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vi

ONSOZ

Bir iilkenin en dnemli dogal kaynaklarindan birisini ¢ayir ve meralar olusturur. Bu
alanlar hayvanlarin ihtiyact olan kaba yemin en ucuz karsilandigi yer olma
0zelliginin yaninda, dogal bitki Ortiisii, biyolojik ¢esitlilik ve bir¢ok tibbi bitkinin
kaynagi, ¢cok c¢esitli canliya yasam alani olusturmasi gibi birgok niteliklere de
sahiptir. Cayir ve meralar toprak verimliliginin artmasinda ve topraklarin yerinde
tutulmasinda, bolgenin su kaynaklarinin muhafazasinda ve gelistirilmesinde, erozyon
kontroliinde 6nemli rol oynarlar.

Hayvancilikta maliyetleri en aza indirerek karlilig1 arttirmak yetistiricilerin en ¢ok
arzuladig1r bir anlayis bicimidir. Bunlarin basinda hayvan yetistiriciliginde en az
maliyetle besleme yapmak gelmektedir. Korunga bitkisi de yetistiriciler tarafindan
tercih edilen iiretimi kolay, ucuz ve tiikketimi iyi olan bir yem bitkisi 6zelligindedir.

Yapilan bu arastirmada, hayvan beslemede kullanim alani bulan korunga bitkisinin
fitokimyasal ozellikleri, ekstraktinin farelerdeki agizdan akut ODsy degeri ile fare
jejunum ve ileumu tizerindeki etkileri in vitro testlerle ortaya konmasi amaglanmistir.

Bu calismada yardim, destek ve ilgilerini esirgemeyen, basta danisman hocam Prof.
Dr. Ayhan FILAZI olmak iizere, tez izleme komitemde bulunan hocalarim Prof. Dr.
Emine BAYDAN ve Prof. Dr. ilksin PISKIN’ e, bilgi ve onerileriyle ¢alismalarima
yardimct olan Farmakoloji ve Toksikoloji Anabilim Dali Bagkani Prof. Dr. Sezai
KAYA’ ya, Ankara Universitesi Ziraat Fakiiltesi Tarla Bitkileri Boliimii Ogretim
Uyesi Prof. Dr. Saime UNVER’ e, Veteriner Hekim Dr. M. Alp CETINKAYA’ ya
ve ayrica laboratuar caligmalarim sirasinda bana yardimeir olan bagta Siireyya
KARAASLAN olmak tizere tiim arastirma gorevlisi arkadaglarim ile Anabilim Dali
gorevlilerine tesekkiir ederim. Caligmalarim sirasinda sabir ve Ozverilerini
esirgemeyen aileme de tesekkiirii bir borg bilirim.
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Ak Asetilkolin
AKE Asetilkolinesteraz
cm Santimetre
ECs En yiiksek etkinin yarisini olusturan derisim
EDs Denemeye alinan grubun yarisinda etki olusturan doz
Emax En yiiksek etkililik ol¢iisii
g Gram
iITK Ince tabaka kromotografisi
Kcal Kilokalori
kg Kilogram
L Litre
Metre
M Molarite
mg Miligram
ml Mililitre
mm Milimetre
mM Milimolar
ul Mikrolitre
N Normalite
ODs, Denemeye alinan grubun yarisinda 6liim olusturan doz
pD: ECso’ nin negatif logaritmasi
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S.E.M. Standart hata
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1. GIRIS

Bitkilerin, 6zellikle ¢ayir-mera otlarinin, ot yiyen hayvanlarin, vahsi yasamlarindan
beri temel yem kaynaklarini olusturdugu bildirilmektedir. Bu durumun giiniimiizde
de evcil herbivor hayvanlarin beslenmesinde onemini siirdiirdiigii vurgulanmaktadir.
Hayvanlarin otlatilmasi i¢in ayrilan alanlara mera, otlarinin bigilmesi i¢in tahsis
edilen yerlere ise cayir denilmektedir. Farkli sekillerde kullanilan bu kavramlarin
ayni anlami da ifade ettigi bildirilmektedir. Cayir-mera bitkilerinin (bugdaygil,
baklagil, odunumsu bitkiler, yabani otlar); hayvanlar tarafindan otlatildigi, bigilip
kurutulmus halde o6zellikle kis yemlemesinde kullanildigi ya da silaj yapilarak
degerlendirildigi belirtilmektedir. Bu otlarin kimyasal ve fiziksel 6zelliklerinin; bitki
florasi, bitkilerin vejetasyon donemi, topragin yapisi, iklim 0Ozelligi, denizden
yukseklik gibi faktorlerden etkilendigi bildirilmektedir. Hayvanciligi ileri iilkelerde
cayir-mera alanlarinin fazla, otlarin verimlilik diizeylerinin yiliksek ve vejetasyon
stirelerinin uzun oldugu ve dolayisiyla iiretilen hayvansal {iriin maliyetlerinin de
diisiik oldugu belirtilmektedir. Cayir-meralarin Amerika Birlesik Devletleri’nin
toplam yiizol¢limii i¢inde % 26,08; Avustralya’da % 58,89; Arjantin’de % 52,19;
Fransa’da % 25,37; Tiirkiye’de ise % 27,94’liik bir orana sahip oldugu bildirilmistir
(Kaya ve Karademir, 2002).

1.1. Korunga Tiirleri

Korunga (Onobrychis) cinsine bagli 100 kadar tliriin oldugu, bunlardan yabani
korungalarin Baltik Denizi’nden, Akdeniz, On Asya ve Sibirya’ya kadar uzanan ¢ok
genis bir alana yayildig1 bildirilmektedir. Yurdumuzda 70 kadar korunga tiiriiniin
dogal olarak yetistigi belirtilmektedir. Cogu korunga tiiriinlin morfolojik olarak
birbirinden kolaylikla ayrilamadigi, bu nedenle, korunga tiirlerinin kesin
teshislerinde giicliiklerle karsilasildigi bildirilmektedir. Korunga cinsindeki tiir
zenginligine karsilik sadece lg tiiriin; adi korunga (Onobrychis sativa L.), Anadolu

korungast  (Onobrychis arenaria) ve Kafkas korungasiin (Onobrychis



transcaucacia) tarimsal a¢idan 6nem tasidigi, bu tiirler icerisinde adi korunga veya
kisaca korunga olarak adlandirilan Onobrychis sativa (Syn. O. viciaefolia veya O.

viciifolia Scop.) tiiriiniin yaygin olarak yetistirildigi bildirilmistir (A¢ikgdz, 2001).

1.1.1. Korunga (Onobrychis sativa Lam.)

Yurdumuzun 6zellikle Orta ve Dogu Anadolu ile gegit bolgelerinde yaygin olarak
yetistirilen korunganin (Sekil 1.1.), soguga ve kuraga ¢ok dayanikli oldugu, diger
bitkilerin yetisemedigi kira¢ kirecli topraklarda iyi gelistigi rapor edilmektedir.
Korunganin, iklim ve toprak kosullarina bagl olarak 15-20 yil yasamini siirdiirdiigii
(Acikgdz, 2001; TIGEM, 2004), kalkerli ve sulanmayan topraklarda yoncadan daha
verimli oldugu bildirilmektedir. Hasat isleminden sonra yavas gelismesi nedeniyle,
yoncadan daha az sayida bi¢im ve ot verimi alindig1 kaydedilmistir. Otunun yonca
kadar besleyici, protein oraninin oldukg¢a yiiksek ve mineral maddelerce zengin
oldugu da bildirilmistir. Yoncanin aksine, korunga otunun hayvanlarda sigkinlik
yapmadig, siit ineklerine yedirildiginde siitiin ve tereyagin kalitesinin yiikseldigi
bildirilmistir. Diger baklagiller gibi topragi azotlu maddelerce zenginlestirdigi de
belirtilmistir. Kurak bdlgelerde korunga koklerinin topragin 8—10 m derinlerine
kadar indigi, kuvvetli ve dallanmis kokleri ile alt katmanlardaki bitki besin
maddelerini ve suyu yukar ¢ektigi, bu nedenle diger yem bitkilerine tercih edildigi

rapor edilmistir (A¢ikgdz, 2001).

Sekil 1.1. Korunga bitkisi (Somerville, 2003).



) Korunza
(0. sativa L. s3m O.viciifolia Scop.)

Sekil 1.2. Korunga bitkisinin genel goriiniimii (Yiiksek ve ark., 2002).

1.1.2. Korunganin Bitkisel Ozellikleri

Dik veya yatik olarak gelisen sekilleri bulunan korunganin, zayif ve yiizlek
topraklarda iyi gelistigi, topragin derinlerine kadar inebilen ¢ok gelismis bir ana kdke
sahip oldugu, bu koklerin ¢apinin bazen 5 cm’ye kadar ulasabildigi bildirilmistir. Bir
tagtan 10-30 kadar sap ¢iktigi, enine kesitinin yuvarlak, taban kismimnin bos, yukari
kisimlarinin ise i¢i dolu oldugu belirtilmistir. Kuru ot elde etmek amaciyla
yetistirilen bitkilerin 100-120 cm’ye kadar boylanabildigi, yapraklarmin karsilikli
bilesik yapida oldugu, yapragi meydana getiren yaprakeiklarin her birinin ters
yumurta seklinde veya dar uzun, alt yiizeylerinin hafif tiiylii ve her yapraginda 5-30
yaprak¢ik bulundugu, yaprakeiklarin 10-25 mm uzunlugunda ve 3-8 mm
genisliginde, kenarlarinin diiz oldugu rapor edilmistir (Sekil 1.2) (A¢ikgoz, 2001;
TIGEM, 2004).

Cigeklerinin salkim seklinde ve genel olarak pembe renkli, her birinin uzunlugunun 1

cm oldugu, bunlarin uzunca bir sap etrafindan birleserek bir salkim meydana



getirdigi, bir salkimda 5-80 c¢igek bulundugu, salkiminda cigeklerin asagidan
yukartya dogru actigi bildirilmistir (Ac¢ikgoz, 2001; Yiksek ve ark., 2002).
Cigeklerin ¢ok ender olarak kendi kendine déllendigi, tozlasmanin bal arist (Apis
mellifera) ve bazi1 yaban arilar tarafindan gergeklestirildigi kaydedilmistir. Bal
arilarinin, bal 6zii tasidiklarindan dolay1 korunga ciceklerini severek ziyaret ettigi, bu
arada tozlagmayr yaparak dollenmeyi sagladigi bildirilmistir. Cigeklenmenin
bitkilerin en kritik donemi oldugu, ¢i¢eklerin uzun siire déllenmeden bekleyemedigi,
kuruyup dokiildiigii kaydedilmistir (TIGEM, 2004). Meyvelerin tek tohumlu yarim
daire seklinde, kiiglik, yassi bir bakla goriiniimiinde, kenarinin ¢ikint1 seklinde
dikenli oldugu ve meyve kabugunun tohumun etrafimm sardig bildirilmistir.
Tohumunun fasulye seklinde ve koyu kahverengi, 1000 tane agirhiginin 17-32 g
kadar (A¢ikgoz, 2001) ve optimum ¢imlenme 1sisinin 20-30 °C, ¢imlenme siiresinin

ise 4-14 giin oldugu rapor edilmistir (TIGEM, 2004).

1.1.3. Korungamn Kimyasal Bilesimi

Diger baklagillerde oldugu gibi ¢iceklenme Oncesinde korunganin % 20’den fazla
protein icerdigi (Cizelge 1.1), bu oranin gelisme ile birlikte azaldigi, ancak kuru ot

veriminin arttig1 rapor edilmistir (A¢ikgoz, 2001).

Cizelge 1.1. Cesitli devrelerde bigilen korungada kimyasal kompozisyonun degisimi (%)

(Agikgoz 2001).
Bicim Devresi Ham Ham Ham Azotsuz Oz
¢ Protein Yag Seliiloz Madde
.Cofi‘slfnme 21,2 2,1 223 44,7
g;‘ﬁ;‘fgﬁ? 18,9 32 298 4.6
gil;clklenme 17,3 3 33,7 41,0




Korungada bulunan mineral maddeler Cizelge 1.2°de verilmektedir. Mineral madde
yoniinden diger cayir bitkilerine gore daha zengin, fakat kalsiyum ve sodyum
miktarinin ise diger baklagil yemlerine gore daha az miktarda bulundugu

kaydedilmistir (Spedding ve Diekmahns, 1972).

Cizelge 1.2. Korungadaki mineral madde kompozisyonu (Spedding ve Diekmahns, 1972).

Mineral madde (g/kg 11:/1[1 irl;ti;a dde) Mineral madde (mg /kgl\l?ll;t:;a dde)
Fosfor 2,0-5,5 Demir 73-360
Potasyum 11,8-36,9 Mangan 44-62
Kalsiyum 8,4-13,1 Cinko 20-41
Kiikiirt 2,0-3,4 Bakar 5-10,4
Sodyum 0,1-0,5 Kobalt 0,10-0,24
Klor 3,2-4,6 Molibden 0,18

Korunga yapragi ekstraktlarinin kimyasal incelemesiyle, hayvan yemi olarak besin
degerine katkida bulunmasinda oynadigi roliin bir kismina agiklik getirildigi
belirtilmistir. Niikleer manyetik rezonans spektroskopisiyle incelenmesinde 7
sinnamik asit tiirevi, 9 flavonoid glikozidin ve diisiik molekiil agirliga sahip fenolik

bilesiklerin oldugu rapor edilmistir (Lu ve ark., 2000).

