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DOKTORA TEZi

MEDICAGO LUPULINA VE TRIFOLIUM ARVENSE BIiTKiLERININ
ANTIOKSIDAN, ENZIM INHIBISYON VE ANTIKANSER
OZELLIKLERININ ARASTIRILMASI

Serap KOKSAL BELLIKLI

Aksaray Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoteknoloji ve Molekiiler Biyoloji Anabilim Dal

Damisman: Prof. Dr. Yavuz Selim CAKMAK
OZET

Beklenen yasam siirelerinin uzamasi ve modern hayatin insanlara kazandirdiklar ile
beslenme seklinde gerceklesen degisiklikler ile maruz kalinan dis etkenlere bagl
olarak tiim diinyada yayginlig1 giderek artan pek ¢ok hastalik pandemiler olusturmak
tizere insanligl tehdit etmektedir. Tiim bu hastaliklar i¢in Oncelikli olarak koruyucu
yontem arayislari hastalik olustuktan sonra ise kolay uygulanabilen ve etkili olan
tedavi yontemi arayislari devam etmektedir. Tedavi siirecinde kullanilan sentetik
kimyasal ilaglarin yan etkileri ve ulasilabilirliginin daha zor olmasi sebebi ile bu
ilaglarin yerine kullanilabilecek fitokimyasal bilesenlerin igerik arastirmalar1 ve
etkinliklerinin tespitini belirleyen ¢caligmalarin degeri artmistir. Agir ¢evre sartlarinda
bliyliyen bitkiler barindirdiklart ¢esitli fitokimyasal bilesenler ile 6n plana
cikmaktadirlar. Calisgmamizda Aksaray, Hasandagi civarinda dogal yayilis
alanlarindan yetisen Trifolium arvense ve Medicago lupulina bitkilerinin sahip
olduklar fitokimyasal bilesenler ile tedavide etkin olabilecekleri diisiiniilerek farkli
oOziitlerinin (etil asetat ve metanol) biyolojik aktivitelerinin, enzim inhibisyon
ozelliklerinin ve hiicre kiiltiirii ile antikanser 6zelliklerinin arastirilmasi planlanmistir.
Tim bu hedeflerle bitkilerimizin DPPH, ABTS, CUPRAC, FRAP, PBD ve MCA
yontemleri ile toplam fenolik icerik oranlari ve flavonoid igerik oranlar1 ve antioksidan
aktivite kapasiteleri tespit edilmistir. Biitirilkolin esteraz (BChE), asetilkolin esteraz
(AChE), tirozinaz, a-amilaz ve a-glukozidaz testleri ile enzim inhibisyon aktivitelerini
belirlemek i¢in kullanilmistir. Sonugta tarafimizca yapilan c¢alisma ile 7rifolium
arvense ve Medicago lupulina bitkilerinin degerli bir fitokimyasal aktif kaynak oldugu,
antioksidan aktivite kapasitesi ve enzim inhibisyon aktivitesi kapasitesi ile alzhemir,
deri hastaliklar1 diyabet ve kanser hastaliklar1 gibi birgok hastaligin engellenmesi ve
de tedavisinde kullanilabilecegi diistintilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Antikanser Ozelllik, Biyolojik Aktivite, Enzim Inhibisyonu,
Fitokimyasallar, Medicago Lupulina, Trifolium Arvense.

Ocak, 2025; 69 sayfa
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DOCTORATE THESIS

MEDICAGO LUPULINA AND TRIFOLIUM ARVENSE PLANTS
ANTIOXIDANT, ENZYME INHIBITION AND ANTICANCER
INVESTIGATION OF ITS FEATURES

Serap KOKSAL BELLIKLI

Aksaray University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biotechnology and Molecular Biology

Supervisor: Prof. Dr. Yavuz Selim CAKMAK

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, Hasandagi, 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, o-amylase), tyrosinase and o-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.

January, 2025; 69 page
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SIMGELER VE KISALTMALAR

ABTS 2,2'-azinobis (3- etilbenzotiazolin-6-sulfonat)
ACAE Akarboz Esdegeri

ACh Asetilkolin

AChE Asetilkolinesteraz

AChEI Asetilkolinesteraz Inhibitorii

AD Alzheimer Hastalig1

AICls3 Aliiminyum Klortiir

ATP Adenozin Trifosfat

APB Bakar II Kloriir

BChE Biitirilkolinesteraz

BHA Butillenmis Hidroksiyanozil

BHT Butillenmis Hidroksitoluen

CAT Katalaz

ChAT Kolin Asetiltransferaz

ChE Kolinesteraz

CuCl2 Bakar II Kloriir

CUPRAC Bakir (II) Indirgeyici Antioksidan Kapasite
DM Diabetes Mellitus

DNA Deoksiribo Niikleik Asit

DOPA 3,4-dihidroksifenilalanin

DPPH 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil

DTNB 5,5'-dithiobis-(2-nitrobenzoic acid)
FeCl2 Demir (IT) Kloriir
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1. GIRIS

Canliligin vazgecilemez unsurlar1 beslenme, barinma ve neslin devamidir. Beslenme
icin en kolay sekilde elde edilebilen ve igerigi en kapsamli olan kaynaklar her zaman
tercih sebebidir. Canliligin devaminin saglanmasi ve bu siirecin saglikli olarak
gecirilmesi her zaman Onceliklidir. Beslenmeyi saglarken ayni zamanda besin
kaynaklarinin gerek hiicresel yapida gerekse organlar iizerinde iyilestirici etkisinin

olmasi tercih sebebidir.

2000’li yillarin basindan itibaren daha yogun adini duydugumuz fonksiyonel tip
yoniinden bakis temeli sistemik biyolojiye dayanan bir bakistir. Hastaliklarin akut
doneminde semptomlarin hissedilmesinin azaltilmasinin rahatlatici etkisini kabul
etmekle birlikte, hastaliklarin olusumunda yer alan sebepleri arastirmaya ve
sebeplerin dnlenmesine caligir. Fonksiyonel tip kisinin yasam tarzinda yer alan ve
hastaliklara zemin hazirlayan faktorleri belirleyip bunlarin degistirilmesini saglayarak,

koruyucu hekimligi 6n plana ¢ikarir (Ozkaya, 2021).

Fonksiyonel tip modeline gore kronik hastaliklarin olusum asamasinda fizyolojik
sistemlerde olusan islevsel zayifliklar 6n plandadir. Fonksiyonel tip, kroniklesen
hastaliklara dogru ilerleyen siireci belirleyebilme ve fizyolojik sistemlerdeki
zayifliklari giiclendirerek hastalik siirecini tersine ¢evirebilme bilim ve sanatidir (Ttirel,

2019).

Kronik saglik sorunlariyla basa ¢ikabilmek i¢in fonksiyonel tip; kisinin en iyi yasamsal
degerlere kavusabilmesi i¢in viicutta eksik olani tamamlamay1 ve en 1yi yasamsal
degerlere kavusabilmesi i¢in bu duruma ulagsmaya Onleyici olan faktorleri ortadan

kaldirmay1 amaglar (Grisanti, 2013).

Besinlerin ve beslenme seklinin saglik tizerindeki etkileri, diyet ile alinan gidalarin
sagligr olumlu yonde ilerletmesi suuru, kisilerin yiyecek sec¢imlerini ve yeme
davraniglarini sekillendirmektedir (Boluda ve Capill, 2017). S6z konusu biling artisi,
gida ve saglikli yasam arasindaki iliski baglantisini arastiran calismalarin artmasina
olanak saglamis ve fonksiyonel gida tanimi literatiire eklenmistir. Fonksiyonel gidalar;
yasam icin gerekli olan asil gida 6gesi ihtiyaglarini karsilamanin yaninda, sagligin

gelistirilmesinde ve hastaliklardan korunmada gorevli olan, biyoaktif faktorler ihtiva



eden gida veya gida tamamlayicisi olarak ifade edilir. Fonksiyonel gida, gidanin tabii
yapisinda yer alan aktif bir bileske halinde bulunmanin yaninda, laboratuvar
ortamindaki islemler ile biyoaktif 6gelerle i¢erigi artirilmis ve saglik yoniinden pozitif
katkilar1 olan bir gida da olabilir. Canliligin siirekliligi i¢in ihtiya¢ duyulan gida ve
enerji unsurlarini ihtiva eden biitiin gidalar temelde fonksiyonel gida olarak ifade

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

Son 40 yildir giindemde olan fonksiyonel besin kavrami yeni bir kavram degildir.
Insanligin varolusundan beri kolay ulasilabilirligi ile bitkisel kaynaklarm saglikli
yasamin devaminit saglamak amaciyla ve hastaliklarda tedavi edici olarak
kullanildigina dair kaynaklar mevcuttur. Bu konudaki en eski kaynaklar Siimerlere ait
kil bir levhada giinlimiizden 5000 y1l 6nce yazilmis olarak tespit edilmistir. Mistr,
Yunan ve Islam medeniyetlerinden giiniimiize ulasan bir¢ok kaynaktada bitkisel
kaynaklarin tedavi edici etkisinden faydalanildigina dair bilgiler karsimiza

cikmaktadir (Siintar, 2020).

Sebze, meyve ve tahillarin igeriginde 8000 degisik fitokimyasal bilesen bulundugu
bilinmektedir (Yal¢in, 2016). Giinliik diyetle alinan meyvelerde ve sebzelerde bulunan
fitokimyasallar viicudumuzu dejeneratif hastaliklardan korurlar (Cigek, 2016).
Fitokimyasal bilesenlerin alt siniflar1 flavonoidler, izoflavonlar, indoller, karotenoidler,
lignanlar, saponinler, monoterpenler, organosiilfiir bilesikleri ve polifenoller olarak
tanimlanmaktadir. Antiinflamatuar, antibakteriyel, antiviral, antioksidan, antitoksik,
antifungal, antialerjik, antikarsinojenik, immiinomodiilatér, noroprotektif ve
antihipertansif aktivite sahibi fitokimyasal bilesenler vardir. Flavonoidlerin
kardiyovaskiiler hastaliklar, hipertansiyon, diyabet, kanser ve osteoporoz ilk siralarda
gelmek iizere gilinlimiizde pek c¢ok hastaligin tedavisi amaciyla kullanildig:

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

Giliniimiizde son zamanlarda oksidatif stresin bir¢ok kroniklesmis hastaligin aciga
cikmasinda aktif rol istlendigi tespit edilmis ve oksidatif stresin engellenmesi
amaciyla antioksidan etkiye sahip fitokimyasal bilesenlerin kullanilmasi tavsiye
edilmektedir (Yalgin, 2016). Fitokimyasal bilesenler, oksidanlarin ve reaktif oksijen
tiirlerinin inhibe edilmesine yonelik enzim yapimini uyararak antioksidan aktivite

ortaya koymaktadir.



Canliligin siirdiiriilmesi i¢in molekiiler oksijen gereklidir. Tiiketilen oksijenin girmis
oldugu metabolik reaksiyonlar sonucunda %1-3 i ROS (Reaktif Oksijen Tiirleri) ne
ve hiicresel redoks reaksiyonlar ile agiga ¢ikan RNS (Reaktif Nitrojen Tiirleri)ne
dontisiir. ROS olusumu konsantrasyonuna gore toksik olabilir (Seifried vd., 2007).
Endojen karsinojenlerden ¢ok bilinenleri oksijen ve nitrojen kaynaklit ROS ve RNS
(Reaktif Nitrojen Tiirleri) olarak ifade edilen radikallerdir. Insan viicudunda ROS ve
RNS tiirleri diisiik ve orta konsantrasyonlarda hiicresel reaksiyonlar ve bagisiklik
sisteminde koruyucu etkiler gostersede; yiiksek konsantrasyonlarda hiicre zarinda
oksidatif yonden tahrip gelistirit. Bu hasar sonrasinda da kanser, diyabet,
kardiyovaskiiler hastalik gibi oksidatif stres kaynakli hastaliklar ortaya cikar (Sies,
1997; Pham-Huy vd., 2008).

Antioksidan savunma mekanizmalar1 oksidatif stres araciligi ile olusan hiicresel hasari
ve hastaliklar1 Onleyici rol oynamaktadir. Antioksidanlar enzimatik olan veya
nonenzimatik olan diye siniflandirilabilir. Non-enzimatik antioksidanlar A, C ve E
vitaminleri, alfa lipoik asit, koenzim Q10, karisik karotenoidler, glutatyon, farkli
biyoflavanoidler, antioksidan mineraller (bakir, mangan, ¢inko ve selenyum) ve
alblimin, folik asit, iirik asit, B1, B2, B6 ve B12 vitaminleri gibi enzim tetikleyicileridir.
Stiperoksit dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz (GSH-PX), katalaz (CAT) ve
glutatyonrediiktaz (GSH-RD) dan olugsmakta olan grup ise enzimatik antioksidanlar
grubudur. Normal yasamsal kosullarda sinyal iletimini, bagisiklik cevabimi ve
proliferasyonun diizenlenmesini antioksidanlar gergeklestirmektedir. ROS nin sebep
oldugu diyabetik komplikasyonlar, kanser ve kardiyovaskiiler hastaliklarin
engellenmesi ve tedavi edilmesinde antioksidanlar iyi bir alternatiftir (Maritim vd.,

2003).

Antioksidanlar, canlidaki metabolik aktivitelerle oksidatif stres sonrasi ortaya ¢ikan
serbest radikaller tarafindan tetikleyen reaksiyonlar1 6nleyen veya tamamen durduran,
boylece hiicre boyutundaki hasar1 geciktiren ya da Onleyen molekiillerdir.
Viicudumuzda hiicre i¢i ve hiicre dis1 alanda hem enzim 6zellikli hem de non-enzim

Ozellikli antioksidanlar bulunmaktadir (Finaud vd., 2006; Nimse ve Pal, 2015).

Enzimler ise metabolizmamizin ve canlili§imizin devami i¢in gerekli olan anahtar kilit
mekanizmasina gore ¢alisan molekiiller olup viicudumuzda bircok metabolik

reaksiyonda ana rolii iistlenmektedirler. Enzimlerin gerek invitro gerekse invivo testler
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ile aktivitelerini yavaslatan veya tamamen durduran kimyasal bilesikler enzim
inhibitorii olarak tanimlanirlar (Chauhan vd., 2012; Robin vd., 2018) Enzim
inhibitorleri 6zellikle kronik hastaliklarin olusum mekanizmalarinin netlesmesi ile ilag
sektoriiniinde ilgi alam1 haline gelmistir. Biyokimya ve farmakoloji alanindaki
ilerlemelerle kesfi artan enzim inhibitorleri hastaliklarin = tedavisi  igin

kullanilmaktadirlar (Balbaa ve El Ashry, 2012).

Canli devaminda hiicrelerin ¢ogalmasi ve fonksiyonunu yitiren hiicrelerin ortadan
kaldirilmas1 denge halinde goriilmektedir. Dengenin ¢ogalma ya da ortadan
kaldirilarak azaltilmasi yoniinde degismesi hastaliklar olarak karsimiza ¢ikmaktadir.
Hiicrelerin yanlis ve asir1 sekilde cogalmaya baglamasi DNA yapisindaki bozukluklara
ragmen ¢cogalmaya devam etmesi etrafindaki ve uzak dokulara invazyonu olmast doku
ve organlarin fonksiyon kaybiyla ilerleyen morbiditesi yliksek ve tedaviyle
engellenemez ise mortalite ile sonuglanan hastaliklarin genel adi kanserdir. Kanser
hiicrelerinin ortak o6zellikleri bir¢cok calisma ile tanimlanmis bu Ozellikler sirasi ile
hiicre boliinmesinin siirekli olarak uyarilmasi, biliylimesini baskilayan faktorlerin
gorev yapmamasi, DNA yapisindaki bozukluk hiicrenin 6liimiine yani apopitozuna
karst direng, biiyimeye devam eden hiicrelere yeni damar olusumunun yani
anjiyogenezin uyarilmasi ve yeni olusan hiicrelerin dokuya invazyon ve metastaz

yapma yetenegidir (Hanahan ve Weinberg, 2011).

Kanser tedavisi i¢in cerrahi miidahale radyo terapi kemoterapi ya da bunlarin
kombinasyonu mevcut duruma gore tercih edilebilmektedir. Kemoterapdtik ajanlar
icerisinde yan etkisi az olan bununla birlikte hiicre kanser hiicresi lizerindeki etkisi en
yiiksek olan ajanlar tercih edilmektedir. Yan etkinin azaltilabilmesi amaciyla bitkisel
kaynaklar Oncelikle tercihtir ve calismalar bunun iizerine yogunlasmustir. invitro
ortamlarda gerceklesen bitki ekstrelerinin hiicre hatlar1 iizerindeki etkileriyle ilag

gelistirme caligmalar1 yonlendirilmektedir.

