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OZET

Renda, G., Bazi Trifolium L. tiirleri Uzerinde Farmakognozik
Arastirmalar, Hacettepe Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisi,
Farmakognozi programi, Doktora Tezi, Ankara 2010. Trifolium tarleri,
Tarkiye’de ve dunyanin degisik yerlerinde halk ilaci olarak kullaniimaktadir.
Bu calismada Turkiye’'nin degisik bolgelerinden toplanan  Trifolium
ambiguum, T. arvense var. arvense, T. campestre, T. canescens, T.
hybridum var. anatolicum, T. hybridum var. hybridum, T. pannonicum, T.
pratense var. pratense, T. purpureum var. purpureum, T. repens var. repens,
T. resupinatum var. microcephalum, T. spadiceum, T. trichocephalum
turlerinin daidzein, genistein, formononetin ve biokanin A izoflavonoitlerine ait
miktar tayinleri YBSK ile yapimistir. Daidzein en fazla oranda T.
trichocephalum’da, genistein en fazla oranda T. canescens’de, formononetin
en fazla oranda T. pratense var. pratense’de; biokanin A ise en fazla oranda
T. canescens’de bulunmustur. Toplam izoflavonoit miktari (4 izoflavon bilesigi
agisindan) g6z onune alindiginda T. canescens en zengin tur olarak
degerlendirilmis; dolayisiyla da T. pratense’ye alternatif olabilecek tur olarak
belirlenmistir. Ayrica izoflavonoit miktari fazla olan 3 tur icin aromataz
inhibitor etki arastirilmistir. Bunun yani sira izoflavonoit igerigi yuksek olan
Trifolium L. tGrlerinden hazirlanan ekstrelerin yara iyilestirici etkileri, fare ve
sicanlarda dairesel eksizyon ve gizgisel insizyon yara modelleri kullanilarak

degerlendirilmistir.

Anahtar kelimeler: Trifolium tarleri, izoflavonoitler, yara iyilestirici etki,

aromataz enzim inhibisyonu, YBSK.



Vi

ABSTRACT

Renda, G., Pharmacognostical Investigations on Some Trifolium
L. species, Hacettepe University, Institute of Health Sciences,
Pharmacognosy Programme, Ph. D. Thesis, Ankara 2010. Trifolium
species are used in traditional medicine in Turkey and worldwide. In this
study, Trifolium ambiguum, T. arvense var. arvense, T. campestre, T.
canescens, T. hybridum var. anatolicum, T. hybridum var. hybridum, T.
pannonicum, T. pratense var. pratense, T. purpureum var. purpureum, T.
repens var. repens, T. resupinatum var. microcephalum, T. spadiceum, T.
triocephalum collected from different regions of Turkey, were investigated to
determine the isoflavone contents of daidzein, genistein, formononetin,
biochanin A by HPLC. Highest amount of daidzein is found in T.
trichocephalum, genistein in T. canescens, formononetin in T. pratense var.
pratense and biochanin A in T. canescens. Since T. canescens is the richest
species from the view point of four isoflavone concentrations, therefore T.
canescens could be considered as an alternative species to T. pratense. On
the other hand, three species with the high isoflavone concentration, were
investigated for their aromatase inhibitory activity. In addition, wound healing
activity was evaluated by linear incision and circular excision wound models
on rats and mice, in the extracts prepared from some Trifolium L. species,

rich in isoflavonoid content.

Keywords: Trifolium species, isoflavonoids, wound healing activity,

aromatase enzyme inhibition, HPLC.
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1. GIRiS

Trifolium cinsi dunyada 300 civarinda, Turkiye'de ise 96 turle temsil
edilmektedir. Bu genis yayilislariyla baglantili olarak Trifolium tarlerinin

dunyanin birgok yerinde genis bir kullanim alani vardir (29, 39, 40, 159, 160).

Ulkemizde genel olarak “yonca” adiyla bilinen Trifolium tirlerinin
toprak Usta kisimlari, zengin protein icerikleri nedeniyle yem bitkisi olarak
kullanilir. Bunun yani sira T. pratense c¢icekleri halk arasinda balgam
sOkturucu, antiseptik, yara iyi edici ve yatistirici olarak; T. arvense kabiz
yapicl olarak; T. repens’in gigekli dallari ise kuvvet verici ve romatizma

agrilarini dindirici olarak kullanihr (15, 132).

Trifolium turlerinin dinya genelinde de benzer kullanim alanlari vardir.
Cesitli kaynaklarda haricen, kronik deri hastaliklarinda, egzama ve sedefte
yara iyilestirici olarak kullanildiklari; dahilen, antiastmatik, antidiyabetik,
antiseptik, antitussif, didretik ve mukoza sekresyonunu dizenleyici amaglarla
kullanildiklari; anne sutunu artirici etkilerinin oldugu; romatizmal agrilari
gidermenin yani sira kanserde, meme iltihabinda, sarilikta, menopozal ve
premenstrial semptomlarda da kullanildiklari bildirilmistir (5, 41, 48, 79, 82,
89, 95).

Trifolium turleriyle beslenen hayvanlarin dogurganhgdinin azalmasi ve
sut seviyelerindeki degisiklik dikkat c¢ekmis ve yapilan arastirmalar
sonucunda bu hastaliga Trifolium tarlerindeki 6strojenik izoflavonlarin sebep

oldugu bulunmustur (156).

izoflavonca zengin bitkilerle beslenen Uzakdogu (ilkelerinde, Batili
ulkelere oranla kalp hastaliklari, osteoporoz, meme kanseri, prostat kanseri
ve menopozal semptomlarin daha az goéruldugu ve bu hastaliklarin riskinin az
oldugu toplumlardaki bireylerin idrar Orneklerinde yuksek fitoostrojen

seviyeleri bulundugu tespit edilmistir (20).

Trifolium tarlerinin kimyasal yapisinda flavonoit tirl bilesikler ve

Ozellikle de izoflavonlar on plana c¢ikmaktadir. Fitoostrojenik izoflavonlar



difenolik Ostrojenlere yapisal olarak benzeyen bitkisel kaynakli molekullerdir.
Bu benzerlik nedeniyle dogrudan Ostrojen reseptorlerine baglanarak,
ostrojenden sorumlu gen ekspresyon cevabini duzenlerler. Fitoostrojenlerin
zayif ostrojenik aktiviteleri nedeniyle, endojen &strojenlerle yarigmalarinin
yani sira, 5-a-reduktaz, aromataz tirozin-spesifik protein kinaz enzimlerini ve

anjiogenezi inhibe ettikleri 6ne surulmastur (23, 77, 134).

Ostrojen benzerlikleri nedeniyle 6strojen reseptérlerine baglanan,
Ostrojen agonisti gibi davranan ve zayif Ostrojenik aktivite goOsteren
izoflavonoitler, bu etkilerine bagli olarak menopozla iligkilendirilen sicak
basmasi gibi sikayetleri azaltir, meme tumorlerine ve diger bazi kanser
turlerine karsi koruyucu olarak kullanilabilirler (41, 105). Nitekim daidzein,
genistein, formononetin ve biokanin A izoflavonlarini tasidigi belirlenen
Trifolium pratense bitkisinin toprak Ustu kisimlarindan hazirlanan ekstreler

gerek yurt diginda ve gerekse ulkemizde benzer amaglarla kullaniimaktadir.

Ulkemiz bitki 6rtiisinde Trifolium cinsinin 13’G endemik 130 taksonu
bulunmaktadir (29, 40, 160). Calismamizda Trifolium pratense turine
alternatif olarak kullanilabilecek Trifolium tlrlerini belirlemek igin, Tarkiye’nin
cesitli bolgelerinden toplanan 13 Trifolium tlrdndn toprak Ustl kisimlarinda
bulunan daidzein, genistein, formononetin ve biokanin A izoflavonoitlerinin
YBSK ile miktar tayinlerinin yapiimasi ve turlerin bu yonden
kargilastiriimalari; bunun yani sira Avrupa’da ve Turkiye'de kullanilan,
Trifolium turlerinden hazirlanan ekstreleri iceren preparatlarda bulunan
daidzein, genistein, formononetin ve biokanin A izoflavonoitlerinin YBSK ile
miktar  tayinlerinin ~ yapilmasi  ve  Onerilen  kullanim  alanlarinin

degerlendiriimesi hedeflenmisgtir.

Trifolium tdrlerinin halk arasindaki kullaniliglarina dayanilarak
Ostrojenik etki, sitotoksik etki, antikanser etki, antifungal etki, antioksidan etki
gibi bir¢cok aktivite denenmistir. Bu deneyler sonucunda Trifolium tarleri ¢esgitli
derecelerde aktif bulunmustur (20, 38, 76, 93, 96, 103, 128). Yapilan literatur
arastirmasinda Trifolium turlerinin yara iyilestirici etkilerine ve birgok kullanim

ile etkisine aciklik getirebilecek aromataz enzim inhibisyonu etkilerinin test



edilmedigi gozlenmistir. Aromataz, 6strojen biyosentezinde yer alan anahtar
bir molekuldur. Aromataz enzim kompleksi, ovaryum, testis, plasenta, beyin
ve adipoz doku dahil olmak Uzere pek ¢ok dokuda androjenlerin Ostrojenlere
donlUsimuinU  katalizler. Aromataz enziminin inhibisyonu periferdeki
androjenlerin dstrojene donusimunu 6nemli dlgude azaltarak kanda dolasan
Ostrojen seviyesinin %90°’dan fazla azalmasina neden olur (13). Aromataz
inhibitorleri  6zellikle  postmenopozal kadinlarda, meme  kanseri,
endometriyozis, endometriyum ve yumurtalik kanserinde androstenedionun
Ostrona donugumuni inhibe etmek suretiyle Ostrojen seviyesini azaltarak
tumor hdcrelerinin proliferasyonunu onler (27). Fitoostrojenlerin olasi etki
mekanizmalarindan bir tanesinin de aromataz inhibisyonu olabilecegi ileri
surtlmastir (66). Bu nedenle bu g¢alismada, ¢alisma konusu olarak secilen
Trifolium tarlerinin izoflavonoit igeriklerine yonelik ¢alismalarin yani sira yara
lyilegtirici etkileri ve aromataz enzim inhibisyonu o6zelliklerinin de bilimsel

olarak kanitlanmasi amaglanmigtir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Botanik Bilgiler
2.1.1. Fabaceae Familyasi

Otsu veya odunsu bitkiler. Yapraklar alternan, genellikle stipulall,
bipennat, basitce pennat, dijitat, trifoliat veya basit. Cigekler aktinomorf veya
zigomorf, hipogin veya bazen perigin, genellikle erdigi ve salkim, basak veya
semsiye durumunda veya tek. Sepaller (4-)5, tek sepal her zaman 6nde.
Petaller (1-)5, tomurcuk durumunda valvat veya imbrikat, serbest veya
nadiren kismen tepeleri birbirine yaklasmis. Stamenler 4-cok, genellikle 10,
hepsi bir tip seklinde birlesik (monodelf) veya Ustteki stamen serbest
(diadelf) veya hepsi serbest. Karpel 1 tane, Ust durumlu, plasentalanma

marjinal. Meyve legimen, tohum 1- ¢ok sayida (39).

Dunya Gzerinde yaklagik 630 cins ve 18000 tiurle temsil edilen

Fabaceae familyasi 3 alt familyaya ayrilir (39, 146, 160).

1) Caesalpinioideae (Syn: Caesalpiniaceae): Cogunlukla odunsu
bitkiler. Yapraklar imparipennat, bazen bipennat veya basittir. Cicekler
zigomorf. Petaller tomurcukta yukselici veya imbrikat dizilisli, her iki yanda
komsu petaller en Ustte ortismUs durumda, nadiren petalsiz. Stamenler
serbest, 5-10 adet.

2) Mimosoideae (Syn: Mimosaceae): Cogunlukla odunsu bitkiler.
Yapraklar bipennat veya fillodik. Petaller tomurcukta kenarlari ile birbirine
deger durumda. Stamenler serbest 4 veya ¢ok. Tohumlar U seklinde bir yan

cizgiyle birlikte; tohumda embriyo kokcugu dik.

3) Papilionoideae (Syn: Papilionaceae): ® Otsu veya odunsu bitkiler.
Yapraklar paripennat, imparipennat, dijitat, trifoliat veya tek, nadiren fillodik.
Cicekler zigomorf. Petaller tomurcukta algalan-kiremitsi. En Ust bayrakgik
komsu



iki kanatgikla birlikte, iki alt petal kayik¢ik olusturacak sekilde; korolla nadiren
bayrak¢iga indirgenmis. Stamenler (5-)10 adet, monadelf veya diadelf,
nadiren serbest. Tohumlar genellikle bir yan cgizgiyle birlikte degil; tohumda
bazen embriyonun kdkgugu iceri dogru kivrilmis. Bu alt familyanin 18 tribusu

vardir.
& Trifolium cinsi bu alt familyaya dahildir.
2.1.2. Trifolieae Bronn. Tribusu °

Tek yillik veya ¢ok yillik otsu bitkiler. Yapraklar trifoliat veya nadiren
dijitat; stipulalar serbest veya yaprak sapina yapisik. Cigekler semsiye,
salkim veya basak durumunda, nadiren tek. Stamenler diadelf; anterler
birbirinin ayni sekilde. Stilus ¢iplak. Meyve kaliksin icinde veya disari uzamis,
duz veya yuzeyi desenli, acilmayan, ovoid veya helezon seklinde kivrik,
nadiren toprak altinda olgunlasan, diz, agilan veya kivrik legimen; tohumlar
strofiolstiz (159).

b Trifolium cinsi bu tribusa dahildir.
2.1.3. Trifolium L. Cinsi

Tek veya cok yillik otsu bitkiler. Yapraklar trifoliat veya nadiren dentat
kenarli 5-9 yaprakc¢ik tasiyan bir dijitat. Stipulalar belirgin, genellikle tam,
yaprak sapi ile birlesik. Cicekler sapsiz veya sapli baglar veya kisa salkimlar
halinde. Nadiren tek, brakteli veya braktesiz. Kaliks degisken, bazen zamanla
buyuyen, sert veya siskin. Kaliks bogazi agik veya iki dudakli sert bir siskinlik
ile kapali. Kaliks disleri esit veya degil. Korolla pembe, kirmizidan mora,
beyaz veya sari, genellikle kalici. Stamenler diadelf. Legimen genellikle

kaliksin icinde, cogu zaman ag¢iilmayan meyve, 1-2(-10) tohumlu (159).

Dunya uzerinde 300 civarinda, Turkiye'de ise 96 Trifolium taru
yetismektedir. Turkiye'de yetisen endemik takson sayisi 13’tir (29, 40, 146,
159, 160).



Endemik taksonlar; T. euxinum, T. barbulatum, T. pachycalyx, T.
aintabense, T. longidentatum, T. davisii, T. caudatum, T. pannonicum subsp.
elongatum, T. roussaeanum, T. apertum var. kilaeum, T. chlorotrichum, T.

rhizomatosum, T. pulchellum, T. batmanicum’dur (40, 159).

Tiirkiye Bitki Ortiisiinde Yetisen Trifolium Tiirleri igin Tayin Anahtari
(159)

1. Cicek durumu, 2-15 korollali ve birgok verimsiz korollasiz gigekle birlikte
G. Sect. Trichocephalum
1. Cicek durumu sadece korollali gigeklerle birlikte
2. Yapraklar 5-7 yaprakgikli 1. polyphyllum
2. Yapraklar 3 yaprakgikli
3. Cicek durumu 1-2(-3) cigekli; legumen disari ¢ok uzamis (Sect.
Cryptosciadium) 2. uniflorum
3. Cicek durumu bas seklinde veya umbellali, 5 veya c¢ok cicekli; legimen
hic uzamamis veya sadece biraz disari uzamis
4. Bayrakg¢ik kasik veya bot seklinde; ovaryum sapli; kaliks tapu 5 damarl
B. Sect. Chronosemium
4. Bayrakgik kasik veya bot seklinde degil; ovaryum sapsiz; kaliks tupu
10-20 veya ¢ok damarl (nadiren Amoria seksiyosunda 5 damarli)
5. Meyve kaliksi 2 duzensiz dudakli, st dudak meyvede kese seklinde,
kaliksin ucundaki iki dis genellikle kalanlardan daha uzun E. Sect. Fragifera
5. Meyve Kkaliksi sigkin degil veya simetrik olark sigkin, disler esit
uzunlukta veya alttaki Usttekinden daha uzun
6. Stipulalar dentat veya serrat; kaliks bogazi acik (Sect. Paramesus)
7. Korolla 9-12 mm 41. glanduliferum
7. Korolla 6-8 mm 42. strictum
6. Stipulalar tam, nadiren dentat ise kaliks bogazi iki dudakli sert bir

siskinlik ile kapali



8. Cicekler braktesiz, sapsiz; kaliks bodazi halka seklinde veya iki
dudakli sert bir sigkinlik ile kalinlasmis veya tepede tuy halkasi ile birlikte,
olgunlukta genellikle kapali F. Sect. Trifolium

8. Cicekler brakteli; kaliks bogazi ¢iplak ve acik

9. Kaliks 20 veya ¢ok damarli, meyve durumunda tekduze siskin
D. Sect. Mistyllus
9. Kaliks 5 veya 10 damarli, meyve durumunda degisken degil
10. Cicek durumu sapsiz C. Sect. Micrantheum
10. Cicek durumu sapli, nadiren sapsiz ise kaliks disleri biz

seklinde dikencikli, kuvvetlice geri kivrik A. Sect. Amoria

A. Sect. Amoria

1. Cicek durumu sapsiz 9. retusum

1. Cicek durumu sapli

2. Meyve kaliksinin saplari kaliks tupunden ¢ok daha kisa
3. Tek vyilhk bitkiler; cicekler meyvede bile hemen hemen sapsiz;
yaprakgiklar obovat, otsu 8. isthmocarpum
3. Cok yillik bitkiler; cicekler kisa sapli; yaprakgiklar eliptik, az gok derimsi
4. Brakteler genisce lanseolat, kaliks tUpunu sarar, yaklasik 2 mm
genislikte; korolla (12)15-17 mm 4. montanum subsp. humboldtianum
4. Brakteler linear-lanseolat, kaliks tlpund sarmaz, yaklasik 1 mm
genislikte; cicekler genellikle 10-12 mm 5. ambiguum
2. Meyve kaliksinin saplari kaliks tupinden uzun veya esit uzunlukta
5. Gdvde surtnucl, bogumlarda koklenici 3. repens
5. Govde dik veya yukselici, bogumlarda koklenici degil
6. Kaliks 5 damarli; tek yillik bitkiler
7. Asagidaki brakteler genellikle belirsiz; yaprakgiklar orta yukarida
en genig 7. nigrescens
7. Asagidaki brakteler belirgin, involukrum olusturur; yaprakgiklar
ortada veya asagida en genis 10. euxinum
6. Kaliks 10 damarl; tek veya cok yillik bitkiler
8. Tek yillik bitkiler; yapraklar otsu, belirgin damarl dedgil



9. Yaprakgiklar obovattan baklavamsiya kadar veya ters Uggensi;

ust kaliks digleri meyvede asagi dogru kivrik sekilde 7. nigrescens
9. Yaprakgiklar eliptik; ust kaliks disleri meyvede dik

11. balansae

8. Cok yillik bitkiler; yaprakgiklar belirgin damarlarla birlikte £ derimsi

6. hybridum
B. Sect. Chronosemium
1. Ugtaki yaprakgiklar bariz kisa sapli
2. Cicekler (6-)7-9 mm
3. Bayrakgik katl; gévde ve cicek sapi daginik tlylu 14. boissieri

3. Bayrakgik katli degil; govde ve gigek sapi yluzey uzerine yatik taylu
4. Korolla yaklagik 9 mm, gicekli iken menekse renginde
13. speciosum
4. Korolla yaklagik 7 mm, cicekli iken sari 15. mesogitanum
2. Cicekler (4-)5-7 mm
5. Bayrakgik katli; ¢cicek durumu Uzerindeki gicekler ana eksende seyrek

dizili
6. Yaprakgiklar dar eliptikten oblonga kadar; kiguk gicek saplari kaliks
tupunden kisa 23. patens
6. Yaprakgiklar obovat; klguk gigcek saplari kaliks tipunden uzun veya
kaliks tipuyle esit uzunlukta 24. dubium

5. Bayrakgik kath degil; gicek durumu yogun, gicekler imbrikat
22. campestre
1. Uctaki yaprakgiklar sapsiz veya hemen hemen sapsiz

7. Korolla 10-12 mm, ag¢ik mor 12. sintenisii

7. Korolla 1,5-8 mm, sari veya pembe

8. Cicek durumu 2-20 gigekli; korolla 1,5-5 mm
9. Cigcek durumu 4-6(-10) cicekli; kaliks yaklagik 1,5 mm

25. micranthum

9. Cicek durumu 8-20 cigekli; kaliks en az 3 mm



10. Cicekler pembe veya leylak rengi; kuguk cicek saplari kaliks
tupunden kisa 8. erubescens
10. Cicekler sari; kiglk cicek saplari kaliks tipunden uzun
11. Cicek durumu sapi tasiyici yapraklardan kisa; cigekler 3-4 mm
19. sebastinii
11. Cicek durumu sapi tasiyici yapraklardan uzun; cgicekler yaklasik 5
mm 23. patens
8. Cigek durumu 20-70 ¢igekli; korolla 4-8 mm
12. Meyveli ¢gigek durumunda bayrakgiklar katli, ¢icekler imbrikat degil
13. Meyveli ¢gigek durumu kire seklinde veya yarikiremsi; korolla meyve
durumunda kahverengi 16. rytidosemium
13. Meyveli ¢icek durumu silindir veya koni seklinde; korolla meyve
durumunda siyahimsi kahve 17. spadiceum
12. Meyveli ¢igek durumunda bayrakgiklar duz ve cigekler imbrikat
14. Kaliks digleri tiysuz 20. aureum

14. Kaliks digleri tlylU 21. barbulatum

C. Sect. Micrantheum
1. Bitkiler govdesiz; meyve kaliksi damarli 27. suffocatum
1. Bitkiler govdeli; meyve kaliksi damarli veya damarsiz
2. Korolla kaliksin digina uzamis; meyve kaliksi damarli ve zarimsi
26. glomeratum
2. Korolla kaliksten kisa; meyve kaliksi damarsiz ve mantarimsi hale gelir

28. pachycalyx

D. Sect. Mistyllus
1. Meyve kaliksinin tipU uzunluguna ve enine damarli
2. Korolla uzunlamasina tagkin, asagi dogru kivrik; yaprakgiklar eliptik
30. vesiculosum
2. Korolla disari kisaca uzamis, duz; yaprakgiklar obovattan ters tliggene
kadar 29. spumosum

1. Meyve kaliksinin tuplu sadece boyuna damarl
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3. Kaliks digleri tabanda kirpiksi, aniden daralan, bayrakgik sivri
32. setiferum
3. Kaliks digleri tabanda tluysuz, daralmis mizraksi; bayrakgik obtus
4. Kaliks tupu tuysuz 31. aintabense

4. Kaliks tupu iki boyuna olarak iki tuy sirasi ile 33. argutum

E. Sect. Fragifera
1. Cok yillik bitkiler, strinlcu veya kokten itibaren ¢ok gdvdeli; korolla bas
asagl donmaus degil
2. Cicek durumu alttaki ciceklerin genis brakteleriyle olusan bariz
involukrum 34. fragiferum
2. Cicek durumu involukrum degil
3. Korolla 10-15 mm, pembe 35. physodes
3. Korolla 6-8(-10) mm, sari veya pembemsi sari 6. tumens
1. Tek yillik bitkiler; korolla bas agsagi donmus
4. Meyveli gicek durumu yildiz seklinde; yaprakgiklar 10-25 mm
37. resupinatum
4. Meyveli gigek durumu yildiz seklinde degil; yaprakgiklar 7-10 mm
5. Korolla kalici fakat meyvede solmus durumda; yaprakgiklar obovat,
tepede kesik veya girintili degil 38. clusii
5. Korolla meyvede dusucu; yaprakgiklarin tepesi kesik veya girintili
6. Cicek durumu 3-5 mm, az cicgekli; alt kaliks digleri meyvede 1-2 mm
veya kucguk sert sigkinliklere indirgenmis 40. bullatum
6. Cicek durumu 5-7 mm, c¢ok cigekli; alt kaliks digleri 2-3 mm, c¢ok

belirgin veya meyveli kaliksin tlylerinde gizlenmis 39. tomentosum

F. Sect. Trifolium

1. Sert odunlagmis govdeli ¢ok yillik bitkiler

2. Kaliks tupu (12-)15-20 damarh 56. alpestre
2. Kaliks tupu 10 damarh
3. Kaliks tlpu tuysiuz 46. medium

3. Kaliks tupu tuylu
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4. Kaliks digleri kut, linear-subulat
5. Korolla genellikle kirmizimsi mor; stipulanin serbest kismi aniden kilsi
bir tepe olusturacak sekilde daralmis 43. pratense
5. Korolla sari veya krem rengi; stipulanin serbest kismi, mizraksi biz
seklinde tepe olusturacak sekilde derece daralmis 53. trichocephalum
4. Kaliks digleri sivri
6. Kaliks digleri tiysuz veya az ¢ok tiysuz 47. heldreichianum
6. Kaliks digleri yogun tuylu
7. Korolla 15-18 mm, pembeden mora; yaprakgiklar ovattan ovat-
eliptige kadar, genellikle genisliginin 1,5 katindan uzun degil 54. caudatum
7. Korolla (15-)20-30 mm, 20 mm’den kisaysa sari; yaprakgciklar
genellikle genisliginin 1,5 katindan uzun
8. Stipulanin serbest kismi yapraksi, lanseolat veya U¢gensi ovat
48. longidentatum
8. Stipulanin serbest kismi biz seklinde
9. Bayrakgik 15-18 mm 49. ochroleucum
9. Bayrakgik 20-30 mm
10. En alt kaliks disi kalanlarin yaklasik 2 kati uzunlugunda; korolla
pembe 50. caucasicum
10. En alt kaliks disi kalanlarin 1,5 kati uzunlugunda veya daha
kisa; korolla sari veya beyaz

11. Bayrakcik tepede kesik veya girik, kanatcik ve kayikgiktan 3-4

mm uzun
12. Kaliks digleri 5-7 mm; alt yapraklarin yaprakg¢iklari tepede
derin girintili 51. canescens
12. Kaliks digleri 9-12 mm; alt yapraklarin yaprakgiklari tepede
kUguk girintili 52. davisii
11. Bayrakgik yukarida daralmig, kanatgik ve kayikgiktan 6-8 mm
uzun 55. pannonicum subsp. elongatum

1. Bitkiler tek yillik veya iki yillik
13. Kaliks tupu yaklasik 20 damarli

14. Kaliks tupu yogun tuylu; ¢icek durumu sapsiz, involukrumiu
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15. Alt yaprak stipulalarinin serbest kisimlari subulat-aristat; meyveli

bagslar ¢cokuk dedgil 68. hirtum
15. Alt yaprak stipulalarinin serbest kisimlari dggensi lanseolat; meyveli
baslar ¢cokuk 70. cherleri
14. Kaliks tupu taysuz; gicek durumu sapl 69. lappaceum

13. Kaliks tupu 10 damarli
16. Stipulalarin serbest kisimlari ovat, Ug¢gensi veya genisge lanseolat,
subulat veya aristat ug olusturacak sekilde daralmiyor
17. Kaliks disleri akut; korolla 10-18 mm; kaliks bogazi sert bir siskinlikle
kapali degil; stipulalar dentat
18. Cicek durumu kiremsi; stipulalar keskin kliguk digli ~ 57. stellatum
18. Cicek durumu oblongdan silindirige kadar; stipulalar hafifce dentat
58. incarnatum
17. Kaliks disleri obtus; korolla 8-10 mm; kaliks bogaz!i sert bir sigkinlik ile
kapali; stipulalar tam 59. sylvaticum
16. Stipulalarin serbest kisimlari aristat veya subulat uzantili
19. Korolla 3-13(-15) mm
20. Korollanin kanatgiklari en azindan kulakgiklarin yakininda yumusak
Kilsi
21. Korolla 10-15 mm
21. Korolla 3-10 mm
22. Korolla yaklasik olarak kaliksle ayni uzunlukta 61. bocconei
22. Korolla kaliksin 2 kati uzunlukta 63. trichopterum
20. Korollanin kanatgiklar tiysuz
23. Yaprakgiklar obovat, nadiren eliptik, genisliginin 1-1,5(-2) kati
uzunlugunda
24. Meyve kaliksinin bogazi iki dudakh sert bir siskinlikle kapali
89. scutatum
24. Meyve kaliksinin bogazi agik
25. Korolla 8-14 mm
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26. Korolla pembemsi beyaz, boyu kaliksin boyunu fazlaca asmig
44. pallidum
26. Korolla kirmizimsi mor, boyu kaliksin boyunu hafifce asmis
veya asmamis 45, diffusum
25. Korolla 5-7 mm
27. Yaprakgiklar kalinlagsmis, kenarda yaysi kivriimig belirgin yan
damarlarla birlikte
28. Cicekteki kaliks subulat hirsut disli; cicek durumu genis tabanl
65. lucanicum
28. Cicekteki kaliks lanseolat, ¢cogunlukla tlysiuz digli; gicek
durumu tabanda kuneat 64. scabrum
27 .Yaprakgiklar belirgin kivrilmis yan damarli degil
29. Korolla kaliksten kisa; kaliks tipu meyvede topag¢ seklinde
67. ligusticum
29. Korolla kaliksten daha uzun veya kaliksle esit uzunlukta;
kaliks tupu meyvede kuremsi 60. striatum
23. En azindan govde yapraklari, genisliginin (2,5-)3-7 kati uzunlukta
lineardan oblong-eliptige kadar yaprakgiklarla birlikte
30. Korolla kaliksten kisa veya kaliksle esit uzunlukta
31. Korolla 3-6 mm; kaliks digleri esit uzunlukta
32. Kaliks digleri subulat

33. Yaprakgiklar tam; korollanin kanatgiklarinin digi tayla

72. affine

33. Yaprakgiklar dentat; korollanin kanatgiklari tuysuz
71. arvense
32. Kaliks digleri U¢gensi lanseolat 66. phleoides

31. Korolla 8-13 mm; kaliks digleri esit degil
34. Alt yapraklar linear lanseolat; kaliks yatik tuylu
73. angustifolium
34. Alt yapraklar obovat; kaliks yayik ttylu 85. leucanthum
30. Korolla bariz olarak kaliksten uzun

35. Kaliks dislerinin tepesi kut
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36. Kaliks digleri £ esit uzunlukta
37. Butun yapraklar alternan; kaliks hirsut 74. purpureum
37. En Ust yapraklar karsilikli; kaliks ipeksi tuylu
75. rousseanum
36. Kaliks digleri bariz olarak esit degil 76. haussknechtii
35. Kaliks dislerinin tepesi akut
38. Korolla 5-7 mm 60. striatum
38. Korolla (7-)8-15 mm
39. Meyveli kaliks siskin, bogazda daralmig
40. Kaliks digleri tabanda daralmamig, meyvede belirgin sekilde
farkh uzunlukta 84. constantinopolitanum
40. Kaliks digleri tabanda daralmis, meyvede % esit uzunlukta
83. obscurum
39. Meyveli kaliks sigkin olmadigi gibi bogazda da daralmamis
olmasina ragmen bazen kapali veya kalinlagsmis
41. Meyveli kaliksin bogazi neredeyse tamamen sert bir
siskinlik ile kapal
42. Yaprakgiklar dar eliptik, genisliginin 4-5 kati uzunlukta
86. latinum
42. Alt yapraklarin yaprakgiklari genisce eliptikten obovata
kadar, genisliginin 1,5-2.5(-3) kati uzunlukta
43. Kaliks digleri 1 damarli veya sadece tabanda 3 damarli
87. echinatum
43. Kaliks digleri tepede 3 damarli 82. squamosum
41. Meyveli kaliksin bogazi agik
44. Kaliks meyvede zarimsi kalir; meyveli ¢icek durumu
olgunlukta kopar veya kopmaz
45. Kaliks digleri mor tepeli; ¢cicek durumu olgunlukta kopar
78. apertum
45. Kaliks digleri mor tepeli degil; ¢icek durumu olgunlukta

kopmaz 80. alexandrinum
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44. Kaliks meyvede sertlesmis; meyveli ¢icek durumu
olgunlukta kopar
46. Korolla pembe; kaliks digleri tabanda uggenimsi
79. meironense
46. Korolla krem rengi; kaliks digleri tabanda biz seklinde
81. berytheum
19. Korolla 15-30 mm
47. Yaprakgiklar genisgligiyle esit uzunlukta; en alt kaliks disleri ovat-
oblong 88. clypeatum
47. Yaprakgiklar lineardan oblonga kadar, genellikle genisliginin 2 kati

uzunlukta; en alt kaliks digleri biz seklinde

48. Kaliks digleri tepede akut 73. angustifolium
48. Kaliks digleri tepede obtus
49. Kaliks yaklasik 15 mm, digler esit 77. dasyurum
49. Kaliks 8-10 mm, digler bariz farkh uzunlukta 74. purpureum

G. Sect. Trichocephalum
1. Verimsiz gicekler, verimli gigeklerin olgunlasmasindan sonra gelisir; olgun
kapitulum topraga veya toprak altina yatik 94. subterraneum
1. Verimsiz cicekler verimli gigeklerle ayni zamanda gelisir; olgun kapitulum
her zaman havada geligir
2. Kaliks digleri tlysuz veya az ¢ok tlysuz 93. chlorotrichum
2. Kaliks digleri yogun yumusak uzun sik tiylu veya pamuksu
3. Verimli gigekler 10-16 tane, 2 halka halinde dizilmis 92. globosum
3. Verimli gicekler (1-)2-8 tane, tek halkada dizili
4. Verimli gicekler 1-2 tane; meyveli baglar 1 cm gapta 91. pilulare
4. Verimli gicekler (4-)5-8 tane; meyveli baglar 1cm’den buyuk ¢apta

90. pauciflorum
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2.1.3.1. Trifolium repens L.

