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1. GIRIS ve AMAC

Leguminosae familyasinin 6nemli taksonlarindan birisi olan
Trifolium cinsi, her iki yarikurenin subtropikal ve iliman bolgelerinde,
Ozellikle de Akdeniz bélgesinde, 300 kadar tir ile genis yayilis
gostermektedir’?. Ulkemizde “yonca” adiyla bilinen Trifolium tiirleri, cesitli
rahatsizliklarin tedavisinde halk ilaci olarak kullaniimakta ve bazi
yorelerde gida olarak tiketilmektedir. Bazi turler hayvan yemi olarak genis
alanlarda ekilmektedir. Turk halk tibbinda, 7. arvense L., T. pratense L.
(kirmizi yonca, c¢ayir tirfili, cayir dutu) ve T. repens L. (beyaz yonca)
ekspektoran, analjezik, antiseptik ve romatizma agrilarini dindirici olarak
kullanilmaktadir. T. pratense ve T. ambiguum M. Bieb.’un gicek durumlari
Erzurum ve Kars yoresinde gida olarak tiiketiimektedir®. T. pratense, T.
repens, T. resupinatum L., T. incarnatum L., T. hybridum L., T.
pannonicum Jacq., T. subterraneum L., T. purpureum Loisel., T.
fragiferum L., T. ambiguum, T. nigrescens Viv. subsp. petrisavii (Clementi)
Holmboe ve T. medium L. Akdeniz bélgesinde koyun ve sigirlar igin yem

bitkisi olarak yetistirilen tiirler arasindadir®.

Avrupa ve Asya'da genis yayilis gosteren Trifolium pratense
(Red clover)'nin cicekleri Amerikan yerlileri tarafindan merhem seklinde,
haricen yara iyilestirici olarak, psoriazis ve ekzema gibi cilt hastaliklarinin
tedavisinde ve ekspektoran etkisi nedeniyle dahilen solunum yollarn

rahatsizliklarinda kullaniimistir®”.

T. pratense onemli “fitoostrojen” kaynaklarindan birisidir.
Fitodstrojenler non-steroidal, polifenolik yapida, 6strojen benzeri biyolojik
aktivite gdsteren bitkisel kaynakli bilesiklerdir. izoflavonoitler, flavonoitler,
stilbenler ve lignanlar olmak Gzere baslica dort grupta toplanirlar. Bu
bilesikler, yapisal olarak insanda baslica fizyolojik Ostrojen olan 17(-

Ostradiol’e ¢ok benzedikleri igin, memelilerdeki dstrojeni taklit ederler. Bu
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nedenle menopozal semptomlar gibi &strojenle ilgili durumlarda ve
Ostrojenle ilgili prostat, meme kanseri, osteoporoz ve kardiyovaskuler
hastaliklarda protektif etkiye sahiptirler. Yapilan in vivo ve in vitro
calismalar neticesinde, izoflavonlarin 0Ostrojenik aktivitesinin steroidal
ostrojenlerin 1/100 — 1/100000’i kadar oldugu belirlenmistir. izoflavonlar
vucutta belirlenen iki 6strojen reseptorinden (ER) ERa ile zayif, fakat ERB
ile neredeyse o&strojenler kadar iyi baglanirlar. Fitodstrojenler &strojen
agonisti veya antagonisti etkiye sahiptir. Vicutta dogal dstrojen Uretimi az
oldugunda fitodstrojenler, hlcredeki Ostrojen reseptdrlerine baglanarak
zayif Ostrojenik etki gosterirler. Ostrojen uretimi fazla oldugunda ise
reseptore baglanabilmek icin dogal dstrojenle yarisir ve zayif bir dstrojen

oldugundan antiéstrojenik etki gosterirler®®.

Bugln fitodstrojenlerce zengin besinler 6zellikle menopozal
semptomlarin giderilmesinde ve d&strojenle ilgili hastaliklarda (prostat,
kardiyovaskuler hastaliklar, osteoporoz ve kanser) protektif etkilerinden
dolayr c¢ok tlketiimektedir. Epidemiyolojik calismalar fitodstrojen
bakimindan zengin diyetle beslenen toplumlarda kardiyovaskuler
hastaliklar, osteoporoz, meme, prostat ve bagirsak kanserleri ile ilgili
sikayetlerin daha az goruldugunl, premenopozal dénemdeki kadinlarda
endokrin degisiklikler olusturarak menstrual siklus uzunlugunu etkiledigini
ve postmenopozal dénemdeki kadinlarda ostrojen yetersizligine bagh

semptomlarin daha hafif yasandigini géstermistir'®"".

T. pratense'nin Ostrojenik etkisinden icerdigi izoflavonoitler
sorumlu  bulunmaktadir. T. pratense izoflavonoit olarak baslica
formononetin, biokanin A ve bu bilesiklerin glikozitleri veya 6"-O-malonil
tirevlerini icermektedir. Bunun yani sira minér aglikonlar olarak glisitein,
irilon, orobol, pratensein, pseudobaptigenin ve prunetin tasir'®'3. T.
pratense’'nin yaprak, gicek veya toprak usti kisimlarindan hazirlanan

standart ekstreleri baslica biokanin A ve formononetin ile daha az miktarda
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genistein ve daidzein icerirler. Bugun T. pratense’nin izoflavon ekstrelerini
iceren preparatlar, Avrupa ve Amerika’'da gida takviyesi olarak menopozal

sikayetleri gidermek amaciyla yaygin olarak kullaniimaktadir®’.

Ulkemiz florasinda Trifolium cinsi 13'G endemik olmak izere
130 takson ile temsil edilmektedir'*'®. Ulkemizde yetisen Trifolium tiirlerini
tasidiklan izoflavonlan bakimindan inceledigimiz onceki ¢alismamizda,
farkli lokalitelerden toplanan Trifolium pratense’nin iki varyetesinin (T.
pratense var. pratense ve T. pratense var. sativum) toprakistu
kisimlarindan hareketle hazirlanan ekstrelerde, daidzein, genistein,
formononetin ve biokanin A’nin HPLC ile miktar tayinleri belirlenmistir'®.
Calismalarimizin devaminda, daha 6nce Uzerinde herhangi bir arastirma
yapiimamis endemik ve Glney Dogu Anadolu'da dar yayilis gosteren bir
Trifolium turQ olan Trifolium longidentatum Nabélek dogal olarak yetistigi
bbdlgeden toplanmistir. Bu tarin toprak Gsti kisimlarinda daidzein,
genistein, formononetin ve biokanin A'nin HPLC ile miktarlarinin
belirenmesi ve bdylece daha 6nce Uzerinde g¢alisma yapilmamis olan T.
longidentatum'un izoflavonlan bakimindan degerlendiriimesi

amaclanmistir.



2. GENEL BILGILER

“Trifolium longidentatum N&abélek Bitkisinin Izoflavonoitleri
Yonunden Degerlendiriimesi” isimli galismamiza ait teorik bilgiler, bitkinin
ait oldugu familya ve genusa ait bilgilerin verildigi ve bitkinin morfolojik
ozelliklerinin aciklandigi “Botanik Kisim” ile kimyasal ve biyolojik aktivite
tayinlerine yonelik arastirmalarin yer aldigi “Kimyasal Kisim” basliklari

altinda toplanmuistir.

Trifolium turleri Uzerine buglune kadar yapilan arastirmalar
sonucunda elde edilen bilesikler kimyasal gruplarina gore siniflandirilarak
verilmistir. Bu bolimu, Trifolium tarlerinin biyolojik aktivitelerinin yer aldigi

calismalar izlemektedir.



2.1. Botanik Kisim
Trifolium longidentatum Nabélek’in sistematikteki yeri'*

Bolim: Spermatophyta
Altbélum: Angiospermae
Sinif: Dicotyledonae
Altsinif: Dialypetalae
Takim: Fabales
Familya: Leguminosae

Alt familya: Papilionoideae

Tribus: Trifoliae

Cins: Trifolium L.

Section: Trifolium

Tur: Trifolium longidentatum Nabélek

2.1.1. Leguminosae Familyasi (Baklagiller)

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

tir bulunur ve bir kismindan énemli droglar elde edilir 2",

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

topraklar kuvvetlendirmek amaciyla bu familya bitkilerinden yararlanilir’#.



Familya bitkileri ¢cok genis yayilisli, ot, ¢ali, kicuk ya da
buyuk agac seklindedir, aralarinda tirmanici olanlar da bulunur. Yapraklar
alternan dizilisli, genellikle stipulal, pennat, digitat, trifoliat veya basittir.
Cicekler aktinomorf veya zigomorf, genellikle hermafrodit, rasemus, spika
veya umbella gicek durumlu veya tek ciceklidir. Sepaller (4-) 5. Petaller
(1-) 5, serbest veya nadiren kismi olarak birlesiktir. Stamenler 4-¢ok
sayida, genellikle 10, ya hepsi tup seklinde birlesik (monodelf) veya Ust
stamen serbest (diadelf) ya da hepsi serbesttir. Karpel 1, nadiren birkag,

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

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

olduklarindan birer familya olarak da kabul edilir®®?"",

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

lomentum?'+?2,

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

legiimen?'??,

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

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

boyunca agilir’'#,

Yurdumuzda 70 kadar cins ve 1000 kadar tir yetisir. Tibbi
bitkiler bakimindan da zengin bir altfamilya olan Papilionaceae'nin yaygin
cinsleri; Astragalus L., Vicia L., Lathyrus L., Trifolium L., Coronilla L.,
Melilotus L. Cinsleridir*"?.



2.1.2 Trifolium L. Cinsi

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

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

Trifolium genusu her iki yarkirenin subtropikal ve ihman
bélgelerinde 250-300 kadar tiir ile yayilis gdstermektedir'2. Bu tirlerden T.
pratense L., T. repens L., T. incarnatum L., T. resupinatum L., T. hybridum
L., T. pannonicum Jacq., T. subterraneum L., T. fragiferum L. ve T.

medium’un L. hayvan yemi olarak kiiltirl yapilmaktadir®.

Tarkiye Florasinin tur sayisi bakimindan 9. zengin cinsidir.
Ulkemizde dogal olarak yetisen 96 tiir, 4 alttiir, 39 varyete bulunmaktadir.
Toplam takson sayisi 130 olan cins, 13 endemik tire sahiptir. Trifolium
cinsinin endemik taksonlari; 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 ve T. batmanicum’dur'*®,



2.1.3. Trifolium longidentatum Nabélek

25-40 cm boyunda cok yillik bitkiler. Yaprakciklar oblong-
eliptik, 1.5-4 cm boyutunda, obtus veya hafif emerginat. Cicek durumu
ovoid, meyvede uzamis, 2-2.5 cm genisliginde, sapli. Kaliks 10 damarli;
tip silindirik, i¢c yuzey tuayld, bogaz kapanmis, kaliks disleri akut, farkli
uzunlukta. Korolla pembemsi, 25 mm'ye kadar. Cigceklenme dénemi 6-8.
aylar. 1800-3300 m yuksekliklerde, subalpin cayirlarda yayilis gosterir.
Endemik, iran-Turan elementidir. Giiney Dogu Anadolu'da dar yayilish bir

tardar'.

Resim 1: Trifolium longidentatum Nabélek Genel goriinus



Resim 2: Trifolium longidentatum Nabélek Cicek ve Yaprak
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2.2. Kimyasal Kisim

2.2.1. Trifolium Tirlerinin Kimyasal Bilesimi Uzerine Yapilan Calismalar

Trifolium genusu uUzerindeki kimyasal calismalar genellikle
fenolik bilesikleri Uzerinde yogunlasmistir. Birgok Trifolium tirinden
bugune kadar fenolik bilesik olarak; basit fenolik bilesikler, baslica
izoflavonoitler olmak uzere cesitli flavonoit tlrevi bilesikler ve kumarinler
izole edilmistir. Bu bilesikler yaninda Trifolium turlerinden saponinler,
siyanogenetik heterozitler, megastigman glikozitleri, ¢esitli ugucu bilesikler,
lipitler ve steroit yapisinda bilesikler tespit edilmistir. Genusun tasidigi
saponinler ise genellikle oleanan tipinde triterpenik bilesiklerdir. Trifolium
turlerinden izole edilen kimyasal bilesikler Gzerinde ayrintili literatur bilgisi,
son zamanlarda Anabilim Dal'mizda yapilan bir Yiksek Lisans tez
calismasinda®* ve Hacettepe Universitesi Eczacillk Fakiiltesi
Farmakognozi Anabilim Dali'nda yapilan bir Doktora Tezinde** verildigi
icin burada tekrar bahsedilmemistir. Yaptigimiz literatir taramasinda, tez
konumuzu olusturan Trifolium longidentatum Nabélek Uzerine buglne
kadar yapilmis fitokimyasal herhangi bir calismaya rastlaniimamistir. Bu
nedenle tezimizin bu kisminda, inceledigimiz genus Ulzerinde arastirma

konumuzu olusturan izoflavonoitler ayrintili olarak ele alinmistir.

*Kadioglu, O. Trifolium pratense L.'nin Fitoterapide Onemi. Yiiksek LisansTezi. Ankara.
Ankara: Gazi Universitesi; 2008.
**Renda, G. Bazi Trifolium L. Turleri Uzerinde Farmakognozik Arastirmalar. Doktora Tezi.

Ankara: Hacettepe Universitesi; 2010.
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2.2.1.1. izoflavonoitler

Yapisal ve fonksiyonel olarak memeli dstrojenini taklit eden
ve bundan dolayl d&strojen benzeri biyolojik aktiviteler gdsteren
fitoostrojenlerin buylk bir grubunu, Fabaceae familyasi i¢in karakteristik
bilesikler olan izoflavonoitler olusturmaktadir®. Trifolium tirleri Uzerinde
yapilan calismalara bakildiginda, fitodstrojenik etkilerinden dolayi

izoflavonoitleri tizerinde yogunlastigi gortlmektedir.

T. pratensehin metanolli ekstresinden kromatografik
yontemler kullanarak biokanin A, ononin, daidzein, daidzein-7-glikozit,
formononetin, genistein, 7-B-D-glikozil-5,7-dihidroksi-4'-metoksiizoflavon
ve bu bilesigin 5-malonat tiirevi izole edilmistir™. Bir baska calismada, T.
pratense  koklerinin metanolll ekstresinden 5,4'-dihidroksi-6,7-
metilendioksiizoflavon ve bu bilesigin 4'-O-B-D-glikoziti izole edilerek
yapisi aydlnlatllm|$t|r24. Yine ayni arastirmacilar tarafindan, T.
pratense'nin  koklerinden  kalikosin, psodobaptigenin, pratensein,
formononetin, genistein ve biokanin A ve bunun yaninda 3 tane glikozit
yapisinda izoflavonoitin  (ononin, rotindin ve genistin) izolasyonu
bildirilmistir®.