Calismamizda kullanilan Medicago lupulina ve Trifolium arvense bitkileri iilkemizde
ve ilimizde oldukc¢a kolay bulunan bitkiler olup, halk arasinda bilinen 6zellikleri ile
tibbi amagcla kullanimlar1 g6z oniinde bulundurularak c¢alismamiz planlanmstir.
Fabecaeca ailesinden farkl tiirler ile ¢aligmalar yapilmis olsada literatiir taramasinda
Medicago lupulina ve Trifolium arvense bitkileri ile ilgili yapilan c¢aligsmalar

bulunamamistir. Bunun {iizerine tez g¢alismamiz planlanarak Aksaray, Hasandagi
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civarinda dogal yayilis alanlarindan 2020 yil1 vejetasyon donemlerinde toplanmus,
golgede kurutularak karanlik uygun ortamda saklanmis olan bitki 6rneklerimizin farkl
Oziitlerinin (etil asetat, metanol) toprak tistli boliimlerinin antioksidan kapasitelerinin,
enzim inhibisyon Ozelliklerinin ve hiicre hattindaki hareketlerinin tanimlanmasi ile

antikanser 6zelliklerinin belirlenmesi amaglanmustir.



2. LITERATUR OZETi

2.1 Fabaceae Familyas1 Genel Ozellikleri

Orchidaceae ve Asteraceae familyalarindan sonra yaklasik 751 cins ve 19000 i askin
tiir ile en biiylik {iglincii familya Fabaceae familyasidir (Christenhusz ve Byng, 2016).
Agaclar, calilar, otsu bitkiler ve sarmasik gibi farkli bitkisel formlar1 igermekte olan
familya genis bir ¢esitlilige sahiptir. Biitiin yeryiiziinde genis bir alana yayilis gosteren
bitki tiirii otsu bitki tiirleri ve g¢alilar iken agaglar daha c¢ok tropik bdlgelerde yer
almaktadir (Watson ve Dallwitz, 2008). Eski Caglardan beri baklagiller bol yetismesi
ve cesitliligi sebebi ile gida ve tibbi amaglarla kullanilmiglardir. Cok yillik otsu
bitkilerle ekolojik dengeleyici 6zelligi ile baklagiller meralarin bilesiminde yaygin
olarak bulunmaktadirlar (Nyfeler vd., 2011; Gaba vd., 2015). Fabaceae ailesi
Ogelerinin ¢ogunlugu atmosferde yer alan azotu sabitleyebilme niteligindeki
bakterilerle birlikte mutualist yasam sekli ile azot icerigi az seviyedeki topraklarda bile
yetisebilmekte yliksek seviyede protein miktarina sahip olabilmektedir (Suter vd.,
2015; Vertes vd., 2015). Bu sayede gida sektdriinde ve hayvancilikta zengin bir gida

kaynag1 olabilmelerinin yani sira kullanilan giibre miktarinida azaltmaktadirlar.
2.1.1 Medicago lupulina’nin sistematik semasi

Medicago lupulina L. (Serbetciotu Yoncasi) Fabaceae (Leguminosae) familyasina ait
cok yillik otsu bir bitkidir. Diger medicago tiirleri gibi oncelikli olarak yem sanayinde
kullanilmakla beraber ilag ve siis bitkisi olarak da tercih edilmektedir. Toprak istekleri
az oldugundan soguga dayanikli kurak ve tas arazilerde yetisebilmektedir (Ask, 1987;
Davis, 1985). Isparta yoresinde yapilan bir ¢alismada bitkinin adaptasyonunun ¢ok iyi
olup hizl1 bir sekilde yayilma 6zelligi gosterdigi gézlemlenmistir bu 6zelligi sebebiyle
cimlere alternatif bir tiir olabilecegi belirtilmistir (Giil vd., 2012). Medicago tiirleri
faydali bilesenleri ve yliksek protein i¢erigi nedeniyle hayvanlarda yem olarak oldukca
degerlidir (Yildiz; 2005). Baz1 iilkelerde yapraklar yiiksek protein igerigi sebebiyle

corba salata ve sandviclerde tercih edilmektedir (Facciola S. 1990).

Medicago lupulinan’ min sistematik semasi1 asagidaki gibidir;



Kingdom: Plantae
Subkingdom:  Tracheobionta

Division: Magnoliophyta
Class: Magnoliopsida
Subclass: Rosidae

Order: Fabales

Family: Fabaceae

Genus: Medicago

Species: Medicago lupulina

Sekil 2.1 Medicago lupulina.

2.1.2 Trifolium arvense’nin sistematik semasi

Trifolium arvense bir yillik yasam siirecinde dik ve yiikselici biiyiime 6zelligine
sahiptir, yaklagik 5—30 cm uzamakta olan bir yonca tiiriidiir. Morumsu veya pembe
renkli ¢igeklere sahip, 30 cm’ye kadar uzayabilen otsu bir bitkidir. Diger tiim yoncalar
gibi yapraklar1 sapsiz 3 yaprak¢iga boliinmiistiir (Zohary, 1970).



Azotu sabitleme Ozellikleri ile diisiik verimli topraklara ekildigi zaman topragi daha
verimli bir yone c¢evirir. Tiirkiye de “tavsanayag1” olarak bilinen Triforium arvense,
Kutup bolgeleri hari¢ Avrupa’nin bir¢ok bolgesinde ve Bat1 Asya’da dogal olarak
yetisir. Hayvancilikta meralarda otlatma esnasinda ke¢i ve koyunlar tarafindan
tiiketilir (Cagan vd., 2015). Azot fiksasyon bitkisidir ve diislik azotlu topraklarda ortii
bitkisi olarak kullanilmistir. Kumlu topraklarda giineste en iyi sekilde biiyiir. Trifolium
tiirleri, halk arasinda kiiciik cocuklarda mide bagirsak hastaliklari, gut ve romatizma,

yaralarin tedavisi ve terleme durumlarinda ayak bakimi i¢in kullanilir (Baytop, 1999).

Trifolium arvense’ nin sistematik semas1 agagidaki gibidir;

Kingdom: Plantae
Subkingdom: Tracheobionta

Division: Magnoliophyta
Class: Magnoliopsida
Subclass: Rosidae

Order: Fabales

Family: Fabaceae

Genus: Trifolium
Species: Trifolium arvense

Sekil 2.2. Trifolium arvense.
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2.2 Serbest Radikaller

Molekiil diziliminde dis orbitalinde bir ya da daha fazla eslenmemis elektron tasiyan,
enerjisi yliksek atomlar veya molekiiller serbet radikallerdir (Halliwell ve Gutteridge,
1985). Tasidiklar1 eslenmemis elektronlar sebebi ile serbest radikaller reaksiyona ¢ok
kolay katilirlar ve bu durumlart biyolojik sistemlerde onem tasir. Bir orbitalinde
eslenmemis bir elektron tasiyan ve elektronlar1 zit yonde hareket etmekte olan
bilesikler bu hareketlerinden dolayr manyetik alan olusturmaktadirlar. Serbest
radikaller reaksiyona girdikleri molekiillerden ya elektron alirlar veya elektron verirler

(Valko vd., 2007).

Serbest radikal kaynaklarinin en Onemlisi aerobik metabolizmaya sahip olan
memelilerdeki oksijenin suya indirgenmesi esnasinda yer alan tek elektron aktarilmasi

ile olugmakta olan reaktif partikiillerdir ( Reilly vd, 1991).
Oksijenin indirgenmesi reaksiyonlar1 (Denklem 2.1);

Oz + H+ +e — HO; hidroperoksil radikali
HO, — ++ Oz stiperoksid radikali
O + 2H+ +e — H>0: hidrojen peroksid (2.1)
H>0; + e — OH-+ OH hidroksil radikali
OH +e +H — H>O

Hizli bir sekilde hidrojen peroksit ve oksijen olusturan siiperoksid radikali kuvvetli bir
indirgeyici ajandir. Siiperoksit radikali linin protonla almis sekli olan hidroperoksil
radikali daha kuvvetli bir oksidan molekiildiir. Reaksiyon ortaminda demir ve bakir
gibi tasiyic1 metaller olmadiginda oldukga sabit olan hidrojen peroksit ise zayif bir
oksidorediiktandir ve katalaz, glutatyon peroksidaz (GSHPx) enzimleri ile parcalanir
(Gaelani vd., 1989). Siiperoksid radikalinden ya da demir yollar1 ile hidrojen peroksit
radikalinden olusan lipid peroksidasyonunu uyaran baslica radikal olan hidroksil

radikalidir (Halliwel vd., 1984).

Miyeloperoksidaz (MPO) HEM igeren bir enzim olup fagosit sitoplazmasinda yer alir
hipoklorik asit (HOCI) olusumunu katalize eder. Demir tuzlari veya siiperoksid
radikali ile reaksiyona giren hipoklorik asit, hidroksil radikali olusumunu saglar

(Simpson vd., 1993; Klebanoff vd., 1980).
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Endojen serbest radikaller ile birleserek nitrik oksit peroksinitrit radikalin
olusturmaktadir. Peroksinitrit radikalinden de kolaylikla hidroksil radikali
olusabilmektedir. Elektron transport zinciri sirasinda oksijenin suya indirgenmesiyle
siiperoksit radikali olusur (Halliwell vd., 1993). Doymamis yag asitlerinin ve
ksenobiyotiklerin oksidasyonunda rol oynayan sitokrom p 450 ve sitokrom b 5
reaksiyonlar1 sirasinda serbest radikaller olusur (Jabs vd., 1995). D Aminoasid oksidaz,
iirat oksidaz, acil-KoA oksidaz gibi enzimleri icermekte olan peroksizomlarda kuvvetli
bir H,O» kaynagidirlar. Plazma membraninda yer alan lipooksijenaz ve siklooksijenaz
enzimlerinin katalize ettigi reaksiyonlar sonucunda serbest radikaller olusmaktadir
(Kellogg vd., 1977; Patel vd., 2018; Snezhkina vd., 2019). Tiim bu serbest radikaller
reaktif oksijen tiirleri (ROS) adi altinda toplanmaktadirlar. Nitrojen atomlar ihtiva
eden reaktif nitrojen tiirleri (RNS); Nitrojen dioksit (NO2), Nitrik oksit (NO") ve
radikal olmayan bilesikler, yani peroksinitrit (NO3™ ), peroksinitroz asit (HNO3) ve
nitroz oksit (N20) gibi endojen serbest radikallerdendir (Shields vd., 2021).

Tiim bu ROS ve RNS ler endojen serbest radikallerdir. Hiicre zar yapisinda yer alan
poliansatiire yag asitlerinin okside edilmesini ihtiva eden lipit peroksidasyonu serbest
radikaller tarafindan baslatilir. Lipit peroksidasyonu bir¢ok klinik tablonun
patogenezinde rol oynamaktadir. Iskemi hemoraji travma, kronik metabolik hastaliklar
olan diyabet bazi karaciger hastaliklar1 ve ateroskleroz bu hastaliklardan bazilaridir

(Jeroudi vd., 1994; Cetinkale vd., 1997; Konukoglu vd., 1997; Tas¢1 vd., 1997).

Cizelge 2.1. Reaktif oksijen tiirleri (ROS).

Radikaller Nonradikaller
Stiperoksit O> Hidrojen peroksit H>O»
Hidroksil OH Hipoklor6z asit HOCI
Peroksil ROO Hipobromd6z asit HOBr
Alkoksil RO Singlet oksijen 10,
Hidroperoksil HO» Ozon O3

Lipid peroksil LOO
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Cizelge 2.2. Reaktif nitrojen tlirleri (RNS).

Radikaller Nonradikaller
Nitrik oksit NO Nitrosil katyonu NO+
Nitrojen dioksit NO» Nitroksil anyonu NO-

Dinitrojen tetroksid N2Oy
Dinitrojen trioksid N>O3
Peroksinitrit ONOO-
Peroksinitrik asit ONOOH
Nitronyum katyonu NO» +
Nitril klorid NO>Cl

Alkil peroksinitrit ROONO

2.3 Oksidatif Stres

Insan viicudunda yer alan antioksidan miidafa sistemi ve oksidan &nciillerinin
diizeyleri arasindaki dengenin, oksidan dnciillerine yonelik bozulmasi oksidatif stres
diye tanimlanir. Bagka bir ifade ile dokularin yapisinda yiiksek degerlerde agiga ¢ikan,
tiretilen ROS’larin atilamayarak birikmesi ile metabolik sistemin reaktif iiriinleri
ortadan kaldirma kabiliyeti arasinda dengesizlik olusmasi ifadesidir (Forman ve Zhang,
2021; Pizzino vd., 2017; Powers ve Jackson, 2008). Hiicre diizeyinde olusan oksidatif
stres ile artan serbest radikaller biyomolekiillerden protein, niikleik asit, lipitlerin
oksitlenmesi sonucu, protein yapisindaki DNA ve kodlanan bilgilerde bozukluk
olusmasina, arkasindan hiicre membran biitiinliigliniin hasar1 ile bozulmasina ve enzim
aktivitesinin engellenmesine seklinde ¢ok fazla sonu¢ olugmaktadir (Packer, 1997).
Giliniimiizde sik goriilen inflamasyon, romatoid artrit, damar sertligi, kanser, obezite,
Alzheimer ve Parkinson gibi nérodejeneratif hastaliklarin ongiiriilen asil nedenleri
icerisinde oksidatif stres yer almaktadir. Yarilanma Omiirleri ¢ok kisa olan serbest
radikallerin rol aldig1 oksidatif stres degerini dogrudan dlgmek miimkiin degildir
(Close vd., 2005). Bu sebepten baz1 biyo-isaretleyici ajanlar kullanilarak protein, lipit
ve DNA gibi 6nemli yapilarin bozulmasinin olup olmadig: veya ne kadar bir zarara
maruz kaldiklar1  belirlenmektedir  (Fisher-Wellman ve Bloomer, 2009).
Norodejeneratif hastaliklardan olan Alzheimer hastalifinin (AD) ana nedeni
lipoperoksidasyon sonucu membran fosfolipidlerinin azalmasidir. Artan lipid olusumu
ile azalan antioksidan enzim aktiviteleri beyinde plak olusumuna sebep olmaktadir.
Alzheimer hastalarimin beyin dokusunda ve beyin omurilik sivisinda akrolein,
hidroksinonenal ve akrolein gibi oksidatif stres belirteci olan ajanlar gosterilmistir.

ROS diretimi ile birlikte noronlarda glikoz tasiyicisi GLUT3 {in, membran
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proteinlerinin fonksiyonlarinin, iyon transpotunun, glutamat tasiyicilariin, Na+/K+
ATPaz pompasinin, kinazlarin aktivitesinin bozulmasina sebep olarak ndérodejeneratif

hastaliklarin olusmasina yol agmaktadir (Pisoschi vd., 2015).

Oksidatif stres viicutta hiperglisemiye sebep olarak hiperglisemide hiicresel diizeyde
oksidatif stresi artirarak diyabet hastaligi olusumundaki kompleks mekanizmay1
tetiklemektedir (West, 2000). Diyabette glukozun kendi kendine oksidasyonu yoluyla
glikozillenmis antioksidan enzimler ve proteinler oksijen radikallerini toksik etkisini
ortadan kaldiramadiklarindan radikal olusumu artmaktadir (Wolft, 1993; Giugliano
vd., 1995). Tim bunlarla birlikte diyabette oksijen radikallerinin olusumuna sebep
olan farkli iki reaksiyon vardir. Bunlardan ilki glukoz metabolizmasi ile iiretimi
yiikselen NADPH diizeyi sayesinde artmis glukoz seviyelerinin sitokrom P450 benzeri
reaksiyonu stimiile etmesidir (Jain, 1989). Ikincisi ise Tip 1 DM un ayirici niteligi olan
ketozisin diyabeti olan hastalarda oksijen radikal {iretimini artirmasidir (Jain vd.,

1998).

Cizelge 2.3. Oksidatif stresin saglik lizerine etkileri (Barnes, 2020).

