SARI KANTARON (Hypericum perforatum L.) YAGI
STANDARDIZASYONU

Yiiksek Lisans Tezi

Betiil Rukiye CICEK
Eskisehir 2021



SARI KANTARON (Hypericum perforatum L.) YAGI

STANDARDIZASYONU

Betiil Rukiye CICEK

YUKSEK LISANS TEZi
Farmakognozi Anabilim Dah
Damisman: Prof. Dr. Gokalp ISCAN
(ikinci Damisman: Dog. Dr. Fatih GOGER)

Eskisehir
Anadolu Universitesi

Saghk Bilimleri Enstitiisii
Haziran 2021



JURI VE ENSTITU ONAYI

Betiil Rukiye Cigek’in “Sar1 Kantaron (Hypericum perforatum L.) Yag
Standardizasyonu™ bashkli tezi 17.06.2021 tarihinde asagidaki jiiri tarafindan
degerlendirilerek  “Anadolu  Universitesi Lisansiistii Egitim-Ogretim ve Smav
Yonetmeligi’nin ilgili maddeleri uyarinca, Farmakognozi Anabilim Dali’nda Yiiksek

Lisans tezi olarak kabul edilmistir.

Unvani1 Adi Soyadi Imza
Uye (Tez Danismani) : Prof. Dr. Gokalp ISCAN
Uye : Prof. Dr. Betiil DEMIRCI
Uye : Prof. Dr. Yavuz Biilent KOSE
Uye : Dog. Dr. Ali SEN
Uye (Ikinci Danisman) : Dog. Dr. Fatih GOGER

Prof. Dr. Nalan GUNDOGDU KARABURUN

Enstiti Mudira



FINAL APPROVAL FOR THESIS

This thesis titled " Standardization of St. John's Wort (Hypericum perforatum L.)
Oil " has been prepared and submitted by Betiil Rukiye Cigek in partial fullfillment of the
requirements in "Anadolu University Directive on Graduate Education and Examination
for the Degree of Master of Science in Pharmacognosy Department has been examined
and approved on 17.06.2021.

Committe Members Signature
Member (Supervisor) : Prof. Dr. Gokalp ISCAN

Member : Prof. Dr. Betiil DEMIRCI

Member : Prof. Dr. Yavuz Biilent KOSE

Member : Assoc. Prof Dr. Ali SEN

Member (Co-supervisor) : Assoc Prof. Dr. Fatih GOGER

Prof. Dr. Nalan GUNDOGDU KARABURUN
Director

Graduate School of Health Sciences



OZET

SARI KANTARON (Hypericum perforatum L.) YAGI STANDARDIZASYONU

Betiil Rukiye CICEK
Farmakognozi Anabilim Dal1
Anadolu Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Haziran 2021
Danisman: Prof. Dr. Gokalp ISCAN
(Ikinci Damigman: Dog. Dr. Fatih GOGER)

Hypericum perforatum L. (Hypericaceae) diinyanin bircok bolgesinde tedavi
amach kullanilan, lizerinde ¢ok sayida aragtirmanin yapildigi énemli tibbi bitkilerden
biridir. Ulkemizde dogal olarak yetisen bu tiir yoresel olarak binbirdelik otu, kan otu, kilig
otu, kuzu kiran, mayasil otu, yara otu Ve kuzu kiran adiyla bilinir. Ozellikle yara
iyilestirici etkilerinden dolayi, bitkiden maserasyon yolu ile elde edilen yagin kullanimi
oldukga yaygindir. Yag maserasyonunda geleneksel olarak bitkinin ¢igekli dal uglar1 45
giin zeytinyag1 dolu cam kaplarda, direkt giines 1s18inda bekletilir. Masere yagin etkili
bilesikleri, stabilitesi, yontem ve kullanilan yaga gére degisen bilesimi ve karakteristik
yakut kirmizisi rengi halen arastirilmakta ve literatiirde ¢eliskili sonuglara ulasilmaktadir.

Calismamizda iki farkli yontemle sar1 kantaron ¢igeklerinin 8 farkli soguk sikim
yontemiyle elde edilmis sabit yagda (aspir, aycigegi, ceviz, kanola, keten, susam, tatl
badem ve zeytin) ekstraksiyonu gergeklestirilmistir. Halk arasinda en ¢ok uygulanan
yontem olan yaz aylarinda cam kavanozlarda giines 15181 altinda 45 giin maserasyona
birakilmasi yaninda yine ayni yaglarda ciceklerin 2 saat siiresince 1lik su banyosunda
dijesyonu gergeklestirilmistir. Elde edilen 6rneklerin kolorimetrik olarak kirmizi renk
siddeti, maseratlardaki hiperforin ve hiperisin miktarlar1 ve maseratlarin bazi cilt

patojenlerine kars1 antimikrobiyal etkileri incelenmistir. Etkiler karsilagtirilmistir.

Anahtar Sozciikler: Sar1 kantaron yagi, Hypericum perforatum L., Hiperforin,
Maserasyon, SK/KS.



ABSTRACT

STANDARDIZATION OF ST. JOHN'S WORT (Hypericum perforatum L.) OIL

Betiil Rukiye CICEK
Department of Pharmacognosy
Anadolu University, Graduate School of Health Sciences, June 2021
Supervisor: Prof. Dr. Gékalp ISCAN

(Co-Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Fatih GOGER)

Hypericum perforatum L. (Hypericaceae) is one of the most important medicinal
plants used for therapeutic purposes in many parts of the world. This species, which grows
naturally in our country, is locally known as binbirdelik otu, kan otu, kili¢ otu, mayasil
otu, yara otu and kuzu kiran. Especially because of its wound healing properties, the use
of oil obtained from the plant by maceration method is quite common. In oil maceration
traditionally, the flowering branches of the plant are kept in glass containers filled with
olive oil for 45 days in direct sunlight. The effective compounds of this oil, its stability,
composition varying according to the method and oil used, and its characteristic ruby red
color are still being investigated and conflicting results have been reached in the literature.

In our study, St. John's Wort flowers were extracted using two different methods,
from 8 different cold-pressed oil (safflower, sunflower, walnut, canola, flax, sesame,
sweet almond and olive). The most common method among the people in the summer,
the flowers were left to maceration in glass jars under sunlight for 45 days and in the same
oils, digestion of the flowers was carried out in a warm water bath for 2 hours. The red
color intensity of the samples obtained, the amount of hyperforin in the maserates and the
antimicrobial effects of the oils against skin pathogens were investigated colorimetrically.

The effects are compared.

Anahtar Sozciikler: St. John’s Wort Oil, Hypericum perforatum L., Hyperforin,
Maceration, LC/MS.
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ETIK ILKE VE KURALLARA UYGUNLUK BEYANNAMESI

Bu tezin bana ait, 6zgiin bir calisma oldugunu; ¢alismamin hazirlik, veri toplama,
analiz ve bilgilerin sunumu olmak {izere tiim asamalarinda bilimsel etik ilke ve kurallara
uygun davrandigimi; bu ¢alisma kapsaminda elde edilen tiim veri ve bilgiler i¢in kaynak
gosterdigimi ve bu kaynaklara kaynakcada yer verdigimi; bu calisgmanin Anadolu
Universitesi tarafindan kullanilan “bilimsel intihal tespit programi”yla tarandigin1 ve
hicbir sekilde “intihal i¢ermedigini” beyan ederim. Herhangi bir zamanda, ¢calismamla
ilgili yaptigim bu beyana aykir1 bir durumun saptanmast durumunda, ortaya ¢ikacak tiim

ahlaki ve hukuki sonuglar1 kabul ettigimi bildiririm.
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1. GIRIS VE AMAC

Hypericum L. cinsine ait tiirler diinyanin bir¢ok yerinde ¢esitli sekillerde yara iyi
edici, bakterisit, iltihap giderici, idrar soktiiriicii ve yatistirict etkilerinden dolayr uzun
yillardir tedavi igin kullanilmaktadirlar (Cirak ve Kevseroglu, 2004). Ekvator’dan
Iskandinav iilkelerine kadar farkli cografyalarda yayilis gdsteren 500’e yakin Hypericum
tiirli bulunmaktadir (Crockett ve Robson, 2011). Tiirkiye’de 20 seksiyon altinda 49°u
endemik 107 takson (dogal 96 tiir) bulunmaktadir (Diindar, 2018; Ersoy, 2020).

Bu tiirler igerisinde Hypericum perforatum L. (Sar1 Kantaron) en yaygin olanidir.
Giiniimiizde Cin, Rusya ve Sibirya vb. iilkeler basta olmak tizere diinyanin degisik
bolgelerinde bitkinin tarimi yapilmaktadir (Satana ve Arslan, 2012).

Sar1 kantaron (Sk) Tiirkiye’de Marmara, Karadeniz, Akdeniz, Ege, Dogu Anadolu
ve kismen de Giineydogu Anadolu Bolgelerinde yayilis gostermektir (Davis, 1967; Giiner
vd., 2000). Yoresel olarak kan otu, kili¢ otu, kuzu kiran, binbirdelik otu, mayasil otu, yara
otu ve Ingilizcede St. John’s Wort adiyla bilinen sk, Hypericaceae familyasina dahildir.
Bitkinin Ingilizce admin, Hiristiyanlik inancinda bir aziz olarak kabul edilen St. John’un
(John the Baptist) dogdugu zaman olan Haziran ayinda altin renkli ¢igeklerini agmasi
nedeniyle bu azize atfen verildigi diistiniilmektedir (Hawken, 1997).

Latince adi, “ikonanin istiinde” anlamindadir ve kotii ruhlart kovdugu inanci
vardir. 24 Haziran giinii, bitkinin Kuzey Yarimkiire’de ¢igek actigi tarihtir ve St. John
(Aziz Yahya) bayrami olarak bilinir. Bu nedenle bitki, ingilizcede “St. John’s wort” yani
“Aziz Yahya otu” adiyla anilir (Baser, 2007). Hypericum L. tiirleri bakimindan yurdumuz
onemli bir gen merkezidir (Satana ve Arslan, 2012) (Sekil 1.1).

Avrupa, Asya, Kuzey Afrika ve Amerika Birlesik Devletlerinde yetisen ¢ok yillik
bir bitkidir. Orta Avrupa'nin Alpin bolgelerinde geleneksel tipta en sik kullanilan
bitkilerden birisidir (Hawken, 1997). Bu tiir son 30 yildan beri Klinik ve preklink anlamda
calisilmaktadir. Giintimiizde de orta dereceli depresyon tedavisinde yogun olarak
kullanilmaktadir. Bitkiden hazirlanan farkli formlardaki antidepresif farmakolojik
tirtinlerin yillik satis degerinin 2013 yilinda Avrupa pazarlarinda 100 milyon dolar
ABD’de ise 500 milyon dolar astigi, diinya genelinde ise 1 milyar dolara yaklastigi
bildirilmektedir. Hypericum iriinlerinin standart antidepresan ilaglarin  yerine
kullanildiginda depresyon tedavisinin maliyetini 6nemli 6l¢iide diisiirdiigii bilinmektedir

(Solomon vd., 2013).



Gorsel 1.1. Hypericum cinsinin Tiirkiye deki yayulist (http-1).

Sar1 kantaron yaginda floroglusinol tiirevlerinden hiperforin, adhiperforin ve
furohiperforin bulunmaktadir. Naftodiantronlardan protohiperisin ve psodéprotohiperisin
kendilerinden daha kararli yapida bulunan hiperisine ve psodohiperisine doniistiigii
diistiniilmektedir (Altan vd., 2015). Yapilan bir¢ok farmakolojik ¢alismayla H.
perforatum yaginda bulunan bu madderin antienflamatuvar ve antimikrobiyal etkilerinin
varligi kanitlanmistir. Bu etkiyle birlikte masere yag yara ve yanik tedavisinde asirlardir
kullanimaktadir. Bu etkilerden baska depresyon tedavisinde de kullanilan bitki ve
ekstrelerinin antikanser, antioksidan, antitiimoral ve antiviral etkileri de mevcuttur
(Schempp vd., 2002).

Sar1 kantaron yaginin elde edilmesi i¢in geleneksel olarak cogunlukla taze H.
perforatum bitkisinin ¢igekli dal uglari, 15-45 giin boyunca giines 1s1ginda, zeytin yagi
icinde agz1 kapakli cam kavanozlarda maserasyona birakilmaktadir (Baytop, 1999).
Ulkemizde de gogunlukla bu yéntem uygulanmaktadir.

Calismamizda sar1 kantaron yaginin elde edilmesinde kullanilan maserasyon
yonteminin baz1 parametlerinde degisiklikler yapilarak etken madde miktari ve biyolojik
aktivitesinde farklilik olup olmadig: incelenmistir. Bu amagla taze ¢igekler, zeytin yagi
da dahil 8 farkli soguk sikim sabit yag icerisinde masere edilmistir. Maserasyon agamasi
iki farkli yontemle yapilmistir. Ilki geleneksel yonteme gore yaz aylarinda 45 giin, cam
kavanozlarda giines 15181 altinda maserasyon ile yapilmistir. Ikinci yontemde (Baytop,
1999) daha hizli bir sekilde masere yagin elde edilebilmesi igin sicak su banyosunda 2

saat dijesyon seklinde gergeklestirilmistir. Maserasyon ile elde edilen Grneklerde
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kolorimetrik olarak kirmizi rengin siddeti, elde edilen tiim 6rneklerde ise hiperisin ve
hiperforin miktarlar: belirlenmistir. Ayrica antimikrobiyal etkisi oldugu bilinen bu yagin
farkli yontemlerle elde edilen 6rneklerinden antimikrobiyal testler yapilarak, biyolojik

etkileri taranmustir.



2. KAYNAK BILGISI

Bu boéliimde H. perforatum ile ilgili botanik 6zellikler, bitkinin kimyasal bilegimi,

halk arasinda kullanim1 kaynaklar taranarak 6zetlenmistir.

2.1. Hypericum perforatum’®un Botanik Ozellikleri

Tablo 2.1. Hypericum perforatum 'un taksonomik olarak siniflandiriimast

Divisio Spermatophyta

Subdivisio Angiospermae

Clasis Dicotyledoneae

Subclasis Magnolipsida

Ordo Theales

Familya Hypericaceae (Eskiden; Clusiaceae)
Genus (Cins) Hypericum L.

Species (Tiir) Hypericum perforatum L.

Hypericum cinsi, Hypericaceae familyasina dahildir (eskiden Clusiaceae).
Familyanin 400’1 askin tiir sayisi ile en genis cinsini olusturmaktadir (Curtis and Levsten,
1990, http-10).

Hypericaceae familyasi genellikle herdem yesil veya kisin yapragini doken, cali
veya ¢ogunlukla otsu bitkilerden olusur. I¢inde ugucu yag igeren yar1 saydam, hiperisin
ve hiperforin gibi 6nemli bilesikleri tasiyan Siyah kirmizi renkli salgi ceplerine sahiptir.
Yapraklar basit, karsilikli nadiren daireseldir. Cigek kurulu ugta, bazen simoz, nadiren
yaprak koltuklarinda veya bir ¢igeklidir. Canak yapraklar (2-) 4-5 ve tag yapraklar (3-) 4-
5 adet ve serbesttir. Stamenler serbest, demetsi veya bazen tabanda bilesiktir. Ovaryum
iist durumlu ve 3-5 gozliidiir. Meyve tiziimsii veya kapsiil seklindedir. Tohumlarda besi
dokusu (endosperm) yoktur (Robson, 1966; Akkemik, 2014).

Hypericum L. cinsi ¢ok yillik otsu ve ¢alimsidir. Yapraklar perfoliat veya degil,
nadiren aurikulat her zaman yarisaydam noktali olup sepaller ve petallar 5,5 serbest,
petallar genellikle sar1, stamenler 5 grup halindedir ve petallerin 6niindedir. Ovaryum 3,5
veya tek lokuluslu, ¢ok oviillidiir. Meyvesi pestisid kapsula veya nadiren bakkadir.
Kapsulanin iizerinde boyuna ¢izgiler veya enine kabartilar bulunur. Cins, genellikle Iran,
Turan ve Akdeniz bolgelerinde yayilis gostermektedir (Robson, 1966; Baytop, 1974).

H. perforatum’ un tiir 6zellikleri ise; yapraklar basit ve oppozit, nadiren alternattir,

eliptik-dikdortgen veya dogrusal, 5-35 mm, dar oval veya mizrak seklinde, sesil ve her
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zaman yarisaydam noktalidir. Stipula bulunmaz. Cigekler bes parcali petaller altin sarisi
renkli, kenarlari siyah benekli guddeler ile g¢evrilidir, genellikle aktinomorf ve
hermafrodittir. Periant, dekussat 2-6 arasinda sepal ile sayisi 4-12 adet arasinda degisen
petallerden meydana gelir. Cok sayida stamen tasir. Ginekeum, 3-5 veya daha ¢ok sayida
karpelden olusan tek bir pistilden ve yine 3-5 veya daha cok sayida lokulus tasiyan
ovaryumdan olusur ve sinkarptir. Meyve septisit/lokulusit kapsiil veya drupa tipindedir
(Foster ve Duke, 1990; Robson, 1966).

Bitkide salgi ceplerinin goriiniimii ve dagilis1 tiirlerin sistematik konumunun
belirlenmesinde 6nemlidir. Cepler organ ¢evresinde oldugu zaman marjinal, ¢evrenin
yakininda oldugu zaman intermarjinal, ¢evreden uzakta oldugunda ise stiperfisial olarak
tamimlanirlar (Davis vd., 1967).

