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ÖZET 

Beklenen yaşam sürelerinin uzaması ve modern hayatın insanlara kazandırdıkları ile 

beslenme şeklinde gerçekleşen değişiklikler ile maruz kalınan dış etkenlere bağlı 

olarak tüm dünyada yaygınlığı giderek artan pek çok hastalık pandemiler oluşturmak 

üzere insanlığı tehdit etmektedir. Tüm bu hastalıklar için öncelikli olarak koruyucu 

yöntem arayışları hastalık oluştuktan sonra ise kolay uygulanabilen ve etkili olan 

tedavi yöntemi arayışları devam etmektedir. Tedavi sürecinde kullanılan sentetik 

kimyasal ilaçların yan etkileri ve ulaşılabilirliğinin daha zor olması sebebi ile bu 

ilaçların yerine kullanılabilecek fitokimyasal bileşenlerin içerik araştırmaları ve 

etkinliklerinin tespitini belirleyen çalışmaların değeri artmıştır.  Ağır çevre şartlarında 

büyüyen bitkiler barındırdıkları çeşitli fitokimyasal bileşenler ile ön plana 

çıkmaktadırlar. Çalışmamızda Aksaray, Hasandağı civarında doğal yayılış 

alanlarından yetişen Trifolium arvense ve Medicago lupulina bitkilerinin sahip 

oldukları fitokimyasal bileşenler ile tedavide etkin olabilecekleri düşünülerek farklı 

özütlerinin (etil asetat ve metanol) biyolojik aktivitelerinin, enzim inhibisyon 

özelliklerinin ve hücre kültürü ile antikanser özelliklerinin araştırılması planlanmıştır. 

Tüm bu hedeflerle bitkilerimizin DPPH, ABTS, CUPRAC, FRAP, PBD ve MCA 

yöntemleri ile toplam fenolik içerik oranları ve flavonoid içerik oranları ve antioksidan 

aktivite kapasiteleri tespit edilmiştir. Bütirilkolin esteraz (BChE), asetilkolin esteraz 

(AChE), tirozinaz, α-amilaz ve α-glukozidaz testleri ile enzim inhibisyon aktivitelerini 

belirlemek için kullanılmıştır. Sonuçta tarafımızca yapılan çalışma ile Trifolium 

arvense ve Medicago lupulina bitkilerinin değerli bir fitokimyasal aktif kaynak olduğu, 

antioksidan aktivite kapasitesi ve enzim inhibisyon aktivitesi kapasitesi ile alzhemir, 

deri hastalıkları diyabet ve kanser hastalıkları gibi birçok hastalığın engellenmesi ve 

de tedavisinde kullanılabileceği düşünülmektedir.  

 

Anahtar Kelimeler: Antikanser Özelllik, Biyolojik Aktivite, Enzim İnhibisyonu, 

Fitokimyasallar, Medicago Lupulina, Trifolium Arvense.   
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Serap KÖKSAL BELLİKLİ 
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Department of Biotechnology and Molecular Biology  

Supervisor: Prof. Dr. Yavuz Selim ÇAKMAK  

ABSTRACT 

Due to the prolongation of life expectancy and the changes in the way of nutrition and 

the changes in the way of nutrition and the prolongation of life expectancy, many 

diseases that are increasing in prevalence all over the world threaten humanity to create 

pandemics. For all these diseases, the search for preventive methods continues, and 

after the disease occurs, the search for easily applicable and effective treatment 

methods continues. Due to the fact that the side effects and accessibility of synthetic 

chemical drugs used in the treatment process are more difficult, the value of studies 

determining the content research and determination of the effectiveness of 

phytochemical components that can be used in these drugs has increased. Plants 

growing in severe environmental conditions come to the fore with various 

phytochemical components that they contain..In our study, it was planned to 

investigate the biological activities, enzyme inhibition properties and anticancer 

properties of different extracts (ethyl acetate and methanol) of Trifolium arvense and 

Medicago lupulina plants, which grow in their natural distribution areas around 

Aksaray, Hasandağı, considering that they may be effective in treatment with the 

phytochemical components they contain. With all these goals, the total phenolic 

content ratios and flavonoid content ratios and antioxidant activity capacities of our 

plants have been determined by DPPH, ABTS, CUPRAC, FRAP, PBD and MCA 

methods. Inhibitory capacities of acetylcholine esterase (AChE), butyrylcholine 

esterase (BChE, α-amylase), tyrosinase and α-glucosidase enzymes have been 

determined to determine enzyme inhibition activities. As a result, it is believed that 

Trifolium arvense and Medicago lupulina plants are a valuable phytochemical active 

source, with their antioxidant activity capacity and enzyme inhibition activity capacity, 

they can be used for the prevention and treatment of many diseases such as alzhemir, 

skin diseases diabetes, and cancer diseases.  

 

Keywords: Anticancer Feature, Biological Activite, Enzym Inhibitions, 

Phytochemicals, Medicago lupulina, Trifolium arvense. 
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GAE  Gallik Asit Eşdeğeri 

GALAE  Galantamin Eşdeğeri 

GSH  Glutatyon 

GSH-RD  Glutatyon Redüktaz 

GSH-PX  Glutatyon Peroksidaz 

H2O2  Hidrojen Peroksit 

HNO3  Peroksinitröz Asit 

HO2  Hidroperoksil 

HOCl  Hipokloröz Asit 

KAE  Kojik Asit Eşdeğeri 

KOAH  Kronik Obstrüktif Akciğer Hastalığı 

M   Molar   

MCA  Metal Şelatlama 

mg   Miligram 

ml   Mililitre 
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1. GİRİŞ 

Canlılığın vazgeçilemez unsurları beslenme, barınma ve neslin devamıdır. Beslenme 

için en kolay şekilde elde edilebilen ve içeriği en kapsamlı olan kaynaklar her zaman 

tercih sebebidir. Canlılığın devamının sağlanması ve bu sürecin sağlıklı olarak 

geçirilmesi her zaman önceliklidir. Beslenmeyi sağlarken aynı zamanda besin 

kaynaklarının gerek hücresel yapıda gerekse organlar üzerinde iyileştirici etkisinin 

olması tercih sebebidir.   

2000’li yılların başından itibaren daha yoğun adını duyduğumuz fonksiyonel tıp 

yönünden bakış temeli sistemik biyolojiye dayanan bir bakıştır. Hastalıkların akut 

döneminde semptomların hissedilmesinin azaltılmasının rahatlatıcı etkisini kabul 

etmekle birlikte, hastalıkların oluşumunda yer alan sebepleri araştırmaya ve 

sebeplerin önlenmesine çalışır. Fonksiyonel tıp kişinin yaşam tarzında yer alan ve 

hastalıklara zemin hazırlayan faktörleri belirleyip bunların değiştirilmesini sağlayarak, 

koruyucu hekimliği ön plana çıkarır (Özkaya, 2021).  

Fonksiyonel tıp modeline göre kronik hastalıkların oluşum aşamasında fizyolojik 

sistemlerde oluşan işlevsel zayıflıklar ön plandadır. Fonksiyonel tıp, kronikleşen 

hastalıklara doğru ilerleyen süreci belirleyebilme ve fizyolojik sistemlerdeki 

zayıflıkları güçlendirerek hastalık sürecini tersine çevirebilme bilim ve sanatıdır (Türel, 

2019).  

Kronik sağlık sorunlarıyla başa çıkabilmek için fonksiyonel tıp; kişinin en iyi yaşamsal 

değerlere kavuşabilmesi için vücutta eksik olanı tamamlamayı ve en iyi yaşamsal 

değerlere kavuşabilmesi için bu duruma ulaşmaya önleyici olan faktörleri ortadan 

kaldırmayı amaçlar (Grisanti, 2013). 

Besinlerin ve beslenme şeklinin sağlık üzerindeki etkileri, diyet ile alınan gıdaların 

sağlığı olumlu yönde ilerletmesi şuuru, kişilerin yiyecek seçimlerini ve yeme 

davranışlarını şekillendirmektedir (Boluda ve Capill, 2017). Söz konusu bilinç artışı, 

gıda ve sağlıklı yaşam arasındaki ilişki bağlantısını araştıran çalışmaların artmasına 

olanak sağlamış ve fonksiyonel gıda tanımı literatüre eklenmiştir. Fonksiyonel gıdalar; 

yaşam için gerekli olan asıl gıda ögesi ihtiyaçlarını karşılamanın yanında, sağlığın 

geliştirilmesinde ve hastalıklardan korunmada görevli olan, biyoaktif faktörler ihtiva 
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eden gıda veya gıda tamamlayıcısı olarak ifade edilir. Fonksiyonel gıda, gıdanın tabii 

yapısında yer alan aktif bir bileşke halinde bulunmanın yanında, laboratuvar 

ortamındaki işlemler ile biyoaktif öğelerle içeriği artırılmış ve sağlık yönünden pozitif 

katkıları olan bir gıda da olabilir. Canlılığın sürekliliği için ihtiyaç duyulan gıda ve 

enerji unsurlarını ihtiva eden bütün gıdalar temelde fonksiyonel gıda olarak ifade 

edilebilir (Crowe ve Francis, 2013; Büyüktuncer, 2018).  

Son 40 yıldır gündemde olan fonksiyonel besin kavramı yeni bir kavram değildir. 

İnsanlığın varoluşundan beri kolay ulaşılabilirliği ile bitkisel kaynakların sağlıklı 

yaşamın devamını sağlamak amacıyla ve hastalıklarda tedavi edici olarak 

kullanıldığına dair kaynaklar mevcuttur. Bu konudaki en eski kaynaklar Sümerlere ait 

kil bir levhada günümüzden 5000 yıl önce yazılmış olarak tespit edilmiştir. Mısır, 

Yunan ve İslam medeniyetlerinden günümüze ulaşan birçok kaynaktada bitkisel 

kaynakların tedavi edici etkisinden faydalanıldığına dair bilgiler karşımıza 

çıkmaktadır (Süntar, 2020). 

 Sebze, meyve ve tahılların içeriğinde 8000 değişik fitokimyasal bileşen bulunduğu 

bilinmektedir (Yalçın, 2016). Günlük diyetle alınan meyvelerde ve sebzelerde bulunan 

fitokimyasallar vücudumuzu dejeneratif hastalıklardan korurlar (Çiçek, 2016).  

Fitokimyasal bileşenlerin alt sınıfları flavonoidler, izoflavonlar, indoller, karotenoidler, 

lignanlar, saponinler, monoterpenler, organosülfür bileşikleri ve polifenoller olarak 

tanımlanmaktadır. Antiinflamatuar, antibakteriyel, antiviral, antioksidan,  antitoksik, 

antifungal, antialerjik, antikarsinojenik, immünomodülatör, nöroprotektif ve 

antihipertansif aktivite sahibi fitokimyasal bileşenler vardır. Flavonoidlerin 

kardiyovasküler hastalıklar, hipertansiyon, diyabet, kanser ve osteoporoz ilk sıralarda 

gelmek üzere günümüzde pek çok hastalığın tedavisi amacıyla kullanıldığı 

bilinmektedir (Çiçek, 2016; Shandilya ve Sharma, 2017).  

Günümüzde son zamanlarda oksidatif stresin birçok kronikleşmiş hastalığın açığa 

çıkmasında aktif rol üstlendiği tespit edilmiş ve oksidatif stresin engellenmesi 

amacıyla antioksidan etkiye sahip fitokimyasal bileşenlerin kullanılması tavsiye 

edilmektedir (Yalçın, 2016). Fitokimyasal bileşenler, oksidanların ve reaktif oksijen 

türlerinin inhibe edilmesine yönelik enzim yapımını uyararak antioksidan aktivite 

ortaya koymaktadır. 
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Canlılığın sürdürülmesi için moleküler oksijen gereklidir. Tüketilen oksijenin girmiş 

olduğu metabolik reaksiyonlar sonucunda %1-3 ü ROS (Reaktif Oksijen Türleri) ne 

ve hücresel redoks reaksiyonları ile açığa çıkan RNS (Reaktif Nitrojen Türleri)ne 

dönüşür. ROS oluşumu konsantrasyonuna göre toksik olabilir (Seifried vd., 2007).  

Endojen karsinojenlerden çok bilinenleri oksijen ve nitrojen kaynaklı ROS ve RNS 

(Reaktif Nitrojen Türleri) olarak ifade edilen radikallerdir. İnsan vücudunda ROS ve 

RNS türleri düşük ve orta konsantrasyonlarda hücresel reaksiyonlar ve bağışıklık 

sisteminde koruyucu etkiler göstersede; yüksek konsantrasyonlarda hücre zarında 

oksidatif yönden tahrip geliştirir. Bu hasar sonrasında da kanser, diyabet, 

kardiyovasküler hastalık gibi oksidatif stres kaynaklı hastalıklar ortaya çıkar (Sies, 

1997; Pham-Huy vd., 2008). 

Antioksidan savunma mekanizmaları oksidatif stres aracılığı ile oluşan hücresel hasarı 

ve hastalıkları önleyici rol oynamaktadır. Antioksidanlar enzimatik olan veya 

nonenzimatik olan diye sınıflandırılabilir. Non-enzimatik antioksidanlar A, C ve E 

vitaminleri, alfa lipoik asit, koenzim Q10, karışık karotenoidler, glutatyon, farklı 

biyoflavanoidler, antioksidan mineraller (bakır, mangan, çinko ve selenyum) ve 

albümin, folik asit, ürik asit, B1, B2, B6 ve B12 vitaminleri gibi enzim tetikleyicileridir. 

Süperoksit dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz (GSH-PX), katalaz (CAT) ve 

glutatyonredüktaz (GSH-RD) dan oluşmakta olan grup ise enzimatik antioksidanlar 

grubudur. Normal yaşamsal koşullarda sinyal iletimini, bağışıklık cevabını ve 

proliferasyonun düzenlenmesini antioksidanlar gerçekleştirmektedir. ROS nin sebep 

olduğu diyabetik komplikasyonlar, kanser ve kardiyovasküler hastalıkların 

engellenmesi ve tedavi edilmesinde antioksidanlar iyi bir alternatiftir (Maritim vd., 

2003).  

Antioksidanlar, canlıdaki metabolik aktivitelerle oksidatif stres sonrası ortaya çıkan 

serbest radikaller tarafından tetikleyen reaksiyonları önleyen veya tamamen durduran, 

böylece hücre boyutundaki hasarı geciktiren ya da önleyen moleküllerdir. 

Vücudumuzda hücre içi ve hücre dışı alanda hem enzim özellikli hem de non-enzim 

özellikli antioksidanlar bulunmaktadır (Finaud vd., 2006; Nimse ve Pal, 2015). 

Enzimler ise metabolizmamızın ve canlılığımızın devamı için gerekli olan anahtar kilit 

mekanizmasına göre çalışan moleküller olup vücudumuzda birçok metabolik 

reaksiyonda ana rolü üstlenmektedirler. Enzimlerin gerek invitro gerekse invivo testler 
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ile aktivitelerini yavaşlatan veya tamamen durduran kimyasal bileşikler enzim 

inhibitörü olarak tanımlanırlar (Chauhan vd., 2012; Robin vd., 2018) Enzim 

inhibitörleri özellikle kronik hastalıkların oluşum mekanizmalarının netleşmesi ile ilaç 

sektörününde ilgi alanı haline gelmiştir. Biyokimya ve farmakoloji alanındaki 

ilerlemelerle keşfi artan enzim inhibitörleri hastalıkların tedavisi için 

kullanılmaktadırlar (Balbaa ve El Ashry, 2012). 

Canlı devamında hücrelerin çoğalması ve fonksiyonunu yitiren hücrelerin ortadan 

kaldırılması denge halinde görülmektedir. Dengenin çoğalma ya da ortadan 

kaldırılarak azaltılması yönünde değişmesi hastalıklar olarak karşımıza çıkmaktadır. 

Hücrelerin yanlış ve aşırı şekilde çoğalmaya başlaması DNA yapısındaki bozukluklara 

rağmen çoğalmaya devam etmesi etrafındaki ve uzak dokulara invazyonu olması doku 

ve organların fonksiyon kaybıyla ilerleyen morbiditesi yüksek ve tedaviyle 

engellenemez ise mortalite ile sonuçlanan hastalıkların genel adı kanserdir. Kanser 

hücrelerinin ortak özellikleri birçok çalışma ile tanımlanmış bu özellikler sırası ile 

hücre bölünmesinin sürekli olarak uyarılması, büyümesini baskılayan faktörlerin 

görev yapmaması, DNA yapısındaki bozukluk hücrenin ölümüne yani apopitozuna 

karşı direnç, büyümeye devam eden hücrelere yeni damar oluşumunun yani 

anjiyogenezin uyarılması ve yeni oluşan hücrelerin dokuya invazyon ve metastaz 

yapma yeteneğidir (Hanahan ve Weinberg, 2011). 

