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BAZI HYPERICUM TURLERININ UCUCU YAG BIiLESIMLERi VE
ANTIANJIYOJENIK AKTiVITELERI

OZET

Anjiyojenez terimi, onceden var olan kan damarlarindan yenilerinin olugmasini
ifade eder. Glinlimiizde, antianjiyojenik ozellikteki dogal bilesikler, kanser ve
enflamasyon gibi anjiyojeneze bagli hastaliklarin tedavisinde biiyiik rol
oynamaktadirlar. Ugucu yaglar giinliik hayatta gidalarda tat verici veya koruyucu,
kozmetik iriinlerde ozellikle parfiimlerde koku wverici ajan  olarak
kullanilmaktadirlar. Ayrica antioksidan, antiviral, antimikrobiyal, analjezik,
sedatif, antikanser ve antienflamatuvar 0&zellikleri nedeniyle hastaliklarin
tedavisinde onem tasimaktadirlar.

Bu ¢alismada Hypericum perforatum L., H. hircinum L., H. confertum Choisy ve
H. hyssopifolium Chaix. subsp. elongatum (Ledeb.) Woron var. microcalycinum
(Boiss. & Heldr.) Boiss. tiirlerinin ugucu yag bilesimleri Gaz Kromatografisi
(GK) ve Gaz Kromatografisi/Kiitle Spektrometrisi (GK/KS) sistemi,
antianjiyojenik aktiviteleri ise bir in vivo model olan koryon allantoik membran
(CAM) yontemi kullanilarak belirlenmistir. Ugucu yaglarin GK ve GK/KS
analizleri sonucunda ana bilesik H. perforatum, H. hircinum, H. hyssopifolium
subsp. elongatum var. microcalycinum ugucu yaglar1 igin a-pinen (% 33.3, %
88.3, %57.8); H. confertum ugucu yag: igin ise germakren D (% 30.2) olarak
tespit edilmistir. CAM aktivite deneyi sonucunda en fazla etki H. perforatum
ucucu yagmin 50ug/pellet konsantrasyonunda zayif-orta antianjiyojenik etki
olarak goriilmiistiir. 50 ug/pellet konsantrasyonda H. hircinum, H. hyssopifolium
ve H. confertum ugucu yaglart ise higbir etki gostermemistir. Test edilen ugucu
yaglar denenen konsantrasyonlarda hicbir toksik ya da iritan etki gostermemistir.

H. confertum ve H. hyssopifolium subsp. elongatum var. microcalycinum ugucu
yaglarinin kimyasal bilesimleri, H. perforatum, H. hircinum, H. confertum ve H.
hyssopifolium subsp. elongatum var. microcalycinum ugucu yaglarinin CAM
aktiviteleri ilk kez bu ¢alismada arastirilmustir.

Anahtar Kelimeler:

Hypericum perforatum, Hypericum hircinum, Hypericum confertum, Hypericum
hyssopifolium subsp. elongatum var. microcalycinum, ugucu yag, koryon allantoik
membran (CAM).



THE CHEMICAL COMPOSITION AND ANTIANGIOGENIC ACTIVITY
OF ESSENTIAL OILS OF SOME HYPERICUM SPECIES

ABSTRACT

The term angiogenesis means the formation of new blood vessels from existing
ones. Nowadays, natural compounds which have antiangiogenic properties play a
major role in therapy of angiogenesis-dependent diseases like cancer or
inflammation. In daily life, essential oils are used as flavour or preservative agent
in food and fragrance agent in cosmetics especially in perfumes. They are also
important in the treatment of diseases due to their antioxidant, antiviral,
antimicrobial, analgesic, sedative, spasmolytic, anticancer and antiinflammatory
properties.

In this present work, chemical compositions of the essential oils of H. perforatum
L., H. hircinum L., H. confertum Choisy ve H. hyssopifolium Chaix. subsp.
elongatum (Ledeb.) Woron var. microcalycinum traditionally used for their
wound healing properties, were determined by using Gas Chromatography (GC)
and Gas Chromatography/Mass Spectrometry (GC/MS). Antiangiogenic activity
of the essential oils were screened by an in vivo model chorioallantoic membrane
(CAM) assay. As a result of both gas chromatography (GC) and gas
chromatography-mass spectrometry (GC-MS) analysis of the essential oils, the
main compound of H. perforatum, H. hircinum, H. hyssopifolium subsp.
elongatum var. microcalycinum was determined as a-pinene (% 33.3, % 88.3,
%57.8) and the oil of H. confertum germacrene D (% 30.2) was determined as the
main constituent. In the CAM assay, H. perforatum essential oil showed
antiangiogenic activity with weak-medium effect at the concentration of 50
ug/pellet. H. hircinum, H. hyssopifolium and H. confertum essential oils did not
show any activity. At the tested concentrations essential oils showed neither
membrane irritation nor toxicity.

To the best of our knowledge, this is the first investigation on the chemical
composition of H. confertum, H. hyssopifolium subsp. elongatum var.
microcalycinum and on the CAM activity of H. perforatum, H. confertum, H.
hircinum, H. hyssopifolium subsp. elongatum var. microcalycinum.

Key words: Hypericum perforatum, Hypericum hircinum, Hypericum confertum,
Hypericum hyssopifolium subsp. elongatum var. microcalycinum, essential oil,
chorioallantoic membrane (CAM).
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GIRIS VE AMAC

Anjiyojenez, yeniden damarlanma siirecini ifade etmek igin kullanilan bir
terimdir. Bu siireg, embriyogenez ve yara iyilesmesi gibi fizyolojik olusumlarin
yani sira enflamatuvar hastaliklar, kanser ve metastaz gibi patolojilerin de
temelini olusturmaktadir.

Kanser tedavisinde kullanilan dogal kaynakli anjiyojenez inhibitdrleri diisiik yan
etki profilleri ve farkli etki mekanizmalari nedeniyle klasik sitotoksik ilaclara
alternatif olarak goriilmektedir. Bu dogal kaynakli bilesiklerin biiyiik boliimiinii
daha ¢ok aromaterapi ve kozmetikte kullanilan ugucu yaglar olusturmaktadir.

Ugucu yaglar antioksidan, antikanser, antiviral, antienflamatuvar, antimikrobiyal,
analjezik, sedatif, spazmolitik, lokal anestezik etkilere sahip aromatik
bilesiklerdir. Cok eski caglardan giiniimiize kadar tedavide kullanilagelmislerdir.
Gilinliimiizde 6nemleri daha da artmustir.

Anjiyojenik siirecin karmasikligi, doku ve molekiillerin heterojenitesi nedeniyle
anjiyojenez arastirmalarinda tek bir Ol¢iim yontemi yeterli olamamaktadir. Bu
nedenle hem proanjiyojenik hem de antianjiyojenik bilesiklerin etkinliginin test
edilmesine olanak veren birgok in vitro ve in vivo anjiyojenez deney modeli
Onerilmektedir. in vivo modeller arasinda anjiyojenik etkinin kantitatif 6lgtimiine
imkan veren, uygulanmasi en kolay ve tekrarlanabilir sonug¢ veren yontemlerin
koryon allantoik membran (CAM) ve tavsan kornea yontemlerinin oldugu kabul
edilmektedir.

CAM modeli embriyonik arastirmalarin yamt sira kanser ve metastaz
aragtirmalarinda genis bir kullanim alanina sahiptir. Ugucu yaglarin da aralarinda
bulundugu dogal maddelerin, kozmetiklerin ve diger kimyasallarin
antianjiyojenik, antienflamatuvar, antiiritan 6zellikleri hakkinda bilgi veren ayrica
olasi membran iritasyonu, dekompozisyonu, koagiilasyonu ve toksisitesi gibi
Ozelliklerini de ortaya koyan bir yontemdir. Kimyasallarin 6zellikle de
kozmetiklerin etki ve iritasyon profillerinin belirlenmesinde kullanilan ve g¢ok
sayida hayvanin 6liimiiyle sonuglanan in vivo hayvan deneylerine alternatiftir.

Bu diistincelerden hareketle tez kapsaminda bazi Hypericum tiirlerinin ugucu
yaglar1 kullanilmigtir. Bu ugucu yaglarin kimyasal kompozisyonlarinin ve
antianjiyojenik etkilerinin yam1 sira iritasyon profillerinin de belirlenmesi
amaclanmustir. Etkinin belirlenmesinde bir in vivo anjiyojenez modeli olan koryon
allantoik membran (CAM) modeli kullanilmaistir.



KAYNAK BILGIiSI

Anjiyojenezin Tanmimi

Anjiyojenez terimi ilk olarak 17. yiizyilin sonunda Ingiliz cerrah Dr. John Hunter
tarafindan “mevcut kan damarlarindan yeni kan damarlarinin olusumu” olarak
tamimlanmis olup 1935 yilinda ise patolog Dr. Arthur T. Hertig hamile maymun
plasentasinda anjiyojenezi tarif etmistir (Ribatti, 2009).

Anjiyojenez, viicutta fizyolojik ve patolojik olmak iizere iki sekilde gergeklesir.
Fizyolojik anjiyojenez, saglikli bir yetiskin viicudunda embriyogenezde yani
plasenta olusumunda, yara iyilesme siirecinde ve kadin tireme sisteminde 6rnegin
korpus Iuteumun olusmasi sirasinda gozlenir. Patolojik anjiyojenez ise
ateroskleroz, romatoit artrit, psoriyazis, kronik enflamasyon, enflamatuvar
bagirsak hastaliklarinda, timor gelisimi ve metastazda (6zellikle meme, mesane,
kolon, akciger, ndroblastom, melanom, bdbrek, pankreas, rahim, serviks,
gliablastom gibi ¢esitli kanser tiirlerinde), juvenil hemanjiomda ayrica yasa bagl
makiiler dejenerasyon, diyabetik retinopati gibi g6z ve Kkardiyovaskiiler
hastaliklarda ortaya ¢ikabilir (Paper, 1998; Ataergin ve ark., 1999; Brower, 1999;
Ribatti ve ark., 2000; Liekens ve ark., 2001; Konukoglu ve Turhan, 2005; Sagar
ve ark., 2006; Ozgiirtas, 2009). Anjiyojenezin yetersiz ve asir1 oldugu durumlarda
ortaya ¢ikan hastaliklardan bazilar1 Sekil 1’de verilmistir.

PARKINSON
KANSER

ALZHEIMER
ULSER

SKLERODERMA
ROMATOID ARTRIT
INFERTILITE OSTEOPOROZ

DIYABETE BAGLI KORLUK

FELC AIDS KOMPLIKASYONILARI

CHRON'S HASTALIGI
KALP YASA BAGLI
HASTALIKLARI MAKULER DEJENERASYON
MULTIPLE GLOKOM
SKLEROZ
PSORIYAZIS

Sekil 1. Anjiyojeneze Bagh Hastaliklar



Yeni Kapiler Damarlarin Olusumu

Anjiyojenez veya baska bir ifade ile neovaskiilarizasyon, onceden var olan kan
damarlarindan endotel hiicrelerinin aktivasyonu, adezyonu, gocii ve ¢ogalmast
gibi basamaklardan olusan kompleks bir siiregtir (Paper, 1998; Ferrara, 2007).
Ekstraseliiler matriks (ECM) ve matriksi ¢evreleyen hiicrelerden salinan birgok
biiyime faktorii, sitokinler ve reseptorleri anjiyojenezde temel rol oynar. Bu
stirecin temel hiicreleri olan endotel hiicreleri perisitler ile birlikte kapiler damar
duvarlarin1 olusturur ve ana damarlari, dallar1 ve kapiler ag1 olusturan genetik
bilgileri icerir (Konukoglu ve Turhan, 2005). Saglikli, yetiskin bir organizmada
endotel hiicrelerinin dongiisii ve anjiyojenezi ¢ok yavas (3 aydan 1 yila kadar)
seyreder. Ancak yara iyilesme siireci, embriyogenez veya korpus luteumun

olusumu gibi sadece belli kosullardaki anjiyojenez ¢ok kisa bir siirede gergeklesir
(Paper, 1998).

