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OZET
HYPERICUM THYMOPSIS BOISS. (HYPERICACEAE) UZERINDE
FITOKIMYASAL VE BiYOAKTIVITE CALISMALARI
Benan OKYAY
Farmakognozi Anabilim Dali
Anadolu Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, Temmuz 2020
Danigman: Prof. Dr. Nilgiin OZTURK

Bu calismada, Sivas-Kangal-Giiriin yakinindan toplanan endemik Hypericum
thymopsis Boiss’in (Hypericaeae) toprak tistii kisimlarindan hazirlanan farkli polaritedeki
ekstrelerin ve infiizyonun toplam fenolik madde ve toplam flavonoid igerikleri
spektrofotometrik metotla, hiperisin, psddohiperisin ve ayrica fenolik asitlerinin
miktarlart ters-faz YBSK- DAD ile belirlenmistir. Ayrica, ekstrelerin antioksidan
aktivitesi DPPHe serbest radikal siipiiriicti etki, ABTS katyon radikali siiptiriicii etki,
metal selatlama ve rediikleyici gii¢ tayinleri ile, asetilkolinesteraz ve butirilkolinesteraz
enzim inhibisyonu aktivite tayinleri ile, antimikrobiyal aktivite tayini broth diliisyon
yontemi ile; sitotoksitite caligmalar ise Caco-2 kolon kanseri ve 3T3 hiicre hatlarinda
gerceklestirilmistir. Sonuglar Hypericum perforatum L. sonuglari ile karsilastirilmistir.

YBSK ile H. thymopsis’in, H. perforatum’a kiyasla daha az miktarda hiperisin ve
psodohiperisin;, GK-KS/AID teknigi ile baglica a-pinen, [B-pinen, limonen gibi
monoterpenler igerdigi tespit edilmistir. En yiiksek toplam fenolik madde ve toplam
flavonoid miktarina sahip etil asetat ekstreleri, c¢alisilan diger ekstrelerle
karsilagtirildiginda, yliksek AChE enzim inhibisyonu, etil asetat ve %70 metanol ekstresi
yiiksek metal selatlayici; %70 etanollii ekstresi yiiksek serbest radikal siiptiriicii etki,
metanol ekstresi ve infiizyonu yiiksek rediikleyici gii¢; sulu ekstresi yiiksek ABTS radikal
katyon renksizlestirici etki gosterdigi goriilmiistiir. Ayrica etil asetat ve metanol ekstreleri
calisilan tiim suglara kars1 diger ekstrelerden daha iyi aktivite gosterirken kloramfenikole
gore belirgin antibakteriyel, Candida suslarina karsida yine belirgin antifungal aktivite
gostermistir.

Ulkemiz endemik tiirlerinden biri olan H. thymopsis’in psddohiperisin igerigi ile
anti-alzheimer, sitotoksik, antifungal ve antibakteriyel aktiviteleri ilk kez bu ¢aligmada
sunulmustur.

Anahtar soézciikler: Hypericum thymopsis Boiss., Antioksidan, Anti-alzheimer,

Sitotoksisite, Naftadiantronlar.



ABSTRACT
PHYTOCHEMICAL AND BIOACTIVITY STUDIES ON HYPERICUM

THYMOPSIS BOISS. (HYPERICACEAE)
Benan OKYAY
Department of Pharmacognosy
Anadolu University, Graduate School of Health Sciences, July 2020
Supervisor: Prof. Dr. Nilgiin OZTURK

In this study, it was determined the amounts of hypericin, pseudohypericin and also
phenolic acids by reversed- phase HPLC-DAD, the total phenolic and total flavonoid
contents by the spectrophotometric method, of the different polarity extracts and infusions
prepared from the aboveground parts of the endemic Hypericum thymopsis Boiss
(Hypericaeae) collected near Sivas-Kangal-Giiriin. In addition, it were carried out the
antioxidant activity of extracts by DPPHe free radical scavenging effect, ABTS cation
radical scavenging effect, metal chelation and reductive power determinations anti-
alzheimer activities by acetylcholinesterase and butyrylcholinesterase enzyme inhibition
activity determinations; antimicrobial activity by broth dilution method, cytotoxicity
studies on Caco2 and 3T3 cell lines. The results were compared with Hypericum
perforatum L. results.

It has been determined that H. thymopsis contain less amount of hypericin and
pseudohypericin compared to H. perforatum by the HPLC; volatile terpenes, a-pinene, 3-
pinene and limonene by the GC-MS/FID technique. Ethyl acetate extracts with the
highest total phenolic substance and total flavonoid amount, compared to other extracts
studied, while showing high AChE enzyme inhibition, ethyl acetate and %70 methanol
extract; %70 ethanol extract high free radical scavenging effect; methanol extract and
infusion high reduction power; the aqueous extract has been shown to have high ABTS
radical cation decolorizing effect. In addition, while ethyl acetate and methanol extracts
showed better activity against all strains studied than other extracts, it showed significant
antibacterial activity compared to chloramphenicol and significant antifungal activity
against Candida strains. Pseudohypericin content and anti-alzheimer, cytotoxic,
antifungal and antibacterial activities of H. thymopsis, one of the endemic species of our
country, were presented for the first time in this study.

Keywords: Hypericum thymopsis Boiss., Antioxidant, Anti-alzheimer, Cytotoxicity,

Naftadiantrons.
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1. GIRIS VE AMAC

Bitkilerin tedavide kullanimlari insanlik tarihi kadar eskidir. {lk ¢aglardan kalan
arkeolojik bulgulara gore insanlar, besin elde etmek, saglik sorunlarini gidermek, saglikli
yasayabilmek i¢in deneme yanilma yoluyla edinilmis ve uzun bir zaman siireci sonucunda
nesilden nesile aktarilarak siiregelmis bilgilerle bitkilerin tedavi edici giiclinden
yararlanmiglardir.

1850’lerin ikinci yarisindan itibaren kimya biliminin geligsmesi, tibbi tedavide yeni
boyutlarin ortaya ¢ikmasina sebep olmustur. Sanayi devrimi, ila¢ sektoriiniin gelismesine,
ilaclarin mahiyetinin ve bitkisel ilaglarin tedavideki yerinin degismesine, 6zellikle 1990’11
yillardan sonra, tibbi ve aromatik bitkilerin yeni kullanim alanlarinin bulunmasi, dogal
iriinlere olan talebin artmasi; bu bitkilerin kullanim hacmini her gegen giin arttirmistir
(Faydaoglu ve Siiriictioglu, 2011). Bu donemde WHO, modern tibba destek olacak
sekilde, gelismekte olan iilkelerde bitkisel ve geleneksel tedavi ydntemlerinin
kullaniminin yayginlagsmasi ve standardizasyonu i¢in ¢esitli ¢alismalar baglatmistir.
1981-2006 arasinda yeni gelistirilen ilaglarin kdkenlerine bakildiginda %32’sinin dogal
ya da yar1 sentetik oldugu, %17’sinin de sadece dogal {iriinler esas alinarak gelistirildigi
goriilmektedir. Bu durum, yeni gelistirilen ilaglarin neredeyse yarisinda dogal
kaynaklarin baz alindigin1 géstermektedir (Harvey, 2008).

Zengin bitki ¢esitliligine sahip olan iilkemizde bitkilerin etnobotanik kullanimlar1
cok eski tarihlere dayanmaktadir. Cukurova bolgesinde yasamis olan Dioscorides
tarafindan 1. ylizyilda yazilan “De Materia Medica” adl1 eserde 500 kadar tibbi bitkinin
tarifi verilmekte ve tedavi 6zellikleri anlatilmaktadir. Bu kitap Anadolu tibbi bitkileri ile
ilgili yazilmig o doneme ait en 6nemli kaynaktir. Tiirkiye’de bitkiler halk arasinda gida,
sifa, yakacak, hayvansal yem, el sanatlar1 gibi temel kullanim alanlarina sahiptir (Baytop,
1999).

Geleneksel tedavi yontemlerinde ampirik olarak kullanilan bitkilerin, glinlimiizde
teknolojik sartlarin ve bilimsel analiz imkanlarinin gelismesiyle, lizerlerinde arastirmalar
yapilarak etken madde igeriklerinin ve biyolojik aktivitelerinin tespit edilebilmesi olanag:
dogmus, ayrica bu ¢aligmalarla bitkilerden elde edilen ekstrelerin etkinligi, kalitesi ve
giivenilirligi ile ilgili bilgilere ulasmak miimkiin olmustur. Farmakopelerde yayimlanan
ayrintili bilgilerden ve teknolojik ilerlemelerden faydalanarak belirli bir endikasyona
sahip olan bitkilerin etkili kisimlari, belirli bir farmasdtik formda ve dozajda

ambalajlanarak eczanelerde receteli veya recetesiz olarak satilabilmeleri de miimkiindiir.
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Ancak standardize edilmis farmasotik formlar halinde kullanima sunulan bitkisel
kaynakli tibbi miistahzarlarin igerik ve etkinliklerinin bilimsel olarak kanitlanmig olmasi,
doz-etki iliskilerinin tespit edilmis olmasi ve konvansiyonel ilaglarla olan etkilesimlerinin
belirlenmis olmasi gereklidir (Selguk ve Eyisan, 2012). Bunun i¢in de bitkisel ilaglarla
ilgili, doz, standardizasyon, etken madde miktari, kalite gibi konularda sorun
yasanmamast gerekmektedir. Son yillarda gerek bu sorunlarin giderilmesi gerekse de
bitkisel kaynakli ilaclarin igerikleri ve viicuttaki etkileri ile ilgili bir¢ok deneysel ve analiz
caligmalar1 yapilmaktadir (Selguk ve Eyisan, 2012).

Tiirkiye, zengin bitki igerigi ile olduk¢a fazla endemik tiire sahip bir iilkedir. Bu
bitki zenginliginin sebepleri arasinda iklim, topografik yapi, jeolojik ve jeomorfolojik
ozellikler, ii¢ kitanin ve ii¢ farkli bitki cografyasmin (Avrupa-Sibirya, iran-Turan ve
Akdeniz bitki cografyasi bolgeleri) kesistigi yerde bulunmasi sayilabilir (Yaylact, 2013).

Ancak dogadaki bitkisel kaynaklar agir1 kullanim, asir1 otlatma, tarla agmalar, hava
ve su kirliligi; iklimsel degisiklikler gibi pek ¢ok nedenlerle kaybolmaktadir. Bitkiler
dogal ortamlarinda azalmakta, uyum yetenekleri degisiklige ugramakta, bu da endemik
tiirler i¢in tehlike olusturmaktadir.

Diinyada ve Tiirkiye’de tibbi amagli olarak kullanilan bitkilerin en 6nemlileri
arasinda yer alan Hypericum tiirleri Antarktika disinda diinyanin her kitasinda 6zellikle
kuzey yarimkiirede yayilis gostermektedir. Hypericum L. (Hypericaceae) cinsinin
diinyada 500’den fazla, ilkemizde 49’u endemik, 119 tiirii bulunmaktadir (http-1). Diinya
genelinde ve Anglo-Sakson halk tibbinda “St. John’s Wort”, {ilkemizde ise “sar1 kantaron,
binbirdelik otu, kanotu, kiligotu, mayasilotu, yaraotu, koyunkiran™ olarak adlandirilan
cinsin ofisinal tiirii Hypericum perforatum L. geleneksel ve modern tipta diinya genelinde
yaygin bir kullanima sahiptir. Bitkinin ¢i¢ekli herbasi, diinyanin pek¢ok yerinde nevralji,
nevroz, anksiyeteve depresyon tedavisinde yiizyillardir kullanilmaktadir (Cirak ve Kurt,
2014; Ozkan vd., 2009). Ulkemizde ise geleneksel olarak dahilen agr1 kesici, yatistiricy,
parazit diisiiriict, iilser tedavi edici ve haricen yara iyi edici ve antiseptik olarak kullanimi
kayitlidir (Baytop, 1999).

Literatiirde cesitli Hypericum tiirleri ile ilgili ¢ok sayida fitokimyasal ve biyolojik
aktivite calismalari bulunmaktadir. Cesitli Hypericum tiirlerine ait toprak {stii
kisimlarinda hazirlanan ekstrelerde hiperisin ve psddohiperisin (Bagdonaitz vd., 2010;
Gadzovska vd., 2005; Huang vd., 2011; Li vd., 2014; Oztiirk vd., 2007; Saddiqe vd.,
2010; Smelcerovic vd., 2006; Wang vd., 2010), hiperforin (Cirak vd., 2008; Dresler vd.,



2018; Filippini vd., 2010; Huang vd., 2011; Orhan vd., 2013; Sakavitsi vd., 2017; Sarrou
vd., 2018; Tusevski vd., 2018), adhiperforin (Alali ve Tawaha, 2009; Cirak vd., 2014;
Rusalepp vd., 2017), 13, 1I8-biapigenin (Ahmet Cakir vd., 2003; Kirmizibekmez vd.,
2009; Mathioudaki vd., 2018; Napoli vd., 2018; Zduni¢ vd., 2011), kersetin (Ahmet Cakir
vd., 2003; Dresler vd., 2018; Hosni vd., 2011; Kirmizibekmez vd., 2009), rutin
(Bagdonaite vd., 2012; Hosni vd., 2011; Rusalepp vd., 2017; Sagratini vd., 2008).
Kersetin-3-O-rutinozit (Huang vd., 2011; Napoli vd., 2018; Orhan vd., 2013; Sagratini
vd., 2008; Zduni¢ vd., 2011), epikatesin (Jabeur vd., 2016), hiperosit, (Bagdonaite vd.,
2012; Filippini vd., 2010; Sagratini vd., 2008), klorojenik asit (Dresler vd., 2018;
Rusalepp vd., 2017; Sagratini vd., 2008) tespit edilmistir. Biyolojik aktivite ¢aligmalari
genellikle halk arasinda kullanimlardan yola ¢ikilarak yapilmistir. Kaynaklarda bazi
Hypericum tiirleri ile ilgili antioksidan aktivite (Bagdonaite vd., 2012; Eroglu Ozkan vd.,
2018; Heydarian vd., 2017; Napoli vd., 2018; Or¢i¢ vd., 2011; Radulovi¢ vd., 2007),
antibakteriyel aktivite (Del Monte vd., 2015; Duan vd., 2018; Heydarian vd., 2017; Onem
ve Cevikbas, 2018; Tusevski vd., 2018), antikanser (Ari vd., 2017; A. Ferraz vd., 2005;
Hostanska vd., 2003; Hu vd., 2017; Sakavitsi vd., 2017; Skalkos vd., 2005), antidepresan
(Can vd., 2009; Cervo vd., 2002; Cirak ve Kurt, 2014; Rodriguez-Landa ve Contreras,
2003) anti-kolajenaz aktivite (Mandrone vd., 2015) calismalar1 bulunmaktadir.

Tez konumuzu olusturan Hypericaceae familyasina ait Hypericum thymopsis Boiss.
Kahramanmaras, Kayseri, Kastamonu, Malatya ve Sivas illerinde kalkerli bozkir
bolgelerinde yetisen ililkemiz i¢in endemik bitkidir. Bitkinin ¢iceklenme asamasinda
toplanan toprak {istii kistmlar1 halk arasinda yara iyilestirici ve sedatif olarak; infiizyonu
ise midevi ve bogaz enfeksiyonlarina karst kullanilmaktadir (Tekin, 2017).

H. thymopsis konusunda simdiye kadar yapilan birkag ugucu yag ¢alismasi ile 2009
yilinda yapilan doktora tezi ve 2019 yilinda yapilmis bir yliksek lisans tezi bulunmaktadir.
Bes endemik Hypericum tiriinin (H. wuniglandulosum Hausskn. Ex Bornm., H.
scabroides Robsonand Poulter, H. kotschyanum Boiss., H. salsugineum Robson and
Hub.-Mor. ve H. thymopsis Boiss. ) ugucu yaglarinin incelendigi calismada o-pinen ana
bilesik olarak tespit edilmistir. Bronkodilator, antienflamatuar, bakterisit, bakteriostatik
ve anti-asetilkolinesteraz etkilere sahip a-pinen, bitkinin halk arasinda infiizyonun mide
rahatsizliklar1 ve enfeksiyon kaynakli bogaz agrilarin1 tedavici edici etkisini

dogrulamaktadir (Eroglu Ozkan vd., 2013).



Bagka bir ¢alismada ise H. thymopsis'in toprak {istii kisimlarindan elde edilen ugucu
yagin bilesimi GK/KS ile analiz edilmis, ana bilesen olarak, spatulenol (%10,8)
bulunurken, diger bilesenler ise d-kadinen (%7,1), germakren D (%6,1), y-muurolen
(%35,9), 2,3,6-trimetilbenzaldehid (%5) ve y-kadinen (%4,4) olarak siralanmistir, ayrica
ucucu yagin seskiterpen hidrokarbonlar agisindan zengin oldugu sonucuna varilmistir
(Ozkan vd., 2009). H. thymopsis’in ¢icekli drneklerinden elde edilen ugucu yaglarinda
toplam 49 bilesen saptanmistir. Ugucu yagin ana bilesenleri a-pinen (%29,31), limonen
(%7,15), germakren D (%6,94), bisiklogermakren (%5,95), o-kadinen (%4,59) ve
spatulenol (%4,69) olarak tespit edilmistir (Yiice, 2009).

2019 yilinda Kog tarafindan bagariyla tamamlanan yiiksek lisans tezinde ise H.
thymopsis’in morfolojik ozellikleri, bazi ugucu ve fenolik bilesiklerinin yani sira
antioksidan kapasitesi (DPPHe ve ABTS®" ile) ¢alisilmis, ugucu yagin ana bilesenleri -
pinen, spatulenol ve limonen; ayrica yaprak metanol ekstresinde rutin (7,04 mg/kg),
kersetin (4,46 mg/kg), cicek metanol ekstresinde ise hiperisin (1,99 mg/kg), rutin (11,213
mg/kg) ve kersetin (4,250 mg/kg) olarak tespit edilmistir (Kog, 2019).

Bu caligmalardan baska, literatiirde H. thymopsis hakkinda daha fazla ¢alismaya
rastlanmamistir. Bu ¢alismada, iilkemiz i¢in endemik H. thymopsis’in ugucu ve bazi
polar bilesiklerinin miktarlar1 ile farkli polaritedeki ekstrelerinin toplam fenolik
miktarlar1 ve ayrica antiradikal (DPPHe {izerinde), antioksidan (ABTS®* ve metal
selatlama yontemleri, rediikleyici giic kapasitesi ile), antikolinesteraz (ACE ve BCE
enzim inhibisyonu ile), sitotoksik ve antimikrobiyal aktiviteleri tayin edilmis, sonuclar
Hypericum cinsinin ofisinal tiirli H. perforatum’dan ayn1 yontemlerle elde edilen ekstreler

ile karsilagtirilmigtir.



2. GENEL BIiLGIiLER

Diinyanin farkli cografyalarinda, 6zellikle kuzey yarimkiirede yayilis gdsteren
Hypericaceae familyasina ait Hypericum cinsi, diinyada 500’den fazla, iilkemizde ise
49’u endemik, 119 tiir ile temsil edilmektedir (http-1). Bu cinsin diinyada en ¢ok bilinen
ve kullanilan ofisinal tiirii H. perforatum L. tiim Diinya’da St. John’s Wort, Tiirkiye’de
ise “sar1 kantaron, binbirdelik otu, kanotu, kiligotu, mayasilotu, yaraotu, koyunkiran,
batof” adlartyla, uzun yillardan beri kullanilan tibbi bir bitkidir (Akgoz, 2013).

Hypericum tiirleri ¢ok farkli tibbi o6zellikleri nedeniyle, geleneksel tipda sikca
kullanilmaktadir. Basta H. perforatum olmak {lizere bazi Hypericum tlrleri, dogal
kaynakl1 bazi aktif farmasdtik bilesenlerin kaynagi olarak kullanilmalari nedeniyle biiyiik
ekonomik dneme sahiptirler (Hosni vd., 2010). Bu bitkinin bitkisel endiistride yiiksek
ekonomik degere sahip olmasi, hem H. perforatum’un hem de diger Hypericum tiirlerinin
iizerinde daha fazla klinik, farmakolojik, biyokimyasal ve farmakokinetik g¢alisma
yapilmasina yol agmistir (Cirak ve Kurt, 2014).

Hypericum tiirlerinin biyoaktiviteleri, temel olarak floroglusinol tiirevi olan
hiperforin ve adhiperforine, naftodiantron tlirevi olan hiperisin ve psddohiperisine,
hiperozit, rutin, kersitrin, kersetinflavonoitlerine ve katesin, epikatesin gibi flavanollere
ve kafeik asit, kolorojenik asit, neoklorojenik asit ve 2,4-dihidroksibenzoik asit gibi bazi
fenolik asitlere atfedilmistir (Camas vd., 2014).

2.1. Hypericum Tiirlerinin Genel Ozellikleri

Hypericum L. cinsi, Antarktika hari¢, diinyanin her kitasinda dogal olarak
yetismektedir. Ancak Giiney Amerika’da yalnizca bir tiirli, Avustralya ve Yeni
Zelanda’da iki tiirii bulunmaktadir. Bu bitkiler, iliman, tropik bdlgelerde, yiiksek
daglarda, sadece asir1 kurak, sicak ve tuzlu bolgelerden kaginarak cesitli habitatlarda
yetismektedir (Crockett ve Robson, 2011; Ernst, 2003).

Hypericum tiirleri Haziran’dan Eyliil ayina kadar ¢igeklenebilen, boylar1 1 metreye
kadar uzayan, genellikle otsu, bazen cali seklinde bitkilerdir. Yaprak veya ¢icekleri
hiperisin igeren siyah ya da kirmizi guddeli (glandli) veya ucgucu yag iceren seffaf renkli
guddelidir. Yapraklar1 karsilikli ya da dairesel dizilisli, nadiren alternat; basit ve
stipulasizdir. Petaller 5 adet ya da daha ¢ok, serbest, tomurcukta burulmus haldedir.
Sepaller 5 adet ya da daha ¢ok, tomurcukta imbrikat diziliglidir. Stamenler demetler
halinde veya ¢ok sayidadir. Ovaryum iist durumlu, plasenta eksensel veya yanal sekilde,

tohumlar1 endospermasizdir (Crockett ve Robson, 2011). Meyveleri genellikle kapsula,

5



nadiren bakka ya da drupadir ve diger bazi Hypericaceae liyelerinin aksine, kapsiil
seklindedir ve apeksten ayrilmistir. Olgunlastig1 zaman, kapsiil etli veya kuru olabilir, dig
yiizeyde cok cesitli sekil ve detaylarda 6zel uzun veya delikli bezlere sahiptir. Ovaryum,
her birinde 2 veya daha ¢ok tohum taslagi (3-5 adet) serbest veya bazen bitisik olabilir.
Hypericum tohumlar kii¢liktiir (0,3-1,5 mm uzunlugunda), sarimsi-kahverengi ile koyu
mor-kahverengi, silindirikten elips sekline dogrudur (Karakas, 2005).

Hypericum tiirlerinde bulunan “siyah” ve “seffaf” bezler olarak adlandirilan iki
farkli tip salgi cebi tamimlanmistir. Ik tip, naftodiantron (hiperisin ve/veya
psodohiperisin) igerigini belirten siyah ile kirmizimsi bir renklenme gosteren 6zellesmis
hiicre kiimeleri ile karakterizedir. Bu glandlarin biiytikliigli ve sayis1, naftodiantronlarin
icerigi ile dogru orantilidir. Bu glandlar1 i¢eren dokular parmaklar arasinda ezildiginde,
saliman naftodiantronlar folklorik gelenege gore bitkiyi sihirli koruyucu giiclerle
birlestiren kirmiz1 bir leke vermektedir. Rengi berrak kehribar rengi olan ikinci bez tiirii
(seffaf bezler) aslinda ugucu yag bilesenlerini salgilayan basik hiicreler ve hiperforin gibi
floroglusinol tiirevleri ile kapl sizogen hiicreler aras1 bosluktan olugsmaktadir. Bu bezler,
yapraklar giinese tutuldugunda 151k noktalar1 veya ¢izgiler seklinde goriinmektedirler.
Glandlar yaprak, sepal, petallerin {lizerinde ya da kenarinda bulunmaktadirlar (Crockett
ve Robson, 2011).

Bitkinin ¢icekli dallar1 ve govdesi “Hyperici herba” drogu olarak bilinmektedir.
Avrupa Farmakopesi’nde, sar1 kantaron herbasi (Hyperici herba) ve ayarli sar1 kantaron
kuru ekstresi (Hyperici herbae Extractum Siccum Quantificatum) kayitlidir (European
Pharmacopoeia, 2005). H. perforatum tiiriiniin ¢igekli toprak stii kisimlarina ait sulu
ekstrelerin 1idrar yollari, inflamasyonlar, diabet, nevralji, kalp hastaliklari, gastrit,
hemoroid ve peptik iilsere karsi halk arasinda kullaniminin oldugu bildirilmistir (Siintar
vd., 2010). Kurutulmus ham drog dekoksiyon halinde; toz edilmis drog veya ekstre
kapsiil, tablet, tentiir veya damla seklinde kullanilmaktadir. Topikal olarak yag, infiizyon,
kompresor, jel veya merhem seklinde uygulanmaktadir (World Health Organization,
2002).

2.1.1. Hypericum thymopsis Boiss.

Genellikle “Darende kantaronu” olarak bilinen bitki, Tiirkiye’ye endemik, Iran-
Turan elementidir. Bitkinin dogal olarak yetistigi bolgeler su sekildedir: Kayseri (Aslan
Da.), Malatya (Darende {izeri), Kahramanmaras (Elbistan-Darende arasi), Sivas:

(Bogriidelik-Kangal arasi). Kalkerli tepe kenarlari veya lavlarin oldugu bolgelerde
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yetisen bitkinin ¢igeklenme donemi Haziran, Temmuz aylaridir (Gorsel 2.1) (Tekin,

2017).

&; \-/ ‘&/"” ~ - L
Gorsel 2.1. Hypericum thymopsis Boiss. (Kaynak: Dog. Dr. Mehmet TEKIN)

Govde 3-11 cm, dik, bazen siiriiniicii ve tabanda koklenir, tiiysiiz, tabana dogru
dallanmis salg1 tastyan uzantili skabrit. Ana govde tizerindeki yapraklar 6-18 mm, lineer,
alta dogru kivrik, yuvarlak ya da hemen hemen tepecikli, tiiysiizden dalgali- papillali’ya
kadar, donuk mavimsi yesil ya da degil. Cigek diizeni yalanci semsiye (korimbus), 3’den
yaklasik 22 c¢egekliye kadar, ya da cicekler tek. Sepaller lanseolat’dan oblong-eliptige
kadar, akut’dan yuvarlaga kadar, tabanda 1/2-2/3 de birlesik, sapsiz ya da sapsiza yakin
guddeli (gland). Petaller 5-7 mm, siyah guddesiz. Kapsiil yaklasik 4 mm, yumurtamsi,
hafifce gagali ya da degil (Tekin, 2017).

Yapilan etnobotanik ¢aligmalarda, halk tarafindan bitkinin toprak tistii kisimlarinin
yara iyilestirici ve sedasyon amaciyla kullanildigs; inflizyon veya dekoksiyon seklinde
hazirlanan bitki caymin mide rahatsizliklarinda ve enfeksiyon kaynakli bogaz agrilarinin
giderilmesinde etkili oldugu tespit edilmistir (Tekin, 2017).

Ozkan (2009) tarafindan yapilan calismada, H. thymopsis’in toprak iistii
kisimlarindan Clevenger apareyi ile elde edilen ugucu yaginin kimyasal bilesimi GK-

KS/AID teknigi ile analiz edilmistir. Analiz sonucunda ugucu yagin %82,4’{inii olusturan
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72 bilesik teshis edilmistir. Ugucu yagin ana bilesikleri; spatulenol (%10,8), 6-kadinen
(%7,1), germakren D (%6,1), y-muurolen (%S5,9), 2,3,6-trimetilbenzaldehit (%5) ve y-
kadinen (%4,4) olarak tespit edilmistir. Ayrica bitkinin icerdigi bilesikler, diger
Hypericum tiirleriyle karsilastirilmistir (Ozkan vd., 2009).

Baska bir calismada, H. thymopsis’in ¢igekli o6rneklerinden elde edilen ugucu
yaglarinda toplam 49 bilesen saptanmigtir. Ugucu yagin ana bilesenleri a-pinen (%29,31),
limonen (%7,15), germakren D (%6,94), bisiklogermakren (%5,95), d-kadinen (%4,59)
ve spatulenol (%4,69) olarak tespit edilmistir (Yiice, 2009).

Ozkan vd. (2013) tarafindan Tiirkiye’de endemik olarak bulunan bes Hypericum
tiirliniin ugucu yaglarinin incelendigi ¢alismada, bes tiir arasindan H. thymopsis ugucu
yaginin ana bileseni o-pinen olarak tespit edilmistir. a-Pinen, bronkodilatdr,
antienflamatuar, bakterisid, bakteriostatik ve anti-asetilkolinesteraz etkilere sahip oldugu
bilinmektedir. Bagka bir ¢alismada, aliminyum elementinin ndrotoksik etkilerini ortadan
kaldirmak amaciyla laboratuvar hayvanlari lizerinde yapilan deneylerde H. thymopsis
tiiriiniin etkin olabilecegi kamtlanmistir (Douichene vd., 2016; Eroglu Ozkan vd., 2013).

2.2. Hypericum Tiirlerinin Fitokimyasal Ozellikleri

Hypericum tiirlerinin igeriginde birbirinden farkli ve kompleks yapida, biyolojik
olarak etkili ¢cok sayida bilesik bulunmaktadir. Bu aktif bilesesenler dolayisiyla uzun
yillardir geleneksel ve modern tipta ¢esitli amaglarla kullanilan bitkilerin, 6zellikle en
yaygin olarak kullanilan tiir olan H. perforatum tiriniin kimyasal yapisinin
aydinlatilmasi i¢in gegmisten gilinlimiize ¢cok sayida ¢aligma yapilmistir (Or¢i¢ vd., 2011).

Hypericum tiirlerinin ana aktif bilesenleri, hiperisin, izohiperisin, psddohiperisin,
protohiperisin, protopsddohiperisin, siklopsddohiperisin ile hiperforin ve adhiperforin
dahil prenillenmis floroglusinolleri i¢eren antrakinonlardan olugmaktadir. Bitkide ayrica
kaempferol, kersetin, luteolin, hiperosit, izokersitrin, kersitrin ve rutin i¢eren flavonoitler;
katesin ve epikatesin igeren flavanoller ile birlikte biapigenin ve amentoflavon iceren
biflavonoitlerde mevcuttur. Ugucu yaginda bulunan diger polifenolik bilesenler arasinda,
kafeik ve klorojenik asitler ve metil-2-oktan yer almaktadir (Camas vd., 2014; Tatsis vd.,
2007).

2.2.1. Naftodiantronlar

Naftodiantronlar, yaprak ve ¢iceklerdeki delik goriiniimlii guddelerde bulunan ve
bitkinin yagina kirmizi rengini veren bilesenlerdir. Bu bilesenler biiyiikbas hayvanlarda

fazla yenildiginde, “hiperisizm” olarak adlandirilan deride gilines 15181na kars1 hassasiyete
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neden olmaktadir (Baser, 2007). Hypericum tiirlerinde en fazla bulunan naftodiantronlar
“hiperisin” ve “psuedohiperisin”dir (Sekil 2.1). Psddohiperisin, tlire bagli olarak,
hiperisinden 2-4 kat daha yiiksek seviyelerde bulunabilir. Bu bilesiklerin yaninda diger
naftodiantron tiirevleri olan izohiperisin ve siklopsddohiperisinin varlig1 da bildirilmistir

(Yetkin, 2008).

Sekil 2.1. Hiperisin ve Psodohiperisin

Hiperisin, bitkinin sahip oldugu birgok farmakolojik etkiden sorumlu ana
bilesendir. Antidepresan, antiviral, antitumoral, anksiyolitik, anti-proliferatif etkilere
sahiptir. Ayrica hiperisin, dogada bulunan en giiglii dogal fotosensitizérdiir. Hiperisinin
uzun dalga boyunda giiclii bir emilime sahip olmasi, karanlikta diisiik toksisitesi, belirli
timor seciciligi ve konak¢1 hematoporfirinlere gore daha yiiksek temizleme orani gibi
spesifik Ozellikleri vardir. Hiperisin, 1s18a duyarli hale getirici bilesen oldugu igin
fotodinamik kanser tedavisinde 1s18a duyarlilagtirict olarak kullanilmaktadir.
Psodohiperisinin fototoksik etkisi bulunmamaktadir (Vandenbogaerde vd., 1998).

Hiperisin ile farkli kanser hiicre modellerinde yapilan in vitro ve in vivo ¢aligmalar
olumlu sonuglar vermistir. Ovaryum kanseri tedavisinde siganlarda yapilan bir caligmada
etkinligi goriilmiis, mesane kanseri tedavisinde yliksek hassasiyet ve spesifiklik
gosterdigi  belirlenmistir (Zeisser-Labouebe vd., 2006). H. perforatum ekstresi
icerisindeki hiperisin ve hiperforinin prostat kanseri tizerindeki sitotoksik aktivitesine
bakilan bir ¢aligmada ise bitki ekstresinin kanser hiicrelerinin biiylimesini engelledigi ve
apoptozise neden oldugu goriilmiistiir (Martarelli vd., 2004).

Hiperisin, son donemlerde yogun biyokimyasal aragtirmalara konu olmus, ilag ve
tibbi uygulamalarda ¢ok islevli bir etken madde oldugu kanitlanmistir. Yapilan
caligmalar, hiperisinin antidepresif, antineoplastik, antitimor ve antiviral (hepatit C

viriisiine kars1 ve immiin yetmezlikte) aktivitelerini gostermistir (Kubin vd., 2005).



Hiperisin’in antidepresan etki mekanizmasiyla ilgili yapilan ¢alismalarda sentetik
antidepresanlardan mono aminoksidaz (MAOQO) inhibitérii ve secici serotonin geri alim
(SSRI) inhibitorlerine benzer bir mekanizmayla etki gosterdigi gozlenmistir (Bennett vd.,
1998). Ayrica hem hiperisin hem de psddohiperisin, protein kinaz C’yi inhibe etmekte ve
memeli hiicrelerine karsi antiproliferatif etki gdstermektedirler. Protein kinaz C ile
fosforilasyonuninhibe edilmesi, memeli hiicrelerine karsi antiproliferatif aktiviteyi
aciklamaktadir (Altan vd., 2015). Hiperisin ve psddohiperisinin, influenza viriisii,
Herpessimpleks viriisii ve HIV viriisii gibi retroviral enfeksiyonlar: inhibe ettigi tespit
edilmistir. Bu maddelerin antiretroviral etkinliginin hiicrelerin viral enfeksiyon sirasinda
protein kinaz C ile fosforilasyonunun inhibisyonundan kaynaklandigi gosterilmistir
(Takahashi vd., 1989). Hiperisin ayrica siiperoksit dismutaz aktivitesini arttirir, hiicresel
glutatyon seviyesini azaltir, membran lipid peroksidasyonunu indiikler ve mitokondriyal
fonksiyonlarin zayiflamasina neden olur (Hadjur vd., 1996; Utsumi vd., 1995).

Hiperisin ve psddohiperisin, ham bitki materyalinin ¢i¢ek ve yapraklarinda kuru
agirlikea %0,03 ile 9%0,3 arasinda degisen konsantrasyonlarda bulunmaktadir.
Konsantrasyon oranlari, bitkinin gelisim asamasina bagli olarak onemli farkliliklar
gostermektedir. Naftodiantronlarin hemen hemen tiim ¢6ziiciilerde ¢oziiniirligl sinirhidir.
Hem hiperisin hem de psddohiperisin, oda sicakliklarinda suda ¢6ziinmez, ancak daha
yiiksek sicakliklarda ¢oziiniirliikleri artar (Saddige vd., 2010).

Hiperisin hazirlamak i¢in uygulanan yontem, emodinantrokinonunun oksidatif
dimerizasyonunu ve ara protohiperisinin, goriiniir 1s1kla 1sinlama yoluyla hiperisine
doniistliriilmesini igerir. Hiperisin bu dogal kaynaktan, kimyasal olarak saf halde H.
Brockmann tarafindan 1942 yilinda izole edilmistir. Hiperisin dogada her zaman
kimyasal olarak iliskili bilesik psddohiperisin esliginde ortaya ¢ikmaktadir. Bitkisel
materyalden saf halde hiperisin elde edilmesindeki ana zorluk, kendisine eslik eden
psOdohiperisin ile ayrilmasindan kaynaklanmaktadir. Hiperisin genellikle bir¢ok organik
coziiciide ¢oziinmez. Hiperisin pH 11,5’in altindaki alkali sulu ¢ozeltilerde kirmizi, pH
11,5’in iizerinde ise yesil renk verecek sekilde ¢oziintir (Hisil vd., 2005).

Yapilan cesitli ¢alismalarda, H. perforatum’un toprak iistii kisimlarinin etanollii
(Huang vd., 2011), %50 etanollii (Oztiirk vd., 2007), metanollii (Gadzovska vd., 2005)
ekstrelerindehiperisin ve psodohiperisin tespit edilmistir.

H. perforatum un toprak iistii kisimlarindan hazirlanan %80 metanol ekstresinde

hiperisin (Sarrou vd., 2018), H. perforatum ve H.annulatum’un sap ve yapraklarindan
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hazirlanan %80 metanol ve %60 etanol ekstrelerinde hiperisinler tespit edilmistir (Dresler
vd., 2018). H. perforatum’un ¢igek tomurcuklanmasinda ve tam ¢igeklenme
asamalarindaki metanollii ekstrelerinde hiperisin, protohiperisin, psddohiperisin,
protopsddohiperisin tespiti yapilmistir (Bagdonaite vd., 2010). H. perforatum un
zeytinyaginda masere edilmis drneklerinde hiperisin ve psddohiperisin YBSK-DAD ile
tespit edilmistir (Orhan vd., 2013).

Makedonya da yetisen H. perforatum’un kokleri, ¢icek olmayan siirgiinleri ve
cicekli siirglinlerinin metanol ekstreleri incelenmis psddohiperisin sadece ¢icekli kisimda,
hiperisin koklerin disinda diger boliimlerde, protopsddohiperisin ise sadece ¢igekli
kisimda tespit edilirken, kdklerde ksantonlara rastlanmistir (Tusevski vd., 2018).

Cirak vd. (2015) tarafindan yapilan ¢aligmada Tiirkiye’nin bes farkli bolgesinde
yetisen yabani H. lydium Boiss.’de hiperisin ve psddohiperisin, floroglusinol tiirevleri
hiperforin ve adhiperforin, fenolik asitlerden klorojenik asit, neoklorojenik asit ve 2,4-
dihidroksibenzoik asit flavonollerden hiperozit, izokersitrin, kersitrin, kersetin,
avikularin, rutin, (+)-katesin ve (-)-epikatesin ve biflavonoid amentoflavon igerikleri ilk
kez aragtirllmistir. Popiilasyonlar ve bitkinin kisimlar1 arasindaki kimyasal ¢esitliligin,
muhtemelen farkli ¢evresel, morfolojik ve genetik faktorlerin sonucu oldugu tartigilmistir
(Crrak vd., 2015).

