agarak eritrosit
sekillerinde bozulmalara neden olur. Bunun sonucunda yiiksek molekiil agirligina sahip
proteinler iretilir ve iskelet protein igerigi azaltilir. Tiim bu etkiler eritrosit membraninda

lipid peroksidasyonu (LPO) meydana getirmektedir (Khalili vd., 2014).
1.7.1.2. Eritrositlerde Oksidatif Stresin Olusmasi
Hiperglisemi

Hipergliseminin neden oldugu oksidatif stresle ilgili c¢alismalarin pek c¢ogunda
eritrositlere in vitro olarak ya glukoz ya da streptozotosin (STZ) uygulanmistir (Balkan,
2017). Bunun sonucunda hiperglisemi antioksidan savunma sisteminin kapasitesini
azaltarak reaktif oksijen tiirlerinin iiretimine neden oldugu bulunmustur (Demir ve Yilmaz,
2014).

Hidrojen Peroksit

Hidrojen peroksit (H20) eritrosit membranlarindan kolayca gegen, hizli bir sekilde
hemoglobin ile reaksiyona giren ve hidroksil radikali gibi ¢ok reaktif ROS’lari iiretebilen
bilesiktir (Van der Berg vd., 1992).

Eritrositlerin reaktif oksijen radikallerine maruz kalmasinin sonucunda, hemoglobin
spektrin ¢apraz baglanmasina, proteinlerin glikozilasyonuna, enzimlerin etkisizlesmesine
membrandaki ¢ift lipit tabakanin bozunmasina ve hemolize neden oldugu gosterilmistir.
Tim bu etkilerin sonucunda eritrositlerde meydana gelen deformabilite oksidatif hasarin

belirteci olarak kabul edilmektedir (Srour vd., 2000).
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Ekzojen Kaynakh Radikaller

Oksidatif stres olusturmak amaciyla ekzojen kaynakli radikaller kullanilir. Bu
radikallerin hiicrelerde proteinlerin -SH gruplarinda ve lizin rezidiilerinde, kolesterol ve yag
asitlerinde oksidasyona, potasyum sizintilarina, membranlarda bozulmalara ve liziz gibi
cesitli yollarla oksidatif hasara yol agarlar (Suwalsky vd., 2007). 2,2'-azobis (2-
amidinopropan) dihidroklorit (AAPH) eritrosit ¢alismalarinda kullanilan radikallerden olup,
suda azo bilesiklerine kadar ¢oziiniir. Azo bilesikleri oksidasyon reaksiyonlarini baslatarak,
eritrositlerde lipid peroksidasyon galismalarinda ve antioksidan arastirmalarinda siklikla
kullanilir (He vd., 2013; Balkan, 2017).

Ekzojen kaynakli diger radikaller tert-butil hidroksiperoksit (t-BuOOH/t-BHP),
difenil-2-pikrihidrazil hidrat (DPPH) ve hipoklor6z asit (HCIO) bilesikleri (Suwalsky vd.,
2007; Arbos vd., 2008; Maurya ve Rizvi, 2009; Olchowik vd., 2012) olup bu radikaller ile
ilgili yapilan c¢aligmalarda malondialdehit oksidatif hasar belirteci olarak kullanilmistir.
Sonug olarak MDA ve hemoliz degerlerinde bir artisin oldugu ve antioksidan savunma
sistemi olan GSH degerlerinde ise azalma oldugu goriilmiistiir. Bu sonuglar dogrultusunda
oksidatif stresin olusmasinda ekzojen kaynakli radikallerin rol oynadigi soylenebilir
(Balkan, 2017).

Pestisitler

Pestisitler fiziksel, kimyasal veya biyolojik sentetik ajanlar olup, istenmeyen hayvan,
bitki ve mantarlar1 6ldiirmektedir. Bu ajanlar biyolojik sistemler tizerinde ROS seviyesini
artirabilir, hiicre metabolizmasindaki GSH gibi indirgeyicilerin rezevlerini tiiketebilir ve
antioksidan potansiyelini azaltarak oksidatif stresin olusumunu tetikleyebilirler (Kaymak
vd., 2014)
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2. YAPILAN CALISMALAR
2.1. Giris

2.1.1. Kullanilan Cihaz, Alet, Malzemeler

Tablo 2.1. Kullanilan cihaz, alet ve malzemeler

Kullanilan cihaz, alet ve malzemeler Marka/Model
Buzdolabi Beko

Degirmen IKA A10 Basic
Blender Waring 8011 EB
Hassas Terazi Shimadzu

Etiiv Memmert
Calkalayici Inkiibator Shel Lab

Vorteks Heidolph
Santrifiij Allegra X-30R
pH-metre Hanna Instruments
Mikropleyt okuyucu Thermo Scientific
Manyetik Karistirict IKA RH Basic 2
96 Kuyucuklu mikropleyt Lp Italiana Spa
Cesitli hacimlerde otomatik pipetler Ependorf
Ependorf tiipii ISO Lab

15 mL ve 50 mL’lik steril falkon tiipleri ISO Lab

Biyokimya tiipii

BD vacuteiner

Hemogram tiipii

BD vacuteiner

Pudrasiz eldiven

Kimtech

Tip sporu

Lp Italiana Spa

Cam malzemeler (beher, erlen, balon joje)

ISO Lab

Spektrofotometre kiiveti

Eppendorf



https://www.labor.com.tr/SHIMADZU,LA_1168-3.html

2.1.2. Kullanilan Kimyasallar

Tablo 2.2. Kullanilan kimyasal maddeler

Kullanilan Kimyasal Maddeler

Satin alinan firma, kodu

Tersiyer biitil hidroksiperoksit (t-BHP)

Sigma Aldrich 19990

Etanol Sigma Aldrich 32205
Dimetil siilfoksit (DMSO) Sigma Alrich 41640
Troloks Sigma Aldirch 238813
Trikloroasetik asit (TCA) Sigma Alrich T48885
Potasyum ferrisiyanid [KzFe (CN)s] Merck 244023

Demir (111) kloriir (FeCls) Merck 157740

Gallik asit Sigma Aldrich G7384
Folin-Ciocalteu reaktifi Merck 1.09001.0100

Sodyum karbonat

Sigma Aldrich 13418

Akarboz

Sigma Aldrich PHR1253

Alfa glukozidaz

Sigma Adrich G5003-100UN

p-nitrofenil a-D glukopiranozit

Sigma Aldrich N1377

Sodyum azid Sigma Aldrich 71289
Bovine Serum Sigma Alrich A2153
Fosfat tamponu Sigma Aldrich P4417
Askorbik asit (C vitamini) Merck A5960
2,2-Difenil-1-pikril hidrazil (DPPH) Sigma Aldrich D9132
Kuersetin Merck 1592409

TOS -TAS Kiti Rel Assay
Hidroklorik asit Sigma Aldrich 07102
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2.2. Metod

2.2.1. Bitkilerin Toplanmasi ve Kurutulmasi

Astragalus plumosus Willd. ve Astragalus microcephalus Willd. bitkileri Giimiishane
Camlikdy Olukdere mevkinde toplandi. Toplanan bitkiler Gazi Universitesi Ogretim Uyesi
Prof.Dr. Zeki AYTAC tarafindan kimliklendirilip Gazi Universitesi herbaryum miizesi
arsivlerine kaydedildi. Sekil 2.1 ve Sekil 2.2’de bitki 6rneklerinin herbaryum miizesindeki

gorselleri verildi.

Sekil 2.1. Astragalus plumosus

Sekil 2.2. Astragalus microcephalus

Toplanan bitkiler birkag defa distile su ile yikanarak filtre kagitlar1 arasinda hava
almayacak sekilde GUNTIBGIM ve Giimiishane Universitesi Genetik ve Biyomiihendislik

laboratuarinda kurutuldu.
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2.2.2. Bitkilerin Ekstraksiyonu

Kurutulan bitki ornekleri yaprak, c¢icek ve kok kisimlarma ayrilarak de§irmen ve
blender yardimiyla toz haline getirildi. Toz haline getirilen bitkiler hassas terazide 1 g ve 0.5
g tartilarak 50 mL’lik falkon tiiplerine aktarildi. Her bir falkon tiipiine 20’ser mL saf su,
etanol ve PBS ilave edilerek vortekslendi. Vortekslenen bitki 6rnekleri karanlik ortamda
calkalayici inkiibatorde 50°C 150 rpm‘de 24 saat boyunca calkalanarak inkiibe edildi. 24
saatlik inkiibasyon siiresi sonunda bitki ekstraktlar1 siizge¢ kagidi yardimiyla siiziilerek
alikotlanip -20°C*de karanlikta buzdolabinda saklandi. Boylece 50 mg/mL ve 25 mg/mL’lik
sulu, etanollt ve PBS’li stok bitki ekstraktlar1 elde edildi.