T. repens'den yeni bir agilli izoflavon tirevi bilesik olarak,
genistein 7-(2”-p-kumaroilglukozit) izole edilmisti’®. T. pannocinum’un
yapraklarindan izoflavonoit glikoziti olarak genistin'in izole edildigi
bildirilmistir®’.
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T. pratense, T. repens, T. dubium ve T. corniculatus’un
yapraklarindan hareketle metanolli ekstreleri hazirlanmis ve bu ekstreler
C-18 ters faz kolonlarda, sivi kromatografi (Liquid Chromatography, LC)
uygulanarak incelenmistir. Bilesikler diod array (DA) UV absorbans,
floresans, kitle spektrometresi kullanilarak G¢ farkli modda analiz
edilmistir. Bitkilerde varligi tespit edilen izoflavonoit tirevi bilesikler

asagida verilmistir (Sekil 1)%.

izoflavon R, R, R, R, Rs Rs
Afrormosin H OCHj,4 H H H OCHs;
Biokanin A OH H H H H OCHs,
Kalikosin H H H H OH OCH;
Daidzein H H H H H OH
Formononetin H H H H H OCH3
Genistein OH H H H H OH
Glisetin H OCHj,4 H H OH OH
irilin B OH OCHj,4 H OH H H
irilon OH OH CHy H H OH
3-Metillorobol OH H H H OCHg; OH
Pratensein OH H OH H OH OCHj5
Psédobaptigenin H H H H OH OCH;4
Teksasin H OH H H H OCHs3

Sekil 1: T. pratense, T. repens, T. dubium ve T. corniculatus’dan izole edilen

izoflavonoitler
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T. pratense uzerine yapilan diger bir ¢alismada, yapraklarin
izoflavonlar, glukozitleri ve glukozit malonatlarini tasidigi belirlenmistir
(Sekil 2)%°.

jﬁgOC OCH,COOH

HO™ E s =9
i = e

Bllt}ﬁ: R1 R; R;
Daidzein H |H H
Daidzin H | 7-0-B-D-glc H
Genistamn OH | H H
Genistin OH | 7-0--D-glc H
Formononetin H |H CH;
Ononin H | 7-0-B-D-glc CH;
Formononetin-7-0- B-D-Gle-6"-O0-Mal | H | 7-0-B-D-glc-6"-O-mal | CH;
Bivokamn A OH | H CH;
Sissotrin OH | glc CH;
Bivokamn A -7-0-B-D-Gle-6"-0O-Mal | OH | 7-O-p-D-gle-6"-O-mal | CH;

Sekil 2: Trifolium pratense’den izole edilen izoflavonlar ve glukozitler

Bir baska calismada T. pratense’nin toprakusti kisimlarindan
kati-faz ekstraksiyon (solid-phase extraction) metotu ile hazirlanan
ekstrelerde, C-18 ters faz kolonlar kullanilarak LC-MS teknigi ile 14
izoflavon malonat glikoziti ve 6 izoflavon asetil glikoziti'nin varlhigi tespit
edilmistir (Sekil 3)'2.
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R;
Bi|e$ik Ri Hz Ra H4 H_r, Ha
Daidzin H H Glc H H OH
Glisetin-7-0-B-D-Glc H OCH3 | Gle H H OH
Kalkosin-7-0O-B-D-Glc H H Glc H OH OCHs
Genistin OH |H Glc H H OH
Daidzein-7-0O-B-D-Glc-6"-O-Mal H H Gle-Mal H H OH
3-Metilorobol-7-0-B-D-Glc OH |[H Glc H OCH; |[OH
Prateasin-7-O-B-D-Glc OH |[H Glc H OH OCH;
Kalkosin-7-O-B-D-Glc-6"-O-Mal H H Gle-Mal H OH OCH,
Pseudobaptigenin7-O-B-D-Glc H H Gle H OH OCHs
Daidzein-7-0-B-D-Glc-6"-O-Asetat H H Glc-0O-Ac H H OH
Ononin H H Glc H H OCH;s
Genistein-7-0-B-D-Glc-6"-O-Mal OH |H Gle-Mal H H OH
Orobol-7-0-B-D-Glc-6"-0-Mal OH |H Glc H OH OH
3-Metilorobol-7-0O-B-D-Glc-6"-O-Mal OH |H Glc-Mal H OCH; |[OH
Prateasin-7-0O-B-D-Glc-6"-O-Mal OH |H Gle-Mal H OH QOCH;
Daidzein H H H H H OH
irilon-4'-0-7-0-B-D-Glc OH |[CH CH3 H H Glc
Pseudobaptigenin-7-O-B-D-Glc-6"-O-Mal H H Glc-Mal H OH OCH;4
Glistein H OCH; |H H H OH
Orobol OH |H H H OH OH
Formononetin-7-O-B-D-Glc-6"-O-Mal H H Glec-Mal H H OCH;,
Afromosin-7-0O-B-D-Glc H OCH;s | Glc H H OCH;4
Sissotrin{Biokanin A-7-O-B-D-Gic) OH [H Gle H H OCHjs
irilin B-7-0-B-D-Glc OH [OCH; |Gle OH |H H
irilon-4'-07-0-B-D-Glc-6"-O-Mal OH |OH CH, H H Glc-Mal
Trifosid OH |H CHs H H Glc
Pseudobaptigenin-7-O-B-D-Glc-6"-O-Asetat H H Glc-O-Ac_ | H OH OCHj4
Formononetin-7-0O-B-D-Glc-6"-O-Asetat H H Glc-O-Ac H H OCHs3
Teksasin-7-0-B-D-Glc-6"-0-Mal H OH Gle-Mal H H OCH;4
irilin B-7-0-B-D-Glc-6"-O-Mal OH | OCH; | Glc-Mal OH |H H
3'-Metilorobol OH |H H H OCH, |OH
Genistein OH |H H H H OH
Biokanin A-7-0O-B-D-Glc-6"-O-Mal OH [H Glc-Mal H H OCH;
Pratensein OH |H OH H OH OCHs
Prunetin-4'-O-B-D-Glc-6"-O-Mal OH |H CHs H H Gle-Mal
Pseudobaptigenin H H H H OH OCHs
irilon-4'-O-B-D-Glc-6"-O-Asetat OH | OH CHs H H Glc-O-Ac
Formononetin H H H H H OCHjs
Prunetin-4'-O-B-D-Glc-6"-O-Asetat OH [H CH; H H Glc-O-Ac
Biokanin A-7-O-B-D-Glc-6"-O-Asetat OH |H Glc-O-Ac |H H OCHs5
irilon OH | OH CHa H H OH
Biokanin A OH [H H H H OCHj3

Sekil 3: Trifolium pratense’den izole edilen izoflavonlar
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T. pratense, T. repens, T. hybridum ve T. campestre
Uzerinde vyapilan bir calismada, bu turlerin yaprak, govde, kok ve
ciceklerinde bulunan izoflavon yapisindaki bilesikler High-performance
liquid chromatography-UV-electrospray ionization-mass spectrometric
detector (HPLC-UV-ESI-MSD) yéntemi ile incelenmistir. Yapilan analizler
neticesinde, bitkilerin izoflavon aglikonlar, glikozitleri ve glikozit
malonatlarini igcerdigi, bitkilere tek tek bakildiginda ise T. pratense'nin
yaprak ve goévdesinde 31, T. repens'in govde ve ciceklerinde 9, T.
hybridum'un yaprak, gévde ve kdklerinde 11 ve T. campestre'nin yaprak
ve kdklerinde ise 4 izoflavonoit tespit edilmistir. Ayrica T. pratense'nin asit
hidroliz ile hazirlanmis yaprak ekstrelerinde ters faz HPLC ydéntemi ile
daidzein, formononetin, genistein, psddobaptigenin, glisitein, kalikosin,

prunetin, biokanin A, irilon, pratensein'in miktar tayini yapiimistir®°.

Trifolium turlerinde izoflavonoitlerin bir bélimina olusturan
pterokarpan yapisinda da bilesikler bulunmustur. T. pratensehin
metanolll ekstresinden kromatografik yoéntemler ile diger izoflavonoit
yapilarinin yaninda, pterokarpan yapisinda bir izoflavonoit olan trifolirhizin
izole edilmistir™. T. pratense, T. repens ve T. hybridum'un kokleri lizerine
yapillan bir calismada, pterokarpan yapisinda inermin, trifolian,
homopterokarpin, medikarpin, 4-metoksimedikarpin ile inermin ve
medikarpin'in glikozitleri izole edilmistir. Bu ¢calismada ayrica, T. repens ve
T. hybridum'un koklerinden pterokarpanlarin yaninda formononetin,

pseudobaptigenin ve genistein de elde edilmistir (Sekil 4) “
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. o_ O 0
o) H
HO" 'OH .
-

Trifolirhizin

R= Ry= H Medikarpin

R= B-Glukoz Ry= H Medikarpsn gilkozit
R.=H Ry= OCH, 4-Metoksimedikarpin
R,= OCH,; Ry= H Homoplerokanin

T L~
ool 1

G.
~0

R=H Inemmin
R= CH, Trifolian

Sekil 4: Trifolium tiirlerinden izole edilen pterokarpan yapisinda izoflavonoitler.

T. resupinatum var. microcephalum'un flavonoitleri Uzerine
yapilan bir calismada, bitkiden izoflavonoit yapisinda genisitin (genistein-
7-O-B-glukozit), formononetin ve formononetin-7-O-B-glukozit izole

edilmistir®.
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Son yillarda yapilan bir calismada, T. pratense koklerinden
formononetin ve iki yeni izoflavonoit glikoziti, formononetin-7-O-B-D-
galaktopiranozit (I) ve inermin-3-O-B-D-galaktopiranozit (ll) izole edilmistir
(Sekil 5)*.

Sekil 5: Trifolium pratense kéklerinden izole edilen izoflavonoitier

T. pratense L. izoflavonoitleri GUzerine son yillarda yapilan
diger bir ¢alismada, bitkiden izoflavon yapisinda formononetin, prunetin,
genistein, prunetin-4'-0O-B-D-glukopiranozit, izoflavon galaktoziti olarak
formononetin-7-O-B-D-galaktopiranozit, inermin-3-O-B-D-galaktopiranozit
ve genistein-7-O-B-D-galaktopiranozit ve yeni bir monoglukozit bilesik

olarak prunetin-4'-O-a-D-glukopiranozit ile (+)-pinitol izole edilmistir®*,
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2.2.1.2. izoflavonoitlerin Kimyasal Yapilari

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

Sekil 6'da temel flavonoit yapilar verilmektedir®.
Siniflandiniimalar:

2-Fenilbenzopirilyumlar (6rn: antosiyaninler)
2-Fenilkromonlar
Flavonlar, flavonoller ve dimerleri
Flavanonlar ve dihidroflavonoller (2,3-dihidrotirevieri)
Izoflavonlar ve izoflavononlar (3-fenilkroman tiirevleri)
2-Fenilkromanlar
Flavanlar
Flavan-3-oller ve flavan-3,4-dioller (oligomer ve polimerler)
Kalkonlar ve dihidrokalkonlar (piran halkasi agik)

2-Benziliden kumaranonlar (auronlar)

3-Fenilkroman iskeletine sahip izoflavonoitler, bitkiler
aleminde dar yayilish ve Ozellikle Fabaceae familyasinda sik rastlanan
bilesiklerdir. Dar yayilislarina ragmen dogadan 1600 kadar izoflavonoit

yapisi bildirilmistir. Dogada serbest veya heterozitleri halinde bulunurlar
35,36
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Sekil 6: Temel flavonoit yapilari
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T. pratense’de bulunan baslica izoflavonoit yapilar Sekil 7°de

OH
OH ‘0
OH
HO
OH

verilmistir.

Genistein Genistin (genistein glukozit)
OH
o]
HO
S
Ho” o OH
HO
OH
Daidzein

Daidzin {daidzein glukozit)

Ononin (biokanin A glukozit)

Formononetin Sissotrin (formononetin  glukozit)

Q,
A ol

Glisitein

Glisitin (glisitein glukozit)

Sekil 7: Trifolium pratense’de bulunan baslica izoflavonoitler
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2.3. Trifolium Turlerinin Biyolojik Aktiviteleri
2.3.1._In vitro calismalar
2.3.1.1. Ostrojenik etki

izoflavonlar, 17B-6stradiol’e benzer kimyasal yapida olduklari
icin strojenik aktivite gosterirler (Sekil 8). 173-0stradiol steroidal iskeletin
3. konumunda fenolik bir grup ve 17. konumunda bir sekonder alkol grubu
tasir, hidrofobik ve esnek olmayan bir yapiya sahiptir. T. pratense’de
bulunan biokanin A, genistein, daidzein ve formononetin baslica
fitodstrojenlerdir ve viicutta eksik olan dstrojenin yerini alabilirler. Ostrojen
reseptoru B (ERB)’ya, 6strojen reseptorlu a (ERa)’dan daha fazla afiniteleri
vardir. Menopoz sonrasi gibi vucutta O6strojen uretiminin az oldugu
durumlarda Ostrojen reseptérlerine baglanirlar ve bdylece ostrojenik etki
gosterirler. Premenopoz gibi vucutta 6strojenin fazla oldugu durumlarda
ise izoflavonlar dogal 6strojen ile yarisabilirler ve zayif 6strojenik aktiviteye

sahip olduklarindan antiéstrojenik etki gosterirler®3”3,

CH,
(| &

Ostradiol
A i

HO

OH

‘ Genistein

Sekil 8: Genistein ve 178-6stradiol’iin yapisal benzerligi
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Izoflavonoitlerin dstrojenik etkisi ilk olarak, koyunlarin bazi
yonca tarlerini yediklerinde kisirlastiklarinin  saptanmasi ile ortaya
cikmistir. Fitoostrojenler ve Ostrojenler ortak bir etki mekanizmasina
sahiptir. Bunun nedeninin, 17B-6stradiol'lin steroit cekirdegi ile
izoflavonlarin  polifenolik  halkasinin  yapisal benzerligi  oldugu
disunulmektedir. 4' ve 7 Konumlarinda hidroksil bulunan izoflavonlarin
ostrojenik etkili oldugu, bu etkinin 5 konumunda hidroksil stbstitiienti olan
izoflavonoitlerde artti§i belirlenmistir. Ayrica 4’'ten fazla bulunan hidroksil
substitientinin  veya 4' konumundaki metoksillenmis substitGentin
izoflavonoitlerin ostrojenik aktivitesini yok ettigi tespit edilmistir*®. Flavon
ve izoflavonoitlerle yapilan bir calismada, ostrojenik aktivite agisindan
siralama incelenmis ve genistein> kemferol> naringenin> apigenin>
daidzein> biokanin A> formononetin> luteolin> fisetin> katesin/taksifolin>

hesperetin seklinde bulunmustur®.

Izoflavon icerigi % 9 (kuru agirhk) olarak saptanan iki
standardize T. pratense ekstresinin (Menoflavon®) 6strojenik aktivitesi,
maya iki plazmit sistemi ile ERa ve ERpB kullanilarak degerlendirilmistir.
ERa icin, yaklasik 1 g T. pratense ekstresi basina 18 ug 178-6stradiol ve
ERB icin, 1 g T. pratense basina 78 pg 178-6stradiole karsilik gelen
transaktivasyonel kapasiteye bagl Ostrojenik aktivite elde edilmistir.
Ortaya cikan farklihk, ERB'nin izoflavonlara daha yiksek ilgi gostermesi ile
aciklanmistir. Yiksek izoflavon icerigi ve ERB'ya ERa’dan daha yuksek
transaktivasyonel etkisi nedeniyle, T. pratense ekstresinin hormon
replasman tedavisi icin alternatif terapétik potansiyele sahip oldugu

belirtilmistir*'.

T. pratense ekstresi Ostrojen reseptér-pozitif meme kanseri
hacrelerinde hicre proliferasyonunu stimule etmistir. Ekstre intraselltler
estradiol reseptérlerine baglanarak ostrojen agonisti gibi etki etmistir. T.

pratense ekstresi, progestin aktivitesinde son urtn olan alkalin fosfatazin
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progesteron indiksiyonunu in vitro olarak inhibe ettiginden dolayi
antiprogestin olarak tanlmlanm|$t|r42. Bir hipoteze gore, endometrium ve
meme hicreleri proliferasyonu, ERB aktivasyonu ile artmamaktadir.
Progesteron reseptért (PR) ve androjen reseptéri (AR)'ne ilgi, Hormon
Replasman Tedavisi (HRT)'nde yaygin olarak kullanilan Premarin®in
faydali bir 6zelligi olarak kabul edilmektedir. T. pratense trunleri, tamamen

farkl bilesikler igermesine ragmen, benzer bir etki sekli géstermistir®.

2.3.1.2. Kemoprotektif etki

T. pratense ekstresinden izole edilen ana bilesen biokanin A,
karsinojen bir bilesik olan benzo(a)piren’in hicre kdiltarlerindeki
aktivasyonunu inhibe etmistir. Bu kemoprotektif etkinin, biokanin A’nin
karsinojenezis metabolizmasini inhibe ederek, DNA'ya baglanmasini
engellemesi ile gelismis olabilecedi diisuntlmistir®®. Arastirmalarda,
vejeteryanlarin plazmasinda seks hormonlari baglayici globulin (SHBG)
seviyelerinin daha yiksek oldugu ve buna baglh olarak seks hormonlari
yikiminin azaldigi, meme ve prostat kanseri riskinin distigu tespit
edilmistir. Yapilan bir galismada, genistein’in in vitro olarak, insan
hepatokarsinom (Hep-G2) hucrelerinin SHBG olusturmasi ve hucre
proliferasyonu (zerindeki etkileri incelenmistir. Genistein’in, Hep-G2
hicrelerinin  SHBG yapimini belirgin olgide arttinr iken bu kanser
hlcrelerinin proliferasyonunu da baskiladigr gézlenmistir. Ayrica bu sirada

SHBG yapimi da yiiksek kalmaya devam etmistir*.