Marais ve ark., (2000) nin sulu aseton ekstraksiyon yontemiyle yaptigi bir ¢calismada,
korunga bitkisinden; afzelin (Sekil 1.3), arbutin (Sekil 1.4), kuersetin (Sekil 1.5),
kaemferol (Sekil 1.6), rutin, kuersetin-3-(2(G)-ramnosilrutinoz), L-triptofan, inositol
(+)-pinitol, yiiksek oranda sukroz (yaklasik ekstrakte materyalin % 35°1) ve kondanse
tanenler elde edilmistir. Korungadaki kondanse tanenlerin tahminen hetero ve
homopolimerler iceren prosiyanidin ve prodelfinidin birimlerinden olustugu,
47:53’den 90:10’a kadar degisen oranlarda cis-trans ve 36:64’den 93:7’ye varan
aralikta delfinidin:siyanidin oraniyla oldukca yiiksek degiskenlik gosterdigi

vurgulanmustir.
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Sekil 1.3. Afzelinin kimyasal yapist (NIAID, Sekil 1.4. Arbutinin kimyasal yapist (Murrey,
2007) 1991)

OH

OH O HO o)
Sekil 1.5. Kuersetinin kimyasal yapis1 (Juurlink, — Sekil. 1.6. Kaemferoliin kimyasal yapis1
2003) (Wikipedia, 2007)

Korungada bulunan tanenlerin, kondanse tanenler (katesik tanenler; katesinin
kondenzasyon iirliniidiirler) seklinde bulundugu, besleme ve kuru madde
sindirilebilirligini  baskiladigindan ruminantlar i¢in  antinutrisyonel olarak
degerlendirilmesine ragmen, rumen ortaminda mikrobiyel hidroliz ve deaminasyon
ile olusabilen protein ¢okmelerini engellemesi nedeniyle besleme agisindan yararl
olabilecegi bildirilmistir. Ozellikle timpaniye kars1 korunganm koruyucu 6zelliginin

bulunmasi kondanse tanen icermesiyle iligkilendirilmistir (Jones ve ark., 1994).

Arbutinin, bobreklerde hidrokuinonlara ¢evrilirken iriner sistem {izerine
antibakteriyel ya da antiseptik ajan olarak rol oynadigi, ayrica tirozin aktivitesinin
engellenmesiyle melanin sentezini Onleyerek pigmentasyon Onleyici ajan olarak
kullanildigr bildirilmistir (Chemicalland21, 2004). Korungadaki flavonollarin
kuersetin ve kaemferol oldugu (Marais ve ark., 2000), bunlarin antidiaretik, antiiilser
ve yang1 Onleyici etkileri oldugu kadar hiicresel proliferasyonu onleyici, enzimatik
aktiviteyi ayarlayict ve serbest radikallerin azaltilmasi gibi in vitro biyolojik

etkilerinin de bulundugu kaydedilmistir (Ross ve Kasum, 2002). Antioksidan, yangi



Onleyici, antikarsinojen, antitrombotik, hiicre ve damar koruyucu etkinlige sahip
rutinin ise kuersetin ve disakkarid rutinozdan olusmus bir glikozid oldugu rapor

edilmistir (PDRhealth, 2004).

Yiiksek performanslt sivi kromotografisi (HPLC) ile korunga yapraklarinda
proantosiyanidin  kompozisyonunun belirlendigi ¢alismada; floroglusinoliin
parcalanma iirlinleri olarak katesin, epikatesin ve gallokatesinin belirlendigi,
epigallokatesinin tiim asamalarda son birim oldugu, ancak erken asamada az da olsa
katesinin son birim olabilecegi bildirilmistir. Epigallokatesin ve gallokatesinin
agirlikla uzayan birimi olusturdugu, katesinin ise uzayan birime dahil olmadigi,
polimerizasyonun ortalama molekiiler agirlik miktar1 ve derecesinin yapragin
gelisimiyle arttig1 bildirilmistir. Cis-izomer kompozisyonunun % 83’den % 48’e
azaldig1 ve yapragin olgunlagmasiyla trihidroksillenmis B-halkalarinin oraninin %

60’dan % 90’na kadar arttig1 rapor edilmistir (Koupai-Abyazani ve ark., 1993).

Yapilan bir calismada, korunganin tohumlarindan elde edilen lektinin % 2.6
(a/a)’smn1 dogal karbonhidrat iceren glikoprotein ve % 6 (a/a)’sin1 glikozaminin
olusturdugu belirtilmektedir. Jel filtrasyon kromotografisiyle lektinin proteolitik
sindiriminden elde edilen karbonhidratin, gercek glikoproteinin % 70’ini olusturan
glikopeptid oldugu bildirilmistir. Gaz likit kromotografisi ve aminoasit analizlerinde
glikozil kismii glukozamin, mannoz, ksiloz ve fukozun olusturdugu belirtilmistir.
Aminoasit kisminin serin, aspartat, glutamat ve threoninden olustugu, glikozil kismin
peptide n-glikozidik bagla (asparajin ve glukozamin arasinda) birlestigi rapor
edilmistir (Namen ve Hapner, 1979). Yine bu calismaya benzer bagka bir
incelemede; korunga tohumlarindaki lektinin aminoasit kompozisyonunun biiyiik bir
cogunlugunu (% 41) aspartat, glutamat, threonin ve serinin olugturdugu bildirilmistir

(Hapner ve Robbins, 1979).

Kuersetinin  hayvanlarda trombosit kiimelesmelerini, oksidatif enzimleri ve
anafilaksiyi onledigi bildirilmektedir. Kuersetin ve diger bazi flavonoidlerin ayrica
kobaylarda histamin, baryum kloriir, asetilkolin (Ak), leukotrien D4, prostaglandin

E2 ve elektriksel olarak uyarilan ileum kas kasilmalarini da engelledigi rapor



edilmistir. Kuersetinin etkisinin, kalsiyum kanal blokorii olan verapamil ile veya
disaridan az miktarda verilen kalsiyumla arttirildigi bildirilmistir. Kuersetinin
farelerde tibbi koOmiiriin gastrointestinal gecisini azalttigt ve bu etkinin de

verapamille arttirildigi kaydedilmistir (Meli ve ark., 1990).

Yapilan baska bir arastirmada, kuersetinin farelere periton i¢i uygulanmasiyla
bagirsak gecisinin 6nemli bir sekilde yavasladigi, bu etkinin yohimbin ve fentolamin
ile dnlendigi, atropin veya naloksan ile onlenemedigi kaydedilmistir. Kuersetinin
bagirsak ici sivi birikimini ve hint yagi ile olusturulan siirgiinii azaltti§i ve bu
etkilerinin de yohimbin ile antagonize edildigi, sonugta kuersetinin gastrik iilserin
alanim1 azalttig1 fakat etkisinde bir degisiklik yapmadigi, bagirsak motilitesi ve
sekresyonu lizerine etkisinin o, adrenerjik reseptorler ile iliskili oldugu

vurgulanmstir (Di carlo ve ark., 1994).

Di carlo ve ark., (1993)’nin yaptig1 bir ¢calismada, bazi flavonoidlerin (apigenin,
flavon, kaemferol, morin, mirisetin, naringin ve rutin; 12,5-50 mg/kg) farelere
periton i¢i uygulamasiyla ince bagirsak (% 28-69) ve kalin bagirsaktaki (% 83—134)
gecisin Onemli bir sekilde yavasladigi bildirilmistir. Diger flavonoidler (naringenin,
silibinin, silimarin ve taksifolin, 100200 mg/kg) % 23-41 oraninda bagirsak
gecisini azaltirken, katesin, hesperitin ve floridzin (200 mg/kg’a kadar)’in etki
etmedigi kaydedilmistir. Yohimbinin (% 92-96) ise flavonoidlerin engelleyici
etkileri lizerine antagonistik etki gdstermedigi, buna karsin, verapamilin flavonollarin
etkilerini gliclendirdigi rapor edilmistir. Bu sonuglara gore goriilen -etkiler,

molekiillerin yapilariyla, o, adrenerjik reseptorler ve kalsiyumla iligkilendirilmistir.

1.1.4. Bitkilerle Tlgili Yapilan Diger Baz1 Calismalar

Sida veronicaefolia bitkisinin alkolik ekstrakti izole kobay ileumunda ve tavsan
duodenumunda c¢aligilmigtir. Atropin, hekzametonyum ve mepiramin kullanilarak
yapilan agonist/antagonist caligmalarla bitkinin baslica muskarin benzeri etkili

oldugu rapor edilmistir. Ekstraktin kimyasal incelemesinde pseudotanenler,



oligosakkaritler, flavonoidler, kolin, fruktoz, peptidler, histidin, glisin, tirozin,

okzalik asit ve fenolik asitin tespit edildigi bildirilmistir (Lutterodt, 1988).

Nijerya’nin kuzeyinde ve diger Kuzey Afrika {ilkelerinde yetisen ve solunum sistemi
hastaliklarina yonelik ilag¢ iiretilmesinde yaygin bir kullanim alani bulan Pavetta
crassipes bitkisinin yaprak ekstraktinin izole tavsan jejunumu, kobay ileumu ve rat
uterus diiz kaslariin spontan motilitesi iizerinde derisime bagli olarak onleyici etki
yaptig1 belirtilmistir. Ekstraktin onleyici bu etkisinin propranolol ya da yohimbinden
etkilenmedigi, ancak verapamil ile tamamen bloke edildigi bildirilmistir. Buna gore
bitkinin kalsiyum kanallar1 boyunca etki olusturdugu sonucuna varilmistir. Ayrica
bitki yapraklarinin flavonoidler, tanenler ve antrakuinonlar1 igerdigi belirtilmistir

(Amos ve ark., 1998).

Tozlar1 yara ve iilserin, dekoksiyonu sindirim sistemi hastaliklarinin, kokleri de
frenginin tedavisinde kullanilan Terminalia avicennoides bitkisinin koklerinin sivi
ekstrakti izole tavsan jejunum dokusunda ve hint yagi ile diare olusturulmus
farelerde incelenmistir. Yapilan bu ¢alismada ekstraktin doza baglh sekilde izole
tavsan jejunumunun spontan kasilmalarini azalttigi, farelerde ise doza bagli olarak
mide bagirsak icerigi gecisini yavaglattig1 ve hint yagi ile olusturulan diareye karsi
onemli bir derecede koruma sagladig bildirilmistir. Farelerde ekstraktin periton i¢i
ODsy’sinin 871,4-917,4 mg/kg oldugu, kimyasal analizinde tanenler, saponinler ve

flavonoidlerin tespit edildigi rapor edilmistir (Abdullahi ve ark., 2001).

Indigofera dendroides bitkisinin yaprak ekstrakti farelerde bagirsak motilitesi ile
kobay ve rat izole diiz kaslar1 iizerinde incelenmistir. Rat ileal diiz kasinda
kalsiyumsuz ortamda ve fizyolojik c¢ozelti icerisinde Ak, potasyum kloriir ve
ekstraktin kasici etkileri belirlenmistir. Calisma sonucunda Indigofera dendroides
yaprak ekstraktinin kobay ve rat ileum {izerinde derisime bagli olarak kasilma
yanitlar1 olusturdugu, bu yanitlarin mepiramin, verapamil, ya da pirenzepin ile
engellenmedigi, atropin ile tamamen bloke edildigi, periton igi ODs’sinin ise 692,82

mg/kg olarak tespit edildigi bildirilmistir (Amos ve ark., 2003).
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Yapilan bir c¢alismada; Thymus piperella yapraklarinin  metanol, hekzan,
diklorometan ve butanol ekstraktlar1 farmakolojik ve histolojik a¢idan incelenmistir.
Tiim ekstraktlarin farelerdeki agizdan akut zehirliligi denenmis ve ODsg’sinin 2g
ekstrakt/kg canli agirligindan daha biiylik oldugu belirtilmistir. Hekzan ekstrakti
daha giiclii olmakla birlikte, metanol, diklorometan ve butanol ekstraktlarinin doza
bagimli olarak izole rat ileumunda Ak’nin kasilmalarin1 6nemli derecede engelledigi
rapor edilmistir. Buna ragmen, metanol ekstraktinin izole rat aortunda ve kobay
trakeasinda noradrenalin ve histamin kasilmalarini degistirmedigi belirtilmistir.
Calisma ile halk arasinda kullanilan bu bitkinin 6zelliklerinin bir bakima ag¢iklandig:

vurgulanmistir (Marti ve ark., 2005).

1.1.5. Korunga ile Yapilan Diger Bazi Calismalar

Korunganin sindirim sistemindeki nematodlar iizerine etkisinin belirlenmesi
amaciyla siit kegilerinin kullanildig1 bir ¢alismada, kapali alanda 60 kegiye 10 giin
icin 1,36 kg korunga, 60 keciye ise normal kaba ot yedirilmis ve ¢alisma sonunda,
korunga verilen grubun digkidaki nematod yumurtalarinin goriilme sikliginin ¢ok

diisiik diizeyde gozlendigi bildirilmistir (Hoste ve ark., 2005).

