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OZET

BAZI HYPERICUM L. TURLERI UZERINDE BiYOLOJIK AKTIVITE CALISMALARI

Emine YILDIZ
Farmasotik Botanik Anabilim Dali
Anadolu Universitesi, Lisansiistii Egitim Enstitiisii, Subat 2024
Danisman: Prof. Dr. Fatma Pimnar KAFA

Bu tez calismasinda, iilkemizde dogal olarak yayilis gosteren Hypericum
origanifolim Willd.’un iki varyetesi, H. origanifolium var. origanifolium Willd. (HOR)
ve H. origanifolium var. depilatum (Freyn & Bornm.) N. Robson (HOD)’1n toprak {istii
kisimlarindan metanol (MeOH) ve etil asetat (EtOAc) ekstreleri hazirlanmis, ekstrelerin
toplam fenolik madde miktarlari, DPPH' radikalini siiptiriicii, antimikrobiyal ve sitotoksik
aktiviteleri arastirilmistir. Ayrica bitkilerin salgi yapilari anatomik olarak incelenmis,
toprak iistii kisimlarindan ugucu yaglari elde edilmis, ugucu yag ve ekstrelerin kimyasal
icerikleri sirasiyla, GC-GC/MS ve LC-MS/MS ile kalitatif ve kantitatif olarak ortaya
konmustur.

En yiiksek toplam fenolik madde miktar1 (245,46 + 9,41 GAE/g ekstre) ve en
yiiksek DPPH" siipiiriicii aktivite (%Inh=84,85 + 0,08) HOD-MeOH ekstresinde
gbzlenmistir. En yiiksek antimikrobiyal aktiviteyi (MIK <0,19 mg/mL), B. cereus, S.
typhimurium ve B. subtilis’a kars1, en yiiksek sitotoksik aktiviteyi (ICs50=13,364 £ 0,563
mg/mL) ise MCF-7 hiicre hattinda HOR-EtOAc ekstresi gostermistir. Anatomik
calismalarda, teshiste 6nemli olan farkl tipte salg1 yapilari tespit edilmistir. Ugucu yag
analizinde, nonakosan ve germakren D her iki taksondaki ortak major bilesikler olarak
dikkati ¢ekmistirr HOR ayrica o ve [-selinen ve trikosan bakimindan zengin
bulunmustur. LC-MS/MS analizinde en yiliksek miktarda tespit edilen kimyasal bilesikler;
HOR-MeOH (35.712,48 mg/kg ekstre) ve HOR-EtOAc (15.123,88 mg/kg ekstre)’de
kersitrin, HOD-MeOH (75.741,45 mg/kg ekstre) ve HOD-EtOAc (42.331,12 mg/kg
ekstre)’ta ise hiperozit olarak tespit edilmistir.

Anahtar Sozciikler: Hypericum, Salg: yapilari, Ugucu yag, LC-MS/MS, Antioksidan,
Antimikrobiyal, Sitotoksik.



ABSTRACT

BIOLOGICAL ACTIVITY STUDIES ON SOME HYPERICUM L. SPECIES

Emine YILDIZ
Department of Pharmaceutical Botany
Anadolu University, Postgraduate Education Institute, Februrary 2024
Advisor: Prof. Dr. Fatma Pinar KAFA

In this thesis, two varieties of Hypericum origanifolim Willd., which is naturally
occurring in our country, namely H. origanifolium var. origanifolium Willd. (HOR) and
H. origanifolium var. depilatum (Freyn & Bornm.) N. Robson (HOD) were investigated.
Methanol (MeOH) and ethyl acetate (EtOAC) extracts were prepared from the above-
ground parts of these plants, and the total phenolic content, DPPH" radical scavenging
activity, antimicrobial, and cytotoxic activities of the extracts were explored.
Additionally, the glandular structures of the plants were anatomically examined, volatile
oils were obtained from the aerial parts, and the chemical compositions of volatile oils
and extracts were qualitatively and quantitatively determined using GC-GC/MS and LC-
MS/MS, respectively.

The highest total phenolic content (245.46 + 9.41 GAE/g extract) and DPPH’
scavenging activity (Inh %=84.85 + 0.08) were found in HOD-MeOH. The HOR-EtOAc
extract exhibited the highest antimicrobial activity (MIC value < 0.19 mg/mL) against B.
cereus, S. typhimurium, and B. subtilis and the highest cytotoxic activity (ICso=13.364 +
0.563 mg/mL) against MCF-7 cell line. In anatomical studies, various types of secretory
canals, which are important for diagnosis, were observed. In the analysis of essential oils,
nonacosane and germacrene D have been highlighted as common major compounds in
both taxa. Additionally, HOR has been found to be rich in a and B-selinene, as well as
tricosane. In LC-MS/MS analysis, it was observed that kersitrin was the most abundant
chemical compound in HOR-MeOH (35712.48 mg/kg extract) and HOR-EtOAc
(15123.88 mg/kg extract), while hyperoside was predominant in HOD-MeOH (75741.45
mg/kg extract) and HOD-EtOAc (42331.12 mg/kg extract).

Key Words: Hypericum, Secretory structures, Essential oil, LC-MS/MS,
Antioxidant, Antimicrobial, Cytotoxic.
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ETIiK iILKE VE KURALLARA UYGUNLUK BEYANNAMESI

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

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

Insanoglu ile doga arasinda giiclii bir bag vardir ve ge¢misten giiniimiize insanoglu
hastaliklara ¢are bulabilmek icin bitkiler alemine basvurmustur. Bu nedenle tibbi bitkiler

her zaman aragtirma konusu olarak énemli bir yere sahip olmustur.

Tibbi bitkilerin ge¢misine bakildigi zaman c¢ok eski zamanlara kadar uzandigi
goriilmektedir. Nippur’da yer alan Siimer kil tabletlerindeki M.O. 5000 yillarina ait yazili
belgeler, Misir papiriisleri, Eski Ahit, Yunan hekim Hipokrat’in yaklasik 300’den fazla
kadar tibbi bitkinin yer aldig1 eserleri, Theophrastus, Dioscorides, Galen ve Pliny gibi
Romal1 yazarlarin eserleri, Hint vedalar1 eski kiiltiirlerde tibbi bitkilerin kullanimi ve
Oonemine dair kanit niteligindeki tarihi kayitlar veya yazili belgelerdendir. Gegmis
zamanlarda kullanilan pek c¢ok bitkinin tibbi etkileri, uzun yillar sonra bilimsel
calismalarla dogrulanmis ve bu bitkilerin birgogu farmakopelere girmis ve kullaniliglar:

giiniimiize kadar ulasmustir (Santi¢ vd., 2017).

Tiirkiye florasi, 174 farkli familyaya ait 1251 cins ve 12.000’i asan bitki taksonu
ile oldukga ¢esitli olan bitki ortiisiine sahiptir. Bu taksonlarin 233’ yabanci ve kiiltiir
bitkisiyken, 8988 takson tilkemizde dogal olarak yayilis gosteren bitkiler olarak rapor
edilmistir. Floramizdaki taksonlarin, 3649’u endemik olup, endemizm orani yaklagik
%30°dur (Faydaoglu ve Siiriictioglu, 2011; Giiner vd., 2012).

Ulkemiz florasinin zenginligi ve biyogesitliligi, iilkemizin kitalararas1 cografi
konumu, Akdeniz, Iran-Turan ve Avrupa-Sibirya olmak iizere ii¢ fitocografik bolgelede
yer almasi, farkli iklimlerin goriilmesi, degisik topografya ozellikleri, toprak tiplerinin
cesitli olmasi gibi faktorlerle agiklanmaktadir (Avei, 2005; 2014).

Hypericum L. cinsi, 36 seksiyonda yer alan 500 civarinda ¢ok yillik otsu, ¢alimsi
nadiren agagsi tiir ile Hypericaceae (Guttiferae, Clusiaceae) familyasinin en genis cinsi
olup, Antartika hari¢ diinyadaki tiim kitalarda yayilis gostermektedir. En yaygin oldugu
kitalar ise Avrupa, Asya ve Kuzey Afrika'dir (Crockett ve Robson, 2011; Walker vd.,
2001).

“Tirkiye ve Dogu Ege Adalar1 Florasi”’nda Hypericum tiirlerinin sayis1 69 olarak
kayitli ise de (Robson, 1968), daha sonra yayinlanan taksonlar ile Hypericum cinsinin
tilkemizde 20 seksiyona ait 111 taksonla yayilis gosterdigi, bu taksonlarin %48'inin

endemik oldugu bildirilmistir. Ulkemizdeki takson sayis1 ve yiiksek endemizm orani,



Tiirkiye’nin Hypericum cinsi i¢in gen merkezi oldugunu gostermektedir (Firat ve Eroglu,
2023).

Anadolu’da sar1 kantaron, mayasil otu, binbirdelik otu, mide otu, sar1 ¢igek, kilig
otu, piiren vb. degisik adlarla anilan ¢esitli Hypericum tiirlerinin ¢igek, ¢igekli dal ve
toprak stii kisimlari iilkemizde halk ilaci olarak genis bir kullanim alanina sahiptir. Halk
arasinda, bitkinin zeytinyaginda bekletilerek hazirlanan maserasyonu haricen yara ve
yanik tedavisinde kullanilirken; inflizyon ve dekoksiyonunun dahilen istah agici, sedatif,
kurt diistiriicti olarak, diyabet, romatizma, karin agrisi, kabizlik, hazimsizlik, hemoroit ve
ilserde, ayrica mide, bagirsak, bobrek, kardiyovaskiiler ve menstrual rahatsizliklarin

tedavisinde kullanildig: bildirilmistir (Baytop,1999; Varel, 2011; Nobakht vd., 2022).

Hypericum tiirlerinin; hiperisin ve psddohiperisin gibi naftodiantronlari; hiperforin
ve adhiperforin gibi floroglusinol tiirevlerini; hiperozit, kersetin, izokersetin, kersitrin,
rutin, kemferol gibi flavonoidleri; biapigenin gibi biflavonidleri; katesin, epikatesin,
lokosiyanidin gibi katesik ve konsanse tanenleri; kafeik asit, klorojenik asit, ferulik asit
gibi fenolik asitleri; ksantonlari, A ve C vitaminlerini ve ugucu yaglari ihtiva ettikleri
bildirilmistir (Bilia vd., 2002; Pellati vd., 2005; Hostettmann ve Wolfender, 2005; Varel,
2011).

Biyoaktivite ¢alismalari, ofisinal tiir olan H. perforatum basta olmak iizere birgok
Hypericum tiiriiniin antidepresan (Williamson, 2001), antistres (Kumar vd., 2001a), anti-
aging (Boran, 2018), antioksidan (Sun vd., 2014), antiviral (Hu vd., 2016), anti-
Helicobacter pylori (Moon vd., 2011), antifungal (Tocci vd., 2018), antimikrobiyal
(Saddige vd., 2010), antikanser (Agostinis vd., 2002), sitotoksik (Al-Anee vd., 2023),
hepatoprotektif (Bayramoglu vd., 2014), anti-enflamatuvar ve analjezik (Kumar vd.,
2001b, Dellafiora vd., 2018), antinosiseptif (Stojanovic¢ vd., 2016) vb. gesitli aktivitelere

sahip olduklarin1 géstermistir.

Hypericum tiirlenin bir diger 6nemli 6zelligi de ekonomik 6neme sahip bir cins
olmasidir. Diinya capinda halk arasinda genis kullanima sahip H. perforatum igeren
miistahzarlarin gida takviyesi veya ruhsatli ilag olarak satis1 yapilmaktadir (Linde, 2009).
Almanya, Polonya ve Ispanya ise H. perforatum iiretiminin yapildig1 6nemli iilkeler
arasinda yer alirlar (Géarber ve Schenk, 2004, Crockett ve Robson, 2011).

Tibbi amaclarla halk arasinda pek c¢ok kullanilisi olan, farmakopelerde,



monograflarda yer alan, pek ¢ok preparati bulunan ve oldukga aktif olan Hypericum
tiirlerinin, lilkemizde yetisen tiirlerinin biyolojik aktivitelerinin ortaya konmasi hem bilim
diinyas1 adina hem de dogal kaynaklarimizin degerlendirilmesi adina 6nem teskil

etmektedir.

Bu tez ¢alismasinda ise Hypericaceae familyasinin Origanifolia seksiyonundan H.

origanifolium Willd.’in iki alt taksonu olan

e H. origanifolium var. origanifolium Willd. ve

e H. origanifolium var. depilatum (Freyn & Bornm.) N. Robson’un

toplam fenolik madde igerikleri, DPPH" radikal siipiiriicli, antimikrobiyal ve sitotoksik
aktiviteleri incelenmis, ugucu yaglarinin ve hazirlanan ekstrelerin  kimyasal
kompozisyonu belirlenmistir. Ayrica Hypericum tiirleri i¢in taksonomik 6neme sahip

olan salgi kanal yapilari ortaya konmustur.



2. GENEL BILGILER
2.1. Botanik Bilgiler

2.1.1. Hypericaceae familyasinin genel ozellikleri

Linnaeus doneminden itibaren, Hypericum cinsine ait bitkilerin taksonomik
simiflandirilmasi1 {izerine farkli goriisler ortaya c¢ikmistir. Bazi bilim insanlari,
Hypericaceae adli ayr1 bir familyanin varli§ini savunarak bu cinsin bagimsiz bir takson
olarak ele alinmasi gerektigini ileri siirmiislerdir. Ancak, genel olarak kabul goren goriis
ile, Hypericum'un Clusiaceae (Guttiferae) familyasina ait bir alt cins seklinde
simiflandirilmas:  yapilmistir.  Yapilan son molekiiler biyolojik caligmalarla,
Hypericaceae’nin Clusiaceae (Guttiferae) familyasindan farkli bir siniflandirmaya tabi
tutulmasi gerektigini desteklemekte ve Hypericum'un bu familyaya ait bir cins oldugunu
ortaya koymaktadir (Crockett ve Robson, 2011).

Bu familyadaki bitkiler, ¢ok veya tek yillik otsu, ¢alims1 ya da agagsidirlar.
Yapraklar basit, opposit ve dekusat, tam, sapsizdan kisa petiyolliiye kadar, siklikla az ¢ok
yar1 saydam veya bazen siyah ya da kirmiz1 glandli noktalar ve/veya cizgiler seklinde.
Cigek durumu simoz, tirsoid veya nadiren rasemoz, c¢ok cicekli. Cigekler biseksiiel
aktinomorfik, homostiloz ya da heterodistiloz. Sepaller 5 veya nadiren 4, serbest veya +
birlesik, imbrikat, tam veya kenarlar ¢esitli sekillerde parcalanmis ve siklikla glandular,
lamina glandlar1 yapraktakine benzer, genellikle noktadan daha ¢ok linear sekilde, kalict.
Petaller 5 veya nadiren 4 serbest, imbrikat, tam veya kenarlar1 c¢esitli sekillerde
parcalanmis ve siklikla glandular, lamina glandlar1 yapraktakine benzer, tiiysiiz, diistici
veya kalici. Stamen demetleri 5(4), epipetal, serbest veya cesitli sekillerde birlesmis, her
biri 1-¢ok stamenli. Filamentler ¢esitli sekilde birlesmis veya goriiniiste serbest. Ovaryum
1, tist durumlu, 3-5 hiicreli veya 2-5 paryetal plasentali 1-hiicreli. Stilus (2-)3-5, serbest
veya birlesmis elongat. Meyve kapsular, septumlardan veya lokuluslardan yarilan, bakka
veya nadiren drupa. Tohumlar 1-¢ok, endospermasizdir (Robson,1974; Robson, 1978).



Hypericaceae familyasi toplam sekiz cinsten meydana gelmektedir (Robson, 2012).

1. Vismia Vand 2. Triadenum Rafinesque

3. Harungana Lamarck 4. Thornea Breedlove & McClintock
5. Hypericum L. 6. Cratoxylum Blume

7. Lianthus N. Robson 8. Eliea Cambess

2.1.2. Hypericum L. cinsinin sistematigi, yayilisi ve taksonomik ozellikleri

Hypericum L. cinsinin sistematikteki yeri Sekil 2.1°de gosterilmistir.

Sekil 2.1. Hypericum L. cinsinin sistematikteki yeri

Sekil 2.2. Hypericum cinsinin diinya iizerindeki yayilis haritast (http-1)

Dogal Kiltiir



Hypericum (Hypericaceae) cinsi, yaklasik 500 tiirle diinya tizerinde Antartika harig
tim kitalarda yayilis gosteren bitkilerdir. Avrupa, Asya ve Kuzey Afrika en yaygin
oldugu kitalardir (http-1) (Crockett ve Robson, 2011; Walker vd., 2001).