Ayan vd. (2008) tarafindan yapilan ¢calismada Tiirkiye’de yetisen H. heterophyllum
Vent, H. hyssopifolium L., H. linarioides Bosse, H. monbretii Spach, H. orientale L., H.
origanifolium Willd., H. perforatum L., H. scabrum L., ve H. triquetrifolium Turra
tiirlerinin govde, yaprak ve ¢iceklerinde hiperisin ve psddohiperisin igerigi YBSK ile
belirlenmistir. H. heterophyllum haricinde ¢alisilan tiim tlirlerde hiperisin  ve
psOdohiperisin tespit edilmistir (Ayan ve Cirak, 2008).

H. perforatum var. perforatum, H. perforatum var. angustifolium, H. tetrapterum,
H. hirsutum, H. hyssopifolium, H. richeri, H. Androsaemum ve H. montanum tiirlerinde
(Maggi vd., 2004) ve H. perforatum subsp. perforatum, H. perforatum subsp.
angustifolium, H. perforatum subsp. veronense’nin yaprak ve c¢iceklerinin metanollii
ekstresinde (Filippini vd., 2010), ayrica H. montanum, H. hyssopifolium, H. hirsutum, H.
hircinum subsp. majus, H. tetrapterum tiirlerinin metanol-aseton (1:1, h/h) ekstresinde
(Sagratini vd., 2008), H. androsaemum ve H. perforatum toprakiistii kistmlarinin sulu
ekstresinde (Hernandez vd., 2010), Urdiin’de yetisen H. empetrifolium Willd., H.

sinaicum Hochst. &Steud. ExBoiss ve H. triquetrifolium Turra tiirlerinin toprak iistii
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kisimlarinin  metanollii ekstrelerinde (Tawaha vd., 2010), H. aviculariifolium, H.
perforatum ve H. pruinatum’un ¢i¢ek tomurcugu, tam ciceklenme, taze meyve ve olgun
meyve asamalarinda toplanan kisimlarinin metanollii ekstrelerinde (Cirak vd., 2006)
hiperisin tespit edilmistir.

H. perforatum un toprak ustii kisimlarinin metanollii ekstresinden psddohiperisin
ve hiperisin tespit edilmis, saklama sirasinda zamanla her iki bilesigin ekstredeki
miktarlarinin azaldigir kanitlanmistir (Koyu ve Haznedaroglu, 2015). H. scabroides’un
toprak istii kistmlarinin metanol ekstresinde eser miktarda (Mansour vd., 2014), H.
neurocalycinum ve H. malatyanum un toprak iistii kisimlarinin metanol ekstrelerinde
(Eroglu Ozkan vd., 2018), H. capitatum var. capitatum, H. capitatum var. luteum, H.
retusum, H. spectabile, H. elongatum var. elongatum, H. salsolifolium tiirlerinin yaprak,
cicek ve koklerinin metanol ekstrelerinde (Cirak vd., 2016), H. triguetrifolium kallus
kiiltiirlerinin metanol ekstrelerinde (Azeez vd., 2017), H. montbretii nin toprak iistii
kisimlarimin metanollii ekstresinde (Cirak vd., 2014) hiperisin ve psddohiperisin varligi
rapor edilmistir.

Estonya’da yetisen H. perforatum ve H. maculatum’un 2010 ve 2011 Haziran-
Agustos doneminde toplanan toprak tistii kisimlarindan hazirlanan metanol ekstrelerinin
farkl1 oranlarda hiperisin, psddohiperisin, protopsddohiperisin tasidigr vurgulanmigtir
(Rusalepp vd., 2017). Sakavitsi (2017) tarafindan yapilan ¢alismada H. perforatum, H.
rumeliacum, H. triquetrifolium’un metanollii ekstreleri YBSK-DAD ile kromatografik
olarak incelenmis, H. triquetrifolium’da hiperisin, protohiperisin ve protopsddohiperisin
ve psddohiperisine rastlanirken, diger iki tiirde ise sadece psddohiperisin gozlenmistir
(Sakavitsi vd., 2017).

Cigeklenme doneminde toplanan H. aegypticum L., H. montanum L., H.
perfoliatum L., H. perforatum L., H. pubescens Boiss., H. tetrapterum Fr.’un toprak iistii
kisimlarindan hazirlanan etanol ekstrelerinde hiperisin, psddohiperisin, protohiperisin,
protopsddohiperisin, H. hircinum’da hiperisine; H. patulum’da ise hiperisin ve
psodohiperisine eser miktarda rastlanmistir (Napoli vd., 2018).

H. annulatum, H. athoum, H. delphicum, H. elegans, H. erectum, H. humifusum, H.
maculatum, H. olympicum, H. perforatum, H. rumeliacum, H. tetrapterum, H.
tomentosum tlrlerinin yapraklarindan hazirlanan etanol: metanol: aseton (1:1,1 h/h/h)
ekstreleri arasinda en fazla hiperisin igeren ekstrenin H. humifusum tiiriine ait oldugu

goriilmistiir (Kimékova vd., 2018).
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H. perfoliatum ve H. origanifolium tlrlerinin vejetatif, ¢igek tomurcugu,
ciceklenme, taze meyve ve olgun meyve asamalarinda hasat edilmis ve kok, yaprak ve
ireme dokularma ayrilarak %96 etanollii ekstrelerde psddohiperisin tespit edilmistir
(Crrak vd., 2008).

Tunusta yetisen H. triquetrifolium Turra’nin vejetatif, tam ¢i¢ceklenme ve meyve
verme donemlerinde toplanan toprak iistii kisimlarinin metanollii ekstresinde hiperisin,
psodohiperisin, protohiperisin, protopsddohiperisin tespiti yapilmistir (Hosni vd., 2011).

H. barbatum, H. hirsutum, H. linarioides, H. maculatum, H. rumeliacum, H.
tetrapterum tiirlerinin toprak istii kisimlarinin metanollii ekstrelerinde hiperisin ve
psodohiperisin tespiti yapilmistir (Smelcerovic vd., 2006).

Tiirkiye’de yetisen endemik H. capitatum Choisy var’in toprak iistii kisimlarinin
metanollii ekstresinden (Boga vd., 2016) ve H. venustum’un ¢i¢eklerinin etanollii ve sulu
ekstrelerinde hiperisin ve psddohiperisin tespiti yapilmistir (Spiteller vd., 2008). H.
enshiense nin toprak listli kisimlarinin %90 etanol ekstresinden hiperisin, protohiperisin,
psodohiperisin, protopsddohiperisin tespit edilmistir (Wang vd., 2010).

H. perforatum, H. maculatum, H. tetrapterum, H. erectum, H. humifusum, H.
monogynum, H. kouytchenseve H. canariense’nin siirgiin kiiltiirlerinin analizinden
hiperisinin ve psddohiperisin tespit edilmistir (Balintova vd., 2019).

Italya’da yetisen, ¢iceklenme asamasinda toplanan H. scruglii ve H. hircinum’un
toprak isti kisimlarinin %70 etanollii ve metanol/fosfat tamponu (90 mM, pH 6,0)
karistmi (1:1, h/h) ekstreleri hazirlanarak igerisinde hiperisin tespiti yapilmistir
(Mandrone vd., 2017).

2.2.2. Floroglusinoller

Floroglusinol tiirevleri, Myrtaceae, Hypericaceae, Euphorbiaceae, Aspidiaceae,
Compositae, Rutaceae, Rosaceae, Clusiaceae, Lauracceae, Crassulaceae, Cannabinaceae
ve Fabacaceae gibi ¢esitli familyalarda yaygin olarak goriilmektedir. Floroglusinoller
temel olarak monomerik, dimerik, trimerik, tetramerik olarak siniflandirilirlar.
Monomerik floroglusinollerin bitkiler ve diger dogal kaynaklar arasinda meydana geldigi
ve cesitli biyolojik aktivitelere sahip oldugu gosterilmistir.

Monomerik floroglusinoller ayrica acilfloroglusinoller, floroglusinol-terpen
eklentileri, floroglusinol glikozitler, halojenlenmis floroglusinoller, prenillenmis
geranilefloroglusinoller, bir a-piron halka ve siklik halkalara bagli floroglusinoller gibi

farkli alt siniflara ayrilmaktadir (Pal Singh ve Bharate, 2006).
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Hypericum tiirleri igeriginde, naftodiantronlar gibi floroglusinol bilesikleri de
yaygin sekilde bulunmaktadir. Ana floroglusinol bilesikleri, hiperforin ve bir ilave metil
grubu igeren adhiperforindir (Sekil 2.2) (Patocka, 2003). Hypericum cinsi bitki
ekstrelerinin en onemli kimyasal bilesiklerinden birisi olan hiperforin, bitkinin sadece
cicek ve meyvelerinde, %?2-4,5 oranlarinda bulunmaktadir. Hiperforin lipofilik yapiya
sahip, 1s1ya ve 1s18a karsi kararsizdir, kolayca oksitlenebilir. Oksidasyonunu 6nlemek i¢in
=700 °C azot atmosferinde saklanmalidir. Kuru drog ve ekstrede bulunan antioksidan

maddelerin etkisiyle oksitlenmeden kalabildigi bildirilmistir (Baser, 2007).

Sekil 2.2. Hiperforin ve Adhiperforin

Yapilan bir c¢alismada H. perforatum’un toprak istii kisimlarmin etanolli
ekstrelerinde (Huang vd., 2011), bir baska ¢alismada da %80 metanol ekstresinde (Sarrou
vd., 2018), H. perforatum’un g alt tiirii H. perforatum subsp. perforatum, H. perforatum
subsp. angustifolium, H. perforatum subsp. veronense’nin yaprak ve c¢igeklerinin
metanollii ekstresinden (Filippini vd., 2010) hiperforin izole edilmistir

H. perforatum var. perforatum, H. perforatum var. angustifolium, H. tetrapterum,
H. hirsutum, H. hyssopifolium, H. richeri, H. androsaemum, H. montanum tiirlerinde
hiperforin (Maggi vd., 2004), H. perforatum toprak usti kisimlarmin %95 etanollii
ekstresinden ise hiperforatin L-U bilesikleri izole edilmistir (Guo vd., 2019).

H. perforatum un zeytinyaginda masere edilmis Orneklerinde YBSK-DAD ile
hiperforin ve adhiperforin tespit edilmistir (Orhan vd., 2013). H. perforatum 'un toprak
istli kisimlarinin metanollii ekstresinden hiperforin tespiti yapilmis, ayrica zamanla

ekstredeki miktarinin azaldig1 kanitlanmistir (Koyu ve Haznedaroglu, 2015). Makedonya
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da yetisen H. perforatum L.’nin ¢icekli ve ¢igeksiz siirgiinlerinden hazirlanan metanol
ekstrelerinde hiperforin ve adhiperforin gézlenmistir (Tusevski vd., 2018).

H. perforatum subsp. perforatum, H. perforatum subsp. veronense, H. montanum,
H. hyssopifolium, H. hirsutum, H. hircinum subsp. majus, H. tetrapterum tirlerinin
metanol-aseton (1:1, h/h) ekstresinde (Sagratini vd., 2008), H. perforatum ve H.
annulatum bitkilerinin sap ve yaprak kisimlarindan %80 metanol ve %60 etanol ekstreleri
hazirlanmis ve igerisinde hiperforin tespit edilmistir (Dresler vd., 2018).

H. perfoliatum ve H. origanifolium tlrlerinin vejetatif, ¢igek tomurcugu,
ciceklenme, taze meyve ve olgun meyve asamalarinda hasat edilmis ve kok, yaprak ve
iireme dokularina ayrilarak %96°lik etanol ekstrelerinde hiperforin tespit edilmistir (Cirak
vd., 2008).

H. perforatum, H. rumeliacum ve H. triquetrifolium’un metanollii ekstrelerinde
yapilan HPLC-DAD analizi sonucunda ii¢ tiirde de hiperforin gozlenirken, ayrica H.
rumeliacum’da hiperjovinol B, H. rumeliacum ve H. triquetrifolium’da ise hiperfirin ve
hiperforin tespit edilmistir (Sakavitsi vd., 2017).

H. empetrifolium meyvesinin diklorometanli ekstresinden NMR spektroskopisi ve
kiitle spektrometrisi kullanilarak, agilfloroglusinol tiirevleri olarak, 3-geranil-1-(20-
metilpropanoil) floroglusinol ve 3-geranil-1-(20-metilbutanoil) floroglusinol karakterize
edilmistir (Crockett vd., 2008).

Hiperforinin farmakolojik etkilerinin aragtirildig: ¢esitli calismalarda antidepresan,
anksiyolitik, antibiyotik, antikarsinojenik, antisiklooksijenaz etkilere sahip oldugu
bildirilmigstir (Zanoli, 2004). Hiperforinin, in vitro ortamda ¢esitli ndrotransmitterleri
inhibe veya modiile ettigi tespit edilmistir. Hiperforinin; serotonin, norepinefrin,
dopamin, sentetik L-glutamat ve GABA (Gama Amino Biitirik Asit)’nin sinaptik geri
alimmi inhibe ettigi gosterilmistir (Oliveira vd., 2016). Antidepresan aktivitesinin
mekanizmasi, ndrotransmiterlerin sinaptik yeniden aliminin inhibisyonu olarak kabul
edilmektedir (Chatterjee vd., 2001). Bu o6zellik, bitkinin antidepesan etkinliginden
sorumlu olan muhtemel ana aktif bilesigin hiperforin oldugunu desteklemektedir
(Patocka, 2003).

Hypericum tiirlerinde bulunan diger 6nemli bir floroglusinol ise, ilave metil grubu
tastyan adhiperforindir. Ekstrelerde hiperforinden 10 kat daha diisiik seviyelerde bulunan
adhiperforinin hiperforinle ayni1 inhibe edici profile sahip oldugu ve hiperforin kadar

giiclii antidepresan etki gosterdigi rapor edilmistir (Zanoli, 2004).
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H. perforatum ekstrelerinin antidepresan aktivitesini saptamak igin geg¢misten
giinlimiize yapilan bir¢ok farmakolojik ¢alisma, hiperforinin antidepresan aktivite
iizerinde en biiyilk roli oynayan madde oldugunu gostermektedir. Hiperforin
molekiiliiniin kendisi veya hiperforince zengin ekstrelerle yapilan ¢aligmalar antidepresan
etkinin gercekten de floroglusinol tiirevi bilesiklerden kaynaklandigini belirtmektedir
(Butterweck, 2003).

H. erectum Thunb.’dan elde edilen floroglusinol tiirevleri olan otogirin ve otogiron
molekiillerinin antibakteriyel etkiye sahip oldugu belirlenmistir. Ayrica bu bilesiklerin
koagiilasyon mekanizmasinda rol oynayan tromboksan A2 ve lokotrien D3 iizerinde
inhibitor etkilerinin oldugu saptanmistir (Tada vd., 1992). Ayni tiirden 2016 yilinda Lu
vd. (2016) alt1 yeni floroglusinol tiirevi bilesik adotogirinin ve erekrisin A-E izole
etmislerdir (Lu vd., 2016).

H.  pseudohenryi’nin toprak st kisimlarinin  metanollii  ekstresinden
pseudohenones A-G izole edilmistir (Yang vd., 2017). H. attenuatum un toprak iistii
kisimlarinin %95 sulu etanollii ekstresinden attenuatumiones A-F bilesikleri izole
edilmistir (Zhou vd., 2014).

H. calycinum tiiriinden izole edilen monomerik floroglusinol tiirevi bir bilesik olan,
1-(3,5-dihidroksi-1-((3-metilbut-2-enil) oksi)fenil)-2-metil-1-metilbutan-1-on bilesiginin
Cladosporium cucumerinum susu iizerinde antifungal ve Plasmodium falciparum susu
iizerinde antimalaryal etkisinin oldugu saptanmistir. Ayrica, H. monogynum tlirlinden
hiperkalin A isimli bir floroglusinol tiirevi bilesik elde etmistir (Decosterd vd., 1991).

H. sikokumontanum tiiriinden iki monomerik floroglusinol tiirevi bilesik izole
edilmis, bunlara takaneol A ve takaneol B isimleri verilmistir (Tanaka, Kashiwada, vd.,
2008). H. laricifolium tiriinden hiperlarisifolin adi verilen dimerik agilfloroglusinol
tiirevi bilesik izole edilmistir (Ccana-Ccapatinta ve Von Poser, 2015).

H. polyanthemum’dan elde edilen baz1 floroglusinol tiirevi bilesikler, 6-izobutiril-
5,7-dimetoksi-2,2-dimetil-benzopiran,7-hidroksi-6-izobutiril-5-metoksi-2,2-dimetil -
benzopiran ve 5-hidroksi-6-izobutiril-7-metoksi-2,2-dimetil-benzopiran’dir (A. Ferraz
vd., 2001). Bu ¢ bilesigin NCI-H460 biiyiik hiicreli akciger karsinoma, HT-29
kolorektalkarsinoma, U373 MF glioblastoma astrositoma hiicrelerine kars1 sitotoksik
aktivitesinin oldugu belirlenmistir (A. Ferraz vd., 2005).

H. roeperianum tiiriinden elde edilen floroglusinol tiirevi bilesik olan kiperkumin

E bilesiginin anti-stafilokok aktiviteye sahip oldugu tespit edilmistir (Tala vd., 2015).
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Ayrica yine ayni tiirden madeleinol A ve B, empetriferdinol, empetrikarinol A ve B, 3-
geranil-2,4,6-trihidroksibenzofenon, 3-geranil-1-(2'-metilpropanoil)-floroglusinol ve 3-
geranil-1-(2'-metilbutanoil)-floroglusinol adli sekiz yeni floroglusinol tiirevi izole
edilmistir (Fobofou vd., 2015).

H. scabrum tiiriinden, hiperibrin A-D (Gao vd., 2016a) ve hiperskabronlar H-I (Gao
vd., 2016b) bilesikleri izole edilmistir. Hiperibrin A ve hiperskabron I’nin néroprotektif
ve hepatoprotektif etkiye sahip bilesikler oldugu tespit edilmistir.

H. andinum tiirinden andinin A isimli dimerik agilfloroglusinol tiirevi bir bilesik
elde edilmis ve bu bilesigin, 3 mg/kg dozda farelerde antidepresan aktivite gosterdigi
tespit edilmistir (Ccana-Ccapatinta vd., 2014). H. austrobrasiliense tiirlinden ii¢ yeni
dimerik acilfloroglusinol tiirevi bilesik izole edilmistir. Austrobrasilol A, austrobrasilol
B ve izoaustrobrasilol B adi verilen bilesiklerin fareler lizerinde antinosiseptif aktivite
gosterdigi saptanmistir (Bridi vd., 2016).

H. annulatum’un toprak istii kisimlarindan elde edilen hekzan ekstresinde
acilfloroglusinol tiirevi hiperannulatin A-E’ler (Nedialkov vd., 2018), Cin’de yetisen H.
attenuatum Choisy’nin toprak tistii kisimlarinin %95 etanollii ekstresinden hiperattenin
J-K bilesikleri (Li vd., 2015), H. attenuatum’un toprak {istii kisimlarinin %95 etanollii
ekstresinden attenuatumione G-H bilesikleri izole edilmistir (Zhou vd., 2016).

H. ascyron Linn.’in toprak isti kisimlarinin %95 etanollii ekstresinden
hiperascyrones A-H bilesikleri (Zhu vd., 2015), H. ascyron un yapraklarinin metanollii
ekstresinden tomoeones A-H bilesikleri izole edilmistir (Hashida vd., 2008).

H. aciculare, H. andinum, H. brevistylum, H. decandrum, H. laricifolium, H.
silenoides tirlerinin toprak ustii kisimlarindan hazirlanan hekzan ekstrelerinde
nuliginosin A, isouliginosin B, isohyperbrasilol B, uliginosin B, hyperbrasilol B
bilesikleri izole edilmistir (Ccana-Ccapatinta vd., 2018).

H. capitatum var. capitatum, H. capitatum var. luteum, H. elongatum var.
elongatum, H.olympicum, H. polyphyllum, H. retusum, H. salsolifolium, H. spectabile
tiirlerinin yaprak, ¢icek ve koklerinin metanol ekstrelerinde hiperforin ve adhiperforin
tespit edilmistir (Cirak vd., 2016).

H. carinatum’dan hekzan ile oda sicakliginda hazirlanan ekstredeki floroglusinol
tiirevi olan; uliginosin B (%1,65 £ 0,08), benzofenonkarifonon A (%0,08 + 0,001) ve
karifenon B (90,58 + 0,009) bilesiklerinin miktar tayinleri YBSK ile tespit edilmistir
(Meirelles vd., 2017).
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H. aegypticum L., H. androsaemum L., H. calycinum L., H. patulum Thunb., H.
perfoliatum L., H. perforatum L., H. pubescens Boiss., H. tetrapterum Fr. tiirlerinde
floroglusinol tiirevi hiperforin ve adhiperforin oldugu tespit edilirken, H. hircinum ve H.
montanum 'da hiperforin ve adhiperforine rastlanmamaistir (Napoli vd., 2018).

H. enshiense nin toprak tistii kisimlarinin %90 etanollii ekstresinde hiperforin tespit
edilmigstir (Wang vd., 2010). H. henryi bitkisinin etil asetat ekstresinde; hyperhenones G-
M (1-7), sampsonol F, hypercohone G bilesikleri teshis edilmistir (Duan vd., 2018). H.
erectum un koklerinin metanollii ekstresinden, erecricins A-E ve adotogirin bilesikleri
izole edilmistir (Lu vd., 2016).

Estonya’da 2010 ve 2011 Haziran ortasindan Agustos ortasina kadar cesitli
yerlerden toplanan H. perforatum ve H. maculatum’un toprak tstii kisimlarinin metanol
ekstrelerinde (Rusalepp vd., 2017), H. montbretii’nin toprak iistii kisimlarinin metanollii
ekstresinde (Cirak vd., 2014), H. triquetrifolium’un yaprak, govde ve ¢icekli kisimlarinin
metanollii ekstresinde (Alali ve Tawaha, 2009) adhiperforin ve hiperforin tespit
edilmistir.

H. laricifolium Juss’un toprak istii kisimlartyla hazirlanan hekzanli ekstresinden
hiperlarikifolin ve iki yeni monomerik agilfloroglusinol, larisifolin A ve larisifolin B,
uliginosin B, izouliginosin B, hiperbrasilol B ve izohperbrasilol B yapilari, 1D-, 2D-NMR
ve kiitle spektrumlarinin yorumlanmasiyla aydinlatilmistir (Ccana-Ccapatinta ve Von
Poser, 2015).

H. monogynum "un yapraklari ve dallarinin metanollii ekstresinden, hipermonon A-
F izole edilmistir (Zeng vd., 2018). H. longistylum’un toprak tstii kistmlarinin metanollii
ekstresinden, longistyliones A-D yapilari kapsamli 1D ve 2D NMR spektroskopik veri
analizi temelinde aydinlatilmistir (Cao vd., 2017).

Tiirkiye’de yapilan bir ¢alismada H. malatyanum ve H. neurocalycinum’un toprak
iistli kisimlarinin metanol ekstrelerinde her iki tiirde hiperisin, H. malatyanum’da ise
hiperforin tespit edilmistir (Eroglu Ozkan vd., 2018).

H. hookerianum un toprak {istii kisimlarinin metanollii ekstresinden, hookeriones
A-D bilesikleri (Ye vd., 2016), H. polyanthemum’un toprak iistii kistmlarinin siiperkritik
ortamda karbon dioksit ekstraksiyonu sonucunda uliginosin B izole edilmistir (Cargnin
vd., 2013).

H. pseudopetiolatum var. kiusianum bitkisinin toprak iistii kistmlarinin metanollii

ekstresinde acilfloroglusinol tiirevi olan Petiolins J-M bilesikleri (Tanaka vd., 2010), H.
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pseudopetiolatum bitkisinin toprak {istli kistmlarinin metanollii ekstresinden Petiolins A-
C bilesikleri izole edilmistir (Tanaka vd., 2008).

H. roeperianumun yapraklar1 once kloroform sonra metanolle ekstre edilmis,
yapilan analizde madeleinol A, empetrifranzinan D, madeleinol B, 1-(2,4,6-
trihidroksiphenyl)-2-metilpropan-one,1-(2,4,6-trihidroksiphenyl)-2-metilbutan-on,
empetrifranzinan A, empetrifranzinan C bilesikleri izole edilmistir (Fobofou vd., 2015).
H. peplidifolium bitkisinin toprak iistii kisimlarinin metanollii ekstresinden peplidiforone
A-D izole edilmistir (Fobofou vd., 2016).

Cinde yetisen H. sampsonii’nin toprak istli kisimlarmin %60°lik etanol
ekstresinden, hypersampsones N-Q agilfloroglusinolleri (Tian vd., 2014), H.
sampsonii’nin toprak {istii kisimlarmin petrol eterli ekstresinden sampsonol A-F
bilesikleri (Xin vd., 2012), H. sampsonii nin meyvesinin %95 alkollii ekstreden
hipersampson I-K bilesikleri (Zeng vd., 2012), H. sampsonii’nin toprakiistii kisimlarinin
%095 etanollii ekstresinden norhypersampsone A ve 3-(2-hidroksi-7-metil-3-metilenit-6-
enil)-5-izoprenil-2,4,6-trihidroksibenzofenon bilesikleri izole edilmistir (Zhang vd.,
2017).

H. scabroides’un toprak iistii kistmlarinin metanol ekstresinde hiperforin (Mansour
vd., 2014), Tirkiye’de toplanan H. venustum’un ¢igeklerinin etanollii ve sulu
ekstrelerinde hiperforin bulunmustur (Spiteller vd., 2008).

H. sikokumontanum’m toprak istii kisimlarinin metanollii ekstresinden takaneones
A-C ve takaneols A-B bilesikleri (Tanaka vd., 2008), H. yojiroanum’un metanollii
ekstresinden yojironins A-D bilesikleri izole edilmistir (Mamemura vd., 2011).

H. scabrum’un toprak {istii kisimlarinin etanollii ekstresinden hiperibrin A-D
bilesikleri (Gao vd., 2016a), H. wuralum’un toprak {lsti kisimlarinin %95 etanol
ekstresinden uraliones L-R bilesikleri (Li vd., 2017), H. peplidifolium’un toprak istii
kisimlarinin etil asetat ekstresinden peptitidoron A-D bilesikleri (Fobofou vd., 2016), H.
scabrum’un toprak iistli kisimlarinin %95 etanollii ektresinden ise hiperskabron J-M ismi
verilen acilfloroglusinol bilesikleri ilk kez izole edilmistir (Gao vd., 2016b).

H. scabrum’un toprak istii kisimlarinin %95’lik etanollii ekstresinden {i¢ yeni
polisiklikpoliprenillenmis agilfloroglusinol tiirevi olan, hiperibrin E-G, sampsonione N,
(2R,4R,6S)-2-benzoil-3,3-dimethil-4,6-bis(3-methilbut-2-en-1-0il) ~ siklohegzan-1-on,
hipermongon B, hiperibon A, hiperibon G, sampsonion P, 7-epiklusyanon (Hu vd., 2017),

19



H. scabrum’un toprak istli kisimlarindan hazirlanan %95 etanol ektresinden
hipersiyumoksit A-N ve hiperkohin B izole edilmistir (Liu vd., 2017).

H. pseudopetiolatum var. kiusianum’un metanol ekstresinden petiolins J-M
bilesiklerinin yapilari, spektroskopik veriler ve tek kristalli bir X-151n1 kirinim analizi ile
aydinlatilmistir (Tanaka vd., 2010).

H. pamphylicum un toprak istii kisimlarinin metanollii ekstresinden hiperforin
tespit edilmistir (Eroglu Ozkan vd., 2013). H. patulum’un yapraklarmmn etanollii
ekstresinden hiperpatulones A-B (Ao vd., 2020), H. patulum’un ¢iceklerinin %95
etanollii ekstresinden hyperpatulols A-I bilesikleri izole edilmistir (Liu vd., 2019).

H. hookerianum un toprak iistii kisimlarinin metanolii ekstresinden hookeriones I-
Q (Ye vd., 2019), H. japonicum un toprak iistii kisimlarinin metanollii ekstresinden
hiperjaponol A-I (Zhu vd., 2019), H. elatoides’un toprak iistii kisimlarinin metanollii
ekstresinden hiperelaton A-H (Yan vd., 2019), H. elodeoides 'un toprak iistii kisimlarinin
%95 etanollii ekstresinden monoterpenoid poliprenillenmis agilfloroglusinol olan
hiperelodions A-C bilesikleri izole edilmistir (Qiu vd., 2020).

2.2.3. Flavonoidler

Flavonoidler, CsC3C¢ formiiliine uyan, kromon yapisinda, fotosentez yapan
hiicrelerin tiim dokularda dogal olarak olusan polifenolik bilesiklerdir (Boots vd., 2008).
Hiicre 6zsuyunda serbest ya da glikozitlere bagli olarak bulunabilirler. Hypericum
tirlerinin ana bilesenleri arasinda yer alan glikozit formundaki flavonoidler rutin,
hiperozit (hiperin), kersitrin ve isokersitrindir. Glikozit formunda olmayan, serbest
flavonoidler; kemferol, luteolin, mirsetin ve kersetin’dir (Sekil 2.3) (Crockett vd., 2016).

Flavonoidlerin  antioksidan,  antifungal,  antikanserojenik,  vazodilator,
antiinflamatuar, antibakteriyel, antialerjik, immiin uyarici ve antiviral olmak tizere ¢esitli
farmakolojik etkilere sahip oldugu gosterilmistir (Huang vd., 2018; Spiridon vd., 2011).
Ayrica, giincel bazi aragtirmalarda, kanser, diyabet, hipertansiyon ve hiperkolesterolemi
gibi ¢esitli kronik hastaliklarin tedavisi i¢in kullanildiklar1 bilinmektedir (Al-Dhabi vd.,
2015).
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= H Farsatin

A= Rarmmnoz Faersitrin
R= Slilko= Izokersiirin
A= Rhammnoz-glukkco= Rultirn

H= Galakto= Hipero =it

Sekil 2.3. Kersetin, Kersitrin, Izokersitrin, Hiperozit

Flavonoidler sahip olduklari hidroksil gruplari ile peroksit radikallerine karsi
koyarak yliksek antioksidan aktivite gosterirler (Spiridon vd., 2011). Bu bilesiklerden
kersetin, osteoporoz, belirli kanser tiirleri, pulmoner ve kardiyovaskiiler hastaliklar ve
ayni zamanda yaslanmaya kars1 koruyucu 6zellikte olan 6nemli bir antioksidandir. Ayrica
kersetinin, timor nekroz faktorii tarafindan indiiklenen antiviral aktiviteyi tetikledigi
bildirilmistir (Boots vd., 2008).

Flavonollerin ve o6zellikle flavonol glikozitlerin, spazmolitik aktiviteye sahip
oldugu rapor edilmistir (Morales ve Lozoya, 1994). Ayrica, biyojenik aminlerin
katabolizmasindan sorumlu olan monoaminoksidaz A ve katekol-O-metiltransferaz
enzimini de inhibe ettikleri belirtilmistir (Patocka, 2003)

H. aegypticum, H. perforatum, H. calycinum, H. hircinum, H. androsaemum,
H hirsutum, H.montanum, H. perfoliatum, H .pubescens, H. tetrapterum, H. patulum
tirlerinde  kersetin-3-O-rutinozit,  kersetin-3-O-galaktozit, kersetin-3-O-glukozit,
kersetin-3-O-ramnozit ve kersetin icerdikleri tespit edilmistir. Bunlardan sadece H.
perfoliatum tiriinde bu bilesiklere ek olarak mirsetin-3-O-ramnozit de bulunmustur
(Napoli vd., 2018).

H. montanum, H. hircinum subsp. majus tiirlerinde kersetin ve kersetin glikozitleri,
H. perforatum’da kersetin-3-O-ramnozit, H. hircinum subsp. Majus ve H. perforatum’da
ise kersetin-3-glukuronit tespit edilmistir (Tocci vd., 2018).

Girit adasina ait endemik bir tiir olan H. kelleri Bald’de kersetin, avikularin ve
13,118-biapigenin tespit edilmistir (Mathioudaki vd., 2018). H. wightianum ile yapilan bir

caligmada bilinen flavon bilesiklerinin yaninda yeni bir flavon bilesigi wigtianin izole
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edilmistir. Bu bitkinin toprak iistli kisimlarinin %95 etanol ekstresinden hiperwightin A-
E bilesikleri tespit edilmistir (Yang vd., 2019).

H.canariense tiirinden suda ¢ozilinebilen bes yeni flavon glikoziti, kersetin-3-
glukopiranuronat ve bunun poliasetat tiirevleri izole edilmis ve yapilar1 aydinlatilmigtir
(Diaz vd., 2010). H. ternum’da, Hypericum tiirlerinin bilinen flavonoitlerinin diginda
guaijaverin bilesigi tanimlanmistir (Pinhatti vd., 2010).

Farkli Hypericum tiirlerinden yeni bilesiklerin izole edildigi ve tanimlandigi
caligmalar disinda, bilinen flavonlar ve tiirevlerinin elde edildigi calismalar da mevcuttur.
Ornegin Cakir vd. 2003 yilinda yiiriittiigii bir calismada H. hyssopifolium tiiriinde 13, 1I8-
biapigenin, kersetin, kersetin-3-O-a-arabinofuranozit, kersetin-3-O-3-D-galaktopiranozit
ve kersetin-3-O-B-D-galaktopiranozit-7-O-B-D-glukopiranozit olmak iizere bilinen bes
flavon bilesigi tanimlanmistir (Cakir vd., 2003). H. calycinum tiiriinden rutin, kersetin,
kersitrin, hiperozit, izokersitrin, mikuelianin (kersetin-3-O-B-D-glukuropiranozit) ve 13,
I8-biapigenin izole edilmis ve yapilar1 aydmlatilmistir (Kirmizibekmez vd., 2009). H.
triquetrifolium’da rutin, hiperozit, apigenin-7-O-glukozit, kempferol, kersitrin, kersetin
ve amentoflavon (Cirak vd., 2011), H. richerii’dekersetin, izokersitrin, mirsetin-3-O-
glukozit ve 13, II8-biapigenin izole edilmistir (Zduni¢ vd., 2011).

H. perforatum tiirlinlin toprak iistii kisimlarindan elde edilen farkli ekstreler ile
bir¢cok calisma yapilmistir. Metanol ekstresinde rutin, mikuelianin, hiperozit, kersitrin
(Kirmizibekmez vd., 2009), astilbin [2(R):3(R)-taksifolin-3-aL-ramnopiranozit] (Tatsis
vd., 2007) izole edilmistir. Or¢i¢ vd. (2011) tarafindan yiiriitiilen bagka bir ¢alismada bu
bilesiklere ilave olarak kersetin, amentoflavon (I3’, II8 biapigenin) izole edilmistir (Orci¢
vd., 2011)

Cirak vd. (2014) tarafindan yapilan calismada Tiirkiye florasinin tibbi bitkileri
arasinda yer alan H. pruinatum Boiss.’in farkli dokularinda ana flavonoidler, yani
amentoflavon, hiperozit, isokersitrin, kersitrin, kersetin, avikularin, rutin, (+)-katesin ve
(-)-epikatesin igeriklerindeki fenolojik degisimler arastirilmistir. Yabani olarak yetisen ve
serada yetistirilen bitkiler, tomurcuk, tam ¢i¢ceklenme, taze meyve doneminde ve olgun
meyve verme asamalarinda toplanmis ve kok, yaprak ve tohum kisimlar ayristirilarak
ayr1 ayr1 kurutulmus ve daha sonra YBSK-DAD ile flavonoid igerikleri analiz edilmistir.
Tiim bitkilerde kimyasal i¢eriklerin bitki fenolojisi sirasinda arttig1 gozlemlenmis ve hem
yabani hem de serada yetistirilen bitkiler i¢in benzer kantitatif sonu¢lar bulunmustur.

Gelisim asamalarina bagli olarak, tohum kisminda daha yiliksek miktarlarda rutin,
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kersetin, (+)-katesin, (-)-epikatesin ve amentoflavon tespit edilmistir. Bununla birlikte,
yapraklarda daha yiiksek diizeyde hiperozit, izokersitrin, kersitrin ve avikularin tespit
edilmistir. Calisma sonucunda, bitki kisimlarindaki flavonoid igerik ile bitkilerin
fenolojik gelisimi arasinda yakin bir iliski oldugunu tespit edilmis ve taze bitkinin tibbi
amaglar icin ¢igeklenme sirasinda hasat edilmesi 6nerilmistir (Cirak vd., 2014).

Paulke vd. tarafindan 2008 yilinda yapilan bir ¢calismada H. perforatum tiriiniin
sahip oldugu antidepresan etki {izerinde flavonoid bilesiklerinin rolii arastirilmistir. Bu
amacla deney hayvanlarimin kullanildig: farkli davranigsal deneyler yapilmistir. Rutin ve
izoramnetinin, H. perforatum ekstresinde hiperforin ile birlikte antidepresan etkiye
yaptig1 katki incelenmis, ayni zamanda bu bilesiklerin farmakokinetik 6zellikleri de
arastirilmistir (Paulke vd., 2008).

Celep vd. (2017) tarafindan yapilan calismada H. perfoliatum L. tiirliniin
antioksidan profili ve fenolik i¢eriginin biyolojik olarak aragtiritlmasi amaglanmistir. Bu
amacla hem mide hem de bagirsaktan olusan bir insan sindirimi simiilasyon yontemi
kullanilmistir. H. perfoliatum’un metanol ekstresinin toplam fenolik, fenolik asit,
flavonoid ve proantosiyanidin icerikleri 6l¢iilmiistiir. Baslica fenolik bilesikler gallik asit,
klorojenik asit ve kersitrin YBSK ile belirlenmistir. Ayrica, antioksidan kapasitelerinin
tahmini i¢in mekanizma olarak farkli iki metot olan serbest radikal siipiiriicli aktivite,
demir ve bakir iyonu indirgeme kapasitesi metotlar1 kullanilmistir. Sonug olarak, simiile
edilmis sindirim sisteminde bitkinin yiiksek oranda antioksidan &zellik gosterdigi ve
biyoaktivitesinin yiliksek oldugu belirtilmistir (Celep vd., 2017).

Del Monte vd. (2015) tarafindan yapilan ¢alismada H. perfoliatum’un farkli ii¢
ekstresinin fenolik bilesimi ile birlikte antimikrobiyal ve antioksidan aktiviteleri
arastirilmistir. Kloroform-metanol ve metanol ekstreleri antioksidan aktivite gostermistir
(ICs0 35 pg/mL’den daha az) ve muhtemelen bu aktivitenin hiperozit (her iki ekstrede 16
mg/mL) gibi flavonoidler ve klorojenik asit (sirasiyla 0,4 ve 0,5 mg/mL) gibi fenolik
asitlerin varligindan kaynaklandig bildirilmistir. Aksine, kloroform ekstresi kayda deger
antioksidan aktivite gostermemistir. Kloroform ve kloroform-metanol ekstrelerinin
calisilan Gram (+) ve Gram (-) bakterilere kars1 antimikrobiyal aktivite gdsterdigi tespit
edilmigtir (Del Monte vd., 2015).