Toprak Ustunde yatik, ¢ok vyillik, 10-30 cm boyunda, nodlarda
koklenici. Yapraklar uzun sapli; yaprakgiklar 1-2 cm, genisce obovat, tepede
dairemsi veya girik. Stipulalar genis tabanli ve kisa bizli. Cigek durumu
umbellat, 1,5-4 cm c¢apinda, 20-40 cigekli. Cicek durumu sapi, tasiyici
yapraklardan ¢ok daha uzun. Cicekler beyaz veya pembemsi, hos kokulu.
Klguk cicek saplari en az kaliks uzunlugunda, erkenden kivrilici. Kaliks 2-6
mm, kampanulat, 10 damarli; disler esit degil, lanseolat. Korolla 4-12 mm.

Legumen genellikle 3-4 tohumlu. Ciceklenme Mart EylUl aylari arasi (159).

1. Semsiye seklindeki gicek durumu 3,5 cm ¢apinda; yaprakgiklar 1-4 cm

var. giganteum

1. Semsiye seklindeki gicek durumu 2 cm ¢apinda; yaprakgiklar daha kuguk

2. Semsiye seklindeki gigek durumu 1,5-2 cm g¢apinda; gigcekler 5-(8-10)

mm var. repens
2. Semsiye seklindeki gicek durumu 1,2 cm ¢apinda; gigekler 4-8 mm

3. Cigcekler pembe; cicek saplari tlysuz var. orphanideum

3. Cicekler beyaz; cicek saplari tlyll var. macrorrhizum

T. repens var. repens
(Syn. T. repens L. var. genuinum Aschers.&Graebn.)

Habitat: Bataklik topraginda, meralarda, 500-2700 m yukseklikte
yetigir.

Yayihs®: A1(A) Canakkale: Erenkdy, Sint. 1883-29b, A2(E) Istanbul:
Tarabya, 01.08.1892, Azn., A2(A) istanbul: Pasabahce’den Polonezkéy'e
kadar, 02.06.1940, B. Post, A3 Bolu: Bolu'dan Adapazari'na 25 km, yaklasik
500 m, McNeill 251, Bolu: Kale, Kirikyayla, 1550 m, orman ici aciklik,
24.06.1990, I. Kili (GAZi 1145!), Bolu: Yedigdller Milli Parki, Tombullar sirti,
1500 m, 14.06.1977, R. ilarslan, (AUF 79!), A4 Kastamonu: ligaz Dag,
Baldiran Deresi, 1370 m, E. Yurdakul, (AUF 11696!), Kastamonu: Tosya,
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Kdsedag, Buyukyazi mevkii, 1800 m, 12.06.1976, M. Kiling, (AUF 7049!), A5
Corum: Alaca’dan Sungurlu’ya 20 km, 1200 m, Coode & Jones 1655, Yozgat:
Cekerek, Yavihasan calinpinar, 1500 m, 28.06.1979, R. ilarslan, (AUF 571!),
A7 Trabzon: Zigana’yi gegince, 2000m, Furze 3891, A8 Artvin: Coruh,
Murgal'in yukarisinda Savval Tepe, 2200 m, D.32363, Rize: Findikl,
Arslandere koyu, Gurcuduzu mevkii, karisik orman, 550-700 m, 27.06.1980,
A. Gulner, (AUF 2617!), A9 Kars: Kotek yakinlari, 28.06.1967, Ross, B4
Ankara, Hacettepe Universitesi Sihhiye Kampusii ilag fabrikasi yanlari, 800
m, 13.06.2009, G. Renda, (HUEF 09331!) B6 Yozgat: Akdagmadeni, Nalbant
Dagi, 1slak cayir, 2050 m, T. Ekim, (AUF 3917!), Bitlis: Tatvan, 1750 m, D.
22188, B10 Agri: Dogubayazit ve Igdir arasinda, 2050 m, M. Zohary &
Plitmann 2265-90, C2 Antalya: Yuva Yaylasi, D. 14227, Mugla: Kdycegiz,
cayirhk, 15 m, 15.04.1991, A. Guner, (GAZi A. Glner 8641!), C4 Antalya:
Gazipasa, Cobanlar Koyu yaylasi, Akgamugar mevkii, korunmus arazi, 1800-
2000 m, 20.07.1981, H. Simbdul, (AUF 1149!), C5 Adana: Karsanti, Torasan
Dagi, Kiglk Kuruca mevkii, cayirlik, 2090 m, 16.06.1977, E. Yurdakul, (AUF
1680!), C6 Gaziantep: Ayntab, Haradj 1318, Kahramanmaras: Engizek Dag,
Agabeyli Kéyu gevresi, 1250-1300 m, 21.05.1987, (GAZi H. Duman 2724!),
C10 Hakkari: YUksekova civari, Sat Dagi, 2700 m, Duncan & Tait 108.

®Yerinde gériilen drnekler disindaki bilgiler Zohary, 1970°den (159) alinmistir.

2.1.3.2. Trifolium ambiguum Bieb.

Toprak Ustlnde yatiktan ylUkseliciye kadar ¢ok yillik bitkiler, 8-35 cm.
Yaprakgiklar (1-)1,5-3,5 cm, eliptikten ters ovata kadar; stipulalar genisce
ovat, yaprak sapi ile birlesik, serbest kisim lanseolat-subulat. Cigcek durumu
bas veya yumurta seklinde, sonradan uzayan, 1-1,5 cm geniglikte. Cicek
durumu sapi 4-10 cm. Brakteler dar lanseolat-subulat, kaliks tUptunden kisa.
Cicekler beyaz, pembeye donen; cicek saplari kaliksin Ugte biri uzunlukta,
daha sonra asagi dogru kivrilan. Kaliks 4-5 mm, kampanulat, beyazimsi, 10

damarli, disler hemen hemen esit. Korolla 1-1,2 cm, bayrakgik, kayik¢iktan
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uzun. Legimen yaklasik 3 mm, gagali, 2 tohumlu. Cigeklenme Haziran

AQustos aylari arasi (159).

Habitat: Dik, tagh toprakl yamagclarda, orman kenarlarinda, tarlalarda,
1700-2750 m yukseklikte yetigir.

Yayihs®: A8 Artvin: Coruh, Artvin'in yukarisindaki dagda, 1900 m,
D.29721; Rize: Cimil, 2000 m, 1866, Bal.; Erzurum: ispir, 2120 m, Alpay
(ANKO 2630), Rize: Ikizdere, Cimil deresi, tiran gevresi, 1200 m, sulak
cayirlik, 26.06.1984, A. Giiner, (AUF 5677!), Rize: ikizdere, Anzer Koyu Ust,
2100-2500 m, sarp kayalik yamacglar, 11.07.1984, A. Guner, (AUF 5803!),
Rize: ikizdere, Ballikdy (Anzer), 2150 m, 19.07.1984, M. Vural, (AUF 3080!),
Rize, Ikizdere, Cimil vadisi, yol kenarlari, 1200 m, 20.06.2009, G. Renda,
(HUEF 09891!). A9 Kars: Sarikamig, 2100 m, D. 30800; Erzurum: Kop
Dagrni gegince, 2350 m, Furze 3795, B4 Ankara: Orman Ciftligi, Uresin 114,
B9 Agri: Agr’'nin 3 km dogusunda, 1700 m, D. 44105; Bitlis: Kotum, 1900 m,
D. 22440, B10 Van: Baskale’nin 5 km kuzey dogusunda, 2150 m, D. 45941,
C9 Van: Harefta Dagi, Baskale ve Koganes arasinda, 2700 m, Nab. 2857.

®Yerinde gérilen drnekler disindaki bilgiler Zohary, 1970°den (159) alinmistir.

2.1.3.3. Trifolium hybridum L.

Yukselici veya dik, cok yillik, 5-50 cm. Yaprakgiklar 1-3 cm, obovattan
rombige kadar, tepeleri emarginat. Stipulalar otsu, obovattan lanseolata
kadar, tepeleri sivri uglu veya biz seklinde. Cicek durumu umbellat, 1-2 cm
¢apinda, kuremsi, 12-20 cigekli, cigcek durumu sapi yapraklardan uzun.
Brakteler 1-2 mm, ovat. Cicekler beyazdan pembeye kadar, uzun sapl.
Kaliks 7-9 mm, beyazimsi, 5 damarli; digler lanseolat, esit degil. Korolla 7-9
mm. Legimen 2-4 tohumlu(159).

1. Govde yukselici, genellikle 20-30(-50) cm; yaprakgiklar 2-3 cm
var. hybridum
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1. Kokten itibaren gok govdeli, 5-20 cm; yaprakgiklar 0,7-1,0(-1,5) cm

var. anatolicum

T. hybridum var. hybridum
(Syn. T. elegans Savi)

Habitat: Cayirlarda ve nemli yerlerde, 1-2000 m yukseklikte yetisir.

Yayilig®: A2(E) Istanbul: Tarabya yakinlarindaki tepeler, 01.07.1988,
Azn., A2(A) istanbul: Pagsabahge’den Polonezkdy'e, 02.06.1910, B. Post, A3
Bolu: Abant Goli, 1400 m, D.37287, Bolu: Yedigoller Milli Parki, balik Gretim
sahasi, 900 m, 14.06.1977, R. ilarslan, (AUF 156!), A4 Zonguldak:
Gerede’nin 14 km guneyi, 1300 m, M. Zohary 5163, Ankara: Cubuk,Ovacik,
Saraycik koyleri, Hallayikpinari, caliliklar, ¢esme kenari, 1250-1380 m,
11.09.1992, E. Diindar, (GAZi 1484!), A6 Sivas: Zara’dan Serefiye
Yaylasr’'na, 1600 m, Hub.—Mor. 15023, A7 Trabzon: Yomra, Sana mevkii,
100 m, 30.04.2009, G. Renda, (HUEF 09337!), A9 Erzurum: Horasan’dan
Karaurgan’a 22 km, 2000 m, Davis & Hedge, (AEF Davis 29518!), B3
Eskisehir: Turkmen dagi, Meselipinar, 1350 m, T. Ekim, (AUF 3159!), B7
Tunceli: Ovacik’tan Hozat'a, 2000 m, D. 31540, B8 Mus: Bingdl Dagr’'nin
glney bati eteklerinde, Caylardan Karliova’'ya 11 km, 1800 m, D. 46159,
B10 Agri: Dogubayazit'in giney nahiyelerinde, M. Zohary & Plitmann 2263-5,
B/C9 Van: Satak civari, Gérendag, 2000 m, D. 23228, C1 izmir: Kusadasi,
Hub.-Mor. 17540, C2 Burdur: Tefenni, Bayramlar Cayh arasi 3.km, tarla
kenari, K 37° 13' 00", D 29° 49' 25", 1390 m, 07.06.2009, Z. C. Arituluk,
(HUEF 09408!), C10 Hakkari: Gevar Ovasi, Ylksekova'dan 2-3 km, 1950 m,
D. 45769.

T. hybridum var. anatolicum

(Syn. T. anatolicum Boiss., T. parvulum Beck)
Habitat: Cayirlarda ve nehir kenarlarinda, 700-2400 m yukseklikte
yetisir.

Yayihs®: A2(E) istanbul: Alemdag, 25.06.1940, B. Post, A3 Bolu: Ala
Dag civari, Kartal Kaya Tepesi, 2000 m, Khan ve ark. 485, Bolu: Aladag
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Yaylasi, ¢ayirlik, 1350 m, 11.08.1985, M. Vural, (GAZi M. Vural 2622!), Bolu:
Gerede, Aktas ormani, 1300 m, 20.09.1976, O. Ketenoglu, (AUF 362!), A4
Ankara: Karagél, Ankara’nin 65 km kuzeyi, 1600 m, Coode & Jones 2198,
Ankara: Kizilcahamam, Soguksu Milli Parki, incegelis Civari, orman acikhgi,
1550-1600 m, 09.08.1990, O. Eyiboglu, (GAZi 2040!), Ankara:
Kizilcahamam, Isik Dagi, 1500 m, 10.07.1976, F. Demircioglu, (AEF 81!),
Ankara: Kizilcahamam, Isik Dagi, 1500 m, 12.06.1976, F. Demircioglu, (AEF
6871!), Ankara: Soguksu Milli Parki, 1000 m, 14.06.2009, G. Renda, (HUEF
09333!), Kastamonu: Duday, Ballidag, Sanatoryum Ustu, Karagam ormani,
1000 m, 20.06.1978, O. Ketenoglu, (AUF 1231!), A5 Amasya: Merzifon’dan
Havza'ya 17 km, 700 m, Coode & Jones 1965A, A6 Tokat: Yildizelinden
Artova’ya, 1700 m, Reese, A7 GUmushane: Zigana'yi gegince, 2000 m, M. &
D. Zohary 357, B2 izmir: Odemis civari, Bozdag Yaylasi, Bal. 170, B5
Kayseri: Bakir Dagi, Akoluk Yaylasr’nin yakininda Kisge'nin yukarisinda,
2300 m, D. 19527, C2 Mugla: Girdev Dagi, Bel Yaylasi ve Duger arasinda,
1800 m, D. 13798, Mugla: Kodycegiz, Sandran Dagi, Koklice, 2300 m,
23.07.1947, Karaosmanoglu, (AEF 13554!), C4 Antalya: Alanya civari, Ak
Dagi, Geyik Dagr’'nin guneyi, 2300 m, D. 14361.

®Yerinde gérilen érnekler digindaki bilgiler Zohary, 1970°den (159) alinmistir.

2.1.3.4. Trifolium spadiceum L.
(Syn. T. litigiosum Desv.)

Dik tek veya iki yilhk bitkiler, 10-40 cm. Yaprakg¢iklar 0,8-2,0 cm,
obovattan eliptige kadar, taban baltamsi, hepsi sapsiz. Cigek durumu 2,2 cm
genislige kadar, baslangicta ovat, silindrige déntsen, 50-70 cigekli. Cigekler
siyahimsi-kahveye donusen sari. Cicek saplari kaliks tipunden kisa. Kaliks
ciplak, 2-3 mm, digler ince uzun yumusak tuyll. Korolla 4-5 mm, bayrakgik

katli. Ciceklenme Haziran Temmuz aylari arasi (159).

Habitat: Nehir, cayir kenari gibi nemli yerlerde, 1200-2300 m
yukseklikte yetisir.
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Yayilis®: A3 Bolu: Abant, 1200 m, Alpay (ANKO 2602), Bolu: Aladag
Yaylasi, sari gam ormani, 1350 m, 11.08.1983, O. Eylboglu, (GAZi 2635!),
Bolu: Aladag Yaylasi, cayirlik, 1350 m, 11.08.1983, M. Vural, (GAZi 2673!),
A4 Ankara: Kizilcahamam civari, Isik Dagi zirve yakinlari, Khan ve ark. 729,
A7 Trabzon: Hamsikdy, 1200 m, Balls 1646, Gumushane: Artabirin
yukarisinda Buyukdere, Sint. 1894:7158, Giresun: Tamdere’nin Ustleri, 1620-
1700 m, Hub.-Mor. 15018, A8 Erzurum: Erzurum’dan Tortum’a 35 km, 2250
m, Watson ve ark. 3230, Rize: ikizdere, Cimil, Bagkdy ustleri, 2010 m,
24.07.1984, M. Vural, (GAZI 3203!), Rize: Ikizdere, Cicekli (Asagi Anzer)
Koyl, cayirlik, 1820 m, 07.08.1983, A. Guner, (AEF 13333!), Rize:
Camlihemsin, Amlakit Yaylasi, Arkovit cevresi, sulak cayirlik, 2400 m,
12.08.1984, A. Giiner, (GAZI 6129!), Rize: ikizdere, Cimil vadisi, yol
kenarindaki yamagclar, 1200 m, 20.06.2009, G. Renda, (HUEF 09339!),
Artvin: Coruh, Ardanug, Kardevan Dagi, 1450 m, Davis & Hedge, (AEF Davis
30122!"), A9 Coruh: Ardanug¢’tan Kordevan Dagi’'na, 1450 m, D. 30122, Kars:
Kagizman’in dogu daglari, Akgay’dan Cumacay’a 20 km, 2200 m, D. 46732,
Kars: Arpacay, Kisir Dagi, dag koyu, Derecayiri mevkii, dere kenari, sarp
kayaliklar, 2430 m, 24.07.2000, M. Vural (GAZI M. Vural 8370!), Kars:
Hacuvan, Kars-Ardahan, 1900 m, Davis&Hedge, (AEF Davis 30122!),
Erzurum: Oltu, 2000 m, Alpay 2430, B8 Erzurum: Palanddéken Dagi, Cat'tan
Erzurum’a 29 km, 2300 m, D. 47403.

®Yerinde gérilen érnekler digindaki bilgiler Zohary, 1970°den (159) alinmistir.

2.1.3.5. Trifolium campestre Schreb.

(Syn. T. agrarium L., T. procumbens L., T. lagrangei Boiss., T.

glaucescens Hausskn., T. pumilum Hossain)

Yukselici veya toprak uzerinde yatik tek yillik bitkiler, 10-30 cm.
Yaprakgiklar 0,8-1,6 cm, rombikten obovata kadar, uctaki yaprakcik sapli.
Cicek durumu 0,8-1,3 cm geniglikte, kiiremsi, ¢cok cicekli. Cigcekler soluktan

parlak sarilya kadar, nadiren mor. Kiglk ¢icek sapi kaliksten kisa, gabuk
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kivrilan. Kaliks tiysuz veya nadiren az tuylu, 1,5-2,0 mm. Korolla (4-)5-7 mm,

bayrak¢ik katlanmis. Ciceklenme 2-4(-9). aylar arasi (159).

Habitat: Tarlalarda, ekiimemis bos alanlarda, 1-2200 m yukseklikte
yetisir.

Yayihs®: A1(E) Kirklareli: Demircihalil'in 4 km glineybatisi, Bauer &
Spitzenberger 112, A1(A) Canakkale: Lapseki'den Biga'ya 27 km, 10 m,
Hub.-Mor. 17537, Canakkale: Karabiga Alman ciftligi, 06.1976, T. Ekim, (AUF
T. Ekim 1662!), A2(E) Istanbul: Belgrad Ormani, 20.05.1960, Yalt., A2(A)
istanbul: Kartal, Aytug & Yaltirik 3340, istanbul: Bulgurlu Dagi, 22.05.1931,
Krause, (AUF 3196!), A2 Bursa: Uludag, Kirazl Yayla, 1650 m, 28.05.1977,
M. Keskin, (AEF 5955!), A3 Bolu: Aladag, Kartalkaya Tepesi, 1750 m, D.
37419, Bolu: Yedigoller Milli Parki, 900 m, 12.07.1977, R. ilarslan, (AUF 88!),
A4 Ankara: Kizilcahamam, soguksu Milli Parki, Golli mevkii, orman acgikhgd,
1600 m, 31.07.1990, O. Eyiboglu, (GAZi 1975!), Kastamonu: inebolu,
Ozliice, 100 m, 31.05.1978, O. Ketenoglu, (AUF 1292!), Kirikkale: Delice,
Blyukavsar kasabasi, Buyukhelmit mevkii, seyrek mese alti, 1100 m,
04.07.1991, M. Yaman, (GAZi 1067!), A5 Sinop: inceburun, 30 m, Tobey
1617, Tokat: Zile, Kasin koyu, Gavurcal tepesi, 1250-1300 m, 29.06.1977,
R. ilarslan, (AUF 570!), Kastamonu: Devrehani, Oyrak 2 mevkii, 1210 m,
08.07.1991, Yurdakul, (AUF 3576!), A7 Giresun: Tamdere'den
Yavuzkemal’e, Karinca yakinlari, 1500 m, Davis, (AUF 20712!), A8 Artvin:
Borcka, Goktas yolu, Alaca (Tiryal) Dagi, kuzeydogu yamaglari, manastir
mevKkii, Fagus altinda, 960 m, 16.06.1977, A. Duzenli, (AUF 984!), Trabzon:
Of, D. 32017, Rize: Rize sahil yolu, yol kenari, 10 m, 25.05.1985, A. Guner,
(GAZi 6435!), Rize: Camlihemsin, Asagi Vice Mahallesi Ustu, karigik orman,
500-650 m, 26.06.1980, A. Giner, (AEF 13111!), Rize: ikizdere, Cimil
Yaylasi, yol kenarlari, 1200 m, 20.06.2009, G. Renda, (HUEF 09341!), A9
Kars: Hacuvan, Kars’dan Adahan’a, 1900 m, D. 30470, B1 izmir: Cesme, 10-
50 m, D. 41839, B3 Afyon: Bayat, Otlugedik sirti kuzey yamag, 1450 m, M.
Vural, (GAZI M. Vural 125!), B5 Kayseri: Bakir Dagi, Kisge'nin yukarisinda
Akoluk Yaylasi yakinlari, 2000 m, Davis, (AUF 19360!), Nevsehir: Géreme,
volkanik tif, nemli ve golgeli vadi, 17.06.1989, M. Vural, (GAZI 5174!), B7
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Erzincan: Kemaliye, Venk koprusu Salihli kdyu arasi, meselik alan, 912 m,
14.05.2006, H. Duman, (GAZI H. Duman 5032!), B8 Siirt: Bekirhanin 6 km
glneyi, 700 m, Cheese & Watson 1120, B9 Mus: Mus-Tatvan arasi, nemli
yerler ve araliklar, 1500 m, 22.06.1983, T. Ekim, (GAZi 7463!), Bitlis: Pelli,
rutubetli sirtta, 2200 m, 06.07.1954, Davis, (AUF 22397!), Mus: Mus ile
Tatvan arasi, nemli yerler ve araliklar, 1500 m, 22.06.1983, T. Ekim, (AUF
7463!) C1 Mugla: Bodrum civari, Musgebi’den Karatoprak’a, 50-100 m, D.
40985 (gicekler mor), C2 Burdur: Tefenni, Tefenni Belkaya arasi, yolun sol
tarafindaki orman yolu, Ku¢ukoglan Yaylasi, gayirlik, K 37° 17' 29", D 29° 38'
02", 1450 m, 06.06.2009, Z. C. Artuluk, (HUEF 09405!), Mugla: Marmaris
civari, S6gut'ten Bozburun’a, D. 41193, Mugla: Marmaris ile Bozburun arasi,
Bayir kdyine varmadan yamagclar, 50 m, 30.04.1982, M. Koyuncu, (AEF
10651!), Mugla: Kdéycegiz, Candir-Kaunas, Sareupoterium friganasi, 50 m, M.
Vural, (GAZI M. Vural 5777!), C3 Antalya: Antalya Korkuteli caddesi, Burdur
yolu baglantisindan 1.5 km, Jackson 5010, Antalya: Manavgat, Karaburun, 3
m, 10.04.1956, O. Polunin, (AUF 25832!), Burdur: Beysehir ile
Sarkikaraagag asfaltinin 11 km dogusundaki yamaglar, 1250 m, 24.06.1975,
R. Celik, (AUF 3781!), C4 igel: Mut civari, Adras Dagi, Coode & Jones 1014,
icel: Tarsus, Egemen Koyl ile Eksibelar arasi, rutubetli yerlerde, 26.04.1955,
Huber Morath, (AEF 5337!), Konya: Ermenek, Kazanci Kasabasi, yayla
pazari, zeyve gayl boyunca, 600-800 m, 13.10.1983, H. Sumbiil, (GAZI
2591!), C5 Hatay: Antakya, Samandag civari, Cevlik yakinlari, 100 m, Coode
& Jones 634, Hatay: Antakya, Iskenderun ile Belen arasi, Sodukoluk yolu
baslangici arasi, 300 m, 26.04.1978, M. Keskin, (AEF 6383), C6
Kahramanmaras: Engizek Dagi, Aksu Mah. Cevresi,cayirlik, 1000 m,
01.06.1987, H. Duman, (GAZI H. Duman 2990!), Adana: Nurdag! gegidinin
asagilari, 1100 m, Cheese & Watson 987, C7 Urfa: Surug’'tan Urfa’ya, 600 m,
12.07.1958, Davis & Hedge, (AUF 27892!), C8 Mardin: Savur'un 10-12 km
batisi, 900 m, D. 42454, C9 Mardin: Hessana, Cudi Dagi eteklerinde, 900 m,
D. 42808, C10 Hakkari: Gevar Ovasl, YUksekova ve Sat Dagi arasi, 1930 m,

D. 45800.
®Yerinde gériilen érnekler digindaki bilgiler Zohary, 1970°den (159) alinmistir.
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2.1.3.6. Trifolium resupinatum L.

Yukselici veya dik tek yillik bitkiler, 20-60 cm. Yaprakgiklar 1,0-2,5 cm,
tepesi yuvarlak¢a daraliyor, romboitten ovat-oblonga kadar, donuk mavimsi
yesil olmayan. Cicek durumu 1,0-1,5 cm genislikte, kiremsi, ¢cok cicekli,
involukrum yok. Cicek durumu meyvede yildiz seklinde; gicek sapi, tasiyici
yapraklardan uzun. Kaliks, meyvede sigkin; agimsi damarl, tiysuz. Korolla

6-10 mm, bas asagi donmus. Ciceklenme Mayis ayinda (159).

Habitat: Tarlalarda, yol kenarlarinda, ekiimemis bos yerlerde, 1-1500

m yukseklikte yetisir.

1. Yaprakgiklar 3-5 cm; korolla 8-10 mm; goévde bosluklu, 80 cm’ye kadar

uzunlukta var. majus

1. Yaprakgiklar 0,4-2,0 cm; korolla 5-8 mm; gévde 60 cm’ye kadar uzunlukta

2. Meyveli baslar 1,3-3,0 cm gapinda var. resupinatum

2. Meyveli basglar 0,7-1,0 cm ¢apinda var. microcephalum
Trifolium resupinatum var. microcephalum Zoh.

Yayilis®: A1(E) Canakkale: Erenkdy, Sint 1883:173, A2(E) istanbul:
Istanbul, Clementi, A4 Ankara: Ayasbeli, Akkaya tepenin glineydogusu, sulak
yerler, 1200 m, 27.06.1986, M. Vural, (AUF 4198!), Cankiri: Atkaracalar,
Dumanli Dagi, Atkaracalarin 500 m guneyi, su yakini, 1200-1300 m,
14.06.1991, A. Duran, (AUF 1037!), A5 Corum: iskilip, 750 m, Coode&Jones
1809, B4 Konya: Konya'’dan Cumra’ya dogru, Kuglukkdy, Helbaek 2471, A6
Amasya: Cigdemlik, Seki mahallesi, tarla kenarlari, c. 500 m, 01.06.1987, S.
Peker, (AUF 1271!), Tokat: Niksar, Hamidiye koprisunden 300 m ileride,
yolun sol tarafindaki tarla kenarlari, 15.06.2009, D. Soéhretoglu, (HUEF
09892!), C1 izmir: Kusadasi, Hub.- Mor. 17541, C3 Antalya: Akseki, Geyran
Yaylasi, Belen mevkii, nemli yerler, 1200 m, 10.06.1995, A. Duran, (AUF
2604!), C5 igel: Cukurova, Tarsus, Daver T 135, C6 Adana: Osmaniye civari,
Toprakkale, 80 m, D. 26915, Kahramanmaras: Engizek Dagi, Aksu mahallesi
gevresi, cayirlik, c. 1000 m, 10.06.1987, H. Duman, (AUF 2965!), C7
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Sanlurfa: Ceylanpinar, misafirhane gevresi, yol kenari, 435 m, 15.04.1995,
Z. Aytag, (AUF 2126!).

®Yerinde gorilen drnekler disindaki bilgiler Zohary, 1970°den (159) alinmistir.

2.1.3.7. Trifolium pratense L.

Dikten uglarda yUkseliciye ¢ok yillik bitkiler, 20-60 cm. Stipulalar ovat-
lanseolat, serbest kisim ¢ok dik mukronat veya sivri uglu. Yaprakgiklar 1,5-
3,0(-5,0) cm, obovattan genisce eliptige kadar. Cigcek durumu kidremsiden
yumurtamsiya kadar, 0,7-2,2 cm genislikte, sapsiz veya nadiren sapli,
genellikle kugulmus yapraklarin stipulalarindan olugsan bir involukrumla
birlikte. Kaliks tup seklinde veya kampanulat, 10 damarli, yayik taylu, nadiren
tlystz. Kaliks tupundn bogazi halka seklinde tuyla bir kalinhkla agilmis.
Korolla kirmizimsi-mordan pembeye kadar, nadiren beyazimsi, 13-18 mm.

Ciceklenme Mayis Eylil aylari arasi (159).

