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HYPERICUM CALYCINUM L. BITKISININ IN VITRO
ANTIENFLAMATUVAR ETKILERININ ARASTIRILMASI

OZET

Amag: Hypericum tiirleri geleneksel olarak romatizmal hastaliklarda
kullanilmaktadir. Buna ragmen, literatiirde H. calycinum iizerinde az sayida ¢alismaya
rastlanmistir. Bu nedenle bitkinin bazi enflamatuvar parametreler tizerindeki etkilerinin
in vitro yontemlerle arastirilmasi ve fitokimyasal igeriginin degerlendirilmesi

amagclanmistir.

Gere¢ ve Yontem: H. calycinum bitkisinin toprak istii kisimlarindan metanol
ekstresi ve bu ekstreden sivi-sivi ekstraksiyonu yontemiyle altekstreler (n-hekzan,
diklorometan, etil asetat, n-butanol, kalan su) hazirlanmistir. Altekstrelerin toksik
olmayan konsantrasyonlar1t WST-1 yontemi ile belirlendikten sonra; lipopolisakkarit ile
uyarilmis Raw 264.7 hiicrelerinin nitrik oksit (NO) seviyeleri lizerindeki etkileri Griess,
sitokinler (TNF-o/IL-6) ve PGE: seviyeleri iizerindeki etkileri ELISA yontemiyle
belirlenmistir. Ayrica, 15-LOX enzim inhibitorii etkiler ile toplam fenolik/flavanoit
madde miktarlart degerlendirilmistir. Fenolik bilesikler ve yag asidi bilesenleri sirasiyla
yiiksek basingli sivi kromatografisi ve gaz kromatografisi kiitle spektrometresi ile

belirlenmistir.

Bulgular: Bitkinin n-hekzan altekstresi (100pug/mL) NO, TNF-a, IL-6
seviyelerini sirasiyla  %95,11, %63,50, %93,90 oraninda azaltmistir. Bitkinin
diklorometan altekstresi (50ug/mL), NO (%48,23), IL-6 seviyelerini (%74,44)
azaltmustir. Iki altekstre de PGEziretimini %40’1n iizerinde azaltmistir. Bitkinin n-BuOH
altekstresi 15-LOX enzimini (100pg/mL, %28,87) inhibe etmistir. Bitkinin EtOAc ve n-
BuOH altekstreleri (100pg/mL) NO seviyelerini %31,66 ve %37,34 azaltmistir. En
yiiksek toplam fenolik (333,49+4,78 mg GAE/g ekstre) ve flavanoit (101,30+7,94 mg
KE/g ekstre) miktar1 EtOAC altekstresinde belirlenmistir. Altekstrelerde (EtOAc, n-
BuOH) klorojenik asit tespit edilmistir. Bitkinin n-hekzan altekstresinde major miktarda

a-linolenik asit tespit edilmistir.
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Sonug¢: H. calycinum bitkisinin in vitro antienflamatuvar etkileri ve kimyasal
bilesenleri ortaya konmustur. Ozellikle, n-hekzan ve diklorometan altekstreleri ileride

gerceklestirilecek ¢alismalar i¢in aday olabilir.

Anahtar Kelimeler: Antienflamatuvar Etki, Hypericaceae, Hypericum

calycinum, Nitrik Oksit, Sitokinler
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INVESTIGATION OF IN VITRO ANTI-INFLAMMATORY
EFFECTS OF HYPERICUM CALYCINUM L.

ABSTRACT

Aim: Hypericum species are traditionally used against rheumatismal diseases.
However, there are only few studies on H. calycinum in literature. Hence, it is aimed to
investigate the effects of this plant on some inflammatory parameters by in vitro methods

and to evaluate its phytochemical content.

Materials and Methods: Methanol extract was prepared from aerial parts of
H. calycinum. Subextracts (n-hexane, dichloromethane, ethyl acetate, n-butanol,
remaining-water) were prepared by liquid-liquid extraction. After non-toxic
concentrations of subextracts were determined by WST-1; effects on nitric oxide (NO)
levels of lipopolysaccharide stimulated Raw 264.7 cells were determined by Griess,
effects on cytokines (TNF-a/IL-6) and PGE; levels were determined by ELISA. 15-
LOX enzyme inhibitory effects, total phenolic/flavonoid contents were also evaluated.
The phenolic compounds and fatty acid components were determined by high pressure

liquid chromatography and gas chromatography mass spectrometry respectively.

Results: The n-hexane subextract (100ug/mL) decreased NO, TNF-a, IL-6
levels by 95.11%, 63.50%, 93.90%. The dichloromethane subextract (50pg/mL)
decreased NO (48.23%) IL-6 (74.44%) levels. Both subextracts reduced PGE: levels
more than 40%. The n-BuOH subextract inhibited 15-LOX enzyme (100ug/mL,28.87%).
The EtOAc and n-BuOH subextracts (100pg/mL) reduced NO levels by 31.66% and
37.34%. Highest total phenolic (333.49+4.78 mg GAE/g extract) and flavonoid
(101.30+7.94 mg QE/g extract) contents were found in EtOAc subextract. Chlorogenic
acid was determined in subextracts (EtOAc, n-BuOH). The major component of n-hexane

subextract was a-linolenic acid.

Conclusion: The in vitro anti-inflammatory effects of H. calycinum, and its
phytochemical components were revealed. Particularly, n-hexane and dichloromethane

subextracts might be candidates for future studies.
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Key Words: Anti-inflammatory Effect, Cytokines, Hypericaceae, Hypericum
calycinum, Nitric Oxide
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1. GIRIS VE AMAC

Enflamasyon; fiziksel, kimyasal veya biyolojik olarak karsilagilan stres
etkenlerine kars1 bagisiklik sisteminin gosterdigi fizyolojik yanittir. Enflamasyon akut ve
kronik olarak siniflandirilmaktadir (1). Akut enflamasyon, viicudun enflamatuvar
uyaranlara kars1 kisa siirede gelistirdigi ilk yanittir ve agr, 1s1 artisi, kizariklik, sislik ve
fonksiyon kaybi gibi semptomlarla karakterize edilir. Kronik enflamasyon ise viicudun
enflamatuvar uyaranlara uzun siireli maruz kalmasi sonucunda hasarli bolgedeki
hiicrelerin progresif olarak degiserek enflamasyona cevap vermesidir. Kronik
enflamasyon ileri boyutta doku hasari, organ yetmezligi ve 6liimle sonucglanabilmektedir.
Kronik enflamasyon, halk arasinda yaygin goriilen romatoit artrit, astim, enflamatuvar
bagirsak hastaliklari, diyabet, kardiyovaskiiler hastaliklar, otoimmun hastaliklar ve
kanser gibi bir¢ok hastaligin patogenezinde dnemli role sahiptir (2-5). Enflamatuvar
hastaliklarin tedavisinde steroit olmayan antienflamatuvar ilaglar, steroit yapida
antienflamatuvar ilaglar kullanilmaktadir. Bu ila¢ molekiilleri, hem tedavi siirecini uzun
tutarak tedavi maliyetlerini yiikselmekte hem de ciddi yan etkiler gostermektedir. Bu

nedenlerle daha etkili ve giivenilir antienflamatuvar ilaglarin gelistirilmesine ihtiyag

duyulmaktadir (6-8).

Enflamasyonun patogenezinde cesitli mediyatorler bulunmaktadir. Nitrik oksit
(NO), prostaglandinler (PG), 16kotrienler gibi mediyatorler; sitokinler [interlokin (IL-1,
IL-6), TNF-a], lipoksijenazlar (LOX), siklooksijenazlar (COX-1 ve COX-2),
indiiklenebilir NO sentaz (iNOS) veya fosfolipazlar gibi enzimler enflamasyonda énemli

rol oynar (9-11).

Prostaglandinler ve 16kotrienler lipit kokenli otakoitlerdir ve 'eikozanoitler' olarak
isimlendirilmektedir. PGE>, akut enflamasyonun olusumunda rol alan bir faktordiir (2).
Vaskiiler diiz kas hiicrelerini gevseterek dolasimi hizlandirir ve 6dem olusumuna zemin
saglar. Ayrica noronlar etkileyerek sistemik enflamasyon yanitlariyla ates, yorgunluk ve
agrida yiiksek duyarlilik gibi semptomlarin olusumuna neden olur (12,13). NO, parakrin
ve otokrin sinyal molekiilii olarak bir¢ok fizyolojik ve patolojik durumlarda rol
almaktadir. Bu molekiil, vazodilatasyon, kan basinci kontrolii ve hiicresel sinir iletimi
gibi ¢esitli mekanizmalarda yer almaktadir (14,15). Ulseratif kolit, romatoit artrit, sedef

ve osteoartrit gibi enflamatuvar hastaliklarda NO seviyesi artmaktadir (16). Sitokinler;

1



enfeksiyon, bagisiklik, iltihaplanma, embriyonik gelisim, rejenerasyon, obezite,
yaslanma ve travma gibi bir¢ok temel siirecin diizenleyicisidirler. Tiim viicut hiicrelerinde
tiretildikleri gibi Ozellikle makrofajlar ve lenfositler tarafindan tretilmektedirler (17).
Lipoksijenazlar 16kotrien, lipoksin, eoksinlerin ve hepoksilinlerin sentezinde yer alir (18).
LOX firtinlerinin (5-LOX, 8-LOX, 12-LOX ve 15-LOX) astim, enflamasyon gibi
durumlara neden olmasinin yaninda bazi insan kanser tiirlerinin gelisiminde rol aldig:

tespit edilmistir (19).

Hypericum L. cinsi {ilkemiz i¢in 6nemli tiirleri igermektedir ve Anadolu'da 48’1
endemik olan 106 takson oldugu bilinmektedir (20-23). Hypericum calycinum tiiriiniin
H. perforatum, H. empetrifolium, H. scabrum, H. triquetrifolium, H. tedrapetum ile
birlikte Hypericum cinsinin Tiirkiye’deki en yaygin tiirlerinden oldugu bildirilmistir (24).
Hypericum tiirleri halk arasinda geleneksel olarak idrar yolu enfeksiyonlari, iilser, gastrit,
nevralji gibi rahatsizliklarin yani sira romatoit artrit ve hemoroit gibi enflamatuvar
hastaliklarda kullanilmaktadir (25-30). Literatiirde, H. calycinum tizerindeki ¢aligmalar
gbzden gecirildiginde ise, geleneksel kullanilisi, biyolojik aktiviteleri ve fitokimyasal

icerigi agisindan incelendigi az sayida caligmaya rastlanmstir.

Bu ¢alismanin amaci, H. calycinum bitkisinin antienflamatuvar etkilerinin in vitro
olarak arastirilmasiyla bitkinin biyolojik aktivitelerinin agiklanmasina katkida
bulunulmasmi saglamaktir. Bitkinin aktif ekstrelerinin kimyasal igeriklerinin
belirlenmesi ile bitkinin kimyasal bilesiminin agiklanmasina da katkida bulunulmasi
hedeflenmistir. Tiim bu bilgiler 15181nda, H. calycinum toprak iistii kisimlarindan metanol
(MeOH) ekstresi ve ¢esitli polaritelerdeki ¢oziiciiler [n-hekzan, diklorometan (CH2Cly),
etil asetat (EtOACc), n-butanol (n-BuOH)] kullanilarak, sivi-sivi ekstraksiyon yontemiyle
(n-hekzan, CHClz, EtOAc, n-BuOH, k-H20) altekstreleri hazirlanmistir. Bitkinin
altekstrelerinin antienflamatuvar aktivitelerinin arastirilmasi i¢in LPS ile uyarilmis Raw
264.7 makrofaj hiicreleri kullanilmistir. Altekstrelerin, Raw 264.7 makrofaj hiicreleri
tizerindeki toksik olmayan konsantrasyonlar1t WST-1 yontemiyle; NO tiretimi izerindeki
etkileri Griess yontemiyle; sitokinler (TNF-a, IL-6) ve PGE> tizerindeki etkileri ise
Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA, enzim bagli immiinosorbent testi)
yontemiyle belirlenmistir. Ekstre ve altekstreler, 15-LOX enzim inhibitorii etkileri
acisindan 15-LOX enzim inhibitdrii tarama testi kiti kullanilarak degerlendirilmistir.

Bitkinin aktif altekstrelerinin kimyasal bilesimlerinin belirlenebilmesi amaciyla toplam



fenolik ve flavonoit madde miktar tayinleri sirasiyla Folin-Ciocalteu ve aliiminyum kloriir
yontemleriyle belirlenmistir. Ekstrelerin (EtOAc ve n-BuOH) fenolik bilesikleri, yliksek
basingli sivi kromatografisi (YBSK) yoOntemiyle belirlenmistir. Bitkinin n-hekzan
altekstresinin yag asitlerinin belirlenmesi i¢in ise gaz kromatografisi kiitle spektrometresi

(GK/KS) yontemi kullanilmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. BOTANIK OZELLIKLER

Bu boliimde Hypericaceae familyasi, Hypericum L. cinsi ve H. calycinum L.

bitkisinin botanik 6zelliklerinden bahsedilmistir.

Sekil 2.1: Hypericum calycinum bitkisinin gorseli



2.1.1. Hypericaceae

Hypericaceae familyasina ait bitkiler genellikle calimsi veya otsu sekilde
bulunurlar. Bitki, ugucu yag iceren yar1 saydam veya amber saris1 glandlara sahiptir. Bazi
tiirleri, hiperisin igeren kirmiz1 veya siyah renkli glandlara sahiptir. Yapraklar tam ve
karsilikli olup nadiren halka seklinde dizilime sahiptir. Yaprak sekilleri ovoit ve elongat
olsa da baz tiirlerde lanseolat yapraklar da goriiliir. Sepaller 5 adet olup tomurcukta
imbrikat dizilislidir. Petaller 5 adet, serbest ve sar1 renkli; stamenler 3-5 demet seklinde
veya serbest dizilimde bulunabilir. Ovaryum iist durumlu pariyetal [veya aksillar (yanal)]

plasentasyon gosterir. Tohumlar endosperm i¢ermez (20,31).

2.1.2. Hypericum L. Cinsi

Hypericaceae familyasina ait Hypericum L. cinsinin diinyada yaklasik 482 kadar
tiri oldugu bilinmektedir. Anadolu’da, Hypericum cinsine ait 48’i endemik olan 106
takson oldugu bilinmektedir (21,22). Hypericum tiirleri tilkemizde kantaron, binbirdelik
otu, kili¢ otu, yara otu, kan otu, kamanica, koyun kiran, tutsan, boyalik otu, pirpir otu,

piiren, ¢it¢it otu, cayotu gibi isimlerle bilinmektedir (32—34).

Hypericum tiirleri genelde tiiysiiz, yar1 seffaf glandlara sahip tek yillik otsular
veya calilardir. Cicekler yildiz seklinde ve cift eseylidir. Yapraklar perfoliat, tam veya
glandular siliat dentikulattir. Laminadaki salgi kanallar1 siktan seyrege dogru dizilime
sahip olabilir veya salgi kanallar1 olmayabilir. Sepaller 4-5 adet, petaller ise 5 adet veya
daha fazla olup genellikle sar1 renkli ve nadiren nektarlidir. Anterlerde siyah salgi organi
vardir. Meyveler, septisit kapsuladir. Kapsiil ¢cenetleri nadiren keseli sekle sahip, kabarcik
seklinde, sar1 renktedir. Tohumlar 0,3-1,5 mm uzunlugunda, silindirik-ellipsoit sekilli,

sari-kahverengidir (20).

2.1.3. H. calycinum L.

H. calycinum Anadolu'da koyunkiran, kuzukiran, saatgigegi, tavukyumurtlamaz,

yabangiilii, sicimotu, iri ¢anakli kantaron otu gibi isimlerle bilinmektedir (24,35).

H. calycinum, n=10 kromozoma sahip agaclik ve ¢alilik bolgelerde bulunan her
dem yesil bir bitkidir (20,31). Bu tiir, yaklasik 20-60 cm boylarinda, dik govdelidir.
Siirliniici, tlysiiz yapiya sahiptir. Genellikle oblong-eliptik, bazen de ovat sekle sahip

olan yapraklari, 4,5-9,5 cm biiyiikliigiindedir. Glandlar yiizeyde miktarca az ve kiiciik



boyutludur. Sepal ve petaller marjinde bulunur. Sepallerin boyutu 1-2 c¢cm arasinda
degiskenlik gostermektedir ve damarlanma mevcuttur. Asimetrik olan petaller ise 2,5- 4,5
cm boyutunda belirgindir. Kirmiz1 renkli stamenler dikkat ¢ekerken, siyah glandlar
nadiren goriiniir veya hi¢ goriinmezler. Meyveleri 20 mm, oval kapsiil seklindedir (20).
Genellikle Mayis-Agustos aylar1 arasi ¢igeklenme zamanlari olmasina ragmen bazi
donemler Ekim ayina kadar ciceklendikleri goriilebilir. Istanbul ¢evresi ve Anadolu’nun
kuzeyinde, Karadeniz Bolgesi’nin agaclik ve ¢alilik yiliksek rakimli bolgelerinde

yetismektedir (20).

Tiir anahtar1 Davis’e gore asagidaki gibi verilmistir (20). Bu tayin anahtarinda
oncelikle tiirler gruplara (A-G) ayrilmistir. Tayin anahtarinda H. calycinum’un da yer

aldig1 A grubuna ait kisim asagidaki gibidir:

1.Genis yaprakli ¢alilar veya yapraklari perfoliat 7-12 cm otsular; siyah glandlar
tamamen yoktur veya nadiren goriiliir, sepal ve petaller marjinde bulunur.........Grup A

1.Sert yaprakl al¢ak ¢alilar veya normal ¢alilar, yapraklar nadiren 4-5 cm kadar
perfoliat

1. Yapraklar ve ¢alilar serbest; siyah veya kirmizimsi glandlar yok
2. Sepal ve petal fasikiilleri ¢igek actiktan sonra yaprak doken; sepaller biitiin

3. Stilus 5; anterler kirmizi, ¢igekler genellikle tek............... 1. calycinum

4. Stiluslar ovaryumdan uzun; sepaller yaprak doken; meyveler kapsiil.......
.......................................................................... 2. hircinum

4. Stilus ovaryumdan kisa; sepaller kalici; meyveler bakka....................
.................................................................... 3. androsaemum

2. Sepal ve petal fasikiilleri ¢icek agtiktan sonra kalicidir; sepaller bazi zamanlar
marjinde sar1 glandli (Sect. Inodorum)............................. 4. xylosteifolium

1. Yapraklar perfoliat; ¢ok yillik bitki; sepaller ve petaller marjinde kirmizi
glandl1 (Sect. Bupleuroides).............ccooiviiiiiiiiiiiin, 5. bupleuroides

Ciceklenme zamani: Mayis-Agustos (36,37).
Habitat: Golgelik orman alanlar1 ve daglik 1liman bolgeler (38).

Tiirkiye’de yayithmu: Istanbul cevresi ve Karadeniz Bélgesi’nde agaclik ve

calilik alanlarda 30-1200 m’de goriilebilir (20).

Tiirk¢e isimler: Koyunkiran, kantaron (35), saatcicegi, tavukyumurtlamaz,
yabangiilii, sicim otu (24), inmek otu, kirtis otu (39), hayirsiz otu (40).

6



Diger dillerdeki isimler: Pyin-nyar-lin-kar (Birmanca) (41)

2.2. ETNOBOTANIK BIiLGILER

Bu béliim H. calycinum bitkisinin geleneksel kullanimi ile Hypericum tiirlerinin

romatizmal hastaliklara kars1 geleneksel kullanimi1 hakkinda bilgiler igermektedir.

2.2.1. H. calycinum Bitkisinin Geleneksel Kullanimi

Yapilan literatiir ¢alismasi neticesinde, H. calycinum bitkisinin geleneksel
kullanilist hakkinda az sayida g¢alismaya ulagilmistir. H. calycinum bitkisinin, tibbi
kullaniminin yaninda siis bitkisi olarak kullanildig1 ayrica kumas boyamada sar1 renk elde

edilmesi amaciyla kaynatilarak kullanildig1 gosterilmistir (32,42,43).

Yalova gevresinde yapilan bir ¢alismada halk arasinda bu bitkinin ¢igeklerinin
dekoksiyonunun, nefes darlig1 tedavisinde dahilen kullanildig1 bildirilmis olup ayrica
bitkinin toprak tistii kisimlariin dekoksiyonunun, kumas boyamada mor ve lila renklerini

elde etmek i¢in kullanildig: tespit edilmistir (24).

Balikesir g¢evresinde gerceklestirilen bir ¢alismada, H. calycinum yaprak ve
ciceklerinin dogrudan hastaya sarilarak veya kaynar suda demlenerek mide agrisi,

egzama ve i¢ organ hastaliklarinin tedavisinde kullanildig: bildirilmistir (39).

Win ve arkadaslarinin (2012) H. calycinum bitkisi lizerinde gergeklestirdikleri
fitokimyasal bir ¢alismada, bitkinin Myammar geleneksel tibbinda sitma tedavisinde

kullanildig1 bildirilmistir (41).

Pytlakowska ve arkadaslarinin (2012) bazi bitkilerin mineral ve iz element
analizlerini gerceklestirdikleri bir c¢alismada, H. calycinum bitkisinin Polonya’da,
astrenjan ve iltihap azaltici etkilerinin yani1 sira uykusuzluk, menopoz bozukluklari, adet
oncesi sendrom, zona, siyatik, fibrozis, sinirsel gerginlik, orta derecede depresyon gibi
hastaliklarda kullanimi oldugu bildirilmistir (44).

2.2.2. Hypericum Tiirlerinin Romatizmal Hastahklara Kars1i Geleneksel
Kullanim

Yapilan literatiir taramasi neticesinde Hypericum tiirlerinin Anadolu’da halk

arasinda romatizmal hastaliklarin tedavisinde kullanildig tespit edilmistir (45,46).



Balikesir’de, H. perforatum bitkisinin ¢igekli dallarindan elde edilen
dekoksiyonun bir gece bekletildikten sonra hemoroit tedavisinde sabahlar1 a¢ karnina
tiikketildigi bildirilmistir. Aym1 ¢alismada bitkinin ¢icekli dallarindan elde edilen
dekoksiyonun romatizma tedavisinde dahilen kullanildigi da bildirilmistir (45).
Catalca’da toprak stii kisimlar1 zeytinyaginda ezilip bekletilerek romatizma agrilarinda,
harici olarak kullanilmaktadir (46). Canakkale’de yapilan bir g¢alismada, g¢igekli
dallarindan elde edilen infiizyonun dahilen romatizma tedavisinde kullanildig1
bildirilmistir (47). Kazdaglari ¢evresinde yapilan bir ¢alismada, bitkinin ¢igekli dallarinin
zeytinyagl icerisinde bekletilmesiyle elde edilen maseratin dahilen romatizma
tedavisinde kullanildig tespit edilmistir (48). Kirklareli’nde yapilan bir bagka ¢aligmada,
bitkinin ¢icekli dallarmin zeytinyagi igerisinde bekletilmesiyle hazirlanan maseratin
romatizma tedavisinde ve yumusak doku zedelenmesinden kaynakli kas ve eklem
agrilarinin tedavisinde haricen kullanildigi bildirilmistir (49). Akdeniz boélgesinin
giineyinde (Hatay, Icel, Isparta) yapilan bir ¢calismada, bitkinin yapraklarinin zeytinyagi
icerisinde bekletilmesiyle elde edilen maseratinin romatizma tedavisinde haricen
uygulandig1 tespit edilmistir (50). Manisa’da yapilan bir etnobotanik ¢aligmada, bitkinin
cicekli dallarinin yagda bekletilerek hazirlanan ekstresinin dahilen kahvalti 6ncesi

hemoroit tedavisinde tiiketildigi bildirilmistir (51).