Ayrica, H. perforatum’un toprak iistii kisimlarinin etanollii ekstrelerinden kersetin,
amentoflavone, klorojenik asit, rutin, hiperozit, uliginosin A, saroaspidin A, hiperbrasilol

A, tespit edilmistir (Huang vd., 2011). H. perforatum’un zeytinyaginda masere edilmis
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orneklerinden klorojenik asit, kesretin ve biapigenin bilesikleri YBSK-DAD ile tespit
edilmistir (Orhan vd., 2013).

H. perforatum subsp. perforatum, H. perforatum subsp. veronense, H. montanum,
H. hyssopifolium, H. hirsutum, H. hircinum subsp. majus, H. tetrapterum tiirlerinin
metanol-aseton (1:1, h/h) ekstresinde, klorojenik asit, rutin, hiperozit, izokersitrin,
kersitrin, kersetin tespiti yapilmistir (Sagratini vd., 2008).

H. perforatum’un g alt tiirii olan H. perforatum subsp. perforatum, H. perforatum
subsp. angustifolium ve H. perforatum subsp. veronense’in yaprak ve c¢igeklerinin
metanollii ekstresinden, klorojenik asit, rutin, hiperozit, izokersitrin, kersitrin, kersetin,
biapigenin teshis edilmistir (Filippini vd., 2010).

H. perforatum un toprak {istli kisimlarinin metanollii ekstresinden klorojenik asit,
rutin, hiperozit, izokersitrin, kersitrin, kersetin, amentoflavon tespitleri yapilip zamanla
bunlarin ekstredeki miktarlarinin azaldigi tespit edilmistir (Koyu ve Haznedaroglu,
2015).

H. androsaemum’un yaprak ve ¢iceklerinin etanollii ekstresinde; 3-O-kafeoilkinik
asit, protokatesik asit, 3-O-p-koumaroilkinik asit, 5-O- kaffeoilkinik asit, prosiyanidin
B2, (-)-epikatesin, prosiyanidin CI1, epikatesintetramer, eriodictyol-O-glukozit,
prosiyanidin B5, taksifolin, kersetin-3-O-glukuronit, kersetin-3-O-glukozit, kersetin-O-
hekzosit ve kersetin-O-pentosit bilesikleri tespit edilmistir (Jabeur vd., 2016). H.
perforatum’un toprak tistii kisimlarinin etanollii ve metanollii ekstrelerinde rutin,
hiperozit, kersitrin, kersetin, biapigenin tespiti yapilmistir (Bagdonaite vd., 2012).

H. thasium’un toprak {istli kisimlarmin etil asetat ektresinden; 3°,4,5",6-
Tetrahidroksi-2-O-B-D-xylosylbenzophenone, 3°,5",4-Trihidroksi-4-metoksi,2-O-p3-D-
xylosylbenzophenone, 3',4,5",6-Tetrahidroksi-2-O-(4-O-acetyl-B-D-xylosyl)
benzophenone, 3°,4,5",6-Tetrahidroksi-2-O-(3-O- acetyl-a -L-arabinosyl) benzophenon
bilesikleri izole edilmistir (Demirkiran vd., 2009).

Estonya’da cesitli bolgelerde 2010 ve 2011 yillarinda Haziran - Agustos arasi
donemde toplanan H. perforatum ve H. maculatum’un toprak iistii kisimlarindan
hazirlanan metanol ekstrelerinde; katesin, epikatesin, mirisetin-3-glukozit, hiperozit,
izokersitrin, rutin, , kamferol-3-glukozit, kersitrin, kamferol-3-rutinosit, kersetin, kinik
asit tiirevi, kafeik asit, vanilik asit, neoklorojenik asit ve klorojenik asit tespit edilmistir

(Rusalepp vd., 2017).
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H. perforatum’un toprak iistii kisimlarindan %80°’lik metanol ekstresinde kersetin-
3-O-ksilosit, astilbin ve amentoflavone bilesikleri (Sarrou vd., 2018). H. perforatum ve
H. annulatum bitkilerinin sap ve yaprak kisimlarindan %80 metanollii ve %60 etanollii
ekstreleri hazirlanarak analiz edilmis ve ekstrelerde, hiperosit, rutin, kuersitrin, kersetin,
klorojenik asit ve epikatesin tespit edilmistir (Dresler vd., 2018).

Metanol ile ekstre edilen H. triquetrifolium callus kiiltiirlerinde, p-OH-benzoik asit,
klorojenik asit ve epikatesin tespit edilmistir (Azeez vd., 2017). H. perforatum H.
rumeliacum ve H. triquetrifolium’un metanollii ekstrelerinden YBSK-DAD analizi
sonucunda; miquelianin, hiperozit, izokersitrin, astilbin, kersitrin, izokersetrin,
amentoflavon, kersetin 3-O-pentosit, rutin, sikrin-2-O-glukopiranosit, kinik asit,
klorojenik asit, 3-O-feruloilkinik asit tespit edilmistir (Sakavitsi vd., 2017)

Tunus’ta yetisen H. triquetrifolium Turra’nin vejetatif, tam ¢iceklenme ve meyve
verme donemlerinde toplanan toprak tistii kisimlarinin metanollii ekstresinde, klorojenik
asit, sirinjik asit, apigenin, rutin, hiperozit, kersitrin, kersetin, I3, II8-biapigenin,
kaempferol ve amentoflavon tespit edilmistir (Hosni vd., 2011).

H. androsaemum ve H. perforatum bitkilerinin toprak istii kisimlarinin sulu
ekstresinde; klorojenik asit, rutin, hiperozit, izokersitrin ve kersitrin (Hernandez vd.,
2010), H. androsaemum’un kirmiz1 meyvelerinin sulu ekstresinden; sikimik asit, gallik
asit, 5-O-kaffeoilkinik asit, 3-O-kaffeoilkinik asit, katesin, epikatesin, rutin, hiperozit,
kersitrin, 3,5-di-O-kafeoilkinik asit bilesikleri, YBSK-DAD analizi ile tespit edilmistir
(Nabavi vd., 2018).

H. androsaemum ve H. polyphyllum tiirlerinin toprak iistii kistmlarinin metanollii
ekstresinden, 2,4-dihidroksibenzoik asit, neoklorojenik asit, katesin, klorojenik asit,
kafeik asit, epikatesin, rutin, hiperozit, izokersitrin, avicularin, kersitrin, kersetin, 13,118-
biapigenin teshis edilmistir (Cirak vd., 2017). H. androsaemum bitkisinin kirmizi
meyveleri metanolle ekstre edilerek YBSK-DAD ile analiz edilmis, deney sonunda
katesin, epikatesin, rutin ve hiperozit bilesikleri teshis edilirken, kersitrin’e rastlanmadigi
bildirilmigstir (Lopez vd., 2016). H. androsaemum’un toprak {stli kisimlarinin etanollii
ekstresinden; 3-O-kaffeoilkinik asit, protokatesik asit, 3-O-p-kaffeoilkinik asit, 5-O-
kaffeoilkinik asit, prosiyanidin B2, (-)-epikatesin, prosiyanidin C1, epikatesintetramer,
eriodiktyol-O-glukozit, prosiyanidin B3, taksifolin, kersetin-3-O-glukuronit, kersetin-3-
O-glukozit, kersetin-O-hekzosid, kersetin-O-pentosid bilesikleri tespit edilmistir (Jabeur
vd., 2016).
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H. mysorense’nin ¢igekli kisimlari, yapraklari, kok ve gdvde kisimlarinin metanollii
ekstresinde hiperozit (Hariharapura vd., 2015), H. triquetrifolium’un yaprak, gévde ve
cicekli kisimlarinin metanollii ekstresinde rutin (Alali ve Tawaha, 2009), H.
pamphylicum "un toprak {istii kisimlarinin metanollii ekstresinde hiperisin, klorojenik asit,
hiperosit, izokersitrin ve kersetin tespit edilmistir (Eroglu Ozkan vd., 2013).

H. barbatum, H. hirsutum, H. linarioides, H. maculatum, H. rumeliacum, H.
tetrapterum tiirlerinin toprak {stii kisimlarinin metanollii ekstrelerinde hiperozit ve
kersitrin tespiti yapilmistir (Smelcerovic vd., 2006).

H. enshiense bitkisinin toprak tistii kisimlariin %90 etanollii ekstresinde klorojenik
asit, magniferin, izoorientin, rutin, hiperozit, kersitrin, kersetin, 13, II8 biapigenin (Wang
vd. 2010), H. montbretii nin toprak iistii kisimlarinin metanollii ekstresinden epikatesin,
rutin, hiperosit, izokersitrin, avicularin, kersitrin, kersetin, amentoflavon, 2,4-
dihidroksibenzoik asit, (+)-katesin, neoklorojenik asit, klorojenik asit ve kafeik asit tayini
yapilmistir (Cirak vd., 2014).

Cinde yetisen H. ascyron’un toprak istlii kisimlarinin %60 etanollii ekstresinde
kersetin, kaempferol 3-0--(200-asetil)-galaktopiranosid (Li vd., 2015), H. japonicum’un
toprak iistii kistmlarinin %60 etanollii ekstresinden; gallik asit, protokatesik asit, vanilik
asit, kafeik asit, epikatesin, kersetin, izokersitrin, vincetoksikozit B tespit edilmistir (Pang
vd., 2016).

Napoli vd. 2018 yilinda yaptig1 calismada c¢i¢eklenme doneminde toplanan H.
aegypticum, H. androsaemum, H. calycinum, H. hircinum, H. hirsutum, H. montanum, H.
patulum, H. perfoliatum, H. perforatum, H. pubescen, H. tetrapterum tiirlerinin toprak
iistii kisimlarindan hazirlanan etanol ekstrelerinde; kersetin, kersetin-3-O-galaktosit,
kersetin-3-O-glikozit, kersetin-3-O-ramnozit, biapigenin, H. pubescens harig tiim tiirlerde
amentoflavon, H. aegypticum, H. androsaemum, H. calycinum, H. hirsutum, H.
montanum, H. patulum, H. perforatum, H. tetrapterum tiirlerinde katesin, H. aegypticum
ve H. calycinum tiirlerinde kersetin-3-O-rutinozit, H. perfoliatum’da mirsetin-3-O-
ramnozit, H. aegypticum, H. calycinum, H. hirsutum, H. montanum, H. patulum, H.
perforatum, H. pubescens, H. tetrapterum tiirlerinden kersetin-3-O-arabinozit tespit
edilmistir (Napoli vd., 2018).

H. cardonae, H. cuatrecasii, H. myricariifolium, H. humboldtianum, H. carinosum,
H. laricifolium, H. garciae tiirlerinin toprak iistli kisimlarinin metanollii ekstresinde;

kafeik asit, 3,5-dihidroksibenzoik asit, gallik asit, vanilik asit, 2,6-di-OH-benzoik asit, p-
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OH-benzoik asit, sinnamik asit, kampferol, kersetin-3-glukoronit, kersetin-3-rabinozit,
kersetin, kersetin-3-glukozit, kampferol-3-glukozit, kampferol-3-glukozit, izo-ramnetin,
syringetin-3-glukozit, izo-rametin-3-glukozit, miriketin, katesin, epikatesin, gallokatesin,
epigallokatesin, prosiyanidin B1, prosiyanidin B2, C-piceid, eskulin, neoklorojenik asit,
kriptoklorojenik asit, klorojenik asit, koniferil alkol, plorizin, luteolin, naringenin,
luteolin 7-O-glukozit, naringenin-7-glukozit bilesikleri goriilmiistiir (Tocci vd., 2018).

H. foliosum, H. androsaemum ve H. perforatum’un toprak {istii kisimlarindan
hazirlanan dietil eter ve metanol ekstrelerinin incelendigi calismada, H. foliosum’da
katesin, kersetin-3-O-siilfat, mikuelianin, amentoflavon bilesikleri, H. androsaemum’da
kersetin-3-O-siilfat, mikuelianin bilesikleri, H. perforatum’da kersetin-3-O-siilfat,
mikuelianin, kinik asit, 3,4-dimetilbenzoik asit, klorojenik asit bilesikleri tespit edilmistir
(Ramalhete vd., 2016).

H. capitatum var. capitatum, H. capitatum var. luteum, H. elongatum var.
elongatum, H. olympicum, H. polyphyllum, H. retusum, H. salsolifolium ve H. spectabile
tirlerinin yaprak, cicek ve koklerinin metanol ile hazirlanmis ekstreleri incelendigi
caligmada hiperozit, izokersitrin, kersitrin, kersetin, avikularin, rutin, I3,1I8-biapigenin,
amentoflavon, mangiferin, katesin, epikatesin tespit edilmistir (Cirak vd., 2016).

Tiirkiye’de toplanan H. venustum’un ¢iceklerinin etanollii ve sulu ekstrelerinde
rutin, hiperozit, kersitrin, kersetin (Spiteller vd., 2008), Tiirkiye’de yetisen endemik H.
capitatum Choisy 1n toprak iistii kisimlarinin metanollii ekstresinden korojenik asit, rutin,
hiperozit, izokersitrin, kersitrin, kampferol, kersetin tespiti yapilmistir (Boga vd., 2016).

H. scabroides’un toprak iistli kisimlariyla hazirlanan metanol ekstresinde, YBSK-
DAD kullanilarak yapilan analiz sonucunda rutin, hiperozit, izokersitrin, klorojenik asit,
kampferol, kersetin, kersitrin ve amentoflavon bilesikleri tespit edilmistir (Mansour vd.,
2014).

H. carinatum, H. caprifoliatum, H. linoides, H. myrianthuve H. polyanthemum
tirlerinin toprak istii kistmlarinin hekzanli ekstresinden, uliginosin B, japonicin A,
hiperbrasilol, ariphenone A ve ariphenone B bilesikleri izole edilmistir (Barros vd.,
2013).

H. canariense ve H. perforatum tiirlerinin etanollii ekstresinde, kersitrin, hiperozit,
astragalin, rutin, luteolin-7-O-glukozit, apigenin-7-O-glukozit, eriodiktol-kalkon

bilesikleri tespit edilmistir (Klejdus vd., 2013).
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Peru’da yetisen H. andinum, H. brevistylum, H. silenoides, H. laricifolium tiirlerinin
toprak istli kisimlarinin etanollii ekstrelerinden, klorojenik asit, rutin, hiperozit,
guaijaverin, kersetin, uliginosin A, izouliginosin B, izoperperbrasilol B, uliginosin B,
hiperbrasilol B bilesikleri YBSK-DAD’la tanimlanmistir (Ccana-Ccapatinta vd., 2014).

Antidepresan etki iizerinde flavonoit bilesiklerinin roliinli saptamak i¢in yapilan
deneyler, H. perforatum ekstresinin antidepresan etkisinin ekstrede hem hiperforin hem
de flavonoit bilesiklerinin bulundugu durumlarda arttigin1 gostermektedir. Bu durum
antidepresan etki tizerinde flavonoit bilesiklerinin de katkisi oldugunu ispatlamaktadir.
2.2.4. Biflavonlar

Biflavonlar, bitkilerde nadir olarak rastlanilan dimerik bir flavon grubudur.
Hypericum cinsinin tiirlerinde 3 ¢esit biflavon teshis edilmistir. Bunlar; 13,118-biapigenin,
amentoflavon (I3’, II8 biapigenin) ve 6’,8”-dikersetin’dir (Sekil 2.4) (Nahrstedt ve

Butterweck, 1997). Biflavonlerbitkinin sadece ¢igeklerinde ve tomurcuklarinda

bulunmaktadir (Berghofer ve Holzl, 1987).

)
amentoflavon N

Sekil 2.4. 13, I18-biapigenin ve Amentoflavon (13°, 118 biapigenin)

Amentoflavon’un antienflamatuvar, analjezik, antiiilserojenik ve yara iyilestirici
aktivitelere sahiptir (Cirak ve Kurt, 2014; Patocka, 2003). 13, II8-biapigenin ve
amentoflavon bilesikleri merkezi depresan aktiviteye sahiptir. Bazi caligmalarda
amentoflavonun, kismi agonistik etki ve diazepam ile karsilastirilabilir afinite ile beyin
benzodiazepin reseptorlerine in vitro baglandigi gosterilmistir (Nahrstedt ve Butterweck,
1997).

2.2.5. Proantosiyanidinler

Hypericum tiirlerinde siklikla ve yiiksek oranda (%16’ya kadar) bulunan dimerik,
trimerik ve tetramerik prosiyanidinler bulunmustur (Sekil 2.5) (Patocka, 2003).

Proantosiyanidinlerin ¢esitli biyolojik etkileri arasinda antioksidan (Bagchi vd., 2000),
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antiviral (De Bruyne vd., 1999) ve antimikrobiyal etkinliginin (Scalbert, 1991) bulundugu

rapor edilmis, ancak antidepresan etkisi bildirilmemistir (Nahrstedt ve Butterweck, 1997).

protoantosiyanidin I

Sekil 2.5. Proantosiyanidin

H. perforatum tiriiniin kimyasal bilesiminde kondanse tanenlerin varligi 1925
yilinda saptanmig, 1953 yilinda Neuwald ve Hagenstrom tarafindan bitkinin
stirglinlerinde %3,8, yapraklarinda %12,4 ve ¢igeklerinde %16,2 oraninda bulundugu
belirlenmistir (Ernst, 2003).

Tanenlerin antifungal, antibakteriyel ve antiviral etkili bilesikler olduklar1 yapilan
birgok ¢alismayla kanitlanmistir. Ayrica tanen molekiilleri mutajen maddelerin mutajenik
etkisini azaltirlar ve antikarsinojenik oOzellikli bilesiklerdir. Tanenlerin bu 06zelligi
antioksidan olmalariyla agiklanir (Chung vd., 1998).

Dall’ Agnol vd. 2003 yilinda yapilan bir ¢calisma ile H. caprifoliatum, H. connatum,
H. polyanthemum, H. ternum, H. myrianthumve H. carinatum tiirlerinin i¢erdigi tanen
orani belirlenmis ve bunlarin antimikrobiyal etki {izerindeki rolleri arastirilmistir. Buna
gore en yiiksek oranda tanen igeren tiir (%16,7) ile H. ternum tiiriidiir. icerdikleri tanen
oranlarina gore ¢oktan aza dogru H. connatum (%11,5); H. carinatum (%9,1); H.
polyanthemum (%6,7); H. caprifoliatum (%6,4); ve H. myrianthum(%5,1) olarak
siralanir. Tanenler her ne kadar antimikrobiyal etkileri bilinen bilesikler olsa da bu
caligmaya gore S. Aureus iizerinde en az antimikrobiyal etkiye sahip tiir H. ternum tiiriidiir
(Dall’Agnol vd., 2003).

2.2.6. Fenolik Asitler

Fenolik asitler, esas olarak hidroksisinnamik asit ve hidroksibenzoik asit esterleri
halinde bulunmaktadir. Gallik, protokatesik, wvanillik, p-hidroksibenzoik asitler

hidroksibenzoik asit tiirevi, klorojenik, kafeik, p-kumarik, ferulik, izoferulik, gentisik ve
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sikimik asitler hidroksisinnamik asit tiirevleridir (Sekil 2.6) (Nahrstedt ve Butterweck,

1997; Saddiqge vd., 2010).

HO O o\
SNANoH HO N OH HO _
OH

OH HO OH

Sekil 2.6. Klorojenik asit, kafeik asit, p-kumarik asit

Jirgenliemk ve Nahrstedt’in 2002 yilinda H. perforatum bitkisinin toplam fenolik
bilesiklerini aragtirmak amaciyla yaptigi calismalar sonucunda, yiiksek basingli sivi
kromatografisi yontemiyle 22 adet fenolik bilesik tespit edilmistir. Bunlardan fenolik asit
olarak neoklorojenik asit (3-O-[E]-kafeoilkinik asit), protokatesik asit (3.,4-
dihidroksibenzoik asit), kriptoklorojenik asit (4-O-[E]-kafeoilkinik asit), 3-O-[E]-p-
kumaroilkinik asit, 3-O-[Z]-p-kumaroilkinik asit saptanmistir (Jiirgenliemk ve Nahrstedt,
2002).

H. origanifolium, H. montbretii ve H. perforatum tiirlerinin %70 metanol
ekstresinde gallik asit, protokatesik asit, p-hidroksibenzoik asit, kafeik asit, klorojenik
asit, syringic, p-sinnamik asit ferulik asit, /7-sinnamik asit ve o-kumarik tespit edilmigtir
(Oztiirk vd., 2007). H. perforatum tiiriinden 3-O-kumaroilkinik asit (Tatsis vd., 2007) ve
3-0 kafeoilkinik asit ve tiirevleri (Zhang vd., 2011); H. richerii tiirinden mirsetin-3-O-
kafeoilkinik asit ve mirsetin-5-O-kafeoilkinik asit izole edilmistir (Zduni¢ vd., 2011). H.
perforatum bitkisinin koklerinde kinik asit, klorojenik asit, 3-p-kumaroilkinik asit ve 3-
feruloilkinik asit bulundugu belirlenmistir (Tusevski vd., 2018).

H. cardonae tiiriinde sinnamik asit, 3,5-dihidroksibenzoik asit, vanilik asit, gallik
asit, 2,6-dihidroksibenzoik asit, p-hidroksibenzoik asit, klorojenik asit, neoklorojenik
asit, kriptoklorojenik asit; H. cuatrecasii tiiriinde 3,5-dihidroksibenzoik asit, vanilik asit,
gallik asit, 2,6-dihidroksibenzoik asit, neoklorojenik asit, sinnamik asit, p-
hidroksibenzoik asit; H. myricariifolium ve H. cuatrecasii tirlerinde 3,5-
dihidroksibenzoik asit, vanilik asit, gallik asit, 2,6-dihidroksibenzoik asit, neoklorojenik
asit, sinnamik asit, p-hidroksibenzoik asitler; H. humboldtianum’>da  3,5-
dihidroksibenzoik asit, vanilik asit, gallik asit, 2,6-dihidroksibenzoik asit, neoklorojenik

asit, sinnamik asitler; H. carinosumda kafeik asit, 3,5-dihidroksibenzoik asit, 2,6-
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dihidroksibenzoik asit, sinnamik asit, klorojenik asit, neoklorojenik asit, kriptoklorojenik
asitler; H. laricifolium tiirinde sinnamik asit, 3,5-dihidroksibenzoik asit, vanilik asit,
gallik asit, 2,6-dihidroksibenzoik asit, neoklorojenik asit, kriptoklorojenik asit; H.
garciae tirlinde ise 3,5-dihidroksibenzoik asit, vanilik asit, sinnamik asit, neoklorojenik
asit, kriptoklorojenik asit bulunmaktadir (Tocci vd., 2018).

Bosna-Hersek’te yabani olarak yetisen H. perforatum L. yaprak ve ¢igeklerinin
kapsamli fenolik asit analizi ilk kez yapilmistir. Yapilan ¢alismada sonug olarak, en fazla
kafeik ve klorojenik asit tespit edilmistir. Genel olarak, fenolik asitlerin icerigi ¢icek
kisminda yapraklara gore daha yiiksek bulunmustur (Zeljkovi¢ vd., 2017).

Gliney Brezilya’da yetisen H. campestre, H. caprifoliatum, H. carinatum, H.
connatum, H. cordatum, H. linoides, H. lorentzianum, H. megapotamicum, H.
myrianthum, H. polyanthemum, H. rigidum, H. salvadorense, H. ternum tiirlerinin toprak
iistii kisimlarimin  metanollii  ekstrelerinde klorojenik asit, hiperozit, izokersitrin,
guaijaverin ve kersitrin tespit edilmistir (Nunes vd., 2010).

H. perforatum, H. calycinum ve H. conugum’un ¢icekli kisimlarinin metanollii
ekstresinde; kumarin, hesperidin, p-kumarik asit, o-kumarik asit, gallik asit, kafeik asit,
vanilik asit, salisilik asit, kinik asit, 4-OH-benzoik asit, ferulik asit, klorojenik asit,
rosmarinik asit, protokatesik asit, sinnamik asit, sinapinik asit, fumarik asit, vanilin,
pirokatesol, malik asit, sirinjik asit, hesperetin, naringenin, rutin, kersetin, kersitrin,
apigenin, krisin, isokersitrin, apigetrin, rhoifolin, niktiflorin, fisetin, luteolin, mirisetin,
kamferol tespit edilmistir (Ersoy vd., 2019).

H. lanuginosum’un toprak istii kisimlarinin etil asetatli, metanolli ve sulu
ekstresinde; protokatesik asit, 3-kafeoilkinik asit, kinik asit, rutin, hiperozit, 1,3-
dikafeilkinik asit, kampferol, kersetin, apigenin-7-O-glukozit, biapigenin, amentoflavon
bilesikleri tespit edilmistir (Mahomoodally vd., 2019).

H. japonicum ’un toprak istii kistmlarinin metanol ile hazirlanmig ekstresinden;
kersetin-3-O-B-D-glukuronid, kersitrin, kersetin, hiperozit, 13,118-Biapigenin, narenferin,
dihidrokampferol, ramnositrin, amentaflavon, taksifolin 5,7,3',4'-tetrahidroksi-3-
metoksiflavon, rutin, tetrametoksiflavon, koumaroilkinik asit izomeri 3-O-kafeoilkinik
asit, 4-O-kafeoilkinik asit, kuinik asit, sinapik asit, koumaroilkinik asit izomeri
dihidroksibenzoik asit-O-heksozit ve klorojenik asit izomeri izole edilmistir (Peron vd.,

2019). H. quartianum tirlinliin yapraklarinin kloroformlu ekstresinden; 9-hidroksi-
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10,12,15-oktadeca-trienoik asit, 9-hidroksi-10,12-oktadekadienoik asit, sikimik asit,
kersetin ve p-sitosterol izole edilmistir (Fobofou vd., 2019).

Italya’da yetisen ve ¢iceklenme asamasinda toplanan H. scruglii ve H. hircinum
bitkilerinin toprak {stli kisimlarinin %70 etanollii ve metanol/fosfat tamponu (90 mM,
pH 6,0) karisimi (1:1, h/h) ekstreleri analiz edildiginde, klorojenik asit, hiperozit, kesretin
ve sikimik asit tespit edilmistir (Mandrone vd., 2017). H. hircinum un toprak istii
kisimlarmin %96 etanollii ekstresinden kolon kromatografisi ile aliman 6 fraksiyon
iizerinde yapilan analizde, betulinik asit, shikimik asit, klorojenik asit, kersetin, 5,7,3',5'-
tetrahidroksiflavanon ve 5,7,3',5'-tetrahidroksiflavanon-7-O-glukozit tespit edilmistir
(Mandrone vd., 2015).

H. undulatum’un filiz kiiltlirlerinin ve yabani biiyiiyen tiiriiniin sulu ekstresinde;
klorojenik asit, epikatesin, hiperozit, izokersitrin, kersitrin, kersetin, 3-O-kafeoilkinik
asit, 5-O-kafeoilkinik asit, 3-p-kumarilkinik asit, 4-O-kafeoilkinik asit, o-feruloilkinik
asit, katesin, mangiferin, katesin-epikatesin dimer, epikatesin, rutin, mikuelianin,
hiperozit, kersetin-pentozi, luteolin hekzosit ve apigenin-7-O-glukozit tespit edilmistir
(Rainha vd., 2013).

H. perforatum L., H. maculatum Crantz, H. tetrapterum Fr., H. erectum Thunb., H.
humifusum L., H. monogynum L., H. kouytchense, H. canariense L. tiirlerinin siirgiin
kiiltiirlerinin analizi sonucunda, klorojenik asit, narenferin, amentoflavon, kersetin, rutin,
hiperozit, izokersetin, kersitrin, kaempferol-3-O-glukozit ve emodin bilesikleri tespit
edilmistir (Bélintova vd., 2019).

2.2.7. Terpenler

H. chinense nin koklerinin metanollii ekstresinden iki yeni meroterpenoid olan
biyoulakton D-E izole edilmistir (Tanaka vd., 2012). H. patulumun’un toprak istii
kisimlarindan, prenile agilfloroglusinol ile iligkili meroterpenoid olan hiperinoid A ve B
izole edilmistir (Jia vd., 2020).

Yunanistan’da yetisen endemik H. kelleri Bald nin toprak istii kisimlart sirasiyla
siklohekzan, diklorometan, metanol ve 5:1 (h/h) metanol-su karigimi ile masere edilmis,
kellerin A-B, 1,2-dihydro-3,8-dihidroksi-6-metoksi-1,1-bi(3-metilbut-2-enyl)xanthen-
2,9-dione (6-metilpatulone), (R/S)-1,3,5-trihidroksi-2-(3-metil-2-buten-1-yl)-4-[2-(3-
metilbut-2-enyl)-3-metilbut-3-enyl]-6-metoksi-9H-xanthen-9-one ((2"'R/S)-kellerine C),
(R/S)-1,3,6-trihidroksi-5-metoksi-2-(3-metil-2-buten-1-yl)-4-[ 2-(3-metilbut-2-enyl)-3-
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metilbut-3-enyl]-11H-dibenzo[b,e] [1,4]dioxepin-9-0 ((2"'R/S)-creticine) bilesikleri
izole edilmistir (Mathioudaki vd., 2018).

H. riparium bitkisinin yapraklarinin  diklorometan-metanol (1:1, h/h) ile
maserasyonundan chipericumin E, hiperenon C ve hiperixanthone bilesikleri izole
edilmigtir (Tala vd., 2015). H. ascyron’un toprak {iisti kisimlarinin %95 etanollii
ekstresinden; 3,4-seco-olean-13(18)-en-12,19-dion-3-oik asit olarak adlandirilan yeni bir
3,4-seco-oleanan tipi triterpenoid ve bilinen bir feiedelan tipi triterpenoid olan, friedelin
izole edilmistir (Chen vd., 2015).

Diger caligmalar: Cin’de yetisen H. japonicum’dan jacarelhyperols D adl1 yeni bir
bisksanton izole edilmistir (Zhang vd., 2007). H. sampsonii’nin toprak iistii kisimlarinin
etanollii ekstresinden 1,3-dihidroksi-5-metoksiksanton-4-siilfonat ve 1,3-dihidroksi-5-O-
B-D-glikopiranosilksanton-4-siilfonat ksantonlar1 izole edilmistir (Hong vd., 2004).

H. ascyron’un toprak iistii kisimlarinin etanollii, sulu ve kloroformlu ekstrelerinden,
3,6-dihidroksi-1,7-dimetoksiksanton ve 5-kloro-1,6-dihidroksi-3-metoksi-8-
metilksanton bilesikleri izole edilmistir (Hu vd., 1999).

H. chinense’un yaprak ve govdelerinden izole edilen alti adet ksanton; 1,3,7-
trihidroksi-2-(2-hidroksi-3-metil-3-butenil)-ksanton, 1,7-dihidroksi-2,3-[200-(1-
hidroksi-1-metiletil)-dihidrofurano]-ksanton, 1,3,7-trihidroksi-5-metoksiksanton, 1,7-
dihidroksi-5,6-dimetoksiksanton, 4,5-dihidroksi-2,3-dimetoksiksanton ve 1,3-dihidroksi-
2,4-dimetoksiksanton olarak verilmistir (Tanaka ve Takaishi, 2006). Misir’da yetisen H.
sinaicum bitkisinin toprak iistii kisimlarinin %95 etanollii ekstresinden karmasik bir
adamantanil tiirevi olan, sinaicinone bilesigi izole edilmistir (Rezanka ve Sigler, 2007).

2.2.8. Ucucu yaglar

Ucgucu yag Hypericum tiirlerinde yapraklar ve ¢icekler iizerindeki seffaf renkli
guddeler icerisinde bulunmaktadirlar. Tiirlerde ugucu yag verimi genellikle %1’den az
olmakla birlikte (%0,1-%0,25); tam ¢iceklenme agsamasinda %0,35, ¢igeklenmeden dnce
%0,12 ve meyvede iken %0,18 olarak bulunmus, c¢iceklenme asamasinda en yiiksek
diizeyde oldugu belirlenmistir (Nahrstedt ve Butterweck, 1997).

Hypericum tiirlerinde en fazla bulunan ucucu bilesenler, monoterpenler (a-pinen,
B-pinen, limonen ve mirsen) ve seskiterpenler (B-karyofillen ve karyofillenoksit)dir.
Ayrica ucucu yagda alifatik bilesiklerde (2-metil oktan, n-nonan, n-dekan, n-undekan, n-

tetradekanol, 2-metil-dekan ve 2-metil-dodekan) bulunmaktadir (Crockett, 2010).

33



Ucucu bilesenlerin ¢igek ve yapraklardaki biyosentezlerinde farklar oldugu,
yapraklardan elde edilen ucgucu bilesenlerden B-karyofillen ve karyofillenoksit
konsantrasyonunun, ¢iceklerdekine kiyasla fazla oldugu, buna karsin ¢iceklerden elde
edilen ucucu yaglarda ise dodekanol, spatulenol, viridiflorol, karotol ve tetradekanol’iin
fazla oldugu belirlenmistir (Saddige vd., 2010).

Ozellikle Hindistan ve Tiirkiye’de dogal olarak yetisen H. perforatum’un ugucu
yaginda ana bilesen a-pinen (>%60) (A. Cakir vd., 1997; Weyerstahl vd., 1995); Sirbistan
ve Fransa gibi bazi lilkelerde yetisen H. perforatum tiiriiniin ugucu yaginda ana bilesen
karyofilen (Gudzi¢ vd., 2001); Litvanya’da yayilis gosteren H. Perforatum tiiriiniin ugucu
yaginda ana bilesen B-karyofillen veya karyofillen oksit olarak bulunmustur (Mockute
vd., 2003). Ozellikle Drosanthe seksiyonunda yer alan Hypericum tiirlerinin ugucu
yaginda a-pinenin yiiksek konsantrasyonlarda bulundugu sdylenebilir (Yiice, 2009).

Tirkiye’de H. uniglandulosum ve H.lydium Boiss ucgucu yaglarindaki ana
komponent a-pinen, ikinci sirada %19,2 deger ile undekanolarka tayin edilmistir.
H.lydium tiiriinde undekan miktar1 ¢ok daha diisiiktiir (%1,7). H. lydium tiiriinde ikinci
sirada yer alan ana komponent ise B-pinendir (%19,2). B-pinen, H. unglandulosum
tiiriinde %2,2 oraninda bulunmaktadir (Yiice-Babacan ve Bagci, 2017).

Hypericum cinsi ugucu yaglar1 i¢in major ve karakteristik bir komponent olarak a-
pinen iceren diger tirler; H. hircinum, H. perfoliatum, H. hyssopifolium, H.
heterophyllum, H. forrestii, H. apricum’dur (Bagc1 ve Yiice, 2010; Bertoli vd., 2000; A.
Cakar vd., 2004; Couladis vd., 2001; Demirci vd., 2005). H. myrianthum, H. scabrum ve
H. dogonbdanicum tiirlerinde a-pinen ve B-pinen yaygin olarak bulunmaktadir (Ferraz
vd., 2005; Javidnia vd., 2008).

Italya’nin Calibria bolgesinde yetisen H. triquetrifolium Turra ugucu yagmin major
bilesenleri; n-nonan (yapraklarda: %8, ciceklerde: %15), B-pinen (yaprak: %8, ¢igek:
%?4), a-pinen (yaprak: %13, cigek: %10), mirsen (yaprak: %16, ¢icek: %5), B-karyofilen
(yaprak: %S5, cicek: %11), germakren-D (yaprak: %10, ¢icek: %13), sabinen (yaprak:
%13, ¢igek: %3) ve karyofilen oksit (yaprak: %S5, cicek: %12) olarak bulunmustur
(Bertoli vd., 2003).

Dogu Hindistan’in endemik tiirii H. gaitii Haines yaprak ve taze dallarindan
hidrodistilasyon ile (%0,43) verimle sarims1 renkte ugucu yag elde edilmistir. a-pinen
(%69,5), B-karyofilen (%10,5), sabinen (%35,6), mirsen (%3,0) ve geranil asetat (%2,0)
ana bilesenlerdir. Ugucu yagimn antioksidan aktiviteleri, DPPHe, ABTS*" ve indirgeme
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giici olmak iizere {i¢ farkli metotla degerlendirilmis; BHT ve askorbik asit ile
karsilastirilan ugucu yagda orta derecede antioksidan aktivite tespit edilmistir (Kamila
vd., 2018).

Bat1 Romanya’da yetisen H. perforatum’un buhar distilasyonu yontemi ile elde
edilen ugucu yagmin %0,41 kimyasal bilesiminde a-pinen %30,92, B-pinen %18,32 ve
karyofilen bilesiklerinin %15,26 baskin oldugu goriilmiistiir. Bitkiden elde edilen ugucu
yagin antimikrobiyal aktivitesi gida kaynakli yedi yaygin bakteri ve mantarlara kars1 disk
diflizyon yontemi kullanilarak belirlenmis ve giiglii antimikrobiyal aktiviteye sahip
oldugu goriilmiistiir (Moleriu vd., 2017)

Orta ve Giineydogu Avrupa’nin Akdeniz kiyilarinda yayilim gosteren ve yaprak
dokmeyen H. aegypticum subsp. webbii’nin toprak listli kisimlarindan elde edilen ugucu
yag1 ve metanol ekstresinin kimyasal bilesimi ve antimikrobiyal aktivitesi aragtirildigi bir
caligmada, orta diizeyde antimikrobiyal aktivite (100’den>200 pg/mL’ye kadar MiK)
gosteren ucucu yagin baslica bilesenlerinin a-pinen %63,4-%68,5 ve B-pinen %16,9-
%17,0 oldugu goriilmiistiir (Marcetic vd., 2016).

Arnavutluk’un giineyindeki farkli H. perforatum L. popiilasyonlarinin toprak iistii
kisimlarindan elde edilen ugucu yagmin ana bilesenlerinin yayginligi bakimindan iki
gruba ayrilmistir. o-pinen bakimindan zengin ugucu yaglar yedi popiilasyonda ve trans-
(E)-karyofillen ve karyofillen oksit bakimindan zengin ugucu yaglar dort popiilasyonda
one ¢iktig1 tespit edilmistir (Bardhi vd., 2015).

H. hyssopifolium Chaix. ssp. hyssopifolium’un toprak iistii kisimlarindan elde
edilen ucucu yagin seskiterpenler acisindan zengin oldugu ve ana bilesenlerinin
spatulenol (%19,5) ve tetradekanol (%10,2) ve dodekanol (%9,3) oldugu saptanmastir.
Ayricaugucu yagin bes farkli mikroorganizmaya kars1 antimikrobiyal aktivitesi ¢calisilmis
ve bes bakterinin dordiine kars1 ugucu yagin orta diizeyde antimikrobiyal etki gosterdigi
tespit edilmistir (Schwob vd., 2006).