Govde 10-110 cm, dik, dallar ile birlikte yiikselici, cok yillik ve otsudur. Biitlin
Tiirkiye ve Avrupa’da yabani olarak yetisir. Tarla yol orman kiyilarinda, tepelerde ve
cayirlarda olup Temmuz aymdan Eyliil ayina kadar ¢iceklenir (Robson, 1966).

Kimyasal icerikleri bakimindan da énemli bitki gruplarindandir. Ugucu yaglari
nedeniyle tat ve koku endiistrisinde hammadde kaynagidir. igerdigi hiperisin, hiperforin,
flavonoidler ve gesitli fenolik bilesikleri nedeniyle de birgok ¢alismaya konu olmustur
(Kitanov, 2001; Baser vd., 2001). Ugucu yaglar 6zellikle tiir i¢i ve tiirler aras1 taksonomik
seviyelerin belirlenmesi, cografik ve tiir igi varyasyonlarin belirlenmesi bakimlarindan
oldukga faydali sonuglar vermektedir (Bagc1 ve Babag, 2003).

Hypericum cinsinin Tirkiye’de en yaygin temsil edilen tiirleri, Hypericum
perforatum L., (Sart Kantaron) basta olmak tizere H. triggetrifolium, H. calycinum
(Biiyiik ¢igekli binbirdelik otu), H. empetrifolium Willd. (piiren, sar1 piiren), H. scabrum
L. (mayasil otu, kepirotu), H. tedrapetum F.’dir (Baytop, 1974; Davis, 1978).

Tiirkiye Florasi’ndan farkli olarak yapilan en son c¢aligma olan N.K.B. Robson’in
“Hypericum’un Monografisi” (Robson, 2010) adli eserinde Hypericum cinsi 30
seksiyonla temsil edildigi belirtilmistir. Bu seksiyonlar Campylosporus, Psorophytum,
Ascyreia, Takasagoya, Androsaemum, Inodora, Bupleuroides, Hypericum, Olympia,
Campylopus, Origanifolia, Drosocarpium, Oligostema, Thasia, Crossophyllum, Hirtella,
Taeniocarpium, Coridium, Myriandra, Webbia, Arthrophyllum, Triadenioides,
Heterophylla, Adenotrias, Humifusoideum, Adenosepalum, Elodes, Brathys,

Spachium’dur.



Géorsel 2.1. Hypericum perforatum

Bitki Tirkiye sartlarinda Mart ayinda havalarin 1sinmaya baglamasiyla birlikte
toprak tizerinde yesermeye baslar. Haziranin ikinci yarisindan Agustosa kadar bu bitki
ciceklenmeye devam eder. Temmuz basindan itibaren kapsiil tipinde meyveler olusur.
Onceleri yesil, olgunlukta ise kahverengi olan bu kapsiiller Agustos basindan itibaren
olgunlasir ve gatlayarak tohum doker (Cirak vd., 2004). Bitki daha ziyade vejetatif iireme
egilimindedir (Qu vd., 2010).

Bitkilerin i¢erdigi ugucu yag kompozisyonlarinin tiirler arasinda gostermis oldugu
varyasyonlarin cins i¢i ve tiirler aras1 kemotaksonomik iliskilerin ortaya konmasi
bakimlarindan 6nemlidir. Hypericum cinsinin ¢ogu tiiriiniin vejatatif organlarindaki siyah
guddeler cinsin simiflandirmasinda ayirt edici 6zellik olarak arastirmacilar tarafindan

kullanilmaktadir (Kitanov, 2001).

Gorsel 2.2. H. perforatum yapraklar: (http-2).
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Gorsel 2.3. H. perforatum’da ugucu bilesikler tasryan guddeler (Avato, 2005).

OH O OH

Hyperforin - - Hypericin,* -~ = 2 kl.
p > _‘:‘bl “

>

Sekil 2.1. Hiperforin i¢eren yari saydam Cep, hiperisin iceren koyu salgi cebi (http-3).

H. perforatum’un yapraklarina 1sik altinda bakildiginda salgi guddeleri, ¢ok
miktarda parlak noktalar halinde goriiliir. Tiir epiteti olan “perforatum” 1s1k gecirgenligini
saglayan bu minik deliklerin yaprakta bulunmasina atfen verilmistir (Gorsel 2.2. 2.3).
Yapraklardaki seffaf bu salgi cepleri ugucu bilesikleri de igermektedir. Bitki bu
ozelliginden dolay1 ‘binbirdelik otu’ olarak da adlandirilir (Dehe, 1993).

2.2. Hypericum perforatum Geleneksel Kullanimi

H. perforatum geleneksel olarak halk arasinda kullanilan 6nemli tibbi bitkilerden
biridir. Antik Yunanlhlar zamanindan beri Hypericum tiirleri birgok hastaligin

tedavisinde kullanilmistir. Tarihte 6nemli hekimlerden olan Galen, Dioscorides ve



Hipokrat tarafindan bu bitki idrar soktiiriicii, yara iyi edici, adet bozuklugu tedavilerinde
ve bagirsak rahatsizliklarinda sik sik tercih edilmistir (Redvers vd., 2001).

Yapilan arastirmalarla bu tibbi bitkinin antitimor, antiviral, antidepresan,
antibakteriyal, antiinflamatuar, analjezik ve hepatoprotektif etkileri oldugu belirlenmistir
(Potacka, 2003). Dahilen agr1 Kesici, yatistirici, parazit disiiriicti, ilser tedavi edici,
haricen 6zellikle zeytinyaginda masere edilen yag1 yara iyilestirici olarak iilkemizde de
sikca kullanilmaktadir (Baytop, 1974).

Tarih boyunca insanlar sar1 kantaronu ruhsal sikinti, hafif depresyon, yorgunluk ve
bitkinlik tedavisi i¢in kullanmislardir. Bitkinin ekstreleri, depresyonu yatistirmada dogal
teropatik ajanlar arasinda dne cikar (Ustiin, 1998). Ayrica etki mekanizmasinin diger
antidepresanlarin etki mekanizmalarindan farkli oldugu diisiiniilmektedir. Norokimyasal
etkisinin santral sinir sisteminde H. perforatum’a bir¢ok diizenleyicinin cevap vermesi ya
da enzimatik aktivite mekanizmasinin inhibisyonu seklinde oldugu ileri siiriilmiistiir.
Antidepresan etkinin; igerdigi hiperisinler, hiperforinler ve flavanoitlerden kaynakli
oldugu varsayilmaktadir (Wirz vd,. 2000).

Antidepresif etkide kullanilan giinliikk dozdaki hiperisin, sk yaginin bilinen yan
etkinin aksine deride fototoksisiteye yol agmaz. Bazi klinik ¢alismalara gore kantaron,
hafif ve orta siddetteki depresyon tedavisinde hali hazirda bilinen sentetik antidepresanlar
kadar etkilidir (Gaster ve Holroyd, 2000).

Hypericum tiirlerinin 6zellikle sulu ekstrakti idrar yolu enfeksiyonu, diyabet,
nevralji, kalp hastaliklari, gastrit, hemoroit ve iilser gibi birgok hastaliga kars1 tedavi edici
olarak kullanilmaktadir (Yesilada vd., 1995). Yara iyilestirici ve iltihap giderici etkiler
monograflarda H. perforatum ekstrelerinin ve toprak istii bitki kisimlarinin depresyon,
tilser, hazimsizlik, karin agrilari, yaniklar, bakteriyel enfeksiyonlar, migren, eklem
iltihaplari, bas agrisi, siyatik tedavilerinde ve cilt hastaliklarinin tedavisinde etkili oldugu
kayithidir (Anonymous, 1999; Kagar ve Azkan, 2010).

Cesitli Hypericum tiirlerinin yapraklarindan hazirlanan metanol ekstrelerinin gesitli
tiplerdeki yaralara uygulandigi, yara iyilestirici merhemlerle karigtirilarak iyi sonuglar
elde edildigi bilinmektedir (Baytop, 1999). Ulkemizde geleneksel olarak halk arasinda
zeytinyag1 igerisine bitkinin ¢igeklerinin konulup gilineste bekletilerek elde edilen yag
yara iyilestirici olarak haricen uygulanmaktadir (Mukherjee vd., 2000). 1618 yilinda
yazilan Londra Farmakopesinde sar1 kantaronun g¢igeklerinden elde edilen yagdan ve

faydalarindan bahsedilmistir (Hobbs, 1996). Almanya, Fransa ve Ingiltere’den
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Amerika’ya go¢ eden kisiler bitkinin taninmasina katki saglamiglardir. Daha sonra yaygin
olarak kullanilmaya baslanmistir (Saddige vd., 2010).

Saljic (1975)’in ¢alismasina gore H. perforatum ¢igeginden elde edilen ekstrenin
katildigi merhem birinci derece yanikta kullanildiginda 48 saatlik zaman diliminde
iyilesme gerceklesmistir. Daha siddetli yaniklarda ise merhem iyilesme hizini1 diger
tedavi metotlarina gore 3 kat artirmistir. Benzer sekilde, sezaryenle dogum yapmis 24
hasta iizerinde yiiriitiilen bir klinik ¢alismada aynisafa (Calendula officinalis) ve sk yagi
karigtminin  (30:70) yara iyilestirici etkisi bugday tohumu yagi ve plasebo ile
karsilagtirilmistir. Dort haftalik uygulama sonunda plasebo ve bugday tohumu yag:
uygulanan hastalarda ameliyat kesiginde %16 kapanma gézlenirken aynisefa ve kantaron
yagi karigimi uygulanan hastalarin yaralarinda %38 kapanma olmustur (Lavagna vd.,
2001). Sk ile aynisafa yag karigiminin etki oraninin plasebodan ve bugday rohumu
yagindan daha fazla oldugu sonucuna varilmstir.

Yara iyilesmesini bozan olumsuz faktorlerin en basinda enfeksiyon gelmektedir.
Yaradaki enfeksiyon nedeniyle kontraksiyonun (biiziilmenin) onlendigi, agiga g¢ikan
toksin ve enzimlerin; fibrin ve biliyiime/iyilesme faktorlerini pargaladigi, bunun da
kollajen yapimini olumsuz etkiledigi digiiniilmektedir (Aygiin, 2008). Sk’un yagh
maseratlarinin ana bilesenleri hiperisin, hiperforin, hiperozit, rutin, izokersitrin ve
epikatesindir. Ayrica yagli maseratin yara iyilestirici ve yangi dnleyici 6zellige sahip
oldugu bildirilmistir (Siintar vd., 2010). Yapilan diger calismalarda bitkinin yara
iyilestirici 6zelliginin, fibroblastik aktiviteyi ve kollajen sentezini artirmasindan
kaynaklandig1 da tespit edilmistir (Oztiirk vd., 2007).

Bu boliimde kullanim bigimlerinden bazilar1 hakkinda kisaca bilgi verilecektir.

Kantaron Cayi; bitkide ciceklenme seviyesinin yogun oldugu Haziran-Temmuz
aylarinda toplanan bitkiler golgede kurutulur. 1 tath kasigi dolusu kuru bitki, 200 cc
hacminde kaynamis suya eklenir. 3-4 dakika demlendikten sonra siiziilerek giinde en fazla
2-3 bardak igilebilir. Kantaron ¢ayr mide agrilarinda ve bagirsak rahatsizliklarinda
kullanilir (Sezik vd., 2001). Bu c¢ay aym zamanda bronsit gibi solunum yolu
rahatsizliklarma da iyi gelir. Yetiskinler icin tek doz 2 g, gilinlik doz 4 g Olgiisiinde
olmalidir (Goérsel 2.4.) (EMA, 2009).



Gorsel 2.4. Kantaron ¢ayt (http-4), tentiirii (http-5), ekstre ornegi (http-6).

Kantaron Dekoksiyonu; bitkinin kurutulmus toprak tstii kisimlart yaklagik 10-15
dakika suyla kaynatilir, siiziildiikten sonra sicak ya da soguk olarak igilir (Cirak ve Kurt,
2014).

Kantaron Tentiirii; 1 litre konyagin i¢ine, glineste kurutulmus ve ince kiyilmis 2
avug bitki (sap, yaprak ve ¢icek) eklenir. Sise 14 giin boyunca giineste bekletilir ve arada
bir ¢alkalanir. Siire sonunda siiziiliir ve elde edilen tentiir koyu renkli siselere aktarilarak,
serin ortamlarda saklanir (Aydemir, 2015).

Kantaron Ekstresi; 6zellikle Avrupa ve Amerika'da ¢ay yerine, bitkinin gicek,
yaprak ve saplarindan elde edilen ve kapsiil seklinde satilan ekstresi kullanilmaktadir. Bu
tirtinler T.C. Gida Tarim ve Hayvancilik Bakanligi'nin izniyle ithal edilmis olup %0,3
hiperisin iceren 300 miligramlik kapsiiller halinde sunulmaktadir. Bu kapsiillerden giinde
3 kez yemeklerle birlikte 1 kapsiil alinabilir. Orta dereceli depresyon tedavisinde
endikedir (Aydemir, 2015).

Kantaron Yagi; hazirlamak igin geleneksel olarak yaklasik 100 gr kantaron ¢igekli
dal uglar1 250 g zeytinyagi ile birlikte cam bir siseye konulur. Hazirlanan karisim birkag
giinde bir calkalanarak 15-45 giin giines 1s18inda bekletilir. Stire dolduktan sonra
pamuktan siiziiliir. Ulkemizde de yag maserasyonunda geleneksel olarak bu ydntem
uygulanmaktadir (Baytop, 1999).

Daha az tercih edilen diger bir yontemde ise su banyosu kullanilmaktadir. Bir kabin
igine yaklagik 100 g kantaron ¢igegi ve 1000 g zeytinyagi konulur. Karisim ara sira
calkalanarak iki saat boyunca su banyosunda tutulur. Maserat pamuktan siiziliir. Bu
yontemle de kantaron yagi geleneksele gore ¢ok daha ¢abuk hazirlanmaktadir, ancak
tilkemizde pek yaygin degildir. Kantaron yag1 hazirlamak i¢in taze ya da kurutulmus sar1

kantaron gigekleri kullanilabilir (Baytop, 1999).
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Anlatilan bu iki yontemin haricinde tohumlardan da yag hazirlanmaktadir. Bunun
icin tohumlar 1/10 zeytinyag1 i¢inde bir hafta bekletilerek siiziiliir. Tohumdan elde edilen
bu yag da giines yaniklarinda kullanilmaktadir (Cirak ve Kurt, 2014).

2.3. Hypericum perforatum’un Biyolojik Aktif Bilesenleri

Hypericum tiirleri basta nafrodiantronlar, floroglusinoller, flavanoitler tibbi etkiden
sorumlu olmak tizere bunlardan baska organik asitler, ugucu yaglar, tanenler, aminoasitler
gibi bircok sekonder metabolitler (Tablo 2.2.) igerir (Sezik vd., 2001). Drog olarak
kullanilan Hypericum’da bulunan bu biyoaktif ajanlarin bitkide bulunma oranlar1 bitkinin
yetistigi bolgedeki giines 15181in1n miktar1 ve kalitesine, mevsimine, toplandig1 bolgeye,

toplandigi tarihe baglidir (Linde vd., 1996; Murch vd., 2003).
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Tablo 2.2. H. perforatum kimyasal bilesimi

Naftodiantron Floroglusinol Flavanoit Fenolik Aminoasit Ucgucu yag
(900,06-0,4) (960,2-4,0) (902,0-4,0) (900,1-0,25)
Hiperisin Hiperforin Hiperozid Kaffeik asit GABA n-alkanol, n-alkanel
Psodohiperisin Adhiperforin Rutin Klorojenik asit Glutamin Alfa ve beta pinen,
Protohiperisin Lososianidin Kersitrin Ferulik asit Lozin Limonene
Protopsodohiperisin Hiperozid Izokersitrin Izoferulik asit Lizin Karyofilin
Siklohiperisin Furanohiperforin Kersetin p-kumarik asit Ornitin Myrcene
Skirin Xanthone Amentoflavon p-hidroksi Prolin Humulin
(13'118biapigenin) benzoik asit
Izohiperisin - Kampferol Vanilik asit Tionin -
- - Luteolin Hyperfolin - -
(Hostettmann ve (Altan vd., 2015) (Hostettmann ve (Linde vd., 1996) (Gaedcke, (Yildirim vd., 2009)
Wolfender, 2005) Wolfender, 2005) 2003)
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Tablo 2.3. (Devam) H. perforatum kimvasal bilesimi

Fitodstrojen Kumarin Ksanton Proantosiyanid ve  Karotenoitler Diger organik asitler
prosiyanidin
B- sitosterol Umbellifon Noratiriol Katesin Lutein Izovalerianik asit
Epikatesin
Genistein Skopoletin - (di-tri-tetra ve Filobafin Nikotinik asit
polimerleri)
(Mazza ve Oomah, (Linde vd., 1996; (Gaedcke, 2003) (Gaedcke, 2003) Pektin Laurik
1998) Mills ve Bone, 2000)
C vitamini Miristik asit
Kolin Palmitik ve stearik asit
(Linde vd., (Linde vd., 1996)
1996)
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2.3.1. Naftodiantronlar

Nafrodiantronlar, Hypericum perforatum bitkisinin kirmizi rengi ve fototoksik
ozelliklerinden sorumlu olan bilesiklerdir. Bu grubun en 6nemli bileseni hiperisindir.
Diger nafrodiantron tiirevleri hiperisine benzer yapida psédohiperisin, protohiperisin,
psoddprotohiperisin, izohiperisin ve siklopsddohiperisinlerdir (Saddige vd., 2010). Bu
maddeler bitkinin daha ¢ok ¢i¢ek ve tomurcuklarinda bulunurlar (Gaedcke, 2003).

