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OZET

Eroglu, E. (2007). Hypericum pamphylicum Robson et Davis Tiirliniin Hiperisin Miktar1
ve Biyolojik Aktivite Yoniinden Incelenmesi. Istanbul Universitesi Saglik Bilimleri

Enstitiisii, Farmakognozi ABD. Yiiksek Lisans Tezi. istanbul.

Bu calismada Antalya-Alarahan’da endemik bir tiir olarak yetisen Hypericum
pamphylicum’un  meyveli ve ¢igekli Ornekleri hiperisin ve hiperforin miktari,
flavonoitleri, antimikrobiyel ve serbest radikal siipiiriicii etkileri a¢isindan incelenmistir.
Hiperisin ve hiperforin miktar tayini YBSK ile yapilmis, meyveli 6rnegin % 0,000003,
cicekli 6rnegin % 0,000016 oraninda hiperisin igerdigi saptanmistir. Meyveli drnekte
bulunmadigir belirlenen hiperforinin ¢icekli Ornekte eser miktarda bulundugu
belirlenmistir.

Incelenen bitki drneklerinin flavonoitler agisindan zengin oldugu gériilmiis ana
aglikonu olan kersetin ve glikozitlerinden kersetin 3-glikozit elde edilmis, yapilar
aydmlatilmistir. Kersetin 3-galaktozit varlig1 ise kromatografik ve spektroskopik olarak
tespit edilmistir.

Antimikrobiyel etki tayini sonucuna gore meyveli bitki Orneklerinin bazi
ekstreleri Salmonella thypi’ye ve Shigella flexneri’ye karsi antimikrobiyel aktivite
gostermistir. Cigekli bitki Orneklerinin neredeyse tiim ekstrelerinin Staphylococcus
aureus, Staphylococcus epidermidis, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae,
Pseudomonas aeruginosa, Salmonella thypi, Shigella flexneri, Proteus mirabilis’e karsi
antibakteriyel etki gdsterdigi belirlenmistir. Aseton ekstresi haricindeki tiim ekstrelerin
ise Candida albicans’a kars1 antifungal etki gosterdigi saptanmustir.

Orneklerin askorbik asit ile karsilastirmali olarak DPPH metodu ile yapilan

serbest radikal siipiiriicii etki tayini sonucunda etkili oldugu belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler : Endemik, Hypericum pamphylicum, Hiperisin, Flavonoitler,

Antimikrobiyel ve Antioksidan Aktivite.

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan

desteklenmistir. Proje No: T-711/30062005
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ABSTRACT

Eroglu, E. Hypericin content and biological activity of the Hypericum pamphylicum
Robson et Davis. Istanbul University, Institute of Health Science, Department of
Pharmacognosy. MSc. Thesis. Istanbul. 2007.

Among 80 species of Hypericum growing widely of Turkey, H. pamphylicum
Robson et Davis is one of the endemic species collected from Antalya (South of
Turkey). Fruiting and flowering samples of H. pamphylicum Robson et Davis have been
investigated for hypericin and hyperforin quantity, antimicrobial activity, isolation of
flavonoids and free radical scavenging capacity.

HPLC (High Performance Liquid Chromatography) was used to determine
hypericin and hyperforin content. The fruiting and flowering samples were found to
contain 0,000003 % and 0,000016 %, respectively. Hyperforin has not been detected in
fruiting samples and was detected in trace amount in flowering samples.

Flavonoids (quercetin, quercetin 3-glucoside, quercetin 3-galactoside) were
isolated by paper chromatography and their structures were elucidated by spectroscopic
methods (UV, IR).

The following results have been obtained from the antimicrobial activity tests: 1)
Some of the fruity samples extracts have shown antibacterial activity against Sa/monella
thypi and Shigella flexneri, 2) None of the extracts have shown antifungal activity, 3)
Almost all of the flowering extracts have shown antibacterial activity against
Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella thypi, Shigella flexneri and Proteus
mirabilis, 4) All extracts, except the aceton extract, have shown antifungal activity
against Candida albicans.

Finally, it is concluded that both of the two plant samples were active in free
radical scavenging capacity (DPPH method) assay which was carried comparing with

ascorbic acid.

Key Words: Endemic, Hypericum pamphylicum, Hypericin, Flavonoids, Antimicrobial
and Antioxidant Activity.

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University. Project
No. T-711/30062005



1. GIRIS VE AMAC

Bitkilerin tedavide kullanilist insanligin ilk zamanlarinda ortaya c¢ikmus,
gbzlemler sonucu elde edilen deneyimlerin nesiller boyu kusaktan kusaga aktarilmasiyla
glinimiize kadar gelmistir. Hayvanlarin beslenirken kullandiklar1  bitkilerin
gbzlemlenmesi zehirli bitkiler konusunda bir fikir olusturmus ve bu ¢ergcevede hastaliga
gore icgiidiisel olarak secilen bitkilerin etkileri gozlemlenmis bdylece bitkilerle
tedavinin temeli olusmustur. Bir siire sonra artan deneyimler, tedavide kullanilan
bitkilerin baz1 kisimlarini - yaprak, kok, ¢icek, meyve, agac kabugu - daha etkili oldugu,
bitkinin toplanma mevsimi ve toplanma saatinin aktivitesi lizerinde etkili oldugu gibi

bazi bilgiler edinilmesini saglamistir (1).

19. yy.’da kimya bilimindeki ilerlemeler sonucu bitkilerdeki etkili bilesikler saf
halde elde edilmeye baslanmis, 20. yy.’da sentetik ve yar1 sentetik ilag hammaddeleri
bitkisel ilaglarin yerini almistir. Son yillarda tibbi bitkilere olan ilginin arttig1 ve
bunlardan elde edilen aktif bilesikler {izerinde yapilan calismalarin yogunlastigi
gozlemlenmektedir. Bunun baglica nedenlerinden biri tedavi alanina sokulan sentetik
bilesiklerin bazilarinda goriilen tehlikeli yan etkilerdir. Bitkisel droglar uzun yillardir
tedavi alaninda kullanildiklarindan yan etkileri iyi bilinmektedir. Sentetik ilaglarin yan
etkilerinin ise kullanim alanina girdikten sonra zaman iginde ortaya ¢ikmasi, bitkisel
ilaca olan giiveni arttirmistir. Giiniimiizde bitkilerin tentiirleri, ¢aylar1 ya da standardize
edilmis ekstreleri pek ¢ok rahatsizlik tedavisinde dahilen veya haricen kullanilmaktadir

2, 3).

Bu bitkiler arasinda 6nemli yeri olan Hypericum perforatum, Hypericaceae
familyasindan ¢ok yillik bir bitki olup 2000 yildan daha uzun siiredir tedavide
kullanilmaktadir. “Hypericum” ad1 yunanca hyper (iistiinde) ve eikon (ikon ya da resim)
kelimelerinden olugmaktadir. Eski Yunan ve Roma’da mistik bir giicii olduguna, kétii
ruhlardan ve kotiilikklerden koruduguna dair gelisen inaniglar nedeniyle heykellerin

tizerinde motif olarak kullanilmistir. Tiir ismi olan “perforatum” ise yapraklar iizerinde



bulunan kii¢iik, yar1 saydam glandlarin olusturdugu delikli goriiniisii tanimlamaktadir

(4,5).

Hypericum tiirleri yeryiiziinde yaklasik 350 tane olup Avrupa, Asya ve Kuzey
Afrika’da genis yayilig gosterir. Tiirkiye’de yetisen 80 kadar tiirlin 32 tanesi endemiktir.
Hypericum pamphylicum endemik tiirler arasinda yer almakta ve sadece Antalya-
Alarahan bolgesinde yetismektedir (4, 6). Anadolu’da halk arasinda Hypericum cinsinin
degisik tiirlerine binbirdelikotu, sarikantaron, kanotu, kilicotu, koyunkiran, kuzukiran,
mayasilotu, yaraotu gibi bolgelere gore farklilik gosteren yerel adlar verilmistir (2).
Yeryliziinde en yaygin tiir olan Hypericum perforatum Saint John’s Wort adi ile tiim
diinyada taninmaktadir. Saint John’un bitkisi anlamima gelen bu isim bitkinin
ciceklenme doneminin her yil Saint John’s giinii olarak kutlanan 24 Haziran’a denk

gelmesi nedeniyle verilmistir (7).

Hypericum perforatum’un antik Yunan ve Roma cagina ait, Hippocrates,
Theophrastus, Dioscorides, Galenos gibi hekim ve herbalistlerin eserlerinde yara iyi
edici ve diiiretik olarak kullanildig1 kayithidir. Isvigreli hekim Paracelsus zamanindan
glinimiize kadar psikiyatrik rahatsizliklarin tedavisinde kullanilan Hypericum
perforatum, o donemlerde “arnica the nerves” olarak tanimlanmstir. Cicekli toprak tistii
kisimlarindan hazirlanan tibbi caylar ve sulu ekstreler yilizyillardir nevralji, anksiyete,
nevroz ve depresyon tedavisinde kullanilmaktadir. 19. ve 20. yiizyillarda harici olarak
yaralanma ve burkulma tedavisinde kullanimiyla hekim regetelerine girmistir. Bircok
ulusal farmakope ve Komisyon E monograflarinin psikiyatrik ilaglar béliimiinde ampul,
tablet, ¢ay, tentiir formlar1 yer almaktadir. ABD’de tentiirleri, su ve yag bazh
infiizyonlari, standardize kuru ekstrelerinin kapsiil ve tablet formlar1 besin takviyesi

alaninda genis yer almaktadir (5).

Tiirkiye’de halk arasinda kullanilis1 yaygindir. Cigekli toprak iistii kisimlarindan
hazirlanan %1°lik inflizyonu dahilen antispazmodik, kabiz etkili, kurt disiiriicii olarak
ve mide rahatsizliklarinda kullanilir. Zeytinyagi iginde 2-3 hafta bekletilmesiyle

hazirlanan yag1 ise yara ve yanik tedavisinde haricen kullanilir (2).



Hypericum cinsinin en ¢ok bilinen tiirii olan Hypericum perforatum iizerinde
yapilan ¢alismalar bitkinin insanlarda hafif ve orta siddetli depresyon tedavisinde etkili
oldugunu gostermistir. Aralik 1984’te Komisyon E, depresyon, anksiyete, sinir sistemi
bozukluklar1 gibi psikovejetatif rahatsizliklarda dahilen kullanimini1 onaylamistir. Bu
nedenle Amerika ve Avrupa’da antidepresan olarak yaygin kullanimi olan Hypericum
perforatum lzerinde son yillarda yapilan g¢alismalarin ¢esitliligi ve sayisinda artis

goriilmektedir (5).

Kimyasal icerigi naftodiantronlar, agilfloroglusinol tiirevleri, flavonoitler,
biflavonoitler, fenolik asitler, ksantonlar, n-alkanlar, tanenler, ugucu yaglar, steroller ve
vitaminler gibi cok sayida aktif bilesikten olusmaktadir (4, 5, 7, 8). Antidepresan
aktivitenin bitkinin kirmizi renkli naftodiantron yapisindaki pigmenti olan hiperisinden
kaynaklandig1 diisiiniilse de son yillarda yapilan calismalar etkiden tek bir bilesigin
sorumlu olmadiginm1 gostermistir. Biiyiik oranda agilfloroglusinol yapisindaki hiperforin
ve bunun yaninda hiperisin, flavonoitler ve biflavonoitlerin sinerjik etkisinin tedaviyi

sagladig1 saptanmugtir (9-11).

Tim diinyada Hypericum perforatum kullaniminin yayginlagmasi, recete edilme
oraninin giderek artmasi Hypericum tiirlerine ilgiyi arttrmistir. Ulkemizde de yaygin
olarak yetismesi ve halk arasinda kullaniminin olmasi, son yillarda yurtdisindan gelen
preparatlarin piyasada hizla yerini almasi farkli tiirler {izerinde kimyasal ve
farmakolojik ¢alismalar yapilmasina neden olmustur. Bu caligmada Tiirkiye’de yetisen
32 endemik tlirden biri olan Hypericum pamphylicum Robson & Davis tiiriiniin
farmakolojik degerinin aydinlatilmas1 amaglanmistir. Yapilan literatiir taramalarinda tiir
tizerinde daha Once yapilmis bir calismaya rastlanmamistir. Antalya-Alarahan’dan
meyveli ve ¢igekli olarak toplanan bitkinin igerdigi hiperisin ve hiperforin miktarina
Yiiksek Basin¢li Sivi Kromatografisi ile bakilmis, sonuglar Avrupa Farmakopesi’ndeki
standart degerlerle karsilagtirllmigtir. Ayrica ornekler iizerinde katesik tanen ve katesin
miktar tayini, flavon miktar tayini ve flavon izolasyonu yapilmig, antimikrobiyel

aktivite ve serbest radikal siipiiriicii etkileri arastirilmastir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Botanik Boliim

2.1.1. Hypericaceae (Guttiferae) Familyasi

Genellikle saydam glandli ve bu glandlarinda ugucu yag tastyan, bazen kirmizi
veya siyah glandli ve bu glandlarinda hiperisin tasiyan, calilar veya otsu bitkiler.
Yapraklar basit, karsilikli veya nadiren ¢evrel. Sepaller 5, tomurcukta imbrikat dizilisli.
Petaller 5, serbest, tomurcukta burulmus. Stamenler demetler halinde veya daginik
goriinimde. Ovaryum iist durumlu, plasentasyon aksiler veya parietal. Tohumlar

endospermasiz (12).

2.1.2.  Hypericum L. Cinsi

Cicekler erdisi. Sepaller 5. Petaller 5, genellikle sar1 renkli ve kirmizi damarli,
nadiren nektaryumlu uzantilar1 var. Stamenler ¢ok sayida, 5’li demetler halinde ve
petallerin 6niinde, demetler serbest veya 4’ii birlesmis olarak sepallerin 6niinde 2 adet
birlesik demet olusturmakta, her birinde 3’ten 125 adete kadar stamen bulunur, nadiren
verimsiz demetler ile almasik dizilis gosterir. Ovaryum 3-5 gozlii veya 1 gozlii, her
plasenta 2-¢cok ovilli. Stiluslar ince, 3-5 adet, serbest. Meyve septisit kapsula,

kabugunda regine tastyan keseler (vesicles) veya salgi kanallar1 icerir (12).

Hypericum cinsinin yeryiiziinde 350’ye yakin tlirii saptanmustir (4). Tiirkiye
Florasi’nda ise 97 takson bulunmaktadir. Bunlardan 42 tanesi endemiktir. Hypericum
tiirleri 19 seksiyon altinda toplanmustir. Hypericum pamphylicum Robson & Davis 4 tiir

ile temsil edilen Arthrophyllum Jaub. & Spach. seksiyonuna aittir (6, 12-14).



2.1.3. Arthrophyllum Jaub. & Spach. Seksiyonu

Sepalleri ve brakteleri lizerinde nadiren siyah glandlar tasiyan, kayalar
tizerinde kiime seklinde yetisen kisa boylu calilar. Cigek durumu korimbos simoz veya
tek. Petaller ve stamenler kalici, stamenler demetler halinde. Stamen demetleri 3.

