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Hypericum retusum Aucher, Hypericaceae ailesine mensup otsu bir bitki
tirtidiir. Hypericum’larin diinyada 400’ askin, Tirkiye’ de ise 70 farkli tiiri
vardir. Bitkinin kanitlanmis etkilerinden bazilar1 yara iyilestirici, antidepresif ve
antiseptik olmasidir. Bitkinin farkl tiirleriyle ilgili ¢ok sayida arastirma vardir,
ancak H. retusum tiirliniin antioksidan etkisi daha 6nce hi¢ ¢alisilmamastir.

Bu calismada; H. retusum bitkisinin toprak iistii kisimlar1 petrol eter,
hegzan, etilasetat ve metanol Oziitlerinin antioksidan etkileri arastirildi.
Antioksidan aktivite; toplam fenolik bilesen miktar1 (Folin & Ciocalteu reaktifi
yontemi), toplam flavonoid miktari, DPPH (1,1-difenil-2-pikril hidrazil)
radikalini, hidroksi radikalini sondiirme, indirgeme giicii ve metal selatlama
aktiviteleri ol¢iilerek belirlendi. H. retusum’un 6ziitleri DPPH radikal sisteminde
antioksidan aktivite sergiledi. Diger bir antioksidan test olarak metal selatlama
aktivitesi incelendi ve bitki o6ziitlerinin degerinin EDTA’dan diisiik oldugu
bulundu. indirgeme giicii degerlerinin yiiksek oldugu, OH radikali deneyinde
sonuclarin dikkat ¢ekici oldugu goriildii.

Bu sonuglar, bize H. retusum’un yiiksek antioksidan aktiviteye sahip
oldugunu gostermektedir.
Sonraki ¢aligmalar petrol eter, hegzan, etilasetat ve metanol 6ziitlerinin

karakterizasyonuna yonelik olmalidir.

Anahtar Kelimeler : Hypericum retusum Aucher, Antioksidan aktivite
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ABSTRACT
Hypericum retusum Aucher Guttiferae family member is a bush type. 400
more than the world Hypericums, in Turkey there are only 70 different types. Some
of the proven effects of plant is wound healing, wolf-down, antidepresif and
antiseptic. Many different types of plant research are related to, but antioxidant
effects of H. retusum type has not been previously ever work.

In this work, the antioxidants activity of H. retusum aerial parts were
determined on methanol, etlylacetate, petroleum ether, hegsane extracts. Total
phenolic contents of extracts were quantified (with the Folin & Ciocalteu reagent),
total flovonoid, DPPH (1,1-diphenyl-2-picryllhydrazyl), hydroxyl radical
scavenging, reducing power and iron chelation. H.retusum extracts showed
antioxidants activity in the DPPH radical system.

Total antioxidant activity methods as phenolic components, to resolve the
activity of radicals, Metals chelate activity, has been looking into the demotion of the
power. Another antioxidant activity tests of H.retusum extracts on iron chelation
were found lower then EDTA. Reducing power values were higher and hydroxyl
radicals in the experimental results have been remarkable.

These results shows, H.retusum’s has the highest antioxidant activity.
Further studies should be aimed characterize of the petroleum ether, hegsane,

etlylacetate and methanol extracts.

Key words: H. retusum Aucher, Antioxidant activity
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CIZELGELER, RESIMLER, SEKILLER DiZiNi

Sekil 2.1: Fenol

Sekil 2.2: Kumarin

Sekil 2.3: o — tokoferol

Sekil 2.4: Flavonol

Sekil 2.5: TBHQ ( Terbiitilhidrokinon )

Sekil 2.6: BHA (Biitillenmis hidroksianisol)

Sekil 2.7: BHT ( Biitillenmis hidroksitoluen)

Sekil 2.8: Dodesil Gallat

Sekil 2.9: Hiperisin

Sekil 2.10: Hiperforin

Sekil 2.11: Kuersetin

Sekil 4.3.1: Gallik asidin artan derisimlerine karsilik 6l¢iilen absorbans degerleri.
Sekil 4.3.2: Kuersetinin artan derigsimlerine karsi 6l¢iilen absorbans degerleri.
Sekil 4.3.3: H. retusum bitkisinin petroleter, hegzan, -ectilasetat, metanol

ekstraktlarimin  farkli konsantrasyonlardaki Fe™t Fe'™

ye indirgeme gliciiniin
spektrofotometrik analiz verileri.

Sekil 4.3.4:H. retusum bitkisinin petroleter, hegzan, etilasetat, metanol
ekstraktlarinin farkli konsantrasyonlarinin DPPH radikali {izerindeki sondiiriicii
aktivitesinin spektrofotometrik analiz verileri.

Sekil 4.3.5:H. retusum bitkisinin petroleter, hegzan, etilasetat, metanol

ekstraktlariin ~ farkli  konsantrasyonlarinin  metal  gelatlama  aktivitesinin

spektrofotometrik analiz verileri.
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Sekil 4.3.6:H. retusum bitkisinin petroleter, hegzan, etilasetat, metanol
ekstraktlarinin farkli konsantrasyonlarmin OH Radikalini sondiirme giicliniin
spektrofotometrik analiz verileri.

Cizelge 4.3.1:H. retusum bitkisinin petroleter, hegzan, etilasetat, metanol
ekstraktlarinin i¢indeki gallik asite esdeger total fenolik bilesen miktarlari.

Cizelge 4.3.2:H. retusum bitkisinin hegzan, etilasetat, petrol eter ve metanol
ekstraklarinin i¢indeki kuersetine esdeger toplam flavonoid bilesen miktarlari.
Cizelge 4.3.3:H. retusum bitkisinin hegzan, etilasetat, petrol eter ve metanol
ekstraktlarmin farkli konsantrasyonlardaki Fe™’ii Fe™ye indirgeme giiciiniin
degerleri.

Cizelge 4.3.4:H. retusum bitkisinin petroleter, hegzan, etilasetat, metanol
ekstraktlarmin BHT ve BHA’nin DPPH radikalini sondiirme aktivitelerinin %
inhibisyon degerleri.

Cizelge 4.3.5:H. retusum bitkisinin petroleter, hegzan, etilasetat, metanol
ekstraktlarinin  farkli konsantrasyonlarinin metal selatlama aktivitesinin =~ %
inhibisyon degerleri .

Cizelge 4.3.6:H. retusum bitkisinin petroleter, hegzan, etilasetat, metanol
ekstraktlarmin farkli konsantrasyonlarinin OH Radikalini sondiirme giiciiniin = %
inhibisyon degerleri .

Resim 3.1: H. retusum (Fotograf : Prof. Dr. Selguk Ertekin)
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SIMGELER VE KISALTMALAR DiZINI
BHA : Biitillenmis hidroksianisol
BHT : Biitillenmis hidroksitoluen
TCA : Triklorasetik asit

TBA : Tiyobarbitiirik asit

DPPH : 1,1-Difenil 2-pikril hidrazil
GAE : Gallik asit ekivalent

QE : Kuersetin ckivalent

FCR : Folin & Ciocalteu Reaktifi
EDTA : Etilendiamintetraasetik asit
DMSO : Dimetilstilfoksit

FeCl, : Demir-2-kloriir

K;3Fe(CN)g : Potasyum ferrisiyanat
NaOH : Sodyum hidroksit

NaCOj; : Sodyum karbonat
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GIRIS

Tiim diinyada son zamanlarda kullanimlar1 belirgin bir sekilde artan herbal
(fitomedikal) tibbi {iriinler, dogal olduklar1 i¢in giivenli kabul edilmektedir.
WHO’nun son zamanlardaki raporlarinda Avrupa, Avustralya ve Kuzey Amerika’da
yasayan insanlarin % 50’sinin alternatif-destekleyici tedavi yontemlerinden birini
kullandigin1 ve bu yontemler i¢cinde de en ¢ok kullanilanlarin bitkisel ilaglar
oldugunu agiklamistir. Insanlarin % 80’inin dogal tedaviye inandigini agiklamasi bu
popiilaritenin iyi bir gostergesidir .

Yine WHO’nun 91 iilkede tibbi bitkiler iizerine yapilan yayinlara dayanarak
hazirladig1 aragtirmasina gore, toplam 20.000 civarinda tedavi amagl kullanilan tibbi
bitki oldugu bildirilmistir °.

Zengin flora yapisina sahip olan Tiirkiye’de, 9000’e yakin bitki tiirii dogal
olarak yetismesine ragmen bunlarin tiimiinden tam olarak yararlanilmamaktadir *.
Ancak yaygin kullamima ragmen, pek c¢ok bitkisel ilacin etkisi heniiz
kanitlanmamigtir. Bu konuda bilimsel veri eksikligi de mevcuttur. Tiirkiye’de
yaklasik 1000 kadar bitkinin geleneksel tedavide kullanildigi tahmin edilmektedir °.

