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m/z: Kiitle/ylik orani

m: metre

M: Molar

MAO: Monoamin Oksidaz

MCMV: Mouse cytomegalovirus

mg: Miligram

MIK: Minimum Inhibisyon Konsantrasyonu

mL: Mililitre

mM: Milimolar

mm: milimetre

MO: Milattan Once
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MPAP: Monosiklik Poliprenil Acilfloroglusinol
MRM: Multiple Reaction Monitoring

MRSA: Methicillin Resistant Staphylococcus aureus
MS: Kitle spektrometresi

MS: Milattan Sonra

MTT: 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-difenil tetrazolium bromid
ng: Nanogram

nm: Nanometre

NMDA: N-metil-D-aspartik asit

NO: Nitrik oksit

NOS: Nitrik Oksit Sentaz

PBS: Phosphate Buffered Saline

PDT: Photodynamic Therapy

PMS: Premenstruel sendrom

PPAP: polisiklik poliprenil acilfloroglusinol
ppm: Parts per Million

PTZ: Pentilentetrazol

R": Radikal

R2: Belirleme katsayisi

ROT: Reaktif Oksijen Turleri

RSD: Bagil standart sapma

RSD: Relative Standard Deviation

RT: Alikonma zamani

SANA: N-Succinyl-Ala-Ala-Ala-p-nitroanilide
SOD: Siperoksit dismutaz

SSRI: Selective Serotonin Reuptake Inhibitors



TPA: Tetradekanoilforbol asetat

TRPC6: Transient Receptor Potential Cation Channel 6
U: Unit

U®: Birlestirilmis belirsizlik

UHPLC: Ultra Yiksek Performansli Stvi Kromatografisi
UV: Ultraviolet Visible

vb: ve benzeri

WHO: Diinya Saglik Orgiitii

YBSK: Yiiksek Basingli Stvi Kromatografisi

yy: Yiizyil

a-Toc: Alfa tokoferol

pg: Mikrogram

pL: Mikrolitre

uM: Mikromolar

5-HTP: 5-Hidroksitriptofan
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OZET

ERSOY, E. (2019). Uludag’da Yetisen Ug¢ Hypericum Turiiniin Kimyasal
Bilesikleri ve Biyolojik Aktiviteleri Uzerinde Arastirmalar. istanbul Universitesi Saglik
Bilimleri Enstitiisti, Farmakognozi ABD. Doktora Tezi. Istanbul.

Bu calismada, Uludag’dan toplanan t¢ Hypericum tlri olan Hypericum
calycinum, H. confertum ve H. perforatum tirlerinin ¢igekli toprakiistii kisimlarindan
hazirlanan metanol ekstrelerinin LC-MS/MS cihazi ile kimyasal i¢erigi aydinlatilmistir.
Toplam fenolik bilesik ve flavonoit icerikleri sirasiyla pirokatekol ve kersetine esdeger
olarak belirlenmistir. DPPH serbest radikali giderim, ABTS katyon radikali giderim,
metal baglama ve CUPRAC yontemleri ile antioksidan aktivite tayini;
asetilkolinesteraz, butirilkolinesteraz, Ureaz, tirozinaz, kolajenaz, elastaz, hyaluronidaz
inhibisyon aktivite tayinleri ve antimikrobiyal aktivite tayini yapilmistir.

Dokuz adet metabolit: p-kumarik asit, gallik asit, kinik asit, klorojenik asit,
malik asit, protokatesik asit, rutin, kersitrin ve izokersitrin analiz edilen tim tirlerin
bilesiminde tespit edilmistir. Incelenen tiirler icinde en yiiksek toplam fenolik bilesen
iceren tir H. calycinum; toplam flavonoit miktar1 en yiiksek olan tir ise H. confertum
turidir. Bu c¢alisma sonucu elde edilen sonuglar, Hypericum tlrlerinin
antioksidan/radikal giderici bilesikler acisindan iyi birer kaynak oldugunu dogrular
niteliktedir. Her (¢ tir de iyi antioksidan aktivite gostermistir. H. calycinum, zengin
fenolik bilesik icerigine bagl olarak tiim antioksidan aktivite tayin calismalarinda en
etkili tiir olarak bulunmustur.

Uc turtin enzim inhibisyon aktivitesi; asetilkolinesteraz, butirilkolinesteraz,
tirozinaz, Ureaz, kolajenaz, elastaz ve hyaluronidaz enzimleri tizerinde test edilmistir. H.
calycinum tiirii en yiiksek asetilkolinesteraz inhibisyonunu saglarken; H. perforatum
butirilkolinesteraz enzimine karsi en yiiksek inhibisyonu saglayan tiir olmustur. Her ii¢
tlr de tirozinaz, kolajenaz, elastaz ve hyaluronidaz inhibisyon aktivitesi gostermistir.
Calisilan tiirler arasinda yalmizca H. calycinum diisiik oranda antilireaz aktivite
gostermis, diger tiirler bu etkiyi géstermemistir. Tiim tiirler Staphylococcus epidermidis
susuna kars1 yiiksek antibakteriyel ve Candida albicans susuna karsi diisiik antifungal
aktivite saglamistir.

Anahtar Kelimeler: Hypericum, LC-MS/MS, Fenolik Bilesikler, Biyolojik Aktivite,
Antioksidan Etki

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. Proje No: 58219
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ABSTRACT

ERSQY, E. (2019). Investigations on Chemical Compounds and Biological Activities of
Three Hypericum Species Growing in Uludag. Istanbul University, Institute of Health
Sciences, Department of Pharmacognosy, PhD Thesis, Istanbul.

In this study, chemical compositions of methanolic extracts prepared from
flowered aerial parts of the following species collected from Uludag, Hypericum
calycinum, H. confertum and H. perforatum were investigated by LC-MS/MS. Total
phenolic and total flavonoid contents were determined as pyrocatechol and quercetin
equivalents, respectively. Antioxidant activities of the species were carried out by using
DPPH free radical scavenging, ABTS cation radical scavenging, metal chelate and
CUPRAC activity. Acetylcholinesterase, butyrylcholinesterase, urease, tyrosinase,
collagenase, elastase, hyaluronidase inhibition and antimicrobial activity were also
investigated.

Nine metabolites, p-coumaric acid, gallic acid, quinic acid, chlorogenic acid,
malic acid, protocatechuic acid, rutin, quercitrin and isoquercitrin were identified in all
analysed species. Among the species that were investigated, it was determined that H.
calycinum has the highest total phenolic content whereas H. confertum has the highest
flavonoid content. The biochemical results in this study confirm that these Hypericum
species are a good source of antioxidant/radical scavenging compounds and all three
species showed good antioxidant activity. H. calycinum appeared the most active in all
antioxidant activity assays which is mainly due to its rich phenolic content.

Enzyme inhibition activity of the three species were tested against
acetylcholinesterase, butyrylcholinesterase, tyrosinase, urease, collagenase, elastase and
hyaluronidase enzymes. H. calycinum exerted the highest acetylcholinesterase
inhibition, while H. perforatum had the best inhibition towards butyrylcholinesterase.
All three species showed tyrosinase, collagenase, elastase and hyaluronidase inhibition
activity. Among the species studied, only H. calycinum showed low antiurease activity,
whereas the other species did not. High antimicrobial activity against Staphylococcus
epidermidis and lesser antifungal activity against Candida albicans were observed in all
species.

Keywords: Hypericum, LC-MS/MS, Phenolic Compounds, Biological
Activity, Antioxidant Effect

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul
University. Project No: 58219






1. GIRIS VE AMAC

Insanhgin var olusundan bu yana hastaliklarin tedavisinde bitkilerin
kullanildig1 bilinmektedir. Yeni kesifler, onbinlerce yil 6ncesinden giinimiize kadar
gelen Neandertal kalintilarinda bugiin de tedavide kullanmakta oldugumuz bitki
turlerinden izler bulundugunu gostermektedir. Ornegin, 1991 yilinda Alp Daglari’nda
donmus halde bulunan ve MO 5200 yillarinda yasadig1 tespit edilen “Buz Adam
Otzinin kalinbarsagida Trichuris trichuria parazitinin yumurtast bulunmus, yine
kalinbarsakta bu parazite karsi etkili bir kara yosunu olan Neckera complanata
kalintisina rastlanmis ve kendisini bu sekilde tedavi etmeye c¢alistigi sonucuna
vartlmistir (Oeggl ve ark. 2007). Gunumuizde de bitkilerle tedavi, her gecen giin daha

fazla ilgi uyandiran ve iizerinde yapilan bilimsel ¢alismalarin giderek arttig1 bir alandir.

Bitkilerle tedavi denilince tim dinyada akla gelen ilk bitkilerden olan
Hypericum L. tdrleri; Hypericaceae familyasina ait, ¢ok yillik otsu veya calimsi
bitkilerdir. Diinyada su an bilinen 500’den fazla Hypericum tiirii vardir (Crockett ve ark.
2011). Tum dinyada en cok bilinen tir ise Hypericum perforatum tlriddr. H.
perforatum, Tiirkge’de sar1 kantaron, binbirdelik otu, kili¢ otu, mayasil otu, kan otu,
koyunkiran gibi isimlerle bilinir (Baytop, 1999). Ingilizce’de “Saint John’s wort”,
Almanca’da “Johanniskraut”, Fransizca “Herbe a mille trous”, italyanca “Erba di San
Giovanni” diger dillerde en ¢ok kullanilan isimlerine 6rnektir. 24 Haziran Baptist St.
John giinii bitkinin ¢igeklenme donemine denk geldigi i¢in ilk Hristiyanlar tarafindan bu

ismin verildigi diisliniilmektedir.

H. perforatum, Hippocrates, Theophrastus, Dioscorides, Galenos ve Paracelsus
gibi devirlerinin en 6nemli bilim insanlarinin eserlerinde yer alan son derece énemli bir
bitkidir. MS 1. yy’da yasamis hekim Pedanius Dioscorides; antik ¢agin en onemli
farmasoétik kitaplar arasinda kabul edilen De Materia Medica’sinda H. perforatum
bitkisini soyle tarif eder: Uzun boylu, ¢ali goriintimiinde bir bitkidir. Cigekler parmaklar
arasinda ovuldugunda, insan kanma benzer kirmizi renkli bir sivinin agiga ¢iktigi
gorulir. Bundan dolay1r bitki Androhaimon (insan kani, [kan otu]) seklinde
isimlendirilmistir. Dioscorides ayni eserinde H. perforatum turiniin yara iyi edici,

ditretik, analjezik ve antimalaryal etkilerinden bahseder (Istikoglou ve ark. 2010).



Insanlik tarihi boyunca her zaman en ¢ok bilinen ve tedavide en yaygin olarak
kullanilan bitkilerden olan H. perforatum; ortagag boyunca kiiltiirel anlamda da
geleneklerin ve ritliellerin bir pargasi haline gelmistir. 24 Haziran Saint John GUn(
arefesinde, insanlarin evlerin ve Kkiliselerin kapilarina bu bitkinin yaprak ve
cigeklerinden yapilan siisler asarak kotii ruhlardan korunmaya c¢alistii bilinir. Ayrica
gece yatarken yastiklarinin altina H. perforatum bitkisinin gigekli dallarini yerlestirerek
rilyalarinda Baptist John tarafindan bizzat kutsanmayi, bu sekilde tiim yil 6liimden ve

diger kotiliikklerden korunmayr ummuslardir (Istikoglou ve ark. 2010).

H. perforatum bitkisinin ilk ¢aglardan beri en ¢ok bilinen etkisi yara iyi edici
etkidir. Bitki, halk arasinda yiizyillardir gerek hayvanlarin, gerekse insanlarin yara ve
yanik tedavisinde kullanilmaktadir. 16. yy’in en 6nemli bilim insanlarindan ve modern
tibbin kurucularindan kabul edilen Isvigreli hekim ve kimyager Paracelsus (1493-1541),
H. perforatum bitkisinin kaynatilarak sterilize edildigi takdirde dahilen psikiyatrik
rahatsizliklarda kullanilabilecegini kayit altina alan ilk kisidir. Paracelsus; 6fke sorunu
ve anksiyete problemi olan kisilere H. perforatum kullanmayi tavsiye etmistir (Galeotti,
2017).

H. perforatum, 1618’de tedavi edici bir bitki olarak Londra Farmakopesi’'nde
yer almigtir. Donemin tnli botanikgisi Nicholas Culpeper (1616-1654)’in de ¢abalariyla
o yillarda Ingiltere’de oldukga popiiler hale gelmistir. Daha sonra Ingiltere, Fransa ve
Almanya gibi iilkelerden Amerika’ya go¢ eden kisiler bitkinin bu kitada da bilinmesini
saglamiglar, bu donemlerde antidepresan etkinligi tiim diinyada bilinir hale gelmis ve

bitki yaygin olarak kullanilmaya baslamistir (Saddique ve ark. 2010).

Hypericum L. cinsi bitkiler genellikle ¢ok yilliktir. En yaygin tiir olan H.
perforatum genel anlamda tetraploid (n = 2x = 16) bir bitki olmakla beraber diploid ve
hekzaploid formlar1 da mevcuttur (Robson ve Adams, 1968). Bitkinin ¢ok eski
zamanlarda H. maculatum Crantz ve H. attenuatum L. arasindaki spontan
melezlenmenin sonucu ortaya ¢iktig1 diistiniilmektedir (Robson, 1981). Cicekler parlak
sar1 olup ana ve yan dallarin u¢ kisimlarinda meydana gelir. Tiirkiye sartlarinda mart
aymda havalarin 1sinmaya baglamasiyla toprak iizerindeki bitkiler yesermeye baslar.
mayista baslayan ¢i¢eklenme haziranin ikinci yarisinda en st seviyeye ulasir ve

agustosa kadar devam eder.



Yapilan birgok ¢alisma ile H. perforatum tiriinin kimyasal igerigi
aydinlatilmigtir. Buna gbre naftodiantron yapisindaki bilesikler (hiperisin,
pseddohiperisin  vb), floroglusinoller (hiperforin, adhiperforin vb), flavonoitler
(hiperozit, rutin, kersetin vb), biflavonlar (biapigenin, amentoflavon), fenolik asitler
(ferulik asit, kafeik asit vb), proantosiyanidinler, ugucu yaglar ve diger bazi kimyasal
bilesikler bulunmaktadir. Bu maddeler bitkinin sahip oldugu ¢esitli etkilerden

sorumludur (Hostettmann ve Wolfender, 2005).

Diinya Saglik Orgiiti (WHO) 2002 yilinda Hypericum L. cinsi bitkileri tibbi
bitki olarak ilan etmis ve Hyperici herba olarak monograflarinda genis bir yer vermistir.
Bu monograflarda yer alan etkiler arasinda antidepresan etki, antibakteriyel etki,

antiviral etki, protein kinaz — C inhibitor etki ve yara iyi edici etkisi vardir.

Hypericum L. turleri Glkemiz igin de ayr1 bir 6neme sahiptir. Turkiye, kuzeyinde
Avrupa - Sibirya Flora Bolgesi, batis1 ve giineyinde Akdeniz Flora Bolgesi, i¢ ve dogu
kisimlarda ise iran — Turan Floristik Bélgesi ile ti¢ farkli tipte floraya sahip olmas1 ¢ok
zengin bir bitki gesitliligini beraberinde getirmektedir. Diinya iizerinde 500’den fazla
tird tespit edilen Hypericum L. cinsinin Tirkiye’de 100’e yakin tiirii dogal olarak
bulunmaktadir. Hypericum cinsi Tiirkiye’de 19 seksiyonda yaklagik 100 takson ile
temsil edilmektedir ve bunlar arasindaki 45 takson endemiktir (Ozkan ve ark. 2013).
Ulkemizde en ¢ok ¢igekli toprakiistii kisimlarinin zeytinyag: icinde giines 1s1ginda
birakilarak olusan yagi antiseptik ve yara iyi edici olarak kullanilmaktadir. Ayrica
%1’lik inflizyonunun da dahilen antispazmodik, kabiz, yatigtirict ve kurt diisiiriicii

etkisi nedeniyle halk arasinda kullanimi vardir (Baytop, 1999).

2013 yilinda diinya genelinde 1 milyar dolari asan bir pazar haline gelen
Hypericum tlrleri tizerinde yapilan bir¢ok galisma mevcuttur ve her gecen giin yenileri
yapilarak bilesimi ve farmakolojik etkileri aydinlatilmaya devam etmektedir. Bu
calisma Uludag’da yetisen Hypericum perforatum L., Hypericum calycinum L. ve
Hypericum confertum Choisy tirleri Gzerinde, kimyasal bilesiklerini ve biyolojik

aktivitelerini aydinlatmak amaciyla gergeklestirilmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Botanik Ozellikler
2.1.1. Hypericaceae Familyasi

Linnaeus zamanindan bu yana, bazi bilim insanlar1 Hypericum L. cinsine ait
bitkilerin Hypericaceae adli ayr1 bir familyaya ait oldugunu savunurken, genel goriis
Clusiaceae (Guittiferae) familyasina ait alt bir cins olarak degerlendirilmesi gerektigi
seklinde olmustur. Son yapilan molekiiler diizeydeki filogenetik analizler ise
Hypericaceae familyasinin Clusiaceae (Guttiferae) familyasmin diger iiyelerinden ayri
smiflandirilmasit gereken bir familya oldugunu ve Hypericum L. cinsinin de bu
familyaya ait oldugunu savunan hipotezi destekler niteliktedir (Crockett ve Robson,
2011).

Hypericaceae familyasi toplam dokuz cinsten olusur (Robson 1970; 1981):
- Vismia Vand (52 tiir)

- Harungana Lamarck (50 tur)

- Hypericum L. (Yaklasik 500 tiir)

- Lianthus N. Robson (1 tiir)

- Triadenum Rafinesque (6 tir)

- Thornea Breedlove & McClintock (2 tir)

- Santomasia N. Robson (1 tur)

- Cratoxylum Blume (6 tir)

- Eliea Cambess (1 tiir)



Hypericaceae familyasina ait bitkiler; genellikle otsu, bazen c¢alimsi,
bilesiminde hiperisin etken maddesi iceren siyah veya kirmizi renkli glandlar veya
ucucu yag iceren seffaf glandlar tasiyan bitkilerdir. Yapraklar tam, karsilikli, nadiren
halka seklinde dizilmis. Sepaller genelde 5 adet olup tomurcukta imbrikat diziliglidir.
Petalleri 5 adet, serbest ve tomurcukta burulmus sekildedir. Stamenler demetler halinde
veya dagmik olabilir. Ovaryum eksensel veya yanal plasentalidir, iist durumludur.

Tohumlar endospermasizdir (Robson, 1968).
2.1.2. Hypericum L. Cinsi

Hypericum L. cinsinin yeryiiziinde 500’den fazla tiirii saptanmstir. Ingiliz
botanik¢i Norman Keith Bonner Robson (d. 1928); 1977 ile 2012 yillar1 arasinda
Hypericum L. cinsini smiflandirdigt  monograflar yayimlamigtir. Robson bu
smiflandirmalarda morfolojik, cografik ve filogenetik 6zelliklerden yararlanmistir. Bu
caligmalar giinimiize dek siirdiiriilmiis ve sonug¢ olarak giiniimiizde Hypericum L.
cinsine ait 30 seksiyon ve 6 alt seksiyon altinda toplanmisir. Bu seksiyon ve

subseksiyonlar su sekilde siralanabilir:

1. Campylosporus Spach R. Keller — 10 tiir (Robson, 1985: 178)
2. Psorophytum Spach Nyman - 1 tiir (Robson, 1985: 202)
3. Ascyreia Choisy — 43 tir (Robson, 1985: 206; 2001: 49)
4. Takasagoya Y. Kimura N. Robson -5 tiir (Robson, 1985: 288)
5. Androsaemum Duhamel Gordon — 4 tir (Robson, 1985: 297)
6. Inodora Stef. - 1 tlr (Robson, 1985: 314)

6a. Umbraculoides N. Robson- 1 tiir (Robson, 1985: 317)
7. Roscyna Spach R. Keller — 2 tir (Robson, 2001: 52)
8. Bupleuroides Stef. — 1 tlir (Robson, 2001: 49)
9. Hypericum L. — 42 tiir (Robson, 2002: 66)

1. Hypericum — 19 tiir (Robson, 2002: 66)

1. Hypericum — 12 tiir (Robson, 2002: 66)

2. Senanensia N. Robson — 7 tiir (Robson, 2006: 28)



9a.
9b.
9c.
9d.
e.
10.
11.
12.
13.
14.
15.
16.

17.

. Erecta N. Robson — 23 tir (Robson, 2006: 42)

Concinna N. Robson - 1 tir (Robson, 2001: 61)
Graveolentia N. Robson — 9 tlr (Robson, 2006: 79)
Sampsonia N. Robson -2 tiir (Robson, 2001: 63)
Elodeoida N. Robson — 5 tiir (Robson, 2001: 66)
Monanthema N. Robson —7 tiir (Robson, 2001: 75
Olympia Spach Nyman — 4 tir (Robson, 2010a).
Campylopus Boiss. - 1 tur (Robson, 2010a).
Origanifolia Stef.- 13 tur (Robson, 2010a).
Drosocarpium Spach — 11 tir (Robson, 2010a).
Oligostema Boiss. Stef. - 6 tir (Robson, 2010a).
Thasia Boiss. — 1 tiir (Robson, 2010).
Crossophyllum Spach -3 tur (Robson, 2010a).

Hirtella Stef. — 30 tur (Robson, 2010a).

1. Stenadenum N. Robson — 12 tiir (Robson, 2010b).

2. Platyadenum N. Robson -18 tiir (Robson, 2010b).

18.

19.

20.

1. Lydia Sennikov — 5 tiir (Robson, 2010Db).

2. Scabra N. Robson — 3 tiir (Robson, 2010b)

3. Abbreviata Semikov - 10 tiir (Robson, 2010b)
Taeniocarpium Jaub. & Spach — 28 tiir (Robson, 2010b)
Coridium Spach - 6 tir (Robson, 2010b)

Myriandra Spach— 29 tiir (Robson, 1996: 92)

1. Centrosperma R. Keller — 14 tiir (Robson, 1996: 94)

2. Pseudobrathydium R. Keller — 1 tir (Robson, 1996: 112)

3. Suturosperma R. Keller - 7 tir (Robson, 1996: 113)

4. Brathydium Spach R. Keller — 2 tiir (Robson, 1996: 122)



5. Ascyrum (L.) N. Robson -5 tir (Robson, 1996: 124)
21. Webbia Spach R. Keller — 1 tiir (Robson, 1996: 133)
22. Arthrophyllum Jaub. & Spach — 5 tur (Robson, 1996: 137)
23. Triadenioides Jaub. & Spach -5 tir (Robson, 1996: 141)
24. Heterophylla N. Robson -1 tlir (Robson, 1996: 146)
25. Adenotrias Jaub. & Spach R. Keller — 3 tlr (Robson, 1996: 147)
26. Humifusoideum R. Keller - 12 tir (Robson, 1996: 153)
27. Adenosepalum Spach - 25 tir (Robson, 1996: 170)

1. Aethiopica N. Robson - 7 tur (Robson, 1996: 172)

2. Pubescentes N. Robson - 6 tir (Robson, 1996: 181)

3. Caprifolia N. Robson — 3 tlr (Robson, 1996: 189)

4. Adenosepalum- 9 tiir (Robson, 1996: 193)

28. Elodes Adans. W. Koch — 1 tir (Robson, 1996: 208)

Heterophylla

Psorophytum

Bupleuroides

Takasagoya Umbraculoides

Trigynobrathys

Sekil 1-1: Hypericum L. Seksiyonlar1 Arasi iliskiyi Gosteren Filogenetik Aga¢ Semast

(Crockett ve Robson, 2011)



Hypericum L. cinsi; genel olarak tek yillik veya ¢ok yillik, ¢alimsi ve otsu
goriinimlii bitkilerden olusur. Bununla beraber, Afrika’da goriilen H. bequaertii gibi
odunsu govdeye sahip tiirler de vardir. Cok yillik bitkiler genelde daha nemli iklime
sahip bolgelerde gorulur (Crockett ve Robson, 2011).

Genelde tuysuz bitkilerdir. 11-12, 17-18 ve 27. seksiyonda yer alan turler ise
kisa sert tiiylii veya az ¢ok yumusak tiiylii olabilmektedir. 27. seksiyondaki bazi tiirler

ve 28. seksiyonda yer alan H. elodes ise uzun tlylere sahiptir (Robson, 1981).

Hypericum tlrlerinde koyu renkli veya seffaf glandlar olmak tizere iki tip gland
bulunur. ilk tip glandlar kirmiz1 veya siyah renkli olabilirler ve bu renkler igerdikleri
naftodiantron ~ grubu  bilesikler ~olan  hiperisin  veya  psodohiperisinden
kaynaklanmaktadir. Bitkinin bu glandlar igeren dokular1 parmaklar arasinda ezilirse
kirmizi renkli bir madde agiga cikar. Paracelsus 16. yy’in baslarinda bu maddeyi
“Johannes-blut” (Baptist John’un kani) olarak tanimlamis ve H. perforatum turinin
bugiin biitiin diinyada en yaygin olarak bilinen ismi olan St. John’s Wort bu sekilde
ortaya ¢ikmustir (Robson 1977; Robson, 1968). ikinci tip seffaf glandlar ise renksiz
veya amber rengine yakin olabilmektedir. Bunlar ucucu yaglar ve hiperforin gibi

fluoroglusinol tiirevi bilesikler icerirler (Ciccarelli ve ark. 2001a, 2001b).

Yapraklar neredeyse her zaman karsilikli capraz sekilde dizilmistir. Yaprak
sekilleri ovoid ve elongat olabildigi gibi diiz yaprakli tiirler de vardir. Daha 6nce

bahsedildigi gibi yapraklarda seffaf veya koyu renkli glandlar bulunur.

Genellikle 4 veya 5 sepallidirler. 20. seksiyondaki bazi tiirler 3 sepalli
olabilmektedir. Sepallerin biiytikliikleri esit olabilir veya bazi tiirlerde olmayabilir.

Petaller 5 adet olup genellikle sar1 renklidir. Ancak az sayida da olsa beyaz veya
pembemsi renkli H. albiflorum veya turuncu - kirmizi renkli H. capitatum var.
capitatum gibi tiirler de vardir. Sepaller gibi petallerin uzunlugu da esit olabilir veya
baz1 tirlerde esit olmayabilir. Neredeyse tim tirlerde petallerde glandlar
goriilebilmektedir. Daha Once bahsedildigi tizere koyu renkli glandlarin hiperisin
icerdigi diislinlilmektedir, ancak bisantranon bilesikleri gibi bazi1 diger maddeler de
kirmizi pigmentli oldugundan bazen istisnai durumlar ortaya g¢ikabilir. Ornegin H.
bupleuroides ve H. xylosteifolium koyu kirmizi glandlara sahip olmalarina ragmen;
bugiine kadar yapilan ¢alismalar sonucunda hiperisin veya psddohiperisin tasidiklarina

dair herhangi bir bulgu saptanmamustir.



Stamenlerin sayis1 5’ten 200’e kadar degisebilmektedir. Bunlar demetler halinde
bulunur. 4’lii veya 5’li stamen demetleri goriilebilir. 20., 29. ve 30. seksiyonda yer alan
bazi tiirlerde stamenler halka seklinde dizilmistir. Stamenler genelde kalicidir ve

uzerlerinde glandlar bulunur.

Ovaryum 3-5 gozlu veya her plasentanin 2 veya daha ¢ok oviil tasidig tek gozli
sekilde olabilmektedir. Meyveler, Hypericaceae familyasina ait bazi diger tiirlerin
aksine septisit kapsuladir. Olgun bitkide kapsula nadiren etlidir ve dis ylizeyinde
glandlar bulunmaktadir. Bunlar genellikle seffaf glandlar olup 13. seksiyonda yer alan

baz1 tiirlerde kirmizimsi siyah glandlara da rastlanabilir.

Tohumlar, 0,3-1,5 mm uzunlugunda, olduk¢a kiigliktiir. Sari-kahverengi
renkliden koyu mor-kahverengiye kadar farkli renklerde olabilir. Silindirik - ellipsoid

sekillidirler.

Hypericum L. tdrlerinin kromozom sayilar1 (n) 7-16 arasi olabilmektedir. H.
setosum ve H. cumulicola ise n=6, dihaploid olarak istisna kabul edilebilirler. Calimsi
goriinimlii olanlar iginde en yaygimlart genellikle n=9 veya n=10 olan tiirlerdir. En

yaygin tiir olan H. perforatum tiri n = 16 kromozomludur (Crockett ve Robson, 2011).

Hypericum turleri diinya genelinde yayilis gostermekle birlikte 6zellikle Kuzey
Yarikiire’nin 1liman bolgelerinde bulunurlar. Iliman bolgelerin nispeten daha soguk
yerlerinde yiikseltisi daha az olan bolgelerde goriiliirken, sicak ve tropik iklim

kusaginda deniz seviyesinden olduk¢a yiiksek alanlarda bu bitkilere rastlanmaktadir
(Nurk, 2011).
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Sekil 1-2: Hypericum L. Turlerinin Diinya Uzerindeki Yayilist (NUrk, 2011)
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2.1.2.1. Hypericum perforatum L.
Alem: Plantae

Sube: Spermaophyta

Alt sube: Angiospermae

Sinif: Magnoliopsida (Dicotyledonae)
Alt smif: Dillendiae

Takim: Malpighiales

Familya: Hypericaceae

Cins: Hypericum L.

Tur: Hypericum perforatum L.

9. seksiyon olan Hypericum L. seksiyonuna ait bir turdr.

Govdesi 10-110 cm yiiksekliginde, dik, 2 cizgilidir. Dallar yikselici olabilir
veya olmayabilir. Yapraklar 5-35 mm uzunlugunda, dar-ovat veya lanseolattan elipik-
oblonga ve bazen seritsi, nadiren oblanseolata kadar degisik sekillerde olabilir. Sapsiz
veya hemen hemen tepede sapli ve yiizeyi daima biiyiilk saydam noktalidir. Sepaller
lanseolat-oblong veya eliptik, akut-akuminat, tam, siyah noktasiz veya birkag yiizeysel
siyah noktali. Petaller (5)-8-15 mm, kenarlarda birka¢ siyah noktali ve bazen yiizeysel
siyah cizgili. Kapsula (4)-5-9 mm, ovoid-piramidal, sirtta salgi kanallari ve yanlarda
glandlar bulunur (Robson, 1968).

Deniz seviyesinden 2500 m’ye kadar mezofitik bolgelerdeki kuru habitatlarda ve
su yakinlarindaki bagka bolgelerde bulunur (Davis, 1982). Ci¢eklenme zamani nisan-

mayista baglar ve agustos-eylile kadar devam eder.

Tiirkiye’de genis yayilim gdstermektedir.
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2.1.2.2. Hypericum calycinum L.
Alem: Plantae

Sube: Spermaophyta

Alt sube: Angiospermae

Sinif: Magnoliopsida (Dicotyledonae)
Alt smif: Dillendiae

Takim: Malpighiales

Familya: Hypericaceae

Cins: Hypericum L.

Tur: Hypericum calycinum L.

3. seksiyon olan Ascyreia Choisy seksiyonuna ait bir tirdar.

Govdesi 20 - 60 cm uzunlugunda, siiriiniicii, ¢ok dalli olmayan, yer yer siyah
glandlar bulunduran ve tiliysiiz yapidadir. Yapraklar1 4,5-7 X 6,3-9,5 cm boyutunda,
sekilleri oblong-eliptik bazen de ovattir. Yapraklarda bol miktarda salgi cepleri bulunur.
Herdem yesil bir bitkidir. Sepalleri degisken boyutlu olabilir, 1-2 cm boyutundadir.
Devamlilik gosterirler, esit degildirler, eliptik veya suborbikuler olabilirler. Glandlar
kiigiik boyutludur ve ylizeyde az sayida bulunurlar. Damarlanmalar vardir. Petaller 2,5-
4,5 cm boyutunda belirgin, devamlilik gosteren asimetrik petallerdir. Stamenlerin
kirmizimsi rengi géze carpar. Siyah glandsiz, stilus 3 pargali, kapsiiller 20 mm, ovoid

sekillidir (Robson, 1968).

Ciceklenme zamam genelde mayis- agustos arasidir. Iklim kosullarina gore 10.

aya kadar uzayan ciceklenme dénemi goralebilir.
n = 10 kromozomlu bir bitkidir.

Agaglik ve calilik alanlarda geligir. 30-1200 m’de gortilebilir. Golge bitkisidir.

Asya’nin giineyinde ve dogusunda rastlanir. Tiirkiye nin kuzeyinde yayilig gosterir.
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2.1.2.3. Hypericum confertum Choisy
Alem: Plantae

Sube: Spermatophyta

Alt sube: Angiospermae

Sinif: Magnoliopsida (Dicotyledonae)
Alt smif: Dillendiae

Takim: Malpighiales

Familya: Hypericaceae

Cins: Hypericum L.

Tur: Hypericum confertum Choisy

18. seksiyon olan Taeniocarpium Jaub. & Spach. seksiyonuna ait bir tirdur.

Cok yillik bitki. 10- 35 cm uzunlugunda, genel olarak kismen yumusak tiylu;
nadiren tamamen tiysuzdir. Govde 2 ¢izgili, kirmizi, eglandular (gland bulundurmaz),
noduslar aras1 5-30 mm, yapraklar1 gecerler. Yapraklar sapsiz, donuk mavimsi olmayan
yesil renkte, genellikle kisa tuyld, nadiren tlystz. Lamina 7-15(-20) x 1-5 mm,
lanseolattan oblong-lineere dogru. Sepaller esit, serbest, imbrikat degil, , 4-7 x 1-3 mm,
lanseolattan oblong veya ovata, sivri veya yuvarlak olabilir. Petaller soluk sari, hafif
kirmizimsi veya kirmizi damarli olabilir. Boyutlar1 , 7-16 x 4—6 mm, sepallerin yaklagik
2 kat1 kadar, obovattan elliptik-ovata dogru. Kenarlarinda siyah glandlar vardir.
Stamenler yaklasik 40 adet, en uzunu 7-9 mm, filamentler sar1 renklidir, kirmizimsi
filament bulunmaz. Ovaryum yaklasik 3 x 2 mm, ovoid. Stiluslar 5-6 mm, ovaryumun
yaklasik iki kat1 kadardir. Kapsula 6-9 x 4-6 mm, ovoid. Tohumlar yaklasik 2 mm
boyutunda, kirmizimsi kahverengi, testa papillozdur (Robson, 1968). n = 9 kromozomlu
bitkidir.

590-1930 m yiikseklikte yetisir. Tiirkiye’ nin batisi, Liibnan ve Kibris’ta yayilis

gosterir.
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2.2. Etimoloji

Baz1 sozliik bilimciler “Hypericum” kelimesinin hypo- (altinda) veya hyper-
(tstlinde) ve ereikon (funda/fundalik) kelimelerinin birlesimiyle tiiretilen ve “fundalikta
yetisen bitki” anlamina gelen bir kelime oldugunu diisiinmektedir (Robson, 2003).
Yaygin kabul edilen hipotez ise kelimenin anlamimin kullanilisindan geldigini
savunmaktadir. Yunanca bir kelime olan vrmepeikov (upereikon), antik Yunanlilar
tarafindan kotii ruhlar1 uzaklastirmak icin yiiksek yerlere asilan dini figiirlere verilen
isimdir (vrep=yukar1, eikwv=ikon). Nikander (Alexipharmaka V, 603) MO 2. yy’da bu
isimden bahseden ilk kisidir. Bundan yaklagik 250 yil sonra Dioscorides Materia
Medica adli eserinde “Hypericum” kelimesini kullanir. Eserde 6rnek olarak H.
empetrifolium tiiriine ait bir illiistrasyon da yer alir. Ege Bolgesi’nden uzakta H.
empetrifolium tiiriiniin yetismedigi alanlarda ise H. perforatum tiirliniin yine kotii ruhlar
kovmak igin kutsal bir anlam yikleyerek dekorasyonda kullanildigi bilinmektedir
(Robson, 2003). Antik Yunan doneminde yasayan insanlarin kotii ruhlari kovmak
amaciyla Hypericum tdrlerini tercih etmesinin nedeninin; o dénemde depresyon veya
benzer ruhsal hastaliklarin kotli yaratiklarin hasta kisinin ruhunu ele gegirmesiyle
olustugu disiiniilmesi ve bu hastaliklara sahip kisilere Hypericum turlerinden
verildiginde rahatsizliklarinda iyilesme oldugu goriilmesi Uzerine kotii ruhlart kovdugu

inanisiin yayginlagsmasi oldugu diistiniilmektedir (Guiley, 1991; Jurk, 2005).

H. perforatum tiiriiniin Ingilizce ismi olan Saint John’s Wort, bitkinin tim
dinyada en cok bilinen ve yaygin olarak kullanilan ismidir. Bitkinin ciceklenme
déneminin Baptist John Gunu olarak bilinen 24 Haziran’a denk gelmesi nedeniyle onun
ismiyle anildig1 diisiiniilmektedir. Bitkinin Fransizca’daki ismi olan “Herbe de la Saint-
Jean”, Almanca’daki ismi olan “Johanniskraut”, italyanca’daki ismi olan “Erba di San
Giovanni”, Ispanyolca ismi olan “Hierba de San Juan” buradan gelmektedir (Robson,

2003).

H. perforatum tiirii Tiirkge’de sar1 kantaron, kili¢ otu, kan otu, mayasil otu,
binbirdelik otu, kuzukiran, koyunkiran gibi isimlerle bilinir. Bunlardan en yaygin olarak
bilineni “sar1 kantaron”dur. Kantaron kelimesi dilimize Yunanca “kevtadpelov”
(kentatirion) kelimesinden gelir. Bu kelimenin kokeni ise “kevtavpog” (Kentalros)
kelimesidir ve Yunan mitolojisinde kismen insan, kismen at goriiniimlii efsanevi

varliklara verilen isimdir. Bu efsanevi varliklardan biri olan Khiron, tip bilgisiyle tinlii
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oldugu i¢in isim ona atfedilmistir. Bitkinin sahip oldugu sar1 petalleri de “sar1 kantaron”

olarak bilinmesini saglamigtir.

2.3. Hypericum Turlerinin Ekonomik A¢idan Onemi

H. perforatum iceren mustahzarlar bir¢ok iilkede gida takviyesi olarak kabul
edilmektedir ve bu ulkelerde ilag ruhsatlar1 yoktur. Avrupa’da ise hem gida takviyesi
hem de ruhsath ila¢ olarak bulunan Uriinler mevcuttur (Linde, 2009b). 2004 yilinda
Avrupa’da satilan bitkisel triinlerin yaklasik %13’ H. perforatum ekstresi iceren
urinlerdir ve yalnizca Almanya’da bir yilda 70 milyon Euro’dan fazla ciro saglamistir
(Bécker ve ark. 2005; Crockett ve Robson, 2011). Hypericum iiretiminde basi geken
iilke Almanya’dir. 2003 yilinda Almanya’da 600 hektardan daha biiyiik bir arazide
Hypericum tiirlerinin tariminin yapilmakta oldugu belirtilmistir. Polonya ve Ispanya’nin
Mallorca sehri de H. perforatum dretiminde ilk siralarda yer almaktadir (Gérber ve
Schenk, 2004).

H. perforatum 2008 yilinda Amerika Birlesik Devletleri’nde toplam 8,2 milyon
dolarlik satis rakamiyla en ¢ok satilan bitkisel {iriinler arasinda yer almaktadir

(American Botanical Council, 2009).

Hypericum cinsi pek ¢ok bitkinin sis bitkisi olarak kullanilmak tizere de kilturi
yapilmaktadir. Bunlara 6rnek olarak ABD, Avustralya ve Yeni Zelanda’da kiltiiri
¢okga yapilan Hypericum moserianum (H. calycinum x H. patulum), H. hookerianum
‘Charles Rogers’, Hypericum x ‘Hidcote’ (Hypericum x cyathiflorum ‘Gold Cup’ x
H. calycinum). H. perforatum, H.canariense ve H.androsaemum sayilabilir (Lane,
1979; Zouhar, 2004; Dlugosch ve Parker, 2007; Groenteman ve ark. 2011).
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Tablo 2-1: IMS Health (Information Medical Statistics) verilerine gore {i¢ ayri
zaman periyodunda Avrupa’da tiim satis kanallarinda satilan Hypericum igeren preparat
sayisi (bin adet) (Linde, 2009b).

Ulkeler 4/2005-3/2006 4/2006-3/2007 4/2007-3/2008
Almanya 5,040 4,520 3,786
Rusya Federasyonu 2,092 2,299 2,198
Polonya 1,576 1,524 1,577
Fransa 423 473 528
Ukrayna 485 515 434
Isvicre 285 263 257
Diger Avrupa Ulkeleri 904 842 804

Toplam 10,805 10,437 9,583
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2.4. Arazi Cahsmalarimin Yapildigi Uludag Bélgesi’nin Ozellikleri

Uludag, 2543 metrelik yiikseltisiyle Marmara Bolgesi’nin en yiliksek dagidir.
Daha eski donemlerde Olympus Misius, Bithyninn Olympus ve Kesis Dag1 isimleriyle
anilan daga 1925 yilinda buglnki ismi olan “Uludag” adi verilmistir. Uludag,
Istanbul’un 250 km giineybatisinda yer alan ve Marmara Bélgesi’nin en onemli
illerinden biri olan Bursa sinirlar1 i¢inde yer alir. Cografik olarak 39° 45' - 40° 10" kuzey
enlemi ve 28° 58' - 29° 38' dogu boylamlar1 arasinda bulunmaktadir. Bursa sechri,

Uludag’in kuzeybat1 ayaginda kurulmustur.

Uludag’in kuzeyinde Sarialan Yaylasi, Kirazli Yayla, Kadiyayla gibi yuksek

platolar bulunmaktadir.

Bolgenin iklimi genel olarak i1limandir. Uludag’da bulunan 3 meteroloji
istasyonu, Yesilkonak (1025 m), Sarialan (1620 m) ve Zirve (1920 m) istasyonlaridir.
Bu istasyonlardan saglanan verilere gore, yillik ortalama sicaklik 10°C olup 2000-2500
m gibi yikseltilerde 3-4 °C’ye kadar diiser. yillik ortalama yagis Yesilkonak
Bolgesi’nde 1180 mm, Sarialan’da 1330 mm ve Zirve’de 1550 mm’dir. En fazla yagis

aralik ayinda, en az yagis ise agustos ayida goriiliir.

Cografik izolasyon, iklim kosullar1 ve bolgenin Akdeniz ile Avrupa — Sibirya
floristik bolgelerinin bulusma noktasi olusu gibi etmenler sayesinde Uludag Bolgesi’nin
kendine 6zgii ve olduk¢a zengin bir floras: vardir. Tek bir yiikselti seklinde olmayip bir
dag silsilesi seklinde devam eden genis bir alana sahip olmasi, Galilik alanlar, saf ya da
karigik halde ormanlik alanlar, sulak ve nemli ¢ayirliklar, turbalik alanlar, sarp ve agik
kayalik alanlar gibi ¢ok cesitli habitatlara sahip olmasi, ¢ok fakli tipte jeolojik yapiya
(toprak ve ana kaya yapisi) ve buzul topraklari, buzul gélleri, buzul devrinden kalma
kaya Kitleleri gibi dunya Gzerinde nadir gorulen jeolojik olusumlara sahip olmasi, ¢ok
sayida endemik, lokal endemik, nadir ve tehlike altinda bitki taksonunun yetistigi bir
alan olmasi gibi nedenlerle zengin Uludag florasi iilkemiz agisindan ¢ok biiyiik 6nem
tagimaktadir (Dagkin, 2008).

Bolgede 350 — 700 m aras1 makiler gorulir. Bu bolgenin florasini domine eden
bitki Castanea sativa Miller. Pseudomaquis bitkisidir. Bunun diginda siklikla rastlanan
bitkiler: Pillyrea latifolia L., Cercis siliquastrum L., Juiperus oxycedrus L., Arbutus
unedo L, Pistacia terebinthus L., Quercus infectoria Olivier, Fagus orientalis Lipsky,
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Carpinus betulus L., Pinus nigra Arn. subsp. pallasiana (Lamp) Holmboe, Daphne

pontica L. olarak sayilabilir.

750-1500 m bolgesinde en sik rastlanan bitkiler: 6zellikle 600 — 700 m
seviyesinde yayilis gosteren Fagus orientalis Lipsky, daha yiiksek bdlgelerde ise Pinus
nigra Arn. subsp. pallasiana (Lamb.) Holmboe tiirii yaygindir. Castanea sativa Miller.,
Carpinus betulus L. and Populus tremula L tirleri gibi farkli tiirler de ayrica bu bolgede

g6zlemlenebilir.