Toplam hiperisin, naftodiantron yapisinda olan psédohiperisin ve izohiperisin ile
birlikte bitkide % 0,06-0,4’1iik bir orana sahiptir (EMA, 2009). Hiperisin, piridin ve diger
organik bazlarda kirmizi renkli fluoresans ozellikli ¢ozelti verecek sekilde ¢oziiniir.
Genellikle bircok organik c¢oziiciide c¢oziinmez. Hiperisin alkali sulu c¢oziiciilerde
¢ozlinir; pH 11,5’un altinda ¢ozelti kirmizi, pH 11,5’un iizerinde ise yesil renklidir
(kirmizi1 fluoresanslidir) (Vandenbogaerde vd., 1998).

Hiperisin aslinda 1830 yilinda Buchner tarafindan kesfedilmesine ragmen, bu
bilesik ismini olarak ilk defa Cerny adli bilim adami tarafindan 1911 yilinda almustir.
Cerny molekiiliin formiiliinii CisH100s olarak sunmustur (Hostettmann ve Wolfender
2005). Bilesigin kimyasal yapist 1953 yilinda Brockmann ve Sanne tarafindan “10,11-
dimetil1,3,4,6,8,12-hekzahidroksinaftodiantron” olarak aydinlatilmistir (Brockmann ve
Sanne, 1953).

OH 0 OH OH o OH
HEY CHy 0 CHy
HO I ‘ I CHy HO. CHZOH
OH 0 OH OH 0 OH

Sekil 2.2. Hiperisin (solda) ve psédohiperisin (sagda) (Saddige vd, 2010).
Bitkide hiperisinin yaninda psodéhiperisin varligi da bilinmektedir (Sekil 2.2.). Ekstrenin
glines 1§1gma maruziyeti sonrasinda, hiperisin ve psddohiperisinin, sirasiyla

protohiperisin ve psddoprotohiperisin’e doniistiigii diisiiniilmektedir (Sekil 2.3.).
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CHy

Sekil 2.3. Protohiperisin (solda) ve psédoprotohiperisin (sagda)

Bunlarin yam1 sira, bitkide diger naftodiantron tiirevleri olan izohiperisin ve

siklopsddohiperisin varligi da bildirilmistir (Sekil 2.4.).

OH [#] OH

Sekil 2.4. [zohiperisin (solda) ve siklopsédohiperisin (sagda)

Sk icin drogtaki hiperisin orani, hasat zamani, bigim yiiksekligi ve ozellikle
genotipe bagl olarak degisebilmektedir (Bomme, 1997; Dehe, 1993).

Etken madde olan hiperisinin antidepresan ve anksiyolitik etkisi oldugu
disiiniilmiistiir. Etki mekanizmasiyla ilgili yapilan birka¢ calismada sentetik
antidepresanlara (SSRI ve MAOI) benzedigi ve sigma reseptorlerine afinitesinin oldugu
ortaya c¢cikmigtir (Bennat vd., 1998). In vitro arastirmalarda antidepresan ozelliginin
monoamin oksidaz (MAO) enzimini inhibe ederek ortaya ¢ikardigi bildirilmistir (Suzuki
vd., 1984). Avrupa ve Amerika’da i¢inde hiperisin olan ilaglar doktorlar tarafindan

depresyon tedavisinde sikg¢a tercih edilmektedir (Walker vd., 2001).
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Gorsel 2.5. Hypericum perforatum yaprakiar: (http-7).

Bitki ve ¢igek yapraklarmin ozellikle kenarlarinda yogun olarak bulunan koyu
bezeler biraz ovuldugunda kirmizi renk agiga cikar. “Kan otu” ismini bu 6zelliginden
dolayr almigtir. Bu kirmizi renk hiperisin kaynaklidir. Bitki fazla tiiketildiginde hiperisin
kaynakli 1s18a karst duyarlilik olusur. Bu sebeple kiigiikbas hayvanlarda olan
zehirlenmeler sebebiyle bitkiye halk arasinda “kuzukiran” ismi de verilmistir. Hiperisin
bu koyu renkli salgi ceplerinde bulunmaktadir (Cirak ve Kurt, 2014).

Kusari ve arkadaslariin yapraklardaki salgi cepleri iizerinde yaptig1 bir ¢alismanin
MALDI-IMS analiz sonuglar1 Sekil 2.6.’da verilmistir. Yapraktaki siyah-kirmizi renkli
salg1 bezlerinde hiperisin ve tlirevlerinden psddohiperisin, protohiperisin tespit edilmistir.

Daha agik renkli saydam olan salgi bezinde ise hiperforin tespiti gozlemlenmistir (Kusari
vd., 2015).
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Sekil 2.5. Bitkinin yapraginda MALDI-IMS analizi (Kusari vd., 2015)
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Gorsel 2.6. Bitkiye kirmizi rengi veren hiperisin bilesigi (http-8).

Maserattaki kirmizi rengin genellikle hiperisin ve tiirevlerinden kaynaklandigi
diistiniilmektedir. Fakat son zamanlarda, yagin kirmizi rengi ve floresansindan 13,I18-
biapigenin ile 1,3,6,7 tetrahidroksiksanton adli bilesiklerin de sorumlu olabilecegi
diistiniilmektedir (Hostettmann ve Wolfender, 2005).

Hiperisinin  antimikrobiyal etkileri disinda ¢esitli farmakilojik etkileri
bilinmektedir. Yapilan bir ¢alismada hiperisinin tiimor hiicreleri ve viriisler iizerinde
giiclii bir fotodinamik etkiye sahip oldugu tespit edilmistir. Bu fotodinamik etki 1518a
bagli artar (Potacka, 2003; Betty ve Trikojus, 1943).

Hiperisin ve psodohiperisin protein kinaz C salgilanmasini 6nleyerek memelilerde
hiicrelerin gereginden fazla biiyiimesini engellerler. Bu durum bilesenlerin antiretroviral
Ozellige sahip olmasina sebep olabilir (Takahashi vd., 1989).

Bunlara ek olarak hiperisinin timér hiicresindeki 6liim mekanizmasini nasil
harekete gecirdigi heniiz tam olarak aciga kavusturulamamaistir. Sadece antitiimor etkinin
fotosensitizer Ozelliginden kaynaklandigi bilinmektedir. Hiperisinin diisiik dozlarda
antiproliferatif yani ¢ogalim onleyici etki gosterdigi, yiiksek dozlarda ise apopitozis ve
nekroz yoluyla tiimor hiicrelerini yok ettigi diistiniilmektedir (Agostinis vd., 2002).

Hiperisin ve psodohiperisin DNA ve RNA viriislerine kars1 antiviral etkide olduk¢a
etkindir. Bu maddelerin HIV viriisiiniin yayilisinin 6nlenmesinde de oldukga etkin oldugu
bildirilmistir (Meruelo vd., 1988; Vlietinck vd., 1998).

Kantaronun gastrointestinal rahatsizliklar, halsizlik, konfiizyon, bas dénmesi, agiz
kurulugu, sa¢ dokiilmesi, manik bozukluk, hiperaktivite, irritasyon, alerji, 1518a duyarlilik
gibi istenmeyen olaylara neden olabildigi bildirilmektedir. Ornegin 15132 duyarlilik

hiperisin maddesinin yan etkisindendir (Hostettmann ve Wolfender, 2005).
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2.3.2. Floroglusinoller

Floroglusinol tiirevlerinin en bilinenleri  hiperforin, furohiperforin  ve
adhiperforindir. Drogun yasina bagli olarak floroglusinol tiirevleri %0,2-4 arasindadir.
Calismalarda %1,5 ile 2,4 arasinda hiperforin igeriginden sz edilir. Oral olarak gilinlilk
alinan hiperforin miktar1 en fazla 1 mg olmalidir (EMA, 2009).

Hiperforinin lateral pozisyonda bir metil grubunun eklenmesiyle olusan madde
adhiperforin’dir. Diger floroglsinol tiirevleri ise furanohiperforin, hiperozid ve
16sosianindir (Bilia vd., 2002; Linde vd., 1996). Floroglusinoller bitkinin ¢igeklerinde,

taze tomurcuklarinda ve karpellerinde bulunurlar (Gaedcke, 2003).

R=H Hiperforin
A= CH, Adhiperforin

Sekil 2.6. Hiperforin ve adhiperforin (Saddige vd, 2010).

Hiperforin, sari kantaronun yapraklarinda ve ciceklerinde bulunan biyoaktif
bilesiktir. Kaynaklarda yaprak ve ¢igeklerin kuru agirliklarimin yaklasik %4 {ini
hiperforin ve tiirevlerinin olusturdugu sdylenmektedir. Floroglusinol iskelet ve lipofilik
izopren zincirine sahiptir. Isikla birlikte kolayca bozulabilen bir bilesik oldugu i¢in
hiperforin ile galisilmas1 zordur. Hiperforin hava oksidasyonuna egilimlidir ve ¢ogu
¢oziicli icinde kararsizdir (Cervo vd., 2002).

Hiperforin ytliksek oranda lipofilik, sicakliga duyarli, fotodegredasyona hassas ve

n-hekzan gibi apolar ¢oziiciilerde hizla pargalanan bir yapiya sahiptir (Cui vd., 2002;
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Vandenbogaerde vd., 1998). Bunun i¢in yapilan caligmalara gore; karbondioksit
ekstraksiyonunu takiben, metanolde ¢oziildiikten sonra Yiiksek Hiz-Karsi Akim
Kromotogtafisi (High Speed-Counter Current Chromatography) teknigi ile izole edilip
20°C’de depolanmasi gerekmektedir. Bilesigin dayaniksiz olmasinin sebebi ise
yapisindaki enol seklindeki pS-dikarbonil grubunun bulunmasidir (Beerhues, 2002).
Ancak yaplan c¢alismalar sonucunda hiperforin’in disiklohekzil amonyum tuzunun
kimyasal olarak kararli oldugu da bulunmustur (Erdelmeier, 1998).

Hiperforinin  kristal formu ratlar {izerinde yapilan antidepresan etki
arastirmalarinda, kanserli hiicrelerin yayilimi ve metastazini 6nlemede basarili oldugu
kaydedilmistir (Cervo vd., 2002; Dona vd., 2004).

Hypericum perforatum’un enfeksiyonlara karsi geleneksel kullanimindaki
antibakteriyel etkisi uzun zamandir bilinmektedir (Gaind ve Ganjoo, 1959). Hiperforin
1971-1975 yillar1 arasinda Rus aragtirmacilar tarafindan bulunmus, iizerinde ¢alisilmis ve
antibakteriyel 6zelligi o yillarda tespit edilmistir. Ayn1 grup tarafindan bilesigin kristal
yapist elde edilerek konfigiirasyonu X-1s1n1 analizi ile kesinlestirilmistir (Brondz vd.,
1983). Hiperforin, kimyasal yap1 olarak humulon ve lupulonla benzer olmasina ragmen,
sadece sk’da bulunan bir bilesiktir. Kimyasal olarak kararli olmamast hiperforin iizerinde
yapilan birgok ¢alismanin siiresini uzatmaktadir. (Ozcan, 2015; Escop, 2018;).

Schempp ve arkdaglarinin yaptigi c¢alismaya gore bitki icerdigi hiperforin
maddesinden dolayr Staphylococcus aureus ve diger gram pozitif bakterilere kars
antibakteriyel etki gostermistir ancak Gram-negatif bakterilere veya Candida albicans’a
kars1 bitylime inhibitorii etkisi géstermemistir (Schempp vd., 1999). Daha sonra yapilan
calismalarda bitkinin alkolik ekstrelerinin sulu ekstrelere gore daha etkin oldugu;
Hypericum ekstrelerinin sergiledigi antibakteriyel etkinin biiylik 6lgiide hiperforin ve
hiperisinlerden kaynaklandigi, Gram-pozitif bakterilere kars1 Gram-negatiflerden daha
giiclii oldugu bildirilmistir (Keles vd., 2001; Tolkunova vd., 2002).

Hypericum perforatum’un yagda ¢oziinen ekstrelerinin, yiizeysel yara, siyrik, yanik
ve deri iltihabindaki uygulamalarda iltihab1 azaltarak iyilestirici etkisi oldugu uzun
yillardir bilinmektedir (Maisenbacher ve Kovar, 1992). Diger taraftan, hiperforin bu giine
kadar bildirilen en giiglii siklooksijenaz-1 ve 5-lipoksijenaz inhibitorlerini dogal olarak
iceren bilesiklerden biridir (Albert vd., 2002). Bu ikili inhibitor etki sk’un tedaviyle ilgili
bulgularin1 ve hiperforinin iltihapli deri hastaliklarinda bdlgesel uygulamalar igin

kullanilmasimi agiklayabilir. Son zamanlarda, hiperforinin 16kositlerin iltihap onleyici
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etkisine, reaktif oksijen tiirlerinin inhibisyonuna ve elastaz enziminin salinimina da
yardim ettigi rapor edilmistir (Feisst ve Werz, 2004). Hiperforinin, ¢esitli epidermal
hiicrelere lenfosit etkisi gostererek T lenfositlerin artis1 iizerinde etkili oldugu da
bilinmektedir (Schempp vd., 2000).

Hiperforin yagda ¢oziindiigii i¢in, merkezi sinir sistemine niifuz etmesi beklenir.
Birgok antidepresan ilag bir ya da daha fazla norotransmitter (¢ogunlukla serotonin)
maddenin fazla veya az alinimin1 engellemek i¢in segici bir inhibit6r olarak davranir. Bu
engellemede hiperforin tasiyic1 proteinlerin baglama noktalarinda yarigmali inhibitor
olarak rol oynar. Serotonin, dopamin, noradrenalin, GABA ve Glutamat’in alinimini
engellemede iyi bir inhibitér olarak etki gosterir (Di Carlo vd., 2001; Muller, 2003;
Chatterjee vd., 1998)

Norotransmitter alimimini engellemede degisik tasiyici proteinlerinin ortak bir
noktasi vardir, bunlarin hepsi siiriicii gii¢ olarak sodyum gradientini kullanir, hiperforin
ise sodyum gradientini azaltarak engelleyici proteinleri inhibe eder (Singer vd., 1999;
Muller vd,. 2001).

Ayrica hiperforin GABA, NMDA ve AMPA reseptorleri araciligi ile tepkiyi dolayl
olarak engeller, presinaptik kalsiyum kanallarinin agilmasini diizenler ve intersinaptik
alana ndrotransmitterlerin salinimina onciiliik etmektedir (Di Carlo vd., 2001).

Hiperforinin  p-amiloit onciil proteinleri {izerine 6zel bir etkisi oldugu
diistiniilmektedir (Froestl vd., 2003). Alzheimer hastalarinin amloit plaklar1 iginde
ekstraseliiler f-amiloitlerin biiyiik ¢apta birikimi ve kiimelenmesi bilinen bir gercektir
(Selkoe, 1994). Hiperforin, amiloit 6nciilii proteinlerin tizerinde hizl bir etkiye sahiptir,
intraseliiler protein Onciilii konsantrasyonu azaltir ve sekresyon oranini arttirir. Mevcut
bilgiler hiperforinin aslinda S-sekretaz’lar lizerinde etkisi oldugunu gostermektedir, bu
etkiyi de goz ardi etmemek gerekir (Froestl vd., 2003). Alzhemier hastalarinda
hiperforinin a-sekretaz/f-sekretaz oranlarinin artmasi tizerinde potansiyel onleyici rolii
olup olmadig1 arastirilmaktadir.

Sar1 kantaron ekstrelerinin hafif ve orta dereceli depresyon hastalarinin tedaviye
verdigi tepki bakimindan plaseboya gore ¢ok daha etkili oldugunu bildiren birgok ¢alisma
vardir (Lehrl ve Woelk, 1993; Hiibner vd., 1994; Hansgen ve Vesper, 1996; Laakmann
vd., 1998; Philipp vd., 1999; Kalb vd., 2001; Lecrubier vd., 2002; Kasper vd., 2006;
2008a,b).
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Yapilan birgok c¢alismada antikarsinojenik, antiproliferant, proapoptotik,
antiinvazif ve antimetastatik etkilerine dayanarak hiperforinin antineoplastik etkisi yani
kanser hiicrelerini 6ldiirme potansiyeli oldugunu gosterilmistir (Schempp vd., 2002).
Hiperforin; epitel hiicresi kanseri, koti huylu tiimor, koti huylu beyin tiimori,
fibroblasttan tiireyen tiimor, ilik kanserini igeren memeli kanser hiicre hatlarinda da
yayilmay1 Onleyici yani antiproliferant etki gdstermistir. Ayni zamanda hiperforinin
timor hiicrelerinde apoptosisi arttirdigr da gosterilmistir (Schempp vd., 2002; Hostanska
vd., 2003; Dona vd., 2004).

Yapilan ilk c¢aligmalarda hiperforin, tiimor hiicrelerinde apoptosis sirasinda
mitokondrial membranlarin gecirgenlik potansiyelini hizli bir sekilde azaltmistir.
Morfolojik olarak degisimlere sebep olarak gegirgenligi etkiler ve mitokondriden
sitokrom C salinimini saglamaktadir (Schempp vd., 2002). 2005°te yapilan bir ¢alismada
ise hiperforinin in vitro ve in vivo ortamda anjiogenesisi inhibe ettigi ispatlanmigtir
(Martinez ve Pedova vd., 2005).

