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Fitoostrojenler Ostrojen hormonuna benzer etki gosteren bitki sekonder metabolitleridir.
Fitodstrojenler; menopoz ve osteoporoz sikayetlerinin giderilmesinde ve atardamarlarin
elastikiyetinin ~ artirllmast  yoluyla kalp damar hastaliklarinin ve hipertansiyonun
engellenmesinde etkili olmalarinin yaninda gogiis, prostat, rahim, kolon kanserlerine karsi da
koruyucu 6zellik gosteren besin destekleridir. En ¢ok caligilan fitodstrojenler, izoflavonlar ve
lignanlardir. Trifolium pratense L.(Cayir iicgiilii)’de izoflavonlardan formononetin, biokanin A,
genistein ve daidzein tespit edilmistir. Calismada dogal tetraploid Trifolium pratense L.
tohumlariin ¢imlendirilmesiyle elde edilen fidelerden alinan eksplantlardan kallus olusturuldu.
En iyi kallus olusumunu saglayabilmek amaciyla farkli bitki biiyiime diizenleyicileri igeren
PCL-2 ve B5 ortamlar1 kullanildi. Olusan kalluslarin ikinci ve {igiincii alt kiiltiirleri ile diploid
ve tetraploid bitkinin ¢i¢ek kisimlari, asit hidrolizi igeren ekstraksiyona tabi tutulduktan sonra
ince tabaka kromatografisine (ITK) tatbik edildi. Ardindan diyot-array dedektér (DAD)
kullanilarak, ters fazli kolonda (Lichrospher 100 RP-18), yiiksek basingli sivi
kromatografisinde (HPLC), lineer gradient yontemle, formononetin, biokanin A, genistein,
daidzein igerikleri tespit edildi. HPLC’de Trifolium pratense L.’nin diploid ¢igeginde miktar
tayinini yaptigimiz izoflavonlara ait hi¢ bir pike rastlanmazken, tetraploid cicekte en
cok formononetin olmak iizere genistein ve biokanin A tespit edildi. Kalluslarda en
yiiksek izoflavon igerigi (% 0.115= 1.15mg/g formononetin) B5 ortaminin (11 mg /L
NAA 10 mg /L 2,4-D 10 mg /L KIN) ikinci altkiiltiir kalluslarinda belirlendi Geri kalan
ortamlarin kalluslarinda ise en ¢ok formononetin olmak iizere ¢esitli miktarlarda diger
izoflavonlar tespit edildi.
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ABSTRACT

Master Thesis

ANALYSIS OF SOME ISOFLAVONES (PHYTOESTROGENS) IN TETRAPLOID
Trifolium pratense L. CALLUSES
Tugba ERCETIN

Ankara University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology

Supervisor : Prof. Dr. M. Cihat TOKER

Plant derived estrogens, which are called phytoestrogens, are plant secondary
metabolites which influence similar to the estrogen hormones. Phytoestrogens are
nutrient support to show protective attribute for remove menopause and osteoporosis
complaints. Besides phytoestrogens effective to prevent cardiovascular disease via
increase elasticity of artery vessel and hyper blood pressure. The two most studied
groups of phytoestrogens are the isoflavones and lignans. It was determined isoflavones
such as formononetin, biochanin A, genistein, daidzein in Trifolium pratense L. (Red
clover). In this study, calli were formed from explants which were obtained from in
vitro germinated natural tetraploid 7. pratense L. seedlings. Different plant growth
regulators used in PCL-2 and B5 media for provide best callus formation. Calli of
second and third subcultures and diploid and tetraploid plant flowers, following an
extraction procedure employ in acid hydrolysis were applied to thin layer
chromatography (TLC). Than extracts were revealed for contents of formononetin,
biochanin A, genistein, daidzein with using a reversed—phase C column (Lichrospher
100 RP-18) with linear gradient elution on a high performance liquid chromatography
(HPLC) coupled with photodiode array detector (DAD). Natural tetraploid 7. pratense
L. flower have biochanin A, genistein beside maximum formononetin, while none of
our isoflavones peak were observed on HPLC chromatograms of diploid flower
extracts. In calli, the highest isoflavones contents (% 0.115= 1.15mg/g formononetin)
are confirmed in second subculture callus of BS medium (11 mg /L NAA 10 mg /L 2,4-
D 10 mg /L KIN). In the calli of remained media were determined main isoflavone
formononetin but they have different amount of other isoflavones.

2007, 66 pages

Key Words: Tetraploid Trifolium pratense L., Red clover, Isoflavones, Phytoestrogen, ,
Callus, HPLC
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1. GIRIS

Bitkiler insan hayatindaki beslenme, giyim ve saglik ihtiyaglarini karsilayan 6nemli bir
kaynaktir. Giintimiizde saglik i¢in kullanimlar1 daha da 6n plana ¢ikmistir. Bitkilerden
ilag, ilag hammaddesi ve gida deste§i olan ¢esitli maddeler elde edilmektedir. Bu
maddeler icinde, fitodstrojenler de Onemli bir grubu olustururlar. Son yillarda
fitoostrojenlerin 6zellikle memelilerin saglik problemleri {izerine etkileri yogun olarak
calisilmaktadir. Ostrojenik bilesikler 300° den fazla bitki tiiriinde goriilmesine karsilik,
bu bitkilerin ¢ok az bir kism1 insanlar ve hayvanlar tarafindan besin olarak tiiketilir

(Dixon 2004).

Fabaceae (Leguminosae=baklagiller) familyasindan Trifolium pratense L. (cayirii¢giilii)
iyl bir yem bitkisi olmasinin yaninda icerigindeki fitodstrojenlerden dolayr da

kaydadeger bir bitkidir.

T. pratense L. ¢ok yillik, 20-60 cm boyunda gévde uzunluguna sahip otsu bir bitkidir.
Uclii yapraga sahip olan bitkinin yaprakg¢iklarmin ortalama uzunluklar1 1.5-3.0 cm’dir.
Korolla alacali mor renktedir. Cicekler komec (kapitatus) halinde ve terminal
durumludur (Davis 1970). Meyveleri ¢ok kiigiiktlir ve igerisinde bir ya da iki tohum

bulunur.

Kuzey Yarimkiirenin 1liman bolgelerinden, tropiklerdeki daglara kadar genis bir alanda
yasayabilen bitki, cayirlar, yol kenarlari, kesilmis orman alanlar1 gibi yerlerde, yaklasik
2300 m yiikseklige kadar yayilis gosterir. Avrupa ve Kuzey Amerika’da yaygin olarak
tarim1 yapilan 7. pratense L. dogal olarak Gilineydogu Avrupa ve Anadolu’da
bulunmaktadir. Yurdumuzda 6zellikle Orta ve Dogu Anadolu’nun taban meralarinda, su
kenarlarinda ve Karadeniz Bolgesi’nde bitki ortiisii i¢inde yaygin olarak bulunur (El¢i
1994). Anadolu’da biiyiik bir form zenginligi gosteren ve ii¢ varyetesi bulunan 7.
pratense L. diploiddir. El¢i (1982) tarafindan Erzurum’un Tortum yoresinden toplanip,

kiiltiire alinan 7. pratense var. pratense L. ise dogal tetraploiddir.



Kuru ot i¢in tarimi1 yapilan ¢ok degerli bir yem bitkisidir (El¢i 1988). Sulanabilen, yillik
yagist yiiksek ve diizenli olan bolgelerde kuru ot iiretimi ve hayvan otlatmak amaciyla
yetistirilen 7. pratense L. igerigindeki fitodstrojenlerden dolayr hayvanlardaki siit
verimini de artirmaktadir (Van de Weijer and Barentsen 2002). Koklerindeki yumrular
sayesinde topraktaki azot birikimine yardimci ve proteince zengin olan bitki, toprak
1slah1 ¢alismalarinda da kullanilmaktadir. Diisiik 151k yogunluguna ve kurakliga
dayanikli olan bitkinin, toprak Ozelliklerine karsi genis bir toleransi vardir. Amerika

Birlesik Devletleri, Kanada, Fransa bitkinin baslica tohum {ireticisi iilkeleridir.

Diploid formlara gore pek ¢ok 6zelliginden dolay: tetraploid formlar oldukga tstiindiir.
Dogal tetraploid 7. pratense, vejetatif yonden {iistiin olmasinin yaninda dogal gen
kaynagidir. Diploid form genellikle 3-4 yil yasarken dogal tetraploid 7. pratense
tarlada 7 yila kadar kalabilmektedir.

T. pratense L. bitkisinin, tasidig1 ve fitodstrojen olarak bilinen izoflavonlarindan dolay1
yaygin olarak tibbi amagh kullanimi vardir. Son yillarda o6zellikle Avrupa ve
Amerika’da tibbi ila¢ preparatlarinda ve halk arasinda yaygin olarak kullanilmaktadir.
Menopoz doneminde uygulanan ve pek cok risk tasiyan hormon tedavisi yerine bitkisel
tedavi tercih edilmektedir. Fitoostrojenler Ostrojen hormonuna benzer yapilarindan
dolay1 pek ¢ok Onemli etkiye sahiptir. Bunlarin en basinda da menopozun baslangic
doneminde norovejetatif bulgular olarak isimlendirilen sicak basmasi, el ve ayaklarda
karincalanma, terleme, uykusuzluk, sinirlilik hali, yorgunluk, carpinti hissi, bas agrisi,
kas ve eklem agrilar1 gibi sikayetleri hafifleterek bireyin yasam kalitesini yiikseltmesi
gelir. Yine fitoOstrojenler menopoz sonrasi doneminde siklikla goriilen rahatsizliklar
olan kemik erimesinin (osteoporoz) dnlenmesi ve kemik yogunlugunun artirilmasi, kalp
ve damar hastaliklarinin engellenmesi, algilama bozukluklarinin diizeltilmesi , kan lipid
profilinin diizenlenmesi, kolesterol ve trigliserit diizeylerinin diisiiriilmesi amaciyla
kullanilir. Ayrica fitodstrojenler, hormon replasman tedavisi ile ortaya ¢ikma riski artan
meme ve rahim i¢i kanserlerine kars1 korunma da saglayarak menopoz doneminde kadin
sagligini bir biitiin olarak korurlar.

T. pratense L. bitkisinin igeriginde bulunan izoflavonlar Avrupa ve Amerika’da birgok

ticari preparatta kullanilmaktadir. Ulkemizde de son yillarda bu preparatlardan Saglik



Bakanligi’nin onay1 ile kullanilanlart vardir. Mikro-Gen firmasi tarafinda iiretilen
Isoflavin genistein ve daidzein icerirken, Gynogen genistein izoflavonunu igermektedir.
T. pratense L. halk arasinda kanser, bronsit, karaciger hastaliklari, yanik ve yaralar,
romatizma, deri hastaliklari, iilser, egzema ve sedef hastaligina karsit kullanilan bir
bitkidir (Kledjus et al. 2001). Ayrica icinde bulundurdugu yiiksek orandaki

izoflavonlardan dolay1 7. pratense ilag sanayiinde dikkat ¢ceken dnemli bir bitkidir.

Calismanin amac1 dogal tetraploid 7. pratense tohumlarinin in vitro ¢imlendirilmesi ile
elde edilen siirgiinlerden alinan eksplantlardan, ¢esitli ortam ve biiyliime diizenleyiciler
kullanilarak elde edilen kalluslar ile bitkinin diploid ve tetraploid formlarinin
isoflavonoid iceriklerini once ITK ile belirlemek ve ardindan HPLC ile miktarlarini

tayin etmektir.



2. KAYNAK OZETLERI

2.1 Botanik Bilgiler

T. pratense L. Leguminosae (Baklagiller) ailesine ait, ¢cok yillik, 20-60 ¢cm boyunda

gdvde uzunluguna ve tiglii yapraga sahip otsu bir bitkidir.

Yurdumuzda 6zellikle Orta ve Dogu Anadolu’nun taban meralarinda, su kenarlarinda ve
Karadeniz Bolgesi’nde bitki ortiisii i¢cinde yaygin olarak bulunur (Elgi 1994).
Anadolu’da biiyiik bir form zenginligi gosteren bitki diinyada da genis yayilim gosterir.

2.1.1 Trifolium pratense L. bitKisinin siniflandirilmasi

Trifolium pratense L.’nin sistematigi (Davis 1970) ise sOyledir:
* Divisio:  Spermatophytae (=Phanerogamae)
* C(lassis: Magnoliopsida

* Subclassis: Dicotyledoneae

*  Ordo: Fabales

* Familia: Fabaceae
e Tribus: Trifolieae
* Genus: Trifolium
* Sectio: Trifolium

* Species:  Trifolium pratense

* Varyete: Trifolium pratense var. pratense

2.1.2 Fabaceae (Leguminosae = Baklagiller) familyasi

450-500 cinsi dahil 1300 kadar tiiri olan Fabaceae familyas1 biiyiikk ve Onemli
familyalardan birisidir ve otsu, ¢al1 ve agaclar, otsu veya odunsu sarilic1 bitkileri igerir
(Se¢cmen 1995). Yapraklar ¢ogunlukla tiiysii, trifoliat (liggiil), ender olarakta basittir.

Stirglinlere sarmal veya almacl olarak dizilmistir; kulakgiklart (stipul) bulunmakta;



yaprak sapinda ve pinnalarin tabaninda 6zel hareket organlar1 (pulvinus) gelismektedir.
Pulvinuslar sayesinde bazi cinslerde yapraklar niktinastik bazen autonom hareketler
yapma yetenegindedirler. K6k yumrucuklarinda havanin serbest azotunu baglayan
Rhizobium cinsine mensup bakteriler simbiyoz halde yasarlar. Cigekler aktinomorf
veya zigomorf, hermafrodit (erselik), Ss Ps Ajo G; tist durumludur. Meyve bakla
(leglimen, apokarp meyve) dir. Bazi tiirlerde endosperm (besi doku) yoktur, besin
kotiledonlarda depo edilir ve Mimosoideae, Caesalpinioideaec ve Faboideae
(Papilionaceae) olmak iizere {i¢ alt familyaya ayrilir. Fabaceae familyasi bitkileri insan
ve hayvanlar i¢in biiylik onem tasirlar. Proteince zengin olan bu familyaya ait yem
bitkisi olarak kullanilan bazi tiirlerin otlarinin beslenme degerlerinin fazla olmasinin
yaninda hayvansal metabolizma i¢in ¢ok 6nemli olan ve sitrik asit dongiisiinde rol
oynayan siiksinik asidi (kehribar asiti) geng siirgiinlerinde bol miktarda bulundururlar.
Ayrica birgogunun yan tirlinlerinden yararlanildigi gibi bir¢ogu da siis bitkisi olarak

degerlendirilmektedir.

