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HYPERİCUM CALYCİNUM L. BİTKİSİNİN İN VİTRO 

ANTİENFLAMATUVAR ETKİLERİNİN ARAŞTIRILMASI 

ÖZET 

Amaç: Hypericum türleri geleneksel olarak romatizmal hastalıklarda 

kullanılmaktadır. Buna rağmen, literatürde H. calycinum üzerinde az sayıda çalışmaya 

rastlanmıştır. Bu nedenle bitkinin bazı enflamatuvar parametreler üzerindeki etkilerinin 

in vitro yöntemlerle araştırılması ve fitokimyasal içeriğinin değerlendirilmesi 

amaçlanmıştır. 

Gereç ve Yöntem: H. calycinum bitkisinin toprak üstü kısımlarından metanol 

ekstresi ve bu ekstreden sıvı-sıvı ekstraksiyonu yöntemiyle altekstreler (n-hekzan, 

diklorometan, etil asetat, n-butanol, kalan su) hazırlanmıştır. Altekstrelerin toksik 

olmayan konsantrasyonları WST-1 yöntemi ile belirlendikten sonra; lipopolisakkarit ile 

uyarılmış Raw 264.7 hücrelerinin nitrik oksit (NO) seviyeleri üzerindeki etkileri Griess, 

sitokinler (TNF-α/IL-6) ve PGE2 seviyeleri üzerindeki etkileri ELISA yöntemiyle 

belirlenmiştir. Ayrıca, 15-LOX enzim inhibitörü etkiler ile toplam fenolik/flavanoit 

madde miktarları değerlendirilmiştir. Fenolik bileşikler ve yağ asidi bileşenleri sırasıyla 

yüksek basınçlı sıvı kromatografisi ve gaz kromatografisi kütle spektrometresi ile 

belirlenmiştir. 

Bulgular: Bitkinin n-hekzan altekstresi (100µg/mL) NO, TNF-α, IL-6 

seviyelerini sırasıyla %95,11, %63,50, %93,90 oranında azaltmıştır. Bitkinin 

diklorometan altekstresi (50µg/mL), NO (%48,23), IL-6 seviyelerini (%74,44) 

azaltmıştır. İki altekstre de PGE2 üretimini %40’ın üzerinde azaltmıştır. Bitkinin n-BuOH 

altekstresi 15-LOX enzimini (100µg/mL, %28,87) inhibe etmiştir. Bitkinin EtOAc ve n-

BuOH altekstreleri (100µg/mL) NO seviyelerini %31,66 ve %37,34 azaltmıştır. En 

yüksek toplam fenolik (333,49±4,78 mg GAE/g ekstre) ve flavanoit (101,30±7,94 mg 

KE/g ekstre) miktarı EtOAc altekstresinde belirlenmiştir. Altekstrelerde (EtOAc, n-

BuOH) klorojenik asit tespit edilmiştir. Bitkinin n-hekzan altekstresinde majör miktarda 

α-linolenik asit tespit edilmiştir. 
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Sonuç: H. calycinum bitkisinin in vitro antienflamatuvar etkileri ve kimyasal 

bileşenleri ortaya konmuştur. Özellikle, n-hekzan ve diklorometan altekstreleri ileride 

gerçekleştirilecek çalışmalar için 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-α/IL-6) and PGE2 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 (100µg/mL) decreased NO, TNF-α, IL-6 

levels by 95.11%, 63.50%, 93.90%. The dichloromethane subextract (50µg/mL) 

decreased NO (48.23%) IL-6 (74.44%) levels. Both subextracts reduced PGE2 levels 

more than 40%. The n-BuOH subextract inhibited 15-LOX enzyme (100µg/mL,28.87%). 

The EtOAc and n-BuOH subextracts (100µg/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 α-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 
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1. GİRİŞ VE AMAÇ  

Enflamasyon; fiziksel, kimyasal veya biyolojik olarak karşılaşılan stres 

etkenlerine karşı bağışıklık sisteminin gösterdiği fizyolojik yanıttır. Enflamasyon akut ve 

kronik olarak sınıflandırılmaktadır (1). Akut enflamasyon, vücudun enflamatuvar 

uyaranlara karşı kısa sürede geliştirdiği ilk yanıttır ve ağrı, ısı artışı, kızarıklık, şişlik ve 

fonksiyon kaybı gibi semptomlarla karakterize edilir. Kronik enflamasyon ise vücudun 

enflamatuvar uyaranlara uzun süreli maruz kalması sonucunda hasarlı bölgedeki 

hücrelerin progresif olarak değişerek enflamasyona cevap vermesidir. Kronik 

enflamasyon ileri boyutta doku hasarı, organ yetmezliği ve ölümle sonuçlanabilmektedir. 

Kronik enflamasyon, halk arasında yaygın görülen romatoit artrit, astım, enflamatuvar 

bağırsak hastalıkları, diyabet, kardiyovasküler hastalıklar, otoimmun hastalıklar ve 

kanser gibi birçok hastalığın patogenezinde önemli role sahiptir (2–5). Enflamatuvar 

hastalıkların tedavisinde steroit olmayan antienflamatuvar ilaçlar, steroit yapıda 

antienflamatuvar ilaçlar kullanılmaktadır. Bu ilaç molekülleri, hem tedavi sürecini uzun 

tutarak tedavi maliyetlerini yükselmekte hem de ciddi yan etkiler göstermektedir. Bu 

nedenlerle daha etkili ve güvenilir antienflamatuvar ilaçların geliştirilmesine ihtiyaç 

duyulmaktadır (6–8). 

Enflamasyonun patogenezinde çeşitli mediyatörler bulunmaktadır. Nitrik oksit 

(NO), prostaglandinler (PG), lökotrienler gibi mediyatörler; sitokinler [interlökin (IL-1, 

IL-6), TNF-α], lipoksijenazlar (LOX), siklooksijenazlar (COX-1 ve COX-2), 

indüklenebilir NO sentaz (iNOS) veya fosfolipazlar gibi enzimler enflamasyonda önemli 

rol oynar (9–11).  

Prostaglandinler ve lökotrienler lipit kökenli otakoitlerdir ve 'eikozanoitler' olarak 

isimlendirilmektedir. PGE2, akut enflamasyonun oluşumunda rol alan bir faktördür (2). 

Vasküler düz kas hücrelerini gevşeterek dolaşımı hızlandırır ve ödem oluşumuna zemin 

sağlar. Ayrıca nöronları etkileyerek sistemik enflamasyon yanıtlarıyla ateş, yorgunluk ve 

ağrıda yüksek duyarlılık gibi semptomların oluşumuna neden olur (12,13). NO, parakrin 

ve otokrin sinyal molekülü olarak birçok fizyolojik ve patolojik durumlarda rol 

almaktadır. Bu molekül, vazodilatasyon, kan basıncı kontrolü ve hücresel sinir iletimi 

gibi çeşitli mekanizmalarda yer almaktadır (14,15). Ülseratif kolit, romatoit artrit, sedef 

ve osteoartrit gibi enflamatuvar hastalıklarda NO seviyesi artmaktadır (16). Sitokinler; 



 

2 

 

enfeksiyon, bağışıklık, iltihaplanma, embriyonik gelişim, rejenerasyon, obezite, 

yaşlanma ve travma gibi birçok temel sürecin düzenleyicisidirler. Tüm vücut hücrelerinde 

üretildikleri gibi özellikle makrofajlar ve lenfositler tarafından üretilmektedirler (17). 

Lipoksijenazlar lökotrien, lipoksin, eoksinlerin ve hepoksilinlerin sentezinde yer alır (18). 

LOX ürünlerinin (5-LOX, 8-LOX, 12-LOX ve 15-LOX) astım, enflamasyon gibi 

durumlara neden olmasının yanında bazı insan kanser türlerinin gelişiminde rol aldığı 

tespit edilmiştir (19).  

Hypericum L. cinsi ülkemiz için önemli türleri içermektedir ve Anadolu'da 48’i 

endemik olan 106 takson olduğu bilinmektedir (20–23). Hypericum calycinum türünün 

H. perforatum, H. empetrifolium, H. scabrum, H. triquetrifolium, H. tedrapetum ile 

birlikte Hypericum cinsinin Türkiye’deki en yaygın türlerinden olduğu bildirilmiştir (24).  

Hypericum türleri halk arasında geleneksel olarak idrar yolu enfeksiyonları, ülser, gastrit, 

nevralji gibi rahatsızlıkların yanı sıra romatoit artrit ve hemoroit gibi enflamatuvar 

hastalıklarda kullanılmaktadır (25–30). Literatürde, H. calycinum üzerindeki çalışmalar 

gözden geçirildiğinde ise, geleneksel kullanılışı, biyolojik aktiviteleri ve fitokimyasal 

içeriği açısından incelendiği az sayıda çalışmaya rastlanmıştır.  

Bu çalışmanın amacı, H. calycinum bitkisinin antienflamatuvar etkilerinin in vitro 

olarak araştırılmasıyla bitkinin biyolojik aktivitelerinin açıklanmasına katkıda 

bulunulmasını sağlamaktır. Bitkinin aktif ekstrelerinin kimyasal içeriklerinin 

belirlenmesi ile bitkinin kimyasal bileşiminin açıklanmasına da katkıda bulunulması 

hedeflenmiştir. Tüm bu bilgiler ışığında, H. calycinum toprak üstü kısımlarından metanol 

(MeOH) ekstresi ve çeşitli polaritelerdeki çözücüler [n-hekzan, diklorometan (CH2Cl2), 

etil asetat (EtOAc), n-butanol (n-BuOH)] kullanılarak, sıvı-sıvı ekstraksiyon yöntemiyle 

(n-hekzan, CH2Cl2, EtOAc, n-BuOH, k-H2O) altekstreleri hazırlanmıştır. Bitkinin 

altekstrelerinin antienflamatuvar aktivitelerinin araştırılması için LPS ile uyarılmış Raw 

264.7 makrofaj hücreleri kullanılmıştır. Altekstrelerin, Raw 264.7 makrofaj hücreleri 

üzerindeki toksik olmayan konsantrasyonları WST-1 yöntemiyle; NO üretimi üzerindeki 

etkileri Griess yöntemiyle; sitokinler (TNF-α, IL-6) ve PGE2 üzerindeki etkileri ise 

Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA, enzim bağlı immünosorbent testi) 

yöntemiyle belirlenmiştir. Ekstre ve altekstreler, 15-LOX enzim inhibitörü etkileri 

açısından 15-LOX enzim inhibitörü tarama testi kiti kullanılarak değerlendirilmiştir. 

Bitkinin aktif altekstrelerinin kimyasal bileşimlerinin belirlenebilmesi amacıyla toplam 
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fenolik ve flavonoit madde miktar tayinleri sırasıyla Folin-Ciocalteu ve alüminyum klorür 

yöntemleriyle belirlenmiştir. Ekstrelerin (EtOAc ve n-BuOH) fenolik bileşikleri, yüksek 

basınçlı sıvı kromatografisi (YBSK) yöntemiyle belirlenmiştir. Bitkinin n-hekzan 

altekstresinin yağ asitlerinin belirlenmesi için ise gaz kromatografisi kütle spektrometresi 

(GK/KS) yöntemi kullanılmıştır. 
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2. GENEL BİLGİLER 

 

2.1. BOTANİK ÖZELLİKLER 

Bu bölümde Hypericaceae familyası, Hypericum L. cinsi ve H. calycinum L. 

bitkisinin botanik özelliklerinden bahsedilmiştir. 

 

 

Şekil 2.1: Hypericum calycinum bitkisinin görseli 
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2.1.1. Hypericaceae  

Hypericaceae familyasına ait bitkiler genellikle çalımsı veya otsu şekilde 

bulunurlar. Bitki, uçucu yağ içeren yarı saydam veya amber sarısı glandlara sahiptir. Bazı 

türleri, hiperisin içeren kırmızı veya siyah renkli glandlara sahiptir. Yapraklar tam ve 

karşılıklı olup nadiren halka şeklinde dizilime sahiptir. Yaprak şekilleri ovoit ve elongat 

olsa da bazı türlerde lanseolat yapraklar da görülür. Sepaller 5 adet olup tomurcukta 

imbrikat dizilişlidir. Petaller 5 adet, serbest ve sarı renkli; stamenler 3-5 demet şeklinde 

veya serbest dizilimde bulunabilir. Ovaryum üst durumlu pariyetal [veya aksillar (yanal)] 

plasentasyon gösterir. Tohumlar endosperm içermez (20,31). 

2.1.2. Hypericum L. Cinsi  

Hypericaceae familyasına ait Hypericum L. cinsinin dünyada yaklaşık 482 kadar 

türü olduğu bilinmektedir. Anadolu’da, Hypericum cinsine ait 48’i endemik olan 106 

takson olduğu bilinmektedir (21,22). Hypericum türleri ülkemizde kantaron, binbirdelik 

otu, kılıç otu, yara otu, kan otu, kamaniça, koyun kıran, tutsan, boyalık otu, pırpır otu, 

püren, çıtçıt otu, çayotu gibi isimlerle bilinmektedir (32–34). 

Hypericum türleri genelde tüysüz, yarı şeffaf glandlara sahip tek yıllık otsular 

veya çalılardır. Çiçekler yıldız şeklinde ve çift eşeylidir. Yapraklar perfoliat, tam veya 

glandular siliat dentikulattır. Laminadaki salgı kanalları sıktan seyreğe doğru dizilime 

sahip olabilir veya salgı kanalları olmayabilir. Sepaller 4-5 adet, petaller ise 5 adet veya 

daha fazla olup genellikle sarı renkli ve nadiren nektarlıdır. Anterlerde siyah salgı organı 

vardır. Meyveler, septisit kapsuladır. Kapsül çenetleri nadiren keseli şekle sahip, kabarcık 

şeklinde, sarı renktedir. Tohumlar 0,3-1,5 mm uzunluğunda, silindirik-ellipsoit şekilli, 

sarı-kahverengidir (20).  

2.1.3. H. calycinum L. 

H. calycinum Anadolu'da koyunkıran, kuzukıran, saatçiçeği, tavukyumurtlamaz, 

yabangülü, sicimotu, iri çanaklı kantaron otu gibi isimlerle bilinmektedir (24,35). 

H. calycinum, n=10 kromozoma sahip ağaçlık ve çalılık bölgelerde bulunan her 

dem yeşil bir bitkidir (20,31). Bu tür, yaklaşık 20-60 cm boylarında, dik gövdelidir. 

Sürünücü, tüysüz yapıya sahiptir. Genellikle oblong-eliptik, bazen de ovat şekle sahip 

olan yaprakları, 4,5-9,5 cm büyüklüğündedir. Glandlar yüzeyde miktarca az ve küçük 
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boyutludur. Sepal ve petaller marjinde bulunur. Sepallerin boyutu 1-2 cm arasında 

değişkenlik göstermektedir ve damarlanma mevcuttur. Asimetrik olan petaller ise 2,5- 4,5 

cm boyutunda belirgindir. Kırmızı renkli stamenler dikkat çekerken, siyah glandlar 

nadiren görünür veya hiç görünmezler. Meyveleri 20 mm, oval kapsül şeklindedir (20). 

Genellikle Mayıs-Ağustos ayları arası çiçeklenme zamanları olmasına rağmen bazı 

dönemler Ekim ayına kadar çiçeklendikleri görülebilir. İstanbul çevresi ve Anadolu’nun 

kuzeyinde, Karadeniz Bölgesi’nin ağaçlık ve çalılık yüksek rakımlı bölgelerinde 

yetişmektedir (20). 