1500-2100 m yukseltide, Abies nordmanniana (Stev.) Spach ssp.
bornmuelleriana (Matt.) Coode & Collenen en sik rastlanan bitkidir. Bu bolgede ayrica
Fagus orientalis, Pinus nigra, subp. pallasiana tirlerinden olusan ormanlar bulunur.
Carpinus betulus, Juniperus communis subsp. nana Syme, Vaccinium myrtillus L., Salix
caprea L. ve Daphne pontica L. gibi ¢ok sayida farkli bitki de goriilmektedir (Cetin,
1998).
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2.5. Kimyasal Ozellikler

Hypericum turlerinin igeriginde birbirinden farkli ve kompleks yapida birgok
kimyasal bilesik bulunur. Ozellikle en yaygin olarak kullanilan tiir olan H. perforatum
tiirliniin kimyasal yapisinin aydinlatilmasi i¢in ge¢misten gliniimiize ¢ok sayida ¢alisma
yapilmigtir. Bu ¢aligmalar sonucunda igeriginde ugucu yaglar (a-pinen, sineol),
antrakinon bilesikleri, karotenoidler, kumarin, flavonoidler (hiperozit, rutin, kersetin),
naftodiantron yapili bilesikler (hiperisin, psddohiperisin), karbolik asitler, floroglusinol
tiirevi bilesikler (hiperforin), ksanton bilesikleri ve proantosiyanidinler bulundugu

belirlenmistir (Wichtl, 1994).



20

Tablo 2-2: Hypericum Tiirlerinde Bulunan Baz1 Kimyasal Bilesikler

Fitokimyasal Simif Kimyasal Bilesenler

Referans

Hiperisin ve pstdohiperisin
(%0,03-0,3),
protohiperisin,
protopsddohiperisin,
izopsddohiperisin,
siklopsddohiperisin

Naftodiantronlar

Hiperforin(%2,0-4,5),
adhiperforin/psddohiperforin
(%0,2-1,9),
hiperfirin,
adhiperfirin,
furohiperforin,
oksepahiperforin,
hiroperoksikadiforin,
aristoforin

Floroglusinoller

Flavonol aglikonlari:kersetin,
mirsetin, luteolin, kempferol,
katesin, epikatesin

Flavonol glikozitleri: rutin,
hiperozit, kersitrin, izokersitrin,
astilbin, mikuelianin,
kersetin 6-C-glukozit,
kempferol 3-O-glukozit,
kempferol 3-rutinozit, rutin-asetil

Flavonoitler (%2-4)

Amentoflavon (%0,01-0,05),
13,118-biapigenin (%0,1-0,5),
16,118-dikersetin

Biflavonlar

Klorojenik asit,
Neoklorojenik asit,
kafeik asit
gentisik asit,
sikimik asit,
p-kumarik asit,
3-Okumaroilkinikasit,
ferulik asit,
izoferulik asit,
3-feruloilkinik asit

Fenolik asitler

Nait-Si ve Fourneron, 2005
Saddige ve ark. 2010

Gartner ve ark. 2005
Patocka, 2003
Saddige ve ark. 2010
Tatsis ve ark. 2007

Barnes ve ark. 2001
Saddige ve ark. 2010
Silva ve ark. 2005
Tusevski ve ark. 2016

Saddige ve ark. 2010

Saddige ve ark. 2010
Silva ve ark. 2005
Tusevski ve ark. 2016
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Tablo 2-2: Hypericum Tiirlerinde Bulunan Baz1 Kimyasal Bilesikler (devami)

Fitokimyasal Simif

Kimyasal Bilesenler

Referans

Proantosiyanidinler

(%62-4)

Ucucu yaglar

(%0,05-0,9)

Ksantonlar

(%0,01)

Amino asitler
(%0,01)

Doymus alkoller

Dimerik prosiyanidin B2 ve diger

dimerik, trimerik,
tetramerikprosiyanidinler

Hidrokarbonlar: n-oktan,
2-metiloktan, nonan,
3-metilnonan, dekan,

2-metildekan, dodekan,

siklododekan, tridekan, undekan,

5-metilundekan
Monoterpenoidler: p-simen,
limonen, b-mirsen, b-osimen,
afellandren,
pinen, sabinen, terpinen,
terpinolen,
a-thujan, karvakrol, 1,8-sineol,
geraniol, pulegon
Seskiterpenoidler: a-amorfen,
aromadendren,
bisikloseskifellandren,
b-burbonen, 1,4-kadinadien,
kadinen, karyofillen, karyofillen
oksit, a-sedren, akopaen,
kubeben, b-elemen, farnesen,
germakren-D, bimakalen,
humulen, leden, a-longipinen,
nerolidol, selinen, spatulenol,
viridiflorol, ylangen, zingiberen

Kielkorin C, noratiriol,
roeperanon, mangiferin,
mangiferin C-prenil hekzosit,
1,3,6,7-tetrahidroksiksanton,
1,3,7-trihidroksi-2-(2-hidroksi-3-
metil-3-butenil)-ksanton,
trihidroksi-1-metoksi C-prenil
ksanton,
1,5-dihidroksi-2-metoksiksanton

c-Amino butirik asit (%0,0007),
sistein, glutamin, 16sin, lizin,
ornitin, prolin, treonin

1-Dodekanol, 1-tetrakozanol,
1-hekzasozanol, 1-oktakozanol,
1-triakontanol

Patocka, 2003

Barnes ve ark. 2001,
Ghasemi Pirbalouti ve ark.
2014
Hosni ve ark. 2011

Greeson ve ark. 2001
Saddiqge ve ark. 2010
Tusevski ve ark. 2016

Greeson ve ark. 2001

Brondz ve ark. 1983
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2.5.1. Naftodiantron Tiirevi Bilesikler

Naftodiantron tirevi bilesikler bitkinin yaprak, petal ve gévdesindeki siyah salgi
organellerinde bulunan kirmizi renkli bilesiklerdir. Bu bilesikler tizerindeki ilk kimyasal
caligmalar 1830 yilinda Buchner tarafindan yapilmistir. Buchner, bir naftodiantron
bilesigi olan hiperisini bitkiden izole etmeyi basarmis ve “hypericumrot” olarak
isimlendirmistir. Hiperisinin kesfi, otlaklardaki Hypericum bitkilerinden ¢cok miktarda
tiketmis olan bazi sigirlarin derilerinde gelisen bir fotosansibilite durumuyla olusan
hiperisizme neden olan maddeyi bulmak i¢in yapilan c¢aligmalar sonucunda

gerceklestirilmistir (Giese, 1980).

Bilesige hiperisin ismi 1911 yilinda Cerny tarafindan verilmis, 1927 yilinda ise
yanliglikla antosiyanidinler sinifina dahil edilmistir. Bu yanlis daha sonra Brockmann ve
arkadaglar tarafindan 1942 yilinda diizeltilmis, molekul yapisi tamamen aydinlatilmis
ve total sentezi agiklanmistir. Bu kesiften sonra yapilan c¢aligmalarla bitkiden farkl
hiperisin tiirevleri de izole edilmistir (Brockmann ve ark. 1942; Bombardelli ve
Morazzoni, 1995).

H. perforatum tirinde total naftodiantron turevleri %0,05-0,3 oraninda bulunur
(ESCOP, 2003). Bitkide bulunan en 6nemli naftodiantron tiirevi bilesik hiperisindir.
Kimyasal formili CsoH160g olan hiperisinin temel halka yapisi antrakinon tlrevi
bilesiklere benzese de, molekil ¢ok daha kompleks bir aromatik sistem icermektedir.
Antrakinonlarin {i¢ halkal1 yapisina karsilik hiperisinin yapisi sekiz halkalidir. Bu halka

yapisi tamamen aromatik olup her halkanin C atomu sp? hibritlesmesi yapmustir.

Hiperisin, emodin-antranol tiirevi bir bilesiktir ve biyosentezi sirasinda oncelikle
4, 4> bagmi tasimayan ve stabil olmayan molekiller olan protohiperisin ve
psodoprotohiperisin meydana gelir (Dewick, 2003). Daha stabil bilesikler olan hiperisin
ve psddohiperisine doniismeleri ise 151k etkisiyle gerceklesir (Delaey ve ark. 1999).

Hiperisinin, Hypericum tirlerinde bir gesit caydirici allokimyasal madde olarak,
bitkiyi zararli boceklerden korumak amaciyla sentezlendigi disiinlilmektedir. Cok az
sayida bocek fiziksel veya biyokimyasal olarak hiperisin igeren bitkilerle beslenebilecek

sekilde evrimlesmeyi basarabilmisti. Bu durum hiperisinin  bitkiyi zararh
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mikroogranizmalardan koruma agisindan onemli bir bilesik oldugunu gostermektedir

(Giese, 1980).

Hiperisin ve psoodohiperisin, Hypericum tdrlerinin ¢ok 06nemli birtakim
farmakolojik etkilerinden sorumlu maddelerdir. Kurutulmus bitki igerisinde toplam
%0,1-0,15 oraninda hiperisin ve psodohiperisin bulunmaktadir. Ayrica bitkinin
kimyasal bilesiminde hiperisin biyosentezinin 6ncli maddelerinden olan izohiperisin,
protohiperisin, protopsddohiperisin; ayrica psddohiperisinin oksidasyon fiiriinii oldugu
diisiiniilen siklopsddohiperisin de bulunmaktadir. Standardize alkollii ekstrede yaklasik

%0,15 oraninda hiperisin vardir (Barnes ve ark. 2007).

Yapilan arastirmalar, Hypericum cinsine ait bitkiler disinda hiperisin ve
psOdohiperisin tasiyan bitkinin, yine Hypericaceae familyasina ait Harungana
madagascariensis Lamarck et Poiret oldugunu gostermektedir. Bu bilesikler bitkinin

yapraklarinda bulunur. (Fisel ve ark. 1966; Holzl ve Petersen, 2003).

Hiperisinin antiviral etkiye sahip oldugu yapilan bazi in vitro ve in vivo
deneylerle kanitlanmistir. Bu durum, edinilmis bagisiklik eksikligi sendromu (AIDS)
tedavisinde kullanilabilecek potansiyel bir molekiil olarak degerlendirilmesi nedeniyle
hiperisinin biiyiik ilgi ¢ekmesine neden olmustur. Ancak klinik deneyler yiiksek
dozlarda alindiginda dahi hiperisinin AIDS (izerinde bdyle bir etkisinin oldugunu heniiz
dogrulamamaktadir. Hiperisinin antiviral aktivitesini aydinlatmak amaciyla hala birgcok

in vivo ¢alisma yapilmaktadir (Meruelo ve ark. 1988; Jacobson ve ark. 2001).

Dogada bulunan maddeler arasinda en gucli fotosensibilizan etkinlik gosteren
maddenin hiperisin oldugu diisiinilmektedir. Son yillarda yapilan ve hiperisinin ¢ok
yonlii fotodinamik aktivitesini agiklayan bir¢ok in vitro g¢alisma mevcuttur. Bu
caligmalar, hiperisinin igikla aktive oldugunda protein kinaz C enzimini ve biylme
faktor tarafindan stimiile edilen bazi diger protein kinazlar1 inhibe ettigini gostermistir.
Ayrica superoksit dismutaz aktivitesini arttirir, hiicresel glutatyon seviyesini azaltir,
membran lipid peroksidasyonunu indukler ve mitokondriyal fonksiyonlarin
zayiflamasina neden olur (Utsumi ve ark. 1995; Hadjur ve ark. 1996; Chaloupha ve ark.
1999).

Hiperisin giiclii fotosensibilizan ozelliginden dolayr kanser tedavisinde etkili
olan antitimoral fotodinamik terapide kullanilabilecek potansiyel bir madde olarak

degerlendirilmekte ve bu amagla yapilan ¢alismalar devam etmektedir.



Sekil 2-1: Hypericum Tiirlerinin Kimyasal Bilesiminde Bulunan Baslica
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2.5.2. Floroglusinol Tiirevi Bilesikler

Floroglusinol tiirevi bilesikler ikincil metabolitlerdir. Dlnya Uzerinde birgok
farkli bitkinin, deniz canlisinin ve mikroorganizmanin bilesiminde bulunmaktadirlar.
Oldukga farkli bir molekil yapilart vardir ve bulunduklart bitkilerde bazi gesitli ¢ok
guclu biyolojik aktivitelerden sorumludurlar. Floroglusinol tiirevi yaklasik 1000 kadar
molekdliin yapisi aydinlatilmistir, yapilan ¢alismalar sonucu bu sayi1 her yil artmaktadir
(Singh ve Bharate, 2006).

Cok sayida floroglusinol bilesiginin mevcut olmasi ve bunlarin da yapisal olarak
cok farkli ¢esitlerinin bulunmasi nedeniyle net bir siniflandirma sistemi olusturmak ¢ok
kolay degildir. Bu amagla yapilan iki biiyiik ¢alismanin ilki bu grup bilesiklerin sadece
bitkilerde degil; diger bazi organizmalarda da bulundugunu gostermektedir. (Singh ve
Bharate, 2006). Diger calisma ise yalnizca Hypericum bitkilerinden izole edilen
floroglusinol bilesiklerine odaklanmistir (Schmidt ve Heilmann, 2013). Sadece
Hypericum tirlerinde bulunan bilesikler dahi ¢ok farkli yapilara sahip oldugundan

smiflandirilmalari oldukca zordur.

Temel olarak bilesikler mono-, bi-, tri-, tetramerik vb. olarak ayrilirlar. Ayrica
monosiklik, bisiklik ve polisiklik tiirevler de vardir (MPAPlar — monosiklik poliprenil
acilfloroglusinoller; BPAPlar —bisiklik poliprenil agilfloroglusinoller; PPAPlar —
polisiklik poliprenil acilfloroglusinoller). Izopren ve geranil zincirli molekuller
siklizasyon ile orto- veya para- pozisyonlarinda halkali yapi olusturarak bes halkali
(furan) veya alti halkali (piran) tiirevlerini meydana getirirler. Hatta epoksi ve
hemiasetal floroglusinol tiirevleri bile mevcuttur. Ayrica bu tiirevlerin birleserek

kompleks tek bir bilesik halinde bulundugu molekiiller de vardir.
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Tablo 2-3: Hypericum Tiirlerinde Bulunan Baz1 Floroglusinol Tiirevi Bilesikler

Tiir Ad1 Icerdigi Floroglusinol Bilesigi Referans
Otogirin, Otogiron, Erektkion A,
H. erectum ) ) Moon, 2010
Erektkion B, Erektkion C
H. erectum Erekton A ve B An ve ark. 2002

H. polyanthemum

H. brasiliense

H. ascyron

H. japonicum

H. japonicum

H. japonicum

H. empetrifolium

H. annulatum subsp.

annulatum

Uliginosin B

Japonisin A, Uliginosin B

Izouliginosin B
Tomoeon A-H

4,6-Dimetil1-O-[A-L-
Ramnopiranozil-(1->6)-B-D-
Glukopiranozil]
Flaveson, Sarotralin

Sarotralen B

Sarotialen A, Sarotralen B

Sarotalin G

3-Geranil-1-(2'-
Metilpropanoil)Floroglusinol

3-Geranil-1-(2'-
Metilbutanoil)Floroglusinol

Hiperatomarin

Cargnin ve ark. 2010

Franca, 2009; Leal ve
ark. 2010

Hashida ve ark. 2008

Wang ve ark. 2008

Hu ve ark. 2000

Peng ve ark. 2006

Crockett ve ark. 2008

Momekov ve ark.
2008
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Tablo 2-3: Hypericum Turlerinde Bulunan Bazi Floroglusinol Tiirevi Bilesikler

(Devami)
Tiir Ada ig:erdigi Floroglusinol Bilesigi Referans
H. pseudopetiolatum var. o
o Petiolin A-C Tanaka ve ark. 2008a
kKiusianum
H. perfoliatum Hiperfoliatin Do Rego ve ark. 2007

H. jovis

H. sampsonii

H. atomarium subsp.

degenii

H. papuanum

H. brasiliense

Athananas ve ark.

Hiperjovinol A ve B
2004

2,4,6-Trihidroksibenzofenon;

2,4.6- Trihidroksibenzofenon-4-
O-Geranil Eter;

2.4 6-Trihidroksibenzofenon-3-C-  Lin ve Wu, 2003
Geranil Eter;

Sampsonion D ve H
Hipersampson A-F

Savikin-Fodulovic ve

Hiperatomarin
ark. 2003

Papuaforin A-E, Winkelmann ve ark.

Hiperguinon A-B 2001

Hiperpapuano Ialibinon A-E

Hiperbrasilol B ve C, Rocha ve ark. 1996

Izohiperbrasilol B
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Bitkinin icerdigi fluoroglusinol bilesiginin yapisal farkliliklar1 bitkinin
biyolojik aktivitesini belirler ve kemotaksonomik siniflandirmada bu farkliliklardan
yararlanilir. Norman Robson, Hypericum tiirii bitkileri siiflandirirken igerdikleri
floroglusinol bilesiklerini de dikkate almistir (Robson 1977; Robson 2002). Ornegin;
14. ve 15. seksiyondaki tirler sadece monosiklik O- glukozit tlrevi floroglusinoller
icerirken; 10. seksiyonda yer alan tiirler yalnizca o-prenil veya geranil turevi; 13.

seksiyondaki tiirler ise heniiz tanimlanmamuis birtakim polisiklik bilesikler icermektedir.

Hypericum tdrlerinin ¢igeklerinde ve olgun meyvelerinde bulunan, tanimlanmis
300°den fazla floroglusinol tiirevi bilesik mevcuttur (Schmidt ve Heilmann, 2013).
Hiperforin bu bilesikler icinde en 6nemli olanidir ve antibakteriyel 6zelligi nedeniyle ilk
kez Rus bilim insan1 Gurevich ve arkadaslar1 tarafindan 1971 yilinda kesfedilmistir
(Gurevich ve ark. 1971).

Hiperforin molekiiliiniin yapisi ve fizyokimyasal 6zellikleri tizerinde 1975’ten
beri birgok c¢alisma yapilmistir ve temel molekil yapist maddenin kimyasal
bozunmasindan yola ¢ikilarak aydinlatilabilmistir. Ayrica bitkide hiperforinden gok
daha az miktarda bulunan, yine floroglusinol yapisinda adhiperforin adli bir bilesik
izole edilmis ve yapisi aydinlatilmistir. (Kraus ve ark. 2003). Adhiperforin, hiperforin
homologu bir maddedir ve H. perforatum bitkisinde bulunan diger floroglusinol tiirevi

bilesiktir.

Hiperforinin biyosentez tepkimesi tam olarak aydinlatilmis olmamakla birlikte,
bu amagla yapilan ¢alismalar sonucunda bir tepkime modeli olusturulmustur ve sentezin
bu sekilde gergeklestigi kabul gormektedir. Floroglusinol tlirevi bilesikler asetat-
malonat yolagiyla olusan poliketid yapili bilesiklerdir. Tepkime CoA ile aktiflesmis
aromatik veya alifatik asidin (asetil-CoA, propiyonil-CoA, butiril-CoA, izobutiril-CoA,
2-metilbutiril-CoA), ¢ molekil malonil-CoA ile reaksiyona girmesiyle baglar (Avato,
2005). Burada olusan dekarboksilatif Claisen kondensasyonu poliketid sentaz isimli bir
enzim tarafindan katalize edilir. Olusan poliketid ara iirlinliniin molekiil i¢i Dieckmann
kondensasyonu ile diiz zincirli halinden halkali yapiya donligmesiyle floroglusinoliin
genel yapist ortaya c¢ikar. Bunun ardindan pireniltransferaz = enzimiyle
dimetilallilpirofosfat (DMAPP) molekiille tepkimeye girer ve hiperforin bilesigi
meydana gelir (Beerhues, 2006; Klingauf ve ark. 2005; Dakanali ve Theodorakis,
2011).
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Sekil 2-2: Hiperforin Biyosentez Reaksiyonu (Beerhues, 2006), modifiye edilmistir.
(Klingauf ve ark. 2005; Dakanali ve Theodorakis, 2011).
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Hiperforin H. perforatum bitkisinin yapraklarinda ve c¢iceklerinde kuru
agirliklarinin yaklasik %5°1 oraninda bulunur. Ancak, kimyasal olarak stabil bir
molekiill olmamasindan dolayi, bitki uygun kosullarda kurutulmadiginda igerdigi
hiperforin miktar1 ciddi oranda azalabilmektedir. Yiiksek basingli s1vi kromatografisi
yontemiyle yapilan analizler ticari olarak piyasada bulunan kuru ekstre drneklerinde
hiperforin igeriginin %1,18-6,54 arasinda degistigini gostermektedir (Bergonzi ve ark.
2001). Hiperforin 1siya ve 1s1ga oldukca duyarl bir molekiildiir, bu nedenle bitkinin

sicaktan ve 1s1ktan oldukga iyi korunmasi gerekmektedir (Bilia ve ark. 2001).

Ayrica hiperforinin izole edilmesi amaciyla yapilan bazi ¢alismalar sirasinda
ftalyan bilim insan1 Luisella Verotta tarafindan bitkiden ¢ok diisiik oranlarda farkli
floroglusinol tiirevleri de izole edilmistir. Bu bilesiklerin hiperforinin sentezi
asamasinda olusan oksidasyon trunleri ve tlrevleri veya artefaktlar oldugu konusunda
tartigmalar devam etmektedir. Bitkide bulunan bu tiirevler furohiperforin (=ortoforin),
deoksifurohiperforin, deoksihidroperoksifurohiperforin, furoadhiperforin,
oksepahiperforin ve 8-hidroksihiperforin-8,1-hemiasetal olarak adlandirilmaktadir
(Zanoli, 2004; Hostettmann ve Wolfender, 2005). Tatsis ve arkadaslar1 tarafindan 2007
yilinda yapilan bir ¢alismada H. perforatum turinden hiperforin ve adhiperforin
sentezinin 6ncl maddeleri oldugu diisiiniilen iki yeni floroglusinol tiirevi molekiil izole

edilmis, bunlar hiperfirin ve adhiperfirin olarak adlandirilmislardir (Tatsis ve ark. 2007).
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Hiperforin R=H
Adhiperforin R =CHs

Deoksifurohiperforin R=CHs Ri=H R2=H

Sekil 2-3: Hypericum Tirlerinin Kimyasal Bilesiminde Bulunan Baglica

Floroglusinol Tiirevlerinin Ag¢ik Formiilleri
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H. erectum Thunb. turtinden elde edilen floroglusinol tirevleri olan otogirin ve
otogiron molekdllerinin antibakteriyel etkiye sahip oldugu belirlenmistir. Ayrica bu
bilesiklerin koagiilasyon mekanizmasinda rol oynayan tromboksan A2 ve lokotrien D3
tizerinde inhibitor etkilerinin oldugu saptanmistir (Tada ve ark. 1991). Ayn tiirden 2016
yilinda Lu ve arkadaslar alt1 yeni floroglusinol tiirevi bilesik izole etmislerdir. Bunlar

adotogirinin ve erekrisin A-E olarak isimlendirilmislerdir (Lu ve ark. 2016).

H. sikokumontanum tlriinden iki monomerik floroglusinol tirevi bilesik izole

edilmis, bunlara takaneol A ve takaneol B isimleri verilmistir (Tanaka ve ark. 2008b).

H. calycinum tirtnden izole edilen monomerik floroglusinol tiirevi bir bilesik
olan, 1-(3,5-dihidroksi-1-((3-metilbut-2-enil)oksi)fenil)-2-metil-1-metilbutan-1-on
bilesiginin Cladosporium cucumerinum susu iizerinde antifungal ve Plasmodium
falciparum susu lizerinde antimalaryal etkisinin oldugu saptanmistir (Decosterd ve ark.
1991). Decosterd ve arkadaslar1 ayrica H. monogynum tirinden hiperkalin A isimli bir

floroglusinol tiirevi bilesik elde etmistir (Decosterd ve ark. 1989).

H. polyanthemum tiirlinden elde edilen bazi floroglusinol tiirevi bilesikler, 6-
izobutiril-5,7-dimetoksi-2,2-dimetil-benzopiran, 7-hidroksi-6-izobutiril-5-metoksi-2,2-
dimetil-benzopiran  ve  5-hidroksi-6-izobutiril-7-metoksi-2,2-dimetil-benzopiran’dir
(Ferraz ve ark. 2001). Bu ii¢ bilesigin NCIH460 biiyiik hiicreli akciger karsinoma, HT-
29 kolorektal karsinoma, U373 MF glioblastoma astrositoma hiicrelerine karsi

sitotoksik aktivitesinin oldugu belirlenmistir (Ferraz ve ark. 2005).

H. roeperianum tiirlinden elde edilen floroglusinol tiirevi bilesik olan
kiperkumin E bilesiginin anti-stafilokok aktiviteye sahip oldugu tespit edilmistir (Tala
ve ark. 2015). Ayrica yine aymi tiirden madeleinol A ve B, empetriferdinol,
empetrikarinol A ve B, 3-geranil-2,4,6-trihidroksibenzofenon, 3-geranil-1-(2'-
metilpropanoil)-floroglusinol ve 3-geranil-1-(2’-metilbutanoil)-floroglusinol adli sekiz

yeni floroglusinol tlrevi izole edilmistir (Fobofou ve ark. 2015).

H. scabrum tirtinden, hiperibrin A ve B (Gao ve ark. 2016a) ve hiperskabronlar
H-1 (Gao ve ark. 2016b) bilesikleri izole edilmistir. Hiperibrin A ve hiperskabron I'nin
noroprotektif ve hepatoprotektif etkiye sahip bilesikler oldugu tespit edilmistir.
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H. andinum tiirtinden andinin A isimli dimerik agilfloroglusinol tiirevi bir bilegik
elde edilmis ve bu bilesigin, 3 mg/kg dozda farelerde antidepresan aktivite gosterdigi
tespit edilmistir (Ccana-Ccapatinta ve ark. 2014).

H. laricifolium tiiriinden hiperlarisifolin adi verilen dimerik acilfloroglusinol

tiirevi bilesik izole edilmistir (Ccana-Ccapatinta ve von Poser, 2015).

H. austrobrasiliense tiiriinden ii¢ yeni dimerik agilfloroglusinol tiirevi bilesik
izole edilmistir. Austrobrasilol A, austrobrasilol B ve izoaustrobrasilol B adi1 verilen
bilesiklerin fareler iizerinde antinosiseptif aktivite gosterdigi saptanmistir (Bridi ve ark.

2016).

H. perforatum ekstrelerinin antidepresan aktivitesini saptamak i¢in gegmisten
ginimize yapilan bir¢cok farmakolojik c¢alisma, hiperforinin antidepresan aktivite
Uzerinde en buyik roli oynayan madde oldugunu goOstermektedir. Hiperforin
molekdlunin kendisi veya hiperforince zengin CO: ekstresiyle yapilan 6n c¢alismalar
antidepresan etkinin ger¢ekten de floroglusinol tiirevi bilesiklerden kaynaklandigini
ispatlar niteliktedir. Bu c¢alismalarda, hiperforin saf halde veya daha stabil olan
disiklohekzilamonyum (DCHA) tuzu halinde kullamilmistir. (Butterweck ve ark. 2003;
Chatterjee ve ark. 1998).

Yeni kesfedilen floroglusinol bilesiklerinin neredeyse tamama {izerinde biyolojik
ve farmakolojik etkilerini saptamak amaciyla bir¢ok calisma yapilmistir. Buna gore
antidepresan etki disinda bagka etkilerin de floroglusinol tiirevlerinden kaynaklandig:
belirlenmistir. Bilinen bazi etkiler; antiproliferatif etki (Schmidt ve ark. 2012; Pinhatti
ve ark. 2013; Sun ve ark. 2014) sitotoksik etki (Chen ve ark. 2011; Liu ve ark. 2013),
antinosiseptif etki (Stolz ve ark. 2014) antioksidatif etki (Sun ve ark. 2014), larvisidal
etki (Mitsopoulou ve ark. 2014), antianjiogenik etki (Schmidt, 2013), antimikrobiyal
etki (Tanaka ve ark. 2011), anti-enflamatuar etki (Crockett ve ark. 2008), analjezik etki
(Stolz ve ark. 2016), antiviral etki (Hu ve ark. 2016), noroprotektif etki (Gao ve ark.
2016), antifungal etki (Tanaka ve ark. 2008a), siklooksijenaz-1 ve siklooksijenaz-2

inhibisyonu (Henry ve ark. 2009) olarak siralanabilir.
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2.5.3. Flavonoitler

Flavonoitler, bitkilerin sekonder metabolitlerinin dnemli bir simifidir. Bitkilerde
yaygin olarak bulunan bilesiklerdir. Renkli bilesikler olduklar1 i¢in, bitkiye renk vererek
polen tasiyicilar i¢in cazip hale getirme gorevleri vardir. Yapraklarda ise, bitkiyi bazi
patojen mantarlardan ve UV-B radyasyondan korurlar. Ayrica flavonoitler, enerji
transferinde, fotosensibilizasyon reaksiyonlarinda, bitki biiylime hormonlarinn
kontroliinde ve fotosentezde de rol almaktadir. Iki fenil halkasi ve bir hetero halkadan
olusan bu bilesikler, hetero halkanin farkli yilikseltgenme derecelerine gore flavonlar,
flavonoller, flavanonlar, flavanonoller, flavon-3-oller, flavon-3,4-dioller,

antosiyanidinler, auronlar gibi ¢esitli alt siniflara ayrilmistir (Cushnie ve Lamb, 2005).

Hypericum tlrleri genellikle ana flavonoit bilesiklerinden Kkersetin ve
glikozitlerini igermektedir. Bu bilesiklerden kersetin-3-galaktozit major flavonoit olarak
bitkiden izole edildiginde ilk olarak “hiperisin” olarak adlandirilmis, bu yanlis
adlandirma Sprecher tarafindan diizeltilmis ve kersetin-3-galaktozit daha sonra
“hiperozit” olarak adlandirilmistir. Bitki i¢eriginde yaygin olarak bulunan diger kersetin
glikozitleri, kersetin-3-O-ramnozit (kersitrin), kersetin-3-O-glikozit (izokersitrin) ve
kersetin-3-O-rutinozit (rutin) olarak belirlenmistir. Dihidrokersetin, luteolin, kempferol
ve mirsetin ise Hypericum tirlerinden izole edilen min6r flavonoit aglikonlarini

olusturmaktadir.

H. perforatum tlrdndn kimyasal bilesiminde %]1,6 rutin, %0,9 hiperozit ve %0,3
izokersitrin olmak iizere yaklasik %2-4 oraninda flavonoit bilesikleri ile %0,05-0,01
oraninda amentoflavon (I3°, 1I8 biapigenin) ve %0,1-0,5 oraninda I3, II8 biapigenin

bulunmaktadir (Hostettmann ve Wolfender, 2005).

Napoli ve arkadaglarinin 2018 yilinda yaptig1 giincel bir ¢aligmada toplam 11
adet Hypericum turunun (H. aegypticum, H. perforatum,, H. calycinum, H. hircinum, H.
androsaemum, H.hirsutum, H.montanum, H. perfoliatum, H .pubescens, H. tetrapterum,
H. patulum) igerdikleri flavon bilesikleri arastirilmis ve katesin, Kersetin-3-O-rutinozit,
kersetin-3-O-galaktozit, kersetin-3-O-glukozit, kersetin-3-O-ramnozit ve Kkersetin
igerdikleri tespit edilmistir. Bunlardan sadece H. perfoliatum turinde bu bilesiklere ek

olarak mirsetin-3-O-ramnozit de bulunmaktadir (Napoli ve ark. 2018).

Tocci ve arkadaslarinin 2018 yilinda yayimlanan ¢aligmasina gore, kersetin ve

kersetin glukozitleri H. montanum tirinde 5,21 mg/g; H. hircinum subsp. Majus
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tirinde 9,4 mg/g oraninda bulunmaktadir. H. perforatum tiriinde kersetin-3-O-
ramnozit oran1 132,9 pg/g’dir. Kersetin-3-glukuronit de H. hircinum subsp. majus (28,8
ug/g) ve H. perforatum tiirlerinde tespit edilmistir (Tocci ve ark. 2018).

Mathioudaki ve arkadaslar1 2018 yilinda Girit adasina ait endemik bir tlr olan
Hypericum kelleri Bald ile bir ¢alisma yiiriitmiislerdir. Kersetin, avikularin ve 13,118-
biapigenin igerdigini tespit etmislerdir (Mathioudaki ve ark. 2018).

H. wightianum ile yapilan bir ¢alismada bilinen flavon bilesiklerinin yaninda
yeni bir flavon bilesigi izole edilmis ve wigtianin olarak isimlendirilmistir (Tao ve Wu,

2004).

Diaz ve arkadaslari tarafindan 2010 yilinda yapilan bir ¢alisma sonucunda
H.canariense tiirlinden suda ¢oziinebilen bes yeni flavon glikoziti, kersetin-3-
glukopiranuronat ve bunun poliasetat tiirevleri izole edilmis ve yapilar1 aydinlatilmigtir

(Diaz ve ark. 2010).

H. ternum tiiriiniin flavonoit bilesikleri lizerine yapilan bir ¢alismada Hypericum
trlerinin bilinen flavonoitlerinin diginda guaijaverin bilesigi tanimlanmistir (Pinhatti ve
ark. 2010).

Farkli Hypericum tlrlerinden yeni bilesiklerin izole edildigi ve tanimlandigi
caligmalar disinda bilinen flavonlar ve tiirevlerinin elde edildigi c¢alismalar da
mevcuttur. Ornegin Cakir ve arkadaslarmm 2003 yilinda yiiriittiigii bir calismada H.
hyssopifolium tlrinde 13, 1I8-biapigenin, kersetin, kersetin-3-O-a-arabinofuranozit,
kersetin-3-O-B-D-galaktopiranozit  ve  kersetin-3-O-pB-D-galaktopiranozit-7-O-f3-D-
glukopiranozit olmak iizere bilinen bes flavon bilesigi tanimlanmistir (Cakir ve ark.
2003).

H. calycinum tdrinden rutin, Kkersetin, Kkersitrin, hiperozit, izokersitrin,
mikuelianin (kersetin-3-O-B-D-glukuropiranozit) ve I3, 118-biapigenin izole edilmis ve

yapilar1 aydinlatilmistir (Kirmizibekmez ve ark. 2009).

H. triquetrifolium ile yapilan bir ¢alismada rutin, hiperozit, apigenin-7-O-
glukozit, kempferol, kersitrin, kersetin ve amentoflavon izole edilmistir (Cirak ve ark.
2011). H. richerii tiirii ile yapilan bir ¢alisma sonucu kersetin, izokersitrin, mirsetin-3-

O-glukozit ve 13, 118-biapigenin elde edilmistir (Zdunic ve ark. 2011).
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H. perforatum tiiriiniin toprak iistii kisimlarindan elde edilen farkli ekstreler ile
bir¢ok ¢alisma yapilmistir. Metanol ekstresi ile yapilan bir ¢aligmada rutin, mikuelianin,
hiperozit, kersitrin elde edilmistir (Kirmizibekmez ve ark. 2008). Or¢i¢ ve arkadaslari
tarafindan 2011 yilinda yiiriitilen bagka bir calismada bu bilesiklere ilave olarak
kersetin, 13, 118-biapigenin, amentoflavon (13, 118 biapigenin) izole edilmistir (Or¢i¢ ve
ark. 2011).

Tatsis ve arkadaglar tarafindan 2007 yilinda yapilan bir ¢alismada yine metanol
ekstresinden, bu bilesiklere ek olarak astilbin  [2(R):3(R)-taksifolin-3-aL-
ramnopiranozit] izole edilmistir (Tatsis ve ark. 2007).

HO

OH

HO O

OR

OH O

Rutin: R = Ramnoglukozit
Hiperozit: R = Galaktozit

[zokersitrin: R = Glukozit
Kersitrin: R = Ramnozit
Kersetinn. R=H
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Sekil 2-4: Hypericum Tdrlerinin Kimyasal Bilesiminde Bulunan Baslica Flavonoit

Bilesiklerinin A¢ik Formiilleri
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Paulke ve arkadaslari tarafindan 2008 yilinda yapilan bir calismada H.
perforatum turuniin sahip oldugu antidepresan etki {izerinde flavonoit bilesiklerinin roli
arastirilmistir. Bu amacla deney hayvanlarinin kullanildig1 farkli davranigsal deneyler
yapilmistir. Rutin ve izoramnetinin, H. perforatum ekstresinde hiperforin ile birlikte
anidepresan etkiye yaptigi katki incelenmis, aynt zamanda bu bilesiklerin
farmakokinetik 6zellikleri de arastirilmistir (Paulke ve ark. 2008). Bu amacla 2005
yilinda Schulz ve arkadaslarinin insan plazmasinda H. perforatum flavonoitlerinin
farmakokinetik profilini belirlemek i¢in yaptig1 bir ¢alisma daha vardir (Schulz ve ark.
2005).

Celep ve arkadaglarinin 2017 yilinda yayimlanan g¢alismasi H. perfoliatum
tiirlinlin insan sindirim sistemi icerisinde aldig1 yol ile flavon bilesiklerinin miktarindaki
degisimi gostermek amaciyla yapilmistir. Buna gore; sindirime ugramamis 1 g kuru
ekstrede kersetine esit flavonoit miktar1 52,04+0,94 mg iken; midede sindirime
ugradiktan sonra 49,77+1,01 mg; intestinal hicrelerde 63,69+0,87 mg; kolonu terk
ettiginde ise 111,61£3,20 mg’dir (Celep ve ark. 2017).

Antidepresan etki tizerinde flavonoit bilesiklerinin roliinii saptamak ig¢in yapilan
deneyler, H. perforatum ekstresinin antidepresan etkisinin ekstrede hem hiperforin, hem
de flavonoit bilesiklerinin bulundugu durumlarda arttigin1 gostermektedir. Bu durum

antidepresan etki Uzerinde flavonoit bilesiklerinin de katkist oldugunu ispatlamaktadir.

2.5.4. Fenolik Asitler

Hypericum tirlerinin bilesiminde cesitli fenolik asitler bulunmaktadir. Ozellikle
en ¢ok bilinen ve en yaygin olarak kullanilan tlr olan H. perforatum tiriintn igeriginde
bulunan fenolik asitlerin yapisinin aydinlatilmasiyla ilgili yapilmig bir¢ok caligma

mevcuttur.

Jurgenliemk ve Nahrstedt‘in 2002 yilinda H. perforatum bitkisinin toplam
fenolik bilesiklerini aragtirmak amaciyla yaptig1 caligmalar sonucu yiiksek basinglt sivi
kromatografisi yontemiyle 22 adet fenolik bilesik tespit edilmistir. Bunlardan fenolik
asit olarak neoklorojenik asit (3-O-[E]-kafeoilkinik asit), protokatesik asit (3,4-
dihidroksibenzoik asit), kriptoklorojenik asit (4-O-[E]-kafeoilkinik asit), 3-O-[E]-p-
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kumaroilkinik asit, 3-O-[Z]-p-kumaroilkinik asit saptanmistir (JuUrgenliemk ve
Nahrstedt, 2002).

Tatsis ve arkadaslar1 tarafindan 2007 yilinda yapilan bir c¢alismada 3-O-
kumaroilkinik asit, Zhang ve arkadaslar1 tarafindan 2011 yilinda yapilan bir ¢alismada
ise 3-O kafeoilkinik asit ve tirevleri H. perforatum tiiriinden izole edilmistir (Tatsis ve
ark. 2007; Zhang ve ark. 2011).

H. richeri itiirii ile yapilan bir ¢alisma sonucu ise mirsetin-3-O-kafeoilkinik asit
ve mirsetin-5-O-kafeoilkinikasit elde edilmistir (Zdunic ve ark. 2011).

Tusevski tarafindan 2018 yilinda yapilan bir ¢alisma sonucu H. perforatum
bitkisinin koklerinde kinik asit, klorojenik asit, 3-p-kumaroilkinik asit ve 3-feruloilkinik

asit bulundugu belirlenmistir (Tusevski ve ark. 2018).

Tocci ve arkadaglarinin 2018 yilinda yapmis oldugu ¢alisma ise fenolik bilesik
igeriklerine gore bazi Hypericum turlerini siniflandirmayi amaglamistir. Bu ¢alismaya
gore H. cardonae tlriinde bulunan fenolik asitler; sinnamik asit, 3,5-dihidroksibenzoik
asit, vanilik asit, gallik asit, 2,6-dihidroksibenzoik asit, p-hidroksibenzoik asit,
klorojenik asit, neoklorojenik asit, kriptoklorojenik asittir. H. cuatrecasii tiriinde
bulunan fenolik asitler; 3,5-dihidroksibenzoik asit, vanilik asit, gallik asit, 2,6-
dihidroksibenzoik asit, neoklorojenik asit, sinnamik asit, p-hidroksibenzoik asittir. H.
myricariifolium tirinde H. cuatrecasii tiiriiyle ayn1 fenolik asitler bulunmaktadir: 3,5-
dihidroksibenzoik asit, vanilik asit, gallik asit, 2,6-dihidroksibenzoik asit, neoklorojenik
asit, sinnamik asit, p-hidroksibenzoik asit. H. humboldtianum tdrinde 3,5-
dihidroksibenzoik asit, vanilik asit, gallik asit, 2,6-dihidroksibenzoik asit, neoklorojenik
asit, sinnamik asit bulunmaktadir. H. carinosum turiinde bulunan fenolik asitler; kafeik
asit, 3,5-dihidroksibenzoik asit, 2,6-dihidroksibenzoik asit, sinnamik asit, klorojenik
asit, neoklorojenik asit, kriptoklorojenik asittir. H. laricifolium tlr( sinnamik asit, 3,5-
dihidroksibenzoik asit, vanilik asit, gallik asit, 2,6-dihidroksibenzoik asit, neoklorojenik
asit, kriptoklorojenik asit icermektedir. H. garciae tirtinde ise 3,5-dihidroksibenzoik
asit, vanilik asit, sinnamik asit, neoklorojenik asit, kriptoklorojenik asit bulunmaktadir

(Tocci ve ark. 2018).



40

HO. _ COOH
(j\ [
HO™ . o)
OH OH
OH

Klorojenik asit

COOH
COOH
N N
HO HsCO
OCHj OH
Ferulik asit [zoferulik asik
COOH
X
COOH
HO N
OH HO
Kafeik asit p-kumarik asit
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Tirevlerinin A¢ik Formiilleri
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2.5.5. Tanenler ve Proantosiyanidinler

Tanenler insan ve hayvan sagligi iizerinde olumlu etkileri olan azotsuz
polifenolik bilesiklerdir (Ruiz-Aguilar ve ark. 2004). Bitkide tanen Uretimi, bitkinin
genetik yapisina, fizyolojik ihtiyaglarma ve evrimsel olarak gelisen savunma

ihtiyaglarina bagl olarak meydana gelmektedir (Bryant, Reichardt ve ark. 1992).

Kondanse tanen bilesiklerinin Hypericum turlerindeki varligi 1925’te Podoko
tarafindan belirlenmis ve ilerleyen yillarda da bu alandaki calismalarla daha detayli bilgi
edinmek miimkiin olmustur. Bitkide proantosiyanidinler kuru agirhgin yaklasik
%12’sini olusturmaktadir (Melzer ve ark. 1991). Proantosiyanidin karisiminda katesin

ve epikatesin tiirevleri yer almaktadir.

Hypericum tlrlerinde kondanse tanen bilesikleri siklikla ve yiiksek oranda
(%16’ya kadar) bulunur (Kartnig ve ark. 1989).

H. perforatum tiiriiniin kimyasal bilesiminde kondanse tanenlerin varligr 1925
yilinda saptanmis, 1953 yilinda Neuwald ve Hagenstrom tarafindan bitkinin
stirglinlerinde %3,8, yapraklarinda %12,4 ve c¢iceklerinde %16,2 oraninda bulundugu
belirlenmistir (Ernst, 2003).

Tanenlerin antifungal, antibakteriyel ve antiviral etkili bilesikler olduklar
yapilan bircok caligmayla kanitlanmistir. Ayrica tanen molekiilleri mutajen maddelerin
mutajenik etkisini azaltirlar ve antikarsinojenik 6zellikli bilesiklerdir. Tanenlerin bu

ozelligi antioksidan olmalariyla agiklanir (Chung ve ark. 1998).