Tirkiye Florastyla ilgili en kapsamli ¢alisma olan " Flora of Turkey and East Aegean
Islands " (Davis 1970) adli eserin 3.cildinde Fabaceae familyasi’nin Tiirkiye'de 68 cins

ve 926 tiirlin yayilig1 verilmektedir.

2.1.3 Trifolium L. cinsi

Tek veya cok yillik otsu bitkilerdir. Yapraklar trifoliat (liggiil) veya ender olarak 5-9
adet, genellikle disli yaprak¢iktan olusan digitat tiptedir. Kulakgiklar (stipullar) belirgin
genellikle tam olup, yaprak sapina birlesiktir. Cicekler sapsiz veya sapli, basak yada
rasemoz halinde kurul olustururlar veya ender olarak da teker teker bulunurlar. Brakte
bulunur veya bulunmaz. Canak varyasyonlar gosterir. Tag pembe, kirmizi, morumsu,
beyaz veya sar1 renkli olup genellikle kalicidir. Stamenler diadelftir ((9)+1). Legiimen
diizdiir, acilmaz veya gayri muntazam yirtilir. Genellikle Mart- Eyliil aylarinda ¢igek

acarlar.



Flora Europaea (Tutin et al. 1964) adli eserde ise Tiirkiye'de 43 taksonun yayilis
gosterdigi saptanmustir. " Flora of Turkey and the East Aegean Islands” (Davis 1970)
adli eserde Zohary tarafindan Tirkiye' de 101 tiir veya 130 taksonun yayilis gdsterdigi

saptanmis olup, 13 taksonu endemiktir. Dolayisiyla endemizm oranit % 10 'dur.

2.1.4 Trifolium pratense L.

Dikten yatiga, cok yillik ve 20-60 cm’ye varan govde uzunlugu goriiliir (Sekil 2.1).
Stipullar ovat-lanseolat, serbest ucglar1 mukronat veya kuspidattir. Yaprakeiklar 1.5-3.0
(-5.0) cm. obovattan genis eliptige, 0.7-2.2 cm genislikte, sapsiz veya nadiren sapli,
genellikle indirgenmis yapraklarin stipullart vardir. Kaliks tlipsii-kampanulat, 10-
damarl patuloz-tiiylii, nadiren tiiysiiz; tiip boynu dairesel tiiylii bir kalinlagsma ile agilir.
Korolla kirmizimsi-mor ila pembe, nadiren beyazimsi olup, 13-18 mm boyundadir.
Ciceklenmeleri 5.-9. aylar arasinda gergeklesir. Cayirlar, yol kenarlari, kesilmis orman

alanlar1 gibi yerlerde, yaklasik 2300 m.’ye kadar yayilis gosterir.

Sekil 2.1 Tetraploid Trifolium pratense bitki 6rnegi



Trifolium pratense var. pratense anahtarda soyle belirlenir: Govdeler genellikle 20-40

cm, yogun basik tiiylii; yaprakeiklar 1.5-3.0 cm dir (Davis 1970).

Cicek toplulugu komeg, durumu ise terminaldir. Tetraploid cayir li¢giiliinde ¢igekler

daha biiyiik ve ¢icek borusu dar uzundur (El¢i 1994).

Meyve c¢ok kiiciiktiir. Icerisinde tek, ¢ogunlukla iki tohum bulunur. Meyve kabugu
enine boliinerek tohum iizerinde sapka seklinde kalir. Diploid ve dogal tetraploid 7.
pratense L.’nin polen ve tohum morfolojisi Pinar et al. (2001) tarafindan ¢alisilmigtir.
Polenlerin biiyiikliikleri birbirine yakindir. Diploid polenler simetrik iken tetraploid
polenlerde asimetri goriilmektedir. Diploid formun tohumlar sar1, biiyiik ve agir iken

tetraploid formun tohumlar1 koyu kahverengi ve daha kiictiktiir.

Bitkinin tetraploid formu, diploid formu ile kiyaslandiginda vejetatif tstiinliikler

gosterir.

2.1.5 Tiirkiye’deki yayilis1

Diploid Trifolium pratense var. pratense L.’nin Tiirkiye’de yayilis1 (Sekil 2.2) (Davis
1970)

A 1 (E) Kirklareli: Kirklareli- Demirkdy arasi, 200 m.
A 2 (E) Istanbul: Sarryer

A 3 Bolu: Bolu-Sakarya aras1 25 km., 500

A 4 Zonguldak: Keltepe Karabiik aras1 Sorgun'da 1300 m.
A 5 Corum: Alaca Sungurlu aras1 20 km.1200 m.

A 6 Ordu: Aybasti'nin 1100 m. yukarisi

A 7 Giresun: Tamdere 1600 m.

A 8 Erzurum: Tortum ve Oltu aras1 2300 m.

A 9 Coruh: Kordeven ile Ardanug aras1 1400 m.

B 2 Kiitahya: Simav 1650 m.

B 3 Isparta: Egridir- Barla Dag1 1200 m.



B 7 Tunceli: Piiliimiir'iin 1900 m.yukaris1

B 8 Erzurum: Varto- Hinis aras1 20 km. 1900 m.

B 9 Van: Timar 1750 m.

B 10 Van: Baskale'nin 3-4 km. kuzeybatis1 2300 m.

C 2 Denizli: Honaz Dag1 1250 m.

C 4 Konya: Karaman

C 9 Van: Erek Dag1 2200 m.

C 10 Hakkari: Yiiksekova Semdinli arasinda 10 km. 1950 m.
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Sekil 2.2 T. pratense var. pratense L.’ nin Tiirkiye’de yayilist
= Diploid
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* Tetraploid (Tortum)

2.1.6 Habitat

Sulanabilen, yillik yagis1 yiliksek ve diizenli olan bolgelerde ve yaklasik 2300 m
yiikseklige kadar yayilis gosterir.



Diisiik 151k yogunluguna ve kurakliga dayanikli olup toprak 6zelliklerine kars1 genis bir

toleransi olan 7. pratense fosfor ve yiiksek miktarda potasyum igeren nodiilasyon igin

ise notral pH’a sahip topraklari tercih etmektedir.

Sekil 2.3 Trifolium pratense var. pratense

2.2 Trifolium pratense L’nin Kimyasal icerigi

T. pratense L. flavonoitler olarak adlandirilan pigmentlerden izoflavonlar
bulundururlar. izoflavonlar fitdstrojen etkilidir. 7. pratense L.’nin igeriginde bulunan
izoflavonlarin baglicalar1 formononetin, biokanin A, genistein, daidzeindir. Bunlar da

bitkide aglikon halinde ve glikozitleri halinde bulunurlar.



2.3 Fitoostrojenler

Fitodstrojen terimi ilk kez 1980 yilinda ortaya ¢ikmustir. Fitodstrojenler, nutrasotik
maddeler i¢inde yer almaktadir. Nutrasotikler hastaliklarin tedavisinde veya
Onlenmesinde sagliga yararlar1 bilimsel olarak ispatlanmis, toksik olmayan, herhangi bir

gida destegini ifade eden bilesiklerdir (Baser ve Kirimer 2002).

Fitodstrojenler {izerine yapilan epidemiyolojik ¢aligmalar, fitodstrojence zengin diyetle
beslenen toplumlarda kardiyovaskiiler hastaliklar, osteoporoz, gogiis, prostat ve barsak
kanserlerinin daha az goriildiigiini ve menopoz sonrasinda bayanlarda Ostrojen

yetersizligine bagli semptomlarin daha hafif yasandigini gostermistir.

2.3.1 Fitoostrojenlerin yapisi ve simiflandirilmasi

Bitkilerde fenilpropan ve basit fenollerden sentezlenen fitodstrojenler kimyasal
yapilarina gére Izoflavonlar , izoflavanlar, Flavanonlar, Lignanlar, Kumestanlar,
Stilbenler, Steroller, Makrolitler olarak siniflandirilirlar (Biiyiiktuncer ve Basaran

2005).

Fitodstrojenlerin 6nemli bir grubunu flavonoitler olusturur. Endojen 6strojenlere benzer
Ozellik tasimalar1 nedeniyle bu maddeler zayif Ostrojenik ve antidstrojenik aktivite

(6stradioliin 0,001-0,002’si kadar) gdsteren bilesiklerdir ( Cassidy et al. 1995).

2.3.1.1 izoflavonlar

izoflavonlar bitkilerde dogal olarak ozlarla konjuge yapilar olan glikozit halinde
bulunurlar. Oz veya dioz izoflavonun c¢ogunlukla 7.C atomuna glikozidik bag ile
baglanmis durumdadir. 6-O-asetilglukozitler ve 6-O-malonilglukozitlerde ise aglikona

baglanan karbohidrat molekiiliine ek olarak asetil ve malonil grubu vardir (Sekil 2.4).

10



OR;

Sekil 2.4 izoflavonlarin formiilii

Cizelge 2.1 izoflavon yapismin radikal gruplara gore degisimleri

IZOFLAVON | R, R, R;
Formononetin H H CH;
Biokanin A OH H CH;
Genistein OH H H
Daidzein H H H
Daidzin H H Glukoz
Genistin OH H Glukoz
Glisitein H OCH; H
Glisitin H OCHj; Glukoz

izoflavonlar bitkilerde dért temel yapida bulunabilir. Bunlarda radikal gruplarina gore

farklilagirlar (Cizelge 2.1)

I. Aglikon yapisindaki konjuge olmamis izoflavonlar: Daidzein (4,7-dihidroksi
izoflavon), Genistein (4,5,7-trihidroksi izoflavon), Glisitein ( 7,4-dihidroksi 6-metil
izoflavon) (Sekil 2.5)

I1. 7-0-glukozitler: Daidzin (Sekil 2.6 a), Genistin, Glisitin

I11. 6-0-asetilglukozitler: 6-O-asetildaidzin (Sekil 2.6 b), 6-O-asetilgenistin
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IV. 6-O-malonilglukozitler: 6-O-malonildaidzin (Sekil 2.6 c), 6-O-malonilgenistin
(Sam and Chang 2002).

Izoflavonlarin 6strojenik aktivite gosterebilme yetenekleri farklidir. Genistein giiclii

Ostrojenik aktivite gosterirken, glisitein diger izoflavonlardan ¢ok daha zayif 6strojenik

ozellige sahiptir (Biiyiiktuncer ve Basaran 2005).

Genistein Daidzein Glisitein

Sekil 2.5 Aglikon yapisindaki izoflavonlar: Genistein, Daidzein ve Glisitein

OH OH OH

OH OH OH

a b C

Daidzin 6-0-Asetildaidzin 6-0O-Malonildaidzin

Sekil 2.6.a. Oz, b. Asetil, c. Malonil gruplar1 baglanmis daidzein izoflavonlar
(http://www.lclabs.com, 2005)
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izoflavonlarin 6strojenik aktivite gdsterebilme yetenekleri farklidir. Genistein giiglii
Ostrojenik aktivite gosterirken, glisitein diger izoflavonlardan ¢ok daha zayif dstrojenik

Ozellige sahiptir.

2.3.1.1.1 izoflavonlarin biyosentezi

Sikimat-asetat yolunun son tirlinii olan Fenilalanin, Sinnamik asite ve daha sonra okside
olarak p- Kumarik asite doniisiir. p- Kumarik asit, 3 asetat {initesiyle kondansasyona
ugrayarak A halkasmi olusturup, tetrahidrokalkona doniisecek olan ilk ara iiriiniin
olusmasini saglar. Diger kapali halka yapis1 (C halkasi) olustugunda bir flavonon olan
Naringenin meydana gelir. Bundan sonra flavonlar arasinda degisik formlar olusur

(Sekil 2.7), (Jensen and Schripsema 2002).

Flavonon olusumundan sonra izoflavonlarin olusum meknizmas: iki basamakta
gerceklesir. Ilk basamakta, bir flavonon enol formunun oksidasyonu ve rearanjmani;

ikinci basamakta, su molekiiliiniin eliminasyonu sonucu izoflavon molekiilii olusumu

gerceklesir. M
o [+] O, -~ _OH 2 o
N
P \rr"x.oH o -LCH #ametat 3 P
[ - | S |
o, A MH: Ay, o M
= HOT Unitesi N
Fenilalanin p- Kumarik ssit =) o
/ N
2 AOH e OH
| [ aH
o
HO o, OH e A HO - =X I o |
e o-\.f i o i T ..n_tﬁéa_\fo_,‘
N —_— N~ — -:h/l o
H 0 oH O od O
|
Tetrahidroksikalken Naringenin o
rapi

Sekil 2.7 Genisteinin biyosentez yolu (Jensen and Schripsema 2002)
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2.3.1.2 izoflavanlar

Sekil 2.8 Izoflavan yapisi

2.3.1.3 Lignanlar

HsCO )
HaCO OH
O oH o
OH o
HO Ho 5 /0 OCH,
|O O HeCO.. o H
e o
e o I ]/ J\/\ J/
OH e
OH Hot A

Sekoizolarikiresinol Metairesinol Larikiresinol Pinoresinol

Sekil 2.9 Lignanlarin yapilart (http:/Ipi.oregonstate.edu/.../ plantlignans.html, 2005)

izoflavonlardan sonra iizerinde durulan fitodstrojenler olan lignanlar tahil, sebze ve
meyvelerde bulunurlar, en iyi bilinen kaynaklar1 ise Linum usitatissimum (keten

tohumu)’dur.

