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OZET

Bu calismada ulkemizde yabani olarak yetisen 4 Echium tarinden (E.italicum L,
E.vulgare L, E.angustifolium Miller, E.parviflorum Moench) biyolojik aktivite ve
kimyasal yonden arastiriimistir. Biyolojik aktivite yonlendirmeli izolasyon ve yapi
tayini ¢calismalarinin yapildigi arastirmamizda, oda isisinda kurutulmus ve toz
edilmis bitkinin kok ve toprak Ustl kisimlarindanfarkli polaritedeki ¢ozlculerle
hazirlanan ekstreleri ile silika jel sUtunda fraksiyonlandirilan ana fraksiyonlari
DPPH, Fe iyonu selasyon, TFC, TPC yontemiyle antioksidan aktivite ve gizgisel
insizyon yara modeli yontemiyle yara iyilestirici aktivite tayini gerceklestirilmigtir.
Bu aktivite denemelerinde aktif oldugu saptanan fraksiyonlar, silika jel kolon
kromatografisi ve preparatif i.T.K. gibi yéntemlerle saflastirimistir. Elde edilen
bilesiklerin yapilari, spektroskobik yéntemler (TOF LC-MS, *H NMR ve *C NMR)
kullanilarak aydinlatiimistir. Bu calismalarin sonucunda naftokinon yapisinda
sikonin pigmenti olan 2-metil-n-butiril sikonin + izovaleril sikonin, Asetil sikonin ve
deoksisikonin elde edilmistir. Yapilan literatlir tarama calismalar sikonin tarevi
bilesiklerin yara iyilestirici aktiviteye sahip oldugu ve g¢alisma sonuglarimizin da
turlerin halk arasindaki kullanimi ile uyum gostermekterdigini ortaya koymaktir.
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ABSTRACT

In this study, four Echium species namely: E.italicum L, E.vulgare L,
E.angustifolium Miller, E.parviflorum Moench, growing in Turkey, has been
investigated by biological activity and chemical approaches. In the studies where
biological activity guided isolation and structure elucidation investigations are
conducted, total extracts with variouse polarity were prepared from plant material
dried at room temperature and powdered, as well as the main fractions of the
extract fractionated on a column of silica gel, were subjected to the DPPH free
radical scavenging assay, Fe-chelating effect, Total Phenol Concentration and
Total Flavonoid Concentration antioxidant activity test and wound healing activity
test by Linear insition wound model. Fractions which displayed wound healing
activity have been purified by preparative TLC and Silica gel column
chromatography. The structures of the compounds obtained were elucidated by
using spectral techniques (TOF LC-MS, *H NMR and *C NMR). As a result of
these studies, the shikonin derivatives, 2-methyl-n- isobutyrylshikonin +
isovalerylshikonin, acetylshikonin and deoxyshikonin were isolated. According to
the research reports, there have been many studies on wound healing and other
related biological actvities on these shikonin derivatives. These results are
accordance with our study results and the folkloric use.
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1. GIRIS

Bitkiler birgok yerde oldugu gibi, hastaliklarin tedavisinde kullanilan ilaglarin
gelistiriimesinde 6nemli bir yere sahiptir. Turkiye, degisik iklim ve cografi kosullara
sahip olmasi nedeniyle bitki ortusinin zenginliginin yaninda, yuzyillar boyunca
pek ¢cok medeniyeti de barindirmigtir. Bunun sonucu olarak dlkemiz ginimuze
kadar uzanan zengin bir halk ilaci kultirine de sahiptir. Nesilden nesile aktarilarak
ginimuze kadar gelen folklorik bilgilerin kaydedilmesi ve halk ilaci olarak
kullanilan dogal kaynaklarin Ozellikle bitkilerin bilimsel olarak degerlendirilmesi
gereklidir. Ancak, ilag arastirmalari i¢cin dnemli kaynak olusturan, geleneksel halk

ilaclari ile ilgili caligmalar yeterli duzeydededildir.

Gunumuzde, 6zellikle modern tip bilgi ve hizmetlerinden uzak veya modern tiptan
cesitli  nedenlerle yeterince yararlanamayan insanlar, yodrelerinde yetisen
bitkileribelirli hastalik veya rahatsizliklarin tedavisinde kullanmaktadir. Ayrica
sentetik ilaclarin pahali olmasi ve yan etkilerinin bulunmasi nedeniyle tibbi bitkilere
olan talep artmaktadir. Ancak yurdumuzda bitkisel droglarin veya ekstrelerinin ilag
olarak kullanimi vyeterli dizeyde degildir. Ulkemizde kullanilan ilaglarin
sadece %6’s1 yuksek bitkilerden elde edilmektedir. Bu oran Almanya’da %16,
Rusya'da ise %33 dlzeyindedir[1]. Ulkemizde potansiyel bir zenginlik kaynagi

olusturan bitkilerimizden yeteri kadar faydalaniimamaktadir.

Turkiye'de halk arasinda toprak alti kisimlarinin zeytinyagi veya tavada isitilarak
eritilen terayagi icerisinde bekletildikten sonra yaralar Uzerine surulerek kullanilan
Echium turleri Uzerinde simdiye kadar ¢ok az biyoaktivite ve kimyasal ¢alismalar
yapilmasina karsin, bu cinsin yara iyilestirici aktivitesi Uzerinde etkiden sorumlu

olabilecek madde/maddeler Uzerinde aydinlatici bir galisma yapiimamisgtir.

Bu calismada, ulkemizde Havaciva, Engerek otu, Sigirdili, Kizilcik dikeni gibi yerli
isimlerle bilinen 4 Echium turinden hazirlanan etanolli veya farkli polaritedeki
ekstreler Uzerinde yapilacak, yara iyilestirici biyolojik aktivite taramalari (insizyon
yara modeli) sonucu etkili fraksiyonlarini ortaya c¢ikarmak ve biyoaktivite ile
yonlendirilen fraksiyonlama (BAYF) yontemi ile etkili fraksiyon ve/veya bilesiklerin
tespit edilmesi vebodylece Uulkemizin zengin florasi degerlendirilerek Echium

tlrlerinden yeni, aktif ilag molekdllerin belilenmesi amaglanmistir.






2. GENEL BILGILER

2.1. Botanik Kisim

2.1.1. Boraginaceae

Hodangiller (Boraginaceae), Lamiales takimina ait bir familyadir. Dinyada 100
cins ve 2000 kadar turle tropikal, subtropikal ve i1liman bodlgelerde yayilmis bir
familyadir. Turkiye'de 34 cins ve 300’den fazla turtu bulunmaktadir. Genellikle otsu,
bazen calimsi veya tirmanici bitkilerdir. Yapraklar basit, stipulsuz ve alternattir.
Bitkinin gévdesi ve yapraklari genellikle sert tiylerle kaplidir; Cicekler hermafrodit,
aktinomorf, nadiren zigomorf. Kaliks 5 sepalli, sepaller serbest veya bilesik; korolla
5 petalli, petaller bilesiktir. Androkeum 5 stamenli, stamenler korollaya bilesik,
stamenler petallerin karsisindadir; Ginekeum 2 bilesik karpelli, 4 lokuluslu,

stilusginobazik, ovaryum tst durumludur; Meyve nuks, drupa veya sizokarptir.

Taksonomik Siniflandirma:
Alem Plantae
Altalem Tracheobionta
Bolum Magnoliophyta
Sinif Magnoliopsida
Altsinif Asteridae
Takim Lamiales
Familya Boraginaceae

Cins Echium

Echium cinsinin ézellikleri

Tek yillik veya c¢ok yillhk sert dikenli-kils1 (setoz) tuylu; taban yapraklar genellikle
rozet seklinde, sapli; govde yapraklari ¢ok sayida, Ust kisim sapsiz ve genellikle
hafifce ampleksikaul; cicek durumu ¢ok sayida brakteye sahip simozlerden olusur,

basak benzeri panikula veya thyrsoid; Kaliks + tabana dogru loplu, meyvede
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bayuyen; Korolla + zigomorfik, genislemis huniden dara dogru veya trumpet
seklinde, Mavimsi, morumsu, kirmizimsi, sarimsi veya beyazimsi renktedir. Tupun
bogaza ait uzantilari eksik olup, tabaninda tuy kumeleri veya halkalari vardir;
dudak belirgin bir sekilde egik veya degil; Stamenler korollanin iginde veya bir
kismi korollanin disina c¢ikmigtir. Filamentler tlip igine esit olmayan sekilde
yerlesmig; stilustam veya iki loblu. Nutlet 4, ovoid, yumurtamsi Ucgkoseli, oblong-
bipiramidal veya kuresele yakin, genis lekeli, gagasi dik veya egik, yanal

sikistiriimig, purlzsiz veya burusuk, tiberkulat, scrobiculat veya ag seklinde[2].

Echium cinsinin P.H.Davis’in “Flora of Turkey and the East Aegean Islands" adli
kitabinin 6. cild’inde Turkiye’'de kayith 9 turl bulunmaktadir. Bu tirlerin teshisinde

kullanilacak tayin anahtarlari asagidaki gibidir[2]:

1. Stamenler korolla tipindn iginde.

2. Kalin(kuvvetli) oldukca batici, iki yilhk, 100 cm’e kadar. Korolla 40 mm'’ye
kadar, beyazimsi, leylak, pembemsi-kahverengi ¢izgili, nutletsler hemen hemen

duz.
1. orientale

2. Ince (1§ gibi), ince kilsi, tek veya iki yillik, 30cm’e kadar. Korolla 8-14 mm.

Soluk veya koyu mavi, nutletsler tuberkulat

3. Cicek agma déneminde kaliks 6-8 mm, meyve da 15 mm’ye kadar, korolla

gok mavisinden beyaza kadar
9. parviflorum

3. Cicek agcma doneminde kaliks 5-7 mm, meyve dal0 mm’ye kadar, korolla

koyu maviden mavi-viyole'ye kadar
8. arenarium
1. Bir veya daha fazla stamen korolla tipunidn disinda

4. Stilus bolunmemis, stigma beli belirsiz iki loplu, loplar 0-5 mm’yi gegcemez.

Korolla sarap kirmizisindan koyu kirmiziya kadar

2. russicum



4. Stilus yaklasik 1 mm kadar bolinmus, stigma tam, korolla sarap kirmizisi
degil.
5. Korolla + daralan huni seklinde, tup belirgin olarak uga dogru geniglemez.

Leylak, pembemsi, beyazimsi soluk mavi veya krem renkli (kurudugunda

genellikle kahverengi )

6. Infloresans + piramidal, genellikle gdvdenin dgte biri asagisindan
itibaren ¢ok dallanmis. Sap Uzerindeki dikenler kurudugunda sarimsi,

filamentler soluk kahverenginden portakal sariya kadar
4. italicum

6. Infloresans cgicek tam olarak actiginda silindirik sekilde, * sivri uglu; sap

uzerindeki dikenler kurudugunda beyazimsi, flamentler koyu kirmizi.
3. glomeratum

5. Korolla + genis olarak huni seklinden trumpet sekline kadar, tip uga dogru
belirgin sekilde genis. Koyu mavi, mor, kirmizimsi, mor veya mavimsi mor

(nadiren beyaz)

7. Taban yapraklar £ genis ovat'tan daralan eliptik’e kadar. Yaprak ayasi
birden bire daralmakta, belirgin yan damarli, korolla hemen hemen

tlysuz veya damar ve kenarlari boyunca seyrek sert tuylu
6. plantagineum

7. Taban yapraklar lanseolat'tan oblanseolat'a kadar veya linear, yan
damarlar fark edilmeyecek sekilde belirsiz, korolla + ayni bigcimde kisa

yumsak tuyluden tlyliye kadar

8. Cok yillik, bitki £ sik yogun sekilde beyazimsi’dan grimsi'ye kadar, +

batici tuylu, korolla genellikle kirmizimsr’dan kirmizimsi mor’a kadar
7. angustifolium

8. Iki yillik, bitki belirgin sekilde grimsiden beyazimsr'ya kadar, tiiyler

seyrekten orta sikliga kadar, yatik, korolla koyu mavi, kirmizimsilik yok

8. vulgare



Echium italicum L. bitkisinin botanik 6zellikleri

Resim 2.1. Echium italicum L.

iki yillik, yogun sert tiiylii, dikenler kurudugunda sarimsi, sapi dik, 90cm’ye kadar.
Yogun yayik tayliden dik yayik sert tuyllye kadar.Yapraklar cogu sert dikenli, uglu
lieardan daralmis oblong’a kadar. Bazal yapraklar 25(-35) x 2(- 4,5) cm, kisa
petiyol icine azalmis durumda. Sapi klguk, sapsizdan altsapsiza kadar; Cicegi
genellikle piramidal, alt dallari sapin yaprak koltuklarindan ¢ikmisg, bazen dar veya
basak seklinde; Kaliks gigek icinde 6-8 mm, meyve iginde ise 12 mm. Korolla soluk
mavi, leylak, pembemsi veya beyazimsi, 7-9.5 mm’ye kadar, dar huni seklinde, dis
kisimi seyrek tlylu veya tlysiz. stamenler uzun disari sarikmis. Filamentler soluk
kahverengi’den turuncu’ya kadar. Stiluslar 2° ye bolinmus, 1 mm. Findiksi
meyveleri 4x2 mm, oblong, burusuk tuberkulat ve agd gibi, keskin gagasi ve

yukselmis ¢ikintil omuzlariyla egilmis durumdadir[2].

ilk ve son gigeklenme zamanu: 5 ve 8. ay

Habitat: kiregtasi yamaglar, tarlalar, tahrip edilmis arazi...
Minimum yukseklik: 0

Maksimum yukseklik: 1950 m

Element: Akdeniz

Turkiye dagihmi: Turkiye geneli

Genel dagilimi: Orta ve Guney Avrupa, Guney Bati Asya



E.italicum L. bitkisinin sinonimleri
E. altissimum Jacq., Fl. Austr. 5:35, App. t. 16 (1778);

E. asperrimum auct. non. Lam. (1792);
E.pyramidatum DC., Prodr. 10:23 (1846);

E. italicum L. var. biebersteinii Lacaita in J. Linn. Soc. (Bot.) 44:405(1918). Ic:
Bonnier, Fl. Compl. Fr., Suisse et Belg. 8: t. 422 f. 1983 (1926); Hegi, Ill. Fl. Mittel-
Eur. 5(3): f. 3141 (1927).

E.italicum L. bitkisinin Tiirkiye'deki yayilisi
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

B
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Sekil 2.1. Echium italicum L. bitkisinin karelere gore yayihgi

A1(E) Edirne: ipsala’nin 1 km batisinda, 40 m, Kukkonen 8400
A1(A) Balikesir: Marmara adasi, A.Baytop (ISTE 13711)

A2(E) istanbul: Halkall, 2 viii 1897, Azn.

A2(A) Bursa: Ulu Dag 11 vii 1971, Shmida & Lev-Aril

A4 Ankara: Ankara’nin 10 km Kuzeyinde, M. & D. Zohary 876

A5 Samsun: Bafra, Karakoy Ciftlik, 30 m, Tobey 345

A7 Trabzon: Trabzon’un 10 km guney batisi, 150 m, Walton 1

A8 Coruh: Ortakdy yakini (Grossheim 7: map 326).

A9 Erzurum: Olur yakini (Grossheim 7: map 326).

Bl izmir: Bergama, 400 m, Dudley {D. 34834)

B3 Eskisehir: Mihali¢gik'tan Sariyar barajina dogru 900 m, D. 37218
B4 Konya: ligin’den Zaferiye'ye 8 km, 1060 m, K. & E.Buttler 2002



B6 Malatya: Hekimhan, 1300 m, Stn. & Hend. 5431

B7 Erzincan: Kesis Dagi. Yukari Cimin, 1700 m, D. 31724

B9 Bitlis: Tatvan, 1890 m, Tong 39

C2 Denizli: Honaz Da, Tozluca, 1490 m, Tuzlaci.

C3 Antalya: Antalya’dan Finike’ye dogru, 800 m, Khan et al. 238

C4 Konya: Konya’dan Cumra’ya dogru, Kiguk Koy, 980 m, Helbaek 2549

C5 icel: Giilek Tepe, 1200 m, Siehe 1896:460

C6 Gaziantep: Gaziantep, Aysoy325

C8 Mardin: Mardin, Sint. 1888:1162

C9 Mardin: Cizre, 350 m, D. 42536

Cl0 Hakkari: Gevar Ovasi, YUksekova’dan 2-3 km, 1950 m, D. 45761 Is: Lesvos,
Rech. 5853; Khios, Platt 276 Samos, v 1966, Jakobsen; Kos, Rech. 7916 Rodhos,
Fiori 379.

Edirne .
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Sekil 2.2. E.italicum L. bitkisinin Tlrkiye'deki yetistigi yerler

Not: ® Bitkilerin “Flora of Turkey and The East Aegean Islands” 6.cildi'nde kayitli
ve incelenen herbaryum orneklerinin toplanma yerleri

B Calismamizda kullanilan E.italicum L. bitkisinin toplandigi yer

E.italicum L. bitkisinin herbaryum kayitlari

Kepekli bogazi (ANK 49)(!), Ankara Hacikadin deresi, AnkaraKeskin Hasandede
Palamutdézi mevki (ANK 1995)(!), Aksaray: Kizilkaya kéylu Musular mevki



1150m(GAZI 89) (!),Kiriklareli: Demirkéyl Ignenda, bulanik derenin denize
dokuldigu alan (GAZI 3492,3432)(!), Eskisehir: Turkmen dagi Asagi Kalabak
(ANK 2035)(1),Antalya: Manavgat Akseki yolu, Akseki’'ye 28km kala yol kenari(AEF
26020)(!), Nevsehir: Ortahisar,1200m (GAZI 4808) (!),Nevsehir: Nevsehir-Avanos
1150m (GAZI 5055)(!), Kayseri, Pinarbasi Sakiz yolu B.Gumuggun kdoyu,1550m
(AEF 26496)(!), Kayseri: Pinarbagi-Halitbey Oren koyi, (AEF 21497)()),
Ankara’nin  kuzeyi, Kizilcahamam yakini, Kurtbogazi (AEF 9017)(!), Ankara
Kizilcahamam soguk su milli parki (GAZI 1094)(!),Ankara: Akyurt-Kalecik arasi,
tepelik yokusu( Kalecik’'e 24km kala) (AEF 16448)(!), Ankara:Cubuk,Pegeek koyu-
Hasanoglan arasi,1200m (AEF 16447)(!),Ankara: Haymana-Yenice Guzelcekale
Tekin tepe 1200m (GAZI 6218)(!), Adana: Osmaniye-Kadirli arasi (AEF 9020)(!),
Adana: Hasanbeyli, Almanpinari, karsik orman,1100m (GAZI 2448)(!), Kahraman
maras: Goksun Degirmendere Korugaz Dagi, Meryemgcil koruma alani 1750-
2000m(GAZI 1579)(!), Kahramanmaras: GoOksun- Degirmendere Puren gegiti
koruma alani, 1700-1900m tash yamaclar (GAZI 1481)(!), K.maras: Engizel Dagi
Aksu mahallesi gevresi 1000m (GAZI 3036)(!), Kirikkale: Delice Blyukavsar kdyu,
Buayukhemit mevkii (GAZI 1404)(!), Kirikkale: Bobrek dagi, Musellim kdyu yokus
1000m (GAZI 1914)(!), Mugla: Ortaca, Dalyan-Eskikoy(GAZI 9346)(!), Afyon:
Dazkiri, Sarikavak koyu girigi, yol kenari 840m (GAZI 1285)(!),

E.italicum L. bitkisinin halk arasindaki adlari

Turkge adi: Engerekotu [3], Ayikuladi, Bal gicegi, Tilkikuyrugu, sigirdili [4],
okuzdili, Sorma, Sormuk [5], kesiotu, havaciva, goriz, kurt kuyrugu [6], kizilcik
dikeni [7], Kangal, Kuskonmaz otu [8]

Diger dillerdeki adlari: Italian viper's bugloss, Pale Bugloss, Viperina
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Echium vulgare L. bitkisinin botanik 6zellikleri

Resim 2.2. Echium vulgare L.

iki yilda veya tek yilda bir meyve verir. Dallar genellikle basittir. Eger hayvanlar
tarafindan otlanirsa veya hasara maruz kalirsa dallanir, 30-50 cm, seyrek veya
yogun yayik kilsi tayludar. Yapraklar beyaz sert tuylerle kaphdir; Bazal yapraklar
120 x 11 mm, linear mirzaksidan dar oblong’a kadar, subakut, kisa yaprak sapinin
icine azalmis durumdadir; sapi kisa, dar mirzaksi, sapsiz; ¢icek durumu ¢eperleri
oblong ve ilk basta basak benzeri, simozlar antezden sonra belirgin uzanmig
haldedir. Kaliks antezdeyken 5-6 mm, meyvede ise 10 mm’ye kadar buylyerek
kapanir. Korolla belirgin mavi, 14-18 mm, genis infundibular, puberulous ve
damarlarin disg kismi seyrek sert tlylerle kaplidir. Stamenler ¢odunlukla disari
¢cikmig. Filamentler morumsu mavi. Stilus 1mm olarak ikiye ayrilmis. Meyve 2.5 x
1.5 mm, belirgin dorsal ve ventral omurgas! ve dar keskin gagasiyla duzensiz

scrobiculate- agsi durumundadir[2].

Omiir: iki yillik veya Monokarpik

ilk gigeklenme zamani: 5

Son gigceklenme zamani: 9

Habitat: Piceae ve Abies ormani, yol kenarlari, ¢alilik
Maksimum yiikseklik: 2440 m

Element: Avrupa-Sibirya
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Turkiye dagilimi: Tarkiye’'nin kuzeyi
Genel dagilimi: Avrupa, Guney Bati ve Orta Asya
Bulundugu kareler: A1 A2 A3 A4 A5 A6 A7 A8 A9

= =
=y
3

A
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Sekil 2.3. E.vulgare bitkisinin karelere gore yayiligi

E.vulgare L. bitkisinin sinonimleri

Echium argenteum Pau
Echium granatense Coincy

Echium hispanicum Asso

E.vulgare L. bitkisinin Tiirkiye'deki yayilisi

Cogu Turkiye’nin kuzey adalari olmak tzere asagidaki karelere yayiimistir:
A1(E) Kirklareli: Sergen’e dodru, A.Baytop (ISTE 29925)

A2(E) Istanbul: Hissar, 17 v 1915, Nicolaidis

A2(A) Bursa: Ulu Dag, 11 vii 1971, Shmida & Lev-Aril

A3 Bolu: Gerede’nin 26 km batisinda, 1100 m, Sorger 71-64-6

A4 Kastamonu: Kiire’deninebolu’ya dogru, 730 m, D. 21601

A5 Sinop: Yenikonak’'tan Gokgceagacg’a dogru 5 km, Jenkins 2212

A6 Samsun: Samsun, s.L, A. & T.Baytop (ISTE 15249)

A7 Giresun: Asagi Tamdere, 1600 m, D. 20685

A8 Erzurum: Oltu’dan Tortum’a dogru 48 km, 1470 m, D. 47572

A9 Coruh: Yalnizgam Dagi, 2440 m, Tong 424! |Is: Kalimnos, Fors.-Maj. 761

(verification needed).
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Kirklareli

—

Sekil 2.4. E.vulgare L. bitkisinin Turkiye'de yetistigi yerler

Not: ® Bitkilerin “Flora of Turkey and The East Aegean Islands” 6.Cildi'nde kayitli
ve incelenen herbaryum orneklerinin toplama yerleri

m  Calismamizda kullanilan E.vulgare L. bitkisinin toplandidi yer

E.vulgare L. bitkisinin Herbaryum Kayitlari

istanbul, Camlica(ANK 83)(!); Ardug(ANK 921)(1);Bolu Diizce Glimigova-
yaniksayvant koyu,(ANK 620)(!); Bolu, Semen Daglar, Burunuk- Catakoren
yaylasi arasi,(ANK 10530)(!); Bolu Mudurnu (ANK 9183)(!);Kastamonu llgaz Dagi
Bostan kdy, (ANK 10974)(');Ankara: Kizilcahamam Isikdagdi, 1400m (AEF 6792,
6317)(!), Gerede- Aktas ormani karagam yol kenari (ANK 320)(!);Sinop: Ayancik-
Cangaldagi (AEF 1728)(!), Samsun, Bogra yolu TIGEM arazisi yol kenari (AEF
16711)("), Samsun’dan Merzigan’a 17km kala (AEF 16713)(!), Kastamonu Saka d.
Yol kenari, (ANK 111)(); inebolu- Adana cikisi (ANK 2807)(!);Cankiri-Isikdagi
P.silvestiris acikliklarinda (ANK 3058)(!); Bartin-Akgasu, kurt pinari mevki (ANK
1110)(");Kastamonu: Tosya Sehiler koyu Sehi deresi Gavusun iftligi; (ANK
3802)(!), Kastamonu Karagomak baraji civari (ANK 19)(!), Kastamonu Azdavay,
Pinarbagi arasi(ANK 852)(1),Gumugshane, Siran, Cilhoroz tepesi 1650-1850m
(ANK 1260)("); Gumushane Siran Tomara selalesi, 1260-1500m, (ANK 1137)(!),
GUumughane Yesilkdy (ANK 1563)(!); Artvin-Alaca dagi D.Yamas Koprubasi-
Sacinka yolu, (ANK 818)(!); Artvin: Hopa-Borcka yolu,17.km,550m (AEF 13798)(!),
Coruh(Artvin): Borcka-Hopa (ANK 29833)(!); Kars, Digor deresi Erkek kdylne
dogru,(ANK 12561)(!); Trabzon, Caykara (ANK 32511)('), Giresun: Dereli-
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Sebinkarahisar arasi 1000m (AEF 20129)(!), Giresun: Yavuzkemal'a 5km kala
(AEF 16717)(!), Rize: Camlihemsin, Cat-Hisaroik arasi, kargik orman, derim
metamorfik vadi,1200-1600m (AEF 18856)(!), Erzurum’dan 88km Kop dagi, Ulak
dagr cayiri (AEF 9015)("),Kars: Aspacay-Cildu yolu kenari (GAZI 2583)(!),
Kirkilareli: igneada: Demirkdy 10km(GAZI 3537)(!),Amasya: Akdag, Akdren koyii
(GAZI 2744)(Y,

Echium vulgare L. bitkisinin adlari

Tiirkge yerli adi: Havaciva, Pisikkuyrugu, Sorma, Sormuk [5]
Diger dillerdeki adlari: Viper's Bugloss [9], Lisicji rep, Volovski, jezik [10]

Echium angustifolium Miller bitksinin botanik 6zellikleri

Resim 2.3. Echium angustifolium Miller (1024 X 768)

Yogun beyazimsi sert tlyll, ¢ok yillik odunsu bitki. Govdesi bir veya birkag, 13-60
cm, yogun sert tuyli veya yok, sert tuyler ¢ogunlukla sivri ve yayik. Yaprak
dardogrusal, mizraksi, oblongveya dareliptik. Bazal yapraklar genellikle antezde

burusmus, Cicekler ilk basta birka¢g ve yogun simoz, meyve verirken ise gevsek;
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korolla mavi, morumsu, leylak veya kirmizimsi,13-18(-22) mm, * genis infundibular,
tup duzenli sert tuylerle kapli; Anter digsa dogru uzun ¢ikmis veya degil, Stilus1
mm olarak ikiye bolunmus. Meyveler 2.5 x 2 mm, genis omuzlari ve sivri egik

gagasi oblong-cift piramidal seklinde, kaba burusuk tiberkulat.

Omiir: Cok yillik

ilk gcigeklenme zamani: 3

Son gigceklenme zamani: 8

Habitat: kiyr kumullari, kumlu yamaglar, kiyilar, makiler, ¢aliliklar, bozkirlar
Maksimum yiikseklik: 870 m

Element: Dogu Akdeniz

Turkiye’deki dagilimi: Trakya ve Anadolu’nun Kkiyi gevreleri

Genel dagilimi: Kuzey Afrika, Yunanistan, Ege, Kibris, Filistin

Bulundugu kareler: A1 A2 A3 A6 A7 B1B2C1C2C3C4C5C6
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Sekil 2.5. E.angustifolium Miller bitkisinin karelere gore yayiligi

E. anqustifolium Miller bitksinin sinonimleri:

E. creticum auct. non L. (1753);
E. sericeum Vahl, Symb. 2:35 (1791).

E. angustifolium Miller bitksinin Tiirkiye’'deki dagilimi:

Avrupa’da Turkiye ve Anadolu’nun dis kisimlari olmak Uzere asagidaki bdlgelerde

yetismektedir:



A1(E) Tekirdag: Tekirdag'in guneyi, 5.5 km, 50 m, Jalas 2235

Al(A) Canakkale: Canakkale’nin 6 km guneyi, 5 m, Sorger 68-3-5

A2(E) istanbul: Silivriden Tekirdag’a dogru, s.l., D. 39205

A2(A) Bursa: Ulu Dag, 11 vii \914,Shmida&Lev-Ari

A3 Bolu: Mudurnu, Tarcan (ISTE 4263).

A6 Samsun: Kirazlik, s.l., Tobey 887

A7 Trabzon: Polathane, Trabzon’un 20 km batisi, 19 m, Kukkonen 8150
Bl izmir: Izmirin 30 km batisi, 3 m, Sorger 68-9-4

B2 Manisa: Salihli'den Turgutlu’ya dogru 8 km, 120 m, Buttler & Erben 17222
Cl izmir: Kugadasl, s;l., Sorger 65-12-5

C2 Afyon: Cardak’in 3 km dogusu, Aci Gol

"Un kuzeyi, 870 m, K. & E.Buttler 19954

C3 Antalya: Antalya’dan Serik’e dogru, T.Baytop (ISTE 11187)

C4 igel: Mut'un 11 km glineybatisinda, 400 m, Sorger 71-20-4

C5 Adana: Yumurtalik’tan batiya dogru 2 km , s.1., McNeill 811

C6 Adana: Toprakkale, 90-120 m, K. & E.Buttler 17904 Is: Lesvos, Cand.; Khios,

15

Aucher 2399! Samos, Rech. 2083; Kos, Rech. 7994 Rodhos, Miramare beach, s.I.,

D. 40271
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Sekil 2.6. E.angustifolium Miller bitkisinin yetistigi yerler

Not: ® Bitkilerin “Flora of Turkey and The East Aegean Islands” 6.Cildi'nde kayitli

ve incelenen herbaryum érneklerinin toplama yerleri

B Calismamizda kullanilan E.angustifolium Miller bitkisinin toplandigi yer
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E. angustifolium Miller. bitksinin herbaryum kayitlari

Kastamonu ¢igil kdyii (ANK 849)(!), Gémiishane Siran Orenkale kdyli mevki 1540-
1580m (ANK 1513)(!), Mersin, Silicke(ANK )(!), izmir: Deniz kenari,(ANK )(!),
Denizli, Pamukkale (ANK 19922)(!), Antalya: Manavgat-Gundogdu orman sitesi
yanindaki kumlu alan (AEF 26023)(!), Antalya: Manavgat Colakli tatil bolgesi deniz
kenari(AEF 26021)(!), Adana karatas sahil Eskibeleri Uzerinden (AEF 10126)(!),
icel: Tarsus, Egemen kdyl (AEF 9019)(!), Ankara: Kizilcahamam soguksu milli
parki kizcapinar mevki 1400m, orman acikhgi (GAZI
1164)("),Ankara:Kizilcahamam Soguksu milli parki Cakmaklinin tepesi orman
aciklhigr (GAZI 1095)("), Amasya: Yuk Basakhk KugukGeigeyini mevkii 1200m
(GAZI 1433)(!), Samsun: Bafra Kasuk koyu, Kiman golu caliliklar arasindaki
kumullar (GAZI 9674)(!),

E. angustifolium Miller bitksinin adlari

Turkege yerli adi: Kizilcik dikeni, Kizilcik otu [11]

Diger dillerdeki adlari: Hispid Viper's-bugloss.
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Echium parviflorum Moench bitkisinin botanik 6zellikleri

Resim 2.4. Echium parviflorum Moench

Yuzukoyun yukselen tek veya iki yillik bitki. Birden ¢ok govdeli, 10-35 cm, yayik ve
dik sert tuylu veya dedgil; Yapraklar orta derecede yayik sert tuylu ve belirgin
yogunlukta sert killi, yuvarlaklasmis; Bazal yapraklar 35-120 x10-30 mm, dar
eliptik'ten spatul’e kadar, belirgin sapli; Sapi kiguk, Ust kisimi sapsiz. Simozlar alt
yaprak saplarinin koltuklarindan yukselmigtir. Kaliks antezde 5-8 mm, meyvede is
12-15 mm, loblari tabaninda 4 mm genigligindedir. Korolla gokylzlu mavisinden
beyaza kadar, 12-14 mm, korolla tipu kirvrilmis yerler ve tepe kismi disinda
yogun sagc killi, loblar tlysuz veya degil. Stamenler hepisi igeride. Stiluslar 0,5 mm
olarak ikiye ayrilmis. Meyveler genis piramidal, ¢ift bombeli, 2,5 x 2 mm, kaba
tuberkulat.

