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ONSOZ

Medicago murex WILLD. var. murex tim diinyada 6nemli bir hayvan yemi olup
otlaklarda yaygin olarak bulunmaktadir. Bitki yem olarak 6neminin yaninda ayni
zamanda zengin protein i¢eriginden dolayi insan diyetinde de protein kaynagi olarak
kullanilmaktadir. Bitkinin tibbi  kullanim1 ile ilgili simirli sayida ¢alisma
bulunmaktadir. Ancak kiiltiire edilmis tiiri olan Medicago sativa diinyada en yaygin
olarak yetistirilen tiirlerdendir ve hayvaciligin yaygin oldugu iilkelerde genis alanlarda
tarim1 yapilmaktadir. Giiniimiizde toplumlarda giderek artan siklikta goriilen pek ¢ok
hastalik temelde beslenme ile yakindan iliskilidir. Koroner hastaliklar, kanser ve
diyabet gibi yaygin olarak goriilen hastaliklarin diyetle alakali olduguna dair birgok
kanit vardir. Ozellikle bitkisel iiriinlerden zengin bir diyetin tercih edilmesi bu
hastaliklarin goriilme riskini diisiirdiigli bilinmektedir. Bu durumun bitkisel {iriinlerin
bilesimindeki polifenoller, karotenoidler, vitaminler ve minerallerden kaynaklandigi
ile ilgili bulgular mevcuttur. Bitkilerin habitatlarina ve degisen ¢evre kosullarina
adaptasyon, nesillerinin devamini saglamak gibi amaglarla {iretmis oldugu bu
kimyasal bilesikler ayn1 zamanda pek ¢ok faydali biyolojik aktiviteye de sahiptir. Bu
aktivitelerin en Onemlilerinden birisi antioksidan aktivitedir. Bitki bilesimindeki
fitokimyasallarin biiyiik bir kismi iyi birer dogal antioksidan kaynagi olarak is goriir.
Viicutta 6zellikle oksijenin rol aldig1r biyokimyasal reaksiyonlarda bile iiretilebilen
yiiksek reaktiviteye sahip serbest radikaller stres, radyasyon, sigara gibi etkilesimlerle
savunma sisteminin basa ¢ikabileceginden daha yiiksek miktarlarda iiretilerek
oksidatif stresin olusumuna neden olmaktadir. Serbest radikallerin biyomolekiillere
saldirmas1 ile olusan hasarlar pekgok hastaligin ortaya ¢ikmasina katkida
bulunmaktadir. Bu nedenle giinlimiizde saglikli diyet denildiginde antioksidan 6zellige
sahip faydali bilesikleri yiiksek diizeyde igeren bitkisel iiriinler 6nem arz etmektedir.
Bu tezin deneysel ¢aligmalar1 Aksaray Universitesi Bilimsel ve Teknolojik Arastirma
ve Uygulama Merkezi Biyoteknoloji Laboratuvar1 ve Selguk Universitesi Fen

Fakiiltesi Fizyoloji-Biyokimya Arastirma Laboratuvarinda yiiriitiilmiistiir.
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OZET

MEDICAGO MUREX VAR. MUREX’IN (FABACEAE) IN VITRO
ANTIOKSIDAN VE BAZI ENZIMLERIN AKTiVITELERI UZERINE
INHIBiSYON OZELLIKLERININ ARASTIRILMASI

Medicago tiirlerinin ¢ogu zengin protein iceriklerinden dolay1 kaliteli yem bitkileri
olarak kabul edilir. Kiiltiire edilmis tiirlerinin hayvanciligin yaygin oldugu bolgelerde
genis bir sekilde tarimi yapilmaktadir. Bu ¢alismada Medicago murex var. murex
bitkisinin metanol, etil asetat ve su 6ziitlerinin antioksidan 6zellikleri, toplam fenolik
ve flavonoid igerikleri ve enzim inhibisyonlari belirlendi. Farkli 6ziitlerin antioksidan
aktiviteleri demir (FRAP) ve bakir iyonlar1 (CUPRAC) indirgeme yontemleri
kullanilarak degerlendirildi. Toplam fenolik ve toplam flavonoid igerikleri sirasiyla
folin yontemi ve AICl3 yontemi ile belirlendi. Enzim inhibisyon aktiviteleri
asetilkolinesteraz, a-amilaz, a-glukozidaz ve tirozinaz enzimleri igin test edildi. Farkli
oziitlerin toplam fenolik ve flavonoid igeriklerinin 83.70-163.93 mg GAE/g 6ziit ve
24.48-26.05 pg QE/g 6ziit arasinda tespit edildi. Demir ve bakir iyonlar1 indirgeme
giicli yontemlerinde sirasiyla su ve etil asetat oziitleri en aktif 6ziitler olmustur. Su
Oziitli asetilkolinesteraz enzimini en iyi inhibe eden 0ziit olurken etil asetat Oziitli
caligilan diger ii¢ enzimi de (o-amilaz, a-glukozidaz ve tirozinaz) en iyi inhibe eden
oziit olmustur. Elde edilen bulgular g6z 6niinde bulunduruldugunda Medicago murex
var. murex’in dogal antioksidanlarin ve enzim inhibitorlerinin 6nemli bir kaynagi
oldugu goriilmekte ve bitkinin gida ve ilag sektorleri i¢in degerlendirilebilecegi
disiiniilmektedir.

Anahtar kelimeler: Medicago, Enzim inhibisyon aktivitesi, Serbest radikaller,
Antioksidan kapasite, Fenolik ve flavonoid igerik.
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ABSTRACT

THE INVESTIGATION OF IN VITRO ANTIOXIDANT AND INHIBITION
PROPERTIES ON SOME ENZYME ACTIVITIES OF MEDICAGO MUREX
VAR. MUREX (FABACEAE)

Most of the Medicago species are considered as good quality froge crops due to their
protein rich content. Cultivated species are farmed extensively in commonly animal
husbandry areas. In this study, antioxidant properties, total phenolic and flavonoid
contents and enzyme inhibitions of methanol, ethyl acetate and water extracts of
Medicago murex var. murex were determined. The antioxidant activities of the
different extracts were evaluated using iron (FRAP) and copper ions (CUPRAC)
reduction methods. Total phenolic and total flavonoid contents were determined by
folin method and AICI3 method, respectively. The enzyme inhibition activities were
tested against to acetylcholinesterase, o-amylase, o-glucosidase and tyrosinase
enzymes. Total phenolic and flavonoid contents of different extracts were determined
between 83.70-163.93 mg GAE/g extract and 24.48-26.05 pg QE/g extract. Water and
ethylacetate extracts were the most active extracts in ferric and cupric ion reducing
power methods, respectively. While the water extract was the best inhibitor of
acetylcholinesterase enzyme, ethyl acetate extract was are the best inhibitors for
studied other enzymes (a-amylase, a-glucosidase and tyrosinase). Considering the
findings, Medicago murex var. murex can appear to be an important source of natural
antioxidants and enzyme inhibitors and it can think as useful for the food and
pharmaceutical industries.

Keywords: Medicago, Enzyme inhibition activity, Free radicals, Antioxidant
capacity, Total phenolic and flavonoid content.
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1. GIRIS

Bitkilerin tedavi amagli kullanimi binlerce yil Oncesine kadar dayanmaktadir
(Samuelsson, 2004). Bitkilerin bu tibbi kullanimi ilk 6nce bitkinin, toz, lapa, 6ziit gibi
ham olarak kullanimmi icermektedir (Balick ve Cox, 1996; Samuelsson, 2004).
Insanoglunun bitkileri bu amaglarla ilk kullanimlar1 olan bu uygulamalar yazinin
icadindan ¢ok daha 6ncesine dayanmaktadir ve sozlii tarih vasitasiyla aktarilarak antik
caglardaki ilk kayitlara gegmistir. Daha sonrasinda bitkilerin ilag¢ olarak kullanimi 19.
YY’ m baslarinda morfinin izolasyonuyla baslayan bitkilerden aktif bilesenlerin
izolasyonunu igermektedir (Kinghorn, 2001; Samuelsson, 2004). T1bbi bitkilerden ilag
gelistirme ¢alismalart morfinden sonra kinin, kokain ve kodein gibi bazilar1 hala
kullanilan diger etken maddelerinin izolasyonlarinin yapilmasina neden oldu
(Newman vd., 2000; Butler, 2004). Modernlesmenin baslangici ile insanlar bitkileri
bir¢ok amag i¢in kullanmistir. Tarihi belgeler tibbi bitkilerin geleneksel kullaniminin
M.O. 5000-4000 baslarinda Cin’ e, M.O. 1600’ lerde Suriyeli’ ler, Babil’ ler, ibrani’
ler ve Misirli’ lara kadar dayanmaktadir (Dery vd., 1999). Giintimiizde ise bitkilerin
kimyasal ve genetik igeriklerinin belirlenerek insanlarin faydasina kullanimi olduk¢a
onem kazanmustir (Gerique, 2006). Bu bakimdan, ¢alismalar modern ilaglarin % 25’
inden fazlasinin tibbi bitki 6ziitlerinden tiirevlendigini géstermektedir (Bannerman
vd., 1983). Bitkilerin geleneksel tipta kullanimi 6zellikle gelismekte olan iilkelerde
modern ilaglarin yiliksek fiyatlarindan dolay:r hala yaygin olarak kullanilmaya devam
etmektedir (Seid ve Tsegay, 2011). Biitiin bu nedenlere bagl olarak Diinya niifusunun
%70’ inden fazlas1 birinci derecede bitkisel tedavileri kullanmay1 tercih etmektedir
(Nair ve Ganapathi, 1998). Modern ilaglarin igerigindeki kimyasallarin da biyiik bir
kism1 yine yiiksek bitkilerden elde edilmektedir. Son galismalar bitkilerden elde edilen
bu kimyasal bilesenlerin AIDS, kanser ve sitma gibi hastaliklar ve romatizma, artrit ve
astim gibi kronik rahatsizliklarin tedavisinde kullanimi giderek yayginlasmaktadir
(Lee, 1999; Cecilia de Fatima vd., 2006).Fabaceae familyasina ait bir cins olan
Medicago 6nemli bir hayvan yemi kaynagi olarak tiim diinyada bilinmektedir. Cok
yillik bir bitki olan Medicago sativa (alfalfa: yonca) bu cinsin en yaygin kiiltiire

edilmis tiirli olup yilda yaklasik 35 milyon hektarda yetistirilmektedir. Diger 6nemli



tirleri M. polymorpha, M. truncatula ve M. murex’ tir (Howieson ve Ewing, 1986;
Howieson vd., 2000; Radovi¢ vd., 2009).