2.2.3. Bitki Ekstraktlarinin Antioksidan Aktivitelerinin Belirlenmesi

2.2.3.1. Toplam Polifenol i¢erik Tayini
Bu metod,

e Folin-Ciocalteu metoduna gore spektrofotometrik olarak belirlenir.
e Fosfotungstik asit bazik ¢ozeltide fosfotungstik mavisine indirgenir.
¢ Olusan mavi renk absorbansi ortamdaki aromatik fenolik grubu ile dogru orantilidir.

Toplam polifenol igeriginin belirlenmesi amaciyla standart olarak gallik asit kullanilir
(Cakiroglu, 2010).

Cozeltilerin Hazirlanmasi

%20’lik Na;CO3 ¢ozeltisi: 2 g NaxCOz tartilip saf su ile ¢oziiniip lizeri 10 mL’ye
tamamlandi.
1:10 Folin Reaktifi: Stok siseden 250 pL folin alindi ve tizeri 2250 pL saf su ile tamamlandi.

Tayin Oncesi hazirlanip taze olarak kullanildi.

Standartlar: 0.01 g gallik asit tartild1 ve 1 mL saf etanolle ¢oziilerek 10.000 pg/mL’lik stok
elde edildi. Stok ¢ozeltetiden 1000 pg/mL’lik standart ¢dzeltisi hazirlandi ve bu ¢ozeltiden
seri dillisyon yapilarak 400, 200, 100, 50, 25, 12.5, 6.25, 3.125, 1.156 pg/mL’lik gallik asit

standartlar1 hazirland.
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Deneyin yapilisi

Korler ve ekstraktlar 1:3 oraninda seyreltildi

Tablo 2.3’deki pipetlemeler 96 kuyucuklu mikropleytte yapildi.

Tablo 2.3. Bitki ekstraktlarinda toplam polifenol igerik tayini i¢in yapilan pipetlemeler

Kor Numune Standart
Su/ PBS / Etanol 12.5 ulL - -
Ekstrakt - 12.5 ulL -
Standart - - 12.5 uL
1:10 Folin-Ciocalteu Reaktifi 62.5 uL 62.5 uL 62.5 L
%20’lik Na2CO3 125 uL 125 uL 125 pL

Oda sicakliginda, karanlikta 30 dakika inkiibe edilir.

700 nm’de mikropleyt okuyucu spektrofotometrede absorbans 6lgiiliir.

Sonuglar Sekil 2.3°deki gallik asit standart grafiginden yararlanilarak mg/mL olarak

hesaplandi. Her 6rnek igin 6l¢timler ti¢ kere tekrarlandi (n=3).

09 4

06+

Absorbans(700 nm)

034

y=0,00268706x + 0,00288375

R2: 1

T
100

T
200

Gallik asit konsantrasyon(ug/ml)

Sekil 2.3. Gallik asit standart grafigi
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2.2.3.2. Demir (Fe®*) indirgeyici Gii¢ Tayini

Fe3* ferrisiyaniir kompleksinin Fe?"’ye indirgenmesi esasia dayanur.
Bu metotta;
e Test edilen 6rnegin saridan yesile donmesi burada indirgen madde varliginin
gostergesidir.
e Olusan yesil renk 700 nm’de maksimum absorbans verir.
e Artan absorbans degeri indirgenme kuvvetinin gostergesidir.

e Metotda standart antioksidan bilesik olarak troloks kullanildi (Cakiroglu, 2010).
Cozeltilerin Hazirlamisi

0,2 M pH:6.6 fosfat tamponu: 1 adet PBS tableti erlene alindi, {izerine bir miktar saf su
eklenerek manyetik karistirict ile ¢oziilmesi saglandi. Daha sonra pH:6.6’ya ayarlanarak
hacmi 200 mL olacak sekilde bir miktar saf su ile tamamlandi.

%1°1lik KsFe (CN)e: 0.1 g KsFe (CN)e tartilip bir miktar saf ile ¢éziiniip hacmi 10 mL’ye
tamamlandi.

%10’luk TCA: 1 g TCA tartild1 bir miktar saf su ile ¢oziiliip hacmi 10 mL’ye tamamlandi.
%0.1°lik FeCls: 0.01 g FeCls tartilip bir miktar saf su ile ¢oziiliip hacmi 10 mL’ye

tamamlandi.

Standartlar: 0.001 g troloks tartildi 1 mL saf etanolde ¢oziilerek 1000 pg/mL’lik stok elde
edildi. 1000 pg/mL’lik stoktan 500,125, 62.5, 31.25, 15.625, 7.8125, 3.9625, 1.953125,
0.9765625 pg/mL’lik troloks standartlari hazirlandi.

Deneyin yapihisi

Kor ve ekstraktlar 1:3 oraninda seyreltildi.
Deneyin Tablo 2.4’deki pipetlemelerinin ilk alti asamasi 1.5 mL’lik tiiplerde sonraki

asamalar1 ise 96 kuyucuklu mikropleytte gerceklestirildi.
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Tablo 2.4. Bitki ekstraktlarinda demir indirgeyici gii¢ tayini i¢in yapilan pipetlemeler

Kor Numune Standart
Su/Etanol/PBS 40 pL - -
Ekstrakt - 40 pL -
Standart - - 40 puL
0.2 M pH:6,6 Fosfat tamponu 100 pL 100 pL 100 pL
%1'lik KaFe (CN)s 100 pL 100 pL 100 pL

50 °C' de 20 dakika inkiibe edildi ve sogutuldu.

%10'luk TCA

| 100 puL

| 100 puL

|

100 pL

3000 g'de 10 dakika santrifiij edildi.

Ustiindeki fazlardan 100'er uL alinarak 96 kuyucuklu mikropleytte aktarildi.

Saf su

100 pL

100 pL

100 pL

%0.1'lik FeCls

20 b

20 puL

20 puL

Oda sicakliginda, karanlikta 5 dakika inkiibe edildi.

700 nm'de mikropleyt okuyucu spektrofotometrede absorbans 6l¢iildii.

Sonuglar Sekil 2.4’deki troloks standart grafiginden yaralanilarak mg troloks /g eksrakt

troloks es degeri olarak verildi. Her 6rnek igin 6lgtimler {ig kere tekrarlandi (n=3).

09 1

Absorbans(700nm)

y =0,00185357x + 0,0267052

R?: 0,999

_—
0 100

—
200

L
300 400

Troloks konsantrasyon(pg/ml)

Sekil 2.4. Demir indirgeyici gii¢ troloks standart grafigi
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2.2.3.3. DPPH Radikal Siipiiriicii Aktivite Tayini

Astragalus plumosus ve Astragalus microcephalus ekstraktlarinin DPPH (2,2-difenil-
1-pikrilhidrazil) radikali temizleme aktivitesi Yu ve arkadaslari tarafindan gelistirilen metod
modifiye edilerek kullanildi. DPPH radikali, ticari olarak satin alinan bir radikal olup, 517
nm dalga boyunda maksimum absorbans degeri verir. Antioksidan madde veya maddelerle
muamele edildiginde, DPPH ’den kaynaklanan mor rengin siddeti azalarak absorbans
degerlerinin diigmesine neden olur. Calismada satin alinan radikalin 0.1 mM’lik metanolik
cozeltisi kullanildi. Astragalus plumosus ve Astragalus microcephalus eksraktraktlart 1:20
oraninda seyreltilerek hazirlandi. Negatif kontrol olarak DPPH ¢ozeltisi ve numunelerin
¢oziiciileri kullanildi. Tablo 2.5 de verilen pipetlemeler yapilarak 30 dk’lik inkiibasyon

stiresinden sonra 517 nm’de mikropleyt okuyucuda absorbans degerleri okundu.

Cozeltilerin Hazirlamisi

0.1 mM DPPH ¢ozeltisi: 2 mg DPPH ¢ozeltisi tartildi ve 50 mL saf etanolde manyetik

karistirict yardimiyla ¢6ziildii. Bu islem balon jojede karanlik ortamda yapildi.

Troloks standart1 25 mg tartild1 ve 1250 pl saf etanolde ¢oziildii. Hazirlanan stok ¢6zeltiden
9,4.5,2.25,1.25 ve 0.5625 ng/mL olacak sekilde 5 farkli konsantrasyonda hazirlandi ve Tablo
2.5’de verilen pipetlemeler yapildi.