Omiir: Tek veya iki yillik

Ciceklenme zamani: 3- 4

Habitat: kayalik kiregtasi yamaclar, ¢cimenlik yerler, yakinlari
Maksimum yiikseklik: 0-50 m

Element: Akdeniz
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Turkiye’deki dagilimi: Giney Anadolu

Genel dagilimi: Kuzey Afrika Kiyilari ve Portekiz’den Yunanistana kadar olan

Guney Avrupa, Bati Suriye
Bulundugu kareler: C1 C2 C3 C6

-
bl
Bl <
2
R %
C|? . ,,,.— . -
il ¥ Yy
1y W

Sekil 2.7. E.parviflorum Moench bitkisinin karelere gore yayiligi

E. parviflorum Moench bitksinin Tiirkiye'deki dagilimi

Bu tlr gcogunlukla anadolu’nun guney kisimlarinda yetismektedir.
C1 Aydin: Priene, 50m, D.40845

C2 Mugla: d. Fethiye, kaya, 50 m, D.25441

C3 Antalya: Antalya, 5m, D.25626

C6 Hatay: Alexandrette (Iskenderum), Rogers 8569 Is: lkaria, Ag. Kyrikos, 10m,

D.40650! Rech.4539; Kaos,
Rodhos,1965, Danish Exped.

Fournoi, d’Urv.; Kandeleousa,

Papatsou 625;
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Antalya

Sekil 2.8. E.parviflorum Moench bitkisinin yetistigi yerler

Not: ® Bitkilerin “Flora of Turkey and The East Aegean Islands” 6.Cildi'nde kayitli
ve incelenen herbaryum orneklerinin toplama yerleri

B Calismamizda kullanilan E.parviflorum Moench bitkisinin toplandig yer

E. parviflorum Moench bitksinin herbaryum kayitlari

Antalya: Manavgat- Gundogdu orman sitesi yanindaki kumlu alan (AEF 26024)(!),
Antalya: Manavgat coraki koyu petrokent sitesi kumlu alan (AEF 19348, GAZI
9348)(!), Antalya: Kemer (AEF 5224)(!), Antalya: Manavgat Colakli sahil( Sunal
Otel 6nu) (AEF 26022)(!), Urfa: Urfa-Hilvan arasi, 35.km, tepelik 800m (AEF
19674)("),

E. parviflorum Moench bitkisinin sinonimleri

E.calycinum Viv.in Ann. Bot.(Lyon)1:164(1802). Ic: Fl. Graeca 2: t.183 .(1816),
E.creticum; Fiori, Ic. Fl. Ital. f.2785(1901)

E. parviflorum Moench bitkisinin adlari

Diger adlari: Small-flowered Viper's Bugloss


http://www.theplantlist.org/tpl/record/kew-2784035

20

2.2. Kimyasal Kisim

Bu kisimda, Echium tlrlerinin fitokimyasal bilesimi Uzerinde yapilan ¢alismalar
kimyasal gruplarina gore kategorilere ayrilarak derlenmigtir.

2.2.1. Echium tirleri Uzerinde yapilan fitokimyasal ¢aligmalar

Yapilan literatur calismalarda, Echium turlerinin baslica naftokinon, flavonoit,
pirolizidin alkaloitleri, ugucu yag ve sabit yag yonunden zengin oldugunu
gostermektedir. Fitokimyasal maddeler guruplarina gore asagidaki cgizelgelerde

verilmigtir.

Naftokinonlar

OH O

R
|

OH @)



Cizelge 2.1. Echium turlerinde bulunan naftokinonlar (Sikonin turevleri) -1

21

Bilesik

Bitki tlirli ve Kaynagi

Sikonin

Kok:

E. italicum L.[12, 13,14]
E. lycopsis.[13, 15]

E. rubrumi|13, 16, 17]

E. vulgare[13,18]
E.plantagineum L.[17,19]
Echium [20]

Kultar:

E. italicum L.[21]

E. lycopsis.[22]

Asetilsikonin

Kok:

E. italicum L. [23]

E. pycnanthum pomel [24]
E. vulgare [13,18]
Kultar:

E. italicum L. [ 21,25]

Propiyonilgikonin

Kok: E. italicum L. [23]

izobutirilsikonin

Kok:

E. italicum L. [23]

E. pycnanthum pomel [24]
E. vulgare [13,18]
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Cizelge 2.2. Echium tarlerinde bulunan naftokinonlar (Sikonin turevleri) — 2

Bilesik

Bitki turu ve Kaynag

Tiglilsikonin

Kék: E. italicum L. [23]

Kok:
3,3-dimetilakrilsikonin 0 E. italicum L. [23,26]
H N E. vulgare. [13, 18]
o)
= Kok:
Angelil sikonin E. italicum L. [23]
© AN E.pycnanthum pomel [24]

2-metil-n-butiril

sikonin

N

Kok: E. italicum L. [23]
E.pycnanthum pomel [24]
E. vulgare L. [13,18]

izovaleril sikonin

1

]

Kok: E. italicum L. [23]
E.pycnanthum pomel [24]
E. vulgare L. [13, 18]

B-hidroksi
sikonin

izovaleril

1

o

O;{
©)
T

Kultur: E. lycopsis. [13,
22]
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Cizelge 2.3. Echium turlerinde bulunan naftokinonlar (Alkanin turevleri) — 3
Bilesik R Bitki turu ve Kaynagi
Echium [20
Alkanin \/\)\ ; _] _
Kultur: E. italicum L. [21]
OH
\/\/‘\
: Kiiltiir: E. italicum L. [21]

Alkanin asetat

Kultur: E. lycopsis [13,22]

izobutrilalkanin

Kiltur: E. lycopsis [13,22]

izovalerilalkanin

Kiltur: E. lycopsis [13,22]

BaB'
dimetilakrilalkanin

(Arnebin-1)

Kultur: E. lycopsis.[13,22]

B-hidroksi

izovalerilalkanin

Kok: E. vulgare L. [13, 18]

Deoksialkannin,
deoksigikonin,
(arnebin-7)

Kok: E. vulgare L. [13, 18]

Alkanan
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Pirolizidin Alkaloitleri

Cizelge 2.4. Echium tirlerinde bulunan pirolizidin alkaloitleri - 1

Bilesik Formiil

Bitki ve Kaynagi

Ekimidin

m m m m m m m m m m

E.
[3

. setosum [27]

. vulgare L .[27]

. rauwolfii [28, 29]

. horridum [28,29]

. pininana [30]

. wildpretti [31]

. plantagineum [32, 33]

. italicum L. [33]

. angustifolium Miller.[34]

. sericeum [35]

amoenum Fisch. & Mey.

6]

Bal/ polen:

E.
E.

vulgare L. [37, 39-40]
plantagineum L. [38,39]

Asetilekimidin

E.

vulgare L. [27]

Bal/polen:

E.
E.

vulgare L. [37,39-40]
plantagineum L. [38,39]

Retronesin

E.
E.

vulgare L. [27]
italicum L. [41]
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Cizelge 2.5. Echium turlerinde bulunan pirolizidin alkaloitleri (Devami) - 2

Bilesik

Formiil

Bitki ve Kaynagi

7-
angeloyilretro
nesin

E. setosum [27]

E. vulgare L. [27]
E. rauwolfii [28,29]
E. horridum [28,29]
E. glomeratum [42]

E. amoenum Fisch. & Mey.
[36]

7-
tigloyilretrone
sin

E. setosum [27]
E. vulgare L.[27]
E. rauwolfii [28,29]
E. horridum [28,29]

E. amoenum Fisch. & Mey.
[36]

O-
angeloyilretro
nesin

E. setosum [27]

E. vulgare L. [27]

E. glomeratum L. [42]

Bal polen: E. vulgare L. [37]

O-
tigloyilretrone
sin

E. setosum [27]

E. vulgare L. [27]

9-senecioyil E. vulgare L. [27]
retronesin

E. vulgare L. [27]
Ekihumilin

E. humile [43]
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Cizelge 2.6. Echium turlerinde bulunan pirolizidin alkaloitleri ( Devami) - 3

Bilesik Formiil Bitki ve Kaynag
E. setosum [27]
E. vulgare L. [27,23]
E. rauwolfii [28,29]
Uplandisin E. horridum [28,29]

E. plantagineum [33]
Bal/polen: E. vulgare L. [37]
E.plantagineum L. [38,39]

E. vulgare [40,39]

Ekimidin izomer

E. setosum [27]

E. vulgare [27]

E. rauwolfii [28,29]

E. horridum [28,29]
E.amoenum Fisch. & Mey.
[36]

7-(2-metilbutril)

retronesin

E. vulgare L. [27]
E. humile [43]
E. tuberculatum [44]

9-(2-metilbutril)

retronesin

E. vulgare L. [27]
E. tuberculatum [44]

7-angeloyil -9-(2-
Metilbutiril)retro
nesin

E. setosum [27]

E. vulgare L. [27]
E. rauwolfii [28,29]
E. horridum [28,29]
E. tuberculatum [44]




Cizelge 2.7. Echium turlerinde bulunan pirolizidin alkaloitleri (Devami) - 4

27

methylbutyryl)
retronecine

Bilesik Formiil Bitki ve Kaynagi
E. setosum [27]
E. vulgare L. [27
7-tigloyl-9-(2- g [27]

E. rauwolfii [28,29]
E. horridum [28,29]
E. tuberculatum [44]

7-angeloyl-9-(2,3-
dimetilbutiril)

E. setosum [27]

- E. tuberculatum [44]
retronesin
E. setosum [27]
7-angeloyil-9- E. vulgare L. [27]
(2,3- E. rauwolfii [28,29]
dihidroksibutiril)-
retronesin E. horridum [28,29]
E. tuberculatum [44]
E. rauwolfii [28,29]
7-tigloyil-9-(2,3- E horrid 98 29
dihidroksibutiril) - horridum [28,29]
retronesin E. tuberculatum [44]
E. rauwolfii [28,29]
E. humile [43]
likopsamin

E. plantagineum L. [33]
Bal: E. plantagineum L. [38]
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Cizelge 2.8. Echium turlerinde bulunan pirolizidin alkaloitleri (Devami) - 5

Bilesik

Formiil

Bitki ve Kaynagi

7-asetillikopsamin

E. rauwolfii [28,29]

E. horridum [28,29]

E. humile [43]

E. plantagineum L. [45,33]
Bal: E. plantagineum L.
[38,39]

E. vulgare L.[39]

7-angeloyillikopsamin

E. rauwolfii [28,29]
E. horridum [28,29]

7-tigloyillikopsamin

E. rauwolfii [28,29]
E. horridum [28,29]

(7S, 8R)-petranin

E. glomeratum [42]

(7S, 8S)-petranin

E. glomeratum [42]

(7R, 8R)-petranin (3a)

E. glomeratum [42]




Cizelge 2.9. Echium turlerinde bulunan pirolizidin alkaloitleri (Devami) - 6

29

Bilesik

Formiil

Bitki ve Kaynagi

(7R, 8S)-petranin
(3b)

E. glomeratum [42]

Ekiuplatin

Bal / polen:
E. vulgare L. [37, 40]

Leptantin

Bal / polen:
E. vulgare L. [37, 39-40 ]
E. platagineum L. [39]

Ekimiplatin

Bal / polen:
E. vulgare L. [37, 39-40 ]
E. platagineum L. [39]

Ekivulgarin

Bal / polen:
E. vulgare L. [37, 39-40]
E. platagineum L. [39]

Vulgarine

Bal/ polen:
E. vulgare L. [37, 39-40]
E. platagineum [39]
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Cizelge 2.10. Echium turlerinde bulunan pirolizidin alkaloitleri (Devami) - 7

Bilesik

Formiil

Bitki ve Kaynagi

7-0 -
asetilvulgarin

Bal/polen:
E. vulgare L. [37, 39- 40]
E. plantagineum [39]

Miyoskorpin

E. pininana [30]

Miyoskorpin-N-
oksit

E. pininana [30]

Hidrokst E. pininana [30]
miyoskorpin
Ekiupinin E. pininana [30]

Ekiupinin-N-oksit

E. pininana [30]




Cizelge 2.11. Echium turlerinde bulunan pirolizidin alkaloitleri ( Devami) - 8

31

Bilesik

Formdiil

Bitki ve Kaynagi

7_
Asetilintermedin

E. pininana [30]
E. plantagineum L. [45,33]
Bal: E.plantagineum L. [38]

Orkarnegin

Piknantin E. humile [43]

Ekihumilin N- E. humile [43]

oksit

9- -

senecioyilretron E. humile [43]

esin

Karnegin E. humile [43]
E. humile [43]
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Cizelge 2.12. Echium turlerinde bulunan pirolizidin alkaloitleri ( Devami) - 9

Bilesik

Formiil

Bitki ve Kaynagi

7-(2-Metilbutiril)-9- E. humile [43]
ekimidinilretronesin
7-(2-Metilbutiril)-9-
(2,3- E. humile [43]
dihidroksibutiril)
retronesin
9-senecioyil E. humile [43]
likopsamin
E. italicum L. [41]
E.plantagineum L.
Ekiumin [32,33]
Bal: E.plantagineum L.
[38]
. Bal: E.plantagineum L.
Intermedin

[38]

Ekimidin N-oksit

E. wildpretti [31]
E.plantagineum L. [45]

E. angustifolium Miller
[34]

Bal: E. vulgare L. [40]




Cizelge 2.13. Echium turlerinde bulunan pirolizidin alkaloitleri (Devami) - 10

33

Bilesik Formul Bitki ve Kaynagi
Ekivulgarin  N- Bal: E. vulgare L. [40]
oksit

7-O-
asetilvulgarin

Bal: E. vulgare L. [40]

7-O-
asetilvulgarin
N-oksit

Bal: E. vulgare L. [40]

Vulgarine  N-
oksit

Bal: E. vulgare L. [40]

Yaprak ve gicek:

Ekimiplatin  N- E.plantagineum L. [45]
oksit
Bal: E. vulgare L. [40]
%, Yaprak ve ¢igek:
Uplandisin  N- I ; E. plantagineum L. [45]
oksit o OH

Bal: E. vulgare L. [40]




34

Cizelge 2.14. Echium turlerinde bulunan pirolizidin alkaloitleri (Devami)- 11

Bilesik

Formiil

Bitki ve Kaynagi

Leptatin N-oksit

Yaprak ve ¢igek:

E. plantagineum L. [45]
Bal:

E. vulgare L. [40]

intermedin N-
oksit

Yaprak ve ¢igek:
E. plantagineum L. [45]

Likopsamin- N -
oksit

Yaprak ve ¢igek:
E. plantagineum L. [45]

Ekiuplatin- N -
oksit

Yaprak ve gicek:
E. plantagineum L. [45]

7-0 -
Asetilintermedin
N —oksit (ekiumin
tipi)

Yaprak ve ¢igek:
E.plantagineum L. [45]




Cizelge 2.15. Echium turlerinde bulunan pirolizidin alkaloitleri (Devami) - 12

35

Bilesik

Formdiil

Bitki ve Kaynagi

7-0 -
asetillikopsamin-
N -oksit (ekiumin
tipi)

Yaprak ve gigek:
E. plantagineum L. [45]

9- O-
Angelilretronesin
N -oksit

Yaprak ve ¢igek:
E. plantagineum L. [45]

3-0-
asetilekimidin N -
oksit

Yaprak ve ¢igek:
E. plantagineum L. [45]

Ekiumin-N -oksit

Yaprak ve gicek:
E. plantagineum L. [45]

3-0 -
asetilekiumin- N -
oksit

Yaprak ve ¢igek:
E. plantagineum L. [45]
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Cizelge 2.16. Echium turlerinde bulunan pirolizidin alkaloitleri (Devami) - 13

Bilesik Formiil Bitki ve Kaynagi
OH
Asperumin E. vulgare L. [46,33]
OH
H
N
/
0
No T
Heliosupin »7( P! OH| E. vulgare L. [46,33,47]
© OH
H
HO
H
Y _
: ,OH 0
| Ho 97N |
Simlandin : O | E. sericeum [35]
oH O /
N
Simfitin E.sericeum [35]




Antosiyaninler

Cizelge 2.17. Echium turlerinde bulunan antosiyaninler- 1

37

Bilesik Formiul Bitki ve Kaynagi
OH
OH
HO o. O .
. N Ari poleni:
Petunidin-3- o
O-rutinozid | Ho /HOW E. plantagineum L. [48]
OH
HO o
OH
OH
Ari poleni:
Delfinidin | HO o; O P
N OH | E. plantagineum L. [48]
HO %
OH
OH
. O Ar poleni:
L 0 .
Siyanidin HO AN E.plantagineum L. [48]
HO Z
OH
OH
N CH Ari poleni:
Petunidin-3- | "° AN g o’ P
O-glukozid E.plantagineum L. [48
g o P on | E-Plantag [48]
0
HO
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Cizelge 2.18. Echium turlerinde bulunan antosiyaninler- 2

Bilesik Formiil Bitki ve Kaynagi
O/CH3
O o Ari poleni:
Peonidin HO O O+\ E.plantagineum L. [48]
HO Zom
. HO j = o Ari poleni:
Malvidin-3- S _wOH
O-rutinozit o E.plantagineum L. [48]
OH
e
Siyanidin-3- .
(6')'/- o s Ari poleni:
malonilgluk \/@:OH E.plantagineum L. [48]
ozit) o o
g — ~on
o © HO
OH
OH
el
L Ar poleni:
Delfinidin-3- | | s 0
O-rutinozit HO O/ on E.plantagineum L. [48]
HO HO 0
HOho
OH
OH
N Ari poleni:
Siyanidin-3- HO °x O P
O-glukozit o A oH E.plantagineum L. [48]
HO O/ on
HO




Flavonoitler

Cizelge 2.19. Echium turlerinde bulunan flavonoitler-1

39

Bilesik

Formiil

Bitki ve Kaynagi

Kemferol 3-O-
neohesperidozit

Cicekli toprak stu
kisim:

E.vulgare L. [49,50]

Kempferol
glikozit

3-

Ari poleni: Echium [51]

Apigenin

Echium sericeum [52]

Apigenin-7-0O-
ramnozit

Echium sericeum [52]
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Cizelge 2.20. Echium turlerinde bulunan flavonoitler-2

Bilesik Formul Bitki ve Kaynagi
OH

HOWO 0 O

HO:.. . .
Luteolin-7-0- o' O ‘ Echium sericeum [52]
rutinozit o i

3 0
HO < |\OH OH
HO

Kersetin-3-O- Echium sericeum [52]
ramnozit
Kersetin-3-O- Ar1  poleni: Echium
glukozit [51]




Fenolik bilesikler

Cizelge 2.21. Echium turlerinde bulunan fenolik bilesikler
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Bilesik

Formdiil

Bitki ve Kaynagi

Rosmarinik asit

OH
0 OH

o

OH

Petal:

Echium amoenum Fisch.

and C. A. Mey [53]

Cicekli toprak
kisim:

E.vulgare [49, 50]

ustu

Cis-sinnamik
asit

e

Toprak listu kisim:

E.vulgare [54]

Toprak ustu kisim:

0
H
XN
3
AN
H
AT
0
\

dihidroksifenil)-
(2R)-laktik asit

0
“ I
OH
OH
O/
0
” j@/\/\
HO
HO
HO

“O@M "
HO

E.vulgare [49, 50]

i
i i OH
Ferulik asit H E vulgare [54]
@)
“ Toprak ustu kisim:
- i i O
P-kumarik asit E.vulgare [54]
H
H 0] Toprak ustii kisim:
Kafeik asit // E.vulgare [54]
OH
Cicekli toprak ustu
3-(30,40- o kisim:
\
0
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Yaq asitleri

Cizelge 2.22. Echium turlerinde bulunan yag asitleri-1

Bilesik Gamma linolenik Asit(18:3w6)

Formiil

Bitki ve Kaynagi

Tohum: E. plantagineum, E.giganteum, E.aculeatum, E.triste, E.leucophaeum,
E.wildpretti, E.simplex, E.virescence, E.fastuosum, E.svetenii, E.nervosum,
E.candicans, E.acanthocarpum, E.onosmifolium, E.cllithyrsum, E.hierrense,
E.auberiaum, E.decasnei, E.strictum [55], E.candicans, E.acanthocarpum,
E.onosmifolium,  E.cllithyrsum, E.hierrense, E.auberiaum, E.decasnei,
E.strictum, E.webbii, E.bodspraguei, E.candicans, E.hierrense, E.onosmafolium,
E.bethecourtianum, E.acanthocarpum, E.callithysum, E.brevirame, E.pininana,
E.auberianum, E.decaisnei, E.asperrimu, E.boissieri, E.creticum, E.flavum,
E.sabulicola [56], E.vulgare [56,57], E. pitardii var. pitardii, E. p. var. macrantha,
E. bonnetii var. bonnetii, E. b. var. fuerteventurae, E.brevirame, E. x bond-
spranguei, E. virescens var. angustissimum, E.webbii, E.bethencourtianum,
E.handiense, E.gentianoides Sect. Simplicia, E. pininana, E. wildprettii ssp.
Trichosiphon, E. Decaisnei [58] E.fastuosum [59,60], E.pitardii, E.gentianoides
[61], E.plantagineum L. [62,63,64,65,66], E. italicum L. [64,67,68], E.
asperrimum, E. boissieri, E. creticum, E. flavum, E.humile, E. sabulicola,
E.vulgare [69,70] E.fastuosum [71,72], E.plantagineum L. [62], E.virescens [73],
E.arenarium Guss. E.flavum Desf. E.gaditanum Boiss. E.horridum Batt.
E.humile ssp. pycnanthum, E.petiolatum Barratte, E.sabulicola Pomel [65],
E.pitardii [74], E. lusitanicum, E.russicum [75], E. rubrum [67], E.amoenum
Fisch & C.A. Mey[68]

Kok kultirii: E.acanthocarpum [73]
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Cizelge 2.23. Echium turlerinde bulunan yag asitleri-2

Bilesik Skualen

Formiil

Bitki ve Kaynagi

Tohum:E.plantagineum, E.giganteum, E.aculeatum, E.triste, E.leucophaeum,
E.wildpretti, E.simplex, E.virescence, E.fastuosum, E.svetenii, E.nervosum,
E.candicans, E.acanthocarpum, E.onosmifolium, E.cllithyrsum, E.hierrense,
E.auberiaum, E.decasnei, E.strictum, E.webbii, E.bodspraguei, E.candicans,
E.hierrense, E.onosmafolium, E.bethecourtianum, E.acanthocarpum,
E.callithysum, E.brevirame, E.pininana, E.auberianum, E.decaisnei,
E.asperrimu, E.boissieri, E.creticum, E.flavum, E.sabulicola, E.vulgare [56]

Cizelge 2.24. Echium turlerinde bulunan yag asitleri-3

Bilesik Stearidonic acid(18:4w3)

Formiil
HO

Bitki ve Kaynagi

Sacli kék kiiltiirii: E. Acanthocarpum [49]

Tohum: E.vulgare, E.simplex DC [57], E.fastuosum [59], E.plantagineum L.
[62,63,65,66], E. asperrimum, E. boissieri, E. creticum, E.flavum, E. humile,
E.sabulicola, E.vulgare [69], E.plantagineum L.E.italicum L. [64,67,68],
E.virescens [73], E.arenarium Guss. E. flavum Desf. E. gaditanum Boiss. E.
horridum Batt. E. humile ssp. pycnhanthum, E. petiolatum Barratte, E. sabulicola
Pomel. [65], E.pitardii [74], E. vulgare L. [70], E.lusitanicum, E.russicum [75],
E.rubrum [67], E.amoenum Fisch & C.A. Mey [68], E.fastuosum [72]
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Cizelge 2.25. Echium turlerinde bulunan yag asitleri— 4

Bilesik Palmitik asit(16:0)

Formiil ||

Y Y S N N N P o

Bitki ve Kaynagi

Sacll ko6k kiiltiirii: E.acanthocarpum[49]

Tohum: E. pitardii var. pitardii, E. p. var. macrantha, E. bonnetii var. bonnetii,
E. b. var. fuerteventurae, E. brevirame, E. x bond-spranguei, E. virescens var.
angustissimum, E.webbii, E. bethencourtianum, E.handiense, E.gentianoides
Sect. Simplicia, E. pininana, E. wildprettii ssp. trichosiphon, E.decaisnei[58], E.
fastuosum [59,72], E. virescens[73], E. arenarium Guss. E.flavum Desf. E.
gaditanum Boiss. E.horridum Batt. E. humile ssp. pychanthum, E. petiolatum
Barratte, E. sabulicola Pomel. [65], E. plantagineum L. [62,65,66], E. vulgare
L.[70], E. lusitanicum, E.russicum[ 75], E. italicum [67,68], E. rubrum [67],
E.amoenum Fisch & C.A. Mey|[68]

Kok kultliri: E. acanthocarpum[73]

Cizelge 2.26. Echium tlrlerinde bulunan yag asitleri—5

Bilesik Oleik asit(18: 1 w9)

0" o
I

Formiil

Bitki ve Kaynagi

Sach kok kultiirii: E.acanthocarpum[49,73] E.vulgare, E.simplex DC[57]

Tohum: E. pitardii var. pitardii, E. p. var. macrantha, E. bonnetii var. bonnetii, E.
b. var. fuerteventurae, E.brevirame, E. x bond-spranguei, E. virescens var.
Angustissimum, E.Webbii, E.bethencourtianum, E.handiense, E.gentianoides
sect. simplicia, E. pininana, E. wildprettii ssp. Trichosiphon, E.Decaisnei [58],
E.fastuosum [59,72], E.plantagineum L. [62], E.asperrimum,E.boissieri,
E.creticum, E. flavum, E. humile, E.sabulicola, E.vulgare[69], E.plantagineum
L., E.italicum L. [64,67,68] ,E.virescens[73], E.arenarium Guss. E.flavum Desf.
E.gaditanum Boiss. E.horridum Batt. E.humile ssp. pycnanthum, E.petiolatum
Barratte [65], E. plantagineum L. [65,66], E.sabulicola Pomel. E.vulgare L.
[70], E.lusitanicum, E.russicum [75], E. rubrum [67], E. amoenum Fisch & C.A.
Mey[68]
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Cizelge 2.27. Echium turlerinde bulunan yag asitleri —6

Bilesik Linoleik asit (18:2w6)
AN
Formiil A

Bitki ve Kaynagi

Sacli kék kiiltiirii: E.acanthocarpum[49,73], E.vulgare, E.simplex DC[57]

Tohum: E. pitardii var. pitardii, E. p. var. macrantha, E. bonnetii var. bonnetii,
E. b. var. Fuerteventurae, E.brevirame, E. x bond-spranguei. E. virescens var.
angustissimum, E.webbii, E.bethencourtianum, E.handiense, E.gentianoides
Sect. Simplicia, E. pininana, E. wildprettii ssp. Trichosiphon, E.decaisnei [58],
E.fastuosum [59,72], E.plantagineum L. [62,64], E. asperrimum, E.boissieri, E.
creticum, E. flavum, E. humile, E.sabulicola, E.vulgare [69], E. italicum L.
[64,67,68], E.virescens [73], E. arenarium Guss. E.flavum Desf. E. gaditanum
Boiss. E. horridum Batt. E.humile ssp. Pycnanthum,. petiolatum Barratte [65],
E. plantagineum L. [65,66], E. sabulicola Pomel. [65] E. vulgare L. [70],
E.lusitanicum, E.russicum [75], E. rubrum [67], E. amoenum Fisch & C.A. Mey
[68]

Cizelge 2.28. Echium tlrlerinde bulunan yag asitleri —7

Bilesik Alfa-Linolenik asit(18:3w3)

N
Formiil A

HO

VY

Bitki ve Kaynagi

Sacli kék kiiltiirii: E.acanthocarpum[49] E.vulgare, E.simplex DC[57]

Tohum: E. pitardii var. pitardii, E. p. var. macrantha, E. bonnetii var. bonnetii,
E. b. var. fuerteventurae, E. brevirame, E. x bond-spranguei, E. virescens var.
angustissimum, E.webbii, E. bethencourtianum, E.handiense, E.gentianoides
Sect. Simplicia, E. pininana, E. wildprettii ssp. Trichosiphon, E.decaisnei [58],
E. fastuosum [59,60,72], E.plantagineum L. [62,64], E.fastuosum [69],
E.italicum L. [64,67,68], E.virescens [73], E.arenarium Guss. E.flavum Desf.
E.gaditanum Boiss. E.horridum Batt. E.humile ssp. pycnanthum, E.petiolatum
Barratte, E.plantagineum L. [65,66], E. sabulicola Pomel. [65] E. vulgare L.[70]
E.lusitanicum, E.russicum[75], E. rubrum [67], E. amoenum Fisch & C.A. Mey
[68]

Kok kultiri: E.acanthocarpum[73]
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Cizelge 2.29. Echium tlrlerinde bulunan yag asitleri —8

Bilesik

Formiil

Bitki ve Kaynagi

Stearik asit
(18:0)

Tohum:E.vulgare, E.simplex
DC [57], E.virescens [73],
E.arenarium Guss. E.flavum
Desf. E.gaditanum Boiss.
E.horridum Batt. E.humile
ssp.pycnanthum, E.petiolatum
Barratte, E.plantagineum L.
[65], E.sabulicola Pomel [65],
E.vulgare L. [70]
E.lusitanicum, E.russicum[75]
E.italicum [67,68], E.rubrum
[67], E.amoenum Fisch &
C.A.Mey [68], E.fastuosum
[72]

Kok kiiltird:
E.acanthocarpum[73]

Alfa-
tokoferol

Tohum:

E.vulgare, E.simplex DC [57]

Gamma-
tokoferol

Tohum:

E.vulgare, E.simplex DC [57]




Amino asitler
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Cizelge 2.30. Echium turlerinde bulunan amino asitler- 1

Bilesik Formul Bitki ve Kaynagi
Ari poleni:
Il E.plantagineum [48]
Aspartik O
asit > OH Echium vulgare [50]
OH NH, o
Sach kok kulturi:
E.acanthocarpum[49]
” ” Ari i* I
i poleni: E. plantagineum L.
Glutqmlk HO/\/Y\OH (48]
asit
NH,
I
@) Ari poleni: E. plantagineum L.
Asparagin b(\‘/\ OH [48]
Ari poleni: E. plantagineum L.
Histidin [48]
Ari poleni: E. plantagineum L.
Serin [48]
o
| Ari poleni: E. plantagineum L.
Glisin OoH

[48]
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Cizelge 2.31. Echium turlerinde bulunan amino asitler- 2

Bilesik Formul Bitki ve Kaynagi

Ari poleni: E. plantagineum

Glutamin L. [48]
Ari poleni: E. plantagineum

Trionin L. [48]
Ari poleni: E. plantagineum

Alanin L. [48]
Y-amino Ari poleni: E. plantagineum

butrik asit L. [48]
Ari poleni: E. plantagineum

Trozin L. [48]
3,5-dibromo Ari poleni: E. plantagineum

tirozin L. [48]




Cizelge 2.32. Echium turlerinde bulunan amino asitler- 3

49

Bilesik Formiul Bitki ve Kaynagi

Ari poleni: E. plantagineum L.

