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OZET

EROGLU OZKAN, E. (2011). Drosanthe ve Taeniocarpium Seksiyonlarina Ait Bazi
Endemik Hypericum Tiirlerinin Kimyasal Bilesimi ve Biyolojik Aktivite Yoniinden
Incelenmesi. Istanbul Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii, Farmakognozi ABD.
Doktora Tezi. Istanbul.

Bu caligmada, Orta ve Dogu Anadolu’dan toplanmis olan Drosanthe seksiyonuna ait
Hypericum spectabile, H. pseudolaeve ve H. thymbrifolium, Taeniocarpium
seksiyonuna ait H. neurocalycinum ve H. malatyanum tiirleri kimyasal igerik ve
biyolojik aktivite bakimindan H. perforatum ile karsilagtirilmistir. Bu tiirlerin kimyasal
igerikleri ve biyolojik aktiviteleri literatlirde ilk kez bu caligsma ile saptanmistir. Yiiksek
Basingli S1vi Kromatografisi (YBSK) kullanilarak psddohiperisin, hiperisin, hiperforin,
klorojenik asit, rutin, hiperozit, izokersitrin, kersitrin, kempferol, kersetin ve
amentoflavon miktarlar1 belirlenmistir. Total fenolik bilesik ve total flavonoit miktar

tayini yani sira antioksidan, sitotoksik ve antimikrobiyal aktiviteleri arastirilmistir.

Incelenen bitki orneklerinin diisiik oranda psodohiperisin, hiperisin ve hiperforin
icerdigi belirlenmis, klorojenik asitin H. pseudolaeve, hiperozit ve amentoflavonun H.
malatyanum, kempferol ve kersitrinin H. spectabile, kersetinin H. neurocalycinum
tiirlerinde H. perforatum tiliriinden daha yiiksek oranda bulundugu saptanmistir. Tiirlerin
yiiksek antioksidan potansiyele sahip olduklar1 belirlenmis ve bu etkinin bitki
icerigindeki flavonoit ve diger fenolik bilesiklerden kaynaklandig: diistintilmustiir. H.
perforatum ve H. malatyanum tiirlerinin diger tiirlere gore yiiksek sitotoksik aktiviteye
sahip olmasi, tiirler {izerinde in vitro ve in vivo sitotoksik aktivite ¢alismalarinin devam
etmesi gerektigini gostermistir. Bu c¢alismada incelenen tiirlerin tiim ekstrelerinin
Staphylococcus aureus, metisiline direngli S. aureus ve S. epidermisidis suslarina karsi
yiiksek antibakteriyel aktivite gosterdigi, baz1 ekstrelerin ise Candida albicans susuna

kars1 diislik antifungal aktivite gosterdigi belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Hypericum, Hiperisin, Hiperforin, Fenolik Bilesikler, Biyolojik
Aktivite.

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. Proje No: 6189
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ABSTRACT

EROGLU OZKAN, E. (2011). Investigation of the Chemical Composition and the
Biological Activities of Some Endemic Hypericum Species belonging to the Drosanthe
and Taeniocarpium Sections. Istanbul University Institute of Health Science,

Department of Pharmacognosy, PhD Thesis, Istanbul.

In this study, aerial parts of the following species collected from Central and Eastern
Anatolia, Hypericum spectabile, H. pseudolaecve and H. thymbrifolium (section
Drosanthe), H. neurocalycinum and H. malatyanum (sectionTaeniocarpium) were
compared to H. perforatum for their chemical contents and biological activities which
are reported for the first time. Quantitative determination of pseudohypericin, hypericin,
hyperforin, chlorogenic acid, rutin, hyperoside, isoquercitrin, quercitrin, kaempferol,
quercetin and amentoflavone were performed by High Performance Liquid
Chromatography (HPLC). The total phenolic and total flavonoids contents were

investigated as well as their antioxidant, cytotoxic and antimicrobial activities.

Very low amount of pseudohypericin, hypericin and hyperforin were observed in all
samples. Comparing to the H. perforatum, the chlorogenic acid content is higher in H.
pseudolaeve, the hyperoside and amentoflavone contents are higher in H. malatyanum,
the quercitrin and kaempferol contents are higher in H. spectabile and the quercetin
content is higher in H. neurocalycinum. All samples showed high antioxidant potential
due to their rich phenolic and flavonoid amount. High cytotoxic activity of H.
perforatum and H. malatyanum suggests the need of further in vitro and in vivo studies.
High antimicrobial activity against Staphylococcus aureus, the methicilline resistant S.
aureus, S. epidermidis were observed in all extracts and some of them showed lesser

antifungal activity against Candida albicans.

Keywords: Hypericum, Hypericin, Hyperforin, Phenolic Compounds, Biological
Activity.

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University. Project
No: 6189



1. GIRIS VE AMAC

Bitkilerin tedavide kullanilmasi insanligin dogusuyla birlikte baslamis, deneme
yanilma yoluyla elde edilen bilgiler yiizyillar boyunca birikmis ve dogada dogal olarak
yetisen bitkilerin ilag niteligi kazanmasina neden olmustur.

Giiniimiize ulasabilen kalintilara bakildiginda bircok medeniyetin bitkileri
tedavide recetelendirdigi ortaya ¢ikmaktadir. Mezopotamya, Misir, Cin ve Hindistan’da
bitkilerin tedavide kullanilislarna, Eski Mezopotamya’da yaklasik M.O. 3000 yil
oncesine dayanan bitkisel regetelerin varliga rastlanmaktadir. Eski Misir’da ise M.O.
1550 yilina ait, 1873 yilinda Georg Ebers tarafindan bulunan Ebers Papiriisii’nde o
dénem icin tibbi olarak kabul edilen 877 bitki recgetesi kayit altina alinmistir. 600 bitki
ve 1000 regete igerigi ile Osmanli donemini ve Avrupa’y1 etkileyen 6nemli bir eser olan
Materia Medica, M.S. 40-60 yillar1 arasinda yasayan Pedanius Dioscorides tarafindan 5
cilt olarak yazilmis ve bircok tibbi kitap i¢in yol gosterici olmustur (Baytop, 1966;
Baytop, 1999; Baytop, 2001).

16. ve 17. yiizyillarda bitkilerin botanik &zellikleri ve dogru teshisleri énem
kazanmus, bitkiler botanik 6zelliklerine ve familyalarina gore siniflandirilmiglardir. 18.
ylzyilda Linnaeus tarafindan canli varliklar sistematik bir sekilde siniflandirilmis ve
tibbi bitkiler de bu siniflandirma igerisinde yerini almistir. T1ibbi bitkiler ile giiniimiizde
yapilan g¢aligmalarin temelini olusturan gelisme 1806 yilinda Papaver somniferum
bitkisinden, bitkinin igerigindeki etken madde olan morfin alkaloidinin Eczaci Friedrich
Wilhelm Adam Sertiirner (1783-1841) tarafindan izole edilmesi olmus, bu gelismeyi
Fransiz eczacilar Caventou ve Pelletier’in kinin alkaloidini izole etmeleri izlemistir
(Baytop, 2001; Mat, 2010).

Tibbi bitkilerden izole edilen aktif bilesiklerin zamanla sentetik olarak elde
edilmesi tedavide bitkilerin yerini sentetik ilaclarin almasina neden olmus, sentetik
ilaglarla yapilan tedavilerde ortaya ¢ikan yan etkiler ise uzun yillar boyu biriken bilgi ve
deneyim ile tedavide gilivenilirligi olan tibbi bitkilere doniisii arttirmistir. T1ibbi bitkilerin
kok, govde, yaprak, cigek, meyve ve tohum gibi kisimlarindan elde edilen tibbi caylar,
yaglar, tentiirler halk arasinda bir¢ok hastaligin tedavisinde halen daha kullanilmakla
birlikte standardize ekstreleri de eczanelerde yerlerini almaktadir (Grigss, 1997; Baytop,

1999).



Halk arasinda ve modern tedavide kullanilislarina bakildiginda 6nemli tibbi
bitkiler arasinda yer alan Hypericum perforatum bu c¢alisma gibi bir¢ok aragtirmaya
konu olmaktadir. 2000 yildan uzun siiredir tedavide kullanilan bitki diinya genelinde St.
John’s Wort adiyla bilinmektedir. Bir¢ok Hypericum tiirii arasindan bu tiiriin tercih
edilmesinin yeryiiziinde ¢ok yaygin olarak yetismesi oldugu diisiiniilmektedir. Bitkinin
genelinde ve ozellikle ciceklerinde yogun olarak bulunan, hiperisin ve tiirevleri gibi
etken bilesikleri igeren siyah salgi organellerinin ezilmesiyle ortaya ¢ikan kirmizi
rengin, Ortacag doneminde Oldiiriilen Baptist John’un kanindan kaynaklandigina
inanilarak bitkiye St. John’s Wort adi verildigi diisiiniilse de bu ismin bitkinin
cigeklenme doneminin Baptist John’un giinii olarak kutlanan 24 Haziran’a denk
gelmesinden de kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir. Ayrica bitkinin Kudiis’teki St.
John sovalyeleri tarafindan, Hagli Seferleri sirasinda savag meydaninda olusan
yaralanmalarda kullanilmasindan dolayr da bu ismin verildigine inanilmaktadir
(Istikoglou ve ark, 2010).

Antik Yunan ve Roma doneminde H. perforatum bitkisinin kot ruhlart uzak
tuttuguna inanildigindan ikonlarin {izerine motif olarak islendigi goriilmektedir. Cins
ad1 olan “Hypericum”, latince “hyper” ve “ikon” anlamina gelen “eikon” kelimelerinin
birlesiminden olusmustur (Barnes ve ark, 2001). Tiir adi olan “perforatum” ise bitki
1518a tutuldugunda yaprak ve cicekleri lizerinde bulunan nokta seklindeki, yar1 saydam
salgt organellerinin delikli bir goriinime neden olmasindan kaynaklanmaktadir
(Bombardelli ve Morazzoni, 1995; Blumenthal ve ark, 2000).

H. perforatum tiiriiniin Hippocrates, Theophrastus, Dioscorides ve Galenos gibi
iinlii hekim ve eczacilarin eserlerinde yara ve yanik iyi edici etkilerinden dolay1 yer
aldig1 bilinmektedir. Psikiyatrik rahatsizliklarda kullanilisiyla ilgili ilk kayitlar
Paracelsus zamanina aittir. Paracelsus bu bitkinin dahilen bagirsak kurtlarina kars etkili
oldugunu, diisiince ikilemlerine kars1 kullanildigini ve iyi bir ruh haline neden oldugunu
bildirmistir. O tarihten bu yana cicekli toprak iistii kisimlarindan hazirlanan cay ve
ekstrelerin ruh ve sinir hastaliklar1 tedavisinde kullanildig1 goriilmektedir (Miiller, 2005;
Rutten, 2007; Istikoglou ve ark, 2010). H. perforatum, 19. ve 20. ylizyillarda baslayan
ve gliniimiizde halen devam eden kimyasal ve biyolojik caligmalarin sonucu olarak
bir¢ok ulusal farmakope ve monograflarin psikiyatrik ilaclar boliimiinde yerini almistir

(Baytop, 1999; Blumenthal ve ark, 2000; Istikoglou ve ark, 2010).



Hypericaceae familyasina ait Hypericum cinsinin yeryliziinde yaklasik 400 tiirti
saptanmistir (Miiller, 2005). Tiirkiye florasinda 45 tanesi endemik olmak iizere 100
takson kayitlidir (Robson, 1966; Robson, 1988; Ozhatay ve ark, 1999; Dénmez, 2000;
Ozhatay ve ark, 2009; Ozhatay ve ark, 2011). Ulkemizde halk arasinda uzun yillardir,
cicekli toprak iistii kistmlarinin zeytinyagi igerisinde 2-3 hafta bekletilmesi ile elde
edilen yag1 yara ve yanik tedavisinde, cigekli toprak iistii kisimlarindan hazirlanan
infiizyonu ise midevi ve kurt diisiiriici olarak kullanilmaktadir. Halk arasinda yara ve
yanik tedavisinde kullanilmasindan dolay1 “yara otu” ya da “mayasil otu”, yaprak ve
ciceklerindeki yar1 saydam salgi organellerinin neden oldugu delikli goriiniimiinden
dolay1 “binbirdelik otu” ve 1s18a karsi duyarliligi arttirarak bitkiyi yiyen koyun ve
kuzularin giinese ¢iktiklarinda bazen 6liimle sonuglanabilen duyarliliklarindan dolay1 da
“koyunkiran” ya da “kuzukiran” olarak isimlendirilmektedir (Baytop, 1999).

Uzun yillardir H. perforatum tzerinde yiritilen ¢alismalar sonucu bitkinin
kimyasal igerigi aydinlatilmis, naftodiantron yapisinda bilesikler, floroglusinol tiirevleri,
flavonoitler, biflavonoitler, fenolik asitler, prosiyanidinler, ksanton tiirevleri, ugucu yag
bilesikleri ve baz1 lipofilik bilesikler tasidigi belirlenmistir. Antidepresan etkinin
bitkinin tasidigi naftodiantron yapisindaki hiperisinden kaynaklandigi diisiiniilsede son
yillarda total ekstreler ile yapilan klinik ¢alismalar bu etkiden floroglusinol yapisindaki
hiperforin, flavonoitler ve biflavonlarin sorumlu oldugunu géstermistir (Hostettmann ve
Wolfender, 2005).

Son yillarda giderek artan hasta sayisi nedeniyle tiim diinyada yaygin bir hastalik
halini alan depresyon tedavisinde bitkisel yaklasimin énemli bir béliimiinii olusturan H.
perforatum tiiriinden yola c¢ikilarak giiniimiize kadar 70’den fazla Hypericum tiirii
fitokimyasal agidan incelenmistir (Hostettmann ve Wolfender, 2005). H. perforatum
bitkisinin standardize preparatlarinin Tiirkiye eczanelerinde de yerini almasi bu tiire
olan ilgiyi arttirmis ve iilkemizde yetisen farkli tiirler iizerinde de kimyasal ve
farmakolojik arastirmalar yapilmasina neden olmustur. Bu ¢alisma Tiirkiye’de yetisen,
Drosanthe ve Taeniocarpium seksiyonlarma ait 5 endemik tiiriin, yakin lokasyonda
yetisen H. perforatum tiri ile karsilastirmali olarak kimyasal ve farmakolojik degerinin
aydinlatilmasi i¢in planlanmistir. Bu tiirler {izerinde daha once yapilmis bir calismaya

rastlanmadigindan, elde edilen sonuglar literatiirde ilk kez yerini alacaktir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Botanik Boliim

2.1.1. Hypericaceae (Guttiferae, Clusiaceae) Familyasi

Genel olarak bilesiminde hiperisin etken maddesi igeren siyah veya kirmizi
renkli glandlar veya bilesiminde ugucu yag igeren seffaf glandlar tagiyan, bazen cali,
genellikle otsu bitkiler. Yapraklar tam, karsilikli, nadiren halka seklinde dizili. Sepaller
5, tomurcukta imbrikat. Petaller 5, serbest, tomurcukta burulmus sekilde. Stamenler
demetler halinde veya daginik. Ovaryum eksen veya yanal plasentali, list durumlu.

Tohumlar endospermasiz (Robson, 1966).

2.1.2. Hypericum L. Cinsi Genel Ozellikleri

Cigekler erdisi. Sepaller 5. Petaller 5, genellikle sar1 renkli, ¢gogunlukla hafif
kirmizi renkli veya kirmizi damarli, nektaryumlar nadiren uzantili. Stamenler 5’li
demetler halinde, petallerin Oniinde, serbest veya 4’1 birleserek sepallerin 6niinde 2°1i
birlesik demet seklinde, her biri 3’ten 125°¢ kadar stamenli, nadiren verimsiz demeti
tagir. Ovaryum 3-5 gozlii veya her plasentanin 2’den ¢ok oviil tasidigi birlesik 1 gozli.
Stiluslar 3-5, serbest, ince. Meyve septisit kapsula, resin tagiyan salgi cepli veya keseli,

nadiren etlenmis ve agilmayan (Robson, 1966).

Hypericum cinsine ait tiirler Tiirkiye Florasi’nda 19 seksiyon altinda toplanmis

ve bu seksiyonlarin isimleri asagida belirtilmistir (Robson, 1966).
e Androseaemum (Duham.) Endl.
e Inodorum Stef.
e Bupleuroides Stef.

e Arthrophyllum Jaub. & Spach.



e Triadenioides Jaub. & Spach.
e Heterophyllum Robson.

e Triadenia (Spach)

e Drosanthe (Spach) Endl.

e Taeniocarpium Jaub. & Spach.
e Coridium Spach.

e Adenosepalum Spach.

e Drosocarpium Spach.

e Oligostema (Boiss.) Stef.

e Thasia Boiss.

e Crossophyllum Spach.

e Olympia (Spach) Endl.

e Cammpyiopus (Spach) Endl.
e Origanifolia Stef.

e Hypericum

Bu calismada arastirilan tiirlere ve bu tiirlerin ait olduklar1 seksiyonlara ait

bilgiler agagida yer almaktadir.

2.1.3. Drosanthe (Spach) Endl. Seksiyonu Genel Ozellikleri

Cok willik otsu bitkiler, bazen tabanda odunsu; genellikle sepal ve petal
kenarlarinda siyah glandli, nadiren ise iist ylizey veya yaprak uclarinda. Petaller ve
stamenler kalici. Petaller bazen kirmizi damarli ya da kirmizimsi renkli, genellikle
tirnakli. Stamen demetleri 3. Stilus 3. Kapsula ve valvleri kirmizi degil. Tohumlar

diizden kabarcikliya degisen sekillerde (Robson 1966).



Drosanthe Seksiyonu i¢erisinde Bulunan Taksonlar (Robson, 1966; Robson,

1988).
e H. spectabile Jaub. & Spach. (Endemik)
e H. amblysepalum Hochst.
e H. lysimachioides Boiss. & Noé€ var. lysimachioides
e H. lysimachioides Boiss. & Noé var. spathulatum Robson

o H.  hyssopifolium Chaix subsp. elongatum (Ledeb.) Woron var.
elongatum Ledeb.

o H.  hyssopifolium Chaix subsp. elongatum (Ledeb.) Woron var.

apiculatum Robson

o H.  hyssopifolium Chaix subsp. elongatum (Ledeb.) Woron var.

microcalycinum (Boiss. & Heldr.) Boiss.
e H. sorgerae Robson (Endemik)
e H. apricum Kar. Et Kir.
e H. davisii Robson
o H. lydium Boiss.
e H. retusum Aucher
e H. pseudolaeve Robson (Endemik)
e H. helianthemoides (Spach) Boiss.
e H. olivieri (Spach) Boiss.
e H. thymbrifolium Boiss. & Noé& (Endemik)
e H. uniglandulosum Hausskn. ex Bornm. (Endemik)
e H. salsolifolium Hand.-Mazz. (Endemik)
e H. capitatum Choisy. var. capitatum (Endemik)
e H. capitatum Choisy. var. luteum Robson

e H. scabroides Robson & Poulter (Endemik)



o H scabrum L.

e H. thymopsis Boiss. (Endemik)

2.1.3.1. Hypericum spectabile Jaub. & Spach., III. Or. 1:57, t.29 (1842).

Botanik Ozellikleri:

Govde 35-60 cm yiikseklikte, dik, bazen siiriiniicii veya tabanda koklii, c¢iplak ve
glandsiz. Yapraklar ana govdede, 20-45 mm, iiggensi-ovattan yar1 dairemsiye kadar
degisen sekillerde, serbest ve tabanda kordat, ampleksikauldan perfoliata kadar degisen
sekillerde ciplak ve mat mavimsi yesil renkte. Cicek durumu piramidal, ¢ok c¢igekli.
Sepaller oblong, obtus (nadiren akut) — yuvarlak, kirpiksi glandli. Petaller 9-14 mm,
bazen kirmizi damarl. Kapsula ovoidden yar1 kiiremsiye kadar degisen sekillerde,

gagall.
Ciceklenme Zamani: Mayis - Haziran

Yetisme Ortami ve Yiikseklik: Tarla kenarlarinda ve nadasa birakilmis topraklarda,

570-1280 m.

Tiirkiye’deki Yayihisi: B7 Erzincan: Kemaliye’nin 8 km kuzeyinde, 1280 m. Malatya:
Arapgir’den Kemaliye’ye giderken, 1160 m. B9 Siirt: Kesan Deresi, Hasteri Dagi’nin 7
km kuzeyi, 1200 m. C6 Adiyaman: Besni Dag1, Golbasi’ndan Pazarcik’a giderken, 850
m. Kahramanmaras: 570 m (Robson, 1966).

2.1.3.2. Hypericum pseudolaeve Robson in Notes R.B.G. Edinb. 27:190 (1967).

Botanik Ozellikleri:

Govde 15-60 cm yiikseklikte, dik, ¢iplak, kii¢iik kirmizimsi glandlar yok ya da c¢ok
belirgin. Yapraklar ana govdede, 8-22 mm, dar, oblong linear, bazen revolut, yuvarlak
veya kisa apikulat, ciplak veya dalgali papilli, mat mavimsi yesil renkte degil.

Ciceklenme durumu silindirik veya genis piramidal, ¢cok ¢igekli. Sepaller oblongtan-



lanseolata degisen sekillerde, tepede akut-yuvarlak, 1/3 {inde birlesik, glandl1 disli ya da
cok kisa sapli glandli. Petaller 6-8 mm. Kapsula 4-6 mm, kiiremsi, gagali veya degil.

Ciceklenme zamani: Mayis - Temmuz

Yetisme Ortamm ve Yiikseklik: Kuru volkanik, metamorfik yamag¢ ve bozkirlarda, 500
- 2000 m.

Tiirkiye’deki Yayihisi:
Tip 6rnegi B7 Erzincan: Cimin yukarilarinda Kesis Dag: eteklerinde, 1700 m.

A4 Ankara: Hacikadin Vadisi, Keg¢idren. Ankara: Cankaya, Dikmen Vadisi, 1000 m, BS
Nevsehir: Nevsehir, 1200 m, B7 Malatya: Malatya’dan Arapgir’e. Elazig, Maden, 1300
m, B8 Erzurum: Ilica ve Tercan Daglar1 arasinda, 2000 m, Siirt: Sirvan’dan Kurtalan’a

(Robson, 1966).

2.1.3.3. Hypericum thymbrifolium Boiss. & Noé in Boiss., Diagn. ser. 2(1):107 (1853).

Botanik Ozellikleri:

Govde 9-22 cm yiikseklikte, dik, ¢iplak, bazen kirmizi glandli noktali. Ana govde
yapraklar1 7-13 mm, linear, revolut, genellikle mukrolu, papilli, puberolus veya hemen
hemen c¢iplak, mat mavimsi yesil renkli. Cigek durumu silindirik veya dar piramidal,
cok cicekli. Sepaller = dar oblongtan, ovat-lanseolata kadar degisen sekillerde, akut,
sapsiz glandli veya kenarlar1 disli glandli. Petaller 5-7(-9) mm. Kapsula 3-4,5 mm

uzunlukta, kiiremsi, kisa gagali.

Ciceklenme zamani: Haziran

Yetisme Ortam ve Yiikseklik: Kalkerli bozkirlarda 920-1500 m.

Tiirkiye’deki Yayihisi:

Tip 6rnegi B6 Kapadokya: Harput ve Sivas arasinda orta yiikseklikteki daglarda yetisir.

B6 Sivas: Giiriin, 1400 m, Malatya: Darende yukarilarinda, 1500 m, Kahramanmaras:
Elbistan’dan Darende’ye, B7 Malatya: Malatya’nin 3 km dogusunda, 920 m (Robson,
1966).



2.1.4. Taeniocarpium Jaub. & Spach. Seksiyonu Genel Ozellikleri

Bazen tabanda odunsu veya yari1 ¢alimsi, ¢ok yillik bitkiler. Sepal, petal ve
brakteol kenarlar1 ve bazen brakte kenarlar1 ve yaprak tepeleri siyah glandli. Petaller ve
stamenler kalici. Petaller genellikle kirmizi veya turuncu damarli ya da kirmizimsi
renkte ve tirnaksiz. Stamen demetleri 3. Stilus 3. Kapsula valvleri siklikla kirmizi renkte

ve boyuna salgi kanalli. Tohumlar hafifce piiriizliden kabarcikliya kadar degisen

sekillerde (Robson, 1966).

Taeniocarpium Seksiyonunun I¢erdigi Taksonlar (Robson, 1966; Robson,

1988; Ozhatay ve ark, 1999; Dénmez, 2000; Ozhatay ve ark, 2009).
e H. hirsutum L.
e H. pruinatum Boiss. & Bal.
e H. kotschyanum Boiss. (Endemik)
e H. neurocalycinum Boiss. & Heldr. (Endemik)
e H. confertum Choisy. subsp. confertum
e H. confertum Choisy. subsp. stenobotrys (Boiss.) Holmboe
e H. venustum Fenzl
e H. linarioides Bosse
e H. armenum Jaub. & Spach.
e H. fissurale Woron. (Endemik)
e H. thymifolium Banks and Sol.
e H. crenulatum Boiss. (Endemik)
e H. nummularioides Trautv.
o H. monadenum Robson (Endemik)
e H. havvae Giiner (Endemik)

e H. pumilio Bornm. (Endemik)
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e H. peshmenii Yildirim (Endemik)
o H marginatum Woron. (Endemik)
o H malatyanum Pesmen (Endemik)

e H. saxifragum Robson & Hub.-Mor. (Endemik)

2.1.4.1. Hypericum neurocalycinum Boiss. & Heldr. in Boiss., Diagn. ser. 1(8): 114
(1849).

Botanik Ozellikleri:

Govde 6-15 cm yiikseklikte, dik ya da yiikselici bitkiler. Ana gévde yapraklar: 5-7 mm,
oblong-linear, kisa yumusak tiiylii. Cicek durumu aralikli spika seklinde, 1-5 ¢igekli.
Sepaller oblongtan — spatulata kadar degisen sekillerde, tepede yuvarlak, 7-9 cizgili,
siyah glandl kirpikli. Petaller 10-15 mm. Kapsula 6-7 mm, ovoid.

Ciceklenme zamani: Haziran
Yetisme Ortami ve Yiikseklik: Kalkerli kayalarda 1900 m.
Tiirkiye’deki Yayilis:

Tip 6rnegi C4 Konya: Hadim Gevne arasi, Ispatli Yaylasnmin dogusunda, 1900 m
(Robson, 1966).

2.1.4.2. Hypericum malatyanum Pesmen in Notes. R.B.G. Edinb. 38:436, t.1C (1980).

Botanik Ozellikleri:

Govde 5-12 cm yiikseklikte, tabanda odunsu ve toprak Tlzerine yatik, ylikselici.
Yapraklar1 3-7(-9) mm, obovat-eliptik, kenarlar1 diiz ya da az c¢ok sertlesmis, ¢iplak,
mat mavimsi yesil renkte, intramarjinal ve yiizeysel glandli. Cicek durumu (1-)2-3
cigekli. Sepaller dar ovat-oblong, tepede akut ile subobtus arasi, siyah glandli ve kiiclik
disli. Petaller 8-10 mm, tepede tek siyah glandli ya da degil. Kapsula 4-5 mm, ovoid.
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Toplanan ornekler (ISTE 93196) H. malatyanum tiirtinden yaprak sekilleri ve ¢igcek
sayis1 bakimindan farkliliklar gosterdiginden bitki lizerinde yapilan botanik ¢alismalar

devam etmektedir.

Ciceklenme zamani: Temmuz - Haziran

Yetisme Ortam ve Yiikseklik: Kiregli kayalarin oyuk ve ¢atlaklarinda, 1900-2000 m.
Tiirkiye’ deki Yayihsi:

Tip 6rnegi B6 Malatya: Dogangehir, Eskikdy, Meletbasi mezresi, 1900-2000 m.
(Robson, 1988).

2.1.5. Hypericum Seksiyonu Genel Ozellikleri:

Cok yillik,¢iplak bitkiler; gdvde, yapraklar (kenar ¢izgisinden biraz igerde ve
bazen ylizeyel), anterler ve bazen sepaller ve petaller siyah glandli. Gévde koltuklarda
stirglinlii. Petaller ve stamenler kalici. Petaller bazen yiizeyde ve/veya kenarlarda siyah
glandli. Stamenler 3’lii demetler halinde, stiluslar 3. Kapsula ¢ok sayida boyuna salgi
kanali veya sirtta siskin halde salgi kanalli ve yanal salgi cepli. Tohumlar agimsi —

cukurlu (Robson, 1966).

Hypericum Seksiyonunun I¢erdigi Tiirler (Robson, 1966).
o H. tetrapterum Fries
e H. perforatum L.
e H. triquetrifolium Turra

e H. elegans Steph. ex Willd.
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2.1.5.1. Hypericum perforatum L., Sp. P1. 785 (1753). Ic: Reichb., Ic. Fl. Germ. 6: t.
343 (1844); Ross-Craig, Draw. Brit. P1. 6: t. 7 (1952).

Botanik Ozellikleri:

Govde 10-110 cm yiikseklikte, dik, bazen koklenmis, 2 ¢izgili, dallar + yiikselici.
Yapraklar 5-35 mm, dar ovat veya lanseolattan eliptik-oblong veya seritsiye kadar
degisen sekillerde nadiren oblanseolat, sapsiz veya hemen hemen tepede sapli ve biiyiik
saydam noktali. Sepaller lanseolat-oblong veya eliptik, akut-akkuminat veya kisa
aristali, tam, siyah noktasiz veya birkag ylizeysel siyah noktali. Petaller (5)-8-15 mm,
kenarlarda birka¢ siyah noktali ve bazen ylizeysel siyah ¢izgili. Kapsula (4-)5-9 mm,

ovoit-piramidal, sirtta salgi kanalli ve yanlarda salgi cepli.
Ciceklenme Zamani: (Nisan) Mayis — Agustos (Eyliil)

Yetisme Ortamm ve Yiikseklik: Mezofitik bdlgelerin  kuru ortamlarinda, su

kenarlarinda, deniz seviyesinden 2500 m’ye kadar yiikseklikte yetisebilir.
Tiirkiye’deki Yayihsi:

Genis yayilis gostermektedir (Robson, 1966).
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2.2. Kimyasal Boliim

2.2.1. Naftodiantron Tiirevi Bilesikler

Naftodiantron tiirevi bilesikler yaprak ve ciceklerin siyah salgi organellerinde
bulunan kirmizi renkli bilesiklerdir. Bu bilesikler iizerine ilk kimyasal ¢alisma Buchner
tarafindan 1830 yilinda yapilmistir. Buchner hiperisini bitkiden izole etmis ve
“Hypericumrot” olarak isimlendirmistir. 1895 yilinda bitkinin alkol ekstresinin
absorbsiyon spektrumu aydinlatilmig, 1911 yilinda Cerny tarafindan bilesige “hiperisin”
ad1 verilmistir ve yapist Cj¢Hi0Os olarak aydinlatilmistir. O zamanlarda 1 kg
kurutulmus ¢igeklerden 1,2 g hiperisin izole edilmistir. 1927 yilinda hiperisin yanlislikla
antosiyanidin sinifina dahil edilmis, 1953 yilinda bu yanlis Brockman tarafindan
diizeltilerek yapis1 10, 11 dimetil - 1, 3, 4, 6, 8, 12 - hekzahidroksinaftodiantron olarak
aydmlatilmis ve total sentezi agiklanmistir. Bu kesiften sonra 1957-1976 yillar1 arasinda
bitkiden farkli hiperisin tiirevleri izole edilmistir. Ancak hiperisin ve psddohiperisin
bilesiklerinin bitkideki major naftodiantron tiirevi bilesikler oldugu saptanmistir

(Bombardelli ve Morazzoni, 1995; Hostettmann ve Wolfender, 2005).

Bitkide total naftodiantron tiirevleri %0,05-0,3 oraninda bulunmaktadir
(ESCOP, 2003). Bu bilesiklerden hiperisin emodin-antranol tlirevi olup sentezi
asamasinda Oncelikle 4, 4’ bagin1 tagimayan stabil olmayan protohiperisin ve
protopsddohiperisin meydana gelmektedir (Dewick, 2003). Bu bilesikler 1s181n etkisiyle
stabil olan hiperisin ve psddohiperisin bilesiklerine doniisiirler (Delaey ve ark, 1999).
Kurutulmus bitki icerisinde hiperisin ve psoddohiperisin yaklasik %0,1-0,15 oraninda
bulunmaktadir. Bitkinin standardize sulu alkollii ekstresinin yaklasik %0,15 oraninda
hiperisin igerdigi saptanmistir. Taze bitkinin kimyasal bilesiminde hiperisin biyosentezi
oncli maddelerinden izohiperisin, protohiperisin ve protopsddohiperisin bilesikleri de
bulunmaktadir. Ayrica bitki igerisinde psddohiperisinin oksidasyon iirlinii oldugu

diisiiniilen siklopsddohiperisin bilesigine de rastlanmistir (Barnes ve ark, 2007).

Naftodiantron bilesiklerinin sudaki ¢oziiniirliigli ¢ok diisiik oldugundan 60-
80°C’de hazirlanan bir infiizyona ancak %40 oraninda gegebilirler. Bu oranin %5’1

hiperisinden, %35’i psddohiperisinden olusmaktadir (Bilia, 2002).



OH o OH
HO CH,
HO R
OH (o] OH
Hiperisin R =CH;

Psodohiperisin R = CH,OH

OH (0} OH
HO CH,
H,C OH
OH o OH
Izohiperisin
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OH (o) OH
HO CH,
HO R
OH (o) OH
Protohiperisin R = CHj;

Psédoprotohiperisin - R = CH,OH

OH o OH
HO
HO
OH o OH
Siklopsddohiperisin

Sekil 2-1: Hypericum tiirlerinin kimyasal bilesiminde bulunan baslica naftodiantron tiirevlerinin

acgik formiilleri

2.2.2. Floroglusinol Tiirevi Bilesikler

H. perforatum bitkisinin ¢igeklerinde ve olgun meyvelerinde bulunan

floroglusinol tiirevi bilesiklerden major olan hiperforin antibakteriyel 6zelligi nedeniyle

1971 yilinda Rus bilim adami1 Gurevich tarafindan kesfedilmistir. Hiperforinin kimyasal

yapisi ve fizikokimyasal 6zellikleri 1975 yilindan bu yana yapilan bircok ¢alisma ile

aydmlatilmis ancak total sentezi simdiye kadar aciklanamamistir. Sonraki yillarda
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bitkide hiperforinden ¢ok daha az miktarda bulunan, floroglusinol yapisinda

adhiperforin adli bir bilesik izole edilmis ve yapis1 aydinlatilmistir.

Uzun yillar hiperforin ile ilgili yapilan farmakolojik c¢aligmalar stabilitesinin
diisiik olmasi nedeniyle kesin sonu¢ ve degerlendirmeler ile sonuglandirilamamastir.
Son yillarda bitkiden izolasyonu HSCCC (High Speed Counter Current
Chromatography) kullanilarak basaril1 bir sekilde gerceklestirilmis ve -20°C’de metanol
icerisinde bozulmadan saklanmasi saglanmistir. izole edilen hiperforin organik ve
inorganik tuzlarina tiirevlendirilerek de stabilize edilebilmektedir. Ancak her iki sekilde
de 1s1 ve 1518a karsi hassasiyeti yiiksek oldugundan bozulmadan saklanabilmesi igin 1s1
ve 1siktan korunmalidir. Ayrica hiperforinin izolasyonu sirasinda bitkiden ¢ok diisiik
oranlarda farkli floroglusinol tiirevleri de Verotta tarafindan izole edilmistir. Bu
bilesiklerin hiperforinin sentezi asamasinda olusan oksidasyon {iriinleri ve tiirevleri
oldugu ya da artifakt oldugu konusunda tartismalar 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 arkadaglar1 tarafindan 2007 yilinda yapilan bir ¢alismada
H. perforatum tiriinden hiperforin ve adhiperforin sentezinin prokiirsorleri oldugu
diisiiniilen iki yeni floroglusinol tiirevi izole edilmis, hiperfirin ve adhiperfirin olarak

adlandirilmislardir.

Hiperforin R=H Furohiperforin
Adhiperforin R = CH;

Sekil 2-2: Hypericum tiirlerinin kimyasal bilesiminde bulunan baglica floroglusinol tiirevlerinin
acik formiilleri
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H. perforatum %2-4,5 oraninda hiperforin ve %0,2-1,8 oraninda adhiperforin
tasimaktadir (ESCOP, 2003; Hostettmann ve Wolfender, 2005). Bitkinin standardize
sulu alkollii ekstresinin yaklasik %5 oraninda hiperforin igerdigi saptanmistir (Barnes
ve ark, 2001; Dewick, 2003). H. perforatum ekstresi igerisinde antidepresan etkiden
sorumlu bilesik olmasi nedeniyle {izerinde bir¢ok c¢alisma yapilan hiperforinin
depresyon tedavisindeki etki mekanizmasi ile ilgili simdiye kadar birgok modelleme

yapilmistir ve arastirmalar devam etmektedir.

Farkli Hypericum tiirleri lizerinde yiiriitiilen calismalarda baz1 floroglusinol
tirevleri izole edilmistir. H. erectum tiiriiniin toprak distii kisimlarinin kloroform
ekstresinden bes floroglusinol tiirevi izole edilmis ve otogirin, otogiron, erektkion A,
erektkion B ve erektkion C olarak adlandirilmistir (Moon, 2010). Aym tiir ile yapilan
baska bir ¢alismada ise erekton A ve B olmak iizere iki yeni poliprenilat floroglusinol

tiirevi bilesik tantmlanmistir (An ve ark, 2002).

H. polyanthemum tiirtinden uliginosin B olarak adlandirilan floroglusinol tiirevi

bir bilesik izole edilmistir (Cargnin ve ark, 2010).

H. brasiliense tiiriiniin kimyasal bilesiminde floroglusinol tlirevi bilesiklerden
japonisin A, uliginosin B ve izouliginosin B bulundugu saptanmistir (Franca, 2009; Leal

ve ark, 2010).

H. ascyron tirii ile yapilan bir calismada tomoeon A-H olmak iizere sekiz

floroglusinol tiirevi izole edilmistir (Hashida ve ark, 2008).

H. japonicum tiirinden yeni bir floroglusinol diglikozit tiirevi olan 4,6-dimetil-
1-O-[a-L-ramnopiranozil-(1->6)-B-D-glukopiranozil] multifidol izole edilmistir (Wang
ve ark, 2008). Ayni tiir ile yapilan farkli bir ¢alismada {i¢ yeni floroglusinol tiirevi izole

edilmis, flaveson, sarotralin ve sarotralen B olarak adlandirilmistir (Hu ve ark, 2000).

H. empetrifolium tirinin Tirkiye ve Yunanistan’da dogal olarak yetisen
ornekleri ile yapilan bir ¢alismada iki agilfloroglusinol tiirevi izole edilmis ve yapilar1 3-
geranil-1-(2'-metilpropanoil) floroglusinol ve 3-geranil-1-(2'-metilbutanoil)

floroglusinol olarak adlandirilmistir (Crockett ve ark, 2008b).

H. annulatum subsp. annulatum tirinin bir prenilat floroglusinol tiirevi olan

hiperatomarin tasidig1 saptanmistir (Momekov ve ark, 2008).
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H. pseudopetiolatum var. kiusianum taksonunun toprak istii kisimlarindan
kroman iskeleti tasiyan petiolin A ve petiolin B, dihidrofuran halkas1 tasiyan petiolin C

olmak iizere ii¢ yeni floroglusinol tiirevi izole edilmistir (Tanaka ve ark, 2008).

Bir poliizoprenilat floroglusinol tiirevi olan hiperfoliatin H. perfoliatum tiiriiniin
toprak istii kisimlarindan izole edilerek tizerinde farmakolojik ¢aligmalar yiirtitiilmiistiir

(Do Rego ve ark, 2007).

H. japonicum tiiriiniin toprak iistii kisitmlarinin etanol ekstresinden HSCCC ile
izolasyon caligmalar1 yapilmis, sarotialen A, sarotralen B ve sarotalin G olmak iizere {i¢

floroglusinol tiirevi tanimlanmistir (Peng ve ark, 2006).

Yunanistan’in endemik Hypericum tiirlerinden olan H. jovis ile yapilan bir
calismada diklormetan ekstresinden iki yeni floroglusinol tiirevi izole edilmis,

hiperjovinol A ve B olarak adlandirilmistir (Athananas ve ark, 2004).

H. sampsonii tiriinden 2.,4,6-trihidroksibenzofenon; 2.,4,6-
trihidroksibenzofenon-4-O-geranil eter; 2,4,6-trihidroksibenzofenon-3-C-geranil eter;
sampsonion D ve H ile altt yeni poliprenilat floroglusinol tiirevi izole edilmis,

hipersampson A-F olarak adlandirilmistir (Lin ve Wu, 2003).

H. atomarium subsp. degenii tiiriiniin lipofilik ekstresinden prenilat floroglusinol

tiirevi bir bilesik olan hiperatomarin izole edilmistir (Savikin-Fodulovic ve ark, 2003).

H. papuanum ile yapilan bir calismada, toprak iistii kisimlarinin petrol eteri
ekstresinden prenilat bisiklik ve trisiklik agilfloroglusinol tiirevleri izole edilmistir. Bes
yeni trisiksik tlirev papuaforin A-E, {i¢ yeni bisiklik tlirev hiperguinon A-B ve
hiperpapuanon olarak adlandirilmistir (Winkelmann ve ark, 2001a). Aym tiir ile ayni
arastirmacilarin  yaptigi baska bir c¢alismada ise enaimeon A, B, C ve 1'-
hidroksiialibinon A, B, D olmak iizere alt1 yeni prenilat floroglusinol tiirevi bilesik
literatiire eklenmistir (Winkelmann ve ark, 2001b). Yine ayni arastirmacilarin ayni tiir
ile yaptiklar1 bir ¢caligmanin sonucunda bes trisiklik floroglusinol tiirevi bilesik elde

edilmis ve ialibinon A-E olarak adlandirilmistir (Winkelmann ve ark, 2000).

H. connatum tiirii ile yapilan bir calismada, bitkinin n-hekzan ekstresinden
floroglusinol tiirevi bir bilesik olan hiperbrasilol B izole edilmistir. Ayni bilesik daha
once yapilan c¢alismalarda H. caprifoliatum ve H. brasiliense tiirlerinden de izole

edilmis ve tamimlanmistir (Rocha ve ark, 1996; Nor ve ark, 2004; Fritz ve ark, 2007).
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2.2.3. Flavonoitler

Hypericum tiirleri ana flavonoit bilesiklerinden kersetin ve glikozitlerini
icermektedir. Bu bilesiklerden kersetin-3-galaktozit major flavonoit olarak bitkiden
izole edilmis ve “hiperisin” olarak adlandirilmistir. Bu yanlis adlandirma Sprecher
tarafindan diizeltilmis ve kersetin-3-galaktozit “hiperozit” olarak adlandirilmistir. Bitki
iceriginde 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

tiirlerinden izole edilen mindr flavonoit aglikonlarini olugturmaktadir.

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

bulunmaktadir (Hostettmann ve Wolfender, 2005).

HO
HO o HO fo)
OR OH
OH (o] OH o
Rutin R = Ramnoglukozit Kempferol

Hiperozit R = Galaktozit
Izokersitrin R = Glukozit
Kersitrin R = Ramnozit
Kersetin R=H
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OH o

I3, II8 - biapigenin

OH

HO

OH o)

Amentoflavon (I3', II8 — biapigenin)

Sekil 2-3: Hypericum tiirlerinin kimyasal bilesiminde bulunan baglica flavonoit bilesiklerinin agik
formiilleri

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

2004).

H. canariense tiiriinden suda ¢oziinebilen bes yeni flavon glikoziti, kersetin-3-
glukopiranuronat ve bunun poliasetat tiirevleri izole edilmis ve yapilar1 aydinlatilmistir

(Diaz ve ark, 2010).

H. ternum tiiriiniin flavonoit bilesikleri iizerine yapilan bir calismada Hypericum
cinsinin bilinen flavonoitlerinin disinda guaijaverin bilesigi tanimlanmistir (Pinhatti ve

ark, 2010).
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Farkli Hypericum tiirlerinden yeni bilesiklerin izole edildigi ve tanimlandigi
caligmalar disinda bilinen flavonlar ve tiirevlerinin elde edildigi c¢alismalar da
mevcuttur. H. hyssopifolium tiirii ile yapilan bir ¢alismada I3, 1I8-biapigenin, kersetin,
kersetin-3-O-a-arabinofuranozit, kersetin-3-O-B-D-galaktopiranozit ve kersetin-3-O-f3-
D-galaktopiranozit-7-O-f-D-glukopiranozit olmak iizere bilinen bes flavon bilesigi

tanimlanmistir (Cakir ve ark, 2003).

H. calycinum tiriinden rutin, kersetin, kersitrin, hiperozit, izokersitrin,
mikuelianin (kersetin-3-O-f-D-glukuropiranozit) ve I3, II8-biapigenin izole edilmis ve

yapilar1 aydmlatilmistir (Dogrukol-Ak ve ark, 2001; Kirmizibekmez ve ark, 2008a).

H. triguetrifolium ile yapilan bir c¢alismada rutin, hiperozit, apigenin-7-O-
glukozit, kempferol, kersitrin, kersetin ve amentoflavon izole edilmistir (Cirak ve ark,

2011).

H. richerii tiri ile yapilan bir ¢calisma sonucu kersetin, izokersitrin, mirsetin-3-

O-glukozit ve 13, 118-biapigenin elde edilmistir (Zdunic ve ark, 2011).

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, 2008b). Bagka bir ¢alismada
bu bilesiklere ilave olarak kersetin, 13, II8-biapigenin, amentoflavon (I3, II8

biapigenin) izole edilmistir (Or¢ic ve ark, 2011).

Tatsis ve arkadaslar1 tarafindan 2007 yilinda yapilan bir ¢calismada yine metanol
ekstresinden, bu bilesiklere ek olarak astilbin [2(R):3(R)-taksifolin-3-a-L-

ramnopiranozit] izole edilmistir.

H. connatum tiiriiniin metanol ekstresi ile yapilan bir ¢calismada amentoflavon
(I3°, II8 biapigenin), hiperozit, guaijaverine ve luteoforol olmak {izere 4 flavonoit

bilesigi izole edilmis ve tanimlanmustir (Fritz ve ark, 2007).

2.2.4. Fenolik Asitler

H. perforatum tiriinlin kimyasal bilesiminde p-kumarik asit, ferulik asit,

izoferulik asit, kafeik asit ve klorojenik asit gibi yaygin bulunan fenolik asitler ve p-
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hidroksi-benzoik asit, vanilik asit bulunmaktadir (Barnes ve ark, 2001; Hostettmann ve
Wolfender, 2005). Hypericum tiirlerinin fenolik bilesikleri ile ilgili yapilan ¢caligmalarda
klorojenik asit tiirevlerine rastlanmis ve bu tirevler neoklorojenik asit ve

kriptoklorojenik asit olarak adlandirilmistir (Silva ve ark, 2008; Helmja ve ark, 2011).

Tatsis ve arkadaglari tarafindan 2007 yilinda yapilan bir ¢alismada 3-O-
kumaroilkinik asit, Zhang ve arkadaglar1 tarafindan 2011 yilinda yapilan bir ¢calismada
ise 3-O-kafeoilkinik asit ve tiirevleri H. perforatum tiiriinden izole edilmistir. H. richerii
tiirii ile yapilan bir ¢aligma sonucu ise mirsetin-3-O-kafeoilkinik asit ve mirsetin-5-O-

kafeoilkinik asit elde edilmistir (Zdunic ve ark, 2011).