Tür anahtarı Davis’e göre aşağıdaki gibi verilmiştir (20). Bu tayin anahtarında 

öncelikle türler gruplara (A-G) ayrılmıştır. Tayin anahtarında H. calycinum’un da yer 

aldığı A grubuna ait kısım aşağıdaki gibidir:  

1.Geniş yapraklı çalılar veya yaprakları perfoliat 7-12 cm otsular; siyah glandlar 

tamamen yoktur veya nadiren görülür, sepal ve petaller marjinde bulunur……....Grup A 

1.Sert yapraklı alçak çalılar veya normal çalılar, yapraklar nadiren 4-5 cm kadar 

perfoliat 

1. Yapraklar ve çalılar serbest; siyah veya kırmızımsı glandlar yok 

2. Sepal ve petal fasikülleri çiçek açtıktan sonra yaprak döken; sepaller bütün 

3. Stilus 5; anterler kırmızı, çiçekler genellikle tek……………1. calycinum 

4. Stiluslar ovaryumdan uzun; sepaller yaprak döken; meyveler kapsül…... 

………………………………………………………………..2. hircinum 

4. Stilus ovaryumdan kısa; sepaller kalıcı; meyveler bakka……………….. 

…………………………………………………………..3. androsaemum 

2. Sepal ve petal fasikülleri çiçek açtıktan sonra kalıcıdır; sepaller bazı zamanlar 

marjinde sarı glandlı (Sect. Inodorum)………………………..4. xylosteifolium 

1. Yapraklar perfoliat; çok yıllık bitki; sepaller ve petaller marjinde kırmızı 

glandlı (Sect. Bupleuroides)……………………………………..5. bupleuroides 

Çiçeklenme zamanı: Mayıs-Ağustos (36,37).  

Habitat: Gölgelik orman alanları ve dağlık ılıman bölgeler (38). 

Türkiye’de yayılımı: İstanbul çevresi ve Karadeniz Bölgesi’nde ağaçlık ve 

çalılık alanlarda 30-1200 m’de görülebilir (20). 

Türkçe isimler: Koyunkıran, kantaron (35), saatçiçeği, tavukyumurtlamaz, 

yabangülü, sicim otu (24), inmek otu, kırtış otu (39), hayırsız otu (40).  
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Diğer dillerdeki isimler: Pyin-nyar-lin-kar (Birmanca) (41) 

2.2. ETNOBOTANİK BİLGİLER 

Bu bölüm H. calycinum bitkisinin geleneksel kullanımı ile Hypericum türlerinin 

romatizmal hastalıklara karşı geleneksel kullanımı hakkında bilgiler içermektedir. 

2.2.1. H. calycinum Bitkisinin Geleneksel Kullanımı 

Yapılan literatür çalışması neticesinde, H. calycinum bitkisinin geleneksel 

kullanılışı hakkında az sayıda çalışmaya ulaşılmıştır. H. calycinum bitkisinin, tıbbı 

kullanımının yanında süs bitkisi olarak kullanıldığı ayrıca kumaş boyamada sarı renk elde 

edilmesi amacıyla kaynatılarak kullanıldığı gösterilmiştir (32,42,43). 

Yalova çevresinde yapılan bir çalışmada halk arasında bu bitkinin çiçeklerinin 

dekoksiyonunun, nefes darlığı tedavisinde dahilen kullanıldığı bildirilmiş olup ayrıca 

bitkinin toprak üstü kısımlarının dekoksiyonunun, kumaş boyamada mor ve lila renklerini 

elde etmek için kullanıldığı tespit edilmiştir (24). 

Balıkesir çevresinde gerçekleştirilen bir çalışmada, H. calycinum yaprak ve 

çiçeklerinin doğrudan hastaya sarılarak veya kaynar suda demlenerek mide ağrısı, 

egzama ve iç organ hastalıklarının tedavisinde kullanıldığı bildirilmiştir (39).  

Win ve arkadaşlarının (2012) H. calycinum bitkisi üzerinde gerçekleştirdikleri 

fitokimyasal bir çalışmada, bitkinin Myammar geleneksel tıbbında sıtma tedavisinde 

kullanıldığı bildirilmiştir (41).  

Pytlakowska ve arkadaşlarının (2012) bazı bitkilerin mineral ve iz element 

analizlerini gerçekleştirdikleri bir çalışmada, H. calycinum bitkisinin Polonya’da, 

astrenjan ve iltihap azaltıcı etkilerinin yanı sıra uykusuzluk, menopoz bozuklukları, adet 

öncesi sendrom, zona, siyatik, fibrozis, sinirsel gerginlik, orta derecede depresyon gibi 

hastalıklarda kullanımı olduğu bildirilmiştir (44). 

2.2.2. Hypericum Türlerinin Romatizmal Hastalıklara Karşı Geleneksel 

Kullanımı 

 Yapılan literatür taraması neticesinde Hypericum türlerinin Anadolu’da halk 

arasında romatizmal hastalıkların tedavisinde kullanıldığı tespit edilmiştir (45,46). 
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Balıkesir’de, H. perforatum bitkisinin çiçekli dallarından elde edilen 

dekoksiyonun bir gece bekletildikten sonra hemoroit tedavisinde sabahları aç karnına 

tüketildiği bildirilmiştir. Aynı çalışmada bitkinin çiçekli dallarından elde edilen 

dekoksiyonun romatizma tedavisinde dahilen kullanıldığı da bildirilmiştir (45). 

Çatalca’da toprak üstü kısımları zeytinyağında ezilip bekletilerek romatizma ağrılarında, 

harici olarak kullanılmaktadır (46). Çanakkale’de yapılan bir çalışmada, çiçekli 

dallarından elde edilen infüzyonun dahilen romatizma tedavisinde kullanıldığı 

bildirilmiştir (47). Kazdağları çevresinde yapılan bir çalışmada, bitkinin çiçekli dallarının 

zeytinyağı içerisinde bekletilmesiyle elde edilen maseratın dahilen romatizma 

tedavisinde kullanıldığı tespit edilmiştir (48). Kırklareli’nde yapılan bir başka çalışmada, 

bitkinin çiçekli dallarının zeytinyağı içerisinde bekletilmesiyle hazırlanan maseratın 

romatizma tedavisinde ve yumuşak doku zedelenmesinden kaynaklı kas ve eklem 

ağrılarının tedavisinde haricen kullanıldığı bildirilmiştir (49). Akdeniz bölgesinin 

güneyinde (Hatay, İçel, Isparta) yapılan bir çalışmada, bitkinin yapraklarının zeytinyağı 

içerisinde bekletilmesiyle elde edilen maseratının romatizma tedavisinde haricen 

uygulandığı tespit edilmiştir (50). Manisa’da yapılan bir etnobotanik çalışmada, bitkinin 

çiçekli dallarının yağda bekletilerek hazırlanan ekstresinin dahilen kahvaltı öncesi 

hemoroit tedavisinde tüketildiği bildirilmiştir (51). 

Türkiye’nin Doğu Anadolu Bölgesi’nde gerçekleştirilen bir çalışmada H. 

montbretii, H. perforatum, H. scabrum bitkilerinin toprak üstü kısımlarının dekoksiyon 

şeklinde hazırlanarak hemoroit tedavisinde dahilen kullanıldığı bildirilmiştir (52). 

Nevşehir ve yöresinde gerçekleştirilen bir çalışmada, H. scabrum meyvelerinin 

infüzyon şeklinde hazırlanarak hemoroit tedavisinde dahilen kullanıldığı bildirilmiştir 

(53). Aksaray’ın Nizip bölgesinde yapılan bir çalışmada ise bitkinin çiçekli dallarının 

kaynatılmasıyla elde edilen çayın hemoroit tedavisinde kullanıldığı tespit edilmiştir (54). 

Sezik ve arkadaşlarının Anadolu’da (Ankara, Kayseri, Karaman, Konya, Niğde) 

yürütmüş oldukları etnobotanik çalışma neticesinde; H. lydium ve H. scabrum bitkilerinin 

çiçekleri dekoksiyon şeklinde hazırlanarak hemoroit tedavisinde çay olarak tüketildiği 

gösterilmiştir. Aynı çalışmada H. perforatum bitkisinin tamamı dekoksiyon şekilde 

hazırlanarak hemoroit tedavisinde 6-12 ay süre ile çay olarak kullanıldığı tespit edilmiştir 

(27).  
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Bosna Hersek’te H. perforatum bitkisinin toprak üstü kısımlarından hazırlanan 

yağ maserasyonu hemoroit tedavisinde haricen kullanılmaktadır (55). 

Litvanya bölgesinde yapılan bir etnobotanik çalışmada, H. perforatum bitkisinin 

toprak üstü kısımlarından yapılan merhemin haricen hemoroit tedavisinde kullanıldıgı 

bildirilmiştir (56). 

Sırbistan’ın güneybatısında yapılan bir çalışmada, H. perforatum bitkisinin toprak 

üstü kısımlarının infüzyon ve yağ maserasyonunun haricen hemoroit tedavisinde 

kullanıldığı bildirilmiştir (57). Sırbistan’ın Kopaonik dağı etrafında yapılan bir başka 

çalışmada da, bitkinin toprak üstü kısımlarından yağ maserasyonu hazırlanarak haricen 

hemoroit tedavisinde kullandığı tespit edilmiştir (58).  

İtalya’nın güneyinde yapılan etnobotanik bir çalışmada, H. perforatum toprak 

üstü kısımlarından yağ içerisinde bekletilerek hazırlanan maserasyonun hayvanlarda 

romatizma tedavisinde masaj yapılarak kullanıldığı bildirilmiştir (59).  

Etiyopya’da yapılan bir çalışmada, H. quartinianum bitkisinin ezilmiş yaprakları 

suyla karıştırılarak dahilen hemoroit tedavisinde kullanıldığı tespit edilmiştir (60). 

Çin’de yapılan bir başka çalışmada, H. acmosepalum bitkisinin kök ve 

saplarından hazırlanan dekoksiyonun dahilen artrit tedavisinde kullanıldığı bildirilmiştir 

(61). 

2.3. BİYOLOJİK AKTİVİTE ÇALIŞMALARI 

Bu bölüm iki kısımdan oluşmaktadır. İlk kısım, H. calycinum bitkisinin üzerinde 

yapılan biyolojik aktivite çalışmaları hakkında bilgiler içermektedir. İkinci kısım ise 

Hypericum türleri üzerinde gerçekleştirilmiş olan antienflamatuvar aktivite çalışmaları 

hakkında bilgiler içermektedir. 

2.3.1. H. calycinum Bitkisi Üzerinde Gerçekleştirilen Biyolojik Aktivite 

Çalışmaları 

Bu kısımda H. calycinum bitkisi üzerinde gerçekleştirilen biyolojik aktivite 

çalışmaları derlenmiştir. Literatür değerlendirildiğinde bitkinin çeşitli enzim inhibitörü 

etkilerinin (hyalüronidaz ve kolajenaz) yanı sıra antioksidan, antimikrobiyal ve 

antidepresan etkileri ile ilgili çalışmaların bulunduğu tespit edilmiştir (62–70). 
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2.3.1.1. Antiaging ve antitirozinaz aktivite çalışmaları: Hypericum 

türlerinin (H. calycinum, H. perforatum ve H. confertum) yaşlanma karşıtı etkilerini ve 

cilt beyazlatma özelliklerini araştırmak için kolajenaz, elastaz, hiyalüronidaz ve tirozinaz 

enzimlerine karşı enzim inhibisyon aktivitesi çalışılmıştır. Bu türlerinin MeOH 

ekstrelerinin anti-kolajenaz, anti-elastaz ve anti-hyalüronidaz aktiviteleri belirlenmiştir. 

Çalışmada kontrol grubu olarak doğal kolajenaz inhibitörü polifenolik bir bileşik olan 

epigallokateşin gallat (EGCG) kullanılmıştır. H. calycinum MeOH ekstresi (IC50: 51,24 

± 1,33 μg/mL), H. perforatum ve H. confertum bitkilerinin MeOH ekstrelerinden 

(sırasıyla IC50: 61,53±0,40 μg/mL, IC50: 63,01±0,24 μg/mL) yüksek kolajenaz inhibitörü 

etki göstermiştir. Bu çalışmada standart olarak kullanılan EGCG (IC50: 43,47 ± 1,82 

μg/mL)’nin göstermiş olduğu antikolajenaz etkinin H. calycinum’dan daha etkili olduğu 

bildirilmiştir. Aynı çalışmada bitkilerin elastaz inhibitörü etkisi de incelenmiştir. H. 

calycinum bitkisinin (IC50: 55,77 ± 1,32 μg/mL) elastaz inhibitörü aktivitesinin 

çalışmadaki diğer bitkilerden (H. perforatum ve H. confertum sırasıyla IC50: 64,76 ± 0,55 

μg/mL ve IC50: 61,67 ± 0,76 μg/mL) ve standarttan (EGCG ise IC50: 70,47 ± 0,89 μg/mL) 

daha yüksek olduğu bildirilmiştir. Yazarlar, Hypericum türlerinin sahip olduğu zengin 

fenolik içeriklerinden dolayı anti-elastaz inhibisyon etkilerinin olduğunu bildirmiştir. 

Çalışmada aynı zamanda bitkilerin MeOH ekstrelerinin hyalüronidaz inhibitör etkileri 

değerlendirildiğinde H. calycinum ekstresinin (IC50: 22,17 ± 0,22 μg/mL), standart olarak 

kullanılan tannik asite (IC50 değeri ise 30,49 ± 0,08 μg/mL) kıyasla önemli derecede 

hyalüronidaz inhibisyonu gösterdiği bildirilmiştir. H. confertum bitkisi ise 36,55±0,11 

μg/mL IC50 değerinde hyalüronidaz inhibisyonu göstermiştir. Sonuç olarak H. calycinum 

ekstresinin, tannik asit ve diğer iki ekstreye (H. perforatum ve H. confertum) oranla 

yüksek antihyalüronidaz aktiviteye sahip olduğu bildirilmiştir. Çalışmada tirozinaz 

inhibisyon aktivitesi de incelenmiştir. H. perforatum (%48,22 ± %0,38 inhibisyon) ve H. 

confertum (%49,92 ± %0,21 inhibisyon) bitkilerinin MeOH ekstreleri (200 µg/mL 

konsantrasyon), tirozinaz enzimi üzerinde kojik asite (200 µg/mL konsantrasyon) kıyasla 

orta derecede inhibitör etki göstermiştir. H. calycinum bitkisinin MeOH ekstresi (200 

µg/mL konsantrasyon) ise (%54,30 ± %0,49 inhibisyon) çalışmadaki diğer bitki 

ekstrelerinden yüksek bir inhibisyon değeri göstermiştir. Bilinen bir tirozinaz enzim 

inhibitörü olan kojik asitin (200 µg/mL konsantrasyonda %95,05 ± %0,37 inhibisyon) bu 

üç ekstreden daha etkili olduğu bildirilmiştir (62).  
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2.3.1.2. Antioksidan aktivite çalışmaları: Kırmızıbekmez ve arkadaşlarının 

gerçekleştirdiği bir çalışmada (2009), H. calycinum bitkisinin toprak üstü kısımlarından 

elde edilen bileşikler antioksidan etkileri bakımından 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil radikali 

(DPPH) ve NO yöntemleriyle değerlendirilmiştir. Çalışmada klorojenik asit, butil 

klorojenat, yedi adet flavanoit (kersetin, kersitrin, hiperozit, izokersitrin, mikelianin, rutin 

ve I3, II8-biapigenin) ve iki adet flavanol (kateşin ve epikateşin) elde edilmiştir. Bu 

bileşikler içerisinde kateşin ve epikateşinin DPPH aktivitesi (sırasıyla, IC50: 4,2 ve 4,7 

μm) ile NO süpürme aktivitesi (sırasıyla, IC50: 190 ve 170 μm) diğer bileşiklere ve 

standart olarak çalışılan askorbik asite (DPPH aktivitesi IC50: 2,4 μm ve NO süpürme 

aktivitesi IC50: 100 μm) kıyasla anlamlı derecede yüksek olarak tespit edilmiştir. Bir diğer 

flavonol türevi olan rutin bileşiğinin de yüksek DPPH aktivitesi gösterdiği bildirilmiştir 

(IC50: 9,8 μm). Çalışmanın sonucunda, elde edilen bileşiklerden kateşin ve epikateşinin 

in vivo çalışmalar için uygun adaylar oldukları bildirilmiştir (63).  