Hiperforinin alerjik ve iltihapli hastaliklarda inhibitor etkileri de belirlenmistir.
(Feisst ve Werz, 2004). Ayrica bu etkilerden baska hiperforinin antimalariyal etkisi de
vardir (Verotta vd., 2007).

Hiperforin kolayca oksitlendiginden, ancak azot atmosferinde saklanabilir ve bitki
matrisi i¢inde iken oksitlenmez. Yani, kuru drog ve ekstrede hiperforin, yaninda bulunan

antioksidan maddelerin etkisiyle bozulmadan kalir (Baser, 2007).

2.3.3. Flavonoitler

Hypericum perforatum igerisinde bulunan bu bilesikler, sar1 renkli olmalari
nedeniyle Latince “sar1” anlamina gelen “flavus” sozctigiinden tiiretilerek “flavanoit”
admi almislardir (Bors vd., 1990). Sk i¢inde bu grupta bulunan flavonoller: kempferol,
luteolin, mirisetin, kersetindir. Flavonol glikozitleri grubuna dahil olanlar ise hiperin,
kersitrin, izokersitrin, amentoflavon (I3', 118-biapigenin), luteolin ve rutindir
(Hostettmann ve Wolfender, 2005).
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R=H Kersetin

R= Ramnoz Kersitrin
R= Glikoz Izokersitrin
R= Rhamnoz-glukoz Rutin

R= Galakloz Hiperozit

Sekil 2.7. Kersetin ve heterozitleri (Yetkin, 2008)

Flavonoitler bitkinin ¢gi¢ek ve yapraklarinda bulunurlar (Gaedcke, 2003; Linde vd.,
1996). Kersitrinin in vitro ortamda MAO-A’1 inhibe ederek antidepresan etkide gorevli
oldugu bildirilmistir. Rutin de antidepresandir (Linde vd., 1996; Noldner ve Schotz,
2002). Kersitrin ayn1 zamanda bitkinin hem fototoksik aktivitesinin kontroliinde hem de
bitkide antienflamatuar aktivitede rol almaktadir (Wilhelm vd., 2001). Antieflamatuar
aktiviteyi protein kinaz C’yi inhibe ederek, lipopolisakkarit ve sitokinleri azaltarak
gostermektedir (Tedeschi vd., 2003; Sanchez-Mateo vd., 2006). Kersetin ve apigeninin
bazi tiimor hiicrelerinin biiylimesini baskiladigi ve apoptozisi indiikledigi 2004 yilinda
Roscetti ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada gosterilmistir (Roscetti vd., 2004).

Amentoflavonun serotonin geri emilim inhibitori oldugu i¢in amentoflavon yapida
olan 3’, 8"-biapigenin maddesi ve hiperozidin bitkinin sedatif etkisinden sorumlu oldugu
diistiniilmektedir (Berghoefer ve Holzl, 1989). 3’,8”-biapigenin in vitro ortamda
benzodiazepin reseptorlerine baglanma aktivitesi gostermektedir. Ayrica sedatif,
antienflamatuar, antioksidan etkilerinin oldugu, iilser gelisimini inhibe ettigi ve yara
tyilestirmede etkili oldugu gosterilmistir (Mazza ve Oomah, 1998; Mills ve Bone, 2000;
Hammer vd., 2007).

Yapilan analitik ¢alismalar, H. perforatum o6rneklerinde hiperisin, hiperforin ve
flavonoitlerin miktar tayinlerinde genellikle diyot array (diode array detector, DAD),
floresans, elektrokimyasal ve ultraviyole (UV) gibi degisik detektorlerle donatilmis ters
faz-yiiksek basingli sivi kromatografisi (RP-HPLC) ile elektron-sprey ve niikleer
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magnetik rezonans (NMR) gibi c¢esitli tipte detektorler tasiyan sivi kromotografi-kiitle
spektrometresi (liquid chromotography-mass spectrometry, LC-MS) yontemleri tercih
edilmektedir (Piperopoulos vd., 1997; Tatsis vd., 2007). Ayrica, kapiller elektroforez,
yakin infrared reflektans spektroskopisi (near-infrared reflectance spectroscopy, NIRS),
gaz kromotografisi-kiitle spektrometresi (GC-MS) ve ince tabaka kromotografisi
densitometresi gibi yontemlerle de hiperisin ve hiperforin miktar tayinleri yapilmistir
(Kartning ve Gobel, 1992; Seger vd., 2004).

2.3.4. Proantosiyanidinler ve prosiyanidinler

Sk’da bulunan proantosiyanidinler ve prosiyanidinler; katesinin dimer, trimer,
tetramer ve polimerleri ile epikatesindir. Bitkinin sapinda, meyvelerinde ve yapraklarinda
bulunur (Gaedcke, 2003; Linde vd., 1996). Katesinin antioksidan etkisi vardir (Mazza ve
Oomah, 1998).

2.3.5. Tanenler

Tanenler bitkinin yapraklari, sap1 ve meyvelerinde bulunurlar (Gaedcke, 2003).
Antidiyareik ve antioksidan etkiden sorumludurlar. Ayrica kan dindirici ve damar biiziicii
etkileri vardir. Bunlarla birlikte bitkiye yara iyi edici etkide destek olurlar (Linde vd.,
1996; Mazza ve Oomah, 1998). Tiimor hiicrelerinde de biiyiimeyi inhibe ettikleri ve
apoptozisi indiikledikleri bilinmektedir (Roscetti vd., 2004).

2.3.6. Ucucu yaglar

Sar1 kantaronda bulunan ugucu yaglar arasinda ana bilesenler cogunlukla kullanilan
kisim, toplama mevsimi ve lokaliteye gore degismektedir (Bombardelli ve Morazzoni,
1995; Deveci, 2014). a ve p-pinen, S-mirsen, limonen, a ve f-selinen, a-verbenol, f-
karyofilen, 2-metil oktan, n-dekan, n-tetradekanol, n-undekan, n-nonan, 2-metil-dekan ve
2-metil-dodekan, geraniol, p-farnesen, humulen ve germakren D gibi terpenler tespit
edilmistir (Brondz vd., 1983; Linde vd., 1996; Yildirim vd., 2009, Deveci, 2014).

Tablo 2.3.’de bazi iilkelerden toplanan H. perforatum igerisinde bulunan ugucu

yag bilesimi, oranlar1 ve verimleri verilmistir.
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Tablo 2.4. H. perforatum ugucu yag ¢alismalar1

Bilesikler Bitki orgam  Bitki kokeni ~ Ucgucu yag Kaynaklar

(% bagil yiizde bilesimi) verimi %

a-pinen (61,7), Cicekli dal Tirkiye 0,19% Cakir vd. 2005

3-karen (7,5), uclari, w/w k.a.*

[S-karyofilen (5,5), kurutulmus

mirsen (3,6),

kadalen (3,2),

S-pinen (3)

[S-karyofilen (4,1-5,9), Toprak iistii,  Tiirkiyenin 0,04-0,5% Cirak vd. 2010

J-muurolne (5,0-9,6), Kurutulmusg kuzeyi w/w k.a.*

p-selinen (5,1-19,6),

a-selinene (4,1-10,4),

o0-kadinen(3,0-4,9),

spathulenol(2,3-5,1),

karyofilen oksit (6,0-12,2)

dimetilheptan (0,6-6,6), Toprak tisti, Litvanya 0,1-0,4% Mockute vd.

a-pinen (1,1-6,9), kurutulmus W/W k.a.* 2003

p-karyofillen (5,1-19,1), (var.

[S-farnesen (tr-8,2), angustifolium)

germakren D (4,5-31,5),

spatulenol (3,9-8,5),

karyofilen oksit (6,1-35,8),

a-kadinol (2,2-6,2)

[S-karyofillen (0,64-19,2), Toprak tisti, Tunus, 0,03-1,93% Mimica Dukic

10-metil-1-undeken (0-14,6), Kurutulmus Sirbistan W/W k.a.* vd. 1998

1-tetradekanol (5,08-23,75), (var.

palmitik asit (0-10,27), perforatum)

n-eikosan (0-30,86)

a-pinen (23,6-2,1), Toprak isti, Portekiz 0,1-0.5% Nogueira vd.

f-karyofillen (3,7-10,0), Kurutulmus W/W k.a.* 1999

germakren D (5,1-13,4)

2-metiloktan (16,4), Cigekli dal Italya 0,02% Chialva vd.

a-pinen(11) uglari, W/W k.a.* 1981
kurutulmusg

germakren D (23,0), Toprak tisti, Tiirkiye 0,18% Alan vd. 2010

B-karyofilen(14,0), Kurutulmus wi/w

bisiklogermakren (5,0),
karyofilen oksit (4,0)
spatulenol (4,0)

*k.a.:kuru agirlik *w/w:agirlik¢a yiizde

Bitkideki ugucu yag orant %0,1 ile %0,25 arasindadir (EMA, 2009). Bitkinin
sedatif, antimikrobiyal ve antifungal aktivitelerinin bir kismi da ugucu yaglardan
kaynaklanmaktadir (Mills ve Bone, 2000; Gudzic vd., 2002; Couladis vd., 2003; Cakir
vd., 2005; Alan, 2010).

H. perforatum ve cinsin diger tiirlerinin hidroalkolik ekstraktlari, antiviral,
antioksidan, antimikrobiyal, antifungal, anksiyolitik ve antikonviilsan ajanlar olarak

arastirtlmistir (Linde vd., 1996).
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2.3.7. Aminoasitler

Sk’da bulunan aminoasitler; GABA, sistein, glutamin, ornitin, 16zin, lizin, tironin
ve prolindir. Aminoasitler genellikle bitkinin ¢igek ve yapraklarinda bulunurlar
(Gaedcke, 2003; Linde vd., 1996).

2.3.8. Fitoostrojenler

Bitkide tespit edilen fitoostrojenler; genistein ve f-sitosterol’diir. Bu maddelerin

kolesterol diisiiriicti etkileri mevcuttur (Linde vd., 1996; Mazza ve Oomah, 1998).

2.3.9. Ksanton tiirevleri

Bitkide bulunan ksanton; noratirioldiir. Sk’un kok ve ¢iceklerinde bulunur
(Gaedcke, 2003; Linde vd., 1996). Diiiretik ve kardiyotonik etkisi bilinmektedir.
Calismalar sonucunda in vitro ortamda MAO-A inhibitorii olduklari kanitlanmistir (Cass,
1998; Mills ve Bone, 2000). Ayrica ksantonlar antidepresan, antiviral, antimikrobiyal,
kardiyotonik ve ditiretik etkiye de yardimcidirlar (Kitanov ve Blinova, 1987; Holzl vd.,
1989).

2.3.10. Kumarinler

Bitkide mevcut bulunan kumarinler; umbellifon ve skopoletindir. Umbellifonun
antienflamatuar ve analjezik etkisi vardir. Kumarinlerin MAO-B inhibit6rii olduklar
bilinmektedir (Linde vd., 1996; Mills ve Bone, 2000).

2.3.11. Epoksantrofiller

Bitkinin yanik iyi edici 6zelliginin kaynagi epoksantrofillerdir (Linde vd., 1996).

2.3.12. Diger maddeler
Bitkide bulunan diger maddeler; fenolik karboksilik asitler (kaffeik, klorojenik,

ferulik, p-kumarik, isoferulik ve gentisik asit), diger organik asitler (isovalerianik, laurik,
nikotinik, miristik, palmitik ve stearik asitler), karotenoitler (leutein, luteoksanthin,
violaksanthin, filobafin, cis-throliksanthin, tirollikromon, vitamin C, kolin, pektin ve
rodandir (Linde vd., 1996). Kumarik, kaffeik ve ferulik asitler bitkinin antioksidan,

antimikrobiyal, antiviral aktivitesinden sorumludur (Nahrstedt ve Butterweck, 1997;
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Skerget vd., 2005). Karotenoitlerin ve fenolkik maddelerin yara iyi edici etkileri vardir
(Stintar vd., 2010). Polifenollerin mononiiklear fagositlerin aktivitesini giiglendirici etkisi

oldugu belirlenmistir (Cass, 1998; Linde vd., 1996).

2.4. Hypericum perforatum’ un Bazi1 Farmakolojik Etkileri

Bu boliimde sar1 kantaron bitkisi etkileri yaninda Ozellikle masere yaginin

farmakolojik etkileri daha detayl incelenmistir.

2.4.1. Antidepresan etki

Hypericum ekstresi lizerinde yapilan ¢alismalarda antidepresan aktivitenin oldugu
yillardir bilinmektedir. 2000°1i yillarla birlikte yapilan ¢alismalarda bu etkiden hiperisinin
yaninda hiperforinin de sorumlu oldugu aciga kavusturulmustur. Major etki bu iki
maddeden kaynaklanmaktadir. Hiperforinin serotonik geri emilim inhibitorii etkileri
yaninda GABA ve L-glutamat reuptake inhibisyonu etkileri de ispatlanmistir. Ayrica
bitkide bulunan ksanton tiirevi noratiriol, kumarin tiirevi umbellifon, flavanoitlerden
Kersitrin ve rutin de antidepresan etkide yardimei rol oynar (Westerhoff vd., 2002).
Bitkinin igeriginde bulunan melatonin de bu etkiye bir miktar katki saglamaktadir (Murch
vd., 2003).

2.4.2. Yara iyi edici ve antiinflamatuar etki

Yara, yumusak dokulari olusturan yapilarin herhangi bir kesici, delici ve buna
benzer cisimler ile normal anatomik durumunda degisiklik olugsmas1 devaminda bu doku
fonksiyonlarmin bozulmasidir (Karasu ve Bakir, 2008; Yanik, 2012). Yara olustuktan
sonra viicuttu iyilesme siireci baslar.

Yara iyilesmesinin basarili bir sekilde tamamlanmasinda kollajen proteininin énemi
biiyiiktiir. Viicutta bolca bulunan kollajen dokuyu kuvvetlendirip desteklemektedir.
Yapisindaki temel aminoasitlerden olan hidroksiprolindir yara tedavisi i¢cin 6nemli bir

belirtegtir (Nayak vd., 2009).
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Sekil 2.8. Yara iyilegme evreleri (http-9).

Siintar ve arkadaglari H. perforatum’un antienflamatuar etki gosterdigini,
enfeksiyona direnci artirdigini rapor etmistir. Antienflamatuar bu etki fibroblast gociinii
artirdiklarindan ve kollajen sentezindeki artistan kaynaklanmaktadir (Oztiirk vd., 2007;
Siintar vd., 2010).

Sk’un bitki dziitiiniin in vitro olarak antibakteriyel aktivitesinden otiirli geleneksel
tipta, ozellikle yara tedavisinde, deri hastaliklar1 ve bulasici hastaliklarinin tedavisinde
kullanimini destekleyen bir dizi ¢alisma mevcuttur (Brondz vd., 1982; Tolkunova vd.,
2002). Bir ¢aligmada sk ekstresi iceren merhemin yanik iyilesme siiresini kisalttigina ve
antiseptik etkinlik gosterdigine deginilmektedir (Saddige vd., 2010). Rapora gore
geleneksel yontemlerle yapilan tedavilerle kiyaslandiginda merhem ile tedavi edilen
birinci derece yaniklar 48 saat i¢inde iyilesmis, ikinci ve tigiincii derece yaniklar ise keloid
(deride fibroz hiperplastik yara izi) birakmadan {i¢ kat daha hizli iyilesmistir (Siintar ve
vd., 2010)

H. perforatum ekstrelerinin yalniz basina veya bazi bitki ekstreleriyle kombine
halde topikal olarak kullaniminda gosterdigi yara iyilestirici aktivite genellikle fareler
tizerinde denenmistir (Prisacaru vd., 2013; Sayar vd., 2014). In vitro olarak fibroblast
hiicreleri iizerinde yapilan ¢alismalar vardir (Dikmen vd., 2011; Hostanska vd., 2012).
2017 yilinda ise Italya’da ilk kez atlar {izerinde bir calisma yapilmistir (Elisabetta vd.,
2017). Insanlar iizerinde yapilan calismalar da mevcuttur (Siintar vd., 2010; Mainetti ve
Carnevalli, 2013; Wolfle vd., 2014). Bu calismalarda oldukga basarili sonuglar elde

edilmistir.

27



Insanoglu tarih boyunca yaralarin hizl1 ve saglikl1 bir bicimde iyilesmesi amaci sar1
kantaron bitkisinden maserasyon ile elde edilen yagi da kullanmistir (Greeson vd., 2001).

Litaratiir taramalarinda H. perforatum, in vivo ve in vitro ortamda Staphylococcus
aureus’a karsi siilfonilamidden daha etkili oldugu bulunmustur. Kaynaklara gore etkili
oldugu diger gram pozitif ve gram negatif bakteriler; Proteus vulgaris, Escherichia coli
ve Pseudomonas aeruginosa’dir (Linde vd., 1996; Mazza ve Oomah, 1998; Mills ve
Bone, 2000).

Bir baska calismada ise, Eschericia coli, Salmonella sp., Klebsiella sp., Proteus
vulgaris, Pseudomonas sp., Salmonella sp., Bacillus anthracis, Staphylococcus aureus,
Streptococcus pneumoniae ve beta-hemolitik streptokoklar iizerinde higbir antibakteriyel
etkinliginin olmadig1 gozlenmistir (Sengiil vd., 1991). Hiperforin Gram-negatif
bakterilere veya Candida albicans’a karsi inhibitor etkisi géstermemistir (Schempp vd.,
1999).