HO._, ,COOH

(o]
) \ COOH
HO™~ . o}
OH OH
HO
OH OCH3
Klorojenik asit Ferulik asit
COOH COOH
\ \
HO H4CO
OH OH
Kafeik asit [zoferulik asit

HO

COOH

p-kumarik asit

Sekil 2-4: Hypericum tiirlerinin kimyasal bilesiminde bulunan baglica fenolik asit tiirevlerinin agik
formiilleri
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2.2.5. Tanenler ve Proantosiyanidinler

H. perforatum tiiriinlin kimyasal bilesiminde kondanse tanenlerin varligi 1925
yilinda saptanmis, 1953 yilinda Neuwald ve Hagenstrdm tarafindan bitkinin
stirglinlerinde %3.8, yapraklarinda %12,4 ve ¢igeklerinde %16,2 oraninda bulundugu

belirlenmistir (Ernst, 2003).

H. perforatum bitkisinin tohumlarim1 da igeren kurutulmus toprak istii
kisimlariin agirhiginin yaklasik %12’sini olusturan proantosiyanidinlerin varligi ilk kez
1959 yilinda Racz ve Fuzi tarafindan saptanmistir. Bu proantosiyanidinler katesin ve
epikatesin tiirevlerinin (dimerler, trimerler, tatramerler ve oligomerler) karigimindan

olugmaktadir (Ernst, 2003; Hostettmann ve Wolfender, 2005).

OH OH

OH OH

HO 0

OH
Katesin Epikatesin

Sekil 2-5: Hypericum tiirlerinin kimyasal bilesiminde bulunan proantosiyanidinlerin agik
formiilleri

2.2.6. Ksanton Tiirevleri

H. perforatum bitkisinin ¢igekli toprak {istii kisimlarinda eser miktarda 1,3,6,7-
tetrahidroksi-ksanton tasidigi bilinmektedir (Hostettmann ve Wolfender, 2005). Ancak
bu tiiriin kokleri ile yapilan bir ¢calismada 1,6-dihidroksi-5-metoksi-4,5-dihidro-4,4,5-
trimetilfurano-(2,3:3,4)-ksanton; 4,6-dihidroksi-2,3-dimetoksi-ksanton ve cis-kielkorin

adi verilen tli¢ ksanton tiirevi izole edilmistir (Crockett ve ark, 2011).
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Kiiltiire alinmis H. perforatum subsp. perforatum alt tliriiniin kallusundan izole
edilen ksanton tiirevi bilesiklere bakildiginda, iki yeni bilesik olan 1-hidroksi-5,6,7-
trimetoksi-ksanton ve 3-O-metil-paksanton varligi, bilinen bilesiklerden olan paksanton,
kadensin G, 1-hidroksi-6,7-dimetoksi-ksanton, 1,3,6,7-tetrahidroksi-ksanton ve 1,3,5,6-
tetrahidroksi-ksanton varligi saptanmigtir (Ferrari ve ark, 2005).

H. sampsonii tiirliniin toprakiistii kistmlarinin diklormetan ekstresinden iki yeni
prenilat ksanton izole edilmis ve hiperikumksanton A ve hiperikumksanton B olarak
adlandirilmistir (Wen-Bo ve ark, 2011a). Ayni ekstreden sampson C (= 9H-ksanten-9-
on) ad1 verilen yeni bir ksanton daha izole edilmis ve yapisi aydinlatilmistir (Wen-Bo ve
ark, 2011Db).

H. ellipticum tiirinlin toprak istii kisimlarindan 1,3,7-trihidroksi-8-(3-metil-2-
butenil)-9H-ksanten-9-on;  1,6-dihidroksi-4-metoksi-9H-ksanten-9-on  ve  1,4,5-
trihidroksi-9H-ksanten-9-on olmak {izere ii¢ bilinen ksanton tiirevi izole edilmistir
(Manning ve ark, 2011).

H. canariense tiirlinliin toprak {Ustli kisimlarmin sulu ekstresinden ksanton
glikozitleri mangiferin 2',3',4',6'-tetraasetat ve yeni analoglar1 1,3,6,7'-tetrametoksi;
1,3,6-trimetoksi-4-asetoksi ve 1,7-diasetoksi-3,6-dimetoksi izole edilmistir (Diaz ve ark,
2010).

H. chinense tiriinden simetrik bir dimerik ksanton izole edilmis ve
hiperidiksanton oldugu anlagilmistir (Wang ve ark, 2010). Ayni bitkinin koklerinden bir
ksantonolignoid tlirevi olan 2-O-demetilkielkorin ve bir fenilksanton olan kineksanton
A izole edilmistir (Tanaka ve ark, 2009).

H. ascyron tiriinden 1,3,5-trihidroksi-6,7-[2'-(1-metiletenil)-dihidrofurano]-
ksanton;  1,3,5-trihidroksi-6,7-[2'-(1-hidroksi-1-metiletil)-dihidrofurano]-ksanton  ve
1,3,5-trihidroksi-6-O-prenil-ksanton olmak {izere 3 yeni prenilat ksanton izole edilmistir
(Hashida ve ark, 2007).

H. japonicum tiirii ile yapilan bir calismada, toprak iistii kisimlarinin etanol
ekstresinin  etilasetat fraksiyonundan izole edilen bilesiklerin yapilar1 1,6-
dihidroksiizojaserobin-5-O-D-glikozit ve 3,6,7-tri-hidroksi-1-metoksi-ksanton olarak
aydinlatilmis ve iki yeni ksanton tiirevi olduklar1 anlagilmistir (Fu ve ark, 2006).

H. scabrum tiiriiniin de toprak iistii kisimlarinin etanol ekstresinin etilasetat
fraksiyonundan 6 yeni ksanton tiirevi izole edilmis ve hiperksanton A-F olarak

adlandirilmiglardir (Tanaka ve ark, 2004).
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H. geminiflorum tiirliniin koklerinden izole edilen 6,7-dihidroksi-1,3-dimetoksi-
ksanton; 4-hidroksi-1,2-dimetoksi-ksanton ve gemiksanton A {i¢ yeni ksanton tiirevi,
toksiloksanton B; 1,5,6-trihidroksi-3-metoksi-ksanton; 3,8-dihidroksi-1,2-dimetoksi-
ksanton ve 1,3,5,6-tetrahidroksi-ksanton ise bilinen ksanton tiirevleridir (Mei-Ing ve
ark, 1999).

Kiiltiire alinmis H. patulum tiiriinden de yeni bir prenilat ksanton tlirevi izole
edilmis ve patulon (=1,2-dihidro-3,6,8-trihidroksi-1,1-bis(3-metilbut-2-enil)-ksanten-
2,9-dion) olarak adlandirilmistir (Ishiguro ve ark, 1997).

HO o OH

OH
OH o

1, 3, 6, 7 - tetrahidroksiksanton

2.2.7. Ucucu Yag Bilesikleri

Bitki yaklasik olarak 0,6-3 ml/kg oraninda ucucu yag (terpenoid hidrokarbonlar,
2-metiloktan, n-alkanoller), triterpenler ve steroller tasimaktadir. H. perforatum tiiriiniin
ucucu yaginin bilesenlerini aydinlatma calismalari 1904 yilinda baglamis, yapilan
caligmalar sonucunda %0,1-0,35 ugucu yag icerdigi ve bu oranin hasat zamanina ve
toprak tistii kisimlarinin kalitesine gore degisim gosterdigi, major bilesigin 2-metiloktan
(en az %30) oldugu saptanmistir (Barnes ve ark, 2001; Hostettmann ve Wolfender,

2005).

Farkli Hypericum tiirleri ile yapilan calismalarda ana bilesenlerin tiire gore
degisiklik gosterdigi, oksijenli ya da oksijensiz monoterpenler ya da seskiterpenlerden
ve genellikle 2-metiloktan, n-nonan, n-undekan, a-pinen, [-pinen, limonen, f-
karyofilen, karyofilen oksit, a-terpineol, geraniol, oktanal, dekanal, dodekanol, 2-
metildekan, 2-metildodekan, B-farnesen, y-kadinen, 6-kadinen, a-kadinol, cis-kalamen

ve spatulenol oldugu goriilmiistiir (Erken ve ark, 2001; Demirci, 2005; Smelcerovic ve
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Raabe, 2007; Crockett ve ark, 2007; Crockett ve ark, 2008a; Ozkan ve ark, 2009;
Chauhan ve ark, 2011).

2.3. Farmakolojik Boliim

Hypericum perforatum ve bazi Hypericum tiirlerinin antik ¢aglardan giiniimiize

kadar bir¢ok hastaligin tedavisinde halk arasinda kullanildigi bilinmektedir.

Dioscorides H. perforatum, H. asciron, H. androseamum ve H. coris tiirlerinin
tohumlarmin doviilerek bal serbeti ya da sarap ile giinde 2 fincan i¢ilmesini siyatik
tedavisinde onermistir. Tohumlu yaprakli dallarinin ise diyare ve yaniklarin tedavisinde
cok etkili oldugunu belirtmistir. 1568 yilinda Matthioli tarafindan yazilan “Discorsi
sulla Materia Medica” (Materia Medica Uzerine Tartismalar) adli eserin 165.
boliimiinde diiiretik ve emenagog etkili oldugundan bahsedilmis, 3-4 gilinde bir ndbete
neden olan sitma tedavisinde kullaniminm1 tavsiye edilmistir. Theophrastus
Yunanistan’da yetisen bir tiir olan H. lanuginosum tiriinii harici kullanim ig¢in
onermistir. Galenos diiiretik ve emenagog aktivitesi oldugunu kabul etmistir (Miiller,

2005; Dell’ Aica ve ark, 2007).

Romal1 bir doktor olan Castore Durante 1617 yilinda “Herbario Nuovo” adli
eserinde Hypericum igin zehirlenmelere ve bobrek tasglarina karsi, paralizi ve epilepsi
tedavisinde dahilen kullanim belirtmis, haricen ise hazirlanan yaginin yara iyilestirici,
bocek ve yilan isiriklarina karst kullanildigimi yazmustir. Bitkinin ¢icekli toprak iistii
kisimlarinin zeytinyagi icerisinde ve glineste 2-3 hafta bekletilmesiyle hazirlanan
“Hyperici oleum” yara ve yanik tedavisinde 6nemli kullanilis1 nedeniyle 1618 yilinda
Londra Farmakopesinin ilk baskisinda yerini almistir ve giinlimiizde de halen yara
tyilestirici olarak Onerilmektedir (Dell’Aica ve ark, 2007; Hussain ve ark, 2009).
“Hyperici oleum” turuncu kirmizidan parlak kirmiziya donen renklerde fluoresans
gosterdiginden bu rengin hiperisinden kaynaklandigi diisiiniilmiis, ancak yapilan
calismalar hiperisinin giines 1s18inin etkisiyle bozunmaya ugradigini, kirmizi rengin
hiperisinin lipofilik bozunma {iriinlerinden kaynaklandigin1 gdstermistir. Yagin
terapdtik aktivitesinden sorumlu oldugu diisiiniilen hiperforinin, giines 15181 altinda

bekletilerek hazirlanan yagda 3 ay siireyle stabil kaldig1 belirlenmistir. Sonu¢ olarak
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taze hazirlanan yag icerisinde hiperforin, hiperisinin bozunma f{iriinleri ve flavonoit

glikozitleri bulundugu saptanmistir (Maisenbacher ve Kovar, 1992).

Uzun zaman oOnce sinirlilik ve uyku bozuklugu ile patolojisi tanimlanan
depresyonun tedavisinde H. perforatum tiiriniin kullanimi ilk kez 16. yilizyilda
Paracelsus tarafindan onerilmistir. 1722 yilinda Jackson tarafindan yazilan “De Mania”
adli eserin 7. boliimiinde, giinlimiiziin depresyon belirtileri igerisinde yer alan
sikayetlerin tedavisinde H. perforatum tiiriniin dekoksiyonunun kullanilisindan
bahsetmistir. 1757 yilinda Fransiz botanik¢i Geoffroy, mental rahatsizliklarin tedavisi
icin tentlirliniin kullanildigin1 bildirmigtir. 1882 yilinda Gubernatis ve 1885 yilinda
Cantani tarafindan “Hayatin 1stiraplarin1 unutturan” olarak tanimlanmigtir. 1938 yilinda
Gerhard Madaus H. perforatum preparatlariin sinirsel ve mental rahatsizliklar, nevroz
ve insomnia tedavisinde kullanildigini belirtmistir (Ernst, 2003; Dell’Aica ve ark,

2007).

Etnofarmakognozik ac¢idan incelendiginde, Amerikan yerlileri tarafindan dahilen
avortan olarak, ayrica siddetli diyare, yiiksek ates ve tiiberkiiloza karsi, haricen ise
dermatolojik ve bdcek 1siriklarina karst kullanildigr kayitlidir (Ernst, 2003; Dell’ Aica ve
ark, 2007). Avrupa’da halk arasinda antiflojistik, bronsiyal enflamasyonlara ve
tirogenital sistem rahatsizliklarina karsi, hemoroid, yara, yanik ve iilser tedavisinde
kullanilmistir (Bombardelli ve Marozzoni, 1995). Rusya’da halk arasinda gastroenterit,
romatizma, yanik, hemoroid, Oksiiriik, yara, iilser ve asir1 kanamalarin tedavisinde
kullanilmistir (Ernst, 2003). Tirkiye’de halk arasinda dahilen antispazmodik, kabiz
etkili, yatistirict ve kurt diisiiriicii olarak, haricen ise yara ve yaniklarin tedavisinde

kullanilmig ve kullanilmaktadir (Baytop, 1999).

Diinya genelinde yaygin olarak kullanilan H. perforatum, Cek Cumbhuriyeti,
Fransa, Romanya, Rusya, Ingiltere ve Avrupa farmakopelerinde, Alman Komisyon E ve
ESCOP (European Scientific Cooperative on Phytotherapy) monograflarinda yer
almaktadir (Blumenthal ve ark, 2000; Barnes, 2001).

Yiizyillar boyunca halk tibbinda 6nemli yeri olan bu bitki ile ilgili kimyasal ve
farmakolojik ¢aligmalar 30-40 yil 6nce baslamis, birgok farmakolojik aktivite ve bu
aktivitelerin etki mekanizmalar1 aydinlatilmistir. Giinlimiizde standardize ekstreleri

hafif ve orta siddetli depresyon tedavisinde kullanilmaktadir.
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Hypericum tiirlerinin farmakolojik etkileri ve bu etkiler ile ilgili yapilan bazi

caligmalar ayrintili olarak incelenmis ve devam eden sayfalarda 6zetlenmistir.

2.3.1. Antidepresan Aktivite

Giliniimiizde duygusal, zihinsel, davranigsal ve bedensel bazi belirtilerle
kendisini gosteren, mutsuz, karamsar ve imitsiz bir ruh hali ile hayattan zevk alamama
ve kendini yalniz hissetme durumunun eslik ettigi bir hastalik olarak tanimlanan
depresyon, tarihte ilk kez Hippocrates tarafindan beyin maddesi eksikliginin bir
hastalig1 olarak tanimlanmustir. H. perforatum bitkisinin psikiyatrik rahatsizliklarda
kullanilabilecegini ilk olarak ortaya koyan Paracelsus’tan sonra, bitki ekstrelerinin hafif
ve orta siddetli depresyon tedavisinde etkili olabilecegi diisliniilmiis ve konuyla ilgili

cok sayida klinik ¢alisma yapilmigtir (Blumenthal ve ark, 2000).

Yapilan klinik calismalar H. perforatum ekstrelerinin antidepresan benzeri
etkiye sahip oldugunu gostermis ve gostermektedir, ancak etki mekanizmasi ve etkili
kimyasal bilesik ile ilgili heniiz kesin bir sonuca varilamadigindan yaklagimlar

tizerinden ¢aligsmalar devam etmektedir (Hussain ve ark, 2009).

[lk zamanlarda antidepresan etkiden sorumlu bilesigin naftodiantron yapisindaki
hiperisin oldugu diislinlilmiis, ancak devam eden calismalar sonucunda antidepresan
etkinin floroglusinol yapisindaki hiperforinden kaynaklandigi bildirilmistir. Son
zamanlarda H. perforatum ekstresinin antidepresan etkisinin floroglusinol tiirevlerinden
hiperforin ve adhiperforin ile flavonoit bilesiklerinden hiperozit, izokersitrin,
mikuealianin ve I3, II8 biapigenin bilesiklerinin sinerjik etkisinden kaynaklandigi
diisiiniilmektedir (Suzuki ve ark, 1984; Chattarjee ve ark, 1998; Miiller ve ark, 2001;
Butterweck, 2003; Beerhues, 2006; Medina ve ark, 2006).

Bu bilesiklerin antidepresan etki mekanizmasi ile ilgili hipotezler bulunmakla
beraber kesin bir sonuca varilamamistir. Hiperforinin, monoaminler, y-aminobiitirik asit
(GABA) ve glutamatlar gibi norotransmitterlerin geri alinimmi engelleyerek sinaptik
araliklarda bu norotransmitterlerin miktarini arttirdigi saptanmistir. Bu etkiyi sentetik

antidepresanlarin (SSRI) yaptig1 gibi norotransmitter tasiyici proteine yarismali olarak
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baglanmak yerine farkli bir mekanizma {lizerinden gerceklestirdigi diisiiniilmektedir.
Hiperforinin hiicre zarmmda Na'-H' transferini aktive ederek hiicre ici Na'
konsantrasyonunun artmasina ve hiicre dist Na~ konsantrasyonunun azalmasina neden
oldugu ve boylelikle norotransmitterlerin Na® iyonu ile hiicre icine tasinmasini
engellendigi, sinaptik araliklardaki ndrotransmitter konsantrasyonlarini arttirdigi goriisii
mevcuttur. Farkli bir yaklagima gore hiperforinin, presinaptik vezikiil zarinda bulunan
H'/ATPaz pompasinin vezikiiliin ici ile sitoplazma arasinda olusturdugu pH farkinm
azaltarak norotransmitterlerin vezikiil i¢ine girislerini ve orada depolanmalarini doza
bagli olarak inhibe ettigi diislinlilmektedir. Bu sekilde sitoplazmadaki serbest
norotransmitter miktar1 artmakta, sitoplazma ile hiicre dis1 ortam arasindaki
norotransmitter konsantrasyon farki azalmakta ve norotransmitterlerin sinaptik uca geri
alimlar1 engellenmektedir (Miiller, 2003; Zanoli, 2004; Treiber ve ark, 2005; Can ve
ark, 2009).

H. perforatum tiirtiniin antidepresan etkisi ¢icekli toprak iistii kisimlarindan
hazirlanan ekstreler ile yapilan klinik calismalarla kanitlanmistir. Kullanilan ekstreler
WS 5570, STW 3-VI, Ze 117 gibi patentli ve standardize ticari preparatlardir (Can ve
ark, 2009). Bu calismalardan birkag¢ 6rnek asagida 6zetlenmektedir.

154 hasta ile yiiriitiilen randomize, ¢ok merkezli, ¢ift kor ve plasebo kontrollii
bir ¢aligmada orta siddetli depresyona karst 900 mg/giin H. perforatum STW 3-VI
patentli, standardize ekstresi ile 20 mg/giin sitalopram 6 hafta siiresince uygulanmas,
STW 3-VI ekstresinin uygulandigi grupta tedaviye yanit siliresinin kisaldigi ve

hastaligin tekrarlama oraninin diistiigii belirlenmistir (Singer ve ark, 2011).

Akut major depresyon tanili 251 yetiskin hasta ile yapilan bir ¢aligmada 900
mg/giin H. perforatum WS 5570 patentli, standardize ekstresi ile 20 mg/giin paroksetin
6 hafta siiresince uygulanmis ve WS 5570 ekstresinin en az paroksetin kadar etkili

oldugu ve daha 1yi tolere edildigi saptanmustir (Szegedi ve ark, 2007).

3000 hasta iizerinde yapilan 10 ¢alismada, %50 ve %60°lik H. perforatum (HP)
etanol ekstreleri plaseboya ve sentetik antidepresanlardan imipramine ve fluoksetine
kars1 degerlendirilmistir. Sonug olarak 5 ¢aligmada HP ekstresi plaseboya karsi anlaml
bir istlinliik gosterirken diger 5 calismada imipramin ve fluoksetin kadar iyi oldugu

bildirilmistir (Schulz, 2002).
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150 mg/giin imipraminin, 500 mg/gin H. perforatum Ze 117 patentli,
standardize ekstresi ile karsilagtirildigi 324 hasta ile yapilan bir ¢alismada, terapotik
etkinliklerinin ayn1 oldugu, ancak Ze 117 ekstresinin daha iyi tolere edildigi ve daha az

yan etki gosterdigi saptanmistir (Kaufeler ve ark, 2001).

500 mg/glin H. perforatum Ze 117 patentli, standardize ekstresinin etkisinin 20
mg/giin fluoksetin ile karsilastirildigir 240 hasta ile yapilan bagka bir ¢alismada ise Ze
117 ekstresinin hafif depresyon bulgularini fluoksetinden daha iyi tolere ettigi ve

antidepresan etkisinin fluoksetine es deger oldugu gozlenmistir (Schrader, 2000).

30 hafif ve orta siddetli depresyon hastasinda yapilan diger bir ¢aligmada 600-
900 mg/gin H. perforatum LI 160 patentli, standardize ekstresi ile 50-75 mg/giin
sertralin karsilastirilmis LI 160 ekstresinin hafif ve orta siddetli depresyon tedavisinde

en az sertralin kadar etkili oldugu gosterilmistir (Brenner ve Azbel, 2000).

2.3.2. Antimikrobiyal Aktivite

Antibakterivel Aktivite

H. perforatum tiriniin tarihten bu yana halk arasinda egzema, iilser, yara ve
yanik tedavisinde kullanilmas1 ve 17. yy.’da ¢igekli toprak {istii kisimlarindan
hazirlanan yagmin doktorlar tarafindan ameliyat yaralarin1 ve iltihapli yaralar
temizlemek icin kullanilmasi antimikrobiyal etkisinin uzun yillardir bilindigini

gostermektedir (Dell’ Aica ve ark, 2007).

In vitro olarak yapilan bircok ¢alisma H. perforatum tiriiniin ¢icekli toprak tstii
kisimlarindan  hazirlanan  ekstrelerin  antibakteriyel etkiye sahip oldugunu
gostermektedir. Dekoksiyonunun Staphylococcus, Shigellae ve Escherichia coli
suslarina kars1 aktivite gosterdigi, etanol ekstresinin Gram-pozitif bakterilere
(Enterococcus faecalis ve S. aureus ATCC 1112) kars1 Gram-negatif bakterilerden ¢ok
daha etkili oldugu, Gram-negatif bakterilere (Salmonella thypi ATCC 1595, Shigella
dysenteriae ATCC 1188, Yersinia enterocolitica ATCC 1151, E. coli ATCC 1330 ve
Pseudomonas aeruginosa ATCC 1074) kars1 ¢gok daha az aktif oldugu ya da hig aktivite

gostermedigi saptanmustir. Gram-pozitif bakterilere karsi en iyi aktiviteyli metanol
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ekstresinin gosterdigi, MiK degerinin 50 pg/ml” oldugu belirlenmistir (Avato ve ark,
2004; Conforti ve ark, 2005; Saddiqge ve ark, 2010).

1999 yilinda Hindistan’da yapilan bir ¢alisma, H. perforatum tiiriiniin farkl
kisimlarindan elde edilen ekstrelerin antibakteriyel etkisini incelemis ve antibakteriyel
etkiden sorumlu olan bilesigin izolasyonu i¢in yol gdstermistir. izolasyon ve yap1 tayini
caligmalar1 sonucu bu bilesigin hiperforin oldugu anlasilmistir. Lipofilik 6zellikte olan
bu maddenin petrol eteri ekstresinde bulundugu saptanmis, ancak saf olarak izole edilen
hiperforinin stabilitesinin diisiik olmas1 antibakteriyel aktivite ¢aligmalarin1 bir siire
engellemistir (Schempp ve ark, 1999). Agar diliisyon yontemi kullanilarak 0,1-100
ng/ml™ konsantrasyonlarindaki hiperforinin Gram-negatif bakterilere karst herhangi bir
aktivite gostermedigi  belirlenmistir. 1-100 pg/ml”’ konsantrasyon araliginda
hiperforinin metisiline ve penisiline direngli Staphylococcus aureus suslarini da iceren
Gram-pozitif bakterilere karsi aktivitesine bakildiginda tiim suslarinin ¢ogalmasini
inhibe ettigi goriilmiistiir. Metisiline ve penisiline direngli suslarin bazi penisilin
tirevlerine, sefalosporinlere, klindamisin, eritromisin, gentamisin, ofloksasin ve
piperasilin-tazobaktama karst da direngli olduklar1 bilinmektedir. Hiperforinin bu
suslarin disinda, en az 0,1 pg/ml” konsantrasyonda Corynebacterium diptheriae (E
6040), 1 pg/ml™ konsantrasyonda Streptococcus agalactiae B (D 595) ve S. pyogenes A
(E 12449) suslarina kars1 da antibakteriyel aktivite gosterdigi saptanmistir. Yapilan
birgok c¢alisma hiperforinin antibakteriyel etkiyi yiiksek konsantrasyonlarda gosterdigi
sonucunu rapor etmektedir (Fiebich ve ark, 1999; Schempp ve ark, 1999; Saddige ve
ark, 2010).

H. perforatum tiiriinlin ¢igekli toprak iistii kisimlarinin petrol eteri ekstresi ile
yapilan bir ¢alismada metisiline direngli Staphylococcus aureus (MRSA) susuna karsi
yiiksek aktivite gozlenmis, lipofilik bilesik olan hiperforinin bu ekstreye yiiksek olarak
gectigi ve bu etkiden sorumlu oldugu rapor edilmistir (Reichling ve ark, 2001). Farkl
bir ¢alismada H. perforatum tiiriinlin ¢icekli toprak istii kisimlarinin metanol, petrol
eteri, kloroform ve etil asetat ekstreleri ile antibakteriyel aktivite tayini yapilmis, en
yiiksek aktiviteyi etil asetat ekstresinin gosterdigi ve ekstrenin YBSK ile incelenmesi
sonucu igeriginde flavonoit bilesikleri, hiperisin ve hiperforin tasidigr saptanmistir

(Avato ve ark, 2004).
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H. perforatum tiriinden izole edilen deoksihiperforin, furohiperforin,
furoadhiperforin, furohiperforin A, piranohiperforin, hiperforin gibi floroglusinol tiirevi
bilesiklerin Gram-pozitiflerden S. aureus, Bacillus subtilis spor formu, Gram-
negatiflerden Escherichia coli suslarina karsi antibakteriyel aktivitelerine agar difiizyon
metoduyla bakilmistir. Gram-negatiflere ve Gram-pozitiflerden B. subtilis spor formuna
karst hicbir bilesik etki gostermezken S. aureus susuna karsi furohiperforin A etki

gostermistir (Vajs ve ark, 2003).

Tiirkiye’de yapilan bir calismada, H. perforatum tiiriiniin ¢igekli toprak distii
kisimlarindan hazirlanan ekstrelerin standart ve klinik olarak izole edilen Helicobacter
pyvlori suslarma karsi gosterdigi anti-Helicobacter aktiviteye bakilmis, butanol ve

kloroform ekstrelerinin yiiksek aktivite gosterdigi bildirilmistir (Yesilada ve ark, 1999).

H. perforatum tiiriiniin  antibakteriyel aktivitesi iizerinde mevsimsel
degisikliklerin etkilerini belirlemek amaciyla yapilan bir ¢alismada, dondurulmus
bitkiden sulu etanol ekstresi hazirlanmis ve Gram-pozitif (S. aureus ATCC 12600) ve
Gram-negatif (E. coli ATCC 8677 ve P. aeruginosa ATCC 9721) bakterilere kars
incelenmistir. Temmuz ayinda toplanan Orneklerden hazirlanan ekstre aktivite
gostermezken Agustos ayinda toplanan Orneklerden hazirlanan ekstre aktivite
gostermistir. Bu calisma ile antibakteriyel aktivitenin bitkinin toplanma zamanina gore

degisiklik gosterebilecegi saptanmistir (Borchardt ve ark, 2008).

Reichling ve arkadaslar1 2001 yilinda yaptiklar: bir ¢calismada su ile seyreltilen
H. perforatum caylarinin Gram-pozitif bakterilere, 6zellikle de metisiline direncli S.

aureus (MRSA) susuna karsi1 aktivite gosterdigini belirlemistir.

Perkolasyon ile hazirlanan H. perforatum su ve etanol ekstrelerinin metisiline
direncli S. aureus (MRSA) ve metisiline hassas S. aureus (MSSA) suslara karsi
aktivitelerine bakilmis etanol ekstresinin su ekstresine gore ¢ok daha iyi aktivite
gosterdigi ve MRSA’ya karst MSSA’dan daha aktif oldugu saptanmustir (Saddige ve
ark, 2010).

H. perforatum ekstrelerinin antibakteriyel aktiviteye sahip olmast farklh
Hypericum tiirleri ile arastirmalar yapilmasina neden olmustur. H. brasiliense, H.
scabrum, H. hircinum, H. hookerianum, H. canariense, H. maculatum, H. mysorense ve
H. patulum tirlerinden elde edilen ekstrelerin ve saf bilesiklerin antibakteriyel

aktivitelerine bakilmis, ekstrelerin cogunda aktivite gdzlenmis saf bilesiklerde ise ya
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cok zayif aktivite goriilmiis ya da hi¢ goriilmemistir (Rocha ve ark, 1995; Rocha ve ark,
1996; Pistelli ve ark, 2000; Mukherjee ve ark, 2001; Rabanal ve ark, 2002; Matsuhisa
ve ark, 2002; Mukherjee ve ark, 2002).

Tiirkiye i¢in endemik tiirlerden H. kazdaghensis aseton, kloroform ve metanol
ekstrelerinin Bacillus subtilis, Escherichia coli, Klebsiella pneumonia, Pseudomonas
aeruginosa, Salmonella thyphimurium ve Staphylococcus aureus susuna Kkarsi
antibakteriyel aktivitesinin gentamisinle karsilastirildigi bir calisma sonucu tiim
ekstrelerin ¢ok giiclii antibakteriyel etki gosterdigi, ayrica Pseudomonas aeruginosa ve

Bacillus subtilis susuna kars1 duyarli olduklart saptanmistir (Dulger ve Gonuz, 2005).

H. perforatum tiirlinden elde edilen ugucu yagin antibakteriyel aktivitesine
bakilan bir ¢alismada disk diflizyon yontemi kullanilmis, K. pneumoniae, Salmonella
enteridis, S. lutae 9341, S. aureus 6538, E. coli 95, B. subtilis “S” ve B. subtilis 841
suslarina kars1 aktivite gozlenirken P. aeruginosa susuna karsi aktivite gézlenmemistir

(Saddige ve ark, 2010).

Farkli Hypericum tiirlerinin ugucu yaglarinin antibakteriyel aktivitesiyle ilgili bir
calismada H. alpinum, H. barbatum, H. rumeliacum, H. maculatum, H. perforatum, H.
hirsutum ucucu yaglariin Bacillus cereus, Micrococcus luteus, Sarcina lutea,
Staphylococcus aureus, Agrobacterium tumefaciens, Escherichia coli, Proteus
mirabilis, Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas tolaasii, Salmonella enteritidis
suslarma kars1 etkisine bakilmistir. En yiiksek aktivite H.barbatum ugucu yaginda
gorlilmiis, H. alpinum ve H. hirsutum ugucu yaglarinin P. mirabilis ve P. aeruginosa

suslarina karsi hi¢ etkisinin olmadig1 saptanmistir (Saroglou ve ark, 2007).

H. hyssopifolium ve H. lysimachioides ugucu yaglarinin 9 farkli mikroorganizma
lizerinde antibakteriyel etkisine bakilan bir ¢alismada ise tiim suslara karsi ¢ok iyi

aktivite gortildiigl rapor edilmistir (Toker ve ark, 2006).

Rusya’da oldukc¢a yaygin olarak regete edilen ve H. perforatum ekstresi igeren
“Novoimanine” ve “Imanine” adli antibakteriyel etkili preparatlar bulunmaktadir. In
vivo ve in vitro olarak ylritiilen ¢aligmalar bu preparatlarin Staphylococcus aureus
enfeksiyonlarina karsi siilfanilamitten daha etkili olduklarin1 gostermis, hiperforin
icerdigi rapor edilen “Novoimanine” adhi preparatin MIK degerinin 0,1pg/ml”

oldugunu bildirmistir (Saddige ve ark, 2010).
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Almanya’da H. perforatum ¢iceklerinin ekstresini iceren merhemler bulunmakta
ve antiseptik 6zellikleri nedeniyle kullanilmaktadir. Yapilan ¢aligmalar bu merhemlerin
ikinci ve lgiincii derece yanik tedavisinde kullanildiginda iyilesme siirecini bilinen
tedavi yontemlerine gore ii¢ kat hizlandirdigini gostermistir (Saddige ve ark, 2010). H.
perforatum standardize ekstresi (%1,5 oraninda hiperforin) i¢eren bagka bir merhemin
plasebo ile karsilagtirmali olarak atopik dermatite kars1 etkisine bakilmis, hafif ve orta
siddetli atopik dermatit tedavisinde plaseboya karsi onemli bir {iistlinliik gosterdigi
saptanmistir (Schempp ve ark, 2003a). %30, %40 ve %50 “Hyperici oleum” igeren {i¢
lipofilik merhem formiilasyonunun dermal ve vajinal uygulamada Streptococcus
pyogenes, Streptococcus viridans, Micrococcus luteus ATCC 9341, Moraxella
catarrhalis ve Lactobacillus acidophilus suslarina kars1 aktivitelerine bakilmis,
vajinanin dogal florasinda bulunan Lactobacillus acidophilus haricindeki suglara karsi
aktivite gozlenmis, merhemin icerigindeki ‘“Hyperici oleum” miktar1 arttikca

antibakteriyel aktivitenin de arttig1 belirlenmistir (Saddige ve ark, 2010).

Antifungal Aktivite

H. perforatum etanol ekstresinin antifungal aktivitesinin arastirildig: bir calisma
ile Fusarium oxysporum ve Penicillium canescens suslarina kars1 aktivite gorildigi

rapor edilmistir (Milosevic ve ark, 2007).

H. perforatum tiriinden izole edilen deoksihiperforin, furohiperforin,
furoadhiperforin, furohiperforin A, piranohiperforin, hiperforin gibi floroglusinol tiirevi
bilesiklerin Candida albicans susuna karsi antifungal aktivitelerine agar difiizyon
metoduyla  bakilmigtir.  Hiperforinin ve furohiperforinin antifungal aktivite
gostermedigi, ancak metabolitlerinden piranohiperforinin anlamli, furohiperforin A’nin

ise zayif etki gosterdigi saptanmistir (Vajs ve ark, 2003).

H. perforatum ugucu yagi ile yapilan bir calismada Microsporum gypseum,
Trichrinophyton rubrum, Aspergillus flavus, Curvularia lunata ve Fusarium

vasiinfectum susglarina kars1 antifungal aktivite goriilmiistiir (Saddige ve ark, 2010).



34

Hypericum tiirleriyle ilgili bir c¢alismada H. alpinum, H. barbatum, H.
rumeliacum, H. maculatum, H. perforatum, H. hirsutum ugucu yaglarinin antifungal
aktivitesine Candida albicans susuna karst bakilmistir. H. alpinum ve H. hirsutum
ucucu yaglarmin aktivite gostermedigi, digerlerinin ise zayif etkili oldugu saptanmigtir

(Saroglou ve ark, 2007).

H. perforatum tiirtinden izole edilen, bilinen flavonoitlerden kersitrin, hiperozit,
avikularin, rutin, kersetin ve kempferoliin; ayrica yeni olarak tanimlanan 6”-O-asetil
kersetin 3-O-B-D-allosid flavonol glikozitinin antifungal aktivitesinin arastirildigi bir
calismada kersitrin, kersetin ve 6”-O-asetil kersetin 3-O-B-D-allosid Helminthosporium
sativum suguna karsi, kersitrin ve 6”-O-asetil kersetin 3-O-p-D-allosid ayrica Fusarium

graminearum susuna kars aktivite gostermistir (Saddige ve ark, 2010).

Antiviral Aktivite

H. perforatum ekstrelerinin antiviral aktivitesi ile ilgili yapilan caligmalar bu
aktiviteden sorumlu baslica bilesigin hiperisin, ikincil sorumlu bilesigin ise
psodohiperisin oldugunu gostermistir (Kubin ve ark, 2005). Genel olarak hiperisin
bircok virilis susuna kars1 in vitro olarak aktivite gostermektedir. Antiviral aktiviteyi
hiperisin-preinkiibasyon ve 1s18a bagimli inaktivasyon reaksiyonu ile viral enfektivitinin
inhibisyonu ve/veya viral replikasyonun inhibisyonu yoluyla meydana getirmektedir.
Bu aktivitenin 151k ve oksijen varligindan etkilendigi, hiperisinin viriisidal ve antiviral

aktivitesinde bu iki faktoriin onemli oldugu goriilmektedir (Miskovski, 2002).

Son yillarda yapilan c¢aligmalar hiperisinin in vitro kosullarda, insan
sitomegalovirlisiit (HCMV), ayak ve agiz viriisiit (FMDV) adsorblama yetenegi ve doza
bagimli olarak da domuz iireme ve solunum yolu sendromu viriisii (PRRSV) iizerinde
inhibisyona neden oldugunu gdostermistir. Farkli bir ¢alisma ise insan herpes viriisii-6
(HHV-6) ile enfekte lenfoblastlarda hiperisinin herhangi bir aktivite gostermedigini
rapor etmistir. HIV-I ve Hepatit C hastalari ile yiiriitiilen in vivo ¢alismalarda herhangi
bir etki saptanamamis ve hastalarda yan etki olarak fototoksisite gozlenmistir. Ancak
bazi caligmalar HIV-I virlisine kars1 hiperisinin aktivite gosterdigi yoniinde sonuglar

sunmaktadir (Kubin ve ark, 2005). Bu celiski 151k etkisinin hiperisinin aktivitesini
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belirlemesinden kaynaklanmakta, in vivo ve in vitro ¢alismalarin sonuglarinin farklilik
gostermesi viicudun pek ¢ok bolgesinin 1siktan yoksun olmasi ile agiklanmaktadir. Bu
durum viral enfeksiyonlarin tedavisinde hiperisin kullanimin1 sinirlamaktadir (Karioti

ve Bilia, 2010).

H. peforatum metanol ekstresinin fraksiyonlar1 ile insan sitomegaloviriisii
(HCMV)’ne kars1 yapilan bir calisma sonucunda bir fraksiyonun gansiklovirden daha

iyi antiviral aktivite gosterdigi saptanmistir (Axarlis ve ark, 1998).

H. connatum tiirinlin metanol ve fraksiyonlu n-hekzan, diklormetan, ve metanol
ekstreleri ile bitkiden izole edilen floroglusinol tiirevi bilesiklerden hiperbrasilol B,
flavonoitlerden amentoflavon (I3°, 1I8 biapigenin) ve luteoforol bilesiklerinin Herpes
simplex viriislerine (HSV) kars1 antiviral aktivitesine bakilmistir. Ekstrelerin ve saf
bilesiklerin HSV-1’e kars1 antiherpetik aktiviteye sahip oldugu, ayrica HSV-1’in
sitopatik etkisinin inhibisyonunda en etkili bilesigin luteoforol oldugu belirlenmigtir

(Fritz ve ark, 2007).

2.3.3. Antioksidan Aktivite

Reaktif oksijen tiirleri (ROT), ¢esitli serbest radikallerin olusturdugu serbest
radikal zincir reaksiyonlarini baslatabilirler ve hiicrede siiperoksit (O,""), hidrojen
peroksit (H,O,), hidroksil (OH®), peroksit, alkoksil radikalleri gibi ¢esitli serbest

radikallerin olusumuna neden olurlar.

Serbest radikaller yapisinda ciftlesmemis bir veya birden fazla elektron
bulunduran ve diger molekiillerden elektron koparma yetenegine sahip olan atom veya
molekiillerdir. Hiicresel metabolizma sirasinda iiretilen bu tip maddeler, ortaklanmamis
elektronlarindan dolay1 oldukga reaktiftirler. Hiicrede olusan reaktif oksijen tiirleri
"antioksidan savunma sistemleri" veya kisaca '"antioksidanlar" olarak bilinen
mekanizmalarla ortadan kaldirilirlar. Viicudun antioksidan savunmasi ile serbest radikal
tiretimi arasindaki dengesizlik sonucu, hiicrelerin lipid tabakasi peroksidasyona
ugrayarak, oksidatif stres diye adlandirilan hiicre hasarlar1 meydana gelir. Cevreden ve
besinlerle, oksidan etkili zararli maddelerin viicuda alinmasinin yani sira, yasin

ilerlemesiyle ortaya c¢ikan azalan enzim aktivitesine bagli olarak da viicudun



36

antioksidan savunma mekanizmasi yetersiz kalabilmektedir. Antioksidan etkiye sahip
olan cesitli vitaminler, minareller ve belirli enzimlerin disaridan viicuda alinabilmesi
yaninda, beslenme de iyi bir antioksidan savunma araci olabilmektedir. Antioksidan
maddeler hastaliklardan korunmada onemli bir rol istlenirler. Yapilan arastirmalar
sonucunda, antioksidan maddelerin kanser ve kalp rahatsizliklariin da iginde

bulundugu kronik hastaliklara yakalanma riskini azalttig1 saptanmustir (Halliwell, 2006).

Son yillarda dogal beslenmenin yaninda bitkilerle tedavi de 6énem kazanmustir.
Bu amacla halk arasinda kullanilan bitkilerin biyokimyasal etkileri incelenerek bu
kullanimlarinin bilimsel dayanagi olup olmadigi arastirilmaktadir. Bitkilerin bazi
hastaliklar1 iyilestirici etkilerinin dogal antioksidanlardan ileri geldigine dair bilgiler
mevcuttur. Bu nedenle halk arasinda yaygin olarak ¢esitli amaglarla kullanilan bitki
ekstrelerinin antioksidan aktivitelerinin ve bu aktiviteden sorumlu bilesiklerin

yapilarimin aydinlatilmasi ile ilgili ¢alismalar hiz kazanmistir.

H. perforatum tiriinin flavonoit ekstresinin serbest radikal giderici ve
antioksidan etkisini degerlendirmek amaciyla yapilan in vitro testler sonucunda,
flavonoit igerigi acisindan zengin ekstrenin kuvvetli antioksidan etki gosterdigi
saptanmig ve kalp rahatsizliklarinda Onerilebilecek bir besin destegi ya da ilag olma

potansiyeli tasidig belirtilmistir (Zou ve ark, 2004).

H. perforatum total etanol ekstresi ve bilesenlerinin antioksidan aktivitesinin
incelendigi bir ¢alismada, flavonoit bilesiklerinden kersetin ve luteolinin en etkili
radikal gidericiler oldugu, hiperozit ve klorojenik asidin ise en etkili peroksil radikal

stipiirticiiler olduklar1 belirlenmistir (Silva ve ark, 2008).

H. perforatum tizerinde yapilan baska bir ¢alismada, etanol ekstresinin igerdigi
flavonoitler ve fenolik asitler nedeniyle H.perforatum tiiriiniin 6nemli antioksidan

ozelliklere sahip oldugu agiklanmistir (Silva ve ark, 2005).

Standardize edilmis H. perforatum ekstrelerinden hazirlanmis tabletlerin serbest
radikal giderici etkisini saptamak amaciyla yapilan bir ¢alismanin sonucunda, in vitro
ve insan vaskiiler sisteminde siiperoksit radikalleri i¢in kuvvetli inhibitor etkisi oldugu

bulunmustur (Hunt ve ark, 2001).

Balkanlarda yetisen 9 farkli Hypericum tiiriiniin metanol ekstrelerinin in vitro

antimikrobiyal ve antioksidan aktivitelerinin arastirildigi bir calismada ise, H.
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perforatum tiiriiniin ¢igeklerinden hazirlanan ekstre ile H. barbatum tiiriiniin toprak tistli
kisimlarindan hazirlanan ekstrenin en yiiksek antioksidan kapasiteye sahip oldugu

saptanmistir (Radulovic ve ark, 2007).

Azor Adalari’nda endemik olarak yetisen H. foliosum tiiriiniin ¢icekli toprak iistii
kisimlarindan hazirlanan su ekstresi, H. perforatum, H. androsaemum, H. undulatum
tiirleri ve yesil ¢aydan hazirlanan su ekstreleri ile antioksidan aktiviteleri agisindan
karsilastirilmistir. H. foliosum su ekstresinin, diger Hypericum ekstrelerinin antioksidan
aktivitelerinden pek farkli olmasada antioksidan aktiviteye sahip oldugu ancak tiim
Hypericum tiirlerinin yesil caydan daha diisiik antioksidan aktiviteye sahip oldugu
saptanmistir (Rainha ve ark, 2011).

H. sampsonii, H. perforatum ve H. japonicum taze toprak lstii kisimlarinin
etanol ekstrelerinin siiperoksit dismutaz enzim inhibisyon aktivitelerine bakilan bir
calismada en yiiksek aktiviteyi H. japonicum gostermis, H. sampsonii ve H. perforatum

tiirleri bunu takip etmistir (Chen ve ark, 2009).

Bulgaristan’da 13 Hypericum tiiriiniin metanol ekstresi ile yapilan bir ¢alismada,
en yliksek antioksidan aktiviteyi H. cerastoides, H. perforatum ve H. maculatum

tiirlerinin gosterdigi rapor edilmistir (Zheleva-Dimitrova ve ark, 2010).

H. origanifolium, H. montbretii tirlerinin yaprak ve cigeklerinden hazirlanan
metanol, etilasetat ve su ekstrelerinin antioksidan aktivitesinin H. perforatum tiiriiyle
karsilastirildig1 bir calismada, sonuglar ekstrelerin total fenolik madde miktarlar1 ile
paralellik gostermistir. H. origanifolium yaprak ekstresinin standart olarak kullanilan
butil hidroksi toluenden (BHT), H. montbretii ve H. perforatum yaprak ve g¢icek
ekstrelerinden 2-3 kat daha aktif oldugu saptanmustir (Oztiirk ve ark, 2009).

Tiirkiye’de yetisen H. scabrum, H. lysimachioides var. lysimachioides ve H.
retusum tlirlerinin etanol ekstrelerinin antioksidan etkilerine bes farkli metot ile
bakilmis, bu ii¢ ekstrenin de c¢ok giiclii antioksidan aktivite gdsterdigi belirlenmistir

(Baris ve ark, 2011).

Yine Tiirkiye’de yetisen H. triquetrifolium ve H. scabroides etanol ekstrelerinin
antioksidan aktivitelerine bakilmis, gii¢lii antioksidan aktivite gosterdikleri ve dogal

antioksidan olarak kullanilabilecekleri sonucuna varilmistir (Kizil ve ark, 2008).
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H. triguetrifolium tiriinlin toprakiistli kisimlarinin metanol ekstresinden elde
edilen bes ayr1 maddenin antioksidan aktivitelerine DPPH ve TBA metodu ile bakilan
bir calismada, hiperisin en diisiik, 13, I8 biapigenin ise en giiclii antioksidan aktiviteyi

gostermistir (Conforti ve ark, 2002).

Tiirkiye’de yetisen H. hyssopifolium subsp. elongatum var. elongatum tiiriiniin
toprakiistii kistmlarinin metanol ekstresinden elde edilen fenolik bilesiklerin de radikal
stiptiriicli etkileri ve antioksidan 6zelliklerinin bulundugu rapor edilmistir (Cakir ve ark,

2003).

italya’da yetisen 8 Hypericum taksonu iizerinde yapilan bir calismada da
Hypericum taksonlarinin belirgin antioksidan aktiviteye sahip olduklar1 belirtilmistir

(Sagratini ve ark, 2008).