Ulkemizde ise 20 seksiyona ait 111 taksonla temsil edilmekte olup endemizm orani
%48 olarak saptanmistir (Firat ve Eroglu, 2023). Son yapilan revizyon c¢alismalarinda
Hypericum cinsine ait 36 seksiyona yer verilmistir (http-2):

1. Seksiyon Campylosporus

2. Seksiyon Umbraculoides
3. Seksiyon Ascyreia

4. Seksiyon Takasagoya
5.Seksiyon Androsaemum
6. Seksiyon Inodora

7. Seksiyon Bupleuroides
8. Seksiyon Hypericum

9. Seksiyon Olympia

10. Seksiyon Campylopus
11. Seksiyon Origanifolia

12. Seksiyon Drosocarpium

13. Seksiyon Oligostema

14. Seksiyon Tripentas

15. Seksiyon Crossophyllum
16. Seksiyon Santomasia
17. Seksiyon Taeniocarpium
18. Seksiyon Coridium

19. Seksiyon Myriandra

20. Seksiyon Webbia
21.Seksiyon Arthrophyllum

22. Seksiyon Triadenioides

23. Seksiyon Heterophylla
24. Seksiyon Adenotrias

25.Seksiyon Psorophytum

26.Seksiyon Adenosepalum
27. Seksiyon Elodeouida
28. Seksiyon Brathys

29. Seksiyon Sampsonia
30.Seksiyon Trigynobrathys
31.Seksiyon Concinna

32. Seksiyon Roscyna

33. Seksiyon Graveolentia
34. Seksiyon Hirtella

35. Seksiyon Humifusoidum

36. Seksiyon Monanthema

2.1.3. Hypericum L. cinsinin botanik ézellikleri

Hypericum cinsi, genellikle tek yillik ya da ¢ok yillik otlar, calilar, agaclar, tiiysiiz
ya da basit tek sirali tiiylii bitkilerdir. Govdeler yesilden sari-kahverengiye kadar veya
kirmiz1 renkli, titysliz veya tiiyli; salgisiz veya soluktan koyu renkliye kadar glandli veya
glandifer6z. Yapraklar opozit, dekusat veya bazen alternan. Lamina diiz veya tabanda
kulak¢iklarin kenarlart glandli, nadiren tamamen dentikulat veya fimbriat glandli,
glandlar lineardan nokta sekline kadar, soluk ve/veya koyu renkli, kenardan laminaya
kadar; tlily yok veya var. Cigekler biseksiiel, aktinomorf, stellatan kampanulata veya
nadiren psodotiibiiler sekilde. Sepaller genellikle 4-5, kenarlar1 diiz veya dentikulattan
fimbriat glandliya kadar veya fimbriat eglandular sekilde. Petaller limon renginden altin
sarisina veya turuncuya kadar veya nadiren krem veya beyaz, tomurcuk halinde
goriilebildigi yerlerde dorsal olarak genellikle hafif tonlu veya kirmizi damarli veya ¢ok
nadiren tamamen parlak kirmizi, genellikle 4-5, diiz veya kenarlar1 glandli veya siliat

glandli. Stamen demetleri 4-5, antipetalus (stamen demetlerinin petallerin Oniinde),



serbest veya ¢esitli sekillerde birlesmistir. Ovaryum 2-5 parcali, tliysiiz; stiluslar 2-5,
uzun, serbest veya kismen veya tamamen birlesik. Meyve kapsiil seklinde, 2-5 kapakl:.
Meyve ve ovaryum duvarlarindaki dar glandlar vittae, kisa siskin glandlar vesicle olarak
adlandirilir (Robson 1967, http-2).

Hypericaceae familyasinin en 6nemli 6zelligi biitlin tiirlerinin yapraklarinda seffaf
glandlar seklinde goriilen sizogen salgi kanallarina sahip olmasidir. Anatomik olarak
incelendiginde salg1 yapilarinin floemde ve bazen birincil kortekste, perisiklda, 6z
bolgesinde ve yapragin sapinda ve damarlarinda rastlanir. Hypericum cinsi, diger
cinslerden odun kisminin ¢ok kiigiik olmasi, spiral seklinde kalinlasmis odun borusuna
sahip olmasi, parenkimasinin olmamasi, tamamen tek sirali 1smlar1 ve septali lifleri
olmasiyla farklilik gosterir. Perisiklda, genellikle sklerenkimatoz liflerden olusan bir
halka igerir. Bitkide tek ve kiimelenmis sekilde goriilen kalsiyum oksalat kristallerine
rastlanilir. Yaprak ¢ogunlukla dorsiventraldir. Stoma hiicreleri genellikle alt ylizeyde yer

almakta olup 2 veya daha fazla hiicre ile gevrelenmistir (Metcalfe ve Chalk 1957).

2.1.3.1. Salgi yapilar

Hypericum taksonlariin ayirt edilmesinde glandlarin yayilis1 ve konfigiirasyonu
onem tagimaktadir (Robson, 1967). Biyolojik maddelerin sentezlendigi veya depo
edildigi kisimlar olarak diisiiniilen bu glandlar, her taksonda bulunmadigi gibi bulundugu
organ ve bulunma siklig1 acisindan farklilik gostermektedirler. Ayrica salgi yapilar
cesitlilik géstermekte olup

e Yari saydam glandlar,

e Siyah glandlar ve

e Salgi kanallari (A tipi, B tipi ve C tipi) olarak siniflandirilmaktadir (Ciccarelli vd.,

2001).

a) Yart saydam glandlar: Glandular cepler ya da donuk renkli glandlar olarak
isimlendirilebilmektedir. Kiiremsi ve oblong olarak goriilen bu salg1 yapilari iki katmanl
alt epidermal hiicreler tarafindan etrafi sarilmis bosluklardan meydana gelmektedir. I¢
tarafi ince katmanli, diiz salg1 yapilarindan olusurken dis tarafi daha kalin katmanl

parenkimatik hiicreleri igermektedir (Gorsel 2.1).



Gorsel 2.1. Yari saydam glandlar (Ciccarelli vd., 2001)

b) A tipi salg1 kanali: Sekil itibariyle poligonal olan dort hiicre dar agikliga dogru boslugu
cevrelemisir. Kanal boslugu boyunca A tipi hiicreler olduk¢a ince duvarl
goriinmektedirler. Kok ile pistilde A tipi kanallarinin degisken liimen agikliklarina ya da

cesitli sayida salgi hiicrelerine sahip oldugu bulunmustur (Gorsel 2.2).

Gorsel 2.2. A tipi salgi kanallar: (Ciccarelli vd., 2001)

¢) B tipi salgi kanali: Bu tip salgi kanalinin genis agikliklar1 vardir. Enine alinan kesitte
yar1 saydam glandlarla oldukca benzer yapiya sahiptirler. B tipi salgi kanallar1 soluk
renge sahip glandlar halinde olup olduk¢a uzamis sekilde goziikmektedirler (Gorsel 2.3).



Gorsel 2.3. B tipi salg: kanallari (Ciccarelli vd., 2001)

d) C tipi salg1 kanallart: Bir ya da daha ¢ok katmana sahip ¢ok lekeli, ince duvarli ve
genis agikliklara sahip salgi hiicreleri ile sarilmig hiicrelerdir. C tipi salgi kanallar1 bir ya
da iki katli oldukga diiz sekilli parenkimatik hiicrelerle etrafi sarilmis haldedir. Ayrica C
tipi kanallarin, ontogenez sirasindaki farklilagma diizeni agisindan B tipi kanallardan

farklilik gosterdigi goriilmistiir (Gorsel 2.4).

Gorsel 2.4. C tipi salgi kanallart (Ciccarellivd., 2001)



2.1.4. Tez kapsaminda calisilan taksonlarin sistematigi ve botanik oézellikleri

2.1.4.1. Origanifolia Stef. seksiyonunun botanik ézellikleri

Bu seksiyon ¢ok yillik, bazen tabanda ¢alimsi, Ortii tiiyii tiiysiizden pubeskente
kadar; sepaller, petaller, anterler ile ¢ogunlukla gévde ile yapraklar {izerinde siyah
glandlar tasiyan taksonlardan olusmaktadir. Govdeler koltuk siirgiinsiiz. Petaller ile
stamenler kalici. Petallerin yiizeyinde siyah ve amber glandlar var. Stamenler 3. stiluslar
3. kapsiil vavlar kesintili vittae veya vesicle veya bazen de dorsalde vittae seklinde.

Tohumlar hafif piiriizlii veya kabarik ve ¢izik veya linear-foveolattir (Robson, 1967).

Tiirkiye Florasi eserine gore Hypericum cinsi 7 gruptan olusmaktadir. Origanifolia
seksiyonu G grubunda yer almakta olup, Tirkiye’de 4 tiirle yayilis gosterdigi
bildirilmistir. Bu gruptaki tiirlerin sepalleri tam ya da boyu uzun olmayan siliat ya da
dentikulat; kapsiilleri ¢esitli glandulardir (Robson, 1967). Tiirkiye Floras1 Origanifolia
seksiyonu teshis anahtari;

1. Govdede koltuk siirgiinleri yok; yapraklar genellikle donuk mavimsi yesil veya
papilliden pubescente kadar; sepal kenarlar1 glandular

2. Govdeler pubescent veya puberulous
3. Govdeler ve yapraklar beyaz-pubescent; sepaller genellikle puberulous
62. origanifolium
3.Govdeler puberulous ; yapraklar papilli; sepaller tiiysiiz
63. aviculariifolium
2. Govde tiiysiiz
4. Yapraklar tabanda kuneattan yuvarlaga kadar, genellikle imbrikat
degil, kenar i¢indeki siyah glandlar ile 5-35 mm 63. aviculariifolium
4. Yapraklar (en azindan alttakiler) kordat-ampleksikaul + yogun
imbrikat, 1-7 mm, siklikla kenar iginde siyah glandlar yok
5. Pedisel yok veya 0.5 mm’ye kadar; infloresens gevsek; yapraklar
bariz olarak heteromorfik, saydam glandlilar 64. salsugineum
5. Pedisel yaklasik 1 mm; infloresans Kapitat; yapraklar hafifce
heteromorfik, saydam glandlar yok 65. imbricatum

Habitati: Kirec tas1 veya sist lizerindeki agik tagh veya kayalik yerler veya Pinus veya
Quercus ormanlarinda; 30-2400 m yiiksekliginde.
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Dagilim: Tiirkiye, Giircistan, Suriye (Robson, 2010).

2.1.4.1.1. H. origanifolium Willd.

Govde 5-30(-37) cm, hemen hemen dikten tabanda meyilli sonra dikleserek
yiikselmis dallanan ama genellikle koklenme tabandan degil, kisa beyaz pubeskent.
Yapraklar 5-30 mm, ovat ya da obovattan eliptik-oblonga kadar, kenar igi ile bazen
yiizeysel kisim siyah glandli, pubeskent. Sepaller dar oblongtan oblong-spatulat, akuttan
obtusa kadar veya nadiren yuvarlak, siliat glandli, genellikle baz1 yilizeyler siyah
noktacikli, puberuloz ya da tiiysiiz. Petaller 9-15 mm, yiizeyde siyah veya amber glandli

veya naidren kenarlar siyah glandli. Kapsiil 7-12 mm, dorsalde vittae, lateralde vesicle.
Ciceklenme: Mayis-Agustos

Habitat: Kuru otlar, kayalik yamaglar ya da bozkir.

Yetistigi yiikseklik: 50-2400 m (Robson 1967).

Robson (1967) Tiirkiye Florasi eserinde, H. aviculariifolium Jaub. & Spach tiirtiniin
H. origanifolium Willd. tiirii ile yakin akraba oldugundan ve H. aviculariifolium’un
polimorfik bir tiir olup smiflandirmasinin zor oldugundan bahsetmektedir. H.
aviculariifolium subsp. depilatum (Freyn & Bornm.) Robson var. depilatum taksonu, H.
aviculariifolium teshis anahtarinda gévdesinin hemen hemen dikten tabanda meyilli sonra
dikleserek yiikselmis, ¢igek durumunun piramidalden silindirik sekilliye kadar ve ¢ok
cicekli olmasiyla ayrilmaktadir.

Son yapilan revizyon ¢aligmalarinda H. aviculariifolium subsp. depilatum var.
depilatum taksonun statiisii Origanifolia seksiyonu igerisinde iliskili oldugu H.
origanifolium tiiriiniin varyetesi olarak degistirilerek, bitkinin adinin H. origanifolium
var. depilatum (Freyn & Bornm.) Robson olarak kabul edildigi goriilmektedir. Bu
durumda H. origanifolium tiiri diinya tizerinde H. origanifolium var. depilatum ve H.
origanifolium var. origanifolium olmak tizere iki taksondan olusmaktadir (Robson, 1967;
http-3).

Bu tez ¢aligmasi1 kapsaminda Flora of Turkey eserine gore H. aviculariifolium
subsp. depilatum var. depilatum olarak teshis edilen takson, son kabul edilmis ismi olan
H. origanifolium var. depilatum olarak anilacaktir.

H. origanifolium var. origanifolium ve H. origanifolium var. depilatum
taksonlarinin iilkemizdeki yayilis sirasiyla Sekil 2.4 ve Sekil 2.5°te verilmistir.
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Sekil 2.3. H. origanifolium var. origanifolium ‘un Tiirkiye deki dagilimi: A2, A3, A4, A5, A6, B2, B3, B4,
B5, B6, C3, C5, C6 (http-4)

Sekil 2.4. H. origanifolium var. depilatum ‘un Tiirkiye 'deki dagilimi: A3, A5, A6, B2, B3, B4, C2, C3, C4,
C5 bolgesi (http-5)

2.2. Etnobotanik ¢calismalar

Hypericum cinsinin geleneksel tipta 6nemli bir yere sahip oldugu ve tibbi amaglarla
kullanim1 eski zamanlardan beri bilinmektedir. Antik ¢agda yasamis olan Yunan hekim
Dioscorides tarafindan yazilmis "De Materia Medica"da Hypericum cinsinin yara iyi

edici olarak kullanimiyla ilgili ilk bilgilere yer verilmistir (Istikoglou vd., 2010).

H. perforatum tiiriniin, Hypericum cinsinin diinya iizerinde ve iilkemizde en sik

kullanilan tibbi bitkilerden biri oldugu yapilan etnobotanik caligsmalar ile saptanmustir.
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Bu tiirlin diinya tizerindeki kullanimi arastirildiginda genellikle toprak distii
kisimlarindan infiizyon, dekoksiyon veya yag seklinde hazirlanarak, dahilen veya haricen
depresyon, sindirim sistemi rahatsizliklari, karaciger rahatsizliklari, solunum yollari
enfeksiyonlari, cilt problemleri ve kas agrilarina karst kullanildigr bildirilmistir
(Petkeviciute vd., 2010; Cavero ve Calvo, 2015; Savi¢ vd., 2019; Zivkovic’ vd., 2021).

Ulkemizde yapilan etnobotanik c¢alismalar incelendiginde bircok Hypericum
tiirliniin halk arasinda farkli hazirlanma yontemleriyle, farkli hedef hastaliklarin
tedavisinde kullanildigi saptanmistir. Tez ¢alismasinin bu kisminda {ilkemizde halk
arasinda genis kullanim1 olan bazi Hypericum tiirlerinin kullanimlar1 hakkinda bilgiler

derlenmistir.

H. perforatum’un toprak istii kisimlart dekoksiyon seklinde hazirlanarak dahilen
kullanimda, yatistirici, sakinlestirici, kurt diisiiriicii, hemoroit, kabizlik, prostatit, diyabet
ve hipertansiyonda, idrar yolu enfeksiyonlarina karsi; inflizyon seklinde hazirlanarak
dahilen ishalde ve kolik tedavisinde; yag seklinde haricen yara, romatizma ve hemoroit
tedavisinde kullanildig1 rapor edilmistir (Cakilcioglu ve Turkoglu, 2010; Ozdemir ve
Alpinar, 2015). Ayn1 zamanda H. perforatum’un yag seklinde haricen hayvanlarin
tedavisinde de kullanildig1 bilinmektedir (Aydin ve Yesil, 2018).

Halk arasinda kullanimi olan H. triquetrifolium’un toprak istii kisimlari infiizyon
seklinde hazirlanarak dahilen safra kesesi hastaliklarinda; dekoksiyon seklinde
hazirlanarak dahilen diyabet tedavisinde, yagi haricen romatizma agrilarinda
kullanilmaktadir (Giirdal ve Kiiltiir, 2013; Arasan ve Kaya, 2015).

H. scabrum tiiriiniin toprak iistii kisimlarinin inflizyon seklinde hazirlanarak dahilen
ve haricen hemoroit, yatistirici, Oksiiriik, ishal, kolik rahatsizliklarinda kullanildig
kaydedilmistir (Cakilcioglu ve Turkoglu, 2010; Ozdemir ve Alpinar, 2015).

H. empetrifolium tiiriiniin toprak iistii kisimlarindan infiizyon seklinde hazirlanarak
dahilen, agr1 kesici, yara, yanik ve diyabet tedavisinde; yag seklinde hazirlanarak haricen
romatizma agrilarinda kullanildig1 bildirilmistir (Giirdal ve Kiiltiir, 2013). Ayrica bu
tirtiin ¢icek kisimlarimin Bati Anadolu’da, kumaslarin sar1 renge boyanmasinda

kullanildig1 kaydedilmistir (Baytop, 1999).

13



2.3. Hypericum L. Tiirlerinin Fitokimyasal Ozellikleri

2.3.1. Naftodiantronlar

Naftodiantronlar arasinda en iyi bilinenleri hiperisin ve tiirevi olan bilesiklerdir

(Barnes vd., 2001).

Bitkinin en ¢ok yapraklarinda ve ¢igeklerinde goriilen bu bilesiklerin, 151k altinda
siyah, delikli ve nokta seklindeki glandlarda yer aldig, toprak iistiinden elde edilen yagda
ise kirmizi-amber rengin olusmasinda etkili olugu bilinmektedir (Saddige ve Maimoona,
2010).

Hiperisinler ¢i¢cek tomurcuklarinda %1-14 oraninda bulunurken, yapraklarda bu
oran %0,03-0,3 oraninda bulunmaktadir (Tekel’ova vd., 2000). Hiperisinin, Hypericum
tiirleri icin bitkilere zararli boceklerin gelmesini 6nlemek amaciyla bir cesit caydirici

allokimyasal madde olarak salgilandig: diisiiniilmiistiir (Giese, 1980).