Deneyin Yapihsi:

Tablo 2.5. Bitki ekstraktlarinda DPPH tayini i¢in yapilan pipetlemeler

Kontrol Numune | Standart
Su/PBS/Etanol 125 pL
DPPH ¢ozeltisi 125 pL 125 puL 125 uL
Ekstrakt 125 uL
Standart 125 uL
Oda sicakliginda, karanlik 30 dakika inkiibe edildi.
517 nm'de mikropleyt okuyucu spektrofotometrede absorbans 6l¢iildii.

Sonuglar Sekil 2.5’deki troloks standart grafiginden yaralanilarak mg troloks /g eksrakt
troloks esdegeri olarak verildi. Her 6rnek igin 6lgtimler ti¢ kere tekrarlandi (n=3).
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y = -0,0279288x + 0,323242
R2:0.999

03

02

Absorbans(517nm)

0,1

0 2 4 6 8
Troloks konsatrasyon(ng/ml)

Sekil 2.5. DPPH troloks standart grafigi

2.2.3.4. Ekstraktlarda Toplam Flavonoid I¢erik Tayini

Ekstraktlardaki flavonoid igerik, alimiinyum kloriir kolorimetrik metoduyla
belirlenmistir. Metod prensibi, AICIs bilesiginin flavonlar ve flavonollerin C-3 veya C-5
hidroksil gruplar1 ve C-4 keto grubu ile asitte kararli kompleks bilesikleri olusturmasi
esasina dayanir. Buna ilaveten AICls, flavonoidlerin A- veya B- halkalarinin orto-dihidroksi
gruplari ile kompleks bilesik olusturur. Bu metoda goére standart olarak kuersetin kullanilir.

Deney Cakiroglu’nun tezinden modifiye edilerek yapildi (Cakiroglu, 2010)
Cozeltilerin Hazirlamis

%80’lik etanol: 8mL DMSO hacmi saf su ile 10 mL ‘ye tamamlandi.
%10’luk Al (NO3)3: 1.25g Al (NO3)startildi 12.5 mL saf suda ¢oziildii.
1M KCH3COO: 1.227 g KCH3COO tartildi, 12.5 mL saf suda ¢oziildi.

Standartlar: 0.01 g kuersetin tartildi ve 1000 uL saf DMSO’da ¢oziildi. 10.000 pg/mL’lik
stok hazirlandi. 10.000 pg/mL’lik stoktan 100, 50, 25, 12.5, 6.5, 3.25 ve 1.5625 pg/mL’lik

kuersetin standartlar1 elde edildi.
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Deneyin yapilisi
Ekstraktlar 1:3 oraninda seyreltildi ve Tablo 2.6’da verilen pipetlemeler yapildi.

Tablo 2.6. Bitki ekstraktlarinda toplam flavanoid tayini i¢in yapilan pipetlemeler

Kor Numune Standart
Su/Etanol/PBS 20uL - -
Ekstrakt - 20 uL -
Standart - - 20uL
%80’lik Etanol 172 pL 172 uL 172 pL
%10’luk Al (NO3)3 4 uL 4 uL 4 uL
1M KCH3COO 4 uL 4 uL 4 uL
Oda sicakliginda karanlikta 40 dk inkiibasyona birakildi
415 nm’de mikropleyt okuyucu spektrofotometrede absorbans 6l¢iildii.

Sonuglar Sekil 2.6’daki kuersetin standart grafiginden faydalanilarak pg/mL olarak

hesaplandi ve mg KE / g ekstrakt sekline asagidaki hesaplamayla dontistiiriildii. Her 6rnek

i¢in sonuglar ti¢ kere tekrarlandi(n=3).

y=0,00276832x - 0,00574828

R2: 0,998
c 0,2 4
c
n
—
<
1
c
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<
0 -
T T T T T T
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Kuersetin konsantrasyon(ug/ml)

Sekil 2.6. Kuersetin standart grafigi
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2.2.4. Ekstraktlarda Antidiyabetik Etkinin Incelenmesi

2.2.4.1. a-Glukozidaz inhibisyon Testi

Deney Denghan ve Salehi (2016)’nin kullanmis olduklar1 yontem modifiye edilerek

yapilmustir.

Cozeltilerin Hazirlamis1

5 mM pNPG (p-Nitrofenil a -glukopiranozit): 0.015 g tartild1 ve 10 mL saf suda ¢6ziildii.
0.1 M NaxCOzs: 0.05 g Na2COs tartildi ve 5 mL saf suda ¢oziildii.
500 pg/mL akarboz: 0.005 g akarboz tartildi ve 1 mL DMSO ‘da ¢oziildi. 5000 pg/mL
akarboz stogu elde edildi. Stok ¢ozeltiden 100 pL akarboz alind1 ve 900 L DMSO ‘da

¢oziildi.

a-glukozidaz enzimi (1U/mL): 100 U/mL‘lik stok enzim PBS ile hazirlanmis bovine serum

ve sodyum azid ¢ozeltileri i¢erisinde ¢oziilerek hazirlandi. 100 U/mL‘lik stok enzimden 100

ul alind1 ve 900 ul PBS ve bovine serum ile ¢oziilerek 1 U/mL’lik enzim ¢dzeltisi hazirlandi.

Deneyin Yapilisi

Etanollii ekstraktlar 1:40 oraninda seyreltildi. Deney asamalari Tablo 2.7°de verildigi

sekliyle gerceklestirildi.

Tablo 2.7. a-glukozidaz testi i¢in yapilan pipetlemeler

Pozitif Kontrol Kontrol Kor Numune
Akarboz 10 uL
Ekstrakt 10 ul
Enzim 50 uL 50 uL 50 uL
Su/DMSO/Etanol 60 ul
PBS+BSA 10 uL 20 uL 10 pL 10 uL
25°C “de 10 dk inkiibasyon
pPNPG 50 pL 50uL 50 uL 50 uL
25°C’de 5 dk inkiibasyon
Na,CO3 150 pL 150 pL 150 pL 150 pL

405 nm’ de mikropleyt okuyucu spektrofotometrede absorbans olgiildii.
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Deneyde pozitif kontrol olarak antidiyabetik etkisi bilinen akarboz kullanildi. Her 6rnegin

Sekil 3.1°de %inhibisyon degerleri verildi. Her 6rnek i¢in 6lgtimler 4 kere tekrarlandi (n=4).

2.2.5. Eritrosit Hemoliz Inhibisyonu
2.2.5.1. Eritrosit Orneklerinin toplanmasi

10 goniilliden (sigara, alkol, ila¢ kullanmayan, kronik rahatsizligi olmayan, agir
egzersiz yapmayan) onam formu esliginde EDTA’l1 tiiplere kan 6rnegi toplandi. Toplanan
kan ornekleri Giimiishane Universitesi Genetik ve Biyomiihendislik arastirma

laboratuarinda santrifiijlendi.
2.2.5.2. Eritrosit Paketlerinin Hazirlanmasi

Eritrosit 6rneklerinin her biri esit miktarda hemogram tiiplerine aktarildi. Eritrositlerin
ayristirilmasi i¢in eritrositler 4000 rpm’de 10 dk santrifiyj edildi. Santrifiij edilen kanlarin
iistte kalan stipernatant kisimlar1 pastor pipeti ile uzaklastirilarak 0,2 M pH ‘1 7.4 olan fosfat
tamponu (PBS) ile yikama yapildi. Eritrositlerin PBS ile esit miktarda yikanabilmesi i¢in
hemogram tiipleri yavasca karistirildi. Yikama islemine siipernatan kisminda berraklik elde

edilinceye kadar devam edildi.
2.2.5.3. Eritrosit Orneklerinin Hasara Ugratilmasi

Eritrosit 6rneklerini hasara ugratmak icin t-BHP ¢6zeltisi kullanildi. Eritrosit 6rnekleri
icin 1 M’lik t-BHP ¢o6zeltisinden 0,4 M hazirlandi. Cozeltilerin hazirlanig1 asagida verilen
deney basamaklarinda ifade edilmistir. t-BHP organik bir hidroksiperoksittir. Oksidatif
hiicre hasarmi1 kapsayan g¢alismalarda siklikla kullanilir ve a¢ik formiili Sekil 2.7 de
verilmistir. Organik hidroksiperoksitler peroksil radikallerinden bir hidrojen atamonun
cikarilmasiyla ya da alkil radikallerine bir oksijen eklenmesi sonucunda olusurlar. Organik
hiroksiperoksit olan t-BHP molekiilii sonradan diger alkoksil radikallerine veya peroksil
radikallerine ayrisabilir. Bu ayrisma reaksiyonlar1 metal iyonlari ve metal iyonlariin
kompleksleri vasitasiyla gerceklesir. Bu durumun olusmasi lipid peroksidasyon zincir
reaksiyonlarini hizlandirabilir. t-BHP molekiiliinden kaynaklanan genotoksisite; bir gecis
metali aracilikligiyla gergeklesen reaksiyon ile H2O> gibi farkli reaktif oksijen tiirlerinin

tiretimiyle sonuglanan bir siiregtir (Lima vd., 2006; Turan, 2011).
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H3C><O\OH

HiC CH,
Sekil 2.7. t-BHP'"nin acik formiilii

Deney Asamalan
Cozeltilerin Hazirlanmasi

0.2 M pH: 7.4 fosfat tamponu: Kan orneklerinin yikanmasi, t-BHP, ekstraktlarin ve C
vitaminin hazirlanmas1 amaciyla kullanildi. 1 PBS tableti erlen i¢ine alind1 ve bir miktar saf
su eklenerek manyetik karistirict yardimiyla ¢oziilmesi saglandiktan sonra pH: 7.4%e
ayarlanarak hacmi 200 mL’ye tamamlandi.

t-BHP ¢ozeltisi : Saf t-BHP ‘den 27 pL alind1 ve 9973 mL PBS ile ¢oziilerek 1 M’lik t-BHP
elde edildi. Daha sonra 1 M’lik t-BHP’den 400 pl alinarak iizeri 600 pl PBS ile
tamamlanarak 0,4 M’lik t-BHP elde edildi.