Kanser tedavisi için cerrahi müdahale radyo terapi kemoterapi ya da bunların 

kombinasyonu mevcut duruma göre tercih edilebilmektedir. Kemoterapötik ajanlar 

içerisinde yan etkisi az olan bununla birlikte hücre kanser hücresi üzerindeki etkisi en 

yüksek olan ajanlar tercih edilmektedir. Yan etkinin azaltılabilmesi amacıyla bitkisel 

kaynaklar öncelikle tercihtir ve çalışmalar bunun üzerine yoğunlaşmıştır. İnvitro 

ortamlarda gerçekleşen bitki ekstrelerinin hücre hatları üzerindeki etkileriyle ilaç 

geliştirme çalışmaları yönlendirilmektedir. 

Çalışmamızda kullanılan Medicago lupulina ve Trifolium arvense bitkileri ülkemizde 

ve ilimizde oldukça kolay bulunan bitkiler olup, halk arasında bilinen özellikleri ile 

tıbbi amaçla kullanımları göz önünde bulundurularak çalışmamız planlanmıştır. 

Fabecaeca ailesinden farklı türler ile çalışmalar yapılmış olsada literatür taramasında 

Medicago lupulina ve Trifolium arvense bitkileri ile ilgili yapılan çalışmalar 

bulunamamıştır. Bunun üzerine tez çalışmamız planlanarak Aksaray, Hasandağı 
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civarında doğal yayılış alanlarından 2020 yılı vejetasyon dönemlerinde toplanmış, 

gölgede kurutularak karanlık uygun ortamda saklanmış olan bitki örneklerimizin farklı 

özütlerinin (etil asetat, metanol) toprak üstü bölümlerinin antioksidan kapasitelerinin, 

enzim inhibisyon özelliklerinin ve hücre hattındaki hareketlerinin tanımlanması ile 

antikanser özelliklerinin belirlenmesi amaçlanmıştır. 
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2. LİTERATÜR ÖZETİ 

2.1 Fabaceae Familyası Genel Özellikleri 

 Orchidaceae ve Asteraceae familyalarından sonra yaklaşık 751 cins ve 19000 i aşkın 

tür ile en büyük üçüncü familya Fabaceae familyasıdır (Christenhusz ve Byng, 2016). 

Ağaçlar, çalılar, otsu bitkiler ve sarmaşık gibi farklı bitkisel formları içermekte olan 

familya geniş bir çeşitliliğe sahiptir. Bütün yeryüzünde geniş bir alana yayılış gösteren 

bitki türü otsu bitki türleri ve çalılar iken ağaçlar daha çok tropik bölgelerde yer 

almaktadır (Watson ve Dallwitz, 2008). Eski Çağlardan beri baklagiller bol yetişmesi 

ve çeşitliliği sebebi ile gıda ve tıbbi amaçlarla kullanılmışlardır. Çok yıllık otsu 

bitkilerle ekolojik dengeleyici özelliği ile baklagiller meraların bileşiminde yaygın 

olarak bulunmaktadırlar (Nyfeler vd., 2011; Gaba vd., 2015). Fabaceae ailesi 

öğelerinin çoğunluğu atmosferde yer alan azotu sabitleyebilme niteliğindeki 

bakterilerle birlikte mutualist yaşam şekli ile azot içeriği az seviyedeki topraklarda bile 

yetişebilmekte yüksek seviyede protein miktarına sahip olabilmektedir (Suter vd., 

2015; Vertes vd., 2015). Bu sayede gıda sektöründe ve hayvancılıkta zengin bir gıda 

kaynağı olabilmelerinin yanı sıra kullanılan gübre miktarınıda azaltmaktadırlar. 

 Medicago lupulina’nın sistematik şeması 

Medicago lupulina L. (Şerbetçiotu Yoncası) Fabaceae (Leguminosae) familyasına ait 

çok yıllık otsu bir bitkidir. Diğer medicago türleri gibi öncelikli olarak yem sanayinde 

kullanılmakla beraber ilaç ve süs bitkisi olarak da tercih edilmektedir. Toprak istekleri 

az olduğundan soğuğa dayanıklı kurak ve taş arazilerde yetişebilmektedir (Aşk, 1987; 

Davis, 1985). Isparta yöresinde yapılan bir çalışmada bitkinin adaptasyonunun çok iyi 

olup hızlı bir şekilde yayılma özelliği gösterdiği gözlemlenmiştir bu özelliği sebebiyle 

çimlere alternatif bir tür olabileceği belirtilmiştir (Gül vd., 2012).  Medicago türleri 

faydalı bileşenleri ve yüksek protein içeriği nedeniyle hayvanlarda yem olarak oldukça 

değerlidir (Yildiz; 2005). Bazı ülkelerde yaprakları yüksek protein içeriği sebebiyle 

çorba salata ve sandviçlerde tercih edilmektedir (Facciola S. 1990). 

Medicago lupulinan’ nın sistematik şeması aşağıdaki gibidir;   
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Kingdom: Plantae 

Subkingdom: Tracheobionta 

Division: Magnoliophyta 

Class: Magnoliopsida 

Subclass: Rosidae 

Order: Fabales 

Family: Fabaceae 

Genus: Medicago 

Species: Medicago lupulina 

 

Şekil 2.1 Medicago lupulina. 

 Trifolium arvense’nin sistematik şeması 

Trifolium arvense bir yıllık yaşam sürecinde dik ve yükselici büyüme özelliğine 

sahiptir, yaklaşık 5−30 cm uzamakta olan bir yonca türüdür. Morumsu veya pembe 

renkli çiçeklere sahip, 30 cm’ye kadar uzayabilen otsu bir bitkidir. Diğer tüm yoncalar 

gibi yaprakları sapsız 3 yaprakçığa bölünmüştür (Zohary, 1970). 
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Azotu sabitleme özellikleri ile düşük verimli topraklara ekildiği zaman toprağı daha 

verimli bir yöne çevirir. Türkiye de “tavşanayağı” olarak bilinen Triforium arvense, 

Kutup bölgeleri hariç Avrupa’nın birçok bölgesinde ve Batı Asya’da doğal olarak 

yetişir. Hayvancılıkta meralarda otlatma esnasında keçi ve koyunlar tarafından 

tüketilir (Çaçan vd., 2015). Azot fiksasyon bitkisidir ve düşük azotlu topraklarda örtü 

bitkisi olarak kullanılmıştır. Kumlu topraklarda güneşte en iyi şekilde büyür. Trifolium 

türleri, halk arasında küçük çocuklarda mide bağırsak hastalıkları, gut ve romatizma, 

yaraların tedavisi ve terleme durumlarında ayak bakımı için kullanılır (Baytop, 1999).  

Trifolium arvense’ nin sistematik şeması aşağıdaki gibidir; 

Kingdom: Plantae  

Subkingdom: Tracheobionta 

Division: Magnoliophyta  

Class: Magnoliopsida  

Subclass: Rosidae  

Order: Fabales  

Family: Fabaceae  

Genus: Trifolium  

Species:  Trifolium arvense 

 

Şekil 2.2. Trifolium arvense. 
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2.2 Serbest Radikaller  

Molekül diziliminde dış orbitalinde bir ya da daha fazla eşlenmemiş elektron taşıyan, 

enerjisi yüksek atomlar veya moleküller serbet radikallerdir (Halliwell ve Gutteridge, 

1985). Taşıdıkları eşlenmemiş elektronlar sebebi ile serbest radikaller reaksiyona çok 

kolay katılırlar ve bu durumları biyolojik sistemlerde önem taşır. Bir orbitalinde 

eşlenmemiş bir elektron taşıyan ve elektronları zıt yönde hareket etmekte olan 

bileşikler bu hareketlerinden dolayı manyetik alan oluşturmaktadırlar. Serbest 

radikaller reaksiyona girdikleri moleküllerden ya elektron alırlar veya elektron verirler 

(Valko vd., 2007).  

Serbest radikal kaynaklarının en önemlisi aerobik metabolizmaya sahip olan 

memelilerdeki oksijenin suya indirgenmesi esnasında yer alan tek elektron aktarılması 

ile oluşmakta olan reaktif partiküllerdir ( Reilly vd, 1991).  

Oksijenin indirgenmesi reaksiyonları (Denklem 2.1); 

O2 + H+ +e → HO2 hidroperoksil radikali 

HO2 → ++ O2 süperoksid radikali 

O2 + 2H+ +e → H2O2 hidrojen peroksid 

H2O2 + e → OH-+ OH hidroksil radikali 

OH +e +H → H2O 

(2.1) 

Hızlı bir şekilde hidrojen peroksit ve oksijen oluşturan süperoksid radikali kuvvetli bir 

indirgeyici ajandır. Süperoksit radikali linin protonla almış şekli olan hidroperoksil 

radikali daha kuvvetli bir oksidan moleküldür. Reaksiyon ortamında demir ve bakır 

gibi taşıyıcı metaller olmadığında oldukça sabit olan hidrojen peroksit ise zayıf bir 

oksidoredüktandır ve katalaz, glutatyon peroksidaz (GSHPx) enzimleri ile parçalanır 

(Gaelani vd., 1989). Süperoksid radikalinden ya da demir yolları ile hidrojen peroksit 

radikalinden oluşan lipid peroksidasyonunu uyaran başlıca radikal olan hidroksil 

radikalidir  (Halliwel vd., 1984).  

Miyeloperoksidaz (MPO) HEM içeren bir enzim olup fagosit sitoplazmasında yer alır 

hipoklorik asit (HOCI) oluşumunu katalize eder. Demir tuzları veya süperoksid 

radikali ile reaksiyona giren hipoklorik asit, hidroksil radikali oluşumunu sağlar 

(Simpson vd., 1993; Klebanoff vd., 1980).  
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Endojen serbest radikaller ile birleşerek nitrik oksit peroksinitrit radikalin 

oluşturmaktadır. Peroksinitrit radikalinden de kolaylıkla hidroksil radikali 

oluşabilmektedir. Elektron transport zinciri sırasında oksijenin suya indirgenmesiyle 

süperoksit radikali oluşur (Halliwell vd., 1993). Doymamış yağ asitlerinin ve 

ksenobiyotiklerin oksidasyonunda rol oynayan sitokrom p 450 ve sitokrom b 5 

reaksiyonları sırasında serbest radikaller oluşur (Jabs vd., 1995). D Aminoasid oksidaz, 

ürat oksidaz, acil-KoA oksidaz gibi enzimleri içermekte olan peroksizomlarda kuvvetli 

bir H2O2 kaynağıdırlar. Plazma membranında yer alan lipooksijenaz ve siklooksijenaz 

enzimlerinin katalize ettiği reaksiyonlar sonucunda serbest radikaller oluşmaktadır 

(Kellogg vd., 1977; Patel vd., 2018; Snezhkina vd., 2019). Tüm bu serbest radikaller 

reaktif oksijen türleri (ROS) adı altında toplanmaktadırlar. Nitrojen atomları ihtiva 

eden reaktif nitrojen türleri (RNS); Nitrojen dioksit (NO2), Nitrik oksit (NO-) ve 

radikal olmayan bileşikler, yani peroksinitrit (NO3
- ), peroksinitröz asit (HNO3) ve 

nitröz oksit (N2O) gibi endojen serbest radikallerdendir (Shields vd., 2021). 

Tüm bu ROS ve RNS ler endojen serbest radikallerdir. Hücre zar yapısında yer alan 

poliansatüre yağ asitlerinin okside edilmesini ihtiva eden lipit peroksidasyonu serbest 

radikaller tarafından başlatılır. Lipit peroksidasyonu birçok klinik tablonun 

patogenezinde rol oynamaktadır. İskemi hemoraji travma, kronik metabolik hastalıklar 

olan diyabet bazı karaciğer hastalıkları ve ateroskleroz bu hastalıklardan bazılarıdır 

(Jeroudi vd., 1994; Çetinkale vd., 1997; Konukoğlu vd., 1997; Taşçı vd., 1997).  

Çizelge 2.1. Reaktif oksijen türleri (ROS). 

Radikaller Nonradikaller 

Süperoksit O2 Hidrojen peroksit H2O2 

Hidroksil OH Hipokloröz asit HOCl 

Peroksil ROO Hipobromöz asit HOBr 

Alkoksil RO Singlet oksijen 1O2 

Hidroperoksil HO2 Ozon O3 

Lipid peroksil LOO  
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Çizelge 2.2. Reaktif nitrojen türleri (RNS).  

Radikaller Nonradikaller 

Nitrik oksit NO Nitrosil katyonu NO+           

Nitrojen dioksit NO2 Nitroksil anyonu NO-  

 Dinitrojen tetroksid N2O4 

 Dinitrojen trioksid N2O3 

 Peroksinitrit ONOO-   

 Peroksinitrik asit ONOOH 

 Nitronyum katyonu NO2 + 

 Nitril klorid NO2Cl 

 Alkil peroksinitrit ROONO 

2.3 Oksidatif Stres  

İnsan vücudunda yer alan antioksidan müdafa sistemi ve oksidan öncüllerinin 

düzeyleri arasındaki dengenin, oksidan öncüllerine yönelik bozulması oksidatif stres 

diye tanımlanır. Başka bir ifade ile dokuların yapısında yüksek değerlerde açığa çıkan, 

üretilen ROS’ların atılamayarak birikmesi ile metabolik sistemin reaktif ürünleri 

ortadan kaldırma kabiliyeti arasında dengesizlik oluşması ifadesidir (Forman ve Zhang, 

2021; Pizzino vd., 2017; Powers ve Jackson, 2008). Hücre düzeyinde oluşan oksidatif 

stres ile artan serbest radikaller biyomoleküllerden protein, nükleik asit, lipitlerin 

oksitlenmesi sonucu, protein yapısındaki DNA ve kodlanan bilgilerde bozukluk 

oluşmasına, arkasından hücre membran bütünlüğünün hasarı ile bozulmasına ve enzim 

aktivitesinin engellenmesine şeklinde çok fazla sonuç oluşmaktadır (Packer, 1997).  

Günümüzde sık görülen inflamasyon, romatoid artrit, damar sertliği, kanser, obezite, 

Alzheimer ve Parkinson gibi nörodejeneratif hastalıkların öngürülen asıl nedenleri 

içerisinde oksidatif stres yer almaktadır. Yarılanma ömürleri çok kısa olan serbest 

radikallerin rol aldığı oksidatif stres değerini doğrudan ölçmek mümkün değildir 

(Close vd., 2005). Bu sebepten bazı biyo-işaretleyici ajanlar kullanılarak protein, lipit 

ve DNA gibi önemli yapıların bozulmasının olup olmadığı veya ne kadar bir zarara 

maruz kaldıkları belirlenmektedir (Fisher-Wellman ve Bloomer, 2009). 

Nörodejeneratif hastalıklardan olan Alzheimer hastalığının (AD) ana nedeni 

lipoperoksidasyon sonucu membran fosfolipidlerinin azalmasıdır. Artan lipid oluşumu 

ile azalan antioksidan enzim aktiviteleri beyinde plak oluşumuna sebep olmaktadır. 

Alzheimer hastalarının beyin dokusunda ve beyin omurilik sıvısında akrolein, 

hidroksinonenal ve akrolein gibi oksidatif stres belirteci olan ajanlar gösterilmiştir. 

ROS üretimi ile birlikte nöronlarda glikoz taşıyıcısı GLUT3 ün, membran 
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proteinlerinin fonksiyonlarının, iyon transpotunun, glutamat taşıyıcılarının, Na+/K+ 

ATPaz pompasının, kinazların aktivitesinin bozulmasına sebep olarak nörodejeneratif 

hastalıkların oluşmasına yol açmaktadır (Pisoschi vd., 2015). 

Oksidatif stres vücutta hiperglisemiye sebep olarak hiperglisemide hücresel düzeyde 

oksidatif stresi artırarak diyabet hastalığı oluşumundaki kompleks mekanizmayı 

tetiklemektedir (West, 2000). Diyabette glukozun kendi kendine oksidasyonu yoluyla 

glikozillenmiş antioksidan enzimler ve proteinler oksijen radikallerini toksik etkisini 

ortadan kaldıramadıklarından radikal oluşumu artmaktadır (Wolff, 1993; Giugliano 

vd., 1995). Tüm bunlarla birlikte diyabette oksijen radikallerinin oluşumuna sebep 

olan farklı iki reaksiyon vardır. Bunlardan ilki glukoz metabolizması ile üretimi 

yükselen NADPH düzeyi sayesinde artmış glukoz seviyelerinin sitokrom P450 benzeri 

reaksiyonu stimüle etmesidir (Jain, 1989). İkincisi ise Tip 1 DM un ayırıcı niteliği olan 

ketozisin diyabeti olan hastalarda oksijen radikal üretimini artırmasıdır (Jain vd., 

1998). 

Çizelge 2.3. Oksidatif stresin sağlık üzerine etkileri (Barnes, 2020). 

Solunum Kardiyovasküler Eklem/Deri Nörolojik Çoklu sistem 

Astım Hipertansiyon Gut Alzheimer Diyabet 

KOAH Ateroskleroz Dermatit Parkinson Kanser 

Bronşit Kardiyomiyopati Romatoid Artrit Hafıza Kaybı Fibromiyalji 

 Anjino pektoris   Otoimmünite 

2.4 Antioksidanlar  

Antioksidan savunma sistemleri hücrelerde DNA, lipit ve protein gibi oksidasyona 

uğratabilecek moleküllerin serbest radikaller aracılığı ile oksidasyonunu engelleyen ya 

da geciktirilen maddeler olan antioksidanlardan oluşur. Serbest radikallere elektron 

transferi yaparak kararlı hale gelmelerini sağlayan antioksidanlar hücresel düzeyde 

hasarın önüne geçerler. Serbest oksijen radikallerini uyararak tutulmalarını sağlayarak 

ya da güçsüz bir moleküle çevirdikleri oksidanlar ile temizleme etkilerini gösterirler. 