Stiluslar 3. Kapsiil valvleri boyuna salgi kanalli. Tohum yiizeyi kii¢iik ¢ikintil (6).

Arthrophyllum Jaub. & Spach. Seksiyonunun Igerdigi Tiirler:

1) H. cardiophyllum Boiss.

2) H. rupestre Jaub. & Spach.

3) H. vacciniifolium Hayek & Siehe
4) H. pamphylicum Robson & Davis

2.1.4. Hypericum pamphylicum Robson & Davis

14-25 cm boyunda, kayaliklarda yetisen, dallariin ucu yukari dogru
yiikselmis, yatik govdeli calilar. Yapraklari perfolyat, 1,8-3,5 x 1,4-3,5 cm, genis ovat-
oblong ovat, tepesi akut, tabana dogru nadiren daralmis ya da hi¢ daralmamis, az ¢ok
derimsi, her iki yiizii de donuk mavimsi yesil renkte. Cigek durumu korimbos, 5-20
cigekli. Brakteler lanseolat-subulat, 1,5-2 mm, dentikulat, kirmiz1 glandli. Sepaller esit
degil, 3-3,5 x 0,7-1 mm, lanseolat-dar oblong, tepesi obtus-yuvarlak, kenarlar1 kirmizi
glandli, dentikulat. Petaller dar oblanseolat, yaklasik olarak 12 x 3 mm, {izeri saydam
linear glandli. Ovaryum dar ovoit, 3 x 1,5 mm, trisulkat, stilus 10 mm (6). Kapsula 4-6
mm, ovoit, kizilimsi a¢ik kahverengi, ylizeyi boyuna ¢izgili. Tohum 0,25-0,30 x 1,2-1,5
mm, linear oblong, kizilims1 koyu kahverengi, yiizeyi boyuna kii¢tik cukurlu.

Ciceklenme zamani : Mayis.

Yetigsme ortami : Kiregli kayaliklarda, 100 m ytiikseklikte.



Endemik:

Tiirkiye C3 Antalya: Alarahan, Manavgat Alanya arasi sahil yolundan 7 km igeride,

kalenin altinda -100m- kiregli kayalarin arasinda (6).

2.2. Kimyasal Boliim

Hypericum tirlerinin  kimyasal bilesimini aydinlatmak {izere yapilan
caligmalar en yaygin tiir olan Hypericum perforatum lizerinde yogunlasmis olsa da son
yillarda diger tiirlere olan ilgi artmis ve ¢alismalar ¢esitlilik kazanmistir. Bu aragtirmalar
artan hizla devam etmekte ve bitkiden degisik yapilarda bircok yeni bilesik izole
edilmektedir.

Hypericum perforatum tizerindeki ilk kimyasal calisma 1830 yilinda Buchner
tarafindan yapilmistir. Buchner hiperisin bilesigini bitkiden izole etmis ve bilesige
“kirmizi hiperikum” adin1 vermistir. Yaklasik 1 ylizyil sonra, 1911 yilinda Cerny
tarafindan yapis1 aydimnlatilan bilesik “hiperisin” olarak yeniden adlandirilmistir.
Hiperisinin kimyasal yapis1 dogru olarak ancak 1953 yilinda Brockmann tarafindan
tayin edilmistir. H. perforatum’un kimyasal igerigindeki diger bilesiklerin belirlenmesi
ve bu bilesikler iizerindeki ¢aligmalar ise 20. yy. baglarinda baslamis ve halen devam

etmektedir (4).

Hiperisin ve tiirevleri Hypericum tiirlerinde siklikla rastlanan kirmizi renkli
bilesikler olup 6n maddeleri emodin-antranol grubu molekiillerdir (4, 5). Ilk izole edilen
hiperisin tiirevleri 4, 4’ bagimi tasimayan protohiperisin ve protopsddohiperisin gibi
proto tiirevi bilesiklerdir. Bu bilesikler 1s181n etkisiyle daha stabil olan hiperisin ve
psodohiperisine doniisiirler (15). Bitkide psddohiperisinin oksidasyon iirlinii oldugu

diisiiniilen siklopsodohiperisin adl1 bir bilesige de rastlanmistir (16).



Hiperisin ve tiirevlerinin dahil oldugu naftodiantronlar grubu solvanlarin
bliyiik boliimiinde ¢ok az ¢oziiniirliik gosterirler. Saf hiperisin oda sicakliginda suda
coziinmez. Ancak 60-80°C’de hazirlanan bir infiizyona %40 oraninda naftodiantron
yapisinda madde gecer. Bunun %35’ini psddohiperisin, %35’ini ise hiperisin olusturur

(17).

Hypericum tiirlerinde en az on farklt madde grubunun biyolojik aktiviteye
sahip oldugu belirlenmistir (4, 5, 7). Bu madde gruplarinda yer alan bilesiklerin
cesitlilikleri ve miktarlar1 bitkinin tiirline, yetigme ortamina, toplanma zamanina,
kurutma ve saklama kosullarina gore degisiklik géstermesine ragmen yapilan ¢alismalar
sonucu bitki ekstresindeki biyoaktif bilesik oraninin %20 civarinda oldugu tespit

edilmistir (4).

Hypericum tiirlerinden izole edilen maddeler Tablo 2-1’de, baglica bilesiklerin

formiilleri ise Tablo 2-2’de gosterilmistir.



Tablo 2-1: Hypericum tiirlerinden izole edilen maddeler

Kimyasal Grup

Bulundugu Kisim

Bilesik

Antrakinonlar

Naftodiantronlar

Cicek/dallar

Emodin-antranol

Hiperisin
Psodohiperisin
Protohiperisin
Protopsddohiperisin
Siklopsddohiperisin

Isohiperisin

Floroglusinoller

Cigek/dallar

Hiperforin
Adhiperforin

Furohiperforin

Flavonoitler

Biflavonoitler

Yaprak, cigek sapi,dallar

Kersetin
Hiperozit
Kersitrin
Isokersitrin
Rutin
Kemferol
Mirsetin
Hiperin

Luteolin

13°,1I 8 biapigenin
(Amentoflavon)

13,11 8 biapigenin




Kimyasal Grup

Bulundugu Kisim

Bilesik

Proantosiyanidinler

Toprak iistii kismi,
Cicek/dallar

Prosiyanidin
Katesin
Epikatesin polimerleri

Lokosiyanidin

Tanenler

Cigekli toprakiistii kismi

Tannik asit

Katesik tanen

Ucucu Yaglar

Monoterpenik bilesikler;

Seskiterpen bilesikler;

Cicek/yaprak

a-pinen
B-pinen
Metil-2-oktan
n-nonan
Metil-2-dekan
n-undekan
a-terpinol

Geraniol

Mirsen

Limonen

Karyofilen

Humulen

Ksantonlar

Kok, yaprak, govde

Kielkorin
Noratirol

1,3,6,7 tetrahidroksi ksanton
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Kimyasal Grup

Bulundugu Kisim

Bilesik

Aminoasitler

Tum bitki

GABA
Sistein
Glutamin
Losin
Lizin
Ornitin
Prolin

Treonin

Fenil propanlar

Tiim bitki

Kafeik asit

Klorojenik asit
p-Kumarik asit
Ferulik asit

Isoferulik asit

Vanillik asit
p-Hidroksibenzoik asit
Hiperfolin

Diger bilesikler

Tiim bitki

Organik asitler
Peptidler
Polisakkaritler
Karatenoidler
B-Sitosterol
Nikotinamit
Pektin
Doymus hidrokarbonlar
Vitamin A
Vitamin C
Kolin

Alkoller




Tablo 2-2: Hypericum perforatum bitkisinden izole edilmis bashca bilesikler

OH o OH

HO R
HO l ! CH,

OH o) OH
Hiperisin R=CH;
Psodohiperisin R =CH,0H
OH 0] OH
HO ‘ R
HO I CH3
OH o) OH
Protohiperisin R =CH;

Protopsodohiperisin R = CH,0OH
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OH (0

13, II8- Biapigenin

OH
OH
HO (0]
OR
OH (0]
Rutin R = Glu-Ra
Hiperozit R = Gal
izokersitrin R =Glu
Kersitrin R=Ra

Kersetin R=H




13

Hiperforin R=H
Adhiperforin R=CH;

Furohiperforin
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HO. _

HO

COOH
OH
. (o)
OH OH
OH
Klorojenik asit
CH=CH—COOH

R
Ferulik asit R =OMe
Kafeik asit R=0OH

p-Kumarik asit R=H
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2.3. Farmakolojik Boliim

Hypericum perforatum antik Yunan déneminde Hippocrates (1.0. 460-377),
Theophrastus (I.0. 372-287), Dioscorides (1. yy.) ve Galenos (130-200) tarafindan yara
1yi edici, diiiretik ve ruh durumunu diizeltici olarak kullanilmistir (4, 5). Psikiyatrik
hastaliklarda kullanilabilecegi ilk olarak Paracelsus (1493-1541) tarafindan ortaya
konmustur. Giiniimiizde standardize ekstreleri hafif ve orta siddetli depresyon

tedavisinde kullanilmaktadir (4, 5, 7, 18).

Tiirkiye’de halk arasinda yaygin olarak taninan Hypericum perforatum’ un
birgok degisik hastaligin tedavisinde kullanildig1 bilinmektedir. Dahilen %1’ lik
inflizyonu antispazmodik, kabiz etkili, yatigtirici, kurt diisiiriici, haricen ise yagi
antiseptik ve Ozellikle yaniklarda yara iyi edici olarak kullanilmaktadir. Bu yagi
hazirlamak icin 100g taze veya kurutulmus c¢icek 250g zeytinyagi icinde ara sira
calkalanarak 15 giin giineste bekletilir ya da 100g taze veya kurutulmus ¢icek 1000g
zeytinyagi iginde ara sira calkalanarak 2 saat su banyosunda tutulur ve pamuktan
stizerek kullanilir (2). Bu metotla hazirlanan yag turuncu kirmizidan parlak kirmiziya
donen renklerde fluoresans gosterir. Onceleri bu rengin hiperisinden kaynaklandig
diistiniilmiis, ancak yapilan calismalar sonucu hiperisinin gilines 1s18inin etkisiyle
bozunmaya ugradigi, kirmizi rengin hiperisinin lipofilik bozunma {irtinlerinden
kaynaklandigr gorilmiistiir. Hypericum perforatum’dan hazirlanan yagin terapotik
aktivitesinden sorumlu oldugu diisiiniilen hiperforinin, giines 15181 altinda bekletilerek
hazirlanan yagda 3 ay siireyle stabil kaldig1 belirlenmistir. Sonug olarak taze hazirlanan
yag igerisinde hiperforin, hiperisinin bozunma firiinleri ve flavonoit glikozitleri

bulundugu saptanmustir (5, 19).

Tiim diinyada yaygin olarak kullanilan Hypericum, Cek Cumhuriyeti, Fransa,
Romanya, Rusya farmakopelerinde, Ingiliz farmakopesinin 2000 baskisinda, Amerikan
bitkisel farmakopesinde, Ingiliz bitkisel farmakopesinde, Avrupa farmakopesinde,

Almanya’da Komisyon E ve ESCOP monograflarinda yer almaktadir (5, 20).
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Hypericum tirlerinin ¢ok ¢esitli farmakolojik etkileri bulunmakta ve bu etkiler
yapilan arastirmalar ile aydinlatilmaya ¢alisilmaktadir. Farmakolojik etkileri ve yapilan

calismalardan bazilar1 asagida 6zetlenmistir.

2.3.1. Antidepresan Etkisi

Duygulanim alanindaki bozukluklarla ilgili bir rahatsizlik olan depresyon tarihte
ilk kez Hippocrates tarafindan belirlenmis ve beyin maddesinin bir hastaligi olarak
tanimlanmistir. Depresyon isteyerek ve severek yapilan giinliik aktivitelere karsi

isteksizlik ve hayattan zevk alamama durumudur (21).

Hayat boyu slirme orani %17 olan hastaligin tedavisinde bazi sorunlarla
karsilasilmakta ve bu nedenle tam sonu¢ alinamamaktadir. Tani ve teshislerde
yetersizlik, hastada tedaviye olan inancin diisiik olmasi, yetersiz ya da yanlis tedavi,
antidepresan ilaglar1 kullanmama istegi, ilaglarin yan etkileri ve pahali olmalar
hastaligin tedavisini zorlastirmaktadir. Bu nedenle ilaglarin etkili, ucuz ve iyi tolere

edilebilir olmasi istenmektedir (22-24).

Hypericum perforatum bitkisinin psikiyatrik rahatsizliklarda kullanilabilecegini
ilk olarak ortaya koyan Paracelsus’tan sonra, bitki ekstrelerinin hafif ve orta siddetli
depresyon tedavisinde etkili olabilecegi diisiiniilmiis ve konuyla ilgili ¢ok sayida
calisma yapilmistir. Hafif depresyon “hastanin depresif belirtiler gdstermesine ragmen
giinliik aktivitelerini gerceklestirebilecek durumda olmas1”, orta siddetli depresyon ise
“hastanin ~ yogun  depresif  belirtiler  gostermesi ve  giinlik  aktiviteleri
gerceklestirebilmekte zorluk ¢ekmesi” olarak tanimlanir (4, 25). Depresyonun siddetini
ve tedavi etkisini belirlemek iizere bazi skalalar kullanilmaktadir. Bunlardan Hamilton
Depresyon Skalast (HAMD), sugluluk duygusu, ruh hali, uyku bozukluklari, is
aktiviteleri, anksiyete, somatik belirtiler ve intihar diigiincesini 6lgen 17-21 sorudan
olusan soru cevap seklinde bir skaladir. Doktorlar tarafindan doldurulan HAMD
skalasinda 14-20 aras1 puanlar hafif depresyonu, 21-25 arasi puanlar ise orta dereceli

depresyonu gostermektedir. Klinik Evrensel izlenim Skalas1 (CGI) ise hekim tarafindan
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doldurulan dereceli bir skaladir. CGI 7 puandan olusur, skaladaki 1 puanl skor
hastanin ¢ok iyi diizelme gosterdigini, 7 puanli skor ise hastanin oldukca kétiilestigini

gostermektedir (26).

Hypericum perforatum ekstresi ile yapilan c¢alismalarda, ekstrenin etkileri
plasebo veya etkisi kanitlanmis antidepresan ilaglarla karsilastirilmistir. 3000 hasta
tizerinde farkli dozlarda yapilan 10 calismada Hypericum’un %50 ve %60’lik etanol
ekstreleri kullanilmis plaseboya, imipramine ve fluoksetine karst degerlendirilmistir. 10
calismadan 5’inde Hypericum ekstresi plaseboya karsi anlamli bir iistiinliik gosterirken

diger 5’inde imipramin ve fluoksetin kadar iyi oldugu bildirilmistir (24).