* hasta dokudan anjiyojenik ; Petdisitlelr taraﬁnda}:lmy:m olugan
falctsrlerin sentez we salmirm an damatlarinin stabilizasyonunu
a3 e

* Anjiyojerndk
faktorlerin

endotelyral hiicre
reseptirlerine

*protez salimnu || *endotel
hicrelerin

gogive
gogalmasi

* M etalloproteinazlarnn
Uretimi

Sekil 2. Anjiyojenez Evreleri

Yeni kapiler damar olusum siireci :

1. Bazal membranin proteolitik enzimlerle yikilmasi,

2. Endotel hiicrelerinin aktivasyonu, adezyonu, gogii ve gogalmast,
3. Kapiler olusumu ve damar olgunlagsmasi basamaklarini kapsar.
1. Bazal membranin proteolitik enzimlerce degradasyonu:

Anjiyojenez; damar endotelini olusturan kollajen, laminin gibi glikoproteinlerden
ve heparan siilfat gibi proteoglikanlardan meydana gelen bazal membranin yikimi
ile baglar (Konukoglu ve Turhan, 2005; Mc Donald, 2008). Belli kosullar altinda
endotel hiicrelerini uyarmak {izere normal, hastalikli ya da hasarli hiicre veya



dokulardan fibroblast biiytime faktorii-2 (FGF-2) gibi anjiyojenik uyaranlar
salinir. Salman anjiyojenik biiyiime faktorleri komsu dokulara diflizyon yoluyla
gecerler. Yakinlarinda 6nceden var olan kan damarlarinin endotel hiicrelerindeki
spesifik reseptorlere baglanirlar ve bdylece endotel hiicrelerini uyarirlar.
Sonrasinda membran ve hiicreler arasinda bir boliinme meydana gelir. Normal
kosullarda tek tabaka halinde bulunan ve yayilma etkisi gostermeyen endotel
hiicreleri neovaskiilarizasyon sirasinda ¢ogalma ve yayilma gosterir. Uyarilmis
endotel hiicreleri proteazlar1 (6zellikle plazminojen aktivatorleri ve kollajenazlari)
salgilar. ECM ve parenteral kan damarlarmin bazal membrani bu proteolitik
enzimlerce yikilir.

2. Endotel hiicrelerin aktivasyonu, adezyonu, gocii ve ¢cogalmast:

ECM’nin proteolitik enzimlerce yikimindan sonra aktive olan endotel hiicreleri
pargalanmis matrikse go¢ ederler. Sonrasinda ¢ogu pargalanmis ECM’den salinan
biiyiime faktorleri tarafindan uyarilan endotel hiicreleri cogalirlar (Liekens ve ark.,
2001). Bu basamakta en etkili anjiyojenik faktor vaskiiler endotelyal biiylime
faktorii (VEGF)’ diir (Konukoglu ve Turhan, 2005).

3. Kapiler olusumu ve damar olgunlagmasi:

Endotelyal proliferasyondan sonra ECM bilesenlerinin depolanmasi ve bir araya
getirilmesi igin ekstraseliiler pargalanma mutlaka lokal olarak inhibe edilmelidir.
Kapiler filizlenme olustuktan sonra bu filizlenmenin ucunda yeni olusan ECM’de
yikilma ortaya ¢ikar ve bu sayede ileri yayilimi miimkiin olur. Bazal membranin
yikilmasi endotel hiicre gogiine ve kapiler filizlenmeye izin verir. Endotelin yol
almasi ve uzamasi sirasinda hiicre i¢i ve hiicreler arasi boslukta liimenler gelisir.
Sonrasinda liimenlerden damarlar olusur. Boylece ECM proteolizinin birbirini
sirayla izleyen aktivasyonlar1 ve inhibisyonlar1 sonucunda yeni kapiler olusumu
gergeklesir. Proteolitik yikilma ve endotel hiicrelerinin goégiinden sonra yeni
olusmus kapilerler bazal membrani olustururlar. Endotel hiicrelerinin yeni
kapilerleri olusturabilmeleri igin birbirlerine ve ECM’e tutunmalar1 gerekir. Yeni
olusan kapilerler olgunlastiktan ve uygun anjiyojenez meydana geldikten sonra
anjiyojenik faktorler azalir, antianjiyojenik faktorler artar. Boylece endotel
hiicreleri sessiz hale geger ve kapilerler kan akimini1 baslatmaya hazir hale gelmis
olur (Konukoglu ve Turhan, 2005).

Anjiyojenezin Mekanizmalari ve Medyatorleri

Anjiyojenez viicutta anjiyojenik uyarinin yani sira endojen pro-anjiyojenik,
anjiyostatik (Paper, 1998) vyani antianjiyojenik (anjiyojenezi inhibe eden)
ozellikteki diizenleyici faktdrler tarafindan kontrol edilir (Ozgiirtas ve ark., 2009).
Bu diizenleyiciler ECM ve ECM’yi ¢evreleyen hiicrelerden salinan VEGF veya
Plasental biiyiime faktorii (PGF) gibi biiyiime faktorleri, Interlokin-1 (IL-1) veya
Prostaglandin E2 (PGE2) gibi sitokinler ve bunlarin reseptorleri (Konukoglu ve
Turhan, 2005), diizenleyici proteinler ve hiicre adezyon molekiilleridir (Paper,
1998). Anjiyojenez bu diizenleyici faktorler arasindaki denge ile fizyolojik
durumlarda normal olarak gergeklesir (Ribatti ve ark., 2000; Losso, 2003).
Cogunlukla hipoksi kaynakli (Ataergin ve ark., 1999) patolojik durumlarda bu
denge bozulur; viicutta anjiyojenik faktdrlerin seviyesinin artist  veya
aktivasyonu, anjiyojenez inhibitdrlerinin seviyesinin azalmasi veya inaktivasyonu
sonucu anjiyojenez baslar (Paper, 1998).



Anjiyojeneze Bagh Hastaliklar

Anjiyojenez kontrol mekanizmalarinin isleyisi metabolik stres (hipoglisemi,
diisiik pH, dokularda O basicinin diismesi yani hipoksi durumu), mekanik stres
(¢ogalan hiicrelerin yaptigi basing), immiin/enflamatuvar cevap ve genetik
mutasyon (onkojenlerin aktivasyonu veya anjiyojenez diizenleyicilerin {iretimini
kontrol eden tiimor baskilayict genlerin silinmesi gibi) gibi sinyallerle
bozuldugunda anjiyojenez yanlis zamanda veya yanhis dokuda aktive olur
(Carmeliet ve Jain, 2000). Yeni kapiler damarlar patolojik olarak gelisir ve
anjiyojeneze bagli hastaliklar ortaya c¢ikar (Sekil 1). Romatoit artrit, sedef
hastaligt ve kanser gibi patolojik durumlari da kapsayan bu hastaliklarda
antianjiyojenik faktorlerin eksikligi ve anjiyojenik faktorlerin agir1 Gretimi soz
konusudur. Patolojik anjiyojenez, goz rahatsizliklarinin ana nedeni olabilir;
(6rnegin; korneanin neovaskiilarizasyonu korliige yol acgabilir) kat1 tiimorlerin
gelisiminde rol oynayabilir (Paper, 1998; Folkman, 2003; Ribatti, 2009).
Hastalikl1 dokular fazla miktarda anjiyojenez uyarici faktor salgilarlarsa viicut bu
dokularin gelisimi icin daha fazla kan damari iretir ki bu durumda asirt
anjiyojenez meydana gelir. Diger taraftan eger viicut yeterli anjiyojenik faktor
iretemez Vveya asir1 anjiyojenez inhibitdrii dretirse yetersiz anjiyojenez
gergeklesir. Yetersiz anjiyojenez koroner arter ve iskemik kalp rahatsizliklar1 gibi
komplikasyonlara neden olabilir (Yew ve ark., 2004). iskemik kalp
rahatsizliklarinda  endotel  hiicrelerinin ~ fonksiyonu  bozulur  dolayisiyla
revaskiilarizasyon gergeklesemez ve iyilesme gecikir. Ayrica rejenerasyon
bozulur. Anjiyojeneze bagli patolojilerde anjiyojenik diizenleyicilerin rolii
siiphesiz biiyiiktiir. Ornegin VEGF vaskiiler aktivitenin yan1 sira sinir hiicreleri,
akciger epitel hiicreleri ve kalp kasi lifleri igin 6nem teskil etmektedir. Y etersiz
VEGF diizeyleri sinirlerde dejenerasyona yol agar, solunum zorluguna ve kalp
yetmezligine neden olur (Carmeliet, 2005). Anjiyojeneze bagli patolojiler yeniden
damarlanmanm olusup olugsmamasina gore iki smifa ayrilabilir: ‘neo-plastik
hastaliklar’ ve ‘neo-plastik olmayan hastaliklar’dir. Neo-plastik hastaliklar
adindan da anlasilacagi lizere neo-vaskiilarizasyon yani yeniden damarlanmanin
temel siire¢ oldugu tiimor anjiyojenezini kapsayan hematolojik habis tiiméorler ve
hemanjiyomalardir. Neo-plastik olmayan hastaliklarda neo-plastik hastaliklarin
aksine yeniden damarlanma s6z konusu degildir sadece damarlar yeniden
diizenlenir. Alzheimer, diyabet anjiyojeneze bagli neo-plastik olmayan
hastaliklara ornektir. Konu ile ilgili olmasindan dolayr burada sadece timor
anjiyojenezi ve metastazdan bahsedilmistir.

Tiimor Anjiyojenezi ve Metastaz

Yaklasik yiiz yil 6nce timor igerisinde yeni damar gelisiminden bahsedilmistir.
Ancak o donemde yeni damarlarin olusmasinin tiimdr metabolitlerine bagli basit
bir dilatasyon oldugu diisiiniilmiis ve tiimér hiperemisi olarak adlandirilmistir.
Daha sonra yapilan calismalarda timdr nakillerinde olusan yeni damarlarin
konak¢1 damarlardan koken aldigi yani anjiyojenez kaynakli oldugu goriilmiistiir
(Konukoglu ve Turhan, 2005). 1971°de ise Judah Folkman ‘tiimoér gelisimi
anjiyojeneze baglidir ve anjiyojenezin inhibisyonu terapétik olabilir’ hipotezini
ortaya atmustir (Folkman, 1990; Ferrara ve Kerbel, 2005; Konukoglu ve Turhan,



2005; Ribatti, 2008). Yine 1976’da Gullino pre-kanser6z dokularda hiicrelerin
kanseroz niteligi, belli bir anjiyojenik kapasiteye sahip olarak kazandiklari
hipotezini ortaya atmistir. Daha sonralari bu hipotez genetik yaklasimlarla
desteklenmistir (Carmeliet ve Jain, 2000). Seksenli yillarin ortalarinda tiim
deneysel bulgular timdr gelisiminin anjiyogeneze baglh oldugunu kanitlamistir.
Ayrica anjiyojenezin metastazi kolaylastirdigi varsayimi deneysel ve Klinik
kamtlarla ortaya konmustur (Konukoglu ve Turhan, 2005). Metastaz, koti huylu
timor hiicrelerinin (kanserli hiicreler) salgiladigi enzimle etrafindaki kapsiilii
eriterek damar1 gegcmesi, dolagima katilmasi ve viicudun herhangi bir yerinde
tekrar yerlesip cogalabilmesi olayidir ve tiimdr gelisiminin son basamagidir
(Liekens ve ark., 2001). Tiumor hiicreleri ancak metastaz yaparak gelisip
yayilabilmektedir. Ozetle anjiyojenez olmaksizin kati tiimorler gelisemez ve
primer timorlerden metastatik tiimorler olusamaz yani timor gelisimi ve
metastazi anjiyojeneze bagli bir olaydir. 0.5 mm*den daha kiigiik tiimérler
oksijen ve besin gereksinimini diflizyonla karsilayabilirken, biytikligi 0.5
mm™{in tizerine ¢ikinca anjiyojeneze bagimli hale gelir (Konukoglu ve Turhan,
2005). Timoriin neovaskiilarizasyonu daha Once anlatilan anjiyojenez olusum
basamaklarinda gergeklesir ve anjiyojenik diizenleyici faktorler arasindaki
dengeyle kontrol edilir (Paper, 1998). Anjiyojenezi uyarict ve inhibe edici
faktorler arasindaki denge bozulur. Bu dengenin bozulmasinda tiimdr ve endotel
hiicreleri temel rol oynar (Konukoglu ve Turhan, 2005). Tiimor hiicrelerinde yeni
kapiler olusumu bir veya daha fazla anjiyojenik uyaranin sentezlenmesi sonucu,
makrofajlarca ya da hiicre adezyon molekiillerinin artis1 sonucu uyarilir (Paper,
1998). Fizyolojik anjiyojenezde oldugu gibi patolojik anjiyojenezde de hipoksi
anjiyojenik siireci uyaran baglica etkendir. Yine v-ras, K-ras gibi cesitli
onkojenler VEGF gibi anjiyojenik faktorlerin saliniminmi uyarir ve bdylece
sitokinlerin ve proteolitik enzimlerin {iretimi artar. Hatta onkojenler kendileri
anjiyojenik faktor gibi davranabilirler (Liekens ve ark., 2001). Folkman’a gore ise
yeniden damarlanmay1 esas olarak tiimor hiicresinin salgiladigi tiimér anjiyojenez
faktorleri uyarmaktadir (Ribatti, 2008).

Antianjiyojenez

Spesifik anjiyojenez inhibitorlerinin varligindan ilk olarak 1971°de Folkman s6z
etmistir. Bu bolimde CAM aktivite deneyinde standart madde olarak kullanilan
etkili antianjiyojenik bir bilesik olan talidomit ile ilgili kisaca bilgi verilmistir.

