Turkish Journal of Agriculture - Food Science and Technology, 13(8): 2224-2228, 2025

DOI: https://doi.org/10.24925/turjaf.v13i8.2224-2228.7854

i/
P

Turkish Journal of Agriculture - Food Science and Technology

Available online, ISSN: 2148-127X | www.agrifoodscience.com | Turkish Science and Technology Publishing (TURSTEP)

Determination of Antioxidant and Anticholinesterase Activity of Trifolium

repens L. Extract

Erkan Oner*", Ilter Demirhan'?

!Adiyaman University, Faculty of Pharmacy, Department of Biochemistry, 02090, Adiyaman, Tiirkiye
’Harran University, Vocational School of Health Services, Biomedical Device Program, 63300, Sanlwrfa, Tiirkiye

*Corresponding author

ARTICLE INFO

ABSTRACT

Research Article

Received : 12.05.2025
Accepted : 04.06.2025

Keywords:
DPPH
Anticolinesterase
Maceration
Trifolium repens
Antioksidan

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 7. 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 7.
repens extract has high antioxidant power to affect free radicals strongly. The anticholinesterase
enzyme inhibition result of 7. repens extract was compared with tacrine compound. 7. repens extract
had moderate anticholinesterase enzyme inhibition. In summary, the good antioxidant power and
moderate anticholinesterase effect of 7. repens extract suggest that it is promising but should be
supported by in vitro and in vivo studies.
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Alzhemier hastalifi Ozellikle yash popiilasyonu etkilemekte olup gectikce de prevelansi
yiikselmektedir. Tedavisinde kullanilan ilaglarinda alzhemier1 tedavi etmek yerine baskilamak igin
kullanilmas: ile birlikte yan etkilerinin fazla olmasi sebebiyle dogal terapotik hedeflerin alzhemier
tedavisindeki yerinin arastirilmasi halen 6nemli bir durumdadir. Bu ¢alisma da, Trifolium repens L.
ekstresinin antioksidan ve antikolinesteraz ozelliklerinin arastirilmasi amaglandi. Bu ¢alismada T.
repens ekstrakti maserasyon yontemiyle methanol ¢dzgeni ile yapildi. Trifolium repens ekstraktinda
antioksidan aktivite icin DPPH radikal siipiirme testi uygulandi. Antikolinesteraz yontemi de
spektrofotometrik olarak literature uyumlu olaarak tayin edildi. T. repens ekstresinin DPPH radikal
siiplirme testi sonucuna gore serbest radikalleri giiglii bir sekilde etkileyecegi antioksidan giiciiniin
fazla oldugu belirlendi. T. repens ekstraktinin antikolinesteraz enzim inhibisyon sonucu ise takrin
bilesigi ile kiyaslandi. T. repens ekstraktinin orta giicliikte antikolinesteraz enzim inhibisyonu vardi.
Ozetle T. repens ekstraktimin iyi antioksidan giicii ve orta diizeyde antikolinesteraz etkisi umut
vadedeci oldugu ancak in vitro ve in vivo calismalar ile desteklenmesi daha uygun olacagini
distindiirmektedir.
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Giris

Alzheimer hastaligi (AD), yash popiilasyonda karmagik
patogeneze sahip ¢ok yonlii nérodejeneratif bir hastaliktir.
2018 Diinya Alzheimer Raporu'na gore, diinya ¢apinda
demans hastast sayisi su anda 50 milyona ulasmis olup
bunlarin %50-75'i AD hastasidir. Bu say1 2050 yilina kadar
152 milyona ulasacak ve bu da diinyada her {i¢ saniyede bir
kisinin AD'ye yakalanacagi anlamina geliyor (Alzheimer’s
Association, 2018). Yaslilar i¢in AD, kalp hastalig1, kanser
ve felgten sonra dordiincii en biiyiik katil haline gelmistir
(Zhou ve ark., 2019; Sevindik ve ark., 2024).

