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1. GIRIS ve AMAG

Trifolium pratense L. (Fabaceae) Avrupa ve Asya’da genis
yayihgh olup, Kuzey Amerika ve Avustralya’da da kultart yapilan bir
bitkidir. Amerikan vyerlileri tarafindan, ciceklerinin beslenme amacgh ve
merhem seklinde haricen yaralarda ve cilt hastaliklarinda kullanildigi
kayithdir. Haricen, psoériazis ve ekzema gibi kronik cilt hastaliklarinda
Arctium lappa, Rumex cripus gibi diger bitkilerle birlikte kullaniimaktadir.
Ayrica ciceklerinin dahilen solunum yollari rahatsizliklarinda ekspektoran

etkisinden dolay! kullanildig da bildirilmistir'=.

Fabaceae familyasindaki bitkilerin blyuk bir kismi insanlar
ve hayvanlar i¢in gida maddesi olarak kullaniimakta, bir cogu da sus bitkisi
olarak yetigtirimektedir. Ulkemizde genel olarak “yonca” Tirkge adiyla
bilinen Trifolium turleri halk arasinda tibbi amaglarla da kullaniimaktadir. T.
arvense bitkisinin kabiz, T. pratense (kirmizi yonca, gayir tirfili, gayir dutu)
ciceklerinin balgam soktirlcl, antiseptik, yatistirici, T. repens (beyaz
yonca) gicekli dallarinin kuvvet verici, romatizma agrilarini dindirici olarak
kullanimlari kayithdir. Ayrica, T. pratense ve T. ambiguum’un c¢icek
durumlari Erzurum, Kars yoresinde yenmekte, T. repens ve T. nigrescens

ise hayvan yemi olarak yetistirilmektedir®.

Vucutta Ostrojen eksikligine baglh olarak ortaya c¢ikan
menopoz gikayetleri, kemik yogunlugunun azalmasi, sicak basmasi,
terleme, huzursuzluk gibi tipik belirtilere yol acgar. Sentetik Ostrojenlerle
yapilan hormon replasman tedavisinin (HRT) meme ve endometrium
kanseri, yanisira kardiyovaskuler hastaliklarin olugsma riskini arttirdigi
bilinmektedir. Bu nedenle alternatif tedavi yontemleri arastirilmaya devam
edilmektedir. Polisiklik, non-steroidal yapida, yapisal ve fonksiyonel olarak
memeli 6strojenini taklit eden, Ostrojen benzeri biyolojik aktivitelere sahip

olan “fitodstrojenler” olarak bilinen bilesikleri tagiyan bitki ekstreleri, bugun



HRT'de menopozal gikayetleri gidermek Uzere yaygin olarak
kullaniimaktadir. Ayrica, fitoostrojenlerin kanser, kalp hastaliklari ve
osteoporoz’'un oOnlenmesinde 6nemli etkilerinin oldugu bildirilmistir (6-
8,22). Soyanin 5000 yildir bilindigi ve surekli tiketildigi Asya ulkelerinde,
meme kanseri, prostat kanseri, osteoporoz ve menopoz semptomlari
goérilme sikligi, bati Ulkeleri ile karsilastirildiginda, belirgin bir sekilde
azdir. Soya tuketimi ve kanser gorulme sikligi arasindaki bu iligkiyi ortaya
clkaran calismalari takiben, daidzein, genistein gibi soya ve soya
urtnlerinde bulunan izoflavonlar Gzerinde pek ¢ok epidemiyolojik ¢calisma

yapiimistir>®.

Trifolium pratense (Red clover) Ostrojenik etkiden sorumlu
izoflavonoitler ve bunlarin glikozitleri bakimindan oldukg¢a zengindir. T.
pratense uUzerine yapilan klinik ¢aligmalarda bitkinin yaprak, cicek veya
toprak Ustl kisimlarindan hazirlanan standart ekstreler kullaniimistir. Bu
ekstreler benzer bilesimde olup, baslica biokanin A ve formononetin ile
daha az oranda genistein ve daidzein igerirler. Bugin tium dunyada T.
pratense’nin izoflavon ekstrelerini ihtiva eden preparatlar menopozal

sikayetleri gidermek amaciyla kullanilmaktadir®>.

Ulkemiz florasinda Trifolium cinsi 96 tur, 4 alttir ve 39
varyete ile temsil edilmektedir’®. Bu tiirlerden calisma konumuzu teskil
eden T. pratense, ¢ok degisken bir tirdir ve memleketimizde 3 varyetesi
bulunmaktadir’. Bu calismada iki farkli bdlgeden toplanan T. pratense var.
pratense ve T. pratense var. sativum’un toprak Ustu kisimlarinda daidzein,
genistein, formononetin ve biokanin A’'nin HPLC ile miktarlarinin
belirlenmesi ve bodylece izoflavonlari bakimindan Turkiye’de daha once
Uzerinde c¢alisma vyapilmamis olan T. pratense’nin bu agidan

degerlendiriimesi amaclanmistir.



2. GENEL BILGILER

“Trifolium pratense L.nin Fitoterapideki Onemi” isimli
calismamiza ait teorik bilgiler, bitkinin ait oldugu familya ve genusa ait
bilgilerin verildigi ve bitkinin morfolojik oOzelliklerinin agiklandigi Botanik
Kisim ile kimyasal ve biyolojik aktivite tayinlerine yonelik arastirmalarin yer

aldigi Kimyasal Kisim bagliklari altinda toplanmistir.

Trifolium turleri Uzerine bugune kadar yapilan arastirmalar
sonucunda elde edilen bilesikler kimyasal gruplarina gore siniflandirilarak
verilmigtir. Bu bolumu, Trifolium turlerinin biyolojik aktivitelerinin yer aldigi

calismalar izlemektedir.



2.1. Botanik Kisim

Trifolium pratense L.’ nin sistematikteki yeri’

Boliim: Spermatophyta
Altbolum: Angiospermae
Sinif: Dicotyledonae
Altsinif: Dialypetalae
Takim: Fabales
Familya: @ Leguminosae

Alt familya: Papilionoideae

Tribus: Trifoliae

Cins: Trifolium L.
Section: Trifolium

Tar: Trifolium pratense L.

2.1.1. Lequminosae Familyasi (Baklagiller)

Leguminosae familyasi, cigekli bitkiler arasinda
Compositae’den sonra gelen ikinci buyuk familyadir. Aralarinda kserofitler
ve suda vyasayanlar da bulunur. Tropik, subtropik ve iliman iklim
kusaginda yaygin olan bu familya yaklasik olarak 600 cins ve 13000 kadar

tiir bulunur ve bir kismindan énemli droglar elde edilir 12,

Bircok Leguminosae bitkisinde karakteristik bir 6zellik olarak,
Rhizobium turt bakteri nodulleri bulunur. Bu bakteri havadaki azotu alip
diger azotlu bilesiklere donustirme yetenegini tasir. Bu nedenle fakir

topraklari kuvvetlendirmek amaciyla bu familya bitkilerinden yararlanilir®™®.



Familya bitkileri ¢ok genis yayiligh, ot, ¢cali, kiguk ya da
bayUk agac¢ seklindedir, aralarinda tirmanici olanlar da bulunur. Yapraklar
alternan diziligli, genellikle stipulali, pennat, digitat, trifoliat veya basittir.
Cicekler aktinomorf veya zigomorf, genellikle hermafrodit, rasemus, spika
veya umbella gicek durumlu veya tek cgiceklidir. Sepaller (4-) 5. Petaller (1-
) 5, serbest veya nadiren kismi olarak birlesiktir. Stamenler 4-¢ok sayida,
genellikle 10, ya hepsi tup seklinde birlesik (monodelf) veya Ust stamen
serbest (diadelf) yada hepsi serbesttir. Karpel 1, nadiren birkag, Ust

durumlu, meyve legiimen, bazen lomentum. Tohum 1-cok sayida™®.

Leguminosae familyasi bitkileri Gg alt familya altinda toplanir.
En zengin olan Papilionoideae (Papilionaceae; Fabaceae) 400 kadar cins,
Mimosoideae (Mimosaceae) 50 kadar cins ve Caesalpinioideae
(Caesalpiniaceaea) 150 kadar cinsi kapsar. Bu alt familyalar ¢ok genis

olduklarindan birer familya olarak da kabul edilir'®"%,

1) Caesalpinioideae (Syn: Caesalpiniaceae): Cogunlukla
odunlu bitkilerdir. Yapraklar imparipinnat, bazen bipennat veya basittir.
Cicekler zigomorf. Petaller tomurcukta yukselici-imbrikat (kiremit) dizili,
nadiren petalsiz. Stamenler serbest, 5-10 adet. Meyva legimen veya

lomentum™ 3.

2) Mimosoideae (Syn: Mimosaceae): Cogunlukla odunlu
bitkilerdir. Yapraklar bipennat veya fillodik. Cigekler aktinomorf. Petaller
tomurcukta valvat diziligli. Stamenler serbest, 4-¢cok sayida.Meyve

leglimen™""3,

3) Papilionoideae (Syn: Papilionaceae; Fabaceae): Bu alt
familya bitkilerinin en carpici 6zelligi ciceklerinin zigomorf olusu ve
kelebede benzemesidir. Genis yayilis ve degisik hayat formu gdsteren

bitkilerin, tropiklerde yetisenleri ¢cogunlukla odunsu, digerleri ise otsudur.



Yapraklar paripennat, imparipennat, digitat, trifoliat veya tek. Cicekler
zigomorf. Kaliks gamosepal ve 5 lobludur. Korollanin § petalinden Ugu
serbest, ikisi birlesiktir. Sekil bakimindan birbirine benzemeyen petaller
degisik isimlerle acilirlar. Ustte bulunan petal buylk ve diktir, veksillum
(bayrakgik) adini tagir; iki yanda bulunan petaller kanada benzedigi igin
ala (kanatgik) adi verilmistir; altta bulunan birlesmis olan iki petal kayiga
benzer ve karina (kayikgik) denir. Tomurcuktayken karinayi kanatlar orter,
veksillum da hepsini sarmis durumdadir. Korolla nadiren tek bir veksilluma
indirgenmigtir. Stamenler (5-)10, monodelf veya diadelf, nadiren serbest.
Ovaryum bir karpelden yapilmis, 1 gozlu, tek veya ¢ok ovulli; meyve
legumen veya lomentumdur; legumen meyveler orta damar ve vental dikis

boyunca acilir'3.

Yurdumuzda 70 kadar cins ve 1000 kadar tur yetigir. Drog
veren bitkiler bakimindan da zengin bir altfamilyadir. Yaygin cinsler:

Astragalus L., Vicia L., Lathyrus L., Trifolium L., Coronilla L., Melilotus
L11’13.



2.1.2 Trifolium L. Cinsi

Bir veya cok yillik bitkilerdir. Yapraklar trifoliat veya nadiren
5-9 yaprakgikl digitat, genellikle kenarlari dentat. Stipulalar belirgin,
petiole yapisik. Cigekler sapsiz veya sapli basciklarda ya da kisa
rasemus, nadiren tek, brakteli veya braktesiz. Kaliks degisken, bazen
siskin, kaliks bodazi acik veya kapali; kaliks digleri biribirine esit veya farkli
uzunlukta. Korolla pembe, kirmizidan eflatuna kadar, beyaz veya sari.

Stamenler diadelf. Meyve genellikle kaliksin icinde, 1-2(-10) tohumlu’.

Trifolium genusu her iki yarikurenin subtropikal ve iliman
bdlgelerinde 250-300 kadar tiir ile yayilis gdstermektedir'®'*. Bu tiirlerden
T. pratense L., T. repens L., T. incarnatum L., T. resupinatum L., T.
hybridum L., T. pannonicum Jacq., T. subterraneum L., T. fragiferum L. ve

T. medium’un L. hayvan yemi olarak kiiltiirii yapilmaktadir',

Turkiye Florasinin tur sayisi bakimindan 9. zengin cinsidir.
Ulkemizde dogal olarak yetisen 96 tiir, 4 alttir, 39 varyete bulunmaktadir.

Toplam takson sayisi 120 olan cins, 11 endemik tiire sahiptir’™®.



2.1.3. Trifolium pratense L.

Cok yillik bitkiler. Yapraklar obovattan genisce eliptike kadar,
1.5-3 cm boyutunda. Cicek durumu kiire seklinden yumurta sekline kadar.
Kaliks 10 damarli, tuylG; kaliks tupunin bogazi halka seklinde tuyla.
Korolla kirmizimsi eflatundan pembeye kadar, nadiren beyaz, 13-18 mm.
Ciceklenme donemi Mayis-Eylul aylari arasidir. Deniz seviyesinden 2300
m’ye kadar olan yerlerde, ¢ayirlar, orman acgikliklari ve yol kenarlarinda

yetisir’.

T. pratense c¢ok degisken bir tlrddr. Her Ug¢ varyetenin
genellikle Kuzey ihman boélgelerde genis Ol¢gide hayvan yemi olarak
kaltrG  yapilmaktadir. 7. pratense’nin  ulkemizde 3 varyetesi

bulunmaktadir’.

Tiir Tayin Anahtan’ :
1. Govde genellikle 20-40 cm, yogun tlylU; yaprakgiklar 1.5-3.0 cm
var. pratense
1. Govde 40-70 nadiren 100 cm, belirgin tuyll veya tuysuz; yaprakgiklar
3-5cm
2. Govde tuylu; korolla koyu kirmizi var. americanum

2. Govde tuysuz; korolla genellikle pembe var. sativum
Trifolium pratense L. var. pratense
Kuzey vyarikurenin iliman bolgelerinde genis yayiligsh bir

taksondur, genis olarak ta kltirii yapilir. Ulkemizde Kuzey, i¢ ve Dogu

Anadolu’da yayilis gosterir’.



Trifolium pratense L. var. americanum Harz
Kuzey Amerika’dan Avrupa’ya kadar ¢ok genis bir alanda
kiltird  yapilir. Ulkemizde Kuzeydodu ve Dogu Anadolu'da vyayilis

gostermektedir’.

