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OZET
Doktora Tezi

HYPERICUM HETEROPHYLLUM’A AIT SULU EKSTRAKTLARIN IN-
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Mehmet SAVRIK
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Fen Bilimleri Enstitiisii
Kimya Anabilim Dali
Damisman: Prof. Dr. Omer HAZMAN

Hypericum L. cinsine ait taksonlar diinyada geleneksel tedavide yaygin olarak
kullanilmaktadir. Bu cinse ait tiirlerden birisi olan Hypericum heterophyllum ise
tilkemize ait endemik tiirlerden birisi olup, halk arasinda yara c¢igegi olarak
bilinmektedir. Gerek Hypericum heterophyllum, gerek iilkemizde bulunan diger
endemik tiirler hakkinda yeterince arastirilma yapilmadigi igin, toplum sagligina
katkilar1 ve olast ekonomik potansiyelleri anlagilamamaktadir. Bu tiirlerin igeriklerinin,
biyolojik/farmakolojik  etkinliklerinin  arastirilarak  aydinlatilmasi,  hastaliklar
tylestirmede olas1 mekanizmalarin agiklanmasi, endiistride olasi kullanim alanlarinin
saptanmasi iilkemiz degerlerini kiymetlendirmek adina 6nemlidir. Bu sebeple sunulan
tez calismasinda Tirkiye i¢in endemik Hypericum heterophyllum tiiriine ait sulu
ekstraktlarin  yara  iyilestirici,  antikanserojen,  antimikrobiyal,  antioksidan

potansiyellerinin arastirilmasi ve fitokimyasal bilesenlerinin belirlenmesi amaglanmistir.

Bu amagla ilk olarak Hypericum heterophyllum tiirlinlin ¢icek, dal-yaprak ve toprak iistii
kisimlarinin birlikte kullanilmasi (mix) ile ti¢ farklt (HHmix, HHicek v HHdal-yaprak) sulu
ekstrakti hazirlanmistir. Ekstraktlarin igeriginde olmasit muhtemel 53 farkli fitokimyasal
standart maddenin varligi kalitatif ve Kkantitatif olarak LC-MS/MS sistemi ile
belirlenmistir. Ekstraktlarin total fenolik madde miktrari, total antioksidan statiisii
(TAS), total oksidan statiisii (TOS), oksidatif stres indeksi (OSI) diizeyleri

spektrofotometrik yontemle belirlenmistir. Ekstraktlarin antimikrobiyal aktiviteleri



Staphylococcus aureus,  Escherichia coli ve Candica albicans referans suslari
kullanilarak disk difiizyon ve minimum inhibisyon konsantrasyon (MIC) belirleme
yontemleri ile analiz edildi. Sitotoksik ve antikanserojenik aktivitenin tespiti igin
saglikli hiicre hatti olarak insan gingival fibroblast (HGF) hiicreleri, kanser hiicreleri
olarak ise kii¢iik hiicreli olmayan akciger kanseri (A549) hiicreleri ile cilt kanseri (G-
361) hiicreleri kullanildi. Farkli konsantrasyonlarda ekstraktlar hiicrelere uygulanarak
MTT (3-(4, 5-dimetiltiazolil-2-1)-2,5-difeniltetrazolyum bromid) yontemi ile sitotoksite
diizeyleri tespit edildi. Sitotoksik olmadigi belirlenen en diisiik (100 pg/mL)
konsantrasyonlardaki ekstrakt iceren besiyerleri, hiicre ¢izigi yara modeli olusturulan
HGF ve G-361 hiicrelerine uygulandi. Boylelikle ekstraktlarin yara iyilesmesi, hiicre
yenilenmesi (proliferasyon) ve hiicre gogiine (migrasyon) etkileri tespit edilmeye

calisild.

Elde edilen sonuglar ekstraktlarin i¢eriginde cogu fenolik yapida olan; 5-dikafeoilquinik
asit, vanilin, kafeik asit, 4-OH benzoik asit, siringik asit, siringik aldehit, vanilik asit
isimli bioaktif maddelerin farkli miktarlarda bulundugu belirlendi. 4-OH benzoik asit
oranlarinin HHpal-vaprak (%9,56), HHwmix ekstraktinda ise %7 oraninda bulundugu, bu
sebeple Hypericum heterophyllum un 4-OH benzoik asit (p-hidroksibenzoik asit) i¢in
dogal kaynak olarak kullanilabilecegini akla getirmektedir. Ekstraktlardan ozellikle
HHwmix ve HHgicek ekstraktlarin antioksidan aktivitesi yliksek iken,  HHaalyaprak
ekstraktinin TOS diizeyleri yiiksek bulundu. Verilere bagli olarak HHgaryaprak
ekstraktinin E. coli susuna karsi antimikrobiyal aktivitesi en yliksek olan ekstrakt
oldugu tespit edildi. TAS diizeyleri daha yiiksek oldugu belirlenen HHwmix’in yara
tyilestirici etkinliginin HGF hiicrelerinde diger ekstraktlardan daha iyi oldugu bulundu.
G-361 hiicrelerinde HHgicek ekstraktinin hiicre proliferasyonu ve migrasyonunu artirdigi
bu sebeple, cilt kanseri olan bireylerde HHgicek ekstraktinin kullanilmasinin uygun
olmadig: belirlendi. Bununla beraber HHgar-yaprak €kstraktinin G361 hiicrelerinde; hiicre
proliferasyonu ve migrasyonunu azalttigi, hiicre 6liimiinii uyardigi bulundu. Bu veriler
saglikli HGF hiicrelerinde herhangi bir toksikasyona sebep olmayan ama melonama
(G361) hiicrelerine kars1 sitotoksik etkiler gosteren HHaaryaprax €kstraktinin, cilt

kanserinin tedavisinde yeni alternatifler sunabilecegini gostermektedir.

il



Sunulan tez ¢alismasindan elde edilen veriler, lilkemizde endemik bir tir olan
Hypericum heterophyllum’un igerdigi bilesenler ve biyolojik/farmakolojik etkileri
nedeni ile ekonomik bir degere doniiserek, hem toplum sagligina hem de refahina katki
sunabilecek potansiyele sahip olabilecegine isaret etmektedir. Bu kapsamda {ilkemizin
zenginligi olan Hypericum heterophyllum gibi endemik tiirler iizerine temel ¢aligmalarin
yapilarak, elde edilen veriler 1s18inda gerekli goriilen tiirler veya elde edilebilecek
inovatif triinlerle iligkili olarak deney hayvanmi modelleri veya goniilliilerle ileri
caligmalara gegilerek, iilke ekonomisine ve toplum sagligina katkida bulunulabilecegi

Onerilmektedir.

2025, xiii + 66 sayfa

Anahtar kelimeler: Hypericum heterophyllum, Antioksidan, Antikanserojen,

Antimikrobiyal, Yara lyilestirme .
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EVALUATION OF IN-VITRO WOUND HEALING EFFECTS, BIOLOGICAL
ACTIVITIES AND PHYTOCHEMICAL COMPONENTS OF AQUEOUS
EXTRACTS OF HYPERICUM HETEROPHYLLUM

Mehmet SAVRIK
Afyon Kocatepe University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Chemistry
Supervisor: Prof. Omer HAZMAN

Taxa belonging to the genus Hypericum L. are widely used in traditional medicine
worldwide. Hypericum heterophyllum, one of the species of this genus, is endemic to
our country and is commonly known as "wound flower." Due to insufficient research on
both Hypericum heterophyllum and other endemic species found in our country, their
contributions to public health and potential economic potential remain elusive.
Investigating and elucidating the composition and biological/pharmacological activities
of these species, elucidating their potential mechanisms for disease healing, and
identifying potential industrial applications are crucial for assessing our country's assets.
Therefore, the presented thesis aims to investigate the wound-healing, anticarcinogenic,
antimicrobial, and antioxidant potential of aqueous extracts of the endemic species
Hypericum heterophyllum 1in Tirkiye, and to determine their phytochemical

components.

For this purpose, three different aqueous extracts (HHwmix and HHriower, and HHBranch-leat)
were prepared by using the flower, branch-leaf, and aerial parts (mix) of Hypericum
heterophyllum. The presence of 53 different phytochemical standard substances likely
to be present in the extracts was determined qualitatively and quantitatively by LC-
MS/MS system. Total phenolic content, total antioxidant status (TAS), total oxidant
status (TOS), and oxidative stress index (OSI) levels of the extracts were determined by

spectrophotometric method. The antimicrobial activities of the extracts were determined

v



by disk diffusion and minimal inhibitory concentration (MIC) determination methods
using Staphylococcus aureus, Escherichia coli, and Candica albicans reference strains.
For the determination of cytotoxic and anticarcinogenic activities, human gingival
fibroblast (HGF) cells were used as a healthy cell line, and non-small cell lung cancer
(A549) cells and skin cancer (G-361) cells were used as cancer cells. Different
concentrations of extracts were applied to the cells and cytotoxicity levels were
determined by the MTT (3-(4,5-dimethylthiazolyl-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium
bromide) method. Media containing the lowest concentrations of extracts (100 ug/mL),
which were determined to be non-cytotoxic, were applied to HGF and G-361 cells
created in a cell scratch wound model. Thus, the effects of the extracts on wound

healing, cell renewal (proliferation), and cell migration were determined.

The results obtained indicated that the extracts contained varying amounts of bioactive
substances, mostly phenolic in structure, including 5-dicaffeoylquinic acid, vanillin,
caffeic acid, 4-OH benzoic acid, syringic acid, syringic aldehyde, and vanillic acid. The
4-OH benzoic acid levels were found to be 9.56% in HHBranch-leat €xtract and 7% in
HHwmix extract, suggesting that Hypericum heterophyllum can be used as a natural source
of 4-OH benzoic acid (p-hydroxybenzoic acid). Among the extracts, antioxidant
activities were particularly high in HHwmix and HHpiower €xtracts, while TOS levels were
high in HHpranch-leat €Xtract. Based on these data, HHpranch-leat €Xtract was determined to
have the highest antimicrobial activity against E. coli. HHwmix, which was found to have
higher TAS levels, was found to have better wound healing activity than other extracts
in HGF cells. In G-361 cells, HHfiower €xtract increased cell proliferation and migration,
making it unsuitable for use in individuals with skin cancer. However, in G361 cells,
HHBgranch-lear €xtract was found to reduce cell proliferation and migration and induce cell
death. These data indicate that HHBranch-leaf €Xtract, which did not cause any toxicity in
healthy HGF cells but exhibited cytotoxic effects against melanoma (G361) cells, may

offer new alternatives in the treatment of skin cancer.

The data obtained from the presented thesis indicate that Hypericum heterophyllum, an
endemic species in our country, may have economic value due to its components and
biological/pharmacological effects, potentially contributing to both public health and

welfare. In this context, it is recommended that fundamental studies on endemic species



such as Hypericum heterophyllum, a rich resource for our country, be conducted, and
that further studies with experimental animal models or volunteers, based on the data
obtained, can contribute to the national economy and public health by developing

species deemed necessary or innovative products.

2025, xiii + 66 pages

Keywords: Hypericum heterophyllum, Antioxidant, Anticarcinogenic,

Antimicrobial, Wound Healing.
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1. GIRIS

Tibbi ve aromatik bitkiler bir¢cok iilkede yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu nedenle,
dogal kaynaklardan elde edilen biyolojik olarak aktif Oziitler ve bilesikler iizerine
yapilan arastirmalar, hastaliklarla miicadelede faydali olabilecek ilaglar igin yeni
kaynaklar kesfetme adina en biiyiik ilgi noktasi olarak goriilmektedir.  Tibbi ve
aromatik kullanimlari ile 6ne ¢ikan bitkiler arasinda Hypericum L. cinsine ait taksonlar
diinyada geleneksel halk tibbinda yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu tiirler diinyada ¢ok
genis bir yayilim gostermekte olup, genel olarak sar1 kantaron olarak bilinmekte ve
antik donemlerden beri hastaliklarin tedavisinde kullanilmaktadir. Ulkemizde ise sari
kantaron, binbirdelik otu, mayasil otu gibi isimlerle farkli bolgelerde kullanildig:
bilinmektedir. Farmakolojik ¢aligmalar bu tiirlin anti-depresan, anti-inflamatuar, anti-
mikrobiyal, antiviral, anti-nosiseptif ve yara iyilestirici gibi ¢esitli aktivitelere sahip
oldugunu gostermistir. Hypericum tiriniin kimyasal bilesimi naftodianthronlar
(6zellikle hiperisin ve psddohiperisin), asilfloroglusinol tiirevleri (6zellikle hiperforin ve
adiperforin), flavonoidler (0zellikle kuersetin, kuersitrin, hiperosid ve biapigenin),

tanenler ve ugucu yaglardan olusur (Ozkan ve Mat 2013).

Sar1 kantorona ait tiirlerden birisi olan Hypericum heterophyllum ise iilkemize ait
endemik tiirlerden birisi olup, halk arasinda yara ¢igegi olarak bilinmektedir. Hypericum
heterophyllum tirinii diger Hypericum tiirlerinden ayiran en Onemli 6zellik, ¢ogu
Hypericum tiiriinlin aksine hiperisin ve psddohiperisin igermemesidir (Ayan ve Cirak,
2008). Cogu Hypericum tliriiniin yara iyilestirici etkinligi incelenmis olmasina ragmen
Hypericum heterophyllum tiiriiniin boyle bir etkinligi var mi, varsa bu etkilerini hangi
bilesenleri araciligi ile olusturuyor olabilir, heniiz bu konularda bir arastirma
yapilmadig1 yapilan literatiir taramalar1 sonucu anlagilmistir. Ayrica yapilan ¢aligmalar
genel olarak ele alindiginda Hypericum heterophyllum tiirliniin yaprak, ¢icek ve dal
kisimlarina ait sulu ekstraktlarinin ayr1 ayr1 hazirlanarak yapilan ve sonuglari kiyaslanan
calisma literatiirde bulunamamistir. Bu kapsamda sunulan c¢alisma ile Hypericum
heterophyllum tiirliniin ¢icek, yaprak ve toprak iistli kisimlarinin birlikte kullanilmasi ile
hazirlanan sulu ekstraktlarinin yara 1iyilestirici, antikanserojen, antimikrobiyal,

antioksidan potansiyellerinin arastirilmasi ve fitokimyasal bilesenlerinin belirlenmesi



amaglanmistir. Elde edilen bulgularin Hypericum heterophyllum’ un olasi faydalarini ve

ekonomik degerini agiklayabilmek adina literatiire katki yapacagi diisiiniilmektedir.



2. LITERATUR BILGILERI

2.1 Hypericum heterophyllum

Hypericum L. Clusiaceae (Guttiferae) ailesine iiye bir bitki cinsidir. Diinya florasinda
500’den fazla tiirii oldugu belirtilmektedir. Hypericum tiirleri Antarktika, genis ¢oller ve
alcak tropik bolgeler harig, 1liman alanlardan tropiklerdeki yiiksek daglik bdlgelere
kadar cesitli habitatlar dahil olmak iizere diinyanin her yerinde bulunur (Zhang vd.
2020, Senkal ve Uskutoglu 2021). Hypericum tiirleri arasinda en ¢ok bilinen ve
kullanilan tiirii Hypericum perforatum tiridir. Bu tiir, aktif farmasoétik bilesenlerin
dogal bir kaynagi olarak kullanilmasi nedeniyle biiyiik ekonomik O6neme sahiptir.
Hypericum L. cinsine bu ismin verilmesinde Hypericum perforatum tiiriiniin antik
caglardan beri kullanilma sekliyle iliskili olabilecegi ifade edilmektedir. Eski Yunanlilar
ve Romalilar bitkinin (Hypericum perforatum ) onlart kotii ruhlardan korumak igin
mistik giicleri olduguna inanirlardi. Bu sebeple Hypericum dallarin1 evlerindeki
resimlerin veya heykellerin iizerine yerlestirirlerdi. Bu sebeple cins isminin bu inanisa
bagl bir sekilde tiiremis olabilecegi belirtilmektedir. Hypericum kelimesi Yunanca
hyper (yukarida) ve eikon (ikon veya resim) kelimelerinden tiiretilmistir. Tiir ismini
ifade eden Pefaratum terimi ise bilimsel olarak tiiriin 6zellikleri belirlendikten sonra
verilmistir. Perforatum terimi tiirlin yapraklarin deliklere benzeyen minik yar1 saydam
bosaltim bezleri icerdigi gergegini tasvir eder (Di Carlo vd. 2001). Hristiyan inancinda
kutsal bir yeri olan bu bitkinin ¢igeklerinin agmasi, bir aziz olarak kabul edilen St.
John’un dogdugu zamana (24 Haziran) denk geldigi icin bitkiye “Saint John’un otu” (St
John’s wort - SJW) adinin verildigi tahmin edilmektedir (Can vd. 2009).

Ulkemizde yara ¢igegi, sar1 kantaron, binbirdelik otu veya mayasil otu olarak da bilinen
Hypericum L. cinsi bitkiler, romatizmal agrilarin hafifletilmesinde, yara iyilestirmede,
ishalde, sarilikta kullanilabilmektedir (Ocal ve Eroglu 2012). Hypericum L. cinsinin
alternatif tipta ylizyillardir kullanilmasinin en 6nemli nedenleri arasinda igeriginde
bulunan biyoaktif bilesenlerin zenginliginden kaynaklanmaktadir. Hypericum tiirleri
naftodianthronlar (6rn. hiperisin ve tiirevleri), floroglusinoller (6rn. hiperforin) ve

flavonoidler (6rn. rutin, kuersetin, kuersitrin ve biapigenin) dahil olmak iizere ¢ok



sayida biyolojik olarak aktif bilesen icerir. Ozellikle depresyonun tedavisi icin
Hypericum perforatum tiiriiniin, standardize edilmis alkollii (60% etanol veya 80%
metanol) ekstraktlar1 yaygin olarak kullanilir. Bunlar kurutulmus bitkiden hazirlanir ve
oral uygulama icin tabletler, kapsiiller ve suruplar halinde formiile edilir. Alkollii
ekstraktlar %0,1-0,3 hiperisin, %2—4 flavonoidler ve %6'ya kadar hiperforin icerebilir.
Ticari ekstraktlar %0,3 hiperisin icerecek sekilde standardize edilmistir (Di Carlo vd.
2001). Bununla beraber Hypericum perforatum tiriine ait patent almamis homejenize
edilmis bitki pargaciklar1 da kapsiiller halinde satisa sunulabilmektedir. Fakat bu
tirtinlerin igeriklerinin ve biyolojik etkilerinin farklilik gdsterebilecegi unutulmamalidir
(Tavli vd. 2020). Bununla birlikte igerigi ve etkileri arastirilmamis Hypericum L. tiirleri

de bulunmaktadir.