Tibbi bitkilerdeki farkli bilesikler onlar1 oldukga etkili kilmaktadir. Seliiloz,
nisasta, pektin, protein, seker vs. gibi etkisiz maddelerin yaninda, ¢ok az miktarlar
bile farmakolojik etkilere sahip bilesiklerde bulunmaktadir. Bunlar; glikozitler,
organik asitler, tanenler, alkoloidler, sabit yaglar, ugucu yaglar (esanslar), re¢ineli

bilesikler, vitaminler gibi gruplara ayrilmaktadir °.



1.1. Hypericum BITKISININ GENEL OZELLIKLERI

Hypericum’lar Tiirkiye’de yoresel olarak Binbirdelik otu, Sar1 kantaron, Kan
otu, Kili¢ otu, Mayasilotu, Yaraotu, Koyunkiran, Batof olarak bilinen Hypericaceae
familyasimna dahil ¢ok yilliklt otsu bitkiler grubundandir. Geleneksel tipta mide
rahatsizliklarinda, sarilikta, iltihap kurutucu, balgam soktiiriicii, kan yapici ve
antidepresan gibi amaclar i¢in kullanilmaktadir * .

Bitki govdesinin {ist kismi dallanmis olup 25-60 cm boyunda olabilir ve
saplar1 ayr1 oldugu halde bir semsiye bigimindeki cigcekler 5 tane ve tomurcukta iist
iiste binmistir. Korolla genelde altin saris1 renkli bazen kenarlar siyah renkli guddeli
tiiyler ile cevrilidir. Petaller ayrik 5 tane, tomurcukta biikiilii haldedir ve boyu 8-15
mm’dir. Sepaller 5 tane, tomurcukta iist {iste binmistir. Parietal etene ya da axile ile
ovaryum {sttedir. Tohumlar endospermasizdir. Erkek organlari stamenler kiigiik
demetler halinde veya bazen belirsizce bir araya toplanmustir. Yapraklar basit,
karsilikli veya genellikle helezoniktir. Cigeklenme zamani Haziran-Agustos aylaridir.
Yakindan incelenip 1s18a karsi tutuldugunda yapraklardaki yag guddeleri, parlak
noktaciklar halinde kolaylikla goriiliir. Bitkiye binbirdelik otu denmesi bu 6zellikten
ileri gelmektedir. Yapraklarindaki bu siyah kiiclik noktalar cilde siirtiildiiglinde
kirmiz1 lekeler olusur. Bu kirmizi renk bir pigment olan hiperisin etken maddesi
yiiziindendir °'°.

Sar1 kantaronun sakinlestirici etkisi yaninda haricen yara iyilestirici olarak da
kullanilmaktadir. Hypericumun Tiirkiye’de 70 kadar tiiri bilinmektedir. Sari
kantaron genellikle dogal olarak yetismektedir ',

Modern eczacilik biliminin gelismesi, diger bazi bitkiler gibi Hypericum’un

da tibbi olarak kullanilabilen bir bitki oldugunu neredeyse unutturmustur. Fakat



sentetik ilaglarin tehlikeli yan etkilerinin bulunmasi ve bitkilerin ¢ok yonli etkiye
sahip olmalari, bu bitkilerin &nemini yeniden giindeme tasmstir. Ozellikle
Hypericum tiirlerinin ¢agimizin yaygin hastaligi olan depresyona karsi etkili olmasi
bu bitkiler ve onlardan elde edilen bilesikler lizerinde ¢alismalarin artmasina neden
olmustur 10

Arasgtirmamiza konu olan H. retusum tiri Guttiferae = Hyperiaceae
familyasina aittir. H. retusum 'un antioksidan etkileriyle ilgili daha 6nce yapilmig bir
calismaya rastlanmamistir. Bu c¢alismada; yukarida genel ozellikleri belirtilen H.
retusum tiriniin toprakiistii kisimlarinin petrol eter, hegzan, etilasetat ve metanol
gibi farkli ¢oziiciilerle elde edilen oOziitlerinin antioksidan etkileri arastirilmustir.
Antioksidan ve serbest radikal siipiiriicli potansiyeldeki 6ziitlerinin fenolik igerikleri,
spektroskopik yontemle tayin edilmistir. Elde edilen sonuglar H. retusum ve sentetik
antioksidan BHA ve BHT, Gallik asit, DPPH, EDTA, Kuersetin, DMSO sonuglariyla
karsilastirilmistir.

Bu sonuglarda canli organizmalarin oksidatif zarara karsi koyabilmek igin

disardan alabilecekleri yeni antioksidan kaynaklar bulunabilecegi diistiniilmektedir.
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2. KAYNAK ARASTIRMASI
2.1. SERBEST RADIKALLER

Serbest radikal, atomik ya da molekiiler yapilarda ¢iftlenmemis bir veya daha
fazla tek elektron tagiyan molekiillere verilen isimdir. Cok kolay bir sekilde baska
molekiiller ile elektron aligverisine giren bu molekiillere “Oksidan Molekiiller” veya
“Reaktif Oksijen Tiirleri (ROS) ” de denilmektedir .

20.yy’1n ikinci yarisinin biiyiik bir kisminda reaktif oksijen tiirevlerine, doku
hasar1 ve hastalifina yol agan bir tiir biyokimyasal “Oksitleyici Ajan” goziiyle
bakilmistir. Giiniimiizde neredeyse tiim hastaliklarin bir dereceye kadar oksidatif
strese bagli oldugu kabul edilmektedir. Serbest radikallerin zararli etkileri, DNA
hasari, lipit peroksidasyonu siirecinin baslatilmasi, kollajen ve hiyaliironik asit gibi
yapisal elementlerin parcalanmasi seklindedir *.

Son yillarda yapilan ¢aligmalar oksidatif stresten dolayi1 katarakt, kanser,
AIDS, alzheimer, parkinson, kalp-damar rahatsizliklari, norolojik rahatsizliklar,
yaslanma, ateroskleroz, hipertansiyon gibi daha bir¢ok dejeneratif hastaligin
meydana gelmesinde dnemli roller oynadigini ortaya ¢ikarmustir °.

Normal hiicrelerin aerobik solunumu sirasinda meydana gelen reaktif oksijen
tiirlerine (ROS) kars1 viicudun savunma sisteminde antioksidanlarin 6nemli bir rolii
olduguna inanilir. Glinliik beslenmede fazla miktarda antioksidanlarin alinimi ROS’
lara karsi yeterli olup canli sistemlerde normal fizyolojik fonksiyonlarin yerine
getirilmesi saglanir. Bir gidanin besin degeri; total kalori, total lipit ve karbohidratin
belirlenmesi ile degerlendirilmektedir. Oysa antioksidanlar saglik agisindan dnemli
bitkisel bilesikler olmalarina ragmen, bir besinin degerinin belirlenmesinde

antioksidan kapasitesi gegcmez. Diger besinlerden farkli olarak antioksidanlar ¢ok



fazla cesitlilikte kimyasal bilesikler icermektedir. Sebzelerde en ¢ok bulunan
antioksidan bilesikler vitamin C, vitamin E, karotenoitler, flavonoidler ve kiikiirtlii
(tiyol) bilesiklerdir. Antioksidanlar ¢ok ¢esitli kimyasal yapiya sahip olduklarindan,
sebze ve meyvelerden tek tek saflastirip tayin edilmesi gii¢ olmaktadir *.

Ancak besin maddelerinden antioksidan aktivite ve bu aktiviteye sahip
sekonder metabolitlerin  saflagtirilmasi, karakterizasyonu ve aktivitelerinin
belirlenmesi 6nemlidir °.

2.2. ANTIOKSIDANLAR

Radikallerin zararli etkilerine karsi hiicrelerde c¢esitli savunma sistemleri
bulunmaktadir. Siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz ve peroksidaz gibi enzimler;
askorbik asit, a-tokoferol (vitamin E), sistein, indirgenmis glutatyon gibi maddelerin
radikal temizleme yetenegi oldugu bilinmektedir *”.

Gidalara eklenen antioksidanlar lipidlerin oksidatif bozulmasini Onleyerek
veya gecikmesini saglayarak besin kalitesini koruyup lipid oksidasyonu boyunca
besin maddelerinin bozulmasini, kiiflenmesini, renklerinin solmasinit Onleyici
maddelerdir ®.

2.2.1. Dogal Antioksidanlar

Yiyeceklerdeki dogal antioksidanlar, polifenolik yapili ve bitkilerin biitiin
kisimlarinda bulunabilen bilesiklerdir. Genelde bitkisel fenolik antioksidanlara
ornek olarak flavonoid bilesikler, fenolik asit tiirevleri, noftokinonlar, askorbik asit,
tokoferoller ve kumarinler verilmektedir °.

Bitkilerde 4000°den fazla fenolik ve polifenolik ( fenolik asit, tanninler,

kumarinler, antrakinonlar, flavonoidler) bilesik tanimlanmistir '°.