Bitki ekstresinde antibakteriyel ve yara iyi edici etki hiperforin ve ksanton tiirevi
olan, fenolik asitlerden kaynaklanmaktadir. Ayrica antibakteriyel etkiden noratiriol ve
ucucu yaglar da sorumludur (Ladeira vd., 2009). Yara iyilestirici etkilerden
antienflamatuar 6zelliginden dolay1 hiperisin, kersitrin ve 13", 118-biapigenin ile birlikte
karotenoitler ve epoksantrofiller de sorumludur (Hammer vd., 2007). Tanenler damar
biiziicii ve kan dindirici etkisinden dolayr bitkiye yara iyilestirici etkide destek
olmaktadirlar (Linde vd., 1996; Mazza ve Oomah, 1998).

Bagka bir ¢alismada, H. perforatum’un g¢igekli dal uglarindan masere edilen
zeytinyagi ozt in vivo eksizyon ve insizyon modelleri ile yaralara uygulanmistir. Yagin
yara iyilesmesi aktivitesi degerlendirilmistir. Sonuglarda bitkinin zeytin yag1 6ziitiiniin
eksizyon ve sirkiiler insizyon yontemlerinde belirtilen oranlarda 6nemli bir iyilestirici

etkiye sahip oldugu kanitlanmistir (Siintar ve vd., 2010).

2.4.3. Antikanser, antitiimoral ve antioksidan etki

Hiperisin ve hiperforinin farkli kanser tiirlerinde programli hiicre liimlerine sebep
olarak kanser olusumu ve gelisimini Onledigi belirlenmistir (Hostanska vd., 2003;
Schempp vd., 2002). Daha sonra yapilan gesitli ¢alismalarda sk’un bu etkilerinde igerdigi
flavanoitlerden kersetin basta olmak iizere apigenin, hiperozit, fenolikler ve katesinin
sorumlu oldugu ortaya c¢ikarilmistir (Martarelli vd., 2004; Kintzios, 2006). Bitkide
bulunan tanenlerin de antioksidan etkisi oldugu bilinmektedir (Mazza ve Oomah, 1998).
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2.4.4. Antiviral etki

Hypericum tiirleri geleneksel tipta kabakulak, hepatit, bagirsak tiimorleri gibi viral
kokenli hastaliklarin tedavisinde kullanilmaktadir (Andrade vd., 1998; Ishiaguro vd.,
1998). Amerikan Ulusal Kanser Enstitlisii’niin ¢alisamalarina gore Hypericum
tirlerinden elde edilen bazi metabolitler olduk¢a giiglii antiviral etkiler gostermektedir
(Mckee vd., 1998; Fuller vd., 1999). Ozellikle hiperisin ve psddohiperisin daha giiclii
antiviral etkinlige sahiptir (Schmitt vd., 2001). Ayrica bu etkide ksanton tiirevlerinden

noratiriol ve fenolik asitlerin gorevi vardir (Nahrstedt ve Butterweck, 1997).

2.4.5. Diger etkiler

Hypericum perforatum ekstrelerinde goriilen diger etkilerden sorumlu olan etken
maddeleri soyle siralayabiliriz. Analjezik etki i¢in kumarin tiirevlerinden umbellifon;
sedatif etki icin flavanoitlerden amentoflavon (13", 118-biapigenin), hiperozid, ugucu
yaglar ve katesin (Berghoefer ve Holzl, 1989); diiiretik etkiden sorumlu olan ksanton
tiirevi noratiriol; kardiyotonik etkide yine noratiriol, fenolik asitler ve tanenler (Nahrstedt
ve Butterweck, 1997); antidiyareik etkide yine tanenler (Linde vd., 1996); antifungal
etkide ise ugucu yaglarin etkisi goriilmektedir (Ladeira vd., 2009).

Bunlardan genel olarak anlasilmalidir ki bir bitkide hicbir etken madde tek bir
biyoaktiviteden tek basina sorumlu olmamakla birlikte birkag etkide gorevlidir. Bu
durumun tam tersi de gegerlidir. Yani hicbir biyoaktivite i¢in bir etken madde tek basina
sorumlu degildir. Bu durumda sinerji s6z konusudur. Birlikte olduklarinda daha giiclii
etki ortaya ¢ikmaktadir. Ornegin hiperforin ve hiperisinin sinerjistik aktivitesinin yani
sira, flavanoitler ve biflavonlar gibi diger bilesenlerin varligi geleneksel preparatlarin

neden giiclii etkinlik gosterdigini agiklayabilir.
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Tablo 2.5. Hypericum tiirlerinde aktiviteden sorumlu bilesikler

Aktiviteleri

Bilesikler

Kaynaklar

Antidepresan

Antibakteriyel

Antienflamatuar

Yara iyi edici

Analjezik
Sedatif

Antiviral

Antikanser

Kardiyotonik etki
Antidiyareik

Diiiretik
Antifungal

Hiperforin, Hiperisin, Noratiriol, Umbellifon,
Kersitrin ve Rutin, Melatonin

Hiperforin, Hiperisin, Noratiriol, Fenolikler,
Ugucu yaglar

Hiperisin, Kersitrin, Amentoflavon (13, 118-
biapigenin), Umbellifon

Hiperforin, 13", 118-biapigenin, Fenolik asitler,
Kerotonoitler, Epoksantrofiller, Tanenler
Umbellifon

13, 118-biapigenin, hiperozid, ugucu yaglar

Hiperisin, Psodohiperisin, Noratiriol, Fenolikler

Hiperforin, Hiperisin, Kersetin, Apigenin,
Hiperozid, Fenolikler, Katesin

Noratiriol, Fenolik asitler

Tanenler

Noratiriol

Ugucu yaglar

Oztiirk vd, 2007; Wirz vd,. 2000;
Gaster ve Holroyd, 2000
Saddige, 2010; Brondz vd., 1982;
Tolkunova vd., 2002

Linde vd., 1996; Mills ve Bone,
2000

Cirak ve Kurt, 2014; Oztiirk vd.,
2007; Suintar vd., 2010
Berghdefer ve Holzl, 1989
Gudzic vd., 2002; Couladis vd.,
2003

Schmitt vd., 2001; Nahrstedt ve
Butterweck, 1997

Martarelli vd., 2004; Schempp
vd., 2002

Nahrstedt ve Butterweck, 1997
Linde vd., 1996; Mazza ve
Oomah, 1998

Nahrstedt ve Butterweck, 1997
Saddiqe ve digerleri, 2010
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3. GERECLER VE YONTEMLER

Bu baslik altinda deneysel ¢alismalarda kullanilan bitkisel materyal, standart
maddeler, besi ortamlari, kimyasal maddeler, reaktifler, ¢oziiciiler, cihazlar, apareyler ve

kullanilan yontemler detayli olarak sunulmustur.

3.1. Bitkisel Materyal

Eskisehir, Yukar1 Kalabak kdyii ¢cevresinden toplanan (Temmuz 2019) 6rnekler 2
saat i¢ginde arag tipi sogutucuda laboratuvara getirilerek, ayiklanmig ve ekstre edilene dek
-85°C de saklanmustir. Bir kism1 golgede kurumaya birakilmistir. Toplanan Hypericum
perforatum Anadolu Universitesi, Eczacilik Fakiiltesi Herbaryumunda muhafaza
edilmektedir (ESSE No: 15520). Orneklerin sadece gdvdesinden ayrilan ¢igekli dal uglari
kullanilmistir (Gorsel 3.1).

Gorsel 3.1. Deneylerde kullanilan H. perforatum 'un ¢igcekli dal u¢lar

3.2. Kullamlan Kimyasallar ve Standart Maddeler

Maserasyon islemleri i¢in soguk sikim yontemi ile elde edilen ticari 8 farkli sabit
yag kullanilmistir. Bunlar; aspir (Al), aygicek (A2), ceviz (A3), kanola (A4), keten (A5),
susam (A6), tatli badem (A7) ve zeytinyagidir (A8). Keten yagi Dikmaksan (Antalya),
diger yaglar Zadevital (Konya) firmasindan temin edilmistir.

Calismalarda kullanilan kimyasal madde ve ¢dziiciiler ile bunlarin markalar
asagidaki listede belirtilmistir. Tablo 3.1.’de yer alan ¢oziicliler 6rnek hazirlamada,
ekstraksiyonda, antimikrobiyal testlerde ve SK/KS (Sivi Kromatografisi/Kiitle

Spektrometresi) yontemi i¢in mobil fazlarin hazirlanmasinda kullanilmistir.
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Tablo 3.1. Deneylerde kullanilan ¢oziicii/kimyasal madde ve markalart

Coziicii/Kimyasal Madde/Besiyeri Marka
Hiperforin tuzu (Dicyclohexylammonium) Sigma-Aldrich
Hiperisin Sigma-Aldrich
Metanol Merck
Kloroform VWR
Izopropil Alkol Merck

Tween 20 Merck
Dimetil siilfoksit Merck

%0,85 NacCl ¢ozeltisi Sigma-Aldrich
Mueller-Hinton Agar (MHA) Sigma Aldrich
Mueller-Hinton Broth (MHB) Sigma Aldrich
Patates Dekstroz Agar (PDA) Sigma Aldrich
Kloramfenikol Sigma Aldrich
Ketokonazol Merck

Hint yag1 Merck

3.3. Kullamlan Cihaz ve Apareyler

Deneylerde kullanilan cihaz ve apareylere iliskin bilgeler Tablo 3.2.” de verilmistir.

Tablo 3.2. Deneyler kullanilan cihaz/aparey ve markalar

Kullanilan Cihaz ve Apereyler Marka

Sivi Kromatografi/Kiitle Spektrometresi Shimadzu 20A HPLC - ABSciex 3200 Q trap MS/MS
Steril Kabin Niikleon

Vortex Ika

Etiiv Incucell

Ultrasonik Su Banyosu Bandelin Sonorex

McFarland Densitometre Biosan

Ultrasonik Su Banyosu Elma, S100H

Rotavapor Sistemi Heidolph Instrument, Laborota 4010-Digital
Hassas Terazi Metler Toledo, NewClassic MS
Spektrofotometre Shimadzu UV 1700
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Gorsel 3.2. Shimadzu ABSciex 3200 Q trap SK-KS/KS sistemi

3.4. Kuru ve Yas Bitkisel Materyalde Hiperforin/Hiperisin Miktar Tayini

Bitkisel materyaldeki hiperforin ve hiperisin tayini i¢in, toplanan materyalin bir
kismi gélgede kurutulduktan sonra, diger kismi da taze sekilde metanol ve kloroform ile
ayrt ayr1 ekstre edilmistir. 24 saat boyunca agzi pamukla kapali erlen iginde oda
sicakliginda orbital calkalayicida 1s1tk gormemesi i¢in aliminyum folyo ile sarilarak
ekstraksiyona birakilmistir. Ekstreler siiziiliip rotavaporda yogunlastirilmistir (Gorsel
3.3).

Gorsel 3.3. Bitkisel materyalin ¢oziicii ekstraksiyonu
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Taze ornekler 10 g, kuru 6rnekler 5 g tartilarak ¢oziiciiler ile ekstre edilmistir.
Verim hesab1 yapildiktan sonra bu ekstreler hiperisin ve hiperforin miktar tayini i¢in SK-

KS cihazinda analiz edilmistir.

3.5. Maserasyon

Onceden 25’er g tartilarak kilitli posetlerde -85°C’de 2 hafta kadar bekletilen H.
perforatum ¢igekleri 8 adet kapakli cam duran siselerine konulmustur. Bitkilerin tizeri
tamamen kapanacak sekilde siras1 ile 100’er mL aspir, aygicek, ceviz, kanola, keten,
susam, tatli badem ve zeytinyagi (1:4) ile doldurulmustur (Gorsel 3.4.) (EMA, 2009).

Daha sonra hazirlanan materyaller dogrudan giines alabilen, giliney cephede
korunakli bir alana yerlestirilerek 1 Agustos’tan 15 Eyliil’e kadar 45 giin siireyle
maserasyona birakilmistir. 15. ve 30. giinlerde de hiperforin miktarinin belirlenmesi i¢in
yaglardan 5’er mL 6rnek alinmistir. 45. glin sonunda 6rnekler susuz sodyum siilfattan
stiziilerek, kapakli falkon tiiplerine aktarilmis -20°C’de ve karanlikta muhafaza edilmistir.
Antimikrobiyal testlerde maserasyon yagi kontrol grubu olmasi amaciyla 8 adet sabit yag

deney grubu ile ayni sartlarda cam siselerde bekletilmistir (Gorsel 3.5.).

| KETEN TOHUMU YAE

Gorsel 3.4. Swrasi ile (A1-A8) icerisinde Hypericum perforatum ¢icekli dal uglar
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Gorsel 3.5. Kullanilan sabit yaglar soldan saga; aspir, ay¢icek, ceviz, kanola, keten, susam, tatli badem,
zeytinyagi (A1-A8)

Devlet Meteoroloji Enstitiisiinden temin edilen maserasyonun yapildigi giinlerdeki
Eskisehir ili gilinliik ortalama en diisilk ve en yiiksek sicakliklari da Tablo 3.3’de

verilmistir.

Tablo 3.3. Maserasyon siiresince 45 giinliik giindiiz/gece sicaklik ortalamalar: (1 Agustos-15 Eyliil)

Giin En yiiksek/En diisiik  Giin En yiiksek/En diisiik  Giin En yiiksek/En diisiik

sicaklik sicakhik sicakhik
1 34/18°C 16 29/17°C 31 29/11°C
2 31/15°C 17 28/15°C 32 32/15°C
3 32/13°C 18 23/13°C 33 30/14°C
4 28/14° C 19 27/10°C 34 29/15°C
5 26/11°C 20 26/13°C 35 27/13°C
6 28/10°C 21 24/15°C 36 27/12°C
7 30/10°C 22 29/18°C 37 28/10°C
8 32/10°C 23 30/17°C 38 27/11°C
9 33/13°C 24 32/15°C 39 29/9°C
10 33/13°C 25 33/14°C 40 30/10°C
11 32/13°C 26 33/15°C 41 28/12°C
12 34/12°C 27 32/14°C 42 27/13°C
13 33/11°C 28 30/13°C 43 26/12°C
14 36/14°C 29 31/13°C 44 32/15°C
15 34/21°C 30 28/14°C 45 30/14°C
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Ikinci maserasyon yontemi olarak su banyosunda yine taze gigekler kullanilarak
daha hizli ekstraksiyon yontemi olan dijesyon segilmistir (Baytop, 1999). 10 g bitkisel
materyal ve 40 g baz yag olacak sekilde (1:4) hazirlanan karisim, agzi1 folyo ile kapali
beherlerde 2 saat boyunca su banyosunda 45°C’de dijesyona birakilmigtir. Erlenler ara
sira cam bagetle karigtirilmig, deney sonunda pamuktan siiziilerek kapakli falkon tiiplerde
-20°C’de ve karanlikta muhafaza edilmistir (Gorsel 3.6.).

Gorsel 3.6. Su banyosunda dijesyon yéntemi

Her iki yontemle elde edilen susuz maseratlar izopropil alkolde ¢oziildiikten sonra
membran filtreden siiziilerek SK/KS (S1vi Kromatografisi/Kiitle spektrometresi) sistemi

kullanilarak hiperisin ve hiperforin miktarlart belirlenmistir.

3.6. Antimikrobiyal Etki Testleri

Elde edilen maseratlarin antimikrobiyal etkilerinin belirlenmesi icin Yyara
enfeksiyonlar: etmenlerinden Gram (+) bir bakteri olan Staphylococcus aureus (ATCC
6538) ve Candida albicans (ATCC 90028) test mikroorganizmalari olarak se¢ilmistir.
Antimikrobiyal etkinin belirlenmesinde agar difiizyon yontemi (Koneman vd., 1997) ve

kismen modifiye edilmis sivi mikro diliisyon yontemi (CLSI M7/A7) kullanilmistir.

3.6.1. Test orneklerinin hazirlanmasi
H. perforatum maseratlarinin antibakteriyal ve antifungal etkisini test edebilmek

i¢in Oncelikle yagin ve bilesimindeki maddelerin hidrofilik karakterdeki agarli besi yerine
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kolay difiize olabilmesi i¢in uygun ¢oziicii sisteminin belirlenmesi amaglanmistir. Bunun
icin dogrudan uygulamalar yaninda, antimikrobiyal etkisi diisiik uygun bir homojen

¢oziicii sistemi eldesi i¢in ¢esitli denemeler yapilmistir (Tablo 3.4.).