2.1.1 Tiirkiye’deki Hypericum Tiirleri ve Endemizm

Endemik kavrami Latince endemos (indigenous) kelimesinden tiiremis olup, "yerli"
anlaminda kullanilmaktadir. Yetisme alani bir bolge ile sinirli olan tiirlere endemik tiir
adi1 verilmektedir. Endemizm sadece bir ada, yarimada, dag, gol veya vadi gibi alanlar
ile smirli kalabilecegi gibi daha genis alanlari da kapsayabilir. Bu haliyle endemik
kavrami; sadece bir bolgeye, sehre veya iilkeye ait bir tiirii tanimlamak i¢in kullanilir.
Endemik tiirler agisindan zengin {ilkeler arasinda Tiirkiye de bulunmaktadir.
Tiirkiye’deki bitki ¢esitliligi ve endemizm oran1 diinyanin bir ¢ok tilkesine gore fazladir.
Bu zenginligin en biiyiik sebebi diinyada mevcut yedi biyocografik bdlgeden {igiiniin
(Akdeniz, Avrupa ve Sibirya, Iran-Turan) Tiirkiye'de yer almasidir. Fakl1 biyocografik
bolgelerin iklim ve toprak ozellikleri de farklilik gosterdigi i¢in her bolgenin kendine
has bir floras1 olmaktadir. Ayrica biyocografik bolgeler arasi gegisler yeni hibrit tiirlerin
olusmasina da imkan verebilir. Bu sebeplerle Tiirkiye florasinda 11.707 bitki taksonu

vardir ve bunlarin 3.649'u endemiktir (Giiner vd., 2012).

Tiirkiye, Hypericum tiirleri agisindan dnemli bir merkezdir. Tiirkiye florasinda bulunan
119 taksonun 49'u endemiktir (Senkal ve Uskutoglu 2021). Tirkiye’de bulunan
endemik Hypericum L. tiirleri Cizelge 2.1°de sunulmustur. Bu endemic tiirler ile ilgili

simnirli sayida ¢aligmalar bulunmaktadir. Endemik tiirlerin fitokimyasal icerikleri ve



biyolojik 0Ozelliklerinin aragtirilmasi var olan zenginligimizin ortaya c¢ikarilabilmesi
adina onem arzetmektedir. Bu baglamda sunulan doktora c¢alismasiyla Heterophylla
taksonomik tiirler kisminda tek tiir olan Hypericum heterophyllum endemik tiiriinlin
sulu ekstraktlarinin fitokimyasal ve biyolojik bazi1 6zellikleri aragtirma konusu olarak

secilmistir.

Cizelge 2.1. Tiirkiye’de bulunan endemik Hypericum L. tiirleri (Senkal ve Uskutoglu 2021)

1-H. adenotrichum Spach

25-H. minutum P.H.Davis & Poulter

2-H. albiflorum (Hub.-Mor.) N.Robson

26-H. monadenum N.Robson

3-H. auriculatum (N.Robson & Hub.-
Mor.) N.Robson

27-H. neurocalycinum Boiss. & Heldr.

4-H. aviculariifolium Jaub. & Spach

28-H. depilatum (Freyn & Bornm.)
N.Robson

5-H. bilgehan-bilgilii Baskose & Savran

29-H. pamphylicum N.Robson &
P.H.Davis

6-H. bourgaei (Boiss.) N.Robson

30-H. papillare Boiss. & Heldr.

7-H. capitatum Choisy

31-H. peshmenii Yild.

luteum N.Robson luteum N.Robson

32-H. pseudorepens N.Robson

8-H. confertum Choisy

33-H. pumilio Bornm.

subsp. confertum Choisy

34-H. rupestre Jaub. & Spach

9-H. crenulatum Boiss

35-H. salsolifolium Hand.-Mazz.

10-H. cymbiferum Boiss. & Balansa

36--H. salsugineum N.Robson & Hub.-
Mor.

11-H. lythrifolium (Boiss.) N.Robson

37-H. saxifragum N.Robson & Hub.-Mor.

12-H. fissurale Woronow

38-H. scabroides N.Robson & Poulter

13-H. havvae Giiner

39-H. sechmenii Ocak & O.Koyuncu

14-H. hedgei N.Robson

40--H. sorgerae N.Robson

15-H. heterophyllum Vent.

41-H. spectabile Jaub. & Spach

16-H. huber-morathii N.Robson

42--H. ternatum Poulter

17-H. ichelense N.Robson

43-H. thymbrifolium Boiss. & Noé

18-H. imbricatum Poulter

44-H. thymopsis Boiss.

19-H. kotschyanum Boiss.

45-H. trachyphyllum Griseb.

20-H. laxiflorum N.Robson

46-H. uniflorum Boiss. & Heldr.

21-H. leprosum Boiss.

47-H. uniglandulosum Hausskn. ex
Bornm.

22-H. lycium (N.Robson & Hub.-Mor.)
N.Robson

48-H. vacciniifolium Hayek & Siehe

23-H. malatyanum Pesmen

49-H. vaccinioides N.Robson

24-H. marginatum Woronow




2.2 Tiirkiye’de Endemik bir tiir Hypericum heterophyllum

Hypericum heterophyllum Vent. Tiirkiye’de Marmara, Dogu Karadeniz ve Bat1 Anadolu
bolgelerinde dagilim gostermektedir (Senkal ve Uskutoglu 2021). Yetistigi bolgelerden
birisi de sunulan doktora tezinin yiiriitiildiigii Bati Anadolu’da yer alan Afyonkarahisar
ilidir. Hypericum heterophyllum Vent. halk arasinda yara yapragi (cicegi) olarak
isimlendirilmektedir. Aromatik ve hos kokulu olmasi nedeni ile halk arasinda ¢ay1 da
yapilan ¢icekli bir bitkidir

(Resim 2.1).

Resim 2.1. Calismada kullanilan Hypericum heterophyllum Vent. tiiriniin dogal ortamindan goriintiiler

Hypericum heterophyllum Anadolu'da genellikle 1200-1600 m rakimli; kurak, tagh veya
kayalik kalkerli alanlarda yetisen endemik bir tiirdiir. Cali formunda tek yillik olarak
yetisen bitki 20-60 cm uzunlugunda, dipten itiberen dalli yaprakli bir yapiya sahiptir.
Ana govdedeki yapraklar 5-13 mm, dar eliptik-dikdortgen ila dogrusal, sivri yapida,
kisa koltuk alt1 strobiloid siirgiinlerdeki yapraklar ise 0-5 mm, genis¢ce oval, yogun
sekilde sikisiktir. Canak yapraklar 2-3,5 mm, dikdortgen ila mizrak seklinde, sivri,
biitiindiir. Ta¢ yapraklar 5-8 mm, oblanceolattir. Sar1 ¢igekleri yapraklara benzer sekilde
cok sayida ve beneksizdir (Davis 1988). Alternatif tipta kullanimi yaygin olan
Hypericum perforatum ile kiyaslandiginda en onemli farklar1 arasinda Hypericum

heterophyllum Vent. tirlinlin stamenlerinin anterleri sar1 olmasi gelmektedir.



Hypericum perforatum stamenlerinin anterleri ise koyu (kahverengi, mor) renklidir. Bu
koyu renkli stamenlerde bulunan pigment maddeleri Hypericum perforatum kullanilarak
s1v1 yag veya zeytinyagi icerisinde renkli tendiirler hazirlanmasina imkan verir. S1vi yag
icerisinde muhtemelen apolar yapili pigment maddeleri (antioksidan etkili biyoaktif
sekonder metabolitler) ¢oziinerek renk degisikligine neden olabilmektedir. Bu tendiirler
ozellikle yara iyilesmesindeki olumlu etkileri nedeniyle siklikla kullanilmaktadir.
Hypericum heterophyllum Vent. tiiriiniin tiirli ile hazirlanan tendiirlerde ise herhangi bir

renk degisimi olmadigi ifade edilmektedir (Hazman ve Kargioglu 2019).
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Resim 2.2 Hypericum perforatum ve Hypericum Heterophyllum Vent. tiirleri arasindaki
bazi farkliliklar

2.2.1 Hypericum heterophyllum ile Yapilan Bilimsel Calismalar

Yapilan arastirmalar Hypericum heterophyllum ile 1ilgili smirli sayida calisma
yapildigini gostermektedir. Yapilan calismalarda ise Hypericum heterophyllum tiiriniin
yag igeriginin belirlendigi, aseton ve metanol ekstraktlarinda fenolik madde miktari,

antioksidan ve antibakteriyel etkinligin analiz edildigi (Yaman 2020; Hazman vd.



2022), bununla beraber sulu ekstraktlarinda literatiirde detayl1 bir arastirma yapilmadigi
goriilmektedir. Oysa Hypericum heterophyllum tiriiniin halk arasinda en ¢ok tercih
edilen formu infiizyon ve dekoksiyon formunda c¢ay olarak sulu ekstraktlar halinde
tilkketilmektedir. Bu nedenle sulu ekstraktlarinin etkinliginin belirlenmesi farmakolojik

etkilerini agiklamak adina yararli olabilir.

Hypericum tiirlerinin kimyasal bilesimindeki ana grup, hiperisin, psddohiperisin ve
bunlarin prekiirsorleri olan protohiperisin ve protopsddohiperisini i¢ine alan
naftodiantronlardir. Hiperforin, adhiperforin ve bunlarin oksijenli tlirevleri de cok
onemlidir. Ayrica kimyasal bilesimlerinde ksantonlar, flavonoitler (rutin, hiperosit,
kersitrin, izokersitrin), biflavonoitler, tanenler, proantosiyanidinler, fenolik asitler ve
ucucu yaglar bulunmaktadir (Ernst 2003). Cakir (2004) yaptigt calismada H.
heterophyllum yaginin seskiterpenler agisindan zengin oldugu (toplam yagin %72,9'u)
tespit edilmis ve baskin bilesenler olarak; izokaryofilen (%17,1), a-pinen (%11,6), -
kadinen (%9,5), y-murolen (%8,2), n-dekan (%35,8), y- kadinen (%5,5) ve B-karyofilen
(%4,5) bulunmus ve tiire ait ekstrelerin antifungal etkili oldugu belirlenmistir. Yapilan
bir baska calismada Ayan ve Cirak (2008) Hypericum Heterophyllum tiiriiniin yalnizca
hiperisin/psddohiperisin igeriklerini incelenmistir. Tiiriin toprak istii kisimlarinin
(cigek, yaprak ve govde) hiperisin ve psodohipisin icermedigi rapor edilmistir.
Hypericum heterophyllum tiiriiniin bilesenlerinin analiz edildigi baska bir calismada ise
aseton ve metanol ekstraktlarinda metanol ekstraktinda en yiiksek miktarda bulunan bes
bilesenin; Quinik Asit (56,430 mg/g ekstract), Klorogenic asit (38,948 mg/g ekstract),
Fumarik asit (26,156 mg/g ekstrakt), Miquelianin (18,551 mg/g ekstrakt) ve
Isoquercitrin  (10,289mg/g ekstrakt) oldugu belirlenmistir. Aseton ekstresi ise
Miquelianin (24,601 mg/g ekstrakt), Quinik Asit (20,064 mg/g ekstrakt), Klorogenik
asit (20,005 mg/g ekstrakt), Isoquercitrin (16,582 mg/g ekstrakt) ve Fumarik asit (3,271
mg/g ekstrakt) bilesenlerini yiiksek oranda igerdigi ifade edilmektedir (Hazman vd.
2022). Sunulan c¢alismada bu calismadan farkli olacak sekilde sulu ektarktlarin

fitokimyasal profili belirlenmeye caligilacaktir.

Hypericum heterophyllum tiiriiniin ¢igeklenme donemi baslangici ve c¢igeklenme
donemi igerisinde toplanan bitkilerden alkolle hazirlanan ekstraktlar: ile yapilan baska

bir calismada ise biyoelement (P, K, Ca, Mg, Fe, Mn, Zn ve Cu) diizeyleri



spektrofotometrik olarak, icerdigi Azot miktar1 Kjeldahl damitma ydntemine gore
belirlenmistir. Ayrica etanol ekstraktlarinin 6zellikleri (DPPH, ABTS, toplam fenol ve
flavonoid igerigi), dort bakteri (Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Pseudomonas
aeruginosa, Bacillus cereus) ve iki Candida tiirii (Candida albicans ve Candida
tropicalis) kullanilarak antimikrobiyal etkinligi, enzim inhibisyon (a-glukozidaz, a-
amilaz, asetilkolinesteraz, biitirilkolinesteraz, tirozinaz) aktivitesi ve MDA-MB-231
insan gogis kanseri hiicreleri kullanilarak sitotoksite diizeyleri degerlendirildigi
belirtilmektedir Cigeklenme doneminin baglangicindan elde edilen ekstraktlarin daha
giiclii biyolojik aktivite gosterdigi, ayrica ekstraktlarin antioksidan, antibakteriyel
(Staphylococcus aureus'a karsi), antikanser aktivite (meme kanseri hiicreleri iizerinde)
ve BChE ve a-glukozidaz inhibisyon etkilerine sahip oldugu belirlenmistir. Hypericum
heterophyllum Vent. igerisinde bulunan kimyasallarin a-glukozidaz enzimi (PDB ID:
1R47), AChE enzimi (PDB ID: 4MOE), BChE enzimi (PDB ID: 5NNO), alfa-amilaz
(PDB ID: 3BAJ), meme kanseri proteini (PDB ID: 1A52 ve 1JNX) olmak {izere cesitli
proteinlere karsi aktiviteleri karsilastirilmistir. Yiiksek aktiviteye sahip molekiillerin
ADME/T analizi yapilmistir. Elde edilen sonuglar H. heterophylum'dan elde edilen
ekstraktlarin  6nemli farmakolojik aktivitelere sahip olabilecegini gostermektedir

(Eruygur vd. 2024).

Hypericum tirlerinin tarim zararhilarina karsi etkili bir koruyucu olabilecegi
belirtilmektedir. Bu konuda ii¢ Hypericum tiriiniin (Hypericum perforatum L.,
Hypericum heterophyllum Vent., Hypericum scabrum L.) c¢igek, yaprak ve govde
kisimlarindan elde edilen etanol ekstraktlari, diinyanin bir¢ok bdlgesinde depolanmis
tahillarin 6nemli zararlis1 olan Rhyzopertha dominica (Fab.) (Coleoptera: Bostrichidae)
erginlerine kars1 toksisiteleri degerlendirilmistir. Bocek oldiiriicii aktivitesi, %10 etanol
ekstrakt konsantrasyonunda analiz edilmis ve 6l¢timler, {i¢ farkli zamanda (24, 48 ve 72
saat) alimmistir. Bu tiir lizerine analiz edilen faktorler degerlendirildiginde Hypericum
tiirleri, bitki kismi, maruz kalma siiresi ve Hypericum tiirleri ile bitki kismi arasindaki
etkilesimin istatistiksel olarak onemli bir etkisi oldugu gorilmiistiir. H. perforatum, H.
heterophyllum ve H. scabrum'dan elde edilen ekstraktlarin 6liim degerleri, 72 saat sonra
R. dominca ergini igin sirasiyla %44.8 ila %88.9, %26.0 ila %78.8 ve %26.1 ila %50.3

arasinda degismistir. H. perforatum diger tiirlere gére daha gii¢lii etki gostermistir. Bitki



kisimlar1 arasinda yaprak, tiir lizerinde iistiin 6liim orani1 gostermistir. Ek olarak, maruz
kalma siiresinin artmastyla 6lim orani artmistir. Hypericum tirleri ile bitki kismi
arasindaki etkilesime gore en yiiksek Olim oranimm H. perforatum yapragi (%79.4)
gosterirken, onu H. heterophyllum yapragi (%70.6) izlemistir. 72 saat sonra, en yiiksek
olim H. perforatum’un yaprak kisimlarinda kaydedilmistir. Mevcut sonuglar,
ekstraktlardan, o6zellikle H. perforatum ve H. heterophyllum'un yaprak ekstraktlarinin,
depolanmis tahillarin 6nemli zararlilar1 arasinda sayilan R. dominica'ya kars1 koruyucu
olarak kullanilabilecek dogal potansiyel {triin olarak degerlendirilebilecegi rapor

edilmektedir (Yaman ve Simsek 2022).

H. heterophyllum'un igerisinde bulundugu Tiirkiye’de yetisen 18 farkli Hypericum
tiirliniin total fenolik madde miktarlar1 arastirilarak karsilastirilmistir. Sulu ekstraktlar
dekoksiyon yontemi ile hazirlanmistir. Bu amagla 2 g 6rnek 100 mL kaynayan su
icerisine atilarak 15 dakika inkiibe edilerek ekstraktlar elde edilmistir. Alkol
ekstraksiyonu ise 2 g bitki ve etanol kullanilarak soxhlet cihazinda yapilmistir. Elde
edilen wveriler pg-pyrocatechol-equivalent seklinde ifade edilmistir. Veriler
incelendiginde H. Heterophyllum etanol ekstraktinin total fenolik madde icerigi 43,63
pg olup, 18 tiir Hypericum tiirii i¢erisinde en c¢ok iiclincii fenolik icerige sahip oldugu
belirlenmistir. Su ekstrakt1 fenolik madde igerigi ise 24,47 ng — pyrocatechol-equivalent
seklinde belirlenmis olup, analiz edilen diger tiirlerin fenolik maddeleri ile

kiyaslandiginda 13. Sirada oldugu gériilmiistiir (Ozen vd. 2005).