Baska bir calismada, izoflavonlarin insan meme karsinom
hlcre serileri MDA-468 (Ostrojen reseptori negatif), MCF-7 ve MCF-7-D-
40'in (6strojen reseptorl pozitif) gelisimi Uzerine etkileri incelenmistir.
Genistein tim hicre serilerinde gicli inhibitor etki (ECso = 6.5-12.0 pg/ml)
gosterir iken, Biokanin A ve daidzein daha zayf inhibitér etki (ECsq =20-34

ug/ml) géstermislerdir. izoflavon B-glikozitleri, genistin ve daidzin’in ise ok
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az etkili olduklar (ECso >100 pg/ml) goérdlmastar. Calisma sonucunda,
izoflavonlarin MDA-468 ve MCF-7 hicreleri karsilastirlarak, timor hicresi
olusumunu inhibe etmeleri igin, 6strojen reseptoru varligi gerekmedigi
tespit edilmistir®. Diger bir calismada, 6 farkli flavonoitin (hesperetin,
galangin, naringenin, kersetin, baikalein, genistein), 6strojen reseptor
pozitif MCF-7 insan meme kanseri hicrelerinin proliferasyonu (izerine
etkileri élgllmustur. Etki mekanizmalarini saptayabilmek amaciyla, fazla
ostrojen ilavesi ile flavonoitlerin inhibe ettigi hicre proliferasyonu lizerine
etkileri degerlendirilmistir. Flavonoitlerin zayif Ostrojenler olarak hareket
ettikleri disunulerek, ilave edilen 17B-6stradiol’lin, hicre
proliferasyonunda meydana gelen inhibisyonu tersine c¢evirmesi
beklenmistir. Beklenen bu etki sadece genistein ile muamele edilen
hiicrelerde ve yaklasik % 100 oraninda gézlenmistir. Calisma sonucunda;
Genistein’in in vitro olarak Ostrojen reseptdrlerine baglandigl, diger
flavonoitlerin ise reseptore baglanmak icin 6strojenle yarismayip daha

farkli bir etki mekanizmasi ile antiproliferatif etki gosterdigi saptanmistir®®.

Farkli polaritedeki T. pratense ekstreleri, osteoblastik
osteosarkom hucrelerini (HOS58) uyarma vyetenegi agisindan test
edilmistir. Osteoblastisite agisindan isaretleyici olarak alkalin fosfataz
(ALP) akitivitesi secilerek, tum ekstreler izoflavon igerigi acisindan
incelenmistir. Butanol ve metanol ekstrelerinin ALP veya hucresel protein
uretimi  Uzerine higbir etkilerinin  olmadigi, kloroform ekstresinin
inkibasyonda enzim aktivitesini belirgin olgude arttirdigi gérulmustar.
Elde edilen bulgular, T. pratense izoflavonoitlerinin osteoblastik hicre

aktivitesini uyarmada rolii oldugunu géstermistir®®.

insan meme kanser hiicreleri (MCF-7) izerinde yapilan bir
baska calismada, genistein’in hicrelerdeki koruyucu bir mekanizma olan
programlanmis hicre 6liminde degisiklie sebebiyet vererek, bir hicre

dizisinde zararli mutasyonlar ve muhtemel kanser proliferasyonuna neden
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olacak hasari onledigi tespit edilmistir. Bu etkiyi, genistein’in, hucre
fonksiyonlart ve hilcre bélinmesini dizenlemek icin gerekli olan
fosforlayici proteinlerden sorumlu, tirozinkinaz enzimini inhibe ettigi ve

birgok hiicrede bilyiimeyi énleyerek gosterdigi saptanmistir®’.

2.3.1.3. Kardiyovaskuler sistem Uzerine etki

izoflavonlarin  aterosklerozun ik basamaginda  etkili
olabilecegi dusunulerek yapilan bir ¢calismada, bir pozitif feed-back (geri
bildirim) mekanizmasi olarak genistein’in insan doku kilttrlerinde hicre

adezyon molekullerinin ekspresyonunu inhibe ettigi tespit edilmi$tir"'8.

2.3.1.4. Anti-inflamatuvar etki

Trifolium  resupinatum var. microcephalum'un etanolla
ekstresinin anti-inflamatuvar aktivitesi artritik sicanlarda olgulmustar.
Freund adjuvaniyla uyariimis penge 6deminde dnemli derecede azalma
tespit edilmistir. Ayrica peroksidasyonda inhibe edilmistir. Bu etkiler
bitkinin i¢erigindeki triterpen saponinlerine ve flavonoit bilesiklerinin radikal

stiptrticil etkisine baglanmistir*®.,

T. pratense L. bitkisinin kuru ekstresi Uzerinde yapilan in vitro
bir calismada izoflavonlarinin (daidzein, genistein, formononetin ve
biokanin A) anti-inflamatuvar etkileri arastirilmistir. /n vitro Boyden metodu
kullanilarak yapilan galismada, izoflavonlarin I6kosit migrasyonunu inhibe

ederek (kemotaksis) anti-inflamatuvar etki gosterdigi belirlenmistir °°.

2.3.1.5. Antioksidan etki

Meyve, sebze ve tahillardaki fitokimyasal bilesikler genis

alanda tespit edilen biyolojik aktiviteleri nedeniyle dikkat cekmektedir. Son
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yillarda flavonoit grubu bilesiklerin antioksidan etkilerini konu alan genis
calismalar yapilmaktadir. T. pratense ve soya'dan izole edilen glikozitler
ve izoflavonoit aglikonlar (genistein, daidzein) fenolik icerikleri ve
antioksidan potensi bakimindan karsilastinimistir. Glikozitlerin fenolik
icerikleri daha yuksek olmasina ragmen, aglikonlarina nazaran daha az
antioksidan aktivite gdsterdikleri belirlenmistir. Fenolik igerik ve total
antioksidan aktivite arasinda dogrudan baglanti bulunamamistir. T.
pratense ekstresinin polifenol icerik agisindan soya ekstresinden daha

zengin oldugu bildirilmistir®’.

Trifolium  resupinatum var. microcephalum'un etanolli
ekstresinin antioksidan aktivitesi artritik siganlarda Olgulmustdr. Freund
adjuvaniyla olusturulmus penge 6deminde 6nemli derecede azalma tespit
edilmistir. Ayrnica peroksidasyon da inhibe edilmistir. Bu etkiler bitkinin
icerigindeki triterpen saponinlere ve flavonoit bilesiklerinin radikal

stiptiriict etkisine baglanmistir®®.

Tarkiye igin endemik olan T. pannonicum subsp.
elongatum'un c¢iceklerinden hazirlanan metanolli ekstrenin DPPH
metoduyla antioksidan aktivitesi dlculmuUs ve ylksek antioksidan aktiviteye
sahip oldugu tespit edilmistir. Bu calismada, T. pannonicum subsp.
elongatum’un giceklerinin etilasetat ekstresinden kersetin-3-galaktozit
(hiperozit), kersetin-3-glukozit (izokersetin), kersetin ve luteolin-7-

galaktozit izole edilmistir®®.

Soya ve T. pratense’nin degisik izoflavonlarinin antioksidan
ozelliklerini aydinlatmak icin yapilan diger bir calismada; 1,5 ve 10 pg/mL
konsantrasyonlarda alfa deoksiriboz oksidan metodu ve 10 pg/mL’de
pirogallol otooksidan metodu kullaniimistir. Calisma sonucunda genistein

en yuksek, formononetin en dusuk aktiviteyi gdstermistir. Bunun nedeni,

27



izoflavonlarin  yapilarindaki  hidroksil gruplarini  farkli  konumlarda

bulundurmalari olarak agiklanmistir®®.

T. pratense bitkisinin yapisindaki izoflavonlarin (daidzein,
genistein, biokanin A ve formononetin) énemli miktardaki polifenolik
icerikleri nedeniyle kuvvetli antioksidan ve radikal supuricu 6zellikleri
bulunmaktadir. Yapilan bir baska calismada, T. pratense ekstresinde,
soya ekstresinde ve T. pratense igerikli katki maddelerindeki total polifenol
icerigi belirlenerek, radikal stpuriclu kapasiteleri ile antioksidan aktiviteleri
degerlendirilmistir. T. pratense ekstresinde (153 mg/g) ve T. pratense
icerikli katki maddelerinde (114 mg/g) toplam polifenol konsantrasyonunun
soya ekstresine oranla (18 mg/g) oldukgca fazla oldugu bulunmustur.
DPPH radikal supurtci kapasite acisindan T. pratense ekstresinin (ECsp:
0.32 mg/mL; anti-radikal gu¢ (ARP): 7), T. pratense icerikli katki
maddelerine (ECso: 0.50 mg/mL; ARP: 5) oranla ylksek, soya ekstresine
oranla (ECso: 1.09 mg/mL; ARP: 2) cok yuksek etkiye sahip oldugu
saptanmistir. Bu sonuglar go6zonune alindiginda, izoflavonlarin ve
polifenollerin guglt antioksidan ve radikal suptricu etkilerinin bulundugu,
besin degerleri, fizyolojik ve saglik destekleyici etkileri sayesinde gida

destegi ve gida katkisi olarak kullanilabilecegi bildirilmistir™*.

izoflavonlarin  antioksidan etkilerinin degerlendirildigi  bir
calismada, izoflavonlar ve bu izoflavonlarin oksidatif ve bakteriyel
metabolitlerinin antioksidan aktivitesini incelenmistir. Bu amacla, oksijen
radikal absorbans kapasiteleri, dusik dansiteli lipoproteinlerin ve
tiyobarbutirik asit'in in vitro oksidasyon olcumleri gerceklestiriimistir.
Genistein ve daidzein'in oksidatif metabolitleri olan ekuol, u¢ élgimde de
en ylksek antioksidan aktiviteyi gostermistir. Metabolitlerin cogu pozitif
kontrol kersetin ve askorbik asit'ten daha etkili bulunmustur. Formononetin

(daidzein'in 4'-O-metil eteri) en diisiik antioksidan aktiviteyi géstermistir™.
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Reaktif oksijen turleri (ROS); kanser, ateroskleroz, romatoid
artrit ve diyabet gibi pek ¢ok hastaligin olusumuna neden olmakta veya bu
hastaliklar tetiklemektedir. Bu nedenle, soya ve T. pratense'de bulunan
izoflavonlarin olasi antikanserojenik aktivitesi Uzerine odaklanmis pek ¢ok
calisma yapilmistir. Terapotik etkinin ekstrenin standardizasyonuna ve
kalitesine bagh oldugu bildirilmistir. Bu konuda yapilan bir calismada, iki
farkl izoflavon ihtiva eden ekstre (izoflavonoit karisimi olan izoflavin beta
ve kuru T. pratense ekstresi) total flavonoit, izoflavonoit, toplam polifenol
ve toplam protein igerikleri bakimindan incelenmis, ayrica in vitro
antioksidan aktivitelerine bakilmistir. Test sonuglarina goére, her iki
ekstrede doza ba@mli olarak o6nemli o&lcide antioksidan aktivite
gostermistir. Sonuc¢ olarak, kimyasal bilesimin ve in vitro antioksidan
aktivitenin, ekstrelerin  standardizasyonunda yardimci olabilecegi
belirtilmistir>®.

Sabudak ve ark. tarafindan yapilan bir calismada, bes
Trifolium turinin (7. balansae, T. stellatum, T. nigrescens subsp.
petrisavii, T. constantinopolitanum ve T. resupinatum var. resupinatum)
hekzan ekstreleri antioksidan etkileri B-karoten renk giderim testi, DPPH
serbest radikal stpuricu aktivite, metal iyonlarini selatlama aktivitesi ve
total fenol igerikleri bakimindan incelenmistir. incelenen bitiin Trifolium
turlerinin yalnizca [-karoten-linoleik asit sisteminde antioksidan etkiye
sahip olduklan tespit edilmistir. En yuksek aktivite B-karoten-linoleik asit
sisteminde T. nigrescens subsp. petrisavii ve T. constantinopolitanum’da

gorilmistir®.

2.3.1.6. Prostat hiperplazisi ve prostat kanseri Uzerine etki

Doku kulturunde yapilan bir calismada, genistein’in benign
prostat hiperplazisini 6nledigi ve prostat kanserinin ilerlemesini inhibe ettigi

bildirilmistir. Yapilan bir baska calismada ise, genistein’in prostat kanser
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hacresinin invazyonuna etkisi arastiriimis ve sonugcta

genistein’in invazyonu inhibe ettigi tespit edilmistir®®.

2.3.1.7. Parkinson Hastaligi Uzerine Etkileri

Nérodejeneratif bozuklukla iliskilendirilen Alzheimer ve
Parkinson gibi farkl nérolojik hastaliklarda, oksidatif stresle induklenmis
noéronal hicre 6liminin roli oldugu disiniilmektedir. izoflavonlarin
noroprotektif etkisi incelenmis ve izoflavonlarin H2O5 ile indiklenen hiicre
olimine karsi noroprotektif etkiye sahip oldugu, bu etkilerinin antioksidan

aktiviteleriyle ilgili olabilecegi bildirilmistir*®.

Izoflavonlarin  beyin fonksiyonlari (izerine etkileri baz
calismalarda incelenmistir. Bu konuda yapilan bir calismada, izoflavonlarn
hidrosiyanik asit iceren insan kortikal hicre dizisinde, in vitro Kkultar
ortaminda glutamat toksisitesine karsi noroprotektif etkisi arastinimistir.
Glutamat toksisiteyle iliskili oldugu disunulen Alzheimer, Parkinson gibi
nérodejeneratif hastaliklara karsi, izoflavonlarnn antioksidan ve 6strojenik
etkileri nedeniyle insan kortikal noronlar Gzerinde koruyucu etkisi oldugu

tespit edilmistir®.

Parkinson hastaligindaki en &énemli patolojik degisikligin
dopaminerjik néronlarin dejenerasyonundan kaynaklandigi distnulerek,
izoflavonlarin  Parkinson hastaligi Gzerine etkileri incelenmistir. Bu
calismada, izoflavonlarin dopamin geri alimindaki lipopolisakkaritlerle
(LPS) indUklenmis disltsu azalttigi saptanmistir. Ayrica, izoflavonlarin
mikroglianin LPS tarafindan indiklenen aktivasyonunu, tiumér nekroz
faktor-alfa'nin Uretimini, mezensefalik néron glia hicrelerindeki nitrik oksit
ve slUperoksit miktarlarini 6nemli olgide inhibe ettigi tespit edilmistir.

Sonug olarak, izoflavonlar arasinda potansiyel koruyucu etkinin buyukten



kiicuge pratensein, daidzein, kalikosin, formononetin ve irilon olarak

siralanabilecegi saptanmistir®’.

2.3.1.8. Enzim Aktiviteleri

Insan, hayvan ve hiicre kltiirleri Gzerinde yapilan birgok
calisma, fitodstrojenlerin menopozal sendromun 6nlenmesi, osteoporoz,
kanser ve kalp hastaliklarinda o6nemli rol oynadigini gdstermistir.
Muhtemel etki mekanizmasinin 6strojenik ve antiéstrojenik etkiye, kanser
hicresi farklilasmasinin  induklenmesine, tirozin kinaz enziminin
inhibisyonuna, DNA topoizomeraz aktivitesine ve antioksidan etkisine

bagl olabilecegi belirtilmistir®.

Tirozin kinaz hucre fonksiyonlari ve hucre bélinmesini
dizenlemek igin gerekli olan, fosforlayici proteinlerden sorumlu enzimdir.
Genistein'’in tirozinkinaz enzimini inhibe ederek, birgok hiicrede buyumeyi
onledigi saptanmistir. Ayrica genistein’in  DNA onarici enzim olan
topoizomerazi inhibe ederek oksidatif DNA hasarindan hucreyi korudugu

ve antioksidan olarak hareket ettigi tespit edilmistir®.

Fitodstrojenlerin steroit metabolizmasini etkileyen enzimler
Uzerindeki  etkilerinin,  Ostrojenik ve  antidstrojenik  6zelliklerinin
aciklanmasinda énemli olabilecegi bildirilmistir. izoflavonlarin plasenta ve
overlerdeki mikrozomlarda aromataz enzimini baskilayarak androjenlerin
ostrojenlere dénusiminl bloke ettigi ve o6zellikle genistein’in 6stron’un
Ostrodiol’e g¢evrilmesinden sorumlu olan 17(-0stradiol oksidorediktaz

enzimini baskiladigi yapilan arastirmalarla gosterilmistir®.