OH
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Sekil 2.2: Kumarin

Bitkilerde olduk¢a yaygin olarak bulunan fenolik asitler, genellikle suda
¢oziinmeyen fenolik bilesiklerdir. Bunlarin antioksidan aktivitesi molekiildeki
hidroksil gruplarinin sayistyla dogru orantilidir. Bu asitlerin lipid peroksidasyonunu

onledigi de saptanmugtir 2.
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Bitkilerde yaygin olarak bulunan fenolik maddelerden biri de flavonoidlerdir.
Cogunlukla meyve, sebze, findik, tohumlar ve ¢igeklerde bulunmaktadirlar .

Bitkilerde flavonoidler; katesinler, rutin, oligomerik proantosiyanidinler,
silimarin, kuersetin gibi ¢cok degisik yapilar da bulunmaktadir. Etkili antioksidan
olan flavonoidler, viicuttaki enzimlerin tretim ve salinimlarim1 serbest radikalleri
temizleyerek diizenlemektedirler. Bunun yaninda, bag dokusunun ana proteini olup
bag dokusunu koruyup, bag dokusunun biitiinliigiinii ve esnekligini koruyan kollajeni
dokuya baglayip, stabilize etmektedirler. Flavonoidler saglik uygulamalarinda,
yaslanmay1 geciktirici, alerjik reaksiyonlardan korunma, derinin -elastikiyetini
koruma, kiristk olusumunu engelleme ve yara iyilesmesini hizlandirma gibi

ozelliklere sahip olduklari i¢in 5nemli olmaktadir ',

OH

/

HO o

N

OH
OH O

Sekil 2.4: Flavonol

Flavonoidler; antoksantinler ve antosiyanidinler olarak iki kisma ayrilirlar.
Antosiyanidinler; antosiyanidin glikozitleri olup meyve ve ¢igeklerin kirmizi, mavi
ve mor rengini veren suda ¢oziinen pigmentlerdir. Antoksantinler ise renksiz ya da
sarimsi-beyaz renktedirler ve flavon, flavonol, flavan, flavanol (Katesin)

ve izoflavonlar olarak ayrilmaktadir .



2.2.2.Sentetik Antioksidanlar

Besinlerin bozulmasini1 énlemede dogal olanlarin yaninda uzun yillardan beri
sentetik antioksidanlar da kullanilmaktadir. Gidalara uygun ideal bir antioksidan;
renksiz, kokusuz olmali ayrica diigiik konsantrasyonlarda etkili olabilmelidir. Bunun
yani sira gida tirilinlerine eklenmesi kolay olmali, islemler esnasinda bozulmadan
kalabilmeli ve ucuz olmalidir. Gida tirinlerinde kullanilmasinda sakinca goriilmeyen
ve yaygin olarak kullanilan sentetik antioksidanlardan bazilart BHA (Biitillenmis
hidroksianisol), BHT (Biitillenmis hidroksitoluen), propil gallat (PG),

terbiitilhidrokinon (TBHQ) ve dodesil gallattir (DG) '°.

OH  CH,
CH;
CH

Sekil 2.5: TBHQ ( Terbiitilhidrokinon )
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Sekil 2.6: BHA Sekil 2.7: BHT

HO S T 2 VNN

HO
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Sekil 2.8: Dodesil Gallat ( E312)

Dogal kaynakli antioksidanlarin yiiksek maliyeti nedeniyle sentetik
antioksidanlar 21. yiizyilin basindan beri kullanilmaktadir. Ancak bu sentetik
antioksidanlarin kanserojen ve toksik etkileri olabilecegini vurgulayan caligsmalar
sonucunda bazi iilkeler bunlarin kullanimi i¢in ciddi simirlama veya tiimden
yasaklama yoluna gitmistir.  Besinleri oksidasyon i¢in kontrol edip tadinin
bozulmasin1 engelleyen bu sentetik antioksidanlarin yiyeceklerde giiniimiizde
olduk¢a yaygin kullanildig1 bilinmektedir. Ancak buna ragmen en giiclii sentetik
antioksidanlardan TBHQ’nin Kanada, Japonya ve Avrupa’da besinlerde kullanimi
heniiz kabul edilmemistir. Yine BHA, son yillarda “Her zaman Giivenli Sayilan

Bilesikler” (GRAS) listesinden ¢ikarilmistir .
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2.3. Hypericum TURLERININ KULLANIM ALANLARI

Hypericum perforatum bitkisi hafif ve orta siddete depresyonlarda alternatif
bir antidepresan ilag olarak onerilmektedir. Bu konudaki birgok otorite bu bitkiyi
ozellikle menapozun olusturdugu ruhsal bozukluklar1 énlemek i¢in uygun bir bitki
olarak gormektedir. Antidepresan Ozelligi hayvan deneylerinde ve cesitli klinik
deneylerde de kanitlanmistir. Depresyon igin etkili olan Hypericum 0ziitii canlilarin
beynindeki cortico-limbic bélgesinde diizenleyici bir etkiye sahiptir '*.

H. perforatum’un antienflamatuvar etkisi de vardir. Bir¢ok antienflamatuvar
ilagtan farkli olarak mide lizerinde olumsuz etkilerinin bulunmadigi, hatta {lser
tedavisinde de etkili oldugu rapor edilmistir. Ayrica derinin melanin kaybi ile
birlikte kismi renk bozukluklar1 seklinde karakterize olan vitiligonun tedavisinde
yardime1 oldugu gézlenmistir .

H. perforatum’un enfeksiyonlara karsi, antimikrobiyal etkisinin oldugu ortaya
konulmustur 20

H. perforatum’daki hiperisin etken maddesinin HIV viriisleri {izerine antiviral
etkisi oldugunu gozlenmistir >'. Yine bu bitkinin 6ziitlar1 ve igeriginde yogun olarak
bulunan hiperisin, genis anti-tiimoral etkinlik gostermistir **.

Hypericum brasilense’den y-pirone ve monoaminoksidaz inhibitdrii olan
antifungal etkili ksantonlar elde edilmistir **.

Doku kiiltlirii yontemiyle cogaltilip yetistirilen Hypericum capitatum’™un
MgOH oziitiiniin diisik oranda HIV-1’e kars1 antiretroviral aktivite gosterdigi

saptanmigstir ,
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2.4. Hypericum’ un KIMYASAL ICERIGIi

Hypericum 6ziitlerinin antidepresan ve antiviral aktivitelerinin gdriilmesinden
sonra etken maddelerinden hiperisin ve pseudohiperisinin miimkiin oldugu kadar saf
halde elde edilmesi i¢in bu farmasétik potansiyelin arastirilmasi yapilmustir 2.

H. perforatum™un yapisinda c¢ok sayida biyolojik olarak aktif kimyasal
gruplar tespit edilmistir. Bunlardan en Onemlileri naftodiantronlar (hiperisin,
pseudohiperisin, protohiperisin); flavonoidler (kamferol, kuersetin, luteolin, hiperin,
hiperosid ); floroglusinoller ( hiperforin, furohiperforin ) ve esansiyel yaglardir. H.
perforatum’un gosterdigi klinik etkilerin ¢ogundan sorumlu tutulan hiperisin ve
hiperforin, tizerinde en ¢ok durulan bilesenleridir. Bu yiizden total hiperisin miktari
H. perforatum (% 0,3) preperatlarinin standardize edilmesinde kullanilir. Etkin
maddeler 1s1, 151k ve neme karsi dayaniksiz oldugundan saklama kosullar1 6ziitlarin

. . .. . . . 4. 262
ve ticari preperatlarin aktivitesinde énemlidir **.

OH O OH

Sekil 2.9: Hiperisin Sekil 2.10: Hiperforin

Hypericum hyssopifolium var. microcalycinum ve Hypericum lysimachioides

var.  lysimachioides’in  esansiyel  yaglarmin  60-80 pg/ml  arasindaki

8

konsantrasyonlarda 9 mikroorganizmaya kars1 etkili oldugu gériilmiistiir >
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H. perforatum ve Hypericum retusum Aucher’in gaz kromotografisiyle
yapilan analizlerinde H. perforatum’da C16:0 (24,87 %), C18:3 n-3 (21,94 %), 3-
OH-C18:0 (18,46 %) ve 3-OH-C14:0 (14,22 %), H. retusum’da 3-OH-C14:0 (28,29
%), C18:0 (16,47 %) ve C16:0 (14,17 %) bulunmustur. Bunun yani sira fazla
miktarda 3-hydroxytetradecanoic acid (3-OH-C14:0) ve 3-hydroxyoctadecanoic acid

(3-OH-C18:0) belirlenmistir *°.

H. lysimachioides var. lysimachioides’in ¢iceklerinden gaz kromotografisiyle
diger yag asitlerinin yaninda 3-OH yag asidi [3-hydroxy- tetradecanoic acid (3-OH-

C14:0) ve 3-hydroxy-octadecanoic acid (3-OH-C18:0)] de elde edilmistir *°.