Reaktif oksijen tiirleri siiper oksit anyonu, hidroksil radikali ve nitrik oksit radikali gibi
oksijen merkezli radikaller ile hidrojen peroksit, peroksi nitrit anyonu ve hipokloréz
asit gibi radikal olmayan tiirevlerde bu grupta siniflandirilmaktadir (Halliwell, 1993).
Kimyasal yapilarinda paylasilmamis elektron i¢ceren bu molekiiller karakteristik olarak
yiiksek reaktiviteye sahiptirler. Serbest radikal iiretimine bagli olusan oksidatif stres
kosullarinin  kanser, alzheimer, aterosklerozis, parkinson, yaslanma, diyabet,
bagisiklik yetersizligi hastaliklar1 ve astim gibi pek ¢ok dejeneratif insan hastaliginin
ortaya ¢ikist ve gelisiminde rol oynadigi diistiniilmektedir (Mimica-Duki¢ vd., 2010;
Moein vd., 2008; Saikat vd., 2010; Elseweidy vd., 2015).

Epidemiyolojik calismalar bitkisel triinlerin kansere karsi koruyucu etkiye sahip
oldugunu gostermistir. Bitkisel fenoller fenil halkasina eklenen hidroksil grubu
icermelerinden dolay1 kimyasal dogalar1 geregi antioksidan 6zellige sahiptirler. Bu
ozellik fenolik bilesiklerin kardiyovaskiiler ve kanser gibi hastaliklarin iizerine faydal
etkilere sahip olmasini saglamaktadir (Wattenberg, 1992; Ness ve Powles, 1997).
Bitkisel fenoller genis bir ¢esitlilige sahip olmalarina ragmen pek c¢ogu fenil alanin
amino asitinden orijinlenen sinnamik asitin anahtar rol oynadigi yolda sentezlenir
(Parr ve Bolwell, 2000). Bu yol ile gergeklesen biyosentez olaylari genis bir
cesitlilikteki bitkisel fenollerin olusumunu saglar. Bunlar icerisinde sinnamik asitler,
benzoik asitler, flavonoidler, proantosiyanidinler, stilbenler, kumarinler, lignanlar ve
lignin gibi bitkisel bilesenlerdir (Hollman, 2001). Bu fenolik bilesiklerin antioksidatif
ozellikleri sayesinde DNA, lipidler ve proteinler gibi yasamsal biyomolekiillere reaktif
oksijen tiirlerinin neden oldugu oksidatif hasar1 engelleyerek kronik hastaliklarin
onlenmesinde 6nemli bir rol oynamaktadir. Bu radikallerin biyomolekiillere etkisi
sonucu olusan oksidatif hasar aterosklerozis, kanser ve kronik inflamasyonu iceren
birgok patolojik sartlarin ortaya ¢ikmasina katki saglamaktadir (Halliwell, 1994).

Bu ¢alismada Medicago murex WILLD. var. murex bitkisinden elde edilen metanol,
etil asetat ve su oziitlerinin antioksidan aktiviteleri ile enzim inhibisyon 6zellikleri
arastirllmistir. Ulkemizde oldukga genis yayilisa sahip olan bu tiir yem bitkisi olmas1
dolayisiyla hayvancilik agisindan da énemlidir. Medicago murex’ in tibbi amaglarla
kullanimina dair ¢ok fazla ¢alisma bulunmamaktadir. Dolayisiyla bu caligma ile
bitkinin antioksidan ve enzim inhibisyon aktiviteleri belirlenerek bitkinin tibbi

kullanim potansiyeline sahip olup olmadiginin ortaya konulmasi amaclanmistir. Elde
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edilen bilgiler dogrultusunda bitkiden elde edilen 6ziitlerin etkili bir dogal antioksidan
ve enzim inhibisyon kaynag1 oldugu sdylenebilir. Ozellikle global hastaliklar i¢in yeni
tedavi yaklagimlarimin 6nemli oldugu giinlimiizde tez kapsaminda degerlendirilen
Medicago murex’ in dogal enzim inhibit6rii olarak degerlendirilme potansiyeli de
ortaya ¢ikarilmistir. Buna gore c¢alisilan enzimler tizerinde etkili inhibisyon aktiviteleri
dolayisiyla bu enzimlerle ilgili hastaliklarin tedavisi i¢in kullanilabilme potansiyeline
sahiptir. Bu wveriler bitkinin farmakoloji ve gida endiistrisi gibi alanlarinda

degerlendirilebilecegini gostermistir.



2. LITERATUR OZETI
2.1 Fabaceae Familyasi ve Medicago Cinsi

Fabaceae familyasi yaklasik 751 cins ve 19500 tiir ile Orchidaceae ve Asteraceae
familyalarindan sonra en biiyiik ti¢lincii familyadir (Christenhusz ve Byng, 2016).
Familya agaglar, ¢alilar, otsu bitkiler ve sarmasik gibi farkli bitkisel formlar1 igeren
genis bir ¢esitlilige sahiptir. Agaglar genellikle tropik bolgelerde siklikla bulunurken,
calilar ve otsu tiirler tropikler disinda tiim diinyada yaygin olarak dagilis
gostermektedir (Watson ve Dallwitz, 2008). Baklagiller, bollugu ve gesitliligi
nedeniyle eski c¢aglardan beri tarim, gida ve tibbi kullanim gibi konularda
insanoglunun ilgisini ¢ekmis ve bunun sonucu olarak ¢ok fazla tiir kiiltiire edilerek
oldukea biiyiik ekonomik deger kazanmistir. Baklagillerin bir ¢ok tiirii, ¢ok yillik otsu
bitkilerle karsilikli ekolojik ve besinsel tamamlayici 6zelliklerinden dolay1 meralarin
bilesiminde oldukg¢a yaygin bulunmaktadir ( Nyfeler vd., 2011; Gaba vd., 2015). Bu
familya tiyelerinin geneli atmosfer azotunu fikse edebilme 6zelligindeki bakterilerle
girdikleri mutualist iligkileri sayesinde azot icerigi diisiik olan topraklarda bile
yetiserek yiiksek protein icerigine sahip olabilmektedir (Suter vd., 2015; Vertes vd.,
2015). Bu sekilde insan ve hayvan beslenmesinde zengin bir besin kaynagi olmalart
yaninda giibre kullanimini da azaltmaktadir.

Medicago murex’ in sistematik semasi asagidaki gibidir;

Kingdom Plantae

Subkingdom Tracheobionta

Division Magnoliophyta

Class Magnoliopsida

Subclass Rosidae

Order Fabales

Family Fabaceae

Genus Medicago

Species Medicago murex WILLD.



2.2 Serbest Radikaller ve Oksidatif Stres
2.2.1 Serbest radikal kavram

Serbest radikal kavrami son yoriingelerinde paylagilmamis elektron iceren atom veya
bilesikler olarak tanimlanir. Bunun diginda yapisinda tek sayida elektron igeren atom
veya molekiillerdir seklinde de tanimlanabilir (Slater, 1984). Biyolojik sistemlerdeki
serbest radikaller, genellikle biyokimyasal oksidasyon-rediiksiyon reaksiyonlari
sirasinda gergeklesen elektronlarin bir molekiilden digerine transferi sonucu meydana
gelmektedirler (Akkus, 1995). Serbest radikaller biyolojik sistemler tizerinde faydali
ve zararl etkiler olmak tizere iki farkli role sahiptirler. Faydali etkileri diisiikk veya
iliml1 konsantrasyonlarda ve fizyolojik tepkiler olan enfeksiyon ajanlarma karsi
hiicresel cevap ve sinyal iletim yollarinda olusmaktadir (Droge, 2002).

Reaktif oksijen veya nitrojen tiirlerinin zararli etkileri, molekiiler yapilarina katilan bir
veya daha fazla sayida paylasilmamis elektronun onlar1 asir1 kararsiz hale
dontigtirmesi  sonucu hiicre bilesenlerine dogrudan saldirmalaridir.  Serbest
radikallerin elektronlar1 hiicrede var olan diger molekiillerle etkilesime girecek
boyutlara ulagmasi ile oksidatif stres denilen durum ortaya ¢ikmakta ve hiicrede hasar
meydana getirebilmektedir. Oksidatif hasarin sonucu enfeksiyonlar, inflamasyon,
norodejenerasyon, kardiyovaskiiler hastaliklar, kanser ve diyabet gibi yaygin ve genis
bir hiicresel patoloji olaylaridir ( Valko vd., 2007; Pham-Huy vd., 2008). Bu patolojik
durumlarmn, radikallerin proteinler, lipitler ve niikleik asitler gibi hiicrenin temel
bilesenlerinde Onemli hasarlara yol agmasi ile ortaya ciktigi veya ilerledigi

diistiniilmektedir (Glimiis ve Yurtsever, 2007).

2.2.1.1 Serbest radikaller nasil olusur

Canli sistemlerde pek ¢ok molekiil radikal 6zellige sahip olmamasina ragmen bazi
reaksiyonlar sonucu dogal olarak serbest radikaller olusmaktadir. Normal
biyokimyasal reaksiyonlar sonucunda bile radikal olmayan bir bilesikten tek elektron
kayb1 ile radikal 6zellikteki bilesikler olusabilmektedir.

X X+ e (elektron kaybederek radikal katyon olusumu)

Y +e Y" (elektron alarak radikal anyon olusumu)
Radikaller kovalent bagi olusturan her bir atomun elektron ciftlerinden birisini alarak
meydana gelen homolitik kirilma esnasinda da olusur (Cheeseman ve Slater, 1993).