Trifolium pratense L. var. sativum Schreb.
Kuzey vyarikirede en yaygin kudltiri yapilan varyetedir.

Ulkemizde Kuzey Anadolu’'da yayilis gosterir’.



A BODKLOVER THIFOLIUM PRATENSE L

Resim 1: Trifolium pratense L. 1) Genel goriiniis, 2) Cicek, 3) Stilus ve stigma, 4)

Stamenler, 5) Ginekeum, 6) Tohum
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Resim 2: Trifolium pratense L. var. pratense A) Genel goriiniis, B) Cicek

11



Resim 3: Trifolium pratense L. var. sativum Schreb. A) Genel goriiniis, B) Cigcek

12



2.2, Kimyasal Kisim

2.2.1. Trifolium Tirlerinin Kimyasal Bilesimi Uzerine Yapilan Calismalar

Trifolium genusu Uzerindeki kimyasal calismalar genellikle
fenolik bilesikleri ve saponinleri Uzerinde yogunlagmistir. Birgok Trifolium
trinden bugune kadar fenolik bilesik olarak; basit fenolik bilesikler,
baslica izoflavonoitler olmak Uzere cesitli flavonoit tlrevi bilesikler ve
kumarinler izole edilmistir. Genusun tasidi§i saponinler ise genellikle
oleanan tipinde triterpenik bilesiklerdir. Bu bilesikler yaninda Trifolium
turlerinden siyanogenetik heterozitler, megastigman glikozitleri, c¢esitli

ucucu bilesikler ve lipitler tespit edilmistir.

2.2.1.1. Fenolik Bilesikler
2.2.1.1.1. Basit Fenolik Bilesikler ve Flavonoitler

T. repens ciceklerinden fenolik bilesik yapisinda cis- ve
trans-p-kumarik asit 4-O-B-D-glukopiranozit izole edilmistir. Bu bilesikler
yaninda flavonoit yapisinda; bilinen bilegikler olarak mirisetin 3-O-3-D—
galaktopiranozit, kersetin 3-O-p-D—galaktopiranozit ve kemferol 3-O-3-D—
galaktopiranozit, yeni bilesikler olarak mirisetin 3-O-(6"-asetil)-3-D-
galaktopiranozit ve kemferol 3-O-(6"-asetil)-B-D-galaktopiranozit elde
edilmistir (Sekil 1). Ayrica ciceklerden gallokatesin, epigallokatesin,
gallokatesin-(4a-8)-epigallokatesin ve bu bilesiklerin polimerleri de izole

edilerek yapilari spektral tekniklerle aydinlatiimistir (Sekil 2)'.
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. OH

OH

fras-p-kumarik asit 4-0-p-D-glukopiranozit

___OH
- 0
H?{-”" \ fd\ﬂlfc' \
OH

HOOC

cig=p-kumarik asit 4=-0=f-D=glukopiranozit

—

: By= Ra= 0OH, Rs= H ( Minisetin 3-0-B-D-Galaktopiranozit)
s Bi=0H. E>= Rs=H ({ Kersenun 3-0-p-D-Galakiopiranozit)
CRBy=Ro= B=H ( Kemferol 3-0-f-D-galaktoparanozit)

L]

3

4: Ry= R;=0H, Ry= COCH; (Mirsetin 3-0-(8"-asetil)-B-D-galakiopiranozit )

5 Ry=0H, By=H Ry= COCH,(Kersenn 3-0-{6"-asenl}-f-D-galaktoperanczit )

& By= B,= H R;= COCH; { Kemferol 3-0-(6"-asetl)}-f-D-zalaktopiranozit)

Sekil 1: Trifolium repens giceklerinden izole edilen fenolik bilesikler



OH OH

N OH N OH
HO HO
0 _\\\\\\ s o “\\\\\ =
: OH . OH
-
o
%on OH
OH OH
Epigallokatesin Gallokatesin

HO

OH

OH

HO 's) ““\\\ /

OH

.«r;%?OH
0OH

Gallokatesin-(4a-8)-epigallokatesin

Sekil 2: Trifolium repens giceklerinden izole edilen proantosiyanidinler

Oleszek ve ark. tarafindan 57 Trifolium turinun tohumlarinda
flavonoitleri Gzerine yapilan bir ¢alismada, bu tlrlerin hepsinin flavonoit
tiirevi bilesikleri tasidigi belirtilmistir'®.

T. repens bitkisinin filizleri ve koklerinden cesitli flavon tlrevi
bilesikler; 4’,5,6,7,8-pentahidroksi-3-metoksiflavon, 5,6,7,8-tetrahidroksi-3-
metoksiflavon, 3,7-dihidroksi-4’-metoksiflavon, 5,6,7,8-tetrahidroksi-4’-

metoksiflavon, 3,5,6,7,8-pentahidroksi-4’-metoksiflavon ve 2’,3’,4’,5,6’-

15



pentahidroksikalkon, 6-hidroksikemferol, 4°,5,6,7,8-penta-hidroksiflavon ve
3,4’-dimetoksikemferol elde edilmistir (Sekil 3). Ekstrelerin analizi
sonucunda bitkinin yetisme kosullarina goére flavonoit igeriginin farkhlik
gosterdigi belirlenmigtir. Kersetin, akasetin ve ramnetin fungus olarak
Glomus intraradices ile inokule edilmis bitkilerin koklerinde birikirken, bu

bilesiklere ayni fungus ile inokule edilmemis bitkilerde rastlanmamistir’”.

Bilegile RF || ef| R [RF|PR B’
4' 56,7 &-pentaludroksi-3-metcksiflavon OCH; | OH | OH OH OH | H OH
3.5 6.7 Spentaludroksi-4'-metoksaflavon OH OH | OH OH OH | B OCH;
3 T-dilndroksi-4'-metoksiflavon OH H H OH H H QOCH,
5.6.7 B-tetrahidroksi4 -memnksiflavon H OH | OH OH OH | H 0OCH,
S-lndroksikemferol OH OH | OH OH H H OH
5.6 7 B-temraludroks- 3 -metoksiflavon OCH; | OH | OH OH OH | H H
4' 5.6 7 B-pantaludroksiflavon H OH | OH OH |OH | H OH
3 4'dimetoksikemferol OCH, | OH H OH H H OCH,
Fersatin OH OH | H OH H [ OH OH
Ak gsefin H OH H OH H H OCH;
Ramnetin OH OH | H OCH, H [ OH OH

;H%"\"‘i

OH
H'D‘H"H-.. -~ "'JOH .-"'L -

W

&4, 5, a-pentahidroksi-kalkon

Sekil 3: Trifolium repens’ ten izole edilen kalkon ve flavonoitler
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Son yillarda yapilan bir ¢calismada, T. pratense koklerinden
formononetin ve iki yeni izoflavonoit glikoziti, formononetin-7-O-f-D-
galaktopiranozit (l) ve inermin-3-O-f-D-galaktopiranozit (Il) izole edilmistir
(Sekil 4)'8.

Sekil 4: Trifolium pratense koéklerinden izole edilen izoflavonoitler

T. pratense’den 7-B-D-glikozil-5,7-dihidroksi-4’-
metoksiisoflavon ve bu bilesigin 5-malonat tlrevinin varlig tespit
edilmistir'®. T. pannocinum’'un yapraklarindan flavonoit glikozitleri olarak,
apigenin-7-O-glikozit, luteolin-7-O-glikozit ve genistin izole edilmistir®®. T.
repens’den yeni bir agilli izoflavon turevi bilesik olarak, genistein 7-(2”-p-

kumaroilglukozit) izole edilmistir?”.

T. pratense, T. repens, T. dubium ve T. corniculatus’un
tasidigi flavonoitleri belirlemek amaciyla, bitkilerin yapraklarindan
hareketle metanolli ekstreleri hazirlanmis ve bu ekstreler C-18 ters faz
kolonlarda, sivi kromatografi (Liquid Chromatography, LC) uygulanarak
incelenmigtir. Bilesikler diot array (DA) UV absorbans, floresans, kutle
spektrometresi kullanilarak uc¢ farkhh modda analiz edilmistir. Bitkilerde
varhgi tespit edilen flavonoit ve izoflavonoit turevi bilesikler asagida
verilmistir (Sekil 5)%.
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izoflavon R, R, R, R, Rs R

Afrormosin H OCHj3 H H H OCHj3
Biokanin A OH H H H H OCHj5
Kalikosin H H H H OH OCHj;
Daidzein H H H H H OH

Formononetin H H H H H OCHj3;
Genistein OH H H H H OH

Glisetin H OCHg3; H H OH OH

irilin B OH OCHg3; H OH H H

irilon OH O- CH.- H H OH

3-Metillorobol OH H H H OCH3 OH

Pratensein OH H OH H OH OCHs;
Psodobaptigenin H H H H O- OCH,-
Teksasin H OH H H H OCHgs;
Flavon R1 R2 |R3 R4 R5 R6
Hesperidin H OH | 7-O-B-D-Glupyr OH OCH3 |H
Hesperitin H OH |OH OH OCH3 |H
Naringin H OH | 7-0O-B-D-Glupyr H OH H
Naringenin-7-glukozit |H OH | 7-O-B-D-Glupyr H OH H
Naringenin H OH |OH H OH H
Rutin trihydrate 7-O-B-D-Glupyr |OH |OH OH OH H
Kemferol OH OH |OH H OH H
Kersetin OH OH |OH OH OH H
Mirisetin OH OH |OH OH OH OH
izoramnetin OH OH |OH OCH3 | OH H

Sekil 5: T. pratense, T. repens, T. dubium ve T. corniculatus’dan izole edilen

izoflavonoitler
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Bir bagska c¢alismada T. pratense’nin  toprakustu
kisimlarindan kati-faz ekstraksiyon (solid-phase extraction) metotu ile
hazirlanan ekstrelerde, C-18 ters faz kolonlar kullanilarak LC-MS teknigi
ile 14 izoflavon malonat glikoziti ve 6 izoflavon asetil glikozitinin teshisi
yapilmistir (Sekil 6)%.
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R}th& /‘f’aé\ //O““\_‘ R;
7 ‘ 2
6
R// R:C:\-/ .4 3 e 2‘.‘&\ ~Rs
2 ﬂ/ ﬂr 3
R, 0 ‘a&};;l .
' Rg
Bilesik R, R, R; R, Rs Rs
Daidzin H H Glc H H OH
Glisetin-7-0O-B-D-Glc H OCH; | Glc H H OH
Kalkosin-7-0-B-D-Glc H H Glc H OH OCH;
Genistin OH |H Glc H H OH
Daidzein-7-O-B-D-Glc-6"-O-Mal H H Glc-Mal H H OH
3-Metilorobol-7-0O-B-D-Glc OH |H Glc H OCH; | OH
Prateasin-7-O-B-D-Glc OH |H Glc H OH OCH3;
Kalkosin-7-0-B-D-Glc-6"-O-Mal H H Glc-Mal H OH OCH;
Pseudobaptigenin7-O-B-D-Glc H H Glc H O- OCH,-
Daidzein-7-0-B-D-Glc-6"-O-Asetat H H Glc-O-Ac | H H OH
Ononin H H Glc H H OCH;
Genistein-7-0-B-D-Glc-6"-O-Mal OH |[H Glc-Mal H H OH
Orobol-7-0-B-D-Glc-6"-O-Mal OH |H Glc H OH OH
3-Metilorobol-7-0O-B-D-Glc-6"-O-Mal OH |H Glc-Mal H OCH; | OH
Prateasin-7-O-B-D-Glc-6"-O-Mal OH |H Glc-Mal H OH OCH;
Daidzein H H H H H OH
irilon-4'-0-7-0-B-D-Glc OH | O- CH3 H H Glc
Pseudobaptigenin-7-O-B-D-Glc-6"-O-Mal H H Glc-Mal H O- OCH,-
Glistein H OCH; |H H H OH
Orobol OH |H H H OH OH
Formononetin-7-O-B-D-Glc-6"-O-Mal H H Glc-Mal H H OCH3;
Afromosin-7-O-B-D-Glc H OCH; | Glc H H OCHj;
Sissotrin(Biokanin A-7-O-B-D-Glc) OH |H Glc H H OCH;
irilin B-7-O-B-D-Glc OH |OCH; |Glc OH |[H H
irilon-4'-07-0-B-D-Glc-6"-O-Mal OH | O- CH,- H H Glc-Mal
Trifosid OH |H CH,3 H H Glc
Pseudobaptigenin-7-O-B-D-Glc-6"-O-Asetat H H Glc-O-Ac |H O- OCH,-
Formononetin-7-0O-B-D-Glc-6"-O-Asetat H H Glc-O-Ac H H OCH;
Teksasin-7-0-B-D-Glc-6"-O-Mal H OH Glc-Mal H H OCH3;
irilin B-7-0-B-D-Glc-6"-O-Mal OH | OCH; | Glc-Mal OH |H H
3'-Metilorobol OH |H H H OCH; | OH
Genistein OH |H H H H OH
Biokanin A-7-0-B-D-Glc-6"-O-Mal OH |H Glc-Mal H H OCHg3;
Pratensein OH |H OH H OH OCH;
Prunetin-4'-O-B-D-Glc-6"-O-Mal OH |H CH,3 H H Glc-Mal
Pseudobaptigenin H H H H O- OCH,-
irilon-4'-O-B-D-Glc-6"-O-Asetat OH | O- CH,- H H Glc-O-Ac
Formononetin H H H H H OCH;
Prunetin-4'-O-B-D-Glc-6"-O-Asetat OH |H CH,3 H H Glc-O-Ac
Biokanin A-7-O-B-D-Glc-6"-O-Asetat OH |H Glc-O-Ac | H H OCH;
irilon OH | O- CH,- H H OH
Biokanin A OH |H H H H OCH;

Sekil 6: Trifolium pratense’ den izole edilen izoflavonlar
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Diger bir galismada T. pratense yapraklarinin izoflavonlar,

glukozitleri ve glukozit malonatlarini tasididi tespit edilmistir (Sekil 7

)24.