Non-steroidal  anti-inflamatuvar ilaglarn  uzun  sureli
kullanimlarn ile kanser goralme sikliginda ki azalma iliskilendirilmis ve bu

etkinin siklooksijenaz (COX) enzim inhibisyonu mekanizmasi ile ilgili
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oldugu saptanmistir. izoflavon bakimindan zengin diyetle beslenen
toplumlarda kanser gorilme sikliginda azalma olmasi, izoflavonlarin COX
inhibitor aktivitelerinin incelenmesine neden olmustur. Yapilan 2 ayri hicre
deneyi ile T. pratense’de bulunan izoflavonlarin fare makrofaj hlicrelerinde
ve insan monositlerinde prostaglandin E, ve/veya tromboksan B, sentezini
belirgin bir sekilde inhibe ettigi gorilmustir. Arastirmacilar diyetle alinan
izoflavonlarin COX enzim inhibisyonu yaparak, toplumda bazi kanserlerin

diisiik oranda gérilmesine neden olabilecegini belirtmistir®.

CYP24, D vitamini metaboliti olan 1,25-dihidroksivitamin
D3'Un dekompozisyonundan sorumlu enzim olup, genistein CYP24'ln
aktivitesini azaltmaktadir. 1,25-dihidroksivitamin D3 prostat ve kolorektal
kanser hicrelerinde antimitotik etki gosterir. CYP24’Un ylksek olmasi,
prostat hicrelerinde bulunan 1,25-dihidroksivitamin D3 miktarini azaltir.
Genistein  kullanimi ile CYP24’Gn inhibisyonu sayesinde, 1,25-
dihidroksivitamin D3'Un antimitotik etkisinden faydalaniimaktadir. Bu
yuzden genistein bakimindan zengin diyetin prostat kanserinden

korunmada etkili olabilecegi diistintiimektedir®.

2.3.2. In vivo calismalar
2.3.2.1. Ostrojenik etki

T. pratense’nin disi koyunlarda uterin agirhigini ve meme ucu
cevresini arttirdi§i, ayrica servikal mukoza viskoelastisitesini azalttig

g6zlenmistir®®®’,

T. pratense’den izole edilen izoflavonlarin éstrojen benzeri
aktivitelerini incelemek igin Sprague-Dawley disi siganlarda ovaryumlar
cikarilarak dusuk &strojen aktivitesi olusturulmustur. T. pratense’den
ekstre edilen izoflavonlarin farkli konsantrasyonlar (51.22, 66.72, 70.21

mg/kg ) siganlara uygulanmis ve Ureme organlari ile serumdaki estradiol
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(E2) seviyeleri kontrol grubu ile karsilastiriimistir. Kontrol grubuna kiyasla
vajinal epitelyal hicrelerinin karnifikasyon indekslerinde orta ve yiksek
dozlu gruplarda %40 ve %50 artis goézlenmistir. izoflavon dozuna bagl

olarak estradiol (E2) seviyelerinde énemli dlciide artis goriilmiistir®.

Yapilan bir baska galismada, ovaryumu alinmis, yetiskin disi
fareler GUzerinde 6 ay sure ile oral olarak verilen formononetin’in 6strojenik
etkisi incelenmis ve Ostrojenik etki, uterus agirligindaki degisimle
degerlendiriimistir. Calisma sonucunda formononetin’in strojenik etkisi

oldugu ve dstrojenik etkisinin doza baglh olmadigi bulunmustur®,

2.3.2.2. Kemoprotektif etki

Yapilan bir calismada, 32 yetiskin fareye insanlarda
kullanilan doza esdeger dozda T. pratense izoflavonlar ve plasebo
verilmistir. Bulgular endometriyal histoloji, a-Ostrojen reseptori ve Ki67
proteininin  ekspresyonu ile incelenmistir. Deney sonucunda, T.
pratense’nin endometriyumun hicre proliferasyonunda artis yapmaksizin

a-6strojen reseptér stimiilasyonu sagladigi tespit edilmistir™.

2.3.2.3. Kardiyovaskuler sistem Uzerine etki

Kolesterol dusuriucti mekanizmalarin ve soya izoflavonlarinin
lipoprotein oksidasyonu ve serum kolesterol duzeyi inhibisyonu ile
ateroskleroz riskine karsi koruyucu etkilerinin incelendigi bir ¢alismada,
distk dansiteli lipoprotein (LDL) reseptdri bulunan ve LDL reseptdru
eksik olan farelere soya izoflavonlari bakimindan zengin diyet verilmistir.
Calisma sonucunda, izoflavonlarin LDL reseptorlere baglanmasini ve
yikimini arttirarak kolesteroli dusutrdugid, ancak LDL reseptérinden
yoksun farelerde izoflavonlarin lipid dusuricu etkilerinin olmadigi tespit

edilmistir. Bu durum LDL reseptér aktivitesindeki artisin kolesterol
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disiricii mekanizmalarda etkinligini ve ateroskleroz riskine karsi

koruyucu etkisi olabilecegini gdstermistir’’.

Diger bir calismada, 6 ay slre ile soya izoflavonlari
bakimindan zengin diyetle beslenen maymunlarda lokal uygulanan asetil
kolin, koroner arterde vazodilatasyona yol agmistir. Ayni surede soya
izoflavonlarni bakimindan fakir diyetle beslenen maymunlarda ise,
vazokonstriuktor cevap gortlmuistir. Calisma sonucunda, soya
izoflavonlarinin  vaskiler reaktiviteyi olumlu yénde etkileyebilecegdi

belirtilmistir’®.

2.3.2.4. Anti-inflamatuvar etki

T. pratense L. bitkisinin kuru ekstresi ile yapilan in vivo bir
calismada izoflavonlarin (daidzein, genistein, formononetin ve biokanin A)
anti-inflamatuvar etkinligi arastirlmistir. Calismada sicanlarin ayagina 50
ve 100 mg/kg dozlarla karragenan uygulanmistir. Her iki dozda da dikkate
deger bir sekilde o6demin inhibe edildigi saptanmistir. Sonucta

izoflavonlarin anti-inflamatuvar etkiye sahip olduklan bildirilmistir®.

2.3.2.5. Antioksidan etki

1 gunlik disi ve erkek piligler rastgele secilerek 5 gruba
ayriimis ve 10'luk her grup 4 tekrarl calisilmistir. Kontrol grubundaki
pilicler temel besinlerini tiketmislerdir. 1., 2., 3. ve 4. grup ise temel besine
eklenmis olan 5,10, 20 ve 30 mg/kg T. pratense ekstresini tuketmislerdir.
Elde edilen bulgularda, bagisiklik saglayan gostergelerde, total serum
proteini ve globulinde artis oldugu tespit edilmistir. immun fonksiyonlar ve

antioksidan aktivitede 5-20 mg/kg grubunda artis oldugu gézlenmistir’.
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Yapilan bir baska galismada, ovaryumu alinmis, yetiskin disi
fareler Uzerinde 6 ay sure ile oral olarak verilen formononetin’in
antioksidan etkisi incelenmistir. Antioksidan etki sUperoksit dismutaz,
katalaz, glutatyon peroksidaz ve malonaldehit igerigindeki degisimle
degerlendirilmistir. Calisma sonucunda formononetin'in gugli serbest

radikal stipUriici etkisi oldugu bulunmustur®®.

Soya izoflavonlarinin 28 erkek sigan Uzerinde karbon
tetraklortir (CCli) ile deneysel olarak olusturulmus plazma paraoksanaz ve
arilesteraz enzim duzeyleri Uzerine etkileri incelenmistir. CCls uygulanan
grupta antioksidan enzim olan paraoksanaz dizeyleri ile plazma
arilesteraz duzeyleri azalirken, soya izoflavon uygulamasi sonucunda bu
enzimlerin plazma dizeylerinde anlamli artislar gorilmustir. Sonug
olarak, soya izoflavonlarinin artmis olan lipit peroksidasyon urinlerini
azalttidi, oksidatif hasar oOnlemede antioksidan 06zellige sahip bazi
enzimleri stimile ettigi icin antioksidan etkinlige sahip oldugu

belirtilmistir’.

2.3.2.6. Kemik mineral yogunlugu Uzerine etki

Kemik yetersizligi, gen¢ yetiskinlik doneminde kazanilan
kemik kuitlesine, kemik kaybinin basladigi yasa, kayip oranina ve
hormonal, mekanik, genetik faktorler ile beslenme faktorlerine bagh olup
kirik olusumuna sebep olabilmektedir. Ostrojen eksikliginin kemik kaybini
hizlandirmasi nedeni ile kadinlarda goértlen osteoporozun menopozla da
iliskili oldugu saptanmistir. 75 yasindan once alinan ve uzun doénem
kullanilan hormon replasman tedavisinin, kemik kaybinin énlenmesine
katki yapabilecegi belirtiimektedir. Ancak hormon replasman tedavisi ile
meme kanseri riski artmaktadir. Yapilan hayvan deneyleri sonucunda
fitodstrojenlerin, kemik olusumunu arttirarak, kemik yikimini ve kemik

kaybini onledigi saptanmistir. Bu nedenle fitodstrojenler, osteoporoz’un
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onlenmesinde hormon replasman tedavisine alternatif olarak

onerilmistir™’®,

2.3.2.7. Prostat hiperplazisi ve prostat kanseri Uzerine etki

Prostat kanserinin gelisimine karsi fitoéstrojenlerin koruyucu
etkileri, 3,2'-dimetil-4-aminobifenil ve testosteron propionat ile indiklenen
sicanlar (izerinde plasebo kontrollii bir calismada incelenmistir. izoflavon
karisimi iceren (genistein, %74; daidzein, %21) diyet verilerek, prostat ve
seminal vezikullerdeki adenokarsinomlarin gelisimi arastiriimistir. Calisma
sonucunda, adenokarsinomlarin gelisiminin, izoflavon diyeti uygulanan
sicanlarda kontrol grubuna kiyasla anlaml oranda daha duisuk oldugu

tespit edilmistir’”®.

Diger bir calismada, 250 mg/kg genistein icerikli diyet verilen
farelerde, genistein'in prostat kanserine karsi koruyucu etkileri
incelenmistir. Calisma sonucunda genistein’in prostat adenokarsinom
insidansini azaltti§i, kanserden koruyucu etkisinin ise, spesifik Ureme
hormon reseptérleri ve buyime hormonu yolaklari ile iliskili oldugu
belirtiimistir. Erkek sicanlar Uzerinde yapilan baska bir calismada,
genistein’in diyetle alimi ile Greme hormon reseptéri ekspresyonunu
azalttig1 ve fitodstrojen bakimindan zengin diyetin hormona bagli prostat

kanserinin insidansini diistirdiigii saptanmistir®.

2.3.2.8. Antidiyabetik aktivite

Trifolium alexandrium bitkisinin  toprak Ustud kisimlari,
tohumlar ve koklerinden hazirlanan sulu ekstrelerin glukoz yuklenmis

sicanlarda giiclii antidiyabetik aktivite gdsterdigi tespit edilmistir’®.
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2.3.2.9. Karaciger hasar Uzerine etkileri

Karbon tetraklorir (CCl)'e bagh karaciger hasarinda
meydana gelen lipit peroksidasyonu oldukga 6nemli olup, bu hasara bagli
olarak ilerleyen slre¢ sonunda, karaciger fibrozu ve siroz olusabilecegi
bildirilmistir. Bu sebeple CCl:, deneysel karaciger hasar olusturulmasinda
yaygin olarak kullaniimaktadir. CCl: uygulanmis sigcanlarda oksidatif stres
ve buna bagll olarak ortaya cikan karaciger hasari ile fibrozis arasinda
iliski oldugu yapilan gesitli calismalarda gosterilmistir. Bu konuda yapilan
bir calismada, soya izoflavonlarinin 28 erkek sican (zerinde CCl ile
deneysel olarak olusturulmus karaciger hasan Uzerine etkileri
incelenmistir. Calisma sonucunda, soya izoflavonlarinin deneysel olarak
olusturulmus CCI: hasarina baglh olarak gelisen karaciger harabiyetini

onlemede etkili oldugu tespit edilmistir™.

2.3.2.10. Dermatolojik Etkileri

Genistein ve daidzein gibi izoflavonlarin, antiaging
preparatlar arasinda yer almasinin, antikarsinojenik, antipigmenter ve
antioksidan 6zeliklerine bagh oldugu disiinilmektedir. insan keratinosit
kultirlerinde hyaluronik asit Gretimini arttirmalari ve topikal kilsiz farelerde
dermiste hyaluronik asit boyamalariyla yogunluk artisinin gésterilmesi, deri
yaslanmasinin geciktirdigini dusundarmuistir. Bu da genistein ve
daidzein’in antiaging kozmetik Grlnlerde kullanimi konusunda énemli bir

gelisme olarak degerlendirilmistir®.

Yapilan pek c¢ok calisma, genistein’in potansiyel bir
antioksidan ve protein tirozin kinazin spesifik inhibitdéri olmasi nedeniyle,
belirgin olarak antifotokarsinojenik ve antifotoaging etkileri oldugunu
gostermistir. Genistein’in hayvan calismalarinda UVB (ultraviyole-B) 1sin

indiksiyonu ile olusan cilt kanserlerini ve fotohasar 6nledigi, fotohasar ile
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tetiklenen cilt yaslanmasini engelledigi saptanmistir. Bu etki mekanizmasi;
antioksidan etkinlige, oksidatif ve fotodinamik DNA hasarindan ve cilt
kanserlerinden korumaya baglanmistir. Ayrica genistein’in  maling
melanom metastazini inhibe ettigi ve pulmoner maling melanom
metastazini inhibe etmede, daidzein’e gbre daha etkili oldugu
belirtilmistir®’.

2.3.2.11. Badisiklik Sistemi Uzerine Etkileri

Murin modeli kullanilarak yapilan bir ¢calismada, oral olarak
20-40 mg/kg vicut agirhgr dozunda uygulanan daidzein’in, spesifik
olmayan murin bagisikligini uyararak, humoral bagisikligi aktive ettigi ve
hicresel bagisikligr arttirdi@r saptanmistir. Ayrica, daidzein ve genistein’in
ayri ayri ve ikisinin birarada, mitojenler tarafindan aktive edilen murin
splenositlerinin  proliferasyonuna ve interldokin-2 (IL-2) ve IL-3
salgilanmasina etkileri incelenmistir. Daidzein’in, uygun fizyolojik
konsantrasyonlarda (0.01-10 uM) lenfosit aktivasyonunu arttirdig
gozlenmistir. Bu bagisikh@! uyarici etki, daidzein’in kanseri dnlemede rol

oynayabilecegini gostermistir*.

2.3.3. Klinik calismalar

2.3.3.1. Menopoz semptomlari tzerine etki

Gunde en az 3 defa sicak basmasinin gbzlendigi 37 kadin
hasta 3 ay sire ile izlenmistir. Hastalar u¢ gruba bdélinerek; birinci gruba
plasebo, ikinci gruba 40 mg T. pratense ekstresi (bir tablet Promensil®),
uclncu gruba 160 mg T. pratense ekstresi (4 tablet Promensil®) verilmistir.
Uc ay siire sonunda gruplar arasinda sicak basma sikhdl agisindan
istatistiksel olarak anlaml bir fark olmadigi gézlenmistir. Ayrica vajinal pH
veya folikil stimile edici hormon (FSH) ya da seks hormonu baglayici

globulin (SHBG)'in serum duzeyleri de fark etmemistir. Ancak kontrol
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grubunda diyette izoflavon tuketimine bagli olarak uriner flavon seviyesinin
arttigr  goézlenmistir. Bu nedenle calisma sonucunun kontrol grubu
secimindeki yanlisliktan kaynaklandigi belirtilmistir®. Diger bir randomize,
cift kor calismada gunde 3 kereden fazla sicak basmasinin goézlendigi 51
kadin secilmistir. Bireyler iki gruba bélinerek 3 ay sire ile giinde 1 tablet
Promensil® veya plasebo almiglardir. Calisma sonucunda, sicak basmasi,
vajinal kuruluk veya ultrason tetkikleri agisindan gruplar arasinda bir fark

olmadigi gézlenmistir®.