Dall’Agnol ve arkadaslar tarafindan 2003 yilinda yapilan bir ¢alisma ile H.
caprifoliatum, H. connatum, H. polyanthemum, H. ternum, H. myrianthum ve H.
carinatum tiirlerinin igerdigi tanen orani belirlenmis ve bunlarin antimikrobiyal etki
uzerindeki rolleri aragtirilmistir. Buna gore en yiiksek oranda tanen igeren tiir %16,7 ile
H. ternum tiiriidiir. igerdikleri tanen oranlarina gore ¢oktan aza dogru H. connatum
(%11,5); H. carinatum (%9,1); H. polyanthemum (%6,7); H. caprifoliatum (%6,4); ve
H. myrianthum (%S5,1) olarak siralanir. Tanenler her ne kadar antimikrobiyal etkileri
bilinen bilesikler olsa da, bu ¢alismaya goére S. aureus Uzerinde en az antimikrobiyal

etkiye sahip tlr H. ternum tardadur (Dall’ Agnol ve ark. 2003).
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Sekil 2-6: Hypericum Tiirlerinin Kimyasal Bilesiminde Bulunan Proantosiyanidinlerin

Agik Formulleri

2.5.6. Ksanton Bilesikleri

Ksanton bilesikleri dibenzo-y-piron iskeletine sahip heterosiklik bilesiklerdir.
Ozellikle Hypericaceae ve Gentianaceae familyalarima ait tiirlerde ksanton bilesiklerine

rastlanir. Ayrica bazi mantar ve likenlerin yapisinda da bulunabilirler.

Ksantonlarin biyosentezi ilk kez Centaurium erythraea ve daha sonra da H.
androsaemum bitkilerinin hiicre kiiltiirleriyle yapilan arastirmalar ile aydinlatilmaya
calistimistir. Bu caligmalar ksanton biyosentezi icin iki alternatif yolak oldugunu
gostermektedir. C. erythraea bitkisinin yapisinda bulunan benzofenon sentez enzimi bir
molekil 3-hidroksibenzoil-CoA ile ¢ molekiul malonil-CoA’nin kondensasyonunu
saglayarak 2,3”,4,6-tetrahidroksibenzofenon olusmasini saglar. Ksanton sentaz enzimi
de bu noktada devreye girerek bunu 1,3,5-trihidroksiksantona donistiiriir (Beerhues,
1996).

H. androseamum tiirlinde bulunan benzofenon sentaz enzimi ise baslangig
substrat1 olarak benzoil-CoA’y1 tercih eder. Ug molekiil malonil-CoA ile bir molekiil
benzoil-CoA tepkimeye girerek kondensasyonla 2,4,6-trihidroksibenzofenonu olusturur.
Daha sonra benzofenon 3’-hidroksilaz enzimiyle bu 2,3,4,6-tetrahidroksibenzofenona
doniistiriilir. Bu molekil ise 1,3,7-trihidroksiksantona dontisir. 1,3,5- ve 1,3,7-
trihidroksiksanton bilesikleri bitkideki daha kompleks yapilt ksanton bilesiklerinin
prekisorleridir (Schmidt ve ark. 1997).
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H. perforatum tiiriiniin toprak dstii kisimlarinda nadiren ksanton bilesiklerine
rastlanir. Ksantonlarca zengin olan kisim kok kismidir. Kitanov ve Nedialkov’un 1998
yilinda yaptigi bir ¢alismada H. perforatum bitkisinin toprak istii kisimlarinda
mangiferin tespit edilmistir (Kitanov ve Medialkov, 1998). Bunun disinda yapilan
calismalarda ksanton bilesiklerine bitkinin koklerinde rastlanmistir. Buna gore koklerde

bazi bulunan ksanton bilesikleri su sekildedir:
« Kielkorin (Nielsen ve Arends, 1978; Crockett ve ark. 2011),
« 1,3,6,7-tetrahidroksiksanton (Sparenberg ve ark. 1993),
« 1,3,5-trihidroksiksanton (Murunganandam ve ark. 2000),
« 1-hidroksi-3,5-dimetoksiksanton (Murunganandam ve ark. 2000),
« Paksanton (Tocci ve ark. 2018),
* 5-O-metil-2-deprenilreediaksanton B (Crockett ve ark. 2011),
« 1,7-dihidroksiksanton (Tocci ve ark. 2018),
* 4,6-dihidroksi-2,3-dimetoksiksanton (Crockett ve ark. 2011).
Ksanton bilesiklerinin bilinen farmakolojik aktiviteleri ise soyle siralanabilir:

« Antifungal, Antibakteriyel, Antiviral Etki: Pirenil grubu tasiyan ksanton

bilesikleri 06zellikle antimikrobiyal etkileriyle on plana ¢ikar. Bacillus subtilis,
Staphilococcus aureus ve Micrococcus luteus tiirlerine karst etkili olduklart yapilan
caligmalarla gosterilmistir Ayrica bazi basit oksijenli ksantonlar ve bazi ksantolignoid

bilesikleri de antimikrobiyal etkiye sahiptir (Fotie ve Bohle, 2006).

« Antimalaryal Etki: Hidroksiksantonlar antimalaryal etkili bilesiklerdir. Bu

etkiyi plazmodyumlarin korunma amacuyla iirettikleri kristal yapili hemozoin adl1 yapiy

inhibe ederek gosterirler (Fotie ve Bohle, 2006).

+ Anti-Enflamatuvar Etki: Bazi hidroksiksantonlarin anti-enflamatuvar etkiyi

hiicre adhezyon molekiillerini inhibe ederek arttirdiklar1 belirlenmistir (Madan ve ark.
2002).

+ Antioksidan Etki: Diger fenolik bilesikler gibi ksantonlar da antioksidan etkili

bilesiklerdir. Ozellikle prenil grubu tasiyan ksantonlarin anioksidan aktiviteleri ile ilgili

calismalar mevcuttur (Fotie ve Bohle, 2006).
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+ Enzim inhibitér Etki: Birgok farkli ksanton bilesiginin insan patolojisiyle

alakali olduk¢a 6nemli bir¢ok enzimi inhibe edici etkisinin oldugu yapilan ¢aligmalarla
gosterilmistir. En 6nemli aktivitelerden biri monoaminoksidaz (MAO) inhibitor etkidir.
1,6-dihidroksiksanton ve 1,3,6-trihidroksiksanton MAO inhibitorii bilesiklerdir (Ohishi
ve ark. 2000).

» Vaskiler Aktivite: ksantonlar ve ksanton tiirevi bilesiklerin iskemik kalp

hastaligi, ateroskleroz, hipertansiyon ve tromboz gibi bazi 6nemli kardiyovaskiiler
hastaliklara karsi olumlu etkilerinin oldugu bildirilmistir. Bu etki, antioksidan, anti-

enflamatuvar, anti-platelet ve antitrombositik etkiden kaynaklidir (Jiang ve ark. 2004).

HO (0] OH

OH

OH O

1, 3, 6, 7 — tetrahidroksiksanton

Sekil 2-7: Hypericum Tdarlerinin Kimyasal Bilesiminde Bulunan Ksanton Bilesiginin

Ac¢ik Formiilii

2.5.7. Ucucu Yag Bilesikleri

Hypericum tdrlerinin ugucu yagi terpenoidlerle birlikte genellikle alifatik
bilesikler (2-metiloktan, n-nonan, n-dekan, n-tetradekanol vb) tasir. H. perforatum
tirdndn ve diger tiirlerin ugucu yag iceriginin biiylik kismini terpenoidler olusturur
(Barnes ve ark. 2001). Mathis ve Ourisson adli bilim insanlari 1964 yilinda yaptiklari
calismalarla H. perforatum tirinin igeriginin, major komponent olarak monoterpen
bilesikleri igceren diger tiirlerin aksine seskiterpen agirlikli oldugunu iddia etmislerdir.
Giincel calismalar ise Ozellikle Hindistan ve Tiirkiye’de dogal olarak yetisen H.
perforatum bitkilerinin iceriginde en fazla olarak bir monoterpen olan a-pinen (>%60)
bulundugunu gostermektedir (Weyerstahl ve ark. 1995; Cakir ve ark. 1997). Sirbistan
ve Fransa gibi baz1 diger iilkelerde yetisen H. perforatum tiiriiyle yapilan ¢alismalarda
ise ucucu yag igeriginde en fazla oranda karyofilen bulundugu saptanmistir (Gudzic ve
ark. 2001; Mathis ve Ourisson, 1964).
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2003 yilinda Litvanya’da yapilan bir ¢alismada ise iilkede yayilis gdsteren H.
perforatum tiiriiniin ugucu yaginda ana komponent B-karyofilen veya karyofilen oksit

olarak bulunmustur (Mockute ve ark. 2003).

2017 yilinda Yiice-Babacan ve arkadaslarinin Tiirkiye’de H. uniglandulosum
Hausskn. ex Bornm. ve H. lydium Boiss ile ugucu yag bilesenlerini arastirmak iizere
yaptig1 ¢alisma sonucunda bitkilerin ugucu yaglarindaki ana komponent a-pinen olarak
bulunmustur. H. uniglandulosum tiirinde ikinci sirada %19,2 ile undekan
bulunmaktadir. H. lydium tiirtinde undekan miktar1 ¢ok daha disiiktiir (%1,7). H.
lydium tiirtinde ikinci sirada yer alan ana komponent ise B-pinendir (%19,2). B-pinen,

H. unglandulosum tiiriinde %2,2 oraninda bulunmaktadir (YUice-Babacan ve ark. 2017).

Major ve karakteristik bir komponent olarak a-pinen igeren diger tiirler de
mevcuttur. Bunlar; H. hircinum, H. perfoliatum, H. hyssopifolium, H. heterophyllum, H.
forrestii, H. apricum tdrleridir (Bertoli ve ark. 2000; Couladis ve ark. 2001; Cakir ve
ark. 2004; Demirci ve ark. 2005; Bagci ve Yiice, 2010).

H. myrianthum, H. scabrum ve H. dogonbdanicum tiirlerinde a-pinen ve B-pinen

yaygin olarak bulunmaktadir (Ferraz ve ark. 2005; Javidnia ve ark. 2008).

Ozellikle Drosanthe seksiyonunda yer alan Hypericum tiirlerinin ugucu yaginda

a-pinenin yiiksek konsantrasyonlarda bulundugu s6ylenebilir (Yiice, 2009).

Yine 2003 yilinda Bertoli ve arkadaslarmin Italya’nin Calibria bdlgesinde
yetisen H. triquetrifolium Turra tirlyle yaptig1 bir ¢calismaya gére ugucu yagin icerdigi
major komponentler; n-nonan (yapraklarda: %8, ciceklerde: %15), B-pinen (yaprak: %8,
cicek: %4), a-pinen (yaprak: %13, cicek: %10), mirsen (yaprak: %16, cicek: %b5), B-
karyofilen (yaprak: %5, cicek: %11), germakren-D (yaprak: %10, ¢icek: %13), sabinen
(yaprak: %13, cicek: %3) ve karyofilen oksit (yaprak: %5, cicek: %212) olarak
bulunmustur (Bertoli ve ark. 2003).



46

2.6. Farmakolojik Etkiler

Hypericum tarleri yuzyillardir tedavide kullanilan birgok dnemli farmakolojik
etkiye sahip bitkilerdir. En bilinen tur olan H. perforatum bitkisi halk arasinda ¢ok eski
zamanlardan bu yana olduk¢a yaygin olarak kullanilmaktadir. Ingiliz botanikgi
John Gerard (1545-1612), 1597°de yazmis oldugu eserinde H. perforatum bitkisinden
sOyle bahsetmektedir: “Bu bitkinin yapraklarini, ¢igeklerini ve tohumlarini zeytinyagi
dolu bir siseye koyup birkac¢ hafta giines 1s18inda bekletirseniz kan renginde bir yag
olusur. Bu yag, derin yaralar i¢in paha bigilmez bir ilagtir” (Saddique ve ark. 2010).

H. perforatum tiriiniin ruhsal bozukluklarda kullanimi da oldukca eskiye
dayanmaktadir. Amerikali  botanik¢i  Charles Frederick Millspaugh (1854-1923),
“Amerika’nin Tibbi Bitkileri” adli eserinde bitkiden hazirlanan tentiirlin mani
durumunda, histeri ve hipokondriyaziste kullanildigin1 belirtmistir. ingiliz herbalist
Sophie Emma Magdalene Grieve (1858-1941) ise 1931°de yazdig: kitabinda bitkinin
depresyon Dbelirtilerini hafiflettiginden bahsetmektedir (Brenner ve ark. 2000).
Hypericum turlerinin bu ve bunun gibi gesitli farmakolojik etkilerine dair birgok ¢aligma

yapilmis olup giiniimiizde de bu ¢alismalar devam etmektedir.

Cok eski zamanlardan beri tedavide rol oynayan bir bitki olmasiin sonucu
olarak pek ¢ok farkli sekilde hazirlanarak kullanilabilmektedir. Cigceklenme evresindeki
taze bitki veya kurutulmus gévde kisimlar1 (Hyperici herba) genelde temel materyal
olarak kullanilir. Kullanilan bitkinin nerede yetistigi, bu bolgenin iklimi, toplanma
zamani, kurutma iglemi gibi etmenler drog kalitesine dogrudan etki eder. Bundan
dolayi, iireticiler hem dogal olarak yetisen bitki, hem de kiiltiir bitkisinin bir karigimini
kullanmay1 tercih etmektedir. Taze bitkiden homeopatide kullanilan tentiirler, bitkinin

preslenmesiyle elde edilen bitki sular1 veya yaglar1 hazirlanir (Gaedcke, 2003).

Gunumuzde H. perforatum ekstresi iceren uriinler en ¢cok depresyon tedavisinde
kullanilmaktadir. Depresyon tedavisinde kullanilan fitofarmasdtiklerin ¢ogu gibi
Hypericum ekstreleri de son derece komplike ve ileri ekstraksiyon asamalarindan
gecerek hazirlanmaktadir. Bu sekilde hazirlanan ekstrelerden elde edilen kuru materyal
ile cesitli yaglar, diger siv1 ekstreler veya caylar da iiretilmektedir. ESCOP monograflari
H. perforatum bitkisinin hidroalkolik ekstre ve tentiirlerinin hafif siddetteki depresif
bozukluklar veya hafif ile orta arasi siddetteki depresif bozukluklarda kullanildigini

belirtmektedir. Tim dinyada gecerli olan ICD (International Classification of Diseases
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— Uluslaras1 Hastalik Siniflandirma Sistemi) kodlarina goére H. perforatum ekstrelerinin
kullanilabilecegi hastaliklar: F32.0 (Hafif depresif nobet), F32.1 (Orta depresif nébet),
F33.0 (Yineleyen depresif bozukluk, simdiki nobet hafif siddetli), F33.1 (Yineleyen

depresif bozukluk, simdiki nobet orta siddetli) olarak tanimlanmistir.

Bitkinin geleneksel kullanim alanlar1 ise c¢ok daha genistir. 1984 yilinda
Almanya Saglik Bakanligi tarafindan hazirlanan Komisyon E monograflarinda H.
perforatum ekstresinin psiko-vejetatif bozukluklarda, depresif bozukluklarda, anksiyete
ve/veya ajitasyon durumlarinda, baz1 somatoform bozukluklarda, néroastenide ve uyum
bozukluklarinda kullanildig1  belirtilmektedir. Yag bazli preparatlar dispepsi
sikayetlerinde tercih edilmektedir. Haricen ise yaralari iyi etmede, miyaljide ve
yaniklarda kullanilmaktadir. Taze haldeki bitkinin kurutulmadan ufalanarak alkol ile
ekstre edilmesiyle homeopatik tentiir elde edilir. Bu tentiir damla halinde, veya tablet ya
da enjektabl sivilarin bilesimine girerek kullanilmaktadir. Taze haldeki bitki
ufalandiktan sonra zeytinyagi veya bir baska yag ile giines 1s18inda bekletilirse kirmizi
renkli bir yag olusur. Bu yag haricen direkt olarak kullanilabildigi gibi merhemlere
karistirllarak veya kapsiil halinde kullanilabilir. Yine taze bitkinin preslenmesiyle
olusan bitki suyu da direkt olarak kullanilmaktadir. Taze haldeki bitkinin
kurutulmasiyla kuru drog elde edilir. Bu kuru haldeki bitki 6nce toz hale getirilir ve bu
haliyle Almanya’da bazi eczanelerde satilmaktadir. Standardize olmayan bu kuru toz
cay yapimminda da kullanilmaktadir. Toz haldeki kuru drogun alkol ile ekstraksiyonu
sonucu olusan s1v1 ekstre bu sekilde veya bazi damlalarin, merhemlerin veya tentiirlerin
bilesimine girmektedir. Alkol ekstresinin yogunlastirilmasi ve sonrasinda liyofilizator
ile kuru toz haline getirilmesi ile olusan iiriin, standardizasyon asamasinin ardindan

tablet veya kapsiillerin bilesimine girerek dahilen kullanilmaktadir (Linde, 2008).

Bircok Ulkede H. perforatum igeren preparatlar gida takviyesi olarak
satilmaktadir. Avrupa Birligi tiyesi lilkelerde ise hem gida takviyesi, hem de Saglik
Bakanligi’ndan onayli ilag olarak satilan {irtinler mevcuttur. 2006 yilinda Almanya’da
28 farkli ilag firmasimnin trettigi 40 ayr1 miistahzarin depresyon tedavisinde kullanilmak
Uzere piyasada bulundugu belirtilmektedir. Bunlarin cogu standardize kuru ekstre iceren
kapsiil, tablet veya kapli tablet seklinde piyasaya sunulmustur. Bu iirtinler 80 ila 1,700
mg aras1 degisen miktarda ekstre icermektedir ve sadece eczanede satilmaktadir. Genel

olarak ise terapétik etki icin gereken 500-1,200 mg arasi ekstre igeren {iriinlere
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rastlanmaktadir. Ekstrelerin biiyiik cogunlugu (%50-80) etanol ekstresi olup az miktarda
metanolle yapilmis ekstre igeren iiriin de bulunmaktadir. Bunlara ek olarak ayni sene

eczane disinda satilan 80 kadar iiriin tespit edilmistir (Linde, 2008).

Hypericum tarlerinin farmakolojik etkileri ve bu etkilerle ilgili yapilan bazi

caligmalar su sekildedir:

2.6.1. Antidepresan Etki

Depresyon, giiniimiizde en sik rastlanan psikiyatrik rahatsizliktir. Ortalama dort
yetiskinden biri yasam siiresi boyunca en az bir kez depresyonla karsi karsiya
gelmektedir. Yapilan arastirmalar bu oranin kadmnlarda erkeklere gore daha yuksek
oldugunu gostermektedir. Depresyon goriilme sikliginin yasi ilerlemis kisilerde giderek
artmakta oldugu goézlendigi gibi, geng yastaki kisiler arasinda da ozellikle nevrotik ve

reaktif depresyonun artig gosterdigi belirtilmistir (Sommer, 1991).

Diinya Saglik Orgiitii'ne gore yaklasik 450 milyon kisi, yani diinya nifusunun
%10 kadar1 hayatlarinin bir veya birden ¢ok evresinde farkli nedenlerle depresyona
yakalanmaktadir. Bu oranin 2020°de %15’e yiikselecegi diisiiniilmektedir. Buna gore
depresyonun, 2020 yilinda morbidite nedenleri arasinda kardiyovaskiiler hastaliklarin

ardindan ikinci sirada yer alacagi tahmin edilmektedir (DSO, 2007).

Depresyon belirtileri arasinda depresif duygudurum, genel bir yorgunluk hali
veya c¢abuk yorulma sikayetiyle birlikte kisinin yaptigi aktivitelerde azalma, degisik
etkinliklere duyulan ilginin kaybolmasi, konsantrasyonda azalma, sucluluk ve/veya
degersizlik hissi, gelecege dair kotiimser diisiincelerde artis, kisinin kendine giiveni ve
0zsaygisinda azalma, kilo kaybi, uyku diizeninin degismesi, libidoda azalma, istah

azalmasi ve kilo kaybi gibi durumlar yer almaktadir.

Trisiklik antidepresanlar, monoamin oksidaz inhibitorleri, lityum gibi sentetik
ilaglar; agizda kuruluk, odaklanmada zorluk, yorgunluk hissi, uyku bozukluklari,
konstipasyon, hipotansiyon, bulanti, bags dénmesi ve bas agrisi gibi pek ¢ok yan etkiye
neden oldugundan; tedaviye baslanan hastalarda Ozellikle ilk 14 gun iginde dozun
hekim tarafindan azaltildig1 ve bu nedenle terapdtik dozun verilemedigi veya hastalarin
hekim kontrolinde ya da hekimden bagimsiz olarak ilaci tamamen biraktiklar

belirlenmistir. Ayrica ara¢ kullanimiyla ilgili uyarilar, ilaglarin alkolle etkilesmesi gibi
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durumlar nedeniyle hastalar normal hayat diizenlerinde degisiklik yapmak zorunda
kaldiklarindan sentetik antidepresanlar1 kullanma konusunda tereddiitler yasamaktadir
(Albrecht ve ark. 1994; Borchers, 1994). Depresyon genellikle uzun dénem tedavi
gerektiren bir hastalik oldugundan, ilaca karsi gelisen tolerans ve olasi bir toksisite

durumu da daha Onemli hale gelmektedir.

Sentetik antidepresan ilaglarin yan etkileri nedeniyle yasanan sorunlar hekimleri
antidepresan etkili bitkisel Grtinlere yonlendirmektedir. H. perforatum; hafif ve orta
siddetteki depresyon tedavisinde sentetik antidepresanlar kadar etkili ve yan etKi
acisindan onlara kiyasla daha guvenli bir bitki oldugu ¢esitli c¢aligmalarla

desteklendiginden beri depresyon tedavisinde 6ne ¢ikmaktadir.

Son yapilan bazi klinik ¢alismalar, H. perforatum bitkisinin depresif
bozukluklarin kisa dénem tedavisinde plasebodan daha etkili oldugunu ve sentetik
antidepresanlarin bircoguyla ayni etkiye sahip oldugunu gostermektedir (Linde ve ark.
2005; 2008). H. perforatum ve igeriginde bulunan hiperforin maddesinin serotonin,
noradrenalin, dopamin, glutamat ve y-aminobutirik asit gibi bazi ndrotransmitterlerin
geri alimini inhibe ettigini goésteren ¢alismalar mevcuttur (Di Carlo ve ark. 2001;

Capasso ve ark. 2003).

H. perforatum tirinin antidepresan etkisiyle ilgili oldukga fazla sayida bilimsel
calisma mevcut olmasina karsin, etki mekanizmasiyla ilgili hala soru isaretleri vardir.
Iceriginde bulunan hiperforin, hiperisin ve psddohiperisin ile bazi flavonoitlerin
antidepresan etkiyle ilgili olduguna dair veriler bulunmakta, bundan dolay1 da farkli
kimyasal yapidaki bilesiklerin ve farkli mekanizmalarin bu etkiden sorumlu oldugu
diistiniilmektedir (Butterweck, 2003; Calapai ve ark. 2001). Hiperforin bilesiginin, saf
halde uygulandiginda deneysel hayvan modellerinde antidepresan aktivite gosterdigine

dair bir ¢alisma bulunmaktadir (Gambarana ve ark. 2001).

Bitki, daha o6nce de belirtildigi lizere norotransmitterlerin geri alimini inhibe
etmekte ve sinaptik araliktaki norotransmiter konsantrasyonunu arttirmaktadir.
Adenozin, GABA ve glutamat reseptorlerine afinitesi vardir (Rolli ve ark. 1995). Ayni
zamanda zayif bir monoaminoksidaz (MAO) inhibitoriddr. Suzuki ve arkadaslart MAO
inhibisyonundan sorumlu maddenin hiperisin oldugunu savunmus, ancak daha sonra
Demisch ve arkadaslarinin yaptig1 ¢alismalar bunun yalnizca hiperisinden degil, total

ekstreden kaynaklanan bir etki oldugunu ortaya koymustur. Thiede ve Walper ise MAO
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inhibisyonundan sorumlu maddeleri kersetin, luteolin ve kempferol olarak belirlemis,
dolayistyla bu etkinin flavonoitlerden kaynaklandigini kanitlamistir. Sonug olarak MAO
inhibitori etki kanitlanmis, ancak daha o6nce de belirtildigi gibi bu etki zayif oldugu icin
ekstrenin antidepresan etkisinin buna baglanamayacagi ifade edilmistir (Demisch ve

ark. 1989; Thiede ve Walper, 1994).

Yapilan in vivo c¢aligmalarda H. perforatum ekstresinin farelerin frontal
korteksindeki beta-adrenerjik reseptorlerin sayisini ve aktivitesini azalttigl; serotonin
reseptorlerini ve bunlarin aktivitesini ise arttirdign goriilmiis ve bunun da beynin
depresyonla alakali boliimlerindeki norotransmitter konsantrasyonunda degisime neden
oldugu belirlenmistir. Diger yandan, H. perforatum ekstresinin hipotalamus-hipofiz-
adrenal aksi iizerinde bazi olumlu etkilerinin oldugu, bu akstaki bozukluklar major
depresif bozukluga yol acabildiginden, antidepresan etkinin buna baglanabilecegine dair
iddia son zamanlarda fare beyni iizerinde yapilan bazi deneylere ragmen heniiz
kanitlanamamistir. Calismalar H. perforatum ekstresinin fare beynindeki kortizol ve
kortikosteroid ~konsantrasyonunda degisime neden oldugunu goéstermis, fakat
hipotalamus-hipofiz-adrenal aksinda herhangi bir etkisinin olmadig1 saptanmistir
(Franklin ve ark. 2004; Frost ve ark. 2003).

Schulte-Lobbert ve arkadaslar ise yaptiklari bazi galismalar sonucu serotonin
geri alim inhibisyonundan sorumlu bilesigin hiperforin oldugunu, hiperforinin ayni
zamanda dopamin, noradrenalin, GABA ve L-glutamat geri alimin1 inhibe edici etkisi
oldugunu belirtmistir (Schulte-Lobbert ve ark. 2004). Bunun disinda antidepresan etki
mekanizmasinin aydinlatilmasiyla ilgili yapilan ¢aligmalarda elde edilen diger bulgulara
gore; H. perforatum ekstrelerinin fare beynindeki mezolimbik bdolgelerdeki opioid
sistemler iizerinde direkt veya indirekt yollardan etkisinin oldugu da tespit edilmistir
(Chen ve ark. 2003).

H. perforatum bitkisinin igeriginde bulunan fitokimyasallarin birlikte sinerjist
bir etki ile antidepresan aktiviteyi glclendirdigi diistiniilmektedir (Williamson, 2001).
2006’da yapilan bir ¢alismada bitkinin bilesiminde bulunan bir flavonoit bilesigi olan
rutinin yoklugunda antidepresan etkide azalma meydana geldigi gosterilmis ve bu
duruma kanit olarak sunulmustur. (Wurglics ve Schubert-Zsilavecz, 2006). Ne var ki,
Ozellikle major etkiye sahip H. perforatum bilesiklerinin kan-beyin bariyerini

gecememesi caligmalart simirlandirmakta ve maksimum antidepresan aktivite igin
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gereken optimum fitokimyasal madde iceriginin tam olarak saptanmasi ve buna gore

standardizasyon yapilabilmesini zorlastirmaktadir (Cott, 2010).

2008 yilinda Linde, Berner ve Kriston tarafindan yapilan Cochrane meta analiz
calismas1 H. perforatum ile yapilan antidepresan aktivite ¢alismalari ile ilgili detayli
bilgi veren genis kapsamli bir ¢alismadir. Bu calismada H. perforatum bitkisinin
plasebo ve selektif serotonin geri alim inhibitorleri karsisinda etkili olup olmadigi ve
ayni zamanda standart antidepresanlara gore yan etkisinin daha az olup olmadigi
arastiritlmis ve calisma sonuglar1 degerlendirilmistir. Toplamda 5489 hastanin katildig1
29 klinik deney bu calismaya dahil edilmistir. H. perforatum bitkisinin plasebo ile
karsilagirildigr 18, sentetik antidepresanlar ile karsilastirildigi ise toplam 17 calisma
incelenmistir. Buna gore, major depresif bozukluga sahip hastalarda H. perforatum
ekstresinin plaseboya gore kesin olarak daha etkili oldugu; standart sentetik
antidepresanlarla benzer etkiye sahip oldugu ve bunlara gére daha az yan etkiye neden
oldugu tespit edilmistir. Cochrane Analizi’'nde ayni zamanda Almanca konusulan
tilkelerde yapilan ¢alismalarda H. perforatum ekstresinin etkinliginin diger ¢alismalara
gore daha yiiksek bulundugu belirtilmis ve bu durumun daha detayli incelemeye deger

oldugu da eklenmistir (Linde ve ark. 2008).

2009 yilinda Rahimi, Nikfar ve Abdollahi isimli bilim insanlar1 bir bagka meta
analiz c¢alismasi gergeklestirmistir. Bu c¢alisma da Cochrane gibi H. perforatum
ekstresinin plaseboya gore daha etkili, selektif serotonin gerialim inhibitorleriyle
yaklasik ayni etkiye sahip ve daha az yan etkili oldugunu savunmaktadir. Diger yandan
H. perforatum bitkisinin i¢erigindeki kimyasal bilesiklerin bir¢ok ilag etken maddesiyle
etkilesim potansiyeli bulundugundan muhakkak bir uzman gozetiminde kullanilmasi

gerektigini de belirtmektedir (Rahimi ve ark. 2009).

Bir diger meta analiz ¢aligmas1 2017 yilinda Xiang ve arkadaslari tarafindan
yapilmistir. Sonuglar yine Cochrane Analizi’ni destekler niteliktedir. Genel olarak
standardize %0,3 hiperisin ve %2-5 hiperforin iceren WS 5570, WS 5572, ZE 117,
STW3, STW3-VI, LoHyp-57 ve LI-160 patentli H. perforatum ekstreleri ile sentetik
antidepresanlar ve plasebonun karsilastirildigi calismalar degerlendirilmis, yine ayni
sekilde ekstrelerin plaseboya gore etkili oldugu, sentetik antidepresanlarla yaklasik ayni
etkiye sahip ve daha az yan etkili oldugu sonucuna varildig: belirtilmistir (Xiang ve ark.
2017).
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2005 yilinda yapilan bir ¢alisma, major depresif bozukluk yasayan toplam 251
hastaya gruplar halinde 6 hafta boyunca 900 mg/gun H. perforatum WS 5570 patentli
ekstresi, 20 mg/gin paroksetin ve plasebo uygulanmis, H. perforatum ekstresinin
paroksetine ve plaseboya gore daha etkili olduguna dair sonuglar edinilmistir (Szegedi
ve ark. 2005) . Bagka bir ¢alisma yine major depresif bozukluktan sikayetci olan 135
hasta ile yiiriitilmiis, yine 900 mg/gun ekstrenin gunde 20 mg fluoksetinle benzer etkide
oldugunu goéstermistir (Fava ve ark. 2005). Buna ragmen giiniimiizde H. perforatum

ekstresi daha ¢ok hafif ve orta siddetli depresyon tedavisinde tercih edilmektedir.

2002 yilinda Behnke ve arkadaslari tarafindan Danimarka’da yiiriitiilen bir
calismada 18-73 yas arasi hafif ve orta siddetli depresyon hastasi toplam 70 kisi 35’er
kisilik randomize iki grup olarak ayrilmig, bir gruba Calmigen isimli H. perforatum
preparatt (300 mg/giin) ve digerine fluoksetin (40 mg/giin) uygulanmistir. 6 haftalik
tedavinin ardindan H. perforatum preparati uygulanan hastalarin %381, fluoksetin
kullanan hastalarin ise %45’inde depresyon belirtilerinin bircogunda azalma meydana

gelmistir (Behnke, 2002).

Yine 2002 yilinda Brenner ve arkadaslari tarafindan Amerika Birlesik
Devletleri’nde H. perforatum LI 60 patentli ekstresinin sertralin ile karsilastirildigi bir
baska caligma yuriitiilmistiir. Hastalara ilk hafta 600 mg/gin H. perforatum ekstresi
iceren tablet uygulanmis, daha sonra 900 mg/giin’e ¢ikarilmistir. Sertralin dozu ise ilk
hafta 50 mg/giin, daha sonra 75 mg/giin olarak uygulanmistir. Bu ¢alismanin sonunda
kullanilan H. perforatum ekstresinin sertralin kadar etkili oldugu ve onun kadar iyi

tolere edildigi belirlenmisir (Brenner ve ark. 2002).

Major depresif bozukluk yasayan c¢ocuk ve geng¢ hastalarin tedavisinde H.
perforatum kullanimi ile ilgili de baz1 ¢alismalar mevcuttur. 17 yas altindaki hastalarla
yapilan iki ¢alisma umut verici sonuglar sunsa da, iki calisgmada da plasebo ile
karsilastirilma yapilmamis olmasit ve randomize deneyler olmamalar1 nedeniyle bu
caligmalara gore kullanimlar1 heniiz uygun bulunmamaktadir (Findling ve ark. 2003;
Simeon ve ark. 2005).

H. perforatum bitkisinin yan etki agisindan giivenlik profili incelendiginde
sentetik antidepresanlara gore oldukca giivenilir oldugu sdylenebilir.Yapilan ¢aligmalar
timiyle degerlendirildiginde toplam 35562 hastada yan etki goriilme oran1 %0 - 5,7
olarak bulunmaktadir (Knuppel ve Linde, 2004). 2006 yilinda Schulz tarafindan yapilan
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calismada da toplam 34834 hasta ile gergeklestirilen 16 adet ¢alisma degerlendirilmis ve
H. perforatum bitkisinin yan etkilerinden sikayetci olan hasta orani1 %0,1 - 2,4 olarak
tespit edilmistir (Schulz, 2006). Bu durum sentetik antidepresanlara gore yan etkilerinin
oldukca az sayida ve nadir gorilur oldugunu ispatlamaktadir. Bu yan etkiler genellikle
gecici bazi dermatolojik veya gastrointestinal yan etkilerdir. Bunlarin yani sira dikkat
edilmesi gereken bir durum serotonin sendromu ihtimalidir. H. perforatum kullanimiyla
olusan serotonin sendromuna bazi vaka sunumlarinda rastlanmaktadir. Ayrica bazi
calismalar, H. perforatum ekstresi kullanan kisierde nadiren de olsa mani ve psikoz
durumlariin olusabilecegini de goOstermektedir. Yine de Ozetle, H. perforatum
bitkisinin sentetik antidepresanlara yakin, hatta bazi1 ¢alismalarda daha yiliksek
antidepresan etkinlik gdsterdigi, buna karsin ¢ok daha az yan etkiye neden oldugu

soylenebilmektedir.

H. perforatum yan etki agisindan oldukga giivenli kabul edilmekle beraber, ilag
etkilesimleri oldukca fazla olan bir bitkidir. Ozellikle yiiksek dozda hiperforin iceren
ekstreler sitokrom P-450 (CYP) 3A4 enzim indiiksiyonu yapabildiginden birgok ilagla
etkilesim potansiyeli olusturmaktadir. Yapilan bir ¢alismada giinde 10 mg hiperforin
iceren ekstrenin uygulanmasi durumunda CYP3A4 enziminin indiiklendigi, giinde 4 mg
gibi nispeten diisiik bir doza gegildiginde ise bu etkinin kayboldugu belirtilmistir (1zzo,
2004). Bu durum birgok ilacin plazma konsantrasyonunda degisiklige neden
oldugundan dikkat edilmesi gereken bir husustur. H. perforatum ile ila¢ etkilesimleri

daha detayl olarak ayr bir baslikta ele alinacaktir.

H. perforatum tiirtinden baska tiirlerle yapilan antidepresan aktivite ¢alismalari
da mevcuttur. 2016 yilinda Zhou ve arkadaslarinin H. uralum ile yaptig1 ¢alismada
bitkinin kimyasal igeriginde yer alan Uralodin A isimli maddenin giinde 13 mg/kg ve 26
mg/kg dozlarda uygulanmasi sonucu farelerle yiiriitiilen zorunlu yilizme testi ve
kuyruktan asma testleri sonucunda antidepresan etkinin varlig tespit edilmistir (Zhou

ve ark. 2016).

Ramalhete ve arkadaslari tarafindan 2015 yilinda yiiriitiilen bir bagka ¢alismada
ise Portekiz’de yetisen H. androseamum, H. foliosum ve H. perforatum turlerinin
antidepresan etkinligi fluoksetinle karsilastirmali ve in vivo olarak arastirilmistir. H.
foliosum tiirliniin fare kuyruktan asma deneyine gore antidepresan etkinligi diger tiirlere

gore yuksek bulunmustur (Ramalhete ve ark. 2015).
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2.6.2. Yara lyilestirici Etki

Yara, viicut yapilarinin biitliinligiiniin bozulmas: iizerine ortaya ¢ikan doku
kaybidir. Bir yaranin iyilesmesi hiicresel, fizyolojik ve biyokimyasal birgok farkli
olayin gerceklesmesi sonucunda yeni dokunun olugmasiyla gerceklesir. Yara iyilesmesi;
yaklasik 3 giin siiren eksudatif veya enflamatuvar faz, yaklasik 10 giin siiren proliferatif
faz ve tamamlanmasi iki y1l1 bulabilen rejeneratif faz olmak uzere t¢ ana fazdan olusur.
Iyilesme dogal bir siirectir ve organizma kendi kendini onarma becerisine sahiptir; fakat
uzun siirede gerceklesmesi ve bu siiregte enfeksiyon riskinin oldukea yiiksek olmasi bu
siireci hizlandiracak tedavi yontemleri ihtiyacini dogurmaktadir. Yara iyilestirici
maddeler, antik ¢aglardan beri bu nedenle her zaman ¢ok biiyiikk 6neme sahip olmustur.
Iyilesme siiresini kisalttiklar1 igin antibiyotik gibi ilaglarin kullamim siiresini de
kisaltarak, bunlara karsi gelisen diren¢ ve olast yan etkileri gibi durumlari

onlemektedirler (Lazarus ve ark. 1994).

Hypericum tirleri, 6zellikle de en yaygin olarak kullanilan H. perforatum, yara
iyi edici etkisi yaklasik 2000 yildir bilinen ve halk arasinda kullanilmakta olan
bitkilerdir. Cigekli toprakiistii kisimlar tentiir veya yag halinde yaniklara ve yaralara
uygulanmaktadir (Stintar ve ark. 2010). Yara iyi edici etkinin bitkinin fibroblastlari
uyarmast ve kolajen yapiminin buna bagli olarak artmasiyla olustugu saptanmistir
(Oztiirk ve ark. 2007). Aym zamanda antibakteriyel etkiye sahip olmasmin da yara iyi
edici etkisinde rolii oldugu diisiintilmektedir (Upton, 1997).

H. perforatum ekstrelerinin yalniz basina veya bazi bitki ekstreleriyle kombine
halde topikal olarak kullaniminda gosterdigi yara iyilestirici aktivite genellikle fareler
Uzerinde denenmistir (Prisacaru ve ark. 2013; Sayar ve ark. 2014; Kiyan ve ark. 2015).
Insanlar iizerinde yapilan ¢alismalar da mevcuttur (Siintar ve ark. 2010; Mainetti ve
Carnevalli 2013; Wolfle ve ark. 2014). Bunun yaninda in vitro olarak NIH3T3
fibroblast hiicreleri iizerinde yapilan ¢aligsmalar vardir (Dikmen ve ark. 2011; Hostanska
ve ark. 2012). 2017 yilinda ise Italya’da ilk kez atlar {izerinde bir ¢alisma yapilmistir
(Elisabetta ve ark. 2017).

Mukherjee ve arkadaglarinin 2000 yilinda yapmis oldugu ¢alismada Hindistan’in

Nilgiris bolgesinden toplanan H. patulum tiriniin yapraklariyla hazirlanan metanol
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ekstresini iceren merhemler ile nitrofurazon iceren merhemlerin yara iyi edici etkisini
karsilastirmak amactyla in vivo deneyler yapilmistir. Metanol ekstresini %5 ve %10
oraninda igeren merhemler kiyaslandiginda yiiksek konsantrasyonda ekstre iceren
merhemin uygulandigi grupta iyilesmenin standart ilagla aymi siirede ve diisiik
konsantrasyonlu ekstreye goére daha hizli gergeklestigi saptanmistir (Mukherjee ve ark.
2000).

Rao ve arkadaslarinin 1991 yilinda yaptig1 baska bir ¢alismada fareler izerinde
H. perforatum ve Calendula officinalis tirleriyle hazirlanan tentiirler uygulanmis, iki
bitkinin de yara iyilestirici aktivitesi tespit edilmekle beraber, H. perforatum tentlrindn
aktivitesinin C. officinalis tentiiriine gore daha yiiksek oldugu saptanmistir (Rao ve ark.
1991).

Siintar ve arkadaglar1 tarafindan 2010 yilinda yapilan in vivo yara iyi edici
aktivite ¢aligmasinda etanol ekstreleri hazirlanan H. perforatum ve H. scabrum turleri
ile calistlmig, H. scabrum ekstresinin yara iyilestirici etkisinin bulunmadigi
saptanmistir.  H. perforatum ise etkili bulunmus, bunun {izerine ekstre
fraksiyonlandirilmis, bu fraksiyonlardan en yiiksek yara iyilestirici etkiye sahip olanin
etil asetat ekstresi oldugu tespit edilmistir. Bu etkiden sorumlu bilesiklerin naftodiantron
ve flavon bilesikleri oldugu ve bunlarin sinerjik etki gosterdigi diistiniilmistiir (SUntar

ve ark. 2010).

Bir diger ¢alisma tavuk embriyonik fibroblast hiicreleri iizerinde H. perforatum
etanol ekstresinin Centella asiatica ekstresi ve dekspantenol ile karsilastirmali olarak
yara iyilestirici etkisinin degerlendirilmesi amaciyla yapilmistir. Buna gore, tipki C.
asiatica gibi H. perforatum ekstresinin de kolajen iiretiminde artis meydana getirerek

yara iyilestirme 6zelligi oldugu saptanmistir (Oztiirk ve ark. 2007).

H. perforatum turuniin atlar Gzerindeki yara iyi edici etkisi 2017 yilinda
Sicilya’da yapilan ¢alisma ile denenmistir. Bitkinin geleneksel yonteme gore zeytinyagi
icerisinde 40 giin giines 1s181nda bekletilerek elde edilen yagi ile yapilan calismada,
yagin uygulandig: yaralarda digerlerine gore iyilesme siiresinin kisaldig1 ve bu siirenin

sonunda tamamen iyilesmis olduklart belirtilmistir (Elisabetta ve ark. 2017).

Yadollah-Damavandi ve arkadaglarinin 2015 yilinda yaptigi caligmada H.
perforatum hidroalkolik ekstresi %2 karboksimetilseliiloz ile jel haline getirilmis ve

diyabetik farelerin yaralarinda denenmistir. Buna gore jelin uygulandigi yarali deriden
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alman Ornek hiicreler ile kontrol grubundan alinanlar karsilastirilmis ve jelin
uygulandigi hticrelerde fibroblast sayisinin ve kolajen miktarinin digerine gore yiiksek
oldugu saptanmistir (Yadollah-Damavandi ve ark. 2015).

H. perforatum tdrindn iki alt tird olan H. perforatum ssp. perforatum ve H.
perforatum ssp. veronense ile yapilan ¢alismada, Centella asiatica ile karsilastirmali
olarak yara iyi edici akvititeyi belirlemek igin, NIH3T3 fibroblast hiicreleri bitki
ekstreleriyle inkiibe edilmistir. Daha sonra gesitli mikroskobik metodlarla hiicrelerdeki
degisim ve kolajen miktarindaki artis gézlenmis, buna gore her iki tiriin de fibroblastlar
ve Kkolajen yiizdesi lizerinde olumlu degisime neden oldugu, H. perforatum ssp.
perforatum tarinin H. perforatum ssp. veronense tiiriine gore daha etkili oldugu

saptanmustir (Dikmen ve ark. 2011).

Bir diger ¢alisma 2007 yilinda H. perforatum hidroalkolik ekstresi ile tavsanlar
tizerinde gerceklestirilmistir. %2, %5 ve %10 (s/s) konsantrasyonlarda hazirlanan ekstre
baz olarak kullanilan eucerin ile karisirilarak merhem haline getirilmis, standart olarak
da yine eucerin bazinda %]1’lik fenitoin merhemi kullanilmigtir. Buna gore;
tavsanlardaki tiim yaralar toplam 21 giinde tamamen iyilesmis, fenitoin uygulanan
grupta iyilesme toplam 15 giinde tamamlanirken, H. perforatum ekstresi uygulanan
grupta en disik konsantrasyon olan 9%2’lik konsantrasyonda toplam 14; %35’lik
konsantrasyonda 15 ve %10’luk konsantrasyonda 16 gilinde iyilesme tamamlanmistir.
Buna gore %2 konsantrasyonda ekstre iceren merhem fenitoine ve diger
konsantrasyonlardaki H. perforatum merhemlerine gére daha etkili bulunmustur
(Hemmati ve ark. 2007).