H. ascyron tiirlinlin etil asetat ve metanol ekstrelerinden izole edilen hiperozit,
izokersitrin ve kempferol bilesiklerinin DPPH, ABTS ve FRAP yontemleri kullanilarak
antioksidan kapasitesine bakilan bir calismanin sonucunda diisiik antioksidan etkiye

sahip olduklar1 goriilmiistiir (Kang ve ark, 2011).

H. richerii tiriiniin metanol, etilasetat, n-butanol ve kloroform ekstrelerinin
antioksidan kapasitesinin 6l¢iildiigii bir ¢alismada en yiiksek radikal siiptiriicii etkiyi

etilasetat ekstresinin gosterdigi saptanmistir (Zdunic ve ark, 2011).

H. hookerianum tiriiniin kok, yaprak, ¢icek ve toprak iistii kisimlarindan
hazirlanan metanol ekstrelerinin antioksidan aktivitesini arastiran bir ¢alismada,
sonuclarin total fenolik madde ve total flavonoit igerigi ile paralellik gdsterdigi ve en
ylksek aktiviteye yaprak ekstresinin sahip oldugu belirlenmistir (Chandrashekhar ve
ark, 2009).

Yunanistan’da yetisen H. rumeliacum subsp. apollinis toprak iistii kisimlarinin
metanol ekstresinin DPPH metoduna gore antioksidan etki gosterdigi belirlenmistir

(Galati ve ark, 2008).
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2.3.4. Sitotoksik Aktivite

Hypericum tiirlerinin antikanser etkisi yeni bir yaklasim olarak One siiriilen
fotodinamik tedavi (PDT) yontemiyle arastirilmaktadir. /n vitro ve in vivo sartlarda
kullanilan bu yoOntem kanser hiicrelerinin ve anormal biiylime gosteren normal
hiicrelerin biiylimesini durduran, bu hiicrelerin apoptozisini ve nekrozunu indiikleyen
etki gostermektedir (Agostinis ve ark, 2002; Piette ve ark, 2003). Hypericum tiirlerine
ait ekstrelerin ve ekstreden izole edilen sitotoksik etkinligi oldugu diisiiniilen kimyasal
bilesiklerin doz ve zamana bagli hiicresel toksisitelerine PDT diginda MTT, XTT, WST-
1, LDH gibi testlerle in vitro olarak bakilmaktadir.

PDT yonteminin esasi kanser hiicrelerinin normal hiicrelerden daha fazla ilag
biriktirmesine dayanir. Ilag toplardamardan enjekte edildikten sonra 1sikla
karsilagincaya kadar aktif degildir, timdr hiicreleri tarafindan absorbe edildikten sonra
kendisinin maksimum absorbsiyonunu veren dalga boyu ile ayni1 dalga boyunda goriiniir
151k gonderilmesi sonucu ortamdaki oksijenden sitotoksik aktiviteye sahip reaktif
oksijen tiirevlerinin (peroksidazlar, hidroksil radikalleri) olusmasina neden olur. Bu
sitotoksik {riinler hiicre membraninin lipit ve proteinlerini oksitleyerek geri
dontisiimstiiz hiicresel hasara neden olurlar. Bu hasar damarsal yap1 bozukluguna neden
olarak tiimoér dokusunun kanlanmasinda azalma ile apoptozise ya da nekrozise
stiriikleme gibi direkt ya da nétrofil ve makrofajlart uyarip immiin sistemi aktive etmek
suretiyle indirekt olmak tizere iki sekilde gerceklesebilir. PDT bas, beyin, gbz, boyun,
0zofagus, erken donem akciger kanseri, mesane, over kanserleri ile deri kanserlerinde
denenmektedir. Tedavi, noninvasiv olusu, yan etkilerinin yok denecek kadar az olmasi
ve uygulanabilirliginin kolaylig1 ile kemoterapi, radyoterapi ve cerrahiye alternatif bir
kanser tedavisi yontemidir (Delaey ve ark, 2000; Agostinis ve ark, 2002; Piette ve ark,
2003).

Hypericum tiirlerinin kimyasal bilesiminde bulunan hiperisinin fotosensibilizan
ozellikte olmasi fotodinamik tedavide etkili olabilecegini gostermektedir. Hiperisin, 151k
ile aktive olarak protein kinaz C ve diger protein kinazlar1 stimiile eden biiyiime
faktorlerini inhibe eder, membran lipitlerinin peroksidasyonunu indiikler, siiperoksit

dismiitaz aktivitesini arttirir ve hiicresel glutatyon seviyesinin diismesine neden olarak
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mitokondriyal fonksiyonlar1 zayiflatir ve bu sekilde PDT’de etki gosterir (Delaey ve
ark, 2000; Agostinis ve ark, 2002).

Hiperisin ile in vitro ortamda PDT de yapilan ¢alismalar; eritrolosemi (Roscetti
ve ark, 2004), glioblastoma hiicreleri (Couldwell ve ark, 1994), pankreas (Liu ve ark,
2000), nazofarengial (Du ve ark, 2004), prostat kanseri hiicreleri (Colasanti ve ark,
2000) ile hepatoma, kolon, mide gibi ¢esitli timor hiicrelerine karsi sitotoksik etkiye
sahip oldugunu ve yiiksek konsantrasyonlarda dahi normal hiicreler iizerine toksisite
gostermedigini belirlemistir (Delaey ve ark, 2000; Agostinis ve ark, 2002; Hostanska ve
ark, 2003; Court, 2003).

H. perforatum c¢iceklerinin metanol ekstresi ile hiperisinin eritrolésemi
hiicrelerine karsi sitotoksik aktivitesine bakilan bir ¢alismada, ekstrenin hiicrelerin
biiyiimesini doza bagimli ve uzun siireli inhibe ettifi ve apoptozisi indiikledigi,
hiperisinin ekstreden ayr1 olarak tiimor hiicresine zarar verdigi saptanmistir (Roscetti ve

ark, 2004).

Hiperisin ile farkli kanser hiicreleri modellerinde yapilan in vitro ve in vivo
calismalar olumlu sonuglar vermistir. Ovaryum kanseri tedavisinde siganlarda yapilan
bir ¢aligmada etkinligi goriilmiis, mesane kanseri tedavisinde yiiksek hassasiyet ve

spesifiklik gosterdigi belirlenmistir (Zeisser-Labouebe ve ark, 2006).

Hiperisin ve hiperforin ile birlikte yapilan bir calismada sinerjist etkilesimleri
sonucu kaspaz enzim ailesini aktive ederek apoptozisi indiikledikleri ve hiicresel 6liime

yol agtiklar1 gosterilmistir (Hostanska ve ark, 2003).

Hiperisinin multipl miyelom, meme, kolon ve kii¢iik hiicreli akciger
kanserlerinde antikanser ilag¢ rezistansina neden olan glutatyon-S-transferazi baskiladigi

saptanmigtir (Du ve ark, 2004).

H. elegans tirtinlin toprak tstii kisimlarindan elde edilen elegafenon ve 7-epi-
klusianon bilesiklerinin Hodgkin lenfoma, insan eritro-miyeloblastoid 16semi ve insan
lenfoid doku kanseri hiicreleri iizerine MTT ile yapilan sitotoksik aktivite ¢aligmalar

o6nemli olumlu sonuglar vermistir (Nedialkov ve ark, 2011).

H. erectum tiiriinden izole edilen otogirin, otogirone, erectquione A, erectquione

B ve erectquione C bilesiklerinin epitelyal over kanser hiicreleri iizerine olan sitotoksik
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aktivitesine MTT testi ile bakilmis ve anlamli bir aktivite gostermedigi belirlenmistir

(Moon, 2010).

H. ascyron tiirlinden izole edilen tomoeon A-H olarak adlandirilan 8
floroglusinol tiirevi bilesigin insan kanser hiicreleri ve ilaca direng¢li insan kanser
hiicreleri lizerine sitotoksik aktivitesine MTT testi ile bakilan bir ¢alismada, tomoeon F
bilesiginin her iki hiicre hattina kars1 sentetik bir antikanser ila¢ olan doksorubisinden

daha yiiksek aktivite gosterdigi saptanmistir (Hashida ve ark, 2008).

H. triguetrifolium metanol ekstresi ve ekstreden izole edilen hiperisin, 13, II8
biapigenin, kersitrin, kempferol-3-O-glukozit ve epikatesinin sitotoksik aktivitesine
siilfforodamin testiyle bakilmistir. Metanol ekstresinin biiylik hiicreli akciger kanseri
hiicreleri haricindeki hiicre hatlarina kars1 aktivite gdstermedigi, 13, 1I8 biapigeninin
biiyiik hiicreli akciger kanseri ve larinks malign neoplazmi hiicrelerine kars1 yiiksek
aktivite gosterdigi, kempferol-3-O-glukozitin biiylik hiicreli akciger ve bobrek kanseri
hiicrelerine kars1 yliksek aktivite gosterdigi, hiperisinin larinks malign neoplazmi
hiicrelerine karsi diisiik aktivite ve fetal akciger kanseri hiicrelerine kars1 onemli aktivite
gosterdigi, kersitrin ve epikatesinin ise bu ¢alismada kullanilan hiicre hatlarina karsi

aktivite gostermedigi belirlenmistir (Conforti ve ark, 2007).

Kolon ve karaciger kanseri hiicreleri iizerine bes farkli Hypericum tiriiniin
sitotoksik aktivitesinin arastirildig1 bir ¢alismada tiim tiirlerin orta derecede bir aktivite
gosterdigi ancak, H. tiquetrifolium ve H. empetrifolium tiirlerinin iki hiicre hattina da

yiiksek sitotoksisite gosterdigi saptanmistir (Couladis ve ark, 2002).

2.3.5. Antienflamatuar EtKisi

Hypericum ekstrelerinin antienflamatuar aktivitesi iizerine yapilan birgok

calisma bulunmaktadir.

H. perforatum ekstresinin karagen nedenli akciger hasari olusturulmus erkek
farelerdeki antienflamatuar etkisinin degerlendirildigi bir calismada ekstrenin akcigerde

akut yangi olusumunu 6nledigi saptanmistir (Menegazzi ve ark, 2006).



42

H. empetrifolium metanol ekstresinin karagen nedenli arka ayak Odemi
olusturulan erkek Wistar si¢anlardaki antienflamatuar etkisine bakilan bir ¢alismada,
ekstrenin 6dem Onleyici aktivitesinin indometazinden daha yiiksek oldugu belirlenmistir

(Trovato ve ark, 2001).

H. triguetrifolium metanol ekstresinin karagen nedenli arka ayak Odemi
olusturulan erkek Wistar siganlardaki antienflamatuar etkisine bakilan bir calismada
ekstrenin siganlarin ayaklarindaki sismeyi engelledigi rapor edilmistir (Oztiirk ve ark,

2002).

H. perforatum, H. empetrifolium ve H. triquetrifolium metanol ekstrelerinin in
vitro kosullarda antienflamatuar etkisine miyeloperoksidaz (MPO) enzim inhibisyonu
tizerinden bakilmuis, {i¢ ekstrenin de antienflamatuar aktivite gosterdigi ve bu aktivitenin

MPO enzim inhibisyonuyla baglantili oldugu saptanmistir (Pabugcuoglu ve ark, 2003).

H. canariense ve H. glandulosum toprak tstii kisimlarindan hazirlanan inflizyon,
metanol ekstresi ve fraksiyonlarinin topikal antienflamatuar etkilerine fareler iizerinde
bakilan bir ¢alismada, inflizyonlarin ve H. canariense ekstresinin su fraksiyonu
disindaki tiim ekstrelerin TPA (tetradekanoilforbol asetat) nedenli kulak 6demini 6nemli

Olciide azalttig1 saptanmistir (Rabanal ve ark, 2005).

H. reflexum toprak iistii kisimlarinin etanol ekstresi ve fraksiyonlarinin topikal
antienflamatuar etkilerine fareler {lizerinde bakilan bir calismada metanol ekstresi ve bu
ekstrenin kloroform ve butanol fraksiyonlarinin TPA (tetradekanoilforbol asetat)

nedenli kulak 6demini azalttig1 rapor edilmistir (Sanchez-Mateo ve ark, 2006).

H. perforatum tiiriiniin toprak Ustii kisimlarindan aygigek yagiyla hazirlanan
ekstrenin karagen nedenli arka ayak 6demi olusturulan sicanlardaki antienflamatuar
aktivitesinin arastirildig1 bir ¢alismada, igerisinde yliksek miktarda kersetin ve 13, 118
biapigenin bulundugu saptanan “Hyperici oleum” drogunun antienflamatuar aktivite

gosterdigi belirlenmistir (Zdunic ve ark, 2009).

H. barbatum, H. androsaemum, H. richerii, H. hirsutum, H. perforatum ve
kiiltire alinmis H. perforatum tiirlerinin etanol ekstreleri ile yapilan bir ¢alismada
karagen nedenli arka ayak 0demi olusturulan sicanlardaki antienflamatuar etkilerine
bakilmis, ozellikle H. hirsutum, H. perforatum ve kiiltire alimmis H. perforatum

ekstreleri olmak iizere tiim ekstrelerin aktivite gosterdigi, ancak ekstrelerin icerigindeki
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hiperisin miktar1 ile aktivite arasinda bir korelasyon olmadigi bildirilmistir (Savikin ve

ark, 2007).

Yunanistan’da yetisen H. rumeliacum subsp. apollinis tiirliniin metanol
ekstresinin karagen nedenli arka ayak odemi olusturulan siganlardaki 6demi inhibe

ettigi gozlemlenmistir (Galati ve ark, 2008).

Hiperforinin  antienflamatuar  etkinliginin  arastirlldigit ~ bir  calismada
siklooksijenaz-1  (COX-1) ve  5-lipooksijenaz  enzimlerinin  inhibisyonuyla

antienflamatuar aktivite gosterdigi belirlenmistir (Medina ve ark, 2006).

2.3.6. Analjezik Etkisi

Hypericum tiirlerinin analjezik etkisini aragtiran birgok ¢alisma bulunmaktadir.

Bunlardan bazilar1 asagida 6zetlenmistir.

H. perforatum tiiriiniin metanol ekstresinin analjezik aktivitesinin {i¢ farkl
metotla degerlendirildigi bir calismada, analjezik etki goriilmiis ancak etki mekanizmasi

tam olarak anlasilamamistir (Morteza-Semnani ve ark, 2003).

H. perforatum tiriiniin sulu etanol ekstresinin fareler lizerindeki analjezik
aktivitesine opium, morfin ve aspirin ile karsilagtirmali olarak bakilmis, doza bagiml
olarak gozlenen analjezik aktivitenin opioid reseptorlerin aktivasyonu ile baglantili

olabilecegi rapor edilmistir (Subhan ve ark, 2007).

H. triquetrifolium tiiriiniin metanol ekstresinin analjezik aktivitesine erkek Swiss
fareler lizerinde bakilmis, ekstrenin analjezik aktiviteye sahip oldugu ve bu etkinin
serotonin ve noradrenalin geri alimmin inhibisyonuyla gerceklesmis olabilecegi

diisiiniilmistiir (Apaydin ve ark, 1999).

H. empetrifolium tiriinlin metanol ekstresinin analjezik etkisine erkek Swiss
fareler tizerinde iki yontem ile bakilmis ve herhangi bir analjezik etki gézlenmemistir

(Trovato ve ark, 2001).

H. brasiliense tiiriiniin sulu alkollii ekstresinin analjezik aktivitesine bakilan bir

calismada, ekstrenin analjezik etkiye sahip oldugu saptanmistir (Mendes ve ark, 2002).
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H. canariense ve H. glandulosum tlriiniin inflizyonu, metanol ekstreleri ve
fraksiyonlarinin analjezik etkilerine bakilan bir ¢alismada her iki tiiriin de ekstrelerinin
ve bazi fraksiyonlarinin analjezik etkiye sahip oldugu goriilmiistiir (Rabanal ve ark,

2005).

H. reflexum tiiriiniin metanol ekstresinin sicanlar lizerindeki analjezik etkisine
bakilan bir caligmada, ekstrenin merkezi ve periferal analjezik aktiviteye sahip oldugu

belirlenmis ancak etki mekanizmasi ¢oziimlenememistir (Sanchez-Mateo ve ark, 2006).

H. grandifolium tiiriinlin metanol ekstresi ve bu ekstrenin su, butanol ve
kloroform fraksiyonlarinin fareler iizerindeki analjezik etkisine bakilan bir ¢alismada,
metanol ekstresi ve bu ekstrenin kloroform fraksiyonunun periferal ve merkezi analjezik

etkiye sahip oldugu belirlenmistir (Bonkanka ve ark, 2011).

H. caprifoliatum ve H. polyanthemum tiirlerinin siklohekzan ve metanol
ekstrelerinin fareler iizerindeki analjezik etkisinin degerlendirildigi bir ¢alismada, biitiin
ekstrelerin analjezik aktiviteye sahip oldugu ve siklohekzan ekstrelerinin bu aktiviteyi

opioid sistem araciligiyla gosterdigi saptanmistir (Viana ve ark, 2003).

2.3.7. Yara lyilestirici Etkisi

H. perforatum tiiriiniin ¢igekli toprak listli kisimlarindan hazirlanan zeytinyagi
ekstresi halk arasinda yara ve yanik tedavisinde kullanilan oldukc¢a popiiler bir drogtur
(Suntar ve ark, 2010). Yanik ve yaralarinin iyilesme siirecini ve skar olusumunu azaltan
bu drogun yara iyilestirici aktivitesini fibroblastlar1 uyarip kollajen yapimini arttirarak

sagladigi saptanmustir (Oztiirk ve ark, 2007).

H. perforatum ve Calendula officinalis tiirlerinden hazirlanan tentiirlerin sicanlar
lizerinde yara iyilestirici etkisine bakilan bir calismada, her iki bitkinin de yara
tyilestirici etkiye sahip oldugu ancak H. perforatum tentiiriiniin aktivitesinin C.

officinalis tentliriine gére daha yiiksek oldugu saptanmistir (Rao ve ark, 1991).

H. patulum tiri ile in vivo olarak vylriitilen bir g¢alismada bitkinin
yapraklarindan hazirlanan metanol ekstresini %5 ve %10 oraninda igeren merhemlerin

yara iyilestirici etkisi nitrofurazon merhemi ile karsilastirilmistir. %10 oraninda ekstre
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iceren merhem standart ila¢ gibi etkisini 4 giinde gdéstermeye baglayip 18 giin sonunda
tam bir iyilesme saglarken %5 oraninda ekstre iceren merhem etkisini 8 giin i¢inde
gostermeye baslayip 20 giinde yaralarin tam olarak iyilesmesini saglamistir (Mukherjee

ve ark, 2000).

H. perforatum ve Calendula arvensis tiirlerinden bugday yaginda maserasyonu
ile hazirlanan ekstreler sezaryen dogum yapmis olan 24 hasta {izerinde denenmis, deney
grubunda %70 H. perforatum ve %30 C. arvensis yagli ekstre karigimi, kontrol
grubunda ise sadece bugday yagi kullanilmistir. Deney grubunun sezaryen yaralarinda
kontrol grubuna gore 2 kat daha hizli iyilesme sagladigi bildirilmistir (Lavagna ve ark,

2001).

H. perforatum etanol ekstresinin tavuk embriyonik fibroblastlar1 iizerinde yara
iyilestirici aktivitesine dekspantenol ve Centella asiatica ekstresi ile karsilastirmali
olarak bakilan bir ¢aligmada H. perforatum etanol ekstresinin yara iyilestirici aktiviteyi
C. asiatica ekstresinin etki mekanizmasina benzer sekilde, kolajen iiretimini arttirarak

meydana getirdigi belirlenmistir (Oztiirk ve ark, 2007).

H. perforatum ve H. scabrum tiirlerinin etanol ekstreleri ile yapilan in vivo yara
iyilestirici aktivite calismast sonucunda H. scabrum ekstresi etkisiz bulunurken, etkili
bulunan H. perforatum etanol ekstresi fraksiyonlandirilmig ve etil asetat ekstresinin en
yiiksek yara iyilestirici aktiviteyi gosterdigi saptanmus, etil asetat fraksiyonu igerisinde
bulunan naftodiantron ve flavon bilesiklerinin sinerjik etki ile yara iyilestirici aktiviteyi

sagladig diistiniilmiistiir (Suntar ve ark, 2010).

2.3.8. Premenstriial Sendrom Uzerine EtKisi

Premenstriial sendrom (PMS), menstriial evrenin bir hafta 6ncesinden baslayan
ve menstriial evrenin sonuna kadar devam eden duygusal ve fizyolojik semptomlari
tanimlamaktadir. Hafif ve orta siddetli depresyon tedavisinde etkili olan H. perforatum

tiirtiniin PMS tedavisinde etkinligi aragtirilmaktadir.

90 PMS’li kadin hasta ile yapilan bir ¢alismada, 2 menstriiel donemi kapsayacak

sekilde 900 pg/giin hiperisin igeren H. perforatum ekstresi tableti alan goniilliilerin
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%50’sinde semptomlarda azalma goriilmiis, genel olarak tedaviye iy1 uyum ve tolerans

gelistigi belirlenmistir (Stevinson ve Ernst, 2000).

169 PMS’1i hasta ile yapilan diger bir calismada ise, H. perforatum ekstresi alan
grubun PMS tedavisinde plaseboya gore iistlinliik gosterdigi ancak verilerin istatistiksel

olarak anlamli olmadig1 rapor edilmistir (Hicks ve ark, 2004).

H. perforatum standardize tabletlerinin PMS tedavisindeki etkinliginin
arastirildigr farkli bir ¢alismada, H. perforatum alan grubun PMS’de ¢ok sik goriilen
fiziksel ve davranigsal semptomlarin azalmasinda plaseboya gore ¢ok daha etkili oldugu
saptanmis, ancak plasebo alan grup ile deney grubunun proenflamatuar sitokin diizeyleri
arasinda belirgin bir fark olmadigindan, etki mekanizmasinin tek bir yolaga bagl
olmadig1 diisiiniilmiistiir. H. perforatum tiiriiniin PMS’de siklikla goriilen agr1 ve ruh
hali iizerine etkinligin olup olmadigiyla ilgili uzun vadeli ¢aligmalara ihtiya¢ oldugu

bildirilmistir (Canning ve ark, 2010).

En az alt1 aylik periyotta PMS rahatsizlig1 yasayan 170 kadin hasta ile yapilan
randomize, ¢ift kor ve plasebo kontrollii ¢alismada, deney grubuna standardize H.
perforatum ekstresi igeren tablet, diger gruba seliiloz tablet sekiz hafta siiresince
uygulanmistir. PMS rahatsizliklarint azaltmada H. perforatum ekstresinin plasebodan
daha etkili oldugunun gozlendigi bu ¢alisma ile H. perforatum tiiriiniin orta ve siddetli
PMS’de iyi tolere edilen ve etkili bir ilag olabilecegi saptanmistir (Ghazanfarpour ve

ark, 2011).

2.3.9. Bagimhilik Uzerine Etkisi

Antidepresan ilaglar basta alkolizm olmak f{izere ¢esitli bagimlilik tiirlerinin
tedavisinde kullanilmaktadir. H. perforatum tiriiniin hafif ve orta siddetli depresyon
tedavisinde kullanildig1 dikkate alinarak c¢esitli bagimliliklar {izerine etkisinin

arastirildigi calismalar yapilmstir.

H. perforatum ekstresinin alkol tiikketimini azaltan etkisi lizerine yapilan bir
calismada, yiiksek etkinlik saptanmis ve bu etkinlik ekstrenin antidepresan etkisi ile

bagdastirilmistir (Carai ve ark, 2000).
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H. perforatum ekstresinin alkol bagimliligina etkisinin imipramin ve fluoksetine
kars1 arastirildigi in vivo bir calismada, fluoksetin ve ekstrenin alkol tiikketimini azalttigi

belirlenmistir (De Vry ve ark, 1999).

H. perforatum ekstresinin nalokson ve naltrekson ile karsilastirmali olarak alkol
alimi tlizerine etkisinin arastirildig1 bir ¢alismada en iyi alkol azaltici etkinin nalokson ve
ekstrenin kombine olarak verildigi grupta gozlendigi bildirilmistir (Perfurni ve ark,

2003).

H. perforatum ekstresinin alkol alimini azaltict etki mekanizmasinin arastirildigi
bir caligmada, etkinin sigma reseptorleri ya da serotonerjik aktivite ile iliskili olmadig1

saptanmustir (Panocka ve ark, 2000).

H. perforatum ekstresi; Pueraria lobata ekstresi ve ekstresinden izole edilen
puerarin, daidzein ve daidzin bilesigi; Tabernanthe iboga ekstresi ve ekstresinden izole
edilen ibogain bilesigi ile yapilan bir ¢aligmada alkol alimin1 azaltici etkilerine bakilmas,
puerarin ve H. perforatum ekstresinin etkili oldugu belirlenmistir (Rezvani ve ark,

2003).

H. perforatum ekstresinin sadece alkolizm degil, nikotin ve kafein bagimlilig
sonucu olusan yoksunluk sendromlarimi da azaltict etkiye sahip oldugu yapilan
arastirmalarla saptanmistir (Uzbay ve ark, 2007; Uzbay ve ark, 2006). H. perforatum
ekstresinin bagimlilik lizerine olan etki mekanizmasinin serotonin geri alimini azaltmasi
ve monoaminoksidaz (MAO) inhibisyonu gibi serotonerjik mekanizma araciligiyla ya
da nitrikoksitsentaz (NOS) inhibisyonuyla nitrikoksit salinimini1 azaltarak meydana

getirdigi distiniilmektedir (Uzbay, 2008).

H. perforatum ile antidepresan bir ila¢ olan ayni zamanda sigaray1 birakmaya
yardimci olarak kullanilan bupropiyonun etki mekanizmalarinin paralel olmasi bitkinin
sigara bagimlilig1 tedavisinde etkili olabilecegini diislindiirmiistiir. Sigara bagimlisi
hastalar iizerinde plaseboya karsi yiiriitiilen faz II ¢alismanin sonucunda elde edilen
istatistikler H. perforatum tliriiniin  sigarayr birakmaya yardimecr oldugunu

gostermektedir (Lawvere ve ark, 2006).

H. perforatum su, sulu etanol ve etanol ekstrelerinin eroin bagimlilig

olusturulan siganlardaki eroin yoksunluk sendromu iizerine olan etkilerinin arastirildigi
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bir ¢alismada, su ekstresinin etkisi goriilmezken sulu etanol ve etanol ekstrelerinin

yoksunluk belirtilerini azalttig1 saptanmistir (Subhan ve ark, 2009).

2.3.10. Diger Etkileri

H. perforatum tirii ile ilgili yukarida bahsedilen alanlarin disinda farkh

alanlarda da bir¢ok aktivite calismasi yapilmis ve yapilmaktadir.

H. perforatum ekstrelerinin anksiyolitik etkisini bildiren in vivo hayvan
deneyleri ve klinik ¢alismalar bulunmaktadir (Panocka ve ark, 2000; Kobak ve ark,
2003; Kobak ve ark, 2005). Uyku bozukluklari, mevsimsel duygulanim bozukluklari,
kognitif bozukluklar {izerine yapilan calismalarda H. perforatum olumlu sonuglar
vermistir (Kumar, 2000; Klusa ve ark, 2001; Can ve ark, 2008). Antikonviilzan etkisinin
ve epilepsi nobetlerini Onleyebileceginin bildirildigi c¢aligmalar da bulunmaktadir
(Hosseinzadeh ve ark, 2005). Parkinson tedavisinde bromokriptin ile kombine
uygulandiginda dopamin seviyesini yiikselttigi saptanmistir (Mohanasundari ve ark,

2006).

Bitkinin ekstrelerinin antiiilserojenik etkisinin bulundugu in vivo deneylerle
kanitlanmistir (Yesilada ve Giirbiiz, 1998).  Hepatoprotektif etkisi ile yapilan
calismalarda aktivitenin hiperisin miktar1 yiiksek olan fraksiyonlarda daha yiiksek

oldugu saptanmustir (Oztiirk ve ark, 1992; Herekman-Demir ve ark, 2001).

2.3.11. Farmakokinetik Ozellikleri

H. perforatum preparatlarinin etkinligi hiperisin yiizdesi olarak verildiginden

farmakokinetik ¢aligmalar1 genellikle hiperisin iizerinden yapilmistir.

Standardize H. perforatum ekstresi iceren LI 160 isimli preparatin
farmakokinetigi ile yapilan bir ¢alismada, oral yoldan alinan hiperisinin 2 saat i¢inde
maksimum absorbsiyona ulastigi, psddohiperisinin ise 0,5-1 saat arasinda absorbe
oldugu belirlenmistir. 900 mg/giin dozda verildiginde kararli plazma konsantrasyonuna

4 giinde ulagsmistir. Kan beyin engelini astig1 belirlenen hiperisinin tek doz alimlarda
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eliminasyon yar1 Omriiniin 16-36 saat arasinda degistigi saptanmis, ancak eliminasyon

yolu heniiz belirlenememistir (Staffeldt ve ark, 1994).

H. perforatum ekstresinin (%0,3 hiperisin) tavsiye edilen giinliik kullanim dozu
900 mg olarak bildirilmistir. Ekstre ile yapilan farkli bir ¢caligmada, biyoyararlaniminin
%15-20 arasinda oldugu ve eliminasyon siiresinin uzun oldugu, hiperisinin maksimum
konsantrasyona 4-6 saatte ulastigi, plazma yarilanma omriiniin yaklasik 25 saat oldugu
saptanmistir. Beyindeki konsantrasyonu plazma konsantrasyonunun %35’°1 kadar olan
hiperisinin beyin dokusundaki yarilanma Omriiniin ¢ok uzun oldugu belirlenmistir.

(Jacobson ve ark, 2001).

H. perforatum ekstresinin biyoyararlanimini ve farmakokinetigini arastiran
baska bir calismada 115 pg hiperisin ve 38 pg psddohiperisin igeren ekstre kullanilmis
ve 2 goniilliiye i.v. (intravendz) olarak uygulanmistir. Yarilanma Omiirlerinin sirasiyla
40 ve 25 saat oldugu belirlenmistir. Calisma saglikli goniillillere H. perforatum ekstresi
(250 pg hiperisin ve 526 ug psodohiperisin) iceren tabletler ile farkli dozlarda
uygulanarak devam etmistir. Sonug olarak hiperisinin yiiksek dozlarda eliminasyon yar1

omriiniin 48 saate uzadigt ancak psddohiperisinin yart Omriiniin degismedigi

bildirilmistir (Bhattaram ve ark, 2002).

300 mg H. perforatum ekstresi (14,8 mg hiperforin) igeren tabletlerin saglikl
goniillillere uygulanmasindan 3,5 saat sonra 150 pg/l olan maksimum plazma
konsantrasyonuna ulastig1, yarilanma Omriiniin 9 saat ve eliminasyon siiresinin 12 saat

oldugu saptanmistir (Di Carlo ve ark, 2001).

2.3.12. Yan Etkileri ve Kontrendikasyonlar:

H. perforatum preparatlar1 giivenilir bir yan etki profiline sahip olmakla beraber,

yapilan ¢alismalar sonucu ¢esitli yan etkiler de bildirilmistir.

3250 hasta ile yapilan bir ila¢ izleme calismasinda, hastalara 900 mg/giin H.
perforatum ekstresi uygulanmis ve yan etkiler, gastrointestinal irritasyonlar (%2,4),
huzursuzluk, asir1 yorgunluk ve alerjik deri reaksiyonlar1 olarak saptanmistir (Woelk ve

ark, 1994).
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Santral sinir sistemi ile ilgili yapilan bir arastirmada H. perforatum ile depresyon
tedavisi goren hastalar incelenmistir. Hastalarin %0,3’tinde huzursuzluk, %0,4’iinde ise
yorgunluk belirtileri rapor edilmistir. Yine benzer bir ¢alismada tedavi basladiktan sonra
meydana gelen semptomlar %5 yorgunluk, %6 huzursuzluk ve %7 basagrist olarak
belirlenmistir. Gastrointestinal sistemde olugsan yan etkilerin arastirildigi klinik bir
calismada hastalara giinde 3 defa 300 mg Hypericum ekstresi verilmis, %0,55
istahsizlik, %0,55 diyare, %0,55 bulanti ve %0,55 mide agris1 gozlenirken %3 agiz
kurulugu, %5 de ekstrenin icerdigi tanen nedeniyle konstipasyon sikayetleri
belirlenmistir. Yiiksek konsantrasyonlarda aliman H. perforatum ekstresinin in vitro
kosullarda sperm hiicreleri ve yumurtaliklarda mutajenik etki gosterdigi iireme

hiicrelerinde zarara neden oldugu gosterilmistir (PDR, 2000; Greeson ve ark, 2001).

Di Carlo ve arkadaslar1 tarafindan 2001 yilinda yapilan bir calismada H.
perforatum ekstresinin gastrointestinal irritasyon, yorgunluk, bas donmesi, agiz
kurulugu ve bas agrisina neden oldugu, yiiksek dozda 1s18a kars1 hassasiyet ve deride

kizarikliklar meydana getirdigi rapor edilmistir.

H. perforatum ekstresiyle yapilan bir ¢alismada paroksetinle birlikte
kullanildiginda serotonerjik sendroma neden oldugu saptanmistir (Rodriguez-Landa ve

Contreras, 2003).

Bipolar yatkinligi olan hastalarla yapilan ¢alismalarda mani semptomlarini
arttirabilecegi rapor edilmis, depresyon ve anksiyete tedavisi i¢in kullanilan hastalarda
mani, hipomani, akut anksiyete ve sizofrenik belirtiler bildirilmis, bitkinin kullaniminin
kesilmesi ile bu belirtiler sona ermistir (Can ve ark, 2008). Ayrica ekstrenin
kullanimiyla konfiizyon, sedasyon ve agiz kurulugu gibi istenmeyen etkiler de

bildirilmistir (Henderson ve ark, 2002).

H. perforatum ekstresinin antikoagiilan ila¢ tedavisi goren hastalarda, cerrahi
girisim yapilmasi gereken hastalarda, ¢ocuklarda (0-12 yas), giines 1s1g1na maruz kalma
durumlarinda, hepatik hastalig1 olanlarda, HIV enfeksiyonunda, hipertansiyonda, intihar
diistincesinde, kalp hastaliginda, kazanilmis immiin yetmezlik sendromunda, mani
durumlarinda, norolojik hastaliklarda, organ transplantasyonu sonrasi, psikozlarda,
serebrovaskiiler hastaliklarda, tiroid hastalarinda, renal hastalik, renal zafiyet ve renal

yetmezlik durumlarinda kullanilmasi kontrendikedir (Elektronik kaynak, 2011a).
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2.3.13. Gebelikte Kullanimi

H. perforatum ekstresinin fareler {lizerinde gebelik ve emzirme ddéneminde
kullaniminin  giivenilirligini arastiran bir calismada, ekstre uygulamasi c¢iftlesme
oncesinde baslamis, gebelik boyunca devam etmis, dogum sonrasi yavrularin fiziksel
gelisimi izlenmistir. Sonugta H. perforatum ekstresinin herhangi bir olumsuzluga neden

olmadig1 bildirilmistir (Rayburn ve ark, 2001).

H. perforatum ekstresinin sicanlardaki gebelik ve emzirme doneminde kullanimi
ile yapilan farkli bir ¢aligsmada, ekstre uygulamasi ¢iftlesme oncesinde baslamis, gebelik
boyunca devam etmistir. Dogum sonrasi1 karaciger, bobrek, akciger, kalp, beyin ve

bagirsaklar incelenmis, sonug¢ olarak karaciger ve bobreklerde hasar tespit edilmistir

(Gregoretti ve ark, 2004).

Gebelik doneminde kullanimi ile ilgili yapilan ¢aligmalarin kisitli olmasi ve
klinik olarak ¢aligma yapilamamasi nedeniyle herhangi bir risk olusturmamasi agisindan
Hypericum  ekstrelerinin  gebelerde ve c¢ocuk emziren annelerde kullanimi

Onerilmemektedir.

2.3.14. lac Etkilesimleri

H. perforatum ekstresi sitalopram, fluoksetin, fluvoksamin, paroksetin, sertralin
gibi SSRI (Selektif Serotonin Reuptake Inhibitdrleri) ilaglari ile birlikte kullanildiginda
5-HT; reseptorlerinin asir1 stiimiilasyonuna neden oldugundan serotonerjik etkilerde
artis ve bunun sonucunda mental durum degisiklikleri, diyaforez, koordinasyon
bozuklugu, tremor, miyoklonus, gii¢siizliik, hiperrefleksi ve ates belirtilerinin eslik ettigi
serotonin sendromu geligebilir (Fugh-Berman, 2000; Can ve ark, 2008; Elektronik
kaynak, 2011a).

H. perforatum ekstresiyle yapilan in vitro ¢aligmalar, karacigerde bulunan
sitokrom P-450 (CYP) 3A4 izoenzimini rediikledigini gdstermistir. Sitokrom P-450
3A4 enzimi digoksin, indinavir, nelfinavir, ritonavir, sakinavir gibi HIV proteaz

inhibitdrleri; karbamazepin, fenobarbiton, fenitoin gibi antikonviilzanlar; sumatriptan,
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naratriptan, rizatriptan, zolmitriptan gibi triptanlar; siklosporin gibi immiinostipresanlar;
aprepitant gibi antiemetikler; warfarin, teofilin, oral kontraseptifler sedasyona neden
olmayan antihistaminikler, kalsiyum kanal blokerleri, koenzim-A rediiktaz inhibitorleri,
benzodiazepinler, warfarin, teofilin, oral kontraseptifler, makrolit antibiyotikler,
siklosporinler, karbamazepin, ketokonazol ve kortizon gibi ilaglarin metabolizasyonunu
arttirarak bu ilaglarin plazma konsantrasyonlarini ve etkiyi azaltir. (Biffignandi ve ark,
2000; Karliova ve ark, 2000; Jobst ve ark, 2000; PDR, 2000; Wang ve ark, 2001; 1zzo
ve ark, 2002; Henderson ve ark, 2002; Mai ve ark, 2004; Frye ve ark, 2004; Miiller ve
ark, 2004; Tirona ve Bailey, 2006; Borrelli ve 1zzo, 2009; Elektronik kaynak, 2011a).

H. perforatum ekstresinin monoamin oksidaz (MAO) inhibitorleri ya da bu
enzimi inhibe eden alkol, kafein ve tiramin ag¢isindan zengin besinler ile birlikte
kullanimu ile etki artis1 ve hipertansif kriz meydana gelebilir. Beta-sempatomimetik
aminlerle ve psoddoefedrinle birlikte kullanimi da benzer etkilere neden olabilir.
Antineoplastik ve immiinomodiilator ilaglar ile birlikte kullanildiginda kalpte blok ve
aritmi riski olusabilir. H. perforatum ekstreleri tannik asit tasidigindan dolayi demir
emilimini engelleyebilir, bu nedenle demir eksikliginde kullanilan preparatlarla birlikte
kullanilmamaldir. igerigindeki hiperisin nedeniyle tetrasiklin, siilfonamidler, tiazidler,
kinolonlar, piroksikam ve diger fotosensibilizan ajanlarla kullanim1 sonucu ciltte giines
yanmig1 benzeri semptomlar goriilebilir (PDR, 2000; Barnes ve ark, 2001; Elektronik
kaynak, 2011a).

2.3.15. Toksisitesi

H. perforatum ekstresinin yiiksek dozda kullanimi1 sonucunda antikolinerjik ve
kardiyotoksik etkilerin antidepresanlarla karsilagtirmali olarak incelendigi bir ¢alismada
olusan toksik etkilerin antidepresanlara oranla daha diisiik oldugu belirlenmistir

(Greeson ve ark, 2001).

H. perforatum ekstresi ve trisiklik antidepresan kullanan hastalar ile yapilan bir
calisgmada ilag kullanimindan once ve sonra ¢ekilen elektrokardiyogramlar

karsilastirilmis, trisiklik antidepresan kullanan hastalarin elektrokardiyogramlarinda
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degisim gozlenirken H. perforatum ekstresi kullanan hastalarin

elektrokardiyogramlarinda bir degisim goézlenmemistir (Czekalla ve ark, 1997).

H. perforatum ekstresinin karaciger ve bobrek {lizerinde toksik etkisi olup
olmadigin1 hayvanlar iizerinde inceleyen bir ¢alisma sonucu herhangi bir toksisite
goriilmemis, ayrica H. perforatum ekstresi kullanan 386 hastanin kan testleri, karaciger
fonksiyon testleri ve serum kreatinin diizeylerinde olumsuz anlamda bir degisim

belirlenmemistir (Gaster ve Holroyd, 2000).

Fototoksisitesi

H. perforatum ekstresinin yiiksek miktarlarda tiiketilmesi ve 1s18a maruziyet
sonucu ekstre igerisinde bulunan hiperisin nedeniyle deri lizerinde kizariklik ve 6dem
ile beliren fototoksik etki olusmakta ve hiperisizm olarak adlandiriimaktadir
(Vandenbogaerde ve ark, 1998). Ekstre icerisindeki fototoksik etkiden sorumlu bilesigin
saptanmasi i¢in yapilan ¢alismalar sonucu flavonoit bilesiklerinden rutin ve kersitrinin
de fototoksik etkiye sahip oldugu ancak hiperisinin tek basina uygulandiginda ekstreden
daha yiiksek aktiviteye sahip olmasi etkiden sorumlu bilesigin hiperisin oldugunu

acikca gostermektedir (Wilhelm ve ark, 2001).

Genellikle H. perforatum bitkisini asir1 olarak tiiketen hayvanlarda goriilen
fototoksisite ile ilgili yapilan ¢calismalar sonucunda, ekstreyi kullanan hastalarin giinesle
temas eden bolgelerinde nadir olarak sinir hasari nedeniyle batict agrilar, deride

hassasiyet, kasint1 ve kizariklik ortaya ¢iktig1 rapor edilmistir (Schempp ve ark, 2003b).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Materyal

Hypericum spectabile Jaub. & Spach ornekleri 06.06.2010 tarihinde Malatya,
Arapgir, Arapgir’den Kemaliye’ye, Agin sapagini gectikten sonra, Kemaliye’ye
yaklasik 40 km kala, 1157 m yiikseklikten toplanmigtir (ISTE 93192).

Hypericum pseudolaeve Robson 0&rnekleri 06.06.2010 tarihinde Malatya,
Malatya’dan Arapgir’e yaklasik 20 km kala, sol ve sag bozkir ve yamaglarda, 1264 m
yiikseklikten toplanmistir (ISTE 93193).

Hypericum thymbrifolium Boiss. & Noé ornekleri 05.06.2010 tarihinde Malatya,
Darende, Darende’den 10 km Giiriin’e dogru, 1425 m yiikseklikten toplanmistir (ISTE
93194).

Hypericum neurocalycinum Boiss. & Heldr. 6rnekleri 15.06.2010 tarihinde
Konya, Hadim, Hadim — Gevne arasi, Ispatli Yaylasi, dogu yamaglardan, 1969 m
yiikseklikten toplanmistir (ISTE 93195).

Hypericum malatyanum ornekleri 05.06.2010 tarihinde Malatya, Dogansehir,
Eskikdy, Meletbas1 mezresi, kayaliklardan 1906 m yiikseklikten toplanmistir (ISTE
93196).

Hypericum perforatum L. 6rnekleri 06.06.2010 tarihinde Erzincan, Malatya -
Arapgir’den Erzincan - Kemaliye’ye, Kemaliye’ye yaklastk 8 km kala, yol
kenarlarindan, 978 m yiikseklikten toplanmistir (ISTE 93197).

Biitin 6rnekler Esra EROGLU OZKAN tarafindan toplandi, oda 1sisinda

golgede kurutuldu ve degirmende toz edildi.
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3.2. Genel Metotlar

3.2.1. Yiiksek Basin¢h Sivi Kromatografisi ile Miktar Tayini

3.2.1.1. Naftodiantron, Floroglusinol Tiirevi Bilesiklerin ve Fenolik Bilesiklerin

Yiiksek Basin¢h Sivi Kromatografisi (YBSK) ile Analizi:

Bu calismada farkli bolgelerden toplanan Hypericum spectabile, H. pseudolaeve,
H. thymbrifolium, H. neurocalycinum, H. malatyanum ve H. perforatum tlrlerinin
cigekli toprak iistii kisimlarinin igerdigi naftodiantron bilesiklerinden psddohiperisin ve
hiperisin, floroglusinol bilesiklerinden hiperforin, fenolik bilesiklerden klorojenik asit,
rutin, hiperozit, izokersitrin, kersitrin, kempferol, kersetin ve amentoflavon miktarlar

YBSK yontemi ile karsilagtirmali olarak belirlendi.

Hypericum tirlerinde hiperisin, hiperforin tlirevleri ve fenolik bilesiklerle ilgili
YBSK ile yapilan ¢aligmalar incelendiginde, en uygun ¢oziiciilerin metanol, fosforik
asit, asetonitril ve su oldugu anlasildi, yapilan denemeler sonucunda Avrupa
Farmakopesi 2008’de ayrintilar1 verilen metodun en iyi ayrimi sagladigi saptandi
(European Pharmacopoeia, 2008). Bu denemelerde; psddohiperisin ve hiperisinin
metanoldeki farkli konsantrasyondaki ¢ozeltilerinden 20pl, hiperforin ve fenolik
bilesiklerin metanoldeki farkli konsantrasyonlardaki c¢ozeltilerinden 10ul kolona
uygulanarak standart maddelerin alikonma zamanlari belirlendi ve konsantrasyon
araliklar1 olusturuldu. Bolim 3.2.1.2.°de anlatildigi gibi hazirlanan ekstrelerin
metanoldeki farkli konsantrasyonlar1 kolona uygulanarak 6n degerlendirmeler yapildi
ve her standart madde icin Olgii egrisi araliklar ile her ekstre i¢in 6l¢ii egrisinin orta
noktasina gelecek sekilde en uygun konsantrasyonlar belirlendi, bu sekilde sonuglarin
dogruya en yakin olmasi saglandi. Standart maddelerin her konsantrasyonu ve her
ekstrenin uygun konsantrasyonlarindan 3’er deneme yapilarak ortalama degerler ve
standart sapma degerleri saptandi. Bu degerler matematiksel olarak dogruya en yakin

olana kadar denemeler tekrarland.
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Aletin Ozellikleri:

YBSK yonteminde SCL — 10A SHIMADZU aletinden yararlanildi. Kullanilan aletin

ozellikleri ve ¢calisma kosullar1 asagida belirtilmistir.
Pompa: LC - 10 AD

Enjektor (Otomatik): SIL — 10 AD

Dedektor: SPD — M10A

Kolon: ACE 5 um C18 (250 x 4,6 mm) (ACT: Advanced Chromatography

Technologies)

Kolon Firini: CTO — 10AS

Psodohiperisin ve Hiperisin i¢cin Calisma Kosullar:
Coziicii: Metanol (Standart maddeler ve ekstreler metanol ile ¢oziilerek hazirlandi.)

Mobil Faz : Etil asetat : 15,6 g/l sodyum dihidrojen fosfat igeren ¢ozelti (Fosforik asit
ile pH 2) : Metanol (39 : 41 : 160)

Kolon: ACE 5 pm C18 (250 x 4,6 mm) (ACT: Advanced Chromatography

Technologies)

Dedektor dalga boyu: Psodohiperisin ve Hiperisin i¢in 590 nm
AKis hizi: 1 ml/dak

Kolon sicakhigi: 40°C

Enjeksiyon hacmi: 20 pl

Kullanilan c¢éziiciiler: Metanol (Merck 1.06007.2500), Etil asetat (Merck
1.00868.2500), orto - Fosforik asit (%85) (Fluka 79606), Sodyum dihidrojen fosfat
(Merck 1.06345.1000), ultra saf su (Milli-Q). Kullanilan tiim ¢dziiciiler YBSK igin
uygun safliktadir.