Gunde bes defadan fazla sicak basmasi sikayeti ve 12
aydan uzun bir stredir amenoresi olan 30 kadinla yapilan randomize, cift
kor, plasebo kontrolli ¢alismada, kadinlara ilk dort hafta plasebo tablet
verilmistir. Takip eden 12 hafta boyunca ise, plasebo veya 80 mg T.
pratense izoflavonlarn iceren preparat (Promensil®) verilmistir. ik dort
haftallk ddnemde sicak basmalarn % 16 azalirken, daha sonraki 12 haftalik
donemde, plasebo verilen grupta daha fazla bir disis olmadigi, izoflavon
verilen grupta ise % 44 dolayinda istatistiksel olarak belirgin bir azalma
oldugu gorilmistir®. Baska bir calismada rastgele segilen ve haftada 35
kezden fazla sicak basmasi sikayeti olan 252 postmenapoz kadinda
Promensil® (gunde 82 mg), Rimostil® (ginde 57 mg) veya plasebonun
etkisi 12 hafta boyunca izlenmistir. Bu calismanin sonucunda her (¢
grupta da sicak basmasi sikhgina karsi anlamli  bir iyilesme
gbzlenmemistir®®. Baska bir calismada 16 hafta boyunca Promensil®
(gunde 40 mg) kullanan 30 hastada gozlenen etkiler plasebo grubu ile
karsilastirilmistir.  Calisma sonucunda Promensil® kullanan grupta,
plasebo grubuna gére sicak basmasi sikliginda ve siddetinde anlamli bir

diistis oldugu belirtilmistir®.

Hormon tedavisi almayan ve 40 yas Uzerinde olan 60 kadin
Uzerinde yapilan cift kér, randomize, capraz gruplu bir calismada,

deneklerle iki grup olusturulmustur. 90 gunlik kontrol dénemi ve 7 gunlik

39



arinma dénemleri arasinda deneklere 180 gun boyunca giinde 80 mg T.
pratense izoflavon ihtiva eden ticari preparat veya plasebo verilmistir. 90.
ve 180. gunlerde yapilan sitolojik incelemeler sonucunda, T. pratense
ekstresindeki izoflavonlarin menopoz semptomlarini anlamli oranda

azalttig tespit edilmistir®.

Bati toplumunda c¢ok yaygin olan periyodik meme agrisinin
hormonal kaynakl oldugu dusunulmektedir. Birgok tedavi yonteminin
arastinlmasi sonucunda, hastaligin nadiren de olsa antidstrojen tedaviyi
gerektirdigi sonucuna ulasilmistir. izoflavonlarin premenstrual dénemde
zayif antidstrojenik etki gdsterdigi ve herhangi bir yan etkisinin olmadigi
saptanmistir. Cift kér, randomize, 2 ay sureli bir calismada, 12 kadin
uzerinde plasebo kontrolli, 40 mg ve 80 mg dozlarda izoflavon verilerek
karsilastirma yapiimistir. Bu slre sonucunda, agridaki azalmanin
plaseboda % 13, gunde 40 mg izoflavon kullaniminda % 44, ginde 80 mg

izoflavon kullaniminda % 31 oldugu bildirilmistir®®.

Yapilan epidemiyolojik c¢alismalarda, farkh ulkelerde
menopoz belirtilerinden biri olan sicak basmasinin goérilme sikhgi
arastinlmistir. Elde edilen bulgularda, Avrupa ve Kuzey Amerika'daki
kadinlarda sicak basmasi sikh@ yiksek oranda iken, Japonya, Cin ve
Guneydogu Asya Ulkelerinde daha dusik oranda oldugu gdrulmustar.
Sicak basmasi sikhginin daha diastk oranda gérulmesinin, Ulkelerin
Ostrojenik madde iceren bitkileri diyetlerinde bulundurmalarindan

kaynaklandig diistintiimiistiir”.

2.3.3.2. Kemoprotektif etki

Yapilan bir calismada, erken donem meme kanseri tanisi
yeni konulan kadin hastalardan, herhangi bir tedavi uygulanmadan énce

72 saatlik idrar ve kan o6rnekleri alinmistir. idrar érnekleri icerdikleri

40



izoflavon fitodstrojenler (daidzein, genistein, ekuol) ve lignanlar (enterodiol
ve enterolakton) bakimindan analiz edilmistir. Menarj yasi, alkol ve total
yag alimi gibi faktorler belirlendikten sonra elde edilen bulgular, yuksek
miktarda ekuol ve enterolakton atiliminin, meme kanseri riskinde anlamli

azalmaya neden oldugunu gdstermistir®®.

Yapilan bircok calisma ile genistein’in kanserli dokuda
vaskllarizasyonu o6nledigi ve bdylece tumér gelisimini  sinirladigi
gosterilmistir. Menstural siklusu kisa suren kadinlar arasinda meme
kanseri riski daha yuUksek olup ginde 45 mg izoflavon tiiketen kadinlarin
folikiler donemlerinin 2.5 gin daha uzun olabildigi ve bdylece

izoflavonlarin meme kanseri riskini azaltabilecegi belirtilmistir®™.

Vejeteryan olmayan, 21-29 yas arasindaki 6 saglkli kadin
Uzerinde yapilan bir ¢calismada, bireyler iki gruba béliunmustir. Bir gruba
izoflavon igerigi yuksek olan soya proteini (45 mg izoflavon), diger gruba
izoflavon igerigi daha disiik olan diyet verilmistir. izoflavon bakimindan
zengin diyet tiketen grupta menstrual siklusun 1-5 gin uzadig
gbzlenmistir. Her iki grupta ovilasyonun yaklasik 3. giniinde folikller
fazda ve luteal fazda, plazma estradiol konsantrasyonu Olgulmustir.
izoflavon bakimindan zengin diyet tiiketen grupta, menstrual siklusun
folikler fazinda estradiol dizeyinin belirgin olarak arttigi goézlenmistir.
Bununla birlikte menstrual siklusun ortalarinda luteal fazda, iki grup
arasinda o6nemli bir fark gérilmemistir. Calisma sonucunda menstrual
siklusun ve kismen folikiler fazin uzamasi nedeni ile izoflavonlarin meme

kanseri riskinin azalmasinda etkili olabilecegi belirtilmistir®'.
Yapilan birgcok epidemiyolojik ¢alisma ile Bati Yanmkurede

c¢ogunlukla hormon bagimh kanserlerin gorilmesinin, alinan diyet ile olan

iliskisi arastiriimistir. Elde edilen bulgular dogrultusunda, diyetinde yiksek
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diuzeyde fitoostrojen bulunan toplumlarda kanser sikliginin disik oldugu

ve fitodstrojenlerin kemoprotektif etkisi olabilecedi belirtilmistir'.

Yapilan epidemiyolojik c¢alismalar sonucunda, kolon
kanserinin Amerika'da en yaygin gorulen ikinci kanser turli oldugu tespit
edilmistir. Erkeklerde birinci sirada akciger kanseri, kadinlarda ise meme
kanseri yer almaktadir. Hormon duzeyinin kolon kanseri ile kuvvetli iliskisi
olmadigi ancak, baska muhtemel mekanizmalarla etiyolojisinde rol
oynadidi bilinmektedir. Genistein tarafindan indiUklenebilir nitritoksit
sentezinin bastiriimasi, etin sindiriimesi sirasinda olusan endojen N-
nitrozasyonunun izoflavonlar tarafindan inhibe edilebilece@ini ve kolon

kanserinin 6nlenmesinde etkili olabilecegini diistindiirmiistiir’.

Hormon bagimh kanser sikliginda dogu ile bati arasinda
gorilen epidemiyolojik farkliliklarin, kismen Asya’da tiiketimi daha fazla
olan fitoostrojenlerle iliskili oldugu belirtiimistir. Yuksek miktarda piring,
soya dQrunleri, ballk ve sebze ile beslenen Japonlarla yapilan bir
calismada, gaz kromatografisi-kitle spektrometrisi (GC-MS) yontemi ile 10
kadin ve 9 erkekte enterolakton, enterodiol, daidzein, ekuol, o-
desmetilangolesin’in idrarda atilan miktan olgiimustir. Lignanlarnn atilim
orani dusuk iken, izoflavonoitlerin miktar ylksek bulunmustur. Calisma
sonucunda, meme kanserinden olumlerin disik olmasinin, soya

(riinlerinin yilksek oranda tiiketimi ile ilgili olabilecegi bildirilmistir®.

2.3.3.3. Kardiyovaskluler sistem Uzerine etki

Arteriyel uyum 6nemli bir kardiyovaskuler risk faktort olarak
gorilmekte ve bu uyumun menopozla birlikte azalarak sistolik
hipertansiyona yol agtigi ve sol ventrikilin calisma yukunt arttirdig
bilinmektedir. Yapilan bir calismada menopoz déneminde artan bu

kardiyovaskuler riskin, izoflavon alinmasiyla azaltilabilme ihtimali
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arastinlmistir. 40 mg ve 80 mg/gin doz uygulanarak, 17 kadindaki
arteriyel uyum olculmustur. 5 haftalik plasebo déneminin ardindan, 5
haftalik tedavi déneminde, basin¢ (karotid arter) ve hacim (aorta akis)
iliskisi ultrason ile Olgllerek her dbénem sonrasinda arteriyel uyum
saptanmistir. Plazma lipitleri her donemde iki kez 6lculmus, izoflavonlarin
idrarla atiim miktarn da tespit edilmistir. Calismada 3 kadin plasebo kontrol
olarak yer almis, diger kadinlar ise 5 hafta suresince, sirasiyla énce 40 mg
daha sonra 80 mg izoflavonlar ile tedavi edilmistir. Arteriyel uyum; 80 mg
dozda, plaseboya gbére % 23 oraninda artmistir. 40 mg dozda ise, 80 mg
doza oranla az miktarda daha dusuk bulunmustur (plasebo, 19.7+1.5, 40
mg 23.7+0.7, 80 mg, 24.4+1.4). Plazma lipitlerinin ise belirgin olarak
degismedigi gozlenmisti. Bu calisma sonucunda izoflavon tedauvisi,
menopoz sonrasinda kardiyovaskuler fonksiyonlarin iyilesmesi icin
potansiyel yeni bir terapotik yaklasim olarak degerlendirilmistir®®. Baska bir
calismada ise, premenopoz dénemde olan 14 saglikh kadina 2 menstrual
siklus boyunca 86 mg/gun izoflavon, takip eden 2 menstrual siklus
boyunca da plasebo verilmistir. Calismanin sonucunda LDL oksidasyonu,
total kolesterol veya trigliserit seviyelerinde herhangi bir degisiklik olmaz

iken, HDL-3 seviyesinde artis gdzlenmistir™.

Kardiyovaskuler bir hastaligi bulunmayan ve en az bir yildir
postmenopozal dénemde olan 13 kadin uzerinde ¢ift kor, plasebo kontrolli
bir calisma yapilmistir. Birinci grup 5 hafta boyunca plasebo, ikinci grup 5
hafta siiresince 1 tablet Promensil®, (iglincii grup ise 5 hafta 2 tablet
Promensil® almistir. Calisma sonucunda, Promensil® alan grupta ana
arterlerin elastikiyeti plasebo gruba gore artarken, iki doz grubu arasinda
herhangi bir farkin olmadidi tespit edilmistir. Plazma lipid seviyelerinde ise

herhangi bir fark olmadigi gdzlenmistir™.

Bir baska calisma da, postmenopozal donemdeki 46 kadina

genistein, daidzein, formononetin ve biokanin A igeren preparat
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(Rimostil®), tek kér plasebo ve arinma dénemleri arasinda, cift kor olarak
verilerek fitodstrojenlerin degisik dozlarinin lipit metabolizmasi Gzerindeki
etkileri incelenmistir. Hastalar rastgele ayrilarak, 6 ay boyunca 28.5 mg, 57
mg veya 85.5 mg fitodstrojen almislardir. Alti ayin sonunda, serum yiiksek
yogunluklu lipoprotein (HDL) degerleri, artis buyUkligi doza bagh
olmaksizin (p=0.005, p=0.043, p=0.007), % 15.7 ile % 28 oraninda
artmistir. Ayni sekilde artis buyuklugu doza bagl olmaksizin (p=0.007,
p=0.002, p=0.027), serum apolipoprotein B belirgin sekilde, % 11.5-17
oraninda dusmustir. Tum dozlarda endometriyal kalinlik artmistir. Ancak
bir kontrol grubu esliginde calisiimamasi nedeni ile bu sonuclar

yorumlanirken dikkatli olunmasi gerektigi belirtilmistir®.

Postmenopozal doénemde olan ve diyet veya oral
hipoglisemikle tedavi géren tip |l diabet hastasi 16 kadin, rastgele, ¢iftkor,
capraz calismaya katilarak, 4 hafta boyunca ginde 50 mg T. pratense
izoflavonu almislardir. Her tedavi donemi sonunda, 24 saat kan basinci
kayitlarn alinmis ve asetilkolin, nitroprusit ve L-nitromonometilarginin’e (L-
NMMA) énkol vaskuler cevap olgulmustur. Plasebo ile karsilastirildiginda,
glnlik ortalama sistolik ve diastolik kan basincinin belirgin sekilde daha
disuk oldugu géralmustir. Ayrica, L-NMMA'y1 takiben énkol vaskdler
cevabindaki artisin da belirgin oranda oldugu tespit edilmistir. Bu da bazal
endotelyal fonksiyonlarin daha iyi duruma geldigini gostermistir. Plazma
lipoproteinleri, sekere bagl hemoglobin, asetilkolin ve nitroprusite yanit
plaseboyla karsilastinldiginda belirgin bir farkliik gdstermemistir. Elde
edilen verilerle, menopoz sonrasi tip |l diyabetli kadinlarda T. pratense ile
izoflavon takviyesinin, kan basincini ve endotelyal fonksiyonu olumlu

yoénde etkileyebilecedi belirtilmistir®™.

Yiksek vicut kitle indeksine sahip ve hormon tedavisi
almayan 60 postmenopozal kadinla yapilan bir ¢alismada, T. pratense

kaynakli izoflavon besin desteginin lipit profili izerine etkisi incelenmistir.

44



Calismaya katilan hastalarla rastgele iki grup olusturulmustur. 90 gunlik
sureclerle ¢aprazlanan hastalara, 90’ar gun boyunca gunde 2 defa 80 mg
T. pratense izoflavon kapsull veya plasebo verilmistir. 90 glinin sonunda
7 gunlik arnnma dénemi bulunmaktadir. Calismanin 90. ve 180.
gunlerinde hastalarin total kolesterol, trigliserit, HDL, LDL ve lipoprotein A
(LpA) seviyeleri olclilmustur. Yapilan calisma sonucunda 7. pratense
kaynakli izoflavon besin desteginin 6zellikle yliksek vucut kitle indeksine
sahip postmenopozal kadinlarda total kolesterol, LDL ve LpA seviyelerini

dustrdiigi tespit edilmistir®”.

Diger bir baska calismada ise, 46 orta yash erkek Uzerinde
izoflavonlarin LDL kolesterol tizerine etkileri incelenmistir. Bireylere 6 hafta
boyunca, formononetin veya biokanin A bakimindan zengin T. pratense
izoflavonlarindan olusan 2 karisim verilmistir. Biokanin A icerigi zengin
olan kansimi kullanan erkeklerde LDL kolesterol degerinin énemli oranda

distigu tespit edilmistir®®.

Yapilan arastirmalar ile Asya toplumlarinda Bati diyeti
tiketenlere goére kardiyovaskuller hastalik oraninin daha dusik oldugu
gorulmustir. Amerikan ve Japon toplumlari karsilastirilak 40-69 yas arasi
erkek ve kadinlarda kardiyovaskuler hastalik gérulme oraninin; erkeklerde
6 kat, kadinlarda 8 kat daha dusuk oldugu gézlenmistir. Bunun nedeninin
yuksek soya izoflavonu icerikli diyet tuketiminden kaynaklandigi tespit

edilmistir®.

2.3.3.4. Kemik mineral yogunlugu Uzerine etki

Postmenopozal dénemdeki 46 kadina genistein, daidzein,
formononetin ve biokanin A iceren preparat (Rimostil®), tek kor plasebo ve
arinma donemleri arasinda, c¢ift kor olarak verilerek fitodstrojenlerin degisik

dozlannin kemik metabolizmasi Uzerindeki etkileri incelenmistir. Hastalar,
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rastgele ayrilarak 6 ay boyunca 28.5 mg, 57 mg veya 85.5 mg fitodstrojen
almislardir. Alti ayin sonunda, proksimal radius ve dirsek kemiginde kemik
mineral yogunlugunun 57 mg/giin dozda % 4.1 oraninda (p=0.002), 85.5
mg/gun dozda % 3 oraninda (p=0.0239) arttigi, 28.5 mg/gun dozda ise
anlamh bir artis olmadigi saptanmistir. Ancak bir kontrol grubu esliginde
calisiimamasi nedeni ile bu sonuglar yorumlanirken dikkatli olunmasi

gerektigi belirtilmistir®.