Habitat: Cayirlarda, yol kenarlarinda, orman agikliklarinda, 1-2300 m

yukseklikte yetisir.
1. Govde genellikle 20-40 cm, yogun yatik tuylU; yaprakgiklar 1,5-3,0 cm
var. pratense

1. Goévde 40-70(-100) cm, ici dolu veya bos, yatik tlyli veya tuysuz ;
yaprakgiklar 3-5 cm

2. Govde dik tuylu; korolla koyu kirmizi var. americanum
2. Govde az ¢ok giplaklasan veya ¢iplak; korolla genellikle pembe

var. sativum
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Trifolium pratense var. pratense

(Syn. T. silvestre Ducomm, T. pratense L. subsp. eupratense Aschers

& Graebn, T. purpureum Gilib., T. fontanum Bobrov)

Yayiis®: A1(E) Kirklareli: Kirklarelinden Demirkdy’e, 200 m,
Bozakman 2603, A3(E) istanbul: Sariyer, Yalt. 2484, A3 Bolu: Bolu'dan
Sakarya’ya yaklasik 25 km, yaklasik 500 m, McNeill 250, Bolu: Yukari Soku
Koyl civari, tarla ve bahce kenarlari, 800 m, 09.08.1983, M. Vural, (GAZI
2574!), Bolu: Aladag Yaylasi, sari ¢am ormani, 1350 m, 11.08.1983, M.
Vural, (GAZi 2670!), Bolu: Abant gevresi, 1350 m, 31.08.1989, M. Vural,
(AEF 23254!), Bolu: Gerede, Aktas ormani, Kirek koyl, mese ici, 1250 m,
08.07.1976, O. Ketenoglu, (AUF 521!), Zonguldak: Haciali kdéyu mevkii, 400
m, 18.07.1983, M. Demirors, (AUF 1673!), A4 Zonguldak: Karabuk’'in
yukarisinda Keltepe’de Sorgun Yaylasi, 1300 m, D. (S.60/1962), Ankara:
Ayasbeli yol kenari, 1100 m, 24.05.1975, Y. Akman, (AUF 6666!), Ankara:
Kizilcahamam, Soguksu Milli Parki, cayirliklar, 1600 m, 01.08.1989, O.
Eyuboglu, (GAZI 1105!), Ankara: Cubuk, Pegenek Koyl ile Hasanoglan
arasi, 1200 m, 05.07.1987, M. Koyuncu, (AEF 16296!), Ankara: Cubuk,
Karagdl, volkanik yamag, 23.06.1973, S. Erik, (AUF 59!), Ankara: Soguksu
Milli Parki, 1000 m, 14.06.2009, G. Renda, (HUEF 09332!), Cankiri:
Atkaracalar, Dumanli Dagi, Atkaracalarin 500 m guneyi, tarla kenari, 1200-
1300 m, 14.06.1991, A. Duran, (GAZi 1057!), Cankiri: Atkaracalar, Dumanli
Dagi, Caligukur mevkii, 1450-1630 m, 05.07.1991, A. Duran, (GAZi 1206!),
Cankiri: Isikdag, guney yamag, yangin kulesi yakini, 1900-200 m,
27.07.1975, Y. Akman, (AEF 5019!), Kastamonu: Pinarbagi, Kaval,
Nalbantoglu mahallesi, orman acgikhgi, yol kenari, 950 m, 25.06.2003, M.
Ufuk Ozbek, (GAZi 1595!), Kastamonu: Sakadagi, Yukarikdy, 1300 m,
27.06.1980, M. Demirdrs, (AUF 489!), A5 Corum: Alaca’dan Sungurlu’ya 20
km, 1200 m, Coode & Jones 1670, A6 Ordu: Aybast’nin yukarisinda, 1100
m, Tobey 1388, A7 Giresun: Tamdere, 1600 m, D. 20643, Gimushane: Torul
karayolu kenari, 23.06.2009, G. Renda, (HUEF 09893!), A8 Rize: ikizdere,
Cimil, Bagkoy Ustleri, cayirlik, 2010 m, 24.07.1984, M. Vural, (GAZi 3200!),
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Rize: Ikizdere, Cimil deresi, Tiran gevresi, sulak ¢ayirlik, 1200 m, 26.06.1984,
A. Gliner, (GAZI 5674!), A9 Coruh: Ardanug’tan Kordevan Dagi'na, 1400 m,
D. 30152, B2 Kitahya: Simav, 1650 m, Durubal 310, B3 Isparta: Egirdir
civarl, Barla Dagi, 1200 m, Khan ve ark. 420, Kitahya: Dumlupinar, Gokdag,
Akdere mevkii, P. nigra ormani, 1330 m, 22.07.1983, M. Vural, (GAZi 2458!),
B4 Ankara: Ahlatlibel, step yamaglar, yol kenarlari, 1245 m, 02.06.2009, S.
Arabaci, (HUEF 09161!), B5 Nevsehir: Ariliburun Deresi, volkanik tif, nemli
vadi, 1100-1250 m, 19.05.1989, M. Vural, (GAZI 4709!), Yozgat: Akdag
madeni, Sirikli dag, Findicak dere kenarinda, 1600 m, T. Ekim, (AUF 3915!),
Yozgat: Milli Park, P. nigra alti, 1500 m, 26.06.1979, B. Sayin, (AUF 86!), B7
Elazig: Hecili (Aydinlar) Kéyu civari, giiney yamaci, 950 m, 20.06.1980, H.
Evren, (AUF 315!), Erzincan: Munzur Dagi, Kennahusagi Koyl asagisi,
Karasu cevresi, 1100-1300 m, 29.05.1979, S. Yildirmh, (AUF 1755!),
Tunceli: PUlimur'an yukarilari, 1900 m, D. 31597, B8 Erzurum: Varto'dan
Hinis’a 20 km, 1900 m, D. 46250, Mus: Mus ile Tatvan arasi, bataklik ve
nemli yerler, 1500 m, 22.06.1983, N. Adiglzel, (AUF 7354!), B9 Van: Timar,
1750 m, D. 44199, Bitlis: Por Deresi, step ve kayalik, 1300-1500 m,
23.06.1983, N. Adiguzel, T. Ekim, (AUF 7538!), B10 Van: Baskale’nin 3-4 km
kuzeydogusunda, 2300 m, D. 44540, C2 Burdur: Tefenni, Bayramlar Cayli
arasi 3. km, tarla kenari, K 37° 13' 00", D 29° 49' 25", 1390 m, 07.06.2009, Z.
C. Arituluk, (HUEF 09410!), Denizli: Honaz Dagi, 1250 m, Sorger 66-8-60,
C4 Konya: Karaman, Andrasovszky 407, Konya: Seydisehir, fidanlik kenari,
cayirlik, 1140 m, 20.07.1982, H. Ocakverdi, (AUF 1528!), icel: Arslankdy,
Cedrus libani ormani, 1680 m, 07.06.1973, T. Uslu, (AUF 2899!), C5 Adana:
Saimbeyli-Develi yol ayrimina varmadan soldaki agaclandirma sahasi, 1500
m, 03.06.1981, M. Koyuncu, (AEF 9802!), Adana: Hamidiyekdy sirtlari, 280
m, 14.06.1990, E. Yurdakul, (AEF 3172!), C6 Kahramanmaras: Engizek
Dagi, Aksu mahallesi gevresi, cayirlik, 1000 m, 10.06.1987, H. Duman,
(GAZI H. Duman 2952!), C9 Van: Warak Dagi (Erek Dagi), 2200 m, Nabelek
2849, C10 Hakkari: Yuksekova’dan $Semdinli'ye 10 km, 1950 m, D. 45146.

®Yerinde gérilen érnekler digindaki bilgiler Zohary, 1970’den (159) alinmistir.
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2.1.3.8. Trifolium canescens Willd.
(Syn. T. hohenackeri Jaub. & Spach)

Cok yillik bitkiler, 10-35 cm, basit govdeler odunsu bir tabandan
yukselir. Floral yapraklar kisa sapl. Stipulalarin serbest kismi biz seklinde,
tabani genis. Yaprakgiklar 1-3 cm, obovattan genisce eliptige kadar, tepede
derin girik. Cicek durumu ovoid, meyvede silindrik hale gelir, 1,5-3,0 cm
geniglikte, sapsiz. Kaliks tup seklinde, 10 damarli, taylu, disler lanseolat-
subulat, 5-7 mm, akut, esit degil, meyvede bogaz kismi 2 dudakl sert bir
siskinlik ile kapali. Korolla soluk sari, 30 mm’ye kadar. Ciceklenme Mayis

Agustos aylari arasi (159).

Habitat: Alpin bolge alti, nehir kenari, yaprak doéken orman altlari gibi

yerlerde, 200-2000 m yukseklikte yetisir.

Yayihs®: A5 Amasya: Amasya civari, Cakiralan’in 6 km batisinda,
yaklasik 700 m, M. Zohary & Orshan 10761, Kastamonu: Tosya, Suugtudere,
Sint. 1892:4489, A6 Ordu: Cambasi’nda, 2000 m, Tobey 1249, A7 Giresun:
Tamdere’'nin asagisinda, 1600 m, D. 20627, Trabzon: Hamsikdy, 1500 m,
Balls 487, GUmushane: Erimez, 24.06.1977, Y. Akman, (AUF 7161!), A8
Rize: Cimil Vadisi, 2000 m, Bal. 1403, Rize: ikizdere, Golyayla koyu alti,
cayirlik, 1300-1500 m, 26.07.1985, A. Giner, (GAZi 6677!), Rize: Rize-
Ayder, alpinik step, 2350-2450 m, 26.08.1984, M. Vural, (GAZI 3368!), Rize:
ikizdere, Anzer Koyl Ustii, sarp kayalik yamaclar, 2100-2150 m, 11.07.1984,
A. Gliner, (GAZI 5822!), Rize: ikizdere, Cimil Vadisi, 1200 m, 20.06.2009, G.
Renda, (HUEF 09340!), Trabzon: Zigana gegcidi ile Hamsikdy arasi, Bekgiler
mevkii, 1600 m, 17.06.1970, M. Koyuncu, (AEF 3333!), Artvin: Coruh,
Artvin’in yukarisindaki tepelerde, 200 m, Stn. & Hend. 5932, A9 Erzurum:
Erzurum’dan Ispir yolu, Winter 44, Coruh: Ardanuc’'tan Kordevan Dagr'na,
1450 m, D. 30126, B8 Erzurum: Oltu ile Tortum arasi, 2000 m, 12.07.1971,
M. Koyuncu, (AEF 1480!), B9 Van: Van ile Bagkale arasi, Guzeldere gecidi,
2400-2800 m, 02.07.1983, M. Koyuncu, (AEF 12469!), Van: Catak-
Bahgesaray yolu, Asaginarlica Koyu karsisi, ¢ayirliklar, 2100 m, 30.06.1983,
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M. Koyuncu, (AEF M. Koyuncu 6177!), C5 Hatay: Antakya, Amanoslar, Nur
Dagi, Alman pinari tzeri, 16.05.1969, R. Cetlik, (AUF 673!).

®Yerinde gorilen drnekler disindaki bilgiler Zohary, 1970°den (159) alinmistir.

2.1.3.9. Trifolium trichocephalum Bieb.

(Syn. T. trichocephalum Bieb. var. macrophyllum Hossain, T.
trichocephalum Bieb. var. lonchophyllum Hossain)

Dik veya yukselici ¢ok yillik bitkiler, 30-70 cm. Stipulalar ovat-oblong,
serbest kisim biz olugturacak sekilde derece derece inceliyor. Alt yapraklarin
yaprakgiklari 3-4 cm, ovattan eliptige kadar, tepede girik, Ust yapraklar
eliptikten lanseolata kadar. Cicek durumu yumurtamsi, 1,5-2 cm geniglikte,
sapsiz. Kaliks silindrik-kampanulat, 10 damarli, ince uzun yumusak tuylu, 2
dudakli sert bir sigkinlikle kapali, disler esit degil, lanseolat-subulat, kut.
Korolla krem rengi, 20-25 mm, yaklagik kaliksin 2 kati uzunlukta. Ciceklenme

Mayis Temmuz aylari arasinda (159).

Habitat: Cayirliklarda, orman ve bataklik topraginda, 1670-2600 m
yukseklikte yetigir.

Yayihs®: A7 Trabzon: Trabzon ve Meryemana arasinda, 1700 m,
Alpay (ANKO 2604), A8 Rize: ikizdere, Cimil Yaylasi, 1200 m, 20.06.2009,
G. Renda, (HUEF 09335!), A9 Erzurum: Horasan’'dan Karaurgan’a 22 km,
2000 m, D. 29507, Kars: Gole yolu 40. km, cayirliklar, 2200 m, 22.07.1990,
M. Koyuncu, (AEF M. Koyuncu 8717!), Kars: Sarikamig’tan Karakurt'a 10 km,
2050 m, D. 46546, B8 Mus: Mollaali ve Konizoipo arasinda, 07.06.1916,
Siskin, Erzurum: Ilica’nin batisi, 06.08.1967, Ross, Erzurum: Karakdse’den
54 km sonra dag cayiri, 2300 m, Huber-Morath, (AEF 540!"), B9 Erzurum:
Adri ve Horasan arasini gegince doguda, 2250 m, Lamond 2578, B10 Agri:
Hamur'un 2 km guneybatisinda, 1670 m, D. 44021, Van: Bagkale’den
Hosap’a 30 km gecince batida, 2600 m, D. 45922, Agri: Dogubayazit'tan
Igdira dogru, 2050 m, M. Zohary & Plitmann 2265-74.

®Yerinde gériilen érnekler digindaki bilgiler Zohary, 1970°den (159) alinmistir.
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2.1.3.10. Trifolium pannonicum Jacg.

(Syn. T. elongatum Willd., T. armenium Willd., T. olympicum Hornem.,

T. sulphureum Koch)
Trifolium pannonicum subsp. elongatum (Willd.) Zoh. Endemik

Dik veya yukselici ¢cok yillik bitkiler, 20-40(-60) cm. Stipulalarin serbest
kisimlari linear-subulat. Yaprakgiklar 0,5-1,2 cm, lineardan oblong-lanseolata
kadar. Cigcek durumu ovoidden ovoid-oblonga kadar, 1,5-3 cm genislikte,
sapli. Kaliks silindrik, kampanulata donugen, tup 10 damarl, yayik tuylu,
meyvede 2 dudakli sert bir siskinlikle kapali, disler biz seklinde, akut, stellat
veya meyvede kivriimis. Korolla beyazdan krem rengine, 25 mm'’ye kadar,
kaliksin yaklasik 2 kati uzunlukta, bayrakcik yaklasik 4 mm genislikte,
daralmis hemen hemen sivri uclu. Ciceklenme Haziran Agustos aylari
arasinda (159).

Habitat: Cayirliklarda, orman agikliklarinda, steplerde, 300-2350 m
yukseklikte yetisir.

Yayihs®: A2(A) istanbul: Alemdag, 25.05.1939, B. Post, A3 Bolu: Ala
Dag, Kartal Tepe uzerinde, 1750 m, D. 37434, Bolu: Aladag Yaylasi, saricam
ormani, 1350 m, 11.08.1983, M. Vural, (GAZi 2661!), Bolu: Yedigéller Milli
Parki, Tambullar sirti, 1500 m, 12.07.1977, R. ilarslan, (AUF 155!), A4 Bolu:
Gerede’nin 34 km guneydogusu, yaklasik 1600 m, Sorger 62-82-23, Ankara:
Beypazari, Tekke yamaglari, step, 1350 m, 08.07.1986, Z. Aytag, (GAZI
2155!), Ankara: Kalecik, idris Dagi, Ahmetadil Kéyii tst yamagclar, 1200-
1300 m, 23.06.1989, M. Coskun, (AEF 16294!), Ankara: Hasanoglan, idris
Dagi, Hasanoglan’in Ustl, 1400-1700 m, 27.06.1989, N. Tanker, (AEF
16292!), Ankara: Soguksu Milli Parki, giristen 5 km sonra, yol kenarlari, 1000
m, 14.06.2009, G. Renda, (HUEF 09338!), Cankiri: Atkaracalar, Dumanli
Dagi, Avlagan Sivren Yaylasi arasi, step, 1500-1600 m, 09.07.1992, A.
Duran, (GAZi 1568!), A5 Corum: Samsun Corum yolu (zerinde Corum’un 40
km dogusunda, Jardine 395, Amasya: Akdag, 800-1200 m, Bornm. 1889-

2236, A7 GUumushane: Kdse ve Gumushane arasini gegince, 2000 m, D.
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31914a, A9 Kars: Arpagay, Gulyuzu-Zinzal, dag cayiri, 2020 m, 21.07.2000,
M. Vural (GAZI 8270!), B2 Kiitahya: Simav’dan Simav Dagrna 3 km, 1200 m,
Coode & Jones 2651, B3 Eskisehir: Stindiken Dagi, sarigam deresi, 600 m,
04.06.1971, T. Ekim, (AUF 561!), B4 Ankara: Beynam, Ankara’nin 55 km
guneybatisinda, 1000 m, Ledingham & Ekim 4326, B5 Kayseri: Kisge ve
Bakiroluk Yaylasi arasinda Bakirdag, 1700 m, D. 19490, Nevsehir: Ortahisar,
Cemil Dagi, volkanik tuf, bag bahge kenari, 1400 m, 18.06.1989, M. Vural,
(GAZI 5213!), B7 Tunceli: Pilumir, 1550 m, 08.06.1957, Davis&Hedge,
(AUF 29261!), B8 Erzurum: Palandoken Dagi, Cat'tan Erzurum’a 25 km, D.
47384, Mus: Mus ile Tatvan arasi, bataklik ve nemli yerler, 1500 m,
22.06.1983, N. Adiglzel, T. Ekim, (AUF 7354!), C1 Mugla: Datca, Kizlan
agacglandirma sahasi, 100 m, 01.05.1982, M. Koyuncu, (AEF 5105!), C3
Isparta: Dedegdl Dagi, Sorger 66-46-7, Antalya: Akseki, Geyran Yaylasi,
Taglica yayla evleri mevkii, tasli yamaglar, 1450-1600 m, 09.06.1995, A.
Duran, (GAZi 2571!), C4 Konya: Haci Sileyman Yaylasrnin yukarisinda
Karadag'da, Andrasovszky 406.

®Yerinde gériilen érnekler disindaki bilgiler Zohary, 1970’den (159) alinmistir.

T. pannonicum subsp. pannonicum, T. pannonicum subsp.
elongatum’dan uzun ve kismen genis yaprakgiklariyla, genis c¢igcek
durumuyla, obtus uclu genis bayrakgidiyla (5-6 mm), daha az yogun taylu
kaliks tlpuyle daralmis loblariyla farklilik gésterir. Kuzey italya’dan Giiney
Rusya’'yva ve Guney Kafkasya’'ya kadar genis bir yayilis gosteren T.

pannonicum subsp. pannonicum Turkiye’de gorilmemektedir (159).
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2.1.3.11. Trifolium arvense L.

Dik veya yukselici tek yillik bitkiler, 5-30 cm. Stipulalar uzun sivri uclu
ovat-oblong. Yaprakgiklar 1-2 cm, linear-oblongdan dar eliptige kadar, dentat,
mukronat. Ci¢cek durumu ovoidden silindirige, meyvede uzayan, kisa sapli.
Kaliks tupsu kampanulat, yaygin taylt, 10 damarl, digler kilsi, akut, ¢cogu
Zaman morumsu veya pembe, bogaz agik, viloz. Korolla beyaz veya pembe,
3-6 mm, kalici, kaliksten ¢ok daha kisa, kanatlar tlysuz. Ciceklenme Mart

Mayis aylari arasinda (159).

Habitat: Cimenli ve bos alanlarda, acgik bitki topluluklarinda, 1-2300 m
yukseklikte yetisir.

1. Dik, gur bitkiler, gdvde yogun tlyll, kaliks 4.5-7.0 mm, yumusak ince uzun

sik tuyld, digler tupun 2-3 kati uzunlukta var. arvense

1. Yatik, daha az gur bitkiler, govde tuysuz veya seyrek tuylu, kaliks 3-5 mm,
tlyslz veya yaygin tlyll, disler genellikle tlple esit uzunlukta (nadiren 2 kati

uzunlukta), cogu zaman kirmizimsi var. gracile

Trifolium arvense var.arvense
(Syn. T. eriocephalum Ledeb., T. longisetum Boiss & Bal.)

Yayihs®: A1(E) Tekirdag: Tekirdag'in 11 km batisinda, yaklasik 100
m, Coode & Jones 2838, A2(E) istanbul: Kemerburgaz'in kuzeyi, 100 m,
Demeriz & Baytop 3939, A2(A) istanbul: Pagabahge’den Polonezkdy'e,
02.06.1940, B. Post, A3 Bolu: Devrek'in 30 km guneyinde, 250 m, Kuhne
3084, A4 Ankara: Kizilcahamam yakinlari, 1200 m, Mc Neill 275, Ankara:
Kizilcahamam, Soguksu Dogal Parki, volkanik traf, 1000 m, 40° 29' N, 32°
39' E, 26.07.1988, R. M. Nesbitt, D. Samuel, (GAZi 1918!), Ankara: Cubuk,
Ovacik-Sarayak koyleri, Akcameydan mevkii, caliliklar, 1250-1380 m,
11.09.1992, E. Diindar, (GAZIi 1463!), Ankara: Soguksu Milli Parki, 1000 m,
14.06.2009, G. Renda, (HUEF 09336!), A5 Corum: iskilip’in 6 km giineyi, 750
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m, Coode & Jones 1805, A6 Samsun: Samsun Kizilkamp arasi 5 m, Tobey
270, A7 Trabzon: Trabzon yakinlarinda Boztepe, Hand.-Mazz. 187, A8
Artvin: Coruh, Borgcka'nin Ustlinde, 300 m, D. 29864, Rize: Cayeli'nden
Pazar'a 5-10 km, heyelanl ve nemli yamag, 17.03.1984, B. Yildiz, (GAZI A.
Glner 5407!), B1 Izmir: Odemis civari, Bozdag, 1200m, D. 18169, B2
Klatahya: Usak’in 20 km kuzeyinde, Gediz’e dogru Gediz yolu Uzerinde, 1200
m, Coode & Jones 2591, B4 Ankara: Dikmen Dagi, 07.05.1933, Kotte, B5
Nevsehir: Nevsehirden Urglip’e dogru, 1200-1300 m, D. 19108, Nevsehir:
Goreme, Ariliburun Deresi, volkanik trif, nemli vadi, 1100-1250 m,
19.05.1989, M. Vural, (GAZI 4706!), B8 Mus: Caylar, 1600 m, D. 46366, B9
Bitlis: Pelli Dagi, Pelli’nin Gzerinde, 2300 m, D. 22616, C2 Antalya: Avlan
Gola, Elmal’nin batisinda, Sorger 63-36-22, Mugla: Kdycegdiz, Ekinok Koy,
Sandallitepe, makilik, kalkerli arazi, 19.05.1991, A. Guner, (GAZI 9104!), C3
Antalya: Kemer civari, Gonik, 0-50 m, D. 15034, C4 Igel: Giizeldere,
Mersin’in 30 km kuzeybatisinda, 20.05.1855, Bal. C5 Nigde: Hasan Dagi,
Tasgpinar Uzerinde, 1100-1200 m, D. 18886, C6 Kahramanmaras: Akher Dagi
(Ahir Dagr), 1200 m, Balls 1115, Kahramanmaras: Engizek Dagi, Engizek
Koyl gevresi, tarla acikliklari, 1400-1500 m, 15.06.1987, H. Duman, (GAZI
H. Duman 3342!), C10 Hakkari: Yuksekova’dan Semdinli’ye 32 km
mesafede, 1750 m, D. 45077.

®Yerinde gériilen drnekler disindaki bilgiler Zohary, 1970°den (159) alinmistir.

2.1.3.12. Trifolium purpureum Lois.

Dik veya yukselici, nadiren yatik, + yatik kisa yumusak tuylu, tek yillik,
10-30(-50) cm. Stipulalar oblong-lanseolat, serbest kisim uzun biz seklinde.
Yapraklarin tima alternan. Yaprakgiklar (-1)2-4(-6) cm, oblong-lanseolattan
lineara kadar, yapradin tepesi sivri, kiclk sert bir ucla sonlanir. Cicek
durumu cicekliyken ovoitten koni sekline kadar, meyve durumunda silindrik,
sapli. Kaliks 1 cm’ye kadar, tipsu, hirsut, 10 damarh; kaliks disleri subulat-
kilsi, kat, esit veya degil. Meyve durumunda kaliks yayilan veya birbirinden

uzaklasan digli, kaliks agz1 2 dudakl sert bir siskinlikle kapanir. Korolla mor,
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leylak rengi veya beyazimsi, 10-25 mm, kaliksin digina tasmis. Ciceklenme

Ocak Haziran aylari arasinda (159).
1. Kaliks disleri + esit veya en alttaki dis hafifgce uzun var. pamphylicum
1. Kaliks digleri bariz esit degil, en alttaki dig, diger digin 1,5-2 kati uzunlukta

2. Cicekli baglar uzamig-silindrik, 2-4 cm veya daha uzun; gicekler genellikle
yogun, ¢ok sayida, genellikle 17-25 mm; meyveli baglar 3-6 cm uzunlukta;

bitki genellikle dik; yaprakgiklar genellikle oblong eliptik var. purpureum

2. Cicekli baslar kiremsiden ters koniye kadar, 1-2 cm uzunlukta; gicekler
cok sayida degil, genellikle 13-15 mm; cicekli baslar 1,5-2(-4) cm uzunlukta;

bitki dik veya yatik; yapraklar dar eliptikten seritsiye kadar var. laxiusculum

Trifolium purpureum var. purpureum

Yayihs®: A1(E) Tekirdag: Tekirdag'dan Malkara’'ya, Kumbag'in
yukarisi, 1-50 m, Dudley, D. 34671 A2(E) istanbul: Kilya ve Domuzdere
arasl, 25.06.1893, Azn. A2(A) istanbul: Drako’dan Maltepe’ye, 27.06.1897,
Azn. A5 Amasya: Borabay Golu, piknik alani girisi, 15.06.2009, D.
Séhretoglu, (HUEF 09890!), Amasya: Cigdemlik Koyl, Pinarbasi mevkii,
nemli yerler, 700 m, 04.06.1987, S. Peker, (HUEF 1301!), B1 Balikesir:
Edremit, 07.1960, Kayacik, B2 Manisa: Demirci, 700m, Coode&Jones 2761
B4 Ankara: Ankara, 28.07.1963, Uresin, B5 Yozgat: Yozgat yakinlari,
08.07.1961, Chamberlain, B6 Adana: Feke civari, Himmetli'nin asagisinda
Goksu gecidinde, 700-800 m, D.19836, B8 Bingdl: Bingdl Elazi§ arasi, Kuru
Sarican yokusu, bazalt moloz ve kayalik, 1600-1800 m, 26.06.1983, N.
Adiglizel, (AUF 7802!), C1 izmir: Efes, Bornm. 1906:9286, C2 Denizli:
Babadag ilgesi, kuzeybati yamaglar, Pinus brutia ormanhgi, 870-1200 m,
29.07.1988, Z. Aytag, (HUEF 2454!), C3 Antalya: Manavgat'tan Akseki'ye, 80
m, Dudley, D. 35756, C4 igel: Anamur civari, Anamur’dan Gilindere’ye, 20 m,
D.25993, C5 icel: Kiz Kalesi plaji, Tarsus’un 90 km giineyi, Deaver T 158, C6
Adana: Osmaniye iskenderun arasi, Toprakkale, 1400 m, 27.04.1990, M.
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Nydegger, (AUF 45254!), Adiyaman: Ataturk Baraji, 700 m, 13.07.1996, Z.
Aytag, (HUEF 2739!), Maras: Marag’'tan Goksun’a 25. km, 1300 m, Stn. &
Hend. 5564, C7 Urfa: Urfa’dan Viransehire, 650 m, D.42352, C8 Siirt: Botan
Cayi Gegidi, Siirt'ten 11 km, 450 m, D. 43263, C9 Mardin: Cizre, 400 m, D.
42524.

Yerinde gorilen drnekler disindaki bilgiler Zohary, 1970°den (159) alinmistir.
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Resim 1.Trifolium repens var. repens
(Foto: G. Renda)

Resim 3. Trifolium hybridum var. anatolicum
(Foto: G. Renda)

N\ P - ~ 0

Resim 2. Trifolium ambiguum
(Foto: G. Renda)



Resim 4. Trifolium hybridum var. hybridum
(Foto: G. Renda)

Resim 5. Trifolium spadiceum Resim 6. Trifolium campestre
(Foto: G. Renda) (Foto: G. Renda)

37
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Resim 7. Trifolium resupinatum var. microcephalum
(Foto: D. S$6hretoglu)

Resim 8. Trifolium pratense var. pratense
(Foto: G. Renda)
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Resim 9. Trifolium canescens Resim 10. Trifolium pannonicum

(Foto: G. Renda) (Foto:http://yabanicicek.com)

Resim11. Trifolium trichocephalum
(Foto: G. Renda)
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Resim 12. Trifolium arvense var. arvense
(Foto: http://luirig.altervista.org)

Resim 13. Trifolium purpureum var. purpureum
(Foto: D. $6hretoglu)
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2.2. Trifolium Tirleri Uzerinde Yapilan Galismalar

Trifolium tarleri Gzerinde bu glne kadar yapilmis olan c¢alismalar
“Fitokimyasal Calismalar” ve “Trifolium Tarlerinin Kullaniliglari ve Biyolojik

Etkileri” basliklar altinda derlenerek iki bolimde verilmistir.
2.2.1. Fitokimyasal Galigmalar

Bu bolimde Trifolium turleri Uzerinde bugune kadar yapilmis olan
fitokimyasal calismalarda elde edilen bilesikler, ana vyapilarina gore
derlenerek on alt baslik altinda sunulmus; bu siniflamanin disinda kalan

bilesikler ise “Digerleri” baghgi altinda toplu olarak verilmistir.
2.2.1.1. Basit Fenolik Bilesikler ve Flavonoitler

Trifolium pratense bitkisinden hazirlanan ticari bir Griinin YBSK teknigi
ile incelenmesi sonucunda ekstrenin flavonol (fisetin, kersetin, kemferol) ve

flavanon (naringenin) yapisinda bilesikler tasidigi belirlenmistir (22).

Rs= H, R3= OH Fisetin Naringenin
Rs= OH, R3= H Kemferol
Rs= OH, Rz= OH Kersetin (Kersetol)

T. repens turl Uzerinde yapilan bir ¢alismada bitkinin gigeklerinden
trans- ve cis- p-kumarik asit 4-O-3-D-glukopiranozit ile mirisetin, kersetin ve
kemferol'lin 3-O-B-D-galaktopiranozit ve 3-O-(6"-asetil)-B-D-galaktopiranozit
turevleri elde edilmistir (Tablo 1) (49).
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OH

OH
/§;§;:;3lv/ .
HO 04<:>1 HO o
HO AN COOH HO N
OH

OH
COOH

trans-p-kumarik asit 4-O-B-D-glukopiranozit cis-p-kumarik asit 4-O-B-D-glukopiranozit

OH

R,'O HO
Tablo 1. T. repens’ten elde edilen flavonol glikozitleri
Bilesik Rs Rs Re»
Mirsetin-3-O-3-D-galaktopiranozit OH OH H
Kersetin-3-O-B-D-galaktopiranozit OH H H
Kemferol-3-O-B-D-galaktopiranozit H H H
Mirsetin-3-O-(6"-asetil)-3-D-galaktopiranozit OH OH COCHj;
Kersetin-3-O-(6"-asetil)-B-D-galaktopiranozit OH H COCH;
Kemferol-3-O-(6"-asetil)-B-D-galaktopiranozit H H COCH;

T. repens bitkisinin surgunleri ve kokleri Uzerinde yapilan bagka bir
calismada bitkiden ¢ok sayida flavon ve metoksiflavon yapisinda bilesikler
(Tablo 2a) ile 2',3",4',5',6'-pentahidroksikalkon, bilesigi elde edilmistir. Ayni
calismada bitkinin kokleri Glomus intraradices adli bir mantar ile inoklle
edilmis ve inokule edilen koklerde akasetin, kersetin ve ramnetin gibi

flavonoit bilesiklerinin de olustugu belirlenmistir (Tablo 2b) (110).



Tablo 2a. T. repens’ten dogal olarak elde edilen flavonoitler

Bilesik R3 Rs Re R; Rg Rz Rg
4'5,6,7,8-pentahidroksiflavon H OH OH OH OH OH
3,4',5,6,7-pentahidroksiflavon OH OH OH OH H OH
(6-hidroksikemferol)

5,6,7,8-tetrahidroksi-4'-metoksiflavon H OH OH OH OH H OCH;
3,5,6,7,8-pentahidroksi-4'-metoksiflavon OH OH OH OH OH H OCH;
3,7-dihidroksi-4'-metoksiflavon OH H H OH H H OCH;
4'5,6,7,8-pentahidroksi-3-metoksiflavon OCH; OH OH OH OH H OH
5,6,7,8-tetrahidroksi-3-metoksiflavon OCH; OH OH OH OH H H
5,7-dihidroksi-3,4'-dimetoksiflavon OCH; OH H OH H H OCH;
(3,4'-dimetoksikemferol)

Tablo 2b. T. repens’ten dogal olarak elde edilen flavonoitler

inokiilasyon sonrasi olusan bilesikler R; Rs Rg Rs Rz Ra
5,7-dihidroksi-4'-metoksiflavon (akasetin) H OH H OH H H OCH;
3,3.,4',5,7-pentahidroksiflavon (kersetin) OH OH H OH H OH OH
3,3',4' 5-tetrahidroksi-7-metoksiflavon OH OH H OCH; H OH OH

(ramnetin)

43
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T. pratense, T. repens, T. dubium ve T. corniculatus’un yapraklarinda
yapilan bir ¢alismada, yapraklardan metanollli ekstreler hazirlanmig ve bu
ekstrelerden C-18 ters faz kolonlarda gergeklestirilen sivi kromatografisi (LC)
teknigi ile cesitli bilesikler elde edilmistir. Bitkilerde tespit edilen flavonoit
bilesikleri Tablo 3a ve 3b’de verilmistir (115).

OH O

Tablo 3a. T. pratense, T. repens, T. dubium ve T. corniculatus yapraklarindan elde edilen
flavonoitler

Bilesik R- Rs Ry
Hesperitin OH OH OCH;
Hesperedin O-glu OH OCHj3;
Naringenin OH H OH
Naringin O-glu H OH

glu: B-glukopiranoz

Tablo 3b. T. pratense, T. repens, T. dubium ve T. corniculatus yapraklarindan elde edilen
flavonoller

Bilesik Rs R Rs
Kemferol OH H H
Kersetin OH OH H
Mirsetin OH OH OH
izoramnetin OH OCHj, H
Rutin trihidrat O-glu OH H

glu: B-glukopiranoz
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T. repens uzerinde vyurutulen baska bir calismada da bitkiden
gallokatesin,  epigallokatesin,  gallokatesin-(4a-8)-epigallokatesin  gibi
polifenolik bilesikler yaninda bu bilesiklerin prodelfinidin polimerleri de elde
edilmistir (49).

OH
OH oH
HO o_ .. OH
- OH
HO o ..
OH \Q;l

OH
Gallokatesin

OH OH
E OH
OH B
OH HO = o_ ..
: OH
HO (e} P oy
’ OH ‘OH
“y OH
‘OH
Gallokatesin-( 40-8) -epigallokatesin

OH
Epigallokatesin

Yukaridaki turlere ek olarak T. pannonicum’dan hispidulin-7-O-
glukozit, apigenin-7-O-glikozit, luteolin-7-O-glukozit ve luteolin-7-O-glukuronit
(87, 131); T. arvense’den de kersetin, kersetin-3-glikozit, kemferol-3-glikozit

ve kafeik asit izole edilmistir (56).

57 Trifolium tlrGnin tohumlari Uzerinde yapilan bir calismada da
incelenen tarlerin ¢ogunda kersetin’in tek basina veya tanimlanamayan

baska flavonoitlerle birlikte karisim halinde bulundugu belirlenmistir (99).

2.2.1.2. izoflavonoitler

izoflavonoitler, yapisal olarak 6strojene benzedikleri ve 6strojen
reseptorlerine baglandiklari icin fitodstrojenler arasinda siniflandirilan,
genellikle Fabaceae familyasindaki bitkilerde yaygin olarak bulunan flavonoit

izomerleridir (105).