Metionin [48]
Ari poleni: E. plantagineum L.

Valin [48]
Ari poleni: E. plantagineum L.

Fenil alanin [48]
. Ari poleni: E. plantagineum L.

I1zol6sin [48]
Ari poleni: E. plantagineum L.

Losin [48]
Ari poleni: E. plantagineum L.

Lizin [48]
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Diger bilesikler

Cizelge 2.33. Echium turlerinde bulunan diger bilesikler

ene-3,6-dione

Bilesik Formiul Bitki ve Kaynagi
H
0
N~/
_ 0— 0 Toprak usti kisim: E.
Allantoin - i vulgare L. [76]
N N
Hoo NUNH,
@)
Il Cicekli toprak listii kisim:
NH
| /g E. vulgare L. [50,76]
- N O
Urnidin O Sach kok kultirii:
HO
E. acanthocarpum[49]
OH OH
Kok: E. vulgare L. [77]
B-sitosterol
Stigmast-4- Kok: E. vulgare L. [77]
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2.3. Echium Tirleri ve Etnobotanik

Tarkiye’de, E. italicum, E. vulgare, E. angustifolium, E. parviflorum, E.
plantagineum, E. orientale, E. russicum, E. glomeratum ve E. arenarium olmak
Uzere 9 turu yetismektedir. Yapilan etnobotanik ¢alismalar sonucunda, E. italicum
L. bitkisinin ¢ay! idrar arttirici, terletici ve yatistirici olarak kullaniimaktadir[78].
Bubitkinin toprak uUstu kisimlarinin dekoksiyonu yatistirici ve terletici olarak
kullaniimistir[79]. Yapraklari ezilerek haricen ¢ibanlarin olgunlasmasinda, herbasi
ise ezilerek un ile lapa haline getirilerek romatizma agrilarinin gideriimesinde ve
yara pihtilarinin dagilmasini saglamak amaciyla haricen kullaniimistir[80]. E.
italicum L. bitkisinin kok kabuklari tavada tereyagi ile kizdirllarak merhem haline
getirilip haricen yara tedavisinde, koku ise rendelenerek tereyagiyla tavada
kizdirarak karigtirip,  tulbentten sdzilerek hazirlanan merhem yaralarin
iyilesmesinde haricen kullanilmistir[81-82]. E. italicum L. bitkisinin tim kismi bal ve
nektar Uretiminde kullaniimigtir[6]. Ankara civarinda halk arasinda E. italicum L.
bitkisinin kdklerinden elde edilen dekoksiyonu ari balmumu veya pamuk yagiyla
kanigtirilarak merhem hazirlanip, kesik ve yaralara uygulanmistir[7]. E.italicum L.
bitkisinin govdesi Ankara’nin Haymana bolgesinde halk tarafindan Kangal adiyla
tazeyken yenilmektedir[83]. Akdeniz c¢evrelerinde halk arasinda E. italicum L.
bitkisinin kulu haricen yara iyilegtirici olarak kullaniimigtir[8]. E. italicum L. bitkisi

orta Ege bolgelerde toprak Ustu kisimlari yem olarak kullaniimaktadir[4].

E. plantagineum L. bitkisinin toprak uUstl kisimlari idrar soktlricu ve terletici,
dekoksiyonu ise ¢ay olarak kullanilmigtir[84]. Cankiri ilinde E. angustifolium Miller
bitkisinin  kokleri tereyagiyla beraber merhem halinde yara tedavisinde
kullaniimistir[11].

Anadolu’dogu kesimlerinde E. italicum L. (Engerek otu) yaprak ve kdkinden
hazilanan lapa, haricen yara tedavisinde ve anti-enflamatuar olarak, E.russicum
(Havaciva) ve E.vulgare (havaciva) koku lapa haline getirilerek haricen uygulamak

suratiyle yaralari iyilestirmek icin kullaniimistir[85].

E. russicum J F Gmellin ve E. vulgare kokleri bati Anadolu’da halk arasinda

rendelenmis kokleri tavada tereyagiyla karistiripp homojen kirmizimsi merhem elde
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edilip, ellerdeki catlaklara ve yaralara karsitopikal olarak kullaniimigtir. insan ve

evcil hayvanlara da kullanildigi tespit edilmistir[86].

italya’da halk arasinda, E. vulgare L. bitkisiningicek ve yapraklar idrar soktiriici
olarak kullanilmigtir[9]. E. italicum L. bitkisinin toprak Ustd kisimlarinin
dekoksiyonu depduratif, idrar soktlricu, solunum yolu enfeksiyonlarinda yumusatici,

nemlendirici, terletici olarak kullaniimistir[87].

E. amoeum Fisch. C.A.Mey ciceklerinin infiizyonu ve dekoksiyonu iran’daki
Tarkmen halki arasinda yatigtirici, sinir sistemi rahatlatici, grip gibi hastaliklarda
kullanmislardir[88]. E. amoenum Fisch. & C.A. iran’nin kuzeyinde halk arasinda
Gulgozan adiyla ciceklerinin dekoksiyonu ve infuzyonu bogdaz agrisi, sinir

sistemine, sindirici ve rahatlatici olarak kullanildigi saptanmistir[89].

Sirbistan’da E. vulgare L. toprak Ustd kisimlari ekspektoran ve laksatif olarak ve
ishala karsi ¢ay olarak kullaniimigtir[10]. E. vulgare L. dogu Sirbistan’da ekstre
seklinde kan temizleyici ve yara iyilestirici olarak kullanildigi, cicekli dallari ve
yapraklarinin ise 6ksurlk kesici, afrodizyak, deri yumasatici, goégus hastaliklari igin
ve yara iyilestirici olarak kullanildigi, tim bitkinin ise yilan isirmalarina karsi
kullanildigi tespit edilmigtir[90]. Bir derleme calismasinda E. arenarium Guss

yapraklarinin Sudan’da timoér ve c¢ibanlara karsi kullanildi§i saptanmistir[91].

2.4. Echium Tiirleri Uzerinde Yapilan Biyolojik Aktivite Galigmalari

2.4.1. Antioksidan etki

Ferreira ve arkadaslarinin yaptigi calismada, E. vulgare poleninin de bulundugu
balin, fenolik asit bilesiklerince zengin oldugu ve belirgin bir antioksidan aktivite

gOsterdigi tespit edilmistir[92].

Diger bir galismada, E. amoenum Fisch & C.A. Mey cicek dekoksiyonunun insan
uzerindeki antioksidan aktivitesi klinikte kandaki lipit peroksidasyon seviyesi, total
antioksidan kapasitesi ve total tiyol molekulerine bakilarak degerlendiriimis ve

belirgin antioksidan aktiviteye sahip oldugunu saptanmistir[93].

Niciforovi¢, N ve arkadaslar tarafindan yapilan bir ¢calismada, E. rubrum ve E.

vulgare toprak ustu kisinlarindan hazirlanan metanol ekstresinin yuksek miktarda
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flavonoit icerdigi ve guclu hidroksil radikal supdrict ve demir iyonu selasyon

yapici 6zelligi gosterdigi saptanmigtir[94].
2.4.2. Anti-inflamatuar etki

Abed ve onun arkadaslari yaptigi bir ¢alismada, E. amoenum petallerinden
hazirlanan sulu alkol ekstresinin, siganlarda seruleyin ile olusturulan deneysel
pankreatit modelinde, antienflamatuar ve antioksidan etkilerinden dolayi pankreatit

hastahgini hafiflettigi saptanmistir[95].

2.4.3. Antiproliferatif etki

Uysal, Handan ve arkadaslari tarafindan yapilan bir galismada, E. amoenum Fisch.
& C.A. Mey metanol ve kloroform ekstrelerinin etilmetansilfonata kargi
antimutajenik aktivitesi incelenmis ve her iki ekstrenin antimutajenik aktiviteye
sahip olduklari, kloroform ekstresinin metanol ekstresine gére daha aktif oldugu

tespit edilmistir[96].

Yapilan diger bir galismada, italya’daki 16 yenilebilir bitki in vitro antiproliferatif etki
yonunden SRB metodu kullanarak taranmis ve E. vulgare %19.42 biolumisens
inhibisyon gosterdigi saptanmis ve bu insan sagligina olan toksik etkisiyle
iligkilendirilmistir[97].

Schismus barbatus, E. sericeum, Arnebia hispidissma bitki ekstrelerinin doymamis
prolizidin alkaloitleri icerdigi ve in vitro Ehrlich ascites carcinoma hiicre hattina
sitotoksisite etki goOsterdigi, diger bitki ekstrelerinin ise doymus alkaloitler
icerdiginden karsinoma hucrelere olan in vitro sitotoksisitesinin daha az oldugu

tespit edilmistir[98].

2.4.4. Antidepresan etki

Bir calismada E. vulgare toprak ustu kisimlarindan hazirlanan sulu ve alkol
ekstrelerinin farede anksiyete etkisi incelendiginde, sulu ekstresinin daha dusuk
dozda etkili oldugu, alkol ekstresinin ise daha yuksek dozda antidepresan etki
gosterdigi bulunmustur[99].
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Sayyah Mehdi ve arkadaslarinin yaptigi bir calismada, E. amoenum ¢igeginin sulu
ekstresinin antidepresyon cift kor randomize klinik ¢alismasinda, plasebo’ya goére
belirgin seviyede hafiften orta dereceye kadar olan depresyonun semptomlarini

hafiflettigi, yan etkilerinin ise plasebo ile fark olmadigi tespit etmistir[100].

Ayni tlr Uzerinde yapilan diger bir calismada ise, sulu ekstresi klinik olarak 44
hastada obsesif konvulsif bozukluk Uzerindeki etkisi arastiriimig, plasebo ve E.
amoenum sulu ekstresi (500 mg/gun) rastgele bolunen gruplara 1, 2, 4 ve 6 hafta
boyunca verilmis ve siure sonunda, hastalar Y-BOCS ve HAM-A'ya gore
degerlendirildiginde, ekstre uygulanan gruplarda, plasebo alan gruplara goére
obsesif konvulsif bozukluk semptomlarinin  belirgin  derecede azaldigi

g6zlenmistir[101].

2.4.5. Anksiyete karsi ve sedatif etki

E. amoenum c¢iceginin sulu ekstresi sigcanlarda plus-maze anksiyete modeli
Uzerinde denenmis ve belirgin derecede antianksiyete aktivitesine sahip olduklari
tespit edilmigtir[102].

Geleneksel Iran tibbinda E. amoenum bitkisinin anksiyeteye ve timoleptik tedavide
kullanildiklari ve randomize Kklinik galismada anksiyete ve depresyona kargi

plasebo’ya gore etkili oldugu degerlendiriimistir[103].

Hosseinzadeh ve Shahandeh tarafindan yapilan bir calismada, E.italicum
bitkisinden hazirlanan alkol ve sulu ekstrenin anksiyeteye karsi ve sedatif etkisi

fareler Uzerinde incelenmis ve her iki ekstrenin etkili oldugu tespit edilmistir[104].

Diger bir calismada, E. amoenum sulu ekstresinin klinik ¢alismayla belirgin bir

obsesif konvulsif bozukluga karsi belirgin etkiye sahip oldugu saptanmigtir[101].

E. amoenum bitkisinin sulu alkol ve sulu inflzyon ekstrelerinin fareler Gzerinde in
vivo olarak, rotarod motor koordinasyon modeli ve yukseltiimis ¢oklu labirent
anksiyete modeli kullanarak incelendiginde, sulu ekstresinin belirgin bir

anksiyeteye karsi etki gosterdigi tespit edilmistir[105].
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M. R. Heydari ve arkadaslar tarafindan yapilan bir ¢alismada, E. amoenum
metanol ekstresinin farelerde Pikrotoksin ile induklenen felg’e karsi etkili oldugunu

tespit etmistir[106].

S. Gholamzadeh ve arkadaslari tarafindan yapilan c¢alismada, E. amoenum
petallerinden elde edilen sulu ekstresinin anksiyete aktivitesi, sicanlarda
yukseltilmis ¢oklu labirent anksiyete modeli kullanilarak incelenmis ve belirgin
aktivite gosterdigi, referans grup olan Diazepam’a gore aktivitenin disik oldugu

saptanmistir[107].

Yapilan diger bir galismada ise E. amoenum gicek alkol ekstresinin yukseltiimis
coklu labirent anksiyete modeli kullanarak farelerde 50 mg/kg dozda denendiginde
pozitif sonug alinmis ve anksiyete etkisinin yani sira Diazepam’a gére daha disuk

sedatif etki gosterdigi saptanmistir[108].

Diger bir calismada, Bulgaristan'da yetisen 21 bitkinin etanol ekstresinin fare ve
sicanlar Uzerinde antikonvilsan etkisi taranmistir ve hicbir bitkinin Korazol ve
striknin konvulsiyonuna etkisi yokken, E. vulgare gibi bazi bitkiler elektrik

stimulasyonlu konvulsiyona karsi etki gosterdigi saptanmigtir[109].

2.4.6. Antiviral etki

Farahani’nin yaptigi calismada E. amoenum L. gigekli kisminin sulu ekstresinin
Hepll hicre hattinda CPE metodu kullanarak sitotoksisitesine bakilmis ve
sitotoksisite gostermedigi, sitopatik aktivite inhibisyon metoduyla yapilan antiviral
incelemede ise virus ekiminden sonraki bir saat slUresince antiviral etki goterdigi

saptanmistir[110].

2.4.7. Antibakteriyel etki

E. amoenum ¢igedinden hazirlanan sulu ekstrelerin in vitro antibakteriyel aktivitesi
degerlendiriimis ve konsantrasyona bagl olarak Staphylococcus aureus 8327

suslarina karsi antibakteriyel aktiviteye sahip olduklari saptanmigtir[111].

F.karakas ve arkadaslari tarafindan yapilan bir galismada, E. vulgare’nin metanol
ekstresi hicbir etki gostermezken, sulu ekstresinin bazi bakterilere karsi etkili

oldugu tespit edilmistir[112].
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Diger bir calismada ise, E. italicum yaprak, dal ve ¢i¢cedinin etanol ekstresi deri ve
yumusak doku enflamasyonunun yaygin nedeni olan Staphylococcus aureus’a

karsi denenmis ve higbir etki gézlenmemistir[113].

Echium lycopsis, E. spinescens, and E. vulgare ekstrelernin Staphylococcus
aureus and enteric bacilli, Salmonella typhi, Shigella flexneri, Escherichia coli

bakterilerine karsi belirgin antibiyotik aktiviteye sahip oldugunu tespit etmistir[114].

E. lycopsis kallus kultirinden izole edilen Ekinon ve Ekinofuran bilesenlerinin
gram pozitif bakterilerine karsi etkili oldugu ve bu etkinin biyogenetik olarak iligkili

olan sikonin ve alkanin’den daha ylksek oldugu tespit edilmistir[115].

Rusya’da yapilan bir calismada, E. rubrum kdkinden izole edilen sikonin ve diger
bitkiden izole edilen naftokinon bilesiklerinin 3 maya turu Uzerinde orta derecede
etkili olduklari ve 3 cesit laktik asit ve 4 cesit asetik asit bakterilerine karsi test
edildiginde, sulfurik dioksit’ ten daha Ustln antibakteriyel aktiviteye sahip oldugu
tespit edilmistir[116].

2.4.8. Analjezik etki

Echium amoenum Fisch & C.A. Mey. Petallerinden hazirlanan metanol ekstresi
erkek albino fareler Uzerinde formalin ve hot-plate testi kullanarak analjezik
aktivitesi arastirlmis ve sabit analjezik potansiyeline sahip oldugunu tespit
etmistir[117].

2.4.9. Diger etkileri

Bell ve Strachan’nin yaptigi bir ¢calisma, Echium yagi ve balik yagi ile beslenen
Gadus morhua L. lar birbiri ile karsilastirilmig ve Echium yagi ile beslenen grupta
belirli derecede aragidonik asit Uretiminin azaldigi ve bdylece immunolojik
parametrelerin yikseldigi, Echium vyaginin balik yagdina alternatif olarak

kullanabileceklerini gostermistir[118].

Diger bir calismada ise, Echium yagiyla beslenen Sparus aurata L. larda lipit
metabolizmasinin belirli derecede etkilendigi, GLA gibi doymamis yag asitlerinin

miktarinda belirli artis oldugu saptanmistir[119].
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Miller Matthew R ve arkadaslar tarafindan vyapilan bir c¢alismada, E.
plantagineum’dan elde edilen Sterigsidonik asit, balik yagiyla karsilastinildiginda,
Atlantik salmon baliginin kas dokusundaki omega-3 uzun zincirli doymamis yag

asitlerinin biyosentezi ve yikimi arasinda denge sagladigi saptanmistir[120].

Diger bir calismada, E. vulgare etanol ekstresinin in vivo olarak elektrosok ile

indUklenen kasilma nobetlerine karsi antikonvulsif etkili oldugu saptanmistir[121].

Yang, Qing ve Shea, T Michael ’in yaptigi in vivo ¢alismada, Echium yagi ve balik
yaqQi ile beslenen siganlarda lipit profiline bakildiginda, Echium plantagineum’dan
elde edilen Echium yag ile beslenen gruptaki sicanlarin dokularindaki n-3 ve n-6
uzun zincirli doymamig yag asitlerinin arttigini ve karaciger, beyin, ileum

vekanserumlarindaki arasidonik asit seviyesinin ylksek oldugunu saptamistir[122].

Zhang, Ping ve arkadaslarinin yaptigi bir galismada, in vivo olarak Echium yagi
(arasidonik asit ile zenginlestiriimis) besin takviyesi uygulanan farelerde normal
besin yagi verilmis farelere gore, plazma trigliserit miktarinda dusus gézlenmis ve
Echium yaginin, balikk yagina gore botanik kaynakli bir alternatif olabilecegi ileri

surtlmasttr[123].

2.5. Toksisitesi

E. amoenum’un kurutulmus ciceklerinden hazirlanan sulu ekstresinin siganlar
Uzerindeki hepatotoksisitesine bakilmig ve iki hafta boyunca sulu ekstrelerle
beslenen siganlarda karaciger dokusunun anilin aminotransferaz(ALT), aspartat
aminotransferaz (AST) ve alkalin fosfataz (ALP) parametrelerinde higbir toksisiteye

rastlanmamistir[124].

Diger bir calismada ise, E. amoenum’un kurutulmus viyole-mavi petallerinden
hazirlanan dekoksiyonunun 29 gun boyunca uygulanan siganlarda karaciger
fonksiyon testleri ve histopatolojik incelemelerinde, hicbir hepatotoksik belirtiler

g6zlemlenmemigstir[125].

E. plantagineum iceren pellet yemler yetiskin ve sutten kesilmis sicanlara %20-40
oraninda surekli veya kesilerek 14-280 gun verildiginde, disuk miktarda, tipik

pirolizidin alkaloitlerinden zehirlenme nedenli akut nekroz ve kronik karaciger
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bozuklugundan dolayi yliksek mortalite gosterdigi, yiksek miktarda ise Echium ile
beslenen siganlarda daha kisa surede, daha agir zehirlenme tablosu meydana

geldigi saptanmistir[126].

Koyun, tavsan, keci gibi kuglkbas hayvanlar piroller gibi reaktif metabolitlerin
duguk hepatik Uretimine ve yuksek detoksifiye enzimlerinin aktivitesine sahip
olmalari nedeniyle pirolizidin alkaloitlerinin toksisitesine kargi olduk¢a dayaniklidir.
Echium ve Helitropium bitkilerinde yaygin bulunan pirolizidin alkaloitlerinin
diesterleri limende 1-metil metabolitine dontstigunl, Senecio tlrlerinde bulunan
makro siklik pirolizidin  alkaloitlerinin  metabolizma sonucu detoksifiye
edilemeyecegini, yuksek miktarda pirolizidin alkaloitlerine maruz kalma sonucu,
karacierde bakirin  yukseltgenip  Cinko’nun indirgenecegi ve Demir

metabolizmasinin bozulacag ileri surdimustur[127].

Diger bir derleme ¢alismasinda, E. plantagineum’un insan ve hayvanlarda cesitli

zehirlenmelere neden oldugu belirtilmistir[128].

10 gruba ayrilmis koyunlara 12 hafta, 4 dénem boyunca %20-80 oraninda E.
plantagineum iceren kontrollli besinler verildiginde, yiksek oranda Echium igeren
besinle beslenenlerde orta derecede karaciger harabiyeti olustugu, Echium’un
icerdigi pirolizidin alkaloitlerinin koyun |imeninde buylk bir kisminin bozundugdu,
karacigerdeki mikrozomal enzimler tarafindan pirolik metabolitlere doénustigu
tespit edilmigtir[129].

Guney Avustralya’da yapilan bir ¢alismada, E.plantagineum ile beslenen Merinos
cinsi koyunlarda Kronik Bakir zehirlenmesi nedenli hemolitik kriz nedeniyle
olumcul sarilik salgini olustugu, karacigerlerinin yluksek bakir igerdigini ve bunun

hepatotoksik pirolizidin alkaloitlerden kaynaklandigi ileri stirGimusttr[130].

HPLC-ESI-MS kullanarak E.vulgare, E.plantagineum gibi pirolizidin alkaloitleri
tasiyan bitkilerin gigeklerinden toplanan taze polenlerinden, bazi doymus ve 1,2-
dehidropirolizidin  alkaloitlerin  gogunun N-oksit turevi halinde bulundugu
saptanmigtir ve insanlarin tuketiminesunulan ari polenlerinin  Uretiminde,
icerigindeki hepatotoksik pirolizidin alkaloitlerinin miktarinin azaltilmasi gerektigi

ileri surtlmustar[131].
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Diger bir ¢calismada, Melez koyunlar taze E. plantagineum ile beslendiriimis ve
kontrol gurubuna normal saman ve yem ile beslendiriimis. Calisma sonunda
Echium diyeti uygulanan gruplarda kilo kaybi ve karaciger toksisitesi nedenli
olimler meydana geldigi, bunun histolojik kaniti olarak da karacigerde pirolizidin
alkaloitine bagli asir derecede bakir birikimi, Bakir/mobidyum oranin

yuksekliginden kaynaklanan karaciger toksisitesi olustugu ileri suralmustar[132].

Avustralya’da yapilan diger bir c¢alismada, Koyunlar 19 ay boyunca E.
plantagineum yetisen arazilerde otlandiriimis ve normal beslenen koyunlarla
karsilastinimis. Sonug olarak yuksek miktarda bu bitki ile beslenen koyunlarda
belirgin bir sekilde kilo kaybi, yininin az olmasi gibi belirtiler ve bakir kaynakh

karaciger harabiyeti olustugu ortaya konulmustur[133].

Avustralya’daki guney galler tarim bolge veteriner laboratuvarinin verdigi rapora
gore, E. plantagineum and Heliotropium europaeum bitkileriyle otlanan
hayvanlarda yuksek oranda olum ortaya c¢iktigi, Echium bitkisi ile otlananlarda
hepatojenik kronik bakir zehirlenmesi teshisi konuldugu ve bu tablonun primer
pirolizidin alkaloit zehirlenmesinden daha agir oldugu, yetiskin melez koyunlarin en

kolay etkilenen irk oldugu belirtilmigtir[134].

E. plantagineum’un gigekleri, poleni, bitki kalintilari, tayleri ve kurutulmus bitki
kisimlari duyarli insanlarda alerjik nezleye ve degisik semptomlara yol agabileceqgi

ortaya konulmustur[135].

E. plantagineum’un alerjenitesinin arastirildigi calismada, Avustralya'nin kirsal
alaninda 60 denek uUzerinde gercgeklestiriimis ve test sonuglarina gore solunum
yolu alerjileri deneklerin %60'In Uzerinde pozitif ¢ikmis ve E.plantagineum
polenlerinin diger otlarin tozlasma zamanindan yaklasik bir ay dncesi atmosferde

zirveye ulastigi ve IgE yanitini uyardidi saptanmistir[136].
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2.6. Yara

Yara, herhangi bir ajanin fiziksel bir hasar yaratmasiyla vucuttaki normal canli
dokunun anatomik ve fonksiyonel butinliginin bozulmasi olarak
tanimlanmaktadir[137]. Yara iyilesmesi travma ile baslatilan sistematik,
hicresel ve biyokimyasal olaylarin yeni doku olusumu ile sonug¢lanmasidir.
Yara iyilesmesi, inflamatuar hucrelerin, kan faktorlerinin ve diger doku

hicrelerinin etkilesimleriyle gelisen kompleks bir olgudur.

Yara iyilesmesinin temel prensibi doku hasarini en aza indirmek, yeterli doku
perfluzyon ve oksijenlesmesini, bunun yani sira dokunun dizgun beslenmesini
ve nemlenmesini saglamaktir. Yara kismi ve tam kalinlikta yaralar olarak
siniflandinldigi gibi akut ve kronik yara, acik ve kapal yara olarak da
ayrilmaktadir. Yara acik ise deri alti dokular da acgikta kalir ve atmosferle
temas halindedir. Bu durumdan doku ve hucreler olumsuz etkilenirler. Kisa
surede deri ile kapatilmazsa enfeksiyon, doku kurulugu, eritrosit, I6kosit,
protein, immun madde v.s. kaybi gibi bazi olumsuz faktorler yara iyilesmesini
etkiler[138]. En c¢ok bulunan yara semptomlari yara bolgesinde fiziksel
hasarlar, kanama, duyu ve fonksiyon kaybi, yara c¢evresinde kizariklik, aci,
zonklama hissi, bdlgedeki dokularda buzisme ve akintidir[139]. Yara cesitli
nedenlerle meydana gelebilir. Bunlar, fiziksel ve kimyasal yanma, basing,
hayvan isirngr yada sokmasi, diyabet hastaligi gibi metabolik bozukluklar,
travma, ilag etkilegsimleri, ya da beslenme vyetersizlikleri gibi sebepler
olabilir[140].

2.6.1. Yara iyilesmesi tipleri

1) Primer lyilesme
2) Sekonder lyilesme
3) Tersiyer iyilesme

Primer lyilesme: Belirgin bakteriyel kontaminasyon ve doku kaybinin olmadigi
durumlarda yara kenarlarinin direk yaklastirilarak kapanmasi sonucu meydana
gelen iyilesmedir. Yara kapamasi suturasyon, stapler, strip tape gibi materyaller ile
yapilir. Bu iyilesme tipinin ge¢ primer kapanan formuda vardir. Burada hasara

ugramig dokuyabanci cisim, bakteriyel kontaminasyona bagli enfeksiyondan
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korunmak igin bir sire kapatilir. Yara, bu donemde steril sartlarda ginde 2 kez
nemli izotonik pansumanla kapatilmalidir. Peroksit ve iyot bilesikleri kullaniimaktan
kacinilmahdir. Clnkd canli dokuda en az bakteri kadar hasar yaparlar. Acgik
birakilan yarada anjiogenez ile doku kanlanmasi ve oksijenizasyonu artar. Olay
yerine gelen Iokositler, bakterileri kendilerinegcekerler ve tahrip ederek

uzaklastirirlar. Daha sonra yara dudaklari yaklastirilarak kapatilir[141].

Sekonder lyilesme: Yara alaninda graniilasyon dokusunun gelismesi, yara
alanini doldurmasi beklenerek, spontan rejenerasyon ve reepitelizasyonun

gelismesi ile meydana gelen iyilesmedir.
Sekonder iyilegsme ile primer iyilegsme arasindaki farklar:

e Sekonder iyilesmede cok fazla debris ve fibrin doku vardir. Sonugcta
iltihabi reaksiyon daha yogundur. Bunlarin ortadan kaldirilmasi daha
uzun surer, dolayisiyla enflamatuar evre suresi uzamigtir.

e Sekonder iyilesmede daha fazla grantlasyon dokusu meydana gelir.

e Sekonder iyilesmede daha fazla kontraksiyon olur ve belkide bu
primeri sekonder iyilesmeden acikga farklandiran en iyi niteliktir. Bu

duruma oOzellikle eklem Uzerindeki defektlerde dikkat edilmelidir.

Tersiyer iyilesme (Gecikmis primer iyilesme): Sekonder iyilesmeye birakilan
yaranin sartlauygun hale geldiginde suture edilerek kapatiimasi.Bu tip iyilesme

sonunda primer kapamadaulasilan gerilme kuvvetine esit degerler elde edilir.
2.6.2. Bazi farmakolojik etkilerin yara iyilesmesindeki 6nemi

Antienflamatuvar etki

Akut enflamatuar yanit,yaranin erken asamalarinda, doku blytmesi ve tamiri
icin gerekli olan faktorleri Uretir[142]. Fakat uzun sureli, kronik enflamasyon
matriks sentezi ve yara kapanmasini engelleyerek,yara kapanmasini
geciktirmekte ve yara agrisinin artmasina neden olmaktadir[143]. Bu nedenle,
anti-enflamatuvar etkiden faydalanarak yara iyilesmesini kolaylastirmak ve
hasta konforunu gelistirmek mumkuindir. Ayrica geleneksel kitaplarda ve
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hayvan deney calismalarinda, anti-enflamatuar etkisi bulunan ekstrelerin ayni

zamanda yara iyilestirici etkinlige sahip olduguna isaret etmektedir[144].

Antioksidan aktivite

Yara yatagi etrafinda serbest radikallerin Uretimi, lipit, protein, kolajen,
proteoglikan ve hyaluronik asidin yikimi yoluyla, yara iyilesmesinde gecikmeye
katkida bulunabilir. Kayda deger bir antioksidan aktivite gosteren maddeler,
bu yuzden, canli bir dokuyu koruyabilir ve yara iyilesmesini
kolaylastirabilir[145].

Antimikrobiyal aktivite

Cok sayida mikroorganizmalar mevcut oldugunda, vyara iyilesmesi
gecikebilir[146]. Bu nedenle, yaranin bakteri yuUkunli azaltmak, yara
iyilesmesinin kolaylastiriimasi i¢cin hem de lokal iltihaplanma ve doku tahribini
azaltmak icin gereklidir. Ayrica yarali bolgenin enfeksiyonu 6nleyen ideal bir

ajan dogrudan patojenleri yok eder ve bagisiklik sistemini uyarir[147].

Analjezik aktivite

Acik yaralar agn ve daha sonrasinda sakatlik olusturabilir, bu nedenle
analjezik aktiviteye sahip ajanlar kullanarak agriy1 azaltmak ve hasta

konforunu saglamak miumkuindur[148].

Yara iyilesmesinde spesifik moleklller ve hicre biyolojisi ile yakin iligkileri
nedeniyle Ug¢ faktdr Uzerinde durulabilir: doku makrofajlari, kolajen tip 1l ve
fibronektin. Bu uU¢ faktor, yara iyilesmesinde granulasyon fazinin bagla-

masinda ve gelisiminde énemli rol oynarlar.