Bagin kirilmasi igin gerekli olan enerji 1s1, ultraviole 151k, iyonize edici radyasyon



tarafindan saglanabilmektedir. Kovalent baglarin kirilmasi genellikle 450-600 °C gibi
yiiksek sicaklik gerektirmektedir. Bu nedenle gaz fazda yiiksek sicaklik uygulanan
yanma olaylar1 da serbest radikal olusum yontemleri arasinda sayilmaktadir (Valko
vd., 2007). Sigara dumani veya yangin esnasinda olusan duman buna iyi bir 6rnektir.
Aerobik canlilarin yagsam i¢in bagimli oldugu oksijen (Oz2) bir elektron eklenmesi ile
stiperoksite (02") doniismektedir. Siiperoksite diger bir elektronun eklenmesiyle
peroksit iyonu (02%) olusmaktadir. Genellikle biyolojide, oksijenin (O) iki elektron
indirgeme triinii hidrojen peroksittir. Reaktif oksijen tiirleri oksijenden tiireyen fakat
ondan daha reaktif olan oksijen tiirevlerinin genel adidir. Bu tanimlama sadece
stiperoksit ve diger oksijen radikallerini degil ayn1 zamanda hidrojen peroksit (H202)
ve hipoklordz asit (HOCI) gibi radikal olmayan oksijen tiirevlerini de kapsamaktadir.
Stiperoksit ve hidrojen peroksit radikalleri biyolojik molekiillerle reaksiyonlarinda
secicidir ve suyun homolitik pargalanmasiyla olusan hidroksil radikalinin (OH")
tersine gogunlukla biyomolekiillere saldirmaz (Halliwell ve Gutteridge, 1985). Ancak
oksijenin fazlalig1 siiperoksit radikalinin iiretiminde artisa ve buna bagl olarak
biyomolekiillere zarar veren diger radikallerin olusumunda artisa neden oldugu
bildirilmektedir (Halliwell, 1994).

Serbest radikallerin hiicrede meydana gelisleri endojen ve ekzojen kaynakli faktorlere
bagli olusum seklinde iki baglik altinda toplanabilir. Ekzojen kaynakli etmenler olarak:
hava kirliligi, ilaglar veya diger kimyasallar, sigara, radyasyon, bazi solventler, alkol
ve uyusturucu gibi ¢evresel etkiler sonucunda serbest radikal iiretimi Ornek
gosterilebilmektedir. Endojen kaynakli serbest radikal {iretimi viicutta enerji
metabolizmasi basta olmak iizere anabolik ve katabolik biyokimyasal reaksiyonlar
sirasinda  Ozellikle mitokondride elektron tasima zinciri bilesenleri en Onemli

kaynaklar olarak sayilmaktadir (Seifried vd., 2007).

2.2.1.2 Oksidatif stres ve etkileri

Oksidatif stres, viicutta bulunan antioksidan savunma sistemi ve prooksidan seviyesi
arasindaki dengenin, prooksidanlarin lehine bozulmasi olarak tanimlanabilir (Powers
ve Jackson, 2008). Oksidatif stres diizeyinin artmasiyla niikleik asit, protein ve lipit
gibi biyomolekiillerin oksitlenmesi, DNA protein yapisinin ve kodlanan genel
bilgilerin bozulmasi, hiicre membran biitiinliiglinlin bozulmas1 ve enzim aktivitesinin

engellenmesi gibi birgok etki ortaya ¢ikmaktadir. (Packer, 1997).



Viicutta oksidatif stres ve antioksidan savunma sistemi arasindaki dengenin bozulmasi
bir¢cok hastaliga neden olmaktadir. Oksidatif stres ozellikle damar sertligi, kanser,
inflamasyon, obezite, romatoid artrit, Alzheimer ve Parkinson gibi nérodejeneratif
hastaliklarin temel kaynaklar1 arasinda goriilmektedir.

Oksidatif stres degerini dogrudan 6lgmek miimkiin degildir, ¢iinkii serbest radikallerin
yarilanma Omiirleri ¢ok kisadir. (Close vd., 2005) Bu yiizden bazi biyo-isaretler
kullanilarak protein, lipit ve DNA gibi 6nemli yapilarin bozulup bozulmadigi veya ne
seviyede bir zarara maruz kaldiklar1 olgiilmektedir (Fisher-Wellman ve Bloomer,
2009).

2.2.1.3 Serbest radikallerin hastahklarla iliskileri

Oksijen insan yasami i¢in hayati derecede Onemli Onemli olmasina ragmen
biyokimyasal reaksiyonlar esnasinda oksijenden firetilen bir kisim reaktif oksijen
tirleri ise viicut lizerine zarar verici etkilere sahiptir (Diplock vd., 1998). Serbest
radikallerin diisiik ve 1limli konsantrasyonlar1 fagositoz ile enfeksiyonlara karsi
savunma mekanizmalari, enerji Uretimi, hiicre gelisimi, farkli hiicre sinyal
sistemlerinde ve mitojenik tepkinin baslatilmasi gibi fizyolojik olaylarda faydali
etkiler gostermektedir (Poli vd., 2004; Davies, 2013). Reaktif oksijen radikalleri
oksijen ve diger pek cok molekiil ile kiyaslandiginda oldukga yliksek reaktiviteye
sahip olduklar1 goriilmektedir (Nawar, 1996). Biiyiik ¢ogunlugu serbest radikal olan
bu reaktif oksijen tiirleri yapilarinda dis atomik yoriingelerinde bir veya daha fazla
eslenmemis elektron tasidiklar: i¢in stabil bir yapiya sahip degillerdir. Eslenmemis
olan elektron bu molekiillerin yiiksek reaktivitelerinin temel sebebidir ve bu reaktivite
nedeniyle canli sistemlerde bulunduklar1 ortamlardaki yapisal ve fonksiyonel
molekiiller olan proteinler, lipidler, DNA ve koenzimler gibi biyolojik molekiillerle
etkileserek yapilarinin  bozulmasina neden olabilmektedirler. Bu konudaki
caligmalarin artmasiyla hidrojen peroksit, hidroksil ve nitrik oksit gibi canli
sistemlerde siirekli olarak olusan reaktif oksijen tiirleri ile yaslanma, sinyal iletimi ve
pek cok hastaligin sebebi ve ilerlemesi arasinda ciddi kanitlar elde edilmistir
(Stadtman ve Berlett, 1997; Beckman ve Ames, 1998; Rhee, 1999; Thannickal ve
Fanburg, 2000). Bu serbest radikallerin reaksiyonlari proteinlerin lizin, arjinin, prolin,
treonin ve glutamik asit kalintilarin gibi yan zincirleriyle etkileserek karbonil
tiirevlerinin olusumuna neden olmaktadir (Taborsky ve McCollum, 1973; Poston,
1988; Amici vd., 1989; Stadtman ve Berlett, 1997). Bu radikaller proteinlerin ana
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omurgasinda boliinmelere ve N terminalindeki amino asidin N-a-ketoagil tlirevlerinin

olusumuna neden olabilmektedir (Amici vd., 1989). Bu nedenle karbonil tiirevlerinin

varligi ve miktar1 insan dokularinda serbest radikal hasarinin bir gostergesi olarak

kullanilmaktadir. Ornegin normal bireylerden alinarak kiiltiire edilmis dermal

fibroblastlar (Oliver vd., 1987), lens (Garland vd., 1988) ve beyin dokusu (Smith vd.,

1991) hiicrelerinin protein karbonil iceriginin yasa bagli olarak arttigi gosterilmistir.

Oksijen tiirevli serbest radikallerin reaksiyonlar1 canli organizmlardaki neden oldugu

reaksiyonlar ve etkiler sonucunda pek ¢ok hastaligin patojenezinde rol oynamaktadir

(Gupta vd., 1997; Kehler ve Smith, 1994; O'Donovan ve Fernandes, 2004; Agarwal ve

Prabakaran, 2005; Pourmorad vd., 2006; Dufour vd., 2007; Valko vd., 2007; Pham-

Huy vd., 2008; Sen vd., 2009). Serbest radikallerle iliskili olan hastaliklar ve

patolojiler sunlardir;

e Alzheimer, Parkinson, multiple sklerozis, amyotrofik lateral skleroz, hafiza kaybi1
ve depresyon gibi ndrodejeneratif hastaliklar

o Aterosklerozis, iskemik kalp hastaliklari, kardiak hipertrofi, hipertansiyon, sok ve
travma gibi kardiyo vaskiiler sistem hastaliklar1

e Astim ve Kronik Obstriiktif Akciger Hastaligi (KOAH) gibi inflamatuar akciger
hastaliklar

e Prematiire bebeklerde goriilen bronkopulmoner, displazi, periventrikiiler
l6komalazi, intraventrikiiler kanama, prematiire retinopatisi ve nekrotizan
enterokolit gibi hastaliklar

e Romatoid artrit gibi otoimmiin hastaliklar

¢ Glomertilonefrit ve tubulointerstisyel nefrit, kronik bobrek yetmezligi, proteiniiri,
tiremi gibi bobrek hastaliklar

e Peptik iilser, inflamatuar bagirsak hastaligi ve kolit gibi gastrointestinal sistem
hastaliklar1

e Akciger, lokomia, gdglis, ovaryum kanseri veya tiimorleri

e Katarakt, makulopati ve retinanin yaslanmaya bagli bozukluklar1 gibi goz
hastaliklar1

e Yaglanma

e Diyabet

e Deri lezyonlari

e Immiinodepresyon



e Karaciger hastaliklari, pankreatitis
e AIDS
o Kisirlik

2.3 Antioksidanlar

Serbest radikallerin zararli etkilerinin giderilmesi viicudumuzda enzimatik ve
enzimatik olmayan reaksiyonlar ile saglanmaktadir. Bu temel savunma sistemleri
stiperoksit dismutaz (SOD), glutatyon (GSH), glutatyon peroksidaz, glutatyon
rediiktaz, katalaz ve antioksidan besinlerdir (Fang vd., 2002). Glutatyon, glutamat,
sistein ve glisinden sentezlenmektedir. Hiicresel antioksidan sistemin Onemli bir
bileseni olan glutatyon ince bagirsaktan emilerek ya da viicutta sentezlenerek elde
edilebildiginden hem ekzojen hemde endojen kaynakli bir antioksidandir. Glutatyon
enzimatik olarak dogrudan ve dolayli reaksiyonlar sayesinde reaktif oksijen tiirlerini
(lipit peroksil radikali, peroksinitrit ve hidrojen peroksit) giderir (Sies, 1999). SOD ise
siiper oksit radikalinden hidrojen peroksit olusumunu katalizler. Bu reaksiyon
sonucunda olusan hidrojen peroksit katalaz ve selenyum bagimli glutatyon peroksidaz
tarafindan suya doniistiiriilerek zararsiz hale getirilir (Sekil 2.1). Bunun disinda
glutatyon peroksidaz lipid hidroperoksitlerini alkollere donistiirerek detoksifiye
etmektedir (Sekil 2.2). Ayrica glutatyon peroksidazin diger bir tipi de membran
yapisindaki fosfolipid peroksitler tizerine etkili olmaktadir (Sies, 1999). Diger reaktif
oksijen ve nitrojen tiirlerinin giderilmesi {irik asit, salisilat, mannitol, karotenoid,
ubikinon, bilirubin, lipoat, arjinin, sitriillin, glisin, taurin, histidin, kreatin, karnosin,
hidrobiopterin ve fitat gibi biyokimyasal molekiiller tarafindan gerceklestirilebilir
(Machlin ve Bendich, 1987; Redmond vd., 1996; Fridovich, 1999; Wu ve Meininger,
2000; Akashi vd., 2001; Lass vd., 2002; Lawler vd., 2002).