ﬁococ:ﬁgcoon

0

srav 2y

H - "\ —
OH

6"-0-malonilglukozil

Bilesik R, R R
Daidzein H |H H
Daidzin H | 7-0-p-D-glc H
Genlstein OH |H H
Genistin OH | 7-0-p-Dgle H
Formononetin H |H CH;
Ononin H | 7-0-p-D-glc CH;
Formononetin-7-0- B-D-Gle-6"-0-Mal | H | 7-0-p-D-gle-6"-0-mal | CH;
Bivokamn A OH | H CH;
Sissotnn OH | glc CH;
Brvokamn & 7.0.B-D-Gle-6"-0-Mal | OH | 7-0-p-D-gle-6"-O-mal | CH;

Sekil 7: Trifolium pratense’den izole edilen izoflavonlar ve glukozitler
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T. alexandrinum tohumlarindan kersetin, kersitrin ve yeni bir
flavanonol turevi bilesik olarak 6'-hidroksimetil-2R,3R-trans-dihidrokersetin
(trifoleksin) izole edilmigtir. Bilesiklerin yapilari spektroskopik metotlarla

aydinlatilmistir®®.

T. alexandrinum bitkisinin tohumlarindan megastigman
glikoziti yapisinda 5 bilesik izole edilmis ve yapilari spektral tekniklerle
aydinlatiimistir. Bu bilesiklerden iki tanesi bilenen yapilar; (6S, 7E, 9R)-
6,9-dihidroksimegastigma-4,7-dien-3-on-9-O-3-D-glukopiranozit (roseozit)
ve (6R, 7E, 9R)-9-dihidroksimegastigma-4,7-dien-3-on-9-O-3-D-
glukopiranozit'tir. Diger 3 bilesik seker grubu olarak apiofuranozil-(1—2)-
glukopiranozil tasiyan yeni bilesikler olup, trifostigmanozit I-Ill olarak

isimlendirilmislerdir (Sekil 8)%.

22



1: R= Glc ( Roseosid)
la:R=H
3: R= Gle™ Api ( trifostigmanosid I)

2: R= Glc { Roseosid)
Ja:R=H
4: R= Glc™ Api ( trifostigmanosid IT)

5: R= Gle™ Api ( trifostigmanosid III)
Ssa:R=H

Sekil 8: Trifolium alexandrinum’dan izole edilen megastigman glikozitleri
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T. alexandrium tohumlarindan 3 kalkanol glikoziti izole
edilmigtir. Bunlardan ikisi a'-kalkanol-a,B-epoksitleri ve Uguncusu de a,[3-

dihidroksi-a'-kalkanol (Sekil 9)dir. izole edilen bilesiklerin yapilari spektral
analizleri ile aydinlatilmistir 2

5 5
~ HO .
g /,/\‘\ 5 6.~ 4 0-Glc
| . |
A &=
3le a g B

\/1 \Cl

"

-~

%
s
i
Vi
(2]

\\“\\ H
H OH
H OMe

2-metoksi-4,6-dihidroksi-o'-kalkanol-o, p-epoksit-4-O-p-D-glukopiranozid

o
v

P 4 0-Gle

N/
TX
72N\

Jo

OH

';r:?THHHII =]
>_/
/

o
=
A

2-metoksi-3, 4, 6-trihidroksi- o'-kalkanol-a.p-epoksit-4-O-p-D-glukopiranozid

2,3-dimetoksi-4.6. -0, p-tetrahidroksi- ¢'-kalkanol-4-O-B-D-glukopiranozid

Sekil 9: Trifolium alexandrinum tohumlarindan izole edilen kalkanol glukozitleri
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2.2.1.1.2. Kumarinler

Bazi Trifolium tarlerinin kumarin igerigi tUzerine yapilan bir
calismada, T. pratense, T. repens, T. alpestre, T. arvense, T. montanum
ve T. spadiceum’un sirasiyla % 0.217, 0.337, 0.185, 0.152, 0.173 ve 0.75

oranlarinda hidroksi kumarinleri tasidigi saptanmistir®®.

T. repens’ten kumarin turevi bilesik olarak bikumol (7,7’-
dihidroksi-6,8’-bikumarinil) izole edilerek yapisi spektral tekniklerle
aydinlatilmistir. Ayrica bitkide umbelliferon (7-hidroksikumarin) varligr da
bildirilmistir”®>. Yine ayni bitkiden dafnoretin®® ve kumestrol 6,7-
dihidroksibenzofuro [3’,2’,4] kumarin®' izole edilmistir. T. repens’in
toprakustu kisimlarinin etanolli ekstresinden repensin A ve B olarak

adlandirilan iki yeni bikumarin izole edilmistir®.

2.2.1.2. Saponinler

T. pratense L. kOklerinden asit hidroliz neticesinde triterpen
saponin yapisinda soyasapogenol B, C, D, E ve F izole edilmistir®®. T.
repens L. toprak Ustl kisimlarindan triterpen saponin yapisinda bes
bilesik, kloversaponin |-V, bunun yaninda 4 bilinen saponin; B-D-
glukuronopiranozil soyasapogenol B, soyasaponin |, soyasaponin |l ve
azukisaponin Il ile bu bilesiklerin metil esterleri izole edilmigtir34. Ayni bitki
Uzerinde Zhan ve ark. tarafindan yapilan bir baska fitokimyasal ¢calismada,
triterpen yapisinda, daukosterol, soyasapogenol B, soyasaponin |,
azukisaponin V, ve bu bilesikler yaninda 9,10-antrasenedion ve uridin
izole edilmistir®®. T. incarnatum tohumlarindan 3-O-[a-L-ramnopiranozil-
(1—2)-B-D-galaktopiranozil-(1—2)-p-D-glukuronopiranozil]-22-O-[3-D-
glukopiranozil-(1—2)-B-D-glukopiranozillolean-12-en-24-ol, 3-0-(B-D-
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glukuronopiranozil) olean-12-en-22,24-diol, soyasaponin | ve soyasaponin

1l izole edilmistir®®.

Oleszek ve ark. tarafindan 57 Trifolium tarinin tohumlarinda
titerpen saponinler Gzerine yapilan bir c¢alismada, incelenen butun
turlerde soyasaponin | ve bazi turlerde astragalozit VIl ve soyasaponin I'in
22-O-glukozit ve 22-O-diglukozitini tasidigi belirlenmigtir.  Ayrica
soyasapogenol B glikozitlerinin Fabaceae familyasi i¢cin kemotaksonomik

olarak ayirici 6zellikte olabilecegi bildirilmistir'®.

T. resupinatum L. tohumlarindan triterpenik saponin
yapisinda yeni bir bilesik olarak 3-O-a-L-ramnopiranozil(1—2)-p-D-
galaktopiranozil(1—2)-B-D-glukuronopiranozil]-22-O-3-D-glukopiranozil
soyasapogenol B, yani sira bilinen saponinler; soyasaponin |, 3-O-[a-L-
ramnopiranozil(1—2)-B-D-galaktopiranozil(1—2)-3-D-glukuronopiranozil]-
2-0-[B-D-glukopiranozil(1—2)-B-D-glukopiranozil] soyasapogenol B,
soyasaponin |l, 3-O-[a-L-arabinopiranozil-(1—6)-B-D-glukopiranozil]okt-1-
en-3-ol ve polar bilesikler olarak 3-O-B3-D-glukopiranozil stigmasterol ve 3-

O-B-D-glukopiranozil sitosterol (Sekil 10) izole edilmistir *'.
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OR,

N
§ OH

1: Ry= Rha-"Gal-"GleA, Ry=H, Sovasaponin I

2: Ry= Rha-"Gal-"GlcA, R;= Gle, Soyasapogenol B

Lid

Ri= Rha-’Gal-"GlcA. R.= G]c-z{}lc__ Sovasapogenol B

.

Ri= Rha—‘?Xyl—zGch_ Ro=H. Soyasaponin II

g | 0/ ﬂ
J .

NP H HO

0-|

}\ox / -L'_'

)
H —~7 ‘ OH
4y H

H H

;
A
5: 3-O-[o-L-(1—6)-B-D-glukopiranozil]-okt-1-en-3-ol

Sekil 10: Trifolium resupinatum’dan izole edilen saponinler ve polar bilesikler

T. alexandrinum’un tohumlarindan oleanan tipi triterpen
saponinler elde edilmistir. Bunlardan bersimozit Il ve dehidroazukisaponin
V isimli iki tanesi yeni olmak Uzere, bunlarin metil esterleri, yani sira
bilinen diger saponinler izole edilerek vyapilari spektral tekniklerle
aydinlatilmistir (Sekil 11 ve 12)%.
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1: R=S-1, Ry= Me ( Soyasaponin I metil ester)
2: R= S-2 (Azukisaponin V metil ester)

Sovasapogenol B: R=H

3: R=5-1. Ryj= Me ( Bersimosid I metil ester)
3a: R=H (Prosapogenin)

4: R=8-2 (Bersunosid II metil ester)

Sekil 11: Trifolium alexandrinum’dan izole edilen triterpenik saponinler
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""‘._ / (%)
I
[T

5:R= S-1, Ryj= Me (Dehidrosoyasaponin) 7: R= S-1. Ry= H ( Sophoraflavosid II metil ester)
6: R= §-2 (Dehidroazukisaponin V metil ester) Oksitrogenin: R=H

Soyasapogenol E: R=H

S-1=
o)

Sekil 12: Trifolium alexandrinum’dan izole edilen triterpenik saponinler
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2.2.1.3. Sivanogenetik Heterozitler

Siyanogenetik heterozitlere 6zellikle T. repens L. tlrinde

rastlanmistir'®.

T. repens L, siyanogenetik heterozit iceren bitkiler grubuna
girer. Zararh olan hidrosiyanik asit, sindirim borusunda siyanogenetik
glikozitlerin hidrolizi sonucunda aciga ¢ikar. Bu nedenle bu bitkilerin
yetistiriimesi sirasinda bu bilesiklerin igeriginin izlenmesi 6nemlidir.
Trifolium turlerinde bu icerik kuru maddede 50 mg/100 g oranini
gecmemelidir. Trifolium turlerinin farkh kisimlarinda farkh
konsantrasyonlarda siyanogenetik glikozitlere rastlanmaktadir. En ylksek
konsantrasyonlarin yapraklarda (34 mg/100 g), koklerde, petiollerde ve

pedinkullarda (19 mg/100 g) oldugu gdézlenmistir®®.

T. repens’deki siyanogenetik glikozitlerin varhgini tespit
etmek amaciyla hizli ve yari-kantitif bir ydéntem gelistirilmistir. Bu prosedur
pikrat yontemi esasina dayanmaktadir ve pikrat kagidin Uzerinde standart
gOzeltiler ile siyanid arasindaki renk reaksiyonu ile olusan spektral
yogunluk (kirmizi, yesil, mavi bant) arasindaki kalibrasyon iligkileri
kullanilarak, T. repens yapragindaki hidrosiyanik asit konsantrasyonu
belirlenebilmektedir’®. Tava ve ark. siyanogenetik potansiyelin
belirlenmesinde kullanilan ve pikrat reaksiyonun gozle degerlendiriimesi
esasina dayanan kolorimetrik ydntemin yaninda spektrofotometreye dayali
metodun bitki tarafindan salinan net hidrojen siyanid miktarinin

belirlenebilmesini sagladigindan daha gecerli olabilecegini bildirmislerdir*’.
Siyanogenetik bilesiklerin varigi 48 Trifolium tirinde ve

dogal populasyonda T. repens varyetelerinde incelenmistir. Trifolium

turlerinden sadece T. nigrescens’in yuksek miktarda siyanogenetik
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heterozit tasidigi, kalan diger turlerin ise dusuk dizeyde siyanogenetik

heterozit icerdigi belirlenmistir*?.

2.2.1.4. Ucucu Bilesikler

T. pratense kok ekstresinde ucucu bilesik olarak; n-butil
asetat (0,35-0,31 pg/ml), E-2-hekzenal (0,76-2,12 ug/ml), a-pinen (0,11-
0,21 pg/ml), benzaldehit (0,44-0,79 pg/ml), 6-metil-5-hepten-2-on (0,30-
0,35 upg/ml), limonen (0,26-0,68 pg/ml), asetofenon (0,13-0,27 ug/ml),
metil benzoat (0,25-0,31 pg/ml), oktanoik asit (0,43-0,56 pg/ml), dekanal
(0,12-0,50 pg/ml) varhigi tespit edilmistir®.

T. pratense ve T. repens turlerindeki ugucu yadlar analiz
edilmis ve 50°den fazla bilesik tasidigr belirlenmistir. T. pratense
ciceklerinde en fazla rastlanan bilegikler, maltol (% 8.2), linalool (% 4.2), 1-
feniletil alkol (% 3.2), fenol (% 2.9), feniletilasetat (% 2.7), asetofenon (%
2.4) ve (z)-3-hekzenil asetat (% 2.2); T. repens gigeklerinde ise maltol (%
5.3), linalool (% 3.8), 1-feniletil alkol (% 2.8), fenol (% 3.6) ve feniletilasetat

(% 3.3) olarak belirlenmistir**.

T. pratense ve T. repens turlerinde 15 hidrokarbon, 8 aldehit,
2 keton, 7 alkol, 37 ester, 1 fenol ve 20 organik asit oldugu GC/MS ile
belirlenmistir. p-Ksilen, p-simen, furfural, verataldehit, benzaldehit, propan-
2-on, benzil, benzoat, benzil asetat, fenol, o-kresol, veratik asit ve benzoik

asit baslica bilesikler olarak tespit edilmistir®.

T. pratense ve T. repens'te bulunan ugucu yaglar analiz
edilmis ve 80 kadar bilesik tanimlanmistir. Bunlar asitler, fenoller,
aldehitler, ketonlar, alkoller, esterler, hidrokarbonlar ve digerleridir. Her iki
esansiyel yag da aldehit, alkol ve ester bilesenlerinde farkliliklar

goOstermigstir. Esansiyel yag asitlerinde yapilan incelemeler T. pratense’nin
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hidrokarbonlar agisindan, T. repens’in ise alkol ve esterler agisindan
zengin oldugunu gdstermistir*®. Diger bir calismada, T. repensten elde

edilen esansiyel yagin 18 terpenik bilesigi icerdigi belirlenmistir®’.

