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Alzhemier's disease affects especially the elderly population and its prevalence is increasing. It is still 

important to investigate the place of natural therapeutic targets in the treatment of Alzhemier's disease 

due to the high side effects of the drugs used to suppress Alzhemier's disease instead of treating it. In 

this study, we aimed to investigate the antioxidant and anticholinesterase properties of T. repens 

extract. In this study, Trifolium repens L. extract was made with methanol solvent by maceration 

method. DPPH radical scavenging test was applied for antioxidant activity in Trifolium repens 

extract. Anticholinesterase activity was also determined spectrophotometrically in accordance with 

the literature. According to the results of DPPH radical scavenging test, it was determined that T. 

repens extract has high antioxidant power to affect free radicals strongly. The anticholinesterase 

enzyme inhibition result of T. repens extract was compared with tacrine compound. T. repens extract 

had moderate anticholinesterase enzyme inhibition. In summary, the good antioxidant power and 

moderate anticholinesterase effect of T. repens extract suggest that it is promising but should be 

supported by in vitro and in vivo studies. 
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Alzhemier hastalığı özellikle yaşlı popülasyonu etkilemekte olup geçtikçe de prevelansı 

yükselmektedir. Tedavisinde kullanılan ilaçlarında alzhemierı tedavi etmek yerine baskılamak için 

kullanılması ile birlikte yan etkilerinin fazla olması sebebiyle doğal terapötik hedeflerin alzhemier 

tedavisindeki yerinin araştırılması halen önemli bir durumdadır. Bu çalışma da, Trifolium repens L. 

ekstresinin antioksidan ve antikolinesteraz özelliklerinin araştırılması amaçlandı. Bu çalışmada T. 

repens ekstraktı maserasyon yöntemiyle methanol çözgeni ile yapıldı. Trifolium repens ekstraktında 

antioksidan aktivite için DPPH radikal süpürme testi uygulandı. Antikolinesteraz yöntemi de 

spektrofotometrik olarak literature uyumlu olaarak tayin edildi. T. repens ekstresinin DPPH radikal 

süpürme testi sonucuna göre serbest radikalleri güçlü bir şekilde etkileyeceği antioksidan gücünün 

fazla olduğu belirlendi. T. repens ekstraktının antikolinesteraz enzim inhibisyon sonucu ise takrin 

bileşiği ile kıyaslandı. T. repens ekstraktının orta güçlükte antikolinesteraz enzim inhibisyonu vardı. 

Özetle T. repens ekstraktının iyi antioksidan gücü ve orta düzeyde antikolinesteraz etkisi umut 

vadedeci olduğu ancak in vitro ve in vivo çalışmalar ile desteklenmesi daha uygun olacağını 

düşündürmektedir. 
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Giriş 

Alzheimer hastalığı (AD), yaşlı popülasyonda karmaşık 

patogeneze sahip çok yönlü nörodejeneratif bir hastalıktır. 

2018 Dünya Alzheimer Raporu'na göre, dünya çapında 

demans hastası sayısı şu anda 50 milyona ulaşmış olup 

bunların %50-75'i AD hastasıdır. Bu sayı 2050 yılına kadar 

152 milyona ulaşacak ve bu da dünyada her üç saniyede bir 

kişinin AD'ye yakalanacağı anlamına geliyor (Alzheimer’s 

Association, 2018). Yaşlılar için AD, kalp hastalığı, kanser 

ve felçten sonra dördüncü en büyük katil haline gelmiştir 

(Zhou ve ark., 2019; Sevindik ve ark., 2024). 