Solunum | Kardiyovaskiiler | Eklem/Deri Norolojik Coklu sistem
Astim Hipertansiyon Gut Alzheimer Diyabet
KOAH Ateroskleroz Dermatit Parkinson Kanser
Bronsit Kardiyomiyopati | Romatoid Artrit | Hafiza Kayb1 | Fibromiyalji
Anjino pektoris Otoimmiinite
2.4 Antioksidanlar

Antioksidan savunma sistemleri hiicrelerde DNA, lipit ve protein gibi oksidasyona
ugratabilecek molekiillerin serbest radikaller aracilig1 ile oksidasyonunu engelleyen ya
da geciktirilen maddeler olan antioksidanlardan olusur. Serbest radikallere elektron
transferi yaparak kararli hale gelmelerini saglayan antioksidanlar hiicresel diizeyde
hasarin Oniine gegerler. Serbest oksijen radikallerini uyararak tutulmalarini saglayarak
ya da gii¢siiz bir molekiile ¢evirdikleri oksidanlar ile temizleme etkilerini gosterirler.
Oksidanlara kattiklar1 bir hidrojen ile reaksiyon hizin1 da azaltarak baskilama etkilerini
gosterirler. Flavonoidler ve vitaminler baskilama etkisiyle antioksidan 6zellik saglarlar
lipit protein ve DNA yapilarinda olugan hasarin onarilmasi ile antioksidanlar onarma
etkisini gerceklestirir. Serbest oksijen radikallerini baglayarak ya da zincirlerini

kirmak suretiyle islevlerinin engellenmesini zincir koparma etkileriyle saglarlar.
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Antioksidanlar baskilama fonksiyonu, temizleme fonksiyonu, onarma fonksiyonu bir
de zincir koparma fonksiyonu olarak 4 farkli mekanizma ile oksidasyonu engellerler
(Valko vd., 2007). Antioksidanlar enzimatik olan ve olmayanlar olmak tizere 2 farkli
sinifa ayrilirlar ve bu 2 sinif dogal antioksidanlari olusturular. Hiicresel diizeyde
iiretilmekte olan antioksidanlar enzimatik olarak isimlendirilirken, viicuda beslenme
ve diyet ile alinan antioksidanlar ise enzimatik olmayanlar olarak isimlendirilir.
Katalaz siiperoksit dismutaz ve glutatyon peroksidaz serbest radikallere kars1 birinci
basamak olarak iiretilen ve enzimatik olan antioksidanlardir (Ighodaro vd., 2018).
Antioksidanlarin beslenme ile viicuda alinan ve enzimatik olmayan ¢esitleri tahillarda
yaygin olarak bulunan fenolik maddeler, vitaminlerden A, E ve C, meyve ile sebze,
baharat ve katesin, resveratrol ile kuersetin gibi flavonoidlerdir (Aslankoc vd., 2018;
Lotito ve Fraga, 1998; Postaci vd., 2018). Giinlimiize kadar yapilan fazlaca ¢aligmada,
enzim igerikli antioksidanlarin (SOD, CAT, GSH-Px) ve enzim igerikli olmayan
antioksidanlarin (C Vitamini, E Vitamini, karotenoidler, lipoik asit ve digerleri)
hiicreyi ve dokular1 oksidatif stresin zararlarindan koruyucu olduklarini ve cesitli

gorevleri oldugunu gostermektedir (Kojo ,2004; Topsakal vd., 2016; Saygin vd., 2018).

{ ANTIOKSIDANLAR ‘

Non- Enzimatik Antioksidanlar

[ I I

.. Pt Mineral ‘ Vitanin } Kamr:nmd] Polifenolle
Sdpeml:m dismutaz (S0D) Glutatyon rediktaz (GR. Cinko Vitamin A-C- PRarston Fenolik Ast Flavonidler
Katalaz enzimi (CAT) Glukoz-6-fosfat Selenyum K Likopen
Glutatyon peroksidaz (GPx) dehidrogenan (G6PDH) |

Enzimatik
Antioksidanlar

Hidroksisinmanik Flavonoller
Asitler ;
; Izoflavonoidler
Hidroksibenzoik Flavansll
aitler avanoller
Antosiyamidinler
Flavanonlar

Flavonlar

Sekil 2.3. Antioksidanlarin siniflandirilmasi.

Hiicreyi buna bagli olarak biitiin viicudu oksidatif hasara karst koruyan
antioksidanlarin, insan viicudu tarafindan iiretilenlerinin etki mekanizmalari

aciklandikca sentetik antioksidanlara karsi ilgi ve caligmalar artmistir. Yaglarin
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oksidasyon mekanizmalarinin basamak basamak irdelenmesi ile oksidasyonunu
onlemek icin sentetik antioksidan iiretimi i¢im bir¢ok ¢alisma baslatilmistir. 1900 li
yillarin ortalarindan beri ¢ok sayida sentetik antioksidan madde iiretilmesine ragmen
giinimiizde kiigiik bir boliimii kullanimdadir (Eken, 2007). Sentetik {iretilen
antioksidanlar dogal olanlarinin en etkin olan sadece bir analogu taklit edecek sekilde
gelistirmektedirler. Bu sayede de dogal antioksidanlarla sinerjistik etki gostererek daha
fazla aktivite saglarlar. Giinlimiizde sentetik antioksidanlar 6zellikle gidalarin raf
Omriinii uzatmak ve tazeligini korumak amaciyla kullanilabilmektedir. Raf émriinii
uzatmak i¢in biitillenmis hidroksitoluen (BHT), biitillenmis hidroksianisol (BHA) ve
tersiyer biitilhidroksikinon (TBHQ) gibi dogal olmayan antioksidanlar gidalara ilave

edilmektedirler.

Sentetik antioksidanlarla ilgili yapilan son ¢aligmalar toksik olabileceklerini
maliyetlerinin yiiksek oldugunu ve etkilerinin dogal dogal antioksidanlarla gore daha
az oldugunu ortaya koymustur. Tiim bu sonuglarla dogal antioksidanlarin
aktivitelerinin daha yiliksek oldugu besinlerle alinabilmelerinden dolay1 ekonomik
oldugu gosterilmis ve tercih sebebi olmuslardir. Ayn1 zamanda dogal olmayan
antioksidanlarin  karaciger, akciger ve bagirsak hasarlarina sebep oldugu
(Wanasundara ve Shahidi, 1998) ve karsinojenik ozellige sahip oldugunun tespit
edilmesi ile dogal antioksidanlara yonelik ilgi artmistir. Bu ilgiyle birlikte bitkilerin

antioksidan 6zelliklerinin arastirilmasini iceren ¢alismalar hiz kazanmastir.

2.5 Fitokimyasallar

Bitkilerde yer alan bilesiklerin tibbi amacla kullanilan ve laboratuar ortaminda iiretilen
kimyasal bilesiklere yapisal olarak benzerlik gdstermesinin kesfi sonrasinda ilag
sektorii bitkileri arastirmaya yonelmistir bu yonelimle birlikte bitkisel iiriinlere talep
ve ilgi yogunlasmistir (Bayram vd., 2010; Jose vd., 2018; Mohammed vd., 2018).
Besin olarak tiiketilmeyen fakat insan saglig1 i¢in yararh etkilere sahip bitkisel aktif
bilesiklere fitokimyasallar denir (Visioli vd., 2000; Sevindik, 2018). En ¢ok bilinen ve
aktif olarak kullanilan fitokimyasal bilesenler fenolik bilesikler (polifenoller),
flavonoidler, karotenoidler, tanenler, terpenler, terpenoidler, saponinler, kumarinler,
tokoferoller, izotiyosiyanatlar, fitosteroller, siilfitler, siilforafanlar, alkaloidler,
fitoestrojenler ve indollerdir (Fidan ve Diindar, 2007) . Bu bilesikler beslenmemizde

mikro besin iiyesi olarak bulunmaktadir (Cemeroglu, 2004).
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Fitokimyasallar hastaliklara karsi koruyucu olan antioksidan aktiviteye sahip
bilesiklerdir (Vital vd., 2010). Fitokimyasallar antioksidan olduklar1 gibi metal
iyonlarin1 selatlastirici, detoksifiye enzimleri stimiile ederek timor olusumunu
baglatan ve siirdiiren transkripsiyon faktorlerini baskilayici etki gosterirler (Verma vd.,
2009). Bunun yaninda dejenaratif hastaliklar1 engelleyici, antiallerjenik,
antienflamatuar, antimikrobiyal, antitrombotik (kanin pihtilagmasini engelleyici),
antikarsinojen, antiaterojen (damar sertligini 6nleyici), antiiilser ve vasodilator (kan
damarlarin1 dilate edici) bilesenler olarak reaksiyon yaparlar (Weisburger, 2000;

Cemeroglu, 2004; Halliwell, 2007).

ANTOSIYANIDINLER

FENOLIK ASIT

SALKONLAR

STILBENLER FLAVONOLLER

POLIFENOLLER FLAVONOIDLER FLAVANOLLER

LIGNANLAR FLAVONLAR

ELLAGIK ASIT

FLAVANONLAR

1ZOFLOVANONLAR

Sekil 2.4. Fitokimyasallarin siniflandirilmasi.
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2.5.1 Fenolik bilesikler

Aromatik aminoasit metabolizmasi sirasinda bitkilerden fenolik bilesikler ad1 verilen
ikincil metabolitler sentezlenir. S6z konusu bilesikler farkli seviyelerde olmak {izere
bitkilerin biitiin kisimlarinda bulunur bitkinin koku tat renk gibi 6zelliklerini verirken
ayni zamanda antimikrobiyal, antioksidan ve farkli enzim inhibisyonu etkisi gosterirler.
Metabolizmanin ihtiya¢ duydugu antioksidanlarin dogal kaynaklar1 fenolik bilesikler,
yapilarinda bulundurduklar1 fenol halkasindaki OH grubu ile metallerle selat
olusturma ve serbest radikallere baglama etkisiyle antioksidan aktivitelerini gosterirler
(Saldamli, 1998; Verma vd., 2009). Fenolik bilesikler yapilarinda bulunan fenol
halkalarinin sayilarina ve bu halkalar1 birbirine baglayan yapilara gore siniflara

ayrilirlar.

Genel bakis ile

e Flavonoidler (antosiyanidinler, salkonlar, flavonlar, flavonoller, flavanonlar,
flavanoller (katesinler) ve izoflavonlar),

e Fenolik asitler,

e Stilbenler,

e Lignanlar diye siralanirlar (Khan ve Dangles, 2014)

2.5.2 Flavonoidler

Fenolik bilesikler icerisinde selatlama oOzellikleri ile antioksidan aktivitelerini iist
diizeyde gosteren grup flavinoidlerdir. flavonoidlerin en Onemli 06zelli§i insan

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

Molekiil yapilarindaki hidroksil gruplarinin sayisi, tlicli karbon segmentinin
oksidasyon diizeyi ve doymamiglik derecesi flavonoid molekiilleri arasindaki farki
yaratmaktadir. Halka yapilarindaki bu farkliliklara gére antosiyanidinler, flavonlar ve
flavonollar, flavanonlar, flavanoller (katesinler) ve izoflavonlar olarak
isimlendirilmektedirler (Saldamli, 1998). Giinlik diyet ile diizenli olarak
tiiketilmelerinin meme ve prostat kanseri insidansinda azalma sagladiginin tespit
edilmesi, flavonoidlerin antioksidan ve antikarsinojen yani sitotoksik 6zellikleri ile

iliskilendirilmistir (Moein vd., 2007; Jaganathan vd., 2014; Yiannakopoulou, 2014;
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Sharma vd., 2015; Ahmed vd., 2016; Zhong vd., 2017; Caglar vd., 2017). Ayni
zamanda flavonoidlerin antienflamatuar, antiviral, antialerjik ve antiaging aktiviteye
sahip olduklar1 bildirilmistir (Shebis vd., 2013; Parhiz vd., 2015; Seo vd., 2016; Liang
vd., 2017). Vitamin P maddeleri diye de isimlendirilen flavonoidlerin periferik kilcal

damarlarda kanama ve catlamalar1 engelleyici etkilerinin oldugu goriilmistiir

(Skowyra vd., 2014).

Flavonoidlerin bir grubunu flaviliumkatyonu yapisinda bulunduran ve glikozit
yapisindaki aglikon adi verilen antosiyaninler olusturmaktadir. Aglikon kisminda
hidroksil grubu ve metoksi grubu birlikte yer alir ve metoksi grubu arttik¢a kirmizi
renk, hidroksil grubu arttik¢a acik mavi renk almaktadir. Suda ¢oziinebilen dogal
pigmentler olup meyve sebze ve bitkilerde bulunabilmektedir (Kong vd., 2010;
Nizamoglu ve Nas, 2010). Antosiyanidinler iginde delfinidinler, peonidinler,
siyanidinler, malvidinler, peonidinler, petunidinler ile pelargonidinler yer alir ve
viicuttaki etkileri antimikrobiyal, antiviral, antienflamatuar, antialerjik, antimutajenik,
antikanserojenik ve antidiyabetik, antioksidan, olarak siralanabilir (Ghosh ve Konishi,

2007).

Rutin, apigenin, krisin ve luteolinden olusan ve flavonoidler grubunun temel bileseni
flavonladir. Rutin kirmizi sarapta ve domateste bulunur ve kuarsetinni glikozit
formudur. Kirmiz1 act biberde luteolin, meyve kabuklarinda krisin ve maydanoz ve
kerevizde apigenin bulunur (Fidan ve Diindar, 2007). Sogan, lahana ve elmeda bol
miktarda bulunan flavonoller ise bitkilerin iceriginde en bol yer alan flavonoid
grubudur ve kuarsetin, kaempeferol, mirisetin ve fisetin bunlardandir (Saldamli, 1998;
Ghosh ve Konishi, 2007). Flavonun dihidroksi tiirevi flavanondur ve naringenin,
hesperetin 6nemli flavanonlar arasinda bulunur. Naringeninin glikozidi olan
naringinden greyfurtta hissedilen buruk acilik tadi alimir. Turunggillerin kabuk
kisminda ise hesperedin yogun miktardadir (Saldamli, 1998). Genistein, daidzein ve
bunlarin glikozidleri olan genistin ve daidzin ise One ¢ikan izoflavonlar olup
flavonlarin izomeridirler ve soya fistig1 ve soya fasulyesinde bulunur (Pascual vd.,
2000; Cemeroglu, 2004). Katesinler flavonoidlerin besinlerdeki en yaygin grubudur.
Ulkemizde iiretimi ¢ok yapilan ve tiiketilen siyah ¢ayda bulunan katesinlerin %83 gibi
yiiksek bir oranda hidroksil radikalini yok etme kapasitelerinin oldugu belirtilmistir

(Li ve Xie, 2000). Katesinler farkli bitkilerden izole edildikten sonra yapilan
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calismalarda peridontal yani digeti hastaliklarina sebep olan Porphyromonas gingivalis,
Prevotella intermedia ve Actinobacillus actinomycetemcomitans gibi ajanlarin
tizerinde antimikrobiyal etkinligi oldugu gosterilmistir (Ho vd., 2001; Demir vd.,
2017). Farkli bir c¢alismada epigallokatesin gallatin antikanser ozellikleri

incelendiginde apoptozu indiikleme etkisinin oldugu belirlenmistir (Azam vd., 2004).

2.5.3 Enzim inhibisyonu

Viicudumuzda metabolizmamizin ve canliligimizin devami i¢in bir¢cok biyokimyasal
mekanizma bu mekanizmalarin icerisinde de enzimler yer almaktadir. Genler
tarafindan sifrelenen enzimler, uzun zincirli aminoasit polimerlerinden olusurlar ve
farkli dizilimlerdeki aminoasitlerin biraraya gelmesi ile {i¢ boyutlu yapilar1 meydana
gelir (Kilig, 2002). Bu ii¢ boyutlu yapida aminoasitlerin bulundurduklari yan gruplar
belli bir bolgede toplanirlar ve enzimin aktif bolge adi verilen enzime spesifik
substratin baglanacagi bilgeyi olusturular. Enzimin katalizleyecegi reaksiyona uygun
substratin aktif bolgeye baglanmasi ile reaksiyon baslamaktadir (Robinson, 2015;
Pérez de la Lastra vd., 2021). Aktif bolgede olusan baglanma ile kararsiz yapidaki
enzim substrat ikilisinin kararli hale gelmesi saglanir ve bu sayede daha az enerji ile

reaksiyon gergeklesir (Goziikara, 1997; Gonzalez vd., 2003).

Enzimlerin katalizledigi olaylar bazen hastaliklara sebep olabilmektedir. Enzim
aktivitesinin az olmasi enzim eksikligine bagli hastaliklara sebep olabilirken, enzim
aktivitesinin fazla olmasida hastaliklara sebep olabilmektedir. Enzim aktivitesinin
fazla oldugu durumlarda "enzim aktivitesini azaltan veya yok eden" mekanizmalar
olan enzim inhibitorleri kullanilmaktadir. Enzim inhibitorleri kiiclik molekiillii
kimyasal bilesenler olarak enzimi inhibe ederek katalitik aktivitesini diistirebilirler
(Chauhan vd., 2012 ). Enzim inhibitorii 6zelligi olan kimyasal molekiiller, enzim
biyosentezini azaltarak; enzim ya da kofaktorlerini parcalayarak; enzim
konformasyonunda allosterik degisimler yaparak veya enzimle ilgili doku
fonksiyonunu bozarak fonksiyonlarini yerine getirirler. Enzim inhibitérleri fizyolojik

sartlarda ilag gibi kullanilabilmektedir (Amtul vd., 2002).
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2.5.3.1 Diyabetes mellitus ve enzim inhibisyonu

Insan viicudundaki karbohidratlarin sindiriminde ve metabolizmasinda amilaz ve
glukozidaz 6nemli rol oynayan enzimlerdir. Diyabet hastaligindaki tedavi edici
ozelliklerini anlayabilmek i¢in her iki enziminde viicudumuzdaki islevini iyi bilmemiz
gerekmektedir. Amilaz, agizdaki tiikiiriik bezleri tarafindan ve pankreas tarafindan
ince bagirsaga tretilir ve salgilanir. Agizda, tiikiiriik a-amilazi nisastalar1 daha kii¢iik
polisakkaritlere ve maltoza pargalayarak karbonhidrat sindirimi siirecini baglatir.
Pankreas a-amilazi bu siireci ince bagirsakta siirdiiriir. Amilaz yemeklerin sindirilmesi

ile gergeklesen hizli kansekeri yiikselmesinde ¢nemli rol oynamaktadir.