Korunga kondanse tanenlerinin dort ¢esit rumen bakterisinin gelismesi ve proteolizisi
tizerindeki etkilerinin incelendigi bir ¢alismada; korunga yapragi kondanse
tanenlerinin Butyrivibrio fibrisolvens A38 ve Streptococcus bovis 45S1’in proteaz
aktivitelerini ve geligsmelerini engelledigi fakat Prevotella ruminicola Bl14 ya da
Ruminobacter amylophilus WP225 iizerine etkilerinin ise daha az oldugu
bildirilmistir. B. fibrisolvens ve S. bovis’in hiicre duvarindaki morfolojik
degisikliklerin tanenin zehirliliginden kaynaklandig1 ve tanenlerin bakterilerin hiicre

tabaka polimerlerine baglandig1 belirtilmistir (Jones ve ark., 1994).

Paolini ve ark., (2004)’nin yaptiklar1 bir ¢aligmada; 3 odunumsu bitkinin (Rubus
fructicosus, Quercus robur, Corylus avellana) trichostrongyles’ler iizerine etkileri,

baklagil bitkisi olan korunga ile karsilastirilarak incelenmistir. Bu bitkilerden elde
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edilen ekstraktlarin parazit tlirlerine ve asamalarina olan etkisine bakilmistir.
Odunumsu bitkilerin abomasumda ki tiirlerin etkinligini 6nemli derecede engelledigi
bildirilmistir. Korunganin 7. colubriformis ve H. contortus L3 ve abomasumdaki
eriskin solucanlar {izerine 6nemli etkiler yaptig1 rapor edilmistir. Ayrica tanenlerin
etkinligini belirlemek i¢in engelleyici etkisi olan polietilen glikol (PEG) findik agaci,
mese ve korunga ekstraktlarina ilave edilmistir. PEG’siz olanlarda L3 ve ergin
solucanlar iizerine engelleyici etkilerinin 6nemli bulundugu, PEG ilave edildikten
sonra ise ¢ogu kez erginlerin ¢ogalmasi ve larval iiremenin yeniden canlandig:
bildirilmistir. Goriilen bu etkilerin parazit ve bitkilerle iligkili olan faktorlere bagl

oldugu ve bu faktorler igerisinde tanenlerin de rol aldig1 vurgulanmustir.

Kegilerde 3. asama larva donemi ile baslatilan Haemonchus contortus enfeksiyonu
lizerine, quebracho ve korunga otunun etkisinin incelendigi diger bir ¢aligmada iki
bitkinin de H. contortus L3 lizerine etkili oldugu ve nematod sayisinda sirastyla % 33
ve % 38’lik azalma meydana getirdikleri rapor edilmistir. Caligma sonucunda tanenin
etkisinin parazit asamalarina degil, tiirleri iizerinde etkili oldugu bildirilmistir

(Paolini ve ark., 2005).

Kurutulmus korunga otu ile silajlanmis korunganin antiparaziter etkisinin
arastirildigr bir ¢alismada (Heckendorn ve ark., 2006) koyunlarda deneysel olarak
olusturulan Haemonchus contortus (abomasum) ve Cooperia curticei (ince bagirsak)
enfestasyonlarina karst korunganin etkili olabilecegi bildirilmistir. Korunganin
antiparaziter etkisinin iceriginde bulunan tanenden ileri geldigi rapor edilmistir.
Barrau ve ark., (2005) ise Haemonchus contortus L3 {izerine in vitro olarak yaptiklari
calismada korunganin antiparaziter etkisinin igeriginde bulunan kondanse tanenler
yaninda  flavonol  glikozidlerinden  (rutin, nikotiflorin, narsissin)  de

kaynaklanabilecegi sonucuna varmiglardir.

Korunganin koklerinin derine gitmesi, fakir topraklarda dahi yetigsmesi, toprakta
serbest olmayan fosforu serbest duruma getirmesi nedeniyle, 6zellikle bugdaygil yem
bitkileri ile birlikte kullanilan iyi bir toprak 1slah bitkisi oldugu bildirilmistir. Kok

sisteminde yasayan Rhizobium bakterileri sayesinde havanin serbest azotunu tespit
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ederek kendisinden sonra gelen bitkiye ¢ok elverisli bir toprak birakabilecegi ve
ayrica bu bitkiden erozyon kontroliinde de etkili bir sekilde faydalanilacagi
belirtilmektedir. Korunganin bol miktarda bal 6zii vermesi nedeniyle ayn1 zamanda
iyi bir ar1 meras1 olabilecegi de ileri siiriilmiistiir. Ulkemizde de yaygin olarak yetisen
korunga, hayvan beslemede Onemli bir yer tutmaktadir. Bu bitkinin iilkemizde
hayvan besleme alaninda Onemine iliskin calismalar olmasma karsin in vitro
ortamlarda farmakolojik etkilerine yonelik bir ¢alisma bulunmamaktadir.
Korunganin igeriginde bulunan tanenlerin, tek baslarina bagirsaklar {izerine
biiziistiiriicli etki yaptiklar1 ve sindirim kanal1 salgilarin1 azalttiklari, flavonoidlerin
ise gevsettikleri bilinmektedir. Ayrica bir¢cok caligma ile (Paolini ve ark., 2004;
Barrau ve ark., 2005; Hoste ve ark., 2005; Paolini ve ark., 2005; Heckendorn ve ark.,
2006) korunga otunun bagirsak iizerinde yasayan nematodlar {izerine etkili oldugu ve

dogal antelmentik madde olarak degerlendirilmeye alindig1 da belirtilmektedir.

Bu calismada amag, hayvan beslemede yaygin sekilde kullanilan korunga bitkisinin
(Onobrychis viciifolia) ekstraksiyonla igerigini belirlemek, in vitro olarak fare
jejunum ve ileumunda cesitli agonist (Ak, betanekol) ve antagonistleri (atropin)
kullanarak etkilerini degerlendirmek ve agizdan akut Sldiiriicii dozunu belirlemektir.
Boylece onemli bir kaba yem bitkisi olan korunganin fareler kullanilarak
memelilerin sindirim kanalina olan etkisi ve olast zehirliligi iizerine bir fikir

edinilmesi mimkiin olabilecektir.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1.  Arac ve Gerecler

2.1.1. Bitki Materyali

Korunga bitkisi materyali Ankara Universitesi Ziraat Fakiiltesi Tarla Bitkileri
Boliimiinden 2005 yili mayis ve temmuz aylar1 arasinda temin edildi. Korunga
bitkisi, ciceklenme doneminde, topraktan 5 cm yukarida, yaklasik 3040 cm
uzunlugunda alindi. Daha sonra govde ve yapraklar distile suyla yikandi, kiiciik
parcalara kesilerek oda 1sisinda kurutuldu ve o&giitiilerek toz haline getirildi. Toz
halindeki bitki, 151k gérmeyen ortamda, i¢inde nem cekici Ozellige sahip susuz

kalsiyum kloriir bulunan desikatére konularak analiz i¢in saklandi.

2.1.2. Deney Hayvanlar

Calismada, 25-35 g agirliginda Wistar Albino soyu, oldiiriicii doz ¢aligmasi i¢in 60
disi ve 60 erkek, farmakodinami ¢alismasi icin ise 18 erkek fareden olusan, en az 2
aylik toplam 138 adet fare kullanildi. Farelere 23 £2 °C sicaklikta barinma kosullari
saglandi. Besin maddesi olarak her giin, 5 mm’lik pelet yem (% olarak, Kuru madde:
88; Ham protein: 12; Ham kiil: 9; Ham seliiloz: 14 ve Metabolik enerji: 2500
Kcal/kg) ve temiz igme suyu ad libitum (serbestce) verildi. Denemelere baglanmadan
24 saat Once fareler a¢ birakildi. Calisma ile ilgili Ankara Universitesi Veteriner

Fakiiltesi Etik Kurulu’ndan onay alindi.

2.1.3. Deney Araclan

Evaporator (Biichi Rotavapor, R-110)
Sokselet cihazi

pH metre (Mod. 390 WTW Messgerit)
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Santrifiij cihaz1 (Heraeus Labofuge 200)

Desikator

Izole Organ Banyosu

TDA 97 polygraph sistem (MAY)

FDT-10A izometrik gerim ileticisi (MAY)

WBC 3446V2 su banyosu ve sirkiilasyon sistemi (MAY)

Bilgisayar

% 95 O, % 5 CO; igeren gaz karisim tlipli

Hassas terazi (Sartorius Basic BA110S)

Otomatik pipetler (Jencons — Sealpette; 10—100 pl)
(Biohit Proline — Isolab; 100—1000 pl)

Cam malzemeler {Erlenmayer (50-100 ml), beher (25-50-100 ml), petri kutusu,

meziir, agz1 rodajli balon, tiip}

Cerrahi malzemeler (pens, makas, ip)

Ependorf tiipii

Enjektor (1 ve 10 ml’lik)

Distile su cihazi

2.1.4. Kimyasal Maddeler

Amonyum hidroksit (% 25): Merck 105422

Asetik asit (CH;COOH) (% 100): J.T.Baker 6003
Asetilkolin klorur {(CH3)3N+CH2CHZOCOCH3C1}: Sigma A 6625
Atropin stilfat {(C;7H23NO3),.H,SO4}: Sigma A 0257

Bakir siilfat pentahidrat (CuSO4.5H,0): Merck 102792
Betanekol (C7H;7N,0,Cl): Sigma 5259

Bizmut(III)-nitrat (BisHyN4O,,): Merck 101878
Civa-II-kloriir (HgCl,): Merck 104419

D (+)-Glikoz monohidrat (CsH,06.H,0): Merck 104074
D-Arjinin monohidroklorid (C¢H;4N4O,HCI): Sigma A6757
Demir-I1I-kloriir (FeCls): Merck 803945

Distile su



DL-Metiyonin {CH3;SCH,CH,CH(NH,)COOH}: Sigma M9500
Etanol (C,HsOH): Merck 100983

Folin-ciocalteu ayiraci: Merck 109001

Hidroklorik asit (HCI) (% 37): J.T.Baker 6081

Histamin dihidroklorid (CsHoN3.2HCI): Sigma H 7250

ITK tabakalar1 (2020 cm silika jel G-60): Merck 105721
Jelatin: Merck 104078

Kalsiyum kloriir (CaCl,) (% 95): Riedel-de Haen 12018
Kloroform (CHCl3): Merck 102445

Kolin klorid {(CHj3);N(CI)CH,CH,OH}: Sigma C 7017
Kursun asetat {Pb(CH3;COO),}: Merck 107372

L-lizin {H,N(CH,)sCH(NH;,)CO,H}: Sigma L 5501
Magnezyum kloriir hekzahidrat (MgCl,.6H,0): Merck 105891
N-butanol {CH3(CH;);OH}: Merck 100988

Nikotin hidrojen tartrat (C,oH;4N».2C4HOg): Sigma N 5260
Ninhidrin (CoHgO4): Merck 159655

Platin-II-kloriir (Cl,Pt): Merck 824566

Potasyum ferrisiyaniir {K3;Fe(CN)g}: Merck 104971
Potasyum iyodiir (KI): Merck 105040

Potasyum kloriir (KCl): Merck 104935

Rezorsinol (C¢HeO,): Merck 107593

Sodyum bikarbonat (NaHCOs): J.T.Baker 0263

Sodyum dihidrojenfosfat dihidrat (NaH,PO4.2H,0): Merck 106345

Sodyum hidroksit (NaOH): Merck 106498

Sodyum kloriir (NaCl): Merck 116104

Sodyum potasyum tartrat (CsHsKnaOs.4H,0): Merck 108087
Susuz kalsiyum kloriir (CaCl,): Merck 102389

Siilfiirik asit (H2SO4) (% 96): Carlo Elba 306657

Tannik asit: Merck 100773

Vanillin (CgHgO3): Merck 818718

15
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2.1.5. Kimyasal Maddelerin ve Ayiraclarin Hazirlanmasi

Amonyak alkol (% 10): 1 kisitm % 25’lik amonyum hidroksit ¢ozeltisi + 9 kisim etil
alkol seklinde hazirlandi.

Demir kloriir ¢ozeltisi (% 1): 1 g demir-11I-kloriir distile suda ¢ozdiiriildii ve distile

su ile 100 ml’ye tamamlandi.

Mayer’s ayiraci: 1,4 g civa kloriir ve 5 g potasyum iyodiir distile suda ¢ozdiiriildii ve

distile su ile 100 ml’ye tamamlandi.

Dragendorff’s ayiraci: a: 0,2 g bizmut subnitrat + 2,5 ml asetik asit distile su ile 10
ml’ye tamamlandi. B: 4 g potasyum iyodiir 10 ml distile suda ¢ozdiiriildii; 10a + 10b

+ 20 ml asetik asit karigimui distile su ile 100 ml’ye tamamlandi.

Kursun asetat ¢ozeltisi (% 10): 10 g kursun asetat distile suda ¢ozdiiriildii ve distile

su ile 100 mI’ye tamamlandi.

Fehling ¢ozeltisi: 1 ml Feling A (69,38 g bakir siilfat pentahidratin 1 L distile sudaki
¢oOzeltisi) + 1ml Fehling B ( 250 g sodyum hidroksit distile suda ¢ozdiiriildii ve
lizerine 346 g sodyum potasyum tartrat ilave edilerek distile su ile 1 L’ye

tamamlandi) karisimiyla hazirlandi.