Yapilan baska bir calismada ise Hypericum heterophyllum'un sadece yapraklari
kullanilarak hazirlanan metanol, etanol, aseton ve kloroform ekstraktlarinin
fitokimyasal bilesenlerinin bazi biyolojik ozellikleri detayli bir sekilde arastirilmigtir.
Fitokimyasal analiz sonuglar1 6ziitlerin hicbirinin icerisinde ¢ogu Hypericum tiiriinde
bulunan biyoaktif bilesenler olan hiperisin, psddohiperisin ve hiperforin bilesiklerini
icermedigini gdstermektedir. Calisilan ekstraktlar arasinda, etanol ve aseton
ekstraktlarinda bilesen sayisimin diger ekstraktlara (metanol, kloroform ekstraktlari)
gore daha fazla bulundugu belirtilmektedir. Toplam fenolik igerik en fazla metanol
ekstraktinda (132,7 mg GAE/g), toplam flavonoid (61,8 mg QE/g) ve flavanol (0,89 mg

CE/g) igerigi ise en yiiksek aseton ekstraktinda elde edilmistir. Metanol 6ziitii en fazla
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DPPH aktivitesini (24,9 mg TE/g) gosterdi, ancak etanol oziitii (59,8 mg TE/g) en
yiiksek ABTS aktivitesini gosterdi. Aseton 6ziitli sirastyla 351,5 mg AAE/g ve 197,3
mg TE/g degerleriyle en iyi hidroksil ve siiperoksit radikal temizleme aktivitelerini
gosterdi. Kloroform 6ziitii en iyi AChE inhibisyon aktivitesini (11,07 pg/ml) gosterdi.
Yerlestirme ¢alismasinda, kuersetin-7-O-glukozid, diosgenin ve kuersetin-3-glukozidin
referans ligan Donepezil'den daha giiclii bir MolDock Puanina sahip oldugu hesaplandi.
Yerlestirme sonuglarimiz, oziitlerin asetilkolinesteraz enzimine karsi yiiksek afiniteye
sahip bilesikler icerdigini gosterdi. Bu veriler, bu 6ziitlerin potansiyel olarak 6nemli
antioksidan takviyeleri ve AChE inhibisyon aktivitesi i¢in ila¢ adaylar1 olabilecegini

distindiirmektedir (Yaman vd. 2024).

Tarimda bocek zararlilarini kontrol etmek i¢in bocek dldiiriicii 6zelliklere sahip yeni
bitkisel dogal iiriinlerin arastirilmasi son yillarda 6nem kazanmistir. Bu kapsamda
Hypericum heterophyllum ve beraberinde iki Hypericum (Hypericum perforatum,
Hypericum scabrum) tiiriiniin ¢icek, yaprak ve govdesinden elde edilen oziitlerinin, ii¢
onemli depolanmis tahil bocek zararlisi (Sitophilus oryzae, Rhyzopertha dominica ve
Tribolium confusum) yetigkinlerine kars1 bocek oldiiriicii aktivitesi arastirilmistir. Bu
amagla bocekler, %10'luk Hypericum 06ziitleri konsantrasyonundaki besinlerle inkiibe
edilmis ve Olim oranlart 24, 48 ve 72 saatlik maruziyetten sonra kaydedilmistir.
Arastirma sonucunda Hypericum tiirlerinin 6ziitlerinin ve maruziyet siiresinin {i¢ bocek
zararlisina kars1 istatistiksel olarak anlamli bir etkiye sahip oldugu bulunmustur. 72
saatlik maruziyetten sonra Olim orani tiim bdcekler icin %4,3 ila %94,1 arasinda
degistigi belirtilmektedir. Test edilen bocekler arasinda R. dominica, T. confusum ve S.
oryzae'den daha duyarli oldugu, her ii¢ Hypericum tiiriinden de bdceklere karsi istenen
bocek oldiiriicti etki kaydedilmis olsa da, her birinin etkisinin tiirlere kars1 farklilik
gosterdigi belirlenmistir. H. perforatum'un yaprak 0ziitii R. dominica iizerinde daha
etkili iken, H. scabrum'un ¢igegi ve sap1 sirasiyla T. confusum ve S. oryzae iizerinde
yiiksek toksik etki gosterdigi rapor edilmektedir. Ozellikle H. perforatum'un yaprak
oziitleri, depolanmis tahillarda R. dominica'ya karsi yeni potansiyel botanik bdcek

oldiiriictilerin kaynagi olarak kullanilabilecegi rapor edilmektedir (Yaman vd. 2021).
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Hypericum heterophyllum ve Tiirk geleneksel tibbinda ¢esitli hastaliklara karsi ilag
olarak kullanilan 25 bitkinin kloroform, aseton, etanol ve su Oziitlerinin antimikrobiyal
aktiviteleri, 10 patojenik bakteri ve bir mantara (Candida albicans) kars1 disk difiizyon
yontemi kullanilarak bir arastirma (Unal vd.2008) kapsaminda test edilmistir. Test
edilen bitki tiirleri arasinda Ziziphora clinopodioides Lam (Labiatae), Thymus fallax
Fisch et Mey. (Labiatae) ve li¢ Hypericum (H. heterophyllum Vent., H. hyssopifolium
Chaix. subsp. elongatum (Ledeb.) Woron var. elongatum ve H. scabrum L.) tiirlinlin
daha genis bir spektrumda antimikrobiyal aktivite gosterdigi belirtilmektedir. Ayni
calismada 20 bitkinin aseton, etanol ve su ekstraktlarinin antioksidan aktivitesi ayrica
lipid peroksidasyon inhibisyonu ve DPPH serbest radikal temizleme yoOntemleriyle
degerlendirilmistir. Z. clinopodioides, T. fallax, Hypericum heterophyllum dahil ii¢
Hypericum tirl, Artemisia santonicum L. (Compositae) ve Echinophora tenuifolia L.
subsp. Sibthorpiena (Umbelliferae)nin su, etanol ve aseton ekstraktlarinin test edilen
bitki tilirleri arasinda gii¢lii antioksidan aktivitelere sahip oldugu bulundu. Genel olarak,
ekstraktlarin antioksidan potansiyeli ile toplam fenolik icerikleri arasinda bir korelasyon

oldugu ifade edilmektedir (Unal vd.2008).

Unal ve ark. (2008) arastirmalarinda H. heterophyllum Vent. tiirii farkli ekstraktlarinin
antimikrobiyal, antioksidan aktivite ve total fenolik miktarlar1 da analiz edilmistir. H.
heterophyllumVent. tiiriine ait kloroform (%12,09), aseton (%9,74), etanol (11,8) ve su
(%14) ekstraktlarinin % verim oranlar1 kiyaslandiginda en yiiksek verimin su
ekstraktinda oldugu belirtilmektedir. H. heterophyllum Vent tiirii ekstraktlarin B.
megaterium, B. Subtilis, E. coli, E. cloacae; K. Pneumonia, P. Mirabilis, P. Vulgaris,
S. enteritidis, S. pyogenes, S. aureus, C. albicans suslarina kars1 antimikrobiyal
etkinligi kiyaslandiginda ise; B. Megaterium susuna karsi kloroform, aseton ve etanol
ekstraktlarinin, K. Pneumonia susuna karsi etanol ekstraktinin, P. Vulgaris susuna karsi
kloroform ve aseton ekstraktinin, S. aureus susuna karsi ise etanol ekstraktinin
antibakteriyel etkili oldugu, C. albicans susuna kas1 hicbir ekstarktin antifungal aktivite
gostermedigi ifade edilmektedir. Her bir ekstraktin 100 pg/mL’sinin DPPH radikal
stipiirticii etkinligi kiyaslandiginda su ekstraktinin DPPH indirgenme oraninin yaklagik
% 90, etanol ekstraktinin %380, aseton ekstraktinin ise %60 civarinda oldugu

belirtilmektedir. 100 pg/mL konsantrasyonundaki ekstraktlarin total fenolik madde
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miktar1 ise gallik asit esdegeri cinsinden; su ekstrakti icin 14 pg/mL, etanol igin
yaklagik 9,5 pg/mL, aseton ekstrakti i¢in 11 pg/mL bulundugu rapor edilmetedir. Bu
veriler H. heterophyllum Vent tiirline ait sulu ekstraktin total fenolik igerigi ve DPPH
radikali siipliriici aktivitesinin etanol ve aseton ekstraktlarindan daha yiiksek
olabilecegini gostermektedir. Bunun yaninda ekstraktlarin lipidperoksidasyonuna etkisi
incelendiginde aseton ekstraktinin en etkili ekstrakt oldugu rapor edilmetedir (Unal

vd.2008).

Baska bir ¢alismada (Ocal ve Eroglu 2012) ise Hypericum heterophyllum'un genotoksik
etkisini belirlemek i¢in insan lenfositleri kullanilmistir. Bu amagla sulu ekstraktlar
dekoksiyon (kaynatma) yontemi ile hazirlanmistir. Tiriin toprak {stii kisimlarinin
kullanildig1 calismada mekanik olarak pargalanip toz haline getirilen numuneler
kaynayan durumdaki suda 5 dakika inkiibe edilmis, siiziilerek elde edilen filtratlar
sterilize edilerek + 4°C'de saklanmustir. Insan kanindan elde edilen lenfositlere son
konsantrasyon 0,05 mg/mL, 0,1 mg/mL, 0,5 mg/mL ve 1 mg/mL olacak sekilde
uygulanmistir. Elde edilen sonuglar Hypericum heterophyllum'un artan ekstrakt
konsantrasyonlarinin lenfositlerde mikroniikleus olusumunu artirdigi belirtilmektedir.
Mikroniikleusun yiikselisi, Hypericum heterophyllum'un yliksek konsantrasyonlarda

kanserojen ve genotoksik olabilecegini gdstermektedir.

Hypericum tiirlerinin en yaygin kullanim alanlar1 arasinda yara iyilesmesi gelmektedir.
Ama Hypericum heterophyllum tiiriiniin boyle bir etkinligi var mi1, varsa bu etkilerini
hangi bilesenleri araciligi ile olusturuyor olabilir, heniiz bu konularda bir arastirma
yapilmadig: yapilan literatiir taramalar1 sonucu anlagilmistir. Ayrica yapilan ¢aligmalar
genel olarak ele alindiginda Hypericum heterophyllum tiiriiniin yaprak, cicek ve dal
kisimlarina ait sulu ekstraktlarinin ayr1 ayr1 hazirlanarak yapilan ve sonuglar1 kiyaslanan
calisma literatiirde bulunamamistir. Bu nedenle sunulan ¢alisma ile bitki tiiriiniin
yaprak, cicek ve dal kisimlarina ait sulu ekstraktlariin yara iyilesmesi iizerine

etkilerinin sunulan tez ¢alismasiyla arastirilmasi diisiiniilmektedir.
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Bununla beraber tiire ait sulu ekstraktlarda antioksidan, antikanserojen ve antibakteriyel
etkilerinin arastirildigi ¢alismalarin  yapilmasi, farmakolojik etkinligini ve olasi
ekonomik degerini aciklama adina 6nemli olabilir. Bu nedenle sunulan ¢alisma ile
Hypericum  heterophyllum sulu  ekstraktlarimin  yara 1iyilestirici, sitotoksik,
antikanserojen, antimikrobiyal, oksidan/antioksidan potansiyellerinin arastirilmasi ve

fitokimyasal bilesenlerinin belirlenmesi hedeflenmistir.
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3. MATERYAL ve METOT

Yapilan tez calismast kapsaminda deneysel c¢alismamizda kullanilan  bitki
ekstraktlarinin hazirlanmasi, bu ekstraktlarin fitokimyasal profillerinin belirlenmesi,
antioksidan, antimikrobiyal, sitotoksik/antikanserojenik ve yara iyilestirici etkinlikleri

ile ilgili yapilan analizlerde kullanilan yontemler sirasi ile bu kisimda sunulmustur.

3.1 Bitki Materyali

Calismada kullanilan Hypericum heterophyllum bitkisinin toprak {istli kisimlar
Afyonkarahisar Ili, Bayat Ilcesi Kéroglubeli Mevkiinden (38° 58’ 59" N, 30° 55’ 29" E)
2022 yilmin Temmuz ayinda Molekiiler Biyoloji Béliimii ve Genetik Boliimii Ogretim
Uyesi Prof. Dr. Mustafa Kargioglu tarafindan yerinde teshis edilerek toplanmistir.
Laboratuvarimizda saf su ile yikandiktan sonra gilines gormeyen ortamda kurutuldu.
Sar1 Kantoron (Hypericum heterophyllum) bitkisinin govde, yaprak ve ciceklerinden
olusan karisim Oncelikle musluk suyuyla iyice yikandiktan sonra saf sudan gecirildi ve
kiiiik parcalara ayrilip oda sicakliginda golgede kurutuldu. Iyice kurutulduktan sonra
Hypericum heterophyllum bitki ornekleri blenderde (Waring 32BL80, Connecticut,
USA) ogitiilerek toz haline getirildi. Toz haline getirilen bitki 6rneklerinden sulu

ekstraktlar1 hazirland.

3.2 Bitki Materyalinin Ekstraksiyonu

Calismalarda Hypericum heterophyllum’a ait ii¢ farkli sulu ekstrakt hazirlandi. Bunlar;
cicek ekstrakti, Dal-Yaprak ekstrakti ve toprak iistii kisimlarindan olusan ekstrakt (Mix)
olarak planlandi. Ekstraksiyonda ¢oziicli olarak su tercih edildi. Numunelerin sulu
ekstraktini hazirlamak i¢in 50 g tartilarak iizerine 500 mL (1:10 w/v oraninda)
hacminde (su) ¢oziicii ilave edildi. Su banyosu 50 ° C sicakligina ayarlandi, sonra
hazirlanan cam siselerdeki bitki ¢6ziicli karigimlart su banyosunda 1 saat bekletildi. Su
banyosundan c¢ozeltiler c¢ikartildiktan sonra oda sicaklifinda 24 saat karanlikta
bekletildi. Hazirlanan ekstreler bitki parcalarindan arindirmak i¢in slizge¢ kagidindan
stizlilerek, ayr1 bir balonda toplandi. Bu sekilde elde edilen Hypericum heterophyllum

‘un sulu ekstraktlarinin ¢oziiciileri vakum altinda evaporatdr cihazinda uzaklastirildi.
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Elde edilen ekstraktlar cam petri kaplara dokiilerek oda sicakliginda ic¢indeki
¢oziiclilerden daha iyi arnarak, kurumasi i¢in birkag¢ gilin beklendi. Petri kaplarindaki
iyice kuruyan Hypericum heterophyllum ekstreleri kaziyici ile kazimarak kiiciik cam

siselere konuldu.

3.3 Ekstraktlarda Total Fenolik Madde Miktar1 Tayini

Total fenolik asit miktar1 Folin-Ciocalteu metoduyla 6l¢iildii. Analizde ekstraktlardaki
fenolik madde miktarlarint kiyaslayabilmek i¢in fenolik bir antioksidan olan kafeik
asitin de total fenolik madde miktar1 belirlendi. Oncelikle gallik asite ait bir standart
egri olusturuldu. Bu amagla farkli konsantrasyonlarda (100, 200, 400, 600, 800, 1000
pg/ml) gallik asitin standart ¢ozeltileri hazirlandi (Sekil 3.1). Analizlerde bitki ekstrakti,
kafeik asit ve standartlarin hazirlanan ¢ozeltilerine Folin-Ciocalteu reaktifi ilave edildi.
5 dakika sonra Na;COs eklenerek 2 saat boyunca oda sicakliginda bekletildi. Karisimin
absorbansi suya kars1 763 nm de UV spektrofotometrede (Nuve NF 400) ol¢iildii. Bitki
ekstraktlarinin analizi sonucunda elde edilen absorbanslar ve gallik asit standart
egrisinden elde edilen dogru denklemi kullanilarak (Sekil 3.1), ekstraktlarin 1 mg‘inda
bulunan toplam fenolik asit miktar1 gallik asit esdegeri (ug GAE/mg-ekstrakt) seklinde
hesaplandi (Hazman vd. 2021a, Balkir vd. 2023).
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Sekil 3.1 Total fenolik madde miktarlarinin hesaplanmasinda kullanilan gallik asite ait
kalibrasyon egrisi.
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3.4 Ekstrakt Fitokimyasal Profillerinin LC-MS/MS Analizleri ile Belirlenmesi

Bitki ekstraktlarinda bulunan fenolik bilesenlerin tiirii ve miktarlari Dicle Universitesi

Bilim ve Teknoloji Uygulama ve Arastirma Merkezi tarafindan daha 6nce validasyonu

yapilmis bir metot ve kromotogram kullanilarak gergeklestirilmistir. Kullanilan analiz

yonteminde 53 fitokimyasal maddenin miktarsal analizi i¢in Shimadzu-Nexera model

UHPLC cihazina bagli tandem kiitle spektrometresi (LC-MS/MS sistemi) kullanilmistir

(Yilmaz 2020). Sunulan ¢alismada {i¢ adet non-fenolik asit, ii¢ adet fenolik aldehit, bir

adet benzopron, bir adet stilbenoid glikozidi, bir adet biflavanoid, 17 adet fenolik asit ve

27 adet flavanoid yapili bilesik olmak {izere toplamda 53 fitokimyasal madde standardi

ile olusturulan kromotogram kullanilarak, LC-MS/MS sistemi aracilifi her bir

standardin numunede hangi miktarlarda bulundugu tespit edilmistir. Calismada

kullanilan standartlarin isimleri ve hangi bilesik grubuna dahil olduklar1 Cizelge 3.1°de

sunulmustur.