H. perforatum ve H. calycinum bitkilerinin toprak üstü kısımlarının sulu-etanollü 

ekstrelerinin 0,5 mg/mL konsantrasyonda antioksidan aktivitesinin araştırıldığı bir 

çalışmada, H. perforatum ve H. calycinum bitkileri sırasıyla %20,7 ve %24,5 demir 

iyonlarını şelatlama kapasitesi gösterdiği tespit edilmiştir. Bu çalışmada fenolik madde 

miktarları Folin-Ciocalteu yöntemi ile belirlenmiş ve H. calycinum türünün toplam 

fenolik madde miktarının (313,94 mg gallik asit eşdeğeri (GAE)/100 g) H. perforatum 

türünden daha yüksek olduğu (308,83 mg GAE/100 g) bildirilmiştir (23).  

İtalya’nın Sicilya adasında yetişen 11 farklı Hypericum türünün (H. perforatum, 

H. calycinum, H. aegypticum, H. androsaemum., H. patulum., H. perfoliatum., H. 

pubescens, H. tetrapterum, H. hircinum, H. hirsutum., H. montanum) antioksidan 

aktivitelerinin değerlendirildiği bir çalışma yapılmıştır. Bu çalışmada Hypericum 

türlerinin antioksidan etkisi DPPH ve oksijen radikal absorbans kapasitesi (ORAC) 

yöntemleriyle araştırılmış, Folin-Ciocalteu reaktifi ile ise toplam fenolik madde miktar 

tayini gerçekleştirilmiştir. DPPH sonuçlarına göre en etkili türler, sırasıyla H. 

androsaemum (3,50 mmol troloks eşdeğeri (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 

g) olarak belirtilmiştir. ORAC sonuçlarına göre ise H. perforatum (1,03 mmol TE ± 0,19 

g) bitkisi en yüksek aktiviteyi gösterirken onu sırasıyla H. perfoliatum (0,89 mmol TE ± 

0,03 g) ve H. calycinum (0,80 mmol TE ± 0,02 g) bitkilerinin takip ettiği bildirilmiştir. 
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En yüksek fenol içeren türler, sırasıyla H. perforatum (322,74 µg GAE ± 35,74 mg), H. 

androsaemum (316,07 µg GAE ± 65,34 mg), H. tetrapterum (290,70 µg GAE ± 17,44 

mg) ve H. calycinum (286,06 µg GAE ± 31,87 mg) olarak bildirilmiştir (64).  

2.3.1.3.  Antimikrobiyal aktivite çalışmaları: 

 

2.3.1.3.a. Antibakteriyel aktivite çalışmaları: Hoş ve Tunç’un gerçekleştirdiği 

bir çalışmada (2016), H. calycinum bitkisinin toprak üstü kısımlarından hazırlanan MeOH 

ve aseton ekstrelerinin Streptococcus mitis, S. salivarius, S. mutans ve Staphylococcus 

epidermis bakterilerine karşı antibakteriyel aktivitesi in vitro olarak çalışılmıştır. H. 

calycinum bitkisinin antibakteriyel aktivitesini belirlemek için disk difüzyon yöntemi 

kullanılmıştır. Pozitif kontrol olarak müstahzar antibiyotik disklerinin [Klindamisin (10 

µg), Tetrasiklin (10 µg) ve Amoksisilin-Klavulanik asit (30 µg)] kullanıldığı 

belirtilmiştir. Çalışma sonucunda H. calycinum çiçeklerinden elde edilen MeOH 

ekstrelerinin (400 µg/10 µL, 800 µg/10 µL, 1600 µg/10 µL, 3200 µg/10 µL 

konsanstrasyonlarda) çalışmadaki tüm bakteriler üzerine inhibitör etki gösterdiği; en 

yüksek antibakteriyel aktivitenin ise konsantrasyona bağlı olarak (inhibisyon çapları 

sırasıyla 11 mm, 11,6 mm, 12,9 mm, 13mm) S. mutans’a karşı gözlendiği tespit edilmiştir 

(65).   

H. calycinum bitkisinin EtOH ve MeOH ekstrelerinin kullanıldığı bir çalışmada 

sekiz patojen (Bacillus subtilis, B. cereus, Escherichia coli 35218, E. coli 25922, 

Enterococcus fecalis, S. aureus, Proteus vulgaris, Pseudomonas aeruginosa) bakteri 

üzerinde bu ekstrelerin antibakteriyel aktiviteleri değerlendirilmiştir. Bitkinin EtOH 

ekstresi, E. coli 35218, E. coli 25922 ve B. subtilis üzerinde aktivite göstermezken, B. 

cereus’a karşı yüksek (MİK: 41,67 µg/mL) aktivite göstermiştir. Diğer taraftan, P. 

vulgaris, P. aeruginosa, E. fecalis, S. aureus bakterilerine karşı ise antibakteriyel (MİK: 

31,25 µg/mL) aktivite gösterdiği tespit edilmiştir. Bitkinin MeOH ekstresi ise, P. 

aeruginosa, E. fecalis ve S. aureus bakterilerine karşı aktivite göstermemiştir. B. cereus, 

B. subtilis, E. coli 35218, E. coli 25922, P. vulgaris bakterilerine karşı ise (MİK: 31,25 

µg/mL) aktivite göstermiştir (66).  

Hypericum türlerinin (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 araştırıldığı bir çalışmada, 15 farklı türün MeOH ekstreleri 

hazırlanarak antibakteriyel [2 Gram (-), 2 Gram (+) suş ve 4 non-tüberküloz 

Mycobacterium türü] etkileri incelenmiştir. Çalışmada referans olarak H37Rv suşu, ilaca 

dirençli M. tuberculosis ve ilaca dirençli klinik izolatlar kullanılmıştır. M. tuberculosis 

H37Rv suşuna karşı en aktif ekstrelerin H. elodes ve H. hircinum MeOH ekstreleri olduğu 

belirlenmiştir ve minimal inhibitör konsantrasyon (MİK) değerleri sırasıyla 25 ve 50 

µg/mL olarak tespit edilmiştir. Bazı ekstrelerin H37Rv’nin dirençli varyantlarına karşı 

taraması yapılmış ve H. foliosum, H. hircinum, H. grandifolium, H. humifusum ve H. 

elodes MeOH ekstrelerinin 25 ila 50 µg/mL arasında değişen MİK değerleri ile güçlü 

aktivite gösterdikleri bildirilmiştir. H. humifusum, H.  foliosum ve H. grandifolium 

bitkileri H37Rv referans suşuna karşı zayıf aktivite göstermelerine rağmen, dirençli 

referans suşlara ve klinik izolatlara karşı güçlü aktivite göstermiştir (MİK 200 

µg/mL’lik). S. aureus sıkça karşılaşılan, güçlü 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 karşı (MİK 6-25 µg/mL) güçlü 

bir antimikrobiyal etki göstermişlerdir. S. faecium’a karşı ise H. androsaemum, H. 

foliosum, H. grandifolium, H. canariense ve H. glandulosum önemli miktarda (MİK 12,5-

50 µg/mL) aktivite göstermiştir (67). 

M. tuberculosis, S. aureus ve E. coli bakterilerine karşı yapılan bir çalışmada H. 

calycinum’un yapraklarından elde edilen EtOH ekstresinin M. tuberculosis’e karşı yüksek 

antimikrobiyal aktivite gösterdiği tespit edilmiştir (68). 

2.3.1.3.b. Antifungal aktivite çalışmaları: Bitkinin antifungal aktivitesinin 

belirlenmesi amacıyla gerçekleştirilen bir çalışmada, H. calycinum’un toprak üstü 

kısımlarından oda sıcaklığında petrol eteri ekstresi hazırlanmıştır. Bitkinin petrol eteri 

ekstresinin içerdiği bileşenlerin biyolojik aktivitesinin daha detaylı incelenmesi için 

damlacık karşı akım kromatografisi yöntemiyle elde edilen tüm fraksiyonların ince tabaka 

kromatografisi (İTK) biyoanaliz yöntemiyle Cladosporium cucumerinum’a karşı 

etkinlikleri incelenmiştir. Sikloheksadienon türevleri bu testlerde herhangi bir antifungal 

aktivite göstermezken, geç elüsyon fraksiyonların C. cucumerinum büyümesini 

engelleyen bir bileşik içerdiği tespit edilmiştir. Düşük basınçlı sıvı kromatografisi 

(DBSK) ve ana aktif fraksiyonun jel filtrasyon kromatografisi ile yeni floroglusinol türevi 
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bir fungisit elde edilmiştir. Bu yeni floroglusinol türevi, Plasmodium falciparum’un 

dirençli bir K1 suşuna karşı test edilmiş ve 0,88 g/mL’lik bir IC50 değeri tespit edilmiştir. 

Bu çalışma neticesinde in vitro olarak antimalaryal etkili bir floroglusinol türevi 

bulunduğu bildirilmiştir (69). 

2.3.1.4. Antidepresan aktivite çalışmaları: H. perforatum ve H. 

calycinum’un toprak üstü kısımlarının EtOH ekstrelerinin, antidepresan ve merkezi sinir 

sistemi üzerindeki etkileri; yüzme süresi, lokomotor aktivite, kuyruk hareketi ve delikli 

tahta yöntemleri gibi çeşitli davranış modelleri kullanılarak araştırılmıştır. Sonuç olarak, 

H. perforatum ve H. calycinum’dan elde edilen ekstrelerin hayvan modellerindeki 

etkilerinin karşılaştırılması için kullanılan antidepresan ilaçlar, desipramin ve 

trimipramin kadar etkili oldukları belirtilmiştir. Ayrıca H. calycinum’un antidepresan 

etkisinin H. perforatum kadar güçlü olabileceği ve depresyonda terapötik amaçlar için 

kullanılabileceği bildirilmiştir (70). 

2.3.2. Hypericum Türleri Üzerinde Yapılan Antienflamatuvar Aktivite 

Çalışmaları 

 

2.3.2.1. İn vitro çalışmalar: H. perforatum bitkisinin köklerinden izole edilen 

üç ksantonun antienflamatuvar etkisinin araştırıldığı in vitro bir çalışmada, bileşiklerin 

COX-1, COX-2 enzimleri ve 5-LOX enzimi katalizli lökotrien B4 (LTB4) oluşumu 

üzerindeki aktiviteleri test edilmiştir. İzole edilen üç ksanton içinden aktivitesi yüksek 

olan 1,6-dihidroksi-5-metoksi-4’,5’-dihidro-4’,4’,5’-trimetilfurano-(2’,3’:3,4)-ksanton, 

50 µg/mL konsantrasyonda LTB4 oluşumu üzerinde en yüksek (%98,46 ± 0,59) 

inhibisyonu göstermiştir. Aynı konsantrasyonda COX-1’e karşı hafif (%18,41 ± 6,50) ve 

COX-2’ye karşı orta derecede (%36,15 ± 4,68) inhibisyon gösterdiği tespit edilmiştir 

(71). 

H. perforatum bitkisinin çeşitli (aseton, %50 EtOH, %96 EtOH) ekstreleri ve bazı 

bileşikleri (rutin, kersetin, izokersitrin, hiperisin, psödohiperisin) kullanılarak 12-LOX 

enzimi üzerindeki aktivitelerinin incelendiği bir çalışmaya göre en yüksek inhibitör etki 

flavanoit türevi olan hiperozit (IC50: 5,768×10-6 M) bileşiğinde gözlemlenmiştir. Ayrıca 

bitkinin %0,05, %0,10, %0,15 konsantrasyonlarda hazırlanan ekstrelerinin de aktivitesi 

incelenmiştir. Aseton ekstresinde, uygulanan konsantrasyonlarda (%0,05, %0,10, %0,15) 
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sırasıyla %59,38, %75,76 ve %82,22 oranında inhibisyon saptanmıştır. Yüzde %96 EtOH 

ekstresi %0,05, %0,10, %0,15 konsantrasyonlarda sırasıyla %58,45, %73,32 ve %95,40 

oranında inhibitör etki göstermiştir. EtOH ekstresi (%50) uygulanan konsantrasyonlarda 

(%0,05, %0,10, %0,15) 12-LOX enzimine karşı sırasıyla %62,31, %85,68 ve %92,27 

oranında inhibitör etki göstermiştir. (72).  

H. empetrifolium bitkisinin meyvelerinin CH2Cl2 ekstresinden elde edilen iki 

floroglusinol türevinin [(3-geranil-1-(20-metilpropanol) floroglusinol, 3-geranil-1-(20-

metilbutanol) floroglusinol)] antienflamatuvar etkisinin araştırıldığı in vitro çalışmada, 

COX-1, COX-2 enzimleri ve 5-LOX enzimi tarafından katalizlenen LTB4 oluşumuna 

karşı aktivite test edilmiştir. İzole edilen 3-geranil-1-(20-metilpropanol) floroglusinol, 

COX-1, COX-2 ve LTB4’e karşı sırasıyla 6 µM, 29 µM, 9 µM ve 2,2 µM IC50 değerlerini 

göstermiştir. İzole edilen 3-geranil-1-(20-metilbutanol) floroglusinol, LTB4 oluşumu 

üzerinde 5,8 µM IC50 ve COX-1 enzimine karşı 26,2 µM IC50 değeri göstermiştir (73). 

Berköz ve arkadaşları (2018), H. perforatum bitkisinin içerdiği bileşiklerden olan 

hiperisin ve hiperforinin antienflamatuvar etkisini in vitro olarak test etmiştir. Bu 

çalışmada, lipopolisakkarit (LPS) ile uyarılmış Raw 264.7 makrofaj hücrelerine çeşitli 

konsantrasyonlarda (25, 50, 75 ve 100 nM) hiperforin ve hiperisin (2,5, 5, 7,5 ve 10 nM) 

uygulanmıştır. LPS ile uyarılmış Raw 264.7 makrofaj hücrelerinde, PGE2 ve NO üretimi 

ile COX-2 ve iNOS gen ekspresyonu ölçülerek hiperisin ve hiperforinin antienflamatuvar 

etkileri değerlendirilmiştir. Çalışma sonucuna göre hiperforin ve hiperisinin, Raw 264.7 

makrofajlarında NO üretimininin yanı sıra iNOS ve COX-2 gen ekspresyonlarını önemli 

ölçüde azalttığı tespit edilmiştir. Sonuç olarak, hiperforin (75 ve 100 nM) ve hiperisinin 

(7,5 ve 10 μM) uygulandıkları en yüksek iki konsantrasyonda LPS ile uyarılmış 

hücrelerin PGE2 üretimini (hiperforin sırasıyla %31,24 ve %56,72, hiperisin sırasıyla 

%38,53 ve %53,37), istatiksel olarak anlamlı şekilde azalttığı tespit edilmiştir (74). 