Makrofajlar: Makrofajlar, dolasan monositlerin farklilasmasiyla gelisirler.
Granulasyon dokusu olusumunun baslamasinda ve gelisiminde kritik bir rol
oynarlar. Leibovich ve Ross, deneysel yaralarda monositopeni olustu-
ruldugunda, granulasyon dokusu olusumu, fibroplazi ve kolajen
depolaniminin azaldigini ve iyilesmenin geciktigini gostermiglerdir[149-150].
Makrofajlar, ayrica bakterilerin yokedilmesi ve yabanci cisim debridmani
yaninda, vazoaktif medyatorler, proteaz gibi enzimler, kemotaktik ve buyime

faktorleri gibi biyolojik aktif maddeleri de Uretirler[149]. Blyume faktorleri yeni
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kan damarlarinin proliferasyonu, epidermal hucrelerin ve fibroblastlarin

uyariimalari yoluyla iyilesmeye katkida bulunurlar[151].

Fibronektin: Yara iyilesmesi bir biriyle kompleks olusturmus bes fazda ele
alinabilir; koagulasyon, inflamasyon, granilasyon dokusu olusumu ve matriks
formasyonu-yeniden yapilanma. Fibronektin bu fazlarin hepsinde fonksiyon
gormektedir[152]. Fibronektin granulasyon dokusunun temel
taslarindandir[153]. Yapisi ve baglanma 6zellikleri nedeniyle fibronektin, gecici
yapilanmayi saglayabilir, bdylece fibroblastlarin, kolajenin, endotelyal

hucrelerin ve keratinositlerin goglune yardimci olur.

Kolajen: Normal derideki olgun bir skarda kolajen yapisi Tip | ve Tip llI'den
olusmakta, bunlar arasinda da Tip | agir basmaktadir. Erken granulasyon
dokusunda ise bunun aksine Tip lllkolajenén plandadir. Bu erken Tip Il
kolajen fibrilleri fibronektin temel yapilanimini desteklerler. Fibriler kolajen
demetlerinin agregasyonu ve molekuller arasi c¢aprazbaglanmalari,
iyilesmekte olan dokunun giderek sertlesmesine ve gerilme direnci

kazanmasina dnayak olur[154].

Yaralanma sonrasi ortaya ¢ikan doku defekti fibrin, eritrosit ve lI0kosit iceren
kan pihtisi ile dolar. lyilesme erken ddénemde inflamasyon ile baslar.
Makrofajlar mikroorganizmalari, 6lu parankim hucreleri ve noétrofillerin nekrotik
debrislerini ortadan kaldirir. Genellikle 3-5. gline kadar, bazen ise 24 saat gibi
¢ok kisa bir sUre sonra fibroblastlar ve vaskuller endotel hicreleri prolifere
olarak yara iyilesmesinin temel 6zelligi olan 6zel bir tip dokuyu, "granulasyon
dokusu" nu meydana getirirler. Granulasyon deyimi, yara yuzeyindeki doku-
nun pembe granuler gorunumunden gelmektedir. Her bir granul yeni bir
kapillar vaskller yumagi temsil eder. Eski damarlardan tomurcuklanma
yoluyla yeni damarlar olusur. interendotelyal baglantilarin gevsek olmasi ne-
deniyle bu damarlar gecirgendirler, protein ve kirmizi kurelerin ekstraselller
araliga cikmasina izin verirler. lyilesen yaralarda akut inflamasyon son

buldugu halde gorulen 6demin sebebi bu gegirgenliktir.

Granulasyon dokusundaki prolifere fibroblastlar artmis miktarda granuler

endoplazmik retikulum icerir ve histolojik kesitlerde iri ve tombul yapida



64

izlenirler. Fibroblastlarin gorevi proteoglikan ve kolajen sentezlemektir. Bazisi
ise gentikli ntkleus yapisi, periferde yogunlasan sitoplazmik fibril demetleri ve
kontraktil proteinler gibi diz kas hlcre 6zellikleri kazanirlar ve myofibroblast

olarak isimlendirilirler.

Granulasyon dokusunda hemen her zaman bulunan makrofajlara ek olarak
uygun kemotaktik stimulus varliginda notrofiller, eozinofiller, mast hicreleri ve
lenfositler de gérilir. iyilesme ilerledikge kolajende artim, fibroblast ve damar
sayisinda azalma gergeklegir. Damarlarin buyuk kisminda trombozis ve
dejenerasyongelisir. Sonugta, granulasyon dokusu inaktif goérunumde igsi
sekilli fibroblastlar, yogun kolajen demetleri, elastik doku fragmanlari,

ekstraselliler matriks ve az sayida damardan olusan skar dokusuna dénusur.

Yaralanmayi hemen takiben trombositler, hasarlanan dokuya yapisip pihtilagsma
faktorleri ve granulleri icindeki blUyume faktorlerini salgilarlar. Ortaya c¢ikan
vazodilatasyonu vazokonstriksiyon takip eder. Fibrin olgunlastikga yaralanan bolge
kurumus pihti ile hem daha fazla sivi ve elektrolit kaybini, hem de cevreden
gelebilecek kontaminasyonu &nler. Trombositlerce salgilanan biylime faktorleri
iyilesme olayini baglatir[140]. Kisa bir sire icinde I|0kositler c¢evredeki kan
damarlarinin endoteline yapigsmaya (marjinasyon) ve damar duvari iginden
gecmeye (diapedez) baslarlar. Lokositleri yara bolgesine ¢eken; hasarlanan doku,

bakteri ve inflamatuar Grinlerin olusturduklari kemotaktik sinyallerdir.

Lokositlerin ana gorevi; yaralanan bolgeden bakteri ve yabanci cisimleri
uzaklastirip enfeksiyon gelisimini engellemektir. Bu surede epitelyal hucreler
pithtinin altina dogru hareket eder ve c¢ogalarak epitel ylzeyini yeniden
olusturmaya basglarlar. Doku iyilesmesinin bir sonraki asamasi, makrofajlar ile
karakterizedir. Makrofajlar sadece debris, bakteri ve konagin dejenere hucrelerinin
ortamdan uzaklastirilmasindan sorumlu degil ayrica zengin bir buyime faktoru
kaynagidirlar. Makrofajlar yara iyilesmesi olayinda hicrelerin, bliyume faktorlerinin
ve matriks komponentlerinin duzenli bir sekilde davranmalarini saglayan orkestra

yonetmenleridir.
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Yara iyilesmesinde
evreler

Yaralanmadan
sonrakiglinler

Gorev alan hiicreler[140]

Homeostaz Hemen Trombositler
Inflamasyon 1-4. gin Notrofiller-makrofajlar
Proliferasvon Makrofaj, lenfosit,
erasyon, 4-21. gun fibroblastlar, norositler,
Granulasyon, Kasilma o
keratinositler
Remodelizasyon 21. gin -2 yil Fibrositler

2.7. Yara lyilesmesini Etkileyen Faktérler

Yara iyilesmesini etkileyen faktorler asagidaki gibi siniflandirilabilir.

2.7.1. Buyume faktorleri

Blyume Faktorleri asagidaki gizelgede gosterilmistir[155].

Cizelge 2.35.Yara iyilesmesinde gérev yapan blyime faktorleri

Bliyume faktori

Kaynagi

Gorevleri

Trombositlerce salinan Buyume

Faktori (PDGF)

Trombositler, makrofajlar,

endotel hiicre, fibroblastlar

Fibroblast

proliferasyonu,

Transforme edici Buyime
Faktori beta (TGF-a)

Trombosit, notrofil, lenfosit,

makrofajlar

Fibroblast

prolifeasyonu,

Epidermal Buyume Faktoru
(EGF)

Trombositler, tikruk, idrar,

anne sutu, plazma

Epitel hicre ve
fibroblast

Interldkinler (IL- 1, I1L-2)

Makrofajlar, lenfosit, bircok

doku ve hucre

Fibroblast

proliferasyonu,

Tumor Nekroz Faktor alfa (TNF-

a)

Makrofaj, mast hicresi, T

lenfositler

Fibroblast

proliferasyonu

Transforme edici Buyume
Faktoru beta (TGF-B)

Aktif makrofajlar, trombosit,

keratinosit

Epitel hicre ve
fibroblast
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2.7.2. Beslenme faktorleri

Yara iyilesmesi i¢in vlicudun bazi besin maddelerine ihtiyaci vardir. Protein,
karbohidsiganlar, lipitlerin yani sira ginko ozellikle A, E, C, D ve K vitaminlerine
gerek duyulmaktadir. Ornegin cinko, yara geriliminin saglanmasinda ve kolajen
sentezi sirasinda lizin oksidaz aktivitesinde gorev alirken, K vitamini kanin

pihtilagsmasinda iglev yapmaktadir{156].

2.7.3. Yaranin lokalizasyonu ve kanlanmasi

Doku geriliminin az oldugu yaralar gabuk iyilesmektedir. iskemik doku ise geg
iylesme goOstermektedir. Kolajen sentezinde goérev yapan lizin ve prolinin
hidroksilasyonu icin oksijen gereklidir. Bilindigi gibi reaktif oksijen turleri hiicre ve
dokular Uzerindeki etkilerinden dolay! yaralara da zarar verirler. Reaktif oksijen
trlerini deaktif hale getiren ve uzaklastiran serbest radikal sUpurict enzimler yara
iyilesmesi surecinin dizenlenmesinde rol oynamaktadirlar. Akut cevabin bir parcasi
olan inflamasyonda nétrofiller yara bdlgesine akin etmektedir. Ancak bu hicrelerde
solunum patlamasi olayi gerceklestiginde serbest radikaller agiga ¢gikmaktadir. Yara
olusumuna bagl fagositik olmayan hucreler de NADPH+ oksidaz mekanizmasi ile
serbest radikalleri meydana getirirler. Boylece yara bdlgesi hem oksijen hem de
nitrojen iceren reaktif tirler ve onlarin turevleri ile zengin hale gelmis olur. Bu
radikallerin varligi oksidatif strese ve dolayisiyla peroksidasyonuna DNA’da
kinlmalara, serbest radikal supuren enzimlerde dahil bazi enzimlerin

inaktivasyonuna neden olur[156].

2.7.4. Diyabet

Yara gerilimi ve hidroksiprolin duzeyini azaltici etkisi vardir. Diyabetik bireylerde
yaralar gug iyilesmektedir.

2.7.5. Radyoterapi ve kemoterapi

Protein sentezinin inhibisyonu, fibroblast proliferasyonunda azalmaya neden olan
ajanlardir.

2.7.6. Genetik ve immunolojik bozukluklar

EhlerDanlos sendromunda tip U¢ kolajenin eksikligi gorilmektedir. Morfan

sendromunda ise kolajenlerin yapisinda bozukluk vardir.
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2.7.7. Steroit kullanimi

Steroit kullanéimi ile protein sentez hizini azaltmakta, enflamatuvar cevabi
yavaslatmakta, anjiogenezi inhibe etmekte, fibroblast gelisimi ve epitelizasyon hizi

azalmaktadir.

Yara iyilesmesinin temel o6zellikleri butin dokularda ayni olmasina ragmen her
dokuda farkli iyilesme oOzellikleri gorulebilir. Bunun yaninda yara iyilesmesine etki
eden pek c¢ok faktor tanimlanmistir. Bunlar arasinda; insizyonun tipi, kapamanin
sekli, kullanilan dikis materyalleri, cinsiyet, yas, ameliyatin acil sartlarda yapilip
yapllmadi§i, cerrahin deneyimi, sismanlk, kronik sistemik hastaliklar (diabet,
bobrek yetmezIligi, sarnlik) olup olmamasi, anemi, malnutrisyon, yara enfeksiyonu,
kullanilan ilaglar (6zellikle kortikosteroidler ve antineoplastikler), radyasyon tedavisi
sayllabilir[157].

Yara iyilesmesinin degisik basamaklarinda c¢esitli hucre tipleri, sitokinler,
koagulasyon faktorleri, buyime faktorleri, kompleman aktivasyonu ve matriks
proteinleri degisen oranda gorev alirlar. Ik iki ddSnemde yara alaninda dolagimin
dizenlenmesi ve pihti gelisimi ile kan kaybi azalir ve biolojik molekullerin
devreye girmesiyle iyilesme kolaylastinlmis olur. Ugilincii basamak olan
fibroplazi ve granulasyon déneminde fibroblast proliferasyonu ile dérduincu
basamakta reepitelizasyon ve yara iyilesmesinin son basamagi olan besinci
basamakta da karsimiza cikan kolajen fibrillerinin Gretilmesi yeni iyilesen yaranin

saglamlasmasinda gorev alirlar[158].

Bag dokusunun en onemli yapisal protein komponenti kolajendir. Yara
iyilesme sureci, birgok basamaktan gecen ¢ok dinamik bir olay oldugundan
kolajenin hangi donemde gorev aldigini séylemek zor olabilir. Birden fazla

mekanizmanin s6z konusu oldugu ileri surdlmektedir.

Klinik uygulamada, kolajen degisik amaglarla kullanilabilir. Jel veya sellul6z
seklindeki kolajenin hemostatik etkili olusu hemofili tanisi alan hastalarda
kullaniminda tercih nedeni olmaktadir. Lif seklindeki kolajen sutur maddesi
olarak kullanilabilir. Saflastirilmig tipl sigir kolajeninin steril sUspansiyonu,
kinisikliklarin ve akne sekellerini tedavisinde yer almaktadir [159]. Kolajenin yara

iyilesmesindeki acikliga kavusan etki mekanizmalari agagida 6zetlenmistir [160].
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1. Hemostatik etki

2. Trombositlerle etkilesim

3. Fibronektin ile etkilesim

4. Eksuda artisi

5. Hucresel komponent (6zellikle makrofaj) artisi

6. Fibroblast proliferasyonuna destek

2.8. Yara lyilegme Evreleri

Yara iyilesmesinin agsamalari bir biriyle cakisir fakat agik bir sekilde anlamak
icin dogrusal bir sekilde tarif edilebilir. Yara iyilesmesini karakterize eden Ug¢
faz sunlardir: (1) inflamasyon fazi, (2) hicresel go¢ ve proliferasyon ve (3)

yeniden modellemedir.

Hemostaz: Tum agir travmalar vaskuler hasara yol agar, bu da hemostaza
neden olan molekuler ve hucresel yanitlari meydana getirir. Hemostazis
gerceklestikten sonra yara iyilesme slreci baslar. Hemostazis igin
vazokonstriksiyon, trombosit agregasyonu ve pihtilasma kaskadlarindan
kaynaklanan fibrin birikmesi katkida bulunur. Hemostatik slre¢ pihti
olusumuyla sonlanir[160]. Vazokonstriksiyon epinefrin ve norepinefrin gibi
vazoaktif aminlerin ve tromboksan gibi prostoglandinlerin salinimiyla

gerceklesir.

2.8.1. inflamasyon fazi

inflamasyon iyilesme igin gerekli, travma ve yabanci cisimlerle doku
harabiyetine kargi vicudun olusturdugu immun bir yanittir. Vaskuler
permeabilite, dolagsimdan yara ortamina hucrelerin kemotaksisi, sitokin ve
buylme faktorlerinin lokal salinimi, migrator hucrelerin  aktivasyonu ile
karakterizedir[161]. Travmaya karsi organizmanin fiziksel cevabi, travmanin
tipi ve kaynagina bakilmaksizin inflamasyon ile basglar. Bu cevabin erken
donemde en oOnemli elemani kan damarlaridir. Vazokonstruksiyon ve
hemostazi takiben plazma ve doku kaynakli yangi medyatorleri ile

lokalvazodilatasyon ve vaskuler permeabilitede artma meydana gelir.
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Yara olgunlasmasi

Kolajen fibrillerin carpaz baglanmasi

[ remodeleme |

Anjiyogenezis

Epitelizasyon

Kolaien birikimi
Fibroblast
Proliferasyon

proteoglikan

Fibroplazi

Lenfosit

Makrofaj

Notrofil

Fibrin
vazokonstriksiyon

Trombosit agregasyonu

v

hasar Hasar sonrasi zaman

Sekil 2.9. Yara iyilesmenin zamana gore evreleri

inflamatuar medyatérlerinden doku imidazol dipeptidleri, stres periyodunda
histamine dénusur. Histamin, arteriol, kapiller ve venullerde albumin, globdulin
ve fibrinojene gegirgenligi arttirir. Kapillar sistemde histamine nazaran 200
defa daha etkin rol oynayan seratonin ise hepatik ve pulmonal endotel
hicrelerden agiga ¢ikarak trombositler ve mast hicreleri tarafindan depolanir,
travmada serbestle stirilir. Histamin ve serotonin ayni zamanda ortamdaki

norepinefrini pargalayarak vazodilatasyonda etkin rol oynarlar[162].

Makrofajlarin aktivasyonu yara iyilesmesi agisindan temel olusturur ve matriks
sentezi ve anjiogenez agisindan bu durum o6nemlidir. Makrofaj aktivasyonu
sitokinlerin salinimina yolacar ve bunlar da fibroplazi ve anjiogenezisi diizenler.
Aktive makrofajlar ayrica lenfositler ve trombositler gibi diger huicreleri de

sitokinler yolu ile aktive ederler, boylece ¢ok gesitli faktorler salinmaya baglar.
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Bunlar arasinda trombositlerden salinan buyume faktorleri (PDGF), tumor
growth factor (TGF)-B, epithelial growth factor (EGF), tumor necrosis factor
(TNF)-q, interlokin (IL)-1, IL-6, fibronektin, b-fibroblast growth factor (FGF),
vascular endothelial growth factor (VEGF), interferon (IFN), kolajenaz, arginaz,
prostaglandin E2 (PGEZ2) bulunmaktadir[161].

Trombositlerin damar endoteline yapi smasi, bir membran enzimi olan
fosfolipaz A2’'yi aktive ederek hicreler arasi ara sidonik asitin serbest
birakilmasina yol agar. Burada meydana gelen endoperoksitler, prostaglandin
G2 ve H2 biyolojik olarak daha aktif olan tromboksan A2, prostaglandin D2, E2,
F2 alfa ve prostasikline cevrilir. Yangida Ozellikle prostaglandin E1 ve E2
konsantrasyonu artar. Tromboksan A2 ve prostasiklinin stabil yikim
UrUnlerinden 6-oxo- prostaglandin F1 alfa yanginin ana belirtilerinin olu
smasinda onemlidir. Prostaglandin E2 monositlerin, prostaglandin E2 ile
birlikte tromboksan B2 ise polimorf nukleer I0kositlerin kemotaksisinde dnemli
rol oynarlar. Ayrica prostaglandin F2-alfa DNA ve hiyalolUronik asit sentezini
stimlle eder[162].

2.8.2. Hiicresel gog¢ ve proliferasyon fazi

Yarada granulasyon dokusu olusumu ile karakterizedir. Bu fazda fibroblastlar
ve endotel hlcreleri esas hucrelerdir. Fibroblastlar, ¢evre dokulardan yara
bolgesine dogru go¢ ederler. Endotel hucreler ise yaranin kenarindaki saglam
venullerden prolifere olur ve anjiogenez yolu ile yeni kapillerler olustururlar.
Ozellikle trombositlerden ve aktive makrofajlardan salinan biyime faktoérleri ve
sitokinler bu hucre tiplerinin proliferasyonundan sorumludur[161]. Prolifere olan
fibroblastlar 4-6. gtinden itibaren kollagen uUretmeye baslarlar. Kollagenyapimi
ve yikimi denge halindedir. Daha sonra triple helix formunda bir molekil olan
kolajen olustuktan sonra intramolekuler baglarla stabilize olur, dayanikh bir

yap! kazanir ve doku yaslandik¢a kollagen baglar daha stabil hale geger.

Protein sentezi ve toplanmasi ve yaralarin kontraksiyonu yara hasarindan 4-5
guin sonra baslar[163]. kolajen skar dokusundaki proteinin %50’ni teskil eder,
bu yuzden yara iyilesmesi igin ¢ok onemlidir[164]. Fibroblastlar kolajen ve
tamir surecinde surekli yenilenen proteinlerin sentezinden sorumludur. Kolajen
sentezi TGF-b, PDGF ve EGF faktorleri tarafindan stimule edilir[165].
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kolajensentezi bundan baska hasta ve yas, tansiyon, stress ve basing gibi
faktorlerden etkilenir[166]. Kolajen sentezi yara hasarindan sonraki 2-
4.haftada maksimum seviyeye ulasir sonra sentezlenme hizi yavaslar.
Baslangigta, yara matrisinin esas bilesenleri fibrin ve fibronektindir. Fakat daha
sonra protein sentezinin hizlanmasiyla, yara matrislerdeki fibrinin yerini kolajen
ve proteoglikan gibi proteinler alir. Proteoglikanlar olgunlagsan matrislerin en

onemli bilesenleridendir va bu iyilesme fazinda sentezlenir[167].

2.8.3. Yeniden modelleme fazi

Bu fazin esas 6zelligi yarada kolajen depolanmasidir. Klinik agidan bakildiginda
bu durum yara iyilesmesinin en 6nemli fazidir. Zayif kolajen depolanmasinin
sonucu olarak pek ¢ok iyilesme bozuklugu, klinik olarak belirgin hale gelebilir. S6z
gelimi  diabetteki depolanma  bozuklugu, azalmis inflamasyonun bir
sonucudur[161,168].

2.9.Yaranin Cesitleri

Yaralar olusum mekanizmasina gore baglica yara c¢esitleri asagidaki gibi
siniflandirilabilirf169-170].

2.9.1. Mekanik travmalara bagl yaralar

a) Kint travmatik yaralar
Abrazyon / siyrik
Kontlizyon / Bere
Laserasyon / yirtik
Kemik kiriklar

b) Kesici alet yaralari

c) Kesici-Delici alet yaralari

d) Kesici-Ezici alet yaralari

e) Delici alet yaralari

f) Atesli silah yaralari
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2.9.2. Fiziksel travmalara bagh yaralar
a) Isi yaralari
b) Isik yaralari
c) Elektrik yaralari
d) Barotravma yaralari
e) Elektrik yaralar
2.9.3. Kimyasal travmalara bagl yaralar
a) Asit
b) Baz
2.9.4. Biyolojik etkilere bagh yaralar
a) Hayvan isirik yaralari
b) Bocek sokmalarina bagl yaralar

c) Toksinler

2.10. Yara lyilestirici Aktivitenin Olgiilmesi

2.10.1. in vitro yéntemler

Doku onarimi birgok kimyasal olaylari kapsayan, anjiyogenez reepitelizasyon,
granulasyon dokusunun olusumu ve hucre digi matriks yeniden sekillenmesi ile
karakterize olan karmasik bir slrectir. Bu adimlar,esas olarak dermal fibroblastlar
ve keratinositler tarafindan gercgeklestirilir blylime faktorleri, sitokinler ve bunlarin
reseptorleri ve matris molekuller de dahil olmak Uzere biyolojik olarak aktif
molekdiller tarafindan orkestra edilir. Bu nedenle, fibroblastlar in vitro ¢calismalarin

temelini olusturur[171].

In vitro deneyler, ajanlarin etkisini belirli hiicre tipleri (izerinde incelemek igin
mikemmel yontemlerdir. /n vivo galismalara nazaran ucuz, hizh ve ayni anda
cesitli kosullar ya da orneklerin taranmasi igin kullanilabilir, fakat yara iyilesmenin

karmasik sureglerinde igerdigi tim faktorleri replike etmede yetersiz kalir. Sunu
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deginmek gerekir ki in-vitro testler ayni anda birden fazla ajanlar veya drneklerinin

taranmasi igin ideal yontemlerden sayilir.

Canli hiicreler lizerinde yapilan testler

Kaltire alinmis fibroblast hicreleri, buyime faktorleri, epiderma hcreleri Gzerinde
test numunelerinin yara iyilestirici aktivitesi olup olmadigina dair bilgi verir. En ¢gok
kullanilan yontemler Civciv Koryoallantoik membran (CAM) testi, Fibroblast kulttr

testi ve Keratinosit tayini yontemleridir.

Civciv Koryoallantoik membran (CAM) testi:

Bu test bitkisel ekstrelerin anjiogenik aktivitesinin belirlenmesi amaci ile yapilir.
Dokuz gunluk fertilize civciv yumurtalarin kabuklarinda 1.0 cm'lik kuguk bir
pencere acilir ve test érnekleri yliklenen sterilmetilsellloz diski CAM lzerindeki iki
buydk damarin kesisim noktasina yerlegtirilir. Pencere bant ile kapatilir ve
yumurtalarnemli ortamda 37°C’de 72 saat boyunca inkiibe edilir. Daha sonra,
yumurta acilir ve test numunesi, referans olarak 10 uL 1000 AU / ml bFGF
(Fibroblast Buylime Faktori) ve kontrol numunesi ile muamele edilen Civciv
Koryoallantoik membran Uzerinde gelisenyeni damar olusumlarikarsilastirilarak

degerlendirme yapilir.

Fibroblast testi ve Keratinosit tayini

Bu ydntemlerde test drneklerinin yara iyilesmesi surecinde gok énemli rol oynayan

fibroblast ve keratinositlerin gelisimi ve proliferasyonu Gzerindeki etkisi arastirilir.

Enzim deneyleri

Hucreler arasi matriks hyalluronik ast gibi proteoglikanlar ve bunlarla i¢ ice gegmis
olan kolajen, elastin ve fibronektin gibi metallo proteinlerden olusur. Kolajen
hlcrelere destekleyici bir iskelet yapisi olustururken, elastin doku i¢in gerekli olan

esnekligi, hyaluronik asit ise suyu tutarak matriks sistemin devamliligni saglar[172].

HyalUronidaz, kolajenaz ve elastaz, hicre disindaki matriks proteinlerinin

enzimatik yikimina neden olan metallo proteaz enzimlerdir. Saglikh dokularda bu
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enzimlerin sentezi ve degredasyonu denge halindedir. Ancak dengenin bozulmasi
durumunda bag dokusundaki makro-molekuller kontrolsiz yikima ugrar ve yara
iyilesme slreci de uzar. Ayrica bu enzimler TGF-B, PDGF, fibronektin, a-1
antiproteaz ve a-2 makroglobin’in yikimina da neden olarak, kronik yaralarin

patofizyolojisinde 6nemli rol oynamaktadirlar[173].

Yukarida bahsedilen yontelerin yani sira yara iyilesme surecine katillan kolajen,
elastin, hyaloUronik asit yikimlarina neden olan kolajenz, elastaz ve hyalouronidaz
enzimlerinin  inhibisyon  aktivitesini  dlglilmesine dayali c¢alismalar da
yapilmaktadir[174,175].

2.10.2. in vivo yéntemler

Yara liyilestirici aktiviteyi belirlemek amaciyla yapilan in vivo deneylerde ucuz
olmalari, temininin kolay olmasi, beslenme agisindan maliyetinin dusuk olmasi ve
yara iyilesme surecinin insanlara oranla daha hizli olmasi gibi avantajlarla fare, rat,
tavsan gibi kicuk memli hayvanlar tercih edilir. Sik kullanilan yara modelleri

asagida ozetlenmigtir.

in vivo yéntemlerde kullanilan baslica yara modelleri

Eksizyon yara modeli

Eksizyon yara modeli yaranin iyilesme surecinde olusan kontraksiyonunu,
epitelizasyonu ve biyokimyasal parametreleri incelemek amaciyla kullanilir.
Hayvanin sirt dorsal bolgesinde vertebral kolonun sag veya sol tarafinda biyopsi
punch ile belirli dairesel alan (2-5 cm?) ve derinlikte yara olusturulur. Olusan yara
acik birakilir. Test numuneleri topikal olarak uygulanir. Belirli araliklarda fotografi
cekilerek belli programlara dayali yara alaninin dlgliimesi esasina dayanir. Yara
alanin  kugulmesi yaranin kontraksiyonu ve vyara iyilesmenin gostergesi
olur[176,177].

Insizyon yara modeli

Hayvanlar anestezi altindayken traslanmis sirt dorsal bolgelerinde steril bisturi
yardimiyla linear kesi olusturulur ve kesi ortasindan cerrahi iplikle sttur atilir. Test
numuneleri test suresi boyunca hayvanlara oral veya topikal olarak uygulanir.

Deney sonunda hayvanlar anestezi altinda oldurulir ve yara olusturulan bolge
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derisi ¢ikartilarak biyokimyasal ve histolojik c¢alismalar gerceklestirilir ve
tansiyomtre ile derinin gerilim kuvveti olgulur. Gerilimi ne kadar yuksekse deri o
kadar dayanikli ve yaranin saglamligi anlama gelir. Bu kuvvet de deri yapisindaki
kolajen dokular arasindaki etkilesme kuvveti ve c¢arpaz baglanmadan ileri
gelmektedir[177].

Olii alan yara modeli

Bu yara modelinde anestezi altindaki hayvanin sirt kisminin lomber bdlgesine
2.5X 0.5cm boyutlarindaki propropilen tlpler subkutan olarakimplant edilir. Deney
suresi boyunca test numuneleri uygulanir, sire sonunda tip Uzerinde olusan
granulasyon dokusu cikarihr ve agirhgi Olculerek yara iyilestirici aktivitesi
belirlenir[178].

Yara yanik modeli

Olusturmak istenen yanigin derecesine goére cesitli sicakliklara kadar isitiimis
metal levhalarin belirli slUrelerde anestezi altindaki deney hayvanlarnin sirt
kisimlarina bastiriimasi ile yanik yaralari olugturulur. Diger bir yontem ise metal
bir silindir icine 80°C’ye kadar isitilarak eritilmis mum dokuilmesidir. Mum soguyup
katilasinca yara bolgesinden ¢ikarilir. Yara yanigi olusturulan deney hayvanlari
anestezi etkisi gegtikten sonra kafeslerine tek tek alinir ve test numunesi oral veya
topikal olarak yara Uzerinde olusan kabugu dusunceye kadar uygulanir. Bu
strenin sonunda % yara kontraksiyonu, hidroksiprolin tayini ve epitelizasyon
zamaninin saptanmasi yontemleri ile yara iyilegtirici aktivite degerlendirmesi
yapihr[171].

Siganlarda olusturulan in vivo yara modelinin istatiksel degerlendiriimesi asagidaki

cizelgede sunulmustur[179].
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Cizelge 2.36. In vivo yara modelinin istatiksel degerlendirilmesi

Olusturulan in vivo yara modeli % Arastirmada kullaniima orani
Insizyon modeli 38,18
Eksizyon modeli 38,18
Ol alan yara modeli 18,18
Geciktirilmis yara modeli 18,18
Ameliyat veya cerrahi yara modeli 16,36
Yanik modeli 12,72
Dairesel yara 3,64
Yaslanma 3,64
Dermonekroz 1,82

in vivo yara modellerinde yara iyilesmesinin dederlenderilmesi

Yara alaninin élgilmesi

Yara alani belli gun araliklarinda fotograf makinesi ile goruntusa alinir. Daha sonra
cekilen fotograflar Gzerindeki yara alani milimetrik grafikkagidiyla élgular.