Cizelge 3.1. Ekstraktlarin Fitokimyasal bilesimini belirlemek amaciyla kullanilan standart

Maddeler
Standardin Dahil Kullanilan Standart Bilesiklerin Isimleri
Oldugu
Bilesik Grubu
Non-fenolik asit Quinik asit, fumarik asit, akonitic asit
Fenolik aldehit Protocatechuic aldehit, syringic aldehit, vanillin
Benzopron Kumarin
Stilbenoid glikozid | Piceid
Biflavanoid Amentoflavone

Fenolik asit

Gallik asit, protokatesik asit, gentisik asit, klorogenik asit, tannik
asit, 1.5-dikafeoilquinik asit, 4-OH Benzoik asit, vanilik asit,
kafeik asit, sirinjik asit, p-kumaric asit, ferulik asit, sinapik asit,
salisilik asit, o-kumarik asit, rosmarinik asit, ellagik asit

Flavanoid

Epigallokatesin, katesin, epigalloktesin gallate, epicatechin,
daidzin (daidzein 7-O-glukosit), epicatechin gallate, cynaroside
(luteolin 7-O-glukosit), miquelianin (kuarsetin 3-O-glukuronit),
rutin (kuarcetin-3-O-rutinoside), isokuarcetin (kuarcetin-3-O-
glukozit), hesperidin  (hesperidin ~ 7-rutinoside),  genistin
(genistein-7-glukozit), cosmosiin (apigenin 7-glukozit), kuarcitrin
(kuarcetin-3-ramnosit),  astrajalin  (kamferol-3-O-glukozit),
nicotiflorin (kamferol-3-O-rutinosit), fisetin, daidzein, kuarcetin,
naringenin, hesperedin, luteolin, genistein, kamferol, apigenin,
kirizin, akasetin.
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3.4.1 Kiitle Spektrometre ve Kromatografi Sartlari

Bitki ekstraktlarinda igeriginde bulunan 53 farklt maddenin (Sekil 3.2, Cizelge 3.1)
varhig1 kalitatif/kantitatif olarak arastirllmistir. Bu amacla 53 fitokimyasal maddenin
miktarsal analizi i¢in (Yilmaz 2020) Shimadzu-Nexera model UHPLC cihazina bagh
tandem kiitle spektrometresi kullanilmigtir. Kullanilan ters faz UHPLC sistemi bir
otodrnekleyici (SIL-30AC model), bir kolon firmi1 (CTO-10ASvp model), gradient
pompa sistemi (LC-30AD model) ve bir degazer (DGU- 20A3R model) bilesenlerinden
olugsmustur. Kromatografik ayrim Agilent Poroshell 120 EC-C18 model (150 mmx2.1
mm, 2.7 um) bir kolon kullanilarak gergeklestirilmistir. Kolon sicakligi 40°C’ye
ayarlidir. Eliisyon gradiyenti mobil faz A (ultrasaf su+5 mM amonyum format+0.1%
formik asit) ve mobil faz B (ultrasaf su+5 mM amonyum format +% 0.1 formik
asit)’den olugmustur. Su sekilde bir gradiyent eliisyon profil kullanilmigtir: 20-100% B
(0-25 dk), % 100 B (25-35 dk), % 20 B (35-45 dk). Ayrica mobil faz akis hiz1 ve

enjeksiyon hacmi sirastyla 0.5 mL/min ve 5 pL olarak belirlenmistir (Yilmaz 2020).

023245 56
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Sekil 3.2. Numunelerde miktarsal tayini yapilan 53 fitokimyasal standarda ait kromatogram

(1; Kuinik asit, 2; Fumarik asit, 3; Akonitik asit, 4; Gallik asit, 5; Epigallokatesin, 6; Protokatekuik asit,
7; Katesin, 8; Gentisik asit, 9; Klorogenik asit, 10; Protokatekuik aldehit, 11; Tannik asit, 12;
Epigallokatesin gallat, 13; 1,5-dicaffeoilkuinik asit, 14; 4-OH Benzoik asit, 15; Epikatesin, 16; Vanilik
asit, 17; Kafeik asit, 18; Sirinjik asit, 19; Vanilin, 20; Sirinjik aldehit, 21; Daidzin, 22; Epikatesin gallat,
23; Piseid, 24; p-Kumarik asit, 25; Ferulik asit-D3-IS", 26; Ferulik asit, 27; Sinapik asit, 28; Kumarin, 29;
Salisilik asit, 30; Sinarozid, 31; Mikuelianin, 32; Rutin-D3-IS", 33; Rutin, 34; isokuarsitrin, 35;
Hesperidin, 36; o-Kumarik asit, 37; Genistin, 38; Rosmarinic acid, 39; Ellagic acid, 40; Kosmosiin, 41;
Kuarsitrin, 42; Astragalin, 43; Nicotiflorin, 44; Fisetin, 45; Daidzein, 46; Kuarsetin-D3-1S?, 47;
Kuarcetin, 48; Naringenin, 49; Hesperedin, 50; Luteolin, 51; Genistein, 52; Kamferol, 53; Apigenin, 54;
Amentoflavon, 55; Kirisin, 56; Akasetin).
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Kullanilan LC-MS/MS sisteminin kiitle spektrometre dedeksiyonu i¢in hem pozitif hem
de negative modda calisan bir elektrosprey iyonlasma kaynagi ile donanmis Shimadzu
LCMS-8040 model sirali kiitle spektrometresi kullanilmistir. LC-ESI-MS/MS verileri
LabSolutions yazilimi (Shimadzu) ile alinmig ve islenmistir. Fitokimyasallarin
kantitasyonu i¢cin MRM (multiple reaction monitoring/Coklu Reaksiyon Goriintiileme)
modu kullanilmistir. MRM metodu, belirli ana iyon-par¢alanma iyonu gecislerinin
taranmasia dayali olarak fitokimyasalllarin segici olarak tespit edilip miktarsal
tayininin yapilmasi i¢in optimize edilmistir. Optimum fitokimyasal fragmentasyonu ve
arzulanan par¢alanma iyonlarinin maksimal gegisini elde etmek i¢in ¢arpisma enerjileri
(CE) optimize edilmistir. Uygulanan MS ¢alisma sartlar1: kurutucu gaz (N2) akisi, 15
L/dk; nebiilizer gaz (N2) akisi, 3 L/dk; DL sicakligi, 250°C; heat block sicakligi, 400°C
ve ara ylz sicakligi, 350°C olarak belirlenmistir. Analzilerde kullanilan LC-MS/MS
yontemine ait analitik yontem dogrulama parametreleri tez metninin ekler kisminda
sunulmustur. Sekil 3.2°de sunulan standart kromatogramda 56 maddeye ait pik
tanimlanmistir. Bu piklerden ekstraktlarda aranan 53 farkli bilesene (Cizelge 3.1) ait
standarta, 3’ii (Ferulic acid-D3-IS", Rutin-D3-IS", 46; Quercetin-D3-IS") ise cihazin

calismasinin optimizasyonunu belirlemek i¢in kullanilan standartlara aittir.

3.5 Oksidan/Antioksidan Diizeylerinin Belirlenmesi

Ekstraktlarin hem oksidan hem de antioksadan ozellikleri spektrofotometrik
yontemlerle calisan ticari kitler (Rell Assay, Tirkiye) ile tespit edildi. Antioksidan
etkinligin belirlenmesinde total antioksidan statii (TAS) belirleme kiti, oksidan
aktiviteyi belirlemek icin ise total oksidan statii (TOS) belirleme kiti kullanildi.
Numuneler deiyonize suda ¢oziilerek analizlere hazirlandi. Bu amagla her bir ekstrak 10
mg tartilarak 15 mL’lik falkon tiiplere konuldu ve iizerlerine 10 mL deiyonize su ilave
edildi. Vorteks yardimiyla ekstraktlarin ¢oziilmesi saglandi. Her bir numune {i¢ tekrarh
calisildi. TAS diizeylerinin belirlenmesinde standart olarak troloks kullanildi. Elde
edilen sonuglar “mmolToroloxEquivalent / L seklinde ifade edildi. TOS diizeylerinin
belirlenmesi amaciyla ise hidrojen peroksit (H20: ) standart olarak tercih edildi. Analizi

gerceklestirilen numunelerin TOS diizeylerinin ifadesinde “pumol H20O2 Equivalent / L”
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birimi kullanildi. Her bir numuneye ait OSI degerleri ise elde edilen TOS diizeylerinin

TAS diizeylerine oranlanmasi1 (OSI=TOS/TAS) ile elde edildi (Hazman et al. 2023).

3.6 Bitki Ekstraktlarinda Antimikrobiyal Aktiviteyi Belirlemeye Yonelik
Cahsmalar

Hypericum heterophyllum Vent. tiiri sulu c¢icek, dal-yaprak ve mix ekstraktlarinin
antimikrobiyal aktivitesinin belirlenmesinde disk difiizyon yontemi ve minimum
inhibitér konsantrasyonu (MIC) yontemleri kullanildi. Analizlerde referans olarak
mikroorganizma suslari olarak; bir gram pozitif bakteri Staphylococcus aureus (ATCC
25923), bir gram negatif bakteri Escherichia coli (ATCC 25292) ve bir adet mantar
referans susu olarak Candica albicans (ATCC 90028) kullanilmistir. Referans suslar,
diliisyon seyreltme yontemi ile seyreltilerek konsantrasyonu 10°-107 kob/mL olacak

sekilde hazirlanda.

3.6.1 Disk Diffiizyon Yontemi ile Antibakteriyel Etkinligin Belirlenmesi

Hypericum heterophyllum’un ekstraktlarinin antimikrobiyal aktivitesini disk difiizyon
yontemi ile belirlemek i¢in Mueller-Hilton agar (Oxoid CM337) iceren her bir petri
kabina bakteri/mantar kiiltiirii eklendi. Disklere farkli konsantrasyonlarda (%S5, %2,5 ve
%1,25) Hypericum heterophyllum’un ekstreleri eklendi. Kontrol olarak, Gentamicin 10
mg (Oxoid) ve Erythromycin 15 mg (Oxoid) kullanildi. Daha sonra 24 saat inkiibasyon

sonrasi disklerin etrafinda olusan zonlar dl¢iilerek degerlendirildi (Bauer vd. 1966).

3.6.2 Mikrodiliisyon (Minimum inhibitory concentration- MIC) ile Antibakteriyel

Etkinligin Belirlenmesi

Ekstraklarin antimikrobiyal aktivitesi, Klinik ve Laboratuvar Standartlar1 Enstitiisii
tarafindan tarafindan agiklanan metotlar (Anonim 2012) izlenerek, mikrodiliisyon
yontemine gore belirlenmistir. Bu amagla ekstraktlar 5 mg/ml, 2,5 mg/ml ve 1,25 mg/ml

olmak iizere {i¢ farkli konsantrasyonda test edilmistir (Baslangi¢ stok: 10 mg/mL).
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Diliie edilen ekstraktlarin iizerine 10°-107 kob/mL’lik bakteri soliisyonlarmdan %1 (v/v)
ilave edildi ve 37°C’de 24 saat inkiibasyona birakildi. Kontrol olarak, Gentamicin 10 mg
(Oxoid) ve Erythromycin 15 mg (Oxoid) kullanildi. Inkiibasyondan sonra MIC degeri;
bakteri gelismesinin engellendigi en diislik ekstrak konsantrasyonlart hem 450 nm’de

6l¢iim hem de besi yerine ekim yapilarak degerlendirildi.

3.7 Hiicre Kiiltiirii Calismalan

Hiicre kiiltliriinde gercgeklestirilen in-vitro ¢aigsmalar kapsaminda dort fakli hiicre hatti
kullanildi. Kullanilan hiicre hatlari; kiiciik hiicreli olmayan akciger kanseri (A549)
hiicreleri, fare fibroblast (L929) hiicreleri, human malignant melanoma (G361) hiicreleri
ve Human gingival fibroblast (HGF) hiicreleri seklinde siralanabilir. Deneylerde
kullanilan hiicreler Afyon Kocatepe Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Kimya Boliimii
Biyoteknoloji Laboratuvar stoklaridan temin edilmistir. Hiicreler ile ¢alisilmadan once
hiicrelerin yasamsal dongiilerine uygun besiyerleri 6nceden steril ortamlarda hazirlandi.
Calismada hiicreler i¢in gerekli 37 °C ve 5% CO: sartlarini saglayan inkiibator (Niive
EC 160) kullanildi. Hiicrelere deney modellerine ve analizler yontemlerinde belirtilen

uygulamlar yapildiktan sonra tiim inkiibasyonlar inkiibatorde gerceklestirildi.

3.7.1 Hiicrelerin Cogaltilmasi icin Kullamlan Besiyerinin Hazirlanmasi

Calismada kullanilan G361 hiicreleri icin RPMI 1640 (Gibco) kullanilarak besiyeri
hazirlandi. A549, 1929 ve HGF hiicreleri iginse besiyeri hazirlanmasinda DMEM
(Sigma) kullanildi. Hiicrelerin ¢ogaltilmasi i¢in kullanilacak olan medium (besiyeri)
0,22 um gozenekli pess mebran filtreler (WVR) kullanilarak hazirlandi. Filtreye
konacak komplete medium bilesenleri steril ortamda (flow kabinde) konuldu. 500 mL
medium hazirlamak i¢in filtreye oncelikle %10 (v/v) oraninda 1s1 ile inaktive edilmis
fetal buzagi serumu (FBS; Fetal bovine serum veya fetal calf serum), %1 (v/v) oraninda
penisilin streptomisin, %1 (v/v) oraninda (I mM) sodyum piruvat eklendi. Igeriginde
glutamin olan yiiksek glukoz konsantrasyonuna sahip DMEM (Dulbecco's Modified
Eagle Medium, Serox, Germany) veya RPMI 1640 ile hacim 500 mL’ ye tamamlanda.
Besiyeri elde etmek i¢in hazirlanan karisim bir vakum pompasi araciligi ile filtreden

(WVR, 0,22 um’lik pess membran filtre) gegirildi (Resim 3.2), kullanilan vakum
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pompast borusu flow kabin i¢ine sokmadan 6nce %70’lik alkolden gegirilerek sterile
edildi. Filtratta toplanan besiyeri filtreden ayrilarak sise icine alinip kapagi kapatildi.
Hiicrelerin ¢ozdiiriilmesi, yikanmasi, pasajlanmasi ve iiretilmesi amaciyla kullanilacak
besiyeri, steril 50 mL’lik falkonlara konularak, kullanim siiresine kadar +4°C’ye
kaldirildi. Bu sekilde 50°lik falkonlarda kullanima hazir edilen besiyeri, hiicre ekimi
yapilacagi veya maniiplasyonlarda kullanilacaklart zaman, oOnceden c¢ikarilarak

37°C’deki su banyosunda 20-30 dakika 1sitilmistir.

Resim 3.1. Hiicre kiiltiirii analizlerinde kullanlan besiyerlerinin hazirlanmasinda kullanilan pes

membran filtre diizenegi

3.7.2 Hiicrelerin Cozdiiriilmesi ve Ekilmesi

Calismada kullanilan hiicreler (A549, 1929, G361 ve HGF) Kiiciik hiicreli olmayan
akciger kanseri hiicre hattt olan AS549 hiicreleri sivi azotta kryotiipler i¢inde
laboratuvara getirildi. Donmus halde kryotiip i¢inde bulunan hiicreler oncelikle sivi
azottan -20 °C ye alindi. 10 dakika beklendikten sonra 37 °C deki sicak su banyosunda
1-2 dk siire ile inkiibe edilerek ¢6ziilmeye birakildi. Bu arada 15 mL’lik bir falkona 5
mL medium konuldu. Su banyosunda tamami ¢6ziilmek iizere olan kryotiipteki hiicreler

hazirlanan (igine medium konan) falkona alindi. Sonrasinda hassas pipetaj yapilarak
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hemen santifiij edildi. Santrifiiriij sonunda falkon tabaninda biriken hiicrelere temas
edilmeden medium pipetle ¢ekildi. Hiicre peleti iizerine tekrar 2 mL medium eklenerek
ve nazik¢e pipetaj yapilarak ikinci kez yikama islemi yapildi. Santrifiiriijden sonra
hiicrelerin iizerinde kalan medium tekrar cekildi. Anlatildig1 lizere ¢ozdiiriilerek 2
yikama ile hiicrelerin dondurulmasi sirasinda kullanilan dimetil siilfoksit (DMSO)
maddesinden arindirilan hiicreler flaska ekilmek {izere son defa 1 mL medium ic¢inde

¢oOzildii.

Hiicreler dondurulup ¢oziildiiklerinde strese girerler. Hiicrelerin stresten daha kolay
cikarak tekrar kisa zamanda boliinme yetenegine kavusabilmesi icin hiicrelerin
besiyerinin temel protein unsuru olan FBS orant %15-20 oraninda olmalidir. Halbuki
standart olarak kullanilan besiyerinin FBS oram1 %10’dur. Bu nedenle mevcut olan
besiyerinden belirli bir hacimde alinarak, iizerine enjektor filtresinden gegirilerek steril
hale getirilen FBS eklenerek, besiyeri icindeki FBS oranmnin %20 olmasi saglandi. ilk
ekim icin hazirlanan ve %20 FBS iceren 37°C’deki besiyeri 75cm?’lik flaska 10 mL
hacminde eklenir. Bu sekilde ekim i¢in hazir hale getirilen flaska, ekim igin
¢ozdiirilerek DMSO’dan arindirilarak hazirlanan A549 hiicreleri yavasga eklendi.
Ekimi yapilacak hiicre sayis1 500-600 binden az ise hiicreler eklendikten sonra, hiicreler
fazla ayr1 diismesin diye flask fazla sallanmaz. Ciinkii hiicrelerin birbirine yakin olmasi
adherent hiicre kiiltlirlinde ozellikle hiicre sayisinin az oldugu durumlarda, hiicre
boliinmesini pozitif yonde etkiler. Hiicre sayisinin ¢ok olmasi1 durumunda (6zellikle de
1-2 milyondan fazla) ekim yapilan 75cm?*’lik flask ekim sonrasi kibarca sallanarak
hiicrelerin flask i¢ine homojen dagilmas: saglanabilir. Bu islem hiicrelerin daha kisa
stirede konfulent olmasma katki saglar. Bununla birlikte ¢ozdiiriilerek ekilmesi
diisiiniilen hiicre sayis1 ¢ok ise ilk pasaj iki tane 75 cm?lik flaska da yapilabilir.
75cm®’lik flaska ekimi yapilan hiicreler iiremesi i¢in 37 °C ve %5 CO: igeren
inkiibatore kaldirilmistir. Glinliik olarak takibi yapilan hiicrelerin besiyerleri, hiicreler
%80-90 konfulent oluncaya kadar, 2 giinde bir degistirilmistir. 75cm?’lik flask istenen

oranda konfulent olunca birkag tane 75cm?’lik flaska pasajlanmistir.
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3.7.3 Sitotoksite ve Antikanserojen Etkinligin Belirlenmesi

Sentezi gergeklestirilen malzemelerin sitotoksite diizeyleri saglikli (HGF) hiicre hatlar
kullanilarak, antikanserojen etkinlikleri ise kanser (A549 ve G361) hiicreleri
kullanilarak 3-4,5-dimetil-tiyazolil-2,5-difeniltetrazolyum bromiir (MTT) analizi ile
belirlendi. MTT analizlerinde bitki ekstraktlarinin yedi farkli (0,1 mg/mL, 0,2
mg/mL, 0,5 mg/mL, 1 mg/mL, 2 mg/mL, 5 mg/mL 10 mg/mL) konsantrasyonu
kullanildi. Hiicrelere uygulanan ekstraktlar her hiicrenin kendisine uygun besiyerinde

coziilerek hazirlandi ve MTT analizlerine gegildi.