Adam ve ark.’nin vyaptiklari c¢alismada, T. pratense’nin
kurutulmus yapraklarinin esansiyel yag bilesiminde % 26.83 1,4-sineol, %

8.3 mentol, % 16.93 menton ve %12.78 a-tuyon bulunmustur®.
T. glanduliferum, T. strictum ve T. subterraneum tirlerindeki
ugucu Dbilesikler incelenmis ve alkol, aldehit, keton, asit, oksijenli

heterosiklik bilesikler ve terpen tiirevlerine rastlanmistir®®.

2.2.1.5. Lipitler

Thomson ve ark. Trifolium turlerinin yapraklarindaki yuzey
lipitlerini incelemislerdir. T. pratense ve T. resupinatum tirlerindeki yag
asit icerigini sirasiyla % 27.7 ve % 30.3; ester igerigini ise sirasiyla % 26
ve %14 olarak belirlemiglerdir. Ayrica hidrokarbonlarin 11 n-alkenlerini
icerdigini ve zincir uzunluklarinin C25 ile C35 arasinda oldugunu

bildirmislerdir®.

T. pratense vyapraklarinin  asetonda  ¢6zUnmeyen
fraksiyonunun icerigi incelenmis ve agirlik olarak % 23’Gnin mum, %
25'inin galaktolipit ve % 52’sinin fosfolipit oldugu belirlenmistir’’. T.
pratense yapraklarindaki total fosfolipitterden metil esterleri gaz
kromotografisi ile fraksiyonlanmistir. % 13.3 oraninda bilinmeyen ester
salisilik asit-AgNO3; metoduyla ¢6zunmus ve her bir fraksiyon gaz
kromatografisi ile analiz edilmistir. Bilinmeyen asit fraksiyonunun
hidrojenasyonu saf metil palmitat GrininlG vermistir.  Trans-3-
hekzadesenoik asitin metil esterine fotosentetik dokularda rastlanmis,

ancak fosfatidil gliserol fraksiyonu iginde bulunmustur®?.
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Weenink ve ark. T. pratense yapraklarinda asetonda
¢o6zunen lipitlerin mindr miktarlarda sterol esterleri, trigliseritler, digliseritler,
serbest steroller ve hidrokarbonlar igerdigini bildirmiglerdir. Bu lipitlerin,
total ekstrenin sirasiyla % 0.57, 1.50, 0.60, 0.80 ve 0.38’inde bulundugu
belirlenmistir. Fraksiyonlarin yag asidi igerigi, digliseritlerin % 50 oraninda
palmitik asit; sterol esterlerinin ve trigliseritlerin ise ana bilesen olarak

linoleik asit ve linolenik asit icerdiklerini géstermi§tir53.

T. pratense yapraklarinin asetonda ¢oézunen lipitlerinin buyuk
oranda galaktozil-1-gliserol ve bu bilesigin linoleat turevini icerdigi
belirlenmistir. Galaktolipitlerin yag asidi iceriginin ise % 95.8 linolenik, %
1.9 linoleik ve % 2.3 palmitik asit oldugu goézlenmigtir. Oleik, stearik ve
palmitoleik asite rastlanmamistir. Hekzanda ¢ézinen fraksiyonda ise %
4.2 galaktoz, % 2.4 gliserol, % 43.3 sabunlagsmayan kisim ve % 26 yag
asitine rastlanmigtir, kalan kisim ise asidik, yag olmayan materyal olarak

belirlenmistir™.

Tarkiye'de 2007 yilinda yapilan bir ¢galismada Sabudak ve
ark. T. resupinatum L. var. microcephalum’un toprakustl kisimlarinin
diklorometanh ekstresinden ikisi yeni ve lipit bileseni olmak Uzere alti
bilesenin varhigini gostermislerdir. Yeni bilesenler 3-metil-1-nonen-3-ol ve

2’,3’-dihidroksi propil pentadekanoat olarak belirlenmistir>>.
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2.2.2. izoflavonoitler

2.2.2.1. izoflavonoitlerin Kimyasal Yapilari

Flavonoitler difenilpropan yapisinda olup, piran halkasinin
oksidasyon derecesine ve fenil halkasinin piran halkasina 2. veya 3.
konumdan baglanmasina gore asagida belirtildigi gibi siniflandirilmaktadir.

Sekil 13’de temel flavonoit yapilari verilmektedir®®.

Siniflandiriimalart:
2-Fenilbenzopirilyumlar (6rn: antosiyaninler)
2-Fenilkromonlar
Flavonlar, flavonoller ve dimerleri
Flavononlar ve dihidroflavonoller (2,3-dihidrotirevleri)
izoflavonlar ve izoflavononlar (3-fenilkroman tirevleri)
2-Fenilkromanlar
Flavanlar
Flavan-3-oller ve flavan-3,4-dioller (oligomer ve polimerler)
Kalkonlar ve dihidrokalkonlar (piran halkasi agik)

2-Benziliden kumaranonlar (auronlar)

izoflavonoitler ~ 3-fenilkroman iskeletine sahip, bitkiler
aleminde dar yayiligh ve oOzellikle Fabaceae familyasinda sik rastlanan
bilesiklerdir. Dogada en sik rastlanan yapilar serbest veya heterozit
halinde bulunan izoflavonlardir. Dar yayilislarina ragmen dogadan 1600

kadar izoflavonoit yapisi bildirilmistir®®>’.
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Sekil 13: Temel flavonoit yapilari
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T. pratense’de bulunan baslica izoflavanoit yapilari Sekil

14’de verilmistir.

HO

OH
HO

OH

Genistein Genistin {genistein glukozit)

OH
OH O
HO | oS
0o Z o
OH N
HO
OH

Daidzein Daidzin {daidzein glukozit)
Q.
OH O 7 SCH,
//
HO O/
Biokanin A

Ononin (bickanin A glukozit)

0 | X O\CHS
0 O\CHg HO M
W 3 0
TN HO -

Formononetin Sissotrin {formononetin glukozit)
OH
e
H30/ =
7 |

gc/

Glisitin {glisitein glukezit)

Glisitein

Sekil 14: Trifolium pratense’de bulunan baslica izoflavonoitler
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2.2.2.2. Izoflavonoitlerin Analiz Ydntemleri

izoflavonoitlerin analizi sirasiyla su prosedirleri icermektedir:
(i) orneklerin toplanmasi (ii) bitki dokularinin parcalanmasi ve 6rnegdin
homojenizasyonu (iii) ham ekstrelerin elde edilmesi ve saflastiriimasi (iv)
bilesiklerin ayrilmasi ve tanimlanmasi (v) bilegiklerin tespiti ve miktar tayini

ve (vi) sonuglarin yorumlanmasi basamaklarindan olusur®®.

Bitkisel materyalden izoflavonoitlerin  ekstraksiyonunda,
solvan ekstraksiyonu siklikla kullanilan bir metottur. Bu amagla,
izoflavonoitin  kimyasal yapisina goére farkh polaritede solvanlar
kullaniimaktadir. Orn., % 80 etanol, % 10 butanol: % 90 etil asetat,

hekzan, 2-propanol ve hekzan:2-propanol (3:2) gibi°>°.

izoflavonoitlerin ayrilmasinda ince tabaka kromatografisi ve
poliamid dolgu materyalinin kullanildigi kolon kromatografisi uygulanan
metotlar arasindadir. Ginumuzde ters faz kolonlarin kullanildigi (en ¢ok
tercih edilen Cqs kolonlar) yuksek basingli sivi kromatografi teknikleri
(HPLC) ve modern sistemlerin modifikasyonu aglikonlar ve glikozitlerinin
ayriminda ¢ok tercih edilen yontemlerdendir. Sivi kromatografi yéntemleri
izoflavonlarin miktar tayinlerinde de siklikla kullaniimaktadir®®®"%2 High-
speed counter-current kromatografi (HSCCC) de flavonoitlerin

ayrilmasinda gunumuzde kullanilan tekniklerden birisidir®®.

izoflavonoitlerin deteksiyonununda UV-Vis dedektorler,
¢ogunlukla da diyot-array dedektorler (DAD) genis dalga boyunda olgum
sagladiklari igin tercih edilirler. Pek ¢ok izoflavonoitin UV-Vis spektrumu
benzer oldugundan ve bitki materyallerinde birgok izoflavonoit
bulundugundan UV-Vis detektorlerin kullanimi oldukg¢a sinirlidir. Mass
(MS) dedektorler ise aglikonlarin, turevlerinin veya glikozitlerinin ve diger

konjugatlarin tayininde kullanilir. Yani sira MS/MS teknikleri de
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izoflavonoitlerin tanimlanmasinda siklikla tercih edilmektedir. Klasik UV-
Vis yontemlerin yaninda, floresans dedektorlerin kullanimi da so6z
konusudur. Bunlarin yaninda kemiliminesans teknikler de izoflavonoitlerin

tayinlerinde hassas olarak kullanilan metotlardandir®®.

Immiinokimyasal analiz, izoflavonoitlerin bitki materyalinde
ve farmasotik peraparatlarda tanimlanmasini saglayan 6nemli tekniklerden
bir  digeridir. Gecgmiste kullanilan radyoaktif isaretleme (RIA:
radioimmunoassay) yontemlerin yerini, gunimizde enzyme-linked

immunosorbent assay (ELISA) almistir®®.
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2.2.2.3. izoflavonoitlerin Analizi icin Gelistirilen HPLC Sistemleri

izoflavanoitlerin analizi igin gelistirilen bazi HPLC sistemleri

Tablo 1’de verilmistir.

Tablo 1: izoflavonoitlerin Analizi igin Gelistirilen HPLC Sistemleri

Sistem Kolon Coziicii sistemi Dedektor Kaynak
A:deiyonize su/asetonitril/glasiyel asetik asit
Yy glasiy
(85:15:0.1, v/viv)
HPLC aoggzagglﬁnm 5 um B: deiyonize su/asetonitril/glasiyel asetik asit | PDA, 254 nm 64
: P H (50:50:0.1, VIV/v)
Gradient ellisyon
NovaPak C18 A: %0.1 asetik asit igeren su
HPLC (3.9 mm x 150 mm, 4 ym) B: %0.1 asetik asit iceren asetonitril PDA, 260 nm 65
RP-18e A: formik asit
HPLC (125 mm x 3mm i.d., 5um) | B: asetonitril PDA, 255 nm 66
Hypersil BDS-Cys A: Sulfurik asit (pH:2.7) 67
HPLC (250 x 4 mm, 5 pm) B: Asetonitriil PDA, 254 nm
Luna C18 A: %0.1 formik asit
HPLC (250 mm x 4.6 mm, 5 pm) B: asetonitril UV, 260 nm 68
Phenonex Luna fenilhekzil A: %0.1 formik asit 69
HPLC (250 mm x 30 mm, 10 pm) | B: asetonitril UV, 254 nm
) . % 0,25 asetikasit tagiyan asetonitril (A)
HPLC C-18 symetryshield % 0,25 asetikasit tagiyan su (B) PDA, 260nm 70
(150x2.1mm, 5um) - : "
Linear gradient elisyon
Asetonitril (+15 mM fosfat tamponu)
HPLC (Z7°5rf(’j’éSmBmC138 5 m) %0.5 Asetik asit PDA, 280 nm 61
’ 199 H %0.1 trifloroasetik asit
Waters BEH Cys A: %0.3 asetik asit
U-HPLC (50x2.1 mm, 1.7 pym) B: metanol PDA, 270 nm 7
Nova-Pak A: Asetonitril (20:80:0.01)
HPLC (3.9x150 mm, 4 pm) B: Asetonitril:trifloroasetik asit (100:0.1) PDA, 260 nm 2
Atlantis C4g A: %0.3 asetik asit
HPLC 20mm x 2.1 mm, 3 ym B: Asetonitril PDA, 270 nm 73
v
. A : %0.2 asetik asit
HPLC Atlantis Cre B : Metanol PDA, 254 nm 62
(20 mm x 2.1 mm, 3 pm)

PDA : Photodiod-array
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2.3. Trifolium pratense’nin Biyolojik Aktiviteleri
2.3.1. Ostrojenik Etkileri

Flavonoitlerin Ostrojenik etkisi ilk olarak, koyunlarin bazi
yonca turlerini yediklerinde kisirlagtiklarinin saptanmasi ile ortaya ¢ikmigtir
Fitoostrojenler ve Ostrojenler ortak bir etki mekanizmasina sahiptir. Bunun
nedeninin, 17B-0stradiol’'in steroit ¢ekirdegi ile izoflavonlarin polifenolik
halkasinin yapisal benzerligi oldugu dustnulmektedir. 4 ve 7
konumlarinda hidroksil bulunan flavonoitlerin &strojenik etkili oldugu, bu
etkinin 5 konumunda hidroksil substitienti olan flavonoitlerde arttigi
belirlenmistir’.