H. calabricum bitkisinin EtOAc ekstresinin antienflamatuvar aktivitesi, Raw 

264.7 makrofaj hücreleri kullanılarak in vitro olarak incelenmiştir. EtOAc fraksiyonunun, 

LPS ile uyarılmış Raw 264.7 makrofaj hücrelerinde NO üretimi üzerindeki etkisi, Griess 

testi ile belirlenmiştir. Çalışmada, bitkinin EtOAc ekstresinin konsantrasyona bağlı 

şekilde, LPS ile uyarılmış Raw 264.7 makrofaj hücrelerinin NO üretimini önemli ölçüde 

(IC50: 102 µg/mL) inhibe ettiği bildirilmiştir (75). 
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H. perforatum türü üzerinde çalışan Hammer ve arkadaşları (2008), Raw 264.7 

makrofaj hücreleri ile bir antienflamatuvar aktivite çalışması yürütmüştür. Bitkinin EtOH 

ekstresi uygulandığı 10 µg/mL konsantrasyonda LPS ile uyarılmış Raw 264.7 makrofaj 

hücrelerinin canlılığında ciddi azalma meydana getirmemiştir. Bu ekstrenin PGE2 

üretimini %46 oranında inhibe ettiği tespit edilmiştir. Bu ana ekstreden üç fraksiyon (1A: 

EtOH, 1B: hekzan, 1C: kloroform) elde edilmiştir. Aktivite gösteren kloroform 

ekstresinden (10 µg/mL, %36 PGE2 inbisyonu) yeni alt fraksiyonlar (2A, 2B, 2C, 2D) 

elde edilmiştir. Alt fraksiyonlardan 2C (10 µg/mL, %44 PGE2 inbisyonu) aktivite 

göstermiştir. Bu alt fraksiyondan elde edilen yeni fraksiyonlardan (3A, 3B, 3C, 3D, 

3E,3F) 3A (10 µg/mL, %22 PGE2 inbisyonu) aktivite göstermiştir. Bu alt fraksiyondan 

da yeni alt fraksiyonlar (4A, 4B, 4C, 4D, 4E, 4F, 4G) elde edilmiştir. Yeni alt 

fraksiyonlardan 4F (%58 PGE2 inbisyonu) aktif çıkmıştır. Fraksiyon 3A’da klorojenik 

asit (%0,1), amentoflavon (%0,08), kersetin (%0,08) ve psödohiperisin (%0,03) 

bileşenlerinin en yüksek konsantrasyonları görülmüştür. Elde edilen 4 alt fraksiyonun 

kombinasyonu %34 oranında PGE2 üretimini inhibe etmiştir. Çalışmaya göre, 3A 

fraksiyonunun, PGE2 üretimi üzerinde gösterdiği inhibisyon değeri ile yüksek aktivite 

gösterdiği bildirilmiştir  (76).  

Farklı Hypericum türlerinin (H. gentianoides, H. perforatum) EtOH ekstrelerinin 

antienflamatuvar aktiviteleri, LPS ile uyarılmış Raw 264.7 makrofaj hücreleri 

kullanılarak değerlendirilmiştir. Ekstrelerin, hücrelerin NO ve PGE2 üretimi üzerindeki 

inhibitör etkileri incelenmiştir. Enflamatuvar parametreler (NO, PGE2) üzerinde, H. 

perforatum EtOH ekstresi 30 µg/mL konsantrasyonda (NO %14,6, PGE2 %1,9), 

fraksiyonlardan psödohiperisin ise 0,08 µM konsantrasyonda (NO %21,6, PGE2 %3,5) 

antienflamatuvar aktivite göstermiştir (77). 

2.3.2.2. İn vivo çalışmalar: İspanya’nın Tenerife bölgesinden toplanan H. 

canariense ve H. glandulosum türlerinden elde edilen infüzyon, MeOH ekstresi ve bu 

ekstrenin fraksiyonlarının antienflamatuvar etkileri incelenmiştir. Çalışmada, Swiss 

erkek fareler üzerinde, tetradekanoilforbol asetat (TPA) ile oluşturulan kulak ödemi 

modeli kullanılmıştır. Bitkilerin infüzyonlarının ve H. canariense MeOH ekstresinin su 

fraksiyonunun ödem üzerinde etkili olmadığı tespit edilmiştir. H. canarinse MeOH 

ekstresi ve H. glandulosum n-BuOH fraksiyonu, uygulandıkları 1 mg/kulak 

konsantrasyonda, kulak ödemi üzerindeki (sırasıyla %76,38 ve %75,47) inhibisyon 
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etkilerinin, deksametazonun 0,1 mg/kulak konsantrasyonda gösterdiği inhibisyon 

(%83,12) etkisine yakın olduğu tespit edilmiştir (78).  

Raziq ve arkadaşlarının (2015) H. oblongifolium bitkisi üzerinde yürüttükleri bir 

çalışmada, karagenin kaynaklı pençe ödemi testi kullanılmıştır. Karagenin kaynaklı pençe 

ödemi oluşturulan farelere (BALB/c) bitkinin MeOH ekstresi, günlük 100 mg/kg, 200 

mg/kg ve 300 mg/kg konsantrasyonlarda uygulanmıştır. Çalışma süresince hayvanlar saat 

başı kontrol edilmiştir. Yapılan kontrollerde, farelerde ödem miktarının [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)] azaldığı tespit edilmiştir (79).  

H. reflexum bitkisinin MeOH ekstresi ve fraksiyonlarının antienflamatuvar etkisi, 

Swiss fareleri üzerinde asetik asite bağlı kıvranma testi, formalin kaynaklı pençe ödemi 

ve TPA kaynaklı kulak ödemi gibi modeller kullanılarak araştırılmıştır. Bitkinin MeOH 

ekstresi (1000 mg/kg p.o) ve kloroform fraksiyonunun (500 mg/kg p.o), formalin 

kaynaklı pençe ödemi üzerinde, sırasıyla %28,84 ve %63,74 oranında inhibisyon 

sağladığı tespit edilmiştir. Asetik asite bağlı kıvranmaya karşı, bitkinin infüzyonu (2500 

mg/kg p.o) %40,24 oranında antienflamatuvar etki göstermiştir [İbuprofen (50 mg/kg p.o) 

%64,63]. Bitkinin MeOH ekstresinin (1,00 mg/kulak) TPA kaynaklı kulak ödemini 

%69,64 oranında inhibe ettiği tespit edilmiştir [Deksametazon (0,10 mg/kulak) %86,02] 

(80). 

H. triquetrifolium bitkisinin, karagenin kaynaklı pençe ödemi oluşturulan sıçanlar 

üzerindeki etkisinin değerlendirildiği bir çalışmaya göre, bitkinin MeOH ekstresinin 

ödem üzerinde antienflamatuvar etki gösterdiği bildirilmiştir. Karagenin 

enjeksiyonundan (%1'lik 0,1 mL) 30 dk önce, kontrol grubu sıçanlarına (Wistar erkek 

sıçan) subkutan olarak %0,4 dimetilsülfoksit (DMSO), deney grubu sıçanlarına ise 25,50 

ve 60 mg/kg dozlarda MeOH ekstresi uygulanmıştır. Arka ayak hacmi, karagenin 

enjeksiyonundan önce ve sonra, 6 saat boyunca, her saat başı olmak üzere ölçülmüştür. 

Bitkinin MeOH ekstresinin, doza bağlı olarak karagenin enjeksiyonundan sonraki 2, 3, 4, 

5 ve 6. saatlerde sıçanlardaki ödem üzerinde inhibitör etki gösterdiği tespit edilmiştir (81).  

Trovato ve arkadaşları (2001) tarafından, H. empetrifolium MeOH ekstresinin 

antienflamatuvar etkisi, karagenin kaynaklı pençe ödemi yöntemi kullanılarak 

araştırılmıştır. Çalışmada, erkek Wistar sıçanları üç gruba ayrılmıştır. İlk gruba, 

karageninden bir saat önce, intraperitoneal yolla 100 mg/kg MeOH ekstresi enjekte 
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edilmiştir. İkinci gruba (kontrol grubu), sadece taşıyıcı verilmiştir. Üçüncü gruba ise, 5 

mg/ kg indometazin oral olarak verilmiştir. Daha sonra 1, 2 ve 3. saatlerde ödem oluşumu 

takip edilmiştir. MeOH ekstresinin, saat başı ödem oluşumunu sırasıyla %51,52, %70,90 

ve %77,40 oranında inhibe ettiği tespit edilmiştir. İndometazinin ise ödemi sırasıyla 

%16,44, %32,89 ve %65,05 oranında inhibe ettiği tespit edilmiştir. Bu sonuçlara göre, 

bitkinin MeOH ekstresinin uygulanan dozlarda indometazinden (5 mg/ kg) daha yüksek 

ödem azaltıcı etkiye sahip olduğu bildirilmiştir (82). 

Savikin ve arkadaşları (2007), Hypericum türlerinin (H. barbatum, H. hirsutum, 

H. androsaemum, H. richerii, H. perforatum ve kültür ortamında yetişmiş H. perforatum) 

EtOH ekstrelerini kullanarak, karagenin kaynaklı pençe ödemi oluşturulmuş sıçanlar 

(Wistar) üzerinde antienflamatuvar aktivite üzerine incelemelerde bulunmuşlardır. Deney 

grubu sıçanlarına 25, 50, 100 ve 200 mg/kg dozlarda MeOH ekstresi, oral olarak 

uygulanmıştır. Referans grubu sıçanlarına 1, 2, 4 ve 8 mg/kg dozlarda DMSO içerisinde 

seyreltilmiş indometazin, oral yolla uygulanmıştır. Kontrol grubuna ise, 1 mL/kg oral 

yoldan DMSO verilmiştir. Karagenin solüsyonu (0,1 mL içerisinde %0,5’lik), ekstre ve 

indometazin uygulanan farelere bir saat sonra oral yolla uygulanmıştır. Sıçanlar, ödem 

oluştuktan sonra sakrifiye edilmiş ve ödem oluşan arka ayakları ekstirpe edilerek 

tartılmıştır. H. hirsutum, H. perforatum ve kültür ortamında yetişmiş H. perforatum, 

benzer antienflamatuvar etki göstermiştir [sırasıyla ortalama etkili dozlar (ED50): 46,75 

mg/kg, 47,55 mg/kg, 50,86 mg/kg]. H. barbatum ve kültür ortamında yetişmiş H. 

perforatum ise, farklı derecelerde antienflamatuvar etki göstermiştir (sırasıyla ED50: 

90,15 mg/kg ve 50,86 mg/kg). Bitkilerin indometazine (ED50: 2,48 mg/kg) kıyasla 

yaklaşık 20 kat daha düşük antienflamatuvar etki gösterdiği bildirilmiştir (83).  

2.3.2.3. Klinik çalışmalar: Meinke ve arkadaşlarının (2012), H. perforatum 

bitkisi ile gerçekleştirdikleri klinik bir çalışmada bitki ekstresi içeren bir krem 

formülasyonunun, ışığa karşı koruyuculuğu, 22 (4 erkek ve 18 kadın, 19 ve 59 yaş arası) 

gönüllü üzerinde incelenmiştir. Çalışmada kullanılan materyalin, hiperforin bileşiğince 

zengin olması ve hiperisin içermemesine dikkat edildiği bildirilmiştir. Gönüllüler, cilt 

tipleri II-III olan, sigara içmeyen, kadın ve erkekler arasından seçilmiştir. Gönüllülerin 

sırt bölgesi iki bölüme ayrılmıştır. Bir bölüme taşıyıcı uygulanmış, diğer bölüme ise 

verum krem (%1,5 H. perforatum ekstresi içeren) uygulanmış veya uygulama yapmadan 

boş bırakılmıştır. Otuz dakika sonra, test bölgelerinin bir tarafı, 1,5 minimal eritemli UVB 
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dozu ile ışınlanmış; diğer bölge ise ışınlanmamıştır. Tüm test bölgelerinde eritem, 48 saat 

sonra fotometrik olarak ölçülmüştür. Çalışma sonucuna göre, verum kreminin, taşıyıcı 

uygulanmış ve boş bırakılmış cilde kıyasla, cilt eritemini önemli ölçüde azalttığı 

bildirilmiştir. Ayrıca kremin, ışınlama yapılmayan test bölgelerinde tahrişe neden 

olmadığı da bildirilmiştir (84).  

Samadi ve arkadaşlarının (2010) gerçekleştirdiği bir klinik çalışmada, H. 

perforatum’un sezaryen yaralarında doku iyileşmesi ve hipertrofik nedbe dokusu 

oluşumu üzerine etkisi incelenmiştir. Çalışmaya 144 adet sezaryen operasyonu geçirmiş 

kadın dahil edilmiştir. Çalışma üç grup halinde gerçekleştirilmiştir (ilaç uygulanan, 

plasebo ve kontrol grubu). Deneklerin yara bölgelerine 16 gün boyunca günde 3 defa H. 

perforatum içeren merhem ve plasebo merhemi topikal olarak uygulanmıştır. Kontrol 

grubuna ise herhangi bir uygulama yapılmamıştır. Onuncu günde REEDA skalasına göre; 

40. Günde ise Vancouver yara skalasına göre ölçümler yapılmıştır. Onuncu ve 40. Günde 

yapılan ölçümlerde, hem yara iyileşmesi hem de skar oluşumu bakımından H. perforatum 

grubunun anlamlı derecede daha başarılı sonuçlar verdiği bildirilmiştir (85). 

2.4. FİTOKİMYASAL ÇALIŞMALAR  

Literatür taraması neticesinde bitkinin fenolik asitler (klorojenik asit, butil 

klorojenat, gallik asit, protokateşik asit, p-kumarik asit), flavanoitler (kersetin, kersitrin, 

hiperozit, izokersitrin, rutin), biflavonlar, lavandulil flavanonlar, flavan-3-oller (kateşin, 

epikateşin), açilfloroglusinoller (hiperforin, adhiperforin) ve siklohekzadienon türevlerini 

içerdiği görülmüştür (41,62,63,64,86). Literatür taraması sonuçları Şekil 2.2 ve Şekil 2.12 

arasında özetlenmiştir.  
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2.4.1. Fenolik Asitler  

 

 

Bileşik adı R Bulunduğu Kısım Kaynak 

Klorojenik asit  H 
Toprak üstü (62,63) 

Butil klorojenat n-Butil 

Şekil 2.2: H. calycinum bitkisinde tespit edilen fenolik asitler-1 

 

 

Bileşik adı R Bulunduğu Kısım Kaynak 

Gallik asit OH 
Toprak üstü (62) 

Protokateşik asit H 

Şekil 2.3: H. calycinum bitkisinde tespit edilen fenolik asitler-2 

 

  

Bileşik adı Bulunduğu Kısım Kaynak 

p-kumarik asit Toprak üstü (62) 

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

 

 

Bileşik adı R3 R5 R6 R7 R8 R3
’ R4

’ Bulunduğu 

kısım 
Kaynak 

Kersetin-3-O-

rutinozit (rutin) 

O-

Ramnoglukoz 
OH H OH H OH OH 

Toprak üstü (62,63) 

Kersetin-3-O-

galaktozit 

(hiperozit) 

O-Galaktoz OH H OH H OH OH 

Kersetin-3-O-

glukozit 

(izokersitrin) 

O-Glukoz OH H OH H OH OH 

Kersetin-3-O-

ramnozit 

(kersitrin) 

O-Ramnoz OH H OH H OH OH 

Kersetin OH OH H OH H OH OH 

Şekil 2.5: H. calycinum bitkisinde tespit edilen flavonoitler 

 

             

                                    1                                                                         2 

Bileşik adı Bulunduğu Kısım Kaynak 

(+)-Kateşin (1) 
Toprak üstü  (63,64) 

(-)-Epikateşin (2) 

Şekil 2.6: H. calycinum bitkisinde tespit edilen flavan-3-oller 
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Bileşik adı Bulunduğu Kısım Kaynak 

I3, II8-biapigenin Toprak üstü  (63,64) 

Şekil 2.7: H. calycinum bitkisinde tespit edilen biflavonlar 

 

 

Bileşik adı Bulunduğu Kısım Kaynak 

Calycinigin A Gövde (41) 

Şekil 2.8: H. calycinum bitkisinde tespit edilen lavandülillenmiş flavanonlar-1 
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                                    1 

 

 

                                    2 

Bileşik adı Bulunduğu Kısım Kaynak 

Exiguaflavanon J (1) 
Gövde (41) 

Exiguaflavanon I (2) 

Şekil 2.9: H. calycinum bitkisinde tespit edilen lavandülillenmiş flavanonlar-2 
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Bileşik adı Bulunduğu Kısım Kaynak 

Exiguaflavanon C Gövde (41) 

Şekil 2.10: H. calycinum bitkisinde tespit edilen lavandülillenmiş flavanonlar-3 

 

2.4.3. Floroglusinoller 

 

 

Bileşik adı R Bulunduğu Kısım Kaynak 

Hiperforin H 
Toprak üstü  (64) 

Adhiperforin CH3 

Şekil 2.11: H. calycinum bitkisinde tespit edilen açilfloroglusinoller 
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2.4.4. Diğer Bileşikler 

Bileşik adı Bulunduğu Kısım Kaynak 

Chinesin II 

Toprak üstü (86) 

Hypercalin A 

Hypercalin B 

Hypercalin C 

3,5-dihidroksi-4-{[1R*,2S*,5S*)-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. 