Standart maddeler: Psédohiperisin 10 mg (PhytoPlan — 3272.97)

Hiperisin 1 mg ( Fluka — 56690 )
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Metot: izokratik yontem ile calisilmistir.
Hiperforin ve Fenolik Bilesikler Icin Calisma Kosullari:
Coziicii: Metanol (Standart maddeler ve ekstreler metanol ile ¢oziilerek hazirlandi.)
Mobil Faz : Mobil Faz A: Fosforik asit / Su ( 3:1000 V/V')
Mobil Faz B: Fosforik asit / Asetonitril ( 3:1000 V/V )

Kolon: ACE 5 pum C18 (250 x 4,6 mm) (ACT: Advanced Chromatography

Technologies)

Dedektor dalga boyu: Hiperforin i¢in 275 nm
Fenolik Bilesikler i¢in 360 nm

Akis hizi: 1 ml/dak

Kolon sicakhigr: 40°C

Enjeksiyon hacmi: 10 pl

Kullamlan ¢oziiciiler: Metanol (Merck 1.06007.2500), Asetonitril (Merck
1.00030.2500), orto - Fosforik asit (%85) (Fluka 79606), ultra saf su (Milli-Q).
Kullanilan tiim ¢6ziictiler YBSK i¢in uygun safliktadir.

Standart maddeler: Hiperforin 250 pg/250 pl ( Sigma H5160 )
Klorojenik asit 250 mg (Aldrich C3878)
Rutin 50 g (Sigma R5143)
Hiperozit 5 mg (Kersetin-3-D-galaktozit) (Sigma 83388)
[zokersetin 10 mg (Kersetin-3B-D-glukozit) (Sigma 17793)
Kersitrin 10 mg (Kersetin-3-O-ramnozit) (Sigma Q3001)
Kempferol 25 mg (Sigma 60010)
Kersetin 10 g (Sigma Q4951)
Amentoflavon 5 mg (I3’, I8 Biapigenin) (Sigma 40584)

Metot: Asagida ayrintilari verilen gradient sistem ile ¢aligiimistir.
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Tablo 3-1: Hypericum tiirleri i¢in YBSK’da kullanilan gradient yontem

Zaman Mobil Faz A Mobil Faz B

(dakika) (% vIv) (% v/v)
0-8 82 18
8—18 82 > 47 18 > 53

18 —18.1 47 > 3 53> 97

18.1-19 3 97
19-29 3 97

29 -30 3->82 97 > 18

3.2.1.2. Ekstrelerin ve Ornek Cozeltilerin Hazirlanmasi

10g drog 100ml metanol ile oda 1sisinda ve 1siktan korunarak 3 giin
maserasyona birakildi. Bu islem ayni drog ile 1 defa daha tekrar edildi. Maserat 45°C’yi
gegmeyen 1sida algak basing altinda kuruluga kadar yogunlastirildi. -80°C’de
donduruldu ve liyofilize edildi. Droglardan bu sekilde hazirlanan ekstreler -20°C’de
muhafaza edildi (Trovato ve ark, 2001; Rabanal ve ark, 2005; Radulovic ve ark, 2007;

European Pharmacopoeia, 2008).

Kuru ekstrelerden, yapilan deneme enjeksiyonlarinin sonuglarina gore belirlenen
en uygun konsantrasyon i¢in tarttm alindi, metanolde ¢oziildi, 0,45um’lik filtrelerden
siizildii ve viallere alindi. Cozeltiler enjeksiyon oOncesi taze ve 3 6rnek olarak

hazirlandi.

Aletlerin Ozellikleri:

Algak basing ile yogunlagtirma islemi Buchi (Vakum kontrol {initesi V-850,
Vakum pompasi1 V-700, Rotasyon flinitesi R-210, Su banyosu B-491) rotavapor ile
yapild.

Liyofilizasyon islemi Labconco (Freeze Dry System LYPH-LOCKG6)
liyofilizator ile yapildi.
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3.2.1.3. Standart Cozeltilerin Hazirlanmasi

Standart maddeler metanol ile ¢oziildii, uygun konsantrasyonlara seyreltildi ve
0,45um’lik filtrelerden siiziilerek viallere alindi. Standart ¢ozeltiler enjeksiyon Oncesi

taze ve 3 Ornek olarak hazirlandi.

3.2.1.4. Ol¢ii Egrisi Hazirlanmasi

Boliim 3.2.1.3.°de belirtildigi gibi hazirlanan standart ¢ozeltilerin uygun dalga
boyunda (psddohiperisin ve hiperisin i¢in 590 nm, hiperforin i¢in 275 nm ve fenolik
bilesikler i¢in 360 nm) saptanan piklerinin alanlari hesaplatildi. Her ¢ozelti 3 kez
calisildi ve bu degerlerin ortalamasi alinarak, ortalama pik alanlarma karsilik gelen

konsantrasyon degerlerinden gegen 6l¢ii egrisi hazirlandi.

3.2.2. Invitro Antioksidan Aktivite Arastirmasi

3.2.2.1. Ekstrelerin Hazirlanmasi

Ekstreler Boliim 3.2.1.2.°de anlatildig1 gibi hazirlanmis ve -20°C’de muhafaza

edilmistir.

3.2.2.2. Kullanilan Aletler

Antioksidan aktivite tayinlerinde Thermomix BU su banyosu, spektrofotometrik
Olgtimlerinde, Shimadzu UV-1208 spektrofotometre, santrifiij islemlerinde, masa tipi
sogutuculu santrifiij (Heraeus-Megafuge 1.0R), pH tayininde Radiometer 92 pH

metre’den yararlanildi.

3.2.2.3. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Ekstrenin total fenolik bilesik tayininde kullanilan Folin ayiracinin
hazirlanmasinda sodyum tungstat (Na,WO4.2H,0; Merck 106672), sodyum molibdat
(Na;Mo004.2H,0; Merck 386521), % 85 H3PO4 (Merck 100564), derisik hidroklorik asit
(HCI; Merck 100314), lityum siilfat (Li,SO4.H,0O; Merck 105694) ve brom (Merck
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101945) kullanildi. Fenol bilesiklerinin tayininde standart olarak gallik asit (3,4,5-
hidroksibenzoik asit; Sigma G7384) kullanildi.

Flavonoit miktar tayininde sodyum nitrit (NaNO,; Merck 106544), aluminyum
kloriir (AlCIl5.6H,O; Merck 101083), sodyum hidroksit (NaOH; Merck 106462) ve
standart olarak katesin (Fluka 22110) kullanildi.

Lipozom peroksidasyonu iizerine antioksidan etkinin tayininde soya L-o-
fosfatidilkolini (Tip IV-S; Sigma P3644), L-askorbik asit (Sigma A5960), ferri kloriir
(FesCl; Merck 803945), trikloroasetik asit (TCA; Merck 100810), tiyobarbitiirik asit
(TBA; Merck 108180), butillenmis hidroksitoluen (BHT; Fluka 34750) ve n-butanol
(Merck 100988) kullanildi.

DPPH radikali (DPPH®) giderici aktivitesi tayininde 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil
(Sigma D9132) ve metanol (Merck 106008) kullanildi.

Stiperoksit radikali giderici aktivitesi tayininde nitroblue tetrazolium (NBT;
Fluka 74032), phenazine methosulphate (PMS; Sigma P 9625), B-nicotinamide adenine
dinucleotide reduced (B-NADH; Fluka 43420) kullanildi.

Ferri iyonu rediikleyici giicii tayininde potasyum ferrisiyaniir kullanildi.
Standart olarak kersetin (Fluka 83370) kullanilda.

Tamponlarin hazirlanmasinda sodyum fosfat dibazik (Na,HPO4.2H,0; Sigma
S7907), sodyum fosfat monobazik (NaH,PO,; Sigma S 3139), potasyum dihidrojen
fosfat (KH,POy4; Sigma P5339), dipotasyum hidrojen fosfat (K,;HPO4; Sigma 60354)
kullanildi.

3.2.2.4. Kullanmilan Cozeltiler

Ekstrenin Fenolik Bilesik ve Protein Miktar Tayininde Kullanilan Folin-

Ciocalteu Ayiracinin Hazirlanmasi

1500 ml’lik yuvarlak dipli balona 100 g sodyum tungstat (Na,WO4.2H,0), 25 g
sodyum molibdat (Na;M004.2H,0), 700 ml distile su, 50 ml %85 fosforik asit ve 100
ml derisik HCI aktarildi. Geri sogutucu altinda 10 saat 1sitild1 ve karigima 150 g lityum
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siilfat, 50 ml su ve birka¢ damla brom ilave edildi. Bromun fazlasini bertaraf etmek icin
15 dakika 1sitildi, sogutuldu ve 1000 ml’ye distile su ile tamamlandi (Folin ve

Ciocalteu, 1927).

TCA/TBA Avyiraci

6 g trikloroasetik asit ve 0,15 g tiyobarbitiirik asidin 40 ml 0,25N HCIl’de (1IN
HCl’in 4 kez seyreltilmesiyle hazirlandi) hafif 1sitilarak (60 - 70°C’de) ¢oziinmesi ile

hazirlandi.

1M DPPH’Stok Céozeltisi

39,43 mg DPPH® 60 ml metanolde ¢oziildii. Hacim 100 ml’ye metanol ile

tamamlandi.

6 x 10°°M DPPH" Calisma Cozeltisi

6 ml 1M DPPH" stok ¢ozeltisine 94 ml metanol ilave edilmesi ile hazirlandi.

3.2.2.5. Fenolik Bilesiklerin Miktar Tayini

Hypericum ekstrelerinin total fenolik bilesikleri miktar1 Folin-Ciocalteu ayiract
kullanilarak Slinkard ve Singleton’un (1977) gelistirdigi metoda gore tayin edildi.
Degisik konsantrasyonlarda (0,625 - 5 mg/ml) hazirlanan ekstreden 0,1’er ml tiiplere
alind1 ve hacimleri 4,6 ml olacak sekilde distile su ilave edildi. 0,1 ml Folin-Ciocalteu
ayiwract (distile su ile 1/3 oraninda seyreltildi) ve 0,3 ml %2 sodyum karbonat
cOzeltisinden ilave edildi, tiipler vorteks mikserde karistirildi ve 2 saat bekletildikten
sonra meydana gelen mavi rengin absorbansi ekstrenin yerine 0,1 ml distile su igeren
kore kars1 760 nm’de Olciildi. Gallik asit (50 - 400 pg/ml) ile standart egri ¢izildi.
Sonuglar mg gallik asit ekivalanlari/g yaprak pulpasi olarak ifade edildi. Deney ii¢ kez

tekrarland1 ve ortalamasi alindi.

Gallik Asit Standart Egri Denkleminin Elde Edilmesi

Gallik asit standart egri denkleminin elde edilmesi i¢in 6nce gallik asidin 1000
ug/ml‘lik ¢ozeltisi  hazirlandi. Bu c¢ozeltinin  distile su ile seyreltilmesiyle

konsantrasyonlart 400 pg/ml, 300 pg/ml, 200 pg/ml, 100 pg/ml ve 50 pg/ml olan
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cozeltiler elde edildi. Cozeltilere Folin-Ciocalteau metodu uygulandiktan sonra olusan
renklerin absorbanslari 760 nm’de 06l¢iildii. Deney bes kez tekrarland1 ve bulunan
degerlerden, en kiiciik kareler yonteminin uygulanmasiyla gallik asit standart egrisi

cizildi ve regresyon denklemi elde edildi.

3.2.2.6. Flavonoit Miktar Tayini

Flavonoitlerin miktar1 Sakanaka ve arkadaslarinin (2005) gelistirdigi metoda
gore yapildi. 0,25 ml ekstre (0,626 — 5 mg/ml) veya standart olarak kullanilan katesin
cozeltileri 1,25 ml distile su ile karistirildi. 75 pl %5°lik sodyum nitrit ilave edildikten 6
dakika sonra 150 pl %10’luk aluminyum kloriir ilave edildi ve karisim 5 dakika
bekletildikten sonra 0,5 ml 1 M sodyum hidroksit ilave edildi. Reaksiyon karigimi 2,5
ml’ye distile su ile tamamlandiktan ve karistirildiktan sonra meydana gelen rengin
absorbans1 510 nm’de ayira¢ koriine kars1 dlgiildii. Sonuglar mg katesin ekivalanlari/g

yaprak pulpasi olarak ifade edildi. Deney ii¢ kez tekrarlandi ve ortalamasi alindi.

Katesin Standart Edri Denkleminin Elde Edilmesi

Katesin standart egri denkleminin elde edilmesi i¢in Once katesinin 0,25
mg/ml’lik ¢ozeltisi hazirlandi. Bu ¢ozeltinin  distile su ile seyreltilmesiyle
konsantrasyonlar1 0,125 mg/ml, 0,0625 mg/ml, 0,031 mg/ml ve 0,016 mg/ml olan
cozeltiler elde edildi. Cozeltilere Sakanaka ve arkadaslarinin (2005) gelistirdigi metod
uygulandiktan sonra olusan renklerin absorbanslar1 510 nm’de 6l¢iildii. Deney bes kez
tekrarlandi ve bulunan degerlerden, en kiiciik kareler yonteminin uygulanmasiyla

katesin standart egrisi ¢izildi ve regresyon denklemi elde edildi.

3.2.2.7. Hypericum Ekstrelerinin Demir (IIT) - Askorbik Asit ile Indiiklenmis

Fosfatidilkolin Lipozomlarinin Peroksidasyonu Uzerine Antioksidan Etkisi

Lipid peroksidasyonu ve siiperoksit radikali olusumu normal metabolik yollarin
isleyisi sirasinda, hiicrenin, sitoplazma, mitokondri, endoplazmik retikulum, hiicre

membrant gibi boliimlerinde meydana geldigi icin ekstrelerin lipid peroksit ve
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siiperoksit radikalleri giderici etkileri biyolojik sistemdeki antioksidan aktivitelerini

yansitmaktadir.

Membran fosfolipitlerindeki ¢oklu doymamis yag asitlerinin oksidatif yikimi
lipid peroksidasyonu olarak bilinir. Lipid peroksidasyonu kendi kendini devam ettiren
zincir reaksiyonu seklinde ilerler ve oldukg¢a zararlidir. Hiicre membranlarinda lipid
serbest radikalleri (L) ve lipid peroksit radikallerinin (LOO®) olusmasi, reaktif oksijen
tiirlerinin (ROT) neden oldugu hiicre hasarimin énemli bir 6zelligi olarak kabul edilir

(Halliwell ve Chirico, 1993).

LH
(Lipit)
Ho* —-»l

Lo
(alkil radikal) \

1 +0,
—L00O* ------- - - siklik peroksit
(peroksil radikal) .

LH ;
'

Le _ MDA

+

a-TOH

zincir kirici antioksidan

o-TO* LOOH
Lipit peroksit
diger iiriinler

LO* ------- F--= pentan
(alkoksil radikal)

CLH

‘ -/
LOH

(alkol)

Sekil 3-1: Lipit peroksidasyonunun semast

Fosfolipitler, = gidalardaki  antioksidan  bilesiklerin =~ membran  lipit
peroksidasyonunu inhibe edici etkisinin tayininde ideal bir model olusturan ve gidalarin
potansiyel antioksidan aktivitesinin degerlendirilmesinde kullanilan ¢ok Onemli
substratlardir (Chatterjee ve Agarwal 1988). Bu testin amaci Hypericum tiirlerinden
hazirlanan metanol ekstrelerinin, soya fosfatidilkolininden (lesitinden) hazirlanan
lipozomlardan olusturulan suni lipit sisteminin FeCls ve askorbik asit ile inkiibasyonu
sonucunda olusan peroksit radikallerini giderme kapasitesini 6lgmektir. Fosfolipitlerden
olusturulan lipozomlar, demir (III) ve askorbik asit varliginda lipit peroksidasyonuna

ugrarlar ve biyolojik olarak aktif aldehitler olusur. Ug veya daha fazla ¢ift bag iceren
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yag asitlerinin peroksidasyonunda malondialdehit (MDA) meydana gelir. MDA lipit
peroksidasyonunun derecesiyle iyi korelasyon gosterir. Bu nedenle MDA 6l¢iilmesi lipit
peroksit seviyelerinin indikatdrii olarak kullanilir. Malondialdehit (MDA) ile
tiyobarbitiirik asit (TBA)’in reaksiyona girmesiyle olusan tiyobarbitiirik asit reaktif
tiirleri (TBARS)’nin pembe rengi 532 nm’de dlgiilerek ekstrenin lipit peroksidasyonuna

kars1 inhibisyon aktivitesi tayin edildi.

Hypericum tiirlerinin lipit peroksidasyonuna kars1 inhibisyon aktivitesi Duh ve

arkadaslarinin (1999) gelistirdigi metoda gore yapildi.

300 mg lesitin 30 ml, 50 mM potasyum fosfat tamponu (pH 7,0) ile siispansiyon
haline getirildi ve buz iceren kapta her 30 saniyede dinlendirilerek toplam 10 dakika
sonikatorde muamele edilerek (9 cycle/ 26 % power) 10 mg/ml fosfolipit lipozomlar1
iceren bir siispansyon elde edildi. Deney 3,25 ml’lik reaksiyon ortaminda
gerceklestirildi. Ilave edilen maddelerin reaksiyon ortamindaki konsantrasyonlar:
parantez i¢inde gosterildi. 0,25 ml ekstre (0,625 — 10 mg/ml) veya standart olarak
kersetin (0,005 — 0,16 mg/ml)’e 1 ml 10 mg/ml lipozom siispansiyonu (3,08 mg/ml), 1
ml 400 uM FeCl; (123 uM) ilave edildi ve reaksiyon 1 ml 400 puM askorbik asit (123
uM) ilavesi ile bagslatildi. Karigim 37°C’de 60 dakika inkiibe edildikten sonra lipit
peroksidasyonunun son iiriinii olan MDA, TBA metodu ile tayin edildi (Buege ve Aust,
1978). 500 pl reaksiyon karigimima 1000 pl TCA - TBA ayiract (%15 w/v TCA ve
%0,375 TBA’nin 0,25 N HCl’deki ¢ozeltisi) ve 14 ul %2’lik BHT nin absolil
etanoldeki ¢ozeltisi ilave edildi. Reaksiyon karisimi vortekste karistirildi ve 100°C’de
10 dakika kaynar su banyosunda bekletildi. Sogutulduktan sonra 1,5 ml n-butanol ilave
edildi ve 3000 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi. Ust kisimdaki organik tabakanin pembe
renginin absorbansi 532 nm’de 6l¢iildii. Hypericum ekstrelerin lipit peroksidasyonunu

inhibe edici yiizdesi asagidaki denkleme gore hesaplandi.
Denklem 3-1: Lipit peroksidasyonunun % inhibisyon hesabi1

Inhibisyon (%) = (1 - ndol tiirevinin 532 nm'deki absorbansz)>< 100
Kontroliin 532 nm'deki absorbans 1

ECso degeri (%50 TBARS olusumunun inhibisyonunu saglayan ekstre veya
standart konsantrasyonu) absise antioksidan miktari, ordinata inhibisyon ytlizdeleri
verilerinin uygulanmasi ile ¢izilen egrinin linear kismindan elde edilen regresyon

denkleminden hesaplandi. Deney ii¢ kez tekrarlandi ve ortalamasi alind.
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3.2.2.8. Siiperoksit Anyonu Giderici Aktivite Tayini

Stiperoksit  radikali, normal hiicre metabolizmasinda, mitokondriyal,
endoplazmik retikiiler ve niikleer membran elektron transport islemleri sirasinda olusan
bir ara Uirtindiir. Siiperoksit radikali, oksijen molekiiliine bir elektron ilavesi ile olusur ve
serbest radikal hasarina karsi koruyucu antioksidan bir enzim olan ve oksidan hasar
olusumu ile birlikte artan siiperoksit dismutaz (SOD) aracilig1 ile hidrojen peroksite

indirgenir (Halliwell, 1989).
O, te —> 02. B
Stiperoksit dismutaz

20, +2H" > H,0, + O,

Diger radikallere gore daha az reaktif olsa da, bu radikal anyonun asil énemi,
hidrojen peroksit kaynagi olmasidir ve gecis metalleri varliginda, Fenton ve Haber-
Weiss reaksiyonu ile en reaktif ve zarar verici serbest oksijen radikali olan hidroksil
radikale doniiserek hiicre zarlarinda lipid peroksidasyonunu baglatabilmekte ve zarsal

antioksidanlar1 (tokoferol) oksitleyebilmektedir (Halliwell ve Gutteridge, 1984).

o, Isikile uyari 0,!
NO* e Singlet oksijen

ONOO- _’,./ 0,- Haber Weiss reaksiyonu o,
Peroksinitrit Siiperoksit anyon~ .-"/
0~ R

' Fe3* Fe2*

cr Superoksit dismutaz e+ el.
% o0,

OCl _ H,0, / OH

Miyeloperoksidaz Fenton reaksiyonu

Hipoklorit Hidrojen peroksit Hidroksil radikal
NADP* <~ > 26SH | __ H0, *+H0
Glutatyon redUkta}/\x(BIutatyon peroksidaz| Katalaz
; _ g
NADPH + H* — — GSSG — 0,

+

H,0 H,0

Sekil 3-2: Siiperoksit radikali olusum semast
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Siiperoksit anyonu giderici aktivite Nishikimi, Rao ve Yagi (1972) metoduna
gore tayin edildi. Deney, PMS (Fenazin metasiilfat) -NADH (Nikotinamit adenin
diniikleotit) sistemindeki NADH oksidasyonu ile olusan siiperoksitin nitroblue
tetrazoliumu (NBT) indirgemesi sonucu olusan renkli formazonlarin 560 nm’deki
absorbanslarin 6l¢iilmesi esasina dayanir. Siiperoksit anyonu giderici aktiviteye sahip
olan antioksidanin varliginda bu indirgeme meydana gelmez ve mavi-mor renk

olusmaz.

0,1 ml ekstre (0,16 — 5 mg/ml) veya standart olarak kullanilan kersetin (0,16 —
0,625 mg/ml)’e 1 ml nitroblue tetrazolium (NBT) c¢ozeltisi (100 mmol/L fosfat
tamponunda (pH 7,4) hazirlanmis 156 pumol/L NBT) ve 1 ml NADH c¢ozeltisi (100
mmol/L fosfat tamponunda (pH 7,4) hazirlanmis 468 pumol/L NADH ) ilave edildi.
Reaksiyon, 100 pl fenazin metosiilfat (PMS) c¢ozeltisinin (100 mmol/L fosfat
tamponunda -pH 7,4- hazirlanmig 60 pmol/L PMS) ilavesi ile baslatildi. Reaksiyon
karigimina 25°C de 5 dakika inkiibe edildi ve olusan rengin absorbansi 560 nm de kore
(sadece NBT ve NADH c¢ozeltileri igerir) karst okundu. Pozitif ve negatif kontroller
paralel olarak ¢alisildi. Pozitif kontrolde ekstrenin yerine standart, negatif kontrolde ise
¢oziicii (metanol) kullanildi. Deney ii¢ kez tekrarlandi ve ortalamasi alindi. Siiperoksit

anyonu giderici aktivite asagidaki denkleme gore hesaplandi.
Denklem 3-2: Siiperoksit anyonu giderici aktivite % hesab1

Stiperoksit radikali giderici aktivitesi (%) = (1— Ekstrenin 360 nm'deki absorbans )x 100
Kontroliin 560 nm'deki absorbansi

3.2.2.9. DPPH Radikali Giderici Aktivite Tayini

DPPH radikali giderici aktivite Brand-Williams, Cuvelier ve Berset (1995)
metoduna gore tayin edildi. DPPH" (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) dayanikli olan ve en
cok kullanilan organik nitrojen radikalidir. Antioksidanlar hidroksil grubundan hidrojen
atomu vericisi olarak etki gosterirler ve zincir olusturan radikalleri daha az reaktif
tirlere dontistiirerek lipid peroksidasyonunu devam ettiren zincir reaksiyonunu
durdururlar. Antioksidan varliginda mor renkli 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil sar1 renkli
difenilpikril hidrazine rediiklenir. Huang ve arkadaglari (2005) en ¢ok kullanilan
dayanikl1 organik nitrojen radikali olan DPPH® i sekil halinde gostermistir (Sekil 3-1).
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Sekil 3-3: 2, 2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH")

0,1 ml ekstre (0,16 — 2,5 mg/ml) veya standart olarak kullanilan kersetin (0,01 —
0,31 mg/ml)’e 3,9 ml DPPH"’in metanoldeki ¢ozeltisi (6 x 10> M) ilave edildi. Karisim
30 dakika karanlikta bekletildi. Absorbanslar 517 nm’de spektrofotometrede metanole
kars1 okundu. Pozitif ve negatif kontroller paralel olarak calisildi. Pozitif kontrolde
ekstrenin yerine standart, negatif kontrolde ise ¢dziicii (metanol) kullanildi. Deney {i¢
kez tekrarland1 ve ortalamasi alindi. Antioksidanin ECsy konsantrasyonu (antioksidan
numunenin %50 DPPH radikali giderici aktivitesi gostermesi igin gerekli olan
antioksidan miktar1), absise antioksidan miktari, ordinata % DPPH radikali giderici
aktivitesi verilerinin uygulanmasi ile cizilen egrinin lineer kismindan elde edilen
regresyon denkleminden hesaplandi. DPPH radikali giderici aktivite asagidaki

denkleme gore hesaplandi.
Denklem 3-3: DPPH radikali giderici aktivite % hesabi

Ekstrenin 517nm' deki absorb
DPPH radikali giderici aktivitesi (%) = (1 — ——2 11 5" [T AERT ADSOTDANST ) 1
Kontroliin 517 nm' deki absorbansi

3.2.2.10. Ferri Iyonu Rediikleyici Giicii

Fe’”ii Fe’"ye rediikleyici giic Oyaizu ve ark.(1986) tarafindan gelistirilen
metoda gore yapildi. 0,1 ml Hypericum ekstresi (0,31 — 5 mg/ml) veya standart olarak
kullanilan kersetin (0,04 — 1,25 mg/ml), 0,25 ml 0,2 M fosfat tamponu (pH 6,6) ve 0,25
ml %]1 potasyum ferrisiyaniir ile karistirildi ve 50°C de 20 dakika inkiibe edildi. Bu
stirenin sonunda reaksiyon 0,25 ml % 10 TCA ile durduruldu. Karigim 10 dakika 3000
rpm de santrifiij edildi. Ayr tiiplere alinan 0,25 ml siipernatanta 0,25 ml distile su ve 0,5
ml %0,1 Fes;Cl ilave edildi ve absorbanslar 700 nm’de okundu. Yiiksek absorbans

yiiksek rediikleyici giiciin gostergesidir.
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3.2.2.11. Istatiksel Degerlendirme

Calisma sonucunda elde edilen veriler ortalama ve =+ standart sapma olarak
verildi. Test edilen maddelerin arasindaki farkin degerlendirilmesinde Student’s t
testinden yararlanildi. Anlamlilik sinir1 olarak p < 0,05 kabul edildi. Degiskenler

arasindaki iligki ise kolerasyon analizi ile degerlendirildi.

3.2.3. In vitro Sitotoksik Aktivite Tayini Arastirmasi

Hiicre kiiltiirleri lizerinde gerceklestirilen sitotoksisite tayinleri, hiicre canlilig
belirleme testi, hiicre ¢cogalma hizinin 6lgiilme testi, hiicre morfolojisinde meydana
gelen degisikliklerin mikroskobik inceleme ile belirlenmesi, hiicredeki toplam protein
miktar tayini, enzim aktivite tayini ve hiicresel niikleik asit sentezinin oOlgiilmesi
esaslarina dayanilarak yapilir. Hypericum ekstrelerinin sitotoksik aktivitesi, enzim
aktivitesini belirleyen LDH testi ve hiicre canliligmi belirleyen WST-1 testi ile

aragtirilmustir.

3.2.3.1. Ekstrelerin Hazirlanmasi

Ekstreler Boliim 3.2.1.2.°de anlatildig1 gibi hazirlanmis ve -20°C’de muhafaza

edilmistir.

3.2.3.2. Kullanilan Aletler

Sitotoksik aktivite tayinlerinde Laminar Kabin (Biosafety), mikroplaka okuyucu
(Biotek Epoch), CO;’li inkiibator (Thermo-scientific Heracell 1501) ve mini orbital
calkalayici (Stuart SSMI)’dan yararlanildi.

3.2.3.3. Kullanilan Kimyasal Maddeler

DMEM (Dulbecco’nun Modifiye edilmis Eagle Medyumu) Diisiik Glikoz (Wisent
319010CL), fetal sigir serumu (FBS) (Wisent 080110) ve penisilin-streptomisin (Wisent
450201EL), LDH test kiti (Roche 04744926001) ve WST-1 test kiti (Roche
11644807001) kullanilmustr.
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3.2.3.4. Kullamlan Hiicreler ve Hiicrelerin Hazirlanmasi
Deneylerde HeLa (serviks adenokarsinomu) hiicreleri (CCL-2) kullanildi.

HeLa hiicreleri inaktive edilmis %10 fetal sigir serumu (FBS) ve 100U- 100
pg/ml  Penisilin-Streptomisin  iceren DMEM - Diisik Gliikkoz medyumunda
(Dulbecco’nun Modifiye edilmis Eagle Medyumu) 37°C’de, %5 CO;’li inkiibatorde 25
ve 75 em™lik steril flasklarda kiiltiire edildi. Hiicreler haftada 2-3 kez rutin olarak
pasajlandi. Hiicreler, hiicre kiiltiir kabin1 %70 (yogunluk olarak) kaplamis (konflent)

duruma gelince deneyler i¢in kullanildi.

3.2.3.5. LDH Sitotoksisite Belirleme Testi

Laktat dehidrojenaz (LDH) testi plazma membran hasarlarinin kantitatif olarak
tayin edildigi ve sitotoksisitenin klasik degerlendirilmesinde siklikla kullanilan bir
testtir. Tim hiicrelerde bulunan sitoplazmik bir enzim olan laktat dehidrojenaz,
hiicrenin tahrip olmasi ya da hiicre membraninin hasara ugramasi gibi durumlarda hiicre
disina cikar. LDH testi bu enzimin aktivitesinin spektrofotometrik olarak o6l¢iilmesi

esasina dayanmaktadir (Fotakis ve Timbrell, 2006)
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Sekil 3-4: LDH testinin reaksiyon semas1 (LDH: Laktat dehidrojenaz enzimi)
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Kit icerigi

1- Katalizor (Diaforaz/NAD" karisimi)

2- Boya Cozeltisi (Iyodotetrazolium kloriir ve sodyum laktat )
3- Liziz Cozeltisi (Hiicrelerin tahribi i¢in)

4- Stop Cozeltisi (LDH reaksiyonunu durdurmak igin)
Kontroller

1- Background Control (BC): Sadece besiyeri igerir, hiicre icermez. Besiyerinde

LDH aktivitesi olup olmadigini belirlemek i¢in kullanilir.

2- Low Control (LC): Spontan LDH. Higbir uygulama yapilmamis, normal

hiicrelerden salinan LDH aktivitesini belirlemek i¢in kullanilir.

3- High Control (HC): Maksimum LDH. Liziz ilavesiyle hiicrelerden salinabilen

maksimum LDH seviyesini belirlemek i¢in kullanilir.

Deneyde kullanilan HeLa hiicresi iceren besiyerinin hiicre konsantrasyonu 1 - 2
x 10* hiicre/100pul olacak sekilde ayarlanmistir. Ekstre konsantrasyonlar1 yapilan
denemeler sonucunda belirlenmis ve 0,0625 mg/ml, 0,125 mg/ml, 0,25 mg/ml, 0,5
mg/ml ve 1 mg/ml olacak sekilde hazirlanmistir. Reaksiyon karigimi 250 pl katalizor ve
11,25 ml boya ¢ozeltisinin (1:45) karistirilmasiyla taze olarak hazirlanmistir. Deneye
baslamadan once 96 kuyucuklu mikroplaka fosfat tamponu (PBS) ile yikanmistir. BK
kuyularina 100 pl hiicre igermeyen besiyeri, LC ve HC kuyularma 50 pl hiicre
icermeyen besiyeri ve 50 pl hiicre yerlestirilmistir. HC kuyularma ayrica 5 pl liziz
cozeltisi eklenmistir. Aktivitesi dlciilecek deneysel drneklerin kuyularina ise 50 pl hiicre
ve 50 pl dimetilsiilfoksit (DMSO):su (1:4) karisimi ile ¢Oziindiiriilmiis farkli
konsantrasyonlarda ekstreler ilave edilmistir. 96 kuyucuklu mikroplaka (Sekil 3-3), 15
dakika inkiibasyona (37°C, %5 CO;) birakilmis ve sonrasinda da 10 saniye
calkalanmistir. Her kuyucuga 100pl reaksiyon karisimi eklenmis ve 15-25°C’de, 1s1iktan
koruyarak 20 dakika inkiibasyona (37°C, %5 CO,) birakilmustir. Inkiibasyon sonras1 her
kuyucuga 50 pl stop c¢ozeltisi ilave edilmisg, 10 saniye calkalanmis ve mikroplaka

okuyucuda 490 nm’de (Ref.600 nm) 6l¢iim yapilmistir (Elektronik kaynak, 2011Db).
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Her sonug¢ 2 ayr1 giinde ve ayni deney igerisinde 2 defa tekrar edilmistir.
Degerlerin ortalamas1 almarak % sitotoksisite degeri asagidaki formiile gore

hesaplanmastir.

Denklem 3-4: LDH testi ile sitotoksik aktivitenin % hesabi

. 7
Sitotoksisite (%) = (OVnek absorbansi C absorbansz) <100
HC absorbansi1 — LC absorbansi

C |BC |Al |A2 |A3 |A4 |A5 |D1I |D2 |D3 |D4 |D5 |BC

D |LC (Bl [B2 |B3 [B4 |B5 [E1 (E2 |(E3 |E4 |ES5 |HC

E |LC (Bl [B2 |B3 [B4 |B5 [E1 (E2 (E3 |E4 |E5 |HC

F |LC |C1 |C2 |C3 [C4 |C5 |F1 (F2 |(F3 |F4 |F5 |HC

H

Sekil 3-5: 96 kuyucuklu mikroplaka (BC: Background Control, LC: Low Control, HC: High
Control / A: H. spectabile, B: H. pseudolaeve, C: H. thymbrifolium, D: H. neurocalycinum, E:
H. malatyanum, ¥: H. perforatum / 1: 0,0625 mg/ml, 2: 0,125 mg/ml, 3: 0,25 mg/ml, 4: 0,5
mg/ml, 5: 1 mg/ml)

3.2.3.6. WST-1 Hiicre Proliferasyonu Ol¢iimii Testi

Sitotoksisitenin degerlendirilmesinde kullanilan diger testlerden biri olan WST-1
testi, LDH testinden farkli olarak membran hasarinin degil de hiicre mitokondriyel ve
solunum zinciri hasarlarinin tespitine dayali bir testtir. Hassas ve pratik olmasi,
tekrarlanabilir sonuglar elde edilebilmesi nedeniyle tercih edilen bu test, ¢ok agik
kirmizimsi renkte bir tetrazolyum tuzu olan WST-1 (4-[3-(4-iyodofenil)-2-(4-nitro-
fenil)-2H-5-tetrazolio]-1,3-benzen  disiilfonat)’in  hiicrelerin ~ mitokondrilerindeki
siiksinat tetrazolyum rediiktaz enzimi araciligiyla koyu kirmizi renkli ve suda

¢oziinebilen formazana donilismesi esasina dayanmaktadir. 450-490 nm dalga boyunda
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ELISA okuyucuda degerlendirilen sonuglar hiicre canliliginin belirlenmesinde ve

dolayisiyla sitotoksik aktivite analizlerinde kullanilir (Gad, 2000; Koren ve ark, 2009).

+
TN S
M. N N, _zN
EB-H EB
S03Na &j SO4Na
rg
S04Na S04Na
WST-1 {¢ok acik kirmizimsi) Formazan (koyu kirmizi)

Sekil 3-6: WST-1 testinin reaksiyon semasi (WST-1: (4-[3-(4-iyodofenil)-2-(4-nitro-fenil)-2H-
S-tetrazolio]-1,3-benzen disiilfonat); EB: Elektron baglayici ajan; RS: Mitokondriyel
siiksinat-tetrazolyum-rediiktaz sistem)

Kit icerigi

1- Hiicre proliferasyon ajan1t WST-1

Kontroller

1- Background Control (BC): Sadece besiyeri igerir, hiicre igermez.

2- Low Control (LC): Higbir uygulama yapilmamis, normal hiicre ve besiyeri

igerir.

Deneyde kullanilan HeLa hiicresi i¢eren besiyerinin hiicre konsantrasyonu 1 - 2
x 10* hiicre/100 pl olacak sekilde ayarlanmustir. Ekstre konsantrasyonlari yapilan
denemeler sonucunda belirlenmis ve 0,0625 mg/ml, 0,125 mg/ml, 0,25 mg/ml, 0,5
mg/ml ve 1 mg/ml olacak sekilde hazirlanmistir. Deneye baslamadan once 96
kuyucuklu mikroplaka fosfat tamponu (PBS) ile yikanmistir. BC kuyularina 100 pl
hiicre icermeyen besiyeri, LC kuyularma 50 pl hiicre icermeyen besiyeri ve 50 ul hiicre

yerlestirilmistir. Aktivitesi dl¢iilecek deneysel 6rneklerin kuyularina ise 50 pl hiicre ve
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50 ul dimetilstlfoksit (DMSO):su (1:4) karisimi ile ¢ozindiriilmiis farkh
konsantrasyonlarda ekstreler ilave edilmistir. Tim kuyucuklara 10 pl hiicre
proliferasyon ajam1 WST-1 eklenir, 0,5-4 saat aras1 inkiibasyona (37°C, %5 CO,)
birakilir. Inkiibasyon sonrast 1 dakika calkalanir ve 420 nm’de (Ref.600 nm)
mikroplaka okuyucuda o6l¢iim alinir (Elektronik kaynak, 2011c). Bu c¢alismada
inkiibasyon siiresi 1h ve 4h olmak tizere 2 deneme yapilmis, her sonug 2 ayri giinde ve
ayni deney igerisinde 2 defa tekrar edilmistir. Degerlerin ortalamasi alinarak % canlilik

degeri asagidaki formiile gore hesaplanmustir.

Denklem 3-5: WST-1 testi ile canliligin % hesab1

Ornek absorbansi x 100

Canlilik (%) =
LC absorbansi

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

C |BC |Al |A2 |A3 |A4 |A5 |D1I |D2 |D3 |D4 |D5 |LC

D (BC |Bl (B2 |B3 (B4 |B5 |(E1 |(E2 |E3 |E4 |E5 |LC

E (BC |Bl (B2 |B3 (B4 |B5 |(E1 |E2 |E3 |E4 |E5 |LC

F (BC |C1 [C2 |C3 [C4 |C5 |(F1 |F2 |F3 |F4 |F5 |LC

Sekil 3-7: 96 kuyucuklu mikroplaka (BC: Background Control, LC: Low Control / A: H.
spectabile, B: H. pseudolaeve, C: H. thymbrifolium, D: H. neurocalycinum, E: H.
malatyanum, ¥: H. perforatum / 1: 0,0625 mg/ml, 2: 0,125 mg/ml, 3: 0,25 mg/ml, 4:
0,5 mg/ml, 5: 1 mg/ml)

3.2.4. Antimikrobiyal Aktivite Arastirmasi

Hypericum spectabile, H. pseudolaeve, H. thymbrifolium, H. neurocalycinum, H.

malatyanum, H. perforatum tiirlerinin ¢igekli toprak iistli kisimlarindan ayr1 ayr1 10g
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tartildi. Sirasiyla petrol eteri, dietileter, kloroform, aseton ve metanol ile Soxhlet
apareyinde tiiketilerek her biri i¢in 5 ¢esit ekstre hazirlandi. Bolim 3.2.1.2.°de
anlatildig1 gibi hazirlanan total metanol ekstresi de dahil olmak {izere her tiir icin 6
farkli kuru ekstreden ayr1 ayr1 10 mg tartildi ve bu ekstreler ile antimikrobiyal aktivite

calismasi yapildi.

Antimikrobiyal aktivite testinde Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI) kriterleri dogrultusunda mikrodiliisyon yontemi kullanilmistir (CLSI, 2000a).
Ekstrelerin  Staphylococcus aureus ATCC 6538, metisiline direngli (Meticillin
Resistant) Staphylococcus aureus ATCC 33591 (MRSA), Staphylococcus epidermidis
ATCC 12228, Escherichia coli ATCC 8739, Klebsiella pneumoniae ATCC 4352,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 1539, Proteus mirabilis ATCC 14153°e Kkarsi
Minimum Inhibitér Konsantrasyon (MIK) degerleri saptannustir. 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 4-6
h’lik kiiltirinden 5x10° kob/ml (koloni olusturan birim), Candida albicans ATCC
10231 igin ise RPMI-1640 (Sigma) besiyerindeki 24h’lik kiiltiiriinden 0,5-2,5x10°
kob/ml olacak sekilde hazirlanmistir. Ekim yapilmis mikroplaklar bakteriler igin
35°C’de 18-24h, Candida albicans ATCC 10231 i¢in ise 35°C’de 48h inkiibe edilmistir.
Gozle goriiliir iiremenin olmadig1 en diisiik madde konsantrasyonu MIK degeri olarak

belirlenmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Yiiksek Basinch Sivi Kromatografisi (YBSK) ile Miktar Tayini Sonuglari

4.1.1. YBSK ile Analizi Yapilan Ekstrelerin Verimleri:

Boliim 3.2.1.2.°de anlatildig1 gibi hazirlanan metanol ekstrelerinin verimleri
asagidaki tabloda (Tablo 4-1) gosterilmis ve bitki igerisindeki % degerler hesaplanirken

bu verimler esas alinmustir.

Tablo 4-1: Ekstrelerin verimleri

Metanol
Ekstresi (%)
H. spectabile 21,3
H. pseudolaeve 14,9
H. thymbrifolium 17,3
H. neurocalycinum 16,5
H. malatyanum 23,3
H. perforatum 26,8

4.1.2. YBSK ile Naftodiantron Tiirevi Bilesiklerin Miktar Tayini
Sonuclari

4.1.2.1. YBSK ile Psodohiperisin Miktar Tayini Sonuclar:

Boliim 3.2.1.3.’de anlatildig1 gibi hazirlanan psddohiperisin standart1 5 farkl
konsantrasyonda 3 Ornek olarak kolona enjekte edildi. Kromatogramlarin
degerlendirilmesinde otomatik olarak YBSK cihazinin hesapladigi pik alani degerleri
kullanild1. Kolona enjekte edilen standart psddohiperisinin retansiyon zamani 4.857
dakika olarak belirlendi. Psddohiperisin standartina ait kromatogram (Sekil 4-1),

konsantrasyon ve pik alani degerleri asagida gosterilmistir (Tablo 4-2).
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Sekil 4-1: Psodohiperisin standartina ait LC kromatogrami

Tablo 4-2: Psddohiperisin standartina ait konsantrasyon-pik alani semasi

Konsantrasyon Ortalama Standart %RSD Alan-1 Alan-2 Alan-3
Alan Sapma

0,006250 163537 37974,52 23,22078 204895 155475 130241

0,003125 81692  21329,86 26,11021 104804 77506 62765
0,000780 20996  5089,99 2424277 26854 17653 18481
0,000390 13168  4216,82 32,02266 18035 10612 10857
0,000195 6652 2529,12 38,01835 9572 5124 5262

Bu degerler esas alinarak psddohiperisin standartina ait 6l¢ii egrisi hazirlanmis ve dogru

denklemi belirlenmistir (Sekil 4-2).

Area

1500005
125000{
100000{
75000{
500005

25000+

Sekil 4-2: Psédohiperisin standartina ait 6l¢ii egrisi
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Hesaplanan dogru denklemi:
y =2,582269e+007x + 1741,874
r’=0,9998

r=0,9999

Psodohiperisin standart1 ile dogru denklemi belirlendikten sonra Bolim 3.2.1.2.°de

anlatildig1 gibi droglardan hazirlanan ekstreler kolona enjekte edildi. Ekstrelere ait

kromatogramlar asagida gosterilmistir.