C vitamini: 0.005 g C vitamini tartildi ve 1 mL PBS ile ¢6ziilerek 5000 pg/mL ‘lik stok C
vitamini hazirlandi. Daha sonra stoktan 500 pg/mL’lik C vitamini hazirlanarak deneyde
pozitif kontrol olarak kullanildi.

50 mg/mL olarak hazirlanan A. plumosus ve A. microcephalus ekstraktlart PBS ile
seyreltilerek 12.5, 6.25, 3.125, 1.5625 mg/ mL olacak sekilde hazirlandi.

Cozeltilerden PBS harig¢ hepsi her giin taze olarak hazirlandi. PBS ise buzdolabinda +4 °C
‘de saklandu.
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Tablo 2.8. Hemoliz inhibisyonu i¢in yapilan pipetlemeler

Eritrosit Ekstrakt PBS t-BHP
Negatif Kontol 300 pL - 200 pL -
Pozitif Kontrol 200 puL - 200 uL 100 uL
A.pP 125mg/mL 200 pL 200 pL 100 pL -
A.p 12.5mg/mL 200 pL 200 pL - 100 pL
A.p 6.25mg/mL 200 pL 200 pL 100 uL -
A.p 6.25mg/mL 200 pL 200 pL - 100 uL
A.p 3.125mg/mL 200 pL 200 pL 100 pL -
A.p 3.125mg/mL 200 pL 200 pL - 100 pL
A.m 12 5mg/mL 200 pL 200 pL 100 L -
A.m 12 5mg/mL 200 pL 200 pL 100 pL
A.m 6.25mg/mL 200 pL 200 pL 100 L -
A.m 6,25mg/mL 200 pL 200 pL 100 pL
A.m 3.125mg/mL 200 pL 200 pL 100 pL -
A.m 3.125mg/mL 200 pL 200 pL - 100 puL
C Vitamini 200 puL 200 pL - 100 pL

Deneyin Yapihisi

Calisma icin olusturulmus eritrosit orneklerinin yogunlugunun cok yiiksek olmasindan
dolay1 0.2 M pH=7.4 olan fosfat tamponu ile 1:1 oraninda seyreltilerek fosfat tamponun her
bir eritrosit hiicresi ile karigmis olmasi igin eritrositlerin hemogram tiipleri igerisinde
homojenizasyonu saglandi. 3 farkli ekstrakt konsantrasyonu hazirlandi ve 6 farkli grup
olusturuldu. Her bir hasarlayici grup i¢in kontrol grubu olusturuldu. Antioksidan aktivitesi
yiiksek olarak bilinen C vitamini 500 pg/mL konsantrasyonunda hazirlandi. Calisma igin
deney prosediirii asagidaki gibi tasarlandi. Tasarlanan deney gruplart Tablo 2.8’de

gosterilmistir.

1. Calisma igin uygun gruplarin olusturulmasmmin ardindan ilk olarak ekstraktla

muamele edilen kan 6rnekleri 37°C ‘de 30 dk inkiibasyona birakildu.
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2. Inkiibasyon sonrasinda tiiplere t-BHP ilave edilerek 37°C ‘de 3 saat boyunca inkiibe
edildi.

3. 3 saatin sonunda inkiibasyondan alinan tiiplerin her birine 5 mL PBS ilave edilerek
tiipler nazikge sallanarak 4000 rpm’de 10 dk santrifiij edildi.

4. Sanriflij isleminden sonra sirastyla her bir 6rnegin sivi kismi alinarak 540 nm’de
spektrofotometrede absorbanslari 6l¢iildii (Okoko ve Ere, 2012).

5. Deney sirasinda el hassasiyetine oldukg¢a dikkat edildi. Her bir grup i¢in deney 3 kere
tekrarlandi (n=3). Kor olarak PBS kullanildu.

Deney sonuglar1 % hemoliz inhibisyonu olarak Sekil 3.2 ve Sekil 3.3 ‘de verilmistir.

2.2.6. Serum Oksidan Antioksidan Durum Tayini

2.2.6.1. Serum Orneklerinin Toplanmasi

10 goniilliiden (sigara, alkol, ilag kullanmayan, kronik rahatsizligi olmayan, agir
egzersiz yapmayan) onam formu esliginde biyokimya tiiplerine serum ornekleri toplandi.
Toplanan serum &rnekleri Giimiishane Universitesi Genetik ve Biyomiihendislik arastirma

laboratuarinda santrifiijlendi.
2.2.6.2. Serum Orneklerinin Hasara Ugratilmasi

Serum orneklerini hasara ugratmak icin 0,1 M’lik t-BHP ¢ozeltileri hazirlandi.

Cozeltilerin hazirlanis1 asagida deney basamaklarininda verilmistir.
Deney Asamalari

0.2 M pH: 7.4 fosfat tamponu: t-BHP, ekstraktlarin ve C vitaminin hazirlanmasi amactyla
kullanildi. 1 PBS tableti erlen igine alind1 ve bir miktar saf su eklenerek manyetik karistirict
yardimiyla ¢oziilmesi saglandiktan sonra pH: 7.4’e ayarlanarak hacmi 200 mL’ye
tamamlandi.

50 mg/mL konsantrasyonda hazirlanan A. plumosus ve A. microcephalus ekstraktlari
seyreltilmeden kullanildi.

Hazirlanan 1 M’lik t-BHP ¢6zeltisinden 0.4 M, 0.2 M ve 0.1 M olacak sekilde seri diliisyon
yapilarak 0.1 M ‘lik t-BHP ¢6zeltisi kullanildi.
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Pozitif kontrol olarak kullanilan C vitamini 0.005 g tartildi ve 1 mL PBS ile ¢o6ziilerek elde
edilen 5000 pug/mL ‘lik stok ¢ozeltisinden 500 pg/mL’lik C vitamini hazirlandi. Biyokimya
tiiptine toplanan kan 6rnekleri 4000 rpm’de 10 dk santrifiij edildi.

Santrifiij sonrast elde edilen serumlar 1,5 mL’lik tiiplere alindi ve her iki deney iginde
asagida verilen Tablo 2.9’daki pipetlemeler yapildi. Serumda kullanilan doz miktarlari

antioksidan analizlerinde kullanilan dozlara gore ayarlandi.

Tablo 2.9. TAS ve TOS igin olusturulan deney gruplari

Serum PBS Ekstrakt t-BHP
1.grup 250uL 300uL - -
2.grup 250uL 250uL - 50uL
3.grup 2500L 250uL 50uL
4.gru 50uL

grip 250L| 250uL .
5.gru 50uL
grip 250uL 250uL H

1.grup: Serum ve PBS (Negatif kontrol), 2.grup: Serum, PBS ve t-BHP (Pozitif kontrol),
3.grup: Serum, A.p ve t-BHP, 4.grup:Serum,A.m ve t-BHP, 5.grup:Serum,C vitamini ve t-
BHP seklinde gruplar olusturuldu.

Toplam Oksidan Seviyesinin Belirlenmesi

Orneklerin toplam oksidan statii diizeyi (TOS), Erel tarafindan gelistirilen Rel Assay
marka ticari kitler (Rel Assay Kit Diagnostics, Turkiye) kullanilarak 6lgtildi (Erel, 2005).
Kalibrator olarak H202 kullanildi. Sonuglar pmol H2O2 esdegeri /It olarak ifade edildi.