Tiirkiye’nin Dogu Anadolu Bolgesi’nde gerceklestirilen bir g¢alismada H.
montbretii, H. perforatum, H. scabrum bitkilerinin toprak tstii kisimlariin dekoksiyon

seklinde hazirlanarak hemoroit tedavisinde dahilen kullanildig: bildirilmistir (52).

Nevsehir ve yoresinde gerceklestirilen bir ¢alismada, H. scabrum meyvelerinin
infiizyon seklinde hazirlanarak hemoroit tedavisinde dahilen kullanildig: bildirilmistir
(53). Aksaray’mn Nizip bolgesinde yapilan bir ¢alismada ise bitkinin ¢i¢ekli dallarinin
kaynatilmasiyla elde edilen ¢ayin hemoroit tedavisinde kullanildig: tespit edilmistir (54).

Sezik ve arkadaslarinin Anadolu’da (Ankara, Kayseri, Karaman, Konya, Nigde)
yiirtitmiis olduklar1 etnobotanik ¢alisma neticesinde; H. lydium ve H. scabrum bitkilerinin
cicekleri dekoksiyon seklinde hazirlanarak hemoroit tedavisinde ¢ay olarak tiiketildigi
gosterilmistir. Ayni1 ¢alismada H. perforatum bitkisinin tamami dekoksiyon sekilde
hazirlanarak hemoroit tedavisinde 6-12 ay siire ile ¢ay olarak kullanildig: tespit edilmistir
(27).



Bosna Hersek’te H. perforatum bitkisinin toprak iistii kisimlarindan hazirlanan

yag maserasyonu hemoroit tedavisinde haricen kullanilmaktadir (55).

Litvanya bolgesinde yapilan bir etnobotanik ¢alismada, H. perforatum bitkisinin

toprak istii kisimlarindan yapilan merhemin haricen hemoroit tedavisinde kullanildigi

bildirilmistir (56).

Sirbistan’1n glineybatisinda yapilan bir ¢alismada, H. perforatum bitkisinin toprak
istli kisimlarmin inflizyon ve yag maserasyonunun haricen hemoroit tedavisinde
kullanildig1 bildirilmistir (57). Sirbistan’in Kopaonik dagi etrafinda yapilan bir baska
calismada da, bitkinin toprak {istlii kistmlarindan yag maserasyonu hazirlanarak haricen

hemoroit tedavisinde kullandig: tespit edilmistir (58).

Italya’nin giineyinde yapilan etnobotanik bir ¢alismada, H. perforatum toprak
istii kisimlarindan yag igerisinde bekletilerek hazirlanan maserasyonun hayvanlarda

romatizma tedavisinde masaj yapilarak kullanildigi bildirilmistir (59).

Etiyopya’da yapilan bir ¢alismada, H. quartinianum bitkisinin ezilmis yapraklari

suyla karigtirilarak dahilen hemoroit tedavisinde kullanildigi tespit edilmistir (60).

Cin’de yapilan bir baska c¢alismada, H. acmosepalum bitkisinin kok ve

saplarindan hazirlanan dekoksiyonun dahilen artrit tedavisinde kullanildig: bildirilmistir
(61).

2.3. BIYOLOJIK AKTIVITE CALISMALARI

Bu boliim iki kisimdan olusmaktadir. Tlk kisim, H. calycinum bitkisinin iizerinde
yapilan biyolojik aktivite calismalari hakkinda bilgiler igermektedir. ikinci kisim ise
Hypericum tiirleri tizerinde gerceklestirilmis olan antienflamatuvar aktivite ¢alismalari

hakkinda bilgiler icermektedir.

2.3.1. H. calycinum Bitkisi Uzerinde Gergeklestirilen Biyolojik Aktivite

Cahismalan

Bu kisimda H. calycinum bitkisi iizerinde gerceklestirilen biyolojik aktivite
caligmalar1 derlenmistir. Literatiir degerlendirildiginde bitkinin ¢esitli enzim inhibitori
etkilerinin (hyaliironidaz ve kolajenaz) yani sira antioksidan, antimikrobiyal ve

antidepresan etkileri ile ilgili calismalarin bulundugu tespit edilmistir (62—70).



2.3.1.1. Antiaging ve antitirozinaz aktivite cahsmalari: Hypericum
tirlerinin (H. calycinum, H. perforatum ve H. confertum) yaslanma karsit1 etkilerini ve
cilt beyazlatma 6zelliklerini aragtirmak icin kolajenaz, elastaz, hiyaliironidaz ve tirozinaz
enzimlerine kars1 enzim inhibisyon aktivitesi c¢alisilmistir. Bu tiirlerinin MeOH
ekstrelerinin anti-kolajenaz, anti-elastaz ve anti-hyaliironidaz aktiviteleri belirlenmistir.
Calismada kontrol grubu olarak dogal kolajenaz inhibitorii polifenolik bir bilesik olan
epigallokatesin gallat (EGCG) kullanilmustir. H. calycinum MeOH ekstresi (ICso: 51,24
+ 1,33 pg/mL), H. perforatum ve H. confertum bitkilerinin MeOH ekstrelerinden
(swrastyla ICs0: 61,53+0,40 pg/mL, ICso: 63,01+0,24 pg/mL) yiiksek kolajenaz inhibitorii
etki gostermistir. Bu calismada standart olarak kullanilan EGCG (ICso: 43,47 + 1,82
pg/mL)’nin gostermis oldugu antikolajenaz etkinin H. calycinum dan daha etkili oldugu
bildirilmistir. Aynm1 c¢alismada bitkilerin elastaz inhibitorii etkisi de incelenmistir. H.
calycinum bitkisinin (ICso: 55,77 + 1,32 pg/mL) elastaz inhibitorii aktivitesinin
caligmadaki diger bitkilerden (H. perforatum ve H. confertum sirasiyla ICso: 64,76 + 0,55
pg/mL ve ICso: 61,67 £ 0,76 pg/mL) ve standarttan (EGCG ise ICso: 70,47 + 0,89 pg/mL)
daha yiiksek oldugu bildirilmistir. Yazarlar, Hypericum tiirlerinin sahip oldugu zengin
fenolik igeriklerinden dolay1 anti-elastaz inhibisyon etkilerinin oldugunu bildirmistir.
Calismada aynm1 zamanda bitkilerin MeOH ekstrelerinin hyaliironidaz inhibitor etkileri
degerlendirildiginde H. calycinum ekstresinin (1Cso: 22,17 £ 0,22 pg/mL), standart olarak
kullanilan tannik asite (ICsp degeri ise 30,49 = 0,08 pg/mL) kiyasla 6nemli derecede
hyaliironidaz inhibisyonu gosterdigi bildirilmistir. H. confertum bitkisi ise 36,55+0,11
ug/mL ICsp degerinde hyaliironidaz inhibisyonu gostermistir. Sonug olarak H. calycinum
ekstresinin, tannik asit ve diger iki ekstreye (H. perforatum ve H. confertum) oranla
yiiksek antihyaliironidaz aktiviteye sahip oldugu bildirilmistir. Caligmada tirozinaz
inhibisyon aktivitesi de incelenmistir. H. perforatum (%48,22 + %0,38 inhibisyon) ve H.
confertum (%49,92 + %0,21 inhibisyon) bitkilerinin MeOH ekstreleri (200 pg/mL
konsantrasyon), tirozinaz enzimi iizerinde kojik asite (200 pg/mL konsantrasyon) kiyasla
orta derecede inhibitor etki gostermistir. H. calycinum bitkisinin MeOH ekstresi (200
pg/mL konsantrasyon) ise (%54,30 = %0,49 inhibisyon) caligmadaki diger bitki
ekstrelerinden yiiksek bir inhibisyon degeri gostermistir. Bilinen bir tirozinaz enzim
inhibitorii olan kojik asitin (200 pg/mL konsantrasyonda %95,05 £ %0,37 inhibisyon) bu
ti¢ ekstreden daha etkili oldugu bildirilmistir (62).
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2.3.1.2. Antioksidan aktivite calismalari: Kirmizibekmez ve arkadaslarinin
gerceklestirdigi bir ¢alismada (2009), H. calycinum bitkisinin toprak iistii kisimlarindan
elde edilen bilesikler antioksidan etkileri bakimindan 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil radikali
(DPPH) ve NO yontemleriyle degerlendirilmistir. Calismada klorojenik asit, butil
klorojenat, yedi adet flavanoit (kersetin, kersitrin, hiperozit, izokersitrin, mikelianin, rutin
ve 13, 118-biapigenin) ve iki adet flavanol (katesin ve epikatesin) elde edilmistir. Bu
bilesikler igerisinde katesin ve epikatesinin DPPH aktivitesi (sirasiyla, ICso: 4,2 ve 4,7
um) ile NO siipiirme aktivitesi (sirasiyla, ICso: 190 ve 170 pum) diger bilesiklere ve
standart olarak calisilan askorbik asite (DPPH aktivitesi ICso: 2,4 um ve NO siiplirme
aktivitesi ICso: 100 um) kiyasla anlamli derecede yiiksek olarak tespit edilmistir. Bir diger
flavonol tiirevi olan rutin bilesiginin de yiiksek DPPH aktivitesi gosterdigi bildirilmistir
(ICs0: 9,8 um). Calismanin sonucunda, elde edilen bilesiklerden katesin ve epikatesinin

in vivo ¢alismalar i¢in uygun adaylar olduklar1 bildirilmistir (63).

H. perforatum ve H. calycinum bitkilerinin toprak {istii kisimlarinin sulu-etanollii
ekstrelerinin 0,5 mg/mL konsantrasyonda antioksidan aktivitesinin arastirildigi bir
calismada, H. perforatum ve H. calycinum bitkileri sirastyla %20,7 ve %24,5 demir
tyonlarini selatlama kapasitesi gosterdigi tespit edilmistir. Bu ¢calismada fenolik madde
miktarlart Folin-Ciocalteu yontemi ile belirlenmis ve H. calycinum tiiriiniin toplam
fenolik madde miktarinin (313,94 mg gallik asit esdegeri (GAE)/100 g) H. perforatum
tirtinden daha yiiksek oldugu (308,83 mg GAE/100 g) bildirilmistir (23).

Italya’nin Sicilya adasinda yetisen 11 farkli Hypericum tiiriiniin (H. perforatum,
H. calycinum, H. aegypticum, H. androsaemum., H. patulum., H. perfoliatum., H.
pubescens, H. tetrapterum, H. hircinum, H. hirsutum., H. montanum) antioksidan
aktivitelerinin degerlendirildigi bir g¢alisma yapilmistir. Bu ¢alismada Hypericum
tiirlerinin antioksidan etkisi DPPH ve oksijen radikal absorbans kapasitesi (ORAC)
yontemleriyle arastirilmis, Folin-Ciocalteu reaktifi ile ise toplam fenolik madde miktar
tayini gerceklestirilmistir. DPPH sonuclarina gore en etkili tiirler, sirasiyla H.
androsaemum (3,50 mmol troloks esdegeri (TE) + 1,14 g), H. hirsutum (3,14 mmol TE +
0,84 g), H. perforatum (2,72 mmol TE + 0,60 g) ve H. calycinum (2,66 mmol TE + 0,83
) olarak belirtilmistir. ORAC sonuglarina gore ise H. perforatum (1,03 mmol TE + 0,19
) bitkisi en yiiksek aktiviteyi gosterirken onu sirasiyla H. perfoliatum (0,89 mmol TE +
0,03 g) ve H. calycinum (0,80 mmol TE + 0,02 g) bitkilerinin takip ettigi bildirilmistir.
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En yiiksek fenol iceren tiirler, sirasiyla H. perforatum (322,74 ug GAE =+ 35,74 mg), H.
androsaemum (316,07 ug GAE + 65,34 mg), H. tetrapterum (290,70 pg GAE + 17,44
mg) ve H. calycinum (286,06 ug GAE + 31,87 mg) olarak bildirilmistir (64).

2.3.1.3. Antimikrobiyal aktivite calismalari:

2.3.1.3.a. Antibakteriyel aktivite ¢calismalari: Hos ve Tung’un gergeklestirdigi
bir ¢alismada (2016), H. calycinum bitkisinin toprak tistii kisimlarindan hazirlanan MeOH
ve aseton ekstrelerinin Streptococcus mitis, S. salivarius, S. mutans ve Staphylococcus
epidermis bakterilerine karsi antibakteriyel aktivitesi in vitro olarak ¢alisilmistir. H.
calycinum bitkisinin antibakteriyel aktivitesini belirlemek i¢in disk difiizyon yontemi
kullanilmistir. Pozitif kontrol olarak miistahzar antibiyotik disklerinin [Klindamisin (10
ug), Tetrasiklin (10 pg) ve Amoksisilin-Klavulanik asit (30 pg)] kullanildig:
belirtilmistir. Calisma sonucunda H. calycinum gigeklerinden elde edilen MeOH
ekstrelerinin (400 pg/10 pL, 800 pg/10 pL, 1600 pg/10 pL, 3200 pg/10 uL
konsanstrasyonlarda) calismadaki tiim bakteriler ilizerine inhibitér etki gosterdigi; en
yiiksek antibakteriyel aktivitenin ise konsantrasyona bagli olarak (inhibisyon caplari
sirastyla 11 mm, 11,6 mm, 12,9 mm, 13mm) S. mutans 'a kars1 gézlendigi tespit edilmistir

(65).

H. calycinum bitkisinin EtOH ve MeOH ekstrelerinin kullanildig1 bir ¢aligmada
sekiz patojen (Bacillus subtilis, B. cereus, Escherichia coli 35218, E. coli 25922,
Enterococcus fecalis, S. aureus, Proteus vulgaris, Pseudomonas aeruginosa) bakteri
tizerinde bu ekstrelerin antibakteriyel aktiviteleri degerlendirilmistir. Bitkinin EtOH
ekstresi, E. coli 35218, E. coli 25922 ve B. subtilis tizerinde aktivite gdstermezken, B.
cereus’a kars1 yiiksek (MIK: 41,67 pg/mL) aktivite gdstermistir. Diger taraftan, P.
vulgaris, P. aeruginosa, E. fecalis, S. aureus bakterilerine kars1 ise antibakteriyel (MiK:
31,25 pg/mL) aktivite gosterdigi tespit edilmistir. Bitkinin MeOH ekstresi ise, P.
aeruginosa, E. fecalis ve S. aureus bakterilerine kars1 aktivite géstermemistir. B. cereus,
B. subtilis, E. coli 35218, E. coli 25922, P. vulgaris bakterilerine kars1 ise (MIK: 31,25
ng/mL) aktivite gostermistir (66).

Hypericum tiirlerinin (H. androsaemum, H. calycinum, H. foliosum, H. hircinum,

H. grandifolium, H. perforatum, H. perfoliatum, H. undulatum, H. humifusum, H.
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linarifolium, H. canariense, H. tomentosum, H. pubescens, H. glandulosum, H. elodes)
antimikrobiyal etkilerinin arastirildigi bir ¢calismada, 15 farkli tiiriin MeOH ekstreleri
hazirlanarak antibakteriyel [2 Gram (-), 2 Gram (+) sus ve 4 non-tiiberkiiloz
Mycobacterium tiirii] etkileri incelenmistir. Calismada referans olarak Hz7Rv susu, ilaca
direngli M. tuberculosis ve ilaca direngli klinik izolatlar kullanilmistir. M. tuberculosis
Hs7Rv susuna kars1 en aktif ekstrelerin H. elodes ve H. hircinum MeOH ekstreleri oldugu
belirlenmistir ve minimal inhibitér konsantrasyon (MIK) degerleri sirasiyla 25 ve 50
ug/mL olarak tespit edilmistir. Baz1 ekstrelerin Haz7Rv’nin direngli varyantlarina karsi
taramasi yapilmis ve H. foliosum, H. hircinum, H. grandifolium, H. humifusum ve H.
elodes MeOH ekstrelerinin 25 ila 50 pg/mL arasinda degisen MIK degerleri ile giiclii
aktivite gosterdikleri bildirilmistir. H. humifusum, H. foliosum ve H. grandifolium
bitkileri Hs7Rv referans susuna karsi zayif aktivite gostermelerine ragmen, direngli
referans suslara ve klinik izolatlara karsi giiclii aktivite gostermistir (MIK 200
ug/mL’lik). S. aureus sik¢a karsilasilan, giiglii Gram (+) bakterilerdendir. H. perfoliatum,
H. elodes, H. glandulosum, H. canariense, H. grandifolium, H. foliosum, H. hircinum, H.
humifusum ve H. calycinum MeOH ekstreleri, S. aureus ’a kars1 (MIK 6-25 ng/mL) giiclii
bir antimikrobiyal etki géstermislerdir. S. faecium’a karst ise H. androsaemum, H.
foliosum, H. grandifolium, H. canariense ve H. glandulosum 6nemli miktarda (MIK 12,5-

50 pug/mL) aktivite gostermistir (67).

M. tuberculosis, S. aureus ve E. coli bakterilerine kars1 yapilan bir ¢alismada H.
calycinum 'un yapraklarindan elde edilen EtOH ekstresinin M. tuberculosis e kars1 yliksek

antimikrobiyal aktivite gosterdigi tespit edilmistir (68).

2.3.1.3.b. Antifungal aktivite ¢alismalari: Bitkinin antifungal aktivitesinin
belirlenmesi amaciyla gergeklestirilen bir ¢alismada, H. calycinum’un toprak {istii
kisimlarindan oda sicakliginda petrol eteri ekstresi hazirlanmistir. Bitkinin petrol eteri
ekstresinin igerdigi bilesenlerin biyolojik aktivitesinin daha detayli incelenmesi i¢in
damlacik kars1 akim kromatografisi yontemiyle elde edilen tiim fraksiyonlarin ince tabaka
kromatografisi (ITK) biyoanaliz ydntemiyle Cladosporium cucumerinum’a kars
etkinlikleri incelenmistir. Sikloheksadienon tiirevleri bu testlerde herhangi bir antifungal
aktivite gostermezken, ge¢ eliisyon fraksiyonlarm C. cucumerinum biiylimesini
engelleyen bir bilesik igerdigi tespit edilmistir. Diisiik basingli sivi kromatografisi

(DBSK) ve ana aktif fraksiyonun jel filtrasyon kromatografisi ile yeni floroglusinol tiirevi
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bir fungisit elde edilmistir. Bu yeni floroglusinol tiirevi, Plasmodium falciparum’un
direncli bir K1 susuna kars1 test edilmis ve 0,88 g/mL’lik bir ICso degeri tespit edilmistir.
Bu calisma neticesinde in vitro olarak antimalaryal etkili bir floroglusinol tiirevi

bulundugu bildirilmistir (69).

2.3.1.4. Antidepresan aktivite calismalari: H. perforatum ve H.
calycinum’un toprak {istii kisimlarinin EtOH ekstrelerinin, antidepresan ve merkezi sinir
sistemi tizerindeki etkileri; ylizme siiresi, lokomotor aktivite, kuyruk hareketi ve delikli
tahta yontemleri gibi ¢esitli davranis modelleri kullanilarak arastirilmistir. Sonug olarak,
H. perforatum ve H. calycinum’dan elde edilen ekstrelerin hayvan modellerindeki
etkilerinin karsilagtirilmast i¢in kullanilan antidepresan ilaglar, desipramin ve
trimipramin kadar etkili olduklar1 belirtilmistir. Ayrica H. calycinum 'un antidepresan
etkisinin H. perforatum kadar gii¢lii olabilecegi ve depresyonda terap6tik amaglar igin
kullanilabilecegi bildirilmistir (70).

2.3.2. Hypericum Tiirleri Uzerinde Yapilan Antienflamatuvar Aktivite

Cahismalanr

2.3.2.1. In vitro ¢cahismalar: H. perforatum bitkisinin koklerinden izole edilen
i¢c ksantonun antienflamatuvar etkisinin arastirildigi in vitro bir ¢aligmada, bilesiklerin
COX-1, COX-2 enzimleri ve 5-LOX enzimi katalizli 16kotrien B4 (LTB4) olusumu
lizerindeki aktiviteleri test edilmistir. Izole edilen {i¢ ksanton icinden aktivitesi yiiksek
olan 1,6-dihidroksi-5-metoksi-4’,5’-dihidro-4’,4°,5-trimetilfurano-(2°,3’:3,4)-ksanton,
50 pg/mL konsantrasyonda LTBs4 olusumu iizerinde en yliksek (%98,46 + 0,59)
inhibisyonu gdstermistir. Ayni konsantrasyonda COX-1’e kars1 hafif (%18,41 + 6,50) ve
COX-2’ye kars1 orta derecede (%36,15 + 4,68) inhibisyon gosterdigi tespit edilmistir
(71).

H. perforatum bitkisinin gesitli (aseton, %50 EtOH, %96 EtOH) ekstreleri ve bazi
bilesikleri (rutin, kersetin, izokersitrin, hiperisin, psodohiperisin) kullanilarak 12-LOX
enzimi lizerindeki aktivitelerinin incelendigi bir caligmaya gore en yiiksek inhibitor etki
flavanoit tiirevi olan hiperozit (ICso: 5,768x10°° M) bilesiginde gozlemlenmistir. Ayrica
bitkinin %0,05, %0,10, %0,15 konsantrasyonlarda hazirlanan ekstrelerinin de aktivitesi
incelenmistir. Aseton ekstresinde, uygulanan konsantrasyonlarda (%0,05, %0,10, %0,15)
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strastyla %59,38, %75,76 ve %82,22 oraninda inhibisyon saptanmustir. Yiizde %96 EtOH
ekstresi %0,05, %0,10, %0,15 konsantrasyonlarda sirasiyla %58,45, %73,32 ve %95,40
oraninda inhibitor etki gostermistir. EtOH ekstresi (%50) uygulanan konsantrasyonlarda
(%0,05, %0,10, %0,15) 12-LOX enzimine kars1 sirasiyla %62,31, %85,68 ve %92,27

oraninda inhibitor etki gostermistir. (72).

H. empetrifolium bitkisinin meyvelerinin CH2Cl, ekstresinden elde edilen iki
floroglusinol tiirevinin [(3-geranil-1-(20-metilpropanol) floroglusinol, 3-geranil-1-(20-
metilbutanol) floroglusinol)] antienflamatuvar etkisinin arastirildig: in vitro ¢alismada,
COX-1, COX-2 enzimleri ve 5-LOX enzimi tarafindan katalizlenen LTB4 olusumuna
kars1 aktivite test edilmistir. izole edilen 3-geranil-1-(20-metilpropanol) floroglusinol,
COX-1, COX-2 ve LTBy4’e karsi sirastyla 6 uM, 29 uM, 9 uM ve 2,2 uM ICso degerlerini
gostermistir. izole edilen 3-geranil-1-(20-metilbutanol) floroglusinol, LTB4 olusumu

tizerinde 5,8 uM ICsp ve COX-1 enzimine kars1 26,2 uM ICsp degeri gostermistir (73).