Menopozda Ostrojenin yoksunlugu sicak basmasi, kemik
erimesi gibi semptomlara sebep olabilir. Fitodstrojenler ostrojenik aktivite
gosteren ve menopoz tedavisinde kullanilan bir grup dogal bilesiktir".

izoflavonlar, 17B-6stradiole benzer kimyasal yapida
olduklari igin Ostrojenik aktivite gosterirler (Sekil 15). 176-6stradiol
steroidal iskeletin 3. konumunda fenolik bir grup ve 17. konumunda bir
sekonder alkol grubu tasir, hidrofobik ve esnek olmayan bir yapiya
sahiptir. izoflavonlar viicutta eksik olan dstrojenin yerini alabilirler. Ostrojen
reseptord B (ERB)’ya, ostrojen reseptdru a (ERa)dan daha fazla afiniteleri
vardir. Menopoz sonrasi gibi vucutta Ostrojen Uretiminin az oldugu
durumlarda Ostrojen reseptorlerine baglanirlar ve boylece ostrojenik etki
gosterirler. Premenopoz gibi vicutta dstrojenin fazla oldugu durumlarda
ise izoflavonlar dogal 6strojen ile yarigabilirler ve zayif dstrojenik aktiviteye

sahip olduklarindan antidstrojenik etki gosteriler’.
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Ostradiol

(Genistein

HO

Sekil 15: Genistein ve 17B-6stradiol’lin yapisal benzerligi

Bir hipoteze go6re, endometrium ve meme hucreleri
proliferasyonu, ERB aktivasyonu ile artmamaktadir. Progestin reseptoru
(PR) ve androjen reseptori (AR)'ne ilgi, Hormon Replasman Tedavisi
(HRTYnde yaygin olarak kullanilan Premarin®in faydali bir ézelligi olarak
kabul edilmektedir. T. pratense Urunleri, tamamen farkli bilesikler

icermesine ragmen, benzer bir etki sekli gdstermistir’®.

Yuksek Basingli Sivi Kromatografisi ile izoflavon igeriginin %
9 (kuru agirhk) oldugu saptanan standardize edilmis bir preperatla
(Menoflavon®) yapilan calismada, ostrojenik aktivite, maya iki plazmit
sistemi ile ERa ve ER@ kullanilarak degerlendirilmistir. ERa igin, yaklagik 1
g T. pratense ekstresi basina 18 ug 17B-6stradiol ve ERB igin; 1 g T.
pratense basina 78 ug 17(-6stradiole karsilik gelen transaktivasyonel
kapasiteye bagli dstrojenik aktivite elde edilmistir. Ortaya ¢ikan farklilik,
ERB'nin izoflavonlara daha yuksek ilgi gOstermesi ile aciklanmigtir.
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Yuksek izoflavon igerigi ve ERBya ERadan daha yuksek
transaktivasyonel etkisi nedeniyle, bu tip ekstrelerin HRT icgin ilgi ¢ekici
adaylar oldugu ortaya konulmus ve bu alternatif terapétik ajanin

potansiyeli ile ilgili daha fazla calisma yapilmasi gerekliligi belirtiimistir’”.

T. pratense (red clover) ekstresi intraselliler estradiol
reseptorlerine baglanarak 0ostrojen agonisti gibi davranmaktadir. Red
clover ekstresi, progestin aktivitesinde son Urun olan alkalin fosfatazin
progesteron induksiyonunu in vitro olarak inhibe ettiginden dolayi
antiprogestin olarak tanimlanmigtir. Red clover’in disi koyunlarda uterin
agirhgini ve meme ucu cevresini arttirdigi, ayrica servikal mukoza

viskoelastisitesini azalttigi gézlenmistir?.

Flavon ve izoflavonoitlerle yapilan bir tayinde, Ostrojenik
aktivite agisindan siralama su sekilde bulunmustur: genistein > kemferol >
naringenin > apigenin > daidzein > biokanin A > formononetin > luteolin >

fisetin > katesin/taksifolin > hesperetin’.

2.3.2. Menopoz Semptomlari Uzerine Etkileri

T. pratense ve soya gibi Fabaceae familyasinda bulunan
bazi bitkiler hafif Ostrojenik aktivitesi olan izoflavonlar icermektedir.
Menopoz sirasinda &strojen seviyesinin  dusmesi nedeniyle, bu
fitodstrojenlerin, sicak basmasi, terleme, kardiyovaskuller sikayetler,
halsizlik, vertigo, kas ve eklem agrisi, idrar tutamama, vajinal kuruluk ve
vajinal epitelyumun atrofisi gibi menopoz semptomlarini azaltacagi
dugunulmektedir. Asya diyetinin total izoflavonoit iceriginin 25-45 mg/gun,
Bati diyetinin ise <5 mg/gin oldugu tahmin edilmektedir. Epidemiyolojik
veriler, menopoz semptomlarinin Japon kadinlarda Batr'daki kadinlara
gore daha az gozlenmesinin nedeninin, diyette soya izoflavonoitlerinin

tuketilmesine bagh oldugunu gdstermektedir. Ayrica Guneydogu Asya’'da
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kardiyovaskuler hastaliklarin daha az gozlenmesinin de soya agirlikh
beslenme ile ilgili oldugu dusunulmektedir. CUnkl bu tur diyetler dusuk

plazma kolesterol seviyesi ile iliskili bulunmustur™.

12 aydan uzun bir suredir amenoresi ve gunde bes defadan
fazla sicak basmasi sikayeti olan 30 kadinla yapilan randomize, cift kor,
plasebo kontrolli c¢alismada, kadinlara ilk dort hafta plasebo tablet
verilmistir. Takip eden 12 hafta boyunca ise, ya plasebo ya da 80 mg T.
pratense izoflavonlari iceren preparat (Promensil®) verilmistir. ilk dort
haftalik ddonemde sicak basmalari % 16 azalirken, daha sonraki 12 haftalik
surede, plasebo grupta daha fazla bir dusus olmamis, izoflavon grubunda,

% 44 dolayinda istatistiksel olarak belirgin bir azalma gézlenmistir®.

Diger bir ¢alisma, guinde en az 3 defa sicak basmasinin
g6zlendigi 37 kadin hastanin 3 ay izlenmesi ile yapilmistir. Bu bireyler
plasebo, 40 mg T. pratense ekstresi (bir tablet Promensil®) ve 160 mg T.
pratense ekstresi (4 tablet Promensil®) alan gruplar olmak lzere 3'e
bolinmistir. Ug ay siire sonunda gruplar arasinda sicak basmalarin
insidansi agisindan istatistiksel olarak anlaml bir fark gozlenmemigtir.
Ayni zamanda vajinal pH veya FSH ya da seks hormonu baglayici globulin
(SHBG)'in serum duzeyleri de fark etmemistir. Ancak bu ¢alismada kontrol
grubunda diyette izoflavon tuketimine bagh artmis Uriner flavon seviyesi
g6zlenmis ve galismanin sonucu, kontrol grubu secgimindeki bu yanlisliga
baglanm|§t|r81. Bir diger calisma randomize, cift-kor bir ¢alismadir. Bu
calismada gunde 3 kereden fazla sicak basmasinin gézlendigi 51 kadin
secilmistir. Bireyler 3 ay sureyle gunde 1 tablet Promensil veya plasebo
alan iki gruba bolunmastur. Yine sicak basmasi, vajinal kuruluk veya

ultrason tetkikleri agisindan gruplar arasinda bir fark gézlenmemi§tir82.

Tice ve ark. ise yaptiklari g¢alismada rastgele secilen ve

haftada 35 kezden fazla sicak basmasi gikayeti gozlenen 252
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postmenapoz hastasinda Promensil (gunde 82 mg), Rimostil (guinde 57

mg) veya plasebo etkisini 12 hafta boyunca izlemislerdir. Bu ¢alismanin

sonucunda her U¢ grupta da sicak basmasi sikhgina karsi anlamli bir

iyilesme gbzlenmemistir®®. Baska bir calismada da 16 hafta boyunca

Promensil (gunde 40 mg) kullanan 30 hastada gozlenen etkiler plasebo

grubu ile

anlamh bir disus g('jzlenmi§tir84.

klinik galismalarina ait sonuglar Tablo 2'de verilmistir.

kargilastinimis ve sicak basmasi sikliginda ve siddetinde

Postmenopozlu kadinlarda Promensil'in plasebo-kontrolll

Tablo 2: Postmenopozlu kadinlarda Promensil’in plasebo-kontrollii klinik ¢alismalari

Hasta Olgiilen
Kontrol Muamele Sonuglar Kaynak
Sayisi parametreler
Promensil
L Sicak basma sikhgi
Plasebo (82 mg/guin izoflavon) veya o . 83
252 . Yasam kalitesinde Anlamli bir fark yok
(12 hafta) Rimostil (57 mg/gln o
degisiklik
izoflavon) 12 hafta
Promensil Sicak basma sikliginda
Plasebo L Sicak basma sikhgi .
30 (80 mg/guin izoflavon) 12 anlaml disus (p<0.01) 80
(12 hafta) GMSS o
hafta boyunca GMSS'’de degisiklik yok
Promensil Sicak basma siklii ve
Plasebo . Sicak basma sikhgi
30 (40 mg/guin izoflavon) 16 ) ) siddetinde anlamli 84
(16 hafta) ve siddeti
hafta azalma (p<0.001)
Promensil
Plasebo (160 mg/gln izoflavon) Sicak basma sikhgi
37 ) Anlamli bir fark yok 81
(12 hafta) veya Promensil (40 GMSS
mg/giin izoflavon) 12 hafta
3 ay plasebo
veya aktif,
Promensil Sicak basma sikhgi .
51 sonra 1 ay . Anlamli bir fark yok 82
(40 mg/gun) izoflavon) GMSS
plasebo, 3 ay
aktif

GMSS: Grene Menopoz Semptom Skoru
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2.3.3. Kardiyovaskiiler Sistem Uzerine Etkileri

Genistein, daidzein, formononetin, biokanin A iceren
preperat (Rimostil®), 46 menopoz sonrasi kadina, tek kor plasebo ve
arinma donemleri arasinda, c¢ift kor olarak verilmig, hastalar, rastgele
ayrilarak 6 ay boyunca, 28.5 mg, 57 mg veya 85.5 mg fitodstrojen
almiglardir. Alti ayin sonunda, serum yuksek yogunluklu lipoprotein (HDL),
artis buyukliglu doza bagl olmaksizin (p=0.005, p=0.043, p=0.007), %
15.7 ile % 28 oraninda artmistir. Ayni sekilde artis bayUkligu doza bagli
olmaksizin (p=0.007, p=0.002, p=0.027), serum apolipoprotein B belirgin
sekilde, % 11.5-17 arasinda dusmustlr. Proksimal radius ve dirsek
kemiginde kemik mineral yogunlugunun da; 57 mg/gun dozda % 4.1
oraninda (p=0.002), 85.5 mg/gin dozunda ise % 3.0 oraninda (p=0.0239)
arttigr saptanmistir. Tum dozlarda endometriyal kalinlik artmistir. Ancak
bu sonuglar yorumlanirken, bir kontrol grubu esliginde caligsiimadigi géz

oniinde bulundurularak temkinli olunmasi gerektigi belirtilmistir®®.

Menopozla birlikte bozulan arteriyel uyumun, sistolik
hipertansiyona yol actigi ve sol ventrikilin ¢aligma yukina arttirdigi
bilinmektedir. izoflavon aliminin arttirilmasi ile menopoz déneminde artan
bu kardiyovaskuler riskin azaltilma olasiligi olup olmadiginin arastiriidigi
bir arastirmada, 40 mg ve 80 mg/gun doz uygulanarak, 17 kadindaki
arteriyel uyum Ol¢limustir. 5 haftalik plasebo déneminin ardindan, 5
haftalik tedavi déoneminde, basing (karotid arter) ve hacim (aorta akis)
iligkisi ultrason ile Olgulerek her donem sonrasinda arteriyel uyum
saptanmigtir. Plazma lipitleri her donemde iki kez olgtulmus, izoflavonlarin
idrarla atihm miktari da saptanmigtir. Calismada 3 kadin plasebo kontrol
olarak yer almigtir. Diger kadinlar 5 hafta suresince, sirasiyla dénce 40 mg
daha sonra 80 mg T. pratense’den elde edilen izoflavonlar ile tedavi
edilmis, arteriyel uyum, 80 mg dozda, plaseboya gbére % 23 oraninda

artmigtir. 40 mg'da ise az miktarda daha dusuk bulunmustur (plasebo,
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19.7£1.5, 40 mg 23.7+0.7, 80 mg, 24.4+1.4). Plazma lipitleri ise belirgin
olarak degismemistir. Bu galismada elde edilen sonucun menopoz sonrasi
kardiyovaskuler fonksiyonun tedavisi igin yeni bir gelismeye sk

tutabilecegi belirtilmistir®.

16 menopoz sonrasi donemdeki tip Il diabet hastasi kadin
(diyet veya oral hipoglisemikle tedavi goren), rastgele, giftkdr, capraz
calismaya katilarak, 4 hafta boyunca giinde 50 mg T. pratense izoflavonu
almiglardir. Her tedavi donemi sonunda, 24 saat kan basinci kayitlari
alinmig ve asetilkolin, nitroprusit ve L-nitromonometilarginin’e (L-NMMA)
onkol vaskuler cevap olgulmustur. Plasebo ile karsilastirildiginda, gunluk
ortalama sistolik ve diastolik kan basinci belirgin sekilde daha dusuk
bulunmustur. Ayrica, L-NMMA'y! takiben ©Onkol vaskuler cevabindaki
artisin da belirgin oranda oldugu saptanmigtir. Bu da bazal endotelyal
fonksiyonlarin daha iyi duruma geldigini gostermistir. Plazma
lipoproteinleri, sekere bagli hemoglobin, asetilkolin ve nitroprisite yanit
plaseboyla karsilastirildiginda belirgin bir farkhlik goéstermemistir. Bu
verilerle, menopoz sonrasi tip Il diyabetli kadinlarda T. pratense ile
izoflavon takviyesinin, kan basincini ve endotelyal fonksiyonu olumlu

yonde etkileyebilecegi sonucuna varilmistir®’.

T pratense’den elde edilen izoflavonlarin 17 menopozal
kadinda arteriyel iglevleri dizenledigi gosterilmistir. Bu ¢alismada plasma
lipoprotein seviyelerinin, ortalama vlcut-kitle indeksinin ve arteriyel

basincin degismedigi gdzlenmistir?.

Cift-kor, plasebo-kontrol olarak yapilan bir pilot ¢alisma, en
az bir yildir postmenopoz evresinde olan ve kardiyovaskuler bir hastaligi
bulunmayan 13 kadin Uzerinde yapilmistir. Bir grup 5 hafta boyunca
plasebo, ikinci grup 5 hafta siiresince 1 tablet Promensil®, liclincii grup ise

5 hafta 2 tablet Promensil® almistir. Kontrol grubu ise 15 hafta boyunca
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plasebo almistir. Calismanin sonucu, Promensil® alan grupta ana
arterlerin elastikiyetinin plasebo gruba goére arttigini, ancak iki doz grubu
arasinda herhangi bir farkin olmadigini gostermistir. Plazma lipid

seviyelerinde ise herhangi bir fark gézlenmemistir®.