Hypericum spectabile ekstresine ait kromatogram ve degerler:

mAU
-590nm,4nm (1.00)

0 10 20 30 min

Sekil 4-3: H. spectabile, psddohiperisin pikinin goriildiigii LC kromatogrami



Tablo 4-3: H. spectabile tiiriiniin icerdigi psddohiperisin miktar1 hesaplamalar

Konsantrasyon* Alan b Gl
(mg/ml) (mg/ml)
22988 0,00082
10 17647 0,00062
18387 0,00065

* Enjekte edilen numunenin konsantrasyonu
** 1 ml enjekte edilen numune igerisindeki psddohiperisin miktarinin mg cinsinden degeri

Ekstre Verimi* (%)  €** (%) Cort SD##*
0,00823

21,3 0,00616 0,00695 0,00112
0,00645

* 100 gram bitkiden elde edilen ekstre miktari, ** Ekstre igerisindeki psddohiperisin
miktarinin % degeri (e = (x / Konsantrasyon) * 100), ***e¢'lerin standart sapmasi

0,00175
0,00131 0,00148 0,00024
0,00137

* Bitki icerisindeki % psodohiperisin miktar1 (h=ekstre verimi * e / 100), ** h'larin
standart sapmast

Hypericum pseudolaeve ekstresine ait kromatogram ve degerler:

mAU
7590nm,4nm (1.00)
S A
. o
2.5i <
| |
1 AJ‘ \‘x .
0 O,,_w._/‘\.,“rw‘\k
4 \
2.5 '
J \ \ \ T
0 10 20 30 min

Sekil 4-4: H. pseudolaeve, psddohiperisin pikinin goriildiigii LC kromatogrami
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Tablo 4-4: H. pseudolaeve tiiriiniin icerdigi psodohiperisin miktar1 hesaplamalari

Konsantrasyon* Alan b Gl
(mg/ml) (mg/ml)
20134 0,00071
1 19490 0,00069
33752 0,00124

* Enjekte edilen numunenin konsantrasyonu
** 1 ml enjekte edilen numune icerisindeki psddohiperisin miktarinin mg cinsinden degeri

Ekstre Verimi* (%)  €** (%) Cort SD##*
0,07120

14,9 0,06870  0,08793  0,03117
0,12390

* 100 gram bitkiden elde edilen ekstre miktari, ** Ekstre igerisindeki psddohiperisin
miktarinin % degeri (e = (x / Konsantrasyon) * 100), ***e'lerin standart sapmasi

h* (%) hor SD **
0,01061

0,01024 0,01310 0,00464
0,01846

* Bitki icerisindeki % psodohiperisin miktar1 (h=ekstre verimi * e / 100), ** h'larin
standart sapmasi

Hypericum thymbrifolium ekstresine ait kromatogram ve degerler:

mAU

5.0

2.51

;590nm,4r‘1[@ (1.00)
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10 20 30 min

Sekil 4-5: H. thymbrifolium, psddohiperisin pikinin goriildiigli LC kromatogrami
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Tablo 4-5: H. thymbrifolium tiriiniin icerdigi psddohiperisin miktar1 hesaplamalari

Konsantrasyon* Alan b Gl
(mg/ml) (mg/ml)
54097 0,00203
4 58058 0,00218
49691 0,00186

* Enjekte edilen numunenin konsantrasyonu
** 1 ml enjekte edilen numune icerisindeki psddohiperisin miktarinin mg cinsinden degeri

Ekstre Verimi* (%)  €** (%) Cort SD##*
0,05070

173 0,05453  0,05055  0,00405
0,04643

* 100 gram bitkiden elde edilen ekstre miktari, ** Ekstre igerisindeki psddohiperisin
miktarmin % degeri (e = (x / Konsantrasyon) * 100), ***e¢'lerin standart sapmasi

h* (%) hort SD **
0,00877

0,00943 0,00875 0,00070
0,00803

* Bitki icerisindeki % psodohiperisin miktar1 (h=ekstre verimi * e / 100), ** h'larin
standart sapmasi

Hypericum neurocalycinum ekstresine ait kromatogram ve degerler:

mAU
4590nm,4nm (1.00) |

™
0
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Sekil 4-6: H. neurocalycinum, psddohiperisin pikinin goriildiigi LC kromatogrami

80



81

Tablo 4-6: H. neurocalycinum tiiriiniin igerdigi psddohiperisin miktar1 hesaplamalari

Konsantrasyon* Alan b Gl
(mg/ml) (mg/ml)
9538 0,00030
30 9125 0,00029
8910 0,00028

* Enjekte edilen numunenin konsantrasyonu
** 1 ml enjekte edilen numune icerisindeki psddohiperisin miktarinin mg cinsinden degeri

Ekstre Verimi* (%)  €** (%) Cort SD##*
0,00101

16,5 0,00095  0,00096  0,00004
0,00093

* 100 gram bitkiden elde edilen ekstre miktari, ** Ekstre igerisindeki psddohiperisin
miktarmin % degeri (e = (x / Konsantrasyon) * 100), ***e¢'lerin standart sapmasi

h* (%) hort SD **
0,00017

0,00016 0,00016 0,00001
0,00015

* Bitki icerisindeki % psodohiperisin miktar1 (h=ekstre verimi * e / 100), ** h'larin
standart sapmasi

Hypericum malatyanum ekstresine ait kromatogram ve degerler:

mAU
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Sekil 4-7: H. malatyanum, psddohiperisin pikinin goriildiigii LC kromatogrami



Tablo 4-7: H. malatyanum tiirliniin icerdigi psddohiperisin miktar1 hesaplamalar1

Konsantrasyon* Alan b Gl
(mg/ml) (mg/ml)
35245 0,001297
3 31569 0,001155
31220 0,001142

* Enjekte edilen numunenin konsantrasyonu
** 1 ml enjekte edilen numune icerisindeki psddohiperisin miktarinin mg cinsinden degeri

Ekstre Verimi* (%)  €** (%) Cort SD##*
0,04323

233 0,03850  0,03993  0,00286
0,03807

* 100 gram bitkiden elde edilen ekstre miktari, ** Ekstre igerisindeki psddohiperisin
miktarmin % degeri (e = (x / Konsantrasyon) * 100), ***e¢'lerin standart sapmasi

h* (%) hort SD **
0,01007

0,00897 0,00930 0,00067
0,00887

* Bitki icerisindeki % psodohiperisin miktar1 (h=ekstre verimi * e / 100), ** h'larin
standart sapmasi

Hypericum perforatum ekstresine ait kromatogram ve degerler:

mAU
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Sekil 4-8: H. perforatum, psddohiperisin pikinin goriildiigii LC kromatogrami
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Tablo 4-8: H. perforatum tiiriiniin icerdigi psodohiperisin miktar1 hesaplamalar

Konsantrasyon* Alan b Gl
(mg/ml) (mg/ml)
47777 0,00178
0,5 34322 0,00126
35021 0,00129

* Enjekte edilen numunenin konsantrasyonu
** 1 ml enjekte edilen numune icerisindeki psddohiperisin miktarinin mg cinsinden degeri

Ekstre Verimi* (%)  €** (%) Cort SD##*
0,35660

26,8 0,25240  0,28893  0,05866
0,25780

* 100 gram bitkiden elde edilen ekstre miktari, ** Ekstre igerisindeki psddohiperisin
miktarinin % degeri (e = (x / Konsantrasyon) * 100), ***e'lerin standart sapmasi

h* (%) hor SD **
0,08753

0,06764 0,07475 0,01109
0,06909

* Bitki icerisindeki % psodohiperisin miktar1 (h=ekstre verimi * e / 100), ** h'larin
standart sapmast

Tablo 4-9: Analizi yapilan 6rneklerin igerdigi psddohiperisin yiizdeleri

% Psodohiperisin

H. spectabile 0,00148

H. pseudolaeve 0,01310

H. thymbrifolium 0,00875

H. neurocalycinum 0,00016

H. malatyanum 0,00930

H. perforatum 0,07475

Psddohiperisin (%)

0,08000 —
0,07000 S
0,06000 —
0,05000 I
0,04000 |
0,03000 S
0,02000 — I
0,01000 —=55 '—.’ — .'7
0,00000 + . .

ant‘@\\t w\kw‘ﬁ “3@* < o &6ﬁ‘°‘° ) e*&“‘o

W x\Q’ ) ‘2".‘& sV Q«‘ k\"\‘v

Sekil 4-9: Hypericum tiirlerinin psddohiperisin igerikleri agisindan karsilastiriimast
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4.1.2.2. YBSK ile Hiperisin Miktar Tayini Sonuclari

Bolim 3.2.1.3.°de anlatildig1 gibi hazirlanan hiperisin standarti 5 farkli
konsantrasyonda 3 Ornek olarak kolona enjekte edildi. Kromatogramlarin
degerlendirilmesinde otomatik olarak YBSK cihazinin hesapladigi pik alan1 degerleri
kullanildi. Kolona enjekte edilen standart hiperisinin retansiyon zamani 14.304 dakika
olarak belirlendi. Hiperisin standartina ait kromatogram (Sekil 4-10), konsantrasyon ve

pik alan1 degerleri (Tablo 4-10) asagida gosterilmistir.

mAU
1590nm,4nm (1.00) 3
] |
150j ““:
: |
100j I
] | |
50j “
i - Ny ]
07 0
| [ T ] T T I T T
0.0 5.0 10.0 15.0 min

Sekil 4-10: Hiperisin standartina ait LC kromatogrami

Tablo 4-10: Hiperisin standartina ait konsantrasyon-pik alani gemasi

Konsantrasyon Ortalama Standart %RSD Alan-1 Alan-2 Alan-3
Alan Sapma

0,050000 3003057 516210,9 17,18951 2711248 2698841 3599083

0,025000 1539417 345753,1 22,46000 1342502 1337103 1938646

0,012500 757630 127507,9 16,82983 684199 683828 904863

0,006250 368509 52026,22 14,11804 337600 339352 428575

0,003125 178418 21401,07 11,99492 166237 165887 203129

Bu degerler esas alinarak hiperisin standartina ait 6l¢ii egrisi hazirlanmis ve dogru

denklemi belirlenmistir (Sekil 4-11).
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Area

3000000
2750000
2500000
2250000
2000000
1750000
1500000
1250000
1000000
7500003

5000003

250000

0000 0005 0010 0015 0020 0025 0030 0035 0040  0.045 Conc.

Sekil 4-11: Hiperisin standartina ait 6l¢ii egrisi

Hesaplanan dogru denklemi:
y =6,034111e+007x + 297,2292
= 0,9999

r=0,9999

Hiperisin standarti ile dogru denklemi belirlendikten sonra Boliim 3.2.1.2.°de anlatildigi

gibi droglardan hazirlanan ekstreler kolona enjekte edildi. Ekstrelere ait kromatogramlar

asagida gosterilmistir.

Hypericum spectabile ekstresine ait kromatogram ve degerler:

mAU
4590nm,4nm (1.00) 1R
20 N
] <
] =
15f “ ‘
] |
] [
10 1
] [
R |
5 B My [ |
O,:Q/“J U‘\ ‘\‘ A ‘ “W/
| -
5 \ \ \ ]
0 10 20 30 min

Sekil 4-12: H. spectabile, hiperisin pikinin gortildiigii LC kromatogrami



Tablo 4-11: H. spectabile tiirlinlin icerdigi hiperisin miktar1 hesaplamalari

Konsantrasyon* Alan b Gl
(mg/ml) (mg/ml)
602746 0,00998
30 599420 0,00993
583791 0,00967

* Enjekte edilen numunenin konsantrasyonu

** 1 ml enjekte edilen numune igerisindeki hiperisin miktarinin mg cinsinden degeri

Ekstre Verimi* (%)  €** (%) SD##*
0,03328

21,3 0,03310  0,03287  0,00056
0,03223

* 100 gram bitkiden elde edilen ekstre miktari, ** Ekstre igerisindeki hiperisin miktarinin

% degeri (e = (x / Konsantrasyon) * 100), ***¢'lerin standart sapmasi

h* (%) hor SD **
0,00709
0,00705 0,00700 0,00012
0,00686

* Bitki igerisindeki % hiperisin miktar1 (h=ekstre verimi * e / 100), ** h'larin standart

sapmasi

Hypericum pseudolaeve ekstresine ait kromatogram ve degerler:

mAU
75759Onm,4r(\m (1.00)
] |
> |
] N
] \ ™
25i M . SI
E |
077/ f—) 4\",@@
| \ \ \
0 10 20 30 min

Sekil 4-13: H. pseudolaeve, hiperisin pikinin goriildiigii LC kromatogrami
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Tablo 4-12: H. pseudolaeve tiiriiniin igerdigi hiperisin miktar1 hesaplamalar

Konsantrasyon* Alan b Gl
(mg/ml) (mg/ml)
465684 0,00771
30 474548 0,00786
460528 0,00763

* Enjekte edilen numunenin konsantrasyonu
** 1 ml enjekte edilen numune igerisindeki hiperisin miktarinin mg cinsinden degeri

Ekstre Verimi* (%)  €** (%) Cort SD##*
0,02571

14,9 0,02620  0,02578  0,00039
0,02542

* 100 gram bitkiden elde edilen ekstre miktar1, ** Ekstre igerisindeki hiperisin miktarinin
% degeri (e = (x / Konsantrasyon) * 100), ***¢'lerin standart sapmasi

h* (%) hore SD **
0,00383
0,00390 0,00384 0,00006
0,00379

* Bitki icerisindeki % hiperisin miktar1 (h=ekstre verimi * e / 100), ** h'larin standart

sapmasi

Hypericum thymbrifolium ekstresine ait kromatogram ve degerler:

mAU
:59Onm4nP1 (1.00) ©
i [ee]
5.0 | 3
| 3
] \ I
2.5 ‘ f
1 \“ /
10 I
0.0 .
] \
-2.5- j
| ‘ \ \ \ —
0 10 20 30 min

Sekil 4-14: H. thymbrifolium, hiperisin pikinin goriildiigi LC kromatogrami



Tablo 4-13: H. thymbrifolium tiirliniin igerdigi hiperisin miktar1 hesaplamalari

Konsantrasyon* Alan b Gl
(mg/ml) (mg/ml)
476109 0,00789
30 446351 0,00739
457490 0,00758

* Enjekte edilen numunenin konsantrasyonu
** 1 ml enjekte edilen numune igerisindeki hiperisin miktarinin mg cinsinden degeri

Ekstre Verimi* (%)  €** (%) Cort SD##*
0,02628

17,3 0,02464 0,02539  0,00083
0,02526

* 100 gram bitkiden elde edilen ekstre miktari, ** Ekstre igerisindeki hiperisin miktarinin
% degeri (e = (x / Konsantrasyon) * 100), ***¢'lerin standart sapmasi

h* (%) hore SD **
0,00455
0,00426 0,00439 0,00014
0,00437

* Bitki icerisindeki % hiperisin miktar1 (h=ekstre verimi * e / 100), ** h'larin standart

sapmasi

Hypericum neurocalycinum ekstresine ait kromatogram ve degerler:

mAU
4590nm,4nm (1.00) N
| AN
15 <
] [
] I
10 i
] ‘ I
54— i
4 ‘y““ |
1 A I
Oi" “‘i;wg.w\«m/‘ 4‘\,,7&\__
5 \ \ \ T
0 10 20 30 min

Sekil 4-15: H. neurocalycinum, hiperisin pikinin goriildiigii LC kromatogrami
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Tablo 4-14: H. neurocalycinum tiiriiniin igerdigi hiperisin miktar1 hesaplamalar1

Hypericum malatyanum ekstresine ait kromatogram ve degerler:

Konsantrasyon* Alan b Gl
(mg/ml) (mg/ml)
353509 0,00585
30 363418 0,00602
343904 0,00569

* Enjekte edilen numunenin konsantrasyonu

** 1 ml enjekte edilen numune igerisindeki hiperisin miktarinin mg cinsinden degeri

Ekstre Verimi* (%)  €** (%) Cort SD##*
0,01951

16,5 0,02006  0,01952  0,00054
0,01898

* 100 gram bitkiden elde edilen ekstre miktar1, ** Ekstre igerisindeki hiperisin miktarinin

% degeri (e = (x / Konsantrasyon) * 100), ***¢'lerin standart sapmasi

h* (%) hor SD **
0,00322

0,00331 0,00322 0,00009
0,00313

* Bitki icerisindeki % hiperisin miktar1 (h=ekstre verimi * e / 100), ** h'larin standart

sapmasi

mAU
i590nm,4r(1m (1.00)

30 |
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Sekil 4-16: H. malatyanum, hiperisin pikinin goriildiigii LC kromatogrami
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Tablo 4-15: H. malatyanum tiiriiniin icerdigi hiperisin miktar1 hesaplamalari

Konsantrasyon* Alan X**
(mg/ml) (mg/ml)
238957 0,00396
30 234695 0,00389
234697 0,00389

* Enjekte edilen numunenin konsantrasyonu

** 1 ml enjekte edilen numune igerisindeki hiperisin miktarinin mg cinsinden degeri

Ekstre Verimi* (%)  €** (%) €ort SD
0,01318
23,3 0,01295 0,01303 0,00013
0,01295

* 100 gram bitkiden elde edilen ekstre miktar, ** Ekstre icerisindeki hiperisin miktarinin

% degeri (e = (x / Konsantrasyon) * 100), ***¢'lerin standart sapmasi

h* (%) hor SD **
0,00307
0,00302 0,00304 0,00003
0,00302

* Bitki icerisindeki % hiperisin miktar1 (h=ekstre verimi * e / 100), ** h'larin standart

sapmasi

Hypericum perforatum ekstresine ait kromatogram ve degerler

mAU

’590nm,4r’1m (1.00)

1
|

o)
o))
™
<
-

30

Sekil 4-17: H. perforatum, hiperisin pikinin goriildiigii LC kromatogrami

|
min
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Tablo 4-16: H. perforatum tiiriniin i¢erdigi hiperisin miktar1 hesaplamalari

Konsantrasyon* Alan b Gl
(mg/ml) (mg/ml)
576418 0,00955
4 590180 0,00978
652155 0,01080

* Enjekte edilen numunenin konsantrasyonu
** 1 ml enjekte edilen numune igerisindeki hiperisin miktarinin mg cinsinden degeri

Ekstre Verimi* (%)  €** (%) Cort SD##*
0,23870

26,8 0,24440  0,25107 0,01673
0,27010

* 100 gram bitkiden elde edilen ekstre miktar1, ** Ekstre igerisindeki hiperisin miktarinin
% degeri (e = (x / Konsantrasyon) * 100), ***¢'lerin standart sapmasi

h* (%) hore SD **
0,06397
0,06550 0,06729 0,00448
0,07239

* Bitki icerisindeki % hiperisin miktar1 (h=ekstre verimi * e / 100), ** h'larin standart

sapmasi

Tablo 4-17: Analizi yapilan 6rneklerin hiperisin yiizdeleri

% Hiperisin

H. spectabile 0,00700
H. pseudolaeve 0,00384
H. thymbrifolium 0,00439
H. neurocalycinum 0,00322
H. malatyanum 0,00304
H. perforatum 0,06729

Hiperisin (%)

Sekil 4-18: Hypericum tiirlerinin hiperisin igerikleri agisindan karsilagtirilmasi
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4.1.3. YBSK ile Fenolik Bilesiklerin Miktar Tayini Sonug¢lar:

4.1.3.1. YBSK ile Klorojenik asit Miktar Tayini Sonuclari

Boliim 3.2.1.3.’de anlatildig1 gibi hazirlanan klorojenik asit standart1 5 farklh
konsantrasyonda 3 Ornek olarak kolona enjekte edildi. Kromatogramlarin
degerlendirilmesinde otomatik olarak YBSK cihazinin hesapladigi pik alani degerleri
kullanildi. Kolona enjekte edilen standart klorojenik asit retansiyon zamani 4.332
dakika olarak belirlendi. Klorojenik asit standartina ait kromatogramlar (Sekil 4-19 ve
Sekil 4-20), konsantrasyon ve pik alan1 degerleri (Tablo 4-18) asagida gosterilmistir.

mAU
20-360nm,4nm (1.00)

-10j
‘ 1 1 ‘ 1 1 ‘ 1 1 ’ 1 1 ’ 1 1 ‘ 1 1 ‘ 1 1 1 ] ‘
0.0 1.0 2.0 3.0 4.0 5.0 6.0 min
Sekil 4-19: Klorojenik asit standartina ait LC kromatogrami
mAU
200-14:33//1100
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Sekil 4-20: Klorojenik asit standartina ait UV kromatogrami
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Tablo 4-18: Klorojenik asit standartina ait konsantrasyon-pik alani semast

Konsantrasyon Ortalama Standart %RSD Alan-1 Alan-2 Alan-3
Alan Sapma
0,0250000 126518 42634,02 33,69807 132967 165560 81026
0,0125000 62098  19373,53 31,19827 65773 79371 41150
0,0062500 29801  9235,480 30,99041 31839 37848 19717
0,0031250 14693  4970,481 33,82867 15649 19116 9314
0,0015625 6968  2446,156 35,10603 7749 8928 4227

Bu degerler esas alinarak klorojenik asit standartina ait 6l¢ii egrisi hazirlanmis ve dogru

denklemi belirlenmistir (Sekil 4-21).

Area

125000—:
100000—:
75000—:
50000—:

250004

00000 00025 00050 00075 00100 00125 00150 00175 00200  0.0225 " conc.

Sekil 4-21: Klorojenik asit standartina ait 6l¢ii egrisi

Hesaplanan dogru denklemi:
y =5110294x + 1490,398
r’=0,9999

r=0,9999

Klorojenik asit standarti1 ile dogru denklemi belirlendikten sonra Bolim 3.2.1.2.°de
anlatildig1 gibi droglardan hazirlanan ekstreler kolona enjekte edildi. Ekstrelere ait

kromatogramlar asagida gosterilmistir.
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Hypericum spectabile ekstresine ait kromatogramlar ve degerler:

mAU
15-360nm,4nm (1.00)
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Sekil 4-22: H. spectabile, klorojenik asit pikinin goriildiigii LC kromatogrami
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Sekil 4-23: H. spectabile, klorojenik asit pikine ait UV kromatogrami



Tablo 4-19: H. spectabile tiirliniin icerdigi klorojenik asit miktar1 hesaplamalar

Konsantrasyon* Alan b Gl
(mg/ml) (mg/ml)
18734 0,00385
0,4 22553 0,00461
23612 0,00482

* Enjekte edilen numunenin konsantrasyonu
** 1 ml enjekte edilen numune igerisindeki klorojenik asit miktarinin mg cinsinden degeri

Ekstre Verimi* (%)  €** (%) Cort SD##*
0,96350

21,3 1,15175 1,10642  0,12650
1,20400

* 100 gram bitkiden elde edilen ekstre miktari, ** Ekstre icerisindeki klorojenik asit
miktarinin % degeri (e = (x / Konsantrasyon) * 100), ***e'lerin standart sapmasi

h* (%) hor SD **
0,20523

0,24532 0,23567 0,02694
0,25645

* Bitki igerisindeki % klorojenik asit miktar1 (h=ekstre verimi * e / 100), ** h'larin
standart sapmast

Hypericum pseudolaeve ekstresine ait kromatogramlar ve degerler:

mAU
71360nm, 4nm (1.00)
10-
| —
~t |
i ™ \
| “ﬁ' “ I H
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Sekil 4-24: H. pseudolaeve, klorojenik asit pikinin goriildiigii LC kromatogrami
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mAU
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Sekil 4-25: H. pseudolaeve, klorojenik asit pikine ait UV kromatogrami

Tablo 4-20: H. pseudolaeve tiiriiniin i¢erdigi klorojenik asit miktar1 hesaplamalar1

Konsantrasyon* Alan X**
(mg/ml) (mg/ml)
22365 0,00457
0,25 21646 0,00443
35836 0,00723

* Enjekte edilen numunenin konsantrasyonu
** 1 ml enjekte edilen numune igerisindeki klorojenik asit miktarinin mg cinsinden degeri

Ekstre Verimi* (%)  €** (%) €ort SD
1,82800
14,9 1,77120 2,16320 0,63041
2,89040

* 100 gram bitkiden elde edilen ekstre miktar1, ** Ekstre icerisindeki klorojenik asit
miktarinin % degeri (e = (x / Konsantrasyon) * 100), ***e'lerin standart sapmasi

h* (%) hor SD **
0,27237
0,26391 0,32232 0,09393
0,43067

* Bitki igerisindeki % klorojenik asit miktar1 (h=ekstre verimi * e / 100), ** h'larin
standart sapmast
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Hypericum thymbrifolium ekstresine ait kromatogramlar ve degerler:

mAU

1360nm,4nm (1.00)

Sekil 4-26: H. thymbrifolium, klorojenik asit pikinin goriildiigii LC kromatogrami

30
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Sekil 4-27: H. thymbrifolium, klorojenik asit pikine ait UV kromatogrami



Tablo 4-21: H. thymbrifolium tiiriiniin icerdigi klorojenik asit miktar1 hesaplamalari

Konsantrasyon* Alan b Gl
(mg/ml) (mg/ml)
17289 0,00357
0,25 25808 0,00525
19494 0,00400

* Enjekte edilen numunenin konsantrasyonu
** 1 ml enjekte edilen numune igerisindeki klorojenik asit miktarinin mg cinsinden degeri

Ekstre Verimi* (%)  €** (%) Cort SD##*
1,42760

17,3 2,09960 1,70960  0,34877
1,60160

* 100 gram bitkiden elde edilen ekstre miktari, ** Ekstre icerisindeki klorojenik asit
miktarinin % degeri (e = (x / Konsantrasyon) * 100), ***e'lerin standart sapmasi

h* (%) hor SD **
0,24697

0,36323 0,29576 0,06034
0,27708

* Bitki igerisindeki % klorojenik asit miktar1 (h=ekstre verimi * e / 100), ** h'larin
standart sapmast

Hypericum neurocalycinum ekstresine ait kromatogramlar ve degerler:

mAU
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Sekil 4-28: H. neurocalycinum, klorojenik asit pikinin goriildiigii LC kromatogrami
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Sekil 4-29: H. neurocalycinum, klorojenik asit pikine ait UV kromatogrami

Tablo 4-22: H. neurocalycinum tiiriiniin igerdigi klorojenik asit miktar1 hesaplamalar1

Konsantrasyon® Alan X**
(mg/ml) (mg/ml)
16846 0,00348
0,25 20953 0,00429
19773 0,00406

* Enjekte edilen numunenin konsantrasyonu
** 1 ml enjekte edilen numune igerisindeki klorojenik asit miktarinin mg cinsinden degeri

Ekstre Verimi* (%)  €** (%) €ort SD#**
1,39280

16,5 1,71680 1,57773  0,16680
1,62360

* 100 gram bitkiden elde edilen ekstre miktari, ** Ekstre icerisindeki klorojenik asit
miktarinin % degeri (e = (x / Konsantrasyon) * 100), ***e¢'lerin standart sapmasi

h* (%) hort SD **
0,22981

0,28327 0,26033 0,02752
0,26789

* Bitki igerisindeki % klorojenik asit miktar1 (h=ekstre verimi * e / 100), ** h'larin
standart sapmasi
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Hypericum malatyanum ekstresine ait kromatogramlar ve degerler:

mAU
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Sekil 4-30: H. malatyanum, klorojenik asit pikinin goriildiigii LC kromatogrami
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Sekil 4-31: H. malatyanum, klorojenik asit pikine ait UV kromatogrami



Tablo 4-23: H. malatyanum tiiriiniin igerdigi klorojenik asit miktar1 hesaplamalar1

Konsantrasyon* Alan b Gl
(mg/ml) (mg/ml)
74271 0,01480
30 64979 0,01297
68267 0,01362

* Enjekte edilen numunenin konsantrasyonu
** 1 ml enjekte edilen numune igerisindeki klorojenik asit miktarinin mg cinsinden degeri

Ekstre Verimi* (%) e** (%) Cort SD##*
0,04934

233 0,04324  0,04599  0,00309
0,04540

* 100 gram bitkiden elde edilen ekstre miktari, ** Ekstre icerisindeki klorojenik asit
miktarinin % degeri (e = (x / Konsantrasyon) * 100), ***e'lerin standart sapmasi

h* (%) hor SD **
0,01150
0,01007 0,01072 0,00072
0,01058

* Bitki igerisindeki % klorojenik asit miktar1 (h=ekstre verimi * e / 100), ** h'larin
standart sapmast

Hypericum perforatum ekstresine ait kromatogramlar ve degerler:

mAU
1360nm,4nm (1.0?)

0 10 20 30 min

Sekil 4-32: H. perforatum, klorojenik asit pikinin goriildiigii LC kromatogrami
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Sekil 4-33: H. perforatum, klorojenik asit pikine ait UV kromatogrami

Tablo 4-24: H. perforatum tiiriniin i¢erdigi klorojenik asit miktar1 hesaplamalari

Konsantrasyon* Alan xX**
(mg/ml) (mg/ml)
42129 0,00847
30 47814 0,00959
44206 0,00888

* Enjekte edilen numunenin konsantrasyonu
** 1 ml enjekte edilen numune igerisindeki klorojenik asit miktarinin mg cinsinden degeri

Ekstre Verimi* (%)  €** (%) €ort SD*
0,02822

26,8 0,03196  0,02992  0,00189
0,02959

* 100 gram bitkiden elde edilen ekstre miktari, ** Ekstre icerisindeki klorojenik asit
miktarmm % degeri (e = (x / Konsantrasyon) * 100), ***e¢'lerin standart sapmasi

h* (%) hort SD **
0,00756

0,00856 0,00802 0,00051
0,00793

* Bitki igerisindeki % klorojenik asit miktar1 (h=ekstre verimi * e / 100), ** h'larin
standart sapmasi
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Tablo 4-25: Analizi yapilan 6rneklerin klorojenik asit yiizdeleri

% Klorojenik asit

H. spectabile 0,23567
H. pseudolaeve 0,32232
H. thymbrifolium 0,29576
H. neurocalycinum 0,26033
H. malatyanum 0,01072
H. perforatum 0,00802

Klorojenik asit (%)

Sekil 4-34: Hypericum tiirlerinin klorojenik asit igerikleri agisindan karsilastiriimast

4.1.3.2. YBSK ile Rutin Miktar Tayini Sonuclar:

Bolim 3.2.1.3.’de anlatildigi gibi hazirlanan rutin standarti 5 farkhi
konsantrasyonda 3 Ornek olarak kolona enjekte edildi. Kromatogramlarin
degerlendirilmesinde otomatik olarak YBSK cihazinin hesapladigi pik alani degerleri
kullanildi. Kolona enjekte edilen standart rutin retansiyon zaman 8,896 dakika olarak
belirlendi. Rutin standartina ait kromatogramlar (Sekil 4-35 ve Sekil 4-36),

konsantrasyon ve pik alani degerleri (Tablo 4-27) asagida gosterilmistir.
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Sekil 4-35: Rutin standartina ait LC kromatogrami
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Sekil 4-36: Rutin standartina ait UV kromatogrami

Tablo 4-26: Rutin standartina ait konsantrasyon-pik alani semasi

Konsantrasyon Ortalama Standart %RSD Alan-1 Alan-2 Alan-3
Alan Sapma

0,062500 861340 14556,26 1,689956 853499 878136 852385

0,031250 423408 10068,80 2,378035 434575 420628 415022

0,015625 209760 5767,424 2,749541 206040 216403 206835

0,007800 103431 4798,367 4,639177 105469 106875 97951

0,003900 51033  1654,290 3,241601 52654 51098 49347

Bu degerler esas alinarak rutin standartina ait 6l¢ii egrisi hazirlanmis ve dogru denklemi

belirlenmistir (Sekil 4-37).
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Sekil 4-37: Rutin standartina ait 6l¢ii egrisi

Hesaplanan dogru denklemi:
y =1,383368e+007x + 5188,182
= 0,9999

r=0,9999

Rutin standart1 ile dogru denklemi belirlendikten sonra Boliim 3.2.1.2.°de anlatildig1
gibi droglardan hazirlanan ekstreler kolona enjekte edildi. Ekstrelere ait kromatogramlar

asagida gosterilmistir.

Hypericum spectabile ekstresine ait kromatogramlar ve degerler:

mAU
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Sekil 4-38: H. spectabile, rutin pikinin goriildiigii LC kromatogrami
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mAU
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Sekil 4-39: H. spectabile, rutin pikine ait UV kromatogrami

Tablo 4-27: H. spectabile tiirlinlin i¢erdigi rutin miktar1 hesaplamalari

Konsantrasyon* Alan X**
(mg/ml) (mg/ml)
97769 0,00744
20 108280 0,00820
101434 0,00771

* Enjekte edilen numunenin konsantrasyonu
** 1 ml enjekte edilen numune igerisindeki rutin miktarinin mg cinsinden degeri

Ekstre Verimi* (%) e** (%) €ort SD
0,03722

21,3 0,04101 0,03892 0,00193
0,03854

* 100 gram bitkiden elde edilen ekstre miktari, ** Ekstre icerisindeki rutin miktarmm %
degeri (e = (x / Konsantrasyon) * 100), ***e'lerin standart sapmasi

h* (%) hor SD **
0,00793
0,00874 0,00829 0,00041
0,00821

* Bitki igerisindeki % rutin miktar1 (h=ekstre verimi * e / 100), ** h'larin standart
sapmast
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Hypericum pseudolaeve ekstresine ait kromatogramlar ve degerler:

mAU
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Sekil 4-40: H. pseudolaeve, rutin pikinin gorildiigii LC kromatogrami
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Sekil 4-41: H. pseudolaeve, rutin pikine ait UV kromatogrami



Tablo 4-28: H.pseudolaeve tiiriiniin icerdigi rutin miktar1 hesaplamalar1

Konsantrasyon® Alan X**
(mg/ml) (mg/ml)
222220 0,01644
20 211537 0,01567
184101 0,01368

* Enjekte edilen numunenin konsantrasyonu
** 1 ml enjekte edilen numune i¢erisindeki rutin miktarinin mg cinsinden degeri

Ekstre Verimi* (%)  €** (%) €ort SD
0,08220

14,9 0,07834 0,07632 0,00711
0,06842

* 100 gram bitkiden elde edilen ekstre miktari, ** Ekstre icerisindeki rutin miktarmm %
degeri (e = (x / Konsantrasyon) * 100), ***¢'lerin standart sapmasi

h* (%) hort SD **
0,01225
0,01167 0,01137 0,00106
0,01019

* Bitki icerisindeki % rutin miktari (h=ekstre verimi * ¢ / 100), ** hlarn standart

sapmasi

Hypericum thymbrifolium ekstresine ait kromatogramlar ve degerler:
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Sekil 4-42: H. thymbrifolium, rutin pikinin goriildiigi LC kromatogrami1
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Sekil 4-43: H. thymbrifolium, rutin pikine ait UV kromatogrami

Tablo 4-29: H. thymbrifolium tiiriiniin igerdigi rutin miktar1 hesaplamalari

Konsantrasyon* Alan X**
(mg/ml) (mg/ml)
179198 0,01333
20 199486 0,01480
183404 0,01363

* Enjekte edilen numunenin konsantrasyonu
** 1 ml enjekte edilen numune igerisindeki rutin miktarinin mg cinsinden degeri

Ekstre Verimi* (%)  €** (%) €ort SD
0,06665
17,3 0,07398 0,06960  0,00387
0,06817

* 100 gram bitkiden elde edilen ekstre miktari, ** Ekstre icerisindeki rutin miktarmm %
degeri (e = (x / Konsantrasyon) * 100), ***e'lerin standart sapmasi

h* (%) hor SD **
0,01166
0,01280 0,01208 0,00062
0,01179

* Bitki igerisindeki % rutin miktar1 (h=ekstre verimi * e / 100), ** h'larin standart
sapmast
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Hypericum neurocalycinum ekstresine ait kromatogramlar ve degerler:

mAU
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Sekil 4-44: H. neurocalycinum, rutin pikinin goriildiigii LC kromatogrami
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Sekil 4-45: H. neurocalycinum, rutin pikine ait UV kromatogrami



Tablo 4-30: H. neurocalycinum tiiriiniin icerdigi rutin miktar1 hesaplamalar1

Konsantrasyon® Alan X**
(mg/ml) (mg/ml)
527566 0,03851
20 552248 0,04030
563997 0,04115

* Enjekte edilen numunenin konsantrasyonu
** 1 ml enjekte edilen numune i¢erisindeki rutin miktarinin mg cinsinden degeri

Ekstre Verimi* (%)  €** (%) €ort SD
0,19256

16,5 0,20148 0,19992  0,00672
0,20573

* 100 gram bitkiden elde edilen ekstre miktari, ** Ekstre icerisindeki rutin miktarmm %
degeri (e = (x / Konsantrasyon) * 100), ***¢'lerin standart sapmasi

h* (%) hort SD **
0,03177
0,03324 0,03299 0,00111
0,03394

* Bitki icerisindeki % rutin miktari (h=ekstre verimi * ¢ / 100), ** hlarn standart

sapmasi

Hypericum malatyanum ekstresine ait kromatogramlar ve degerler:
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Sekil 4-46: H. malatyanum, rutin pikinin goriildiigi LC kromatogrami
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Sekil 4-47: H. malatyanum, rutin pikine ait UV kromatogrami

Tablo 4-31: H. malatyanum tiiriiniin igerdigi rutin miktar1 hesaplamalar

Konsantrasyon* Alan b Gl
(mg/ml) (mg/ml)
252014 0,01859
20 228682 0,01691
204565 0,01516

* Enjekte edilen numunenin konsantrasyonu
** 1 ml enjekte edilen numune icerisindeki rutin miktarinin mg cinsinden degeri

Ekstre Verimi* (%)  €** (%) Cort SD##*
0,09296

233 0,08453  0,08444  0,00857
0,07582

* 100 gram bitkiden elde edilen ekstre miktar1, ** Ekstre igerisindeki rutin miktarinin %
degeri (e = (x / Konsantrasyon) * 100), ***e'lerin standart sapmasi

h* (%) hort SD **
0,02166

0,01970 0,01967 0,00200
0,01767

* Bitki igerisindeki % rutin miktar1 (h=ekstre verimi * e / 100), ** h'larin standart
sapmast
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Hypericum perforatum ekstresine ait kromatogramlar ve degerler:
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Sekil 4-48: H. perforatum, rutin pikinin goriildiigii LC kromatogrami
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Sekil 4-49: H. perforatum, rutin pikine ait UV kromatogrami
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Tablo 4-32: H. perforatum tiiriinlin i¢erdigi rutin miktar1 hesaplamalari

Konsantrasyon* Alan xX**
(mg/ml) (mg/ml)
2054086 0,14886
4 2074517 0,15034
2183765 0,15823

* Enjekte edilen numunenin konsantrasyonu
** 1 ml enjekte edilen numune icerisindeki rutin miktarinin mg cinsinden degeri

Ekstre Verimi* (%) e** (%) Cort SDx
3,72148

26,8 3,75840  3,81191  0,12602
3,95585

* 100 gram bitkiden elde edilen ekstre miktari, ** Ekstre igerisindeki rutin miktarnin %
degeri (e = (x / Konsantrasyon) * 100), ***e'lerin standart sapmasi

h* (%) hor SD **
0,99736

0,98846 1,01533 0,03909
1,06017

* Bitki igerisindeki % rutin miktar1 (h=ekstre verimi * e / 100), ** h'larin standart sapmasi

Tablo 4-33: Analizi yapilan 6rneklerin rutin yilizdeleri

% Rutin
H. spectabile 0,00829
H. pseudolaeve 0,12080
H. thymbrifolium 0,01000
H. neurocalycinum 0,03299
H. malatyanum 0,01967
H. perforatum 1,01533
Rutin (%)

1,20000 -
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Sekil 4-50: Hypericum tiirlerinin rutin igerikleri agisindan karsilastirilmasi
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4.1.3.3. YBSK ile Hiperozit Miktar Tayini Sonuclar:

Bolim 3.2.1.3.’de anlatildigr gibi hazirlanan hiperozit standarti 5 farkli
konsantrasyonda 3 0Ornek olarak kolona enjekte edildi. Kromatogramlarin
degerlendirilmesinde otomatik olarak YBSK cihazinin hesapladigi pik alan1 degerleri
kullanildi. Kolona enjekte edilen standart hiperozit retansiyon zamani 10,195 dakika
olarak belirlendi. Hiperozit standartina ait kromatogramlar (Sekil 4-51 ve Sekil 4-52),

konsantrasyon ve pik alan1 degerleri (Tablo 4-34) asagida gosterilmistir.
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Sekil 4-51: Hiperozit standartina ait LC kromatogrami
U

300_: .19/ 1.00

1450
659

’ 1 1 ‘ 1 1 ‘ 1 1 ‘ 1 1 ‘ 1
200 300 400 500 600 700 nm

Sekil 4-52: Hiperozit standartina ait UV kromatogrami
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Tablo 4-34: Hiperozit standartina ait konsantrasyon-pik alani semasi

Konsantrasyon Ortalama Standart %RSD Alan-1 Alan-2 Alan-3
Alan Sapma
0,0500000 1426340 329256,3 23,083990 1769491 1113007 1396522
0,0250000 710788 1532534 21,561050 867944 561760 702662
0,0125000 357815 78047,12 21,812160 434329 278320 360795
0,0062500 178196  39315,40 22,063020 218525 139980 176083
0,0031250 90351 19137,64 21,181450 108092 70071 92890

Bu degerler esas alinarak hiperozit standartina ait 6l¢li egrisi hazirlanmis ve dogru

denklemi belirlenmistir (Sekil 4-53).

15000005722

1250000-:
1000000-:
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2500004
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0000 0005 0010 0015 0020 0025 0030 0035 0040  0.045 Conc.

Sekil 4-53: Hiperozit standartina ait 6l¢ii egrisi

Hesaplanan dogru denklemi:
y =2,849917e+007x + 526,7023
= 0,9999

r=0,9999

Hiperozit standarti ile dogru denklemi belirlendikten sonra Boliim 3.2.1.2.°de anlatildig1
gibi droglardan hazirlanan ekstreler kolona enjekte edildi. Ekstrelere ait kromatogramlar

asagida gosterilmistir.
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Hypericum spectabile ekstresine ait kromatogramlar ve degerler:
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Sekil 4-54: H. spectabile, hiperozit pikinin goriildiigii LC kromatogrami
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Sekil 4-55: H. spectabile, hiperozit pikine ait UV kromatogrami



Tablo 4-35: H. spectabile tiirlinlin icerdigi hiperozit miktar1 hesaplamalari

Konsantrasyon* Alan b Gl
(mg/ml) (mg/ml)
300229 0,01052
2 290329 0,01017
324179 0,01136

* Enjekte edilen numunenin konsantrasyonu
** 1 ml enjekte edilen numune igerisindeki hiperozit miktarinin mg cinsinden degeri

Ekstre Verimi* (%)  €** (%) Cort SD##*
0,52580

21,3 0,50845 0,53403  0,03054
0,56785

* 100 gram bitkiden elde edilen ekstre miktari, ** Ekstre igerisindeki hiperozit miktarinin
% degeri (e = (x / Konsantrasyon) * 100), ***¢'lerin standart sapmasi

h* (%) hor SD **
0,11200
0,10830 0,11375 0,00651
0,12095

* Bitki igerisindeki % hiperozit miktari (h=ekstre verimi * e / 100), ** h'larin standart
sapmast

Hypericum pseudolaeve ekstresine ait kromatogramlar ve degerler:
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Sekil 4-56: H. pseudolaeve, hiperozit pikinin goriildigii LC kromatogrami
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Sekil 4-57: H. pseudolaeve, hiperozit pikine ait UV kromatogrami

Tablo 4-36: H. pseudolaeve tiirliniin igerdigi hiperozit miktar1 hesaplamalar

Konsantrasyon® Alan X**
(mg/ml) (mg/ml)
329882 0,01156
1 317677 0,01113
539666 0,01892

* Enjekte edilen numunenin konsantrasyonu
** 1 ml enjekte edilen numune igerisindeki hiperozit miktarinin mg cinsinden degeri

Ekstre Verimi* (%)  €** (%) €ort SD#**
1,15570

14,9 1,11280 1,38673 0,43784
1,89170

* 100 gram bitkiden elde edilen ekstre miktari, ** Ekstre icerisindeki hiperozit miktarinin
% degeri (e = (x / Konsantrasyon) * 100), ***¢'lerin standart sapmasi

h* (%) hor SD **
0,17220

0,16581 0,20662 0,06524
0,28186

* Bitki igerisindeki % hiperozit miktari (h=ekstre verimi * e / 100), ** h'larin standart
sapmast




Hypericum thymbrifolium ekstresine ait kromatogramlar ve degerler:
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Sekil 4-58: H. thymbrifolium, hiperozit pikinin goriildiigii LC kromatogrami
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Sekil 4-59: H. thymbrifolium, hiperozit pikine ait UV kromatogrami
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Tablo 4-37: H. thymbrifolium tiirliiniin igerdigi hiperozit miktar1 hesaplamalari

Konsantrasyon* Alan b Gl
(mg/ml) (mg/ml)
252540 0,00884
1 230917 0,00808
587719 0,01222

* Enjekte edilen numunenin konsantrasyonu
** 1 ml enjekte edilen numune igerisindeki hiperozit miktarinin mg cinsinden degeri

Ekstre Verimi* (%)  €** (%) Cort SD##*
0,88430

17,3 0,80840 0,97150  0,22006
1,22180

* 100 gram bitkiden elde edilen ekstre miktari, ** Ekstre igerisindeki hiperozit miktarinin
% degeri (e = (x / Konsantrasyon) * 100), ***¢'lerin standart sapmasi

h* (%) hor SD **
0,15298

0,13985 0,16807 0,03807
0,21137

* Bitki igerisindeki % hiperozit miktari (h=ekstre verimi * e / 100), ** h'larin standart
sapmast

Hypericum neurocalycinum ekstresine ait kromatogramlar ve degerler:
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Sekil 4-60: H. neurocalycinum, hiperozit pikinin goriildiigii LC kromatogrami
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Sekil 4-61: H. neurocalycinum, hiperozit pikine ait UV kromatogrami

Tablo 4-38: H. neurocalycinum tiriiniin igerdigi hiperozit miktar1 hesaplamalari

Konsantrasyon® Alan X**
(mg/ml) (mg/ml)
569288 0,01996
1 421577 0,01477
587719 0,02060

* Enjekte edilen numunenin konsantrasyonu
** 1 ml enjekte edilen numune igerisindeki hiperozit miktarinin mg cinsinden degeri

Ekstre Verimi* (%)  €** (%) €ort SD#**
1,99570

16,5 1,47740 1,84450 0,31956
2,06040

* 100 gram bitkiden elde edilen ekstre miktari, ** Ekstre icerisindeki hiperozit miktarinin
% degeri (e = (x / Konsantrasyon) * 100), ***¢'lerin standart sapmasi

h* (%) hor SD **
0,32929

0,24377 0,30434 0,05273
0,33997

* Bitki igerisindeki % hiperozit miktari (h=ekstre verimi * e / 100), ** h'larin standart
sapmast

nm
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Hypericum malatyanum ekstresine ait kromatogramlar ve degerler:
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Sekil 4-62: H. malatyanum, hiperozit pikinin goriildiigii LC kromatogrami
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Sekil 4-63: H. malatyanum, hiperozit pikine ait UV kromatogrami



Tablo 4-39: H. malatyanum tiirliniin igerdigi hiperozit miktar1 hesaplamalar1

Konsantrasyon* Alan b Gl
(mg/ml) (mg/ml)
650775 0,02282
1 776007 0,02721
730403 0,02561

* Enjekte edilen numunenin konsantrasyonu
** 1 ml enjekte edilen numune igerisindeki hiperozit miktarinin mg cinsinden degeri

Ekstre Verimi* (%)  €** (%) Cort SD##*
2,28160

233 2,72110  2,52123  0,22243
2,56100

* 100 gram bitkiden elde edilen ekstre miktari, ** Ekstre igerisindeki hiperozit miktarinin
% degeri (e = (x / Konsantrasyon) * 100), ***¢'lerin standart sapmasi

h* (%) hor SD **
0,53161
0,63402 0,58745 0,05183
0,59671

* Bitki igerisindeki % hiperozit miktari (h=ekstre verimi * e / 100), ** h'larin standart
sapmast

Hypericum perforatum ekstresine ait kromatogramlar ve degerler:
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Sekil 4-64: H. perforatum, hiperozit pikinin goriildiigii LC kromatogrami
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Sekil 4-65: H. perforatum, hiperozit pikine ait UV kromatogrami

Tablo 4-40: H. perforatum tiiriinlin igerdigi hiperozit miktar1 hesaplamalar1

Konsantrasyon® Alan X**
(mg/ml) (mg/ml)
411374 0,01442
1 602476 0,02112
554538 0,01944

* Enjekte edilen numunenin konsantrasyonu
** 1 ml enjekte edilen numune igerisindeki hiperozit miktarinin mg cinsinden degeri

Ekstre Verimi* (%)  €** (%) €ort SD#**
1,44160

26,8 2,11210 1,83257 0,34886
1,94400

* 100 gram bitkiden elde edilen ekstre miktari, ** Ekstre icerisindeki hiperozit miktarinin
% degeri (e = (x / Konsantrasyon) * 100), ***¢'lerin standart sapmasi

h* (%) hor SD **
0,38635

0,56604 0,49113 0,09350
0,52099

* Bitki igerisindeki % hiperozit miktari (h=ekstre verimi * e / 100), ** h'larin standart
sapmast




Tablo 4-41: Analizi yapilan 6rneklerin hiperozit yiizdeleri
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% Hiperozit

H. spectabile 0,11375
H. pseudolaeve 0,20662
H. thymbrifolium 0,16807
H. neurocalycinum 0,30434
H. malatyanum 0,58745
H. perforatum 0,49113

Hiperozit (%)
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Sekil 4-66: Hypericum tiirlerinin hiperozit i¢erikleri agisindan karsilastiriimasi
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4.1.3.4. YBSK ile izokersitrin Miktar Tayini Sonuglar

Bolim 3.2.1.3.’de anlatildig1 gibi hazirlanan izokersitrin standarti 5 farkli
konsantrasyonda 3 Ornek olarak kolona enjekte edildi. Kromatogramlarin
degerlendirilmesinde otomatik olarak YBSK cihazinin hesapladigi pik alan1 degerleri
kullanildi. Kolona enjekte edilen standart izokersitrin retansiyon zamani 10,747 dakika
olarak belirlendi. Izokersitrin standartina ait kromatogramlar (Sekil 4-67 ve Sekil 4-68),

konsantrasyon ve pik alan1 degerleri (Tablo 4-43) asagida gosterilmistir.
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Sekil 4-67: Izokersitrin standartina ait kromatogram
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Sekil 4-68: Izokersitrin standartia ait UV kromatogrami
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Tablo 4-42: Izokersitrin standartina ait konsantrasyon-pik alan1 semasi

Konsantrasyon Ortalama Standart %RSD Alan-1 Alan-2 Alan-3
Alan Sapma

0,10000 1672216 235304,4 14,07141 1400669 1816033 1799947

0,05000 819471 107465,0 13,11395 695556 887135 875722

0,02500 418188 42186,32 10,08788 369862 437047 447656

0,01250 207644 23735,38 11,43080 180384 218817 223731

0,00625 101745 11594,31 11,39550 88358 108592 108284

Bu degerler esas aliarak izokersitrin standartina ait 6l¢ii egrisi hazirlanmis ve dogru

denklemi belirlenmistir (Sekil 4-69).
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Sekil 4-69: Izokersitrin standartina ait dl¢ii egrisi