Deneyin yapilisi
Hasarli deney gruplarinin olusturulmasinin ardindan deneyin agsamalart sirasiyla agsagidaki
gibi yapilmistir;
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1. Ekstraktla muamele edilen serum 6rnekleri 37°C’de 10 dk inkiibasyona birakildi.
Ardindan her bir gruba t-BHP eklenerek 37°C ‘de 30 dk siiresi boyunca inkiibe
edildi.

2. Inkiibasyon sonrasinda deneyin diger asamalar1 96 kuyucuklu mikropleytte
gerceklestirildi. Her bir pleyte 25 pL kor, hasarli serum ve standart pipetlendi.

3. Her bir kuyucuga 160 pL Reaktif 1 pipetlendi.

4. Esit bir sekilde karisim saglandiktan sonra 30 sn’lik inkiibasyon sonunda 530 nm
‘de mikropleyt okuyucuda 1.okuma yapildi.

5. Daha sonra her bir kuyucuga 9 pL Reaktif 2 pipetlendi.

6. Karisim saglandiktan sonra 10 dk’lik inkiibasyonun ardindan 530 nm’de
mikropleyt okuyucuda 2. okuma yapildu.

Absorbans olclimii yapildiktan sonra TOS degerleri asagidaki formiile gére hesaplandi.
A2-Al= AAbs 6rnek ya da standart

A2= ikinci absorbans okumasi

Al= Birinci absorbans okumast

10 pmol H202 Eq /L = Standartin konsantrasyonu

Sonug= (AAbs 6rnek) / (AAbs standart) x10 pmol/L

Toplam Antioksidan Seviyenin Belirlenmesi

Orneklerin total antioksidan status diizeyi (TAS), Erel tarafindan gelistirilen Rel Assay
marka ticari Kitler (Rel Assay Kit Diagnostics, Tiirkiye) kullanilarak olgiildi (Erel, 2004).
Kalibrator olarak Troloks kullanildi. Sonuglar mmol Troloks esdegeri/L olarak ifade edildi.
Hasarli deney gruplarinin olusturulmasinin ardindan deney asamalari sirasiyla asagidaki gibi

yapilds,

1. Ekstraktla muamele edilen serum ornekleri 37°C’de 10 dk siiresi boyunca
inkiibasyona birakildi. Ardindan her bir gruba t-BHP eklenerek 37°C “de 30 dk siiresi
boyunca inkiibe edildi. Sonrasinda asagidaki islemler sirasiyla yapildi.

2. Inkiibasyon sonrasinda deneyin diger asamalart 96 kuyucuklu mikrapleytte
gerceklestirildi. Her bir pleyte 15 ul kor, hasarli serum ve standart pipetlendi.

3. Her bir kuyucuga 250 pL Reaktif 1 pipetlendi.
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4. Esit bir sekilde karigim saglandiktan sonra 30 sn’lik inkiibasyon sonunda 660 nm ‘de
mikropleyt okuyucuda 1.okuma yapildi.

5. Daha sonra her bir kuyucuga 9 uL Reaktif 2 pipetlendi.

6. Karigim saglandiktan sonra 5 dk’lik inkiibasyonun ardindan 660 nm’de mikropleyt
okuyucuda 2. okuma yapildu.
Absorbans Olglimii yapildiktan sonra TAS degerleri asagidaki formiile gore

hesaplandi ve TAS sonuglar1 umol Trolox equivalent/L cinsinden verildi.

A2-Al= AAbs 6rnek ya da standart
A2= ikinci absorbans okumasi
Al= Birinci absorbans okumast

Sonug = [(AAbsPBS)- (AAbs Ornek)] /[( AAbsPBS)-( AAbs Standart)] mmol/L

Oksidatif Stres Indeksi (OSI)

TOS diizeylerinin TAS diizeylerine oranmin yiizde olarak ifade edilmesidir. OSI
hesab1 yapilirken TAS testinin mmol birimi TOS testindeki pmol birimine ¢evrildi (Erel,
2015).

OSi = (TOS, umol H20; esdegeri/L) / [(TAS, umol Troloks esdegeri/L) X 100]
(Aygicek vd., 2005).

2.2.7. istatiksel Analiz

[statistik analizleri yapilarak tiim sonuglarin aritmetik ortalamasi ve standart sapmalari
verildi. p degerleri One way ANOVA testine, grup i¢i degerlendirmeler ise Tukey testine
gore verildi. SPSS 16.0 paket programi kullanilarak analizler yapilda.
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3. BULGULAR

Farkli analizlerde kullanilmak {izere Astragalus microcephalus ve Astragalus plumosus

ekstraktlar1 su, PBS ve etanol olmak iizere ti¢ farkli ¢oziicii ile hazirlandi.

3.1. Antioksidan Analiz Sonuclar1

Antioksidan analizleri ile ilgili yapilan deney sonuglar1 asagidaki tablolarda verilmistir.

Tablo 3.1. Astragalus plumosus bitki ekstrakti antioksidan analiz sonuglari

Grup
PBS ekstrakti  Su ekstrakti Etanol ekstrakti
Demir indirgeyici antioksidan gii¢ 13.0+£0.084 11.5+0.075° 5.82+0.677%
(FRAP) (mg TE/g)
Toplam polifenol igerik (mg GAE/Q) 12.8+0.425 12.2+0.314 13.9+0.407¢
Toplam flavonoid igerik (mg KE/g) 4.19+0.445 3.90+0.094 3.30+0.242°

GAE: Gallik asit esdegeri, KE: Kuersetin esdegeri, TE: Trolox esdegeri

PBS grubu ile karsilastirilarak  p<0.001, ® p<0.01, °p<0.05 anlamli kabul edildi.
Demir indirgeyici antioksidan gii¢: PBS ile su p=0.007, Etanol p=0.0001
Toplam polifenol icerik: PBS ile su p=0.279, Etanol p=0.028

Toplam flavonoid igerik: PBS ile su p=0.506, Etanol p=0.025

Tablo 3.2. Astragalus plumosus bitki ekstraktina ait DPPH sonuglari

Gruplar
Troloks PBS ekstrakti Su ekstrakti Etanol ekstrakti
DPPH 77.0+£0.001 14.6+0.8622 15.5+1.118 10.9+0.3442

Trolox grubu ile karsilagtirilarak  p<0.001 anlamli kabul edildi.
DPPH: Troloks ile PBS p=0.0001, su p=0.0001, Etanol p=0.000



Tablo 3.3. Astragalus microcephalus bitki ekstrakti analiz sonuglari

Gruplar

PBS ekstrakti  Su ekstrakti Etanol ekstrakti

Demir indirgeyici Antioksidan Giig 13.6+0.697 13.8+0.879 7.65+0.249?
(FRAP) (mg TE/g)

Toplam polifenolik icerik (mg GAE/ 13.9+0.493 14.2+0.492 14.8+1.33
9)

Toplam flavanoid icerik (mg KE/g) 3.57+£0.278 6.18+0.2162 4.80+0.176°

PBS grubu ile karsilastirilarak @ p<0.001, ® p<0.01 anlaml1 kabul edildi.
Demir indirgeyici antioksidan gii¢: PBS ile su p=0.919, Etanol p=0.0001
Toplam polifenolik igerik: PBS ile su p=0.948, Etanol p=0.524

Toplam flavonoid igerik: PBS ile su p=0.0001, Etanol p=0.001

Tablo 3.4. Astragalus microcephalus bitki ekstraktina ait DPPH sonuglari

Gruplar
Troloks PBS ekstrakti Su ekstrakti Etanol ekstrakti
DPPH 77.0+£0.00 19.5+0.3192 18.5+0.2112 14.2+0.6992

Trolox grubu ile karsilagtirilarak # p<0.001 anlamli kabul edildi.
DPPH: Troloks ile PBS p=0.0001, su p=0.0001, Etanol p=0.0001
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3.2. a-Glukozidaz inhibisyon Sonuglar

Her iki bitki ekstraktinin o-glukozidaz enzimini istatistiksel olarak anlamli derecede

azalttig1 gortildi. (p=0.0001)

%inhibisyon
N w Y wu (o)) ~ (0] [{e)
o o o o o o o o
[«1]

=
o

Kontrol A.m A.p Akarboz

Sekil 3.1. a-glukozidaz % inhibisyon

A.m: Astragalus microcephalus bitki ekstraktina ait % inhibisyon sonucu
A.p: Astragalus plumosus ekstraktina ait % inhibisyon sonucu
Kontrol grubu ile karsilastirilarak # p<0.001 anlamli kabul edildi.