Hypericum triquetrifolium ve Hypericum scabroides’in DPPH, metal
selatlama, indirgeme giicii, OH radikali, lipid peroksidasyon testlerinde antioksidan
etkisi oldugu bulunmustur °'.

H. triquetrifolium’un yapraklarinda saglik agisindan gii¢lii potansiyele sahip
oldukca fazla a-linoleik asit, oleik asit ve palmitik asit bulunmustur. Bu tiirdeki iyi
kalitede yagin nedeni icerigindeki yliksek miktardaki doymamis yagdan dolayidir.
a-linoleik asit yagi insanlarin giinliik besinlerinde ve gida endiistrisinde alternatif
olarak goriilmektedir *2.

I3,118-biapigenin, kuersetin-3-O-galactoside, kaempferol-3-O-glycoside, (—)
epikatesin ve hiperisin gibi flavinoidlerin, diger ¢aligmalardakilerle tutarli bir oranda
(0,062 ve 1Img/ml arasinda) giicli bir antioksidan aktiviteye sahip oldugu
goriilmiistiir. Ayrica ilk kez H. triquetrifolium’un toprakiistii kistmlarinin metanolik
Oziitlerinin 6nemli miktarda antioksidan aktiviteye sahip oldugu bunun da icindeki

flavinoidler ve 6zellikle de I3,II8-biapigenin ile ilgili oldugu anlasilmistir **.

13



H. triquetrifolium’un toprakiistii kisimlarinin etilasetatli ekstresinden 1
biflavinoid, 1 flavonol-glikozid, 1 flavonol ve 1 fenolik asit yani; 3-8 “-biapigenin,

kuersetin, rutin ve klorojenic asit elde edilmistir **.

OH
OH

HO )

OH
OH o

Sekil 2.11 : Kuersetin

Tiirkiye’deki yetisen baz1 Hypericum tiirlerinin (Hypericum aviculariifolium
subsp. depilatum var. depilatum (endemik), H. perforatum ve Hypericum pruinatum)
total hiperisin icerigi diurnal varyasyon, morfogenetik ve ortogenetik olarak
belirlenmistir. Bunun yaninda genelde H. aviculariifolium subsp. depilatum tim
yapraklarindaki hiperisin icerigi miktarinin diger iki tiirden ¢ok daha fazla oldugu

goriilmiistiir 34,
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2.5. ANTIOKSIDANLARIN CALISMA MEKANIZMASI

Antioksidan maddeler alti mekanizma ile ¢aligmaktadirlar. Bunlar :

1.) Olusan serbest radikalleri toplayici ve giderici etkileri ile baglayarak ya
da kararl hale getirerek, >

2.)) Zincir kirict etki ile serbest radikal iireten kimyasal reaksiyonlar
durdurarak, 36

3.) Baskilayici etki ile reaksiyon hizini azaltarak, >’

4.) Onarict etki ile lipid, protein ve DNA gibi yapilarda olugsmakta olan
biyolojik molekiiler hasari rejenere ederek, *

5.) Hiicresel kinaz enzimi kayiplarini onleyip oksidasyon reaksiyonlarin
durdurarak, 38

6.) Organizmadaki SOD gibi antioksidan enzimler ile enzimatik olmayan

antioksidanlarin sentezini arttirarak etkilerini gosterirler . *®
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2.6. CIZELGE VE SEKILLER

Sekil 2.1: Fenol

Sekil 2.2: Kumarin

Sekil 2.3: o — tokoferol

Sekil 2.4: Flavonol

Sekil 2.5: TBHQ ( Terbiitilhidrokinon )
Sekil 2.6: BHA (Biitillenmis hidroksianisol)
Sekil 2.7: BHT (Biitillenmis hidroksitoluen)
Sekil 2.8: Dodesil Galat ( E312)

Sekil 2.9: Hiperisin

Sekil 2.10: Hiperforin

Sekil 2.11: Kuersetin
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3.MATERYAL ve METOD
3.1.MATERYAL
3.1.1. Hypericum retusum Aucher

Bu ¢aligmanin materyalini olusturan H. retusum bitki 6rnekleri, Diyarbakir
ili Cermik ilgesi (700 m) civarindan 2008 Mayis-Haziran aylarinda toplanmuistir.
Bitkiler Dicle Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Anabilim Dali 6gretim
tiyesi Prof. Dr. Selguk Ertekin tarafindan teshis edilmistir. Hazirlanan bitki 6rnekleri
D.U.Fen-Edebiyat  Fakiiltesi ~ Biyoloji ~ Béliimii  herbaryumunda  (DUF)

saklanmaktadir.

Resim 3.1: H. retusum (Fotograf : Prof. Dr. Selguk Ertekin)
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3.1.2. Kimyasal Madde ve Coziiciiler

BHT, BHA, Deoksiriboz, DMSO (Dimetilsiilfoksit), Gallik asit, Linoleik asit,
DPPH, Ferrozin, potasyumferrisiyaniir [K3;Fe(CN)s], EDTA, Folin&Ciocalteu
reaktifi, Potasyum asetat, TBA (tiyobarbitiirik asit), Metanol, Hegzan, Petrol eter,
Etilasetat, TCA( trikloroasetik asit), Demir-2-kloriir, Sodyum hidroksit, NaCO;
maddeleri Merck, Fluka, Sigma-Aldrich GmbH’den alinmistir.
3.1.3.Yararlanilan Aletler

Cam tiipler, cam beher, cam balon (10mL, 50mL, 100mL, 250mL), pipet
pompasi, puar, taksimatli cam pipet (2-10 mL), plastik tiipler (15mL, 50mL) Steril
pipet ucu (5-100 pL, 200-1000 uL), Spektrofotometre kiiveti 1 mL, Otomatik Pipetor
(100uL, 1000 pL,5000 pL, Steril otomatik mikropipet ucu (100 uL, 1000 pL), balon
joje (10-25 mL)
3.1.4. Kullanilan Cihazlar

Su banyosu (Memmert), Etiiv (Heraeus), Hassas Terazi (GEC/AVERY),
Ph metre (GEC/AVERY), Spektrometre (UV/VIS Spectrometer PGInstruments),
Evaporator (BUCHI), vortex (Stuart), mikropipet (Gilson), santrifiij (Centruin 8000)

derin dondurucu (Ugur), elektrikli 6giitiicli, buzdolab1 (Argelik)

23



3.2.METOD
3.2.1. Bitki Oziitlerinin Hazirlanis1

Toplanan H. retusum bitki 6rnekleri 151k gormeyecek, nem c¢ekmeyecek
sekilde oda sicakliginda kurutuldu. Bir blender yardimiyla iyice ogiitiiliip toz haline
getirildi. Ogiitiilen 196 gr kuru bitki materyali sirasiyla petrol eter, hegzan, etilasetat
ve metanol c¢oziiciileriyle (200 mL) tiiger giin araliklarla ¢oziicii degistirilerek
oziitlendi. H. retusum’un petrol eterde bekletilmesi sonucunda 2.385 gr sarimsi
renkte petrol eter, hegzanda bekletilmesi sonucunda 1.336 gr yesilimsi-sar1 renkli
hegzan, etilasetat da bekletilmesi sonucunda 2.119 gr koyu yesil renkli etilasetat,
metanolde bekletilmesi sonucunda 18.482 gr koyu kahve renkli metanol 6ziitli elde
edildi. Oxziitler testte kullanilincaya kadar derin dondurucuda -20 °C’ de muhafaza
edildi.
3.2.2.Toplam Fenolik Bilesik Miktar1 Tayini

H. retusum bitkisinin toprakiistii kisimlarinin oziitlerinde bulunan toplam
fenolik bilesik miktar1t FCR (Folin & Ciocalteu Reaktifi) ile belirlendi. Standart
fenolik bilesik olarak gallik asit kullanildi. Bunun i¢in 6nce bir standart grafik ¢izildi.
Bu amagla gallik asidin 0.05 grami alinip 10 mL etilalkole stok ¢ozelti hazirlandi.
Bu stok ¢ozeltiden 50- 500 pL gallik asit iceren ¢ozelti tiiplere aktarildi ve hacim
1000 mL' ye etilalkolle tamamlandi. Obiir yandan 4 tiipte bitkiler igin hazirlanip 1
mg/mL’lik farkl ¢oziiciilii 6ziitlardan 40 L eklendi. Tiim tiiplere sirastyla 1160 pL
saf su ve 200 uL. FCR eklenip tiipler karistirildi ve 5 dakika sonra da % 20’lik
Na,COj ¢ozeltisinden 600 pL ilave edildi. Karigim 2 saat boyunca oda sicakliginda
25°C sicaklikta calkalayicida karigtirildiktan sonra numunelerin absorbansi 765

nm’de distile sudan olusan kore karsi kaydedildi. Kontrol i¢in numune yerine distile
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su kullanildi. Bu islemler {icer defa tekrarlandi. H. retusum bitkisinin Oziitiinde
bulunan toplam fenolik bilesik miktart ile ilgili verilerde grafikte gosterildi.
( R*:0.9826)

Absorbanss) = 0.0027 x gallik asit(ug)
3.2.3.Toplam Flavonoid Miktar1 Tayini

Toplam flavonoid miktar tayini flavonoid-aliiminyum kompleks olusumuna
dayanarak ', Moreno, Isla, Sampietro ve Vattvone (2000) * tarafindan gelistirilen
metodla tespit edildi. Standart flavonoid bilesik olarak kuersetin kullanildi. Bu
metodtaki amag; kuersetinin artan konsantrasyonlarina karsi absorbans degerlerini
grafige gecirip R?yi bulup bitkide bulunan toplam flavonoid bilesen miktarini
hesaplamaktir.