Berko6z ve arkadaslar1 (2018), H. perforatum bitkisinin igerdigi bilesiklerden olan
hiperisin ve hiperforinin antienflamatuvar etkisini in vitro olarak test etmistir. Bu
calismada, lipopolisakkarit (LPS) ile uyarilmis Raw 264.7 makrofaj hiicrelerine cesitli
konsantrasyonlarda (25, 50, 75 ve 100 nM) hiperforin ve hiperisin (2,5, 5, 7,5 ve 10 nM)
uygulanmigtir. LPS ile uyarilmig Raw 264.7 makrofaj hiicrelerinde, PGE>2 ve NO {iretimi
ile COX-2 ve iNOS gen ekspresyonu dlgiilerek hiperisin ve hiperforinin antienflamatuvar
etkileri degerlendirilmistir. Caligma sonucuna gore hiperforin ve hiperisinin, Raw 264.7
makrofajlarinda NO {iretimininin yan sira iNOS ve COX-2 gen ekspresyonlarini 6nemli
Olciide azalttig: tespit edilmistir. Sonug olarak, hiperforin (75 ve 100 nM) ve hiperisinin
(7,5 ve 10 uM) uygulandiklar1 en yiiksek iki konsantrasyonda LPS ile uyarilmis
hiicrelerin PGE iiretimini (hiperforin sirasiyla %31,24 ve %56,72, hiperisin sirasiyla

%38,53 ve %53,37), istatiksel olarak anlamli sekilde azalttigi tespit edilmistir (74).

H. calabricum bitkisinin EtOAc ekstresinin antienflamatuvar aktivitesi, Raw
264.7 makrofaj hiicreleri kullanilarak in vitro olarak incelenmistir. EtOAc fraksiyonunun,
LPS ile uyarilmis Raw 264.7 makrofaj hiicrelerinde NO iiretimi tizerindeki etkisi, Griess
testi ile belirlenmistir. Calismada, bitkinin EtOAc ekstresinin konsantrasyona bagli
sekilde, LPS ile uyarilmig Raw 264.7 makrofaj hiicrelerinin NO iiretimini 6nemli 6lgiide

(ICs0: 102 pg/mL) inhibe ettigi bildirilmistir (75).
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H. perforatum tiirii iizerinde ¢alisan Hammer ve arkadaslar1 (2008), Raw 264.7
makrofaj hiicreleri ile bir antienflamatuvar aktivite caligmasi yiiriitmiistiir. Bitkinin EtOH
ekstresi uygulandigi 10 pg/mL konsantrasyonda LPS ile uyarilmis Raw 264.7 makrofaj
hiicrelerinin canliliginda ciddi azalma meydana getirmemistir. Bu ekstrenin PGE:
tiretimini %46 oraninda inhibe ettigi tespit edilmistir. Bu ana ekstreden {i¢ fraksiyon (1A:
EtOH, 1B: hekzan, 1C: kloroform) elde edilmistir. Aktivite gosteren kloroform
ekstresinden (10 pg/mL, %36 PGE:> inbisyonu) yeni alt fraksiyonlar (2A, 2B, 2C, 2D)
elde edilmistir. Alt fraksiyonlardan 2C (10 ug/mL, %44 PGE; inbisyonu) aktivite
gostermistir. Bu alt fraksiyondan elde edilen yeni fraksiyonlardan (3A, 3B, 3C, 3D,
3E,3F) 3A (10 pg/mL, %22 PGE: inbisyonu) aktivite gostermistir. Bu alt fraksiyondan
da yeni alt fraksiyonlar (4A, 4B, 4C, 4D, 4E, 4F, 4G) elde edilmistir. Yeni alt
fraksiyonlardan 4F (%58 PGE; inbisyonu) aktif ¢ikmistir. Fraksiyon 3A’da klorojenik
asit (%0,1), amentoflavon (%0,08), kersetin (%0,08) ve psoddohiperisin (%0,03)
bilesenlerinin en yliksek konsantrasyonlar1 goriilmiistiir. Elde edilen 4 alt fraksiyonun
kombinasyonu %34 oraninda PGE; iiretimini inhibe etmistir. Calismaya gore, 3A
fraksiyonunun, PGE; iiretimi tizerinde gosterdigi inhibisyon degeri ile yiiksek aktivite

gosterdigi bildirilmistir (76).

Farkli Hypericum tiirlerinin (H. gentianoides, H. perforatum) EtOH ekstrelerinin
antienflamatuvar aktiviteleri, LPS ile uyarilmis Raw 264.7 makrofaj hiicreleri
kullanilarak degerlendirilmistir. Ekstrelerin, hiicrelerin NO ve PGE iiretimi {izerindeki
inhibitor etkileri incelenmistir. Enflamatuvar parametreler (NO, PGE2) iizerinde, H.
perforatum EtOH ekstresi 30 pg/mL konsantrasyonda (NO %14,6, PGE> %1,9),
fraksiyonlardan psddohiperisin ise 0,08 uM konsantrasyonda (NO %21,6, PGE2 %3,5)

antienflamatuvar aktivite gostermistir (77).

2.3.2.2. In vivo ¢ahsmalar: Ispanya’nin Tenerife bolgesinden toplanan H.
canariense ve H. glandulosum tiirlerinden elde edilen infiizyon, MeOH ekstresi ve bu
ekstrenin fraksiyonlarinin antienflamatuvar etkileri incelenmistir. Calismada, Swiss
erkek fareler {lizerinde, tetradekanoilforbol asetat (TPA) ile olusturulan kulak 6demi
modeli kullanilmigtir. Bitkilerin inflizyonlarinin ve H. canariense MeOH ekstresinin su
fraksiyonunun 6dem {izerinde etkili olmadig1 tespit edilmistir. H. canarinse MeOH
ekstresi ve H. glandulosum n-BuOH fraksiyonu, uygulandiklari 1 mg/kulak

konsantrasyonda, kulak 6demi iizerindeki (sirasiyla %76,38 ve %75,47) inhibisyon
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etkilerinin, deksametazonun 0,1 mg/kulak konsantrasyonda gosterdigi inhibisyon

(%83,12) etkisine yakin oldugu tespit edilmistir (78).

Raziq ve arkadaslarinin (2015) H. oblongifolium bitkisi {izerinde ytirittiikleri bir
calismada, karagenin kaynakli penge 6demi testi kullanilmistir. Karagenin kaynakli pence
O0demi olusturulan farelere (BALB/c) bitkinin MeOH ekstresi, giinlilk 100 mg/kg, 200
mg/kg ve 300 mg/kg konsantrasyonlarda uygulanmistir. Caligsma siiresince hayvanlar saat
bast kontrol edilmistir. Yapilan kontrollerde, farelerde 6dem miktarinin [1. saat (%10,
%13,5, %21,4), 2. Saat (%21, %30,8, % 38,3), 3. saat (%30,6, %50,6, %66,2) ve 4. saat
(%28,8, %43,6, %54,1)] azaldig: tespit edilmistir (79).

H. reflexum bitkisinin MeOH ekstresi ve fraksiyonlarinin antienflamatuvar etkisi,
Swiss fareleri lizerinde asetik asite bagli kivranma testi, formalin kaynakli penge 6demi
ve TPA kaynakli kulak 6demi gibi modeller kullanilarak aragtirilmigtir. Bitkinin MeOH
ekstresi (1000 mg/kg p.o) ve kloroform fraksiyonunun (500 mg/kg p.o), formalin
kaynakli penge O0demi iizerinde, sirasiyla %28,84 ve %063,74 oraninda inhibisyon
sagladig1 tespit edilmistir. Asetik asite bagh kivranmaya karsi, bitkinin infiizyonu (2500
mg/kg p.o) %40,24 oraninda antienflamatuvar etki gdstermistir [ibuprofen (50 mg/kg p.o)
%64,63]. Bitkinin MeOH ekstresinin (1,00 mg/kulak) TPA kaynakl kulak 6demini
%69,64 oraninda inhibe ettigi tespit edilmistir [Deksametazon (0,10 mg/kulak) %86,02]
(80).

H. triquetrifolium bitkisinin, karagenin kaynakli penge 6demi olusturulan siganlar
tizerindeki etkisinin degerlendirildigi bir calismaya gore, bitkinin MeOH ekstresinin
0dem lizerinde antienflamatuvar etki  gosterdigi  bildirilmistir.  Karagenin
enjeksiyonundan (%21'lik 0,1 mL) 30 dk once, kontrol grubu si¢anlarina (Wistar erkek
sigan) subkutan olarak %0,4 dimetilsiilfoksit (DMSO), deney grubu siganlarina ise 25,50
ve 60 mg/kg dozlarda MeOH ekstresi uygulanmistir. Arka ayak hacmi, karagenin
enjeksiyonundan 6nce ve sonra, 6 saat boyunca, her saat basi olmak iizere dl¢iilmiistiir.
Bitkinin MeOH ekstresinin, doza bagli olarak karagenin enjeksiyonundan sonraki 2, 3, 4,

5 ve 6. saatlerde si¢anlardaki 6dem tizerinde inhibitor etki gosterdigi tespit edilmistir (81).

Trovato ve arkadaslar1 (2001) tarafindan, H. empetrifolium MeOH ekstresinin
antienflamatuvar etkisi, karagenin kaynakli penge Odemi yontemi kullanilarak
arastinlmistir. Calismada, erkek Wistar sicanlari ii¢ gruba ayrilmistir. ilk gruba,

karageninden bir saat Once, intraperitoneal yolla 100 mg/kg MeOH ekstresi enjekte

17



edilmistir. Ikinci gruba (kontrol grubu), sadece tastyici verilmistir. Ugiincii gruba ise, 5
mg/ kg indometazin oral olarak verilmistir. Daha sonra 1, 2 ve 3. saatlerde 6dem olusumu
takip edilmistir. MeOH ekstresinin, saat bagi 6dem olusumunu sirasiyla %51,52, %70,90
ve %77,40 oraninda inhibe ettigi tespit edilmistir. indometazinin ise 6demi sirasiyla
%16,44, %32,89 ve %65,05 oraninda inhibe ettigi tespit edilmistir. Bu sonuclara gore,
bitkinin MeOH ekstresinin uygulanan dozlarda indometazinden (5 mg/ kg) daha yiiksek
0dem azaltici etkiye sahip oldugu bildirilmistir (82).

Savikin ve arkadaslar1 (2007), Hypericum tiirlerinin (H. barbatum, H. hirsutum,
H. androsaemum, H. richerii, H. perforatum ve kiiltiir ortaminda yetismis H. perforatum)
EtOH ekstrelerini kullanarak, karagenin kaynakli penge 6demi olusturulmus siganlar
(Wistar) lizerinde antienflamatuvar aktivite lizerine incelemelerde bulunmuglardir. Deney
grubu si¢anlarina 25, 50, 100 ve 200 mg/kg dozlarda MeOH ekstresi, oral olarak
uygulanmistir. Referans grubu siganlarina 1, 2, 4 ve 8 mg/kg dozlarda DMSO igerisinde
seyreltilmis indometazin, oral yolla uygulanmistir. Kontrol grubuna ise, 1 mL/kg oral
yoldan DMSO verilmistir. Karagenin soliisyonu (0,1 mL icerisinde %0,5°1ik), ekstre ve
indometazin uygulanan farelere bir saat sonra oral yolla uygulanmistir. Siganlar, 6dem
olustuktan sonra sakrifiye edilmis ve ddem olusan arka ayaklar1 ekstirpe edilerek
tartilmigtir. H. hirsutum, H. perforatum ve kiiltiir ortaminda yetismis H. perforatum,
benzer antienflamatuvar etki gostermistir [sirastyla ortalama etkili dozlar (EDsp): 46,75
mg/kg, 47,55 mg/kg, 50,86 mg/kg]. H. barbatum ve kiiltiir ortaminda yetismis H.
perforatum ise, farkli derecelerde antienflamatuvar etki gostermistir (sirasiyla EDso:
90,15 mg/kg ve 50,86 mg/kg). Bitkilerin indometazine (EDso: 2,48 mg/kg) kiyasla
yaklasik 20 kat daha diisiik antienflamatuvar etki gosterdigi bildirilmistir (83).

2.3.2.3. Klinik ¢cahsmalar: Meinke ve arkadaslarinin (2012), H. perforatum
bitkisi ile gergeklestirdikleri klinik bir ¢alismada bitki ekstresi igeren bir krem
formiilasyonunun, 1s18a karsi koruyuculugu, 22 (4 erkek ve 18 kadin, 19 ve 59 yas aras1)
goniillii izerinde incelenmistir. Calismada kullanilan materyalin, hiperforin bilesigince
zengin olmasi ve hiperisin icermemesine dikkat edildigi bildirilmistir. Goniilliiler, cilt
tipleri 11-11I olan, sigara igmeyen, kadin ve erkekler arasindan segilmistir. Goniilliilerin
sirt bolgesi iki boliime ayrilmistir. Bir boliime tasiyict uygulanmis, diger boliime ise
verum krem (%1,5 H. perforatum ekstresi igeren) uygulanmis veya uygulama yapmadan

bos birakilmistir. Otuz dakika sonra, test bolgelerinin bir tarafi, 1,5 minimal eritemli UVB
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dozu ile 1s1nlanmis; diger bolge ise 1sinlanmamaistir. Tiim test bolgelerinde eritem, 48 saat
sonra fotometrik olarak Ol¢iilmiistiir. Caligma sonucuna gore, verum kreminin, tasiyici
uygulanmis ve bos birakilmis cilde kiyasla, cilt eritemini Onemli Olclide azalttigi
bildirilmistir. Ayrica kremin, 1smmlama yapilmayan test bolgelerinde tahrise neden

olmadig1 da bildirilmistir (84).

Samadi ve arkadaslarinin (2010) gergeklestirdigi bir klinik ¢alismada, H.
perforatum’un sezaryen yaralarinda doku iyilesmesi ve hipertrofik nedbe dokusu
olusumu tizerine etkisi incelenmistir. Calismaya 144 adet sezaryen operasyonu gecirmis
kadin dahil edilmistir. Calisma ti¢ grup halinde gerceklestirilmistir (ilag uygulanan,
plasebo ve kontrol grubu). Deneklerin yara bolgelerine 16 giin boyunca giinde 3 defa H.
perforatum iceren merhem ve plasebo merhemi topikal olarak uygulanmistir. Kontrol
grubuna ise herhangi bir uygulama yapilmamaistir. Onuncu giinde REEDA skalasina gore;
40. Giinde ise Vancouver yara skalasina gore 6lgiimler yapilmistir. Onuncu ve 40. Giinde
yapilan dlglimlerde, hem yara iyilesmesi hem de skar olusumu bakimindan H. perforatum

grubunun anlaml derecede daha basarili sonuglar verdigi bildirilmistir (85).

2.4. FITOKIMYASAL CALISMALAR

Literatiir taramasi neticesinde bitkinin fenolik asitler (klorojenik asit, butil
klorojenat, gallik asit, protokatesik asit, p-kumarik asit), flavanoitler (kersetin, kersitrin,
hiperozit, izokersitrin, rutin), biflavonlar, lavandulil flavanonlar, flavan-3-oller (katesin,
epikatesin), acilfloroglusinoller (hiperforin, adhiperforin) ve siklohekzadienon tiirevlerini
icerdigi gortilmiistiir (41,62,63,64,86). Literatiir taramasi sonuglar1 Sekil 2.2 ve Sekil 2.12

arasinda 6zetlenmistir.
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2.4.1. Fenolik Asitler

HOy, COOR
(0]
OH
HON Y o) 7
oH
OH
Bilesik ad R Bulundugu Kisim Kaynak
Klorojenik asit H e
Butil klorojenat n-Butil Toprak stii (62,63)
Sekil 2.2: H. calycinum bitkisinde tespit edilen fenolik asitler-1
o}
HO
OH
HO
R
Bilesik adi R Bulundugu Kisim Kaynak
Gallik asit OH e
Protokatesik asit H Toprak stil (62)
Sekil 2.3: H. calycinum bitkisinde tespit edilen fenolik asitler-2
0
X
OH
HO
Bilesik ad Bulundugu Kisim Kaynak
p-kumarik asit Toprak iistii (62)

Sekil 2.4: H. calycinum bitkisinde tespit edilen fenolik asitler-3
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2.4.2. Flavonoitler

Bilesik ad1 Rs Rs | Rs | Ry | Re | Ry | Ry | Bulundugu b onak
Kkisim

Kersetin-3-O- O-

rutinozit (rutin) Ramnoglukoz oH | Ji§'°- | iliret | S

Kersetin-3-O-

galaktozit O-Galaktoz OH| H |OH| H | OH | OH

(hiperozit)

Kersetin-3-O- -

glukozit 0-Glukoz OH| H |OH | H | oH | oH | Toprakisti | (62,63)
(izokersitrin)

Kersetin-3-O-

ramnozit O-Ramnoz OH| H |OH | H | OH | OH

(kersitrin)

Kersetin OH OH| H |OH | H | OH | OH
Sekil 2.5: H. calycinum bitkisinde tespit edilen flavonoitler

OH OH
HO o HO o} o
o OH - OH
OH ull////OH
OH OH
1 2
Bilesik ad1 Bulundugu Kisim Kaynak
(+)-Katesin (1) o
: ; T k 4

()-Epikatesin (2) oprak istii (63,64)

Sekil 2.6: H. calycinum bitkisinde tespit edilen flavan-3-oller
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Bilesik ad1 Bulundugu Kisim Kaynak
13, 118-biapigenin Toprak tistii (63,64)
Sekil 2.7: H. calycinum bitkisinde tespit edilen biflavonlar
HO OH
(0] \\\\\\
OH
OH 0

Bilesik ad1 Bulundugu Kisim Kaynak
Calycinigin A Govde (41)

Sekil 2.8: H. calycinum bitkisinde tespit edilen lavandiilillenmis flavanonlar-1
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HO OH

\\\\\\\
W

OH
1
HO OH
\\\\\\\
OH

2
Bilesik ad1 Bulundugu Kisim Kaynak
Exiguaflavanon J (1) Gévde (41)

Exiguaflavanon | (2)

Sekil 2.9: H. calycinum bitkisinde tespit edilen lavandiilillenmis flavanonlar-2
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HO

OH
HO o} o
OH
OH (0]
Bilesik ad1 Bulundugu Kisim Kaynak
Exiguaflavanon C Govde (41)

Sekil 2.10: H. calycinum bitkisinde tespit edilen lavandiilillenmis flavanonlar-3

2.4.3. Floroglusinoller

HsC CH,

H3C

CH3

(@]
e

CH, o]
/,///
H5C CHg HsC CH,
Bilesik ad1 R Bulundugu Kisim Kaynak
Hiperforin H e
Adhiperforin CHs Toprak tistii (64)

Sekil 2.11: H. calycinum bitkisinde tespit edilen agilfloroglusinoller
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2.4.4. Diger Bilesikler

Bilesik adi Bulundugu Kisim | Kaynak
Chinesin Il

Hypercalin A

Hypercalin B

Hypercalin C Toprak tstii (86)

3,5-dihidroksi-4-{[1R*,25*,55*)-2-hidroksi-2-metil-5-
(1-metilenil)siklopentil]metil}-6,6-bis-(3-metilbut-2-
enil)-2-(2-metilpropanoil)siklohekza-2,4-dien-1-one.

Sekil 2.12: H. calycinum bitkisinde tespit edilen diger bilesikler

2.5. ENFLAMASYON VE ENFLAMATUVAR MEDIYATORLER

2.5.1 Enflamasyon

Enflamasyon; fiziksel, kimyasal veya biyolojik olarak karsilasilan stres
etkenlerine karsi bagisiklik sisteminin gosterdigi fizyolojik yanittir (1). Kizariklik
(eritema), 6dem, agr1 ve ates en sik karsilagilan enflamasyon belirtilerindendir (87).
Viicudun enflamasyona verdigi yanitin hizina ve yeterliligine bakilarak akut ve kronik
olarak siniflandirilmaktadir (1). Akut enflamasyon, viicudun enflamasyon uyaranlarina
verdigi ilk yamittir ve kisa stirelidir. Agri, 1s1 artis1, kizariklik, sislik ve fonksiyon kaybi
ile karakterizedir. Uyaran ortadan kaldirildig1 andan itibaren enflamasyon da sonlanir.
Kronik enflamasyon ise viicudun enflamatuvar uyaranlara uzun siireli maruz kalmasi
sonucunda hasarl1 bolgedeki hiicrelerin progresif olarak degiserek enflamasyona cevap
vermesidir. Kronik enflamasyon makrofaj, lenfosit ve plazma hiicreleri ile karakterizedir.
Kronik enflamasyon kontrol altina alinamadiginda doku hasari, organ yetmezligi ve 6lim
meydana gelebilmektedir. Kronik enflamasyon, halk arasinda yaygin goriilen romatoit
artrit, astim, enflamatuvar bagirsak hastaliklari, diyabet, kardiyovaskiiler hastaliklar,
otoimmun hastaliklar, kanser ve yaslanma gibi birgok hastaligin patojenezinde dnemli

role sahiptir (2-5).

2.5.2. Nitrik Oksit

Nitrit oksit (NO), parakrin ve otokrin sinyal molekiilii olarak birgok fizyolojik ve

patolojik durumlarda rol almaktadir. Bu molekiil, vazodilatasyon, kan basinci kontrolii ve
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hiicresel sinir iletimi gibi ¢esitli mekanizmalarda yer almaktadir (14,15). NO, nitrik oksit
sentaz (NOS) enzimi ile L-arjinin’den sentezlenir. Bu sentezde NOS enzim grubunun {i¢
izoformu bulunmaktadir. Bunlar endotelyal NOS (eNOS), néronal NOS (nNOS) ve
indiiklenebilir NOS (iNOS)’tur. nNOS ve eNOS, noéronlarda ve endotel hiicrelerde
yapisal olarak eksprese edilir. Yapisal NOS hiicre i¢i ve hiicreler arast haberlesmede rol
almaktadir. iNOS ise yapisal olmamakla birlikte, sitokinler ve bakteriyel lipopolisakkarit
(LPS) tarafindan indiiklendikten sonra makrofajlar ve diger ¢ekirdekli hiicreler tarafindan
eksprese edilir (14,88). iNOS’un, baz sitokinler (TNF-a, IL-1p ve IFN-y) ve bagisiklik
hiicreleri tizerinde 6nemli etkileri vardir. Lokosit ve trombositlerin lenfosit olusumunu
inhibe eden NO ayrica fagositlerin antioksidan {retimini de inhibe ederek
antienflamatuvar etki gostermektedir. Diger taraftan, NO vazodilatasyonu artirir ve
enflamasyon semptomlarinin (6dem, kizariklik, ates) olusumunu saglar (89). Birgok
hastalik NO’in islevindeki veya sentezindeki bozukluklara bagli olarak ortaya
cikmaktadir. Ulseratif kolit, romatoit artrit, sedef ve osteoartrit gibi enflamatuvar
hastaliklarda NO seviyesi artmaktadir (16).