Hiperisinin kimyasal formiilii CsoH160s seklindedir. Temel halka yapisina
bakildiginda antrakinon bilesikleriyle benzerlik gosterse de, hiperisin daha kompleks bir
yapidadir. Antrakinonlarin ti¢ halkali yapisi olmasina karsilik hiperisinin sekiz halkali
yaptya sahiptir. Emodin-antranol tiirevi bir bilesik olan hiperisinin, biyosentez olayinda
stabilligi saglayamayan bilesikler olugur (Dewick, 2003). Stabilligi saglayabilen hiperisin
bilesigi ve psodohiperisin bilesigine doniisebilmek igin 1s18a ihtiyag duyduklari
farkedilmistir. (Delaey vd., 1999). Bir baska c¢aligmada H. perforatum tiiriinde ana
naftodiantron bilesigin psddohiperisin oldugu ve farkli tiirlerdeki miktarinin hiperisine

gore daha yiiksek olabilecegi de goriilmistiir (Karioti, 2010).

Hiperisinin fotosensibilizan 6zelligiyle kanser tedavisinde 6nemli bir yer tutan
antitimoral fotodinamik terapide tercih edilebilecek bir molekiildiir. Ayni zamanda
Alzheimer hastaligi gibi norolojik hastaliklar igin potansiyel bir bilesik olarak
goriildiigiinden bu molekiil iizerinde bir¢ok ¢alisma yapilmaktadir (Zhang vd.,
2016; Choudhary vd., 2022).

Cirak ve arkadaslarmin (2007b) c¢alismasinda sekiz Hypericum tiiriiniin (H.
aviculariifolium subsp. depilatum var. depilatum, H. origanifolium, H. lydium, H.

orientale, H. perforatum, H. montbretii, H. pruinatum, H. perfoliatum) etanol (EtOH)
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ekstrelerinin  HPLC ile kimyasal bilesimi arastirilmis, hepsinde psddohiperisin

bulunmustur. H. lydium tiirii hari¢ digerlerinde hiperisin goriilmiistiir.

H. avicularifolium subsp. depilatum var. depilatum’un fenolik bilesikleri iizerinde
yapilan caligmalarda floroglusinol tiirevi bilesikler, flavonoitler ve fenolik asitlerle
birlikte bitkide hiperisin (Uzun, 2009; Cirak vd., 2006) ve psddohiperisin varligi
bildirilmistir (Cirak vd., 2007b).

H. origanifolium tizerine yapilan bir ¢alismada farkli dokularin {ireme organlari
arasinda hiperisin, kersitrin ve kersetin yiiksek oranda birikmis sekilde tespit edilmistir.
Fakat yapraklar daha yiiksek oranda hiperozit ve klorojenik asit iiretmistir. Rutin ve
apigenin-7-O-glukozit bilesikleri ise sadece meyvenin olgunlasma evresinde tiim
dokularda goriilmiistiir (Cirak vd., 2007).

Hypericum tiirlerinde en ¢ok rastlanan naftodiantron tiirevi bilesikler Sekil 2.5’de

gosterilmistir.

Sekil 2.5. Hypericum tiirlerinde bulunan bashca naftodiantron tiirevieri
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2.3.2. Floroglusinoller

Floroglusinol tiirevi bilesikler ¢ogu dogal kaynaklarda bulunan genis dagilima
sahip fenolik bilesikler olarak adlandirilir. (Singh ve Bharate, 2006).

Bitkinin icermis oldugu fluoroglusinol bilesiklerinin yapilarinda olusan
farkliliklarin sonucunda bitkinin biyolojik aktivitesi belirlenmis olup kemotaksonomik
siniflandirmada bu durumdan faydalanilmistir. Robson smiflandirma yaparken
Hypericum taksonlarinin sahip oldugu floroglusinol bilesiklerindeki farkliliklardan

yararlanmigtir (Robson,1977; Robson, 2002).

Hypericum tiirlerinin yapraklarinda ve ¢igeklerinde 300°den fazla floroglusinol
tiirevi gortilmistiir. Bilesikler arasinda en 6nemlisi olan hiperforin, bakterilere kars1 olan
yapisindan dolay1 ilk kez Gurevich ve galisma arkadaglari ile 1971 tarihinde bulunmustur.
Hiperforin basta olmak iizere, adhiperforin, furohiperforin gibi hiperforin tiirevleri de

bulunmaktadir (Barnes vd., 2001; Schmidt ve Heilmann, 2013; Guverich vd., 1971).

Tatsis ve diger arastirmacilar, H. perforatum’daki hiperforin ile adhiperforin
sentezindeki 6ncii bilesiklerinden yeni bilesikler izole ederek hiperfirin ve adhiperfirin

adlarin1 vermislerdir (Tatsis vd., 2007).

Hypericum tiirlerinin yapisinda bulunan énemli kimyasal floroglusinollerin agik

formiilleri Sekil 2.6’de gosterilmistir.

Hiperfonn R=H Furohi n
Adhiperforin R =CHj;

Sekil 2.6. Hypericum tiirlerinde bulunan baslica floroglusinoller
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Yeni bulunan bilesiklerin birgogunun {izerinde farmakolojik ve biyolojik
aktivitelerini kesfedebilmek i¢in birgok arastirma yapilmistir. Basta depresyon iizerinde
bliyiik bir aktivitesi oldugu saptanmistir. Bilinen baz1 diger aktiviteleriyse; antiproliferatif
aktivite (Schmidt vd., 2012; Sun vd., 2014) antinosiseptif aktivite (Stolz vd., 2014)
antioksidatif aktivite (Sun vd., 2014), antianjiogenik aktivite (Schmidt, 2013),
antimikrobiyal aktivite (Dall’ Agnol vd., 2003), anti-enflamatuar aktivite (Crockett vd.,
2008), analjezik aktivite (Stolz vd., 2016), antiviral aktivite (Hu vd., 2016), sitotoksik
aktivite (Al-Anee vd., 2023; Liu vd., 2013), noéroprotektif aktivite (Gao vd., 2016),
antifungal aktivite (Tanaka vd., 2008) olarak soylenebilir.

2.3.3. Flavonoitler

Flavonoitler bitkilerin yapisinda en fazla yer alan sekonder bilesiklerdir.
Flavonoitler renk veren bir yapida olduklarindan dolay1 bitkiyi polen tastyici canlilar igin
odak noktas1 haline getirerek bitkiye dogru ¢ekme islevleri vardir. Yapraklarda bulunan
flavanoitlerse, bitkiyi ¢esitli UV-B radyasyonlarindan koruyup bazi patojen mantarlardan
uzak tutarlar. Ayn1 zamanda flavonoitler, bitki biiylime hormonlarinin kontroliinde ve
fotosentezde, enerji transferinde, fotosensibilizasyon reaksiyonlarinda da rol oynarlar.
Icerdikleri hetero halkalar1 nedeniyle béliimlere ayrilmalarinda 6nem tasirlar (Cushnie ve
Lamb, 2005). Hypericum tiirlerinin yapisinda bulunan 6nemli kimyasal flavonoitlerin

acik formiilleri Sekil 2.7’ de verilmistir.

Cigek ve yapraklarda daha fazla flavonoit varken govde de bu oran daha azdir.
Flavonoitler, flavonoller (kamferol, kersetin), flavonlar (luteolin), biflavonlar
(biapigenin), mirisetin ve amentoflavon, glikozitler (hiperozit, izokersitrin ve rutin), gibi
bilesiklerden ve katesinlerden meydana gelmektedir (Barnes vd., 2001; Olliver vd.,
1985).

H. avicularifolium subsp. depilatum var. depilatum’un fenolik bilesikleri iizerinde
yapilan ¢alismalarda, bitkide rutin, hiperozid, izokersetin, kersitrin ve kersetin, apigenin-
7-O-glikozit tespit edildigi bildirilmistir (Cirak vd., 2007Db).

Cirak ve arkadaglarinin (2007b) calismasinda sekiz Hypericum tiiriniin (H.
aviculariifolium subsp. depilatum var. depilatum, H. origanifolium, H. lydium, H.

orientale, H. perforatum, H. montbretii, H. pruinatum, H. perfoliatum) EtOH
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ekstrelerinin kimyasal bilesimi HPLC ile arastirilmig, hepsinde hiperozit ve kersetin

varlig1 bildirilmistir.

Sekil 2.7. Hypericum tiirlerinde bulunan baslica flavonoitler

2.3.4. Ucucu yaglar

Ugucu yaglar genel anlamda bitkiler, hayvanlar, mikroorganizmalar ve marin
organizmalardan olusturulan sivi yapidaki, canliya koku ve tat dzelliklerini saglayan

ucucu maddeler karisimi olarak bilinmektedir (Bakkali vd., 2008).
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Hypericum tiirleri, genel olarak ugucu yaglar agisindan yoksun tiirler olarak
smiflandirilmasia ragmen, ugucu yaglarinin antimikrobiyal ve antioksidan aktiviteler
yoniinden 6nemli olduklar1 bildirilmistir (Crockett, 2010). Hypericum tiirlerinden elde
edilen ugucu yaglarin biiylik oranda hidrokarbonlar ya da mono ve seskiterpenlerden
olustugu rapor edilmistir (Rios, 2016).

Hypericum cinsinin ugucu yag bilesimleri bir¢ok faktore gore degisebilmektedir.
Bunlar cografik dagilim, mevsimsel degisiklikler, ugucu yagimn firetildigi ve biriktigi
organa gore ugucu yag kompozisyonunda farkliliklar goriilebilmektedir (Guedes vd.,
2012).

Hypericum tiirlerinde ugucu yag bilesenleri genellikle yaprak ve ¢igeklerde bulunan
delige benzer glandlarda yer almaktadir, bu yapilarda bulunan ucgucu yag miktari,
ciceklenme zamaninin baslamasi ile bitisi gibi donemlerde farklilik gosterebilmektedir
(Nahrstedt ve Butterweck, 1997).

2010 yilinda yapilan bir ¢alismada 88 Hypericum tiiriiniin ugucu yag kompozisyonu
derlenmis ve ana bilesikleri su sekilde listelenmistir: y-kadinen; 2,4-diizopropenil-1-
metil-1-vinil-sikloheksan, izokaryofililen, menton, a-guaiene, hekzadekanoik asit, (E)-2-
hekzanal, y-Himakalen; ishwarane, terpinolen, a-gurjunen, ar-kurkumen; pg-selinen, y-
muurolen, a-terpineol, a-humulen, cis-6desma-6,11-dien, cis-$-guianen, 6desmadienon,
kuparen, trikosan, J-kadinen, g-seskifellandren, y-kurkumen, a-kurkumen, y-gurjunen,
(Z,2)-9,12-oktadekadienoik asit , allo-aromadandren; T-kadinol; 4,5-dimetil-2-etilfenol;
timol, (2)-p-osimen, y-terpinen, n-hekzadekanoik asit, 7-hidroksikalamenen,
tetradekanol; p-farnesen, p-terpen, a-kadinol, 1-setanol, globulol, osimen, a-kopaen; -
longipinen, bisiklogermakren, (E)-y-bisabolen, cis-kalamenen, eremofilen, a-humulen,
sabinen, g-bisabolen, g-6desmol, desil asetat, alloaromadendrene, (E)-nerolidol, (Z, Z)-
farnesol, o-muurolen, p-akoradien, (E)-anectol, pagulen, (E,E)-o-farnesen, a-trans-
bergamoten, humulen oksit Il, 2,4-dimetilheptan’dir (Crockett, 2010).

Ayni c¢alismada, 11 farkli iilkede yetisen H. perforatum orneklerinin ugucu
yaglarimin ana bilesikleri; hekzadekanoik asit, n-nonan; n-undekan; humulen, 1-
tetradekanol, g-funebren, 1-dodekanol ve y-muurolen, n-dekan, fS-selinen; a-selinen,
heksadekanoik asit; n-tetradekanol; timol, o ve y-6desmol; bisiklogermakren, o-
amorfen, 2,6-dimetilheptan, 2,6-dimetiloktan, viridiflorol; tetradekanol, a-bergamoten;
(E)-anetol, p-farnesen, (Z)-p-farnesen, bis-(2-etil)-1,2-benzen-dikarboksilik asit; n-
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eikosan; 1-tetradekanol; palmitik asit; 10-metil-1-undesen, 10-metil-1-undesen; 1-
tetradekanol olarak derlenmistir (Crockett, 2010).

Bir bagka ¢alismada ise, 2012-2022 yillar1 arasinda 45 Hypericum tiiriiniin ugucu
yaglariin ana bilesiklerinin literatiir taramasi yapilmistir. Ana bilesikler; a-pinen, S-
pinen, p-elemen, fS-selinen, a-pinen, a-selinen, osthol, y-muurolen, germakren D, f-
karyofillen, spatulenol, curdione, eikosil nonil eter, ancak Undes-10-inoik asidin -3-yn-
2-il esteri, palmitil palmitoleat, n-nonan, izo-longifolen, oJ-kadinen, iswaran, allo-
aromodendren, a-terpineol, (E)-S-farnesen, sabinen, mirsen, geranil asetat, (E)-£-osimen,
p-fellandren, cis-f-guaiene, o-selinen, izolongifolan-7-a-ol, triakontan, 1-iodotetrakosan,
2-metil-  2-dekanol, 2-(5-etenil-5-metiloksolan-2-il)  propan-2-il etil karbonat,
aromadendren, n-undekan, 2-metil oktan, (2Z)-nonenol, n- dekanal, allo-aromadandren
epoksit, trans-kalamenen, hekzadekanoik asit, limonen, verticiol, 3-metil-nonan, 2-metil-
oktan, minenon, tetradekanol, 2,6-dimetil-heptan, dekan, dodekan, etilsikloheksan, 5 -
metilnonan,  3-metilnonan, tetradekan, a-amorfen, karvakrol, heptakosan,
geranilgeraniol, palmitik asit, (Z)-f-osimen, (E)-S-osimen, bisiklogermakren, dodekanoik
asit, baeckeol, 1-hekzanal, benzoik asit, siklohekzasiloksan olarak bildirilmistir.
(Grafakou vd., 2022)

H. origanifolium tiriiniin ugucu yag bitkinin toprak dstii yapilarindan
hidrodistilasyon ile elde edilmistir. Ana bilesiklerinin a-selinen (%19,62), S-selinen
(9%16,12), spatulenol (%4,21-5,1), y-muurolen (%4,6-4,7) ve J-cadinen (%7,7-8,2)
oldugu bulunmustur (Bertoli vd., 2015).

H. aviculariifolium subsp. depilatum var. depilatum’un toprak tstii kisimlarinin
hidrodistilasyon yontemiyle elde edilen ugucu yag bilesiklerinin arastirildigi bir
calismada, Yenikoy il¢esinden %99,4 olmak iizere bilesiklerin icerikleri aydinlatilmistir
ve ana bilesikler a ve S-selinen (%12-%16), cis ve trans linalol oksit (%7-%13)’tir (Cirak

ve Bertolli, 2013).

Bir diger ¢alismada Sanliurfa’dan toplanan H. aviculariifolium subsp. depilatum
var. depilatum’un toprak iistii kismi su distilasyonu yontemi ile %89,8 olmak {izere ana
bilesikleri aydinlatilmistir. Bunlar da, a-pinen (%52,1), germakren D (8,5%) ve p-pinen
(%3,6) olarak bulunmustur (Yiice ve Bagci, 2012).
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H. aviculariifolium subsp. depilatum var. bourgaei (Aydin, Didim)’un toprak {istii
kisimlarinin su distilasyonu yontemi ile ugucu yagi elde edilip GC ve GC/MS analizi
yapildiginda ana bilesiklerin hekzadekanoik asit (%28), laurik asit (%211,3), miristik asit
(%9,7) karyofillen oksit (%8,7) oldugu tespit edilirken ugucu yag veriminin de %1,3
oldugu goriilmiistiir (Kiigiik vd., 2015).

2.3.5. Diger bilesikler

Bitkilerdeki fenolik bilesiklerin 6nemli bir kismini fenolik asitler teskil etmektedir.
Hypericum tiirlerinin (Hypericum hircinum subsp. majus, H. pallens L., H. russeggeri L.
ve H. lanuginosum L.) {izerine yapilan bir ¢alismada fenolik asitlerden ferulik asit,

klorojenik asit ile kafeik asit elde edildigi goriilmiistiir (Odabas vd., 2016).

H. avicularifolium subsp. depilatum var. depilatum’un fenolik bilesikleri {izerine
yapilan ¢alismada, bitkinin klorojenik asit icerdigi ortaya konmustur (Cirak vd., 2007b).

Tanenler, Hypericum tiirlerinde bulunan bir diger bilesik grubudur. Tanenler
bitkiler tarafindan {iretilip bitkinin fizyolojik ihtiyaglarina gore koruma iglevini yerine
getirerek antioksidan 6zelligi gosterirler (Germ vd., 2010). H. lanuginosum bitkisinde
yapilan bir arastimada su, aseton, MeOH ve hekzan ekstreleri hazirlanmistir. Bitkinin
hekzan ekteresi hari¢ diger ekstrelerde tanen bilesikleri acisindan olduk¢a zengin oldugu
goriilmiistiir (Jaradat vd., 2022).

H. perforatum’un kimyasal bilesiklerinde kondanse tanenlerin oldugu 1925°de
bulunmus ve 1953°de ise Neuwald ile Hagenstrom, bitkinin yapraklarinda %12,4, siirgiin
kisimlarinda %3,8 ve ciceklerinde %16,2 miktarlarinda tanen bilesiklerini bulmuslardir
(Ernst, 2003).

H. perforatum bitkisinin toprak iistii yapilarinda az da olsa ksanton bilesikleri de
goriilmektedir. Ksantonlarin bitkide en ¢ok goriildiigii kisim ise koktiir. Kitanov ile
Nedialkov’un 1998°deki ¢alismasinda H. perforatum tiiriiniin toprak tstiindeki

yapilarinda mangiferin goriilmiistiir (Kitanov ve Medialkov, 1998).