Hesaplanan dogru denklemi:
y=1,671137e+007x —3712,788
= 0,9999

r=0,9999

Izokersitrin standarti ile dogru denklemi belirlendikten sonra Bolim 3.2.1.2.°de

anlatildig1 gibi droglardan hazirlanan ekstreler kolona enjekte edildi. Ekstrelere ait

kromatogramlar asagida gosterilmistir.
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Hypericum spectabile ekstresine ait kromatogramlar ve degerler:
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Sekil 4-70: H. spectabile, izokersitrin pikinin goriildiigi LC kromatogrami
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Sekil 4-71: H. spectabile, izokersitrin pikine ait UV kromatogrami



Tablo 4-43: H. spectabile tiiriniin i¢erdigi izokersitrin miktar1 hesaplamalari

Hypericum pseudolaeve ekstresine ait kromatogramlar ve degerler:

Konsantrasyon* Alan b Gl
(mg/ml) (mg/ml)
484323 0,02920
5 577448 0,03478
559051 0,03368

* Enjekte edilen numunenin konsantrasyonu
** 1 ml enjekte edilen numune icerisindeki izokersitrin miktarinin mg cinsinden degeri

Ekstre Verimi* (%)  €** (%) Cort SD##*
0,58408

21,3 0,69552  0,65104  0,05902
0,67352

* 100 gram bitkiden elde edilen ekstre miktari, ** Ekstre icerisindeki
miktarinin % degeri (e = (x / Konsantrasyon) * 100), ***e'lerin standart sapmasi

izokersitrin

h* (%) hor SD **
0,12441

0,14815 0,13867 0,01257
0,14346

* Bitki igerisindeki % izokersitrin miktar1 (h=ekstre verimi * e / 100), ** h'larin standart

sapmasi
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Sekil 4-72: H. pseudolaeve, izokersitrin pikinin goriildiigii LC kromatogrami
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Sekil 4-73: H. pseudolaeve, izokersitrin pikine ait UV kromatogrami

Tablo 4-44: H. pseudolaeve tiirtiniin igerdigi izokersitrin miktar1 hesaplamalart

Konsantrasyon® Alan X**
(mg/ml) (mg/ml)
414549 0,02503
2 478177 0,02884
353558 0,02138

* Enjekte edilen numunenin konsantrasyonu
** 1 ml enjekte edilen numune icerisindeki izokersitrin miktarinin mg cinsinden degeri

Ekstre Verimi* (%)  €** (%) €ort SD#**
1,25145

14,9 1,44180 1,25408 0,18641
1,06900

* 100 gram bitkiden elde edilen ekstre miktari, ** Ekstre igerisindeki izokersitrin
miktarinin % degeri (e = (x / Konsantrasyon) * 100), ***e¢'lerin standart sapmasi

h* (%) hor SD **
0,18647

0,21483 0,18686 0,02778
0,15928

* Bitki igerisindeki % izokersitrin miktar1 (h=ekstre verimi * e / 100), ** h'larin standart
sapmast
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Hypericum thymbrifolium ekstresine ait kromatogramlar ve degerler:

mAU
1360nm,4nm (1.00)
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Sekil 4-74: H. thymbrifolium, izokersitrin pikinin goriildiigii LC kromatogrami
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Sekil 4-75: H. thymbrifolium, izokersitrin pikine ait UV kromatogrami



Tablo 4-45: H. thymbrifolium tiiriiniin igerdigi izokersitrin miktar1 hesaplamalari

Konsantrasyon* Alan b Gl
(mg/ml) (mg/ml)
267939 0,01626
1 239630 0,01456
361717 0,02187

* Enjekte edilen numunenin konsantrasyonu
** 1 ml enjekte edilen numune icerisindeki izokersitrin miktarinin mg cinsinden degeri

Ekstre Verimi* (%)  €** (%) Cort SD##*
1,62560

17,3 1,45620 1,75617  0,38235
2,18670

* 100 gram bitkiden elde edilen ekstre miktari, ** Ekstre icerisindeki izokersitrin
miktarinin % degeri (e = (x / Konsantrasyon) * 100), ***e'lerin standart sapmasi

h* (%) hore SD **
0,28123
0,25192 0,30382 0,06615
0,37830

* Bitki igerisindeki % izokersitrin miktar1 (h=ekstre verimi * e / 100), ** h'larin standart

sapmasi

Hypericum neurocalycinum ekstresine ait kromatogramlar ve degerler:
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Sekil 4-76: H. neurocalycinum, izokersitrin pikinin goriildiigii LC kromatogrami
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Sekil 4-77: H. neurocalycinum, izokersitrin pikine ait UV kromatogram

Tablo 4-46: H. neurocalycinum tirtiniin igerdigi izokersitrin miktar1 hesaplamalar

Konsantrasyon® Alan X**
(mg/ml) (mg/ml)
582552 0,03508
5 662632 0,03987
592945 0,03570

* Enjekte edilen numunenin konsantrasyonu
** 1 ml enjekte edilen numune icerisindeki izokersitrin miktarinin mg cinsinden degeri

Ekstre Verimi* (%)  €** (%) €ort SD#**
0,70164

16,5 0,79748 0,73773  0,05211
0,71408

* 100 gram bitkiden elde edilen ekstre miktari, ** Ekstre igerisindeki izokersitrin
miktarinin % degeri (e = (x / Konsantrasyon) * 100), ***e¢'lerin standart sapmasi

h* (%) hor SD **
0,11577

0,13158 0,12173 0,00860
0,11782

* Bitki igerisindeki % izokersitrin miktar1 (h=ekstre verimi * e / 100), ** h'larin standart
sapmast




Hypericum malatyanum ekstresine ait kromatogramlar ve degerler:
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Sekil 4-78: H. malatyanum, izokersitrin pikinin goriildiigii LC kromatogrami
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Sekil 4-79: H. malatyanum, izokersitrin pikine ait UV kromatogrami
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Tablo 4-47: H. malatyanum tiirliniin igerdigi izokersitrin miktar1 hesaplamalar1

Konsantrasyon® Alan X**
(mg/ml) (mg/ml)
454059 0,02739
3 401819 0,02427
423583 0,02557

* Enjekte edilen numunenin konsantrasyonu
** 1 ml enjekte edilen numune igerisindeki izokersitrin miktarinin mg cinsinden degeri

Ekstre Verimi* (%)  €** (%) €ort SD
0,91310
23,3 0,80890 0,85810 0,05234
0,85230

* 100 gram bitkiden elde edilen ekstre miktari, ** Ekstre igerisindeki izokersitrin
miktarinin % degeri (e = (x / Konsantrasyon) * 100), ***e¢'lerin standart sapmasi

h* (%) hort SD **
0,21275
0,18847 0,19994 0,01220
0,19859

* Bitki igerisindeki % izokersitrin miktari (h=ekstre verimi * ¢ / 100), ** h'larin standart

sapmast

Hypericum perforatum ekstresine ait kromatogramlar ve degerler:
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Sekil 4-80: H. perforatum, izokersitrin pikinin goriildiigii LC kromatogrami
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Sekil 4-81: H. perforatum, izokersitrin pikine ait UV kromatogrami

Tablo 4-48: H. perforatum tiirliniin i¢erdigi izokersitrin miktar1 hesaplamalari

Konsantrasyon® Alan X**
(mg/ml) (mg/ml)
195083 0,01190
1 270411 0,01640
249096 0,01513

* Enjekte edilen numunenin konsantrasyonu
** 1 ml enjekte edilen numune i¢erisindeki izokersitrin miktarinin mg cinsinden degeri

Ekstre Verimi* (%)  €** (%) €ort SD#**
1,18960

26,8 1,64030 1,44757 0,23232
1,51280

* 100 gram bitkiden elde edilen ekstre miktari, ** Ekstre igerisindeki izokersitrin
miktarinin % degeri (e = (x / Konsantrasyon) * 100), ***e¢'lerin standart sapmasi

h* (%) hor SD **
0,31881

0,43960 0,38795 0,06226
0,40543

* Bitki igerisindeki % izokersitrin miktar1 (h=ekstre verimi * e / 100), ** h'larin standart
sapmast
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Tablo 4-49: Analizi yapilan 6rneklerin izokersitrin yiizdeleri

% Izokersitrin

H. spectabile 0,13867
H. pseudolaeve 0,18686
H. thymbrifolium 0,30382
H. neurocalycinum 0,12173
H. malatyanum 0,19994
H. perforatum 0,38795
izokersitrin (%)
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Sekil 4-82: Hypericum tiirlerinin izokersitrin icerikleri agisindan karsilagtiriimasi
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4.1.3.5. YBSK ile Kersitrin Miktar Tayini Sonug¢lar:

Bolim 3.2.1.3.°de anlatildigi gibi hazirlanan kersitrin standartt 5 farkli
konsantrasyonda 3 Ornek olarak kolona enjekte edildi. Kromatogramlarin
degerlendirilmesinde otomatik olarak YBSK cihazinin hesapladigi pik alan1 degerleri
kullanildi. Kolona enjekte edilen standart kersitrin retansiyon zamam 14,424 dakika
olarak belirlendi. Kersitrin standartina ait kromatogramlar (Sekil 4-83 ve Sekil 4-84),

konsantrasyon ve pik alani degerleri (Tablo 4-50) asagida gosterilmistir.
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Sekil 4-83: Kersitrin standartina ait LC kromatogrami
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Sekil 4-84: Kersitrin standartina ait UV kromatogrami
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Tablo 4-50: Kersitrin standartina ait konsantrasyon-pik alani semasi

Konsantrasyon Ortalama Standart %RSD Alan-1 Alan-2 Alan-3
Alan Sapma

0,10000 1207716 412836,5 34,18324 1429456 1462301 731391

0,05000 607708 201993,1 33,23851 729532 719047 374545
0,02500 306948 104791,2 34,13969 366884 368013 185948
0,01250 150911 46945,17 31,10795 175611 180349 96772
0,00625 80061  25613,56 31,99260 89821 99360 51002

Bu degerler esas alinarak kersitrin standartina ait Ol¢ii egrisi hazirlanmis ve dogru

denklemi belirlenmistir (Sekil 4-85).

Area
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Sekil 4-85: Kersitrin standartina ait 6l¢ii egrisi

Hesaplanan dogru denklemi:
y=1,205178e+007x — 3518,974
= 0,9999

r=0,9999

Kersitrin standarti ile dogru denklemi belirlendikten sonra Boliim 3.2.1.2.°de anlatildig1
gibi droglardan hazirlanan ekstreler kolona enjekte edildi. Ekstrelere ait kromatogramlar

asagida gosterilmistir.
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Hypericum spectabile ekstresine ait kromatogramlar ve degerler:
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Sekil 4-86: H. spectabile, kersitrin pikinin goriildiigii ait LC kromatogrami
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Sekil 4-87: H. spectabile, kersitrin pikine ait UV kromatogrami



Tablo 4-51: H. spectabile tiirliniin i¢erdigi kersitrin miktar1 hesaplamalari

Konsantrasyon* Alan b Gl
(mg/ml) (mg/ml)
744404 0,06148
1 754053 0,06228
695537 0,05742

* Enjekte edilen numunenin konsantrasyonu
** 1 ml enjekte edilen numune icerisindeki kersitrin miktarmin mg cinsinden degeri

Ekstre Verimi* (%)  €** (%) Cort SD##*
6,14750

21,3 6,22760  6,03903  0.26034
5,74200

* 100 gram bitkiden elde edilen ekstre miktar1, ** Ekstre i¢erisindeki kersitrin miktarinin
% degeri (e = (x / Konsantrasyon) * 100), ***¢'lerin standart sapmasi

h* (%) hor SD **
1,30942

1,32648 1,28631 0,05545
1,22305

* Bitki igerisindeki % kersitrin miktar1 (h=ekstre verimi * e / 100), ** h'larin standart
sapmast

Hypericum pseudolaeve ekstresine ait kromatogramlar ve degerler:
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Sekil 4-88: H. pseudolaeve, kersitrin pikinin goriildiigii LC kromatogrami
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Sekil 4-89: H. pseudolaeve, kersitrin pikine ait UV kromatogrami

Tablo 4-52: H. pseudolaeve tiirtinilin igerdigi kersitrin miktar1 hesaplamalari

Konsantrasyon® Alan X**
(mg/ml) (mg/ml)
436707 0,03594
2 481716 0,03968
358667 0,02947

* Enjekte edilen numunenin konsantrasyonu
** 1 ml enjekte edilen numune igerisindeki kersitrin miktarmin mg cinsinden degeri

Ekstre Verimi* (%)  €** (%) €ort SD#**
1,79720

14,9 1,98395 1,75153  0,25830
1,47345

* 100 gram bitkiden elde edilen ekstre miktar1, ** Ekstre i¢erisindeki kersitrin miktarinin
% degeri (e = (x / Konsantrasyon) * 100), ***¢'lerin standart sapmasi

h* (%) hoe  SD **
0,26778
0,29561 0,26098 0,03849
0,21954

* Bitki igerisindeki % kersitrin miktar1 (h=ekstre verimi * e / 100), ** h'larin standart
sapmast




Hypericum thymbrifolium ekstresine ait kromatogramlar ve degerler:

mAU

1360nm,4nm (1.00)

0 10 20 30

144

1452
729

77

- ’ 1 1 ‘ 1 1 ‘ 1 1 ‘ 1 1 ‘ 1 1 ‘ 1
200 300 400 500 600 700

Sekil 4-91: H. thymbrifolium, kersitrin pikine ait UV kromatogrami
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Tablo 4-53: H. thymbrifolium tiirliniin igerdigi kersitrin miktar1 hesaplamalari

Konsantrasyon* Alan b Gl
(mg/ml) (mg/ml)
401600 0,033031
4 469467 0,038662
437885 0,036042

* Enjekte edilen numunenin konsantrasyonu
** 1 ml enjekte edilen numune icerisindeki kersitrin miktarmin mg cinsinden degeri

Ekstre Verimi* (%)  €** (%) Cort SD##*
0,82578

17,3 0,96655 0,89779  0,07044
0,90105

* 100 gram bitkiden elde edilen ekstre miktar1, ** Ekstre i¢erisindeki kersitrin miktarinin
% degeri (e = (x / Konsantrasyon) * 100), ***¢'lerin standart sapmasi

h* (%) hore SD **
0,14286
0,16721 0,15532 0,01219
0,15588

* Bitki igerisindeki % kersitrin miktar1 (h=ekstre verimi * e / 100), ** h'larin standart

sapmasi

Hypericum neurocalycinum ekstresine ait kromatogramlar ve degerler:

mAU
4360nm,4nm (1.00)
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Sekil 4-92: H. neurocalycinum, metanol ekstresine ait LC kromatogrami
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H. neurocalycinum ekstresinde kersitrin standarti ile ayni retansiyon zamanina ve ayni

UV degerlerine sahip bir pik saptanmamustir.
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Hypericum malatyanum ekstresine ait kromatogramlar ve degerler:

mAU
2360nm,4nm (1.00) ‘
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1500 5 ‘
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] \
| | ©
500— | | ’[ 2 !‘ |
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Sekil 4-93: H. malatyanum, Kersitrin pikinin goriildiigii LC kromatogrami
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Sekil 4-94: H. malatyanum., Kersitrin pikine ait UV kromatogram1



Tablo 4-54: H. malatyanum tirliniin igerdigi kersitrin miktar1 hesaplamalari

Konsantrasyon* Alan b Gl
(mg/ml) (mg/ml)
87991 0,00701
20 86900 0,00692
74783 0,00591

* Enjekte edilen numunenin konsantrasyonu
** 1 ml enjekte edilen numune icerisindeki kersitrin miktarmin mg cinsinden degeri

Ekstre Verimi* (%)  €** (%) Cort SD##*
0,03505

233 0,03460  0,03307  0,00304
0,02957

* 100 gram bitkiden elde edilen ekstre miktar1, ** Ekstre i¢erisindeki kersitrin miktarinin
% degeri (e = (x / Konsantrasyon) * 100), ***¢'lerin standart sapmasi

h* (%) hore SD **
0,00817
0,00806 0,00770 0,00071
0,00689

* Bitki igerisindeki % kersitrin miktar1 (h=ekstre verimi * e / 100), ** h'larin standart

sapmasi

Hypericum perforatum ekstresine ait kromatogramlar ve degerler:
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Sekil 4-95: H. perforatum, kersitrin pikinin goriildiigii LC kromatogrami
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Sekil 4-96: H. perforatum, kersitrin pikine ait UV kromatogrami

Tablo 4-55: H. perforatum tiiriiniin i¢erdigi kersitrin miktar1 hesaplamalari

Konsantrasyon® Alan X**
(mg/ml) (mg/ml)
240009 0,01962
4 239051 0,01954
259386 0,02123

* Enjekte edilen numunenin konsantrasyonu
** 1 ml enjekte edilen numune igerisindeki kersitrin miktarmin mg cinsinden degeri

Ekstre Verimi* (%)  €** (%) €ort SD#**
0,49058

26,8 0,48858 0,50331 0,02381
0,53078

* 100 gram bitkiden elde edilen ekstre miktari, ** Ekstre i¢erisindeki kersitrin miktarinin
% degeri (e = (x / Konsantrasyon) * 100), ***¢'lerin standart sapmasi

h* (%) hor SD **
0,13147

0,13094 0,13489 0,00638
0,14225

* Bitki igerisindeki % kersitrin miktar1 (h=ekstre verimi * e / 100), ** h'larin standart
sapmast




Tablo 4-56: Analizi yapilan 6rneklerin kersitrin ytlizdeleri
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% Kersitrin

H. spectabile 1,28631
H. pseudolaeve 0,26098
H. thymbrifolium 0,15532
H. neurocalycinum -
H. malatyanum 0,00770
H. perforatum 0,13489
Kersitrin (%)
120000
1,00000
0,80000
0,60000
0,40000
0,20000 p— p——
0,00000 - T
A &b " o o
;:*“S& & ‘(;e"&)\ @w" &
» 3 o o S
>

Sekil 4-97: Hypericum tiirlerinin kersitrin igerikleri agisindan karsilastirilmast
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4.1.3.6. YBSK ile Kempferol Miktar Tayini Sonuc¢lar

Bolim 3.2.1.3.°de anlatildigi gibi hazirlanan kempferol standartt 6 farkli
konsantrasyonda 3 Ornek olarak kolona enjekte edildi. Kromatogramlarin
degerlendirilmesinde otomatik olarak YBSK cihazinin hesapladigi pik alan1 degerleri
kullanildi. Kolona enjekte edilen standart kempferol retansiyon zamani1 17,090 dakika
olarak belirlendi. Kempferol standartina ait kromatogramlar (Sekil 4-98 ve Sekil 4-99),

konsantrasyon ve pik alani degerleri (Tablo 4-57) asagida gosterilmistir.

mAU
4360nm,4nm (1.00) S
150 S
i —
100
50—
] \
Oi v \Kﬁﬁp
1 \ \ \ I
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Sekil 4-98: Kempferol standartina ait LC kromatogrami
mAU
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Sekil 4-99: Kempferol standartina ait UV kromatogrami
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Tablo 4-57: Kempferol standartina ait konsantrasyon-pik alan1 semasi

Konsantrasyon Ortalama Standart %RSD Alan-1 Alan-2 Alan-3
Alan Sapma
0,0125000 650203  93952,97 14,44978 745571 557733 647306
0,0062500 331743  48757,13 14,69727 383384 286502 325343
0,0031250 168217 28954,51 17,21263 200362 144183 160105
0,0015625 87219  12191,58 13,97812 101066 78096 82496
0,0007800 42683  7,470736 17,50281 50268 35332 42450
0,0003900 21810  2,363420 10,83628 24390 19750 21290

Bu degerler esas alinarak kempferol standartina ait ol¢ii egrisi hazirlanmig ve dogru

denklemi belirlenmistir (Sekil 4-100).

Area

eooooo-:
sooooo-:
4ooooo-:
300000-:
200000-:

100000

0
0000 0001 0002 0003 0004 0005 0006 0007 0008 0009 0010 0011 0.012 Conc.

Sekil 4-100: Kempferol standartina ait 61¢ii egrisi

Hesaplanan dogru denklemi:
y =5,183916e+007x + 4373,856
= 10,9999

r=0,9999

Kempferol standartt ile dogru denklemi belirlendikten sonra Bolim 3.2.1.2.°de
anlatildig1 gibi droglardan hazirlanan ekstreler kolona enjekte edildi. Ekstrelere ait

kromatogramlar asagida gosterilmistir.
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Hypericum spectabile ekstresine ait kromatogramlar ve degerler:

mAU
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Sekil 4-101: H. spectabile, kempferol pikinin goriildiigii LC kromatogrami
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Sekil 4-102: H. spectabile, kempferol pikine ait UV kromatogrami



Tablo 4-58: H. spectabile tiirtinlin icerdigi kempferol miktar1 hesaplamalari

Konsantrasyon* Alan b Gl
(mg/ml) (mg/ml)
223501 0,00423
10 188091 0,00354
189166 0,00357

* Enjekte edilen numunenin konsantrasyonu
** 1 ml enjekte edilen numune icerisindeki kempferol miktarinin mg cinsinden degeri

Ekstre Verimi* (%)  €** (%) Cort SD##*
0,04227

21,3 0,03544  0,03779  0,00388
0,03565

* 100 gram bitkiden elde edilen ekstre miktari, ** Ekstre icerisindeki kempferol
miktarinin % degeri (e = (x / Konsantrasyon) * 100), ***e'lerin standart sapmasi

h* (%) hor SD **
0,00900
0,00755 0,00805 0,00083
0,00759

* Bitki igerisindeki % kempferol miktari (h=ekstre verimi * e / 100), ** h'larin standart
sapmast

Hypericum pseudolaeve ekstresine ait kromatogramlar ve degerler:

mAU
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Sekil 4-103: H. pseudolaeve, kempferol pikinin goriildiigii LC kromatogrami
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mAU
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Sekil 4-104: H. pseudolaeve, kempferol pikine ait UV kromatogrami

Tablo 4-59: H. pseudolaeve tiiriiniin icerdigi kempferol miktar1 hesaplamalari

Konsantrasyon* Alan X**
(mg/ml) (mg/ml)
281671 0,005349
20 247584 0,004692
226978 0,004294

* Enjekte edilen numunenin konsantrasyonu
** 1 ml enjekte edilen numune igerisindeki kempferol miktarinin mg cinsinden degeri

Ekstre Verimi* (%)  €** (%) Cort SD##*
0,02675

14,9 0,02346  0,02389  0,00266
0,02147

* 100 gram bitkiden elde edilen ekstre miktari, ** Ekstre icerisindeki kempferol
miktarinin % degeri (e = (x / Konsantrasyon) * 100), ***e'lerin standart sapmasi

h* (%) hort SD **
0,00399

0,00350 0,00356 0,00040
0,00320

* Bitki igerisindeki % kempferol miktar1 (h=ekstre verimi * e / 100), ** h'larin standart
sapmasi
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Hypericum thymbrifolium ekstresine ait kromatogramlar ve degerler:

mAU
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Sekil 4-105: H. thymbrifolium, kempferol pikinin goriildiigi LC kromatogrami
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Sekil 4-106: H. thymbrifolium, kempferol pikine ait UV kromatogrami



Tablo 4-60: H. thymbrifolium tiirliniin igerdigi kempferol miktar1 hesaplamalari

Konsantrasyon* Alan b Gl
(mg/ml) (mg/ml)
70669 0,00128
30 65113 0,00117
66255 0,00119

* Enjekte edilen numunenin konsantrasyonu
** 1 ml enjekte edilen numune icerisindeki kempferol miktarinin mg cinsinden degeri

Ekstre Verimi* (%)  €** (%) Cort SD##*
0,00426

17,3 0,00391  0,00405 0,00019
0,00398

* 100 gram bitkiden elde edilen ekstre miktari, ** Ekstre icerisindeki kempferol
miktarinin % degeri (e = (x / Konsantrasyon) * 100), ***e'lerin standart sapmasi

h* (%) hore SD **
0,00074
0,00068 0,00070 0,00003
0,00069

* Bitki igerisindeki % kempferol miktari (h=ekstre verimi * e / 100), ** h'larin standart

sapmasi

Hypericum neurocalycinum ekstresine ait kromatogramlar ve degerler:
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Sekil 4-107: H. neurocalycinum, kempferol pikinin goriildiigii LC kromatogrami
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Sekil 4-108: H. neurocalycinum, kempferol pikine ait UV kromatogrami

Tablo 4-61: H. neurocalycinum tiriiniin igerdigi kempferol miktar1 hesaplamalari

Konsantrasyon® Alan X**
(mg/ml) (mg/ml)
293784 0,00558
20 316305 0,00602
311468 0,00592

* Enjekte edilen numunenin konsantrasyonu
** 1 ml enjekte edilen numune i¢erisindeki kempferol miktarinin mg cinsinden degeri

Ekstre Verimi* (%)  €** (%) €ort SD
0,02792

16,5 0,03009 0,02921 0,00114
0,02962

* 100 gram bitkiden elde edilen ekstre miktar, ** Ekstre icerisindeki kempferol
miktarinin % degeri (e = (x / Konsantrasyon) * 100), ***e¢'lerin standart sapmasi

h* (%) hor SD **
0,00461
0,00496 0,00482 0,00019
0,00489

* Bitki igerisindeki % kempferol miktar1 (h=ekstre verimi * e / 100), ** h'larin standart
sapmasl
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Hypericum malatyanum ekstresine ait kromatogramlar ve degerler:
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Sekil 4-109: H. malatyanum, kempferol pikinin goriildiigii LC kromatogrami
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Sekil 4-110: H. malatyanum, kempferol pikine ait LC kromatogrami



Tablo 4-62: H. malatyanum tiiriiniin igerdigi kempferol miktar1 hesaplamalar1

Konsantrasyon* Alan b Gl
(mg/ml) (mg/ml)
133209 0,00249
30 134721 0,00251
121572 0,00226

* Enjekte edilen numunenin konsantrasyonu
** 1 ml enjekte edilen numune icerisindeki kempferol miktarinin mg cinsinden degeri

Ekstre Verimi* (%)  €** (%) Cort SD##*
0,00828

233 0,00838 0,00807  0,00046
0,00754

* 100 gram bitkiden elde edilen ekstre miktari, ** Ekstre icerisindeki kempferol
miktarinin % degeri (e = (x / Konsantrasyon) * 100), ***e'lerin standart sapmasi

h* (%) hor SD **
0,00193
0,00195 0,00188 0,00011
0,00176

* Bitki igerisindeki % kempferol miktari (h=ekstre verimi * e / 100), ** h'larin standart
sapmast

Hypericum perforatum ekstresine ait kromatogramlar ve degerler:
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Sekil 4-111: H. perforatum, kempferol pikinin goriildiigii LC kromatogrami
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Sekil 4-112: H. perforatum, kempferol pikine ait UV kromatogrami

Tablo 4-63: H. perforatum tiriiniin i¢cerdigi kempferol miktar1 hesaplamalari

Konsantrasyon* Alan b Gl
(mg/ml) (mg/ml)
104808 0,00194
30 113630 0,00211
109267 0,00202

* Enjekte edilen numunenin konsantrasyonu
** 1 ml enjekte edilen numune icerisindeki kempferol miktarinin mg cinsinden degeri

Ekstre Verimi* (%)  €** (%) Cort SD##*
0,00646

26,8 0,00703  0,00674  0,00029
0,00674

* 100 gram bitkiden elde edilen ekstre miktari, ** Ekstre icerisindeki kempferol
miktarinin % degeri (e = (x / Konsantrasyon) * 100), ***e'lerin standart sapmasi

h* (%) hort SD **
0,00173

0,00188 0,00181 0,00008
0,00181

* Bitki igerisindeki % kempferol miktari (h=ekstre verimi * e / 100), ** h'larin standart
sapmast
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Tablo 4-64: Analizi yapilan 6rneklerin kempferol yiizdeleri

% Kempferol

H. spectabile 0,00805
H. pseudolaeve 0,00356
H. thymbrifolium 0,00070
H. neurocalycinum 0,00482
H. malatyanum 0,00188
H. perforatum 0,00181

Kempferol (%)

0,00900
0,00800 +
0,00700
0,00600 +
0,00500
0,00400
0,00300 s
0,00200
n.00100 + A
0,00000 -

Sekil 4-113: Hypericum tiirlerinin kempferol igerikleri a¢isindan kargilastiriimasi
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4.1.3.7. YBSK ile Kersetin Miktar Tayini Sonug¢lar:

Bolim 3.2.1.3.’de anlatildig1 gibi hazirlanan kersetin standarti 5 farkli
konsantrasyonda 3 Ornek olarak kolona enjekte edildi. Kromatogramlarin
degerlendirilmesinde otomatik olarak YBSK cihazinin hesapladigi pik alan1 degerleri
kullanildi. Kolona enjekte edilen standart kersetin retansiyon zamani 17,838 dakika
olarak belirlendi. Kersetin standartina ait kromatogramlar (Sekil 4-114 ve Sekil 4-115),

konsantrasyon ve pik alani degerleri (Tablo 4-65) asagida gosterilmistir.

mAU
50-360nm,4nm (1.00)

17.838

Sekil 4-114: Kersetin standartina ait LC kromatogrami
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Sekil 4-115: Kersetin standartina ait UV kromatogrami
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Tablo 4-65: Kersetin standartina ait konsantrasyon-pik alani semasi

Konsantrasyon Ortalama Standart %RSD Alan-1 Alan-2 Alan-3
Alan Sapma
0,1000000 3678252 445271,8 12,10553 3359110 3488713 4186934
0,0500000 1807392 248757,3 13,76333 1603981 1733462 2084734
0,0250000 897633 128114,3 14,27246 803575 845778 1043546
0,0125000 448418 61597,66 13,73666 401080 426113 518061
0,0062500 219616 30271,67 13,78391 198117 206497 254234

Bu degerler esas alinarak kersetin standartina ait 6l¢ii egrisi hazirlanmis ve dogru

denklemi belirlenmistir (Sekil 4-116).

)T rea
3500000%
3000000%
2500000%
2000000%
1500000{
1000000{

500000—-

o]
0.

006 007

008 009 conc.

Sekil 4-116: Kersetin standartina ait 6lgii egrisi

Hesaplanan dogru denklemi:
y =3,688175e¢+007x + 18905,43
= 0,9999

r=0,9999

Kersetin standarti ile dogru denklemi belirlendikten sonra Boliim 3.2.1.2.°de anlatildigi

gibi droglardan hazirlanan ekstreler kolona enjekte edildi. Ekstrelere ait kromatogramlar

asagida gosterilmistir.



164

Hypericum spectabile ekstresine ait kromatogramlar ve degerler:
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Sekil 4-117: H. spectabile, kersetin pikinin goriildiigii LC kromatogrami
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Sekil 4-118: H. spectabile, kersetin pikine ait UV kromatogrami



Tablo 4-66: H. spectabile tiiriniin i¢erdigi kersetin miktar1 hesaplamalari

Konsantrasyon* Alan b Gl
(mg/ml) (mg/ml)
1092263 0,03013
10 913539 0,02528
883467 0,02447

* Enjekte edilen numunenin konsantrasyonu
** 1 ml enjekte edilen numune igerisindeki kersetin miktarinin mg cinsinden degeri

Ekstre Verimi* (%)  €** (%) Cort SD##*
0,30128

21,3 0,25282  0,26626  0,03060
0,24467

* 100 gram bitkiden elde edilen ekstre miktari, ** Ekstre icerisindeki kersetin miktarinin
% degeri (e = (x / Konsantrasyon) * 100), ***¢'lerin standart sapmasi

h* (%) hor SD **
0,06417

0,05385 0,05671 0,00652
0,05211

* Bitki igerisindeki % kersetin miktar1 (h=ekstre verimi * e / 100), ** h'larin standart
sapmast

Hypericum pseudolaeve ekstresine ait kromatogramlar ve degerler:
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Sekil 4-119: H. pseudolaeve, kersetin pikinin gorildiigi LC kromatogrami
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Sekil 4-120: H. pseudolaeve, kersetin pikine ait UV kromatogrami

Tablo 4-67: H. pseudolaeve tiiriiniin igerdigi kersetin miktar1 hesaplamalari

Konsantrasyon® Alan X**
(mg/ml) (mg/ml)
3145771 0,08581
20 2960859 0,08079
2632322 0,07189

* Enjekte edilen numunenin konsantrasyonu
** 1 ml enjekte edilen numune igerisindeki kersetin miktarinin mg cinsinden degeri

Ekstre Verimi* (%)  €** (%) €ort SD#**
0,42903

14,9 0,40396 0,39747 0,03525
0,35943

* 100 gram bitkiden elde edilen ekstre miktari, ** Ekstre igerisindeki kersetin miktarinin
% degeri (e = (x / Konsantrasyon) * 100), ***¢'lerin standart sapmasi

h* (%) hor SD **
0,06393

0,06019 0,05922 0,00525
0,05355

* Bitki igerisindeki % kersetin miktar1 (h=ekstre verimi * e / 100), ** h'larin standart
sapmast




Hypericum thymbrifolium ekstresine ait kromatogramlar ve degerler:
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Sekil 4-121: H. thymbrifolium, kersetin pikinin goriildiigii LC kromatogrami
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Sekil 4-122: H. thymbrifolium, kersetin pikine ait UV kromatogrami



Tablo 4-68: H. thymbrifolium tiiriiniin igerdigi kersetin miktar1 hesaplamalari

Konsantrasyon* Alan b Gl
(mg/ml) (mg/ml)
810891 0,02250
10 779014 0,02164
834644 0,02314

* Enjekte edilen numunenin konsantrasyonu
** 1 ml enjekte edilen numune igerisindeki kersetin miktarinin mg cinsinden degeri

Ekstre Verimi* (%)  €** (%) Cort SD##*
0,22499

17,3 0,21635 0,22426  0,00757
0,23143

* 100 gram bitkiden elde edilen ekstre miktari, ** Ekstre icerisindeki kersetin miktarinin
% degeri (e = (x / Konsantrasyon) * 100), ***¢'lerin standart sapmasi

h* (%) hore SD **
0,03892
0,03743 0,03880 0,00131
0,04004

* Bitki igerisindeki % kersetin miktar1 (h=ekstre verimi * e / 100), ** h'larin standart

sapmasi

Hypericum neurocalycinum ekstresine ait kromatogramlar ve degerler:
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Sekil 4-123: H. neurocalycinum, kersetin pikinin goriildiigii LC kromatogrami
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Sekil 4-124: H. neurocalycinum, kersetin pikine ait UV kromatogrami

Tablo 4-69: H. neurocalycinum tiiriiniin icerdigi kersetin miktar1 hesaplamalari

Konsantrasyon* Alan X**
(mg/ml) (mg/ml)
1420640 0,03903
5 1672196 0,04585
1481109 0,04067

* Enjekte edilen numunenin konsantrasyonu
** 1 ml enjekte edilen numune igerisindeki kersetin miktarinin mg cinsinden degeri

Ekstre Verimi* (%)  €** (%) Cort SD##*
0,78020

16,5 0,91704 0,83689 0,07137
0,81342

* 100 gram bitkiden elde edilen ekstre miktari, ** Ekstre igerisindeki kersetin miktarinin
% degeri (e = (x / Konsantrasyon) * 100), ***e¢'lerin standart sapmasi

h* (%) hor SD **
0,12873

0,15131 0,13809 0,01178
0,13421

* Bitki igerisindeki % kersetin miktar1 (h=ekstre verimi * e / 100), ** h'larin standart
sapmasi
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Hypericum malatyanum ekstresine ait kromatogramlar ve degerler:
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Sekil 4-125: H. malatyanum, kersetin pikinin goriildiigii LC kromatogrami
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Sekil 4-126: H. malatyanum, kersetin pikine ait UV kromatogrami



Tablo 4-70: H. malatyanum tiirliiniin igerdigi kersetin miktar1 hesaplamalari

Konsantrasyon* Alan b Gl
(mg/ml) (mg/ml)
2359110 0,08581
20 2358721 0,08079
2198945 0,07189

* Enjekte edilen numunenin konsantrasyonu
** 1 ml enjekte edilen numune igerisindeki kersetin miktarinin mg cinsinden degeri

Ekstre Verimi* (%)  €** (%) Cort SD##*
0,42903

233 0,40396 0,39747  0,03525
0,35943

* 100 gram bitkiden elde edilen ekstre miktari, ** Ekstre icerisindeki kersetin miktarinin
% degeri (e = (x / Konsantrasyon) * 100), ***¢'lerin standart sapmasi

h* (%) hore SD **
0,09996
0,09412 0,09261 0,00821
0,08374

* Bitki igerisindeki % kersetin miktar1 (h=ekstre verimi * e / 100), ** h'larin standart

sapmasi

Hypericum perforatum ekstresine ait kromatogramlar ve degerler:
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Sekil 4-127: H. perforatum, kersetin pikinin goriildiigii LC kromatogrami
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Sekil 4-128: H. perforatum, kersetin pikine ait UV kromatogrami

Tablo 4-71: H. perforatum tiriiniin igerdigi kersetin miktar1 hesaplamalari

Konsantrasyon* Alan X**
(mg/ml) (mg/ml)
654102 0,01825
4 647469 0,01807
706499 0,01967

* Enjekte edilen numunenin konsantrasyonu
** 1 ml enjekte edilen numune igerisindeki kersetin miktarinin mg cinsinden degeri

Ekstre Verimi* (%)  €** (%) Cort SD##*
0,45620

26,8 0,45170  0,46653  0,02191
0,49170

* 100 gram bitkiden elde edilen ekstre miktari, ** Ekstre igerisindeki kersetin miktarinin
% degeri (e = (x / Konsantrasyon) * 100), ***e¢'lerin standart sapmasi

h* (%) hor SD **
0,12226
0,12106 0,12503 0,00587
0,13178

* Bitki igerisindeki % kersetin miktar1 (h=ekstre verimi * e / 100), ** h'larin standart
sapmasi
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Tablo 4-72: Analizi yapilan 6rneklerin kersetin yiizdeleri

% Kersetin

H. spectabile 0,05671
H. pseudolaeve 0,05922
H. thymbrifolium 0,03880
H. neurocalycinum 0,13809
H. malatyanum 0,09261
H. perforatum 0,12503
Kersetin (%)
&&-e i\\“ G“‘ ‘°\¢
Q_‘éf' sz"‘ *‘]’0 @-‘\‘0&\% *\\@ ?Qe‘
»

Sekil 4-129: Hypericum tiirlerinin kersetin icerikleri agisindan karsilagtirilmasi
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4.1.3.8. YBSK ile Amentoflavon Miktar Tayini Sonuc¢lari

Boliim 3.2.1.3.°de anlatildig1 gibi hazirlanan amentoflavon standarti 5 farkli
konsantrasyonda 3 Ornek olarak kolona enjekte edildi. Kromatogramlarin
degerlendirilmesinde otomatik olarak YBSK cihazinin hesapladigi pik alan1 degerleri
kullanildi. Kolona enjekte edilen standart amentoflavon retansiyon zamani 20,267
dakika olarak belirlendi. Amentoflavon standartina ait kromatogramlar (Sekil 4-130 ve

Sekil 4-131), konsantrasyon ve pik alani degerleri (Tablo 4-73) asagida gosterilmistir.
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Sekil 4-130: Amentoflavon standartina ait LC kromatogrami
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Sekil 4-131: Amentoflavon standartina ait UV kromatogrami
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Tablo 4-73: Amentoflavon standartina ait konsantrasyon-pik alam semasi

Konsantrasyon Ortalama Standart

Alan Sapma

%RSD Alan-1 Alan-2 Alan-3

0,0062500
0,0031250
0,0015625
0,0007800
0,0003900

137977  22657,37
71472 11065,96
35289 5,731,305
17815 2,523,395
8626 9,889,736

16,42108
15,48288
16,24103
14,16477
11,46486

134630 162122 117180
69932 83228 61257
34280 41458 30130
17778 20356 15310
8804 9514 7560

Bu degerler esas alinarak amentoflavon standartina ait 6l¢li egrisi hazirlanmis ve dogru

denklemi belirlenmistir (Sekil 4-132).

Area

125000-:
100000-:
75000—:
50000—:

250004

Sekil 4-132: Amentoflavon standartina ait 6l¢ii egrisi

Hesaplanan dogru denklemi:

y =2,207879¢+007x + 772,0972

*=0,9996
r=0,9998

Amentoflavon standarti ile dogru denklemi belirlendikten sonra Bolim 3.2.1.2.°de

anlatildig1 gibi droglardan hazirlanan ekstreler kolona enjekte edildi. Ekstrelere ait

kromatogramlar asagida gosterilmistir.
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Hypericum spectabile ekstresine ait kromatogramlar ve degerler:
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Sekil 4-133: H. spectabile, amentoflavon pikinin goriildiigii LC kromatogrami
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Sekil 4-134: H. spectabile, amentoflavon pikine ait UV kromatogrami



Tablo 4-74: H. spectabile tiiriiniin icerdigi amentoflavon miktar1 hesaplamalari

Konsantrasyon* Alan b Gl
(mg/ml) (mg/ml)
64334 0,00288
20 65278 0,00292
60752 0,00272

* Enjekte edilen numunenin konsantrasyonu
** 1 ml enjekte edilen numune igerisindeki amentoflavon miktarinin mg cinsinden degeri

Ekstre Verimi* (%)  €** (%) Cort SD##*
0,01440

21,3 0,01461 0,01420  0,00054
0,01359

* 100 gram bitkiden elde edilen ekstre miktari, ** Ekstre icerisindeki amentoflavon
miktarinin % degeri (e = (x / Konsantrasyon) * 100), ***e'lerin standart sapmasi

h* (%) hor SD **
0,00307

0,00311 0,00302 0,00012
0,00289

* Bitki igerisindeki % amentoflavon miktar1 (h=ekstre verimi * e / 100), ** h'larin
standart sapmast

Hypericum pseudolaeve ekstresine ait kromatogramlar ve degerler:
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Sekil 4-135: H. pseudolaeve, amentoflavon pikinin goriildiigi LC kromatogrami
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Sekil 4-136: H. pseudolaeve, amentoflavon pikine ait UV kromatogrami

Tablo 4-75: H. pseudolaeve tiirline ait amentoflavon miktar1 hesaplamalari

Konsantrasyon® Alan X**
(mg/ml) (mg/ml)
47366 0,00211
10 46421 0,00207
50896 0,00227

* Enjekte edilen numunenin konsantrasyonu
** 1 ml enjekte edilen numune igerisindeki amentoflavon miktarinin mg cinsinden degeri

Ekstre Verimi* (%)  €** (%) €ort SD***
0,02110

14,9 0,02068 0,02149 0,00107
0,02270

* 100 gram bitkiden elde edilen ekstre miktari, ** Ekstre icerisindeki amentoflavon
miktarinin % degeri (e = (x / Konsantrasyon) * 100), ***e'lerin standart sapmasi

h* (%) hor SD **
0,00314
0,00308 0,00320 0,00016
0,00338

* Bitki igerisindeki % amentoflavon miktar1 (h=ekstre verimi * e / 100), ** h'larin
standart sapmast
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Hypericum thymbrifolium ekstresine ait kromatogramlar ve degerler:
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Sekil 4-137: H. thymbrifolium, amentoflavon pikinin goriildiigii LC kromatogrami
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Sekil 4-138: H. thymbrifolium, amentoflavon pikine ait UV kromatogrami



Tablo 4-76: H. thymbrifolium tiirliniin igerdigi amentoflavon miktar1 hesaplamalari

Konsantrasyon* Alan b Gl
(mg/ml) (mg/ml)
65530 0,00293
20 74711 0,00335
68521 0,00307

* Enjekte edilen numunenin konsantrasyonu
** 1 ml enjekte edilen numune icerisindeki amentoflavon miktarinin mg cinsinden degeri

Ekstre Verimi* (%)  €** (%) Cort SD##*
0,01466

17,3 0,01675 0,01558 0,00106
0,01535

* 100 gram bitkiden elde edilen ekstre miktari, ** Ekstre icerisindeki amentoflavon
miktarinin % degeri (e = (x / Konsantrasyon) * 100), ***e'lerin standart sapmasi

h* (%) hor SD **
0,00254
0,00290 0,00270 0,00018
0,00265

* Bitki igerisindeki % amentoflavon miktart (h=ekstre verimi * e / 100), ** h'larin
standart sapmast

Hypericum neurocalycinum ekstresine ait kromatogramlar ve degerler:
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Sekil 4-139: H. neurocalycinum, amentoflavon pikinin goriildiigii LC kromatogrami
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Sekil 4-140: H. neurocalycinum, amentoflavon pikine ait UV kromatogrami

Tablo 4-77: H. neurocalycinum tiiriine ait amentoflavon miktar1 hesaplamalari

Konsantrasyon* Alan X**
(mg/ml) (mg/ml)
38219 0,00170
20 39430 0,00175
40165 0,00178

* Enjekte edilen numunenin konsantrasyonu
** 1 ml enjekte edilen numune igerisindeki amentoflavon miktarinin mg cinsinden degeri

Ekstre Verimi* (%)  €** (%) Cort SD##*
0,00848

16,5 0,00876 0,00872  0,00022
0,00892

* 100 gram bitkiden elde edilen ekstre miktari, ** Ekstre icerisindeki amentoflavon
miktarinin % degeri (e = (x / Konsantrasyon) * 100), ***e'lerin standart sapmasi

h* (%) hort SD **
0,00140

0,00144 0,00144 0,00004
0,00147

* Bitki igerisindeki % amentoflavon miktar1 (h=ekstre verimi * e / 100), ** h'larin
standart sapmast
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Hypericum malatyanum ekstresine ait kromatogramlar ve degerler:
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Sekil 4-141: H. malatyanum, amentoflavon pikinin goriildiigii LC kromatogrami
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Sekil 4-142: H. malatyanum, amentoflavon pikine ait UV kromatogrami



Tablo 4-78: H. malatyanum tiiriine ait amentoflavon miktar1 hesaplamalari

Hypericum perforatum ekstresine ait kromatogramlar ve degerler:

Konsantrasyon* Alan b Gl
(mg/ml) (mg/ml)
64843 0,00290
10 73633 0,00330
68578 0,00307

* Enjekte edilen numunenin konsantrasyonu

** 1 ml enjekte edilen numune icerisindeki amentoflavon miktarinin mg cinsinden degeri

Ekstre Verimi* (%)  €** (%) Cort SD##*
0,02902

233 0,03301  0,03091  0,00200
0,03071

* 100 gram bitkiden elde edilen ekstre miktari, ** Ekstre icerisindeki amentoflavon
miktarinin % degeri (e = (x / Konsantrasyon) * 100), ***e'lerin standart sapmasi

h* (%) hor SD **
0,00676
0,00769 0,00720 0,00047
0,00716

* Bitki igerisindeki % amentoflavon miktart (h=ekstre verimi * e / 100), ** h'larin

standart sapmast
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Sekil 4-143: H. perforatum, amentoflavon pikinin goriildiigii LC kromatogrami
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Sekil 4-144: H. perforatum, amentoflavon pikine ait UV kromatogrami

Tablo 4-79: H. perforatum tiriiniin i¢erdigi amentoflavon miktar1 hesaplamalari

Konsantrasyon® Alan X**
(mg/ml) (mg/ml)
100493 0,00452
20 96844 0,00435
92433 0,00415

* Enjekte edilen numunenin konsantrasyonu
** 1 ml enjekte edilen numune igerisindeki amentoflavon miktarinin mg cinsinden degeri

Ekstre Verimi* (%)  €** (%) Cort SD##*
0,02259

26,8 0,02176 0,02170  0,00092
0,02076

* 100 gram bitkiden elde edilen ekstre miktari, ** Ekstre icerisindeki amentoflavon
miktarinin % degeri (e = (x / Konsantrasyon) * 100), ***e'lerin standart sapmasi

h* (%) hort SD **
0,00605

0,00583 0,00582 0,00025
0,00556

* Bitki igerisindeki % amentoflavon miktar1 (h=ekstre verimi * e / 100), ** h'larin
standart sapmast
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Tablo 4-80: Analizi yapilan 6rneklerin amentoflavon ylizdeleri

% Amentoflavon

H. spectabile 0,00302
H. pseudolaeve 0,00320
H. thymbrifolium 0,00270
H. neurocalycinum 0,00144
H. malatyanum 0,00720
H. perforatum 0,00582
Amentoflavon (%)
o

Sekil 4-145: Hypericum tiirlerinin amentoflavon igerikleri agisindan karsilastirilmast
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4.1.4. YBSK ile Floroglusinol Tiirevi Bilesiklerin Miktar Tayini
Sonuclar

4.1.4.1. YBSK ile Hiperforin Miktar Tayini Sonuclar

Bolim 3.2.1.3.°de anlatildig1 gibi hazirlanan hiperforin standarti 5 farkli
konsantrasyonda 3 6rnek olarak kolona enjekte edildi. Kromatogramlarin
degerlendirilmesinde otomatik olarak YBSK cihazinin hesapladigi pik alani degerleri
kullanild1. Kolona enjekte edilen standart hiperforin retansiyon zamani 27,751 dakika
olarak belirlendi. Hiperforin standartina ait kromatogram (Sekil 4-146), konsantrasyon

ve pik alan1 degerleri (Tablo 4-81) asagida gosterilmistir.
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Sekil 4-146: Hiperforin standartina ait LC kromatogrami

Tablo 4-81: Hiperforin standartina ait konsantrasyon-pik alan1 semasi

Konsantrasyon Ortalama Standart %RSD  Alan-1 Alan-2 Alan-3
Alan Sapma

0,250000 1540202 282966,2 18,372018 1215852 1668206 1736548
0,125000 785993  195070,4 24,818338 615256 744125 998598
0,062500 415074 114464,2 27,576817 309234 399434 536554
0,031250 200937  44150,92 21,972519 161058 193371 248382
0,015625 105867 16737,35 15,809790 91851 101351 124399
0,000980 20753 2576,91 12,417048 18753 19845 23661
0,000060 4484 602,61 13,439117 3827 4614 5011

Bu degerler esas alinarak hiperforin standartina ait 6l¢ii egrisi hazirlanmis ve dogru

denklemi belirlenmistir (Sekil 4-147).
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Sekil 4-147: Hiperforin standartina ait 6l¢ii egrisi

Hesaplanan dogru denklemi:

y = 6212343x
*=0,9997
r=0,9999

Hiperforin standarti ile dogru denklemi belirlendikten sonra Boliim 3.2.1.2.°de
anlatildig1 gibi droglardan hazirlanan ekstreler kolona enjekte edildi. Ekstrelere ait

kromatogramlar asagida gdsterilmistir.