Şekil 2.12: H. calycinum bitkisinde tespit edilen diğer bileşikler 

 

2.5. ENFLAMASYON VE ENFLAMATUVAR MEDİYATÖRLER 

 

2.5.1 Enflamasyon 

Enflamasyon; fiziksel, kimyasal veya biyolojik olarak karşılaşılan stres 

etkenlerine karşı bağışıklık sisteminin gösterdiği fizyolojik yanıttır (1). Kızarıklık 

(eritema), ödem, ağrı ve ateş en sık karşılaşılan enflamasyon belirtilerindendir (87). 

Vücudun enflamasyona verdiği yanıtın hızına ve yeterliliğine bakılarak akut ve kronik 

olarak sınıflandırılmaktadır (1). Akut enflamasyon, vücudun enflamasyon uyaranlarına 

verdiği ilk yanıttır ve kısa sürelidir. Ağrı, ısı artışı, kızarıklık, şişlik ve fonksiyon kaybı 

ile karakterizedir. Uyaran ortadan kaldırıldığı andan itibaren enflamasyon da sonlanır. 

Kronik enflamasyon ise vücudun enflamatuvar uyaranlara uzun süreli maruz kalması 

sonucunda hasarlı bölgedeki hücrelerin progresif olarak değişerek enflamasyona cevap 

vermesidir. Kronik enflamasyon makrofaj, lenfosit ve plazma hücreleri ile karakterizedir. 

Kronik enflamasyon kontrol altına alınamadığında doku hasarı, organ yetmezliği ve ölüm 

meydana gelebilmektedir. Kronik enflamasyon, halk arasında yaygın görülen romatoit 

artrit, astım, enflamatuvar bağırsak hastalıkları, diyabet, kardiyovasküler hastalıklar, 

otoimmun hastalıklar, kanser ve yaşlanma gibi birçok hastalığın patojenezinde önemli 

role sahiptir (2–5).  

2.5.2. Nitrik Oksit  

Nitrit oksit (NO), parakrin ve otokrin sinyal molekülü olarak birçok fizyolojik ve 

patolojik durumlarda rol almaktadır. Bu molekül, vazodilatasyon, kan basıncı kontrolü ve 
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hücresel sinir iletimi gibi çeşitli mekanizmalarda yer almaktadır (14,15). NO, nitrik oksit 

sentaz (NOS) enzimi ile L-arjinin’den sentezlenir. Bu sentezde NOS enzim grubunun üç 

izoformu bulunmaktadır. Bunlar endotelyal NOS (eNOS), nöronal NOS (nNOS) ve 

indüklenebilir NOS (iNOS)’tur. nNOS ve eNOS, nöronlarda ve endotel hücrelerde 

yapısal olarak eksprese edilir. Yapısal NOS hücre içi ve hücreler arası haberleşmede rol 

almaktadır. iNOS ise yapısal olmamakla birlikte, sitokinler ve bakteriyel lipopolisakkarit 

(LPS) tarafından indüklendikten sonra makrofajlar ve diğer çekirdekli hücreler tarafından 

eksprese edilir (14,88). iNOS’un, bazı sitokinler (TNF-α, IL-1β ve IFN-γ) ve bağışıklık 

hücreleri üzerinde önemli etkileri vardır. Lökosit ve trombositlerin lenfosit oluşumunu 

inhibe eden NO ayrıca fagositlerin antioksidan üretimini de inhibe ederek 

antienflamatuvar etki göstermektedir. Diğer taraftan, NO vazodilatasyonu artırır ve 

enflamasyon semptomlarının (ödem, kızarıklık, ateş) oluşumunu sağlar (89). Birçok 

hastalık NO’in işlevindeki veya sentezindeki bozukluklara bağlı olarak ortaya 

çıkmaktadır. Ülseratif kolit, romatoit artrit, sedef ve osteoartrit gibi enflamatuvar 

hastalıklarda NO seviyesi artmaktadır (16).  

2.5.3. Prostaglandin E2 

Prostaglandinler ve lökotrienler lipit kökenli otakoitlerdir ve 'eikozanoitler' olarak 

isimlendirilmektedir. Eikazonoitler, araşidonik asidin hücre membranındaki 

fosfolipitlerden, fosfolipaz A2 (PLA2) enzimi yardımıyla oluşmaktadır. Araşidonik asit, 

siklooksijenazlar (COX-1 veya COX-2) ile metabolize edilerek PGG2 ve PGH2’ye daha 

sonra prostaglandin E sentetaz (PGES) tarafından PGE2’ye dönüştürülür (12,90). PGE2, 

akut enflamasyonun oluşumunda rol alan bir faktördür (2). Vasküler düz kas hücrelerini 

gevşeterek dolaşımı hızlandırır ve ödem oluşumuna zemin sağlar. Ayrıca nöronları 

etkileyerek sistemik enflamasyon yanıtlarıyla ateş, yorgunluk ve ağrıda yüksek duyarlılık 

gibi semptomların oluşumuna neden olur (12,13). Prostanoitler (PGE2 ve PGI2), lipit 

kökenli otakoitlerle birlikte oluşturdukları sinerjik etki ile enflamasyonlu bölgelerde 

kılcal damarlarda kan akışını hızlandırdığı kapillar permeabiliteyi artırarak enflamasyona 

katkıda bulunur. PLA2 enzimi üzerine inhibitör etki gösteren glukokortikoitler, hem COX 

hem de LOX ürünlerinin sentezini de azaltırlar ve güçlü antienflamatuvar etkiye 

sahiptirler (91). 
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2.5.4. Sitokinler 

Sitokinler; enfeksiyon, bağışıklık, iltihaplanma, embriyonik gelişim, 

rejenerasyon, obezite, yaşlanma ve travma gibi birçok temel sürecin düzenleyicileridir. 

Asıl olarak makrofajlar ve lenfositler tarafından üretilen sitokinler, enflamasyonu 

indükleyen (proenflamatuvar; TNF-α, IL-1, sekonder yardımcı proenflamatuvar; IL-6, 

IL-8) sitokinler veya azaltan (antienflamatuvar; IL-4, IL-10 ve IL-13) sitokinler olarak 

sınıflandırılırlar (17). Antienflamatuvar sitokinler, enflamasyonun ileri aşamasında 

salgılanır ve enflamasyon yanıtının kontrolünde görev alırlar. TNF-α, makrofaj ve T 

hücreleri tarafından salgılanır ve IL-1, IL-6, IL-8 gibi sitokinlerin salınımını uyarır. TNF 

ve IL-1β gibi proinflamatuar sitokinler romatoit artrit, astım, Crohn hastalığı, psöriatik 

artrit, ankilozan spondilit, kalp yetmezliği, akut miyokard enfarktüsüne neden olan 

dislipidemi gibi patalojik durumlarda rol oynamaktadır (2,92). IL-6, kronik enflamatuvar 

hastalıklar, otoimmün hastalıklar, kolon kanseri, peritonit ve astım gibi hastalıklarda 

önemli bir role sahiptir. (17,93).  

2.5.5. Makrofaj Hücreleri 

Makrofaj hücreleri tüm organlarda ve bağ dokularda bulunan immun sistem 

hücrelerdir. Makrofajlar LPS ile uyarılarak, çeşitli enflamatuvar mediyatörler (NO) ve 

sitokinler (TNF, IL-1, IL-6) ile birlikte, enflamasyonun başlatılmasında, sürdürülmesinde 

ve sonlandırılmasında önemli role sahiptir. Bir başka önemli özelliği ise fagositoz 

yapabilmesidir. Raw 264.7 makrofaj hücre hattı, enflamasyon üzerinde yapılan in vitro 

çalışmalarda sıklıkla bir model olarak kullanılmaktadır (87,94–96).  
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3. GEREÇ VE YÖNTEM 

 

3.1. GEREÇLER 

 

3.1.1. Bitki Materyali 

H.  calycinum çiçekli toprak üstü kısımları Haziran 2021’de İstanbul, Beykoz’dan 

(Türkiye) toplanmıştır. Tür tayini, Dr. Öğr. Üyesi Çağla KIZILARSLAN HANÇER 

(Bezmialem Vakıf Üniversitesi, Eczacılık Fakültesi, Farmasötik Botanik Anabilim Dalı, 

İstanbul, Türkiye) tarafından gerçekleştirilmiştir. Herbaryum örneği İstanbul Üniversitesi 

Eczacılık Fakültesi Herbaryumu’da (ISTE) saklanmaktadır (ISTE no: 117502). 

Çalışmada, bitkinin gölgede kurutulmuş çiçekli toprak üstü kısımları kullanılmıştır. Bitki 

toplama üzerine gerekli arazi çalışma izin belgesi ilgili kurumdan (Tarım ve Orman 

Bakanlığı, Doğa Koruma ve Milli Parklar Müdürlüğü) alınmıştır (EK). 

3.1.2. Kimyasal Maddeler ve Solventler  

• Alüminyum klorür (AlCl3) (Merck, 8.01081) 

• Aseton (C3H6O) (Merck, 1.00014)  

• Asetonitril (ACN) (Merck, 1.00030) 

• Deksametazon (DEKSA) (Sigma Aldrich, D4902)  

• Diklorometan (Merck, 1.06050) 

• Dimetil sülfoksit (DMSO) (Merck, 1.02952), DMSO steril (Genaxxon bioscience, 

M6325.0100) 

• Dulbecco'nun Modifiye Eagles Besiyeri (DMEM) (Gibco-Invitrogen, 41966-029) 

• Etil Asetat (EtOAc) (Merck, 1.00789) 

• Etanol (EtOH) (Isolab, 920.026) 

• Fetal Sığır Serumu (FBS) (Gibco-Invitrogen, 16000044) 

• Folin-Ciocalteu reaktifi (Carlo Erba, E463562) 

• 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 (gAA) (Isolab, 901.013)  

• Griess reaktifi (Sigma Aldrich, G4410) 

• Kersetin (Sigma Aldrich, Q4951) 

• Kloroform (CHCl3) (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] metansülfonamit (NS-398) (Sigma Aldrich, 

N194) 

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

• n-hekzan (Merck, 1.04369) 

• Poliamit (Sorbtech, 26530-025) 

• Potasyum Asetat (C2H3KO2) (Carlo Erba, 358907) 

• Potasyum Klorür (Isolab, 960.036) 

• Slikajel 60 F254 Alüminyum plaka (Merck, 1.107571000) 

• Sodyum Karbonat Anhidrit (Na2CO3) (Isolab, 969.026) 

• Sodyum Nitrit (NaNO2) (Isolab, 969.123) 

• Sülfürik Asit (H2SO4) (Isolab, 970.023) 

• Tripsin Çözeltisi 10X (PAN biotech, 4251184105517) 

• Vanilin (Sigma Aldrich, V1104) 

3.1.3. Ekipmanlar 

• Ayırma Hunisi (1000 mL) (Isolab, Almanya) 

• Beher (50 mL, 100 mL, 200 mL, 500 mL), Erlenmayer (100 mL, 200mL, 500 mL) 

(Isotherm, Türkiye) 

• Kriyovialler (TPP, İsviçre) 

• Mikro Pipetler (2,5-1000 µL) (Onilab, ABD) 
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• Pipet Uçları (10, 200, 1000 µL), Santrifüj Tüpleri (15 mL, 50 mL), Steril Hücre Kül-

türü Şişesi T-75 ve 96 Kuyucuklu Hücre Kültürü Plakaları, Steril Şırınga Filtresi 0,22 

µm, İTK Sprey Kiti (Isolab, Almanya) 

• Serolojik Pipet Steril (TPP, İsviçre) 

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

Japonya)  

3.1.4. Kitler 

• 15-LOX Enzim İnhibitörü 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-α ELISA Kiti (R&D, MTA00B) 

• WST-1 Reaktifi (Roche Diagnostics, 11 644 807 001) 

3.1.5. Cihazlar 

• +4 Buzdolabı (KGN76AI32N, Bosch, Türkiye) 

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

• CO2 İnkübatör (ICO150med, Memmert, Almanya) 

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

• ELISA Plak Okuyucu (Multiskan Go, Termo Scientific, Finlandiya; AMR-100, 

Allsheng, Çin) 

• Etüv (ON-22G, Jeio Tech, Kore) 

• Hassas Terazi (Pioneer PA224C, Ohaus, ABD; ATX224, Shimadzu, Japonya) 

• İnvert Mikroskop (AE21E, Motic, Çin) 

• Sınıf 2 Biyogüvenlik Kabini (BSC-1300IIA2, Biobase, Çin)  

• Liyofilizatör (Cooling Trap HC3055, HyperCool, Kore) 

• Mikroplaka Çalkalayıcı (Titramax 100, Heidolph, Almanya) 

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

• Rotavapor (Hei-Vap, Heidolph, Almanya) 

• Santrifüj (NF 800 R, Nüve, Türkiye) 

• Sıvı Azot Tankı (Cryomaster 600, Antech, Çin) 
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• Su Banyosu (SWB15D, Stuart, İngiltere) 

• Ultrasonik Banyo (S60H, Elma-Elmasonic, Almanya) 

• UV Lambası (UVP UVGL-58, Analytikjena, ABD) 

• Vorteks (ZX3, Velp, İtalya) 

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

3.2. YÖNTEMLER 

 

3.2.1. Fitokimyasal Yöntemler 

Bitkinin toprak üstü kısımlarından öncelikle MeOH ekstresi hazırlanmıştır. 

Ardından sıvı-sıvı ekstraksiyon yöntemi kullanılarak altekstreler hazırlanmıştır.  

3.2.1.1. Ekstre hazırlanması: Kurutulmuş çiçekli toprak üstü kısımlar toz hale 

getirilerek 100 g tartılmış ve 1000 mL MeOH içerisinde, 40 ºC su banyosunda 24 saat 

boyunca ara ara çalkalanarak ekstre edilmiştir. Ekstre, filtre kâğıdı ile süzülmüş ve çözücü 

40 ºC'de rotavaporda kuruluğa kadar uçurularak MeOH ekstresi elde edilmiştir (MeOH 

26,5 g, verim %26,5). Gerektiğinde ekstraksiyon tekrarlanarak ekstre miktarı 

arttırılmıştır. 