Oksidanlara kattıkları bir hidrojen ile reaksiyon hızını da azaltarak baskılama etkilerini 

gösterirler. Flavonoidler ve vitaminler baskılama etkisiyle antioksidan özellik sağlarlar 

lipit protein ve DNA yapılarında oluşan hasarın onarılması ile antioksidanlar onarma 

etkisini gerçekleştirir. Serbest oksijen radikallerini bağlayarak ya da zincirlerini 

kırmak suretiyle işlevlerinin engellenmesini zincir koparma etkileriyle sağlarlar. 
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Antioksidanlar baskılama fonksiyonu, temizleme fonksiyonu, onarma fonksiyonu bir 

de zincir koparma fonksiyonu olarak 4 farklı mekanizma ile oksidasyonu engellerler 

(Valko vd., 2007). Antioksidanlar enzimatik olan ve olmayanlar olmak üzere 2 farklı 

sınıfa ayrılırlar ve bu 2 sınıf doğal antioksidanları oluşturular. Hücresel düzeyde 

üretilmekte olan antioksidanlar enzimatik olarak isimlendirilirken, vücuda beslenme 

ve diyet ile alınan antioksidanlar ise enzimatik olmayanlar olarak isimlendirilir. 

Katalaz süperoksit dismutaz ve glutatyon peroksidaz serbest radikallere karşı birinci 

basamak olarak üretilen ve enzimatik olan antioksidanlardır (Ighodaro vd., 2018). 

Antioksidanların beslenme ile vücuda alınan ve enzimatik olmayan çeşitleri tahıllarda 

yaygın olarak bulunan fenolik maddeler, vitaminlerden A, E ve C, meyve ile sebze, 

baharat ve kateşin, resveratrol ile kuersetin gibi flavonoidlerdir (Aslankoc vd., 2018; 

Lotito ve Fraga, 1998; Postaci vd., 2018). Günümüze kadar yapılan fazlaca çalışmada, 

enzim içerikli antioksidanların (SOD, CAT, GSH-Px) ve enzim içerikli olmayan 

antioksidanların (C Vitamini, E Vitamini, karotenoidler, lipoik asit ve diğerleri) 

hücreyi ve dokuları oksidatif stresin zararlarından koruyucu olduklarını ve çeşitli 

görevleri olduğunu göstermektedir (Kojo ,2004; Topsakal vd., 2016; Saygin vd., 2018). 

 

Şekil 2.3. Antioksidanların sınıflandırılması. 

Hücreyi buna bağlı olarak bütün vücudu oksidatif hasara karşı koruyan 

antioksidanların, insan vücudu tarafından üretilenlerinin etki mekanizmaları 

açıklandıkça sentetik antioksidanlara karşı ilgi ve çalışmalar artmıştır.  Yağların 
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oksidasyon mekanizmalarının basamak basamak irdelenmesi ile oksidasyonunu 

önlemek için sentetik antioksidan üretimi içim birçok çalışma başlatılmıştır. 1900 lü 

yılların ortalarından beri çok sayıda sentetik antioksidan madde üretilmesine rağmen 

günümüzde küçük bir bölümü kullanımdadır (Eken, 2007). Sentetik üretilen 

antioksidanlar doğal olanlarının en etkin olan sadece bir analoğu taklit edecek şekilde 

geliştirmektedirler. Bu sayede de doğal antioksidanlarla sinerjistik etki göstererek daha 

fazla aktivite sağlarlar. Günümüzde sentetik antioksidanlar özellikle gıdaların raf 

ömrünü uzatmak ve tazeliğini korumak amacıyla kullanılabilmektedir. Raf ömrünü 

uzatmak için bütillenmiş hidroksitoluen (BHT), bütillenmiş hidroksianisol (BHA) ve 

tersiyer bütilhidroksikinon (TBHQ) gibi doğal olmayan antioksidanlar gıdalara ilave 

edilmektedirler. 

Sentetik antioksidanlarla ilgili yapılan son çalışmalar toksik olabileceklerini 

maliyetlerinin yüksek olduğunu ve etkilerinin doğal doğal antioksidanlarla göre daha 

az olduğunu ortaya koymuştur. Tüm bu sonuçlarla doğal antioksidanların 

aktivitelerinin daha yüksek olduğu besinlerle alınabilmelerinden dolayı ekonomik 

olduğu gösterilmiş ve tercih sebebi olmuşlardır. Aynı zamanda doğal olmayan 

antioksidanların karaciğer, akciğer ve bağırsak hasarlarına sebep olduğu 

(Wanasundara ve Shahidi, 1998) ve karsinojenik özelliğe sahip olduğunun tespit 

edilmesi ile doğal antioksidanlara yönelik ilgi artmıştır. Bu ilgiyle birlikte bitkilerin 

antioksidan özelliklerinin araştırılmasını içeren çalışmalar hız kazanmıştır. 

2.5  Fitokimyasallar  

Bitkilerde yer alan bileşiklerin tıbbi amaçla kullanılan ve laboratuar ortamında üretilen 

kimyasal bileşiklere yapısal olarak benzerlik göstermesinin keşfi sonrasında ilaç 

sektörü bitkileri araştırmaya yönelmiştir bu yönelimle birlikte bitkisel ürünlere talep 

ve ilgi yoğunlaşmıştır (Bayram vd., 2010; Jose vd., 2018; Mohammed vd., 2018). 

Besin olarak tüketilmeyen fakat insan sağlığı için yararlı etkilere sahip bitkisel aktif 

bileşiklere fitokimyasallar denir (Visioli vd., 2000; Sevindik, 2018). En çok bilinen ve 

aktif olarak kullanılan fitokimyasal bileşenler fenolik bileşikler (polifenoller), 

flavonoidler, karotenoidler, tanenler, terpenler, terpenoidler, saponinler, kumarinler, 

tokoferoller, izotiyosiyanatlar, fitosteroller, sülfitler, sülforafanlar, alkaloidler, 

fitoestrojenler ve indollerdir (Fidan ve Dündar, 2007) . Bu bileşikler beslenmemizde 

mikro besin üyesi olarak bulunmaktadır (Cemeroğlu, 2004). 
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Fitokimyasallar hastalıklara karşı koruyucu olan antioksidan aktiviteye sahip 

bileşiklerdir (Vital vd., 2010). Fitokimyasallar antioksidan oldukları gibi metal 

iyonlarını şelatlaştırıcı, detoksifiye enzimleri stimüle ederek tümör oluşumunu 

başlatan ve sürdüren transkripsiyon faktörlerini baskılayıcı etki gösterirler (Verma vd., 

2009). Bunun yanında dejenaratif hastalıkları engelleyici, antiallerjenik, 

antienflamatuar, antimikrobiyal, antitrombotik (kanın pıhtılaşmasını engelleyici), 

antikarsinojen, antiaterojen (damar sertliğini önleyici), antiülser ve vasodilator (kan 

damarlarını dilate edici) bileşenler olarak reaksiyon yaparlar (Weisburger, 2000; 

Cemeroğlu, 2004; Halliwell, 2007).  

 

Şekil 2.4. Fitokimyasalların sınıflandırılması. 

POLİFENOLLER

FENOLİK ASİT

STİLBENLER

FLAVONOİDLER

ANTOSİYANİDİNLER

ŞALKONLAR

FLAVONOLLER

FLAVANOLLER

FLAVONLAR

FLAVANONLAR

İZOFLOVANONLAR

LİGNANLAR

ELLAGİK ASİT
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 Fenolik bileşikler  

Aromatik aminoasit metabolizması sırasında bitkilerden fenolik bileşikler adı verilen 

ikincil metabolitler sentezlenir. Söz konusu bileşikler farklı seviyelerde olmak üzere 

bitkilerin bütün kısımlarında bulunur bitkinin koku tat renk gibi özelliklerini verirken 

aynı zamanda antimikrobiyal, antioksidan ve farklı enzim inhibisyonu etkisi gösterirler. 

Metabolizmanın ihtiyaç duyduğu antioksidanların doğal kaynakları fenolik bileşikler, 

yapılarında bulundurdukları fenol halkasındaki OH grubu ile metallerle şelat 

oluşturma ve serbest radikallere bağlama etkisiyle antioksidan aktivitelerini gösterirler 

(Saldamlı, 1998; Verma vd., 2009). Fenolik bileşikler yapılarında bulunan fenol 

halkalarının sayılarına ve bu halkaları birbirine bağlayan yapılara göre sınıflara 

ayrılırlar.  

Genel bakış ile 

 Flavonoidler (antosiyanidinler, şalkonlar, flavonlar, flavonoller, flavanonlar, 

flavanoller (kateşinler) ve izoflavonlar),   

 Fenolik asitler, 

 Stilbenler, 

 Lignanlar diye sıralanırlar (Khan ve Dangles, 2014) 

 Flavonoidler  

Fenolik bileşikler içerisinde şelatlama özellikleri ile antioksidan aktivitelerini üst 

düzeyde gösteren grup flavinoidlerdir. flavonoidlerin en önemli özelliği insan 

vücudunda sentezlenememeleridir (Heim vd., 2002; Sivam vd., 2010) . 

Molekül yapılarındaki hidroksil gruplarının sayısı, üçlü karbon segmentinin 

oksidasyon düzeyi ve doymamışlık derecesi flavonoid molekülleri arasındaki farkı 

yaratmaktadır. Halka yapılarındaki bu farklılıklara göre antosiyanidinler, flavonlar ve 

flavonollar, flavanonlar, flavanoller (kateşinler) ve izoflavonlar olarak 

isimlendirilmektedirler (Saldamlı, 1998). Günlük diyet ile düzenli olarak 

tüketilmelerinin meme ve prostat kanseri insidansında azalma sağladığının tespit 

edilmesi, flavonoidlerin antioksidan ve antikarsinojen yani sitotoksik özellikleri ile 

ilişkilendirilmiştir (Moein vd., 2007; Jaganathan vd., 2014; Yiannakopoulou, 2014; 



 

17 

Sharma vd., 2015; Ahmed vd., 2016; Zhong vd., 2017; Çağlar vd., 2017). Aynı 

zamanda flavonoidlerin antienflamatuar, antiviral, antialerjik ve antiaging aktiviteye 

sahip oldukları bildirilmiştir (Shebis vd., 2013; Parhiz vd., 2015; Seo vd., 2016; Liang 

vd., 2017). Vitamin P maddeleri diye de isimlendirilen flavonoidlerin periferik kılcal 

damarlarda kanama ve çatlamaları engelleyici etkilerinin olduğu görülmüştür 

(Skowyra vd., 2014). 

Flavonoidlerin bir grubunu flaviliumkatyonu yapısında bulunduran ve glikozit 

yapısındaki aglikon adı verilen antosiyaninler oluşturmaktadır. Aglikon kısmında 

hidroksil grubu ve metoksi grubu birlikte yer alır ve metoksi grubu arttıkça kırmızı 

renk, hidroksil grubu arttıkça açık mavi renk almaktadır. Suda çözünebilen doğal 

pigmentler olup meyve sebze ve bitkilerde bulunabilmektedir (Kong vd., 2010; 

Nizamoğlu ve Nas, 2010). Antosiyanidinler içinde delfinidinler, peonidinler, 

siyanidinler, malvidinler, peonidinler, petunidinler ile pelargonidinler yer alır ve 

vücuttaki etkileri antimikrobiyal, antiviral, antienflamatuar, antialerjik, antimutajenik, 

antikanserojenik ve antidiyabetik, antioksidan, olarak sıralanabilir (Ghosh ve Konishi, 

2007).  

Rutin, apigenin, krisin ve luteolinden oluşan ve flavonoidler grubunun temel bileşeni 

flavonladır. Rutin kırmızı şarapta ve domateste bulunur ve kuarsetinni glikozit 

formudur. Kırmızı acı biberde luteolin, meyve kabuklarında krisin ve maydanoz ve 

kerevizde apigenin bulunur (Fidan ve Dündar, 2007). Soğan, lahana ve elmeda bol 

miktarda bulunan flavonoller ise bitkilerin içeriğinde en bol yer alan flavonoid 

grubudur ve kuarsetin, kaempeferol, mirisetin ve fisetin bunlardandır (Saldamlı, 1998; 

Ghosh ve Konishi, 2007). Flavonun dihidroksi türevi flavanondur ve naringenin, 

hesperetin önemli flavanonlar arasında bulunur. Naringeninin glikozidi olan 

naringinden greyfurtta hissedilen buruk acılık tadı alınır. Turunçgillerin kabuk 

kısmında ise hesperedin yoğun miktardadır (Saldamlı, 1998). Genistein, daidzein ve 

bunların glikozidleri olan genistin ve daidzin ise öne çıkan izoflavonlar olup 

flavonların izomeridirler ve soya fıstığı ve soya fasulyesinde bulunur (Pascual vd., 

2000; Cemeroğlu, 2004). Kateşinler flavonoidlerin besinlerdeki en yaygın grubudur. 

Ülkemizde üretimi çok yapılan ve tüketilen siyah çayda bulunan kateşinlerin %83 gibi 

yüksek bir oranda hidroksil radikalini yok etme kapasitelerinin olduğu belirtilmiştir 

(Li ve Xie, 2000). Kateşinler farklı bitkilerden izole edildikten sonra yapılan 
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çalışmalarda peridontal yani dişeti hastalıklarına sebep olan Porphyromonas gingivalis, 

Prevotella intermedia ve Actinobacillus actinomycetemcomitans gibi ajanların 

üzerinde antimikrobiyal etkinliği olduğu gösterilmiştir (Ho vd., 2001; Demir vd., 

2017). Farklı bir çalışmada epigallokateşin gallatın antikanser özellikleri 

incelendiğinde apoptozu indükleme etkisinin olduğu belirlenmiştir (Azam vd., 2004). 

 Enzim inhibisyonu 

Vücudumuzda metabolizmamızın ve canlılığımızın devamı için birçok biyokimyasal 

mekanizma bu mekanizmaların içerisinde de enzimler yer almaktadır. Genler 

tarafından şifrelenen enzimler, uzun zincirli aminoasit polimerlerinden oluşurlar ve 

farklı dizilimlerdeki aminoasitlerin biraraya gelmesi ile üç boyutlu yapıları meydana 

gelir  (Kılıç, 2002). Bu üç boyutlu yapıda aminoasitlerin bulundurdukları yan gruplar 

belli bir bölgede toplanırlar ve enzimin aktif bölge adı verilen enzime spesifik 

substratın bağlanacağı bilgeyi oluşturular. Enzimin katalizleyeceği reaksiyona uygun 

substratın aktif bölgeye bağlanması ile reaksiyon başlamaktadır (Robinson, 2015; 

Pérez de la Lastra vd., 2021). Aktif bölgede oluşan bağlanma ile kararsız yapıdaki 

enzim substrat ikilisinin kararlı hale gelmesi sağlanır ve bu sayede daha az enerji ile 

reaksiyon gerçekleşir (Gözükara, 1997; Gonzalez vd., 2003). 

Enzimlerin katalizlediği olaylar bazen hastalıklara sebep olabilmektedir. Enzim 

aktivitesinin az olması enzim eksikliğine bağlı hastalıklara sebep olabilirken, enzim 

aktivitesinin fazla olmasıda hastalıklara sebep olabilmektedir.  Enzim aktivitesinin 

fazla olduğu durumlarda "enzim aktivitesini azaltan veya yok eden" mekanizmalar 

olan enzim inhibitörleri kullanılmaktadır. Enzim inhibitörleri küçük moleküllü 

kimyasal bileşenler olarak enzimi inhibe ederek katalitik aktivitesini düşürebilirler 

(Chauhan vd., 2012 ). Enzim inhibitörü özelliği olan kimyasal moleküller, enzim 

biyosentezini azaltarak; enzim ya da kofaktörlerini parçalayarak; enzim 

konformasyonunda allosterik değişimler yaparak veya enzimle ilgili doku 

fonksiyonunu bozarak fonksiyonlarını yerine getirirler. Enzim inhibitörleri fizyolojik 

şartlarda ilaç gibi kullanılabilmektedir (Amtul vd., 2002). 
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2.5.3.1 Diyabetes mellitus ve enzim inhibisyonu  

İnsan vücudundaki karbohidratların sindiriminde ve metabolizmasında amilaz ve 

glukozidaz önemli rol oynayan enzimlerdir. Diyabet hastalığındaki tedavi edici 

özelliklerini anlayabilmek için her iki enziminde vücudumuzdaki işlevini iyi bilmemiz 

gerekmektedir.  Amilaz, ağızdaki tükürük bezleri tarafından ve pankreas tarafından 

ince bağırsağa üretilir ve salgılanır.  Ağızda, tükürük α-amilazı nişastaları daha küçük 

polisakkaritlere ve maltoza parçalayarak karbonhidrat sindirimi sürecini başlatır. 