Bitkilerde bulunan temel lignanlar metairesinol, sekoizolarikiresinol, larikiresinol
(Sekil 2.9) ve izolarikiresinol olup bunlar insanlarda Ostrojenik aktivite gdsteren
enterolakton ve enterodiole doniisebilmektedir. Enterolakton ve enterodiol barsak
mikroflorasinin lignan Onciileri {izerindeki aktivitesi sonucunda olusurlar. Ayrica

enterolakton enterodioliin oksidasyonu ile de olusabilir (Davis et al. 1999).
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2.3.1.4 Makrolitler

OH O

HO 0

Sekil 2.10 Zearalenon (Wang 2002)

Ozellikle uygun olmayan kosullarda depolanan tahillar, yagl tohumlar ve otlarda hizla
¢ogalan organizmalar olan Fusarium gibi mantarlarin sekonder metabolitleridir.
Genellikle tohumlarin kabuk kisminda bulunurlar. Zearalenon (Sekil 2.10), o ve B-

zearalanol Ostrojenik aktiviteye sahip olan ve mikodstrojenler olarak adlandirilan

bilesiklerdir (Davis et al. 1999).

2.3.1.5 Diger fitoostrojenler

Baz1 kumestanlar, flavanonlar, steroller ve stilbenler bu gruba girerler (Sekil 2.11 ve

Sekil 2.12 a,b,c).

Sekil 2.11 Bir Kumestan olan Kumestrol’iin yapis1 (Makela et al. 1995)
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1] OH

Sekil 2.12.a. Naringenin (flavanon) (Rice C.A. et al.,1999), b. Sitosterol (sterol)
(http://www.nutranews.org,2004), C. Resveratrol (stilben)
(http://www.pdrhealth.com., 2005)

2.3.2 Dogada bulunan fitodstrojen kaynaklar:

Bircok alt gruba ayrilan fitoostrojenler, bulunduklari besin kaynaklar1 bakimindan
cesitlilik gosterirler. Izoflavonlar temel olarak Leguminosae ailesinin iiyelerinde (soya
fasiilyesi, bezelye, mercimek) bulunsalar da Graminae, Rosaceae (Prunus sp.), Iridaceae

(Iris sp.) ve Solanaceae (Nicotiana tabacum) tiirlerinde de tanimlanmislardir.

Ostrojenik aktiviteye sahip izoflavon igeren bircok bitki cesidi bitkisel ilag olarak
kullanilir. Glycine max (soya fasulyesi) ve T. pratense L. (cayir li¢giilii) bu konuda
bliytik ilgi gormektedir.

Izoflavon kaynagi olarak kuru baklagiller, tahil iiriinleri, Cimicifuga racemosa (Black

cohosh), Pueraria lobata, Glycyrrhiza echinata (meyan kokii) sayilabilir.

Glycyrrhiza echinata glabridin izoflavonunu igerirken, Kudzu asmasi olarak bilinen
Pueraria lobata puerarin icermektedir (Tamir et al. 2001). Kuzey Amerika’da bulunan
cok yillik bir bitki olan Actaea racemosa ise izoflavon igeriginden dolayr menopozal
rahatsizliklarin giderilmesi amaciyla Amerika’da kullanilan birgok ticari preparatin

birlesimine girmektedir (Kennely ez al. 2002).
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Meyve ve yagh tohumlar igerisinde kus iiziimii ve kuru {liziim gibi kiiciik taneli
meyvelerin yliksek Ostrojenik aktiviteye sahip oldugu gozlemlenmistir (Liggins et al.
2000).

Giiniimiizde en ¢ok kullanilan izoflavon kaynaklar1 soya fasulyesinin islenmesi ile elde
edilen soya unu, soya protein izolatlar1, soya siitii, soya yogurdu, miso, tofu, tempeh’dir.
Bunlardan soya unu, soya fasulyesinin kavrulup 6giitiilmesi sonucunda elde edilir ve
protein, demir, ¢inko, B vitaminleri, lif, yag asitleri bakimindan zengin bir {riindiir.
Japonya ve Cin’de giinliik olarak iiretilen soya siitii soyanin 1sitilip, pisirildikten sonra
ogitiliip sikilmast ile elde edilmektedir. Tofu; Nagari adli bir maddenin soya ile
karistirilmasi ile elde edilmektedir. Tempeh, Endonezya’nin geleneksel yemeklerinden
biridir ve soya fasulyesinin piring ya da dar1 ile karistirilip pisirilmesiyle elde edilir.
Soya fasulyesinin piring ya da arpa, tuz ve bir tiir bakteri ile karigtirilmasiyla elde edilen

miso, Japonya’da tercih edilen bir yemektir (http://www.finspor.com.tr/saglik 2005).

Soya unundan sonra, islenmis soya iiriinleri olan miso ve tofu Asyalilarin diyetlerinde
izoflavonlarin ana kaynagidir. Ciinkii bunlarin hazirlanmasi sirasindaki fermentasyon
stirecinde, mikroorganizmalar izoflavonlarin B-glikozit bagin1 kopararak glikozitlerin
aglikonlara doniistimiinii saglarlar (Liggins et al. 1998). Bdoylelikle serbest formdaki
izoflavonlarin  konsantrasyonlar1 ile birlikte yararliliklar1 da artar. Griin ve
arkadaglarinin (2001) yaptiklar1 ¢alismada fermentasyonla genistein miktarinin arttigi,
ancak toplam izoflavon miktarinin fermente olmayanlardan pek farkli olmadig

belirlenmistir.

Soya yag1 ve soya sosunda hidrofilik glikozitler ayrilamadigindan izoflavon miktarlar
azdir (Fukutake et al. 1996). Soya tohumlarindaki fitodstrojen seviyeleri ¢evresel
faktorlere 6nemli bir sekilde baglidir. Amerika’da tiretilen soya fasiilyesinin ( Roundup)
%75’inden fazlas1 bir herbisitden glifosfata kars1 direngli olacak sekilde genetik olarak
diizenlenmistir yani transgeniktir. Glifosfat fenilalanin aminoasidinin habercisi ve

izoflavonlarin kaynagi olan sikimatlarin biyosentezine engel olur. Glifosfat’in tarlalarda
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cesitli dozlarda kullaniminin Roundup soyalardaki fitodstrojen seviyelerini etkilemedigi

gosterilmistir (Dixon 2004).

Genel olarak soya iirlinlerinin 1 gramlarinda 1-3 mg izoflavon icerdikleri kabul edilir.
Izoflavonlarin giinliik dozu vyaklastk 3 mg/kg oldugunda, kanser olusumunun

engellendigi gozlenmistir ( Rownland 1999).

Bir besinin fitodstrojen igerigi bitkinin genetik yapisi, yetistigi bolge ve mevsim
Ozellikleri, mantarlar ile enfekte olma durumu ve besin isleme yontemleri gibi bircok
faktorden etkilenir (Davis et al. 1999). Aym bitkinin farkli {lriinlerinin fitodstrojen
icerigi farklilik gosterdigi gibi, farkli cografyada yetigen tiirlerde de degisiklikler goze
carpmaktadir.

Cizelgelerde baz1 besinlerin 100 gramlarinda bulunan izoflavon (mg) ve lignan (ng/g)

icerikleri gosterilmektedir (Cizelge 2.2.- 2.4).

Cizelge 2.2 USDA-lowa State Universitesi Database’ine gore bazi besinlerin 100
gramlarinda icerdikleri Genistein, Daidzein ve Glisitein izoflavonlarinin miligram (mg)
cinsinden miktarlart (http://www.nal.usda.gov/fnic/foodcomp/Data/isoflav/isfl tbl.pdf,

2002)

Besin (mg/100g) Daidzein Genistein Glisitein Toplam
Sova tohumu 46.64 73.76 10.88 128.35
Sova unu 37.47 71.21 7.55 131.19
Sova sutu 2.41 4,60 7.01
Sova peyniri 11,24 20,08 31.32
Soya protein izolati 33,59 59,62 9,47 102,68
Sovafasulyesi Brezilya | 20,16 67.47 87.63
Soyafasulyesi Japonya 34,52 64,78 87,63
Miso 16.13 24,56 2,87 42,55
Tofu 13,60 13,90 2,00 29,50
Tempeh 17.59 24.85 2,10 43,52
Yonca filizi 0,00 0,35 0,35
Yesil cav 0.01 0.04 0.05
Fistik 0.03 0,24 0,27
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Cizelge 2.3 Bazi besinlerin 100 gramlarimin Formononetin ve Biokanin A
iceriklerinin  miligram (mg) cinsinden miktarlar1 (http:// www. nal.
usda. gov / fnic / foodcomp / Data / isoflavisoflav. html, 2002)

Besin (mg/100g) Formononetin Biokanin A Toplam
Soya unu 0,03 0,07 0,10
Soya fasulyesi 0,07 0,01 0,08
Kuru fasulye 0,00 0,01 0,01
Yesil fasulye 0,15 0,00 0,15
Fistik 0,01 0,01 0,02
Mercimek 0,01 0,00 0,01
Cayir tggtili 1322 833 2155
Yonca filizi ile ¢aywr tggiilii filizinin | 1771 2946 4717
karigimi

Cizelge 2.4 Cesitli besinlerin 1 graminda bulunan lignan miktarlar1 (ug cinsinden)

Besin (Ug/g) Lignan Besin (1g /g) Lignan
Keten tohumu 675 Yulaf 34
Keten  tohumu | 527 Havug 3.5
unu

Soya fasulyesi 8.6 Patates 3.0
Bugday kepegi 5.7 Pirasa 2.0
Yulaf kepegi 6.5 Brokoli 23
Kuru fasulye 5.6 Armut 1.8
Sarimsak 4.1 Erik 1.5
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2.3.4 Fitoostrojenlerin biyolojik aktiviteleri ve kullanihslar:

2.3.4.1 Ostrojenik/ antidstrojenik aktivite

FitoOstrojenlerin Ostrojenik ve antidstrojenik 6zellikleri; endojen Ostrojen olan 17-B-
Ostradiole olan yapisal ve islevsel benzerliklerinden (Sekil 2.13) dolay1 Gstrojen
reseptorlerine (ER) daha kolay baglanabilmelerinden dolayidir. ER-a ve ER-f i¢in bir

ligand olan fitodstrojenlerin etki mekanizmalar1 ¢cok komplekstir.

Fitodstrojenlerin aktivitelerinin ortamin endojen Ostrojen diizeyi ile iliskili olabilecegi
ve bunun sonucunda yiiksek Ostrojenli durumda yani menopoz Oncesi kadinlarda
antidstrojenik etki gosterirken, diisiik Ostrojenli yani menopoz sonrasi kadinlarda

Ostrojenik etki gosterebilecekleri diistiniilmektedir (Martini ef al. 1999).

Sekil 2.13. Insan dstrojeni olan 17-B stradiol (a) ile bir izoflavonun (b) yapisal
benzerligi ( http://www.herbal.chem.net/Advanced.htm, 2005)

- Izoflavonlarda ve 6stradiolde C3 ve C17 ile 7-4” OH hidroksillerinin bulunmas1 ve
aralarindaki mesafenin hemen hemen ayni olmasi ,

- Izoflavonlarm A ve C halkalar1 ile 17-B &stradioliin A ve B halkalarinin benzerligi,

- Iki molekiiliin polaritelerinin ve molekiiler agirliklarinin  benzerligi yapisal

yakinliklarinn isaretidir.
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Fitoostrojenler, ER-B’ya ER-a’dan daha giiclii baglanma kapasitesine sahiptir. ER-f3
prostat salgilama epitelinde, beyinde, idrar yolunda, diiz kas hiicreleri ve gogiis
hiicrelerinde goriilir ve mRNA ekspresyonu ER-a’dan daha yiiksektir (Davis et al.
1999)

Fitodstrojenlerin steroit metabolizmasini etkileyen enzimler iizerinde de etkili oldugu
belirlenmistir. Genistein ve kumestroliin 6stronun Ostradiole ¢evrilmesinden sorumlu
olan 17-B-6stradiol oksidorediiktaz enzimini baskiladigl arastirmalar sonucunda

gozlemlenmistir (Wu et al. 2002).

Genistein ve daidzein ER ve Seks Hormonu Baglayici Proteine (SHBG) baglanma
yetenegindedir ve ER’ne baglanmak icin Ostradiol ile rekabete girerler. Genistein ve
ekuol SHBG’ne baglanarak Ostrojen ve testesteronun yerine geger ve SHBG’nin
hiicresel seviyesini etkiler. Boylece Ostrojen ve androjen yolunda hedef hiicreler igin

giiclii etki yaparlar (Pino et al. 2000).

2.3.4.1.1 Menopoz oncesi kadinlarda

Fitodstrojence zengin diyetle beslenen kadinlarda; dstradiol, progesteron, seks hormon
baglayici globiilin (SHBG) diizeylerinde azalma, FSH (Folikiil stimiile edici hormon)
ve LH (Luteinize edici hormon) da baskilanma gibi endokrin degisiklikler goriilmesi
fitodstrojenlerin menopoz dncesi donemdeki kadinlarda antidstrojenik etki gdsterdigini

kanitlar niteliktedir ( Lu ef al. 2001).

Ayrica fitodstrojenlerin SHBG aktivitesini diizenlenmesi ile dstradioliin hedef organlara
dagilimim1 ve menstural siklus uzunlugunu etkiledigi gézlemlenmistir (Brzezinski and

Debi 1999).
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2.3.4.1.2 Menopoz sonrasi kadinlarda

Epidemiyolojik c¢aligmalar, menopozun ilk dénemlerinde goriilen ates basmasi, gece
terlemesi, uyku diizensizligi gibi rahatsizliklarin bati toplumlarinda, daha ¢ok soya ve
soya kaynakli besinlerle beslenen Asya toplumlarina oranla ¢ok daha fazla rastlandigini
gostermektedir. Bu arastirmalara dayandirilarak, diyette soya tiiketiminin artirarak,
Ostrojenik 6zellik gosterebilen izoflavonlarin serum konsantrasyonlarini artirmak ve bu
bilesiklerin bir ¢esit secici Ostrojen reseptor modiilatorii gibi davranmalar ile
menopozda gelisebilecek semptomlar1 6nleyebilmek miimkiin olabilmektedir (Burke et

al. 2000).