H. hyssopifolium var. microcalycinum ve H. lysimachioides var. lysimachioides
Boiss. et Noe’den elde edilen ugucu yaglarinin ana bileseni karyofillen oksit olarak
bulunmustur. Her iki Hypericum tiiriniin ugucu yaglari, 60 ile 80 pg/mL
konsantrasyonunda dokuz mikroorganizmaya karsi antimikrobiyal aktivite gosterdigi

saptanmistir (Toker vd., 2006).
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2.3. Hypericum Tiirlerinin Biyolojik Aktiviteleri

Hypericum tiirleri icerdikleri ¢ok farkli sekonder metabolitlerden dolay1 birgok
biyolojik aktiviteye sahiptir. Hypericum tiirlerinin biyolojik aktiviteleri ve tedavide
kullanimlari ile ilgili yapilmis ¢calismalar asagida verilmistir.

2.3.1. Antioksidan aktivite

Hypericum tiirlerinin antoksidan kapasitesini arastirmak amaciyla birgok calisma
yapilmistir. Ciceklenme doneminde toplanan H. aegypticum, H. androsaemum, H.
calycinum, H. hircinum, H. hirsutum, H. montanum, H. patulumThunb., H. perfoliatum,
H. perforatum, H. pubescens Boiss., H. tetrapterum Fr. tiirlerinin toprak {istii
kisimlarindan hazirlanan etanol ekstrelerinin antioksidan aktivitesi, DPPHe ve oksijen
radikali siipiiriicli antioksidan kapasite deneyleri ile analiz edilmis; H. perforatum ve H.
androsaemum ekstrelerinde yiiksek antioksidan aktivite goriilmiistiir (Napoli vd., 2018).

H. perforatum’un fenolik igeriginin ve antioksidan etkilerinin aragtirildigi
calismada, kafeolkinik asit, hiperozit, rutin, kersitrin, kersetin, I3, II8-biapigenin,
amentoflavone, protopsddohiperisin, psddohiperisin, protohiperisin, hiperisin, hiperfirin,
adhiperfirin, hiperforin, adhiperforintespit edilmistir. H. perforatum’un DPPHe yontemi
ile analiz edilen fraksiyonlarinin ¢ogunlugu, BHT, BHA’ya kiyasla yiiksek antioksidan
aktivite gostermistir. Yiiksek antioksidan aktiviteden flavonoidler ve fenolik asitlerin
sorumlu oldugu belirtilmistir (Or¢i¢ vd., 2011).

H. perforatum™un %380 etanollii ekstresinin DPPHe ve siiperoksit radikalini
siipiiriicli  antioksidan  kapasitesi analiz edilmis, tiiriin ham polisakkaritlerin
konsantrasyonuna bagli olarak Onemli antioksidan aktivitelere sahip oldugu
ispatlanmigtir (Heydarian vd., 2017).

H. perforatum ve Matricariac hamomilla tirlerinin fenolik bilesiklerin icerigi, LC-
MS/MS yontemiyle, ekstrelerin antioksidan aktivitesi ise CUPRAC yontemi ile
belirlenmistir. Rutin ve apigenin, M. Chamomilla su ekstresindeki dnemli flavonoidler
iken, H. perforatum sulu ekstresinin baskin fenolik bilesikleri rutin, katesin ve klorojenik
asit olarak saptanmustir. Bu calismada, H. perforatum ekstresinin onemli Olgiide
antioksidan etki gosterdigi tespit edilmistir (Sentkowska vd., 2016).

Italya’da yetisen H. perforatum subsp. perforatum, H. perforatum subsp.
veronense, H. montanum, H. hyssopifolium, H. hirsutum, H. hircinum subsp. majus, H.

Tetrapterum tiirlerinin DPPHe iizerindeki serbest radikal siipiiriicii etkileri sonucu
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metanol-aseton (1:1, h/h) ekstrelerinin, hafif ila orta derecede antioksidan aktiviteye sahip
olduklar1 gézlenmistir (Sagratini vd., 2008).

Balkanlarda yetisen H. barbatum, H. hirsutum, H. linarioides, H. maculatum, H.
olympicum, H. richeri, H. rumeliacum, H. tetrapterum ve H. perforatum tiirlerinin
antioksidan aktivitelerinin incelendigi ¢alismada; toplam antioksidan kapasitesi
fosfomolibdenum yontemi kullanilarak spektrofotometrik olarak tayin edilmistir. H.
perforatum un ¢icekli kisimlarindan hazirlanan ekstre ve H. barbatum un toprak iistii
kisimlarindan hazirlanan ekstrenin en yiliksek antioksidan kapasiteye sahip oldugu
goriilmistiir (Radulovi¢ vd., 2007).

H. lanuginosum™un toprak istii kisimlarinin etil asetatli, metanolli ve sulu
ekstrelerinin antioksidan aktivitesi DPPHe, ABTS®**, FRAP, CUPRAC spektrofotometrik
yontemi ve fosfomolibdenum yontemleriyle analiz edilmis; sulu ekstreninen yiiksek
DPPHe, ABTS®*" sonucu yiiksek antioksidan aktivite gosterdigi tespit gorilmiistiir
(Mahomoodally vd., 2019).

H.  hircinum’™un toprak st kisimlarinin %96 etanollii ekstresinin  ve
fraksiyonlarinin antioksidan kapasitesini belirlemek icin DPPHe , ABTS®**, FRAP-FZf
yontemleri kullanilmis; kersetin, klorojenik asit ve 5,7,3',5'-tetrahidroksiflavanon igeren
fraksiyonlarin en yiiksek serbest radikal temizleme aktivitesine sahip oldugu goriilmiistiir
(Mandrone vd., 2015).

H. perfoliatum "un toprak iistii kisimlarinin kloroform, kloroform-metanol (9:1, h/h)
ve metanol ekstrelerinin antioksidan aktivitesi, DPPHe ile incelendiginde; kloroform-
metanol ve metanol ekstrelerinin antioksidan aktiviteye sahip (ICso: 35 pg/mL’den az)
oldugu, kloroform ekstresinin ise kayda deger bir antioksidan aktivite sergilemedigi
gozlenmistir (Del Monte vd., 2015).

H. perforatum L., H. maculatum Cr., H. hirsutum L. ve H. tetrapterum Fr tiirlerinin
metanollii ekstrelerinin antioksidan aktiviteleri karsilastirilmis; H.maculatum ve H.
perforatum’un FRAP yontemine gore en yiiksek antioksidan aktivite gosterdigi
gbzlenmistir (Gitea vd., 2018).

Ulkemiz i¢in endemik H. malatyanum ve H. neurocalycinum’un toprak {istii
kisimlarinin metanollii ekstrelerinin antioksidan aktivitesi DPPHe, siiperoksit, demir
indirgeyici antioksidan etki (FRAP) ve lipit peroksidasyonunu inhibisyon yontemleri ile

test edilmistir. Toplam fenolik madde miktar1 yiiksek bulunan H. neurocalycinum’un
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metanollii ekstresinin dort yontemde de standart kersetinin sonuglarina benzer diizeyde
yiiksek aktivite tespit edilmistir (Eroglu Ozkan vd., 2018).

H. perfoliatum’un toprak iistii kisimlarmin %80 metanollii ekstresinin serbest
radikal stipiiriicii etkisi ile demir ve bakir iyonlarint indirgeme kapasitelerinin tayin
edildigi c¢alismada, ekstrenin bakir iyonlarini indirgeme kapasitelerinin yliksek
antioksidan aktivite verdigi belirlenmistir (Celep vd., 2017). H. lydium Boiss. tiiriiniin
meyve ve ciceklerinin metanollii ekstresinin orta derecede DPPHe’1 ve siiperoksit
radikalini siipliriicii etkisi oldugu sonucuna varilmistir (Serbet¢i vd., 2012).

Tiirkiye’de yetisen H. venustum un c¢iceklerinin etanol ve su ekstresinin giiclii
indirgeme giicli, serbest radikaller ve hidrojen peroksit temizleme aktivitesinin yan1 sira
metal selatlama yetenegine sahip oldugu yapilan ¢alismalarda goriilmiistiir (Spiteller vd.,
2008).

Tiirkiye’de yetisen endemik H. capitatum Choisy var’in toprak iistii kisimlarinin
metanollii, asetonlu, petrol eterli ve sulu ekstreleri; B-karoten soldurma, DPPHe serbest
radikal siipiirme, ABTS®" katyon radikal siipiiriicii ve bakir indirgeyici antioksidan
kapasite yoniinden incelenmistir. Metanollii ekstrenin bakir indirgeyici antioksidan
deneyleri sonucu diger ekstrelere gore yiiksek antioksidan aktiviteye sahip oldugu
goriilmistiir (Boga vd., 2016).

Kaz Daglari’'nda yetisen H. perforatum, H. perfoliatum, H. kazdaghensis
Gemici&Leblebici (Endemik), H. olympicum L., H. tetrapterum Fries., H. calycinum L.,
H. triguetrifoliumTurra, H. montbretii Spach tiirlerinin yaprak, ¢icek ve gdvde
kisimlarinin metanol ekstrelerinin antioksidan aktivitesi DPPHe yontemi ile ¢alisilmistir.
Caligilan tiirlerin tiimiiniin radikal siipiiriici etki agisindan doku tipine ve doza bagh
olarak farkliliklar gosterdigi tespit edilmistir. H. perforatum 'un diger tiirlere oranla daha
yiiksek antioksidan aktiviteye sahip oldugu belirlenmistir. Doku tipine gore elde edilen
verilerde ise yaprak metanol ekstrelerinin, ¢igek ve govde ekstrelerine oranla daha ytiksek
radikal siipiiriicii etkiye sahip oldugu tespit edilmistir (Yagan, 2012).

H. retusum bitkisinin toprak istli kisimlarinin farkli ¢oziiclilerde (metanol, etil
asetat, petrol eteri ve hekzan) hazirlanan ekstrelerinin antioksidan etkileri arastirilmistir.
Antioksidan aktivite; DPPHe radikalini, hidroksi radikalini sondiirme, indirgeme giicii ve
metal selatlama aktiviteleri dlgiilerek belirlenmistir. H. refusum’un ekstrelerinin yiiksek
DPPHe- radikali siipiiriicii aktiviteye sahip oldugu belirlenmistir (Akgoz, 2009). H.

origanifolium’un toprak tstii kisimlarinin etanollii ekstresinin yaslanma karsit1 etkisinin
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arastirlldigl calismada, ekstrenin belirgin diizeyde DPPHe radikalini siipirme ve f-
karoten soldurma etkisi gézlenmistir (Boran, 2018).

H. calycinum, H. confertum ve H. perforatumun ¢icekli kisimlarinin metanollii
ckstrelerinin antioksidan aktiviteleri DPPHe, ABTS®** katyon radikal siipiiriicii, metal
selatlayici, tireaz inhibisyonu ve CUPRAC antioksidan aktivite yontemleri kullanilarak
gerceklestirilmistir. Zengin fenolik igerige sahip olan H. calycinum 'un, tim deneylerin
sonucunda yiiksek antioksidan aktiviteye sahip oldugu tespit edilmistir. Caligmada ayrica
sadece H. calycinum ekstresi diisiik antiiireaz aktivitesi gosterirken, diger tiirler lireaza
kars1 herhangi bir aktivite géstermemistir (Ersoy vd., 2019).

H. lydium bitkisinin etanol ekstresinin antioksidan, mutajenik ve antimutagenik
aktiviteleri aragtirllmigtir. Ekstrenin DPPHe radikalini etkili bir sekilde temizledigi ve -
karoten-linoleik asit soldurmasini 6nledigi tespit edilmistir (Boran ve Ugur, 2017).

H. androsaemum ve H. perforatum bitkilerinin toprak istii kisimlarinin sulu
ekstrelerinde antidepresan aktivite ve fare beyninde in vivo antioksidan aktivite
Glutatyonda azalma (GSH) ve Siiperoksit dismutaz aktivitesi (SOD) ve Tiyobarbitiirik
asitle reaktif madde (TBARS) seviyelerinin 6l¢iildiigli calismada; sulu ekstrenin en
yiiksek dozunun depresyon semptomlarini 6nemli 6l¢iide azalttig1, normal davranisi geri
kazandirdig1 ve endojen antioksidan savunmalari arttirarak oksidatif stres seviyelerini
azaltti1 tespit edilmistir (Nabavi vd., 2018).

H. origanifolium Willd, H. montbretii Spach ve H. perforatum L. ¢i¢ek ve yaprak
ekstrelerinin antioksidan aktivitesi DPPHe ile radikal temizleme aktiviteleri ve Rancimat
yontemi ile oksidatif stabiliteleri agisindan degerlendirilmistir. Sonuglar sentetik bir
antioksidan olan BHT ve bir referans bitki olan H. perforatum ile karsilagtirildiginda; H.
origanifolium'un yaprak ekstrelerinin kontrol BHT den, H. perforatum ve H. montbretii
yaprak ve ciceklerinden iki veya ii¢ kat daha aktif oldugu bulunmustur (Oztiirk vd., 2009).
2.3.2. AChE ve BChE enzim inhibisyonu aktiviteleri

Norodejeneratif hastaliklar, 6zellikle insan beynindeki noronlari etkileyen, tedavisi
giinlimiizde miimkiin olmayan, ilerleyici hastaliklardir. Beklenen ortalama yasam stiresi
arttikca toplumda norodejeneratif hastalik goriilme siklig1 da artmaktadir; fakat sadece
yasa bagli olarak degil, genetik faktorlerin etkisiyle de ortaya ¢ikabilirler.

En yaygin olarak rastlanan ve en ¢ok bilinen nérodejeneratif hastaliklar; Alzheimer,
Parkinson, Huntington sendromu, Amiyotrofik Lateral Skleroz (ALS) olarak sayilabilir.

Bunlarin disinda bagka bir¢ok ndrodejeneratif hastalik da mevcuttur.
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Hypericum tiirlerinin norodejeneratif hastaliklarda kullanimiyla ilgili bir¢ok
caligma vardir. Norodejeneratif hastaliklar ¢cok ciddi sonuglart olan ve tedavisi olmayan
hastaliklar oldugu i¢in elde edilen olumlu sonuglar tiim diinyada ilgiyle takip
edilmektedir.

H. perforatum’un bilesiminde bulunan hiperforinin yapilan ¢aligmalarla
ndrotransmitter geri alim inhibitorii etkisinin oldugu, hiicre i¢i sodyum ve kalsiyum
seviyelerini arttirdig1, gecici reseptor protein kanonik kanal 6 (TRPC6)’y1 aktive ettigi ve
N-metil-D-aspartik asit (NMDA) reseptdr antagonisti oldugu belirlenmistir. Bu
mekanizmalar nérodejeneratif hastaliklarda Onleyici olarak kullanilabilecegini
gostermektedir. Ayrica yapilan bir diger in vitro c¢alismada hiperforininamiloid-3
plaklarint parcalama o6zelligi oldugu gdosterilmistir. Bu sonug¢ hiperforinin 6zellikle
Alzheimer hastaliginin tedavisinde kullanilabilecegini gostermesi agisindan son derece
onemlidir (Griffith vd., 2010).

Hiperforince zengin standardize H. perforatum ekstresinin Parkinson hastaligi
tizerindeki etkilerinin degerlendirildigi ¢aligmada siganlara rotenon uygulanarak
norotoksisite meydana getirilmis, daha sonra iki gruba ayrilan si¢anlardan ilk gruba %6
hiperforin igeren ekstre, diger gruba ise %0,2 hiperforin iceren ekstre giinde 4 mg/kg i.p.
olarak uygulanmigtir. Buna gore, hiperforince zengin ekstre uygulanan grupta sinir
harabiyetinde azalma oldugu tespit edilmistir (Del Rio vd., 2013).

H. perforatum’dan kersetin, kempferol ve biapigeninin izole edilerek bu maddelerin
Parkinson hastalig1 iizerindeki etkilerinin arastirildigr bir calismada, mitokondriyal
membrana hasar vererek hastaligin mekanizmasinda rol oynayan a-synuclein maddesinin
birikimini azaltarak olumlu etki gosterdigi bildirilmistir (http-2).

H. perforatum ekstresinin mikroglial aktivasyonu arttirdigi, ayn1 zamanda amiloid-
B birikimine bagli toksisiteyi azalttig1 gosterilmistir (Kraus vd., 2007).

Yar sentetik bir hiperforin tiirevi olan tetrahidrohiperforinin Alzheimer hastalig1
gelistirilen transgenik fare modellerinde noroprotektif etkilerinin oldugu ve hastaliga
bagli hafiza kaybini 6nledigi saptanmistir. Bu etkinin, hiicre membranindaki TRPC3/6/7
kanal reseptorlerine agonist etkisiyle olustugu belirtilmistir (Montecinos-Oliva vd.,
2015). Tetrahidrohiperforinin hiicre i¢inde Ca*? konsantrasyonunu arttirarak daha giiclii
sinaptik cevaplar saglanmasina neden oldugu, bunun da amiloid-B oligomerlerden
kaynaklanan dejenerasyonu onledigi belirilmistir (Ittner ve Gotz, 2011; Nussbaum vd.,

2013).
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H. scabrum tiiriinden izole edilen polisiklik acilfloroglusinol tiirevi bilesiklerin
glutamat indiiklii toksisite meydana getirilen beyin SK-N-SH hiicrelerinde 10 uM
konsantrasyonda belirgin noroprotektif etkilerinin oldugunu gdsteren bir ¢alisma
mevcuttur (Gao vd., 2016b).

Alzheimer hastalig: ile iligkili 6nemli bir noérotransmitter asetilkolin (ACh) dir.
ACh, beynin bellek ile ilgili bolgelerinde onemli bir isleve sahiptir. Alzheimer
hastaliginda ACh azalmasi, bellek bozuklugu ile iliskilendirilmektedir. Alzheimer
hastaliginda temel sorun kolinerjik sistemdeki azalma ve glutamat toksisite artisi
sonucunda néron kaybi olugmasidir. Alzheimer hastaliginda meydana gelen kolinerjik
kaybin, depresyon, ajitasyon, anksiyete, psikoz gibi cesitli davranissal ve psikiyatrik
belirtilerin hastalarda gézlenmesine neden oldugu belirtilmistir (Grossberg, 2002).

Asetilkolini yikan enzimler, asetilkolinesteraz (AChE) ve butirilkolinesteraz
(BChE) enzimleridir. Bu enzimlerin inhibitorleri, Alzheimer tedavisinde
kullanilmaktadir. Normal erigkin beyninde AChE yaygin olarak bulunurken, BChE sinirl
miktarlarda bulunmaktadir. Asetilkolinesteraz enzimi uyarilabilen tiim dokularda
bulunurken, butirilkolinesteraz enzimi ise merkezi ve periferal sinir sistemi, karaciger ve
plazmada bulunmaktadir (Atay, 2014).

Kolinesteraz inhibitorlerinin Alzheimer hastaliginin tedavisinde kullanimi ilk
olarak Amerikan Gida ve Ilag Dairesi (FDA) tarafindan kanitlanmistir. Alzheimer
hastalarindaki tedavi edici etkileri 6 ile 36 hafta arasindaki tedavi siiresince incelenmis
ve biligsel fonksiyonlarindaki artis gozlenmistir. Kolinestereazlarin, hastalig1 engelleyici
ve norolojik olarak koruyucu etkisinden dolayi, hastaligin ilk sathalarinda da
norotoksisiteyi ve fonksiyonel komplikasyonlar1 engellemesi Alzheimer hastaliginin
tedavisinde umut olmustur (Balli, 2019).

Tiirkiye’de yetisen H. perforatum’un toprak tsti kisimlarmin etil asetat, metanol
ve sulu ekstrelerinin in vitrondroprotektif etkisinin incelendigi ¢caligmada, etanol ekstresi
belirgin AChE (%49,54+4,44), etil asetat ekstresi ise belirgin BChE (%50,79+3,07)
inhibisyonu, dolayisiyla anti-alzheimer aktivite gdstermiglerdir. Ayrica bu caligmada
sadece metanol ekstresi diisiik tirozinazinhibisyonu gostermistir (%19,21+1,44) (Altun
vd., 2013).

H. wuralum tiriinden izole edilen hiperuralon C ve D bilesiklerinin Ellman
metoduyla asetilkolinesteraz (AChE) inhibitor aktivitesinin arastirildigi ¢alismada,

bilesiklerin orta derecede inhibitdr etkisinin oldugu gdsterilmistir (Zhang vd., 2015) Bir
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baska calismada ise H. cohaerens’dan izole edilen hiperkokin K’nin asetilkolinesteraz
aktiviteyi arttirdig: tespit edilmistir (Yang vd., 2015).

Llorent- Martinez vd. (2018) tarafindan yapilan ¢aligmada Tiirkiye’de yetisen H.
olympicum L., H. pruinatum L. ve H. scabrum L. toprak iistii kisimlarinin metanol
ekstreleri, enzim inhibitdr potansiyeli agisindan arastirilmig; Ayrica, ekstrelerde tespit
edilen biyoaktif bilesiklerin enzimlerle etkilesimleri hakkinda bilgi edinmek igin
molekiiler docking etkilesimleri incelenmistir. HPLC-ESI-MS" analizleri, H. olympicum
ekstresinin, ardindan H. scabrum ekstresinin, en yiiksek toplam fenolik igerige (38+1,0
mg/g DE) sahip oldugunu ve ana bilesenler olarak flavonoidlere sahip oldugunu
gostermistir. Ekstreler kolinesterazlara AChE ve BChE 0,56-2,03 mg/g ekstre galantamin
esdeger, tirozinaz ve o-glukozidaza karsi belirgin enzim inhibitor etkisi gostermistir.
Sadece H. olympicum (61,32+3,27 mg/g QE) ve H. pruinatum (39,88+2,51 mg/g ekstre
QE) ekstreleri, lipaz karsisinda kayda deger bir dnleyici etki gosterirken, test edilen tiim
ekstreler a-amilaza kars1 orta seviyede bir aktivite sergilemistir. a-Glukozidaz enzimatik
aktivitesinde en uygun etkilesimlere sahip olan fitokimyasallar hiperozit, mirisetin ve
neo-klorojenik asit olarak bulunmustur (Llorent-Martinez vd., 2018).

H. retusum Aucher’in ¢icek, meyve ve tohum metanol ekstrelerinin antioksidan,
antikanser, antikolinesteraz, antigenotoksik aktiviteleri ve fenolik igerikleri
arastirilmistir. Metanol ekstrelerinde protokatesik asit, katesin, kafeik asit ve sirinjik asit
miktarlart HPLC-DAD ile belirlenmistir. H. refusum tohum ekstresinin toplam fenolik
icerigi, meyve ve ¢igcek ekstrelerinden daha fazla bulunmustur. Cigek ve tohum metanol
ekstrelerinin DPPHe serbest radikal aktivitesi, kontrol olarak kullanilan BHT ye yakin
aktivite gosterdigi tespit edilmistir. H. refusum 'un ii¢ ekstresinden sadece ¢icek metanol
ekstresi HeLa ve NRK-52E hiicrelerine kars1 onemli sitotoksik etki gosterdigi tespit
edilmigtir. Ayrica tohumun metanol ekstresi hem asetil hem de butirilkolinesteraz
inhibisyonu aktivitesi gostermistir. En yiiksek anti-genotoksik etkiler 25 ve 50 pg/mL
konsantrasyonlarinda goriilmiistiir. Yapilan calismada ekstrelerin gii¢lii bir antioksidan
ve anti-genotoksik etki gdsterdigi bildirilmigtir. Tohum ekstresinin meyve ve ¢igek
ekstrelerinden daha iyi oldugu tespit edilmis ve sonug olarak ekstrelerin antioksidan ve
anti-genotoksik etkilerinin fenolik i¢eriklerine bagli oldugu diisiiniilmiistiir (Keskin vd.,
2017).

H. perforatum’un toprak lstli kisitmlarinin dietil eter ekstresinden izole edilen -

diketon,  2,6,9-trimetil-8-desen-3,5-dion  ve  3,7,10-trimetil-9-undesen-4,6-dion
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bilesiklerinden B-diketon ve 2,6,9-trimetil-8-desen-3,5-dion’in Alzheimer hastaliginin
semptomlarini azaltabilecek ilaglarin gelisimi i¢in B-ketoenol pargasina tekrar isaret eden
1.51 uM ICso degerine sahip bir asetilkolinesteraz inhibitorii oldugu goézlemlenmistir
(Radulovi¢ vd., 2018).

Tiirkiye’de yetisen endemik tiirlerden ikisi olan H. malatyanum ve H.
neurocalycinum’un toprak iistii kisimlarinin metanollii ekstrelerinin AChE enzimini
inhibe etme aktiviteleri sirastyla 10 pg/mL’de %62,24+%1,81 ve %85,78+4,11 olarak
bulunmustur. H. neurocalycinum ekstresinin daha gii¢lii bir sekilde AChE inhibe edici
aktivite gosterdigi tespit edilmistir (Eroglu Ozkan vd., 2018).

Yapilan bir baska calismada, H. androsaemum, H. undulatum ve bes farkli
lokasyondan toplanan H. perforatum’un toprak lstli kisimlarinin klorojenik asit, rutin,
hiperozit, izokersitrin ve kersetin iceren sulu ekstreleri farkli konsantrasyonlarda AChE
enzim aktivasyonu incelenmis, 1Cso degerleri H. androsaemum igin 0,62 + 0,06
ekstre/mL, H. undulatum igin 0,70 + 0,02 ekstre/mL, H. perforatum igin ise 0,88 + 0,08
ekstre/mL ile 1,79 + 0,37 ekstre/mL arasinda degisen sonuclar bulunmustur (Hernandez
vd., 2010).

H. perforatum, H. confertum ve H. calycinum tiirlerinin ¢igekli kisimlarinin
metanollii ekstrelerinin asetilkolinesteraz inhibitdr aktivitesi incelenmis; H. calycinum un
AChE’a kars1, H. perforatum un ise BChE’a kars1 yiiksek enzim aktivasyonu gosterdigi
tespit edilmistir (Ersoy vd., 2020).

H.  hircinum™un toprak st kisimlarinin %96 etanollii ekstresinin  ve
fraksiyonlarinin kolajenaz aktivitesinin degerlendirildigi ¢aligmada, hem etanollii ekstre
(ICso degeri 156 pg/mL)’nin hem de flavonol ve flavanon igeren fraksiyonlarin in vitro
ortamda kolajenaz aktivite gosterdigi tespit edilmistir (Mandrone vd., 2015).

Cigeklenme doneminde toplanan H. hircinum’un toprak iistii kistmlarinin, yiiksek
tetrahidroflavonol iceren %96 etanollii ekstresinin, yiiksek anti-kolajenaz aktivite (ICso
degeri 156 pg/mL) gosterdigi tespit edilmistir (Mandrone vd., 2015).

2.3.3. Antimikrobiyal aktivite

Hypericum tiirlerinin antibakteriyel etkileri tizerine bir¢ok arastirma yapilmistir. Bu
arastirmalardan biri olan Panda vd. (2017)’nin yaptig1 calismada, H. gaitii Haines’in,
aseton, su ve etanol ekstresinin Staphylococcus aureus’a karsi inhibe edici aktiviteye

sahip oldugu gosterilmistir (Panda vd., 2017).
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H. perforatum™un %80 etanolle hazirlanan ekstresi farkli konsantrasyonlarda; S.
aureus, Bacillus cereus, Escherichia coli, Salmonella typhi, Shigella Dysenteriae
bakterilerinde hiicre duvar1 yapisim1 bozarak, bu mikroorganizmalar {izerinde
antibakteriyel aktivite gdstermistir (Heydarian vd., 2017).

Makedonya da yetisen H. perforatum’un koklerinin metanollii ekstreleri, B.
subtilis, E. coli ve Pseudomonas aeruginosa ’ya kars1 antibakteriyel aktivite sergilemistir
(Tusevski vd., 2018).

Tiirkiye’de geleneksel tipta kullanilan ii¢ endemik Hypericum tiriinden (H.
rupestre Jaub. &Spach., H. vacciniifolium Hayek&Siehe. ve H. imbricatum Poulter) elde
edilen sulu ve etanolik ekstrelerinin, metisiline direngli S. aureus’u inhibe edebilme
kabiliyetleri aragtirllmistir. En yiliksek antibakteriyel aktiviteye H. imbricatum’un
etanolik ekstresi oldugu tespit edilmistir (Dulger ve Hacioglu, 2009).

H. atomarium Boiss. ciceklerinden hazirlanan kloroform, metanol ve su
ekstrelerinin S. aureus, S. shominis, S. haemolyticus ve S. epidermidis suslara karsi
antibakteriyel etkileri incelendiginde; calisilan tiim izolatlar tizerinde farkli oranlarda,
giiclii antibakteriyel etkisinin oldugu tespit edilmistir. izolatlar iizerinde en giiclii
antibakteriyel etki kloroform ekstresinde gozlenmis, en az etki ise su ekstresinde
saptanmistir (Onem ve Cevikbas, 2018).

H. acmosepalum, H. addingtonii, H. androsaemum, H. arnoldianum, H. beanii, H.
bellum ssp. latisepalum, H. calycinum, H. curvisepalum, H. dummeri, H. foliosum, H.
forrestii, H. frondosum, H. hidecote, H. hircinum, H. hircinum ssp. albimontanum, H.
hircinum ssp. majus, H. hookerianum, H. kouytchense, H. lagarocladum, H. lancasteri,
H. maclarenii, H. maculatum ssp. maculatum, H. moserianum, H. olympicum, H.
patulum, H. prolificum, H. pseudohenryi, H. reptans, H. revolutum ssp. revolutum, H.
stellatum, H. subsessile ve H. xylosteifolium un toprak {istii kisimlarinin kloroform ve
metanollii ekstrelerinin metisiline direngli S. aureus’un klinik izolatina kars1 aktiviteleri
arastirilmistir. 34 kloroform ekstresinin 33°i, disk difiizyon analizinde 6nemli aktivite
gostermistir (Gibbons vd., 2002).

H. reflexum, H. canariense ve H. grandifolium’un toprak {istli kisimlarinin
metanollii, metanol-aseton (1:1, h/h) ekstrelerinin ve ugucu yaglarinin; S. aureus, E.
faecalis, E. coli, P. aeruginosa ve Candida albicans suslarina karsi antimikrobiyal etkileri
test edilmistir. Bu li¢ Hypericum tiiriinden elde edilen ugucu yaglar, C. albicans’a kars1

olciilebilir bir aktivite gdstermistir. Ekstreler 32 ila 128 mg/L arasinda degisen MIK
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degerleri ile S. aureus ve E. faecalis’e karst aktivite gostermistir. E. coli ve P.
aeruginosa’ya karst mikrodiliisyon testleri tiim bitkiler i¢in negatif sonuglar vermistir
(Duan vd., 2018).

Tiirkiye’nin giineydogusundan toplanan H. scabrum L., H. lysimachioides Boiss.
var. lysimachioides ve H. retusum Aucher tiirlerinin etanol ekstrelerinin S. epidermidis, S
aureus, S. pyogenes ve P. aeruginosa’ya kars1 gliclii antibakteriyel etkiye sahip oldugu
bulunmustur. H. scabrum’un etanol ektresi, test edilen tiim mikroorganizmalara kars1 en
giiclii antimikrobiyal etkinligi gostermistir (Baris vd., 2011).

H. caprifoliatum, H. carinatum, H. connatum, H. ternum, H. myrianthumve H.
polyanthemum’un toprak iistii kisimlarinin metanollii ekstreleri; S. aureus, S. epidermidis,
Micrococcus luteus, E. coli, B. subtilis, Saccharomyces cerevisiae bakteri ve mantarlarina
kars1 degerlendirilmis; H. caprifoliatum; S. aureus’a karsi en yiiksek aktiviteyi gosteren
tiir olmustur. B. subtilis’e kars1 sadece H. polyanthemum ve H. ternum ekstreleri aktivite
gosterirken; metanollii ekstreler S. epidermidis, E. coli ve S. cerevisiae’ya kars1 aktivite
gostermemigtir (Dall’Agnol vd., 2003).

H. pseudopetiolatum var. kiusianum bitkisinin toprak {istii kisimlarinin metanollii
ekstresi, M. luteus, Cryptococcus neoformans ve Trichophyton mentagrofitler’e kars
antimikrobiyal aktivite gostermistir (Tanaka vd., 2010).

Mukherjee vd. (2001) tarafindan yapilan ¢calismada, H. hookerianum’un yaprak ve
dallarmin kloroform, aseton ve metanol ekstreleri; P. cepacia, B.subtilis, B.megaterium,
B.coagulans, S. aureus ve E. coli bakterilerine kars1 antibakteriyel aktivite gdstermis, en
yliksek aktivite metanol ekstresinde gézlenmistir (Mukherjee vd., 2001).

H. yojiroanum’un metanollii ekstresinden izole edilen yojironins A-D, Aspergillus
niger, C. albicans, Cryptococcus neoformans, Trichophyton mentagrophytes, S. aureus
ve B. Subtilis kars1 antimikrobiyal aktivite sergilemistir (Mamemura vd., 2011).

H. barbatum, H. hirsutum, H. linarioides, H. maculatum, H. olympicum, H. richeri,
H. rumeliacum, H. tetrapterum ve H. perforatum’un toprak {istii kisimlarinin metanollii
ekstrelerinin in vitro antimikrobiyal aktvitesi; E. coli, Klebsiella pneumoniae, P.
aeruginosa, S. aureus, S. enteritidis, A. niger ve C. albicans bakteri ve mantarlarindan
kars1, disk diflizyon yontemi kullanilarak taranmistir. H. hirsutum'un metanollii ekstresi
hem bakteri hem de mantarlara karsi yiliksek antimikrobiyal aktivite gostermistir

(Radulovi¢ vd., 2007).
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H. hyssopifolium var. microcalycinum ve H. lysimachioides var. lysimachioides
ucucu yaglari; E. coli KI2 E. coli PBR 322, E. coli PUC 9, B. brevis, B. cereus, S.
pyvogenes, P. aeruginosa, S. aureus e C. albicans 60-80 pg/mL araliginda
mikroorganizmalara karsi antimikrobiyal aktivite gostermistir (Toker vd., 2006).

Baz1 endemik Hypericum tiirlerinin (H. thymbrifolium Boiss. &No€, H. spectabile
Boreau, H. pseudolaeve Robson, H. neurocalycinum Boiss., H. malatyanum Pesmen) ve
H. perforatum’un petrol eteri, dietil eter, kloroform, aseton ve metanol ekstreleri test
edilen Gram pozitif bakterilere direngli S. aureus ve S. epidermidis karst aktivite
gosterdigi gozlenmistir. En yiliksek aktivite, H. neurocalycinum ve H. malatyanum’un
petrol eteri ve metanol ekstreleri olmustur (Ozkan vd., 2019).

H. perfoliatum’un toprak istii kisimlarindan hazirlanan kloroform ve kloroform-
metanol ekstreleri, Gram (+) B. cereus (DSM 4313 ve DSM 4384 suslari) ve S. aureus’a
karsi, Gram (-) bakterilerden ise E.coli ve P. aeruginosa suslarina ayrica patojen
Chronobacter sakazakii’ye kars1 da antimikrobiyal aktivite sergilemistir (Del Monte vd.,
2015).

Tiirkiye’de yetisen endemik H. capitatum Choisy toprak iistii kisimlarinin
metanollii, asetonlu ve petrol eterli ekstreleri; S. aureus, S. pyogenes, E. coli, P.
aeruginosa ve C. albicans’a kars1 degerlendirildiginde, petrol eterli ekstrenin S. pyogenes
(Gram (+)), P. aeruginosa (Gram (-)) ve C. albicans lizerinde aktif; asetonlu ve metanollii
ekstrelerin zayif ve orta derecede antimikrobiyal aktivite; metanollii ekstrenin ise
E.coli'ye kars1 en yiiksek aktiviteyi gosterdigi tespit edilmistir (Boga vd., 2016).

Endemik H. kazdaghensis yapraklarinin kloroform, aseton ve metanol ekstrelerinin
antibakteriyel aktivitesi, disk diflizyon yontemi kullanilarak ve gentamisinle
karsilastirilarak analiz edilmis; B. subtilis, E. coli, Klebsiella pneumonia, P. aeruginosa,
Salmonella thyphimurium, S. aureus suslarina karsi tiim ekstreler antimikrobiyal aktivite
sergilemistir (Bagaran Diilger ve Gonuz, 2005).

H. riparium yapraklarinin diklorometan-metanol (1:1, h/h) ekstresinden elde edilen
chipericumin E, hyperenone A, metoksixanthone, metoksixanthone, aurentiamideacetate
bilesikleri, metisiline direncli S. aureus’a (MRSA) karsi orta derecede antibakteriyel
aktivite gostermistir (Tala vd., 2015).

H. erectum koklerinin metanollii ekstresinden izole edilen erekrisin A-E, adotogirin

veotogirin, S. aureus, B. subtilisve E. coli suslar1 lizerindeki antimikrobiyal aktiviteleri
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acisindan degerlendirilmis; adotogirin ve otogirin maddelerinin, S. aureus ve B. subtilis’e
kars1 giiclii antibakteriyel ajanlar oldugu kanitlanmistir (Lu vd., 2016).

H. lydium’un ¢igekli kisimlarinin sulu ve etanollii ekstrelerinin E. coli, S. aureus ve
10 MRSA izolatlaria kars1 potansiyel antibakteriyel aktivitesi mikrodiliisyon yontemi
ile arastirilmus; etanol ekstresinin minimal inhibitér konsantrasyonu (MiK) degerleri, E.
coli ve S. aureus standart suslari i¢in sirasiyla >1024 pg/mL ve 16 pg/mL olarak
verilmistir. MRSA izolatlari, etanol 6ziitii ile ayn1 konsantrasyonlarda (16-32 pg/mL) de
inhibe edilmistir. Su ekstresi herhangi bir antibakteriyel aktivite (MIK degeri>1024
ng/mL) gostermemistir. (Aygiil ve Serbetei, 2020).

H. rochelii Griseb ve H. umbellatum’un ugucu yaglari, B. subtilis, S. aureus, E. coli,
S. abony, P. aeruginosa, C. albicans ve A. niger olmak lizere, bes bakteri ve iki mantar
susuna kars1 mikrodiliisyon testinde; ugucu yaglarin orta derecede antimikrobiyal etkilere
sahip oldugu goriilmiistiir (Dordevi¢ vd., 2013).

H. cardonae, H. cuatrecasii, H. myricariifolium, H. humboldtianum, H. carinosum,
H. laricifolium, H. garciae toprak tusti kisimlarinin metanollii ve kloroformlu
ekstrelerinin dordii C. albicans’a (MIK 50<353,25 pg/mL) ve besi C. parapsilosis’e
(MIK 50 <1000 pg/mL) karsi aktivite gdstermistir. H. garciae bitkisinin metanol ve
kloroformlu ekstreleri C. intermedia ve C. parapsilosis’e karst flukonazolden daha
yliksek aktivite gostermistir. Metanolllii ekstre, C. lusitaniae ve C. albicans’a karsi
strastyla 4 ul/mL ve 5 pl/mL ve C. glabrata’ya kars1 64 ul/mL seklindeki MIK 50 pg/mL
degerleriyle test edilen tiim tiirlere kars1 aktivite gostermistir. Kloroformlu ekstre ise C.
tropicalis’e kars1 flukonazolden daha yiiksek aktivite gostermistir (Tocci vd., 2018).