Trifolium pratense yapraklarindan hazirlanan ekstre Uzerinde yapilan
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bir calismada Cig ters faz silikajel adsorban Uzerinde gergeklestirilen sivi
kromatografisi teknigi ile bitkinin daidzin ve genistin (izoflavon glikozitleri) ile
formononetin-7-O-B-D-glukozit-6""-O-malonat  ve  biokanin  A-7-O-B-D-
glukozit-6""-O-malonat (izoflavon glukozit malonatlari) tagidigr belirlenmistir.
Ayni galigmada daidzin ve genistin aglikonlar olan daidzein ve genisteine;
formononetin-7-O-B-D-glukozit-6 "-O-malonat 6énce ononin ve daha sonra
formononetine; biokanin A-7-O-3-D-glukozit-6""-O-malonat ise 6nce sissotrin
ve sonra biokanin A’ya hidroliz yoluyla doénusturilerek aglikonlar tzerinden
miktar tayinleri yapilmistir. Ayrica bitkinin yapraklari icin en uygun hidroliz ve
saklama kogullari da arastinimistir. Bitkinin saklanabilecegi en uygun
sicakhgin -20°C oldugu belirtilirken, asitsiz hidroliz i¢in ylksek sicaklikta
(83°C) 2 saatlik sure dnerilmistir (114).

Soya ve yonca (T. pratense) izoflavonoitleri Uzerinde yapilan bir
calismada, baz izoflavonoitlerin dlsik ¢ozunurlikleri nedeniyle YBSK ile
izolasyonlarinin uygun olamayacagindan hareketle, izolasyon igin HSCCC
(High-Speed Countercurrent Chromatography) teknigi kullaniimistir. Daha
sonra izole edilen izoflavonlar YBSK yodntemi kullanilarak tanimlanmistir.
HSCCC tekniginde T. pratense i¢in hekzan-etilasetat-metanol-su (6:5:6:5)
¢bzucu sistemi kullanilmig ve bu ydntemle biokanin A ve formononetin
bilesikleri izole edilmigtir. Diger fraksiyonlar i¢in yari preparatif YBSK teknigi
kullanilarak prunetin ve irilon izole edilmigtir. Ayrica HSCCC teknigi ile metil-t-
bitileter-asetonitril-su (6:3:8) iki fazli ¢ozicu sistemi kullanilarak elde edilen
fraksiyonlar yari preparatif YBSK ile saflastiriimis ve bu ¢alisma sonucunda

ononin ve sissotrin izole edilmigtir (137).

T. pratense uzerinde cift dimensiyonlu kati-faz ekstraksiyon sivi
kromatografisi yontemi (LC-MS) kullanilarak yapilan bir galismada bitkide 14
izoflavon malonat glikoziti ve 6 izoflavon asetil glikoziti bulundugu
anlasiimistir. izoflavon malonat glikozitlerinin yapilari daidzin-6"-O-malonat,
genistin-6"-O-malonat, orobol-7-O-B-D-glukozit-6"-O-malonat, 3-metilorobol-
7-0-B-D-glukozit-6"-O-malonat, kalikozin-7-O-B-D-glukozit-6"-O-malonat,
pratensein-7-O-B-D-glukozit-6"-O-malonat, psoddobaptigenin-7-O-3-D-
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glukozit-6"-O-malonat, formononetin-7-O-p-D-glukozit-6"-O-malonat, irilon-4'-
O-B-D-glukozit-6"-O-malonat, afrormosin-7-O-B-D-glukozit-6"-O-malonat,
biokanin A-7-O-B-D-glukozit-6"-O-malonat, teksasin-7-O-3-D-glukozit-6"-O-
malonat, 5,7,2'-trihidroksi-6-metoksiizoflavon-7-O-3-D-glukozit-6"-O-malonat,
prunetin-4'-O-B-D-glukozit-6"-O-malonat olarak belirlenmistir. izoflavon asetil
glukoziti yapisindaki bilesiklerin ise daidzin-6"-O-asetat, formononetin-7-O-f3-
D-glukozit-6"-O-asetat, psddobaptigenin-7-O-B-D-glukozit-6"-O-asetat, irilon-
4'-7-O-B-D-glukozit-6"-O-asetat, biokanin A-7-O-B-D-glukozit-6"-O-asetat ve
prunetin-4'-O-B-D-glukozit-6"-O-asetat olduklari anlasilimistir (72).

T. pratense kokleri Uzerinde gergeklestirilen diger calismalarda bitkinin
koklerinden 4'5-dihidroksi-6,7-metilendioksiizoflavon ve onun 4'-O-B-D-
glukozit'i (50), daidzein, kalikozin, genistein, pratensein, psddobaptigenin,
formononetin, irilon, prunetin, biokanin A, dihidrobiokanin A, siserin (21) ile
formononetin ve formononetin-7-O-B-D-galaktopiranozit gibi izoflavonoitler de
izole edilmistir (43).

T. pratense bitkisinden elde edilen izoflavonoitlerin yapilari Tablo 4a

ve 4b’de verilmigtir.

Tablo 4a. T. pratense’den elde edilen izoflavonoitler

Bilesik Rs Rs R, R Ry
Daidzein H H OH H OH
Kalikozin H H OH OCHjs
Genistein OH H OH H OH
Pratensein OH H OH OH OCHj3;
Formononetin H H OH H OCHg3
Prunetin OH H OCHjs; H OH
Biokanin A OH H OH H OCHg;




Tablo 4b. T. pratense’den elde edilen izoflavonoit glikozitleri
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Bilesik Rs Rs R R Rs
Ononin H H O-B-glukopiranozit H OCHj5
Sissotrin OH H O-B-glukopiranozit H OCHj5
Daidzin H H O-B-glukopiranozit H OH
Genistin OH H O-B-glukopiranozit H OH
Formononetin-7-O-B-D- H H O-B-galaktopiranozit H OCHjs
galaktopiranozit

Formononetin-7-O-B-D-glukozit- H H O-B-glukopiranozit-6"-O- H OCHj5
6"-O-malonat malonat

Biokanin A-7-O-3-D-glukozit-6"- OH H O-B-glukopiranozit-6"-O- H OCHj5
O-malonat malonat

Orobol-7-O-B-D-glukozit-6"-O- OH H O-B-glukozit-6"-O-malonat OH  OH
malonat

Afrormosin-7-O-B-D-glukozit-6"- H OC O-B-glukozit-6"-O-malonat  H OCHjs
O-malonat Hs

Teksasin-7-0O-B-D-glukozit-6"-O- H OH O-B-glukozit-6"-O-malonat  H OCHj5

malonat

Dihidrobiokanin A

oIy

irilon

HO
OCH,3
OH (0]
(0]
Siserin O\/
HO (0]

Psddobaptigenin

T. pratense, T. repens, T. dubium ve T. corniculatus’un yapraklarinin

metanolll ekstreleri Gzerinde LC-Floresans teknigi kullanilarak ekstrenin

tasidigi izoflavonlar belirlenmistir. Calisma sonunda daha dnce elde edilmis

olan biokanin A, daidzein, formononetin, genistein, irilon ve psodobaptigenin

yaninda varliklari belirlenen diger izoflavonlar Tablo 5’te gdsterilmigtir (115).
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Tablo 5. T. pratense, T. repens, T. dubium ve T. corniculatus yapraklarindan izole edilen
bazi izoflavonoitler

izoflavon Rs R R, Ry Ry Ry
Afrormosin H OCH; OH H H OCH;
Kalikosin H H OH H OH OCH;
Glisetin H OCH; OH H OH OH
irilin B OH OCH; OH OH H H
3-Metilorobol OH H OH H OCH; OH
Pratensein OH H OH H OH OCH;
Teksasin H OH OH H H OCH;

Trifolium pratense, T. repens, T. hybridum ve T. campestre tirleri
Uzerinde yapilan bir galismada turlerin tasidigi izoflavonlar HPLC-UV-ESI-
MSD yoOntemleri yardimiyla incelenmis ve standartlarla karsilastirilarak
tayinleri yapilmistir. T. pratense yaprak ve govdesinde 31 izoflavonoit oldugu
bulunurken, T. repenste 9, T. hybridum’da 11 ve T. campestre’de de 4
izoflavonoit tespit edilerek yapisi aydinlatiimistir. incelenen dért Trifolium
turtnin de formononetin, daidzein ve bunlarin glikozitleriyle glikozit
malonatlarini  tasidigi  bulunmustur. Formononetin  ve biokanin  A’nin
yapraklarda, kok, govde ve cigceklere gore cok daha fazla oldugu tespit
edilmigtir. Ters faz YBSK yardimiyla daidzein, formononetin, genistein,
psodobaptigenin, glisetin, kalikozin, prunetin, biokanin A, irilon, pratensein
olmak Uzere 10 adet izoflavonoitin, asit hidroliz gerceklestiriimis ve

ekstrelerdeki miktar tayinleri yapilmigtir (157).

T. repens’in etanolll ekstresinden acillenmis bir izoflavon turevi olan

genistein-7-(2"-p-kumaroilglukozit) elde edilmistir (129).

T. resupinatum var. microcephalum’dan genisitin (genistein-7-O-3-

glukozit), formononetin, formononetin-7-O-B-glukozit, kemferol-3-O-(6"asetil)-
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B-galaktopiranozit ve sitosterol-3-O-B-glukozit izole edilerek yapisi

aydinlatilmistir (68).

Trifolium tlrlerinde bulunan izoflavonoitlerin bir bélima de pterokarpan
sinifindan bilegiklerdir. T. pratense, T. repens ve T. hybridum kokleri Gzerinde
yapilan bir ¢galismada koklerden yedi pterokarpan sinifi izoflavonoit bilesigi
elde edilmistir. Bu bilesiklerin yapilari inermin, trifolian, homopterokarpin,
medikarpin, 4-metoksi-medikarpin ile inermin ve medikarpinin glukozitleridir
(51).

R= H inermin R,= R,= H Medikarpin
R= CHj; Trifolian R;= B-Glukoz R,= H Medikarpin glikoziti
R;= H R,= OCH3; 4-Metoksimedikarpin
R;= OCH3; R,= H Homopterokarpin
T. pratense kokleri Uzerinde surdurilen calismalarda elde edilen
trifolirhizin  ve inermin-3-O-B-D-galaktopiranozit bilesiklerinin her ikisi de

pterokarpan sinifindan ve inermin tlrevi bilesiklerdir (43, 51).

Galaktoz-O

OCH,

inermin-3-0-B-D-galaktopiranozit

2.2.1.3. Kumarinler

T. pratense’den 1965 yilinda bir kumarin bilegigi izole edilmis fakat

yapi tayini gerceklestiriiememistir (35). Daha sonraki yillarda T. pratense’den
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YBSK teknigi yardimiyla kumarin vyapisinda; skopoletin, fraksidin,
ksantotoksol, kumestrol, dafnoretin gibi bilesikler izole edilerek yapilar
aydinlatiimistir (22, 121).

T. repens uzerinde yapilan c¢alismalarda bitkiden dafnoretin, 6',7-
dihidroksibenzofuro [3',2',-3,4] kumarin izole edilerek kumestrol olarak
isimlendirilmistir (19, 83, 121). Ayni bitkiden 7,7'-dihidroksi-6,8'-biskumarinil
bilesigi elde edilmis ve bilesik bikumol olarak isimlendirilmistir. Ayrica bitkide

umbelliferon (7-hidroksikumarin) bulundugu da tespit edilmistir (135).

R
3 X J X
R, o~ ~o 0 o~ o
R4 OH

R;=H, R,= OH, R3= OCH3; Skopoletin Ksantotoksol
Rl: OH, R2: OCH3, R3: OCH3 Fraksidin

HO o} o} Z
Kumestrol Dafnoretin

T. repens’in etanolll ekstresi ile yapilan bir calismada iki yeni

biskumarin bilesigi repensin A ve repensin B izole edilmistir (158).

Repensin A Repensin B
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2.2.1.4 Saponinler

T. alexandrinum tohumlarindan bersimozit Il, dehidroazukisaponin V
soyasaponin |, azukisaponin V, soyasapogenol B, bersimozit I,
prosapogenin, dehidrosoyasaponin I, soyasapogenol E, soforaflavozit Il ve
oksitrogenin gibi ¢ok sayida oleanan tipi triterpen saponinler izole edilmigtir
(88).

o}
OH

R=S-1, [R;=Me] Soyasaponin | metil ester R=S-1, [R;=Me] Bersimozit | metil ester

R=S-2 Azukisaponin V metil ester R=H Prosapogenin

R= H Soyasapogenol B R=S-2 Bersimozit Il metil ester

HOOC,,

R=S-1, R;= Me Dehidrosoyasaponin | metil ester R=S-1, R;=H Sophoraflavozit Il metil ester
R=S-2 Dehidroazukisaponin V metil ester

R=H Oksitrogenin

R=H Soyasapogenol E
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S1: S2:
COOR, COOCH,4
0o o
OH OH
o} O
o O
CH,OH CH,OH
OH—o o)
OH OH
O
o} (e}
Ol le} O o)
CHj CHj
OH OH OH OH
Trifolium resupinatum tohumlarindan soyasaponin |, 3-O-[a-L-

ramnopiranozil(1—2)-B-D-galaktopiranozil(1—2)-3-D-glukopiranozil]-22-O-[3-
D-glukopiranozil(1—2)-B-D-glukopiranozil]soyasapogenol B, soyasaponin II,
3-0-B-D-glukopiranozil sitosterol, 3-O-B-D-glukopiranozil stigmasterol, 3-O-a-
L-arabinopiranozil-(1—6)-B-D-glukopiranozillokt-1-en-3-ol ve 3-0-0-L-
ramnopiranozil(1—2)-B-D-galaktopiranozil(1—2)-3-D-glukopiranozil]-22-O--

D-glukopiranozil soyasapogenol B izole edilmistir (133).

T. repens’in toprak Ustu kisimlarindan triterpen saponin yapisinda bes
bilesik elde edilmis ve bilesiklerin yapilari kloversaponin |-V, ayrica B-D-
glukuronopiranozil soyasapogenol B, soyasaponin 1, soyasaponin I,

azukisaponin Il ile bu bilesiklerin metil esterleri olarak tayin edilmigstir (124).

7,
“,

R;=H, R,= S-5 Kloversaponin | metil ester R= S-4 Klover saponin IV metil ester
R;= COOCHj3;, R, =S-5 Kloversaponin Il metil ester:
R;= COOCHj3;, R,= S-3 Kloversaponin Il metil ester

R;= COOCHj3;, R,= S-4 Kloversaponin V metil ester
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S3: S4: S5:
COOCH, COOCH, COOCH;
0 o) o)
OH OH OH
o H ) H o H
o OH
CH,OH
H H
OH OH
OH OH

57 Trifolium tardndn tohumlari Uzerinde vyapilan bir c¢alismada,
soyasapogenol B glikozitlerin varligi arastirilarak miktar tayinleri yapiimigtir.
incelenen biitiin tiirlerde soyasaponin | ve bazi tirlerde astragalozit VIII ve
soyasaponin  I'in 22-O-glukoziti ile 22-O-diglukoziti bulunmustur.
soyasapogenol B glikozitlerinin Fabaceae familyasi igin kemotaksonomik

acgidan énemli bilesikler olabilecegi ileri strtlimastir (99).

R;= -Glu—Gal—Ram R,= H Soyasaponin |

R;= -Glu—Ksi<—Ram R,= H Astragalozit VIII

R,= -Gu«—Gal—Ram R,= -Glu Soyasaponin glukozit

R;= -Glu—Gal—Ram R,= -Glu—Glu Soyasaponin diglukozit

Glu: B-glukopiranozit; Gal: B-galaktopiranozit, Ksi: B-ksilopiranozit

OH

3-O-[a-L-arabinopiranozil-(1—6)-B3-D-glukopiranozilJokt-1-en-3-ol
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2.2.1.5. Lipitler

T. resupinatum var. microcephalum bitkisinin dikolorometan ile ekstre
edilerek fraksiyonlanmasi ile lipit yapisinda 3-metil-1-nonen-3-ol ve 2'.3'-

dihidroksi propil pentadekanoat ile fitil-1-hekzanoat elde edilmistir (118).

T. balansae Uzerinde yapilan bir ¢calismada bitkiden fitilester, fitil-1-

hekzanoat ve pentakozanol izole edilmistir (117).

CH3>\/M/\ i
N I
CH, O~ C( CH,) 4CHs

Fitil-1-hekzanoat

T. pratense yapraklarindaki asetonda c¢o6zlinen trigliseritlerin,
digliseritlerin, sterol esterlerin, serbest sterollerin ve hidrokarbonlarin
incelendigi bir calismada, bu lipitlerin total ekstrenin sirasiyla % 1,5, % 0,60,
% 0,57, % 0,80 ve % 0,38’inde bulundugu, serbest ve kombine sterollerin, -
sitosterol igerdigi bildirilmigtir. Fraksiyonlarin yag asiti igerigi incelendiginde
ise, digliseritlerin %50’den fazla oranda palmitik asit tasidigi, linoleik ve
linolenik asitlerin ise ana bilesen olarak, sterol esterlerin ve trigliseritlerin
yapisinda bulundugu goésterilmistir (152). Daha sonra yine ayni arastirmaci
tarafindan T. pratense yapraklari Uzerinde yapilan bir baska ¢alismada da
bitkinin lipitlerinin ekstraksiyonundan sonra asetonla kristallendirme yapilmis
ve asetonda c¢ozunmeyen kisimlar fraksiyonlandiginda bu kismin agirlik
olarak %23’Unin mum, %25’inin galaktolipit ve %52’sinin fosfolipit oldugu;
fosfolipit bilesiminin fosfatidilkolin, fosfatidilgliserol, fosfatidiletanolamin ve
fosfatidillinositollerden  olustugu  bulunmustur. Ayrica fosfatidilgliserol
fraksiyonunda da 16 karbonlu doymamis bir yag asitine rastlanmistir (153).
T. pratense yapraklarinin lipit fraksiyonlarindaki metil esterlerini olusturan yag
asitlerini izole etmek igin, total fosfolipitler gaz kromatografisi ile incelenmisgtir.
Saf halde izole edilen asit trans-3-hekzadekanoik asit olarak tanimlanmistir.
Trans asitlerin T. pratense yapraklarindaki toplam yag asitlerinin yaklasik %

1.4’UnU olusturdugu bildiriimigtir (154).
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T. pratense ve T. resupinatum tirlerinin yapraklarindaki ytzey lipitleri
de incelenmigtir. T. pratense ve T. resupinatum turlerinde bulunan ylzey
lipitlerinin sirasiyla % 27,7 ve% 30,3’'unu yag asitlerinin; %26 ve %14’4nu ise
esterlerin olusturdugu bulunmustur. Ayrica hidrokarbonlarin da zincir
uzunluklari C25 ile C35 arasinda degisen 11 n-alkenlerini igerdigi bildirilmigtir
(142).

2.2.1.6. Steroitler

T. balansae’den stigmast-5-en-3[3,26-diol, stigmast-5-en-3-ol, ve

kemfesterol izole edilmigtir (117).

R= OH Stigmast-5-en-3,26-diol Kemfesterol

R= H Stigmast-5-en-3-ol

T. resupinatum var. microcephalum bitkisinin dikolorometan ile ekstre
edilerek fraksiyonlanmasi ile bitkiden ikisi yeni alti bilesik izole edilmistir. izole
edilen lipit yapisindaki yeni bilesikler; 3-metil-1-nonen-3-ol ve 2',3'-dihidroksi
propil pentadekanoat’tir. Bu ¢alismada ayrica 3-sitosterol, lupeol ve fitil-1-

hekzanoat bilesikleri de elde edilmigtir (118).

HO

B-Sitosterol
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2.2.1.7. Ugucu Bilesikler

T. strictum, T. glanduliferum ve T. subterraneum bitkilerinin olgun
yapraklari GUzerinde yapilan bir ¢alismada, ugucu bilesikler incelenmigtir.
Ucucu bilegiklerin yapisinin alkol, aldehit, keton, asit, oksijenli heterosiklik

bilesikler ve terpenlerden olustugu bildirilmigtir (151).

T. pratense’nin kurutulmus yapraklari Uzerinde yapilan bir ¢alismada,
100 g kuru yaprakta 11,45 mg (% 28,63) 1,4-Sineol, 3,25 mg (% 8,13)
mentol, 6,77 mg (% 16,93) menton, 5,11 mg (%12,78) a-tuyon oldugu tespit
edilmigtir (1).

1,5 ve 2,5 yillik T. pratense bitki orneklerinin kok ekstreleri Uzerinde
yapilan bir ¢alismada koklerde bulunan ugucu bilesikler incelenmigtir. Bitkide
ucucu bilesik olarak n-butil asetat, E-2-hekzenal, a-pinen, benzaldehit, 6-
metil-5-hepten-2-on, limonen, asetofenon, metilbenzoat, oktanoik asit,
dekanal oldugu bulunmustur. 1,5 ve 2,5 yillik bitkilerdeki ugucu bilesik
konsantrasyonlari karsilastirildiginda; metil benzoat konsantrasyonunun
degismedigi; E-2-hekzenal konsantrasyonunun ise gegen bir yilda azalmis

oldug@u, limonen konsantrasyonunun ise arttigr gézlenmigtir (140).

T. pratense yaprak, cicek ve tohumlarinin bocek cekici 6zelliklerinden
yola ¢ikilarak yapilan bir ¢calismada, bitkinin ugucu bilesikler olarak alifatik
ketonlar, aldehitler, alkoller, esterler, asitler, terpenoitler ve aromatik bilesikler
tasidig1 belirlenmistir. Yapraklardaki baslica ugucu bilesikler (Z)-3-hekzenil
asetat, (Z2)-3-hekzenol, (E)- ve (Z)-B-osimenler; ciceklerdeki baslica ugucu
bilesikler asetofenon, metil sinnamat, 1-feniletanol; tohumlardaki baslica
ucucu Dbilesikler ise (E)- ve (Z)-B-osimenler, longifolen ve yapisi

aydinlatiimamis bir seskiterpen hidrokarbon olarak tespit edilmigtir (28).

T. pratense ugucu yadlari Uzerinde yapilan bir baska ¢alismada, taze
toplanmisg, kuru ve depolanmig bitki olmak Uzere 3 farkli Trifolium 6rneginin
ucucu organik bilesenleri GC ve GC/MS ydntemleri ile incelenmigtir. Taze
bitki drnedinde en c¢ok rastlanan maddelerin; 3-oktanol, 6,10,14-trimetil-2-

pentadekanon, benzaldehit, (Z)-B-karyofillen, B-farnesen, 3-metil-1-butanol,
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3-oktanon oldugu bulunmustur. Kuru bitki orneginde 3-metilbutanol ve 1-
hekzanol gibi alkollerin, aldehitlerin ve dusik kaynama noktasina sahip
ketonlarin yluzdelerinin azaldigi; en ¢ok saptanan maddelerin bir seskiterpen
olan B-farnesen ve bir fitol degredasyon urind olan 6,10,14-trimetil-2-
pentadekanon oldugu belirtiimigtir. Depolanmis bitki 6rneginde fermentasyon
sonucu olarak esterler en ylksek orandaki (% 46) grup olarak saptanmistir.
1-okten-3-ol ise kuru bitki 6érneginde olmasina karsin taze bitkide

bulunmamistir (48).

T. pratense ve T. repens turlerinin ugucu yagdlarinin incelendigi bir
calismada orneklerde yer alan 50°den fazla bilesigin yapisi aydinlatilmigtir. T.
pratense’de maltol, linalool, 1-feniletilalkol, fenol, feniletilasetat, asetofenon,
(2)-3-hekzenil asetat; T. repens’te ise maltol, linalool, fenol, feniletil asetat, 2-
feniletil alkol bagslica bilesikler olarak tespit edilmistir (25). Ayni turler tGzerinde
yapilan bir baska calismada ise ugucu yaglarin analizinde asit, fenol, aldehit,
keton, alkol esterleri, hidrokarbonlar ve baska bazi bilesikler olmak Uzere 80
kadar bilesik bulunmustur. T. pratense’nin ugucu yagdinin hidrokarbonlarca, T.
repens’in ugucu yaginin ise alkol ve esterlerce zengin oldugu bildirilmigtir
(69).

2.2.1.8. Siyanogenetik Glikozitler

Siyanogenetik heterozitlere Trifolium cinsinde Ozellikle T. repens’te
rastlanmistir. Siyanogenetik glukozit miktari bitkinin yetistigi cografik bodlge,
sicaklik, bitkinin genotipi ve baska birgok faktore baglidir. Trifolium tirlerinin
farkli kisimlarinda degigik miktarlarda siyanogenetik glikozitlere rastlanmistir.
Ozellikle yapraklarda, koklerde, petiollerde ve pedinkullarda yiiksek oranda

siyanogenetik glikozit bulundugu bildirilmigtir (10, 102).

T. repens’te linamarin ve R-lotaustralin siyanogenetik glukozitleri
bulunur. Siyanogenetik glukozitler ve onlarin hidrolizinden sorumlu olan
linamaraz enzimi, bitkinin hasar goérmesinden badimsiz olarak bitki

yapraklarinda hazir halde bulunur (37).
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T. repens’te bulunan siyanogenetik glikozitlerin varhgini tespit etmek
icin hizli ve yari-kantitatif bir yontem gelistirilmistir. Bu islem pikrat yontemine
dayanmaktadir. Bu yontemde standart ¢ozeltideki siyanid ile pikrat kagidi
Uzerinde olusan renk reaksiyonunun spektroskopik yogunlugu (kirmizi, yesil,
mavi bantlar) arasindaki kalibrasyon iligkileri kullanilarak T. repens

yapragindaki hidrosiyanik asit konsantrasyonu hesaplanmaktadir (10).

Siyanogenetik potansiyelin belirlenmesinde kullanilan alkalin pikrat
reaksiyonunun kolorimetrik degerlendiriimesi yontemine alternatif olarak T.
repens Uzerinde vyapilan bir ¢alismada spektrofotometre yontemi
kullaniimistir. Bu yontemde bitki tarafindan salinan hidrojen siyanit miktari
tam olarak belirlenebilmektedir. Siyanogenetik glukozitler, B-glukozidaz
enzimi ile hidroliz oldugu i¢in ayni deney, ortama bu enzim de dabhil edilerek
tekrarlanmigtir. Deney sonucunda ortama eklenen enzimin olugan siyanit

miktarini artirmadigi gézlenmistir (141).

T. repens’in 8 farkh kultar 6rneginin degisik ekim sicakliklarindaki
siyanogenetik glukozit miktari karsilastiriimistir. 15 °C’nin altinda tim
orneklerin siyanogenik glukozit miktarlari en ylksek seviyededir. Sicaklktaki
artis Ozellikle yaz mevsiminde, siyanogenetik glikozit sentezinde azalmaya
neden olur (136).

Baska bir calismada da 8°C -27°C disindaki sicakliklarda, ayni bitkide
siyanogenetik glikozit miktari az bulunmustur. Bu ¢alismada fideler karanlikta
ve Islk alan ortamda vyetistirilerek siyanogenetik glukozit Uretimleri de
kargilastinimistir.  Karanhkta vyetisen fidelerdeki siyanogenetik glukozit

dretiminin digerlerine gore % 50 daha fazla oldugu bulunmustur (37).

2.2.1.9. Megastigman Glikozitleri

T. alexandrinum bitkisinin tohumlarinin metanolli ekstesinden ters faz
kolon kromatografisi ve preparatif YBSK teknikleri kullanilarak 5
megasitgman glikoziti izole edilmigtir. Bu bilesiklerden iki tanesi daha 6nce
baska bitkilerden de izole edilip yapilar aydinlatimis olan (6S,7E,9R)-6,9-
dihidroksimegastigma-4,7-dien-3-on-9-O-p3-D-glukopiranozit  (rozeozit) ve
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(6R,7E,9R)-9-hidroksimegastigma-4,7-dien-3-on-9-O-B-D-glukopiranozit'tir.
Diger bilesikler ise oz Unitesi olarak apiofuranozil-(1—2)-glukopiranozit yapisi
tasidiklari belirlenen yeni bilesiklerdir. Bu bilesikler trifostigmanozit I-11l olarak

isimlendirilmiglerdir (89).

R=Glu? Api  Trifostigmanozit Ill
R=H Blumenol C

R=Glu Rozeozit
R=H Vomifoliol
R=Glu ? Api  Trifostigmanozit |

R=Glu (6R,7E,9R)-9-hidroksimegastigma-4,7-dien-3-on-9-0O-B-D-glukopiranozit

R=H (6R,7E,9R)-9-hidroksimegastigma-4,7-dien-3-on

R= Glu 2 Api  Trifostigmanozit Il

Glu: B-glukopiranoz, Api: B-apiofuranoz

Ayni bitki Gzerinde yapilan bir baska ¢alismada bitkinin tohumlarindan
uc kalkanol glikoziti izole edilmistir. Spektroskopik analizlerle yapisi
aydinlatilan bilesiklerin ikisi a'-kalkanol-a,B3-epoksit’leri olup (trifokalkanolozit |
ve |l) digeri a-B-dihidroksi- a'-kalkanol (trifokalkanolozit IIl) *dar (90).

Wb Hb H
OH H  OCH, OH H  OCH,

Trifokalkanolozit | Trifokalkanolozit Il
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HO O- glukoz

N

ShH
HOH H OCH,4

Trifokalkanolozit 11

2.2.1.10. Digerleri

T. resupinatum var. microcephalum bitkisinden bir alkenol ve bir alkil
glukozit izole edilerek yapilari sirasiyla 4,15-dimetil-5-(1,2-dihidroksietil)-
hekzadeken ve 1-undeken-1-O-Bp-2',3',4',6'-tetraasetil glukopiranozit olarak
aydinlatimistir (119).

T. pratense’den YBSK ile maakiain ve medikarpin adi verilen iki bilesik
izole edilmigtir. Ayrica ayni ¢alismada ekstenin sulu fraksiyonlarinda, bazi
aminoasitlerin bozunma Urtnd oldugu dusunudlen tiramin adl bir madde daha

bulunmusgtur (22).

R;= OCH,0, R,= OCH,0O Maakianin Tiramin
R1= H, R,= OCH; Medikarpin

2.2.1.11. izoflavonoitlerin Stabilitesi ve izolasyon Teknikleri ile

ilgili Caligmalar

Bitkilerdeki dogal maddelerin stabilitesi, 1sik sicaklik gibi fiziksel
faktorlerden ve pH, ¢oziclu sistemleri gibi kimyasal faktorlerden etkilenir.
izoflavonlar UV fotodegredasyonuna kargi hassastirlar. Daidzein ve
formononetin’in asetonitril, metanol, hekzan gibi ¢esitli organik solvanlardaki

cOzeltileri glines tipi radyasyona maruz kaldiklarinda fotodegredasyona
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ugrarlar. izoflavonlarin degredasyonu maksimum absorbsiyonlarindaki (250
nm civari) dusugle ve floresans emisyonlarindaki degisiklikle tespit edilebilir.
Bu nedenledir ki izoflavon igeren standart, numune ve diger butin

preparatlarin karanlikta saklanmasi énerilir (148).

YUksek sicakliklar da izoflavonlarin stabilitesini etkilemektedir. Daidzin
ve genistin’in malonil ve asetil konjugatlarinin stabilitesinin 25 °C, 80 °C ve
100 °C’de ve degisik pH degerlerinde calisildigi arastirmalarda, yUksek
sicaklikta tum tdrevlerin hidroliz olduklari goraimustir. Saklama kosullarinin
sicakhginin, ekstrelerdeki izoflavon tlrevlerinin stabilitesini etkiledigi
goéruldugunden, calisilacak orneklerin dondurularak saklanmasi onerilmigtir
(148).

izoflavonoit izolasyonu igin uygun ydéntem ve kosullari saptamayi
hedefleyen birgcok c¢alisma vardir. Temel olarak izoflavonlarin analizi
sirasltyla; orneklerin toplanmasi, bitki dokularinin toplanmasi, 06rnegin
homojenizasyonu, ham ekstrelerin elde edilmesi ve saflastiriimasi,
bilesiklerin ayrilmasi ve tanimlanmasi, bilegiklerin tespiti ve miktar tayini ve
sonuglarin  yorumlanmasi basamaklarindan olusur. Onceleri solvan
ekstraksiyonu kullanilirken gunimuizde iki fazli sistemde sivi ekstraksiyonu
daha c¢ok tercih edilmektedir. izoflavonlarin ekstraksiyonunda yiiksek
yogunluklu ultrason destekli ekstraksiyon (sonikasyon) ve mikrodalga destekli
ekstraksiyon (MAE) teknikleri de basariyla kullaniimistir. Daidzein, genistein,
formononetin ve biokanin A, speed ABN kartuslari kullanilarak % 90
ekstraksiyon verimiyle elde edilmistir. Genellikle 6n temizleme igin kullanilan
bu yontem, bitkilerdeki izoflavonlarin hizli bir sekilde elde edilmesini mimkin
kKilmigtir. Daha sonra bu yontem geligtirilerek cift dimensiyonlu kati faz
ekstraksiyonu (2-D SPE) kullaniimig, bu ybntemle T. pratense’den 14

izoflavon glikozit malonati ve 6 asetil glikozit izole edilmistir (72, 148).

izoflavonoitlerin ayriimasinda ince tabaka kromatografisi ve poliamit
dolgu materyalinin kullanildigi kolon kromatografisi uygulanan ydntemler
arasindadir. izoflavon tayini calismalarinda YBSK en cok uygulanan
yontemdir (41, 52, 71, 73, 75, 109, 111, 122, 128, 157).
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YBSK yonteminin uzun analiz sureleri ve kisa kolon omdrleri gibi
dezavantajlari degerlendirilerek alternatif yontem bulmayi hedefleyen bir
calismada T. pratense izoflavonoitleri (biokanin A, daidzein, genistein)
elektrokimyasal dedektorli kapiler elektroforez (CE-ED) ile belirlenmistir.
Calismanin sonucunda kullanilan yontemin az miktarda numune kullanilarak
gerceklestirilebilecegi, yuksek ¢ozunurlikte ve hassasiyette ucuz bir yontem

oldudui ileri strtlmastir (104, 148).