Hypericum tiirlerinde ayrica, fenilpropanoitler, A ve C vitaminleri, steroller vd.
maddelerin de bulundugu kayithdir (Varel, 2011).
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2.4. Hypericum L. Cinsinin Biyolojik Aktiviteleri

Bircok Hypericum tiirii ile ilgili yapilan biyoaktivite ¢aligmalari, cinse ait tiirlerin
antidepresan (Williamson, 2001), antistres (Kumar vd., 2001a), anti-aging (Boran, 2018),
antioksidan (Sun vd., 2014), antiviral (Hu vd., 2016), anti-Helicobacter pylori (Moon vd.,
2011), antifungal (Tocci vd., 2018), antimikrobiyal (Saddige vd., 2010), antikanser
(Agostinis vd., 2002), sitotoksik (Al-Anee vd., 2023) hepatoprotektif (Bayramoglu vd.,
2014), anti-enflamatuvar ve analjezik (Kumar vd., 2001b, Dellafiora vd., 2018),
antinosiseptif (Stojanovic vd., 2016) vb. gesitli aktivitelere sahip olduklarini gostermistir.

Bu boliimde tez kapsaminda ¢alisilan aktiviteler derlenmistir.
2.4.1. Antioksidan aktivite

Dis orbitalinde bir ya da bir¢ok eslesmemis elektrona sahip atom ya da molekiiller,
serbest radikaller olarak isimlendirilir. Eslenmemis elektron bulundurmalari yiiziinden
her zaman kararsiz yapida olurlar ve diger molekiillerle tepkimeye girme egilimi
gosterirler. Bu radikaller nitrojen temelli oldugunda reaktif nitrojen tiirlerine (RNT),
oksijen kaynakli oldugunda reaktif oksijen tiirleri (ROT) adin1 alir. ROT’a 6rnek olarak
hidroksil (OH"), stiperoksit anyon (O2™), alkoksil (RO") ve peroksil (ROQO") gibi yapilar
gosterilebilir. Bu tiir reaktifler mutajendirler ve Alzheimer, kanser ve AIDS gibi ciddi
hastaliklara yol agabilirler (Gioti vd., 2009).

Biyolojik sistemde oksidatif hasarin meydana getirdigi etkiyi azaltan molekiiller
antioksidanlardir. Bu molekiillerin viicuda alinmasiyla hasar alan viicut iyilesir ve diger
hastaliklarin dogmas1 6nlenmis olur (Singh ve Downing, 1995). Bir¢ok tayin yontemi
kullanilarak bitkilerin antioksidan aktiviteleri arastirilmaktadir. Bilhassa bitkisel

fenollerin 6nciil antioksidan aktivite gosterdikleri bilinmektedir (Rice-Evans vd., 1997).

Genel olarak Hypericum tiirlerindeki bilesikler incelendiginde zengin fenolik

iceriginden dolay1 antioksidan aktivite gosterdikleri sdylenebilir.

H. origanifolium (Sivrihisar), H. montbretti (Eskisehir, Kalabak koyii) ve H.
perforatum 'un (Eskisehir, Tiirkmen Dagi) yaprak ve ¢igeklerinin MeOH, su ve EtOAc
ekstrelerinin antioksidan aktivitesi incelenmis ve H. perforatum ve BHT ile karsilastirma
yapilmustir. En yiiksek antioksidan aktivite EtOAC ile hazirlanan ekstelerde bulunmustur.
MeOH ekstrelerinde gerceklesen antioksidan aktivite sulu ekstrelere gore daha fazladir

fakat EtOAcC ekstrelerinden daha az oldugu tespit edilmistir. H. origanifolium yaprak
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EtOAcC ekstresi 1Cs0=3,37 mg/ml; H. montbretti yaprak EtOAc ekstresi ICs0=2,84 mg/ml;
H. perforatum ¢igek EtOAC ekstresi 1Cs0=2,63 mg/ml deger ile en yiiksek antioksidan
aktiviteyi vermistir. Ayni zamanda bu 3 bitki tiiriiniin EtOACc ekstreleri BHT ’ye gore daha
fazla antibiyotik aktivite gdstermislerdir (Ibadova, 2006).

Bagka bir ¢alisma da H. aviculariifolium (Eskisehir, Dagkiiplii-Soforler Cesmesi)
ve H. bithynicum’un (Bilecik) MeOH ve su ekstrelerinin antioksidan aktivitesi
incelenmistir. 1Cso degerlerine bakildigi zaman H. aviculariifolium MeOH ekstresi
(ICs50=0,16 mg/ml) ile en yiiksek anioksidan aktiviteyi gostermistir. En zayif antioksidan
aktiviteyi gosteren ekstre ise H. bithynicum su ekstresi (1Cs50=0,21 mg/ml) olmustur
(Turkten, 2022).

H. origanifolium, H. scabrum ve H. perforatum (Amasya)’un antioksidan
aktivitelerinin ve ana bilesenlerinin incelendigi bir ¢alismada, toprak iistii kisimlarindan
hazirlanan metanollii-sulu ekstrelerinin DPPH" siipiiriicii aktivite deneyinde en giicli
aktiviteyi H. perforatum (3,17 = 0,23 ug/mL) gosterirken en diisiik aktiviteyi H.
origanifolium’un (3,17 + 0,27 ug/mL) gosterdigi bulunmustur (Seyrekoglu vd., 2022).

H. aviculariifolium subsp. depilatum var. depilatum, H. salsugineum ve H.
perforatum (i¢ Anadolu) tiirlerinin 0,5 mg/ml konsantrasyonundaki MeOH ekstreleri
antioksidan aktiviteleri bakimidan incelenmig, H. salsugineum' un MeOH ekstresi
%88,29 + 0,96 mg/ml ile en etkili ekstre olmustur. H. aviculariifolium’un antioksidan
aktivitesi %86,88 + 0,87 mg/ml ile H. perforatum MeOH ekstresine %81,21 + 0,58 mg/ml
gore daha yiiksektir. Ttiim bitki ekstreleri BHT ve BHA ile karsilastirildiginda antioksidan
aktivitelerinin daha az oldugu goriilmiistiir (Maltas vd., 2013).

Baska bir calismada H. origanifolium (Sivrihisar, Tekoren koyii) ve H.
montbretii’nin (Kalabak koyii) ¢igek ve yaprak kisimlarindan hazirlanan EtOAc, MeOH
ve su ekstreleri DPPH" siipiiriicii aktiviteleri bakimindan incelenmistir. EKstrelerin
aktivitesi H. perforatum (Tiirkmen Dag) ile karsilastirilmistir. Deney sonucunda, H.
origanifolium'un yaprak EtOAc ekstresi 1Cso degeri 3,37 + 0,26 pg/ml ile DPPH’
stiptirticti aktivitesinin H. montbretii yaprak EtOAc ekstresi 1Cso degeri 2,84 + 0,07 g/ml
ve H. perforatum’un yaprak EtOAc ekstresinde 1Cso degeri 2,57 + 0,12 pg/ml ile BHT
(ICso degeri 4,39 + 0,43 pg/ml) den etkili oldugu gériilmiistiir (Oztiirk vd., 2009).
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2.4.2. Antimikrobiyal aktivite

Antimikrobiyal ilaglar canlilarin hastaliklarinin tedavisinde ¢okg¢a kullanilan
ilaclardir. Ancak antibiyotiklerin sik kullanimi bakterilerin diren¢ mekanizmalarinin
olusmasina sebep olmus, sonug olarak bakterileri direngli bir patojen haline getirmistir
(Giirel ve Aslan, 2019). Bakterilerin direng mekanizmasinin gelismesiyle her gecen giin
mevcut antimikrobiyal ilaglarin kullanim alan1 azalmakta, etkili yeni ilaglara duyulan

ihtiyag ise artmaktadir (Erdogan ve Everest, 2013).

Tiim bu nedenlerden dolay1 bilim insanlar1 bakterileri inhibe edebilmek igin, yeni
molekiillerin arayasima girmislerdir. Bilinen en onemli antibiyotik kaynaklar1 kiifler
olarak goriilse de bitkilerdeki sekonder metabolitlerin bir kismi antimikrobiyal aktivite
gostermektedir (Dall’ Agnol vd., 2003). Bu sekonder metabolitlerin arasinda; alkoloitler,
flavonoitler, tanenler, izotiyosiyanatlar, lipidler, steroitler, glukozinolatlar, gallotanik
asit, metil salisilat, baz1 kompleks ve basit yapili fenolikler bilesiklerin yer aldigi

goriilmiistiir (Orhan vd., 2012).

Standart etken maddelerin ve bitkilerin antimikrobiyal aktivitelerine bakabilmek

icin difiizyon testleri, diliisyon testleri ve biyootografik yontemler kullanilmaktadir

(Balouiri vd., 2016).

H. aviculariifolium subsp. depilatum var. depilatum (Bati Karadeniz) ve H.
origanifolium tiirtiniin (Bat1 Karadeniz) gicek ve yaprak kisimlarinin EtOH ekstreleri,
Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Bacillus pumilis, Bacillus licheniformis,
Bacillus subtilis, Listeria innocua, Listeria monocytogenes, Pseudomonas aeruginosa,
Escherichia coli suslarinda antimikrobiyal aktiviteleri bakimindan incelenmistir. H.
aviculariifolium’un en yiiksek antimikrobiyal aktivitesi ¢cigek EtOH ekstresinin 64 pg/mL
MIK degeri ile P. aeruginosa, B. pumilis, B. subtilis, B. licheniformis suslarina kars
goriilmistiir. Yaprak EtOH ekstresinde de P. aeruginosa susuna karst yine 64 pg/mL
MIK degeri gostermistir. H. origanifolium icin en yiiksek antimikrobiyal aktivite ise ¢igek
EtOH ekstresinin 32 pg/mL MIK degeri ile S. aureus, P. aeruginosa, B. pumilis, B.
subtilis, B. licheniformis, B. cereus, L. innocua, L. monocytogenes suslarina kars
gorillmiistiir (Giil vd., 2021).

Diger ¢alismada H. aviculariifolium’un (Eskisehir, Dagkiiplii-Soforler Cesmesi)

toprak tstii kisitmlarindan MeOH ve su ile hazirlanmig eksrelerinin S. aureus, E. coli, S.
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enterica, Staphylococcus epidermidis, Enterococcus faecalis, P. aeruginosa suslarinda
antimikrobiyal aktivitesi arastirilmistir. Sonug¢ olarak H. aviculariifolium un MeOH
ekstresi deneydeki tiim mikroorganizmalara kars1 250-1000 pg/mL MIK degeri ile en
yiiksek antimikrobiyal aktiviteyi gostermistir (Tiirkten, 2022).

H. aviculariifolium subsp. depilatum var. depilatum, H. perforatum ve H.
salsugineum ‘dan (I¢ Anadolu Bolgesi) bitkinin tamami kullanilarak hazirlanan ekstrenin
lizerine yapilan bir arastirmada Gram pozitif bakterilerden L. monocytogenes ve S.
aureus’e karst 97,65 + 1,74 pg/ml MIK degeri goriilmiistir. Diger standart
antibiyotiklerle karsilastirildiginda giiclii antimikrobiyal aktivite gosterdigi goriilmiistiir.
H. perforatum’un ise L. monocytogenes susuna karsi 29,68 + 4,35 pg/ml; H.
salsugineum’un B. cereus susuna karsi 781,25 + 0 pug/ml MIK degeri ile en yiiksek
antimikrobiyal aktiviteleri gosterdikleri gériilmiistiir (Maltas vd., 2013).

Bir baska calisma da H. imbricatum, H. vacciniifolium, H. rupestre (Mersin, icel)
tirlerinin toprak stii kisimlarinin %80’lik EtOH ekstresi ile sulu ekstreleri, metisiline
kars1 direngli S. aureus susunda antimikrobiyal aktivitesi yoniinden g¢aligilmistir. Tiim
bitkilerin S. aureus susuna kars1 gosterdigi en yiiksek antimikrobiyal aktivite degerleri su
sekildedir; H. imbricatum’da EtOH ekstresi, 0,1-0,4 mg/mL MIK degeri; H.
vacciniifolium EtOH ekstresi 0,4-1,6 mg/mL MIK degeri, H. rupestre EtOH ekstresi 0,8-
3,2 mg/mL MIK degerlerini vermislerdir (Dulger ve Hacioglu, 2009).

2.4.3. Sitotoksik aktivite

Son yillarda yapilan ¢alismalar incelendiginde kanser hastalarinin saglikli insanlara
gore bitkisel triinleri tercih etme oranlarinin daha fazla oldugu tespit edilmistir (Berretta
vd., 2017). Insanlar hastalik boyunca semptomlar1 azaltmak, kanserin metastaz yapmasini
onlemek, immiin sistemi giliclendirmek vb. amaclarla kemoterapi ve temel kanser
tedavisine ek olarak bitkisel tirlinleri tercih etmektedirler. Bununla beraber hastalik
durumu ortadan kalkan kisilerden {i¢te birinin bu bitkisel ilaglar1 kullandiklari

gorilmiistiir (Anderson ve Taylor, 2012).

Ayn1 zamanda kullanilan bitkisel iiriinlerin igerigindeki bitkisel antioksidanlarin,
tedavi sirasinda kemoterapo6tik ajanlarin olusturabilecegi toksik yan etkileri azaltabilecegi

ve daha yiiksek dozlarda antikanser ilaglarin alinmasina destek olabilecegide belirtilmistir

(Yildiz vd., 2018).
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Kanser hastalari, tedavi siireclerine katki saglayacagini, ilaglarin yan etkilerini
azaltacagini, psikolojik ve fiziksel olarak daha iyi hissedeceklerini diisiinerek, bitkileri
kurutarak gay, drog ve diger bitkisel triinler seklinde kullanmaktadirlar (Viscuse vd.,
2017).

Diger yandan, Hypericum tiirlerinin kanser hastaliklarinin tedavisinde tercih edilen
bitkilerden oldugu bilinmektedir (Kintzios, 2006). ABD’de 7000 kisinin 5 sene izlendigi
bir ¢alismada, deneklere bitkisel takviyeleri kullanmalar1 sdylenip kolorektal ve akciger
kanseri riskini nasil etkiledigi arastirilmistir. H. perforatum’un diizenli kullanim1 sonucu
akciger kanserine kars1 koruyucu bir etkisi gézlenmezken, kolorektal kanserinin riskine

kars1 %65 oraninda bir azalma etkisi oldugu goriilmiistiir (Satia vd., 2009).

Kersetin, Hypericum tiirlerinde flavonoitler iginde 6nem teskil eden bir bilesiktir,
kersetin-3-O-$-D-galaktopiranozitin  antikanser, antioksidan ve antiinflamatuvar
aktivitesi bilinmektedir (Kong vd., 2020).

Ayrica H. perforatum’un ana bileseni olan hiperforinin, kanserojen maddelerin
genotoksik etkilerini Onledigi tespit edilmistir. Hiperforin, kanser hastalarinda
inflamasyon aracilarini yavaglatma ve reaktif oksijen tiirleri olusumunu ve viicuttaki pH

diizensizligini diizelten bir bilesiktir (Menegazzi vd., 2020).

Hiperforinin antitimor ve antianjiogenik aktiviteleri de rapor edilmistir. Hiicre igi
cesitli hedefler lizerine yonelenerek neoplastik hastaliklarin tedavisini iistlenir hem de
hastaligin olusmasini 6nleyerek tiimor olusumunu engeller. Bu bilesik, timdr biiytimesini
engelleyen sinyal yolaklarinda molekiillere karsi pleiotropik aktivite gostererek etki

etmektedir (Deng vd., 2020).

Hiperisin molekiiliiniin birbirinden farkli {i¢ prostat kanseri hiicre hattinda olduk¢a
iyi sitotoksik aktivite gosterdigi goriilmiistir (Xie vd., 2001). H. perforatum prostat
kanseri i¢in Onemli bir yer teskil eder ¢iinkii serotonin hormonu bu kanserin erken
teshisinde bakilacak parametrelerden biridir. Kandaki hiicrelerin biiylimesine yardimci
olan serotonin hormonunun artmasit ve prostat antijen oraninin yiikselmesiyle tani
konulmaktadir. Yapilan ¢alismalarda H. perforatum tiiriiniin MeOH ekstresinin serotonin
hormununun alinmasini iptal ettigi ve bunun yaninda kontrolsiiz ¢ogalan bu hiicrelerin
biiyiimesini durdurdugu goriilmiistiir. Ayrica bitkide yer alan hiperisin, hiperforin ve

kersetin bilesiklerinin sitotoksik aktivite gostererek kanserli hiicreleri 6ldiirdiigi tespit
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edilmistir. Bu sekilde H. perforatum 'un prostat kanseri icin umut vadettigi goriilmiistiir

(Martarelli vd., 2004).