H. roeperianumun yapraklar1 once kloroform sonra metanolle ekstre edilmis,
Caenorhabditis elegans’a kars1 6nemli antelmintik aktivite gostermistir. Aktiviteden 3-
geranil-1-(20-metilbutanoil) —floroglucinoliin sorumlu oldugu belirtilmistir (Fobofou vd.,
2015).

2.3.4. Sitotoksik Aktivite

Hiperisin, neoplastik hiicre hatlarinda sitotoksik etki gdsteren 15183a duyarli bir
pigmenttir. Bu nedenle, fotodinamik tedavide yer alan bir antikanser ilact olarak
degerlendirilmektedir (Schempp vd., 2001). Kanser hiicrelerine kars1 in vitro ortamda
giicli antitlimor aktivite gosteren hiperisinin, yiiksek konsantrasyonlarda bile normal
hiicreler iizerine toksik etki gostermedigi bildirilmistir. Hiperisin, tiimor olusumu

izerinde etkili bir faktor olan, hiicre biiyiimesini diizenleyen epidermal biiylime faktorii
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reseptorlerini ve protein kinaz aktivitesini dogrudan inhibe etmektedir (Kog, 2012).
Hypericum tiirlerinden elde edilen hiperforinin, matriks metalloproteinazlarin (MMP-2,
MMP-9) aktivasyonunu dnleyerek tiimor hiicrelerinin invazyon ve metastazini sinirladigi
bildirilmistir (Dell’ Aica vd., 2007).

Tiirk halk tibbinda hala kullanilan H. adenotrichum Spach. ve H.olympicum L.’nin
metanol ekstrelerinin, insan hematoma (Hep3B) ve sican glioma (C6) hiicre hatlari
iizerinde doza baglh bir sekilde biiyiimeyi Onleyici/sitotoksik aktiviteye sahip oldugu
gosterilmistir (Ari vd., 2017).

Aydimn yoresinde endemik olan 4 bitki Crocus olivieri ssp. balansae, Scutellaria
orientalis ssp. carica, Scrophularia floribunda ve H. adenotrichum tiiriinlin toprak {istii
kisimlarindan elde edilen petrol eteri, etil asetat, diklormetan ve metanol ekstrelerin HL-
60 16semi hiicre hatt1 lizerindeki sitotoksik aktiviteleri ile apoptotik ve nekrotik etkilerinin
arastirildigi bir calismada, H .adenotrichum’un hiperisin icermedigi ancak psddohiperisin
ve amentoflavon i¢erdigi, H. adenotrichum’dan elde edilen ekstrelerin arastirilan bitkiler
arasinda HL-60 hiicrelerinin boliinmesi {izerinde en giiclii engelleyici etkiye sahip tiir
oldugu belirlenmistir. Bitkinin biitiin ekstreleri yiiksek oranda sitotoksik aktivite
gdstermistir (Ozmen, 2008).

H. lydium Boiss. bitkisinin etanol ekstresinin antioksidan, mutajenik ve
antimutagenik  aktivitesinin ilk  kez arastirlldigi  bir ¢alismada, Ames
Salmonella/mikrozom test sonuclari, H. lydium’un etanol ekstresinin test edilen
konsantrasyonlarda (0,002-2 mg/plak) bakterilere toksik veya mutajenik olmadigini
gostermistir (Boran ve Ugur, 2017).

H. perforatum’un kiiltiirlenmis T24 ve NBT-II mesane kanseri hiicre hatlarina kars1
sitotoksik aktivitesinin arastirildigr bir ¢alismada, petrol eteri kullanilarak hazirlanan
lipofilik ekstrenin, 4 ve 5 pg/mL kadar diislik konsantrasyonlarda apoptozu indiikledigi
goriilmistiir (Skalkos vd., 2005).

Gliney Brezilya’da yetisen H. caprifoliatum Cham. & Schlecht., H. carinatum
Griseb., H. connatum Lam., H. myrianthum Cham. & Schlecht., H. polyanthemum
Klotzschex Reichardt, H. ternumA. St. Hil. metanolik ekstreleri, HT-29 kolon kanseri ve
H-460 akciger kanseri hiicre hatlarina kars1 antikanser aktiviteleri agisindan incelenmis
ve H. caprifoliatum, H. myrianthum ve H. ternum’dan elde edilen ekstrelerin en yiiksek

aktiviteye sahip olduklar1 goriilmistiir (Ferraz vd., 2005).
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Hiperforin ve prosiyanidin B2 nin 16semi (K562 ve U937) hiicrelerinin biiyiimesini
inhibe etme kabiliyetinin incelendigi bir arastirmada, prosiyanidin B2 nin, 16semi hiicre
hatlarinda (K562, U937) belirgin bir sekilde biiylimeyi inhibe edici etkisi goriilmiistiir.
Hiperforin ve hiperisin, 16semik hiicre biiyiimesi iizerindeki inhibitdr aktivitelerinde,
sinerjistik etki gostermislerdir. Hiicre 6liimii, apoptozla hiperforin ve prosiyanidin B2 ile
24 saatlik tedaviden sonra meydana gelmistir (Hostanska vd., 2003).

Hiperforinin in vivo antianjiyogenik aktivitesini degerlendirmek i¢in, sicanlara deri
altindan MT-450 meme karsinomu hiicreleri enjekte edilmis ve hiperforin enjeksiyonlari
ile tedavi uygulanmistir. Hiperforinin, tiimor bilylimesini inhibe ettigi, uyarilmis timor
hiicrelerinin apoptozisini ve azalmig tiimor vaskiilarizasyonunu indiikledigi goriilmiistiir.
Bu ¢aligmanin verileri, hiperforinin, endotel hiicreleri lizerinde dogrudan, toksik olmayan
bir etki ile anjiyogenezi de baskilayabilecegini gostermektedir (Schempp vd., 2005).

H.annulatum’un toprak st kisimlarinin hekzanli ekstresinden izole edilen
hiperannulatin A-E bilesiklerinin sitotoksisitesi; tiimor hiicre hatlar1 olan HL-60, HL-
60/DOX, MDA-MB, SKW-3 ve K-562 iizerinde MTT bazli analizler kullanilarak
belirlenmis; Hiperannulatin A ve B’nin, kemosensitif hiicre hatlarina kars1 giiglii
sitotoksik etkiye sahip oldugunu gostermistir (Nedialkov vd., 2018).

H. scabrum’un toprak {istli kistmlarinin %95’lik etanollii ekstresinden elde edilen;
hiperibrin E-G, sampsonione N, (2R,4R,6S)-2-benzoil-3,3-dimethil-4,6-bis(3-methilbut-
2-en-1-oil) siklohexan-1-on, hipermongon B, hiperibon A, hiperibon G, sampsonion p ve
7-epiklusyanon bilesikleri parasetamol ile indiiklenen HepG2 hiicre hasarina karsi ve
hepatoprotektif aktivite ilact olan bisiklol ile karsilastirilarak analiz edilmis; Hiperibrin
G, 7-epikulasyanon, (2R,4R,6S)-2-benzoil-3,3-dimetil-4,6-bis(3-methilbut-2-en-1-oil)
siklohexan-1-on vesampsonione N bilesiklerinin, parasetamol ile indiiklenen HepG2
hiicresine kars1 hepatoprotektif etkili oldugu tespit edilmistir (Hu vd., 2017).

H. scabrum’un toprak istii kisimlarinin %95 etanollii ektresinden izole edilen
hiperskabron J-M bilesiklerinin hepatoprotektif aktiviteleri, parasetamol kaynakli HepG2
hiicre hasarina kars1 incelenmis; hiperskabron K ve hiperskabron M’nin 10 uM’da 6nemli
hepatoprotektif etki sergiledigi gozlenmistir (Gao vd., 2016a).

H. peplidifolium’un toprak iistii kistmlarinin metanollii ve etanollii ekstrelerinden
izole edilen; Peplidiforone A, Peplidiforone C, 4-metoksi-3-(2-metilbut-3-en-2-yl)-6-
phenyl-2H-piran-2-on ve Petiolin J bilesikleri, HT-29 ve PC-3 kanser hiicre dizilerine

kars1 sitotoksisite agisindan test edilmis; metanol ve etil asetat ekstreleri, 50 pg/mL’lik
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bir konsantrasyonda HT-29 i¢in sirastyla %54-%35 ve PC-3 i¢in %48-%36 oranlarindaki
biliylime inhibisyonu ile hiicre hatlar1 {izerinde sitotoksik aktivite gdstermislerdir. Ancak
izole edilmis bilesiklerin hicbiri, bu testlerde, nemli biyolojik aktiviteler sergilememistir
(Fobofou vd., 2016).

H. henryi‘den hazirlanan etil asetat ekstresinden izole edilen hyperhenones G-M,
sampsonol F, hypercohone G bilesikleri insan tiimor hiicre hattina karsi incelenmis;
hypercohone G, A549 ve HeLa hiicrelerine kars1 inhibitdr aktivite gostermistir. Ayrica
hyperhenone J ve hypercohone G, 40 uM konsantrasyonda, A549 hiicresinin metastazini
baskilamistir (Duan vd., 2018).

H. reflexum, H. canariense ve H.grandifolium’un toprak {istii kisimlarinin
metanollii ekstresinin, insan tiimor hiicre hatlar1 (A375, MDA-MB 231 ve HCT 116)
iizerindeki etkisi incelenmis, H. grandifolium ekstresinin, HCT 116 {izerinde 4,64
pg/mL’lik bir ICso degeri ile nemli oranda antiproliferatif etki gosterdigi tespit edilmistir
(Zorzetto vd., 2015).

Sarruo vd. (2018) tarafindan yapilan ¢alismada, H. perforatum un toprak iistii
kisimlarindan hazirlanan %80 metanol ekstresinin sitotoksik aktivitesi, Caco-2 kolon
kanseri lizerinde 0,01 ve 100 pg/mL arasindaki konsantrasyonlarda incelenmis; sitotoksik
etki, sadece en yliksek doz olan, 100 pg/mL konsantrasyonda gdézlemlenmistir (Sarrou
vd., 2018).

H. scabrum’un toprak istii kisimlarinin etanollii ekstresinden izole edilen
Hiperibrin A, Hiperibrin C ve Hiperibrin D bilesikleri, SK-N-SH hiicrelerinde glutamat
kaynakli toksisite lizerinde onemli noroprotektif etki gostermistir. Hiperibrin C ve
Hiperibrin D, parasetamol kaynaklt HepG2 hiicre hasarina karsi orta derecede
hepatoprotektif aktivite gdstermistir (Gao 2016a).

H. pseudohenryi nin toprak istii kisimlarinin metanollii ekstresinden izole edilen
pseudohenones A-G bilesikleri, HepG2 insan hepatokarsinom hiicre hatti, Ecal09
0zofaguskarsinom hiicre hatti, HeLa servikal kanser hiicre hatti ve A549 kiigiik hiicreli
olmayan akciger kanseri hiicre hattinda test edilmistir. Pseudohenone F, Ecal(09 ve
A549’a kars1 orta diizeyde inhibitor aktiviteler (ICso= 9,5 ve 6,2 uM) gostermistir (Yang
vd., 2017).

Cinde yetisen H. ascyron bitkisinden izole edilen ascyronone A, ascyronone C ve

hypermongone B bilesikleri; HL-60, SMMC-7721, A549, MCF-7 ve SW480 insan tiimdr
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hiicre hatlarinda test edilmis ve bu bilesiklerin zayif inhibitor aktivite sergiledikleri
gozlenmistir (Kong vd., 2017).

H. perforatum, H. rumeliacum ve H. triquetrifolium un metanollii ekstrelerinin
sitostatik ve pro-apoptotik kapasitesi; HL-60 insan 16semi hiicre hatti {izerinde tripan
mavisi diglama yontemi, MTT analizi ve akis-sitometri analizi ile ger¢eklestirilmistir.
Deney sonucunda, BCL2 ve BAX genlerinin mRNA ekspresyon seviyelerinde
degisiklikler ile birlikte ekstrelerin nekrotik hiicre Olimiinii tesvik ederek Onemli

sitotoksik aktivite sergiledigi gdzlenmistir (Sakavitsi vd., 2017).
H. riparium koklerinin metanollii ekstresinden izole edilen 7,7 -dihidroksi-

8,8 biskumarin ve 7,7 -dimetoksi-6,6 -biskumarin bilesiklerinin sitotoksik aktiviteleri,
insan prostat kanseri hiicre dizisi PC-3 ve kolon kanseri hiicre dizisi HT-29’a kars1
incelenmistir. Bu ¢alismada, s6z konusu bilesiklerin, 6nemli bir sitotoksik aktivite
sergilemedigi gézlenmistir (Tanemossu vd., 2014).

H. adenotrichum’un metanollii ekstresinin anti-timor etkisi, insan meme kanseri
hiicre hatlar1 olan MCF-7 ve MDA-MB-231 iizerinde MTT ve ATP canlilik testleri
kullanilarak;  genotoksik/anjiotoksik etkisi ise lenfosit kiiltiiri kullanilarak
gerceklestirilmigtir. Hiicre 6liim sekli, floresan mikroskopisi ve biyokimyasal yontemler
kullanilarak belirlenmistir. Bitki ekstresi, hiicre tipine bagli olarak hem sitotoksik hem de
genotoksik etki gostermistir. H. adenotrichum, secilen dozlarda (125-500 pg/mL), insan
lenfositlerinde O6nemli genotoksik aktivite sergilerken, 0,2 ila 100 pg/mL
konsantrasyonlar1 arasinda, kanser hiicre hatlari tizerinde antiproliferatif etki gostermistir
(Sarimahmut vd., 2016).

H. brasiliense’in toprak tistii kisimlarinin hekzanli ekstresinden izole edilen
japonisin A, uliginosin B ve izouliginosin B bilesiklerinin, OVCAR-03 (yumurtalik),
NCI-ADR/RES (yumurtaliga direncli) ve UACC-62 (melanom) insan timor hiicre
hatlarina karsi, giiclii antiproliferatif aktivite gosterdigi gozlenmistir (Franga vd., 2013).

H. ellipticum™un toprak istii kisimlarinin hekzanli ekstresinden izole edilen
elliptofenon A ve ksantonelliptoksanthon A-B bilesikleri, insan kolon kanseri hiicre
hatlar1 (HT-29, HCT-116 ve Caco-2) ve normal insan kolon hiicre hatlar1 (CCD-18Co)
kullanilarak sitotoksisite agisindan degerlendirilmis; test edilen bilesikler, normal kolon
hiicreleri ile karsilagtirildiginda, kolon kanseri hiicrelerine karsi sitotoksik secicilik
gostermis ve HCT-116 ve Caco-2 tiimor hiicrelerine karsi orta derecede sitotoksisite

sergilemiglerdir (Manning vd., 2011).
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H. riparium bitkisinin yapraklarinin diklorometan-metanol (1:1, h/h) ekstresinden
izole edilen chipericumin E, hyperenone A, metoksixanthone ve aurentiamideacetate
bilesikleri, insan mide hiicre hatt1t BGC-823 {izerinde sitotoksik etki gostermistir (Tala
vd., 2015).

H. pamphylicum bitkisinin toprak {istli kisimlarinin metanollii ekstresinin sitotoksik
aktivitesi, HeLa ve NRK-52E hiicre hatlar1 tizerinde MTT hiicre canlilifi deneyi
kullanilarak test edilmis; metanol ekstresinin HeLa ve NRK-52E hiicre hatlarina karsi
sitotoksisite gdstermedigi tespit edilmistir (Eroglu Ozkan vd., 2013).

H. sampsonii bitkisinin toprak iistli kisimlarinin petrol eterli ekstresinden izole
edilen sampsonol A-F bilesikleri in vitro sitotoksik, antienflamatuar ve antimikrobiyal
aktiviteleri agisindan incelenmis; Sampsonol A ve B bilesikleri, 13-28 uM araliginda ICso
degerleri ile, insan meme (MCF-7), hepatom (HepG2), kolon (HT-29) ve akciger (A549)
tiimor hiicre hatlarina karst anlamli sitotoksisite gdstermistir (Xin vd., 2012).

H. hookerianum un toprak {istii kisimlarinin metanollii ekstresinden izole edilen,
hookeriones A-D bilesikleri; HL-60 insan miyeloid 16semi, SMMC-7721 insan
hepatokarsinomu, A-549 akciger kanseri, MCF-7 meme kanseri ve SW-480 insan
pankreatikkarsinomu tiimor hiicre hatlarina karst MTT yontemini kullanarak test edilmis
ve yeni izolatlarin higbirisi kanser hiicre hatlarina karsi aktivite gostermemistir (Ye vd.,
2016).

H. ascyron toprak lstii kisimlarinin %95 etanollii ekstresinden izole edilen
hiperasikron A-H bilesiklerinin sitotoksik ve anti-HIV-1 aktiviteleri arastirilmig, Deney
sonucunda, hiperasikron C ve hiperasikron G, sirasiyla 4,22 ve 8,36 uM ICso degerleri
ile, HL-60 hiicrelerine kars1 6nemli sitotoksisik aktivite sergilemislerdir (Zhu vd., 2015).

H. perforatum’un zeytinyaginda masere edilmis 6rnekleri, potansiyel sitotoksisitesi
acisindan, insan akciger fibroblast (MRC-5) hiicre hatti {izerinde test edilmis; en yiiksek
test konsantrasyonunda (ICso>128 pg/mL) bile MRC-5 hiicre hattina karsi sitotoksik
etkinin ortaya ¢ikmadigi goriilmiistiir (Orhan vd., 2013).

H. yojiroanum’un metanollii ekstresinden izole edilen yojironins A bilesigi, in vitro
lenfositik 16semi (L1210) hiicrelerine (ICso 4,1 pg/mL) ve insan epidermoidkarsinom KB
hiicrelerine (ICso 6,8 pug/mL) karsi sitotoksisite gostermistir (Mamemura vd., 2011).

H. sampsonii’in toprak istli kisimlarinin etanollii ekstresinden izole edilen

ksantonlar, 1,3-dihidroksi-5-metoksiksanton-4-siilffonat ve 1,3-dihidroksi-5-O-b-D-
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glikopiranosilksanton-4-siilfonat, P388 kanser hiicre hattina kars1 belirgin sitotoksisite
sergilemiglerdir (Hong vd., 2004).

H. ascyron yapraklarinin metanollii ekstresinden izole edilen tomoeone A-H
bilesiklerinin ¢ok ilaca direngli (MDR) kanser hiicre dizileri dahil olmak {izere insan
tiimor hiicre dizilerine karsi sitotoksisiteleri arastirilmis; tomoeone F’nin (ICso degeri 6,2
uM), KB hiicrelerine kars1 belirgin sitotoksisite gosterdigi tespit edilmistir. Tomoeone
F’nin ayrica doksorubisinden daha gii¢lii olan MDR kanser hiicre hatlarina (KB-C2 ve
K562/Adr) kars sitotoksik etki gosterdigi de goriilmiistiir (Hashida vd., 2008).

H. androsaemum "un toprak iistii kisimlarinin etanol:su (80:20, h/h) ekstresi, normal
domuz karaciger hiicresine (400 pg/mL) kars: toksisite gostermezken; meme, akciger,
servikal ve hepatoseliiler insan karsinom hiicre hatlarinin biiyiimesinde belirgin bir
inhibisyon saglamistir (Jabeur vd., 2016).

H. pseudopetiolatum’un toprak lstli kisimlarinin metanollii ekstresinden izole
edilen jioller J-M bilesiklerinin, lenfoma (L1210) hiicrelerine ve insan
epidermoidkarsinom KB hiicrelerine kars1 sitotoksisite sergiledigi (her ikisi de ICso> 10
pg/mL) gozlenmistir (Tanaka vd., 2010).

H. sikokumontanum un toprak iistii kisitmlarinin metanollii ekstresinden izole edilen
takaneone A-C ve Takaneol A-B bilesikleri, sitotoksisiteleri insan kanser hiicre hatlarinda
degerlendirilmis; Takaneone B ve takaneol A bilesikleri, K562/Adr ¢oklu ilaca direngli
(MDR) kanser hiicrelerine karsi nispeten giiclii ila orta diizeyde sitotoksisite gostermistir
(Tanaka vd., 2008).

H. pseudopetiolatumun toprak lstii kisimlarinin metanollii ekstresinden izole
edilen petiolin A-C bilesikleri, lenfositik 16semi (L1210) hiicrelerine (sirasiyla ICso
degerleri, 2,5, >10 ve 3,3 pg/mL) ve insan epidermoidkarsinom KB hiicrelerine (ICso
degerleri, 4,8, 9,6 ve 4,9 ng/mL) kars1 sitotoksisite sergilemistir (Tanaka vd., 2008).

H. roeperianum m yapraklarin1 kloroform ve metanollii ekstresinden izole edilen
10 yeni bilesigin PC-3 ve HT-29 kanser hiicre hatlarina ve MT-4 enfekte HIV hiicre
hattina karsi etkileri arastirilmis; bu bilesiklerden Empetrifranzinan C, Empetrifranzinan
B, Empetrikarinol B, 3-geranyl-1-(2-metilbutanoyl)-phloroglucinol, zay1f sitotoksik etki
gostermislerdir (Fobofou vd., 2015).

%0,3 hiperisin ve %3,8 hiperforin igeren H. perforatum 'un metanollii ekstresi, PC-
3 insan prostat adenokarsinom hiicre hattinda test edilmis; ekstrenin insan prostat kanseri

hiicrelerinin biiylimesini 6nemli 6l¢iide azalttig1 gézlenmistir (Martarelli vd., 2004).
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Nepal’de yetisen H. japonicum un toprak lstli kisimlarinin metanollii ekstresi,
insan THP-1 monositik 16semi hiicre hattina uygulanmis ve metanol ekstresi, kanser
hiicrelerinin canliligin1 6nemli 6l¢iide azaltmistir (Peron vd., 2019).

H. japonicum toprak istii kisimlarinin metanollii ekstresinden izole edilen
hiperjaponol A-I bilesiklerinin, iki insan tiimdr hiicre hatti (HEL ve MDA-MB-231)
tizerindeki sitotoksik etkileri MTT deneyi ile degerlendirilmis, 3,53-18,7 uM ICso
degerleri ile HEL hiicre hattina kars1 iyi inhibitor aktiviteler gosterirken, MDA-MB-231
kanser hiicre hattina kars1 ICso degerleri 4,92 ila 10,75 pM arasinda orta sitotoksisite
sergilenmistir (Zhu vd., 2019).

H. attenuatum un toprak {istii kisimlarmin %95 etanollii ekstresinden izole edilen
attenuatumione G-H, 1,7-dihidroksixanthone, 2-deprenylrheediaxanthone B ve
Jacareubin bilesiklerinin insan tiimor hiicreleri olan Hep-G2, U20S ve MCF-7 iizerindeki
etkileri incelendiginde attenuatumione H bilesigi, Hep-G2 (ICs0=9,11 uM) ve MCF-7’ye
(ICso= 16,24 uM) kars1 orta diizeyde; 1,7-dihidroksixanthone Hep-G2’ye kars1 5,32 uM
ICso degeri ile Onemli sitotoksik aktivite gostermistir (Zhou vd., 2016). H.
hookerianum’un toprak {stli kisimlarimin metanollii ekstresinden izole edilen
hookeriones I-Q bilesikleri, ECA-109 hiicre hatlarina kars1 orta derecede sitotoksisite
gostermistir (Ye vd., 2019).

H. aucheri Jaub toprak iistii kisitmlarinin diklorometanli ekstresinden izole edilen
Aucherin A-C bilesikleri, MTT deneyi kullanilarak bir insan tiimor hiicre hatti tizerinde
test edilmis; test edilen tiim bilesikler, 19,6 ila 57,8 uM arasinda degisen 1Cso degerleri
ile, orta derecede sitotoksisite sergilemistir (Nedialkov vd., 2019).

H. elodeoides toprak iistii kisimlarinin %95 etanollii ekstresinden izole edilen
Hiperelodionlar A-C, HeLa ve MCF-7 hiicrelerinin biiyiimesini inhibe ederek sitotoksik
aktivite gostermistir (Qiu vd., 2020). Bir akciger hastaligi olan idiyopatik pulmoner fibroz
(IPF) hastaligim1 tedavi etmek amaciyla yapilan ¢alismada, hastalifin patogenezinde
temel rol oynayan doniistiiriicii biiylime faktorii-B1 (TGF-B1) niin inhibe edilmesi
hedeflenmistir. Bunun i¢in H. longistylum’un toprak {istii kisimlarimin metanollii
ekstresinden izole edilen 21 tane bilesigin sitotoksisitesi tizerindeki etkisi, MTT analizi
ile test edilmistir. Deney sonucunda, bazi izolatlarin TGF-B1/Smad3 yolagin1 énemli

Ol¢iide inhibe ettigi gosterilmistir (Li vd., 2019).
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2.3.5. Antidepresan Aktivite

Tarihin eski donemlerinden beri bitkisel tedavide H. perforatum’un, antidepresan
etkisi bilinmektedir. Bu ylizden, bitki iizerinde antidepresan etkisinin arastirildigi ¢ok
fazla sayida ¢aligma yapilmistir. Hypericum ekstrelerinin antidepresan etkisinin, icerdigi
hiperforin, hiperisin ve kersitrinden kaynaklandig: diistiniilmektedir (Cirak ve Kurt,
2014).

H. perforatum, Avrupa’da ve ABD’de hafif-orta siddette depresyon tedavisi igin
yaygin olarak kullanilan popiiler bir bitkidir. Aragtirmalar, depresyon semptomlarini
minimal yan etkilerle azaltmada etkili oldugunu ve ayn1 zamanda adet 6ncesi sendromda
da faydali oldugunu gostermistir. Bitki bazi ilag¢ etkilesimleri olmasina ragmen yiiksek
bir giivenlik profiline sahiptir (Cass, 2003). Yapilan ¢calismalarda, WS 5572, L1 160, WS
5570 ve ZE 117 Hypericum ekstrelerinin, standart antidepresan ilaglara kiyasla benzer
etkinlik ve daha iyi tolere edilebilirlik ile plaseboya gore anlamli derecede daha etkili
oldugu gosterilmistir (Kasper vd., 2010).

Sulu etanollii H. perforatum ekstresi ile tedavinin, depresyon hastalarinda klasik
antidepresanlara benzer bir etkisi oldugu bildirilmistir (Gambarana vd., 1999). Son
yillarda diger antidepresanlar ile kiyaslanabilir klinik etkisi ve az sayida yan etkisi
nedeniyle H. perforatum’dan hazirlanan ekstreler, depresyon tedavisi i¢in onemli bir
secenek haline gelmistir. Psychotonin, Jarsin, ZE117, WS 5572, LI 160 gibi ticari
preparatlar ile yapilan klinik ¢alismalarda, bitkinin antidepresan etkilerinin, plaseboya
gore daha iistiin oldugu ortaya konmustur (Can vd., 2009).

Randomize, cift-kor, plasebo-kontrollii bir calismada, iki farkli H. perforatum
ekstresinin klinik etkinligi ve giivenligi, DSM-IV kriterlerine gore hafif veya orta siddetli
depresyondan muzdarip 147 erkek ve kadin {izerinde incelenmis ve sonuglar bitkinin hafif
ve orta siddetli depresyondaki terapdtik etkisinin, hiperforin igerigine bagli oldugunu
gostermistir (Laakmann vd., 1998).

Klinik veriler, H. perforatum’un sulu etanol ekstrelerinin, hafif-orta siddette
depresyonda, daha az yan etkiyle, konvansiyonel antidepresanlar kadar etkili
olabilecegini gostermektedir. Farkli hiperforin igerigi olan iki ekstre kullanilarak yapilan
bir klinik denemede de hiperforinin antidepresan aktiviteden sorumlu ana aktif bilesen
oldugu gosterilmistir. Kemirgenlerdeki davranis modelleri, Hypericum ekstrelerinin,
ayrica saf hiperforinin ve hiperisinin antidepresan benzeri etkisini dogrulamaktadir.

Hiperforin igermeyen hidroalkolik ekstrede, antidepresan benzeri bir etki gézlenmemistir
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(Mennini ve Gobbi, 2004) Yapilan bagka bir ¢alismada hiperforinin, H. perforatum’un
antidepresan benzeri aktivitesinde 6nemli bir rol oynadig1 goriisiinii desteklemektedir
(Cervo vd., 2002).

Besi plasebo kontrollii, %50 veya %60 etanol ile suda hazirlanan ekstrelere dayanan
on ¢alismadan, bes vakanin hepsinde, Hypericum ekstresinin énemli dl¢iide etkili oldugu
gosterilmistir. Hypericum ile elde edilen sonuglarin imipramin veya fluoksetin ile
karsilagtirildiginda daha iyi oldugu goriilmistiir. Dort farkli sentetik antidepresanla
yapilan bes karsilastirmali c¢alismada, amitriptilin alti haftalik tedaviden sonra
Hypericum’dan 6nemli Olciide iistiinken, kalan dort calismada Hypericum ve diger
sentetikler arasindaki tedavi sonuglarinda anlamli bir fark bulunmamaistir (Schulz, 2002).

Klinik ve deneysel calismalar, H. perforatum’un geleneksel antidepresanlara
benzer oOzelliklere sahip oldugunu gostersede birden fazla etki mekanizmasi
onerilmektedir. Serotonin, noradrenalin ve dopaminin geri alimmnin segici olmayan
blokaji; serotonerjik ve dopaminerjik reseptorlerin yogunlugunda artis ve GABA erjik
reseptorler i¢in artan afinite; ayrica, monoaminoksidaz enzim aktivitesinin inhibisyonu
s0z konusu mekanizmalar arasindadir. Her durumda, sinaptik aralikta kimonoamin
konsantrasyonlarinin artmasi, klinik olarak uygulanan antidepresanlarin etkilerine
benzemektedir (Rodriguez-Landa ve Contreras, 2003).

Farmakokinetik verilere ve baglanma c¢alismalaria gore, Hypericum ekstresinin
antidepresan etkisinin, hiperisinin merkezi ndrotransmitter reseptorleri ile etkilesimi
nedeniyle muhtemel olmadig1 anlagilmaktadir. Hiperforinin ana in vitro etkileri spesifik
olmayan presinaptik etkilerdir. Bu bir¢ok nérotransmiterin alimimin seg¢ici olmayan
sekilde inhibe edilmesine ve dopamin D1 ve opioid reseptorleri ile etkilesime neden

olmaktadir (Mennini ve Gobbi, 2004).
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3. YONTEM
3.1. Bitki Materyali

Hypericum thymopsis Boiss. (Hypericaceae) 2014 temmuz ayinda Sivas-Kangal-
Giiriin yakinindan toplanmis, teshisi Dog. Dr. Mehmet TEKIN tarafindan, “Flora of
Turkey and the East Aegean Island” adli eser temel alinarak ve ilgili literatiirlerden
faydalanilarak gerceklestirilmistir. Bitkinin herbaryum 6rnegi Cumhuriyet Universitesi
Fen Bilimleri Fakiiltesi Herbaryumu’nda kayit altina alinarak saklanmaktadir. H.
perforatum L. ise 2015 temmuz ayinda Ankara Kizilcahamam Kurtbogazi baraji 200 m
Pinus-Cedrus Ormani yakinlarindan toplanmis, herbaryum &rnegi Hacettepe Universitesi
Eczacilik Fakiiltesi Herbaryumu’nda kayit altina alinarak saklanmaktadir (Cizelge 3.1).
H. thymopsis Boiss. ¢icekli gorseli verilmistir (Gorsel 3.1).

Gorsel 3.1. H. thymopsis Boiss. ¢icekte (Kaynak: Dog. Dr. Mehmet TEKIN)
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Cizelge 3.1. Calisilan tiirlerin lokalitesi, toplanma tarihleri ve herbaryum kayit numaralari

Herbaryum Tarih Toplanan Yer
Kayit No
B6 Sivas: Sivas-Kangal-Giiriin yol
H. thymopsis Boiss. Tekin 1625 05.07.2014 ayrimi, 1560 m
(Toplayan Dog. Dr. Mehmet TEKIN)
A4 Ankara: Kizilcahamam
H. perforatum Linn. HUEF 14028 20.07.2015 Kurtbogazi baraji1 200m

Pinus-Cedrus Ormani

(Toplayan Dr. Ogr. Uy. Tuncay AGAR)

3.2. Kimyasal Maddeler ve Cihazlar
3.2.1.Kimyasal maddeler
EDTA

Ferrozin

FeCl;
K4[Fe(CN)s]-3H20
FeCls

Gallik asit

Sverozit
p-Hidroksibenzoik asit
Kafeik asit

Klorojenik asit
Sirinjik asit
o-Kumarik asit
p-Kumarik asit
Ferulik asit
Butilhidroksitoluen
Folin-Ciocalteu’s Reagent
ABTS**

DPPHe

Galantamin

Donepezil
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(SigmaAldrich, Almanya)

(Fluka, Almanya)

(SigmaAldrich, Almanya)
(SigmaAldrich, Almanya)
(SigmaAldrich, Almanya)
(SigmaAldrich, Almanya)
(SigmaAldrich, Almanya)
(SigmaAldrich, Almanya)
(SigmaAldrich, Almanya)
(SigmaAldrich, Almanya)
(SigmaAldrich, Almanya)
(SigmaAldrich, Almanya)
(SigmaAldrich, Almanya)
(SigmaAldrich, Almanya)
(SigmaAldrich, Almanya)
(SigmaAldrich, Almanya)
(SigmaAldrich, Almanya)
(SigmaAldrich, Almanya)
(SigmaAldrich, Almanya)
(SigmaAldrich, Almanya)



ATC
BTC
DTNB
AChE
BChE

Potasyum dihidrojen fosfat
1X TaqBuffer
2,2'-Dithiobis (5-nitropyridine) (DNTP)
Potasyum hidroksit
Dimetilsiilfoksit (DMSO)
Sodyum hidrojen karbonat
Jelatin
Metanol
Etanol
Etil asetat
Hekzan

3.2.2.Cihazlar

(SigmaAldrich, Almanya)
(SigmaAldrich, Almanya)
(SigmaAldrich, Almanya)
(SigmaAldrich, Almanya)
(SigmaAldrich, Almanya)

(SigmaAldrich, Almanya)
(SigmaAldrich, Almanya)
(SigmaAldrich, Almanya)
(SigmaAldrich, Almanya)
(SigmaAldrich, Almanya)
(SigmaAldrich, Almanya)
(SigmaAldrich, Almanya)
(SigmaAldrich, Almanya)
(SigmaAldrich, Almanya)
(SigmaAldrich, Almanya)
(SigmaAldrich, Almanya)

Shimadzu Yiiksek Basingli Sivi Kromatografisi

(HPLC) sistemi ve SPD DAD dedektor (Shimadzu Kyoto, Japonya)

H1 mikroplaka okuyucusu (Biotek, Amerika)

Spektrofotometre (Shimadzu Kyoto, Japonya)

Precision XS robotik sistemi (Biotek, Amerika)

Su banyosu (Niive BM 302, Tiirkiye)
Vorteks (IkaGenius 2, Almanya)
Rotavapor (Buchi, Switzerland)
Liyofilizator (Labconco, Kansas City USA)

Hassas Terazi (Shimadzu-AEX 200G)
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3.3. Bitki Ekstrelerinin Hazirlanmasi

Etil asetat, metanol ve sulu ekstrelerinin hazirlanmasi; Golgede kurutulmus H.
thymopsis ve H. perforatum’un toprak iistii kisimlar1 (50 g) mekanik 6giitiictide 6giitiiliip,
strast ile 200’er mL etil asetat, metanol ve su ile mekanik ¢alkalayicida her biri 8 saat
boyunca maserasyona tabi tutulmustur. Islemler her drnek igin 3 kez tekrarlanmistir.
Karigim mikrofiltreden gecirilerek (0,45 pm) partikiillerinden arindirilms, elde edilen etil
asetat (HTEA, HPEA) ve metanol (HTME, HPME) ekstreleri, rotavaporda 40 °C’yi
geemeyecek sicaklikta ¢oziiciilerinden uzaklagtirilmis, sulu ekstre (HTS, HPS) ise -20
°C’de dondurularak ve liyofilize edilmistir (Altun vd., 2013). Ekstreler deneyde
kullanilincaya kadar 4 °C’de buzdolabinda saklanmustir.

Apolar bilesiklerin ekstraksiyonu: drog (50 g) mekanik &giitiiclide toz haline
getirildikten sonra 200 mL metanol ile ¢alkalayicida 8 saat masere edilmis (islem 3 kez
tekrarlanmistir), filtre kagidindan siiziilen ekstre rotavaporda 40 °C de alcak basing
altinda yogunlastirilmistir. Daha sonra ekstre 250 mL su ile ¢6ziilmiis ve hekzan ile sivi-
stvi ekstraksiyona tabi tutulmustur (islem 3 kez tekrarlanmistir). Elde edilen hekzanh
ekstre (HTHE, HPHE) susuz sodyum siilfattan siiziilerek 40 °C de rotavaporda ¢6ziiciiden
yogunlagtirtlmistir. Kalan sulu ekstre (HTSU, HPSU) ise -20 °C’de dondurularak,
liyofilize edilmistir. H. thymopsis’in hekzan ekstresinin verimi %4,06, H. perforatum’un
%135,26 olarak hesaplanmistir (Tanaka vd., 2010).

%70 Metanol ile ekstraksiyon; Droglar mekanik ogiitiiciide toz haline getirilerek
kartusa konmus ve klorofil ve apolar bilesiklerinin uzaklastirilmasi i¢in Soxhlet
apareyinde petrol eteri ile 8 saat ekstraksiyona tabi tutulmustur. Islemden sonra kartusda
drog (13,85 g) tizerine 150 mL %70 metanol:su ¢ozeltisi eklenerek, 40 °C de ultrasonik
su banyosunda masere edilmis, bu islem 3 kez tekrarlanmigtir. Daha sonra siizilintiiler
birlestirilerek 40 °C de rotavaporda metanol uzaklastirilmis, kalan sulu kisim -20 °C’de
dondurulduktan sonra liyofilize edilmistir. H. thymopsis ve H. perforatum’un %70
metanollii ekstre (HT%70ME, HP%70ME) verimleri sirasiyla %24,73 ve %22,97 olarak

hesaplanmustir.
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Gorsel 3.2. Rotavapor

Etanol ile ekstraksiyon; H. thymopsis’in toprak iistii kisimlarindan 20 g tartilmais,
mekanik giitiiciide toz haline getirilmis. Uzerine 200 mL %50 etanol ¢ozeltisi eklenerek
40 °C de ultrasonik su banyosunda masere edilmistir. Bu islem 4 kez tekrarlanmistir.
Coziiciiler birlestirildikten sonra 40 °C de rotavaporda etanol uzaklastirilmis, kalan sulu
kisim -20 °C’de dondurularak, liyofilize edilmistir (HT%S50ET ekstre verimi %14,7)

Infiizyon hazirlanmast; H. thymopsis ve H. perforatum toprak iistii kisimlarindan
10’ar g tartilmig, mekanik 6giitiiciide toz haline getirildikten sonra 200 mL ditile su ile 1
saat su banyosunda ekstre edilmis, igslem 2 kez tekrarlanmistir. Siiziintiiler -20 °C’de
dondurularak, liyofilize edilmistir. H. thymopsis ve H. perforatum sulu ekstre (HTINF,
HPINF) verimleri sirasiyla %23,80 ve %20,04 olarak hesaplanmustir.