Talidomit
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Sekil 3. Talidomit

Bu bilesik ilk olarak 1950’lerde Chemie Grunenthal tarafindan sedatif bir ilag
olarak gelistirilmistir. Talidomit insanlarda kol ve bacaklarda noksanlik ile
seyreden Dysmelia hastaligina neden olan etkili bir teratojendir. 1961’de McBride
ve Lenz bebeklerde goriilen organ hasarlarinin talidomit’in anne adaylari



tarafindan kullanimma baglh oldugunu acgiklamislardir (D’ Amato ve ark., 1994;
Sauer ve ark., 2000). 1994°te ise D’ Amato talidomitin bir anjiyojenez inhibitori
oldugunu bildirmistir (Ribatti, 2008). Ayrica bazi hidroksillenmis talidomit
metabolitlerinin anjiyojenezi inhibe ettigi rapor edilmistir (Marks ve ark., 2002).

Antianjiyojenezde Bitkisel Kaynakli Dogal Aktif Bilesiklerin ve Fonksiyonel
Gidalarin Rolii

Antik ¢aglardan beri siiphesiz bitkiler bir¢ok hastaligin tedavisinde yaygin olarak
kullanilmiglardir. Bitkilerden giivenilir ilaclarin elde edilmesi ¢ok uzun ve kronik
hastaliklarin multifonksiyonel dogasi nedeniyle zor bir siirectir. Buna ragmen
bitki kaynakli yeni ila¢ kesfi basarili bir tarihgeye sahiptir. Spirea ulmaria
bitkisinden salisilik asitin izolasyonunu takiben 1897’de Felix Hoffmann’in
aspirini sentezlemesi, 1972°de Artemisia annua’dan antimalaryal ilag artemisinin
elde edilmesi, Taxus brevifolia’dan taksol’iin izolasyonu bu basarili kesiflerden
yalnizca bir kagidir. Cok sayida bitki anjiyojenezi diizenleyici 6zellige sahip aktif
bilesikler igerir. Taksol, vinkristin, vinblastin, kolsisin gibi bir ¢ok bitkisel
kaynakli ila¢ antianjiyojenik etkiye sahiptir (Fan ve ark., 2006). Baz1 bitkisel
kaynakli anjiyojenik ve antianjiyojenik bilesikler ve elde edildikleri bitkiler
Cizelge 1’de verilmistir.

Bitkisel kaynakli antianjiyojenik fonksiyonel gidalar Sistemik olarak alindiginda
diisiik dozlarda toksisiteye yol agmazlar ve antianjiyojenik 6zelliklerinden dolay1
dejeneratif hastaliklarin 6nlenmesinde kullanilirlar. Soya filizi, yesil ¢ay, kirmizi
iizim bitkisel antianjiyojenik fonksiyonel gidalardan bir kagidir (Fan ve ark.,
2006).

Cizelge 1. Bitkisel Kaynakli Baz1 Anjiyojenik ve Antianjiyojenik Bilesikler

Anjiyojenik Bilesikler
Elde edildigi bitki Bilesik Kaynak

Panax ginseng Ginsenozit Rg 1 Yue ve ark., 2005; Fan ve
ark., 2006

Panax ginseng Ginsenozit Re Fan ve ark.,2006

Vitis spp. Rezveratrol

Aloe vera B- Sitosterol

Salvia miltiorrhiza Salvianolik asit B

Antianjiyojenik Bilesikler

Camellia sinensis EGCG (Epigallokatesin-3- | Oak ve ark., 2005; Fan ve

gallat) ark., 2006; Mojzis ve ark.,

2008

Vitis ssp. Rezveratrol Oak ve ark., 2005; Fan ve
ark., 2006




Cizelge 1. (Devam) Bitkisel Kaynakli Bazi1 Anjiyojenik ve Antianjiyojenik Bilesikler

Elde edildigi bitki

Bilesik

Kaynak

Artemisia annua

Artemisinin ve
deoksoartemisinin turevleri

Oh ve ark., 2004; Jung ve ark.,
2006

Sinomenium acutum

Sinomenin

Fan ve ark., 2006

Glycyrrhiza uralensis

Isolikuiritin

Panax ginseng

Rb 1, Rb 2, Rg 3 ginsenozitler

Paper, 1998; Fan ve ark., 2006

Vinca rosea

Vinkristin

Fan ve ark., 2006

Taxus brevifolia

Taksol

Belotti ve ark., 1996; Fan ve
ark., 2006

Camptotheca acuminata

Kamptotesin

Combretum caffrum

Kombretastatin

Fan ve ark., 2006

Glycine max Genistein

Glycine max Daidzein Losso, 2003
Castanospermum australe ve | Kastanospermin Paper, 1998
Alexia leipetala

Magnolia salicifolia Magnosalin ve magnoshinin

Citrus ssp. Apigenin, kersetin, naringenin | Losso, 2003

Chrysanthemum coronarium

Kampesterol

Choi ve ark., 2007

Silybum marianum

Silibinin ve silimarin

Yang ve ark., 2005; Sagar ve
ark., 2006

Scutellaria baicalensis

Baikalin ve baikalein

Liu ve ark., 2003

Ginkgo biloba Ginkgolit B Sagar ve ark., 2006
Curcuma longa (Turmeric) Kurkumin Losso, 2003; Liu ve ark., 2008
Magnolia officinalis Honokiol Bai ve ark., 2003; Sagar ve

ark., 2006

Ucucu Yaglar

Ugucu yaglar, ihiman ve tropikal ilkelerde yetisen aromatik bitkilerde yaygin
olarak bulunurlar ve bu {ilkelerin geleneksel farmakopelerinin 6nemli kismin
olustururlar. Fiziksel olarak nadiren renkli olup yagda ve organik ¢oziiciilerde
¢oziinilirler. Yogunluklart targin ve karanfil yagi hari¢ suyunkinden kiigiiktiir.
Aromatik (kokulu) bitkilerin yaprak, ¢i¢ek, meyve, tohum, kok ve odun gibi



degisik kisimlarindan su distilasyonu, buhar distilasyonu, su-buhar distilasyonu
veya kuru distilasyon, nadide ¢igek petallerinden sabit yag yardimiyla ugucu
yagin elde edilmesi olarak ifade edilen anfloraj, sikma, ekstraksiyon veya
fermentasyon gibi tekniklerle elde edilen, kokulu bilesiklerin karigimindan olusan
sekonder metabolit grubudur. Bitkiyi zararlilara (bocekler), mikroorganizmalara
(fungus, bakteri, viriis) veya 1s1ga karst koruma, bocek veya kuslart bitkiye
¢ekerek tozlasmaya yardimecr olma ve allelopati gibi ¢esitli fizyolojik amaca
hizmet ederler. Genel olarak terpenoit veya hidrokarbon karakterde ugucu
bilesikler igerirler. Ugucu yagin bilesimi, kalitesi, farmakolojik Ozellikleri ve
bilesimindeki her bir maddenin orani izole edildigi bitki kismina, bitkinin yetistigi
bolgeye, iklim degisimlerine, hasat zamanina ve ekstraksiyon teknigine gore
degisir. Ugucu yaglar eski ¢aglardan bu yana bircok medeniyet tarafindan tedavi
edici Ozelliklerinden dolayr kullanilmiglardir. Giliniimiizde sahip olduklar
biyoaktif etkilerden dolay: tedavideki 6nemleri giderek artmaktadir. Bu biyoaktif
Ozelliklerin arasinda en Onemlileri; antioksidan, antikarsinojenik, antiviral,
antienflamatuvar, antimikrobiyal, analjezik, sedatif ve spazmolitik etkileridir.
Yine giinliik yasamda tiiketilen gidalarda tat verici veya koruyucu, kozmetik
triinlerde Ozellikle parfiimlerde ve aromaterapide kullanilmaktadir (Baser ve
Demirci, 2007; Edris, 2007; Bakkali ve ark., 2008; Wei ve Shibamoto, 2009;
Baser ve Buchbauer, 2009). Konu ile ilgili olmasindan dolayr bu boliimde ugucu
yaglarin antikanser ve antienflamatuvar etkilerinden s6z edilmistir.

Antikanser Etkileri: Ugucu yaglar; hastaliklara karsi koruma, hastaliklar1 6nleme
ve tedavi etme Ozelligi olan bilesikleri icerir. Karsinojenezin baslangi¢ safhasinda
viicudu karsinojenin DNA ile etkilesimlerine kars1 korurlar ki bu kemopreventif
etkilerini ifade eder. Karsinojenezin gelisim safhasinda tiimér hiicrelerinin
cogalmasini inhibe ederek, timdriin Sliimiine ve tlimor hiicre farklilagmasina
neden olan etkileri onler bu da ucucu yaglarin kemoterapotik etkisi olarak
tanimlanir (Edris, 2007; Bakkali ve ark., 2008; Wei ve Shibamoto, 2009). Cogu
kanser kemoterapisi uygulamalarinda hiicre ¢ogalmasini inhibe etmeyi hedefleyen
sitototoksik ajanlar kullanilmaktadir. Secici olmayan bu ilaglar viicutta ¢ogalma
ozelligi yiiksek olan bazi dokularda (kemik iligi veya mide-barsak kanali gibi)
normal hiicreler lizerinde yan etkilere neden olmaktadir. Bu yan etki profili
sitotoksik ilaglarin kullanimimni sinirlamaktadir. Etki mekanizmalar1 bu ilaglardan
tamamen farkli olan ugucu yaglar kanser tedavisinde ve antikanser aktivite
calismalarinda biiyiik bir 6neme sahiptir (Edris, 2007; Wei ve Shibamoto, 2009).
Yapilan bir ¢alismada ugucu yaglardaki izoprenoitlerin 6zellikle monoterpenlerin
tiimor dokularina karsi etkili olduklar1 bildirilmistir. Parfiimlerde sik¢a kullanilan
Santalum album (Sandal agaci1) yaginin ve Ocimum basilicum (Feslegen) yaginin
antikanser aktivitesi ¢alisilmistir. Bir baska ¢alismada kekik yaginin antitimor
etkinligi tespit edilmistir (Wei ve Shibamoto, 2009). Aktivite calismalarinda
ucucu yagin biitiinii test edildigi gibi bilesiminde bulunan aktif bilesikler de test
edilmistir. Ornegin pek ¢ok ucucu yagda bulunan sitralin, Matricaria chamomilla
(T1bbi papatya) ugucu yagimin ana bilesigi olan seskiterpen alkol yapisindaki a-
bisabolol’iin, Eucalyptus globulus (Okaliptus) ucucu yaginda bulunan 1,8-
sineol’iin antikanser aktivite deneyleri sonucunda etkili olduklar1 bildirilmistir
(Edris, 2007).



Antienflamatuvar Etkileri: Enflamasyonun hipertansiyon, kanser, felg gibi bir¢ok
hastalikla iligkili oldugu bilinmektedir. Ugucu yaglar antienflamatuvar etkiye
sahip aktif bilesikler igerirler. Tar¢in yapragi ugucu yaginda bulunan
sinnamaldehit ve Eucalyptus globulus (Okaliptus), Melaleuca alternifolia (Cay
agaci), Rosmarinus officinalis (Biberiye) ugucu yaglarinda bulunan 1,8-sineol
antienflamatuvar etkili bilesiklerdir (Wei ve Shibamoto, 2009).

Anjiyojenez Arastirmalarinda Kullamlan Deney Modelleri

Anjiyojenik reaksiyonlarin hiicresel diizeyde karmasik prosesleri igermesi, doku
ve molekiillerin heterojenitesi nedeniyle anjiyojenez arastirmalarinda tek bir
olgim yontemi optimum seviyede beklentileri karsilayamayabilir. Bu nedenle bir
¢ok in vitro ve in vivo anjiyojenez deney modeli onerilmektedir (Norrby, 1997;
Vailhé ve ark., 2001; Ucuzian ve Greisler, 2007; Shiba ve ark., 2008; Ozgiirtas,
2009). Bu modeller hem proanjiyojenik hem de antianjiyojenik ajanlarin
etkinliginin test edilmesine yardimci olur. in vitro deneyler hizli sonug¢ verir,
Olcim yapmaya olanak tanir ancak pahalidir, valide edilmeleri zordur,
sonuglarinin ¢ok dikkatli yorumlanmasi gerekir (Auerbach ve ark., 2003) ayrica in
Vivo etkinin ne olacagini tam olarak gdstermez (Ozgiirtas, 2009). in vivo deneyler
ise daha uzun zaman gerektirir ve 6l¢iim yapmak daha zordur (Auerbach ve ark.,
2003). Bu deneylerin bir kism1 tarama amach yapilirken bir kismi1 da doz, etkinlik,
molekiiler diizeyde yapi-aktivite iliskisi ve birgok ajanin anjiyojenez tizerinde
kombine etkilerini arastirmak igin kullamlmaktadir (Ozgiirtas, 2009).