H. origanifolium, H. montbrettii ve H. perforatum’un ¢igek ile yapraklarindan elde
edilen ekstrelerinin HeLa, A549 ve NIH3T3 hiicreleri iizerinde sitotoksik ve
antiproliferatif aktiviteleri incelenmistir. H. montbrettii ¢igek ekstresi, A549 hiicrelerinde
100 pg/ml konsantrasyonunda uygulandiginda maksimum inhibisyon (% 45,2683 +
1,0253) ikinci giinde elde edilmistir. H. montbrettii yaprak ekstresinde ise A549
hiicrelerinde 100 pg/ml dozunda (% 51,5308 + 2,9960) iiciincii gilinde sonuglari
goriilmiistiir. H. montbrettii ¢igek ekstresi Hela hiicrelerine 250 pg/ml dozda
uygulanmasi ile dordiincii giinde maksimum sitotoksik aktivite (% 15,7500 + 0,6160)
gostermistir. H. montbrettii yaprak ekstresi HeLa hiicrelerinde 250 pg/ml dozda
maksimum aktiviteyi (% 26,0700 + 1,8520) dordiincii giinde vermistir. H. montbrettii
cicek ekstresi saglikli olan NIH3T3 hiicrelerinde DMSO’ya oldukg¢a yakin aktivite
gosterdigi, maksimum sonucun (% 12,8938 + 5,9829 ug/ml) 250 pg/ml dozda dérdiincii
giinde gosterdigi gorilmiistir. H. montbrettii yaprak ekstresi NIH3T3 hiicrelerinde
dordiincti giinde DMSQO’ya benzer sekilde 250 pug/ml dozda (% 11,7300 + 2,3256)
inhibisyon gostermistir. H. origanifolium g¢icek ekstresi ile, AS549 hiicrelerinde
maksimum sitotoksik aktivite (% 34,3650 + 0,4879) 100 pg/ ml dozda tigiincii giinde elde
edilirken, HeLa ve NIH3T3 hiicrelerinde 250 pg/ml dozda dordiincii giinde maksimum
sitotoksik aktivite (sirasiyla % 20,7250 + 1,6330 ve % 22,0875 + 2,359) gozlenmistir. H.
origanifolium yaprak ekstresi ise, A549 ve HelLa hiicrelerinde en yiiksek sitotoksik
aktiviteyi 250 pug/ml dozda (sirasiyla % 55,9588 + 1,4989 ve % 27,3863 + 2,7658)
dordiincti giinde gostermistir. Saglikli hiicre olan NIH3T3 hiicrelerinde verilen dozdan
dolayz sitotoksik aktivitenin goriildiigii ve bu aktivitenin ilk giinden baglayarak artmasiyla
dordiincii giine kadar devam ettigi, en yiiksek verinin 250 ug/ml dozda (% 16,0125 +
2,3256) inhibisyon ile dordiincii giinde goriildiigii tespit edilmistir. H. perforatum toprak
stli kisimlar1 ile hazirlanan ekstrenin A549 ve Hela hiicrelerine 250 pg/ml dozda
uygulanmasi ile maksimum sitotoksik aktivitenin (sirasiyla % 40,1358 + 1,1194 ve %
18,3413 + 1,1708) tglincii giinde elde edildigi goriilmiistiir. Saglikli olan NIH3T3
hiicrelerinde doz nedeniyle toksisite olustugu ve aktivitenin ikinci giinden baslayarak
artmasiyla dordiincii giine kadar devam ettigi, en yiiksek sonucun 250 pg/ml dozda (%
11,7850 + 0,3409) inhibisyon ile dordiincii glinde goriildiigii tespit edilmistir (Giizey,
2007).
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Isigin bircok hastalikta kullanilmasi ve iyilestirici 6zelligi binlerce yildir
bilinmektedir. Fotodinamik terapi (PDT) son yiizyilda ortaya ¢ikmis ve sik¢a kullanilmis
bir yontemdir (Dougherty vd., 1998). PDT’nin prensibinde 1siga kars1 duyarli bir ajan,
serbest oksijen molekiilii ile goriiniir 151k veya UV 15181 tercih edilmektedir. Tercih edilen
1s18a karsi duyarli olan ajan yani fotosenbillizan madde kanserli hiicreler tarafindan
absorbe edilir ve tutulur. UV 15181n dalga boyu ise duyarlastirici ajan ile ayn1 sprektrumda
olmalidir. Bu duyarlastirici ajan, UV 15181 ve oksijenli ortamda sitotoksik {iriinler
olusturmaktadir. Olusan bu firtinler, hiicre zarindaki yag ile proteinleri oksitler ve
timoriin zarar gormesini saglayarak hiicreyi 6ldiriir (Liu vd., 2000). Bu tedavi yontemi,
in vivo ve in vitro olarak kullanilmaktadir. Kontrolsiiz ¢ogalan kotii huylu olmayan
hiicrelerin ve kanserli hiicrelerin ¢ogalmasinin durdurulmasimi saglayip nekroz ve

apoptozu baslatmaktadir (Ali vd., 2001).

H. perforatum’un %70’lik EtOH ekstresinin menopoz dénemine giren kadinlarda
Ostrojeni taklit ederek agonist bir 6zellik gostermistir. Ayn1 zamanda hiperisin PDT nin
1518a kars1 duyarlastiric1 etkisi nedeniyle de kullanilmaktadir. Buna dair yapilan bir
caligmada, insan meme kanseri hiicresi MCF-7 hattinda kemo-6nleyici etkisini
anlayabilmek i¢in bitkinin pro-apoptotik ve antiproliferatif aktivitelerine bakilmistir.
Sonu¢ olarak mitokondriyal yolun aktivasyonu ve AMPK/mTOR'un baskilanmasiyla
EtOH ekstrenin bu etkileri gosterdigi goriilmiistiir (You vd., 2018).
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1. Bitkisel Materyal

Calisilan bitkilerin adlari, lokalite bilgileri, toplandigi tarihler ve herbaryum
numaralar1 Tablo 3.1°de, herbaryum Orneklerinin ve stereomikroskop goriintiilerinin

fotograflar1 Gorsel (3.2-3.4)’te verilmistir.

Tiirlerin tayinleri, “Tirkiye ve Dogu Ege Adalari Florasi” (Robson, 1967)
eserlerinden yararlanilarak Uzm. Bio. Merve Has ve Prof. Dr. Galip Akaydin tarafindan

yapilmustir.

Tiirkiye ve Dogu Ege Adalari Florasi’na gore H. aviculariifolium subsp. depilatum
N.Robson var. depilatum (Freyn & Bornm.) olarak teshis edilen takson, tez kapsaminda
WFO’ya gore (http-3) son kabul edilen ismi olan H. origanifolium var. depilatum (Freyn

& Bornm.) N. Robson olarak anilacaktir.

Tablo 3.1. Bitkilerin herbaryum orneklerine ait bilgiler

H. origanifolium var. origanifolium
Lokalite Yiikseklik  Tarih Esse No
B3 Eskisehir: Odunpazari, Maide Balel 932.3m 24.05.2022 15877
Huzurevi civari.

H. origanifolium var. depilatum
Lokalite Yiikseklik  Tarih Esse No
B3 Eskisehir: Odunpazari, Liitfiye 947.8m 08.06.2022 15882

Mabhallesi civarl.
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3.1.1. Hypericum origanifolium var. origanifolium Willd. Sp. PI. ed. 4, 3(2): 1467
(1802)
Sinonimler:

H. origanifolium var. willdenovianum C.A. Mey in Ind. Oct. Sem. Hort. Bot.
Imp. Petrop.: 64 (1841).

H. pulverulentum in Fenzl Pug. Pl. Nov. Syr. 7 (1842).
H. gheiwense Boiss. in Fl. Orient. 1: 810 (1867) (http-7).

Bitkiye ait fotograflar Gorsel 3.1.’te verilmistir.

Gorsel 3.1. H. origanifolium var. origanifolium Willd.

A: Genel Goriiniis, B: Cicek, (Foto:Merve Has) C: Herbaryum Numunesi

H. origanifolium var. origanifolium’un stereomikroskop goriintiileri Gorsel 3.2.

verilmistir.
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Gorsel 3.2. H.origanifolium var. origanifolium 'un stereomikroskop goriintiileri a)petal ici b)petal dist
c)sepal i¢i d)sepal disi e)gicek genel flovaryum g)stamen h)govde genel y)yaprak genel
(Foto: Emine Yildiz)

3.1.2. Hypericum origanifolium var. depilatum (Freyn & Bornm.) N. Robson in
Phytotaxa 4: 38 (2010)
Sinonimler:

Hypericum aviculariifolium subsp. depilatum (Freyn & Bornm.) N.Robson in
Notes Roy. Bot. Gard. Edinburgh 27: 203 (1967)

Hypericum origanifolium subsp. depilatum Freyn & Bornm. in Oesterr. Bot. Z.
41: 366 (1891)

Hypericum depilatum (Freyn & Bornm.) Bornm. in Feddes Rep. Beih. 89: 126
(1938) (http-6).

Bitkiye ait fotograflar Gorsel 3.3’de, stereomikroskop goriintiileri Gorsel 3.4.’de

verilmistir.

31



Gorsel 3.3. H. origanifolium var. depilatum Robson
A: Genel Goriiniis, B: Cigek, (Foto:Merve Has) C: Herbaryum Numunesi

Gorsel 3.4. H. origanifolium var. depilatum’un stereomikroskop goriintiileri a)petal i¢i b)petal dist
c)sepal ici d)sepal dis1 e)cigek genel f)ovaryum g)stamen h)gdvde genel 1)yaprak genel
(Foto: Emine Yildiz)
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3.2. Kullanilan Kimyasallar

Tablo 3.2°de deneylerin gergeklestirilmesinde kullanilan kimyasal maddeler

belirtilmistir.

Tablo 3.2. Kullanilan kimyasal madde ve ¢oziiciiler

Madde

2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH,1gr)
5,5’-Ditiyobis-(2-nitrobenzoik asit) (DTNB)
Dipotasyum hidrojen fosfat

Donepezil

Gallik asit (100 g)

AChE, electric eel

Folin-Ciocalteu's phenol reagent (1L)
Asetiltiyokolin iyodiir (ATC)

BChE, equine serum

Jelatin

Takrin

Sodyum karbonat (500 g)

DMSO

Biitiriltiyokolin iyodiir (BTC)

Potasyum dihidrojen fosfat

Absolute ethanol (2.5 It)

Tyrosinase from mushroom, >1000 unit/mg solid
Kojik asit (5 g)

L-DOPA

Methanol (2.5 It) HPLC, gradient grade, >99.9%
Mueller Hilton Agar

Mueller Hilton Broth

Agar agar

Tween 80

MCEF-7 Hiicre Hatt1

A549 Hiicre Hatt1

NIH3T3 Hiicre Hatt1

Marka

SAFC®

Sigma, Almanya
Merck

Sigma, Almanya
SAFC®

Sigma, Almanya
SAFC®

Fluka, Almanya
Sigma, Almanya
SAFC®, Almanya
Sigma, Almanya
SAFC®

Merck

Fluka, Almanya
Sigma, Almanya
Supelco
SAFC®
SAFC®
SAFC®
SAFC®
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Merck

: ATCC, USA

: ATCC, USA

: ATCC, USA

33



3.3. Kullanilan Aletler

Tablo 3.3’te deneylerin gergeklestirilmesinde kullanilan aletler belirtilmistir.

Tablo 3.3. Kullanilan aletler

Marka ve Aletler
Mettler Toledo/ hassas terazisi
BINDER marka etiiv

Elmasonic S 100 (H)/Ultrasonik su banyosu

GFL® 1086/Calkalamali su banyosu
Heidolph marka rotavapor

WTW marka pH dlger

Heidolph reaxtop marka vortex cihazi
Buzdolab1

Liyofilizator

McFarland Densitometre

Mikroplate okuyucu

Mikroskop

Niikleer manyetik rezonans

Otoklav

Otomatik tekli ve ¢coklu pipetler

pH Metre

Rotavapor

Spektrofotometre

Steril kabin

S1vi kromatografisi- Kiitle
spektroskopisi/Kiitle spektroskopisi
Ultra derin doldurucu

Ultrasonik banyo

Analitik terazi

Bakteriyolojik etiiv

Clevenger Apareyi

Calkalamali inkiibator

ELISA

Gaz kromatografisi

Gaz kromatografisi/Kiitle spektroskopisi
Iyon tuzakli ugus zamanl kiitle

spektrometresi

Amaci

Orneklerin tartimi

Ekipmanlari kurutma islemi
Fraksiyon-Ekstre ¢ozeltisi hazirlama, Ekstre ¢6zme
islemi

Fraksiyonlarin yogunlastirilmasi
Fraksiyonlarin konsantre edilmesi
Tampon ¢dzeltisinin pH ayarlama iglemi
S1vi 6rneklerin ¢oziinmesi i¢in karistirilmast
Numunelerin saklanmasi

Lyovac

Biosan

Biotek, Synergy, H1

Zeiss

Bruker

Hirayama HV-50

Eppendorf

WTW-Inolab pH720

Heidolph

Shimadzu PharmaSpec UV-1700

Class Bio Il

Applied Biosystem 3200Q trap

New Brunswick Scientific
ELMA S100H

Mettler Toledo-MS204S
MMM-Incucell

[ldam

Stuart SI 500

ELx808 IU

Agilent 6890 N GC
Agilent 5975 GC-MSD

Shimadzu
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3.4. Morfolojik Goriintiiler ve Anatomik Calismalar

Anatomik caligmalardan once tez konusu Hypericum taksonlarinin teshisinin
gerceklesitilmesi ve sahip olduklar1 kenar, kenar i¢i ve ylizeysel glandlarin belirlenmesi
icin bitki orneklerinin toprak {istii kisimlar1 Leica M205 C stero mikroskop (Gorsel 3.5
A) ile incelenmis ve fotograflandirilmistir.

Anatomik inceleme i¢in %70’lik alkolde saklanan kok, gévde, yaprak yapilarindan
enine kesitler alinmig ve Sartur reaktifi ile incelenmistir. Kesitler, Olympus BX51T
mikroskobu (Gorsel 3.5 B) ile incelenerek fotograflandirilmistir (Kameram programi).

Taramal1 Elektron Mikroskobu (SEM) calismalar1 Hitachi TM3030 Plus masatistii
mikroskobu (Gorsel 3.5 C) kullanilarak gergeklestirilmistir.

Gorsel 3.5. Mikroskoplar

A: Leica M205 C, B: Olympus BX51T C: Hitachi TM3030 Plus SEM)
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3.5. Bitki Ekstrelerinin Hazirlanmasi

H. origanifolium var. origanifolium ve H. origanifolium var. depilatum’un toprak
iistii kisimlart serin, 151k almayan, nemden uzak bir laboratuvar ortaminda kurutulmustur
(Gorsel 3.6). Kurutulan bitki materyali, 6giitiicii kullanilarak toz haline getirilmis (Gorsel
3.7) ekstraksiyon islemi MeOH ve EtOAc ile yapilmistir. Toz haline getirilen H.
origanifolium var. origanifolium 12,11 g tartilmus, tizerine 200 ml MeOH eklenerek 15
dakika ultrasonik banyoda tutulmus, ardindan 15 dakika calkalayicit da ekstraksiyon
islemine devam edilmistir. (Gorsel 3.8, 3.9, 3.10) Yine ayni bitkiden 11,85 g tartilarak
200 ml EtOAc eklenerek ekstraksiyon yapilmistir. H. origanifolium var. depilatum’dan
ise 10,33 g tartilarak tizerine 200 ml MeOH eklenmistir ve yine 10,34 g tartilarak tizerine
200 ml EtOAc eklenerek iki ayri ¢oziicii ile ekstraksiyon islemi yapilmistir. Tiim bu

islemler her bitki ve ¢oziiciisti i¢in 3 kez tekrarlanmustir.

Gorsel 3.6. Laboratuvar ortaminda kurutulan bitki materyali

Gorsel 3.7. Bitki materyalini toz haline getirme islemi
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Gorsel 3.8. Toz haline getirilmis bitki materyalinin tartimi

Gorsel 3.9. Ultrasonik banyo islemi

Gorsel 3.10. Calkalayict islemi
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Calkalama isleminden sonra Ornekler pileli kagittan siiziilmistiir (Gorsel 3.11).
Ekstraksiyon islemi 3 kez daha tekrarlanarak tiim 6rnekler birlestirilip, elde edilen ekstre
numunelerinden MeOH ve EtOAc, algak basingta rotavaporda (Gorsel 3.12) (< 45°C)
kuruluga kadar ugurulup +4 °C de buzdolabinda saklanmistir. Ekstraksiyon verimleri %

a/a olarak hesaplanmuistir.

Gorsel 3.11. Stizme islemi

Gorsel 3.12. Siiziintiilerin rotavaporda (Heidolph) ugurulmast iglemi

Elde edilen ekstreler asagidaki sekilde isimlendirilmislerdir:

HOR-MeOH : H. origanifolium var. origanifolium MeOH ekstresi
HOR-EtOAcC : H. origanifolium var. origanifolium EtOAc ekstresi
HOD-MeOH : H. origanifolium var. depilatum MeOH ekstresi
HOD-EtOAc: H. origanifolium var. depilatum EtOAc ekstresi
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3.6. Miktar Tayini ve Kimyasal Calismalar

3.6.1. Toplam fenolik madde miktar tayini

Bitki ekstrelerindeki toplam fenolik madde miktarini bulabilmek amaciyla, Folin-
Ciocalteau reaktifi (FCR) kullanilip gallik asite esdeger olarak hesaplanmistir. Bu amagla,
20 pl bitki ekstresi mikroplak kuyucuklara eklenmistir. Ardindan 20 pl GA (Gallik asit)
koyulmustur. Kontrol olarak 20 ul MeOH koyulurken tiim 96- kuyucuklu mikroplaga
1560 ul distile su eklenmistir. 100 ul FCR’de koyulup karigim, 1-2 dakika bekletildikten
sonra 300 pl %20’lik Na2COs c¢ozeltisi ile deney tamamlanmistir. Oda sicaklifinda
karanlik bir ortamda 2 saat bekletildikten sonra olusan karisim 300 ul’lik 96-kuyucuklu
mikroplaga alinip 760 nm’de absorbansina bakilmistir (Gorsel 3.13). Gallik asidin
kalibrasyon egrisi 1mg/ml, 0.8 mg/ml, 0.6 mg/ml, 0.4 mg/ml, 0.2 mg/ml ve 0.1 mg/ml
konsantrasyonlarina gore ayarlanarak diger 6rneklerle kiyaslanmistir. Yapilan deneyler 3
kez tekrarlanarak, bitki ekstrelerindeki toplam fenol madde miktar tayinine bakilmistir
(Singleton vd., 1999).