3.7.3.1 MTT Analizi

Hiicre kiiltiirii calismalarinda bir aktif/toksik madde, ila¢ veya ekstraktin hiicre
canliliginin belirlenmesinde siklikla kullanilan yontemlerin basinda MTT yontemi
gelmektedir. MTT, pozitif yiikli bir bilesik olup, Okaryot hiicrelerin membranini
kolaylikla gecgerek hiicre iginde indirgenebilir ancak indirgenme sonucu olusan
formazan, suda ¢ozlinmez niteliktedir ve dolayistyla kristal seklinde ¢okelmektedir.
Canli hiicreler ilgili bilesikleri indirgeyip mor renkli formazana doniistiirtirek renk
degisimini gerceklestirir. Renk degisimi spektrofotometrik yontemle dl¢iilerek canli/6li

hiicre sayisi belirlenir.

Sunulan calismada MTT analizlerini ger¢eklestirmek amaciyla hiicreler 96 kuyucuklu
mikroplate kiiltiir kaplar1 kullanild1 (Resim 3.3). Flasklarda yeterince ¢ogaltilan hiicreler
(HGF, A549 ve G361) her bir kuyucukta 10* hiicre olacak sekilde mikro plate kaplarina
ekildi. Her bir mikroplate icin well plam1 6nceden yapildi. Yirmidort saat sonra
ekstraktlarin besiyeri icerisinde alt1 farkli konsantrasyonda hazirlanan c¢ozeltileri
onceden belirlenmis kuyucuklara en az ii¢ tekrarli olacak sekilde ilave edildi. Bir giin
inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda herbir kuyucuga fosfat tamponu (pH= 7.4)
icerisinde 5 mg/mL konsantrasyonunda hazirlanan MTT c¢ozeltisi (20 pL) ilave edildi.
Dort saat inkiibatorde tutulan hiicrelerin besiyerleri kuyucuk tabaninda olusan mor
renkli formozan kristallerini etkilemeden aspire edildi. Her bir kuyucuga 200 pL

DMSO eklenerek kuyucuk tabaninda bulunan formazan kristallerinin ¢oziinmesi
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saglandi. Son olarak her bir kuyucugun absorbansi 540 nm’de multiplate reader (Biotek,
ELx800) ile dl¢iildii. Herhangi bir madde ile uygulanmayan kontrol grubu wellerine ait

hiicre canliligt % 100 kabul edilerek, her bir dozun hiicre canlligina etkisi asagida

verilen formiil kullanilarak hesaplandi (Hazman vd. 2021).

Hiicre canliligi (%) = [ (Numune Absorbansi) / (Kontroliin Absorbansi)] x 100

L U SO

Resim 3.2. A549 hiicrelerinde MTT analizine ait gorseller
a; Hiicrelere ekstraktlar uygulandiktan 24 saat sonraki durum, b; MTT eklendikten,
sonra durum

3.7 Bitki Ekstraktlarinin Yara Iyilesmesi Uzerine Etkilerinin Belirlenmesi

Calismada kullanilan malzemelerin yara iyilesmesine etkisi, in-vitro hiicre ¢izigi yara
tyilesme testi kullanilarak degerlendirildi (Akdag vd. 2024).. Yara iyilestirme modeli 24
kuyucuk doku kiiltiiri kab1 kullanilarak olusturuldu. Her bir kuyucuk igerisine 800 pL
besiyeri icerisinde 10° tane hiicre olacak sekilde ekim yapildi. Hiicreler kiiltiir kabmin
tabaninda konfulent (hiicrelerin neredeyse bosluk kalmayacak sekilde tek tabaka halinde
cogalmasi) oluncaya kadar kiiltiirlendi. Daha sonra her bir kuyucuk tabanindaki hiicre
tabakasi tizerinde 200-pL’lik steril-plastik bir pipet ucu ile dogrusal ¢izik yapilarak yara
modeli olusturuldu (Sekil3.3).
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Sekil 3.3. Hiicre ¢izigi yara modeli mikroskop goriintiileri,
a; baslangig (sifirinci saat), b; 24. Saat, c; 48.saat goriintiisii

Hiicre ¢izigi yontemi ile yara modeli olusturulduktan sonra kuyucuklardaki besiyeri
ortamdan uzaklastirildi. Besiyeri kullanilarak kuyucuklar yikandi. Ekstraktlar MTT
analizleri ile sitotoksik olmadigi belirlenen en diisiikk (100 pg/mL) konsantrasyonda
besiyeri igerisinde ¢oziilerek hazirlandi. Sonrasinda her bir numuneye ait 100 pg/mL
konsantrasyonda aktif maddeler i¢cinde 800 uL hacminde besiyerleri bulunan wellere
eklendi. Kontrol kuyucuklaria ise ayni hacimde medium eklendi. Her bir mikro plate
tabaninda olusturulan yara modellelerinin goriintiileri alindi. Hiicreler 24 saatligine
inkiibatore (Niive EC 160) kaldirildi. 24 saatin sonunda her bir kuyucuk tabanindaki
yara modeli goriintiileri tekrar alindi. Calismalar en az ii¢ tekrar olacak sekilde
gerceklestirildi. Inkiibasyonlar sonunda elde edilen goriintiler imageJ yazilimi
kullanilarak yara modelinin olusumuna katilan hiicrelerin kenarlar1 konturlandi (hiicre
olmayan alanin smirmi belirleme) ve daha sonra piksellere dayali olarak aradaki
hiicresiz alan (yara) miktarlar1 % olarak hesaplandi. Sifirinci saat hiicresiz alan
miktarlar1 (Areaw) ve yirmidordiincii saat hiicresiz alan miktarlar1 (Areaps) kullanilarak
her bir ¢alisma grubundaki yara kapanma oranlart (closure rate) miktarlar1 asagida

sunulan formiil ile hesaplandi (Akdag vd. 2024).
Sclosure rate=[(Area — Areaps)/Areap] x 100
Calismada hiicrelere uygulanan her bir malzemenin yara iyilestirme iizerine olas1 etkisi;

kontrol grubu yara kapanma oranlar1 ile diger gruplarin yara kapanma oranlar

karsilastirilarak agiklanmaya calisildi.
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3.8 istatistiksel Yontem

Fitokimyasal igerigi belirlemeye yonelik gergeklestirilen LC-MS/MS analizleri harig,
tezde gerceklestirlen tiin analizler en az li¢ tekrarli yapilmis olup, veriler “ortalama
+standart sapma” seklinde ifade edildi. Elde edilen ham verilerin istatistiki
degerlendirilmesinde SPSS20 paket programi kullanildi. Deney gruplar1 arsindaki
istatistiki farkliliklar ANOVA testi ve Duncan post-testi ile saptandi.
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4. BULGULAR ve TARTISMA

Sunulan ¢alisma kapsaminda Hypericum heterophyllum’a ait toprak istii kisimlarmin
(Mix) ekstrakti, ¢icek ve yaprak sulu ekstraktlarinin fitokimyasal bilesenleri, toplam
fenolik madde miktarlari, oksidan/antioksidan 6zellikleri, antimikrobiyal, sitotoksik ve
antikanserojen aktiviteleri ile yara iyilestirici etkinligi belirlendi. Elde edilen ham
veriler kullanilarak yapilan istatistiki degerlendirmelerden elde edilen sonuglar bu

kisimda sunulmustur.

4.1 Ekstrakt Fitokimyasal Profilinin Degerlendirilmesi

Hypericum heterophyllum’un ekstraktlarinin fitokimyasal bilesimleri LC-MS/MS
sisteminde tespit edilmeye c¢alisilmistir 53 biyoaktif 6nceden okunmus ve sisteme
tanimlanmis kromotogramlar1 standart olarak kullanilmistir. Sonrasinda ekstraktlarin
sistemde kalma siiresi ve olusturduklar1 kromotogramlar kullanilarak, i¢erdikleri fenolik
ve flavonoid bilesenlerin kalitatif ve kantitatif tayinleri yapilmistir. Elde edilen sonuglar
Cizelge 4.1’de numunelere ait LC-MS/MS kromotogramlari ise Sekil 4.1°de

sunulmustur.

Cizelge 4.1 Ekstraktlarin icerisinde varligi belirlenen bilesen maddeler ve konsantrasyonlari

Bilesen Tiirii* HHDal-Yaprak HHCigek HHwix
Standart (mg analit/g (mg analit/g (mg analit/g

No ekstrakt) ekstrakt) ekstrakt)
13 1,5-dikaffeoilquinik asit 2,098 1,137 2,465
14 4-OH Benzoic asit 95,603 N.D. 70,232
16 Vanilik asit 5,516 N.D. 6,579
17 Kaffeik asit 4,488 N.D. 6,508
18 Siringik asit 1,916 N.D. 1,231
19 Vanillin 0,211 0,367 N.D.
20 Siringic aldehid 4,097 N.D. 2,631

*Tabloda numunelerde varligi/miktar1 belirlenemeyen maddeler ““ not determined (N.D)” seklinde ifade
edilmistir. Tabloda analizi gerceklestirilen fakat verilmeyen 45 standart maddenin ekstraktlar i¢erisinde
bulunmadig tespit edilmistir.
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Sekil 4.1. Hypericum heterophylluma ait ekstraktlara ait LC-MS/MS kromotogramlart,
A; Standart kromatogram, B; HHpal-vaprak, C; HHcicek, D; HHwmix ekstraktina ait
kromotogram
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Analizde, ekstraktlarin iceriginde varligi kalitatif ve kantitatif taranan standartlardan
HHnix 0rneginde 6, HHcicek 2, HHdaryaprak Orneginde ise 7 bilesenin varligi saptandi.
HHmix ekstraktinda; 4-OH benzoik asit (2,465 mg/g ekstrakt), vanilik asit (6,579 mg/g
ekstrakt), kaffeik asit (6,508 mg/g ekstrakt), sirinjic asit (1,231 mg/g ekstrakt), sirinjik
aldehit (2,631 mg/g ekstrakt), 1,5-dikaffeoilkuinik asit (2,465 mg/g ekstrakt) tespit
edildi. HHgicek ekstraktinda; 5-dikaffeoilkuinik asit (1,137 mg/g ekstrakt), Vanilin
(0,367 mg/g ekstrakt) varligi belirlendi. HHaal-yaprak €kstraktinda ise 5-dikaffeoilkuinik
asit (2,098 mg/g ekstrakt), Vanillin (0,211 mg/g ekstrakt), Kaffeik asit (4,438 mg/g
ekstrakt), 4-OH Benzoik asit (95,603 mg/g ekstrakt), Sirinjik asit (1,916 mg/g ekstrakt),
Sirinjik aldehit (4,097 mg/g ekstrakt), Vanilik asit (5,516 mg/g ekstrakt), varlig1 tespit
edildi. Literatiir incelendiginde Hypericum tiirlerinin kimyasal bilesiminde hiperisin,
psodohiperisin ve bunlarin prekiirsorleri olan protohiperisin ve protopsddohiperisin,
hiperforin, adhiperforin ve bunlarin oksijenli tiirevleri, ksantonlar, flavonoitler (rutin,
hiperosit, kersitrin, izokersitrin), biflavonoitler, tanenler, proantosiyanidinler, fenolik
asitler ve ucucu yaglar bulunabilmektedir (Ernst 2003). Hypericum heterophyllum
tiirliniin bilesenlerinin analiz edildigi bir ¢aligmada ise aseton ve metanol ekstraktlarinda
metanol ekstraktinda en yiiksek miktarda bulunan bes bilesenin; Kuinik Asit (56,430
mg/g ekstrakt), Klorojenik asit (38,948 mg/g ekstrakt), Fumarik asit (26,156 mg/g
ekstrakt), Mikuelianin (18,551 mg/g ekstrakt) ve Isokuarsitrin (10,289 mg/g ekstrakt)
oldugu belirlenmistir. Aseton ekstresi ise Mikuelianin (24,601 mg/g ekstrakt), Kuinik
Asit (20,064 mg/g ekstrakt), Klorojenik asit (20,005 mg/g ekstrakt), Isokuarsitrin
(16,582 mg/g ekstrakt) ve Fumarik asit (3,271 mg/g ekstrakt) bilesenlerini yiiksek
oranda igerdigi ifade edilmektedir (Hazman vd. 2022). Sunulan calismada ise
Hypericum Heterophyllum sulu ekstraktlart incelenmis olup, ekstrakt iceriklerinde
bilesen cesitliliginin daha az oldugu gézlenmistir. Bu durum Hypericum Heterophyllum
iceriginde bulunan analizi yapilan bilesenlerin asetu/metanolda suya oranla daha iyi

¢oOziinmiis olabilebilecegini akla getirmektedir.

Ekstraktlar igerisinde miktarlari belirlenen 5-dikaffeoilkuinik asit (Gray vd. 2014,
Sharopov vd. 2020), vanillin (Dhanalakshmi vd. 2015, Wang vd. 2024, Kumar vd.
2023), kaffeik asit (Yamada vd. 1996), 4-OH benzoik asit (Pugazhendhi vd. 2005, El-
Zawawy vd. 2022), sirinjik asit (Itoh vd. 2009), sirinjik aldehit (Shahzad vd. 2020),
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Vanilic acid (Itoh vd. 2009) bioaktif maddelerinin farkli biyolojik 6zellikleri literatiirde
cesitli caligmalarla gosterilmistir. Bu bilgiler 1s18inda Hypericum heterophyllum 'un halk
tarafindan geleneksel olarak kullanilmasinin sebebi ile tiiriin igerdigi bilesenlerin olasi

yararli farmakolojik etkileri arasinda siki bir iliski kurulabilir.

Toksisitesi diisiik olan ve antioksidan etkileri ile 6n plana ¢ikan 4-OH Benzoik asidin
HHpal-vaprak  €ktraktinda %9,56 oraninda, HHparyaprak ekstraktinda ise %7 oraninda
bulundugu goriilmektedir. Bu veri Hypericum heterophyllum un 4-OH Benzoik asit (p-
hidroksibenzoik asit) i¢in dogal kaynak olarak kullanilabilecegini akla getirmektedir. 4-
OH Benzoic acid, hem dogal hem de sentetik olarak elde edilebilen organik bir
kimyasaldir. Antimikrobiyal, antialg, antimutajenik, antidstrojenik, hipoglisemik,
antiinflamatuar, antitrombosit agregasyonu, nematisidal, antiviral, antioksidan vb. gibi
cesitli biyolojik/farmakolojik etkileri bulunmaktadir. Ayrica bir¢ok ilag, kozmetik iiriin,
ilag, yiyecek ve igecekte koruyucu olarak kullanildigi da bildirilmektedir (Manuja vd.
2013). Bu sebeple yiiksek oranda 4-OH Benzoik asit iceren bitki tiirlerinden dogal ve
saf olarak elde edilen 4-OH Benzoik asit, ¢ogunlukla kozmetik ve ila¢ sektoriinde
sentetik olan versiyonlarina gore daha ¢ok tercih edilmektedir. Hypericum
heterophyllum’dan 4-OH Benzoik asitin yiiksek verimle saf olarak elde edilebilmesi
konusunda ileri c¢alismalar yapilmasi, bu baglamda Hypericum heterophyllum un

ekonomik katki potansiyelini anlamamiza yardimci olabilir.

Bununla beraber 4-OH Benzoik asit ile yapilan ¢aligmalar 4-OH Benzoik asidin 0strojen
agonisti gibi davranarak fitodstrojenik etkiler gosterebilecegine isaret etmektedir
(Lemini vd. 1997). Bu durumda Hypericum heterophyllum kullaniminin meme kanseri
olan kisiler icin risk olusturabilecegini de akla getirmektedir. Nitekim yapilan
claigmalarda (Pugazhendhi vd. 2005) 4-OH Benzoik asidin meme kanseri hiicrelerinde

proliferasyonu artirabilecegi ifade edilmektedir.
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Sekil 4.2. Hypericum heterophyllum’a ait ekstraktlara ait LC-MS/MS kromotogramlari
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Hypericum heterophyllum’a ait toprak iistli kistmlarinin (Mix) ekstrakti, ¢icek ve yaprak
sulu ekstraktlarinin oksidan/antioksidan 6zellikleri, toplam fenolik madde miktarlar ile
yara iyilestirici etkinligi belirlendi. Elde edilen ham veriler kullanilarak yapilan

istatistiki degerlendirmelerden elde edilen sonuglar bu kisimda sunulmustur.

4.2 Cahsmada kullamlan ekstraktlarin toplam fenolik madde miktarlarinin

belirlenmesi

Hypericum heterophyllum’a ait ekstraktlarin (HHmix, HH¢icek V€ HHaal-yaprax) total fenolik
madde miktarlarin1 kiyas yapabilmek amaciyla, 1 mg/mL konsantrasyonda hazirlanan
fenolik bir antioksidan oldugu bilinen kafeik asit ¢ozeltisininde toplam fenolik madde
miktar1 da es zamanl yapildi. Hypericum heterophyllum’a ait toprak iistii kisimlari
(Mix), cigek ve yaprak sulu ekstraktlarinin total fenolik madde miktarlar1 incelendiginde
ise ufak farkliliklar olsa da ii¢ ekstraktin total fenolik madde miktarlari arasinda
herhangi bir istatistiki farklilik olmadig: belirlendi. Ekstraktlarin yaklasik olarak %10-
11,5 araliginda total fenolik icerige sahip oldugu goriildi. Calismamizda ekstraklar
icerisinde varlig1 ve miktarlar1 belirlenen bilesiklerden syringic aldehit ve vanillin
fenolik aldehit yapisinda iken digerleri fenolik asit (5-dikafeoilquinik asit, Kaffeik asit,
4-OH Benzoik asit, Sirinjik asit, Vanilik asit) yapisindadir. Kontrol ve kiyaslama
amactyla analizi gergeklestirilen kafeik asitin fenolik madde icerigi ise 968,07+77,87 ng
Gallic Asit Eqiuvalent’e esit oldugu bulundu (Cizelge 4.2).

Cizelge 4.2. Calismada kullanilan ekstraktlarin total fenolik madde diizeyleri

Deney gruplar Total Fenolik Madde Miktar
(ng Gallic Acid Eqiuvalent / mg-extract)
HHmix 115,21£3,78%
HHgicek 99,9743,59%
HHaal-yaprak 108,31+4,06*
Kafeik asit 968,07+77,87°
P 0,000

Veriler ortalama + standart sapma seklinde verilmistir (n>3).

ab . Ayni siitunda ortak iist simgeyi tasimayan veriler (deney gruplari) arasinda istatistiki fark
bulunmaktadir

(p <0.05).
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Veriler incelendiginde en yiiksek antioksidan kapasiteye cicek ekstraktinin sahip
oldugu, Mix ekstraktinin ise TAS diizeylerinin daha diisiik oldugu tespit edildi. Yaprak
ekstraktinin TAS diizeyleri en diisiikk bulunurken buna karsin TOS diizeyleri en yiiksek
ciktt. Mix ve ¢icek ekstraktlarinin TOS diizeyleri arasinda ise istatistiki bir fark
olmadig1 belirlendi. OSI diizeyleri incelendiginde Mix ve cicek ekstraktlarmna ait OSI
degerlerinin birbirine yakin, yaprak ekstraktinin OS] diizeylerinin ise istatistik diizeyde

farkli olacak sekilde diisiik oldugu goriildii (Cizelge 4.2).