Kemik mineral yogunlugunda ve lumbar spin kemik mineral
icerigindeki kayip 12 ay sureyle izoflavon verilen randomize, gift kor,
plasebo kontrolll bir galismada belirgin dlctide azalmistir. Yaslar 49 ile 65
arasinda olan 177 kadinin katildigi bu calismada, 86 kisiye T. pratense
ekstresi ihtiva eden tablet (26 mg biokanin A,16 mg formononetin, 1 mg
genistein ve 0.5 mg daidzein) ve 91 kisiye de plasebo 12 ay sureyle
verilmistir. izoflavon alan kadinlarin kemik mineral yogunlugu ve lumbar
spin kemik mineral igerigindeki kayip plasebo ile karsilastinldiginda
azalmis (sirasiyla p=0.03 ve p=0.04) olarak bulunmustur. Kemik olusum
markirlar olan kemik spesifik alkalin fosfataz ve kollajen tip | N-propeptit
tedavi alan grupta plaseboya gore belirgin derecede artmistir (sirasiyla p-
=0.04 ve p=0.01)%.

ltalya'da 3 (niversitenin medikal merkezlerinde 389
postmenopozal kadin ile yapilan randomize, ¢ift kor, plasebo kontrolli bir
calismada, gonalltlerin kemik mineral yogunlugu olgtlmustir. Deneklere
plasebo ve genistein igerikli tablet uygulanmistir. Plasebo ve genistein
tabletlerinin her ikiside ayrica kalsiyum ve D vitamini icermektedir.
Genistein alan goénullilerde kemik alkalin fosfataz seviyesinin ve insdlin
benzeri buyume faktérinin yukseldigi, endometrium kalinhdinda bir

degisim olmadigi saptanmistir'®.
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Cift kor, plasebo kontrollli yapilan diger bir calismada, 45-57
yas arasinda postmenopozal 90 kadinda, hormon replasman tedavisi
(HRT) ve plasebo ile karsilastirmali olarak, genistein’in kemik
metobolizmasina ve kemik yogunluguna etkisi incelenmistir. HRT (173-
ostradiol 1 mg+ noretisteron) uygulanan grup ile 54 mg/gin genistein
verilen grubun femoral eklemde kemik mineral yogunlugu 12 ay boyunca
izlenmistir. Genistein verilen grubun femoral eklemde ve femurward
bolgesinde kemik mineral yogunlugunun HRT uygulanan gruba gére daha
yuksek oldugu, plasebo verilen grupta ise her iki gruba goére daha dusik
oldugu goérulmastir. Lumbarspin kemik mineral yogunlugunun HRT
uygulanan grupta, genistein verilen gruba oranla daha yiksek oldugu
goézlenmistir. Her G¢ grupta da rutin biyokimya, karaciger fonksiyonlar ve
hemotolojik degerlerde anlamli bir degisiklik olmamistir. Postmenopozal
kadinlarda serum osteokalsin (kemik gla proteini, BGP) ve alkalen fosfataz
dlzeyleri plasebo verilen grupta degismezken, HRT uygulan grupta disus
oldugu, genistein verilen grupta ise artti§i godzlenmistir. Calisma
sonucunda genisteinin  kemik mineral yogunlugunu arttirarak,

osteoporoz’un énlenmesinde HRT ne alternatif olabilecegi belirtilmistir'®’.

2.3.3.5. Prostat hiperplazisi ve prostat kanseri Uzerine etki

Prostat kanseri sikliginda dogu ile bati arasinda gorulen
epidemiyolojik farkhlklarin, kismen Asya’da tuketimi daha fazla olan
fitodstrojenlerden kaynaklandigi disuntlmektedir. Yiksek miktarda piring,
soya drunleri, ballk ve sebze ile beslenen Japonlarla yapilan bir
calismada, gaz kromatografisi-kutle spektrometrisi (GC-MS) yéntemi ile 10
kadin, 9 erkekte enterolakton, enterodiol, daidzein, ekuol, o-
desmetilangolesin’in idrarda atilan miktar Olgilmustir. Lignanlarin atilim
orani dusuk, izoflavonoitlerin miktar! ise ytksek bulunmustur. Elde edilen

bulgular dogrultusunda, prostat kanserinden olimlerin disuk olmasinin,
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soya urunlerinin  yuksek oranda tuketiminden kaynaklabilecegi

bildirilmistir®.

Yéresel gidalarla beslenen Portekizli, Cinli ve ingiliz erkekler
uzerinde vyapilan karsilastirmali c¢alismada, gaz kromatografisi-kutle
spektrometrisi (GC-MS) ile plazma ve prostat sivisindaki lignan ve
izoflavon yapisindaki fitodstrojen konsantrasyonlar 6lgiimustir. Prostat
sivisinda, enterolakton miktari, sirasiyla Hong Kong, Portekiz ve ingiltere
icin ortalama 31, 162, 20.3 ng/ml, daidzein miktar ise sirasiyla 70, 4.6 ve
11.3 ng/ml olarak tespit edilmistir. Daidzein’in plazma seviyelerinin de
Hong Kong'dan gelen oérnekte (31.3 ng/ml), Portekiz (1.3 ng/ml) ve
Ingiltere (8.2 ng/ml)ye kiyasla ¢ok daha yiksek oldugu gorilmistiir.
Enterolakton’un plazmadaki seviyesinin ise benzer oldugu saptanmistir.
(sirasiyla 6.2, 3.9 ve 3.9 ng/ml). Sonu¢ olarak, Hong Kong'lu erkeklerin
plazma ve prostat sivilarindaki daidzein ve ekuol konsantrasyonlari daha
yuksek bulunmustur. Enterolakton ise Portekiz’den gelen orneklerde daha
yuksek oranda goralmustur. Asya ve Akdeniz Ulkelerinde prostat
kanserinin daha az gérilmesinin bu nedenle olabilecedi ve soyadaki
izoflavonlarin prostat kanserine karsi koruyucu 6zellige sahip olabilecegi

belirtilmistir'®?,

Cerrahi mudahale ve ilag tedavisinin potansiyel riskinin, yan
etkilerinin ve gida takviyelerinin prostat saghgina potansiyel faydalarinin
anlasiimasi nedeniyle, dogal tedavileri tercih eden benign prostat
hiperplazisi (BPH) hastalarinin sayisi surekli artmaktadir. T. pratense
ekstresinin, diger bitki ekstrelerine gbére 4 ana izoflavon (genistein,
daidzein, formononetin ve biokanin A) icerdigi, aglikon izoflavonlarin
reseptér seviyesinde aktif oldugu bildirilmistir. T. pratense ekstrelerinin
BPH belirtilerini azalttigi yoninde ¢alismalar oldugu ve iyi tolere edildigi

belirtimektedir'®,
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Yapilan bir kontrol c¢alismasinda, 97 Benign prostatik
hiperplazi (BPH) ve 97 prostat kanser hastasi olan, toplam 194 erkek
Uzerinde serumdaki daidzein, genistein ve enterolakton seviyeleri
floroimmulnoassay yontemi ile tayin edilmis ve paralel olarak serum
endokrin calismasi da yapilmistir. Degerler BPH hastalarinda daha yiksek
bulunmasina ragmen, istatistiksel olarak anlamh  bulunmamistir.
Fitodstrojenler ile prostat spesifik antijen (PSA), luteinlestirici hormon (LH),
total testosteron ve 6stradiol arasinda korelasyon olmadigi gézlenmistir.
Ancak, daidzein (p=0.019), genistein (p=0.002) ve tim fitodstrojenlerin
toplami (p=0.005), foliktl stimlle edici hormon (FSH) ile pozitif olarak
iliskili  bulunmustur. Bu veriler, fitodstrojenlerin, prostat kanseri
patojenezinde etkili oldugunu ve prostat hiperplazisini 6nlemedeki
potansiyelini gostermistir. FSH ve fitodstrojenler arasindaki yakin iliski,

potansiyel bir dengeleme mekanizmasi oldugunu belirtmektedir'®*.

Prostat biyopsisinde ylksek PSA ve prostatik intraepitelyal
neoplazma (PIN) seviyeleri saptanan 12 hasta ile izoflavonlarin uzun sureli
kullanimda prostat, hormon seviyeleri, cinsel fonksiyon ve karaciger
fonksiyonlarina etkisi incelenmistir. Hastalara 6 ay boyunca giinde 160 mg
T. pratense izoflavon ekstresi verilmistir. Baslangicta ve her ¢ ayda bir
PSA, total testosteron, dstrojen, LH, FSH, dehidroepiandrosteron sulfat
(DHEA-s), karaciger transaminazlarn (GOT, GPT, gGT), transrektal prostat
volumetrisi, uluslararasi prostat semptom skoru (IPSS) ile incelenmistir.
Ortalama PSA seviyeleri, baslangi¢ta 3. ve 6. aylarda sirasiyla, 7.7 ng/ml,
6.9 ng/ml ve 6,5 ng/ml (-% 10) bulunmustur. Prostat hacminde 6 aydan
sonra kugik bir azalma (-% 6) gorulmuas, tum seks hormonlarinda dusus
tespit edilmistir. Testosteron % 5, DHEA-s, % 25, dstrojen, % 30, LH % 5,
FSH % 30 oranlarinda dusmustir. Tim transaminazlar 3 ve 6 aydan sonra
artmis, IPSS 6 aydan sonra % 15 gerilemistir. Cinsel fonksiyonlarda bir

degisiklik gbérulmezken, ortalama hayat kalitesinin, IPSS anketlerinden
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alinan cevaplar dogrultusunda, 6 aydan sonra daha iyiye gittidi

saptanmistir'®.

2.3.3.6. Dermatolojik Etkileri

Soya izoflavonu olan genistein’in, kuvvetli antioksidan
Ozellige sahip oldugu bilinmektedir. Yapilan arastirmalar insan derisinde
UV radyasyonla indiklenmis eritem olusumunu ve fotoyaslanmayi
engelleyebilecegini gostermistir. Ayrica genistein’in derideki 06strojen
reseptorlerine baglandigi ve ostrojen eksikligi ile olusan deri yaslihgi
belitilerini de azaltabilecegi bildirilmistir. Bu bilgiler dogrultusunda
kozmetik Ureticileri soyadan elde edilen ekstreleri cilt bakim Grtnlerinde
kullanmaya yonelmislerdir. Ancak genistein’in  yagda ve suda
¢6zUnGrliginin az olmasi nedeniyle, 6zel bir tasiyici sistem icinde
hazirlanarak deri ylzeyine uygulanmasi gerekmektedir. Yapilan bir
calismada, genistein'in lipozomu hazirlanmis ve kadin denekler bu trand 3
ay boyunca kullanmislardir. Genistein icerigi % 0.0099 oraninda olan
lipozomun, deri kalinliginda % 11 oraninda artisa neden oldugu

gorilmastar'®1%,

PUVA (psoralen ultraviyole A) tedavisi yaygin olarak
dermatolojide psoériazis, vitiligo, kutanéz T lenfoma ve diger inflamatuvar
dermatozlarda uygulanan bir yéntemdir. Fakat bununla birlikte yapilan
klinik calismalarda PUVA tedavisinin skuaméz hicre karsinomu ve malign
melanoma sebep oldugu belirgin olarak saptanmistir. Genistein’in topikal
uygulamasinda PUVA ile induklenmis kutanéz hasar morfolojik ve
histolojik olarak incelenmistir. Yapilan calismalarda, genistein’in PUVA'dan
kaynaklanan fotohasara karsi deriyi korudugu ve kemoprotektif ajan olarak
insanlarda PUVA tedavisi nedeni ile olusabilecek cilt kanseri riskini

onledigi tespit edilmistir®”.
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2.3.4. Biyotransformasyon

izoflavonlar ihtiva eden gidalarin tilketimi faydali etkilerinin
belirlenmesi ile artis gdstermistir. T. pratense’de izoflavon glikozitleri
icermektedir, bunlar; formononetin, biokanin A ve daha az oranda daidzein
ve genistein glikozitleridir. Bu glikozitler, insan viicudunda hidroliz olarak
aglikonlarina dénusur, bdylece formononetin ve biokanin A, daidzein ve
genistein'e metabolize olur. Daidzein, barsaktaki mikroorganizmalar
tarafindan daha glcli 6strojenik etkiye sahip olan ekuol’e metabolize olur
(Sekil 9)'%.

Genistein Daidzein
HO

0 HO
I

gl I
HO (0] O OH O O

!

Estradiol Equol

HO &

OH

OH

Sekil 9: Daidzein'in biyotransformasyonu.

T. pratensehin icerdigi izoflavonlar ostrojen reseptér alfa
(ERa), ostrojen reseptdor beta (ERB), androjen reseptor (AR) ve
progesteron reseptor (PR)’lere karsi afinite gosterirler. Sindirim esnasinda
farkll metabolik déntisimler gegirirler. izoflavonoit metabolitlerinin saghga
faydali etkilerinin incelendigi bir calismada, biokanin A, formononetin,

genistein, daidzein, dihidrobiokanin A, dihidroformononetin,
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dihidrogenistein, dihidrodaidzein, 3'-hidroksigenistein, 6-hidroksidaidzein,
6-hidroksidesmetilangolensin, ekuol, o-desmetilangolensin, angolensin ve
p-etilfenol bilesiklerinin mayadaki ERa, ERB, AR ve PR’e karsi
transaktivasyon potensleri test edilmistir. Bilesikler AR ve PR’e karsi zayif
afinite goéstermistir. Ekuol izoflavonlarin faydali etkilerinden sorumlu olan
bilesik olarak bilinmektedir. Bu calismaya goére diger metabolitlerin de

etkiden sorumlu olabilecekleri diistinilmustir (Sekil 10)',

®'@

o o / . oH
; ___, O-desmethylangolensin
AOH ! @ O}N 0 0
daidzein dihydredaidzein
g

intestinal { bacterial il s b
[-glucosidase l

daidzemn-glucoside
HO E .

equol

Sekil 10: Daidzein’in ana metabolitleri.

2.3.5. Preparatlan

Ulkemizde satilan Gida, Tarnm ve Hayvancilik
Bakanhgr’'ndan izinli gida takviyesi statistindeki T. pratense ekstresi veya

izoflavon ihtiva eden ticari preparatlar asagida verilmistir:

Denoxinal: Bu tabletler, Chlorella pyrencidosa (200 mg), Dandelion
(Taraxacum officinale) (extract 4:1-50 mg) (12.5 mg), Garlic (Allium
sativum) (1.0 mg) , Milk Thistle (Silybum marianum) (contains silybin- 42

mg) (50.0 mg), Burdock (Arctium lappa) (extract 4:1-50 mg) (12,5 mg),
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Red Clover (Trifolium pratense) (extract 4:1-50 mg) (12.5 mg), pektin (50

mg), C vitamini (200 mg). Giinliik 1 tablet kullaniimasi énerilmistir' .

Black Cohosh & Soy lIsoflavones extract: Black Cohosh (Simisifuga)

ekstresi, Cimicifuga racemosa (% 2.5 triterpenoit saponin); 200 mg, soya
fasulyesi ekstresi (% 40 izoflavonlar); 200 mg icermektedir. Premenstrual
sendrom ve menopoz semptomlarini azaltmaya yardimci olur.
Levotiroksin, tamoksifen ve varfarin ile ayri ayn birlikte alindiginda bu
maddelerin etkinliklerini azaltabileceginden kullanimina dikkat edilmesi
gerekir. Demir ile birlikte alindiginda, demirin emilimini azaltabilecegi igin
ayni anda kullanilmasi tavsiye edilmez. Meme kanseri olan hastalarin
hekim kontrolinde kullanmasi tavsiye edilir. Gida takviyesi olarak giinde 2

defa 1 kapsiil énerilmektedir''".

Soy isoflavones extract: soya fasuilyesi ekstresi (% 40 izoflavonlar) 100 mg

icermektedir. Menopoz semptomlarini  azaltmaya yardimci olur.
Levotiroksin, tamoksifen ve varfarin ile ayn ayr birlikte alindiginda bu
maddelerin etkinliklerini azaltabileceginden kullanimina dikkat edilmesi
gerekir. Demir ile birlikte alindiginda, demirin emilimini azaltabilecegi igin
ayni anda kullaniimasi tavsiye edilmez. Meme kanseri olan hastalarin
hekim kontroliinde kullanmasi tavsiye edilir. Gida takviyesi olarak gunde 2

veya 3 kapsiil dnerilmektedir''".