2.3.4.1.3 Osteoporozda

Ostrojen eksikligi ile ortaya ¢ikan , kemik olusumundaki azalma ve emiliminin artmasi
sonucunda osteoporoz adi verilen kemik kayiplariin soya izoflavonlarinca
azaltilabildigi cesitli raporlarda ileri siiriilmiistiir. Izoflavon fitodstrojenlerin etki
mekanizmasi, kemik yapimindan sorumlu olan osteoblast hiicrelerinin ¢ogalmasini
uyarmasi, oksidasyona bagli hasara kars1 bazi hiicrelerin korunmasi ve kemik yikiminda
etkili osteoklast hiicrelerinin apoptozisinin artmasini igerir ( Dixon 2004). Soya agirlikl
beslenen Asya iilkelerinde kalca kiriklarinin goriilme siklig bati iilkelerine oranla %50
daha azdir. Sicanlar iizerinde yapilan bir ¢alismada, genisteinin osteoblast
hiicrelerindeki alkalen fosfataz enzim aktivitesini uyararak kemik olusumunu artirdigi
gosterilmistir (Arjmandi et al. 2003). Yine ovaryumlar1 ¢ikarilmis siganlarin diyetlerine
soya fasulyesi eklenmesiyle kemik kaybinin 6nemli 6l¢iide azaldig1 goriilmistiir (Davis
et al. 1999). Sentetik bir izoflavon olan Ipriflavon’un kemik kaybini azaltic1 tedavide
uygulaniyor olmasi da izoflavonlarin osteoporozdaki etkilerini gosterir niteliktedir.

(Messina and Loprinzi 2001).
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2.3.4.2 Antikarsinojenik aktivite

izoflavonca zengin soya bazli diyetlerin idrardaki izoflavon seviyesi ile insanlardaki
gbglis ve prostat kanserlerinden 6liim oraninin azaltilmasi arasinda 6nemli bir iligki
vardir (Dixon 2004). Singapur’da Cinli kadinlar iizerinde yapilan epidemiyolojik
calismalar, soya tiiketiminin dogrudan kanser riskinin azaltilmasinda etkili oldugunu
ortaya koymustur (Lee ez al. 1991). Bu pozitif etki, genetik olmaktan ¢ok soya diyetiyle
beslenme ile ilgilidir ¢iinkii Amerika’ya goc eden ve batili beslenme tarzini segen
Asyalilar da gogiis ve prostat kanseri Asyada kalanlara gore daha yiliksek oranda
goriilmektedir (Dai ef al. 2002). Japonlarin idrarlarindaki genistein, daidzein ve ekuol
seviyeleri Amerikali ve Avrupalilarla karsilastirildiginda soya {irlinlerinin
izoflavonlarinin kanser riskinin azaltilmasinda sorumlu etmen oldugu ileri siirtilmiistiir
(Ganry 2002). Bu koruyucu etkiler; tiimoriin artisinin ve tekrar oraninin azaltilmasi,
farklilasmamis lobiillerin farklilasmis olanlara gére daha hizli olgunlasmasini igerir

(Cotroneo et al. 2002).

Fitostrojenlerin tiimoér olusumunda onemli rol oynayan DNA topoizomeraz 1 ve II,
tirozin kinaz, ribosomal S6 kinaz, Sa-rediiktaz enzimlerinin etkinliklerini baskiladiklari
belirlenmistir. Ayrica fitoostrojenlerin antiproliferatif 6zellikleri, hiicrelerin boliinerek
cogalmasini Onler, antianjiogenetik etki ile de timdr hiicrelerinin metastaz yapmalarini

azaltirlar (Umland et al. 2000).
Fitodstrojenlerin gogiis, prostat, endometrium gibi hormonal kanser tiirleri ile kolon,
mide, pankreas gibi diger kanser tiirlerine kars1 koruyucu olabilecegi epidemiyolojik, in

vivo, in vitro hayvan ve insan ¢alismalar1 ile gosterilmektedir.

2.3.4.2.1 Gogiis kanseri

Fitoostrojenlerin  etkilerinin arastirildigi kanser tiirleri arasinda en ¢ok calisilanidir.
Goglis kanserine karsi fitoostrojenlerin koruyucu olabilecegine dair ¢esitli dayanaklar

vardir. Bunlardan birincisi gogiis kanserinin, Asya iilkelerinde goriilme sikligi bati
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toplumlarindakinin “4’ii kadardir (Bingham et al. 1998). ikincisi ise Tamoksifen adli
ilacin tedavide basar1 ile kullanilmasidir. Bir diger goriise ise, fitodstrojenlerin
menstural siklusu uzatarak ve maruz kalinan Gstrojen diizeyinin artirilmasi yoluyla
kanser riskinin azaltilmasidir. Diyete eklenen 45 mg izoflavon folikiiler fazda gecen
stireyi 2-3 giin artirabilmektedir. Biokanin A gdgiis karsinoma hiicrelerinde ¢ok asamali
aktiviteye sahiptir. 10pug/ml’den az konsantrasyonlarda gelismeyi tesvik etmekte, 40
ug/ml olan orta diizeyde etkisiz, yiiksek konsantrasyonlarda ise sitotoksik etki
yapmaktadir. Bu etkiler ER’ne baglidir ve ER mRNA seviyesi, farkli Biokanin A

konsantrasyonu iceren hiicrelerin artma orani ile paraleldir.

Tamoksifen gogiis kanseri icin yiiksek risk tasiyan kadinlarda kimyasal onleyici olarak
kullanilan drogdur. Diisiik Genistein konsantrasyonu, yapisal olarak ilgili bilesik olan
Tamoksifenin ile zit etkili olabilir. Fitodstrojenlerin  antidstrojenik — 6zellik
gostermelerine dayanarak dogal bir koruyuculuk olusturdugu diisiiniilmektedir (Cassidy
et al. 2000). Genistein gogls kanseri hiicrelerine karsi giiclii biiyiime inhibitorii etkisine

sahiptir.

2.3.4.2.2 Prostat kanseri

Amerika’da erkeklerde kanserle olan dliimlerde, ikinci sirayr alan prostat kanserinden
Olim ve tekrar orani ile, yiiksek fitodstrojen alinmasi arasinda ters orant1 goriilmiistiir.
Amerika’da 1996-1998 yillar1 arasinda 83 prostat kanserli ve 107 kontrollii ¢alismada,
kumestrol ve daidzeince zengin diyetin genisteine gore onemli sekilde kanseri azalttigi
gdzlemlenmistir (Aldercreutz 1998). Insan prostat epitel hiicrelerinde iyi ve kétii huylu
tiimor gelisiminde daidzein giiclii inhibitdr etki gosterirken, onun metaboliti olan ekuol,
mikromolar konsantrasyonlarda bile daha giiclii inhibitér etki gosterir. Daidzeinin
ekuole doniismesi prostat kanserini dnleyici diyette onemli bir faktordiir (Hedlund et al.

2003).

FitoOstrojenlerin ~ steroit ~ metabolizmasinda  yer  alan  aromataz, 17-B-

hidroksisteroiddehidrogenaz, Sa-rediiktaz gibi enzimleri baskilayabilme yetenekleri ve
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antikarsinojik Ozellikleri ile prostat kanserine karsi koruyucu olabildikleri ileri
stirilmektedir. Asyali erkeklerin plazma ve prostatik sivilarindaki izoflavon seviyesi

Avrupa’ll erkeklerden daha yliksektir (Guo et al. 2001).

2.3.4.2.3 Diger kanserler

Genistein ve Biokanin A’nin in vitro ¢aligmalarda insan mide kanser hiicrelerinin
gelisiminin inhibisyonunda, apoptozisi uyaran temel bilesikler oldugu gozlenmistir.
(Yanagihara et al. 1993). Genistein gii¢lii bir sekilde monoklonal antikorlara baglanarak
kan kanseri gelisimini engeller (Uckun et a/.1995). San Fransisco’da 800 kadin iizerinde
yapilan ¢aligmada izoflavonca zengin diyetin tiroid kanseri riskini azalttig1r gorilmistiir

(Horn-Ross et al. 2002).

Kolon kanserinde ¢ok az konsantrasyondaki Genistein, faz II detoksifiye edici enzim

kuinon rediiktazi tesvik eder (Wang et al. 1998).

2.3.4.3 Antioksidan aktivite

Viicutta antioksidatif koruma sisteminin iyi ¢aligmadigi durumlarda serbest radikallerin
viicutta fazlalagtig1 goriiliir. Bu da viicutta bazi hasarlara neden olur. Serbest radikallerin
miktar1 arttikga once yaglanma hizlanir, hiicre 6liimii, sonra doku 6liimii daha sonra ise

beyin damarlarinin tahribatina varan hasarlar olusur (Bilaloglu ve Harmandar 1999).

38 caligmanin birarada toplandigi genis¢apl bir arastirmada giinliik ortalama 47 gram
soya proteini aliminin plazma LDL kolesterol diizeyini % 12,9; trigliserit diizeyini % 10
oraninda disiirdiigiinii ve HDL kolesterol diizeyini % 2 oraninda artirdigim

gostermektedir.

izoflavonlar, serbest radikalleri dogrudan yada enzimleri etkileyerek, hiicrelerde

DNA’nin oksidanlara maruz kalmasin1 ve hasar gormesini engelleyebilirler. Diyetle
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alinan izoflavonlar LDL oksidasyonuna karsi olusturulan direnci artirarak lipit

oksidasyonunu azaltirlar (Djuric et al. 2001).

2.3.4.4 Kardiyovaskiiler hastaliklarda

Kalp damar hastaliklarinda 6nemli bir risk etkeni olan arter elastikiyetinin endojen
Ostrojen diizeyi ile iligkili oldugu disiiniilmektedir. Ciinkii Ostrojen, kasilacak
damarlarin gevsemesinin saglanmasi, kalsiyum giriginin baskilanmasi, nitrik oksit
sentez ekspresyonunun artirilmasi gibi endotel {izerinde sahip oldugu etkiler yoluyla
diiz kas hiicreleri ve endotel iizerinden arter elastikiyetini etkileyebilir (Lissin and

Cooke 2000).

Fitodstrojenlerin  antioksidan 6zellikleri lipit oksidasyonu ve membran lipit
peroksidasyonunu azaltarak koroner kalp hastaligina kars1 koruyucu olabilmektedir.

Birlesmis Milletler Besin ve Ilag Orgiiti doymus yag ve kolesterol yoniinden
siirlandirilmig diyetle birlikte giinde 25 gram soya proteini tiikketiminin kalp hastaligt

riskini azaltabilecegini kabul etmistir (Clarkson 2002).

2.3.5 T. pratense L.’de yapilan fitoostrojenlerin analiz ¢caliymalar:

Besinlerin igerdigi izoflavonlarin miktar tayinlerinde kromotografik yontemler
kullanilir. Bu yontemler igerisinde fitoostrojenlerin bitki ekstraktlarindan, viicut doku ve
stvilarindan tam olarak Sl¢limiinii saglayan yiiksek basingli sivi kromatografisi (HPLC)
en sik kullanilanidir. Diger yontemler gaz kromatografisi, gaz kromatografi-kiitle
spektroskopisi (GC-MS), daha basit olarak da ince tabaka kromatografisi ve kagit
kromatografisi seklinde siralanabilir (Oomah 2002).

Ayrica in vitro Ostrojen testleri, idrar tahlileri, mikrotitrasyon tahlilleri ( Garrett et al.
1999), insan Ostrojen reseptorleri ile baglanmayi bildiren genleri kullanan analiz

yontemleri de bulunmaktadir ( Miller-Martini ef al. 2001).
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Cesar et al. (2006), soyada fazla miktarda bulunan aglikonlar olan genistein, daidzein ve
glisitein ters fazli HPLC ile analiz etmislerdir. Asit hidrolizi ile ekstraksiyonu
sagladiktan sonra %0.1 asetik asitli su ve metanol ¢oziiciilerini 52:48 oraninda ve pH’1
3.7 olacak sekilde kullanarak akis hizi dakikada 1ml olacak sekilde HPLC’de

izoflavonlarin miktar tayinini ger¢eklestirmislerdir.

Hutabarat et al. (2000), dort ayr1 kolonda cesitli solvanlar kullanarak soyada, daidzein,
genistein, formononetin, biokanin A ve kumestrol ayrimini yapmislardir. 24 dakikada
izoflavonlarin ve kumestroliin ayrimini asetonitril:su (33:67) hareketli faz1 ile
saglamiglardir. Soyada, tofuda ve soya siitiinde genistein ve daidzein miktarlarini, asit
hidrolizi uygulayarak (pH:0.6) ve asit hidrolizi uygulamayarak (pH:7) tayinetmislerdir.
Asit hidrolizi uygulandiginda bu miktarin ¢ok fazla olduguna dikkat ¢ekmislerdir.

Wu et al. (2003), T. pratense’de ve diger Trifolium tiirlerinde HPLC ile birlikte kiitle
spektrometresi kullanarak izoflavonlarin ayriminmi gergeklestirmislerdir. 7. pratense’de 9
izoflavon aglikonu, 8 glikozit ve 14 glikozit malonat olmak {iizere 31 izoflavon
belirlemislerdir. 7. repense L., T. hybridum L. ve T. campestre Schreber’de bazi
izoflavonlarin ayriminmi ilk kez yapmislardir. Bitkilerin kok, gévde, yaprak ve ¢igek
kisimlarin1 kullanmislar ve asit ile muamele ederek ekstre etmislerdir. Daidzein,
formononetin, genistein, psddobaptigenin, glisitein, kalikosin, prunetin, biokanin A,
irilon ve pratensein aglikonlarinin ayrimim ters fazli HPLC’de 40 dakikada

gergeklestirmislerdir.

Delmonte er al. (2006), ekstreleri Avrupa ve Amerika’da pek cok diyete eklenen
Glycine max., T. pratense ve Pueraria lobata’nin izoflavonlarmin ayrimini
calismislardir. Soyada genistein, daidzein ve glisitein; 7. pratense’de formononetin ve
biokanin A; Pueraria lobata’da puerarin ve daidzein’in fazla miktarda bulundugunu
tespit etmislerdir. Ornekleri oda sicakliginda MeCN:su (50:50) ile ekstre edip, asit ve
bazla hidroliz ettikten sonra analiz etmislerdir. Tiim 6rneklere 2-metoksiflavon ve 6-

metoksiflavon eklenmistir. Daidzein, glisitein, genistein, biokanin A, formononetin,
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puerarin, kalikosin, pratensein, psddobaptigenin ve prunetini fotodiyot dedektore sahip

HPLC’de belirlenmistir.