3.3. Hemoliz inhibisyon Sonuclar1

Her iki bitki ekstraktinin farkli konsantrasyonlari hemolizi istatistiksel olarak anlamli
derecede azalttig1 goriildi. (p=0.0001)

E+PBS+tBHP grubu ile karsilastirilarak # p<0.001 anlamli kabul edildi.

Bitki ekstraktlarini hazirlamada kullanilan PBS ¢6zeltisi kan 6rneklerini hasara

ugratmamistir.
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3.4. TAS-TOS Ve OSI Sonuglan

Tablo 3.5. TAS,TOS,0SI degerleri

Gruplar
S+PBS+tBHP  S+PBS S+A.p+tBHP S+A.m+tBHP  S+Cvit+tBHP

TAS 1.02+0.087 1.06+0.110 1.41+0.120° 1.44+0.114° 1.7140.1482
(mmolTrolox Eq/L)

TOS 38.6+0.540 6.69+£0.440°  25.8+0.798° 24.7+£5.23° 20.3+2.242
(nmol H202 Eq/L)

oSl 3.80+0.343 0.633+0.064*  1.83+0.265% 1.71+£0.233% 1.19+0.0792
S=Serum

S+PBS+BHP grubu ile karsilastirilarak # p<0.001, ® p<0.01, °p<0.05 anlaml1 kabul edildi.
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4. TARTISMA

Oksidatif stres bir¢cok hastalifin etkeni olup, hastaliklarda olusan olumsuz etkilerin
Onlenebilmesi igin dogal kaynaklara olan ihtiyact artirmaktadir. Bu durum sentetik
maddelerin kullaniminin azalmasina ve bu sentetik maddelerin yerine bitkisel kaynak
bakimindan zengin olan dogal iiriinlerin tercih edilmesine sebep olmustur (Okoko ve Ere,
2012).

Sentetik maddelerin ciddi olumsuz yan etki olusturmalari nedeniyle dogal kaynakli
bitkilerin tibbi alanda kullanilmasi gerektigi pek ¢ok alanda vurgulanmistir (Rajesh vd.,
2013).

Bitkilerin igerdikleri fenolik asitler ve flavonoid gibi ¢esitli bilesikler bitkilere
antioksidan ve farmakolojik ozellikler kazandirmaktadir. Bu durum son yillarda bilim
diinyasinin dogal kaynakli bitkilere olan ilgisini artirmis ve bitkilerin biyolojik, farmakolojik
ve medikal 6zelliklerinin genis ¢apta ve siirekli olarak arastirilmiSina sebep olmustur (Ajila
ve Prasada, 2008; Balkan, 2017). Bu dogal kaynakli bitkilerin arasinda Astragalus tiirleri de
yer almaktadir. Takson agisindan diinyanin en biiyiik cinsi olan Astragalus 1700’1i yillardan
beri halk hekimliginde tedavi amagli olarak kullanilmaktadir (Barneby, 1964). Astragalus
cinsi biiyiik bir aile olmasina ragmen, bu cinsin tiirlerinin antioksidan yetenegi ile ilgili
sadece birkag¢ ¢alisma bildirilmistir. Yapilan arastirmalarda Astragalus cinsine ait en ¢ok
caligilan tiirtin Astragalus membranacus oldugu bildirilmistir (Agyemang vd., 2013).

Yapilan literatiir taramalarinda Astragalus plumosus ve Astragalus microcephalus 'un
antioksidan aktiviteleri ile ilgili calisma bulunamamistir. Fakat cinsin farkl tiirleri ile igili
antioksidan g¢aligmalar1 literatiirde mevcuttur. Yapmis oldugumuz calismada Astragalus
plumosus ve Astragalus microcephalus bitkilerinin yapraklari kullanilarak, yaprak
ekstraktlar1 3 farkli ¢oziicii (su, etanol ve PBS) ile hazirland1 ve bu ekstraktlarin antioksidan
aktiviteleri belirlendi. Calismis oldugumuz bitkilerin antioksidan analiz sonuglar1 Tablo 3.1,
Tablo 3.2, Tablo 3.3 ve Tablo 3.4’de verilmistir.

Arumugam ve arkadaglarinin yaptiklari ¢aligmada Astragalus ponticus bitkisinin
yaprak, cicek, govde ve koklerinin metanollii ekstraktlarinda antioksidan aktivitelerini
belirlemisdirler. Yapmis olduklar1 ¢aligmada bitkinin yaprak ekstraktinin toplam polifenol
iceriginin 26,34+0.50 mg GAE/g oldugu bildirilmistir (Arumugam vd., 2018).



Astragalus ponticus bitkisinin yaprak ekstraktinin toplam polifenol igerigi bizim
calismis oldugumuz A. plumosus ve A. microcephalus yaprak ekstraktlarindan daha fazla
oldugu, cicek ve govde ekstraklarinin toplam polifenol igeriginin bizim bitki
ekstraklarimizin toplam polifenol igeriginden daha az oldugu tespit edilmistir. Keskin ve
arkadaglarinin yapmis oldugu calismada Astragalus gymnalocepias ve Astragalus
diphtherites ekstraktlarinin farkli ¢o6ziictilerdeki antioksidan igerikleri saptanmuistir.
Astragalus gymnalocepias bitkisinde en fazla toplam polifenol igerigi, kokte hekzan ve etil
asetat sirasiyla (32.33 + 1.52, 35.83 = 1.75 ug GAE/mg) olarak, gévde de ise aseton ve
metanol sirasiyla (42.33 +2.75, 54.66 + 2.25 ug GAE/mg) olarak bulmuslardir (Keskin vd.,
2009). Keskin ve ark. ¢aligmis olduklar bitki ekstraktlarinin toplam polifenol igeriklerinin
bizim bitki ekstraktlarimizin toplam polifenol igeriklerinden daha az oldugu tespit edilmistir.
Pereira ve arkadaslarinin Fabaceae familyasina ait Copaifera multijuga tiiriiyle ilgili yapmis
olduklar1 ¢aligmada tiiriin kok kabugundan elde ettikleri etanolik ve etil asetat ekstraktlarinin
antioksidan igeriklerini tespit etmislerdir. C.multijuga bitkisinin etanolik ekstraktinda
toplam polifenol igerik miktarin1 643.43 mg GAE/g ekstrakt, bitkinin etil asetat ekstraktinin
toplam polifenol icerik miktarmi ise 187.21 mg GAE/g ekstrakt olarak bildirmislerdir
(Pereira vd. ,2018). Pereira ve ark. yapmis olduklar1 ¢aligmada bitki esktraktlarinin toplam
polifenol igeriklerinin bizim bitki ekstraktlarimizin toplam polifenol icerik miktarlarindan
daha fazla oldugu tespit edilmistir.

Pereira ve ark. yapmis olduklar1 ¢aligmada Fabaceae familyasina ait C. multijuga
bitkisinin etil asetat ekstraktinin toplam flavanoid igerik miktarin1 8.60 mg KE/g, etanolik
esktraktinin toplam flavonoid miktarini ise 11.53 mg KE/g ekstrakt olarak bildirmisdirler
(Pereira vd., 2018). Pereira ve ark. ¢alismis olduklar bitkinin ekstraktlarindaki toplam
flavonoid igeriklerinin bizim bitkilerimizin ekstraktlarindaki toplam flavanoid igeriklerinden
daha fazla oldugu tespit edilmistir. Astragalus gymnalocepias ve Astragalus diphtherites
ekstraktlariin toplam flavonoid igerikleri govde de etil asetat ve aseton sirasiyla (77.67 +
2.41, 80.15 £ 0.33 pg KE/mg) kokte ise metanol ve etil asetat sirasiyla (11.20 = 0.14, 14.01
+ 0.10 pg KE/mg) olarak bildirilmisdir (Keskin vd., 2009). Keskin ve ark. bitki
ekstraktlarmin toplam flavonoid igeriklerinin bizim bitki ekstratlarimizin toplam flavonoid
igerikleri ile benzerlik géstermedigi tespit edilmistir.

Arumugam ve arkadaglarinin yaptiklari ¢alismada Astragalus ponticus bitkisinin
demir indirgeyici glic miktarinin yaprakta 59.79+ 4.34 mg TE/g oldugu bildirilmistir
(Arumugam vd., 2018). Bitkilerimiz yapilan antioksidan ¢alismalari ile karsilastirildiginda
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antioksidan miktarlar1 bakimindan farkliklar tespit edilmistir. Bunun sebebinin yapilan
ekstraksiyon yontemi farkliligindan ya da farkli c¢oziiclilerin  kullanilmasindan
kaynaklanabilecegi diistiniilmektedir.