Glukozidaz grubu enzimler, disakkaritler ve oligosakkaritler gibi kompleks
karbonhidratlarin glukoz gibi daha basit sekerlere hidrolizini yani parcalanmasini
katalize eden enzimlerdir. Glukozidaz inhibitorleri en ¢ok ince bagirsakta bulunan
glukozidaz enzimlerinin aktivitesini yavaslatarak kompleks karbohidratlarin
sindirimini ve emilimini geciktirerek yemekten sonra kan sekeri seviyelerinin daha
yavas yiikselmesini saglamaktadir. a-amilaz ve a-glukozidaz enzimlerinin inhibisyonu
diyabet hastaliginin yonetimi ve tedavisinde ¢ok énemlidir (DeFronzo, 1999; Kimura
ve Okuda, 2001; Han vd., 2003; Chiasson vd., 2004; Pefia vd., 2004; Maki ve Pelkman,
2008; Tappy ve Le, 2010).

2.5.3.2 Alzheimer hastalig1 ve enzim inhibisyonu

Alzheimer hastali§inin tedavisi i¢in ana yaklasim asetilkolinesterazin inhibisyonu ve
bu sayede merkezi sinapslardaki ACh seviyesini arttirmak olmustur. Yapilan
calismalar asetilkolinesteraz inhibitorlerinin Alzheimer hastalarinda sinaptik
bolgedeki asetilkolin  seviyesinin  artmasi  saglayarak biligsel yetenegin
arttirilabilecegini ve noropsikiyatrik semptomlarin hafifletilbilecegini gdstermektedir
(Zarotsky, vd., 2003). Butirilkolinesteraz (BChE) bir serin hidrolaz viicuttaki esterlerin
hidrolizini katalize etmektedir. Diigiik asetilkolin katalitik etkinligi olan
Butirilkolinesterazin genis bir substrat kapsami vardir. Butirilkolinesteraz enzimin
inhibisyonu ile beyin asetilkolin diizeylerinin arttigin1 gosteren ¢alismalar mevcuttur.
Alzheimer hastaliginda BChE, dengede tutucu bir faktor seklinde gorev alan enzimdir.

(Ha, vd., 2020). Anormal sekilde B-amiloid (A) birikimi ile iligkilendirilen BChE
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gosterilmistir. ilerlemis Alzheimer hastaligmin tedavisi i¢in calismalar, BChE

inhibisyonunun potansiyel bir etken oldugunu 6ne stirmektedir.
2.5.3.3 Hiperpigmentasyon ve enzim inhibisyonu

Tirozinaz enzimi melanositlerdeki melanini viicutta ii¢ farkli reaksiyonla kataliz eder:
Birinci yol; tirozinin L-DOPA’ya hidroksilasyonu. Ikinci yol; L-DOPA’nin
dopakinon’a oksidasyonu, ii¢iincii yol ise insanlarda dopakinonun, siklizasyon ve
oksidatif polimerizasyonu da igeren bir seri kompleks reaksiyonla melanine
dontismesidir (Sugumaran, 1991). Melanin pigmentinin anormal iiretimi insanlarda
ciddi bir estetik problemdir. Orta ve ileri yaslarda genellikle sik¢a rastlanir (Kalka vd.,
2000) Eksojen sebepler oOzellikle ultraviyole 1siga maruz kalma melasma, solar
lentigines ve ¢il gibi pigmental anormalliklerin yaygin sebebidir (Maeda ve Fukuda,
1991). Baz ilaglara ve kimyasallara maruz kalmanin yani sira belirli hastaliklarin
varlig1 da hiperpigmentasyonla sonuglanabilir. Tirozinaz enzim inhibitdrlerini igeren
depigmente edici ajanlar genellikle hiperpigmentasyon bozukluklarin iyilestirilmesi

i¢in kullanilmaktadir (Kubo ve Yokokawa, 1992).
2.5.3.4 Kanser ve antikanser ozellikler

Viicudumuzda yer alan hiicrelerin ¢ogalma yeteneginin bozulmasi, ayn1 zamanda
saglikli olma oOzelligini yitiren hiicrelerin apopitoz yeteginin kaybolmasi ile asir
¢ogalan anormal hiicrelerin dokulara kars1 artmis invaze olabilme yetenegi ile ilerleyen
ve tedavi edilmez ise morbidite ve mortalite oranmi yliksek olan hastaliklarin genel ad

kanserdir.

Hanahan ve Weinberg yapilan c¢aligmalar ile isaret edilen ve incelenen kanser
hiicrelerinde ortak olarak bulunan 6zellikler ‘Kanserin Karakteristikleri’baglig: altinda
siralanir.  S6z konusu 6zellikler hiicre boliinmesinin siirekli indiiklenmesi, biiylime
baskilayici ajanlardan kaginma, genomik yapidaki kararsizlik, hiicre dliimiine yani
apopitoza kars1 direng, anjiyojenezin uyarilmasi sonucu invazyon ile metastaz yapma

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

Kanser olusumunda kalitimsal faktorler, radyasyon, bazi viriisler, kimyasal maddeler

ve besinler etkili olabilmektedir (Ruddon, 2007).
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Kanser olusumuna sebep olan ve ilgili mekanizmalar1 harekete geciren herhangi bir

medde ya da ajana karsinojen ad1 verilmektedir.

Cizelge 2.4. Karsinojenlerin siniflandirilmast ve bu simiflara ait 6rnekler (Schulz,
2005).

KARSINOJEN TiPLERi | ORNEKLER

Kimyasal karsinojenler Nikel, kadmiyum, arsenik, nitrozaminler,
trikloroetilen, arilaminler, benzopiren,
aflatoksinler, reaktif oksijen tiirleri

Fiziksel karsinojenler UV radyasyon (6zellikle UVB),
Iyonize radyasyon

Biyolojik karsinojenler Insan papilloma viriis,
Epstein-Barr-Viriis,

Hepatit B viriis, Helicobacter pylori,
Schistosoma mansoni

Endojen yapilanmalar DNA replikasyonu, reaktif oksijen tiirlerinin neden
oldugu metabolik reaksiyonlar, kronik inflamsyon

Kanserin hastaliginin tedavisi i¢in hastaligin evresine ve ilerlemesine gore bulundugu
yerin durumuna gore pek c¢ok farkli miidahalenin bir araya gelmesi ile tedavi
protokolleri diizenlenmektedir. Cerrahi tedavi, radyoterapi, kemoterapi ya da bu
yontmemlerin farkli kombinasyonlar1 tercih edilmektedir. Lokal halde cerrahi ile
kolayca viicuttan uzaklastirilabilecek durumdaki lezyonlarin tedavisinde ilk tercih
cerrahi miidahaledir. Cevre dokunun tamamen temizlenebilmesi i¢in radyoterapi
tedaviye eklenebilmektedir. Tiim bunlarin yaninda l6semiler, lenfomalar, metastatik
ya da lokal olarak ilerlemis karsinomalar ve yumusak doku kanserlerinin tedavisinde,
cerrahinin ya da radyasyon tedavisinin de eslik ettigi, kemoterapi tedavisi uygun
olmaktadir. Kemoterapi ajanlar1 kimyasal ya da bitkisel kokenli antikanserojen ve
sitotoksik 6zellige sahip ajanlardir. Bitkisel kdkenli ajanlar bitkilerden saflastirilarak
akciger, over, meme, testis gibi organlarin kanserlerinde ticari ila¢ olarak kullanilan
molekiiller haline getiririlmektedirler. S6z konusu bitkilerden ilk karsimiza ¢ikanlar
arasinda Taxus brevifolia (taxol/paclitaxel) (Weaver, 2014), Podophyllum peltatum
(podophyllotoxin), Vinca minor, Catharanthus roseus (vincristine, vinblastine,
vinorelbine) (Thirumaran vd., 2007) ve bu ajanlara benzer Ozellik tasiyanlar
sayilabilmektedir. Bu calismada Medicago Ilupulina ve Trifolium arvense nin

antikanser 6zelliklerini belirlenmesi amaglanmistir.
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3. MATERYAL VE METOT

3.1 Bitki Materyali

Bitki ornekleri Aksaray, Hasandag1 civarinda dogal yayilis alanlarindan 2020 yili
vejetasyon donemlerinde toplanmis, golgede kurutularak karanlik uygun ortamda
saklanmustir. Bitki &rneklerinin teshisi Dr. Biilent ESKIN ve Mustafa KESKIN

tarafindan yapilmstir.
3.2 Bitki Ekstratlarinin Elde Edilmesi

Bitki 6rneklerinden organik c¢oziiciiler kullanilarak 6ziitler elde edilecek ve elde edilen
Oziitlerin ¢Oziicii kismi tamamen ucgurularak oOziitler kurutulacak ve sonrasinda
antioksidan aktivitesi, enzim inhibisyon aktivitesi ve hiicre kiiltlirlerinde kullanilmak
lizere stok c¢ozeltiler (2 mg/ml konsantrasyonda) hazirlanacaktir. Hazirlan stok
cozeltilerden ilgili analizler i¢in 6n denemeler yapilarak calisilacak konsantrasyon
araliklar belirlenecektir. Kurutulmus bitkiler blender yardimu ile ogiitiilerek toz hale
getirilmistir. Her bir bitki numunesi i¢in toz hale getirilmis 15’er gram 6rnek alindi
200 ml’lik iki farkl ¢6ziicli (metanol ve etil asetat) ile bir balon joje igerisine aktarildi
ve karistirildi. Ardindan toplamda bir saat siirecek sekilde 15°er dakikalik 4 tekrar ve
her tekrar arasinda 5’er dakikalik ara ¢aligma prensibiyle ekstraksiyon hazirlayabilmek
icin balonlar ultrasonikasyon cihazina yerlestirilmistir. Ultrasonikasyon islemi
tamamlandiktan hemen sonra filtrasyon islemine gecildi. Coziiciileri uzaklastirilarak
saf bitki Oziitine ulagmak i¢in buharlastirma aleti kullanildi. Liyofilizasyon
yonteminden ise bir bagka ¢6ziicii olan suyu ortamdan uzaklastirmak igin
yararlanilmistir. Bu yontemlerin tamamlanmasi ile her iki bitkimizden iki ayr

¢Oziiciide metanol ve etilasetat 6ziitlerimiz elde edilmistir.

3.3 Antioksidan Aktivite Metotlar:

3.3.1 Toplam fenolik icerik

Kiiciik modifikasyonlarla Folin-Ciocalteu metodu ile oziitlerin toplam fenolik
igerikleri degerlendirilmistir (Juranovi¢ Cindri¢ vd., 2011; Agbor vd., 2014). Kisaca,
ornek stok ¢ozeltlerinden 0,2 ml alinarak, 1,5 ml distile su ve 0,5 ml %7°lik NaxCOs3

eklenip karistirildi sonrasinda 3 dakika bekletildi. Ardindan 1 ml Folin-Ciocalteu
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eklendi. Gallik asitin 12,5, 25, 50, 100 pg/ml konsantrasyonlarindan standarta uygun
sekilde alinip islemler ayn1 sekilde gergeklestirildi. 0,2 ml methanol kor olarak 6rnek
yerine konuldu. Arkasindan 2 saat oda sicakliginda karanlik bir ortamda inkiibe edilen
ornekler spektrofotometrede absorbanslar1 760 nm’de belirlendi. Degisik oranlarda
yesilden maviye giden renk degisimi Orneklerin fenolik iceriklerine uygun sekilde
gozlendi. Orneklerin dlgiimleri 3’er tekrarli olarak yapildi. Orneklerin fenolik
iserikleri Gallik asit esdegeri (GAE) olarak standardin absorbans konsantrasyon

grafiginden bulunan denklemin kullanilmasi ile tespit edildi.
3.3.2 Toplam flavonoid icerik

Spektrofotometrik olarak total flavonoid i¢erik Arvouet-Grand vd. (1994)’e gore tespit
edilmistir. Metotta belirtildigi tizere, 1 ml 6ziit 1 ml %2’lik AICl;3 ile karistirildi. Kor
orneginde ise her 6rnek i¢in hazirlanan 1 ml metanol ve 1 ml 6ziit eklenmistir. Farkli
konsantrasyonlarda hazirlanan Quercetin’in ¢ozeltileri standard olarak kullanildi. 10
dakika oda sicakliginda bekletilen Orneklerin ardindan 415 nm’de kore karsi
absorbanslar1 okundu. Orneklerin flavonoid igerikleri Quercetin esdegeri (QE) olarak

standardin absorbans konsantrasyon grafiginde belirtilen denklem ile tespit edildi.
3.3.3 DPPH serbest radikal giderme aktivitesi

Kiiciik modifikasyonlarla Sarikurkcu vd. (2008)’in yontemi ekstrelerin DPPH
radikalini giderme aktivitesini belirlemek i¢in yapilmistir. Metoda uygun hali ile ilk
basta DPPH’1n 4 mM’lik ¢ozeltisi elde edilmistir. Kor tiipline metanol, kontrol tiiptine
ise 1 ml metanol ve 1 ml DPPH c¢ozeltisi konulmustur. Ornekler hazirlanirken farkl
konsantrasyonlarda hazirlanan 1 ml DPPH igerisine 1 ml 6ziit eklenmis ve 30 dakika
stire ile karanlik bir ortamda oda sicakliginda inkiibasyon i¢in bekletilmistir. Siirenin
bitmesi ile 517 nm’de Orneklerin, standart ve kontrollerin absorbans degerleri
Olclilmiistiir. Absorbans degerleri kullanilarak 6rneklerin 6ziitlerin DPPH radikali

inhibe etme oranlar1 (%I) Denklem 3.1°e gore hesaplanmistir:
%I =100 x (Ao-A1) /Ao (3.1

(Ao: Kontroliin absorbansi, A;: Oziitiin absorbansi)
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Bununla beraber her bir 6ziit i¢in radikalin %50’sinin inhibe edildigi konsantrasyon

olan ICso degerleri hesaplandi.
3.3.4 Demir indirgeme antioksidan giicii (FRAP)

S6z konusu teknik bitki ekstrelerinin demir iyonlarmi indirgeme kapasitesinin
belirlenmesi temeline dayandirilarak yapilmistir (Aktumsek vd., 2013). Ilk olarak 31,2
mg TPTz, 50 pl hidroklorik asit ve 10 ml distile su karisimi iginde ¢ozdiirtilmiistiir.
Daha sonra 32 mg FeCl; 10 ml distile suda ¢ozdiiriilmiistiir. Son olarak 250 ml distile
suya 4,1 ml asetik asit (%80) eklenmis arkasindan 0,66 gr sodyum asetat ayn1 ¢ozelti
icinde tamamu ile ¢oziiliinceye deyin karigtirllmistir. Tampon, FeCls ile TPTz 10/1/1
oranlarinda karigtirildiktan sonra 0,1 ml bitki 6ziitii ile bu karigimin 2 ml’si karistirilip
arkasindan 30 dakika 30 °C’de inkiibe olmas1 beklenmistir. Troloks ¢ozeltisinin farkli
konsantrasyonlar1 (200, 150, 100, 75, 50 ve 25 pg/ml) standart olarak ekstre yerine
kullanilmistir. Hazirlanan 6rnegin absorbans degerleri inkiibasyon sonunda 593 nm’de

okunup sonuglar troloks esdegeri (TE) cinsinden tespit edilmistir.
3.3.5 Bakiar iyonlar: indirgeme aktivitesi (CUPRAC)

S6z konusu teknik Apak vd. (2006)’den kiiciik degisikliklerle yapilmistir. Teknik i¢in
sirastyla, CuCly, neocuproine ve amonyum asetat ¢ozeltilerinin tek tek 1’er ml
alinmistir. Alinan ¢ozeltilerin lizerine ise degisik konsantrasyonlardaki bitki ekstreleri
ve standart BHT ile BHAdan 0,5 ml ilave edilmistir. Arkasindan tiiplerin hepsine 1’er
ml distile su eklenmistir. Son asamada oda sicaklifinda ve karanlik bir yerde, 30
dakika bekletildikten sonra 450 nm’de kore karsi absorbans degerleri belirlenerek

sonugclar troloks esdegeri (TE) tiirlinden tespit edilmistir.
3.3.6 ABTS radikal siipiirme aktivitesi

Ufak bir degisiklikle ABTS katyon radikaline karsi temizleme aktivitesi, Re vd.
(1999)’nin yontemine gore Olglilmiistiir. Kisaca ABTS radikal katyonu, 2,45 mM
potasyum persiilfat ile 7 mM ABTS c¢ozeltisinin tepkimeye girmesi ve ¢dzeltinin
karanlik ortamda oda sicakliginda 12-16 saat bekletilmesiyle elde edilmistir. Deneyde
oncelikle, ABTS ¢ozeltisi metanol ile 734 nm'de 0,700+0,02 absorbansa seyreltilmistir.
ABTS soliisyonu igine (2 ml) numune soliisyonu (1 ml) ilave edilip karistirildi. Ornek

absorbansi, oda sicakliginda 30 dakikalik bir inkiibasyonun arkasindan 734 nm'de
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okunmustur. ABTS radikal katyon siipiirme aktivitesinin degeri, troloks esdegerleri

(mgTEs/g) olarak belirlenmistir.
3.3.7 Toplam antioksidan kapasite

Cakmak vd. (2012)’ne gore fosfomolibdenum metodu uygulanmis ve total antioksidan
kapasitenin belirlenmesi saglanmistir. Test i¢in her biri degisik 3 ¢6zelti hazirlanarak
arkasindan karistirilarak reagent ¢ozeltisi elde edilmistir. 4 mM amonyum molibdat,
28 mM sodyum fosfat ve 6 M siilfiirik asit ¢ozeltilerinin birlestirilmesi karigim
¢Ozeltisi olusturulmustur. Akabinde 0,1 ml 0ziit iizerine bu karisimdan farkl
konsantrasyonlardaki (0,0625-1 mg/ml) askorbik asit ¢ozeltileri3 ml alinarak ilave
edilmistir. Kor ¢ozeitisini elde etmek i¢inse 0,3 ml metanol eklenmistir. Arkasindan
elde edilen ¢ozelti tiipleri 90 dakika ve 95 °C’de inkiibe edildikten sonra 695 nm’de

absorbans degerleri okunup sonuglar troloks esdegeri (TE) cinsinden tespit edilmistir.
3.3.8 Metal selatlama aktivitesi

Calismamizda kullandigimiz her iki bitki i¢in metal selatlama yetenekleri ferrozin
metodu ile elde edilmistir. Elimizdeki Oziitler ferrozin kullanilarak FeCly ile
reaksiyona tabii tutularak ortamdaki demir (II) varligi tespit edildi. Deneyin
devaminda absorbanslar 562 nm’de 6l¢iilmistiir. Ayn1 islemler EDTA i¢inde yapilarak
elde edilen sonucglar EDTA es deger (mg EDTA/g) olarak belirlendi (Uysal vd., 2017).