% Yara kontraksiyonu= lyilesmis yara alani/ Total yara alani X 100

Yara kontraksiyonun &lgilmesi

Yaranin kontraksiyonu yaranin kapanmasi ve fonksiyonel bariyerlerin yeniden
yapilanmasinda katkida bulunur. Deney hayvanlarinda yara olusturulan ginden
baslayarak yarada epitelizasyonun tamamlandigi gune kadar yara alanlari olgulur.
Yara kontraksiyonu orijinal yara alani boyutunun % azalman miktari olarak

asagidaki folmulle hesaplanir:

% Yara kontraksiyonu= (Bagslangigtaki yara alani- n.gindeki yara alani)/

Baslangigtaki yara alani X 100

Epitelizasyon stiresinin tayini

Yara kabugunun hi¢ iz birakmadan dusmesi epitelizayonun tamamlanmasi

anlamina gelir ve bu periyodun bitmesi igin ge¢n slre kaydedilir.
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Yara gerilim kuvvetinin élgtilmesi (Tensile Strength)

Dermal yara iyilesmede en oOnemli evrelerinden biri dokuda artarak gelisen
biyomekanik direnctir. Derinin bu mekanik 6zell§i dermisi funksiyonel 6zelligin
olusturan kolajenin yapisi ve elastik fibrin aglarindan ileri gelmektedir. lyilesmis
yaranin kopma kuvetti derinin iki pargaya ayrilmasi igin gereken minimum kuvvete
esittir. Derinin kopma kuvveti yara dokusunun gerilim kuvvetinin gostergesidir ve
yaranin iyilesme derecesini belirler. Gerilim kuvveti genellikle kolajen fibrin

aglarinin igerigi, organizasyonu ve fiziksel 6zellikleri ile iliskilidir[171].

Hidroksiprolin miktar tayini

Yapisinda hidroksiprolin bulunan kolajen hucreler arasi dokunun en oOnemli
bilesenidir. Kolajenin aist hidrolizi ile peptitler ve serbest hidroksiprolin acgiga ¢ikar.
Aciga cikan hidroksiprolin kloramin-T, perklorik asit ve belli reaktiflerle olusturdugu
renk siddetinin belli dalga boyunda spektrofotometrik olarak absorbansinin
Olclimesidir[180]. Olusan bu bilesenlerin absorbansi 0&lgulerek, onceden L-
hidroksiprolin  standart ¢ozeltisinden yararlanarak olusturulan kalibrasyon
denkleminden faydalanarak granilasyon dokusunda olusan kolajen miktar

saptanir.

Histopatolojik incelemeler

Otanizden sonra hayvanlardan gikarilan dokular %10’luk Formaldehit sollisyonu
icinde saklanir. Dokular parafin blok yapildiktan sonra, mikrotom yardimiyla ince
kesitler alinarak Hematoksilen, Eozin gibi belli histolojik boyalarla boyanarak
mikroskobik incelemeye alinir. Goruntuleri alinarak degerlendirilir ve yaranin

iyilesme sureci hakkinda bilgi edinilir[176].

Diger analizler

Yara iyilesme surecinin degerlendiriimesinde heksozamin ve total protein tayinleri
ile mukopolisakkarit, DNA ve kolajen dlgumleri gibi biyokimyasal analizler de
yapiimaktadir[171].



78



3.1. Gereg

3. GEREG VE YONTEM

3.1.1. Kullanilan bitkiler

79

Yapilan literatar galigmalariyla, etnobotanik kaynaklarda kaydedilen halk arasinda

yara iyilestirici amaglarla kullanildigi belirlenen E. italicum L., E. vulgare L., E.

angustifolium Miller ve E. parviflorum Moench bitkilerinin toplandigi yer, tarih,

herbaryum numurasi ve tayin eden Kisi gibi bilgiler Cizelge 3.1.de verilmigtir.

Cizelge 3.1. Calismamizda kullanilan bitkilere ait bilgiler

o . Yerli M Toplama Teshisi Herbaryum
Bitki adi Familya adi Toplandigi yer tarini yapan kisi No
Karcl kéyl girisi ve
o Engerek Kizilcahamam’ dan Prof.Dr.
E.italicum L. Boraginaceae gtu Boluya dogru 8. 26.7.2012 Osman GUE 2991
Km sagdaki yol Ustiin
kenari arazide
Engerek 2 Sey hamami igine Prof.Dr.
E. vulgare L. Boraginaceae gtu dogru 2 km agik 26.7.2012 Osman GUE 2992
alan Ustiin
Prof.Dr.
E. Antalya Manavgat Osman
angustifoliu  Boraginaceae ' ZICk guneydogu orman ,, 4 54, Ustin AEF 26023
_ dikeni sitesi yani kumlu Dog¢.Dr.
m Miller. sahil Giilderen
Yilmaz*
Prof.Dr.
E. Antalya Manavgat Osman
parviflorum  Boraginaceae - 9uneydogu orman ., 5y,,  Ustin AEF 26024
sitesi yani kumlu Dog¢.Dr.
Moench sahil Giilderen
Yilmaz*

*: Ankara Universitesi, Eczacilik Fakiiltesi, Farmasétik Botanik Anabilim dali



80

3.1.2. Kullanilan kimyasal madde ve ¢ozuciilar

Cizelge 3.2. Calismamizda kullanilan kimyasal madde/Coziculere ait bilgiler

Kimyasal madde Satin alindigi Firma Kimyasal Satin alindigi Firma ve
ve Kodu madde Kodu
_ . B, B -dimetil Shangha| pureone
Asetik asit Merck 117950 akrilsikonin Biotech Co. Ltd [24502-
79-2]
, , Sigma-Aldrich27645- o Shanghai pureone
Gallik asit R Sikonin Biotech Co. Ltd
[20120503]
. _ Sigma- o Shanghai pureone
Propilen glikol AldrichW 294004 Asetilsikonin Biotech Co. Ltd
[24502-78-1]
Swi parafin Kimetsan (KIM- | Ketamin Alfamine [1203065-01]
VL/01CP/110718)
Glikol stearat Zhongzhou chem Ksilazin BaVet Bsilazin
111-60-4 [11D124]
DPPH Sigma-AldrichD9132 Kloroform Merck1024452500
FeSO, Sigma-Aldrich 31236 Metanol Merck 67-56-1
Ferrozin Sigma-Aldrich 82950 n-Hekzan Merck Art. 4368
Folin Ciocalteu Fenol | Sigma-Aldrich F9252 Aseton Merck M100013.2500
Karboksimetil seliloz | Merck 9004-32-4 Etanol Merck 1.009.862.500
Madecassol® Bayer  [parti  No: Sodyum Merck 1310-73-2
TRTO1JA] hidroksit
Silika  jel  70-230 | Sigma-Aldrich 28.862- Sodyum Merck 497-19-8
mesh, 60A° 4 karbonat
Kersetin Merck 6151-25-3 Silfurik asit Merck 109074
Kloramin-T Sigma-Aldrich 23270 Hidroksiprolin Sigma-Aldrich H54409
p—dlmetllammo Sigma-Aldrich 39070 Sodyum Asetat Sigma-Aldrich
benzaldehit W302406
EDTA Sigma-Aldrich E9884 Perklorik asit Merck 1.00519.2514
3.2.Yontem

3.2.1. Kimyasal ¢caligmalar

Ekstraksiyon ve Fraksiyonlama

ilk toplama materyalimiz olan E.italicum L. ve E.vulgare L. bitkisinin halk
arasindaki kullanimini géz 6nunde bulundurarak, tim kimyasal bilesik guruplarinin
ekstre edilmesini saglamak amaciyla, non-polardan polara dogru ¢ozuculerle (n-

hekzan, kloroform, aseton, etanol, su) 40°C’de su banyosunda maserasyon
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yontemleriyle ekstre edilerek in vivo 6ndeneme biyolojik aktivite calismalari

uygulandi(Ekstraksiyon-1).

Sonraki topladigimiz iki tur ilave olarak dort Echium turu kok ve toprak Ustud kismi
olmak Uzere, %96’lik etanol’de 40°C’de su banyosunda maserasyon yontemiyle
ekstre edilmigtir ve insizyon yara modeli Uzerindeki yara iyilegtirici aktivitesine

bakilmigtir(Ekstraksiyon-3).

Ekstraksiyon-1

Farkli polaritedeki ekstrelerinin elde edilmesi

Golgede kurutulmus bitki kisimlari kok ve toprak Ustu kisimlari olmak Gzere, ayri
ayri toz edilerek, polaritesi diisiik olan n-Hekzan'dan baslayarak, 40°C’de su
banyosunda maserasyon yontemiyle iki guin arayla bes defa ekstre edildi. Stizgeg¢
kagidyla suztlerek algak basing altinda rotavaporda 40°C sicaklikta yogunlastirildi
ve kurutuldu. Sonra sirasiyla kloroform, aseton, etanol ve su ile ayni ekstraksiyon
islemi uygulandi. Sulu ekstreler rotavaporda iyice yogunlastirildiktan sonra,
liyofilizatorde kurutuldu. Ekstraksiyon semasi Sekil 3.1’de, elde edilen ekstrelerin

verimleri asagidaki cizelge 3.3’te gosterilmigtir.

Bitki materyali

Hekzan¢ 40°C Su banvosunda maserasyon

\ A v

Kloroform

40°C Su banyosunda maserasyon

v
Bakiye Kloroform ekstresi
Aseton 40°C Su banyosunda maserasyon
v
Aseton ekstresi

Etanol, %96 40°C Su banyosunda maserasyon

v
I Bakiye I Etanol ekstresi

40°C Su banyosunda maserasyon

Su
v v
Su ekstresi

Sekil 3.1. E.italicum ve E.vulgare kok ve toprak ustl kisimlarinin ekstraksiyonu-1
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Cizelge 3.3. E.italicum L. ve E.vulgare L. bitkilerinden farkli ¢ozucularla elde
edilen ekstrelerin verimleri (%)

kstre adi
Hekzan Kloroform Aseton Etanol Su

Bitki
E.italicum L. op 0,38 0,88 0.64 9,26
toprak ustu kisim
E. italicum L. kok 2.92 0,52 0,84 0,72 6,31
E. vulgare L. toprak |, ¢ 0,51 0,98 0,97 9,33
ustu kisim
E. vulgare L. kok 0,52 0,43 1,11 1,01 4,86

Ekstraksiyon-2

E.italicum L. koklerinden kloroform ekstresinin hazirlanmasi

Yapilan yara iyilestirici aktivite ¢alisma sonucuna gore E. italicum L.kOk ekstreleri
icerisinde kloroform ve su ekstresi aktif ¢ikmistir. E. italicum L. bitkisinin halk
arasindaki kullanimi ve daha ¢ok non-polar bilesiklerin etkili oldugunu g6z 6nune
alindiginda, cizgisel insizyon yara modeli Uzerindeki aktivitesini degerlendirilerek
kloroform ekstresi Uzerinden fraksiyonlama ve izolasyon calismalarina karar

verilmigtir.

E.italicum kokleri (971 gr), uygun sartlar altinda kurutulup toz edildikten sonra tam
tartimalinmistir. Kloroform ile oda sicakliginda 3 giin boyunca 40°C su
banyosunda maserasyon yontemiyle ekstre edilmigtir. Her ikigser gun arayla gun
sonunda, ¢6zlicu numune karisimi suzllerek, drog Uzerine taze kloroform ilave
edilmistir. Birlestirilen stzuntuler rotavaporda ugurularak ¢ézucusunden kurtariimis

ve ekstre elde edilmigtir(Sekil 3.2).
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Echium italicum L.
Kok kisimlari
(971 g)

40°C su banyosu Kloroform ile ekstraksiyon,
4 defa, 8 L

Kloroform Ekstresi
179

Silika Jel kolon kromatografisi
ile fraksiyonlama

n-Hekzan: Etilasetat
Etilasetat : metanol

Fraksiyonlar
iTK ile kontrol

Sekil 3.2. Echium italicum L. koklerinden kloroform ekstresinin hazirlanmasi ve
BAYF yontemine gore fraksiyonlanmasi

Ekstraksiyon-3

Echium’'un 4 tirinin toprak ustl kisim ve koklerinden etanol ekstresinin

hazirlanmasi

Sonraki sene topladigimiz iki tar ilave olarak toplam dort Echium tarl biyolojik
aktivite yonunden aktif olan bitki kisimlarini tespit etmek amaciyla, kurutulmus
bitkilerin kOk ve herba olarak iki kisima ayrilmistir ve az miktarda ayni ekstraksiyon
islemleri uygulanmigstir. Bitkilerin kurutulmus kisimlari (100’er gr) Uzerine 750mL
etanol ilave ederek, 40°C su banyosunda iki giin bekletildi. Sonra sitztlen ekstreler
algak basing altinda, rotavaporda 40°C sicaklikta yogunlastirildi. Bu islem bes kez
tekrarlandi. En sonunda yogunlastirilan ekstreler birlestirilerek, farkli renklerde
etanol (EtOH) ekstreleri elde edildi.
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4 Echium tari
(kok ve toprak listii kisimlari)

40°C Su banyosunda
maserasyon

Etanol, %96
(5 defa, 3.5L)
»

L l

Atik Etanol ekstreleri

Sekil 3.3. Echium 4 tirinin kok ve toprak Ustl kisimlarindan etanol ekstrelerinin
hazirlanmasi

Cizelge 3.4. E.italicum L, E.vulgare L, E.angustifolium Miller, E.parviflorum
Moench bitkilerinin ekstraksiyon verimleri

Bitki adi Kullanilan Kullanilan C6zlcu Verim(%)
E. italicum L. Herba 4,61
Kok 3,23
E. vulgare L. Herba 5,68
Kok Etanol (%96) 2.67
E. angustifolium Miller. Herba 3,25
Kok 5,08
E. parviflorum Moench Herba 8,08
Kok 2,63

Aktif Alt Ekstrelerin Kromatografik Yontemler ile Ayirimi

Calismalarimizda normal faz, silika jel kapl aliminyum tabakali hazir plaklar

kullaniimigtir.

Plak Ozellikleri: Kieselgel 60 F254 0.2 mm; Merck; Art.5735
Cozlcu Sistemleri:

1.n-Hekzan: Etilasetat (85:15)

2.n-Hekzan: Etilasetat:Asetik asit (85:15:1)

3. Kloroform: Metanol (99:1)

4. Petroleteri: Aseton: Kloroform: Asetik asit (220:7.2:4.8:1.2)
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Plaklar UV lambasi altinda 254 ve 366 nm dalga boylarinda incelendi.
Revelatorler:
%5 H,SO,4 Reaktifi (t°C)

E. italicum L. kok kloroform alt ekstresinin silika jel kolon kromatografisi ile

fraksiyonlanmasi

E. italicum L. ve E. vulgare L. bitkisinden farkli ¢cozucularla elde edilen ekstrelere
uygulanan biyolojik aktivite deneyinde E.italicum L. kdk kloroform ekstresinin yara
iyilesmesine katki sagladigi tespit edilmistir. Bu amagla sonraki ¢alismamizda,
ekstrenin aktif olan fraksiyonunu ayrimak planlanmistir. Bu ekstrenin alt
fraksiyonlarini  elde etmek (zere kolon kromatografisi yontemlerine
basvurulmustur. Silika jel kolonda artan polaritede ¢ozicu sistemiyle elisyon
sonucu fraksiyonlar elde edilmistir. Kullanilan kolon sistemine ait bilgiler asagida

verilmistir.

Kullanilan kolon sistemi

Kolon Boyutlari: 4 x 20 cm

Adsorban: Silika jel 60 (0,063-0,02 mm) , 60A°

Cozlcu Sistemi: n-Hekzan: Etilasetat; Etilasetat: MeOH
Akis Hiz1:1.5-2 ml/dk

Kolona tatbik edilen ekstre miktari: 17 g EIK CHCI; ekstresi
Toplanan Fraksiyon Miktari: 25 ml

E. italcum kokleri uygun sartlar altinda kurutulup toz edildikten sonra tam tartim
alinarak (1179q), 10 L kloroform ile 2’ser giin arayla 6 defa ekstre edildi. Stizilen
ekstreler algak basing altinda, rotavaporda 40°C sicaklikta yogunlastirilarak koyu
kirmizi renkte kloroform (CHCI3) ekstresi elde edildi ( EIKK=17g). Elde edilen estre

uzerinde yine silika jel kolon kromatografisi ile fraksiyonlama yapildi.

Silika jel kolonun kurulmasi

Silika jel kolon kromatografisi i¢in; 250 g civarinda silika jel 60 (0,063-0,200 mm,
70-230 mesh, Merck 1.07734.1000) 5 cm capli, 50cm uzunlugundakicam
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kolonuna, hekzan ile 6nceden suspande ederek alt kismi pamuk ile kapatiimis
cam kolona hava kabarciklari kalmayacak sekilde kolon kenarlarindan huniyle
yavasga vurularak yas doldurma yontemiyle doldurulmustur. Kolondaki adsorbanin
iyice yerlesmesi icin kolon agzi kapatilarak bir gece bekletildi. EIKK ekstresi
Hekzan: etilasetat = 9:1 ¢ozlcu karsimiyla ¢Ozunerek kolona uygulanmigtir. n-

hekzan, etil asetat, metanol gradient elisyonu ilefraksiyonlar toplanmistir.

Fraksiyonlanacak olan ekstre yas yontemle kolona tatbik edildi.17 g numune ayni
¢ozlucude iyice ¢cozunmesi saglandi. Kolon artan polaritede elusyon ¢ozeltisiyle: n-
Hekzan ~ Etilasetat (10:0, 9:1, 8:2, 7:3, 6:4, 5:5, 4.6, 3.7, 2:8, 1.9, 0:10), Etilasetat
~ Metanol (10:0, 9:1, 8:2, 7:3, 6:4, 5:5, 0:10) ellle edilerek, alttan fraksiyonlar
25'ser mL toplandi. Kolondan alinan fraksiyonlar ITK ile kontrol edildi. iTK
analizleri sonucunda ayni madde gruplarini icerdigi bulunanfraksiyonlar birlestirildi.
Kolon kromatografisi sirasinda elde edilen fraksiyonlar ve kullanilan ¢ozucu

oranlari asagidaki Cizelge 3.5’te verilmistir.

Cizelge 3.5. E.italicum kok kloroform ekstresinin kolon kromatografisinde toplanan
fraksiyonlarin ¢ézlcu sistemleri ve verimi

Fraksiyon Coziicii oranlari Verimi %
1-11 n-hekzan 5,10
12-67 n-hekzan:etil asetat (9:1) 33,24
68-71 n-hekzan:etil asetat (8:2) 0,72
72-84 n-hekzan:etil asetat (7:3) 1,25
85-110 n-hekzan:etil asetat (6:4) 2,60
111-120 n-hekzan:etil asetat (5:5) 1,46
121-130 n-hekzan:etil asetat (4:6) 1,47
131-139 n-hekzan:etil asetat (3:7) 0,69
140-150 n-hekzan:etil asetat (2:8) 3,27
151-155 n-hekzan:etil asetat (1:9) 1,67
156-166 Etil asetat 0,93
167-185 Etil asetat: Metanol (9:1) 1,61
186-192 Etil asetat: Metanol (8:2) 6,20
193-198 Etil asetat: Metanol (7:3) 1,52
199-211 Etil asetat: Metanol (6:4) 3,13
212-223 Etil asetat: Metanol (5:5) 1,86
224-228 Metanol 2,18
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Silika jel kolon kromatografisi sonucu elde edilen fraksiyonlar Uzerinde
gerceklestirilen biyolojik aktivite ¢alismalari sonuglari degerlendirilerek izolasyon

calismalarina Fr.30-70 Uzerinden devam edilmesine karar verildi.

izole edilen bilesidin yapi tayini

Niikleer Manyetik Rezonans (NMR) Spektroskopisi

BAYF ile izolasyon galismalari sonucunda izole edilen bilesiklerin yapilarini tayin
etmek amaciyla *H-NMR ve *C-NMR analizleri Orta Dogu Teknik Universitesi
Merkez Laboratuvarinda Bruker Varian Mercury 300 MHz NMR cihazi ve Ankara
Universitesi Eczacilik Fakiltesi Merkez Laboratuvarinda Mercury 400 MHz NMR
cihazi kullanarak 25°C sicaklikta gergeklestirildi. Cozlciu olarak CDCls
(Dotorokloroform) kullanildi.

3.2.2. Biyolojik aktivite galigmalar

Deney protokolii

Deney hayvanlari

Deneylerde Gazi Universitesi Deney Hayvanlari Arastirma Laboratuvar’ndan
temin edilen 25-30 g agirliginda erkek Swiss albino fareler kullanildi. Hayvanlarin
ortama adapte olabilmesi igin deneye baslamadan once laboratuvar sartlarinda en
az U¢ gun beklendi. Bu bekleme siresince hayvanlar standart pellet yem ve su ile
beslendiler, 12 saat aydinlik 12 saat karanlk uygulamasi yapilan laboratuvarda

oda sicakliginda barindirildilar. Deneylerde her grupta 6 hayvan kullanildi.

Test numunelerinin hazirlanmasi

Test numunelerinden hazirlanan merhemler; 10 mg/g ekstre/fraksiyon igerecek
sekilde Madecassol® pomat’ in bazi olan glikol sterarat: 1,2 propilen glikol: sivi
parafin (3:6:1) kullanilarak hazirlandi. Sonuglarin karsilastirlmasi amaciyla,
standart yara iyilestirici madde olarak; referans madde grubundaki her deney

hayvaninin yarasi Uzerine haricen 0,5’er gr Madecassol® pomat uygulandi.
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Biyolojik aktivite denevyleri

In vivo aktivite deneyleri

Yara olusturma modelleri

Cizgisel insizyon yara modeli

Farelere intraperitonal yolla 0,2cc Ketasol®enjeksiyonu ile genel anestezi yapildi.
Sirt kisimlarinin orta hattinda bisturi ile bir 1 cm’lik gizgisel insizyon yarasi
olusturuldu. Cerrahi ipek iplikle esit tam ortasindan 1 adet dikis atildi. 14 gln
boyunca gtinde iki defa 500’er mg ekstre/fraksiyon igeren merhem formulasyonlari
haricen yaralara uygulandi. 10. gin sonunda dikigler alindi. 15. gun hayvanlar
Ketasol® anestezisine alindi. Toksik deneyleri igin bazi organlari alindi. Yara
olusturulan bdlgeler yara kenarlarinin 1’er cm uzagindan cerrahi makasla kesildi.
Yaralardan tensiometre ile gerilim kuvveti olctldu ve histopatolojik incelemeler igin
kullanildi.

Cizgisel insizyon yara modelinde yuzde gerilme kuvveti hesaplanirken agagidaki

formal kullaniimistir.
%Gel’”me kuweti:(TSEkstre - TSTa§|y|c| )/TSEkstre: X 100
TStagiyic: Baz merhem uygulanan grubun gerilme kuvveti ortalamasi

TSkekstre: Test numunesi uygulanan grubun gerilme kuvveti ortalamasi

Histopatolojik incelemeler

Histopatolojk incelemeler igin derinin tum katmanlarini iceren uygun buyuklUkteki
ornekler %10’luk tamponlu formaldehitte tespit edildi.Tespit edilen ve kasetlere
yerlestirilen dokular, 6-8 saat slreyle ¢esme suyunda yikandi. Doku takip cihazi
kullanilarak 60-90 ‘ar dakika % 50, 70, 80, 90, 96 ve Absolut etil alkol, ksilol ve
parafin serilerinden gegirildi. Parafin dispenser cihazinda parafine gdbmme iglemi
gerceklestirilerek bloklar hazirlandi. Parafin bloklardan 4-6 mikron kalinhginda
mikrotomdan alinan kesitler su banyosunda lam Uzerine yerlestirilerek etlvde
bekletildi. Kesitler Harris’in Hematoksilen-Eozin boyama yéntemine gore boyandi

ve 151k mikroskobunda incelendi.
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Kolajen bag dokunun saptanmasi
Hidroksiprolin Tayini

Ekstraselller matriks elemanlarindan biri olan kolajen hiicrelere destekleyici bir
iskelet olusturan ve yara iyilesmesinde rol oynayan ana yapisal bir proteindir.
Dokulardaki kolajen miktari kolajenin yapisinda bulunan hidroksiprolinin dlgimu ile
belirlenir.Kolajen yapisinda yer alan her U¢ aminoasitten birini olusturan
hidroksiprolin duzeyleri kollojen metabolizmasinin dolayl bir gostergesidir ve
hidroksiprolinin oksidasyonu sunucu olusan pirol bilesiginin p-
dimetilaminobenzaldehit ile verdigi renkli kompleksin 560 nm de verdigi
absorbansin okunmasi temeline dayanir[180]. Hidroksiprolin miktarinin fazla
olmasi dokuda kolajenin fazla oldugunu gdsterir. Bu amacla Woessner tarafindan

geligtirilen yontem cesitli modifikasyonlar yapilarak ¢alisiimistir.

7. protein hidrolizi 2: hidroksiproline oksidasyan

modifive edilmis
hidroksiproliner

kollajen

3. hidroksipraolinlerin boyanmasi

CX )

R
XL X X XXX X )
90 000000000

renk olusumu 96- kuyucuklu plankta absorbansin okunmasi

Sekil 3.4. Hidroksiprolin miktar tayinide kullanilan yontemin prensibi

Hidroksiprolin standartinin dlgimda icin 5 mg hidroksiprolin 50 ml 0,001 N HCI'de
¢Ozulerek hazirlanan stok ¢ozeltisinden bir seri dilisyon g¢ozeltileri (0,5 pg/ml; 1
pg/ml; 1,5 pg/ml; 2 pg/ml; 2,5 yg/ml ve 5 yg/ml) hazirlandi. Her ¢ézeltiden 2 ml
tuplere alindi. Diger taraftan dlgimu yapilacak dokular tartildi, agzi kapakh pyrex
tiiplere konuldu. Uzerine 5 ml 6 N HCl ilave edildi. 130°C’de 3 saat hidroliz edildi.
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indikator olarak birkag damla %0,02’lik metil kirmizisi eklendi. Cézeltinin rengi

sarlya donene kadar pH 6-7 arasinda olana kadar 2.5 N NaOH eklendi.

Tampon(Buffer) : Sitrik Asit monohidrat (50 g), Glasiyal asetik asit (12 ml),
Sodyum asetat trihidrat (120 g) ve Sodyum hidroksit (34 g), 250ml 1-propanol ile
doézundukten sonra, yaklagsik 600 ml distile su iginde karigtirilarak ¢ozduraldu.
Onceden kalibrasyonu yapilmis pH metre kullanilarak 1N HCI ve 1N NaOH ilavesi

ile pH 6,0’ya ayarlandi. Distile su ile 1000 ml’'ye tamamlandi.

Metil red indikatorid: 2 mg Metil red, 100ml distile suda ¢bzdurilerek % 0,02’lik
solisyon hazirlandi. SolUsyon 1siga hassas oldugu igin aliminyum folyo ile

kapatiimis erlen icinde buzdolabinda saklandi.

Kloramin -T: 0,05 M solisyon hazirlamak igin 1,138 g Kloramin T, 100 ml tampon

solUsyonu ile ¢gdzllerek elde edildi. Sollisyon glnlik hazirlandi.

p-dimetilaminobezaldehit (p-dAB): %10’luk solusyon;yaklagsik 35 ml %60’lik
perklrorik asit icinde 10 g p-dAB ¢ozdurilmesi ve solusyonun izopropanol

ilavesiyle 100 ml'ye tamamlanmasi ile elde edildi. Sollisyon gunlik hazirlandi.

Hem standart hem de test ¢oOzeltilerinden 2 ml alindi. 1ml taze hazirlanmig
Kloramin T eklendi. 20 dk oda isisinda bekletildi. 1 ml taze hazirlanmig p-
dimetilaminobenzaldehit ¢ozeltisi eklendi. Tabakalanma kayboluncaya kadar
calkalandi. Ardindan 60°C su banyosunda 20 dk bekletildi. 5 dk musluk suyunda

sogutuldu. Cozeltilerin absorbansi 557 nm’de olguldu.

in vitro aktivite deneyleri

Antioksidan aktivite tayini

Yara iyilesmesinde antioksidan etkinin énemi oldukga buyuktur. Antioksidan etki
saglayan bilesikler lipit peroksidasyonunu inhibe ederek hicre hasarini dnlemekte
ve Kkolajen fibrillerin dayanikhihdini arttirmaktadir[181]. Test edilen bitkilerin
antioksidan etki bakimindan degerlendiriimesi yara iyilestirici etkileri hakkinda bilgi

vermesi agasindan énemlidir.
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Bu nedenle calismamizda, antioksidan aktivitenin degerlendiriimesi amaciyla
DPPH uzerinden serbest radikal sUpurucu etki tayini, demir iyonu selasyon yapici
etki tayini, total fenol miktar tayini ve total flavonoit miktar tayinine dayanan

yontemler kullaniimigtir.

2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) lzerinden serbest radikal supuricl etki tayini

Antioksidanlar enzimleri inhibe ederek veya eser elementlerle selat yaparak reaktif
oksijen tarlerinin olusumunu bastirmak suretiyle etki gosterirler. DPPH serbest
radikal supurucu etkisini degerlendirmek igin yaygin olarak kullanihan dogal bir
antioksidandir. Oda sicakliginda kararl serbest radikal olup, etanolli ¢ozeltisi
koyu mor renklidir ve 517nm’de ¢ok gugcli bir absorbsiyon gdsterir. Ortamda
serbest radikal temizleyici varliginda, elektronlar ciftlestiiden, DPPH ¢ozeltisinin

rengi acilir, absorbans kaybolur veya azalir.
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Sekil 3.5. DPPH serbest radikal

DPPH %80’lik metanolde ¢Ozilerek glnlik olarak taze hazirlandi ve 4°C
karanhkta muhafaza edildi. Test numuneleri Metanol ile 1 mg/ml olarak stok
solusyonlari hazirlandi ve dilisyonar 96 kuyucuklu plak Uzerinde yapildi. Sonra
her kuyuya 150 uL DPPH cozeltisi ilave edildi. lyice karistirdiktan sonra, lzeri
aluminyum folyo ile kapatilarak karanlikta 30 dakika bekletildi. Sonra Elisa
okuyucuda 517 nm dalga boyunda optikal dansitesi(OD) okundu. Kontrol olarak
test numunesi icermeyen DPPH c¢ozeltisinin OD degeri Olguldi. Tim test ve
analizler Uglu parallel calisildi ve sonuglar ortalama + standart sapma olarak
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verildi. Antioksidan aktivite sonuglari DPPH inhibisyonunun yuzdesi olarak

asagidaki denkleme gore hesaplandi[182].
% Inhibisyon = (Aa — Ab)/ Aa x 100
Aa: Kontrol grubunun absorbans degeri

Ab: Test numunesinin absorbans degeri

Demir iyvonu selasyon aktivitesi (FIC)

Demir ve bakir gibi gecis metal iyonlari canh sistemde serbest radikal olusturan
guclt birer oksidatif katalizor olarak gérev yapar ve Fe oksidatif reaksiyonlari
tesvik etmede daha etkili bir metaldir[183]. Fe iyonlari, hidroperoksitlerin zararli
hidroksi radikaline donustugu “Fenton-tip reaksiyonlan” katalizlemektedir. Hidroksil
radikali ise oldukga reaktif bir tir olup, hizli bir sekilde lipid radikallerini olusturarak

lipid peroksidasyon zincir reaksiyonlarini baglatmaktadir[184].

Biyolojik sistemlerde oksijen tagsinmasi, ATP Uretimi, DNA ve klorofil sentezinde
onemli role sahip olan demirin serbest formlari canh hicrelerde toksik etki
yapabilmektedir. Bu toksisite sonucunda olusan aktif oksijen tdrleri lipid
oksidasyonunu tesvik edebilmekte veya DNA molekullerine saldirabilmektedir.
Gergekte tUm canli hdcreler serbest demirin toksik etkisini yok eden ve demirin
fazlasini toksik olmayan formlarda hicre iginde depolayan mekanizmalara
sahiptir[184]. Birgok metal dogal olarak vicutta selat olusturmus formda bulunur.
Ornegin; Fe ferritin gibi proteinlerde veya miyoglobin ve hemoglobinin porfirin
halkasinda bu formda bulunmaktadir[185]. Selat olusumu antioksidan savunma
sistemine onemli katkida bulunmakla birlikte, vicutta travma, toksinler, hastalik
gibi cesitli nedenlerle oksidatif reaksiyonlari katalizleyebilen serbest metal iyon
formlarina donusumler gergeklesebilmektedir. Katarakt, aterosklerosiz, diyabet gibi
patolojik kosullar altinda metal iyonlarinin serbest ve zararll formlarda

bulunduguna dair guclu kanitlar bulunmaktadir[186].