Ideal anjiyojenez arastirma modelleri su ihtiyaclar1 karsilamalidir (Ozgiirtas,
2009) :

-Yeni damar olusumunun vaskiiler uzunluk, hacim, damar agindaki damar sayisi,
bazal membran genisligi gibi kantitatif 6lgiimlerine ve yeni damarin fonksiyonel
karakteristiklerinin (endotel hiicresinin go¢ ve ¢ogalma orani, tiip olusum orant,
kan akim orani1 gibi) dl¢iimiine olanak saglamalidir.

-Yeni olusan damarlar daha ©nceden var olan damarlardan kolayca ayirt
edilebilmelidir.

-Doku hasarindan kaginilabilmelidir.
-Herhangi bir in vitro modelde alinan yanit in vivo olarak da gosterilebilmelidir.
-Uzun siireli goriintiilemeye olanak saglamalidir.

-Anjiyojenik/antianjiyojenik  ajanin  saliverilme oranm1  6nceden  tahmin
edilebilmelidir.

-Ucuz, hizli ve kolay uygulanabilir, tekrarlanabilir ve giivenilir bir yontem
olmalidir.

Baslica in vitro modeller sunlardir:
-Hiicre ¢ogalmasina dayali modeller
-Hiicre gogiline dayali modeller
-Tiip olusumuna dayali modeller

-Organ kiiltiirti deneyleri (Auerbach ve ark., 2003)
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in vivo modeller ise:

-Tavsan kornea modeli (Micropocket)

-Rodent mezenter modeli

-Matrijel ve klasik timor modeli

-Zebra balik (zebrafish) modeli (Ozgiirtas, 2009)

- Stinger (sponge) implant modeli (Ribatti ve ark., 2006)

- Civciv koryon allantoik membran (CAM) modeli (Ozgiirtas, 2009)
in vitro Modeller

- Hiicre Cogalmasina Dayali Modeller

En sik kullanilan1 Timidin birlesme yontemidir (Thymidine incorporation assay).
Model; sigir aort endotel hiicrelerinin (BAE) proliferasyonunun inhibisyonu,
kemik iligi kaynakli stroma hiicrelerinin (S17) inhibisyonu ve miyokard (kalp
kasi) kaynakli mikrovaskiiler endotel hiicrelerinin proliferasyonunun inhibisyonu
olmak tizere {i¢ farkli testten olusur. Testler antianjiyojenik oldugu diisiiniilen
inhibitér maddelerin hiicre ¢ogalmasin1 baskilamasi esasina dayanir. Bu
modellerde iki tip endotel hiicresi kullanilir. Bunlar sigir aort endotel hiicreleri ile
insan gobek bagi (umblikal) endotel hiicreleridir. Literatiire gore sadece farkli
tiirdeki damarlardan gelen endotel hiicreleri degil farkli organ kaynakli endotel
hiicrelerinin hatta ayn1 organa ait farkli bolgelerden gelen endotel hiicrelerinin
kendilerine has Ozellikler tasidigi bilinmektedir. Ayrica endotel hiicrelerinin in
vivo kosullarda baz1 ozellikler kazanabildikleri ya da kaybedebildikleri
bilinmektedir. Laboratuar kosullarinda test edilen bu ¢ogalan hiicrelerin gercekte
bulunduklart in vivo kosullarda verecekleri cevaptan farkli tepki verebilme
olasiliklar yiiksektir.

- Hiicre Gogiine Dayali Modeller

Endotel hiicrelerinin anjiyojenik veya antianjiyojenik faktorlere karst verdigi gog
cevabinin test edildigi birgok in vitro model mevcuttur. En ¢ok kullanilani
Kemotaksi kaynakli go¢ (blind-well chemotaxis chamber) deneyidir.

- Tiip Olusumuna Dayali1 Modeller

Endotel hiicrelerinin ii¢ boyutlu yapilar (tiip) olusturma yeteneklerinin 6l¢limiine
dayali testleri igerirler. Kaynagi ne olursa olsun biitiin endotel hiicreleri ECM
varliginda in vitro kosullarda tiip olusturma yetenegine sahiptirler. Tiip olusumu
elektron mikroskobu ile tespit edilebilir.

- Organ Kiiltiirii Deneyleri

Bu modeller in vivo kosullarda anjiyogenezin sadece endotel hiicreleri ile degil
aynt zamanda endotel hiicrelerine komsu hiicrelerle de iliskili olmasi
diistincesinden hareketle gelistirilmistir. En yaygin kullanilan1 sican aort halkasi
(rat aortic ring) modelidir. Yine civciv aort halkast (chick aortic ring) modeli, rat
aortic ring modeline alternatif olarak bu modelin modifiye edilmesiyle
gelistirilmis bir yontemdir. Laboratuvar hayvanlarinin kullanilmadigi, 1-3 giinde

hizli sonu¢ veren ve serumsuz medium kullanilarak uygulanan bir yontemdir
(Auerbach ve ark., 2003).
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in vivo Modeller

in vivo modeller arasinda anjiyojenik cevabin kantitatif 6l¢limiine imkan veren,
uygulanmasi en kolay ve tekrarlanabilir sonu¢ veren yontemlerin CAM ve tavsan
kornea yontemlerinin oldugu kabul edilmektedir. Tarama amagh ve en ¢ok
kullanilanlar1 ise yine CAM, tavsan kornea yontemi ile matrijel modelleridir
(Ozgiirtas, 2009).

Tavsan kornea yontemi; korneanin damarsiz bir yap1 olmasi nedeniyle daha once
de belirtildigi gibi en iyi in vivo modellerden biridir. Korneanin anjiyojenik
uyarici doku veya faktorlerce uyarilmasi sonucu yeni damarlarin olusumu esasina
dayanir. Fare korneasinin da kullanildigi yontemler mevcuttur. Kornea
modellerinin en biiyiik avantajlarindan biri anjiyojenezin goriintiilenmesinin daha
kolay olmasidir yani yeni damar olusumu korneanin damarsiz yapis1 nedeniyle
daha saglikli olarak goriintiilenebilmektedir.

Matrijel ve klasik tiimor modeli uygulanmasi ise daha zor bir yontemdir. Test
hiicreleri veya maddelerini i¢eren matrijel (bazal membranca zengin ekstraselliiler
matriks) subkiitan olarak enjekte edilir ve katilagsmasi beklenir. Kan damarlarimin
katilagan dolguya ulasmasi 7-21 giinii bulur (Auerbach ve ark., 2003).

CAM Modeli

50 yildan daha uzun bir siire dnce embriyologlar tarafindan gelistirilmis bir
yontem olup embriyonik arastirmalarda genis bir kullanim alanina sahiptir
(Auerbach ve ark., 2003). 1956°dan bu yana kanser ve metastaz arastirmalarinda
kullanilmaktadir. 1976’da Folkman tarafindan anjiyojenez c¢alismalarinda
kullanilmaya baslanmistir. CAM, koryon ve allantoisin dort giinliik inkiibasyonu
sonucunda birlesmesi ile olusan embriyo dis1 bir membran olup (Ribatti ve ark.,
2000) hem anjiyogenez hem de antianjiyojenez calismalarinda yaygin olarak
kullanilmaktadir (Ozgiirtas, 2009). Civciv embriyosu ile embriyo disindaki alan
arasinda gaz alis verisini saglar (Ribatti ve ark., 2000) ve atik iirtinler i¢in mesane
gorevi goriir (Ozgiirtas, 2009). Kabukla direkt temas halinde kapiler damar
agindan olusan bir yapiya sahiptir (Ribatti ve ark., 2000). CAM’da anjiyojenez
safhalari, erken faz (5. giinden 7. giine kadar), ara faz (8. glinden 12. giine kadar)
ve ge¢ faz (12. veya 13. giinden itibaren) olmak tizere {i¢ safhadan olusur. Erken
fazda kapiler ag filizlenmeye baglar. Ara fazda mikrovaskiiler agda gelisim one
cikar ve filizlenme bu asamada sona erer. Son fazda ise koryonallantoik 6geler
tam bir koruyucu membrana doniisiir ve genislemesini tamamlar. (Ozgiirtas,
2009). Vaskiiler sistemin diizenlenmesi 18. giinde sona erer (Ribatti ve ark.,
2000).

in ovo (yumurta ig¢inde) Ve in vitro olmak tizere iki CAM metodu bulunmaktadir.
En ¢ok kullanilan yontem test maddelerinin membran iizerine kabukta acilan bir
pencere vasitasiyla uygulanmasini esas alan in ovo yontemdir (Ribatti ve ark.,
2000). Bu yontemde civciv yumurtalar: sabit nemde ve 37 °C’de ii¢ giin siireyle
inkiibe edilirler. 3. giin 2-3 ml albumin ve iist kisimdaki kabuk yumurtadan
uzaklastirilir. Daha sonra acgilan kisim stre¢ film ile kapatilarak test maddesinin
uygulanacagi giine kadar aym sartlarda inkiibasyona birakilir (Ribatti ve ark.,
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2000). in vitro modelde inkiibasyon siiresinin 3. veya 4. giiniinde embriyo ve
embriyoyu c¢evreleyen membranlar bir petri kabma alinir ve test maddeleri
membran tizerine in vitro kosullarda uygulanir (Ribatti ve ark., 2000; Auerbach
ve ark., 2003).

Deneylerin sonuglarina c¢ok kisa slirede ulagsmak miimkiindiir. Calismalarin
sonuglar1 gozle rahatlikla degerlendirilebildigi gibi uygun sartlarda fikse edilen
preparatlarda 1sik mikroskobundan elektron mikroskobuna kadar degisik
duyarlilikta histokimyasal ve immiinohistokimyasal degerlendirmeler yapilabilir.
Ayrica fikse edilmeyen 6rneklerde DNA ve kollojen dlgiilmesi miimkiin oldugu
gibi istenirse gen ekspresyonunun gosterilmesi amaciyla ters transkriptaz
polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR) calisilabilir.

Test materyalinin uygulanmasindan sonra degerlendirmelerin eger anjiyojenik bir
ajan deneniyorsa 72-96 saat sonra; antianjiyojenik bir ajan deneniyorsa 48 saat
sonra yapilmasinin uygun oldugu kabul edilmektedir (Ozgiirtas, 2009).

CAM modeli, maddelerin antianjiyojenik, antienflamatuvar, antiiritan 6zellikleri
hakkinda bilgi veren ayrica olast membran irritasyonu, dekompozisyonu,
koagiilasyonu ve toksisitesi gibi Ozelliklerini de ortaya koyan bir yontemdir.
Ugucu yaglarin da aralarinda bulundugu dogal maddelerin, kozmetiklerin ve diger
kimyasallarin test edilebildigi hayvan alternatifi bir yontemdir. Saf maddelere
uygulanabildigi gibi kompleks bitkisel ekstrelere de uygulanabilmektedir.
(Demirci ve ark., 2004; Demirci ve ark., 2005). Model kanser davranislarinin
ortaya konmasinda (Ozgiirtas, 2009), tiimdr metastaz calismalarida (Cimpean ve
ark., 2008), biyomateryallerin anjiyojenik 6zelliklerinin incelenmesinde
(Azzarello ve ark., 2007; Ozgiirtas, 2009), fotodinamik tedavi yaklasimlarinda
yaygin kullanilir (Debefve ve ark., 2008; Ozgiirtas, 2009). Ayrica temel tip
branglar1 disinda goz brangsi tarafindan da yeni cerrahi aletlerin ve tekniklerin
uygulanmasinda, damar kaniil ve enjeksiyon tekniklerinin arastirilmasinda,
anjiyografik c¢alismalarda, endoskopik cerrahi uygulamalarda da rahatlikla
kullamlabilmektedir (Leng ve ark., 2004; Ozgiirtas, 2009). CAM modelinin
avantajlar1 ve dezavantajlar1 Cizelge 2°de verilmistir (Ozgiirtas, 2009).

Ucgucu Yaglar ve Ucucu Bilesikler Uzerinde Yapilan CAM Aktivite
Cahismalar

Ugucu yaglar ve ucucu bilesikler iizerinde yapilmis olan CAM aktivite
caligmalarinin sayisi oldukga azdir.

Lavanta, nane gibi bir ¢ok bitkinin u¢ucu yaginda bulunan ve bir monoterpen olan
perilla alkol’tin in vivo civciv koryon allantoik membran modelinde yeni damar
gelisimini Onledigi bildirilmistir (Loutrari ve ark., 2004).

Demirci ve ark. (2003) tarafindan Phlomis linearis Boiss. & Ball. ugucu yagmin
civciv koryonallantoik membran {izerinde biyolojik aktivitesi arastirilmis ve 100
ug/pellet konsantrasyonda higbir antianjiyojenik, toksik ve iritan etkinin
gozlenmedigi bildirilmistir.