Alzheimer hastalığına yönelik güncel farmakolojik 

müdahaleler, muhtemelen tau proteini birikimi ve nöronal 

işlev bozukluğundan kaynaklanan nörotransmitter 

dengesizliklerini düzeltmeyi amaçlamaktadır (Massoud 

and Léger ve ark., 2011). AD'nin bilişsel semptomlarını 

tedavi etmek için FDA tarafından onaylanan güncel ilaçlar 

asetilkolinesteraz inhibitörleri (AChEI) ve bir glutamat 

düzenleyicisi olan memantindir. Asetilkolinesteraz 

inhibitörleri, hafıza, dikkat ve öğrenmede önemli bir 

nörotransmitter olan asetilkolin seviyelerini artırır 

(Massoud and Léger ve ark., 2011). Memantin, AD'de 

görülen nörotoksisitede rol oynadığı düşünülen glutamat 

seviyelerini azaltır (Breijyeh and Karaman ve ark., 2020; 

Atri, 2019). Bu iki ilaç sınıfı yalnızca AD semptomlarını 

tedavi etmede etkilidir, ancak onu önlemez veya 

iyileştirmez. Dahası, AChEI ilaçları AD'li hastaların 

bilişini iyileştirmede düşük etkinlik göstermiştir ve ishal, 

mide bulantısı, kusma, bradikardi ve senkop gibi birden 

fazla yan etki ile ilişkilidir (Moreta ve ark., 2021). 

AChEI'lerin tartışmalı etkinliği ve yan etkileri göz önüne 

alındığında, ilacın risk-fayda ilişkisi belirsizdir. Memantin 

üzerine yapılan çalışmaların sonuçları belirsizdir ve bazı 

klinik deneyler AD'de tedavisine dair yetersiz kanıtlar 

göstermektedir (Matsunaga ve ark., 2015; Schneider ve 

ark., 2011). AD etiyopatolojisinin karmaşıklığı hastalığı 

önlemeyi ve tedavi etmeyi zorlaştırmaktadır. Dahası, 

mevcut ilaçlar, doğrudan beta-amiloid ve tau proteinlerinin 

birikimini, oksidatif stresi veya AD ilerlemesini 

yönlendirdiği varsayılan iltihabı ele almayan 

nörotransmitter dengesizlikleri gibi alt akış fenomenlerine 

saldırmaktadır (Korczyn, 2012; Passamonti ve ark., 2019; 

Tan ve ark., 2019; El-Chaghaby ve ark., 2024). 

Oksidatif stres, Alzheimer hastalığı gibi 

nörodejeneratif koşullarda rol oynayan başlıca faktörlerden 

biridir (Huang ve ark., 2016). Oksidatif stres, 

antioksidanlar ve oksidanlar arasındaki dengesizlik olarak 

tanımlanır ve ikincisinin çok fazla olması söz konusudur. 

Beyin, kolayca oksitlenebilen lipitlerden oluşması ve 

yüksek oksijen tüketimi nedeniyle reaktif oksijen türlerine 

karşı özellikle savunmasızdır (Smith ve ark., 2000; Huang 

ve ark., 2016; Sevindik ve ark., 2023). Mekanik olarak, 

reaktif oksijen türleri, Alzheimer hastalığı patolojisinde rol 

oynayan iki protein olan beta amiloid proteinlerinin 

üretimini ve tau proteinlerinin fosforilasyonunu ve 

polimerizasyonunu artırabilir (Zhao ve ark., 2013; 

Chauhan ve ark., 2006). Meyve ve sebzeler gibi 

antioksidan açısından zengin bitki bazlı gıdaların 

tüketilmesiyle oksidatif stresin azaltılabileceğine dair 

güncel kanıtlar mevcuttur (Halliwell ve ark., 1996; Ávila-

Escalante ve ark., 2020; Saridogan ve ark., 2021).  