Demir iyonu selasyon aktivitesi ikincil antioksidan aktiviteyi belirlemek amaciyla
kullanilan ydéntmlerden biridir. Esasi Demir (ll) ile Ferrozin’in olusturdugu

kompleksinin  562nm dalga boyundaki algalmig absorbansinin 6lgulmesine
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dayanir.Absorbansi ne kadar dusuk olursa, o kadar iyi demir iyonu selat yapici

aktiviteye sahip oldugunu gosterir[187].

Referans standart olarak EDTA (Etilendiamin tetra asetik asit) 500 uM, 250 uM,
100 pM, 50 puM, 10 uM konsantrasyonlarda kullanildi. 50 pg/mL, 200 pg/mL, 400
Mg/mL  konsantrasyonlardaki test ¢oOzeltisinden ve standart c¢ozeltilerden 1ml
alinarak Uzerlerine 3,7 mL metanol ve 2 mM demir sulfat heptahidrat
solisyonundan 0,1 mL eklendi. Reaksiyon 5 mM Ferrozin solisyonundan 0.2 mL
eklenmesiyle baslandi. Kargsim oda isisinda 10 dk inktbe edildikten sonra 562 nm
dalga boyunda kor olarak metanol’e karsi absorbansi okundu. Her 6rnek igin Ug
paralel c¢alisildi[188]. Demir iyonu selasyon aktivitesi asagidaki formiulle

hesaplandi:
% Demir iyonu selasyon aktivitesi = (Ac-As)/Ac X 100
Ac: Kontrol’in absorbans degeri (test numunesi icermeyen)

As: Test 6rneginin absorbans degeri

Total fenol miktar tayini (TPC)

Total polifenol miktar tayininde kullanilaa gesitli yontemler arasinda, Folin-Denis
yontemi en yaygin olarak kullanilan bir yéntemdir[189]. Kolayca oksitlenebilen
polifenoller veya hidroksillenmis aromatik bilesikler ilefosfotungsten-polimolibdik
asit arasindaki renk reaksiyonu olusum esasina dayanir. Sonra bu yontem Folin
ve Ciocalteu tarafindan, reaksiyonda cokelek olusumunu énlemek ve reaksiyon
duyarhligini artirmak igin reaktife lityum sulfat ilave edilerek modifiye
edilmistir[190]. Simdi Folin-Ciocalteu reaktif polifenol miktarinin belirlenmesi igin

ticari olarak mevcut olan ve ¢ok tercih edilen bir metod haline gelmistir[191].

Calismamizda 96-kuyucuklu plaka metodu kullanildi. Kalibrasyon egrisi
olusturmak igin, 10 mg Gallik asit 100 mL distile suda ¢Ozulerek stok solisyonu
(100 pg/mL) hazirlandi. Sonra bu solisyondan 100 pg/mL, 50 yg/mL, 25 pg/mL,
12,5 ug/mL, 6,25 pg/mL standart seri dilisyonlari hazirlandi. Test ¢ozeltisinden ve
standart seri solisyonundan 20 yL 96 kuyucuklu plaga konuldu. Sonra 100 pL
Folin-Ciocalteu reaktifi eklenerek 5dk bekletildi. 80 pL %7,5 Sodium carbonat
sollisyonu eklendikten sonra, plagin kapagi kapatilarak, oda isisinda karanlikta 2
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saat beklettikten sonra, 750 nm dalga boyunda spektrofotometrik mikroplaka
okyucuda absorbansi okundu. Total fenol miktari gallik asit esdegeri olarak mg/g

cinsinden hesaplandi.

Total flavonoit miktar tayini (TFC)

Flavonoitler ve diger bitki fenoliklerinin superoksit (O-), lipid alkoksil (RO-) ve
peroksil (ROO-), nitrik oksit (NO-) radikal temizleme, demir ve bakir selasyonu, a-
tokoferol rejenerasyonu gibi fonksiyonlara sahiptir[192, 193]. Flavonoitler,
glikozitler gibi canli hucrelerde ortaya gikarlar, sicak asit ve enzimlerle sirasiyla
aglikon ve sekere parcalanabilirler. Fenolik antioksidanlar, lipit radikallere, hizla H*
vermesi seklinde lipit oksidasyonu ile etkilesir. Goérevi lipit peroksi (ROO-) ve
alkoksil (RO-) radikalini pargalamak ve bdylece lipit peroksidasyon zincir

reaksiyonunu sonlandirmaktir[194].

Test numunelerinin total flavonoit miktar tayini aliminyum klortr kolorimetrik
yontemiyle kersetin’i referans madde olarak kullanilarak gerceklestirildi[195]. Bu
metodun prensibi olusan flavonoit-aliminyum kompleksinin  415nm’deki
maksimum absorbansinin dlgtiimesidir[196].

%75'lik etanol’'de ¢ozulen test numunelerinden (2 mg/ml) tiplere 0,5 ml alindi,
Uzerine sirasiyla 1,5 mL etanol (%75), 0,1 mL %10’luk AICL3, 0,2mL 1M sodyum
asetat ve 2,8 ml distile su eklenerek karistirildi. Karsim oda isisinda 30 dakika
bekletildi ve 415 nm dalga boyunda absorbansi okundu. Kalibrasyon egrisi
kersetin’in metanol'deki 0,0625 mg/ml, 0,125 mg/ml, 0,25 mg/ml, 0,5 mg/ml, 1
mg/ml seri ¢ozeltsiolusturuldu. Test numunelerindekitotal flavonoit konsantrasyonu

kersetin esdegeri olarak mg/g ekstre + standart sapma olarak hesaplandi.

istatistiksel degerlendirmeler

Deney sonuglari degerlendirilirken tek yonli “ANOVA” testini iceren “Instat”
(Windows) istatistik programi ve aktif c¢ikan ekstre ve fraksiyonlarda ayrica
Students-Newman-Keuls posthoc testi kullanildi.Kontrol ve referans grubu ile
karsilastirilan deney sonugclarindaki istatistiksel belirginlik asagidaki sekillerle ifade
edildi:

*:p<0,05; *:p<0,01; **:p<0,001



Echium tiirlerindeki sikonin tiirevierinin YBSK ile miktar tayinleri

Sikonin tdrevlerinin YBSK ile yapilan kalitatif ve kantitatif analizleri Uzerinde
yapilan literatlir ¢alismasinda, Cig kolon kullanildigi gorilmustar. Calismamizda
izole ettigimiz maddelerin bitkilerdeki miktar tayini yapmak amaciyla Cig kolon
kullanilmistir. incelenen sikonin tiirevierinin en kisastrede ve en iyi sekilde

ayriminin yapilabilmesi icin bir dizi ¢ézucu sistemi denenmigtir. Optimum ayirim

icin secilen analiz kosullari asagdidaverilmistir (Bkz. Cizelge 3.6).

HPLC analiz kosullari

Cizelge 3.6. YBSK analiz kogullari

Cihaz Agilent Technologies (Santa Clara, CA) 1200 Series
Pompa G1311A

Kolon isiticisi G1316A

Degazor G1322A

Manuel enjektor G1328B

Kolon ACE 5y, C15(150mm X 4,6mm)

Enjeksiyon hacmi 10ul

Kolon sicakhigi 25°C

Akis hizi 1mi/dk

Dedektor G1314B serisi degisen dalga boylu UV dedektor

Calisilan dalga boyu

520nm

Mobil faz

Asetonitril: Su (0,1M asetik asit, pH=2,82) = 70:30

Analiz siiresi

20dk

Analizler i¢in ¢ozlcu sistemi hazirlanirken YBSK safliginda asetonitrilkullaniimistir.
Bidistile su bidistile su cihazindan elde edilmistir. 0,1 M asetik asit ilavesinden

sonra (pH=2,82) ¢dzuculer Millipore sizme sistemi ile 0,45 pm filtreden suzullerek,

ultrasonik banyoda 30 dk degaze edildikten sonra sisteme verilmistir.

Kullanilan ¢bézliictler

Asetonitril: Merck (YBSK safliginda)

Bidistille su
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Analiz numunelerinin hazirlanmasi

Echium tlrlerinden yukarida belirlildigi sekilde hazirlanan etanolli ekstrelerden
100 mg civarinda tam tartim alindi, Uzerlerine 15ml metanol eklenip ultrasyonda
30 dk bekletildikten sonra HPLC safligindaki metanol ile 50 ml'ye tamamlandi.
Hazirlanan c¢ozeltiler 0,45 ym PTFE membran filtrelerden suziuldd. Hazirlanan

cOzeltilerden 10 pl alinip, Uger defa sisteme enjekte edilerek analizi yapildi.

Miktar tayini icin kalibrasyon egrisinin olusturulmasi

Analizi yapilacak olan standard maddelerden 2 mg hassas olarak tartim alinarak,
balon jojede uzerlerine asetonitril eklenerek 1000 ppm konsantrasyonda stok
cozelti hazirlanmigtir. Bu stok ¢ozeltiden hareketle: 1, 2, 5, 6,25, 10, 12,5, 20, 25,
50, 75, 100, 500 ppm konsantrasyonlarda standart madde c¢ozeltileri

hazirlanmistir.

Kalibrasyon egrisi olusturmak icin hazirlanan ¢ozeltilerdenher biri 10 pllik
miktarlarda 3’er defa sisteme enjekte edilmigstir. Enjeksiyon sonrasi elde edilen pik
alanlarinin ortalamasi alinarak, her bir konsantrasyona (x) karsilik gelen pik
alanlari ortalamasi (y) kullanilarak kalibrasyon egrisi cizilmistir. Boylece, standart
maddeler icin dogru denklemi ve r? degeri bulunmustur. y=mx+n dogru
denkleminden hareketle, ekstrelerdeki miktarlari hesaplanmistir. Sikonin tarevleri

igin analizlerde kullanilan optimum dalga boyu 520 nm olarak belirlenmistir.
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Sikonine ait kalibrasyon egrisinin cizilmesi ve dogru

denklemininhesaplanmasi

2.0 mg sikonin (Shanghai Pureone Biotech Co. Ltd [20120503]) hassas olarak
tartihp 1000 ppm konsantrasyonda stok ¢ozelti hazirlanmistir. Bu stok ¢ozeltiden
hareketle; 100 ppm, 50 ppm, 10 ppm, 5 ppm ve 2 ppm konsantrasyonlarda sikonin
cozeltileri hazirlanip, her biri 10 pllik miktarlarda 3’er defa sisteme verilmigtir.
Enjeksiyon sonrasi elde edilen pikalanlarinin ortalamasi alinarak, herbir
konsantrasyona (x) karsilik gelen pik alanlari ortalamasi (y) kullanilarak
kalibrasyon egrisi cizilmistir. Bdylece, sikonin igin dogru denklemi ve r* degeri
bulunmustur. Y=mx+n dogru denkleminden hareketle, ekstrelerdeki sikonin miktari
hesaplanmistir. sikonin igin analizlerde kullanilan optimum dalga boyu 520 nm

olarak belirlenmistir.

Asetilsikonine ait kalibrasyon egrisinin gizilmesi ve dogru denkleminin

hesaplanmasi

2.0 mg asetilsikonin (Shanghai Pureone Biotech Co. Ltd [24502-78-1]) hassas
olarak tartiip 1000 ppm konsantrasyonda stok ¢oOzelti hazirlanmistir. Bu stok
¢ozeltiden hareketle; 20 ppm, 10 ppm, 5 ppm, 2 ppm ve 1 ppm
konsantrasyonlarinda asetilsikonin ¢ozeltileri hazirlanip, her biri 10 pllik
miktarlarda 3’er defa sisteme verilmistir. Enjeksiyon sonrasi elde edilen
pikalanlarinin ortalamasi alinarak, herbir konsantrasyona (x) karsilik gelen pik
alanlariortalamasi (y) kullanilarak kalibrasyon egrisi cizilmistir. Bodylece,
asetilsikonin igin dogru denklemi ve r* degeri bulunmustur. y=mx+n dogru
denkleminden hareketle, ekstrelerdeki asetilsikonin miktari hesaplanmistir.
Asetilsikonin icin analizlerde kullanilan optimum dalga boyu 520 nm olarak

belirlenmistir.

Deoksigikonine ait kalibrasyon egrisinin ¢izilmesi ve dogru denkleminin

hesaplanmasi

2.0 mg deoksisikonin (Tarafimizdan izole edilmis ve safligi YBSK ile kontrol
edilmigtir. Saflik %98) hassas olarak tartilip 1000 ppm konsantrasyonda stok
¢ozelti hazirlanmistir. Bu stok ¢dzeltiden hareketle; 50 ppm, 25 ppm, 10 ppm, 5
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ppm ve 2 ppm konsantrasyonlarda deoksigikonin ¢ozeltileri hazirlanip, her biri 10
pllik miktarlarda 3’er defa sisteme verilmistir. Enjeksiyon sonrasi elde edilen
pikalanlarinin ortalamasi alinarak, herbir konsantrasyona (x) karsilik gelen pik
alanlari ortalamasi (y) kullanilarak kalibrasyon egrisi ¢izilmistir. Bdylece,
deoksisikonin igindogru denklemi ve r? degeri bulunmustur. y=mx+n dogru
denkleminden hareketle, ekstrelerdeki deoksisikonin miktari hesaplanmistir.
Deoksisikonin icin analizlerde kullanilan optimum dalga boyu 520 nm olarak

belirlenmistir.

Dimetilakrilsikonin (DMAS)’eait kalibrasyon egrisinin ¢izilmesi ve dogru

denkleminin hesaplanmasi

2.0 mg dimetilakrilsikonin (Shanghai Pureone Biotech Co. Ltd [24502-79-2])
hassas olarak tartilip 1000 ppm konsantrasyonda stok ¢ozelti hazirlanmistir. Bu
stok c¢ozeltiden hareketle; 25 ppm, 20 ppm, 10 ppm, 5 ppm ve 2 ppm
konsantrasyonlarda dimetilakrilsikonin ¢ozeltileri hazirlanip, her biri 10 pl'lik
miktarlarda 3’er defa sisteme verilmistir. Enjeksiyon sonrasi elde edilen pik
alanlarinin ortalamasi alinarak, herbir konsantrasyona (x) karsilik gelen pik
alanlar ortalamasi (y) kullanilarak kalibrasyon egrisi cizilmistir. Bodylece,
dimetilakrilsikonin icin dogru denklemi ve r? dederi bulunmustur. y=mx+n dogru
denkleminden hareketle, ekstrelerdeki dimetilakrilsikonin miktari hesaplanmistir.
Dimetilakrilgikonin icin analizlerde kullanilan optimum dalga boyu 520 nm olarak

belirlenmistir.

2-metil-n-butirilsikonin(MBS) ve izovalerilsikonin(lVS)’e ait kalibrasyon

egrisinin gizilmesi ve dogru denkleminin hesaplanmasi

2.0 mg 2-metil-n-butirilsikonin  (MBS) ve izovalerilsikonin (IVS) karsimi
(Tarafimizdan izole edilmis, safigi YBSK ile kontrol edilmistir. pikin % alan toplami
%99) hassas olarak tartilip 1000 ppm konsantrasyonda stok ¢ozelti hazirlanmistir.
Bu stok ¢ozeltiden hareketle; 500 ppm, 100 ppm, 50 ppm, 25 ppm, 12,5 ppm ve
6,25 ppm konsantrasyonlarda MBS ve IVS ¢ozeltileri hazirlanip, her biri 10 ul’lik
miktarlarda 3’er defa sisteme verilmistir. Enjeksiyon sonrasi elde edilen pik
alanlarinin ortalamasi alinarak, herbir konsantrasyona (x) karsilik gelen pik

alanlari ortalamasi (y) kullanilarak kalibrasyon egrisi ¢izilmistir. Boylece, MBS ve
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IVS icin dogru denklemi ve r? degeri bulunmustur. y=mx+n dogru denkleminden
hareketle, ekstrelerdeki MBS ve IVS miktari hesaplanmistir. MBS ve IVS igin

analizlerde kullanilan optimum dalga boyu 520 nm olarak belirlenmigtir.

Analitik Metodun Validasyonu

Dogrusallik

Bir analitik yontemin dogrusalligi test sonuglarindan dogrudan elde edilerek ya da
cok iyi tanimlanmis matematiksel derisimleri belli, belirli bir sirada verilen drnekler
icinde analitin degisik konsantrasyondaki orneklerinden elde edilir. Korelasyon

katsayisi (r?) dogrusalligi veren parametrelerdir. Dogrusalligin saglanmasi igin “r®”

veya “r’ de@erinin mumkun oldugunca 1’e yakin olmasi ve alanlitk cevap

degerlerinin gizilen dogru Uzerinde yer almasi gerekmektedir.

Kesinlik

Yontemin kesinligi, herhangi bir degerin tekrarlanabilme kabiliyeti veya bireysel
test sonuclarinin birbirine yakinliginin  bir derecesidir. Yontem kesinligi,
standartlarin onayladigi bir dizi farkli dlgimuln test sonuglarina etkisidir. Kesinlik
icin kabul edilen kriter analizin tipine dayanir. Sonuglar % BSS (Bagil Standart
Sapma) olarak ifade edilir. Deney sonugclarinin % BSS si teorik degerleri %5’inden

daha fazla sapma gostermemelidir.

Tayin Siniri (Limit of Detection- LOD)

Analitin analitik bir islemle tayin edilebilecek en disuk konsantrasyonudur[197].
Tayin sinirinin belirlenmesi aletli ve aletsiz olmak Uzere yonteme gore degisir.
Aletli islemlerde bilinen en dusuk konsantrasyonda analit iceren 6rnek sonuglarinin
kor sonuglariyla karsilastiriimasiyla yani sinyal/gurilta orani ile belirlenir. Genelde
sinyal/guraltt  orani 2:1 veya 3:1 olarak kabul edilir. Tayin sinirinin
hesaplanmasinda diger bir yontem, kor orneklerinin analizlenerek analitikgeri
zemin cevabinin Olgllmesi ve bu degerin standart sapmasinin 2 veya 3 gibi

faktorlecarpiimasidir.
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Niceleme siniri (Limit of Quantitation- LOQ)

Analitik bir yontemle analitin, uygun dogruluk ve kesinlikle tayinedilebilecek en
disuk konsantrasyonudur.Analitin bilinen miktarlarla azaltilmasiyla hazirlanan
ornekler olgulur ve kabul edilebilir kesinlik ve dogruluga sahip en dusuk miktar
tespitedilir. Niceleme siniri genelde varyasyon katsayisi ile varyasyon katsayisinin
% 15-20 yi asan konsantrasyonlariyla ifade edilir. Pek ¢cok durumda niceleme

siniri, tayin sinirinin iki, ¢ katidir.

Limit of detection Limit of quantitation

| Signal
Signal/'Noise = 2-3 Signal/Noise = 10-20

Noise

Sekil 3.6. Sinyal/Gurllti oranina goére LOD ve LOQ
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Fitokimyasal Galigma Sonuglari

4.1.1. Echium tiirlerin iTK ile incelenmesi

Sekil 4.1. E.italicum L. ve E.vulgare L. kok ve herbalarindan hazirlanan
hekzan, aseton ve su ekstrelerinin ITK gérinima (gun 1s191, UV
254 nm ve UV 366 nm)

Sekil 4.2. E.italicum L. ve E.vulgare L. Sekil 4.3.E.italicum L. ve E.vulgare L.

kok ve herbalarindan kok ve herbalarindan
hazirlanan _ kloroform hazwlanan etanol ekstresinin
ekstresinin  ITK gorunumu; ITK gorunumu; UV 366nm

UV 366nm
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Sekil 4.4. Dért Echium tiriiniin kok ve toprak (st kisimlari etanol ekstrelerinin iTK
goruntusu

Sekil 4.5. Dort Echium tarinun toprak Ustl ve kok kisimlarinin etanol ekstresinin
ITK gorinimu



Shikonin ~ Asetil

shikonin  shikonin

3.3-dimetil

EAK

EK EIKK EH

EVKK
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-

3.3-dimetil
shikonin

EVH EPK EPH

Sekil 4.6. Dort Echium turlntn kok ve toprak Ustd kisimlari etanol ekstrelerinin standart
maddelerle beraber ITK gérintisu

40°C su banyosu maserasyon

n-Hekzan: Etilasetat,
Etilasetat : metanol

Echium italicum L. Kok

kisimlan (971 g)

EiK kloroform
ekstresi 17 g

Kloroform ile ekstraksiyon (4 defa, 8 L)
Siuizme, yogunlastirma (rotavapor, 40°C)

Silika Jel kolon kromatografisi ile
fraksiyonlama (2509)

Fr.1-7

Fr.8-18

Fr.19-27

Fr.30-70 Fr.98-144

Fr.145-167 || Fr.168-198 || Fr.199-228

Fr.30-70

Cizgisel insizyon yara modeli

Silika Jel kolon kromatografisi ve
y Preparatif iTK ile izolasyon

Madde 1

Madde 2

Madde 3

\4

NMR ve TOF-MS ile vapi tayini

A4

A4

2-metil-n-butirilsikonin
izovalerilsikonin

Asetilsikonin

A\ 4

Deoksisikonin

Sekil 4.7. E.italicum L. kdk kisimlarindan bilesiklerin izolasyon semasi
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4.1.2. E.italicum L. kok kloroform ekstresinden izole edilen bilesigin yapi
tayinine iligkin bulgular

OH |O

Sekil 4.8. 2-metil-n-butirilgikonin (M1)

Sekil 4.9. izovalerilsikonin (M2)

Maddel 2-metil-n-butiril sikonin + izovaleril sikonin (M1 + M2)
Formiil C21H2406

Moleki agirhgi MBS (372,41); IVS (372,42)

LC-TOF MSm/z 371,15 M", Sekil 4.12 (2-metil-n-butiril sikonin)
LC-TOF MSm/z 371,15 M, Sekil 4.13 (izovaleril sikonin)

'H NMR Sekil 4.10, Cizelge 4.1, 4.2

13C NMR Sekil 4.11, Cizelge 4.1, 4.2
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Madde 1: Koyu kirimizi renkli toz, hekzan, etilasetat, kloroform ve metanolde
¢oziinr, bazik ortamda maviye donusur. Bilesigin ITK analizinde maddenin kirmizi
renk goéstermesi, UV altinda da koyu kirmizi renk goézlenmesi, %5’lik sulfurik asit
revelatorii puskiirttiikten sonra 105°C ‘de 1-2 dakika Isitilmasindan sonra rengin
koyulasmasi bu bilesigin naftokinon turevi bilesik olabilecegini gostermektedir.
Alkalin tanima reaksiyonu (%25 (w/v) NaCO3, %4 HCHO(v/v), %5 (v/v) Orto-
nitrobenzen’in benzen sollsyonundan birka¢ damla ve ¢ok az miktar numune
ekleyip sicak su banyosunda bekletince, 1-4 dk igcinde mavi viyole renk vermesi)
pozitif sonu¢ vermesi naftokinon bilesigi oldugunu gosterir. Ayrica alkali ortamda
maviye, asit ilave edince kirmiziya donusmesi naftokinon tlrevi bilesik olabilecegi

dusunulmustar.

Molekulin negatif iyon TOF-MS spektrumunda (Sekil 4.12, 4.13) gézlenen m/z
371,1501 M" ve m/z 371,1512 M’ sinyali, 'H NMR (Sekil 4.10, Cizelge 4.1, 4.2) ve
13C NMR (Sekil 4.11, Cizelge 4.1, 4.2) spektrumlari ile birlikte yorumlandiginda
molekdl formulld C,;H2406 olarak belirlenmistir ve bu maddenin M1 ve M2 iki

izomer bilesiginin karsimi oldugu anlasiimaktadir.

'H-NMR spektrumunda diisiik alanda gdzlenen &y 6,95 (1H, s, J= 1,0) ve dy 7,18
(2H, s) sinyalleri aromatik halka Uzerinde yer alan 3 farkli protona aittir. &y 12,45
ve Oy 12,25 te gbzlenen birer protonluk singlet sinyal ise —OH tasiyan 5. ve 8.
konumdaki protonlara aittir. 4 6,05 ve &y 6,07°da gdzlenen 1 protonluk triplet
sinyal ise naftokinon ana halkaya komsu karbon Gzerindeki (H11) protonlara aittir.
oy 5,07 ve by 5,096’da gozlenen sinyal olefinik ¢ifte bag tasiyan, naftokinon ana
yapilya bagh yan zincir Uzerindeki (H13) protonlara aittir. &y 0,92-1,70 arasinda
gozlenen 3 proton degerindeki singletler yan zincir Uzerindeki metil grubu
protonlara ait oldugu dustnulmustir. &y 2,48'da gbzlenen multipil bandin M1
bilesigin metil grubu baglanan karbon Gzerindeki (H2’) proton sinyalini vermektedir.
Oy 2,12-2,28 arasinda goézlenen c¢oklu pikler ve &y 0,92’de gdzlenen 6 proton
degerindeki dubletler M2 bilesigindeki H2’~HS’ proton sinyallerini vermektedir.

13C-NMR spektrumunda disiik alanda gdzlenen 5c 178,36 ve 176,94 karbonil

grup sinyalleri naftokinon ana yapisina ait sinyalleri vermektedir. 8¢ 175,1 ve 171,6
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sinyalleri ise naftokinon ana halkaya bagli yan zincir Gzerindeki karbonil grubu

sinyalini vermektedir.

Tam veriler birlestirilerek degerlendirildiginde, madde 1’'in  2-metil-n-butiril sikonin
(M1) ve izovalerilsikonin (M2)' in karsimi oldugu belirlenmistir. Elde edilen veriler

literatirde kayitli de@erler ile uyum gostermektedir[23,24].

Albrehet ve arkadaglarina goére [23] 2-metil-n-butiril sikonin (MBS) ve
izovalerilsikonin (IVSY in *H (CDCls, 297,8 MHz) ve *C(CDCls, 74,9 MHz) NMR
spektroskopik degerleri Cizelge 4.3 ve Cizelge 4.4’te verilmigtir.
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Cizelge 4.1. 2-metil-n-butirilsikonin (Madde 1 [M1]in) *H-NMR (CDCls, 300 MHz)

ve *C-NMR(CDCls, 75 MHz) spektroskopik Degerleri

H/C Yapi 5. (ppm) J (Hz) &c (ppm)
1 C - 176,94
2 CH 6,95 d, J=1,1 131,28
3 C - 148,54
4 C - 178,36
5 C, OH 12,45 s 166,83
6 CH 7,18 s 132,49
7 CH 7,18 s 133,51
8 C,OH 12,25 s 167,41
9 C - 111,6
10 C - 111,9
11 CH 6,07 t, J=7,2 69,07
12 CH, 2,36-2,60 m 32,92
13 CH 5,096 t, J=6,5 117,99
14 C - 135,68
15 CH; 1,59 s 25,69
16 CH; 1,70 S 17,85
1’ C - 175,1
2 CH 2,48 m 41,13
3 CH 1,48 m 26,56
4 CH; 0,92 t 11,6

5 CH, 1,28 d 18,76

Cizelge 4.2. izovalerilsikonin (Madde 1 [M2]'in) *H-NMR (CDCl;, 300 MHz) ve *C-

NMR(CDCl3, 75 MHz) spektroskopik Degerleri

H/C Yapi 5, (ppm) J (H2) 6c (ppm)
1 C - 177,16
2 CH 6,96 d, J=1,1 131,42
3 c ) 148,42
4 C - 178,59
5 C, OH 12,43 S 166,23
6 CH 719 s 132,52
7 CH 7,19 s 132,34
8 C,0OH 12,27 S 166,76
9 c i 111,6
10 C - 111,9
11 CH 6,05 t, J=7,2 69,14
12 CH, 2,457-2,58 m 43,23
13 CH 5,07 m, J=6,5 118,07
14 C - 135,8
15 CHs; 1,61 S 26,56
16 CHs; 1,53 S 18,77
1’ C - 171,60
2’ CH 2,23-2,28 d 43,23
3 C 2,12 m 25,67
4 CHs; 0,92 d 22,27
5 CHs; 0,92 d 22,29
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Cizelge 4.3. 2-metil-n-butiril sikonin’in *H ve **C NMR spektroskopik degerleri [23,
24]

H/C Yapi Sy (ppm) J (Hz) Sc (ppm)
1 C - 176,7
2 CH 6,98 d, J=1,1 Hz 131,3
3 C - 148,6
4 C - 178,2
5 C, OH 12,59 s 166,9
6 CH 7,19 s 132,7
7 CH 7,19 s 132,8
8 C,OH 12,42 s 167,4
9 C - 111,6
10 C - 111,8
11 CH 6,04 ddd(J=1,0,4,5, 7,3Hz) 69,0
12 CH, 247,262 m 33,0
13 CH 5,13 m (J=6,5) 117,8
14 C - 135,9
15 CHjs 1,59 d (J=1,0Hz) 25,91
16 CHjs 1,69 d (J=1,1Hz) 17,57
1 - 175,50
2 CH 2,47 m 41,13
3 C 1,50 m 26,4
4 CH, 0,92 t(J=7,4Hz) 11,6
5 CHs 1,20 d(J=7,0Hz) 18,4

Cizelge 4.4. Izovalerilsikonin’in *H ve *C NMR spektroskopik degerleri [23, 24]

H/C Yapi Oy (ppm) J (H2) Oc (ppm)
1 C - 176,7
2 CH 6,99 d, J=1,1Hz 131,4
3 C - 148,5
4 C - 178,2
5 C, OH 12,59 S 166,9
6 CH 7,18 s 132,7
7 CH 7,18 S 132,8
8 C,0OH 12,42 S 167,4
9 C - 111,6
10 C - 111,8
11 CH 6,04 ddd(J=1,0,4,5, 7,4Hz) 69,2
12 CH, 2,47, 2,61 m 33,0
13 CH 5,12 m 117.,8
14 C - 136,0
15 CHs; 1,58 d(J=1,0Hz) 25,75
16 CHjs 1,68 d(J=1,1Hz) 18,17
1 - 171,62
2 CH 2,27, 2,28 m 43,33
3 C 2,13 m 25,8
4’ CHjs 0,98 d(J=6,6 Hz) 22,3

5 CH; 0,98 d(J=6,6Hz) 22 4
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Sekil 4.10. 2-metil-n-butirilsikonin ve izovalerilsikonin ( Madde 1'in) *H-NMR Spektrumu (CDCls, 300 MHz)

NAME M1
EXPNO i |
PROCNO 1

Date_ 20101118

Time 12.06
INSTRUM spect
PROBHD 5 mm PABBO BB-
PULPROG zg30

TD 65536
SOLVENT CDCI3

NS 32

DS 2

SWH 6188.119 Hz
FIDRES 0.094423 Hz
AQ 5.2954397 sec
RG 10.1

DwW 80.800 usec
DE 6.50 usec

TE 291.5K

D1 1.00000000 sec
TDO 1
===== CHANNEL f| —ceeeee
NUC1 1H

P1 10.00 usec
PL1 -3.60 dB
PL1W 20.94601250 W
SFO1 300.1618536 MHz
SI 32768

SF 300.1600000 MHz
WDW no

SSB 0

LB 0.00 Hz

GB 0

PC 1.00

60T
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VoV | g 4 R i Eemer v b SosiGaNGaN PROCNO 1
Date_ 20101118
Time 12.19
INSTRUM spect
PROBHD 5 mm PABBO BB-
PULPROG zgpg30
D 65536
SOLVENT cpci3
NS 16384
DS 4
SWH 17985.611 Hz
FIDRES 0.274439 Hz
AQ 1.8219786 sec
RG 5792.6
Dw 27.800 usec
DE 6.50 usec
TE 291.8 K
D1 2.00000000 sec
D11 0.03000000 sec
TDO 1
——==———= CHANNEL 1 ========
NUC1 13C
P1 10.00 usec
PL1 1.00 dB
PL1W 36.68242264 W
SFO1 75.4828396 MHz
———————— CHANNEL f2 ===—————
CPDPRG2 waltz16
HUC2 1H
PCPD2 80.00 usec
PL2 -3.60 dB
PL12 14.46 dB
PL13 120.00 dB
PL2W 20.94601250 W
PL12W 0.32741711 W

l J PL13W 0.00000000 W

; J i . y (0l A Lz . L " WMWad ol SFO2  300.1612006 MHz
| 32768
SF 75.4752920 MHz
WDW EM
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f1 (ppm)

Sekil 4.11. 2-metil-n-butirilsikonin ve izovalerilsikonin( Madde 1'in) **C-NMR Spektrumu (CDCls, 75 MHz)
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Sekil 4.12. 2-metil-n-butirilsikonin’in (M1) kitle spektrumu
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Madde 2: Asetilsikonin

Formiil C18H1806

Molekil Agirhigi 330,33

'H NMR Sekil 4.15, Cizelge 4.5
3¢ NMR Sekil 4.16, Cizelge 4.5
LC-TOF MS m/z 329,10 M, Sekil 4.17

Madde 2'in n-Hekzan/ Etilasetat/ asetik asit (85:15:1) ¢oziici sistemi ile ITK
analizinde gun 1131 ve UV altinda leke kirmizi renk gosterirken, % 5’lik H,SO4
puskurtilen plaklara 1s1 uygulandiginda mavi-morumsu renk almistir. Madde
kirmizi renktedir. Molekiilin *"H NMR (Cizelge 4.5, Sekil 4.15) ve *C NMR
(Cizelge 4.5, Sekil 4.16) spektrumlari ile birlikte yorumlandigindamolekul formali

C18H1806 oOlarak belirlenmisgtir.