Alzheimer hastaligina yonelik giincel farmakolojik
miidahaleler, muhtemelen tau proteini birikimi ve ndronal
islev.  bozuklugundan kaynaklanan nd&rotransmitter
dengesizliklerini diizeltmeyi amacglamaktadir (Massoud
and Léger ve ark., 2011). AD'nin bilissel semptomlarini
tedavi etmek i¢in FDA tarafindan onaylanan giincel ilaglar
asetilkolinesteraz inhibitdrleri (AChEI) ve bir glutamat

diizenleyicisi olan memantindir.  Asetilkolinesteraz
inhibitorleri, hafiza, dikkat ve O&grenmede Onemli bir
ndrotransmitter olan asetilkolin seviyelerini artirir

(Massoud and Léger ve ark., 2011). Memantin, AD'de
goriilen norotoksisitede rol oynadigi diisiiniilen glutamat
seviyelerini azaltir (Breijyeh and Karaman ve ark., 2020;
Atri, 2019). Bu iki ilag sinifi yalnizca AD semptomlarini
tedavi etmede etkilidir, ancak onu Onlemez veya
iyilestirmez. Dahasi, AChEI ilaglari AD'li hastalarin
bilisini iyilestirmede diisiik etkinlik géstermistir ve ishal,
mide bulantisi, kusma, bradikardi ve senkop gibi birden
fazla yan etki ile iliskilidir (Moreta ve ark., 2021).
AChEI'lerin tartismali etkinligi ve yan etkileri géz oniine
alindiginda, ilacin risk-fayda iliskisi belirsizdir. Memantin
iizerine yapilan ¢alismalarin sonuglar1 belirsizdir ve bazi
klinik deneyler AD'de tedavisine dair yetersiz kanitlar
gostermektedir (Matsunaga ve ark., 2015; Schneider ve
ark., 2011). AD etiyopatolojisinin karmasiklig1 hastaligi
onlemeyi ve tedavi etmeyi zorlastirmaktadir. Dahasi,
mevcut ilaglar, dogrudan beta-amiloid ve tau proteinlerinin
birikimini, oksidatif stresi veya AD ilerlemesini
yonlendirdigi  varsayilan  iltihabi  ele  almayan
norotransmitter dengesizlikleri gibi alt akis fenomenlerine
saldirmaktadir (Korczyn, 2012; Passamonti ve ark., 2019;
Tan ve ark., 2019; El-Chaghaby ve ark., 2024).

Oksidatif ~ stres,  Alzheimer  hastaligi  gibi
ndrodejeneratif kosullarda rol oynayan baslica faktdrlerden
biridir (Huang ve ark., 2016). Oksidatif stres,

antioksidanlar ve oksidanlar arasindaki dengesizlik olarak
tanimlanir ve ikincisinin ¢ok fazla olmasi s6z konusudur.
Beyin, kolayca oksitlenebilen lipitlerden olusmasi ve
yiiksek oksijen tiiketimi nedeniyle reaktif oksijen tiirlerine
kars1 6zellikle savunmasizdir (Smith ve ark., 2000; Huang
ve ark., 2016; Sevindik ve ark., 2023). Mekanik olarak,
reaktif oksijen tiirleri, Alzheimer hastalig1 patolojisinde rol
oynayan iki protein olan beta amiloid proteinlerinin
iretimini ve tau proteinlerinin fosforilasyonunu ve
polimerizasyonunu artirabilir (Zhao ve ark., 2013;
Chauhan ve ark., 2006). Meyve ve sebzeler gibi
antioksidan agisindan zengin bitki bazli gidalarin
tiiketilmesiyle oksidatif stresin azaltilabilecegine dair
giincel kanitlar mevcuttur (Halliwell ve ark., 1996; Avila-
Escalante ve ark., 2020; Saridogan ve ark., 2021).