Literatiirde farkli Hypericum tiirleri ile yapilan caligsmalarda total fenolik madde
iceriginin kullanilan tiire, ¢Oziiclinlin cinsine ve ydnteme gore degisebilecegi
belirtilmektedir. 30 farklt Hypericum tiiriiniin incelendigi bir ¢aligmada (Pilepi¢, vd.
2013), incelenen orneklerdeki toplam fenolik asit igeriginin %1.1-10.4 arasinda oldugu
H. perforatum orneklerinin en yliksek fenolik asit miktarini (%10.4 ve %10.2) igerdigi,
buna karsin H. linarifolium Orneginin en diisiik fenolik asit miktarina (%]1.1) sahip
oldugu belirtilmektedir. Bu veriler ile ¢alismamizda elde edilen veriler kiyaslanirsa
Hypericum heterophyllumun da fenolik madde igeriginin yiiksek oldugu sdylenebilir.
Calisma grubumuz tarafindan Hypericum heterophyllum kullanilarak hazirlanan aseton
ve metanol ekstraktlarinin da total fenolik madde igerigi %10 nun {izerinde (aseton
ekstraktt %10,2, metanol ekstrakt1 %13) bulundugu belirtilmektedir (Hazman vd. 2022).
Bu bilgiler 1s1ginda calismamizda hazirlanan Hypericum heterophyllum sulu
ekstraktlarin metanol ekstraktinda daha az miktarda fenolik igerige sahip oldugu

degerlendirilebilir.

4.3 Oksidan/Antioksidan Ozelliklerin Degerlendirilmesi

Sunulan calismada tiire ait ekstraktlarin oksidan/antioksidan etkinligini ag¢iklayabilmek
adina analizi gerceklestirilen TAS, TOS diizeyleri ve hesaplanan OSI seviyeleri Cizelge
4. 2°de sunulmugstur. Veriler incelendiginde en yiiksek antioksidan kapasiteye ¢igek
ekstraktinin sahip oldugu, Mix ekstraktinin ise TAS diizeylerinin daha diisiik oldugu
tespit edildi. Yaprak ekstraktinin TAS diizeyleri en diisiik bulunurken buna kargin TOS
diizeyleri en yiiksek ¢ikti. Mix ve ¢icek ekstraktlarinin TOS diizeyleri arasinda ise
istatistiki bir fark olmadigi belirlendi. OSI diizeyleri incelendiginde Mix ve g¢igek
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ekstraktlarina ait OSI degerlerinin birbirine yakin, yaprak ekstraktnin OS] diizeylerinin

ise istatistik diizeyde farkli olacak sekilde diisiik oldugu goriildii (Cizelge 4.3).

Cizelge 4.3. Calismada kullanilan ekstraktlarin TAS, TOS ve OSI diizeyleri

Analizi gerceklestirilen parametre
Deney Gruplari TAS TOS OSI
(mmol Trolox Equivalent | (umol H,O, Equivalent (Arbitrary
/L) /L) unit)
HHmix ekstrakti 1,52 £0,08° 21,07£3,07% 13,91+£2,55%
HH icek ekstrakti 1,87+0,04¢ 21,17+£3,99% 11,29+2,33%
HHaal-yaprak 0,93+0,17° 35,80+7,13° 40,42+14,97°
ekstrakt
P 0,000 0,018 0,013

Veriler ortalama + standart sapma seklinde verilmistir (n>3).

ab.¢. Ayni siitunda ortak iist simgeyi tasimayan veriler (deney gruplari) arasinda istatistiki fark
bulunmaktadir

(p <0.05).

Bulgaristan cografyasinda toplanan 13 farkli Hypericum tiirline ait metanolik
ekstraktlarin antioksidan 6zelliklerinin incelendigi bir ¢alismada, analiz edilen tiirlerin
DPPH inhibisyonunu %32-78 araliginda farkli oranlarda sagladigi, en yiiksek etkiyi ise
Hypericum perforatum tiirliniin gosterdigi belirtilmektedir. ABTS radikali ile yapilan
analizlerde ise inhibisyon diizeylerinin %32-90 arasinda oldugu en yiiksek antioksidan
etkiyi ise Hypericum cerstoides tiiriinlin gosterdigi belirtilmektedir (Zheleva-Dimitrova
vd. 2010). Hypericum heterophyllum aseton ve metanol ekstraktlar1 kullanilarak yapilan
calismalarda da, Hypericum heterophyllum’un DPPH, ABTS, hidroksil ve siiperoksit
radikallerini siipiiricii aktivite gostermeleri nedeniyle giiclii bir antioksidatif etki

gosterebilecegi ifade edilmektedir (Yaman vd. 2024).

Bizim c¢alismamizda antioksidan aktivite belirlenirken E vitamininin suda ¢6ziinebilen
bir analogu olan Troloks esdegeri kullanilmistir. Troloks esdegeri kullanilan
caligmalardan birisi olan ve onbir farkli Hypericum tiirii ile yapilan bir caligmada ise
Hypericum tiirlerinin  0,57-3,5 mmolTroloks-Equivalent diizeyinde antioksidan

aktiviteye sahip olabilecegi, en yiiksek antioksidan aktivitenin ise H. androsaemum’a ait
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oldugu belirlenmistir (Napoli vd. 2018). Hypericum heterophyllum aseton ve metanol
ekstraktlar ile yapilan baska bir ¢alismada ise metanolik ekstraktin total antioksidan
kapasitesi 0,79 mmol Troloks-Equivalent/L, aseton ekstraktinin antioksidan kapasitesi
0,47 mmol Troloks-Equivalent/L bulundugu (Hazman vd. 2022) rapor edilmektedir.
Sunulan tez ¢alismasinda Hypericum heterophyllum metanol gibi polar yapida olan su
¢oziicii olarak kullanilarak ekstraktlar hazirlanmis olup, TAS diizeylerinin (yaklasik
olarak 0,93-1,52 mmol Troloks-Equivalent/L aralifinda) literatiirde belirtilen oranlara

yakin ama yiiksek oldugu goriilmektedir (Cizelge 4.3).

Ekstraktlarin oksidan aktyiviteleri dgerlendirilirse; HHwmix ve HHcicek ekstrakti TOS
diizeylerinin birbirine yakin ve diisiik oldugu belirlendi. HHgaryaprak €kstrakti TOS
diizeylerinin ise daha yiiksek ¢iktig1 gorildii. TOS diizeylerinin TAS diizeylerine
oranlanmasi ile belirlenen OSI seviyelerinde ise HHaal.yaprak €kstraktinda en yiiksek
ciktig1 goriildii. TAS diizeyi diisiik, TOS diizeyi ise yiiksek olan HHgal-yaprak ekstraktinin
OSI diizeylerinin yiiksek ¢ikmasi olagandir. Oyleki HHmix, ekstrakti OSI seviyesi
13,91£2,55 AU, HHgicek ekstrakti OSI diizeyi 11,29+2,33 AU iken, HHqalyaprak OSI
diizeyleri (40,42+14,97 AU) istatistiki olarak diger gruplardan yiiksek ve farkli ¢iktig1
goriilmektedir (Cizelge 4.3). Bu veriler HHaalyaprak kstrakti igeriginde diger
ekstraktlardan farkl olarak oksidan etkiler gosterebilecek bazi bioaktif madde i¢eriginin
fazla olabilecegine isaret etmektedir. Oksidan aktivitesi yiiksek olan biyoaktif bilesenler
iceren maddelerin  antimikrobiyal/antikanserojenik  gibi  farmakolojik  etkileri

olabilecegide diisliniilebilir.

4.4 Antimikrobiyal Aktivitenin Degerlendirilmesi

Hypericum heterophyllum ekstraktlarinin antimikrobiyal etkinligi belirlenirken hem
disk difiizyon yontemi hem de MIC yontemi kullanildi. Analizlerde karsilastirma
yapmak amaciyla pozitif control olarak Gentamicin 10 mg (Oxoid) ve Erythromycin 15
mg (Oxoid) antibiyotikleri kullanildi. Disk diflizyon yonteminde her bir ekstrakta ait ii¢
farkl diliisyon (%0,125, %0,25 ve %0,5) ve antibiyotik i¢in belirlenen inhibisyon zon
caplar1 Cizelge 4.4’de sunulmustur. Calismada kontrol amaciyla kullanilan CN10

(Gentamicin 10 mg) ve E15 (Erythromycin 15 mg) antibiyotiklerine ait inhibisyon zon
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caplar incelendiginde, farkli oranlarda inhibisyon oranlarinin tiim mikroorganizmalarda
goriilmesi, disk difiizyon yoOntemiyle olusturulan antimikrobiyal aktivite belirleme

analiz modelimizin dogru bir sekilde ¢alistigin1 gdstermektedir.

Cizelge 4.4. Calismada kullanilan ekstraktlarin disk difiizyon yontemine gore antimikrobiyal

etkinligi

Grup Konsantrasyon E. coli S. aureus C.albicans

%0,5 0 9,333+0,56 8,667+0,57
HHmix, %0,25 0 8,667+0,58 0
%0,125 0 0 0

%0,5 12,667+2,25 10,333+0,57 8,667+0,58
HH igek %0,25 10£1,00 0 0
%0,125 0 0 0

%0,5 10£1,00 8,667+0,56 8,667+0,58
HHdal-yaprak %0,25 9,667:|:0,58 0 0
%0,125 0 0 0

El15 12,333+0,58 20,333+0,58 23,333+0,56

CNI10 13,667+0,57 16,667+1,15 15,667+0,58

Farkli konsantrasyonlarda (diliisyonlarda) hazirlanarak mikroorganizmalara uygulanan
Hypericum heterophyllum ekstraktlarima ait veriler incelendiginde, diisiik diliisyon
(%0,125) oraninda uygulanan ekstraktlarin ¢alismada kullanilan (E. coli, S. aureus, C.
albicans) mikroorganizmalarin higbirisinde inhibisyona neden olmadig1 belirlenmistir.
Bagka bir ifade ile diisiik konsantrasyondaki (%0,125 diliisyon oranindaki) ekstraktlarin

herhangi bir antimikrobiyal aktivitesi olmadig1 sOylenebilir.

HHnix, ekstraktinin hicbir dozu E. Coli susuna karsi bir antimikrobiyal aktivite
gostermezken, yiiksek dozda hem S. aureus hem de C.albicans susuna karsi
antimikrobiyal etki gosterdigi, ama bu etkinin antibiyotiklere oranla diisiik kaldig:
belirlendi. HH¢icex ekstraktina ait orta ve yliksek dozlardaki uygulamalar E. Coli susuna
kars1 antibiyotiklere yakin oranlarda antimikrobiyal etkili olabilecegi goriildii. HHgicek
ekstrakt1 S. aureus hem de C.albicans suglarina orta dozda (%0,25 diliisyonda) herhangi
bir etkisi gdzlenmez iken yiiksek dozda (%0,5 diliisyonda) antibiyotiklere oranla diisiik
diizeyde antimikrobiyal etkili olabilecegi belirlendi. HHaal.yaprak €kstraktinin ise orta
dozda E. Coli’ye karsi, yiiksek dozda ise hem S. aureus hem de C.albicans susuna karsi

antimikrobiyal etki gosterdigi sOylenebilir. Bu veriler ekstraktlarin 6zellikle %0,5 ve
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tizeri diliisyon oranlarinda antimikrobiyal aktivitesinin giiclii olabilecegine isaret

etmektedir.

Calismada kullanilan eksraktlarin Minimum inhibitory concentration (MIC) diizeyleri
belirlenirken her bir ekstraktin {i¢ farkli konsantrasyonu (1,25 mg/mL, 2,5 mg/mL ve 5
mg/mL) kullanilmistir. Elde edilen sonuclar Cizelge 4.5’ de sunulmustur. Calismada
kontrol amaciyla kullanilan CN10 (Gentamicin 10 mg) ve E15 (Erythromycin 15 mg )
antibiyotiklerin calismada kullanilan E. coli, S. aureus, C.albicans suslarinin tigiiniide
inhibe ettigi belirlendi. Ne antibiyotik nede ekstrakt eklenmeden sadece
mikroorganizmalarin eklendigi tliplerde ise tiremenin maksimum oldugu goriildi. Bu
veriler MIC seviyelerini belirlemek {izere olusturulan modelin calistigim

gostermektedir.

Cizelge 4.5. Calismada Kullanilan ekstraktlarin MIC sonuglari

Grup Konsantrasyon E. coli S.aureus C.albicans

5 mg/ml + + +

HHmix, 2,5 mg/ml + + +
1,25 mg/ml + + +

5 mg/ml + + +

HHicex 2,5 mg/ml + + +
1,25 mg/ml + + -

5 mg/ml + + +

HHdal-yaprak 2,5 mg/ ml + + -
1,25 mg/ml - + -

E15 + + +
CN10 + + +

Hypericum heterophyllum’ ya ait 5 mg/mL konsantrasyonunda ekstratlar eklendiginde
tiim ekstratlarin E. coli, S. aureus, C. albicans suslariin ticlinii de inhibe edebildigi
belirlendi. 2,5 mg/mL konsantrasyonunda dal, yaprak ekstraktinin sadece C.albicans
susu lizerinde antimikrobiyal etki gostermedigi gozlendi. 1,25 mg/mL
konsantrasyonunda cicek ekstraktinin C.albicans susu lizerinde dal, yaprak ekstraktinda
ise E. Coli, C.albicans suslar iizerinde anti mikrobial etkinlik gostermedigi belirlendi.
Bu bilgiler 1s181na ¢alismada kullanilan her bir ekstraktin MIC degerleri Cizelge 4.6’ da

Ozetlenmistir
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Cizelge 4.6. Ekstraktlara ait MIC diizeyleri

Uygulama yapilan mikroorganizmalara ait MiC degerleri
E. coli S.aureus C.albicans
HHmix >5mg/mL >5mg/mL >5mg/mL
HH(igex >5Smg/mL >5mg/mL 2,5 mg/mL
HHaal.yaprak 2,5 mg/mL >5mg/mL Smg/mL

Cizelge 4.6’da gorildugi tizere, HHmix, ekstraktinin E. coli, S. aureus, C.albicans
suslarma kars1 MIC degerinin 5 mg/mL’den daha fazla (>5mg/mL) oldugu tespit edildi.
HHcicek ekstraktinin E. coli ve S. aureus suslarina karst MIC degerinin 5 mg/mL’den
daha fazla (>5mg/mL), C.albicans susu i¢in ise 2,5 mg/mL oldugu belirlendi. HHgal-
yaprak ekstraktinin MIC degerlerinin ise E. coli igin 2,5 mg/mL, S. aureus igin 5 mg/mL

ve C.albicans 5 mg/mL’den daha fazla (>5mg/mL) oldugu goriildii.

Bu veriler 1s181inda Hypericum heterophyllum ekstraktlarin antifungal aktivitesinin daha
yiikksek oldugu soylenebilir. Hypericum heterophyllum tiriiniin ¢i¢ceklenme donemi
baslangict ve c¢iceklenme donemi igerisinde toplanan bitkilerden alkolle hazirlanan
ekstraktlar1 ile yapilan bir c¢alismada (Escherichia coli, Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa, Bacillus cereus) ve iki Candida tiirii (Candida albicans ve
Candida tropicalis) kullanilarak antimikrobiyal etkinligi test edilmis ve ekstraktin
Staphylococcus aureus'a karst antibakteriyel aktivite gosterdigi rapor edilmistir
(Eruygur vd. 2024). Baska bir calismada ise Hypericum heterophyllum ve Tiirk
geleneksel tibbinda cesitli hastaliklara karsi ilag olarak kullanilan 25 bitkinin kloroform,
aseton, etanol ve su Oziitlerinin antimikrobiyal aktiviteleri, 10 patojenik bakteri ve bir
mantara (Candida albicans) kars1 disk difiizyon yéntemi kullanilarak bir arastirma (Unal
vd. 2008) kapsaminda test edilmistir. Test edilen bitki tiirleri arasinda Ziziphora
clinopodioides Lam (Labiatae), Thymus fallax Fisch et Mey. (Labiatae) ve fi¢
Hypericum (H. heterophyllumVent., H. hyssopifolium Chaix. subsp. elongatum (Ledeb.)
Woron var. elongatum ve H. scabrum L.) tiriiniin daha genis bir spektrumda
antimikrobiyal aktivite gosterdigi belirtilmektedir. H. heterophyllumVent tiiriine
ekstraktlarin B. megaterium, B. Subtilis, E. coli , E. cloacae; K. Pneumonia, P.

Mirabilis, P. Vulgaris, S. enteritidis, S. pyogenes, S. aureus, C. albicans suslarina

39




kars1 antimikrobiyal etkinligi kiyaslandiginda ise; B. Megaterium susuna Kkarsi
kloroform, aseton ve etanol ekstraktlarinin, K. Pneumonia susuna karsi etanol
ekstraktinin, P. Vulgaris susuna karsi kloroform ve aseton ekstraktinin, S. aureus susuna
kars1 ise etanol ekstraktinin antibakteriyel etkili oldugu, C. albicans susuna kas1 hi¢cbir
ekstraktin antifungal aktivite gostermedigi ifade edilmektedir (Unal vd. 2008). Bu
veriler ile galismamizdan elde edilen veriler arasinda farrkliliklar oldugu goriilmektedir.
Bu farkliliklarin sebepleri, H. heterophyllum ekstrakti hazirlanirken kullanilan

¢Oziicii/yontemlerin veya uygulanan konsantrasyonlarin farkli olmasiyla izah edilebilir.