2.6.3. Antimikrobiyal Etki

Anibakteriyel Etki

H. perforatum tiiriiniin antik ¢aglardan bu yana yara iyilestirici olarak
kullanilmas: ankibakteriyel etkisiyle iligkilendirilmektedir. Ortacag’da doktorlarin
ameliyat yaralarini ve enfekte yaralar1 H. perforatum yagi ile tedavi ettigi bilinmektedir.
Rusya’da H. perforatum bitkisinden elde edilen “Novoimanin” ve “Imanin” isimli
ilaglar uzun yillardir antibakteriyel olarak hekimler tarafinda regete edilmektedir. Bu

ilaglarin in vivo ve in vitro testlerle Staphylococcus aureus enfeksiyonlarinda
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sulfanilamide gore daha etkili oldugu saptanmistir (Derbentseva ve Robinovich, 1968;

Aizenman, 1969).

Peeva-Naumovska adli bilim insani, 2010 yilinda H. perforatum yagimin %30,
%40 ve %50’lik konsantrasyonlarda lipofilik merhem formiilasyonlarini gelistirmistir.
Hem dermal, hem de vajinal kullanima uygun bu merhemlerin Streptococcus pyogenes,
S. viridans, Lactobacillus acidophilus, Micrococcus luteus ATCC 9341, Moraxella
catarrhalis ve suslarina kars1 gosterdigi antibakteriyel etki degerlendirilmistir. Buna
gOre vajina florasinin dogal bir bileseni olan L. acidophilus disinda tiim suslara karsi
etkili oldugu bulunmustur. Formiilasyondaki H. perforatum yaginin miktar1 arttik¢a
antibakteriyel etkinin de arttig1 tespit edilmistir (Peeva-Naumovska, 2010).

H. perforatum bitkisinden hazirlanan ekstrelerin  dekoksiyona  gore
Staphylococcus, Shigellae ve Escherichia coli suslarinda daha etkili oldugu ve aym
zamanda Gram-pozitif bakterilerde Gram-negatif bakterilere gore daha etkili oldugu
tespit edilmistir (Avato ve ark. 2004; Mazandarani ve ark. 2007). Ozellikle H.
perforatum tirlnin metanol ekstresinin  Gram-pozitif ~bakterilerde etkinligi
maksimumdur ve MIK degeri 50 pg/mL olarak bulunmustur (Avato ve ark. 2004,
Saddique ve ark. 2010).

Vajs ve arkadaglarinin 2003 yilinda yapti§i bir calismada ilk olarak H.
perforatum tiirtinden bazi1 floroglusinol tiirevi bilesiklerin izolasyonu yapilmistir.
Hiperforin, furohiperforin, furoadhiperforin, furohiperforin A, piranohiperforin,
deoksihiperforin gibi bilesiklerin agar diflizyon yontemiyle Gram-pozitif olan S. aureus,
Bacillus subtilis ve Gram-negatif olarak da E. coli suslarina karsi antibakteriyel
etkinliginin degerlendirildigi ¢alismada; furohipeforin A adli bilesigin S. aureus susuna
kars1 etkili oldugu saptanmustir. Diger suslara kars1 antibakteriyel etki bulunamamustir
(Vajs ve ark. 2003).

1999 yilinda iilkemizde yapilan bir calismada H. perforatum tiriinden
hazirlanan butanol ve kloroform ekstrelerinin Helicobacter pylori suslarina karsi etkili

oldugu tespit edilmistir (Yesilada ve ark. 1999).

H. perforatum tiiriiniin ¢ay halinde kullanim1 oldugu gibi bu ¢ayin antibakteriyel
etkinligi ile ilgili yapilan ¢aligmalar da vardir. 2001 yilinda Reichling ve arkadaslari
tarafindan yapilan ¢alismada H. perforatum ile hazirlanan ¢aylarin su ile seyreltilmis

halde Ozellikle metisiline kars1 direngli S. aureus (MRSA) susuna karsi etkili oldugu
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saptanmigtir. Ayni zamanda diger Gram-pozitif bakterilere karsi da etkili oldugu
belirtilmistir (Reichling ve ark. 2001).

2002 yilinda Meral ve Karabay’in yapmis oldugu calismada H. perforatum
metanol ekstresinin 1000 pg/mL konsantrasyonda hem Gram-pozitif; (Staphylococcus
aureus ATCC 29213, S. aureus 65381/P, S.epidermidis ATCC 12228 ve Enterococcus
faecalis ATCC 29212) hem de Gram-negatif (Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853,
Enterobacter cloacae ATCC 13047, Echerichia coli ATCC 29998 ve E. coli ATCC
8737) suslara kars1 etkili oldugu tespit edilmistir (Meral ve Karabay, 2002).

Molochko ve arkadaglari tarafindan 1990 yilinda H. perforatum bitkisinin
Staphylococcus suslarina  karst  farkli  ¢6ziicii  kombinasyonlariyla hazirlanan
ekstrelerinin karsilastirildigi  bir c¢alisma yapilmistir.  Su/alkol/gliserol, su/alkol,
alkol/gliserol ~ ¢oziici  kombinasyonlariyla  hazirlanan  ekstreler,  derilerinde
piyoenflamatuar enfeksiyon gelismis kisilerden alinan 6rneklerden izole edilen S.
aureus, S. epidermidis ve S. saprophyticus suslarina karsi test edilmis ve
su/alkol/gliserol ekstresinin etkinligi en yiiksek olarak bulunmustur (Molochko ve ark.

1990).

Gliney Italya’da yapilan bir ¢alismada farkli etnobotanik kullanimlari olan 104
bitki tiirlinden hazirlanan toplam 168 ekstrenin MRSA (ATCC 33593) suslar
lizerindeki etkinligi arastirlmigtir. H. perforatum ekstrelerinin MIK degeri 256 pg/mL
ve ICsg degeri 128 pg/mL olarak bulunmustur (Quave ve ark. 2008).

Avci ve Gergeroglu'nun 2018 yilinda yaptigi ¢calismada H. perforatum ekstresi
ile amoksisilinin antibakteriyel etkinligi karsilastirilmis, ekstre S. aureus susunda
amoksisiline gore %227; P. aeruginosa susunda ise %141 oraninda daha etkili
bulunmusgtur. Daha sonra H. perforatum ekstresi ile ¢esitli polimerlerden elektro-egirme
metoduyla nanolifler olusturulmus ve bunlarin mikroorganizmalarla miicadelede
inovatif ve cevre dostu cok 6nemli potansiyel bir alternatif olduklar1 belirtilmistir (Avct

ve Gergeroglu, 2018).

2017 yilinda Kolombiya’da yapilan bir ¢alismada Hypericum myricariifolium
Hieron, Hypericum mexicanum L. ve Hypericum juniperinum Kunth. turlerinin kuru
yapraklariyla hazirlanan etanol ekstresi ile hem ekstrelerin, hem de bu ekstrelerden
hazirlanan hekzan, kloroform, etil asetat ve metanol fraksiyonlarinin S. aureus (ATCC

29213), S. epidermidis (ATCC 1228) ve E. coli (ATCC 8739) suslarina karsi
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anibakteriyel etkinligi arastirilmistir. Buna gore H. juniperinum ekstresinin Gram-
pozitif suslara karsi etkili oldugu tespit edilmistir. H. mexicanum tdriinln total
ekstresinin S. epidermidis susuna karst MIK degeri 0,05 mg/mL olarak bulunmus,
hekzan ekstresi ise 0,001 mg/mL MIK degeri ile en etkili fraksiyon olarak belirtilmistir
(Plazas Gonzalez, 2017).

Hypericum japonicum tiiriiyle yapilan bir ¢alismada bitkinin igeriginde yer alan
antibakteriyel etkili dimerik acilfloroglusinol tirevi dokuz farkli bilesigin E. coli
(ATCC 11775), Salmonella typhimurium (ATCC 6539), S. aureus (ATCC 25922) ve E.
faecalis (ATCC 10541) suslarina kars1 sefotaksim sodyum ile karsilikli olarak etkinligi
test edilmistir. Buna gore, bu calisma sirasinda ilk kez kesfedilen dort bilesigin
(Hiperjaponikol A-D), 0,8-3,4 uM MIK degerleriyle tiim suslara kars1 etkili oldugu
tespit edilmistir (Li ve ark. 2018).

H. mexicanum L. ekstreleri kullanilarak antibakteriyel sabunlar hazirlanmig ve
bunlarin etkinligi ile ilgili 2017 yilinda bir ¢aligma yapilmistir. Disk diflizyon
metoduyla yapilan ¢alismada E. coli, S. aureus, S. epidermidis ve P. aeruginosa
suslarina karst %0,1 ve %0,2 konsantrasyonlarda hazirlanan hem kati, hem de sivi
sabunlarin aktivitesi test edilmistir. Hem ekstre, hem de her iki konsantrasyonda
hazirlanan s1vi sabun E. coli ve P. aeruginosa suslarina kars1 etkilidir. S. aureus susuna
karst hem ekstre, hem kati hem de sivi sabunlar; S. epidermidis susuna karsi ise
%0,2’lik konsantrasyondaki sivi sabun etkili olarak bulunmustur (Corzo-Barragdn ve
Gaitan-Vaca, 2017).

H. hookerianum tiiriiniin antibakteriyel etkinliginin arastirildigi bir ¢aligmada
bitkinin metanol, aseton ve kloroform ekstrelerinin 100-400 pg/mL olarak hazirlanan
farkl1 konsantrasyonlar1 100 pg/mL konsantrasyondaki tetrasiklinle karsilagtirmali
olarak Pseudomonas cepacia (NCIM 2106), B. subtilis (NCIM 2039), B. megaterium
(NCIM 2087), B. coagulans (NCIM 2323), S. aureus (NCIM 2492), E. coli (NCIM
2345) suslarma karsi test edilmistir. Bitkinin metanol ekstresinin tiim suslara karsi

etkinliginin en yiksek oldugu saptanmistir (Mukherjee ve ark. 2000).
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Antifungal Etki

Bitkilerde meydana gelen fungal enfeksiyonlar1 kontrol altina almak i¢in
benzimidazoller, aromatik hidrokarbonlar ve sterol biyosentez inhibitorleri gibi
antifungal etkili kimyasal maddeler tercih edilmektedir. Ancak, mantar suslarinin
bunlara kars1 direng gelistirmesi giderek daha yiiksek konsantrasyonda kullanilmalarini
gerektirmistir (Brent ve Hollomon, 1998). Bu durum da bitkilerde toksik maddelerin
birikiminin artmasma neden olmakta ve c¢evre saghigini olumsuz etkilemektedir.
Bitkilerde oldugu gibi hayvanlarda ve insanlarda da mantar enfeksiyonlarinin kimyasal
maddelerle tedavi edilmeye c¢alisilmasi yan etki ve toksisite agisindan gesitli sorunlar
yarattigindan, antifungal etkili bitkisel maddelerin kullaniminin arttirilmasi amaciyla bu

bitkiler {izerinde yiiriitiilen ¢aligmalara agirlik verilmistir.

Khosa ve Bhatia tarafindan 1982 yilinda H. perforatum bitkisinin ugucu yagi ve
alkollii ekstresinin antifungal etkilerinin degerlendirilmesi amaciyla yapilan bir
calismada; Aspergillus flavus, Microsporum gypseum, Trichophyton rubrum,
Curvularia lunata ve Fusarium vasiinfectum suslarina karsi antifungal etkisinin oldugu
saptanmustir. M. gypseum ve T. rubrum suslarina karsi MIK degeri 10 mg/mL, diger
suglara kars1 ise 6 mg/mL olarak bulunmustur (Khosa ve Bhatia, 1982).

2009 yilinda Maskovic ve Solujic tarafindan yiiriitiilen bir calisma ile H.
perforatum etanol ekstresinin P. canescens ve F. oxysporum suslarina karsi antifungal
etkisi belirlenmistir. Her iki susa karst MIK degeri 10 mg/mL olarak bulunmustur.
Mikroskobik metodlar yardimiyla yapilan degerlendirmeye gore; P. canescens
susundaki spor miktar1 104 CFU/mL ‘den, 40 CFU/mL’ye diismiistiir yani %62°lik bir
azalma soz konusudur. F. oxysporum susunda ise spor miktart 100 CFU/mL’den 24
CFU/mL’ye diismiis ve %72’lik bir azalma meydana gelmistir. Ekstre konsantrasyonu

arttikca bu oranin yiikseldigi goriilmiistiir (Maskovic ve Solujic, 2009).

Erzurum bdlgesinden toplanan H. linarioides Bosse tiirliyle hem ugucu yagi hem
de ekstrelerinin antifungal potansiyelini belirlemek amaciyla iilkemizde yapilan bir
calisma mevcuttur. Buna gore ugucu yagin A. solani, F. oxysporium ve F. solani suslari
tizerinde fungustatik etkisinin oldugu belirlenmistir. Ayn1 zamanda bitkinin aseton ve
metanol ekstrelerinin bazi fitopatojenik suslarin iiremesinde ciddi bir inhibit6r etkisinin

oldugu goriilmiistiir (Cakir ve ark. 2003).
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Giliney Brezilya’da yetisen H. ternum, H. myrianthum, H. piriai, H.
caprifoliatum, H. carinatum, H. connatum ve H. polyanthemum turlerinin antifungal
aktivitesinin belirlenmesi amaciyla yapilan calismada, C. albicans (ATCC 10231),
Cryptococcus neoformans (ATCC 32264), Saccharomyces cerevisiae (ATCC 9763), A.
fumigatus (ATCC 26934), A. flavus (ATCC 9170), A. niger (ATCC 9029),
Microsporum canis (C 112), M. gypseum (C 115), Epidermophyton floccosum (C 114),
Tricophyton rubrum (C113), T. mentagrophytes (ATCC 9972) suslarina kars: bitkilerin
antifungal aktivitesine bakilmistir. Yapilan deneyler sonucu en belirgin antifungal
aktiviteyi H. ternum turinun petrol eteri ve kloroform ekstrelerinin gosterdigi
belirlenmistir. Bu sonuglara gore, tiim suslara kars1 etkili olan bu ekstrelerin 6zellikle
insanlarda ciddi saglik sorunlarina, hatta baz1 durumlarda mortaliteye yol acan kandidal

enfeksiyonlara karsi kullanilabilecegi belirtilmistir (Fenner ve ark. 2005).

Tiirkiye’de endemik bir tiir olan H. havvae A. Guner bitkisinin C. albicans
(ATCC 10231), C. tropicalis (ATCC 13808), Meyerozyma guilliermondii (ATCC
6260), Cryptococcus neoformans (ATCC 90112) ve Cryptococcus laurentii (34142)
suslarina kars1 anifungal etkisi arastirilmis; bitkinin yaprak ve kok ekstrelerinde ayri
ayr1 antifungal aktivite tespit edilmistir. Yaprak ve kok ekstrelerinin birlikle kullanimasi

durumunda ise antifungal etkinin arttig1 belirtilmistir (Diilger, 2014).

H. carinatum Griseb turuniin flukonazol ile birlikte sinerjik antifungal etkisinin
aragtirldign bir calismada bitkinin iki farkli lipofilik fraksiyonun flukonazolun MIK
degerini azalttig1 saptanmistir. Bu durum, flukonazole direncli enfeksiyonlarda bitkinin
flukonazolle kombine halde kullanilmasiyla olumlu sonuglar alinabilecegini

gostermektedir (Meirelles ve ark. 2017).

Antiviral Etki

H. perforatum bitkisinin bilesiminde bulunan hiperisin ve psddohiperisinin
antiviral etkili bilesikler oldugu yapilan ¢alismalarla gosterilmistir (Kubin ve ark. 2005).
Antiviral aktiviteden sorumlu baglica bilesik olan hiperisin, yapilan in vitro ¢aligmalarla
birgok viriis susuna karsi etkili bulunmustur. Hiperisinin antiviral etkisi 1s18a bagimli

reaksiyonlar sonucu gergeklestiginden 151k faktorii aktivitede 6nemli rol oynar.
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Cinsel yolla bulasan hastaliklar tiim diinyada bir¢ok kisiyi etkilemekte ve halk
saglig1 agisindan 6nemli bir sorun olusturmaktadir. HIV ve HSV viriislerine kars1 etkili
sentetik ilaglarin ¢ok ciddi yan etki profilleri bulunmaktadir. Hiperisinin her iki susa
kars1 etkili oldugu saptanmustir (Lavie ve ark. 1995). Cohen ve arkadaslarinin 1996
yilinda yaptig1 ¢alismada hiperisinin genital Herpes simplex-2 viriisiine karst 1 mg/mL
konsantrasyondaki EDso degeri 0,0039 mg/mL olarak saptanmistir (Cohen ve ark.
1996).

H. perforatum ekstresinin flavonoit ve katesin bilesikleri tasiyan fraksiyonlarinin
influenza viriisiine karsi aktivite gosterdigi belirlenmistir. Bu durum hiperisin ve
psOodohiperisin disinda bu flavonoitlerin de antiviral akiviteye katkisi oldugunu

gostermektedir (Wood ve ark. 1990).

Hiperisinin ayrica fare sitomegaloviriisiic (MCMV), Sindbis virisii ve Hepatit C
viriistine kars1 etkili oldugu belirtilmistir (Barnes ve ark. 2001). Buna karsin, Jacobson
ve arkadaglarinin 2001 yilinda kronik Hepatit C hastasi kisilerle yiiriittiigii calismada 12
hastaya gunde 0,05 mg/kg ve 7 hastaya giinde 0,10 mg/kg toplam 8 hafta boyunca
hiperisin uygulanmis ve Hepatit C viriisiine kars1 herhangi bir aktivite bulunamamustir.
Bu ve bunun gibi bazi ¢aligsmalar daha detayli incelendiginde hiperisinin aktivitesinde
151k faktoriiniin ¢ok biiylik rol oynadigi, 1siktan yoksunluk durumunda hiperisinin
antiviral etkisinin bulunmadigr goriilmektedir. Ayrica yliksek doz hiperisin
uygulamalarinda hastalarda fototoksisite  goriilmektedir. Bu nedenler viral

enfeksiyonlarda hiperisin kullanimini sinirlamaktadir (Jacobson ve ark. 2001).

Hiperisinin antiviral etkisinin 1s18a bagimli oldugunu kanitlayan bagka bir
calisma, yeterli 151831in saglandig takdirde aktivitenin 100 kata kadar arttigimi
gostermektedir. Bu etkinin mekanizmasi soyle agiklanmistir: Isikli ortamda, hiperisin
0,73 gibi bir degerle kuantum verimi olduk¢a yiiksek bir singlet oksijen molekili
olusturabilmektedir. Baz1 ¢aligmalar antiviral etkinin bu singlet oksijen molekiiliiniin
tiretimine bagli oldugunu belirtmektedir. Son zamanlarda yapilan calismalar ise
antiviral aktivitenin siiperoksit anyon ve hiperisinyum iyonlarinin olusumunu igeren
daha kompleks bir siire¢ sonucu olustugunu ve singlet oksijen molekiiliinden bagimsiz
oldugunu gostermistir. Meruelo ve arkadaslarinin yaptigi c¢alisma, hiperisinin HIV
kapsid proteini olan p24°te belirli birtakim degisiklikler meydana getirdigini ve bu

sekilde virlise kars1 akivite gosterdigini kanitlamaktadir (Carpenter ve ark. 1994). Bu ve
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bunun gibi aragtirmalar hiperisinin farkl viriisler tizerindeki antiviral etkisinin farkli ve

kompleks mekanizmalar ile gerceklestigini gostermektedir.

2.6.4. Antioksidan Etki

Dis orbitalinde bir veya daha fazla eslenmemis elektron bulunduran atom veya
molekiiller serbest radikaller olarak adlandirilmaktadir. Serbest radikaller eslenmemis
elektron bulundururlar. Bundan dolayr kararsiz yapidadirlar ve baska maddelerle
tepkimeye girerek kararli duruma gegme egilimindedirler. Serbest radikallerin oksijen
kaynakl1 olanlarina reaktif oksijen tiirleri (ROT), nitrojen kaynakli olanlarina ise reaktif
nitrojen tirleri (RNT) denilmektedir. Reaktif oksijen tlrlerine 0rnek olarak stperoksit
anyon (O2*), hidroksil, (OH*) peroksil (ROO®), alkoksil (RO®) ve gibi maddeler
verilebilir. Bu reaktif oksijen tiirleri mutajendirler ve basta kanser olmak {izere,
Alzheimer, AIDS gibi birgok ciddi hastalia neden olmaktadirlar (Gioti ve ark. 2007;
2009).

Serbest radikallerin lipid peroksidasyonu yaptigi bilinmektedir. Hucre ve hicre
ici organel membranlarinin yapisinda bulunan lipitlerle reaksiyona giren serbest
radikaller, lipid peroksidasyonu ile membranin akiskanhigini ve gegirgenligini
bozabilmekte ve reaksiyonlar sonucu c¢ok miktarda toksik yan Uriin meydana
gelmektedir. Bunun gibi durumlar sonucu ortaya ¢ikan biyolojik molekullerin oksidatif
hasari, insan viicudunda bir¢ok dejeneratif ve patolojik siire¢ baslatir. Yaslanma bu
sirecler sonucu meydana gelen bir olgudur. Ayni zamanda koroner kalp hastaligi,
ateroskleroz ve romatizma gibi hastaliklar da oksidatif hasar sonucu olusurlar

(Halliwell, 1999).

Oksidatif hasar1 Onlemede etkili olan molekiillere antioksidanlar denir.
Antioksidan etkili maddelerin viicuda alinmasiyla oksidatif hasar sonucu meydana gelen
hastaliklarin 6nlenmesi veya iyilestirilmesinin miimkiin oldugunu gosteren bircok
calisma mevcuttur. Ozellikle dogal kokenli antioksidanlar son dénemde dikkat

cekmektedir (Singh ve Downing, 1995).

Hypericum tirleri igerdikleri ¢ok sayida farkli fenolik bilesiklerden dolay1

antioksidan etkiye sahiptir.
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H. perforatum tiiriiniin flavonoit icerigi agisindan zengin ekstresinin serbest
radikal giderici etkisinin degerlendirilmesi i¢in Zou ve arkadaslari tarafindan 2004
yilinda gergeklestirilen bir calismada, ekstrenin giiclii bir antioksidan etkiye sahip
oldugu belirlenmistir (Zou ve ark. 2004).

Silva ve arkadaslarinin 2008 yilinda yapmis oldugu ¢alismada H. perforatum
bitkisinin total etanol ekstresi ve bilesenlerinin antioksidan aktivitesi incelenmis,
flavonoitlerden kersetin ve luteolinin en etkili serbest radikal gidericiler; hiperozit ve
klorojenik asidin etkili peroksit radikal stipiiriictiler olduklar1 saptanmistir (Silva ve ark.
2008).

Mir ve arkadaglar1 tarafindan 2016 yilinda kiiltiirii yapilarak elde edilen H.
perforatum bitkisinin in vitro olarak serbest radikal giderici etkisinin arastirildigi
calismada ortaya c¢ikan sonuglara gore, etkinin konsantrasyonla dogru orantili oldugu
saptanmugtir. Indol asetik asit ve 6-Benzilaminopiirin ile hazirlanan ekstrenin kuvvetli
hidroksil ve stiperoksit anyon giderici etkili oldugu belirlenmistir. Bu ekstrenin ayni

zamanda lipid peroksidasyonunu da 6nledigi belirtilmistir (Mir ve ark. 2016).

2018 yilinda Gitea ve arkadaglar1 tarafindan Romanya’da yiiriitiilen ¢aligmada
Transilvanya’nin kuzeybatisinda bulunan gesitli bolgelerden toplanan H. perforatum
L., H. maculatum Cr., H. hirsutum L., H. tetrapterum Fr tiirlerinin polifenolik bilesikler
ve hiperisin igerigi ile antioksidan aktiviteleri karsilagtirllmistir. H. maculatum ve H.
perforatum FRAP ydntemine gore en yiksek antioksidan aktivite gdsteren tirler olarak

belirlenmistir (Gitea ve ark. 2018).

2013 yilinda Fathi ve Ebrahimzadeh tarafindan H. perforatum tirindn
antioksidan ve serbest radikal giderici etkilerini incelemek tizere yapilan ¢aligmada
bitkinin metanol ekstresinin uygulanan farkli metodlarin tiimiine gére bu etkilere sahip
oldugu tespit edilmistir. Calisma sonucu saptanan nitrik oksit giderici aktivitenin
bitkinin sahip oldugu antienflamatuvar etkiden sorumlu olabilecegi belirtilmistir (Fathi

ve Ebrahimzadeh, 2013).

H. perforatum tiiriiniin fenolik icerigini ve antioksidan 6zelliklerini belirlemek
amaciyla yapilan baska bir calismada DPPH (en diisiik ICso degeri 0,52 pg/mL), ve
FRAP (en yiksek rediiksiyon kapasitesi: 104 mg Fe eckivalani/g) metodlarina goére
aktivite saptanmistir. Nitrik oksit giderici (6,11 pg/mL), stperoksit giderici (1,86
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pug/mL) ve lipid peroksidasyon inhibe edici (0,0079 upg/mL etkisinin oldugu
belirlenmistir (Or¢i¢ ve ark. 2011).

H. perforatum ve H. calycinum tiirleriyle yapilan baska bir ¢alismada DPPH
metoduna gore H. calycinum tiiriiniin etkinliginin %50,614+2,8 inhibisyon oraniyla,
%44,85+1,8 oraninda inhibisyon gosteren H. perforatum tlrline gore daha yiksek
oldugu belirlenmistir. Bu durumun nedeninin H. calycinum tdriinin toplam fenolik
bilesik iceriginin (313,94 mg gallik asit ekivalan1/100 g) H. perforatum tlriinden daha
yilksek olmasiyla (308,83 mg gallik asit ekivalan1/100 g) agiklanmaktadir (Oztiirk ve
Kiyan, 2016).

2018 yilinda Italya’da yapilan bir calismada Sicilya’da yetisen 11 farkh
Hypericum tdrinin (H. perforatum L, H. calycinum L, H. aegypticum L., H.
androsaemum L., H. patulum Thunb., H. perfoliatum L., H. pubescens Boiss., H.
tetrapterum Fr., H. hircinum L., H. hirsutum L., H. montanum L). antioksidan
ozellikleri degerlendirimistir. Tiirlerin hepsinde antioksidan ve serbest radikal giderici
aktivite saptandigi belirtilmistir. Folin-Ciocalteu yontemine gore en etkili tlrler sirasiyla
H. perforatum, H. androsaemum, H. tetrapterum ve H. calycinum turleridir (Napoli ve
ark. 2018).

Yine 2018 yilinda Eroglu Ozkan ve arkadaslar tarafindan yapilan bir calismada
H. neurocalycinum ve H. malatyanum tiirlerinin antioksidan aktiveleri incelenmistir. H.
neurocalycinum tirindn, H. malatyanum turine gére DPPH serbest radikal giderici
(ECso degeri: 2,49 + 0,09 mg/mL) stiperoksit anyon giderici (ECso degeri: 0,613+0,05
mg/mL), ve lipid peroksidasyon inhibe edici (ECso degeri: 2,49 £ 0,09 mg/mL) etkisi
daha yiiksek bulunmustur. Aktivitedeki bu farkliligin H. neurocalycinum tiriindeki
antioksidan etkili rutin, kersetin, kempferol gibi flavonoit bilesiklerinin diger tiire gore
daha yliksek miktarda bulunmasindan kaynaklandig1 diisiiniilmektedir (Eroglu Ozkan ve
ark. 2018).

H. tomentosum subsp. pubescens butanol ekstresinin Folin—Ciocalteu
yontemiyle antioksidan etkisinin arastirildigi bir ¢caligmada piknogenol, E vitamini ve
rutin ile karsilastirildiginda ekstrenin standartlara gore daha yiiksek etkinlikte oldugu
belirlenmistir (Bouratoua ve ark. 2016).

H. perfoliatum L. tiirliniin antioksidan etkisi iizerine yapilan bir ¢aligsma bitkinin

kloroform-metanol ve metanol ekstrelerinin antioksidan aktivite gosterdigini
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saptamigtir. Bitkinin kloroform ekstresi ise antioksidan aktivite gostermemistir (Del

Monte ve ark. 2014).

H. hircinum L. tiirii ile yapilan bir ¢alismada bitkinin etanol ekstresi ve toplam
alt1 fraksiyonu iizerinde antioksidan aktivite deneyleri yapilmistir. Buna gore ekstrenin
ve fraksiyonlarin etkinliginin birbirine yakin ve oldukca yiiksek oldugu tespit edilmistir
(Mandrone ve ark. 2015).

2.6.5. Sitotoksik Etki

Isigin tedavi edici Ozellikleri binlerce yildir bilinmekle beraber, fotodinamik
terapi (PDT) kavraminin gelistirilmesi gegtigimiz yilizyilda baglamigtir. PDT igin temel
olarak, fotosensibilizan bir madde, bir 151k kaynag1 ve serbest oksijen molekdli gerekir.
Fotosensibilizan maddenin timdor hicrelerinde birikim yapabilen, lokal veya sistemik
yoldan hastaya verilebilen 6zellikte olmasi onemlidir. PDT kavrami ilk kez, 1960
yilinda Mayo Clinic’te ¢alisan Lipson ve Schwartz’in, hematoporfirinin asetik asit ve
sulfiirik asiti belli oranlarda iceren bir karisimini ameliyat sirasinda enjekte edip
floresans 1s1kla aktive etmesi ve bu sekilde neoplastik lezyonlarin net bir sekilde
goriilebilmesi i¢in kullanmaya baglamasiyla ortaya c¢ikmustir. Bu hematoporfirin
karistmi1 daha sonra Photofrin® adiyla uzun sure fotodinamik terapide kullanilmisir,
ancak uzun vadede ciddi fototoksisiteden sorumlu oldugundan yeni ajanlarin

gelistirilmesi i¢in ¢alismalar yapilmaktadir (Dougherty ve ark. 1998).

Fotodinamik terapi, bir fotosensibilizan ajan ve goriiniir dalga boyundaki 1s18in
timor hiicreleri tarafindan absorbe edilmesi sonucu sitotoksik etkili serbest oksijen
tiirlerinin olusumu ve bunun da irreversibl hiicre hasarina neden olmasi esasina dayanir.
Fotodinamik terapi, giiniimiizde klinik onkolojide kullanimi giderek yayginlagan bir
tedavi yontemidir ve bag-boyun kanserleri, beyin timorleri, akciger, pankreas,
intraperitoneal bosluktaki kanserler, meme, prostat, cilt, akciger ve pankreas kanserinde

kullanilablmesi i¢in ¢caligmalar devam etmektedir.

Hypericum tdrlerinde dogal olarak bulunan hiperisin, fotosensibilizan bir
maddedir. Bu o6zelliginden dolayr son yillarda kanser tedavisinde kullanilabilecek
potansiyel bir molekiil oldugu diisiiniilmekte ve bu amagla in vivo ve in vitro pek ¢cok
calismaya konu olmaktadir. Yapilan c¢alismalar hiperisinin kanser hiicrelerinde

fototoksisite olusturdugunu ve olumlu sonuglar verdigini gostermektedir.
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Hiperisin; uyarilmis triplet haldeki yiiksek quantum verimi nedeniyle sahip
oldugu ylksek fotooksidasyon kabiliyeti, singlet oksijen molekill ve stperoksit anyon
gibi serbest radikaller Uretebilmesi, tlimor dokusunda birikmesi ve 1sikla aktive
olamadig1 karanlik ortamda sifir veya ¢ok diisiik toksisiteye neden olmasi ile PDT de
kullanilabilecek bir fotosensibilizan ajan olmaya ¢ok uygun bir molekiildiir. Lipofilik
bir molekiil olmas1 nedeniyle mitokondri, lipozom, endoplazmik retikulum ve golgi
aygiti gibi organellerin membraninda birikmektedir. Hiicre tipi, hiicre igindeki
lokalizasyon, ortamdaki hiperisin konsantrasyonu, inkiibasyon siresi ve 1sik kaynagiyla
ilgili faktorler, hiperisinin kullanildigt PDT’lerde aktiviteyi etkileyen 6nemli
faktorlerdir (Kucharova ve ark. 2015).

2008 yilinda Hashida ve arkadaslarimin yaptigi bir ¢alismada H. ascyron
bitkisinden tomoeon A-H olarak isimlendirilen 8 floroglusinol tiirevi bilesik izole
edilmis ve bu bilesiklerin insan kanser hiicreleri iizerinde sitotoksik aktivitesi
degerlendirilmistir. Doksorubisinle karsilastirilmali olarak yapilan g¢alismada, MTT
Testi sonuglarina gore tomoeon F bilesigi sentetik ilaca gore daha etkili bulunmustur

(Hashida ve ark. 2008).

Couladis ve arkadaglarinin 2002 yilinda kolon ve karaciger kanser hiicreleri
tizerine bes farkli Hypericum tiiriiniin sitotoksik etkilerinin incelendigi ¢alismaya gore,
H. triquetrifolium ve H. empetrifolium tiirlerinin her iki hiicre hattinda yiiksek sitotoksik

etkinlige sahip oldugu belirlenmistir (Couladis ve ark. 2002).

2015 yilinda Zhang ve arkadaslari tarafindan H. henryi tiirtinden hiperhenon A-F
olmak {izere alti yeni disiklik agilfloroglusinol tiirevi ve bunlarin bilinen 12 adet
analogu izole edilmis ve insan kanser hiicrelerindeki sitotoksik aktiviteleri
incelenmistir. Buna gore bilesiklerin 1Csgo degerleri 1,3-8,8 mM arasinda bulunmus ve

yiiksek etkinlik tespit edilmistir (Zhang ve ark. 2015).

H. scabrum tirlnin sitotoksik aktivitesinin ve apoptoz indikleme etkisinin
incelendigi bir calismada bitki ekstresinin diklorometan ve petrol eteri fraksiyonlarinin
sitotoksik etkisi oldugu belirlenmistir. Metanol fraksiyonun herhangi bir sitotoksik
aktivite gostermedigi not edilmis, ancak metanol ekstresinin ve petrol eteri
fraksiyonunun apoptoz indiikleme kabiliyetinin oldugu tespit edilmistir (Hamzeloo-
Moghadam ve ark. 2015).
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H. roeperianum turtinden izole edilen on yeni bilesigin antikanser etkilerinin
arastirlldigl bir ¢alismada, yeni kesfedilen agilfloroflusinol tiirevi bilesiklerin zayif

sitotoksik aktiviteye sahip olduklari belirtilmistir (Fobofou ve ark. 2015).

H. attenuatum tdriinden izole edilen iki yeni acilfloroglusinol tirevi olan
attenuatumion G ve attenuatumion H bilesiklerinin sitotoksik aktivitesinin
degerlendirildigi bir ¢aligmada, attenuatumion H bilesiginin 1Cso degeri 9,11 mM olarak
bulunmus ve orta derecede sitotoksik etkisinin oldugu bildirilmistir (Zhou ve ark. 2014).

2018 yilinda Sarrou ve arkadaslarinin yaptigi ¢calismada H. perforatum tlrindn
sitotoksik aktivitesi incelenmistir. 0,01- 100 ug/mL arasinda farkli konsantrasyonlardaki
ekstrelerle intestinal kanser hiicreleri lizerinde yapilan ¢alismada yalniz 100 pg/mL
konsantrasyondaki ekstrede sitotoksik etki saptandigi belirtilmistir (Sarrou ve ark.
2018).

2006 yilinda Stavropoulos ve arkadaslari tarafindan yapilan c¢alismada H.
perforatum ekstresinin polar metanol fraksiyonunun PDT’de kullanilan Photofrin®
maddesine kars1 gosterdigi belirgin sitotoksik etkinlik, selektif lokalizasyon, dogada
bulunabilmesi, hazirlanis maliyetinin diisiik olmasi gibi 6zelliklerle daha iyi bir

alternatif olabilecegi belirtilmistir (Stavropoulos ve ark. 2006).

Nedialkov ve arkadaglarinin 2011 yilinda yaptigi ¢calismada H.elegans turiinden
izole edilen elegafenol ve 7-epi-klusianon bilesikleri ile Hodgkin lenfoma, insan lenfoid
doku kanseri ve eritro myeloblastoid 16semi tizerinde MTT ile yapilan aktivite

calismalari ile olumlu sonuglar elde edildigi belirtilmistir (Nedialkov ve ark. 2011).

2.6.6. Antienflamatuar Etki

Enflamasyon; kan damarlarinin ve l6kositlerin rol oynadigi, virlis veya bakteri
gibi mikroorganizmalarin veya toksinlerin hiicrelere zarar vermesinin dnlenmesi ya da
cesitli hasarlar sonucu olusan nekrotik dokularin uzaklastirilmasina yonelik,
organizmanin devamliligi i¢in gelistirilmis kompleks bir olaydir. Temelde organizmay1
koruyucu bir 6zelligi vardir. Enflamasyon normal bir fizyolojik yanittir, fakat devam

etmesi halinde dokularda ciddi zedelenmelere yol acabilir.

Antik c¢aglardan bu yana enflamasyonun tedavi edilmesinde bitkilerden

yararlanilmasi son derece sik rastlanilan bir durum olmustur. Hypericum tdrlerinin gok
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uzun yillardir yara, yanik ve egzama tedavisinde kullanildig1 bilinmektedir. Son yillarda
bu bitkilerin antienflamatuar etkilerinin ve etki mekanizmasinin belirlenmesi amaciyla

yapilan ¢alismalar hiz kazanmustir.

2006 yilinda Sanchez-Mateo ve arkadaslarinin Tenerife bolgesinden topladiklari
H. reflexum tiiri ile yaptiklar ¢alismada, bitkinin metanol ekstresinin ve bu ekstrenin
kloroform ve butanol fraksiyonlarinin kulak 6deminde azalma meydana getirdigi

saptanmustir (Sanchez-Mateo ve ark. 2006).

Hohmann ve arkadaslar1 tarafindan 2015 yilinda oral yoldan asir1 doz
parasetamol uygulanarak hepatotoksisite, enflamasyon ve oksidatif stres meydana
getirilen farelere H. perforatum ekstresinin oral olarak verilmesiyle hem enflamasyonun

hem de karaciger hasarinin geriledigi tespit edilmistir (Hohmann ve ark. 2015).

H. perforatum tiiriiniin antienflamatuvar etkinliginin degerlendirildigi baska bir
calismada, fluoksetin ve etodolakla karsilastirmali olarak c¢alisilmistir. Karagenin
nedenli pence 6demi olusturulan farelere 50, 100, ve 300 mg/kg ekstre uygulandiginda
o0demde sirasiyla %53,7, %61,3 ve %753 oraninda inhibisyon saglandigi tespit
edilmistir (Abdel-Salam, 2005).

Sosa ve arkadaslari tarafindan 2007 yilinda yapilan bir ¢alismada H. perforatum
bitkisinin hidroalkolik ekstresi, lipofilik ekstresi ve etilasetat fraksiyonu; ayrica
hiperisin, adhiperforin, amentoflavon, hiperozit, izokersitrin ve hiperforin
disiklohekzilamonyum (DHCA) tuzunun topikal antienflamatuar etkinlikleri
degerlendirilmistir. Farelerde kulak O6demi {izerinde yapilan deneylerde lipofilik
ekstrenin en etkili oldugu, daha sonra sirasiyla etilasetat fraksiyonu ve hidroalkolik
ekstrenin etkili oldugu belirtilmistir. Amentoflavon, hiperisin, hiperforin DHCA tuzu ve
adhiperforin indometazine gore daha etkili; izokersitrin ve hiperozit ise indometazinden

daha az antienflamatuar etkili bulunmustur (Sosa ve ark. 2007).

2002 yilinda Raso ve arkadaslar1 tarafindan yapilan ¢aligmada karagenin nedenli
pence 6demi olusturulan farelerde yiiksek dozda (giinde 100 mg/kg) H. perforatum
uygulanan farelerde bitkinin, lipopolisakkaritlerin modulasyonu, interferon-y indiikli
siklooksijenaz-2 (COX-2) ve nitrik oksit sentaz inhibisyonu yaparak enflamasyonda

azalma meydana getirdigi tespit edilmistir (Raso ve ark. 2002).
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H. perforatum tirindn antienflamatuar etkinliginin arastirildigi baska bir
caligmada standardize %350 su-etanol ekstresinin karagenin nedenli pence 6demi
gelistirilen farelerde giinliik 100 mg/kg ve 200 mg/kg dozda oral yoldan uygulanmasiyla

her iki dozda da antienflamatuar etki saglandigi belirtilmistir (Kumar ve ark. 2001).

Rabanal ve arkadaslarinin 2005 yilinda ylriittigii bir calismada Tenerife
bolgesinden toplanan H. canariense ve H. glandulosum tiirleriyle hazirlanan infiizyon,
metanol ekstresi ve bunun fraksiyonlarinin, tetradekanoilforbol asetat (TPA) nedenli
kulak 6demi olusturulan fareler ilizerindeki antienflamatuar etkinlikleri incelenmistir.
Buna gore bitkilerin inflizyonlarmin ve H. canariense metanol ekstresi su fraksiyonun
disindaki tiim ekstreler 6demde nemli 6l¢iide azalma meydana getirmistir (Rabanal ve

ark. 2005).

Erzincan - Kelkit bolgesinden toplanan H. scabroides tirii ile yapilan bir
calismada karagenin nedenli fare penge 6demi (zerinde standart madde olarak
diklofenak kullanilarak bir dizi deney yapilmistir. Buna gore bitkinin metanol

ekstresinin belirgin antienflamatuar etkinlik gosterdigi tespit edilmistir (Mansour ve ark.

2014).

Crockett ve arkadaslarinin 2008 yilinda yaptig1 bir ¢alismada H. empetrifolium
tiriinden izole edilen iki adet yeni floroglusinol tiirevi bilesigin antienflamatuar
etkinligi incelenmistir. 3-geranil-1-(20-metilpropanoil)floroglusinol ve 3-geranil-1-(20-
metilbutanoil) floroglusinol adi verilen bilesiklerin yapilan in vitro deneylerle COX-1

ve COX-2 inhibitorii etkilerinin oldugu belirlenmistir (Crockett ve ark. 2008).

H. oblongifolium tirtyle karagenin nedenli pence 6demi gelistirilen fareler
tizerinde yapilan ¢aligmada gunde 100, 200 ve 300 mg/kg metanol ekstresi uygulanan

farelerde belirgin antienflamatuar etki saptanmistir (Raziq ve ark. 2016).

2.6.7. Analjezik ve Antinosiseptif Etki

Agri, her insanin ¢esitli zamanlarda cesitli nedenlerle yasadigi hos olmayan bir
deneyimdir ve bu nedenle analjezik etkili ilaglar her donemde en yaygin olarak
kullanilan ilaglardir. Sentetik analjeziklerin tolerans ve yan etki sorunlari bitkisel

kokenli analjeziklerin tercih edilmesine neden olmaktadir.



71

H. perforatum bitkisinin siyatik agrilarinin giderilmesinde kullanilabilecegi ilk
kez Dioscorides tarafindan rapor edilmistir (Gunther, 1968). Antik caglardan beri
geleneksel olarak miyalji, siyatik, doku ve sinir harabiyeti durumlarinda H. perforatum
bitkisinden hazirlanan formiilasyonlarin kullanildigr bilinmektedir (Bombardelli ve
Marazzoni, 1995; Barnes ve ark. 2001). Bitkinin analjezik ve antinosiseptif etkinliginin

ve etki mekanizmasinin belirlenmesi ile ilgili yapilan bir¢ok ¢alisma mevcuttur.

Son wyillarda H. perforatum bitkisinin antinosiseptif etkisinden sorumlu
bilesikleri belirlemeye yonelik ¢alismalar yapilmaktadir. Bitkinin baglica hiperforin gibi
floroglusinol bilesikleri igeren kloroform fraksiyonu, hiperisin igeren metanol
fraksiyonu ve flavonoit bilesiklerince zengin bir baska fraksiyonunun farelerde
antinosiseptif etki gosterdigi tespit edilmistir (Galeotti ve ark. 2010a, 2010b). Hiperisin
ve hiperforin yalniz baslarina uygulandiklarinda da benzer etkinlik goézlendiginden
etkinin bu iki molekiilden kaynaklandigi; flavonoitlerin antinosiseptif etkinliginin ise
sahip olduklar1 antienflamatuar etkiden kaynaklandigi diisiiniilmektedir (Tedeschi ve
ark. 2003). Flavonoitlerin antinosiseptif etkinliginin ayr1 ayr1 degerlendirildigi daha
detayli calismalar da mevcuttur. Buna gore mirsitrin, kersitrin ve rutin aktivite
gosterirken; bitkide bulunan ana flavonoit bilesiklerinden olan kersetin ve amentoflavon
gibi molekiiller farkli konsantrasyonlarda herhangi bir analjezik etki saglamamaktadir.
Elde edilen bu sonuclarin bitkinin antinosiseptif etkisinden sorumlu bilesiklerin
hiperisin ve hiperforin oldugu diislincesini destekler nitelikte oldugu belirtilmistir

(Meotti ve ark. 2006; Galeotti ve ark. 2010a).