Pankreas α-amilazı bu süreci ince bağırsakta sürdürür. Amilaz yemeklerin sindirilmesi 

ile gerçekleşen hızlı kanşekeri yükselmesinde çnemli rol oynamaktadır. 

Glukozidaz grubu enzimler, disakkaritler ve oligosakkaritler gibi kompleks 

karbonhidratların glukoz gibi daha basit şekerlere hidrolizini yani parçalanmasını 

katalize eden enzimlerdir. Glukozidaz inhibitörleri en çok ince bağırsakta bulunan 

glukozidaz enzimlerinin aktivitesini yavaşlatarak kompleks karbohidratların 

sindirimini ve emilimini geciktirerek yemekten sonra kan şekeri seviyelerinin daha 

yavaş yükselmesini sağlamaktadır. α-amilaz ve α-glukozidaz enzimlerinin inhibisyonu 

diyabet hastalığının yönetimi ve tedavisinde çok önemlidir (DeFronzo, 1999; Kimura 

ve Okuda, 2001; Han vd., 2003; Chiasson vd., 2004; Peña vd., 2004; Maki ve Pelkman, 

2008; Tappy ve Le, 2010). 

2.5.3.2 Alzheimer hastalığı ve enzim inhibisyonu 

Alzheimer hastalığının tedavisi için ana yaklaşım asetilkolinesterazın inhibisyonu ve 

bu sayede merkezi sinapslardaki ACh seviyesini arttırmak olmuştur. Yapılan 

çalışmalar asetilkolinesteraz inhibitörlerinin Alzheimer hastalarında sinaptik 

bölgedeki asetilkolin seviyesinin artması sağlayarak bilişsel yeteneğin 

arttırılabileceğini ve nöropsikiyatrik semptomların hafifletilbileceğini göstermektedir 

(Zarotsky, vd., 2003). Butirilkolinesteraz (BChE) bir serin hidrolaz vücuttaki esterlerin 

hidrolizini katalize etmektedir. Düşük asetilkolin katalitik etkinliği olan 

Butirilkolinesterazın geniş bir substrat kapsamı vardır. Butirilkolinesteraz enzimin 

inhibisyonu ile beyin asetilkolin düzeylerinin arttığını gösteren çalışmalar mevcuttur. 

Alzheimer hastalığında BChE, dengede tutucu bir faktör şeklinde görev alan enzimdir. 

(Ha, vd., 2020).   Anormal şekilde β-amiloid (Aβ) birikimi ile ilişkilendirilen BChE 
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gösterilmiştir. İlerlemiş Alzheimer hastalığınin tedavisi için çalışmalar, BChE 

inhibisyonunun potansiyel bir etken olduğunu öne sürmektedir. 

2.5.3.3 Hiperpigmentasyon ve enzim inhibisyonu 

Tirozinaz enzimi melanositlerdeki melanini vücutta üç farklı reaksiyonla kataliz eder: 

Birinci yol; tirozinin L-DOPA’ya hidroksilasyonu. İkinci yol; L-DOPA’nın 

dopakinon’a oksidasyonu, üçüncü yol ise insanlarda dopakinonun, siklizasyon ve 

oksidatif polimerizasyonu da içeren bir seri kompleks reaksiyonla melanine 

dönüşmesidir (Sugumaran, 1991). Melanin pigmentinin anormal üretimi insanlarda 

ciddi bir estetik problemdir.  Orta ve ileri yaşlarda genellikle sıkça rastlanır (Kalka vd., 

2000) Eksojen sebepler özellikle ultraviyole ışığa maruz kalma melasma, solar 

lentigines ve çil gibi pigmental anormalliklerin yaygın sebebidir (Maeda ve Fukuda, 

1991). Bazı ilaçlara ve kimyasallara maruz kalmanın yanı sıra belirli hastalıkların 

varlığı da hiperpigmentasyonla sonuçlanabilir. Tirozinaz enzim inhibitörlerini içeren 

depigmente edici ajanlar genellikle hiperpigmentasyon bozuklukların iyileştirilmesi 

için kullanılmaktadır (Kubo ve Yokokawa, 1992). 

2.5.3.4 Kanser ve antikanser özellikler 

Vücudumuzda yer alan hücrelerin çoğalma yeteneğinin bozulması, aynı zamanda 

sağlıklı olma özelliğini yitiren hücrelerin apopitoz yeteğinin kaybolması ile aşırı 

çoğalan anormal hücrelerin dokulara karşı artmış invaze olabilme yeteneği ile ilerleyen 

ve tedavi edilmez ise morbidite ve mortalite oranı yüksek olan hastalıkların genel adı 

kanserdir.  

Hanahan ve Weinberg yapılan çalışmalar ile işaret edilen ve incelenen kanser 

hücrelerinde ortak olarak bulunan özellikler ‘Kanserin Karakteristikleri’başlığı altında 

sıralanır.  Söz konusu özellikler hücre bölünmesinin sürekli indüklenmesi, büyüme 

baskılayıcı ajanlardan kaçınma, genomik yapıdaki kararsızlık, hücre ölümüne yani 

apopitoza karşı direnç, anjiyojenezin uyarılması sonucu invazyon ile metastaz yapma 

yeteneğidir (Hannan ve Weinberg, 2010; Hannan ve Weinberg, 2011). 

Kanser oluşumunda kalıtımsal faktörler, radyasyon, bazı virüsler, kimyasal maddeler 

ve besinler etkili olabilmektedir (Ruddon, 2007). 
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Kanser oluşumuna sebep olan ve ilgili mekanizmaları harekete geçiren herhangi bir 

medde ya da ajana karsinojen adı verilmektedir.  

Çizelge 2.4. Karsinojenlerin sınıflandırılması ve bu sınıflara ait örnekler (Schulz, 

2005). 

KARSİNOJEN TİPLERİ ÖRNEKLER 

Kimyasal karsinojenler Nikel, kadmiyum, arsenik, nitrozaminler, 

trikloroetilen, arilaminler, benzopiren, 

aflatoksinler, reaktif oksijen türleri 

Fiziksel karsinojenler UV radyasyon (özellikle UVB), 

İyonize radyasyon 

Biyolojik karsinojenler İnsan papilloma virüs, 

Epstein-Barr-Virüs, 

Hepatit B virüs, Helicobacter pylori, 

Schistosoma mansoni 

Endojen yapılanmalar DNA replikasyonu, reaktif oksijen türlerinin neden 

olduğu metabolik reaksiyonlar, kronik inflamsyon 

Kanserin hastalığının tedavisi için hastalığın evresine ve ilerlemesine göre bulunduğu 

yerin durumuna göre pek çok farklı müdahalenin bir araya gelmesi ile tedavi 

protokolleri düzenlenmektedir. Cerrahi tedavi, radyoterapi, kemoterapi ya da bu 

yöntmemlerin farklı kombinasyonları tercih edilmektedir. Lokal halde cerrahi ile 

kolayca vücuttan uzaklaştırılabilecek durumdaki lezyonların tedavisinde ilk tercih 

cerrahi müdahaledir. Çevre dokunun tamamen temizlenebilmesi için radyoterapi 

tedaviye eklenebilmektedir. Tüm bunların yanında lösemiler, lenfomalar, metastatik 

ya da lokal olarak ilerlemiş karsinomalar ve yumuşak doku kanserlerinin tedavisinde, 

cerrahinin ya da radyasyon tedavisinin de eşlik ettiği, kemoterapi tedavisi uygun 

olmaktadır.  Kemoterapi ajanları kimyasal ya da bitkisel kökenli antikanserojen ve 

sitotoksik özelliğe sahip ajanlardır. Bitkisel kökenli ajanlar bitkilerden saflaştırılarak 

akciğer, over, meme, testis gibi organların kanserlerinde ticari ilaç olarak kullanılan 

moleküller haline getiririlmektedirler. Söz konusu bitkilerden ilk karşımıza çıkanlar 

arasında Taxus brevifolia (taxol/paclitaxel) (Weaver, 2014), Podophyllum peltatum 

(podophyllotoxin), Vinca minor, Catharanthus roseus (vincristine, vinblastine, 

vinorelbine) (Thirumaran vd., 2007) ve bu ajanlara benzer özellik taşıyanlar 

sayılabilmektedir.  Bu çalışmada Medicago lupulina ve Trifolium arvense nin 

antikanser özelliklerini belirlenmesi amaçlanmıştır. 
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3. MATERYAL VE METOT  

3.1 Bitki Materyali   

Bitki örnekleri Aksaray, Hasandağı civarında doğal yayılış alanlarından 2020 yılı 

vejetasyon dönemlerinde toplanmış, gölgede kurutularak karanlık uygun ortamda 

saklanmıştır. Bitki örneklerinin teşhisi Dr. Bülent ESKİN ve Mustafa KESKİN 

tarafından yapılmıştır. 

3.2 Bitki Ekstratlarının Elde Edilmesi  

Bitki örneklerinden organik çözücüler kullanılarak özütler elde edilecek ve elde edilen 

özütlerin çözücü kısmı tamamen uçurularak özütler kurutulacak ve sonrasında 

antioksidan aktivitesi, enzim inhibisyon aktivitesi ve hücre kültürlerinde kullanılmak 

üzere stok çözeltiler (2 mg/ml konsantrasyonda) hazırlanacaktır. Hazırlan stok 

çözeltilerden ilgili analizler için ön denemeler yapılarak çalışılacak konsantrasyon 

aralıkları belirlenecektir. Kurutulmuş bitkiler blender yardımı ile öğütülerek toz hale 

getirilmiştir. Her bir bitki numunesi için toz hale getirilmiş 15’er gram örnek alındı 

200 ml’lik iki farklı çözücü (metanol ve etil asetat) ile bir balon joje içerisine aktarıldı 

ve karıştırıldı. Ardından toplamda bir saat sürecek şekilde 15’er dakikalık 4 tekrar ve 

her tekrar arasında 5’er dakikalık ara çalışma prensibiyle ekstraksiyon hazırlayabilmek 

için balonlar ultrasonikasyon cihazına yerleştirilmiştir. Ultrasonikasyon işlemi 

tamamlandıktan hemen sonra filtrasyon işlemine geçildi. Çözücüleri uzaklaştırılarak 

saf bitki özütüne ulaşmak için buharlaştırma aleti kullanıldı. Liyofilizasyon 

yönteminden ise bir başka çözücü olan suyu ortamdan uzaklaştırmak için 

yararlanılmıştır. Bu yöntemlerin tamamlanması ile her iki bitkimizden iki ayrı 

çözücüde metanol ve etilasetat özütlerimiz elde edilmiştir.  

3.3 Antioksidan Aktivite Metotları  

 Toplam fenolik içerik   

Küçük modifikasyonlarla Folin-Ciocalteu metodu ile özütlerin toplam fenolik 

içerikleri değerlendirilmiştir (Juranović Cindrić vd., 2011; Agbor vd., 2014). Kısaca, 

örnek stok çözeltlerinden 0,2 ml alınarak, 1,5 ml distile su ve 0,5 ml %7’lik Na2CO3 

eklenip karıştırıldı sonrasında 3 dakika bekletildi. Ardından 1 ml Folin-Ciocalteu 
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eklendi. Gallik asitin 12,5, 25, 50, 100 µg/ml konsantrasyonlarından standarta uygun 

şekilde alınıp işlemler aynı şekilde gerçekleştirildi. 0,2 ml methanol kör olarak örnek 

yerine konuldu. Arkasından 2 saat oda sıcaklığında karanlık bir ortamda inkübe edilen 

örnekler spektrofotometrede absorbansları 760 nm’de belirlendi. Değişik oranlarda 

yeşilden maviye giden renk değişimi örneklerin fenolik içeriklerine uygun şekilde 

gözlendi. Örneklerin ölçümleri 3’er tekrarlı olarak yapıldı. Örneklerin fenolik 

işerikleri Gallik asit eşdeğeri (GAE) olarak standardın absorbans konsantrasyon 

grafiğinden bulunan denklemin kullanılmasi ile tespit edildi. 

 Toplam flavonoid içerik  

Spektrofotometrik olarak total flavonoid içerik Arvouet-Grand vd. (1994)’e göre tespit 

edilmiştir. Metotta belirtildiği üzere, 1 ml özüt 1 ml %2’lik AlCl3 ile karıştırıldı. Kör 

örneğinde ise her örnek için hazırlanan 1 ml metanol ve 1 ml özüt eklenmiştir. Farklı 

konsantrasyonlarda hazırlanan Quercetin’in çözeltileri standard olarak kullanıldı. 10 

dakika oda sıcaklığında bekletilen örneklerin ardından 415 nm’de köre karşı 

absorbansları okundu. Örneklerin flavonoid içerikleri Quercetin eşdeğeri (QE) olarak 

standardın absorbans konsantrasyon grafiğinde belirtilen denklem ile tespit edildi. 

 DPPH serbest radikal giderme aktivitesi   

Küçük modifikasyonlarla Sarikurkcu vd. (2008)’in yöntemi ekstrelerin DPPH 

radikalini giderme aktivitesini belirlemek için yapılmıştır. Metoda uygun hali ile ilk 

başta DPPH’ın 4 mM’lık çözeltisi elde edilmiştir. Kör tüpüne metanol, kontrol tüpüne 

ise 1 ml metanol ve 1 ml DPPH çözeltisi konulmuştur. Örnekler hazırlanırken farklı 

konsantrasyonlarda hazırlanan 1 ml DPPH içerisine 1 ml özüt eklenmiş ve 30 dakika 

süre ile karanlık bir ortamda oda sıcaklığında inkübasyon için bekletilmiştir. Sürenin 

bitmesi ile 517 nm’de örneklerin, standart ve kontrollerin absorbans değerleri 

ölçülmüştür. Absorbans değerleri kullanılarak örneklerin özütlerin DPPH radikali 

inhibe etme oranları (%I) Denklem 3.1’e göre hesaplanmıştır:  

%I = 100 x (A0-A1) /A0 (3.1) 

(A0: Kontrolün absorbansı, A1: Özütün absorbansı) 
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Bununla beraber her bir özüt için radikalin %50’sinin inhibe edildiği konsantrasyon 

olan IC50 değerleri hesaplandı. 

 Demir indirgeme antioksidan gücü (FRAP)  

Söz konusu teknik bitki ekstrelerinin demir iyonlarını indirgeme kapasitesinin 

belirlenmesi temeline dayandırılarak yapılmıştır (Aktumsek vd., 2013). İlk olarak 31,2 

mg TPTz, 50 µl hidroklorik asit ve 10 ml distile su karışımı içinde çözdürülmüştür. 

Daha sonra 32 mg FeCl3 10 ml distile suda çözdürülmüştür. Son olarak 250 ml distile 

suya 4,1 ml asetik asit (%80) eklenmiş arkasından 0,66 gr sodyum asetat aynı çözelti 

içinde tamamı ile çözülünceye deyin karıştırılmıştır. Tampon, FeCl3 ile TPTz 10/1/1 

oranlarında karıştırıldıktan sonra 0,1 ml bitki özütü ile bu karışımın 2 ml’si karıştırılıp 

arkasından 30 dakika 30 ºC’de inkübe olması beklenmiştir. Troloks çözeltisinin farklı 

konsantrasyonları (200, 150, 100, 75, 50 ve 25 µg/ml) standart olarak ekstre yerine 

kullanılmıştır. Hazırlanan örneğin absorbans değerleri inkübasyon sonunda 593 nm’de 

okunup sonuçlar troloks eşdeğeri (TE) cinsinden tespit edilmiştir.  

 Bakır iyonları indirgeme aktivitesi (CUPRAC)  

Söz konusu teknik Apak vd. (2006)’den küçük değişikliklerle yapılmıştır. Teknik için 

sırasıyla, CuCl2, neocuproine ve amonyum asetat çözeltilerinin tek tek 1’er ml 

alınmıştır. Alınan çözeltilerin üzerine ise değişik konsantrasyonlardaki bitki ekstreleri 

ve standart BHT ile BHA’dan 0,5 ml ilave edilmiştir. Arkasından tüplerin hepsine 1’er 

ml distile su eklenmiştir. Son aşamada oda sıcaklığında ve karanlık bir yerde, 30 

dakika bekletildikten sonra 450 nm’de köre karşı absorbans değerleri belirlenerek 

sonuçlar troloks eşdeğeri (TE) türünden tespit edilmiştir.  

 ABTS radikal süpürme aktivitesi  

Ufak bir değişiklikle ABTS katyon radikaline karşı temizleme aktivitesi, Re vd. 

(1999)’nın yöntemine göre ölçülmüştür. Kısaca ABTS radikal katyonu, 2,45 mM 

potasyum persülfat ile 7 mM ABTS çözeltisinin tepkimeye girmesi ve çözeltinin 

karanlık ortamda oda sıcaklığında 12-16 saat bekletilmesiyle elde edilmiştir.   Deneyde 

öncelikle, ABTS çözeltisi metanol ile 734 nm'de 0,700±0,02 absorbansa seyreltilmiştir. 