Daidzein, genistein, formononetin, biokanin A ve kumestrol
ekstraksiyonu ve miktar tayini icin yapilan ¢calismada numune olarak degisik
bolgelerde yetisen legumenler ve yontem olarak Diod-array ters faz YBSK
kullaniimistir. Ekstraksiyon esnasinda asit hidroliz yapilarak bilesikler

aglikonlarina gevirilmistir (52).

izoflavonoit analizi igin U-YBSK teknigi ile tasiyici fazlari degistirerek
en uygun kosullari bulmayi hedefleyen bir ¢alismada, ters faz kolon, fenil
kolon ve siyanopropil kolon sistemleri denenmistir. Calisma sonucunda
daidzein gibi kompleks yapilar icin metanolin ayirici etkisinin asetonitrile
gore daha yuksek oldugu; daidzein ve genistein’in alikonma zamanlarinin
formononetin ve biokanin A'ya goére daha kisa oldudu igin formononetin ve
biokanin A’nin elusyonu amaciyla daha yuksek konsantrasyonda metanol
kullanilmasi gerektigi ileri surulmustur. Calismada izoflavonlar igin ters faz
kolonda degisik konsantrasyonlarda metanol/asetik asit mobil faz
kullanilarak daha iyi ayirim yapilabildigi ve 270 nm dalga boyunun ideal dalga
boyu oldugu bulunmustur. U-YBSK teknigi ile izoflavonlarin temel ayirimi 1,9
dakikada yapiimistir. Calisma, izoflavon ayirimi igin ters faz veya daha polar
siyanopropil veya fenil tasiyict fazlarinin  U-YBSK  sisteminde

kullanilabilecegdini ortaya koymustur (73).

Sivi- sivi ayrimina dayanan yuksek hizda kargi akim kromatografisi de
flavonoitlerin ayriminda kullaniimistir. immiinokimyasal analiz,
izoflavonoitlerin ~ bitki  materyalinde ve farmasottik  preparatlarda

tanimlanmasini saglayan onemli tekniklerden birisidir. Geg¢miste kullanilan
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radyoaktif isaretleme (RIA: radioimmunoassay) yontemlerinin yerini,

glinumuzde ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) almistir (148).

T. pratense’deki izoflavon malonil glukozitlerin ekstraksiyonunun
karmasik oldugundan yola ¢ikarak yapilan bir ¢alismada bir B-glukozidaz
enzim inhibitéri olan Tris kullanilarak malonil glukozitlerin aglikonlara
donusmesi engellenmigtir.  Tris  kullanillarak veya kullaniimadan T.
pratense’nin degisik kisimlari Uzerinde ve c¢esitli Fabaceae turlerinde
kargilastirmali ¢alismalar yapilmistir. Ekstraksiyon sonucunda izoflavonlar
incelenmig, dejeneretif B-glukozidaz enzimlerinin miktari ve aktivitesinin bitki

turlerine ve bitkinin kisimlarina gére degistigi bildirilmistir (144).

izoflavonoitlerin belirlenmesinde UV-Vis dedektorleri, genellikle de
diyot-array dedektérler (DAD) tercih edilir. Mass (MS) dedektorler ise
izoflavonlarin aglikonlarini, tdrevlerini veya glikozitlerini ya da diger

konjugatlarini belirlemede kullanilir (148).

T. pratense ve baska bazi bitkilerdeki ugucu yaglarin hizlh ve kolay
tespiti ve miktar tayini igin ise Headspace Single-Drop Microextraction (HS-

SDME) yonteminin kullanilabilecegi bildirilmistir (1).

2.2.1.12. Trifolium izoflavonoitlerinin Miktar Tayini Calismalarn

T. pratense bitkisinden hazirlanan ticari bir Granin YBSK ile
incelenmesi sonucunda ekstrenin %35,54 izoflavonlar, %1,11 flavonoitler,
%0,06 pterokarpanlar, %0,03’ten az kumarinler, %0,03’ten az tiramin tasidigi
bildirilmistir (22).

Farkli T. pratense ekstreleri serbest izoflavon igerikleri agisindan
kargilastiriimistir. Bu amagla T. pratense’nin n-hekzan, kloroform, n-butanol,
metanol ve sulu ekstreleri hazirlanmis ve tim ekstrelere trifloroasetik asitle
pH’siI 3’e ayarlanmis % 80 metanol kullanilarak hidroliz islemi uygulanmistir.

Hidroliz islemi sonrasinda ham ve hidrolize ekstrelerdeki serbest izoflavon
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miktarlari kargilastinimistir. En ylksek izoflavon igeriginin hidroliz edilmis

kloroform ekstresinde bulundugu tespit edilmistir (155).

7 Trifolium tarindn goévde, yaprak ve cigeklerindeki genistein,
daidzein, formononetin ve biokanin-A konsantrasyonlari YBSK metodu
kullanilarak karsilastiriimistir. Hipersil ODS kolon ve hareketli faz olarak % 55
metanol % 45 KH,PO, c¢ozeltisi kullanilan calismada; T. montanum, T.
fragiferum, T. incarnatum ve T. repens’teki izoflavon konsantrasyonunun
disuk oldugu bulunmustur. T. alpestre, T. pratense, T. subterraneum
turlerinde ise izoflavon miktarinin yukaridaki bitkilerden daha yutksek oldugu
belirlenmistir. Bitki organlarinin kargilastiriimasi sonucunda; cigekte en
yuksek oranda genistein (T. subterraneum), daidzein (T. pratense), biokanin-
A (T. alpestre) bulunmustur. T. subterraneum ve T. pratense yapraklarinin ve
ciceklerinin fraksiyonlari benzer oranlari gosterirken, T. pratense’nin
yapragindaki daidzein orani c¢icege gbére daha dusUktar. Goévde
fraksiyonlarinin toplam izoflavon konsantrasyonlarinin genel olarak dusuk
oldugu fakat istisna olarak T. pratense’nin govdesindeki daidzein orani ile T.
subterraneum’un govdesindeki daidzein ve biokanin-A oraninin yuksek
oldugu bildirilmistir (150).

Glomus mossaea simbiyotik mantari ile asilanmis T. pratense’deki
izoflavonoitlerin  miktar tayinleri yapilarak degisim olup olmadiginin
incelendigi bir calismada mantarin, bitkinin kok ve surgunlerindeki biokanin A
miktarini arttirdigi, surgunlerdeki genistein miktarini ise azalttigi bulunmustur.

Diger izoflavonoitlerin miktari etkilenmemistir (70).
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2.2.2. Trifolium Turlerinin Kullaniliglan ve Biyolojik Etkileri
2.2.2.1. Kullanihg

Tarkiye bitki ortisinde dogal olarak yetisen T. ambiguum Erzurum ve
Kars'ta “kus elmasi, at elmasi”; T.spadiceum Kars, Cildirda “cayir dutu”; T.
cherleri Antalya’nin Akseki ilgesinde “tokali dicuk” isimleriyle taninan
bitkilerdir. Ayrica Turkiye genelinde T. incarnatum “kirmizi Gggul”; T.
hybridum “melez Gggul”; T. pannonicum “lGggul”; T. subterraneum “yer alt
acguld”; T. fragiferum “gilek Ug¢gulu”; T. medium “Gggul”; T. nigrescens
“Anadolu (igglli”; T. alexandrinum “iskenderiye (icgUli”; T. resupinatum “iran

ucguld” olarak isimlendirilir (14, 44, 120).

T. pratense “kirmizi yonca, ¢ayir tirfili, cayir tggulld” adiyla bilinir ve
halk arasinda cigekleri balgam sokturucu, antiseptik ve yatistirici olarak
kullanihr. T. pratense var. pratense “Uckulak” ismiyle bilinir ve yapraklari
haricen yara iyi edici olarak kullanilir (132). T. arvense ise “yonca, ucgul”
olarak isimlendirilir ve halk arasinda kabiz yapici olarak, “beyaz yonca veya
akucggul” olarak isimlendirilen T. repens’in gicekli dallar ise kuvvet verici ve
romatizma agrilarini dindirici olarak kullanilir (15, 120). Artvin’in Yusufeli
ilcesinde ve Turkiye'nin diger bazi bdlgelerinde Trifolium tlrlerinden

hazirlanan bir macunun kanayan yaralara suruldugu bildirilmistir (101).

Homeopatik Materia Medica'da T. pratense’nin tukuruk bezlerini
uyardidi, kabakulakta faydali etkileri oldugu, pankreasi etkiledigi ve
antikanser etkisinin oldugu belirtilmistir. Ulserasyon gelismeden &6nce
kullanildiginda kanserli tumor olusumunu geciktirdigi, kanser tedavisinde
ciceklerinin kullanildigi kayithdir (103). Cin tibbinda, T. pratense sedatif
olarak, agr icin, kanserle ilgili semptomlarda, romatizmada ve gut
tedavisinde kullanilir (96). T. pratense g¢icekleri Guney Amerika’da
antispazmodik, kan temizleyici olarak ve kronik deri hastaliklarinda, ekzema
ve sedefte yaralarn iyilestirmek i¢in kullaniimaktadir (41, 45). Ayrica kanser
tedavisinde kullanilan bir alternatif tip preparati olan Hoxsey’in bilesiminde

yer almaktadir (41). T. pratense bazi bdlgelerde halk arasinda sedef ve
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egzema gibi kronik deri hastaliklarinda, atlet ayaginda, yaralarda, yanikta,
ulserli cilt hastaliklarinda, akne ve g¢iban gibi iltihapli cilt hastaliklarinda,
OksUrik ve bogmacada ekspektoran olarak kullaniimaktadir (38, 45, 48, 96).
T. pratense gigeklerinden hazirlanan inflizyonlar, Bulgaristan ve Italya’da halk
arasinda dahilen, antitusif, ditretik ve mukoza sekresyonu dizenleyici olarak,
haricen ise antienflamatuvar olarak kulanilir (79). Katalonya’'da halk arasinda,
T. pratense’nin toprak Ustu kisimlari anne sutunu artirici amagla dogrudan
yenilerek kullanildiginda, midede sigkinlige yol actigr bildirilmistir.  T.
pratense Akdeniz ve Kizildeniz Ulkelerinde topragi iyilestirmek i¢cin donemler
halinde ekilir. Ayrica bu bdlgelerde kanser, meme iltihabi, eklem bozukluklari,
sarilik, bronsit ve astim gibi rahatsizliklarda halk ilaci olarak kullanilir (48). T.
pratense’nin batili Ulkelerde menopozal semptomlarda ve premenstrual
sendromda kullanildigi bildirilmistir (77, 82, 97). Yunanistan’da halk arasinda
kullanilan bitkilerin satildigi bir markette yapilan arastirmada, T. pratense’nin
toprak Ustl kisimlarindan inflzyon veya haricen kullaniimak Gzere kompres
hazirlanarak diyabet, anemi, Oksurik, bronsit, egzema, sedef gibi
hastaliklarda onerildigi, kan temizleyici, istah acgici, stimulan, antikonvilsan

olarak kullanildigi yapilan literatir ¢alismalarinda tespit edilmistir (61).

Nepal’de yapilan bir etnobotanik ¢alismada, T. repens’ten ezilerek ve
taslanarak hazirlanan hamurun antiseptik olarak kesiklere ve vyaralara
uygulandidi belirtilmistir (116). Guney ispanya’da T. repens’in yapraklarindan
hazirlanan inflzyon halk arasinda boébrek islev bozukluklarinda ve ayrica
didretik amacla kullaniimaktadir (18). T. repens Cezayir'de cilt hastaliklarinda
kullaniimaktadir (59). Portekiz’'in kuzeyinde T. repens cicekleri kanserde,
gutta, romatizmada ve tonik olarak kullaniimaktadir (95). T. repens

Hindistan’in Naga kabilelerinde kurt disUricl olarak kullaniimaktadir (139).

Bosna Hersek'te, T. pratense ile T. repens’in toprak Ustu kisimlari ve
giceklerinin gayl hazirlanarak kadin hastaliklarinda dahilen kullanilir. Ayni
bitki Lotus corniculatus ile birlikte ¢ayl hazirlanarak kadin hastaliklarinda
haricen kullanilir. Servikal yaralarda ve artmis vajinal sekresyonda Frangula

alnus, Salvia grandiflora, T. pratense ve T. repens karistirilarak ¢ay hazirlanir
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ve haricen kullaniir (127). T. repens ve T. pratense turlerinin cicekli
kisimlarinin italya’nin kuzeydogusunda halk ilaci olarak degisik amaglar igin
kullanildigi  bildirilmigtir (31). T. pratense ve T. repens’in gicek basglari
Ldbnan’da halk arasinda Medicago sativa gicekleriyle Kkaristirilarak
dekoksiyon hazirlanmakta; romatizma, artrit ve kas agrilarinda kompres

yapilarak kullaniimaktadir (46).

Katalonya bdlgesinde T. alpinum’un kdklerinden hazirlanan cay,
antiastmatik, antiseptik, bukkofaringeal antiseptik, nezlede goérulen burun
akintisini dindirici ve hipotansif amacla oral olarak kullanilir. Kdklerden
hazirlanan losyon ise topikal olarak antiseptik olarak kullanilir. T. alpinum’un

toprak Ustu kisimlari anne sutuna artirici olarak kullanilir (5).

T. alexandrianum Misirda antidiyabetik ajan olarak kullaniimaktadir
(89).

Kongo’'da romatizma tedavisi igin T. baccarini’nin ezilen yapraklari ile
hazirlanan maserasyon gunde 2 defa 1 bardak icilmek suretiyle
kullaniimaktadir (34).

T. campestre gigeklerinden hazirlanan dekoksiyon italya’da halk
arasinda Oksurlkte ve dermatitte kullanilmaktadir (85). 2000 yilinda
Portekiz’de yapilan bir etnobotanik calismada T. angustifolium’un c¢icek
durumlarindan hazirlanan dekoksiyonun diyarede kullanildidi tespit edilmistir
(30).

T. incarnatum’un giceklerinden hazirlanan dekoksiyon Katalonya’'da
dahilen diuretik olarak kullaniimaktadir (113).

T. stellatum da Kibris'ta kas iskelet sistemi hastaliklarinda kullanilir
(59).

Trifolium tdrlerinin yapraklari ve gigekleri Amerika yerlileri tarafindan,
diger kullanimlarinin yani sira, jinekolojik problemlerin tedavisinde de
kullaniimaktadir (96).
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Trifolium tdrlerinin feromon etkileri de vardir ve bu yolla bdcekleri
cektikleri dusunulmektedir (25, 28).

Trifolium tdrleri dinyanin bircok bdlgesinde hayvan yemi olarak
kullaniimak tzere ekilir (59, 107, 114). Trifolium tarlerinin hayvan yemi olarak
besleyici oldugu ve sith artirdigi ileri surtimuistir (116). Ornegin T.
nigrescens Turkiye’de hayvan yemi olarak kullaniimaktadir. T. ambiguum’un
cicekleri Erzurum bdlgesinde ¢ig olarak yenir (14). Arnavutluk’ta ise Trifolium

turleri gicekleri gcerez olarak tuketilmektedir (108).



70

2.2.2.2 Biyolojik Etkiler
Ostrojenik Etkiler ve Menopoz

Trifolium turleriyle beslenen hayvanlarin dogurganliginin azalmasi ve
sut seviyelerindeki degisiklik bu turler Uzerinde arastiriimalar yapilmasina
neden olmustur. “Clover disease” adi verilen bu durumda, koyunlardaki
infertiliteye serviks ve uterustaki kistik glandular hiperplazi eslik eder. Yapilan
arastirmalar sonucunda bu hastaliga Trifolium turlerindeki Ostrojenik

izoflavonlarin sebep oldugu bulunmustur (156).

izoflavonla beslenen Uzakdogu (lkelerinde, Batili (ilkelere oranla kalp
hastaliklari, osteoporoz, meme kanseri, prostat kanseri ve menopoz
semptomlart daha az gorulir. Bu hastaliklarin riskinin az oldugu
toplumlardaki idrar 6rneklerinde ylksek fitodstrojen seviyeleri tespit edilmistir
(20).

Fitodstrojenler, 0Ostrojen replasman tedavisine alternatif olarak
sunulmustur. Fitodstrojenik izoflavonlar difenolik Ostrojenlere yapisal olarak
benzeyen bitki kaynakli molekullerdir. Bu benzerligin sebebinin 17[3-
Ostradiol’in steroit ¢ekirdegi ile izoflavonlarin polifenolik halkasinin yapisal
benzerligi oldugu ileri surtlmustur. Bu benzerlik nedeniyle dogrudan ostrojen
reseptorlerine baglanarak, oOstrojenden sorumlu gen ekspresyon cevabini
duzenlerler. Fitodstrojenler Ostrojen reseptor B'ya (ERB), dstrojen reseptor
a’dan (ERa) daha fazla baglanma afinitesi gosterirler. Kuvvetli ERB agonisti
ve zayif ERa agonisti olduklari igin pozitif dstrojenik etkilerini, kemik ve
kardiyovaskuler sistem gibi ERPB iceren dokularda daha c¢ok gosterirler (17,
77,134).

Standardize bir izoflavon preparati olan Menoflavon®un icerigi YBSK
ile incelenmis, izoflavon igeriginin % 9 (kuru agirlik) oldugu saptanmistir.
Ostrojenik aktivitesi maya 2 plazmit sistemi ile ERa ve ERB kullanilarak
degerlendiriimigtir. ERa ile ERB arasinda farklilik saptanmis ve bu farklihgin
ERB’'nin izoflavonlara daha ylksek afinite gdstermesi nedeniyle oldugu

aciklanmistir. ERB’nin ERa’dan daha yuksek transaktivasyonel etkisi ve
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yuksek izoflavon igerigi nedeniyle bu tip ekstrelerin hormon replasman
tedavisi icin alternatif terapotik ajan olarak potansiyeli ile ilgili daha fazla

calisma yapilmasi gerekmektedir (42).

OH

HO

17p-Ostradiol

Fitodstrojenlerin  zayif Ostrojenik aktiviteleri nedeniyle, endojen
Ostrojenlerle yarigsmalarinin yani sira, 5-a-rediiktaz enzim inhibisyonu ve
aromataz enzim inhibisyonu yaptiklari, tirozin-spesifik protein kinazi inhibe
ettikleri, anjiogenezi inhibe ettikleri 6ne sirulmustir. Bazi fitodstrojenlerin
topoizomeraza etki ettigi, bircok fitodstrojenin de deneysel timorlerin

blylUmesini inhibe ettigi bildirilmistir (23).

4' ve 7 numarali konumlarinda hidroksil bulunan flavonoitlerin
Ostrojenik etkili oldugu, 5 numarali konumunda hidroksil substitienti olan
flavonoitlerde bu etkinin arttidi belirlenmigtir. Buna ek olarak; 4’'ten fazla
bulunan hidroksil substituentinin veya 4' konumundaki metoksillenmis
substitientin flavonoitin 6strojenik aktivitesini yok ettigi bildirilmistir. Ayrica
metilasyon ve glukozidasyonun izoflavonlarin fitodstrojenik aktivitesini
azalttigi belirtilmigtir (17, 134).

Ostrojen reseptérleri (zerinde flavon ve izoflavonoitlerle yapilan bir
calismada, dstrojenik aktivite agisindan siralama su sekildedir; genistein >
kemferol > naringenin > apigenin > daidzein > biokanin A > formononetin >

luteolin > fisetin > kategin/taksifolin > hesperetin (21).

Ostrojen benzerlikleri nedeniyle &strojen reseptdrlerine baglanan,
Ostrojen agonisti gibi davranan ve zayif Ostrojenik aktivite gdsteren
izoflavonoitler, bu etkilerine bagll olarak menopozla iligkilendirilen sicak

basmasi gibi sikayetleri azaltir, meme timorlerine ve diger bazi kanser
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turlerine karsi koruyucu olarak kullanilabilirler. Trifolium pratense bitkisinin
ekstresi, progestin aktivitesinde son Grun olan alkalin fosfatazin progesteron
indUksiyonunu in vitro olarak inhibe ettigi icin antiprogestin olarak
tanimlanmistir. Bu yuzden koyunlarda uterin agirligini ve meme ucu gevresini
arttirdig1 ayrica servikal mukoza viskoelastisitesini azalttigi gozlenmistir (41,
60, 77, 105).

Sicak basmasi gibi Ostrojenin  dusmesiyle alakali menopoz
semptomlarinin gorulme sikhgr ulkeler arasinda degismektedir. Avrupa ve
Kuzey Amerika’daki kadinlarda sicak basmasi sikligi % 70-80 oraninda
gorulirken, Japonya, Cin ve Guneydogu Asya Ulkelerinde sirasiyla % 25, %
18, % 14 oraninda gorUlmektedir. Arastirmacilar bu oran farkini Glkelerin
diyetlerinde  Ostrojenik  madde  bulunduran bitkileri icermesine
baglamaktadirlar (3, 20, 149).

Menopoz donemindeki sicak basmasi gibi yakinmalara karsi
izoflavonoit iceren tamamlayici ve alternatif tedavi konusunda birgok
arastirma vardir. Avustralya’da 2007 yilinda 15 hasta Uzerinde yapilan bir
¢calismada hastalarin menopoz déneminde tamamlayici ve alternatif tedavi
konusundaki dugunceleri alinmigtir. Bu konudaki kararlarinda en buyuk

etkinin doktorlarinin konuya bakigi oldugu belirlenmigtir (58).

Standardize izoflavon preparati kullanan postmenopozal kadinlarda
sicak basma sikliginin azalmasini aragtiran bir ¢alismada; 12 aydan uzun
suredir amenoreik, gunde 5 defa sicak basmasi yasayan 30 kadin segilmigtir.
Katilimcilar 4 hafta boyunca legimen ve izoflavon destegi icermeyen diyetle
beslenmis, gunde ortalama 5ten fazla sicak basmasi yasayan kadinlarin
yarisina gunde 2 tane daidzein, genistein, biokanin-A ve formononetin
izoflavonlarini igeren (Promensil® 40 mgq) tablet, diger yarisina da plasebo
verilmistir. 12 haftalik tedavinin sonunda 80 mg izoflavon destegdi alan grupta
sicak basmasi % 44 oraninda azalirken, plasebo grubunda degisiklik
olmamistir (149).
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T. pratense izoflavonlarinin menopozal sicak basmalarina karsi etkileri
konusunda 2006 yilina kadar yapilan ¢aligmalar incelendiginde T. pratense
izoflavonlarinin etkinligi son derece anlamli bulunmustur. Ginde 5-9 sicak
basmasi yasayan kadinlarin 12-16 hafta boyunca T. pratense izoflavonlari
destegi almalar sonucunda, yasadiklari sicak basmasi sayisinin ginde

ortalama 1’e indigi bildirilmigtir (38).

Menopozlu kadinlarin en 6nemli yakinmasi olan sicak basmalarinin,
endojen opiyatlar ve katekolaminlerden etkilenen hipotalamik termoregulator
merkezin hatali bir fonksiyonu sonucu ortaya c¢iktigi dustincesinden
hareketle, opiyat aktiviteye sahip bitkilerin menopozal semptomlari azaltmada
etkili olacadi dusunudlmustar. T. pratense ekstresinin fitodstrojenik icerigi
nedeniyle etkisini seks hormon reseptorleri Uzerinden gdsterdigi
dusuncesinden hareketle yapilan bir galismada ekstrenin opiyat reseptorlere

afinitesi oldugu ve aktivitesini bu yolla gosterdigi bulunmustur (96).

Randomize c¢ift korli yapilan, ginde 3 kereden fazla sicak basmasi
yasayan 51 kadinin segcildigi bir calismada, bireyler 3 ay sureyle gunde 1
tablet Promensil® veya plasebo alan 2 gruba béliinmistir. Sicak basmasi,
vajinal kuruluk veya ultrason teknikleri agisindan istatistiksel bir farkhlik

g6zlemlenmemistir (11).

Sicak basmalari ile ilgili yapilan bir bagska calismada, giinde en az 3
defa sicak basmasi yasayan 37 kadin hasta 3 ay izlenmistir. Denekler 3
gruba ayrilmis, plasebo, 40 mg T. pratense ekstresi ve 160 mg T. pratense
ekstresi tablet formunda verilmistir. 3 aylik galisma slresinin sonunda gruplar
arasinda sicak basmasi insidansi agisindan belirgin farklihk gézlenmemistir.
Ayni zamanda vajinal pH veya FSH ya da seks hormon badglayici globulin

(SHBG)'in serum duzeyleri de degismemistir (74).

Periyodik meme agdrisi bati toplumlarinda ¢ok yaygindir ve hormonal
kaynakh oldugu duasunudlur. Cift korli randomize bir calismada hastalara 40

mg ve 80 mg dozlarinda izoflavon verilerek kargilastirma yapilmigtir. Agridaki
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azalma; plaseboda %13, gunde 40 mg izoflavon kullaniminda %44, ginde 80

mg izoflavon kullaniminda %31 olarak bildirilmistir (67).

Yumurtalklari alinmig disi fareler Uzerinde yapilan bir calismada
farelere insanlarda kullanilan doz olan 120 mg izoflavon iceren 400 mg T.
pratense ekstresine karsilik gelen %15 ve %30 T. pratense iceren ekstre
verilmistir. Ostrojenik etkiler uterus, viicut agirhg: ve vajinal doku degisikligi
Olcllerek degerlendirilmigtir. Calisma sonucunda, % 15 izoflavon igeren T.
pratense ekstresinin zayif dstrojenik oldugu ve bu etkisinin vajinal hlcre
karnifikasyonuna (doku degisikligi) dayandigini, % 30 izoflavon iceren T.
pratense ekstresinin fareler Uzerinde uterotrofik etkisinin olmadigini veya
menopozlu kadinlarda endometriyal kanser riskini artirma sansinin

olmadigini gostermiglerdir (100).

Selektif 6strojen reseptdér modulator benzeri aktivite gosteren ve
reseptor pozitif meme kanserinde kullanilan Tamoksifen veya Raloksifen gibi
maddelerin Ostrojen reseptorleri Uzerine doku spesifik etkileri vardir. Kemik
mineral dansitesi Uzerinde ve kardiyovaskiler sistemde faydali etkiler
gOsterirler fakat sicak basmalarini azaltmayip aksine arttirdiklari igin
menopozal semptomlarin tedavisinde kullaniimazlar. Tamoksifen alan
kadinlarda endometriyal kanser riski artmistir fakat Tamoksifen’e benzer
etkisi olan fitoostrojenleri alan kadinlarda bdyle bir risk artisi bildirilmemigstir
(17, 20).

2001 yihnda vyapilan bir calismada, menopoz semptomlari igin
kullanilan 8 bitkisel preparatin 0&strojenik aktiviteleri incelenmistir. Bu
calismada arastinlan bitkilerden biri olan T. pratense’nin metanollu
ekstresinin Ostrojen reseptorlerine baglanma kabiliyetinin  yuksek oldugu
tespit edilmigtir. T. pratense izoflavonoitlerinden genisteinin diger yonca
izoflavonlari arasinda en etkilisi oldugu gosterilmistir. Trifolium’'un &strojenik
aktivitesi, alkalin fosfataz aktivitesinin indlksiyonu ve progesteron reseptor
aktivitesinin dizenlenmesi yoluyla agiklanmistir (82).
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Biokanin-A ve formononetin, genistein ve daidzeinden farkli olarak
metil grubu tasidiklari igin Ostrojen reseptorlerine baglanamazlar. Bu
molekdller sindirilirken kolondaki intestinal bakteriler metil gruplarini
uzaklastirirlar. Bdylece biokanin-A genisteine; formononetin de daidzeine
dénismis olur. Daidzein daha sonra equol ve o-desmetilangolensine
metabolize olur. Genistein de inaktif bir bilesik olan p-etilfenol’e donusur.

Fakat insanlarda idrarda genistein tespit edilmistir (4, 20, 45).

Bir calismada bakteriyel metabolizma urunleri olan equol ve o-
desmetilangolensin’in (O-DMA) idrardaki varligi ve yoklugundan hareketle
plazma hormon konsantrasyonlari degerlendirilmigtir. Equol Ureten bakteri
bulunduran kadinlarda  bulunmayanlara  gére  plazma  hormon
konsantrasyonlarinin  daha dusuk olacagi ileri surtlmastar. 89
postmenopozal kadin Uzerinde vyapilan c¢aligmanin sonucunda serum
hormon, seks hormon baglayici globulin, UGriner 2-hidroksiestron ve 16a-
hidroksiestron  seviyeleri degerlendiriimigtir. ~O-DMA  Ureten  bakteri
bulunduranlarda, folikil stimule edici hormon (FSH) % 23 daha fazla
bulunmustur.  Arastirmacilar  postmenopozal kadinlardaki  hormon
metabolizmasindaki c¢esitliligin intestinal bakterilerdeki farkliliklarla ilgili

olabilecegini 6ne surmuslerdir (53).

T. pratense ekstresi ve bitkiden izole edilen bilesikler, endometriyal
karsinoma hucresinde alkalin fosfatazi inhibe etmeleri ve a ve B rekombinant
insan O&strojen reseptorlerine baglanarak antioksidan gibi hareket etme
kabiliyetleri acisindan incelenmigtir. Alkalin fosfataz yolagi icin % 50 etkili
konsantrasyonlari 2,0-2,2 yg/mL olarak; % 50 inhibitoér konsantrasyonlari ise
Ostrojen reseptorleri a ve B igin sirasiyla 18,4-32,6 pg/mL ve 1,9-3,4 pg/mL
olarak bulunmustur. Daidzein, genistein, formononetin, biokanin A, kumestrol
ve naringeninin alkalin fosfataz yolaginda &strojenik etkili oldugu ve
formononetin digindakilerin bir veya iki Ostrojen reseptorine baglandigi
bildirilmistir (22).

Postmenopozal kadinlarda fitoGstrojenlerin degisik dozlarinin kemik ve

lipit metabolizmasina etkilerinin arastirildigi bir c¢alismada, bir izoflavon
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preparatl olan ve genistein, formononetin, daidzein ve biokanin A igeren
Rimostil® kullaniimistir. 46 postmenopozal kadin {izerinde yapilan cift korlu
bir calismada denekler rastgele ayrilarak 6 aylik sure boyunca gunluk 28,5
mg, 57 mg, 85,5 mg fitodstrojen almislardir. Strenin sonunda serum HDL
degerleri doza bagh olmaksizin % 15,7 ile % 28 oraninda artmigtir. Serum
apolipoprotein B degerleri belirgin sekilde % 11,5-% 17 oraninda dugmustur.
Proksimal radyal ve dirsek kemiklerinde kemik mineral yogunlugu ise
57mg/gun dozda % 4,1 oraninda; 85,5 mg/gin dozda % 3 oraninda artmigtir.
28,5 mg/gun dozundaki izoflavona cevap ¢ok belirgin olmamistir. Tum

dozlarda endometriyal kalinh@in arttigi tespit edilmistir (36).

T. pratense ekstresindeki izoflavonlarin menopozal semptomlar, lipitler
ve vajinal sitoloji Uzerindeki etkisini incelemek i¢in 2005 yilinda yapilan gift
korli randomize bir galismada, hormon tedavisi almayan, kupperman skoru
215 olan, 40 yas Uzerinde 60 kadin ile ¢alisiimigtir. 90 gtiin boyunca bir gruba
T. pratense izoflavonoiti igeren ticari preparat (giinde 80 mgq) verilirken diger
gruba plasebo verilmigtir. 7 gunlik ilag almama déneminin ardindan gruplar
degistirilmistir. Sitolojik inceleme 90. ve 180. glinlerde yapilmistir. 53 kadinin
tamamladigi deneyde, izoflavonoit tedavisinden sonra kupperman skorunda
azalma olmustur. T. pratense izoflavonoit destegi menopozal semptomlari
anlamli oranda azaltmig, karyopiknotik gelisme ,karnifikasyon ve bazal hicre
maturasyon indeksi ile belirlenen vajinal sitoloji Uzerinde olumlu etkisi olmus,

total kolestrol, LDL kolestrol ve trigliserit seviyeleri azalmistir (63).