Demirci ve ark. (2004) tarafindan Origanum onites L. ugucu yaginin, ana
bilesikleri karvakrol ve timol’iin ayrica bunlarin metil eter tiirevlerinin
antianjiyojenik etkileri CAM iizerinde arastirilmis ve ugucu yag ve bilesenlerinin
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10-250 pg/pellet konsantrasyonda antianjiyojenik etki géstermedigi ancak ugucu
yagda bulunan timoliin iritasyona neden oldugu bildirilmistir.

Yine bir diger ¢alismada Salvia hedgeana Doénmez, Salvia huberi Hedge, Salvia
pisidica Boiss. & Heldr. ex Bentham. ugucu yaglarinin CAM {izerindeki aktivitesi
arastirllmis  ve ugucu yaglarin 100 pg/pellet konsantrasyonda higbir
antianjiyojenik, iritan ve toksik etki gostermedigi bildirilmistir (Demirci ve ark.,
2005).

Demirci ve ark. (2006) tarafindan trans-nerolidol ve cis-nerolidol’iin civciv
koryon allantoik membran tizerindeki etkileri aragtirilmis ve cis-nerolidol’iin 100
pg/pellet konsantrasyonda zayif antianjiyojenik etki gdsterdigi bildirilmistir.

Kumar ve ark. (2009) tarafindan allil izotiyosiyanat (AITC) igeren hardal ugucu
yaginin antianjiyojenik ve proapoptotik etkileri arastirilmis ve AITC’in CAM
tizerinde yeni damar olusumunu inhibe ederek antianjiyojenik etki gosterdigi
bildirilmistir.

Cizelge 2. CAM Modelinin Avantajlar1 ve Dezavantajlan

Avantaj Dezavantaj

-Basit bir tekniktir -CAM  oksijen degisikliklerine hassastir
dolayisiyla kabuk kirildiktan sonra havayla
temasin ¢ok iyi bir sekilde Onlenmesi ve
izolasyonu saglanmalidir

-Ucuzdur -Yeni damar olusumunun ayirt edilmesi gligtiir

-Yumurtalarin temini kolaydir -Fiziksel veya kimyasal travma sonucu olusan
hiicresel hasarin neden olabilecegi non spesifik
enflamatuvar reaksiyonlar yaygindir (kirik
kabuk pargalari iritasyona neden olabilir)

-Genis taramalar i¢in uygundur -Memeli olmayan bir modeldir

-Sonuglar1 kolay ve hizli degerlendirilebilir -Metabolik aktivasyona ihtiyag duyan ilag
caligmalari i¢in uygun degildir

-Memeli ksenograflarla uyumludur -Embriyo tizerinde ¢alisilir

-Hayvan etik kurul onay1 gerektirmez

-Cerrahi girisimler i¢in olduk¢a uygundur

-Giivenilir ve tekrarlanabilir bir yontemdir

-Ozellikle kozmetiklerin etkinliginin  ve
iritasyon profillerinin belirlenmesinde
kullanilan ve ¢ok sayida hayvanin Slimiiyle
sonuglanan in vivo hayvan deneylerine
alternatiftir
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Hypericum Cinsinin Genel Botanik Ozellikleri

Clusiaceae familyasina ait Hypericum cinsi diinyanin biitiin 1liman iklim
bolgelerinde yetisen agac formunda, calimsi1 ve otsu yaklasik 450 bitki tiirii ile
temsil edilmektedir (Ernst, 2003). Tirkiye’de ise 43’li endemik olmak iizere 89
tiir yetismektedir (Davis, 1982 ve 1988; Giiner ve ark., 2000).

Hypericum tiirleri Tiirkiye’de halk arasinda ‘kantaron, binbirdelik otu, kan otu,

koyun kiran, kuzu kiran, kili¢ otu, mayasil otu, pliren, sar1 kantaron ve yara otu’
olarak bilinmektedir (Baytop, 1994).

Hypericum tiirlerinde antifungal, antimikrobiyal ve sitotoksik etkili bilesikler
bulunmakta ve pekgok tiirii halk arasinda ilag olarak kullanilmaktadir (Bertoli ve
ark., 2000). Diinyada St. John’s Wort olarak bilinen Hypericum perforatum L. ¢ok
aragtirilan tiir olup yapraklart ve ¢igek durumlar1 dahilen ekspektoran, kolagog,
analjezik, astrenjan, antispazmodik, diiiretik, stimiilan, sedatif olarak haricen ise
yara ve yaniklarda kullanilmaktadir (Bombardelli ve Morazzoni, 1995; Baytop,
1999; Anonymous, 2001; Hinsel ve Sticher, 2003). Ulkemizde Hypericum
tirlerinin toprak istii kisimlarindan hazirlanan dekoksiyon dahilen mide
spazmlarinda ve kabizlik giderici olarak, haricen ise yara iyilestirici ve antiseptik
Ozellikleri nedeniyle yanik tedavisinde kullanildigi bilinmektedir (Baytop, 1984).

Hypericum tiirlerinin kimyasal bilesimine bakildiginda ¢ok sayida farkli bilesik
gruplarimi igerdikleri goriilmektedir. Ana grup, hiperisin, psoédohiperisin ve
bunlarin prekiirsorleri olan protohiperisin ve protopsddohiperisini igine alan
naftodiantronlardir. Hiperforin, adhiperforin ve bunlarin oksijenli tiirevleri de ¢ok
onemlidir. Ayrica kimyasal bilesimlerinde ksantonlar (6rnegin; 1, 3, 6, 7-
tetrahidroksiksanton),  flavonoitler  (6rnegin; rutin, hiperosit, Kkersitrin,
izokersitrin), biflavonoitler, tanenler, proantosiyanidinler, fenolik asitler ve ugucu
yag bulunmaktadir (Ernst, 2003).

Ugucu yaglarinda ise ana bilesenler hidrokarbonlar ve terpenoitler olarak tespit
edilmistir (Ernst, 2003; Bombardelli ve Morazzoni, 1995; Nahrstedt ve
Butterweck, 1997). Hypericum tiirlerinin kimyasi ve biyolojik aktiviteleri ile ilgili
liteatiirde ¢ok sayida ¢alisma yer almaktadir. H. perforatum L., H. perforatum L.
var. angustifolium DC, H. perforatum L. subsp. veronense (Schrank) Ces., H.
perforatum L. subsp. perforatum, H. hircinum L., H. hyssopifolium Chaix. subsp.
elongatum (Ledeb.) Woron var. elongatum ve H. hyssopifolium Chaix. var.
microcalycinum Boiss. et Heldr. tiirlerinin ugucu yag bilesimi ile ilgili ¢aligmalar
EK 1’de; H. perforatum L. tiriniin yara iyilestirici, antikanser ve
antienflamatuvar aktivitesi ile ilgili ¢alismalar ise EK 2’de ¢izelge seklinde
Ozetlenmistir.
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GERECLER VE YONTEMLER

Hypericum Tiirlerinin Ucucu Yaglarn

Tez kapsaminda dort farkli Hypericum tiiriiniin ¢igekli kisimlarindan su
distilasyonu yontemiyle ugucu yaglari elde edilmistir. Calisilan Hypericum tiirleri
ve bu tirlere ait toplanma bilgileri Cizelge 3’de verilmistir. Bitkilere ait

herbaryum ornekleri Anadolu Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Herbaryumu’nda
(ESSE) saklanmaktadir.

Cizelge 3. Calisilan Hypericum Tiirleri ve Toplanma Bilgileri

Hypericum Tiirii Toplanma yeri Toplanma tarihi | ESSE

H. perforatum L. Tandir, Eskisehir Mayis 2008 14447

H.hircinum L. Cebireis Dagi, Kiziltag, | Mayis 2008 14448
Alanya

H. confertum Choisy Catactkk  Tohum  Sahasi, | Haziran 2008 14490
Eskisehir

H. hyssopifolium Chaix. | Kizilinler Sapagi, Eskisehir | Haziran 2008 14491

subsp. elongatum (Ledeb.)

Woron var.

microcalycinum (Boiss. &

Heldr.) Boiss.
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Aktivite Calismasinda Kullanilan Kimyasal Maddeler

Agar
Suramin
Kortizon
Prednizon
(+)-Talidomit
(-)- Talidomit

(+)-Talidomit

Sodyum dodesil siilfat (SDS)

% 70’lik Etil alkol

Kullanilan Cihazlar
Clevenger apareyi
Gaz Kromatografisi

Gaz Kromatografisi/Kiitle
Spektrometresi

Su banyosu

Isiticili manyetik karistirict
Vorteks

Stereomikroskop

Iklimlendirme kabini

Civciv Yumurtalar

(Fluka, Ispanya)

(Sigma Aldrich, Almanya)
(Sigma Aldrich, Almanya)
(Sigma Aldrich, Cin)
(Sigma Aldrich, Almanya)
(Sigma Aldrich, Almanya)
(Sigma Aldrich, Almanya)

(Fluka Biochemika, Almanya)

(Ildam)
(Agilent 6890N GC)

(Agilent 5975 GC-MSD)

(Niive BM 302)
(Heidolph MR 3001)
(Ika Genius 3)
(Leica EC3)

(Ing. Climas CIR / HR 1300)

Dollenmis civeiv yumurtalart Has Tavuk Gida-Tarim-Hayvancilik Sanayi Ticaret
A.S. (Bursa ve Sivrihisar) ve T.C. Tarim ve Koy Isleri Bakanligi Tavukguluk
Arastirma Enstitiisii’nden (Ankara) temin edilmistir.
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Ucucu Yaglarin Elde Edilmesi

Oda sicakliginda golgede kurutulmus bitkilerin ¢igekleri Clevenger apareyi
kullanilarak 3 saat su distilasyonuna tabi tutulmustur (European Pharmacopoeia,
2005).

Gaz Kromatografisi (GK) ve Gaz Kromatografisi/Kiitle Spektrometrisi
(GK/KYS) Analiz Sartlari

GK analizi Agilent 6890N GC sistemi kullanilarak gergeklestirilmistir. FID
dedektor sicakligi 300°C olarak kaydedilmistir. Ugucu bilesenler kromatografik
ve spektroskopik calismalar icin dogrudan GK ve GK/KS sistemine verilerek
kimyasal bilesimi ve relatif yilizdeleri aydinlatilmistir. Bilesiklerin relatif oranlar
FID kromatogramdan bilgisayar yardimiyla hesaplanmistir. GK kolonda ayrilan
ucucu bilesikler daha sonra dedektor gorevi goren kiitle spektrometrisinde
herbirinin tek tek kiitle spektrumlar: alinarak tanimlanmustir.

GKI/KS analizi Agilent 5975 GC-MSD sistemi kullanilarak gergeklestirilmistir.
Bilesenlerin ayrimi i¢in Innowax FSC kolon (60 m x 0.25 mm, film kalinlig1 0.25
um), tastyict gaz olarak Helyum (0,8 ml/dak) kullanilmistir. GK firin sicakligi 10
dk 60°C’de 4°C/dk artisla 220°C’ye arttirilip 10 dk tutulmustur ve sonra 1°C/dk
artisla 240°C’ye c¢ikarimistir. Split orant 40:1 olarak uygulanmistir. Kiitle
spektrumlar1 70 eV enerjisiyle alinmistir. Kiitle degerleri m/z 35 ile 450 arasinda
kaydedilmistir. n-Alkanlar referans alinarak maddelerin kolondaki tutunma
indeksleri (RRI) hesaplanmustir.

Maddelerin teshisi maddelere ait kiitle spektrumlarinin ‘““BASER Ucucu yag
bilesenleri’’, Wiley, Adams, MassFinder 3.1 (McLafferty ve ark., 1989; Koenig
ve ark., 2004) kiitiiphanelerindeki maddelerin ve MS literatiirlerindeki maddelerin
kiitle spektrumlarina benzerliginin ve ayni tip kolondaki tutunma indekslerinin
karsilastirilmast yapilarak gerceklestirilmistir (Joulain ve Koenig, 1998; ESO
2000, 1999; Jennings ve ark., 1980).

CAM Deneyi

1967°de D’Arcy ve Howard ve 2002’de Biirgermeister ve arkadaslar tarafindan
rapor edilen deney protokolii kullanilmustir.

Numune Hazirlanmast

Ucucu yaglar 0.5-5 mg.ml™ (5-50 pg.ml™); standart kontrol maddeleri suramin,
sodyum dodesil siilfat (SDS), kortizon, prednizon, (—)-talidomit, (+)-talidomit ve
(+)-talidomit 50 pg.ml™ sonu¢ konsantrasyonlarnda olmak iizere isitilarak
(60°C<), % 2.5 (a/h) agar igerisinde siispansiyon haline getirilmistir. Daha sonra
bu siispansiyondan 10ul alinip 5 mm ¢apindaki paslanmaz ¢elik silindir desteklere
uygulanarak oda sicakliginda donarak pellet haline gelmeleri saglanmistir.
Pelletler CAM ylizeyine uygulanmustir.