Gorsel 3.13. Toplam fenolik madde miktar tayini deney plag

3.6.2. Ucucu yag eldesi ve analizi

Ugucu yag eldesi i¢in golgede kurutulan bitkilerin ¢icekli toprak {istii kisimlari
kullanilmistir. Bitki 6rneklerinden (17 g), ugucu yaglar 3 saat boyunca Clevenger
apareyinde su distilasyon islemi ile elde edilmistir (Gorsel 3.14). Islem sonunda ugucu
yag miktarlar1 yeterli olmadigindan dolay1 n-hekzan ile alinmis ve yaglar koyu renkli cam

siselerde (+4C°) saklanmustir.
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GC/MS analizleri

Agilent 5975 GC-MSD sistemi ve sistem tizerinde kolon olarak HP-Innowax Silika
kapiler (60 m x 0.25 mm @, 0.25 mm film kalinlig1) kullanilarak yapilmistir. Sicaklik
programi 60°C de 10 dak // 4°C/dak artisla 220°C ye // 220°C de 10 dak // 1°C/dak artigla
240°C’ye, Enjektor 250°C ayarlanmistir. Tastyict gaz olarak helyum (0.8 ml/dak)
kullanilmustir. Split oran1 40:1, Elektron enerjisi 70 eV, Kiitle araligi m/z 35-450 olarak
ayarlanmistir. GC analiz kosullari; es zamanli olarak GC/MS sistemindeki madde ¢ikis
zamanlar1 ile ayni olacak sekilde ayarlanmigtir (FID 300°C). Analiz sonuglarinin
degerlendirilmesinde BASER Ugucu Yag Bilesenleri Kiitiiphanesi ile Wiley ve Adams
kiitiiphaneleri kullanilmistir (McLafferty ve Stauffer, 1989; Koenig vd., 2004).

Gorsel 3.14. Clevenger apareyi ve GC/MS cihazi

3.6.3. LC-MS/MS analizi

15 fitokimyasalin kantitatif olarak arastirmasi, yiikksek performansli sivi
kromatografi tandem Kkiitle spektrometresi teknigi kullanilarak gergeklestirilmistir.
Kullanilan sistem, Shimadzu marka LC-MS-8040 cihazidir. Kolon parametreleri su
sekildedir: 150 mmx=4.6 mm, 2.7 um; Kolon sicakligi ise 40 °C olarak ayarlanmistir.
Mobil fazlar A: su, 5 mM amonyum formiat ve %0,15 formik asit; B: MeOH, 5 mM
amonyum formiat ve %0,15 formik asit igermektedir. Gradyan programi su sekildedir:
20-100% B (0-25 dakika), 100% B (25-35 dakika), 20% B (35-45 dakika). Lineerlik
(lineerlik araliklari; 100-3200, 75-2400, 50-1600 ve 10-320), belirlenim korelasyonu
(R>0.990), tekrarlanabilirlik, kantifikasyon smirlari (0,51 ile 11,65 mg/L arasinda),
tespit smurlart (0,32 ile 10,51 mg/L arasinda), giin i¢i ve giinler arast RSD (sirasiyla
0,0218 ve 0,0227'den kiigiik), goreceli standart belirsizlik ve geri kazanim (%99,41 ile
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%101,04 arasinda) gelistirilen yontemin analitik dogrulamasinda incelenen

parametrelerdir (Akdeniz vd., 2020).
3.7. Biyolojik Aktivite Calismalari
3.7.1. DPPH-" (1,1-Difenil-2-pikrilhidrazil) radikalini siipiiriicii aktivite

DPPH" molekiiler diziliminde tek bir elektron olan serbest radikaldir. Mor renkli
olan bu radikal ¢6zeltiye kondugunda antioksidanlarin rengini sar1 ya da renksiz bir hale
gelmektedir. Deney sonucu degisen bu rengi ise DPPH" radikal siipiiriicii aktivitesi ile
spektrofotometrede dl¢iilmektedir. 11k olarak mikroplagin tiim kuyucuklarina 200 pl bitki
ekstrelerinden koyulmustur. Ardindan kalan kuyucuklarin timiine 100 ul MeOH eklenip
seri diliisyon islemine gegilip kontrol grubu i¢in 100 ul MeOH ile DPPH" eklenmistir.
BHT pozitif kontrol olarak kullanilip 200 pl koyulmustur. En son 96-11 mikroplagin her
kuyucuguna 100 pul DPPH’ eklenerek 30 dakika karanlikta inkiibeye birakilmistir.
Mikroplaka spektrofotometresi ile 517 nm'de oda sicakligi sartlarinda UV absorbansi
Olciiliip kaydedilmistir (Gorsel 3.15). Cikan sonuclar ortalama + standart sapma ile
degerlendirilmistir. Deneyler 3 kez tekrarlanip % inhibisyon degerleri agagida verilen

formiil ile hesaplanmistir (Kumarasamy vd. 2007):

Gorsel 3.15. DPPH" siipiiriicii aktivite plag
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3.7.2. Antimikrobiyal aktivite tayini

Deneyde kullanilacak olan Mueller Hinton Agar (MHA) ile Mueller Hinton Broth
(MHB) besiyerleri saf su ekleyerek belli kosullar altinda hazirlanmistir. Otoklav cihazina
deneyde kullanilacak kontamine olan laboratuvar malzemeleri yerlestirilmistir. 120°C,

1.5 atm basingta 1 saat kadar steril edilmistir.

CLSI (2006)’n1in gelistirdigi teknik ile antimikrobiyal aktivite caligmast yapilmaistir.
96-kuyucuklu mikroplateler ile deney yapilmistir. Ilk konsantrasyonu 50 mg/mL olan
cozeltiden 100’er uL. mikroplatelerin ilk sirasina konmustur. 100 pL alinarak cift katl
seri dilisyon islemi uygulanmistir. Calisilacak olan mikroorganizmalar Mcfarland No:
0.5 seklinde ayarlanip MHB ile 1/100 oraninda seyreltilmistir. Ardindan 100’er pL
mikroplatelere uygulanmistir takibinde 24 saat ile 37°C’ de inkiibasyon edilmistir (Gorsel
3.16). Siire bitiminde Resazurin boyasi eklenmistir ve 37°C’de 3 saat siireyle
inkiibasyonda renklenme durumu kontrol edilmistir. Islem sonunda mavi renkli
kuyucuklar mikroorganizmanin tiiremenin olmadigin1 gosterirken pembe renkli

kuyucuklar mikroorganizmanin liremeye devam ettigini sergilemistir (CLSI, 2006).

Deney sonuglari minimum inhibisyon konsantrasyonlar1 (MIK) ile gdsterilmistir
(CLSI, 2006). Besiyerinin bulundugu kuyucuklar ile ortam sterilizasyonunun kontrolii
saglanirken lireme kontrolil i¢in mikroorganizmalar ile besiyerin bulundugu kuyucuklar
degerlendirmeye alinmistir. Deneyin pozitif kontrolii ise siprofloksasinin bulundugu
kuyucuktur. Yapilan deneyler ii¢ kez tekrarlanmis ve bunlarin ortalamalari alinarak

sonuca karar verilmistir.

Kullanilan suslar ve sus numaralari:

. Escherichia coli NRLL B-3008
. Bacillus cereus NRLL B-3711
o Salmonella typhimurium  ATCC 13311

o Bacillus subtilis NRLL B-4378

o Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853

NRLL suslari, Tarimsal Arastirma Hizmeti Kiiltiir Koleksiyonu’ndan, ATCC

suslar1 ise Amerikan Tip Kiiltlir Koleksiyonu’dan liyofilize halde temin edilmistir.
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Gorsel 3.16. Mikroorganizmalarin plaga ekilmesi ve deney sonucunda iiremeye bagh olarak goriilen

renkler

3.7.3. Sitotoksik aktivite calismalari

Bitki ekstrelerinin sitotoksik aktivitesinin arastirilmasinda MCF7 (Insan meme
adenokarsinoma) ve A549 (Insan akciger karsinoma) hiicre dizileri ile ¢aligiimistir.

Selektivitesi i¢in NIH3T3 (fare embriyo fibroblast) hiicre dizisi tercih edilmistir.

Besiyerine fetal buzagi serumu ile 100 mg/mL streptomisin ve penisilin eklenmistir.
MCF7 ve A549 i¢cin RPMI 1640 ve NIH3T3 i¢in DMEM tercih edilmistir. Bitki
ekstrelerindeki bilesiklerin sitotoksik aktivitelerinin karsilastirilabilmesi amaciyla
giinimiizde kanser tedavisinde en sik kullanilan doksorubisin MTT testlerinde

caligilmistir.
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3.7.3.1. MTT yontemi sitotoksik aktivitenin belirlenmesi

3.7.3.1.1. Hiicrelerin ¢cogaltilmast

MCF7, A549 ve NIH3T3 hiicre dizileri, deney hazirlik asamasinda 2-3 giinde bir
pasajlanmistir. Onceden inkiibatdre konmus olan hiicre flaski alinarak, besiyeri ¢dzeltisi
icine gegmesi beklenen 6li hiicreler hafif bir sekilde ¢alkalanir ardindan streril olan bir

pipet yardimiyla besiyeri hiicre flaskinin i¢inden alinip uzaklastirilmisgtir.

Flaska 5 ml fosfat tamponu eklenerek hiicrelerin yitkanmasi saglanmistir sonra bu
yikama ¢ozeltisi siseden atilmistir. Yine igerisine EDTA ¢o6zeltisi (1X) eklenerek hafif
bir sekilde calkalandiktan sonra 5 dakika kadar inkiibatorde tutulmustur. Inkiibator
kosullar1 ise %5 CO2, %95 nem ve 37°C’dir. Hiicre flask: inkiibatérden cikartildiktan
sonra igine 20-25 mL besiyeri eklenerek hiicreler siipanse hale getirilip 1:2, 1:3
oranlarinda béliinerek yeni hiicre flasklarma aktarilmistir. islem sonunda hazirlanan

hiicre flasklari inkiibatoérde yine ayni kosullar saglanarak yerlestirilmistir.
3.7.3.1.2. Hiicrelerin plakalara ekilmesi

Inkiibatore birakilan hiicreler alinir ve ardindan 6lmiis hiicrelerin hazirlanan
besiyeri ¢ozeltisine gegebilmesi amaciyla hafif bir sekilde galkalanir ve streril pipet ile

flask i¢cindeki besiyerinden alinip uzaklastirilmistir.

Flasklara tripsin-EDTA ¢ozeltisi eklenerek hafif bir sekikde galkalanip inkiibatorde
5 dakika kadar yine ayni kosullarda bekletilmistir. Daha sonra inkiibatorden flasklara
besiyeri eklenerek steril pipetle santriflij tiipiine aktarilmistir. Hiicre siispansiyonunun
icinde bulundugu santrifiij tiipii biraz calkalanip icinden 10 puL alinarak otomatik hiicre
sayma cihazinda sayilma islemi yapilmistir. Ardindan hiicre siispansiyonu kiivetlere
alinmigtir ve 200 puL/kuyucuk seklinde 96-kuyucuklu hiicre kiiltiir plakasina konarak 24

saat siireyle %5 CO2, %95 nem ve 37°C sartlarinda inkiibasyona birakilmustir.

3.7.3.1.3. MTT sitotoksisite testinin uygulanmasti

Inkiibasyondan sonra hazirlanan plakalar ters cevrilerek besiyerlerinin
uzaklastirilmas: saglanmistir.  Bitki ekstrelerinin  0.0000316 mM-1 mM 10 seri
konsantrasyonu pozitif kontrollerle beraber plakalara eklenmistir. Arindan %5 CO2, %95

nem ve 37 °C sartlarinda 24 saat inkiibasyona birakilip sonrasinda hiicre kiiltiirlerinin iist
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kismu tersine getirilerek atilmistir. Hiicreler fosfat tamponu ile yikandiktan sonra tampon
atilmistir. Deney icin MTT c¢ozeltisi (5 mg/mL) ve besiyeri 1:10 oraninda karistirilip
hazirlanmistir. Plakalara 100 uL/kuyucuk olacak sekilde hazirlanan karisimdan eklenerek
3 saat siireyle ayni kosullar altinda inkiibasyon islemi uygulanmistir. Siire bitiminde
plakalar ters cevrilerek iist kismi uzaklastirilmistir. DMSO’dan 100 pL/kuyucuk
sekilinde eklenmis, sonra ELISA cihazinda 540 nm’de OD degerleri 6l¢iilmistiir. Bitki
ekstrelerinin biitin konsantrasyonlarda % inhibisyon degerleri ve ICso degerleri
hesaplanmis ve ekstrelerin sitotoksik aktiviteleri degerlendirilmistir (Saglik vd., 2016;

Osmaniye vd., 2022).
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4. BULGULAR

4.1. Anatomik Bulgular

4.1.1. H. origanifolium var. origanifolium

Kok enine kesitte periderm ile floem arasinda ¢ok sayida B tipi salg1 kanallar:
bulunur (Gorsel 4.1).

Govde enine Kesitte epidermis tabakasinin altinda yar1 saydam glandlar ile siyah
glandlar bulunur ve floem halkas1 boyunca ¢ok sayida A tipi salgi kanah yer alir (Gorsel
4.2).

Yaprak enine kesitte orta damardaki floemde A tipi salgi kanallar1 yer alir.
Mezofil tabakasinda birka¢ tane yar1 saydam gland bulunmakta olup alt epidermise

yakindir. Siyah glandlar ise yaprak ug¢larina dogru konumludur (Gorsel 4.3).

Gorsel 4.1. H. origanifolium var. origanifolium 'un kok enine kesiti; a) floem b) B tipi salgi kanali

c) periderm
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Gorsel 4.2. H. origanifolium var. origanifolium 'un gévde enine kesiti; a) A tipi salgt kanali b) yart

saydam gland c) siyah gland

Gorsel 4.3. H. origanifolium var. origanifolium un yaprak enine Kesiti; a) A4 tipi salgi kanali b) yart
saydam c) siyah gland
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4.1.2. H. origanifolium var. depilatum

Kok enine kesitte periderm ile floem arasinda B tipi salgi kanallar1 bulunur
(Gorsel 4.4)

Govde enine kesitte epidermis tabakasinin altinda siyah glandlar ve floem halkasi
boyunca ¢ok sayida A tipi salg1 kanah yer alir (Gorsel 4.5).

Yaprak enine kesitte orta damardaki floem hiicreleri arasinda ¢ok sayida A tipi
salg1 kanah goriiliir. Mezofil tabakasinda bir ya da birkag adet siyah gland vardir ve

bunlar genellikle alt damara yakin konumlanmistir (Gorsel 4.6).

Gorsel 4.4. H. origanifolium var. depilatum 'un kék enine kesiti; a) floem b) B tipi salgt kanali c)periderm
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Girsel 4.5. H. origanifolium var. depilatum 'un gévde enine kesiti; a) A tipi salg1 kanali b) siyah gland

Gorsel 4.6. H. origanifolium var. depilatum 'un yaprak enine kesiti; a) A tipi salgt kanali b) siyah gland
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4.2. Miktar Tayini ve Kimyasal Bulgular

4.2.1. Ekstraksiyon verimleri

Tez kapsaminda ¢aligilan bitkilerin ekstrelerine ait % verimler (a/a) Tablo 4.1°de

verilmistir.

Tablo 4.1. Ekstraksiyon verimleri

Tiirler % Verim (a/a)
HOR-MeOH 27,12
HOR-EtOAc 7,21
HOD-MeOH 37,43
HOD-EtOAc 6,52

4.2.2. Toplam fenolik madde miktar tayini

Sekil 4.1°de standart gallik asitin kalibrasyon egrisi grafigi hesaplanarak
verilmigtir. Deneyler 3 kez tekrarlanmistir. Bitki ekstrelerinde bulunan toplam fenolik

madde miktarlari, standart egri denklemine gore hesaplanmastir.

Gallik asit Kalibrasyon Egrisi Grafigi

1,2
1
» 0,8
C
3
5 0,6
(%]
o)
< 0,4 y =0,9695x + 0,0369
R?=0,9993
0,2
0
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2

Konsantrasyon mg/ml

Sekil 4.1. Gallik asit kalibrasyon grafigi
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Tablo 4.2’deki verileren degerler baz alindiginda HOD-MeOH ekstresinin ¢aligilan
tirler arasinda en fazla toplam fenolik madde miktaria sahip oldugu (245,46 + 9,41
GAE/g) gorilmiistiir. Diger bitki ekstreleri siralanacak olursa toplam fenolik madde

miktarlar su sekildedir: HOR-MeOH > HOR-EtOAc >HOD-EtOAc.