Ugucu Yag Eldesi; H. thymopsis ve H. perforatum toprak istii kisimlarindan 100 g
tartilmig, mekanik Ogiitiiciide toz haline getirilmis ve Clevenger apareyi kullanilarak 3
saat su distilasyonuna tabi tutulmustur (European Pharmacopoeia, 2005). Distilasyon
sonunda yiizde verim degerleri H. thymopsis, H. perforatum igin sirastyla HTUY %0,10,
HPUY 9%0,28 olarak hesaplanmaistir.
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Gorsel 3.3. Clevenger apareyi

3.4. Toplam Fenolik Madde Miktar

Polifenolik bilesikler, yapilar1 geregi tasidiklari fonksiyonel gruplardan dolay1
elektron ve hidrojen verebilme kapasitesine sahip en 6nemli antioksidan bilesiklerdir. Bu
gruplar onlara polar olma 6zelligi katarken antioksidan 6zelliklerini artirir, ayn1 zamanda
da serbest radikalleri ve oksitleyici gruplari elimine ederler.

Yontemin temeli; fenolik bilesiklerin  Folin-Ciocalteu reaktifinde bulunan
fosfotungustik ve fosfomolibdik asitlerin kompleks polimerik iyonlar: ile oksidasyonu
sonucu olusan mavi renkli molibden-tungsten kompleksinin konsantrasyonunun 750 nm
dalga boyunda 0lciilmesi ilkesine dayanan Folin-Ciocalteu spektrofotometrik yontemine
gore yapilmistir (Singleton vd., 1999; Vinson ve Hontz, 1995).

H. thymopsis ve H. perforatum’dan hazirlanan farkli polaritedeki ekstreler ve
standart gallik asit %50°1ik metanolde ¢oziilmiistiir (0,5 mg/mL). Reaksiyon i¢in, 0,5 mL
ornek, 2,5 mL Folin-Ciocalteu reaktifi (%10’luk, h/h, suda) ve 7,5 mL sodyum karbonat
cozeltisi (%20°1ik, a/h, suda) karistirilarak 2 saat oda sicakliginda bekletilmistir.
Cozeltilerin absorbans degerleri 750 nm’de spektrofotometrede okunmus, ayni islem
gallik asit’in 5 farkli konsantrasyonu i¢in yapilarak, gallik asit kalibrasyon grafigi

cizilmis, elde edilen kalibrasyon esitligi (y=4,7025x+0,0086 R?*=0,9968) kullanilarak,
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toplam fenol miktar1 gram ekstrede mg gallik asite esdeger (mg GAE/g ekstre) olacak
sekilde hesaplanmustir.
3.5. Toplam Flavonoid Miktar1

Calisilan ekstrelerin toplam flavonoid miktarlari kolorimetrik aliiminyun kloriir
yontemi ile standart olarak rutin kullanilarak belirlenmistir (Miliauskas vd., 2004).

I mL test ¢ozeltisi ile 0,3 mL NaNO; (%S5, a/h) ile karistirild1 ve 5 dk bekledikten
sonra 0,5 mL AICIz (%2, a/h) ilave edildi, 6 dakika sonra 0,5 mL 1 M NaOH ¢ozeltisi ile
notralize edilmistir. Karisim 10 dakika oda sicakliginda birakildi, Sonuglar 510 nm’de
UV-spektrofotometrede okunmustur, ayni iglem rutin’in 5 farkli konsantrasyonu ig¢in
yapilarak, rutin’in kalibrasyon grafigi (y=5,0463x+0,0717 R?=0,9998) c¢izilmis,
ekstrelerin toplam flavonoid miktarlar1 bu kalibrasyon esitliginden yararlanilarak
hesaplanmistir. Tiim Ol¢timler ii¢ kez tekrarlanmistir (Pgkal ve Pyrzynska, 2014).

3.6. YBSK ile Fenolik Asitlerin Miktar Tayini

Ters faz analitik kolon ve gardient eliisyon kulanilarak ayrilan fenolik bilesiklerin
YBSK-DAD sisteminde, tutunma zamanlar1 ve UV spektrumlart kontrol edilerek
Hypericum tiirlerine ait ekstreler i¢indeki fenolik asitlerin teshisleri gerceklestirilmis ve
miktar tayinleri yapilmustir (Oztiirk vd., 2007).

YBSK-DAD Analiz Sartlar:

Cihaz: Shimadzu 20 AVP (Shimadzu, Kyoto, Japan)

Islemci: Class VP Chromatography Manager Software (Shimadzu,
Kyoto, Japan)

Pompa: Shimadzu LC20AT (Shimadzu, Kyoto, Japan)

Kolon: INERTSIL ODS3-Cis kolon (100 mm, 4,6 mm id., 3 pm
partikiil ¢cap1) (GL Scienceslnc.)

Degazer: DGU-20A5 (Shimadzu, Kyoto, Japan)
Enjektor: SIL-20A (Shimadzu, Japan)

Dedektor: SPD-M 20A (Shimadzu, Kyoto, Japan), 280 nm
Akis hizi: 1,0 mL/dk
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Enjeksiyon hacmi: 10 pL
Gradient sistem: Hareketli Faz A: Metanol: su: formik asit (10:88:2, h/h/h)
Hareketli Faz B: Mectanol: su: formik asit (90:8:2, h/h/h)

Gradient program: 0’dan 15 dk %15 B’ye, 6 dk %15 B’de devam etmis, %15’den
%50 B’ye 10 dk’da, %50’den %100 B’ye 5 dk’da arttirilmis ve
6 dk’da baslangic konsantrasyonuna doniilmiistiir (Analiz
siiresi 42 dk) (Oztiirk vd., 2007).
3.7. YBSK ile Hiperisin ve Psodohiperisin Miktar Tayini
Hiperisin ve psddohiperisin miktar tayini i¢in ekstraksiyon; 2,50 g 6giitiilmiis drog
klorofil ve diger apolar bilesikleri uzaklastirmak i¢in Soxhlet apareyi ile 5 saat boyunca
150 mL kloroform (CHCI3) ile ekstre edilmistir. Kartusdaki drog kurutularak, 0,25 g
tartilmis ve 20 mL metanol ile 64 °C’de su banyosunda 1 saat boyunca ekstre edilmistir.
Daha sonra metanol ile 25 mL hacme tamamlanmistir (HTHP, HPHP) (Bagdonaite vd.,
2012).
Her iki bitki ekstrelerinin i¢erdigi hiperisin ve psddohiperisin miktarlari, ters-faz
Cig kolon ve izokritik sisteminde Yiiksek Basingli Sivi Kromatografisi-Diyot Dizisi
Dedektor (YBSK -DAD) ile belirlenmistir.
YBSK-DAD Analiz Sartlari

Cihaz: Shimadzu 20 AVP (Shimadzu, Kyoto, Japan)

Islemci: Class VP Chromatography Manager Software (Shimadzu,
Kyoto, Japan)

Pompa: Shimadzu LC20AT (Shimadzu, Kyoto, Japan)

Kolon: INERTSIL ODS3-Cis kolon (150 mm, 4,6 mm id., 3 um
partikiil ¢cap1) (GL Scienceslnc.)

Degazer: DGU-20A5 (Shimadzu, Kyoto, Japan)
Enjektor: SIL-20A (Shimadzu, Japan)
Dedektor: SPD-M 20A (Shimadzu, Kyoto, Japan), 590 nm
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Akis hizi: 1,0 mL/dk
Enjeksiyon hacmi: 10 pL

Izokritik sistem: Etil asetat/ 15,6 g NaH2PO4 (Fosforik Asitle pH 2) / Metanol
(39:41:160, h/h/h) (Analiz siiresi 25 dk) (Eroglu Ozkan vd.,
2018).

Ekstrelerin hiperisin ve psddohiperisin pikleri, standart hiperisin ve psddohiperisin
piklerinin tutunma zamani ve UV spektrumlariin karsilastirilmasiyla tanimlanmistir.
Miktar tayinleri, standart hiperisin ve psddohiperisinin kalibrasyon esitlikleri tizerinden
gerceklestirilmistir (Bagdonaite vd., 2012).

3.8 GK-KS/AID ile Ucucu Yag Bilesimi Tayini

Su distilasyonu ile elde edilen ugucu yagin kimyasal kompozisyonu Gaz
Kromatografisi-Alev Iyonlasma Dedektorii (Agilent- SantaClear, USA) ve Gaz
Kromatografisi- Kiitle Spektrometresi (Agilent- SantaClear, USA) teknikleriyle
aydinlatilatilmis, her iki analiz i¢in de HP-Innowax FSC kolonu (60 m x 0,25 mm, 0,25
um film kalinlig1) ve tasiyict gaz olarak helyum kullanilmigtir. Sicaklik programi; firin
60 °C’de 10 dakika kaldiktan sonra, 220 °C’ye dakikada 4 °C’ye ile ¢ikip, 220 °C’de 10
dakika kalip, 240 °C’ye dakikada 1 °C ile ¢ikmak {izere programlanmaistir. Split oran140:1
olarak secilmis. Alev iyonlasma detektdrii ve enjoktor 250 °C de tutulmustur. Kiitle
spektrumu 70 eV, kiitle araligi 35-450 m/z olarak se¢ilmistir.

Ucgucu bilesenlerin tanimlanmasi; tutunma zamanlari, kiitle spektrumlar
standartlara ve literatiir bilgilerine gore degerlendirilmistir. Wiley GK-KS/AID
kiitiiphanesi (Wiley, New York, NY, USA), Mass Finder 4.0 yazilimi1 (Dr. Hochmuth
Scientific Consulting, Hamburg), Adams kiitiiphanesi, NIST kiitiiphanesi ve Baser Ugucu
Bilesikler Kiitiiphanesi kaynak olarak kullanilmistir. Madde miktarlarin belirlenmesinde,
alev iyonlasma dedektoriinden elde edilen piklerin yiizde alanlar1 kullanilmistir.

3.9. Antioksidan Aktivite Tayinleri
3.9.1. DPPHe radikali zerinden serbest radikal siipiiriicii etki

Kararli bir radikal olan 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPHe) radikali bir elektron
veya hidrojen kabul eder. Antioksidanlarin, DPPHe radikaline bir hidrojen atomu verme
yetenekleri lizerinden siipiiriicii etki gosterdikleri diisliniilmektedir. Bu yontem ile

antioksidanlarin stabil DPPHe radikalini, indirgenmis DPPHe (DPPHe -H) formuna
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getirme yetenekleri degerlendirilir. Diger yontemlerle karsilagtirildiginda kisa zamanda
sonug veren bir yontemdir (Molyneux, 2004).

DPPHe radikali, metanollii ¢ozeltide okside formunda yaklasik 517 nm de
maksimum absorbansa sahip bir kimyasaldir. Bu metot basit, hizli ve bir¢ok érnegin
radikal siiplirme aktivitesini izlemek i¢in farkli 6rneklerin ¢oziiniirliiklerine elverisli bir
metot olarak tarif edilir. Ancak 1518a, oksijene ve kirlilige olan hassasiyeti bu metodun
kullanimda belli oranda sinirlamalara sebebiyet vermektedir (Mot vd., 2011).

Test edilen ekstrelerden hazirlanan ¢ozeltilerin DPPHe iizerinden serbest radikal
stipiiriicii etkileri Sanchez-Moreno vd. (1998) metodu modifiye edilerek tayin edilmisgtir
(Sanchez-Moreno vd., 1998).

Metanol igerisinde hazirlanmis 9,6x10% mg/mL konsantrasyondaki 6rnek
¢ozeltilerinden 0,4 mL alinarak, lizerlerine metanolde hazirlanmis 3 mL DPPHe (2x1072
g/L) ¢ozeltisi ilave edilerek vorteksde 30 sn karistirilmis ve karanlikta, oda sicakliginda
30 dk bekletildikten sonra 517 nm’de absorbans degerleri kaydedilmis, serbest radikal

stiptiriicii etki asagidaki esitlige gore hesaplanmistir:

% inhibisyon = [M] x 100 3.1)

Akontrol
Radikal siipiiriicii etki (% inhibisyon) konsantrasyona karsi korele edilmistir. Her
test 3 kez tekrarlanarak ortalamalar1 alinmis, pozitif kontrol olarak BHT ve kersetin
kullanilmistir.

3.9.2. ABTS" radikal katyon renksizlestirme yontemi

Reaktif ¢ozeltisinin hazirlanmasi; 10 mL 7 mM ABTS"" ¢ozeltisi ile 176 L 140
mM K5S:0s karigtirilarak 12-16 saat karanlikta bekletilmistir. ABTS®"’in potasyum
persiilfat ile oksidasyonu sonucunda ABTS"* radikal katyonu olugmaktadir. Her ¢alisma
Oncesi taze hazirlanmasi gereken bu reaktif, 753 nm’de absorbansi 0,700 (£ 0,02) olacak
sekilde etanol ile seyreltilerek antioksidan aktivite tayininde kullanilmigtir.

Reaksiyon igin, 10 pL 6rnek ¢ozeltisi (0,5 mg/mL konsantrasyonda) lizerine 1 mL
reaktif ¢ozeltisi ilave edilerek 5 dk beklenmis ve 753 nm’de absorbansi ol¢iilmiistiir.
Calismada kor olarak etanol, pozitif kontrol olarak askorbik asit ¢ozeltisi (0,5 mg/mL)
kullanilmistir (Re vd., 1999).

Deney sonunda, ABTS™ radikal katyonunun % giderimi asagidaki esitlikle

hesaplanmisgtir:

% Total Antioksidan Aktivite = [M] x 100 (3.2)

Akontrol
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Apontror= ABTS™ reaktif ¢ozeltisinin absorbansi (753 nm)
Asrner = Ekstre igeren reaktif ¢ozeltisinin absorbansi (753 nm)

Elde edilen sonuglar esitlikte yerine konarak % inhibisyon hesaplanmisg, sonuglar
pozitif kontroliin (askorbik asit) sonuclari ile karsilastirilmistir.

3.9.3. Metal selatlama kapasitesi

Orhan vd. ¢alismas1 modifiye edilerek H. thymopsis ve H. perforatum‘dan elde
edilen ekstrelerin demir iyonlarini selatlama kapasitesi tayin edilmistir (Orhan ve Ustiin,
2011).

0,5 mg/mL kosantrasyonda 400 pL 6rnek iizerine 40 uL FeCl, 2mM) ve 80 pL
Ferrozin (5 mM) eklenmistir, metanolle 2 mL’ye tamamlanmistir. 10 dk bekletildikten
sonra 562 nm’de absorbanslar1 okunmus, pozitif kontrol olarak EDTA (0,5 mg/mL)
kullanilmistir (n=3). Metal selatlama kapasitesi (%) asagidaki esitlik kullanilarak

hesaplanmastir;

% Metal Selatlama kapasitesi = [M] x 100 (3.3)

Akontrol

Arontroi= Reaktif ¢ozeltisinin absorbansi (562 nm’de)

Asrner = Ekstre igeren reaktif ¢ozeltisinin absorbansi (562 nm’de)
3.9.4. Rediikleyici gii¢ tayini

Rediikleyici gli¢ tayini, Shon vd. tarafindan gelistirilen metoda uygun olarak
yapilmistir. Oncelikle %1°lik K4[Fe(CN)¢].3H.O (potasyum ferrisiyanid) ve 200 mM
fosfat tamponu (pH=6,6) hazirlanmisgtir. 200 pL ornek c¢ozeltisi (0,5 mg/mL
konsantrasyonda) iizerine 500 pl fosfat tamponu ve 500 pL %1’°lik K4[Fe(CN)s].3H.O
eklenmis, karigim 50 °C’de etiivde 20 dk inkiibe edilmistir. Daha sonra karigima 500 uL
%10’luk trikloroasetik asit (TCA) eklenerek 4000 g’ de 10 dk santrifiij edilmistir.
Santrifiij sonras1 500 pL siipernatant, 500 pL distile su ve 200 pL 0,1°lik FeCls ile
karistirllarak elde edilen reaksiyon ¢ozeltisinin absorbansi, 700 nm’de Ornek igeren
reaksiyon karisimina (kor) karst okunmustur (n=3). 700 nm’de 6l¢iilen absorbansin 0,5
oldugu konsantrasyon (mg/mL) ECso degeri olarak verilmistir. Pozitif kontrol olarak

askorbik asit ve BHT kullanilmistir (Lee vd., 2007; Shon vd., 2003)).
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3.10. AChE ve BChE Enzim Inhibisyonu Aktiviteleri

Ekstrelerin AChE ve BChE inhibitor aktivitesi Ellman Testi ile belirlenmistir.
Enzimatik caligmalarda, AChE (E.C.3.1.1.7, tip VI S), BChE, (E.C. 3.1.1.8, at
serumundan izole), Ellman belirteci; 5,5'-ditiyobis(2-nitrobenzoik asit) (DTNB), tampon
cozelti bilesikleri (potasyum dihidrojen fosfat, potasyum hidroksit), sodyum hidrojen
karbonat, asetiltiyokolin iyodiir, butiriltiyokolin iyodiir, jelatin, dimetilsiilfoksit ve
donepezil kullanilmistir. Spektrofotometrik Slgiimler mikroplaka okuyucu igerisinde
gerceklestirilmistir (Ellman vd., 1961).

Yontemin her asamasinda Milipor, Milli-Q Synthesis A10 saflagtirma cihazindan
elde edilen distile su kullanilmigtir. Kullanilan biitiin ¢ozeltilerin taze hazirlanmasina ve
hazirlandiktan sonra 1 hafta igerisinde tiiketilmesine O6zen gosterilmistir. Enzim
inhibisyon calismasinda hazirlanan c¢ozeltilerin porsiyonlar halinde ayrilmasi, test
bilesiklerinin 96 kuyucuklu plakalara uygulanmasi, enzim substrat ¢ozeltilerinin ilave
edilmesi islemlerinde BioTek-Precision Power robotik pipetleme sisteminden
yararlanilmigtir. Enzim protokoliiniin olusturulmasi, izlenmesi ve spektrofotometrik
Olglimlerin alinmasi islemleri, BioTek-Synergy H1 Microplate Reader cihazinda
yapilmistir (Cakiroglu, 2009; Orhan vd., 2007).

AChE ve BChE enzim ¢ozeltisinin hazirlanmasi; Liyofilize haldeki AChE/BChE
enzimler %1’lik jelatin ¢ozeltisinde, 500 U/mL konsantrasyonda hazirlanmistir. Enzim
cozeltisinden 1 mL aliarak balon joje igerisinde hacmi suyla 100 mL’ye tamamlanmus,
boylelikle 5 U/mL’ye seyreltilmis stok enzim soliisyonu hazirlanmistir. Hazirlanan stok
cozelti 0,7 mL’lik porsiyonlar halinde -20 °C’de saklanmis, aktivite ¢aligmalarina
baslamadan Once oda 1sisina getirilmis ve metot konsantrasyonu olan 2,5 U/mL’ye
seyreltmek i¢in suyla 1,4 mL’ye tamamlanarak kullanilmistir.

Asetiltiyokolin iyodiir (ATC) ¢ozeltisinin hazirlanmasi; ATC (0,217 g) bir miktar
suda ¢ozilmils ardindan suyla 10 mL’ye tamamlanmistir. Hazirlanan ¢ozelti,
kullanilincaya kadar 0,4 mL’lik kisimlar halinde -20 °C ’de saklanmustir.

Biitiriltiyokolin iyodiir (BTC) ¢ozeltisinin hazirlanmasi; BTC (0,237 g) bir miktar
suda ¢Oziilmiis ardindan suyla 10 mL’ye tamamlanmistir. Kullanilincaya kadar 0,4
mL’lik kisimlar halinde -20 °C ’de saklanmaistir.

5-5-ditiyobis (2-nitrobenzoik asit) (DTNB) soliisyonunun hazirlanmasi (0,01 M);
DTNB (0,396 g) tartilarak bir miktar suda ¢oziilmiistiir. Bu ¢ozeltiye sodyum bikarbonat
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(0,15 g) ilave edilmis ve hacim suyla 100 mL’ye tamamlanmistir. Hazirlanan ¢ozelti,
kullanilincaya kadar 3 mL’lik kisimlar halinde -20 °C’de saklanmustir.

Fosfat tamponunun hazirlanmasi (pH=38,0),; Potasyum dihidrojen fosfat (13,61 g),
1 L suda ¢oziilmiis, pH’s1 8,0+0,1’e 0,1 N potasyum hidroksit ¢ozeltisi ile pH metre
kullanilarak kontrollii bigcimde ayarlanmistir. Ayarli tampon ¢6zelti 0,22 um gézenek ¢api
olan tek kullanimlik filtrelerden siiziilerek kullanima hazir hale getirilmistir. Hazirlanan
cozelti, kullanilincaya kadar 4 °C’de saklanmustir.

Ekstrelerin enzim inhibitdr aktiviteleri 250 pg/mL’lik konsantrasyonda
gerceklestirilmigtir.  Aktivite degerleri  %0-100 araliginda inhibisyon seklinde
degerlendirilmistir.

Test islemine baslamadan Once biitlin ¢ozeltiler 20-25 °C’ye getirilmistir.
Calismalarda 96 kuyucuklu plaklar kullanilmistir. Her bir hiicrede 140 pL fosfat tamponu,
20 pL enzim soliisyonu, 20 pL ekstre, 20 pL. DTNB ¢ozeltisi, 10 pL ATC/BTC ¢ozeltisi
olacak sekilde toplam 210 pL hacme ulasilmistir. Cozeltiler, 96 kuyucuga yetecek
miktarlarda iki farkl test ¢ozeltisi meydana getirecek sekilde karistirilmistir. Birinci test
cozeltisi; 1 kuyucuk i¢in 70 pL fosfat tamponu, 20 uL enzim ¢dzeltisi ve 20 uL DTNB
cozeltisi, ikinci ¢ozelti ise; 1 kuyucuk i¢in 70 pL fosfat tamponu ve 10 pLasetiltiyokolin
iyodiir (ATC)/biitiriltiyokolin iyodiir (BTC) ¢ozeltisi icerecek sekilde hazirlanmastir.

Birinci test ¢ozeltisine ekstre (20 puL), 96 kuyucuklu plakalara Biotek Precision XS
robotik sistemi kullanilarak eklenmis, 4 tekrarl olarak uygulanmistir. Plakalar, BioTek-
Synergy H1 mikroplaka okuyucusuna konarak 6nce 5 dk siireyle karistirilmis daha sonra
25 °C’de 15 dk inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon siiresi bitiminde mikroplaka
okuyucusu dispenser haznesinde bulunan ikinci test ¢ozeltisinin her bir kuyucuga 80 pL
olacak sekilde ilavesi saglanmistir. ikinci test ¢dzeltisi eklendikten sonra 30 sn’lik hizli
bir karistirma islemi yapilmistir. Bu asamada 412 nm’de birinci absorbans okumasi
gerceklestirilmistir. Mikroplakalar, reaksiyonun siirmesi icin 5 dk daha karigmaya
birakilmis ve bu siire sonunda ikinci absorbans okumasi yapilmistir. ki okuma arasindaki

absorbans farklar1 alinarak asagidaki formiile gére % inhibisyon oranlar1 hesaplanmistir:

% inhibisyon = [(A(")‘(f‘q((‘?))_‘j‘:;))‘*‘(B”] x 100 (3.4)

B: Blank (Ekstre ve substratin eklenmedigi kuyucuk)
K: Kontrol (Sadece ekstrenin eklenmedigi kuyucuk)

A(B): Blank kuyucuguna ait absorbans okuma farki
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A(K): Kontrol kuyucuguna ait absorbans okuma farki
A(I): Ekstrelere ait absorbans okuma farki
3.11. Antimikrobiyal Aktivite Tayini

Caligilan tiirlerin etil asetat, metanol, hegzan ve su ekstrelerinin antibakteriyal ve
antikandidal aktiviteleri broth dilisyon yontemi ile belirlenmistir.

Bu calismada, Enteroccocus faecalis 51299, E. faecalis 29212, E. coli 35218, E.
coli 25912, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus suslarina karsi
antimikrobiyal aktivite, Candida albicans, C. parapsilosis, C. glabrata suslarina karsi ise
antifungal aktiviteleri tayin edilmistir.

Antimikrobiyal aktivite tayininde bakterilerin iiretilmesi i¢in gerekli olan besiyeri
icin nutrient Broth (NB) ve mantar susunun iiretilmesi i¢in Saboroud Dextrose Broth
(SDB) kullanmilmistir. (NB) besiyeri icin 13 g besiyeri, 1 L distile H,O icinde, (SDB) ise
30 g besiyeri 1 L distile H,O i¢inde ¢6ziilerek hazirlanmisg, 121 °C’de ve 1,5 atm basingta
75 dakika otoklavlanarak steril edilmistir. Otoklavdan ¢ikan besiyerleri 45 °C’ye kadar

sogutulduktan sonra aseptik kosullarda 15-20 mL hacmindeki steril petri kaplarina
dokiilmiis, besiyeri katilagtiktan sonra 1 gece etiivde bekletilerek sterilizasyon kontrolii
yapildiktan sonra ¢alismada kullanilmistir (Karaaslan, 2010).

Antimikrobiyal aktivite gosteren ekstrelerin minimum inhibitér konsantrasyon
(MIK), degerleri mikro diliisyon yontemi ile belirlenmistir. Bu yd&ntemde
mikroorganizmalar 96 kuyulu mikroplaklara bakteriler i¢in nutrientbroth ve mantarlar
icin sabouraud dekstroz broth kullanilarak 800-100 uM araliginda konsantrasyonda
seyreltilmis, 6nce ektreler daha sonra da 1.10% bakteriler ekilmistir. MacFarland 0,5
bulaniklilik standartina ayarlanan mikroorganizmalar serum fizyolojikle 1/10 oraninda
seyreltilerek kuyucuklara aktarilmis ve mikroplaklar inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyon sonunda mikroorganizmalarin gelisiminin durdugu konsantrasyon MIK
degeri, ile degerlendirilmistir. Kontrol grubu olarak ketanezol ve kloramfenikol
kullanilmistir.

3.12. Sitotoksik Aktivite

Hiicre kiiltiirii, ¢ok hiicreli organizmalara ait hiicrelerin, in vitro olarak petri
kutularinda, ortam sartlarinin (1s1, nem, besin vb.) kontrol edilerek steril ortamda
yasatilmast durumudur. Herhangi bir canlidan alinan hiicrelerin suni ortamda

yasatilabilmesi, herhangi bir doku ya da organdan alinan hiicrelerin kullanilabilmesi ve
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bircok etik kaygiy1 gidermesi, hiicre kiiltiirli ¢alismalarinin tercih sebepleri arasinda yer
almaktadir. Hiicre kiiltiiriiniin sikca tercih edildigi alanlar kanser, as1 ¢alismalari, ilag
gelistirilmesi ve in vitro sitotoksisite ¢aligmalaridir. Hiicre 6liimiine neden olan anlamina
gelen, Sitotoksisite aragtirmalari, bir maddenin sitotoksik potansiyelinin olup olmadiginin
belirlenmesi amaciyla yapilir. Hiicre temelli sitotoksisite ¢aligmalar1 gerek uygulama
kolaylig1 gerekse in vivo ¢alismalardan elde edilen verilerle uyum gdstermesi nedeniyle,
hayvan deneylerine alternatif olarak dogmustur. Sitotoksisite, incelenen maddenin
dozuna ve maruziyet siiresine bagli olarak hiicrelere degisik derecelerde zarar veren bir
olaydir. Hiicreler, sitotoksik maddeye maruz kalirsa, apoptoz, otofaji ve nekroz gibi
olaylar sonucu o6lebilir ya da sitostazis nedeniyle proliferasyon 06zelliklerini
kaybedebilirler. Hiicre bazli sitotoksisite caligmalari ile test edilen maddenin sitostatik ve
sitotoksik etkileri hakkinda temel bilgi edinilir (Tokur ve Aksoy, 2017).

Hiicre kiiltiirii calismalarimizda, H. thymopsis ve H. perforatum’un sulu ve %70
metanol:su ekstrelerinin Caco-2 kolon kanseri ve 3T3 fare embriyo fibroblasti hiicre
hatlarinda 6nce MTT yontemi ile sitotoksik aktiviteye bagli olarak antiproliferatif etkileri
tayin edilmistir.

Hiicrelerin kiiltiir ortaminda ¢ogaltilmast ve deneylere hazirlik; calismamizda
Anadolu Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Farmakoloji ABD Hiicre Kiiltiirii
Laboratuvarinin kiiltiir stoklarindan Caco-2 insan kolon kanseri hiicreleri (ATCC; HTB-
37™) ve 3T3 (ATCC CRL-1658) fare embriyo fibroblast hiicre hatt1 kullanilmigtir

Ekstreler, dimetilsiilfoksit (DMSO)’de c¢oziilerek ana stok soliisyonlar
hazirlanmistir. Bu stok soliisyonlardan da medyumla gerekli seyreltmeler yapilarak (500,
250,125, 62,50 ve 31,25 pg/mL ¢alisma konsantrasyonlari) ¢alisma dncesinde taze olarak
hazirlanmistir. En yiiksek ekstre konsantrasyonunda DMSO orani %0,1 oldugu i¢in
kontrol grubuna medium i¢inde %0,1 DMSO uygulanmistir.

Stoktan ¢ikarilan NIH 3T3 ve Caco-2 hiicreleri, %10’luk fotal sigir serumu ve %1
penisilin-streptomisin igeren RPMI-1640 (%1 L-glutamin, %1 sodyum piriivat) besiyeri
icinde, flasklarda %95 bagil nem ve %5 CO:’li gaz ortaminda ve 37°C’deki inkiibatorde
kiiltiire edilip ¢ogaltilmigtir.

MTT Yéntemi ile Sitotoksisitenin Belirlenmesi; MTT Ol¢limil, in vitro kosullarda
hiicre metabolizmasini, canliligi ve sitotoksisiteyi dlgcmek i¢in uygulanan kantitatif
kolorimetrik bir yontemdir. Canli hiicrelerde mitokondrinin, MTT boyasinin tetrazolium

halkasin1 pargalayabilmesi ilkesine dayanmaktadir. Bu yoOntem, canli hiicrelerdeki
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mitokondriyal dehidrogenaz enzim aktivitesine dayanmaktadir. Canlilig1 azaltan; fakat
oldiirmeyen 6zellikteki, sar1 renkli, suda ¢oziinebilen tetrazolium tuzu (MTT), hiicrelere
aktif olarak absorbe olur ve suda ¢oziinmeyen koyu mavi renkli formazana indirgenir.
Tetrazolium halkasinin pargalanmasi sonucu soluk sar1 renkli MTT boyas1 koyu mavi-
mor formazan lriiniine doniismektedir. Formazan miktar1, direkt olarak canli hiicre
sayisiyla orantilidir. Hiicrelerin MTT indirgeme 6zelligi, hiicre canlili§inin 6l¢iitii olarak
alinir ve MTT analizi sonucunda elde edilen boya yogunlugu canli hiicre sayisiyla
korelasyon gosterir (Dikmen vd., 2010; Dikmen vd., 2011; Freshney, 2005; Mosmann,
1983).

Sonug olarak canli ve mitokondri fonksiyonu bozulmamis hiicreler mor renkte
boyanmakta, 6lii ya da mitokondri fonksiyonu bozulmus hiicreler boyanmamaktadir.
Formazan kristalleri DMSO, isopropanol veya diger uygun ¢oziicii ilavesiyle ¢oziiniir ve
¢ozlinmiis olan formazanin miktarmin verdigi absorbansa gore spektrofotometrik olarak
Ol¢tim yapilir. Hiicrelerin MTT indirgeme 6zelligi mitokondrinin saglamligi ve metabolik
aktivitesinin tanimlanmasini saglar. Bu da hiicre canliliginin 6l¢iisii olarak alinir
(Horakova vd., 2001; Mosmann, 1983).

Metodun uygulanmasi;3-(4,5-dimetiltiazol-2-i1)-2,5-difenil tetrazolyum bromiir
(MTT) (Sigma), fosfat tamponu (PBS) i¢inde ¢dziilerek hazirlanmistir.

Uygun besiyeri ve kiiltiir ortaminda ¢ogaltilan 3T3 ve Caco-2 hiicrelerinin canli
hiicre sayim1 yapilmig ve her hiicre hatti ayr1 ayr1 96 kuyucuklu plakalara her bir
kuyucukta 5.000 hiicre olacak sekilde besiyeri ortaminda ekilmis ve hiicrelerin
yapismalari i¢in 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Pozitif kontrol olarak kullandigimiz
siklofosfamid ve ekstrelerin stok soliisyonlarindan hiicre kiiltiir besiyeri iginde gerekli
seyreltmeler yapilarak uygulanacak (500, 250, 125, 62,5 ve 31,25 pg/mL) calisma
konsantrasyonlar1 hazirlanmistir. Daha sonra plakalarin i¢cindeki eski besiyeri atilmig ve
kuyucuklara taze olarak kiiltiir besiyerinde hazirlanan konsansantrasyonlar
uygulanmigtir. Kontrol grubundaki hiicrelere de %0,1 oraninda DMSO igeren besiyeri
uygulanmistir. Daha sonra plakalar 24 saatlik inkiibasyonlara brrakilmistir. Inkiibasyon
stireleri sonunda plakanin i¢indeki besiyeri atilmis ve her bir 96’lik kuyucuktaki hiicreler
iizerine, 100 uL MTT c¢alisma soliisyonu ilave edilerek hiicreler 3 saat inkiibatdrde inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon sonunda her kuyucuga 100 uL. DMSO konulmustur ve 540 nm
dalga boyunda ELIZA cihazinda absorbans degerleri, her bir grupta 8 kuyucuk olacak

sekilde okunmustur. Deneyler birbirinden bagimsiz 3 tekrar olarak ¢alisilmistir. Elde
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edilen absorbans degerleri, hiicrelerin metabolik aktivitelerini verir ve bu deger de
yasayan hiicre sayist ile iligkilendirilmistir. Sonuclar % hiicre canlilik degerleri olarak

asagidaki formiile gore hesaplanmuistir.

Kontrol absorbansi—Ornegin absorbanst
% canlilik = £

x 100 (3.5)

Kontrol absorbanst

Elde edilen % canlilik degerleri, GraphPadPrism 6.0 programinda tek yonlii One
Way ANOVA Tukey's post-hoc testi ile analiz edilmistir. Birbirinden bagimsiz 3 tekrar
deney sonuglarinin, ortalama + st. sapma degerleri olarak hesaplanmistir. Anlamlilik
degerleri (p< 0,05%; p<0,01**; p<0,001***; ****p<(),0001) kontrole gore

degerlendirilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Ekstraksiyon Verimleri, Toplam Fenolik Madde ve Toplam Flavonoid
Miktarlar:

Tez kapsaminda galisilan Hypericum tiirlerinden hazirlanan farkli polaritedeki
ekstrelerin ¢ozlinen madde miktarlar1 (verim) kuru baz iizerinden % olarak
hesaplanmistir. Gorsel 4.1.’de H. thymopsis Boiss. ¢icek agmadan oOnceki gorseli

verilmistir.

Gorsel 4.1. H. thymopsis Boiss. Cigek agmadan énce (kaynak: Dog. Dr. Mehmet TEKIN)

H. thymopsis ve H. perforatum’dan hazirlanan ekstrelerin ekstraksiyon verimleri
%4,34 (HTEA) ile %24,73 (HT%70ME) arasinda degismektedir. Her iki tiirlin toprak
iistli kismlarina ait metanollii ekstrelerinin diger ekstrelere oranla daha yiiksek ekstre
verimine sahip oldugu goriilmektedir (Cizelge 4.1). Bu durum metanol ekstrelerindeki
polar bilesiklerin varligi ile iliskilidir.

Calisilan Hypericum tirlerinin farkli polaritedeki ekstrelerinin toplam fenolik
madde miktarlar1 Folin-Ciocaltaeu metodu kullanilarak kolorimetrik olarak tayin edilmis,
toplam fenol icerigi gallik asit esdegeri olarak ifade edilmistir (mg GAE/g ekstre).
Ekstrelerin toplam fenolik madde miktarlarinin belirlenmesinde gallik asit standarti

kalibrasyon egrisi (0,02—0,2 mg/mL) kullanilmis (Sekil4.1.), calisilan ekstrelerin toplam
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fenolik madde miktarlar1 Cizelge 4.1. de verilmistir. En yiiksek miktarda toplam fenolik
madde tasiyan ekstrelerin, etil asetatli ekstreler oldugu tespit edilmistir. HTEA
315,77+3,24 mgGAE/g ekstre, HPEA ekstresinde 145,94+1,49 mgGAE/g ekstre; en
diistik toplam fenolik madde miktarinin ise apolar hekzan ekstreleri HTHE
12,38+1,88mgGAE/g ekstre ile HPHE 21,77+2,21 mgGAE/g ekstre olarak bulunmustur.

y =4,7025x + 0,0086 0,868
R?=0,9968

0,9
0,8
0,7
0,6
0,5
0,4
0,3
0,2
0,1

Absorbans

0 0,05 0,1 0,15 0,2

Konsantrasyon

Sekil 4.1. Gallik asit standard: kalibrasyon egrisi

Toplam flavonoid miktari, aliiminyum kloriir kolorimetrik metoduna gore tayin
edilmig, sonuglar standart olarak kullanilan rutinin (0,005-0,1 mg/mL) kalibrasyon
grafiginden yararlanarak hesaplanmistir (Sekil 4.2). Calisilan ekstrelere ait toplam

flavonoid miktarlar ¢izelge 4.1. de verilmistir.

0,7
0,574
0,6 y =5,0463x + 0,0717 °
R?=0,9998
0,5
%) e
g 04
£0 0329 .
g 0,3 o
< 0o 0,173 .-
“ 0,082 .0
0,1 .,.C
0
0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 0,12
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Sekil 4.2. Rutin standard kalibrasyon egrisi
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Ekstrelerin rutine esdeger flavonoid miktari, 4,87+0,18-79,67 £ 2,91mg RE/g
ekstre arasinda degismektedir. Flavonoidler i¢in en yiiksek degerler yine etil asetatl

ekstrelerde  tespit Ekstrelerin ~ flavonoid  miktarlar

HP%70ME<HPEA<HTME<HTS<HPS<HTEA olarak artmaktadir. Sulu ekstrelerde

edilmistir. sirastyla

toplam fenolik madde ve flavonoid igerigi de oldukca diisiik tespit edilmistir.