3.4 Enzim Inhibisyon Testleri

3.4.1 Kolinesteraz inhibisyonu

Ellman metodu kullanilarak Kolinesteraz (ChE) inhibitér aktivitesi ol¢iilmiistiir
(Aktumsek vd., 2013). Ornek ¢ozeltisi (50 pL) DTNB (125 pL) ve asetilkolinesteraz
(veya biitirilkolinesteraz) ¢ozeltisi (25 pL) Tris-HCl tamponu (pH 8,0) igerisinde
birlestirildi. Arkasindan 96 kuyucuklu mikroplaka igerisinde 25 °C’de inkiibasyonu 15
dakikada yapildi. Reaksiyon asetilkolin iyodinin veya biitirilkolin klorid ilavesiyle
baslatilmistir. Ayni sekilde her bir 6ziit i¢in, kor enzim igermeyen bir tiip olarak
hazirlanmistir. Ornek ve kor absorbanslart 405 nm’de 25 °C’de 10 dakika
inkiibasyonun arkasindan okunmustur. Kolinesteraz inhibitor aktivitesi galantamine

esdeger (GALAE) olarak belirlenmistir.
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3.4.2 Alfa-amilaz inhibisyonu

Caraway-Somogyi iyodin/potasyum iyodid (IKI) metodu ile a-amilaz inhibitor
aktivitesi elde edilmistir (Yang vd., 2012). Ornek ¢ozeltileri (25 pL) a-amilaz ¢ozeltisi
ile (50 pL) fosfat tamponunda (pH 6,9; 6 mM sodyum klorid) 96 kuyucuklu mikroplate
icinde birlestirilmigtir. Karisim 37 °C’de 10 dakika inkiibasyona birakildi. Bu
inkiibasyondan sonra reaksiyonun baslamasi nigasta ¢ozeltisi (50 pL, %0,05)
eklenmesi ile gergeklesti. Ayn1 zamanda enzim i¢ermeyen kor ¢ozeltisi hazirlandi.
Reaksiyon karisim ¢ozeltisi 10 dakika 37 °C’de inkiibe edilip HC1 (25 pL, 1 M)
eklendiginde reaksiyon durduruldu. Bunun devaminda iyodin-potasyum iyodid
¢ozeltisi (100 uL) eklendi. Ornek ve kor absorbanslar1 630 nm’de okunarak a-amilaz

inhibitor aktivitesi degerleri akarboz esdegeri (ACAE) olarak belirlendi.
3.4.3 Alfa-glukozidaz inhibisyonu

Palanisamy vd. (2011)’nin teknigine uygun olarak a-glukozidaz inhibitor aktivitesi
belirlenmistir. 96 kuyucuklu mikroplate i¢inde 6rnek ¢ozeltisi (50 pL), glutatyon (50
uL), a-glukozidaz ¢ozeltisi (50 pL) fosfat tamponu (pH 6,8) ve PNPG (50 pL) ¢ozeltisi
karistirilmis ve 37 °C’del5 dakika inkiibasyona birakildi. Enzim i¢cermeyen bir kor
ayni islemlerle hazirlandi. Hazirlanan ¢ozeltiye sodyum karbonat (50 pL, 0,2 M)
eklendiginde reaksiyonun durmasi saglandi. Ornek ve kor absorbanslar1 400 nm’de
okunarak o-glukozidaz inhibitdr aktivitesinin seviyesi akarboz esdegeri (ACAE)

olarak verilmistir.
3.4.4 Tirozinaz inhibisyonu

Tirozinaz inhibitor aktivitesinin belirlenmesi substrat olarak L-DOPA kullanilarak
dopachrome metodu ile gerceklestirilmistir (Orhan vd, 2012). 15 dakika 25 °C’de
inkiibasyona birakilan 6rnek ¢ozeltisi (25 pL), tirozinaz ¢ozeltisi (40 pL) ve fosfat
tamponu (100 pL, pH 6,8) ile 96 kuyucuklu mikroplate igerisinde karistirilmigtir.
Cozeltinin reaksiyonu L-DOPA (40 puL) eklenmesiyle baglatilmistir. Ayni islemler ile
enzim icermeyen kor ¢ozeltisi hazirlanmistir. Ornek ve kor cozeltileri 10 dakika
25 °C’de inkiibe edildikten sonra absorbanlar1 492 nm’de okunmustur. Sonuglar1 kojik

asit esdegeri (KAE) olarak tirozinaz inhibitor aktivitesi degeri olarak verilmistir.
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3.5 Hiicreler ve kiiltiir kosullar:

Calismada Sap Enstitiisti’'nden temin edilerek stoklanan Hela kanser hiicresi ile normal
fare fibroblast hiicresi %10 FBS ve %1 glutamin ile desteklenmis DMEM besiyerinde
cogaltilacaktir. Hiicreler %5 CO>’li atmosferde 37 °C’de inkiibe edilecek ve %0,25
tripsin, %0,03 EDTA karisimi ile kaldirilarak 1:2 ya da 1:3 oraninda olacak sekilde
pasajlanarak iiretimleri gergeklestirilecektir. Durumlari inverted mikroskop ile giinliik
olarak kontrol edilecektir. Bu sekilde hiicreler ilgili antikanser aktivite analizlerine

hazir hale getirilecektir.

3.5.1 MTT metodu ile bitki ekstrelerinin antikanser ve sitotoksik etkinliklerinin

saptanmasi

MTT metodu kullanilarak bitki ekstrelerinin sitotoksik etkileri incelenecektir. MTT
testi canli hiicrelerdeki metabolik aktiviteyi, hiicrelerin mitokondriyal dehidrogenaz
enzimi araciligl ile MTT yi parcalayarak, ¢oziilebilir formazan kristalleri olugturmasi
prensibine dayanarak yapilmaktadir. Hiicreler stoktan agilarak 25 cm? flasklara
ekilip, %80-90 oraninda konfluent oldugunda tripsinizasyon ile kaldirilip 1x10*
hiicre/kuyucuk olacak sekilde 96 kuyucuklu steril platelere ekilmistir. 24 saatlik siire
ardindan besiyerleri uzaklastirilip ve her bir ekstre i¢in literatiirle uyumlu aralikta
olacak sekilde uygulama yapilacak ve sitotoksik doz bulunmaya calisilmistir.
Ardindan plateler belirlenen inkiibasyon inkiibasyon siiresince %5 COz’li atmosferde
37°C’lik etiivde inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon siiresinin ardindan
kuyucuklardaki besiyerleri cekilip 20 pl serumsuz besiyeri iizerine 90 ul MTT
soliisyonu eklenecek ve ortalama 4 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon
sonunda plaklardaki besiyeri uzaklastirilip, formazan kristalleri 100 ul DMSO ile
¢ozdiiriildiikten sonra absorbans degerleri 4nm dalga boyunda miktoplate reader ile
Olgiilerek kaydedilmistir. Hiicreli kuyucuklarin ortalama degeri ile hiicresiz
kuyucuklarin ortalama degerlerinin farki alinacak ve formiile uygulanarak yiizde
canlilik hesaplanmistir. Okunan degerlere gore elde edilen grafigin egrisinden
kiiltiirin %50’sini 6ldiiren eden doz (IC50) belirlenmistir. Gruplar arasindaki farklilik
istatistiki olarak belirlenmistir. Kanser hiicre hattinda yapilan ¢alismalarin timii i¢in

saglikli kontrol grubu olarak 1.929 fare fibroblast hatt1 kullanilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1 Antioksidan Aktivite Bulgulari

Calismamizda kullandigimiz Medicago Lupulina ve Trifolium arvense bitkilerinin etil
asetat ve metanol kullanilarak hazirlanmig 6ziitlerinin toplam fenolik ve flavonoid
icerikleri de belirlenmistir. DPPH, ABTS, CUPRAC, FRAP ve PBD testleri yapilarak
antioksidan aktivitelerini belirlemek i¢in 6rneklere toplam antioksidan kapasite testi,
yapilmustir. Bitkilerin yapisinda yer alan polifenollerin agiga ¢ikmasini en iyi saglayan
¢oziicliler polar ¢oziiciilerdir ve metanol polar ¢oziiciiler arasinda ikinci sirada yer
almaktadir. Etil asetat ise polaritesi diisiik olmasina ragmen Orneklerin yapisinda yer
alan sekonder metabolitleri olduk¢a kolay sekilde agiga ¢ikarmasindan dolay: tercih
edilmektedir (Abubakar ve Haque, 2020). Bitki oziitleri hazirlanmasinda polaritesi
yiiksek c¢oziiciiler ¢oziiciiniin sahip oldugu polar yapi ile antioksidan ozellikteki
molekiillerin polar bolgeleri icerisinde gergeklesen etkilesim sebepli oncelikli tercihtir
(Boeing vd., 2014). Kimyasal analizlerde bir maddenin spesifik bir biyolojik ya da
biyokimyasal fonksiyonu inhibe etme giiclinlin bir gostergesi olan IC50
konsantrasyonlar1 da test edilmis olup sonuclar troloks esdegeri cinsinden
belirlenmistir. IC50 konsantrasyonlar1 diisiik seviyelerde ise daha yiiksek antioksidan
kapasiteyle baglantili olmaktadir. IC50 konsantrasyonlari bakimindan test edilen

metotlarin sonuglar1 Cizelge 4.1 ve 4.2 ile Sekil 4.1 ve 4.2°de verilmistir.

Cizelge 4.1. Medicago lupulina antioksidan aktivite (ICso) konsantrasyonlar1 sonuglari.

Oziitler DPPH ICso | ABTS CUPRAC | FRAP PBD ICso | MCA ICso
(mg/ml) ICso ICso ICso (mg/ml) (mg/ml)
(mg/ml) (mg/ml) (mg/ml)

Medicago 15,11£0,75% | 3,60+0,02* | 1,71+£0,01* | 1,84+0,03* | 2,048+0,08* | 2,07+£0,03*
lupulina-EA

Medicago 5,61+0,02 2,18+0,02 | 2,50+0,01 | 2,06+0,02 | 3,345+0,05 | 2,36+0,03
lupulina-

MEOH

*Ug paralel analizin ortalamasitstandart sapma
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Sekil 4.1. Medicago lupulina antioksidan aktivite (ICso) konsantrasyonlart grafigi.

Cizelge 4.2. Trifolium arvense antioksidan aktivite(ICso) konsantrasyonlari sonuglari.

Oziitler DPPH ICso | ABTS ICso | CUPRAC FRAP ICs0 | PBD 1ICs0 | MCA ICso
(mg/ml) (mg/ml) ICso (mg/ml) (mg/ml) (mg/ml)
(mg/ml)

Trifolium | 8,18+0,37* | 5,05+0,15* | 1,85+0,05* | 1,52+0,02* | 1,972+0,07* | 3,37+0,11*
arvense-

EA

Trifolium | 1,14+0,00 1,04+0,00 0,69+0,00 0,58+0,00 2,24240,13 2,40+0,30
arvense -

MEOH

*Ug paralel analizin ortalamasitstandart sapma
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Sekil 4.2. Trifolium arvense antioksidan aktivite (ICso) konsantrasyonlar1 sonuglart.

4.1.1 Medicago lupulina ve Trifolium arvense toplam fenolik icerik (TPC)

Calismada Medicago lupilinadan elde edilen etil asetat ve metanol ekstrelerinin toplam

fenolik igerikleri belirlenmistir.
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Medicago lupilinanin toplam fenolik igerikleri etilasetat ve metanol ekstrelerinde
sirastyla 23,02 mg GAE/g 6ziit ve 16,72 mg GAE/g 6ziit olarak belirlenmistir (Cizelge
4.3, Sekil 4.3).

Medicago lupulina ile Kicel ve Olszewska-15 tarafindan yapilan c¢alismada farkll
fraksiyonlardaki fenolik igerikleri 6,6-162,4 mgGAE oranlar1 arasinda degistigi
gosterilmistir ve degerler birbirine uymaktadir. Pamukcu vd. (2017) tarafindan
yapilan ¢alismada Medicago murex var. murex’ den hazirlana 6ziitlerin toplam fenolik
icerikleri 83,70 — 163,93 mg GAE/g 6ziit degerleri i¢inde seyrettigi belirlenmis ve
biitiin calismalarda birbiri ile uyumlu degerler oldugu gorilmiistiir. Medicago
polymorpha ile ilgili yapilan ¢aligmada toplam fenolik madde igerigi 85,75+4,30 mg
GAE/g yas bitki degeri ile en yiiksek fenolik madde igeren bitkilerdendir (Khan vd.,
2016). Tiirkiye de dogal yayilisa sahip olan Medicago rigidula i¢in Cakmak vd., (2017)
tarafindan yapilan ¢alismada toplam fenolik igerik 79,61 mg GAE/g 6ziit diizeyinde
tespit edilmistir. Medicago cinsi ile yapilan diger ¢alismalara gére Medicago lupulina

nin fenolik i¢eriginin daha diiziik oldugu tespit edilmistir.

Cizelge 4.3. Medicago lupulina TPC (mg GAEs/g 6ziit) sonuglari.

Oziit TPC (mg GAEs/g bziit)
Medicago lupulina-EA 23,02+0,65*
Medicago lupulina-MEOH 16,72+0,41

*Ug paralel analizin ortalamasitstandart sapma

25
20
15

10

TPC (mgGAEs/g ¢ziit

m Medicago lupulina- EA  ®mMedicago lupulina -MEOH

Sekil 4.3. Medicago lupulina toplam fenolik igerik grafigi. GAE: gallik asit esdegeri.

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

icerikleri belirlenmistir.
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Trifolium arvense nin toplam fenolik icerikleri etilasetat ve metanol ekstrelerinde
strastyla 25,98 mg GAEs/g 6ziit ve 47,46 mg GAEs/g 6ziit olarak tespit edilmistir.
(Cizelge 4.4, Sekil 4.4).

Cizelge 4.4. Trifolium arvense TPC (mg GAEs/g 6ziit) sonuglari.

Oziit TPC (mg GAEs/g 6ziit)
Trifolium arvense-EA 25,984+0,36*
Trifolium arvense-MEQH 47,46+3,39

*Ug paralel analizin ortalamasitstandart sapma
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Sekil 4.4. Trifolium arvense TPC (mg GAEs/g 6ziit) sonuglar. GAE: gallik asit
esdegeri.

4.1.2 Medicago lupulina ve Trifolium arvense oziitlerinin toplam flavonoid icerigi

Medicago lupulina’nin etilasetat ve metanol Oziitlerinde yapilan ¢aligmada toplam
flavonoid igerikleri etilasetat ve metanol ekstrelerinde sirasiyla 7,69 mg GAE/g 6ziit

ve 11,44 mg GAE/g 6ziit olarak bulunmustur (Cizelge 4.5, Sekil 4.5).