3.2.1.2. Sıvı-Sıvı ekstraksiyonu yöntemi ile ekstrenin fraksiyonlanması: 

Bitkinin MeOH ekstresi (22,50 g), %10 oranında distile H2O içeren 200 mL MeOH 

içerisinde çözülmüş ve ayırma hunisine aktarılmıştır. Takiben, n-hekzan (6 x 200 mL) 

kullanılarak sıvı-sıvı ekstraksiyonu yöntemi ile ekstre fraksiyonlanarak n-hekzan 

altekstresi elde edilmiştir. Kalan kısımdan MeOH uzaklaştırılıp, su ile seyreltildikten 

sonra sırasıyla CH2Cl2 (5 x 200 mL), EtOAc (6 x 200 mL) ve su ile doyurulmuş n-BuOH 

(4 x 200 mL) ile işlem tekrarlanmıştır. Sonuç olarak sırasıyla n-hekzan (n-hekzan 2,47 g, 

%10,97 verim), CH2Cl2 (CH2Cl2 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-H2O (k-H2O 3,31 g,%14,71 verim) 

altekstreleri elde edilmiştir. Organik çözücüler 40 ºC'de rotavaporda kuruluğa kadar 

uçurulmuştur. EtOAc, n-BuOH ve k-H2O altekstreleri liyofilize edilmiştir. Gerektiğinde 

sıvı-sıvı ekstraksiyon yöntemleri tekrarlanarak altekstre miktarları arttırılmıştır. 
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Şekil 3.1: H. calycinum MeOH ekstresinin hazırlanması ve sıvı-sıvı ekstraksiyonu 

yöntemiyle fraksiyonlanması 

 

3.2.1.3. Kromatografik yöntemler: Çalışmamızda, H. calycinum bitkisinden 

elde edilen ekstre ve altekstrelerdeki bileşiklerin belirlenmesi ve kantitatif analizlerinin 

yapılabilmesi için İTK, açık kolon kromatografisi (AKK), YBSK ve GK/KS yöntemleri 

kullanılmıştır.  
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3.2.1.3.a. İnce tabaka kromatografisi (İTK): Ekstre, altekstre ve kolon 

kromatografi yöntemlerinden elde edilen fraksiyonların ön incelemesinin yapılması 

amacıyla İTK yöntemi kullanılmıştır. Numuneler uygun çözücülerde çözüldükten sonra 

plağın alt kısmının yaklaşık 1,5 cm yukarısından ve 1 cm aralıklarla bir cam pastör pipeti 

yardımı ile tatbik edilmiştir. Kromatografi tankına konulan plaklar 8-9 cm mesafe 

boyunca sürüklenmiştir. Numuneler önceden kaplanmış 0.20 mm kalınlığında silika jel 

60 F254 alüminyum plakalar kullanılarak (Sigma Aldrich, Almanya) çeşitli çözücü 

sistemleriyle [CH2Cl2:MeOH:H2O (70:30:3, 61:32:7), 

EtOAC:CH2Cl2:HCOOH:gAA:dH2O (100:25:10:10:11), hekzan:EtOAc (9:1, 7:3, 2:3, 

1:1), hekzan:aseton:AA (70:30:0,5), hekzan:EtOAc:AA (65:35:75), CHCl3:MeOH:kH2O 

(70:30:3, 80:20:1), CH2Cl2:MeOH (95:5)] incelenmiştir. Kromatogramlar, 254 ve 366 nm 

dalga boylarında (Analytikjena UV lambası) UV lambası altında görüntülenmiştir. 

Vanilin-H2SO4 (%1) ile derivatizasyondan sonra 105 °C derece etüv içerisinde ısıtılmış 

ve ardından tekrar çıplak gözle ve UV ışığı altında bileşiklerin görülmesi sağlanmıştır.  

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

yöntemiyle fraksiyonlanması: 

Kolon boyutu: 2 x 40 cm 

Sabit faz:  Poliamit (Kolon kromatografisi için poliamit-Sorbetch, partikül 

boyutu: 50-160 µm)  

Prosedür: 9,41 gr n-BuOH altekstresi 9 mL distile su içerisinde çözülmüştür. 37,5 

gr poliamit içeren kolona uygulanmıştır. Poliamit kolonda H2O/MeOH karışımı (% 0-

100) ile elüsyon yapılmıştır. Kolon kromatografisi sonucunda 61 tane fraksiyon 

erlenmayerler yardımıyla toplanmıştır. İTK ile fraksiyonlar incelenerek 10 fraksiyon 

altında birleştirilmiştir: [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-BuOH (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. Yüksek basınçlı sıvı kromatografisi (YBSK): Kantitatif analiz için 

YBSK cihazı (Shimadzu Nexera-I LC-2040C 3D Plus) kullanılmıştır. DAD dedektör ile 

254 nm’de tarama yapılmıştır. Ayrım için fenil hekzil 4.6 x 150 mm, 3 µm (UP) (GL 

Sciences InterSustain, Japonya) ters faz dolgu maddeli kolon kullanılmıştır. Hareketli faz 
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olarak %0,1 HCOOH/deiyonize su (Çözücü A) ve asetonitril (ACN) (Çözücü B) (Merck, 

HPLC grade) ile Tablo 3.1’deki pompa programı kullanılmıştır. Analiz boyunca mobil 

faz akış hızı 1 mL/dakika olarak ayarlanmıştır. Numune ve standartlar cihaza 10 μL 

olarak enjekte edilip kolon sıcaklığı 30 °C’ye ayarlanmıştır. 

 

Tablo 3.1: Yüksek basınçlı sıvı kromatografisi pompa programı 

Adımlar Akış hızı 

(mL/dk) 

Zaman 

(dakika) 

% Çözücü B 

(ACN) 

% Çözücü A  

(%0,1 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  

  

Yukarıda Tablo 3.1’de verilen metot uygulanarak 15 adet fenolik bileşik 

taranmıştır. Her bir fenolik bileşiğin maksimum absorbans verdiği dalga boyu 

belirlenmiştir. Hepsi maksimum dalga boylarında taranıp, standart grafikleri çizilmiştir. 

Daha sonra bitki ekstreleri 1 mg/mL konsantrasyonda hazırlanarak cihaza verilmiştir 

(97). 
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Şekil 3.2: Standart olarak kullanılan 15 Fenolik bileşiğin 254 nm’deki YBSK 

kromatogramı 

 

Tablo 3.2: Standart olarak kullanılan fenolik bileşiklerin YBSK bilgileri 

 

Fenolik Bileşik İsmi Alıkonma Zamanı (dk) 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 Epikateşin 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 27,574 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 



 

36 

 

3.2.1.3.d. Gaz kromatografisi kütle spektrometresi (GK/KS): Bitkinin n-hekzan 

altekstresinin yağ asitleri bileşenlerinin tanımlanması ve bağıl yüzdelerinin belirlenmesi 

için GK/KS yöntemi kullanılmıştır. Yağ asidi analizleri, Anadolu Üniversitesi (Eskişehir, 

Türkiye), Bitki, İlaç ve Bilimsel Araştırmalar Uygulama ve Araştırma Merkezi 

(AÜBİBAM) tarafından gerçekleştirilmiştir. Bu sistemde (Agilent 7890B), Alev 

İyonlaşma Dedektörü (FID) ve Agilent HP-Innowax (60 m x 0,25 mm iç çap x 0,25 µm) 

film kalınlığında kolon kullanılmıştır. GK şartları ise; dedektör sıcaklığı ve enjeksiyon 

sıcaklığı 250 oC olarak ayarlanmıştır. Seperasyon için toplam 100 dk ve sıcaklık kademeli 

olarak dakikada 4 oC artışla 60 oC’de 10 dk, dakikada 1 oC artışla 220 oC’de 10 dk, 240 

oC’de 20 dk çalışılmıştır. Taşıyıcı gaz olarak helyum (0,7 mL/dk) kullanılmıştır.  

Kütle Ayırıcı Dedektör Sistemde (Agilent 7890B GC 5977B) ise Agilent HP-

Innowax 60 m x 0,25 mm iç çap x 0,25 µm film kalınlığında kolon kullanılmış olup 

enjeksiyon sıcaklığı 250 oC’ye ayarlanmıştır. Kütle ayırıcı sistem dedektörü kullanılmış 

olup iyonizasyon modu (EI) ve elektron enerjisi 70 eV’dir. İyon kaynağı 230 oC’ye 

ayarlanmıştır. 35-450 kütle/yük (m/z) arasında tarama yapılmıştır. Seperasyon için 

toplam 100 dk ve sıcaklık kademeli olarak dakikada 4 oC artışla 60 oC’de 10 dk, dakikada 

1 oC artışla 220 oC’de 10 dk, 240 oC’de 20 dk çalışılmıştır. Taşıyıcı gaz olarak helyum 

(0,7 mL/dk) kullanılmıştır. Piklerin tanımlanmasında Wiley 9-Nist 11 Mass Spectral 

Database programı kullanılmıştır.  

3.2.1.4. Toplam fenolik madde miktar tayini: Ekstrelerin toplam fenolik 

madde miktarının hesaplanması için öncelikle 500 µg/mL konsantrasyonda DMSO 

içerisinde GA stok çözeltisi hazırlanıp (2,5 mg GA 5 mL DMSO’da çözülmüştür) bu stok 

çözeltisinden (7,8125 µg/mL, 15,625 µg/mL, 31,25 µg/mL, 62,5 µg/mL, 125 µg/mL, 250 

µg/mL, 500 µg/mL konsantrasyonlarında) seri dilüsyon yöntemi kullanılarak kalibrasyon 

standartları hazırlanmıştır. Ekstreler 1 mg/mL konsantrasyonda DMSO içerisinde 

hazırlanmıştır. Kör kuyucuklarına sadece reaktifler (Folin-ciocalteu ve Na2CO3) 

eklenmiştir. Numunelerin 20 µL olarak eklendiği kuyucukların üzerine 100 µL %10 

Folin-Ciocalteu reaktifi eklenmiştir. Ardından örnekler çalkalanıp 5 dk oda sıcaklığında, 

karanlıkta inkübasyona bırakılmıştır. İnkübasyon sonrası tüm kuyucaklara 80 µL %7,5 

Na2CO3 eklenip çalkalanarak tüm kuyucuklardaki örneklerin homojen olmaları 

sağlanmıştır. Ardından 30 dk oda sıcaklığında, karanlıkta inkübasyona bırakılmıştır. 

İnkübasyon sonrası 765 nm dalga boyunda köre karşı ölçüm yapılıp, tüm ölçümler üç 
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tekrarlı olarak çalışılmıştır. Toplam fenolik madde miktarı gallik asit eşdeğeri (GAE) 

cinsinden hesaplanmış ve mg GAE/g ekstre olacak şekilde sunulmuştur (98–101).  

3.2.1.5. Toplam flavanoit madde miktar tayini: Hazırlanan ekstrelerin 

toplam flavanoit içerikleri kersetine eşdeğer (KE) olarak AlCl3 reaktifi ile belirlenmiştir. 

Kersetin (2,5 mg), %95 EtOH (5 mL) içerisinde çözülerek 500 µg/mL konsantrasyonda 

stok solüsyonu hazırlanmıştır. Stok çözeltisinden (7,8125 µg/mL, 15,625 µg/mL, 31,25 

µg/mL, 62,5 µg/mL, 125 µg/mL, 250 µg/mL, 500 µg/mL konsantrasyonlarında) seri 

dilüsyon yapılarak kalibrasyon eğrisi çizilmiştir. Ekstreler, %95 EtOH içerisinde 2 

mg/mL konsantrasyon olacak şekilde hazırlanmıştır. Kör kuyucuklarına sadece reaktifler 

(%10 AlCl3 ve 1 M C2H3KO2) eklenmiştir. 25 µL numune eklenen kuyucukların üzerine 

75 µL %95 EtOH eklenmiştir. Ardından tüm kuyucuklara önce 5 µl %10 AlCl3 1 dk sonra 

5 µL 1 M C2H3KO2 ve son olarak da 140 µL deiyonize su eklenmiştir. Mikroplaka 

çalkalanıp ardından 30 dk boyunca, oda sıcaklığında, karanlıkta inkübasyona 

bırakılmıştır. 415 nm dalga boyunda köre karşı ölçüm yapılıp tüm ölçümler üç tekrarlı 

olarak çalışılmıştır. Sonuçlar mg KE/g ekstre biçiminde sunulmuştur (102–105). 

3.2.2. Aktivite Çalışmaları 

Bu bölüm in vitro enflamatuvar parametreler üzerine aktivite çalışmalarını 

içermektedir. 

3.2.2.1. Hücre ve hücre kültürü: Raw 264.7 makrofaj hücreleri Amerikan 

Tipi Kültür Koleksiyonundan (ATCC TIB-71) elde edilmiştir. Raw 264.7 hücre hattı, 

1978'de W. C. Raschke tarafından BALB/c farelerinden türetilen makrofaj benzeri, 

Abelson lösemi virüsü ile transforme edilmiş bir hücre hattıdır. Hücreler, %5 CO2 içeren 

nemlendirilmiş bir atmosferde 37 °C'de %10 fetal sığır serumu, 4 mM L-glutamin, 100 

IU / mL penisilin ve 100 µg / mL streptomisin ilave edilmiş Dulbecco's Modified Eagle’s 

Medium (DMEM, Dulbecco'nun Modifiye Eagles Besiyeri) besiyerinde büyütülmüştür. 

3.2.2.2. Hücre pasajı ve sayımı: Hücreler yaklaşık %70 yoğunluğa ulaştığında 

pasajlanmıştır. DMEM besiyeri uzaklaştırılmış ardından hücreler bir kez oda 

sıcaklığındaki 1X Phosphate Buffered Saline (PBS, fosfat tamponlu salin) (pH 7,4) ile 

yıkanmıştır. Hücreler daha sonra 2X Tripsin çözeltisi [%0,1 (a/h)] eklenerek 37 °C'de 3 

dakika boyunca %5 CO2 içeren nemlendirilmiş ortamda inkübasyona bırakılarak 

hücrelerin bulunduğu ortamdan ayrılması sağlanmıştır. Daha sonra tripsin çözeltisini 
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deaktive etmek için %10 fetal bovine serum (FBS, fetal sığır serumu) içeren DMEM 

besiyeri eklenmiştir. Ayrılan hücreleri içeren besiyeri bir flakona alınıp 5 dakika boyunca, 

1200 rpm’de santrifüjlenmiştir. Daha sonra süpernatanları atılan hücreler, besiyerinde 

süspande edilerek doku kültürü şişelerine (T75) ekilmiştir. Hücreler invert mikroskopta 

hemositometre kullanılarak sayılmıştır.  

3.2.2.3. Hücre hattının kriyoprezervasyonu: Hücreler yukarıda tarif edildiği 

gibi tripsinize edilerek santrifüjlenmiştir. Süpernatan boşaltıldıktan sonra, hücre peleti 

donma ortamında süspande edilmiştir (%10 DMSO içeren FBS). Hücreler daha sonra 1 

mL'lik alikotlar halinde kriyoviyallere aktarılmış ve yavaşça (-80 °C'de) dondurulmuştur. 

Daha sonra uzun süreli depolama için sıvı azot tankına aktarılmıştır.  

3.2.2.4. Kriyoprezervasyon sonrası hücre çözülmesi: Hücreler, sıvı azottan 

uzaklaştırılarak 37 °C'de hızla çözülmüştür. Çözülen hücre süspansiyonu, steril bir 

santrifüj tüpüne aktarılmış ve üzerine 5 mL serum takviyeli besiyeri ilave edilmiştir. 

Ardından, hücreler 5 dakika boyunca 1200 rpm’de santrifüjlenmiştir. Hücre peletine zarar 

gelmeyecek şekilde süpernatan boşaltılmış ve besiyerinde süspande edilen hücreler, hücre 

kültürü şişelerine aktarılmıştır. 37 °C'de 12-24 saatlik inkübasyonun ardından, besiyeri 

taze besiyeriyle değiştirilmiştir. 

3.2.2.5. WST-1 hücre canlılığı testi: Altekstrelerin Raw 264.7 makrofaj 

hücreleri üzerine toksik etki göstermeyen konsantrasyonları, WST-1 reaktifi kullanılarak 

(Roche Diagnostics; 11 644 807 001) ölçülmüştür. WST-1 testi, hücre canlılığının 

belirlenmesinde kullanılan pratik bir yöntemdir. Tetrazolyum bazlı tuz halde bir boya 

olan WST-1, süksinat tetrazolyum redüktaz enzimiyle suda çözülebilen ve 

spektrofotometrik ölçümlerle doğrudan nicelleştirilebilen, mor bir formazan tuzuna 

dönüşür. Raw 264.7 makrofaj hücreleri, 96 kuyucuklu plakalara ekilmiş (22,500 

hücre/kuyucuk) ve hücrelerin bağlanması için 24 saat inkübasyona bırakılmıştır. 