'H NMR spektrumunda en diisiik alanda gézlenen dy 12,63 ve 12,41 sinyali iki
adet fenolik -OH grubuna aittir. &4 5,00-7,17 arasi gozlenen sinyaller literattr
bilgileri ile kargilastirilarak degerlendirildiginde, bilesigin c¢ifte bag tasiyan 6 Uyeli
siklik bir sistem oldugu anlagiimigtir. Yiksek alan oy 2,14, 1,69 ve 1,59’ da
gozlenen uger proton degerindeki piklerin metil grubu proton sinyaline ait oldugu

dusunulmus ve literatur bilgileri ile dogrulanmistir.

Molekiiliin *C NMR spektrumunda d¢ 178,24, 176,72'da gdzlenen sinyal, iki adet
6 Uyeli doymamis halkadaki karbonil gurubuna, 6:169,80 ise oksijenle baglanmig
karbonil gurubuna temsil etmektedir. 167,49 ve 166,97 ppm’de gorulen sinyaller —
OH gurubu baglanmig birer karbona ait oldugu (Cg ve Cs), 130-140 ppm
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arasindaki sinyallerin aromatik halka Uzerindeki karbonlara, 117,7 ppm deki
sinyalin ise ¢ift bag karbona ait oldugu sonucuna variimistir. Yine 15-70 ppm

arasindaki sinyallerin ise alifatik karbon sinyali oldugu belirlendi.

Tam veriler birlestirilerek degerlendirildiginde, madde 2’'in yapisi Asetilsikonin
olarak tespit edilmigtir. Elde edilen veriler literatirde kayith degerler ile uyum
gostermektedir[198-200].

/ OH(|)

OH |O 0\1'/2'

" b

Sekil 4.14. Asetilgikonin

Cizelge 4.5. Asetilsikonin (Madde 2in) *H-NMR (CDCl;, 300 MHz) ve *C-
NMR(CDClIs, 75 MHz) Spektroskopik Degerleri

H/C Yapi Oy (ppm) J (Hz2) Oc (ppm)
1 C 176,72
2 CH 6,99 d, J=1,0 131,47
3 C 148,23
4 C 178,24
5 C, OH 12,63 S 166,97
6 CH 7,21 S 132,75
7 CH 7,23 S 132,90
8 C,0OH 12,41 S 167,49
9 C 111,59
10 C 111,59
11 CH 6,03 ddd, J=7,0,4,6, 1,0 69,54
12 CH>» 2,38-2,63 m 32,81
13 CH 5,14 tm, J=6,0 117,67
14 C 136,15
15 CHs 1,59 d, J=1,0 25,75
16 CHs 1,69 d, J=1,0 17,96
1’ C 169,80
2 CHs 2,14 S 21,01
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Sekil 4.15. Asetilsikonin ( Madde 2'nin) *H-NMR Spektrumu (CDCls, 300 MHz)

HNANE

1

EXPHO 1
PROCHO 1

Date_ 20101022
Time 15.35
INSTRUN spect
PROBHD S mm PABBO BB-
FULPROG zg30

Ry 63536
SOLVENT CoCI3

NS 32

DS 2

SWWH 6188.119 Hz
FIDRES 0.094423 Hz
AQ 5.2954397 seC
RG 128

) 20.800 usec
DE 6.50 usec

TE 294 5 K

D1 1.00000000 sec
TDO 1
s======== CHANMEL f{1 ========
MU 1H

P1 10.00 usec
PL1 =3.60 dB
PLAWW 20.946801250'W
SFO1 300.1618536 MHz
Sl 32Te8

SF 300.1600000 MH=z
WiV no

SS8 0

LB 0.00 Hz

GB 1

PC 1.00

STT
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Sekil 4.16. Asetilsikonin ( Madde 2'nin) **C-NMR Spektrumu (CDCls, 75 MHz)

HAME 1

Date_ 20101022
IHSTRUM spect
FROBHD S mm PABBO BB-
PULPROG Zgpg30
SOLVENT CDCI3
SWH 17935611 Hz
FIDRES 0274439 Hz
A0 18219786 sec
RG 4096

Dy 27 800 usec
DE 6.50 usec

TE 2049 K

(1] 200000000 sec
D11 003000000 s&c
DO i

sxzzssss CHANNEL {1 sssszs==
NUC1 13C

P 10.00 usec
PL1 -1.00 dB

PLIWWV 36.68242264W
SFO1 7545283596 MHzZ

s======= CHANMNEL {2 ========
CPDPRG2 waltz16

NHUC2 1H

PCPD2 &0.00 usec

PLZ -3.60 dB

PL1Z2 14 .46 dB

PL13 120.00 dB

PL2W 2094601250 W
PLAZ2W 032741711 W
PL13W 000000000 W
SFO2 3001612006 MHz
| 32768

SF T5.4752020 MHz

9TT
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Spektroskopik bulgular literatur bilgileri ile karsilastirildiginda, Madde 2’nin
degerlerinin daha 6nce E.pyncnanthum Pomel‘den elde edilen asetilsikonin’ in

spektrum degerleri ile uyumlu oldugu goérulmustir[201].

Madde 3: Deoksisikonin

/" OH ﬁ )
‘ h
\ OH O J
Formiil C16H1604
Molekil Agirhigi 272,29
'H NMR Sekil 4.18, Cizelge 4.6
13C NMR Sekil 4.19, Cizelge 4.6
LC-TOF MS m/z 273,1108 M*, Sekil 4.21

Acik kirmizi renkli kati, n-hekzan, etilasetat, klorform, metanolde ¢ozinur, bazik
ortamda maviye dénisir. *H-NMR (CDCls, 400 MHz): 12,64 (1H, s), 12,48(1H, s)
5. ve 8. Konumlardaki karboksil gurubuna ait proton sinyalleridir. 6,85(1H, s),
7,21(1H, s), 7,26(1H, s) 3 tane aromatik halka proton sinyalleridir. 5,13 (1H, t, J
=7.2 Hz) cifte bag proton sinyalidir. 1,60( 3H, s), 1,70 (3H, s) birer adet metil grubu
proton sinyalleridir. 2,31 (2H, m) ve 2,64 ( 2H, t, J= 7,2 Hz) iki adet CH,
sinyalleridir. Fenolik hidroksil grubunun proton sinyali kimyasal kaymasinin yuksek,
alcak meydanda c¢ikmasi, fenolik hidroksil gruplari ile 1,4- karbonil gruplari
arasinda molekdiler igi hidrojen bagi olusturdugunu ve fenolik hidroksil gruplarinin
a-konumda baglandigini goésterir. 7,21 ve 7,26 (2H, s) kimyasal kaymasinin ¢ok
yakin olmasi Ce-H ve Cs-H sinyallerine ait oldugu, 6,83 (1H, s) ise Cs-H proton

sinyali oldugu, 2. konumdaki protonun ise bagh oldugunu goésterir. 1,60(3H, s),
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1,70(3H, s) lar ise propenil grubundaki birer adet metil grubu proton sinyalleri, 5,14
ppm olan proton sinyali triplet oldugu icin bir CH; ile baglanmistir ve 3~5 arasinda
hi¢bir proton sinyalinin gorilmemesi oksijene baglanimg karbon Uzerinde proton
olmadigini gosterir. Eslesme sabiti acisindan degerlendirildiginde, iki adet CH:
2,64 (2H, t, J=7,2Hz) ve 2,31 (2H, m, J= 7,2 Hz) birbirine direk baglanir. Kimyasal
kaymasina goére 2.64 ( 2H, t, J= 7.2 Hz) olan CH,aromatik halkaya baglanir, 2,31
(2H, q, J= 7,2 Hz) olan CH; ise 5,14 cifte baginin pik yariimasina ve kimyasal
kaymasina gore ¢ifte baga baglandigi tespit edilmistir. Bu bilesigin fizikokimyasal
ozellikleri ve *H-NMR ve *C-NMR sonuglari literatiir bilgileri ile karsilastirarak
bakildiginda, Deoksisikonin olarak belirlenmistir[199, 200]. 'H-NMR (CDCl3, 400
MHz) ¢n: 12,64(1H, OH-5), 12,48(1H, OH-8), 7,21(1H, 6-H), 7,26(1H, H-7),
6,85(1H, H-3), 5,14(1H, t, J=7,2Hz, H-13), 2,64(2H, t, J=7,2Hz, H-11), 2,27-
2,33(2H, m, J=7,2Hz, H-12), 1,70(1H, s, H-15), 1,60(1H, s, H-16); *C-NMR
(CDCl3, 100MHz) ¢ c: 17,77(q, C-16), 25,65(q, C-15), 26,52(t, C-11), 29,67(t, C-
12), 111,68(s, C-10), 111,92(s, C-9), 122,31(d, C-13), 130,81(d, C-7), 131,12(d, C-
6), 133,63(s, C-14), 134,52(d, C-3), 151,47(s, C-2), 162,17(s, C-5), 162,83(s, C-8),
183,07(s, C-1), 183,13(s, C-4),
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\ OH O W,
Sekil 4.20. Deoksisikonin

Cizelge 4.6. Deoksisikonin (Madde 3'Gn) *H-NMR (CDCl;, 400 MHz) ve *C-
NMR(CDCIl3, 100 MHz) Spektroskopik Degerleri

H/C Yapi 1 (ppm) J (Hz) Sc (ppm)
1 C 183,07
2 C 151,47
3 CH 6,85 t, J=1,2 134,52
4 C 183,13
5 C,OH 12,64 S 162,17
6 CH 7,21 S 131,12
7 CH 7,26 S 130,81
8 C,OH 12,48 S 162,83
9 C 111,92
10 C 111,68
11 CH; 2,64 dt, J=7,2, 1,2 26,52
12 CH; 2,27-2,33 m, J=7,2 29,67
13 CH 5,14 t, J=7,2 122,31
14 C 133,63
15 CHs 1,70 S 25,65
16 CHs 1,60 S 17,77
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4.1.3. Echium turlerindeki bazi gsikonin turevlerinin YBSK ile miktar tayinleri

Sikonin tarevlerinin YBSK ile analizlerinde genellikle, ters faz YBSK yontemi
kullaniimaktadir. Bu dogrultuda farkl tip C18 ve C8 kolonlar lizerinde su, metanol,
asetonitril gibi nispeten polar ¢ozuculer ya da ¢ozucu sistemleri kullanilarak,
izokratik veya gradient elusyon ile analizler gergeklestiriimektedir. Siklikla piklerin
daha keskin ve duzgun bir sekilde ayirimini saglamak amaciyla ¢ozicu ortami
TFA, formik asit, asetik asit, o-fosforik asit gibi maddeler ile asitlendiriimekte ya da
tampon c¢ozeltiler kullaniimaktadir. Bu c¢alismada, incelenen Echium tarlerinin
kokkisimlarindan ayri ayri ekstreler hazirlanip, bu ekstrelerdeki sikonin,
asetilsikonin, deoksigikonin, 2-metil-n- butrilsikonin, dimetilakrilsikonin  ve
izovalerilsikonin bilesiklerinin kalitatif ve kantitatif analizleri tarafimizca gelistirilen

ters faz YBSK yontemi ile gerceklestirilmistir.

Yapilan literatir g¢alismalarinda, sikonin turevlerinin 214, 276 ve 520nm dalga
boyunda maksimum absorbans gosterdigi icin, HPLC analizlerinde 280nm veya
520nm UV dedektér dalga boyu secilmis[202]. Calismamizda da sikonin ve sikonin
karsim ¢ozeltsinin UV spektrumuna ve literatur bilgilerine gore, UV dedektor dalga

boyu 520nm olarak belirlenmistir.

Absorbansi

2 300 400 500 600 700 800
Dalga boyu (nm)

Sekil 4.22. Sikonin tarevi karsim ¢dzeltisinin 200-800nm dalga boyundaki UV spekturmu
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Incelenen sikonin tirevlerinin en kisa slrede ve en iyi sekilde ayriminin
yapilabilmesi igin asetonitril: su ¢ozucu sistemi farkl oranlarda denenmigtir.
Yukarida belirtilen optimum ayirimaulasmak igin denenen ¢dzlcl sistemin farkl
oranlari arasinda en iyi sonu¢ asetonitril: su = 70 : 30 izokratik elusyonu ile elde
edilmistir. Analizi yapilan bilegiklerin, denenen ¢odzUucusistemlerindeki elisyonu
sirasiyla;  asetilsikonin,  sikonin,  Deoksigikonin,  dimetilakrilsikonin,  2-
metilbutrilsikonin ve izovalerilgikonin olarak saptanmigtir. Bu dogrultuda ¢ozucu
oranlari denenirken, asetilsikonin ilk olarak kolondan ¢ikan bilegik oldugundan, bu
bilesigin retansiyon zaman dikkate alinarak optimum gradient elisyon secilmistir.
En dusuk retansiyon zamani elde edildiginde, diger standart bilesikler verilerek
ayirimin iyi olup olmadigi goézlenmis ve bu sekilde metot gelistirilirken daha az
zaman ve ¢Ozicu harcanmistir. Akis hizi ve kolon sicakhdi Uzerinde de farkli
denemeler yapilmis ve en iyi ayinmin 1 mi/dk akishizi ve 25°C sicaklikta
gerceklestigi saptanmigtir. Standart maddelerin  karsimm ¢ozeltisinin - YBSK
spektrumu Sekil 4.23 ‘te verilmigtir.

mAL AS

10+ DS

N L ~

25 H 15 10 125 135 175

Sekil 4.23. Standart karsim ¢dzeltisinin YBSK ile ayrimi (her biri 50 ppm)

Not: AS: Asetilsikonin; S: Sikonin; DS: Deoksisikonin; DMAS: Dimetilakrilsikonin;

MBS: 2-metilbutirilsikonin; IVS: izovalerilsikonin
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Cizelge 4.7. Standart sikonin turevi bilesiklerin retansiyon zamanlari

Asetil o Deoksi Dimetilakril | 2-metilbutiril | izovalerilgikonin
— Sikonin _—— _—— I
sikonin o sikonin sikonin sikonin (6)
) 3 4) 5)
Rt | 4,176 6,752 11,006 15,059 15,672 16,584

Standart bilesiklere ait kalibrasyon egrileri ve dogru denklemleri

Sikonin’eait kalibrasyon egrisi ve dogru denklemi

Sikonin’e ait YBSK spektrumu Sekil 4.24'te, kalibrasyon egrisi Sekil 4.25'te;
konsantrasyon ve pik alani ortalama degerleri Cizelge 4.8'de; dogru denklemi, r?,
LOD ve LOQ degerleri Cizelge 4.9'da verilmektedir.

mAl

20

05

Sekil 4.24. Sikonin’e ait YBSK kromatogrami (50 ppm)
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Sekil 4.25. Sikonin’e ait kalibrasyon egrisi

0 20 40

y =5,7613x + 0,3335
R?=0,9999

60 80

Sikonin ¢ézeltisinin derisimi (ppm)

Cizelge 4.8. Sikonin’e ait konsantrasyon ve pik alani ortalama degerleri

X (konsantrasyon ppm) Y (pik alaniortalamasi, n=3)
2 9,62
5 29,074
10 59,15
50 290,74
100 575,22
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100

Cizelge 4.9. Sikonin’e ait dogru denklemi, R?, LOD, LOQ ve % BSS degerleri

Bilesik

Dogru Denklemi

LOD(ppm)

LOQ(ppm)

% BSS

Sikonin

y =5,761x + 0,333

0,999

0,55

1,65

1,12

Asetilsikonin’eait kalibrasyon egrisi ve dogru denklemi

Asetilsikonin’e ait YBSK kromatogrami Sekil 4.26'da, kalibrasyon egrisi Sekil
4.27’de; konsantrasyon ve pik alani ortalama degerleri Cizelge 4.10’da; dogru
denklemi, r?, LOD ve LOQ degerleri Cizelge 4.11'de verilmektedir.
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mal ]

=15

Sekil 4.26. Asetilsikonin'e ait YBSK kromatogrami (6.25 ppm)

Pik alani
el s
o
o

5

y =9,5164x - 0,4307
R?=0,9979

10 15 20

AS standart ¢ozeltinin derisimi (ppm)

Sekil 4.27. Asetilsikonin'e ait kalibrasyon egrisi

Cizelge 4.10. Asetilsikonin’e ait konsantrasyon ve pik alani ortalama dederleri

X (konsantrasyon ppm) Y (pik alaniortalamasi, n=3)
1 7,17
2 16,23
5 49,0
10 99,87
20 187,2
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Cizelge 4.11. Asetilsikonin’e ait dogru denklemi, R?>, LOD, LOQ ve % BSS

degerleri
Bilesik Dogru Denklemi r? LOD(ppm) | LOQ(ppm) | % BSS
Aset y=9,516x-0,430 | 0,998 | 0,19 0,57 2,012
sikonin

Deoksisikonin(DS)’e ait kalibrasyon egrisi ve dogru denklemi

Deoksisikonin(DS)’e ait YBSK kromatogrami Sekil 4.28de, kalibrasyon egrisi Sekil

4.29'da; konsantrasyon ve pik alani ortalama degerleri Cizelge 4.12’de; dogru
denklemi, r?, LOD ve LOQ degerleri Cizelge 4.13'te verilmektedir.

=052

Sekil 4.28. Deoksisikonin(DS)'e ait YBSK kromatogrami (6.25 ppm)
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y = 7,5098x - 3,4243
350 R2 = 0,9992

0 10 20 30 40 50
Deoksi sikonin ¢ozeltisinin derigimi (ppm)

Sekil 4.29. Deoksisikonin(DS)'e ait kalibrasyon egrisi

Cizelge 4.12. Deoksisikonin(DS)'e ait konsantrasyon ve pik alani ortalama

degerleri
X (konsantrasyon ppm) Y (pik alani ortalamasi, n=3)
2 9,2
5 36,85
10 75,37
25 178,1
50 374,26

Cizelge 4.13.Deoksisikonin'e ait dogru denklemi, R? LOD, LOQ ve % BSS

degerleri
Bilesik Dogru Denklemi r? LOD(ppm) | LOQ(ppm) | % BSS
Deoksi
y =7,509x - 3,424 | 0,999 0,65 1,95 1,464
sikonin
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Dimetilakrilsikonin(DMAS)’e ait kalibrasyon egrisi ve dogru denklemi

Dimetilakrilsikonin(DMAS)’e ait YBSK kromatogrami Sekil 4.30'da, kalibrasyon

egrisi Sekil 4.31°de; konsantrasyon ve pik alani ortalama degerleri Cizelge 4.14'te;

dogru denklemi, r?, LOD ve LOQ degerleri Cizelge 4.15'te verilmektedir.

0.5

=116

T
4 i} & 10 1z 14 16 min|

Sekil 4.30. Dimetilakrilsikonin(DMAS)’e ait YBSK kromatogrami (6.25 ppm)

300
250
200
150

Pik alani

100
50

y =10,2x - 5,073
R? = 0,9966

5 10

15 20

DMAS c¢ozeltisinin derigsimi (ppm)

Sekil 4.31. Dimetilakrilsikonin(DMAS)’e ait kalibrasyon egrisi

25
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Cizelge 4.14. Dimetilakrilsikonin(DMAS)’e ait konsantrasyon ve pik alani ortalama

degerleri
X (konsantrasyon ppm) Y (pik alaniortalamasi, n=3)
2 18,09
5 45,08
10 90,96
20 207,5
25 245,4

Cizelge 4.15.Dimetilakrilsikonin(DMAS)’e ait dogru denklemi, R?, LOD, LOQ ve %
BSS degerleri

Bilesik Dogru Denklemi R? LOD(ppm) | LOQ(ppm) | % BSS
Dimetilakril | = 19 9x - 5,073 | 0,9996 | 0,52 1,55 1,87
sikonin

2-metil-n-butirilsikonin (MBS) ve izovalerilgikonin (IVS) ’e ait kalibrasyon

egrisi ve dogru denklemi

2-metil-n-butirilsikonin (MBS) ve izovalerilsikonin (IVS)e ait YBSK kromatogrami
Sekil 4.32'de, kalibrasyon egrisi Sekil 4.33 ve Sekil 4.34’te; konsantrasyon ve pik
alani ortalama degerleri Cizelge 4.16’da; dogru denklemi, r’, LOD ve LOQ

degerleri Cizelge 4.17’'de verilmektedir.



133

mAl
a0 o

a0 4

15617

o+
G0
a0 o
40 4
30
0

10 4 U

o 4

T T T T T T T
0 2.5 a T.5 in 125 15 17.5 i N

Sekil 4.32. 2-metil-n-butirilsikonin (MBS) ve izovalerilsikonin (IVS)e ait YBSK
kromatogrami(1000 ppm)

1500 y = 2,9202x - 1,7942
R2 = 1
1200

Pik alani

600

300

0 100 200 300 400 500
2-metil-n-butiril sikonin ¢dzeltisinin derigsimi (ppm)

Sekil 4.33. 2-metil-n-butirilsikonin (MBS)’e ait kalibrasyon egrisi
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2500
y=4,417x - 0,108
R2 =0,999

2000

c 1500
©
©
=

o 1000

500

0

0 100 200 300 400 500

IVS standart ¢ozeltisinin derisimi (ppm)

Sekil 4.34. izovalerilsikonin (IVS)'e ait kalibrasyon egrisi

Cizelge 4.16. 2-metil-n-butirilsikonin  (MBS) ve Izovalerilgikonin (IVS)e ait
konsantrasyon ve pik alani ortalama degerleri

X(konsantrasyon MBS’e ait Y(pik IVS’e aitY(pik
ppm) alaniortalamasi, n=3) alaniortalamasi, n=3)
500 1457,7 2208,5
100 292,67 4427
50 143,93 216,82
25 75,1 110,9
6,25 10,99 29,61

Cizelge 4.17.2-metil-n-butirilsikonin (MBS) ve izovalerilsikonin (IVS)'e ait dogru
denklemi, R? LOD, LOQ ve % BSS degerleri

Bilesik Dogru Denklemi r? LOD(ppm) | LOQ(ppm) | % BSS
2-metil-n- y=2920x-1794 | 1 1,98 5,94 1,58
butirilsikonin

izovalerilsikonin | y=4,417x - 0,108 | 0,999 2,01 6,03 2,72




Echium tlrlerinden elde edilen ekstrelerin YBSK kromatogramlari Sekil 4.35-

4.38'de

verilmektedir.
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Sekil 4.35. E. angustifolium Miller bitkisinin etanol ile hazirlanmis kok ekstresinin
520 nm dalga boyundaki YBSK kromatogrami

Not: AS: asetilsikonin; S: sikonin; DS: deoksisikonin; DMAS: dimetilakrilsikonin
MBS: 2-metil-n- butirilsikonin; IVS: izovalerilsikonin
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Sekil 4.36. E. italicum L. bitkisinin etanol ile hazirlanmis kok ekstresinin 520nm

dalga boyundaki YBSK kromatogrami

Not: AS: asetilsikonin; S: sikonin; DS: deoksisikonin; DMAS: dimetilakrilsikonin
MBS: 2-metil-n- butirilsikonin; IVS: izovalerilsikonin
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Sekil 4.37. E.vulgare L. bitkisinin etanol ile hazirlanmis kok ekstresinin 520 nm
dalga boyundaki YBSK kromatogrami

Not: AS: asetilsikonin; S: sikonin; DS: deoksisikonin; DMAS: dimetilakrilsikonin
MBS: 2-metil-n- butirilsikonin; IVS: izovalerilsikonin

mal A

T T T
a 23 5 7a 10 125 15 17.5 min

Sekil 4.38. E. parviflorum Moench bitkisinin etanol ile hazirlanmis kdk ekstresinin
520 nm dalga boyundaki YBSK kromatogrami

Not: AS: asetilsikonin; S: sikonin; DS: deoksisikonin; DMAS: dimetilakrilgsikonin
MBS: 2-metil-n- butirilsikonin; IVS: izovalerilgikonin



137

Cizelge 4.18. Echium turlerinin koklerinden hazirlanan etanol ekstrelerindeki
sikonin turevi bilesiklerin miktar tayini sonuglari (% a/a)

Asetil Sikonin | Deoksi | Dimetilakril | 2-metilbutiril Izovaleril
% ala sikonin sikonin sikonin sikonin sikonin
1) 2 3 4) ) (6)
EiK 0,037 0,391 0,105 0,015 1,147 1,185
EAK | 0,003 0,007 0,009 0,010 0,074 0,028
EVK | 0,053 0,040 0,022 0,004 0,162 0,121
EpPK | 0,003 0,007 0,008 ND 0,023 0,015

Not: EiK: E. italicum L. kék etanol ekstresi, EAK: E.angustifolium Miller kék etanol
ekstresi, EVK: E.vulgare L. kdk etanol ekstresi, EPK: E.parviflorum Moench

kok etanol ekstresi, ND: tespit edilememigtir veya LOD" nin altindadir.

4.2. Biyolojik Aktivite Deney Bulgulari

Turkiye’de halk arasinda yara iyilestirici amacla kullanilan bazi Echium tara
bitkilerden hazirlanan ekstrelerin ve biyolojik aktivite yonlendirmeli fraksiyonlama
sonucu elde edilen fraksiyonlar ve izole edilen bilesiklerin yara iyilestirici ve

antioksidan etkileri asagida cgizelgeler halinde sunulmustur.

4.2.1. Antioksidan aktivite incelenmesi

Total fenol miktar tayini

Echium tirlerinin kdk ve toprak ustl kisimlarindan elde edilen etanol ekstreleri
Uzerinde yapilan total fenol miktar tayini sonuclari asadidaki Cizelge 4.19'da

verilmigtir.
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Cizelge 4.19. Echium turlerinin kok ve toprak dstu kisimlarindan hazirlanan
etanollU ekstrelerinin total fenol miktarlari

Ekstreler Analiz edilen Total Fenol Miktarlari
kisim (mg GA/g £ O.S.H.)
Echium italicum L. E!H 11,458 £ 0,076
EIK 19,986 + 0,008
Echium vulgare L. EVH 9,712+ 0,028
EVK 16,082 + 0,002
o , EAH 12,623 + 0,033
E.angustifolium Miller.
EAK 38,856 + 0,008
_ EPH 11,973 + 0,024
E.parviflorum Moench
EPK 9,687 £ 0,048

0.S.H.= Ortalama Standart Hata

Cizelge 4.20. Gallik asit’e ait konsantrasyon ve absorbans ortalama degerleri

X (Gallik asit Y (Absorpsiyonu
konsantrasyonu pg/ml) ortalamasi, n=3)
6,25 0,120
12,5 0,248
25 0,417
50 0,770
100 1,509
1,600 -
y =0,0146x + 0,0464
1,400 - R?=0,9994
1,200 -
1,000 -
0,800 -
0,600 -
0,400 -
0,200 -
0,000 : : : : : :
0 20 40 60 80 100 120

Sekil 4.39. Gallik asit’e ait kalibrasyon egrisi
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Total flavonoit miktar tayini

Echium tlrlerinin kok ve toprak Ustl kisimlarindan hazirlanan etanol ekstrelerinin
toplam flavonoit miktarlari AICIl; kolorimetrik yontemi ile, kersetin esdegeri mg/g

ekstre seklinde asagidaki Cizelge 4.21'de verilmigtir.

Cizelge 4.21. Echium turlerinin kdék ve toprak Ustl kisimlarindan hazirlanan
etanolll ekstrelerin toplam flavonoit miktarlari

Ekstreler Analiz edilen Toplam Flavpnoit Miktarlan
kisim (mg kersetin /g * O.S.H.)
Echium italicum L. Kok 47,11+ 0,010
Toprak Ustu kisim 49,42 £ 0,024
Echium vulgare L. Kok 35,98 £ 0,027
Toprak Ustu kisim 46,43 + 0,032
E.angustifolium Kok 65,35 £ 0,085
Miller. Toprak Gstii kisim 56,12 + 0,009
E.parviflorum Kok 33,11 £ 0,028
Moench Toprak (st kisim 48,03 + 0,058

0O.S.H.= Ortalama Standart Hata

Cizelge 4.22. Kersetinin kalibrasyon ¢ozeltisi ve absorpsiyon dederleri

X (Gallik asit Y (Absorpsiyonu
konsantrasyonu mg/ml) ortalamasi, n=3)
0,0625 0,035
0,125 0,078
0,25 0,160
0,5 0,278
1 0,551
0.6 7 y = 0,5418x + 0,0105
0,5 - R2=0,9983
0,4 -
0,3 -
0,2 -
0,1 -
0 : : : : ‘ :
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2

Sekil 4.40 . Kersetinin standart ¢dzeltisine ait kalibrasyon egrisi
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2.2-Difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH )Serbest radikal siipiiriicii aktivite tayinine ait

bulgular

Tez galismamizda kullanilan 4 Echium tirinden hazirlanan etanolli ekstrelerin 50

pg/ml, 100 pg/ml, 500 ug/ml, 1000 pg/ml konsantrasyonda DPPH serbest radikal

supurucu etkilerine ait bulgular Cizelge 4.23 'te verilmektedir.