Bunun i¢in Once standart grafik ¢izildi. Bu amagla kuersetinin metanol
icindeki 500 pg/ mL’lik stok ¢ozeltisinden 15 pg/ mL, 30 pg/ mL, 45 pg/ mL, 60
pg/ mL, 75 pg/ mL’lik ¢ozeltiler hazirlandi. Fraksiyonlandirilmis H. retusum
bitkisinin petrol eter, hegzan, etilasetat ve metanol ekstraklarinin 2mg/ mL’lik
cozeltileri etanolde hazirlandi. Deney ortamina sirastyla; 0.1 mL %10 Al(NOs)s,
0.1 M CH3;COOK ve 3.8 mL etanol birakildi. Ardindan ImL kuersetin veya bitki
¢ozeltisi eklendikten sonra karisim iyice karistirldiktan sonra 25 °C su banyosunda
40 dakika inkiibasyona birakildi. Artan kuersetin konsantrasyonuna bagli olarak
artan sart renk siddeti gozlendi. UV-VIS spektrofotometresinde 415 nm dalga
boyunda absorbanslar1 kore karsi kaydedildi. Kor olarak saf su ve etanol kullanildu.

Standart olarak kullanilan kuersetinin 15- 75 pg/ mL konsantrasyon araligina
denk gelen absorbans degerleri grafige gecirildi ve asagida verilen denklem

hesapland1. (R*: 0.9992)
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Absorbanss) = 0.0151x [QE]

Bu denklem kullanilarak numunelerdeki toplam flavonoid bilesen miktari
kuersetin esdegeri olarak hesaplandi.
3.2.4. Indirgeme Giicii Tayini

H. retusum bitkisinin toprakiistii kisimlarinin indirgeme giicii tayini Oyaizu
metoduna(1986) gore yapild1 °. Bu amagla petrol eter, hegzan, etilacsetat, metanol
Oziitlerinin ve pozitif kontrollerin 1 mg/mL’lik stok ¢dzeltileri hazirlandi. Bunlardan
seri ¢ozeltiler 25-350 pg/ml olacak sekilde alindi ve deney tiiplerine aktarildi. Daha
sonra her bir tiipe sirayla 1 mL bitki veya pozitif kontrol ¢ozeltileri, 2.5 mL 0,2 M
fosfat tamponu (pH: 6.6) ve 2.5 mL % 1’lik potasyum ferrisiyaniir [K3;Fe(CN)g]
ilave edildikten sonra karistirtlip  bu karisim 50 °C’de 20 dakika inkiibe edildi. Bu
islemlerden sonra reaksiyon karigimina 2.5 mL % 10’luk trikloroasetik asit (TCA)
ilave edildi. 3000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi. Ardindan ¢ozeltinin iist
tabakasindan 2,5 mL alind1 ve bunun {izerine de 2.5 mL distile su ve % 0.1°lik 0.5
mL FeCls ¢ozeltisi ilave edildikten sonra tiipler karistirilip 10 dakika oda sicakliginda
bekletildi. Artan konsantrasyonla beraber saridan yesile donilisen renk siddetinde
artma goriildii. Absorbans 700 nm’de kore karst okundu. Negatif kontrol i¢in ise
numune bitki yerine etanol kullanildi. Artan konsantrasyona karsi absorbans
degerleri grafige gevrildi °. Bu testte absorbansin yiiksek olmasi indirgeme giicii
artigini gosterir.
3.2.5. DPPH Giderme Aktivitesi Tayini

Antioksidan aktiviteyi belirlemek i¢in Blois metodu kullanilmigtir *. Bu testte
diisiik absorbans yiiksek aktivite anlamina gelmektedir. Fraksiyonlandirilmis H.

retusum bitkisinin toprakiistii kisimlarinin serbest radikal giderme aktiviteleri icin
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serbest radikal olarak DPPH’nin 1 mM’lik ¢ozeltisi kullanildi. Deney tiiplerine
sirastyla 25-350 pg/mL  konsantrasyonlarinda ¢ozelti olusturacak sekilde stok
¢ozeltiler aktarildi ve toplam hacimleri 3 mL olacak sekilde etanol ile tamamlandi.
Daha sonra her bir numune tiipiine stok DPPH ¢6zeltisinden 1 mL ilave edilip tiipler
karigtirildi. 30 dakika oda sicakliginda 25°C sicaklikta ¢alkalama banyosunda inkiibe
edildikten sonra etanolden olusan kore karsi 517 nm’de absorbanslar kaydedildi.
Kontrol olarak, 3 mL etanol ve 1 mL DPPH ¢6zeltisi kullanildi. Azalan absorbans
geriye kalan DPPH c¢ozeltisi miktarini yani serbest radikal giderme aktivitesini verdi.

2. asamada BHA ve BHT’lerin hazirlanan 5- 350 pg/ mL’lik tliplerine
3000 uL BHA ve BHT’ler eklendi. Daha sonra bunlarin tizerine 1000 uL. DPPH
eklendi. Tiipler karistirildiktan sonra 27 °C sicaklikta ¢alkalama banyosunda inkiibe
edilip etanolden olusan kore karst 517 nm’de absorbanslar1 kaydedildi. Deney
ortaminda mordan sariya doniisen renk siddeti izlendi.

Sonug olarak; artan Oziit derisimine karsi % inhibisyon degerleri grafige

gecirildi. % inhibisyon degerleri agagidaki formiil kullanilarak hesaplandi.

%I= [ (A Kontrol — AOrnek) /A Kontrol ] x100

3.2.6. Metal Selatlama Aktivitesi Tayini

Fraksiyonlandirilmis H. retusum bitkisinin 0ziitlerinin, metal selatlama
aktivitesi Dinis, Madeira, Almedia (1994) metodu ile ol¢iildi 3, Giigli selatlama
aktivitesine sahip olan EDTA pozitif kontrol olarak kullanildi. Bitkinin petroleter,

hegzan, etilasetat ile metanol 6ziitlerinin ve EDTA’nin 1 mg/mL’lik stok ¢ozeltileri
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hazirlandi.  Bunlarin seri ¢ozeltileri i¢in 25-350 pg/mL'lik tiipler hazirlandi.
Hazirlanan ¢ozeltiler 0.45 pL c¢apa sahip filtreden gegirildi. Deney ortamina sirasiyla
50 pL 1.25 mM FeCl, ve 200 pL 5SmM ferrozine eklendi. Karigim iyice
calkalandiktan sonra oda sicakliginda karanlikta 10 dakika bekletildi.  Artan
konsantrasyona bagli olarak azalan mor renk siddeti izlendi. UV-VIS spektrometre

cihazinda 562 nm dalga boyunda absorbans 6l¢iildii.

Asagidaki denklem kullanilarak elde edilen sonuglardan Fe'*—ferrozine
kompleksinin inhibisyon yiizdesi verileri elde edildi. Bu veriler kullanilarak artan

madde derisimlerine karsi % inhibisyon grafigi ¢izildi °.

EDTA pozitif kontroldiir. Veriler li¢ deney (n=3) sonucu ortalamasidir ve +

standart sapmalar (SD) hesaplanmustir.