Katalaz

— &2H*
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Siiperoksit dismutaz Peroksidaz

Sekil 2.1: Enzimatik antioksidanlarin reaksiyonlar1 (SOD, katalaz ve peroksidaz).



Indirgenmis Glutatvon
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Okside Glutatyon

Glutatyon peroksidaz

Sekil 2.2: Glutatyon rediiktaz ve glutatyon peroksidaz reaksiyonlari.

Viicudumuzda tiretilen ve antioksidan aktiviteye direk ya da dolayl1 katki saglayan bu
molekiillerin disinda diyetle alinan proteinler, lipidler, vitaminler, mineraller ve
fitokimyasallar gibi bilesikler de serbest radikal giderme aktivitesine sahiptir. Bazi
amino asitler (arjinin, sitriillin, glisin, taurin, histidin), kiigiik peptitler (glutatyon ve
karnosin) ve nitrojen metabolitleri (kreatin ve {irik asit) oksijen serbest radikallerinin
giderilmesi tizerine direkt etkilere sahiptir. Ek olarak, taurine ve taurin kloraminin
makrofajlar, hepatositler ve glial hiicrelerde NO gen ekspresyonu ve sentezini inhibe
ettigi gosterilmistir (Wu ve Meininger, 2002). Bu nedenle proteinlerin besinsel
eksikligi sadece antioksidan enzimlerin sentezinde bozukluklara neden olmakla
kalmayip ayni zamanda antioksidanlarin dokudaki konsantrasyonun da azalmasina
neden olmaktadir (Machlin ve Bendich, 1987; Sies, 1999). Ozellikle ¢ocuklarda
kwashiorkor gibi beslenme bozukluklarinda ¢ocuklarin kemik iligi ve idrarinda
selatlanabilir demir miktar1 agirt miktarda artmaktadir. Bu nedenle protein eksikligi
olan ¢ocuklarda anormal durumun altyapisinin reaktif oksijen tiirlerinin neden oldugu
hiicre hasarindan kaynaklandigini ileri siiriilmektedirler (Brooks, 1995).

Coklu doymamis yag asitleri (PUFA) serbest radikaller tarafindan okside edilebilir
(Sekil 2.3) (Hennig vd., 2001). Bu yiizden PUFA' nin yiiksek miktarda alinmasi
organizmayi lipid peroksidasyonuna daha duyarli hale getirebilir ve bu C vitamini, E
vitamini ve karotenoidler gibi antioksidanlarin besinsel katkisi ile hafifletilebilir
(Evans ve Halliwell, 2001; Fang vd., 2002). Epidemiyolojik ¢alismalar ®-3 PUFA
yoniinden zengin olan balik yaginin tliketiminin insanda kardiyovaskiiler hastalik
riskini diistirdiigiinii  gostermistir (Brown ve Hu, 2001). Bu etki karacigerde
lipojenezin inhibisyonu ve yag asitlerinin oksidasyonunun uyarilmasindan
kaynaklanmaktadir. Ancak ilging bir sekilde diger PUFA' larda oldugu gibi, balik yagi
kolayca hidrojen peroksit olusturmak iizere peroksitlenebilir ve oksidatif stres artisina

katk1 saglayabilir. Balik yagi ve PUFA” lar ile ilgili bu zit durumu anlamak i¢in yapilan
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son ¢alismalar, -6 PUFA' larin aksine, -3 PUFA' larin serbest radikal olusumunu
Onleyici aktiviteye sahip olduklarin1 gostermistir (Takahashi vd., 2002; Wu ve
Meininger, 2002). Bu nedenle balik yagindan zengin bir diyetle beslenmek antioksidan
genlerin ekspresyonunu artirmaktadir (Takahashi vd., 2002). Ayrica ®-3 PUFA'lar
(DHA, EPA ve a-linolenik asit) makrofajlar tarafindan sentezlenen NO iiretimini
inhibe etmektedir (Khair-EI-Din vd., 1996). Boylece, -3 PUFA kardiyovaskiiler
fonksiyon lizerine yararli etkisini plazma triagilgliserol konsantrasyonunu diisiirerek

ve serbest radikal iiretimini inhibe ederek ortaya ¢ikarmaktadir.
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Sekil 2.3: ®-3 ve -6 PUFA’ larin yapisi.

Pek c¢ok wvitamin oOzellikle NO sentezini inhibe ederek antiaterojenik ve
antindroinflamatuar aktivite gdstermektedir (Wu ve Meininger, 2002). Ornegin A
vitamini vaskiiler diiz kas hiicreleri (Hirokawa vd., 1994), endotelial hiicreler
(Grosjean vd., 2001), kardiak miyositler (Grosjean vd., 2001), mesangial hiicrelerde
(Datta ve Lianos, 1999) gen transkripsiyonunu inhibe ederek NO sentezini durdururlar.
Ayni sekilde D3 vitamini, K> vitamini ve niasin gen ekspresyonunu inhibe ederek
beyin (Garcion vd., 1997), akciger (Gurujeyalakshmi vd., 2000) ve vaskiiker diiz kas
hiicrelerinde (Sano vd., 1999) NO iiretimini Onlerler. Vitaminler ayrica dogrudan
reaktif oksijen tiirlerini giderir ve antioksidan enzimlerin aktivitelerini diizenler (Sekil
2.4). Bunlarin arasinda, E vitamini en 6nemli antioksidanlardan biri olarak kabul

edilmistir. E vitamini, reaktif oksijen tiirlerinin etkisiyle olusan lipit peroksil
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radikallerinin neden oldugu peroksidasyondan, plazma ¢ok diisiik yogunluklu
lipoproteinin (VLDL) oksidatif zararindan, hiicresel proteinleri, DNA ve membran:
korur (Topinka vd., 1989). C vitamininin de antioksidan rolii oldugu bilinmektedir
(Aruoma, 1998). Radyasyon veya hidroksil radikaline maruz kalan DNA' da C
vitamininin serbest radikal tarafindan uyarilan oksidatif hasara kars1 koruyucu bir etki
sergiledigini tespit edilmistir (Fischer-Nielsen vd., 1992). B1> vitamini ve folik asidin
besinsel takviyesi, radikal kaynakli radyasyon hasarmi azaltir (Ye-fu vd., 1982;
Yunzhong vd., 1983; Yunzhong vd., 1984). B12 vitamini, folik asit ve kolin DNA ve
proteinlerin metilasyonu i¢in gereklidir. Folik asit, Be Vvitamini ve B> vitamini
homosistein metabolize olmasi i¢in gereklidir. Homosistein endotel hiicrelerinde
oksidatif strese neden olurken vitaminler kardiyovaskiiler hastaliklar riskini
diisirmeye yardimci olmaktadirlar (Wu ve Meininger, 2002).

Birgok mineral enzimlerin fonksiyonlarinda énemli rollere sahiptir. Viicutta en bol
bulunan mineral demirdir ve neredeyse tamami proteinlere bagli haldedir. Bu durumun
demirin suda ¢éziinmemesinden ve serbest radikal iiretiminde katki saglamasindan
dolayr oldugu diisliniilmektedir. Bakir, ¢inko ve manganez SOD enziminin
aktivitesinde rol oynadiklarindan bu mineraller antioksidan aktiviteye katkida
bulunmaktadirlar (Aruoma, 1998). Benzer sekilde selenyum glutatyon peroksidaz
aktivitesi i¢in gereklidir (Aruoma, 1998). Selenyumun eksikligi glutatyon peroksidaz
aktivitesini %90 oraninda diisiirmekte ve bunun sonucu olarak peroksidatif hasar ve

mitokondrial bozukluklar ortaya ¢ikmaktadir (Xia vd., 1985).
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Sekil 2.4: Vitamin ve minerallerin antioksidan aktiviteleri.
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Fitokimyasallar ozellikle bitkisel kaynakli bir diyetten gelen ve Onemli seviyede
antioksidan aktiviteye sahip olan dogal bilesiklerdir. Bunlarin arasinda flavonoidler ve
katesinler gibi fenolik ve polifenolik bilesikler antioksidan aktivite gosteren dnemli
bilesiklerdir (Sekil 2.5; 2.6 ve 2.7) (Decker, 1995; Fang vd., 2002). Polifenolik
bilesiklerin faydali etkileri tizerine pek ¢ok ¢alisma onlarin serbest radikal giderme
aktivitelerinin hastaliklarin 6nlenmesi ve tedavisinde olduk¢a etkili oldugunu
gdstermistir. In vitro ve in vivo calismalar polifenollerin kirmizi kan hiicrelerinin
oksidatif strese karsi direncini artirdigimi gostermistir (Youdim vd., 2000). Ayrica
LDL’ nin oksidasyonunu inhibe ederek hidroksil ve siiperoksit radikallerinin
giderilmesinde oldukga etkilidir (Fang vd., 1998). Buna ek olarak polifenollerin
besinsel takviyesi ile insanda HDL konsantrasyonunun artarken total kolesterol
seviyesinin diismesine neden oldugu gosterilmistir. Bunlarin yaninda yine
polifenollerin koroner kalp hastaliklari, hipertansiyon ve tip 2 diyabet tedavisinde
faydali oldugu bildirilmistir (Fang vd., 1998). Pek ¢ok kanserli insan hiicre hatlarinda
in vitro olarak biiyiimeyi inhibe ettigi ve apoptozisi uyardigi rapor edilmistir (Yang
vd., 1998). B karoten ve diger karotenoidler bitkisel kokenli diger antioksidanlardir
(Aruoma, 1998).