Yonca, Trifolium olarak da bilinir ve tarimsal degeri ve
icerdigi tiir sayist agisindan Onemli bir aile olan
Leguminosae ailesine aittir. 7rifolium cinsi genellikle
yarimkiirelerin her iki tarafindaki subtropikal ve iliman
boélgelerde bulunur ve yaklagik 240 tiirden olugur (Zoric ve
ark., 2012). Giinlimiizde Trifolium bitkileri terapdtik bir
ajan olarak kullanilmaktadir. Birkac¢ c¢alisma, Trifolium
tiirlerinin biyolojik 6zelliklerini bildirmistir. Flavonoidler,
izoflavonoidler ve diger farkli antioksidan bilesikler
icerdigi bulunmustur (Engelmann ve ark., 2009). Bu
degerli bilesiklerin varlig1 nedeniyle, baz1 Trifolium tiirleri
antiseptik, analjezik, antiinflamatuar ve antikanser ajanlar
ve anjiyogenezde terapdtik ajanlar olarak kullanilmaktadir
(Leporatti, & Ivancheva, 2003).

Bu ¢alisma, Trifolium repens (beyaz yonca) bitkisinin
metanol ekstraktinin antioksidan kapasitesini belirlemek

amactyla DPPH  (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil)  testi
kullanilarak  gergeklestirilmistir. DPPH testi, bitki
ekstraktlarmin  serbest radikalleri noétralize etme

potansiyelini 6lgmek i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir.
Ayrica antikolinesteraz aktivitesi analiz edildi.

Materyal ve Yontem

Bitki Eldesi
Trifolium repens bitki materyalleri Tirkiye’nin
Adiyaman  ilinde  bulunan  37.73237080000001,

38.23277649999999 lokasyonundan toplanmistir. Bitkiye
ait gorsel Sekil 1’de gosterilmistir.

T A e
Sekil 1. Trifolium repens bitki materyali (Bitki Materyali
Toplama Lokasyonu: 37.73237080000001,

38.23277649999999, Adiyaman)
Figure 1. Trifolium repens plant material
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Bitki Ekstrelerinin Hazirlanmasi

T. repens bitki materyalleri maserasyon yontemine
gbre metanol ¢oziiclisiinde 48 saat bekletildi daha sonra
stiziildii. Bu islem, ¢6ziicli renksizlesene kadar tekrarlandi.
Islem sonunda elde edilen ¢éziicii ekstre karisimi, rotary
evaporatdrde ¢Oziiclisii ucurularak ekstreler elde edildi.
Ekstreler deney giiniine kadar +4°C ve 151k gdrmeyen
ortamda saklandi (Taskin ve ark., 2020).

DPPH Metodu

Trifolium  repens  ekstraktinin  ve  standart
antioksidanlarin DPPH- serbest radikal siipiirme aktivitesi
Blois yontemi ile gerceklestirilmistir (Blois, 1958). 1 L 0,1
mM DPPH- c¢ozeltisi etanol iginde hazirland1 ve farkli
konsantrasyonlarda ¢ozeltiler eklenerek 3 ml’ye ayarlandi.
Hazirlanan c¢ozeltiler iyice vortekslendi ve 30 dakika
boyunca  karanlikta  inkiibe  edildi. = Absorbans
spektrofotometre ile 517 nm’de 6Slciildi. DPPH radikal
sipiirme  aktivitesi (DPPH_S) asagidaki denklem
kullanilarak hesaplandi:

DPPH_S(%) =

(KANA) 100
KA

KANA: Kontrol absorbansi vs.numune absorbansi
KA : Kontrol absorbansi

Asetilkolin Esteraz Enzim Aktivitesi

AChE enzim inhibisyonunun  mekanizmasini
belirlemek icin kinetik ¢alismalar Ellmans Yontemleri ve
farkli inhibitdr konsantrasyonlar1 (0, 0,43, 0,86 uM) ve
inhibitdr substratinin (biitiriltiyokolin iyodiir (BTCI)) 0.03,
0,06, 0,12 ve 0,24 uM dahil olmak iizere farkl
konsantrasyonlar1 kullanilarak gergeklestirildi (Ellman ve
ark., 1961). Enzim, her kuyucuk i¢in 0,2 mg/mL
konsantrasyon elde etmek iizere de-iyonize suda ¢oziildi
ve inhibitdr substrati bir sodyum fosfat tamponunda
¢oziildi. Reaksiyon karisimi, 1 dk araliklarla 25°C’de 30
dakika inkiibe edildi. Absorbans, 96 kuyucuklu plakay1
(ChemWell, ABD) tutarak bir ELISA okuyucusu
kullanilarak 412 nm’de 6l¢iildii.