Seliwanoff’s aywraci: 4 M hidroklorik asitin 1 L’deki ¢dzeltisine 0,5 g rezorsinol

katilarak hazirlandi.

Ninhidrin ayiraci: 1,5 g ninhidrin 5 ml asetik asitle ¢ozdiiriiliip % 95’lik etanol ile

500 mI’ye tamamlandi.

Todoplatinat ayiraci: 0,125 g platin kloriir 1,25 ml distile suda ¢ozdiiriildii. 2,5 ml %
30’luk potasyum iyodiir ilave edildi ve distile su ile 25 ml’ye tamamlandi. Daha

sonra icerisine 0,5 ml hidroklorik asit katildi.

Demir-11I-kloriir/potasyum ferri siyaniir ¢ozeltisi: Maddelerin distile su ile % 1°lik

¢ozeltileri hazirlandi ve 1:1 oraninda karistirildi.

Tannik asit ¢ozeltisi (% 10): 10 g tannik asit distile suda ¢ozdiiriildii ve distile su ile

100 ml’ye tamamlanda.
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Vanillin/hidroklorik asit ¢ozeltisi: 10 ml konsantre hidroklorik asit igerisinde 1 g

vanillinin ¢ézdiiriilmesiyle hazirlandi.

Vanillin/siilfiirik asit ¢ozeltisi: % 10’luk etanolde hazirlanmis vanillinin, konsantre

stilfiirik asitile 2:1 oraninda karistirilmasiyla hazirlandi.

Jelatin ¢ozeltisi (% 1): 1 g jelatin distile suda ¢ozdiirtildii ve distile su ile 100 ml’ye

tamamlandi.
Fizyolojik tuzlu su: % 0,85’lik sodyum kloriir ¢ozeltisidir.

Biiiret aywaci: 10 ml dilue sodyum hidroksit ¢ozeltisi igerisine 2 damla dilue bakir

stilfat ¢cozeltisinin katilmasiyla hazirlandi.

Bakar siilfat ¢ozeltisi (%0 1): 0,1 g bakur siilfat distile suda ¢ozdiirtildii ve distile su ile

100 ml’ye tamamlanda.

Sodyum hidroksit ¢ozeltisi (% 10): 10 g sodyum hidroksit distile suda ¢ozdiiriildi ve

distile su ile 100 ml’ye tamamland.

Asetilkolin kloriir: Distile suda 0,1 M stok ¢o6zeltisi giinliik olarak hazirland1 ve

distile su ile hazirlanan sulandirmalar: kullanildi.

Betanekol: Distile suda 0,1 M stok ¢ozeltisi giinliik olarak hazirland1 ve distile su ile

hazirlanan sulandirmalar1 kullanildi.

Atropin stilfat: Distile suda 0,1 M stok ¢ozeltisi giinliik olarak hazirland1 ve distile su

ile hazirlanan sulandirmalar: kullanildi.

Nikotin hidrojen tartrat: Distile suda 0,1 M stok ¢ozeltisi giinliik olarak hazirlandi ve

distile su ile hazirlanan sulandirmalar1 kullanildi.

Histamin dihidroklorid: Distile suda 0,1 M stok ¢ozeltisi giinliik olarak hazirlandi ve

distile su ile hazirlanan sulandirmalar: kullanildi.

2.1.6. Tyrode Cozeltisinin Bilesimi

Sodyum kloriir (NaCl): 136,9 mmol
Potasyum kloriir (KCI): 2,68 mmol
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Kalsiyum kloriir (CaCly): 1,8 mmol

Magnezyum kloriir hekzahidrat (MgCl,.6H,0): 1,05 mmol
Sodyum bikarbonat (NaHCOs3): 11,9 mmol

Sodyum dihidrojenfosfat dihidrat (NaH,PO4.2H,0): 0,4 mmol
D (+)-Glikoz monohidrat (C¢H,06.H,0): 5,5 mmol

Distile su

2.2. Yontem

2.2.1. Bitkinin Ekstraksiyonu

Ekstraksiyon iglemi Lutterodt (1988)’un bildirdigi yonteme gore yapildi. 300 g toz
edilmis bitkinin tizerine 2 L % 95’lik etanol ilave edildi ve 90-100 °C de Sokselet
cihazinda ekstrakte edildi. Elde edilen ekstrakt evaporatérde uguruldu ve 6 defa 50
ml 1lik distile su ile yikanarak sivi kismi ayrildi. Ayrilan sivi kisim dakikada 1600
devirde 10 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi elde edilen ekstraktin pH’s1 0,2
N’lik sodyum hidroksit ile 7,4 olacak sekilde ayarlandi. Bu ekstrakt distile su ile
(stok c¢ozelti) 1000 mg/ml olacak sekilde tamamlandi ve deneylere kadar derin
dondurucuda saklandi. Deneylerde kullanilacak sulandirmalar distile su kullanilarak

hazirlandi.

2.2.2. Bitkinin Organik Fosforlu ve Karbamat Tiirevi Insektisid, Aflatoksin B;,

B,, G, G; ve Okratoksin Yoniinden Analizi

Calisma icin kullanilacak korunga bitkisinin organik fosforlu ve karbamat tiirevi
insektisid, aflatoksin B, B, Gi, G, ve okratoksin kirliligi yoniinden analizleri,
Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi Farmakoloji ve Toksikoloji Anabilim Dali
Laboratuari’nda, Kaya (2006) tarafindan bildirilen ince tabaka kromotografisi (ITK)

esasina dayanan yontemlerden yararlanilarak yapildi.
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2.2.3. Bitkinin Fitokimyasal Analizleri

Korunga bitkisinin kimyasal incelemesinde; alkaloidlerin, saponinlerin, tanenlerin,
peptid/proteinlerin, sekerlerin, aminoasitlerin, fenoller ve fenolik asitlerin, kolin ve
flavonoidlerin varlig1 arastirildi. Analizler Harborne (1973) ve Lutterodt (1988)’un
bildirdigi yontemlere gore yapildi.

a) Alkaloid arammasi: 50 g toz materyale amonyak alkol katildi, karistirildi,
stizlilerek filtrat alind1 ve uguruldu. Ugurulan kalintinin iizerine % 1°lik siilfiirik asit
ilave edilip karistirildi ve siizlildii. Karisim iizerine kloroform ilave edilerek
karistirildt ve kloroform tabakasi ayrilarak evaporatorde uguruldu. Ugurulan
materyalin {lizerine % 1’lik siilfiirik asit ilave edilip ¢ozdiiriildi. Alkaloid aranmasi
icin kullanilan genel test ayiraglari; Mayer’s, Dragendorff’s ve tannik asit ¢ozeltileri

uygulandi (Lutterodt, 1988).

b) Saponin aranmasi: Saponin varliginda olusan kopiiklesmeyi belirlemek i¢in, 1 g
toz bitki distile su bulunan test tiiptli i¢ine konulup karistirildi. Hemoliz testi; 0,1 ml
sitratlt kan bulunan 2 test tiiplerinden birine 0,5 ml ekstrakt digerine 0,5 ml normal
fizyolojik tuzlu su konuldu. Iki tiipte oda 1sisinda 2 dakika santrifiij edildi ve
hemolizin olup olmadig1 belirlendi (Lutterodt, 1988).

¢) Tanenlerin aranmasi: 0,5 g toz edilmis bitki, 25 ml distile su icerisinde 5 dakika
kaynatildiktan sonra sogutulup filtre edilerek sirasiyla; a) 1 ml filtrat distile suyla 10
ml’ye tamamlandi ve 5 damla % 10’luk kursun asetat ¢ozeltisi ilave edilerek,
¢okmeyle tanenlerin varligi, b) 10 mI’lik bu filtrata % 1°lik demir kloriir ¢ozeltisinin
damlatilmasiyla pseudotanenlerin varligi, ¢) 3 ml % 1’°lik jelatin ¢ozeltisi 5 ml’lik

filtrata katilarak gergek tanenlerin varligi incelendi (Lutterodt, 1988).

d) Peptitler ve proteinlerin aranmasi: Ekstrakt biliret deneyine tabi tutuldu. Bunun
icin tlip igerisine 1 ml ekstrakt ve 1 ml %10’luk sodyum hidroksit ¢ozeltisi konuldu.

Tip calkalanarak iizerine birka¢ damla %0,1’lik bakir siilfat ¢ozeltisi eklendi.
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Menekse rengin olusup olugsmadigina bakildi (Lutterodt, 1988). Ayrica arastirmada
kullanilan korunga bitkisinin ham protein miktari, Ankara Universitesi Veteriner
Fakiiltesi Hayvan Besleme ve Beslenme Hastaliklar1 Anabilim Dali Laboratuari’nda
Association of Official Analytical Chemists (AOAC) (1990)’de bildirilen yontemlere

gore belirlendi.

e) Sekerlerin aranmasi: Fehling cozeltisi igerisinde 1 g toz edilmis bitkinin
kaynatilmasiyla yapildi. Ayrica Seliwanoff’s testi uygulanarak ketohekzoslara
bakildi. Bunun icin tiip igerisine 5 ml Seliwanof’s ayiraci konuldu. Uzerine 5-6
damla ekstrakt ilave edildi. Tiip, su banyosunda 1sitildi ve olusan kirmizi renk ile

sukroz varlig1 arastirildi (Lutterodt, 1988).

Aminoasitlerin, fenoller ve fenolik asitlerin, kolin ve flavonoidlerin aranmasi i¢in toz
edilmis bitki 2 M hidroklorik asit ile 3040 dakika 100 °C de bekletildi. Sogutulan
cozelti etil asetatla 2 kere ekstrakte edildi ve birlestirildi. Birlestirilen ekstrakt
evaporatorde ucuruldu ve kiiclik miktarda etanol ile ¢ozdiiriilerek kromotografiye

uygulandi (Harborne, 1973).

/) Aminoasitlerin aranmasi: Sv1 alkolik ekstrakt ITK (silika jel G-60)’ya uygulandi,
n-butanol/asetik asit/su (4:1:5 oraninda) solvent sistemi ile gelistirildi ve ninhidrin
ayiwract puskiirtiildi. Plaka 10 dakika 105 °C de isitildi. Rf degeri ve lekelerin
renkleri referans aminoasit hizlariyla ve renkleriyle ayni plakada karsilastirildi

(Harborne, 1973).

g) Fenoller ve fenolik asitlerin aranmasi: Ekstrakt ITK (silika jel G-60)’ya uygulandi
ve asetik asit/kloroform (1:9 oraninda) solvent sistemi ile gelistirildi. Daha sonra 3
farkli aywrag: a) Folin-ciocalteu ayiraci puskiirtiildii ve amonyak buharina tutuldu
(katekol ve hidrokuinonlar i¢in) b) vanillin/hidroklorik asit ¢ozeltisi (orsinol ve
rezorsinol gibi basit fenolik bilesiklerin belirlenmesi i¢in); ve c) vanillin/siilfiirik asit
¢ozeltisi (florglusinol tiirevlerini belirlemek i¢in) piiskiirtiildii ve renk degisimlerine

bakild1 (Harborne, 1973).
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h) Kolin aranmasi: Kurutulmus alkolik ekstrakt, suda ve kloroformda ¢ozdiiriilerek,
ITK (silika jel G-60)’ya uygulandi. N-butanol/asetik asit/su (4:1:5 oraninda)
cozeltisinde gelistirildi. Dragendorff’s ve iodoplatinat ayiraglart piiskiirtiilerek

incelendi (Harborne, 1973).

1) Flavonoidlerin aranmasi: Ekstrakt plakaya ekilerek, n-butanol/asetik asit/su (4:1:5
oraninda) solvent sistemi ile gelistirildi. Plaka; a) amonyak buharma tabi tutulan
sekli ve tutulmayan sekliyle uzun ve kisa UV fluoresan dalga boylarinda; b) plakaya
demir-I1I-kloriir/potasyum ferri siyaniir ¢ozeltisi ve c¢) Folin-ciocalteu ayiraci

puskiirtiilerek incelendi (Harborne, 1973).

2.2.4. Akut Zehirlilik Denemesi

Bu calisma i¢in toplam 120 fare kullanildi. Ekstrakt uygulanmadan 24 saat once
hayvanlar a¢ birakildi. Su ad libitum olarak verildi. Calisma, 6n deneme sonuglarina
gore belirlenen 6 doz halinde ve agizdan tek seferde uygulandi. Her doz miktar i¢in
10 erkek ve 10 disiden olusan 20 hayvan kullanildi. Ekstrakt uygulanmasin1 takiben,
hayvanlar 48 saat siireyle klinik belirtiler yoniinden izlendi (Doull ve ark., 1975). Bu
siire i¢inde olen hayvanlarin sayisi belirlenerek probit analizine gore ODsy’si
belirlendi. Disi ve erkek farelere mide sondasi ile uygulanan doz miktarlar1 Cizelge

2.’de verilmistir.

Cizelge 2. Hayvan gruplari ve ekstrakt ¢ozeltilerinin miktarlari.