Tablo 3.4. Antimikrobiyal testlerde drnekierin uygulanma sekilleri

Uygulama Sekilleri

1. Kagit disklere (6mm) yaglardan dogrudan 20 pL emdirilmigtir

2. Yaglarin her birinden petride agilan kuyucuklarina dogrudan 40 pL pipetleme
3. 10 pL kantaron yagi: 5000 pL ¢oziiciide [% 0,5’lik Tween 80:DMSO]

4, 100 mg kantaron yag1 1 mL izopropil alkol (IPA)

5. Kantaron yagi: Hint yag1: Distile Su (5:4:160)

6. Kantaron yagi: %5 Tween 20 (1:40)

3.6.2. Agar difiizyon yontemi

Staphylococcus aureus igin besi yeri Mueller Hinton Agar (MHA), Candida
albicans i¢in Patates Dekstroz Agar (PDA) kullanilmistir. Besi yerleri 13 ¢m ¢apli steril
plastik petri kaplarina aseptik sartlar altinda tam olarak 20’ser mL olacak sekilde
dokiilmiis ve donmasi beklenmistir. -85°C’de saklanan kiiltiirler 1 giin dnceden
canlandirilmistir.  Gecelik ~ kiiltiirlerden Mueller Hinton Broth besi yerinde
mikrooganizma siispansiyonlar1 McFarland No: 0,5’e gore (bakteri igin 1x108 KOB/ml,
mayalar igin 1x10° KOB/mI) ayarlanmistir. Bu siispansiyonlardan agarl petrilere steril
ekiivyon ¢ubugu ile asilama yapilarak, agar yiizeylerinin kurumasi beklenmistir. 6mm
capl steril kork-borer ile her petriye esit araliklarla kuyucuklar agilmistir. Agilan
kuyucuklara 40 pL 6rnek pipetlenmistir. Bu ¢alismaya paralel olarak 6mm ¢apinda kagit
diskler de kullanilmistir. 15, 30 ve 45 giin sonunda elde edilen maseratlar, su banyosunda
dijesyona birakilan Ornekler ve yine aymi sartlarda bekletilen sabit yaglar da test
edilmistir. Standart antimikrobiyal ajan olarak kloramfenikol ve ketokonazol

kullanilmistir. Coziicii ile uygulanan deney setlerinde ¢oziicii kontrolii de yapilmistir.
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3.6.3. Mikrodiliisyon testi

Disk difiizyon testinde etki goriilen S. aureus patojenine karsi tiim maseratlarin
MIK (Minimum Inhibisyon Konsantrasyonu) degerinin hesaplanabilmesi icin CLSI-
M7/AT mikrodiliisyon testi uygulanmistir. Bu testte drnekler disk difiizyon testinde sonug
veren ¢oziicii sistemi kullanilarak uygulanmais, paralel sekilde deney tamamlanmistir. 25

uL Kantaron yag1 %20’lik Tween20 i¢inde ¢oziilmiistiir.

3.7. Maseratlarin Kolorimetrik Ol¢iimii

Kantaron yagimin karakteristik kirmizi renginin farkli sabit yaglarda farkl
siddetlerde ve tonlarda oldugu bilinmektedir (Heinrich vd., 2017). Bu bilgiden yola
cikilarak denedigimiz sabit yaglarda meydana gelen kirmizi rengin siddeti
spektrofotometre kullanilarak 6l¢iilmiistiir.

Her bir maserat i¢cin 580 nm’de 6l¢iim yapilmistir. Saglikli 6l¢tim yapabilmek i¢in
15, 30 ve 45. giinlere ait maseratlar ile bu maseratlarda kullanilan sabit yaglardan alinan
100 pL ornekler, 1000 pL Izopropil alkol (IPA)’da coziilerek Slgiimler yapilmistir
(Gorsel 3.7.).

45.GUN

NYSTY9S 8

- - oy (N - " ‘
e - LR A i S [y B RS
S ids LAy (T
Gorsel 3.7. Swrast ile maseratlarin 1/10 IPA icindeki ¢ozeltileri

3.8. Siv1 Kromatografisi/Kiilte Spektrometresi ile Hiperforin ve Hiperisin Miktar

Tayini
Sistem : Shimadzu 20A HPLC - ABSciex 3200 Q trap MS/MS
Metod : ESI Negatif Iyonlasma Metodu
Kolon : GL Science Intersil ODS 4.6 x 250, 5 p
Kolon Sicakligi : 35°C
Hareketli Faz : (A) Su: Metanol (95:5)5 Mm Amonyum Format, %0.01 Formik Asit

(B) Metanol 5 Mm Amonyum Format, %0.01 Formik Asit
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Akis Hizi : 0.3 mL/dk
Enjeksiyon hacmi  :1puL
Akis programi : Akis programi (Tablo 3.5.)

Tablo 3.5. SK/KS akis programi

Zaman(dk) B kons
0.01 5
2 80
5 90
12 100

Tim yag orneklerinin 0,5 g’1 4,5 mL kloroform:metanol (4:6) karisimi ile
¢ozilmiis, filtre edildikten sonra SK-KS/KS sistemi ile analiz edilmistir. Hiperforin
miktar tayini i¢in m/z 535 [M-H]- iyonunun m/z 383 [M-H]- pargalanma iyonu
kullanilmig diger pargalanma iriinleri olan m/z 315 ve m/z 313 varligi da madde
dogrulamasi i¢in kullanilmigtir. Hiperisin i¢in ise m/z 503 [M-H]- iyonunun 405 [M-H]-
parg¢alanma iyonu miktar tayininde kullanilirken m/z 361 iyonu dogrulama amaciyla
kullanilmistir.

Standartlar1 2-propanol i¢inde hazirlanan ¢6zeltileri 0,15 pg/mL, 0,30 pg/mL, 0,50
pug/mL, 1 pg/mL, 2 pg/mL, 3 pg/mL, 5 pg/mL, 10 pg/mL, 20 pg/mL, 30 ng/mL, 40
pg/mL olacak sekilde verilmistir. Hiperforin i¢in kalibrasyon egrisinde tiim noktalar
kullanilirken hiperisin i¢in 3 pg/mL’den yiliksek standartlar kalibrasyon egrisinde
kullanilmamus, agirlik¢a kalibrasyon egrisi tercih edilmistir.

Analiz islemlerinde geri kazanimlar1 belirlemek icin 0,5 g zeytinyagina 200 pg
hiperforin ve 100 pg hiperisin ayr1 ayri eklenmis ve yukarida anlatilan ekstraksiyon
metodu uygulanmistir.

Sekil 3.1.’de hiperforinin, Sekil 3.2.’de hiperisinin kalibrasyon grafikleri
verilmistir. Geri kazanim hiperforin i¢in %50, hiperisin i¢in %40 olarak bulunmustur.

Hiperforin i¢in LOD: 9,05 pg/mL LOQ: 27,42 ug/mL, Hiperisin i¢in LOD: 0,7
pg/mL LOQ: 2,31 pg/mL olarak belirlenmistir.
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Sekil 3.2. Hiperisinin kalibrasyon grafigi
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4. BULGULAR
4.1. Kuru ve Yas Bitkisel Materyalde Hiperisin ve Hiperforin Miktar Tayini

Taze ve kuru bitkisel materyal, maserasyon deneylerine baslanmadan Once
hiperforin ve hiperisin miktar1 bakimindan incelenmistir.

Miktar tayini i¢in kuru ve yas materyal metanol ve kloroform ile ayr1 ayri ekstre
edilmistir. Bitkisel materyalin ekstre verimi, kuru ekstreler i¢indeki hiperforin ve

hiperisin oranlar1 Tablo 4.1.’de verilmistir.

Tablo 4.1. Bitkinin ekstre verimi, hiperforin ve hiperisin miktar

Ekstre Ekstre verimi % % hiperforin % hiperisin
Taze materyal / MeOH (10 g) 3,47 52 0,988
Taze materyal / CHCl; 2,69 0,03 0,022
Kuru materyal / MeOH (5 g) 15,49* 10,9* 0,707
Kuru materyal / CHClI; 571 7,3 0,003

Rotavapor ile ¢oziiciisiinden kurtarilan ekstreler, amber vial iginde +4°C’de
saklanmistir. Daha sonra ekstreler hiperforin ve hiperisin miktar tayini SK-KS (Siv1
Kromatografisi/Kiitle spektrofotometresi) ile analiz edilmistir. Golgede 4-5 giin
icerisinde kurutulan materyalden elde edilen MeOH ekstresinin en yiiksek ekstre
verimine ve hiperforin oraninda sahip oldugu goériilmiistir. Ancak yas materyaldeki su
miktar1 (yaklasik %80) hesaba katildiginda %5,2 olarak bulunan hiperforin orani ekstre
edilebilen materyal oranina gore hiperforinin yas materyalde bir miktar daha fazla oldugu
goriilmektedir. Bunun saptanmasi i¢in daha detayli calisma gerekmektedir.

Geleneksel yontemde yas veya kuru bicimde materyal kullanilmakla birlikte, kuru
ciceklerin kullanilmas1 sonucunda daha biiyilk miktarda drogun ekstraksiyonda
kullanilabilecegi, boylelikle maseratta daha yiiksek oranda hiperforin orani elde

edilebilecegi anlagilmaktadir.

4.2. Antimikrobiyal Etki Testleri
4.2.1 Agar difiizyon deneyi

Hazirlanan tiim maseratlarin agar difiizyon ile etkili olduklar1 saptananlarin sivi
mikrodilisyon yontemleri ile antibakteriyal etkileri incelenmistir. Uygulanan testlerde

maseratlarin homojen sekilde ¢oziilebilmesi igin farkli sistemler denenmis (Tablo 4.2.),
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kullanilan ¢oziiciiler de ayrica kontrol olarak test edilmistir. Tween 20 ile ¢oziilerek
uygulanan test grubunda Slg¢iilebilir zonlar meydana gelmistir. Diger tiim testler bu sistem

kullanilarak gerceklestirilmistir.

Tablo 4.2. Yagin uygulanma sekli ve él¢iilebilir inhibisyon zonu olusumu

NO  Uygulama sekli Sonug

1. Kagit diskle emdirilmis 20 pL yag Inhibisyon zonu yok
2. Kuyucuklara 40 pL yag Inhibisyon zonu yok
3. 10 pL yag: 5000 pL (% 0,5 Tween 80 : DMSO; 1:1)  Inhibisyon zonu yok
4, 100 mg yag:1 mL IPA Inhibisyon zonu yok
5. Maserat: Hint yag1: Distile su (5:4:160) Inhibisyon zonu yok
6. Maserat: % 5 Tween 20 (1:40) Olgiilebilir zon var*

*6mm’den biiylik zon gap1

Coziicli kontrollii yapilan tiim deneylerde C. albicans’a karsi standart ajanlar
disinda inhibisyon goézlenmemistir. S. aureus’un kullanildigi deneylerde ise ¢esitli
derecelerde inhibitor etkiler belirlenmistir (Gorsel 4.1.). Giin 1s18inda 45. giin ve su

banyosunda 2 saatlik dijesyona ait sonuglar Tablo 4.3.’de verilmistir.

A
/ [ 4
7 H
7€ V'
v A
9
v 2L

4 ‘ /
AV

Gorsel 4.1. S. aureus’a karst olugan inhibisyon zonlar (45. Qiin maseratlart)
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Tablo 4.3. Maseratlarin disk difiizyon etki testi sonuglar

Al A2 A3 Ad A5 A6 A7 A8
15. glin 14 mm 15 mm 14 mm 15 mm 15 mm 15 mm 1I5mm 15 mm
30. glin 16 mm 15 mm 15 mm 16 mm 15 mm 15 mm 1I5mm 15 mm
45. glin 16 mm 16 mm 16 mm 16 mm 15 mm 16 mm 17mm 16 mm
Su Banyosu 15 mm 15 mm 14 mm 15 mm 14 mm 15 mm 16 mm 13 mm

Yag Kontroli* 14 mm 15 mm 14 mm 15 mm 14 mm 15 mm 15mm 13 mm

%5 Tween 20 14 mm 14 mm 14 mm 14 mm 14 mm 14 mm 14 mm 14 mm

(AL; aspir, A2; aygicek, A3, ceviz, A4; kanola, A5; keten, A6; susam, A7; tatlhh badem, A8; zeytinyagt)
Yag Kontrolii*: 45 giin bekletilen sabit yag kontrol grubu (%5 Tween 20 de ¢oziildii)

Olgiilen zon caplarina gore %5 Tween 20’den daha biiyiik inhibisyon zonu
verenlerin sonuclar1 dikkate alinmis ve degerlendirilmistir. Maserasyonda kullanilan
yaglarin kendileri de test edilmis 13-15 mm arasinda zon caplar1 meydana getirmislerdir.
Denenen tiim maseratlarin 6zellikle 45 giin bekletilenlerin zon ¢aplarinin hem kontrollere
hem de 15 ve 30. giinlere gore daha yiiksek etkiye sahip olduklar1 goriilmiistiir. Yaglarin
15. giinde ¢oziiciileri ile aym etkide oldugu, maserasyon siiresi uzadiginda etkinin bir
miktar arttigi goriilmektedir. Yaglar1 kendi i¢inde degerlendirildiginde 17 mm zon ¢ap1
ile en 1y1 etkinin 45 giin masere edilen tatli badem yaginda oldugu goriilmiistiir Ayni
calismada standart ajan Kloramfenikol uygulanmis (1,6 mg/mL) S. aureus’a kars1 35 mm
capinda inhibisyon zonu olusturmustur.

Su banyosunda 2 saatte gergeklestirilen dijesyon sonunda elde edilen maseratlar ve
kontrol gruplar1 da ayni1 sekilde test edilmistir.

Sekil 4.1.de goriildiigi lizere su banyosundada elde edilen sar1 kantaron yaglari
arasinda en biiyiik zon c¢ap1 yine tatl badem yaginda (16 mm) goriilmiistiir. Diger tiim
maseratlar, kontrol grubu olarak kullanilan ¢6ziicii yaglari ile (aspir ve badem disinda)

ayni etkiyi gdstermistir.
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Sekil 4.1. Maserat ve kontrollerin antibakteriyal etkisi (zon ¢aplari, mm)

(A1; aspir, A2; aygicek, A3; ceviz, A4; kanola, AS; keten, A6; susam, A7; tatli badem, A8; zeytinyagi)

4.2.2. Mikrodiliisyon testi

Agar difiizyon testi sonuglarina gore maseratlarin C. albicans {izerinde antifungal
etkisi gozlenmediginden, bu test yalnizca S. aureus’a kars1 yapilmaistir.

Bu amagla %2,5 oraninda %5 Tween 20 (v/v) igerisinde ¢6ziilerek hazirlanan
maserat stok soliisyonu, énceden i¢ine 100 uLL Mueller-Hinton Broth (MHB) pipetlenmis
96 kuyucuklu mikrotitrasyon petrilerine aktarilmis, ¢ift katli seri diliisyonlar
hazirlanmistir. Tim kuyucuklara CLSI protokoliine gore hazirlanan mikroorganizma
slispansiyonundan pipetlenmistir. 37°C’de 24 saat sonunda inhibisyon olan kuyucuklar
belirlenmistir. Standart olarak kloramfenikol kullanilmis, sterilizasyon ve ¢doziici
kontrolleri de deneye dahil edilmistir.

Standart bir antibakteriyel ve sterilite kontrollii yapilan deney sonucunda sadece
aycicek, ceviz, keten, tatli badem ve zeytinyaginda MIK degeri %1,25 (v/v) olarak
belirlenirken, ¢6ziicti kontroliinde inhibisyon goériilmemistir. Kloramfenikol S. aureus’u
0,5 ng/mL (MIK) dozda inhibe etmistir.

4.3. Spektrofotometrik Olarak Renk Siddetinin Olciilmesi

Maserasyon sonucu elde edilen her bir yagin renginde gozle goriiniir sekilde

farkliliklar saptanmistir. Cozeltilerin absorbe ettigi 151k miktarindan yararlanarak,
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spektrofotometre cihazinda bu yaglarin absorbans degerleri 6l¢tilmiistiir. Yaglarin 1/10

oraninda IPA igerisinde ¢oziilerek dl¢timleri yapilmistir.

Tablo 4.4. Maseratlarin 580 nm absorbans degerleri

Maserat 15. giin 30. giin 45, giin
Al - Aspir Yag1 0,130 0,220 0,360
A2 - Aygicek Yagi 0,129 0,230 0,364
A3 - Ceviz Yagi 0,148 0,272 0,322
A4 - Kanola Yag1 0,143 0,226 0,311
Ab5 - Keten Yagi 0,069 0,113 0,236
A6 - Susam Yagi 0,076 0,159 0,273
AT -Tatli Badem Yag1 0,281 0,353 0,442
A8 -Zeytinyagi 0,142 0,205 0,291
Absorbans Degerleri
0,5
0,45 0,442
0,4
0,35
0,3
0,25
0,2
0,15
0,1
0,05
0
Al A2 A3 A4 A5 A6 A7 A8
5. glin =30, giin 45. giin

Sekil 4.2. Maseratlarin absorbans degerleri (nm)

Sekil 4.2.°de goriildiigli gibi; tim yaglarda maserasyon siiresi uzadik¢a kirmizi
rengin siddetinin arttig1 goriilmektedir. Her ii¢ 6rnekleme sonucunda da tiim yaglar
icerisinde tatli badem yaginin 580 nm’de verdigi absorbans degerleri 0,281, 0,353 ve

0,442 nm seklindedir. Bu maseratin en koyu kirmizi renge sahip oldugu goriilmiistiir.
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Gorsel 4.2. Yaglarin ve maseratlarin renkleri (A1-8)

4.4. Sv1 Kromatografisi/Kiitle Spektrometresi ile Hiperforin ve Hiperisin Miktar

Tayini Sonuclari

Bilindigi lizere Sk masere yag i¢in geleneksel olarak ¢igeklerin sabit yag ile 15 ile
45 giin kadar ¢esitli siirelerde masere edilmektedir. Degisen maserasyon siiresi ve farkli
baz yaglar ile elde edilen maseratlardaki hiperforin ve hiperisin miktarlar1 karsilastirmak
icin 15. 30. ve 45. giinlerde alinan 6rnek 8 farkli maserat {izerinde ¢alisilmistir. Ayrica
dijesyon ile elde edilen tiriinlerdeki miktarlar da belirlenmistir.