Geleneksel 6strojen hormon tedavisinin kardiyovaskduler riski arttirdigi
yonundeki klinik kanitlar, Ostrojene alternatif tedavi arayiglarini gindeme
getirmistir. Bu nedenle T. pratense kaynakli izoflavon besin desteginin,
yuksek vucut kitle indeksine sahip postmenopozal kadinlarin lipit profili
uzerine etkisi incelenmigtir. Bu arastirmada 40 yas uUzeri, hormon tedavisi
almayan 60 postmenopozal kadin galismaya katilmistir. Rastgele iki grup
olusturulmus ve bir gruba 90 giin boyunca gunde 2 defa 80 mg T. pratense
izoflavon kapsulu diger gruba ise plasebo verilmistir. 7 gunlik kullanmama

suresinin ardindan gruplar ek 90 gun boyunca c¢aprazlanmigtir. 90. ve 180.
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gunlerde deneklerin total kolestrol, trigliserit, HDL, LDL ve lipoprotein A (LpA)
seviyeleri Olculmastir. Calisma sonucunda T. pratense kaynaklh izoflavon
besin desteginin 6zellikle yiksek vucut kitle indeksine sahip postmenopozal
kadinlar Uzerinde olumlu etkisinin oldugu, total kolestrol, LDL ve LpA

seviyelerini dusurdugu bulunmustur (32).

izoflavonlarin LDL kolestrol Uzerine etkilerinin incelendigi bir bagka
calismaya 46 orta yash erkek ve 34 postmenopozal kadin katiimistir. 6 hafta
boyunca katilimcilara, formononetin veya biokanin A bakimindan zengin
yonca izoflavonlarindan olusan 2 karigsim verilmistir. Biokanin A igerigi zengin
olan karisimi kullanan erkeklerde LDL kolestrol degerinde anlamh bir disls

go6zlenmigtir (60).

14 saglikli premenopoz hastasina 2 menstrual siklus boyunca 86 mg
izoflavon, takip eden 2 menstrual siklus boyunca da plasebo verilmigtir.
Calismanin sonucunda LDL oksidasyonu, total kolestrol veya trigliserit
seviyelerinde herhangi bir degisiklige rastlanmamigtir. Ancak HDL

seviyelerinde artig gézlenmistir (125).

Menopozla iligkili olarak yukselmis olan kardiyovaskuler riskin, diyetle
izoflavon alinmasiyla azalabilecegini arastiran bir c¢alismada menopoz
dénemindeki 17 kadina 40 mg ve 80 mg dozlarinda Trifolium izoflavonlari
verilmistir. Plasebo kontrolli ¢alismanin sonucunda arter basinci ve plazma
lipoprotein seviyeleri degismemis, arteryal kompliyans artmistir. Arteryal
kompliyansin 80 mg dozunda, 40 mg doza oranla daha fazla arttig
belirtilmigtir (94).

T. pratense’den elde edilen izoflavonlarin, besin destedi olarak
tuketildiklerinde, tip Il diyabetli postmenopozal kadinlardaki kan basinci ve
onkol vaskuler endotelyal fonksiyonlar Uzerindeki etkisinin incelendigi bir
calismada; 16 menopoz sonrasi donemdeki diyet ve oral hipoglisemik tedavi
gormekte olan tip Il diyabet hastasi kadin, rastgele, ¢ift kor, capraz ¢alismaya
katilarak 4 hafta boyunca gunde 50 mg T. pratense izoflavonu almiglardir.

Her tedavi donemi sonunda 24 saat kan basinci kayitlari alinmig ve
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asetilkolin, nitroprusit ve L-nitromonometilarginin’e (L-NMMA) o6nkol vaskuler
cevap Olgculmustur. Plasebo ile kargilastirildiginda gunluk ortalama sistolik ve
diastolik kan basinci belirgin sekilde daha dusuk bulunmustur. Ayrica L-
NMMA'’y:1 takiben o6nkol vaskller cevabindaki artisin da belirgin oranda
oldugu saptanmis bdylece bazal endotelyal fonksiyonlarin daha iyi duruma
geldigi gosterilmigtir. Plazma lipoproteinleri, sekere bagli hemoglobin,
asetilkolin ve nitroprusite yanit, plaseboyla karsilastirildiginda belirgin bir
farkhlik gorulmemistir. Sonug¢ olarak menopoz sonrasi tip 1l diyabetli
kadinlarda T. pratense kaynakli izoflavon takviyesinin, kan basincini ve
endotelyal fonksiyonu olumlu yodnde etkileyebilecedi sonucuna variimigtir
(64).

Menopozda hormon replasman tedavisine alternatif olarak kullanilan
T. pratense ve soya ticari UrUnleri karsilastirilmigtir. Tam Grdnler a ve B
Ostrojen reseptorlerine karsi Ostrojenik aktivite, progesteron ve androjen
reseptorlerine kargi afinite gostermistir. Yonca preparatlarinin progesteron ve
androjen reseptorlerine ilgisi soya preparatlarina goére daha fazla
bulunmustur. Bu durum yonca preparatlarindaki izoflavonoit miktarinin
fazlah@i ile iligkilendirilmistir. Ayni zamanda fitodstrojenlerin a ve (3 dstrojen
reseptorlerine ve androjen reseptorlerine kargi ilgisinin, prostat kanserine

karsi koruyucu etkisinin sebebi olabilecegi belirtiimistir (16).

izoflavon igeren yonca ve soya ekstrelerinin 6strojen reseptorleri a ve
B’ya, progesteron ve androjen reseptorlerine yuksek afinitesi vardir. Bu
yuksek afinite nedeniyle yonca ekstreleri menopozal bozukluklarin tedavisi ve
meme kanseri riskinin azaltiimasi icin besin destegi olarak kullanilir.
Biyokimyasal analizler, segici 0strojen reseptor modulator etkisinin yani sira
gok sayida aktivite mekanizmasinin oldugunu gdstermistir. Ornek olarak,
selektif Ostrojen enzim modulatéri (SEEMs) seklinde hareket ederler,

antioksidan aktiviteleri ve transkripsiyon faktorleri ile etkilesimleri vardir (17).

Fitodstrojenlerin reseptdr afiniteleri Ostradiolle de karsilastiriimigtir.
Kumestrol en yuksek afiniteye sahiptir. Kumestrol’in afinitesi dstradiolden

10-20 kat az iken genistein’in 100 kat, daidzein ve equol’in ise 1000 kat
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daha azdir. Kumestrol Ostrojen resptorlerine yuksek oranda baglandg igin

antiostrojenik 6zelliginden ¢ok ostrojenik ozelligi vardir (20).

32 yetigkin fare Uzerinde yapilan deneyde farelere insanlarda
kullanilan dozlara esdeger dozda T. pratense izoflavonlari ve plasebo
verilmistir. Sonuglar endometriyal histoloji ve a-6strojen reseptoérl ile Ki67
proteininin ekspresyonu ile incelenmistir. T. pratense, endometriyumda,
hdcre proliferasyonunda artis yapmadan, a-0strojen reseptor stimulasyonunu

saglamistir (6).

Yonca ekstresinin postmenopozal kadinlarda seks hormonlari ve
endometriyum Uzerine etkilerinin incelendigi bir galismaya 40 yas ustu 109
kadin katilmistir. Katilimcilar randomize olarak iki gruba ayrilmis; 90 gunluk
calisma suresi boyunca gruplarin birine 80 mg izoflavon tasiyan Trifolium
ekstresi verilirken digerine plasebo verilmistir. Plaseboyla karsilastirildiginda
yonca ekstresinin plazma testesteron seviyesini arttirdigi, endometriyal

kalinh@ azalttigi bildirilmistir (60).
Prostat Uzerindeki Etkileri

Prostat kanseri erkeklerde en yaygin gorulen hormon iligkili kanser
taradar. A. B. D.’de gorulme sikhidi her yil % 3-4 oraninda artmaktadir. Meme
kanseri gibi prostat kanserinde de yag orani fazla, et agirlikh beslenme tarzi

hastaligin riskini arttirir (20).

Asya’da prostat kanseri ve iyi huylu prostat baylmesinin az siklikta
goOrulmesinin nedeni dinyanin bu bdlgesinde fitodstrojen tiketiminin fazla
olmasidir. Cogu Asyali erkegin Avrupalilarla karsilastirildiginda fitodstrojen
seviyeleri yuksek bulunmustur. Avustralya’nin 3 farkl bodlgesinde yasayan
erkeklerin prostat fitodstrojen doku seviyeleri karsilastiriimistir. Ayrica kirsal
kesimde ve sehirde yasayanlar da karsilastiriimistir. Iyi huylu (benign) prostat
hiperplazisi veya prostat kanseri olan 103 hastanin prostatik doku ornekleri
alinmisg, dokulardaki enterolakton ve genistein seviyeleri monoklonal antikor

tabanl immunoassay yontemi ile bakilmistir. Enterolakton seviyeleri kirsalda
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ve sehirde yasayanlar arasinda farklihk gostermemigtir. Enterolakton ve

genistein seviyeleri Avusturya’nin U¢ bolgesinde de benzer gikmigtir (24).

Benzer bir arastirmada benign prostat hiperplazisi olan Kore'li
hastalarla Batili Ulkelerdeki hastalar karsilastirilmistir. Genistein seviyesinin
Kore’li hastalarin doku &rneklerinde digerlerine goére 3-4 kat daha fazla
oldugu tespit edilmistir. Genistein doku seviyesinin prostat kanseri olan
hastalarda iyi huylu prostat buylimesi olanlara goére daha dusuk oldugu;
genistein doku seviyesinin buyuk hacimli prostat buyimesi olanlara kiyasla
klguk hacimli prostat buylmesi olanlarda anlamli sekilde fazla oldugu

bulunmustur (23).

Portekizli, Cinli ve Ingiliz hastalarin plazma ve prostat sivilarinda GC-
MS yontemiyle lignan ve izoflavon fitodstrojenlerinin konsantrasyonlari
incelenmigtir. Portekizli hastalarin prostat sivilarinda ¢ok ylksek seviyede
enterolakton bulunmustur. Daidzein seviyesi ise hem plazmada hem de
prostat sivisinda Hong Kong'lu hastalarda digerlerine oranla c¢ok yuksek
seviyededir. Asyall erkeklerin prostat sivilarinda yiuksek konsantrasyonda
bulunan izoflavonoitlerin prostat hastaliklarina kargi koruyucu olabilecekleri
belirtilmistir (91).

Standardize izoflavon ekstrelerinin, prostat, idrara c¢ikma, cinsel
fonksiyon, yasam kalitesi ve karaciger fonksiyonlarina etkisinin incelendigi bir
calismaya, prostat biyopsisinde yiksek PSA seviyesi ve prostatik
intraepitelyal neoplazma (PIN) seviyesi saptanan 12 hasta katiimigtir.
Hastalara gunde 160 mg izoflavon ekstresi verilmigtir. Baslangigta, 3. ve 6.
aylarda PSA, total testesteron, oOstrojen, LH, FSH, DHEA-S, karaciger
transaminaz enzimleri, transrektal prostat volumetrisi uluslararasi prostat
semptom skoru (IPSS) ile incelenmigtir. Ortalama PSA seviyeleri baglangigta,
3. ve 6. aylarda sirasiyla 7,7 ng/mL, 6,9 ng/mL ve 6,5 ng/mL olarak
bulunmustur. Prostat hacminde ve tum seks hormonlarinda 6 aydan sonra
kUguk bir azalma gorulmustur. TUm transaminaz enzimler 3 ve 6 aydan sonra

artmigtir. IPSS 6 aydan sonra %15 gerilemigtir. Cinsel fonksiyonlarda bir
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degisiklik gorilmezken, ortalama hayat kalitesinin 6 aydan sonra daha iyiye
gittigi bildirilmistir (47).

Avustralya’da yapilan bir galisma, benign prostat hiperplazisi ve
prostat kanseri hastalarinda serum fitodstrojen seviyelerini belirleyerek, PSA
ve diger endokrin parametrelerle olan korelasyonlarini degerlendirmeyi
hedeflemigtir. 97 benign prostat hiperplazisi (BPH) ve 97 prostat kanseri
hastasi olan 194 erkek Uzerinde yapilan bir ¢alismada serumdaki daidzein,
genistein ve enterolakton seviyeleri floroimmunoassay yoOntemi ile
Olculmustur. Degerler BPH hastalarinda daha yuksek bulunmustur. Daidzein,
genistein ve tum fitodstrojenlerin toplami, folikil stimile edici hormon (FSH)
ile pozitif iligkili bulunmustur. Bu bulgular, fitodstrojenlerin, prostat kanseri

patogenezinde etkili oldugunu gostermigtir (86).

Genistein, bir D vitamini metaboliti olan 1,25-dihidroksivitamin D3’lin
dekompozisyonundan sorumlu enzim olan CYP24’ln aktivitesini arttirir. 1,25-
dihidroksivitamin D3 prostat ve kolorektal kanser hiicrelerinde antimitotik etki
gosterir. CYP24’Un yUksek dozda alinmasi prostat kanser hucrelerindeki
1,25-dihidroksivitamin D3 miktarini arttinr. Bu ylzden genisteince zengin
diyetin prostat kanserinden korunmada etkili olabilecegi dusunulmektedir
7).

Kemik Erimesine Karsi Etkileri

Osteoporoz birim Unitedeki kemik miktarinin azaldi§i fakat
kompozisyonunun degismedigi durum olarak tanimlanir. Kemik hadcrelerinin
olusumundaki dengesizlik nedeniyle kemik pordéz hale gelir. Bu da kiriga
yatkinliga neden olur. Kiriga neden olabilecek kemik yetersizliginin, geng
yetigkinlik doneminde kazanilan kemik kutlesine, kemik kaybinin basladigi
yasa, kayip oranina ve hepsini etkileyen hormonal, mekanik, genetik faktorler
ile beslenme faktorlerine bagli oldugu; kalga kiridi oranlarinin Asya ve Afrika
toplumlarinda, Kuzey Amerika ve Avrupa’ya gore daha az oldugu
belirtiimistir. Kadinlarda gorulen osteoporoz kismen menopozla da iligkilidir.

Cunkl ostrojen eksikligi kemik kaybini hizlandirir. Hormon replasman
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tedavisinin, 75 yasindan once alinip, uzun dénem kullaniimasi halinde bu
kaybin onlenmesine katki yapabilecegi belirtiimektedir. (20). Menopozda
gorulen kemik kaybinin énlenmesi icin hormon replasman tedavisi % 8-10
oraninda tercih edilmektedir. Bu oranin dusuk olmasinin sebebi, hormon
replasman tedavisi ile artan meme kanseri riskidir. Fitoostrojenler
osteoporozu Onlemek icin hormon replasman tedavisine alternatif olarak
Onerilirler (12). Hayvan deneyleri, fitodstrojenlerin, kemik olusumunu arttirip

yikimin éntine gecirerek kemik kaybini dnledigini géstermistir (20).

izoflavonlarin kemik Uizerindeki etkileri de incelenmistir.  Ozellikle
genistein ve daidzeinin uygun dozda alindiginda, kemik dokusu uzerinde
kemik kutlesini gelistirmek gibi olumlu etkileri oldugu fakat uygun doz araligi
disinda alinmalari durumunda kemik Uzerinde daha az olumlu etki
gOsterdikleri bildirilmigtir. Yliksek dozda genistein, normal hiicre fonksiyonu
kaybina neden olur. Tam tersine, ayni konsantrasyondaki daidzeinin,
osteoblast benzeri hicreler Uzerinde olumlu etkileri vardir. Genistein ve
daidzein’in  kemik Uzerindeki etki mekanizmasi incelendiginde, &strojen
reseptorleri Uzerinde etki gOstererek osteoblast ve osteoklastlari etkiledigi
bildirimistir. Ornek olarak, topoizomeraz II'yi inhibe ederek hiicresel
dongudeki ilerlemeyi etkiledigi; membran bagl peptit reseptorlerini aktive

ederek ostrojenle ilgili olmayan etkileri baglattigi ileri surGimagtir (8).

Bir glnlik dozunda 16 mg formononetin, 1 mg genistein, 0,5 mg
daidzein ve 26 mg biokanin A bulunan T. pratense kaynakli besin desteginin
kemik dansitesine etkisi arastiriimistir. 1 yil sliren c¢ift korli, randomize,
plasebo kontolli calismada, 49-65 yaslarindaki 177 kadinin kemik dansitesi
degerleri incelenmigtir. Plasebo grubundaki kadinlarla karsilastirildiginda,
izoflavonoit  kullanan kadinlarda Ilomber omurga kemiginin mineral
icerigindeki ve kemik mineral dansitesindeki kaybin daha az oldugu, kemik
yapim belirtecglerinde ise artis oldugu goézlenmistir. Calisma sonucunda
arastirmacilar, izoflavonoitlerin kadinlarda lomber omur kemigi Uzerinde

potansiyel koruyucu olabilecegini ileri sirmuslerdir (9).
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Ayni konuda vyapilan bir bagka c¢alismada Promensil® (82 mg
izoflavon) ve Rimostil® (57,2 mg izoflavon) isimli iki besin destegdi ile
plasebonun, lipit ve kemik yapim yikim dongusu belirtecleri Uzerine olan
etkileri karsilastirilmistir. 12 hafta siren ¢ift korli deneye 45-60 yaslarinda
252 kadin katilmistir. Promensil® veya Rimostil® kullananlarin ortalama HDL
degerleri digerlerine gore daha fazla artmistir ve trigliserit degerlerinde

onemli bir azalma gértlmustar (130).
Antikanser Etki

Non-steroit antienflamatuvar ilaglarin uzun sure kullaniminin kanser
go6rilme sikhginda azalmaya neden oldugu ve bunun mekanizmasinin COX
inhibisyonu ile ilgili oldugu bildirilmistir. Pek ¢ok kanser dokusunda
prostaglandin sentezi ve COX-2 saliniminin arttigi saptanmigtir. Legimenler
gibi izoflavon bakimindan zengin yiyeceklerle beslenen toplumlarda kanser
insidansindaki azalma, arastirmacilari izoflavonlarin COX inhibitor
aktivitelerini incelemeye itmigtir. T. pratense igceren besin destekleri,
legimence zengin diyetlerde genelde bulunan 4 izoflavonu tasimaktadir. 2
ayri hlcre deneyi yapilarak T. pratense’de bulunan izoflavonlarin, COX
enzim aktivitesini inhibe etme yetenekleri incelenmistir. Hem fare makrofaj
hicrelerinde hem de insan monositlerinde izoflavonlarin prostaglandin E
ve/veya tromboksan B, sentezini belirgin bir sekilde inhibe ettigini, bunun da
COX inhibisyonunu belirledigini gostermiglerdir. Sonu¢ olarak bazi
kanserlerin toplumda disuk oranda goérilmesi, diyetle alinan izoflavonlarin

COX-aktivite inhibisyonu yapmalari ile iligkilendirilmistir (78).

izoflavonlarin  antiéstrojenik  dzellikleriyle ilgisi olmayan bircok
antikanser etkileri vardir. Genisteinin tirozinkinazi inhibe ettigi bilinmektedir.
Tirozinkinaz, hucre fonksiyonlari ve hicre boélinmesini dizenlemek igin
gerekli olan fosforlayici proteinlerden sorumludur. Bu nedenle birgok hlicrede
blylumeyi inhibe ettigi gosterilmistir. Genistein ayrica DNA onarici enzim olan
topoizomerazi inhibe eder, antioksidan olarak hareket eder bdylece oksidatif
DNA hasarindan huicreyi korur. Genistein, malign timorlerin yayilmasina

neden olan anjiogenezi de inhibe eder (20).
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T. pratense izoflavonoitlerinden biri olan biokanin A’nin karsinojen bir
bilesik olan benzo(o)piren’in hlcre kultirindeki aktivasyonunu inhibe ettigi
bildirilmigtir. Bu kemoprotektif etkinin, biokanin A’nin karsinogenez
metabolizmasini inhibe ederek DNA’ya baglanmasini engellemesi ile

gelismis olabilecegi ileri strtlmuastur (60).

T. pratense’nin gogus kanserindeki koruyucu veya tedavi edici rolinu
degerlendirmek igin hiperdstrojenik semptomlar gosteren gogus kanserli veya
kistik mastiti 8 vaka Uzerinde calisiimigtir. 8 hastaya degisen sureler
boyunca T. pratense verilmis ve T. pratense’nin daha dnceden bildirilmis
endikasyonlarinin yaninda, hiperdstrojenemi, amenore, ovaryum Kisti, pozitif
Ostrojen reseptorli meme kanseri durumlarinda da endike oldugu
bulunmusgtur (103).

Erken donem meme kanseri tanisi yeni konulmus 30 ile 84 yaslari
arasindaki kadin hastalar Gzerinde yapilan bir ¢alismada, herhangi bir tedavi
uygulanmadan once idrar ve kan &rnekleri alinmistir. idrar &rnekleri,
izoflavonik fitodstrojenler; daidzein, genistein, equol ve lignanlar; enterodiol,
enterolakton, matairezinol i¢in analiz edilmigtir. Menars yasi, dogum sayisi,
alkol alimi, total yag ahmi gibi faktorler ayarlandiktan sonra ylksek miktarda
equol ve enterolakton salinimi, meme kanseri riskinde potansiyel azalmayla
iliskilendirilmistir. Diger fitodstrojenlerin meme kanseri riskinde anlamli

azalmaya sebep olmadiklari bildirilmistir (66).

Farkli T. pratense ekstreleri, osteoblastik osteosarkom hucrelerini
(HOS58) uyarma vyetenedi acgisindan incelenmistir. Osteoblastisiteyi
isaretleyici olarak alkalin fosfataz (ALP) aktivitesi secilmistir. T. pratense’nin
n-hekzan, kloroform, n-butanol, metanol ve sulu ekstreleri hazirlanmistir.
Butanol ve metanol ekstrelerinin ALP veya hucresel protein Uretimi Uzerine
higbir etkileri olmazken, kloroform ekstresinin inkiibasyonda enzim aktivitesini
belirgin olarak arttirdigi bulunmustur. Calisma sonucunda elde edilen
bulgular, T. pratense izoflavonoitlerinin osteoblastik hicre aktivitesini

uyarmada roli oldugunu gdstermistir (155).
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Birgcok laboratuvar c¢alismasi fitodstrojenlerin insan meme kanser
hucreleri Uzerinde antiproliferatif etkisi oldugunu goéstermistir. Bununla ilgili
bircok mekanizma ileri strdlmustir. Bu konudaki bir goruste fitodstrojenlerin
seks hormonlarinin metabolizmasini degistirerek meme kanserinin geligsimine
etki ettigini ileri surilmektedir. Bu dusunceye gore izoflavonik fitoostrojenlerin
difenolik yapisi, sentetik Ostrojenlere benzemektedir ve hepsi zayif 6strojenik
etki gosterirler. Bir baska duslinceye gore de izoflavonik fitodstrojenler,
antiostrojen gibi davranarak, oOstradiollle c¢ekirdek Uzerindeki Ostrojen
baglanma bodlgeleri icin yarismaya girerler ve bodylece hormon bagimh
hicrelerin buyumesini ve proliferasyonunu inhibe ederler. Lignanlarin ve
izoflavonik fitodstrojenlerin karacigerdeki seks hormon baglayici globulinleri
stimule ettigine dair bazi kanitlar bulunmaktadir. Buna bagli olarak plazmada
bulunan serbest ve biyolojik olarak aktif Ostradioliin seviyesi duser. Butln
bunlarin yaninda bir bagka diustnceye gore de birgok lignan ve izoflavonik
fitodstrojen androstenedionu dstrojene ¢eviren enzim olan aromataz enzimini

inhibe ederek viicutta dolasan éstrojen miktarini azaltir (66).

Genistein, hesperetin, galangin, naringenin, kesretin ve baikalein
flavonoitlerinin  6strojen reseptdr pozitif MCF-7 insan meme kanseri
hdcrelerinin proliferasyonu Uzerine etkilerinin dlguldugu bir ¢alismada, fazla
Ostrojen ilavesinin flavonoitlerin inhibe ettigi hiucre proliferasyonu uzerine
etkileri incelenmistir. Flavonoitlerin zayif 6strojenler olarak hareket ettikleri
dusundldiginden, eklenen 17B-6stradiolin  hlcre proliferasyonunda
meydana gelen inhibisyonu tersine c¢evirmesi beklenmistir. Sadece
genistein’in hucre proliferasyonunu neredeyse % 100 oraninda inhibe ettigi
gOrulmustlr. Genistein in vitro olarak Ostrojen reseptorlerine baglanirken

diger flavonoitler etkilerini farkli sekilde géstermektedir (134).

izoflavonlarin, insan meme karsinom hiicre serileri, MDA-468 (dstrojen
reseptore negatif), MCF-7, MCF-7-D-40 (Ostrojen reseptoru pozitif) gelisimi
uzerine etkileri incelenmigstir. Genisteinin tim hdcre serilerinde guglu inhibitdr
etkisi gorulirken biokanin A ve daidzeinin daha zayif inhibitdr etki gosterdigi

bulunmustur. izoflavon B-glukozitleri genistein ve daidzeinin ise ¢ok az etkili
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olduklari gozlenmistir. izoflavonlarin  MDA-468 ve MCF-7 hicreleri
kargilastirilarak timor hdcresi olusumunu inhibe etmeleri igin Ostrojen

reseptori varligi gerekmedigi saptanmistir (106).

Bir hiucre dizisinde genisteinin zararli mutasyonlar ve muhtemelen
kanser proliferasyonuna neden olacak hasari 6nlemek igin hicrelerde
bulunan koruyucu bir mekanizma olan programlanmig hicre olumuinde
degisikliklere sebep oldugu gosterilmigtir. Ayni zamanda bir sigcan
feokromastoma hicre dizisinde K-ras geni ekspresyonunu inhibe ettigi

gOsterilmistir (20).

Bati yarimkurede ¢ogunlukla hormon bagiml kanserler goruldugu ve
bunun diyetle iligkisinin arastirildigi bir yayinda, diyetle alinan difenolik
fitoostrojenler ile lignan ve izoflavonoitlerin kanserden koruyucu etkileri
uzerinde yogunlasiimistir. Lignanlar ve izoflavonoitler bagirsak bakterileri
tarafindan disUk Ostrojenik ve ayni zamanda antioksidatif etkiye sahip
hormon benzeri bilesiklere donusturulerek, hlcrelerarasi enzimlere, protein
sentezine, buyume faktorunin c¢alismasina, anjiogeneze malign
hicreproliferasyonuna ve farklilagmasina, etki ederek dogal kanser koruyucu
bilesik gorevi gorurler. Prostat kanseri Uzerinde yapilan calismalarda
fitodstrojenlerin 16semi ve diger malign hlicre kanserleri gibi prostat kanser

hicre bliyumesini gecis fazinda inhibe ettigini disundurmausgtir (4).

Vejeteryan diyeti ile seks hormonlari baglayici proteinin (SHBG)
yuksek plazma seviyeleri arasinda kurulan iligki arastirmacilari vejeteryan
diyetin seks hormonlarinin yikimini azalttigi ve buna bagli olarak meme ve
prostat kanseri riskini dusurdugunu dusunmeye yonlendirmistir. Bu konuda
yapilan bir calismada, genisteinin insan hepatokarsinom hucrelerinin SHBG
olusturmasina in vitro etkisi ile hlcre proliferasyonu Uzerindeki etkisi
arastinimistir.  Arastirmanin  sonucunda, genistein’in hepatokarsinoma
hicrelerinin  SHBG yapimini arttirdigi, ayrica SHBG Uretiminin yUksek
seviyede devam ettigi bu sire boyunca kanser hicrelerinin proliferasyonunu

da baskiladigi bulunmustur (92).
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Kolon kanseri Amerika’da en yaygin gorulen 2. kanser tarudur.
Kadinlarda 1. sirada meme kanseri, erkeklerde ise akciger kanseri yer alir.
Hormon duzeyinin kolon kanseriyle kuvvetli iliskisi yoktur, fakat baska
muhtemel mekanizmalarla etiyolojisinde rol oynar. Ornegin, indiklenebilir
nitritoksit sentezinin genistein tarafindan bastirilmasi, etin sindirilmesi
sirasinda olusan endojen N-nitrozasyonunun izoflavonlarca inhibe

edileceginin gdstergesi olabilir (20).

Kanserin dnlenmesindeki mekanizmalari anlamada, konakginin immun
fonksiyonunun roll gittikgce artmaktadir. Konakg¢inin immun fonksiyonunun
diyetteki antioksidanlarla attirilmasi, kanserin 6nlenmesinde etkilidir.
izoflavonlarin bagdisiklik Uzerindeki etkisinin incelendigi bir calismada, 20-40
mg/kg dozunda alinan daidzein’in, humoral ve hucresel bagigikhgr arttirdigi
gérulmustur. Buna ek olarak, daidzein, genistein ve bunlarin
kombinasyonlarinin murin splenositlerin proliferasyonuna, IL-2 (interldkin) ve
IL-3 salgilanmasina etkisi de incelenmistir. Daidzeinin lenfosit aktivasyonunu
arttirdigi goérilmustir. Bundan yola ¢ikarak daidzeinin kanser kemoprotektif

etkisinin olabilecegi ortaya konulmustur (21).
Antifungal Etki

Degisik zamanlarda toplanan T. pratense orneklerinin yaprak, gévde
ve koklerinden hazirlanan ekstrelerin antifungal aktiviteleri karsilastiriimistir.
Kok ekstrelerinin antifungal 6zelligi yiksek bulunmustur. Nutrasétik destek
olarak yapraklarin gigeklerden daha gugclu bir izoflavon kaynagi oldugu
belirlenmis; test edilen yonca ekstrelerinin gcogunun fitopatojenik bir mantar
olan Drechslera teres’e karsi etkili oldugu ve en yuksek aktiviteyi kok

ekstresinin gosterdigi bulunmustur (128).
Antioksidan Etki

T. pratense ekstresinde, soya ekstresinde ve standardize bir T.
pratense preparatindaki total polifenol igerigini belirlenmek ve radikal
supuricu kapasitelerini ile antioksidan aktivitelerini degerlendirmeyi

hedefeleyen bir calismanin sonucunda, total polifenol konsantrasyonu T.



88

pratense ekstresinde 153 mg/g, T. pratense kaynakli besin desteginde 114
mg/g, soya ekstresinde 18 mg/g olarak bulunmusgtur. Toplam polifenol
icerikleriyle orantili olarak, DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) radikal stpUricu
kapasiteleri sirasiyla T. pratense ekstresinde ECs0:0,32 mg/MI, ARP:7; T.
pratense preparatinda ECs,:0,50 mg/MI, ARP:5; soya ekstresinde ECsp:1,09
mg/MI, ARP:2 olarak bulunmustur. izoflavonlarin ve polifenollerin etkileri g6z
onune alindiginda, T. pratense ekstresinin potansiyel bir antioksidan ve

radikal stpuricu ajan olarak degerlendirilebilecegi bildirilmigstir (76).

Formononetinin ovaryumu alinmis fareler Uzerindeki Ostrojenik ve
antioksidan etkisinin incelendigi calismada, 0Ostrojenik etki, uterus
agirhgindaki degisimle, antioksidan etki ise superoksit dismutaz, katalaz,
glutatyon peroksidaz ve malonaldehit icerigindeki degisimle
degerlendirilmistir. Calisma sonucunda formononetin’in glcli serbest radikal
supurucu ve oOstrojenik etkisi oldugu ve oOstrojenik etkisinin doza bagl

olmadigi bulunmustur (93).

Sirbistan ve Karadag'da yetisen 9 Fabaceae bitkisi Uzerinde yapilan
bir antioksidan aktivite calismasinda, T. pannonicum’un oldukg¢a gugliu bir

antioksidan etkiye sahip oldugu gosterilmistir (57).
Parkinson Hastaligi Uzerindeki Etkileri

Occhiuto ve arkadaslarinin yaptigi bir calismada, glutamat
toksisitesine karsi yoncadaki dogal fitodstrojenik izoflavon karisiminin
noroprotektif etkinligi arastirilmistir. Alzheimer, Parkinson gibi glutamat
toksisitesi ile iliskilendirilen norodejeneratif hastaliklara kargi yonca
ekstresinin noroprotektif etkisinin konsantrasyona bagli oldugu ve bu etkinin

Ostrojenik etkiyle de baglantili oldugu goésterilmistir (97).