Metal Selatlama Aktivitesi (%) = [(Aoc—A1/Ao) x 100]

A = Bitki ¢oOzeltisinin absorbansi

Ao = Negatif kontrol numunesinin absorbansi

3.2.7. OH Radikalini S6ndiirme Aktivitesi

Farkli ¢oziiciilerdeki bitki oziitlerinin deoksiriboz metodu ile OH radikalini
sondiirme aktivitesi incelendi. Bu yontemde OH radikali deoksiriboza saldirip bir
dizi reaksiyon sonucu malonaldehit (MDA) olusumuna neden olur. Olusan MDA,

TBA ile reaksiyona girip pembe renk olusumunu saglar °.
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Bitki oziitlerinin 1mg/mL’lik stok ¢ozeltileri hazirlandi. Stok ¢ozeltilerden
10-100 pg/m L konsantrasyonlarda seyreltmeler yapildi. Reaksiyon karigimi
sirastyla 100 uL 1mM EDTA, 10 pL 10 mM FeCls, 100 pg/m L 50 mM H,0,, 360
pL 10 mM deoksiriboz, 1 mM o6ziit (10-100 pg/mL), 330 uL 50 mM Ph 7.4 fosfat
tamponu ve 100 pL ImM askorbik asit igermektedir. Karigim 37°C’de lsaat
inkiibasyona birakildi. Inkiibe edilen karisimdan 1 mL %10’luk TCA ve 1 mL %
0.5’luk TBA ilave edildi. Ardindan 100°C’de 20 dakika inkiibasyona birakildi.
Karisim buzda sogutulduktan sonra 532 nm’de UV spektroskopide absorbansi
olgiildii. Pozitif kontrol olarak radikal sondiiriici 6zelligi bilinen DMSO, negatif

kontrol olarak ise sadece 0ziit icermeyen drnek kullanildi.

Artan konsantrasyona karst % inhibisyon degerleri grafige gecirildi. %

inhibisyon degerleri asagidaki formiile gore hesaplandi .
% 1= [(Ac—A1/Ao) x 100]
A = Bitki ¢ozeltisinin absorbansi

A, = Negatif kontrol numunesinin absorbansi

3.2.8.istatiksel Analiz

Istatiksel analizler SPSS-16.0 paket programu ile bilgisayarda yapildi. Coklu
karsilagtirmalar i¢in parametrik varsayimlarin gerceklestigi verilerde tek yonli
varyans analizi (ANOVA) uygulandiktan sonra gruplar aras1 farkliliklar Tukey testi

ile belirlendi. Sonuclar ortalama + standart sapma (SD) olarak belirlendi.
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4. BULGULAR VE TARTISMA
4.1. BULGULAR
4.1.1. Toplam Fenolik Bilesik Miktar1 Tayini Bulgular1

Bitkinin petrol eter, hegzan, etilasetat ve metanol 6ziitlerinin igerdigi toplam
fenolik bilesen miktari, gallik aside esdeger olarak hesaplandi. Standart olarak
kullanilan gallik asidin 50-500 pg/mL konsantrasyon araligina karsilik gelen

absorbans degerleri grafige gegirilip asagidaki esitlik elde edildi. (Sekil 4.3.1.)

Absorbans (A) = 0.0027 x Gallik asit (ug)

Bu esitlik kullanilarak bitki 6ziitlerinin 1 mg’larinin igerdigi toplam fenolik
bilesen miktar1 gallik aside esdeger olarak hesaplandi.

H. retusum’un petroleter Oziitiinlin 1 mg’nin igerdigi toplam fenolik bilesen
miktar1 57.53 + 3.23 ug gallik aside, hegzan Oziitiinlin 1 mg’nin igerdigi toplam
fenolik bilesen miktar1 62.35£1.83 pg gallik aside, etilasetat Oziitiinlin 1mg’nin
igerdigi toplam fenolik bilesen miktar1 91.851+£3.87 ng gallik aside ve metanol
Oziitlinlin 1mg’nin igerdigi toplam fenolik bilesen miktar1 198.52+4.64 gallik aside
esdeger oldugu bulundu. En fazla toplam fenolik bilesen miktar1 metanol 6ziitiinden
elde edildi. (Cizelge 4.3.1)

4.1.2. Toplam Flavonoid Miktar1 Tayini Bulgular1

Bitki oziitlerinin total flavonoid miktar1 tayininde amag; kuersetinin artan
konsantrasyonlarina karsi absorbans degerlerini grafige gecirip R*yi bulmaktur.
Boylece bitkide bulunan toplam flavonoid bilesen miktar1 kuersetine esdeger
hesaplanir. Bu deneyde standart flavonoid bilesen olarak kuersetin kullanildi.

(Sekil 4.3.2)
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Bunun i¢in Once standart olarak kullanilan kuersetinin 15-75 pg/ mL
konsantrasyon araligina denk gelen absorbans degerleri grafige gecirildi. Asagida
verilen standart grafik denkleminden mikrogram kuersetin ekivalent (QE) ve
mikrogram olarak hesaplandi. (R*: 0.9992)

Absorbans (A) = 0.0151 x [ Kuersetin pg]

Bu denklem kullanilarak H. retusum bitkisinin numunelerindeki toplam
flavonoid bilesen miktar1 petrol eter 6ziitii i¢in; 4.06+0.75 QUE/ 2mg 6ziit, hegzan
0ziitli icin; 4.79+0.90 QUE/ 2mg 06ziit, etilasetat oziitli i¢in; 110.91+1.87 QUE/ 2mg
0ziit ve metanol oOziitli i¢in; 168.83+1.60 QUE/ 2mg 06ziit ile en fazla toplam
flavonoid bilesen miktari metanol 6ziitiinde gozlendi. (Cizelge 4.3.2.)

4.1.3. indirgeme Giicii Tayini Bulgular

“2ye indirgeme giiciine bakildi. indirgeme

Bitki estraktlarimin Fe™ii ve Fe
giicli konsantrasyona karsi absorbans olarak verildi. Yiiksek absorbans yiiksek
indirgeme giiclinli gostermektedir. (Sekil 4.3.3)

Bitki 6ziitlerinin indirgeme giiciine bakilirken 250-350 pg/mL konsantrasyon
araliginda calisildi. Bu konsantrasyon araliginda g¢alisilan pozitif kontroller BHA
0.29+0.08-0.77+0.17 arasinda ve BHT 0.22+0.06-0.71+0.12 arasinda indirgeme
giicli gosterdi. H. retusum’un petroleter 6ziitii 0.03+0.01-0.06+0.01 arasinda,
hegzan oziitii 0.04+0.01-0.10+£0.01 arasinda, etilasetat 6ziiti 0.04+0.01-0.13%0.02
arasinda ve metanol 6ziitii 0.05+0.01-0.36+0.03 arasinda indirgeme giicii gosterdi.

(Cizelge 4.3.3.)

Bu sonugclara gore en yiiksek indirgeme giicli metanol 6ziitiinden elde edildi.
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4.1.4. DPPH Radikalini Sondiirme Aktivitesi Bulgulari
H. retusum bitkisinin toprakiistii kisimlarindan elde edilen 6ziitlerinin DPPH
radikal giderme aktivitelerinin yiizde (%) olarak hesaplamalari ise asagidaki

denkleme gore yapildi.

DPPH Sondiirme Aktivitesi (%) = [(Ao—A1 ) /Ao ) x 100]

A, = Bitki ¢ozeltisinin absorbansi

Ao = Negatif kontrol numunesinin absorbansi

DPPH radikalini sondiirme aktivitesi incelenirken 25-350 pg/mL
konsantrasyon araliginda g¢alisildi. Bu konsantrasyon araliginda calisilan pozitif
kontroller BHT 71.96+2.97-94.50+0.86 arasinda ve BHA 75.68+5.81-97.56+1.60
arasinda % inhibisyon gosterdi. ( Sekil 4.3.4.)

H. retusum’un petroleter 6ziitlinlin DPPH radikalini sondiirme aktivitesi %
41.04+£2.29-82.35£7.56 arasinda, hegzan Oziitiiniin 22.46+1.70-79.44+3.12
arasinda, etilasetat Ozitiinin 25.57+5.88-79.77+6.98 arasinda, metanol Oziitiiniin

78.48+2.52-91.83+2.10 arasinda % inhibisyon gosterdi. ( Cizelge 4.3.4.)

4.1.5. Metal Iyonlar1 Selatlama Aktivitesi Bulgulari

Bitki 6ziitlerinin metal iyonlar1 selatlama aktivitesi konsantrasyona kars1 %
inhibisyon olarak hesaplandi. (Sekil 4.3.5.) Metal selatlama aktivitesinde azalan
absorbans ferrozin baglanmadan Once metal iyonlarmin selatlandigini gosterir.

Selatlanan metal iyonu miktar1 asagida verilen denklemden yiizde olarak hesaplandi.
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Ferrdz iyonlari (Fe *7) selatlama aktivitesi (%) = [(Ao—A1/Ao) x 100]

Formiilde verilen Ao= Kontrol degeri ortamda sadece kompleks olusturan
maddeler olan ferrozin ve Fe™ iyonlarmmn varhgmndaki kontrol numunesinin
absorbans degeridir.