Masere  kantaron  yaglarinda  hiperisinin  miktar1 ppm  seviyesinde
saptanabilmektedir. EMA’ya gdre yagda hiperisinin hi¢ olmamas1 belirtilirken, Isvigre
Farmakopesi %0.005 oranini belirtmistir. Hiperisinin genellikle giin 1sindan etkilenerek
tirevlerine doniistiigli dusiiniilmekte olup, yagdaki hiperisin miktarinin yagin
standardizasyonu ve tibbi agidan 6nemi bulunmamaktadir. Calismamizda taze materyalde
yapilan bu testler yaglarda da uygulanmis ve belli miktarlarda hiperisine rastlanmistir.
Aspir ve ceviz maseratinda hiperisin sadece 45. giinde tespit edilirken, aygigek
maseratinda 30. gilinde olgiilen hiperisin miktarinin 45. giinde azaldig1r goriilmiistiir.
Kanola ve keten maseratlarinda ise tam tersine 30. giinde dl¢tilen hiperisin miktarinin 45.
giinde arttig1 goriilmiistiir. 15. giinde hiperisin Ol¢iilebilen tek maserat susam yagidir.
Benzer sekilde tatli bademde sadece 30. giinde Olciilebilen hiperisin 45. giinde
gozlemlenememistir. Zeytinyag1 maseratinda hiperisin saptanmamustir.

Giin 15181nda gergeklestirilen deneylere gore genellikle su banyosu sonuglarinin
hiperisin miktarlarinin daha yiiksek oldugu goriilmistiir. Bu veri hiperisinin sicak ve

aydinlik ortamda uzun siire beklediginde parcalandigi bilgisini desteklemektedir.
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Zeytinyagr maseratlarinin  hi¢ birinde hiperisin dl¢lilemememistir.

belirlenen hiperisin miktarlar1 Tablo 4.3.’de verilmistir.

Tablo 4.3. Maseratlarda bulunan hiperisin miktari (1 kg yagda mg, ppm)

Maseratlarda

Hiperisin 15. Giin 30. Giin 45. Giin Su Banyosu
Al -Aspir Yagi 1,8509 8,9420
A2 -Aygicek Yagr 3,4423 0,8377 12,9730
A3 -Ceviz Yagi 0,4761 4,7663
A4 -Kanola Yagi 0,7424 1,1507 4,9565
A5 -Keten Yagi 0,5350 1,0680 0,7790
A6 -Susam Yagi 0,4346 1,1067 2,4577
AT -Tatli Badem Yag1 0,01906 1,3465
A8 -Zeytinyagi

Apolar karakterdeki bir floroglusinol tiirevi olan hiperforinin maseratlardaki

miktarlari, kullanilan farkli baz yaglar ve maserasyon siirelerine gore farkliliklar

gostermistir. Glin 15181 maseratlarinin 15, 30 ve 45. giin Orneklerinde dikkat cekici

seviyede susam yaginin en yiiksek hiperforine sahip oldugu gortilmiistiir (Sekil 4.3.-4.5.).

15. giinde alinan 6rneklerin 6l¢iimleri arasinda 100 mg yag iginde 0,0494 mg (%0,05) ile

en yliksek hiperforin orani yine susam yaginda dl¢iilmiistiir. En diisiik hiperforin ise 100

mg yagda 0,0026 mg ile aspir yaginda Ol¢lilmiistiir. 15 glin maserasyonunda hiperforin

miktarlar1 en yiiksekten en diislie dogru siras1 ile Susam yag1 (0,0494 mg), kanola yagi

(0,0372 mg), aygicek yagi (0,0230 mg), keten yagi (0,0202 mg), zeytinyagi (0,0095 mg),

tatlt badem yagi (0,0047 mg), ceviz yagi (0,0043 mg), aspir yagi (0,0026 mg)’dir.
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YAGLAR

ZEYTIN

TATLI BADEM
SUSAM
KETEN
KANOLA
CEViz
AYCICEK
ASPIR

15. GUN

0,0095
0,0047
0,0202
0,0043
0,0230
0,0026

0,0000 0,0100 0,0200 0,0300

100 mg yagda hiperforin (mg)

0,0372

0,0400

Sekil 4.3. 15. giindeki hiperforin miktar: (mg)

ZEYTIN

TATLI BADEM

YAGLAR

YAGLAR

SUSAM
KETEN
KANOLA
CEViz
AYCICEK
ASPIR

30. GUN
0,0026
0,0000
0,0084
0,0050

0,0000

0,0076
0,0000

-0,0050 0,0000 0,0050 0,0100 0,0150

100 mg yagda hiperforin (mg)

0,0200

Sekil 4.4. 30. giindeki hiperforin miktar: (mg)

ZEYTIN

TATLI BADEM
SUSAM
KETEN
KANOLA
CEViz
AYCICEK
ASPIR

45. GUN

0,0007
0,0000

0,0021
0,0000
0,0000
0,0005
0,0000

0,0000 0,0020 0,0040 0,0060

100 mg yagda hiperforin (mg)

0,0080

Sekil 4.5. 45. giindeki hiperforin miktar: (mg)
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30. giinde aspir, ceviz ve tath badem yaglarinda hiperforin miktarlarinin dedekte
edilebilir limitin altina diismistiir. 15. giinde 0,0494 mg olan susam maseratindaki
hiperforin miktar1 0,0256 mg’a diigsmiistiir.

45. glinde alinan 6rneklerin 6l¢iimlerinde susam yagindaki hiperforin %50 oraninda
azalarak 0,0160 mg’a diiserken, diger yaglarda da biiyiik oranda diisme goriilmiistiir.

Dijesyon ile hazirlanan maseratlarin 6l¢limlerinde ise diger yaglarla
karsilastirildiginda 100 mg yag icinde 0,0187 mg ile en yiiksek hiperforin orani aspir
yaginda Ol¢iilmiistiir. En diisiik hiperforin ise 100 mg yagda 0,0016 mg ile keten tohumu
yaginda 6l¢iilmiistiir. Bu yontemde hiperforin miktarlar1 biiyiikten kiigiige dogru; Aspir
yag1 (0,0187 mg), susam yag1 (0,0150 mg), kanola yag1 (0,0098 mg), zeytinyagi (0,0089
mg), aycicek yagi (0,0072 mg), ceviz yagi (0,0034 mg), tathh badem yagi (0,0020 mg),
keten yag1 (0,0016 mg) olarak belirlenmistir. Susam yag1 aspirden sonra ikinci sirada
hiperforin oranina sahip maserattir. 2 saatlik maserasyon sonunda belirlenen hiperforin
miktarlarinin 15 giinliik giin 15181 maserasyonuna gore oldukc¢a diisiik oldugu, ancak 45

giinliik maserasyona daha yakin miktarlarda oldugu goriilmistiir (Sekil 4.6.).

SU BANYOSU (2 sa, 45°C)

ZEYTIN 0,0089
TATLI BADEM 0,0020
SUSAM 0,0150
KETEN 0,0016

KANOLA 0,0098

YAGLAR

CEViz 0,0034
AYCICEK 0,0072
ASPIR 0,0187
0,0000 0,0020 0,0040 0,0060 0,0080 0,0100 0,0120 0,0140 0,0160 0,0180 0,0200

100 mg yagda hiperforin (mg)

Sekil 4.6. Dijesyon maseratlarinda hiperforin miktarlari (mg)

Her bir yag kendi icerisinde degerlendirildiginde, aspir yagi ile su banyosu
dijesyonun yiiksek oranda hiperforin (0,0187 mg) tasidigi goriilmiistiir. Geleneksel
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yontemde ise 15. giinde 100 mg aspir yaginda 0,0026 mg hiperforin saptanmistir. 30 ve
45. giinlerde ise hiperforin detekte edilebilir limitin altinda kalmistir (Sekil 4.7.).

ASPIR YAGI

15. giin -/
o
w 30. giin !
>
4 45. giin
pd
i Subanyosu T
(a)

0 0,005 0,01 0,015 0,02
Su banyosu 45. glin 30. giin 15. giin
m Seril 0,0187 0,0000 0,0000 0,0026

100 mg yagda hiperforin (mg)

Sekil 4.7. Aspir yagi maseratinda hiperforin miktar: (mg)

Aycicek yagi i¢in; hiperforin miktart 0,0230 mg ile 15. gilinde tespit edilmistir. 30.
ve 45. giinlerde hiperforin miktar1 0,0076 mg ve 0,005 mg’dir. Su banyosunda 100 mg
aycigek yagidaki hiperforin miktart 30. giin deneyine yakin ve 0,0072 mg’dir (Sekil
4.8.).

AYCICEK YAGI
% 15. gin
; 30. giin T
Y 45.gin O
w
QO Subanyosu D
0,0000 0,0100 0,0200 0,0300
Su banyosu 45. giin 30. giin 15. giin
m Seril 0,0072 0,0005 0,0076 0,0230

100 mg yagda hiperforin (mg)

Sekil 4.8. Aycicek yagi maseratinda hiperforin miktarr (mg)
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Ceviz yag1 maserati hiperforin miktar1 15. giin 0,0043 mg olarak 6l¢iilmiistiir. Daha
sonra 30 ve 45 giin boyunca masere edilen yaglarda hiperforin LOD altindadir. Su
banyosunda 100 mg ceviz yaginda hiperforin miktar1 0,0034 mg’dir (Sekil 4.9.).

CEVIZ YAGI

15.gin
i |
. 30. gii
> £
= J
E 45. glin
o

Subanyosy [
0,0000 0,0010 0,0020 0,0030 0,0040 0,0050

Su banyosu 45, giin 30. giin 15. giin

m Seril 0,0034 0,0000 0,0000 0,0043

100 mg yagda hiperforin (mg)

Sekil 4.9. Ceviz yagi maseratinda hiperforin miktar: (mg)

Kanola yagi hiperforin miktar1 15. giin 0,0372 mg 30. Giinde, 0,0050 mg’a
diismiistiir. 45. giinde ise hiperforin LOD altindadir. Su banyosunda 100 mg kanola
yagina gegen hiperforin miktar1 0,0098 mgdir (Sekil 4.10.).

KANOLA YAGI

15. giin N |
30. gin

45. gin |}
Su banyosu -1

0,0000 0,0100 0,0200 0,0300 0,0400

DENEYLER

Su banyosu 45. giin 30. giin 15. giin
m Seril 0,0098 0,0000 0,0050 0,0372

100 mg yagda hiperforin (mg)

Sekil 4.10. Kanola yag: maseratinda hiperforin miktar: (mg)
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Keten tohum yag1 maseratinda hiperforin miktar1 0,0202 mg ile 15. giinde tespit
edilmistir. 30. ve 45. giinlerde sirasi ile 0,0084 mg ve 0,0021 mg olarak belirlenmistir. Su
banyosunda diger maseratlara gore diisiik miktarda 0,0016 mg dl¢iilmiistiir (Sekil 4.11.).

KETEN YAGI
15, gin I
i
W 30 g (D
&
&5 45 gin -
@)
Su banyosu -
0,0000 0,0050 0,0100 0,0150 0,0200 0,0250
Su banyosu 45. giin 30. giin 15. glin
= Seril 0,0016 0,0021 0,0084 0,0202

100 mg yagda hiperforin (mg)

Sekil 4.11. Keten yag: maseratinda hiperforin miktar: (mg)

Susam yag1 hiperforin miktari1 0,0494 mg ile 15. giinde tespit edilmistir. 30. ve 45.
0,0256 mg ve 0,0106 mg, su banyosunda 45. giine gore biraz daha yiiksek 0,0150 mg’dir
(Sekil 4.12.).

SUSAM YAGI

15, gin

i
W 30 qun (Y
fl
2 45 g (D
@]
Su banyosu _
0,0000 0,0100 0,0200 0,0300 0,0400 0,0500
Su banyosu 45. giin 30. giin 15. giin
m Seril 0,0150 0,0106 0,0256 0,0494

100 mg yagda hiperforin (mg)

Sekil 4.12. Susam yag: maseratinda hiperforin miktar: (mg)
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Tatli badem yaginda hiperforin 15. giinde 0,0047 mg, 30 ve 45 giinlerde LOD
altindadir. Su banyosunda ise 15. giin maseratinin yaklagik yarist kadar ve 0,0020 mg’dir
(Sekil 4.13.).

TATLI BADEM YAGI

@ 15. gin
4
> 30. giin J
Z  45.gin |}
L
O Subanyosu D
0,0000 0,0020 0,0040 0,0060
Su banyosu 45. giin 30. giin 15. giin
m Seril 0,0020 0,0000 0,0000 0,0047

100 mg yagda hiperforin (mg)
Sekil 4.13. Tatli badem yag1 maseratinda hiperforin miktar: (mg)
Geleneksel olarak en ¢ok kullanilan zeytinyag1 maseratinda 15, 30 ve 45. giinlerde
hiperforin miktart 0,0095 mg, 0,0026 mg ve 0,0007 mg olarak belirlenmistir. Su

banyosunda ise hiperforin miktari giin 1s18inda 15 giin maserasyon ile elde edilen yag ile
benzer olarak 0,0089 mg’dir (Sekil 4.14.).

ZEYTINYAGI

15 gin

o

"; 30, gin )

L

Z  4s.gin 00

(a)

Su banyosu _
0,0000 0,0020 0,0040 0,0060 0,0080 0,0100

Su banyosu 45. glin 30. giin 15. giin

= Seril 0,0089 0,0007 0,0026 0,0095

100 mg yagda hiperforin (mg)

Sekil 4.14. Zeytinyag: maseratinda hiperforin miktar: (mg)
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5. TARTISMA VE SONUCLAR

Calismamiz kapsaminda yoresel olarak Sari1 kantaron veya Binbirdelik otu,
Ingilizcede ise St. John’s wort adiyla bilinen Hypericum perforatum L., nin
maserasyonuyla elde edilen kantaron yag1 preparatinin bilesimini etkileyen bazi faktorler
incelenerek, bu yagin iiretiminde ve standardize edilmesinde kullanilabilecek onemli
verilere ulasilmstir.

Geleneksel olarak kantaron yagi diinyanin pek ¢ok bolgesinde birbirine yakin
yontemler ile masere edilmektedir. En ¢ok zeytin ve aycicek yaglari bu amagcla kullanilir.
Taze veya golgede kurutulmus ¢igekler, degisen oranlarda sabit yag ile degisen siirelerde
masere edilmektedir. Elde edilen yagmn belli bir kalite standardi yoktur. Kullanilan
zeytinyaginin Kalitesi, sar1 kantaron ¢igeklerinin 6zellikleri (toplanma zamani, cografya,
etkin bilesiklerin miktar1), maserasyon ortami (gdlgede/glineste) ve siiresi elde edilen
yagin kalitesinde baslica etkenlerdendir.

Calismamizda iilkemizde en c¢ok kullanilan gilines 151¢inda maserasyon yontemi
denenmistir. Yoreler arasinda farklarla maserasyon siiresi, 15, 30 veya 45 giin olarak
degismektedir. Calismamizda her {ic maserarasyon siiresinde de kontroller yapilmistir.
Ayrica Prof. Dr. Turhan BAYTOP’un “Tiirkiye'de Bitkiler ile Tedavi Gegmiste ve
Bugiin” kitabinda bahsettigi 2 saat siiren 1lik maserasyon yontemi de denenmis, etken
madde igerikleri kontrol edilmistir.

Uclardan 4-5 cm kadar kesilen ¢icekli dal uglarinin bir kismi gélgede kurutulmus,
diger kisim da -85°C de saklanmistir. Yapilan metanol ve kloroform ekstraksiyonu
sonucunda yas ve kuru materyalin ekstraksiyon verimi ile hiperisin ve hiperforin
miktarlar1 ortaya konmustur. Ayni miktardaki taze materyalden kuru materyale gore Y4
oraninda daha az verim elde edilmistir. Burada taze bitkinin tasidig1 %70-80 araligindaki
su bu duruma sebep olmaktadir. Metanoliin, kloroforma goére daha yiiksek verimle
ekstraksiyon etme kapasitesine sahip oldugu goriilmiistiir. Ayrica, kuru materyalin
metanol ekstrelerindeki hiperforin miktarinin dogal olarak susuz bitkisel kiitlenin daha
fazla ekstre edilebilir olmasindan dolay1 yiiksek oranda oldugu goriilmiistiir. Su miktari
hesaba katilmadiginda yas ve kuru materyal arasinda hiperforin bakimindan biiyiik bir
fark olmadig1 goriilmekle birlikte, bu konuda daha detayli g¢alismalar yapilarak
ekstraksiyonda kuru veya yas bitkiden hangisinin tercih edilmesi gerektigi net olarak

ortaya koyulmalidir. Kuru materyalin agirlik ve hacim olarak, taze materyale gore
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avantajli olmasi bakimindan kuru materyal kullanimi daha zengin maserat eldesini
saglayacaktir.

Calismamizda, maserasyonda kullanilan bitkisel materyal dogadan toplanmis
olmakla birlikte standart kaynaklarda verilen hiperforin ve hiperisin oranlarina uygundur.
Avrupa Farmakopesi, Hyperici herba monografinda kaba bir teshisle spektrofotometrik
olarak hiperisin iizerinden hesaplanmis %0,08 oraninda hiperisin ve tiirevleri olmasi
gerektigi bildirilmistir (Escop, 2018). Kullandigimiz bitkide hiperisin orani taze
materyalde %0,9, kuru materyalde %0,7 olarak tespit edilmistir.

Ceylan ve arkadaslar1 (2005) tarafindan yapilan ¢alismada spektrofotometrik olarak
Tiirkiye’de farkli lokasyonlarda (Usak, Aydin, Odemis, Izmir ve cevreleri) yetisen sari
kantaronlarda hiperisin miktarlart %0,08-0,313 araliginda tespit edilmistir. 2001 yilinda
Bursa’nin farkli yiiksekliklerinden toplanan H. perforatum bitkilerinin ¢igeklenme
baslangict ve ¢iceklenme zamaninda hiperisin miktarlari karsilastirilmistir. Cigeklenme
baslangicinda ortalama hiperisin %0,14, ¢iceklenme zamaninda hiperisin %0,15 olarak
belirlenmistir.