Black Cohosh Root Extract plus: standardize black cohosh ekstresi
(triterpen glikozitleri; 5 mg [% 2.5]) 200 mg, black cohosh kdk tozu 200

mg, soya izoflavon konsantresi (izoflavon 6 mg [% 3]) 200 mg.
Premenstrual sendrom ve menopoz semptomlarini azaltmaya yardimci
olur. Hamilelik ve emzirme dénemlerinde black cohosh alinmasi tavsiye

edilmez. Giinde 1-2 kapsiil 6nerilmektedir' 2.
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Super_Concentrated isoflavones with genistein and daidzein: total soya

izoflavonlari 38 mg icermektedir. Menopoz semptomlarini azaltmaya
yardimci olur. Hamilelik ve emzirme donemlerinde kullaniimasi tavsiye

edilmez. Gunde 1-2 tablet dnerilmektedir''2.

Flavoxan kapsul: izoflavon 40 mg icermektedir. Premenstrual sendrom ve

menopoz semptomlarini azaltmaya yardimci olur. Gida takviyesi olarak

giinde 1-3 kapsiil énerilir'®,

Isoflavin tablet: soya izoflavon (genistein ve daidzein) 40 mg icermektedir.

Menopoz semptomlarini azaltmaya yardimci olur. Gida takviyesi olarak

giinde 2 tablet énerilir' ™.

Phyto soya kapsul: soya ekstakti (soya izoflavon 17.5 mg) 325 mg

icermektedir. Menopoz semptomlarini azaltmaya yardimci olur. Gogus
kanseri riski olan kisiler veya tedavi altindaki hastalar kullanmamalidir.
Hamile ve emziren kadinlarin kullanimina uygun degildir. Gida takviyesi

olarak giinde 2 kapsiil 6nerilmektedir’ .

Standardize T. pratense ekstrelerini iceren Avrupa'da
satilan preparatlart séyledir: Promensil, Rimostil, Trinovin, Climadil,
Menoflavon, Isoflavones, Red Clover, Rotklee Tablets, Rotklee Activ
Tablets, Dr.Béhm Isoflavone Dragees (Trifolium pratense ve Glycine

max)'"®.

2.3.6. Standardizasyon

T. pratense'nin etanolli ekstreleri % 15 oraninda izoflavon
(100 g total ekstrede 15 g izoflavon) ihtiva edecek sekilde standardize
edilmektedir. izoflavonlarin % 0.87'si genistein, % 0.35'i daidzein, %

6.44'0 biokanin A ve % 8.67’si formononetin olarak tespit edilmistir' .
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2.3.7. Kullanim dozu

T. pratense ekstreleri tablet, kapsul gibi galenik preparatlar
halinde kullaniimaktadir. Her doz total 40 mg total izoflavon icerecek
sekilde standardize edilmistir ve bilesiminde 4 mg genistein, 3.5 mg
daidzein, 24.5 mg biokanin A ve 8 mg formononetin igcermektedir.
Menopoz sikayetleri icin gunlik 40-160 mg (1-4 tablet)

dnerilmektedir®®83117,

Yapilan bir calismada; menopoz sonrasi kemik kaybini
o6nlemek igin hormon replasman tedavisine alternatif olarak &nerilen
izoflavonlarin, kullanimi ve glvenli doz araligi incelenmistir. Gunlik 50 mg
izoflavon dozunun uygun olacagi tespit edilmistir. Bu doz sinirinin vicut

agirhgina gére 2 mg/kg'a kadar cikarilabilecedi de belirtilmistir™®.

2.3.8. Yan Etkileri

Trifolium tlrleriyle beslenen hayvanlarin dogurganhiginin
azalmasi bu turler Uzerinde arastirmalar yapilmasina neden olmustur.
Yeni dogan siganlara 2 g kurutulmus T. pratense (20-50 mg izoflavon)
veriimesinin, uterus kalinhginda 2.5-3 kat artisa sebebiyet verdigi ve
serum 0Ostrojen seviyesini Ureme fonksiyonlarinda énemli bozukluklara yol
acacak dizeyde vyuikselttigi bulunmustur. T. pratense ile uzun sire
beslenen koyunlarda yonca hastaligi adi verilen kalici infertilite bulgular
saptanmistir. Ostrojenik yanitin artmasina bagl olarak serviks ve uterus
dokulan ile salgilarinda degisimler oldugu, ovulasyon ve hormonal

dengenin bozuldugu bildirilmistir''®.

Erkeklerde dogal 6strojenlerin Ureme sisteminin gelisimi ve
islevlerinin surdurdlmesinde 6nemli rol oynamasi nedeni ile T. pratense

bitkisinin &strojenik etkinliginin, spermatogenezis ve sperma parametreleri
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uzerindeki etkileri incelenmistir. Yapilan calismada, 74 erkek fare 3 gruba
ayrilarak, plasebo veya % 20 ya da % 40 oraninda T. pratense igerikli
diyet verilmistir. T. pratense igerikli diyet verilen gruplarda
spermatozoalarin motilite bozuklugu ve morfolojik yonden degisimleri
gozlenmistir. Calisma sonucunda T. pratense’nin sperma parametrelerinin
olumsuz yoénde etkiledigi ve spermatogenezisin bozulmasina neden

oldugu saptanmistir''®.

Genistein’in tek seferde 16 mg/kg dozda alinmasinin, 6
vakanin ikisinde |6kopeniye sebep oldugu bildiriimistir. Kisa sureli aiminda
ise bilesigin kan lipaz degerleri Gzerinde degisikliklere ve hipofosfatemiye

sebep oldugu gdzlenmistir’®.,

Postmenopoz evresinde olan, rastgele secilen, 252 kadin ile
Promensil® (gliinde 82 mg), Rimostil® (giinde 57 mg) veya plasebonun
etkisinin 12 hafta boyunca izlendigi bir calisma yapilmistir. Bu ¢alismanin
sonucunda Promensil® ve Rimostil® alan gruplarda plaseboya goére, daha
yuksek oranda soguk alginligi veya ust solunum yolu enfeksiyonu, bas

agnisi, miyalji, artralji ve mide bulantisi gériildtgi bildirilmistir®.

2.3.9. ilac etkilesimleri

Antikoagulanlar, trombolitik ajanlar ve disuk molekul agirlikli
heparinler ile beraber kullanildiginda kanama artabilir. Bu ilaglarla beraber
kullanimindan kaginilimaldir®. Terapétik indeksi dar olan varfarin igin
muhtemel etkilesimler énemli oldugundan, pek cok bitkisel ilagla
etkilesimleri incelenmistir. Red clover, birlikte kullanildiginda kanama
riskini ve varfarinin etkisini arttiran bitkiler arasinda yer almaktadir'*®.

Kontraseptifler: Kontraseptif etkide veya yan etkilerde artma
gozlenebilir®.

Progesteron: Beraber kullanildiginda etkisi azalabilir®.
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Tamoksifen: Hayvan verileri tamoksifen'in  etkinliginin

azaldigini gdstermistir®.

2.3.10. Kontrendikasyonlari

izoflavonlarin fetiis (zerine etkileri ve givenilirligi ile ilgili
calisma bugiune dek yapiimamamistir. Glnlik diyette ylksek miktarda
(30-100 mg) izoflavon tiketiminin, fetis anomalileri Gzerine etkisi ile ilgili
yapilan epidemiyolojik c¢alisma bulunmamaktadir. Sadece ¢ok yuUksek
dozlarda genistein hamile farelere gebeligin 16-20 gunlerinde verilmis ve
calisma sonucunda anogenital mesafenin azalmasi, dogumda duistk kilo,
ergenligin baslamasinin gecikmesi gibi olumsuz etkiler tespit edilmistir.
Yapilan bu calismada doguma, 6li dogum oranina ve yeni doganda
hipofizin gonadotropin serbestlestirici hormona (GnRH) yanitina ait bir etki
bulunmamakla beraber, bu konuda kesin bulgular olmadigindan izoflavon
preparatlarinin hamilelikte ve laktasyonda kullaniimamasi gerektigi

belirtilmistir'?°.
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3. GEREC ve YONTEM
3.1. Materyal
3.1.1. Bitkisel Materyal

Deneysel calismalarimizda bitkisel materyal olarak kullanilan
Trifolium longidentatum Nabélek dogal olarak yetistigi bdlgeden cicekli
evresinde toplanmistir. Toplanan bitki teshis edildikten sonra, golgede
kurutulmustur. Deneysel calismalarda toprak Ustl kisimlar calisilacagi

zaman toz edilerek kullaniimistir.

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

edilmektedir.
Bitkisel materyalin toplandigi lokalite soyledir:
Trifolium longidentatum Nabélek

B9 Van: Catak, Kiyicak kdyl, Kato dagi, Lisek tepesi kuzey
yamaglari, step, 2200 m, 13.7.2003 (B.B. 2267).

* Tez calismalarinda kullanilan bitkisel materyallerin toplanmasinda ve teshisindeki
katkilarindan dolayl Gazi Universitesi, Fen-Edebiyat Fakiiltesi, Biyoloji Balimii égretim
tiyesi sayin Prof. Dr. Nezaket ADIGUZEL ve Ars. Gor. Dr. Baris BANI'ye tesekkiirlerimizi

sunariz.
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3.1.2. HPLC Analizinde Kullanilan Standartlar

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

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

3.1.3. HPLC cihazi

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

otomatik olarak hesaplanmistir.

3.1.4. HPLC Analizinde Kullanilan Solvanlar

HPLC analizinde solvan olarak HPLC saflikta metanol
(Merck), analitik saflikta asetik asit (Merck) ve HPLC saflikta asetonitril
(Sigma-Aldrich) ve kromatografik saflikta bidistile su kullaniimistir.
Solvanlar 0.45 um filtreden (Millipore, Milfod, USA) gegcirilip ultrasonik su

banyosunda degaze edilmistir.

* Tez konusunu teskil eden Trifolium longidentatum'un izoflavonoit miktar tayini amaciyla
Gazi Universitesi Eczacillk Fakiiltesi Analitik Kimya Anabilim Dali imkanlarindan
faydalanarak HPLC analizlerinin yapilmasina olanak saglayan Anabilim Dali Baskani

Sayin Prof. Dr. Nusret Ertas ve Dog. Dr. Ugur Tamer'e tesekkiirlerimizi sunariz.
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3.2. Yontemler
3.2.1. izoflavonlarin HPLC ile Miktar Tayini

3.2.1.1. Ekstrelerin Hazirlanmasi

Trifolium longidentatuma ait kurutulmus ve toz edilmis
toprakustu kisimlan (5.86 mg), 20 mL metanol ilave edilerek, 85 °C'ye
isitilmis manyetik karistirici tzerinde, geri ¢eviren sogutucu altinda 30 dak
refluks islemine tabi tutulmustur. Bu ekstre filire kagidindan suzllerek
tekrar 20 mL metanol ile 30 dak refluks islemine tabi tutulmustur. Elde
edilen ekstre filtre kagidindan suzilerek algak basing altinda 40°C’de
kuruluga kadar yogunlastiriimistir. Hazirlanan bu ekstreden 5 mg tartilarak
100 pL DMSO da ¢ézilmustir ve metanol ile 2 mL’ ye seyreltiimistir. Elde
edilen bu ¢ozeltinin igerisine son konsantrasyonu 5 pug/mL olacak sekilde
ic standart ¢ozeltisi ilave edilmistir. Hazirlanan numune 0.45 pm filtreden
(Millipore, Milfod, USA) suziulmustur ve HPLC kolonuna enjekte edilmistir.
Hazirlanan ekstre bitkide bulunan serbest aglikonlari ve heterozitleri

tasimaktadir.

3.2.1.2. Standart Cozeltilerin Hazirlanmasi

Standart olarak kullanilan daidzein, genistein, formononetin
ve biokanin A 2 mg tam olarak tartiimis ve 0.5 mL DMSO (Merck) ilave
edilerek vortekste tamamen ¢oézulmustur, 9.5 mL metanol ile derisimi 200
pg/mL (Merck) olacak sekilde seyreltiimistir. Daha sonra bu stok ¢ézeltiler
20 mg/L olacak sekilde seyreltilmistir. Stok sollisyonlar gunlik olarak
hazirlanip c¢alisma slresince 4°C’'de karanlkta saklanmistir. Stok
cozeltilerden son konsantrasyonlan 0.25, 0.5, 1.0, 2.5 ve 5.0 ug/mL olacak
sekilde 5 farkll standart karisimi hazirlanarak analiz edilmis ve ayr ayri
kalibrasyon grafikleri elde edilmistir. Calisilan standart ¢ozeltiler, stok

cozeltilerden HPLC metanol ile dilie edilerek hazirlanmistir.
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lc standart olarak 6-metoksiflavonon kullaniimistir. g
standartin stok cozeltisini hazirlamak icin 2 mg 6-metoksiflavonon tartiimis
ve 5 mL metanolde c¢ozilmustir. Boylece 400 pg/mL stok c¢ozelti
hazirlanmistir. Bu stok ¢ozeltiden son konsantrasyonu 5 pg/mL olacak
sekilde farkli konsantrasyonlardaki standart coézeltilere ilave edilmistir.
Batan dilisyonlar 0.45 pum filtreden gecirilerek HPLC analizine hazir hale
getirilmistir. Tam dilisyonlar 3’er kez enjekie edilerek pik alanlan
saptanmis, buradan hareketle kalibrasyon grafikleri olusturulmus ve bitki

ekstrelerindeki miktarlari hesaplanmistir.

3.2.1.3. HPLC Ydntemi

Trifolium longidentatum o6rneklerinden belirli
konsantrasyonlarda hazirlanan ekstreler HPLC ile asagida belirtilen
kosullarda ‘"tarafimizdan gelistirilen yeni metotla" kantitatif olarak

incelenmistir.

HPLC Analizinde Kullanilan Kromatografik sartlar:

HPLC Cihazi: Agilent Technologies 1200 model Sivi Kromatografi
sistemi

Kolon: Agilent Eclipse XDB-18 (15 cm x 4.6 mm |.D.)

Partikiil buylikltigii: 5 um

Kolon Sicakhg:: 25 °C

Mobil Faz: A: Metanol, B: pH:4.75, 0.1 M, asetat tamponu,
C:Asetonitril, Gradient elisyon (Tablo 1)

Detektor: UV-270 nm

Enjeksiyon Hacmi: 10uL

Analiz suresi: 30 dakika
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Tablo 1: HPLC analizinde uygulanan gradient eliisyon

Mobil Faz (%) Akis Hizi
Zaman (dk)
A(Metanol) | B(Tampon) | C(Asetonitril) (mL/dk)
0:00 21 58 21 1.0
13:00 21 58 21 1.0
15:00 41 38 21 1.5
30:00 41 38 21 1.8
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4. BULGULAR
4.1. izoflavonlarin HPLC ile Miktar Tayinine Ait Bulgular
4.1.1. Kalibrasyon Edgrileri

Daidzein, genistein, formononetin ve biokanin A icin 0.25
pMg/mL-5 pg/mL konsantrasyonlarda, optimal dalga boyunda kromatografik
alanlar okunmus ve internal standartin alanina oranlanarak
konsantrasyona karsi grafige gecirilerek kalibrasyon grafikleri elde
edilmistir. Standartlarin HPLC kromatogrami Sekil 11'de verilmistir.

Kalibrasyon egrilerinin hazirlanmasinda standartlar icin
bulunan pik alanlari Tablo 2-5’de ve her bir standart icin elde edilen

kalibrasyon grafikleri ile dogru denklemleri Sekil 12-15'de verilmistir.

Optimal dalga boyunda daidzein, genistein, formononetin ve
biokanin A kalibrasyon icin iyi korelasyon katsayilari elde edilmistir (Sekil
12-15).