H. perforatum kuru ekstre, metanol, etanol ve kloroform ekstrelerinin sigan ve
farelerde oral olarak uygulandiklarinda akut termal ve kimyasal agri esigini
yiikselttiklerini gosteren c¢alismalar vardir. Doza bagimli ¢aligmalar standardize H.
perforatum ekstrelerinin (%0,3 hiperisin; %4-5 hiperforin) farelerle yapilan sicak plaka
testi (Kumar ve ark. 2001a, 2001b; Abdel-Salam, 2005; Galeotti ve ark. 2010a), kuyruk
cekme testi (Kumar ve ark. 2001a; 2001b) gibi analjezik aktivite deneylerine gore
termal antinosiseptif etkinlige sahip oldugunu gostermektedir. H. perforatum bitkisi
ayrica asetik asit indiikli abdominal konstriiksiyonlart inhibe etme 06zelligi

gostermektedir (Bukhari ve ark. 2004; Galeotti ve ark. 2010a)

Deney hayvanlarinin bir pengesine kiiciik hacimlerde formalin enjekte edilmesi

ve alman yamtin kaydedilmesi esasina dayanarak analjezik etkinligin
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degerlendirilmesini saglayan formalin testinde yanit iki asamada gelir: Ilk asamada
periferik nosiseptorler kimyasala dogrudan yanit verirken, ikinci asama periferik ve
santral sensitizasyonu i¢eren enflamasyona bir cevap niteligindedir. H. perforatum hem
periferal hem de santral antinosiseptif mekanizmalarla bu iki asamada da antinosiseptif
etki gostermektedir. Kuru ekstre ayni zamanda uzun etkili bir antinosisepsiyon
saglamaktadir, oral uygulamadan 2 saat sonra hala etkinin varligindan s6z

edilebilmektedir (Abdel-Salam, 2005; Galeotti ve ark. 2010a).

H. perforatum tiirtiniin agr1 iizerine rahatlatici etkisi insan deneyleri ile de
kanitlanmistir. H. perforatum, Allium sativum, Verbascum thapsus ve Calendula
officinalis bitkilerinden olusan kombine bir kulak damlasi uygulanan akut otitis media’l

cocuklarda agrinin azaldigi rapor edilmistir (Sarrell ve ark. 2003).

Herpes kaynakli deri lezyonu bulunan 149 hasta iizerinde yapilan prospektif,
randomize ve kontrollii klinik deneylerde, hastalara bakir siilfat ve H. perforatum
ekstresi iceren bir formiilasyon topikal olarak uygulanmig ve akut agrida azalma

meydana getirdigi belirtilmistir (Clewell ve ark. 2012)

Mainetti ve Carnevali’nin 2013 yilinda yaptig1 bir ¢alismada pediatrik yanik
yaralarina H. perforatum yagi uygulanmasiyla hastalarda agr1 sikdyetinin azaldigi

saptanmistir (Mainetti ve Carnevali, 2013).

2010 yilinda yapilan randomize, ¢ift kor klinik deneylerde sezaryen operasyonu
geciren 144 kadin hastaya H. perforatum igeren krem uygulandiginda agr1 seviyelerinde

belirgin miktarda azalma oldugu rapor edilmistir (Samadi ve ark. 2010).

Son donemlerde yapilan bazi klinik c¢aligmalar H. perforatum bitkisinin
noropatik agr1 durumunda kullanilabilecegine dair sonuglar vermektedir. Kronik
konstriksiyon hasar1 olusturulan farelerde standardize H. perforatum kuru ekstresinin
(%0,32 hiperisin; %0,42 hiperforin) antihiperaljezik etkisinin oldugunu gostermektedir.
Aym zamanda kemoterap0tik bir ajan olan oksaliplatin, antiretroviral bir ilag olan
zalsitabin gibi norotoksikasyon yapan ilaclardan kaynakli ndropatik agrilarin
azaltilmasinda da basarili sonuglar elde edilmistir. Bu ¢aligmalar oral yoldan diisiik
dozda (siganlarda giinde 30-60 mg/kg; farelerde ginde 5 mg/kg) uygulanan H.
perforatum ekstresinin uzun etkili bir analjezi sagladigini da gostermektedir.
Uygulamadan yaklasik 180 dakika sonra dahi analjezik etki tespit edilmistir (Galeotti ve
ark. 2010b; Sanna ve ark. 2016).
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2017 yilinda sunulan bir vaka olgusunda trigeminal nevralji dykiilii 53 yasindaki
Ispanyol kadin hasta H. perforatum bitkisinin homeopatik bir preparatini (dilaltinda
¢Oziinen 5 pellet 6 C, 3X/giin) kullanmig, bunun disinda herhangi bir tedavi gérmedigi
rapor edilen hastanin agrilarinin tamamen yok oldugu belirtilmistir. Hasta homeopatik
preparatt kullanmay1 biraktiginda agri yeniden baslamistir (Assiri ve ark. 2017).

Bitkinin trigeminal nevraljide kullanimu ile ilgili caligmalar devam etmektedir.

Fareler Gzerinde yapilan bir baska ¢alismada H. grandifolium turinin metanol
ekstresi ve ¢esitli fraksiyonlarin analjezik etkinligi degerlendirilmis, metanol ekstresinin

ve kloroform fraksiyonunun periferal ve santral analjezik etki gdsterdigi belirlenmistir

(Bonkanka ve ark. 2011).

2.6.8. Premenstrual Sendrom Uzerine EtKi

Premenstrual sendrom (PMS) kavrami ilk kez 1931°de Dr. Robert Frank
tarafindan tanimlanmistir. Yayimmladigr bir dizi vaka raporunda, bazi kadinlarin
menstruasyondan birka¢ giin Oncesinde c¢esitli duygusal semptomlar yasadigi,
halihazirda var olan diger fiziksel sikayetlerinde artis oldugu ve genel durumlarinin

kotiilestigi bu tabloya PMS adin1 vermistir.

PMS durumunda belirtiler menstruasyonun baslamasindan 6nceki hafta goriiliir,
menstruasyonun baslamasiyla tiim belirtilerde iyilesme fark edilir ve menstruasyon
déneminin bitmesinden sonraki haftada belirtilerin timi veya en az biri kaybolur. Bu
belirtiler; ani mod degisiklikleri, genel bir kizginlik hali, depresif disiinceler,
umutsuzluk hissi, anksiyete, kapana kisilmis hissetme, giinliik aktivitelere duyulan
ilginin azalmasi, konsantrasyon bozuklugu, uykusuzluk veya asir1 uyuma, istahta
degismeler (¢cok yeme veya az yeme) gibi emosyonel belirtiler veya gogiislerde
gerginlik, eklem ya da kas agris1 gibi fiziksel belirtiler olabilir (Yonkers ve Simoni,
2018).

PMS baz1 kisilerde yasam kalitesini diisiirmekte ve yaklagik %5’inde tedavi
gerektiren ciddi bir sorun haline gelebilmektedir. Bu durumlarda ila¢ tedavisi
gerekebilir ve ilag olarak da PMS tedavisinde etkinligi kanitlanan selektif serotonin geri
alim inhibitorleri (SSRI) tercih edilmektedir (Yonkers ve Simoni, 2018). Dolayisiyla
SSRI oldugu bilinen Hypericum tiirleri PMS tedavisinde ¢ok biiyiik dnem kazanmistir

ve etkinliginin incelendigi bir¢ok ¢alisma mevcuttur.
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PMS belirtileri gosteren goniilli 96 kadin iizerinde yapilan bir ¢aligmada,
standardize 900 pg hiperisin igeren 300 mg H. perforatum ekstresi gunde 1 tablet olarak
iki menstrual déngl boyunca oral yoldan uygulanmis ve hastalarin tiimiinde belirtilerde

%50 oraninda azalma goriilmiistiir (Stevinson ve Ernst, 2000).

Ghazanfarpour ve arkadaslari tarafindan 2011 yilinda yiiriitiilen bir ¢alismada en
az alt1 aydir PMS belirtileri yasayan 170 kadin hasta randomize iki gruba ayrilmis ve bir
gruba giinde iki kez 680 ng hiperisin igeren tablet, diger gruba ise giinde iki kez plasebo
olarak sadece selliloz iceren tablet verilmistir. 8 haftalik uygulamanin ardindan hiperisin
iceren tablet uygulanan gruptaki hastalarda gorilen belirtilerde %40 azalma oldugu
rapor edilmistir (Ghazanfarpour ve ark. 2011).

2010 yilinda Canning ve arkadaglar1 tarafindan yapilan bagka bir ¢aligmada orta
derecede PMS teshisi konulan 18-45 yas araligindaki 36 kadin hastanin 18’ine
standardize 9%0,18-3,38 hiperforin iceren H. perforatum (900 mg/giin) tableti, diger
18’ine ise plasebo tablet verilmistir. iki menstrual dongii boyunca vyiiriitiilen ¢alismada
H. perforatum eckstresi iceren tablet uygulanan hastalarin hem fiziksel hem de

davranigsal belirtilerde azalma gosterdigi tespit edilmistir (Canning ve ark. 2010).

2.6.9. Menopoz Semptomlar: Uzerine EtKi

H. perforatum ekstrelerinin depresyon, anksiyete ve uyku bozukluklarindaki
kullanimi, menopozla alakali olarak bu sikintilar1 yasayan kisilerde Onerilebilecek
potansiyel bir {iriin olabilecegini diisiindiirmiis ve son donemlerde bu amacla cesitli
caligmalar yapilmigtir. Siganlarin santral sinir sisteminin mezolimbik bdlgelerinde
dopamin sistemleri iizerinde etki goOsterdigi belirlenen H. perforatum, bu etki
mekanizmasi nedeniyle 6zellikle sicak basmasi sikayetinde olumlu etki gostermektedir.
Dopaminin viicut sicakligi diizenleme iizerine etkisi bilinmekte ve bu nedenle dopamin
agonisti Uriinlerin sicak basmasi sikayetinin kontrol altina alinmasina yardimer oldugu
diistinilmektedir (Barros ve ark. 2004). Ayrica H. perforatum ekstrelerinin [3-
adrenoreseptorler Uzerindeki down-regulasyon etkisinin de bu etki Gzerinde roll vardir.
Yiikselmis beyin noradrenalin seviyeleri sicak basmasina neden olabilmekte ve bu
nedenle noradrenerjik aktivitenin inhibisyonu bu durum Gzerinde olumlu etki

yaratmaktadir (Kientsch ve ark. 2001).
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Menopoz sikintilart yasayan 43 ve 65 yas arast 111 kadina H. perforatum LI 160
ekstresi gunde 405-675 mg dozda 12 hafta boyunca uygulanmig, depresif mod,
gerginlik, anksiyete bozuklugu, konsantrasyon bozuklugu, uygu diizensizligi gibi
psikolojik; sicak basmasi, palpitasyon, bas agris1 gibi psikosomatik semptomlarin
tiimiinde iyilesme oldugu rapor edilmistir. Ayrica kadinlarin tiimiinde cinsel istekliligin
arttigt  gozlemlenmistir. Fakat bu c¢alisma kontrol grubu olmaksizin yapilan bir
gozlemleme ¢alismasi oldugundan daha detayl testlere ihtiya¢ duyulmaktadir (Kelsey
ve ark. 1982).

H. perforatum ile menopoz sikayetlerinde kullanim1 olan Cimicifuga racemosa
ekstrelerinin kombine halde kullanimiyla ilgili yapilan bazi ¢aligmalar umut verici
sonuclar sunmaktadir. Cift kor, plasebo kontrollii olarak yapilan bir calismada menopoz
sikayetleri yasayan 301 kadina Remifemin Plus® (standardize 0,25 mg hiperisine es
245-350 mg H. perforatum ekstresi ve 1 mg triterpen glikozite es C. racemosa ekstresi)
adl1 tirin giinde 2 tablet olarak 8 hafta boyunca uygulanmistir. Buna gore ekstre iceren
tablet uygulanan kadinlarin %50’sinde sikayetlerde azalma oldugu belirilmistir. Plasebo

uygulanan grupta bu oran %19,6’dir (Uebelhack ve ark. 2006).

Ayni iriinle yapilan baska bir ¢ift kor randomize calisma 179 kadinla 6 hafta
boyunca yiiriitiilmiis ve anksiyete, depresif mod, gerginlik gibi psikovejetatif
sikintilarda belirgin bir iyilesme oldugu tespit edilmistir. Plasebo uygulanan grupta bu
bu etki gortilmemistir (Boblitz ve ark. 2000).

Yine ayni iiriinle 12 hafta boyunca 812 kadin iizerinde yiiriitiilen bir ¢aligmada
kadinlarin %90’inda ozellikle sicak basmasi gibi psikovejetatif sikayetlerde azalma
oldugu; %82’sinin tedavi sonuglarini ¢ok i1yi veya iyi olarak degerlendirdigi belirtilmis

ve bu durum 176 doktor tarafindan onaylanmistir (Gerhard ve ark. 1995).

Gynoplus® isimli bir diger kombine preparat (1 mg triterpen glikozitine es
0,0364 mL C. racemosa rizom ekstresi, 0,25 mg hiperisine es 84 mg kuru H.
perforatum ekstresi) klimakterik semptomlar yasayan 89 kadina 12 hafta boyunca
uygulanmis ve oOzellikle sicak basmasi sikayetinde plaseboya gore belirgin olumlu

sonuclar elde edildigi belirtilmistir (Chung ve ark. 2007).
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2.6.10. Bagimhiik Uzerine Etki

H. perforatum tiiriiniin ¢alismalarla kanitlanmis antidepresan etkisinden dolay1
basta alkol bagimlilig1 olmak tizere farkli bagimlilik durumlarinda tedavi i¢in potansiyel
bir ajan oldugu diisliniilmiis ve bu amacla ¢esitli calismalar yapilmistir. Bu ¢alismalar
H. perforatum bitkisinin bagimlilik tedavisinde kullanilabilecegi fikrini destekler
niteliktedir.

H. perforatum ve etanol arasinda herhangi bir etkilesim olmadigi bilinmektedir
(Greeson ve ark. 2001). H. perforatum bitkisinin kandaki etanol seviyesi (zerinde
herhangi bir etkisinin olmadigi, aym1 zamanda saglikli kisilerde alkolle birlikte
alindiginda Kkognitif-motor performansta herhangi bir degisiklige neden olmadig1 da
yapilan ¢alismalarla gosterilmistir (Schmidt ve Sommer, 1993). H. perforatum
ekstrelerinin etanol yoksunluk sendromlari tizerindeki inhibitor etkisi iki mekanizmayla
aciklanmaktadir: Ilk agiklama, bu aktivitenin bitkinin sahip oldugu serotonerjik
Ozelliklerden, 5-HTP geri alimmi azaltici etkisinden ve MAO inhibitéri etkisinden
kaynaklandig1 seklindedir (Perovic ve Miller, 1995; Bennett ve ark. 1998; Calapai ve
ark.1999). Bir¢ok ¢alisma, etanol yoksunluk sendromlari yasayan siganlarda bahsedilen
serotonerjik etkilere sahip bir sentetik antidepresan olan fluoksetinin yararli oldugunu
gostermektedir. H. perforatum ekstreleri de ayn1 mekanizmayla bu konuda yararli rol
oynamaktadir. Bir diger a¢iklama, H. perforatum ekstrelerinin nitrikoksit sentaz (NOS)
enzimine kars1 inhibitor etkisinin aktiviteye katki sagladigi seklindedir. NOS enzimi, L-
arjinin  prekiirsorliigiinde nitrik oksit (NO) {iretimini gergeklestiren bir enzimdir.
Bagimlilik ve yoksunluk sendromuyla alakali birgok tepkimenin NO ile ilgili oldugunu
gosteren calismalar mevcuttur. NOS inhibitorlerinin yoksunluk sendromunda olumlu

etkilerinin oldugu da klinik ¢alismalarla kanitlanmistir (Uzbay ve Oglesby, 2001).

H. perforatum ekstresinin etanol yoksunluk sendromu Uzerine etkilerinin
arastirildig1 bir ¢alismada 15 giin boyunca %7,2 (h/h) etanol verilen sicanlara daha
sonra 25-200 mg/kg ekstre serum fizyolojikle karistirilarak intraperitoneal yoldan
enjekte edilmistir. Etanol yoksunluk semptomlarinin baslamasmin ardindan her ikinci,
dordiincii ve altinci saat basinda siganlar 5’er dakika boyunca gézlemlenmis, lokomotor
hiperaktivite, stereotip yoksunluk davraniglari ve tremorlar degerlendirilmistir. Buna

gore, H. perforatum ekstresi verilen siganlarda doza bagh olarak belirtilerin azaldigi,
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Ozellikle 50 ve 100 mg/kg dozda belirgin bir yoksunluk semptomu azaltici etkinin
goriildiigii belirtilmistir (Coskun ve ark. 2006).

8 giin boyunca eroin verilerek bagimli hale getirilen si¢anlara H. perforatum
ekstrelerinin  oral yoldan uygulanarak yoksunluk semptomlarindaki degisimin
degerlendirildigi bir ¢alismada, ekstreler siganlara giinde iki kez 20 mg/kg dozda veya
naloksandan 90 dakika oOnce olmak fiizere giinde bir kez ayni dozda verilmistir.
Hidroetanol ve etanol ekstreleri verilen siganlarda abdominal konstriikksiyonun ve
yoksunluga bagli diyarenin azaldigi, su ekstresinin boyle bir etkiye neden olmadigi
saptanmistir. Bu sonuclarin  opioid bagimliligi tedavisinde fiziksel yoksunluk
semptomlarinin azaltilmasi amaciyla H. perforatum kullanilabilecegine isaret ettigi

belirtilmistir (Subhan ve ark. 2008).

H. perforatum tiirliniin nikotin bagimliliginda yoksunluk sendromlar1 {izerine
etkilerinin arastirildigr calismalar da mevcuttur. 14 giin boyunca giinde dort kez 2
mg/kg nikotin enjekte edilerek bagimlilik gelistirilen farelere, son nikotin
enjeksiyonundan hemen sonra oral yoldan 125-500 mg/kg olmak iizere degisen
dozlarda H. perforatum ekstresi uygulanmigtir. Sonug olarak tiim farelerde yoksunluga
bagli gelisen lokomotor aktivitenin azaldigi, maksimum etkinin ise 500 mg/kg dozda

ekstre uygulanan farelerde goriildiigii saptanmistir (Catania ve ark. 2003).

H. perforatum ekstrelerinin morfin yoksunluk sendromunda morfine bagimh
sicanlar iizerindeki etkilerinin klonidin ile karsilikli olarak degerlendirildigi bir
caligmaya gore, 0,4 mL/200g dozda, klonidin H. perforatum ekstresine gore daha etkili
bulunmus; 0,8 mL/200g dozda, ikisi arasinda anlamli bir fark bulunamamis; 1,2 mL/200
g dozda ise H. perforatum ekstresi klonidine gore anlamli derecede daha etkili
bulunmustur (Feily ve Abbasi, 2009).

2.6.11. Nérodejeneratif Hastaliklar Uzerine Etki

Norodejeneratif hastaliklar, o6zellikle insan beynindeki ndronlari etkileyen,
tedavisi gunumuizde mimkin olmayan, ilerleyici hastaliklardir. Beklenen ortalama
yasam siiresi arttik¢a toplumda norodejeneratif hastalik goriilme siklig1 da artmaktadir;

fakat sadece yasa bagl olarak degil, genetik faktorlerin etkisiyle de ortaya cikabilirler.
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En yaygin olarak rastlanan ve en ¢ok bilinen norodejeneratif hastaliklar;
Alzheimer, Parkinson, Huntington sendromu, amiyotrofik lateral skleroz (ALS) olarak

sayilabilir. Bunun disinda bir¢ok nérodejeneratif hastalik da mevcuttur.

Hypericum tirlerinin norodejeneratif hastaliklarda kullanimiyla ilgili birgok
calisma vardir. Norodejeneratif hastaliklar ¢ok ciddi sonuglart olan ve tedavisi olmayan
hastaliklar oldugu icin elde edilen olumlu sonuglar tim dunyada ilgiyle takip

edilmektedir.

H. perforatum bilesiminde bulunan hiperforinin yapilan ¢alismalarla
norotransmitter geri alim inhibitorii etkisinin oldugu, hiicre i¢i sodyum ve kalsiyum
seviyelerini arttirdigi, gegici reseptor protein kanonik kanal 6 (TRPC6)’y1 aktive ettigi
ve N-metil-D-aspartik asit (NMDA) reseptor antagonisti oldugu belirlenmistir. Bu
mekanizmalar norodejeneratif hastaliklarda Onleyici olarak kullanilabilecegini
gOstermektedir. Ayrica yapilan bir diger in vitro caligmada hiperforinin amiloid-f
plaklarin1 parcalama ozelligi oldugu gosterilmistir. Bu sonug hiperforinin 6zellikle
Alzheimer hastaliginin tedavisinde kullanilabilecegini gostermesi agisindan son derece

onemlidir (Griffith ve ark. 2016).

Hiperforince zengin standardize H. perforatum ekstresinin Parkinson hastaligi
tizerindeki etkilerinin degerlendirdigi bir calisma mevcuttur. Bu c¢alismada sicanlara
rotenon uygulanarak ndrotoksisite meydana getirilmis, daha sonra iki gruba ayrilan
sicanlardan ilk gruba %6 hiperforin igeren ekstre, diger gruba ise %0,2 hiperforin igeren
ekstre glinde 4 mg/kg i.p. olarak uygulanmistir. Buna gore, hiperforince zengin ekstre
uygulanan grupta sinir harabiyetinde azalma oldugu tespit edilmistir (Gomez del Rio ve
ark. 2013).

H.perforatum bitkisinden kersetin, kempferol ve biapigeninin izole edilerek bu
maddelerin Parkinson hastalig1 {izerindeki etkilerinin arastirildigi bir ¢alismada,
mitokondriyal membrana hasar vererek hastaligin mekanizmasinda rol oynayan o-
synuclein maddesinin birikimini azaltarak olumlu etki gosterdigi bildirilmistir (Vieira
ve ark. 2011).

Kraus ve arkadaglarinin 2007 yilinda yaptigi bir ¢alismada H. perforatum
ekstresinin mikroglial aktivasyonu arttirdigi, ayn1 zamanda amiloid-p birikimine bagh
toksisiteyi azalttigi gosterilmistir (Kraus ve ark. 2007).
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Yapilan bir ¢aligma ise yarisentetik bir hiperforin tlirevi olan
tetrahidrohiperforinin Alzheimer hastalig1 gelistirilen transgenik fare modellerinde
noroprotektif etkilerinin oldugu ve hastaliga bagli hafiza kaybin1 6nledigi saptanmaistir.
Bu etkinin hiicre membranindaki TRPC3/6/7 kanal reseptorlerine agonist etkisiyle

olustugu belirtilmisir (Montecinos-Oliva ve ark. 2015)

Tetrahidrohiperforinin hiicre iginde Ca*? konsantrasyonunu arttirarak daha giiclii
sinaptik cevaplar saglanmasina neden oldugunu, bunun da amiloid- oligomerlerden
kaynaklanan dejenerasyonu Onledigi belirilmistir (Ittner ve Gotz, 2011; Nussbaum ve
ark. 2013).

H. scabrum tiiriinden izole edilen polisiklik agilfloroglusinol tiirevi bilesiklerin
glutamat indUKkIu toksisite meydana getirilen beyin SK-N-SH hiicrelerinde 10 puM
konsantrasyonda belirgin ndroprotektif etkilerinin oldugunu gosteren bir calisma

mevcuttur (Gao ve ark. 2016).

H. uralum tiiriinden izole edilen hiperuralon C ve D bilesiklerinin Ellman
metoduyla asetilkolinesteraz inhibitér aktivitesinin arastirildigt  bir ¢alismada

bilesiklerin orta derecede inhibitdr etkisinin oldugu gdsterilmistir (Zhang ve ark.

2015h).

2.6.12. Diger Etkiler

Hypericum tirlerinin yukarida bahsedilenler disinda yapilan aktivite ¢alismalari

ve bu ¢alismalar neticesinde saptanan baska birtakim 6énemli etkileri de mevcuttur.

H. scabrum tiriinin antikonviilsan etkinliginin ve muhtemel etki
mekanizmasinin agiklandigr bir calismada sulu ekstrenin, pentilentetrazol (PTZ) ve
pikrotoksin ile konviilsiyon olusturulan farelerde giinde 125/500 mg/kg, i.p.
uygulanmasiyla PTZ indiiklii konviilsiyon olusturulanlarda belirgin antikonviilsan etki
gozlenmistir. 500 mg/kg i.p. ekstre uygulanan grupta mortalite %100 oraninda 6nlenmis
olup pikrotoksin uygulanan farelerde de antikonviilsan etki saglanmistir. Etki
mekanizmasimin GABA ve/veya nitrik oksit yolak tizerinden gergeklestigi belirtilmistir
(Ebrahimzadeh ve ark. 2013).

H. perforatum tiirlinlin anksiyolitik etkisinin arastirildig1 bir ¢alismada bitkinin

total ekstresinin, protohiperisin gibi bitkiden izole edilen bazi bilesiklerin ve hiperisin
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ile psoddohiperisin iceren fraksiyonunun anksiyolitik aktivitesi si¢anlar iizerinde
aydinlik-karanlik kutusu testi ile degerlendirilmistir. Buna gore, H. perforatum total
ekstresinin lokomotor aktiviteyi arttirdig1 ve anksiyolitik etki sagladigi, buna karsilik saf
haldeki maddelerin herhangi bir anksiyolitik etkiye neden olmadigi tespit edilmistir.
Elektrofizyolojik testler ile etki mekanizmasi lizerinde yapilan ¢aligmalar hiperisinin
GABA-aktif kloriir akimlarint azalttigini, psddohiperisinin ise tam tersi etki yaptigini
gOstermistir. Diger yandan hem hiperisinin hem de psédohiperisinin N-metil-D-aspartat

aktivitesini inhibe ettigi belirtilmistir (Vandenbogaerde ve ark. 2000).

H. perforatum tiiriiniin si¢anlar iizerindeki anksiyolitik aktivitesini arastiran bir
diger calismada, giinde 62,5-500 mg/kg H. perforatum LI 160 (standardize %0,28
naftodiantron ve %3,2 hiperforin igeren ekstre) ekstresi ile yapilan yiikseltilmis arti
labirent testi, kedi kokusu testi ve aydinlik-karanlik kutusu testleri ile anksiyolitik
aktivite degerlendirmesi yapilmistir. 125 mg/kg dozda uygulanan ekstrenin yiikseltilmis
art1 labirent testinde anksiyolitik etki sagladigi goriilmistiir. Kedi kokusu testinde
herhangi bir etki goriilmemis, aydinlik-karanlik kutusu testinde ise ekstre standart
olarak kullanilan imipramine (giinde 15 mg/kg) benzer aktivite gostermistir (Flausino
ve ark. 2002).

Yine H. perforatum tiiriiniin anksiyolitik etkinliginin degerlendirildigi bir diger
calismada %50’lik etanol ekstresi ile; ylikseltilmis sifir labirent testi, yiikseltilmis arti
labirent testi ve sosyal iletisim testi ile ekstrenin siganlar tizerindeki anksiyolitik etkisine
bakilmistir. Buna gore glinde 100 mg/kg ve 200 mg/kg dozda ekstrenin oral yoldan
uygulandigi siganlarda belirgin anksiyolitik etki saptanmigtir (Kumar ve ark. 2000).

Ingiliz Bitkisel Ilag Farmakopesi H. perforatum bitkisini sedatif bitkiler listesine
almigtir. H. perforatum LI 160 ekstresiyle yas ortalamasi 59,8 olan 12 gonilli Gzerinde
cift kor, plasebo kontrollii bir ¢alisma yiiriitiilmiis; ekstre verilen kisilerde EEG analizi
yapildiginda derin uykuya daha kolay gectikleri goriilmiistiir. Fakat uyku siresi ve ani
uyanmalar gibi durumlar Gzerinde ise herhangi bir etki tespit edilememesi, H.
perforatum bitkisinin uyku Gzerindeki etkisinin anksiyolitik veya antidepresan etkisine

bagli olarak ortaya ¢iktigini diistindiirmektedir (Schulz, 1994).
H. oblongifolium Wall tiiriniin koklerinden izole edilen ksanton bilesiklerinin
antitilser etkinliginin degerlendirildigi bir ¢alismada, hiperikorin C, hiperilorin D ve 3,4-

dihidroksi-5-metoksiksanton olmak iizere {i¢ yeni ksanton bilesigi kesfedilmis, 3,4-
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dihidroksi-5-metoksiksanton bilesiginin gii¢lii {ireaz inhibitdr etkinliginin oldugu,
hiperikorin D bilesiginin ise orta derecede iireaz inhibisyonu yaptigi ve bu etkiden

dolay1, bu molekiillerin antiiilser etkinliginin oldugu belirlenmistir (Ali ve ark. 2014).

H. hircinum L. tlrlndn antioksidan ve antikolajenaz etkilerinin degerlendirildigi
bir ¢aligmada, ekstrenin in vitro kolajenaz aktivitesi tizerinde inhibitor etkisinin oldugu
saptanmig ve ICso degeri 156 pg/mL olarak bulunmustur. Ayrica fraksiyonlarin da ayri
ayr1 kolajenaz inhibitoér etkinligine bakilmis ve flavonol bilesiklerince zengin
fraksiyonlarin en yiiksek inhibisyon sagladigi belirlenmistir. Bu c¢alismalar doku
yikiminda biiyiik rol oynayan matriks metalloproteinaz enzimlerini inhibe edici etkisi
bulunan yeni bir bilesik kaynagmin bulunmasi agisindan ¢ok onemlidir ve yaslanma
karsit1 irilinlerin bilesimine katildiginda olumlu sonuglar elde edilebilecegini

gostermektedir (Mandrone ve ark. 2015).

H. origanifolium Willd tiiriiniin deri yaslanmasini 6nleyici etkisi {izerine yapilan
bir ¢alismada, bitkinin etanol ekstresinin antikolajenaz, anti elastaz ve antihyaluronidaz
etkinliginin degerlendirilmesi amaciyla bir dizi in vitro deney yapilmistir. Ekstre
maksimum inhibitor aktiviteyi kolajenaz enzimi tizerinde gostermistir. Antikolajenaz
aktivitesi antihyaluronidaz aktivitesine gore on kat fazla bulunmustur. 1000 pug/mL
konsantrasyonda antikolajenaz aktivite degeri %79,39; antihyaluronidaz aktivite degeri

%7,6 ve antielastaz aktivite degeri %56 olarak tespit edilmistir (Boran, 2018).

Hiperforinin antianjiogenik etkinliginin oldugunu gdsteren ¢aligmalar da vardir.
Anjiogenesis, damar olusumundan Onceki asamada endotel hiicrelerinin kiimelenmesi
ile kapillerlerin dallanip genislemesi olarak tanimlanabilir. Anjiogenesis, yaralarin
lyilesmesi ve lireme gibi durumlarda yasamsal onemi olan bir kavramdir, ancak timor
metastazinda da rolii vardir. Anjiogenesis ile tiimor etrafinda olusan damarlanma
tiimoriin beslenmesine ve dolayisiyla progresyon ve metastazina neden olmaktadir.
Hiperforinin; in vitro deneylerde nétrofil ve monosit kemotaksisini, in vivo deneylerde
ise kemokin indiiklii anjiogenesisi azalttig1 belirlenmistir (Lorusso ve ark. 2009). Baska
bir calisma ile bir hiperforin tiirevi olan oktahidrohiperforinin hiperforine gore

etkinliginin daha yiiksek oldugu bulunmustur (Martinez-Poveda ve ark. 2010).

H. perforatum tiiriiniin antiobezite ve antihiperlipidemik etkileri iizerine yapilan
caligmalar da vardir. Zou ve arkadaglarinin 2005 yilinda yiiriittiigli calismada 16 hafta

boyunca kolesterolce zengin diyetle beslenen siganlara flavonoidce zengin H.
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perforatum ekstresi uygulandiginda serum toplam kolesterol ve trigliserit seviyelerinde
azalma tespit edilmistir. Bagka bir ¢alismada giinde 100 mg/kg ve 200 mg/kg ekstre
normal diyetle beslenen normal kilolu siganlar, yiiksek yagl diyetle beslenen obez
sicanlar ve fruktozla beslenen siganlara 15 giin boyunca oral yoldan uygulanmistir.
Buna gore her ii¢ grupta da total kolesterol ve LDL degerlerinin ve insiilin direncinin
azaldigi, kilo alimimin ise durdugu gozlemlenmistir. Bu etki en ¢ok normal diyetle
beslenen normal kilolu si¢anlarda, daha sonra yiiksek yagli diyetle beslenenlerde ve en

az da fruktozla beslenen si¢anlarda goriilmiistiir (Husain ve ark. 2011).

Gunimuzde tim dinyada buyik bir sorun haline gelen ve en yaygn
hastaliklardan biri olan diyabetes mellitusa kars1 H. perforatum ekstrelerinin ve bitkiden
izole edilen bilesiklerinin etkinligini gosteren bazi ¢alismalar da yapilmistir. 15 giin
boyunca H. perforatum etil asetat ekstresi 50,100 ve 200 mg/kg oral yoldan uygulanan
diyabetik siganlarda kan glukoz seviyelerinde belirgin bir azalma oldugu, uygulanan
doz miktart arttik¢a glukoz seviyesindeki diisiisiin de arttig1 rapor edilmistir (Arokiyaraj
ve ark. 2011). Bir diger ¢alismada streptozotosin ile diyabetik yapilan siganlara 45 giin
boyunca oral yoldan uygulanan rutinin serum glukoz diizeyinde ve glikozillenmis
hemoglobin seviyesinde azalmaya, insulin, C-peptid, hemoglobin ve protein

seviyelerinde ise artigsa neden oldugu belirtilmistir (Kamalakkannan ve Prince, 2006).

2.6.13. Farmakokinetik Ozellikleri

H. perforatum LI 160 ekstresinde hiperisin ve tlrevlerinin farmakokinetik
ozelliklerini belirlemek amaciyla yapilan bir caligmada, saglikli erkek goniilliilere
giinde bir kez 160, 300, 900 ve 1800 mg ekstre oral yoldan uygulanmistir. Plazma pik
konsantrasyonlar1 ilk {i¢ doz i¢in 1,5 ng/mL; 7,5 ng/mL ve 14,2 ng/mL olarak
bulunmustur. Hiperisin i¢in plazma pik konsantrasyonu 2,0-2,6 saat; psddohiperisin icin
0,4-0,6 saat sonra gergeklesmistir. Hiperisinin eliminasyon yari 6mrii 24,8-26,5 saat
olarak bulunmustur (Biber ve ark. 1998). Bu siirenin uzunlugunun nedeni, hiperisinin
albumin ve lipoproteinlere karsi afinitesinin yiiksek olmasiyla agiklanir (Bianchi ve ark.

1997).
Hiperisinin biyoyararlanimi yaklasik %14 tiir (Upton, 1997).

Hiperisin ve psddohiperisinin farmakokinetik profilinin belirlenmesi amaciyla

yapilan baska bir ¢alismada, H. perforatum LI 160 ekstresi 13 saglikli goniilliide oral
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yoldan uygulanmigtir. Hiperisin plazma pik konsantrasyonlar1 250 mg i¢in 1,3 mg/L;
750 mg i¢in 7,2 mg/L ve 1500 mg i¢in 16,6 mg/L olarak bulunmustur. Psédohiperisin
plazma pik konsantrasyonlari ise ayni dozlar igin sirasiyla 3,4 mg/L; 12,1 mg/L ve 29,7
mg/L olarak tespit edilmistir. 750 mg hiperisin i¢in absorbsiyon yari1 omiir 0,6 saat;
dagilim yar1 Omiir 6,0 saat ve eliminasyon yar1 Omiir 43,1 saat olarak; 1578 mg
psodohiperisin icin ise absorbsiyon yart 6miir 1,3 saat; dagilim yari 6miir 1,4 saat ve
eliminasyon yar1 Omiir 24,8 saat olarak saptanmistir. Yiiksek dozlarda dahi ekstrenin 1yi

tolere edilebilir oldugu belirtilmistir (Staffeldt ve ark. 1994).

H. perforatum WS 5572 ekstresinin 300 mg (14,8 mg hiperforin) oral yoldan
alinmasiyla, hiperforin plazma pik konsantrasyonunun 150 ng/mL oldugu ve
uygulamadan 3,5 saat sonra bu degere ulasildig: bildirilmistir. Eliminasyon yar1 dmrii 9

saat olarak bulunmustur (Staffeldt ve ark. 1994)

H. perforatum ekstreleri, diisiik biyoyararlanim degerlerine ve kan-beyin
bariyerini asma kapasitelerinin oldukga diisiik olmasina karsin genellikle 4-6 haftalik bir
tedavi sonucu hastalarda terapotik fayda meydana gelmektedir. (Bennett ve ark. 1998).
Daha iyi farmakokinetik profile sahip olan konvansiyonel antidepresanlarin da terap6tik
etki goriilebilmesi i¢in ayni siire kullanilmasi gerektigi unutulmamalidir (Woelk, 2000).
Dolayisiyla bu farmakokinetik profilin tedavi siiresi {izerinde olumsuz bir etki

olusturmadig1 goriilmektedir.

2.6.14. Yan Etkileri ve Kontrendikasyonlari

Yapilan galismalarin H. perforatum ekstrelerinin iyi tolere edilebilir oldugunu
gostermesine karsin; bulanti, kizariklik, huzursuzluk, yorgunluk ve fotosensibilite gibi
yan etkilerin goriildigli de rapor edilmistir. Bu yan etkilerin genellikle naftodiantron
grubu bilesiklerden (hiperisin ve psddohiperisin) kaynaklandig: diistintilmektedir ve
tavsiye edilen dozdan yiiksek dozda alima bagli olarak gelistikleri kanitlanmistir

(Rodriguez-Landa ve Contreras, 2003; Schulz, 2006).

H. perforatum kaynakli ciddi fototoksisite reaksiyonlar1 son derece nadir olarak
meydana gelmekle birlikte, kullanan hastalara fotosensibiliteyi arttirdigi muhakkak
belirtilmelidir. Bugune kadar H. perforatum kullanimina bagli olarak ciddi fotoalerjik

reaksiyon yasadig1 rapor edilen hasta sayis1 ikidir (Schulz, 2006).
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3250 hasta ile yapilan bir ¢aligmada en sik rastlanan yan etki gastrointestinal
semptomlar (%0,6), alerjik reaksiyonlar (%0,5) ve yorgunluk (%0,4) olarak
belirtilmistir (Woelk ve ark. 1994).

De Smet ve Nolen tarafindan 1996 yilinda yiiriitilen ve 23 c¢alismanin
incelendigi bir meta analiz ¢alismasinda H. perforatum preparatlari kullanan hastalardan
%19,8’inin yan etki bildirdigi saptanmistir. Buna karsilik standart antideprsan kullanan
hastalarin %35,9 yan etki bildirdigi goriilmektedir. Yan etki nedeniyle tedaviyi birakan
hasta oran1 ise H. perforatum icin % 4, standart antidepresanlar igin ise %7,7 olarak

bulunmustur (De Smet ve Nolen, 1996).

Kniippel ve Linde tarafindan 2004 yilinda yapilan bir diger ¢alismada toplam
35562 hasta ile yapilan g¢alismalarda rapor edilen yan etkiler ile yan etki profili
incelenmistir. Buna gore en sik rastlanan yan etkiler sirasiyla bas agrisi, deride eritem,
anksiyete, bulanti, dispepsi, istenmeyen gebelik, tasikardi ve fotosensibilite
reaksiyonlar1 olarak saptanmistir. H. perforatum preparatlarinin iyi tolere edilebilir ve
giivenli oldugu; fakat mutlaka bir uzman denetiminde kullanilmasi gerektigi
belirtilmistir (Kniippel ve Linde, 2004).

Plasebo ile karsilastirmali olarak H. perforatum ekstrelerinin yan etki goriilme
sikliklarinin degerlendirildigi ¢ok sayida ¢alisma mevcuttur. Bu calismalardan birinde,
toplam 72 hastadan olusan grubun ilk yarisma 900 mg/gun ekstre (2,70 mg/gln
hiperisin) oral yoldan 6 hafta boyunca uygulanmis; diger yarisina plasebo verilmis ve
plasebo grubunda yan etki bildiren 2 hastaya karsilik ekstre uygulanan grupta 1 hasta
yan etki bildirmistir (Hansgen ve ark. 1994). Bir diger ¢alismada, 6 hafta boyunca
ginde 220 mg ekstre (1,10 mg hiperisin) ve plasebo uygulanan 97 hastadan ekstre
kullananlarin higbiri yan etki bildirmezken, plasebo grubunda 1 kisi yan etki bildirmistir
(Witte ve ark. 1995).

H. perforatum ekstreleri ile SSRI’larin yan etki profillerinin kiyaslandigi bazi
calismalar degerlendirildiginde, toplam 815 hastanin ekstre uygulanan 411’inde yan etki
bildiren kisi sayis1 186; SSRI uygulanan 404 kiside ise 200°diir (Knippel ve Linde,
2004).
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2.6.15. Gebelik ve Laktasyonda Kullanimi

Gebelikte H. perforatum igeren iiriinler kullanan kisilere dair bazi vaka raporlari
mevcut olmakla birlikte, gebelikte ve laktasyonda giivenle kullanilabilecegini
kanitlamak i¢in yeterli veri heniiz bulunmamaktadir. Farelere gebelikten Once ve
gebelik boyunca H. perforatum uygulanilan bir ¢alismada herhangi belirgin bir olumsuz
etki goriilmemistir. Postpartum depresyon nedeniyle laktasyon siiresince H. perforatum
ekstresi iceren iriin kullanan bir kadinin anne siitinden alinan Ornekte ekstre
bilesenlerinden sadece hiperforin tespit edilmis, anne ve bebegin saghgiyla ilgili
herhangi olumsuz bir durumun olusmadig: belirtilmistir. (Grush ve ark. 1998; Rayburn
ve ark. 2001; Klier ve ark. 2002).

Kolding ve arkadagslari 2015 yilinda gebelikte H. perforatum kullanimi {izerine
bir ¢alisma yapmis, bu ¢alismada gebelikte H. perforatum kullanan 38 kadin ile toplam
90128 kadin gebelik siiresi, erken dogum, yenidogan agirligi, malformasyonlar ve
Apgar skoru (renk, kalp hizi, refleksler, kas tonusu, solunum) agisindan
karsilastirilmistir. Buna gére erken dogum agisindan iki grup arasinda anlamli bir fark
olusmamakla beraber H. perforatum kullanan kadinlarin ¢ocuklarinda diger gruba gore
daha fazla malformasyon meydana gelmistir (H. perforatum kullanan grupta %8,1;
kontrol grubunda %3,3). Toplumda genel malformasyon oraninin da %3-5 oldugu
diistintiliirse bu oran nispeten yiiksek bulunmus, fakat H. perforatum kullanan gebe
sayist az oldugu icin genelleme yapmanin dogru olamayacagi ve daha fazla ¢aligmaya
thtiya¢ duyuldugu belirtilmistir. Sonu¢ olarak verilerin yetersiz olmasi nedeniyle
gebelik ve laktasyonda H. perforatum kullanimi 6nerilmemektedir (Kolding ve ark.
2015).

2.6.16. Tla¢ Etkilesimleri

H. perforatum, enzimler iizerinde sahip oldugu indiiksiyon veya inhibisyon
etkisiyle Sitokrom P-450 (CYP-450) karaciger enzim yolagi ile metabolize olan
ilaglarin terapotik plazma konsantrasyonunu degistirebilir. Bazi farmakokinetik
calismalar CYP 3A/3A4 enzimi tiizerine indiksiyon; CYP 2C9 ve 2D6 enzimleri
lizerinde ise inhibisyon yaptigin1 gostermektedir. Son yillarda yapilan g¢alismalar ile
CYP 3A4 enzimini akut olarak inhibe ettigi, fakat tekrarlayan uygulamalar sonucu ayni
enzimi indiikledigi belirlenmistir. Bu alanda farkli enzimler {izerinde yapilan

farmakokinetik ¢calismalar da devam etmektedir (Hammerness ve ark. 2003).
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Karbamazepin (CYP 3A4) ile 8 saglikli goniillii lizerinde yapilan 2 haftalik

calisma sonucu belirgin bir ilag etkilesimi tespit edilmemistir (Burstein ve ark. 2000).