Benzer c¢alismalarda belirlenen sar1 kantaron ¢iceklerinde hiperisin miktarlar1 ve
kaynaklar1 Tablo 5.1.” de verilmistir. Tayin yontemi ve materyal farkliliklar: birbirinden

cok farkli sonuglarin bulunmasina sebep olmaktadir.

Tablo 5.1. Farklr kaynaklarda bitkinin ¢igeginde bulunan hiperisin ( %)

Kaynak Hiperisin
Holzl (1989) 9%0,05-0,3
Southwell ve Champbell (1991) %0,004-0,215
Walker vd. (2001) % 0,04-0,19
Cakmak ve Bayram (2003) %0,132-0,308
Ceylan vd. (2005) %0,09-0,270
Amir Nia (2005) %0,099-0,299
Cirak (2006) %0-0,215
Isacchi vd. (2008) %0,039

EMA-HMPC raporuna gore (2009); bitkinin toplanma zamani, toprak 6zellikleri,
iklim kosullari, yikseklik, drogun saklanma kosullart ve genotipik ozelliklerine bagh

olarak degismekle birlikte hiperforin ve tiirevlerinin genellikle %0,2-4,0 araliginda
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oldugu belirtilmistir. Caligmamizda kullanilan taze ve kuru bitkisel materyalde bu oranin
tizerinde hiperforin saptanmustir.

Geleneksel olarak agzi kapali cam sise veya kavanozlarda zeytinyagi i¢inde 15-
45 giin gilines 15181inda bazen de golgede maserasyona birakilan H. perforatum bitkisi,
calismamizda benzer sekilde ancak farkli sabit yaglarda ekstre edilerek, maseratlardaki
hiperisin ve hiperforin oranlari incelenmistir. Benzer bir ¢aligmaya literatiirde rastlanmis
olmakla birlikte (Heinrich vd., 2017) bu g¢alismada kullanilan sabit yaglarin iilkemizde
ulasilmasi1 zor ve pahali olmasi bizi bu ¢alismaya itmistir. Deney i¢in kullanilan sabit
yaglar ilkemizde yetisen bitkilerin tohumlarindan elde edilebilecek, kolayca
ulagilabilecek yaglardan secilmis olup bunlar aspir yagi, aycicek yagi, ceviz yagi, kanola
yagl, keten yag1, susam yagi, tatl badem yagi ve zeytinyagidir.

Yapilan maserasyonlar sonucunda 15, 30 ve 45°nci giinlerde elde edilen
maseratlar ile dijesyon yontemi ile elde edilen 6rneklerin renk siddetleri, hiperisin ve
hiperforin miktarlar1 ve antimikrobiyal etkileri karsilagtirilmigtir.

Yapilan gorsel kalitatif incelemeler sonucunda en kirmizi yagin her {i¢ 6rnekleme
zamaninda da badem yagi oldugu gozlenmistir. Bu bulgunun kantitatif olarak ifade
edilmesi i¢in spektrofotometrede 580 nm dalga boyunda 6l¢tim yapilmistir. Badem yagi
maseratinin, 0,442 nm ile en yiiksek absorbansa sahip oldugu goriilmiistiir. Bu
bulgumuzun daha 6nce yapilan benzer bir ¢alisma ile (Heinrich vd., 2017) uyumlu oldugu
gorilmiistiir. Yakut kirmizi renkten sorumlu bilesiklerin ne oldugu ile ilgili literatiirde
celigkili bulgular mevcuttur. Bazilari dayaniksiz olan protohiperisinin hiperisin ve
psodohiperisine doniiserek bu rengi verdigini rapor ederken (Hostettmann ve Wolfender,
2005), bazilar1 hiperisinin yagda hi¢ bulunmadigini bildirmekte (EMA, 2008), bazi
kaynaklarda da bu rengin kirmizi renkli biflavonoitlerden oldugu one siiriilmektedir
(Hostettmann ve Wolfender, 2005).

Farkli yaglarin olusturdugu kirmizi renklerdeki farkliliklarin yag asidi
profilleriyle ilgili olabilecegi diisiiniilmiis, ancak Tablo 5.2. *de goriildiigii gibi en siddetli
yakut kirmizi rengi veren tatlhi badem ve yine koyu kirmizi renge sahip Aygigek yagi

maseratinin yag asidi profilleri arasinda bir benzerlik goriinmemektedir.
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Tablo 5.2.Kullanilan yaglarin ortalama yag asidi profilleri (%) (Simsek ve Giilsoy, 2016; http-11; http-12).

Yag asidi %
Palmitik Stearik Oleik Linoleik
Maserat C16:0 C18:0 Ci18:1 C18:2

Al - Aspir 5,3-8,0 1,9-2,9 8,4-21,3 67,8-83,2
A2 - Aycicek 5,0-7,6 2,7-6,5 14,0-39,4 48,3-74,0
A3 - Ceviz 5,24-7,62 2,56-3,67 21,18-40,20 43,94- 60,12
A4 - Kanola 1,5-6,0 0,5-31 8,0-60,0 11,0-23,0
A5 - Keten 6,5-7,5 3,4-4,6 18,5-22,6 14,2-17,0
A6 - Susam 7,9-12,0 4,8-6,1 35,9-42,3 41,5-47,9
A7 -Tath Badem 3,0-9,0 1,0-3,0 60,0-86,0 20,0-30,0
A8 -Zeytinyag 7,5-20 0,5-5,0 55,0-83,0 3,5-21,0

Kantaron yaginin yara sagaltimindaki etkisi EMA tarafindan onaylanmigstir.
Antibakteriyal, antienflamatuvar, analjezik ve astrenjan etkileri ile yara iyilesme
siireclerini desteklemektedir. Yapilan baz1 ¢alismalar fibroblastlarin kolajen iiretimini
arttirdigini ispatlamustir (Oztiirk vd., 2007). Yapilan bazi galismalarda da yagdaki
hiperforinin antienflamatuvar (Koeberle, 2011) ve fibroblast aktivasyonunda etkisi
(Wolfle vd., 2014) oldugu gosterilmistir.

Masere yaglarda eser miktarda hiperisin bulunmakla birlikte (zeytinyaginda
%0,005), masere yagin asil yara iyi edici etkilerinin hiperforin ve tiirevlerinden
(adhipeforin, furohiperforin) ayrica eser miktardaki flavonollerden kaynaklandig:
diistiniilmektedir (Ladeira vd., 2009; Linde vd., 1996; Mazza ve Oomah, 1998).

Antidepresan etkileri yaninda, yara ve hafif yaniklarin tedavisinde etkili olan bu
antibakterial floroglusinol tiirevinin maseratlardaki miktarinin, maseratin etkisini
dogrudan etkileyecegi diisiiniildiiginden calismamizda hiperforin miktar1 {izerinde
onemle durulmustur. Homolog yapilar1 olan adhiperforin ve furanohiperforin ile ilgili
yeterince ¢alisma mevcut degildir. Bu maddelerin de biyolojik etkilerinin de ¢alisiimasi

gereklidir.
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Yaptigimiz miktar tayinlerinde; geleneksel olarak en ¢ok tercih edilen zeytinyagi
maseratlarinda hiperforin miktarinin 15-30-45. giinlerde sirasiyla %0,0095, %0,0026,
%0,0007 gibi diger yaglar gore diisiik oranlarda oldugu goriilmiistiir. Ayn1 giinlerde
susam yaginda sirastyla %0,05, %0,025, %0,01 oraninda hiperforin saptanmistir. Susam
yag1 calismada denenen tiim yaglar arasinda dikkat ¢ekici sekilde en yiiksek hiperforin
oraninda sahip maserat olarak belirlenmistir. Bu durum susam yagmin maserasyon
amaciyla kullanilabilecek 6nemli bir yag oldugunu bize gdstermistir. Susam yaginin
cesitli farmasotik preparatlara biyoaktiviteyi koruyucu amaglarla ilave edildigi
bilinmektedir. Tasidig1 lignanlar ve tokoferoller ile bilesimindeki maddeleri radikal
oksijen tiirlerinden korudugu gosterilmistir (Pathak vd, 2014). Son yillarda tedavi
etkinliginden dolay1 kullanilan kannabinoitlerin tastyicist olarak susam yagi tercih
edilmektedir (Bills ve Manicke, 2020). Bu veriler bize susam yagi maseratinda sinerjik
etkili kuvvetli antioksidan bilesikler ile hiperforinin korunmus olabilecegini
gostermektedir.

Aspir, ceviz, kanola ve en yogun kirmizi renge sahip tatli badem yaginin 45. giin
orneklerinde hiperforine rastlanmamistir. Tiim yaglarda maserasyon siiresi uzadikca
hiperforin miktarinin azaldig1 goriilmektedir. Hiperforinin diger homologlarina
dontistiigii diistiniilmektedir.

Dijesyon yontemi olarak denenen yontemde 2 saat sonunda aspir yagmin diger tim
yaglardan daha yiiksek oranda hiperforin (%0,0187) tasidig1 saptanmistir. Susam yag1 %
0,015 hiperforin igerigi ile ikinci siradadir. Hiperforin miktari bakimindan aspir yaginin
sar1 kantaronun dijesyonunda bir baz yag olarak kullanilabilecegi goriilmektedir. Aspir
yagmin yag asidi bilesimine bakildiginda linoleik asit miktarinin en yiiksek sabit yag
olmasi dikkat ¢ekicidir.

2007 yilinda Isacchi ve arkadaslarinin yaptig1 bir calismada H. perforatum un yag
maserasyonu igin zeytinyagi kullanilarak cesitli siirelerde maserasyonlar denenmistir
(Isacchi vd., 2008). Buna gore, 28 giin, giines 1s1ginda bekletilerek elde edilen 100 mg
masere yagda; taze ¢igeklerde % 0,026, kuru ciceklerde % 0,016 oraninda hiperforin
saptanmistir. Kurutulmus ¢igeklerin 3 giin 50 °C’de yapilan maserasyonunda oran bu
%0,006 olarak belirlenmistir.

Orhan vd. (2013) tarafindan yapilan bir ¢alismada c¢esitli H. perforatum
zeytinyagi maseratlarinin analizleri yapilmistir. 21 adet yag LC-DAD-MS sistemi ile

analiz edilmistir. Geleneksel yontemle elde edilen 10 adet yagin sadece 4’iinde
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hiperforine rastlanmistir (0,977-2,399 pg/g), hazir alinan 11 yagdan sadece birinde
hiperforin tespit edilmistir (0,677 pg/g ). Ayni ¢aligmada tiim yaglarda psddohiperisin
(0,135-3,280 ug / g) ve hiperisin (0,277-6,634 ug / g) varlig1 gozlenmistir (Orhan, 2013).

Yapilan benzer bir c¢alismada 12 farkli sabit yagda maserasyon denemeleri
yapilmig, 25 g bitki 100 g yagda, 50°C sicaklikta 7 giin boyunca masere edilmistir.
Tokoferol igerikleri de kontrol edilerek maserasyon oncesi ve sonrasinda belirgin bir fark
bulunamamastir. 7 giin sonunda yapilan ekstraksiyonda en yiiksek hiperforin miktar1 36,7
mg/100 g (%0,036) makadamya yaginda saptanmustir. Aynmi ¢alismada susam Ve
zeytinyagir maseratlarinda hiperforin orani 15 mg/100 g (%0,015) olarak belirlenmistir
(Heinrich vd., 2017).

Calismamiz kapsaminda yara iyi edici etkinin Onemli bir pargasi olan
antimikrobiyal etki calismasi agar diflizyon ve mikro diliisyon yontemleri ile
gerceklestirilmigtir. Bu amagla Gram (+) bir bakteri olan Staphylococcus aureus (ATCC
6538) ve Candida albicans (ATCC 90028) test mikroorganizmalar1 olarak segilmistir.
Agar diflizyon deneyi bir 6n tarama testi olarak diisiiniilerek agara acilan kuyucuklar ve
diske emdirilen maseratlar ile denenmis, ancak inhibisyon zonu gézlenmemistir. Yagh
maseratin agarl ortama yeterince difiize olamadig: diisiiniilerek ¢esitli ¢ozlicii sistemleri
kullanilmis, %5°lik Tween20’nin homojen bir yag c¢ozeltisi olusturdugu yapilan gesitli
denemeler ile bulunmustur. Bu ¢6ziiclide ¢oziinen maserat (%2,5), ¢oziiciiniin kendisi ve
standart antimikrobiyaller ile test gergeklestirilmistir. C. albicans’a kars1 herhangi bir
inhibisyon zonu gozlenmemis, S. aureus’a kars1 14-17 mm araliginda zonlar saptanmustir.
Coziicii sistemi 14 mm ¢apinda zonlar olusturmustur. Maseratlarin yaninda baz yaglar da
kontrol edilmis, 13-15 mm araliginda zon ¢aplar1 olusmustur. Maseratin etkili oldugunu
sOyleyebilmek i¢in her iki kontroliin {izerinde zon ¢aplari olusturmasi gereklidir. Tiim
maseratlar 45. giinlerinde kontrole gore daha yiiksek etki gdstermistir. Maserasyon siiresi
uzadikca hiperforin miktar1 azalmakla birlikte antimikrobiyal etkinin bir miktar arttig1
goriilmektedir. Tarama testinde etki gosteren ekstreler mikrodiliisyon testinde
degerlendirilmis, aygigek, ceviz, keten, tatli badem ve zeytinyaginda minimum
inhibisyon konsantrasyonu %1,25 olarak belirlenmistir.

2019 yilinda Grujovic vd. nin yaptig1 calismada 18 farkli bakteri susu iizerinde disk
difizyon yontemi ile H. perforatum maseratlarinin antibakteriyel aktiviteleri test
edilmistir. 12 bakteride 14-24 mm araliginda inhibisyon zonu 6lgiilmiistiir. S. aureus igin

bu c¢alismada inhibisyon zonu 20 mm olmustur (Grujovic vd., 2019). Calismanin
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mikrodilisyon yonteminden elde edilen sonuglarina gore, test edilen maseratin S.
aureus’a kars1 %50 diliisyonda etkili oldugu gortilmiistiir (Grujovic vd., 2019). Lyles vd.
(2017) tarafindan yapilan benzer bir ¢alismada zeytinyag1 kantaron maseratinda MiK
degeri %0,5 olarak bulunmustur (h/h).

Hiperforinin ¢esitli ¢alismalarda kantaron yaginin antibakteriyal etkili bileseni oldugu
sOoylense de genellikle 151k ve 1s1 nedeniyle zaman iginde tiirevlerine doniismektedir.
Bozunma siiresi kisa oldugu i¢i hafif eskimis yag maseratinda bulunmamaktadir. Ancak
benzer calismalarda etkinin sadece hiperisin veya hiperforinden kaynaklanmadigi yag
icerisinde karisim halde bulunan floroglusinol, naftodiantron ve flavonoidlerin sinerjik
olarak etkili oldugu rapor edilmistir (Wolfle vd., 2014).

Yapilan ¢esitli calismalarda bitkinin alkolik ekstrelerinin sulu ekstrelere gére daha
etkin oldugu; Hypericum ekstrelerinin sergiledigi antibakteriyel etkinin biiyiikk 6lglide
hiperforin ve hiperisinlerden kaynaklandigi, gram-pozitif bakterilere karsi gram-
negatiflerden daha giiclii oldugu deneylerle kanitlanmistir (Keles vd., 2001; Tolkunova
vd., 2002; Escop, 2018).

2010 yilinda yapilan bir galismaya gore sk yaglarinin farkli oranlarda (%30, %40,
%50 oranlarinda) katildigi merhemlerde dermal veya vajinal uygulamalar ile 6 farkh
bakteri susuna karsi antibakteriyel etki degerlendirilmistir. Lactobacillus acidophilus
haricinde Streptococcus pyogenes (iki suslar1), Streptococcus viridans, Micrococcus
luteus ve Moraxella catarrhalis’e karsi hazirlanan merhemlerin normal vajinal floray:
bozmadan inhibisyon olusturduklari saptanmistir. Calisma sonucunda merhem
formiilasyonundaki maserat miktarinin  artirilmasiyla antibakteriyel —etkinin  arttig
goriilmiistiir (Peeva- Naumovska vd., 2010).

Calismamiz sar1 kantaron maserasyonunda kullanilabilecek uygun yaglari ve en
uygun siirenin belirlenmesini amaglayip, hedefine biiyiik dlclide ulagmistir. Ancak elde
edilen veriler bu masere yagin standardize edilebilmesi i¢in ¢ok sayida parametre
oldugunu bize gostermistir. Oncelikle Farmakope kalitesinde Hyperici herba
kullanilarak, yag asidi profili ile sabunlasmayan biyoaktif bilesen profili aydinlatilmis
standart susam yaglari ile bu ¢aligmanin tekrarlanmasi ve hiperforin ve tiirevlerinin
miktar tayinlerinin ortaya konmasi ve standardize edilmesi gerekmektedir. Ulkemizde
yogun bi¢gimde ancak hicbir standarda sahip olmayan bitki materyali ve zeytinyaglari ile
kontrolsiiz olarak kullanilan bu kiymetli preparatin etken maddeleri bakimindan standart

hale getirilerek tedaviye sokulmasi i¢in ileri ¢aligmalarimiz devam edecektir.
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