4.5 Hypericum heterophyllum’a ait ekstraktlarin sitotoksik ve antikanserojenik
etkinliginin degerlendirlmesi

Hypericum heterophyllum ekstraktlarinin sitotoksite diizeyleri saglikli bir hiicre olan
HGF hiicreleri kullanilarak, antikanserojenik etkinligi ise kanser hiicreleri olan A549 ve
G361 giicreleri kullanilarak incelendi. Hypericum heterophyllum ekstraktlarinin (HHpix,
HH¢icek ve HHgalyaprak) HGF hiicrelerinde sitotoksite diizeyleri Sekil 4.2°te sunulmustur.
Veriler incelendiginde, Hypericum heterophyllum ekstraktlarinin HGF hiicrelerinde
sitotoksitesinin diisiik oldugu sdylenebilir. Ciinkii her {i¢ ekstrakt i¢in de sitotoksik doz
0,5 mg/mL konsantrasyonunun {izerindedir. Calismamizda kullanilan {i¢ ekstrakt
karsilastirilacak olursa, HHmix ekstraktinin sitotoksitesinin en az oldugu soylenebilir.
Cinkii HHmix ekstraktinin sitotoksik dozu 5 mg/mL iken, HHgicek ve HHaalyaprax
ekstraktlarinin  sitotoksitesinin 1 mg/mL de basladigr belirlendi. Ayrica HHmix
ekstraktinin 0,1-1 mg/mL konsantrayonlarda HGF hiicre poliferasyonunu artirdigi

gorildii (Sekil 4.2).
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Sekil 4.2. Hypericum heterophyllum ekstraktlarinin (HHmix, HHcicek V& HHadat-yapra) HGF
hiicrelerinde sitotoksite diizeyleri

Veriler ortalamatsandart sapma seklinde verilmistir (n>3). % kontrol grubuna gore % hiicre canliligint
istatistiki diizeyde artiran konsantrasyonu, °; kontrol grubuna gore % hiicre canliligin istatistiki diizeyde
azaltan konsantrasyonu ifade eder (p<0.05).

Literatiir incelendiginde Hypericum heterophyllum ekstraktlar1 kullanilarak saglikli
hiicrelerle heniiz bir calisma yapilmadigi tespit edilmistir. Bununla birlikte diger
Hypericum tiirleri, 6zellikle de Hypericum perfaratum ekstraktlart ile ¢ok sayida
calisma yapildigi goriilmektedir. Bu ¢aligmalarda diisiik dozlarda Hypericum ekstrakti
uygulamalarint fibroblast hiicrelerinde fibroblast migrasyonu ve kollojen sentezini
uyararak proliferasyonu artirabilecegi boylelikle yara iyilesmesine katki sunabilecegi
rapor edilmektedir (Dikmen vd. 2011). Bu bilgiler 1s18inda ¢alismamizda kullanilan
HGF hiicrelerindeki proliferatif etkileri gdzlenen HHmix ekstraktinin yara iyilestirici
etkinligi olabileceginden soz edilebilir. Hypericum heterophyllum ekstraktlarinin yara

lyilestirme potansiyelleri bir sonraki baglikta ele alinacaktir.

Hypericum heterophyllum yoresel olarak (Afyonkarahisar yoresi) yara ¢igegi olarak
adlandirilmaktadir. Bu sebeple Hypericum heterophyllum ekstraktlarinin sitotoksik
etkilerinin belirlenmesinde kullanilan hiicre hatlarindan birisi olarak G-361 melanoma
hiicreleri (cilt kanseri hiicre hatt1) tercih edilmistir. Sitotoksik etkilerin belirlenmesinde
kullanilan ikinci hiicre hatt1 ise A549 hiicreleridir. G-361 hiicreleri ile yapilan analizler
sonucunda Hypericum heterophyllum ekstraktlariin 0,1-0,5 mg/mL konsantrasyon

araligindaki dozlarda proliferasyonu artirabilece§i goriildii. Sitotoksik aktivitenin ise
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HHmix i¢in 1 mg/mL, diger ekstraktlar i¢in 2 mg/mL konsantrasyinda basladigig:
belirlendi (Sekil 4.3). Sitotoksik dozlarin yiiksek (>1 mg/mL) oldugu gbéz Oniinde
bulundurulursa, G361 hiicreleri i¢in Hypericum heterophyllum sulu ekstraktlarinin
antikanserojenik aktivite gostermekten uzak oldugu sdylenebilir. Bu sebeple G-361
hiicrelerinin temsil ettigi melanom tiirlerinin tedavisi sirasinda kullanilmamalidir.
Hypericum heterophyllum ve G361 hiicreleri kullanilarak yapilan herhangi bir
caligmaya literatiirde rastlanilamamustir. Diger Hypericum tiirlerinin G361 hiicrelerine
etkisini arastiran calismalar da sinirli sayidadir.  G-361, epitel morfolojiye sahip
melanoma (cilt kanseri) hiicre hattidir. Sar1 kantaron olarak bilinen Hypericum
perforatum ve diger Hypericum tlirlerinin en sik raslanan kullanim alanlar1 arasinda
yara iyilesmesi ve dermatolojik rahatsizliklar oldugu diisiiniiliirse, cilt kanserine olasi

etkilerinin de arastirilmasi 6nemli olabilir.
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Sekil 4.3. G361 hiicrelerinde Hypericum heterophyllum ekstraktlarinin sitotoksisite diizeyleri

Kiiciik hiicreli olmayan akciger kanseri (A549) hiicrelerine Hypericum heterophyllum
sulu ekstraktlarinin etkileri incelendiginde, 0,1-0,5 mg/mL konsantrasyonda higbir
ekstraktin sitotoksik/proliferatif etkili olmadigi goriilmektedir (Sekil 4.4). Bu veri
akciger kanserine yakalanan kisiler i¢in tiire ait sulu ekstraktlarin diisiik
konsantrasyonlarda giivenilir olabilecegini diisiindiirmektedir. A549 hiicerelerinde tiire
ait kullanilan ekstraktlarin sitotoksisite diizeyleri karsilastirildiginda HHadal-yaprak

ekstraktinin sitotoksik etkisinin en yiiksek oldugu belirlendi. Ciinkii HHdal-yaprax ekstrakti
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sitotoksitesi 1 mg/mL konsantrasyonda baglarken,  diger (HHgicek ve HHmix)
ekstraktlarin sitotoksitesinin daha yiiksek konsantrasyonlarda basladigi tespit edildi.
Literatiirde Hypericum heterophyllum ekstraktlart ve AS549 hiicreleri kullanilarak
yapilarak herhangi bir calismaya rastlanilamamistir. Bununla beraber diger Hypericum
tirleri ve A549 hiicreleri kullanilarak bircok calisma yapilmistir. Hypericum tiirleri
arasinda en ¢ok bilineni ve geleneksel tipta encok kullanilan tiir olan Hypericum
perforatum ¢igekleri ve dal-yaprak kisimlar1 kullanilarak hazirlanan metanol, etil asetat
ve hekzan ekstraktlarinin antikanserojenik etkinligi A549 hiicrelerinde arastirilmistir
(Mati¢, vd. 2021). Calismada ekstraktlarin A549 i¢in gegerli ICsp konsantrasyonlari
belirlenmistir.  Toksisitesi en diisiik bulunan metanol dal-yaprak ekstraktinin ICso
konsantrasyonu 200 ug/mL {izerinde bulunurken, diger ekstraktlarin ICso
konsantrasyonlar1 20-100 pg/mL arasinda oldugu belirtilmektedir. Ozellikle ¢igeklere
ait etil asetat (20,2 ng/mL ) ve hekzan (23,5 pg/mL ) ekstraktlarinin ICso degerinin ¢ok
diistik oldugu, bu sebeple A549 hiicreleri icin antikanserojenik etkileri olabilecegi rapor

edilmistir.
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Sekil 4.4. A549 hiicrelerinde Hypericum heterophyllum ekstraktlarinin sitotoksisite diizeyleri

Calismamizda kullanilan hiicre (HGF, G-361 ve AS549) hatlarma Hypericum
heterophyllum sulu ekstraktlarinin etkileri birlikte degerlendirildiginde; 0,1-0,5 mg/mL
konsantrasyonlarda {i¢ hiicre hattinda da sitotoksik etki goriilmezken, bu konsantrasyon

araliginda HGF ve G-361 hiicrelerinde ekstraktlarin proliferatif etkiler gosterebilecegi
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beirlendi. HHmix ekstrakti en yiiksek sitotoksiteyi 1 mg/mL konsantrasyonla G-361
hiicrelerinde, en diislik sitotoksiteyi ise 5 mg/mL konsantrasyonla HGF hiicrelerinde
gostedi. A549 hiicrelerindeki sitotoksite diizeyi se 2 mg/mL ile orta diizeyde idi. Bu
bilgiler 15181inda HHmix ekstraktinin ¢alismada kullanilan hiicre hatlarindaki sitotoksite
siralamas biiyiikten kii¢iige dogru G-361 > A549 > HGF hiicreleri seklinde olustugu

goriildii.

HHgal-yaprak ekstraktinin ise HGF ve A549 hiicrelerindeki sitotoksik konsantrasyonu (2, 1
mg/mL) en diisiik, G-361 hiicrelerindeki sitotoksik konsantrasyonu 2 mg/mL bulundu.
Bu durumda HHadaryaprak €kstraktinin sitotoksite siralamasi biiyiikten kiictige; HGF =
A549 > G-361 hiicreleri seklinde olustu. HHgicek ekstraktinin ise HGF hiicreleri igin
diger hiicrelere oranla stotoksik etkili oldugu belirlendi HGF hiicrelerinde ¢icek
ekstrakti sitotoksik konsantrasyonu 1 mg/mL iken ¢alismada kullanilan kanser (A549 ve
G-361) hiicrelerinde sitotoksik konsantrasyonun 2 mg/mL den basladigi goriildii. Bu
durumda sitotoksite siralamasi ise biiyiikten kiiciige HGF > A549 = G-361 seklinde
gercgeklesti.

Bu veriler 1518inda saglikli HGF hiicrelerinde sitotoksitesi en diisiik (5 mg/mL) olan
HHmix ekstraktinin  G-361 hiicrelerinde ise en yiiksek sitotoksiteyi sagladigi
diistintiliirse, hem A549 hiicreleri hem de G-361 hiicreleri i¢in antikanserojen etkinlik
gosterdigi sOylenebilir. Bununla beraber A549 hiicreleri i¢in en diisiik konsantrasyonda
sitotoksik etkilerin HHaal.yaprak €kstraktinda gdzlendigi, ama HGF hiicrelerinde de ayni
konsantrasyonda sitotoksik etkiler gézlendigi icin HHaal.yaprak €kstraktinin A49 hiicreleri

icin antikanserojenik etkinligi i¢in tutarli bir cevap verilemeyecegi sdylenebilir.

Hypericum Heterophyllum tirii ve farkli kanser hiicreleri kullanilarak yapilan sinirh
sayida ¢alisma mevcuttur. Bu ¢alismalar incelendiginde Hypericum Heterophyllum tiirii
ciceklenme donemi baslangict ve ciceklenme donemi igerisinde toplanan bitkilerden
alkolle hazirlanan ekstraktlar1 ile yapilan bir ¢alismada MDA-MB-231 insan gogiis
kanseri hiicreleri kullanilarak sitotoksite diizeyleri degerlendirilmistir. Cigeklenme
doneminin baglangicindan elde edilen ekstraktlarin daha giiglii biyolojik aktivite
gosterdigi, ayrica ekstraktlarin antioksidan, antibakteriyel (Staphylococcus aureus'a

kars1), antikanser aktivite (meme kanseri hiicreleri iizerinde) ve BChE ve alfaglukozidaz
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inhibisyon etkilerine sahip oldugu belirlenmistir (Eruygur vd. 2024). Hem literatiirde
hem de sunulan tez ¢alismasindan elde edilen bulgular H. heterophylum'dan elde edilen

ekstraktlarin 6nemli farmakolojik aktivitelere sahip olabilecegini géstermektedir

4.5 Hypericum Heterophyllum Ekstraktlarmm HGF Hiicrelerinde Yara Iyilestirici

Etkinliginin Arastirilmasi

Yara c¢alismalarinda in-vitro model olusturmada en ¢ok tercih edilen hiicreler fibroblast
hiicreleridir. Ciinkii fibroblast hiicreleri, yara iyilesmesi siirecinde dnemli roller iislenen
birgok proteinin/metabolitin kolayca sentezlendigi hiicrelerdir. Yara olusturulduktan
sonra fibroblastlarin aktivasyonu sonrasinda sentez ve salinimi yapilan molekiiller
yardimiyla epitelyal onarim gerceklesir. Bu sebeple sunulan tez calismasinda da
Hypericum Heterophyllum ekstraktlarin yara iyilesmesine etkisini arastirmak
amaciyla bir fibroblast hiicre hatt1 olan Human Gingival Fibroblast (HGF) hiicreleri
kullanilmistir. Yontem kisminda ayrintili bir sekilde aciklanan in-vitro hiicre ¢izigi yara
modeli olusturulduktan sonra Hypericum heterophyllum ekstraktlar1 hiicrelere
uygulanmistir. Ekstraktlar sitotoksik olmadigi (Sekil 4.2) belirlenen en diisiik (100
pg/mL) konsanrasyonda HGF hiicrelerine uygulanmistir. Elde edilen veriler Cizelge

4.7’de sunulmustur.

Cizelge 4.7. Calismada kullanilan ekstraktlarin yara iyilestirici etkinligi

Hiicresiz alan (Yara alam) Yara alam
Deney (%) kapanma oram
Gruplari Baslangic 24. saat 48. saat (%)

Kontrol 55,31£2,44 21,4742,41 12,78+3,16 77,01£5,04
HHwmix 54,15+£2,71 11,45+1,85%* 2,50+1,13% 95,42+1,98%*
HHcigek 54,34+£3,25 19,58+3,64 12,60£5,25 77,06+8,45
HHyaprak- 55,6743,63 26,5243,52 13,47+3,49 75,69+6,49
dal
P 0,912 0,002 0,016 0,010

Veriler ortalama + standart sapma seklinde verilmistir (n>3).

* Ayni siitundaki veriler arasinda kontrol grubuna gore istatistiki farklilik gésteren veriyi gostermektedir

(p<0,05).
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Deney baslangi¢ verileri (Cizelge 4.7) incelendiginde tiim deney gruplarina ait yara
alanlarinin (%) birbirine yakin oldugu, bu sebeple basarili bir sekilde in-vitro yara
modeli olusturuldugu sdylenebilir (Sekil 4.5). Deney gruplarina ait 24. Saat ve 48. Saat
verileri incelendiginde HHnix ekstraktinin HGF hiicrelerinnde proliferasyonu ve hiicre
gociinii onemli derecede artirarak, yara iyilestirici etkinlik gosterdigi soylenebilir.
Nitekim HHmix yara kapanma oran1 % 95,42 iken, kontrol grubu yara kapanma oran
%77,01 olarak bulunmustur. Diger ekstraktlarin ise yara kapanma oranlarinin kontrol
grubuna yakin oldugu Cizelge 4.7°de goriilmektedir. Hypericum heterophyllum tiiriiniin
yara iyilestici etkinligi ile ilgili literatiirde herhangi bir ¢alismaya rastlanilamamuistir.
Bununla beraber Hypericum tiirleri ile yapilan ¢alismaarda bulgular, bu cinse ait tiirlerin
yeniden epitelizasyon, anjiyogenez, yara kontraksiyonu ve bag dokusu rejenerasyonu
dahil olmak {izere yara iyilesme silirecinin her asamasinda rol oynayabilecegini
gostermektedir.  Hypericum tiirlerinin kollajen birikimini artirarak, inflamasyonu
azalttig1, fibroblast gociinii engelledigi (boOylelikle yara bolgesinin daha ¢abuk
kapanmasi saglanabilir) ve cokgen sekilli fibroblastlarin sayisin1 ve fibroblastlar
icindeki kollajen liflerinin sayisini artirarak epitelizasyonu tesvik ettigi boylelikle yara
iyilesmesinde etkin bir rol tislendigi rapor edilmektedir (Farasati vd. 2024). Hypericum
tiirlerinde bulunan bazi aktif bilesiklerin insan keratinositleri, fibroblastlar1 ve kok
hiicrelerinin proliferasyonunu uyararak yara iyilesme siirecinde sinerjik ve etkin bir

slirecin baslamasina aracilik edebilecegi belirtilmektedir (Bridi vd. 2021).
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Deney Yara lyilesme Modeline Ait Mikroskop Gériintiileri

Gruplan Baslangic 24, Saat 48. Saat

Kontrol

HH

Mix

HH

Gigek

HH

Yaprak-Dal

Sekil 4.5. Hypericum heterophyllum’a ait ekstraktlarin yara iyilestirici etkisi

4.6 Hypericum heterophyllum Ekstraktlarinin Kanser (G361) Hiicrelerinde Hiicre
Yenilenmesi ve Gogiine Etkisi

Ekstraktlar sitotoksik olmadigi (Sekil 4.3) belirlenen en diisiik (100 pg/mL)
konsantrasyonda besiyeri icerisinde ¢oziilerek hazirlandi. Onceden planlanan
kuyucuklara eklendi. Daha sonra 0, 24, 48. saat fotograflar1 alinarak sonuglar
degerlendirildi. Calisma baslangici olan sifirinct saat verileri incelendiginde tiim deney
gruplarinda olusturulan hiicre ¢izigi yara modelinin birbirine yakin oranlarda olacak bir

sekilde olusturulabildigini gostermektedir. Kontrol grubu yara kapanma oraninin
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calisma sonunda % 49,11£2,61 oldugu belirlendi. Caligmamizda kullanilan tiiriin toprak
istii kisimlarindan elde edilen (HHmix) ekstraktt G361 hiicrelerine uygulandiginda ise
yara iyilestirici etkisi olabilecegi, fakat yara kapatma oraninin (% 34,70+10,36) kontrol
grubu verilerine gore daha diisiik kaldig1 goriildii (Cizelge 4.8). Yara iyilestirici etkisi
en iyi oldugu belirlenen ektraktin ¢i¢ek ekstrakti oldugu belirlendi. Kontrol grubu yara
kapanma oranindan daha yiiksek oranda yara kapatma etkinligi olan ¢igek ekstraktinin
bu etkisi yara tedavileri i¢in umut verici olabilir. Bununla birlikte ayni tiiriin yaprak
ekstrakt1 kullanilarak yapilan uygulamalarda tam tersi sonuglar elde edilmistir. Yaprak
ekstraktinin yara iyilestirici etkinliginden ziyade yara oranini artirici etkisi olabilecegi
belirlendi. Her bir deney grubuna ait 0, 24, 48. saat mikroskopi goriintiileri Sekil 4.5’te

sunulmustur.