Bulgular

DPPH kararli bir serbest radikaldir ve kararli bir
diamanyetik molekiil haline gelmek i¢in bir elektron veya
hidrojen radikali alir (Ndhlalav e ark., 2010). Cizelge 1,
hem 7. Repens ekstraktinin radikal siipliirme kapasitesine
bagli olarak DPPH radikali konsantrasyonundaki azalmay1
gostermektedir. 400 ug/mL 7. Repens ekstraktinin DPPH
radikali {izerindeki siipiiriicii etkisi serbest radikal siiplirme
aktivitesi agisindan etkili oldugunu gostermistir (Cizelge 1
ve Sekil 2). AchE enzim aktivite sonucu

Cizelge 1. Trifolium repens ekstraktinin DPPH radikali lizerindeki siipiiriicii etkisi
Table 1. The scavenging effect of Trifolium repens extract on DPPH radicals

Konsantrasyon (pg/mL) Absorbans (517 nm) Siipiirme 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
Cizelge 2. T. repens ekstresinin AChE aktivite sonuglari
Table 2. AChE activity results of T. repens extract
Bilesik/Ekstre ICso (AChE inhibitorii) R?
Takrin (Tacrine) 78 Nm 0,95
T. repens ekstresi 268 pg/Ml 0,98
0.8+ 100+
<
0.6 @ 80
2 s
S g 60
5 0.4 <
§ g 40+
0.2 2 90
3
w
0.0 T T T T T 0 T T T I I
25 50 100 200 400 25 50 100 200 400

Konsantrasyon (ug/mL)

Konsantrasyon (ug/mL)

Sekil 2. T. repens ekstresinin konsantrasyona gore absorbans ve siiplirme aktivitesi
Figure 2. Absorbance and scavenging activity of T. repens extract according to concentration
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Sekil 3. Trifolium repens ekstraktinin AChE enzim
aktivite sonucu
Figure 3. AChE enzyme activity result of Trifolium repens
extract

T. repens methanol ekstresinin (1:1v/v) AchE’yi 268
pg/mL IC50 degeri ile inhibe etmistir. Inhibisyon sonuglari
Cizelge 2 ve Sekil 3°de gosterilmistir.

Tartisma

Elde edilen sonuclara gore, Trifolium repens ekstresi,
DPPH serbest radikallerini doza bagiml bir sekilde etkili
bicimde sipirmiistiir. 1Cso degeri yaklasik 135 pg/mL
olarak hesaplanmis olup, bu da bitkinin orta diizeyde
antioksidan kapasiteye sahip oldugunu gostermektedir. Bu
etki, bityiik olasilikla bitkinin i¢erdigi fenolik ve flavonoid
bilesiklerden kaynaklanmaktadir.

Asetilkolinesteraz aktivitesi, asetilkolinetin daha uzun
siire sinapslarda kalmasint saglayan kolinerjik terapi
stratejisi ile inhibe edilir. Bu nedenle, hastanin giinliik
aktiviteleri ve zihinsel keskinligi artar. Bununla birlikte,
Alzheimer hastaligi igin noéroprotektif tedaviler olan
kolinerjik ilaglarin ters etkileri vardir. Bu nedenle, daha az
yan etkiye sahip ilag arayislart son zamanlarda artmigtir
(Braak & Tredici, 2011; Ugur & Guzel,2023; Mohammed
ve ark., 2024). Bu anlamda, diisiik toksisiteye sahip tibbi
bitkilerin kolinerjik aktiviteleri aragtirma konusu olmustur.
Bu ¢alismada Trifolium repens ekstraktinin antikolinerjik
etkisi incelenmis olup takrin bilesigine kiyasla orta
giicliikte etki gdstermistir.