Disi hayvan gruplar1 | Agizdan verilen doz Erkek hayvan gruplar Agizdan verilen doz
(n: 10) miktar1 (mg/kg) (n: 10) miktar1 (mg/kg)
1. 28500 1. 28500
2. 25500 2. 23000
3. 23000 3. 20000
4. 20000 4. 17000
5. 18500 5. 14000
6. 17000 6. 11000
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2.2.5. Farmakodinami Calismasi

Yaklagik 25-35 g agirhigindaki toplam 18 adet en az 2 aylik erkek fareler deneylere
baslamadan bir gece Once a¢ birakilarak sadece su verildi. Hayvanlar eter anestezisi

altinda servikal dislokasyon yontemi ile uyutuldu.

Hayvanin karin boslugu, sternumdan baslayarak ventrale dogru ve gogiis kafesinin
karin bosluguna birlestigi hat boyunca yanlara dogru “T” seklinde acildi. Ince
bagirsagin tamami, iliosekal baglanti ve pilorus kisimlarindan ve ¢evre dokularla
olan baglantilarindan kesilerek % 95 O,, % 5 CO; gaz karisimiyla zenginlestirilmis
Tyrode ¢dzeltisi bulunan bir petriye alindi. Tlgili ince bagirsak segmentleri tespit
edilip mezenteryum ve pankreas gibi ¢evre doku kalintilarindan temizlendi. Yaklasik
1 cm uzunlugunda kesilen ince bagirsak parcalart daha onceden hazirlanmis ve
icinde 15 ml Tyrode c¢ozeltisi (37 °C; pH 7,4) bulunan 4 gozlii izole organ
banyosuna, her bir dokudan ikiser adet ve her iki ucu kapali olacak sekilde
baglanarak, 1 g gerim verilerek asildi. Deney boyunca dokuya % 95 oksijen ve % 5
karbondioksit gaz karisimi uygulandi. Giin ig¢inde ¢aligmay1 bekleyen bagirsak
pargalar1 ise Tyrode c¢ozeltisi iginde buzdolabinda (1-4 °C) deneme anina kadar

saklandi (Blattaner ve ark., 1978).

Bir saat siireyle dengelenmeye birakilan doku, her 15 dakikada bir Tyrode ¢ozeltisi
ile 3 kez yikandi. Dengelenme sonrasinda deneylere baglanarak elde edilen
kasilmalar ve gerimdeki degisimler izometrik gerim ileticisi araciligi ile 6l¢iildii ve
bilgisayara kaydedildi. Elde edilen yanitlarin degerlendirilmesi, s6z konusu ilaglarin
ECsp parametrelerinin karsilastirilmasi ile yapildi. En yiiksek kasilmada elde edilen
deger % 100 kabul edilerek, diger derisimlerde elde edilen kasilmalarin % degerleri
hesaplandi. Bu hesaplar, “SPSS 11,5 paket programi kullanilarak istatistiksel olarak
degerlendirildi.
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2.2.6. Protokoller

2.2.6.1. Fare Jejunumu ve Ileumu Uzerine Ekstraktin Etkisinin Tek

Basina Arastirilmasi

Dokular organ banyosunda dengelendikten sonra ekstrakt her seferinde 2 kati artisla
0,1; 0,2; 0,4; 0,8; 1,6; 3,2 ve 6,4 mg/ml derisim araliginda ve her bir doz aralig1 3
dakika olacak sekilde kiimiilatif olarak hem jejunum hem de ileum dokusuna ayri
ayr1 uygulandi. Dokular 15 dakika arayla 3 defa yikanmasi kosuluyla belirtilen her
bir derisim bireysel olarak hem jejunum hem de ileum dokusuna ayr1 ayr1 uygulandi.
Dokulara uygulanan ekstrakt miktarlar literatiir incelemesi (Amos ve ark., 1998;
Vongtau ve ark., 2000; Abdullahi ve ark., 2001; Amos ve ark., 2003) ve on

denemeleri yapildiktan sonra uygulanmasina karar verildi.

2.2.6.2. Fare Jejunumu ve ileumu Uzerine Ak’nin Etkisinin Tek Basina

Arastirillmasi

Dokular organ banyosunda dengelendikten sonra Ak her seferinde 0,5 log artigla 10
~10* M derisim araliginda ve her bir doz araligi 3 dakika olacak sekilde kiimiilatif
olarak hem jejunum hem de ileum dokusuna ayri ayri uygulandi. Elde edilen

yanitlarin pD;, Ena.x ve ECso degerleri hesaplandi.

2.2.6.3. Fare Jejunumu ve fleumu Uzerine Betanekoliin Etkisinin Tek

Basina Arastirilmasi

Dokular organ banyosunda dengelendikten sonra betanekol her seferinde 0,5 log
artisla 10®-10 M derisim araliginda ve her bir doz aralig1 3 dakika olacak sekilde
kiimiilatif olarak hem jejunum hem de ileum dokusuna ayri1 ayr1 uygulandi. Elde

edilen yanitlarin pD,, Enax ve ECso degerleri hesaplandi.
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Ayrica hem Ak (protokol 2.2.6.1.) hem de betanekoliin (protokol 2.2.6.2.) jejunum

ve ileum dokular lizerindeki E,,ax degerlerinin karsilastirilmasi yapildi.

2.2.64. Fare Jejunumu ve fleumu Uzerine Ekstraktin Etkisinin Ak ECs,
Miktari ile Birlikte Arastirilmasi

Dokular organ banyosunda dengelendikten sonra jejunum ve ileum igin sirasiyla
Ak’nin ECsy miktar olan (2,11x10° M; 5,10x10°® M) derisimler ayr1 ayr1 uygulandu.
Dokunun yanitlar alindiktan sonra, 15 dakika ara ile doku 3 kez yikandi. Daha sonra
doku ekstrakt (6n deneme sonuglarina gore etki gostermeyen derisim olan 3,2 mg/ml
degeri ile en iyi gevsemeyi veren derigim -6,4 mg/ml- ve etki gdstermeyen derisimi
arasinda olan 4,8 mg/ml degerinin uygulamalarda kullanilmasina karar verildi) ile 10
dakika siireyle inkiibe edildi, tizerine Ak ECs, derisimleri uygulandi. Elde edilen

yanitlarin % degerleri hesapland.

2.2.6.5. Fare Jejunumu ve Ileumu Uzerine Ekstraktin Etkisinin

Betanekoliin ECsy Miktari ile Birlikte Arastirilmasi

Dokular organ banyosunda dengelendikten sonra jejunum ve ileum igin sirasiyla
betanekoliin ECso miktar1 olan (2,04x10° M; 1,24x10° M) derisimler ayr1 ayri
uygulandi. Dokunun yanitlar1 alindiktan sonra, 15 dakika ara ile doku 3 kez yikandi.
Daha sonra doku ekstrakt (6n deneme sonuglarina gore etki gostermeyen derisim
olan 3,2 mg/ml degeri ile en iyi gevsemeyi veren derisim -6,4 mg/ml- ve etki
gostermeyen derisimi arasinda olan 4,8 mg/ml degerinin uygulamalarda
kullanilmasina karar verildi) ile 10 dakika stireyle inkiibe edildi, iizerine betanekoliin

ECsg derisimleri uygulandi. Elde edilen yanitlarin % degerleri hesaplandi.

2.2.6.6. Fare Jejunumu ve Ileumu Uzerine Ekstraktin Etkisinin Atropin

ile Birlikte Arastirilmasi
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Dokular organ banyosunda dengelendikten sonra ekstraktin en iyi gevseme cevabi
veren 6,4 mg/ml’lik miktar1 10 dakika siire ile hem jejunum hem de ileum dokusuna
ayr1 ayr1 uygulandi. Dokunun yanitlar1 alindiktan sonra, 15 dakika ara ile doku 3 kez
yikandi. Daha sonra doku atropin (6n deneme sonuglarma gore etki gosteren 10° M
derisiminin etki gdstermeyen iki alt degeri olan 107 M ve 10® M derisimlerinin
uygulamalarda kullanilmasma karar verildi) ile 10 dakika siireyle inkiibe edildi,
tizerine ekstraktin 6,4 mg/ml’lik derisimi uygulandi. Elde edilen yanitlarin %

degerleri hesaplandi.

2.2.6.7. Fare Jejunumu ve ileumu Uzerine Nikotin ve Histaminin

Etkilerinin Tek Baslarima Arastirilmasi

Dokular organ banyosunda dengelendikten sonra nikotin ve histamin her seferinde
0,5 log artisla 10®-10* M derisim arahginda ve her bir doz arahg: 3 dakika olacak
sekilde kiimiilatif olarak hem jejunum hem de ileum dokusuna ayr1 ayr1 uygulandi.
Dokularin 15 dakika arayla 3 defa yikanmasi kosuluyla belirtilen her bir derisim

bireysel olarak hem jejunum hem de ileum dokusuna ayr1 ayr1 uygulandi.

2.2.7. Istatistiksel Analiz

Istatistiksel hesaplamalarda “SPSS 11,57 (SPSS, 2002) ve grafik ciziminde
“GraphPad Prism version 4,00 for Windows” (Graphpad, 2006) paket programi
kullanildi. Calismadan elde edilen veriler aritmetik ortalama ve standart hata seklinde
ifade edildi. Ak ve betanekol kontrolii ile ilaglarin tek baslarina veya bitki ekstrakti
ile bir arada, atropin ile ekstraktin Dbirlikte uygulanmasi denemelerinde
karsilastirilacak ikili gruplarda T testi (One sample T test) kullanildi. Ak ve
betanekoliin etkilerinin jejunum ve ileum bolimleri arasindaki farklarinin
kiyaslanmasinda Mann-Whitney U testi kullanildi. Istatistiksel olarak 6nemlilik
p<0,05 seklinde ifade edildi. Akut zehirlilik denemesinde ODsy degerinin
hesaplanmasinda probit analizi (SPSS, 2002) kullanild.
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3. BULGULAR

3.1. Bitki Ekstresinin Analiz Bulgulan

Korunga bitkisinin alkolde ekstraksiyonu yapilip, kalan alkoliin ugurulmasindan
sonra yesilimsi siyah renkte, nemli, % 9,5 (a/a) (elde edilen ekstraktin agirligi/toz
edilmis bitkinin agirligi) oraninda ekstrakt elde edildi. Eldeki ekstrakt distile su ile
yogunlugu 1 g/ml olacak sekilde ayarland1 ve degisik seyreltmeleri denemelerde

kullanildi.

3.2.  Bitkinin Organik Fosforlu ve Karbamat Tiirevi Insektisid, Aflatoksin B,
B», G1, G2 ve Okratoksin Yoniinden Analiz Bulgular:

Yapilan analizler neticesinde korunga bitkisinde organik fosforlu ve karbamat tiirevi

insektisid, aflatoksin By, B,, G;, G, ve okratoksin kirliligi gézlenmedi.

3.3. Bitkinin Fitokimyasal Analiz Bulgular:

Toz ve ekstrakte edilmis bitkinin fitokimyasal incelemesinde, kursun asetat
cozeltisinin damlatilmasiyla goriilen ¢okme ile tanenler; demir kloriir ¢ozeltisinin
damlatilmasiyla da yesilimsi siyah rengin olugmasiyla pseudotanenler, AOAC
(1990)’de bildirilen yontemle ham protein miktar1 % 14,58, Seliwanoff’s testi ile
olusan kirmizi rengin goriilmesiyle sukroz, ITK ile plakaya Folin-ciocalteu
aywracinin puskiirtiilmesiyle olusan mavi renkli leke ile hidrokuinon (Sekil 3.1),
plakaya ninhidrin ayiracinin piiskiirtiilmesiyle olusan kirmizi-menekse renkle
aminoasitler (Sekil 3.2), plakaya demir kloriir/potasyum ferri siyaniir ¢ozeltisi ve
Folin-ciocalteu ayiract piiskiirtiilerek, UV 1s1ik altinda incelenmesinde donuk
kirmizims1 renk ve amonyak buharma tutulduktan sonra olusan mavi rengin
goriilmesiyle flavonoidlerin (Sekil 3.3) varlig1 tespit edildi. Alkaloid, saponin, kolin
(Sekil 3.4) ve basit sekerlerin varlig1 ise gézlenemedi (Cizelge 3.1).



Cizelge 3.1. Korunga bitkisi ve/veya ekstraktinin fitokimyasal analiz bulgulari.
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Aranan madde Test Sonug¢
Mayer’s —
Alkaloid Dragendorff’s —
Tannik asit —
Saponin Kopiiklesme —
Hemoliz _
Kursun asetat +
Tanenler Demir kloriir +
Jelatin —
Biiiret —
Peptitler ve proteinler
AOAC +
Basit sekerler Fehling —
Sukroz Seliwanoff’s +
Aminoasitler Ninhidrin +
Folin-ciocalteu +
Fenoller ve fenolik asitler Vanillin/hidroklorik asit —
Vanillin/siilfiirik asit —
Dragendorff’s —
Kolin .
lodoplatinat —
UV fluoresan dalga boylar1 +
Flavonoidler Demir-1I-kloriir/potasyum ferri siyaniir +
Folin-ciocalteu +

(—): varhigi belirlenememis; (+): varligi belirlenmis.
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Sekil 3.1. Fenollerin varligt Sekil 3.2. Aminoasit varligi

Sekil 3.3. Flavonoidlerin varlig Sekil 3.4. Kolin varlig1

3.4. Akut Zehirlilik Calismas1 Bulgular

Korunga bitkisi ekstraktinin farelerdeki agizdan akut ODsy miktari, sirasiyla,
erkeklerde > 19000 mg/kg ve disilerde ise > 20000 mg/kg olarak belirlendi (Cizelge
3.2).