OH

Sekil 2.5: Fenoliin yapisi.
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Sekil 2.6: Flavonoidlerin yapist.
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Sekil 2.7: Polifenollerin siniflandirmasi (Zhang ve Tsao, 2016).

2.4 Enzim Iinhibisyonu

Enzim katalizli reaksiyonlarin hizin1 etkileyen bilesikler modilatorler, moderatorler
veya modifikatorler olarak adlandirilir (John ve Simons, 2005). Genellikle etki
enzimin hizin1 digiirir ki bu durum inhibisyon diisiiren madde inhibitdr olarak
adlandirilirken enzim reaksiyon hizinin artmasi1 durumu ise aktivasyon arttirict madde
aktivator olarak adlandirilir. Enzim inhibitorleri herbisit veya pestisit gibi
kullanimlarinin yanisira insan veya hayvan saglhiginda farmasdtikal ajanlar olarak
kullanilmaktadir. Enzim inhibisyonu, enzim mekanizmasinin aydinlatilmasi1 ve
farmasotikal calismalarda oldukca ilgi cektiginden yaygin olarak incelenmektedir.
Inhibitérler genellikle iki gruba ayrilir. ilki enzim yiizeyinin cesitli kisimlart ile
kovalent olmayan baglarla etkileserek geri doniisiimlii olarak gerceklesen
inhibisyondur. ikinci grup enzim yiizeyindeki farkli fonksiyonel gruplar ile giiglii
kovalent baglar yaparak etkilesime giren geri doniisiimsiiz inhibitdrlerdir. Iinhibitdrler
kullanilarak biyokimyasal reaksiyonlarin hizinin disiirtilmesi ya da tamamen

durdurulmasi pek ¢ok hastaligin tedavisinde umut verici bir gelismedir.
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Tirozinaz, iki fonksiyonlu bir enzimdir; monofenollerin hidroksilasyonunu katalize
eder (kresolaz aktivitesi) ve katekollerin ilgili kinonlara oksidasyonu (katekolaz
aktivitesi) (Riley, 2000; Seo vd., 2003). Kinonlar melanin gibi biyopolimerlerin
olusumuyla sonuglanan bazi reaksiyonlar1 takip eder (Yasunobu, 1959). Tirozinaz
pigmentasyon, sklerotizasyon (bdceklerde kiitikiilanin sertlesmesi), birincil bagisiklik
yanit1 ve konuk¢u savunmasi gibi pek ¢cok temel biyolojik fonksiyonlardan sorumludur
(Sanchez-Ferrer vd., 1995). Tirozinaz meyve ve sebzelerde istenmeyen bir 6zellik olan
enzimatik kararmay olusturur. Istenmeyen renk ve kokuya ek olarak bu kararma
tepkimesinde tiretilen kinon bilesikleri proteinlerin siilfidril ve amino gruplart ile geri
doniissiiz reaksiyona girebilir. Kinon-protein reaksiyonu proteinin sindirilebilirligini
ve lizin, sisteini i¢eren esansiyel amino asitlerden biyoyararlanimi diisiiriir. Bu nedenle
yiiksek performansli tirozinaz inhibitdrlerinin gelistirilmesi tarim ve gida alaninda
onemli bir gerekliliktir (Kim ve Uyama, 2005). Ayrica tirozinaz inhibitorleri melanin
hiperpigmentasyonu ile ilgili baz1 deri hastaliklarinin tedavisinde klinikte de dnemli
kullanim alanma sahiptir. Bu inhibitérler kozmetikte deri agartici etkileri i¢in
kullanilmaktadir (Maeda ve Fukuda, 1991). Tirozinaz enziminin en iyi bilinen
inhibitorlerinden olan kojik asit Aspergillus ve Penicillum’ un pek ¢ok tiirii tarafindan
aerobik prosesler ile ¢esitli karbon kaynaklarindan iretilen bir antibiyotiktir (Lee vd.,
1986). Tirozinaz1 inhibe ettigi i¢in beyazlatici etkisinden dolay1 kozmetik bir ajan
olarak kullanilmaktadir.

1979 yilindan beri bir dizi kolinesteraz inhibitérii Alzheimer hastaliginin tedavisi
amaciyla klinik c¢aligmalarda kullanilmaktadir (Davis vd., 1979). Etki
mekanizmasinin, beyindeki sinaptik bolgelerdeki asetilkolin hidroliz oranindaki
azalmaya bagli oldugu disiiniilmektedir (Giacobini, 1987). Antikolinesteraz ajanlar
nispeten diisiik bir terapotik indekse sahiptir ve diger mekanizmalarla birlikte segici
olmayan bir kolinesteraz inhibit6rii olumsuz etkilere neden olabilir. Koelle vd., (1976),
ganglionik biitirilkolinesterazin asetilkolinesterazin bir Onciisii  olarak hizmet
edebilecegini ve biitirilkolinesteraz seviyesinin asetilkolinesteraz sentezi oranini
diizenleyebilecegini gosteren kanitlar saglamistir. Bu iki enzimin inhibisyonu sonucu
bu enzimlerin substratt olan asetilkolinin sinir doku (6zellikle beyindeki)
konsantrayonunun artmasina ve buna bagli olarak Alzheimer hastaliginin olusmasinin
onlenmesine neden olmaktadir (Murray vd., 2013).

Karbohidrat sindiriminde rol alan enzimler olan o-glukozidaz ve a-amilaz

enzimlerinin inhibisyonu karbohidrat igeren bir diyetten sonra kan glukozunun artigini
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onemli derecede diisiirebilir ve bu nedenle tip 2 diyabet hastalar1 veya hastalik
sinirinda olanlar i¢in yemek sonrasi kan glukoz seviyesinin yonetilmesinde 6nemli bir
strateji olabilir (Ali vd., 2006). Bu nedenle diyabet ve obezitenin tedavi ve
onlenmesinde fizyolojik etkileri diizenleyen fonksiyonel gidalar ve bitki temelli ilaglar
tekrar ilgi cekmeye baslamistir. Dolayisiyla a-glukozidaz ve a-amilaz enzimlerinin in
vitro inhibisyonu gibi calismalar giiniimiizde giderek yayginlagsmaktadir. Bitkisel
kaynaklardan elde edilen a-glukozidaz ve a-amilaz inhibitorleri postprandial (yemek

sonrasi) hipergliseminin kontrolii i¢in uygun bir strateji olarak goriilmektedir.
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3. MALZEME VE YONTEM
3.1 Orneklerin Toplanmasi

Medicago murex var. murex érnekleri Aksaray ili, Karkin-Yuva kasabalari civarindan
02.07.2015 tarihinde vejetasyon doneminde toplanmustir (Sekil 3.1). Herbaryum
ornekleri Aksaray Universitesi, Fen FEdebiyat Fakiiltesi, Biyoloji Béliimii
herbaryumunda (AKSU) BE-2226 toplayict numarasi ile saklanmaktadir. Araziden
toplanan bitkilerin tiir teshisleri Yrd. Dog. Dr. Biilent Eskin ve Mustafa Keskin

tarafindan yapilmistir.

Sekil 3.1: Medicago murex var. murex.



3.2 Oziitlerin Hazirlanmasi

Medicago murex var. murex’ in toprakiistii kisimlar1 oda sicakliginda ve karanlik bir
ortamda preslenerek kurutuldu. Tamamen kuruyan ornekler laboratuvar tipi ticari
blender kullanilarak iyice toz hale gelinceye kadar 6giitiildii. Toz haline getirilen
orneklerden metanol, etil asetat ve su oOziitleri elde etmek i¢in 15 er g tartild.
Methanol ve etil asetat 6ziitleri Soxhet aparat1 kullanilarak 6-8 siireyle ekstraksiyona
tabi tutulmustur. Su 6ziitii ise demleme yontemiyle kaynayan suda 30 dakika siireyle
tutularak gerceklestirildi. Ekstraksiyondan islemi tamamlandiktan sonra elde edilen
oziitler Whatmann siizgec kagidi ile siiziilmiis ve Rotary Evoporator ile vakum altinda
60-70 °C’ de ¢oziiciileri tamamen uguruldu. Tamamen kurutulan 6rneklerin toplam
verimleri hesaplanmis ve Ornekler analiz yapilincaya kadar -20°C’ de depolandi.

Analiz 6ncesi bu 6ziitlerden 2 mg/ml konsantrasyonda stok ¢6zeltileri hazirlanda.

3.3 Antioksidan Aktivite Metotlar:
3.3.1 Toplam fenolik icerik

Farkli ¢oziiciiler ile elde edilen dziitlerin toplam fenolik igerikleri Folin-Ciocalteu
metoduna gore belirlendi ( Juranovi¢ Cindri¢ vd., 2011; Agbor vd., 2014). Buna gore,
2 mg/ml konsantrasyondaki farkli 6ziitlerin 0.2 ml’ si 1.5 ml distile su ve 0.5 ml %7’
lik Na2COs ile karigtirildi ve birkag dakika beklendi. Daha sonra bu karisima Folin-
Ciocalteu (1 ml) eklendi. Karisim oda sicakliginda ve karanlik bir ortamda 2 saat
inkiibe edildikten sonra spektrofotometrede 760 nm’ de absorbanslari okundu. Ayni
islemler standard olarak kullanilan farkli konsantrasyonlardaki (100, 50, 25, 12.5
ug/ml) Gallik asit ¢ozeltilerine de uygulandi. Metotta kor olarak 6rnek yerine 0.2 ml
methanol konularak hazirlanan karisim kullanildi. Ornekler her bir 6ziit icin 3 er
ornek olacak sekilde 3 tekrarli olarak okundu. Gallik asidin farkli konsantrasyonlarinin
absorbansi kullanilarak elde edilen grafigin denklemi yardimiyla 6rneklerin fenolik

icerikleri Gallik asite esdeger olarak belirlendi (mg GAE/g 6ziit).