T. pratense izoflavonolarinin Parkinson hastalidi tzerindeki etkisi ile
ilgili bir baska calismada, Parkinson hastaligindaki en o6nemli patolojik
degisimin dopaminerjik noéronlarin dejenerasyonu oldugundan hareketle
izoflavonlarin etkisi arastirilmistir. izoflavonlarin dopamin geri alimindaki

lipopolisakkaritlerle indiiklenmis diistisii azalttigi belirlenmistir. izoflavonlarin



89

dopaminerjik ~ noronlar  Uzerindeki koruyucu  etki potansiyelleri

kargilastirildiginda daidzein formononetinden etkili bulunmustur (33).

Oksidatif stresle indUklenmis noronal hdcre olumu, Alzheimer ve
Parkinson gibi degisik noérodejeneratif bozukluklari kapsar. Alzheimer
hastaligi ile iliskilendirilen hidrojen peroksit (H2O,) kullanilarak, T.
pratense’den elde edilen fitodstrojenik izoflavonlarin noéroprotektif etkisi
incelenmigtir. Calisma sonucunda izoflavon ekstrelerinin H,O, ile indUklenen
hicre oOlumune karsi noroprotektif oldugu, bu etkilerinin antioksidan

aktiviteleriyle ilgili olabilecegi bildirilmistir (98).
Dermatolojik Etki

T. balansae Uuzerinde yapilan bir calismada, bitkiden izole edilen
stigmast-5-en-3(3,26-diol, stigmast-5-en-33-ol ve kemfesterol bilesiklerinin,
bitkilerde ve hayvanlarda melanin biyosentezinde rol oynayan tirozinaz

enzimini inhibe ettigi gosterilmistir (117).
Diger Etkileri

Bazi Trifolium tdrlerindeki kumarin igerigi nedeniyle, bu tlrlerin

pihtilasma faktorleri agisindan arastiriimasi gerektigi ileri surtlmastur (54).

T. repens’in anticestodal aktivitesinin incelenmesi igin albino farelerde
deneysel Hymenolepis diminuta Rudolphi enfeksiyonu kullaniimistir. T.
repens’in surgun ekstrelerinin 200 mg/kg ve 500 mg/kg'lik dozlari H.
dimuta’nin fekal yumurta sayisini sirasiyla %47,72 ve %54,59 oraninda
azaltmis; kurttan kurtulma orani ise %60 ve %40 olarak bildirilmistir. Bu
oranlar standart kurt duslrdcu ilaglardan biri olan praziquantel ile
karsilastinldiginda praziquantel’in fekal yumurta sayisi distrme oraninin %
65,90, kurttan kurtarma oraninin da % 26,67 oldugu belirlenmistir (139).

T. arvense’nin antienflamatuvar aktivitesi incelendiginde, karagen ile

olusturulan penge 6demini % 58 oraninda inhibe ettigi bulunmustur (31).
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T. pannonicum susp. elongatum’un antitiberklloz etkisi arastiriimistir.
Bitkinin toprak Usti kisimlarinda etanolli ekstresinin  Mycobacterium

tuberculosis bakterisi Uzerinde inhibitor etkisi bulunamamigtir (145).

izoflavonlarin alkol metabolizmasindan ve asetaldehit
detoksifikasyonundan sorumlu insan aldehit ve alkol dehidrogenaz
izoenzimlerini inhibe ettikleri; bu nedenle de alkol yoksunluk sendromlarinin

tedavisinde ilag olarak kullanilabilecekleri ifade edilmistir (20).
2.2.2.3. Biyoyararlanimi

Biyoyararlanim, oral olarak alinan bilesigin gastrointestinal kanalda
emilimine baglidir ve alinan bilesigin metabolitlerinin fegces veya idrardaki
miktarina bakilarak degerlendirilir. Fakat yagda ¢ozunen bilegikler idrarla
dogrudan atiimadiklari i¢in bunlarin suda ¢ozunen metabolitleri olgulur.
Flavonoit ve izoflavonoitler su veya organik ¢oziculerde iyi ¢dzinmezler.
Etanol, metanol, asetonitril gibi iyi ¢ozundukleri kabul edilen ¢ozuculerde bile
kismen c¢oOzundrler. Gidalarda, ana bilesiklerine nazaran suda daha ¢ok
¢ozunebilen glikozit konjugatlari halinde bulunurlar. Bu konjugatlarin seker
kisimlari emilmeden ©6nce memeli veya mikrobiyal glikozidaz enzimleri
tarafindan enzimatik pargalanmaya ugrar. Bu nedenle izoflavonoit
glikozitlerinin insan plazmasi ve idrarinda saptanmasi mumkuin degildir.
Endojen ve eksojen biyotransformasyona bagli olarak olusan metabolik
artnler ile diyetteki diger bilesiklerle olan etkilesimler izoflavon ve

flavonoitlerin biyoyararlanimlarini belirler (21).

izoflavonlarin enterohepatik dolagima alinmasi igin gerekli en énemli
basamak olan glukuronidasyon mukozal hucrelerdeki bagirsak bakterileri
tarafindan yapilir. Bu ylUzden izoflavonlarin emilimi bireyin bagirsak
kanalindaki bakteri populasyonundan etkilenir. Bitkideki izoflavonlarin dnemli
bir kismi B-glikozit badi ile ozlara baglanmigtir. Bu glikozitlere asetil ve
malonil gruplari baghdir. Trifolium tirlerinde bulunan 4 ana izoflavon bilesigi
daidzein, genistein, formononetin ve biokanin A’dir. Biokanin A ve

formononetin, sirasiyla genistien ve daidzeinin metilenmis prekursorleridir.
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Bagirsak florasindaki bakteriler, konjuge izoflavonlar aglikonlarina,
metillenmis izoflavonlari ise demetil tlrevleri haline gevirirler. Bu nedenle
izoflavonoit aglikonlarinca zengin olan besin desteklerinin glikozitlerce zengin

besin desteklerine oranla daha etkili oldugu bildirilmistir (17).

izoflavon emiliminin soya ve yonca kaynadina gére degisip
degismedigini bulmay! hedefleyen bir calismada katihmcilar tarafindan soya
ve yonca izoflavonlarini igeren 14 Urin kullaniimigtir. Katihmcilar 2 hafta
boyunca kahvaltida izoflavon aglikonlari almigtir. 2 haftalik kontrol ve
kullanmama suresinin ardindan 24 saatlik idrarda izoflavon miktari élgiimas,
her izoflavonun yaklasik % 25'i idrarda tespit edilmistir. Bulunan oranlarin
hemen hemen ayni olmasi emilimin glikozit/aglikon kaynagina gore
degismedigini dusunduUrmustar. Soya fasulyesinde genistein, daidzein,
glisetin ylksek oranda bulunurken, yoncada biokanin-A ve formononetin
fazladir. Soya ile karsilastirildiginda yoncada genisteine oranla daha fazla
daidzein atilmistir. Her iki oérnekte de en fazla atilan izoflavon daidzeindir.
Cahsma, her ki izoflavon kaynagindaki izoflavonlarin da ayni
biyoyararlanilirhkta oldugunu, benzer miktarda absorbe edildiklerini

gOstermistir (147).
2.2.2.4. Kullanim Dozu

Trifolium  tdrlerinin - sivi ekstresinin  dahilen veya haricen
kullanilabilecegi bildirilmistir. 1:1 oranindaki sivi ekstresinin % 25 etanolde
hazirlanabilecedi, 4 g drogdan hazirlanan infuzyonun gunde 3 defa
icilebilecegi ve bunlarin yani sira 1,5 veya 3 ml sivi ekstresinin donusumlu

olarak ginde 3 defa alinabilecegi belirtiimistir (60).

Osteoporozda izoflavon kullanimini ve glvenli doz araligini belirlemek
icin yapilan bir ¢calismada; gunlik 50 mg izoflavon dozunun uygun olacagi
bildirilmistir. Bu doz sinirinin vucut agirligina goére 2 mg/kg’a kadar

cikarilabilecegi de belirtilmigtir (12).
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2.2.2.5. Yan Etkileri

Trifolium turleri bakimindan zengin otlaklarda beslenen koyunlarda
infertilite gdzlenmigtir. infertilitenin servikal mukus viskoelastikiyetinde gelisen
azalmanin spermatozoalarin serviks igine girmesine engel olmasi seklinde
gelistigi kabul edilmektedir. (2, 60).

T. repens’in, siyanogenetik glikozit icerigi nedeniyle nadiren oldurtcu
olabilecegi; Trifolium tarlerinin ¢iftlik hayvanlarinda zaman zaman toksik
etkiler ortaya gikarabilecegi kayithidir (81, 141). Ornegin, Urdin’in giineyinde
yapilan bir halk ilaci arastirmasinda, T. arvense’nin sigirlarda abortif ve
spazmodik etkilere neden olabilecegi, T. boissieri’nin ise sigirlarda i¢

kanamaya neden olabilecegi bildiriimistir (7).

T. pratense izoflavonlari Uzerinde yapilan arastirmalarda sedef (40 mg
T. pratense izoflavonlar) ve aft (80 mg T. pratense izoflavonlari) gibi yan
etkiler gorulmastur (67). Yonca igeren bir bitkisel formulasyonu birkag gin
boyunca oral olarak kullanan bir hastada gozlerde, agizda ve peniste su

toplamasi ve enflamasyon bildirilmistir (60).

Bir diger calismada da, soguk alginligi, bas agrisi, myalji, artralji,

diyare ve mide bulantisi géraldtgu bildiriimistir (143).

Tek seferde 16 mg/kg dozunda alinan genistein’in 2. derece
|Iokopeniye sebep olabilecedi belirtiimistir. Yapilan bir baska calismada ise
ayn! bilesigin kan lipaz degerleri Uzerinde cesitli etkilere ve hipofosfatemiye

de sebep olabilecegi bildirilmigstir (12).

Bazi calismalarda hicbir yan etki gdézlenmedigi de bildirilmistir (38,
149). Bagka bir calismada da buna paralel sekilde g6gus dansitesinde higbir
degisiklik olmadigi belirtilmigtir (9).

2.2.2.6. Etkilegimleri

Trifolium pratense ile terapétik indeksi dar olan varfarin’in etkilesimi

incelenmigtir. Bitki kumarin ve kumarin tirevleri icerdigi igin varfarinle birlikte
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kullanildiginda varfarinin etkisini arttiracagi ve buna bagli olarak da kanama
riskinin artacagi ifade edilmistir. Fakat bu durumla ilgili olarak bildirilmis bir
vaka Ornegi yoktur (62). Ayrica Trifolium tagsiyan bitkisel Grunler
antikoagulanlar, trombolitik ajanlar ve dusuk molekul agirlikli heparinler ile
beraber kullanildiginda kanama riski artacagi igin bu tip Uranlerin eszamanli
kullanimindan kacinilmasi gerektigi, eger birlikte alinmis ise hastanin agiri

kanama belirtileri agisindan takip edilmesi gerektigi bildirilmistir (60).

Trifolium  bitkisinin ~ eszamanli  kullaniminin ~ tamoksifenin  ve

progesteronun etkinligini de azalttigi bildirilmistir (60).

Kontraseptiflerle birlikte kullanildiginda kontraseptif etkinligi azalttigi,
yan etkilerde artma gozlenebilecegi, eger birlikte alinmis ise hastada Ostrojen
fazlalig1 ve etkinligin azalmasi semptomlarinin takip edilmesi gerektigi
belirtilmigtir (60).

T. pratense izoflavonlariyla bitki-ilag etkilesimleri arasinda dogrudan

bir baglanti bulunamamistir (38).
2.2.2.7. Kontrendikasyonlari

Buglne kadar izoflavonlarin fetise etkisiyle ilgili calisma
yapilmamistir.  Gunlik diyetlerinde ylksek miktarda izoflavon alan
toplumlarda bu konuya bagli fetliis anomalileri ile ilgili bildirilen bir vaka
calismasi yoktur. Sadece genistein’in hamile farelerdeki etkisi incelenmistir.
Hamile farelere gebeligin 16-20 glnlerinde yuksek doz genistein verilmistir.
Calisma sonucunda farelerde, disik dogum kilosu, anogenital mesafenin
acillmasi, ergenligin baslamasinin gecikmesi gibi bazi olumsuz etkiler
gOrulmustiur. Genistein’in yeni doganlar Gzerindeki etkileri de dietilstilbestrole
benzer bulunmustur. Gerek gebelikte gerekse yenidoganda genistein’in etkisi
yorumlanirken alinacak dozun ve maruz kalma suresinin onemli oldugu
vurgulanmistir. Bu nedenlerle bitkinin hamilelikte ve laktasyonda kullaniimasi
dnerilmemektedir (60, 80). Ostrojen reseptdr pozitif neoplazili hastalarda da

kullaniimasi 6nerilmemektedir (60).
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3. GEREG VE YONTEM

3.1. Fitokimyasal Galismalar

3.1.1. Bitkisel Materyal

Kimyasal ¢alismalarda kullanilmak tzere 14 Trifolium turd giceklenme
zamanlarinda toplanmigtir. Ac¢ik havada ve golgede kurutulmus bitkilerin
toprak Ustu kisimlari kullaniimistir. Toplanan bitkisel materyallere ait 6rnekler
H. U. Eczacilik Fakiiltesi Herbaryumunda saklanmaktadir. "

Trifolium ambiguum: A8 Rize: ikizdere, Cimil vadisi, yol kenarlari, 1200
m, 20.06.2009, G. Renda, (HUEF 09891).

Trifolium arvense var. arvense: A4 Ankara: Soguksu Milli Parki, 1000
m, 14.06.2009, G. Renda, (HUEF 09336).

Trifolium campestre: A8 Rize: Ikizdere, Cimil yaylasi yol kenarlari,
1200 m, 20.06.2009, G. Renda, (HUEF 09341).

Trifolium canescens: A8 Rize: Ikizdere, Cimil vadisi, 1200 m,
20.06.2009, G. Renda, (HUEF 09340).

Trifolium hybridum var. anatolicum: A4 Ankara: Soguksu Milli Parki,
1000 m, 14.06.2009, G. Renda, (HUEF 09333).

Trifolium hybridum var. hybridum: A7 Trabzon: Yomra, Sana mevKii,
100 m, 30.04.2009, G. Renda, (HUEF 09337).

Trifolium pannonicum: A4 Ankara: Soguksu Milli Parki giristen 5 km
sonra yol kenarlari, 1000 m, 14.06.2009, G. Renda, (HUEF 09338).

Trifolium pratense var. pratense: A4 Ankara: Soguksu Milli Parki, 1000
m, 14.06.2009, G. Renda, (HUEF 09332).

Trifolium pratense var. pratense: A7 Gumuishane: Torul karayolu
kenarl, 23.06.2009, G. Renda, (HUEF 09893).

Trifolium purpureum var. purpureum: A5 Amasya, Borabay golu, piknik
alani girisi, 15.06.2009, D. Séhretoglu, (HUEF 09890).

Trifolium repens var. repens: A4 Ankara: Hacettepe Universitesi
Sihhiye Kampiisii ilag Fabrikasi yanlari, 800 m, 13.06.2009, G. Renda,
(HUEF 09331).

*

Trifolium ambiguum, Trifolium arvense var. arvense, Trifolium resupinatum var. microcephalum, Trifolium
purpureum var. purpureum tiirlerinin tayini Yrd. Dog. Dr. Erkan Uzunhisarcikli (Gazi Universitesi, Biyoloji Bélimii)
tarafindan yapilmis, diger tirlerin tayini ise G. Renda tarafindan yapilmis ve E. Uzunhisarcikli tarafindan
onaylanmistir.
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Trifolium resupinatum var. microcephalum: A6 Tokat: Niksar, Hamidiye
koprusunden 300 m ileride, yolun sol tarafindaki tarla kenarlari. 15.06.2009,
D. S6hretoglu, (HUEF 09892).

Trifolium spadiceum: A8 Rize: ikizdere, Cimil Vadisi, yol kenarindaki
yamaglar, 1200 m, 20.06.2009, G. Renda, (HUEF 09339).

Trifolium trichocephalum: A8 Rize: ikizdere, Cimil Yaylasi, 1200 m,
20.06.2009, G. Renda, (HUEF 09335).

3.1.2. Kromatografik Yontemler
Yuksek Basing¢h Sivi Kromatografisi (YBSK)

YBSK sistemi
Cihaz : Dionex P680
Enjektor : Dionex ASI-100 Automated Sample Injector
Kolon :ACE 5C18 250x4,6 mm
Dedektor : Dionex UVD 340U UV/VIS Dedektor

3.1.3. Kullanilan Aletler

Rotavapor : Bdchi R-210
pH metre : Sartorius Proffessional Meter PP-20
Terazi : Ohaus Adventurer Pro AV264C

Ultrasonik banyo : Elma Transsonic 570

3.1.4. Kimyasal Maddeler ve Standartlar

Solvanlar:
Metanol : Merck
DMSO : Merck
Trifloroasetikasit: Carlo Erba
der. H,SOy, . : Merck
Asetonitril : Sigma-Aldrich

YBSK’da kullanilan solvan sistemi:
A: Distile su (ph 2,7)

B: Asetonitril
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Standartlar:
Biokanin A : Sigma
Daidzein : Fujicco
Genistein : Wako
Formononetin : Calbiochem
Kemferol : Sigma
Kersetin : Sigma

3.1.5. Ticari Numuneler

TN-1: Tlrkiye'de satilmaktadir. iceriginde; Chlorella pyrenoidosa (yesil
alg) tozu (200 mg), Burdock (dul avrat otu) Arctium majus kok ekstrakt tozu
(12,5 mg), Dandelion (karahindiba, Taraxacum officinale) kok ekstrakti tozu
(12,5 mg), Red clover (kirmizi yonca, Trifolium pratense) cicek durumu
ekstrakti tozu (12,5 mg), Garlic (sarimsak, Allium sativum) sogan tozu (1
mg), Pectin (elma pektin tozu) (50 mg), Milk Thistle (meryem ana dikeni,
Silybum marianum) tohum ekstrakt tozu (50 mg) ve Vitamin C (200 mg)

bulunmaktadir. Cek Cumhuriyeti’'nden ithal edilmektedir.

TN-2: Tirkiye'de satiimaktadir. iceriginde; Linum usitatissimum
standart ekstresi (62,5 mg) ve Trifolium pratense standart ekstresi (500 mg)

bulunmaktadir. Cek Cumhuriyeti’nden ithal edilmektedir.

TN-3: Almanya’da satiimaktadir. iceriginde; Kirmizi yonca izoflavonlari
(50 mg), Nachtkerzendl (300 mg), biotin (300 mg), cinko (5 mg), pantotenik
asit (2 mg), folik asit (200 pg), Vitamin B6 (2 mg), Vitamin B1 (1,4 mg),
Vitamin E (10 mg) ve magnezyum (60 mg) bulunmaktadir.

TN-4: Almanya’da satilmaktadir. igeriginde; Kirmizi yonca ekstrakt

izoflavonlari (40 mg) bulunmaktadir.
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3.1.6. Ekstraksiyon ve Hidroliz Caligsmalari
TUum orneklerde asagidaki gibi galisiimigtir.

Numune Hazirlanmasi:

a. Bitki numunesi:

Acik havada ve golgede kurutulan bitki orneklerinin toprak uUstu
kisimlari degirmende toz edildikten sonra, 200 mg toz numune tartiimigtir.
Numune trifloroasetik asitle pH’si 3’e ayarlanmig 30 mL MeOH ile geri
ceviren sogutucu altinda 85°C’de ekstre edilmistir. Suzge¢ kagidi yardimiyla
suzulip 20 mL %80 metanolle yikanan ekstrakt algak basing altinda
ucurulmustur. Ekstrakt 2 mL dimetilsilfoksit'te (DMSO) ¢ozllerek stok ¢ozelti
hazirlanmig, stok c¢ozeltinin igine 50°’ser yL kersetin ve kemferol (25 ppm)
standartlari eklenmistir. Numune ¢ozeltisi filtreden suzulerek YBSK kolona

enjekte edilmigtir.
b. Ticari numune:

Her bir kapsul (veya tablet) 6rneginin icerigi 200 mg olacak sekilde

ayarlanmis numune Uzerinde yukaridaki islemler ayni sekilde uygulanmistir.
Standart Cozeltilerinin Hazirlanmasi:

Daidzein, genistein, formononetin ve biokanin A stok ¢ozeltileri 0,5 mg
/ImL derisiminde hazirlanmistir. Céziicii olarak DMSO kullanilmistir. ¢
standart olarak kullanilan kersetin ve kemferol de ayni derisimde

hazirlanmistir.
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3.1.7. YBSK Caligmalari
Standartlarin Kalibrasyonu:

500 ppm olarak hazirlanmis stok ¢ozeltilerden gereken miktarlardan
alinip DMSO ile seyreltilerek 50, 40, 30, 20, 10, 5, 1, 0,5, 0,25 ppm’lik ¢ozelti
karigimlari hazirlanmis ve iclerine kemferol ile kersetin (25 ppm) ig
standartlari eklenmigtir. Bu ¢ozeltilerin 20 yL’lik hacimleri ikiser kez YBSK'da

analiz edilmistir.
Kromatografik Analiz Kosullari:

Numunelerden hazirlanan ekstreler asagida belirtilen kosullarda
kantitatif olarak incelenmistir. Bu kosullar Krenn ve arkadaslarinin

Trifolium’un YBSK analizi icin gelistirdigi yontemden alinmistir (75).

Kolon Sicakhgr: 27 °C
Mobil Faz:
A: Distile su (pH 2.7)
B: Asetonitril
Dedektor: UV 254 nm
Enjeksiyon Hacmi: 20 pL
Analiz Suresi: 61 dk
Akis Hizi: 1mL/dk

Tablo 6. Gradient elusyon basamaklari (75)

Mobil Faz (A) Mobil Faz (B) Zaman (dk)
%80 %20 0
%63 %37 35
%0 %100 45
%0 %100 50
%80 %20 51

%80 %20 61
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Yontem Validasyonu:

Kromatografik yontem kosullari optimize edildikten sonra ydntemin

kismi validasyon calismalari ICH'ye gore yapilmigtir (65).

Tez galismasinda kersetin ve kemferol i¢ standart olarak denenmisgtir.
Kersetin ile yapilan degerlendirmede daha iyi tekrarlanabilirlik elde edildigi

icin Kersetin i¢ standart olarak secilmistir.

3.2. Aktivite Calismalari
3.2.1. Yara lyilestirici Aktivite Tayini

Yara iyilegtirici aktivitenin arastirimasi amaciyla fare ve siganlarda
dairesel eksizyon ve cizgisel insizyon yontemleri uygulanmistir. Ekstreler

yukarida anlatilan yontemle hazirlanmistir.

Deney Hayvanlari: Deneylerde T.C. Saglik Bakanligi Merkez Hifzisihha
Enstitist Serum Ciftliginden temin edilen 20 + 5 g agirhginda erkek Swiss
Albino fareler ve temin edilen 200-250 g agirhginda Wistar siganlar
kullaniimigtir. Hayvanlarin ortama adapte olabilmesi i¢in deneye baglamadan
once laboratuvar sartlarinda en az U¢ gun beklenmistir. Bu bekleme
suresince hayvanlar standart pellet yem ve su ile beslenmis, deneylerde her

grupta en az alti hayvan kullaniimistir.

Test Numunelerinin Hazirlanmasi: Test numuneleri %1 oraninda ekstre
icerek sekilde Madecassol® pomatin bazi olan glikol stearat, 1,2 propilen
glikol, sivi parafin (3:6:1) kullanilarak hazirlanmis ve sirtlarinda yara

olusturulan hayvanlara 0,5 g uygulanmistir.

Negatif Kontrol: Negatif kontrol grubundaki hayvanlara herhangi bir madde

uygulanmamistir.

Pozitif Kontrol: Madecassol® pomatin bazi olan glikol stearat, 1,2 propilen

glikol, sivi parafin (3:6:1) pozitif kontrol olarak uygulanmistir.
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Referans Madde: Deney sonuglarinin karsilastiriimasi amaciyla, standart
yara iyilestirici madde olarak hayvanlarin yara olusturulmus bolgelerine 0,5 g

Madecassol ® uygulanmistir.

Cizgisel insizyon yara modeli

160-180 g agirliginda erkek Wistar sicanlar deneye baslamadan 6nce
laboratuvar sartlarinda en az U¢ gun bekletiimistir. Bekleme ve deney
suresince hayvanlar standart pellet yem ve su ile beslenmistir. 12 saat
aydinlik 12 saat karanlik uygulamasi yapilan laboratuvarda oda sicakliginda
barindirilan hayvanlara zayif eter anestezisinde intraperitonal olarak 0,15 cc
Ketalar® enjeksiyonu ile genel anestezi yapilarak, sirt kisimlarinin orta
hattindan 2 cm uzaklikta bisturi ile iki adet 5 cm’lik gizgisel insizyon yarasi
olusturulmustur. Cerrahi ipek iplikle esit araliklarla 3 adet dikis atiimig, 9 gun
boyunca gunde bir defa 500° er mg % 1 ekstre igeren merhem
formulasyonlari haricen yaralara uygulanmistir. 9. gln sonunda dikisler
alinmisg, 10. gun hayvanlar eter anestezisi ile dldurulmustur. Yara olusturulan
bdlgeler yara kenarlarinin 1° er cm uzagindan cerrahi makasla kesilmis ve
yaralardan biri histopatolojik incelemeler icin ayrilmistir. Diger yaranin

tensiometre ile gerilim kuvveti élgiimuastur (84, 138).

Dairesel eksizyon yara modeli

25-30 g agirhginda erkek Swiss Albino fareler deneye baslamadan
once laboratuvar sartlarinda en az u¢ gun bekletiimis, bekleme ve deney
suresince hayvanlar standart pellet yem ve su ile beslenmistir. 12 saat
aydinlik 12 saat karanlik uygulamasi yapilan laboratuvarda oda sicakliginda
barindirilan farelere zayif eter anestezisinde intraperitonal 0,01 cc Ketalar®
enjeksiyonu ile genel anestezi yapilmistir. Biopsi punch ile 5 mm c¢apinda
dairesel eksizyon yarasi olusturuimus ve 12 gin boyunca 500'er mg %1

ekstre iceren merhem formulasyonlari haricen yaralara uygulanmigtir. Yara
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alanlari her gun dijital fotograf makinesi ile fotograflanmis ve AutoCAD

programi kullanilarak yara alanlarindaki kiigulme hesaplanmigtir (123).

Histopatolojik Yontemler

Histopatolojik degerlendirmeler icin, deneyin sonunda her gruptan
alinan tam kesi deri 6érnekleri % 10’luk formaldehit icerisinde bekletiimis ve
parafinde bloklanmistir. Parafin bloklardan alinan 5 um kalinhgindaki kesitler
lama transfer edilerek Hematoksilen Eozin (HE) ve Van Gieson (VG) boyalari
ile boyanarak 1s1k mikroskobu ile incelenmisgtir.

Istk mikroskobu altinda incelenen dokularda epidermal ve dermal re-
modelleme hafif (+), orta (++) ve siddetli (+++) olmak Uzere
derecelendirilmistir. Epidermis re-epitelizasyon veya Uulser; dermis ise
fibroblast proliferasyonu, mononukleer ve/veya polimorfonukleer hucreler,
neovaskularizasyon ve Kkollajen birikimi yonunden incelendikten sonra
epidermal velveya dermal re-modelleme evrelendirilmistir. Van Gieson
boyanmis kesitlerde kollajen birikimi ortaya konmus, tim gruplarda yara

iyilesmesi ile ilgili bulgular birlegtirilmistir.

3.2.2. Aromataz Enzim inhibitor Etki Tayini

Aromataz enzim inhibisyonunun degerlendiriimesi icin Western Blot

yontemi kullaniimigtir.

Her bir ornegin total protein miktarlari esit olacak sekilde yukleme
yapilmis, sigan over ekstresi aromataz igin pozitif kontrol olarak kullaniimistir.
Her bir ekstreye 6x ornek tamponu ilave edilerek 100°C’'de 5 dakika
kaynatilmis, %10’luk akrilamid-bisakrilamid jellere yUkleme yapiimis ve
elektroforez uygulanmistir. Strikleme tamponu varliginda 3 saat icinde 100
V ve 250 mA akimin etkisiyle jel Uzerindeki proteinler molekul agirliklarina

gOre siralanmigtir.

PVDF (polivinilidenfluorid) membran jel boyutlarinda kesilmis,
metanolde 5 dakika bekletiimis, soduk transfer tamponuyla 5 dakika

yikanmistir. Transfer tepsisinde membran ve jel transfer tamponu varliginda
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5 dakika yikanmistir. Sunger ve Wattmann kagitlari arasina yerlestirilen
PVDF membran ve jel 1 saat sureyle 300V ve 250mA akima maruz
birakilmistir. Bdylece jeldeki proteinler transfer tamponu yardimiyla PVDF
membrana islak elektroforez ydntemiyle transfer olmustur. Isinmaya karsi
transfer tanki buz kaliplariyla desteklenmistir. Her kuyucuga esit miktarda
yukleme yapildigi transferden sonra membranlara Ponceau S ¢ozeltisi (%0.1
(a/h) Ponceau S’in %5’lik asetik asitteki c¢ozeltisi) ile boyama yapilarak
dogrulanmistir. Bu boya membrandan transfer tamponuyla yikanarak

uzaklastiriimistir.

Proteinlerin goriiniur hale getiriimesi

PVDF membranlar blok ¢ozeltisinde 2 saat bloklandiktan sonra 15
dakika boyunca 3 defa TBS-T (tris tampon c¢ozeltisi ve tween-20) ile
yikanmistir. Membranlar 1° antikor ¢bzeltisinde seyreltilen 1° antikora 1 saat
maruz birakilmis ve sure sonunda 15 dakika boyunca 3 defa TBS-T ile
yikanmistir. Son olarak membranlar 2° antikor ¢Ozeltisinde seyreltilen 2°
HRP-GAM veya HRP-GAR antikora 1 saat slreyle maruz birakiimis ve sure
sonunda 15 dakika boyunca 3 defa TBS-T ile yikanmigtir. Tum bloklama
veya antikor ¢ozeltilerinde yagsiz granlle st tozu ve BSA (sidir serum
albumini) kullaniimistir. Bloklama ve antikor maruziyetleri orbital ¢alkalayici
uzerinde ve oda sicakliginda gergeklestiriimistir. Membran, guclendirilmis
kimyasal 1sima reaktifleri (enhanced chemiluminisancent) ile 5 dakika
bekletildikten sonra stre¢ filmle sariimis ve fotograf filmi ile immunoreaktif
bantlar goérundr hale gelinceye kadar karanlk bir ortamda bekletilmigtir.
Filmler, tab edici ¢ozeltilere maruz birakilmis ve suyla yikanarak kurumaya

birakilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Fitokimyasal Caligmalara Ait Bulgular
4.1.1. Sistem Uygunluk Galigsmasi

Sistem uygunluk calismasi, izoflavonlarin 10 pg/mL standart
¢Ozeltisinin on tekrarli enjeksiyonu ile gergeklestirilmistir. Izoflavonlara ait
allkonma zamani, enjeksiyon tekrarlanabilirligi, kapasite faktorl, ayiricilik,

teorik tabaka sayisi ve pik asimetri orani Tablo 7’de verilmistir.

Tablo 7. izoflavonoitler igin elde edilen sistem uygunluk parametreleri.

Daidzein ic Genistein  Formononetin  Biokanin
standart A

Alikonma zamani (dak) 16,93 19,99 26,62 35,33 42,58
Enjeksiyon 0,10 0,06 0,05 0,06 0,01
tekrarlanabilirligi
Kapasite Faktori 5,56 6,85 9,31 12,23 14,27
Ayiricilik - 7,38 13,88 16,09 14,41
Teorik tabaka sayisi 22500 32229 53083 83311 373118
Pik asimetri orani 1,12 1,19 1,08 1,10 1,13

@Alikonma zamanlarinin BSS degeri verilmigtir (n=10), ®Glii hacim, ayni kosullarda urasil enjeksiyonu yapilarak
bulunmustur: to= 1.00 dak. “Komsu pikler arasindaki degerlerdir.

4.1.2. Duyarhhk

Sinyal guraltd oraninin 3 ve 10 oldugu derisim degerleri sirasiyla LOD

ve LOQ olarak secilmis ve sonugclar Tablo 8’de verilmistir.

Tablo 8. izoflavonoitlerin LOD ve LOQ degerleri

izoflavonoitler LOD(upg/mL) LOQ(pg/mL)
Daidzein 0,038 0,129
Genistein 0,521 1,724
Formononetin 0,069 0,232

Biokanin A 0,033 0,108
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4.1.3. Dogrusallik

Kalibrasyon egrileri her bir izoflavonoit i¢in 0,25, 0,5, 1, 5, 10, 20, 30,
40 ve 50 pg/mL derisimlerinde standart ¢oOzeltisi hazirlanarak
olusturulmustur. Kalibrasyon egrileri her bir izoflavonoit standart alaninin i¢
standardin (kersetin) alanina bolunmesiyle elde edilen degerin, izoflavonoit
standartinin  derisimine karsi grafige gegiriimesiyle olugturulmustur.
Standartlara ait YBSK kromatogramlari ve UV spektrumlari Sekil 1a ve 1b‘de
gOsterilmigtir. Elde edilen kalibrasyon egrileri ve analiz sonuglari Tablo 9 ve

Tablo 10°da verilmisgtir.