ABTS solüsyonu içine (2 ml) numune solüsyonu (1 ml) ilave edilip karıştırıldı. Örnek 

absorbansı, oda sıcaklığında 30 dakikalık bir inkübasyonun arkasından 734 nm'de 
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okunmuştur. ABTS radikal katyon süpürme aktivitesinin değeri, troloks eşdeğerleri 

(mgTEs/g) olarak belirlenmiştir. 

 Toplam antioksidan kapasite  

Cakmak vd. (2012)’ne göre fosfomolibdenum metodu uygulanmış ve total antioksidan 

kapasitenin belirlenmesi sağlanmıştır. Test için her biri değişik 3 çözelti hazırlanarak 

arkasından karıştırılarak reagent çözeltisi elde edilmiştir. 4 mM amonyum molibdat, 

28 mM sodyum fosfat ve 6 M sülfürik asit çözeltilerinin birleştirilmesi karışım 

çözeltisi oluşturulmuştur. Akabinde 0,1 ml özüt üzerine bu karışımdan farklı 

konsantrasyonlardaki (0,0625-1 mg/ml) askorbik asit çözeltileri3 ml alınarak ilave 

edilmiştir. Kör çözeitisini elde etmek içinse 0,3 ml metanol eklenmiştir. Arkasından 

elde edilen çözelti tüpleri 90 dakika ve 95 ºC’de inkübe edildikten sonra 695 nm’de 

absorbans değerleri okunup sonuçlar troloks eşdeğeri (TE) cinsinden tespit edilmiştir.   

 Metal şelatlama aktivitesi   

Çalışmamızda kullandığımız her iki bitki için metal şelatlama yetenekleri ferrozin 

metodu ile elde edilmiştir. Elimizdeki özütler ferrozin kullanılarak FeCl2 ile 

reaksiyona tabii tutularak ortamdaki demir (II) varlığı tespit edildi.  Deneyin 

devamında absorbanslar 562 nm’de ölçülmüştür. Aynı işlemler EDTA içinde yapılarak 

elde edilen sonuçlar EDTA eş değer (mg EDTA/g) olarak belirlendi (Uysal vd., 2017).  

3.4 Enzim İnhibisyon Testleri  

 Kolinesteraz inhibisyonu  

Ellman metodu kullanılarak Kolinesteraz (ChE) inhibitör aktivitesi ölçülmüştür 

(Aktumsek vd., 2013). Örnek çözeltisi (50 µL) DTNB (125 µL) ve asetilkolinesteraz 

(veya bütirilkolinesteraz) çözeltisi (25 µL) Tris-HCl tamponu (pH 8,0) içerisinde 

birleştirildi. Arkasından 96 kuyucuklu mikroplaka içerisinde 25 ℃’de inkübasyonu 15 

dakikada yapıldı. Reaksiyon asetilkolin iyodinin veya bütirilkolin klorid ilavesiyle 

başlatılmıştır. Aynı şekilde her bir özüt için, kör enzim içermeyen bir tüp olarak 

hazırlanmıştır. Örnek ve kör absorbansları 405 nm’de 25 ℃’de 10 dakika 

inkübasyonun arkasından okunmuştur. Kolinesteraz inhibitör aktivitesi galantamine 

eşdeğer (GALAE) olarak belirlenmiştir.  
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 Alfa-amilaz inhibisyonu   

Caraway-Somogyi iyodin/potasyum iyodid (IKI) metodu ile α-amilaz inhibitör 

aktivitesi elde edilmiştir (Yang vd., 2012). Örnek çözeltileri (25 µL) α-amilaz çözeltisi 

ile (50 µL) fosfat tamponunda (pH 6,9; 6 mM sodyum klorid) 96 kuyucuklu mikroplate 

içinde birleştirilmiştir. Karışım 37 °C’de 10 dakika inkübasyona bırakıldı. Bu 

inkübasyondan sonra reaksiyonun başlaması nişasta çözeltisi (50 µL, %0,05) 

eklenmesi ile gerçekleşti. Aynı zamanda enzim içermeyen kör çözeltisi hazırlandı. 

Reaksiyon karışım çözeltisi 10 dakika 37 °C’de inkübe edilip HCl (25 µL, 1 M) 

eklendiğinde reaksiyon durduruldu. Bunun devamında iyodin-potasyum iyodid 

çözeltisi (100 µL) eklendi. Örnek ve kör absorbansları 630 nm’de okunarak α-amilaz 

inhibitör aktivitesi değerleri akarboz eşdeğeri (ACAE) olarak belirlendi.  

 Alfa-glukozidaz inhibisyonu   

Palanisamy vd. (2011)’nin tekniğine uygun olarak α-glukozidaz inhibitör aktivitesi 

belirlenmiştir. 96 kuyucuklu mikroplate içinde örnek çözeltisi (50 µL), glutatyon (50 

µL), α-glukozidaz çözeltisi (50 µL) fosfat tamponu (pH 6,8) ve PNPG (50 µL) çözeltisi 

karıştırılmış ve 37 °C’de15 dakika inkübasyona bırakıldı. Enzim içermeyen bir kör 

aynı işlemlerle hazırlandı. Hazırlanan çözeltiye sodyum karbonat (50 µL, 0,2 M) 

eklendiğinde reaksiyonun durması sağlandı. Örnek ve kör absorbansları 400 nm’de 

okunarak α-glukozidaz inhibitör aktivitesinin seviyesi akarboz eşdeğeri (ACAE) 

olarak verilmiştir.  

 Tirozinaz inhibisyonu 

Tirozinaz inhibitör aktivitesinin belirlenmesi substrat olarak L-DOPA kullanılarak 

dopachrome metodu ile gerçekleştirilmiştir (Orhan vd, 2012). 15 dakika 25 °C’de 

inkübasyona bırakılan örnek çözeltisi (25 µL), tirozinaz çözeltisi (40 µL) ve fosfat 

tamponu (100 µL, pH 6,8) ile 96 kuyucuklu mikroplate içerisinde karıştırılmıştır. 

Çözeltinin reaksiyonu L-DOPA (40 µL) eklenmesiyle başlatılmıştır. Aynı işlemler ile 

enzim içermeyen kör çözeltisi hazırlanmıştır. Örnek ve kör çözeltileri 10 dakika 

25 °C’de inkübe edildikten sonra absorbanları 492 nm’de okunmuştur. Sonuçları kojik 

asit eşdeğeri (KAE) olarak tirozinaz inhibitör aktivitesi değeri olarak verilmiştir. 
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3.5 Hücreler ve kültür koşulları 

Çalışmada Şap Enstitüsü’nden temin edilerek stoklanan Hela kanser hücresi ile normal 

fare fibroblast hücresi %10 FBS ve %1 glutamin ile desteklenmiş DMEM besiyerinde 

çoğaltılacaktır. Hücreler %5 CO2’li atmosferde 37 °C’de inkübe edilecek ve %0,25 

tripsin, %0,03 EDTA karışımı ile kaldırılarak 1:2 ya da 1:3 oranında olacak şekilde 

pasajlanarak üretimleri gerçekleştirilecektir. Durumları inverted mikroskop ile günlük 

olarak kontrol edilecektir. Bu şekilde hücreler ilgili antikanser aktivite analizlerine 

hazır hale getirilecektir. 

 MTT metodu ile bitki ekstrelerinin antikanser ve sitotoksik etkinliklerinin 

saptanması 

MTT metodu kullanılarak bitki ekstrelerinin sitotoksik etkileri incelenecektir.  MTT 

testi canlı hücrelerdeki metabolik aktiviteyi, hücrelerin mitokondriyal dehidrogenaz 

enzimi aracılığı ile MTT’yi parçalayarak, çözülebilir formazan kristalleri oluşturması 

prensibine dayanarak yapılmaktadır. Hücreler stoktan açılarak 25 cm2 flasklara 

ekilip, %80-90 oranında konfluent olduğunda tripsinizasyon ile kaldırılıp 1x104 

hücre/kuyucuk olacak şekilde 96 kuyucuklu steril platelere ekilmiştir. 24 saatlik süre 

ardından besiyerleri uzaklaştırılıp ve her bir ekstre için literatürle uyumlu aralıkta 

olacak şekilde uygulama yapılacak ve sitotoksik doz bulunmaya çalışılmıştır. 

Ardından plateler belirlenen inkübasyon inkübasyon süresince %5 CO2’li atmosferde 

37°C’lik etüvde inkübasyona bırakılmıştır. İnkübasyon süresinin ardından 

kuyucuklardaki besiyerleri çekilip 20 μl serumsuz besiyeri üzerine 90 μl MTT 

solüsyonu eklenecek ve ortalama 4 saat inkübasyona bırakılmıştır. İnkübasyon 

sonunda plaklardaki besiyeri uzaklaştırılıp, formazan kristalleri 100 μl DMSO ile 

çözdürüldükten sonra absorbans değerleri 4nm dalga boyunda miktoplate reader ile 

ölçülerek kaydedilmiştir. Hücreli kuyucukların ortalama değeri ile hücresiz 

kuyucukların ortalama değerlerinin farkı alınacak ve formüle uygulanarak yüzde 

canlılık hesaplanmıştır. Okunan değerlere göre elde edilen grafiğin eğrisinden 

kültürün %50’sini öldüren eden doz (IC50) belirlenmiştir. Gruplar arasındaki farklılık 

istatistiki olarak belirlenmiştir. Kanser hücre hattında yapılan çalışmaların tümü için 

sağlıklı kontrol grubu olarak L929 fare fibroblast hattı kullanılmıştır. 
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4. ARAŞTIRMA BULGULARI VE TARTIŞMA  

4.1 Antioksidan Aktivite Bulguları  

Çalışmamızda kullandığımız Medicago Lupulina ve Trifolium arvense bitkilerinin etil 

asetat ve metanol kullanılarak hazırlanmış özütlerinin toplam fenolik ve flavonoid 

içerikleri de belirlenmiştir. DPPH, ABTS, CUPRAC, FRAP ve PBD testleri yapılarak 

antioksidan aktivitelerini belirlemek için örneklere toplam antioksidan kapasite testi, 

yapılmıştır. Bitkilerin yapısında yer alan polifenollerin açığa çıkmasını en iyi sağlayan 

çözücüler polar çözücülerdir ve metanol polar çözücüler arasında ikinci sırada yer 

almaktadır. Etil asetat ise polaritesi düşük olmasına rağmen örneklerin yapısında yer 

alan sekonder metabolitleri oldukça kolay şekilde açığa çıkarmasından dolayı tercih 

edilmektedir (Abubakar ve Haque, 2020). Bitki özütleri hazırlanmasında polaritesi 

yüksek çözücüler çözücünün sahip olduğu polar yapı ile antioksidan özellikteki 

moleküllerin polar bölgeleri içerisinde gerçekleşen etkileşim sebepli öncelikli tercihtir 

(Boeing vd., 2014).  Kimyasal analizlerde bir maddenin spesifik bir biyolojik ya da 

biyokimyasal fonksiyonu inhibe etme gücünün bir göstergesi olan IC50 

konsantrasyonları da test edilmiş olup sonuçlar troloks eşdeğeri cinsinden 

belirlenmiştir. IC50 konsantrasyonları düşük seviyelerde ise daha yüksek antioksidan 

kapasiteyle bağlantılı olmaktadır. IC50 konsantrasyonları bakımından test edilen 

metotların sonuçları Çizelge 4.1 ve 4.2 ile Şekil 4.1 ve 4.2’de verilmiştir.  

Çizelge 4.1. Medicago lupulina antioksidan aktivite (IC50) konsantrasyonları sonuçları. 

Özütler DPPH IC50 

(mg/ml) 

ABTS 

IC50 

(mg/ml) 

CUPRAC 

IC50 

(mg/ml) 

FRAP 

IC50 

(mg/ml) 

PBD IC50 

(mg/ml) 

MCA IC50 

(mg/ml) 

Medicago 

lupulina-EA 

15,11±0,75* 3,60±0,02* 1,71±0,01* 1,84±0,03* 2,048±0,08* 2,07±0,03* 

Medicago 

lupulina-

MEOH 

5,61±0,02 2,18±0,02 2,50±0,01 2,06±0,02 3,345±0,05 2,36±0,03 

*Üç paralel analizin ortalaması±standart sapma 
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Şekil 4.1. Medicago lupulina antioksidan aktivite (IC50) konsantrasyonları grafiği.  

Çizelge 4.2. Trifolium arvense antioksidan aktivite(IC50) konsantrasyonları sonuçları. 

Özütler DPPH IC50 

(mg/ml) 

ABTS IC50 

(mg/ml) 

CUPRAC 

IC50 

(mg/ml) 

FRAP IC50 

(mg/ml) 

PBD IC50 

(mg/ml) 

MCA IC50 

(mg/ml) 

Trifolium 

arvense-

EA 

8,18±0,37* 5,05±0,15* 1,85±0,05* 1,52±0,02* 1,972±0,07* 3,37±0,11* 

Trifolium 

arvense -

MEOH 

1,14±0,00 1,04±0,00 0,69±0,00 0,58±0,00 2,242±0,13 2,40±0,30 

*Üç paralel analizin ortalaması±standart sapma 

 

Şekil 4.2. Trifolium arvense antioksidan aktivite (IC50) konsantrasyonları sonuçları. 

 Medicago lupulina ve Trifolium arvense toplam fenolik içerik (TPC) 

Çalışmada Medicago lupilinadan elde edilen etil asetat ve metanol ekstrelerinin toplam 

fenolik içerikleri belirlenmiştir. 
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Medicago lupilinanın toplam fenolik içerikleri etilasetat ve metanol ekstrelerinde 

sırasıyla 23,02 mg GAE/g özüt ve 16,72 mg GAE/g özüt olarak belirlenmiştir (Çizelge 

4.3, Şekil 4.3).  

Medicago lupulina ile Kicel ve Olszewska-15 tarafından yapılan çalışmada farklı 

fraksiyonlardaki fenolik içerikleri 6,6-162,4 mgGAE oranları arasında değiştiği 

gösterilmiştir ve değerler birbirine uymaktadır.  Pamukçu vd. (2017) tarafından 

yapılan çalışmada Medicago murex var. murex’ den hazırlana özütlerin toplam fenolik 

içerikleri 83,70 – 163,93 mg GAE/g özüt değerleri içinde seyrettiği belirlenmiş ve 

bütün çalışmalarda birbiri ile uyumlu değerler olduğu görülmüştür. Medicago 

polymorpha ile ilgili yapılan çalışmada toplam fenolik madde içeriği 85,75±4,30 mg 

GAE/g yaş bitki değeri ile en yüksek fenolik madde içeren bitkilerdendir (Khan vd., 

2016). Türkiye de doğal yayılışa sahip olan Medicago rigidula için Çakmak vd., (2017) 

tarafından yapılan çalışmada toplam fenolik içerik 79,61 mg GAE/g özüt düzeyinde 

tespit edilmiştir. Medicago cinsi ile yapılan diğer çalışmalara göre Medicago lupulina 

nın fenolik içeriğinin daha düzük olduğu tespit edilmiştir. 

Çizelge 4.3. Medicago lupulina TPC (mg GAEs/g özüt) sonuçları. 

Özüt TPC (mg GAEs/g özüt) 

Medicago lupulina-EA 23,02±0,65* 

Medicago lupulina-MEOH 16,72±0,41 

*Üç paralel analizin ortalaması±standart sapma 

 

Şekil 4.3. Medicago lupulina toplam fenolik içerik grafiği. GAE: gallik asit eşdeğeri.   

Çalışmamızda Trifolium arvense’nin etil asetat ve metanol ekstrelerinin toplam fenolik 

içerikleri belirlenmiştir.  
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Trifolium arvense nin toplam fenolik içerikleri etilasetat ve metanol ekstrelerinde 

sırasıyla 25,98 mg GAEs/g özüt ve 47,46 mg GAEs/g özüt olarak tespit edilmiştir. 

(Çizelge 4.4, Şekil 4.4).  

Çizelge 4.4. Trifolium arvense TPC (mg GAEs/g özüt) sonuçları. 

*Üç paralel analizin ortalaması±standart sapma 

 

Şekil 4.4. Trifolium arvense TPC (mg GAEs/g özüt) sonuçlar. GAE: gallik asit 

eşdeğeri. 

 Medicago lupulina ve Trifolium arvense özütlerinin toplam flavonoid içeriği  

Medicago lupulina’nın etilasetat ve metanol özütlerinde yapılan çalışmada toplam 

flavonoid içerikleri etilasetat ve metanol ekstrelerinde sırasıyla 7,69 mg GAE/g özüt 

ve 11,44 mg GAE/g özüt olarak bulunmuştur (Çizelge 4.5, Şekil 4.5).  

Medicago murex ile yapılan çalışmada etil asetat özütünde flavonoid içerik tespit 

edilememiş olsada flavonoid içeriklerinin araştırılması sonucunda metanol özütünde 

26,05 µg QE/g özüt oranında su özütünde ise 24,48 µg QE/g özüt oranında toplam 

flavonoid içeriği olduğu tespit edilmiştir. M. sativa, M. segitalis, M. scutelata, M. 

rigidula, M. tornata, M. truncatula, ve M. minima türlerinde toplam flavonoid içerik 

5-12 mg CEQ/ g kuru bitki olarak (Rodrigues vd., 2013) bulunduğu görülmüştür.  
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Medicago rigidula için Çakmak vd., (2017) tarafından yapılan çalışmada toplam 

flavonoid içeriği 27,38 µg QE/g özüt olarak tespit edilmiştir. Medicago murex ve 

Medicago rigidula ya göre çalışmamızdaki Medicago lupulina’nın değerleri daha 

düşük bulunmuştur.  