Siklosporin (CYP 3A4) ile birlikte kullandiginda 30 bobrek nakilli hastanin
plazma siklosporin seviyesinde ciddi diisiis meydana getirdigi goriilmiistiir. H.
perforatum ekstresi igeren iiriin kesildikten sonra hastalarin siklosporin seviyelerinde
artis meydana gelmistir. Bunun disinda da bobrek nakilli hastalarda H. perforatum ile
birlikte kullanildiginda siklosporin seviyelerinin diistiiglinii gosteren ¢alismalar
mevcuttur (Breidenbach ve ark. 2000). Kalp naklinden dolay: siklosporin kullanan iki
hastada H. perforatum kullanimimnin ardindan siklosporin seviyelerindeki diisiisle
beraber akut transplant rejeksiyonu goriilmiistiir (Ruschitzka ve ark. 2000). Bunlarin
yani sira 63 yasindaki karaciger nakilli hastada H. perforatum kullanimina bagli akut
rejeksiyon gelistigini gbsteren bir vaka raporu da vardir. Siklosporin seviyelerindeki bu
degisimin mekanizmasinin Sitokrom-P enzimleri iizerine etkinin disinda bir diger
nedeninin de P-glikoprotein ilag pompasindaki indiiksiyon etkisinin oldugu
dustiniilmektedir (Broelsch ve ark. 2000).

Etinilestradiol, desogestrel ve oral kontraseptifler (CYP 3A4) ile H.perforatum
iceren irlinler kullanildiginda kanama meydana geldigini gosteren sekiz farkli vaka
raporu mevcuttur (Yue ve ark. 2000). Ayrica istenmeyen gebelik durumunun
goriildiigiine dair Isve¢ ve Ingiltere’den farkli vaka drnekleri rapor edilmistir (Schwarz,

2003).

Hepatik hidroksimetil glutaril koenzim A (HMG CoA) rediiktaz inhibitorleri
(statinler) (CYP 3A4) ile birlikte H. perforatum kullanildiginda simvastatin ve
metabolitlerinin plazma konsantrasyonlarinda belirgin miktarda diislis oldugunu

gosteren bir ¢alisma vardir (Sugimoto ve ark. 2001).

Midazolam (CYP 3A4) ve nifedipin (CYP 3A4) ile birlikte H. perforatum
kullanildiginda bu ilaglarin serum plazma konsantrasyon diizeylerinde diisiise neden

oldugunu gosteren caligmalar mevcuttur (Smith ve ark. 2001).

Varfarin (CYP 2C9) ile birlikte kullanildiginda varfarinin etkinliginde azalma

meydana getirdigini gosteren 7 adet vaka raporu bulunmaktadir (Yue ve ark. 2000).

H. perforatum — SSRI etkilesimleriyle alakali ¢ok sayida ¢alisma mevcuttur.

Ozellikle serotonin sendromu gdriilen bir vaka bu agidan 6nemlidir. 61 yasindaki
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saglikl bir kadin, giinde 600 mg H. perforatum ekstresini birakmasindan 3 giin sonra 20
mg paroksetin igeren bir tablet kullanmis; hipertansif, diaforetik ve huzursuz bir halde
hastaneye kaldirildiginda kreatin kinaz seviyesi 1024 U/L olarak 6l¢lilmiis ve serotonin
sendromu teshisiyle tedavi altina alinmistir (Waksman ve ark. 2000). Bunun disinda
SSRI kullanan hastalarda tedaviye H. perforatum eklenmesiyle gelisen mani vakalarini
gosteren bazi vaka raporlar1 da mevcuttur (Fahmi, 2002; Spinella, 2002).

Anestezide kullanilan ilaglar ile H. perforatum kullaniminda bazi etkilesimler
goriilebilmektedir. Bu durum operasyona hazirlanan hastalarin H. perforatum ekstresi
iceren irlinleri kesmesi gerektigini gostermesi agisindan 6nemlidir. Operasyondan dnce
6 ay kadar sureyle dizenli olarak H. perforatum ekstresi kullanan 23 yasindaki saglikli
bir kadin hastanin cerrahi bir operasyon i¢in anestezi uygulandigi sirada
kardiyovaskiiler kollaps yasadigi bir vaka raporu vardir. Ayni hastaya H. perforatum
kullanmaya baslamadan iki y1l dnce genel anestezi uygulandiginda herhangi bir sorun

yasanmadig1 da raporda yer almaktadir (Crowe, 2002).

H. perforatum bitkisinin zayif MAO inhibisyon etkisi oldugu bilinmekte ve bu
durumun diger MAO inhibitorii ilaclarla etkilesim sonucu bu ilaclarin etkilerini
arttirabilecegi diigiiniilmektedir. Bir vaka raporunda 41 yasindaki saglikli bir erkegin bir
miktar peynir ve kirmizi sarap tiikettikten sonra H. perforatum ekstresi iceren bir tablet
kullanmasiyla tansiyonunun 201/140‘a yiikseldigi ve delirium tablosuyla beraber

hastaneye getirildigi belirtilmektedir (Patel, 2002).

2.6.17. Toksisitesi

H. perforatum LI 160 ekstresi ile yapilan bir toksikolojik ¢alismada fare ve
sicanlarda 5000 mg/kg doz ve Uzerinde herhangi bir toksisite goriilmedigi rapor
edilmistir. Ayrica siganlar ve kopekler tizerinde yurutilen uzun ddnem toksisite
caligmalar1 sonucu kilo kaybi gibi spesifik olmayan bazi belirtiler disinda herhangi bir
toksisite goriilmedigi belirtilmektedir (Leuschner, 1996). Yapilan ¢ok sayidaki in vitro
ve in vivo deneyler, H. perforatum bitkisinin belirgin bir mutajenik etkiye neden
olmadigini da gostermektedir (Greeson ve ark. 2001). Bakterilerle yapilan bir ¢aligmada
ise bitkinin S. typhimurium tizerinde genotoksik etkisinin oldugu goriilmiis ve bu etkinin

iceriginde bulunan kersetinden kaynaklandig belirtilmistir (Schimmer ve ark. 1988).



88

Fotosansibilite ve Fototoksisite

Fototoksisite, belirli bazi fotoreaktif molekiillerin deride bulunmasi durumunda
1518a maruziyetle ortaya ¢ikan deri reaksiyonudur. Fotosansibilizan maddenin 15181
absorblayarak bu enerjiyi komsu molekiile veya oksijene aktarip reaktif tiirler
olusturmasiyla ortaya c¢ikan fototoksisite, hiicresel yapilarda hasar meydana
getirmektedir. Fototoksisite durumunda ortaya c¢ikan ilk klinik semptomlar, derinin
giines 15181 goren bolgelerinde yanma hissi ve eritem olusumudur. Bu reaksiyon ¢ok
hizli sekilde olusur ve deride blisterler olusturacak kadar ciddi olabilir. Ayrica deride
hiperpigmentasyon da olusabilmekte ve bu durum kalict olabilmektedir. Hiperisin, daha
once de detayli sekilde bahsedildigi iizere, Hypericum tirlerinde bulunan fotoaktif
aromatik diantrakinon bilesigidir. Hiperisin kaynakli fotosansibilizasyon ilk kez
1900’lerin basinda, otlarken Hypericum tirlerini tiiketen hayvanlarda rapor edilmis ve
bu duruma “hiperisizm” adi verilmistir. Hiperisizmde 1518a maruz kalindiginda deride
hizlica eritem gelistigi, bazi durumda blisterlerin ve O6demin olustugu, cok nadir
durumlarda ise etkilenen ciltte nekroz olustugu bildirilmektedir. Hiperisine bagl
fototoksisite hem sistemik hem de topikal yoldan uygulama ile gergeklesmektedir ve
fototoksisite agisindan en etkili form, hiperisin asetat ester formudur. (Boiy ve ark.
2007).

Insanlarda da bazi reversibl fotosansibilite reaksiyonlarmin goriildiigiine dair
vaka raporlar1 vardir. 3 y1l boyunca gunde 240 mg H. perforatum ekstresi kullanan bir
hastanin derisinde fotosansibilite kaynakli kasintili eritemli lezyonlar olugsmustur. Baska
bir vaka raporunda, giinde 333 mg H. perforatum ekstresi kullanan hastada 4. ginin
sonunda deride yanma hissiyle beraber eritemli dokiintiiler olustugu belirtilmistir
(Golcsh ve ark. 1997). Lane-Brown ‘in 2000 yilinda yayimladigi {i¢ vakadan olusan
raporda H. perforatum ekstresini oral ve topikal yoldan kullanan hastalarda giinese
maruziyet ve ultraviyole B 1smm1 etkisiyle bulléz eritem ve folikiiler deri lezyonlari

olustugu bildirilmektedir (Lane-Brown, 2000).

HIV viriisii ile enfekte olmus hastalarda intravenéz ve oral hiperisin
kullanimiyla ilgili faz I ¢aligmalarinda 23 hastadan 11’inde fototoksisiteye bagli ciddi
kutanoz reaksiyonlar olusmustur (Gulick ve ark. 1999). Ayrica H. perforatum ekstresi
uygulanan toplam 19 hepatit C’li hastanin 14’tinde ¢esitli fotosansibilite

reaksiyonlariin olustuguna dair bir rapor vardir (Jacobson ve ark. 2001).
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Brockmoéller ve arkadaslari tarafindan yapilan bir ¢alismada bir defa 900-3600
mg hiperisin iceren H. perforatum ekstresi uygulanan gonullilerde fotosansibilite ve
total plazma H. perforatum konsantrasyonu arasinda herhangi bir iliski bulunmadig
tespit edilmistir. Aym1 g¢alismada 15 giinden fazla giinde 1800 mg hiperisin alan
kisilerde ise belirgin bir giines ve Ultraviyole-A hassasiyeti olustugu bildirilmistir
(Brockmoller ve ark. 1997). Baska bir ¢alismada hiperisin ve giinese maruziyetle olusan
fototoksisitenin sadece yiiksek konsantrasyonlarda hiperisin alindiginda meydana

geldigi saptanmistir (Bernd ve ark. 1999).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Materyal

Hypericum perforatum L. 6rnekleri 12.07.2014 tarihinde Bursa, Osmangazi,
Uludag yolu, Dobruca-Odunluk yol ayriminda, sol tepelerden 400 m yiikseklikten
toplanmistir (ISTE 116001).

Hypericum calycinum L. 6rnekleri 13.07.2014 tarihinde Bursa, Osmangazi,

Uludag zirve yolu, yol kenarlarindan, 810 m yiikseklikten toplanmistir (ISTE 116002).

Hypericum confertum Choisy érnekleri 13.07.2014 tarihinde Bursa, Osmangazi,

Uludag, Sar1 Alan yolu, yol kenarlarindan 1700 m yiikseklikten toplanmistir (ISTE
116003).

Biitiin 6rnekler Ezgi ERSOY ve Dr. Ogr. Uyesi Esra EROGLU OZKAN

tarafindan toplanmis, oda 1s1sinda golgede kurutulmus ve degirmende toz edilmistir.
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3.2. Genel Metotlar
3.2.1. Ekstrelerin Hazirlanmasi

10 g toz haldeki drog, 100 mL metanol ile oda 1sisinda ve 1siktan korunarak 3
gun maserasyona birakildi. Bu islem ayni drog ile 1 defa daha tekrar edildi. Maserat
45°C’yi gecmeyen 1sida rotavaporda kuruluga kadar yogunlastirildi. -80°C’de
donduruldu ve liyofilize edildi. Droglardan bu sekilde hazirlanan ekstreler -20°C’de
sakland1 (Trovato ve ark. 2001; Rabanal ve ark. 2005; Radulovic ve ark. 2007;
European Pharmacopoeia, 2008).

3.22. LC-MS/MS ile 37 Fitokimyasal Maddenin Tanimlanmasi ve
Kantitatif Analizi

LC-MS/MS ile 37 fitokimyasal maddenin tanimlanmasi ve kantitatif analizi
Dicle Universitesi Bilim ve Teknoloji Uygulama ve Arastrma Merkezi’nde
gerceklestirilmistir. Standart olarak; vanilik asit, rozmarinik asit, sinnamik asit, salisilik
asit, 4-hidroksi benzoik asit, klorojenik asit, protokatesik asit, ferulik asit, p-kumarik
asit, o-kumarik asit, gallik asit, kafeik asit, sinapinik asit, sirinjik asit, pirokatekol,
kersetin, rutin, fisetin, hesperetin, naringenin, kamferol, krisin, hesperidin, likiritigenin,
luteolin, izokersitrin, roifolin, mirisetin, kersitrin, apigenin, apigetrin, nikotiflorin, kinik
asit, malik asit, fumarik asit, vanilin ve kumarin standart olarak kullanilmistir. Ayrica
kullanilan diger maddeler metanol, formik asit, ultra saf su ve amonyum formattir.

Kullanilan tim kimyasal maddeler ve tiim ¢oziiciiler analitik safliktadir.

3.2.2.1. LC-MS/MS Cihaz1 ve Kromatografik Sartlar

37 fitokimyasal maddenin kalitatif ve kantitatif analizleri i¢in kullanilan LC-
MS/MS sistemi iki adet Uglii kuadrupol kiitle spektrometre cihazindan olusan bir
sistemdir. Bu cihazlar; Shimadzu Neexera model Ultra Yiiksek Performansli Sivi
Kromatografi Cihaz1 ile Shimadzu LC-MS 8040 model Ucli kuadrupol kutle
spektrometre cihazlaridir. Sivi kromatografi sistemi i¢in LC-30 AD model gradient
pompa, degazer olarak DGU-20A3R model degazer, kolon firin1 olarak CTO-10ASvp
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model kolon firin1 ve oto drnekleyicisi olarak da SIL-30AC model oto Ornekleyici
kullanilmigtir. Kromatografik ayrim, Agilent Poroshell 120 (EC-C18 2,7 um, 4,6
mmx150 mm) kolonda ger¢eklesmektedir. Analiz islemi sirasinda kolon firinin sicakligi
40 °C olacak sekilde ayarlanmaktadir. ElUsyon gradiyentinde hareketli faz A igin
ultrasaf su, hareketli faz B igin ise metanol kullanilmistir. Ayrica daha iyi bir
kromatografik ayrim saglamak ve iyonlagtirmayi kolaylagtirmak amaciyla iki faza da 5
mM amonyum format ve %0,15 formik asit ilave edilmistir. Ekstrelerin icindeki
bilesiklerin ayriminin optimum sekilde gerceklesebilmesi i¢in bircok deneme yapilmis
ve UHPLC igin en uygun gradient profili 20-100% B (0-25 dk), 100% B (25-35 dk),
20% B (35-45 dk) olacak sekilde belirlenmistir. Hareketli faz akis hiz1 0,5 mL/dk,

enjeksiyon hacmi ise 2 pL olarak ayarlanmistir.

Ucli kuadrupol kitle spektrometre sisteminde hem negatif hem de pozitif
modda caligsabilen bir ESI (elektrosprey iyonlastirma) kaynagi yer almaktadir. LC-ESI-
MS/MS verilerinin islenmesi i¢in LabSolutions (Shimadzu, Kyoto, Japonya) yazilimi
kullanilmigtir. Bu yazilim cihazda kayitlidir. Ekstre igindeki bilesiklerin kantitatif tayini
icin cihaz MRM (multiple reaction monitoring) modunda c¢alistirtlmis ve molekdler
(parent) iyonlar, biri kalitatif digeri kantitatif amagli kullanilmak tizere, bir veya iKki
parcalanma Urtnd (product ions) ile kombine edilmistir. Kitle spektrometresinde ara
yuz (interface) sicakligi 350 °C olarak belirlenmistir. Bunun disinda optimizasyon igin
DL sicakligi 250 °C, heat block sicakligi 400 °C, nebulizer gaz (N2) akis1 3 L/dk ve

kurutma gaz1 akisi 15 L/dk olarak ayarlanmistir.

3.2.3. Antioksidan Aktivite Tayini

Antioksidan aktivite tayini i¢in yapilan ¢alismalarda; Folin-Ciocalteu reaktifi
(Fosfotungistik-fosfomolibdik asit + CuSO4 (FCR)), pirokatekol, DPPH (1,1’-Difenil-2-
pikrilhidrazil), a-tokoferol, sodyum karbonat (Na2COs), kersetin, potasyum asetat
(CH3COOK), sodyumbikarbonat, BHT (biitillenmis hidroksi toluen), bakir (II) kloriir
dihidrat (CuCl2.2H20), neokuproin (2,9-dimetil-1,10-fenantrolin), aliminyum nitrat
(AI(NO3)3), amonyum asetat (NH4CHs3COO), ABTS (2,2'-azinobis(3-etilbenzotiazolin-
6-sllfonat), potasyum peroksi disulfat (K2S208) ve %80’lik etanol (CHsCH20H)
kullanilmigtir. Deneylerde kullanilan tiim kimyasal maddeler ve tim ¢ozuculer analitik
safliktadir.
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Antioksidan akivite arastirmalarina kullanilan tiim ¢ozeliler ve hazirlaniglar ise

su sekildedir:

Toplam Fenolik Madde Miktar Tayininde Kullanilan Cozeltiler

* % 2’lik Na2CO3z (Sodyum karbonat) ¢ozeltisi: 2 g Na2COs tartilarak 100 mL’lik
balon jojeye konuldu ve bir miktar ultra saf su ile ¢6ziildii. Cozlinme tamamlandiktan

sonra hacim ultra saf su ile 100 mL’ye tamamlandi.

* Folin-Ciocalteu Fenol Reaktifi (Fosfotungistik-fosfomolibdik asit + CuSOa):

Hazir olarak satin alinmig ve bu sekilde kullanilmistir.

+100 ppm Pirokatekol ¢ozeltisi: 10 mg pirokatekol tartildi ve 100 mL suda

cozalda.

Toplam Flavonoit Miktar Tayininde Kullanilan Cozeltiler

+ % 10’luk AI(NOs); (Aluiminyum nitrat) cozeltisi: 1,76 g AI(NOs)39H20
tartilarak bir miktar ultra saf su ile ¢ozuldu. Daha sonra toplam hacim 10 mL olacak

sekilde ultra saf su eklendi.

* 1 M CH3COOK (Potasyum asetat) ¢ozeltisi: 0,9615 g CH3COOK tartilarak bir
miktar ultra saf su ile ¢6zuldi. Daha sonra toplam hacim 10 mL olacak sekilde ultra saf
su eklendi.

+1000 ppm Kersetin ¢ozeltisi: 25,8 mg kersetin tartildi ve 25 mL etil alkolde

cozalda.

DPPH Serbest Radikali Giderici Aktivite Yonteminde Kullanilan Cozeltiler

* 0,1 mM DPPH ¢ozeltisi: 4 mg DPPH tartild1 ve 100 mL etanolde ¢ozuldu.

+1000 ppm BHT (2,6-di-t-bdtil-1-hidroksitoluen) ¢ozeltisi: 10 mg BHT tartildi
ve 10 mL etanolde ¢ozuldu. Ayrica 2500 ppm’lik ¢ozelti de hazirlanmistir.

+1000 ppm BHA (2- t-bditil-4-hidroksianisol) ¢ozeltisi: 10 mg BHA tartildi ve 10
mL etanolde ¢6zildi. Ayrica 2500 ppm’lik ¢6zelti de hazirlanmistir.

*1000 ppm a-Tokoferol ¢ozeltisi: % 97’lik 10,31 mg a-tokoferol tartildi ve 10
mL etanolde ¢ozlldu. Ayrica 2500 ppm’lik ¢ozelti de hazirlanmistir.
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ABTS Katyon Radikali Giderici Aktivite Yonteminde Kullanilan Cozeltiler

« 7 mM ABTS (2,2'-azinobis(3-etilbenzotiazolin-6-siilfonat) katyon radikali
cOzeltisi: 19,2 mg ABTS tartildi ve 5 mL suda ¢ozildi. Uzerine 3,3 mg K2S20s ilave
edilerek karistirildi. Karanlik ortamda oda sicakliginda yaklagik 12-16 saat beklendikten
sonra ¢Ozelti seyreltilerek absorbsiyonu ~0.70 olacak sekilde ayarlandi ve bu sekilde
kullanildi.

Standart madde olarak kullanilacak olan BHT, BHA ve a-Tokoferol ¢ozeltileri
DPPH serbest radikali giderim aktivitesi yonteminde kullanilan ¢ozeltiler kisminda

anlatildig1 sekilde hazirlandu.

CUPRAC Yonteminde Kullanilan Cozeltiler

* 10 mM CuCl; ¢ozeltisi: 42,62 mg CuCl2.2H20 tartildi ve 25 mL suda ¢6zuldu.

* 1 M NH4OAc tamponu ¢ozeltisi: 1,927 g NH4OAC tartilarak 25 mL suda

¢ozildu, galisma baslamadan 6nce pH= 7’ye ayarlandi.

« 7,5 mM Neokuproin (2,9-dimetil-1,10-fenantrolin) c¢ozeltisi: 76,6 mg
neokuproin tartildi ve 50 mL % 96°lik etanolde ¢ozuld(.

3.2.3.1. Antioksidan Aktivite Tayin Yontemleri

H. calycinum, H. confertum ve H. perforatum metanol ekstrelerinin DPPH serbest
radikal giderici, ABTS katyon radikal giderici, CUPRAC (Bakir II indirgeme
antioksidan) yontemi ve metal baglama yontemleri ile antioksidan aktivite tayinleri

yapilmistir.
3.2.3.1.1. Toplam Fenolik I¢eriklerinin Belirlenmesi

Ekstrelerin toplam fenolik igerikleri Folin-Ciocalteu reaktifi kullanilarak
pirokatekole esdeger olarak belirlendi (Slinkard ve Singleton, 1977). 100 ppm’lik
pirokatekol ¢ozeltisi hazirland1 ve bu ¢ozeltiden 0, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 ve 8 uL alinarak
hacimleri distile su ile 184 pl’ye tamamlandi. Bitkilerin metanol ekstrelerinin 1000
ppm konsantrasyonda ¢Ozeltileri hazirlandi. 1 mg ekstre iceren ornek ¢Ozeltilerinden 4

pL alindi, distile su ile 184 pL.> ye tamamlandi. Pirokatekol ¢ozeltileri ve drneklere 4 pL
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Folin-Ciocalteu reaktifi (FCR) ve 3 dk sonra %2’lik Na,CO3 ¢ozeltisinden 12 pL ilave
edildi. Karisim 2 saat siiresince oda sicakliginda bekletildi ve orneklerin absorbanslari

760 nm’de okundu.
3.2.3.1.2. Toplam Flavonoit iceriklerinin Belirlenmesi

Hazirlanan ekstrelerin toplam flavonoit igerikleri kersetine esdeger olarak
aliminyum nitrat metodu ile belirlendi (Moreno ve ark. 2000). 1000 ppm’lik kersetin
¢ozeltisi hazirland1 ve bu ¢ozeltiden 0, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 ve 8 uL alinarak hacimleri
%80’lik etanol ile 192 pl’ye tamamlandi. 4 uL. 1 M potasyum asetat eklendi ve bir
dakika sonra 4 pL %10’luk aliiminyum nitrat ilave edildi. 40 dakika inkiibasyon
stiresinden sonra 415 nm’de mikroplaka reader ile absorbanslar1 okundu. Ayn1 sekilde
Bitkilerin metanol ekstrelerinin tek konsantrasyonda (1000 ppm) hazirlanan

¢ozeltilerinin de absorbans degerleri okundu.

3.2.3.1.3. DPPH (1,1-Difenil-2-Pikrilhidrazil) Serbest Radikal Giderim
Yontemi

H. calycinum, H. confertum ve H. perforatum metanol ekstrelerinin serbest
radikal giderim aktiviteleri; Blois’in gelistirdigi yonteme gore 1,1-difenil-2-
pikrilhidrazil (DPPH) serbest radikali kullanilarak belirlendi (Blois, 1958). Hypericum
tdrlerinin metanol ekstrelerinin 10 mg’1 10 mL metanolde cozllerek stok c¢ozeltileri
hazirlandi. Bu stok ¢ozeltilerden dort farkli hacimde (2, 5, 10 ve 20 pL) alinarak bu
cozeltiler metanol ilavesiyle 40 pulL’ye tamamlandi ve her birine hazirlanan 0,1 mM
konsantrasyondaki DPPH ¢o6zeltisinden 160 puL hacimde eklendi. Hazirlanan ¢ozeltiler
oda sicakliginda karanlik ortamda 30 dakika inkiibasyona birakildiktan sonra
absorbanslar1 517 nm dalga boyunda olcildi. Olgiim sonucunda elde edilen bu

absorbans degerleri tizerinden % inhibisyon degerleri hesaplandi.

Orneklerin absorbans degerleri kontrole karsi degerlendirilmistir. Serbest radikal

giderim aktivitesi (% inhibisyon) asagidaki esitlik kullanilarak hesaplanmistir:

% inhibisyon = (Akontrol - A(’jmek) | Akontrol X 100

A: Absorbans
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Her bir 6rnek igin Ug paralel ¢alisma yapilmistir. Standart madde olarak a-TOC ve BHT

kullanilmistir.

3.2.3.1.4. ABTS Katyon Radikali Giderim Aktivitesi

H. calycinum, H. confertum ve H. perforatum metanol ekstrelerinin ABTS
katyon radikal giderici aktiviteleri Re ve arkadaslarinin gelistirdigi yonteme gore, 2,2'-
azino-bis(3-etilbenzotiazolin-6-siilfonik asit) kullanilarak belirlendi (Re ve ark. 1999).
Hypericum tirlerinin metanol ekstrelerinin 10 mg’1 10 mL metanolde c¢ozllerek stok
cozeltileri hazirlandi. Bu stok ¢o6zeltilerden dort farkli hacimde (2, 5, 10 ve 20 pL)
alinarak her biri metanol ilavesiyle 40 pL’ye tamamlandi. Daha sonra Uzerlerine
hazirlanan 7 mM konsantrasyondaki ABTS katyon radikali ¢ozeltisinden 160 uL
eklendi. Karanlik ortamda 6 dakika bekletilerek tepkimenin gerg¢eklesmesinden sonra

734 nm’de absorbans degerleri 6l¢uldi.

Orneklerin absorbans degerleri kontrole kars1 degerlendirilmistir. ABTS katyon radikal
giderici aktivite (% inhibisyon) asagidaki esitlik kullanilarak hesaplanmistir:

% inhibisyon = (Akontrol — Asmek) / Akontrol X 100

A: Absorbans
Her bir ornek icgin ¢ paralel calisma yapilmistir. Standart olarak BHT ve a-TOC

kullanilmastir.

3.2.3.1.5. CUPRAC Yontemi

CUPRAC yonteminde, oOrneklerde antioksidan etkili bilesikler bulunmasi
durumunda Cu(ll)-Neokuproin (Nc) kompleksi, turuncu-sar1 renkli Cu(l)-Nc kelatina

indirgenir ve bu kelatin 450 nm’de absorbansi 6l¢iiliir.

CUPRAC yontemi ile antioksidan aktivite tayini icin Apak ve arkadaslarinin
gelistirdigi yonteme gore, 6rnek ve standart ¢ozeltilerinin tizerine son konsantrasyonlari
10, 25, 50, 100 pg/mL olacak sekilde Cu (1), neokuproin (2,9-dimetil-1,10-fenantrolin)
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ve NH4OAc tamponu eklendi ve 1 saat beklendikten sonra 450 nm’de absorbans
Olculdi (Apak ve ark. 2004).

Orneklerin absorbans degerleri standartlara karsi degerlendirilmistir. Her bir
ornek icin ¢ paralel calisma yapilmistir. Standart madde olarak o-TOC ve BHT

kullanilmistir.

3.2.3.1.6. Metal Baglama YOntemi

+2
Ferrozin, Fe ile nicel olarak kirmizi renkli kompleksler olusturmaktadir. Analiz

Ornegi antioksidan Ozellik gosteriyorsa kelat yapici ajan olarak davranir, bunun
+2

sonucunda ferrozin-Fe kompleksinin bozulmasiyla kirmizi renk agilmaktadir.

Metal baglama yontemi ile antioksidan aktivite Fe(ll)-Ferrozin metoduna gore
belirlenmistir. Ekstrelerin 1 mM konsantrasyonda stok ¢ozeltileri hazirlandi. Bu stok
¢ozeltilerden 2, 5, 10 ve 20 puL alinarak distile su ilavesi ile hacimleri 188 pL’ye
tamamlandi. Daha sonra iizerlerine 4 pL 2 mM’lik Fe(IT) ve 8 pL 5 mM’lik ferrozin
reaktifleri eklendi. 10 dakika inkiibasyona birakildiktan sonra 562 nm’de absorbanslari

okundu.

Metal baglama aktivitesi (% Inhibisyon) asagidaki esitlik kullanilarak hesaplanmugtir
(Kolak et al. 2006):

% 1nhibisy0n = (Akontrol— Abrnek) I Axontrol X 100

A: Absorbans
Her bir 6rnek icin {i¢ paralel ¢alisma yapilmistir. Standart olarak EDTA kullanilmustir.

3.2.4. Antiasetilkolinesteraz ve Antibutirilkolinesteraz Aktivite Tayinleri

H. calycinum, H. confertum ve H. perforatum metanol ekstrelerinin
asetilkolinesteraz ve butirilkolinesteraz inhibisyon aktivitelerin belirlenmesi i¢in yapilan
calismalarda kimyasal madde olarak, asetiltiyokolin iyodur (Acl), bdtiriltiyokolin
iyodur (Bul), asetilkolinesteraz, butirilkolinesteraz, DTNB (5,5’-ditiyo-bis (2-
nitrobenzoik asit), sodyum hidrojen fosfat dihidrat (Na:HPO4.2H20), sodyum
dihidrojen fosfat dihidrat (NaH2PO4.2H20), sodyum bikarbonat (NaHCO3) ve standart
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madde olarak galantamin kullanilmistir. Deneylerde kullanilan tim kimyasal maddeler

ve tlim ¢oziciiler analitik safliktadir.
Bu deneyler i¢in kullanilan ¢ozeltiler ve hazirlaniglari ise su sekildedir:

* 0,1 M NaH2POg4 ¢ozeltisi: 1,56 g NaH2PO4 tartildi ve 100 mL distile suda
¢ozalda.

* 0,1 M NaHPOg4 cozeltisi: 3,556 g Na;HPO4 tartildi ve 200 mL distile suda

¢cozalda.

* 0,1 M pH=8 Tampon cozeltisi: 94,7 mL NaHPO4 ve 5,3 mL NaH2PO4

¢oOzeltilerinden alindiktan sonra 100 mL distile su eklenerek hazirlandi.

* 0,1 M pH=7 Tampon ¢0zeltisi: NaH2PO4 ¢ozeltisinden 3,9 mL ve Na;HPO4

¢Ozeltisinden 6,1 mL alindiktan sonra 10 mL distile su eklenerek hazirlandi.

« 5 mM DTNB (5,5’-ditiyo-bis (2-nitrobenzoik asit)) ¢ozeltisi: ilk olarak 16 mg
5,5-ditiyobis(2-nitro benzoik asit) (DTNB) tartilarak 1 mL pH=7 tampon ¢ozeltisinde
¢ozildi. Diger yandan 7,5 mg NaHCO3z 1 mL pH=7 tampon ¢ozeltisinde ¢ozildikten
sonra bu iki ¢ozelti karistirildi. Hazirlanan bu karisim, 2 mL pH=7 tampon ¢ozeltisi
ilave edilerek 4 mL’ye tamamlandi. Kullanilmadan 6nce 4 mL pH=8 tampon ¢ozeltisi

eklendi.

* 7,1 mM Asetiltiyokolin iyodur ¢ozeltisi: 32,8 mg Acl tartildiktan sonra, 8 mL
distile su ilave edildi. Kullanilmadan 6nce 8 mL pH=8 tampon ¢o6zeltisi eklenerek

hacmi 16 mL’ye tamamlandi.

+ 0,79 mM Butiriltiyokolin iyodur ¢ozeltisi: 4 mg Bul tartildiktan sonra, 8 mL
distile su ilave edildi. Kullanilmadan 6nce 8 mL pH=8 tampon ¢6zelisi eklerek hacmi

16 mL’ye tamamlandi.

 Asetilkolinesteraz enzim ¢ozeltisinin hazirlanmasi: 1,17 mg (498,3498 U)
asetilkolinesteraz enzimi alinarak 5 mL, pH=8 tampon ¢0zeltisinde ¢ozildiken sonra
her birinin hacmi 1’er mL olacak sekilde bes boliime ayrildi. Bu sekilde her biri igin
99,66996 U/mL konsantrasyon saglandi. Hazirlanan 1 mL’lik bu stok ¢ozeltiler de 125
puL’lik 8 esit boliime ayrildi ve 0,09966996 U/uL konsantrasyon saglandi. 125 pL’lik
enzim ¢ozeltisine 460 pulL hacimde pH=8 tampon ¢ozeltisi ilave edildi (0,021297 U/uL).
585 pL hacimdeki bu ¢ozelti 25 pL’ik kiigik eppendorf tiiplerine alinarak daha sonra
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kullanilmak tizere derin dondurucuya kaldirildi. Stok c¢ozeltiler kullanilmadan once

pH=8 tampon ¢Ozeltisi ilavesiyle 2150 uL hacme tamamlandi (2,476x10-4 U/uL).

+ Butirilkolinesteraz enzim ¢0zeltisinin  hazirlanmasi: 1 mg (11,4 U)
butirilkolinesteraz enzimi alinarak 5 mL, pH=8 tampon cdzeltisinde ¢ozildukten sonra
(2,28 U/mL) bu ¢ozeltiden 300 uL hacimde stok ¢ozeltiler olusturularak kiigiik siselere
dolduruldu ve sonra kullanilmak {izere derin dondurucuya kaldirildi (0,00228 U/uL).
Stok ¢ozeltiler kullanilmadan once pH=8 tampon c¢ozeltisi ilavesiye 1850 puL hacme
tamamlandi. (3,1813x10* U/uL).

+4000 ppm Galantamin (standart madde) ¢0Ozeltisi: 2,3 mg galantamin tartilarak
2 mL etanolde ¢6zuldu.

3.2.4.1. Asetilkolinesteraz inhibisyon Aktivite Testi

Asetilkolinesteraz inhibisyon aktivitesinin tayini i¢in Ellman Yontemi’ne gore
enzim olarak asetilkolinesteraz, substrat olarak ise asetiltiyokolin iyodur
kullanilmaktadir. Sar1 renkli 5-tiyo-2nitrobenzoat anyonunun konsantrasyonu 412
nm’de mikroplaka okuyucu ile dl¢tilmektedir. Deney i¢in mikroplakadaki kuyucuklara
130 pL fosfat tamponu (pH=8), ekstrelerin metanol icinde 4000 ppm konsantrasyonda
hazirlanan ¢ozeltilerinden 10 pL ve enzim c¢ozeltisinden 20 puL. konuldu. Hazirlanan
cozelti 10 dakika siire ile 25°C’de inkibasyona birakildi. 10 dakika sonra 20 uL DTNB
reaktifi ve 20 pL substrat Acl (asetiltiyokolin iyodir) eklendi. Mikroplaka ELISA
okuyucuya yerlestirilerek 412 nm dalga boyunda absorbans okundu (Ellman ve ark.
1961).

Antiasetilkolinesteraz aktivite (% inhibisyon) asagidaki esitlik kullanilarak hesaplandi:
% inhibisyon = (Axontrol — Asmek) / Akontrol X 100
A: Absorbans

Her bir ornek icin (¢ paralel ¢alisma yapilmistir. Standart madde olarak galantamin

kullanilmastir.
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3.2.4.2. Butirilkolinesteraz Inhibisyon Aktivite Testi

Butirilkolinesteraz inhibisyon aktivitesi icin enzim olarak butirilkolinesteraz
enzimi, substrat olarak ise butiriltiyokolin iyodir kullanilmaktadir. Sar1 renkli 5-tiyo-2-
nitrobenzoat anyonunun konsantrasyonu 412 nm’de mikroplaka okuyucu ile
Olctlmektedir. Mikroplakadaki kuyucuklara 130 pL fosfat tamponu (pH=8), ekstrelerin
metanol icinde 4 mM konsantrasyonda hazirlanan ¢ozeltilerinden 10 pL ve enzim
¢ozeltisinden 20 uL konuldu. Hazirlanan ¢dzelti 10 dakika siire ile 25°C’de inkiibasyona
birakildi. 10 dakika sonra 20 uL. DTNB reaktifi ve substrat (butiriltiyokolin iyodir)
ilave edildi. Mikroplaka ELISA okuyucuya yerlestirilerek 412 nm dalga boyunda

absorbans okundu.
Antibutirilkolinesteraz aktivite (% inhibisyon) asagidaki esitlik kullanilarak hesaplandi:

% inhibisyon = (Axontrol — Asmek) / Akontrol X 100
A: Absorbans
Her bir 6rnek igin {li¢ paralel ¢alisma yapilmistir. Standart madde olarak galantamin

kullanilmustir.

3.2.5. Antilireaz ve Antitirozinaz Aktivite Tayinleri

H. calycinum, H. confertum ve H. perforatum metanol ekstrelerinin antitireaz ve
antitirozinaz aktivite tayinlerinde; Ureaz enzimi, tirozinaz enzimi, sodyumhipoklorit
(NaOCl), sodyum hidrojen fosfat dihidrat (NazHPO4.2H20), sodyum hidroksit (NaOH),
fenol, sodyumnitropruside, sodyum dihidrojen fosfat dihidrat (NaH2P04.2H20), L-
DOPA, kojik asit, tiyoure, ve ure kullanilmistir. Deneylerde kullanilan tim kimyasal

maddeler ve tiim ¢oziiciiler analitik safliktadir.
Deneylerde kullanilan tiim ¢6zeltiler ve hazirlanislari ise su sekildedir:

*0,1 M NaH2POg ¢0zeltisi: 1,560 g NaH2PO4 tartildiktan sonra 100 mL distile

suda ¢ozalda.

0,1 M NaHPOg ¢ozeltisi: 3,556 g NaoHPO4 tartildiktan sonra 200 mL distile

suda ¢ozuldu.

0,01 M pH=8,2 Tampon cozeltisi: Na2HPO4 ¢ozeltisinden 96 mL ve NaH2PO4

cozeltisinden 4 mL alindiktan sonra bu karisima 100 mL distile su eklenerek hazirlandi.
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0,05 M pH=6,8 Tampon ¢ozeltisi: Na,HPO4 ¢ozeltisinden 49 mL ve NaH2PO4
cozeltisinden 51 mL alindiktan sonra bu karistma 100 mL distile su eklenerek

hazirlandi. Daha sonra ¢oézelti yari1 yariya seyreltildi. Kullanilmadan 6nce pH kontrol
edildi.

*Fenol reaktifinin hazirlanmasi: %1°lik  Fenol reaktifi ve %0,005’lik
sodyumnitroprusside karisimini hazirlamak i¢in, 200 mg fenol 10 mL ultra saf suda ve 1
mg sodyumnitroprusside 10 mL ultra saf suda ayr1 ayr1 ¢6ziildii ve daha sonra iki ¢ozelti

1:1 oraninda karistirildi.

*Alkali reaktifinin hazirlanmasi: %0,5’lik NaOH ve %0,1’°lik NaOCl’den olusan
karigimi hazirlamak i¢in 100 mg NaOH 10 mL ultra saf suda ve 0,1105-0,1658 mL
NaOCI (%10-15) 10 mL ultra saf suda ayr1 ayr1 ¢oziildi ve daha sonra iki ¢ozelti 1:1

oraninda karistirildi.

+0,1M Ure ¢ozeltisi: 60 mg (ire tartildiktan sonra bir miktar distile suda ¢ozild

ve pH=8,2 tampon ¢ozeltisi ile hacmi 10 mL’ye tamamlandi.

8,5 mM L-DOPA c¢ozeltisi: 8,4 mg L-DOPA tartildiktan sonra 5 mL distile

suda ¢ozulda.

Ureaz enzim ¢dzeltisinin hazirlanmasi: 1 mg (21 U) iireaz enzimi alinarak 1 mL
pH=8,2 tampon ¢ozeltisinde ¢ozlldikten sonra her biri 50 pL’lik hacimlerde 20 esit
boliime ayrildi. Bu c¢ozeltiler daha sonra kullanilmak tizere derin dondurucuya
kaldirild1. Stok ¢ozeltiler kullanilmadan 6nce pH=8,2 tampon ¢ozeltisiyle 2000-3000

pL’ye tamamlandi.

*Tirozinaz enzim ¢ozeltisinin hazirlanmasi: 1 mg Tirozinaz enzimi alinarak 0,25
mL pH=6,8 tampon ¢ozeltisinde ¢oziildikten sonra her biri 50 pL’lik hacimlerde 5 esit
bolime ayrildi. Bu ¢ozeltiler daha sonra kullanilmak iizere derin dondurucuya
kaldirild1. Stok ¢ozeltiler kullanilmadan 6nce pH=6,8 tampon ¢ozeltisiyle 2000-3000

puL’ye tamamlandi.

*Tiyoiire (Standart madde) ¢ozeltisi: 1 mg tiyoiire tartilarak 1 mL etanolde

¢ozalda.

*Kojik asit (standart madde) ¢ozeltisi: 1 mg kojik asit tartilarak 1 mL etanolde

cozildi
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3.2.5.1. Ureaz inhibisyon Aktivite Testi

Ureaz inhibisyon aktivitesi i¢in Hina ve arkadaslarinin gelistirdigi yonteme gére,
enzim olarak Ureaz enzimi, substrat olarak ise tire kullanilmaktadir (Hina ve ark. 2015).
Mikroplakadaki kuyucuklara ©énce metanol icinde 4000 ppm konsantrasyonda
hazirlanan ¢ozeltilerinden 10 pL ve enzim ¢Ozeltisinden 25 pL konuldu daha sonra
substrat olarak 50 pL tre ilave edildi. Mikroplaka ELISA okuyucuya yerlestirilerek 630
nm dalga boyunda ilk absorbans okundu. Bu c¢o6zelti 15 dakika siire ile 30°C’de
inkiibasyona birakildi. 15 dakika sonra bu ¢ozeltinin tzerine 45 pL fenol reaktifi ve 70
uL alkali reaktif ilave edildi. 20 dk inkiibasyondan sonra 630 nm dalga boyunda son

okuma yapildi ve absorbans okundu.

Antilireaz aktivite (% inhibisyon) asagidaki esitlik kullanilarak hesaplandi:

% inhibisyon = (Axontrol — Aérnek) / Akontrol X 100
A: Absorbans

Her bir 6rnek icin ¢ paralel calisma yapilmistir. Standart olarak tiyodre kullanilmistir.

3.2.5.2. Tirozinaz inhibisyon Aktivite Testi

Tirozinaz inhibisyon aktivitesi ig¢in Hearing ve arkadaglarinin gelistirdigi
yonteme gore, enzim olarak tirozinaz enzimi, substrat olarak ise L-DOPA
kullanilmaktadir (Hearing ve ark. 1987). Mikroplakadaki kuyucuklara 150 pL fosfat
tamponu (pH=6,8), ekstrelerin metanol icinde 4000 ppm konsantrasyonda hazirlanan
cozeltilerinden 10 pL ve enzim ¢ozeltisinden de 20 pL konuldu. Mikroplaka ELISA
okuyucuya yerlestirilerek 3 dakika boyunca karistirildi 475 nm dalga boyunda ilk
absorbans okundu. Bu ¢ozelti 10 dakika siire ile 37°C’de inkiibasyona birakildi. 10
dakika sonra 20 pL substrat (L-DOPA) ilave edildi. Tekrar 10 dakika 37°C’de
inkiibasyona birakildiktan sonra 475 nm dalga boyunda son okuma yapildi ve absorbans

okundu.

Antitirozinaz aktivite (% inhibisyon) asagidaki esitlik kullanilarak hesaplandi:

% inhibisyon= (Axontrol — Asrnek) / Akontrol X 100
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A: Absorbans
Her bir o6rnek icin U¢ paralel calisma yapilmistir. Standart olarak kojik asit

kullanilmustir.

3.2.6. Antikolajenaz, Antielastaz ve Antihyaluronidaz Aktivite Tayinleri

H. calycinum, H. confertum ve H. perforatum metanol ekstrelerinin
antikolajenaz aktivite tayininde; tricine, kalsiyum Kloriir (CaCl;), sodyum Kklorir
(NaCl), sodyum hidroksit (NaOH), standart madde olarak epigallokatesin gallat
(EGCG), N-(3-[2-furil]akriloil)-Leu-Gly-Pro-Ala (FALGPA), Clostridium
histolyticum’dan elde edilmis kolajenaz enzimi kullanilmistir. Antielastaz aktivite tayini
icin; 2-amino-2-hidroksmetil-propan-1,3-diol (Tris), hidroklorik asit (HCI), N-Succinyl-
Ala-Ala-Ala-p-nitroanilide (SANA), domuz pankreasindan elde edilmis elastaz enzimi,
standart olarak epigallokatesin gallat (EGCG) ve antihyaluronidaz aktivite tayini igin
de  2-amino-2-hidroksmetil-propan-1,3-diol ~ (Tris), hidroklorik asit  (HCI),
setilpiridinyum Klorir, sigir testislerinden elde edilmis hyaluronidaz enzimi, hyaluronik
asit sodyum tuzu ve standart madde olarak tannik asit kullanilmistir. Kullanilan tim

kimyasal maddeler ve tlim ¢ozlciler analitik safliktadir.
Deneylerde kullanilan tiim ¢ozeltiler ve hazirlaniglari ise su sekildedir:
+0,05 M Tricine ¢ozeltisi: 4,48 g tricine tartilarak 0,5 L distile suda ¢6ziildii.
+0,01 M CaCl; ¢ozeltisi: 1,11 g CaCl; tartilarak 1 L distile suda ¢6ziildii.
*4,4 M NaCl ¢ozeltisi: 23,376 g NaCl tartilarak 1 L distile suda ¢oziildii.
*1 M NaOH ¢ozeltisi: 3,99 g NaOH tartilarak 0,1 L distile suda ¢oziildii.