Hypericum spectabile ekstresine ait kromatogramlar ve degerler:
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Sekil 4-148: H. spectabile, hiperforin pikinin goriildiigli LC kromatogrami



Tablo 4-82: H. spectabile tiiriiniin icerdigi hiperforin miktar1 hesaplamalar

Konsantrasyon* Alan b Gl
(mg/ml) (mg/ml)
8589 0,00138
30 9470 0,00152
13066 0,00210

* Enjekte edilen numunenin konsantrasyonu
** 1 ml enjekte edilen numune igerisindeki hiperforin miktarin mg cinsinden degeri

Ekstre Verimi* (%)  €** (%) Cort SD##*
0,00461

21,3 0,00508 0,00557  0,00127
0,00701

* 100 gram bitkiden elde edilen ekstre miktari, ** Ekstre icerisindeki

hiperforin

miktarinin % degeri (e = (x / Konsantrasyon) * 100), ***e'lerin standart sapmasi

h* (%) hor SD **
0,00098

0,00108 0,00413 0,00027
0,00149

* Bitki igerisindeki % hiperforin miktar: (h=ekstre verimi * e / 100), ** h'larin standart

sapmasi

Hypericum pseudolaeve ekstresine ait kromatogramlar ve degerler:
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Sekil 4-149: H. pseudolaeve, hiperforin pikinin goriildiigii LC kromatogrami
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Tablo 4-83: H. pseudolaeve tiiriiniin igerdigi hiperforin miktar1 hesaplamalari

Konsantrasyon* Alan b Gl
(mg/ml) (mg/ml)
25086 0,00404
30 28545 0,00459
31411 0,00506

* Enjekte edilen numunenin konsantrasyonu
** 1 ml enjekte edilen numune igerisindeki hiperforin miktarin mg cinsinden degeri

Ekstre Verimi* (%)  €** (%) Cort SD##*
0,01346

14,9 0,01531 0,01521  0,00170
0,01685

* 100 gram bitkiden elde edilen ekstre miktari, ** Ekstre icerisindeki hiperforin
miktarinin % degeri (e = (x / Konsantrasyon) * 100), ***e'lerin standart sapmasi

h* (%) hore SD **
0,00201
0,00228 0,00227 0,00025
0,00251

* Bitki igerisindeki % hiperforin miktar: (h=ekstre verimi * e / 100), ** h'larin standart

sapmasi

Hypericum thymbrifolium ekstresine ait kromatogramlar ve degerler:

mAU
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Sekil 4-150: H. thymbrifolium, metanol ekstresine ait LC kromatogrami

H. thymbrifolium ekstresinde hiperforin standart1 ile ayni retansiyon zamanina ve ayni

UV degerlerine sahip bir pik saptanmamustir.
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Hypericum neurocalycinum ekstresine ait kromatogramlar ve degerler:

mAU
2005275nm,4nm (1.00)
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Sekil 4-151: H. neurocalycinum, metanol ekstresine ait LC kromatogrami

H. neurocalycinum ekstresinde hiperforin standarti ile ayn1 retansiyon zamanina ve ayni

UV degerlerine sahip bir pik saptanmamuistir.

Hypericum malatyanum ekstresine ait kromatogramlar ve degerler:
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Sekil 4-152: H. malatyanum, hiperforin pikinin goriildiigii LC kromatogrami1



Tablo 4-84: H. malatyanum tiiriiniin i¢erdigi hiperforin miktar1 hesaplamalari

Konsantrasyon* Alan b Gl
(mg/ml) (mg/ml)
10862 0,00175
30 10095 0,00163
7945 0,00128

* Enjekte edilen numunenin konsantrasyonu
** 1 ml enjekte edilen numune igerisindeki hiperforin miktarin mg cinsinden degeri

Ekstre Verimi* (%) e** (%) Cort SD##*
0,00583

233 0,00542  0,00517  0,00081
0,00426

* 100 gram bitkiden elde edilen ekstre miktari, ** Ekstre icerisindeki

hiperforin

miktarinin % degeri (e = (x / Konsantrasyon) * 100), ***e'lerin standart sapmasi

h* (%) hor SD **
0,00136

0,00126 0,00120 0,00019
0,00099

* Bitki igerisindeki % hiperforin miktar: (h=ekstre verimi * e / 100), ** h'larin standart

sapmasi

Hypericum perforatum ekstresine ait kromatogramlar ve degerler:
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Sekil 4-153: H. perforatum, hiperforin pikinin goriildiigii LC kromatogrami
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Tablo 4-85: H. perforatum tiirline ait hiperforin miktar1 hesaplamalari

Konsantrasyon* Alan b Gl
(mg/ml) (mg/ml)
650577 0,10470
1 892350 0,14360
804427 0,12950

* Enjekte edilen numunenin konsantrasyonu
** 1 ml enjekte edilen numune igerisindeki hiperforin miktarin mg cinsinden degeri

Ekstre Verimi* (%)  €** (%) Cort SD##*
10,47000

26,8 14,36000 11,71000 1,96937
12,95000

* 100 gram bitkiden elde edilen ekstre miktari, ** Ekstre icerisindeki hiperforin
miktarinin % degeri (e = (x / Konsantrasyon) * 100), ***e'lerin standart sapmasi

h* (%) hore SD **
2,80596
3,84848 3,37501 0,52779
3,47060

* Bitki igerisindeki % hiperforin miktar: (h=ekstre verimi * e / 100), ** h'larin standart

sapmasi

Tablo 4-86: Analizi yapilan 6rneklerin hiperforin yilizdeleri
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% Hiperforin

H. spectabile 0,00413
H. pseudolaeve 0,00227
H. thymbrifolium -
H. neurocalycinum -
H. malatyanum 0,00120
H. perforatum 3,37501
Hiperforin (%)
2,50000
3,00000
2,50000 -
2,00000
1,50000 17
1,00000
0,50000
D_GDDDD ; A A -I S A
o ¢ o o o o
-S*C\g s&*&u\m «3"\%\ o * \@&‘ @ o
'S Q"Q \\ «ﬂ e\.‘\ \L"SD 6*‘ QQ

Sekil 4-154: Hypericum tiirlerinin hiperforin igerikleri agisindan karsilagtirilmasi
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4.2. Antioksidan Aktivite Tayini Sonug¢lar:

4.2.1. Fenolik Bilesiklerin Miktar Tayini Sonuclar

Gallik Asit Standart Egri Denklemi

0,7 1

0,6 1

y=10,0016x - 0,0478

0.5
0.4
0.3

0,2 1

Absorbans (760 nm)

0,1 4

0 ] ) ) 1
0.1 0 100 200 300 400
Konsantrasyon (pg/ml)

Sekil 4-155: Gallik asit standart egrisi ve regresyon denklemi

Bu calismada incelenen Hypericum tiirlerinin ¢icekli toprak iistii kisimlarinin
10g’indan hazirlanan metanol ekstrelerinin total ekstre edilebilen madde miktarlari
hesapland1 ve tiirlere ait kuru agirlig1 ekstre edilebilen madde miktar1 H. spectabile
213,5 mg/g, H. pseudolaeve 149,1 mg/g, H. thymbrifolium 172,3 mg/g, H.
neurocalycinum 164,77 mg/g, H. malatyanum 232.9 mg/g ve H. perforatum 267,8 mg/g
olarak hesapland1 (Tablo 4-87).

Fenolik bilesiklerin miktarinin total ekstre edilebilen madde miktarina oranina
bakildiginda H. spectabile %10; H. pseudolaeve %6,6; H. thymbrifolium %12; H.
neurocalycinum %13,9; H. malatyanum %7,1 ve H. perforatum %12,9 olarak belirlendi.

Incelenen Hypericum tiirlerinin igerdikleri total fenol bilesiklerinin miktar1 mg
GAE/g kuru agirlik olarak hesaplandiginda H. spectabile 23,1; H. pseudolaeve 13,26;
H. thymbrifolium 20,74; H. neurocalycinum %?23,11; H. malatyanum 19,83 ve H.
perforatum 34,65 olarak belirlendi. Bu degerler mg GAE/g ekstre olarak
hesaplandiginda ise H. spectabile 108; H. pseudolaeve 89; H. thymbrifolium 120,5; H.
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neurocalycinum 140,9; H.malatyanum 85,2 ve H. perforatum 129,7 olarak bulundu ve

Tablo 4-87°de gosterildi.

4.2.2. Flavonoit Miktar Tayini Sonuclari

Katesin Standart Egri Denklemi

0,
0.8 1 v =3.481x +0,0041
0,7 1
0,6
0,5 1

0,4 -

Absorbans (510 nm)

0,3 1
0,2 4

0,1 4

0 ) ) ) 1
0 0,0625 0,125 0,1875 0,25

Konsantrasyon (mg/ml)

Sekil 4-156: Katesin standart egrisi ve regresyon denklemi

Incelenen Hypericum tiirlerinin igerdikleri flavonoit miktari CE/g kuru agirhik
olarak hesaplandiginda H. spectabile 22,44; H. pseudolaeve 10,3; H. thymbrifolium
16,99; H. neurocalycinum 22,8; H. malatyanum 14,98 ve H. perforatum 31,8 olarak
belirlendi. Bu degerler CE/g ekstre olarak hesaplandiginda ise H. spectabile 105,3; H.
pseudolaeve 69,1; H. thymbrifolium 98,8; H. neurocalycinum 138,8; H. malatyanum
64,5 ve H. perforatum 119 olarak bulundu ve Tablo 4-87’de gosterildi.
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Tablo 4-87: Hypericum tiirlerinden hazirlanan metanol ekstrelerinin igerdikleri total ekstre
edilebilen madde miktar1 (EC), fenolik madde (PC, bitki agirligmin her grami i¢in gallik asit
ekivalan1 (GAE) olarak) ve flavonoit (bitki agirhigmin her grami igin katesin ekivalani (CE)
olarak) miktarlar1

Ekstre EC PC PC Flavonoit Flavonoit PC/EC
(mg /g (mg GAE/g (mg GAE/g (mg CE/g (mg CE/g (%)
kuru agirhk) kuru agirhk) ekstre) kuru agirhk) ekstre)

H. spectabile 213,5 23,10+2,2° 108,00+ 11,3*¢  2244+03* 1053+ 1,6° 10,0

H. pseudolaeve 149,1 13,26+ 1,7° 89,0 + 11,4 10,30 £ 0,2¢ 69,1+ 1,5 6,6
H. thymbrifolium 172,3 20,74 +2,1° 1205+ 122* 16,99 +0,5° 98,8 + 3,0 12,0
H. neurocalycinum 164,7 23,11 £ 1,5° 140,9 + 9,5 22,80+ 1,8 1388+ 11,1* 13,9
H. malatyanum 2329 19,83 +0,7° 85,2 +2,8°° 1498 0,54  64,5+2,5 7,1
H. perforatum 267.8 34,65 +0,9° 129,7 +3,6* 31,80 £0,9°  119,0+3,3* 12,9

Veriler ortalama ve * standart sapma olarak verildi. Anlamlilik sinir1 olarak p < 0,05 kabul edildi. Ayni
stitun i¢indeki farkli harfler verilerin anlamli olarak farkl olduklarini géstermektedir.

4.2.3. Lipozom Peroksidasyonu Uzerine Antioksidan Etki Sonuclari

Bu deneyde H. neurocalycinum, H. spectabile ve H. perforatum ekstreleri
maksimum antioksidan aktiviteyi 5 mg/ml konsantrasyonda gostermis ve bu
konsantrasyonda lipid peroksidasyonunu sirasiyla %87,03 + 1,6; %84,27 + 3,6 ve
%79,74 £+ 3,3 oranlarinda inhibe etmislerdir. H. thymbrifolium, H. pseudolaeve ve H.
malatyanum ekstreleri ise maksimum antioksidan aktiviteyi 10mg/ml konsantrasyonda
gostermis ve bu konsantrasyonda lipid peroksidasyonunu sirasiyla %82,25 + 1,4;
%75,74 + 4,1 ve %77,83 £ 1,05 oranlarinda inhibe etmislerdir. Standart olarak
kullanilan kersetin 0,16 mg/ml konsantrasyonda %91,6 £+ 0,07 inhibisyona neden olmus
ve ekstrelerin doza bagli olarak lipid peroksidasyonu inhibe edici aktiviteleri ile birlikte

Sekil 4-157°de gosterilmistir.
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el

—&— H. spectabile
—— H prevedblasve

—&— H. thymbrifolitm

inhibisyon (%)

—&— M. newocalyciren
—¥— H. malatyconm
—e— A perforatum

— Kersatin

75 10 12,5 15
Konsantrasyon {mg/ml)

Sekil 4-157: Hypericum ekstrelerinin doza bagl olarak lipid peroksidasyonu inhibe edici
aktivitelerinin karsilastirilmasi

Ekstrelerin ECs degerleri (% 50 TBARS olusumunun inhibisyonunu saglayan
ekstre veya standart konsantrasyonu) H. spectabile 2,8; H. pseudolaeve 5,41; H.
thymbrifolium 4,39; H. neurocalycinum 2,49; H. malatyanum. 4,82 ve H. perforatum
2,74 olarak belirlenmistir. Standart olarak kullanilan kersetinin ise ECsy degeri 0,059
olarak hesaplanmistir. ECsy degerleri ve bu degerlerin standart sapmalar1 ayrica Tablo

4-88’de gosterilmektedir.

4.2 4. Siiperoksit Radikali Giderici Aktivite Sonuclari

Bu calismada Hypericum ekstrelerinin  PMS/NADH sistemi ile {iretilen
stiperoksit radikallerini giderici etkisi incelenmistir. H. spectabile ve H. neurocalycinum
ekstreleri nitroblue tetrazolium (NBT) indirgeme hizin1 1,25 mg/ml konsantrasyonda
sirasiyla %84,4 + 3,2 ve %82 * 3,7 oraninda inhibe etmistir. Ayn1 konsantrasyonda H.
thymbrifolium %77,9 £ 5,1; H. pseudolaeve %39,53 + 8,1; H. malatyanum %79,8 + 2,7

ve H. perforatum %52,8 + 5,2 inhibisyon aktivitesi gostermistir.
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H. spectabile ve H. neurocalycinum gibi etkili inhibisyonu H. thymbrifolium, H.
malatyanum ve H. perforatum ekstreleri ancak 2,5 mg/ml konsantrasyonda ve %88,2 +
0,38; %84,9 £ 1,6 ve %82,3 + 4,8 oranlarinda gostermistir. H. pseudolaeve ekstresinin
ise maksimum inhibisyon aktivitesine 5 mg/ml konsantrasyonda ulastigi ve %85,1 £ 1,3
oraninda inhibisyona neden oldugu belirlenmistir. Standart olarak kullanilan kersetin
1,25 mg/ml konsantrasyonda %99,3 = 0,27 inhibisyon saglamistir. Ekstrelerin doza
bagli olarak siiperoksit radikali giderici aktiviteleri Sekil 4-158’de gdsterilmistir.

—&— H spectabile

g
&
2
P
=
E 60 - —— H_ pseudolaeve
L)
% 50 - —u— F tipmbrifhlnm
E 40 - —&— H newrocalycinm
-E 30 4 —He— H. malaryaruom
% 20 - —&— H. perforatum
@ — Kersatin
g 10 -
0 L L L 1
0 1,25 25 3,75 5
Konsantrasyon {mg/mil

Sekil 4-158: Hypericum ekstrelerinin doza baglh siiperoksit radikali giderici aktivitelerinin
kargilastirilmasi

ECso degerlerine bakildiginda H. spectabile 0,43; H. pseudolaeve 1,73; H.
thymbrifolium 0,641; H. neurocalycinum 0,613; H. malatyanum 0,802 ve H. perforatum
1,38 olarak belirlenmistir. Standart olarak kullanilan kersetinin ise ECsy degeri 0,461
olarak hesaplanmigtir. ECsy degerleri ve bu degerlerin standart sapmalar1 ayrica Tablo

4-88°de gosterilmektedir.
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4.2.5. DPPH Radikali Giderici Aktivite Sonuclari

Ekstrelerin DPPH radikali giderici aktivitesi 2,5 mg/ml konsantrasyonda ve H.
spectabile i¢in %91,53 £ 1,34; H. pseudolaeve i¢in %87,69 + 2,40; H. thymbrifolium
icin %89,41 + 1,35; H. neurocalycinum i¢in %92,13 + 0,68; H. malatyanum igin
%81,37 + 0,30 ve H. perforatum i¢in %90,18 + 0,87 oranlarinda goriilmiistiir.
Kersetinin ise 0,31mg/ml konsantrasyonda %96,89 + 0,72 aktivite goOstermistir.
Ekstrelerin doza bagli olarak DPPH radikali giderici aktiviteleri Sekil 4-159’da

gosterilmistir.

=

—k—H spaciabile
—— H mreudnlaeve
—8— H thpmbrifolun
—a—H newrccohcinm
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—&— H. perforatim

DPPH radikal giderici aktivitesi (%)

— Kepratin

0 1,25 25 3,75 5
Konsantrasyon {mg/ml)

Sekil 4-159: Hypericum ekstrelerinin doza bagli DPPH radikali giderici aktivitelerinin
karsilastirilmast

ECsy degerlerine bakildiginda H. spectabile 0,567; H. pseudolaeve 0,916; H.
thymbrifolium 0,622; H. neurocalycinum 0,251; H. malatyanum 1,54 ve H. perforatum
0,265 olarak belirlenmistir. Standart olarak kullanilan kersetinin ise ECsy degeri 0,064
olarak hesaplanmistir. ECsy degerleri ve bu degerlerin standart sapmalar1 ayrica Tablo

4-88’de gosterilmektedir.
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4.2.6. Ferri Iyonu Rediikleyici (Indirgeyici) Gii¢c Tayini Sonuclar

Hypericum ekstreleri tarafindan potasyum ferrisiyaniiriin (Fe’") ferrosiyaniire
(Fe™") rediiklenmesi esasina dayanan bu calisma da kolorimetrik metod kullanarak
incelenen ekstrelerin 5 mg/ml konsantrasyonda ve 700 nm’de verdikleri absorbans
degerleri H. spectabile i¢in 2,40 = 0,029, H. pseudolaeve igin 1,97 £ 0,016, H.
thymbrifolium i¢in 2,32 + 0,033, H. neurocalycinum igin 2,39 + 0,039, H. malatyanum
icin 2,23 £ 0,013 ve H. perforatum i¢in 2,50 £ 0,004 olarak belirlenmistir.

0,31 — 5 mg/ml konsantrasyon araliginda ve 700 nm’de 0,2 - 2,5 nm’ye kadar
artan absorbanslar1 olarak ifade edilen rediikleyici gii¢ gosterdikleri belirlenmis ve Sekil

4-160’da gosterilmistir.
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Sekil 4-160: Hypericum ekstrelerinin doza bagl ferri iyonu rediikleyici gii¢ tayini sonuglarinin
karsilagtirilmasi

ECsy degerlerine bakildiginda H. spectabile 0,533; H. pseudolaeve 0,962; H.
thymbrifolium 0,571; H. neurocalycinum 0,259; H. malatyanum 0,754 ve H. perforatum
0,288 olarak belirlenmistir. Standart olarak kullanilan kersetinin ise ECsy degeri 0,045
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olarak hesaplanmistir. ECsy degerleri ve bu degerlerin standart sapmalar1 ayrica Tablo

4-88°de gosterilmektedir.

Tablo 4-88: Hypericum tiirlerinin metanol ekstrelerinin ECs, degeri olarak antioksidan

aktiviteleri
ECsy (mM)
Anti-LPO SOD DPPH indirgeyici
gii¢
H. spectabile 2,80 £ 028" 0,430 +0,006° 0,567 £0,03° 0,533 +0,03

H. pseudolaeve 5,41 +0,55° 1,73+ 0,060° 0,916 +0,04° 0,962 £ 0,04°
H. thymbrifolium 439+ 0,077° 0,641 £ 0,069*" 0,622 +0,05° 0,571 + 0,01°
H. neurocalycinum 249 +0,097*° 0,613 £0,052°  0,251+0,12* 0,259 + 0,05
H. malatyanum 4,82 +0,034°  0.802 £0,036° 1,54 +0,044° 0,754 +0,01¢
H. perforatum 2,74+0,19° 1,38 £0,085°  0,265+0,12° 0,288 + 0,02°
Kersetin 0,059 +0,001¢ 0,461 £0,014° 0,064 +0,001° 0,045 £ 0,008°

ECs degeri (% 50 TBARS olusumunun inhibisyonunu saglayan indol tiirevi konsantrasyonu; % 50
stiperoksit ve DPPH radikali giderici aktivite gostermesi i¢in gerekli olan antioksidan miktart).

Veriler ortalama + standart sapma olarak verildi. Anlamlilik sinir1 olarak p < 0.05 kabul edildi.

Ayni satir igindeki farkli harfler verilerin anlamli olarak farkli olduklarini géstermektedir.

4.3. In vitro Sitotoksik Aktivite Tayini Sonuglari

Boliim 3.2.1.2. anlatildig1 gibi hazirlanan 6 farkli ekstrenin 1mg/ml, 0,5mg/ml,
0,25mg/ml, 0,125mg/ml ve 0,0625mg/ml konsantrasyonlarinin HeLa CCL-2 serviks
adenokarsinomu hiicrelerine kars1 gosterdikleri sitotoksik aktivite LDH ve WST-1

testleri ile sitotoksisite (%) ve canlilik (%) olarak belirlenmistir.

LDH ve WST-1 testlerine ait absorbans degerleri, bu degerlere gore belirlenen

sitotoksisite (%) ve canlilik (%) degerleri asagida tablolar halinde gosterilmektedir.
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4.3.1. LDH Sitotoksisite Belirleme Testi Sonu¢lar

Tablo 4-89: LDH testi - Ortalama absorbans degerleri (OD 490 nm, 600 nm ref.)

1 0,5 0,25 0,125 0,0625

mg/ml mg/ml mg/ml mg/ml mg/ml
H. spectabile 2,521 1,756 1,527 - -
H. pseudolaeve 2,910 1,977 1,644 - -

H. thymbrifolium 2,721 2,628 2,658 - -
H. neurocalycinum 2,327 2,221 1,903 - -
H. malatyanum 3,387 2,636 2,221 1,649 -
H. perforatum 3,448 2,844 1,988 1,444 -

BC: 1,402 /LC: 2,101/ HC: 3,625

Tablo 4-90: LDH testi — (Ortalama absorbans degerleri — BC absorbans degeri)

1 0,5 0,25 0,125 0,0625

mg/ml mg/ml  mg/ml  mg/ml mg/ml
H. spectabile 1,119 0,354 0,125 - -
H. pseudolaeve 1,508 0,575 0,242 - -

H. thymbrifolium 1,319 1,226 1,256 - -
H. neurocalycinum 0,925 0,819 0,501 - -

H. malatyanum 1,985 1,234 0,819 0,247
H. perforatum 2,046 1,442 0,586 0,042

LC: 0,699 / HC: 2,283
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Tablo 4-91: LDH testi — Sitotoksisite (%) degerleri

Sitotoksisite (%)

1 0,5 0,25 0,125  0,0625

mg/ml  mg/ml mg/ml  mg/ml mg/ml

H. spectabile 26,52 - - - -

H. pseudolaeve 51,07 - - - -
H. thymbrifolium 39,14 39,33 35,16 - -
H. neurocalycinum 14,27 7,58 - - -
H. malatyanum 81,19 39,39 7,58 - -
H. perforatum 85,04 46,91 - - -

4.3.2. WST-1 Hiicre Proliferasyonu Ol¢iimii Testi Sonuclar1

4.3.2.1. WST-1 ile 1h Inkiibasyon Sonuglar

Tablo 4-92: WST-1 testi (1h) - Ortalama absorbans degerleri (OD 490 nm, 600 nm ref.)

0,0625 0,125 0,25 0,5 1
mg/ml mg/ml mg/ml mg/ml mg/ml
H. spectabile 0,575 0,463 0,411 - 0,308
H. pseudolaeve 0,566 0,503 0,500 0,406 0,398
H. thymbrifolium 0,562 0,518 0,338 0,325 -
H. neurocalycinum 0,578 0,477 0,356 - 0,269
H. malatyanum 0,519 0,493 0,487 0,420 0,387
H. perforatum 0,430 0,310 0,291 - -

BC: 0,24/ LC: 0,586
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Tablo 4-93: WST-1 testi (1h) — (Ortalama absorbans degerleri — BC absorbans degeri)

0,0625 0,125 0,25 0,5 1
mg/ml mg/ml mg/ml mg/ml mg/ml
H. spectabile 0,335 0,223 0,171 - 0,068
H. pseudolaeve 0,326 0,263 0,260 0,166 0,158
H. thymbrifolium 0,322 0,278 0,098 0,085 -

H. neurocalycinum 0,338 0,207 0,116 - 0,029
H. malatyanum 0,279 0,253 0,247 0,180 0,147
H. perforatum 0,190 0,07 0,051 - -

LC: 0,346
Tablo 4-94: : WST-1 testi (1h) — Canlilik (%) degerleri
Canlilik (%) — 1h
0,0625 0,125 0,25 0,5 1
mg/ml mg/ml mg/ml mg/ml mg/ml
H. spectabile 96,82 64,45 49,42 - 19,65
H. pseudolaeve 94,22 76,01 75,14 47,98 45,66

H. thymbrifolium 93,06 80,35 28,32 24,57 -

H. neurocalycinum 97,69 59,83 33,53 - 8,38
H. malatyanum 80,64 73,12 71,39 52,02 42,49
H. perforatum 54,91 20,23 14,74 - -




4.3.2.2. WST-1 ile 4h Inkiibasyon Sonuclar
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Tablo 4-95: WST-1 testi (4h) - Ortalama absorbans degerleri (OD 490 nm, 600 nm ref.)

0,0625 0,125 0,25 0,5 1
mg/ml mg/ml mg/ml mg/ml mg/ml
H. spectabile 0,602 0,575 0,561 - 0,339
H. pseudolaeve 0,649 0,625 0,631 0,384 0,376
H. thymbrifolium 0,632 0,575 0,362 0,403 0,393
H. neurocalycinum 0,607 0,548 0,445 - 0,309
H. malatyanum 0,435 0,331 0,302 - -
H. perforatum 0,532 0,503 - 0,399 -

BC: 0,275/ LC: 0,634

Tablo 4-96: WST-1 testi (4h) — (Ortalama absorbans degerleri — BC absorbans degeri)

0,0625 0,125 0,25 0,5 1
mg/ml mg/ml mg/ml mg/ml mg/ml
H. spectabile 0,327 0,300 0,286 - 0,064
H. pseudolaeve 0,374 0,350 0,356 0,109 0,101
H. thymbrifolium 0,357 0,300 0,087 0,105 0,118
H. neurocalycinum 0,332 0,273 0,170 - 0,034
H. malatyanum 0,160 0,056 0,027 - -
H. perforatum 0,257 0,228 - 0,124 -

LC: 0,359
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Tablo 4-97: WST-1 testi (4h) — Canlilik (%) degerleri

Canhlik (%) — 4h

0,0625 0,125 0,25 0,5 1
mg/ml mg/ml mg/ml mg/ml mg/ml
H. spectabile 91,09 83,57 79,67 - 17,83
H. pseudolaeve 97,21 97,49 99,16 30,36 28,13

H. thymbrifolium 99,44 83,57 24,23 29,25 32,87

H. neurocalycinum 92,48 76,04 47,35 - 9,47
H. malatyanum 44,57 15,60 7,52 - -
H. perforatum 71,59 63,51 - 34,54 -

4.4. Antimikrobiyal Aktivite Tayini Sonuclar:

Bolim 3.2.1.2. ve 3.2.3.’de anlatildigi gibi hazirlanan 6 farkli ekstre ile
Staphylococcus aureus ATCC 6538, metisiline direngli (Meticillin Resistant)
Staphylococcus aureus ATCC 33591 (MRSA), Staphylococcus epidermidis ATCC
12228, FEscherichia coli ATCC 8739, Klebsiella pneumoniae ATCC 4352,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 1539, Proteus mirabilis ATCC 14153 suslarina karsi
antimikrobiyal aktivite tayini yapildi. Ayni ekstrelerde; Candida albicans ATCC 10231
susuna kars1 antifungal aktivite tayini yapildi. Gozle goriiliir iiremenin olmadigi en

diisiik madde konsantrasyonu MIK degeri olarak belirlendi.

Bolim 3.2.1.2. ve 3.2.3.de anlatildig1 gibi hazirlanan 6 farkli ekstrenin
verimleri ve bu ekstrelerin suglara karg1 gosterdigi antimikrobiyal aktiviteye ait sonuglar
asagida tablolar halinde verilmistir (Tablo 4-98, Tablo 4-99, Tablo 4-100, Tablo 4-101,
Tablo 4-102, Tablo 4-103, Tablo 4-104 ).
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Tablo 4-98: Antimikrobiyal aktivite i¢in hazirlanan ekstrelerin verimleri

PE (%) DEE (%) K (%) A (%) M (%) TM (%)
H. spectabile 1,9 1,8 0,5 1,2 18,6 16,6
H. pseudolaeve 0,7 1,2 0,3 1,5 12,5 18,3
H. thymbrifolium 3,8 1,8 0,7 0,9 12,8 15,4
H. neurocalycinum 2,7 1,5 0,6 1,6 13,4 14,6
H. malatyanum 2,6 1,4 1,0 1,5 16,1 22.8
H. perforatum 4,0 2.4 1,3 2,0 17,5 27,9

PE: Petrol eteri ekstresi, DEE: Dietileter ekstresi, K: Kloroform ekstresi, A: Aseton ekstresi, M: Metanol ekstresi,

TM: total metanol ekstresi.

Tablo 4-99: H. spectabile tiirline ait ekstrelerin antimikrobiyal aktivite sonuglar

H. spectabile Ekstreleri (mg/L)

Mikroorganizma PE DEE K A M TM  Referans maddeler
(mg/L)

Staphylococcus aureus 4,8 4,8 39 39 39 4,8 Sefuroksim-Na
ATCC 6538 1,2
MR Staphylococcus aureus 312 39 156 78 312 48 Vankomisin
ATCC33591 2
Staphylococcus epidermidis 312 78 78 78 156 39 Sefuroksim
ATCC 12228 9,8
Escherichia coli --- --- - --- -—- - Sefuroksim-Na
ATCC 8739 4,9
Klebsiella pneumoniae - --- - --- --- - Sefuroksim-Na
ATCC 4352 4,9
Pseudomonas aeruginosa - - - -—- -—- - Seftazidim
ATCC 1539 24
Proteus mirabilis - - - --- --- - Sefuroksim-Na
ATCC 14153 2,4
Candida albicans 156 156 156 --- --- - Klortrimazol
ATCC 10231 4,9

PE: Petrol eteri ekstresi, DEE: Dietileter ekstresi, K: Kloroform ekstresi, A: Aseton ekstresi, M: Metanol ekstresi,

TM: total metanol ekstresi.
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Tablo 4-100: H. pseudolaeve tiiriine ait ekstrelerin antimikrobiyal aktivite sonuglari

H. pseudolaeve Ekstreleri (mg/L)

Mikroorganizma PE DEE K A M TM  Referans maddeler
(mg/L)

Staphylococcus aureus 39 156 39 312 39 19 Sefuroksim-Na
ATCC 6538 1,2
MR Staphylococcus aureus 312 78 156 156 156 156 Vankomisin
ATCC33591 2
Staphylococcus epidermidis 625 156 312 156 312 78 Sefuroksim
ATCC 12228 9,8
Escherichia coli - --- - --- --- - Sefuroksim-Na
ATCC 8739 4,9
Klebsiella pneumoniae - --- - --- -—- - Sefuroksim-Na
ATCC 4352 4,9
Pseudomonas aeruginosa - --- - --- --- - Seftazidim
ATCC 1539 2,4
Proteus mirabilis - - - - - - Sefuroksim-Na
ATCC 14153 2.4
Candida albicans 156 --- - - 156 156 Klortrimazol
ATCC 10231 4,9

PE: Petrol eteri ekstresi, DEE: Dietileter ekstresi, K: Kloroform ekstresi, A: Aseton ekstresi, M: Metanol ekstresi,

TM: total metanol ekstresi.
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Tablo 4-101: H. thymbrifolium tiiriine ait ekstrelerin antimikrobiyal aktivite sonuglari

H. thymbrifolium Ekstreleri (mg/L)

Mikroorganizma PE DEE K A M TM  Referans maddeler
(mg/L)

Staphylococcus aureus 39 39 4,8 19 39 39 Sefuroksim-Na
ATCC 6538 1,2
MR Staphylococcus aureus 4,8 4,8 78 312 78 4,8 Vankomisin
ATCC33591 2
Staphylococcus epidermidis 4,8 4.8 4,8 156 78 4.8 Sefuroksim
ATCC 12228 9,8
Escherichia coli - --- - --- --- - Sefuroksim-Na
ATCC 8739 4,9
Klebsiella pneumoniae - - - -—- -—- - Sefuroksim-Na
ATCC 4352 4,9
Pseudomonas aeruginosa - --- - --- --- - Seftazidim
ATCC 1539 2,4
Proteus mirabilis - --- - - --- - Sefuroksim-Na
ATCC 14153 2,4
Candida albicans - - - - - - Klortrimazol
ATCC 10231 4,9

PE: Petrol eteri ekstresi, DEE: Dietileter ekstresi, K: Kloroform ekstresi, A: Aseton ekstresi, M: Metanol ekstresi,

TM.: total metanol ekstresi.
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Tablo 4-102: H. neurocalycinum tiiriine ait ekstrelerin antimikrobiyal aktivite sonuglari

H. neurocalycinum Ekstreleri (mg/L)

Mikroorganizma PE DEE K A M TM  Referans maddeler
(mg/L)

Staphylococcus aureus 4,8 4.8 4,8 78 4.8 4,8 Sefuroksim-Na
ATCC 6538 1,2
MR Staphylococcus aureus 4,8 39 78 39 78 4,8 Vankomisin
ATCC33591 2
Staphylococcus epidermidis 4,8 4,8 78 78 156 438 Sefuroksim
ATCC 12228 9,8
Escherichia coli - --- - --- --- - Sefuroksim-Na
ATCC 8739 4,9
Klebsiella pneumoniae - - - -—- -—- - Sefuroksim-Na
ATCC 4352 4,9
Pseudomonas aeruginosa -—- -—- --- -—- -—- --- Seftazidim
ATCC 1539 2,4
Proteus mirabilis - - - - --- - Sefuroksim-Na
ATCC 14153 2,4
Candida albicans - - - - - - Klortrimazol
ATCC 10231 4,9

PE: Petrol eteri ekstresi, DEE: Dietileter ekstresi, K: Kloroform ekstresi, A: Aseton ekstresi, M: Metanol ekstresi,

TM.: total metanol ekstresi.
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Tablo 4-103: H. malatyanum tiiriine ait ekstrelerin antimikrobiyal aktivite sonuglari

H. malatyanum Ekstreleri (mg/L)

Mikroorganizma PE DEE K A M TM  Referans maddeler
(mg/L)

Staphylococcus aureus 4,8 4.8 4,8 78 39 4,8 Sefuroksim-Na
ATCC 6538 1,2
MR Staphylococcus aureus 4,8 78 78 - 156 438 Vankomisin
ATCC33591 2
Staphylococcus epidermidis 4,8 4.8 4,8 4.8 312 4.8 Sefuroksim
ATCC 12228 9,8
Escherichia coli - - - - - - Sefuroksim-Na
ATCC 8739 4,9
Klebsiella pneumoniae - - - -—- -—- - Sefuroksim-Na
ATCC 4352 4,9
Pseudomonas aeruginosa - --- - --- --- - Seftazidim
ATCC 1539 24
Proteus mirabilis - - - - - - Sefuroksim-Na
ATCC 14153 2,4
Candida albicans - - - - - - Klortrimazol
ATCC 10231 49

PE: Petrol eteri ekstresi, DEE: Dietileter ekstresi, K: Kloroform ekstresi, A: Aseton ekstresi, M: Metanol ekstresi,

TM.: total metanol ekstresi.
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Tablo 4-104: H. perforatum tiiriine ait ekstrelerin antimikrobiyal aktivite sonuglart

H. perforatum Ekstreleri (mg/L)

Mikroorganizma PE DEE K A M TM  Referans maddeler
(mg/L)

Staphylococcus aureus 78 - 78 4,8 4.8 4,8 Sefuroksim-Na
ATCC 6538 1,2
MR Staphylococcus aureus 312 156 78 78 78 39 Vankomisin
ATCC33591 2
Staphylococcus epidermidis 312 156 156 78 156 78 Sefuroksim
ATCC 12228 9,8
Escherichia coli - --- - --- --- - Sefuroksim-Na
ATCC 8739 4,9
Klebsiella pneumoniae - - - -—- -—- - Sefuroksim-Na
ATCC 4352 4,9
Pseudomonas aeruginosa -—- -—- --- -—- -—- --- Seftazidim
ATCC 1539 2,4
Proteus mirabilis - - - - --- - Sefuroksim-Na
ATCC 14153 2,4
Candida albicans - - - - - - Klortrimazol
ATCC 10231 4,9

PE: Petrol eteri ekstresi, DEE: Dietileter ekstresi, K: Kloroform ekstresi, A: Aseton ekstresi, M: Metanol ekstresi,

TM.: total metanol ekstresi.
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5. TARTISMA

Ulkemizde Hypericum cinsine ait 45 tanesi endemik olmak iizere 100 takson
kayitlidir. Giinlimiize kadar yapilan arastirmalarla bu taksonlardan bazilarinin kimyasal
bilesimi aydinlatilmistir. Bu c¢alisma ile daha Once iizerinde herhangi bir arastirma
yapilmamis olan endemik tiirlerden H. spectabile, H. pseudolaeve, H. thymbrifolium, H.
neurocalycinum ve H. malatyanum tiirlerinin kimyasal bilesimi ve biyolojik aktivitesini
aydinlatmak ve H. perforatum tiiriine alternatif bir tiir olma olasiligin1 belirlemek

amaglanmistir.

Tiirlerin metanol ekstrelerinin kimyasal bilesimini olusturan naftodiantron
tiirevlerinden psddohiperisin ve hiperisin, agilfloroglusinol tiirevlerinden hiperforin,
fenolik asitlerden klorojenik asit, flavonoitlerden rutin, hiperozit, izokersitrin, kersitrin,
kempferol, kersetin ve amentoflavon bilesiklerinin bitki igerisindeki % degerleri YBSK
analizi sonucu belirlenmis ve yakin lokasyondan toplanan H. perforatum tiiriiniin

metanol ekstresinin YBSK ile analizinden elde edilen sonuglarla karsilastiriimistir.

Biyolojik aktivite yoniinden metanol ekstrelerinin antioksidan etki potansiyelini
belirlemek amaciyla total fenol miktar tayini ve total flavonoit miktar tayini yapilmus,
dort farklt metot ile (lipozom peroksidasyonu iizerine antioksidan etki, siiperoksit
anyonu giderici aktivite, DPPH radikali giderici aktivite, ferri iyonu rediikleyici gii¢)
antioksidan kapasiteleri dl¢lilmiistiir. Sitotoksik aktivite ¢aligmalari metanol ekstreleri
ile HeLa hiicrelerine karst LDH ve WST-1 testleri kullanilarak yapilmistir.
Antimikrobiyal aktivite calismalarindan antibakteriyel aktivite, Soxhlet apareyinde
fraksiyonlu tiiketme ile elde edilen petrol eteri, dietileter, kloroform, aseton, metanol
ekstreleri ve maserasyonla elde edilen total metanol ekstreleri ile Staphylococcus aureus
ATCC 6538, metisiline direncli Staphylococcus aureus ATCC 33591 (MRSA),
Staphylococcus epidermidis ATCC 12228, Escherichia coli ATCC 8739, Klebsiella
pneumoniae ATCC 4352, Pseudomonas aeruginosa ATCC 1539, Proteus mirabilis
ATCC 14153 suslarina kars1, antifungal aktivite ise ayn1 ekstrelerle Candida albicans
ATCC 10231 susuna kars1 yapilmistir. Elde edilen ve asagida tartisilan sonuclar bes

endemik Hypericum tiiriiniin ilk kez ¢aligilmasi nedeniyle orijinallik tagimaktadir.

Psodohiperisin Miktari

YBSK ile yapilan tiirlerin kimyasal igerigini aydinlatma ¢alismalari

psodohiperisin agisindan degerlendirildiginde; en yiiksek psddohiperisin igeriginin
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%0,0131 ile H. pseudolaeve tiiriinde bulundugu, sonrasinda sirasiyla %0,0093 ile H.
malatyanum, %0,00875 ile H. thymbrifolium, %0,00148 ile H. spectabile ve en diisiik
igerige ise %0,00016 ile H. neurocalycinum tirlerinin sahip oldugu, H. perforatum
tiriiniin ise %0,075 ile H. pseudolaeve tiriinden yaklagik alti kat daha fazla

psodohiperisin icerdigi saptanmugtir.

Calisilan tiirler hiperisin igerikleri agisindan degerlendirildiginde, en yiiksek
hiperisin igerigine %0,007 ile H. spectabile tiiriiniin sahip oldugu, diger dort tiirlin
degerlerinin birbirine yakin ve %0,03-0,045 arasinda oldugu ve H. perforatum tiriiniin
hiperisin igeriginin ise H. spectabile tiirtinden yaklasik 10 kat fazla oldugu Tablo 5-1’de

goriilmektedir.

Tablo 5-1: Hypericum tiirlerinin YBSK analizi ile belirlenen psddohiperisin ve
hiperisin miktarlar

Bitki icerisindeki % Degeri

Psodohiperisin Hiperisin
H. spectabile 0,00148 0,00700
H. pseudolaeve 0,01310 0,00384
H. thymbrifolium 0,00875 0,00439
H. neurocalycinum 0,00016 0,00322
H. malatyanum 0,00930 0,00304
H. perforatum 0,07475 0,06729
0,08000 - .
0,07000 - B
0,06000 - B
0,05000 - [
0,04000 -
0,03000 - B = Hip erisin
0,02000 1 P Psidohip erisin
0,01000 -
0,00000 . '_.-Iﬁ . '
A o o
eﬂ&&a c.e-\'}ow & o c&*&*& \0""0}& &“‘&*
W @ 9 Q\-Q‘d ‘2’:‘\ o o @ b RN

Sekil 5-1: Hypericum tiirlerinin YBSK analizi ile belirlenen psddohiperisin ve
hiperisin yiizdelerini gdsteren grafik
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H. perforatum tirtiniin kurutulmus c¢igekli toprak iistii kisimlarinin yaklagik
olarak %0,1-0,15 oraninda hiperisin ve psoddohiperisin total icerigine sahip oldugu
diisiiniildiiglinde ¢alisilan tiirlerden referans olarak kullanilan H. perforatum tiiriiniin
%0,14 ile bu standart degerlere uygunluk gosterdigi belirlenmistir. Diger tiirlerin
hiperisin ve psoddohiperisin total igerigine bakildiginda %0,017 ile H. pseudolaeve,
%0,013 ile H. thymbrifolium, %0,012 ile H. malatyanum, %0,009 ile H. spectabile ve
%0,003 ile H. neurocalycinum tirlerinin standart degerlerin altinda kaldig

goriilmektedir.

Hiperforin Miktari

Agilfloroglusinol  tlirevlerinden  hiperforin  igerigi  agisindan  tiirler
karsilagtirildiginda, en yiiksek degere %0,00413 ile H. spectabile tiiriiniin sahip oldugu,
onu sirastyla %0,00227 ile H. pseudolaeve ve %0,0012 ile H. malatyanum tiirlerinin
takip ettigi, H. perforatum tiriniin ise %3,375 ile calisilan tiirlere gore ¢ok yliksek
oranda hiperforin igerdigi belirlenmistir. H. thymbrifolium ve H. neurocalycinum

tiirlerinde hiperforin varligi saptanamamastir.

Tablo 5-2: Hypericum tiirlerinin YBSK analizi ile belirlenen hiperforin miktari

Bitki icerisindeki % Degeri

Hiperforin
H. spectabile 0,00413
H. pseudolaeve 0,00227
H. thymbrifolium -
H. neurocalycinum -
H. malatyanum 0,00120
H. perforatum 3,37501

H. perforatum tiriinin kurutulmus ¢igekli toprak istii kisimlarinin %2-4,5
oraninda hiperforin igerigine sahip oldugu diisiiniildiigiinde ¢alisilan tiirlerden referans
olarak kullanilan H. perforatum tiiriniin %3,38 ile bu standart degerlere uygunluk
gosterdigi belirlenmistir. Calisilan tiirlerden ikisinde hiperforin saptanamamasi ve diger
tic tlriin hiperforin igeriginin standart degerlerin ¢ok altinda olmasi1 H. perforatum

tiirlinlin hiperforin icerigi agisindan diger tiirlerden iistiin oldugunu gostermektedir.
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Incelenen Hypericum tiirleri Tablo 5-3’de yer alan, Tiirkiye’de yetisen,

psodohiperisin, hiperisin ve hiperforin icerigi aydinlatilmis tiirlerle karsilastirilmistir.