324 hasta ile yapilan bir ¢alismada 500mg Hypericum perforatum ekstresinin
etkisi tam tedavi dozu olarak kullanilan 150mg imipraminin etkisi ile karsilastirilmistir.
Sonuglar HAMD ve CGI skalalarmma gore degerlendirilmis, her iki ilacin terapotik
etkilerinin ayni oldugu, ancak Hypericum perforatum ekstresinin daha iyi tolere edildigi
ve daha az yan etki gosterdigi saptanmustir (27). 240 hasta ile yapilan baska bir
calismada ise 500mg Hypericum perforatum ekstresinin etkisi giinlilk 20mg fluoksetin
ile karsilastirilmis sonuclar HAMD ve CGI skalalarina gore degerlendirilmistir. Sonug
olarak Hypericum perforatum ekstresinin hafif depresyon bulgularin1 gidermedeki
etkisinin fluoksetinden daha iyi oldugu antidepresan etkisinin ise fluoksetine es deger

oldugu gozlenmistir (28).

Hypericum perforatum ekstresinin etkisinin fluoksetinle karsilastirildigi baska
bir ¢alismanin sonucunda, diger ¢alismalardan farkli olarak Hypericum perforatum
ekstresinin anksiyete semptomlarindan rahatsiz olan depresyon hastalarinda da etki
gosterdigi bildirilmistir (29). 30 hafif ve orta siddetli depresyon hastasinda yapilan diger
bir ¢alismada 600-900mg Hypericum perforatum ekstresi ile giinlik 50-75mg olarak
kullanilan sertralin  karsilastirllmis HAMD ve CGI skalalarina gore yapilan
degerlendirme sonucunda Hypericum perforatum ekstresinin hafif ve orta siddetli

depresyon tedavisinde en az sertralin kadar etkili oldugu gosterilmistir (30).
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Hypericum perforatum ekstresinde antidepresan etkiden sorumlu bilesigin
bulunmasi {izerine bircok arastirma yapilmasina ragmen halen daha tam olarak
aydmlatilamamis ve etki mekanizmasi da c¢oziimlenememistir. Etki mekanizmasi
lizerine yiiriitiilen tahminlerden biri, ekstrenin i¢cindeki baz1 maddelerin ndroreseptorlere
baglanarak ndrotransmitterlerin geri alimimi engelledigi yoniindedir (31-33). Etkiden
sorumlu bilesik iizerine ise cok gesitli fikirler one siiriilmiistiir. Onceleri antidepresan
etkinin hiperisinden kaynaklandigi diisiiniilmiis ve ekstreler hiperisine gore standardize
edilmistir. Hiperisinin antidepresan etkiyi MAO, (monoamin oksidaz-A) ve MAOg
(monoamin oksidaz-B) enzimlerini inhibe ederek sagladigi yoniinde calismalar
yapilmistir. Ancak bu sekilde etki edebilmesi i¢in ¢ok yiliksek dozlar gerektigi ve
tedavide kullanilan dozlarin bunun yaninda ¢ok yetersiz kaldig1 ortaya konmustur (34,
35). Son yillarda hiperisinin antidepresan aktivitesinin diisiik oldugu, antidepresan

etkiyi saglayan en 6nemli bilesigin hiperforin oldugu saptanmistir (36-39).

Hiperforin Hypericum perforatum’dan 1975 yilinda Bystrov ve arkadaslari
tarafindan izole edilen ve isimlendirilen bisiklik poliprenilat acilfloroglusinol tiirevi
kompleks bir bilesiktir (38). H. barbatum, H. richeri, H. rumeliacum, H. maculatum, H.
tetrapterum, H. hirsutum, H. linarioide ve H. olympicum iizerinde hiperforin igerigi
arastirilmis ancak c¢ok diisiik oranlarda hiperforin tasidiklar1 saptanmistir. Buna baglh
olarak Hypericum perforatum’un kantitatif major bilesik olarak hiperforin igeren tek tiir
oldugu diisiiniilmektedir (40). H. perforatum {izerinde hiperforin konsantrasyonunun en
fazla oldugu kisimlarin ¢icek ve meyvalar oldugu yapilan ¢alismalar sonucu
belirlenmigtir (38). Antidepresan etkiden biiyiikk oranda sorumlu bilesik olan
hiperforinin etki mekanizmasi iizerinde yapilan ¢alismalarda sinir hiicreleri arasindaki
serotonin, dopamin, néradrenalin, glutamat ve y-amino biitirik asit (GABA) geri alimini
engelledigi ve bdylece bu norotransmitterlerin beyindeki konsantrasyonunu arttirdigi
goriilmiistiir (41). Bu etkiyi dogrudan degil dolayli olarak hiicrelerarast Na"
konsantrasyonunu  arttirarak meydana getirdigi  saptanmustir  (42).  Sentetik
antidepresanlarin norotransmitterlerle yarigmali olarak nororeseptdrlere baglanip etki
gosterdigi géz Oniline alindiginda hiperforinin yeni nesil bir antidepresan oldugu

diistiniilebilir.
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H. perforatum’da antidepresan etkinin farkli mekanizmasina hiperforinin
yanisira hiperisin ve flavonoitlerin de katkida bulundugu tartisilmaktadir (43). 1990
yilina kadar flavonlarin santral sinir sistemi tiizerine herhangi bir etkisi olmadigi
diisiiniilmiis olsa da gilinlimiizde H. perforatum’un antidepresan aktivitesi lizerinde rol
oynadig1 bilinmektedir (10). Biflavonoit olan amentoflavonun GABA, (y-aminobiitirik
asit-A) ve GABAg (y-aminobiitirik asit-B) reseptorleri iizerinde gii¢lii inhibitor etkisi
antidepresan aktiviteye olan katkisi yoniinde bir Ornektir (44, 45). Sonug olarak
Hypericum perforatum ekstresinde antidepresan aktiviteden tek bir bilesigin degil ekstre

icindeki birkag bilesigin sorumlu oldugu diisiincesinde birlesilmistir (9, 38, 46).

2.3.2.  Antimikrobiyel Etkisi

Hypericum perforatum’un eski zamanlardan giliniimiize kadar kullanim
alanlarina bakildiginda antimikrobiyel etkisinin uzun yillardir bilindigi goriilmektedir.
Bu konuda yapilan ¢aligmalardan biri ¢igekli ya da meyveli durumdaki bitkinin petrol
eteri ve aseton ile hazirlanan ekstrelerinin Staphylococcus aureus’a karst etkili
oldugunu gostermistir (47). Diger bir ¢alismada ¢igekli bitkinin petrol eteri, metanol,
kloroform ve su ile hazirlanan ekstreleri kullanilmis Gram pozitif ve Gram negatif
bakterilere karsi aktivitesi Ol¢iilmiistiir. En yiiksek aktivite petrol eteri ekstresinde
gozlenirken metanol ve kloroform ekstreleri daha diisiik aktivite gostermistir. Su ile

hazirlanan ekstrede ise aktivite goriilmemistir (48).

H. perforatum’un antimikrobiyel aktivitesi dikkate alinarak Rusya’da bitkinin
aseton ekstresinden olusan “Novoimanine” adli bir preparat {iretilmistir. Aseton
ekstresinden etkiden sorumlu bilesik izole edilmis ve hiperforin oldugu gorilmiistiir
(49, 50). Yapilan arastirmalarda hiperforinin Staphylococcus aureus tizerine giiclii
antibakteriyel etki gosterdigi, diger Gram pozitif bakterilere kars1 da etkili oldugu,
ancak Gram negatif bakterilere ve mantarlara kars1 etki gostermedigi saptanmistir (47,
51). Diger bir ¢alismada H. perforatum’dan deoksihiperforin, furohiperforin,
furoadhiperforin, furohiperforin A, piranohiperforin gibi hiperforin tiirevi bilesikler

izole edilmis ve Gram pozitiflerden S. aureus, Bacillus subtilis spor formu, Gram
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negatiflerden Escherichia coli ve mantarlardan Candida albicans’a kars1 agar diflizyon
metoduyla antibakteriyel aktivitelerine bakilmistir. Gram negatiflere ve Gram
pozitiflerden B. subtilis spor formuna kars1 higbir bilesik etki gostermezken S. aureus’a
kars1 furohiperforin A etki gostermistir. C. albicans’a karsit hiperforinin  ve
furohiperforinin etkili olmadig1 goriilmiis, ancak metabolitlerinden piranohiperforinin

anlamli, furohiperforin A’nin ise zayif etki gosterdigi saptanmustir (52).

Hypericum perforatum’un antimikrobiyel aktiviteye sahip olmas1 farklh
Hypericum tiirleri lizerinde de arastirmalar yapilmasina neden olmustur. H. brasiliense,
H. scabrum, H. hircinum, H. hookerianum, H. canariense, H. maculatum, H. mysorense
ve H. patulum’un ekstrelerine ve bunlardan elde edilen saf bilesiklerin antimikrobiyel
aktivitelerine bakilmistir. Sonug¢ olarak ekstrelerin ¢ogunda aktivite gozlenmis saf
bilesiklerde ise ya ¢ok zayif aktivite goriilmiis ya da hi¢ goriilmemistir (53-59). Yine
farkli Hypericum tiirleriyle ilgili bir c¢alismada H. alpinum, H. barbatum, H.
rumeliacum, H. maculatum, H. perforatum, H. hirsutum ugucu yaglarinin antibakteriyel
ve antifungal aktivitesine Bacillus cereus, Micrococcus luteus, Sarcina lutea,
Staphylococcus aureus, Agrobacterium tumefaciens, Escherichia coli, Proteus
mirabilis, Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas tolaasii, Salmonella enteritidis,
Candida albicans’a kars1 bakilmistir. En yiiksek aktivite H.barbatum’dan elde edilen
ucucu yagda goriilmiis, H. alpinum ve H. hirsutuman P. mirabilis, P. aeruginosa ve

C. albicans’a kars1 hig¢ etkisinin olmadig1 saptanmistir (60).

Tiirkiye’de yapilan iki ayr1 ¢alismadan birinde Hypericum hyssopifolium ve
Hypericum lysimachioides’in ugucu yaglarinin 9 farkli mikroorganizma tizerinde ¢ok iyi
aktivite gosterdigi Candida albicans’a karst ise iyi aktivite gosterdigi sonucuna
varilmistir (61). Diger calismada ise endemik tiirlerden Hypericum kazdaghensis’in
aseton, kloroform ve metanol ekstrelerinin Bacillus subtilis, Escherichia coli, Klebsiella
pneumonia, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella thyphimurium ve Staphylococcus
aureus’a karst antibakteriyel aktivitesi gentamisinle karsilastirilmistir. Hypericum
kazdaghensis’in tim ekstrelerin ¢ok gii¢lii antibakteriyel etki gosterdigi, ayrica

Pseudomonas aeruginosa ve Bacillus subtilis’e kars1 duyarli olduklar1 saptanmustir (62).
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Yine Tiirkiye’de yapilan bir ¢alismada, halk arasinda mide rahatsizliklarinda
kullanim1 olan 7 farkli bitkinin Helicobacter pylori’ye kars1 gosterdigi antibakteriyel
aktiviteye bakilmustir. Iclerinden Hypericum perforatum’un butanol ve kloroform

ekstrelerinin yiiksek aktivite gosterdigi bildirilmistir (63).

Hypericum  peforatum’un antiviral aktivitesi {izerinde de c¢aligmalar
yapilmaktadir. Bu calismalardan birinde Hypericum perforatum’un total metanol
ekstresi ve fraksiyonlarinin gansiklovire karst Human Cytomegalo Virus (HCMV)’e
etkisi aragtirllmistir. Sonuglara bakildiginda bir fraksiyon hari¢ tiim fraksiyonlarin ve
total metanol ekstresinin antiviral etki gosterdigi, bir fraksiyonun ise gansiklovirden
daha iyi antiviral etkiye sahip oldugu goriilmistiir (64). H. perforatum’un antiviral
etkisi iizerine yapilan ¢alismalar in vitro kosullarda devam etmektedir. Ozellikle Human
Immunodefficiency Virus (HIV)’e karsi etkili olabilecegi diisiiniilerek arastirmalar

yogunlasmistir (65, 66).

2.3.3. Antioksidan Etkisi

Serbest radikaller bir ya da birden fazla eslesmemis elektron tasiyan ve diger
molekiillerden elektron koparma egiliminde olan atom veya molekiillerdir. Bu tip
maddeler ortaklanmamis elektronlarindan dolay1 reaktif yapiya sahip olduklarindan
biyolojik sistemde lipid, protein, DNA, karbonhidrat ve enzim gibi 6nemli unsurlara
geri doOniisiimsiiz zarar verebilirler. Antioksidan 06zellikteki maddeler peroksit,
hidroperoksit veya lipid peroksit gibi serbest radikalleri siipiirerek hasara neden olan
oksidatif mekanizmay1 inhibe ederler. Bu nedenle antioksidan maddeler hastaliklardan
korunmada 6nemli rol iistlenirler. Yapilan arastirmalar antioksidan kullaniminin kronik

hastaliklara yakalanma olasiligini azalttigin1 géstermistir (64, 67-69).

Hypericum perforatum ekstresinin icerdigi rutin, kersetin ve kersitrin gibi
flavonoit bilesikleri nedeniyle siganlarda antioksidan aktivite gosterdigi saptanmis,
kersetinin bu etkiyi beyin lipid peroksidasyonunu inhibe ederek meydana getirdigi

aciklanmigtir (7).



22

Baska bir ¢alismada ise H. triquetrifolium’un metanol ekstresinden elde edilen 5
farkl1 maddenin antioksidan aktivitelerine bakilmis ve hiperisinin en diisiik (I3, II8)

biapigeninin ise en yiiksek etkiyi gosterdigi saptanmistir (71).

H. perforatum’un sahip oldugu antioksidan etki nedeniyle demans hastalarinda
kullanilabilecegi, genelde depresyonla birlikte gelisen demans durumu varliginda
depresyon tedavisinde de etkili olan H. perforatum kullaniminin uygun oldugu
diisiiniilmektedir. H. perforatum yan etki profilinin diisiik olmasi ve antioksidan
aktiviteye sahip olmasi nedeniyle yash hastalarda diger antidepresanlara karsi iyi bir

alternatif olusturmaktadir (70).

Hypericum perforatum esktrelerinin gosterdigi gii¢lii antioksidan etki nedeniyle

farkli Hypericum tiirleri lizerinde farkli metotlarla yapilan ¢alismalar devam etmektedir.

2.3.4. Yara lyilestirici Etkisi

Hypericum perforatum’un halk arasindaki geleneksel kullanimlar1 igerisinde
yara ve yanik tedavisi de yer almaktadir (72). Bitkinin taze ¢igeklerinin zeytinyagi ile
giines 1518inda bekletilmesiyle hazirlanan yagin cilt hastaliklarinda topikal olarak
kullanildig1 ve bu yagin aktivitesinin i¢erdigi hiperforinden kaynaklandigi bilinmektedir

(5, 19).

Konu ile ilgili yapilan caligmalardan birinde, atopik dermatitte Hypericum
perforatum ekstresinin etkisine bakilmistir. %1,5 hiperforin igeren standardize H.
perforatum ekstresiyle hazirlanan kremin plaseboya karsi aktivitesi degerlendirilmis
plaseboya kars1 anlamli bir iistiinliik gosterdigi belirlenmistir (73). Diger bir ¢alismada
Hypericum ve Calendula bitkilerinden hazirlanan tentiirlerin siganlar iizerinde yara iyi
edici etkisine bakilmus, her iki bitkinin de aktivitesinin yiiksek oldugu ancak Hypericum
tentiirlinlin aktivitesinin Calendula tentiiriine gore daha iyi oldugu saptanmustir (74).