*pH 7,5 tricine Tampon c¢ozeltisi: Hazirlanan tricine ¢ozeltisinden 200 mL,
CaCl; ¢ozeltisinden 20 mL ve NaCl ¢ozeltisinden 180 mL hacimde alinarak karistirildu.
Damla damla NaOH ilavesiyle pH=7,5 degeri saglandi.

*Kolajenaz enzim ¢ozeltisi: 1 mg C. histolycum kolajenaz enzimi (ChC) (1,1

U/ml) tartilip 113,6 mL tampon ¢ozeltide ¢ozildi.

*1 mM FALGPA (Substrat) ¢ozeltisi: 4,8 mg substrat tartilarak 10 mL tampon

cozeltide ¢ozuldu.
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*EGCG ¢0zeltisi: Standart olarak kullanilacak 1 mg EGCG 10 mL etanolde
¢oziildii. Ekstrelerden de ayr1 ayri 1’er mg tartilarak 10 mL etanolde ¢oziilerek

konsantrasyonu 100 mg/mL olan ¢ozeltiler hazirland:.

*50 mM pH=7 tris tampon ¢ozeltisi: 1,2114 g tris tartilarak 0,2 L distile suda
¢ozildu ve daha sonra d HCI ile pH=7 saglandi.

*Hyaluronik asit (substrat) ¢ozeltisi: 5 mg hyaluronik asit sodyum tuzu 12,5 mL

tris tamponunda ¢6zulda.

*Hyaluronidaz enzim ¢ozeltisi: 5,7 mg hyaluronidaz enzimi 5 mL tris tampon

cozeltisinde ¢ozuldi.

*%10’1uk setilpridinyum ¢ozeltisinin hazirlanmast: 10 mg setilpridinyum
tartilarak 100 mL distile suda ¢6zuldi.

*pH=8,0 Tris tampon ¢ozeltisi: 4,85 g tris tartilarak 0,2 L distile suda ¢ozild.
Damla damla dHCI ilavesiyle pH=8,0 saglandi.

* SANA (Substrat) ¢ozeltisi: 5 mg SANA tartilarak 1,8 mL tris tampon

cozeltisinde ¢ozulda.

3.2.6.1. Kolajenaz inhibisyon Aktivite Testi

Hypericum ekstrelerinin antikolajenaz aktivitesinin 6lgimu icin kolajenaz
enzimi kaynagi olarak C. histolyticum, substrat olarak N-[3-(2-furil)-akriloil]-Leu-Gly-
Pro-Ala (FALGPA) kullanilmaktadir. Enzim pH=7,5’te trisin tamponunda
cozundurilerek 1,1 U/mL konsantrasyon saglandi. Substrat da ayni tamponda 1 mM
konsantrasyonda ¢Oziindiirildii. Ekstreler reaksiyonu bagslatacak olan substrat
eklenemden once 15 dakikaligina tampon ¢ozeltide kolajenaz enzimiyle inkiibe edildi.
Toplam hacmi 150 pL olan son reaksiyon karisimi; trisin tamponu, 0,8 mM FALGPA,
0,1 tinite ChC ve 25 pL test ekstresi igcermektedir. Negatif kontroller etanol ile yapildi.
Substratin eklenmesinden hemen sonra mikroplaka ELISA okuyucuya yerlestirildi ve
340 nm’de absorbans okundu. Pozitif kontroller i¢in EGCG, 250 mM (0,115 mg/mL)
kullanildi.
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3.2.6.2. Elastaz Inhibisyon Aktivite Testi

Hypericum ekstrelerinin antielastaz aktivitesinin 6lgimi i¢in enzim kaynagi
olarak domuz pankreasindan elde edilmis olan elastaz, substrat olarak N-Suksinil-Ala-
Ala-Ala-p-nitroanilide (SANA) kullanilmaktadir. Enzim pH 8,0’da 0,2 mM Tris-HCI
tamponunda ¢ozundurilerek 3,33 mg/mL konsantrasyon saglandi. Substrat da yine ayni
tampon c¢ozeltisinde 1,6 mM konsantrasyonda ¢ozunduruldi. Bitki ekstreleri substrat
ilavesinden once 20 dakikaligina 25 °C’de enzimle inkiibe edildi. Toplam hacmi 80 pL
olan son reaksiyon karigimi, tris-HCI] tampon ¢ozeltisi, 10 pL enzim, 10 pL subsrat
cozeltisi ve 10 puL ekstre igermektedir. Negatif kontroller etanolle yapildi. Substratin
eklenmesinden hemen sonra mikroplaka ELISA okuyucuya yerlestirildi ve 410 nm’de

absorbans okundu. Pozitif kontroller igin EGCG, 250 mM (0,115 mg/mL) kullanildu.

Hem antikolajenaz hem de antielastaz aktivite tayininde hesaplar su sekilde

yapilmistir:

Enzim inhibisyon aktivitesi (%) = [Axontrol-Asmek / Akonrol ] X 100
A: Absorbans
Her bir 6rnek icin ¢ paralel calisma yapilmistir. Standart olarak EGCG kullanilmistir.

3.2.6.3. Hyaluronidaz inhibisyon Aktivite Testi

Hypericum  ekstrelerinin  antihyaluronidaz ~ aktivitesinin ~ 6lgimd  igin
hyaluronidazin setilpiridinyum kloriir ile ¢oktiiriilmesine dayanan oldukg¢a hassas bir
spektrofotometrik yontem kullanilmistir. Enzim kaynagi olarak sigir testisinden elde
edilen hyaluronidaz, substrat olarak hyaluronik asit soydum tuzu kullanilmistir. Enzim
pH = 7,0’da 50 mM Tris-HCI tamponunda ¢6zundurilerek 800 U/mL konsantrasyon
saglandi. Substrat da yine ayni tampon c¢ozeltisinde 0,4 mg/mL konsantrasyonda
cozundurdldu. Bitki ekstreleri 6nce 1 saatligine 37°C’de enzimle inkube edildi. Daha
sonra %10’luk setilpiridinyum c¢ozeltisinden ilave edildi ve 1 saat daha 25°C’de
inkiibasyon yapildi. Toplam hacmi 110 pL olan son reaksiyon karisimi, 70 pL tris-HCI
tampon ¢ozeltisi, 10 pL enzim, 10 pL subsrat ¢ozeltisi, 10 pL %10’luk setilpiridinyum
cozeltisi ve 10 pL ekstre icermektedir. Negatif kontroller etanolle yapildi. Mikroplaka
ELISA okuyucuya vyerlestirildikten sonra 415 nm’de absorbans okundu. Pozitif

kontroller i¢in tannik asisin 1,1 mg/mL konsantrasyondaki ¢ozeltisi kullanildi.
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Enzim aktivitesi, hyaluronik asidin setilpiridinyum Klortr c¢okeltisindeki
par¢alanmamis miktarinin 415 nm’de goOsterdigi absorbansin  Ol¢liilmesiyle

belirlenmistir.

Enzim inhibisyon aktivitesi (%) = [Axontrol-Asmek / Akonrol ] X 100

A: Absorbans

Hesaplamalar:

1) parcalanmamis olan hyaluronik asidin 415 nm’deki absorbansi yiizde
cinsinden belirlendi.

ii) % enzim aktivitesi = (%100) — {hyaluronik asidin 415 nm’deki absorbansi +
enzim / hyaluronik asidin 415 nm’deki absorbans1 x 100}

ii1) Bu absorbans ile bitki ekstresinin 415 nm’deki absorbansi karsilastirildi.
Her bir ornek icin U¢ paralel calisma yapilmigtir. Standart olarak tannik asit

kullanilmustir.

3.2.7. Antimikrobiyal Aktivite Tayini

Bolim 3.2.1.°de anlatildigi sekilde hazirlanan H. calycinum, H. confertum ve H.
perforatum metanol ekstrelerinin antimikrobiyal aktivite testinde Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI) kriterleri dogrultusunda mikrodiliisyon yontemi
kullanilmigtir  (CLSI, 2000a). Ekstrelerin Staphylococcus aureus ATCC 29213,
Staphylococcus epidermidis ATCC 12228, Escherichia coli ATCC 25922, Klebsiella
pneumoniae ATCC 4352, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Proteus mirabilis
ATCC 14153’e karst Minimum Inhibitér Konsantrasyon (MIK) degerleri saptanmustir.
Ekstrelerin Candida albicans ATCC 10231°e kars1 antifungal aktivitesi ise yine CLSI
kriterleri dogrultusunda diliisyon yontemiyle saptanmistir (CLSI, 2000b). Calismada
kullanilan bakterilerin inokulumu Mueller-Hinton Broth (Difco, Detroid, USA)
besiyerindeki 4-6h’lik kiiltiiriinden 5x105 kob/mL (koloni olusturan birim), Candida
albicans ATCC10231 i¢in ise RPMI-1640 (Sigma) besiyerindeki 24h’lik kiiltiiriinden
0,5-2,5x103 kob/mL olacak sekilde hazirlanmistir. Ekim yapilmis mikroplaklar
bakteriler i¢in 35°C’de 18-24h, Candida albicans ATCC 10231 igin ise 35°C’de 48h
inkiibe edilmistir. Gozle goriiliir tiremenin olmadig1 en diisiik madde konsantrasyonu

MIK degeri olarak belirlenmistir.
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3.3. Kullanilan Cihazlar ve Diger Gerecler

ELISA Okuyucu (Thermo Scientific Multiskan Go Microplate Reader)

Rotavapor (Buchi, Vakum kontrol Unitesi V-850, Vakum pompasi V-700, Rotasyon
unitesi R-210, Su banyosu B-491)

Liyofilizator (Labconco Freeze Dry System LYPH-LOCKG®6)

LC-MS/MS (Shimadzu 8040 Model)

Spektrofotometre (Shimadzu UV-1208)

Otomatik pipetler (Eppendorf, 10-100 uL 20-200 pL, 100-1000 uL, 500-5000 pL)
Manyetik karistiric1 (Heidolph MR 3001, Almanya)

Icm’lik cam kiivetler

Armudi cam balonlar

Ayirma hunileri (1 L’lik)

Degirmen (Moulinex Moulinette S)

Hassas terazi (Ohaus PA214C)

Ustten kefeli terazi (Precisa XB2200C)

Deiyonize su cihazi (Millipore Elix10)

Vortex (Dragonlab MX-S)

Tanklar

Isiticili manyetik karistirici (Thermo Electron Corporation, Forma Orbital Shaker)
Magnetler

pH metre (Hanna Instruments Microprocessor pH Meter)

Inkiibatdr (Niive)

Ultrasonik banyo

Balon jojeler (10, 25, 50, 100 mL)

Su banyosu (Thermomix BU)

Masa tipi sogutuculu santrifiij (Heraeus-Megafuge 1.0R)
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4. BULGULAR

Bu tez c¢alismasinda, Uludag’dan toplanan (¢ Hypericum turi olan H.
perforatum, H. calycinum ve H. confertum bitkilerinin ¢icekli toprak tistii kisimlarindan
hazirlanan metanol ekstrelerinin LC-MS/MS cihaz1 ile sekonder metabolit profilleri
cikarildi. Toplam fenolik ve toplam flavonoit miktarlar1 sirasiyla pirokatekol ve
kersetine esdeger olarak belirlendi. Antioksidan aktivite tayinleri; DPPH serbest radikali
giderim, ABTS katyon radikali giderim, metal baglama yontemi ve CUPRAC
yontemleriyle yapildi. Bazi enzimler iizerine inhibitor etkilerini saptamak amaciyla
antielastaz, antihyaluronidaz, antikolajenaz, antiasetilkolinesteraz,
anibutirilkolinesteraz, antitirozinaz ve antilireaz aktivite tayinleri yapildi. Ayrica

ekstrelerin ¢esitli suslara kars1 antimikrobiyal akivite tayini yapildi.

4.1. LC-MS/MS ile 37 Fitokimyasal Maddenin Tamimlanmasi ve Kantitatif
Analizi

Tez ¢aligmasinin bu kisminda, Yilmaz ve arkadaslarinin gelistirdigi metoda
gore, calisilan H. calycinum, H. perforatum ve H. confertum turlerinin LC-MS/MS
cihaz1 ile toprak iistii kisimlarinin metanol ekstrelerinin sekonder metabolit profilleri
¢ikarildi. LC-MS/MS c¢alismasinda 37 adet fitokimyasal standart maddenin kalitatif ve
kantitatif analizi i¢in cok genis kapsamli bir metot hazirlanarak validasyon c¢aligsmalart
yapildi (Y1lmaz ve ark. 2018).

LC-MS/MS analiz metoduna ait analitik parametreler (alikonma zamani (RT),
ana (parent) iyonlar, standard bilesiklerin molekiiler iyonlar1 (m/z orani), belirleme
katsayis1 (R?), bagil standart sapma (RSD), dedeksiyon ve tayin alt smirlar1 (LOD/LOQ
(ng/L)), 95% giiven seviyesinde bagil standart belirsizlik (k=2) (U (%)) Tablo 4.1'de

verilmistir.
LC-MS/MS metodunda kullanilan kimyasallar ve siniflar1 sunlardir:

e Fenolik asitler (15 adet): p-kumarik asit, o-kumarik asit, kafeik asit,

protokatesik asit, vanilik asit, pirokatekol, salisilik asit, sirinjik asit, 4-
hidroksi benzoik asit, klorojenik asit, rozmarinik asit, sinnamik asit,

sinapinik asit, ferulik asit, gallik asit.
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e Flavonoitler (17 adet): fisetin, hesperetin, nikotiflorin, naringenin, rutin,

kersetin, nikotiflorin, kamferol, roifolin, mirisetin, Kkersitrin, luteolin,
apigenin, likiritigenin, krisin, apigetrin, hesperidin, izokersitrin.

e Fenolik olmayan organik asitler (3 adet): fumarik asit, kinik asit, malik

asit.

e Fenolik aldehit (1 adet): vanilin.

e Benzopiran (1 adet): kumarin

4.1.1. LC-MS/MS Metot Validasyon Parametreleri

Metodun performans o6zellikleri standart g¢ozeltiler, standart ekleme (katki)
yapilmis ve yapilmamis numunelere uygulanarak belirlenmistir. Bu amacla metot
validasyonu  kapsaminda  dogrusallik  (linearite), geri  kazanim, kesinlik
(tekrarlanabilirlik ve tekrar Uretilebilirlik), dedeksiyon (LOD) ve tayin (LOQ) alt
sinirlar1 ile bagil standart belirsizlik (U= 95% giiven seviyesinde (k=2)) parametreleri
degerlendirilmistir. Validasyon c¢alismalarina iliskin parametreler Tablo 4.1.'de

sunulmustur.

4.1.1.1. Dogrusallik (Linearite)

37 adet fitokimyasal standart maddenin Kkalitatif ve Kkantitatif analizini
gerceklestirmek amaciyla gruplandirma yapilmis ve 5 farkli konsantrasyon araliginda
kalibrasyon egrileri ¢izilmistir. LC-MS/MS metodundaki standartlarin lineer araliginin

belirlenmesi i¢in 3 tekrarli ve 5 noktali kalibrasyon egrileri ¢izilmistir.

4.1.1.2. Gergeklik ve Kesinlik

Metodun gergeklik ve kesinlik calismalari, segilen bir Hypericum tlrtnin
metanol ekstresine ayni giinde alt1 kez ve farkli giinler igerisinde (3 farkli giinde) altisar
kez (¢ farkli konsantrasyonda (diisiik, orta ve ylksek olmak Uzere) her standardin
kalibrasyonuna goére standart ekleme yapilarak gergeklestirilmistir. Ayni giin ve farkl
ginlerde yapilan calismalar sonucunda, gergeklik ve kesinligi belirlemek iizere geri

kazanim ve % RSD degerleri bulunmustur.
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4.1.1.3. Dedeksiyon ve Tayin Alt Simirlar1 (LOD/LOQ)

LC-MS/MS metodunda kullanilan standartlarin dedeksiyon (LOD) ve tayin
(LOQ) alt simirlarinin tespit edilmesinde etken madde icermeyen bir ekstreden
hazirlanan 10 es Ornege standardin sinyal verdigi en diisiik konsantrasyonda standart
ekleme yapilarak cihaza enjekte edilmistir. LOD ve LOQ degerleri asagidaki esitliklere
gore hesaplanmistir:

LOD = Ortalama+3xStandart Sapma
LOQ = Ortalama+10xStandart Sapma

4.1.1.4. Bagil Standart Belirsizlik (U%)

Standart bagil belirsizlik, EURACHEM Guide’a gore gerceklik (geri kazanim)
ve kesinlik ¢aligmalariyla belirlenmistir (EURACHEM CITAC Guide 2004).

4.1.2. LC-MS/MS Analizine iligkin Standart Kromatogrami ve Standart
Olarak Alinan Fenolik Bilesiklerin LC-MS/MS Parametreleri

H. calycinum, H. confertum ve H. perforatum tirlerinin toprak dsti kisimlarinin
metanol ekstrelerinin LC-MS/MS metodu ile taranmasina iliskin standart kromatogrami
Sekil 4-1°de ve standart olarak alinan fenolik bilesiklerin LC-MS/MS parametreleri
Tablo 4-1’de verilmistir:
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Tablo 4-1: Standart Olarak Alinan Fenolik Bilesiklerin LC-MS/MS Parametreleri

RSD%¢ Lineerite Geri Kazamim (%)
NO Ana Parcalanma iyon LOD/LOQ
Bilesikler RT® . . Kalibrasyon Denklemi R%* Aralig uf
Iyon(m/z)® Iyonlar: Farkh (Hg/L)® Aym Farkh
Aym Giin (Hg/L)

Modu Gunler Gin Gunler
1 Kumarin 17,40 147,05 91,0-103,2 Poz y=33,64x-89700 0,994 0,01306 0,01239 1000-20000 208,4/228,4  0,99947 1,00081 0,0237
2 Hesperidin 12,67 610,90 303,1-465,1 Poz y=1340,27x-43769 0,998 0,00945 0,01126 25-1000 3,4/4,2 1,01733 1,01263 0,0262
3 p-Kumarik asit 11,53 162,95 119,3-93,3 Neg y=3199,20x+13002 0,992 0,01820 0,01727 25-1000 7,309,1 1,00617 1,01224 0,0516
4 o-kumarik asit 15,45 162,95 119,4-93,3 Neg y=1219,34x-10915 0,999 0,02730 0,02566 25-1000 24,4/31,1 0,98344 0,99061 0,0513
5 Gallik asit 3,00 168,85 125,2-79,2 Neg y=226,76x+38152 0,998 0,01601 0,01443 250-10000 95,5/106,9 1,00004 1,00454 0,0282
6 Kafeik asit 8,80 178,95 135,2-134,3 Neg y=3963,32x+178156 0,998 0,01454 0,01469 25-1000 18,4/22,4 1,00917 0,98826 0,0354
7 Vanilik asit 8,57 166,90 152,3-108,3 Neg y=35,84x-12097 0,999 0,00528 0,00619 1000-20000 122,2/139,7 1,00093 1,04095 0,0508
8 Salisilik asit 11,16 136,95 93,3-65,3 Neg y=5286,26x+309192 0,989 0,01016 0,01242 25-1000 5,0/6,5 1,00989 0,99013 0,0329
9 Kinik asit 1,13 190,95 85,3-93,3 Neg y=41,06%+10671 0,996 0,00259 0,00274 250-10000 75,8/79,4 1,00288 0,98778 0,0082
10 4-OH-benzoik asit 7,39 136,95 93,3-65,3 Neg y=409,03%+112079 0,998 0,01284 0,01538 250-10000 33,2/38,1 0,99662 1,00058 0,0289
11 Ferulik asit 12,62 192,95 178,3 Neg y=80,45x%-31782 0,997 0,00708 0,00619 250-10000 36,6/42,0 0,99987 1,00289 0,0494
12 Klorojenik asit 7,13 353,15 191,2 Neg y=781,36%-18697 0,998 0,00058 0,00076 25-1000 6,2/8,1 1,00806 0,99965 0,0069
13 Rozmarinik asit 14,54 359,00 161,2-197,2 Neg y=909,67x%-201692 0,994 0,02014 0,01751 100-5000 6,6/8,8 0,99206 1,03431 0,0713
14 Protokatesik asit 4,93 152,95 108,3 Neg y=297,75x+30590 0,995 0,01236 0,01296 100-5000 28,2/31,4 0,99404 1,01070 0,0411
15 Sinnamik asit 25,61 147,00 103,15-77,3 Neg y=9,06%-12403 0,996 0,00648 0,00816 5000-20000 821,8/859,7 1,00051 0,99927 0,0143
16 Sinapinik asit 12,66 222,95 208,3-149,2 Neg y=141,96x-73294 0,992 0,01446 0,01517 250-10000 78,7/86,1 1,00164 0,99962 0,0281
17 Fumarik asit 1,48 115,00 71,4 Neg y=64,99x%-11592 0,997 0,00536 0,00460 100-5000 28,1/34,5 0,99748 0,99867 0,0124
18 Vanilin 10,87 151,00 136,3-92,2 Neg y=446,10x+70934 0,998 0,00696 0,00793 250-10000 44,3/53,1 0,99679 0,99611 0,0280
19 Pirokatekol 6,48 109,00 108,35-91,3 Neg y=30,61%+14735 0,996 0,01313 0,01339 1000-20000 261,1/278,4  0,99987 0,99936 0,0235
20 Malik asit 1,23 133,00 115,2-71,3 Neg y=316,95%-42041 0,999 0,00477 0,00527 250-10000 55,3/67,5 1,01266 0,99836 0,0113

4"



Tablo 4-1: Standart Olarak Alinan Fenolik Bilesiklerin LC-MS/MS Parametreleri

Geri Kazamm (%)

' RSD%" Lineerite
Ana Parcalanma Iyon . ) LOD/LOQ
RT?2 . . Kalibrasyon Denklemi R Aralig uf
NO Bilesikler Iyon(m/z)° Iyonlari Farkh (Hg/L) Farkh
Aym Giin (Hg/L) Aym Giin
Modu guinler gunler
21 Sirinjik asit 9,02 196,95 182,2-167,3 Neg y=42,33x-52547 0,996 0,01049 0,01345 1000-20000 212,5/233,3  0,99922 0,99977 0,0238
22 Hesperetin 31,76 300,95 164,2-136,2 Neg y=876,67x+48916 0,997 0,03209 0,02605 25-1000 5,6/6,9 0,98850 0,99435 0,0562
23 Naringenin 30,68 270,95 151,2-119,3 Neg y=4315,1x+178410 0,995 0,02054 0,02019 25-1000 5,4/6,4 0,99883 1,01002 0,0521
24 Rutin 12,61 609,05 300,1-271,1 Neg y=561,91x-16879 0,997 0,00473 0,00624 25-1000 5,5/6,5 1,00994 0,98017 0,0159
25 Kersetin 28,17 300,90 151,2-179,2 Neg y=1198,48x+480562 0,990 0,01589 0,01360 100-5000 23,3/28,9 0,98470 1,00103 0,0543
26 Kersitrin 16,41 447,15 301,1-255,1 Neg y=339,39x+38910 0,999 0,01528 0,02320 100-5000 22,0/25,2 0,99726 1,00620 2,0079
27 Apigenin 31,43 268,95 117,3-151,2 Neg y=4548,36x+295252 0,990 0,02304 0,02204 25-1000 5,4/6,3 1,01444 1,01331 0,0650
28 Krisin 36,65 252,95 143,3-119,4 Neg y=2032,13x+95593 0,993 0,00490 0,00630 25-1000 5,4/6,2 1,00338 1,00437 2,0083
29 Likiritigenin 25,62 254,95 119,3-135,1 Neg y=2384,96x+59141 0,996 0,01849 0,01738 25-1000 5,5/6,6 1,00333 0,99957 0,0341
30 Izokersitrin 13,42 463,00 300,1-271,1 Neg y=803,23x+4981 0,999 0,00682 0,00515 25-1000 5,4/6,3 1,00594 1,00722 0,0133
31 Apigetrin 16,59 431,00 268,2-239,2 Neg y=1775,55x+91121 0,993 0,01797 0,01607 25-1000 5,4/6,1 1,01394 1,00419 0,0597
32 Roifolin 16,11 577,05 269,2-211,1 Neg y=237,15x+11887 0,999 0,00747 0,01528 100-5000 23,1/27,9 1,01046 1,01739 0,0941
33 Nikotiflorin 14,68 593,05 285,1-255,2 Neg y=498,38x+79274 0,991 0,00737 0,00875 100-5000 22,4/25,5 1,02558 1,00970 0,0276
34 Fisetin 19,30 284,95 135,2-121,3 y=547.46%+274791 0,991 0,00557 0,00820 250-10000 54,4/61,4 0,99877 1,00031 0,0148
35 Luteolin 28,27 284,75 133,2-151,2 Neg y=3272,65x+150557 0,997 0,00575 0,00696 25-1000 5,4/6,5 1,00772 0,99524 0,0174
36 Mirisetin 18,72 317,00 179,2-151,3 Neg y=583,55%+205727 0,999 0,00652 0,00711 250-10000 53,2/57,2 0,99982 1,00042 0,0126
37 Kamferol 31,88 284,75 255,1-117,3 Neg y=26,29x+87558 0,992 0,01436 0,01070 1000-20000  206,6/214,3  0,99971 0,99851 0,0209

eTT
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4.1.3. H. calycinum, H. confertum ve H. perforatum Turlerinin LC-MS/MS
Analiz Sonuglari

H. calycinum, H. confertum ve H. perforatum tirlerinin cicekli toprak Usti
kisimlarmin  metanol ekstrelerinin  LC-MS/MS  metodu ile taranmasina iliskin
kromatogramlar asagida verilmistir (H. calycinum i¢in Sekil 4-2, H. confertum igin
Sekil 4-3, H. perforatum igin Sekil 4-4).

Turlerin LC-MS/MS metodu ile yapilan analiz sonucu belirlenen 37 fitokimyasal

icerikleri ise Tablo 4-2’de verilmistir.



Sekil 4-2: H. calycinum metanol ekstresine ait kromatogram
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Tablo 4-2: H. calycinum, H. confertum ve H. perforatum Ttrlerinin LC-MS/MS Analiz

Sonugclari
NO Bilesikler ' Ana Pa.r(;alanma iyon Miktarlar (pg/g)

RT? Iyon(m/z)° Iyonlar: Modu H. calycinum H. confertum H. perforatum
1 Kumarin 17,40 147,05 91,0-103,2 Poz
2 Hesperidin 12,67 610,90 303,1-465,1 Poz 8,45+0,002 2,69+0,0007
3 p-Kumarik asit 11,53 162,95 119,3-93,3 Neg 3,18+0.002 10,740,006 9,19+0,005
4 o-kumarik asit 15,45 162,95 119,4-93,3 Neg
5 Gallik asit 3,00 168,85 125,2-79,2 Neg 88,97+0,025 49,57+0,014 45,15+0,013
6 Kafeik asit 8,80 178,95 135,2-134,3 Neg 5,440,002 4,01+0,001
7 Vanilik asit 8,57 166,90 152,3-108,3 Neg
8 Salisilik asit 11,16 136,95 93,3-65,3 Neg
9 Kinik asit 1,13 190,95 85,3-93,3 Neg 885,50+0,073 534,02+0,044 512,12+0,042
10 4-OH-benzoik asit 7,39 136,95 93,3-65,3 Neg
11 Ferulik asit 12,62 192,95 178,3 Neg
12 Klorojenik asit 7,13 353,15 191,2 Neg 2595,15+0,179 905,09+0,062 871,69+0,060
13 Rozmarinik asit 14,54 359,00 161,2-197,2 Neg 14,3740,010 15,9440,011
14 Protokatesik asit 4,93 152,95 108,3 Neg 14,52+0,006 8,65+0,004 6,13+0,003
15 Sinnamik asit 25,61 147,00 103,15-77,3 Neg
16 Sinapinik asit 12,66 222,95 208,3-149,2 Neg
17 Fumarik asit 1,48 115,00 71,4 Neg
18 Vanilin 10,87 151,00 136,3-92,2 Neg
19 Pirokatekol 6,48 109,00 108,35-91,3 Neg
20 Malik asit 1,23 133,00 115,2-71,3 Neg 314,96+0,036 792,170,089 925,91+0,105
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Tablo 4-2: H. calycinum, H. confertum ve H. perforatum Turlerinin LC-MS/MS Analiz Sonuglar1 (devam)

RT? Ana Parcalanma iyon Miktarlar (ug/g)

NO Bilesikler Iyon(m/z)° iyonlar Modu H. calycinum H. confertum H. perforatum
21 Sirinjik asit 9,02 196,95 182,2-167,3 Neg

22 Hesperetin 31,76 300,95 164,2-136,2 Neg

23 Naringenin 30,68 270,95 151,2-119,3 Neg 3,53+0,002 4,640,002
24 Rutin 12,61 609,05 300,1-271,1 Neg 212,610,034 45,81+0,007 48,7+0,008
25 Kersetin 28,17 300,90 151,2-179,2 Neg

26 Kersitrin 16,41 447,15 301,1-255,1 Neg 1805,9+0,98 1101,04+0,598 636,330,345
27 Apigenin 31,43 268,95 117,3-151,2 Neg

28 Krisin 36,65 252,95 143,3-119,4 Neg

29 Likiritigenin 2562 254,95 119,3-135,1 Neg

30 Izokersitrin 13,42 463,00 300,1-271,1 Neg 346,16+0,046 2729,98+0,363 2628,76+0,349
31 Apigetrin 16,59 431,00 268,2-239,2 Neg

32 Roifolin 16,11 577,05 269,2-211,1 Neg

33 Nikotiflorin 4,68 593,05 285,1-255,2 Neg

34 Fisetin 9,30 284,95 135,2-121,3 Neg

35 Luteolin 8,27 284,75 133,2-151,2 Neg

36 Mirisetin 8,72 317,00 179,2-151,3 Neg

37 Kamferol 1,88 284,75 255,1-117,3 Neg
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4.2. H. calycinum, H. confertum ve H. perforatum Turlerinin Antioksidan

Aktivite Tayini Sonuclari
4.2.1. Toplam Fenolik Bilesik ve Toplam Flavonoit Miktar Tayini

H. calycinum, H. confertum ve H. perforatum tlrlerinin metanol ekstrelerinin
toplam fenolik ve toplam flavonoit miktarlar1 sirasiyla pirokatekol ve kersetine esdeger

olarak belirlendi. Sonuclar Tablo 4-3’te verilmistir:

Tablo 4-3: H. calycinum, H. confertum ve H. perforatum Turlerinden Elde
Edilen Metanol Ekstrelerinin Toplam Fenolik ve Toplam Flavonoit Miktarlari®

) Toplam Fenolik Miktari Toplam Flavonoit
Ornekler (ug pirokatekole esdeger)/mg Miktar
Ekstre® (ug kersetine
esdeger)/mg Ekstre®
H. calycinum 141,12+2,40 60,87+2,04
H. confertum 106,70+1,84 70,61+0,51
H. perforatum 90,40+1,28 62,49+0,77

& Degerler 3 paralel 6l¢timiin ortalamasi ve standart sapmasi olarak verilmistir.
b. Pirokatekole esdeger fenolik igerik. y=0,0276x + 0,0416 R?>=0.9987
¢: Kersetine esdeger flavonoit icerik y=0,0277x + 0,0434 R?=0.9992
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4.2.2. DPPH Serbest Radikali Giderici Aktivite Sonuclar:

H. calycinum, H. confertum ve H. perforatum tlrlerinin cicekli toprak Usti
kisimlarindan elde edilen metanol ekstrelerinin DPPH serbest radikali giderici etkileri

asagidaki tabloda sunulmustur (Tablo 4-4):

Tablo 4-4: H. calycinum, H. confertum ve H. perforatum Turlerinden Elde Edilen
Metanol Ekstrelerinin DPPH Radikali Giderici Aktivite Deneyindeki ICso Degerleri

DPPH Serbest
Ornekler Radikah Giderici
Aktivite Sonuglari

I1Cs0 degerleri (ug/mL)
H. calycinum 10,05%0,20
H. confertum 23,32+0,75
H. perforatum 29,35+1,04
BHA 7,8840,20
a-TOC 16,30+0,79

BHT 58,86+0,50




120

4.2.3. ABTS Katyon Radikali Giderim Aktivitesi Sonuclari

H. calycinum, H. confertum ve H. perforatum turlerinden elde edilen metanol
ekstrelerinin ABTS katyon radikali giderici etkileri asagidaki tabloda sunulmustur
(Tablo 4-5):

Tablo 4-5: H. calycinum, H. confertum ve H. perforatum Turlerinden Elde Edilen
Metanol Ekstrelerinin ABTS Katyon Radikali Giderici Aktivite Deneyindeki ICso

Degerleri

ABTS Katyon

Ornekler Radikali Giderim
Aktivitesi Sonuclari
ICs0 degerleri (ug/mL)
H. calycinum 6,00+0,16
H. confertum 9,42+0,13
H. perforatum 9,01+0,19
BHA 2,74+0,03
a-TOC 10,2040,05
BHT 3,16+0,06

4.2.4. Metal Baglama YOntemi ile Antioksidan Aktivite Sonuglar:

H. calycinum, H. confertum ve H. perforatum tirlerinden elde edilen metanol
ekstrelerinin metal baglama yontemi ile antioksidan aktivite sonuglari agagidaki tabloda

sunulmustur (Tablo 4-6):

Tablo 4-6: H. calycinum, H. confertum ve H. perforatum Turlerinden Elde Edilen
Metanol Ekstrelerinin Metal Baglama Yontemi ile Antioksidan Aktivite Deneyindeki

ICs0 Degerleri
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Metal Baglama
Srnekler Yontemi ile
Antioksidan Aktivite
Sonuglar
I1Cs0 degerleri (ug/mL)
H. calycinum 286,58+1,54
H. confertum >1000
H. perforatum >1000
EDTA 44,65%0,43

4.2.5. CUPRAC Yontemi ile Antioksidan Aktivite Sonuclari

H. calycinum, H. confertum ve H. perforatum tirlerinden hazirlanan ekstrelerin
CUPRAC yontemine gore antioksidan aktiviteleri dort farkli konsantrasyonda (10, 25,
50, 100 pg/mL) belirlenmistir. Standart olarak BHT, BHA ve a-tokoferol kullanilmistir.

H. calycinum, H. confertum ve H. perforatum turlerinden elde edilen metanol
ekstrelerinin CUPRAC yontemi ile antioksidan aktivite sonuglari asagidaki tabloda
sunulmustur (Tablo 4-7):

Tablo 4-7: H. calycinum, H. confertum ve H. perforatum Turlerinden Elde
Edilen Metanol Ekstrelerinin CUPRAC Y o6ntemi ile Antioksidan Aktivite Sonuclari:

Ornekler 10 pg/mL 25 pg/mL 50 pug/mL 100pg/mL
H. calycinum 0,424+0,025 0,888+0,057 1,621+0,062 2,697+0,082
H. confertum 0,428+0,069 0,695+0,016 1,204+0,060 2,041+0,055
H. perforatum 0,396+0,011 0,666+0,071 1,133+0,020 1,851+0,076

BHT 0,944+0,035 2,108+0,094 3,169+0,119 3,990+0,000
BHA 1,148+0,136 2,420+0,006 3,913+0,023 3,990+0,000
TOC 0,388+0,041 0,770+0,009 1,478+0,028 2,601+0,070
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4.3. H. calycinum, H. confertum ve H. perforatum Tdrlerinin

Antiasetilkolinesteraz ve Antibutirilkolinesteraz Aktivite Sonuglar:

H. calycinum, H. confertum ve H. perforatum tirlerinden hazirlanan ekstrelerin
antiasetilkolinesteraz ve antibutirilkolinesteraz aktiviteleri asetilkolinesteraz (AChE) ve
butirilkolinesteraz (BChE) enzimlerinin inhibisyonu ile belirlenmistir. Sonuglar asagida

sunulmustur (Tablo 4-8):

Tablo 4-8: H. calycinum, H. confertum ve H. perforatum Tirlerinden Hazirlanan

Ekstrelerin Antiasetilkolinesteraz ve Antibutirilkolinesteraz Aktivite Sonuglar?

Ornekler AChE (%Inhibisyon) BChE (%1nhibisyon)
H. calycinum 45,33+1,54 64,75+0,71
H. perforatum 38,89+1,07 82,50+1,41
H. confertum 32,61+1,08 76,08+1,26
Galantamin® 83,31+0,09 81,33+1,04
2200pg/mL

* Standart madde
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4.4. H. calycinum, H. confertum ve H. perforatum Turlerinin Antitirozinaz

Aktivite Sonuclari

H. calycinum, H. confertum ve H. perforatum tirlerinden hazirlanan ekstrelerin
antitirozinaz aktiviteleri tirozinaz enziminin inhibisyonu ile belirlenmistir. Sonuglar

Tablo 4-9’da sunulmustur.

Tablo 4-9: H. calycinum, H. confertum ve H. perforatum Turlerinden Hazirlanan

Ekstrelerin Antitirozinaz Aktivite Sonuglari®

Ornekler Tirozinaz (%Iinhibisyon)
H. calycinum 54,30+0,49
H. perforatum 48,22+0,38
H. confertum 40,92+0,21

Kojik asit” 95,05+0,37

4200pug/mL
*Standart madde
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4.5. H. calycinum, H. confertum ve H. perforatum Turlerinin Antilireaz

Aktivite Sonuclari

H. calycinum, H. confertum ve H. perforatum tirlerinden hazirlanan ekstrelerin
antitireaz aktiviteleri treaz enziminin inhibisyonu ile belirlenmistir. Sonuclar Tablo 4-

10’da sunulmustur.

Tablo 4-10: H. calycinum, H. confertum ve H. perforatum Turlerinden Hazirlanan

Ekstrelerin Antiiireaz Aktivite Sonuglari®

Ornekler Ureaz (%Inhibisyon)
H. calycinum 19,44+0,29
H. perforatum AD
H. confertum AD
Tiyolre” 98,37+0,40

4200ug/mL
* Standart madde

AD: Aktif degil
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4.6. H. calycinum, H. confertum ve H. perforatum Turlerinin Antikolajenaz

Aktivite Sonuclari

H. calycinum, H. confertum ve H. perforatum tirlerinden hazirlanan metanol
ekstrelerinin  antikolajenaz  aktiviteleri  kolajenaz  enziminin inhibisyonu ile

belirlenmistir. Sonuglar Tablo 4-11’de sunulmustur:

Tablo 4-11: H. calycinum, H. confertum ve H. perforatum Tiirlerinden Hazirlanan

Ekstrelerin Antikolajenaz Aktivite Sonuglari

Kolajenaz inhibisyon 1Cso

Ornekler
Degerleri (ug/mL)
H. calycinum 51,24+1,33
H. confertum 63,01+0,24
H. perforatum 61,53+0,40
EGCG” 43,47+1,82

* Standart madde
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4.7. H. calycinum, H. confertum ve H. perforatum Turlerinin Antielastaz

Aktivite Sonuclari

H. calycinum, H. confertum ve H. perforatum tirlerinden hazirlanan ekstrelerin
antielastaz aktiviteleri elastaz enziminin inhibisyonu ile belirlenmistir. Sonuglar Tablo

4-12°de sunulmustur:

Tablo 4-12: H. calycinum, H. confertum ve H. perforatum Turlerinden Hazirlanan
Ekstrelerin Antielastaz Aktivite Sonuglari

Elastaz Inhibisyon 1Cso

Ornekler
Degerleri (ng/mL)
H. calycinum 55,77+1,32
H. perforatum 61,67+0,76
H. confertum 64,76+0,55
EGCG” 70,47+0,89

* Standart madde
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48. H. calycinum, H. confertum ve H. perforatum Turlerinin

Antihyaluronidaz Aktivite Sonuclar:

H. calycinum, H. confertum ve H. perforatum tirlerinden hazirlanan ekstrelerin
antihyaluronidaz aktiviteleri hyaluronidaz enziminin inhibisyonu ile belirlenmistir.

Sonuglar Tablo 4-13’te sunulmustur

Tablo 4-13: H. calycinum, H. confertum ve H. perforatum Tiirlerinden Hazirlanan

Ekstrelerin Antihyaluronidaz Aktivite Sonuglari

Hyaluronidaz inhibisyon

Ornekler
ICs0 Degerleri (ug/mL)
H. calycinum 22,17+0,02
H. perforatum 36,55+0,11
H. confertum 37,30+1,49
Tannik Asit” 30,49+0,08

*Standart madde
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4.9. Antimikrobiyal Aktivite Tayini Sonuglari

Bolum 3.2.1.’de anlatildig1 gibi hazirlanan metanol ekstreleri ile Staphylococcus
aureus ATCC 29213, Staphylococcus epidermidis ATCC 12228, Escherichia coli
ATCC 25922, Klebsiella pneumoniae ATCC 4352, Pseudomonas aeruginosa ATCC
27853, Proteus mirabilis ATCC 14153 suslarma kars1 antimikrobiyal aktivite tayini
yapilmistir. Ayni ekstrelerde; Candida albicans ATCC 10231 susuna kars1 antifungal
aktivite tayini yapilmistir. Gozle goriiliir iliremenin olmadigi en diisik madde

konsantrasyonu MiK degeri olarak belirlenmistir.

Bolum 3.2.1.’de anlatildig1 gibi hazirlanan ekstrelerin suslara karsi gésterdigi

antimikrobiyal aktiviteye ait sonuglar asagida tablolar halinde verilmistir.

Tablo 4-14: H. calycinum, H. confertum ve H. perforatum Tdurlerine Ait
Ekstrelerin Antimikrobiyal Aktivite Sonuglar1 (MIK degeri)

H. calycinum H. confertum  H. perforatum
) ) ) ) ) Referans Maddeler
Mikroorganizma ekstresi ekstresi ekstresi
pg/mL

pg/mL pg/mL pg/mL
Staphylococcus aureus Sefuroksim-Na
ATCC 29213 12
Staphylococcus i

Pyloce 9,76 19,53 19,53 Sefuroksim
epidermidis ATCC 12228 9.8
Escherichia coli ATCC Sefuroksim-Na
25922 49
Klebsiella pneumoniae Sefuroksim-Na
ATCC 4352 4,9
Pseudomonas aeruginosa Seftazidim
ATCC 27853 24
Proteus mirabilis ATCC ]
Sefuroksim-Na 2,4

14153
Candida albicans ATCC )

312,5 312,5 312,5 Klortrimazol 4,9

10231
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5. TARTISMA

Hypericum tiirleri, igerdikleri ¢ok sayidaki kompleks yapili sekonder
metabolitler nedeniyle bircok farmakolojik etkiye sahip son derece dnemli bitkilerdir.
H. perforatum tiirti, diinya ¢apinda en yaygin olarak bulunan ve yapilan birgok ¢alisma
ile kimyasal igerigi ve biyolojik etkileri en iyi aydinlatilmig tiirdiir. Hypericum tlrleriyle
ilgili 2012 yilinda mevcut olan yaklasik 2500 ¢alismanin 950’si H. perforatum tiri
tizerine yapilmistir. Ozellikle 90’11 yillarin basindan beri hem kimyasal bilesimleri, hem
de biyolojik akiviteleriyle ilgili yiiriitiilen ¢alismalarin sonucunda elde edilen olumlu
sonuclar neticesinde Hypericum tiirleri tiim diinyada son derece onem kazanmuistir.
(Nurk, 2012).

Bu doktora tez g¢alismasinda Uludag’dan toplanan ti¢ Hypericum turd olan
Hypericum calycinum, Hypericum confertum ve Hypericum perforatum bitkilerinin
cicekli toprak iistii kisimlarindan metanol ekstreleri hazirlanarak, kimyasal icerikleri 37
fitokimyasalin (15 fenolik asit, 17 flavonoit, 3 fenolik olmayan organik asit, 1 fenolik
aldehit ve 1 benzopiran) standart olarak kullanildigi LC-MS/MS metoduyla

aydmlatilmistir.

Tiirlerin icerdigi toplam fenolik ve toplam flavonoit madde miktarlar1 sirasiyla
pirokatekol ve kersetine esdeger olarak belirlenmistir. Antioksidan aktivite tayinleri;
DPPH serbest radikali giderim, ABTS katyon radikali giderim, metal baglama ve
CUPRAC yontemleri ile yapilmistir. Ayrica Ellman metodu ile asetilkolinesteraz ve
butirilkolinesteraz inhibisyon aktivite tayinleri yapilmis; bunun yani sira kolajenaz,
hyaluronidaz, elastaz, tirozinaz ve iireaz enzim inhibisyon aktiviteleri de farkl

metotlarla tayin edilmistir.