Kledjus et al. (2001), sivi kromatografisi-kiitle spektrometresi (LC-MS) ile iki boyutlu
sivi faz ekstraksiyonu (2D-SPE) kullanarak 7. pratense’de 14 izoflavon glikozit

malonat ve 6 asetil glikozitin ayrimimi gergeklestirmislerdir.

Krenn et al (2002), T. pratense’nin igerigindeki izoflavonlart HPLC ile
belirlemislerdir. Ters fazli kolonda stilfirik asitli su (pH: 2.7) ve asetonitrili hareketli faz
olarak kullanmislardir. Gradient yontemi uyguladiklar1 c¢alismalarinda 254 nm’de
genistein, daidzein, formononetin, biokanin A ve 6-metoksiizoflavonun miktar tayinini

gerceklestirmislerdir.

2.3.6 T. pratense L. ile yapilan doku Kkiiltiirii calismalari

Kasparova et al. (2006) T. pratense’de kallus ve siispansiyon kiiltiirii iizerinde
calismiglar, 2 mg/L 2,4-D ve 2 mg/L BAP iceren GBS ortami kullanmigslardir. Kallus
kiiltiirinti 29-43 giinde alt kiiltiire alirken, siispansiyon kiiltlirlerinde bu siire 16-23 giine

diismiistiir. ITK ve HPLC analizleri ile formononetin i¢erigine bakmislardir.

Phillips and Collins (1979), c¢alismalarinda 5 tane 7. pratense ¢esidi iizerinde bitki
olusumu ve bazi1 yem bitkilerinde in vitro doku kiiltiirii calismas1 gergeklestirmislerdir.
T. pratense’nin (2n=14) ‘Altaswede’, ‘Arlington’, ‘Kenstar’, ‘Redman’ ve ‘Tensas’
cesitlerini kullanmiglar ve aynm1 zamanda Medicago sativa L., Glycine max L. ve
Canavalia ensiformis L. gibi tiirlerin kiiltiirii i¢in uygun ve destekleyici bir ortam
gelistirmiglerdir. Cayir iiggiilii i¢in kiiltiirel farkliliklar belirlenmis ve olgun ya da
olgunlagmamus bitkilerin ¢icek organlar1 (iireme organlari) ve vejetatif eksplantlarindan
rutin bir kallus kiiltiirii kurmak i¢in uygun bir ortam (PC-L2) bildirmislerdir. Bu yeni
ortam1 s1v1 kiiltiir ortamina ¢evirerek hizli hiicre boliinme orani veren hiicre siispansiyon
kiiltlirlerini kurmuslardir. Kallus kiiltiirleri organogeneze tesvik edilmis ve bu 5 ¢esitte

kallusdan bitki rejenerasyonu bagarilmigtir. Fakat bu gesitler es oranda rejenerasyona

28



cevap vermemislerdir. Rejenere olan bitkiler olgunlasincaya kadar yetistirilmis ve
verimli (fertil) hale gelmistir  3-AP (3-aminopiridin) denenmis ve gelisimi
etkileyebilecek Ozellikte oldugu anlasilmistir. Cayir liggiilii yetistirme programlarinda
doku ve hiicre kiiltiiri tekniklerinin kullanilmasimin miimkiin oldugunu bildirmislerdir.
T. pratense’nin hipokotil, epikotil, kotiledon, ilk yaprak ve apikal meristem
eksplantlarinda kallus gelistirmek amaciyla SH, GBS, MS ve PC-L2 ortamlarim
kullanmiglar ve PC-L2 ortaminin en 1yi sonug¢ verdigini gézlemislerdir. Kallus kiiltiirii

denemelerinde 0,06 mg/L. Picloram ve 0,1 mg/L BAP kullanmislardir.

Beach and Smith (1979) ise 7. pratense ve T. incarnatum L.’de hipokotil
eksplantlarindan mikrogogaltim gergeklestirmislerdir. Bu amagla ilk olarak eksplant
ekiminde en iyi sonucu alabilmek amaci ile MS, Blaydes, SH ve Tiyamin ve KIN
oranlar1 bakimindan farklilik gosteren GBS ortamlarini kullanmiglardir. Bu ortamlarda
en iyi sonucu 11 mg/LL NAA, 10 mg/L 2,4- D ve 10 mg/L KIN igeren GB5 ortaminda
almiglardir ve bu ortami kullanmiglardir. Daha sonra olusan kalluslar1 28-35 giin
sonunda 11 mg/L NAA, 15 mg/L Adenin ve 20 mg/L Tiyamin igeren ortama transfer
etmiglerdir ve siirgiin olusumunu bu ortamda elde etmislerdir. Kok olusumunu uyarmak
amaciyla ise yalnizca 1,1 mg/L NAA igeren GBS ortam1 kullanmislardir. Tiim asamalar
bakimindan SH ortami1 da GBS5 kadar basarili olmustur. Farklilasan bitkiler steril
edilmis ve nemli toprakta 18°C’de 10-14 giin tutulduktan sonra bahgeye aktarilmistir.
Rejenere edilen bitkilerin verimli ve normal kromozom sayisina sahip olduklari

gbzlenmistir.

Wang and Holl (1988) T. pratense’nin Altaswede ve Norseman c¢esitlerini somaklonal
varyasyon ve bitki rejenerasyonu bakimindan inceleyerek doku kiiltiirli ¢alismislardir.
20 mg/L Tiyamin, 2 mg/L NAA ve 2 mg/L AP hormonlarini iceren GBS ortaminda hizli
kallus artis1 ve koklenme goézlemislerdir. Daha sonra siirgiin artirilmasi amaciyla 2
mg/L 2,4- D, 2 mg/L BAP ve 2 mg/L AP iceren L2 ortami kullanmislar ve bunu 0,05
mg/L NAA ve 0,5 mg/L KIN iceren ortamda alt kiiltiire almislardir. Daha sonra ise
embriyonik kalluslar olusturmak amaciyla 0,002 mg/L Picloram ve 0,2 mg/L BAP
iceren L2 ortaminda alt kiiltire almiglardir. Organogenezis yoluyla bitki

rejenerasyonunu  saglamak amaciyla c¢oklu siirglinler kullanmiglardir.  Farkli
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rejenerasyona sahip yeni bitkileri kromozom sayilari, morfolojileri ve bir¢ok

biyokimyasal 6zellikleri bakimindan incelemislerdir.

Colgecen (2005), tetraploid 7. pratense’de kallus kaynakli organogenez ve sonrasinda
mikrogogaltim gergeklestirmistir. Doku kiiltiiri ortam1 olarak MS ve PC-L2 ortamlari
ile BAP ve NAA hormonlarinin ¢esitli konsantrasyonlarint kullanmistir. Hipokotil,
epikotil, kotiledon, ilk yaprak ve apikal meristem eksplantlarini kullandig1 ¢caligmada en
iyi kallus ve siirgiin olusumunu apikal meristem eksplantlarinda elde etmistir.
Koklenme elde edilen fidelerde organogenez gerceklestirilmis ve klon bitkiler topraga

gecirilmistir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

Bu ¢alisma, 2004-2006 yillar1 arasinda Ankara Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji

Boliimii Bitki Doku Kiiltiirii Laboratuvari’nda yiirtitiildii.

Analiz asamasi ise Ankara ve Gazi Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Farmakognozi Ana

Bilim Dallari’nda gergeklestirildi.

3.1 Materyal

3.1.1 Doku kiiltiirii asamasi

Bu calismada bitkisel materyal olarak Elgi (1982) tarafindan Erzurum’un Tortum
yoresinden alinan 2n = 4x = 28 kromozomlu bir bitki oldugu belirlenen dogal tetraploid
T. pratense L. (Cayiriiggiilii, Kirmiz1 ¢igekli tirfil) bitkisinin E2 ¢esidi kullanildi. Dogal
tetraploid 7. pratense L. diploid gesitlere gore vejetatif 6zellikleri bakimindan iistiin bir

formdur (El¢i 1982).

Dogal tetraploid T. pratense L. E2 ¢gesidi A.U. Fen Fakiiltesi Biyoloji Boliimii deneme
bahgelerinde yetistirilmektedir. Bitki Mayis ayr sonunda ve Haziran ay1 basinda
ciceklenmekte ve Temmuz ayinda kuruyan ¢igekler toplanarak tohum elde edilmektedir.
2004 ve 2006 yillarinda bu bitkilerden elde edilen tohumlar aseptik sartlarda
cimlendirilmis ve olusan aseptik fideler doku kiiltiirii ¢alismalarinda eksplant kaynagi

olarak kullanilmistir.
3.1.2 Analiz asamasi
ITK ve HPLC analizinde 7. pratense L. bitkisinin diploid ve dogal tetraploid
formlariin kurutulmus cicekleri ile tetraploid 7. pratense L.’den alinan hipokotil

eksplantlarinin farkli biiyiime diizenleyicileri igeren, iki farkli ortamda gelismis 1., 2. ve

3. alt kiiltiir kalluslar1 kullanilmistir (Sekil 3.1).
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a b
Sekil 3.1.a.Tetraploid 7. pratense’nin ¢igegi, b. 3. alt kiiltiir kallusu

3.1.2.1 Kromatografik calismalarda kullamilan adsorbanlar

Ince Tabaka Kromatografisi (ITK)
Kieselgel 60 F254 0.2 mm, Merck 5554 (ITK hazir plak)
Yiiksek Basingli S1vi Kromatografisi (HPLC)
Lichrospher 100 RP-18, Sum partikiil biiytlikliigiinde ( 250 mm x 4.6 mm)

3.1.2.2 Kromatografik calismalarda kullanilan solvan sistemleri

Ince Tabaka Kromatografisi (ITK)
Sistem 1: Kloroform- Aseton- Formik asit (75:16,5:8,5) (S1)
Sistem 1: Kloroform-Etil asetat (1:1) (S2)
Yiiksek Basingli S1vi Kromatografisi (HPLC)
Sistem 1: % 0.1 Asetik asitli su : Metanol ( 52:48)
Sistem 2: % 0.1 Formik asitli su : % 0.1 Formik asitli Asetonitril ( % 70 Su
: % 30 Asetonitril)
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Lekelerin Belirlenmesi
UV 254/366 nm
Amonyak buhart (NH3-UV3e6)
Cihazlar
Yiiksek Basingli S1vi Kromatografisi (HPLC)
HP Agilent 1100 Serisi
Foto-diyot array dedektor (254-265 nm)

3.2 Yontem

3.2.1 Doku Kkiiltiirii

Calismada 7. pratense tohumlar1 hormon icermeyen Murashige ve Skoog (MS) besin
ortaminda in vitro olarak ¢imlendirildi. Daha sonra elde edilen aseptik fidelerin
hipokotil kisimlarindan alinan eksplantlardan kallus olusturuldu. Denemelerimizde en
1yi kallus olusumunu saglayabilmek amaciyla Leguminosae familyasinda ¢aligilmis olan
iki farkli temel besin ortami ve ¢esitli oranlarda bitki biiylime diizenleyicileri kullanildi.
Bu ortamlar (Cizelge 3.1):

1. Murashige ve Skoog (MS) (Murashige and Skoog 1962)

2. Phillips ve Collins (PC-L2) (Phillips and Collins 1979)

3. Gamborg B5 ( BS) (Gamborg 1976)
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Cizelge 3.1 Kullanilan MS, PC-L2 ve BS5 ortamlarinin igerikleri

MS ORTAMI (mg/l) PC-L2 ORTAMI (mg/l) GBS ORTAMI (mg/l)
NH4NO; 1650 | NH4NO; 1000 | KNO; 2500
CaCl,.H,O 440 | KNO; 2100 | (NH4), SO4 134
MgSO4 370 | KH,PO4 325 | MgS04.7H,0 250
KH2PO4 170 NaH2P04H20 85 CaC122H20 150
KNO; 1900 | CaCl,.2H,0 600 | NaH,PO4.H,0O 150

MgS0,4.7H,0 435
H;BO; 6.2 | H3BO; 5 H;BO; 3
KI 0.83 | KI 1 KI 0,75
MnS0O,4.4H,0 16.8 | MnSO4.H,O 15 MnSO, .H,O 10
Na;Mo004.2H,0 0.25 | Na;Mo00O4.2H,0 0.4 Na;Mo004.2H,0 0,25
ZnSO4.7H20 8.6 ZHSO4.7H20 5 ZHSO4.7H20 2
CoCl,.6H,O 0.025 | CoCl,.6H,O 0.1 CoCl,.6H,O 2.5
CuS04.5H,0 0.025 CuS04.5H,0 0.1 CuS04.5H,0 2.5
Na,EDTA.2H,0 37.2 FeSO4.7H,O.EDTA 25 Na,EDTA.2H,0 37.2
FeS0O4.7H,O 27.8 FeS0O4.7H,O 27.8
Miyo-inositol 100 | Miyo-inositol 250 | Miyo-inositol
Tiyamin-HCl 0.1 | Tiyamin-HCI 2.0 100
Nikotinik asit 0.5 Pridoksin-HCI 0.5 Tiyamin-HCl 10
Pridoksin-HCl 0.5 Nikotinik asit 1
Pridoksin-HCl 1
Sakaroz 20000 Sakaroz 25000 Sakaroz 20000
Agar 8000 Agar 8000 Agar 8000
pH=5.38 pH=5.8 pH=5.8
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3.2.1.1 Besin ortaminin hazirlanmasi

3.2.1.1.1 Stok cozeltiler

Besin ortam1 hazirlanirken ortamin igerdigi maddeler hassas terazi kullanilarak tartildi.
Diisiik miktarlarin tartilmasinin zorlugu ve hassasiyetin azalmasi nedeni ile stok
cozeltileri hazirlandi. Boylelikle zaman kaybinin da oniine gecilmis olundu. Makro
elementler i¢in 10x’lik; mikro elementler, vitaminler ve demir tuzlar1 i¢cin 100x’lik stok
cozeltiler hazirlandi. Stok c¢ozeltiler renkli cam siselere konup etiketlenerek +4 °C’de

buzdolabinda saklandi.