Tablo 9. Standartlarin kalibrasyon egrilerine ait veriler

Konsantrasyon Daidzein Genistein Formononetin Biokanin A
(mg/mL) (pik alani (pik alani (pik alani orani) (pik alani
orani) orani) orani)
0.25 0,015428 0,001661 0,030462 0,015165
0.5 0,049856 0,051893 0,042103 0,061796
1 0,094149 0,083386 0,087397 0,103811
5 0,433066 0,325168 0,430882 0,471019
10 0,957718 0,696204 0,872350 0,973604
20 1,808297 1,181797 1,603135 1,907878
30 2,707239 1,777772 2,332171 2,681838
40 3,703398 2,393541 3,281595 3,736691

50 4,209864 2,992457 4,181375 4,450131
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Tablo 10. izoflavonoitlerin DMSO’ya eklenmis numunelerdeki kalibrasyon egrilerine ait veriler

b a R? p?

Daidzein 0,0882 0,0308 0,9954 0,446
(0,0850-0,0916)  (-0,0531-0,0916)

Genistein 0,0593 0,0128 0,9986 0,418
(0,0581-0,0844)  (0,0201-0,0456)

Formononetin 0,0823 -0,0036 0,9979 0,888
(0,0802-0,0844)  (-0,0571-0,0499)

Biokanin A 0,0911 0,0399 0,9971 0,232

(0,0884-0,0937)  (-0,0284-0,1084)

Kalibrasyon egrileri 0,25 ile 50 pg/mL araliginda olusturulmustur. * Kesisimin p degeri, e§imin p degeri bitiin
numuneler i¢in 0,0000<p’dir. y = b x C + a (y= numune alani /IS’ nin alani; C = numune derisimi; b= egim; a=
kesisim).
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Sekil 1a. izoflavonoit standartlarinin YBSK kromatogrami

D: Daidzein, Kr: Kersetin, G: Genistein, Km: Kemferol, F: Formononetin, B: Biokanin A
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Sekil 1b. izoflavonoit standartlarinin UV spektrumlari
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4.1.4. Tekrarlanabilirlik

Ug farkh derisim (1,10 ve 40 pg/mL) ayni glinde (giin ici tekrarlanabilirlik) alti
farkh seride hazirlanarak analiz edilmis ve bu islem ug¢ farkh glnde
yinelenerek (gunler arasi tekrarlanabilirlik) alikonma zamanlari hesaplanmis,

ortalama ve BSS degerleri Tablo 11 ve Tablo 12'de verilmigtir.

Tablo 11. Gun i¢i ahkonma zamani verileri (n=6)

Daidzein Kersetin Genistein Formononetin Biokanin A

1 pg/mL
Ortalama 16,51 19,39 25,86 34,78 42,44
SH 0,04 0,05 0,05 0,06 0,02
BSS (%) 0,22 0,25 0,21 0,18 0,04
10 ug/mL
Ortalama 16,51 19,40 25,90 34,78 42,45
SH 0,03 0,04 0,05 0,04 0,01
BSS (%) 0,17 0,21 0,21 0,13 0,03
40 ug/mL
Ortalama 16,49 19,38 27,38 34,77 42,44
SH 0,03 0,06 0,08 0,06 0,01
BSS (%) 0,21 0,33 0,28 0,17 0,03

Tablo 12. Gunler arasi alikonma zamani verileri (n=3)

Daidzein Kersetin Genistein Formononetin Biokanin A

1 pg/mL
Ortalama 16,53 19,43 25,92 34,78 42,44
SH 0,09 0,10 0,11 0,15 0,03
BSS (%) 0,55 0,50 0,43 0,42 0,07
10 yg/mL
Ortalama 16,54 19,46 25,97 34,81 42,46
SH 0,10 0,11 0,13 0,15 0,03
BSS (%) 0,61 0,59 0,50 0,42 0,07
40 ug/mL
Ortalama 16,59 19,51 26,87 34,89 42,47
SH 0,13 0,18 0,61 0,16 0,04

BSS (%) 0,80 0,91 2,26 0,46 0,09




4.1.5. Segicilik

izofllavovoitlerin YBSK analizlerinden elde edilen kromatogramlarda

pik saflik

indeksleri

hesaplanmistir.

Farkl

matrikslerdeki
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pik saflik

indekslerinin en kiguk degerden buyuk (>900) oldugu bulunmustur.

4.1.6. Numune analizi

Kullanilan yontem bitki

yontemlerle

hazirlanan

ekstrelere

ve preparat

uygulanmig  ve

numunelerinden belirtilen

elde

edilen

kromatogramlardan yararlanarak miktar tayini yapilmistir. Numunelere ait

kromatogramlar ve izoflavon (daidzein, genistein, formononetin, biokanin A)

miktarlari Tablo 13 ve Tablo 14’te verilmigtir.

Tablo 13. Bitki numune ekstrelerindeki izoflavon miktarlari (%)

Ekstreler Daidzein Genistein Formononetin Biokanin A
(OrtalamazxSS) (OrtalamazxSS) (Ortalama%SS) (Ortalama%SS)
T. ambiguum * 0,00097+0,000256 0,00253+0,000365 *

T. arvense var.
arvense
T. campestre

T. canescens

T. hybridum var.
anatolicum

T. hybridum var.
hybridum

T. pannonicum

T. pratense var.
pratense-(A)

T. pratense var.
pratense-(G)

T. purpureum var.
purpureum

T. repens var.
repens

T. resupinatum var.

microcephalum
T. spadiceum

T. trichocephalum

*

0,00511+0,000129
0,00217+0,000004

*

*

0,00484+0,000337

0,00147+0,000008

*

*

0,01974+0,001302

0,02311+0,000597

0,12532+0,002358
0,00104+0,000008

*

0,00647+0,001494
0,00850+0,000551

0,03742+0,000131
0,01150+0,001964
0,00100+0,000148
0,02526+0,000169

0,00156+0,000003

*

*

*

0,01005+0,000129

*

0,00258+0,000125

0,00065+0,000072
0,06088+0,003391

0,01125+0,000507
0,00118+0,000187
0,00224+0,000025

0,00584+0,000028
0,00010+0,000072

0,00006+0,000005

0,04603+0,000770

*

0,00093+0,000062
0,01072+0,000815

0,00711+0,000005
0,00093+0,000157
0,00013+0,000026

0,00091+0,000087

*

*LOD nin altinda, A: Ankara’dan toplanan érnek, G: GimUishane’den toplanan 6rnek
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Tablo 14. Preparat numune ekstrelerindeki izoflavon miktarlari (%)

Ekstreler Daidzein Genistein Formononetin Biokanin A
(OrtalamazxSS) (Ortalama*SS) (OrtalamazxSS) (OrtalamazSS)

TN-1 * m m *

TN-2 0,00870+0,000521 0,01929+0,000085 0,13244+0,002628 *

TN-3 0,40214+0,089148 0,3623040,076799 0,35674+0,053863 *

TN-4 0,00511+0,000099 0,03701+0,000850 0,01463+0,00044  0,03411+0,028464

*LOD nin altinda
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Sekil 11. T. purpureum var. purpureum ekstresinin YBSK kromatogrami.

Kr: Kersetin, G: Genistein, B: Biokanin A
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Sekil 12. T. repens var. repens ekstresinin YBSK kromatogrami.
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Sekil 13. T. resupinatum var. microcephalum ekstresinin YBSK kromatogrami.

Kr: Kersetin, G: Genistein, F: Formononetin, B: Biokanin A
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Sekil 14. T. spadiceum ekstresinin YBSK kromatogrami.
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Sekil 15. T. trichocephalum ekstresinin YBSK kromatogrami.

D: Daidzein, Kr: Kersetin, F: Formononetin
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Sekil 16. TN-1 ekstresinin YBSK kromatogrami.

Kr: Kersetin
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Sekil 17. TN-2 ekstresinin YBSK kromatogrami.

D: Daidzein, Kr: Kersetin, G: Genistein, F: Formononetin, B: Biokanin A
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Sekil 18. TN-3 ekstresinin YBSK kromatogrami.
D: Daidzein, Kr: Kersetin, G: Genistein, F: Formononetin
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Sekil 19. TN-4 ekstresinin YBSK kromatogrami.

D: Daidzein, Kr: Kersetin, G: Genistein, F: Formononetin, B: Biokanin A
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4.2. Aktivite Calismalarina Ait Bulgular
4.2.1.Yara lyilestirici Aktivite

Tablo 15. Tarkiye'de yetisen Bazi Trifolium L. Turlerinden Hazirlanan Ekstrelerin Cizgisel
insizyon Yara Modeli Uzerindeki Etkileri

Materyal istatistik Ortalama + O.S.H. % Yara gerilimi
Pozitif Kontrol 9,21+2,41 8,4
Negatif Kontrol 8,44 + 2,53 -

T. repens var. repens 9,15+ 1,98 -

T. pratense var. pratense 11,17 £ 1,61 21,3*
T. pannonicum 10,85 £ 2,37 17,8
T. hybridum var. anatolicum 9,73+2,23 5,6
T. purpureum var. purpureum 11,02 £ 1,90 19,7
T. resupinatum var. microcephalum 9,90 + 2,02 7,5
T. trichocephalum 10,11 £ 2,59 9,8
T. spadiceum 9,19+ 2,42 -

T. ambiguum 9,42 + 2,59 2,3
T. canescens 12,49 + 1,20 35,6%*
T. hybridum var. hybridum 8,85+2,19 -
Madecassol® 14,40 + 0,88 56,4++*

Yizde kontraksiyon oranlari: Pozitif Kontrol Grubu, Negatif Kontrol Grubuna; Ekstre ve Referans
grubu Pozitif Kontrol Grubuna oranla hesaplanmistir. Yara gerilimi birimi Newton’dur.
*p < 0.05; ** : p<0.01; **: p <0.001; O.S.H.: Ortalama Standart Hata



Tablo 16. Tirkiye’'de yetisen Bazi Trifolium L. Tirlerinden Hazirlanan Ekstrelerin Dairesel Eksizyon Yara Modeli Uzerindeki Etkileri

Materyal Yara alani £ O.S.H. (% Kontraksiyon)
0 2 4 6 8 10 12
Giln

Pozitif Kontrol 19,49 +£ 2,13 16,49 £ 1,95 13,83 + 1,93 12,36 £ 1,84 9,32 +1,19 6,04 + 0,64 2,88 £ 0,29
(3,79) (8,41) (4,99) (5,90) (3.21) (9,15)

Negatif Kontrol 19,02 £2,01 17,14 +£2,03 15,10+ 1,89 13,01 £ 1,82 9,87 +1,51 6,24 + 1,16 3,17+0,64

T. repens var. 19,70+ 2,05 16,23 £ 2,09 13,35+ 2,02 11,62 £ 1,80 8,80+ 1,14 6,47 + 0,88 3,03 +£0,47

repens (1,58) (3,47) (5,99) (5,58) - -

T. pratense var. 20,02 £ 2,23 15,80 £ 1,79 12,97 + 1,86 11,08 £ 2,05 7,90 £ 0,98 4,94 + 0,89 2,01+0,12

pratense (4,18) (6,22) (10,36) (15,24) (18,21) (30,21)*

T. pannonicum 19,42 + 1,99 15,93 £ 1,86 13,12+ 1,66 11,44 £ 1,69 8,46 + 1,30 5,22 + 0,58 2,51+0,25
(3,39) (5,13) (7,44) (9,23) (13,58) (12,85)

T. hybridum var. 19,36 + 1,88 15,51+ 1,94 13,31 £ 1,79 11,58 £ 1,77 9,22 £ 0,95 6,11+ 0,67 2,66 +0,38

anatolicum (5,94) (3,76) (6,31) (1,07) - (7,64)

T. purpureum var. 20,15+ 2,29 15,37 £ 1,99 12,78 + 1,84 11,18 £ 1,76 8,28 + 1,32 5,59 £ 0,79 2,58 £ 0,35

purpureum (6,79) (7,59) (9,55) (11,16) (7.45) (10,42)

T. resupinatum var. 19,41+ 1,89 15,85+ 1,81 12,90 + 1,78 12,22 £ 1,95 9,12+ 1,25 5,85+ 0,48 2,72 £ 0,30

microcephalum (3,88) (6,72) (1,13) (2,15) (3,15) (5,56)

T. trichocephalum 19,35 +2,11 15,59 £ 1,71 12,56 + 1,95 11,31 £ 1,63 8,38 £ 0,88 5,31+0,87 2,56 +0,51
(5,46) (9,18) (8,49) (10,09) (12,09) (11,11)

T. spadiceum 19,55 + 1,96 15,83 +1,85 12,84 + 2,09 11,24 £ 1,78 9,50 +1,15 6,21 +0,24 3,04 £ 0,08
(4,00) (7,16) (9,06) - - -

T. ambiguum 19,27 £ 1,91 16,11+ 2,12 14,14 + 2,03 11,83+ 1,85 9,02+ 1,10 5,72+0,71 2,69+ 0,40
(2,30) - (4,29) (3,22) (5,29) (6,59)

T. canescens 19,24 + 1,69 15,04 + 1,83 12,79 + 1,83 11,14 £ 1,99 7,48 +1,01 4,26 + 0,20 1,47 £ 0,42
(8,79) (7,49) (9,87) (19,74) (29,47)* (48,96)**

T. hybridum var. 20,06 £ 2,10 15,96 + 1,92 13,59 + 1,75 12,03+ 1,88 8,77 £ 1,07 5,90 £ 0,72 2,76 £ 0,22

hybridum (3,21) (1,74) (2,67) (5,90) (2,32) (4,17)

Madecassol® 19,70 £ 1,90 14,69 = 1,80 11,19+1,91 8,35+ 1,12 4,65+ 0,36 1,19+0,12 0,00+0,00
(10,92) (19,09) (32,44)* (50,11)** (80,29)** (100,00)***

Yiizde kontraksiyon oranlari: Pozitif Kontrol Grubu, Negatif Kontrol Grubuna; Ekstre ve Referans grubu Pozitif Kontrol Grubuna oranla hesaplanmistir.

*p < 0.05; **: p <0.01; ***: p <0.001; O.S.H.: Ortalama Standart Hata

0ct
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Histopatoloji Bulgular

Resim 14. Trifolium turlerinden hazirlanan ekstreler uygulanan hayvanlarda yara iyilesmesi ve epidermal/dermal re-
modelleme’nin histopatolojik gérinimi. A kodlu sekillerde hematoksilen & eosin (HE) ile boyanmis epidermis ve
dermis; B kodlu sekillerde ise Van Gieson (VG) ile boyanmis dermis izlenmekte. A kodlu resimlerin original
buylitmesi x 100 olup blyitme bari 120 ym; B kodlu resimlerin original buyltmesi x 400 olup buyltme bar 40
um’dur. Bilgiler her gruptaki 6’sar hayvanin ortalamasini yansitacak sekildedir. 1) Madecassol grup, Madecassol
uygulanmisg 10 gunlik yara 2) T.canescens grup, T.canescens uygulanmis 10 glnliik yara 3) T. pratense var.
pratense grup, T. pratense var. pratense uygulanmis 10 glinlik yara 4) T. pannonicum grup, T. pannonicum
uygulanmis 10 gunlik yara 5) T.hybridum var. anatolicum grup, T.hybridum var. anatolicum uygulanmis 10 gunlik
yara 6) T.purpureum var. purpureum grup, T.purpureum var. purpureum uygulanmis 10 glnlik yara 7) T.
resupinatum var. microcephalum grup, T. resupinatum var. microcephalum uygulanmis 10 gunlik yara 8) T.
trichocephalum grup, T. trichocephalum uygulanmis 10 gilinlik yara 9) T. hybridum var. hybridum grup, T.
hybridum var. hybridum uygulanmis 10 giinliik yara 10) T. ambiguum grup, T. ambiguum uygulanmis 10 gunlik
yara 11) T. spadiceum grup, T. spadiceum uygulanmis 10 gunlik yara 12) T. repens var. repens grup, T. repens
var. repens uygulanmig 10 gunlik yara 13) Negatif kontrol grup 14) Pozitif kontrol grup
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4.2.2. Aromataz Enzim Iinhibitér Etki

% goreceli 1
yogunluk 0.8
0.6
04
02
0

Kontrol 7. trichocephalum T. pratense T. canescens

FBS (+) T. trichocephalum T. pratense T. canescens

Grafik 1. Trifolium L. turlerinden hazirlanan ekstrelerin aromataz enzimi Gzerine etkileri

Tablo 17. Trifolium L. tirlerinden hazirlanan ekstrelerin aromataz enzimi tGzerine etkileri

Numuneler % goreceli yogunluk
Kontrol 1

T. trichocephalum 0,699

T. pratense 0,407

T. canescens 0,764
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5. TARTISMA

Trifolium tlrlerinde etkili ana bilesikler olarak daidzein, genistein,
formononetin ve biokanin A izoflavonoitleri bulunmaktadir. Tum dunyada
Ozellikle T. pratense turunun ekstrelerinden hazirlanan preparatlar 6zellikle
iceriklerindeki zayif &strojenik aktivite gosteren izoflavonoitler nedeniyle
menopozla iligkilendirilen sicak basmasi gibi gikayetleri azaltmak amaciyla
kullaniimaktadir. Bu tez g¢alismasi kapsaminda T. pratense tlrlUne alternatif
olarak kullanilabilecek Trifolium tirlerini belirlemek igin, Turkiye'nin gesgitli
bdlgelerinden toplanan 13 Trifolium tlaranin toprak Gstu kisimlarinda bulunan
daidzein, genistein, formononetin ve biokanin A izoflavonoitlerinin YBSK ile
miktar tayinleri yapilmistir (Tablo 13). Ayrica Avrupa’da ve Turkiye'de
kullanilan,  Trifolium tlrlerinden hazirlanan ekstreleri iceren bazi
preparatlarda bulunan daidzein, genistein, formononetin ve biokanin A
miktarlari YBSK ile tespit edilmistir (Tablo 14).

YBSK ile Trifolium turlerinde bulunan izoflavonoitler Gzerinde yapilan
¢ok sayida miktar tayini galismasi bulunmaktadir (52, 73, 75, 109, 111, 114,
128, 150, 157). Bu nedenle ilk asamada s6z konusu c¢alismalarin teknikleri

karsilastirilarak kullanilacak yontemde karar kilinmigtir.

Kullanilan yontemin sistem uygunlugu; enjeksiyon tekrarlanabilirligi,
kapasite faktorl, ayiricilik, teorik tabaka sayisi ve pik asimetri oranina goére
degerlendirilmistir. Elde edilen degerler (Tablo 7) sinir degerler (k'>1,
N>2000, Rs>1,5, BSS<%1, As<1,5) icinde bulunmustur. izoflavonoitlerin
LOD ve LOQ degerleri sirasiyla 0,002-0,521 pg/mL ve 0,006-1,724 ug/mL
araliginda bulunmustur (Tablo 8). Bitkisel numunelerin analizleri sonucu elde
edilen veriler yontemin vyeterli duyarlilikta oldugunu gdstermistir. Her bir
izoflavonoit  igin  kalibrasyon  egrileri  0,25-50 ug/mL  araliginda
olusturulmustur. Elde edilen kalibrasyon egrilerinin korelasyon katsayilarinin
(R?) 0,9954'den biyilik bulunmasi kalibrasyon egrilerinin dogrusalliginin
gostergesidir. Cihaz tekrarlanabilirliginin test edilebilmesi igin 1 pg/mL, 10

pg/mL, 40 pg/mL standart ¢ozeltilerinden gun icinde 6’sar enjeksiyon, gunler
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arasinda 3’er enjeksiyon yapilmigtir. Alikonma zamani igin BSS’ nin % 1’in

altinda (Tablo 11-12) bulunmasi cihaz tekrarlanabilirliginin gostergesidir.

Segcilen yontem ile yapilan YBSK miktar tayinlerine gore daidzein en
fazla oranda T. trichocephalum’da, genistein en fazla oranda T.
canescens’de, formononetin en fazla oranda T. pratense var. pratense’de;
biokanin A ise en fazla oranda T. canescens’de bulunmustur. Toplam
izoflavonoit miktari g6z 6nlne alindiginda T. canescens en zengin tlr olarak
degerlendiriimis; dolayisiyla da T. pratense’ye alternatif olabilecek tir olarak

belirlenmistir.

Trifolium turleri Gzerinde yapilmig olan miktar tayini galismalarinda asit
hidroliz yapilarak hazirlanan bitki ekstrelerinde bulunan formononetin ve
biokanin A izoflavonoitlerinin miktarinin daidzein ve genisteine oranla daha
fazla oldugu gorilmektedir (75, 111). Wu ve arkadaslarinin T. repens, T.
pratense, T. campestre ve T. hybridum turleri Gzerinde yaptiklari miktar tayini
calismasinda, T. campestre’nin genistein, formononetin ve biokanin A
icermedigi; tespit edilen daidzein oraninin ise %0,00004 oldugu bildirilmistir
(157). Bizim ¢alismamizda T. campestre’de daidzein orani %0,00511 olarak
bulunmus ancak genistein, formononetin ve biokanin A bilesiklerine
rastlanmamistir.  Yukaridaki c¢alismada T. hybridum’da formononetin ve
biokanin A izoflavonoitleri tespit edilememistir. Bizim calismamizda ise T.
hybridum’da formononetin oldugu bulunmustur. Ayni tirler Gzerinde varilan
bu farkli sonuclar gerek uygulanan yodntemlerin farkhli§i ile ve gerekse
bitkilerin yetisme bdlgesindeki farklar (toprak yapisi, iklim kosullar) ile

aciklanabilir.

Bu calisma kapsaminda Turkiye’de yetisen bazi Trifolium L.
turlerinden hazirlanan ekstrelerin yara iyilestirici etkileri, fare ve sicanlarda
gizgisel insizyon ve dairesel eksizyon yara modelleri kullanilarak
degerlendirilmigtir. Bunlara ek olarak yara iyilesme surecinde oldukga 6nemli
bir faktdr olan histopatolojik degerlendirmeler siganlardan alinan doku

ornekleri Uzerinde yapilmigtir.
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Tablo 15te goértldigu gibi, cizgisel insizyon yara modelinde T.
pratense var. pratense ve T. canescens’in metanolll ekstreleri ile hazirlanan
merhemin haricen uygulanmasi durumunda sirasiyla %21,3 ve %35,6’lik
yara gerilimi ile en yiiksek aktiviteye sahip olduklari belirlenmistir. incelenen
diger turlerden hazirlanan ekstrelerin ise bu deney modelinde herhangi bir

aktiviteye sahip olmadigi gorulmastur.

Diger bir yara modeli olan dairesel eksizyon yara modelinde ise, Tablo
2'de goruldugu gibi T. pratense var. pratense ekstresinin deneyin 12.
gununde %30,21; T. canescens ekstresinin ise 10. ginde %29,47 ve 12.
glinde %48,96’lik yara kontraksiyonu ile en ylksek aktiviteye sahip oldugu
belirlenmistir. Bu sonuglar gizgisel insizyon yara modeli sonuglari ile paralellik
gOstermektedir. Sonu¢ olarak T. canescens ve T. pratense var. pratense
tarleri yara iyilegtirici etki gostermistir. Ancak bu etki preparatin etkisi ile
karsilastirildiginda Madecassol®iin etkisinden daha dusuk bulunmustur.
Kendi iclerinde karsilastiriidiklarinda T. canescens, T. pratense’ye gore daha
etkili bulunmustur. Bu etki farkinin T. canescens’in T. pratense’den daha
yuksek oranda genistein ve biokanin A tasimasi ile aciklanabilecegi

dusunulmektedir.

Histopatolojik incelemede, iyilesme sirasi fazlardan enflamasyon,
proliferasyon ve remodelleme g6z 6nunde tutuldugunda en iyiden en kotuye
dogru Madecassol®, T. canescens, T. pratense var. pratense, T.
pannonicum, T. hybridum var. anatolicum, T. purpureum var. purpureum, T.
resupinatum var. microcephalum, T. trichocephalum, T. hybridum var.
hybridum, T. ambiguum, T. spadiceum, T. repens var. repens, negatif kontrol
ve pozitif kontrol olarak siralanmistir. Diger gruplara kiyasla belirgin iyilesme
g6zlenen T. canescens grubunda ayrica epitelin iyilesme hizinin dermisin
iyilesmesinden daha onde oldugu gozlenmigtir. T. pratense var. pratense
grubunda ise damarlasma diger gruplara oranla belirgin derecede fazla

bulunmustur.

insanlarda aromataz enzimi over graniiloza hiicreleri, plasenta,

testislerde Leydig hucreleri ayrica beyin ve ciltteki fibroblastlar gibi cesitli
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ekstraglandular hucreler dahil olmak Uzere pek ¢cok hicrede sentezlenir (27).
Aromataz enzim kompleksi ovaryum, testis, plasenta, beyin ve adipoz doku
dahil olmak uUzere pek ¢ok dokuda androjenlerin Ostrojenlere donugumunu
katalizler (13, 55). Ostrojen sentezindeki artis endometriyozis, meme
kanserinde tumor buyumesi, jinekomasti gibi ¢esitli hastaliklarda rol
oynamaktadir (26, 27, 126). Bu nedenle aromataz enzimi hastaliklarin

mekanizmasinin anlasilmasi ve tedavisinde onemlidir.

Daha dnce fitodstrojenlerin olasi etki mekanizmalarindan birisi olarak
aromataz inhibisyonunun olabilece@i ileri sUrGimustir (66). 2006 yilinda
yapilan bir calismada da genisteinin potansiyel aromataz inhibitor etkisi tespit
edilmigtir (112).

In vitro aromataz inhibisyonu testleri igcin 13 bitki érnegi iginde tez icin
esas alinan izoflavonoit bilegikleri bakimindan en yuksek degerlere sahip
olan T. trichocephalum, T. pratense var. pratense ve T. canescens
secilmistir. S6z konusu bitki ekstrelerinin kontrol grubuna gbére bazal

aromataz inhibisyonu yaptiklari gérilmustar (Grafik 1).

Bu test gcalismasinda 2 tanesi Almanya’dan getirtiimis, 2 tanesi de
Tarkiye bitkisel Urin pazarindan temin edilmis (Cek Cumhuriyeti’nden ithal) 4
ticari numunenin (TN1-4) analizleri de yapilmistir. Denenen ticari
numunelerin  birinde (TN1) tespit edilebilecek miktarda izoflavonoit
bulunamamistir. Diger ticari numunelerin (TN2-4) Grtn kutularinda belirtilen
izoflavonoit miktarlari ile bizim c¢alisma modelimizde bulunan izoflavonoit
miktarlari 6értismemektedir. Bu miktarlar sirasiyla; TN-2 icin etikette belirtilen
%8, bizim calismamizda bulunan izoflavonoit orani %0,16; TN-3 icin etikette
belirtilen %4,56, bizim ¢calismamizda bulunan izoflavonoit orani %1,12; TN-4
icin etikette belirtilen %7,08, bizim galismamizda bulunan izoflavonoit orani

% 0,09 olarak tespit edilmigtir.
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6. SONUC VE ONERILER

Trifolium turleri Gzerinde yapilan c¢alismalar derlendiginde agirlikli
olarak T. pratense turinin One ciktigi gortlmektedir. Buna paralel olarak
Trifolium ekstrelerinden hazirlanan preparatlarin  hemen hepsinde T.
pratense turu kullaniimaktadir. T. pratense Uzerinde yapilan galismalarda
herhangi bir alttir veya varyete belirtiimesi bulunmamaktadir. Bununla birlikte
cesitli kaynaklarda T. pratense var. pratense’nin ¢ok yaygin bigimde yetistigi
vurgulanmaktadir. T. pratense tlrl Turkiye bitki ortisinde 3 varyete ile (T.
pratense var. pratense, T. pratense var. sativum, T. pratense var.
americanum) temsil edilmektedir. Bu nedenle T. pratense var. pratense turu
kargilastirma icin segilen 6rnek olmustur. Bu arada yapilan deneylerde
varilan sonuglar iki farkl boélgeden (Ankara ve GUmushane) toplanan T.
pratense var. pratense orneklerinin kimyasal iceriklerinin —incelenen 4
izoflavonoit bilesigi acisindan- birbirlerinden farkli oldugunu gdstermistir.
Farkhliklar bilesikten bilesige degiskenlik gosterdiginden (Tablo 14) 4
izoflavonoitin toplam degeri Uzerinden en yuksek igerige sahip oldugu

gorulen Ankara ornegdi ¢alismamizda esas alinmigtir.

Tez kapsaminda yapilan calismalar sonucunda kullanilan YBSK
yonteminin Trifolium turlerine uygulanabilir oldugu goralmuagstur. Varilan
sonuglar, Rize, Ikizdere, Cimil Vadisinde yetisen T. canescens turinin
incelenen izoflavonoitler agisindan Turkiye’de yetisen T. pratense var.
pratense turiinden daha ylksek oranda izoflavonoit i¢erigine sahip oldugunu,

dolayisiyla alternatif bir tir olarak degerlendirilebilecegini gostermistir.

Trifolium ekstrelerinin yara iyilestirici etki yoninden degerlendiriimesi
yapildiginda tez kapsamindaki bitki orneklerinden T. canescens ve T.
pratense var. pratense turleri anlamli duzeyde vyara iyilegtirici etki
gOstermistir. Bununla birlikte turlerin bu etkileri, referans madde olarak
kullanilan preparatin (Madecassol®) etkisinden daha dusuk bulunmustur.
Histopatolojik c¢alismalarin sonuglari da bu 0ngoruylu desteklemektedir.
Cahgilan diger tarlerin yara iyilestirici etkileri anlamli dizeyde yuksek

bulunmamisgtir.
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Calisilan Trifolium tlrlerinin  aromataz enzim inhibisyonu testleri
sonucunda elde edilen inhibisyon oranlari; T. pratense var. Pratense > T.
trichocephalum > T. canescens seklinde gdzlenmistir. Bu etki istatistiksel
olarak degerlendiriiememis, ancak gozlemsel olarak belirlenmistir.
istatistiksel degerlendirmeler icin daha kapsamli deneylere gerek
bulunmaktadir. Nitekim calisilan izoflavonoit bilesikleri agisindan bir siralama
yapildiginda T. canescens > T. pratense var. pratense > T. trichocephalum
siralamasi gozlenmekle birlikte aromataz inhibisyonunda varilan 6n sonuglar
bu konuda daha farkh bir siralama ortaya koymustur. Bu durum caligilan
Trifolium tdrlerinin  tUm izoflavonoit igeriginin incelenmemis olmasiyla

aciklanabilir.

Trifolium tlrlerinin ortaya koydugu 6strojenik etkiler dikkate alindiginda
bundan sonraki asamada aromataz inhibisyonu konusunda daha ayrintili ve

daha ileri calismalara gerek oldugu anlasiimaktadir.

Piyasa urunleri Uzerinde yurutulen calismalar sonucunda urunlerin
ambalajlarinda belirtilen izoflavonoit oranlarini tagimadiklari anlasiimigtir.
Urlinlerin  bir tanesinde de var oldugu belirtilen T. pratense tirinin
varhgindan suphe edilecek sonuglara ulasiimistir. Bu durumda gerek
yurtdisinda satigi yapilan ve gerekse Turkiye bitkisel Urlin pazarinda yer alan
ve Trifolium ekstresi tagiyan urunler, guvenilir ve kaliteli GrGnler olarak kabul
edilememigtir. Turkiye’'de satisI yapilacak bu (ve benzeri) trlnlerin ¢ok daha
ciddi analizler sonucunda piyasaya surulmeleri, insan sagligi ve ortaya

konacak yararlar agisindan gerekli gorulmustur.
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OZGEGMIS

15.07.1980 tarihinde Trabzon'da dogdum. ik &grenimimi Trabzon
Iskenderpasa ilkokulu'nda, orta dgrenimimi ise Trabzon Kanuni Anadolu
Lisesi, Trabzon Yomra Fen Lisesi ve Trabzon Lisesi’nde tamamladim. 1998
yilinda Hacettepe Universitesi Eczacilik Fakiltesi'ni kazanarak lisans
egitimime bagladim ve 2002 yilinda mezun oldum. Ayni yil H. U. Saglk
Bilimleri Enstitisi Farmasotik Botanik Programina yuksek lisans o6grencisi
olarak kaydoldum ve Hacettepe Universitesi Eczacilik Fakiltesi Farmasétik
Botanik Anabilim Dal’nda arastirma goérevlisi olarak calismaya basladim.
Ocak 2005’te Prof. Dr. Nurten Ezer danismanhgdinda “Turkiye’'de yetisen bazi
Scutellaria L. tarleri Gzerinde farmasoétik botanik arastirmalar” isimli yiksek
lisans tezimi tamamladim ve ayni yihin $Subat ayinda Farmakognozi
programinda doktora 6grenimime basladim. 2005 yili Mayis ayindan itibaren,

Trabzon ilinde “Gulin Eczanesi” ni isletmekteyim.