Medicago murex ile yapilan ¢alismada etil asetat 6ziitiinde flavonoid igerik tespit
edilememis olsada flavonoid igeriklerinin arastirilmasi sonucunda metanol 6ziitiinde
26,05 pg QE/g ozit oraninda su oziitiinde ise 24,48 pg QFE/g 6ziit oraninda toplam
flavonoid igerigi oldugu tespit edilmistir. M. sativa, M. segitalis, M. scutelata, M.
rigidula, M. tornata, M. truncatula, ve M. minima tiirlerinde toplam flavonoid igerik

5-12 mg CEQ/ g kuru bitki olarak (Rodrigues vd., 2013) bulundugu goériilmiistir.
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Medicago rigidula igin Cakmak vd., (2017) tarafindan yapilan ¢alismada toplam
flavonoid igerigi 27,38 ug QE/g 6ziit olarak tespit edilmistir. Medicago murex ve
Medicago rigidula ya gore ¢alismamizdaki Medicago lupulina nin degerleri daha

diisiik bulunmustur.

Cizelge 4.5. Medicago lupulina TFC (mg REs/g 6ziit) sonuglari.

Oziit TFC (mg REs/g bziit)
Medicago lupulina-EA 7,69+0,13*
Medicago lupulina-MEOH 11,44+0,23

*Ug paralel analizin ortalamasitstandart sapma
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Sekil 4.5. Medicago lupulina toplam flavonoid igerik grafigi RE: rutin esdegeri.

Calismamizda Trifolium arvense nin etil asetat ve metanol Oziitlerinin flavonoid
igerikleri sirast ile 13,73+0,23 mg REs/g oziit ve 42,28+0,40 mg REs/g 6ziit olarak
bulunmus metanol 6ziitlinde etilasetata gore daha yiiksek tespit edilmistir (Cizelge 4.6,
Sekil 4.6).

Cizelge 4.6. Trifolium arvense TFC (mg REs/g 6ziit) sonuglari.

Oziit TFC (mg REs/g oziit)
Trifolium arvense-EA 13,73+0,23%*
Trifolium arvense-MEOH 42,28+0,40

*U¢ paralel analizin ortalamasitstandart sapma
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Sekil 4.6. Trifolium arvense Toplam flavonoid igerik grafigi RE: rutin esdegeri.

4.1.3 Medicago lupulina ve Trifolium arvense oziitlerinin DPPH radikal siipiirme

aktivitesi

Medicago lupulina bitkisinin DPPH yontemi ile serbest radikal giderme aktivitesi
arastirildiginda etilasetat ve metanol ekstrelerinde sirasi ile 3,58+0,18 mgTEs/g 6ziit
ve 9,64+0,03 mgTEs/g 6ziit inhibisyon gostermistir. Metanol 6ziitli daha yiiksek
aktivite gostermistir(Cizelge 4.7, Sekil 4.7).

Cizelge 4.7. Medicago lupulina DPPH (mg TEs/g 6ziit) sonuglart.

Oziit DPPH (mg TEs/g bziit)
Medicego lupulina-EA 3,58+0,18*
Medicago lupulina-MEOH 9,64+0,03

*Ug paralel analizin ortalamasitstandart sapma
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Sekil 4.7. Medicago lupulina DPPH igerik grafigi TE: troloks esdegeri.
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Trifolium arvense’nin etilasetat ve metanol oziitlerinde yapilan DPPH yontemi ile
serbest radikal siipiirme etkisine bakildiginda sirasi ile 6,62+0,30 mg TEs/g 06ziit ve
47,37+0,20 mg TEs/g 6ziit degerleri bulunmus ve metanol 6ziitii daha yiiksek deger
vermistir(Cizelge 4.8, Sekil 4.8).

Cizelge 4.8. Trifolium arvense DPPH (mg TEs/g 6ziit) sonuclari.

Oziit DPPH (mg TEs/g éziit)
Trifolium arvense-EA 6,62+0,30*
Trifolium arvense-MEOH 47,37+0,20

*Ug paralel analizin ortalamasitstandart sapma
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Sekil 4.8. Trifolium arvense DPPH igerik grafigi TE: troloks esdegeri.

4.1.4 Medicago lupulina ve Trifolium arvense oziitlerinin ABTS radikali siipiirme

aktivitesi

Medicago lupulina bitkisinin etil asetat ve metanol dziitleri igin ABTS radikal siiptirme
aktivitsine degerlendirme yapilmis ve sirasiyla 27,54 mg TEs/g 6ziit ve 45,39 mg
TEs/g 0ziit aktiviteleriyle metanol ekstresinin aktivitesi daha yliksek bulunmustur

(Cizelge 4.9, Sekil 4.9).

Cizelge 4.9. Medicago lupulina ABTS testi sonuglart.

Oziit ABTS (mg TEs/g oziit)
Medicago lupulina-EA 25,54+0,13*
Medicago lupulina-MEOH 45,39+0,37

*Ug paralel analizin ortalamasitstandart sapma
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Sekil 4.9. Medicago lupulina ABTS igerik grafigi TE: troloks esdegeri.

Trifolium arvense’nin her iki Oziitinde de ABTS radikal siiplirme aktivitsine
degerlendirilmis ve etil asetat ile metanol i¢in sirasi ile 19,61+0,57 mg TEs/g 6ziit ve
95,18+0,26 mg TEs/g 6ziit tespit edilmistir (Cizelge 4.10, Sekil 4.10). Medicago
lupulina’'nin metanol oziitiiniin 2 katindan daha yiliksek deger TALK arvense’nin

metanol 6ziitiinde elde edilmistir.

Cizelge 4.10. Trifolium arvense ABTS sonuglari.

Oziit ABTS (mg TEs/g 6ziit)
Trifolium arvense-EA 19,61+0,57*
Trifolium arvense-MEOH 95,18+0,26

*Ug paralel analizin ortalamasitstandart sapma
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Sekil 4.10. Trifolium arvense ABTS igerik grafigi TE: troloks esdegeri.
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4.1.5 Medicago lupulina ve Trifolium arvense oziitlerinin CUPRAC indirgeme

giicil

Medicago lupulina bitkisinin etil asetat ve metanol 6ziitleri i¢in CUPRAC indirgeme
giicli testi yapilmig ve etil asetat i¢cin 45,68+0,33 mg TEs/g 6ziit ve metanol i¢in
31,23+0,94 mg TEs/g 06ziit olarak belirlenmistir (Cizelge 4.11, Sekil 4.11).

Cizelge 4.11. Medicago lupulina CUPRAC testi sonuclart.

Oziit CUPRAC (mg TEs/g 6ziit)
Medicago lupulina-EA 45,684+0,33*
Medicago lupulina-MEOH 31,23+0,94

*Ug paralel analizin ortalamasitstandart sapma
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Sekil 4.11. Medicago lupulina CUPRAC igerik grafigi TE: troloks esdegeri.

Trifolium arvense bitkisinin etil asetat ve metanol 6ziitleri icin CUPRAC indirgeme
giicli testi yapilmis ve etil asetat i¢cin 45,25+1,04 mg TEs/g 6ziit ve metanol i¢in

113,79+0,83 mg TEs/g 6ziit olarak tespit edilmistir (Cizelge 4.12, Sekil 4.12).

Her iki bitkini atil asetat oziitlerinde birbirine ¢ok yakin degerler bulunsada metanol
icin Trifolium arvensenin sonucu Medicago Ilupulinamin 3 katindan fazla

bulunmustur.

Cizelge 4.12. Trifolium arvense CUPRAC testi sonuclari.

Oziit CUPRAC (mg TEs/g bziit)
Trifolium arvense-EA 45,254+1,04*
Trifolium arvense-MEOH 113,79+0,83

*Ug¢ paralel analizin ortalamasitstandart sapma
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Sekil 4.12. Trifolium arvense CUPRAC igerik grafigi TE: troloks esdegeri.

4.1.6 Medicago lupulina ve Trifolium arvense oziitlerinin FRAP indirgeme giicii

Medicago lupulina nin FRAP testinde etilasetat ve metanol ekstrelerinde sirasi ile
19,76+0,34mgTEs/g 6ziit ve 17,63+0,21mgTEs/g 6ziit degeri bulunmustur (Cizelge
4.13, Sekil 4.13).

Medicago rigidula’ nin metanol ekstresinde Cakmak vd. (2017) tarafindan yapilan
calismada frap testinde 67,01 mg troloks esdegeri antioksidan aktiviteye sahip oldugu

bulunmustur.

Medicago nun farkl tiirleri ile yapilan ¢alismada Medicago minima’nin 58,05 mmol/g
degeri ile en diisiik Medicago segitalis’in 120,84 mmol/g detieri ile en yliksek degere
sahip oldugu gosterilmistir (Rodrigeus vd., 2013).

Medicago murex’ten elde edilen farkli 6ziitler degerlendirildiginde metanol oziitii
81,94 mg TE/g oziit, etil asetat 0ziitii 85,81 mg TE/g 6ziit ve su 6ziitii 91,41 mg TE/g
0ziit oranlarinda demir indirgeme antioksidan giiciinde olduklar1 belirtilmistir. Genel
olarak Medicago tiirleri ile yapilan FRAP testindeki degerlerden daha diisiik bir deger

elde edilmistir. Genel olarak ¢alismamizda;

Cizelge 4.13. Medicago lupulina FRAP testi sonuglar1 grafigi.

Oziit FRAP (mg TEs/g bziit)
Medicago Lupulina-EA 19,76+0,34*
Medicago Lupulina-MEOH 17,63+0,21

*Ug paralel analizin ortalamasitstandart sapma
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Sekil 4.13. Medicago lupulina FRAP igerik grafigi TE: troloks esdegeri.

Trifolium arvense i¢in her iki 6ziitiinde FRAP testi yapildiginda etil asetat ve metanol
Oziitlinde siras1 ile 23,91+0,25 mg TEs/g o6ziit ve 62,53+0,41 mg TEs/g 06ziit
bulunmustur (Cizelge 4.14, Sekil 4.14). Her iki 6ziitte Medicago’nun ayni dziitlerine

gore daha yiiksek degerler vermistir.

Cizelge 4.14. Trifolium arvense FRAP sonuglari.

Oziit FRAP (mg TEs/g oziit)
Trifolium arvense-EA 23,91+0,25*
Trifolium arvense-MEOH 62,53+0,41

*Ug paralel analizin ortalamasitstandart sapma
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Sekil 4.14. Trifolium arvense FRAP icerik grafigi TE: troloks esdegeri.
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4.1.7 Medicago lupulina ve Trifolium arvense oziitlerinin toplam antioksidan

kapasitesi

Medicago lupulina nin etil asetat ve metanol ekstrelerinde total antioksidan kapasiteye
bakildiginda sirasiyla, 25,06+1,00 mgTEs/g o6ziit ve 15,33+0,22 mgTEs/g o6ziit
degerleriyle etil asetat 6ziitli daha gii¢lii bulunmustur (Cizelge 4.15, Sekil 4.15).

Cizelge 4.15. Toplam antioksidan kapasite sonuglari.

Oziit PBD (mg TEs/ g oziit)
Medicego lupulina-EA 25,06+1,00*
Medicago lupulina-MEOH 15,33+0,22

*Ug paralel analizin ortalamasi+standart sapma
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Sekil 4.15. Medicago lupulina PBD igerik grafigi TE: troloks esdegeri

Trifolium arvense PBD degerleri etil asetat 6ziitii i¢in 26,03 mg EDTA/g 6ziit ve 22,91
mg EDTA/g 6ziit sonucu elde edilmistir (Cizelge 4.16, Sekil 4.16).

Cizelge 4.16. Trifolium arvense toplam antioksidan kapasite sonuglari.

Oziit PBD (mg TEs/ g oziit)
Trifolium arvense-EA 26,03+0,9*
Trifolium arvense-MEOH 22.91+1,32

*U¢ paralel analizin ortalamasitstandart sapma
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Sekil 4.16. Trifolium arvense PBD igerik grafigi TE: troloks esdegeri

4.1.8 Medicago Iupulina ve Trifolium arvense oziitlerinin metal selatlama

aktivitesi

Metal elatlama aktivitesi (MCA) degerlendirilen Medicago lupulina 'nin etil asetat ve
metanol ekstrelerinde sirasiyla 17,89 mg EDTA/g 6ziit ve 15,69 mg EDTA/g 6ziit
olarak tespit edilmistir (Cizelge 4.17, Sekil 4.17). Degerler birbirine yakin olmakla
birlikte etil asetat ekstresinde daha yiiksektir.

Cizelge 4.17. Medicago lupulina toplam MCA sonuglari.

Oziit MCA (mg EDTA/g 6ziit)
Medicego lupulina-EA 17,89+£0,25%*
Medicago lupulina-MEOH 15,69+0,22

*Ug paralel analizin ortalamasitstandart sapma
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Sekil 4.17. Medicago lupulina metal selatlama testi sonuglart grafigi.
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Trifolium arvense igin yapilan metal selatlama testinde etil asetat 6ziitii i¢in 11,0+1,92
mg EDTA/g 6ziit ve metanol dziitii i¢in 15,54+0,25 mg EDTA/g 6ziit sonuglar1 elde
edildi (Cizelge 4.18, Sekil 4.18).

Cizelge 4.18. Trifolium arvense toplam MCA sonugclari.

Oziit MCA (mg EDTA/g éziit)
Trifolium arvense-EA 11,04+1,92%
Trifolium arvense-MEOH 15,54+0,25

*Ug paralel analizin ortalamasitstandart sapma
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Sekil 4.18. Trifolium arvense metal selatlama testi sonuglari grafigi.

4.2 Enzim inhibisyon Testleri

Kiiresel saglik problemlerinden olan Alzheimer, diabetes mellitus ve
hiperpigmentasyon hastaliklar1 yeni enzim inhibitorlerinin kesfi sayesinde enzim
inhibisyonu yaklasimi ile tedavi edilebilme imkanina sahiptir. Alzheimer hastaligin
asetilkolinesteraz ~ ve  biitirilkolinesteraz  inhibitorleri ile deride olusan
hiperpigmentasyonu tirozinaz inhibitorleri ile diyabet hastaligi ise alfa amilaz ve alfa
glikozidaz inhibitorleri ile tedavi etmek miimkiindiir (Zengin vd., 2015).
Calismamizda Medicago lupilina ve Trifolium arvense nin etilasetat ve metanol
ekstrelerinde enzim inhibisyon aktiviteleri degerlendirilmistir (Cizelge 4.19, Sekil

4.19, Cizelge 4.20, Sekil 4.20).
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Cizelge 4.19. Medicago lupulina enzim inhibisyonu (ICso) konsantrasyonlar1 sonucu.

Oziit AChE BChE Tirozinaz o-Amilaz a-
inhibisyonu | inhibisyonu | inhibisyonu | inhibisyonu | Glukozidaz
(mg (mg (mg (mmol inhibisyonu
GALAEs/g | GALAEs/g | KAEs/g ACAEs/g (mmol
bziitii) bziitii bziitii) bziitii) ACAEs/g
oziitil)
Medicago lupilina- | 3,48+0,01* | 5,76+0,09* | 18,66+1,23* | 334,99+2,40* | 488+3,54*
EA
Medicago lupilina- 3,31+0,11 1,30+0,01 27,84+0,07 | 221,21+0,97 | 568+0,01
MEOH
*Ug paralel analizin ortalamasitstandart sapma
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Oziitii) oziitii) ACAESs/g 6ziitii)) ACAEs/g 6ziitii)
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Sekil 4.19. Medicago lupulina enzim inhibisyonlari.

Cizelge 4.20. Trifolium arvense enzim inhibisyonu (ICso) konsantrasyonlar1 sonucu.

Oziit AChE BChE Tirozinaz o-Amilaz a-
Inhibisyonu | inhibisyonu | Inhibisyonu | inhibisyonu | Glukozidaz
(mg (mg (mg (mmol Inhibisyonu
GALAEs/g | GALAEs/g | KAEs/g ACAEs/g (mmol
oziitii) oziitii oziitii) oziitii) ACAEs/g

oziitii)

Trifolium arvense- | 3,48+0,06* 3,21+0,08* 24,95+0,46* | 316,02+4,87 | 474+7,07*

EA *

Trifolium arvense- | Na 0,62+0,02 20,97+£0,40 | 241,35+0,28 | 525+4,24

MEOH

*Ug paralel analizin ortalamasitstandart sapma
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Sekil 4.20. Trifolium arvense enzim inhibisyonlari.

4.2.1 Kolinesteraz inhibisyonu (asetilkolinesteraz ve biitirilkolinesteraz)

Alzheimer hastalifi icin mevcut tedavilerin g¢ogunlugu, kolinerjik noronlarin
parcalanmasini  ve gesitli  AD  semptomlarinin  baslica  nedenleri  olan
kolinesterazlar tarafindan norotransmitter asetilkolinin (ACh) hizli hidrolizini iceren
kolinerjik hipoteze dayanmaktadir. insan beyni iki tip kolinesteraz igermektedir.
Bunlar  asetilkolinesteraz  (AChE)  ve biitirilkolinesteraz ~ (BChE)’dir.  Bu
enzimleri inhibe etmek, ACh hidrolizini bloke ederek bilissel eksiklikleri iyilestirmede
onemli bir rol oynar. Dolayisiyla bu enzimleri inhibe edebilecek dogal kaynaklarin

arastirilmasi bir hayli énemlidir (Jaipea vd., 2023).