CAM Deneyi

Deneyde kullanmilacak déllenmis civciv yumurtalar: deney oncesi 36.5°C’de ve %
80 relatif neme sahip bir inkiibatérde (iklimlendirme kabini) yatay pozisyonda 72
saat inkiibe edilmistir. Bu siire igerisinde yumurtalar zaman zaman dikkatlice
cevrilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda once steril enjektorler yardimiyla
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yumurtalarin alt kismindan yavas bir sekilde 10-15 ml albumin (yumurta aki)
sonra da yumurtalarin tist kismindaki (daha dik ve sivri olan kisim) kabuk ve zar
pens yardimiyla 6zenle uzaklastirilmistir. Canli ve gelismekte olan embriyo CAM
hemen bir stre¢ film ile koruma altina alinip yine 36.5°C’de ve % 80 relatif neme
sahip inkiibatérde 72 saat daha bekletilmistir. CAM cap1 yaklasik 2 cm’yi buldugu
tespit edildiginde taze olarak hazirlanmis numune pelleti her yumurtaya bir adet
olmak tizere CAM’1n iizerindeki kapilerlere yerlestirilmistir. Her bir maddeden
10-15 adet pellet esit sayida yumurtalardaki CAM iizerine uygulanir ve stre¢ film
ile kapatilmistir. Degerlendirme islemleri yapilmadan once belirtilen kosullarda
pellet yerlestirilmis halde yumurtalar 24 saat daha inkiibe edilmistir. Bu siire
sonunda madde igeren pelletin kapilerler tizerindeki etkileri stereomikroskop
yardimiyla degerlendirilmistir (Sekil 4). Standart kontrol maddeleri olarak
suramin, sodyum dodesil siilfat (SDS), kortizon, prednizon, (—)-talidomit, (+)-
talidomit ve (+)-talidomit, kor olarak agar kullanilmistir. Deneyin yapilist Sekil
4°de verilmistir.

Pellet

I (= l
\ \v’/y — \ ;= @ —_

st kabugu uzaklastnlan yomartan stre; Bl kapatimas: Test maddesm ierenpelletn CAM  Deflenny CAM tzerndeld eicisin

. iekbode 7 22 2
Albuourin eneitirle yumurtadan uezklaghrimast izerine uygalanmas

Sekil 4. CAM Deneyinin Y apilisi

Germinal disk

Hava kesesi

membran Kabuk Dig membran

Sekil 5. Déllenmis Civeiv Yumurtasi

19



Sekil 6. inkiibasyonun 5. Giiniinde Yumurtalarin A¢ilma islemi

Sonuclarin degerlendirilmesi

Kontrol maddelerinin ve numunelerin CAM iizerindeki etkilerini degerlendirmek
icin Krenn ve Paper tarafindan gelistirilen bir skor sistemi kullanilmistir (Krenn
ve Paper, 2009). Bu sisteme (Cizelge 4) gore elde edilen skorlar asagida verilen
formiile uygulanarak sonuglar hesaplanmistir. Degerlendirme sonuglar1 Cizelge
9’da verilmistir.

Cizelge 4. CAM Uzerinde Anjiyojenik Etkinin Degerlendirilmesi Icin Kullamlan Skor

Degerleri

Skor Etki izlenim/A ¢iklama

<05 Yok Normal embriyo olusumu

0.5-0.75 Zayif Kapiler damarsiz alan yok. Kapilerlerin yogunlugu azalms
ancak pelletten ¢ok daha genis degil.

>0.75-1 Kuvvetli Kapilersiz alan az veya kapiler yogunluk belirli bir alanda
azalmug. Etki pellet alaninin iki katindan fazla degil.

>1 Cok kuwvvetli Pelletin etrafinda en az iki kat mesafe olacak sekilde
kapilersiz alan mevcut.

Degerlendirme icin Kullamlan Formiil :

Yumurta sayisi (Skor 2% 2 + Yumurta sayis (Skor 1) <1
Ortalama Skar =

Toplam Yumuta sayis (zkor 0,1, 2]
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BULGULAR VE TARTISMA

Distilasyon Sonuclar1

H. perforatum, H. hircinum, H. confertum ve H. hyssopifolium subsp. elongatum
var. microcalycinum tiirlerinin su distilasyonu sonucunda ugucu yag verimleri
kuru drog iizerinden bu siraya gore % 0.35, % 0.73, % 0.39, % 0.1 olarak
hesaplanmistir.

Ucucu Yaglarin Gaz Kromatografisi (GK) ve Gaz Kromatografisi/Kiitle
Spektrometrisi (GK/KS) Analiz Sonuclari

Calismada elde edilen ugucu yaglarin es zamanl olarak yapilan GK ve GK/KS
analizleri sonucunda H. perforatum yaginin % 89.7’sine karsilik gelen 59 bilesik;
H. hircinum yaginin % 98.7’sine karsilik gelen 18 bilesik; H. confertum yaginin
% 93.5’ine karsilik gelen 57 bilesik ve H. hyssopifolium subsp. elongatum var.
microcalycinum yagmin % 96.3iine karsilik gelen 46 bilesik belirlenmistir. Bu
ucucu yaglarda ana bilesik olarak H. perforatum, H. hircinum, H. hyssopifolium
subsp. elongatum var. microcalycinum ugucu yaglari i¢in a-pinen (% 33.3, %
88.3, %57.8); H. confertum ugucu yag: igin ise germakren D (% 30.2) tespit
edilmistir. Ugucu yaglarm GK kromatogramlar1i Sekil 7-10’da ve kimyasal
bilesimleri Cizelge 5-8’de verilmistir.
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Sekil 7. Hypericum perforatum Ucucu Yagmimn GK Kromatogram

Cizelge 5. Hypericum perforatum Ucucu Yagmmin Kimyasal Bilesimi

RRI Bilesik %
965 3-Metil nonan 8.0
1032 a-Pinen 33.3
1065 2-Metil dekan 4.0
1100 Undekan 0.8
1118 B-Pinen 12.5
1174 Mirsen 0.7
1203 Limonen 0.8
1246 (2)-B-Osimen 0.1
1255 y-Terpinen 0.1
1266 (E)-p-Osimen 04
1280 p-Simen 0.7
1290 Terpinolen 0.1
1300 Tridekan 0.1
1348 6-Metil-5-hepten-2-on 0.1
1400 Nonanal 0.1
1400 Tetradekan e
1482 Longipinen 0.4
1493 a-Ylangen 0.2
1497 a-Kopaen 04
1499 a-Kamfolen aldehit 0.2
1500 Pentadekan 0.2
1535 B-Burbonen 0.3
1553 Linalol 0.6
1600 Hekzadekan 0.4
1612 B-Karyofillen 3.2
1668 (2)-p-Farnesen 04
1687 a-Humulen 0.2
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Cizelge 5. (Devam) Hypericum perforatum U¢ucu Yaginin Kimyasal Bilesimi

RRI Bilesik %
1688 Selina-4,11-dien 0.2
1700 Heptadekan 0.5
1704 y-Muurolen 1.0
1742 B-Selinen 1.7
1744 a-Selinen 1.2
1773 d-Kadinen 0.4
1776 y-Kadinen 0.1
1849 Kalamenen 0.2
1880 Benzil 2-metilbiitirat 0.1
1900 Nonadekan 0.1
1929 2-Metil biitil benzoat 0.2
1941 a-Kalakoren 0.1
1973 Dodekanol 0.7
2008 Karyofillen oksit 4.3
2050 (E)-Nerolidol 0.5
2071 Humulen epoksit-11 0.4
2131 Hekzahidrofarnesil aseton 0.3
2144 Spatulenol 1.6
2179 Tetradekanol 1.3
2211 Klovenol 0.5
2256 Kadalen 0.1
2273 Selin-11-en-4 a-ol 0.5
2300 Trikosan 0.1
2316 Karyofilla-2(12),6(13)-dien-5p-ol

(=Karyofilladienol 1) 04
2384 Hekzadekanol 1.0
2389 Karyofilla-2(12),6-dien-5a-0l (=Karyofillenol

1) 0.6
2500 Pentakosan 0.1
2503 Dodekanoik asit 0.4
2655 Benzil benzoat 0.4
2700 Heptakosan 0.2
2900 Nonakosan 1.9
2931 Hekzadekanoik asit 0.3

Toplam 89.7
Tanimlanan Bilesik sayist 59

RRI: Relatif tutunma zamani indisi n-alkan serisine gore hesaplanmistir; % FID (alev iyonlagsma
dedektoril) verilerine gore hesaplanmustir; e: Eser miktar (< % 0,1).
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Sekil 8. Hypericum hircinum Ugucu Yagmin GK Kromatogrami

Cizelge 6. Hypericum hircinum Ugucu Yaginin Kimyasal Bilegimi

_ Zaman (dk)

RRI Bilesik (%)
1032 a-Pinen 88.3
1076 Kamfen e
1100 Undekan e
1118 B-Pinen 2.8
1174 Mirsen 3.0
1188 a-Terpinen e
1203 Limonen 0.6
1246 (2)-p-Osimen 0.2
1255 y-Terpinen 0.1
1266 (E)-B-Osimen 1.4
1290 Terpinolen e
1612 B-Karyofillen 1.5
1655 (E)-2-Dekenal e
1687 a-Humulen e
1706 a-Terpineol 0.2
1764 (E)-2-Undekenal e
2008 Karyofillen oksit 04
2131 Hekzahidrofarnesil aseton 0.2
98.7
Tanimlanan Bilesik sayisi 18

RRI: Relatif tutunma zamani indisi n-alkan serisine gore hesaplanmustir; % FID verilerine gore

hesaplanmustir; e: Eser miktar (< % 0,1).
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Sekil 9. Hypericum confertum Ucucu Yagimin GK Kromatogrami

Cizelge 7. Hypericum confertum Ugucu Yaginin Kimyasal Bilesimi

RRI Bilesik (%)
1000 Dekan e
1032 a-Pinen 215
1076 Kamfen e
1100 Undekan 1.0
1118 B-Pinen 2.7
1174 Mirsen 0.5
1176 a-Fellandren e
1203 Limonen 0.4
1244 2-Pentil furan e
1266 (E)-B-Osimen 0.4
1290 Terpinolen e
1400 Nonanal e
1466 a-Kubeben e
1493 a-Ylangen e
1497 a-Kopaen 0.3
1535 B-Burbonen 0.5
1589 B-Ylangen 04
1597 B-Kopaen 04
1600 B-Elemen e
1612 B-Karyofillen 1.5
1639 Kadina-3,5-dien e
1661 Alloaromadendren 2.7
1677 epi-Zonaren e
1687 a-Humulen 15
1704 y-Muurolen 1.4
1726 Germakren D 30.2
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Cizelge 7. (Devam) Hypericum confertum Ugucu Yagmin Kimyasal Bilesimi

RRI Bilesik (%)
1740 a-Muurolen 2.3
1755 Bisiklogermakren 2.2
1758 (E,E)- a-Farnesen 1.5
1773 d-Kadinen 4.4
1776 y-Kadinen 1.2
1799 Kadina-1,4-dien 0.2
1807 a-Kadinen 0.4
1945 1,5-Epoksi-salvial-4(14)-en 0.5
2008 Karyofillen oksit 0.1
2057 Ledol e
2071 Humulen epoksit-11 e
2080 Kubenol 0.7
2084 Oktanoik asit e
2088 1-epi-Kubenol 0.8
2098 Globulol 0.1
2104 Viridifurolol 0.1
2131 Hekzahidrofarnesil aseton 0.2
2173 6-epi-Kubenol e
2187 T-kadinol 2.0
2209 T-muurolol 1.6
2219 a-Muurolol 0.6
2255 a-Kadinol 4.2
2300 Trikosan 0.3
2384 Hekzadekanol 0.3
2500 Pentakosan 0.8
2503 Dodekanoik asit 0.5
2622 Fitol 0.5
2655 Benzil benzoat 0.1
2670 Tetradekanoik asit 0.3
2900 Nonakosan 0.6
2931 Hekzadekanoik asit 1.6
Toplam 935
Tanimlanan Bilesik sayisi 57

RRI Relatif tutunma zamani indisi n-alkan serisine gore hesaplannustir; % FID verilerine gore
hesaplanmustir; e: Eser miktar (< % 0,1).
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Sekil 10. Hypericum hyssopifolium subsp. elongatum var. microcalycinum Ugucu Yagmin GK
Kromatogramm

Cizelge 8. Hypericum hyssopifolium subsp. elongatum var. microcalycinum Ugucu Yagmin
Kimyasal Bilesimi