2.5.3. Prostaglandin E2

Prostaglandinler ve 16kotrienler lipit kokenli otakoitlerdir ve 'eikozanoitler' olarak
isimlendirilmektedir.  Eikazonoitler, arasidonik asidin  hiicre = membranindaki
fosfolipitlerden, fosfolipaz A2 (PLA?) enzimi yardimiyla olusmaktadir. Arasidonik asit,
siklooksijenazlar (COX-1 veya COX-2) ile metabolize edilerek PGG; ve PGH2’ye daha
sonra prostaglandin E sentetaz (PGES) tarafindan PGE>’ye doniistiiriiliir (12,90). PGE>,
akut enflamasyonun olusumunda rol alan bir faktordiir (2). Vaskiiler diiz kas hiicrelerini
gevseterek dolagimi hizlandirir ve 6dem olusumuna zemin saglar. Ayrica ndronlar
etkileyerek sistemik enflamasyon yanitlariyla ates, yorgunluk ve agrida yiiksek duyarlilik
gibi semptomlarin olusumuna neden olur (12,13). Prostanoitler (PGE2 ve PGly), lipit
kokenli otakoitlerle birlikte olusturduklar1 sinerjik etki ile enflamasyonlu bélgelerde
kilcal damarlarda kan akisini1 hizlandirdig: kapillar permeabiliteyi artirarak enflamasyona
katkida bulunur. PLA? enzimi lizerine inhibitdr etki gosteren glukokortikoitler, hem COX
hem de LOX iirlinlerinin sentezini de azaltirlar ve giiclii antienflamatuvar etkiye

sahiptirler (91).
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2.5.4. Sitokinler

Sitokinler; enfeksiyon, bagisiklik, iltihaplanma, embriyonik gelisim,
rejenerasyon, obezite, yaslanma ve travma gibi birgok temel siirecin diizenleyicileridir.
Asil olarak makrofajlar ve lenfositler tarafindan {iretilen sitokinler, enflamasyonu
indiikleyen (proenflamatuvar; TNF-a, IL-1, sekonder yardimci proenflamatuvar; 1L-6,
IL-8) sitokinler veya azaltan (antienflamatuvar; 1L-4, IL-10 ve IL-13) sitokinler olarak
simiflandirilirlar (17). Antienflamatuvar sitokinler, enflamasyonun ileri asamasinda
salgilanir ve enflamasyon yanitinin kontroliinde gorev alirlar. TNF-a, makrofaj ve T
hiicreleri tarafindan salgilanir ve IL-1, IL-6, IL-8 gibi sitokinlerin salinimini uyarir. TNF
ve IL-1P gibi proinflamatuar sitokinler romatoit artrit, astim, Crohn hastaligi, psoriatik
artrit, ankilozan spondilit, kalp yetmezligi, akut miyokard enfarktiisiine neden olan
dislipidemi gibi patalojik durumlarda rol oynamaktadir (2,92). IL-6, kronik enflamatuvar
hastaliklar, otoimmiin hastaliklar, kolon kanseri, peritonit ve astim gibi hastaliklarda

onemli bir role sahiptir. (17,93).

2.5.5. Makrofaj Hiicreleri

Makrofaj hiicreleri tiim organlarda ve bag dokularda bulunan immun sistem
hiicrelerdir. Makrofajlar LPS ile uyarilarak, ¢esitli enflamatuvar mediyatorler (NO) ve
sitokinler (TNF, IL-1, IL-6) ile birlikte, enflamasyonun baslatilmasinda, stirdiiriilmesinde
ve sonlandirilmasinda onemli role sahiptir. Bir bagska onemli 6zelligi ise fagositoz
yapabilmesidir. Raw 264.7 makrofaj hiicre hatti, enflamasyon tizerinde yapilan in vitro
caligmalarda siklikla bir model olarak kullanilmaktadir (87,94-96).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. GERECLER

3.1.1. Bitki Materyali

H. calycinum ¢igekli toprak iistii kistmlar1 Haziran 2021°de Istanbul, Beykoz’dan
(Tiirkiye) toplanmustir. Tiir tayini, Dr. Ogr. Uyesi Cagla KIZILARSLAN HANCER
(Bezmialem Vakif Universitesi, Eczacilik Fakiiltesi, Farmasotik Botanik Anabilim Dal,
Istanbul, Tiirkiye) tarafindan gergeklestirilmistir. Herbaryum &rnegi Istanbul Universitesi
Eczacilik Fakiiltesi Herbaryumu’da (ISTE) saklanmaktadir (ISTE no: 117502).
Calismada, bitkinin golgede kurutulmus ¢igekli toprak tistii kisimlar1 kullanilmistir. Bitki
toplama lizerine gerekli arazi ¢aligma izin belgesi ilgili kurumdan (Tarim ve Orman

Bakanligi, Doga Koruma ve Milli Parklar Midiirliigii) alinmistir (EK).

3.1.2. Kimyasal Maddeler ve Solventler

e Aliminyum kloriir (AICI3) (Merck, 8.01081)

e Aseton (C3HeO) (Merck, 1.00014)

e Asetonitril (ACN) (Merck, 1.00030)

e Deksametazon (DEKSA) (Sigma Aldrich, D4902)
e Diklorometan (Merck, 1.06050)

e Dimetil siilfoksit (DMSO) (Merck, 1.02952), DMSO steril (Genaxxon bioscience,
M6325.0100)

e Dulbecco'nun Modifiye Eagles Besiyeri (DMEM) (Gibco-Invitrogen, 41966-029)
e Etil Asetat (EtOAc) (Merck, 1.00789)

e Etanol (EtOH) (Isolab, 920.026)

e Fetal Sigir Serumu (FBS) (Gibco-Invitrogen, 16000044)

e Folin-Ciocalteu reaktifi (Carlo Erba, E463562)

e Formik asit (HCOOH) (Merck, 1.09535)
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Fosfat tamponlu salin (PBS 10X), (Gibco-Invitrogen, 14190136)
Gallik Asit (Sigma Aldrich, G7384)

Glasiyal asetik asit (JAA) (Isolab, 901.013)

Griess reaktifi (Sigma Aldrich, G4410)

Kersetin (Sigma Aldrich, Q4951)

Kloroform (CHCls) (Isolab, 910.054)

Lipopolisakkarit Escherichia coli’den elde edilen 0111: B4 (LPS) (Sigma Aldrich,
L4391)

L-N6- (1-iminoetil)-lisin dihidroklorit (L-NIL) (Cayman, 80310)
Metanol (MeOH) (Merck, 1.13351)

N-[2-(Sikloheksiloksi)-4-nitrofenol] metansiilfonamit (NS-398) (Sigma Aldrich,
N194)

n-butanol (n-BuOH) (Merck, 1.00988)

n-hekzan (Merck, 1.04369)

Poliamit (Sorbtech, 26530-025)

Potasyum Asetat (C2H3KO.) (Carlo Erba, 358907)
Potasyum Kloriir (Isolab, 960.036)

Slikajel 60 F2s4 Aliiminyum plaka (Merck, 1.107571000)
Sodyum Karbonat Anhidrit (Na.CO3) (Isolab, 969.026)
Sodyum Nitrit (NaNO2) (Isolab, 969.123)

Siilfiirik Asit (H2S04) (Isolab, 970.023)

Tripsin Cozeltisi 10X (PAN biotech, 4251184105517)
Vanilin (Sigma Aldrich, V1104)

3.1.3. Ekipmanlar

Ayirma Hunisi (1000 mL) (Isolab, Almanya)

Beher (50 mL, 100 mL, 200 mL, 500 mL), Erlenmayer (100 mL, 200mL, 500 mL)
(Isotherm, Tiirkiye)

Kriyovialler (TPP, Isvicre)
Mikro Pipetler (2,5-1000 pL) (Onilab, ABD)
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Pipet Uglar1 (10, 200, 1000 pL), Santrifiij Tiipleri (15 mL, 50 mL), Steril Hiicre Kiil-
tiirti Sisesi T-75 ve 96 Kuyucuklu Hiicre Kiltiirii Plakalari, Steril Siringa Filtresi 0,22
um, ITK Sprey Kiti (Isolab, Almanya)

Serolojik Pipet Steril (TPP, Isvigre)

YBSK kolonu Fenil hekzil 4.6 x 150 mm, 3 um (UP) (GL Sciences InterSustain,
Japonya)

3.1.4. Kitler
15-LOX Enzim Inhibitdrii Tarama Test Kiti (Cayman Chemical Company, 760700)
IL-6 ELISA Kiti (R&D, M6000B)
PGE2 ELISA Kiti (ENZO, ADI-900-001; ELK Biotechnology, ELK8699)
TNF-a ELISA Kiti (R&D, MTA00B)
WST-1 Reaktifi (Roche Diagnostics, 11 644 807 001)

3.1.5. Cihazlar

+4 Buzdolab1 (KGN76AI32N, Bosch, Tiirkiye)

-80°C Dondurucu (UF V 500, BINDER, Almanya)

CO3 Inkiibatér (ICO150med, Memmert, Almanya)

Elektrikli Isitic1 (RT2 4922.76 NOK- 6203.12 NOK, Thermo Scientific, ABD)

ELISA Plak Okuyucu (Multiskan Go, Termo Scientific, Finlandiya; AMR-100,
Allsheng, Cin)

Etiiv (ON-22G, Jeio Tech, Kore)

Hassas Terazi (Pioneer PA224C, Ohaus, ABD; ATX224, Shimadzu, Japonya)
Invert Mikroskop (AE21E, Motic, Cin)

Sinif 2 Biyogiivenlik Kabini (BSC-1300IIA2, Biobase, Cin)

Liyofilizator (Cooling Trap HC3055, HyperCool, Kore)

Mikroplaka Calkalayici (Titramax 100, Heidolph, Almanya)

Otoklav (Hiclave HV-85 L, Hirayama, Japonya)

Rotavapor (Hei-Vap, Heidolph, Almanya)

Santrifiij (NF 800 R, Niive, Tiirkiye)

S1v1 Azot Tanki (Cryomaster 600, Antech, Cin)
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e Su Banyosu (SWB15D, Stuart, Ingiltere)

e Ultrasonik Banyo (S60H, EIma-Elmasonic, Almanya)

e UV Lambas1 (UVP UVGL-58, Analytikjena, ABD)

e Vorteks (ZX3, Velp, italya)

e YBSK (Nexera-i LC-2040C 3D Plus, Shimadzu, Japonya)

3.2. YONTEMLER

3.2.1. Fitokimyasal Yontemler

Bitkinin toprak {istii kisimlarindan oncelikle MeOH ekstresi hazirlanmistir.

Ardindan sivi-s1vi ekstraksiyon yontemi kullanilarak altekstreler hazirlanmistir.

3.2.1.1. Ekstre hazirlanmasi: Kurutulmus ¢igekli toprak {istii kisimlar toz hale
getirilerek 100 g tartilmig ve 1000 mL MeOH igerisinde, 40 °C su banyosunda 24 saat
boyunca ara ara ¢alkalanarak ekstre edilmistir. Ekstre, filtre kagid ile siiziilmiis ve ¢oziicii
40 °C'de rotavaporda kuruluga kadar ugurularak MeOH ekstresi elde edilmistir (MeOH
26,5 g, verim %26,5). Gerektiginde ekstraksiyon tekrarlanarak ekstre miktar

arttirilmistir.

3.2.1.2. Sivi-Siv1 ekstraksiyonu yontemi ile ekstrenin fraksiyonlanmasi:
Bitkinin MeOH ekstresi (22,50 g), %10 oraninda distile H2O i¢eren 200 mL MeOH
igerisinde ¢oziilmiis ve ayirma hunisine aktarilmigtir. Takiben, n-hekzan (6 x 200 mL)
kullanilarak sivi-sivi ekstraksiyonu yontemi ile ekstre fraksiyonlanarak n-hekzan
altekstresi elde edilmistir. Kalan kisimdan MeOH uzaklastirilip, su ile seyreltildikten
sonra sirastyla CH2Cl2 (5 x 200 mL), EtOAc (6 x 200 mL) ve su ile doyurulmus n-BuOH
(4 x 200 mL) ile islem tekrarlanmistir. Sonug olarak sirastyla n-hekzan (n-hekzan 2,47 g,
%10,97 verim), CH2Cl, (CH2Cl> 1,19 g, %5,28 verim), EtOAc (EtOAc 2,81 g %12,46
verim), n-BuOH (n-BuOH 5,82 g, %25,86 verim) ve k-H»0 (k-H20 3,31 9,%14,71 verim)
altekstreleri elde edilmistir. Organik ¢oziicliler 40 °C'de rotavaporda kuruluga kadar
ucurulmustur. EtOAc, n-BuOH ve k-H»O altekstreleri liyofilize edilmistir. Gerektiginde

stvi-s1v1 ekstraksiyon yontemleri tekrarlanarak altekstre miktarlar: arttirilmistir.
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Toz edilmis toprak iistii kisimlari
(100 g)

1000ml

 MeOH ekstresi
26.50 g, %26.50

I

H. calycinum ‘

L

" MeOH ekstresi

2250 g

6x200ml

I n-hekzan .
2.47 g. %10.97

-

CH,Cl,
(5x200 ml) ‘

CH,ClL, |
1.19 g %5.28

<

X

‘ Sulu kisim

L

6x200ml EtOAc

2.81 g, %12.46
:
4x200 ml #-BuOH

5.82 g. %25.86

Kalan kisim ‘

L <

_ | k_Hzo

3.31 g. %14.71

Sekil 3.1: H. calycinum MeOH ekstresinin hazirlanmasi ve sivi-sivi ekstraksiyonu

yontemiyle fraksiyonlanmasi

3.2.1.3. Kromatografik yontemler: Calismamizda, H. calycinum bitkisinden
elde edilen ekstre ve altekstrelerdeki bilesiklerin belirlenmesi ve kantitatif analizlerinin
yapilabilmesi i¢in ITK, acik kolon kromatografisi (AKK), YBSK ve GK/KS yéntemleri

kullanilmistir.
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3.2.1.3.a. Ince tabaka kromatografisi (ITK): Ekstre, altekstre ve kolon
kromatografi yontemlerinden elde edilen fraksiyonlarin 6n incelemesinin yapilmasi
amaciyla ITK yéntemi kullanilmistir. Numuneler uygun ¢oziiciilerde ¢oziildiikten sonra
plagin alt kisminin yaklasik 1,5 cm yukarisindan ve 1 cm araliklarla bir cam pastor pipeti
yardimi ile tatbik edilmistir. Kromatografi tankina konulan plaklar 8-9 cm mesafe
boyunca siiriklenmistir. Numuneler 6nceden kaplanmis 0.20 mm kalinliginda silika jel
60 F2s4 aliiminyum plakalar kullanilarak (Sigma Aldrich, Almanya) ¢esitli ¢oziicii
sistemleriyle [CH2Cl2:MeOH:H.0 (70:30:3, 61:32:7),
EtOAC:CH2CIl2:HCOOH:gAA:dH20 (100:25:10:10:11), hekzan:EtOAc (9:1, 7:3, 2:3,
1:1), hekzan:aseton:AA (70:30:0,5), hekzan:EtOACc:AA (65:35:75), CHCIl3:MeOH:kH>O
(70:30:3, 80:20:1), CH2Cl2:MeOH (95:5)] incelenmistir. Kromatogramlar, 254 ve 366 nm
dalga boylarinda (Analytikjena UV lambasi) UV lambasi altinda goriintiilenmistir.
Vanilin-H2SO04 (%1) ile derivatizasyondan sonra 105 °C derece etiiv igerisinde 1sitilmis

ve ardindan tekrar ¢iplak gozle ve UV 15181 altinda bilesiklerin goriilmesi saglanmuistir.

3.2.1.3.b. H. calycinum n-BuOH altekstresinin poliamit kolon kromatografisi

yontemiyle fraksiyonlanmasi:

Kolon boyutu: 2 x 40 cm

Sabit faz: Poliamit (Kolon kromatografisi i¢in poliamit-Sorbetch, partikiil
boyutu: 50-160 pm)

Prosediir: 9,41 gr n-BuOH altekstresi 9 mL distile su igerisinde ¢oziilmiistiir. 37,5
gr poliamit igeren kolona uygulanmistir. Poliamit kolonda H.0/MeOH karigim1 (% 0-
100) ile eliisyon yapilmistir. Kolon kromatografisi sonucunda 61 tane fraksiyon
erlenmayerler yardimiyla toplanmustir. ITK ile fraksiyonlar incelenerek 10 fraksiyon
altinda birlestirilmistir: [n-BuOH (Fr. 2-12)] (5,522 gr), [n-BuOH (Fr. 13-18)] (0,1725
gr), [n-BuOH (Fr. 19-28)] (0,1883 gr), [n-BuOH (Fr. 29-36)] (0,1808 gr), [n-BuOH (Fr.
37)] (0,0202 gr), [n-BuUOH (Fr. 38-41)] (0,0554 gr), [n-BuOH (Fr. 42)] (0,0130 gr), [n-
BuOH (Fr 43-51)] (0,1817 gr), [n-BuOH (Fr. 52-55)] (0,0424 gr), [n-BuOH (Fr. 56-61)]
(0,0444 gr).

3.2.1.3.c. Yiiksek basingli sivi kromatografisi (YBSK): Kantitatif analiz i¢in
YBSK cihazi (Shimadzu Nexera-1 LC-2040C 3D Plus) kullanilmistir. DAD dedektdr ile
254 nm’de tarama yapilmistir. Ayrim i¢in fenil hekzil 4.6 x 150 mm, 3 pm (UP) (GL

Sciences InterSustain, Japonya) ters faz dolgu maddeli kolon kullanilmistir. Hareketli faz
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olarak %0,1 HCOOH/deiyonize su (Coziicii A) ve asetonitril (ACN) (Coziicii B) (Merck,
HPLC grade) ile Tablo 3.1°deki pompa programi kullanilmistir. Analiz boyunca mobil
faz akis hizi 1 mL/dakika olarak ayarlanmistir. Numune ve standartlar cihaza 10 pL

olarak enjekte edilip kolon sicaklig1 30 °C’ye ayarlanmaistir.

Tablo 3.1: Yiiksek basingli sivi kromatografisi pompa programi

Adimlar Akis hizi Zaman % Coziicii B % Coziicii A
(mL/dk) (dakika) (ACN) (%60,1 HCOOH/deiyonize

su)

1 1.00 0,01 5 95

2 1.00 7 9,50 90,50

3 1.00 20 17 83

4 1.00 35 40 60

5 1.00 40 0 100

6 1.00 40,01 Stop

Yukarida Tablo 3.1°de verilen metot uygulanarak 15 adet fenolik bilesik
taranmistir. Her bir fenolik bilesigin maksimum absorbans verdigi dalga boyu
belirlenmistir. Hepsi maksimum dalga boylarinda taranip, standart grafikleri ¢izilmistir.

Daha sonra bitki ekstreleri 1 mg/mL konsantrasyonda hazirlanarak cihaza verilmistir

(97).
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Sekil 3.2: Standart olarak kullanilan 15 Fenolik bilesigin 254 nm’deki YBSK

kromatogrami

Tablo 3.2: Standart olarak kullanilan fenolik bilesiklerin YBSK bilgileri

Fenolik Bilesik Ismi Alikonma Zamam (dKk) Birim Dalga Boyu (nm)

1 Gallik asit 4,352 mg/L 271
2 4-hidroksibenzoik asit 10,217 mg/L 254
3 Klorojenik asit 12,073 mg/L 325
4 Vanilik asit 12,437 mg/L 260
5 Kafeik asit 12,850 mg/L 248
6 Epikatesin 14,150 mg/L 277
7 p-kumarik asit 18,486 mg/L 308
8 Ferulik asit 20,971 mg/L 322
9 Salisilik asit 21,929 mg/L 235
10  Rutin 23,494 mg/L 254
11  Kikorik asit 27,011 mg/L 327
12 Apigenin-7-glukozit 27574 mg/L 336
13  Sinnamik asit 30,234 mg/L 276
14 Kersetin 32,008 mg/L 254
15  Naringenin 34,939 mg/L 288
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3.2.1.3.d. Gaz kromatografisi kiitle spektrometresi (GK/KS): Bitkinin n-hekzan
altekstresinin yag asitleri bilesenlerinin tanimlanmasi ve bagil yiizdelerinin belirlenmesi
icin GK/KS yéntemi kullanilmistir. Yag asidi analizleri, Anadolu Universitesi (Eskisehir,
Tiirkiye), Bitki, ilag ve Bilimsel Arastirmalar Uygulama ve Arastirma Merkezi
(AUBIBAM) tarafindan gerceklestirilmistir. Bu sistemde (Agilent 7890B), Alev
Iyonlasma Dedektérii (FID) ve Agilent HP-Innowax (60 m x 0,25 mm i¢ ¢ap x 0,25 pm)
film kalinliginda kolon kullanilmistir. GK sartlar ise; dedektor sicakligi ve enjeksiyon
sicaklig1 250 °C olarak ayarlanmistir. Seperasyon igin toplam 100 dk ve sicaklik kademeli
olarak dakikada 4 °C artigla 60 °C’de 10 dk, dakikada 1 °C artisla 220 °C’de 10 dk, 240
°C’de 20 dk calisilmistir. Tastyict gaz olarak helyum (0,7 mL/dk) kullanilmistir.

Kiitle Ayirict Dedektor Sistemde (Agilent 7890B GC 5977B) ise Agilent HP-
Innowax 60 m x 0,25 mm i¢ ¢ap x 0,25 pm film kalinliginda kolon kullanilmis olup
enjeksiyon sicakligi 250 °C’ye ayarlanmustir. Kiitle ayirici sistem dedektori kullanilmis
olup iyonizasyon modu (El) ve elektron enerjisi 70 eV’dir. iyon kaynagi 230 °C’ye
ayarlanmistir. 35-450 kiitle/yiikk (m/z) arasinda tarama yapilmistir. Seperasyon igin
toplam 100 dk ve sicaklik kademeli olarak dakikada 4 °C artigla 60 °C’de 10 dk, dakikada
1°C artigla 220 °C’de 10 dk, 240 °C’de 20 dk ¢alisilmistir. Tastyict gaz olarak helyum
(0,7 mL/dk) kullanilmistir. Piklerin tanimlanmasinda Wiley 9-Nist 11 Mass Spectral

Database programi kullanilmagtir.

3.2.1.4. Toplam fenolik madde miktar tayini: Ekstrelerin toplam fenolik
madde miktarinin hesaplanmasi i¢in oncelikle 500 pg/mL konsantrasyonda DMSO
igerisinde GA stok ¢ozeltisi hazirlanip (2,5 mg GA 5 mL DMSQO’da ¢6ziilmiistiir) bu stok
¢ozeltisinden (7,8125 ug/mL, 15,625 pg/mL, 31,25 ug/mL, 62,5 pg/mL, 125 ug/mL, 250
ng/mL, 500 pg/mL konsantrasyonlarinda) seri diliisyon yontemi kullanilarak kalibrasyon
standartlar1 hazirlanmistir. Ekstreler 1 mg/mL konsantrasyonda DMSO igerisinde
hazirlanmistir. K6r kuyucuklarina sadece reaktifler (Folin-ciocalteu ve Na>COs)
eklenmistir. Numunelerin 20 pL olarak eklendigi kuyucuklarin tizerine 100 uL %10
Folin-Ciocalteu reaktifi eklenmistir. Ardindan 6rnekler ¢alkalanip 5 dk oda sicakliginda,
karanlikta inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon sonras: tiim kuyucaklara 80 uL %7,5
Na,COs eklenip c¢alkalanarak tiim kuyucuklardaki oOrneklerin homojen olmalari
saglanmistir. Ardindan 30 dk oda sicakliginda, karanlikta inkiibasyona birakilmistir.