Daidzein, genistein, formononetin ve biokanin A igin LOD
(Limit of detection) “yakalama siniri” ve LOQ (Limit of quantification) “tayin
sinir” degerleri hesaplanmistir. Daidzein, genistein, formononetin ve
biokanin A i¢gin LOD degerleri sirasiyla 0.11, 0.16, 0.08 ve 0.08 pg/mL
olarak bulunmustur. Daidzein, genistein, formononetin ve biokanin A igin
LOQ degerleri sirasiyla 0.33, 0.48, 0.24 ve 0.24 pg/mL olarak

hesaplanmistir.
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Sekil 11: Standart daidzein, genistein, formononetin, biokanin A ve
6-metoksiflavonon (I1S)’un HPLC kromatogrami
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Tablo 2: Kalibrasyon egrisinin hazirlanmasinda daidzein igin kullanilan pik alanlar

Konsantrasyon Daidzein
(ng/mL) Pik Alani / 6-metoksi
flavonon Pik Alani (n=3)
0.25 0.81
0.5 1.28
1.0 2.52
2.5 5.5
5.0 12.46
|
daidzein |
14 - V= 24795%+0.127
. R?=0.9994

Absorbans

0 1 2 3 - 5 =}

Konsantrasyon (ug/ml)

Sekil 12: Standart daidzein kalibrasyon grafigi ve dogru denklemi

65



Tablo 3: Kalibrasyon egrisinin hazirlanmasinda genistein icin kullanilan pik alanlari

Konsantrasyon Genistein
(ng/mL) Pik Alani / 6-metoksi
flavonon Pik Alani (n=3)
0.25 0.69
0.5 1.02
1.0 2.29
25 6.04
5.0 12.77
genistein
14 9 v=25711x-0.1946
17 - R?=0.9988

Absorbans

LV}
(2]

0 ; | 2 3 4

Konsantrasyon (ug/ml)

Sekil 13: Standart genistein kalibrasyon grafigi ve dogru denklemi
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Tablo 4: Kalibrasyon egrisinin hazirlanmasinda formononetin icin kullanilan pik

alanlan
Konsantrasyon Formononetin
(ng/mL) Pik Alani /6-metoksi
flavonon Pik Alani (n=3)
0.25 0.64
0.5 1.13
1.0 2.32
2.5 6.11
5.0 11.79
formononetin
14
y=2.3682x+0.0169
12 R*=0.9995
=
€ | 10 |
2
o | 5
3| s
<
‘* ¥l
D T 1
0 1 2 3 4 5 3

Konsantrasyon (ug/ml)

Sekil 14: Standart formononetin kalibrasyon grafigi ve dogru denklemi
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Tablo 5: Kalibrasyon egrisinin hazirlanmasinda biokanin A icin kullanilan pik

alanlan
Konsantrasyon Biokanin A
(ng/mL) Pik Alani /6-metoksi
flavonon Pik Alani (n=3)
0.25 0.47
0.5 0.78
1.0 1.71
2.5 4.56
5.0 8.8
biokanin
10 - y=1.7751x-0.02
9 4 R*=0.9993
al 7]
5| &
@1 s
-
< | 4
3 -
-
0 :
0 1 2 3 3 5 6

Konsantrasyon (ug/ml)

Sekil 15: Standart biokanin A kalibrasyon grafigi ve dogru denklemi



4 1.2. Trifolium longidentatum’ daki izoflavonlarnn HPLC ile Miktar Tayini

Trifolium  longidentatum’'un  toprakusti  kisimlarindan,
yontemler kisminda belittildigi Gzere hazirlanan ekstrelerde daidzein,
genistein, formononetin ve biokanin A miktarlan HPLC ile belirlenmistir.
Elde edilen kromatogramdaki (Sekil 16) pik alanlannin konsantrasyonla
olan iliskisinden hareketle, standarilar ile hazirlanan kalibrasyon
denklemlerinden yararlanilarak, kuru bitki érneklerindeki yukarida bahsi

gecen dort izoflavonun miktarlari belirlenmis ve Tablo 6'da verilmistir.

Tablo 6: Trifolium longidentatum ekstrelerinde % daidzein, genistein formononetin

ve biokanin A miktarlan

Eicat Daidzein Genistein Formononetin Biokanin A
stre

(Ortalama+SS) | (Ortalama+SS) | (Ortalama+SS) | (Ortalama+SS)
T. longidentatum 0.0095+0.30 0.0056+0.24 0.0021+0.8 0.0073+0.13

* 88: Standart sapma
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Sekil 16: Trifolium longidentatum metanol ekstresinin HPLC kromatogrami
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5. TARTISMA ve SONUG

Trifolium pratense L. (red clover) son zamanlarda insan
sagligina faydalar bakimindan ilgi géren, 6nemli izoflavon kaynagi bitkiler
arasindadir. Tasidig! izoflavonlari nedeniyle fitodstrojen olarak bilinen ve
bu bilesikleri tasiyan standart bitki ekstrelerini ihtiva eden preparatlan,
ozellikle hormon replasman tedavisinde menopoz sikayetlerini gidermek
Uzere tim dinyada yaygin olarak kullanilan T. pratense kanser, kalp
hastaliklari ve osteoporoz’'un onlenmesinde de etkileri klinik calismalarla
kanitlanmis olan bir bitkidir. Bitkinin tasidigi baslica izoflavonlar,

formononetin ve biokanin A, daidzein ve genistein’dir” >'"'2",

Bugune kadar Trifolium tlrlerinde bulunan izoflavonlarin
analizleri icin etkili birgok kromatografik calisma yapilmistir'®2830:122:125 gy,
calismada, ulkemiz florasinda dogal olarak yetisen ve simdiye kadar
tasidigi  izoflavonlari  bakimindan incelenmemis olan  Trifolium
longidentatum Nabélek (Leguminosae) bitkisinin daidzein, genistein,
formononetin  ve biokanin A igerigi Yuksek Performanshi Sivi
Kromatografisi (HPLC) yoéntemi ile tayin edilmistir. Calismada, T.
longidentatum’'un  toprakisti  kisimlarindan  hazirlanan  metanollt
ekstrelerde, dort izoflavonun (daidzein, genistein, formononetin ve
biokanin A) miktarlan tarafimizdan gelistirilen bir yéntemin uygulandigi
HPLC ile belirlenmistir. Kromatografik ayirm metanol, asetat tamponu
(pH=4.75) ve asetonitril'in mobil faz olarak gradient elusyonla uygulandigi
(Tablo 1), Agilent Eclipse XDB-18 (15 cm x 4.6 mm i.d.) ters faz kolon
uzerinde gercgeklestirilmistir. Her bir izoflavonoit igin kalibrasyon edrileri
0.25-5 pg/mL konsantrasyonlarda olusturulmustur. Daidzein, genistein,
formononetin ve biokanin A i¢in LOD degerleri sirasiyla 0.11, 0.16, 0.08 ve
0.08 pg/mL olarak, LOQ degerleri ise sirasiyla 0.33, 0.48, 0.24 ve 0.24
Mg/mL olarak bulunmustur. Elde ettigimiz sonuglara gére (Tablo 6, Sekil

16), T. longidentatum ekstreleri icindeki daidzein, genistein, formononetin
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ve biokanin A miktarlan sirasiyla % 0.0095, % 0.0056, % 0.0021 ve %

0.0073 olarak bulunmustur.

Trifolium tarleri Uzerinde yapilan miktar tayini ¢alismalarinin
genellikle bitkiden hazirlanan metanollil ve asit hidroliz yapilmis ekstreler
uzerinde vyapildigli gorulmektedir. Yapilan calismalarda, T. pratense
bitkisinin tasidigi baslica izoflavonlarin formononetin ve biokanin A oldugu,
bunun yaninda az miktarda daidzein ve genistein bulundugu
gorulmektedir. Rijke ve ark. tarafindan yapilan bir ¢calismada, T. pratense
yapraklarinin daidzein ve genistein icermedigi, % 0.06 oraninda
formononetin ve % 0.033 oraninda biokanin A tasidigi tespit edilmistir®®.
Delmonte ve arkadaslarin Trifolium pratense &rneklerinde yaptigi bir
calismada, bitkinin % 0.011 daidzein, % 0.010 genistein, % 0.289
formononetin ve % 0.204 oraninda biokanin A tasidigi tespit edilmistir'®.
T. pratense populasyonlarinin izoflavonlar bakimindan incelendigi bir
calismada, yapraklarin % 0.00078-0.009131 oraninda daidzein, % 0.0051-
0.0171 genistein, % 0.656-2.346 oraninda formononetin ve % 0.249-1.033
oraninda biokanin A tasidigi bildirilmistir'®®. Wu ve arkadaslarinin T.
pratense, T. repens, T. hybridum ve T. campestre turlerinin yaprak, govde,
kék ve cicek kisimlarinda izoflavonlarl tayin ettigi bir calismada,
formononetin ve biokanin A’'nin T. pratense haricinde diger turlerin hig
birisinde bulunmadigi, genistein’in ¢alisilan bu dért tarin tim kisimlarinda
tespit edildigi, daidzein’in ise T. pratense’nin tim kisimlar ve T. repens’in
yapraklarinda bulundugu bildiriimistir. Wu ve arkadaslan yaptiklan
calismanin sonucunda, izoflavon miktarlar Gzerinde bitkinin toplama
zamani, cicek rengi, bitkinin kismi ve kultir kosullarinin oldukga etkili

oldugunu bildirmistir®.

izoflavonlarin insan saghgina faydal etkilerinin belirlenmesi
ile son yillarda izoflavonlar Gzerine ilgi artmistir. Ulkemizde 130 kadar

takson ile temsil edilen Leguminosae’nin blylk cinslerinden birisi olan
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Trifolium tirlerinin izoflavonlan (zerine calismalar yapilmistir. Ulkemizde
yetisen Trifolium turlerini tasidiklan izoflavonlan bakimindan inceledigimiz
O6nceki calismamizda, Turkiye'nin farkli yerlerinden toplanan 2 farkli
Trifolium pratense varyetesi olan T. pratense var. pratense ve T. pratense
var. sativum'un toprakistlu kisimlarindan hareketle hazirlanan metanollt
ve asit hidroliz yapilmis metanolll ekstrelerde, daidzein, genistein,
formononetin ve biokanin A'nin HPLC ile miktar tayinleri yapiimistir. Sonug
olarak, T. pratense var. pratense ve T. pratense var. sativum'daki
daidzein, genistein, formononetin ve biokanin A miktarlari, her iki varyete
icin de asit hidroliz ile hazirlanan 6rneklerde daha yuksek miktarlarda
bulunmustur. Total daidzein ve genistein miktarlar sirasiyla en yuksek
oranda % 0.0447 ve % 0.0115 ile T. pratense var. pratense'de tespit
edilmistir. Benzer sekilde yine ayni bitkide total formononetin ve biokanin
A siraslyla % 0.0251 ve % 0.0039 ile en yiiksek miktarda belirlenmistir'®.
Diger bir calismamizda, Van-Catak bdlgesinden toplanan Trifolium
lucanicum drneklerinden belirli konsantrasyonlarda hazirlanan asit hidroliz
yapiimis metanolli ekstreler, izoflavonlan bakimindan tarafimizdan
gelistirilen yeni bir metot kullanilarak HPLC ile kantitatif olarak
incelenmistir. Daidzein, genistein, formononetin ve biokanin A'nin Trifolium
turleri icerisindeki miktarlarinin tayin edildigi kromatografik analizlerde
spirolakton internal standart olarak kullaniimistir. T. lucanicum toprakustu
kisimlarindan hazirlanan ekstrelerde daidzein 2.4476, genistein 0.1421,

formononetin 0.0911 ve biokanin A 0.2600 pg/mL olarak bulunmustur'®.

Ulkemizde yetisen  Trifolium tirlerinin  izoflavonlari
bakimindan incelendigi diger bir calismada, Turkiye'nin degisik
boélgelerinden 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 turleri daidzein, genistein, formononetin ve
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biokanin A miktarlan bakimindan HPLC ile analiz edilmistir. Daidzein en
yuksek oranda T. trichocephalum'da (% 0.01974) , genistein en fazla
oranda T. canescens'de (% 0.12532), formononetin en fazla oranda T.
pratense var. pratense'de (% 0.06088) ve biokanin A en fazla oranda T.
canescens'de (% 0.04603) bulunmustur. Toplam izoflavonoit miktan
acisindan T. canescens en zengin tur olarak degerlendirilmis ve
fitoterapdtik olarak yaygin olarak kullanilan T. pratense’ye alternatif

olabilecek tiir olarak bildirilmistir'®.

Tez kapsaminda izoflavonlari bakimindan HPLC ile
inceledigimiz T. longidentatum'un dort izoflavonuda icerdigi, ancak
metanolll ekstre olmasi bakimindan bu izoflavonlarin asit hidroliz
neticesinde miktarlarinda olabilecek artisin degerlendiriimesinin uygun
olacagi gorusundeyiz. Tez calismamiz Turkiye'de vyetisen T.
longidentatum’un izoflavonlari ydnunden incelenmesine yonelik yapiimakla
beraber, Glkemiz florasinda henliz arastinlmamis birgok Trifolium turdnin
de toplanip izoflavon miktarlarinin belirlenmesi, son yillarda énemi giderek
artan fitodstrojenlerin yeni kaynaklarinin belirlenmesi bakimindan faydali

olacaktir.
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6. OZET

Trifolium tarleri gesitli rahatsizliklanin tedavisinde halk ilaci
olarak  kullaniimaktadir. Bu tlrler arasinda Trifolium pratense
izoflavonoitlerin  6nemli dogal bir kaynagidir. Son yillarda yapilan
arastirmalar goéstermistir ki T. pratense (kirmizi yonca) ekstreleri doért
major dstrojenik izoflavon genistein, daidzein ve bu bilesiklerin metil eter
turevleri olan biokanin A ve formononetin’i ylksek miktarlarda
icermektedir. Bundan dolayi, T. pratense ekstreleri selektif 6strojen
reseptor modiilatorleri olarak alternatif hormon replasman tedavisinde ve
menapoz sikayetlerinin giderilmesi icin T. pratense preparatlarinda etkin

sekilde kullanilirlar.

Trifolium cinsi, Tuarkiye florasinda 130 takson ile temsil
edilmekte olup, Trifolium longidentatum’un izoflavonoitleri Uzerinde
bugline kadar herhangi bir analitik ¢alisma yapilmamistir. Bu ¢alismada,
T. longidentatum’'un toprakusti kisimlarindan hazirlanan metanolli
ekstrelerde, daidzein, genistein, formononetin ve biokanin A adh dort
izoflavonun HPLC ile miktar tayinleri yapilmistir. Kromatografik ayirnm
metanol, asetat tamponu (pH=4.75) ve asetonitrilin mobil faz olarak
gradient elisyonla uygulandigi, Agilent Eclipse XDB-18 (15 cm x 4.6 mm
i.d.) ters faz kolon Uzerinde gergeklestiriimistir. T. longidentatum ekstreleri
icindeki daidzein, genistein, formononetin ve biokanin A miktarlan sirasiyla
% 0.0095, % 0.0056, % 0.0021 ve % 0.0073 olarak bulunmustur.

Anahtar Kelimeler: Leguminosae, Trifolium, Trifolium longidentatum,

izoflavonoitler, kantitatif analiz, HPLC.
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7. SUMMARY

Trifolium species are used in traditional medicine to treat
several disorders. Among them, Trifolium pratense are a potent natural
source of isoflavonoids. Recent researches have shown that Trifolium
pratense (red clover) extracts contain significant high amounts of all the
four major estrogenic isoflavones genistein, daidzein, and their methyl
ether derivatives biochanin A and formononetin. Therefore, red clover
extracts indicate the potential application of red clover preparations for
alternative hormone replacement therapy as selective estrogen receptor

modulators and in the management of menapouse.

Genus Trifolium is represented by 130 taxons in the flora of
Turkey and, up to date, no any analytical study has been performed on
isoflavonoids of Trifolium longidentatum. In this study, the methanolic
extracts prepared from the aerial parts of T. longidentatum have been
analyzed to determine the concentrations of four isoflavones, daidzein,
genistein, formononetin and biochanin A, by HPLC. Chromatographic
separation was carried out by using a mobile phase containing methanol,
acetate buffer (pH=4.75) and acetonitrile (gradient elution) on the reversed
phase column, Agilent Eclipse XDB-18 (15 cm x 4.6 mm i.d.). The content
of daidzein, genistein, formononetin, and biochanin A in the extracts of T.
longidentatum were found as 0.0095 %, 0.0056 %, 0.0021 ve 0.0073 %,

respectively.

Keywords: Leguminosae, Trifolium, Trifolium  longidentatum,

isoflavonoids, quantitative analysis, HPLC.
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