RRI Bilesik (%)
965 3-Metil nonan 0.3
1000 Dekan e
1032 a-Pinen 57.8
1035 a-Tuyen 14
1076 Kamfen e
1100 Undekan 2.8
1118 B-Pinen 4.8
1174 Mirsen 2.6
1176 a-Fellandren e
1188 a-Terpinen 0.2
1203 Limonen 04
1218 B-Fellandren e
1246 (2)-B-Osimen 0.5
1255 y-Terpinen 0.4
1266 (E)-B-Osimen 7.9
1280 p-Simen 0.2
1290 Terpinolen 0.2
1482 Longipinen 1.0
1497 a-Kopaen 0.7
1612 B-Karyofillen 1.6
1628 Aromadendren 0.2
1661 Alloaromadendren 0.1
1668 (2)-B-Farnesen 0.5
1704 v-Murolen 1.2
1726 Germakren D 5.2
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Cizelge 8. (Devam) Hypericum hyssopifolium subsp. elongatum var. microcalycinum Ugucu
Yagmnin Kimyasal Bilesimi

RRI Bilesik (%)
1755 Bisiklogermakren 0.9
1758 (E,E)- a-Farnesen 0.2
1773 d-Kadinen 1.2
1776 y-Kadinen 0.6
1807 a-Kadinen e
1893 Dodesil asetat 0.1
1973 Dodekanol e
2080 Kubenol 0.5
2098 Globulol 0.3
2100 Heneikosan 0.2
2104 Viridifurolol 0.1
2187 T-kadinol 0.3
2209 T-muurolol 0.3
2255 a-Kadinol 0.7
2300 Trikosan e
2500 Pentakosan e
2503 Dodekanoik asit e
2622 Fitol e
2655 Benzil benzoat e
2700 Heptakosan 0.3
2900 Nonakosan 0.6
Toplam 96.3
Tanimlanan Bilesik sayisi 46

RRI: Relatif tutunma zamani indisi n-alkan serisine gore hesaplanmustir; % FID verilerine gore
hesaplanmustir; e: Eser miktar (< % 0,1).
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CAM Aktivite Sonuglari

Cizelge 4’teki skor sistemine gore yapilan degerlendirme sonucu verilen formiile
gore hesaplanmis ve skorlar Cizelge 9’da verilmistir. Bu sonuclara gore en fazla
etki H. perforatum ucucu yagimn 50 pg.pellet” konsantrasyonunda zayif-orta
antianjiyojenik etki olarak goriilmiistir. 50 pg.pellet? konsantrasyonda H.
hircinum, H. hyssopifolium ve H. confertum ugucu yaglari higbir etki
gostermemistir. Test edilen ugucu yaglar denenen konsantrasyonlarda higbir
toksik ya da iritan etki gOstermemistir. Ugucu yaglarin ve standart kontrol
maddelerin CAM tizerindeki etkileri stereomikroskop ile goriintiilenmistir (Sekil
11-30).

Ucucu Yaglarin ve Standart Kontrol Maddelerin CAM Uzerindeki Etkilerinin
Stereomikroskop Goriintiileri

Sekil 12. Kortizon’un CAM Uzerinde

Sekil 11. Agar’da Normal Embriyo
Gelisimi (% 2.5) Orta-Kuvvetli AntianjiyoJenikEtkisi

(50 pg.pellet™)

Sekil 13. Prednizon’un CAM Uzerinde Sel 14. (+)-Talidomit’in CAM Uzerinde
Orta-kuvvetli Antianjiyojenik Etkisi Orta-kuvvetli Antianjiyojenik Etkisi
(50 pg.pellet™) (50 pg.pellet™)
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Sekil 15. (+)-Talidomit’in CAM Uzerinde Sekil 16. SDS’nin CAM Uzerinde iritan
Orta-kuvvetli Antianjiyojenik Etkisi Etkisi (50 pg.pellet™)
(50 pg.pellet™)

. ol TN
Sekil 17. (-)-Talidomit’in CAM Uzerinde Sekil 18. Suramin’in CAM Uzerinde
Zayif Antianjiyojenik Etkisi Zayif Antianjiyojenik Etkisi
(50 pg.pellet™) (50 pg.pellet™)

Sekil 19. H. perforatum Ucucu Yaginin Sekil 20. H. perforatum Ucucu Yaginin
50 pg.pellet” Konsantrasyonda 10 pg.pellet™ Konsantrasyonda
CAM Uzerinde Etkisi CAM Uzerinde Etkisi
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Sekil 21. H. perforatum Ugucu Yagimin Sekil 22. H. hircinum U¢ucu Yagimin
5 ug.pelIet‘l.Konsantrasyonda 50 ug.pellej[.'1 Konsantrasyonda
CAM Uzerinde Etkisi CAM Uzerinde Etkisi

Sekil 23. H. hircinum Ugucu Yaginin Sekil 24. H. hircinum Ugucu Yagimnin
10 pg.pellet_'_1 Konsantrasyonda 5 pg.pelIet'l__Konsantrasyonda
CAM Uzerinde Etkisi CAM Uzerinde Etkisi

-

Sekil 25. H. confertum Ugucu Yagmin Sekil 26. H. confertum Ugucu Yagmin
50 ug.pellet‘f Konsantrasyonda 10 pg.pellet;1 Konsantrasyonda
CAM Uzerinde Etkisi CAM Uzerinde Etkisi
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Sekil 27. H. confertum Ugucu Yagmin Sekil 28. H. hyssopifolium subsp. elongatum
5 ng.pellet™ Konsantrasyonda var. microcalycinum Ucucu Yaginin
CAM Uzerinde Etkisi 50 pg.pellet’ Konsantrasyonda
CAM Uzerinde Etkisi

Sekil 29. H. hyssopifolium subsp. elongatum Sekil 30. H. hyssopifolium subsp. elongatum

var. microcalycinum Ugucu Yaginmn var. microcalycinum Ugucu Yagmin
10 pg.pelle_t_'1 Konsantrasyonda 5 pg.pellet'i Konsantrasyonda
CAM Uzerinde Etkisi CAM Uzerinde Etkisi
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Cizelge 9. CAM Aktivite Sonuglari

Test Maddeleri Skor Iritasyon (%) | Embriyotoksisite Konsantrasyon
(%) (ug.pellet™)
H. perforatum ugucu yagr | 0.6 +0.3 - - 50 pg.pellet™
03+0 10 pg.pellet™
02+0.1 5 pg.pellet™
H. hircinum ugucu yagi 04+0 - - 50 pg.pellet™
0 10 pg.pellet™
0.2+0.1 5 pg.pellet”
H. confertum ugucu yagt | 0.1+0.1 - - 50 pg/pellet
0.1+0.1 10 pg/pellet
0.1+0.1 5 pg/pellet
H. hyssopifolium subsp. | 0.2+0.2 - - 50 pg.pellet™
elongatum var. 1
microcalycinum ugucu yagi 0 10 pgpellet
0 5 pg.pellet™
Agar 02+0.2 - - Kor (% 2.5, a/h)
Prednizon 09+0.7 - - Pozitif kontrol
- (50 pg.pellet™)
Kortizon 1.2+0.2 - Pozitif kontrol
(50 pg.pellet™
Suramin 0.5+0.2 - - Pozitif kontrol
(50 pg.pellet™)
(-)-Talidomit 05+£0.2 - - Pozitif kontrol
(50 pg.pellet™)
(+)-Talidomit 09+0.2 - - Pozitif kontrol
(50 pg.pellet™
(+)-Talidomit 09+0.2 - - Pozitif kontrol
(50 pg.pellet™)
Sodyum dodesil siilfat 0.1+0.1 87+5 - Negatif kontrol
(SDS) (50 pg.pellet™)

NOT: Her bir maddenin test edilen her konsantrasyonu i¢in her hafta 15’er olmak {izere toplam 45
yumurta kullanilmustir.
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SONUC VE ONERILER

Tez kapsaminda Hypericum tiirlerinin ¢i¢eklerinden su distilasyonu ile elde edilen
ucucu yaglarin GK/KS analizleri sonucunda Hypericum perforatum, Hypericum
hircinum ve Hypericum hyssopifolium subsp. elongatum var. microcalycinum
yaglarinin ana bilesigi a-pinen olarak (% 33.3, % 88.3, %57.8); Hypericum
confertum yaginin ana bilesigi germakren D (% 30.2) olarak tespit edilmistir
(Cizelge 5-8). H. confertum, H. hyssopifolium subsp. elongatum var.
microcalycinum ugucu yaglarmin kimyasal bilesimleri ilk kez bu c¢alismada
bildirilmektedir.

CAM aktivite calismasinda pozitif standart maddesi olarak prednizon, (-)-
talidomit, (+)-talidomit, (+)-talidomit, kortizon, suramin, negatif standart kontrol
maddesi olarak SDS ve kor olarak agar kullamilmistir. Kontrol maddeleri 50
pg.pellet™; ugucu yaglar ise 5 pg.pellet™ , 10 pg.pellet’ ve 50 pg.pellet’ olmak
tizere ui¢ farkli konsantrasyonda test edilmistir. Her bir madde i¢in 15 yumurta
kullanilarak deney en az li¢ hafta siireyle tekrarlanmistir.

Sonuclar Cizelge 4’teki skor sistemi kullanilarak degerlendirilmis ve bu skorlar
skor formiiliinde yerine konularak hesaplanmistir. Skorlar deneyin yapildigi her
hafta sonunda her bir standart kontrol maddesi ve ugucu yag icin ayri ayri
hesaplanmistir. Elde edilen farkli haftalara ait skorlar her bir madde igin kendi
icinde paralellik gostermediyse deney tekrarlanmistir.

Cizelge 4’c gore dollenmis yumurtanin CAM’1 ilizerine uygulanan pelletin alt
yiizeyinde ve etrafindaki Kapiler gelisiminde hi¢bir degisim yok ise skor < 0.5
olarak ifade edilmis ve bu durum normal embriyo gelisimi olarak
degerlendirilmistir. CAM iizerine uygulanan pelletin alt yiizeyinde ve etrafinda
pelletten ¢ok daha genis olmamak {izere kapiler yogunluk azalmis ancak kapiler
damarsiz alan yok ise skor 0.5-0.75 olarak ifade edilmis ve bu durum zayif
antianjiyojenik etki olarak, kapilersiz alan az veya kapiler yogunluk belirli bir
alanda azalmis ve etki pellet alaninin iki katindan fazla degilse skor > 0.75-1
olarak ifade edilmis ve bu durum kuvvetli antianjiyojenik etki olarak, pelletin
etrafinda en az iki kat mesafe olacak sekilde kapilersiz alan mevcut ise skor > 1
olarak ifade edilmis ve bu durum c¢ok kuvvetli antianjiyojenik etki olarak
degerlendirilmistir. Eger pellet CAM yiizeyinde kanamaya yada tahrise yol
agmigsa bu durum iritasyon olarak degerlendirilmistir. Deney sonucunda her hafta
her bir madde igin 6lii ve iritasyonun bulundugu yumurtalarin toplami deney
stiresince maddelerin test edildigi toplam yumurta sayisina oranlanarak
maddelerin embriyotoksik ve iritan etkisi % olarak ifade edilmistir. Her bir
yumurta bu sisteme goére degerlendirilmis ve elde edilen skorlar CAM
degerlendirme formundaki ilgili alanlara (< 0.5, 0.5-0.75, > 0.75-1 ve > 1,
iritasyon, Olii, toplam yumurta sayis1) yazilmistir. Her bir hafta sonunda elde
edilen skor degerleri formiilde < 0.5; 0, 0.5-0.75 ve > 0.75-1; 1, > 1; 2 olacak
sekilde yerine konarak hesaplanmis ve ii¢ haftanin sonunda elde edilen skorlarin
ortalamasi her bir madde i¢in sonug skor olarak ifade edilmistir.
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En az {li¢ hafta tekrarlanan deneylerin sonunda elde edilen ortalama degerlendirme
sonuclaria gore kor olarak kullamlan agarm 50 pg.pellet” konsantrasyonda
sonu¢ skoru 0.2 £ 0.2 olarak hesaplanmis ve skor sistemine gore < 0.5 olarak
degerlendirilmistir. Dolayisiyla kapilerlerin ve embriyonun gelisimi iizerine bu
konsantrasyonda higbir etkisinin olmadigi goriilmiistiir. Pozitif standart kontrol
maddeleri kortizon, (+)-talidomit, (+)-talidomit ve prednizonun 50 pg.pellet™
konsantrasyonda sonug¢ skorlari sirastyla 1.2 +£ 0.2, 0.9 £ 0.2, 0.9 £0.2, 0.9 £ 0.7
olarak hesaplanmis ve bu degerler skor sistemine gore 0.5-1 araliginda
oldugundan bu durum orta-kuvvetli antianjiyojenik etki olarak ifade edilmistir.
Suramin ve (-)-talidomitin bu konsantrasyonda hesaplanan sonu¢ skoru 0.5 +
0.2°nin skor sistemine gore 0.5-0.75 araliginda oldugundan etki zayif
antianjiyojenik olarak ifade edilmistir. Negatif kontrol maddesi SDS’nin bu
konsantrasyonda CAM iizerinde 0.1 + 0.1 skorla % 87 £ 5 oraninda iritasyona
neden oldugu gozlenmistir. Standart kontrol maddelerinin hicbiri pg.pellet™
konsantrasyonda higbir iritasyon ve toksik etki gostermemistir. H. perforatum, H.
hircinum, H. hyssopifolium subsp. elongatum var. microcalycinum ugucu
yaglarmin  5-50 pg.pellet’ konsantrasyonlarmmm CAM aktivite calismasi
sonucunda ise ana bilesigi a-pinen olan H. perforatum, H. hircinum ve H.
hyssopifolium subsp. elongatum var. microcalycinum yaglari 50 ug.pellet™
konsantrasyonda sonug¢ skorlar1 sirasiyla 0.6 + 0.3, 0.4 = 0, 0.2 + 0.2 olarak
hesaplanmis ve H. perforatum ugucu yagi i¢in etki; zayif-orta antianjiyojenik etki,
H. hyssopifolium subsp. elongatum var. microcalycinum ve H. hircinum ugucu
yaglar1 i¢in etkisiz olarak ifade edilmistir. Bu ugucu yaglarm 10 pg.pellet™
konsantrasyonda sonu¢ skorlar1 sirasiyla 0.3, 0, 0 olarak hesaplanmis ve
antianjiyojenik etkinin olmadig1 belirlenmistir. Yine 5 pg.pellet” konsantrasyonda
sonug¢ skorlar sirasiyla 0.2 = 0.1, 0.2 = 0.1 ve 0 olarak hesaplanmis sonugta ise
antianjiyojenik etkinin olmadig1 belirlenmistir. Ana bilesigi germakren D olan H.
confertum ugucu yag1 denenen tiim konsantrasyonlarda (5-50 pg.pellet™) higbir
antianjiyojenik etki gostermemistir. Antianjiyojenik etki H. perforatum ugucu
yagim 50 pg.pellet’ konsantrasyonunda goézlenmistir. Ugucu yaglar 5-50
ng.pellet™ konsantrasyonda higbir toksik ya da iritan etki gostermemisti. CAM
aktivite sonuglar1 Cizelge 9’da verilmistir. Bu ugucu yaglarin CAM aktivitelerinin
belirlenmesi ilk kez bu ¢alismada bildirilmektedir.