3.3.2 Toplam flavonoid i¢erik

Toplam flavonoid igerikler Arvouet-Grand vd., (1994)’ nin yOntemine gore
spektrofotometrik olarak belirlendi. Metotta 6zetle, %2’ lik AICI3” iin 1 ml” siile 1 ml
oziit bir tiipte karistirildi. Bu sekilde hazirlanan 6rnekler yaklasik 10 dakika oda

sicakliginda tutulduktan sonra 415 nm’ de kore karsi absorbanslari okundu. Kor,
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arastirllan Ornekten aliman 1 ml 6ziit ve 1 ml metanolden olugmaktadir. Farkli
konsantrasyonlardaki Quercetin ¢ozeltileri standart olarak kullanildi. Standarttan elde
edilen absorbans-konsantrasyon grafiginin denklemi kullanilarak 6rneklerin toplam

flavonoid igerikleri Quercetin esdegeri cinsinden belirlendi (mg QE/g 6ziit).

3.3.3 Demir indirgeme antioksidan giicii (FRAP)

Demir iyonlarini indirgeme antioksidan giici Aktumsek vd., (2013b)’ e gore
gerceklestirildi. Metot i¢in 6ncelikle 10 ml distile suya 50 ul hidroklorik asit eklenerek
31.2 mg TPTz bu karisim iyice ¢oziildii. Ayri bir kapta 10 ml distile su igerisinde 32
mg FeCls ¢oziildii. Ugiincii bir kapta 250 ml distile su ile 4.1 ml asetik asit (%80)
karistirtlarak bu karisimda 0.66 g sodyum asetat tamamen ¢oziilerek tampon ¢6zeltisi
elde edildi. Bu ii¢ karisim (tampon, TPTz ve FeCls) hacim olarak 10/1/1 oranlari
saglanacak sekilde karistirilarak bir karisim elde edildi. Elde edilen karisimdan 2 ml
0.1 ml o6zit ile kanistirilarak 30 dakika 30 °C’ de inkiibe edildi. Troloksun farkli
konsantrasyonlari (25, 50, 75, 100, 150 ve 200 ug/ml) standart olarak kullanilmistir.
Bu siire sonunda spektrofotometrede 593 nm’ de orneklerin absorbansi okundu.

Sonuglar troloks esdegeri olarak verildi (mg TE/g 6ziit).

3.3.4 Bakur iyonlari indirgeme aktivitesi (CUPRAC)

Orneklerin bakir iyonu indirgeme giicii Apak vd., (2006)’ nin metodu kullanilarak
belirlendi. Metot i¢in amonyum asetat, CuCl2 ve neocuproine g¢ozeltilerinin her
birinden 1” er ml alind1. Uzerine farkli konsantrasyonlardaki bitki dziitlerinden 0.5 ml
eklendi. Daha sonra tiiplere 1° er ml distile su eklendi. Ornekler 30 dakika, karanlikta

ve oda sicakliginda bekletildikten sonra 450 nm’ de absorbanslar1 okundu.

3.4 Enzim Inhibisyon Testleri
3.4.1 Kolinesteraz inhibisyonu

Kolinesteraz (ChE) inhibitor aktivitesi Ellman metodu kullanilarak Aktumsek vd.,
(2013a)’ e gore Olgildi. 50 pL ornek ¢ozeltisi, 125 uL DTNB ve 25 uL
asetilkolinesteraz (veya biitirilkolinesteraz) ¢6zeltileri pH 8.0° daki Tris-HCI tamponu
igerisinde karistirildi. Daha sonra mikroplate (96 kuyucuklu) igerisinde 25 °C’ de 15
dakika inkiibe edildi. Reaksiyon asetilkolin iyodinin veya biitirilkolin klorid
eklenmesiyle baslatildi. Enzim icermeyen kor benzer sekilde hazirlandi. Kor ve

ornekler 10 dakika 25 °C’ de inkiibe edildikten sonra absorbanslari 405 nm’ de
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okundu. Kolinesteraz enzimi inhibitor aktivitesi galanthamine esdeger olarak verildi
(mg GALAE/g 6ziit).

3.4.2 a-amilaz inhibisyonu

a-amilaz inhibitor aktivitesi Yang vd., (2012)’ nin gelistirdigi Caraway-Somogyi
iyodin/potasyum iyodid (IKI) metodu kullanilarak belirlendi. Buna gore 25 pL 6rnek
¢ozeltisi ile 50 uL a-amilaz ¢6zeltisi fosfat tamponunda (pH 6.9, 6 mM sodyum klorid)
mikroplate (96 kuyucuklu) icerisinde karistirildi. Karisim 37 °C’ de 10 dakika inkiibe
edildi. Bu 6n inkiibasyonu takiben 50 pL nisasta ¢ozeltisi (%0.05) eklenerek reaksiyon
baslatildi. K6r olarak enzim igermeyen benzer sekilde hazirlanan karisim kullanildi.
Karisim 37 °C’ de 10 dakika inkiibe edildi ve 25 pL, 1 M HCI eklenerek reaksiyon
durduruldu. Daha sonra 100 uL iyodin-potasyum iyodid ¢6zeltisi eklendi. Kor ve
orneklerin absorbanslar1 630 nm’ de okundu. a-amilaz inhibitor aktivitesi sonuglari

akarboz esdegeri olarak verildi (mm ACAE/g 6ziit).

3.4.3 a-glukozidaz inhibisyonu

Orneklerin a-glukozidaz enzimi inhibitor aktiviteleri Palanisamy vd., (2011)° e gore
uygulandi. 50 pL 6rnek ¢ozeltisi, 50 uL glutatyon, 50 pL a-glukozidaz ¢ozeltisi, pH
6.8 olan fosfat tamponu ve 50 pL PNPG ¢ozeltileri mikroplate (96 kuyucuklu) i¢inde
karistirtlarak 37 °C’ de 15 dakika inkiibe edildi. Kor olarak enzim igermeyen benzer
sekilde hazirlanan karigim kullanildi. Reaksiyon 50 uL, 0.2 M sodyum karbonat
cozeltisi eklendiginde durduruldu. Koér ve oOrneklerin absorbanslari 405 nm’ de
okundu. a-glukozidaz inhibitor aktivitesi akarboz esdegeri olarak verildi (mm
ACAE/g oziit).

3.4.4 Tirozinaz inhibisyonu

Orneklerin tirozinaz enzimi inhibitdr aktiviteleri L-DOPA’ nin substrat olarak
kullanildig1 dopachrome metodu ile gergeklestirildi (Orhan vd., 2012). 25 uL 6rnek,
40 pL tirozinaz ve 100 puL, pH 6.8 olan fosfat tamponu ile mikroplate (96 kuyucuklu)
igerisinde karistirildi ve 25 °C” de 15 dakika inkiibe edildi. Reaksiyon 40 uL L-DOPA
eklenmesiyle baslatildi. Kor olarak enzim igcermeyen benzer sekilde hazirlanan karigim
kullanildi. 25 °C’ de 10 dakika inkiibe edildikten sonra kor ve drneklerin absorbanslart
492 nm’ de okundu. Tirozinaz inhibitor aktivitesi sonuglar1 kojik asit esdegeri olarak

verildi (mg KAE/g 6ziit).
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4. BULGULAR VE TARTISMA

Calismada Medicago murex var. murex’ den elde edilen farkli 6ziitlerin antioksidan ve
enzim inhibisyon aktiviteleri arastirilmistir. Arastirilan aktiviteler metanol, etil asetat
ve su Oziitleri i¢in in vitro testler kullanilarak gergeklestirilmistir. Boylece meralarin
kompozisyonunda olduk¢a yaygin bulundugu i¢in hayvan beslemede oldukca énemli
olan, hatta bazi iilkelerde yiiksek protein iceriginden dolay1 insan diyetine de katki
olarak girebilen bitkinin 6nemli bazi biyolojik aktiviteleri belirlenmistir. Bu sayede

bitkinin hangi alanlarda kullanilabilecegi konusunda 6neriler sunulabilmistir.

4.1 Antioksidan Aktivite

Medicago murex var. murex’ in farkli Gziitlerinin antioksidan aktiviteleri FRAP ve
CUPRAC testleri kullanilarak belirlenmistir. Bunun yaninda 6ziitlerin antioksidan
kapasitesi iizerine etkili olan toplam fenolik ve flavonoid madde igerikleri de
belirlenmistir. Boylece farkli yontemler kullanilarak toplam antioksidan kapasitenin
farklh 6ziitlerdeki durumu hakkinda bilgi sahibi olunmustur. Calisma bitkinin farklh
ozitlerinin karsilastirilabilecegi sekilde metanol, etil asetat ve su Oziitlerinin
arastiritlmasi tizerine odaklanmistir. Elde edilen bulgular farkli oziitlerin farkl

aktivitelere sahip olabilecegi diisiincesini desteklemistir.

4.1.1 Toplam fenolik ve flavonoid i¢erik

Medicago murex var. murex’ den elde edilen 6ziitlerin toplam fenolik igerikleri 83.70-
163.93 mg GAE/g 6ziit arasinda degistigi goriilmistiir (Cizelge 4.1 ve Sekil 4.1). En
yiiksek fenolik icerik 163.93 mg GAE/g 6ziit degeri ile su oziitiinde goriiliirken bunu
95.98 mg GAE/g oziit ile metanol ve 83.70 mg GAE/g 6ziit ile etil asetat 6zitii takip
etmektedir. Pakistan’ da giinliik diyette yaygin olarak tiiketilen yesil bitkilerden birisi
olan Medicago polymorpha 85.75+4.30 mg GAE/g yas bitki oraninda toplam fenolik
madde igerigi ile en yiiksek fenolik madde igeren bitkilerdendir (Khan vd., 2016).
Diinyanin pek ¢ok {ilkesindeyaygin olarak yetisen ve oOzellikle yiiksek kaliteli

iceriginden dolay1 hayvanciligin gelismis oldugu tilkelerde dnemli bir yem bitkisi olan

Medicago tiirleri Portekiz” de zengin protein igeriginden dolay1 insan diyetinde de



gida katki maddesi olarak yer almaktadir. Rodrigues vd., (2013) bu iilkede yayilis
gosteren M. minima, M. tornata, M. truncatula, M. rigidula, M. scutelata, M. segitalis
ve M. sativa tiirlerinden elde edilen hidroalkolik 6ziitlerin (%50 etil alkol) igeriklerini
arastirmis ve bu tiirlerin yaklasik 20-40 mg GAE/ g kuru bitki oranlar1 arasinda degisen
fenolik madde igeriklerine sahip oldugunu gostermistir. Ulkemizde dogal yayilisa
sahip olan Medicago rigidula ise 79.61 mg GAE/g 6ziit diizeyinde toplam fenolik
igcerige sahiptir (Cakmak vd., 2017).