Cizelge 4.1. Calisilan tiirlerin ekstre verimleri ile toplam fenolik madde ve toplam flavonoid miktarlart

Ekstreler Ekstraksiyon verimi Toplam fenolik madde Toplam flavonoid
(%) miktari miktari
(mg GAE/g ekstre £SS)  (mg RE/g ekstrexSS)

HTEA 4,34 315,7743,24 79,67+2,91
HPEA 8,062 145,94+1,49 32,13+0,36
HTME 11,00 233,97+2,56 46,30+0,37
HPME 12,92 183,36+1,30 12,01+0,60
HTS 9,76 143,984+4,18 58,23+1,16
HPS 8,48 149,98+4,74 67,24+1,46
HTHE 4,06 12,38+1,88 11,36+0,45
HPHE 5,26 21,77+2,21 5,2610,43
HTSU 8,06 215,01+7,18 5,04+0,81
HPSU 10,12 289,17+5,23 6,1440,65
HTINF 23,80 166,10+2,87 7,49+0,23
HPINF 20,04 214,71+1,63 5,7540,04
HT%70ME 24,73 198,03+3,91 10,48+0,23
HP%70ME 22,97 276,20+3,21 16,00+0,55
HT%S50ET 14,70 245,13+1,36 4,87+0,18
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4.2. GK ve GK/KS ile Ucucu Yag Analiz Sonuclar:

H. thymopsis ve H. perforatum’dan su distilasyonu ile elde edilen ugucu yaglarin

bilesenleri GK-KS/AID sistemleriyle analiz edilmis olup, kimyasal kompozisyonlar

Cizelge 4.2°de verilmistir. Ucucu yaglarin kromatografik profilleri Sekil 4.3 ve Sekil

4.4’de gosterilmistir. Bilesiklerin major gruplari ise Cizelge 4.3’de siralanmagtir.

Cizelge 4.2. H. thymopsis ve H. perforatum ucucu yaglarimda GK-KS/AID yontemi ile tayin edilen

bilesenler
KAI Bilesen H. thymopsis H. perforatum
899 2-Metiloktan - 93
900 Nonan 0,8 1,8
965 3-Metilnonan - 1,3
1032 o—Pinen 54,8 25,1
1065 2-Metildekan - 1,2
1072 o-Fenken 0,1 -
1076 Kamfen 0,7 -
1100 Undekan 0,2 1
1118 B-Pinen 1,2 0,9
1174 Mirsen 0,5 0,4
1188 o-terpinen t -
1203 Limonen 6,9 0,3
1213 1,8-Sineol t 0,2
1246 (2)-B-Osimen t 0,2
1255 y-Terpinen 0,1 -
1266 (E)-B-Osimen t 0,3
1280 p-Simen 0,2 -
1290 Terpinolen 0,4 -
1348 6-Metil-5-hepten-2-on - 0,2
1398 Dimetiltetradekan - 0,2
o ol |
1482 a-Longipinen - 0,3
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Cizelge 4.2. (devam)

KAI Bilesen H. thymopsis H. perforatum
1493 a-Ilangen 0,3 -
1497 o-Kopaen 0,8 -
1535 B-Burbonen - t
1553 Linalool 0,1 0,3
1587 B-Funebren - 0,1
1589 B-Ilangen - -
1591 Fenkil alkol 0,4 -
1600 B-Elemen 0,1 0,2
1608 Kamfen hidrat 0,1 -
1611 Terpinen-4-ol 0,1 -
1612 B-Karyofillen - 1,2
1613 B-Sedren - 0,4
1628 Aromadendren 0,2 -
1661 a-Himaalen - 0,6
1667 Isvaran - 0,2
1677 epi-Zonaren 0,5

1704 y-Muurolen 2,5

1742 B-Selinen 0,1

1755 Bisiklogermakren 0,2

1773 4-Kadinen 2,4 0,3
1776 y-Kadinen 1,5 0,2
i |
1853 cis-Kalamenen 1 0,4
1868 (E)-Geranilaseton t 0,2
1918 -Kalakoren 0,1 -
1925 y-Dehidro-ar-himakalen - 0,5
1929 2-Metilbiitilbenzoat - 0,2
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Cizelge 4.2. (devam)

KAI Bilesen H. thymopsis H. perforatum
1941 o-Kalakoren 0,5 0,2
1945 é;S-Ep0k51—sa1V1al(4) 14- 02 02
1973 Dodekanol - 3,1
2008 Karyofillen oksit - 2,0
2037 Salvial-4(14)-en-1-on 0,4 0,3
2050 (E)-Nerolidol - 0,7
2057 Ledol 0,3 -
2073 B-Karyofillen alkol - 1,2
2079 Kubeben-11-ol t -
2080 Kubenol 0,4 -
2081 1,10-di-epi-Kubenol - 0,1
2088 1-epi-Kubenol 0,5 -
2098 Globulol 0,2 -
2100 Heneikosan - 0,2
2122 Salviadienol 0,3 -
2144 Spatulenol 3,3 -
2179 6-epi-Kubenol 0,5
2179 Tetradekanol - 4,1
2187 T-kadinol 0,6 0,5
2202 Kopaborneol 0,2 -
2209 T-Muurolol 0,3 0,3
2211 Klovenol - 0,6
2219 ?r—olici:;ll(;l (=a-Muurolol; 02 _

Torilenol(=1-hidroksi-
2235 6,8-siklo-4(14)-

O0desmen) - 0,3
2255 a-Kadinol 0,4 0,6
2256 Kadalen 0,5 -
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Cizelge 4.2. (devam)

KAI Bilesen H. thymopsis H. perforatum
271 Vot omer 04 :
2273 Selin-11-en-4a-ol - 0,9
2232 2-Himakalen-7-o0l - 0,4
2298 Dekanoik asit - 0,9
2300 Trikosan - 0,3
2368 ?_cée_sorlnen—4(15),7—dlene- 0s 03
2389 Karyofilla-2(12),6-dien-

Sa-ol (=karyofillenol I) - 0,6
2392 Karyofilla-2(12),6-dien-

5B-ol (=karyofillenol II) - 0,7
2500 Pentakosan t 0,7
2503 Dodekanoik asit 1,1 2
2607 1-Octadekanol - 0,8
2622 Fitol - 0,6
2655 Benzil benzoat t 0,3
2700 Heptakosan 0,7 23
2790 Bekeol (Ci3His04) 0,6 -
2900 Nonakosan 1,5 1,5
2931 Hekzadekanoik asit 2,4 4,8

Toplam 933 84,3

KAI: Kismi alitkonma indeksi
t: Eser miktar (%0,1’den az miktar)
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Cizelge 4.3. H. thymopsis ve H. perforatum ucucu yaglarinin GK-KS/AID yontemi ile tayin edilen ugucu

bilesen gruplari

Bilesen grubu H. thymopsis H. perforatum
Monoterpen hidrokarbonlar 64,9 28,4
Oksijenlenli monoterpenler 0,7 0,7
Seskiterpen hidrokarbonlar 11,4 9,1
Oksijenli Seskiterpenler 9,0 10,5
Alkanlar 3,2 26,8

Yag asitleri 3,5 7,7

Abundanece

Signal: AO 712A-BB.D\FID 1A .ch

1400000
1200000
1000000
s00000
600000
200000 Lnnl ’LA uhl llJuML i )

10 0015 . 0020 .0025 .0030.0035.0040 .0045 0050 .00655 .0060.0065 .0070 .0075 .00

T im e -->

Sekil 4.3. H. thymopsis 'den elde edilen u¢ucu yagin GK kromatogrami

Abundance

Signal: AO712B-BB.D\FID 1A .ch

R 11 'L W
" “ Loy d RS T Y T I T

10 .0015.0020.0025.0030.0035.0040.0045.0050.0055.0060.0065.0070.0075.00

T ime-->

Sekil 4.4. H. perforatum’dan elde edilen ugucu yagin GK kromatogrami
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GK/KS ile H. thymopsis ugucu yagmin %93,3’li aydinlatilabilmis, yagin ana
bileseni a-pinen (%54,8) olarak tespit edilmistir. Ugucu yagin %]1°den biiyiik miktarlara
sahip diger bilesenlerin arasinda limonen (%6,9), spatulenol (%3,3), d-kadinen (%2,4), y-
kadinen (%]1,5) tespit edilmistir (Cizelge 4.2). Ayrica, ugucu yagda %64,9 monoterpen
hidrokarbonlar, %11,4 seskiterpen hidrokarbonlar, %9,0 oksijenli seskiterpenler ve %3,5
yag asitleri saptanmistir (Cizelge 4.3.).

Buna karsin GK/KS ile H. perforatum ugucu yaginin %84,3’ii aydinlatilabilmis,
yagin ana bileseni a-pinen (%25,1) olarak tespit edilmistir. Ugucu yagin %]1°den biiyiik
miktarlara sahip diger bilesenleri metiloktan (%9,3), hekzadekanoik asit (%4,8),
tetradekanol (%4,1), dodekanol (%3,1), B-karyofillen (%1,2) olarak tayin edilmistir
(Cizelge 4.2). Ayrica, H. perforatum ugucu yaginda %28,4 monoterpen hidrokarbonlar,
%09,1 seskiterpen hidrokarbonlar, %10,5 oksijenli seskiterpenler ve %7,7 yag asitleri
saptanmistir (Cizelge 4.3).

Caligilan 2 tiirin ugucu yag bilesimleri karsilastirildiginda ana bilesenlerinin o-
pinen oldugu ve bu sonucun literatiir bilgilerimizle uyumlu oldugu goriilmiistiir.
Hypericum tiirleri ugucu yaglarinda ana bilesen genellikle a-pinen ve en fazla bulunan
diger ucucu bilesenler ise verimleri genellikle %1’den az olmakla birlikte (%0,1- 9%0,25);
monoterpenler (B-pinen, limonen ve mirsen) ve seskiterpenler (B-karyofillen ve
karyofillen oksit) dir. Ayrica ugucu yagda alifatik bilesiklere de (2-metil oktan, n-nonan,
n-dekan, n-undekan, n-tetradekanol, 2-metil-dekan ve 2-metil-dodekan) rastlanmistir
(Crockett vd., 2016; Nahrstedt ve Butterweck, 1997).

Sivas- Malatya yolu, Ziyaret Tepe’den toplanmis H. thymopsis Boiss'in toprak {istii
kisimlarindan elde edilen ugucu yaginin GK ve GK/KS ile analiz edilmis baska bir
caligmada, ana bilesen spatulenol (%10,8), diger 6nemli bilesenler ise d-kadinen (%7,1),
germakren D (%6,1), y-muurolen (%5.,9), 2,3,6-trimetilbenzaldehid (%5) ve y-kadinen
(%4,4) olarak tespit edilmistir, yagin seskiterpen hidrokarbonlar agisindan zengin oldugu
belirtilmistir (Ozkan vd., 2009). Yaptigimiz analizlerde H. thymopsis ugucu yaginda
spatulenol (%3,3), d-kadinen (%2.,4), y-kadinen (%1,5) bulunmus, ancak ana bilesen

spatulenol degil, a- pinen olarak tespit edilmistir.
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4.3. YBSK ile Fenolik Asit Miktar Tayini

Bitkilerin renklenmelerinden sorumlu ve her molekiilde birden fazla fenol grubu
iceren polifenoller, dogal antioksidanlarin en 6nemli grubunu olusturmaktadir. Bu
ozelliklerinden dolay1 insan sagligina 6nemli katkilar1 olan polifenollerin oksidatif stresi
azaltmalariyla kardiyovaskiiler hastalik ve kanser riskinide azalttigi, Alzheimer
hastaliginin baslangicini da geciktirdigine dair bulgular vardir. En yaygin bitkisel fenolik
antioksidanlar basta flavonoidler olmak {izere fenolik asitler ve proantosiyaninlerdir.

Bu c¢aligmada Shimadzu LC 20A YBSK cihazi kullanilarak analizi gergeklestirilen
Hypericum ekstrelerinde bulunan fenolik asitlerin teshisi ve miktar tayini, gallik, proto-
katesik, p-hidroksibenzoik, vanillik, kafeik, klorojenik, sirinjik, p-kumarik, ferulik, o-
kumarik ve frans-sinnamik asit standartlar1 kullanilarak Cis kolonda deneysel kisimda
belirtildigi kosullarda gergeklestirilmistir (Cizelge 4.4).

Yapilan ¢alismada protokatesik asit toplam fenolik madde miktar1 fazla olan H.
thymopsis’in HTS ekstresinde 11.77 ng/g iken, H. perforatum’un HPS ekstresinde 0,48
ng/g; o-kumarik asit ise H. thymopsis’in HTS ekstresinde 2,26 pg/g iken H.
perforatum™un HPS ekstresinde 0,58 pg/g olarak bulunmustur.

Gallik asitin en fazla oldugu H. thymopsis’e ait HTINF 0,39 pg/g ekstre olarak
bulunurken; H. perforatum’un HPINF ekstresinde bulunmadig, vanilik asit icin HTINF
1.42 ng/g iken; HPME 0,61 pg/g oldugu; kumarik asit icin H. thymopsis *e ait HTSU 2,41
ng/g iken HP%70ME 3,86 ng/g daha fazla oldugu tespit edilmistir. Kafeik asit miktar1
ise en yliksek H. thymopsis ’e ait HTME 1.35 pg/g iken HT%70ME 0,44 ng/g HT%S50ET
0,45 ng/g, H. perforatum’a ait ekstrelerde ise HP%70ME 0,40 pug/g, HPS 0,18 ng olarak
tespit edilmistir. H. thymopsis ve H. perforatum’a ait apolar HTHE, HPHE ekstrelerinde

ise fenolik asite rastlanmamustir.
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Cizelge 4.4. Ekstrelerin ters-faz YBSK ile tespit edilen fenolik asit miktarlart

Fenolik asit miktarlar

(ng/g ekstre)

Ekstreler <

e ],
HTEA - 0,15 - 0,23 - - - 0,16 | 0,51 | 0,34 | 0,86
HPEA - - - 0,24 - - - 0,11 | 0,15 | 0,19 | 091
HTME 0,26 | 0,75 | 0,84 | 0,32 1,35 | 0,40 | 0,14 | 0,17 | 0,30 | 0,26 | 0,24
HPME 0,14 | 0,41 | 0,32 | 0,601 0,14 | 0,54 | 0,67 | 0,58 L1 0,45 | 1,90
HTS 0,38 | 11,77 | 0,06 | 0,31 0,42 | 0,25 | 0,12 | 0,21 | 0,49 | 2,26 | 0,94
HPS 0,16 | 0,48 0,2 032 | 0,18 | 0,27 | 0,42 | 0,34 | 0,60 | 0,58 | 0,30
HTHE - - - - - - - - - - -
HPHE - - - - - - - - - - -
HTSU 0,35 | 1,10 | 0,10 - 1,34 | 0,41 | 0,32 | 0,30 | 0,58 | 2,41 | 0,71
HPSU - 0,49 | 0,04 | 098 | 0,18 | 0,82 | 1,66 | 0,70 | 0,98 | 0,40 | 0,77
HTINF 0,39 | 0,93 0,8 1,42 | 0,32 - 0,18 | 0,42 | 0,30 | 0,33 | 0,77
HPINF - - - 0,30 - - - 0,13 | 0,18 | 0,11 -
HT%70ME | 0,34 | 0,71 | 0,06 | 0,71 0,44 | 0,28 | 0,14 | 0,28 | 0,44 | 0,30 | 0,84
HP%70ME - 0,69 | 040 | 2,60 | 0,40 | 2,21 | 1,50 | 0,89 | 1,69 | 3,86 | 0,59
HT%50ET 0,26 | 0,66 | 0,06 | 0,75 | 045 | 0,30 | 0,28 | 0,29 | 0,32 | 0,34 | 0,87

(GA:Gallik asit, protoKA. Protokatesik Asit, pOH-BA: para-HidroksiBenzoik Asit, VA: Vanillik Asit,
KA: Kafeik Asit , KLA: Klorojenik Asit, , SI: sirinjik Asit, p-KU: para-Kumarik Asit, FA:ferulik Asit, o-
KU: orto-Kumarik Asit, tr-SIN: trans Sinnamik Asit)

4.4. YBSK ile Hiperisin ve Psodohiperisin Miktar Tayini

Hypericum cinsine 0zgli bilesikler olan naftodiantron tiirevi hiperisinler, ayni

zamanda tiirlerin fotodinamik, antiviral, antiretroviral, antibakteriyel, antidepresan ve

antitlimoral gibi bircok farmakolojik aktivitesinden sorumlu kirmiz pigmentlerdir (Ayan

ve Cirak, 2008).

Bu calismada, H. thymopsis ve H. perforatum’dan hazirlanan farkli polaritedeki

ekstrelerde hiperisin ve psddohiperisin miktar tayini 6nceden yayinlanan protokollere

gore ters-faz YBSK yontemi ile gerceklestirilmistir (Eroglu Ozkan vd., 2018).
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Once, her iki naftadiantron standart: ardarda bes farkli konsantrasyonda YBSK
sisteminde analiz edilerek, elde edilen pik alanlar ile kalibrasyon grafikleri ¢izilmis,
kalibrasyon esitlikleri bulunmustur (Sekil 4.5 ve Sekil 4.6). Daha sonra ekstreler sisteme
enjekte edilmis, elde edilen kromatogramlardaki hiperisin ve psddohiperisin pikleri,
standart hiperisin ve psddohiperisin piklerinin tutunma zamani ve UV spektrumlarinin

karsilastirilmasiyla tanimlanmistir.

500000 y = 2E+10x + 3442,8
R?=0,9773

450000 e
400000 o
350000 -
300000 i
250000 =

200000 o

150000 e

100000 e

50000

0
0 0,000005 0,00001 0,000015 0,00002 0,000025

Konsantrasyon mg/mL

Pik Alani

Sekil.4.5. Hiperisin standardi kalibrasyon egrisi

600000
y = 1E+10x - 19054

500000 R?=0,9985 0

400000 o NN

pik alani

300000 .“.»"" 2 ,[ ‘I '\11P\OH
200000

0
0 0,00001 0,00002 0,00003 0,00004 0,00005

Konsantrasyon mg/mL

Sekil 4.6. Psodohiperisin standard: kalibrasyon egrisi
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Sonuglarimiza gore H. thymopsis ve H. perforatum’dan elde edilen ekstrelerin
hiperisin ve psddohiperisin miktarlarinda, polariteye baglh olarak farkliliklar oldugu
gozlenmistir. Cizelge 4.5. de naftodiantronlarin kantitatif tayininden elde edilen sonuglari
ozetlemektedir.

Literatiir bilgilerimize goére sadece Hypericum cinsine 0Ozgii bilesikler olan
naftodiantron tiirevi hiperisinlerin baz1 Hypericum tiirlerinde goriilmedigi anlagilmigtir
(Nuevas-Paz vd. 2005). H. thymopsis’de, H. perforatum’la kiyaslandiginda c¢ok az
miktarda hiperisin ve psddohiperisin i¢erdigi tespit edilmistir. Metanolle masere edilerek
hazirlanan H. perforatum ekstresinde (HPHP) oldukea yiiksek oranda hiperisin (10,79
ng/g ekstre) ve psoddohiperisine (27,01 pg/g ekstre) rastlanirken, ayni sekilde hazirlanan
H. thymopsis ekstresinde (HTHP) her 2 bilesige olduk¢a az miktarda rastlanmistir.
Cizelge 4.5.°de de goriildiigii gibi farkli konsantrasyonlarda metanolle hazirlanan
ekstrelerde 6nemli miktarlarda hiperisin ve psddohiperisin tespit edilmistir. Ayrica, etil
asetat ve hekzan ile hazirlanan ekstrelerde bu iki bilesige rastlanmamasi, bu iki bilesigin
polar yapida olmalarindan kaynaklanmaktadir.

2019 yilinda yapilan bir ¢aligmada H. thymopsis ¢igeklerinden hazirlanan metanol
ekstresinin YBSK analizi sonucu hiperisin 1,99 mg/kg tespit edildigi goriilmiistiir (Kog,
2019).

Cizelge 4.5.Ekstrelerin ters-faz YBSK ile tespit edilen hiperisin ve psodohiperisin miktarlar

Hiperisin Psodohiperisin
Ekstreler
(ng/g ekstre) (ng/g ekstre)

HTHP 0,02 2,44
HPHP 10,79 27,01
HTEA - -
HPEA - -
HTME 0,06 0,40
HPME 5,63 7,74

HPS - 0,21

HTS - 0,35
HTHE - -
HPHE - -
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Cizelge 4.5.(Devamui) Ekstrelerin ters-faz YBSK ile tespit edilen hiperisin ve psédohiperisin miktarlart

Hiperisin Psodohiperisin
Ekstreler
(ng/g ekstre) (ng/g ekstre)

HTSU - 0,37

HPSU - 0,61

HTINF 0,02 0,28

HPINF 2,56 5,5
HT%70ME - 0,27
HP%70ME 1,69 2,26
HT%S50ET 0,01 0,34

4.5. Antioksidan Aktivite Tayini

H. thymopsis ve H. perforatum tiirlerinin toprak {istli kistmlariin farkli polaritede
hazirlanan ekstrelerinin antioksidan aktiviteleri; DPPHe iizerinden radikal siipiiriicii etki,
ABTS®*" radikal katyon renksizlestirme kapasitesi, metal selatlama kapasitesi ve
rediikleyici gii¢ tayini yontemleriyle tespit edilmistir.

4.5.1. DPPH?- iizerinden radikal siipiiriicii etki

DPPHe iizerinden serbest radikal siipliriicii etki tayini; hidrojen verme
potansiyelinin arastirildigi en kisa, en ucuz ydntemlerden birisidir. Dogadaki bir¢cok
radikal iyonu degisik kimyasal reaksiyonlarla bazi bilesikler tarafindan etkisiz hale
getirilmektedir. Kararli bir organik radikal olan DPPHe farkli ekstreler ve bilesiklerin
antioksidan aktivitesini belirlemede de kullanilmaktadir (Brand-Williams vd., 1995).

Bu yontemle H. thymopsis ve H. perforatum’un farkli polaritedeki ekstrelerinin
anti-radikal aktiviteleri DPPHe serbest radikali tizerinden Sanchez-Moreno vd. (1998)
tarafindan modifiye edilmis yontem kullanilarak tayin edilmistir. Sonuclar test edilen
konsantrasyonda % inhibisyon olarak degerlendirilmis H. perforatum, kersetin ve
sentetik antioksidan BHT nin degerleriyle karsilastirilmistir. Hypericum tiirleriden elde

edilen ekstrelerin % Inhibisyon degerleri Cizelge 4.6 ve Sekil 4.7 verilmistir.
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Cizelge 4.6. Ekstrelerin % DPPH-® inhibisyon degerleri

% Inhibisyon+SS

Ekstreler

9,6 x103"
HTEA 19,61£0,12
HPEA 14,24+0,45
HTME 28,49+0,22
HPME 35,19+0,62
HTS 23,9240,31
HPS 27,22+0,78
HTHE 11,43+0,53
HPHE 17,75+0,87
HTSU 32,53+0,15
HPSU 31,20+0,34
HTINF 29,24+0,81
HPINF 37,95+0,77
HT%70ME 26,90+0,13
HP%70ME 30,62+0,68
HT%S0ET 44,33+0,93
BHT 58,6520,15
Kersetin 98,61+1,85

* ilave edilen ekstre/BHT/kersetin miktart (mg/mL)

% inhibisyon

100
90
80
70
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40
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0
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Sekil 4.7. Ekstrelerin % DPPH* inhibisyon grafigi
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Sonuglara gore, % Inhibisyon degerleri HT%70ET ve HTSU sirastyla 44,3340,93
ve 32,5340,15 inhibisyon yiizdeleriyle, diger fraksiyonlara kiyasla standart olarak
kullanilan BHT ve kersetine (58,65+0,15 ve 98,61£1.85) en yakin antioksidan aktivite
goriilen ekstreler olarak, belirgin aktiviteye sahip olduklar: tespit edilmistir. Ayrica H.
perforatum’un metanol ekstreside (HPME) %35,1940,62 inhibisyon yiizdesiyle belirgin
bir aktivite gdstermistir. Apolar HTHE ve HPHE ekstreleri ise 11.43+0,53 ve 17,75+0,87
inhibisyon ylizdesiyle diisiik aktivite gostermistir.

Uc farkli lokasyondan toplanan H. thymopsis’e ait 6rnekler H. perforatum‘un
yaprak ve ¢iceklerinin metanol ekstreleri DPPHe yontemiyle antiradikal aktivitelerinin
incelendigi calismada, en yiiksek antiradikal etki cigeklerden hazirlanan ekstrelerde
goriilmiis, H. perforatum’un ¢iceklerinin metanol ekstresinde en yiiksek 1Cso (50,41
ng/mL) degerine sahipken, H. thymopsis tiiriine ait ¢icek ekstresinde ise yiiksek ICso
(67,53+1,18 - 120,84+8,66) degerleri elde edilmis ve antiradikal aktivite goriilmedigi
belirtilmistir (Kog, 2019).

4.5.2. ABTS*" radikal katyon renksizlestirme kapasitesi

Bu metotda ornek ekstrelerinin antioksidan kapasitesi ABTS®* radikal katyon
renksizlestirme kapasitesine gore Olciilmiis ve sonuglar pozitif kontrol askorbik asitin
sonuclar1 ile kiyaslanmigtir. Orneklerin antioksidan aktiviteleri yiizde ABTS®*

inhibisyonu olarak Cizelge 4.7.ve Sekil 4.8 de gdsterilmistir.

Cizelge 4.7. Ekstrelerin % ABTS®* inhibisyon degerleri

% ABTS®* inhibisyonu
Ekstreler
0,5 mg/mL konsantrasyonda

HTEA 21,27+2,89
HPEA 10,44+1,42
HTME 37,67+2,20
HPME 40,06+2,76
HTS 35,91+6,80
HPS 21,07+1,25
HTHE 19,66+1,30
HPHE 17,95+3,77
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Cizelge 4.7.(Devami) Ekstrelerin % ABTS®* inhibisyon degerleri

% ABTS®* inhibisyonu
Ekstreler
0,5 mg/mL konsantrasyonda

HTSU 39,27+11,08
HPSU 56,26+9,63
HTINF 30,17+5,07
HPINF 43,36+5,55
HT%70ME 32,59+1,53
HP%70ME 36,67+6,62
HT%S50ET 42,43+2,15
Askorbik Asit 98,88+0,19

ABTS®" radikal katyonu yakalama aktivitesi, standart olarak kullanilan askorbik
asit i¢in en etkili konsantrasyonun 0,5 mg/mL oldugu ve bu konsantrasyonda askorbik
asitin ABTS®*" inhibisyonunun %98,88+0,19 oldugu goriilmiis ve bu nedenle ¢alisilan
Hypericum tiirlerine ait ekstrelerde bu konsantrasyonda ¢alisilmistir. 0,5 mg/mL
konsantrasyondaki metanollii ve sulu polar ekstreler (HPME, HTME, HPSU, HTSU)
sirastyla %40,06+2,76, 37,67+2,20, 56,26+9,63, 39,27+11.08’lik inhibisyon sagladigi
gorilmistir. H. thymopsis ekstreleri DPPHe radikaline kars1 oldugu gibi, ABTS®** radikal
katyonuna da kars1 belirgin aktivite gostermistir.

H. thymopsis tiriine ait 3 farkli lokaliteden toplanan orneklerin yaprak ve
¢iceklerinden hazirlanan etanol ektrelerinin ABTS®" katyon renksizlestirici antioksidan
ozelliklerinin ayr1 ayn calisildigi calismada, Hypericum Orneklerinin I1Cs, degerleri
incelenmis en yiiksek ABTS®* radikal siipiiriicti etki H. thymopsis tiirine ait en yiiksek
radikal stiplirme kapasitesi Sivas: Giirlin Gokpinar yaprak etanol ekstresinde goriilmiistiir

(Kog, 2019).
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Sekil 4.8. Ekstrelerin % ABTS®inhibisyon grafigi

4.5.3. Metal iyonlarim selatlama kapasitesi

Metal iyonu selatlama aktivitesi; ortamda bulunan Fe?** iyonlarinin inhibisyonuna

dayanir. H. thymopsis ve H. perforatum ekstreleri FeCl, nin ferrozin ile koyu mor renkli

bir kompleks olusturarak yapilan spektrofotometrik dl¢timlerde pozitif kontrol olarak
EDTA kullanilmistir (Orhan ve Ustiin, 2011).

Sonuglar 0,5 mg/mL konsantrasyonda EDTA ile karsilastirildiginda %97,27+2,41;
H. thymopsis ve H. perforatum etil asetat ekstreleri sirasiyla %74,06+4,40, %79,58+8,36
inhibisyon oranlari ile dnemli sayilabilecek antioksidan aktivite gdstermistir. Orneklerin
antioksidan aktiviteleri ylizde inhibisyonu olarak Cizelge 4.8. ve Sekil 4.9. de
gosterilmistir.

Metal selatlama aktivitesini etkileyen en Onemli oOzellik, fenolik bilesiklerin
yapisinda bulunan fonksiyonel gruplara ve bu fonksiyonel gruplarin pozisyonuna ve
bulunma miktaria baglhidir. Yapisinda, -OH, -SH, -COOH, -POsH», C=0, -NR;, -S ve —
O- fonksiyonel gruplarindan en az iki tane bulunduran ve bunlarin uygun yapi ve
fonksiyonel konfiigrasyonundaki fenolik bilesiklerin, selatlama 6zelliklerinin daha iyi
oldugu goriilmiistiir (Arora vd., 1998; Giilgin, 2005). Bu nedenle 6rneklerin selatlama
aktivitesindeki farklilik, fenolik madde miktarlarinin farkli olmasinin yani sira, farkli yap1

ve pozisyonlardaki fenolik madde gruplarina sahip olmalari ile agiklanabilmektedir.
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Cizelge 4.8. Ekstrelerin metal selatlama kapasitesi (% inhibisyon)

Ekstreler % inhibisyonu (0,5 mg/mL)
HTEA 74,06+4,40
HPEA 79,58+8,36
HTME 2,09+3,54
HPME 10,40+29,22
HTS 63,69+14,82
HPS 44,30+11,52
HTHE 26,08+25,69
HPHE 33,33+20,59
HTSU 69,13+8,14
HPSU 65,56+10,10
HTINF 64,50+9,35
HPINF 64,45+2,17
HT%70ME 76,54+17,22
HP%70ME 48,91+8,35
HT%S50ET 50,19+£5,25
EDTA 97,2742,41
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Sekil 4.9. Ekstrelerin metal selatlama aktiviteleri
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H. thymopsis’e ait ekstreler arasinda en yliksek metal selatlama kapasitesine sahip
etil asetat ekstresi HTEA %74,06+4,40, HPEA %79,58+8,36 ve pozitif kontrol
EDTA’nin % inhibisyon degerine 97,274+2,41 yakin olarak gdzlenmistir. Bununda nedeni
yliksek toplam fenol ve toplam flavonoid miktarlarina sirasiyla 315,77+3,24,
145,94+1.49 79,67+2,91, 32,13+£0,36 sahip etil asetat ekstrelerinde bulunan polifenolik
bilesiklerdir.

4.5.4. Rediikleyici gii¢ tayini
Rediikleyici gili¢ tayini, Shon vd. tarafindan gelistirilen metoda uygun olarak

yapilmistir (Shon vd., 2003). Sonuglar Cizelge 4.9. de verilmistir.

Cizelge 4.9. Ekstrelerin rediikleyici gii¢ ol¢timii

Ekstreler ECso (mg/mL)
HTEA 1,85+0,17
HPEA 2,57+0,06
HTME 0,36+0,01
HPME 0,33+0,01
HTS 0,45+0,01
HPS 0,47+0,01
HTHE 2,67+0,35
HPHE 3,27+0,09
HTSU 0,32+0,01
HPSU 0,24+0,01
HTINF 0,50+0,12
HPINF 0,32+0,01
HT%70ME 5,12+0,38
HP%70ME 0,33+0,02
HT%S50ET 0,33+0,01
BHT 0,2+0,04
Askorbik asit 0,18+0,01

Rediikleyici gii¢ ol¢limii sonucu elde edilen ECso degerleri BHT (0,2 mg/mL) ve
askorbik asit (0,18 mg/mL) ile karsilastirilmis, en yiliksek rediikleyici gii¢ aktivitesine
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sahip ekstrelerin her iki tiirlin metanol ekstreleri HTME, HPME 0,36 - 0,33 mg/mL,
HTINF, HPINF 0,5 ve 0,32 mg/mL oldugu gériilmiistiir. Ayrica apolar hekzan ekstreleri
HPHE, HTHE yiiksek ECso degerleri ile en diisiik aktivite gosteren ekstreler olarak tespit
edilmistir. Sonuclar Sekil 4.10.’da grafikle gosterilmistir.
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Sekil 4.10. Ekstrelerin rediikleyici giic tayini

4.6. AChE ve BChE Inhibitor Aktivite

Asetilkolinin dokularda bilginin taginmasini saglayan énemli bir ndrotransmitter
madde oldugu bilinmektedir. Giiniimiizde son derece 6nemli ve yaygin bir sorun haline
gelen Alzheimer Hastaligi’na sahip kisilerde goriilen en belirgin biyokimyasal degisiklik,
beynin korteks ve hipokampus bolgelerindeki asetilkolin seviyelerinin saglikli kisilere
gore oldukca diisiik seviyede olmasidir. Memeli canlilarin beyninde asetilkolinesteraz ve
butirilkolinesteraz olmak {izere iki major kolinesteraz formu bulunmaktadir.
Asetilkolinesteraz, kolinerjik sinapslarda asetilkolinin hidrolizinden sorumlu enzim
oldugu i¢in bu enzimin inhibisyonu asetilkolin seviyesinde artisa neden olmaktadir.
Asetilkolinesteraz, neredeyse tiim dokularda bulunurken, butirilkolinesteraz daha ¢ok
santral ve periferal sinir sisteminde ve karacigerde bulunmaktadir (Ersoy vd., 2019).

Giliniimiizde Alzheimer tedavisinde kullanilan asetilkolinesteraz inhibitorleri
genellikle sentetik ilaglardan olugsmaktadir ve uzun siire kullanimda 6nemli yan etkileri
ve sitotoksisiteleri  goriildiigii icin  bitkisel kaynakli asetilkolinesteraz = ve
butirilkolinesterazin inhibitorleri ile ilgili arastirmalar devam ederek ¢esitli alternatif

coziimler aranmaktadir. Bu amagcla, bu tez ¢alismasinda H. thymopsis ve H. perforatum
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bitkilerinin asetilkolinesteraz ve butirilkolinesteraz inhibisyon aktiviteleri, 1961°de
Ellman vd. tarafindan uygulanan spektrofotometrik yontem temel alinarak tayin
edilmistir. Yontemde asetilkolin, AChE tarafindan hidroliz oldugunda ortama salinan
tiyokolin miktarinin kolorimetrik olarak dl¢ltimiine dayanmaktadir (Ellman vd., 1961).

Calisilan  tiirlere ait ekstrelerin % inhibisyon degerleri (18,955+0,852-
30,025+0,851) arasinda olup Cizelge 4.10. ve Sekil 4.11.de verilmistir. 250 pg/mL
konsantrasyonda galantamin %83,529+1.108, donepezil %98,152+1.015, takrin
%98,018+1.039 inhibisyon gosterirken, ¢alisilan ekstrelerden H. thymopsis ’in etil asetath
ekstresi (HTEA) 9%25,108+£0,956; H. perforatum’un etil asetatli ekstresi (HPEA)
%30,025+0,851 ve H. perforatum 'un metanol ekstresi HPME %27,211+0,618 oraninda
aktivite gostermistir. Buna gore her iki tiir de en yliksek AChE enzim aktivitesi gosteren
ekstrelerde, standart olarak kullanilan galantamin, donepezil, takrin’in gosterdigi
inhibisyon degerlerinden oldukca diisiik aktivite gozlenmesi, H. thymopsis ve H.
perforatum tiirlerinde asetilkolinesteraz inhibitor etki agisindan kayda deger bir etki
olmadig1 sonucunu dogurmustur.

Butirilkolinesteraz inhibisyon aktivitesinde de 250 pg/mL konsantrasyonda
standart olarak kullanilan galantamin, takrin, donepezil’egdre (sirastyla %61.310+0,956,
%98,305+1.008, %76,028+1.210) calisilan iki tiire ait ekstreler icin diisiik inhibisyon
ylizdeleri elde edilmistir. H. thymopsis ve H. perforatum’dan elde edilen ekstreler
arasinda yiiksek antikolinesteraz aktivite, etil asetat ekstrelerinde HTEA ve HPEA sirasi

ile %23,755+0,529, %25,472+0,637 tespit edilmistir.

Cizelge 4.10. Ekstrelerin ve referans bilesiklerin AChE ve BChE enzimlerine karst 250 ug/mL

konsantrasyonlardaki % inhibisyon degerleri

% AChE % BChE

Ekstreler

250 pg/mL 250 pg/mL
HTEA 25,11+0,96 23,76+0,53
HPEA 30,03+0,85 25,47+0,64
HTME 20,45+0,59 17,26+0,75
HPME 27,21+0,62 19,62+0,42
HTS 21,68+0,66 20,64+0,51
HTS 20,88+0,80 17,63+0,51
HTHE 23,51+0,76 21,48+0,49
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Cizelge 4.10. (Devami) Ekstrelerin ve referans bilesiklerin AChE ve BChE enzimlerine karsi 250 ug/mL

konsantrasyonlardaki % inhibisyon degerleri

% AChE % BChE
Ekstreler
250 pg/mL 250 pg/mL

HPHE 25,90+0,64 19,26+0,37
HTSU 19,53+0,74 15,22+0,66
HPSU 22,52+0,56 18,62+0,50
HTINF 21,53+0,60 19,64+0,62
HPINF 18,96+0,85 16,37+0,41
HT%70ME 25,62+0,81 20,21+0,60
HP%70ME 21,49+0,75 20,85+0,51
HT%0ET 22.26+0,65 21,14+0,63
Donepezil 98,15+1,02 76,03+1,21
Takrin 98,02+1,04 98,31£1,01
Galantamin 83,53+1,11 61,31+0,96
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Sekil 4.11. Ekstrelerin asetilkolinesteraz ve butirilkolinesteraz % inhibisyon degerleri
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4.7. Antimikrobiyal Aktivite

Dogadan elde edilen maddeler, bircok hastalifin tedavisinde kullanilabilecek
ajanlar1 igerme potansiyeline sahiptirler. Ilaca kars1 gelistirilen yiiksek direng dikkate
alindiginda, yeni antimikrobiyal {irlinlerin arastirilmasindaki ihtiya¢ kagiilmazdir.