Çizelge 4.5. Medicago lupulina TFC (mg REs/g özüt) sonuçları. 

Özüt TFC (mg REs/g özüt) 

Medicago lupulina-EA 7,69±0,13* 

 Medicago lupulina-MEOH 11,44±0,23 

 *Üç paralel analizin ortalaması±standart sapma 

 

Şekil 4.5. Medicago lupulina toplam flavonoid içerik grafiği RE: rutin eşdeğeri.    

Çalışmamızda Trifolium arvense’nin etil asetat ve metanol özütlerinin flavonoid 

içerikleri sırası ile 13,73±0,23 mg REs/g özüt ve 42,28±0,40 mg REs/g özüt olarak 

bulunmuş metanol özütünde etilasetata göre daha yüksek tespit edilmiştir (Çizelge 4.6, 

Şekil 4.6).  

Çizelge 4.6. Trifolium arvense TFC (mg REs/g özüt) sonuçları. 

Özüt TFC (mg REs/g özüt) 

Trifolium arvense-EA 13,73±0,23* 

Trifolium arvense-MEOH 42,28±0,40 

*Üç paralel analizin ortalaması±standart sapma 
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Şekil 4.6. Trifolium arvense Toplam flavonoid içerik grafiği RE: rutin eşdeğeri.    

 Medicago lupulina ve Trifolium arvense özütlerinin DPPH radikal süpürme 

aktivitesi 

Medicago lupulina bitkisinin DPPH yöntemi ile serbest radikal giderme aktivitesi 

araştırıldığında etilasetat ve metanol ekstrelerinde sırası ile 3,58±0,18 mgTEs/g özüt 

ve 9,64±0,03 mgTEs/g özüt inhibisyon göstermiştir. Metanol özütü daha yüksek 

aktivite göstermiştir(Çizelge 4.7, Şekil 4.7).  

Çizelge 4.7. Medicago lupulina DPPH (mg TEs/g özüt) sonuçları. 

Özüt DPPH (mg TEs/g özüt) 

Medicego lupulina-EA 3,58±0,18* 

Medicago lupulina-MEOH 9,64±0,03 

*Üç paralel analizin ortalaması±standart sapma 

 

Şekil 4.7. Medicago lupulina DPPH içerik grafiği TE: troloks eşdeğeri. 
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Trifolium arvense’nin etilasetat ve metanol özütlerinde yapılan DPPH yöntemi ile 

serbest radikal süpürme etkisine bakıldığında sırası ile 6,62±0,30 mg TEs/g özüt ve 

47,37±0,20 mg TEs/g özüt değerleri bulunmuş ve metanol özütü daha yüksek değer 

vermiştir(Çizelge 4.8, Şekil 4.8).  

Çizelge 4.8. Trifolium arvense DPPH (mg TEs/g özüt) sonuçları. 

Özüt DPPH (mg TEs/g özüt) 

Trifolium arvense-EA 6,62±0,30* 

Trifolium arvense-MEOH 47,37±0,20 

*Üç paralel analizin ortalaması±standart sapma  

 

Şekil 4.8. Trifolium arvense DPPH içerik grafiği TE: troloks eşdeğeri. 

 Medicago lupulina ve Trifolium arvense özütlerinin ABTS radikali süpürme 

aktivitesi  

Medicago lupulina bitkisinin etil asetat ve metanol özütleri için ABTS radikal süpürme 

aktivitsine değerlendirme yapılmış ve sırasıyla 27,54 mg TEs/g özüt ve 45,39 mg 

TEs/g özüt aktiviteleriyle metanol ekstresinin aktivitesi daha yüksek bulunmuştur 

(Çizelge 4.9, Şekil 4.9).  

Çizelge 4.9. Medicago lupulina ABTS testi sonuçları. 

Özüt ABTS (mg TEs/g özüt) 

 Medicago lupulina-EA 25,54±0,13* 

Medicago lupulina-MEOH 45,39±0,37 

*Üç paralel analizin ortalaması±standart sapma  
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Şekil 4.9. Medicago lupulina ABTS içerik grafiği TE: troloks eşdeğeri. 

Trifolium arvense’nin her iki özütünde de ABTS radikal süpürme aktivitsine 

değerlendirilmiş ve etil asetat ile metanol için sırası ile 19,61±0,57 mg TEs/g özüt ve 

95,18±0,26 mg TEs/g özüt tespit edilmiştir (Çizelge 4.10, Şekil 4.10). Medicago 

lupulina’nın metanol özütünün 2 katından daha yüksek değer TALK arvense’nin 

metanol özütünde elde edilmiştir. 

Çizelge 4.10. Trifolium arvense ABTS sonuçları. 

Özüt ABTS (mg TEs/g özüt) 

 

Trifolium arvense-EA 19,61±0,57* 

Trifolium arvense-MEOH 95,18±0,26 

 

*Üç paralel analizin ortalaması±standart sapma  

 

Şekil 4.10. Trifolium arvense ABTS içerik grafiği TE: troloks eşdeğeri. 
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 Medicago lupulina ve Trifolium arvense özütlerinin CUPRAC indirgeme 

gücü  

Medicago lupulina bitkisinin etil asetat ve metanol özütleri için CUPRAC indirgeme 

gücü testi yapılmış ve etil asetat için 45,68±0,33 mg TEs/g özüt   ve metanol için 

31,23±0,94 mg TEs/g özüt olarak belirlenmiştir (Çizelge 4.11, Şekil 4.11).  

Çizelge 4.11. Medicago lupulina CUPRAC testi sonuçları. 

Özüt CUPRAC (mg TEs/g özüt) 

 Medicago lupulina-EA 45,68±0,33* 
Medicago lupulina-MEOH 31,23±0,94 

 *Üç paralel analizin ortalaması±standart sapma  

 

Şekil 4.11. Medicago lupulina CUPRAC içerik grafiği TE: troloks eşdeğeri. 

Trifolium arvense bitkisinin etil asetat ve metanol özütleri için CUPRAC indirgeme 

gücü testi yapılmış ve etil asetat için 45,25±1,04 mg TEs/g özüt   ve metanol için 

113,79±0,83 mg TEs/g özüt olarak tespit edilmiştir (Çizelge 4.12, Şekil 4.12).  

Her iki bitkini atil asetat özütlerinde birbirine çok yakın değerler bulunsada metanol 

için Trifolium arvense’nin sonucu Medicago lupulina’nın 3 katından fazla 

bulunmuştur. 

Çizelge 4.12. Trifolium arvense CUPRAC testi sonuçları. 

Özüt CUPRAC (mg TEs/g özüt) 

Trifolium arvense-EA 45,25±1,04* 

Trifolium arvense-MEOH 113,79±0,83 

 

*Üç paralel analizin ortalaması±standart sapma  
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Şekil 4.12. Trifolium arvense CUPRAC içerik grafiği TE: troloks eşdeğeri. 

 Medicago lupulina ve Trifolium arvense özütlerinin FRAP indirgeme gücü  

Medicago lupulina’nın FRAP testinde etilasetat ve metanol ekstrelerinde sırası ile 

19,76±0,34mgTEs/g özüt ve 17,63±0,21mgTEs/g özüt değeri bulunmuştur (Çizelge 

4.13, Şekil 4.13).  

Medicago rigidula’ nın metanol ekstresinde Çakmak vd. (2017) tarafından yapılan 

çalışmada frap testinde 67,01 mg troloks eşdeğeri antioksidan aktiviteye sahip olduğu 

bulunmuştur.  

Medicago’nun farklı türleri ile yapılan çalışmada Medicago minima’nın 58,05 mmol/g 

değeri ile en düsük Medicago segitalis’in 120,84 mmol/g deüeri ile en yüksek değere 

sahip olduğu gösterilmiştir (Rodrigeus vd., 2013). 

Medicago murex’ten elde edilen farklı özütler değerlendirildiğinde metanol özütü 

81,94 mg TE/g özüt, etil asetat özütü 85,81 mg TE/g özüt ve su özütü 91,41 mg TE/g 

özüt oranlarında demir indirgeme antioksidan gücünde oldukları belirtilmiştir. Genel 

olarak Medicago türleri ile yapılan FRAP testindeki değerlerden daha düşük bir değer 

elde edilmiştir. Genel olarak çalışmamızda;  

Çizelge 4.13. Medicago lupulina FRAP testi sonuçları grafiği.  

Özüt FRAP (mg TEs/g özüt) 

Medicago Lupulina-EA 19,76±0,34* 

Medicago Lupulina-MEOH 17,63±0,21 

*Üç paralel analizin ortalaması±standart sapma  
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Şekil 4.13. Medicago lupulina FRAP içerik grafiği TE: troloks eşdeğeri. 

Trifolium arvense için her iki özütünde FRAP testi yapıldığında etil asetat ve metanol 

özütünde sırası ile 23,91±0,25 mg TEs/g özüt ve 62,53±0,41 mg TEs/g özüt 

bulunmuştur (Çizelge 4.14, Şekil 4.14). Her iki özütte Medicago’nun aynı özütlerine 

göre daha yüksek değerler vermiştir. 

Çizelge 4.14. Trifolium arvense FRAP sonuçları. 

Özüt FRAP (mg TEs/g özüt) 

 Trifolium arvense-EA 23,91±0,25* 

Trifolium arvense-MEOH 62,53±0,41 

 *Üç paralel analizin ortalaması±standart sapma  

 

Şekil 4.14. Trifolium arvense FRAP içerik grafiği TE: troloks eşdeğeri. 

16,5

17

17,5

18

18,5

19

19,5

20

FRAP (mg Tes/g özüt)

Medicago lupulina-EA Medicago lupulina-MEOH

0

10

20

30

40

50

60

70

FRAP (mg Tes/g özüt)

Trifolium arvense-EA Trifolium arvense-MEOH



 

39 

 Medicago lupulina ve Trifolium arvense özütlerinin toplam antioksidan 

kapasitesi  

Medicago lupulina’nın etil asetat ve metanol ekstrelerinde total antioksidan kapasiteye 

bakıldığında sırasıyla, 25,06±1,00 mgTEs/g özüt ve 15,33±0,22 mgTEs/g özüt 

değerleriyle etil asetat özütü daha güçlü bulunmuştur (Çizelge 4.15, Şekil 4.15).   

Çizelge 4.15. Toplam antioksidan kapasite sonuçları.  

Özüt PBD (mg TEs/ g özüt) 

Medicego lupulina-EA 25,06±1,00* 

Medicago lupulina-MEOH 15,33±0,22 

 

*Üç paralel analizin ortalaması±standart sapma  

 

Şekil 4.15. Medicago lupulina PBD içerik grafiği TE: troloks eşdeğeri 

Trifolium arvense PBD değerleri etil asetat özütü için 26,03 mg EDTA/g özüt ve 22,91 

mg EDTA/g özüt sonucu elde edilmiştir (Çizelge 4.16, Şekil 4.16).  

Çizelge 4.16. Trifolium arvense toplam antioksidan kapasite sonuçları.  

Özüt PBD (mg TEs/ g özüt) 

Trifolium arvense-EA 26,03±0,9* 

 

Trifolium arvense-MEOH 22,91±1,32 

*Üç paralel analizin ortalaması±standart sapma 
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Şekil 4.16. Trifolium arvense PBD içerik grafiği TE: troloks eşdeğeri 

 Medicago lupulina ve Trifolium arvense özütlerinin metal şelatlama 

aktivitesi  

Metal elatlama aktivitesi (MCA) değerlendirilen Medicago lupulina’nın etil asetat ve 

metanol ekstrelerinde sırasıyla 17,89 mg EDTA/g özüt ve 15,69 mg EDTA/g özüt 

olarak tespit edilmiştir (Çizelge 4.17, Şekil 4.17). Değerler birbirine yakın olmakla 

birlikte etil asetat ekstresinde daha yüksektir. 

Çizelge 4.17.  Medicago lupulina toplam MCA sonuçları. 

Özüt MCA (mg EDTA/g özüt) 

 

Medicego lupulina-EA 17,89±0,25* 

Medicago lupulina-MEOH 15,69±0,22 

 

*Üç paralel analizin ortalaması±standart sapma 

 

Şekil 4.17. Medicago lupulina metal şelatlama testi sonuçları grafiği. 
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Trifolium arvense için yapılan metal şelatlama testinde etil asetat özütü için 11,0±1,92 

mg EDTA/g özüt ve metanol özütü için 15,54±0,25 mg EDTA/g özüt sonuçları elde 

edildi (Çizelge 4.18, Şekil 4.18).   

Çizelge 4.18. Trifolium arvense toplam MCA sonuçları. 

Özüt MCA (mg EDTA/g özüt) 

 

Trifolium arvense-EA 11,0±1,92* 

Trifolium arvense-MEOH 15,54±0,25 

*Üç paralel analizin ortalaması±standart sapma 

 

Şekil 4.18. Trifolium arvense metal şelatlama testi sonuçları grafiği.  

4.2 Enzim İnhibisyon Testleri 

Küresel sağlık problemlerinden olan Alzheimer, diabetes mellitus ve 

hiperpigmentasyon hastalıkları yeni enzim inhibitörlerinin keşfi sayesinde enzim 

inhibisyonu yaklaşımı ile tedavi edilebilme imkanına sahiptir. Alzheimer hastalığını 

asetilkolinesteraz ve bütirilkolinesteraz inhibitörleri ile deride oluşan 

hiperpigmentasyonu tirozinaz inhibitörleri ile diyabet hastalığı ise alfa amilaz ve alfa 

glikozidaz inhibitörleri ile tedavi etmek mümkündür (Zengin vd., 2015). 

Çalışmamızda Medicago lupilina ve Trifolium arvense’nin etilasetat ve metanol 

ekstrelerinde enzim inhibisyon aktiviteleri değerlendirilmiştir (Çizelge 4.19, Şekil 

4.19, Çizelge 4.20, Şekil 4.20).  
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Çizelge 4.19. Medicago lupulina enzim inhibisyonu (IC50) konsantrasyonları sonucu. 

     Özüt AChE 

İnhibisyonu 

(mg 

GALAEs/g 

özütü) 

BChE 

İnhibisyonu 

(mg 

GALAEs/g 

özütü 

Tirozinaz 

İnhibisyonu 

(mg 

KAEs/g 

özütü) 

α-Amilaz 

İnhibisyonu 

(mmol 

ACAEs/g 

özütü) 

α-

Glukozidaz 

İnhibisyonu 

(mmol 

ACAEs/g 

özütü) 

Medicago lupilina-

EA 

3,48±0,01* 5,76±0,09* 18,66±1,23* 334,99±2,40* 488±3,54* 

Medicago lupilina-

MEOH 

3,31±0,11 1,30±0,01 27,84±0,07 221,21±0,97 568±0,01 

*Üç paralel analizin ortalaması±standart sapma 

 

Şekil 4.19. Medicago lupulina enzim inhibisyonlari.  

Çizelge 4.20. Trifolium arvense enzim inhibisyonu (IC50)  konsantrasyonları sonucu. 

Özüt AChE 

İnhibisyonu 

(mg 

GALAEs/g 

özütü) 

BChE 

İnhibisyonu 

(mg 

GALAEs/g 

özütü 

Tirozinaz 

İnhibisyonu 

(mg 

KAEs/g 

özütü) 

α-Amilaz 

İnhibisyonu 

(mmol 

ACAEs/g 

özütü) 

α-

Glukozidaz 

İnhibisyonu 

(mmol 

ACAEs/g 

özütü) 

Trifolium arvense-          

EA 

3,48±0,06* 3,21±0,08* 24,95±0,46* 316,02±4,87

* 

474±7,07* 

 

Trifolium arvense-

MEOH 

Na 0,62±0,02 20,97±0,40 241,35±0,28 525±4,24 

*Üç paralel analizin ortalaması±standart sapma 
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Şekil 4.20. Trifolium arvense enzim inhibisyonları.  

 Kolinesteraz inhibisyonu (asetilkolinesteraz ve bütirilkolinesteraz) 

Alzheimer hastalığı için mevcut tedavilerin çoğunluğu, kolinerjik nöronların 

parçalanmasını ve çeşitli AD semptomlarının başlıca nedenleri olan 

kolinesterazlar tarafından nörotransmitter asetilkolinin (ACh) hızlı hidrolizini içeren 

kolinerjik hipoteze dayanmaktadır. İnsan beyni iki tip kolinesteraz içermektedir. 

Bunlar asetilkolinesteraz (AChE) ve bütirilkolinesteraz (BChE)’dır. Bu 

enzimleri inhibe etmek, ACh hidrolizini bloke ederek bilişsel eksiklikleri iyileştirmede 

önemli bir rol oynar. Dolayısıyla bu enzimleri inhibe edebilecek doğal kaynakların 

araştırılması bir hayli önemlidir (Jaipea vd., 2023).  