Flavonoid igeriklerinin arastirilmasi sonucunda metanol ziitiinde 26.05 pg QE/g oziit
oraninda su Oziitiinde ise 24.48 ug QE/g 6ziit oraninda toplam flavonoid igerige sahip
oldugu goriilmistiir. Etil asetat oziitiinde ise flavonoid igerik tespit edilememistir
(Cizelge 4.2 ve Sekil 4.2). Bu igerik Medicago rigidula’ da 27.38 pg QE/g 6ziit olarak
(Cakmak vd., 2017), M. minima, M. tornata, M. truncatula, M. rigidula, M. scutelata,
M. segitalis ve M. sativa tiirlerinde 5-12 mg CEQ/ g kuru bitki olarak (Rodrigues vd.,
2013) bulunmustur. Bu ¢aligmalar ile kiyaslandiginda M. rigidula bizim ¢aligmamizda
kullanilan M. murex’ ten daha yiiksek fenolik maddeye sahiptir. Calismamizda elde
ettigimiz veriler rakamsal olarak Rodrigues vd., (2013)’ ¢ gore her ne kadar yiiksek
¢cikmig goriinse de bu arastiricilar standart olarak katesin kullandiklarindan bu sekilde
bir kiyaslama miimkiin olmamaktadir. Ancak genel itibari ile M. murex’ in 1yi diizeyde

flavonoid igerdigi sdylenebilir.

Cizelge 4.1: Medicago murex var. murex’ in farkli 6ziitlerinin toplam fenolik ve
flavonoid igerigi.

GAE QE
Oziitler  (mg/g) (ng/g)
Metanol 95.9840.64  26.0542.16
Eul 83.703.36 i
asetat
Su 163.9340.64  24.48+0.35

GAE: Gallik asit esdegeri
QE: Kuersetin esdegeri
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Sekil 4.1: Medicago murex var. murex’ in toplam fenolik igerigi grafigi.
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Sekil 4.2: Medicago murex var. murex’ in toplam flavonoid igerigi grafigi.
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4.1.2 Demir indirgeme antioksidan giicii (FRAP)

Demir indirgeme antioksidan giicii testi, antioksidanlarin varhiginda ferrik demirin
(Fe*®) ferroz iyonuna (Fe*?) indirgenmesinin olgiilmesi iizerinedir. Ciinkii
antioksidanlar indirgeme potansiyeline sahip olan rediiktan gorevi goren bilesiklerdir.
Caligilan tiiriin farkli 6ziitlerinin FRAP testine gore antioksidan giigleri troloksa
esdeger olarak Cizelge 4.2. ve Sekil 4.3.” te verilmistir. Medicago murex’ ten elde
edilen farkli 6ziitler olduk¢a yakin degerlerde aktiviteye sahiptir. Buna gére metanol
oziitlii 81.94 mg TE/g oziit, etil asetat oziitii 85.81 mg TE/g 6ziit ve su oziitii 91.41 mg
TE/g 0Ozilit oranlarinda demir indirgeme antioksidan giicline sahip olduklar
goriilmistiir. Caligilan tiirle ayni cinse ait olan M. rigidula tiiriiniin metanol 6ziitii igin
bu oran 67.01 mg TE/g 6ziit diizeyindedir (Cakmak vd., 2017). Medicago lupulina’
nin farkli fraksiyonlarinin antioksidan aktivitesinin arastirildigi ¢alismada FRAP
testinde 0.2 mmol Fe?'/g kuru agirlik seklinde aktivite gostermistir (Kicel ve
Olszewska, 2015). Farkli Medicago tiirlerinin arastirildigi bir diger ¢alismada caligilan
tirlerin FRAP testinde yiiksek aktiviteler gosterdigi belirlenmistir (Rodrigues vd.,
2013). Bizim sonuglarimizi da goz Oniine aldigimizda genel olarak Medicago

tiirlerinin iyi birer demir indirgeme aktivitesine sahip oldugu sdylenebilir.

Cizelge 4.2: Medicago murex var. murex’ in demir indirgeme antioksidan giici.

TE
Bitkiler (mg/g)
Metanol 81.94+1.74
Etil asetat 85.81+0.05
Su 91.41+£2.22
TE: Troloks esdegeri
95
90 -
g5 -
2
g’ 80 7 .
75
Metanol Etilasetat Su
Bitkiler

Sekil 4.3: Medicago murex var. murex’ in demir indirgeme antioksidan giicii grafigi.
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4.1.3 Bakiar iyonlar1 indirgeme giicii aktivitesi (CUPRAC)

Calisilan oOziitlerin bakir iyonlarmi indirgeme giiclinii belirlemek i¢in uygulanan
CUPRAC testinin sonuglar1 Cizelge 4.3 ve Sekil 4.4’ te verilmistir. Buna gore ¢alisilan
en yiiksek konsantrasyon olan 400 ug/ml konsantrasyonda etil asetat 6ziitii 0.510
absorbansa sahipken metanol 6ziitii 0.358 ve su 6ziitii 0.313 absorbans degeri ile bunu
takip etmektedir. Bu oranlar yine iilkemizde yayilis gosteren Medicago rigidula’ da
400 ug/ml konsantrasyonda 0.733 olarak bulunmustur (Cakmak vd., 2017). Medicago
tirleri ile 1ilgili bakir indirgeme giiciiniin calisildigi baska bir ¢alisma
bulunmamaktadir. Ancak ¢alisilan tiir ile ayn1 familyada bulunan baz tiirlerin bakir
indirgeme giiglerini belirleyen bazi ¢caligmalar mevcuttur. Bu ¢aligmalardan Sharma ve
Vig (2014)’ in ¢alismasinda Fabaceae familyasindan Parkinsonia aculeata tiiriiniin
biitanol ve hekzan 6ziitlerinin bakir indirgeme giicli bizim ¢alismamizda en yiiksek
konsantrasyon olan 400 pg/ml’ de 0.2’ nin altinda absorbans degerlerine sahip oldugu
goriilmistiir. Sabudak vd., (2013) Trifolium echinatum’ dan elde edilen fenoliklerin
bakir indirgeme giiclerini arastirmiglar ve 0.5 absorbans gosteren konsantrasyonlarini
(Aoso) belirlemislerdir. Arastiricilar galistiklart farkli bilesiklerin Aoso degerlerinin

6.36-401.82 uM arasinda degistigini bulmuslardir.

Cizelge 4.3: Medicago murex var. murex’ in bakir indirgeme antioksidan aktivitesi.

Absorbans
Konsantrasyon Etil
(ng/ml) Metanol asetat Su
400 0.358 0.510 0.313
200 0.204 0.254 0.167
100 0.102 0.141 0.083
50 0.057 0.053 0.050
0,600 Metanol @ Etilasetat ® Su
m0,400
c
o
o]
50,200
(72}
Q0
<
0,000
0 100 200 300 400 500

Konsantrasyon (ug/ml)
Sekil 4.4: Medicago murex var. murex’ in bakir iyonlar1 indirgeme giicii aktivitesi grafigi.
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4.2 Enzim Inhibisyon Aktivitesi

Enzim inhibisyon ¢aligmalar1 giiniimiizde kiiresel bir¢ok hastaligin tedavisi konusunda
gelecek vadetmektedir. Ozellikle metabolik hastaliklar en sik goriilen hastalik
gruplarindandir. Bu hastaliklar biyokimyasal ve fizyolojik bir takim olaylarin rutin
isleyisinin genetik veya cevresel bazi faktorlerin etkisi ile bozulmasi sonucu ortaya
cikmaktadir. Diyabet, Alzheimer ya da deride pigmentasyondaki bozukluklar sonucu
olusan hastaliklar giderek yayginlasmakta ve bu yoniiyle de oldukea ilgi cekmektedir.
Enzim inhibisyon c¢alismalar1 bu tiir hastaliklarin tedavisinde yeni ve giincel bir
alternatif olusturmaktadir. Bu konuda yapilan ilk ¢aligmalar ile bulunan inhibitorleri
cogunlukla sentetik maddelerden olusmaktadir ve bu maddeler ya kendileri sitotoksik
aktiviteye sahiptir ya da reaksiyonlar1 sonucunda yiiksek reaktiviteye sahip yeni {iriin
olusumuna neden olmak gibi zararli etkilere neden olmaktadirlar (Heikkila ve Cohen,
1973). Ayrica bobrek ve karaciger gibi organlarda hasara ve renal tiimor insidensinin
artist gibi olumsuz etkilere yol acarak akut bobrek ve karaciger yetmezligine yol
acabilmektedir. Bu nedenle bitkisel kaynakli dogal enzim inhibitorlerinin
digerlerinden daha giivenilir oldugu bildirilmistir (Hiroyuki vd., 2001; Matsui vd.,
2001). Bitkilerde bulunan fitokimyasallarin potansiyel enzim inhibitorii arasgtirmalari
giderek yayginlagmaktadir. Bu caligmada Medicago murex var. murex” den elde edilen
metanol, etil asetat ve su dziitlerinin enzim inhibisyon aktiviteleri asetilkolinesteraz,
amilaz, glukozidaz ve tirozinaz enzimleri i¢in arastirilmis ve Cizelge 4.4’ teki sonuglar

elde edilmistir.

Cizelge 4.4: Medicago murex var. murex’ in enzim inhibisyon aktiviteleri.