Farkl bir Hypericum tiiriiyle in vivo olarak ylriitiilen bir ¢alismada Hypericum patulum
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bitkisinin yapraklarindan hazirlanan metanol esktresi %5 ve %10 oranlarinda tasiyici
merhem ic¢ine alinmis standart bir etken madde olan nitrofurazon igeren merhemle
karsilagtirilmistir. %10 oraninda ekstre igeren merhem standart ilag gibi etkisini 4 giinde
gostermeye baslayip 18 gilin sonunda tam bir iyilesme saglarken %35 oraninda ekstre
iceren merhem etkisini 8 giin i¢inde gostermeye baslayip 20 giinde yaralarin tam olarak

tyilesmesini saglamistir (75).

Halk arasinda yaygin kullanimi1 olan Hypericum tiirlerinin yara iyilestirici

etkileri yapilan ¢aligmalarla da onaylanmig gériinmektedir.

2.3.5. Antienflamatuar Etkisi

Enflamasyon, organizmanin zararli ve yabanci yikici etkilere karsi verdigi,
bircok hiicre ve mediyatorlerin karistigi dogal bir savunma mekanizmasidir.
Enflamatuar yanit, organizmay1 korumaya yonelik fizyolojik ve yararli bir reaksiyon
olmasina karsin, bazen enflamasyonun kontrol edilememesi ve baslatan neden ortadan
kalktiktan sonra da olayin devam etmesi siirekli bir enflamatuar cevaba ve organizmada
hasar meydana gelmesine yol ag¢maktadir. Enflamatuar reaksiyonlarda, o bolgede
salinan mediyatorlerin etkisiyle, kizariklik, sislik, 1s1 artisi, agri ve fonksiyonlarda
azalma semptomlar1 ortaya c¢ikmaktadir. Myoleperoksidaz (MPO) enzimi
enflamasyonun olugmasinda ve devaminda Onemli rol oynar. Cogu ilacin
antienflamatuar aktivitesi MPO’un inhibisyonuna baglanmaktadir. Bu bilgiye
dayanilarak in vitro kosullarda Hypericum perforatum, Hypericum empetrifolium ve
Hypericum triquetrifolium’a ait metanol ekstrelerinin MPO iizerine etkisine bakilmistir.
Sonug olarak bu ii¢ bitkinin antienflamatuar aktivitesinin MPO enzim inhibisyonuyla

baglantili oldugu saptanmustir (76).
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2.3.6.  Analjezik Etkisi

Agr1 meydana getiren uyarilarin beyindeki ilgili merkeze iletimini durduran
ajanlara antinosiseptif adi verilir. Hypericum tiirlerinin antinosiseptif etkisi lizerine
yapilan ¢alismalar bulunmaktadir. Bunlardan biri iran’da dogal olarak yetisen
Hypericum perforatum’dan elde edilen metanol ekstresi kullanilarak 3 farkli metotla
yapilan analjezik aktivite tayinidir. Sonug olarak antinosiseptif etki goriilmiis ancak etki
mekanizmas1 tam olarak anlasilamamustir (77). Benzer bir ¢aligmada Tiirkiye’de halk
arasinda yaygin olarak kullanilan Hypericum trigquetrifolium tiiriinde antinosiseptif etki
goriilmiis ancak mekanizmasi agiklanamamistir (78). Hypericum reflexum ile yapilan
daha kapsamli bir ¢aligmada bitkinin c¢igeklerinin metanol ekstresi hazirlanmis ve
sicanlar tizerindeki analjezik etkisine bakilmistir. Merkezi ve periferal analjezik
aktiviteye sahip oldugu belirlenmis olmasmma ragmen etki —mekanizmasi

¢Oziimlenememistir (79).

2.3.7. Antikanser Etkisi

Kanser tedavisinde yeni bir yaklasim olarak One siiriilen fotodinamik tedavi
kanser hiicrelerini 6ldiirmek igin ilag ve belirli tipte lazer 15181 kullanilan bir tedavidir.
Tedavinin esas1 kanser hiicrelerinin normal hiicrelerden daha fazla ilag¢ biriktirmesine
dayanir. Ilag toplardamardan enjekte edildikten sonra 1sikla karsilasincaya kadar aktif
degildir. Kanser hiicrelerine lazer 15181 gonderildiginde ilag aktive olarak hiicreleri
oldiirtir. Kanser hiicreleri ilizerinde dldiiriicli etki meydana getiren fotodinamik tedavi
sagliklt dokuda kiigiik bir hasara yol agar. Tedavi, noninvasiv olusu, yan etkilerinin yok
denecek kadar az olmasi1 ve uygulanabilirliginin kolaylig1 ile kemoterapi, radyoterapi ve
cerrahiye alternatif bir kanser tedavisi yontemidir. Hypericum perforatum ekstresinde
bulunan hiperisinin fotosensibilizan yapida olmasi fotodinamik tedavide etkili
olabilecegini gostermektedir (80). Hiperisin ile farkli kanser hiicreleri modellerinde
yapilan in vitro ve in vivo c¢alismalar olumlu sonuglar vermistir. Ovaryum kanseri
tedavisinde sicanlarda yapilan bir ¢aligmada etkinligi goriilmiis, mesane kanseri

tedavisinde yliksek hassasiyet ve spesifiklik gosterdigi belirlenmistir (81).
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Hypericum perforatum ekstresi igerisindeki hiperisin ve hiperforinin prostat
kanseri iizerindeki sitotoksik aktivitesine bakilan bir calismada ise bitki ekstresinin
kanser hiicrelerinin biiylimesini engelledigi ve apoptozise neden oldugu goriilmiistiir
(82). Hypericum perforatum ekstresinin malignan tiimoérlere olan etkisiyle ilgili bir
calisma c¢ok diisiik sitotoksik aktivite gdstermesiyle sonuclanmistir. Degisik timor

hiicrelerine kars1 etkinligine yonelik arastirmalar halen devam etmektedir (83).

2.3.8. Sigara Bagimhihg ve Alkolizm Tedavisine Etkisi

Antidepresan aktiviteye sahip bir bitki olan Hypericum perforatum ile
antidepresan bir ila¢ olan ayn1 zamanda sigaray1 birakmaya yardimer olarak kullanilan
bupropiyonun etki mekanizmalarinin paralel olmast Hypericum perforatum’un sigara
bagimlilig1 tedavisinde etkili olabilecegini diisiindiirmiistiir. Sigara bagimlis1 hastalar
izerinde plaseboya kars1 yiiriitiilen faz II ¢aligmanin sonucunda elde edilen istatistikler

Hypericum perforatum’un sigaray1 birakmaya yardimci oldugunu gostermektedir (84).

Hypericum perforatum’un antidepresan aktivitesini beyindeki serotonin,
dopamin ve norepinefrin seviyesini arttirarak ya da santral sinir sistemindeki sigma ve
opioid reseptorleri stimiile ederek meydana getirdigi diisliniilmektedir. Bu etki
mekanizmasina bakilarak bitkinin serotonerjik bilesikler tasidigi One stirilmiis,
serotonerjik bilesiklerin alkol alimini azalttig1 gercegi dogrultusunda siganlar {izerinde
calismalar yapilmistir. Yiiksek dozda alkol uygulanan sicanlarda depresyon benzeri
etkilerin olustugu gozlenmis antidepresan o6zellikte ila¢ uygulanmasinin alkol aliminm
azaltacagi disliniilmustiir. Antidepresan ilag olarak Hypericum perforatum’un

kullanildig1 ¢alismada alkol aliminin yariya indigi gézlenmistir (85-87).



26

2.3.9. Farmakokinetik Ozellikleri

%0.3 oraninda hiperisine gore standardize edilen Hypericum perforatum
ekstresinin tavsiye edilen gilinlik kullanim dozu 900mg’dir. Ekstrenin biyoyararlanimi
%15-20 arasinda olup eliminasyon siiresi uzundur. Etki birka¢ hafta i¢inde ortaya cikar,
tedavi siiresi 4-6 haftadir. Hiperisin maksimum konsantrasyona 4-6 saatte ulasir, plazma
yartlanma omrii  yaklasgtk 25 saattir. Beyindeki konsantrasyonu plazma
konsantrasyonunun %51 kadar olan hiperisinin beyin dokusundaki yarilanma 6mrii ¢ok
uzundur. Tavsiye edilen giinliik dozdaki hiperforin miktar1 14.8mg’dir. Hiperforin
150png/1 olan maksimum plazma konsantrasyonunu 3.5 saatte ulasir. Yarilanma 6mrii 9

saat, eliminasyon siiresi ise 12 saattir (88-91).

2.3.10. Yan Etkileri ve Kontrendikasyonlar:

Giinliik 6nerilen dozda alinan Hypericum perforatum ekstrelerinin ¢ok ciddi yan
etkileri bulunmamaktadir. Isiga duyarli bir bilesik olan hiperisinden dolay1r deride
kizariklik ve kasintiyla ortaya ¢ikan fotosensibilizasyona neden olabilir. Ancak
fotosensibilizasyon reaksiyonlarmin yiiksek dozda kullanim sonucu meydana geldigi
belirlenmistir. Santral sinir sistemi ile ilgili yapilan bir arastirmada Hypericum
perforatum ile depresyon tedavisi goren 3250 hasta incelenmistir. Hastalarin %0.3’linde
huzursuzluk, %0.4’linde ise yorgunluk belirtileri rapor edilmistir. Yine benzer bir
calismada tedavi bagladiktan sonra meydana gelen semptomlar %5 yorgunluk, %6
huzursuzluk ve %7 basagrist olarak belirlenmistir (88, 92). 3250 hasta ile yapilan
calismada hastalara giinde 3 defa 300mg Hypericum ekstresi verilmis sonucunda
gastrointestinal sistemde olusan yan etkilere bakilmistir. Bu c¢alismaya gore %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 alinan Hypericum perforatum ekstresinin
in vitro kosullarda sperm hiicreleri ve yumurtaliklarda mutajenik etki gosterdigi tireme

hiicrelerinde zarara neden oldugu gosterilmistir (92).
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Hypericum ekstresinin hamilelerde ve ¢ocuk emziren annelerde kullanimi
onerilmez. Uzun siire kullanim ile ilgili veri bulunmadigindan uzun siireli kullanimi
tavsiye edilmez. Antidepresan ilaglarla birlikte kullanimi kontrendikedir. Major

depresyon durumunda ve intihara egilimli kisilerde kullanilmamalidir (88, 92).

2.3.11.  Tlac¢ Etkilesimleri

Hypericum perforatum’un monoamin oksidaz (MAO) inhibitorleri ile birlikte
kullanimu ile etki artis1 ve hipertansif kriz meydana gelebilir. Beta-sempatomimetik
aminlerle ve psddoefedrinle birlikte kullanimindan benzer etkiler meydana gelebilecegi
icin kacinilmalidir. Fluoksetin, paroksetin, sertralin, fluvoksamin ya da sitoplam gibi
selektif serotonin reuptake inhibitorleri (SSRI) ile birlikte kullaniminda etki artis1 ve
toksik etki goriilebilir. Toksik etki sinir hiicreleri arasinda asir1 miktarda serotonin
birikimi sonucu terleme, titreme, konfiizyon ve ajitasyonla meydana gelen “serotonin
sendromu”dur. Ayrica paroksetin ile birlikte kullanilmasi sonucunda sedatif/hipnotik
sendroma neden oldugu rapor edilmistir. Hypericum perforatum ekstreleri tannik asit
tasidigindan dolayr demir emilimini engelleyebilir, bu nedenle demir eksikliginde
kullanilan preparatlarla birlikte kullamilmamalidir. Icerigindeki hiperisin nedeniyle
tetrasiklin, siilfonamidler, tiazidler, kinolonlar, piroksikam ve diger fotosensibilizan

ajanlarla kullanim1 sonucu ciltte giines yanig1 benzeri semptomlar goriilebilir (92).

Hypericum perforatum ekstresiyle yapilan in vitro ¢alismalar, karacigerde
bulunan sitokrom P-450 3A4 izoenzimini rediikledigini gdstermistir. Sitokrom P-450
3A4 enzimi HIV proteaz inhibitdrleri, sedasyona neden olmayan antihistaminikler,
kalsiyum kanal blokerleri, koenzim-A rediiktaz inhibitorleri, benzodiazepinler,
Ostrojenler, makrolit antibiyotikler, siklosporinler, karbamazepin, ketokonazol ve
kortizon gibi ilaglarin metabolizasyonunu arttirarak plazma konsantrasyonlarinin
terapotik  degerin altinda kalmasina neden olmaktadir. Hypericum perforatum
ekstresinin bu ilaglarla kullanimi sonucu kandaki ila¢g konsantrasyonunda artis

goriilebilir (93-95).
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2.3.12. Toksisitesi

Giinliik 6nerilen dozda kullanilan Hypericum perforatum ekstresinin toksisitesi
yine giinliikk 6nerilen dozlarda kullanilan trisiklik antidepresanlar ve selektif serotonin
reuptake inhibitorlerine oranla daha diisiiktiir. Yiiksek dozda kullanimi sonucunda ise
antikolinerjik ve kardiyotoksik yan etkilerinin diger antidepresanlara oranla daha diisiik

oldugu belirlenmistir (88).

Hypericum perforatum ekstresi ve trisiklik antidepresan kullanan hastalar
lizerinde yapilan bir calismada ila¢ kullannomindan 6nce ve sonra cekilen
elektrokardiyogramlar karsilagtirllmigtir. Trisiklik antidepresan kullanan hastalarin
sonuclarinda degisim gozlenirken Hypericum perforatum ekstresi kullanan hastalarin

sonuglarinda bir degisim gozlenmemistir (96).

Hayvanlarda yapilan toksisite c¢alismalarinda yiliksek dozda kullanilan
Hypericum perforatum ekstresinin karaciger ve bobrek lizerinde herhangi bir toksik
etkisi goriilmemistir. Ayrica Hypericum perforatum ekstresi kullanan 386 hastanin kan
testleri, karaciger fonksiyon testleri ve serum kreatinin diizeylerinde degisime

rastlanmamustir (97).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Materyal

Hypericum pamphylicum Robson et Davis Ornekleri 09.06.2005 tarihinde
meyveli (ISTE 83383) olarak ve 15.05.2006 tarihinde ¢igekli (ISTE 83903) olarak
Antalya — Alarahan, Alarahan kalesi altindan toplandi. Oda 1sisinda golgede kurutuldu

ve degirmende toz edildi.

3.2. Genel Metotlar

3.2.1.  Fitokimyasal On Denemeler

S5g kaba toz edilmis materyal lizerine 100ml sicak su konuldu ve karigim 30
dakika sicak su banyosu iizerinde bekletildi. Soguduktan sonra pamuktan siiziildii ve bu

infiizyonda flavon, alkaloit, antrasen, saponin ve tanen tiirevleri arandi.