Bagka bir ¢alismada ise, 14 saglikh premenopoz hastasina
plasebo veya glnde 2 tablet T. pratense verilmistir. Calismanin
sonucunda LDL oksidasyonu, total kolesterol veya trigliserit seviyelerinde
herhangi bir degisiklige rastlamamigtir. Ancak HDL-3 seviyesinde artis

gbzlenmistir®®,

2.3.4. Kemoprotektif Etkileri

Red clover ekstresinden izole edilen temel aktif bilesik olan
biokanin A’nin, karsinojen bir bilesik olan benzo(a)piren’in hlcre
kaltarindeki aktivasyonunu inhibe ettigi gosterilmistir. Bu kemoprotektif
etkinin, biokanin A’nin karsinojenezis metabolizmasini inhibe ederek

DNA’ya baglanmasini engellemesi ile gelismis olabilecegi diistiniimiistiir?.

Arastirmalarda, vejeteryanlarin plazmasinda seks hormonlari
baglayici globulin (SHBG) seviyelerinin daha yuksek oldugu saptanmistir.
Buna bagli olarak seks hormonlari yikiminin azaldigi ve meme ve prostat
kanseri riskinin dustigu gézlenmistir. Yapilan bir galismada, genistein’in in
vitro olarak, insan hepatokarsinom (Hep-G2) hucrelerinin SHBG
olusturmasina ve hlcre proliferasyonuna etkileri arastiriimistir.
Genistein’in, Hep-G2 hucrelerinin SHBG yapimini  belirgin  dlgtde
artirmanin  yaninda, bu kanser hucrelerinin proliferasyonunu da
baskiladigi goérulmustir. Bu sirada SHBG yapimi da yuksek kalmaya

devam etmistir®®.
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Baska bir calismada, izoflavonlarin insan meme karsinom
hicre serileri, MDA- 468 (Ostrojen reseptoru negatif) ve, MCF-7 ve MCF-7-
D-40 (6strojen reseptoru pozitif) gelisimi Uzerine etkileri incelenmistir.
Genistein’in tim htcre serilerinde gucli inhibitér etkisi (ECso = 6.5-12.0
pug/ml) gordlmustur. Biokanin A ve daidzein ise daha zayif inhibitor etki
(ECso =20-34 pg/ml) gdstermiglerdir. izoflavon B-glikozitleri, genistin ve
daidzin’in ise c¢cok az etkili olduklari (ECso >100 pg/ml) gozlenmistir.
izoflavonlarin MDA-468 ve MCF-7 hiicreleri karsilastirilarak, timér hiicresi
olusumunu inhibe etmeleri igin, Ostrojen reseptoru varligi gerekmedigi

saptanmistir®.

So ve ark.,, 6 farkh flavonoitin (hesperetin, galangin,
naringenin, kersetin, baikalein, genistein), 6strojen reseptér pozitif MCF-7
insan meme kanseri hucrelerinin proliferasyonu Uzerine etkilerini
olgcmuslerdir. Etki mekanizmalarini saptayabilmek amaciyla, fazla dstrojen
ilavesinin, flavonoitlerin inhibe ettigi hiicre proliferasyonu tzerine etkilerini
incelemislerdir. Flavonoitlerin zayif 6strojenler olarak hareket ettikleri
dusundldugunden, ilave edilen 17B-0stradiol’dn, hicre proliferasyonunda
meydana gelen inhibisyonu tersine gevirmesi beklenmigtir. Beklenen bu
etki sadece genistein ile muamele edilen hucrelerde ve yaklasik % 100
oraninda gorulmustir. Genistein’in in vitro olarak Ostrojen reseptorlerine
baglandigi, diger flavonoitlerin ise reseptdre baglanmak igin Ostrojenle
yarismayip daha farkli bir etki mekanizmasi ile antiproliferatif etki

gosterdigi sonucuna varilmistir’™.

Farkli T. pratense ekstreleri, osteoblastik osteosarkom
hacrelerini (HOS58) uyarma yetenegi acgisindan test edilmigtir.
Osteoblastisite agisindan isaretleyici olarak alkalin fosfataz (ALP)
akitivitesi  secilmistir. TUum  ekstreler izoflavon igeri§i agisindan
incelenmigtir. Butanol ve metanol ekstrelerinin ALP veya hucresel protein

uretimi  Uzerine hicbir etkileri olmazken, kloroform ekstresinin,
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inkibasyonda enzim aktivitesini belirgin olglide arttirdigi gozlenmistir. Elde
edilen bulgular, T. pratense izoflavonoitlerinin osteoblastik hucre

aktivitesini uyarmada rolii oldugunu acikga gdstermistir®’.

2.3.4.1. Prostat Hiperplazisi Ve Prostat Kanseri Uzerine Etkileri

Prostat kanseri sikhdinda dogu ile bati arasinda gorulen
epidemiyolojik farkhliklar, kismen Asya’da tlketimi daha fazla olan
fitodstrojenlere baglanmaktadir. Yiksek miktarda piring, soya urunleri,
ballk ve sebze ile beslenen Japonlarla yapilan bir c¢alismada, gaz
kromatografisi-kutle spektrometrisi (GC-MS) yontemi ile 10 kadin, 9
erkekte enterolakton, enterodiol, daidzein, ekuol, o-desmetilangolesin’in
idrarda atilan miktari olgulmagtar. Lignanlarin  atihm orani dusuk,
izoflavonoitlerin miktari ise yuksek bulunmustur. Calisma sonucunda,
meme ve prostat kanserinden 6limlerin diusik olmasinin, soya drunlerinin

yiiksek oranda tiiketimine bagli olabilecegi belirtilmistir®.

Yéresel gidalarla beslenen Portekizli, Cinli ve ingiliz erkekler
uzerinde yapilan kargilagtirmali galismada, GC-MS ile plazma ve prostat
sivisindaki lignan ve izoflavon yapisindaki fitodstrojen konsantrasyonlari
Olculmustur. Prostat sivisinda, enterolakton miktari, sirasiyla Hong Kong,
Portekiz ve ingiltere igin ortalama 31, 162, 20.3 ng/ml, daidzein miktari ise
sirasiyla 70, 4.6 ve 11.3 ng/ml olarak saptanmistir. Daidzein’in plazma
seviyeleri de yine Hong Kong’dan gelen 6rnekte (31.3 ng/ml), Portekiz (1.3
ng/ml) ve ingiltere (8.2 ng/ml)ye kiyasla ¢ok daha yiiksek bulunmustur.
Enterolakton’'un plazmadaki seviyesi ise benzer bulunmustur (sirasiyla
6.2, 3.9 ve 3.9 ng/ml). Sonug olarak, Hong Kong’lu erkeklerin plazma ve
prostat sivilarindaki daidzein ve ekuol konsantrasyonlari daha ylksek
bulunmustur. Enterolakton ise Portekiz’den gelen orneklerde daha yuksek
oranda saptanmistir. Asya ve Akdeniz Ulkelerinde prostat kanserinin daha

az gorulmesinin nedeni bu olabilecedi ve dolayisiyla soyadaki
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izoflavonlarin prostat kanserine kargi koruyucu 6zellige sahip olabilecegi

dustntimustir®.

97 Benign prostatik hiperplazi (BPH) ve 97 prostat kanser
hastasi olan, toplam 194 erkek Uzerinde yapilan bir kontrol ¢alismasinda
serumdaki daidzein, genistein ve enterolakton seviyeleri
floroimminoassay yontemi ile tayin edilmis ve paralel olarak serum
endokrin ¢calismasi da yapilmistir. Degerler BPH hastalarinda daha ylksek
bulunmus, ancak istatistiksel anlamlihiga ulagsmamistir. Fitoostrojenler ile
prostat spesifik antijen (PSA), luteinlestirici hormon (LH), total testosteron
ve Ostradiol arasinda korelasyon go6zlenmemistir. Ancak, daidzein
(p=0.019), genistein (p=0.002) ve tim fitodstrojenlerin toplami (p=0.005),
folikdl stimule edici hormon (FSH) ile pozitif olarak iligkili bulunmustur. Bu
veriler, fitodstrojenlerin, prostat kanseri patojenezinde etkili oldugunu ve
PS’yi dnlemedeki potansiyelini ortaya koymustur. FSH ve fitodstrojenler
arasindaki yakin iligki, potansiyel bir dengeleme mekanizmasi olduguna

isaret etmektedir®.

izoflavonlarin  uzun siireli kullanimda prostat, hormon
seviyeleri, cinsel fonksiyon ve karaciger fonksiyonlarina etkisinin
incelendigi bir calismaya, prostat biyopsisinde ylksek PSA ve prostatik
intraepitelyal neoplazma (PIN) seviyeleri saptanan 12 hasta katilmigtir.
Hastalara 6 ay boyunca gunde 160 mg T. pratense izoflavon ekstresi
verilmistir. Baslangigta ve her U¢ ayda bir PSA, total testosteron, dstrojen,
LH, FSH, dehidroepiandrosteron sulfat (DHEA-s), karaciger
transaminazlari (GOT, GPT, gGT), transrektal prostat volumetrisi,
uluslararasi prostat semptom skoru (IPSS) ile incelenmistir. Ortalama PSA
seviyeleri, baslangigta 3. ve 6. aylarda sirasiyla, 7.7 ng/ml, 6.9 ng/ml ve
6,5 ng/ml (-% 10) bulunmustur. Prostat hacminde 6 aydan sonra kuguk bir
azalma (-% 6) gorulmusg, tum seks hormonlarinda dusis olmustur.
Testosteron % 5, DHEA-s, % 25, ostrojen, % 30, LH % 5, FSH % 30
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oranlarinda dusmagtur. Tum transaminazlar 3 ve 6 aydan sonra artmis,
IPSS 6 aydan sonra % 15 gerilemistir. Cinsel fonksiyonlarda bir degisiklik
goérilmezken, ortalama hayat Kkalitesinin, IPSS anketlerinden alinan

cevaplara gore, 6 aydan sonra daha iyiye gittigi gdzlenmistir®.

Cerrahi mudahale ve ila¢ tedavisinin potansiyel risk ve yan
etkileri ve gida takviyelerinin prostat sagligina potansiyel faydalarinin
anlagilmasi nedeniyle, dogal tedavileri tercih eden benign prostat
hiperplazisi (BPH) hastalarinin sayisi gin gectikce artmaktadir. Kirmizi
yonca ekstresi, diger bitki ekstrelerine gore 4 ana izoflavon (genistein,
daidzein, formononetin ve biokanin A) igerir, aglikon izoflavonlar reseptor
seviyesinde aktiftirler. Katz, T. pratense ekstrelerinin BPH belirtilerini
azalttigi yonunde calismalar oldugunu ve iyi tolere edildigini
belirtmektedir®.

2.3.5. Bagisiklik Sistemi Uzerine Etkileri

Murin modeli kullanilarak yapilan bir ¢alismada, oral olarak
20-40 mg/kg vucut agirhigr dozunda uygulanan daidzein, spesifik olmayan
murin bagisikligini uyararak, humoral bagisikli§i aktive etmis ve hlcresel

bagisikig arttirmistir®?.

Bagka bir calismada, daidzein ve genistein’in ayri ayri ve
ikisinin birarada, mitojenler tarafindan aktive edilen murin splenositlerinin
proliferasyonuna ve interlokin-2 (IL-2) ve IL-3 salgilanmasina etkileri
incelenmigtir. Daidzein’in, uygun fizyolojik konsantrasyonlarda (0,01-10
MM) lenfosit aktivasyonunu arttirdigi goértulmastir. Bu bagisikligi uyarici

etki, daidzein’in kanseri &nlemede rol oynayabilecegini ortaya koymustur’®.
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2.3.6. Biyoyararlanim ve Biyotransformasyonu

Flavonoit ve izoflavonoitler su ve organik ¢dzlculerde fazla
cozinmezler. En iyi ¢bzundulkleri solvanlarda (etanol, metanol, asetonitril)
dahi orta derecede ¢ozunurler. Gidalarda genelde, aglikonlarina nazaran
suda daha ¢ok ¢ozunen glikozit konjugatlari halinde bulunurlar ve bunlarin
seker kismi, emilimden 6nce memeli veya mikrobiyal glukozidazlar
tarafindan enzimatik pargalanmaya ugrarlar. Gidalarda major olarak
bulunan izoflavonoit glikozitlerinin insan plazmasi ve idrarinda
saptanmamas! da bu enzimatik yikima ile aciklanabilir. izoflavon ve
flavonoitler, genistein tim bu fenolik bilesikler icin bir model olarak
dusundlurse; gastrointestinal mukozada hizla ve blydk oranda
glukuronidasyona ugrayabilir. Genistein ve daidzein glukuronatlari, fare
rahmindeki sitosolik Ostrojen reseptorune baglanmalarindan anlasildigi

kadariyla, aglikonlarina nazaran daha az 6strojeniktirler78.