Bu calismalarin devaminda etkili olan wugucu yaglarin daha yiiksek
konsantrasyonlarda da etki profilleri belirlenmesi ve etkiden sorumlu aktif
bilesenlerinin aydinlatilmasi ve bu bilesenler ile yapilacak benzer aktivite
caligmalarinin ~ sonucunda yeni ilag kesfine katkida bulunulabilecegi
diistiniilmektedir.
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EKLER

EK 1. Daha Once Calisilan Hypericum Tiirlerinin Ugucu Yag Bilesimleri

Tiir

Yetisme Yeri

Ucucu Yagin Elde Edildigi Kisim

Ugucu Yagin Ana Bilesenleri

Kaynak

Hypericum perforatum L.

Fransa Toprak iistii kisimlari Vejetasyon, tomurcuklanma ve meyve | Schwob ve
verme doneminde karyofillen oksit | ark., 2004
(%153, %17.0, %]18.5); c¢iceklenme
doneminde B-karyofillen (%18.3)
Tiirkiye Toprak iistii kisimlari a-Pinen (% 50), karvakrol (% 22) | Erken ve ark.,
(mikrodistilasyon sonucu) 2001
Iran Yapraklar a-Pinen (% 29.33) Akhbari ve
Cicekler ve meyveler a-Amorfen (% 15.86), a-pinen (% 11.34) | Batooli, 2009
Fransa Toprak iistii kisimlari Ug lokalite i¢in germakren D (% 17.8, % | Schwob ve
37.3, % 29.1), bir lokalite i¢in pB- | ark., 2002
karyofillen (% 26.1), iki lokalite igin
spatulenol (% 21.1, % 21.5)
Tiirkiye Toprak iistii kisimlari a-Pinen (% 61.7) Cakir ve ark.,
1997
Cigekler 2004 yil1 i¢in 2-metil oktan (% 27.3) Smelcerovic
Sirbistan Yapraklar 2004 yil1 i¢in a-bergamoten (% 11.5) ve ark., 2007
Govde 2004 y1l1 i¢in (E)-anetol (% 25)

Toprak iistii kisimlari

2003 yili i¢in 2-metil oktan (% 20.5),
2001 y1li i¢in spatulenol (% 8.7), 1998 yili
icin B-karyofillen (% 14.2)
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EK 1. (Devam) Daha Once Calisilan Hypericum Tiirlerinin Ugucu Yag Bilesimleri

Tiir Yetisme Yeri Ucucu Yagin Elde Edildigi Kisim Ugucu Yagin Ana Bilesenleri Kaynak
Sirbistan Toprak {istii kisimlari B-Karyofillen (% 14.2) Gudzi¢ ve
ark., 2001
Ozbekistan Toprak tistii kisimlari B-Karyofillen (% 11.7) Baser ve ark.,
2002
Yunanistan Toprak iistii kisimlari a-Pinen (% 21), 2-metil oktan (% 12.6) Pavlovi¢  ve
ark., 2006
Sirbistan Cigekler Nonan (% 63.8) Ranci¢ ve ark.,
Hypericum perforatum L. 2005
Litvanya Cigekler 1. ornek i¢in manool (% 27.6); 2.-11. | Radusiene ve
ornek icin karyofillen oksit (% 15.9, % | ark., 2005
25.6, % 29.1, % 27.5, % 16, % 29.5, %
19.2, % 34, % 20.3, % 18.8)
1. 6rnek i¢in manool (% 13.8); 2.-6. ve 9.-
11. drnek icin karyofillen oksit (% 15.6, %
20.2, % 25.9, % 14.1, % 18.3 ve % 21.2,
Yapraklar % 20.4, % 24.2); 7. ve 8. 6rnek icin n-

tetradekanol ( % 24.5 ve % 20.1)
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EK 1. (Devam) Daha Once Calisilan Hypericum Tiirlerinin Ucucu Yag Bilesimleri

Tiir Yetisme Yeri Ucucu Yagin Elde Edildigi Ucucu Yagin Ana Bilesenleri Kaynak
Kisim
Yunanistan Toprak st kisimlari | Germakren D (% 22.8) Chatzopoulou ve ark.,
(dogal) 2006
Toprak st kisimlart Germekren D (% 16.9)
(kaltiir)
Hypericum perforatum L.
fran Toprak tistii kisimlari Cigceklenme oOncesi donemde | Azizi, 2007
longifolen (% 18.7)
Ciceklenme doneminde o-
kadinen (% 27.17)
Meyvelenme doneminde
longifolen (% 22)
Hypericum perforatum L. var. | Italya Cigekler 2-Metil oktan (% 21.1), | Pintore ve ark., 2005
angustifolium DC germakren D (% 17.6), a-pinen
(% 15.8)
Hypericum perforatum L. Ital igekl -Pinen (% 35.6), 2-metil | Maggi ve Ferretti
subsp. veronense (Schrank) alya Cigekler gktan (% 1(609) ), 20098g ’
Ces. '
Hypericum  perforatum L. B-Karyofillen (%24.4), 2,6-

subsp. perforatum

dimetil heptan (%18.2)
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EK 1. (Devam) Daha Once Cahsilan Hypericum Tiirlerinin Ucucu Yag Bilesimleri

Tiir Yetisme Yeri Ucucu Yagin Elde Edildigi Ucucu Yagin Ana Bilesenleri Kaynak
Kisim

Hypericum hircinum L. Italya Meyveler Nonan (% 35.5) Bertoli ve ark., 2000
Hypericum hyssopifolium | Tiirkiye Toprak tistii kisimlari a-Pinen (% 57.3) Cakar ve ark., 2004
Chaix  subsp. elongatum
(Ledeb.) Woron var.
elongatum
H. hyssopifolium Chaix var. | Tiirkiye Toprak tistii kisimlari Karyofillen oksit (% 20.4) Toker ve ark., 2006

microcalycinum  Boiss. et
Heldr.
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EK 2. Hypericum Tiirlerinin Yara Iyilestirici, Antikanser ve Antienflamatuvar Aktivite

Calismalarn
Tiir Calisilan Kisim Aktivite Tiirii Sonug¢ Kaynak
Toprak {istii | Yara iyilestirici | Orta  seviyede | Oztiirk ve
kisimlardan elde | etki etki ark., 2007
edilen % 50 lik alkol
ekstresi
Toprak istii | Yara iyilestirici | Kuvvetli etki Siintar
kistmlarinin -~ zeytin | etki Pesin  ve
yagl ekstresi, toprak ark., 2009
usti kisimlarinin
etanol ekstresi, etanol
ekstresinden
hazirlanan etil asetat
ekstresi
Hvpericum Toprak tistii | Antienflamatuvar | Doza bagh etki
eyrgoratum kistmlarinin ~ etanol | etki
E ekstresi, etanol
' ekstresinden
hazirlanan etil asetat
ekstresi, bu ekstreden
elde elde edilen
Sephadex
fraksiyonlar1
ekstresi Antienflamatuvar | Kuvvetli etki Tedeschi
etki ve ark.,
2003
Flavonoit tirevi | Antienflamatuvar | Kuvvetli etki Oblozinsk
Hiperozit etki (1C50 5.768 x y ve ark.,
107 M) 2006
Hiperisin,saponinler, | Antienflamatuvar | Kuvvetli  etki | Hammer,
flavonoitler, etki % 4, 200 | 2008
karotenoitler, pg’da; % 12,
alkaloitler, vitaminler 600 pg’da

ve mineraller igeren
sulu alkollii ekstre
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EK 2. (Devam) Hypericum Tiirlerinin Yara lyilestirici, Antikanser ve Antienflamatuvar
Aktivite Calismalari

Tiir Calisilan Kisim Aktivite Tiirii Sonug Kaynak
Cigeklerden Antienflamatuvar | Kuvvetli  etki
hazirlanan % 0.27 etki (10 mg/kg
hiperisin ve % 2.5 dozda)
hiperforin igeren kuru
ekstre
Yaprak, govde ve | Antienflamatuvar | Kuvvetli  etki | Hammer,
ciceklerden etki (100 veya 200 | 2008
hazirlanan % 50’lik mg/kg dozda)
sulu etanolik ekstresi
Lipofilik ekstresi, etil | Antienflamatuvar | Kuvvetli etki
asetik asit fraksiyonu | etki (1Csp 0f 220,
ve sulu  alkolli 267, ve >1000
ekstresi ng/cm?)
Toprak iistii | Antienflamatuvar | Doza bagh etki | Savikin ve
kisimlardan elde | etki ark., 2007
edilen etanol ekstresi
. Cigekli  kisimlardan | Antienflamatuvar | Kuvvetli etki Zduni¢ ve
Hgggi;ﬂnr; elde edilen yag | etki ark., 2009
E ekstreleri
Cigekli  kisimlardan | Antienflamatuvar | Doza bagh etki | Raso
elde edilen ticari | etki Mattace
ekstre ve ark.,
2002
Cigekli  kisimlardan | Antienflamatuvar | Doza bagli etki | Sosa  ve
elde edilen sulu | etki ark., 2007
alkollii, lipofilik ve
etilasetik ekstreler
Metanollii ticari | Antienflamatuvar | Kuvvetli etki Menegazz
ekstre etki i ve ark,
2006
Metanol ekstresi Antikanser etki Kuvvetli Couladis
sitotoksik etki ve ark.,
2002
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EK 2. (Devam) Hypericum Tiirlerinin Yara lyilestirici, Antikanser ve Antienflamatuvar
Aktivite Calismalari

Tiir Calisilan Kisim Aktivite Tiirii Sonug¢ Kaynak
Metanol ekstresi Antikanser etki Prostat kanseri | Martarelli
hiicrelerinin ve ark.,
gelisiminin 2004
inhibisyonu
Flavonoit¢e zengin | Antienflamatuvar | Kuvvetli etki Birt ve
hekzan, etanol ve etki ark., 2009
kloroform
ekstrelerinden
kolon
kromatografisi
sonucunda elde
edilen
Hypericum | amentoflavon,
perforatum klorojenik asit,
L. e
psodohiperisin ve
kersetin iceren
fraksiyon
Cigeklerden  elde | Antikanser etki Kuvvetli Roscetti ve
edilen metanol sitotoksik ~ ve | ark., 2004
ekstresi apoptotik etki
Cigeklerden  elde | Antikanser etki Apoptotik etki Di Carlo
edilen % 0.27 ve ark.,
antrakinon tiirevleri 2003
Toprak istii | Antikanser etki T24 ve NBT-II | Skalkos ve
kisimlardan  petrol mesane  timor | ark., 2005
eteriyle hazirlanan hiicrelerine
lipofilik ekstre karst  kuvvetli
sitotoksik etki
Ticari preparatlart | Antikanser etki Karsinojen Schwarz
aktivasyonunun | ve ark.,
kuvvetli 2003
inhibisyonu
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