Cizelge.3.2. Ekstraktin erkek ve disi farelerdeki agizdan akut ODs, miktari.

Akut ODs, miktar % 95 Giivenlik sinir1 (mg/kg)
Grup (= mg/kg) (en alt-en iist degerler)
Erkek (n: 60) 19000 13700-21280
Disi (n: 60) 20000 16670-22770

Yiiksek dozlarda ekstrakt uygulamasini takiben hayvanlarda kisa siire igerisinde
hareketsiz bir sekilde yatma, solunum sayilarinin hizlanmasiyla kendini gosteren

zehirlenme belirtileri gézlendi. Oliimler yaklasik 2 saat icinde gelisti.
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Orta dozlarda ekstrakt verilmesini takiben hayvanlarda huzursuzluk, hareketlerde

yavaslama ve yine hizli solunum ile kendini gosteren belirtiler kaydedildi. Oliimler

ise 1 ile 2 giin arasinda gdzlendi.

Diisiik dozlarda ekstrakt verilen hayvanlarda ise bu belirtiler daha yiizeysel olarak ve

bu gruplarda dliimlerin ise nadir sekillendigi gozlendi.

3.5. Farmakodinami Calismasi Bulgular:

3.5.1. Fare Jejunumu ve ileumu Uzerine Ekstraktin Tek Basina Etkisi

Ekstraktin 0,1; 0,2; 04; 0,8; 1,6; 3,2 ve 6,4 mg/ml derisimlerde kiimiilatif
uygulamasi sonucu fare jejunumu ve ileumunda farkli derisimlerde spesifik kademeli
derisim-yanitina uygun olmayan gevsemelere sebep oldugu goriildii (Sekil 3.5 ve
Sekil 3.6). Bu yanitlarda derisime bagli kademeli bir gevseme olmadigindan uygun

Emax ve pD; degerleri hesaplanamadi (n:12).

2003
Yikama sonrasi kontraksiyon
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Sekil 3.5. Fare jejunumunda ekstraktin (0,1-6,4 mg/ml) kiimiilatif derisim-yanitlar.

Ekstraktin dokulara 0,1-6,4 mg/ml derisimlerinin kiimiilatif ve bireysel olarak

uygulanmasinda 6,4 mg/ml disindaki derisimlerin dokular {izerinde belirgin bir yanit
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olusturmadigi, belirtilen derisimin uygulanmasit sonucunda dokulardaki normal
(fazik) kontraksiyonlarin engellendigi; ayrica, ekstraktin dokulara bireysel (6,4
mg/ml) ve kiimiilatif uygulanmasinin akabinde yikama yapildiktan sonra dokulardaki

kontraksiyonlarin yeniden basladigi gozlendi.
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Sekil 3.6. Fare ileumunda ekstraktin (0,1-6,4 mg/ml) kiimiilatif derigim-yanitlari.

3.5.2. Fare Jejunumu ve ileumu Uzerine Ak’nin Tek Basina Etkisi

Deneylerde Ak’nin ECsy degerinin bulunmasi amaciyla kullamlan Ak (1010 M)
uygulamalarinin hem jejunum hem de ileum dokusundaki kiimiilatif Ak derigim-
yanit egrilerinin Enax, pD2 ve ECsy degerleri Cizelge 3.3’ de gosterildi. Fare jejunum
ve ileum dokularinin kiimiilatif Ak uygulamalarina verdigi yanitlar Sekil 3.7 ve Sekil

3.8°de gosterildi.

Cizelge 3.3. Fare jejunumu ve ileumunda Ak derisim-yanit egrilerinin E,,x, pD, ve ECs, degerleri.

Madde Doku | Epa (%)= SEM | pD,+SEM ECso (M) N
Ak Jejunum | 85,02+ 1,51 6,186+ 0,111 2,11 %107 34

8 4
(107 =10"M) | [leym 84,53 + 2,62 6,203+ 0,131 510 10° 35
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Elde edilen sonuglara gére Ak’nin kiimiilatif uygulamasi sonucu fare jejunumundaki
Emax, pD2 ve ECsy degerleri sirasiyla 85,02 £ 1,51; 6,186 = 0,111 ve 2,11><10'5 M
olarak, ileumda ise sirasiyla 84,53 + 2,62; 6,203 + 0,131 ve 5,10><10'6 M olarak

bulundu.
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Sekil 3.7. Fare jejunumunda Ak (10® — 10" M)’nin kiimiilatif derisim-yanitlar1.
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Sekil 3.8. Fare ileumunda Ak (10 — 10 M)’nin kiimiilatif derisim-yanitlart.
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3.5.3. Fare Jejunumu ve ileumu Uzerine Betanekoliin Tek Basina Etkisi

Deneylerde betanekoliin ECsy degerinin bulunmasi amaciyla kullanilan betanekol
(10*-10* M) uygulamalarimin hem jejunum hem de ileum dokusundaki kiimiilatif
betanekol derisim-yanit egrilerinin En.x, pD2 ve ECsy degerleri Cizelge 3.4’de
gosterildi. Fare jejunum ve ileum dokulariin kiimiilatif betanekol uygulamalarina

verdigi yanitlar Sekil 3.9. ve Sekil 3.10.’da gosterildi.

Elde edilen sonucglara goére betanekoliin kiimiilatif uygulamasi sonucu fare
jejunumundaki Enax, pD2 ve ECsy degerleri sirasiyla 116,00 = 5,06; 4,871 + 0,097 ve
2,04x10° M olarak, ileumda ise sirastyla 103,40 £ 3,30; 5,024 + 0,066 ve 1,24x107
M olarak bulundu.

Cizelge 3.4. Fare jejunumu ve ileumunda betanekol derisim-yanit egrilerinin E,.., pD, ve ECs,

degerleri.
Madde Doku Emax %)+ SEM | pD,+SEM ECs) (M) N
Betanekol Jejunum 116,00+ 5,06 | 4871+0,097 | 204x10° | 20
(10%-10" M) Ileum 103,40 £330 | 5,024 0,066 1,24 % 107 23
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Sekil 3.9. Fare jejunumunda betanekoliin (10™ — 10 M) kiimiilatif derisim-yamtlari.
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Sekil 3.10. Fare ileumunda betanekoliin (10 — 10™* M) kiimiilatif derisim-yanitlart.

Fare jejunumu ve ileumu iizerine Ak ve betanekoliin dokulara kiimilatif
uygulanmasi sonucunda elde edilen E.x degerleri karsilastirildiginda, Ak kasilma

yanitlarina gore betanekol kasilma yanitlarinin (Sekil 3.11) siddetli oldugu (p<0,05)

goriilmektedir.
Ak ve betanekoliin E,,, degerleri Ak ve betanekoliin E,,, degerleri
125- 116,00 5,06 125
103,40 * 3,30
1004  85,02+1,51 100  84,53+262
< <
5 75 = 75
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Sekil 3.11. Fare jejunumu ve ileumu iizerinde Ak ve betanekoliin % kasilma yanitlari.
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3.5.4. Fare Jejunumu ve ileumu Uzerine Ekstraktin Ak ECs, Miktar ile
Birlikte Etkisi

Ekstrakt (3,2 ve 4,8 mg/ml) ile 10 dakika inkubasyondan sonra fare jejunumunda ve
ileumundaki Ak ECsy’nin % ortalama kasilma degerleri Cizelge 3.5 ve Sekil 3.12°de
gosterildi. Ekstrakt inkubasyonu yapilmamis dokulara kiyasla, ekstrakt 3,2 ve 4,8
mg/ml uygulamas1 yapilan jejunum ve ileum dokularinda Ak ECso’nin % ortalama
kasilma degerlerinde bir azalma (sirasiyla, 59,07+£3,97; 47,91+3,78; 66,2143,38;
50,0343,39) belirlendi (p<0,05).

1zelge J5.). strakt varliginda 50 NN Iare jejunum ve 1leumundakil 7o ortalama kasilma
Cizelge 3.5.  Ekstrakt varliginda Ak ECs)’nin fare jej il daki % ortalama kasil

degerleri.
poain | MEGe | orutme | poiin | oratme | oraiam,
Jejunum 2,11x10° | 9558+121,8 32 | 601,5+102,3 | 5907+3,97™
Jejunum 211 x10° | 9558+121,8 48 4923+83,1 | 47,91+3,78™"
fleum 510x10° | 12795+1169 | 32 830,5+69.2 | 6621+338°%"
fleum 510x10° | 127951169 | 4.8 6173+47,5 | 50,03+339%"

*: Siitunlar arasi1 fare jejunum ve ileumu iizerinde, Ak kontroliine gére ekstrakt varliginda (3,2-4,8
mg/ml) alinan Ak EC;s, ortalama kasilma yanitlar1 6nemlidir (p<0,05).
p<0,05: a-b, c-d (satirlar arast).

Bitki ekstrakti varh@inda Ak ECy, cevaplan

66,21 3,38

70+ 59,07 +3,97
60- I

47,91 £3,78 50,03 + 3,39

50+
40+
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20+
10+

c A\
T
Jejunum 3,2 + Ak Jejunum 4,8 + Ak Ileum 3,2 + Ak

% Kasilma yanit

Ileum 4,8 + Ak

Sekil 3.12. Fare jejunum ve ileumunda ekstrakt (3,2 ve 4,8 mg/ml) inkubasyonunun Ak ECs, degeri
iizerine etkisi.
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Fare jejunum ve ileum dokularma farkli derisimlerde (3,2 ve 4,8 mg/ml) verilen
ekstrakt sonucu olusan Ak ECsy’nin % ortalama kasilma degerleri arasindaki fark
onemli (p<0,05) bulundu. Jejunum ve ileum dokularina ayni derisimlerde (3,2 ve 4,8
mg/ml) verilen ekstrakt sonucu olusan Ak ECsy’nin % ortalama kasilma degerleri

arasindaki fark onemli bulunmadi.

3.5.5. Fare Jejunumu ve Ileumu Uzerine Ekstraktin Betanekoliin ECs, Miktar:

ile Birlikte Etkisi

Ekstrakt (3,2 ve 4,8 mg/ml) ile 10 dakika inkubasyondan sonra fare jejunumunda ve
ileumundaki betanekol ECsy’nin % ortalama kasilma degerleri Cizelge 3.6 ve Sekil
3.13’de gosterildi. Ekstrakt inkubasyonu yapilmamis dokulara kiyasla, ekstrakt 3,2
ve 4,8 mg/ml uygulamasi yapilan jejunum ve ileum dokularinda betanekol ECsy’nin
% ortalama kasilma degerlerinde bir azalma (sirasiyla, 66,57+6,18; 58,32+5,51;
61,124+4,85; 41,34+3,40) belirlendi (p<0,05).

izelge 3.6. Ekstrakt varliginda betanekol ECso’nin fare jejunum ve ileumundaki % ortalama kasilma
Cizelg g Jej

degerleri.
Doku (n:12) Betanekol EC5y| Ortalama Derisim Ortalama Ortalama
(M) mg + SEM (mg/ml) mg + SEM (%) £+ SEM
Jejunum 2,04 x 107 533,8 £ 46,4 3,2 339,6 £32,1 66,57 + 6,18 &
Jejunum 2,04x10° | 533,8+46,4 4.8 29754278 | 5832+551"
fleum 1,24 x 107 762,3+£91,9 32 432,9+45,1 61,12 +4,85 &
fleum 1,24 x 107 762,3+91,9 4,8 300,2 +£32,1 41,34 + 3,40 d*

*: Siitunlar aras1 fare jejunum ve ileumu iizerinde betanekol kontroliine gore ekstrakt varhginda (3,2—
4,8 mg/ml) alinan betanekol ECs, ortalama kasilma yanitlar1 dnemlidir (p<0,05).
p<0,05: b-d, c-d (satirlar arasi).
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Bitki ekstrakti varh@inda betanekol ECs, yamtlarn
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Sekil 3.13. Fare jejunum ve ileumunda ekstrakt (3,2 ve 4,8 mg/ml) inkubasyonunun betanekol ECs,
degeri lizerine etkisi.

Fare ileum dokusuna farkli derisimlerde (3,2 ve 4,8 mg/ml) verilen ekstrakt sonucu
olusan betanekol ECsyp’nin % ortalama kasilma degerleri arasindaki fark onemli
(p<0,05) bulunurken, jejunum dokusuna farkli derisimlerde (3,2 ve 4,8 mg/ml)
verilen ekstrakt sonucu olusan betanekol ECsy’nin % ortalama kasilma degerleri
arasindaki fark Onemli bulunmadi. Jejunum ve ileum dokularina 3,2 mg/ml
derisiminde verilen ekstrakt sonucu olusan betanckol ECsy’nin % ortalama kasilma
degerleri arasindaki fark onemli bulunmadi. Fakat jejunum ve ileum dokularina 4,8
mg/ml derisiminde verilen ekstrakt sonucu olusan betanekol ECsy’nin % ortalama

kasilma degerleri arasindaki fark 6nemli (p<0,05) bulundu.