Son vyillarda, yararh etkileri saptanan izoflavonlarin gida
destedi olarak tuketiminde artis gorulmuastir. T. pratense’de benzer
izoflavon glikozitlerini icermektedir. Bunlar, formononetin, biokanin A ve
daha az oranda daidzein ve genistein glikozitleridir. Ancak, insan
metabolizmasinda bu glikozitler hidroliz olarak aglikonlarina donusur;
formononetin ve biokanin A'da, daidzein ve genistein’e metabolize olur.
Daidzein ise, barsaktaki mikroorganizmalar tarafindan daha gugli
dstrojenik etkiye sahip olan ekuol’e metabolize olur. izoflavon
absorbsiyonu kisiler arasinda dediskenlik gdstermektedir. Soya ve T.
pratense, gidalarda veya gida destek urunlerinde artarak kullaniimaya
baglandidi icin, bu bitkilerden elde edilen izoflavonlarin absorbsiyonu
arasinda farklilik olup olmadigi 14 denek Uzerinde yapilan bir ¢alismayla
incelenmistir. Tek kor, randomize, plasebo kontrolli ve ¢apraz yapilan bu
calismada, soya fasulyesi izoflavon glikozitleri (28.5 mg/gun izoflavon -

aglikon olarak hesaplanmigtir) ve T. pratense aglikonlari (30 mg/gun
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izoflavon) iceren kahvaltiliklar hazirlanmigtir. Bu kahvaltiliklar, her iki grup
tarafindan, 2 haftalik kontrol ve 2 haftalik arinma dénemleri arasindaki 2
hafta siiresince tiiketilmistir. idrarda 24 saatlik izoflavon atilimi élcilmis,
her izoflavonun % 25’i idrarda saptanmistir. Bu sonug, izoflavonlarin,
glikozit/aglikon yapisi veya elde edildikleri kaynaklardan bagimsiz olarak
(soyadaki daidzein ve genistein, T. pratense’deki formononetin ve biokanin
A) benzer miktarlarda absorbe edildiklerini dusundurmektedir.
Bireylerarasi farklilik ylksek olsa da, 2 tlrden izoflavon tlketimi ile atilan
miktarlar birbiriyle karsilastirildiginda (r=0.69; P=0.007), farklilik azdir®’.

2.3.7. Preparatlari

T. pratense izoflavonlarini ihtiva eden ekstreler, fitodstrojen
Ozellikte izoflavonlari nedeniyle bugin Ozellikle menopozal sikayetlerin
gideriimesinde  oldukga yaygin  bir  bicimde kullanilimaktadir®®.

Yetigkinlerde;

1-2 c¢ay kasigi kurutulmus cicekten hazirlanan

inflzyonu guinde 2-3 bardak igilebilir.

e Toz edilmig bitki kapsul igerisinde gunde 40-160 mg
veya 28-85 mg red clover izoflavonu kullanilabilir.

e 1:5 oraninda %30 alkol ile hazirlanan tenturu gunde 3
kez 60-100 damla (3-5 ml) sicak su igerisine
eklenerek gay olarak icilebilir.

e 1:1 oraninda hazirlanan sivi ekstresi gunde 3 kez 1 ml
sicak suya katilarak ¢ay olarak igilebilir.

e %10-15 cigeklerini iceren inflUzyon, sivi ekstre veya

merhemi topikal olarak pisoriazis veya ekzema

tedavisinde kullanilir®,
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Standardize red clover izoflavon ekstreleri:
T. pratense ekstreleri, total 40 mg izoflavon igerecek sekilde
standardize edilmigtir. Bilegsiminde 4 mg genistein, 3.5 mg daidzein, 24.5

mg biokanin A ve 8 mg formononetin icermektedir.

T. pratense, Amerikan Gida ve Ilag Dairesi (FDA)nin Gida
Takviyesi StatusU Listesinde, “genellikle guvenilir olarak kabul edilen”
(GRAS) statiisiindedir®™. Cesitli (ilkelerde farkli isimlerde preparatlari

bulunmaktadir.

Denoxinal® (Walmark laboratuvari, Cek Cumhuriyeti) adi
altinda tabletler halinde Turkiye’ de satistadir. Bu tabletler, pektin (50 mg),
C vitamini (200 mg), garlic (Allium sativum 1 mg), dandelion (Taraxacum
officinale 12.5 mg), burdock (Arctium lappa 12.5 mg), korella (Cacatua
pastinator 200 mg), milk thistle (Silybum marianum 50 mg), T.pratense
(12.5 mg) icermektedir. Ginliik 1 tablet kullaniimasi dnerilmistir'®.

Promensil® (Novogen laboratuari, Avustralya) adi altinda,
tabletler halinde Amerika’da satisa sunulmustur. Gunde 1 tablet
kullanilmasi énerilmistir™?.

Rimostil® (Novogen laboratuari, Avustralya) Giinde 57 mg
kullaniimasi énerilmistir'®’.

Trinovin® (Novogen laboratuari, Avustralya) Giinde 1 tablet
kullaniimasi 6nerilmistir.

Climadil® (Brezilya)'"".

Menoflavon® (Melbrosin laboratuari, Avusturya). Giinde 40-
80 mg kullanilimasi énerilmistir "'

Isoflavones® (Boots, ingiltere) Giinde 40mg kullaniimasi
onerilmistir °.

Red Clover® (Novogen laboratuari, Avustralya) Giinde 40 mg
kullanilmasi &nerilmistir’®.

Rotklee Tablets® Merosan Gmbh?>.
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Rotklee Activ Tablets® Hws Otc Service Gmbh'®.
Dr.Bohm Isoflavone Dragees Bionorica Red clover+Soy

bean. Glinde 40-90 mg kullanilmasi énerilmistir’.

2.3.8. Uyari ve Advers Etkiler

Ayni hormonal reseptor bolgesine yarismali olarak baglanip
beklenmeyen sonuglar dogurabileceginden hormonal tedavi goéren

hastalarda kullanilmamalidir®.

Fertilite (zerine etkileri: Red clover ile beslenen hayvanlarda
servikal mukus viskoelastikiyetinde azalma go6zlenmistir. Bu durum
spermatozoanin serviks igine girmesine engel olabilir. Red clover’'in agiri

kullaniimasina bagl olarak fertilite azalabilir'®%.

llag etkilesimleri:

e Antikoagulanlar, trombolitik ajanlar ve dusik molekul
agirlikli heparinler ile beraber kullanildiginda kanama
artabilir. Bu ilaclarla  beraber kullanimindan
kacinilmalidir®. Terapétik indeksi dar olan varfarin igin
muhtemel etkilesimler énemli oldugundan, pek ¢ok
bitkisel ilagla etkilesimleri incelenmistir. Red clover,
birlikte kullanildiinda kanama riskini ve varfarinin
etkisini arttiran bitkiler arasinda yer almaktadir'®.

o Kontraseptifler: Kontraseptif etkide veya yan etkilerde
artma gozlenebilir?,

e Progesteron: Beraber kullanildi§inda etkisi azalabilir?.

e Tamoksifen: Hayvan verileri tamoksifenin etkinliginin

azaldigini g('jstermi§tir2.
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2.3.9. Kontraendikasyonlari

Ostrojen reseptor pozitif neoplazisi olan hastalarda

kullaniimamalidir?.

Gebelik ve Laktasyonda Kullanimi:Fetisun ylUksek seviyede
izoflavona maruz kalmasinin guvenilirligi ile ilgili gahigma yapilmamisgtir.
Gunde 30-100 mg izoflavon tuketen toplumlarda, ylksek izoflavon alimina
bagli fetiis anomalileri ile ilgili bilinen higbir epidemiyolojik ¢alisma yoktur.
Ancak, hamile farelerde ¢ok yuksek dozlarda genistein verildiginde (14-70
mg/kg), dogumda dusuk kilo, anogenital mesafenin azalmasi, ergenligin
bagslamasinin gecikmesi gibi sonuglar gérulmastur. Bu ¢alismada doguma,
Oli dogum oranina ve yeni doganda hipofizin gonadotropin serbestlestirici
hormona (GnRH) yanitina iligkin bir etki bulunmamissa da, bu konuda
kesin veriler olmadigindan izoflavon preparatlarinin hamilelik suresince

104

kullaniimamasi  onerilmistir =*.  Ayrica laktasyonda kullanimi da

onerilmemektedir?.
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3. GEREC ve YONTEM
3.1. Materyal
3.1.1. Bitkisel Materyal

Deneysel ¢alismalarimizda bitkisel materyal olarak; Trifolium
pratense L. var. pratense ve T. pratense L. var. sativum Schreb. olmak
Uzere 2 adet Trifolium pratense alt turt cicekli evrelerinde toplanmistir.
Toplanan turler teshis edildikten sonra, golgede kurutulmus ve deneysel
calismalarda bu turlerin toprak Ustu kisimlari g¢alisilacagi zaman toz

edilerek kullaniimigtir.

Materyallerden hazirlanan herbaryum o6rnekleri, Gazi
Universitesi Fen-Edebiyat Fakiltesi Herbaryumu'nda (GAZI) muhafaza

edilmektedir.

Tarlerin toplandiklari lokaliteler soyledir:

T. pratense L. var. pratense
B6 Adana: Tufanbeyli, Yamanl koyu yol ayrimi, incedere
koprisu gevresi, tarla kenari, 1550 m, 20.05.2006 (B.B. 2774).

T. pratense L. var. sativum Schreb.
C9 Van: Catak-Eski orman deposu, nemli alanlar, 1500 m,
16.6.2006 (B.B. 1836)

* Tez c¢alismalarinda kullanilan bitkisel materyallerin toplanmasinda ve teshisindeki
katkilarindan dolayi Gazi Universitesi, Fen-Edebiyat Fakltesi, Biyoloji Bélimi 6gretim
tyesi sayin Prof. Dr. Nezaket ADIGUZEL ve Ars. Gér. Baris BANI'ye tesekkiirlerimizi

sunariz.
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3.1.2. HPLC Analizinde Kullanilan Standartlar

Deneysel calismalarimizda  kullandigimiz  izoflavonoit
standartlari olan genistein, daidzein, formononetin ve biokanin A Sigma

Chemical Co. (St. Louis, USA) firmasindan satin alinmistir.

3.1. 3. HPLC cihazi

Gazi Universitesi Eczacilik Fakdltesi Analitik Kimya Anabilim
Dali Laboratuvari’nda bulunan Yuksek Basingli Sivi Kromatografi Cihazi
(High Performance Liquid Chromatography, HPLC); Agilent Technologies
1200 model sivi kromatografi cihazi kullaniimistir ve piklerin alanlari

otomatik olarak hesaplanmistir.

3.1. 4. HPLC Analizinde Kullanilan Solvanlar

HPLC analizinde solvan olarak HPLC saflikta metanol
(Merck), analitik saflikta asetik asit (Merck) ve kromatografik saflikta
bidistile su kullaniimigtir. Solvanlar 0.45 pm filtreden (Millipore, Milfod,

USA) gecirilip ultrasonik su banyosunda degaze edilmistir.

* Tez konusunu teskil eden Trifolium pratense ekstrelerinde izoflavonoit miktar tayini
amaclyla Gazi Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Analitik Kimya Anabilim Dali imkanlarindan
faydalanarak HPLC analizlerinin yapilmasina olanak saglayan Anabilim Dali Baskani
Sayin Prof. Dr. Nilgiin Gunden Goéger ve Yard. Do¢. Dr. Ugur Tamer’'e tesekkurlerimizi

sunariz.
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3.2. Yontemler
3.2.1. HPLC Analizi icin Ekstrelerin Hazirlanmasi

3.2.1.1. Metanol ile ekstraksiyon

Trifolium turlerine ait kurutulmus ve toz edilmis toprakustl
kisimlari (0.2-0.3 g), 20’ser ml % 80 metanol (Merck) ilave edilerek, 85
°C’ye 1sitilmig manyetik karistirici Uzerinde, geri geviren sogutucu altinda
iki kez 30 dakika refluks islemine tabi tutulmustur. Elde edilen ekstreler
filtre kagidindan suzllerek algak basing altinda 40°C’de kuruluga kadar
yogunlastiriimigtir. Yogun ekstreler HPLC metanolde ¢ozulerek kati-faz
ekstraksiyon iglemi i¢in C4g kartustan (Waters) gecirilmistir. Bu sekilde
temizlenen numuneler yogunlastirimis ve analiz 6ncesinde HPLC
metanolde c¢ozlulerek 0.45 pm filireden (Millipore, Milfod, USA)
suzulmuagtur. Ardindan numunelerin uygun dilisyonlari hazirlanarak HPLC
kolonuna enjekte edilmistir (E4). Hazirlanan ekstreler bitkide bulunan

serbest aglikonlari ve heterozitleri tagimaktadir.

3.2.1.2. Asit tasiyan metanol ile ekstraksiyon

Trifolium tirlerine ait kurutulmus ve toz edilmis toprakustl
kisimlari (0.2-0.3 g), heterozit halinde bulunan izoflavonlarin hidrolizi igin,
20'ser ml % 80 metanol (trifloroasetik asit ile pH 3’e asitlendirilmig) ilave
edilerek, 85 °C’ye isitimis manyetik karistirici Gzerinde, geri g¢eviren
sogutucu altinda iki kez 30 dakika refluks islemine tabi tutulmustur. Elde
edilen ekstreler filtre kagidindan suzullerek algak basing altinda 40°C’de
kuruluga kadar yogunlastiriimigtir. Yogun ekstreler 1 ml HPLC metanolde
¢ozllerek 9 ml deiyonize su ilave edilmis ve kati-faz ekstraksiyon iglemi
icin Cqs kartusa (Waters) tatbik edilmistir. Kartus 2 kez 10 ml deiyonize su
ile yikandiktan sonra ve kartusta tutulan izoflavonlar 2 kez 10 ml metanol
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ile elie edilmistir. Bu sekilde temizlenen numuneler kuruluga kadar
yogunlastiriimis ve analiz 6ncesinde HPLC metanolde ¢ozulerek 0.45 pm
filtreden (Millipore, Milfod, USA) suzilmastlir. Ardindan numunelerin
uygun dilisyonlari hazirlanarak HPLC kolonuna enjekte edilmistir (Ez).
Hazirlanan ekstreler bitkide bulunan serbest aglikonlari ve hidroliz iglemi

ile heterozitlerden agiga ¢ikan aglikonlari tagimaktadir.