Besin ortami1 hazirlarken stoklarin gercek degerlerinin ortamda bulunmasi igin
seyreltme yapildi. Maddelerin normal konsantrasyonun 10 veya 100 kati seklinde
hazirlanan stok ¢ozeltilerden uygun hacimlerde alinarak ortama katildi. Caligsmalar
sirasinda hazirlanan 1 litre besin ortamina % 2 (20 g/l) sakkaroz ve % 0.8 (8 g/l) agar

ilave edildi.

Stok c¢ozeltilerden alinacak miktarlar asagidaki formiil kullanilarak hesaplandi (Slack

and Tufford 1995).
Istenilen stok hacmi = (istenilen konsant. x ortam hacmi) / (stok soliisyonun konsant.)
MS Ortaminin Stok ¢ozeltilerin hazirlanmasi
Major tuz stok cozeltisi (10x), (g/1):
Amonyum nitrat (NH4NO3) 16.5
Kalsiyum kloriir (CaCl,. 2H,0) 4.4
Magnezyum siilfat (MgS0O,4.7H,0) 3.7

Potasyum dihidrojen fosfat (KH,PO4) 1.7
Potasyum nitrat (KNOs) 19

35



1 litrelik balon joje i¢ine 700 ml distile su koyulduktan sonra maddeler sirasiyla
tartilarak balon jojeye eklendi. Homojen dagilimi saglamak amaciyla ¢ézelti manyetik
karigtiric1 tlizerinde devamli kanistirildi ve distile su ile 6lgii ¢izgisine kadar (1 litreye)
tamamlandi. 1 litrelik besin ortami i¢in 6nceden hazirlanan bu major tuz stogundan 100

ml alindi.
Major tuz stoklari igindeki kimyasal maddeler ¢cokelti olusturma egiliminde oldugundan
dayaniksizdir. Major stogun sik sik hazirlanmasi kullanilirken i¢inde cokelti olusup

olugmadiginin kontrol edilmesi, besin ortaminin kalitesi i¢in gereklidir.

Minor tuz stok c¢ozeltisi (100x), (mg/l) :

Borik asit (H3;BO3) 620
Potasyum iyodiir (KI) &3
Mangan siilfat (MnSO4.H,0) 1680
Sodyum molibdat (Na,Mo00O4.2H,0) 25
Cinko siilfat (ZnS0O4.7H,0) 860
Kobalt kloriir (CoCl,.6H,0) 2.5
Bakair siilfat (CuS04.5H,0) 2.5

Mindr tuz stoklart da major tuz stoklarina benzer sekilde 1 litrelik balon jojelerde
hazirlandi. Cozelti igerisindeki kobalt kloriir ve bakir siilfatin miktarlarinin diisiik
olmasindan dolay1 bu iki madde ayr1 bir stok olarak hazirlandiktan sonra mindr stok
cozeltisine ilave edildi. Bunun i¢in 25 mg kobalt kloriir ve 25 mg bakir siilfat tartilip,
100 ml distile suda ¢oziildii. Bu ¢ozeltiden 10 ml alinip 6nceden hazirlanan mindr stok
cozeltisine ilave edildi. Mindr tuz stogu bu sekilde hazirlandiktan sonra distile su ile 1
litreye tamamlandi. 1 litrelik besiyeri hazirlanirken bu minér tuz stok ¢ozeltisinden 10

ml alind1.

Mindr tuz stoklart major tuz stoklarindan daha dayanikli oldugundan sik sik

hazirlanmas1 gerekmemektedir.
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Demir stok cozeltisi (100x), (g/l) :

Demir siilfat (Fe,SO4.7H,0) 2.78
Sodyum EDTA (Na,EDTA) 3.72

1 litrelik balon jojeye 700 ml distile su koyulduktan sonra balon joje manyetik karigtirict
iistiine koyuldu. Maddeler tartilip balon joje i¢ine katildi ve erimeleri saglandi. Daha
sonra karisim distile su ile 1 litreye tamamlandi. 1 litrelik besiyerinin hazirlanmasinda
demir stogundan 10 ml alindi. Hazirlanan demir stoklar1 buzdolabinda ve renkli
siselerde saklandi. Isik karsisinda dayaniksiz olmasi nedeni ile demir stogunun

karanlikta kalmasina dikkat edildi.

Vitamin stok cozeltisi (100x), (mg/l) :

Tiyamin HCI 10
Nikotinik asit 50
Piridoksin HC1 50

Maddeler sirayla tartildi. 100 ml lik balon joje igine yaklasik 70 ml distile su koyularak
manyetik karistirici kullanilarak maddelerin tam olarak ¢ozlinmeleri saglandi. Karisim
distile su ile 100 ml ye tamamlandi. 1litrelik besin ortaminin hazirlanirken bu vitamin

stogundan 1 ml alindz.

PC-L2 ve Gamborg BS ortamlarinin hazirlanmasi
Cizelge 3.4°de gosterilen sira ve miktarlarda madde kullanilarak hazirlanan stok

cozeltilerden uygun hacimler alinarak PC-L2 ve GBS ortamlar1 hazirlandi, pH ayar

yapildiktan sonra agar eklendi.
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3.2.1.1.2 Bitki biiyiime diizenleyicileri

Tohumlarin in vitro ¢imlendirilmesinde ortama biiyiime diizenleyicisi katilmadi. Kallus
olusumu ¢alismalarinda 6-Benzilaminopiirin (BAP) , Naftalen asetik asit (NAA),
Diklorofenoksiasetik asit (2,4-D) ve Kinetin farkli konsantrasyonlarda besin ortamlarina

ilave edildi.

Naftalen asetik asit (NAA) stok ¢ozeltisi (1mg/ ml)

250 mg Naftalen asetik asit tartilip 400 ml’lik 6l¢iilii bir beherde 5 ml distile su i¢inde
ezilerek, ¢oziiliinceye kadar damla damla 1M NaOH ilave edildi. Maddenin tamami

cOziindiikten sonra ¢ozelti distile su ile 250 ml’ye tamamlandi. Etiketlenerek koyu

renkli sisede buzdolabinda saklandi.

6-Benzilaminopiirin (BAP) stok cozeltisi (1 mg/l)

250 mg 6-Benzilaminopiirin tartilip 400 mI’lik dl¢iilii bir beherde 5 ml distile su i¢inde
ezilerek, 1 M HCI hormon tamamen eriyene kadar damla damla ilave edildi. Cozelti

distile su ile 250 ml’ye tamamlandi. Etiketlenerek koyu renkli sisede buzdolabinda

saklandi.

Diklorofenoksiasetik asit (2,4-D) stok ¢ozeltisi (1 mg/l)

250 mg Diklorofenoksiasetik asit tartilip 400 ml’lik 6l¢iilii bir beherde 5 ml distile su
icinde ezilerek, ¢oziiliinceye kadar damla damla 1M NaOH ilave edildi. Maddenin
tamami ¢oziindiikten sonra ¢ozelti distile su ile 250 ml’ye tamamlandi. Etiketlenerek
koyu renkli sisede buzdolabinda saklandi.

Kinetin stok cozeltisi (1 mg/l)

250 mg Kinetin tartilip 400 ml’lik 6l¢iilii bir beherde 5 ml distile su iginde ezildikten

sonra hormon tamamen eriyene kadar damla damla 1 M HCI ilave edildi. Cozelti distile
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su ile 250 ml’ye tamamlandi. Etiketlenerek koyu renkli sisede buzdolabinda saklandi.
Cozeltinin 1 ml’sinde 1 mg kinetin bulunmaktadir. 1 litrelik MS ortamina 1 mg/l kinetin

ilave etmek i¢in stok ¢ozeltisinden 1 ml alindi.

3.2.1.1.3 pH ayan

Besin ortammin pH ayar1 agar ilave edilmeden 6nce yapildi. Onceden hazirlanmis olan
ve genis agizli erlenmayere koyulan besin ortami, manyetik karistirict lizerinde stirekli
karistirtlarak ve 1 M HCI ile 1 M NaOH damla damla ilave edilerek optimum pH
degerine ayarlandi. Kullanilan ortamin pH’s1 literatiir taramalariyla tespit edilen, doku

kiiliirii calismalarinda en 1yi sonucun ve verimin alindig1 5.8’e ayarlandi.

3.2.1.1.4 Sterilizasyon

Denemeler Oncesinde calisma yapilacak laboratuvarin alet ve ekipmanlarin
sterilizasyonu yapildi. Materyal olarak kullanilan bitkinin tohumlarinin yiizey
sterilizasyonu ve ekim yapilacak olan kabinin bulundugu ekim odasinin da temizligi ve

sterilizasyonu yapildi.

Besin ortaminin sterilizasyonu

Hazirlanmis olan besin ortamlar1 otoklavda 121° C’de, 1.2 bar basing altinda 15 dakika

steril edildi.

Diger malzemelerin sterilizasyonu

Calismalarin ekim sathasinda, tohumlar1 stizmek amaciyla kullanilacak olan kurutma
kagidi (kare seklinde kesilip dorde katlanmis) ve bir adet kiigiik cam huni, 1000 mI’lik
bos beher i¢ine koyuldu. Eksplant ekimi sirasinda trimleme yapilacak olan kurutma
kagitlar1 petri igine sigacak sekilde kesildikten sonra bir petriye yerlestirildi. Yilizey
sterilizasyonu i¢in kullanilacak olan distile su, ihtiya¢ duyuldugu miktarda

erlenmayerlere konulup agizlar1 pamuk tikagla kapatildi. Tiim bu malzemeler ile metal
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malzemeler (bisturi, pens gibi) aliminyum folyo ile sarildi. Hepsi birden ylizey
sterilizasyonu i¢in kullanilacak olan metal kapakli cam kavanozlar ile birlikte otoklavda
steril edildi. Petriler de aliiminyum folyo ile sarildiktan sonra ya etiivde 160 °C’de 2

saat birakilarak kuru sterilizasyonla veya otoklavda buhar sterilizasyonuyla steril edildi.

EKkim odasinin temizligi ve sterilizasyonu

Ekim isleminin yapilacagi kabinin bulundugu oda, odadaki ekipmanlar (masa, tabure
vs.) ve laminar kabin antiseptik bir ¢ozelti olan %1°lik zefiranla veya % 10’luk NaOCl
ile silindi. Bu islemden sonra ekim odasinda bulunan laminar kabinin tiim ylizeyleri %
96’lik etanol ile silinerek dezenfekte edildi. Dezenfeksiyon isleminden sonra, ekimde
kullanilacak steril metal ve cam malzemeler kabine yerlestirildi. Ileri sterilizasyon igin

kabin i¢indeki UV-C lambasi 24 saat agik birakildi.

Ekim odasina girilmeden once onliikk giyildi, galos ve maske takilarak eller alkolle
silindikten sonra steril cerrahi eldiven giyildi. Ellerin sterilizasyonu, ekim islemi

boyunca araliklarla alkol piiskiirtiilerek yapildi.

Ekim odasinda yapilan tiim sterilizasyon islemlerinin yan1 sira ekim aninda, kullanilan
bisturi, pens gibi metal malzemeler her kullanista % 96’lik alkole batirilip bek alevinden

gecirildi.

Tohum i¢in yiizey sterilizasyonu

Aseptik fide elde edebilmek icin in vitro  tohum c¢imlendirmede, tohumlar 6nce
%96’lik etil alkol i¢cinde manyetik karistirici iistiinde 1 dakika siiresince karistirildi.
Alkolden alinan tohumlar %10’luk sodyum hipoklorid (ACE marka ticari camasir suyu)
ile 10 dakika sterilize edildi. Steril kabin i¢inde 3 kere steril su ile yikandi. Sert

tohumlar otoklavda sterilize edilmis zimpara ile zimparalandi.
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3.2.1.1.5 Ortamlarin petrilere dokiilmesi ve ekim yapilmasi

Otoklavda 121 °C’de 15 dakika steril edilen besin ortamlar1 otoklavdan ¢ikarildi ve
viicut sicakligina yakin bir sicakliga diisene kadar bekletildi. Boylece ortam katilasirken

meydana gelen buharlagma ile ortaya ¢ikacak olan serbest suyun olugsmasi 6nlendi.

Steril ortamlar ve petriler, ekim odasina alindi. Ortamlar, steril laminar kabin i¢inde,
steril petrilere dokiildii. Ortamlarin petrilere dokiim islemleri tamamlandiktan sonra
petrilerin {istiine ortamin ad1 ve varsa onemli 6zellikleri ¢cikmayacak bir bigimde yazildi.
Petrilere dokiilen besin ortamlarinin iyice katilasmasi ve olas1 kontaminasyonlarin ekim

yapilmadan once goriilebilmesi i¢in 24 saat bekletildi.

3.2.1.1.6 Tohum ve eksplantlarin ekimi

Ekime hazir steril edilmis tohumlar steril pens yardimiyla ekildi. Ekim yapilirken her
petriye 15-20 tohum ekildi. Ekim islemi bittikten sonra petrilerin kenarlar1 stre¢ filmle

sarildi.

Ekilen tohumlar ¢imlenerek, 15. giinde ilk ii¢ pargali yapraga sahip fideleri olusturdu.
Bu fidelerden alinan hipokotil eksplantlar1 hazirlanan ortamlara ekildi. Fidelerin steril
olmas1 nedeniyle ekim yapilirken eksplant sterilizasyonu yapilmadi. Aliman hipokotil
eksplantlar1 yaklasik 1 cm uzunlugundaki pargalar halinde ve her petride 6-7 adet
olmak iizere ortama ekildi. Ekim yapilirken eksplantlarin birbirine ¢ok yakin
olmamasina, besiyerine batiritlmamasina ve dengeli dagilmalarina dikkat edildi. Ekim

islemi bittikten sonra petrilerin kenarlar stre¢ filmle sarildi.
3.2.1.2 Kallus olusumu i¢in inkiibasyon
Inkiibasyon igin fotoperiyot 16/8 saat 1s1k siddeti 3000 lux ve ortam sicaklig1 25+1°C

olarak ayarlandi. 26-28. giinde olusan kalluslar alt kiiltiire alindi. Tiim denemeler iki

kere tekrarlandi.
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3.2.2 Kimyasal Analiz

3.2.2.1 Metanollii ekstrenin hazirlanmasi

T. pratense L. bitkisinin diploid ve dogal tetraploid formlarinin ¢i¢ek kisimlari 400 mg
tartildi. Liyofilize edilen hipokotil kalluslart da 100-400 mg olarak tartildi. Tartilan
numuneler havanda toz edildi. Toz edilmis numuneler 50 ml’lik erlene konuldu ve
tizerine 5 ml % 80’lik metanol ve 1 ml 2M HCI ilave edildi. Numuneler 10 dakika
ultrasonik banyoda tutulduktan sonra 80 dakika 80°C’de su banyosunda bekletildi.