Psodohiperisin igerigi en yiliksek olan H. pseudolaeve tirl, H. androsaemum, H.

orientale ve H. scabrum tiirlerine kars1 ustiinliik gostermektedir. Hiperisin icerigi en

yiiksek olan H. spectabile ise H. androsaemum, H. orientale, H. origanifolium, H.

scabrum ve H. venustum tiirlerinden daha yiiksek oranda hiperisin igermektedir. Yine

hiperforin igerigi en yliksek olan H. spectabile tiirii, H. aviculariifolium, H. linarioides,

H. montanum, H. orientale ve H. scabrum tiirlerinden yiiksek, H. hyssopifolium tiiri ile

esit oranda hiperforin bilesigi tagimaktadir.

Tablo 5-3: Tiirkiye’de yetisen bazi Hypericum tiirleri ile yapilan ¢alismalarda rapor edilen
psodohiperisin, hiperisin ve hiperforin miktarlari

Psodohiperisin  Hiperisin  Hiperforin
(%) (%) (%)

H. androsaemum <0,001 < 0,001 0,009 Smelcerovic ve ark, 2008
H. aviculariifolium 0,058 0,066 0,002 !
H. bithynicum 0,203 0,105 0,015 !
H. heterophyllum 0,032 0,051 0,008 !
H. hirsitum 0,038 0,054 0,020 !
H. hyssopifolium 0,046 0,052 0,004 "

0,0051 0,003 - Ayan ve ark, 2004
H. linarioides 0,056 0,034 < 0,001 Smelcerovic ve ark, 2008
H. lydium - 0,121 - Crrak ve ark, 2006
H. montanum 0,156 0,113 < 0,001 Smelcerovic ve ark, 2008
H. montbretii 0,210 0,074 0,345 !

0,358 0,252 - Ayan ve Cirak, 2008
H. nummularioides 0,018 0,020 0,025 Smelcerovic ve ark, 2008
H. orientale 0,004 0,002 0,003 !
H. origanifolium 0,001 < 0,001 < 0,001 "

0,093 - 0,163 Cirak ve ark, 2008
H. perfoliatum 0,023 0,029 0,014 Smelcerovic ve ark, 2008

0,262 - 0,184 Cirak ve ark, 2008
H. perforatum 0,354 0,347 0,546 Smelcerovic ve ark, 2008
H. pruinatum 0,118 0,036 0,005 !
H. scabrum 0,007 0,004 0,002 !
H. triguetrifolium 0,349 0,456 0,005 !
H. venustum - 0,003 - Ayan ve ark, 2004
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Fenolik Bilesiklerin Miktarlari

Fenolik asitlerden klorojenik asit icerigi agisindan tiirler karsilastirildiginda; en
yiiksek degere %0,322 ile H. pseudolaeve tiiriinlin sahip oldugu, bu tiirii azalan
oranlarda %0,296 ile H. thymbrifolium, %0,26 ile H. neurocalycinum, %0,236 ile H.
spectabile ve %0,11 ile H. malatyanum tirlerinin takip ettigi Tablo 5-4’de
goriilmektedir. H. perforatum tiriiniin ise %0,008 ile incelenen tiirlere gore en diisiik
klorojenik asit ylizdesine sahip oldugu belirlenmistir. Calisilan tiirler klorojenik asit

icerigi agisindan H. perforatum tiiriine Uistlinliik saglamiglardir.

Incelenen tiirler flavon glikozitlerinden rutin igerigi agisindan karsilastirildiginda
en yiksek degere %0,12 ile H. pseudolaeve tiiriiniin, sonra sirastyla %0,033 ile H.
neurocalycinum, %0,02 ile H. malatyanum, %0,01 ile H. thymbrifolium ve %0,008 ile
H. spectabile tiiriiniin izledigi saptanmistir. H. perforatum tiiriiniin ise %1,02 degeri ile

H. pseudolaeve tiiriinden on kat daha yiiksek rutin igerigine sahip oldugu belirlenmistir.

Flavon glikozitlerinden hiperozit igerigi agisindan en zengin tiiriin %0,59 ile H.
malatyanum oldugu belirlenmistir. Bu tlirli azalan oranlarda %0,3 ile H.
neurocalycinum, %0,21 ile H. pseudolaeve, %0,17 ile H. thymbrifolium ve %0,11 ile H.
spectabile tiirleri takip etmektedir. H. malatyanum tirinin %0,49 oraninda hiperozit

igeren H. perforatum tiirtinden daha yliksek oranda hiperozit icerdigi saptanmistir.

[zokersetin igerigi agisindan degerlendirildiginde H. tyhmbrifolium tiiriiniin
%0,3 ile en yliksek degere sahip oldugu, sirasiyla %0,2 ile H. malatyanum, %0,19 ile H.
pseudolaeve, %0,14 ile H. spectabile ve %0,12 ile H. neurocalycinum tiirlerinin onu
takip ettigi Tablo 5-4’de goriilmektedir. H. perforatum tiirinin %0,39 ile diger

tiirlerden daha yiiksek oranda izokersitrin i¢erdigi belirlenmistir.

Bitki igerisindeki kempferol yiizde degerlerine bakildiginda H. spectabile
tiriiniin  %0,008 ile en yiiksek degere sahip oldugu Tablo 5-4’de goriilmektedir.
%0,0048 ile H. neurocalycinum, %0,0036 ile H. pseudolaeve, %0,0019 ile H.
malatyanum ve 9%0,0007 ile H. thymbrifolium tirleri siralanmaktadir. %0,0018
kempferol icerigine sahip H. perforatum tiiriine karst H. thymbrifolium haricindeki

tiirlerin Ustlinliik sagladig gortiilmektedir.

Flavon glikozitlerinden kersitrin igerigi %1,3 olan H. spectabile tiiriiniin,

referans olarak kullanilan ve %0,14 kersitrin tastyan H. perforatum tiiriinden yaklasik
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10 kat fazla kersitrin igerigine sahip oldugu saptanmustir. 9%0,26 ile H. pseudolaeve,
%0,16 ile H. thymbrifolium ve %0,008 ile H. malatyanum tirlerinin kersitrin icerikleri

belirlenmis, ancak H. neurocalycinum tiiriinde kersitrin bilesigine rastlanmamastir.

Incelenen tiirler kersetin icerikleri agisindan karsilastirildiginda %0,138 ile H.
neurocalycinum tirinlin H. perforatum tirii de dahil olmak iizere en yiiksek degere
sahip oldugu gorilmiistir. %0,09 ile H. malatyanum, %0,059 ile H. pseudolaeve,
%0,057 ile H. spectabile ve %0,039 ile H. thymbrifolium tiirlerinin kersetin igerikleri
referans olarak kullanilan ve %0,125 oraninda kersetin igeren H. perforatum tiiriinden

diisiik kalmaktadir.

Biflavon bilesiklerinden amentoflavon igerikleri degerlendirilen tiirlerden
referans olarak kullanilan ve %0,0058 amentoflavon iceren H. perforatum tiirii dahil
olmak {iizere en yliksek degere %0,0072 ile H. malatyanum tiri sahiptir. %0,0030 ve
%0,0032 amentoflavon i¢eren H. spectabile ve H. pseudolaeve tiirlerini %0,0027 ile H.
thymbrifolium ve %0,0014 ile H. neurocalycinum takip etmektedir.

Tablo 5-4: Hypericum tirlerinin YBSK analizi ile belirlenen fenolik asit ve flavonoit miktarlari

Bitki Icerisindeki % Degeri

Klorojenik Rutin Hiperozit izokersetin Kempferol Kersitrin Kersetin Amentoflavon
asit

H. spectabile  0,23567 0,00829 0,11375 0,13867 0,00805 1,28631 0,05671 0,00302

H. pseudolaeve  0,32232  0,12080 0,20662 0,18686 0,00356  0,26098 0,05922 0,00320

H. thymbrifolium  0,29576  0,01000 0,16807 0,30382 0,00070  0,15532  0,03880 0,00270
H. neurocalycinum  0,26033  0,03299 0,30434 0,12173 0,00482 - 0,13809 0,00144
H. malatyanum  0,01072  0,01967 0,58745 0,19994 0,00188 0,00770  0,09261 0,00720

H. perforatum  0,00802 1,01533 0,49113 0,38795 0,00181 0,13489 0,12503 0,00582
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Sekil 5-2: Hypericum tiirlerinin YBSK analizi ile belirlenen fenolik bilesiklerinin yiizdelerini
gosteren grafik

H. perforatum (%1,02) tiirlinden sonra en fazla rutin igeren H. pseudolaeve (%0,12)
tiri Turkiye’de yetisen tiirlerden H. androsaemum (<%0,001), H. triquetrifolium
(%0,053), H. aviculariifolium (<%0,001), H. bithynicum (%0,043), H. perfoliatum
(%0,068), H. orientale (<%0,001), H. hyssopifolium (%0,008), H. hirsutum (%0,046),
H. linarioides (%0,051), H. nummularioides (%0,0009), H. pruinatum (0,0001), H.
heterophyllum (%0,006) ve H. montanum (<%0,001) tiirlerine gore cok daha yiiksek
oranda rutin tagimaktadir. Yapilan ¢alismalarda Tiirkiye’de yetisen tiirler arasinda rutin
icerigi en ylksek tiir H. montbretii (%3,18) olarak bildirilmistir (Smelcerovic ve ark,
2007).

Hiperozit igerigi H. perforatum (%0,49) tiiriinden yiiksek olan H. malatyanum
(%0,59) turt ise H. aviculariifolium (%0,089), H. origanifolium (<%0,001), H.
orientale (%0,53), H. hyssopifolium (%0,44), H. scabrum (%0,21), H. heterophyllum
(%0,045) ve H. montanum (%0,12) tiirlerinden yiiksek oranda hiperozit igerigine
sahiptir. Yapilan caligmalarda Tiirkiye’de yetisen tiirler arasinda hiperozit igerigi en

yiiksek tiir H. nummularioides (%2,23) olarak bildirilmistir (Smelcerovic ve ark, 2007).
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Kersitrin igerigi H. perforatum (%0,14) tiirlinden ¢ok daha yiiksek olan H.
spectabile (%1,29) tirli H. androsaemum (<%0,001), H. triquetrifolium (%0,39), H.
aviculariifolium (%0,40), H. origanifolium (%<0,001), H. bithynicum (%0,34), H.
montbretii  (%0,23), H. perfoliatum (<%0,001), H. orientale (%<0,001), H.
hyssopifolium (%0,052), H. scabrum (%0,02), H. hirsutum (%0,006), H. linarioides
(%<0,001), H. nummularioides (%0,14), H. pruinatum (%0,13), H. heterophyllum
(%0,33) ve H. montanum (%0,30) tiirlerinden ¢ok daha yiiksek oranda kersitrin
tagimaktadir. Tiirkiye’de yetisen tiirlerle yapilan ¢aligmalara bakildiginda en yiiksek
kersitrin igerigine bu ¢aligmada belirlenen H. spectabile (%1,29) tiirlinlin sahip oldugu

goriilmektedir (Smelcerovic ve ark, 2007).

Kersetin igerigi H. perforatum (%0,13) tiriinden yiiksek olan H.
neurocalycinum (%0,14) tiri ise H. androsaemum (%0,13), H. aviculariifolium
(%0,02), H. origanifolium (%0,06), H. orientale (%0,067), H. scabrum (%0,03), H.
heterophyllum (%0,01) ve H. montanum (%0,06) tiirlerinden yiiksek oranda kersetin
icerigine sahiptir. Yapilan ¢aligmalarda Tirkiye’de yetisen tiirler arasinda hiperozit
icerigi en yiksek tiirlerin H. perforatum (%0,58) ve H. montbretii (%0,50) olarak
bildirilmistir (Smelcerovic ve ark, 2007).

Antioksidan Aktivite Sonuclari

Bu c¢alismada incelenen tiirlerin antioksidan potansiyelini degerlendirmek
amactyla hazirlanan metanol ekstrelerin antioksidan aktiviteleri, g¢esitli antioksidan
testler kullanilarak incelendi. Ekstrelerin antioksidan aktiviteye sahip fenolik ve
flavonoit bilesikler icerdikleri, potansiyel antioksidan olarak demir ve askorbik asit ile
indiiklenmis fosfatidilkolin lipozomlarinin peroksidasyonunu inhibe ettikleri, DPPH ve
stiperoksit radikallerini giderdikleri, indirgeyici gii¢ gosterdikleri ve dogal antioksidan

kaynagi olarak kullanilabilecekleri sonucuna varildi.

Incelenen Hypericum tiirleri total ekstre edilebilen madde miktar1 agisindan
degerlendirildiginde, H. perforatum > H. malatyanum > H. spectabile > H.

thymbrifolium > H. neurocalycinum > H. pseudolaeve seklinde siralandi.

Calisilan Hypericum tiirleri ile total fenolik madde miktar tayini ¢aligmasi
fenolik maddelerin dogal antioksidanlarin en 6nemli gruplarini olusturmasi nedeniyle
yapildi. Fenolik bilesikler igerisinde en fazla bulunanlari flavonoitler ve fenolik

asitlerdir (Scalbert ve ark, 2005). Fenol ve flavonoitler yaygin olarak tanman ve
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biyolojik membranlardaki lipit peroksidasyonunu inhibe eden dogal antioksidan
yapilardir. Fenolik bilesiklerin antioksidan etkisinin, serbest radikalleri giderme, metal
iyonlarla bilesik olusturma (metal selatlama) ve singlet oksijen olusumunu engelleme
veya azaltma (Rice-Evans ve ark, 1997) gibi 6zelliklerinden kaynaklandigi one
stiriilmiistiir. Flavonoit ve polifenollerin kanser ve ¢esitli hastaliklarin olusumunda rol
alan oksidan yapilar1 yok ederek, antioksidan enzimlerin aktivitelerini stimiile ederek
intraselliiler oksidatif stresi azaltarak, nitrik oksit ve peroksit radikallerini direkt olarak

temizleyerek etkili olabildikleri bildirilmistir (Havsteen, 2002).

Total Fenolik Madde Miktari

Bu calismada Hypericum tiirlerinin fenolik bilesik miktarinin total ekstre
edilebilen madde miktarma oraninin %6,6 ile %13,9 arasinda degistigi gozlendi. Bu
oran H. spectabile (%10), H. pseudolaeve (%6,6) ve H. malatyanum (%7,1)
ekstrelerinde H. neurocalycinum (%13,9), H. thymbrifolium (%12) ve H. perforatum
(%12,9) ekstrelerine gore daha diisiik bulundu. Bu bulgular ile ekstrelerin %86,1 ile

%93.4 oraninda fenolik olmayan bilesikler icerdikleri belirlenmistir.

Incelenen Hypericum tiirlerinin igerdikleri total fenolik bilesiklerinin miktarmin
13,26 ile 36,41 mg GAE/kuru agirlik veya 85,2 ile 140,9 mg GAE/g ekstre arasinda
degistigi goriildi. 1 g ekstrenin icerdigi mg GAE ekivalanlar1 kiyaslandiginda en
ylksek miktarda fenolik bilesikleri igeren ve aralarinda anlamli bir fark (p > 0,05)
gbézlenmeyen H. neurocalycinum, H. thymbrifolium ve H. perforatum ekstreleri, en
diisiik miktar1 ise aralarinda anlaml bir fark (p > 0,05) gézlenmeyen H. spectabile, H.
pseudolaeve ve H. malatyanum ekstreleri oldugu goriildii. Ancak H. neurocalycinum ve
H. thymbrifolium ekstrelerinin verimi diisiik oldugu i¢in sonuglar 1 g drogun igerdigi
mg GAE ekivalanlar olarak ifade edildiginde; en yiiksek miktar1 aralarinda anlamli bir
fark (p > 0,05) gozlenmeyen H. perforatum ekstresi igerirken, onlar1 aralarinda anlamli
bir fark (p > 0,05) goézlenmeyen H. neurocalycinum, H. thymbrifolium, H. spectabile ve
H. malatyanum ekstrelerinin takip ettigi, en dislik miktar1 ise H. pseudolaeve
ekstresinin igerdigi goriildii. Bu miktarlarin H. triquetrifolium (267 png GAE/ mg ekstre)
ve H. scabroides (333 ng GAE/mg ekstre) icin bildirilen miktarlardan daha diisiik, H.
perforatum (0,55 + 0,01 mg GAE/100 g kuru agirlik) i¢in bildirilen miktardan daha

yiiksek oldugu goriilmiistiir (Wojdylo ve ark, 2007; Kizil ve ark, 2008).
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Total Flavonoit Miktari

Incelenen Hypericum tiirlerinin igerdikleri flavonoit miktarlarinin 10,3 ile 22,8
mg CE/kuru agirlik veya 64,5 ile 138,8 mg CE/g ekstre arasinda degistigi gortldi. 1g
ekstrenin icerdigi mg CE ekivalanlan kiyaslandiginda, en yiiksek miktarda flavonoit
iceren ekstrelerin aralarinda anlamli bir fark (p > 0,05) gozlenmeyen H. neurocalycinum
ve H. perforatum ekstreleri oldugu, en diisiik miktarda flavonoit igeren ve aralarinda
anlamli bir fark (p > 0,05) gozlenmeyen ekstrelerin ise H. pseudolaeve ve H.
malatyanum ekstreleri oldugu goriildii. Ancak sonuglar 1 g drogun igerdigi mg CE
ekivalanlar olarak ifade edildiginde en yliksek miktar1 H. perforatum ekstresi igerirken,
onlar1 aralarinda anlamli bir fark (p > 0,05) gozlenmeyen H. neurocalycinum, H.
spectabile, H. thymbrifolium ve H. malatyanum ekstrelerinin takip ettigi, en diisiik

miktari ise H. pseudolaeve ekstresinin igerdigi goriildii.
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Sekil 5-3: Hypericum tiirlerinin fenolik ve flavonoit bilesiklerinin ekstre ve bitkideki
ylizdelerini gosteren grafik

Ekstrelerin antioksidan aktiviteleri incelendiginde Hypericum tiirlerinden
hazirlanan metanol ekstrelerinin ve standart maddelerin antioksidan aktivitelerinin
konsantrasyona bagli olarak arttiklar1 goriildii. Ekstrelerin ve pozitif kontrol olarak

kullanilan  kersetinin  antioksidan aktivitelerini kiyaslayabilmek i¢in efektif
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konsantrasyonlart (ECsg) hesapland1 ve diisiik ECsy degeri yiliksek antioksidan

aktivitesinin gostergesi olarak degerlendirmeler yapildi.

Lipozom Peroksidasyonu Uzerine Antioksidan Etki

Calisilan Hypericum ekstrelerinin lipozom peroksidasyonu iizerine antioksidan
etkileri incelendiginde, ekstrelerin 0,625 — 10 mg/ml konsantrasyon sinirlari arasinda
maksimum antioksidan aktivitelerine ulastiklar1 goriildii. 5 mg/ml konsantrasyonunda
H. neurocalycinum (%87,03 + 1,6), H. spectabile (%84,27 + 3,6) ve H. perforatum
(%79,74 + 3,3) ekstrelerinin lipid peroksidasyon inhibisyonu seklinde yansiyan
antioksidan aktiviteleri arasinda anlamli farklihik goézlenmedi (p>0,05). Ancak H.
thymbrifolium (%82,25 + 1,40), H. pseudolaeve (%75,74 + 4,1) ve H. malatyanum
(%77,83 £+ 1,05) ekstrelerinin maksimum antioksidan aktiviteye daha yiiksek
konsantrasyonda (10 mg/ml) ulastiklari saptandi. Ekstrelerin antioksidan aktivitelerinin,
kersetinin 0,16 mg/ml konsantrasyonunda gosterdigi aktiviteye (%91,6 £ 0,07) yakin
oldugu belirlendi.

Ekstrelerin ECso degerleri (%50 TBARS (Thiobarbituric Acid Reactive
Substances) olusumunun inhibisyonunu saglayan ekstre veya standart madde
konsantrasyonu) kiyaslandiginda en etkili lipid peroksidasyon inhibitorleri, ECs
degerleri 2,49 £+ 0,097; 2,80 £+ 0,28; 0,134 + 0,004 ve 2,74 + 0,19 mg/ml olan H.
neurocalycinum, H. spectabile ve H. perforatum ekstreleri oldugu, bunlart ECsg
degerleri 4,39 + 0.077; 4,82 + 0,034 ve 5,41 £ 0,55 mg/ml olan H. thymbrifolium, H.

malatyanum ve H. pseudolaeve ekstrelerinin takip ettigi saptandi.

Bu sonuglar incelenen Hypericum ekstrelerinin, ECsy degeri 0,059 + 0,001
mg/ml olan kersetin kadar etkili lipid peroksidasyon inhibitorleri olmadiklarin
gostermis olsa bile (p < 0,05), hidrojen atomunu vererek serbest radikalleri ve 6zellikle
lipid peroksit radikallerini gidererek lipid peroksidasyonunu devam ettiren zincir
reaksiyonunu durdurabildiklerini gostermektedir. Bu sonuglar ile Hypericum tiirlerinin
iyi bir in vitro antioksidan aktivite gosterdiklerini rapor eden diger ¢alismalar ile ayni
yondedir (Couladis ve ark, 2002). Silva ve arkadaslar1 tarafindan 2005 yilinda yapilan
bir c¢alismada, H. perforatum tiiriniin askorbat/Fe’” ile indiiklenen lipid
peroksidasyonunun %50 inhibisyonunu saglayan ekstre miktariin (ECsy degerinin) 26

ug kuru agirlik/ml oldugu rapor edilmistir. Diger bir ¢calismada H. perforatum tiiriinden
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hazirlanan ekstrenin 800 pg/ml’de o-tokoferoliin gosterdigi aktiviteye yakin bir lipid
peroksidasyonu inhibe edici (%70) etki gosterdigi bildirilmistir (Zou ve ark, 2004).
Kizil ve arkadaglar1 tarafindan 2008 yilinda yapilan bir ¢calismada ise H. triquetrifolium
ve H. scabroides ekstrelerinin sigan beyin homojenizatindaki lipid peroksidasyonunu

inhibe edici yiiksek potansiyeline sahip olduklar1 sonucuna varilmistir.

Siiperoksit Radikali Giderici Etki

Calisilan Hypericum ekstrelerinin indol tiirevlerinin PMS/NADH sistemi ile
tiretilen  siiperoksit radikallerini  giderici  etkisi incelenmis, 1,25 mg/ml
konsantrasyondaki ekstrelerin nitroblue tetrazoliumu (NBT) indirgeme hizin1 doza-
bagimli olarak inhibe ettikleri ve %84,4 + 3,2 ile H. spectabile, %82,0 £ 3,7 ile H.
neurocalycinum, %79,8 + 2,7 ile H. malatyanum, %77,9 + 5,1 ile H. thymbrifolium,
%52,8 £ 5,2 ile H. perforatum ve %39,53 * 8,1 ile H. pseudolaeve ekstrelerinin
inhibisyon aktivitesi gosterdikleri bulunmustur. Maksimum inhibisyon aktivitesine H.
pseudolaeve ekstresinin (%85,1 + 1,3) 5 mg/ml’de, H. thymbrifolium (%88,2 £ 0,38), H.
malatyanum (%84,9 £ 1,6) ve H. perforatum (%82,3 £ 4,8) ekstrelerinin ise 2,5
mg/ml’de ulastiklar1 goriildii. H. neurocalycinum ve H. spectabile ekstrelerinin 1,25
mg/ml’de gosterdikleri siiperoksit radikali giderici aktivitelerinin kersetinin ayni
konsantrasyonda gosterdigi aktiviteye (%99,3 £ 0,27) yakin oldugu belirlendi (p >
0,05).

ECso degerleri (ekstrenin %50 siiperoksit radikali giderici aktivite gdstermesi
icin gerekli olan miktar1) kiyaslandiginda en yiiksek aktiviteyi ECsy degeri 0,430 =+
0,006 mg/ml olan ve aralarindaki anlamsiz (p > 0.05) farkliligindan da anlasildig1 gibi
benzer etkiye sahip olan H. spectabile ekstresi ve kersetin (0,461 = 0,014 mg/ml)
gosterirken, onlart H. neurocalycinum (0,613 = 0,052 mg/ml), H. thymbrifolium (0,641
+ 0,069 mg/ml) ve H. malatyanum (0,802 + 0,036 mg/ml) ekstrelerinin takip ettigi, en
diisiik aktiviteyi ise H. perforatum (1,38 + 0,085 mg/ml) ve H. pseudolaeve (1,73 +

0,060 mg/ml) ekstrelerinin gosterdikleri belirlenmistir.

DPPH Radikali Giderici Etki

Incelenen ekstrelerin biyolojik sistemlerdeki hidrojen verici etkisini tayin etmek
icin kullanilan DPPH radikali ile yapilan calismada; 2,5 mg/ml konsantrasyonda H.
neurocalycinum (%92,13.07 = 0,68), H. thymbrifolium (%89,41 + 1,35), H. spectabile



224

(%91,5372 + 1,34), H. pseudolaeve (%87,69 + 2,40), H. malatyanum (%81,37 + 0,30)
ve H. perforatum (%90,18 £ 0,87) ekstrelerinin, kersetinin (%96,89 + 0,72) 0,31 mg/ml
konsantrasyonda gosterdigi DPPH radikali giderici aktivitesine yakin aktivite

gosterdikleri goriildii.

ECso degerleri (ekstrenin %50 DPPH radikali giderici aktivite gostermesi igin
gerekli olan miktar1) kiyaslandiginda ise en yliksek antioksidan aktiviteyi en diisiik ECs
degerleri sirastyla 0,251 £ 0,12 mg/ml ile H. neurocalycinum ve 0,265 £+ 0,12 mg/ml ile
H. perforatum ekstrelerinin gosterdigi, bunlar1 aralarinda anlamli bir farklilik
bulunmayan (p > 0,05) ve ECsy degerleri 0,622 £+ 0,05 mg/ml ile H. thymbrifolium ve
0,567 £ 0,03 mg/ml ile H. spectabile ekstrelerinin takip ettigi, en diisiik aktiviteyi ise
ECso degerleri sirasiyla 0,916 + 0,04 mg/ml ve 1,54 £ 0,044 mg/ml olan H. pseudolaeve
ve H. malatyanum ekstrelerinin gosterdigi bulunmustur. Ekstrelerin ve kersetinin (0,064
+ 0,001 mg/ml) ECsy degerleri kiyaslandiginda ise ekstrelerin DPPH giderici
aktivitelerinin kersetinin aktivitesinden daha diisiik oldugu saptanmistir (p<0,05).
Yapilan calismalarda H. triquetrifolium (I1Cso = 39,0 ug/ml) ve H. scabroides (ICsy =
33,8 pg/ml) ekstrelerinin, ayrica H. perforatum (ICsyp = 10,63 pg/ml) ekstresinin daha
yiiksek DPPH radikal giderici aktivitesi gosterdiklerini bildirilmistir (Zou ve ark, 2004;
Kizil ve ark, 2008). Bunun nedeninin ekstrelerin fitokimyasal farkliliklarindan dolay1
ortaya ¢iktig1 diistiniilmiistiir. Bilindigi gibi antioksidanlar hidrojen atomu vererek etki
gosterirler ve zincir olusturan radikalleri daha az reaktif tiirlere dontstiiriirler. Bu
sekilde olusan antioksidan radikali, oksijen atomu ile aromatik halka iizerindeki
ciftlesmemis elektronun yer degistirmesiyle stabilize olur. Bu nedenle antioksidan
molekiiller yapilarinda genellikle fenolik fonksiyon tasirlar ve fenol halkasindaki

hidroksil grubunun pozisyonu antioksidan etkiden sorumludur (Rice-Evans ve ark,

1997).

Bircok calismada ekstrelerin antioksidan aktiviteleri fenolik bilesiklerle
iliskilendirilmektedir. H. perforatum tiirtinden hazirlanan etanol ekstresinin hiperisin,
hiperforin ve tiirevleri, hidroksisinnamik asidler, rutin, hiperozit, kersetin, klorojenik
asit, flavonoller ve flavonlar gibi birgok fenolik bilesikler icerdigi bildirilmistir ve bu
bilesiklerin ekstrenin antioksidan aktivitesinden sorumlu olabilecekleri 6ne stiriilmiistiir
(Conforti ve ark, 2002; Zou ve ark, 2004; Silva ve ark, 2005). Flavonoitlerin, 6zellikle

kersetin ve glikozit tlirevlerinin, H. perforatum tiriiniin ekstre edebilen total etanol
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ekstresinin total fenolik bilesiklerinin en biiylik kismini olusturdugu (yaklasik olarak
%357’s1), hidroksisinnamatlarin ise sadece %10°u kadarini olusturdugu rapor edilmistir
(Silva ve ark, 2005). H. androsaemum tiiriinden hazirlanan infiizyonun antioksidan
aktivitesinin, icerdigi 3- ve 5-O-kafeoilkinik asidler, kersetin ve glikozit tlirevleri gibi

fenolik bilesiklerden ileri gelebilecegi ileri siiriilmiistiir (Valentao ve ark, 2002).

Ferri Iyonu Rediikleyici Giicii

Hypericum ekstrelerinin ferri iyonu rediikleyici (indirgeyici) giicli potansiyel
antioksidan aktivitelerinin gostergesi olarak kabul edilmektedir ve elektron verici
yeteneklerini yansitmaktadir. Rediikleyici giicii yliksek olan ekstreler serbest radikallere
elektron vererek ve onlar1 zararsiz hale getirerek radikal reaksiyonlari sonlandirabilirler.
Bu c¢alismada Hypericum ekstreleri tarafindan potasyum ferrisiyaniirin  (Fe")
ferrosiyantire (Fe*") rediiklenmesi esasina dayanan kolorimetrik metod kullanarak
incelenen ekstrelerin 0,31 - 5 mg/ml konsantrasyon sinirlari arasinda 700 nm’de 0,2’den
2,5’e kadar artan absorbanslari olarak ifade edilen rediikleyici gii¢ gosterdikleri

belirlenmistir.

5 mg/ml konsantrasyonda 1,97 + 0,016 ile H. pseudolaeve; 2,23 + 0,013 ile H.
malatyanum.; 2,32 + 0,033 ile H. thymbrifolium; 2,39 + 0,039 ile H. neurocalycinum;
2,40 £ 0,029 ile H. spectabile ve 2,50 = 0,004 ile H. perforatum ekstrelerinin
absorbanslarinin, kersetinin 1,25 mg/ml konsantrasyonda gosterdigi absorbansa ve

dolayistyla rediikleyici gilice yakin oldugu belirlenmistir (p > 0.05).

ECso degerleri (ekstrenin 0,5 absorbans degeri gdstermesi igin gerekli olan
miktar1) kiyaslandiginda ise en yiiksek rediikleyici giicii H. neurocalycinum (0,259 +
0,05 mg/ml) ve H. perforatum (0,288 + 0,02 mg/ml) (p>0,05) ekstrelerinin
gosterdikleri, bunlar H. thymbrifolium ve H. spectabile ekstrelerinin (p > 0.05) takip
ettigi belirlendi. ECsy degerleri 0,754 £ 0,01 mg/ml ve 0,962 + 0,04 mg/ml olan H.
malatyanum ve H. pseudolaeve ekstrelerinin ise en az etkili rediikleyici ajan olduklari
goriildii. Incelenen ekstrelerin rediikleyici gii¢lerinin kersetinin (0,045 + 0,008 mg/ml)
gosterdigi rediikleyici giicten daha zayif oldugu (p < 0,05) belirlendi. incelenen biitiin
ekstrelerin Fe (III)’i rediikleyici ve dolayisiyla elektron verici yetenege sahip olduklar

sonucuna varildi. Bu ¢alismadaki sonuglar Kizil ve arkadaglari tarafindan 2008 yilinda
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yapilan ¢calismanin H. triguetrifolium ve H. scabroides i¢in bildirilen sonuglariyla uyum

gostermektedir.

Bu calismada 6 farkli Hypericum tiiriinden hazirlanan metanol ekstrelerinin
antioksidan aktiviteleri 4 farkli metod kullanilarak incelenmis ve sonuglarda gézlenen
farkliliklarin, oksidatif stres olusumundaki farkli mekanizmalardan kaynklanabilecegi
distintilmistiir. ECsp degerleri kiyaslandiginda ekstrelerin DPPH ve SOD radikali
giderici aktiviteleri ile rediikleyici giiclerinin birbirine ¢ok yakin oldugu ve bu
aktivitelerinin lipid peroksidasyonunu inhibe edici aktivitelerinden daha yiiksek
olduklar1 belirlenmistir. Ekstrelerin total fenolik bilesikleri ile rediikleyici giicleri ve
lipid peroksidasyonunu inhibe edici aktiviteleri arasinda cok yiiksek korelasyon (1* =
0,99) gozlenmistir. Ekstrelerin antioksidan aktivitelerinin, icerdikleri fenolik
bilesiklerinin peroksit radikalleri olusumunu engelleme, serbest radikalleri giderme ve

indirgeme giicleri gibi 6zelliklerinden kaynaklanabilecegi sonucuna varilmstir.
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Sekil 5-4: Hypericum metanol ekstrelerinin antioksidan aktivite tayinlerindeki ECs, degerleri
(Diistik ECsq degeri yiiksek antioksidan aktiviteye karsilik gelmektedir)

Sitotoksik Aktivite Sonuclari

Incelenen Hypericum tiirlerinin metanol ekstreleri ile yapilan sitotoksik aktivite
calismalarindan LDH testi sonuglarina bakildiginda, 1 mg/ml ekstre konsantrasyonunda

HeLa hiicreleri lizerinde en yliksek sitotoksisiteyi %85,04 ile H. perforatum ve %81,19
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ile H. malatyanum gostermistir. Yine ayni konsantrasyonda H. pseudolaeve %51,07
oraninda hiicreleri oldiiriirken, H. thymbrifolium %39,14; H. spectabile %26,52 ve H.
neurocalycinum %14,27 oaraninda hiicre 6liimiine neden olmustur. Daha diisiik ekstre
konsantrasyonlarinda yapilan denemelerde H. spectabile ve H. pseudolaeve tiirlerinde
aktivite goriilmemis, diger tirlerde ise 0,5 mg/ml ve 0,25 mg/ml konsantrasyonlarda
diisiik de olsa aktivite saptanmis, 0,125 mg/ml konsantrasyonda ve sonrasinda aktivite

gbzlenmemistir.

Sitotoksik aktiviteyi belirleyen yontemlerden olan ve hiicre canliligini Slgen
WST-1 testi 1h inkiibasyon sonuglar1 degerlendirildiginde, en diisiik hiicre canliligina
0,0625 mg/ml ekstre konsantrasyonunda %354,91 ile H. perforatum tiiriiniin neden
oldugu belirlenmistir. Ayn1 ekstre konsantrasyonunda H. malatyanum %80,64; H.
thymbrifolium %93,06; H. pseudolaeve %94,22; H. spectabile %96,82 ve H.
neurocalycinum %97,69 hiicre canliligr ol¢iilmistir. Minimum % canlilik olarak
bakildiginda, 1 mg/ml ekstre konsantrasyonunda H. neurocalycinum %8,38; H.
spectabile %19,65; H. malatyanum %42,49 ve H. pseudolaeve %45,66; 0,5 mg/ml
ekstre konsantrasyonunda H. thymbrifolium  %?24,57; 0,25 mg/ml ekstre

konsantrasyonunda H. perforatum %14,74 aktivite gostermistir.

Sitotoksik aktiviteyi belirleyen yontemlerden olan ve hiicre canliligin1 6lgen
WST-1 testi 4h inkiibasyon sonuclar1 degerlendirildiginde, en diisiik hiicre canliligina
0,0625 mg/ml ekstre konsantrasyonunda %44,57 ile H. malatyanum tiriiniin neden
oldugu belirlenmistir. Ayni1 ekstre konsantrasyonunda H. perforatum %71,59; H.
spectabile %91,09; H. neurocalycinum 9%92,48; H. pseudolaeve 9%97,21 ve H.
thymbrifolium %99,44 hiicre canliliglt Ol¢iilmiistir. Minimum % canlilik olarak
bakildiginda, 1 mg/ml ekstre konsantrasyonunda H. neurocalycinum %9,47; H.
spectabile %17,83 ve H. pseudolaeve %28,13; 0,5 mg/ml ekstre konsantrasyonunda H.
perforatum %34,54 ve H. thymbrifolium %29,25; 0,25 mg/ml ekstre konsantrasyonunda

H. malatyanum %7,52 aktivite gostermistir.

HeLa hiicrelerine karsi LDH testi sonuglarina gore H. perforatum ve H.
malatyanum ekstrelerinin 1 mg/ml konsantrasyonda, WST-1 testi sonuglarina gore ise
0,0625 mg/ml konsantrasyonda diger tiirlere gore yiiksek sitotoksik aktiviteye sahip
oldugu belirlenmistir. H. perforatum tiiriinlin sitotoksik ve antiproliferatif aktiviteleri

daha 6nce yapilan ¢alismalarda bildirilmis olmakla beraber bu ¢alismanin sonuglar ile
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de desteklenmektedir (Couladis ve ark, 2002; Hostanska ve ark, 2003; Roscetti ve ark,
2004; Silva ve ark, 2005). Bu ¢alismada incelenen tiirler arasinda yiiksek sitotoksik
aktivite gosteren H. perforatum ve H. malatyanum tirlerini diger tlirlerden ayiran
kimyasal farkliliklara bakildiginda, iki tiiriin de diger tiirlerden daha yiiksek oranda
amentoflavon igerdigi saptanmis, yapilan literatliir taramalarinda amentoflavon
bilesiginin sitotoksik aktivitesini rapor eden bir ¢alisma ile bu durum bagdastirilmistir

(Guruvayoorappan ve Kuttan, 2007).

Antimikrobival Aktivite Sonuclari

Antimikrobiyal aktivite calismalarindan antibakteriyel aktivite sonuglarina
bakildiginda H. spectabile tiirliniin tim ekstrelerinin Staphylococcus aureus ATCC
6538 susuna karsi aktivite gosterdigi, ancak petrol eteri, dietileter ve total metanol
ekstrelerinin 4,8 mg/L MIK degeri ile MIK degeri 1,2 mg/L olan sefuroksim-Na
referans maddesiyle karsilagtirildiginda diger ekstrelere gore yiiksek aktivite gosterdigi
belirlenmistir.  Yine tiim ekstrelerin metisiline direngli Staphylococcus aureus
ATCC33591 (MRSA) susuna kars1 aktivite gosterdigi, total metanol ekstresinin ise 4,8
mg/L MIK degeri ile MIK degeri 2 mg/L olan vankomisin referans maddesiyle
karsilastirildiginda yiiksek aktivite gosterdigi saptanmistir. Staphylococcus epidermidis
ATCC 12228 susuna kars1 etkiye bakildiginda total metanol ekstresinin 39 mg/L MIK
degeri ile MIK degeri 9,8 mg/L olan sefuroksim referans maddesiyle karsilastirildiginda
diger ekstrelere gore daha aktif oldugu, ancak tiim ekstrelerin aktivite gosterdigi
bulunmustur. Escherichia coli ATCC 8739, Klebsiella pneumoniae ATCC 4352,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 1539, Proteus mirabilis ATCC 14153 suslarina karsi

ise hicbir ekstre herhangi bir aktivite gostermemistir.

H. pseudolaeve tiiriinliin tim ekstreleri Staphylococcus aureus ATCC 6538,
metisiline direngli Staphylococcus aureus ATCC 33591 (MRSA) ve Staphylococcus
epidermidis ATCC 12228 suslarina kars1 aktivite gostermistir. Staphylococcus aureus
ATCC 6538 susuna kars1 petrol eteri, kloroform ve metanol ekstrelerinin 39 mg/L MIK
degerine, total metanol ekstresinin ise 19 mg/L MIK degerine sahip oldugu ve diger
ekstrelere gore daha yliksek aktivite gosterdigi belirlenmistir. MRSA susuna karsi diger
ekstrelere gore en iyi aktiviteyi 78 mg/L MIK degeri ile dietileter ekstresi,
Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 susuna kars1 ise diger ekstrelere gore en iyi

aktiviteyi 78 mg/L MIK degeri ile total metanol ekstresi gdstermistir. Escherichia coli
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ATCC 8739, Klebsiella pneumoniae ATCC 4352, Pseudomonas aeruginosa ATCC
1539, Proteus mirabilis ATCC 14153 suslarina karsi ise hicbir ekstre herhangi bir

aktivite gostermemistir.

H. thymbrifolium tirliniin tim ekstreleri Staphylococcus aureus ATCC 6538
susuna kars1 aktivite gosterirken, MiK degeri 4,8 mg/L olan kloroform ekstresi diger
ekstrelere gore yiiksek aktivite gostermistir. MRSA susuna karsi tiim ekstrelerin aktif
oldugu, ancak petrol eteri, dietileter ve total metanol ekstresinin 4,8 mg/L MIK degeri
ile diger ekstrelere gore daha yiiksek aktiviteye sahip oldugu belirlenmistir.
Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 susuna kars1 tiim ekstreler aktivite gdstermis,
ancak 4,8 mg/L MIK degerlerine sahip petrol eteri, dietileter, kloroform ve total
metanol ekstrelerinin diger ekstrelere gore daha yiiksek aktiviteye sahip oldugu

belirlenmistir.

H. neurocalycinum tiriiniin Staphylococcus aureus ATCC 6538 susuna karsi
aseton ekstresinin MIK degerinin 78 mg/L oldugu, haricindeki tiim ekstrelerin ise 4,8
mg/L MIK degeri ile aseton ekstresine kars1 yiiksek aktivite gosterdigi belirlenmistir.
MRSA susuna karsi tiim ekstreler aktivite gosterirken, petrol eteri ve total metanol
ekstrelerinin 4,8 mg/L MIK degeri ile diger ekstrelerden daha yiiksek aktiviteye sahip
oldugu belirlenmistir. Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 susuna karst petrol
eteri, dietileter ve total metanol ekstrelerinin 4,8 mg/L MIK degeri ile diger ekstrelerden

daha iyi aktivite gosterdigi belirlenmistir.

H. malatyanum tirinin Staphylococcus aureus ATCC 6538 susuna karsi aseton
ve metanol ekstreleri aktivite gosterirken, diger ekstreler 4,8 mg/L MIK degeri ile daha
yiiksek aktivite gostermisti. MRSA susuna karsi petrol eteri ve total metanol
ekstrelerinin 4,8 mg/L MIK deegri ile yiiksek aktivite gdsterdigi, dietileter, kloroform
ve metanol ekstrelerinin de aktif oldugu, ancak aseton ekstresinin herhangi bir aktivite
gostermedigi belirlenmistir. Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 susuna karsi
metanol ekstresinin diisiik aktivite gdsterdigi, haricindeki tiim ekstrelerin 4,8 mg/L MIK

degeri ile daha yiiksek aktivite gdsterdigi saptanmistir.

H. perforatum tiriiniin Staphylococcus aureus ATCC 6538 susuna kars1 aseton,
metanol ve total metanol ekstreleri 4,8 mg/L MIK degeri ile petrol eteri ve kloroform
ekstrelerine gore daha yiliksek aktivite gosterirken, dietileter ekstresi herhangi bir

aktivite gostermemistir. MRSA susuna karsi tiim ekstreler aktivite gostermis, ancak
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MIK degeri 39 mg/L olan total metanol ekstresi diger ekstrelere karsi daha yiiksek
aktivite gostermistir. Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 susuna karsi aseton ve
total metanol ekstreleri 78 mg/L MiK degeri ile diger ekstrelere gdre daha iyi aktivite

gostermistir.

Calisilan Hypericum tiirlerinin tiim ekstrelerinin Escherichia coli ATCC 8739,
Klebsiella pneumoniae ATCC 4352, Pseudomonas aeruginosa ATCC 1539, Proteus
mirabilis ATCC 14153 suslarina karsi aktivitelerine bakilmis, ancak higbir ekstre

herhangi bir aktivite gdstermemistir.

Antimikrobiyal aktivite ¢alismalarindan antifungal aktivite sonuglarina
bakildiginda H. spectabile ekstresinin Candida albicans ATCC 10231 susuna karsi
petrol eteri, dietileter ve kloroform ekstrelerinin 156 mg/L MIK degerine sahip oldugu,
referans madde olarak kullanilan 4,9 mg/L MIK degerine sahip klortrimazol ile
karsilastirildiginda diisiik antifungal aktivite gosterdigi belirlenmistir. Diger ekstreler ise

herhangi bir aktivite gdstermemistir.

H. pseudolaeve ekstresinin Candida albicans ATCC 10231 susuna karsi susuna
kars1 petrol eteri, metanol ve total metanol ekstrelerinin 156 mg/L MIK degeri ile diisiik
antifungal aktivite gosterdigi belirlenmistir. Diger ekstreler ise herhangi bir aktivite

gostermemistir.

H. thymbrifolium, H. neurocalycinum, H. malatyanum ve H. perforatum
tirlerinin tiim ekstrelerinin Candida albicans ATCC 10231 susuna karsi aktivite

gostermedigi belirlenmistir.

Antibakteriyel aktivite sonuglar1 genel olarak degerlendirildiginde, incelenen
tim Hypericum tirlerinin tim ekstrelerinin Staphylococcus aureus ATCC 6538,
Staphylococcus aureus ATCC33591 (MRSA), Staphylococcus epidermidis ATCC
12228 suslarina kars1 aktivite gostermesi gilinlimiize kadar yapilan birgok ¢alisma ile
uyum gostermekte olup, Hypericum ekstrelerinin  Gram-pozitif bakterilerden
Staphylococcus suslarina karsi etkili oldugunu bildiren literatiirleri desteklemektedir
(Fiebich ve ark, 1999; Schempp ve ark, 1999; Gibbsons ve ark, 2002; Vajs ve ark, 2003;
Avato ve ark, 2004; Dulger ve Gonuz, 2005; Conforti ve ark, 2005; Saddique ve ark,
2010).
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Antifungal aktivite sonuglar1 genel olarak degerlendirildiginde, incelenen
Hypericum tiirlerinden sadece ikisinin ve bazi ekstrelerinin Candida albicans ATCC
10231 susuna kars1 zayif antifungal aktivite gdstermesi, diger tiirlerin ekstrelerinin hig
aktivite gostermemesi glinlimiize kadar Candida albicans ATCC 10231 ile yapilan
antifungal aktivite ¢aligmalariyla uyum gostermektedir (Vajs ve ark, 2003; Saroglu ve

ark, 2007).

Genel Degerlendirme

Bu tez calismasi ile incelenen tiirlerin, antidepresan etkiden sorumlu baslica
bilesik olarak bildirilen hiperforin iceriklerinin H. perforatum tiiriine gore ¢ok diisiik
olmasi, hafif ve orta siddetli depresyon tedavisinde H. perforatum tiriine alternatif
tiirler olamayacaklarin1 géstermistir. Ancak zengin fenolik bilesiklerine sahip olduklari
ve bu bilesiklerden klorojenik asitin H. pseudolaeve, hiperozit ve amentoflavonun H.
malatyanum, kempferol ve kersitrinin H. spectabile, kersetinin H. neurocalycinum
tiirlerinde H. perforatum tiriinden de fazla bulundugu belirlenmistir. Zengin fenolik ve
flavonoit bilesikleri nedeniyle antioksidan aktiviteye sahip olduklar1 belirlenmis, dogal
antioksidanlar arasinda degerli tiirler olduklart sonucuna varilmistir. H. perforatum ve
H. malatyanum tiirlerinin diger tiirlere gore yiiksek sitotoksik aktiviteye sahip olmasi
ozellikle H. malatyanum tiirii agisindan 6nemli bir sonug olarak ortaya ¢ikmis, tizerinde
in vitro ve in vivo sitotoksik aktivite calismalarinin devam etmesi gerektigini
gbstermistir. Incelenen tiirlerin tiim ekstrelerinin Staphylococcus suslarina ve dzellikle
metisiline direncli S. aureus susuna kars1 diisik MIK degerlerine sahip olmalar

antibakteriyel 6zellikleri nedeniyle de degerli tiirler olduklarini1 gostermektedir.
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