3.2.1.1. Flavon Tiirevlerinin Aranmasi

Sml inflizyon {izerine Sml hidroklorik asitli etanol (Shibata belirteci: 1k derigik
hidroklorik asit, 1k su, 1k etanol) ve biraz magnezyum talasi ilave edildi. Pembe,
turuncu veya mor bir rengin meydana gelip gelmedigi gozlendi (Shibata reaksiyonu =

Siyanidin reaksiyonu).
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3.2.1.2. Antrasen Tiirevlerinin Aranmasi

10ml infiizyon {izerine 5 damla derisik siilfiirik asit konuldu. Karigim 15 dakika
sicak su banyosunda tutuldu ve bu sekilde glikozitler hidroliz edildi. Karigim
soguduktan sonra Sml toluen ile ¢alkalandi. Toluenli tabaka pipet yardimiyla baska bir
tiipe aktarild1 ve iizerine 3ml %10’luk amonyak ¢ozeltisi ilave edildi. Kirmiz1 bir rengin

meydana gelip gelmedigi gozlendi.

3.2.1.3.  Saponin Aranmasi

10ml inflizyon bir deney tiipiine konuldu. Tiip bas parmak ile sikica
kapatildiktan sonra yatay olarak 30 saniye kuvvetle calkalandi ve dinlenmeye birakildi.
15 dakika sonra tiipte en az 15cm yiikseklikte kalici bir kopiigiin olusup olusmadigi

gozlendi.

3.2.1.4. Tanen Bilesiklerinin Aranmasi

10ml infiizyon iizerine 2ml tuzlu jelatin ¢dzeltisi (sodyum kloriir ile doyurulmus
%1°lik jelatin ¢ozeltisi) ilave edildi. Krem rengi bir c¢okelegin olusup olusmadigi

gbzlendi.

Gallik ve katesik tanenin ayrilmasi: Sml inflizyon tizerine 3 damla %5’lik
FeCl; ¢ozeltisi ilave edildi. Mavi siyah (gallik tanen) veya esmer zeytin

yesili (katesik tanen) rengin olusup olugsmadig1 gézlendi.

Gallik ve Kkatesik tanenlerin birlikte bulunduklari durumlarda
ayrilmasi: 10ml inflizyon {iizerine 5Sml hidroklorik asitli formol (%30
formol 100ml + derisik hidroklorik asit 50ml) konuldu ve karigim 80°C
civarinda 1sitilmig su banyosunda 30 dakika tutuldu. Pargalar halinde bir
cokelek (katesik tanen) olusup olusmadigr gozlendi. Karigim tamamen

soguduktan sonra berrak olarak siiziildii. Siiziintiden 3ml alinip sodyum
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asetat ilavesiyle doyuruldu. Doymus ¢ozelti lizerine 3 damla seyreltik FeCls

cozeltisi ilave edilip mavi-siyah bir rengin (gallik tanen) olusup olugsmadigi

gbzlendi.

3.2.1.5. Alkaloit Aranmasi

5Sml inflizyon iizerine %3’liikk H,SO4 ve 3 damla Mayer reaktifi konuldu. Siit

rengi bir ¢okelek olusup olusmadigr gézlendi.

3.2.2. Miktar Tayini Yontemleri

3.2.2.1.  Su Miktar Tayini

Sabit vezne getirilmis bir cam tart1 kab1 icine 1g kaba toz halde drog konulup
tam olarak tartildi. 2 saat 100-105°C’lik etiivde kurutuldu ve bir desikatorde

sogutulduktan sonra tartildi.

3.2.2.2.  Kiil Miktar Tayini

Sabit agirhia getirilmis bir porselen krdzede 1g drog tam olarak tartildi. Once
alcak 1s1da sonra 800°C’yi gegmeyen bir 1sida 30 dakika yakildi. Desikatorde sogutulup
tartildi.

3.2.2.3.  Total Flavonoit Miktar Tayini

0,3g toz edilmis drog 100ml’lik bir balon jojeye alindi. Uzerine 0,5ml %0,5’lik
metenamin ¢ozeltisi, 30ml aseton ve 1 ml %25’lik HCI ¢ozeltisi ilave edildi. 45 dakika
geri ceviren sogutucu altinda kaynatildi. Karigim heniiz sicakken az miktarda pamuktan

50ml’lik bir balon jojeye stiziildii. Soguduktan sonra asetonla 50ml’ye tamamlandi.
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Bu ¢o6zeltiden 10ml bir ayirma hunisine alindi. 1 kere 10ml ve 3 kere 5ml etil
asetatla calkalandi. Birlestirilen etil asetat ¢ozeltileri tekrar bir ayirma hunisinde 2 kere
25ml su ile yikandi. Sonunda 25ml’lik bir balon jojeye alindi ve etil asetatla 25ml’ye

tamamlandi.

Bu ¢ozeltiden 5ml alindi, iizerine 0,5ml aliiminyum kloriir reaktifi ilave edildi ve
%5°1ik asetik asitli metanol ile 12,5ml’ye tamamlandi (incelenecek c¢ozelti). Ayni
sekilde Sml ¢ozeltiye sadece %5’°lik asetik asitli metanol ilave edilerek 12,5ml’ye
tamamland1 (sahit ¢ozelti). 30 dakika sonra incelenecek c¢ozeltinin 425 nm’deki

absorpsiyonu sahite karsi okundu.

Hesaplama:
Ax10 Cx 100
C=mmme- % Flavonoit = ------------
500x 1 0,3

C = 0,3g drogtaki flavonoit miktar1

3.2.24. Katesik Tanen ve Katesin Miktar Tayini

S5g drog 100 ml kaynar su ile 30 dakika su banyosunda bekletilerek infiizyon
hazirlandi. Sicakken balon jojeye siiziildli, soguduktan sonra distile su ile 100ml’ye
tamamlandi. 50ml alindi, iizerine 20ml tuzlu jelatin ¢ozeltisi (NaCl ile doyurulmus
%1°1ik jelatin ¢ozeltisi) ilave edildi. Olusan krem renkli ¢okelek siiziildii ve siiziintiiye
25ml Stiasny Belirteci (Hidroklorik asitli formol - %30 formol 100ml + der. HCI 50ml)
konuldu ve karisim 80°C’de g¢eker ocak altindaki su banyosunda bekletildi. Pargalar
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halindeki c¢okelek esit agirliga getirilen iki slizge¢ kagidindan siiziildii ve etiivde

kurutularak tartim farki alindi. Tartimlar arasindaki fark katesin miktarini verdi.

Yeniden hazirlanan infiizyonun 50ml’si tizerine sadece 25ml Stiasny Belirteci
ilave edildi ve 80°C’de ¢eker ocak altindaki su banyosunda 30 dakika bekletildi. Olusan
parcalar halindeki c¢okelek esit agirliga getirilmis iki siizge¢ kagidindan siiziildii ve
etlivde kurutularak tartim farki alindi. Bu fark inflizyon igerisindeki katesik tanen ve
katesin total miktarin1 verdi. Katesin miktar1 bu degerden c¢ikarilarak katesik tanen

miktar1 bulundu.

3.2.3. Flavon Bilesiklerinin Tiiketilmesi ve Ayrilmasi

100g meyveli, 100g cicekli bitki toz edildikten sonra ayr1 ayr1 Soxhlet

apareyinde Once petrol eteri ile tiiketilerek lipofil maddelerden arindirildi.

Materyal kurutularak ¢oziiciisii uzaklastirildi ve Soxhlet apareyinde %96’lik
etanolle tiiketildi. Alkollii ekstre alcak baskida hacminin dortte birine
yogunlastirildiktan sonra su ile seyreltildi ve bir ayirma hunisinde sirastyla toluen,

kloroform ve etil asetat ile tiiketildi.

Ekstreler susuz Na,SO, ile muamele edilerek icerdikleri sudan kurtarildi ve
alcak baskida yogunlastirildi. Elde edilen ekstreler kagit kromatografisiyle c¢esitli
¢oziicii  sistemlerinde incelendi ve flavon bilesiklerince zengin ekstreler

Schleicher&Schuell 3469 tipi kagitla preparatif olarak izole edildi.

Renk Reaksiyonu (Shibata Reaksiyonu = Sivanidin Reaksiyonu): Flavon

yapisinda oldugu diigiiniilen maddenin etanoldeki ¢ozeltisinin 2ml’si ilizerine 2 ml
hidroklorik asitli etanol (1k der. HCI + 1k su + 1k etanol) ilave edildi. Birka¢ parca
magnezyum talasi atildiktan sonra meydana gelen renkler incelendi. Bu reaksiyon

sonunda flavonlar turuncu, flavonoller kirmizi, flavononlar ise mor bir renk verirler.
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3.2.4. Ayrilan Saf Flavon Bilesiklerinin Taninmasi

izole edilen saf flavon bilesiklerinin tanmmasinda kagit ve ince tabaka
kromatografisi yontemlerinden genis Ol¢iide yararlanildi. Flavon bilesiklerinin degisik
coOziicii sistemlerindeki Rf degerleri, UV 1s18inda ve c¢esitli belirteglerdeki renkleri

incelendi.

Maddelerin  farkli ortamlarda UV  spektrumlar1 alinarak absorbsiyon
bantlarindaki kaymalar1 arastirildi ve bdylece yapilar1 tayin edilmeye calisildi. Yapisi

tayin edilen flavon bilesiklerinin bir kez de IR spektrumlar1 alinarak yapilari dogrulanda.

Elde edilen glikozitler asit hidrolize tabi tutuldu, ayrilan aglikon ve sekerler

kromatografik ve spektroskopik olarak incelendi.

Flavon glikozitlerinin asit hidrolizi: Glikozit metanolde ¢oziildii ve iizerine
%6’lik HCI1 c¢ozeltisi ilave edildi. Karisim hidroliz balonuna alindi, kaynar su
banyosunda geri ¢eviren sogutucu altinda 6 saat hidroliz edildi. Boylece glikozit yapisi
gosterdigi diisiiniilen flavon bilesikleri asit hidroliz ile aglikon ve seker fraksiyonlarina
ayrildi. Cozelti sogutulduktan sonra kiiglik bir ayirma hunisinde eterle tiiketildi. Eter
fraksiyonunda aglikonlarin, sulu ¢ozeltide ise sekerlerin varligi kromatografik olarak

saptandi.

3.2.5. Kromatografik Yontemler

3.2.5.1. Ince Tabaka Kromatografisi (ITK)

Flavonlarin teshisi i¢in hazir silikajel plaklar kullanildi.

( Merck / 25 DC-Alufolien 20x20 cm Kieselgel 60 Fys4)
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Flavonoit Teshisi icin ITK’da Kullanilan Céziicii Sistemleri ve Oranlari:

AGLIKONLAR iCiN;

Tablo 3-1: ITK’da aglikonlar icin kullanilan céziicii sistemleri

No Coziicii Sistemleri Coziicii Oranlan
| kloroform : aseton : formik asit 9:2:1

1 toluen : etil asetat : formik asit 5:4:1

I benzen : etanol 8:2

GLIKOZITLER iCiN;

Tablo 3-2: ITK’da glikozitler icin kullanilan ¢éziicii sistemleri

No Coziicii Sistemleri Coziicii Oranlari

v etil asetat : etil metil keton : formik asit : su 5:3:1:1

\Y benzen : etanol : formik asit 9:7:4

VI benzen : etanol 2:1
SEKERLER ICiN;

Tablo 3-3: ITK’da sekerler icin kullanilan ¢éziicii sistemleri

No Coziicii Sistemleri Coziicii Oranlan

VII n-butanol : izopropanol : su 5:3:1

3.2.5.2. Kagit Kromatografisi (KK)

Flavon bilesiklerinin ve sekerlerin taninmasi, flavon bilesiklerinin preparatif

yoluyla saflagtiriimasinda kullanildi. ( Schleicher & Schuell 3469 )
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Flavonoit Teshisi Icin KK’da Kullanilan Céziicii Sistemleri ve Oranlari:

AGLIKONLAR iCiN;

Tablo 3-4: KK’da aglikonlar icin kullanilan ¢6ziicii sistemleri

No Coziicii Sistemleri Coziicii Oranlan
VIII n-butanol : asetik asit : su 4:1:5

IX asetik asit : su 40 : 60

X asetik asit : su 60 : 40

GLIKOZITLER iCiN;

Tablo 3-5: KK’da glikozitler i¢in kullamlan ¢oziicii sistemleri

No Coziicii Sistemleri Coziicii Oranlar:
VIII n-butanol : asetik asit : su 4:1:5
XI asetik asit : su 15:85
SEKERLER iCiN;

Tablo 3-6: KK’da sekerler icin kullanilan ¢oziicii sistemleri

No Coziicii Sistemleri Coziicii Oranlar:

VIII n-butanol : asetik asit : su 4:1:5

ITK ve KK’da Kullanilan Belirtecler:

Flavon Bilesikleri icin:

NA Belirteci ( Naturstoffreagenz A: Difenil borik asit f-amino etil ester ): 100mg NA

tozu 100ml saf metanolde ¢oziilerek hazirlandi.
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Sekerler l¢in;

0,4ml anilin, 2ml fosforik asit, 2g timol bir miktar etanolde c¢oziildii ve etanolle

150ml’ye tamamlanarak hazirlandi.

Kagit, belirtec piiskiirtiildiikten sonra 100 °C’lik etiivde 15 dakika bekletildi.

3.2.6. Siitun Kromatografisi

Sephadeks Siitun: Adsorban olarak Sephadeks LH-20 igeren siitun maddelerin

saflastirilmasinda kullanildi.

3.2.7.  Yiiksek Basin¢h S1ivi Kromatografisi

Hiperisin ve Hiperforin’in Yiiksek Basinch Sivi Kromatografisi (YBSK) ile

Analizi:

Bu c¢alismada aynmi bolgeden farkli zamanlarda toplanan Hypericum
pamphylicum Robson & Davis tiiriiniin ¢igekli toprak iistii ve meyveli toprak iistii
kisimlariin igerdigi hiperisin ve hiperforin miktarlar1 YBSK yoOntemi ile kargilagtirmali

olarak saptanmistir.

Hiperisin ve tiirevleriyle ilgili yapilan g¢alismalar incelendiginde, genellikle
karsit fazli kromatografik sistemlerde analiz edildikleri gorilmiistir (98, 99, 100, 101,
102). Yapilan 6n denemeler sonucu analize en uygun ¢oziiciilerin metanol, fosforik asit,
asetonitril ve su oldugu anlasilmistir. Bu denemelerde 0,1mg/ml konsantrasyonundaki
hiperisinin metanoldeki ¢ozeltisinden ve 0,1pg/ml konsantrasyonundaki hiperforinin
metanoldeki ¢dzeltisinden 10ul kolona uygulanarak uygun sicaklik, mobil faz bilesimi,
hiperisin ve hiperforin alikonma zamanlari belirlendi. B6ltim 3.2.7.1.”de anlatildig1 gibi
hazirlanan ekstreler 40°C’deki Tracer Excel 120 ODSA 5 um (150 x 4,6 mm)
(Teknokroma) kolona uygulandi.
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Aletin Ozellikleri:

YBSK yo6nteminde DGU — 20AT SHIMADZU aletinden yararlanildi. Kullanilan aletin

ozellikleri ve ¢calisma kosullar1 asagida belirtilmistir.