Çalışmamızda Trifolium arvense türünden hazırladığımı etilasetat ve metanol 

ekstreleri kolinesteraz enzim inhibisyonları açısından araştırıldığında 

asetilkolinesteraz için Trifolium arvense’nin etilasetat ekstresinde 3,48±0,06 mg 

GALAEs/g ekstrakt aktivite ve metanol ektresinde herhangi bir aktivite tespit 

edilmemiştir. Bütirilkolinesteraz aktivitelerine bakıldığında ise Trifolium arvense’nin 

etilasetat ekstresinde 3,21±0,08 mg GALAEs/g ekstrakt aktivite tespit edilirken 

metanol ektresinde 0,62±0,02 mg GALAEs/g ekstrakt aktivite tespit edilmiştir 

(Çizelge 4.19, Şekil 4.19, Çizelge 4.20, Şekil 4.20).   

Medicago lupilina kolinesterazlara karşı inhibisyonları araştırıldığında ise 

asetilkolinestraz enzimine karşı inhibisyonu etilasetat ekstresinde 3,48±0,01 mg 

GALAEs/g ekstrakt ve metanol ekstresinde 3,31±0,11 mg GALAEs/g ekstrakt aktivite 
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tespit edilmiştir. Bütirilkolinesteraz aktivitelerine bakıldığında ise etilasetat 

ekstresinde 5,76±0,09 mg GALAEs/g ekstrakt ve metanol ekstresinde 1,30±0,01 mg 

GALAEs/g ekstrakt aktivite tespit edilmiştir. Her iki örneğimizin etilasetat ekstreleri 

asetilkolinesteraz için aynı aktiviteyi göstermiştir. En yüksek aktivite Medicago 

lupilina’nın etilasetat ekstresinde tespit edilmiştir (Çizelge 4.19, Şekil 4.19, Çizelge 

4.20, Şekil 4.20). 

Çakmak vd. (2017) tarafından yapılan çalışmada Medicago rigidula’nın metanol özütü 

için asetilkolinesteraz ve bütirilkolinesteraz için sırası ile enzim inhibisyon aktivitesi 

2,05±0,08 ve 0,94±0,11 mg GALAEs/g ekstrakt olarak bulunmuştur. Bir diğer 

çalışmada Pamukçu vd. (2017) Medicago murex türünden hazırlamış oldukları 

metanol, etilasetat ve su özütlerinin asetilkolinesteraz inhibisyon aktivitelerini 

sırasıyla 1,84±0,06 mg GALAEs/g ekstrakt, 1,17±0,14 mg GALAEs/g ekstrakt ve 

2,02±0,16 mg GALAEs/g ekstrakt olarak tespit etmişlerdir. Suyundikov (2020) 

Thermopsis turcica türü ile yaptığı çalışmada hazırlamış olduğu metanol özütünün 

asetilkolinesteraz aktivitesini 3,97±0,050 mg GALAE/g ekstrakt aktivite olarak tespit 

etmiştir.  Fatıma vd. (2023) tarafından Sophora mollis yaprak kısımlarından hazırlanan 

özütün anti-asetilkolinesteraz aktivitesi en yüksek 1000 μg / mL konsantrasyonda en 

yüksek inhibisyon yüzdesini (%114,60 ±%19,95) göstermiştir. Ayrıca Sophora mollis, 

Mucuna pruriens ve Indigofera atropurpurea türlerinin etkinliği sırasıyla Sophora 

mollis (IC50 değeri 75.96 μg/mL)> Mucuna pruriens (IC50 değeri 508,20 μg/mL)> 

Indigofera atropurpurea (IC50 değeri 560 μg/mL) olarak kaydedilmiş. Ahmad vd. 

(2019) tarafından Trifolium repens bitkisinin n-hekzan (Tr.Hex), kloroform (Tr.Chf), 

etanol (Tr.Et), metanol (Tr.Cme), ve su (Tr.Aq) ekstratları için asetilkolinesteraz 

inhibisyon etkinliği çalışmış; yapılan çalışmada Tr. Chf, sırasıyla 1000, 500, 250, 125 

ve 62,5 µg/ml konsantrasyonda sırasıyla  %82,4 ± 0,57,  %77,9 

±2,24, %72,1±0,47,  %67,9±0,96 ve  %62,3±0,57 enzim inhibisyon değerleri tespit 

edilmiştir. IC50 değeri, 21 μg/mL olarak alınmış ve bu durumda Tr.Chf'nin tüm 

numuneler arasında en güçlü einhibisyon etkisi gösterdiği tespit edilmiş. Aynı 

çalışmada butirilkolinesteraz inhibitör çalışılmış ve bitkinin Tr.Chf ve Tr.Et ekstratları 

test edilen en yüksek 1 mg / mL konsantrasyonda  %86,9 ± 1,30 ve  %77,5 ± 0,49 

değerlerinde  inhibisyon sergilemişler.  IC50 değerleri Tr.Chf ve Tr.Et için sırasıyla 15 

ve 125 μg/mL olarak hesaplanmıştır. Eruygur vd. (2018) tarafından yapılan çalışmada 

Medicago sativa’nın farklı büyüme aşamalarında toplanan bitkinin çiçeklenme öncesi 
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yapraklarda asetilkolinesteraz aktivitesi en yüksek değerde 561,29 IC50 (µg/mL) 

bulunmuştur.  Çiçek kısmından hazırlanan özütlerin butirilkolinesteraz aktivitesi ise 

1794,77 IC50 (µg/mL) değeri ile en yüksek bulunmuştur. Edrizi vd. (2018) tarafından 

Marrubium alysson ve Peganum harmala metanol özütü ile yapılan çalışmada 

butirilkolinesteraz aktivitesi 1 mg/ml konsantrasyonda ve 37 °C'de Marrubium 

alysson'un metanol ekstraktında %72,5±2,07'lik bir inhibitör aktivite ile en aktif olarak 

bulunmuştur.  Peganum harmala'dan metanol ekstraktları % 50,53±1.98 inhibisyon 

göstermiştir. 10 μg/ml konsantrasyonda ve 37 °C' de Marrubium alysson ve Peganum 

harmala’nın metanol ekstraktı butirilkolinesterazı %38,23±2,45 ve %27,35±1,54 ile 

inhibe ettiği tespit edilmiştir. Alhawari vd., (2023) yaptıkları çalışmada Cassia 

timoriensis ve Cassia grandis bitkilerini kullanmışlardır. C. timoriensis’in çiçek 

kısımlarından su, etilasetat, metanol ve n-hekzan ekstratlarını hazırlamışlardır. C. 

grandis’in ise kabuk kısımlarından su, etilasetat, metanol ve n-hekzan ekstratlarını 

hazırlamışlardır. Ekstraktların asetilkolinesteraz inhibisyon yetenekleri araştırılmış ve 

sonuçlar sırasıyla n-hekzan özütü için %47,70±0,35, su özütü için %51,23±0,07, 

metanol özütü için %83,90±0,75 ve etilasetat özütü için %86,19±1,75 olarak tespit 

etmişlerdir. Al-Hmadi vd. (2024) yapmış oldukları çalışmada Glycyrrhiza foetida 

türünün toprak üstü ve kök kısımlarından hazırlamış oldukları kloroform, etilasetat ve 

metanol özütlerinin AChE ve BChE inhibisyon aktivitelerini araştırmışlardır. 

Çalışmanın sonucunda toprak üstü kısımlarından hazırlanan özütlerde AChE için en 

yüksek aktiviteyi 2,23±0,11 mg GALAE/g ile kloroform özütünde, BChE için ise en 

yüksek aktiviteyi 3,39±0,79 mg GALAE/g ile etilasetat özütünde tespit etmişlerdir. 

Kök kısımlarının sonuçlarına bakıldığında ise AChE için en yüksek sonucu 2,29±0,20 

mg GALAE/g ile etilasetat özütünde, BChE inhibisyonu için ise en yüksek sonucu 

3,75±0,30 mg GALAE/g ile kloroformda tespit ettiklerini bildirmişlerdir. 

 α-amilaz ve  α-glukozidaz İnhibisyon Değerleri 

Diabetes mellitus hastalığının etkili yönetimi için güncel bir yaklaşım olan enzim 

inhibisyonunun temel prensibi, karbonhidrat hidrolizini sağlayan enzimlerin 

inhibisyonu yoluyla tüketilen karbonhidratların sindirimini azaltarak diyetle ilişkili 

hiperglisemiyi azaltmaktır. Sindirim sistemindeki temel bir terapötik hedef olan 

pankreatik α-amilaz nişastanın maltoza hidrolizinin ilk adımını katalize eder ve bu 

maltozlar α-glukozidazlar tarafından glikoza daha fazla parçalanır. Bu nedenle, α-
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amilazın etkisini azaltarak elde edilen nişasta hidrolizinin gecikmesi, yemek sonrası 

hiperglisemide glikoz artışını düzenlemede önemli bir rol oynar (Dandekar, 2021).  

Bu açıdan değerlendirildiğinde α-amilaz ve α-glukozidaz enzimlerini inhibe 

edebilecek inhibitörlerin keşfi önem arz etmektedir. Bu kapsamda çalışmamızda 

Trifolium arvense ve Medicago lupilina türlerinden hazırlanmış olan farklı özütlerin 

glukoz metabolizmasında rol alan enzimler olan α-amilaz ve α-glukozidaz enzimlerini 

inhibe edebilme yetenekleri tespit edilmiştir. Çalışmadan elde edilen verilere göre; 

Trifolium arvense türünden hazırlanan özütlerin α-amilaz enzim inhibisyonları 

sırasıyla etilasetat özütü için 316,02±4,87 mmol ACAE/g ekstrakt ve metanol özütü 

için 241,35±0,28 mmol ACAE/g ekstrakt olarak tespit edilmiştir. Ayrıca T. arvense 

etilasetat esktrelerinde α-glukozidaz inhibisyonu 474±7,07 mmol ACAEs/g ekstrakt 

ve metanol ekstreleri için α-glukozidaz inhibisyonu 525±4,24 mmol ACAEs/g ekstrakt 

olarak tespit edilmiştir. Bir diğer tür olan Medicago lupilina için ise α-amilaz 

inhibisyonu etilasetat esktrelerinde 334,99±2,40 mmol ACAEs/g ekstrakt aktivite ve 

metanol ekstreleri için 221,21±0,97 mmol ACAEs/g ekstrakt aktivite tespit edilmiştir. 

M. lupilina türü için α-glukozidaz inhibisyon sonuçlarına bakıldığında ise etilasetat 

esktrelerinde enzim inhibisyonu 488±3,54 mmol ACAEs/g ekstrakt aktivite ve 

metanol ekstreleri için ise 568±0,01 mmol ACAEs/g ekstrakt aktivite tespit edilmiştir 

(Çizelge 4.19, Şekil 4.19, Çizelge 4.20, Şekil 4.20). 

Çakmak vd. (2017) tarafından yapılan çalışmada Medicago rigidula türünün toprak 

üstü kısımlarından hazırlanan metanol özütü için α-amilaz enzim inhibisyon aktivitesi 

0,73±0,04 mmol ACAEs/g ekstrakt ve a-glukozidaz enzim inhibisyonu aktivitesi 

1,30±0,09 mmol ACAEs/g ekstrakt olarak tespit edilmiştir. Pamukçu vd (2017) 

çalışmalarında Medicago murex türünün toprak üstü kısımlarından hazırladıkları 

metanol, etilasetat ve su özütlerinin α-amilaz ve α-glukozidaz inhibisyonlarını 

araştırmışlardır. Çalışmanın sonucunda hem α-amilaz hem de α-glukozidaz 

inhibisyonu açısından en yüksek aktivite tespit edilen özütün etilasetat (α-amilaz: 

1,01±0,02 mmol ACAE/g ekstrakt, α-glukozidaz: 6,34±0,17) özütü olduğunu 

bildirmişlerdir. Bir diğer çalışmada Ceylan vd., (2021) Lathyrus czeczottianus 

türünden hazırlamış oldukları etilasetat ve su ekstratlarının α-amilaz ve α-glukozidaz 

inhibisyon yeteneklerini araştırmışlar ve çalışmanın sonucunda α-amilaz için etilasetat 

ekstratını 0,34±0,01 mmol ACAEs/g ekstrakt, su ekstratını 0,14±0,01 mmol ACAEs/g 
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ekstrakt olarak tespit etmişlerdir. α-glukozidaz inhibisyonu için ise sonuçları etilasetat 

özütü için 1,56±0,13 mmol ACAEs/g ekstrakt ve su özütü için 6,49±0,09 mmol 

ACAEs/g ekstrakt olarak bildirmişlerdir. Llorent-Martinez vd. (2017) yapmış 

oldukları çalışmada Lathyrus nissolia türünün toprak üstü kısımlarından hazırladıkları 

metanol özütlerinin α-amilaz ve α-glukozidaz inhibisyonlarını incelemişlerdir. 

Çalışmanın sonucunda α-amilaz inhibisyonunu 3,66±0,06 μg/ml ve α-glukozidaz 

inhibisyonunu 1,01±0,01 μg/ml olarak tespit etmişlerdir. Ashafa vd. (2019) yaptıkları 

çalışmada Lessertia montana türünün kabuk ve tohum kısımlarından hazırladıkları 

farklı ekstratların α-amilaz ve α-glukozidaz inhibisyonlarını araştırmışlardır. 

Çalışmanın sonucunda kabuk kısmında α-amilaz inhibisyonu için en yüksek aktiviteyi 

1815±247,80 μg/ml ile etanol ekstraktında, tohum kısmında ise 1191±10,46 μg/ml 

sulu ekstraktta tespit etmişlerdir. Özütlerin α-glukozidaz inhibisyonlarına bakıldığında 

ise kabuk kısmı için en yüksek aktivite 2609±47,54 μg/ml ile sulu özütte, tohum kısmı 

için ise en yüksek aktivite 2947±223,20 μg/ml ile yine sulu özütte tespit etmişlerdir. 

Tundis vd. (2015), çalışmalarında Trifolium pratense ile Trifolium repens türlerinin 

etanol özütlerini çiçek bölümlerinden hazırlayarak α-amilaz ve α-glukozidaz 

inhibisyonlarını çalışmışlardır. Elde edilen bulgulara göre tüm ekstraktların 

konsantrasyona bağlı bir şekilde hipoglisemik aktivite sergilediğini bildirmişlerdir. T. 

repens özütlerinin α-amilaz inhibisyonunu 25,0±2,9 μg/mL ve α-glukosidaz 

inhibisyonunu 69,5±3,1 μg/mL olarak tespit etmişlerdir. T. pratense özütleri için ise 

sonuçlar α-amilaz inhibisyonu için 78,7±2,1 μg/mL ve α-glukosidaz inhibisyonu için 

70,8±3,9 μg/mL olarak bildirilmiştir. Thilak vd. (2023), yaptıkları çalışmada Senna 

alata türünün yaprak kısımlarından farklı konsantrasyonlarda (20, 40, 60, 80 μg/ml) 

hazırladıkları aseton, metanol ve su özütlerinin, α-amilaz ve α-glukozidaz 

enziminlerini inhibe edebilme potansiyellerini değerlendirilmişlerdir. Çalışmanın 

sonucunda α-amilaz inhibisyonu için en yüksek sonuçlar 80 μg/ml konsantrasyonda 

sırasıyla aseton için %59,88±1,40, metanol için %27,74±0,30 ve su için %13,53±1,23 

olarak tespit edilmiştir. α-glukozidaz inhibisyonu için en yüksek sonuçlar 80 μg/ml 

konsantrasyonda sırasıyla aseton özütü için %21,23±0,60 metanol özütü 

için %82,940±0,157 ve su özütü için %81,326±0,738 olarak tespit edilmiştir. 
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 Tirozinaz inhibisyonu 

Tirozinaz, bakterilerde, memelilerde, bitkilerde ve mantarlarda melanin 

biyosentezinde önemli bir enzimdir. Melanin enziminin cildi UV hasarından 

koruduğu iyi bilinmektedir ancak aşırı ekspresyonu durumunda çillenmeye, 

melezmaya, cilt kanserine ve yaşlılık lekelerine neden olabilmektedir. Tirozinaz 

inhibitörlerinin kullanımı ise cilt yaşlanması ve pigmentasyon bozukluklarını önleyici 

etkileri ile ilaç ve kozmetik endüstrisinde büyük bir öneme sahiptir. Bitkisel ikincil 

metabolit gruplarından olan flavonoidler, tirozinazın aktif bölgesindeki bakır 

iyonlarıyla etkileşime girebilen polihidroksifenolik yapıları nedeniyle metal şelatlama 

yeteneğine sahiptir. Bu nedenle, tirozinaz inhibisyonunun keşfi için umut vadeden 

model bileşiklerdir (Almaraz-Abarca vd., 2023). Buradan hareketle çalışmamızda 

tirozinaz enzim inhibisyon aktivitesi araştırılmıştır. 