Carvalho ve arkadaslarinin Fabaceae familyasina B. pulchella bitkisinin etanollii
ekstraktinin % antioksidan aktivitesi 17.57+0.89, sulu esktraktinin ise 13.10+0.16 olarak
bildirmislerdir (Carvalho vd., 2018). Bu ¢aligma ile karsilastirma yapildiginda bitkilerimizin
DPPH aktivitesinin B. pulchella bitkisinin DPPH aktivitesi ile benzerlik gosterdigi tespit
edilmistir.

Diyabet, karbohidrat, yag metabolizmasinda bir bozulma ile karakterize edilen
karmagik bir hastaliktir (Klein vd., 2007). Giiniimiizde 366 milyon insan diyabetten
etkilenirken, bu saymnin 2050 yilinda 552 milyona yiikselmesi beklenmediktedir (Whiting,
2011). Diyabetteki artisa bagl olarak hastaliklarin tedavisine yonelik ¢aligmalarin ortaya
¢ikmasi biiylik 6nem arz etmektedir. Bu stratejilerin arasinda en ¢ok kabul géren anahtar
enzimlerin inhibisyonudur. Anahtar enzim inhibisyonu teorisine gore hastalik seyrinde rol
oynayan anahtar enzimlerinin inhibe edilmesi saglanarak hastaliktan kaynaklanabilecek
etkiler hafifletilebilir (Murray vd., 2013). Karbohidrat metabolizmasinin temel enzimleri o-
amilaz ve a-glukozidaz olup bu enzimlerin faaliyet gostermesi sonuncunda kan glukoz
seviyesi yiikselmektedir. Diyabette kan glukoz seviyesindeki bu yiikselmenin engellenerek
kontrol altinda tutulabilmesi i¢in bu enzimlerin inhibe edilmesi gerekmektedir (Etxeberria
vd., 2012). a-glukozidaz inhibitorleri, ince bagirsakta karbohidratin pargalanmasini
geciktirir ve diyabetten muzdarip bir kiside postprandiyal kan glukozun azaltilmasini saglar
(Kwon vd., 2007).

Calismamizin kapsaminda A. plumosus ve A. microcephalus bitkilerinin etanollii
yaprak ekstraktlarmin a-glukozidaz inhibisyon kapasiteleri spektorofotometrik metodla
arastirilarak glukozidaz inhibisyonu bakimindan en giiglii bitki ziitiiniin Sekil 3.1°de verilen
A. plumosus 39.8+3.30 olarak tespit edildi.

Yin ve arkadaslarinin yapmis olduklari calismada Astragalus membranaceus’un gesitli
bolimlerinin antidiyabetik etkilerini arastirmislardir ve etanollii kok ekstraktlarinin o-
glukozidaz inhibisyonun %49.71+1.01 olarak bildirmislerdir (Yin vd., 2009). A.
memranaceus bitkisinin kok ekstraktinin a-glukozidaz inhibisyonun bizim bitkilerimizin
yaprak ekstraktlarinin a-glukozidaz inhibisyonundan daha fazla oldugu tespit edilmistir. Bu
farkliligin olusmasi bitkilerin farkli ekstraksiyon yontemi ve farkli ekstrakt kisimlarindan

hazirlanmasindan kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir. Yapilan ¢alismalar dogrultusunda
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Astragalus polisakkaritleri, tip 2 diyabetik sicanlarin kan sekerini ve serum trigliserit,
karbohidrat ve diisiik yogunluklu lipoprotein i¢erigini 6nemli dl¢lide azaltabilirken, yiiksek
serum lipoprotein seviyelerini 6nemli 6l¢iide artirabilir. Tip 2 diyabetik siganlarin insiilin
direncini azaltabilir ve viicut yag metabolizmasi bozukluklarini diizeltebilirler (Liu ve Guo,
2007). Bununla birlikte, Astragalus membranaceus'dan izole edilen izoflavonlar, adiposit
farklilagsmasini tegvik etmenin yani sira PPARa ve PPARY'nin in vitro aktivasyonu yoluyla
iyi bir anti-hiperglisemik iyilesme gosterdigi tespit edilmistir. Astragalus membranacus’un
bircok c¢esidinin gii¢lii bir antihiperglisemik aktivite gosterdigi bildirilmistir. Giicli
antihiperglisemik aktivitesine sahip olmasi polisakkarit ve izoflavonlar agisindan zengin
igerige sahip Olmasina dayanir (Fu vd., 2014). Liu ve arkadaglarinin yapmis oldugu
caligmada Astragalus polisakkaritinin insiilin direngli iskelet kasindaki insiilin sinyalinin bir
boliimiinti diizenleyebilecegini ve tip 2 diyabetin tedavisi i¢in potansiyel bir insiilin
duyarlilig1 olabilecegini gostermistir (Liu vd., 2009). Zhao ve arkadaglarinin yapmis oldugu
calismada Astragalus polisakkaritinin, tip I diabetes mellitus farelerinin kasindaki galektin-
1 ekspresyonunu diizenleyebildigini bulmuslardir. Saponinler ve astragalosid IV, si¢anlarda
streptozotosin ile uyarilan diyabetlerde periferik néropatinin ilerlemesine karsi koruyucu
etkiler gosterebilecegini ileri stirmiislerdir (Zhao vd., 2013). Motomura ve arkadaslarinin
astragaloside V ile yapmis olduklar1 ¢alismada sigir serum albiimini inkiibasyonu sirasinda
N- (karboksimetil) lisin ve pentosidin olusumunu inhibe ettigi sonucuna ulagmislardir.
Bunun soucunda bu bilesigin riboz ile ileri glikasyon son {irtinlerini inhibe ederek klinik
diyabetik komplikasyonun 6nlenmesi i¢in potansiyel olarak yararl bir strateji olabilecegini
diistindirmektedir (Motomura vd., 2009).

Calismis oldugumuz bitki tiirlerinin a-glukozidazi inhibe etme 6zelligi sayesinde bu
bitkilerin andiyabetik ilag gelistirme c¢aligmalarinda potansiyellerinin olabilecegi
diistiniilmektedir.

Eritrositlerde oksidatif stres amagli kullanilan ekzojen kaynakli radikaller H202, 2,2'-
azobis (2-amidinopropan) dihidroklorit (AAPH), tersiyer biitil -hidroksiperoksit (t-
BuOOH/t-BHP), DPPH ve HCI oldugu bildirilmistir. Ekzojen kaynakli radikaller ile yapilan
calismalarda oksidatif hasar belirleyicisi olarak dlgiilen parametrelerden MDA diizeyinde
artis, hemoliz degerlerindeki artis ve GSH degerlerinde azalis ortak olarak belirlenen
parametrelerdir. Bu sonuglar goze alinarak oksidatif stresin olusumunu ekzojen kaynakli
radikallerin tetikledigi sdylenebilir (Balkan, 2017). Bir¢ok hastaligin etmeni olan oksidatif

stresin engelenebilmesi i¢in tibbi bitkilerin kullanilmasi kaginilmaz olmustur.
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Yu ve arkadaslarmin A. mongholicus Bunge tiiriiniin bazi flavanoidlerinin ve
saponinlerinin anti-oksidatif aktivitelerini calismisladir. Ornegin, formononetin, kalikozin,
kalikozin-7-O-y-D glukozit, in vitro olarak 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil serbest radikallerini
temizleyebilir. Formononetin ve kalikozin, ksantin / ksantin oksidazin neden oldugu hiicre
hasarint 6nemli 6lgiide inhibe ettigini bulunmuslardir. Bunlar arasinda, kalikosinin hem
hiicresiz sistemde hem de hiicre sisteminde en giiglii antioksidan aktiviteyi sergiledigini
bildirmislerdir. Kim ve Yang ‘in A. membranaceus tiirii ile yapmis olduklar1 ¢alismada, A.
membranaceus’un 7,2-dihidroksi-3 ', 4'-dimetoksiizoflavan-7-O-y-D-glukozit ve kalikozin-
7-0O-y-D-glukozit bilesigi, anti-lipit peroksidatif aktiviteleri gosterdigini bildirmislerdir
(Kim vd., 2004). Li ve arkadaglarinin yapmis olduklari ¢alismada, saponin, astragalosid 1V,
oksidatif stres ve ilgili p38 MAPK aktivasyonunun olusumunu inhibe ederek hepatik stellat
hiicrelerinin aktivasyonunu inhibe edebilicegini bildirmislerdir (Li vd., 2013).