Bitkiler AChE Amilaz Glukozidaz Tirozinaz
) ) ) Inhibisyonu
Inhibisyonu Inhibisyonu Inhibisyonu
(mg KAE/g
(mg GALAE/g (mmol ACAE/g (mmol ACAE/g bziit)
oziit) oziit) oziit)
Metanol 1.84+0.06 0.82+0.03 4.28+0.31 17.92+0.18
Etil asetat  1.17+0.14 1.0140.02 6.34+0.17 28.29+1.02
Su 2.02+0.16 0.41+0.02 2.70+0.16 4.23+0.56

*Ug paralel 6l¢iim + S.D.
GALAE: Galantamin esdegeri; ACAE: Akarboz esdegeri; KAE: Kojik asit esdegeri.
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Elde edilen sonuglara gore asetilkolinesteraz enzim inhibisyonu bakimindan en yiiksek
aktivite 2.02 mg GALAE/g 6ziit degeriyle su Oziitlinde saptanirken bunu 1.84 mg
GALAE/g 6ziit ile metanol 6ziitii ve 1.17 mg GALAE/g 6ziit ile etil asetat 6ziiti takip
etmektedir (Sekil 4.5.). Calismamizda arastirilan ve glukoz metabolizmasi iizerine
etkili enzimler olan a-amilaz ve a-glukozidaz enzimlerinin inhibisyonu aktivitesi her
iki enzim i¢in de etil asetat 6ziitiinde gézlemlenmistir (Sekil 4.6. ve Sekil 4.7.). a-
amilaz i¢in bu deger 1.01 mmol ACAE/g 6ziit iken a-glukozidaz i¢in 6.34 mmol
ACAE/g 6ziit olarak tespit edilmistir. Bunu yine her iki enzimde de benzer sekilde
metanol ve su Oziitleri takip etmistir. Ancak calisilan 6ziitlerin hepsinin glukozidaz
tizerine amilaz tizerinde sahip olduklarinda daha yiiksek inhibisyon aktivitesi
gosterdikleri goriilmiistiir. Tirozinaz enzim inhibisyon aktivitesine baktigimizda ise
yine etil asetat 6ziitiiniin metanol ve su 6ziitiinden oldukga yiiksek aktivite gosterdigi
belirlenmistir (Sekil 4.8.). Etil asetat 6ziitii 28.29 mg KAE/g 6ziit, metanol 6ziitii 17.92
mg KAE/g 6ziit ve su oziitii ise 4.23 mg KAE/g 6ziit diizeyinde aktivite gostermistir.

Asetilkolinesteraz enzim inhibisyon aktivitesi

2,5

=
(%] N

mg GALAE/g 6ziit

0,5

Metanol Etilasetat Su

Medicago murex var. murex ' in farkl 6zitleri

Sekil 4.5: Medicago murex var. murex’ in asetilkolin enzim inhibisyon aktivitesi.
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a-amilaz enzim inhibisyon aktivitesi
1,2

0,8

0,6

mmol ACAE/g 6ziit

0,4

0,2

Metanol Etilasetat Su

Medicago murex var. murex ' in farkli 6ziitleri

Sekil 4.6: Medicago murex var. murex’ in a-amilaz enzim inhibisyon aktivitesi.

a-glukozidaz enzim inhibisyon aktivitesi

0 I I I

Metanol Etilasetat Su
Medicago murex var. murex' in farkli 6ziitleri

mmol ACAE/g 6ziit
N w B

[

Sekil 4.7: Medicago murex var. murex’ in a-glukozidaz enzim inhibisyon aktivitesi.
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Tirozinaz enzim inhibisyon aktivitesi
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Metanol Etilasetat Su
Medicago murex var. murex' in farkli 6ziitleri

Sekil 4.8: Medicago murex var. murex’ in tirozinaz enzim inhibisyon aktivitesi.

Medicago rigidula L.’ nin metanol 6ziitiiniin enzim inhibisyon aktivitesi ¢alismasinda
asetilkolin esteraz, biitirilkolin esteraz, amilaz, glukozidaz ve tirozinaz enzim
inhibisyonlar sirasiyla 2.05 mg GALAE/g 6ziit, 0.94 mg GALAE/g 6ziit, 0.73 mmol
ACAE/g 6ziit, 1.30 mmol ACAE/g 6ziit ve 16.36 mg KAE/g 6ziit olarak bulunmustur
(Cakmak vd., 2017). Bu oranlar bizim ¢alismamizda elde edilen asetilkolinesteraz
enzimi inhibisyonu sonuglar ile kiyaslandiginda daha yiiksek aktivite gostermisken
amilaz, glukozidaz ve tirozinaz enzimlerinin su 6ziitiinde gozlemlenen inhibisyon
degerleri disinda diger 6ziitler icin bizim bulgularimizdakinden daha diisiik aktivite
gostermistir. Centaurea tiirleri ile yapilan bir diger ¢alismada Tiirkiye’ de yayilis
gosteren ii¢ farkli tlirlin metanol ve su Oziitlerinin asetilkolinesteraz inhibitor
aktivitelerinin 0.71-1.29 mg GALAE/g 6ziit arasinda degistigi goriilmistiir (Aktumsek
vd., 2013a). Ononis natrix subsp. hispanica (Fabaceae) metanol, etil asetat ve su
Oziitlerinin enzim inhibisyon aktiviteleri arastirtlmis ve asetilkolin igin etil asetat
Oziitiiniin 1.46 mg GALAE/g 6ziit, amilaz enzimi i¢in yine etil asetat 6ziitii 0.74 mmol
ACAE/g oziit, glukozidaz enzimi i¢in metanol 6ziitii 19.94 mmol ACAE/g 6ziit ve
tirozinaz igin su oziitii 52.81 mg KAE/g 6ziit degerleri ile en yiiksek inhibisyon
aktivitesi gosteren oOziitler olmustur (Yerlikaya vd., 2017). Bu sonuglara gore
Medicago murex var. murex Oziitlerinin asetilkolin ve amilaz enzimlerini Ononis

natrix subsp. hispanica oziitlerinden daha iyi inhibe edebildigi goriiliirken glukozidaz
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ve tirozinaz inhibisyon aktivitesi ag¢isindan Ononis natrix subsp. hispanica

oOziitlerinden bizim oziitlerimizden daha yiiksek aktiviteler de gozlemlenmistir.
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5. SONUC VE ONERILER

Bu tez calismasinda tlilkemiz ve diinyada olduk¢a yaygin bir yayilisa sahip bir bitki
olan Medicago murex var. murex’ in antioksidan kapasitesi ve enzim inhibisyon
aktiviteleri arastirilmistir. Segilen bitki tilkemizde yaygin dagilima sahip olmasi bazi
tilkelerde insanlarin diyetinde yer almasi dolayistyla saglik iizerine sahip olabilecegi
potansiyel etkilerin belirlenmesini daha da 6nemli kilmaktadir. Artik bilinmektedir ki
diyetle aldigimiz besinlerin bilesimi sagligimiz {izerine de olumlu ya da olumsuz pek
cok etkiye neden olmaktadir. Bugiin tipta gelinen nokta gilinlimiizdeki kanser, koroner
hastaliklar ve diyabet gibi hemen hemen her toplumda yiiksek siklikta goriilen
hastaliklarin nerdeyse tamami diyet ve yasam tarzi ile dogrudan iligkilidir. Bitkilerin
bilesimlerinde sahip olduklar1 fitokimyasallar denilen bilesiklerin biiyiik bir
cogunlugu oOnemli biyolojik aktivitelere sahiptir. Bunlarda antioksidan,
antimikrobiyal, antifungal, antikanser gibi aktiviteler ilgi cekmekte ve son zamanlarda
etkin olarak calisilmaktadir. Bitkinin habitati, iklim, ¢cevre kosullar gibi pek ¢ok etken
bitkinin bilesimindeki bu fitokimyasallarin bilesim ve miktarlar1 iizerine etkili
olmaktadir. Bu bilesimi olusturan maddelerin sahip olduklar1 6zel biyolojik altiviteler
de bitkinin potansiyel kullanim alanlar1 konusunda fikir yiirlitmemize yardimeci
olmaktadir. Calismamizda incelen bitkinin antioksidan ve enzim inhibisyon
aktiviteleri yaninda toplam fenolik madde igerigi ve flavonoid igerikleri de
belirlenmistir. Yapilan deneysel ¢aligmalarin sonuglarina gore bitkinin iyi bir fenolik
ve flavonoid igerige sahip oldugu goriilmiistiir. Buna bagl olarak bitki ayn1 zamanda
1yl bir antioksidan aktiveye de sahip olarak bulunmustur. Bunun yaninda asetilkolin,
amilaz, glukozidaz ve tirozinaz enzimlerini de iyi diizeylerde inhibe etmektedir.
Ozellikle glukozidaz enzim inhibisyonunun yine glukoz metabolizmasinda
glukozidazla birlikte is goren amilaz enzimine kiyasla oldukga yiiksek diizeylerde
oldugu tespit edilmistir. Amilaz ve glukozidaz enzimlerinin 6zellikle etil asetat 6ziitii
ile bu diizeyde yiiksek inhibisyonu bitkinin tip 2 diyabet tedavisinde onemli bir
potansiyele sahip oldugunun gostegesi olarak kabul edilebilir. Yine aymi oziitii
tirozinaz enzimini de metanol ve su oziitlerine kiyasla daha yiiksek oranda inhibe

etmesi bu Oziitiin i¢eriginin daha detayli ¢alismalarla aydinlatilmasi ve bu 6ziitiin daha



ileri in vitro ve in vivo testlerle aktivitelerinin daha iyi incelenmesi i¢in yeni
planlamalarin yapilabilmesi konusunda cesaret vermektedir. Yaygin bir tiir oldugu ve
cinse ait bazi tiirlerin uzun zamandan beridir kiiltiire ediliyor olmasi bu ¢alismalardan
elde edilebilecek olasi faydalarin etkisinin de yiiksek olmasina neden olabilecektir.
Saglik sektorii basta olmak iizere, yem ve gida katkis1 6zelliklerinden dolayr gida
sektoriinde de degerlendirilebilecek olan Medicago murex var. murex ile ilgili daha
kapsamli ¢alismalar planlanmali, bitkinin bilesimi detayl bir sekilde incelenerek sahip

olabilecegi diger 6nemli biyolojik aktiviteleri de arastirilmalidir.
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