Yonca, Trifolium olarak da bilinir ve tarımsal değeri ve 

içerdiği tür sayısı açısından önemli bir aile olan 

Leguminosae ailesine aittir. Trifolium cinsi genellikle 

yarımkürelerin her iki tarafındaki subtropikal ve ılıman 

bölgelerde bulunur ve yaklaşık 240 türden oluşur (Zoric ve 

ark., 2012). Günümüzde Trifolium bitkileri terapötik bir 

ajan olarak kullanılmaktadır. Birkaç çalışma, Trifolium 

türlerinin biyolojik özelliklerini bildirmiştir. Flavonoidler, 

izoflavonoidler ve diğer farklı antioksidan bileşikler 

içerdiği bulunmuştur (Engelmann ve ark., 2009). Bu 

değerli bileşiklerin varlığı nedeniyle, bazı Trifolium türleri 

antiseptik, analjezik, antiinflamatuar ve antikanser ajanlar 

ve anjiyogenezde terapötik ajanlar olarak kullanılmaktadır 

(Leporatti, & Ivancheva, 2003). 

Bu çalışma, Trifolium repens (beyaz yonca) bitkisinin 

metanol ekstraktının antioksidan kapasitesini belirlemek 

amacıyla DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) testi 

kullanılarak gerçekleştirilmiştir. DPPH testi, bitki 

ekstraktlarının serbest radikalleri nötralize etme 

potansiyelini ölçmek için yaygın olarak kullanılmaktadır. 

Ayrıca antikolinesteraz aktivitesi analiz edildi.  

 

Materyal ve Yöntem 

 

Bitki Eldesi 

Trifolium repens bitki materyalleri Türkiye’nin 

Adıyaman ilinde bulunan 37.73237080000001, 

38.23277649999999 lokasyonundan toplanmıştır. Bitkiye 

ait görsel Şekil 1’de gösterilmiştir. 

 

 
Şekil 1. Trifolium repens bitki materyali (Bitki Materyali 

Toplama Lokasyonu: 37.73237080000001, 

38.23277649999999, Adıyaman) 

Figure 1. Trifolium repens plant material 
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Bitki Ekstrelerinin Hazırlanması 
T. repens bitki materyalleri maserasyon yöntemine 

göre metanol çözücüsünde 48 saat bekletildi daha sonra 
süzüldü. Bu işlem, çözücü renksizleşene kadar tekrarlandı. 
İşlem sonunda elde edilen çözücü ekstre karışımı, rotary 
evaporatörde çözücüsü uçurularak ekstreler elde edildi. 
Ekstreler deney gününe kadar +4°C ve ışık görmeyen 
ortamda saklandı (Taşkın ve ark., 2020). 

 
DPPH Metodu 
Trifolium repens ekstraktının ve standart 

antioksidanların DPPH- serbest radikal süpürme aktivitesi 
Blois yöntemi ile gerçekleştirilmiştir (Blois, 1958). 1 L 0,1 
mM DPPH- çözeltisi etanol içinde hazırlandı ve farklı 
konsantrasyonlarda çözeltiler eklenerek 3 ml’ye ayarlandı. 
Hazırlanan çözeltiler iyice vortekslendi ve 30 dakika 
boyunca karanlıkta inkübe edildi. Absorbans 
spektrofotometre ile 517 nm’de ölçüldü. DPPH radikal 
süpürme aktivitesi (DPPH_S) aşağıdaki denklem 
kullanılarak hesaplandı:  

 

DPPH_S(%)  =  
(KANA)

KA
× 100 

 
KANA: Kontrol absorbansı vs.numune absorbansı 
KA   : Kontrol absorbansı 
 
 

Asetilkolin Esteraz Enzim Aktivitesi 
AChE enzim inhibisyonunun mekanizmasını 

belirlemek için kinetik çalışmalar Ellmans Yöntemleri ve 
farklı inhibitör konsantrasyonları (0, 0,43, 0,86 µM) ve 
inhibitör substratının (bütiriltiyokolin iyodür (BTCI)) 0.03, 
0,06, 0,12 ve 0,24 µM dahil olmak üzere farklı 
konsantrasyonları kullanılarak gerçekleştirildi (Ellman ve 
ark., 1961). Enzim, her kuyucuk için 0,2 mg/mL 
konsantrasyon elde etmek üzere de-iyonize suda çözüldü 
ve inhibitör substratı bir sodyum fosfat tamponunda 
çözüldü. Reaksiyon karışımı, 1 dk aralıklarla 25°C’de 30 
dakika inkübe edildi. Absorbans, 96 kuyucuklu plakayı 
(ChemWell, ABD) tutarak bir ELISA okuyucusu 
kullanılarak 412 nm’de ölçüldü. 
 