Inkiibasyon sonras1 765 nm dalga boyunda kore kars1 dlciim yapilip, tiim Slciimler ii¢
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tekrarli olarak calisilmistir. Toplam fenolik madde miktart gallik asit esdegeri (GAE)
cinsinden hesaplanmis ve mg GAE/g ekstre olacak sekilde sunulmustur (98-101).

3.2.1.5. Toplam flavanoit madde miktar tayini: Hazirlanan ekstrelerin
toplam flavanoit icerikleri kersetine esdeger (KE) olarak AICI3 reaktifi ile belirlenmistir.
Kersetin (2,5 mg), %95 EtOH (5 mL) igerisinde ¢oziilerek 500 pg/mL konsantrasyonda
stok soliisyonu hazirlanmigtir. Stok ¢ozeltisinden (7,8125 ug/mL, 15,625 ug/mL, 31,25
ug/mL, 62,5 pg/mL, 125 pg/mL, 250 pg/mL, 500 pg/mL konsantrasyonlarinda) seri
diliisyon yapilarak kalibrasyon egrisi ¢izilmistir. Ekstreler, %95 EtOH igerisinde 2
mg/mL konsantrasyon olacak sekilde hazirlanmistir. Kor kuyucuklarina sadece reaktifler
(%10 AICI3 ve 1 M C2H3KO3) eklenmistir. 25 pL. numune eklenen kuyucuklarin iizerine
75 uL %95 EtOH eklenmistir. Ardindan tiim kuyucuklara 6nce 5 ul %10 AICIz 1 dk sonra
5 uL 1 M CH3KO: ve son olarak da 140 pL deiyonize su eklenmistir. Mikroplaka
calkalanip ardindan 30 dk boyunca, oda sicakliginda, karanlikta inkiibasyona
birakilmistir. 415 nm dalga boyunda kore karsi 6lgtim yapilip tiim dlgiimler ii¢ tekrarli
olarak ¢alisilmistir. Sonuglar mg KE/g ekstre bigiminde sunulmustur (102-105).

3.2.2. Aktivite Calismalari

Bu bolim in vitro enflamatuvar parametreler iizerine aktivite ¢alismalarini

icermektedir.

3.2.2.1. Hiicre ve hiicre kiiltiirii: Raw 264.7 makrofaj hiicreleri Amerikan
Tipi Kiiltiir Koleksiyonundan (ATCC TIB-71) elde edilmistir. Raw 264.7 hiicre hatti,
1978'de W. C. Raschke tarafindan BALB/c farelerinden tiiretilen makrofaj benzeri,
Abelson 16semi virtisii ile transforme edilmis bir hiicre hattidir. Hiicreler, %5 CO2 igeren
nemlendirilmis bir atmosferde 37 °C'de %10 fetal sigir serumu, 4 mM L-glutamin, 100
IU / mL penisilin ve 100 pg / mL streptomisin ilave edilmis Dulbecco's Modified Eagle’s
Medium (DMEM, Dulbecco’nun Modifiye Eagles Besiyeri) besiyerinde biiyiitiilmiistiir.

3.2.2.2. Hiicre pasaji ve sayimi: Hiicreler yaklasik %70 yogunluga ulastiginda
pasajlanmistir. DMEM besiyeri uzaklastirilmis ardindan hiicreler bir kez oda
sicakligindaki 1X Phosphate Buffered Saline (PBS, fosfat tamponlu salin) (pH 7,4) ile
yikanmistir. Hiicreler daha sonra 2X Tripsin ¢ozeltisi [%0,1 (a/h)] eklenerek 37 °C'de 3
dakika boyunca %5 CO: igeren nemlendirilmis ortamda inkiibasyona birakilarak
hiicrelerin bulundugu ortamdan ayrilmasi saglanmistir. Daha sonra tripsin ¢ozeltisini
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deaktive etmek icin %10 fetal bovine serum (FBS, fetal sigir serumu) iceren DMEM
besiyeri eklenmistir. Ayrilan hiicreleri iceren besiyeri bir flakona alinip 5 dakika boyunca,
1200 rpm’de santrifiijlenmistir. Daha sonra siipernatanlar1 atilan hiicreler, besiyerinde
siispande edilerek doku kiiltiirii siselerine (T75) ekilmistir. Hiicreler invert mikroskopta

hemositometre kullanilarak sayilmistir.

3.2.2.3. Hiicre hattinin kriyoprezervasyonu: Hiicreler yukarida tarif edildigi
gibi tripsinize edilerek santrifiijlenmistir. Siipernatan bosaltildiktan sonra, hiicre peleti
donma ortaminda siispande edilmistir (%10 DMSO igeren FBS). Hiicreler daha sonra 1
mL'lik alikotlar halinde kriyoviyallere aktarilmis ve yavasga (-80 °C'de) dondurulmustur.

Daha sonra uzun siireli depolama igin s1vi azot tankina aktarilmistir.

3.2.2.4. Kriyoprezervasyon sonrasi hiicre ¢oziilmesi: Hiicreler, sivi azottan
uzaklagtirilarak 37 °C'de hizla ¢oziilmiistiir. Coziilen hiicre siispansiyonu, steril bir
santrifiij tiipiine aktarilmis ve lizerine 5 mL serum takviyeli besiyeri ilave edilmistir.
Ardindan, hiicreler 5 dakika boyunca 1200 rpm’de santrifiijlenmistir. Hiicre peletine zarar
gelmeyecek sekilde slipernatan bosaltilmis ve besiyerinde siispande edilen hiicreler, hiicre
kiiltiirli siselerine aktarilmistir. 37 °C'de 12-24 saatlik inkiibasyonun ardindan, besiyeri

taze besiyeriyle degistirilmistir.

3.2.25. WST-1 hiicre canhh@ testi: Altekstrelerin Raw 264.7 makrofaj
hiicreleri lizerine toksik etki gostermeyen konsantrasyonlari, WST-1 reaktifi kullanilarak
(Roche Diagnostics; 11 644 807 001) olgtilmistir. WST-1 testi, hiicre canliliginin
belirlenmesinde kullanilan pratik bir yontemdir. Tetrazolyum bazli tuz halde bir boya
olan WST-1, siiksinat tetrazolyum rediiktaz enzimiyle suda ¢oziilebilen ve
spektrofotometrik Olctimlerle dogrudan nicellestirilebilen, mor bir formazan tuzuna
doniisiir. Raw 264.7 makrofaj hiicreleri, 96 kuyucuklu plakalara ekilmis (22,500
hiicre/kuyucuk) ve hiicrelerin baglanmasi i¢in 24 saat inkiibasyona birakilmistir.
Oncelikle hiicrelere yalmzca ekstreler uygulanmistir. Bunun icin hiicreler ekstrelerin
cesitli konsantrasyonlari ile 24 saat inkiibasyona birakilmis ardindan hiicre canliligi
asagida belirtilen bigimde degerlendirilmistir. ikinci olarak, ekstrelerin LPS (1 pg/mL)
ile beraber uygulandigindaki hiicre canlilig1 iizerindeki etkileri degerlendirilmistir. Bunun
icin Raw 264.7 makrofaj hiicreleri cesitli konsantrasyonlardaki ekstreler ile bir saat 6n

inkiibasyona birakilmis ve ardindan 1 pg/mL LPS ile, toplamda 24 saat olacak bigimde
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37 °C'de inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasi kuyucuklar PBS ile yikanarak siipernatan
bosaltilmis ve her kuyucuga WST-1 reaktifi [%5 (h/h)] eklenmistir. Ardindan hiicreler,
37 °C'de 60 dakika daha inkiibe edilmistir. Absorbans degerleri, bir spektrofotometre
kullanilarak 450 ve 620 nm dalga boylarinda okunmustur. Tiim ekstreler DMSO iginde
¢oziilmiis ve DMEM ile uygun konsantrasyonlara seyreltilmistir. Bu kiiltiir ortaminda
DMSO’nun nihai konsantrasyonu %0,1’den (h/h) fazla degildir. Tastyic1 kontrol grubu
olarak %0,1 DMSO (h/h) igeren besiyeri grubu kullanilmistir. Tiim Sl¢iimler en az {i¢
tekrarl yapilmustir.

3.2.2.6. Griess testi: Altekstrelerin (n-hekzan, CH2Cl2, n-BuOH, EtOAc), LPS
ile uyarilmis Raw 264.7 makrofaj hiicrelerinin NO iiretimi iizerindeki etkileri Griess
testiyle belirlenmistir. Kiiltlir ortaminda biriken nitrit, Griess reaksiyonuna dayanarak NO
iiretiminin bir gostergesi olarak 6l¢iilmiistlir. Besiyeri (%10 FBS igeren) icindeki Raw
264.7 makrofaj hiicreleri 96 kuyucuklu plakalara ekilmistir (22,500 hiicre/kuyucuk).
Hiicrelerin baglanmasi i¢in 24 saat inkiibasyondan sonra, kuyucuklara g¢esitli
konsantrasyonlarda ekstreler ilave edilmistir. Bir saatlik 6n inkiibasyondan sonra
hiicreler, 1 pg/mL LPS ile uyarilmis ve plakalar toplam 24 saat boyunca inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon sonrast 50 uL hiicre besiyeri iizerine 50 uL Griess reaktifi (Sigma Aldrich,
G4410) ilave edilmis ve oda sicakliginda 15 dakika inkiibe edilmistir. Absorbanslar, bir
mikroplaka okuyucu kullanilarak 540 nm'de okunmustur. Numunelerdeki nitrit miktari,
NaNO: standart egrisinden yola ¢ikilarak hesaplanmistir. Tiim dl¢timler {i¢ tekrarli olarak

yapilmistir.

3.2.2.7. PGE2 ve sitokinlerin (TNF-o. ve IL-6) seviyelerinin ELISA
yontemiyle oOl¢iilmesi: Raw 264.7 makrofaj hiicreleri 96 kuyucuklu hiicre kiiltiiri
plakasina ekilmis (22,500 hiicre/ kuyucuk) ve baglanmalari i¢in 24 saat boyunca 37 °C’de
inkiibasyona  birakilmistir.  Inkiibasyon sonrasi  ekstreler, toksik  olmayan
konsantrasyonlarda eklenmistir ve bir saat 6n inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon
sonrasi hiicreler, 1 pg/mL LPS ile uyarilmis ve toplamda 24 saat boyunca 37 °C’de
inkiibasyona birakilmistir. Siipernatanlar, inkiibasyon sonrasi buz iizerinde ¢alisilarak
mikrosantrifiij tiipleri igerisine alikotlanmistir. Tastyici kontrol grubu olarak %0,1 DMSO
(h/h) iceren besiyeri grubu kullanilmastir.
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Raw 264.7 hiicrelerin, TNF-q tiretimi iizerindeki etkilerini belirlemek i¢in TNF-
a sandvi¢ ELISA kiti (R&D; MTAOQ0B) kullanilmistir. Toplanan siipernatanlardaki TNF-
o miktarlari, ilgili ELISA Kkitinin {ireticisi tarafindan saglanan protokole uygun olarak
belirlenmistir. Buna gore, her bir kuyucuga 50 pL seyreltme ajani eklenmistir. Kuyucuk
basimna 50 pL standart, kontrol veya numune eklenmis ve 1 dakika boyunca plaka
cergevesine hafifce vurularak igerigin karigmasi saglanmistir. Plaka, kapatici ile ortiilmiis
ve oda sicakliginda antijenin baglanmast icin 2 saat inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonras1
tiim kuyucuklar aspire edilmis ve yikama tamponu (400 pL) kullanilarak toplam bes kez
yikama yapilmistir. Yikama islemi ile birlikte baglanmayan antijenler uzaklagtirilmistir.
Daha sonra tiim kuyucuklara dedeksiyon antikoru olan, 100 pL Fare TNF-o konjugati
eklenmistir. Plaka, antijen ve antikorun baglanmasi ig¢in iistii kapali sekilde, oda
sicakliginda 2 saat inkiibe edilmistir ve ardindan yikama basamag tekrarlanmistir. Tiim
kuyucuklara 100 pL substrat soliisyonu eklenmis ve oda sicakliginda karanlikta 30 dakika
inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasi tiim kuyucuklara 100 uL durdurma soliisyonu
eklenmistir. Durdurma soliisyonu eklendiginde renk maviden sariya donmiistiir.
Mikroplaka okuyucu kullanarak plakadaki her kuyucugun optik yogunlugu, 30 dakika
icinde 450 nm ve 540 nm dalga boylarinda 6lgiilmiistiir. Ornekler iki tekrarli olarak

Olciilmiis ve 4 parametreli lojistik (4PL) modeli ile hesaplanmistir.

Raw 264.7 hiicrelerinin IL-6 iiretimi tizerindeki etkilerini belirlemek igin IL-6
sandvi¢ ELISA kiti (R&D; M6000B) kullanilmistir. Toplanan siipernatanlardaki IL-6
miktarlari, ilgili ELISA kitinin lireticisi tarafindan saglanan protokole gore belirlenmistir.
Buna gore, her bir kuyucuga 50 puL seyreltme ajan1 eklenmistir. Kuyucuk bagina 50 pL
standart, kontrol veya numune eklenmis ve 1 dakika boyunca plaka g¢ercevesine hafifce
vurularak igerigin karigmasi saglanmistir. Plaka, kapatici ile ortiilmiis ve oda sicakliginda
antijenin baglanmasi igin 2 saat inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonrasi tiim kuyucuklar
aspire edilmis ve yikama tamponu (400 pL) ile birlikte toplam bes kez yikama yapilmastir.
Yikama islemi ile birlikte baglanmayan antijenler uzaklastirilmistir. Daha sonra tiim
kuyucuklara dedeksiyon antikoru olan, 100 uL Fare IL-6 konjugati eklenmistir. Plaka,
antijen ve antikorun baglanmasi i¢in iistii kapali sekilde oda sicakliginda 2 saat inkiibe
edilmistir ve ardindan yikama basamagi tekrarlanmistir. Tiim kuyucuklara 100 pL
substrat soliisyonu eklenmis ve oda sicakliginda, karanlikta 30 dakika inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon sonrasi tiim kuyucuklara 100 pL durdurma soliisyonu eklenmistir. Durdurma
soliisyonu eklendiginde renk maviden sariya donmiistiir. Mikroplaka okuyucu kullanarak
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her kuyucugun optik yogunlugu 30 dakika i¢inde 450 nm ve 540 nm dalga boylarinda

dl¢iilmiistiir. Ornekler iki tekrarli olarak dl¢iilmiis ve 4PL modeli ile hesaplanmustir.

Raw 264.7 hiicrelerin PGE> {iretimi iizerindeki etkilerini belirlemek i¢cin PGE>
sandvi¢g ELISA kiti (ENZO 900-001) kullanilmistir. Toplanan siipernatanlardaki PGE2
miktarlari, ilgili ELISA kiti {reticisinin sagladig1 protokole gore belirlenmistir. Buna
gore, NSB (non spesifik baglanma) ve Bo (0 pg/mL standart kuyucugu) kuyucuklarina
100 pL hiicre besiyeri ve 50 ul deney tamponu eklenmistir. Standart ve numune
kuyucuklarma ise 100 puL standart ve numune eklenmistir. Toplam aktivite (TA) ve kor
kuyucuklart hari¢ tiim kuyucuklara 50 uL. mavi konjugat eklenmis ve ardindan TA, kor,
NSB kuyucuklari hari¢ tiim kuyucuklara 50 pL sar1 konjugat eklenmistir. Plaka, kapatici
ile oOrtiilerek mikroplaka calkalayicida 500 rpm’de oda sicaklifinda 2 saat inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon sonrasi tiim kuyucuklar aspire edilerek yikama tamponu (400 pL)
ile birlikte toplam {i¢ kez yikama yapilmigtir. Yikama sonrast TA kuyucuklarma 5 pL
mavi konjugat, kalan tiim kuyucuklara ise 200 pL pNpp substrat soliisyonu eklenmistir.
Ornekler, mikroplaka ¢alkalayicisina koymadan, 45 dakika, oda sicakliginda inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon sonrasi tiim kuyucuklara 50 uL durdurma soliisyonu eklenmistir.
Mikroplaka okuyucu kullanarak her kuyucugun optik yogunlugu 5 dakika i¢cinde 405 nm
ve 570 nm dalga boylarinda 6l¢iilmiistiir. Raw 264.7 hiicrelerin PGE> iiretimi tizerindeki
etkilerini belirlemek i¢in bagka bir ELISA kiti (ELK 8699) daha kullanilmistir. Toplanan
stipernatanlardaki PGE2 miktarlar, ilgili ELISA kiti tireticisinin sagladigi protokole gore
belirlenmistir. Buna gore, kor kuyucuklara standart seyreltme tamponu eklenmistir.
Standart ve numune kuyucuklarina ise 50 pL standart ve numune eklenmistir. Tiim
kuyucuklara 50 uL Biotinylated konjugati (1x) eklenmistir. Plaka hafif¢e ¢alkalandiktan
sonra {istii kapatilarak bir saat 37 °C’de inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonrasi
tim kuyucuklar aspire edilerek yikama tamponu (200 pL) ile birlikte toplam ii¢ kez
yikama yapilmistir. Yikama sonrasi tim kuyucuklara 100 pL Streptavidin-HRP (1x)
eklenmistir. Plaka agz1 kapali sekilde tekrar bir saat boyunca 37 °C’de inkiibasyona
birakilmig ve ardindan yikama basamagi tekrarlanmistir. Yikama sonrasi tiim
kuyucuklara 90 pL substrat soliisyonu eklenmis ve 20 dakika 37 °C’de inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon sonrast tiim kuyucuklara 50 pL durdurma soliisyonu eklenmistir. Mikroplaka
okuyucu kullanarak her kuyucugun optik yogunlugu 5 dakika i¢inde 450 nm ve 540 nm
dalga boylarinda 6l¢iilmiistiir. Her iki prosediirdeki drnekler iki tekrarli olarak 6l¢iilmiis
ve 4PL modeli ile hesaplanmstir.
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3.2.2.8. 15-LOX inhibitor tarama testi: H. calycinum bitkisinden elde edilen
ekstre, altekstre ve fraksiyonlarin, 15-LOX enzimine karsi inhibitor etkisini belirlemek
i¢cin 15-LOX (Cayman Chemical Company, 760700, Ann Arbor, Ml,) enzim inhibitorii
tarama testi kullanilmustir. Inhibitdr kuyucuklarma, tampon ¢dzeltisi ile hazirlanan farkli
konsantrasyonlardaki ekstreler (10 pL) ve tampon ¢ozeltisi ile hazirlanan 15-LOX
standardi (90 pL) eklenmistir. Inhibitdr kuyucuklarmin homojenizasyonu i¢in mikroplaka
hafifce calkalanmis ve ardindan oda sicakliginda, karanlikta, 5 dk boyunca inkiibasyona
birakilmistir. Inkiibasyon sonrasi reaksiyonun baslamasi icin tiim kuyucuklara 10 pL
aragidonik asit eklenip 10 dk boyunca g¢alkalamali inkiibasyona birakilmistir. Enzim
katalizini durdurmak igin tiim kuyucuklara, 100 pL kromojen eklenip 5 dk boyunca
calkalamalr inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonrasi bir mikroplaka okuyucu 490
nm dalga boyunda, kore karsi 6l¢tiim yapilmistir. Tampon ¢ozeltisi kor, 15-LOX enzimi
ve ¢oziicii karisimi ise %100 baslangi¢ aktivitesi olarak degerlendirilmistir. Pozitif

kontrol olarak ise nordihidroguairetik asit (NDGA) kullanilmistir.

3.2.2.9. Istatiksel analiz: Istatiksel analiz icin en az ii¢ defa tekrarlanan
deneylerin sonuglar1 ortalama + standart hata (SEM) olarak ifade edilmistir. Tiim deney
gruplarinda, elde edilen sonuclar Shapiro-Wilk normalite testi ile normal dagilim
analizine tabi tutulmustur. Gruplar arasi karsilagtirmalarda normal dagilim gosteren
gruplar, t testi; normal dagilim géstermeyen gruplar ise non parametrik Mann Whitney U
testi ile analiz edilmistir. Sitokinler (IL-6, TNF-a) ve PGE: i¢in yapilan ELISA
deneylerinden ve NO analizinden elde edilen sonuglar LPS grubu sonuglariyla
karsilastirilmistir. WST-1 analizinden elde edilen sonuglar ise, sadece besiyeri ile inkiibe
edilen kontrol grubu sonuglariyla karsilagtirilmistir. Ayrica, LPS uygulanmamis kontrol
gruplarinin  sonuglar1 (sadece besiyeri, tasiyic1) yalmzca LPS uygulanan gruplarla
karsilagtirtlmistir. Tiim analizler GraphPad Prism 8 yazilimi kullanilarak yapilmistir.
Istatistiksel olarak onemli farklar * p < 0,05 **p < 0,01 ***p < 0,001 olarak

tanimlanmaistir.
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4. BULGULAR

Bu calismada bulgular iki boliim altinda toplanmistir: biyolojik aktivite
calismalar1 ve fitokimyasal calismalara ait bulgular. ilk boliim, ekstre ve altekstreler
tizerinde gerceklestirilen biyolojik aktivite c¢alismalarinin sonuglarina ait verileri
icermektedir. Ikinci boliim ise, altekstrelerin kimyasal bilesimlerinin YBSK ve GK/KS
yontemleri ile analizine ait veriler ile ekstre ve altekstrelerin toplam fenolik ve flavanoit

iceriklerinin belirlenmesine ait verileri icermektedir.

4.1. BIYOLOJIK AKTIiVIiTE BULGULARI

Bu boliim, altekstreler {izerinde yapilan in vitro antienflamatuvar aktivite
calismalarindan elde edilen bulgular1 i¢ermektedir. H. calycinum bitkisinin toprak istii
kisimlarindan hazirlanan n-hekzan, CH2Cl,, EtOAC ve n-BuOH altekstrelerinin Raw
264.7 makrofaj hiicreleri tizerindeki toksik olmayan konsantrasyonlari, WST-1 testi ile
belirlenmistir. Altekstrelerin toksik olmayan konsantrasyonlarinin LPS ile uyarilmis Raw
264.7 makrofaj hiicrelerinin NO tiretimi iizerindeki etkileri, Griess testi ile belirlenirken,
PGE: ve bazi sitokinler (TNF-a ve IL-6) iizerindeki etkileri ise ELISA ydntemi ile tespit
edilmistir. Ekstre ve altekstrelerin 15-LOX enzim inhibitorii etkileri, 15-LOX inhibitor

tarama testi ile tespit edilmistir.

4.1.1. Altekstrelerin Hiicre Canhlig1 Uzerine Etkileri

Altekstrelerin hiicre canlilig1 tizerindeki etkileri, hem LPS ile uyarilmamis Raw
264.7 makrofaj hiicreleri, hem de LPS ile uyarilmis Raw 264.7 makrofaj hiicreleri
kullanilarak belirlenmistir. Hiicreler, altekstreler (n-hekzan, CH2Cl,, EtOAc, n-BuOH) ve
standart inhibitorler (L-NIL, NS-398 ve deksametazon) ile ¢esitli konsantrasyonlarda
inkiibe edilmistir. Oncelikle, Raw 264.7 makrofaj hiicreleri yalnizca ekstrelerin gesitli
konsantrasyonlar1 uygulanarak 24 saat inkiibasyona birakilmis, hiicre canliligin WST-1
testi ile belirlenmistir. Ikinci asamada ise LPS ile uyarilmis Raw 264.7 makrofaj hiicreleri
kullanilmistir.  Bu asamada Oncelikle, Raw 264.7 makrofa; hiicreleri g¢esitli
konsantrasyonlardaki ekstreler ile bir saat 6n inkiibasyona birakilmis ve ardindan 1
pg/mL LPS eklenerek toplamda 24 saat olacak bigimde inkiibasyona birakilmistir. Hiicre
canliligin WST-1 testi ile belirlenmistir. Altekstrelerin hiicre canlilifinda %20°den daha
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fazla bir azalmaya neden olmayan konsantrasyonlari antienflamatuvar aktivite

deneylerinde kullanilmistir.