3.5.6. Fare Jejunumu ve ileumu Uzerine Ekstraktin Atropin ile Birlikte Etkisi

Atropin (10®* M ve 107 M) ile 10 dakika inkubasyondan sonra fare jejunumunda ve
ileumunda ekstraktin (6,4 mg/ml) % ortalama gevseme degerleri Cizelge 3.7 ve Sekil
3.14’de gosterildi. Atropin inkubasyonu yapilmamis dokulara kiyasla, atropin 10 M

ve 107 M uygulamasi yapilan jejunum ve ileum dokularinda ekstraktin % ortalama
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gevseme degerlerinde bir azalma (sirasiyla, 53,95+4,61; 39,33+4,07; 65,80+3,21;
47,9342,12) belirlendi (p<0,05).

Cizelge 3.7. Atropin varliginda ekstraktin fare jejunum ve ileumundaki % ortalama gevseme

degerleri
Doku (n:12) Atropin Derisim | Ortalama Ekstrakt Ortalama Ortalama
) ™M) mg + SEM (mg/ml) mg + SEM (%) £ SEM
Jejunum 10°® 421,5+25,0 6,4 2170+ 12,6 | 53.95+4,61 ™"
Jejunum 107 421,5+25,0 6.4 157,7+13,5 | 3933+4,07""
[leum 10* 492,6 +31,3 6,4 3163+152 | 6580+321%"
[leum 107 492,6 +31,3 6,4 235,75+17,1 | 4793+2,12%"

*: Siitunlar aras1 fare jejunum ve ileumu iizerinde ekstrakt kontroliine gére atropin varliginda
(10%-107 M) alinan ekstrakt ortalama gevseme yamitlari 5nemlidir (p<0,05).
p<0,05: a-b, c-d (satirlar arasi).

Fare jejunum ve ileum dokularina farkli derisimlerde (107 M ve 10 M) atropin
inkubasyonuyla olusan ekstraktin % ortalama gevseme degerleri arasindaki fark da

o6nemli (p<0,05) bulundu.

Atropin varhginda ekstrakt (6,4 mg/ml) yanitlan

65,80 +3,21
70- —_
53,95 +4,61
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Sekil 3.14. Fare jejunum ve ileumunda atropin (10 ve 10”7 M) inkubasyonunun ekstrakt (6,4 mg/kg)
iizerine etkisi.
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3.5.7. Fare Jejunumu ve ileumu Uzerine Nikotin ve Histaminin Tek Baslarina

Etkisi

Histaminin 10®-10* M derisimlerde kiimiilatif ve bireysel uygulanmasi sonucu fare
jejunumu ve ileumunda normal (fazik) kontraksiyonlarin frekansimi arttirdigi fakat
kademeli bir kasilma cevabi olusturmadigi gozlendi. Nikotinin 10°-10* M
derisimlerde kiimiilatif ve bireysel uygulanmasi sonucu fare jejunumu ve ileumunda

bir yanit olusturmadig1 gézlendi.



39

4. TARTISMA

Korunga bitkisinin fitokimyasal analizlerinde; toz haline getirilerek distile su ilave
edilmis karigima kursun asetat ¢ozeltisinin damlatilmasiyla olusan ¢okelti tanenlerin
varli§ina igaret etmistir. Tanenin niteligini belirlemek i¢in yapilan testlerde olusan
cokeltiye demir kloriir ¢dzeltisinin ilavesiyle goriiniir bir hale gelmeleri, ancak jelatin
¢ozeltisinin herhangi bir reaksiyon vermemesi sonucu korunga bitkisinde bulunan
tanenlerin pseudotanen niteliginde olduklar1 anlasilmistir. Nitekim Marais ve ark.

(2000) da korunga bitkisinin pseudotanen igerdigini vurgulamislardir.

ITK’ya ninhidrin ayiracinin piiskiirtiilmesi ile goriilen aminoasitlerin ve AOAC’de
bildirilen yontemle bulunan ham protein (%14,58), bitkinin protein igerdigini
gostermektedir. Jel filtrasyon kromotografisiyle korunga tohumlarindan elde edilen
lektinin incelendigi caligmalarda; korunga aminoasit kisimlarinin serin, asparajin,
glutamik asit ve thereoninden olustugu belirtilmektedir (Hapner ve Robins, 1979;
Namen ve Hapner, 1979). Kantitatif olarak protein varliginin belirlenmesinde
kullanilan biiiret deneyinin duyarliliginin az olmasi nedeniyle (1-10 mg/ml) (Anon,
2006), ekstraktta bulunan proteinlerin varligini saptamada yetersiz kaldig1r sonucuna
varilmistir. Marais ve ark. (2000) belirttikleri ¢aligmada sukroz oranmin oldukga
yiiksek oldugunu vurgulamiglardir. Yapilan analiz neticesinde de Seliwanoff’s

testinde alinan renk reaksiyonu ile sukroz oldugu tespit edilmistir.

Harborne (1973)’un bildirdigi yonteme gore de fenoller ve fenolik asitlerin varliginin
arastirilmas1 ITK yontemi ile de yapilabilmektedir. Bu yonteme gore yapilan
incelemede plakaya ayiraclarin uygulanmasiyla goriilen leke ve bunun Rf degerinin
karsilagtirilmasiyla hidrokuinon oldugu goézlenmistir. Lu ve ark., (2000) yaptiklar
calismada korungada diisiik molekiil agirligina sahip fenolik bilesiklerin oldugunu

rapor etmislerdir.
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Yapilan inceleme sonucunda korunganin flavonoid igerdigi gdzlenmistir. Lu ve ark.
(2000) ve Marais ve ark. (2000) yaptiklar1 caligmalarda korunganin igeriginde

flavonoidleri saptamis olmalar1 bu ¢alismadaki bulguya benzerlik géstermistir.

Korunganin fitokimyasal analizlerine yonelik yapilan bir¢ok arastirmada (Lu ve ark.,
2000; Marais ve ark., 2000) alkaloid, saponin, kolin veya basit sekerlerin varligina
yonelik herhangi bir kayit olmamasi, bu c¢alismada yapilan analizlerde anilan

maddelerin bulunmamasini destekler niteliktedir.

Korunga bitkisi ekstraktinin farelerde agizdan akut ODsy miktarmin, sirasiyla,
erkeklerde > 19000 mg/kg ve disilerde ise > 20000 mg/kg oldugu tespit edilmistir.
Mutajen ve kanserojen etkinligi bilinen tannik asit ya da tanenlerin ratlardaki agizdan
ODsy’sinin >2000 mg/kg oldugu (Inchem, 1971), baklagil bitkisi olan fasulyenin
(Vicia faba) ekstraktinin farelerdeki agizdan akut ODsg’sinin 19000 mg/kg canli
agirlik oldugu bildirilmektedir (Duke, 1983). Marti ve ark., (2005)’nin yaptig1 bir
calismada, Thymus piperella bitkisi ekstraktinin farelerdeki agizdan akut ODs’sinin
>2 g/kg canli agirlik oldugu tespit edilmistir. Boylece korunganin hayvanlardaki
zehirliliginin baklagil yem bitkisi olan fasulyenin zehirlilik miktarina benzer oldugu

goriilmektedir.

Herhangi bir maddenin zehirliligi genellikle o maddenin alinan veya uygulanan
miktartyla iligkilendirilir. Lennon ve ark. (1971) ile Kaya ve ark. (2002)’nin
yaptiklar1 simiflandirmaya gore ratlara agizdan ODso’ye gére maddelerin zehirlilik
derecesi incelendiginde, bir maddenin pratikte zehirsiz olarak degerlendirilebilmesi
i¢in o maddenin ratlardaki agizdan akut ODsy’sinin > 15000 mg/kg olmas1 gerekir.
Bu degerlendirmeye gore korunga bitkisinin hayvanlarda pratik olarak zehirsiz
oldugu anlagilmistir. Ayrica, bu bitkiyi yiyen hayvanlarda simdiye kadar herhangi bir

istenmeyen etkiyle karsilagilmamasi bu bulguyu destekler niteliktedir.

Fare jejunum ve ileumu iizerinde Ak ve betanekoliin (10°-10* M) tek baslarina
uygulandiklarinda elde edilen E,.x degerleri mukayese edildiginde, betanekoliin

maksimum etkinliginin Ak’ye gore siddetli oldugu (p<0,05) goriilmiistiir. Bu durum
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betanekoliin intrinsik etki giliciinlin Ak’den daha fazla oldugunu gostermektedir.
Parasempatik sinir sisteminde uyari, sinir uclarindan saliverilen Ak ile olmaktadir.
Spontan uyarilarin azaldigi ve terapotik miidahalenin gerektigi durumlarda Ak
verilebilir. Fakat Ak, AKE tarafindan hizli bir sekilde hidrolize edildigi i¢in etkisi
gecicidir. Betanekol kolinesterazla hidrolize edilmez ve bdylece Ak’den ¢ok daha
uzun siire etki gosterir (Adams, 2001a). Kedilerin sidik kesesi diiz kas1 iizerinde
betanekoliin etkisinin incelendigi bir ¢alismada, betanekol ile olusturulan kasilma
yanitlarinin Ak ile olusturulan yanitlara gére daha fazla oldugu belirtilmistir.
Betanekol P« (2,29)’1 Ak’nin Py (1,87)’1n dan daha biiyiik ve betanekol EDsg
(16,11)’st Ak’nin EDsy (772,4)’sinden daha kii¢iik oldugu bundan dolay1 da
betanekoliin potensinin Ak’den daha fazla oldugu bildirilmistir. Betanekol ile
olusturulan yanitlarin muskarinik reseptorlerle ortaya ciktigi ve hem hiicre dist hem
de hiicre i¢i kalsiyumun kedilerin sidik kesesi diiz kas kontraksiyonlarinin normal

mekanizmasinda 6nemli bir rolii oldugu vurgulanmistir (Buranakarl ve ark., 2001).

Ekstraktin (0,1-6,4 mg/ml) fare jejunum ve ileum dokularina tek basina ve kiimiilatif
olarak uygulanmasi sonucunda 6,4 mg/ml derisiminde bagirsagin fazik kasilmalarini
engelledigi ve dokulara yikama yapildiktan sonra da kasilmalarin yeniden basladigi
goriilmiistiir. Bu durum ekstraktin, bagirsak diiz kasi lizerinde kasilmalar1 onleyici
ozellikte etkin maddeleri ihtiva ettigini gostermektedir. Benzer olarak Mekonnen
(1999)’nin yaptig1 bir calismada Moringa stenopetala bitkisi yapragmin alkolik
ekstraktinin izole fare ve kobay duodenum diiz kasi iizerinde kasilmalari engelleyici
etki olusturdugu ve dokularin yikanmasindan sonra da kasilmalarin yeniden basladigi

belirtilmistir.

Ekstraktin fare jejunum ve ileum dokularina 3,2 ve 4,8 mg/ml derisimlerde 10 dakika
inkubasyonuyla Ak ECs (sirasiyla, 2,11x10” M; 5,10x10° M) nin incelenmesi ile
ortalama kasilma degerlerinde bir azalma (p<0,05) gézlenmistir. Neorautanenia mitis
bitkisinin sulu ekstraktinin farmakolojik etkisinin incelendigi ¢alismada, artan doza
bagli olarak ekstraktin izole rat uterusun normal ritmik kasilmalarini ortadan
kaldirdig1 ve ayrica oksitosinle olusturulan kasilmalar1 engelledigi belirtilmistir. Ak

ile uyarilan uterus kasilmalarinin ekstraktin en yiiksek derisimi ile engellendigi bu
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blokajin da Ak derisiminin arttirilmasiyla azaltildig1 belirtilmistir. Bu uygulamanin
tavsan jejunumunda da aym sekilde oldugu vurgulanmistir. Calisma sonunda
ekstraktin diiz kaslar1 engelleyici etkisinin flavonoid igermesinden oldugu
bildirilmistir. Bitkinin saponin glikozidleri, flavonoidleri, tanenleri ve alkaloidleri
ihtiva ettigi belirtilmistir (Vongtau ve ark., 2000). Pavetta crassipes yapraklarinin
sulu ekstraktinin izole tavsan jejunumu, kobay taenia coli ve ileumu iizerinde
kasilmalar1 Onleyici etki olusturdugu belirtilmektedir. Bu engelleyici etkinin ise
verapamille bloke edildigi, bunun da bitki yaprag:r ekstraktindaki flavonoid
iceriginden kaynaklandigr vurgulanmaktadir. Pavetta crassipes yapraklarinin
flavonoidleri, tanenleri ve antrakuinonlar1 igcerdigi bildirilmistir (Amos ve ark.,
1998). Moringa stenopetala yapraginin etanol ekstraktinin fare ve kobay duodenum
ve ileumundaki etkisinin incelendigi ¢aligmada, ekstraktin zamana ve doza bagh
olarak uygulanmasinda Ak yanitlarini azalttig1 ve muhtemel antagonistik etkinin de
Ak ile yarismali sekilde reseptorlere baglanma ilgisiyle olabilecegi vurgulanmaktadir
(Mekonnen, 1999). Di carlo ve ark., (1993)’min yaptig1 bir calismada da,
flavonoidlerin fare ve ratlarda intestinal motilite ve sekresyonu engelleyici etkisini
arastirmiglardir. Caligma sonunda da; flavonoidlerin bu etkilerinin o, adrenerjik

reseptorler ve kalsiyum sistemleriyle iliskili oldugunu belirtmislerdir.