Çalışmamızda Medicago lupilina ve Trifolium arvense türlerinden hazırlanan farklı 

özütlerin tirozinaz inhibisyon aktiviteleri araştırılmıştır. Çalışmanın sonucunda elde 

edilen bulgulara göre Medicago lupilina türü için tirozinaz enzim inhibisyon aktivitesi 

sırasıyla etilasetat ekstresinde 18,66±1,23 mg KAEs/g ekstrakt ve metanol özütünde 

27,84±0,07 mg KAEs/g ekstrakt olarak tespit edilmiştir. Trifolium arvense tirozinaz 

enzim inhibisyonu ise sırasıyla etilasetat özütü için 24,95±0,46 mg KAEs/g ekstrakt 

ve metanol özütü için 20,97±0,40 mg KAEs/g ekstrakt olarak tespit edilmiştir (Çizelge 

4.19, Şekil 4.19, Çizelge 4.20, Şekil 4.20). 

Çakmak vd. (2017), tarafından yapılan çalışmada Medicago rigidula türünün toprak 

üstü kısımlarından hazırladıkları metanol özütü için tirozinaz enzim inhibisyon 

aktivitesi 16,36±0,85 mg KAEs/g ekstrakt olarak tespit edilmiştir. Pamukçu vd. (2017) 

çalışmalarında Medicago murex türünün toprak üstü kısımlarından hazırladıkları 

etilasetat, metanol ve su özütlerinin tirozinaz enzim inhibisyon yeteneklerini 

araştırmışlardır. Elde edilen bulgulara göre tirozinaz inhibisyon yeteneği 4,23±0,56 

mg KAE/g ekstrakt ile 28,29±1,02 mg KAE/g ekstrakt aralığında bildirilmiştir. Al-

Hmadi vd. (2024), yapmış oldukları çalışmada Glycyrrhiza foetida türünün toprak üstü 

ve kök kısımlarından hazırlamış oldukları kloroform, etilasetat ve metanol özütlerinin 

tirozinaz inhibisyon yeteneklerini araştırmışlardır. Çalışmanın sonucunda tüm 

özütlerin tirozinaz enzimini inhibe edebilme potansiyelinin 52,84 ± 3,10- 80,34 ± 1,98 

mg KAE/g aralığında olduğunu bildirmişlerdir. Maneeachi ve Rinthong (2018), 
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çalışmalarında Cajanus cajan bitkisinin kök, gövde ve tohum kısımlarının methanol, 

dichloromethane and su ekstraktlarının tirozinaz inhibitör aktivitelerini araştırmıştır. 

Sonuçlar, ekstraktların 3,55 – 12,43 mg / ml arasında değişen IC50 değerleri ile 

tirozinaz inhibitör aktivitesi gösterdiğini ortaya koymuştur. Thummajitsakul vd. 

(2022), yaptıkları çalışmada Vigna mungo (L.) türünden hazırlamş oldukları özütlerin 

tirozinaz inhibitör aktivitelerine bakmışlardır. Çalışmanın sonucunda etanol ekstraktı 

için 22,02±6,74 mg/ml ve ardından su ekstraktı için tirozinaz inhibisyonu 398,86 

±243,29 mg/ml olarak bildirilmiştir.  

4.3 Hücre Kültürü Çalışmaları 

 Hücre hatları 

Çalışma kapsamında Medicago lupilina ve Trifolium arvense etil asetat ve metanol 

ekstraktlarının antikanser ve sitotoksik aktivitelerinin değerlendirilmesi için Hela ve 

L929 hatları kullanılmıştır. İnsan rahim ağzı kanseri hücre hattı Hela (HUKUK, Şap 

Enstitüsü, Ankara, Turkey) ve sağlıklı fare fibroblast hattı olan L929 (HUKUK, Şap 

Enstitüsü, Ankara, Turkey), %10 FBS (Fetal Sığır Serumu), %1 penisilin / streptomisin 

içeren yüksek glukoz DMEM besiyerinde (Sigma, Katalog No. D6429) kültür 

edilmiştir. 

 Uygulama örneklerinin hazırlanması 

Örnekler 2 mg/ml stok konsantrasyonda hazırlanmış ve partiküllerin dağılımı için 

sonikatör kullanılmıştır. Ardından hazırlanan stok çözeltiler 0,2 μm’luk polikarbonat 

filtre ile sterilize edilmiş ve kullanım için 1 mg/ml-125 μg/ml aralığındaki 

konsantrasyonda DMEM besiyeri ile seyreltilmiştir. 

 Antikanser ve hücre sitotoksisite deneyi 

Hücre canlılığının belirlenmesi, hücrelerdeki mitokondriyal dehidrojenazın 

aktivitesini ölçen (3-4,5-dimetil-tiyazolil-2,5-difeniltetrazolyum bromür) kullanılarak 

gerçekleştirilmiştir. Analiz için, her iki hücre hattı da 96 kuyucuklu platelere 1x 104 

hücre olacak şekilde ekilmiş ve plateler %5 CO2 37 °C'de inkübe edilmiştir. 24 saat 

sonra hücre kültür ortamı 2 mg/ml-125 μg/ml aralığında aralığında Medicago lupilina 

ve Trifolium arvense etil asetat ve metanol ekstraktlarını içeren taze besiyeri ortamıyla 



 

50 

değiştirilmiştir. Kontrol kuyucuklarının besiyerleri de değiştirilerek tazelenmiştir. 24, 

48 ve 72 saatlik inkübasyon süreleri sonunda MTT solüsyonu final konsantrasyonu 0,5 

mg/ml olacak şekilde her bir kuyucuğa eklenmiştir. İnkübasyondan üç saat sonra, 

oluşan formazan kristalleri oluşumu kontrol edilerek, kristaller DMSO ile 

çözündürülmüş ve elde edilen renk, 492 nm dalga boyunda ChroMate®ELISA reader 

cihazı ile spektrofotometrik olarak ölçülmüştür. Her deney, üç tekrarlı olarak iki hücre 

hattı için paralel olarak gerçekleştirilmiştir. Ekstraktların uygulanmadığı, yalnızca 

besiyeri içeren kuyucuklar kontrol görevi görmüş, hücre canlılık yüzdesi, kontrol 

grubuna göre kıyaslanarak aşağıdaki denklem 4.1 ile belirlenmiştir. 

% Canlılık = [(𝐴örnek) ⁄ (𝐴k𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙)] 𝑥100 (4.1) 

A kontrol kontrol kuyusunun absorbansını, A örnek ekstrakt uygulama kuyu absorbansını 

göstermektedir. 

 Hücre kültürü ve MTT değerleri 

Çalışma kapsamında Medicago lupulina ve Trifolium arvense bitkilerinin etil asetat ve 

metanol ekstrelerinin rahim ağzı kanseri hücre hattı (HeLa) üzerinde antikanser 

etkilerinin belirlenmesi amaçlanmış olup, antikanser aktivite için sağlıklı hücrelere 

etki etmeyen selektif dozun belirlenmesi için uygulama konsantrasyonları (125, 250, 

500 μg/ml ve 1 mg/ml, 2 mg/ml sağlıklı fare fibroblast hücrelerine (L929) 

uygulanmıştır. Gümüşhan Aktaş, 2018 yaptığı çalışmada keçiboynuzu yapraklarından 

metanol ve etanol ekstreleri hazırlamış ve söz konusu ekstrenin HeLa hücrelerinde 

DNA sentezini baskılayarak mitotik aktiviteyi ve hücre prolife rasyonunu inhibe 

ettiğini belirlemiştir. Yine aynı şekilde Custodio vd., 2009 yılında yaptıkları 

çalışmalarında C. siliqua ağaçlarının dişi, erkek ve hermafrodit olarak sınıflandırılan 

cinslerinin yapraklarından ayrı ayrı metanol ekstreleri hazırlayarak HeLa hücrelerine 

24 saat süreyle uygulayarak bulgularını raporlamışlar ve sonuçta erkek ve hermafrodit 

ağaçların yapraklarından hazırlanan metanol ekstrelerinin, HeLa hücre şoğalmasını 

daha yüksek oranda inhibe ettiğini belirlemişlerdir. Çalışmamızda Medicago lupulina 

ve Trifolium arvenseden elde edilen sonuçlar Şekil 4.21, 4.22, 4.23, 4.24, 4.25, 4.26 

ile çizelge 4.21 ve çizelge 4.22’de verilmiştir. 
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Şekil 4.21. Trifolium arvense etil asetat ve metanol ekstreleri ile 24 saatte inkübe 

edilen HeLa ve L929 hücrelerinin kontrole göre yüzde canlılık sonuçları.  

Şekil 4.22. Trifolium arvense etil asetat ve metanol ekstreleri ile 48 saatte inkübe 

edilen HeLa ve L929 hücrelerinin kontrole göre yüzde canlılık sonuçları.  
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Şekil 4.23. Trifolium arvense etil asetat ve metanol ekstreleri ile 72 saatte inkübe 

edilen HeLa ve L929 hücrelerinin kontrole göre yüzde canlılık sonuçları.  

 

Şekil 4.24. Medicago lupulina etil asetat ve metanol ekstreleri ile 24 saatte inkübe 

edilen HeLa ve L929 hücrelerinin kontrole göre yüzde canlılık sonuçları.  



 

53 

 

Şekil 4.25. Medicago lupulina etil asetat ve metanol ekstreleri ile 48 saatte inkübe 

edilen HeLa ve L929 hücrelerinin kontrole göre yüzde canlılık sonuçları.  

 

Şekil 4.26. Medicago lupulina etil asetat ve metanol ekstreleri ile 72 saatte inkübe 

edilen HeLa ve L929 hücrelerinin kontrole göre yüzde canlılık sonuçları.  
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24 saat için tüm uygulama dozlarında, kanser ve sağlıklı hücreler için alınan % hücre 

canlılık değerleri arasındaki farklılık anlamlı bulunmuştur (***; p < 0,0001). Bununla 

birlikte maddenin ekstraksiyon metodunun (etil asetat, metanol) antikanser aktivite 

değerlendirmeleri için kullanılan HeLa hücre hattındaki canlılık düzeyinde anlamlı bir 

farklılık oluşturmadığı (p >0,05), 2 mg/ml uygulama konsantrasyonu için metanol 

ekstraktının L929 hücrelerinde etil asetata göre anlamlı düzeyde sitotoksitite 

oluşturduğu belirlenmiştir (**; p <0.01).  

48 saat için tüm uygulama dozlarında, kanser ve sağlıklı hücreler için alınan % hücre 

canlılık değerleri arasındaki farklılık anlamlı bulunmuştur (etil asetat ekstraktları için 

**; p < 0,01, metanol ekstraktları için  *; p <0,05). Bu bağlamda 2 mg/ml uygulama 

konsantrasyonu için metanol ekstraktının HeLa (*; p <0,05) ve L929 (**; p <0,01) 

hücre hatlarının her ikisinde de etil asetata göre anlamlı düzeyde sitotoksitite 

oluşturduğu belirlenmiştir.  

72 saat için gerçekleştirilen deneylerde, tüm uygulama dozlarında, kanser ve sağlıklı 

hücreler için alınan % hücre canlılık değerleri arasındaki farklılık anlamlı bulunmuştur 

(etil asetat ekstraktları için **; p <0,01, metanol ekstraktları için *; p <0,05). Bu 

bağlamda 2 mg/ml uygulama konsantrasyonu için metanol ekstraktının HeLa (*; p < 

0,05) ve L929 (*; p <0,05) hücre hatlarının her ikisinde de etil asetata göre anlamlı 

düzeyde sitotoksitite oluşturduğu belirlenmiştir. İlgili ekstraktlar için hesaplanan IC50 

değerleri çizelge 4.21’de verilmiştir. 

Çizelge 4.21. Trifolium arvense etil asetat ve metanol ekstreleri için hesaplanan IC50 

değerleri HeLa ve L929 hücrelerinin kontrole göre yüzde canlılık 

sonuçları.  

Zaman (saat)  T. arvense 

(Etil asetat) 

IC50 (mg/ml) 

T. arvense 

(Metanol) 

IC50 (mg/ml) 

24 saat 1,433±0,069 0,492±0,078 

48 saat 1,781±0,032 0,954±0,12 

72 saat 0,786±0,053 0,515±0,079 

24 saat için 2 mg/ml dışındaki tüm uygulama dozlarında, kanser ve sağlıklı hücreler 

için alınan % hücre canlılık değerleri arasındaki farklılık anlamlı bulunmuştur (**; p 

<0,01). 
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Bununla birlikte maddenin ekstraksiyon metoduna bağlı farklı ekstre uygulamalarının 

HeLa ve L929 hücre hattındaki canlılık düzeyinde anlamlı bir farklılık oluşturmadığı 

(p > 0,05) belirlenmiştir. 

48 saatlik inkübasyonda, 125, 250 ve 500 μg/ml uygulama dozları için, kanser ve 

sağlıklı hücreler için alınan % hücre canlılık değerleri arasındaki farklılık anlamlı 

bulunmuştur (*; p <0,05). Bu bağlamda metanol ekstresinin 1 mg/ml uygulama 

konsantrasyonu için ise farklılığın anlamlılık düzeyi daha yüksektir (**; p <0,01). Etil 

asetat ekstresinin 1 mg/ml uygulaması ve 2 mg/ml uygulama dozu her iki ekstre içinde 

iki hücre hattında anlamlı bir farklılık bulunamamıştır (p >0,05). 

72 saat için gerçekleştirilen deneylerde, 250 ve 500 μg/ml uygulama dozlarında, 

kanser ve sağlıklı hücreler için alınan % hücre canlılık değerleri arasındaki farklılık 

anlamlı bulunmuştur (**; p<0,05). Bu bağlamda metanol ekstresinin 1 mg/ml 

uygulama konsantrasyonu için ise farklılığın anlamlılık düzeyi daha yüksektir (**; p 

<0,01). Etil asetat ekstresinin 1 mg/ml uygulaması ve 125 μg/ml, 2 mg/ml uygulama 

dozu her iki ekstre için de iki hücre hattında anlamlı bir farklılık göstermemiştir (p 

>0,05). İlgili ekstraktlar için hesaplanan IC50 değerleri çizelge 4.22’de verilmiştir. 

Çizelge 4.22. Medicago lupulina etil asetat ve metanol ekstreleri için hesaplanan IC50 

değerleri HeLa ve L929 hücrelerinin kontrole göre yüzde canlılık 

sonuçları.  

Zaman (saat) M. lupulina 

(Etil asetat) 

IC50 (mg/ml) 

M. lupulina 

(Metanol) 

IC50 (mg/ml) 

24 saat 2,849±0,088 1,106±0,084 

48 saat 1,233±0,079 0,987±0,109 

72 saat 0,590±0,163 0,813±0,195 
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5. SONUÇLAR VE ÖNERİLER  

Bu tez çalışmamızda kullandığımız her iki bitkimizde Türkiye’de yaygın olarak 

yetişmekte olup hayvancılığın yaygın olduğu bölgelerde yem olarak tercih 

edilmektedirler. Çalışmamızda tercih edilen bitkilerin yaygın yetişme alanına sahip 

olması ve bazı ülkelerde protein kaynağı olarak insan beslenmesinde de tercih edilmesi 

sağlığa etkileri yönünden sahip oldukları içeriğin önemli olduğu görüşünü 

oluşturmuştur. Sağlığı önemli şekilde etkileyen hastalıklar için koruyucu hekimlik 

önemli olduğundan ve temelde beslenme şekli ile hastalıkların oluşum mekanizmaları 

arasında bağlantı olduğu tespit edildikçe bitkiler önem kazanmaktadır. Medicago 

lupulina ve Trifolium arvense’ nin farklı antioksidan özellikleri incelendiğinde 

fabecaea ailesinde yapılan çalışmalara yakın değerler içerdiği gözlenmiştir. 

Çalışmamızda diyabet hastalığı, alzhemier hastalığı ve hiperpigmentasyon 

bozukluklarına etkileri her iki bitkinin etilasetat ve metanol özütlerinin enzim 

inhibisyon testleri ile değerlendirilmiştir. Diabetes mellitus ile ilişkilendirilen her iki 

enzim olan α-amilaz ve  α-glukozidaz inhibisyonu için tespit edilen sonuçların 

yüksekliği dikkat çekmektedir. Bu bitki özütlerinin içerdikleri sekonder metabolitler 

vasıtasıyla diabetes mellitus hastalığının tedavisinde kullanılmak üzere farmakolojik 

alanda tercih edilebilecek bitkiler olduğu düşünülmektedir. 

Hücre kültürü ve MTT sonuçlarımız daha önce yapılan çalışmalar ile uyumlu 

bulunmakla birlikte her iki bitkimizinde metanol ekstreleri etanol ekstrelerine göre 

HeLa hüc releri üzerindeki sitotoksik etki düzeylerinin daha yüksek anlamlı değerler 

olduğu tespit edilmiştir. Bu hali ile günümüzde kullanılan kemoterapik fitokimyasal 

ajanların amacının hastanın normal dokularına zarar vermeden en az yan etki ile hedef 

kanser hücresini yok etmesi amacına uygun olup olmadığının ekstrelerin potansiyel 

antikanser ajan olarak değerlendirilebilmeleri için normal hücrelere zarar vermeyen 

etken maddenin tespit edilmesi gerekmektedir. 

Medicago lupulina ve trifolium arvense nin yapılacak farklı çalışmalarla ilaç 

endüstrisinde kullanılabilme potansiyeli olduğu düşünülmektedir. 
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