Bulgular 
 

DPPH kararlı bir serbest radikaldir ve kararlı bir 
diamanyetik molekül haline gelmek için bir elektron veya 
hidrojen radikali alır (Ndhlalav e ark., 2010). Çizelge 1, 
hem T. Repens ekstraktının radikal süpürme kapasitesine 
bağlı olarak DPPH radikali konsantrasyonundaki azalmayı 
göstermektedir. 400 µg/mL T. Repens ekstraktının DPPH 
radikali üzerindeki süpürücü etkisi serbest radikal süpürme 
aktivitesi açısından etkili olduğunu göstermiştir (Çizelge 1 
ve Şekil 2). AchE enzim aktivite sonucu 

  

 

Çizelge 1. Trifolium repens ekstraktının DPPH radikali üzerindeki süpürücü etkisi 

Table 1. The scavenging effect of Trifolium repens extract on DPPH radicals 

Konsantrasyon (µg/mL) Absorbans (517 nm) Süpürme Aktivitesi (%) 

25 0,610 10,3 

50 0,540 20,6 

100 0,410 39,7 

200 0,280 58,8 

400 0,160 76,5 
 

Çizelge 2. T. repens ekstresinin AChE aktivite sonuçları 

Table 2. AChE activity results of T. repens extract 

Bileşik/Ekstre IC₅₀ (AChE inhibitörü) R2 

Takrin (Tacrine) 78 Nm 0,95 

T. repens ekstresi 268 µg/Ml 0,98 

 

  
Şekil 2. T. repens ekstresinin konsantrasyona göre absorbans ve süpürme aktivitesi 

Figure 2. Absorbance and scavenging activity of T. repens extract according to concentration 
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Şekil 3. Trifolium repens ekstraktının AChE enzim 

aktivite sonucu 

Figure 3. AChE enzyme activity result of Trifolium repens 

extract 
 

T. repens methanol ekstresinin (1:1v/v) AchE’yi 268 

µg/mL IC50 değeri ile inhibe etmiştir. İnhibisyon sonuçları 

Çizelge 2 ve Şekil 3’de gösterilmiştir. 
 

Tartışma 

 

Elde edilen sonuçlara göre, Trifolium repens ekstresi, 

DPPH serbest radikallerini doza bağımlı bir şekilde etkili 

biçimde süpürmüştür. IC₅₀ değeri yaklaşık 135 µg/mL 

olarak hesaplanmış olup, bu da bitkinin orta düzeyde 

antioksidan kapasiteye sahip olduğunu göstermektedir. Bu 

etki, büyük olasılıkla bitkinin içerdiği fenolik ve flavonoid 

bileşiklerden kaynaklanmaktadır. 

Asetilkolinesteraz aktivitesi, asetilkolinetin daha uzun 

süre sinapslarda kalmasını sağlayan kolinerjik terapi 

stratejisi ile inhibe edilir. Bu nedenle, hastanın günlük 

aktiviteleri ve zihinsel keskinliği artar. Bununla birlikte, 

Alzheimer hastalığı için nöroprotektif tedaviler olan 

kolinerjik ilaçların ters etkileri vardır. Bu nedenle, daha az 

yan etkiye sahip ilaç arayışları son zamanlarda artmıştır 

(Braak & Tredici, 2011; Ugur & Guzel,2023; Mohammed 

ve ark., 2024). Bu anlamda, düşük toksisiteye sahip tıbbi 

bitkilerin kolinerjik aktiviteleri araştırma konusu olmuştur. 