Cizelge 4.8. Calismada kullanilan ekstraktlarin G361 hiicrelerinde yara kapanma oranlarina

etkisi
Yara alaninin hesaplandigi zaman dilimi 48. saat yara
Sifirinci Yirmi Kirk kapanma
Deney gruplari saat dordiincii sekizinci oranlari
saat saat (%)
Kontrol 64,39 + 4,34 45,88+2,96° 32,84+3,89° 49,11+£2,61°
Mix ekstrakti 64,55+4,81 53,233,82° 41,86+4,41¢ | 34,70+10,36°
Cicek ekstrakti 62,82+3,49 34,67+6,45% 17,56+4,62% 72,07+7,09¢
Yaprak ekstrakti 58,42+1,88 64,52+4,96° 82,40+3,164 | -41,08+4,96°
P 0,244 0,000 0,000 0,000

Veriler ortalama + standart sapma seklinde verilmistir (n>3).
ab.ed . Aym siitunda ortak {ist simgeyi tasimayan veriler (deney gruplar1) arasinda istatistiki fark
bulunmaktadir (p < 0.05).

G-361 hiicrelerinin melonoma kanser hiicreleri oldugu diisiintiliirse, kontrol grubuna
oranla yara kapanma orani1 daha fazla olan ekstraktlarin kanseri ilerletme konusunda
olumsuz bir etkisi olacagr da sdylenebilir. Bu sebeple bizim i¢in ideal olan yara
tyilestirici ekstraktin, saglikli hiicrelerde yara kapanma etkisi olan ama kanser
hiicrelerinde kontrol grubuna oranla proliferasyona daha az sebep olan ekstrakt
olabilecegi soylenebilir. Bu acidan hem HGF hiicreleri hem de G-361 hiicreleri ile
yapilan yara iyilesmesine ait veriler beraber degerlendirilirse, HGF hiicrelerinde yara

tyilestirici etkisi oldugu belirlenen HHmix ekstraktinin (Cizelge 4.7, Sekil 4.5), G-361
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hiicrelerinde kontrol grubuna oranla yara kapanma oranlarinin daha az olduguna
(Cizelge 4.8, Sekil 4.6) isaret etmektedir. Baska bir ifade ile saglikli HGF hiicrelerinde
yara iyilestirici etkisi oldugu belirlenen HHmix ekstraktinin G-361 hiicrelerinde hiicre
yenilenmesi ve migrasyonunu azalttigi sOylenebilir. Bu sebeple HHmix ekstrakti hem
saglikli hem de melanomaya yakalanmis bireylerdeki yaralarin tedavisi igin yararl

olabilir.

Deney Yara lyilesme Modeline Ait Mikroskop Gériintiileri

Gruplarn 0. Saat 24. Saat 48. Saat

Kontrol

Cicek
Ekstrakti

Yaprak
Ekstrakti

Toprak
Ustii Kisim
Ekstrakti

Sekil 4.6. Hypericum heterophylluma ait toprak {istli kisimlart (Mix), ¢igcek ve yaprak sulu

ekstraktlarinin yara iyilestirici etkisi

Ayrica G-361 hiicrelerinde hiicre 6liimiinii uyardigi, bu sebeple de yara agiklik alaninin

baslangica gore daha fazla olmasina neden olan HHparyaprak €kstrakti antikanserojenik
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etkinligi ile de degerlendirilebilir. Cilinkii ayn1 konsantrasyonda (100 pg/mL) HGF
hiicrelerine uygulanan HHpal.yaprak  €kstraktinin, ayni deney grubunda baslangi¢
durumuna gore proliferasyonu artirdigi, bu artis sonucunda yara kapanma oranlarinin
kontrol grubuna yakin oldugu goriilmiis (Cizelge 4.7, Sekil 4.6), saglikli hiicreler i¢in
herhangi bir toksikasyona sebep olmadig1 belirlenmistir. Bu veriler melonama kanserine
kars1 tedavide HHpalyaprak €kstraktinin yeni alternatifler sunabilecegini gostermektedir.
Fakat bunun tam olarak sdylenebilmesi i¢in deney hayvani modelleri veya saglikli/hasta

gontllilerle yapilacak ileri calismalara ihtiya¢ duyulmaktadir.
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S. TARTISMA ve SONUC

Bitkisel iirtinler, saglik ve refahi tegvik etmedeki faydali rolleri nedeniyle giinlimiizde
yeniden ilgi gormeye basladi. Bitkilerin igeriginde bulunan fenolikler gibi ikincil
metabolitlerin hiicre sinyal yollariyla etkilesime girdigi, inflamatuar yaniti diizenledigi
ve hiicreleri serbest radikal kaynakli oksidatif stresten korudugu bilinmektedir. Bitkisel
iriinlerde bulunan antioksidan 0Ozellikteki aktif maddeler ortamda bulunan serbest
radikallere elektron vererek veya serbest radikallerin eslenmemis elektronlarini alarak,
serbest radikal inaktivasyonu saglar. Cogu bitkide bulunan ve antioksidan 6zellikleri ile
one cikan fenolik maddelerin antioksaidan 6zellikleri, kimyasal yapilariyla iligkilidir.
Fenolik maddeleri antioksidan etki mekanizmasi; fenolik bilesiklerin serbest radikallere
bir hidrojen atomu bagislamasi ve bunun sonucunda fenoksil radikali isimli ara madde
olusumu ile baglar. Rezonans nedeniyle olusan fenoksil radikali ara madde depolamasi
kalicidir ve bu da yeni bir zincir birimlerinin baslatilmasini zorlastirir. Ek olarak, diger
serbest radikallerle reaksiyonlara girerek, fenoksil radikal degisim yolunu, ara

maddeleri ayn1 zamanda son 6ldiirticti gérevi gortir.

Antik ¢agdan beri geleneksel tedavide kullanilan Hypericum L., dikotiledonlar i¢indeki
Hypericaceae familyasinin bir cinsidir. Hypericum tiirlerinin bilesenleri 6nemli
biyolojik 6zellikleri nedeniyle degerlidir. Depresyon tedavisinde ve antibakteriyel ajan
olarak kullanim1 birincil literatiirde ve etnobotanik raporlarda iyi belgelenmistir.
Kimyasal bilesenleri olarak; floroglusinol tiirevleri, ksantonlar, diantronlar ve
flavonoidler grubuna dahil olan yiizlerce farkli bileseni icerebilmektedirler. Bu
bilesikler; antimikrobiyal, sitotoksik, antidepresan benzeri ve antinosiseptif etkiler de
dahil olmak f{izere cesitli biyolojik aktiviteler gosterebilmektedir. Hypericum L.
(Hypericaceae) cinsi, en son sayima gore, Antarktika hari¢ her kitaya dagilmis 469 tiir
igerir (Xiao vd. 2020). Hypericum L tiirlerinin bilesenleri tiirden tiire degisebildigi gibi
ayni tiirtin yetisme alani ile de farklilik gosterebilmektedir. Bu sebeple heniiz 6zellikleri
yeterince arastirtlmamuis tiirlerin iceriklerinin ve biyolojik 6zelliklerinin belirlenmesine
yonelik c¢aligmalar bilim diinyasinin ilgisini ¢ekmektedir. Sunulan ¢alisma da bu

kapsamda hazirlanmis olup, Tiirkiye endemik tiirlerinden birisi olan Hypericum
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heterophyllum tiiriine ait sulu ekstraktlarin bazi biyolojik 6zellikleri ve fitokimyasal

icerikleri belirlenmistir.

Hypericum heterophyllum tiirii ile aseton ve metanol ektraktlarinda tez danismanimin
yirlittigl bir ¢alisma ile aragtirmalar yapilmis olup, bu aragtirmalarda antibakteriyal,
antioksidan ve antikanserojenik etkinligi ortaya konmustur (Hazman vd. 2022a). Bu
calisma ile daha once elde edilen bulgular 1s181inda daha ileri ¢calismalara yer verilmistir.
Bu amacgla yapilan c¢alismalarla Hypericum heterophyllum tiriniiniin  sulu
ekstraktlarinda daha ayrintili bir arastirma yapilmast miimkiin olmustur. Hypericum
heterophyllum c¢ogunlukla suda hazirlanarak tliketilmektedir. Bu nedenle sulu
ekstraktlarinin etkinliginin arastirilmas: farmakolojik etkinligini agiklama adina daha
yararli olacagi disiiniilmiistiir. Ayrica halk arasinda yara c¢igegi olarak bilinen
Hypericum heterophyllum’un yara 1iyilestirici etkinligi konusunda herhangi bir
arastirmaya rastlanilamamistir. Elde edilen bulgular bu konuda ilk olma 6zelligini

tasimaktadir. Calisma kapsaminda elde edilen sonuglar maddeler halinde sunulmustur.

e Tiiriin literatiirde  belirtilen ve bu c¢alisma ile ortaya konulan
biyolojik/farmakolojik &zelliklerinin en 6nemli nedenleri arasinda iceriginde
bulunan fenolik bilesenlerle iliskili olabilecegi belirlendi. Oyleki ekstraktlar
icerisinde miktarlar1 belirlenen 5-dikaffeoilquinik acid (Gray vd. 2014,
Sharopov vd. 2020), vanillin (Dhanalakshmi vd. 2015, Wang vd. 2024, Kumar
vd. 2023), kaffeik asit (Yamada vd. 1996), 4-OH benzoik asit (Pugazhendhi vd.
2005, El-Zawawy vd. 2022), siringik asit (Itoh vd. 2009), siringik aldehit
(Shahzad vd. 2020), vanilik asit (Itoh vd. 2009) biyoaktif maddelerinin farkl
biyolojik 0Ozellikleri literatiirde cesitli caligmalarla gdsterilmistir. Bu bilgiler
1s1ginda  Hypericum  heterophyllum’un halk tarafindan geleneksel olarak
kullanilmasinin sebebi ile tiirlin igerdigi bilesenlerin olasi yararli farmakolojik

etkileri arasinda siki bir iliski kurulabilir.

e Sunulan ¢alismanin ilgi ¢ekici sonuglarindan birisi de Hypericum heterophyllum
ekstraktlarinin 4-OH benzoik asit igerikleridir. Sentetik olarak da iiretilebilen 4-
OH benzoik veya p-hidroksibenzoik asit toksisitesi diisiik olan ve antioksidan

etkileri ile 6n plana ¢ikan bir bilesik olup, HHpal-vaprak ektraktinda %9,56
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oraninda, HHwmix ekstraktinda ise %7 oraninda bulundugu belirlenmistir. Bu veri
Hypericum heterophyllumun 4-OH benzoik asit (p-hidroksibenzoik asit) igin
dogal kaynak olarak kullanilabilecegini akla getirmektedir. Bu durumda ise
iilkemiz i¢in endemik bir tiir olan Hypericum heterophyllum un ekonomik olarak

deger kazanabilme potansiyeli oldugunu gostermektedir.

Hypericum heterophyllum’a ait ekstraktlarin (HHmix, HHcicek ve HHaal-yaprak)
yaklasik olarak %10-11,5 araliginda total fenolik icerige sahip olduklari, bu
fenolik icerikle beraber diger olasi biyoaktif maddelerin ekstraktlarin

oksidan/antioksidan aktivitesine katki sundugu belirlendi.

Hypericum heterophyllum ¢icek ve mix ekstraktinin TAS diizeylerinin birbirine
yakin ve yiiksek, TOS seviyelerinin ise diisiik ¢iktigi belirlendi. Bu bilgiler
HHwmix ve HHcicek ekstraktlarinin antioksidan aktivitelerinin daha belirgin
olabilecegine isaret etmektedir. Dal-yaprak ekstrakti TAS seviyelerinin diisiik,
TOS seviyelerinin yiiksek ¢ikmasi, HHpal.yaprak €kstraktinin oksdan 6zelliklerinin
etkili olabilecegini akla getirmektedir. Oyleki HHwix, ekstrakti OSI seviyesi
13,91£2,55 AU, HHcicek ekstrakti OSI diizeyi 11,29+2,33 AU iken, HHpal-yaprak
OSI diizeyleri (40,42+14,97 AU) istatistiki olarak diger gruplardan yiiksek ve
farkli ¢iktig1 belirlenmistir (Cizelge 4.3). Bu veriler HHpaiyaprak €kstrakti
iceriginde diger ekstraktlardan farkli olarak oksidan etkiler gosterebilecek bazi
bioaktif madde igeriginin fazla olabilecegine isaret etmektedir. Oksidan
aktivitesi  yilksek  olan  biyoaktif  bilesenler igeren = maddelerin
antimikrobiyal/antikanserojenik  gibi  farmakolojik  etileri  olabilecegide
diistintilebilir. Nitekim E. coli susu igin antibakteriyel aktivitesi en yiiksek olan
ekstraktin, MIC degeri (2,5 mg/mL) en diisiik hesaplanan, HHpal.yaprak €kstrakti
oldugu belirlendi.

Tiire ait ekstraktlarin antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugu belirlendi. Disk
difiizyon yontemi ile yapilan analizlerden elde edilen sonuclar diisiik (%0,125)
diliisyon oranlarinda ekstraktlarin antimikrobiyal etkisinin olamayabilecegine

isaret ederken, MIC analizlerinde &zellikle yiiksek (5 mg/mL) konsantrasyonda
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calismada kullanilan tiim (E. coli, S. aureus, C.albicans) mikroorganizmalara

kars1 antimikrobiyal etkinin giiglii oldugunu gostermektedir.

Hypericum heterophyllum ekstraktlarimin  HGF, A549 ve G361 hiicreleri
kullanilarak belirlenen sitotoksite diizeyleri birlikte degerlendirilirse; diistk
dozlarda HHmix, HHgicek ve HHgalyaprak ekstraktlarini sitotoksik olmadigi,
ozellikle saglikli HGF hiicrelerinde proliferatif etkili olabilecekleri tespit edildi.
Yiiksek konsantrasyonlarda ise 6zellikle G-361 hiicrelerinde antikanserojenik

aktivitenin daha belirgin ortaya ¢iktig1 tespit edildi.

Sunulan c¢alismada Hypericum heterophyllum ekstraktlarinin yara iyilesmesi
lizerine, baska bir ifade ile hiicre yenilenmesi ve migrasyonuna etkisini
belirleyebilmek icin, biri saglikli (HGF hiicreleri) digeri cilt kanseri (G361)
hiicreleri kullanildi. Yara iyilestirici etkinlikte olusturulan modelin iki farkli
hiicre hattiyla belirlenmeye ¢alisilmasindaki temel amag, yara iyilestirici
etkinligin cilt kanserli hastalarda da gegerli olup/olmadigin1 belirlemek i¢indi.
Her iki hiicre hattinda hiicre ¢izik yontemi ile yara modeli olusturulduktan sonra
ayni konsantrasyonda (100 pg/mL) ekstraktlar (HHwmix, HHcicek ve HHpat-yaprak)
hiicrelere uygulandiginda elde edilen sonucglar, HHwmix ekstraktinin yara
tyilestirici etkinliginin giliglii bir sekilde One ¢iktig1 belirlendi. HHwmix
ekstraktinin HGF hiicrelerindeki yara kapanma oranlarini kontrol grubuna gore
istatistiki diizeyde artinirken (Cizelge 4.6, Sekil 4.5), aym ekstraktin G-361
hiicrelerinde kontrol grubuna oranla yara kapanma oranlarini artirmadig: (aksine
azalttigl) belirlendi (Cizelge 4.8, Sekil 4.6). Yani HGF hiicrelerinde yara
tyilestirici etkisi oldugu belirlenen HHwmix ekstraktinin, cilt kanseri G-361
hiicrelerinde hiicre yenilenmesi ve migrasyonunu azlttigr sdylenebilir. Bu
sebeple HHwmix ekstrakti hem saglikli hem de melanomaya yakalanmig

bireylerdeki yaralarin tedavisi i¢in yararli olabilecegi diisiiniilebilir.
G-361 hiicrelerinde HHcicek ekstraktinin hiicre proliferasyonu ve migrasyonunu

artirdigi, bu sebeple, cilt kanseri olan bireylerde HHcicek ekstraktinin

kullaniminin 6nerilmedigi sdylenebilir. Bununla beraber HHpal yaprak €kstraktinin
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G361 hiicrelerinde hiicre proliferasyonu ve migrasyonunu azaltmasi, aksine
hiicre 6liimiinii uyarmasi sonucu yara agiklik oranlarini baglangica gore ¢alisma
sonunda artirdigr gorildi (Cizelge 4.8, Sekil 4.6), Bu sebeple saghkli HGF
hiicrelerinde herhangi bir toksikasyona sebep olmayan ama melanoma (G361)
hiicrelerine kars1 sitotoksik etkiler gosteren HHparyaprak ekstraktinin, cilt
kanserinin tedavisinde yeni alternatifler sunabilecegini gostermektedir. Fakat
bunun tam olarak sdylenebilmesi i¢in deney hayvant modelleri veya

saglikli/hasta goniilliilerle yapilacak ileri ¢alismalara ihtiyag duyulmaktadir.

Sunulan tez ¢alismasindan elde edilen veriler, lilkemizde endemik bir Hypericum tiirii
olan Hypericum heterophyllum’un igerdigi bilesenler ve biyolojik/farmakolojik etkileri
nedeni ile ekonomik bir degere doniiserek, hem toplum sagligina hem de refahina katki
sunabilecek potansiyele sahip olabilecegine isaret etmektedir. Tarihten giiniimiize sar1
kantaron olarak bilinen Hypericum perforatum’un diinya genelinde olusturdugu hem
ekonomik potansiyel, hem de genis kullanim alanlar1 olmasinin, tiirle iligkili sayisiz
bilimsel arastirmalarin yapilmasiyla yakindan iliskilidir. Bu sebeple Tiirkiye’de halk
arasinda farkli amagclarla kullanimi olan Hypericum heterophyllum gibi endemik tiirlerin
icerikleri, biyolojik ve farmakolojik etkinlikleri iizerine yapilacak ¢aligmalar, bu tiirlerin
fitoterapide kullanimina sebep olabilecek bilgiler edinmemizi saglarken ayn1 zamanda
olas1 ekonomik potansiyellerini anlamamiza katki sunabilir. Bu nedenle iilkemizin
zenginligi olan endemik tiirler {izerine temel caligmalarin yapilarak, elde edilen veriler
1s51ginda gerekli goriilen tiirler veya elde edilebilecek inovatif triinlerle iligkili olarak
deney hayvani modelleri veya goniilliilerle ileri ¢caligsmalara gecilerek, iilke ekonomisine

ve toplum sagligina katkida bulunulmasi olasidir.
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