Öncelikle hücrelere yalnızca ekstreler uygulanmıştır. Bunun için hücreler ekstrelerin 

çeşitli konsantrasyonları ile 24 saat inkübasyona bırakılmış ardından hücre canlılığı 

aşağıda belirtilen biçimde değerlendirilmiştir. İkinci olarak, ekstrelerin LPS (1 µg/mL) 

ile beraber uygulandığındaki hücre canlılığı üzerindeki etkileri değerlendirilmiştir. Bunun 

için Raw 264.7 makrofaj hücreleri çeşitli konsantrasyonlardaki ekstreler ile bir saat ön 

inkübasyona bırakılmış ve ardından 1 μg/mL LPS ile, toplamda 24 saat olacak biçimde 
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37 °C'de inkübe edilmiştir. İnkübasyon sonrası kuyucuklar PBS ile yıkanarak süpernatan 

boşaltılmış ve her kuyucuğa WST-1 reaktifi [%5 (h/h)] eklenmiştir. Ardından hücreler, 

37 °C'de 60 dakika daha inkübe edilmiştir. Absorbans değerleri, bir spektrofotometre 

kullanılarak 450 ve 620 nm dalga boylarında okunmuştur. Tüm ekstreler DMSO içinde 

çözülmüş ve DMEM ile uygun konsantrasyonlara seyreltilmiştir. Bu kültür ortamında 

DMSO’nun nihai konsantrasyonu %0,1’den (h/h) fazla değildir. Taşıyıcı kontrol grubu 

olarak %0,1 DMSO (h/h) içeren besiyeri grubu kullanılmıştır. Tüm ölçümler en az üç 

tekrarlı yapılmıştır.  

3.2.2.6. Griess testi: Altekstrelerin (n-hekzan, CH2Cl2, n-BuOH, EtOAc), LPS 

ile uyarılmış Raw 264.7 makrofaj hücrelerinin NO üretimi üzerindeki etkileri Griess 

testiyle belirlenmiştir. Kültür ortamında biriken nitrit, Griess reaksiyonuna dayanarak NO 

üretiminin bir göstergesi olarak ölçülmüştür. Besiyeri (%10 FBS içeren) içindeki Raw 

264.7 makrofaj hücreleri 96 kuyucuklu plakalara ekilmiştir (22,500 hücre/kuyucuk). 

Hücrelerin bağlanması için 24 saat inkübasyondan sonra, kuyucuklara çeşitli 

konsantrasyonlarda ekstreler ilave edilmiştir. Bir saatlik ön inkübasyondan sonra 

hücreler, 1 µg/mL LPS ile uyarılmış ve plakalar toplam 24 saat boyunca inkübe edilmiştir. 

İnkübasyon sonrası 50 μL hücre besiyeri üzerine 50 μL Griess reaktifi (Sigma Aldrich, 

G4410) ilave edilmiş ve oda sıcaklığında 15 dakika inkübe edilmiştir. Absorbanslar, bir 

mikroplaka okuyucu kullanılarak 540 nm'de okunmuştur. Numunelerdeki nitrit miktarı, 

NaNO2 standart eğrisinden yola çıkılarak hesaplanmıştır. Tüm ölçümler üç tekrarlı olarak 

yapılmıştır. 

3.2.2.7. PGE2 ve sitokinlerin (TNF-α ve IL-6) seviyelerinin ELISA 

yöntemiyle ölçülmesi: Raw 264.7 makrofaj hücreleri 96 kuyucuklu hücre kültürü 

plakasına ekilmiş (22,500 hücre/ kuyucuk) ve bağlanmaları için 24 saat boyunca 37 °C’de 

inkübasyona bırakılmıştır. İnkübasyon sonrası ekstreler, toksik olmayan 

konsantrasyonlarda eklenmiştir ve bir saat ön inkübasyona bırakılmıştır. İnkübasyon 

sonrası hücreler, 1 µg/mL LPS ile uyarılmış ve toplamda 24 saat boyunca 37 °C’de 

inkübasyona bırakılmıştır. Süpernatanlar, inkübasyon sonrası buz üzerinde çalışılarak 

mikrosantrifüj tüpleri içerisine alikotlanmıştır. Taşıyıcı kontrol grubu olarak %0,1 DMSO 

(h/h) içeren besiyeri grubu kullanılmıştır. 



 

40 

 

Raw 264.7 hücrelerin, TNF-α üretimi üzerindeki etkilerini belirlemek için TNF-

α sandviç ELISA kiti (R&D; MTA00B) kullanılmıştır. Toplanan süpernatanlardaki TNF-

α miktarları, ilgili ELISA kitinin üreticisi tarafından sağlanan protokole uygun olarak 

belirlenmiştir. Buna göre, her bir kuyucuğa 50 μL seyreltme ajanı eklenmiştir. Kuyucuk 

başına 50 μL standart, kontrol veya numune eklenmiş ve 1 dakika boyunca plaka 

çerçevesine hafifçe vurularak içeriğin karışması sağlanmıştır. Plaka, kapatıcı ile örtülmüş 

ve oda sıcaklığında antijenin bağlanması için 2 saat inkübe edilmiştir. İnkübasyon sonrası 

tüm kuyucuklar aspire edilmiş ve yıkama tamponu (400 μL) kullanılarak toplam beş kez 

yıkama yapılmıştır. Yıkama işlemi ile birlikte bağlanmayan antijenler uzaklaştırılmıştır. 

Daha sonra tüm kuyucuklara dedeksiyon antikoru olan, 100 μL Fare TNF-α konjugatı 

eklenmiştir. Plaka, antijen ve antikorun bağlanması için üstü kapalı şekilde, oda 

sıcaklığında 2 saat inkübe edilmiştir ve ardından yıkama basamağı tekrarlanmıştır. Tüm 

kuyucuklara 100 μL substrat solüsyonu eklenmiş ve oda sıcaklığında karanlıkta 30 dakika 

inkübe edilmiştir. İnkübasyon sonrası tüm kuyucuklara 100 μL durdurma solüsyonu 

eklenmiştir. Durdurma solüsyonu eklendiğinde renk maviden sarıya dönmüştür. 

Mikroplaka okuyucu kullanarak plakadaki her kuyucuğun optik yoğunluğu, 30 dakika 

içinde 450 nm ve 540 nm dalga boylarında ölçülmüştür. Örnekler iki tekrarlı olarak 

ölçülmüş ve 4 parametreli lojistik (4PL) modeli ile hesaplanmıştır. 

Raw 264.7 hücrelerinin IL-6 üretimi üzerindeki etkilerini belirlemek için IL-6 

sandviç ELISA kiti (R&D; M6000B) kullanılmıştır. Toplanan süpernatanlardaki IL-6 

miktarları, ilgili ELISA kitinin üreticisi tarafından sağlanan protokole göre belirlenmiştir. 

Buna göre, her bir kuyucuğa 50 μL seyreltme ajanı eklenmiştir. Kuyucuk başına 50 μL 

standart, kontrol veya numune eklenmiş ve 1 dakika boyunca plaka çerçevesine hafifçe 

vurularak içeriğin karışması sağlanmıştır. Plaka, kapatıcı ile örtülmüş ve oda sıcaklığında 

antijenin bağlanması için 2 saat inkübe edilmiştir. İnkübasyon sonrası tüm kuyucuklar 

aspire edilmiş ve yıkama tamponu (400 μL) ile birlikte toplam beş kez yıkama yapılmıştır. 

Yıkama işlemi ile birlikte bağlanmayan antijenler uzaklaştırılmıştır. Daha sonra tüm 

kuyucuklara dedeksiyon antikoru olan, 100 μL Fare IL-6 konjugatı eklenmiştir. Plaka, 

antijen ve antikorun bağlanması için üstü kapalı şekilde oda sıcaklığında 2 saat inkübe 

edilmiştir ve ardından yıkama basamağı tekrarlanmıştır. Tüm kuyucuklara 100 μL 

substrat solüsyonu eklenmiş ve oda sıcaklığında, karanlıkta 30 dakika inkübe edilmiştir. 

İnkübasyon sonrası tüm kuyucuklara 100 μL durdurma solüsyonu eklenmiştir. Durdurma 

solüsyonu eklendiğinde renk maviden sarıya dönmüştür. Mikroplaka okuyucu kullanarak 
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her kuyucuğun optik yoğunluğu 30 dakika içinde 450 nm ve 540 nm dalga boylarında 

ölçülmüştür. Örnekler iki tekrarlı olarak ölçülmüş ve 4PL modeli ile hesaplanmıştır. 

Raw 264.7 hücrelerin PGE2 üretimi üzerindeki etkilerini belirlemek için PGE2 

sandviç ELISA kiti (ENZO 900-001) kullanılmıştır. Toplanan süpernatanlardaki PGE2 

miktarları, ilgili ELISA kiti üreticisinin sağladığı protokole göre belirlenmiştir. Buna 

göre, NSB (non spesifik bağlanma) ve Bo (0 pg/mL standart kuyucuğu) kuyucuklarına 

100 μL hücre besiyeri ve 50 μl deney tamponu eklenmiştir. Standart ve numune 

kuyucuklarına ise 100 μL standart ve numune eklenmiştir. Toplam aktivite (TA) ve kör 

kuyucukları hariç tüm kuyucuklara 50 μL mavi konjugat eklenmiş ve ardından TA, kör, 

NSB kuyucukları hariç tüm kuyucuklara 50 μL sarı konjugat eklenmiştir. Plaka, kapatıcı 

ile örtülerek mikroplaka çalkalayıcıda 500 rpm’de oda sıcaklığında 2 saat inkübe 

edilmiştir. İnkübasyon sonrası tüm kuyucuklar aspire edilerek yıkama tamponu (400 μL) 

ile birlikte toplam üç kez yıkama yapılmıştır. Yıkama sonrası TA kuyucuklarına 5 μL 

mavi konjugat, kalan tüm kuyucuklara ise 200 μL pNpp substrat solüsyonu eklenmiştir. 

Örnekler, mikroplaka çalkalayıcısına koymadan, 45 dakika, oda sıcaklığında inkübe 

edilmiştir. İnkübasyon sonrası tüm kuyucuklara 50 μL durdurma solüsyonu eklenmiştir. 

Mikroplaka okuyucu kullanarak her kuyucuğun optik yoğunluğu 5 dakika içinde 405 nm 

ve 570 nm dalga boylarında ölçülmüştür. Raw 264.7 hücrelerin PGE2 üretimi üzerindeki 

etkilerini belirlemek için başka bir ELISA kiti (ELK 8699) daha kullanılmıştır. Toplanan 

süpernatanlardaki PGE2 miktarları, ilgili ELISA kiti üreticisinin sağladığı protokole göre 

belirlenmiştir. Buna göre, kör kuyucuklarına standart seyreltme tamponu eklenmiştir. 

Standart ve numune kuyucuklarına ise 50 μL standart ve numune eklenmiştir. Tüm 

kuyucuklara 50 μL Biotinylated konjugatı (1x) eklenmiştir. Plaka hafifçe çalkalandıktan 

sonra üstü kapatılarak bir saat 37 oC’de inkübasyona bırakılmıştır. İnkübasyon sonrası 

tüm kuyucuklar aspire edilerek yıkama tamponu (200 μL) ile birlikte toplam üç kez 

yıkama yapılmıştır. Yıkama sonrası tüm kuyucuklara 100 μL Streptavidin-HRP (1x) 

eklenmiştir. Plaka ağzı kapalı şekilde tekrar bir saat boyunca 37 oC’de inkübasyona 

bırakılmış ve ardından yıkama basamağı tekrarlanmıştır. Yıkama sonrası tüm 

kuyucuklara 90 μL substrat solüsyonu eklenmiş ve 20 dakika 37 oC’de inkübe edilmiştir. 

İnkübasyon sonrası tüm kuyucuklara 50 μL durdurma solüsyonu eklenmiştir. Mikroplaka 

okuyucu kullanarak her kuyucuğun optik yoğunluğu 5 dakika içinde 450 nm ve 540 nm 

dalga boylarında ölçülmüştür. Her iki prosedürdeki örnekler iki tekrarlı olarak ölçülmüş 

ve 4PL modeli ile hesaplanmıştır.  
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3.2.2.8. 15-LOX inhibitör tarama testi: H. calycinum bitkisinden elde edilen 

ekstre, altekstre ve fraksiyonların, 15-LOX enzimine karşı inhibitör etkisini belirlemek 

için 15-LOX (Cayman Chemical Company, 760700, Ann Arbor, MI,) enzim inhibitörü 

tarama testi kullanılmıştır. İnhibitör kuyucuklarına, tampon çözeltisi ile hazırlanan farklı 

konsantrasyonlardaki ekstreler (10 μL) ve tampon çözeltisi ile hazırlanan 15-LOX 

standardı (90 μL) eklenmiştir. İnhibitör kuyucuklarının homojenizasyonu için mikroplaka 

hafifçe çalkalanmış ve ardından oda sıcaklığında, karanlıkta, 5 dk boyunca inkübasyona 

bırakılmıştır. İnkübasyon sonrası reaksiyonun başlaması için tüm kuyucuklara 10 μL 

araşidonik asit eklenip 10 dk boyunca çalkalamalı inkübasyona bırakılmıştır. Enzim 

katalizini durdurmak için tüm kuyucuklara, 100 μL kromojen eklenip 5 dk boyunca 

çalkalamalı inkübasyona bırakılmıştır. İnkübasyon sonrası bir mikroplaka okuyucu 490 

nm dalga boyunda, köre karşı ölçüm yapılmıştır. Tampon çözeltisi kör, 15-LOX enzimi 

ve çözücü karışımı ise %100 başlangıç aktivitesi olarak değerlendirilmiştir. Pozitif 

kontrol olarak ise nordihidroguairetik asit (NDGA) kullanılmıştır.  

3.2.2.9. İstatiksel analiz: İstatiksel analiz için en az üç defa tekrarlanan 

deneylerin sonuçları ortalama ± standart hata (SEM) olarak ifade edilmiştir. Tüm deney 

gruplarında, elde edilen sonuçlar Shapiro-Wilk normalite testi ile normal dağılım 

analizine tabi tutulmuştur. Gruplar arası karşılaştırmalarda normal dağılım gösteren 

gruplar, t testi; normal dağılım göstermeyen gruplar ise non parametrik Mann Whitney U 

testi ile analiz edilmiştir. Sitokinler (IL-6, TNF-α) ve PGE2 için yapılan ELISA 

deneylerinden ve NO analizinden elde edilen sonuçlar LPS grubu sonuçlarıyla 

karşılaştırılmıştır. WST-1 analizinden elde edilen sonuçlar ise, sadece besiyeri ile inkübe 

edilen kontrol grubu sonuçlarıyla karşılaştırılmıştır. Ayrıca, LPS uygulanmamış kontrol 

gruplarının sonuçları (sadece besiyeri, taşıyıcı) yalnızca LPS uygulanan gruplarla 

karşılaştırılmıştır. Tüm analizler GraphPad Prism 8 yazılımı kullanılarak yapılmıştır. 

İstatistiksel olarak önemli farklar * p ≤ 0,05 **p ≤ 0,01 ***p ≤ 0,001 olarak 

tanımlanmıştır. 
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4. BULGULAR 

Bu çalışmada bulgular iki bölüm altında toplanmıştır: biyolojik aktivite 

çalışmaları ve fitokimyasal çalışmalara ait bulgular. İlk bölüm, ekstre ve altekstreler 

üzerinde gerçekleştirilen biyolojik aktivite çalışmalarının sonuçlarına ait verileri 

içermektedir. İkinci bölüm ise, altekstrelerin kimyasal bileşimlerinin YBSK ve GK/KS 

yöntemleri ile analizine ait veriler ile ekstre ve altekstrelerin toplam fenolik ve flavanoit 

içeriklerinin belirlenmesine ait verileri içermektedir.  

4.1. BİYOLOJİK AKTİVİTE BULGULARI 

Bu bölüm, altekstreler üzerinde yapılan in vitro antienflamatuvar aktivite 

çalışmalarından elde edilen bulguları içermektedir. H. calycinum bitkisinin toprak üstü 

kısımlarından hazırlanan n-hekzan, CH2Cl2, EtOAC ve n-BuOH altekstrelerinin Raw 

264.7 makrofaj hücreleri üzerindeki toksik olmayan konsantrasyonları, WST-1 testi ile 

belirlenmiştir. Altekstrelerin toksik olmayan konsantrasyonlarının LPS ile uyarılmış Raw 

264.7 makrofaj hücrelerinin NO üretimi üzerindeki etkileri, Griess testi ile belirlenirken, 

PGE2 ve bazı sitokinler (TNF-α ve IL-6) üzerindeki etkileri ise ELISA yöntemi ile tespit 

edilmiştir. Ekstre ve altekstrelerin 15-LOX enzim inhibitörü etkileri, 15-LOX inhibitör 

tarama testi ile tespit edilmiştir. 