Bu ¢alismada, Calisilan Hypericum tiirlerinin etil asetat, metanol, hegzan ekstreleri
ve inflizyonlarinin E. faecalis 51299, E. faecalis 29212, E. coli 35218, E. coli 35218, P.
aeruginosa, S. aureus suslarina kars1 antimikrobiyal aktivite, C. albicans, C. parapsilosis,
C. glabrata suslaria karsi ise antifungal aktiviteleri tayin edilmistir. Calismada gozle
goriiliir iiremenin olmadig1 en diisiik madde konsantrasyonu; MIK degeri olarak
belirlenmistir.

Antimikrobiyal aktivite sonuglar1 degerlendirildiginde, E. faecalis 51299 ig¢in
HTEA, HPEA, HTME, HPME, HTINF 200 pg/mL’lik MIK degerleri ile 62,50 pg/mL
olan kontrol kloramfenikol ile karsilastirdiklarinda diisiik aktivite gosterdikleri tespit
edilmistir.

E. faecalis 29212 susuna karsi HTEA, HPEA, HTME, HPME ekstrelerinin
200 ug/mL. MIK degerleri ile kloramfenikoliin 62,50 pg/mL olan MIK degeri
karsilagtirdiginda ise diisiik aktivite gosterdigi belirlenmistir.

E. coli 35218 susuna kars1 HTEA, HPEA, HTME, HPME, HTHE, HTINF
200 ug/mL.  MIK degerleri ile kloramfenikol MIK degeri 125 ug/mL ile
karsilastirdiklarinda diisiik aktivite gosterdigi belirlenmistir.

E. coli 25912 susuna karst HTEA, HPEA, HTME, HPME, HTHE, HPHE, HTINF
200 ug/mL MIK degerleri ile MIK degeri 31,25 pg/mL olan kloramfenikol ile
karsilastirdiklarinda diisiik aktivite gosterdigi belirlenmektedir.

P. aeruginosa susuna karsi HPINF 800 ng/mL; HTEA, HPEA, HTME, HPME,
HTHE, HPHE, HTINF ekstreleri ise 200 pg/mL MIiK degerleri ile MiK degeri 62,50
pg/mL olan kloramfenikol ile karistirildi. Diisiik aktivite gosterdigi belirlenmektedir.

Hypericum tiirlerinin, Gram (+) bakterilerden Staphylococcus suslarina kars1 etkili
oldugunu gosteren bir¢ok calisma olmasina karsin (Saddige vd., 2010), tez kapsaminda
calisilan ekstrelerde S. aureus susunda iireme goriilmemistir. Sonuglar ¢izelge 4.11.’de

gosterilmistir.
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Cizelge 4.11. Antibakteriyel aktivite sonuglart

Mikroorganizmalar
Ekstreler E. faecalis E. faecalis E. coli E. coli P.
51299 29212 35218 25912 aeruginosa
(ug/mL) (ng/mL)  (ug/mL) (ng/m) (ng/mL)
HTEA 200 200 200 200 200
HPEA 200 200 200 200 200
HTME 200 200 200 200 200
HPME 200 200 200 200 200
HTHE 400 400 200 200 200
HPHE 400 400 400 200 200
HTINF 200 400 200 200 200
HPINF 800 800 800 800 800
Kloramfenikol 62,50 125 62,50 31,25 62,50

Antifungal aktivite sonuglarina bakildiginda C. albicans, C. parapsilosis, C.
glabrata suslarina karsi, 100 pg/mL HTME ve HPME ekstrelerinde verdikleri MiK
degerleri; referans madde ketakonazol 7,81 pg/mL konsantrasyondaki MIK degeri
karsilagtirildiginda diisiik antifungal aktivite gosterdigi belirlenmektedir. Antifungal

sonuclar Cizelge 4.12.’de gosterilmistir.

Cizelge 4.12. Antifungal aktivite sonuglar

Mikroorganizmalar
Ekstreler C. albicans C. parapsilosis C. parapsilosis
pg/mL pHg/mL pg/mL
HTEA 800 800 800
HPEA 400 800 800
HTME 100 100 100
HPME 100 100 100
HTHE 100 800 800
HPHE 800 800 800
HIINF 200 200 200
HIINF 800 800 800
Ketakonazol 7,81 7,81 7,81
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4.8. Sitotoksik Aktivite

Kimyasal ve biyolojik maddeler ile fiziksel etkenler, hiicre yapisini degisik
derecelerde etkileyerek toksisiteye yol acabilirler. In vitro sitotoksisite testleri, ilag
niteligi tasiyan veya toksik profili arastirilan maddelerin degerlendirilmesi amaciyla
hiicre kiiltiirlinde gergeklestirilen 6l¢iim metodlaridir. Bu testlerle cok sayida maddenin
kisa siirede analiz edilmesi miimkiin olmakta ve yapilacak hayvan denemeleri i¢in temel
veriler elde edilebilmektedir (Tokur ve Aksoy, 2017).

Yapilan deneyler sonucunda olusturulan GraphPad grafiklerine bakildiginda; 3T3
hiicre hatt1 i¢in, MTT sitotoksite testine goére siklofosfamidin igin toksik olmayan
konsantrasyon aralig1 62,5 pg/mL—500 pg/mL iken; Caco-2 hiicre hatt1 i¢in 125 pg/mL—
500 pg/mL’dir (Sekil 4.12 ve Sekil 4.13).

H. thymopsis’in %70 metanol (HT%70ME) ekstresinin 3T3 hiicre hattina olan
sitotoksik etkisi kendini yiiksek konsantrasyonlarda belli etmektedir. Toksik olmayan
konsantrasyon aralig1 31-125 yg/mL’dir. Bunun yaninda pozitif kontrol olarak kullanilan
siklofosfamidin sitotoksik etkisi daha yiiksek olup, toksik olmayan konsantrasyon araligi
31-62 pg/mL’dir (Sekil 4.18).

HT%70ME ekstresinin Caco-2 kolon kanseri hiicre hattindaki sitotoksik etkisine
bakildiginda ise yine yiiksek konsantrasyonlarda etkili oldugu goriilmekte olup sitotoksik
etkisi 3T3 hiicre hattina gore daha fazladir. Bunun yaninda Caco-2 hiicre hattinda pozitif
kontrol olarak kullanilan siklofosfamidin etkisi ise karsilagtirilan HT%70ME ekstresine
oranla daha fazladir ve pozitif kontroliin her iki hiicre hattindaki sitotoksik konsantrasyon
degerleri birbirine yakin goriilmistiir (Sekil 4.14).

HT%70ME 3T3 hiireleri iizerinde toksik olmayan konsantrasyonu 31,25-62,5
pg/mL arasinda tespit edilmistir. 31,25-125 pg/mL konsantrasyonunda anlamli sonuglar
verdigi goriilmiistiir (Sekil 4.18).

HTINF ekstresinin 3T3 hiicre hattina olan sitotoksik etkisi kendini yiiksek
konsantrasyonlarda belli etmektedir. Toksik olmayan konsantrasyonlar 31,25-250 ug/mL
araligindadir. Bunun yaninda pozitif kontrol olarak kullanilan siklofosfamidin sitotoksik
etkisi HFINF den daha yiiksektir (Sekil 4.20).

HPINF ekstresinin Caco-2 hiicre hattma olan sitotoksik etkisi kendini yiiksek
konsantrasyonlarda belli etmektedir. Toksik olmayan konsantrasyon araligi 31,25-125

pg/mL’dir (Sekil 4.17).
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HP%70ME ekstresinin 3T3 hiicre hattina olan sitotoksik etkisi kendini yiiksek
konsantrasyonlarda belli etmektedir. Toksik olmayan konsantrasyonlar 31,25-62,50
pg/mL araligindadir. Bunun yaninda pozitif kontrol olarak kullanilan siklofosfamidin
sitotoksik etkisi HFINF den daha yiiksektir (Sekil 4.19).

HP%70ME ekstresinin Caco-2 hiicre hattina olan sitotoksik etkisi kendini yiiksek
konsantrasyonlarda belli etmektedir. Toksik olmayan konsantrasyonlar 62,50-500 ug/mL
araligindadir. Bunun yaninda pozitif kontrol olarak kullanilan siklofosfamidin sitotoksik
etkisi HFINF den daha diisiiktiir (Sekil 4.15).

HTINF ekstresinin Caco-2 hiicre hattina olan sitotoksik etkisi kendini yiiksek
konsantrasyonlarda belli etmektedir. Toksik olmayan konsantrasyonlar 125-500 ug/mL
araligindadir. Bunun yaninda pozitif kontrol olarak kullanilan siklofosfamidin sitotoksik

etkisi HFINF den daha distiktiir (Sekil 4.16).
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5. SONUC VE TARTISMA

Cok eski c¢aglardan beri bitkilerin hastaliklar1 iyilestirmede, kozmetik olarak,
yiyecek, boya maddesi olarak, parfiim 6zii olarak bir¢cok alanda kullanilmasi, pek ¢ok
dogal afet, artan niifus nedeniyle kirsal alanlarin hizla kiigiilmesi bazi tiirlerin dogada
hizla yok olmasina sebep olmaktadir. Hele ki bunlar endemik bitkilerse durum daha da
ciddiyet kazanmaktadir.

Avrupa kitasinda endemizm orani1 yaklasik %20’lerde iken Tiirkiye'nin endemizm
orant %34.,4'tiir, yani iilkemizde yetisen her {li¢ bitkiden biri endemiktir. Tiim bu
nedenlerle iilkemiz biyogesitliginin en énemli elementleri igerisinde bulunan endemik
bitkiler mutlaka farkedilmeli, teshis ve tayini yapildiktan sonra farmakognozik olarak
degerlendirilmeli ve bilim diinyasina tanitilmali fikrinden yola c¢ikilarak bu tez
calismasinda H. thymopsis tlirli se¢ilmistir.

Bu ¢alismada, Hypericaceae familyasi liyesi H. thymopsis toprak iistli kisimlariin
baslica naftadiantron ve fenolik bilesenleri, ugucu yagi ile antioksidan, sitotoksik,
antikolinesteraz, antimikrobiyal aktiviteleri c¢alisilarak kimyasal ve biyolojik olarak
taranmalar1 amaglanmis, sonuglar Hypericum cinsinin ofisinal tiiri H. perforatum’un
sonugclari ile karsilastirilarak verilmistir.

Tiirlerin igerdigi toplam fenolik ve toplam flavonoit madde miktarlar sirasiyla
gallik asit ve rutine esdeger olarak belirlenmistir. Antioksidan aktivite tayinleri; DPPHe
serbest radikali ile ABTS®** katyon radikali siipiiriicii, metal selatlama ve rediikleyici gii¢
yontemleri ile yapilmistir. Ayrica Ellman metodu ile asetilkolinesteraz ve
butirilkolinesteraz  inhibisyon tayinleri gerceklestirilmistir. Ayrica, ekstrelerin
antimikrobiyal aktiviteleri E. faecalis 51299, E. faecalis 9212, E. coli 35218, E. coli
25912, P. aeruginosa, S. aureus suslarina kars1 antifungal aktiviteleri ise C. albicans, C.
parapsilosis, C. glabrata suslarina karsi tayin edilmistir. Ekstrelerin Caco-2 kolon kanseri
ve 3T3 saglikli hiicre hatlarinda MTT yontemi ile sitotoksik aktiviteye bagli olarak
antiproliferatif etkileri tayin edilmistir.

Calisma sonuglarina bakildiginda, H. thymopsis ve H. perforatum tiirlerinin toprak
isti kisimlarindan hazirlanan farkli polaritedeki ekstrelerin kuru baz iizerinden
hesaplanan verimleri %4,06 - 24,73 arasinda degistigi goriilmektedir. En yiiksek verime

sahip ekstre HT%70ME olmakla birlikte onu sirastyla HTINF > HP%70ME > HPINF>
HT%70ET> HPME > HTME izlemektedir.
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Caligilan 2 tiire ait ekstrelerinin Folin Ciocalteu reaktifi kullanilarak hesaplanan
toplam fenolik madde miktarlar sirasiyla; HTHE < HPHE < HTS < HPEA < HPS <
HTINF < HPME < HT%70ME < HPINF < HTSU < HTME < HT%50ET < HP%70ME
< HPSU < HTEA olarak, H. thymopsis’den hazirlanan ekstrelerin toplam fenolik madde
miktarlar1 ise HTHE < HTS < HTINF < HT%70ME < HTSU < HTME < HT%50ET
< HTEA seklinde artmaktadir. En ¢ok toplam fenolik madde iceren ekstre H.
thymopsis’in etil asetath (HTEA) (315,77£3,24 mg GAE/g ekstre) ekstresi olurken,
bunun yaninda H. perforatum etil asetat ekstresi (HPEA) (145,94+1,4924 mg GAE/g
ekstre) toplam fenolik madde igermektedir.

Calisilan ekstreler arasinda en yiiksek toplam flavonoid miktarmin, toplam fenolik
madde miktarlarina paralel HTEA (79,67+£2,91 mg RE/g ekstre), HPEA ( 32,13+0,36 mg
RE/g ekstre), (HPS (67,24+1,46 mg RE/g ekstre) ve HTS ( 58,23+1,16 mg RE/g ekstre)
ekstrelerine ait oldugu goriilmektedir. Bunlarin yaninda H. thymopsis’den hazirlanan
ekstrelerin  toplam flavonoid miktarlari HT%S0ET <HTSU <HTINF <HTHE
<HT%70ME <HTME <HTS <HTEA sirastyla artmaktadir.

YBSK yontemi kullanilarak analizi gergeklestirilen her 2 tiire ait Hypericum
ekstrelerinde bulunan fenolik asitlerin teshisi ve miktar tayini, gallik, proto-katesik, para-
hidroksibenzoik, vanillik, kafeik, klorojenik, sirinjik, p-kumarik, ferulik, o-kumarik ve
trans-sinnamik asit iceren standart ekstresindeki bilesenlerin kalibrasyon egrileri
kullanilarak gerceklestirilmistir. Protokatesik asit, toplam fenolik madde miktar1 fazla
olan H. thymopsis’in HTS ekstresinde 11,77 pg/g iken, H. perforatum’un HPS
ekstresinde 0,48 pg/g; o- kumarik asit ise H. thymopsis’in HTS ekstresinde 2,26 pg/g iken
H. perforatum’un HPS ekstresinde 0,58 pg/g olarak bulunmustur. Vanilik asit miktar1
HTINF’nda 1,42 pg/g iken; HPME’nda 0,61 pg/g oldugu; kumarik asit miktar1 H.
thymopsis ’e ait HTSU 2,41 pg/g iken HP%70ME 3,86 pg/g daha fazla oldugu tespit
edilmigtir. Kafeik asit miktar1 ise en yiliksek H. thymopsis ’e ait HTME 1,35 pg/g iken,
HT%70ME’nde 0,44 pg/g, HT%S50ET nde 0,45 ng/g, H. perforatum’a ait ekstrelerde ise
HP%70ME’nde 0,40 pg/g, HPS 0,18 pg olarak tespit edilmistir. H. thymopsis ve H.
perforatum’a ait apolar HTHE ve HPHE ekstrelerinde ise fenolik asite rastlanmamugtir.

Hypericum cinsine 0zgli bilesikler olan naftodiantron tiirevi hiperisinler, ayni
zamanda tiirlerin bir¢ok farmakolojik etkisinde sorumlu bilesiklerdir.

Bu calismada, H. thymopsis ve H. perforatum’dan hazirlanan farkli polaritedeki
ekstrelerde hiperisin ve psddohiperisin miktar tayini 6nceden yayinlanan protokollere
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gore ters-faz YBSK yontemi ile gerceklestirilmistir (Eroglu Ozkan vd., 2018). H.
thymopsis’de, referans bitki H. perforatum’la kiyaslandiginda, hazirlanan eksterlerde ¢ok
az miktarda hiperisin ve psddohiperisin igerdigi tespit edilmistir. Metanolle masere
edilerek hazirlanan H. perforatum ekstresinde (HPHP) oldukea yiiksek oranda hiperisin
(10,79 ng/g ekstre) ve psodohiperisine (27,01 pg/g ekstre) rastlanirken, ayni sekilde
hazirlanan H. thymopsis ekstresinde (HTHP) her iki bilesige olduk¢a az miktarda
rastlanmstir.

H. perforatum ve H. thymopsis tiirlerinin toprak iistii kisimlarindan su distilasyonu
ile elde edilen ugucu yagin verimleri genellikle %1’den az olmakla birlikte %0,1-%0,25;
ana bilesenleri ise her iki tiirde de a—pinen (%25-54,8, sirasiyla) olarak bulunmustur.
Referans bitki H. perforatum’a kiyasla, H. thymopsis ugucu yagi monoterpen bilesiklerce
daha zengindir. Calisilan iki tiiriin ugucu yag; monoterpenler (a-pinen, B-pinen, limonen
ve mirsen) ve seskiterpenler (B-karyofillen ve karyofillen oksit)dir. Ayrica ugucu yagda
alifatik bilesikler de (2-metil oktan, n-nonan, n-dekan, n-undekan, n-tetradekanol, 2-
metil-dekan ve 2-metil-dodekan) bulunmaktadir.

Ozellikle Drosanthe seksiyonunda yer alan Hypericum tiirlerinin ugucu yaginda a-
pinen’in yiiksek konsantrasyonlarda bulundugu rapor edilmistir (Yiice, 2009). Ayrica,
Hindistan ve Tiirkiye’de dogal olarak yetisen H. perforatum ‘un ugucu yaginda ana
bilesen a-pinen (>%60) (Cakir vd., 1997; Weyerstahl vd., 1995); Sirbistan ve Fransa gibi
bazi tilkelerde yetisen H. perforatum ugucu yaginda ana bilesen karyofilen (Gudzi¢ vd.,
2001); Litvanya’da yayilis gosteren H. perforatum tiiriiniin ugucu yaginda ana bilesen f3-
karyofillen veya karyofillen oksit olarak bulunmustur (Mockute vd., 2003). Hypericum
cinsi ugucu yaglari i¢in major ve karakteristik bir komponent olarak a-pinen iceren diger
tirler; H. hircinum, H. perfoliatum, H. hyssopifolium, H. heterophyllum, H. forrestii, H.
apricum olarak siralanmaktadir (Bage1 ve Yiice, 2010; Bertoli vd., 2000; A. Cakir vd.,
2004; Couladis vd., 2001; Demirci vd., 2005).

Kog¢’un 2019 yilinda yaptig1 tez ¢calismasinda H. thymopsis’in ugucu yagin ana
bilesenleri a-pinen, spatulenol ve limonen olarak tespit edilmis, Eroglu Ozkan vd.
(2013)’nin yaptig1 calismada H. thymopsis’in de i¢inde bulundugu 5 endemik Hypericum
tiirliniin ugucu yaginda da a-pinen ana bilesik olarak, Ozkan vd. (2009)’ nin yaptig1 bir
calismada ise H. thymopsis’in toprak ustii kisimlarindan elde edilen ugucu yagin ana

bilesikleri; spatulenol (%10,8), &-kadinen (%7,1), germakren D (%6,1), y-muurolen
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(%35.9), 2,3,6-trimetilbenzaldehit (%5) ve y-kadinen (%4,4) olarak tespit edilmigtir
(Eroglu Ozkan vd., 2013; Ozkan vd., 2009; Kog, 2019).

H. thymopsis’in ¢igekli orneklerinden elde edilen ugucu yaginda ise toplam 49
bilesen saptanmis; ana bilesenleri a-pinen (%29,31), limonen (%?7,15), germakren D
(%6,94), bisiklogermakren (%5,95), o-kadinen (%4,59) ve spatulenol (%4,69) olarak
tespit edilmistir (Yiice, 2009).

Bronkodilator, antienflamatuar, bakterisit, bakteriostatik ve anti-asetilkolinesteraz
etkilere sahip oa-pinen, bitkinin inflizyonun halk arasinda mide rahatsizliklar1 ve
enfeksiyon kaynakli bogaz agrilarmi tedavici edici etkisini dogrulamaktadir (Tekin,
2017).

Bu calismada H. thymopsis ve H. perforatum ekstrelerinin antioksidan potansiyelini
degerlendirmek amaciyla, hazirlanan etilasetat, metanol, hegzan, ekstreleri ve
inflizyonlarmin antioksidan aktiviteleri farkli antioksidan yontemleri kullanilarak
incelenmistir.

Calisilan ekstrelerin antiradikal aktivitesini tayin etmek i¢in kullanilan DPPHe
radikali siipiiriicli etki calismasinda; H. thymopsis 'in %70 etanolli ekstresi (HT%70ET),
diger fraksiyonlara kiyasla standart olarak kullanilan BHT ve kersetine (%58,65%0,15 ve
%98,61+1,85) yakin antioksidan aktivite goriilen ekstre olarak tespit edilmistir. Ayrica
H. perforatum’un metanol ekstresi (HPME) de %35,1940,62 inhibisyon yiizdesiyle
belirgin bir aktivite gdstermistir. H. thymopsis in metanol ekstresi (HTME) %28,49+0,22
ile kiyaslandiginda H. perforatum’un metanol ekstreside (HPME) daha yiiksek aktiviteye
sahip oldugu gorilmiistiir. H. thymopsis’in su ekstresi (HTSU) %32,53+0,15 H.
perforatum’un su ekstresi HPSU %31,20+0,34 ile kiyaslandiginda yakin sonuglar
vermistir.

Tez kapsaminda calisilan iki Hypericum tiiriine ait ekstrelerin metal selatlayici
antioksidan aktivite sonuglar1 0,5 mg/mL konsantrasyonda EDTA (%95,38) ile
karsilagtirildiginda; H. thymopsis ve H. perforatum etil asetat ekstreleri HTEA, HPEA
strastyla %74,06+4,40, %79,58+8,36 inhibisyon oranlar ile diger ekstrelere gore oldukca
onemli antioksidan aktivite gostermistir. Genel olarak calisilan yiliksek fenolik madde
iceren etil asetat ekstrelerinin, diger ekstrelerden daha yiiksek metal selatlayici
antioksidan aktivite gosterdigi goriilmektedir.

Ekstrelerin rediikleyici gii¢ dl¢iimleri sonucunda elde edilen ECso degerleri, BHT
(0,2 mg/mL) ve askorbik asitin (0,18 mg/mL) ECso degerleri ile karsilastirilmis, en
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yiiksek demir rediikleme kapasitesine sahip ekstrelerin H. thymopsis ve H. perforatum’un
metanol ekstreleri (HTME, HPME) (ECso = 0,36-0,33 mg/mL) oldugu, en diisiik
aktiviteye sahip ekstrenin ise ECso degeri 3,27 mg/mL olan H. perforatum’un hekzan
ekstresi (HPHE) ve ECso degeri 5,12 mg/mL olan H. thymopsis’in %70 metanol
(HT%70ME) ekstresi oldugu belirlenmistir.

Ekstrelerin DPPHe radikali siipiiriicti ve rediikleyici gii¢ dl¢limii ile tayin edilen
antioksidan aktivite sonuglar1 karsilastirildiginda; 9,6x10°mg/mL konsantrasyonda
belirgin DPPHe siipiiriicli antioksidan aktivite gosteren HT%70ET (%44,33+0,93) ve
HTSU (%32,5340,15) fraksiyonlari, sirasiyla 0,33mg/mL ve 0,32mg/mL ECso degerleri
ile belirgin rediikleyici antioksidan aktivite gostermistir. Bu nedenle DPPHe ve
rediikleyici gii¢ 6l¢iimii ile antioksidan aktivite sonuglarinin birbiri ile uyumlu oldugunu
sOyleyebiliriz.

Kog¢’un 2019 ¢alismasinda, H. thymopsis tiiriine ait ti¢ farkli lokaliteden toplanan
orneklerin yaprak ve ciceklerinin antioksidan 6zellikleri ayr1 ayri ¢alisilmistir. Ayrica H.
perforatum tiri de karsilastirtlmistir. Hypericum 6rneklerinin, DPPHe radikali izerinden
tayin edilen antiradikal aktivitesi en yiiksek cicek ekstrelerinde goriilmiistiir. Tiirler
arsinda en Onemli radikal siipiiriicii etki H. perforatum ¢icek ekstrelerinde tespit
edilmigtir. ABTS®" radikali iizerinden tayin edilen en yiiksek antioksidan aktivite H.
perforatum yaprak ekstresinde goriilmiistiir (Kog, 2019)

H. perforatum’un farkli ekstrelerinin DPPHe radikali siipiiriicii aktivitesinin BHT,
BHA ile karsilastirilarak incelendigi baska bir ¢alismada yiiksek antioksidan aktiviteden
flavonoidler ve fenolik asitlerin sorumlu oldugu belirtilmistir (Or¢i¢ vd., 2011). Diger bir
calismada ise H. perforatum’un %80 etanollii ekstresinin yiiksek DPPHe ve siiperoksit
radikallerini siipliriicii antioksidan kapasitesinden ekstrenin yiiksek polisakkarit
konsantrasyonunun sorumlu oldugu belirtilmistir (Heydarian vd., 2017). Italya’da yetisen
H. perforatum subsp. perforatum, H. perforatum subsp. veronense, dahil farkli
Hypericum tiirlerinin metanol-aseton (1:1, h/h) ekstrelerinin hafif ila orta derecede
DPPH?e serbest radikal siipiiriicii aktiviteye sahip olduklar1 gézlenmistir (Sagratini vd.,
2008).

Ulkemiz i¢in endemik H. malatyanum ve H. neurocalycinum’un toprak {istii
kisimlarinin metanollii ekstrelerinin antioksidan aktivitesi DPPHe, siiperoksit, demir
indirgeyici antioksidan etki (FRAP) ve lipit peroksidasyonunu inhibisyon yontemleri ile

test edilmistir. Toplam fenolik madde miktar1 yiiksek bulunan H. neurocalycinum’un
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metanollii ekstresinin 4 yontemde de standart kersetinin sonuglarina benzer diizeyde
yiiksek aktivite gosterdigi tespit edilmistir (Eroglu Ozkan vd., 2018).

Demans, ndrolojik bozukluklara veya rahatsizliklara eslik eden ve gogunlukla yash
niifusta goriilen bir grup semptomtur. Bellek, diisiinme, anlama, hesaplama ve dil gibi
birden fazla biligsel islevin bozulmasi ile karakterizedir. Demansin en yaygin eslik ettigi
hastaliklar arasinda Alzheimer (AD), Parkinson gibi ndrodejeneratif bozukluklar
sayilabilir.

H. thymopsis ve H. perforatum tirlerinin farkli polaritedeki ekstrelerinin 250
ng/mL konsantrasyonda asetilkolinesteraz enzimi % inhibisyon degerleri 18,96+0,85 -
30,03+0,85 arasinda tespit edilirken, ayni calismada pozitif kontrol galantamin
%83,53+1,11, Donepezil %98,15+1,02, Takrin %98,02+1,04 inhibisyon degerleri
gostermislerdir. AChE ve BChE inhibitdr aktivite sonucglari ve metal selatlayic
antioksidan aktivite sonuclari karsilastirildiginda AChE enzimini 250 pg/mL
konsantrasyonda belirgin bir sekilde inhibe eden HTME, HPME (25,11+0,96,
30,03+0,85) ve BChE enzimini 250 pg/mL konsantrasyonda inhibe eden HTME, HPME
(23,76+0,53, 25,47+0,64), 0,5 mg/mL konsantrasyonda yiiksek metal selatlayict aktivite
(%74,06+4,40, 79,58+8,36) gostermistir.

0,5 mg/mL konsantrasyonda yiiksek metal selatlayict etki gosteren HT%70ME
(%76,54+17,22), HTSU (%69,1348,14), HPSU (%65,56+10,10) ekstreleri; 250 pg/mL
konsantrasyonda AChE (sirasiyla %25,62+0,81, %19,53+0,74, %22,52+0,56) ve BChE
enzimlerini (sirastyla %20,21+0,59, 9%15,22+0,66, %18,62+0,50) inhibe ederek belirgin
noroprotektif etki gostermislerdir.

Hypericum tiirleri yapilan noroprotektif etki ¢alismalarinda; H. perforatum etanol
ekstresi belirgin AChE (%49,54+4,44), etil asetat ekstresi ise belirgin BChE (%50,79 +
3,07) enzim inhibisyonu (Altun vd., 2013 s. 87), endemik H. malatyanum ve H.
neurocalycinum’un toprak {stli kisimlarinin metanol ekstrelerinin  AChE enzim
inhibisyonlar sirasiyla 10 pg/mL’de %62,24+1,81 ve %85,78+4,1 olarak tayin edilirken,
ayni calismada H. neurocalycinum ekstresinin daha giiclii AChE inhibisyonu gosterdigi
tespit edilmistir (Eroglu Ozkan vd., 2018). Ancak, bu tez calismada kullamlan H.
thymopsis ve H. perforatum tlrlerinin daha diisiik anti-alzheimer aktiviteye sahip oldugu
sonucuna varilmistir.

Ulkemiz igin endemik H. thymopsis’in antifungal ve antibakteriyel aktiviteleri

acisindan ilk kez degerlendirildigi bu calismada, H. thymopsis ve H. perforatum tiirlerinin
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toprak {istli kisimlarindan hazirlanan etilasetat, metanol, hegzan ekstreleri ve
inflizyonlarmin antimikrobiyal ve antifungal aktiviteleri tayin edilmis; H. thymopsis ve
H. perforatum 'un apolar hegzan ekstrelerinin E. faecalis 51299, E. faecalis 29212, E. coli
35218, E. coli 25912, P. aeruginosa suslari ile kiyaslandiginda; E. faecalis 51299 ve E.
faecalis 29212 her ikisininde 400 pg/mL MIK degerleri; E. coli 35218, P. aeruginosa
suslarinda da 200 pg/mL MIK degerleri ile benzer sonuglar vermistir. E. coli 35218
susuna kars1 H. thymopsis hegzan ekstresi (HTHE) 200 pg/mL MIK degeri ile H.
perforatum 'un hekzan ekstresi 400 pg/mL MIK degeri ile yiiksek antibakteriyel aktivite
gosterdigi, S. aureus susunda ise lireme olmadig1 goriilmiistiir.

Genel olarak, ekstrelerin E. faecalis 51299, E. faecalis 29212, E. coli 35218, E. coli
25912, P. aeruginosa suslarina karst 200 pg/mL MIK degerleri ile kontrol
kloramfenikole (31,25 -125 pg/mL MIK) oranla daha diisiik aktivite gosterdigi; H.
thymopsis inflizyonlarinin E. faecalis 51299, E. faecalis 29212, E. coli 35218, E. coli
35218, P. aeruginosa suslarina kars1 200-400 pg/mL MIK degerleri ile H. thymopsis
inflizyonlarmin H. perforatum’un infiizyonlarindan daha yiiksek aktivite gosterdigi
sonucuna varilmistir.

C. albicans, C. parapsilosis, C. glabrata mantar suslarina kars1 H. thymopsis ve H.
perforatum metanol ve H. thymopsis hekzan ekstresi (100 pg/mL MIK) kontrol
ketakonazol (7,81 pg/mL MIK) gore diisiik; fakat calisilan diger ekstrelerle
kiyaslandiginda ii¢ sus icinde C. albicansa kars etkili oldugu goriilmiistiir. Ayrica, H.
thymopsis ve H. perforatum metanol ekstreleri her {i¢ susa kars1 etkili bulunmustur. H.
thymopsis ve H. perforatum infiizyonlarinin C. albicans, C. parapsilosis, C. glabrata
mantar suslaria karst HTINF 200 pg/mL MIK ile HPINF 800 ng/mL MIK degerleriyle,
H. thymopsis 'in antifungal aktivitesinin daha iyi sonug¢ verdigi goriilmiistiir.

Hypericum tiirleri ile bir¢ok antimikrobiyal aktivite c¢alismasi yapilms, H.
spectabile, H. pseudolaeve, H. thymbrifolium, H. neurocalycinum ve H. malatyanum
metanol ekstrelerinin P. aeruginosa ATCC 1539 susuna karsi herhangi bir aktivite
gostermedigi (Eroglu Ozkan vd., 2018) H. gaitii aseton, su ve etanol ekstrelerinin .
aureus’a kars1 inhibe edici aktiviteye sahip oldugu (Panda vd., 2017), Makedonya da
yetisen H. perforatum koklerinin metanollii ekstreleri, B. subtilis, E. coli ve P.
aeruginosa’ya karst (Tusevski vd., 2018), H. perforatum toprak iistii kisimlarinin % 80

etanolil ekstresi S. aureus, B. cereus, E. coli, S. typhi, Sh. dysenteriae bakterilerinde hiicre
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duvari yapisini bozarak antibakteriyel aktivite gosterdigi rapor edilmistir (Heydarian vd.,
2017).

H. reflexum, H. canariense ve H. grandifolium’un toprak listli kisimlarinin metanol-
aseton (1:1, h/h) ekstrelerinin ve ucucu yaglarinin; S. aureus, E. faecalis, E. coli, P.
aeruginosa ve C. albicans suslarina kars1 antimikrobiyal etkileri test edilmis, {i¢ tirden
elde edilen ucucu yaglar, C. albicans’a kars1 6l¢iilebilir bir aktivite gostermistir. Ekstreler
32 ila 128 mg/L arasinda degisen MIK’lar ile S. aureus ve E. faecalis’e karsi aktif
bulunmuglardir. E. coli ve P. aeruginosa’ya karsit mikrodiliisyon testleri tiim bitkiler i¢in
negatif sonuclar vermistir (Duan vd., 2018).

Hiicre dliimiine neden olan anlamina gelen, sitotoksisite arastirmalari, bir maddenin
sitotoksik potansiyelinin olup olmadiginin belirlenmesi amaciyla yapilir. Sitotoksisite,
incelenen maddenin dozuna ve maruziyet siiresine bagli olarak hiicrelere degisik
derecelerde zarar veren bir olaydir. /n vitro sitotoksisite testleri, ila¢ niteligi tasiyan veya
toksik profili arastirilan bilesen/ekstrelerin degerlendirilmesi amacrtyla hiicre kiiltiiriinde
gerceklestirilen 6l¢tim metodlaridir (Tokur ve Aksoy, 2017).

Hiicre kiltiirii calismalarimizda, H. thymopsis ve H. perforatum’un Onemli
derecede antioksidan aktivite gostermis sulu ve %70 metanol:su ekstrelerinin Caco-2
kolon kanseri ve 3T3 saglikli hiicre hatlarinda MTT yontemi ile sitotoksik aktiviteye baglh
olarak antiproliferatif etkileri tayin edilmistir. Yapilan deneyler sonucunda olusturulan
GraphPad grafiklerine bakildiginda; 3T3 hiicre hatt1 icin, MTT sitotoksite testine gore
siklofosfamidin i¢in toksik olmayan konsantrasyon araligi 62,5-500 pg/mL iken; Caco-2
hiicre hatti i¢in 125 pg/mL-500 pg/mL’dir.

H. thymopsis’in %70 metanol (HT%70ME) ekstresinin 3T3 hiicre hattina olan
sitotoksik etkisi kendini yiiksek konsantrasyonlarda belli etmektedir. Toksik olmayan
konsantrasyon araligi 31-125 pg/mL’dir. Ayn1 ekstrenin Caco-2 hiicre hattinda ytiksek
konsantrasyonlarda etkili oldugu Bunun yaninda pozitif kontrol olarak kullanilan
siklofosfamidin sitotoksik etkisi daha yiiksek olup, toksik olmayan konsantrasyon aralig1
31-62 pyg/mL’dur.

HTINF ekstresinin 3T3 hiicre hattina olan sitotoksik etkisi kendini yiiksek
konsantrasyonlarda belli etmektedir. Toksik olmayan konsantrasyonlar 31,25-250 pg/mL
araligindadir. Bunun yaninda pozitif kontrol olarak kullanilan siklofosfamidin sitotoksik

etkisi HFINF den daha yiiksektir.
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H. perforatum infiizyonu (HPINF) Caco-2 hiicre hattinda yiiksek
konsantrasyonlarda (250-500 pg/mL) sitotoksik etkili bulunurken, toksik olmayan
konsantrasyon aralig 31,25-250 pg/mL’dir.

Literatiir taramalarimizda endemik H. thymopsis tiri ile ilgili sitotoksisite
caligmasina rastlanmazken, H. perforatum un toprak istli kisimlarinin %80’lik metanol
ekstresinin sitotoksik aktivitesi, Caco-2 kolon kanseri hiicrelerinde 0,01-100 pg/mL
konsantrasyonlarda degerlendirildimis ve bizim ¢alismamiza paralel sadece en yiiksek
100 pg/mL konsantrasyonda sitotoksik davranis gozlendigi goriilmiistiir (Sarrou vd.,
2018).

Sonu¢ olarak, Hypericaceae familyas1 iiyesi H. thymopsis’in toprak istii
kisimlarimin diger Hypericum tiirlerine nazaran az miktarda hiperisin ve psddohiperisin;
toplam fenol ve flavonoid igeren etil asetat ekstresinde frams-sinnamik asit, ayrica
metanollii ve sulu ekstrelerinde proto-katesik asit ve orto-kumarik asit; toprak istii
kisimlarindan su distilasyonu ile elde edilen ugucu yaginda ise 6zellikle Drosanthe
seksiyonunda yer alan diger Hypericum tiirleri gibi yiiksek konsantrasyonda a-pinen
icerdigi tespit edilmistir. H. thymopsis’in %70 etanollii ekstresi (HT%70ET), DPPHe
iizerinden antiradikal aktivite tayininde standart olarak kullanilan BHT ve kersetine
yakin; metal selatlayici antioksidan aktivite sonuglarina gore etil asetat ekstresi HTEA,
pozitif kontrol EDTA ‘ya yakin antioksidan aktivite goriilen ekstreler olarak tespit
edilmigtir, AChE ve BChE inhibitor aktivite sonuclar1 ve metal selatlayici antioksidan
aktivite sonuglar karsilastirildiginda 250 pg/mL konsantrasyonda H. thymopsis etilasetat
ekstresinin (HTEA), AChE ve BChE enzimini donopezil ve galantamine oranla ¢ok az
inhibe ettigi, ayn1 konsantrasyonda yiliksek metal selatlayic1 aktivite gosterdigi
goriilmistiir. Ayrica, H. thymopsis 'in apolar hekzan ve polar metanol ekstrelerinde pozitif
kontrole gore diisiik ancak diger ekstrelere gore goz ardi edilemeyecek derecede belirgin
antibakteriyal ve antifungal aktivite tespit edilmistir. Caligilan her iki tiire ait ekstrelerle
yapilan sitotoksik aktivite ¢aligsmalarinda pozitif kontrol siklofosfamide gore anlaml
degerler elde edilmistir.

Ulkemiz endemik tiirlerinden biri olan H. thymopsis’in psddohiperisin igerigi ile
anti-alzheimer, sitotoksik, antifungal ve antibakteriyel aktivitelerinin ilk kez bu ¢caligmada
sunulmus olmasi olduk¢a Snemlidir. Ayrica, tez kapsaminda yapilan ¢alismalarin, H.

thymopsis’in iilkemizde yetistigi diger lokalitelerden temin edilerek calisilmasi ve elde
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edilen sonuglarin degerlendirilmesi, farmakognozi bilim alami i¢in olduk¢a fayda

saglayacaktir.
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