3.2.2. Standart Cozeltilerinin Hazirlanmasi

Daidzein, genistein, formononetin ve biokanin A standartlari
5 mg tam olarak tartildi ve 1 ml DMSO (Merck) ilave edilerek vortekste
tamamen ¢ozulmeleri saglandi (Stok ¢ozeltiler). Stok solusyonlar 4 °C’'de
karanlikta saklandi. Stok solUsyonlardan metanol ile 5 farkli
konsantrasyonda standartlar karisimi hazirlanarak ayri ayri kalibrasyon
grafikleri elde edildi. Calisilan standart solisyonlar, stok sollisyonlardan
gunluk taze olarak HPLC metanol ile dilie edilerek hazirlandi. Batun
dilisyonlar 0.45 um filtreden gecirilerek HPLC analizine hazir hale getirildi.
Tam dilisyonlar 3’er kez enjekte edilerek pik alanlari saptandi ve buradan

hareketle y=mx+n dogru denklemleri hesaplandi.
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3.2.3. HPLC Yontemi

Trifolium pratense o6rneklerinden belirli konsantrasyonlarda
hazirlanan ekstreler HPLC ile asagida belirtilen kosullarda* kantitatif

olarak incelenmigtir.

HPLC Analizinde Kullanilan Kromatografik sartlar:

HPLC Cihazi: Agilent Technologies 1200 model Sivi Kromatografi
sistemi

Kolon: Supelcosil™ LC-18 (15cm x 4.6 mm 1.D.)

Partikiil buyiikliigii: 5 um

Kolon Sicakhigi: 25 °C

Mobil Faz: A: % 0,3 Asetik asit, B: Metanol, Gradient ellsyon
(Tablo 3)

Detektor: UV-270 nm

Enjeksiyon Hacmi: 5pl

Analiz siiresi: 27 dakika

Tablo 3: HPLC analizinde uygulanan gradient eliisyon

Mobil Faz (%) Akis Hizi
Zaman (dk)
A B (ml/dk)
0:00 50 50 0.6
14:00 50 50 0.6
15:00 50 50 0.8
20:00 35 65 0.8
25:00 30 70 0.8
27:00 50 50 0.8

*HPLC kosullari tarafimizdan geligtirilmistir.
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4. BULGULAR
4.1. Kalibrasyon Egrileri

Daidzein i¢in 2.17-17.5 ug/ml, genistein icin 1.08-8.75 ug/ml,
formononetin igin 1.08-8.75 pg/ml ve biokanin A igin 0.156-12.5 pg/ml
konsantrasyonlarda kalibrasyon grafikleri elde edilmistir. Standartlarin

HPLC kromatogrami Sekil 16’da verilmigtir.
Kalibrasyon egrilerinin  hazirlanmasinda standartlar igin

bulunan pik alanlari Tablo 4-7’de ve her bir standart icin elde edilen

kalibrasyon grafikleri ile dogru denklemleri Sekil 17-20’de verilmistir.
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Sekil 16: Standart daidzein, genistein, formononetin ve biokanin A’nin HPLC kromatogrami
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Tablo 4: Kalibrasyon egrisinin hazirlanmasinda daidzein i¢in kullanilan pik alanlari

Konsantrasyon Daidzein
(ng/mL) Pik Alani (n=3)
217 51.23
4.37 108.67
8.75 226.91
12.25 308.60
17.5 460.76
600
y=265x-7.5
500 +
r2 = 0.9990 'I
' ~
400 e
0 ~
c ~
2
= 300 - ¥
@ e
< y) -~
200 A -
-~
- -~
100 .
:/
0 1 1 1 1 1 1 1 1 1
2 4 6 8 10 12 14 16 18 20

Konsantrasyon {(gg/mL)

Sekil 17: Standart daidzein kalibrasyon grafigi ve dogru denklemi
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Tablo 5: Kalibrasyon egrisinin hazirlanmasinda genistein igin kullanilan pik alanlari

Absorbans

Konsantrasyon Genistein
(Mg/mL) Pik Alani (n=3)
1.08 31.37
217 53.04
4.37 115.39
6.125 154.2
8.75 235.53
300
250 - y=266x-1.8 E
2 = 0.9963 pZ
] rd
200 .
-~
150 ~
st
/E ~
100 /
-
~
50 A -
L
G 1 1 T 1
0 2 4 6 8

Konsantrasyon {Jg/mL)

Sekil 18: Standart genistein kalibrasyon grafigi ve dogru denklemi

10
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Tablo 6: Kalibrasyon egrisinin hazirlanmasinda formononetin i¢in kullanilan pik

Absorbans

alanlari
Konsantrasyon Formononetin
(ng/mL) Pik Alani (n=3)
1.08 20.93
217 43.97
4.37 91.46
6.125 125.40
8.75 182.66
220
200
y=201x%x-1.6
180 - P E
. ¥ =0.9997 P
e
140 - e
120 - /E/
/
100 - /E S
80 -
e
60 - _ s
40 - -
20 - 4
0 1 1 1
2 4 6 8

Konsantrasyon (ug/mL)

10

Sekil 19: Standart formononetin kalibrasyon grafigi ve dogru denklemi
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Tablo 7: Kalibrasyon egrisinin hazirlanmasinda biokanin A i¢in kullanilan pik

alanlari
Konsantrasyon Biokanin A
(ug/mL) Pik Alani (n=3)
0.156 2.35
0.312 3.38
0.625 6.52
0.875 9.90
1.25 13.10
14
A
12{  y=102x+05 //
_ -
10 r = 0.9934 E/ -
" ~
5 8 .
2 /
o]
i =
P s
4 .
A
2 - V
D 1 1 1 1 1 1
0.0 0.2 0.4 0.6 08 1.0 1.2 1.4

Konsantrasyon (J4g/mL)

Sekil 20: Standart biokanin A kalibrasyon grafigi ve dogru denklemi



4.2. HPLC ile Miktar Tayini

Trifolium pratense var.

pratense ve T. pratense var.

sativum’'un toprakustu kisimlarindan, yontemler kisminda belirtildigi GUzere

hazirlanan ekstrelerde daidzein, genistein, formononetin ve biokanin A

miktarlari HPLC ile belirlenmistir. Elde edilen kromatogramlardaki (Sekil

21-24)

pik alanlarinin konsantrasyonla olan

iliskisinden hareketle,

standartlar ile hazirlanan kalibrasyon denklemlerinden yararlanilarak, kuru

bitki érneklerindeki yukarida bahsi gegen dort izoflavonun miktarlari %

cinsinden belirlenmis ve Tablo 8'de verilmigtir.

Tablo 8: Trifolium pratense var. pratense ve Trifolium pratense var. sativum

ekstrelerinde % daidzein, genistein formononetin ve biokanin A miktarlari

Ekstreler Daidzein Genistein Formononetin Biokanin A
(OrtalamaxSS) | (Ortalama#SS) | (Ortalama*SS) | (OrtalamaxSS)
T. pratense
var. pratense | 0,0398+0,0022 | 0,0025+0,0014 | 0,0175+0,0015 0,0023+,0002
E,
T. pratense
var. pratense | 0,0447+0,0007 | 0,0115+0,0006 | 0,0251+0,0008 | 0,0039+0,0001
E>
T. pratense
var. sativum | 0,0204+0,0007 | 0,0035+0,0026 | 0,0059+0,0002 | 0,0022+0,0001
E.
T. pratense
var. sativum | 0,0257+0,0028 | 0,0086+0,0002 | 0,0079+0,0001 0,0035+0,0003

E,

* SS: Standart sapma
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Sekil 24: Trifolium pratense var. sativum E; ekstresinin HPLC kromatogrami(D:Daidzein, G:Genistein, F:Formononetin, B:Biokanin A)
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5. TARTISMA ve SONUG

Bu calismada, Ulkemizde dogal olarak yetisen ve simdiye
kadar tasidi§i izoflavonlari bakimindan incelenmemis olan Trifolium
pratense L. (Leguminosae) bitkisinin iki farkli bdlgeden toplanan
varyetelerinin (var. pratense ve var. sativum) daidzein, genistein,

formononetin ve biokanin A igerigi HPLC ydntemi ile tayin edilmigtir.

Gradient sartlarda karsit faz kullanilarak yapilan HPLC analiz
sonuglari Tablo 8'de verilmigtir. Elde ettigimiz sonuglara gore daidzein,
genistein, formononetin ve biokanin A miktarlari, her iki varyete icin de asit
hidroliz ile hazirlanan orneklerde daha yuksek miktarlarda bulunmustur.
Total daidzein ve genistein miktarlari sirasiyla en yuksek oranda % 0.0447
ve % 0.0115 ile T. pratense var. pratense’de tespit edilmistir. Benzer
sekilde yine ayni bitkide total formononetin ve biokanin A sirasiyla %
0.0251 ve % 0.0039 ile en ylksek miktarda belirlenmigtir.

Dunyanin degisik bolgelerinde yetisen T. pratense ornekleri
Uzerinde yapilan c¢alismalarda, bitkinin tasididi baslica izoflavonlarin
formononetin ve biokanin A oldugu, bunlar yaninda az miktarda daidzein
ve genistein bulundugu gorulmektedir. Rijke ve ark.’nin Hollanda'da
yetisen T. pratense yapraklarinda bulunan izoflavonlari HPLC yontemi ile
belirledikleri ¢alismada, bitkinin daidzein ve genistein igcermedigi, % 0.06
oraninda formononetin ve % 0.033 oraninda biokanin A tasididi tespit
edilmistir 2. Avustruya’da yetisen Trifolium pratense érneginde yapilan bir
calismada, bitkinin % 0.011 daidzein, % 0.010 genistein, % 0.289
formononetin ve % 0.204 oraninda biokanin A tasidigi bildirilmistir . Son
yillarda Brezilya’da yetigtirilen T. pratense populasyonlarinin incelendigi

diger bir calismada ise, yapraklarin % 0.00078-0.009131 oraninda
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daidzein, % 0.0051-0.0171 genistein, % 0.656-2.346 oraninda
formononetin ve % 0.249-1.033 oraninda biokanin A tasidigi tespit
edilmistir "°. Bu calismalarda bildirilen izoflavon miktarlari ile bulgularimizi
karsilastirdigimizda, Uzerinde c¢alistigimiz T. pratense var. pratense ve
var. sativum'daki total formononetin ve biokanin A miktarlarinin
literatlrlerde belirtilen miktarlara oranla daha dusuk, daidzein miktarlarinin
bildirilen miktarlara oranla daha ylksek ve genistein miktarlarinin ise
literatUrlerde bildirilen miktarlarla benzer oranlarda oldugu goérilmektedir.
Bitkinin tasidi§i izoflavon miktarlari Gzerinde bitkinin toplandi§i zaman,
cicek rengi, bitki kismi ve kudltur kosullarinin oldukga etkili oldugu
bildirilmistir 5.

Tasidigi izoflavonlari nedeniyle fitodstrojen olarak bilinen ve
bu bilegikleri tagiyan standart bitki ekstrelerini ihtiva eden preparatlari,
Ozellikle hormon replasman tedavisinde menopoz sikayetlerini gidermek
Uzere yaygin olarak kullanilan Trifolium pratense (Red clover) kanser, kalp
hastaliklari ve osteoporoz’'un onlenmesinde de etkileri klinik ¢caligmalarla
kanitlanmig olan bir bitkidir. Calismamiz Turkiye'de yetisen T. pratense’nin
farkli bolgelerden toplanan ki varyetesinin izoflavonlari yonunden
incelenmesine yonelik yapilmakla beraber, Ulkemiz florasinda 120
taksonla temsil edilen Trifolium cinsinin " diger tirlerinin de toplanip
izoflavon miktarlarinin belirlenmesi, fitoterapide 6nemi gun gectikgce artan
fitoostrojenlerin  yeni kaynaklarinin  belirlenmesi bakimindan uygun
goérilmektedir. Calismalarimizin bir sonraki asamasinda, bu dogrultuda
ilerlemesi planlanmaktadir. Bununla birlikte tibbi amaglarla kullanilacak
bitki ekstrelerinin standardizasyonu acisindan, bitkinin zirai yetigtirme

kosullarinin optimize edilerek kultire alinmasi akilci bir yaklagim olacaktir.
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6. OZET

Trifolium pratense L. (red clover) son zamanlarda, insan
saghgina, ozellikle de kadinlarin saghgina faydali, énemli bir izoflavon
kaynagi olarak buyuk ilgi gormektedir. Bitkinin tagidigi baslica izoflavonlar,
formononetin ve biokanin A, yanisira az miktarlarda daidzein ve

genistein’dir.

Trifolium cinsi, Turkiye florasinda 120 takson ile temsil
edilmekte olup, bu tiurler Uzerinde bugune kadar herhangi bir analitik
calisma vyapilmamistir. Bu c¢alismada, Turkiye’nin farkh yerlerinden
toplanan 2 farkli Trifolium pratense varyetesi olan T. pratense var.
pratense ve T. pratense var. sativum’un toprakustl kisimlarindan
hareketle hazirlanan metanolli ve asit hidroliz yapilmis metanollt
ekstrelerde, daidzein, genistein, formononetin ve biokanin A adli dort
izoflavonun HPLC ile miktar tayinleri yapilmigtir. Sonug olarak; en ylksek
total daidzein, genistein, formononetin ve biokanin A miktarlari sirasiyla %
0.0447, % 0.0115, % 0.0251 ve % 0.0039 olarak T. pratense var.

pratense’de bulunmustur.
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7. SUMMARY

Red clover (Trifolium pratense L.) has recently received
considerable interest as a valuable source of isoflavones for many human
health benefits, particularly in the area of women’s health. In red clover,
the main isoflavones are formononetin and biochanin A, with smaller

concentrations of daidzein and genistein.

This genus is represented by 120 taxons in the flora of
Turkey and, up to date, no any analytical study has been performed on
Turkish Trifolium species. In this study, the methanolic and aside
hydrolyzed methanolic extracts prepared from the aerial parts of two
varieties of Trifolium pratense collected from different parts of Turkey,
namely T. pratense var. pratense and T. pratense var. sativum, have been
analyzed to determine the concentrations of four isoflavones, daidzein,
genistein, formononetin and biochanin A, by HPLC. As a conclusion, the
highest content of total daidzein, genistein, formononetin, and biochanin A
were found as 0.0447, 0.0115, 0.0251 and 0.0039 % in T. pratense var.

pratense, respectively.
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