Cizelge 4.23. Echium turlerinden hazirlanan etanol ekstrelerin DPPH serbest

radikal supurucu etkileri (% Supuricu etki + Standart Sapma)

No | Turlere ait DPPH Serbest Radikal Supduruci Etki
etanolli (% Supiiriicu etki £ S.S.*)
ekstreler 50 pg/ml 100 pg/mi 500 pg/ml 1000 pg/mi

1 E.italicum 3,18 £ 0,021 13,83+0,017 25.90+0,056 33,44+0,033
herba

2 E.italicum 11,93+0,004 16,49+0,006 57,24+0,014 81,43+0,005
Kok

3 E.vulgare - - 15,71 + 0,007 | 43,36 + 0,366
herba

4 E.vulgare kok | 18,85 +0,022 | 27,02 + 0,059 | 69,99 + 0,008 | 71.2 £ 0,005

5 E.angustifoliu - 5,45+ 0,017 20,41 £ 0,011 | 45,32+0,028
m herba

6 E.angustifoliu | 13,24 +0,005 | 20,87 £ 0,025 | 69,12 + 0,04 75,49 + 0,111
m Kok

7 E.Parviflorum | 2,61 £ 0,012 | 7,41 + 0,002 43,93+ 0,01 68,84 £ 0,034
herba

8 E.parviflorum | 2,75+ 0,011 3,34 + 0,024 30,65 + 0,06 447 + 0,072
kok

Referanslar

9 Kersetin 48,95 +0,017 | 72,97 £ 0,081 | 90,38 £ 0,007 | 92,61 + 0,008

10 | Gallik asit 96,62 +0,003 | 96,29 + 0,006 | 96,68 £ 0,003 | 97,98 + 0,003

*: Standart sapma

-. Aktivite yok

Demir selasyon aktivitesi

4 adet Echium tdrinin toprak Ustu kisim ve kok kisimlarindan hareketle
hazirlanan etanolll ekstrelerin 50 pg/ml, 200 pg/ml ve 500 ug/ml konsantrasyonda

tayin edilen demir iyonu-selasyon etkilerine aitbulgular Cizelge 4.24'te

verilmektedir.
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Cizelge 4.24. Echium turlerinden hazirlanan etanolli ekstrelerin  demir-iyonu
selasyon etkileri (% Selasyon etki £ Standart sapma)

No | Turlere ait etanollii Demir iyonu selasyon Etki
ekstreler (Y%Selasyon etki * S.S.%)
50 ug/ml 200 ug/ml 400 pg/ml
1 E.italicum herba - 5,93 £ 0,044 7,26 £ 0,055
2 E.italicum Kok 20,97 £ 0,02 25,93 + 0,017 32,0 £ 0,059
3 E.vulgare herba 2,62 + 0,027 6,90 + 0,039 17,10 £ 0,041
4 E.vulgare kok 10,48 + 0,03 25,10 +0.059 34,34 + 0,014
5 E.angustifolium herba - 17,52 + 0,039 23,72 £ 0,003
6 E.angustifolium Kok 27,59 + 0,04 34,34 + 0,030 48,69 + 0,040
7 E.Parviflorum herba - 1,24 + 0,029 22,34 £ 0,030
8 E.parviflorum kék 19,45 + 0,05 27,17 £ 0,02 35,72 £ 0,010
Referans
9 konsantrasyon | 20 uM 100 M 200 uM 500 pM 1000 pM
EDTA 8,05+ 0,07 39,59 £0,112 |67,13 +0,016 [97,29 £0,016 |97,98 + 0,006
*: Standart sapma
-: Aktivite yok

4.2.2. Insizyon yara iyilestirici

aktivite deney bulgulari

Tarkiye'de halk arasinda yara iyilestirici amagla kullanilan Echium turlerinden
hazirlanan ekstrelerin ve daha sonra toplanan iki tirin kok ve toprak ustu
kisimlarindan hazirlanan etanolli ekstrelerin insizyon yara modeli Uzerindeki

etkileri asagidaki gizelgelerde sunulmustur.

Cizelge 4.25. Turkiye'de halk

arasinda yara iyilestirici amagla kullanilan bazi

Echium tlrlerinden hazirlanan ekstrelerin gizgisel insizyon yara
modeli Uzerindeki etkisi

Materyal Kullanilan | Doz (mg/g) Yara gerilme (%Yara
kisim kuvveti £ O.S.H. gerilimi)
Baz merhem 5,60 £ 0,66 7.7
Negatif kontrol 5,20 £ 0,83
n-Hekzan 10 6,13+ 0,62 9,46
Klorform 10 8,03+1,84 43,39**
E. italicum L Kok Etanol 10 6,46 + 0,62 15,36
Aseton 10 580+1,11 3,57
Su 10 7,56 £ 0,82 24.11
n-Hekzan 10 7,86+ 1,61 40,35**2
E.vulgare L Kok Klorform 10 7,13+ 0,81 27,32
' Etanol 10 6,62+ 0,73 18,21
Aseton 10 6,15+ 0,89 9,82
Su 10 573+1,0 2,32
Madecassol® 7,68 £ 0,57 37,14*

*:p<0,05 *:p<0,01; ***:p<0,001; O.S.H: Ortalama Standart Hata
Ylzde yara gerilimi: Baz merhem sonuglari negatif kontrol grubuyla; Ekstre ve referans
merhem gruplari baz merhem grubuyla karsilastirilarak degerlendirildi.
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Cizelge 4.26. Turkiye'de yetisen 4 Echium tuarinin kok ve toprak ustu
kisimlarindan hazirlanan etanolli ekstrelerin gizgisel insizyon
yara modeli Uzerindeki etkisi

Materyal Kullanilan DO/Z Yara gerilme (%Yara

kisim (MY/9) | kuvveti + 0.S.H. | gerilimi)
Baz merhem 5,27 £ 0,35 8,44

Negatif kontrol 4,86 +0,71 -

E italicum L. Ké’)k__ _ 10 7,24 +1,74 37,38**
Toprak Ustl 10 5,69 + 0,94 7,97

E.vulgareL. K('jk" _ 10 7,43 +0,28 40,97**
Toprak Ustu 10 5,70 £ 0,23 8,16

E.angustifolium Kok 10 7,13 £ 0,67 35,29**
Miller Toprak Ustu 10 5,77 £ 0,20 9,49
E.parviflorum Kok 10 5,59 £ 0,96 6,07
Moench Toprak Ustu 10 5,63 £ 0,68 6,83

Madecassol® 7,68 £ 0,57 45,73**

*:p<0,05 *:p<0,01; **:p<0,001; O.S.H: Ortalama Standart Hata
Yuzde yara gerilimi: Baz merhem sonuglari negatif kontrol grubuyla; Ekstre ve referans
merhem gruplari baz merhem grubuyla karsilastirilarak degerlendirildi.

Cizelge 4.27. E.italicum L. kdk kloroform ekstresinden elde edilen fraksiyonlarin

cizgisel insizyon yara modeli Uzerindeki etkisi

Materyal Fraksiyon (n[])O/Z ) Yara gerilme (%Yara
numaralari 9’9 kuvveti # O.S.H. | gerilimi)
Baz merhem 5,60 + 0,66 7,69
Negatif kontrol 5,20 £ 0,83
8-18 10 6,01 £0,52 7,32
E. italicum L 19-27 10 6,85 +£0,99 22.32
Kok 30-70 10 8,30 +1,40 48,21**
98-144 10 7,09 £0,43 26,61
145-167 10 7,25 0,95 29,46
Madecassol® 7,68 + 0,57 37,14*

*:p<0,05 *:p<0,01; **:p<0,001; O.S.H: Ortalama Standart Hata
Yuzde yara gerilimi: Baz merhem sonuglari negatif kontrol grubuyla; Fraksiyon ve

referans merhem gruplari baz merhem grubuyla kargilastirilarak degerlendirildi.




Cizelge 4.28. E. italicum L. kok kloroform ekstresinden elde edilen bilesiklerin

cizgisel insizyon yara modeli Uzerindeki etkisi

Materyal Doz (mg/qg) Yara gerilme (%Yara
Kuvveti £ O.S.H. Gerilimi)

Baz merhem 6,54 + 1.86 6,17
Negatif kontrol 6,16 + 0,83 -
Asetil sikonin 5 8,41+1,31 28,59*
Deoksi sikonin 5 8,03 1,22 22,78*
_2—metll—n—b_ut|rll_ sikonin — 5 8.56 + 1,01 30,89**
izovaleril sikonin
Madecassol® 9,01 £1,02 37,76***

*:p<0,05; **:p<0,01; **:p<0,001; O.S.H: Ortalama Standart Hata

Ylzde yara gerilimi: Baz merhem sonucu negatif kontrol grubuyla; Bilesik ve referans
merhem gruplari baz merhem grubuyla karsilastirilarak dederlendirildi.

5.2.3. Hidroksiprolin miktar tayinine ait bulgular

Cizelge 4.29. E.italicum L. kdk ve E.vulgare L. kok ekstreleri, E.italicum L. kdk
kloroform ekstresinden elde edilen fraksiyonlar ve saf maddelerden
hazirlanan merhemlerle tedavi edilen dokulardaki hidroksiprolin

miktarlari
Materyal Ekstre adi veya Hidroksiprolin (ug/mg) *
fraksiyon S.Sapma
Baz merhem 16,14 £ 0,06
Negatif kontrol 14,10 £ 0,05
n-Hekzan 19,01 £ 0,03
- . Kloroform 47,91 £ 0,07***
E. italicum L Kok Etanol 2546 £ 0.11
Aseton 22,45 + 0,05
Su 29,54 + 0,04*
n-Hekzan 24,57 + 0,03
Kloroform 32,72 £ 0,01**
E.vulgare L.kok Etanol 10,37 £ 0,01
Aseton 12,00 + 0,02
Su 15,97 + 0,03
8-18 15,83 £ 0,01
. . 19-27 15,19 £ 0,023
y 98-144 23,74 £ 0,08
145-167 28,58 + 0,02
Asetil sikonin 29,81 £ 0,09*
Deoksi sikonin 35,19 £ 0,07**
2'-me§|I-n-but|r|I sikonin + izovaleril 32,69 * 0,15%
sikonin
Madecassol® | | 48,42 £ 0,04*+*

*:p<0,05 **:p<0,01; **:p<0,001; S.S: Standart Sapma
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Cizelge 4.30. 4 Echium turinun kok ve toprak ustl kisimlarindan elde edilen
etanolli ekstrelerden hazirlanan merhemlerle tedavi edilen
dokulardaki hidroksiprolin miktarlar

Materyal Kullanilan Hidroksiprolin (ng/mg) *
kisim S.Sapma
Baz merhem 16,51 £ 0,03
Negatif kontrol 14,21 £ 0,02
o Kok 28,55 + 0,007*
E. italicum L. Toprak Gistd 19,39 £ 0,024
Kok 27,48 + 0,043*
E.vulgareL. Toprak Gist 18,86 £ 0,025
o . Kok 49,78 £ 0,050***
E.angustifolium Miller Toprak Gsti 1021 £ 0,013
. Kok 16,12 + 0,009
E.parviflorum Moench Toprak Gsti 10,06 £ 0,016
Madecassol® 29,13 £ 0,040*

*:p<0,05;*:p<0,01; **:p<0,001; S.S: Standart Sapma

4.2.4. Histopatolojik analizlere ait bulgular

Kontrol grubuna ait farelerin dokularinda herhangi bir histopatolojik degisiklige
rastlanmadi (Resim 4.1). Deney gruplarina ait deri kesitleri incelendiginde, bir
bdlgede dermiste cogunlugunu fibroblastlarin olusturdugu, fibrositler ve kolajen
demetlerin de yer aldigi bag doku proliferasyonlari dikkati ¢cektedir. Bu alanlara
lenfosit, makrofaj ve plazma hucrelerinden olusan hucre infiltrasyonlari ve
damarlasmalar eslik etmektedir (Resim 4.2-4.4). Kontrol ve deney gruplarina ait
karacigerlerde toksikolojik yonden bakildiginda, herhangi bir histopatolojik

degisiklige rastlanmamistir (Resim 4.5).
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Resim 4.2. Asetilsikonin grubuna ait histolojik gérunti
a) Bag doku proliferasyonu ve mononuklear hicre infiltrasyonu sonu
olusan histolojik goéruntu (yildiz), b) Fibroblast, fibrosit ve kolajen
demetler (siyah ok). Lenfosit, makrofaj ve plazma hicrelerinden
olusan infiltrasyon (ok basi). Kapillar damarlar (beyaz ok).

Resim 4.3. Deoksigionin grubuna ait histolojik goruntu;
a) Bag doku proliferasyonu ve mononuklear hicre infiltrasyonu sonu
olusan histolojik goérunta (yildiz), b) Fibroblast, fibrosit ve kolajen
demetler (siyah ok). Lenfosit, makrofaj ve plazma hicrelerinden
olusan infiltrasyon (ok basl). Kapillar damarlar (beyaz ok).
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Resim 4.4. 2-metil-n-butirilsikonin ve izovalerilgikonin grubuna ait histolojik
goérintl; a) Bag doku proliferasyonu ve mononuklear hicre
infiltrasyonu sonu olusan histolojik goruntu (yildiz), b) Fibroblast,
fibrosit ve kolajen demetler (siyah ok). Lenfosit, makrofaj ve plazma
hlcrelerinden olusan infiltrasyon (ok basi). Kapillar damarlar (beyaz
ok).

Resim 4.5. Deney grubu karacigerine ait histolojik gérunta.
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5. TARTISMA

Bitkisel ekstraktlar ylzyillardir yara iyilesmesinde kullaniimakta olup, ginimuizde

de bu durum gecerliligini korumaktadir.

Akut yaralar normalde 8 hafta icinde iyilesirken, Kronik yaralarin iyilesmesi
imkansizdir, ya sik sik tekrarlar ya da uzun bir zaman gerektirir[203]. Kronik
yaralar engelilik ve artmis mortalitelerin 6nemli nedenlerinden biridir. Bunun
disinda kronik vyaralar enfeksiyon, uzuv kesilmesi veya depresyona yol
acabilir[204]. Istatistiklere goére yilda yedi milyon insan kronik yaralardan
etkilenir[205]. ABD'de, kronik yara tedavisi i¢in yillik harcamanin yaklasik
20,000,000,000 Dolar oldugu tespit edilmistir[206].

Dunyada ve ulkemizde yaygin olarak yetigsen Echium turleri, bir ¢ok uygarlik
tarafindan, koruyucu ve tedavi edici amagcla kullaniimaktadir. Bu dogrultuda,
Echium cinsi Uzerinde vyapilan c¢alismalar belli bagh tirler Gzerinde
yogunlagsmaktadir. Turkiye’de ise dogal olarak yetisen turler Uzerinde yapilan
calismalarin azhdi dikkat c¢ekmektedir. Turkiye'de yetisen 9 tlrden bazilar
Uzerinde hi¢ bir gcalismaya rastlanmamistir. Calisma materyallerimiz olan E.
italicum L. ve E. vulgare L. Uzerinde kisith sayida c¢alisma bulunurken, E.
angustifolium Miller, E. parviflorum Moench Uzerinde hi¢ bir c¢alismaya
rastanmamistir. Ulkemizde yetisen bu tirlere ait bilimsel verilerin bizim

tarafimizdan ortaya konulmasi galismalarimiza orijinal 6zellik kazandirmigtir.

Echium turlerinin koklerinin halk arasindaki kullanimindan yola ¢ikarak, E. italicum
L. ve E. vulgare L. koklerinden hazirlanan n-hekzan, kloroform, aseton, etanol ve
su ekstrelerinin yara iyilestirici aktivitesinin olup olmadigini belirlemek amaciyla in
vivo vyara iyilegtirici aktivite yontemlerinden ¢izgisel insizyon yara modeli
kullaniimigtir. Cizgisel insizyon modeli deride kolajen olusumu ve buna bagh

olarak deri saglamliginin artmasiyla ilgili Sneml bilgi vermektedir.

Calismamizda yara iyilestirici aktivitesi yuksek ¢ikan kloroform ve su ekstresinden,
halk arasindaki kullanimi g6z o©ninde bulundurularak “Biyolojik Aktivite

Yonlendirmeli Fraksiyonlama ve izolasyon” c¢alismalari kloroform ekstresi
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Uzerinden yurGtilmastir. E.italicum kok kloroform ekstresi silika jel kolon
kromatografisi kullanarak fraksiyonlara ayrilmistir ve Fr. 30-70 fraksiyon aktif
bulunmustur. Aktif bulunan fraksiyonlar Gzerinde silika jel kromatografisi
kullanilarak izolasyon ve saflastirma sonucunda 4 bilesik izole edilmigtir. Bu
bilesiklerin kimyasal yapisini aydinlatmak amaciyla kullanilann spektroskopik
yéntemlerinden *H-NMR, *C-NMR ve LC-MS’a ait spektrumlar sekil 4.9-4.18'de

verilmigtir.

izolasyon cgalismalari sonucunda; E.italicum kéklerinden kloroform ekstraksiyon
sonras! elde edilen ekstrenin kolon kromatografisine uygulanmasi ile eldeedilen
fraksiyonlardan, 2-metil-n-butirillsikonin + izovalerilsikoinin (M1+M2), Asetilsikonin
(M3) ve Deoksisikonin(M4) bilesigi izole edilmistir. Bu bilesiiklerin yapisispektral
yontemlerle aydinlatiimistir.  E.italicum bitkisinden 2009 yilinda yapilan

bircalismada 9 sikonin ve gikonin turevi bilesigin izole edildigi yayimlanmistir[23].

Sikonin ilk defa Marima ve arkadaglari tarafindan 1922 yilinda asetat esteri
seklinde izole edilmis ve 1936 yilinda Bruckman tarafindan yapisi aydinlatiimistir.
Yapilan literatur taramalarinda, sikonin turevi bilesikler Uzerinde yapilan birgok
biyolojik aktivite galismalarina raslanmistir. Sikonin ve sikonin turevi bilesikler yara
iyilestirici, antibakteriyel, anti-enflamatuvar, antiviral, analjezik, immunostimulator,
anjiyostatik, radikal supurucu ve anti-trombotik gibi genis spektrumlu biyolojik
aktiviteye sahip bilesikler olduklari icin, yakin zamanda arastirmacilar tarafindan
cok ilgi gérmustir. Sikonin turevi bilesikleri iceren preparatlar sadece tibbi amagla
degil, ayni zamanda bazi asya Ulkelerinde gunimuzde kozmetikte ve boya

sanayinde kullaniimaktadir[207].

Xiong Wen ve arkadaslarinin yaptigi calismada, asetilsikonin’in A549, Bel-7402,
MCF-7 ve LLC kanser hicre hatlari Gzerinde sirasiyla IC50 5,6 pug/ml, 6,82 pug/ml,
3,04 pg/ml ve 2,72 ug/ml dozlarinda sitotoksik etki gosterdigi, LLC transplante
edilmis C57BL/6 farelerde ise 2 mg/kg dozunda timor buyimelerine karsi %42.85
inhibisyon gosterdigi saptanmistir[208]. Yapilan diger bir galismada sikonin turevi
olan SYUNZ-7 bilesigin antitimor aktivitesi in vitro olarak GLC-82, CNE2, KB,
MGC-803, Hep G2 kanser hicre hatlarida ve in vivo olarak EAC ksenograft

farelerde belirgin antitimor aktivite gosterdigi ve bu etkinin hicre olimunin
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indiklenmesi, hucre siklusunun bloke edilmesi ve tumor hucrelerinde
anjiyogenezisin inhibe edilmesi gibi mekanizmalara bagli olarak ortaya ciktigi ileri
surtlmasttr[209]. Yapilan diger bir g¢alismada, 2-metil n-butiril sikonin (MBS)
bilesignin SGC-7901 mide kanser hiicre hatti GUzerindeki etkisi arastirilmis ve bu
bilesigin kanser hucresinin proliferasyonunu engelledigi ve apoptozise yol agtigi
saptanmig ve bunun Mitokondriyel apoptozis yolagi, ERK1/2 sinyal yolagi ve JNK

sinyal yolaginin da bu sureg icerisine katildigi saptanmistir[210].

Papageorgiou ve grup arkadaslari 10 yil agkin suredir sikonin ve sikonin tlrevleri
Uzerinde yogun calismalar yapmis ve blyuk neticeler elde etmistir.yaptiklari
calismada, sikonin ile muamele edilen grupta yaranin 5. ginude anjiyogenezin
kontrol grubuna gore belirgin derecede artis oldugu ve histolojik incelemelerde de
ayni sonuglar goézlemlemislerdir[211]. Diger bir calismada, insanlar igin kullanilan
alkanin/sikonin  bazli merhemlerin kdpeklerde olusturulan vyara Uzerine
uygulandiginda, laktatli ringer ¢ozeltisi uygulanan kontrol grubuna goére, deney
sonunda her iki grupta yara blyukliginde fark gézlenmezken, sikonin igceren
merhem uygulanmis grupta, kolajen dretimi, doku perflizyonu, anjiyogenezis ve
epitelyal yogunlugun kontrol grubuna goére bulyuk Olgcide yuksek oldugu

gozlemlenmigtir[212].

Sikonin, asetil sikonin ve [,B-dimetil akrilsikonin gibi sikonin tlrevi bilegikler
Uzerinde yapilan antienflamatuvar aktivite ¢alismalarinda, bu tur bilesiklerin in vivo
ve in vitro olarak antienlamatuvar etki gosterdigi ve bu etkinin kapiler
permeabilitenin azalmasi, 6dem olusmasi ve |6kositlerin inhibe edilmesi, in vitro
deneylerde ise 0,39-21,4 uyM konsantrasyonlarda, nétrofil solunumunun
engellenmesi, reaktif oksijen sistemine katilarak antioksidan etki gosterme gibi

mekanizmalarla etki gosterdigi saptanmistir[213-216].

Koklerden hazirlanan ekstreler gizgisel insizyon yara modelinde E.italicum L.
kloroform ve su ekstrelerinin sirasiyla %43,39 ve %24,11, E.vulgare L.
ekstrelerinden n-Hekzan ekstresinin %40,35 oraninda yara gerilim kuvvetini
arttirdig1 tespit edilmistir (Bkz. Cizelge 4.25). E.italicum kdk kloroform ekstrenin
kolon kromatografisine uygulanmasi ile elde edilen fraksiyonlar Uzerinde ayni yara

iyilestirici aktivite modeli kullanilarak degerlendirilmigitir. Cizgisel insizyon yara
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modelinde Fr. 30-70’in %48,21 oraninda yara gerilim kuvvetini arttirdigi tespit
edilmistir (Bkz. Cizelge 4.27). Sonraki sene topladigimiz iki tur ilave olarak toplam
4 Echium turinun kok ve toprak Ustu kisimlarindan hazirlanan etanollu ekstreler
Uzerinde cizgisel insizyon yara modeli kullanilarak degerlendirildiginde, E.italicum
L; E.vulgare L., E.angustifolium Miller kok etanol ekstrelerinin sirasiyla %37.38,
%40.97, %35.29 oraninda yara gerilim kuvvetini arttirdigi tespit edilmistir (Bkz.
Cizelge 4.26). E.italicum kok kloroform ekstresinden elde edilen fraksiyonlarda
aktif bulunan Fr. 30-70’i izole etme sonucunda saflastirlan maddelerden
asetilsikonin, deoksigikonin ve 2-metil-n-butirilsikonin, izovalerilsikoninler Uzerinde
yapilan cizgisel insizyon yara deneyinde, sirasiyla %28,59, %22,78 ve %30,89
oraninda yara gerilim kuvvetini arttirdigi tespit edilmistir (Bkz. Cizelge 4.28).

Hidroksiprolin, memelilerde elastin ve kolajende bulunan bir proteinojenik olmayan
amino asittir. Bu amino asit 6zellikle kolajenin U¢lu sarmal yapisinda bulunur ve bu
ucli heliks yapinin stabilitesini arttirmada 6nemli rol oynar. Hidroksiprolin, belirli bir
prolin kalintisindan enzim prolilhidroksilaz yardimiyla post-translasyonel olarak
olusur. Kolajen bag doku hidrolizati olan hidroksiprolin kolajen miktarina dogrudan
bir 6lgclsu olarak kullanilabilir. E. italicum L. kok kloroform ekstresi ve E. vulgare L.
Fr. 30-78 ve 4 tirun kok etanolli ekstrelerinden E. italicum L., E. vulgare L. ve
E.angustifolium Miller ekstrelerinden hazirlanan merhemle tedavi edilen hayvan
dokularinin hidroksiprolin miktari anlamli derecede arttigi gézlemlenmistir (Cizelge
4.29, 4.30).

Yara iyilesmesinin duzeyinin belirlenmesinde en onemli OlgUtlerden birisi de
yaradokusu Uzerinde vyapilan histopatolojik arastirmalardir. Histopatolojik
incelemelerde, kontrol ve negatif kontrol gruplarinin derisinde higbir degisiklik
gozlenmezken, deney gruplarinda rastlanan fibroblast, fibrosit, kolajen
demetlerden olusan bag doku proliferasyonlari; lenfosit, makrofaj, plazma
hdcrelerinin olusturdugu hucre infiltrasyonlari ve kapillar damarlagsma iyilesmenin
oldugunu gostermektedir (Bkz. Resim 4.1-4.4) [217].

Antioksidan etkili bilesikler lipit peroksidasyonu inhibe etmek suretiyle hucre
hasarini engelleyerek vyara Iiyilestirici aktiviteye katki sagamaktadir. Yapilan

literatur calismalarinda da Echium tirlerinin antioksidan aktivite gosteren fenolik
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bilesikler ve flavonoitler igerdigi tespit edilmistir. Bu amagla c¢alismamizda
antioksidan aktiviteyi belirlemek amaciyla, DPPH serbest radikal supurucu
aktivitesi, demir iyonu selasyon aktivitesi, total fenol miktar tayini ve total flavonoit
miktar tayini gibi yontemler kullaniimigtir. Bu deneylere ait bulgular Cizelge 4.19,
4.21, 4.23, 4.24°te verilmistir.

Echium turlerinde yapilan biyolojik aktivite calismalari bu turlerin antioksidan,
antimikrobiyal, antipoliferatif, anti-enflamatuvar, antidepresan ve anksiyeteye karsi
etkili olduklar tespit edilmigtir. Niciforovi¢, N ve arkadaslari tarafindan yapilan bir
calismada, E. rubrum ve E. vulgare toprak Ustlu kisinlarindan hazirlanan metanol
ekstresinin ylksek miktrada flavonoit icerdigi ve gugllu hidroksil radikal supuruci
ve demir iyonu selasyon yapici 6zelligi gosterdigi saptanmistir[94]. E. amoenum
Fisch. & C.A. Mey metanol ve kloroform ekstrelerinin etiimetansilfonat’a karsi
antimutajenik aktivitesi incelenmis ve her iki ekstrenin antimutajenik aktiviteye
sahip olduklari tespit edilmistir[96]. E. amoenum c¢igeginin sulu ekstresinin
antidepresyon c¢ift kér randomize klinik calismasinda, plasebo’ya gore belirgin
seviyede hafiften orta dereceye kadar olan depresyonun semptomlarini hafiflettigi
tespit etmistir[100]. Ayni tar Gzerinda yapilan diger bir calismada ise, E. amoenum
sulu ekstreleri klinik olarak 44 hastada obsesif konvulsif bozukluk Uzerindeki etkisi

arastirnlmis, semptomlarinin belirgin derecede azaldigi gozlenmistir[101].

Echium tarleri Gzerinde yapilan fitokimyasal ¢alismalar bu tarlerin sikonin tlrevi
bilesikler, sabit yadlar, ugucu yaglar, pirolizidin alkaloitleri, flavonoitler, fenolik
bilesikler, amino asitler ve steroidal bilesikleri icerdigi tespit edilmistir. Echium
tirleri Boraginaceae familyasindaki bir cins olarak sikonin tlrevi bilesikler,

pirolizidin alkaloitleri ve yag asitleri icermesi bakimindan dikkat ¢ekicidir.

E. italicum L., E. vulgare L. ve E. angustifolium Miller kdklerinde bulunan etkiden
sorumlu olan major sikonin turevi bilegiklerin kantitatifolarak tayin etmek amaciyla
YBSK yontemi kullaniimistir. Bu 4 taksondaki sikonin ve sikonin tlrevlerinin analiz
sonuglari Cizelge 5.18'de verilmigtir. Yapilan literatir arastirmasinda, E. itlaicum
turinden 9 adet sikonin turevi izole edilmesine ve diger bir¢ok ¢alismalarda diger
cins bitkilerden izole edilen sikonin tlrevi bilesiklerin yara iyilegtirici aktivite

gosterdigi rapor edilmigtir. Fakat Echium turleri Gzerinde yapilan bu tur ¢caligsmaya
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rastlanmamistir. Bu bakimdan bizim g¢alismamiz ilk olarak Echium tlrlerinin halk

arasindaki kullanimini bilimsel yonden desteklemektedir.

Bu c¢alismada, izolasyon ve saflastirma sonucu sikonin tlrevi bilesiklerden
asetilsikonin, deoksisikonin ve 2-metil n- butirilsikonin+izovalerilsikonin izole
edilmistir. Bu sonug¢ yara iyilestirici aktiviteden sorumlu bilegiklerin sikonin turevi

bilesikler oldugunu dogrulamaktadir.
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6. SONUG VE ONERILER

Boraginaceae familyasinda yer alan Echium tirleri 42 tlrle dinyanin her yerinde

dagiimis olmakla beraber avrupa’da yogun bulunmaktadir.

Echium tdarleri Turkiye ve dunyada onemli bitkiler olarak kullaniimasina ve
Uzerinde bazi biyolojik aktivite ¢calismalari ve fitokimyasal ¢alismalari yapilmasina
karsin, Turkiye’de yetisen E. angustifolium ve E. italicum turleri Gzerinde higbir
¢alismaya rastlanmamistir. Bu arastirma uUlkemizde yetisen bazi Echium tirleri
Uzerindeki yara iyilestirici ve antioksidan aktivitesi acisindan ilk ve tek calisma

niteligi tagimaktadir.

Bu arastirma sonucunda, E. italicum L. kdk kloroform ekstresinden BAYF
yontemine gore yara iyilestirici aktivitesi bulunan 4 sikonin turevi bilegik izole
edilmistir ve  YBSK yontemi kullanarak izole edilen sikonin tlrevi bilesiklerin
Tarkiye'de dogal yetisen 4 Echium tlrinin koklerinden hazirlanan etanol
ekstresindeki miktar tayini analizi yapilmistir. Bu ¢alisma kapsaminda, halk ilaci
olarak kullanilan E. italicum L., E. angustifolium Miller, E. vulgare L. ve E.
parviflorum Moench koklerinin etanolli ve kloroform ekstreleri Uzerinde
gerceklestirilen yara iyilestirici ve antioksidan aktivite deneyleri sonucunda elde
edilen veriler bu tur bitkilerin halk arasindaki geleneksel kullanimini bilimsel
yonden desteklemektedir. Yine literatlir galismalarinda s6z konusu izole edilen
bilesiklerin genis spektrumlu biyolojik aktivite gostermesi, ¢alismamizda bulunan

biyolojik aktiviteden sorumlu bilesikler oldugunu dogrulamaktadir.

Echium turlerinden elde edilen ekstrelerin ve izole edilen bilegsiklerin sitotoksisite
aktivite calismalari da yapilmaktadir. Bu dogrultuda 6nUimuizdeki asamada,
Tarkiye'de yetisen ve Uzerinde c¢alisma bulunmayan turler oncelikli olarak ele

alinarak, farmakognozik agidan incelemeye devam edilecektir.

Bu calisma sonucu elde edilen verilere dayanarak, ulkemizde dogal yetisen bu tur

bitkilerin etkiden sorumlu etken mmaddelerin izolasyon c¢aligmalarinda kaynak
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olarak kullanilabilecekleri ve piyasada bulunan yara iyilestirici aktiviteye sahip

ilaclara alternatif ilag olarak piyasaya surulebilecekleri dngorulmektedir.
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