H. calycinum n-hekzan altekstresinin, Sekil 4.1 (A)’da gosterildigi gibi 6 ug/mL,
12 pg/mL, 25 pg/mL, 50 pg/mL, 75 pg/mL ve 100 pg/mL konsantrasyonlarda
uygulandiginda, Raw 264.7 makrofaj hiicrelerinin canliliinda sadece besiyeri uygulanan
kontrol grubuna gore Onemli bir azalma meydana getirmedigi goriilmistir. Bu
altekstrenin uygulandig1 konsantrasyonlarda, Raw 264.7 makrofajlarinin hiicre canliligi
sirastyla %96,89 + 2,13, %98,44 + 2,21, %101,04 £+ 1,90, %101,99 + 2,47, %104,93 +
1,19 ve %120,17 + 2,43 olarak tespit edilmistir. Altekstre, hiicrelere LPS (1ug/mL) ile
beraber uygulandiginda ise hiicre canlilig1 sirasiyla %114,15 + 3,23, %109,12 + 4,16,
%115,55 + 1,80, %105,33 + 3,74, %113,11 £ 5,82, %120,31 + 9,34 olarak tespit

edilmistir.

Bitkinin CH.Cl; altekstresi, Sekil 4.1 (B)’de gosterildigi gibi Raw 264.7 makrofaj
hiicrelerine 6 pg/mL, 6,25 pg/mL, 12,5 pg/mL, 25 pg/mL, 50 pg/mL ve 75 pg/mL
konsantrasyonlarda uygulanmistir. Bu  altekstre  belirtilen  konsantrasyonlarda
uygulandiginda sadece besiyeri uygulanan kontrol grubuna kiyasla sirasiyla hiicre
canlilig1 % 104,29 + 2,88, % 99,69 + 8,17, % 96,18 + 5,45, % 92,61 + 4,16, % 86,53 +
6,54 ve % 57,45 £ 4,59 olarak tespit edilmistir. Bu ekstrenin uygulandig1 en yiiksek
konsantrasyonda (75 pg/mL) hiicre canliligimmin %80’den daha diisiik oldugu tespit
edilmistir. Bu nedenle LPS ile uyarilan hiicreler iizerinde yalnizca 50 pg/mL
konsantrasyona kadar olan konsantrasyonlar degerlendirilmistir. Altekstre (6, 12,5, 25,
50 pg/mL), hiicrelere LPS (1pg/mL) ile beraber uygulandiginda hiicre canlilig1 sirasiyla
% 90,78 + 4,34, % 96,73 £ 2,31, % 89,18 £ 4,85, % 91,11 £ 3,49 olarak tespit edilmistir.

EtOAc altekstresi, Sekil 4.1 (C)’de gosterildigi gibi 25 pg/mL, 50 pg/mL, 75
pg/mL ve 100 pg/mL konsantrasyonlarda uygulanmistir. Bu altekstre belirtilen
konsantrasyonlarda uygulandiginda sadece besiyeri uygulanan kontrol grubuna kiyasla
sirastyla hiicre canlilig1 %90,49 + 6,10, %88,74 = 5,42, %91,93 £ 5,62 ve %113,62 £ 4,91
olarak tespit edilmistir. Altekstre ayni konsantrasyonlarda hiicrelere LPS (1pg/mL) ile
beraber uygulandiginda hiicre canlilig1 sirasiyla %96,28 + 9,04, %94,01 + 10,28, %93,11
+ 12,88 ve %103,04 + 6,92 olarak tespit edilmistir.

Bitkinin n-BuOH altekstresi, [Sekil 4.1 (D)] Raw 264.7 makrofaj hiicrelerine 25,
50, 75 ve 100 pg/mL konsantrasyonlarda (sirasiyla %106,35 + 1,34, %106,51 + 0,87,
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%109,15 £ 1,25 ve %108,50 + 4,10) uygulandiginda sadece besiyeri uygulanan kontrol
grubuna kiyasla hiicre canliliginda 6nemli bir azalmaya neden olmamaistir. Altekstre (25,
50, 75 ve 100 pg/mL), hiicrelere LPS (1pg/mL) ile beraber uygulandiginda (%119,82 +
2,96, %119,03 £ 2,15, %120,61 + 0,73, %128,88 £+ 9,44) yine hiicre canlilig1 lizerinde

Oonemli bir azalmaya neden olmamustir.

Deneylerde tasiyici olarak kullanilan %0,1 DMSO igeren besiyeri, hiicre canligini
sadece besiyeri igeren kontrol grubuna kiyasla 6nemli 6l¢iide etkilememistir [Sekil 4.1
(A-D), Sekil 4.2]. Bilinen bir sitokin inhibitorii olarak kullanilan deksametazonun, 5 uM
ve 10 uM konsantrasyonlarinda hiicre canliligi sirasiyla %80,14 + 2,99 ve %80,92 + 4,74
olarak tespit edilmistir. LPS ile beraber uygulandiginda (5 uM ve 10 uM) hiicre canliligi
strastyla %138,93 + 9,77 ve %134,12 £+ 5,06 olarak tespit edilmistir. Bilinen bir NO
inhibitorii olan L-NIL, 5 uM ve 10 uM konsantrasyonlarda uygulandiginda hiicre canliligi
strastyla %89,00 + 7,21 ve %89,47 + 4,86 olarak tespit edilmistir. LPS ile birlikte (5 uM
ve 10 uM) uygulandiginda hiicre canliligi sirasiyla %83,47 + 13,67 ve %98,43 + 8,61
olarak tespit edilmistir. Ayn1 konsantrasyonlarda c¢aligilan bir PGE? inhibitorii olan NS-
398 ise, hiicre canlilig1 sirasiyla %97,79 + 1,36 ve %98,68 + 1,33 olarak tespit edilmistir.
LPS ile birlikte (5 uM ve 10 uM) uygulandiginda ise, hiicre canliligi %113,50 + 6,81,
%106,93 + 9,04 olarak tespit edilmistir (Sekil 4.2).
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Sekil 4.1: H. calycinum altekstrelerinin [n-hekzan (A), CH.Cl (B), EtOAc (C), n-BuOH
(D)] Raw 264.7 makrofaj hiicre canlilig1 tizerindeki etkileri

Raw 264.7 makrofaj hiicreleri altekstreler ile 24 saat inkiibasyona birakilmis veya altekstreler ile 1 saat 6n
inkiibasyonun ardindan LPS (1 pg/mL) ile uyarilarak toplamda 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Hiicre
canliligt WST-1 testi ile belirlenmistir. Sonuglar yalnizca besiyeri uygulanan kontrol grubuna kiyasla
belirtilmektedir. Deneyler en az ii¢ kez tekrarlanmis ve sonuglar + SEM seklinde ifade edilmistir. * p <0,05

**p < 0,01 ***p < 0,001 yalnizca besiyeri uygulanan gruba kiyasla anlamli kabul edilmistir.
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Sekil 4.2: Standart inhibitor olarak kullanilan molekillerin (L-NIL, NS-398,
deksametazon) Raw 264.7 makrofaj hiicre canlilig1 tizerindeki etkileri

Raw 264.7 makrofaj hiicreleri molekiiller ile 24 saat inkiibasyona birakilmis veya molekiiller ile 1 saat 6n
inkiibasyonun ardindan LPS (1 pg/mL) ile uyarilarak toplamda 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Hiicre
canliligt WST-1 testi ile belirlenmistir. Sonuglar yalnizca besiyeri uygulanan kontrol grubuna kiyasla
belirtilmektedir. Deneyler en az ii¢ kez tekrarlanmis ve sonuglar £ SEM seklinde ifade edilmistir. * p <0,05

**p < 0,01 ***p < 0,001 yalnizca besiyeri uygulanan gruba kiyasla istatiksel olarak anlamli kabul

edilmistir.

4.1.2. Altekstrelerin NO Uretimi Uzerindeki Etkileri

Altekstrelerin NO {iretimi iizerindeki etkileri LPS ile uyarilmis Raw 264.7
makrofaj hiicreleri kullanilarak belirlenmistir. Hiicreler altekstereler (n-hekzan, CH2Cl.,
EtOAC, n-BuOH) veya bilinen bir NO inhibitorii olan L-NIL’in toksik olmayan
konsantrasyonlarinda bir saat 6n inkiibasyona birakilmis ve ardindan 1 pg/mL LPS ile
toplamda 24 saat olacak bigimde uyarilmistir. Siipernatanlardaki NO seviyeleri Griess

testi ile belirlenmistir.

Altekstrelerin igerisinde en yiiksek etkili ekstrenin n-hekzan altekstresi oldugu
tespit edilmistir. Bu altekstre, Sekil 4.3 (A)’de gosterildigi gibi 25 pg/mL, 50 pg/mL ve
100 pg/mL konsantrasyonlarda uygulandiginda LPS ile uyarilmis Raw 264.7 makrofaj
hiicrelerinin NO {iretimini yalnizca LPS uygulanan kontrol grubuna kiyasla sirastyla
%50,11 £ 3,70, %79,90 £ 2,54 ve %95,11 + 0,74 oraninda inhibe etmistir. Uygulandigi
en yliksek konsantrasyonlarda n-hekzan altekstresi, bilinen bir NO inhibitorii olan L-
NIL’dan daha yiiksek inhibitor etki gostermistir. Bu molekiil 5 pM konsantrasyonda
uygulandiginda %52,32 + 1,77 inhibisyona neden olmustur.
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Ekstreler arasinda ikinci en yiiksek etkili altekstrenin ise, CH2Cl, altekstresi
oldugu tespit edilmistir. CH2Cl altekstresi, Sekil 4.3 (B)’de gosterildigi gibi 12,5 pg/mL,
25 pg/mL ve 50 pg/mL konsantrasyonlarda uygulandiginda LPS ile uyarilmis Raw 264.7
makrofaj hiicrelerinin NO {iretimini yalnizca LPS uygulanan kontrol grubuna kiyasla

strastyla %8,08 = 1,56, %26,19 = 1,10 ve %48,23 + 2,43 oraninda inhibe etmistir.

Bitkinin  n-BuOH ve EtOAc altekstreleri uygulandiklart en yiiksek
konsantrasyonlarda %40’1in altinda inhibisyona sebep olmustur. Bitkinin ii¢lincli en
yuksek etkili altekstresi olan n-BuOH altekstresi, Sekil 4.3 (D)’de gosterildigi gibi 50
pg/mL, 75 pug/mL ve 100 pg/mL konsantrasyonlarda uygulandiginda NO iiretimini
yalnizca LPS uygulanan kontrol grubuna kiyasla sirastyla %22,17 + 2,51, %25,97 £ 2,12
ve %37,34 £ 5,00 oraninda inhibe etmistir. Dordiincii sirada EtOAc altekstresi ise, Sekil
4.3 (C)’de gosterildigi gibi 100 pg/ml konsantrasyonda LPS ile uyarilmig Raw 264.7
makrofaj hiicrelerinin NO iiretimini yalnizca LPS uygulanan kontrol grubuna kiyasla
%31,66 + 3,05 oraninda inhibe etmistir. Uygulandiklar1 konsantrasyonlarda EtOAC
altekstresi ve n-BuOH altekstresi, bilinen bir NO inhibitorii olan L-NIL’dan daha az
inhibitoér etki gostermistir. Bu molekiil, Sekil 4.3 (A)’de gosterildigi gibi 5 pM

konsantrasyonda uygulandiginda %52,32 + 1,77 inhibisyona neden olmustur.
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Tablo 4.1: H. calycinum altekstrelerinin (n-hekzan, CH2Cl,, EtOAc, n-BuOH) NO

seviyeleri lizerindeki etkileri

Ekstreler Konsantrasyonlar Birim % NO inhibisyonu*
25 ng/mL 9%50,11
n-hekzan 50 ug/mL 979,90
100 ng/mL 9%95,11
12,5 ug/mL %8, 08
CH:Cl. 25 ug/mL %26,19
50 ng/mL 9%48,23
EtOAC 100 ng/mL %31,66
50 ug/mL %22,17
n-BuOH 75 ;8 %25, 97
100 ug/mL %37,34
L-NIL 5 uM %52,32

*Sonuglar yalnizca LPS uygulanan kontrol grubu %100 kabul edilerek buna kiyasla belirtilmistir.
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Sekil 4.3: H. calycinum altekstrelerinin [ n-hekzan (A), CH2Cl> (B), EtOAc (C) ve n-
BuOH (D)] Raw 264.7 makrofaj hiicrelerinin NO seviyeleri tizerindeki etkileri

Raw 264.7 makrofaj hiicreleri altekstreler ile 1 saat 6n inkiibasyonun ardindan LPS (1 pg/mL) ile uyarilarak
toplamda 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Siipernatanlardaki NO seviyeleri Griess testi ile belirlenmistir.
Sonuglar yalnizca LPS uygulanan kontrol grubuna kiyasla belirlenmektedir. Deneyler en az ii¢ kez
tekrarlanmis ve sonuglar = SEM seklinde ifade edilmistir. * p < 0,05 **p < 0,01 ***p < 0,001 LPS
uygulanan kontrol grubuna kiyasla ve #p < 0,05 ##p < 0,01 ###p < 0,001 LPS uygulanmayan kontrol

grubuna kiyasla istatiksel olarak anlamli kabul edilmistir.

4.1.3. Altekstrelerin Sitokinlerin Uretimi Uzerindeki Etkileri

Altekstrelerin, LPS ile uyarilmis Raw 264.7 makrofaj hiicrelerinin baz sitokinleri
(TNF-a, IL-6) tiretimi tizerindeki etkileri incelenmistir. Bunun i¢in hiicreler altekstrelerle
1 saat on inkiibasyona birakilmis ardindan toplamda 24 saat olacak bicimde 1 pg/mL LPS
ile uyarilmistir. Siipernatanlardaki sitokin miktarlar1 ELISA yontemiyle 6lgiilmiistiir.
Sekil 4.4 ve Sekil 4.5’te gosterildigi gibi yalnizca LPS ile uyarilmis kontrol grubu LPS
ile uyarilmamis tasiyici kontrol grubuna gore dnemli derecede yiiksek sitokin seviyeleri

gostermektedir.

Bitkinin n-hekzan altekstresinin, Sekil 4.4 (A)’da gosterildigi gibi 25 pg/mL, 50
pg/mL ve 100 pg/mL konsantrasyonlarda uygulandiginda, LPS ile uyarilmis Raw 264.7
makrofaj hiicrelerinin TNF-a {iretimini yalnizca LPS uygulanan kontrol grubuna kiyasla
sirastyla %9,68, %24,62 ve %63,5 oraninda inhibe ettigi tespit edilmistir. CH2Cl>
altekstresinin, Sekil 4.4 (B)’de gosterildigi gibi 50 pg/mL konsantrasyonda
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uygulandiginda, LPS ile uyarilmis Raw 264.7 makrofaj hiicrelerinin TNF-a tliretimini
yalnizca LPS uygulanan kontrol grubuna kiyasla %31,84 oraninda inhibe ettigi tespit
edilmistir. EtOAc ve n-BuOH altekstreleri, Sekil 4.4 (C) ve Sekil 4.4 (D)’de gosterildigi
gibi sirasiyla 100 pg/mL ve 75 ug/mL konsantrasyonda uygulandiginda, LPS ile
uyarilmis Raw 264.7 makrofaj hiicrelerinin TNF-a {iretimi tizerinde 6nemli bir inhibitor
etki gostermemistir. Bilinen bir sitokin inhibitorii olan deksametazonun, 10 uM
konsantrasyonda uygulandiginda TNF-a iiretimini, yalmizca LPS uygulanmis kontrol
grubuna kiyasla, %56,08’ini inhibe ettigi tespit edilmistir. Buna gore en yiiksek etkiye
sahip oldugu tespit edilen n-hekzan altekstresinin 100 pg/mL konsantrasyonda

uygulandiginda, deksametazondan (10 uM) daha etkili oldugu tespit edilmistir.

Bitkinin n-hekzan ve CHCl; altekstreleri, LPS ile uyarilmis Raw 264.7 makrofaj
hiicrelerinin NO ve TNF-a iiretimleri lizerinde yiiksek inhibitor etki gostermistir. Bu
nedenle bu ekstrelerin, hiicrelerin IL-6 liretimi tizerindeki etkileri de arastirilmistir.
Bitkinin n-hekzan altekstresinin 25 pg/mL, 50 ug/mL ve 100 ug/mL konsantrasyonlarda
uygulandiginda LPS ile uyarilmis Raw 264.7 makrofaj hiicrelerinin IL-6 {retimini,
yalnizca LPS uygulanan kontrol grubuna kiyasla sirasiyla %15,30, %58,63 ve %93,90
oraninda inhibe ettigi Sekil 4.5 (A)’da gosterildigi gibi, tespit edilmistir. CH2Cl>
altekstresi, 12,5 pg/mL, 25 pg/mL ve 50 ug/mL konsantrasyonlarda uygulandiginda, LPS
ile uyarilmis Raw 264.7 makrofaj hiicrelerinin IL-6 {iretimini yalnizca LPS uygulanan
kontrol grubuna kiyasla Sekil 4.5 (B)’de gosterildigi gibi sirastyla %32,49, %24,47 ve
%74,44 oraninda inhibe etmistir. Bilinen bir sitokin inhibitdrii olan deksametazon, 5 uM
konsantrasyonda uygulandiginda LPS ile uyarilmig Raw 264.7 hiicrelerinin IL-6
tretimini %86,26 oraninda inhibe etmistir (Sekil 4.6). Altekstreler arasinda yiiksek
inhibitdr etkiye sahip oldugu tespit edilen n-hekzan altekstresinin, 100 pg/mL
konsantrasyonda uygulandiginda, deksametazondan (5 pM) daha etkili oldugu tespit

edilmistir.
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Tablo 4.2: H. calycinum bitkisinin altekstrelerinin (n-hekzan, CH.Cl,, EtOAc ve n-
BuOH) TNF-a ve IL-6 seviyeleri iizerindeki etkileri

Ekstreler  Konsantrasyonlar

Birim  TNF-a % inhibisyon*

IL-6 % inhibisyon*

25 ug/mL 909,68 %15,30
n-hekzan
50 ug/mL %24,62 %58,63
100 ug/mL %63,5 993,90
12,5 pug/mL Cialtiolel %32,49
" 25 ug/mL kR %24,47
50 ug/mL %31,84 %74,44
EtOAc 100 ug/mL T.Exx* ek
n-BuOH 75 png/mL T E*** kKK
5 uM ek %86,26
DEKSA**
10 },lM %56,08 _kkkk

*Sonuglar yalnizca LPS uygulanan kontrol %100 kabul edilerek buna kiyasla hesaplanmistir.

**DEKSA: Deksametazon
*** T.E: Tespit edilemedi

*x*%_ : Test edilmedi
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Sekil 4.4: H. calycinum altekstrelerinin [n-hekzan (A), CH.CI, (B), EtOAc (C), n-
BuOH(D)] Raw 264.7 makrofaj hiicrelerinin TNF-a seviyeleri tizerindeki etkileri

Raw 264.7 makrofaj hiicreleri altekstreler ile 1 saat 6n inkiibasyona birakilmig ardindan LPS (1 pg/mL) ile
uyarilarak toplamda 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Deneyler en az ii¢ kez tekrarlanmis ve sonuglar +
SEM seklinde ifade edilmistir. * p < 0,05 **p < 0,01 ***p < 0,001 yalnizca LPS uygulanan kontrol grubuna
kiyasla ve #p < 0,05 ##p < 0,01 ###p < 0,001 LPS uygulanmayan kontrol grubuna kiyasla istatiksel olarak
anlamli kabul edilmistir. DEKSA: Deksametazon
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Sekil 4.5: H. calycinum altekstrelerinin [n-hekzan (A), CH2Cl; (B)] Raw 264.7 makrofaj

hiicrelerinin IL-6 seviyeleri lizerindeki etkileri

Raw 264.7 makrofaj hiicreleri altekstreler ile 1 saat 6n inkiibasyonun ardindan LPS (1 pg/mL) ile uyarilarak
toplamda 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Deneyler en az ii¢ kez tekrarlanmis ve sonuglar + SEM seklinde
ifade edilmistir. * p < 0,05 **p < 0,01 ***p < 0,001 yalnizca LPS uygulanan kontrol grubuna ve #p < 0,05
##p < 0,01 ###p < 0,001 LPS uygulanmayan kontrol grubuna kiyasla istatiksel olarak anlamli kabul

edilmistir.
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Sekil 4.6: Deksametazon’un Raw 264.7 makrofaj hiicrelerinin IL-6 seviyeleri lizerindeki
etkisi

Raw 264.7 makrofaj hiicreleri altekstreler ile 1 saat 6n inkiibasyona birakilmis ardindan LPS (1 pg/mL) ile
uyarilarak toplamda 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Deneyler en az ii¢ kez tekrarlanmis ve £ SEM
seklinde ifade edilmistir. * p < 0,05 **p < 0,01 ***p < 0,001 yalnizca LPS uygulanan kontrol grubuna ve

#p < 0,05 ##p < 0,01 ###p < 0,001 LPS uygulanmayan kontrol grubuna kiyasla istatiksel olarak anlaml
kabul edilmistir. DEKSA: Deksametazon

4.1.4. Altekstrelerin PGE2 Uretimi Uzerindeki Etkileri

Altekstrelerin, LPS ile uyarilmis Raw 264.7 makrofaj hiicrelerinin PGE: {iretimi
tizerindeki etkileri incelenmistir. Bunun i¢in hiicreler altekstrelerle 1 saat 6n inkiibasyona
birakilmig ardindan toplamda 24 saat olacak bicimde 1 pg/mL LPS ile uyarilmistir.
Stipernatanlardaki PGE2 miktar1 ELISA yontemiyle belirlenmistir. Bazi enflamatuvar
parametreler (NO, TNF-a, IL-6) iizerinde yliksek inhibitor etki gosteren altekstrelerin (n-

hekzan ve CH2Cl2) PGE:; iiretimi iizerindeki etkileri de incelenmistir.