Calismamizda Trifolium arvense tiriinden hazirladigimi etilasetat ve metanol
ekstreleri  kolinesteraz ~ enzim  inhibisyonlar1  agisindan  arastirildiginda
asetilkolinesteraz icin Trifolium arvense’nin etilasetat ekstresinde 3,48+0,06 mg
GALAEs/g ekstrakt aktivite ve metanol ektresinde herhangi bir aktivite tespit
edilmemistir. Biitirilkolinesteraz aktivitelerine bakildiginda 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 edilmistir
(Cizelge 4.19, Sekil 4.19, Cizelge 4.20, Sekil 4.20).

Medicago lupilina kolinesterazlara kars1 inhibisyonlar1 arastirildiginda ise
asetilkolinestraz enzimine karsi inhibisyonu etilasetat ekstresinde 3,48+0,01 mg

GALAESs/g ekstrakt ve metanol ekstresinde 3,31+0,11 mg GALAESs/g ekstrakt aktivite

43



tespit edilmistir.  Biitirilkolinesteraz ~ aktivitelerine bakildiginda ise etilasetat
ekstresinde 5,76+0,09 mg GALAEs/g ekstrakt ve metanol ekstresinde 1,304+0,01 mg
GALAESs/g ekstrakt aktivite tespit edilmistir. Her iki 6rnegimizin etilasetat ekstreleri
asetilkolinesteraz i¢in ayni aktiviteyi gostermistir. En yiiksek aktivite Medicago
lupilina’nin etilasetat ekstresinde tespit edilmistir (Cizelge 4.19, Sekil 4.19, Cizelge
4.20, Sekil 4.20).

Cakmak vd. (2017) tarafindan yapilan ¢alismada Medicago rigidula’nin metanol 6ziitii
icin asetilkolinesteraz ve biitirilkolinesteraz icin sirasi ile enzim inhibisyon aktivitesi
2,05+0,08 ve 0,94+0,11 mg GALAEs/g ekstrakt olarak bulunmustur. Bir diger
calismada Pamukcu vd. (2017) Medicago murex tiirinden hazirlamis olduklar
metanol, etilasetat ve su Oziitlerinin asetilkolinesteraz inhibisyon aktivitelerini
sirastyla 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 etmislerdir. Suyundikov (2020)
Thermopsis turcica tirii ile yaptig1 calismada hazirlamis oldugu metanol 6ziitiiniin
asetilkolinesteraz aktivitesini 3,97+0,050 mg GALAE/g ekstrakt aktivite olarak tespit
etmistir. Fatima vd. (2023) tarafindan Sophora mollis yaprak kisimlarindan hazirlanan
Oziitiin anti-asetilkolinesteraz aktivitesi en yiiksek 1000 pg / mL konsantrasyonda en
yiiksek inhibisyon yiizdesini (%114,60 +%19,95) gostermistir. Ayrica Sophora mollis,
Mucuna pruriens ve Indigofera atropurpurea tiirlerinin etkinligi sirasiyla Sophora
mollis (IC50 degeri 75.96 ug/mL)> Mucuna pruriens (IC50 degeri 508,20 pg/mL)>
Indigofera atropurpurea (1C50 degeri 560 pg/mL) olarak kaydedilmis. Ahmad vd.
(2019) tarafindan Trifolium repens bitkisinin n-hekzan (Tr.Hex), kloroform (Tr.Chf),
etanol (Tr.Et), metanol (Tr.Cme), ve su (Tr.Aq) ekstratlar1 i¢in asetilkolinesteraz
inhibisyon etkinligi ¢alismis; yapilan ¢alismada Tr. Chf, sirasiyla 1000, 500, 250, 125
ve 62,5 pg/ml konsantrasyonda sirasiyla %82,4 =+ 0,57, %77.,9
+2,24, %72,1+0,47, %67,9£0,96 ve %62,3+0,57 enzim inhibisyon degerleri tespit
edilmistir. IC50 degeri, 21 pg/mL olarak alinmis ve bu durumda Tr.Chfnin tim
numuneler arasinda en gli¢lii einhibisyon etkisi gosterdigi tespit edilmis. Aym
calismada butirilkolinesteraz inhibitor ¢alisilmis ve bitkinin Tr.Chf ve Tr.Et ekstratlar
test edilen en yiiksek 1 mg / mL konsantrasyonda 9%86,9 + 1,30 ve %77,5 + 0,49
degerlerinde inhibisyon sergilemigler. IC50 degerleri Tr.Chf ve Tr.Et i¢in sirastyla 15
ve 125 pg/mL olarak hesaplanmistir. Eruygur vd. (2018) tarafindan yapilan ¢aligmada

Medicago sativa’nin farkli biiylime asamalarinda toplanan bitkinin ¢igeklenme dncesi
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yapraklarda asetilkolinesteraz aktivitesi en yiikksek degerde 561,29 IC50 (ng/mL)
bulunmustur. Cicek kismindan hazirlanan 6ziitlerin butirilkolinesteraz aktivitesi ise
1794,77 1C50 (ng/mL) degeri ile en yiiksek bulunmustur. Edrizi vd. (2018) tarafindan
Marrubium alysson ve Peganum harmala metanol Oziitii ile yapilan c¢alismada
butirilkolinesteraz aktivitesi 1 mg/ml konsantrasyonda ve 37 °C'de Marrubium
alysson'un metanol ekstraktinda %72,5+2,07'lik bir inhibitor aktivite ile en aktif olarak
bulunmustur. Peganum harmala'dan metanol ekstraktlar1 % 50,534+1.98 inhibisyon
gostermistir. 10 pg/ml konsantrasyonda ve 37 °C' de Marrubium alysson ve Peganum
harmala’nin metanol ekstrakti butirilkolinesterazi %38,23+2,45 ve %27,35+1,54 ile
inhibe ettigi tespit edilmistir. Alhawari vd., (2023) yaptiklar1 calismada Cassia
timoriensis ve Cassia grandis bitkilerini kullanmislardir. C. timoriensis’in ¢icek
kisimlarindan su, etilasetat, metanol ve n-hekzan ekstratlarimi hazirlamislardir. C.
grandis’in ise kabuk kisimlarindan su, etilasetat, metanol ve n-hekzan ekstratlarini
hazirlamiglardir. Ekstraktlarin asetilkolinesteraz inhibisyon yetenekleri arastirilmis ve
sonuclar sirastyla n-hekzan 6ziitii icin %47,70+0,35, su oziitli icin %51,23+0,07,
metanol Oziitii i¢in %83,90+0,75 ve etilasetat 6ziitli i¢cin %86,19+1,75 olarak tespit
etmislerdir. Al-Hmadi vd. (2024) yapmis olduklar1 ¢alismada Glycyrrhiza foetida
tiirliniin toprak {istli ve kok kisimlarindan hazirlamis olduklar1 kloroform, etilasetat ve
metanol Oziitlerinin AChE ve BChE inhibisyon aktivitelerini arastirmislardir.
Calismanin sonucunda toprak iistii kistmlarindan hazirlanan 6ziitlerde AChE i¢in en
yiiksek aktiviteyi 2,23+0,11 mg GALAE/g ile kloroform 6ziitiinde, BChE i¢in ise en
yiiksek aktiviteyi 3,39+0,79 mg GALAE/g ile etilasetat 6ziitiinde tespit etmislerdir.
Kok kisimlarmin sonuglarina bakildiginda ise AChE i¢in en yiiksek sonucu 2,29+0,20
mg GALAE/g ile etilasetat 6ziitlinde, BChE inhibisyonu i¢in ise en yiiksek sonucu
3,75+0,30 mg GALAE/g ile kloroformda tespit ettiklerini bildirmislerdir.

4.2.2 o-amilaz ve a-glukozidaz Inhibisyon Degerleri

Diabetes mellitus hastaliginin etkili yonetimi i¢in giincel bir yaklasim olan enzim
inhibisyonunun temel prensibi, karbonhidrat hidrolizini saglayan enzimlerin
inhibisyonu yoluyla tiiketilen karbonhidratlarin sindirimini azaltarak diyetle iliskili
hiperglisemiyi azaltmaktir. Sindirim sistemindeki temel bir terapdtik hedef olan
pankreatik o-amilaz nigsastanin maltoza hidrolizinin ilk adimim katalize eder ve bu

maltozlar a-glukozidazlar tarafindan glikoza daha fazla pargalanir. Bu nedenle, a-
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amilazin etkisini azaltarak elde edilen nisasta hidrolizinin gecikmesi, yemek sonrasi

hiperglisemide glikoz artisin1 diizenlemede 6nemli bir rol oynar (Dandekar, 2021).

Bu agidan degerlendirildiginde a-amilaz ve a-glukozidaz enzimlerini inhibe
edebilecek inhibitorlerin kesfi onem arz etmektedir. Bu kapsamda g¢alismamizda
Trifolium arvense ve Medicago lupilina tirlerinden hazirlanmis olan farkli 6ziitlerin
glukoz metabolizmasinda rol alan enzimler olan a-amilaz ve a-glukozidaz enzimlerini
inhibe edebilme yetenekleri tespit edilmistir. Calismadan elde edilen verilere gore;
Trifolium arvense tirlinden hazirlanan Oziitlerin o-amilaz enzim inhibisyonlari
sirastyla etilasetat 6ziitii icin 316,02+4,87 mmol ACAE/g ekstrakt ve metanol dziiti
icin 241,35+0,28 mmol ACAE/g ekstrakt olarak tespit edilmistir. Ayrica 7. arvense
etilasetat esktrelerinde a-glukozidaz inhibisyonu 474+7,07 mmol ACAEs/g ekstrakt
ve metanol ekstreleri i¢in a-glukozidaz inhibisyonu 525+4,24 mmol ACAEs/g ekstrakt
olarak tespit edilmistir. Bir diger tiir olan Medicago lupilina igin ise o-amilaz
inhibisyonu etilasetat esktrelerinde 334,99+2,40 mmol ACAEs/g ekstrakt aktivite ve
metanol ekstreleri i¢cin 221,21+£0,97 mmol ACAEs/g ekstrakt aktivite tespit edilmistir.
M. lupilina tiirl i¢in a-glukozidaz inhibisyon sonuglarina bakildiginda ise etilasetat
esktrelerinde enzim inhibisyonu 488+3,54 mmol ACAEs/g ekstrakt aktivite ve
metanol ekstreleri i¢in ise 568+0,01 mmol ACAEs/g ekstrakt aktivite tespit edilmistir
(Cizelge 4.19, Sekil 4.19, Cizelge 4.20, Sekil 4.20).

Cakmak vd. (2017) tarafindan yapilan calismada Medicago rigidula tiriiniin toprak
iistli kisimlarindan hazirlanan metanol 6ziitii i¢in a-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 edilmistir. Pamuk¢u vd (2017)
calismalarinda Medicago murex tiiriiniin toprak {stii kisimlarindan hazirladiklari
metanol, etilasetat ve su Oziitlerinin o-amilaz ve a-glukozidaz inhibisyonlarmni
arastirmiglardir.  Calismanin sonucunda hem o-amilaz hem de a-glukozidaz
inhibisyonu agisindan en yiiksek aktivite tespit edilen Oziitiin etilasetat (a-amilaz:
1,01£0,02 mmol ACAE/g ekstrakt, a-glukozidaz: 6,34+0,17) o6ziiti oldugunu
bildirmislerdir. Bir diger ¢alismada Ceylan vd., (2021) Lathyrus czeczottianus
tiiriinden hazirlamis olduklari etilasetat ve su ekstratlarinin a-amilaz ve a-glukozidaz
inhibisyon yeteneklerini arastirmislar ve calismanin sonucunda a-amilaz i¢in etilasetat

ekstratin1 0,34+0,01 mmol ACAEs/g ekstrakt, su ekstratini 0,14+0,01 mmol ACAEs/g
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ekstrakt olarak tespit etmislerdir. a-glukozidaz inhibisyonu i¢in ise sonuglari etilasetat
Oziitli icin 1,56+0,13 mmol ACAEs/g ekstrakt ve su oziiti i¢in 6,49+0,09 mmol
ACAEs/g ekstrakt olarak bildirmislerdir. Llorent-Martinez vd. (2017) yapmis
olduklar1 ¢alismada Lathyrus nissolia tiirliniin toprak {istii kisimlarindan hazirladiklar
metanol Oziitlerinin a-amilaz ve a-glukozidaz inhibisyonlarini incelemislerdir.
Calismanin sonucunda a-amilaz inhibisyonunu 3,66+0,06 pg/ml ve a-glukozidaz
inhibisyonunu 1,01+0,01 pg/ml olarak tespit etmislerdir. Ashafa vd. (2019) yaptiklar
calismada Lessertia montana tiriiniin kabuk ve tohum kisimlarindan hazirladiklari
farkli ekstratlarin o-amilaz ve a-glukozidaz inhibisyonlarin1 aragtirmislardir.
Caligmanin sonucunda kabuk kisminda a-amilaz inhibisyonu i¢in en yiiksek aktiviteyi
1815+247,80 pg/ml ile etanol ekstraktinda, tohum kisminda ise 1191£10,46 pg/ml
sulu ekstraktta tespit etmislerdir. Oziitlerin a-glukozidaz inhibisyonlarina bakildiginda
ise kabuk kismi i¢in en yiiksek aktivite 2609+47,54 pg/ml ile sulu 6ziitte, tohum kismi
icin ise en yiiksek aktivite 2947+223,20 pg/ml ile yine sulu oziitte tespit etmislerdir.
Tundis vd. (2015), calismalarinda Trifolium pratense ile Trifolium repens tiirlerinin
etanol Oziitlerini c¢icek boliimlerinden hazirlayarak o-amilaz ve a-glukozidaz
inhibisyonlarin1 ¢aligsmiglardir. Elde edilen bulgulara gore tiim ekstraktlarin
konsantrasyona bagli bir sekilde hipoglisemik aktivite sergiledigini bildirmislerdir. 7.
repens Oziitlerinin o-amilaz inhibisyonunu 25,0£2,9 pg/mL ve a-glukosidaz
inhibisyonunu 69,5+3,1 pg/mL olarak tespit etmislerdir. 7. pratense oziitleri igin ise
sonuclar a-amilaz inhibisyonu i¢in 78,7+2,1 nug/mL ve a-glukosidaz inhibisyonu i¢in
70,8+3,9 ng/mL olarak bildirilmistir. Thilak vd. (2023), yaptiklar1 ¢calismada Senna
alata tirtinlin yaprak kisimlarindan farkli konsantrasyonlarda (20, 40, 60, 80 pg/ml)
hazirladiklar1 aseton, metanol ve su Oziitlerinin, o-amilaz ve a-glukozidaz
enziminlerini inhibe edebilme potansiyellerini degerlendirilmiglerdir. Caligmanin
sonucunda a-amilaz inhibisyonu icin en yiiksek sonuglar 80 pg/ml konsantrasyonda
sirastyla aseton i¢in %59,88+1,40, metanol i¢in %27,74+0,30 ve su i¢in %13,53+1,23
olarak tespit edilmistir. a-glukozidaz inhibisyonu i¢in en yiiksek sonuglar 80 pg/ml
konsantrasyonda sirasiyla aseton oOziiti i¢in  %21,23+0,60 metanol oziitii

icin %82,940+0,157 ve su 0ziitii i¢in %81,326+0,738 olarak tespit edilmistir.
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4.2.3 Tirozinaz inhibisyonu

Tirozinaz, bakterilerde, memelilerde, bitkilerde @ ve  mantarlarda melanin
biyosentezinde Onemli bir enzimdir. Melanin enziminin cildi UV hasarindan
korudugu iyi bilinmektedir ancak asir1 ekspresyonu durumunda ¢illenmeye,
melezmaya, cilt kanserine ve yaglilik lekelerine neden olabilmektedir. Tirozinaz
inhibitorlerinin kullanimi ise cilt yaslanmasi ve pigmentasyon bozukluklarini 6nleyici
etkileri ile ilag ve kozmetik endiistrisinde biiyiik bir 6neme sahiptir. Bitkisel ikincil
metabolit gruplarindan olan flavonoidler, tirozinazin aktif bdlgesindeki bakir
iyonlariyla etkilesime girebilen polihidroksifenolik yapilari nedeniyle metal selatlama
yetenegine sahiptir. Bu nedenle, tirozinaz inhibisyonunun kesfi i¢in umut vadeden
model bilesiklerdir (Almaraz-Abarca vd., 2023). Buradan hareketle ¢alismamizda

tirozinaz enzim inhibisyon aktivitesi arastirilmistir.