Campbell ve ark. tarafindan agiklandigi gibi bir pilot
calisma yiriitiildii (Camphell ve ark., 2004); ancak, bu
calisma glinde 86 mg izoflavon tiiretilen ve farelere
uygulanan kirmizi yonca {izerindeydi ve antioksidan
belirteci lizerinde ¢ok az etki gosterdi. Ancak Mu ve ark.
tarafindan yapilan bagka bir ¢alismada, formononetin (T.
pratense tirevi) uzun vadeli uygulamasi gerceklestirildi
(Mu ve ark., 2009). Fareler ¢aligma i¢in secildi ve bes
gruba ayrildi, kontrol grubu; giinde 0,05 g/kg uygulanan
diistik doz formononetin grubu; giinde 0,5 g/kg yiiksek doz
formononetin  grubu; sahte ameliyat grubu ve
yumurtaliklar1  alinmig  grup. Sonunda, glutatyon
peroksidaz, siiperoksit dismutaz ve katalaz gibi enzimlerin
aktivitelerinde 6nemli bir artis ve lipid peroksidasyonunda
azalma kaydedildi. T. repens'in antioksidan ozellikleri
iceriginde  bulunan  flavonoidler, izoflavonoidler,
klovamidler, saponinler ve diger degerli bilesiklerden
kaynaklaniyor olabilir.

DPPH radikallerinin indirgeme kapasitesi,
antioksidanlarin  indiiksiyonu sonucunda 517 nm'de
absorbansin azalmasiyla belirlenmistir. Kararli bir DPPH-

radikalinin etanol i¢indeki maksimum absorbansi 517 nm
olarak kaydedilmistir. Antioksidan molekiilleri DPPH-
radikaline bir hidrojen protonu bagislayarak inaktif bir
radikal haline getirirler. Bu reaksiyon sonucunda diisiik
absorbans elde edilir. Bu etkilesimde mordan sartya dogru
bir renk degisimi gorsel olarak fark edilir. Bu nedenle,
DPPH- genellikle antioksidan molekiillerin antioksidan
aktivitesini degerlendirmek icin bir substrat olarak
kullanilir (Re ve ark., 1999; Kulkarni ve ark., 2009).

Bu calisma, Trifolium repens methanol ekstresinde in
vitro antioksidan ve antikolinesteraz aktiviteleri agisindan
degerlendirilmistir. ~ Antioksidan  aktivite acisindan
Trifolium repens methanol ekstresi DPPH testinde yiiksek
antioksidan o6zellik gosterdi. Bu da Trifolium repens’in
serbest radikal giderici kapasiteye sahip oldugunu gosterdi.
Antikolinesteraz aktivite bakimindan da takrin ile
kiyaslandiginda orta diizeyde inhibisyon giicli gostermis
olsa da ilaglarin yan etkileri disiintildiigiinde dogal
kaynaklardan {iretilen terapdtiklerin kullanilmasimin daha
iyi olabilecegi diistiniilmektedir. Ancak bu caligmalarin
desteklenmesi i¢in daha fazla in vitro ve in vivo ¢aligmaya
ihtiya¢ duyulmaktadir.

Sonucg

Sonu¢ olarak, bu c¢alisma 7. repens bitkisinin
antioksidan ve antikolinesteraz aktiviteleri agisindan
dikkate deger bir dogal kaynak oldugunu ortaya
koymustur. Bu bulgular, bitkinin farmakolojik acidan daha
genis  kapsamli  arastirmalara  konu  edilmesini
desteklemektedir ve 6zellikle yasa bagl noérodejeneratif
hastaliklarin ~ 6nlenmesi veya destek tedavisinde
kullanilabilecek fitoterapdtik ajanlar arasinda
degerlendirilmesini miimkiin kilmaktadir.
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