Ekstrelerin antimikrobiyal aktivitelerinin tayini yapilmis, Staphylococcus aureus
ATCC 29213, Staphylococcus epidermidis ATCC 12228, Escherichia coli ATCC
25922, Klebsiella pneumoniae ATCC 4352, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853,
Proteus mirabilis ATCC 14153’¢ karst Minimum Inhibitér Konsantrasyon (MIK)
degerleri saptanmustir. Ekstrelerin Candida albicans ATCC 10231°e kars1 antifungal

aktivitesi ise yine CLSI kriterleri dogrultusunda diliisyon yontemiyle saptanmuistir.
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Fenolik Bilesiklerin Miktarlari

H. calycinum, H. perforatum ve H. confertum tiirlerinin toprak {istii kisimlarinin
metanol ekstrelerinin LC-MS/MS cihazi ile belirlenen kimyasal iceriklerine gore, her tg¢
tir de fenolik asitlerden klorojenik asit, gallik asit, p-kumarik asit ve protokatesik asit;

flavonoitlerden ise rutin, kersitrin ve izokersitrin tasimaktadir.

Calisilan ti¢ Hypericum turi fenolik asitlerden klorojenik asit igerigi agisindan
karsilastirildiginda; en yiiksek degere 2595,15+0,179 pg/g ile H. calycinum tirinin
sahip oldugu, bu tiirii azalan oranlarda 905,09+0,062 pg/g ile H. confertum ve
871,6940,060 pg/g ile H. perforatum tlrlerinin takip ettigi Tablo 5-1’de gortilmektedir.
Bu sonuglara gore, ¢alisilan diger tlrler klorojenik asit icerigi agisindan H. perforatum
tiiriine iistiinliik saglamuslardir. Ozellikle H. calycinum tiriniin diger iki tiire gére

oldukca yiiksek miktarda klorojenik asit icerdigi tespit edilmistir.

Calisilan tig tiir, diger bir fenolik asit bilesigi olan gallik asit icerikleri agisindan
degerlendirildiginde H. calycinum tiriniin 88,97+0,025 pg/g ile diger tiirlere kiyasla
daha yiiksek miktarda gallik asit igerdigi belirlenmistir. H. confertum turd 49,57+0,014
ug/g gallik asit, H. perforatum ise 45,15+0,013 pg/g gallik asit icermektedir.

Incelenen tiirler flavon glikozitlerinden rutin igerigi agisindan karsilastirildiginda
en yuksek degere 212,61+0,034 pg/g ile H. calycinum turiniin sahip oldugu, bu tiri
sirastyla 48,740,008 pg/g ile H. perforatum ve 45,81+0,007 pg/g ile H. confertum
tdrlerinin izledigi saptanmistir. Rutin igerigi acisindan H. calycinum tiirii digerlerine

kiyasla olduk¢a zengindir.

Flavon glikozitlerinden kersitrin igerigi 1805,94+0,98 pg/g olan H. calycinum
trindn, 636,33+0,345 pg/g kersitrin tasiyan H. perforatum tiiriinden yaklasik 3 kat
fazla kersitrin igerigine sahip oldugu saptanmistir. H. confertum turinin ise
1101,04+0,598 pg/g ile H. calycinum tirlne gore daha az; fakat H. perforatum tlriine

gore daha fazla kersitrin igerdigi belirlenmistir.

Izokersitrin igerigi acisindan degerlendirildiginde H. confertum tirtnin

2729,9840,363 pg/g ile en yiiksek degere sahip oldugu; daha sonra sirasiyla
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2628,76+0,349 pg/g ile H. perforatum ve 346,16+0,046 pg/g ile H. calycinum tdrlerinin
onu takip ettigi Tablo 5-1’de gorulmektedir.

Diger fenolik bilesikler agisindan degerlendirildiginde, Ug¢ tlriin de p-kumarik
asit icerdigi (H. calycinum: 3,18+0.002 pg/g; H. perforatum: 9,19+0,005 pg/g; H.
confertum: 10,740,006 pg/g) tespit edilmistir. Ayrica H. calycinum tlrinln kafeik asit
icermedigi, H. confertum tlrinin 5,440,002 pg/g ve H. perforatum tirinin de
4,01+0,001 pg/g kafeik asit igerdigi; yine H. calycinum tlrl rozmarinik asit icermezken
H. confertum (14,370,010 pg/g) ve H. perforatum (15,94+0,011 pg/g) tdrlerinin

rozmarinik asit icerdigi tespit edilmistir.

Her ¢ tiir de protokatesik asit igermektedir. Protokatesik asit acisindan da en
zengin tur H. calycinum olarak tespit edilmis (14,520,006 ug/g), H. confertum tr(
8,65+0,004 ng/g protokatesik asit icerirken, H. perforatum tiri 6,13+0,003 pg/g

protokatesik asit ile {i¢ tiir arasinda en az miktarda protokatesik asit igeren tiir olmustur.
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Tablo 5-1: H. calycinum, H. confertum ve H. perforatum turlerinin LC-MS/MS ile belirlenen klorojenik asit, gallik asit, rutin,

kersitrin, izokersitrin, p-kumarik asit, kafeik asit, rozmarinik asit ve protokatesik asit igerikleri (ug/g)

Bitki i¢erisindeki Miktarlar (J1g/Q)

Klorojenik P Kafeik

Tir Asit Gallik Asit Rutin Kersitrin ~ izokersitrin ~ Kumarik
Asit

Asit

Rozmarinik Protokatesik
Asit Asit

. 2595,15+0,179 88,97+0,025 212,61+0,034 1805,9+0,98 346,16+0,046 3,18+0.002
calycinum

- 14,52+0,006

905,09+0,062 49,57+0,014 45,81+0,007 1101,04+0,598 2729,98+0,363 10,7+0,006 5,4+0,002 14,37+0,010 8,65+0,004

confertum

871,69+0,060 45,15+0,013 48,7+0,008 636,33+0,345 2628,76+0,349 9,19+0,005 4,01+0,001 15,94+0,011 6,13+0,003

perforatum

ceT
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Fenolik Olmavyan Organik Asitlerin Miktari

Calisilan ti¢ Hypericum tiirliniin bilesiminde bulunan fenolik olmayan organik
asitlerin (kinik asit, malik asit ve fumarik asit) miktar tayinine gore, H. calycinum tr(
885,50+0,073 pg/g ile en yuksek miktarda kinik asit iceren tlrdur. H. confertum
534,020,044 pg/g kinik asit, H. perforatum ise 512,12+0,042 pg/g kinik asit

icermektedir.

Her (¢ tlr de malik asit icermektedir. En ylksek miktarda malik asit iceren tlr
925,91+0,105 pg/g H. perforatum tiridir. Sirasiyla 792,17+0,089 pg/g ile H.

confertum ve 314,96+0,036 ug/g ile H. calycinum tirleri onu izlemektedir.

Caligilan ii¢ tiirde de fumarik asit bulunmadig: tespit edilmistir.

1000
900 1
800 -
700 A
600 - H Kinik Asit (ug/g)
500 - H Malik Asit (ug/g)

400 H Fumarik Asit (ug/g)
300 -~

200 ~
100 +

O T T 1
H. calycinum  H. perforatum  H. confertum

Sekil 5-1: Calisilan Hypericum Tarlerinin LC-MS/MS ile Belirlenen Kinik Asit,
Malik Asit ve Fumarik Asit Iceriklerini Gosteren Grafik
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Antioksidan Aktivite Sonuclar

Bu ¢alismada incelenen H. calycinum, H. perforatum ve H.confertum tirlerinin
antioksidan potansiyelini degerlendirmek amaciyla, hazirlanan metanol ekstrelerinin
antioksidan aktiviteleri bazi antioksidan testler kullanilarak incelendi. Ekstrelerin
antioksidan aktiviteye sahip fenolik bilesikler ve flavonoitler icerdikleri; DPPH serbest
radikali giderim, ABTS katyon radikali giderim, metal baglama ve CUPRAC
yontemleri ile tayin edilen antioksidan etkileri ile dogal antioksidan kaynagi olarak

kullanilabilecekleri sonucuna varildi.

Calisilan Hypericum tiirleri ile total fenolik madde miktar tayini calismasi
yapilarak dogal antioksidanlarin en Onemli gruplar1 olan fenolik madde miktarlar
belirlendi. Fenolik bilesikler icerisinde en fazla bulunanlar1 flavonoitler ve
fenolikasitlerdir (Scalbert ve ark. 2005). Fenolik maddeler ve flavonoitler biyolojik
membranlardaki lipit peroksidasyonunu inhibe eden dogal antioksidan yapili
bilesiklerdir. Fenolik bilesiklerin antioksidan etkisinin, serbest radikalleri giderme,
metal iyonlarla bilesik olusturma ve singlet oksijen olusumunu engelleme veya azaltma
gibi ozelliklerinden kaynaklandigi diistiniilmektedir (Rice-Evans ve ark. 1996).
Flavonoit ve polifenollerin kanser gibi gesitli hastaliklarin olusumunda rol alan oksidan
yapilar1 yok etme, antioksidan enzimlerin aktivitelerini stimile ederek intraseliler
oksidatif stresi azaltma, nitrik oksit ve peroksit radikallerini direkt olarak temizleme

gibi mekanizmalarla etkili olduklari bildirilmistir (Havsteen, 2002).

Bu c¢alismada H. calycinum, H. confertum ve H. perforatum metanol
ekstrelerinin toplam fenolik bilesik ve toplam flavonoit miktarlar1 sirasiyla pirokatekol
ve kersetine esit olarak belirlendi. Buna gore; toplam fenolik maddeyi en ¢ok igeren tiir
141,12+2,40 pg/mg ile H. calycinum tiriddr. H. confertum 106,70+1,84 pg/mg ve H.
perforatum 90,40+1,28 ug/mg pirokatekol ekivalani fenolik madde igermektedir.
Flavonoit igerigi agisindan incelendiklerinde, en zengin tiriin 70,61+0,51 pg/mg
kersetine ekivalan flavonoit igerdigi tespit edilen H. confertum oldugu goriilmektedir.
62,49+0,77 pg/mg ile H. perforatum ikinci, 60,87+2,04 ile H. calycinum tird Gglnci

sirada yer almaktadir.
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160 -
140 -
120 A
H Toplam Fenolik madde
100 1 (ug pirokatekole esdeger
80 - /mg ekstre)
60 - B Toplam Flavonoit (ug
kersetine esdeger /mg
40 ekstre)
20 A
o T T 1
H. calycinum H. H.
confertum  perforatum

Sekil 5-2: Calisilan Hypericum Tiirlerinin Pirokatekole Esdeger Toplam Fenolik
Madde ve Kersetine Esdeger Toplam Flavonoit Igeriklerini Gosteren Grafik

Turlerin  biyolojik sistemlerdeki hidrojen verici etkisini belirlemek igin
kullanilan DPPH radikali ile yapilan ¢alismada; ICso degerleri (ekstrenin %50 DPPH
radikali giderici aktivite gostermesi i¢in gerekli olan miktari) kiyaslandiginda ise en
yuksek antioksidan aktiviteyi 10,05+0,20 pug/mL ile en diisiik 1Cso degerine sahip olan
H. calycinum turi gostermektedir. H. confertum tdrinun 23,32+0,75 pg/mL ve H.
perforatum tdriinin de 29,35+1,04 pg/mL ICso degeri ile antioksidan etkiye sahip
oldugu tespit edilmistir. Her U¢ tlr de standart olarak kullanilan ve ICso degeri
58,86+0,50 ug/mL olarak bulunan BHT’ye kiyasla daha aktif bulunmustur. H.
calycinum ayni zamanda ICso degeri 16,30+0,79 ug/mL olarak bulunan ve diger bir

standart madde olan a-tokoferole gore daha aktif bulunmustur.

ABTS katyon radikali giderim yontemi kullanilarak yapilan antioksidan aktivite
tayinine gore en yiksek antioksidan etki gosteren tir 6,00+0,16 ug/mL ICso degeri ile
yine H. calycinum olarak tespit edilmistir. H. perforatum tirinin 1Cso degeri 9,01+0,19
ug/mL ve H. confertum tlrinin ICso degeri 9,42+0,13’tiir. Her {i¢ tiir de, standart
olarak kullanilan maddelerden biri olan a-tokoferolden (1Cso = 10,20+0,05) daha yuksek
antioksidan etkinlik gostermektedir. Standart olarak kullanilan diger iki madde BHA ve
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BHT ise sirasiyla 2,74+0,03 ve 3,16+0,06 ICso degerleri ile her {i¢ tiirden daha etkili

olarak bulunmustur.

30

25 -

20 -

15 - B DPPH Serbest Radikal

10 - B ABTS Katyon Radikal

0 T T 1
H. H. H.
perforatum confertum calycinum

Sekil 5-3: Calisilan Hypericum Turlerinin DPPH Serbest Radikali Giderim ve
ABTS Katyon Radikali Giderim Yontemleriyle Yapilan Antioksidan Aktivite
Tayinlerinde Elde Edilen 1Cso Degerlerini Gosteren Grafik

+2
Ferrozinin, Fe ile nicel olarak kirmizi renkli kompleksler olusturmasi ve analiz

ornegi antioksidan 0zellik gosteriyorsa kelat yapici bir ajan olarak davranarak ferrozin-

2
Fe kompleksini bozup kirmizi rengin agilmasina neden olmasi esasina dayanan Fe(ll)-

Ferrozin metoduna gore belirlenen metal baglama aktivitesi ile antioksidan etki
arastirilmis; her ¢ tiirin de standart olarak kullanilan EDTAya kargi1 aktivitesinin daha
diisiik oldugu tespit edilmistir. Ug tiir arasinda ise en yiiksek aktivite gdsteren tiir yine

H. calycinum olmustur.

H. calycinum, H. perforatum ve H. confertum bitkilerinden hazirlanan
ekstrelerin  CUPRAC yontemine gore antioksidan aktiviteleri dort farkli
konsantrasyonda (10, 25, 50, 100 pg/mL) belirlenmis ve standart olarak BHT, BHA ve
a-tokoferol kullanilmistir. Buna gore en etkili tiir diger yontemlerle de en ylksek

antioksidan aktivite gosteren H. calycinum turudur.
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Sekil 5-4: Calisilan Hypericum Tdrlerinin CUPRAC Yontemiyle Yapilan
Antioksidan Aktivite Tayinlerine Gore Belirlenen Antioksidan Aktivitelerini Gosteren
Grafik

Hypericum tlrlerinin, 0Ozellikle H. perforatum turinin, zengin icerikleri
sayesinde Ozellikle serbest radikal giderici etki mekanizmasi iizerinden iyi antioksidan
aktivite gosterdiklerini tespit eden birgok ¢alisma mevcuttur. Bu 0zellik, Hypericum
tiirlerinin oksidatif strese bagli olarak gelisen deri yaralari, egzama ve enflamasyon gibi
bircok hastaligin tedavisinde kullanimini agiklamaktadir. Yine yapilan ¢alismalar farkli
Hypericum tiirlerinin gok farkli antioksidan aktivite sonuglari verdigini gostermektedir
(Marelli ve ark. 2014). Antioksidan etkinin tiirlerin bilesiminde bulunan bilesiklerden
oOzellikle flavon glikozitleri ve fenolik bilesiklere bagli olarak meydana geldigi; fenolik
yapt icermeyen floroglusinollerin, katekol grubu icermeyen biflavonoidlerin ve
naftodiantronlarin antioksidan etkiye katkida bulunmadig tespit edilmistir (Apak ve

ark. 2007; Silva ve ark. 2008; Orcic ve ark. 2011).

Yapilan bu tez calismasi ile elde edilen sonuglar, Hypericum tdrlerinin
antioksidan etkiye sahip bilesikler agisindan zengin tiirler oldugunu gosteren
calismalarla uyumludur. Yapilan farkli deneyler ile, her ¢ turin de iyi antioksidan
aktivite gosterdigi, bu ii¢ tiir arasinda antioksidan etkinligi en yiiksek olan tiiriin ise H.
calycinum oldugu belirlenmistir. Bu durumun H. calycinum tiiriiniin fenolik bilesiklerin

miktar1 agisindan diger iki tiire goére daha zengin olmasindan kaynaklandigi sonucuna
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vartlmistir. H. calycinum ile H. perforatum tirlerinin toprakiistii kistmlarinin sulu etanol
ekstrelerinin ve DPPH serbest radikal giderici, ferri iyon indiikleyici ve metal baglama
aktivitelerinin yontemleri kullanilarak antioksidan etkinliklerinin karsilagtirildigi bir
diger ¢alisgmada H. calycinum turinun tim bu yoéntemlere gore H. perforatum turine
kiyasla daha yiiksek antioksidan aktivite gosterdigi tespit edilmistir (Oztlirk ve ark.
2016). Daha biiyiik ¢igek ve daha genis yaprak ayalarina sahip olmasi gibi morfolojik
Ozelikleriyle diger tiirlerden ayrilan ve herdem yesil olan H. calycinum bitkisinin,
zengin fenolik bilesik igerigi ve buna bagl olusan yiiksek antioksidan etkinligi ile
olduk¢a Onemli bir alternatif olabilecegi diigsiiniilmektedir. Ayrica iizerinde ¢alisma
yapilmamis olan H. confertum tirtiniin de hem fenolik bilesikler, hem de flavonoitler
acisindan One ¢ikan bir tiir oldugu ve H. perforatum tlriinden daha iyi antioksidan

aktivite gosterdigi tespit edilmis, bu sonug da anlamli bulunmustur.

Asetilkolinesteraz ve Butirilkolinesteraz Inhibisyon Aktivitesi

Asetilkolin, dokularda bilginin taginmasini saglayan énemli bir nérotransmitter
maddedir. Cagimizda son derece dnemli ve yaygin bir sorun haline gelen Alzheimer
Hastaligi’na sahip kisilerde goriilen en belirgin biyokimyasal degisiklik, beynin korteks
ve hipokampus bolgelerindeki asetilkolin seviyelerinin saglikli kisilere gore oldukca
disik seviyede olmasidir.  Memelilerin  beyninde  asetilkolinesteraz ~ ve
butirilkolinesteraz olmak {izere iki major kolinesteraz formu bulunmaktadir.
Asetilkolinesteraz, kolinerjik sinapslarda asetilkolinin hidrolizinden sorumlu enzim
oldugu i¢in bu enzimin inhibisyonu asetilkolin seviyesinde artisa neden olmaktadir.
Asetilkolinesteraz, neredeyse tim dokularda bulunurken, butirilkolinesteraz daha c¢ok

santral ve periferal sinir sisteminde ve karacigerde bulunmaktadir (Talic ve ark. 2014).

Alzheimer tedavisinde kullanilan ilaglar ¢ogunlukla asetilkolinesteraz
inhibitorleridir ve bitkisel kaynakli asetilkolinesteraz ve butirilkolinesteraz inhibitdrleri
ile ilgili aragtirmalar devam ederek cesitli alternatifler aranmaktadir. Bu amagcla bu tez
calismasinda H. calycinum, H. confertum ve H. perforatum Dbitkilerinin
asetilkolinesteraz ve butirilkolinesteraz inhibisyon aktiviteleri Ellman metodu olarak
bilinen spektrofotometrik yéntem temel alinarak 6l¢iilmiistiir. Buna gore her g tiir de,
asetilkolinesteraz inhibitor etki agisindan standart madde olarak kullanilan galantamine
gore disiik etki gostermistir. 200 pg/mL konsantrasyonda galantamin %83,31+0,09
inhibisyon saglarken, H. perforatum %38,89+1,07; H. confertum %32,61+1,08 ve H.
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calycinum %45,33+1,54 inhibisyon saglamistir.

Diger yandan her ii¢ tiirlin de butirilkolinesteraz inhibisyon aktivitesinin yiiksek
oldugu tespit edilmistir. H. perforatum, 200 pg/mL konsantrasyonda %82,50+1,41 ile
standart olarak kullanilan galantamine goére (%81,33+1,04) yuksek aktivite
gostermistir. H. confertum ve H. calycinum ise sirasiyla %76,08+1,26 ve %64,75+0,71
inhibisyon oranlartyla standart olarak kullanilan galantamine gore diisiik inhibitor etki
gostermistir. H. perforatum tlr( ile yapilan bir diger c¢alismada, H. perforatum
toprakiisti  kisimlarinin = metanol  ekstresinin 400 pug/mL  konsantrasyonda
asetilkolinesteraz ve butirilkolinesteraz enzim inhibisyon aktivitesinin diger dort bitkiye
gore (Arnica montana, Salvia officinalis, Ruta graveolens ve Aronia melanocarpa) daha
yiiksek bulundugu belirtilmistir (Tali¢ ve ark. 2014).

H. calycinum tiiriiniin standart maddeye gore diisiik fakat diger iki tiire gore
yiikksek asetilkolinesteraz aktivite gostermesi bilesiminde bulunan bazi fenolik
bilesiklerin digerlerine gore yiiksek miktarda olmasiyla agiklanabilir. Asetilkolinesteraz
inhibitor etkiden sorumlu maddeler, Kklorojenik asit, rutin, hiperozit, izokersitrin ve
kersitrindir. H. perforatum, H. undulatum ve H. androseamum tirlerinin antioksidan ve
antiasetikolinesteraz aktivitelerinin arastirildigi bir calismada, bu maddeleri diger iki
tlire gore yuksek miktarda bulunduran H. androseamum, diger iki tiire hem daha yiiksek
antioksidan, hem de daha yiiksek antiasetilkolineseraz aktivite gdstermistir (Hernandez
ve ark. 2010). Bu ¢aligmada LC-MS/MS ile yapilan analiz sonucu H. calycinum tariinun
diger tiirlere gore oldukca yiksek oranda klorojenik asit, rutin ve kersitrin icerdigi

belirtilmistir. Bu etkinin bu nedenle meydana geldigi diisiiniilmektedir.
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Butirilkolinesteraz Yiizde Inhibisyon Aktivitelerini Gosteren Grafik

Tirozinaz Inhibisyon Aktivitesi

Tirozinaz enzimi, melanin sentezinde iki farkli reaksiyonu katalizleyen
multifonksiyonel bir enzimdir. Melanin, cildin epidermis tabakasindaki bazi 6zel
organallerde sentezlenen ve giines 1s1gindan absorblanan UV radyasyondan cildi
koruyan, ayni zamanda serbest oksijen radikallerini de yok edebilen 6nemli bir
maddedir. Buna kargin melanin, asirt miktarda iretildigi veya diizensiz dagildigi
durumlarda hiperpigmentasyona neden olabilmektedir. Melaninin fazla birikimine bagli
olarak meydana gelen hiperpigmentasyon veya melazma gibi lekeler istenmeyen

durumlardir.

Tirozinaz, melanin biyosentezinde L-tirozinin L-DOPA’ya hidroksilasyonundan
ve L-DOPA’nin da dopakinona oksidasyonundan sorumlu enzimdir. Dolayisiyla
tirozinaz enziminin inhibisyonu ile melanin sentez reaksiyonunun 6nemli bir basamagi
durdurularak hiperpigmentasyon gibi cilt hastaliklarinin 6nlenmesi miimkiin olabilir.
Tirozinaz inhibitorleri cilt beyazlatic1 veya depigmentan ilaglarin ve kozmetik iirtinlerin

bilesiminde bu amagla yer almaktadir (Gillbro ve Olsson, 2011).

Melanin pigmenti aynit zamanda memeli beyninde de bulunmaktadir. Tirozinaz

enzimi insan beyninde noéromelanin olusumu slrecinde dopaminin oksidasyon
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reaksiyonunu katalizleyerek dopakinonlarin olusmasina neden olur. Dopakinonun asir1
Uretimi ise sinir hasar1 ve hiicre 6limiine neden olmaktadir. Bu nedenle, tirozinaz
enziminin dopamin norotoksisitesine yol agabilecegi, bu nedenle Parkinson ve
Huntington hastalig1 ile iliskilendirilen nérodejenerasyondan da sorumlu olabilecegi

ileri surulmektedir (Asanuma, 2003; Senol ve ark. 2014; Zhou ve Lim, 2010).

H. perforatum, H. calycinum ve H. confertum tirlerinin tirozinaz inhibisyon
aktivitesi i¢in Hearing ve arkadaslarinin gelistirdigi yontem kullanilmistir. Enzim olarak
tirozinaz, substrat olarak L-DOPA ve standart madde olarak kojik asidin kullanildig
calismaya gore, her ii¢ tiirlin de tirozinaz inhibisyon aktivitesi kojik aside gore diisiik
bulunmustur. Kojik asit 200 pg/mL konsantrasyonda %95,05+0,37 inhibisyon aktivitesi
gosterirken, H. calycinum % 54,30+0,49; H. perforatum % 48,22+0,38 ve H. confertum
% 40,92+0,21 aktivite gostermistir.

Standart maddeye gore diisiik aktivite gostermesine ragmen diger iki tlire karsi
guclu aktivite gosteren H. calycinum tiiriniin bu 6zelliginin, bilesiminde diger iki tiire
gore daha yiiksek miktarda gallik asit ve kinik asit bulunmasina bagli olarak meydana
geldigi diistinilmektedir. Gallik asit ve kinik asitin tirozinaz enzimini inhibe edici
etkilerinin oldugu yapilan c¢aligmalarla gosterilmistir (Akihisa ve ark. 2013; Le
Bourvellec ve ark. 2004).

Tirozinaz Inhibisyonu (%)

100 -~

80

60 A

40 A .

20 - ljl'|r<?2|.naz

0 . . . . Inhibisyonu (%)

N ,@‘0 @‘Q rz,&
\\\C\Q ° (s\\ef‘ &
i & & €

Sekil 5-6: Calisilan Hypericum Turlerinin Tirozinaz Enzim Yuzde Inhibisyon
Aktivitesini Gosteren Grafik
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Ureaz Inhibisyon Aktivitesi

Ureaz; yapisinda nikel bulunduran ve drenin hidrolizi ile amonyak ve
karbondioksit olusum reaksiyonunu katalizleyen bir enzimdir. Ureazin katalizledigi bu
reaksiyonda bir molekiil tirenin hidrolize olmasi ile iki molekil amonyak ve bir molekdl
karbondioksit meydana gelmektedir. Ureaz bu nedenle azot dongisiinde énemli rol

oynamaktadir. (Kayastha ve ark. 1999; Tanaka ve ark. 2004).

Ureaz enzimi, Klesbsiella aerogenes, Bacillus pasteurii gibi bazi bakterilerde
bulunur. Bir diger 6nemli bakteriyel kaynakli tireaz ise Helicobacter pylori tircazidir. H.
pylori, midenin asidik yapisini etkileyerek gastrit ve iilser gibi bircok mide hastaligina
neden olan bir bakteridir. Uzun suren H. pylori enfeksiyonlari, kanser gibi ¢ok daha
ciddi hastaliklara da neden olabilir. Yapilan baz1 ¢alismalar, H. pylori enfeksiyonlarinin
kanser gelisiminde 6nemli bir risk faktorii olan atrofi ve intestinal metaplaziye yol
actigin1 gostermektedir (Correa, 1985; Kuipers ve ark. 1995). Urenin ireaz enzimi
tarafindan hidrolizi sonucu olusan amonyak mide asidini nétralize ederek H. pylori

suslarinin kolonizasyonuna yardime1 olur (Dunn ve ark. 1990).

Gunumuzde H. pylori eradikasyonu icin onerilen genel tedavi amoksisilin,
Klaritromisin ve omeprazol kombinasyonudur. Ancak, 6zellikle klaritromisine kargi H.
pylori suslarinin direng gelistirmesi ciddi bir sorun haline gelmis ve alternatifler arama
ihtiyact dogurmustur. Ureaz inhibitorleri, H. pylori iireazini inhibe ederek midede
kolonize olmasini engelledikleri i¢in mide hastaliklarinda kullanilan ilaglardir. Sentetik
lireaz inhibitorii ilaglarin diisiik stabilitesi ve yan etkileri nedeniyle, dogal iireaz
inhibitorleri H. pylori enfeksiyonu tedavisinde giin gegtikge Onem kazanmaktadir
(Graham ve Fischbach, 2010).

Bu amaglarla, bu ¢alismada H. perforatum, H. calycinum ve H. confertum
tiirlerinin {ireaz inhibisyon aktiviteleri degerlendirilmistir. Ureaz inhibisyon aktivitesi
icin Hina ve arkadaslarmin gelistirdigi yonteme gore, enzim olarak Ureaz enzimi,

substrat olarak ise iire kullanilmistir. Standart madde ise tiyotiredir (Hina ve ark. 2015).

Tiyoure 200 pg/mL konsantrasyonda %98,37£0,40 inhibisyon saglamistir. H.
perforatum ve H. confertum tdrleri Ureaz inhibisyon akivitesi goéstermezken, H.
calycinum aynmi konsanrasyonda % 19,44+0,29 gibi diisiik bir iireaz inhibisyonu

saglamistir.
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Bazi polifenolik bilesikler, ozellikle bazi flavonoitler genel olarak (reaz
inhibitora etkiye sahip maddelerdir (Shin ve ark. 2005). Yapilan bir ¢alismada, kersetin,
rutin, mirsetin, mirsitrin flavonolleri ile luteolin ve luteolin-7-O-glukozit flavonlarinin
H. pylori iireaz1 tizerinde iyi bir inhibitor etki meydana getirdigi gosterilmistir (Xiao ve
ark. 2012). H. perforatum, H. confertum ve H. calycinum tirlerinin LC-MS/MS ile
yapilan analizinde ©zellikle bu bilesikler agisindan zengin igerige sahip olmadiklari
gorilmekte ve antilireaz etkinligin olmamasinda bu durumun etkili oldugu

diistintiilmektedir.

Kolajenaz, Elastaz ve Hyaluronidaz inhibisyon Aktivitesi

Ekstraseliiler matriks; derinin dermis tabakasinda bulunan, hicreleri birbirine
baglayan ve destekleyen, derinin biiylimesinden ve esnekliginden sorumlu baslica
yapisal bilesenidir (Bravo ve ark. 2016). Ekstraseliller matriksin yapisinda
proteoglikanlar ve matriks metaloproteinleri bulunur. Kolajen ve elastin bu yapisal
matriks proteinlerindendir. Ekstraselller matrikste en ¢ok bulunan protein kolajendir ve
toplam memeli protein kiitlesinin yaklasik %30’unu olusturmaktadir. Kolajen; hiicre
adhezyonunun diizenlenmesinden, derinin gerilim kuvvetinden ve dokularin gelisiminin
yonetiminden sorumludur. Bir diger yapisal protein olan elastin, dokularin
esnekliginden sorumlu olan matriks proteinidir. Elastin, damarlarda kan akimina
yardimcr olmak igin basing dalgasinin yayilimini sagladigindan 6zellikle aort gibi
damarlarda bol miktarda bulunmaktadir (Pereira, 2011). Hyaluronik asit; ekstraseltler
matriksin yapisinda bulunan diger grup bilesiklerden olan glikozaminoglikan bilesigidir.
Stilfatlanmamis glikozaminoglikan yapisinda olup deride dogal olarak olusur (Gerdin ve
Héllgren, 1997). Hyaluronik asit; doku hidrasyonunun 6nemli bir belirleyicisidir ve
doku onarimi, enfeksiyonlar ve proteolitik graniilosit enzimlere kars1 korunma saglamak

gibi ¢esitli diger islevlerde bulunur (Cantor ve ark. 2000).

Kolajen, elastin ve hyaluronik asidin yikimi cilt yaslanmasi, yara iyilesmesinin
gecikmesi gibi durumlara neden olur ve bu maddelerin yikimindan sorumlu enzimler
sirastyla kolajenaz, elastaz ve hyaluronidazdir. Normal sartlarda esasen dokularin
saglikli ve dengeli kalmasini saglamakla gorevli bu enzimler, bu dengenin enzimlerden
yana bozulmasi durumunda ekstraseliiler matriks bilesenlerinin kontrolsiizce yikimina

ve bu durum da deri yaglanmasinin yaninda istenmeyen bir¢ok hastaliga neden olur.
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Bu calismada, H. calycinum, H. perforatum ve H. confertum tirlerinin
kolajenaz, elastaz ve hyaluronidaz enzimleri Gzerindeki inhibitor etkisi in vitro olarak
degerlendirilmistir. Kolajenaz inhibisyon aktivitesi, van Wart ve Steinbrink tarafindan
gelistirilen metoda gore yapilmistir. Enzim olarak Clostridium histolyticum
bakterisinden elde edilen kolajen enzimi, substrat olarak N-(3-[2-furil]akriloil)-Leu-
Gly-Pro-Ala (FALGPA) ve standart madde olarak epigallokatesingallat (EGCG)
kullanilmistir. Elastaz enzim inhibisyon aktivitesi i¢in Lee ve Choi tarafindan
gelistirilen yonteme gore; enzim olarak domuz pankreasindan elde edilen elastaz,
substrat olarak N-Suksinil-Ala-Ala-Ala-p-nitroanilid (SANA) ve standart madde olarak
yine EGCG kullanilmistir. Hyaluronidaz enzim akivitesi i¢in enzim olarak sigir
testislerinden elde edilen hyaluronidaz enzimi, substrat olarak hyaluronik asit ve
standart madde olarak tannik asidin kullanildig1 bu c¢alisma; Tung ve arkadaslarinin
gelistirdigi, hyaluronik asidin setilpiridinyum kloriir ile ¢oktiiriilmesi esasina dayanan

oldukga hassas bir spektrofotometrik yontem kullanilarak yapilmistir.

Kolajenaz inhibisyon aktivitesi i¢in 1Cso degerleri; H. calycinum icin 51,24+1,33
ug/mL; H. perforatum igin 61,53+0,40 ng/mL ve H. confertum igin 63,01+0,24 ng/mL
olarak bulunmustur. Standart madde olarak kullanilan EGCG’nin ICsq degeri ise
43,47+1,82 ug/mL’dir. Bu sonugclara gore Ug¢ tir icinde en yiiksek antikolajenaz aktivite

gosteren tur, H. calycinum taradur.

Elastaz inhibisyon aktivitesi igin 1Cso degerleri; H. calycinum igin 55,77+1,32
ug/mL; H. perforatum igin 61,67+0,76 ug/mL ve H. confertum igin 64,76+0,55 ug/mL
olarak bulunmustur. Standart madde olarak kullanilan EGCG’nin ICsp degeri ise
70,47£0,89 pug/mL’dir. Bu sonuglara gore g tiir iginde en ylksek antielastaz aktivite
gosteren tir, H. calycinum turtdir. Diger iki tiir de standart maddeye gore daha yiksek
aktivite gostermistir.

Hyaluronidaz inhibisyon aktivitesi igin 1Cso degerleri; H. calycinum igin
22,17+0,02 pg/mL; H. perforatum icin 36,55+0,11 pg/mL ve H. confertum igin
37,30+1,49 pg/mL olarak bulunmustur. Standart madde olarak kullanilan tannik asidin
ICso degeri 30,49+0,08 ug/mL’dir. Bu ig tir iginde en yiksek antihyaluronidaz aktivite

goOsteren, standart maddeye gore de yiksek aktivite gosteren H. calycinum tari

olmustur.
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Sekil 5-7: Calisilan Hypericum Tirlerinin Kolajenaz, Elastaz ve Hyaluronidaz Enzim

Inhibisyon Aktivitesi Tayini Sonucu Elde Edilen ICso Degerlerini Gosteren Grafik

Farkli bitkilerin kolajenaz, elastaz ve hyaluronidaz enzimleri {izerinde
inhibisyon aktivitesini belirlemek iizere son yillarda bazi ¢aligmalar yapilmaktadir.

Hypericum tiirleri ile ilgili ¢aligmalar da mevcuttur.

Kolajenaz inhibitorleriyle ilgili ¢alismalara gore kolajenaz inhibisyonunundan
sorumlu maddeler polifenoller ve flavonoitlerdir. 5,7,3,5-tetrahidroksflavon grubu
iceren flavonoitlerin daha etkili oldugu, 6zellikle C-3 hidroksil grubunun énemli oldugu
belirtilmistir. Polifenollerin de hidroksil gruplari, kolajenaz enzimiyle hidrojen bagi ve
baz1 hidrofobik etkilesimler olusturarak kompetitif inhibisyon yapar. Fenolik bilesigin
hidroksil ve/veya galloil grubu oldugunda kolajenaz inhibisyon aktivitesinde artig
meydana gelir (Madhan, 2007). Fenolik bilesiklerden 6zellikle klorojenik asidin iyi bir
kolajenaz inhibitorii oldugunu gosteren c¢aligmalar mevcuttur. Farkli Hypericum
tiirleriyle yapilan antikolajenaz etki deneylerinde klorojenik asit miktar1 yiiksek olan
tirlerin  kolajenaz inhibisyon aktivitesinin daha yiiksek oldugu gosterilmistir.
(Mandrone ve ark. 2015; Antognoni ve ark. 2017; Boran, 2018). Bu tez ¢alismasinin
antikolajenaz aktivite deneylerinde de en yiiksek kolajenaz inhibisyonu saglayan tur H.

calycinum olmus, igerigindeki klorojenik asit miktar1 en ylksek tlr olan H. calycinum,
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standart madde olan EGCG’ye kars1 dustik, fakat diger iki tiire kars1 yiiksek aktivite
gostermistir. Klorojenik asit i¢erigi oldukga yakin olan H. confertum ve H. perforatum
tirlerinin  kolajenaz inhibisyon 1Cso degerleri de olduk¢a yakindir. Sonuglar

literatrlerle uyumludur.

Toplam fenolik madde ve flavonoit igerigi ile elastaz enzim inhibisyon aktivitesi
acisindan da lineer korelasyon vardir (Chiocchio ve ark. 2018). Liyanaarachchi ve
arkadaglarinin yaptig1 ¢alisma, bitkinin elastaz inhibisyon aktivitesi ile DPPH radikal
giderim aktivitesi arasinda da dogrusal korelasyon oldugunu gdstermektedir
(Liyanaarachchi ve ark. 2018). Bunlarin disinda tanenlerin de antielastaz aktivite
gosterdigi ve tanen iceren bitkilerin potansiyel elastaz inhibitérii oldugunu gosteren
calismalar mevcuttur (Piwowarski, 2011). Hypericum tdrleri; flavonoitler, fenolik
bilesikler ve tanenler agisindan zengin tiirler olup ¢aligilan tg¢ tiir olan H. calycinum, H.
confertum ve H. perforatum standart madde olan EGCG’ye kiyasla yiiksek antielastaz
aktivite gostermistir. En yliksek antielastaz aktivite gosteren tiir, yine en zengin fenolik
icerige sahip olan tiir olan H. calycinum olmustur. Diger iki tiirin elastaz inhibisyon

ICso degerleri antikolajenaz aktivitede oldugu gibi oldukc¢a yakindir.

Hyaluronidaz inhibisyon aktivitesi gosteren bilesiklerin etnofarmakolojide
kullanim1 oldukg¢a yaygindir. Sperm hyaluronidazini inhibe ettikleri i¢in kontrasepsiyon
amaciyla, yilan zehri hyaluronidazini inhibe ettikleri i¢in yilan 1sirmalarini tedavi etmek
ve yara iyilesmesine yardimci olmak amaciyla kullanilmaktadirlar. Bunlar genelde
fenolik bilesikler, flavonoitler ve tanen bilesikleridir (Kuppusamy ve Das, 1991;
Kakegawa ve ark. 1985). Flavon aglikonlari, flavon glikozitlerine gore daha yiiksek
inhibisyon saglar. Ayrica C-2 ve C-3 arasi ¢ifte bag iceren ve 3’ ve 4’ konumlarinda
serbest hidroksil tasiyan bilesikler daha ytiksek antihyaluronidaz aktivite gostermektedir
(Rodney ve ark. 1950; Kuppusamy ve ark. 1990). Hyaluronidaz inhibisyon aktivitesi en
yuksek bilesikler ise klorojenik asit, kersetin ve rutindir (Ao, 2009; Lee ve Kim, 2010;
Acton, 2012). Calisilan {i¢ tlir arasinda en yiiksek antihyaluronidaz aktiviteyi yine H.
calycinum tiirli gostermistir. Daha once de belirtildigi gibi, LC-MS/MS ile yapilan
analizde klorojenik asit ve rutin igerigi diger tiirlerden yiiksek olup bu deneyde hem
diger iki tiirden, hem de standart madde olarak kullanilan tannik asitten yiiksek aktivite
gostermesiyle 6ne ¢ikmaktadir. Diger iki tiir yine birbirine ¢ok yakin aktivite gdstermis,
standart maddeye gore ise diisiik inhibisyon saglamiglardir.
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Antimikrobival Aktivite Sonuclari

Antimikrobiyal aktivite ¢alismalarindan antibakteriyel aktivite sonuglari
degerlendirildiginde, H. calycinum tdrinin metanol ekstresinin Staphylococcus
epidermidis ATCC 12228 susuna kars1 9,76 mg/L MIK degeri ile MIK degeri 9,8 mg/L
olan sefuroksim-Na referans maddesiyle karsilastirildiginda diger ekstrelere gore
yiiksek aktivite gosterdigi belirlenmistir. diger iki tiir, 19,53 mg/L MIK degerleri ile
sefuroksim-Na maddesine kars1 diisiik aktivite gostermistir. Staphylococcus aureus
ATCC 29213, Escherichia coli ATCC 25922, Klebsiella pneumoniae ATCC 4352,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 ve Proteus mirabilis ATCC 14153 suslarina

kars1 higbir ekstre aktivite gostermemistir.

Antimikrobiyal aktivite ¢aligmalarindan antifungal aktivite sonuglarina
bakildiginda her ¢ ekstrenin de Candida albicans ATCC 10231 susuna karg1 312,5
mg/L MIK degerine sahip oldugu, referans madde olarak kullanilan 4,9 mg/L MIK
degerine sahip klortrimazol ile karsilastirildiginda diisiik antifungal aktivite gdsterdigi

belirlenmistir.

Hypericum turlerinin Gram-pozitif bakterilerden Staphylococcus suslarina karsi
etkili oldugunu gosteren birgok ¢alisma mevcuttur (Saddique ve ark. 2010). Her ¢
Hypericum tiriintn Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 susuna karsi aktivite

gostermesi literattrleri desteklemektedir

Antifungal aktivite sonuglarina gore ise, incelenen Hypericum tlrlerinden
ucliniin de Candida albicans ATCC 10231 susuna karsi zayif antifungal aktivite
goOstermesi, gunimuze kadar Candida albicans ATCC 10231 ile yapilan antifungal

aktivite ¢calismalariyla uyum gostermektedir (Vajs ve ark. 2003; Saroglu ve ark. 2007).
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Genel Degerlendirme

Bu tez ¢alismasi ile Uludag’dan toplanan H. calycinum, H. perforatum ve H.
confertum tiirlerinin kimyasal bilesikleri ve biyolojik aktiviteleri itizerinde gesitli
arastirmalar yapilmis, bu arastirmalarin sonuglarina gore fenolik bilesikler agisindan
oldukga zengin bir tur olan H. calycinum tiiriiniin yapilan deneylerin ¢cogunda en yuksek
aktiviteyi sagladigi gorilmistiir. H. calycinum, klorojenik asit ve gallik asit gibi
bilesikleri yapisinda diger tiirlerden daha fazla miktarda bulundurmakta ve o6zellikle
antioksidan etki agisindan 6ne ¢ikmaktadir. Enzim inhibisyon aktivite deneylerinde elde
edilen sonuglara gore de en yiiksek inhibisyon saglayan tiir H. calycinum olmustur.
Biiyiik ¢igekleri ve genis yaprak ayalari ile morfolojik olarak diger tiirlerden ayrilan ve
bahce suslemesinde de tercih edilen H. calycinum tlrinun, Gzerinde daha detayli
arastirmalar yapilmasi gereken ve Onemli bir tibbi bitki potansiyeli tasiyan bir tiir
oldugu disiiniilmektedir. Antitirozinaz, antikolajenaz, antielastaz ve antihyaluronidaz
aktivite gosteren H. calycinum, bu etkileri sayesinde hem yaslanma karsiti, hem de
hiperpigmentasyon tedavisinde kullanilan cilt iriinlerinin formilasyonlarina katilma

potansiyeli tasimaktadir.

Diger yandan H. confertum tirl de g¢alisma kapsaminda yapilan deneylerin
cogunda 1iyi aktivite gostermistir. Flavonoitler agisindan da zengin oldugu belirlenen H.
confertum tlrdndn H. perforatum tiirine alternatif olabilecegi diisiiniilmekte olup bu

amagla yapilan ¢alismalara devam edilmesi gerektigi sonucuna varilmistir.
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