Pompa: LC —20 AT

Enjektor: Hamilton 710 nr - 100pl

Dedektor: SPD — M20A

Kolon: Tracer Excel 120 ODSA 5 um (150 x 4,6 mm) (Teknokroma)

Cahisma Kosullari:

Cozuci:
Mobil Faz A: Fosforik asit / asetonitril ( 3 : 1000 V/V ')
Mobil Faz B: Fosforik asit/su ( 3:1000 V/V ')

Kolon:

Tracer Excel 120 ODSA 5 um (150 x 4,6 mm) (Teknokroma)

Dedektor dalga boyu: Hiperisin i¢in 590nm

Hiperforin i¢in 275nm

Akis hizi: 1ml/dak

Kolon sicakligi: 40°C

Enjeksiyon hacmi: 10ul

Kullanilan ¢éziiciiler: Merck HPLC Grade Metanol, Asetonitril, Fosforik asit

Standart maddeler: Hiperisin 1mg ( FLUKA — 56690 )
Hiperforin 250pg/250ul ( SIGMA —H 5160 )
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Metot:

Asagidaki tabloda ayrintilari verilen gradient yontemle calisildi.

Tablo 3-7: Hypericum tiirleri icin YBSK’da kullanilan gradient yontem

Zaman Mobil Faz A Mobil Faz B
(dakika) (% viv) (% vIv)

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 3282 97 > 18
30 - 40 82 18

3.2.7.1.  Ornek Cézeltilerin Hazirlanmasi

Sg Hypericum pamphylicum Robson & Davis tiirliniin ¢igekli toprak {istii
kisimlari, oda sicakliginda ultrasonik banyoda 100ml metanol ile 30 dakika bekletilerek
tilkketildi. Metanollii ekstre siiziilerek ayrildi. Kalan materyalin ¢oziiclisii ¢eker ocak
altinda tamamen ugurulduktan sonra 100ml aseton ile ayni kosullar altinda tekrar
tiikketildi. Metanol ve aseton ekstreleri birlestirilerek alcak baskida kuruluga kadar
ucuruldu. Kuru ekstreden 0,Img/ml konsantrasyonunda ¢ozelti hazirlandi. H.

pamphylicum’da hiperisin ve hiperforin miktar tayini bu ekstre ile yapildu.

Sg Hypericum pamphylicum Robson & Davis tiiriinlin meyveli toprak stii
kisimlar1  yukaridaki yontemle tiiketildikten sonra, kuru ekstreden 0,1mg/ml
konsantrasyonunda ¢ozelti hazirlandi, hiperisin ve hiperforin miktar tayini bu ekstre ile

yapildi. Ekstreler enjeksiyon dncesi taze olarak hazirlandu.
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3.2.7.2. Standart Cozeltilerin Hazirlanmasi

Img hiperisin ultrasonik banyoda metanolde ¢6ziindiiriilerek 10ml’lik bir balon
jojeye aktarildi. 10ml’ye metanol ile tamamlanan bu ¢ozelti stok ¢ozelti olarak
kullanildi. Hiperforin sahiti 1pg/ml’lik konsantrasyonda metanolde ¢oziinmiis olarak

geldiginden direkt stok ¢ozelti olarak kullanildi.
Hiperisine ait 6l¢ii egrisi hazirlanirken 0,1mg/ml konsantrasyonunda hiperisin
iceren stok cozeltiden 0,01mg/ml, 0,00lmg/ml, 0,0001mg/ml konsantrasyonlarinda

hiperisin iceren standart madde c¢ozeltileri hazirlandi. Metanol ile hacimlerine

tamamlanan standart madde ¢dzeltileri kolona uygulandi.

3.2.7.3.  Olgii Egrisi Hazirlanmasi

Boliim 3.2.7.2.°de belirtildigi gibi hazirlanan standart ¢dzeltilerden hiperisin igin
590nm’de dedektor ile saptanan piklerin alanlar1 hesaplatildi. Her ¢6zelti 3 kez calisildi.

Pik alanlarina karsilik gelen konsantrasyon degerlerinden gecen 6l¢ii egrisi hazirlandi.

3.2.7.4. Hesaplamalar

Hiperisin viizdesinin hesaplanmasi:

m,

A
% Hiperisin = _AE X x 100
s

m

Ag : Ornek ¢ozeltisindeki hiperisin pikine ait alan
As : Saf hiperisin pikine ait alan
m, : Ornek ¢ozeltideki toz edilmis materyal miktari (mg)

m : Standart ¢6zeltideki hiperisin miktari
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Standart Sapma ve Bagil Standart Sapma Degerlerinin Hesaplanmasi:

o V2(B-A)

N-1

RSD :STDxIOO
A

SD: Standart sapma

A: Pik alan1

A: Ortalama pik alani

N: Deney sayisi

RSD: Bagil standart sapma

3.2.8. Spektroskopik Metotlar

3.2.8.1. UV Spektrumu

SHIMADZU UV-1601 spektrofotometresi kullanildi. Spektrumlar 1cm’lik
kuvartz kiivetlerde alindi. Flavon tiirevlerinin kayma spektrumlar1 asagida belirtilen
kayma  belirtecleri  kullanilarak  alindi.  Aliman  spektrumlardaki  kaymalar
degerlendirilerek yapilari tayin edilmeye calisildi.

- Maddenin metanoldeki ¢ozeltisinin spektrumu alindi.
- Metanol iizerine 3 damla NaOMe ¢ozeltisi damlatilarak spektrum alindu.

(Bozunma olup olmadigini anlamak icin 5 dakika sonra tekrar spektrum alindi.)
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- Maddenin metanoldeki ¢ozeltisine 6 damla AlCl; damlatilarak spektrum
alind.

- AlCljigeren ¢ozelti lizerine 3 damla HCl damlatilarak spektrum alind.

- Maddenin metanoldeki ¢ozeltisine katt NaOAc ilave edilerek c¢ozelti
doyuruldu ve spektrum alindu.

- Maddenin NaOAc iceren metanoldeki ¢ozeltisine kati/stvi H;BO; ilave

edilerek spektrum alindi.

3.2.8.2. IR Spektrumu

PERKIN ELMER 1600 FTIR aleti kullanildi. Maddenin KBr tabletleri ile

spektrum alindu.

3.2.9. Antimikrobiyel Etki Arastirmasi

50g Hypericum pamphylicum Robson & Davis tiiriiniin ¢igekli ve meyveli
toprak istii kisimlar1 ayr1 ayri, sirastyla petrol eteri, eter, kloroform, aseton ve metanol
ile Soxhlet apareyinde tiiketilerek her biri i¢in 5 ¢esit ekstre hazirlandi. Bolim
3.2.7.1.’de anlatildig1 gibi her iki bitki de ayr1 ayr1 ultrasonik banyoda 6nce metanol
sonra asetonla tiiketildi. Bu sekilde bir bitki i¢in hazirlanan toplam 6 c¢esit kuru

ekstreden 10’ar mg tartilarak antimikrobiyel aktivite tayini yapildi.

Antimikrobiyel aktivite testinde Clinical ans Laboratory Standards Institute
(CLSI) kriterleri dogrultusunda mikrodiliisyon yontemi kullanilmistir (103). Ekstrelerin
Staphylococcus aureus ATCC 6538, Staphylococcus epidermidis ATCC 12228,
Escherichia coli ATCC 8739, Klebsiella pneumoniae ATCC 4352, Pseudomonas
aeruginosa ATCC 1539, Salmonella typhi, Shigella flexneri, Proteus mirabilis ATCC
14153’e karst Minimum Inhibitér Konsantrasyon (MIK) degerleri saptanmustir.
Ekstrelerin Candida albicans ATCC 10231°e kars1 antifungal aktivitesi ise yine CLSI
kriterleri dogrultusunda dillisyon yontemiyle saptanmistir (104). Calismada kullanilan

bakterilerin inokulumu Mueller-Hinton Broth (Difco, Detroid, USA) besiyerindeki 4-6
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h’lik kiltirinden 5x10° kob/ml (koloni olusturan birim), Candida albicans ATCC
10231 icin ise RPMI-1640 (Sigma) besiyerindeki 24h’lik kiiltiirinden 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 {iremenin olmadif1 en diisik madde konsantrasyonu MIK

degeri olarak belirlenmistir.

3.2.10.  Serbest Radikallerin Siipiiriicii Etki Arastirmasi

Maddelerin antioksidan etkilerini 6lgmek amaciyla gelistirilen DPPH metodu,
stabil bir serbest radikal olan 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) molekiiliiniin
yapisinda tasidigi eslesmemis elektrona antioksidan Ozellik tasiyan maddelerin
protonlarii vermesi sonucu ortamdaki radikallerin yok edilmesi esasina dayanir. DPPH
molekiiliindeki eslesmemis elektron 517 nm’de mor renkli kuvvetli bir absorbsiyon
gosterir (105, 106). Bu renk DPPH radikalinin antioksidan maddenin protonunu alarak

DPPH-H molekiiliine rediiklenmesi sonucu sartya doner.

0,0 o¥e

|
HN + R*

DPPH DPPH-H

Anabilim Dalimizda denenen degisik metotlar sonucunda T. Kulisic ve
arkadaslarinin gelistirdigi hizli sonu¢ veren metodun uygun oldugu disliniilmiistiir
(105). Bu metotta, Hypericum pamphylicum’un hem ¢igekli hem de meyveli toprak {istii
kisimlarindan boliim 3.2.7.1.°de anlatildig1 gibi hazirlanan ekstreler kullanildi. Farkli

konsantrasyonlarda stok ¢ozeltiler (0.015625, 0.03125, 0.0625, 0.125, 0.25, 0.5, 1, 2, 4
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mg/ml) hazirlandi. Bu stok ¢ozeltilerin 50 pl’si, metanolde giinliik olarak hazirlanmig
6x10° M DPPH ¢ozeltisinden alinan 2 ml soliisyonun iizerine ilave edildi ve kuvvetle
calkalandi. Calkanan karisim 1 saat siireyle karanlikta bekletildi. Karisimin karanlikta
bekletilmesinin amaci, Blois’in de belirttigi gibi uygun olmayan ortam sartlarinda ¢abuk
bozulan DPPH molekiiliiniin stabilitesini korumakt: (106). SHIMADZU UV-1210
marka spektrofotometre kullanilarak 517 nm’de karisimin absorbansindaki diisme
Olciildi. Metanol spektrofotometrenin sifirlanmasi amaciyla kullanildi. Antioksidan
icermeyen DPPH radikalinin absorbansi (kontrol) giinliik 6l¢iildii. Karsilastirma igin
bilinen antioksidan askorbik asit kullanildi. Deneyler iiger defa tekrar edildi. DPPH
radikalinin inhibisyon yiizdesi Yen ve Duh (1994) tarafindan bildirilen formiil
yardimiyla hesaplandi (107).

% inhibisyon = (( AC(())-AA(Q) / AC(())) x 100
Ac(0) : Kontroliin t = 0 zamanindaki absorbansi

A : Antioksidanin t = 1 saatteki absorbansi

Grafik ¢izimleri ve ICsy degerlerinin hesaplanmasi GraphPad Prism programu ile

yapildi.
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4. BULGULAR

4.1.  Fitokimyasal On Deneme Sonuclari

09.06.2005 tarihinde meyveli ve 15.05.2006 tarihinde c¢icekli olarak Antalya-
Alarahan’dan toplanan Hypericum pamphylicum bitkisine ait fitokimyasal 6n deneme

sonuclar1 agagidaki tabloda gosterilmistir.

Tablo 4-1: Fitokimyasal 6n deneme sonuglari

Fitokimyasal On Deneme Sonuclari

Etken Madde H. pamphylicum H. pamphylicum
Grubu Cigek Meyve
Flavon Tiirevleri + +

Antrasen Tiirevleri - -

Saponin - -
Alkaloit - -
/Gallik - -
Tanen
Katesik

On denemeler sonucunda Hypericum pamphylicum Robson & Davis bitkisinin
hem cicekli hem de meyveli halinin flavon tiirevleri ve katesik tanen tasidigi; antrasen

tiirevleri, saponin, gallik tanen ve alkaloit tagimadig1 saptandi.



4.2.

4.2.1.

4.2.2.

4.2.3.

Miktar Tayinlerinin Sonuclari

Su Miktar Tayini Sonuclari

Su miktar tayini sonuglar1 asagidaki tabloda verilmistir.

Tablo 4-2: Su miktar tayini sonuclar

Ornek

Su Miktar Tayini Sonugclar1 (%)

H. pamphylicum

Meyve %6,12
H. pamphylicum
Cigek %6,53

Kiil Miktar Tayini Sonug¢lari

Kiil miktar tayini sonuglart asagidaki tabloda verilmistir.

Tablo 4-3: Kiil miktar tayini sonuclari

Ornek

Kiil Miktar Tayini Sonuclar: (%)

H. pamphylicum

Meyve %7,19
H. pamphylicum
Cicek %6,07

Total Flavonoit Miktar Tayini Sonug¢lari

Total flavonoit miktar tayini sonuglari asagidaki tabloda verilmistir.

46



47

Tablo 4-4: Total flavonoit miktar tayini sonuclar

. Total Flavonoit Miktar Tayini
Ornek
Sonuclar (%)
H. pamphylicum
Meyve % 1.53
H. pamphylicum
Cicek % 2.31

4.2.4. Katesik Tanen ve Katesin Miktar Tayini Sonug¢lar:

Katesik tanen ve katesin miktar tayini sonuglar1 asagidaki tabloda verilmistir.

Tablo 4-5: Katesik tanen ve katesin miktar tayini sonuclari

. Katesik Tanen + | Katesik Tanen Katesin
Ornek
Katesin (%) (%) (%)
H. pamphylicum
Meyve % 3,35 % 1,23 % 2,13
H. pamphylicum
Cicek % 4,60 % 1,68 % 2,93

4.3. Flavon Bilesiklerinin Tiiketilmesi ve Ayrilmasi

Meyveli ve c¢icekli orneklerden toz edilen 100g materyal genel metotlar
kisminda anlatildig1 gibi dnce 800ml petrol eteri sonra da 800ml etanol ile tiiketildi.
Meyveli ve cicekli drneklere ait etanollii ekstreler 200ml kalincaya kadar yogunlastrildi
ve lizerine 100ml distile su ilave edildi. Bir ayirma hunisinde 6nce toluenle tiiketildi.
Toluenli kisim iizerinde Shibata belirteci ile kontrol yapildi, ancak flavon varlig
goriilmedi. Hypericum tiirlerinde lipofilik flavonlarin bulunmadigi da goéz Oniine
alinarak toluenli kisim {izerinde daha fazla ¢aligma yapilmadi. Toluenli kisimdan ayrilan

etanollii ekstre ayirma hunisinde kloroform ile tiiketildi, algak baskida kuruluga kadar
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ucurulduktan sonra meyveli ornekten 2,58g (Awm) ekstre ¢igekli drnekten 3,78g (Ac)
ekstre elde edildi. Kloroformlu kisimdan ayrilan etanollii ekstre son olarak etil asetat ile
tilkketildi ve bu ekstrenin bir kismi1 yogunlastiktan sonra ¢oktii, ¢coken kisim meyveli
ornekte 4,52g (Bmi) ¢igekli ornekte 7,40g (Bci) olarak tartildi. Geri kalan kisim algak
baskida kuruluga kadar uguruldu ve meyveli drnekten 2,24g (Byp) cigekli ornekten

5,68g (B(2) ekstre elde edildi.