Filtre kagidindan siiziildiikten sonra % 80’lik metanolle 10 ml’ye tamamlandi.

3.2.2.2 Standart ( izoflavon) ¢ozeltilerinin hazirlanmasi

Standart maddelerinin her birinden (formononetin (Fluka), biokanin A (Fluka),
genistein (Fluka), daidzein (Fluka)) 10’ar mg tartildi. Balonjojede 10 ml’ye tamamlandi.
Her bir standarttan 1mg/ml ¢ozelti elde edilmis oldu. Bu ¢ozeltilerin her birinden 1’er
ml almarak elde elde edilen karisim 10 ml’ye tamamlandi. Boylelikle 0,1 mg/ml
formononetin, biokanin A, genistein, daidzein iceren ¢ozelti hazirlandi. Bu ¢ozeltiden
sirastyla 1, 1,5, 2 ve 3 ml alinarak balonjojede 10 ml’ye tamamlandi. Bu ¢dzeltilerden 1

ml’lik olanindan yine 1 ml alinip 10 ml’ye tamamlanarak diliisyonlar elde edildi.
3.2.2.3 ITK analizi
Numuneler esit diliisyonlarda, kilcal cam borularla, tatbik miktar1 UV 151k altinda

kontrol edilerek Kieselgel 60 F254 hazir plaklara tatbik edildi. Yiirtitme iki farkli solvan

sistemi kullanilarak yapildi. Belirteg¢ olarak UV346 ve amonyak buhari kullanildi.
3.2.2.4 HPLC analizi
Standart ve numune ¢6zeltilerinden hazirlanan uygun diliisyonlar filtrelerden gecirildi

ve 2 ml’lik viallere konuldu. Ornekler kolona uygulanmadan énce ulrasonik banyoda

degaze edildi. 10ul’lik miktarlarda, hassas olarak her 6rnek icin en az 3 defa enjeksiyon
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yapildi. Elde edilen piklerin alanlar1 (y) konsantrasyona (x) karsilik grafige gecirildi.
Cizilen grafigin denklemi (y=mx+n) ‘‘Mikrolocol Origin’’ programinda ‘‘Lineer

Regresyon’’ yontemine uygun olarak elde edildi.

Cihaz : HP Agilent 1100 Serisi
Kolon : Lichrospher 100 RP-18, Sum partikiil biiyiikliigiinde ( 250 mm x 4.6
mm)

Solvan sistemi : % 0,1 Formik asitli su : % 0,1 Formik asitli Asetonitril ( % 70 Su :

% 30 Asetonitril) (Cizelge 3.2)

Cizelge 3.2 Gradient yontemine gore solvan kullanimi

Zaman % 0,1 Formik asitli | % 0,1 Formik asitli
Su Asetonitril
0 70 30
30 60 40
40 50 50
Akis hizi : 1,5 ml/ dakika
Dalga boyu : UV 265 nm

Kolon basinct  : 179-181 bar
Enjeksiyon hacmi: 10 pl
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4. BULGULAR
4.1 Kallus Olusturma ile ilgili Bulgular
Tohumlarin ekildigi hormonsuz MS ortaminda 15 giiniin sonunda olusan ilk tglii

yapragi ¢ikmis olan aseptik fidelerin (Sekil 4.1 ve 4.2) hipokotilleri eksplant olarak
kullanildi.

Sekil 4.1 Eksplant kaynag olarak kullanilan 15 giinliik aseptik fideler

Sekil 4.2 Hormonsuz MS ortaminda gozlenen {i¢lii kotiledon yapisi
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Denemelerimizde en iyi kallus olusumunu saglayabilmek amaciyla Leguminosae
familyasinda calisilmis olan MS, PC-L2 ve Gamborg BS5 besin ortamlar1 ve bu

ortamlarda da ¢esitli oranlarda bitki bliylime diizenleyicileri kullanilmistir.

MS ve PC-L2 ortamlarinda yapilan 6n ¢alismalarda PC-L2 ortami1 MS’e gbre daha iyi

sonug verdiginden MS ortamindan vazgegildi.

PC-L2’de dort farkli bitki bliylime diizenleyici karisimi ve Gamborg B5’te de bir
karisim ¢alisildi (Cizelge 4.1). Bu karisimlar; PC-L2 ortaminda 0,5 mg/L BAP, 5 mg/L
NAA (P1); 2 mg/LL BAP, 1 mg/L NAA (P2); 0,06 mg /L 2,4-D, 0,03 mg /L NAA, 0,1
mg /L BAP (P3) ve 0,06 mg /L 2,4-D, 0,1 mg /L BAP (P4) ve Gamborg B5 ortaminda
11 mg/L NAA, 10 mg /L 2,4-D 10 mg /L KIN (B5) icermektedir.

Sekil 4.3 P1 ortamina ekilen 20 giinliik eksplantlarda olusan kallus

Bu ortamlara ekilen, 0.002-0.0025g agirhiginda ve yaklasik lem uzunlugundaki
hipokotil eksplantlarinda 6. giinde kallus olusumu basladi. Gelisen kalluslar (Sekil 4.3)
26-28 giinde bir olacak sekilde 3 kez alt kiiltiire alindi. Gram olarak kallus artis1 ile ilgili
bulgular Cizelge 4.1 ve Sekil 4.5 de verilmektedir. GB5 ortaminda koyu sar1 ve beyaz
renkte mukus benzeri yumusak yapida kalluslar olusurken, diger ortamlarda yesil,
beyaz, kahverengi, koyu ve acik sar1 renklerde parcalanabilir karakterli kalluslar olustu.
Yesil renkli kalluslarin daha sert yapida oldugu goriildii. P1 ortaminda 1. alt kiiltiirden

itibaren baz1 kalluslarda hava kokii olusumu gozlendi ( Sekil 4.4).
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Sekil 4.4 P1 ortaminda goézlenen hava kokleri

Bu ortamlardaki kallus gelisimlerini kiyaslayabilmek amaciyla istatistik programlari
kullanildi. Kallus gelisimi agisindan; en iyi bitki biiyiime diizenleyicisini iceren ortamini
belirlemek amaci ile Duncan Testi, ortamlar arasindaki benzerlik ve ayriliklari

belirlemek amaci ile Student —T Testi yapildi. Bu veriler Cizelge 4.1°de goriilmektedir.
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Cizelge 4.1 PC-L2 ve Gamborg B5 ortamlarinda, kalluslarin g cinsinden agirlik artigi

ALT KULTUR
Biiyiime
ORTAMLAR
Diizenleyicileri
KALLUS L II. I11.
(mg/L)
0,5 BAP b b b b
P1 | 0,2+ 0,0087 1,37+ 0,120 2,16+ 0,566 2,83+0,591°
5 NAA
2 BAP )
P2 | 0,07+,0186" | 0,25+ 0,045" 0,48+ 0,126* | 0,61+ 0,009"
1 NAA
PC-L2
0,06 2,4-D
0,03 NAA | P3 | 0,1+0,0076" | 0,42+0,044" 1,26+0,078" 1,63+ ,426™
0,1 BAP
0,06 2,4-D b
P4 | 0,082+,022" | 0,27+0,094" 0,51+0,178* | 1,0+0,366"
0,1BAP
Gamborg 11 NAA
BS 10KIN | B5 | 0,11+0,017 0,87+ 0,161 1,23+0,013 1,4+ 0,5067
10 2,4-D
3,
2,5
—_— 27
G B KALLUS
< 151 ml
= am
5 B ol
< 1-
o
0,51
0,
P1 P2 P3 P4 B5
ORTAMLAR

Sekil 4.5 Kalluslarin P ve B5 ortamlarinda g olarak agirlik artiglar
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4.2 Kallus ve Bitki Analizi ile Ilgili Bulgular

4.2.1. iTK analizi

Bitkilerin ve kalluslarin ekstreleri Kieselgel 60 F254 adsorbaninda, Kloroform- Aseton-
Formik asit (75:16.5:8.5) (S1) ve Kloroform-Etil asetat (1:1) (S2) olmak {iizere, iki
degisik solvan sisteminde develope edilmistir. S 2 solvan sistemi ile daha iyi ayirim

elde edilmistir (Sekil 4.6).

Daidzein ve formononetin UV;s nm’de amonyak buharinda acgik mavi florasan
gosterirken, genistein ve biokanin A mor renk vermistir.
S2 solvan sisteminde standart maddelerin Ry degerleri: daidzein 0.37, genistein 0.51,

formononetin 0.54 ve biokanin A 0.63 olarak belirlenmistir (Cizelge 4.2).

G o WF W5 Worfoc Rrc W22 feos Weiofieis Wes2 Bes sies2 es3)

Sekil 4.6 izoflavon standartlarmin, ¢iceklerin ve kalluslarin ITK gériiniimleri  (UV;4,)G:Genistein,
D:Daidzein, F:Formononetin, B:Biokanin A, D-F:Daidzein ve Formononetin standart karigimi, DC: Diploid
cicek, TC : Tetraploid ¢igek P2-2: P2 nin 2.alt kiiltiir kallusu, P2-3: P2 nin 3.alt kiiltiir kallusu, P1-2 : P1 in
2.alt kiltir kallusu, P1-3: P1 in 3.alt kiiltiir kallusu, P3-2 : P3 iin 2.alt kiiltiir kallusu, P3-3 : P3 iin 3.alt
kiiltiir kallusu B5-2: B5 in 2. alt kiltir kallusu, B5-3: B5 in 3. alt kiltir kallusu
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Cizelge 4.2 Izoflavonlarin S2 solvan sisteminde Ry degerleri ve UV34 de verdikleri
floresans renkleri

. Ry
IZOFLAVONLAR UVige UV366-NH3 Reaktifi
degerleri

Daidzein 0.37 Acik mavi Acik mavi parlak

Mor (Renk degisimi az
Genistein 0.51 Mor

veya yok)
Formononetin 0.54 Acik mavi Acik mavi parlak

Mor (Renk degisimi az
Biokanin A 0.63 Mor

veya yok)

4.2.2 HPLC ile miktar tayini

Standart c¢ozeltilerinden hazirlanan uygun seri diliisyonlarin (Cizelge 4.3) HPLC
kolonona uygulanmasi ile her bir izoflavon (genistein, daidzein, formononetin, biokanin
A) i¢in elde edilen piklerin alanlarinin (y), konsantrasyon degerine (x) karsi grafige

gecirilmesiyle elde edilen kalibrasyon grafikleri Sekil 4.7 - 4.10°da gosterilmistir.

Cizelge 4.3 izoflavon standartlarinin diliisyon serisi

Konsantrasyon ( pg/ml)
1. Diliisyon | 100

2. Diltisyon | 30

3. Diliisyon | 20

4. Diliisyon | 15

5. Diliisyon | 10

6. Diliisyon |1
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8000

6000
5000

Alan

3000
2000

Genistein Kalibrasyon Grafigi

7000 H

"

4000 -

/

1000 -

4

20 40 60 80 100

Konsantrasyon ug/ml

120

Sekil 4.7 Genisteinin kalibrasyon grafigi

Dogru denklemi

y = 68,0299x + 44,9278
R?=0,9997

6000

5000

4000

Alan

Daidzein Kalibrasyon Grafigi

/

3000 H

2000 H

1000 -

20 40 60 80 100

Konsantrasyon ug/ml

120

Sekil 4.8 Daidzeinin kalibrasyon grafigi

Dogru denklemi

y =48,5306x + 15,3230

R%*= 0,9997
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Formononetin Kalibrasyon Egrisi

5000
4500

4000

3500

3000 H
2500
2000 H
1500 -
1000 -

500 -

Alan

20 40 60 80

Konsantrasyon ug7ml

100

120

Sekil 4.9 Formononetinin kalibrasyon grafigi

Dogru denklemi

y=45,2471x + 33,0911

R*=0,9998

7000

Biokanin A Kalibrasyon Grafigi

6000 -
5000 -

/

4000

Alan

3000

2000 H

/

1000
0 / ‘

0

20 40 60 80

Konsantrasyon ug/ml

100

120

Sekil 4.10 Biokanin A’nin kalibrasyon grafigi

Dogru denklemi
y=58,6493x + 1
R%=0,9999

,3293
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Standart cozeltileri kolona iicer defa enjekte edilerek alikonma siireleri (bagil tutus
zamani) tespit edildi (Sekil 4.11). Alikonma zamanlar1 (R;); Daidzein i¢in 9-10 dakika,
genistein i¢in 17-18 dakika, formononetin i¢in 24-25 dakika ve biokanin A i¢in 39-40
dakika olarak tespit edildi. Bitkilerin ¢icek kisimlar ve 2., 3. alt kiiltiir kallus ekstreleri
3’er kez enjekte edilmis (Sekil 4.12 ve 4.13) ve elde edilen sonuglar (Sekil 4.14 ve
Cizelge 4.4) SPSS istatistik programina gore degerlendirilerek standart hata degerleri
hesaplanmigtir. P4 ortaminda gelisen kallus miktarlar1 P3 ortamindan daha az

oldugundan HPLC analizinde kullanilmadi.