Calismamizda Medicago lupilina ve Trifolium arvense tiirlerinden hazirlanan farkl
Oziitlerin tirozinaz inhibisyon aktiviteleri arastirilmistir. Caligmanin sonucunda elde
edilen bulgulara gore Medicago lupilina tiirii i¢in tirozinaz enzim inhibisyon aktivitesi
sirastyla etilasetat ekstresinde 18,66+1,23 mg KAEs/g ekstrakt ve metanol 6ziitiinde
27,84+0,07 mg KAEs/g ekstrakt olarak tespit edilmistir. Trifolium arvense tirozinaz
enzim inhibisyonu ise sirastyla etilasetat 6ziitii i¢in 24,95+0,46 mg KAEs/g ekstrakt
ve metanol 0ziitii icin 20,97+0,40 mg KAEs/g ekstrakt olarak tespit edilmistir (Cizelge
4.19, Sekil 4.19, Cizelge 4.20, Sekil 4.20).

Cakmak vd. (2017), tarafindan yapilan ¢alismada Medicago rigidula tiiriiniin toprak
istii kisimlarindan hazirladiklart metanol 6ziitii i¢in tirozinaz enzim inhibisyon
aktivitesi 16,36+0,85 mg KAEs/g ekstrakt olarak tespit edilmistir. Pamukgu vd. (2017)
caligmalarinda Medicago murex tilirlinlin toprak istii kistmlarindan hazirladiklar
etilasetat, metanol ve su Oziitlerinin tirozinaz enzim inhibisyon yeteneklerini
arastirmiglardir. Elde edilen bulgulara gore tirozinaz inhibisyon yetenegi 4,23+0,56
mg KAE/g ekstrakt ile 28,29+1,02 mg KAE/g ekstrakt araliginda bildirilmistir. Al-
Hmadi vd. (2024), yapmis olduklar1 ¢calismada Glycyrrhiza foetida tiiriiniin toprak iistii
ve kok kisimlarindan hazirlamis olduklar1 kloroform, etilasetat ve metanol 6ziitlerinin
tirozinaz inhibisyon yeteneklerini arastirmislardir. Calismanin sonucunda tiim
Oziitlerin tirozinaz enzimini inhibe edebilme potansiyelinin 52,84 + 3,10- 80,34 + 1,98

mg KAFE/g araliginda oldugunu bildirmislerdir. Maneeachi ve Rinthong (2018),
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calismalarinda Cajanus cajan bitkisinin kok, gévde ve tohum kisimlariin methanol,
dichloromethane and su ekstraktlarinin tirozinaz inhibitor aktivitelerini aragtirmigtr.
Sonuglar, ekstraktlarin 3,55 — 12,43 mg / ml arasinda degisen IC50 degerleri ile
tirozinaz inhibitor aktivitesi gosterdigini ortaya koymustur. Thummajitsakul vd.
(2022), yaptiklari ¢alismada Vigna mungo (L.) tiirlinden hazirlams olduklar: 6ziitlerin
tirozinaz inhibitor aktivitelerine bakmislardir. Calismanin sonucunda etanol ekstrakti
icin 22,02+6,74 mg/ml ve ardindan su ekstrakti i¢in tirozinaz inhibisyonu 398,86
+243,29 mg/ml olarak bildirilmistir.

4.3 Hiicre Kiiltiirii Calismalari

4.3.1 Hiicre hatlan

Calisma kapsaminda Medicago lupilina ve Trifolium arvense etil asetat ve metanol
ekstraktlarinin antikanser ve sitotoksik aktivitelerinin degerlendirilmesi i¢in Hela ve
1929 hatlar1 kullanilmistir. Insan rahim agz1 kanseri hiicre hatt: Hela (HUKUK, Sap
Enstitiisti, Ankara, Turkey) ve saglikli fare fibroblast hatt1 olan L.929 (HUKUK, Sap
Enstitlisli, Ankara, Turkey), %10 FBS (Fetal Sigir Serumu), %1 penisilin / streptomisin
iceren yliksek glukoz DMEM besiyerinde (Sigma, Katalog No. D6429) Kkiiltiir

edilmistir.
4.3.2 Uygulama érneklerinin hazirlanmasi

Ornekler 2 mg/ml stok konsantrasyonda hazirlanmis ve partikiillerin dagilimi igin
sonikator kullanilmistir. Ardindan hazirlanan stok ¢ozeltiler 0,2 um’luk polikarbonat
filtre 1ile sterilize edilmis ve kullanim i¢in 1 mg/ml-125 pg/ml araligindaki

konsantrasyonda DMEM besiyeri ile seyreltilmistir.
4.3.3 Antikanser ve hiicre sitotoksisite deneyi

Hiicre canliliginin  belirlenmesi, hiicrelerdeki mitokondriyal —dehidrojenazin
aktivitesini dlgen (3-4,5-dimetil-tiyazolil-2,5-difeniltetrazolyum bromiir) kullanilarak
gerceklestirilmistir. Analiz igin, her iki hiicre hatt1 da 96 kuyucuklu platelere 1x 10*
hiicre olacak sekilde ekilmis ve plateler %5 CO; 37 °C'de inkiibe edilmistir. 24 saat
sonra hiicre kiiltlir ortam1 2 mg/ml-125 pg/ml aralifinda araliinda Medicago lupilina

ve Trifolium arvense etil asetat ve metanol ekstraktlarini iceren taze besiyeri ortamiyla
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degistirilmistir. Kontrol kuyucuklarinin besiyerleri de degistirilerek tazelenmistir. 24,
48 ve 72 saatlik inkiibasyon siireleri sonunda MTT soliisyonu final konsantrasyonu 0,5
mg/ml olacak sekilde her bir kuyucuga eklenmistir. Inkiibasyondan {ii¢ saat sonra,
olusan formazan kristalleri olusumu kontrol edilerek, kristaller DMSO ile
¢oOziindiiriilmiis ve elde edilen renk, 492 nm dalga boyunda ChroMate® ELISA reader
cihazi ile spektrofotometrik olarak ol¢lilmiistiir. Her deney, ii¢ tekrarli olarak iki hiicre
hatt1 icin paralel olarak gerceklestirilmistir. Ekstraktlarin uygulanmadigi, yalnizca
besiyeri igeren kuyucuklar kontrol gérevi gérmiis, hiicre canlilik yiizdesi, kontrol

grubuna gore kiyaslanarak asagidaki denklem 4.1 ile belirlenmistir.
% Canlilik = [(A6rnek)/ (Akontrol)] x100 4.1)

A kontrol kontrol kuyusunun absorbansini, A smek ekstrakt uygulama kuyu absorbansini

gostermektedir.
4.3.4 Hiicre kiiltirii ve MTT degerleri

Calisma kapsaminda Medicago lupulina ve Trifolium arvense bitkilerinin etil asetat ve
metanol ekstrelerinin rahim agzi kanseri hiicre hatti (HeLa) lizerinde antikanser
etkilerinin belirlenmesi amaclanmis olup, antikanser aktivite i¢in saglikli hiicrelere
etki etmeyen selektif dozun belirlenmesi i¢in uygulama konsantrasyonlar1 (125, 250,
500 pg/ml ve 1 mg/ml, 2 mg/ml saglikli fare fibroblast hiicrelerine (L929)
uygulanmistir. Giimiishan Aktas, 2018 yaptig1 ¢aligmada ke¢iboynuzu yapraklarindan
metanol ve etanol ekstreleri hazirlamis ve s6z konusu ekstrenin HeLa hiicrelerinde
DNA sentezini baskilayarak mitotik aktiviteyi ve hiicre prolife rasyonunu inhibe
ettigini belirlemistir. Yine aynmi sekilde Custodio vd., 2009 yilinda yaptiklar
calismalarinda C. siliqua agaglarinin disi, erkek ve hermafrodit olarak siniflandirilan
cinslerinin yapraklarindan ayr1 ayri metanol ekstreleri hazirlayarak HeLa hiicrelerine
24 saat siireyle uygulayarak bulgularini raporlamislar ve sonucta erkek ve hermafrodit
agaclarin yapraklarindan hazirlanan metanol ekstrelerinin, HeLa hiicre sogalmasini
daha yliksek oranda inhibe ettigini belirlemislerdir. Calismamizda Medicago lupulina
ve Trifolium arvenseden elde edilen sonuglar Sekil 4.21, 4.22, 4.23, 4.24, 4.25, 4.26
ile ¢izelge 4.21 ve cizelge 4.22°de verilmistir.
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Sekil 4.21. Trifolium arvense etil asetat ve metanol ekstreleri ile 24 saatte inkiibe
edilen HeLa ve L929 hiicrelerinin kontrole gore yiizde canlilik sonuglari.
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Sekil 4.22. Trifolium arvense etil asetat ve metanol ekstreleri ile 48 saatte inkiibe
edilen HeLa ve 1929 hiicrelerinin kontrole gore ylizde canlilik sonuglari.
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Sekil 4.23. Trifolium arvense etil asetat ve metanol ekstreleri ile 72 saatte inkiibe
edilen HeLa ve L1929 hiicrelerinin kontrole gore yiizde canlilik sonuglari.
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Sekil 4.24. Medicago lupulina etil asetat ve metanol ekstreleri ile 24 saatte inkiibe
edilen HeLa ve 1929 hiicrelerinin kontrole gore ylizde canlilik sonuglari.
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Medicago lupulina & MTT 48 Saat
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Sekil 4.25. Medicago lupulina etil asetat ve metanol ekstreleri ile 48 saatte inkiibe
edilen HeLa ve L929 hiicrelerinin kontrole gore yiizde canlilik sonuglari.

Medicago lupulina & MTT 72 Saat
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Sekil 4.26. Medicago lupulina etil asetat ve metanol ekstreleri ile 72 saatte inkiibe
edilen HeLa ve 1929 hiicrelerinin kontrole gore yiizde canlilik sonuglari.
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24 saat i¢in tiim uygulama dozlarinda, kanser ve saglikli hiicreler i¢in alinan % hiicre
canlilik degerleri arasindaki farklilik anlamli bulunmustur (***; p < 0,0001). Bununla
birlikte maddenin ekstraksiyon metodunun (etil asetat, metanol) antikanser aktivite
degerlendirmeleri i¢in kullanilan HeLa hiicre hattindaki canlilik diizeyinde anlamli bir
farklilik olusturmadigt (p >0,05), 2 mg/ml uygulama konsantrasyonu i¢in metanol
ekstraktinin 1929 hiicrelerinde etil asetata gdére anlamli diizeyde sitotoksitite

olusturdugu belirlenmistir (**; p <0.01).

48 saat i¢in tiim uygulama dozlarinda, kanser ve saglikli hiicreler i¢in alinan % hiicre
canlilik degerleri arasindaki farklilik anlamli bulunmustur (etil asetat ekstraktlari i¢in
*#: p < 0,01, metanol ekstraktlari icin *; p <0,05). Bu baglamda 2 mg/ml uygulama
konsantrasyonu icin metanol ekstraktinin HeLa (*; p <0,05) ve L929 (**; p <0,01)
hiicre hatlarinin her ikisinde de etil asetata gore anlamli diizeyde sitotoksitite

olusturdugu belirlenmistir.

72 saat icin gerceklestirilen deneylerde, tiim uygulama dozlarinda, kanser ve saglikli
hiicreler i¢in alinan % hiicre canlilik degerleri arasindaki farklilik anlamli bulunmustur
(etil asetat ekstraktlar1 icin **; p <0,01, metanol ekstraktlar1 icin *; p <0,05). Bu
baglamda 2 mg/ml uygulama konsantrasyonu i¢in metanol ekstraktinin HeLa (*; p <
0,05) ve L929 (*; p <0,05) hiicre hatlarinin her ikisinde de etil asetata gore anlamli
diizeyde sitotoksitite olusturdugu belirlenmistir. Ilgili ekstraktlar i¢in hesaplanan ICso

degerleri cizelge 4.21°de verilmistir.

Cizelge 4.21. Trifolium arvense etil asetat ve metanol ekstreleri i¢in hesaplanan ICso
degerleri HeLa ve 1929 hiicrelerinin kontrole gore yiizde canlilik

24 saat i¢in 2 mg/ml disindaki tiim uygulama dozlarinda, kanser ve saglikli hiicreler

icin alinan % hiicre canlilik degerleri arasindaki farklilik anlamli bulunmustur (**; p

<0,01).

sonuglart.

Zaman (saat) T. arvense T. arvense
(Etil asetat) (Metanol)
1Cs0 (mg/ml) I1Cso0 (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
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Bununla birlikte maddenin ekstraksiyon metoduna bagli farkli ekstre uygulamalarinin
HeLa ve 1929 hiicre hattindaki canlilik diizeyinde anlaml1 bir farklilik olusturmadig:
(p > 0,05) belirlenmistir.

48 saatlik inkiibasyonda, 125, 250 ve 500 pg/ml uygulama dozlar igin, kanser ve
saglikli hiicreler i¢in alinan % hiicre canlilik degerleri arasindaki farklilik anlamli
bulunmustur (*; p <0,05). Bu baglamda metanol ekstresinin 1 mg/ml uygulama
konsantrasyonu i¢in ise farkliligin anlamlilik diizeyi daha yiiksektir (**; p <0,01). Etil
asetat ekstresinin 1 mg/ml uygulamasi ve 2 mg/ml uygulama dozu her iki ekstre i¢inde

iki hiicre hattinda anlaml1 bir farklilik bulunamamastir (p >0,05).

72 saat i¢in gergeklestirilen deneylerde, 250 ve 500 pg/ml uygulama dozlarinda,
kanser ve saglikli hiicreler i¢in alinan % hiicre canlilik degerleri arasindaki farklilik
anlamli bulunmustur (**; p<0,05). Bu baglamda metanol ekstresinin 1 mg/ml
uygulama konsantrasyonu i¢in ise farkliligin anlamlilik diizeyi daha yiiksektir (**; p
<0,01). Etil asetat ekstresinin 1 mg/ml uygulamasi ve 125 pg/ml, 2 mg/ml uygulama
dozu her iki ekstre i¢in de iki hiicre hattinda anlamli bir farklilik géstermemistir (p

>0,05). Ilgili ekstraktlar icin hesaplanan ICso degerleri ¢izelge 4.22°de verilmistir.

Cizelge 4.22. Medicago lupulina etil asetat ve metanol ekstreleri i¢in hesaplanan I1Cso
degerleri HeLa ve 1929 hiicrelerinin kontrole gore yiizde canlilik

sonuglart.
Zaman (saat) M. lupulina M. lupulina
(Etil asetat) (Metanol)
I1Cs0 (mg/ml) ICs0 (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. SONUCLAR VE ONERILER

Bu tez calismamizda kullandigimiz her iki bitkimizde Tiirkiye’de yaygin olarak
yetismekte olup hayvanciligin yaygin oldugu bolgelerde yem olarak tercih
edilmektedirler. Calismamizda tercih edilen bitkilerin yaygin yetisme alanina sahip
olmasi ve bazi iilkelerde protein kaynagi olarak insan beslenmesinde de tercih edilmesi
saglhiga etkileri yoOniinden sahip olduklar1 igerigin Onemli oldugu goriisiini
olusturmustur. Saglig1 6nemli sekilde etkileyen hastaliklar i¢in koruyucu hekimlik
onemli oldugundan ve temelde beslenme sekli ile hastaliklarin olusum mekanizmalari
arasinda baglanti oldugu tespit edildik¢e bitkiler onem kazanmaktadir. Medicago
lupulina ve Trifolium arvense’ nin farkli antioksidan ozellikleri incelendiginde
fabecaea ailesinde yapilan c¢aligmalara yakin degerler igerdigi goézlenmistir.
Calismamizda diyabet hastaligi, alzhemier hastaligi ve hiperpigmentasyon
bozukluklarina etkileri her iki bitkinin etilasetat ve metanol oOziitlerinin enzim
inhibisyon testleri ile degerlendirilmistir. Diabetes mellitus ile iligskilendirilen her iki
enzim olan o-amilaz ve a-glukozidaz inhibisyonu i¢in tespit edilen sonuglarin
yiiksekligi dikkat ¢ekmektedir. Bu bitki dziitlerinin igerdikleri sekonder metabolitler
vasitastyla diabetes mellitus hastaliginin tedavisinde kullanilmak {izere farmakolojik

alanda tercih edilebilecek bitkiler oldugu diisiiniilmektedir.

Hiicre kiiltiiri ve MTT sonuglarimiz daha Once yapilan calismalar ile uyumlu
bulunmakla birlikte her iki bitkimizinde metanol ekstreleri etanol ekstrelerine gore
HeLa hiic releri tizerindeki sitotoksik etki diizeylerinin daha yiiksek anlamli degerler
oldugu tespit edilmistir. Bu hali ile giiniimiizde kullanilan kemoterapik fitokimyasal
ajanlarin amacinin hastanin normal dokularina zarar vermeden en az yan etki ile hedef
kanser hiicresini yok etmesi amacina uygun olup olmadiginin ekstrelerin potansiyel
antikanser ajan olarak degerlendirilebilmeleri i¢in normal hiicrelere zarar vermeyen

etken maddenin tespit edilmesi gerekmektedir.

Medicago lupulina ve trifolium arvense nin yapilacak farkli caligmalarla ilag

endiistrisinde kullanilabilme potansiyeli oldugu diigiiniilmektedir.
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