Metal selatlama aktivitesi incelenirken 25-250 pg/mL konsantrasyon
araliginda c¢alisildi. Bu konsantrasyon araliginda pozitif kontrol olan EDTA’nin
metal selatlama aktivitesi % 97.713 +0.79-99.85+0.08 arasinda, petroleter dziitiiniin
% 18.1840.54-92.74+0.15 arasinda, hegzan Oziitiiniin % 10.46+£1.87-95.04£1.25
arasinda, etilasetat Oziitiiniin % 23.56+2.17—-84.44+2.60 arasinda, metanol Oziitiiniin

% 26.70+£1.05-48.8442.85 arasinda oldugu goriildii. (Cizelge: 4.3.5)

4.1.6.0H Radikalini Sondiirme Aktivitesi Bulgulari
Bitki oziitlerinin OH radikalini sondiirme aktivitesi konsantrasyona
kars1 % inhibisyon olarak hesaplandi. (Sekil 4.3.6.)

Bitkinin oziitlerinin OH radikalini sondiirme aktivitesi i¢in 5-100 pg/ mL
konsantrasyon araliginda calisildi.  Pozitif kontrol olan DMSO % 90.07+0.97—
97.20+0.86 arasi, H. retusum’un petroleter Oziitiiniin % 61.12+£1.81-96.22+1.60
arasi, H. retusum’un hegzan Oziitiiniin % 66.85+0.29-94.13+0.56 arasinda, H.
retusum’un etilasetat oziitliiniin % 69.23+0.70-91.14+0.12 arasinda, H. retusum’un

metanol 6ziitlinlin % 83.36+0.88—89.37+0.98 arasinda bulundu. (Cizelge:4.3.6)
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4.2 TARTISMA
Bitkiler, ytliksek oranda igerdikleri ¢ok ¢esitli kimyasal maddeler nedeniyle

glinlimiizde hala ilag, parfiimeri, gida ve kozmetik endiistrileri i¢in gii¢lii bir
kaynaktir. Canli organizmalarda cesitli oksidatif siireclerin seker hastaligi, kalp ve
damar hastaliklari, immiin sistem hastaliklari, multipl skleroz, artrit, katarkt,
yaslanma, kanser, norolojik hastaliklar gibi ¢esitli hastaliklarin meydana gelmesinde
etkili oldugu anlagilmistir. Bununla beraber antioksidan maddelere oOzellikle de
dogal olanlara kars1 ilgi artmustir '

Bitkisel fenolik maddeler antioksidan veya serbest radikal siipiiriicii gibi
davranan 6nemli bilesenlerdendir. En 6nemli fenolik bilesenler ise flavonoidlerdir.
Flavonoidler ciddi kimyasal ve biyolojik aktivitelere sahiptirler. Bu yiizden fenolik
bilesenler ile antioksidan kapasite arasindaki iliskiyi iyi incelemek gereklidir >.

Yukarida belirttigimiz nedenlerden Otiirii, antioksidan etkili bitkiler son
yillarda yogun bigimde arastirilmaktadir. Arastirilan ¢ok sayida bitki arasinda
ozellikle H. perforatum oldukea dikkat cekicidir > .

Ulkemizde yetismekte olan diger Hypericum tiirlerinin hem antioksidan hem
de diger biyolojik etkileri acisindan ¢ok az sayida aragtirma yapilmistir. Calisma
konumuz olan Hypericum retusum bitkisinin antioksidan 6zelliklerine ise daha once
hi¢ bakilmamustir.

Ivanova ve ark. 2005°te H. perforatum 'un TEAC metoduna gore deneylerinde
kuersetin ekivalentini 3.75 + 0.14 mM /QE ve 881.3 £ 6.68 uM bulmuslardir ‘.

Fritz ve ark. 2007’te yaptiklar1 ¢alismayla Hypericum polyanthemum ve
Hypericum myrianthum’da Folin-Ciocalteu reaktifi ve kolorimetrik test uygulayarak

kuersetin equivalent (QE): 120.6 + 1.1 ve 121.4 + 4.7 oldugunu belirtmistir °.
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Kulenova ve ark. 2000°de H. perforatum’da en yiiksek degeri % 70 etanolle
hazirlanmis ekstrelerde 1.32 mg/ mL, total kuersetin oranini ise 0.68 mg/mL olarak
bulmustur °.

Tawaha ve ark. 2007’de H. triquetrifolium,  Arbutus andrachne ve
Rosmarinus officinalis’deki toplam fenol igeriginin 2.8-70.3 mg ve 2.6-59.6 mg
GAE/g kuru agirlik olarak tesbit etmistir .

Hakimoglu ve ark. 2007’de H. lysimachioides’in etanol Oziitiiniin in vitro
antioksidan calismasinda 1 mg HL’ nin 307 pg gallik asite ekivalent oldugunu
gormustur s

Calismalarimiz esnasinda en ¢ok fenolik madde miktar1 H. retusum’un
metanol oziitiinde tesbit edilmistir. Toplam fenolik bilesige paralel olarak en yiiksek
flavonoid miktar1 da yine H. retusum’un metanol 6ziitiinde oldugu gozlenmistir.

Zou ve ark. 2004’deki ¢aligmalarinda H. perforatum’un etanolde hazirladigi
ozitlerinde R* =0.9991 kuersetine esdeger oldugunu rapor etmistir °.

Indirgeme giicii antioksidan aktiviteyle ilgili 5nemli bir test yontemidir. Bir
bilesigin indirgeme kapasitesi potansiyel antioksidan aktivitesinin anlamli bir
indikatorii gibi goriilebilir.

Kizil ve ark. 2008°de H. triquetrifolium ve Hypericum scabroides. Robson &
Poulter’de DPPH’1 ICsp =39.0-33.8 p g/mL, metal selatlama kabiliyetini EDTA’dan
diisiik bulmustur. Ayrica toplam fenoligini 1 mg HT ve HS’nin 267-333 png
gallikasite esdeger oldugunu ve bunlarin yiiksek indirgeme giiciine sahip olduklarini
bildirmistir .

Gozlemlerimizde indirgeme giicii i¢in en yiiksek absorbansi H.retusum’un

petrol eter 6ziitli gdstermistir.
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DPPH (1,1-Difenil 2-pikril hidrazil) deneyi, bilesenlerin H atomlarini
radikale transfer etme giiciinii 6l¢ebilen en yaygin kullanilan antioksidan testtir. Bu
deneyde DPPH indirgenmesiyle mor renk sariya doniisiir.

Cakir ve ark. 2003’te yaptig1 calismada Hypericum hyssopifolium 'un DPPH
testinde en yiiksek % inhibisyonu 65-92 arasinda etilasetat fraksiyonunda bulmustur.
Ayrica total fenolik igerigini de yine etilasetatta 0.14 abs olarak tesbit edilmistir' ",

Silva ve ark. 2008’de yaptig1 arastirmada H. perforatumun etanol
eksraktinda DPPH inhibisyonunu 49.3+1.05, indirgeme gliciinii 1.60, metal
selatlamada 1.99 oldugunu gozlemistir 2.

Yaptigimiz bu calisma; Hypericum retusum’un DPPH radikalini sondiirme
aktiviteside metanol 6ziitlinlin, en az BHT ve BHA kadar oldukga yiiksek aktiviteye
sahip oldugunu gostermistir.

Spiteller ve ark. 2008’de Hypericum venustum’un g¢igekleri i¢in indirgeme
giici (ug/ml) etanolde; 1.620+0.007, suda; 1.279+0.003, BHA:1.864+0.007,
BHT:1.726+0.011, metal selatlama degerini  etanolde; 0.158+0.009, suda;
0.226+0.011, BHA:0.125+0.005, BHT:0.197+0.007 bulmustur ".

Sagratini ve ark. 2008’de Hypericum tetrapterum’da 4.80+0.09 mg GAE/g
oziit, % indirgeme 1.09+0.02, DPPH : 25.05+0.52 olarak gozlemistir '*.

Deneylerimiz sirasinda OH Radikali aktivitesi i¢in en yiliksek aktiviteyi H.

retusum’un petrol eter 6ziitli gostermistir.
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4.3.CiZELGELER , SEKILLER
4.3.1.Toplam Fenolik Bilesen Miktar1 Tayini Bulgulari
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Sekil 4.3.1: Gallik asidin artan derisimlerine karsilik dl¢iilen absorbans degerleri.

Cizelge 4.3.1: H. retusum bitkisinin farkl ¢oziiciilerdeki 6ziitlerinin i¢indeki gallik
asite esdeger total fenolik bilesen miktarlari. Her deger li¢ deney sonucunun

ortalamasi alinarak ve =+ standart sapmalar hesaplanip verilmistir.