Tablo 4.2. Ekstrelerin toplam fenolik madde miktariar: (mg GAE/gekstre)

Tiirler Toplam Fenolik Madde Miktar1
(mg GAE/qg ekstre)

HOR-MeOH 186,92 £ 11,01

HOR-EtOAc 179,57 £ 4,90

HOD-MeOH 245,46 £ 9,41

HOD-EtOAc 128,77 £5,77

Toplam Fenolik Madde Miktar1 (mg GAE/g ekstre)

300
250
200
150
100

50

HOR-MeOH HOR-EtOAc HOD-MeOH HOD-EtOAc

Sekil 4.2. Ekstrelerin toplam fenolik madde miktarlar

4.2.3. Ucucu yag analizi

Tez konusu taksonlarin ugucu yag bilesenlerinin GC-GC/MS analizinin sonuglari
Tablo 4.3 te belirtilmistir.
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Tablo 4.3. H. origanifolium alt taksonlarinin ugucu yag bilesikleri (HOR: H. origanifolium var.
origanifolium; HOD: H. origanifolium var. depilatum)

RRI

1032

1100
1444
1495
1497

1589

1600

1604

1612

1628
1655
1661
1668

1678
1684

1687

1688

1704

1726
1740

1742

1744

1755
1765
1776

1799

Bilesikler

a—Pinen

Undekan

Dimetil tetradekan
Bisikloelemen
a-Kopaen
F-Ylangen
S-Elemen
S-Kiiben izomeri
F-Karyofillen
Aromadendren
(E)-2-Dekenal
Alloaromadandren
(2)-p-Farnesen
epi-Zonaren
y-Gurjunene
a-Humulen
Selina-4,11-diene
(4,11 eudesmadien)
»Muurolen
Germakren D
a-Muurolen
F-Selinen
a-Selinen
Bisiklogermakren
(E)-2-Undekenal

y-Kadinen

Cadina-1,4-dien (cubenene)

HOR
%

0,9

58

0,7

1,0

1,7

9,5

9,5

8,6

3,1

1,2

52

HOD

11
3,0
13
0,5
0,7
0,6
0,3
0,6
0,3
0,4
0,2
0,4
0,2
0,1
0,1

0,5

13
12,3

0,8

0,3
3,8
0,2
13

0,2

IM

Identification
Metod

tr, MS
tr, MS
MS
MS
MS
MS
MS
MS
tr, MS
MS
MS
MS
MS
MS
MS
tr, MS

MS

MS
MS
MS
MS
MS
MS

MS
MS

MS



Tablo 4.4. H. origanifolium alt taksonlarinin ugucu yag bilesikleri (HOR: H. origanifolium var.

origanifolium; HOD: H. origanifolium var. depilatum)(devam)

RRI

1807

1826

1849

1868

1893
1965
1984

2037

2098
2104

2131
2144
2180

2187
2209
2255

2273

2278
2300

2369

2500
2503

2700

2900

Bilesikler

a-Kadinen
(E,E)-2,4-Dekadienal

Kalamenen

(E)-Geranil aseton

Dodesil asetat

Dodekanol
y-Kalakoren
Salvial-4(14)-en-1-one
Globulol

Viridiflorol

Hekzahidrofarnesil aseton
Spatulenol

3,4-Dimetil-5-pentiliden-
2(5H)-furanon

T-Kadinol

T-muurolol

a-Kadinol

Selina-11-en-4 ool
Torilenol

Trikosan

Odesma-4(15), 7-dien-1/3-ol

Pentakosan

Dodekanoik asit
(Laurik asit)

Heptakosan

Nonakosan

HOR
%

1,4

59

0,6
4,8

44

8,8

22,8

53

0,3
0,2

0,3

0,4

2,5

3,0
0,7
0,6
0,4
2,4
6,5
05

0,6
0,6

1,7

1,2

3,0
15
42

3,5

28,9

HOD

IM

Identification
Metod

MS
MS

MS

tr, MS

MS
MS
MS

MS

MS
MS

tr, MS
tr, MS
tr, MS

MS
MS
tr, MS

MS

MS
tr, MS

MS

tr, MS
tr, MS

tr, MS

tr, MS



Tablo 4.5. H. origanifolium alt taksonlarinin ugucu yag bilesikleri (HOR: H. origanifolium var.
origanifolium; HOD: H. origanifolium var. depilatum)(devam)

HOR HOD IM
RRI Bilesikler % % Identification
Metod

Monoterpen hidrokarbonlar - 1,1

-MH

Seskiterpen hidrokarbonlar 45,2 30,6

-ST

Oksijenli seskiterpenler - 9,2 15,3

OSsT

Digerleri - D 39,5 48,8

Toplam % 93,9 95,8

Toplam Bilesik sayist 18 45

RRI: Relatif Tutunma Indeksleri, alkanlarin kolonda tutunma zamanina gore hesaplanmistir. %:
FID kromatogramlarindan hesaplanmigtir. IM: Bilesiklerin tanimlanma metotudur. tR: HP Innowax
kolonda standart bilesiklerin analizi ile belirlenen tutunma zamanlarina ve spektrumlarina gére tanimlama
metotudur. MS: Kullanilan kiitiiphane ve literatiirlerdeki indeksler ve mas spektrumlar ile kargilagtirmaya

dayali tanimlamadir.

HOR ugucu yaginin %93,9’unu teskil eden 18 bilesik, HOD ugucu yaginin
%95,8 ni tegkil eden toplam 45 bilesik tanimlanmistir. HOR’un ana bilesikleri nonakosan
(%22,8), germakren D (%9,5), B-selinen (%9,5), trikosan (%8,8) ve a-selinen (%8,6);
HOD’un ana bilesikleri ise nonakosan (%28,9) ve germakren D (%12,3), olarak

belirlenmistir.

HOR ugucu yaginin %45,2’si seskiterpen, %9,2’si oksijenli seskiterpen, %39,5’1
diger bilesiklerden, HOD ugucu yaginin %1,1°i monoterpen hidrokarbon, %30,6’s1
seskiterpen, %15,3’ii oksijenli seskiterpen, %48,8’i diger grup bilesiklerden

olugmaktadir.

4.2.4. LC-MS/MS analizi

Tez kapsamindaki taksonlar, Hypericum cinsi igin 6nemli olan 15 kimyasal bilesik
bakimindan LC-MS/MS analizi yapilarak kalitatif ve kantitatif olarak incelenmistir
(Tablo 4.4., Sekil.4.3.,4.4.).
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Klorojenik asitin en fazla bulundugu ekstreler HOD-MeOH (14.493,68 mg/kg) ve
HOR-MeOH (10.988,07 mg/kg)’diir.

Hiperozit, en fazla HOD-MeOH ekstresinde (75.741,45 mg/kg) ve HOD-EtOAc’de
(42.331,12 mg/kg) goriilmiistiir. HOR-MeOH ekstresi de 10367,36 mg/kg hiperozit

icermektedir.

Kersitrin ise en fazla HOR-MeOH’da (35.712,48 mg/kg) goriiliirken, sirasiyla
HOR-EtOAc (15.123,88 mg/kg) ve HOD-MeOH (4.547,25) ekstrelerinde de yiiksek

miktarda tespit edilmistir.

Psodohiperisin, en yilksek HOD-MeOH’da (14.015,49 mg/kg) gozlenirken, HOR-
MeOH’da psddohiperisin miktar1 6.545,98 mg/kg olarak tespit edilmistir.

En fazla Hiperisin ise HOD-MeOH’da (5470,93 mg/kg) 6l¢iilmustiir.

Tablo 4.6. LC-MS/MS Analiz Sonuglari

Kantitatif analiz (mg /kg ekstre)

No Analytes R.T.(dak) HOR-MeOH HOR-EtOAc HOD-MeOH HOD-EtOAc
1 Protokatesik asit 7 1680,22 712,36 1789,65 1354,18
2 Klorojenik asit 8,03 10988,07 1496,56 14493,68 4104,87
3 Luteolin-7-glukozit 13,2 N.D. N.D. 108,12 16,45
4 Rutin 13,67 N.D. N.D. 25,84 19,68
5 Hesperidin 13,68 N.D. N.D. 57,12 58,24
6 Hiperozit 13,69 10367,36 3224,99 75741,45 42331,12
7 Apigetrin 14,54 N.D. N.D. 16,77 N.D.

8 Kersitrin 14,98 35712,48 15123,88 4547,25 2018,31
9 Astragalin 15,13 258,31 102,15 622,52 367,02
10 Kersetin 17,1 118,25 46,19 988,05 823,69
11 Luteolin 17,78 26,87 31,09 40,15 69,33
12 Apigenin 19,2 4,89 6,12 8,75 15,44
13 Ps6dohiperisin 26,34 6545,98 1620,93 14015,49 991,14
14 Hiperforin 28,97 0,42 9,9 1,92 503,66
15 Hiperisin 30,18 1210,35 164,06 5470,93 79,68

R.T.: Alikonma zamani (dak.)

N.D.: Tespit edilmedi
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Sekil 4.3. LC-MS/MS kromatogram: A: Standart maddeler, B: HOR-MeOH, C: HOR-EtOAc

1-Protokatesik asit, 2-Klorojenik asit, 3-Luteolin-7-glukozit, 4-Rutin, 5-Hesperidin,
6-Hiperozit, 7-Apigetrin, 8-Kersitrin, 9-Astragalin, 10-Kersetin, 11-Luteolin, 12-Apigenin,
13-Psodohiperisin, 14-Hiperforin, 15-Hiperisin
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Sekil 4.4. LC-MS/MS kromatogranu A: Standart maddeler, B: HOD-MeOH, C: HOD-EtOAc

1-Protokatesik asit, 2-Klorojenik asit, 3-Luteolin-7-glukozit, 4-Rutin, 5-Hesperidin,
6-Hiperozit, 7-Apigetrin, 8-Kersitrin, 9-Astragalin, 10-Kersetin, 11-Luteolin, 12-Apigenin,
13-Psodohiperisin, 14-Hiperforin, 15-Hiperisin
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4.3. Biyolojik Aktivite Bulgular:

4.3.1. Antioksidan aktivite bulgular:

Ekstrelerin DPPH" radikalini siipiiriicii aktiviteleri gallik asit pozitif kontrol olarak
kullanilarak spektrofotometrik yontemle analiz edilmistir. Sonuglar % inhibisyon olarak
hesaplanmistir. Deney dort tekrarli yapilmais, veriler standart sapma degerleriyle birlikte

Tablo 4.5.”de gosterilmistir.

Antioksidan aktivite ¢aligmalarinda en yiiksek aktivite tiim tirlerde 125 pg/ml
konsantrasyonda goriilmiis olup HOD-MeOH ekstresi (% inh= 84,852 + 0,089) en aktif
cikan ekstre olmustur (BHT nin % Inh= 88,396 + 0,155). Sekil 4.5’te ekstrelerin DPPH"

radikal siiptiriicli aktivitesinin grafigi verilmistir.

Diger bitki ekstrelerinin antioksidan aktivitesini siralayacak olursak; HOR-MeOH
> HOR-EtOAc > HOD-EtOAC seklindedir.

DPPH* Radikal Siipiiriicii Aktivite (% inhibisyon)
125 pg/mL 62,5 pg/mL 31,3 pg/mL 15,6 pg/mL 7,8 pg/mL
100
90
80
70
60
50
40
30
20

10

HOR-MeOH HOR-EtOACc HOD-MeOH HOD-EtOAc BHT

Sekil 4.5. Ekstrelerin DPPH® radikal siipiiriicii aktivitesi

58



Tablo 4.7. Ekstrelerin DPPH" radikal siipiiriicii aktiviteleri

Konsantrasyon
(ng/ml)

31,3

15,6

7,8

HOR-MeOH

82,967 £ 0,223

73,074 £ 0,237

50,611 + 0,298

27,999 + 0,595

14,313 + 0,446

HOR-EtOAc

76,785 + 0,753

62,971 + 0,749

46,845+ 0,963

26,257 + 0,699

13,945 £ 0,651

Ort % Inhibisyon

HOD-MeOH

84,852 + 0,089

83,760+ 0,716

66,072 + 0,089

36,988 + 0,446

19,744 + 0,532

HOD-EtOAc

62,269 + 0,527

44,803 + 0,546

33,456 + 0,659

26,697 + 0,250

21,549 + 0,482

BHT

88,396 + 0,155

72,110 + 0,605

56,317 + 0,134

34,409 + 0,134

26,411 + 0,336

4.3.2. Antimikrobiyal aktivite bulgular:

Hypericum taksonlarinin MeOH ve EtOAc ekstrelerinin Tablo 4.6.’da belirtilen
suslara kargi antimikrobiyal aktivitesi incelenmistir. Deney asamasinda en disiik
miktarda {iremeyi durdurucu aktiviteye sahip olan konsantrasyonu MiK (mg/mL) degeri

ile verilmistir.

Tablo 4.8. Ekstrelerin MIK degerleri (mg/mL)

Ekstreler E. coli B. cereus  S.typhimurium B. subtilis P. aeruginosa
NRLL B- NRLL B- ATCC- NRLL B- ATCC
3008 3711 13311 4378 27853
HOR-MeOH - 0,781 1,562 0,39 12,5
HOR-EtOAc - <0,195 <0,195 <0,195 125
HOD-MeOH - 1,562 1,562 3,125 12,5
HOD-EtOAc - 0,195 0.195 0,39 12,5
Siprofloksasin 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01

Antimikrobiyal aktivite sonuglar1 incelendiginde, HOD-MeOH, HOD-EtOAc,
HOR-MeOH, HOR-EtOAc kodlu ekstrelerin 0,195-12,5 mg/mL konsantrasyonlari

arasinda inhibe edici aktiviteleri goriilmiistiir. HOR-EtOAC ekstresi diger ekstrelere gore
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daha giiclii bir sekilde B. cereus, S. typhimurium ve B. subtilis’e karst 0,195 mg/mL
konsantrasyondan daha kiigiik dozda etki edebilecegi gozlenmistir.

P. aeruginosa’ya kars1 ekstrelerin tiimii 12,5 mg/mL MIK degeri gdstererek ayni

antimikrobiyal aktiviteyi sergilemistir.
E. coli'ye kars1 ekstrelerden higbiri antimikrobiyal aktivite gdstermemistir.

Bunun yaninda, HOD-EtOAC ekstresi, B. cereus ve S. typhimurium’a kars: 0,195

mg/mL konsantrasyonunda MIK degeri gostermistir.
4.3.3. Sitotoksik aktivite bulgulari

Ekstrelerin sitotoksik aktiviteleri A549 ve MCF7 hiicre dizileri iizerinde
aragtirtlmistir. Ayrica ekstrelerin saglikli hiicrelere etkisi, NIH3T3 fare fibroblast
hiicreleri tizerinde incelenmistir. Standart olarak dokrorubisin kullanilmistir. Hesaplanan

ICs0 degerleri (ug/mL) Tablo 4.7°te verilmistir.

Tablo 4.9. Ekstrelerin A549, MCF-7 ve NIH3T3 hiicre hatlarina ait IC50 degerleri (ug/mlL)

1Cs0 (ug/mL)

Ekstreler Ab49 MCF-7 NIH3T3
HOR-MeOH 88,056 + 2,184 61,724 + 1,945 205,057 + 6,521
HOR-EtOAc 24,658 + 1,035 13,364 + 0,563 113,596 + 4,168
HOD-MeOH 56,528 + 1,023 30,967 + 0,974 193,418 + 5,974
HOD-EtOAc 1000 >1000 >1000
Doksorubisin 11,265 + 0,488 5,927 + 0,975 185,320 + 5,418

A549 hiicre hatti lizerinde en giiglii aktiviteyi HOR-EtOAC ekstresi 1C50=24,658
ug/mL degeri ile gostermistir. HOR-EtOAC’den sonra sirasiyla en yiiksek aktivite HOD-
MeOH (56,528 + 1,023 pg/mL) ve HOR-MeOH (88,056 + 2,184 pg/mL)’de saptanmustir.
HOD-EtOAc ise aktif bulunmamistir (>1000 pg/mL).

MCF-7 hiicre hattinda ise en giiglii sitotoksik aktivite gosteren HOR-EtOAC
ekstresi (1C50=13,364 + 0,563 pg/mL) olmustur. HOR-EtOAcC’den sonra en yiiksek
aktiviteler sirasiyla HOD-MeOH (ICs0=30,967 + 0,974 pg/mL) ve HOR-MeOH
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(IC50=61,724 + 1,945 ug/mL)’de tespit edilmistir. HOD-EtOAc ise aktif bulunmamistir
(>1000 pg/mL).

Saglikli hiicreler olan, NIH3T3 hiicre hattinda, doksorubisinin ICso degeri
185,320 + 5,418 ug/mL olarak tespit edilirken, HOR-EtOAc ekstresinin doksorubisinden
daha diisiik ICso degeri (113,596 + 4,168 ug/mL) gosterdigi bulunmustur. Ayni hiicre
hatt1 igcin HOD-MeOH (1C50=193,418 + 5,974 pug/mL) ve HOR-MeOH (1C50=205,057 +
6,521 nug/mL) ekstrelerinin doksorubisine gore daha az sitotoksik aktivite gosterdigi tespit

edilmistir.
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5. SONUC VE TARTISMA

Bu tez ¢alismasinda H. origanifolium var. origanifolium (HOR) ve H. origanifolium
var. depilatum (HOD) iizerinde anatomik, kimyasal ve biyolojik aktivite ¢aligmalari
gerceklestirilmisgtir. Anatomik c¢alismalarda, her iki taksonun salgi yapilari ortaya
konmustur. Taksonlarin toprak tistii kisimlarindan elde edilen ugucu yaglari ile MeOH ve
EtOAcC ekstrelerinin kimyasal kompozisyonlari sirastyla GC-MS/MS ve LC-MS/MS ile
kalitatif ve kantitatif olarak incelenmistir. Ekstrelerin, toplam fenolik madde miktarlari,

DPPH’ radikal siipiiriicti, antimikrobiyal ve sitotoksik aktiviteleri aragtirilmistir.
5.1. Anatomik calismalar

Bu tez ¢aligmasinda Hypericum cinsi i¢in taksonomik olarak onemli olan salgi
yapilar1 {izerinde yogunlagilmis, tez kapsamindaki taksonlarmm kok, govde ve

yapraklarinda bulunan salg1 yapilari ilk defa bu ¢aligsma ile ortaya konmustur (Tablo 5.1).