Suboh ve ark. tarafindan yapilan c¢alismalarda Artemis herba-alba Asso, Ferula
hermonis Boiss., Hibiscus sabdariffa L. Teucrium polium L., Trigenolla foneum-graecum L.
ve Allium Isativum L. bitkilerinin koruyucu etkilerine bakilmistir. Yapilan bu arastirma
sonucunda H20> verilmesi sonucunda artan MDA degerlerinin A. sativum ve N. sativa bitki
ekstraktlariin yiiksek konsantrasyonlari ile diisiis gosterdigi rapor edilmistir (Suboh vd.,
2004). Maurya ve Rizvi tarafindan yapilan ¢alismada geng orta ve yasl bireylerden elde
ettikleri eritrositlere t-BHP uygulamislardir. Olusturulan oksidatif hasara kars1 diinyada en
yaygin olarak kullanilan Camellia sinensis L. Kuntze (¢ay) bitkisinin ekstraktlari kullanilmig
ve bu gay bitkisin esktraklarmin koruyucu etksini saptayabilmek i¢in MDA ve GSH
degerleri Olgiilmiistiir. MDA degerlerindeki azalisin, GSH degerlerinde ise artis oldugu
tespit edilmistir. Bu sonuglar dogrultusunda ¢ayin iyi bir antioksidan olarak koruyucu etkiye
sahip oldugunu bildirmiglerdir (Maurya ve Rizvi, 2009). Yapilan literatiir taramalari
sonucunda ¢alismis oldugumuz Astragalus tiirleri ile ilgili eritrosit hemolizi inhibisyonu ve
serumda TAS, TOS ve OS] analizleri ile ilgili herhangi bir ¢alismaya rastlanamamistir.

Calismamizda oksidatif hasarin hiicrelere vermis oldugu hasar1 ve bu hasarin
bitkilerimizle nasil engellendigini belirlemek icin eritrosit ve serum Orneklerinde
calistlmigtir. Her iki ¢alismada hasarlayicisi olarak t-BHP kullanilmistir. t-BHP oksidatif
hiicre hasarini olusturmak i¢in kullanilan organik bir hidroksiperoksittir. Eritrosit hemolizi
inhbisyonu ¢alismamizda, artan bitki konsantrasyonlarinin eritrosit hemolizini inhibisyonu
diistirdiigii tespit edilmistir. Astragalus plumosus bitkisinin Sekil 3.2°de verilen 12.5

mg/mL’lik konsantrasyonun, antioksidan aktivitesi iyi bilinen C vitamine gore hemolizi
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daha fazla inhibe ettigi tespit edilmistir. Astragalus microcephalus bitkisinin Sekil 3.3°de
verilen 12.5 mg/mL’lik konsantrasyonu ise C vitamini ile ayn1 oranlarda hemolizi digiirdigii
tespit edilmistir.

Terzi ve arkadaslarinin Urtica dioica ile yapmis olduklar1 ¢alismada karaciger iskemi
reperfiizyon hasar1 olusturulan siganlarda bitkinin karaciger iizerine koruyucu etkisine
bakmislardir. Calisma sonunda karaciger iskemi hasarindaki TOS, TAS ve OSI degerlerini
sirasiyla, 49.9+7.32, 2.47+0.28 ve 20.3+3.37 seklinde bulmuslardir. Urtica dioica ile tedavi
sonrasidaki TOS, TAS ve OSI degerlerini sirasiyla, 47.2+4.94, 3.03+0.44 ve 15.83+2.22
seklinde bulmuslardir. Yapilan bu ¢alisma sonucunda Urtica dioica bitkisinin karacigerdeki
iskemi reperfiizyon hasarinda antioksidan kapasiteyi arttirdigi oksidatif stresi ve
karacigerdeki enzim seviyelerini ise azalttigini bildirmislerdir (Terzi vd., 2009).

Yapmis oldugumuz caligmada serumda t-BHP ile olusturulan hasarin giderilmesi
Tablo 3.5°de verilen A. plumosus eskstrakti ile muamalesi sonucunda TOS, TAS ve OSI
degerleri sirasiyla 25.8+0.798 pumol H202 Edg/L, 1.41+0.120 mmol Trolox Eg/L ve
1.83+0.265 seklinde, A. microcephalus ekstrakt: ile muamalesi sonucunda TOS, TAS ve OSI
degerleri ise sirasiyla, 24.7+5.23 pumol H202 Eg/L, 1.44+0.114 mmol TroloksEg/L ve
1.71+0.233 seklinde tespit edilmistir. Hasara ugratilan serum orneklerinin ekstraktlarla
mualemesi sonucunda serumda olusturulan hasarin giderildigi sonucuna ulasildigi
soylenebilir.

C vitaminin OS] degeri ise 1,19 olarak tespit edildi. Serumda kullanilan esktrakt dozu
antioksidan analizlerinde kullanilan ekstrakt dozuna gore ayarlanmistir. Buradan yola
¢ikarak serumda olusturulan hasarin giderilmesinde bitki ekstraktlarinin gostermis oldugu
antioksidan aktiviteden kaynaklandig1 sdylenebilir. Eritrositlerde ve serum g¢alismalarinin
her ikisinde de antioksidan aktivitesi bilinen C vitamini kullanilmistir. Her iki ¢alismada da
oksidatif hasarin giderilmesinde C vitaminine yakin sonuglar elde edilmistir. Bu sonuglar
dogrultusunda A. plumosus ve A. microcephalus bitkilerinin iyi bir antioksidan koruyucu
oldugu sodylenebilir.

Literatiir taramalarinin sonucunda Astragalus tiirleri ile ilgili yapilan oksitadif hasar
caligmalart ile ilgili oksidatif hasarin giderilmesinde Astragalus tiirlerinin i¢eriginde bulunan
zengin flavanoid ve saponinlerden kaynaklandigi diisiincesini ortaya koymaktadir.

Bu calisma, A. microcephalus ve A. plumosus yaprak ekstraktlarinin antioksidan
etkilerinin; a-glukozidaz enzim inhibisyonu ve hemoliz inhibisyonun saglandigi, serumda

oksidatif hasarin giderildigini belirleyen ilk ¢alisma olup, ekstraktlarin bu etkinliklerinin

62



iceriklerinde bulunan tiim bilesenlerin katki verebilmis olabilecegi sonucuna
varilmistir. Biyoteknoloji alaninda yapilan bu ¢aligmalardan elde edilen miispet verilerle
bitkilerimizin  alternatif, tamamlayic1 bir iriin olarak gida ve ilag endiistrisine
adaptasyonunun saglanabilecegi, oksidatif hasarin sebep oldugu cesitli hastaliklara karsi

kullanilabilecegi ongdriillmektedir.
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5. SONUC VE ONERILER

1. Yaptigimiz bu ¢alismada A. microcephalus ve A. plumosus bitkilerinin yaprak ekstraktlari
su, etanol ve PBS’li ektraktlarinin 25 mg/mL konsantrasyonlarinda en yiiksek polifenol
icerige A. microcephalus’un etanollii ekstraktinda, en yliksek demir indirgeyici gii¢
aktivitesine 4. microcephalus’un PBS’li ekstraktinda, en yiiksek flavanoid igerige A.
microcephalus ’un sulu ekstraktinda rastlandi.

2. Ekstraktlarda en yiiksek DPPH aktivitisine A. microcephalus’un PBS’li ekstraktinda
rastlandi.

3. A. microcephalus ve A. plumosus bitkilerinin etanollii yaprak ekstraktlarinda a-glukozidaz
enzimini inhibe ettigi ve antidiyabetik etki gosterdigi sonucuna varildi. En yiiksek o-
glukozidaz aktviteye A. plumosus ekstraktinda rastlandi.

4. Yapilan hemoliz inhibisyonu g¢aligmasinda bitkilerin PBS’li yaprak ekstraktlarinin iig
farkli konsantrasyonu kullanildi ve artan bitki konsantrasyonuna goére hemoliz
inhisyonununda dogru orantili bir sekilde arttigi sonucuna varildi. Hemolizi inhibe etme
kapasitesi A. plumosus ekstraktinin 4. microcephalus’a gore daha fazla oldugu sonucuna
varild.

5. Serumda olusturulan oksidatif hasar bitkilerin PBS’li ekstraktlar1 ile inhibe edildigi
sonucuna varildi.

6. Bu bitkilerin igerigindeki saponinler izole edilip kimliklendirilebilir.

7. Calismada yer alan bitkilerle ilgili farkli ekstraksiyon yontemleri yapilarak antioksidan
etkinliklerinin karsilagtirmasi onerilir.

8. Bitkilerin a-amilaz enzimi inhibisyonu ile ilgili ¢alismalarin yapilabilecegi onerilir.

9. Bu bitkilerin farkli kisimlari ilgili antioksidan ¢alismalarinin yapilabilecegi 6nerilir.

10. Calisma hiicre kiiltiirii ve deneysel modellerle desteklenebilir.

11. Docking calismalariyla a-glukozidaz etken madde etkilesimi bakilabilir.
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