Bitkinin n-hekzan altekstresi Sekil 4.6 (A)’da gosterildigi gibi 25 pg/mL, 50
ug/mL konsantrasyonlarda uygulandiginda, LPS ile uyarilmis Raw 264.7 makrofaj
hiicrelerinin PGE; iiretimini yalnizca LPS uygulanan kontrol grubuna kiyasla inhibe
etmemistir. Ancak n-hekzan altekstresinin, 100 ug/mL konsantrasyonda uygulandiginda
PGE: tiretimini yalnizca LPS uygulanan kontrol grubuna kiyasla % 55,89 oraninda inhibe
ettigi tespit edilmistir. Uygulandig1 en yiiksek konsantrasyonda n-hekzan altekstresi,
bilinen bir PGE> inhibitorii olan NS-398’den daha yiiksek inhibitor etki gostermistir. Bu
molekiil 5 pM konsantrasyonda uygulandiginda %36,73 degerinde inhibisyona neden

olmustur.
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Bitkinin CH2Cl; altekstresinin, Sekil 4.6 (B)’de gosterildigi gibi 12,5 ug/mL, 25
pg/mL ve 50 pg/mL konsantrasyonlarda uygulandiginda, LPS ile uyarilmis Raw 264.7
makrofaj hiicrelerinin PGE> tiretimini yalnizca LPS uygulanan kontrol grubuna kiyasla
strastyla %13,62, %14,30 ve % 45,69 degerlerinde inhibe tespit edilmistir. Uygulandigi
en yiiksek konsantrasyonda (50 pg/mL) CH2CI; altekstresi, bilinen bir PGE: inhibitorii
olan NS-398’in 5 uM konsantrasyonundan daha yiiksek bir inhibitor etki gostermistir.

Tablo 4.3: H. calycinum bitkisinin altekstrelerinin (n-hekzan, CH.Cl,) PGE: seviyeleri

uzerindeki etkileri

Ekstreler Konsantrasyonlar Birim PGE: % inhibisyonu*

25 ng/mL T.E**
n-hekzan 50 ug/mL T.E**

100 ng/mL 955,89

12,5 ng/mL %13,62
CH.Cl. 25 ug/mL %14,30

50 ng/mL 9%45,69
NS-398 5 uM %36,73

*Sonuglar yalnizca LPS uygulanan kontrol grubu %100 kabul edilerek buna kiyasla hesaplanmustir.

** T.E: Tespit edilemedi
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Sekil 4.7: H. calycinum altekstrelerinin [n-hekzan (A), CH2Cl; (B)] Raw 264.7 makrofaj

hiicrelerinin PGE: seviyeleri lizerindeki etkileri

Raw 264.7 makrofaj hiicreleri altekstreler ile 1 saat 6n inkiibasyona birakilmig ardindan LPS (1 pg/mL) ile
uyarilarak toplamda 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Sonuglar yalnizca LPS uygulanan kontrol grubuna
kiyasla belirtilmektedir. Deneyler ii¢ kez tekrarlanmig ve sonuglar = SEM seklinde ifade edilmistir. *p <

0,05 **p < 0,01 ***p < 0,001 yalmzca LPS uygulanan kontrol grubuna kiyasla istatiksel olarak anlamli

kabul edilmisgtir.

4.1.5. Ekstre, Altekstre ve Fraksiyonlarmn 15-LOX Enzim Inhibitorii Etkileri

H. calycinum bitkisinden elde edilen ekstre ve altekstrelerin 15-LOX enzimi
lizerindeki inhibitér etkileri 15-LOX inhibitdr tarama testi ile arastirilmistir. inhibisyon

degerleri Tablo 4.4’de gosterilmektedir. H. calycinum bitkisinden elde edilen ekstre ve
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altekstrelerinin 100 pg/mL konsantrasyonda 15-LOX enzim inhibitorii etkileri
incelendiginde, n-BuOH altekstresi %28,87 ve EtOAc altekstresinin %5,56 oraninda
inhibitor etki gosterdigi tespit edilmistir. Pozitif kontrol olarak kullanilan NDGA’nin
(100 uM) 15-LOX aktivitesini tamamen inhibe ettigi goriilmistiir. Diger ekstrelerde
MeOH ekstresi, k-H20, CH2Cl> ve n-hekzan altekstresinde inhibitor etki gozlenmemistir.

Tablo 4.4: H. calycinum bitkisinin ekstre ve altekstrelerinin 15-LOX inhibitorii etkileri

Ekstre Adi Konsantrasyon Birim %15-LOX inhibisyonu

MeOH 100 pg/mL T.E*
n-hekzan 100 pg/mL T.E*

CH.Cl, 100 png/mL T.E*

EtOAC 100 pg/mL 5,56

n-BuOH 100 pg/mL 28,87

k- H,0 100 pg/mL T.E*

NDGA 100 uM 115,28

*T.E: Tespit edilemedi

Aktif ekstre olarak tespit edilen n-BuOH altekstresinin ¢esitli konsantrasyonlardaki
etkisinin degerlendirilmesi amaciyla g¢esitli konsantrasyonlarda (25, 50, 100, 200, 300 ve
400 pg/mL) test tekrarlanmis ve Tablo 4.5’de gosterildigi gibi sirastyla % 17,37, % 21,29,
% 28,29, % 35,85, % 40,34 ve % 51,26 oraninda inhibitor etki tespit edilmistir.
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Tablo 4.5: H. calycinum bitkisinin n-BuOH altekstresinin ¢esitli konsantrasyonlarinin
15-LOX inhibitori etkileri

Ekstre Adi Konsantrasyon (ng/mL) %015-LOX inhibisyonu
25 17,37
50 21,29
n-BUOH 100 28,29
200 35,85
300 40,34
400 51,26

Aktif ekstre olarak tespit edilen n-BuOH altekstresinden elde edilen fraksiyonlar,
ITK yontemi ile benzerler birlikte olacak sekilde birlestirilmistir ve ii¢ fraksiyon elde
edilmistir [FrA: (2-12), (13-18), (19-28); FrB: (29-36), 37, (38-41); FrC: 42, (43-51), (52-
55), (56-61)]. Tablo 4.6’da gosterildigi gibi 100 pg/mL konsantrasyonda sirasiyla %
79,92, % 6,69, % 0,79 oraninda inhibitor etki tespit edilmistir.

Tablo 4.6: H. calycinum bitkisinin n-BuOH altekstresinden elde edilen fraksiyonlarin 15-
LOX inhibitori etkileri

Fraksiyon Konsantrasyon (ng/mL) %15-LOX inhibisyonu
FrA 100 79,92
FrB 100 6,69
FrC 100 0,79
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4.2. FITOKIMYASAL BULGULAR

4.2.1. YBSK ile Fenolik Bilesik Analizi

H. calycinum bitkisinin EtOAc ve n-BuOH altekstrelerinin fenolik bilesiklerinin
kantitatif analizleri, YBSK cihazi ile yapilmistir. EtOAC altekstresinde, Sekil 4.8’de
gosterildigi tizere 254 nm’de rutin (1,785 mg/g EtOAc ekstre) ve kersetin (0,346 mg/g
EtOAc ekstre), 325 nm’de (Sekil 4.9) klorojenik asit (5,855 mg/g EtOAc ekstre), 248
nm’de (Sekil 4.10) kafeik asit (0,615 mg/g EtOAc ekstre) ve Sekil 4.11°de gosterildigi
gibi 336 nm’de apigenin-7-glukozit (2,171 mg/g EtOAc ekstre) flavonoitleri tespit
edilmistir (Tablo 4.7). Bitkinin n-BuOH altekstresinde, 271 nm’de (Sekil 4.12) gallik asit
(0,025 mg/g n-BuOH ekstre), 325 nm’de (Sekil 4.13) klorojenik asit (2,330 mg/g n-BuOH
ekstre), 248 nm’de (Sekil 4.14) kafeik asit (0,411 mg/g n-BuOH ekstre) fenolik asitleri
tespit edilmistir (Tablo 4.8).

Tablo 4.7: H. calycinum bitkisinin EtOAc altekstresinde tespit edilen fenolik asitler

EtOAC Fenolik Asit Isimleri mg/g EtOACc ekstre
1 Rutin 1,785
2 Kersetin 0,346
3 Klorojenik asit 5,855
4 Kafeik asit 0,615
5 Apigenin-7-glukozit 2,171
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Sekil 4.8: H. calycinum EtOAc altekstresinde 254 nm’de rutin ve kersetinin varligini

gosteren kromatogram
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Sekil 4.9: H. calycinum EtOAc altekstresinde 325 nm’de klorojenik asit varligini

gosteren kromatogram
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Sekil 4.10: H. calycinum EtOAc altekstresinde 248 nm’de kafeik asit varligini gosteren
kromatogram
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Sekil 4.11: H. calycinum EtOAc altekstresinde 336 nm’de apigenin-7-glukozit varligini

gosteren kromatogram

Tablo 4.8: H. calycinum bitkisinin n-BuOH altekstresinde tespit edilen fenolik asitler

n-BuOH Fenolik Asit Ismi mg/g n-BuOH ekstre
1 Gallik asit 0,025
2 Klorojenik asit 2,330
3 Kafeik asit 0,411

65



U
LPT1inm4nm
10,0

7.5

5.0

Gallik asit

" I Y

0,0 5.0 10,0 15,0 20,0 250 300 35,0 min

Sekil 4.12: H. calycinum n-BuOH altekstresinde 271 nm’de gallik asit varligin1 gsteren

kromatogram
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Sekil 4.13: H. calycinum n-BuOH altekstresinde 325 nm’de klorojenik asit varligini

gosteren kromatogram
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Sekil 4.14: H. calycinum n-BuOH altekstresinde 248 nm’de kafeik asit varligini1 gosteren

kromatogram

4.2.2. GK/KS ile Yag Asidi Analizi

Bitkinin n-hekzan altekstresinin, yag asidi bilesenlerinin ve bagil yiizde
miktarlarinin belirlenmesi i¢in gerceklestirilen GK/KS analiz bulgular1 Tablo 4.9 ile

gosterilmistir.

Caligmamizda yiiksek bagil yiizde miktarlarina sahip olan yag asitleri sirasiyla o-
linolenik asit (%33,2), linoleik asit (%27,4) ve palmitik asit (%23,3) olarak tespit
edilmistir. Dislik bagil yiizdeye sahip yag asitleri ise sirasiyla oleik asit (%4,4), stearik
asit (%4,1), laurik asit (%2,4), miristik asit (%2,2) ve arasidik asit (%1,9) olarak tespit
edilmistir. Bunun yaninda n-hekzan altekstresinin, doymamis yag asitleri bakimindan

%65 bagil yiizdeye sahip oldugu belirlenmistir.
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Tablo 4.9: H. calycinum bitkisinin n-hekzan altekstresinin GK/KS ile belirlenen yag asidi

bilesenleri ve bagil yiizde degerleri

Bilesik* Bagil Yiizde (%)
1 Dodekanoik asit (=Laurik asit); (12:0) 2,4
2 Tetradekanoik asit (=Miristik asit); (14:0) 2,2
3 Hekzadekanoik asit (=Palmitik asit); (16:0) 23,3
4 Oktadekanoik asit (=Stearik asit); (18:0) 4,1
5 (2)-9-Oktadekenoik asit (=Oleik asit); (18:1); ®-9 4.4
6 (Z, 2)-9,12-Oktadekadienoik asit (=Linoleik asit); (18:2); -6 27,4
. (Z, Z, 2)-9,12,15-Oktadekatrienoik asit (=a-Linolenik asit); 33.2

(18:3); »-3
8 Eikosanoik asit (=Arasidik asit); (20:0) 19
Toplam 98,9
Toplam -3 33,2
Toplam ®-6 27,4
Toplam ®-9 4.4
Toplam doymamis yag asidi 65,0
Toplam doymus yag asidi 33,9

*Bilesime katki saglayan bilesenlerden yiizdesi >%1 olanlar tabloda gosterilmistir.

4.2.3. Toplam Flavanoit ve Toplam Fenolik Madde Miktar Tayini

H. calycinum bitkisinin toprak iistii kistmlarindan elde edilen MeOH ekstresinin,
n-hekzan, CH2Cl, EtOAc, n-BuOH ve k-H20 altekstrelerinin ve n-BuOH altektresine ait
fraksiyonlarin toplam flavanoit ve toplam fenolik madde miktar tayini sirasiyla
aliminyum kloriir ve Folin-Ciocalteu yontemi kullanilarak gergeklestirilmistir. Bulgular

Tablo 4.10° da gosterilmistir.

H. calycinum ekstre ve altekstrelerinin toplam flavanoit miktarlari incelendiginde,

EtOAc altekstresinin (101,30 + 7,94 mg KE/g ekstre) en yiiksek flavanoit miktarina sahip
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oldugu goriilmiistiir. Diger ekstrelerin sahip olduklari flavanoit miktarlar1 sirasiyla,
MeOH altekstresi (43,78 + 1,62 mg KE/g ekstre), CH2Cl» altekstresi (21,77 + 1,70 mg
KE/g ekstre), n-BuOH ekstresi (19,77 = 0,70 mg KE/g ekstre) ve k-H>O altekstresi (1,94
+ 0,24 mg KE/g ckstre) olarak tespit edilmistir. H. calycinum bitkisinin n-BuOH
altekstresinden elde edilen fraksiyonlarin toplam flavanoit miktarlari, en yliksek
miktardan en diisiik miktara dogru sirasiyla FrB (71,71 + 2,92 mg KE/g ekstre), FrC
(47,65 + 3,70 mg KE/g ekstre), FrA (17,34 + 1,69 mg KE/g ekstre) olarak tespit edilmistir.

H. calycinum bitkisinin toprak {istii kisimlarindan hazirlanan altekstrelerin toplam
fenolik madde miktarlari incelendiginde, EtOAc altekstresinin (333,49 + 4,78 mg GAE/g
ekstre) en yiiksek toplam fenolik madde miktarina sahip oldugu tespit edilmistir.
Ardindan sirasiyla n-BuOH (294,59 + 8,41 mg GAE/g ekstre), MeOH (235,96 + 10,23
mg GAE/g ekstre), k-H20 (63,45 + 3,09 mg GAE/g ekstre), CH2Cl> (53,29 + 1,96 mg
GAE/qg ekstre), n-hekzan (30,13 + 1,77 mg GAE/g ekstre) altekstrelerinin yer aldigi tespit
edilmistir. H. calycinum bitkisinin n-BuOH altekstresinden elde edilen fraksiyonlarin
toplam fenolik madde miktarlari, en yiiksek miktardan en diisiik miktara dogru sirasiyla
FrC (528,46 + 22,89 mg GAE/g ekstre), FrB (444,83 + 16,97 mg GAE/g ekstre), FrA
(341,39 + 3,81 mg GAE/g ckstre) olarak tespit edilmistir.
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Tablo 4.10: H. calycinum bitkisinin ekstre, altekstre ve fraksiyonlarin toplam fenolik ve

toplam flavanoit madde miktarlari

Ekstre Toplam Flavanoit Madde Toplam Fenolik Madde Miktarr™*
Miktarr* (mg GAE/g ekstre)
(mg KE/ g ekstre)

MeOH 43,78 £ 1,62 235,96 + 10,23
n-hekzan Skl 30,13+ 1,77
CH:ClI 21,77+ 1,70 53,29 £ 1,96
EtOAcC 101,30+ 7,94 333,49+ 4,78
n-BuOH 19,77 £0,70 294,59 + 8,41
k-H,0 1,94 +0,24 63,45+ 3,09
FrA 17,34 + 1,69 341,39+ 3,81
FrB 71,71 +2,92 444,83 + 16,97
FrC 47,65+ 3,70 528,46 + 22,89

* Degerler ortalama + SD olarak ifade edilmistir, n=3

** .- Test edilmedi
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5. TARTISMA

Hypericum tiirleri, diinyada yaygin olarak kullanilan ve iizerinde ¢ok sayida
calisma bulunan bitki tiirlerinden biridir (79,106-109). Hypericum tiirleri {izerinde
antideprasan, antioksidan, antimikrobiyal, yara iyilestirici ve antienflamatuvar ¢aligsmalar
bulunmaktadir (30,82,110-113). H. calycinum bitkisinin Anadolu’da geleneksel olarak
nefes darligi, mide agris1 ve egzama tedavilerinde kullanildig: tespit edilmistir (24,39).
Ote yandan, H. calycinum bitkisi iizerinde yapilan 6nceki ¢alismalar incelendiginde
biyoaktivite ve fitokimyasal icerik c¢alismasinin oldukc¢a az sayida oldugu tespit
edilmistir. Literatiirde Hypericum tiirlerinin, Anadolu’da geleneksel olarak idrar yollari
enfeksiyonlari, gastrit, iilser, nevralji gibi rahatsizliklarin yani sira hemoroit gibi
enflamatuvar hastaliklara karsi kullanildig: bildirilmistir (27—30). Bu bilgiler 1s18inda, H.
calycinum bitkisinin, in vitro antienflamatuvar etkisinin ve kimyasal bilesenlerinin
belirlenmesiyle literatiire katki1 saglanmasi amaglanmustir. Boylelikle, tizerinde az sayida
caligma bulunan ve Anadolu’da dnemli bir yayilim gosteren Hypericum tiirii olan H.
calycinum bitkisinin hem biyolojik aktivitesi hakkinda 6nemli bilgiler elde edilmis olacak

hem de bitki, kimyasal bilesimi agisindan incelenmis olacaktir.

Literatiirde farkli Hypericum tiirleri tizerinde gergeklestirilmis ¢ok sayida
antienflamatuvar etki ¢alismas1 bulunmaktadir (71,72,77). Uzerinde az sayida galisma
bulunan H. calycinum bitkisinin in vitro antienflamatuvar aktivitesini belirlemek igin,
bitkinin altekstrelerinin ¢esitli enflamatuvar parametreler (NO, PGE2, TNF-a, IL-6)
tizerindeki etkileri, LPS ile uyarilmis Raw 264.7 makrofaj hiicreleri kullanilarak
incelenmistir. Bu amagla dncelikle H. calycinum gigekli toprak istii kisimlarindan MeOH
ekstresi hazirlanmigtir. Daha sonra elde edilen ekstreden sivi-sivi fraksiyonlama teknigi
ile artan polaritelerde altekstreler (n-hekzan, CH.Cl,, EtOAc, n-BuOH ve k-H,O) elde
edilmistir. Bitkinin altekstrelerinin Raw 264.7 makrofaj hiicreleri iizerindeki toksik
olmayan konsantrasyonlart WST-1 testi ile belirlenmistir. Bitkinin antienflamatuvar
aktivitesini tespit etmek amaciyla bu altekstrelerin LPS ile uyarilmis Raw 264.7 makrofaj
hiicrelerinin NO iiretimleri lizerindeki etkileri Griess testiyle belirlenmistir. Ardindan
altekstrelerin, LPS ile uyarilmis Raw 264.7 makrofaj hiicrelerinin sitokinler (TNF-a, IL-

6) ve PGE: iiretimleri iizerindeki etkileri ELISA yontemiyle belirlenmistir.
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Ekstrelerin  hiicre canlilign {izerindeki etkisi incelendiginde, n-hekzan
altekstresinin uygulandigi konsantrasyonlarda (6 pg/mL, 12 pg/mL, 25 pg/mL, 50 pg/mL,
75 pg/mL ve 100 pg/mL) LPS’le beraber veya LPS uygulanmadan, Raw 264.7
makrofajlarinin hiicre canliligin1 6nemli derecede azaltmadigi tespit edilmistir. Bitkinin
CH.Cl; altekstresinin ise uygulandigi konsantrasyonlarda (6 pg/mL, 6,25 pg/mL, 12,5
pg/mL, 25 pg/mL, 50 pg/mL ve 75 pg/mL) sadece besiyeri uygulanan kontrol grubuna
kiyasla hiicre canlilig1 sirasiyla % 104,29, % 99,69, % 96,18, % 92,61, % 86,53 ve %
57,45 olarak tespit edilmistir. Bu altekstrenin uygulandigi en yiiksek konsantrasyonda (75
pg/mL) hiicre canliligin1 %20°den daha yiiksek oranda azaltmasindan dolay1r LPS ile
uyarilan hiicreler {izerinde yalmizca 50 pg/mL konsantrasyona kadar olan
konsantrasyonlar degerlendirilmistir. Altekstre (6, 12,5, 25, 50 pug/mL), hiicrelere LPS
(1pg/mL) ile beraber uygulandiginda hiicre canlilig: sirastyla % 90,78, % 96,73, % 89,18,
% 91,11 olarak tespit edilmistir. Bitkinin EtOAc ve n-BuOH altekstreleri hiicrelere 25
pg/mL, 50 pg/mL, 75 pg/mL ve 100 pg/mL konsantrasyonda uygulanmistir. Her iki
ekstre de bu konsantrasyonlarda (LPS ile beraber veya LPS eklenmeden) hiicre
canliliginda 6nemli bir azalmaya neden olmamustir. Bitkinin n-hekzan, EtOAc ve n-
BuOH altekstreleri, uygulandiklar1 en yiiksek 100 pg/mL konsantrasyona kadar hiicre
canliliginda 6nemli bir azalmaya neden olmamistir. Ancak CH2Cl; altekstresi, 75 pg/mL
konsantrasyonda uygulandiginda hiicre canlilig1 % 57,45 oranindadir. Bu nedenlerden
dolay1 deneylerde, n-hekzan, EtOC ve n-BuOH altekstreleri 100 pg/mL konsantrasyona
kadar kullanilmig, CH2Cl ekstresi ise 50 pg/mL konsantrasyona kadar kullanilmastir.

NO molekiilii, akut ve kronik enflamasyonda hem proenflamatuvar hem de
antienflamatuvar 6zellige sahiptir. Enflamasyon esnasinda NO, vazodilatasyonu artirir ve
enflamasyon semptomlarini (6dem, kizariklik, ates) olusturur. Bu durumda iNOS, hem
doku koruyucu hem de zarar verici bir etki gosterebilir. NO molekiiliiniin inhibe edilmesi
stratejisi ile, asir1 Uretiminin zararli etkilerinin 6nlenmesi saglanir (88,114,115).
Calismamizda, NO firetimi lizerinde en yiiksek inhibitdr etkiyi n-hekzan altekstresi
gostermistir. Bitkinin n-hekzan altekstresi, 50 pg/mL ve 100 nug/mL konsantrasyonlarda
uygulandiginda LPS ile uyarilmis Raw 264.7 makrofaj hiicrelerinin NO {iretimini
yalnizca LPS uygulanan kontrol grubuna kiyasla (sirasiyla %79,90 ve %95,11) énemli
derecede inhibe etmistir. Bu inhibisyon degerinin bilinen bir NO inhibitorii olan L-NIL 1n
(5 M) gosterdigi inhibisyon (%52,32) degerinden daha yiiksek oldugu tespit edilmistir.
Bitkinin CH2Cl, altekstresi ikinci en etkili altekstresidir. Uygulandigi en yiiksek
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konsantrasyonda (50 pg/mL) %48,23 inhibisyon gostermistir. Literatiirde, H.
roeperianum bitkisinden elde edilen aseton ekstresinin LPS ile uyarilmis Raw 264.7
makrofaj hiicrelerinin NO {iretimi tizerindeki etkileri incelenmistir. Bu ¢alismaya gore,
aseton ekstresinin uygulandig: ¢esitli konsantrasyonlarda (2, 10, 30 ve 100 pg/mL) LPS
ile uyarilmigs Raw 264.7 makrofaj hiicrelerinin NO tiretimini sirastyla %29,41, %65,90,
%81,04 ve %89,72 oraninda inhibe ettigi bildirilmistir (116). Bir baska ¢aligmada, H.
calabricum bitkisinin EtOAc ekstresinin konsantrasyona bagl sekilde, LPS ile uyarilmis
Raw 264.7 makrofaj hiicrelerinin NO tiretimini 6nemli 6l¢iide (ICso: 102 ug/mL) inhibe
ettigi bildirilmistir (75). Gergeklestirdigimiz tez ¢alismasinda, daha apolar karakterdeki
n-hekzan ve CHClI: altekstreleri en yiiksek etkili ekstreler olarak belirlenmistir. Nispeten
daha polar karakterdeki n-BuOH ve EtOAc altekstrelerinde ise daha diisiitk NO inhibitorii
etki gozlemlenmistir. Ozellikle EtOAc alekstresinde 100 pg/ml konsantrasyondaki
inhibisyon %31,66 civarindadir.