Tablo 5.1. Salg: kanallar:

Tiirler Kok Govde Yaprak
H. origanifolium var. B Tipi A Tipi, ATipi,
origanifolium Yar1 Saydam Gland Yar1 Saydam Gland
Siyah Gland Siyah Gland
H. origanifolium var. B Tipi A Tipi A Tipi
depilatum Siyah Gland Siyah Gland

Ciccarelli vd., (2001)’nin, H. perforatum iizerinde salgi kanallari ile ilgili yapmis
olduklar1 caligmaya gore, bitkinin govde ve kok kesitlerinde A ve B tipi salgi kanallar

goriiliirken yapraklarda A tipi salgt kanali ve yar1 saydam glandlar1 bulmusgtur.

Bir bagka ¢alismada ise, H. perforatum (Crockett, 2010)’un kok kisminda sadece A
tipi salg1 kanali; govdede A ve B tipi salgi kanali ile siyah gland; yaprakta A tipi salg
kanal1, yar1 saydam gland ve siyah gland bulundugu bildirilmistir. Bulgularimiz, ¢alisilan
taksonlarin salgi kanallar1 bakimindan ofisinal tiir olan H. perforatum’dan farkliliklar

gosterdigine isaret etmektedir.
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5.2. Toplam Fenolik Madde Miktar:

Tez kapsaminda degerlendirme yapilacak olursa en yiiksek toplam fenolik madde
miktar1 HOD-MeOH ekstresinde (245,46 + 9,41 GAE/gQ) goriilmiistiir. Ardindan HOR-
MeOH ekstresi (186,92 + 11,01 GAE/g) ile HOR-EtOAc (179,57 + 4,90 GAE/g) ve son
olarakta HOD-EtOACc ekstresi (128,77 + 5,77 GAE/gQ) toplam fenolik madde miktar

bakimindan siralanmaktadir.

Ibadova (2006), H. origanifolium’un ¢icek ve yapraklarmm MeOH, EtOAc ve su
ekstreleri tizerinde toplam fenolik madde miktar tayini yapmis, H. origanifolium igin en
yiiksek fenolik madde miktarinin bitkinin yapraklarindan hazirlanan EtOAc ekstresinde
(451,33 + 4,81 mg GAE/Q) tespit edildigi bildirilmistir.

Boran (2018), H. origanifolium {izerine yaptigi ¢alismada, bitkinin toprak tistii
kisimlarmin EtOH ekstresinin toplam fenolik madde miktarinin 93,4 + 1,6 mg GAE/g
oldugunu tespit etmistir. Diger bir calismada (Oztiirk vd., 2009), H. origanifolium’un
cicek ile yapraklarindan EtOAc, MeOH ve su ekstreleri hazirlamis ve toplam fenolik
madde miktar tayininde H. origanifolium yaprak EtOAc ekstresi en yiiksek fenolik madde
miktarini (451,33 + 4,8 mg GAE/Q) vermistir.

Tez kapsamindaki calismalarimizda, yukaridaki calismalardan farkli olarak,
bitkilerin toprak istii kisimlarindan hazirlanan MeOH ekstrelerinin, EtOAc

esktrelerinden daha fazla fenolik madde tasindig tespit edilmistir.

Tiirkten (2022), H. aviculariifolium’un toprak iistii kisimlarindan hazirlanan MeOH
ekstresinde fenolik madde miktarin1 103 mg GAE/g olarak bildirmistir. Tez kapsaminda
yaptigimiz ¢alismalarda, HOD-MeOH ekstresinin (245,46 + 9,41 mg GAE/g) daha
yiiksek oranda fenolik maddeye sahip oldugu goriilmiistiir.

5.3. Ucucu Yag Analizi

Tez kapsaminda ¢aligilan 2 taksonun ugucu bilesikleri aydinlatilmistir. HOR ugucu
yagimin  %93,9’u 18 bilesikten olusurken, HOD’un %93,05’inde 45 bilesik
tamimlanmistir. Ugucu yag analizinde, nonakosan (HOR %22,8; HOD %28,9) ve
germakren D (HOR %09,5; HOD %12,3) her iki taksondaki ortak major bilesikler olarak
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dikkati ¢cekmistir. HOR ayrica B-selinen (%9,5), trikosan (%8,8) ve a-selinen (%8,6)

bakimindan zengin bulunmustur.

Bertoli vd (2015), H. origanifolium tiiriiniin ugucu yagmin ana bilesiklerini a-
selinen (%19,62), B-selinen (%16,12), spatulenol (%4,21), y-muurolene (%4,6-4,7) ve &-
cadinen (%7,7-8,2) olarak saptamustir.

Cirak vd (2013), H. aviculariifolium subsp. depilatum var. depilatum’un
Amasya’nin iki il¢esinde yetisen Orneklerinin ugucu bilesiklerini karsilagtirilmistir.
Yenikdy ilgesinden toplanan orneklerde ana bilesikler S-selinen (%16), cis-ve-trans
linalol oksit (%7-%13), a-selinen (%12) olarak tespit edilirken, Gimis ilgesinden
toplanan orneklerde ana bilesikler S-selinen (%14,17) ve a-selinen (%9,61) olarak rapor

edilmistir.

Bir bagka calismada Kiicik vd (2015), Aydin-Didim’den toplanan H.
aviculariifolium subsp. depilatum var. bourgaei’nin ugucu yaginin ana bilesiklerinin
hekzadekanoik asit (%28), laurik asit (%11,3), miristik asit (%9,7) karyofillen oksit
(%8,7) oldugunu rapor etmistir.

5.4. LC-MS/MS Analizi

Ekstrelerin kimyasal kompozisyonlarinda en yiiksek miktarda tespit edilen
kimyasal bilesik HOD-MeOH (75.741,45 mg/kg) ve HOD-EtOAc (42.331,12 mg/kg)’de
hiperozit olmustur. HOR-MeOH ekstresi de 10367,36 mg/kg hiperozit igermesi ile
dikkati ¢ekmistir. Hiperozitin ardindan en yiiksek miktarda tespit edilen ikinci bilesik ise
HOR-MeOH (35.712,48 mg/kg) ve HOR-EtOAc (15.123,88 mg/kg)’de kersitrindir.
HOD-MeOH ekstrelerindeki kersitrin miktar1 da 4.547,25 mg/kg olarak tespit edilmistir.

Sonuglar ¢alisilan taksonlarin flavonozitlerce zengin oldugunu gostermektedir.

Yiksek oranda tespit edilen diger bir bilesik ise fenolik asit yapisindaki klorojenik
asittir. HOD-MeOH, HOR-MeOH ve HOD-EtOAc ekstrelerinde sirasiyla 14.493,68
mg/kg, 10.988,07 mg/kg ve 4.104,87 mg/kg tespit edilmistir.

Hiperisin ve psodohiperisin gibi naftodiantronlarm, Hypericum tiirleri igin
karakteristik bilesikler oldugu bilinmektedir. Calismamizda, en yiiksek hiperisin HOD-
MeOH’da (5.470,93 mg/kg) tespit edilmistir. Psddohiperisin ise, en yliiksek HOD-MeOH
(14.015,49 mg/kg) ve HOR-MeOH (6.545,98 mg/kg) ekstrelerinde goriilmiistiir.
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Hypericum tiirlerinin hiperforin ve adhiperforin gibi floroglusinol tiirevlerini de
icerdigi bilinmekle birlikte, tez kapsamindaki her iki taksonda hiperforin miktar1 oldukc¢a
diisiik ¢ikmustir. Calisilan ekstreler arasinda en fazla hiperforin HOD-EtOAc’de (503,66
mg/kg) gozlenmistir.

Smelcerovic vd. (2008), H. origanifolium ve H. aviculariifolium’un (Tirkiye-
Kuzey Bolgesi) ¢igek EtOH ekstrelerinin LC-MS/MS ile fitokimyasal i¢erigini arastirmis
ve en yiiksek oranda tespit edilen bilesiklerin H. origanifolium’da kersetin (0,55 mg/g),

H. aviculariifolium’da ise kersitrin (3,96 mg/g) oldugunu rapor etmistir.

Seyrekoglu vd (2022), H. origanifolium’un (Amasya) toprak tsti kisimlarinin
etanol-su ekstresinin HPLC ile fitokimyasal igerigi aragtirmis, en yiiksek orandan tespit

edilen bilesik psddohiperisin (4,77 £+ 0,05 pg/mL) olarak rapor edilmistir.

Ayan vd (2008), H. origanifolium’un (Samsun) toprak istii kisimlarindan
hazirlanan EtOH ekstresinin HPLC ile fitokimyasal igerigi arastirtlmistir. Hiperozit
(0,45-29,55 mg/g) en yiiksek miktarda bulunan bilesik olmustur.

H. aviculariifolium subsp. depilatum var. depilatum’un (Samsun) toprak {istii
kisimlarindan hazirlanan MeOH ekstresinin HPLC ile fitokimyasal igerigi arastirilmistir
(Cirak vd. 2013). En yiiksek oranda tespit edilen bilesikleri hiperisin, psddohiperisin ve
kersitrin (sirastyla 0,71-1,78 ve 4,15 mg/g) olarak tespit edilmistir.

5.5. Antioksidan Aktivite

DPPH" radikalini siipiiriicii aktiviteleri incelendiginde, maksimum inhibisyonun
goriildiigii 125 pg/ml konsantrasyonda, tez kapsaminda g¢alisilan ekstreler en aktiften
baglayarak sirasiyla HOD-MeOH > HOR-MeOH > HOR-EtOAc > HOD-EtOAc olarak
siralanmaktadir (sirasiyla, 84,852 + 0,089; 82,967 + 0,223; 76,785 £ 0,753; 62,269 +
0,527 ve BHT: 88,396 + 0,155). Buradan en aktif ekstrelerin MeOH ekstreleri oldugu

gorilmektedir.

Fenolik bilesiklerin antioksidan kapasiteleri g6z 6nilinde bulundurularak, sonuglar
ayrica toplam fenolik madde miktarlar1 ile beraber degerlendirilmistir. Sekil 4.6.’da
goriildiigii gibi, ekstrelerinin toplam fenolik madde miktarlar ile DPPH® radikal stipiiriicii

aktiviteleri arasinda pozitif korelasyon goriilmiistiir.
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Sekil 4.6. Toplam fenolik madde miktarlari ve DPPH" (% Inhibisyon) radikal siipiiriicii aktivite sonuglar:

Ibadova (2006)’nmin, H. origanifolium’un (Eskisehir, Sivrihisar), yaprak ve
cigeklerinin MeOH, EtOAc ve sulu ekstrelerinin DPPH" radikalini siipiiriici aktivitesi
lizerine yaptig1 ¢calismada, en yiiksek aktivite bitkinin yaprak EtOAc ekstresinde (ICso=
3,37 mg/ml) gozlenmistir.

Benzer bir ¢alismada, Oztiirk vd. (2009), H. origanifolium’un (Sivrihisar, Tekdren
koyil) ¢icek ve yaprak MeOH, EtOAc ve su ekstrelerinin DPPH" radikalinin siipiiriicii
aktivitesini incelenmis, yaprak EtOAc ekstresinin (1C50=3,37 + 0,26 pg/ml) BHT
(IC50=4,39 + 0,43 ng/ml)’den daha aktif oldugu tespit edilmistir.

Seyrekoglu vd. (2022)’nin, H. origanifolium’un (Amasya) DPPH" radikalinin
slipiiriicii aktivite ¢alismasinda, bitkinin toprak tistii kisimlarindan hazirlanan metanol-su

ekstresinin ICsp degeri 3,17 + 0,27 pg/mL olarak verilmistir.

Tirkten (2022), H. aviculariifolium (Eskisehir, Dagkiiplii-Soforler Cesmesi)
MeOH ve su ekstrelerinin DPPH" radikalinin siipiiriici aktivitesini incelemistir. H.
aviculariifolium MeOH ekstresi I1Cs0= 0,16 mg/ml degeri ile en yiiksek antioksidan

aktiviteyi gostermistir.

Bagka bir ¢alismada Maltas vd. (2013), H. aviculariifolium subsp. depilatum var.
depilatum’un (I¢ Anadolu) MeOH ekstresinin 86,88 + 0,87 mg/ml ICso degerini

vermistir.
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5.6. Antimikrobiyal Aktivite

Tez kapsaminda yer alan HOR un antimikrobiyal aktivitesi ilk defa bu ¢alisma ile
ortaya konmustur. Genel olarak EtOAc ekstrelerinin MeOH ekstrelerinden daha yiiksek

antimikrobiyal aktivite sergiledigi gorilmiistiir.

Tez bitkileri arasindan en giiglii antimikrobiyal aktviteyi de HOR-EtOAcC ekstresi,
B. cereus, S. typhimurium ve B. subtilis’e kars1 (MIK <0,195 mg/mL); HOD-EtOAc
ekstresi ise S. typhimurium ve B. cereus’a kars1 (MiK=0,195 mg/mL) gdstermistir. Tezde
calisilan ekstrelerin tiimii en diisiik antimikrobiyal aktiviteyi P. aeruginosa’ya karsi
(MIK=12,5 mg/mL) géstermislerdir.

H. origanifolium (Bat1 Karadeniz) ve H. aviculariifolium subsp. depilatum (Bati
Karadeniz)’un ¢i¢ek ve yaprak kisimlarmin antimikrobiyal aktivitesinin incelendigi
caligmada, en yiiksek antimikrobiyal aktiviteyi H. origanifolium’un ¢icek EtOH ekstresi
32 ng/mL MIK degeri ile P. aeruginosa, B. subtilis ve B. cereus’a kars1 gostermistir. H.
aviculariifolium’un ¢igek EtOH ekstresi ise P. aeruginosa, B. subtilis’e kars1 en yiiksek
antimikrobiyal aktiviteyi (MIK 64 pg/mL) sergilemistir. Yaprak EtOH ekstresi de P.
aeruginosa’ya kars1 yine 64 pg/mL MIK degeri gostermistir (Giil vd., 2021).

Tezde c¢alisilan ekstrelerden higbiri E. coli’ye kars1 antimikrobiyal aktivite
gostermemistir. Bizim sonucumuza benzer sekilde, Giil vd (2021) caligmasinda bitki
ekstrelerinin E. coli’ye kars1 1028 pg/mL MIK degeriyle diisiik antimikrobiyal aktivite

gosterdigi goriilmiistiir.

Maltas vd (2013), I¢ Anadolu Bolgesi’nden toplanan H. aviculariifolium subsp.
depilatum var. depilatum’un tamami kullanilarak hazirlanan MeOH ekstresinin Gram-
pozitif bakterilerden S. aureus’e kars1 97,65 + 1,74 pg/ml MIK degeri verdigini rapor

etmistir.

Tiirkten (2022), Eskisehir, Dagkiiplii’den toplanan H. aviculariifolium 'un MeOH
ve su ekstrelerinin antibakteriyel aktivitesini arastirmistir. Genel olarak MeOH
ekstresinin daha giiclii aktivite gosterdigi belirtilmistir. MeOH ekstresi, P. aeruginosa’ya
kars1 500 pg/mL MIK degeri gosterirken, E.coli’ye karst 1000 ug/mL MIK degeri ile
diisiik inhibitdr etki tespit edilmistir.
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5.7. Sitotoksik Aktivite

Tez kapsamindaki HOD’un A549, MCF-7 ve NIH3T3 hiicre hatlarinda sitotoksik
aktivitesi ilk defa bu ¢alisma ile ortaya konmustur. Ayn1 sekilde HOR’un MCF-7 hiicre

hatt1 tizerindeki sitotoksik aktivitesi ilk defa bu tez ¢alismasinda incelenmistir.

Calisilan bitki ekstreleri arasinda hem A549 hiicre hattinda hem de MCF-7 hiicre
hattinda, en giiglii sitotoksik aktiviteyi HOR-EtOAc ekstresi (sirasiyla, 1C50=24,658 +
1,035 pg/mL ve 1C50=13,364 + 0,563 png/mL) gostermistir. Ancak saglikli hiicreler olan,
NIH3T3 hiicre hattinda da HOR-EtOAC, en yiiksek sitotoksik aktiviteyi (ICs0=113,596 +
4,168 ng/mL) sergilemistir.

HOD-MeOH ekstresi, ¢alisilan her iki hiicre hattinda HOR-EtOAc’den daha az
sitotoksisite gostermis olmasina ragmen, (A549: 1C50=56,528 + 1,023 ug/mL; MCF-7:
1C50=30,967 = 0,974 pg/mL), saglikl hiicrelerde sitotoksisitesinin doksorubisinden daha
az olmasi sebebiyle dikkat cekmistir (NIH3T3: 1C50=193,418 £+ 5,974 ug/mL).

HOR-MeOH, saglikli NIH3T3 hiicre hattinda en az toksisite gosteren ekstre
olmustur (IC50=205,057 + 6,521 pg/mL). Ancak A549 (88,056 + 2,184 ug/mL) ve MCF-
7 (1C50=61,724 + 1,945 ng/mL) hiicre hattinda HOR-EtOAc ve HOD- MEOH’den daha

zay1f etki gostermistir.
HOD-EtOACc ise aktif bulunmamigtir (>1000 pg/mL).

Giizey vd. (2011)’nin, H. origanifolium’un EtOH:su (50:50, v/v) ile hazirlanan
cicek ve yaprak ekstrelerinin gesitli hiicre hatlar1 tizerindeki sitotoksik aktivitelerinin
inceledigi ¢alismada, MTT deneyinde ¢icek ekstresi A549 hiicre hatt1 {izerinde etki
gostermezken, yaprak ekstresinin 250 ug/ml konsantrasyonda zayif etki gosterdigi
bildirilmistir.
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