Ekstreler lizerinde yapilan Shibata belirteci ile kontrol sonuglar1 asagidaki

tabloda verilmistir.

Tablo 4-6: Flavon ekstreleri iizerinde yapilan rediiksiyon testi sonuclari

Ekstre Rediiksiyon Testi

Toluenli ekstre

(meyveli 6rnek) )
Toluenli ekstre

(cicekli 5rnek) )
Aym +
A¢ +
Bwmi +
Bci +
Bwme +
Bc, +

Deneysel boliimde belirtilen farkli iITK ve KK sistemleriyle sahit maddeler
varliginda yapilan kontroller sonucunda Ay, Ac, Bmi, Bei, Bme, Bez ekstrelerinin gesitli
flavon bilesikleri tasidigi belirlendi. UV 15181 altinda 254 ve 366 nm’lerde incelenen
kagitlara N/A belirteci piiskiirtiildii ve renklenme izlendi. Ay ekstresinde kersetin ile
ayn1 Rf’te belirgin leke veren bilesigin ana aglikon oldugu diistintildiigiinden, preparatif
KK ile elde edilmesi uygun goriildii (Sekil I). Preparatif ayrim i¢in en ideal sistemin IX

no’lu ¢oziicii sistemi oldugu yapilan denemeler sonucu belirlendi.
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Ay ekstresinin 1g’1 KK ile IX no'lu sistemde preparatif olarak ayrildi. UV 151k
altinda Bant I ve Bant II olarak isaretlenen 2 ana bant kesilerek kii¢lik pargalara
boliindli, metanol ilavesi ile ultrasonik banyoda 1 saat bekletildi. Algak baskida
uzaklastirilan metanol sonrasit Bant I’den elde edilen 0,21g (%2,1) (Hpl) maddenin
saflig1 sahite karst ITK ile II no’lu sistemde kontrol edildi (Sekil II). Temizlemek
amaciyla Sefadeksten gecirildikten sonra elde edilen iki bilesikten biri kersetin oldugu
diistiniilen Hpl, digeri ise yapilan kontroller sonucunda Kersetin 3-glikozit oldugu
diistiniilen HplI olarak ayrildi. Saf olarak elde edilen Hpl 22mg (%10,48), Hpll ise10mg
(%4,76) olarak tartildi. Bant II iizerinde yapilan kontroller sonucunda Kersetin 3-
galaktozit (Hplll) varligi kromatografik olarak tespit edildi ancak saf olarak elde

edilemedi.
Sekil 1: IX no’lu sistemde kloroform ve etil asetat Sekil 2: II no’lu sistemde
ekstrelerine ait ITK Bant e ait iTK

Hpll
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4.4. Ayrilan Saf Flavon Bilesiklerinin Taninmasi

Flavon bilesiklerini saf olarak elde ettikten sonra farkli sistemlerde sahit madde
varliginda ITK yapildi. HpI’in I, II ve III no’lu sistemlerde kersetin ile ayn1 Rf’te leke
vermesi lizerine farkli ortamlardaki UV spektrumlar1 alinarak absorbsiyon bantlarindaki
kaymalar1 arastirildi (Spektrum I). Hpl’e ait spektrum sonuglart kersetin ile uyum
gosterdi ve Hpl olarak kodlanan maddenin kersetin oldugu anlasildi. IR spektrumu da
alinarak yapis1 dogrulandi (Spektrum II).

Bant I’den elde edilen ikinci saf madde olan Hpll’nin IV, V ve VI no’lu
sistemlerde kersetin 3-glikozit ile esit Rf degerlerine sahip oldugu goriildii. Aglikon ve
sekerinin ayr1 ayri teshis edilebilmesi icin bir kismi hidroliz edildi. Eterli kisma gecen
aglikonu I, II, III no’lu sistemlerde kersetin ile paralel Rf’’te leke verdi. VII no’lu
sistemde sahit sekerlerin varliginda yapilan ITK’da ise seker kismin glikozit oldugu

anlasildl (Sekil 3).

Sekil 3: IV no’lu sistemde Sekil 4: VII no’lu sistemde HpII ve HpIII
HplID’e ait ITK hidrolizi ile elde edilen seker gruplarina ait iTK

A R A B OB S NN

- - - - — - - - - - -

| Qerc. Hp il Hp M Glikez Galakt Ksiloz Ramn. Arabin, Hplll  Hpll
S-gnl. hidrasit. hidrasit
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HpII’nin farkli ortamlardaki UV spektrumlar1 alinarak absorbsiyon bantlarindaki
kaymalar arastirildi (Spektrum IIT). HpII’e ait spektrum sonuglar kersetin 3-glikozit ile
uyum gosterdi ve Hpll olarak kodlanan maddenin kersetin 3-glikozit oldugu anlasildi.
IR spektrumu da alinarak yapisi dogrulandi (Spektrum IV).

Bant II sahit maddeler varliginda IV, V, VI no’lu sistemlerde kromatografik
olarak incelendiginde igerisindeki major bilesigin kersetin 3-galaktozit oldugu
diisiiniildii (Sekil 3). Aglikon ve sekerlerine ayirmak amaciyla hidroliz yapildi. Hidroliz
sonucu eterli kisma gegen aglikon I, II, III no’lu sistemlerde kersetin ile paralel Rf’te
leke verdi. Asitli kisimda kalan sekerin ise VII no’lu sistemde galaktozit ile ayn1 Rf
degerine sahip olmasi HplII'iin kersetin 3-galaktozit oldugunu diisiindiirdii (Sekil 4).
Hplll’in farkli ortamlardaki UV spektrumlar1 alinarak absorbsiyon bantlarindaki
kaymalar1 arastirild1 (Spektrum V). HplII’e ait spektrum sonuclar1 kersetin 3-galaktozit
ile uyum gosterdi ve Hplll olarak kodlanan maddenin kersetin 3-galaktozit oldugu

anlagildi. IR spektrumu da alinarak yapisi dogrulandi (Spektrum VI).



Hpl Bilesiginin Taninmasa:

Renk reaksiyonlari:

Rediiksiyon testi: kiraz kirmizist

FeCl;: yesil
KOH: sar

UV 1sikta inceleme: UV (366 nm): sar1

UV Spektrumu:

UV/NH3; (366 nm): sar1
UV/NA (254 nm): turuncu

Tablo 4-7: Hpl bilesigine ait absorbsiyon bantlari
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Bant I (Aax, NM) Bant II (Ayax, NM) Yorum
MeOH 371 307 om., 280 om., 256 Flavonol
MeOH+NaOMe 332 (bozunma) 244 om. 3,3’,4-OH
MeOH+AICl; 446, 335 285 om., 271 5-OH
MeOH+AICI;+HCl 430, 300 300 om., 267 orto-dihidroksi var
MeOH+NaOAc 397 (bozunma), 335 297,261 om. 7-OH
MeOH+NaOAc+H;BO; 376 295 om., 260 orto-dihidroksi var

Absorbsiyon bantlar1 kersetin i¢in literatiirlerde verilen degerlere uymaktadir (108).
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HplI Bilesiginin Taninmasi:

Renk reaksiyonlari:

Rediiksiyon testi: Kiraz kirmizisi

FeCls: yesil

KOH: sar1

UV 1sikta inceleme: UV (366 nm): mor
UV/NH3; (366 nm): sar1
UV/NA (254 nm): turuncu

UV Spektrumu:

Tablo 4-8: HpllI bilesigine ait absorbsiyon bantlari
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Bant I (A2, NM) Bant II (Apax, NM) Yorum
MeOH 370 317,259 om., 240 Flavonol
MeOH+NaOMe 1390, 335 272 4’-OH
MeOH+AICI; 420, 322 305 om., 267 5-OH
MeOH+AICL+HCI 406, 339 297 om., 263 orto-dihidroksi var
MeOH-+NaOAc 393, 340 271 7-OH
MeOH+NaOAc+H;BO; 371 298 om., 263 orto-dihidroksi var

Absorbsiyon bantlar1 kersetin 3-glikozit i¢in literatiirlerde verilen degerlere uymaktadir

(108).
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HplII Bilesiginin Taninmasi:

Renk reaksiyonlari:

Rediiksiyon testi: Kiraz kirmizisi

FeCls: yesil
KOH: sar1

UV 1sikta inceleme: UV (366 nm): mor

UV Spektrumu:

UV/NH3; (366 nm): sar1
UV/NA (254 nm): turuncu

Tablo 4-9: HplII bilesigine ait absorbsiyon bantlari
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Bant I (A,y, nm) Bant II (A, NM) Yorum
MeOH 361 314, 257 om., 240 Flavonol
MeOH+NaOMe 1398, 336 272 4’-OH
MeOH+AICl, 397,327 305 om., 267 5-OH
MeOH+AICL;+HC1 405, 332 303 om., 268 orto-dihidroksi var
MeOH-+NaOAc 395, 341 271 7-OH
MeOH+NaOAc+H;BO; 371 297 om., 262 orto-dihidroksi var

Absorbsiyon bantlar1 kersetin 3-galaktozit i¢in literatiirlerde

uymaktadir (108).

verilen degerlere
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4.5. YBSKle Hiperisin ve Hiperforin Miktar Tayini Sonuclari

YBSK ile Hiperisin Miktar Tayini Sonuclari

Boliim 3.2.7.2.”de anlatildig1 gibi hazirlanan hiperisin standart1 3 farkli konsantrasyonda
kolona enjekte edildi. Kromatogramlarin degerlendirilmesinde otomatik olarak YBSK
cthazinin hesapladig1r pik alani degerleri kullanildi. Kolona enjekte edilen standart
hiperisinin retansiyon zamani 13.25 dakika olarak belirlendi. Hiperisine ait

konsantrasyon ve pik alan1 (A) degerleri Tablo 4-10’da gosterilmistir.

Tablo 4-10: Hiperisine ait konsantrasyon-pik alan1 semasi

Konsantrasyon Alan
(mg/mL)
0 0
0.0001 10778
0.001 94532
0.01 852886

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

belirlenmistir (Sekil5).

Sekil 5: Hiperisine ait ol¢ii egrisi

900000 - y = 8E+07x + 3759.4
800000 4 R?=0.9999

700000 -
600000 -
500000 -
400000 -
300000 -
200000 -
100000 -

0

0 0.002 0.004 0.006 0.008 0.01 0.012
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Hesaplanan dogru denklemi:
y=(8*10"7)*x+3759,4
R*=0,9999

Hiperisin standarti ile dogru denklemi belirlendikten sonra Boliim 3.2.7.1.”de anlatildig1
gibi  Hypericum pamphylicum’un meyveli ve ¢icekli toprak {istii kisimlarindan
hazirlanan ekstreler kolona enjekte edildi. Elde edilen kromatogramlardan hiperisine ait
kromatogram Sekil 6’da, meyveli ekstreye ait kromatogram Sekil 7°’de ve ¢igekli

ekstreye ait kromatogram Sekil 8’de gosterilmistir.

Sekil 6: Hiperisin standartina ait kromatogram

mAU
Extract-590nm,4nm (1.00)

254

00 "50 160 180 " 2800 7 " min

Sekil 7: Meyveli ekstreye ait kromatogram
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Sekil 8: Cicekli ekstreye ait kromatogram
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mAU
5.0 Extragt-590nm,4nm (1.00)
25]
oA o
. f
-2.54
00 "50 100 150 200 min
Hypericum pamphylicum meyveli ekstresine ait degerler:
Konsantrasyon Alan x*
(mg/mL) (mg/ml)
Meyveli 1 28,35 4243 0,000006
Meyveli 2 27,2 4058 0,000004
Meyveli 3 28,85 4150,5 0,000005
(*): x = 1 ml enjekte edilen numune igerisindeki hiperisin miktarinin mg cinsinden
degeridir.
ekstre verimi (%) e* (%) eort* SD
Meyveli 1 19,84 0,000021
Meyveli 2 22,12 0,000014 0,000017 + 0,000004
Meyveli 3 17,65 0,000017

(*): e = Ekstre igerisindeki hiperisin miktarinin % degeridir.

h* (%) hort £ SD
Meyveli 1 0,000004
Meyveli 2 0,000003 0,000003 + 0,000001
Meyveli 3 0,000003

(*): h = Bitki igerisindeki hiperisin miktarinin % degeridir.
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Hypericum pamphylicum ¢icekli ekstresine ait degerler:

Konsantrasyon Alan x*
(mg/mL) (mg/ml)
Cicekli 1 28,75 5417 0,000021
Cicekli 2 28,8 5369 0,000020
Cicekli 3 29,3 5269 0,000019
(*): x = 1 ml enjekte edilen numune igerisindeki hiperisin miktarinin mg cinsinden
degeridir.
ekstre verimi (%) e* (%) eort* SD
Cicekli 1 22,6 0,000072
Cicekli 2 23,84 0,000070 0,000070 + 0,000004
Cicekli 3 23,52 0,000064

(*): e = Ekstre icerisindeki hiperisin miktarinin % degeridir.

h* (%) hort = SD
Cigekli 1 0,000016
Cigekli 2 0,000017 0,000016 + 0,000001
Cigekli 3 0,000015

(*): h = Bitki icerisindeki hiperisin miktarinin % degeridir.

Hypericum pamphylicum Robson & Davis tiirliniin meyveli toprak tistii kismi1 ve ¢icekli
toprak tistli kisimlarinin metanollii ekstreleri ile yapilan analizler sonucunda 6l¢ii egrisi
yardimi ile Bo6liim 3.2.7.4.’te belirtildigi gibi hesaplanan hiperisin yiizdeleri Tablo 4-

11°de verilmistir.




Tablo 4-11: Analizi yapilan 6rneklerin hiperisin yiizdeleri

% Hiperisin

Hypericum pamphylicum meyveli 0,000003

Hypericum pamphylicum ¢icekli 0,000016

YBSK ile Hiperforin Miktar Tayini Sonuclari
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Hiperforin standart1 ile Boliim 3.7.2.1.°de anlatildig1 gibi Hypericum pamphylicum’un

meyveli ve ¢igekli toprak iistii kisimlarindan hazirlanan ekstreler kolona enjekte edildi.

Elde edilen kromatogramlardan hiperforine ait kromatogram Sekil 9’da, meyveli

ekstreye ait kromatogram Sekil 10°da ve ¢igekli ekstreye ait kromatogram Sekil 11°de

gosterilmistir.