Sitokinler; hemen hemen tiim hiicrelerde iiretilirler, ancak 6nemli 6l¢lide makrofaj
ve T hiicrelerinde iiretilirler. Proenflamatuvar sitokin olan TNF-a ve IL-1, immiin yanitin
baslatilmasin1 ve siirdiiriilmesini saglar (117). TNF-a, proliferatif ve enflamatuvar
olaylardan sorumlu sitokindir. Bu molekiil ayrica; astim, Crohn hastaligi, romatoit artrit,
noropatik agri, otoimmiinite ve kanser gibi bir dizi patolojik durumlarda da rol oynar.
Romatoit artritli bolgelerde TNF-a, IL-1’in sentezini uyarmaktadir. Bunun akabinde IL-
6 seviyelerinde artisa sebep olarak akut enflamasyonda yer almaktadir (117,118). IL-6 ve
IL-8 ise, sekonder yardimci proenflamatuvar sitokinlerdir. IL-6 akut enflamatuvar
yanitlarda yer alir, fakat proenflamatuvar sitokin olarak aktivitesi devam ettiginde akut
enflamasyon kronik enflamasyona doniislir. Romatoit artrit, sistemik lupus eritematozus,
ankilozan spondilit, psoriazis ve Crohn gibi bir¢ok romatizmal hastalikta kandaki IL-6

seviyeleri yiikselmektedir (119).

Raw 264.7 makrofaj hiicrelerinin TNF-o iiretimi lizerindeki inhibitor etkilerinin
belirlenmesi i¢in bitkinin n-hekzan, CH2Cl,, EtOAc, n-BuOH altekstreleri ile
caligtlmigtir. Ekstrelerin igerisindeki yiiksek konsantrasyondaki en yiiksek etkiyi n-
hekzan altekstresi gdstermistir. Bu ekstre 50 ve 100 pg/mL konsantrasyonda
uygulandiginda TNF-a seviyelerini, yalnizca LPS uygulanmis kontrol grubuna kiyasla,
%24,62 ve %63,50 oraninda azaltmistir. Ekstre en yiiksek konsantrasyonda

uygulandiginda, bilinen bir sitokin inhibitorii olan deksametazonun (10 uM) gosterdigi
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inhibisyon (%56,08) degerinden daha yiiksek bir deger gostermistir. Bitkinin CH2Cl;
altekstresi ise en yiiksek konsantrasyonu olan 50 ug/mL’de % 31,84 inhibisyona sebep
olmustur. Her iki altekstrenin 50 pg/mL konsantrasyondaki etkileri kiyaslandiginda
CH:Cl; altekstresinin daha etkili oldugu goriilmektedir. Daha polar karakterdeki EtOAc
ve n-BuOH ekstreleri ise TNF-a lizerinde herhangi bir azalmaya neden olmamigtir. Daha
once THP-1 hiicreleri tizerinde gergeklestirilen bir g¢alismada H. triquetrifolium
yapraklarindan elde edilen EtOH ekstresinin TNF-a iiretimini inhibe ettigi bildirilmistir.
Calismada, ekstrenin 125 pg/mL ve 250 pg/mL konsantrasyonlarda %40 ve %60
inhibisyona neden oldugu gosterilmistir (120).

Onceki enflamatuvar parametreler iizerinde onemli derecede inhibitor etki
gosteren altekstrelerin (n-hekzan ve CH.Cl,) bir proenflamatuvar sitokin olan IL-6
seviyeleri lizerindeki etkileri arastirilmistir. Her iki ekstrede de dnemli derecede IL-6
inhibisyonu tespit edilmistir. H. calycinum, n-hekzan altekstresi 100 pg/mL
konsantrasyonda uygulandiginda, LPS uygulanmis kontrol grubuna kiyasla, IL-6
seviyelerinde %93,90 oraninda azalmaya neden olmustur. Bu oran deksametazonun 5 uM
konsantrasyonda uygulandiginda gdsterdigi orandan (%86,26) daha yiiksektir. Bitkinin
CHCl; altekstresi ise 50 pg/mL konsantrasyonda, LPS ile uyarilmis IL-6 iiretimini
%74,44 oraninda inhibe etmistir. Bitkinin CH2Cl altekstresi 50 pg/mL konsantrasyonda,
n-hekzan altekstresinin ayni konsantrasyonda gosterdigi inhibisyondan (%58,63) daha
yiiksek bir inhibitor etkiye sahiptir. H. erectum, H. laxum ve H. ascyron tiirlerinin MeOH
ekstreleri tizerinde ¢alisan Yuk ve arkadaslari, H. laxum bitkisinin MeOH ekstresinin
Raw 264.7 makrofaj hiicrelerinin IL-6 {iretimi iizerindeki etkisini, ¢esitli
konsantrasyonlarda (10, 20, 40 ve 80 ug/mL) incelemisler ve sirasiyla %17,1, %24,7,
%34,6 ve %61,3 oraninda inhibisyon tespit etmislerdir. H. laxum bitkisinin MeOH
ekstresi, uygulandigi 80 pg/mL konsantrasyonda Raw 264.7 makrofaj hiicrelerinin I1L-6
tiretimi lizerinde gosterdigi inhibisyon degerinin, 80 pg/mL konsantrasyonda uygulan H.
ascyron (%37,6) ve H. erectum (%22,6) bitkilerinin Raw 264.7 makrofaj hiicrelerinin IL-
6 lretimi lizerinde gdstermis olduklart inhibisyon degerlerinden daha yiiksek oldugu

tespit edilmistir (110).

Calismamizda onceki parametreler iizerinde yiiksek etki gosteren altekstrelerin
LPS ile uyarilmis Raw 264.7 makrofaj hiicrelerinin PGE> {iretimi iizerindeki etkileri

incelenmistir. Bitkinin n-hekzan altekstresi yalnizca 100 pg/mL konsantrasyonda, PGE:
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tiretimi lizerinde %55,89 oraninda inhibisyon gostermistir. Diger taraftan CH2Cl>
altekstresinin artan konsantrasyonlarda (12,5 pg/mL, 25 pg/mL ve 50 pg/mL) PGE;
seviyelerini yalnizca LPS uygulanan kontrol grubuna kiyasla, sirastyla %13,62, %14,30
ve % 45,69 oraninda azalttig: tespit edilmistir. Bitkinin CH2Cl» altekstresinin n-hekzan
ekstresinin uygulandigi konsantrasyonun yaris1 oraninda uygulanmasina ragmen
gosterdigi inhibitdr etki degeri n-hekzan altekstresine olduk¢a yakindir. Bunun yaninda
n-hekzan altekstresi 50 pg/mL  konsantrasyonda herhangi bir inhibitér etki
gostermemistir. Literatiirde H. perforatum tiirii tizerinde ¢alisan Hammer ve arkadaslari
Raw 264.7 makrofaj hiicreleri ile yiiriittikleri ¢alisma neticesinde bitkinin EtOH
ekstresinin 20 pg/mL konsantrasyonda PGE; iiretiminin %43’iinii inhibe ettigini

gostermislerdir (76).

Bitkinin ekstre (MeOH) ve altekstrelerinin (n-hekzan, CH2Cl,, EtOAc, n-BuOH
ve k-H20) 15-LOX enzim inhibitorii etkileri degerlendirildiginde bitkinin yalnizca n-
BuOH altekstresi (100 ng/mL) %28,87 oraninda inhibisyona neden olmustur. Bu nedenle
bu ekstrenin konsantrasyona bagl etkileri ¢alisilmistir. Altekstre 400 pg/mL
konsantrasyona dek cesitli konsantrasyonlarda calisilmis ve en yiiksek konsantrasyonda
%51,26 oraninda inhibisyon tespit edilmistir. Bitkinin, n-BuOH altekstresinden elde
edilen fraksiyonlar, ii¢ fraksiyon grubu altinda toplanmistir (FrA, FrB, FrC). Bu
fraksiyonlarin 15-LOX enzim inhibitéri etkileri 100 pg/mL konsantrasyonda
incelendiginde sirasiyla FrA %79,92, FrB %6,69, FrC %0,79 oraninda inhibisyon tespit

edilmistir.

H. calycinum bitkisinin MeOH ekstresinin, altekstrelerinin (n-hekzan, CH.Cl,,
EtOAc, n-BuOH ve k-H;0) ve fraksiyonlarinin toplam fenolik ve toplam flavanoit madde
miktarlart belirlenmistir. Buna gore; toplam fenolik madde miktar1 en yiiksek olan
altekstre EtOAc altekstresi (333,49 + 4,78 mg GAE/g ekstre) olarak tespit edilmistir.
Ardindan sirasiyla n-BuOH (294,59 + 8,41 mg GAE/g ekstre), MeOH (235,96 + 10,23
mg GAE/g ekstre), k-H20 (63,45 + 3,09 mg GAE/g ekstre), CH2Cl> (53,29 + 1,96 mg
GAE/qg ekstre), n-hekzan (30,13 + 1,77 mg GAE/g ekstre) altekstreleri gelmektedir. H.
calycinum ekstre ve altekstrelerinin toplam flavanoit madde miktarlari incelendiginde
EtOAc altekstresinin (101,30 + 7,94 mg KE/g ekstre) en yiiksek flavanoit miktarina sahip
oldugu belirlenmistir. Diger ekstrelerin sahip olduklar1 flavanoit miktarlari, sirasiyla

MeOH altekstresi (43,78 + 1,62 mg KE/g ekstre), CH2Cl» altekstresi (21,77 + 1,70 mg
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KE/g ekstre), n-BuOH ekstresi (19,77 + 0,70 mg KE/g ekstre) ve k-H.O altekstresi (1,94
+ 0,24 mg KE/g ekstre) olarak tespit edilmistir. Bitkinin n-hekzan altekstresi,
enflamatuvar parametreler iizerinde en yiiksek aktiviteyi gostermesine ragmen diger
altekstrelerden diisiik fenolik madde miktarina sahiptir. Bitkinin CH2Cl; altekstresi de
onemli seviyede aktivite gosterirken, hem fenolik hem de flavanoit madde miktari
acisindan sirasiyla besinci ve {iglincili sirada oldugu tespit edilmistir. Bitkinin EtOAC
altekstresinde sadece NO iiretimi lizerinde aktivite tespit edilmistir. Buna ragmen fenolik
ve flavanoit madde miktarlar1 agisindan oldukg¢a zengin oldugu gosterilmistir. Diger
yandan n-BuOH altekstresinde sadece NO {iretimi iizerinde aktivite belirlenmistir.
Bitkinin n-BuOH altekstresinin fenolik ve flavanoit madde miktar1 bakimindan sirasiyla
ikinci ve dordiincii sirada bir degere sahip oldugu tespit edilmistir. Bitkinin n-BuOH
altekstresinden elde edilen fraksiyonlarin toplam flavanoit miktarlar1 [sirasiyla FrB
(71,71 + 2,92 mg KE/g ekstre), FrC (47,65 + 3,70 mg KE/g ekstre), FrA (17,34 + 1,69
mg KE/g ekstre)] ve toplam fenolik madde miktarlari [sirastyla FrC (528,46 + 22,89 mg
GAE/g ekstre), FrB (444,83 + 16,97 mg GAE/g ekstre), FrA (341,39 + 3,81 mg GAE/g
ekstre)] n-BuOH altekstresinden yiiksek tespit edilmistir. Fraksiyonlar arasindan en
yiiksek toplam flavanoit ve fenolik madde miktarina sirasiyla FrB (71,71 + 2,92 mg KE/g
ekstre) ve FrC’nin (528,46 + 22,89 mg GAE/g ekstre) sahip oldugu belirlenmistir. Bu
fraksiyonlarin, n-BuOH altekstresinin flavanoit ve fenolik madde miktarindan (sirastyla
19,77 £ 0,70 mg KE/qg ekstre ve 294,59 + 8,41 mg GAE/g ekstre) yiiksek oldugu tespit
edilmistir. Ayrica n-BuOH altekstresinden elde edilen fraksiyonlar arasindan FrA
(%79,92) fraksiyonunun n-BuOH (%28,87) altekstresinden daha yiiksek 15-LOX enzim

inhibitor etkisine sahip oldugu tespit edilmistir.

Bitkinin EtOAc ve n-BuOH altekstreleri {izerinde kantitatif olarak fenolik asit
analizi YBSK yontemi ile yapilmistir. Analiz sonucuna gore EtOAc altekstresinde;
klorojenik asit (5,855 mg/g ekstre), apigenin-7-glukozit (2,171 mg/g ekstre), rutin (1,785
mg/g ekstre), kafeik asit (0,615 mg/g ekstre), kersetin (0,346 mg/g ekstre) bilesikleri
tespit edilmistir. N-BuOH altekstresinde; klorojenik asit (2,330 mg/g ekstre), kafeik asit
(0,411 mg/g ekstre) ve gallik asit (0,025 mg/g ekstre) tespit edilmistir. Hypericum tiirleri
tizerinde yapilan bir ¢alismada, H. calycinum bitkisinin EtOH ekstresinden YBSK
yontemi ile klorojenik asit (7,01 mg/g kuru bitki) ve rutin (0,58 mg/g kuru bitki) tespit
edilmistir (121). Farkli bolgelerden alt1 farkli H. perforatum bitkisi toplanarak yapilan
bir ¢alismada Raw 264.7 makrofaj hiicrelerinin PGE; iiretimi ELISA yontemi ile
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belirlenmis ve antienflamatuvar aktivite ¢alisilmistir. Bu c¢alismada bitkilerin EtOH ve
kloroform ekstreleri farkli ekstraksiyon yontemleri kullanilarak elde edilmistir. H.
perforatum Pl 371528 bitkisinin kloroform (12 ug/mL) ve EtOH (65 ug/mL) ekstresi
PGE: iiretimini sirastyla %80, %93 inhibe ederek en yiiksek aktiviteyi gdstermistir.
amentoflavon, kersetin ve klorojenik asitin bitkinin antienflamatuvar &zelliginden
sorumlu oldugu bildirilmistir (122). Calismamizda, EtOAc altekstresi uygulandigi en
yiiksek konsantrasyonda (100 pg/mL) NO {iiretimini %31,66 oraninda inhibe etmistir.
Altekstreler arasinda en yiiksek toplam fenolik (333,49 + 4,78 mg GAE/g ekstre) ve
flavanoit (101,30 + 7,94 mg KE/g ekstre) madde miktarina sahiptir. Altekstrenin
antienflamatuvar etkisinden, sahip oldugu yiiksek miktardaki toplam fenolik ve flavanoit
madde igerigi sorumlu olabilir. Bunu yaninda bitkinin fenolik i¢erigi YBSK yontemiyle
incelendiginde klorojenik asit, rutin, apigenin-7-glukozit, kafeik asit ve kersetin icerdigi
tespit edilmistir. Bitkinin n-BuOH altekstresi uygulandig1 en yiiksek konsantrasyonda
(100 pg/mL) NO fiiretimini %37,34 oraninda inhibe etmistir. Ayrica uygulandigr 100
ug/mL konsantrasyonda 15-LOX enzimini %28,87 oraninda inhibe etmistir. Altekstreler
arasinda toplam fenolik (294,59 + 8,41 mg GAE/g ekstre) madde miktar1 agisindan ikinci
en yliksek igerige sahip ekstre olarak belirlenmistir. Bitkinin n-BuOH altekstresinin sahip
oldugu toplam fenolik ve flavanoit madde miktarlar1 gosterdigi antienflamatuvar etkiden
sorumlu olabilir. Ayrica altekstrede YBSK yontemiyle klorojenik asit, kafeik asit ve

gallik asit tespit edilmistir.

Bitkinin n-hekzan altekstresinin igerdigi yag asit miktarlari GK/KS yontemi
kullanilarak incelenmistir. Bitkinin i¢erdigi doymamis yag asit miktarinca (%65) zengin
oldugu tespit edilmistir. Bagil yilizdesi yiiksek olan yag asitleri a-linolenik asit (%33,2),
linoleik asit (%27,4) ve palmitik asit (%23,3) olarak tespit edilmistir. Diislik bagil
yilizdeye sahip yag asitler ise, sirasiyla oleik asit (%4,4), stearik asit (%4,1), laurik asit
(%2,4), miristik asit (%2,2) ve arasidik asit (%1,9) olarak tespit edilmistir. Buna gore
bitkinin n-hekzan altekstresinin NO, TNF-a, IL-6 ve PGE: iiretimleri iizerindeki
etkisinin, sahip oldugu major yag asitleri (a-linolenik asit, linoleik asit ve palmitik asit)
ile iliskili olabilecegini diistinmekteyiz. Daha oOnce gergeklestrilen calismalar
incelendiginde, linoleik asit ve palmitik asitin antienflamatuvar aktivite ile ilgili

olabilecegi bildirilmistir (123,124).
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6. SONUCLAR VE ONERILER

Bu ¢aligmada, {izerinde sinirli sayida ¢aligma bulunan H. calycinum bitkisinin,
antienflamatuvar aktivitesi ve kimyasal bilesimi arastirilmigtir. Bitkinin n-hekzan ve
CH.Cl, altekstreleri en aktif altekstreler olarak belirlenmistir. Ozellikle n-hekzan
altekstresi yiiksek konsantrasyonda (100 pg/ml) galisilan tiim enflamatuvar parametreler
tizerinde en yiiksek aktiviteyi gostermistir. Diger taraftan CH»Cl, altekstresinin, 50 pg/ml
konsantrasyonda TNF-o, IL-6 ve PGE; seviyeleri iizerinde ayni konsantrasyondaki n-
hekzan altekstresinden daha etkili oldugu tespit edilmistir. Bu ekstre 75 pg/ml
konsantrasyonda hiicre canliligini 6nemli Olgiide azalttigindan bu konsantrasyonda
enflamatuvar parametreler tizerindeki etkisi ¢alisitlmamistir. Enflamatuvar parametreler
tizerinde yiiksek aktiviteye sahip n-hekzan altekstresinin yag asidi analizi yapilmistir.
Bitkinin major bilesikleri a-linolenik asit ve linoleik asit bagta olmak tizere %65 oraninda
toplam doymamis yag asitlerine sahip oldugu tespit edilmistir. Ekstrelerden yalnizca n-
BuOH altekstresi 15-LOX enzimi tizerine inhibitor etki gostermistir. Ancak bu altekstre,
diger ekstrelere nazaran NO iiretimi iizerinde diisiik aktivite (%37,34) gostermistir.
Bitkinin EtOAc altekstresi de NO iiretimi lizerinde benzer aktiviteye (%31,66) sahipken
TNF-a tizerinde aktivite gostermemistir. Bu iki altekstrenin NO iiretimi {lizerinde %30
tizerinde aktiviteye sahip olmasindan dolayr YBSK yontemi ile incelenmistir. Bitkinin
n-BuOH altekstresinde klorojenik asit, kafeik asit ve gallik asit bilesikleri tespit
edilmistir. Bitkinin EtOAc altekstresinde ise rutin, kersetin, klorojenik asit, kafeik asit ve
apigenin-7-glukozit bilesikleri tespit edilmistir. Bunun yani sira, toplam fenolik ve
flavanoit madde miktarlar1 incelendiginde bitkinin EtOAc altekstresinin zengin igerige

sahip oldugu tespit edilmistir.

Sonug olarak; halk arasinda siklikla kullanilan Hypericum tiirleri arasinda
lizerinde az sayida ¢alisma bulunan H. calycinum tiirii, fitokimyasal icerik ve biyolojik
aktivitesi a¢isindan degerlendirilmistir. Elde ettigimiz bulgularin, ileride daha kapsamli
in vivo ve in vitro antienflamatuvar etki ¢alismalari ile, bitkinin etkili bilesenlerin

belirlenmesine yonelik ¢aligmalar i¢in yol gosterici olacagini diistinmekteyiz.
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Doga Koruma ve Milli Parklar Genel Mudurlugi
Sayr :E-21264211-288.04-501116 19.02.2021
Konu : Aragtirma izinleri (frem ATAY BALKAN
)
DAGITIM YERLERINE

Saglik Bilimleri Universitesi Hamidiye Eczacilik Fakiiltesi Biyoloji Bolimii Dr. Ogretim Uyesi
irem ATAY BALKAN tarafindan yiiritilecek olan '"Hypericum calycinum Toprak Ustii Ekstresinin
15-Lipoksijenaz Enzim inhibitorii Etkili Bilesenlerinin Belirlenmesi" baslikli proje kapsaminda
arastirmaci personelin yiiritmesi planlanan arazi calismalan ile ilgili Bilimsel Aragtirma Izin Bagvurusu
Genel Mudurlugumiz yetki ve sorumluluklar ¢ergevesinde incelenmis olup, buna gore;

® Caligmalarin sahada bulunan flora, fauna, dogal ve kiltirel degerlerin yam sira ckosistem
biitiinlugiine de zarar vermeyecek sekilde yapilmasi,

® S6z konusu alanlarin 6zelliklerinin kaybolmamasina ¢zen gosterilerek yaban hayatinin tahrip
edilmemesi,

® Arazide yapilacak her tarlii caligma ile ilgili arazi ¢aligmalarindan en az bir (1) giin énce
Bakanligimiz Doga Koruma ve Milli Parklar Bolge Mudarltklerine bagh ilgili il Sube
Maudirlukleri/Milli Park Mudiirlaklerine ve genel kolluk kuvvetlerine bilgi verilmesi,

® SHz konusu ¢aligmalarin 2873 sayili Milli Parklar Kanunu, 4915 sayili Kara Aveihgi Kanunu veya
Sulak Alanlarin Korunmasi Yoénetmeligi kapsamindaki korunan alan sinirlan dahilinde kalmas
durumunda ¢alismanin siireg ve sonucu hakkinda mutlak suretle ilgili Il Sube Mudirlikleri/Milli
Park Mudurlagune bilgi verilmesi,

® Arazi galigmalarinin 2873 sayili Milli Parklar Kanunu, 4915 sayili Kara Avciligi Kanunu veya
Sulak Alanlarin Korunmast Yonetmeligi kapsamindaki korunan alan simirlar dahilinde yapilacak
olmasi durumunda bu kisimlarda ¢alisma yapilirken Bakanhgimiz Doga Koruma ve Milli Parklar
Bolge Midurliklerine bagh ilgili Tl Sube Midirlukleri/Milli Park Miidarliklerinden bir
mihmandar egliginde araziye ¢ikilmasinin saglanmast,

® Arazi ¢aligmalarinin yapilacagi yerin il merkezlerinde Valilige, ilgelerde ise Kaymakamliga bilgi
verilmesi,

® (Caligmalar kapsaminda toplanacak orneklerde izin dosyasinda belirtilen miktarin agilmamasi ve bu
drneklerin yurtdigia gikariimamasi,

® Arastirma ara ve sonu¢ raporlarinin basili ve dijital ortamda birer kopyasinin Genel
Mudurlugimiize gonderilmesi,

sartiyla bahse konu galigmalarin yapilmas: Genel Mudurliugtmiizee uygun gorilmasgtir.
Bilgilerinizi ve geregini rica ederim.

Hasan KANCA

Bu belge, givenli elektronik imza ile imzalanmistir.
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