Ekstraktin fare jejunum ve ileum dokularina ayni derisimlerde (3,2 ve 4,8 mg/ml)
uygulanmasi sonrasi elde edilen Ak ECsy yanitlar1 arasinda farkin olmadigi
goriilmiistiir. Bu durum dokular arasindaki bolimlerin Ak’nin alinan yanitlar
tizerinde Onemli bir etki olusturmadigini gostermektedir. Fare jejunum ve ileum
dokularina farkli derisimlerde (3,2 ve 4,8 mg/ml) verilen ekstrakt dokular arasinda
alman Ak ECsy yanitlarinda bir azalma (p<0,05) olusturmustur. Bu olusan farklilik
ekstraktin yogunlugu ile ilgilidir. Soyle ki; uygulanan bitki ekstraktinin miktar
arttikca dokular lizerindeki engelleyici etkisi de artmaktadir. Vongtau ve ark., (2000)
ve Amos ve ark., (1998) yaptiklar1 calismalarla artan doza bagli olarak bitki

ekstraktlarinin alinan yanitlar1 azalttigini bildirmislerdir.

Ekstraktin 3,2 ve 4,8 mg/ml derisimlerde fare jejunum ve ileum dokularina 10

dakika inkubasyonu ile betanekol ECs (sirastyla, 2,04x10° M; 1,24x10” M)’sinin
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incelenmesi ile ortalama kasilma degerlerinde bir azalma (p<0,05) gézlenmistir. Bu
durum ekstraktin muskarinik etkili olan betanekoliin etkisini reseptorler (M;)
diizeyinde azalttigin1 ve kismen antimuskarinik etkili bir ajan olarak rol oynadiginm
gostermektedir. Siit ineklerinde, abomazum ve duodenumdan alinan diiz kaslar
tizerinde, sisaprid, metoklopramid ve betanekoliin etkilerinin in vitro kosullarda
incelendigi bir calismada, dokular {izerinde sisaprid ve metoklopramidin bir etkisinin
gbzlenmedigi belirtilirken, betanekoliin abomazum diiz kasinin bazal tonusunu
onemli sekilde arttirdigi, duodenum diiz kasinin bazal tonusunu ise etkilemedigi
bildirilmistir. Bu etkinin atropin (10° M) ile engellendigi belirtilmistir (Michel ve
ark., 2003).

Fare ileum dokusuna farkli derisimlerde (3,2 ve 4,8 mg/ml) verilen ekstrakt sonucu
elde edilen betanekol ECsj’sinin yanitlarinda bir azalma (p<0,05) olusmustur. Bu da
ekstraktin onleyici etkisinin doza bagli olarak sekillendigini gostermektedir. Jejunum

dokusunda ise ekstrakt derisimine bagli bu durum 6nemli bulunmamustir.

Fare jejunum ve ileum dokularina 3,2 mg/ml derisiminde verilen ekstrakt sonucu
olusan betanekol ECs, yanitlar1 arasindaki fark onemli degildir. Ekstraktin 4,8
mg/ml’lik derigimi, uygulanan jejunum ve ileum dokular1 arasinda, alinan betanekol
ECsp yanitlarinda bir azalma (p<0,05) olusturmustur. Bu durum ekstrakt derigiminin
yiiksek olmasi ve dokular arasindaki yapisal farkliliktan ileri gelmektedir. Fare
bagirsak diiz kasinin kasict etkinliginin incelendigi bir ¢calismada; farelerden alinan
jejunum ve ileum kas seritleri 6 saatlik bir siire icerisinde organ banyosunda
tutulmus, spontan kasilmalari ile betanekol ve norepinefrinle olusturulan doz yanit
egrileri incelenmistir. Caligmaya baslamadan 6nce dokular bir saatlik soguk ortamda
(buzdolabinda) muhafaza edilmistir. Buzdolabindan alinan dokularin banyoya asilip
normal kasilma ve frekanslari incelendiginde ise onemli bir degisimin goriilmedigi
vurgulanmistir. Ayrica bu dokular iizerinde betanekolle kasilma ve norepinefrinle
gevseme yanitlar1 doza bagli olarak incelenmistir. Betanekol uygulamasiyla alinan %
EDsy degerlerinin birinci ve daha sonrasinda alinan ikinci degerleri arasinda fark
yaratmadigi buna karsin norepinefrinle alinan birinci ve ikinci gevseme yanitlari

arasinda farkin olustugu rapor edilmistir (Ueno ve ark., 2004).
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Fare jejunum ve ileum dokular iizerinde atropin (10 M ve 10”7 M) inkubasyonuyla
elde edilen ekstraktin (6,4 mg/ml) gevseme yanitlarinin azaldigr (p<0,05)
gorlilmiistiir. Antimuskarinik etkili olan atropin ile muskarinik reseptorler bir
diizeyde kapatilmis ve ekstraktin bagirsak diiz kasi ilizerinde kasilmalar1 onleyici

etkisinin azalmasi s6z konusu olmustur.

Fare jejunum ve ileum dokularma farkli derisimlerde (10® M ve 10”7 M) atropin
uygulanmasi ile alinan ekstrakt (6,4 mg/ml) yanitlar1 arasindaki farkin 6nemli
(p<0,05) oldugu goriilmiistiir. Bu durum da ekstraktin gevsetici etkisinin artan

derisimlerde atropin uygulanmasi ile biiyiik 6l¢iide engellendigini gostermektedir.

Fare jejunumu ve ileumu iizerinde nikotinin (10°-10* M) etkisinin olmadig,
histaminin (10®-10* M) ise dokular iizerinde kademeli bir kasici etki yapmadigi
sadece fazik kasilmalarin frekansini arttirdig1 gézlenmistir. Bu gozlenen durumlar tiir
farkindan ileri gelmektedir. Histamin insan, kopek, at, domuz, kegi, tavsan, koyun
gibi bircok memeli tiirlinde H; reseptorleri vasitasiyla solunum diiz kaslarinda
kasilma yapmaktadir. Asir1 duyarliligi bilinen kobaylarda histamine ¢ok diisiik
miktarlarda maruz kalinmasi ile bronslarda daralmayla olusan 6liimlerin goriildiigii
bildirilmektedir. Histaminin bagirsaklar {izerindeki etkisi ise H; reseptorleri
araciliginda, hayvan tiirlerine ve uygulanan bolgeye bagli olarak olusan kasilma
seklindeki yantlardir (Adams, 2001b). Koyun trakeasi iizerinde levamizoliin
etkisinin incelendigi bir diger calismada; levamizol varliginda alinan histamin
yanitlarinin kontrol yanitlarina gére onemli 6l¢iide azaldigi, nikotin yanitlarinin ise

kontrol yanitlarina gore zayif bir sekilde arttig1 bildirilmistir (Baydan ve ark., 2005).
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SONUC VE ONERILER

Bu calisma ile korunga bitkisinin kurutulmus tozu ve ekstraktinin fitokimyasal
analizi ile tanen, sukroz, aminoasit, protein, flavonoid ve fenolleri i¢erdigi, alkaloid,
saponin, basit seker ve kolin ihtiva etmedigi saptanmustir. Ekstraktin farelerdeki
agizdan akut zehirliligi de diisiik diizeyde bulunmustur. Boylece iiretiminin kolay,
maliyetinin az oldugu bilinen ve zehirliliginin de diisiik oldugu gézlemlenen korunga

bitkisi hayvanlar i¢in son derece giivenli bir besin maddesi 6zelligini tagimaktadir.

Ayrica korunganin, fare ileum ve jejunum bagirsak diiz kaslarinin spontan
kasilmalarini, Ak ve betanekol yanitlarim1 6nemli derecede engelledigi, atropin
varliginda ise etkisinin zayifladig: tespit edildiginden antimuskarinik ajan olarak rol
oynadig1 ve bu etkisini de reseptorler lizerinden gergeklestirdigi ortaya konulmustur.
Bu etkinin goriilmesinde igeriginde bulunan etkin maddelerin 6zellikle flavonoidlerin
rol oynadigi disliniilmektedir. Bu durumda korunga bitkisinin fazla miktarda
tilketilmesi sonucu bagirsak hareketlerinin yavaslayacagi ve sindirim sistemi

rahatsizliklarinin ortaya ¢ikabilecegi belirtilebilir.

Korunga ile ilgili besin madde igerigi ve hayvan besleme alanina iliskin ¢alismalar
olduk¢a fazla, buna karsin in vitro etkileri ile ilgili aragtirmalar daha az sayida
bulunmaktadir. Bu sebeple korunga ile ya da diger baklagil yem bitkileriyle ilgili
detayli caligmalarin yapilarak, bu tiir bitkilerin varsa farmakolojik 6zellikleri agiga

cikarilarak bilime katki yapilabilecegi diisiiniilmektedir.
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OZET
Farelerde Korunga Bitkisinin (Onobrychis viciifolia) Bagirsaklara Etkisi

Bu arastirmada, Tirkiye’de yaygin bir sekilde yetistirilen korunga bitkisinin
fitokimyasal o6zellikleri, ekstraktinin farelerde agizdan akut ODs, degeri ile fare
jejunum ve ileumu iizerindeki etkilerinin in vitro testlerle ortaya konmasi
amagclanmustir.

Caligmada; Wistar albino soyu en az iki aylik farelerden alinan ince bagirsak diiz
kast (jejunum-ileum) kullanildi. Yaklastk 1 cm uzunlugundaki ince bagirsak
segmentine, 15 ml tyrode c¢ozeltisi igeren izole organ banyosunda 1 g gerim
uygulanarak calisildi. Jejunum ve ileum dokusunda, Ak ECsy, betanekol ECsy,
atropin (10®-107 M) ve korunga ekstrakt1 0,1-6,4 mg/ml derisimlerde uygulanarak
tek baslarina ve bir arada doku iizerindeki etkileri incelendi. Ayrica histamin ve
nikotinin jejunum ve ileum iizerindeki etkileri ile bitkinin fitokimyasal incelemesi ve
ekstraktin farelerdeki agizdan akut zehirliligi incelendi.

Arastirmada elde edilen veriler; ekstraktin (6,4 mg/ml) fare jejunum ve ileum diiz
kas1 lizerinde gevsetici etki yaptigi, Ak ECso ve betanekol ECsy’nin ekstrakt (3,2 ve
6,4 mg/ml) varliginda kastirict etkilerinin azaldigi, atropin varliginda ekstraktin (6,4
mg/ml) gevsetici etkisinin azaldig1 ve bdylece bitkinin antimuskarinik ajan olarak rol
oynadig tespit edildi. Farelerde agizdan akut ODs, degerinin erkeklerde >19000 ve
disilerde >20000 mg/ kg. canli agirlik oldugu, bitkinin veya ekstraktinin fitokimyasal
incelemesinde tanen, aminoasit, protein, sukroz, fenol ve flavonoidlerin oldugu,
alkaloid, basit seker, saponin ve kolin varliginin olmadigi gozlendi.

Bitkinin farelerdeki agizdan akut zehirliliginin diisiik oldugu, bagirsaklar tizerindeki
etkilerini reseptorler diizeyinde olusturdugu, bu etkinin goriilmesinde igeriginde
bulunan etkin maddelerin 06zellikle de flavonoidlerin rol oynadigi sonucuna
varilmstir.

Anahtar sozciikler: Bagirsak, fare, izole organ, korunga.
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SUMMARY
The Effects of Sainfoin (Onobrychis viciifolia) on Intestine in Mice

This in vitro study was aimed to determine the phytochemical properties, acute LDsg
of oral administration of the extract and the effects on mice jejunum and ileum of
sainfoin which is largely distributed in Turkey.

The effects of the extract of sainfoin were studied on the intestine smooth muscle
(jejunum-ileum) of Wistar albino mice of at least 2 months age. The segments of the
small intestine measuring about 1 cm was cut out and mounted in a 15 ml tissue bath
containing Tyrode’s solution with 1 g tension. The effects of aceytlcholine ECsy,
betanechol ECs, atropine (10°-107 M) and 0,1-6,4 mg/ml concentration of the
sainfoin extract were studied by the administration alone and in combinations to
jejunum and ileum. Furthermore, the effects of histamine and nicotine on jejunum
and ileum; phytochemical properties and acute toxicity of the extracts of the sainfoin
were studied.

The present study revealed that the extract (6,4 mg/ml) has inhibitory effects on the
smooth muscles of mice jejunum and ileum; the contractions of aceytlcholine ECs
and betanechol ECsy was decreased by the presence of the extract at 3,2 and 6,4
mg/ml concentrations and the inhibitory effects of the extract at 6,4 mg/ml
concentration was decreased by the presence of atropine. These results revealed that
this plant acts as an antimuscarinic agent. Acute oral LDs, of sainfoin was found as
>19000 mg/kg for males and >20000 mg/kg for females. Phytochemical analysis of
the extract revealed the presence of tannins, amino acids, proteins, sucrose, phenolic
contents; however the presence of alkaloids, simple sugars, saponins and choline
were not observed.

The acute toxicity of the plant orally administered to mice was low and its effects on
the receptors of intestine were probably mediated due to its active components,
especially flavonoids.

Key words: Intestine, mice, isolated organ, sainfoin
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