Sekil 9: Hiperforin standartina ait kromatogram

mAU
1275nm,4nm (1.00)
250+
i hn_ —
0 0
0-OI T T T 2|-5 T T T T 5'0 T T T T 7|5I T T Ild.ol T T Ili.5l T T T IlT]IrI]

Sekil 10: Meyveli ekstreye ait kromatogram

mAU

4275nm4nm (1.00)

2500+

Y. VLY L s
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Sekil 11: Cicekli ekstreye ait kromatogram

mAU
4275nmy4nm (1.00)
2500+
o ’ *ﬂfﬁ@%“i““ —
e L

Sekil 9°daki kromatogramda goriildiigli gibi kolona enjekte edilen standart hiperforinin
retansiyon zamani 12.5 dakika olarak belirlendi. Sekil 10°da goriilen meyveli ekstreye
ait kromatogramda hiperforin ile ayni retansiyon zamanina sahip herhangi bir pik
saptanmadi. Meyveli bitkinin kimyasal bilesiminde hiperforin bulunmadigi sonucuna
varildi. Sekil 11°de goriilen cicekli ekstreye ait kromatogramda hiperforin ile ayni
retansiyon zamanina ait, alan1 hesaplanamayacak kadar kiigiik bir pik saptandi. Cicekli

bitkinin kimyasal bilesiminde eser miktarda hiperforin oldugu sonucuna varildi.

4.6. Antimikrobiyel Aktivite Sonuclari

Bolim 3.2.9°da anlatildig1 gibi hazirlanan 6 farkli ekstrede; Staphylococcus
aureus ATCC 6538, Staphylococcus epidermidis ATCC 12228, Escherichia coli ATCC
8739, Klebsiella pneumoniae ATCC 4352, Pseudomonas aeruginosa ATCC 1539,
Salmonella typhi, Shigella flexneri, Proteus mirabilis ATCC 14153’e¢ karsi
antibakteriyel aktivite tayini yapildi. Aymi ekstrelerde; Candida albicans ATCC
10231°e kars1 antifungal aktivite tayini yapildi. Gozle goriiliir tiremenin olmadigi en
diisiik madde konsantrasyonu MIK degeri olarak belirlenmistir. Bunlara ait sonuglar
asagida tablolar halinde verilmistir (Tablo 4-12 ve Tablo 4-13). Tablolarda kullanilan 1
metanol+aseton total ekstresini, 2 petrol eteri, 3 dietil eter, 4 kloroform, 5 aseton ve 6

metanol ekstrelerini ifade etmektedir.
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Tablo 4-12: Meyveli Hypericum pamphylicum érneklerinden hazirlanan ekstreler iizerinde yapilan antimikrobiyel aktivite

DENENEN MADDELER (mg/l) REFERANS DEGERLER (mg/l)
MIKROORGANIZMA 1 2 3 4 5 6 SEFUROKSIM | SEFTAZIDIM | KLOTRIMAZOL
Staphylococcus aureus
ATCC 6538 - - - - - - 22 e —

Staphylococcus epidermidis
ATCC 12228 9.8

Escherichia coli

ATCC 8739 - - - - - - 49 | e | e
Klebsiella pneumoniae
ATCC 4352 - - - - - - 49 | |

Pseudomonas aeruginosa

ATCC 1539 ; ; - ; ; . 24 |

Salmonella thypi

625 625 - - 1250 1250 | e e e

Shigella flexneri
1250 625 - 625 1250 - 49 | | e

Proteus mirabilis
ATCC 14153 - - - - - - 24 | e

Candida albicans

ATCC 10231 - - - - - e — 4.9




Tablo 4-13: Ci¢ekli Hypericum pamphylicum 6rneklerinden hazirlanan ekstreler iizerinde yapilan antimikrobiyel aktivite
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DENENEN MADDELER (mg/1)

REFERANS DEGERLER (mg/l)

MiKROORGANIZMA 1 2 3 4 5 6 SEFUROKSIM | SEFTAZIDIM | KLOTRIMAZOL
Staphylococcus aureus
ATCC 6538 625 78.12 312.5 625 625 19.52 1.2 | e e
Staphylococcus epidermidis
ATCC 12228 625 1250 312.5 625 625 625 98 | - | e
Escherichia coli
ATCC 8739 1250 - 1250 1250 1250 1250 49 | e e
Klebsiella pneumoniae
ATCC 4352 1250 1250 1250 1250 1250 1250 N e
Pseudomonas aeruginosa
ATCC 1539 625 625 625 - - s B
Salmonella thyp: 1250 1250 625 1250 1250 1250 24 | e e
Shigella flexneri
625 625 3125 - 2500 2500 49 | e e
Proteus mirabilis
ATCC 14153 1250 - 1250 1250 1250 1250 24 | e e
Candida albicans
ATCC 10231 625 625 625 625 - 1250 | - | e 4.9




4.7.  Serbest Radikal Siipiiriicii Etki Sonuc¢larn

Hypericum pamphylicum’un  hem meyveli hem de c¢igekli toprak iistii
kisimlarindan Bolim 3.7.2.1.°de anlatildigi gibi hazirlanan ekstrelerin antioksidan

etkileri DPPH metodu kullanilarak belirlendi. Kontrol amaciyla askorbik asit kullanildi.
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Hypericum pamphylicum Meyveli Ekstresi
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Asagidaki tabloda okunan absorbans degerlerinin ortalamalari, standart sapmalar1 ve %

inhibisyon degerleri gosterilmistir (Tablo 4-14).

Tablo 4-14: Meyveli ekstre ile DPPH yontemine gore elde edilen absorbans ve % inhibisyon

degerleri

Konsantrasyon Ortalama absorbans .
(mg/ml) (517 nm) = SD % Inhibisyon
0,015625 0,645 £+ 0,0035 1,98

0,03125 0,607 £+ 0,002 7,75
0,0625 0,566 + 0,0036 13,98
0,125 0,560 + 0,004 14,89
0,25 0,436 + 0,0040 33,74
0,5 0,276 = 0,0032 58,05
1 0,142 +0,0015 78,42
2 0,128 £0,0015 80,55
4 0,077 £ 0,0046 88,30

Kontrol 0,658 +£0,0040 0

GraphPad Prism programinda

konsantrasyonlar1 yerlestirilerek grafik ¢izildi ve ICso degeri hesaplandi.

apsise %

100+

Konst. (mg/ml)

% inhibisyon

0,408

50,00

ICs50 = 0,408 mg/ml

% inhibisyon

inhibisyon degerleri,

ordinata ekstrenin

1 2

4 5
Konsantrasyon (mg/ml)



Hypericum pamphylicum Cicekli Ekstresi
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Asagidaki tabloda okunan absorbans degerlerinin ortalamalari, standart sapmalar1 ve %

inhibisyon degerleri gosterilmistir (Tablo 4-15).

Tablo 4-15: Cicekli ekstre ile DPPH yontemine gore elde edilen absorbans ve % inhibisyon

degerleri

Konsantrasyon Ortalama absorbans .
% Inhibisyon
(mg/ml) (517 nm) + SD
0,015625 0,468 + 0,0026 4,29
0,03125 0,440 + 0,0020 10,02
0,0625 0,429 + 0,0025 12,27
0,125 0,378 £ 0,0025 22,70
0,25 0,366 + 0,0020 25,15
0,5 0,292 +0,0015 40,29
1 0,163 +0,0025 66,67
2 0,065 + 0,0020 86,77
4 0,056 £ 0,0020 88,61
Kontrol 0,489 +0,0010 0
GraphPad Prism programinda apsise % inhibisyon degerleri, ordinata ekstrenin
konsantrasyonlar1 yerlestirilerek grafik ¢izildi ve ICsy degeri hesaplandi.
100+
—
c 75+
Konst. (mg/ml) % inhibisyon g
7
0,612 50,00 8 50-
<
£
ICso = 0,612 mg/ml X 254
0 J J J J v
0 1 2 3 4 5

Konsantrasyon (mg/ml)



Askorbik asit
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Asagidaki tabloda okunan absorbans degerlerinin ortalamalari, standart sapmalar1 ve %

inhibisyon degerleri gdsterilmistir (Tablo 4-16).

Tablo 4-16: Askorbik asit ile DPPH yontemine gore elde edilen absorbans ve % inhibisyon

degerleri
Konsantrasyon Ortalama absorbans .
(mg/ml) (517 nm) = SD % Inhibisyon
0,015625 0,525 +0,0035 2,29
0,03125 0,442 +0,0015 17,79
0,0625 0,270 + 0,0032 49,80
0,125 0,109 + 0,0006 79,79
0,25 0,064 £ 0,0006 88,03
0,5 0,064 +0,0015 88,14
1 0,027 = 0,0020 94,97
2 0,024 £0,0011 95,59
4 0,022 £ 0,0006 95,85
Kontrol 0,537 £0,0023 0

GraphPad Prism programinda

apsise %

inhibisyon degerleri, ordinata

konsantrasyonlari yerlestirilerek grafik ¢izildi ve ICsy degeri hesaplandi.

Konst. (mg/ml)

% inhibisyon

0,066

50,00

ICs0 = 0,066 mg/ml

110
100
90
80
70
60
50
40
30
20
10

% inhibisyon

ekstrenin

0

1 2 3 4
Konsantrasyon (mg/ml)



Asagidaki tabloda ekstrelerin ve kontrol maddesinin hesaplanan ICsy degerleri

karsilagtirmali olarak gosterilmistir (Tablo 4-17).

Tablo 4-17: Ekstrelerin ve kontrol maddesinin hesaplanan ICs, degerleri

Madde ICs¢ (mg/ml)
Hypericum pamphylicum Meyveli Ekstresi 0,408
Hypericum pamphylicum Cicekli Ekstresi 0,612
Askorbik asit 0,066

Asagida ekstrelerin ve kontrol maddesinin grafikleri iist iiste, karsilastirmali olarak

verilmistir (Sekil 12).

Sekil 12: Antiokisan aktivite tayininde ekstrelerin ve kontrol maddesinin karsilastirmal

grafigi

——meyve

—=—cicek

askorbik asit
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5. TARTISMA

Bu calisma, Tirkiye’de yetisen Hypericum tiirlerinin kimyasal igeriginin
aydinlatilmas1 ve farmakolojik degerlerinin ortaya konulmasina katkida bulunmak
amaciyla yapilmistir. Antalya — Alarahan’da endemik bir tiir olarak yetisen ve daha
once lizerinde arastirma yapilmamis olan Hypericum pamphylicum tiiriinlin meyveli ve
cicekli toprak istii kisimlari ile calisilmistir. Her iki kisim hiperisin ve hiperforin
icerigi acisindan YBSK ile incelenmis, flavonoitleri yoniinden degerlendirilmistir.
Ayrica bitki ekstreleri lizerinde antimikrobiyel aktivite ve serbest radikal siipiiriicii etki

tayini yapilmustir.

Hypericum pamphylicum Ornekleri 09.06.2005 tarihinde meyveli halde ve
15.05.2006 tarihinde ¢icekli halde toplanmistir. Bitki 6rneklerinden metanol ve aseton
ile tiiketilerek hazirlanan ekstrelerle YBSK yontemi ile elde edilen bitkideki hiperisin

ve hiperforin miktarinin sonuglar1 agagidaki tabloda verilmistir.

Bitki Ornegi % Hiperisin % Hiperforin
Hypericum pamphylicum - meyveli toprak iistii kisim 0,000003 -
Hypericum pamphylicum - gigekli toprak {istii kisim 0,000016 eser miktarda

Hypericum pamphylicum tiri hem meyveli hem de ¢igekli durumdayken
incelenmis hiperisin ve hiperforin miktarinin ¢icekli doneminde daha fazla oldugu
gozlenmistir. Hypericum tiirlerinde hiperisin ve hiperforin miktarinin vejetasyon

donemine gore degistigi literatiirlerde de kayitlidir (109-112).

Avrupa Farmakopesi 2001°de Hypericum perforatum tirii igin istenilen

hiperisin miktar1 % 0.3 olarak verilmistir (113).

Tiirkiye’de yetisen bazi Hypericum tiirleriyle yapilmis hiperisin miktar tayini

calismalari mevcuttur. Bu c¢alismalarin sonuglarina gore H. perforatum % 0.21, H.
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empetrifolium % 0.15, H. triguetrifolium % 0.14, H. scabrum % 0.00046 ve H.
montbretii % 0.135 oraninda hiperisin igermektedir (114-116). Bu tiirler ile
karsilastinldiginda Hypericum pamphylicum tiirliniin  hiperisin igeriginin en az

miktarda oldugu goriilmektedir.

Avrupa Farmakopesi’nde hiperisin i¢in verilen standart deger esas alindiginda
Hypericum pamphylicum tiriiniin Hypericum perforatum’un yerine kullanilamayacagi

acikca goriilmektedir.

Hypericum tiirlerinin flavonoit bilesikleri agisindan zengin oldugu bilindiginden
Hypericum pamphylicum tiirtiniin tasidig1 flavonoit bilesikleri iizerine de calisma
yapilmistir. Bitkiden izole edilen kersetin ve kersetin 3-glikozitin yapis1 kromatografik
olarak sahit maddelerle karsilagtirilarak ve UV, IR gibi spektral yontemlerle
aydinlatilmistir. Ayrica kromatografik ve spektroskopik olarak kersetin 3-galaktozitin

varlig1 da tespit edilmistir.

Yapilan antimikrobiyel etki tayini sonucuna goére meyveli bitki drneklerinin
metanol-aseton total, petrol eteri, aseton ve metanol ekstrelerinin Sa/monella thypi’ye;
metanol-aseton total, petrol eteri, kloroform ve aseton ekstrelerinin ise Shigella
flexneri’ye karst antimikrobiyel aktivite gosterdigi gorilmiistiir. Higbir ekstre
antifungal aktivite gostermemistir. Cicekli bitki Orneklerinin neredeyse tiim
ekstrelerinin Staphylococcus aureus ATCC 6538, Staphylococcus epidermidis ATCC
12228, Escherichia coli ATCC 8739, Klebsiella pneumoniae ATCC 4352,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 1539, Salmonella thypi, Shigella flexneri, Proteus
mirabilis ATCC 14153 standart kokenlerine kars1 antibakteriyel etki gosterdigi
belirlenmistir. Aseton ekstresi haricindeki tiim ekstrelerin ise Candida albicans ATCC
10231°e kars1 antifungal etki gosterdigi saptanmistir. Elde edilen bu sonugclar literatiir

bilgileri ile uyum gostermektedir (117, 118).
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Meyveli ve cicekli Hypericum pamphylicum Orneklerinin askorbik asit ile
karsilagtirmali olarak DPPH metodu ile saptanan serbest radikal siipiiriicii etki sonuglari

asagida verilmistir.

Madde ICs (mg/ml)
Hypericum pamphylicum - meyveli ekstresi 0.408
Hypericum pamphylicum - ¢igekli ekstresi 0.612
Askorbik asit 0.066

Yukaridaki sonuglar incelendiginde Hypericum pamphylicum tliriiniin meyveli
durumunun ¢igekli durumundan daha yiiksek antioksidan aktivite gosterdigi belirlenmistir.
Literatiirlere gore ICsy degeri 0.50 mg/ml’den diisiik olan bitkilerin kuvvetli antioksidan
aktiviteye sahip oldugu kabul edilmektedir (119, 120). Sonug¢ olarak inceledigimiz
orneklerin askorbik asite gore ¢ok diisiik oranda da olsa antioksidan aktiviteye sahip

oldugunu sdyleyebiliriz.
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