T G 0, Gigeaeh B Faleg® | TUGHALTS TRKEG1 D] T

| g :
T '
120
106 2
| c 8
| T .
"] c c 5 d
' H 2 5 =
B = -‘% E =
g & & i
40
L ]
L | — —_ -
L] 20 5 . =
Sekil 4.11 Standart karisimiin HPLC’de ayrimi
T B, Sig=288 i Rafafl (TUCENTETRPCCAD ——
mAL) =
={ |73
178
1504 !
125 3
' : c
1 = = &
i i i} c =
] = £ = =
] | - = E =
u | i, | % LE o
| IF |
A i B - 2
tS] [ VB g = - 5 .
} = g = | .
f
o 1 - . " o .
] 1 3 . p -

Sekil 4.12 Tetraploid 7. pratense ¢igeginin HPLC kromatogrami
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— DAL B, Sigeeh § Fodeel [TOCBROBSATYRI 0T
mAL
L]

DTN

.':l.

[ 1]

50

I'\l.

Geniztein
Faormononetin
Biokanin-2

= 3 38
L 4 240
Daidzein
11429
—— B
=840

Sekil 4.13 BS ortami 2. alt kiiltiir kallusunun HPLC kromatogrami

0,12-
0,1-
0,08-
@ DAIDZEN
0,06- o
@ GENISTEN
0O FORMONONETIN
0,04 ) )
O BIOKANIN A
0,02 1 1
0-F =&
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
ORNEKLER

Sekil 4.14 Bitki kisimlar1 ve kalluslarda belirlenen % izoflavon miktarlar1 Diploid ¢igek 1; Tetraploid
¢igek 2; P3 ortaminin 2.alt kiiltiir kallusu 3, 3.alt kiiltiir kallusu 4; P2 ortaminin 2.alt kiiltiir kallusu 5,
3.alt kiiltiir kallusu 6; P1 ortaminin 2.alt kiiltiir kallusu 7, 3.alt kiiltiir kallusu 8; BS5 ortamimin 2.alt kiiltiir
kallusu 9, 3. alt kiiltiir kallusu 10
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Cizelge 4.4 T. pratense ¢igek ve kalluslarinda belirlenen % izoflavon miktarlari

izoflavonlar
Biiyiime
Ortamlar diizenleyiciler mg/L
Daidzein Genistein Formononetin Biokanin A
ILalt 0.00128 + " 0.02445 + 0.00993 +
A 0.00001 0.00002 0.00126
2 BAP
PCL-2 1 NAA Lage | 0:00271 0.00847 = 0.01975 = 0.00463 +
A 0.0000008 0.0007 0.015 0.00047
ILalt 0.00099 + 0.00578 + 0.03531 + 0.00444 +
A 0.000003 0.0006 0.00003 0.00061
0.5 BAP
SNAA TLalt 0.00087+ 0.00346 + 0.04576 + 0.00983 +
A 0,000006 0.00066 0.00045 0.00005
ILalt « 0.00451 + 0.01114 + 0.002 +
0.06 2.4-D 0.00171 0.0005 0.00019
0.03 NAA
0IBAP | pa | 0-00106:+ 0.00209 = 0.02197 = 0.00154 =
: 0.00002 0.00021 0.00008 0.0006
Gamborg BS
ILalt 0.00028 + 0.02316 + 0.11476 + 0.00829 +
11 NAA 0.0001 0.00028 0.0004 0.00022
10 KIN
10 2.4-D
TLalt 0.00016 + 0.04256 + 0.03273 + 0.00706 +
a 0,000006 0.00025 0.00018 0.00003
Diploid ¢icek
Lctraploid ] 000199+ |  0.02485+ 0.00718
s 0.000055 0.0007 0.00013

* Tayin edilemeyecek kadar az
- Pik gozlenmedi
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5. TARTISMA ve SONUC

Dogal tetraploid Trifolium pratense L. diploid formuna gore daha iyi vejetatif
karakterlere sahip oldugundan iyi bir yem bitkisi olmasinin yaninda, tasidigi
fitodstrojenler bakimindan da degerlendirilmesi gereken bir bitkidir. Trifolium pratense
L. lizerinde doku kiiltiirii ¢caligsmalar1 sinirli sayida olup, calismalar daha ¢ok in vitro
cogaltim amaci1 ile yapilmistir. Son zamanlarda fitoOstrojenik aktivitesinin 6nem
kazanmasi ile lizerinde pek c¢ok biyolojik aktivite ¢alisilmasi yapilmistir. Tetraploid
form iizerinde yapilmis ¢calismalar da ¢ok az olmakla birlikte, mikrogogaltim (Colgecen
2005), anatomi (Algan ve Bakar 1999) ve morfoloji (Pmar vd 2001) {izerinedir.
Tetraploid formu iizerinde doku kiiltiirii ile birlikte etken madde analizini igeren bir

caligmaya rastlanmamaistir.

Calismada eksplant elde etmek icin steril sartlarda tohum ¢imlendirilerek bitkicik
olusturulmustur. Tohumlar yiizey sterilizasyonundan sonra, hicbir islem yapilmadan ve
zimparalanarak, hormonsuz MS ve filtre kagitlar1 iizerinde ¢imlendirildi (Colgegen
2005). Tohumun ¢imlendirilmesi ile ilgili bir sorun yasanmamis ve hormonsuz MS

ortamina ekilen tohumlar 15 gilinde eksplant almaya hazir bitkicikler haline gelmistir.

Denemelerimizde en iyi kallus olusumunu saglayabilmek amaciyla Leguminosae
familyasinda calisilmis olan iki farkli temel besin ortami ve c¢esitli oranlarda bitki
biiyiime diizenleyicileri kullanildi. Bu ortamlar Phillips and Collins (PC-L2) ve
Gamborg B5 (B5) dir. Phillips and Collins (1979)’in ¢ayir iicgiiliinde kallus elde etmek
icin gelistirdikleri PC-L2 ortami ¢alismamizda da en iyi sonuglar1 vermistir (Cizelge
4.1). Phillips and Collins (1979) kallus ve siirgiin olusturma denemelerinde 0,06 mg/L
Picloram ve 0,1 mg/L BAP kullanmiglardir. 2,4-D’nin kallus iiretiminde zayif etkili
oldugunu ancak NAA kullanimiyla 2,4-D’nin etkinliginin  artirilabilecegini
vurgulamiglardir. Ayni zamanda NAA’nin ortamda kararmalara neden oldugunu ve
bunun fenolik ve benzer bilesiklerin iiretiminde etkili olabilecegini bildirmislerdir.
Sitokinin olarak ise BAP’in kallus ve siirgiin gelisimi agisindan 2 IP ve KIN’e gore

daha etkili oldugunu agiklamislardir.
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Bizde denemelerimizde bu bilgilerden de yararlanarak 0,5 mg/L BAP ve 5 mg/L NAA
(P1), 2 mg/L BAP, 1 mg/L NAA (P2), 0,06 mg/L 2,4- D, 0,03 mg/L NAA ve 0,1 mg/L.
BAP (P3), 0,06 mg/L 2,4-D, 0,1 mg/L BAP (P4) igeren PC-L2 ortamlar1 ve 11 mg/L
NAA, 10 mg/L KIN, 10 mg/L 2,4-D ihtiva eden Gamborg BS ortamin1 kullandik. En iyi
kallus gelisimi P1 ortaminda gozlenirken bunu siras1 ile P3, BS, P4 ve P2 ortamlar

takip etti (Cizelge 4.1 ve Sekil 4.5).

PC-L2 ortaminda her bir alt kiiltiirdeki kallus artisinin kiyaslanmasinda, Duncan
Testi’ne gore PC-L2 ortamlarindan P3 ortami, P4 ortami ve P2 ortaminda kallusta,
birinci ve ikinci alt kiiltiirlerde benzerlik gozlenirken, P1 ortaminda farklilik gozlendi.
Ucgiincii alt kiiltiirde ise P2 ortaminda, diger PC-L2 ortamlarindan farklilik belirlendi.
PC-L2 ortamlar1 arasinda kallus gelisimi agisindan en iyi sonucu veren ortam olan P1
ortam1 ile B5 ortami Student—T Testi ile karsilastirildi . Buna gore; kallusta thessp degeri
twblo degerinden fazla ¢iktiginda dolay: iki ortam arasinda anlamli bir farklilik oldugu
belirlendi. Birinci, ikinci ve tiglincti alt kiiltiirde ise  kiiltlirde  thesap degeri tupio

degerinden kii¢iik oldugu i¢in iki ortam arasinda anlamli bir farlilik olmadig1 belirlendi.

B5 ortaminda koyu sar1 ve beyaz renkte mukus benzeri yumusak yapida kalluslar
gozlenirken diger ortamlarda yesil, beyaz, koyu sari, acik sar1 ve kahverengi renkte
parcalanabilir kalluslar gozlendi. Yesil kalluslar daha sert yapidadir. P1 de bir, P4 de

iki, P3 de ti¢, P2 de de li¢ eksplantta anormal siirgiin olusumu tespit edildi.

Horvath Beach and Smith (1979) T. pratense L. (red clover) ve T. incarnatum (crimson
clover)’da kallustan bitki gelistirme calismalarinda, eksplant olarak hipokotil ve
ovaryumlar1 kullanmaislar, en iyi kallus gelisimini, hipokotil eksplantlarindan, Gamborg
BS5 ortaminda 11 mg/L NAA,10 mg/ L 2,4-D ve 10 mg/L Kinetin hormon karisiminda 7
haftada elde etmislerdir. Calismamizda da hipokotil eksplantlarindan, biitiin ortamlarda

26-28 giinde (4 hafta) hasat edilecek miktarlarda kalluslar elde edildi.
Bhojwani (1981), Bhojwani et al. (1984), Mclean and Nowak (1989) gibi arastiricilar

invitro ¢ogaltim amaclh calismalarinda, degisik ortamlarda organogenesise yonelecek

kalluslar gelistirmeye calismislardir. Ortamlarimiz oldukga iyi sonuglar verdiginden,
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ortam ¢esitlendirilmesine gerek duyulmadi.

Cicek ve kalluslarin ekstrelerinin ITK analizinde, Kieselgel 60 F254 adsorbaninda,
Kloroform-Etil asetat (1:1) (S2) solvan sistemi ile izoflavonlarda iyi bir ayirim elde
edilmistir. S2 solvan sisteminde standart maddelerin Ry degerleri: daidzein 0.37,
genistein 0.51, formononetin 0.54 ve biokanin A 0.63 olarak belirlenmistir. Diploid
cigekte standartlarimiza ait hi¢ bir izoflavon lekesi goriilmezken, tetraploid bitkinin
cigeginde formononetin varlig1 tespit edilmistir. Kalluslarda ise dort izoflavon da tespit
edilmistir (Sekil 4.6). Daha sonra bulunan HPLC sonuglar1 da bu bulgular
dogrulamistir (Cizelge 4.4 ve Sekil 4.14).

Lichrospher 100 RP-18 kolonda, % 0,1 Formik asitli su : % 0,1 Formik asitli Asetonitril
(% 70 Su : % 30 Asetonitril) solvan sistemi kullanilarak izokratik olarak yapilan HPLC
analizinde, diploid c¢i¢ekte miktar tayinini yaptigimiz izoflavonlara ait hi¢ bir pike
rastlanmazken, tetraploid ¢icekte en ¢cok formononetin olmak {izere genistein, biokanin
A tespit edildi. Elde edilen kalluslarda (P1, P2, P3 ve B5) ise en ¢ok formononetin
olmak lizere ¢esitli miktarlarda diger izoflavonlar tespit edildi. Kalluslarda en yiiksek
izoflavon igerigi (% 0.115= 1.15mg/g formononetin) B5 ortaminin ikinci alt kiiltiir
kalluslarinda belirlendi. Kalluslarin ¢ogunda madde miktarlar1 III. alt kiiltiirlerde
diismiistiir. Sadece P2, P3 te formononetin, BS te genistein miktarlar1 II. alt kiiltiire

gore, I11. alt kiiltiirde artmistir.

Wu et al. (2003), T. pratense’de ve diger Trifolium tiirlerinin kok, gbévde, yaprak ve
cicek kisimlarinda HPLC ile birlikte kiitle spektrometresi kullanarak izoflavonlarin
ayrimint gerceklestirmislerdir. 7. pratense’de 9 izoflavon aglikonu, 8 glikozit ve 14
glikozit malonat olmak tizere 31 izoflavon belirlemislerdir. Caligmamizda kullandigimiz
standartlardan daidzein, formononetin, genistein ve biokanin A, Wu et al.(2003)’ nin

caligmasindaki kromatogramdaki major pikler arasindadir.
Delmonte et al. (2006), ¢icek, herba ve yaprak kisimlarit Avrupa ve Amerika’da pek ¢cok

diyete eklenen 7. pratense’nin izoflavonlarinin ayrimini g¢alismislardir. Bulduklari

izoflavonlar i¢inde, formononetin ve biokanin A’nin fazla miktarda bulundugunu tespit
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etmiglerdir. Krenn et al.(2002), Melbrosin International (Viyana/Avusturya)
firmasindan temin ettigi 7. pratense Orneklerinin ve ekstrelerinin igerigindeki
izoflavonlar1 HPLC ile belirlemislerdir. Daidzein ve genistein’e gore biokanin A ve
formononetin miktarlarinin fazla oldugunu bulmuslardir. Tetraploid kalluslarimizda da

en ¢ok bulunan izoflavon formononetindir.

Sonug olarak; kallus olusumunda en iyi gelisim P1 ortaminda ve sirasi ile P3, B5, P4 ve
P2 ortamlarinda goriildii. Elde edilen kalluslar oldukca iyi olup, slispansiyon kiiltiiriine
de elverislidirler. ITK’da tetraploid bitkinin ¢i¢eginde formononetin, kalluslarda ise dort
izoflavon da tespit edildi. HPLC analizinde ise; diploid g¢i¢cekte miktar tayinini
yaptigimiz izoflavonlara ait hi¢ bir pike rastlanmazken, tetraploid ¢icekte en cok
formononetin olmak iizere genistein ve biokanin A tespit edildi. Kalluslarda en yiiksek
izoflavon igerigi (% 0.115= 1.15mg/g formononetin) B5 ortaminin ikinci alt kiiltiir
kalluslarinda belirlendi P1, P2 ve P3 ortamlarinda olusan kalluslarda ise en cok

formononetin olmak iizere ¢esitli miktarlarda diger izoflavonlari tespit ettik.
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