Oiitler Gallik Asit Esdegerleri
(pg GAE / mg oziit)
Petroleter 57.53+2.83
Hegzan 62.35 + 1.83
Etilasetat 91.85 + 3.87
Metanol 198.52 + 4.64
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4.3.2. Toplam Flavonoid Miktar1 Tayini Bulgulari
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Sekil 4.3.2: Kuersetinin artan derisimlerine karsi olgiilen absorbans degerleri

Cizelge 4.3.2: H. retusum bitkisinin hegzan, etilasetat, petrol eter ve metanol
ekstraklarinin icindeki kuersetine esdeger toplam flavonoid bilesen miktarlari. Her
deger li¢ deney sonucunun ortalamasi alinarak ve + sapmalar (SD) hesaplanarak
verilmistir. (n=3)

Ogiitler Kuersetin Esdegerleri
(ng QUE / 2mg oziit)
Petroleter 4.06+0.75
Hegzan 4.79+0.90
Etilasetat 110.91 +1.87
Metanol 168.83 + 1.06
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4.3.3.Indirgeme Giicii Tayini Bulgulari
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Sekil 4.3.3: H. retusum bitkisinin g¢esitli ¢oziiciiler kullanilarak hazirlanan
Oziitlerinin ~ farkli  konsantrasyonlardaki Fe™ii Fe+2’ye indirgeme  giiciiniin
spektrofotometrik analiz verileri.

Cizelge 4.3.3: H. retusum bitkisinin gesitli ¢oziiciiler kullanilarak hazirlanan
dziitlerinin farkli konsantrasyonlardaki Fe™’ii Fe+2’ye indirgeme giiciiniin degerleri.
BHA ve BHT pozitif kontrol olarak kullanildi. Veriler {i¢ deney (n=3) sonucunun
ortalamasidir ve £ standart sapmalar (SD) hesaplanarak verilmistir.

KONSANTRASYON ARALIGI (pg / mL)
25 50 100 150 250 350
22+40. 36+0. 5740, 610, L6620, 71£0.
BHT 0.22+0.06 | 0.36+0.15 | 0.57+0.14 | 0.61%0.13 | 0.66+0.12 | 0.71+0.12
.29+0. 48+0. 6120, L6520, 70+0. 77+0.
BHA 0.29+0.08 | 0.48+0.11 | 0.61+£0.16 | 0.65+0.16 | 0.70+0.15 0.77+0.17
0.03+0.01 | 0.04+0.01 | 0.04+0.01 0.05+0.01 0.06+0.02 0.06+0.01
Petroleter
0.04+0.01 | 0.05+0.01 | 0.05+0.01 0.06+0.01 0.084+0.02 0.10+0.01
Hegzan
. 0.044+0.01 | 0.05+0.01 | 0.07+0.01 0.08+0.01 0.10+0.02 0.13+0.02
Etilasetat
0.05+0.01 | 0.09+0.02 | 0.17+0.08 0.18+0.03 0.294+0.07 0.360.03
Metanol
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4.3.4. DPPH Radikalini Sondiirme Aktivitesi Bulgulari
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Sekil 4.3.4: H. retusum bitkisinin petroleter, hegzan, etilasetat, metanol Oziitlerinin
farkli konsantrasyonlarinin DPPH radikali {izerindeki sondiiriicii aktivitesinin
spektrofotometrik analiz verileri.

Cizelge 4.3.4: H. retusum bitkisinin c¢esitli ¢oziiciiler kullanilarak elde edilen
oziitlerinin BHT ve BHA nin DPPH radikalini sondiirme aktivitelerinin % inhibisyon
degerleri. Her deger ii¢ deney sonucunun ortalamasi alinarak ve + sapmalar (SD)
hesaplanarak verilmistir. (n=3)

KONSANTRASYON ARALIGI ( pg / mL)

25 50 100 150 250 350
BHT 71.9622.97 | 81.80+4.76 | 89.71+1.14 | 91.86+0.41 | 92.64+0.87 | 94.50+0.86
BHA 75.68+£5.81 | 86.45+3.51 | 92.18+2.07 | 93.23+£3.97 | 95.21+3.75 | 97.56+1.60
Petroleter | 41.04+2.29 | 52.15+£5.25 | 73.55+4.58 | 80.58+1.07 | 81.14+5.54 | 82.35+7.56
Hegzan 22.46+1.70 | 37.39+£1.79 | 62.73+x2.41 | 65.97+1.95 | 77.51+1.12 | 79.44+3.12
Etilasetat 25.57+5.88 | 51.87+1.07 | 68.69+1.09 | 73.20+1.90 | 78.42+0.52 | 79.77+6.98
Metanol 78.48+£2.52 | 87.95+1.23 | 90.70£1.43 | 91.45+7.18 | 92.11+3.86 | 91.83+2.10
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4.3.5. Metal Iyonlar Selatlama Aktivitesi Bulgulari
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Sekil 4.3.5: H. retusum bitkisinin petroleter, hegzan, etilasetat, metanol 6ziitlerinin

farkli konsantrasyonlarinin metal selatlama aktivitesinin spektrofotometrik analiz verileri.

Cizelge 4.3.5: H. retusum bitkisinin petroleter, hegzan, etilasetat, metanol
Oziitlerinin farkli konsantrasyonlarinin metal selatlama aktivitesinin % inhibisyon
degerleri. EDTA pozitif kontrol olarak kullanildi. Her deger ii¢ deney (n=3)

sonucunun ortalamasi alinarak ve + sapmalar (SD) hesaplanarak verilmistir.

KONSANTRASYON ARALIGI ( pg/mL)

25 50 100 150 250
EDTA 99.713+0.79 99.46+0.46 99.64+0.42 99.72+0.35 99.85+0.08
Petroleter 18.18+0.54 38.96+4.54 84.81£1.16 94.27+2.71 92.74+0.15
Hegzan 10.46+1.87 40.03£3.11 37.1543.38 90.26+0.74 95.04+1.25
Etilasetat 23.56+2.17 15.25+1.93 25.624+3.91 56.05+2.63 84.44+2.60
Metanol 26.70£1.05 28.62+1.17 31.61£3.65 36.37+£3.92 48.84+2.85
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4.3.6.0H Radikalini Sondiirme Aktivitesi Bulgulari
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Sekil 4.3.6: H. retusum bitkisinin petroleter, hegzan, etilasetat, metanol oziitlerinin farkli
konsantrasyonlarinin OH Radikalini sondiirme giiciiniin spektrofotometrik analiz verileri.

Cizelge 4.3.6: H. retusum bitkisinin petroleter, hegzan, etilasetat, metanol
Oziitlerinin farkli konsantrasyonlarinin OH Radikalini sondiirme giiciinin =~ %
inhibisyon degerleri. DMSO pozitif kontrol olarak kullanildi. Her deger ii¢ deney
(n=3) sonucunun ortalamasi alinarak ve + sapmalar (SD) hesaplanarak verilmistir.

KONSANTRASYON ARALIGI ( pg / mL)

5 10 20 50 75 100
DMSO 90.07+0.97 | 90.49+0.76 | 91.19+0.14 | 91.75+0.41 | 94.13+0.87 | 97.20+0.86
Petroleter | 61.12+1.81 | 83.64%£1.51 | 88.25+1.07 | 91.89+0.97 | 93.43x0.75 | 96.22+1.60
Hegzan 66.85+0.29 | 75.94+0.25 | 89.65+£1.58 | 92.73x1.07 | 93.15%1.54 | 94.13+0.56
Etilasetat | 69.23+0.70 | 74.55+0.79 | 78.46+0.41 | 80.00+0.95 | 80.14+0.12 | 91.14%0.12
Metanol 83.36+0.88 | 86.01+1.07 | 86.71£1.09 | 87.83+1.90 | 88.67+0.52 | 89.37+0.98
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5. SONUCLAR VE ONERILER

Mevcut ¢alismada H. retusum bitkisinin toprakiistii kisimlarindan elde edilen
petroleter, hegzan, etilasetat ve metanol Oziitlerinin antioksidan ve radikal giderme
ile ilgili yapilan calismalarda toplam fenolik bilesen miktar1 tayini, Fe’'-Fe®*
transformasyonu metoduna gore indirgeme kapasitesi, metal selatlama aktivitesi,
toplam flavonoid miktari, DPPH serbest radikal giderme aktivitesi, OH radikalini
giderme giicli gibi farkli biyoanalitik metotlar kullanilarak farkli konsantrasyonlarda
ayr1 ayri belirlendi.

Kullanilan antioksidan yontemlerde bulunan aktiviteler kozmetik ve gida
sanayinde yaygin olarak kullanilan BHT, BHA ile kiyaslamalar1 yapildu.

H. retusum bitkisinin toprakiistii kisimlarindan elde edilen hegzan, etilasetat,
petroleter ve metanol ekstrelerinin ¢alisilan konsantrasyonlarda (5-350 pg/ml), artan
konsantrasyon ile beraber toplam antioksidan aktivitede, indirgeme kapasitelerinde,
metal selatlamada, DPPH aktivitelerinde de artis gortildi. Ayrica OH radikalini
sondiirticii giiclinlin varlig1 da saptandi.

Antioksidan etkisini gozlemledigimiz bu c¢alisma 1s18inda; daha ileri
fraksiyonlandirma, bilesen saflastirma ve biyolojik aktif etkilerin gozlenmesi gibi

yeni ¢aligmalara dncii olacaktir.
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