Bu çalışmada Trifolium repens ekstraktının antikolinerjik 

etkisi incelenmiş olup takrin bileşiğine kıyasla orta 

güçlükte etki göstermiştir.  

Campbell ve ark. tarafından açıklandığı gibi bir pilot 

çalışma yürütüldü (Camphell ve ark., 2004); ancak, bu 

çalışma günde 86 mg izoflavon türetilen ve farelere 

uygulanan kırmızı yonca üzerindeydi ve antioksidan 

belirteci üzerinde çok az etki gösterdi. Ancak Mu ve ark. 

tarafından yapılan başka bir çalışmada, formononetin (T. 

pratense türevi) uzun vadeli uygulaması gerçekleştirildi 

(Mu ve ark., 2009). Fareler çalışma için seçildi ve beş 

gruba ayrıldı, kontrol grubu; günde 0,05 g/kg uygulanan 

düşük doz formononetin grubu; günde 0,5 g/kg yüksek doz 

formononetin grubu; sahte ameliyat grubu ve 

yumurtalıkları alınmış grup. Sonunda, glutatyon 

peroksidaz, süperoksit dismutaz ve katalaz gibi enzimlerin 

aktivitelerinde önemli bir artış ve lipid peroksidasyonunda 

azalma kaydedildi. T. repens'in antioksidan özellikleri 

içeriğinde bulunan flavonoidler, izoflavonoidler, 

klovamidler, saponinler ve diğer değerli bileşiklerden 

kaynaklanıyor olabilir. 

DPPH radikallerinin indirgeme kapasitesi, 

antioksidanların indüksiyonu sonucunda 517 nm'de 

absorbansın azalmasıyla belirlenmiştir. Kararlı bir DPPH- 

radikalinin etanol içindeki maksimum absorbansı 517 nm 

olarak kaydedilmiştir. Antioksidan molekülleri DPPH- 

radikaline bir hidrojen protonu bağışlayarak inaktif bir 

radikal haline getirirler. Bu reaksiyon sonucunda düşük 

absorbans elde edilir. Bu etkileşimde mordan sarıya doğru 

bir renk değişimi görsel olarak fark edilir. Bu nedenle, 

DPPH- genellikle antioksidan moleküllerin antioksidan 

aktivitesini değerlendirmek için bir substrat olarak 

kullanılır (Re ve ark., 1999; Kulkarni ve ark., 2009). 

Bu çalışma, Trifolium repens methanol ekstresinde in 

vitro antioksidan ve antikolinesteraz aktiviteleri açısından 

değerlendirilmiştir. Antioksidan aktivite açısından 

Trifolium repens methanol ekstresi DPPH testinde yüksek 

antioksidan özellik gösterdi. Bu da Trifolium repens’in 

serbest radikal giderici kapasiteye sahip olduğunu gösterdi. 

Antikolinesteraz aktivite bakımından da takrin ile 

kıyaslandığında orta düzeyde inhibisyon gücü göstermiş 

olsa da ilaçların yan etkileri düşünüldüğünde doğal 

kaynaklardan üretilen terapötiklerin kullanılmasının daha 

iyi olabileceği düşünülmektedir. Ancak bu çalışmaların 

desteklenmesi için daha fazla in vitro ve in vivo çalışmaya 

ihtiyaç duyulmaktadır. 

 

Sonuç 

 

Sonuç olarak, bu çalışma T. repens bitkisinin 

antioksidan ve antikolinesteraz aktiviteleri açısından 

dikkate değer bir doğal kaynak olduğunu ortaya 

koymuştur. Bu bulgular, bitkinin farmakolojik açıdan daha 

geniş kapsamlı araştırmalara konu edilmesini 

desteklemektedir ve özellikle yaşa bağlı nörodejeneratif 

hastalıkların önlenmesi veya destek tedavisinde 

kullanılabilecek fitoterapötik ajanlar arasında 

değerlendirilmesini mümkün kılmaktadır. 
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