4.1.1. Altekstrelerin Hücre Canlılığı Üzerine Etkileri  

Altekstrelerin hücre canlılığı üzerindeki etkileri, hem LPS ile uyarılmamış Raw 

264.7 makrofaj hücreleri, hem de LPS ile uyarılmış Raw 264.7 makrofaj hücreleri 

kullanılarak belirlenmiştir. Hücreler, altekstreler (n-hekzan, CH2Cl2, EtOAc, n-BuOH) ve 

standart inhibitörler (L-NIL, NS-398 ve deksametazon) ile çeşitli konsantrasyonlarda 

inkübe edilmiştir. Öncelikle, Raw 264.7 makrofaj hücreleri yalnızca ekstrelerin çeşitli 

konsantrasyonları uygulanarak 24 saat inkübasyona bırakılmış, hücre canlılığı WST-1 

testi ile belirlenmiştir. İkinci aşamada ise LPS ile uyarılmış Raw 264.7 makrofaj hücreleri 

kullanılmıştır. Bu aşamada öncelikle, Raw 264.7 makrofaj hücreleri çeşitli 

konsantrasyonlardaki ekstreler ile bir saat ön inkübasyona bırakılmış ve ardından 1 

μg/mL LPS eklenerek toplamda 24 saat olacak biçimde inkübasyona bırakılmıştır. Hücre 

canlılığı WST-1 testi ile belirlenmiştir. Altekstrelerin hücre canlılığında %20’den daha 
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fazla bir azalmaya neden olmayan konsantrasyonları antienflamatuvar aktivite 

deneylerinde kullanılmıştır. 

H. calycinum n-hekzan altekstresinin, Şekil 4.1 (A)’da gösterildiği gibi 6 μg/mL, 

12 μg/mL, 25 μg/mL, 50 μg/mL, 75 μg/mL ve 100 μg/mL konsantrasyonlarda 

uygulandığında, Raw 264.7 makrofaj hücrelerinin canlılığında sadece besiyeri uygulanan 

kontrol grubuna göre önemli bir azalma meydana getirmediği görülmüştür. Bu 

altekstrenin uygulandığı konsantrasyonlarda, Raw 264.7 makrofajlarının hücre canlılığı 

sırasıyla %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 edilmiştir. Altekstre, hücrelere LPS (1µg/mL) ile 

beraber uygulandığında ise hücre canlılığı sırasıyla %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 

edilmiştir.  

Bitkinin CH2Cl2 altekstresi, Şekil 4.1 (B)’de gösterildiği gibi Raw 264.7 makrofaj 

hücrelerine 6 µg/mL, 6,25 µg/mL, 12,5 µg/mL, 25 µg/mL, 50 µg/mL ve 75 µg/mL 

konsantrasyonlarda uygulanmıştır. Bu altekstre belirtilen konsantrasyonlarda 

uygulandığında sadece besiyeri uygulanan kontrol grubuna kıyasla sırasıyla hücre 

canlılığı % 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 edilmiştir. Bu ekstrenin uygulandığı en yüksek 

konsantrasyonda (75 µg/mL) hücre canlılığının %80’den daha düşük olduğu tespit 

edilmiştir. Bu nedenle LPS ile uyarılan hücreler üzerinde yalnızca 50 µg/mL 

konsantrasyona kadar olan konsantrasyonlar değerlendirilmiştir.  Altekstre (6, 12,5, 25, 

50 µg/mL), hücrelere LPS (1µg/mL) ile beraber uygulandığında hücre canlılığı sırasıyla 

% 90,78 ± 4,34, % 96,73 ± 2,31, % 89,18 ± 4,85, % 91,11 ± 3,49 olarak tespit edilmiştir.  

EtOAc altekstresi, Şekil 4.1 (C)’de gösterildiği gibi 25 μg/mL, 50 μg/mL, 75 

μg/mL ve 100 μg/mL konsantrasyonlarda uygulanmıştır. Bu altekstre belirtilen 

konsantrasyonlarda uygulandığında sadece besiyeri uygulanan kontrol grubuna kıyasla 

sırasıyla hücre canlılığı %90,49 ± 6,10, %88,74 ± 5,42, %91,93 ± 5,62 ve %113,62 ± 4,91 

olarak tespit edilmiştir. Altekstre aynı konsantrasyonlarda hücrelere LPS (1µg/mL) ile 

beraber uygulandığında hücre canlılığı sırasıyla %96,28 ± 9,04, %94,01 ± 10,28, %93,11 

± 12,88 ve %103,04 ± 6,92 olarak tespit edilmiştir. 

Bitkinin n-BuOH altekstresi, [Şekil 4.1 (D)] Raw 264.7 makrofaj hücrelerine 25, 

50, 75 ve 100 μg/mL konsantrasyonlarda (sırasıyla %106,35 ± 1,34, %106,51 ± 0,87, 
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%109,15 ± 1,25 ve %108,50 ± 4,10) uygulandığında sadece besiyeri uygulanan kontrol 

grubuna kıyasla hücre canlılığında önemli bir azalmaya neden olmamıştır. Altekstre (25, 

50, 75 ve 100 μg/mL), hücrelere LPS (1µg/mL) ile beraber uygulandığında (%119,82 ± 

2,96, %119,03 ± 2,15, %120,61 ± 0,73, %128,88 ± 9,44) yine hücre canlılığı üzerinde 

önemli bir azalmaya neden olmamıştır.  

Deneylerde taşıyıcı olarak kullanılan %0,1 DMSO içeren besiyeri, hücre canlığını 

sadece besiyeri içeren kontrol grubuna kıyasla önemli ölçüde etkilememiştir [Şekil 4.1 

(A-D), Şekil 4.2]. Bilinen bir sitokin inhibitörü olarak kullanılan deksametazonun, 5 μM 

ve 10 μM konsantrasyonlarında hücre canlılığı sırasıyla %80,14 ± 2,99 ve %80,92 ± 4,74 

olarak tespit edilmiştir. LPS ile beraber uygulandığında (5 μM ve 10 μM) hücre canlılığı 

sırasıyla %138,93 ± 9,77 ve %134,12 ± 5,06 olarak tespit edilmiştir. Bilinen bir NO 

inhibitörü olan L-NIL, 5 μM ve 10 μM konsantrasyonlarda uygulandığında hücre canlılığı 

sırasıyla %89,00 ± 7,21 ve %89,47 ± 4,86 olarak tespit edilmiştir. LPS ile birlikte (5 μM 

ve 10 μM) uygulandığında hücre canlılığı sırasıyla %83,47 ± 13,67 ve %98,43 ± 8,61 

olarak tespit edilmiştir. Aynı konsantrasyonlarda çalışılan bir PGE2 inhibitörü olan NS-

398 ise, hücre canlılığı sırasıyla %97,79 ± 1,36 ve %98,68 ± 1,33 olarak tespit edilmiştir. 

LPS ile birlikte (5 μM ve 10 μM) uygulandığında ise, hücre canlılığı %113,50 ± 6,81, 

%106,93 ± 9,04 olarak tespit edilmiştir (Şekil 4.2). 
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(D) 

 

Şekil 4.1: H. calycinum altekstrelerinin [n-hekzan (A), CH2Cl2 (B), EtOAc (C), n-BuOH 

(D)] Raw 264.7 makrofaj hücre canlılığı üzerindeki etkileri  

Raw 264.7 makrofaj hücreleri altekstreler ile 24 saat inkübasyona bırakılmış veya altekstreler ile 1 saat ön 

inkübasyonun ardından LPS (1 µg/mL) ile uyarılarak toplamda 24 saat inkübasyona bırakılmıştır. Hücre 

canlılığı WST-1 testi ile belirlenmiştir. Sonuçlar yalnızca besiyeri uygulanan kontrol grubuna kıyasla 

belirtilmektedir. Deneyler en az üç kez tekrarlanmış ve sonuçlar ± SEM şeklinde ifade edilmiştir. * p ≤ 0,05 

**p ≤ 0,01 ***p ≤ 0,001 yalnızca besiyeri uygulanan gruba kıyasla anlamlı kabul edilmiştir.  
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Şekil 4.2: Standart inhibitör olarak kullanılan moleküllerin (L-NIL, NS-398, 

deksametazon) Raw 264.7 makrofaj hücre canlılığı üzerindeki etkileri 

Raw 264.7 makrofaj hücreleri moleküller ile 24 saat inkübasyona bırakılmış veya moleküller ile 1 saat ön 

inkübasyonun ardından LPS (1 µg/mL) ile uyarılarak toplamda 24 saat inkübasyona bırakılmıştır. Hücre 

canlılığı WST-1 testi ile belirlenmiştir. Sonuçlar yalnızca besiyeri uygulanan kontrol grubuna kıyasla 

belirtilmektedir. Deneyler en az üç kez tekrarlanmış ve sonuçlar ± SEM şeklinde ifade edilmiştir. * p ≤ 0,05 

**p ≤ 0,01 ***p ≤ 0,001 yalnızca besiyeri uygulanan gruba kıyasla istatiksel olarak anlamlı kabul 

edilmiştir. 

 

4.1.2. Altekstrelerin NO Üretimi Üzerindeki Etkileri 

Altekstrelerin NO üretimi üzerindeki etkileri LPS ile uyarılmış Raw 264.7 

makrofaj hücreleri kullanılarak belirlenmiştir. Hücreler altekstereler (n-hekzan, CH2Cl2, 

EtOAC, n-BuOH) veya bilinen bir NO inhibitörü olan L-NIL’ın toksik olmayan 

konsantrasyonlarında bir saat ön inkübasyona bırakılmış ve ardından 1 µg/mL LPS ile 

toplamda 24 saat olacak biçimde uyarılmıştır. Süpernatanlardaki NO seviyeleri Griess 

testi ile belirlenmiştir. 

Altekstrelerin içerisinde en yüksek etkili ekstrenin n-hekzan altekstresi olduğu 

tespit edilmiştir. Bu altekstre, Şekil 4.3 (A)’de gösterildiği gibi 25 μg/mL, 50 μg/mL ve 

100 μg/mL konsantrasyonlarda uygulandığında LPS ile uyarılmış Raw 264.7 makrofaj 

hücrelerinin NO üretimini yalnızca LPS uygulanan kontrol grubuna kıyasla sırasıyla 

%50,11 ± 3,70, %79,90 ± 2,54 ve %95,11 ± 0,74 oranında inhibe etmiştir. Uygulandığı 

en yüksek konsantrasyonlarda n-hekzan altekstresi, bilinen bir NO inhibitörü olan L-

NIL’dan daha yüksek inhibitör etki göstermiştir. Bu molekül 5 μM konsantrasyonda 

uygulandığında %52,32 ± 1,77 inhibisyona neden olmuştur.  
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Ekstreler arasında ikinci en yüksek etkili altekstrenin ise, CH2Cl2 altekstresi 

olduğu tespit edilmiştir. CH2Cl2 altekstresi, Şekil 4.3 (B)’de gösterildiği gibi 12,5 μg/mL, 

25 μg/mL ve 50 μg/mL konsantrasyonlarda uygulandığında LPS ile uyarılmış Raw 264.7 

makrofaj hücrelerinin NO üretimini yalnızca LPS uygulanan kontrol grubuna kıyasla 

sırasıyla %8,08 ± 1,56, %26,19 ± 1,10 ve %48,23 ± 2,43 oranında inhibe etmiştir.  

Bitkinin n-BuOH ve EtOAc altekstreleri uygulandıkları en yüksek 

konsantrasyonlarda %40’ın altında inhibisyona sebep olmuştur. Bitkinin üçüncü en 

yüksek etkili altekstresi olan n-BuOH altekstresi, Şekil 4.3 (D)’de gösterildiği gibi 50 

μg/mL, 75 μg/mL ve 100 μg/mL konsantrasyonlarda uygulandığında NO üretimini 

yalnızca LPS uygulanan kontrol grubuna kıyasla sırasıyla %22,17 ± 2,51, %25,97 ± 2,12 

ve %37,34 ± 5,00 oranında inhibe etmiştir. Dördüncü sırada EtOAc altekstresi ise, Şekil 

4.3 (C)’de gösterildiği gibi 100 μg/ml konsantrasyonda LPS ile uyarılmış Raw 264.7 

makrofaj hücrelerinin NO üretimini yalnızca LPS uygulanan kontrol grubuna kıyasla 

%31,66 ± 3,05 oranında inhibe etmiştir. Uygulandıkları konsantrasyonlarda EtOAc 

altekstresi ve n-BuOH altekstresi, bilinen bir NO inhibitörü olan L-NIL’dan daha az 

inhibitör etki göstermiştir. Bu molekül, Şekil 4.3 (A)’de gösterildiği gibi 5 μM 

konsantrasyonda uygulandığında %52,32 ± 1,77 inhibisyona neden olmuştur. 
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Tablo 4.1: H. calycinum altekstrelerinin (n-hekzan, CH2Cl2, EtOAc, n-BuOH) NO 

seviyeleri üzerindeki etkileri  

Ekstreler Konsantrasyonlar  Birim % NO inhibisyonu* 

 

n-hekzan 

25 μg/mL %50,11  

50 μg/mL %79,90  

100 μg/mL %95,11  

 

CH2Cl2 

12,5 μg/mL %8, 08 

25 μg/mL %26,19  

50 μg/mL %48,23 

EtOAc 100 μg/mL %31,66  

 

n-BuOH 

50 μg/mL %22,17  

75 μg/mL %25, 97  

100 μg/mL %37,34 

L-NIL 5 μM %52,32 

*Sonuçlar yalnızca LPS uygulanan kontrol grubu %100 kabul edilerek buna kıyasla belirtilmiştir.  
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(A) 

 

 

(B)  

 

 

(C)  
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(D) 

 

Şekil 4.3: H. calycinum altekstrelerinin [ n-hekzan (A), CH2Cl2 (B), EtOAc (C) ve n-

BuOH (D)] Raw 264.7 makrofaj hücrelerinin NO seviyeleri üzerindeki etkileri  

Raw 264.7 makrofaj hücreleri altekstreler ile 1 saat ön inkübasyonun ardından LPS (1 µg/mL) ile uyarılarak 

toplamda 24 saat inkübasyona bırakılmıştır. Süpernatanlardaki NO seviyeleri Griess testi ile belirlenmiştir. 

Sonuçlar yalnızca LPS uygulanan kontrol grubuna kıyasla belirlenmektedir. Deneyler en az üç kez 

tekrarlanmış ve sonuçlar ± SEM şeklinde ifade edilmiştir. * p ≤ 0,05 **p ≤ 0,01 ***p ≤ 0,001 LPS 

uygulanan kontrol grubuna kıyasla ve #p ≤ 0,05 ##p ≤ 0,01 ###p ≤ 0,001 LPS uygulanmayan kontrol 

grubuna kıyasla istatiksel olarak anlamlı kabul edilmiştir.  

 

4.1.3. Altekstrelerin Sitokinlerin Üretimi Üzerindeki Etkileri 

Altekstrelerin, LPS ile uyarılmış Raw 264.7 makrofaj hücrelerinin bazı sitokinleri 

(TNF-α, IL-6) üretimi üzerindeki etkileri incelenmiştir. Bunun için hücreler altekstrelerle 

1 saat ön inkübasyona bırakılmış ardından toplamda 24 saat olacak biçimde 1 µg/mL LPS 

ile uyarılmıştır. Süpernatanlardaki sitokin miktarları ELISA yöntemiyle ölçülmüştür. 

Şekil 4.4 ve Şekil 4.5’te gösterildiği gibi yalnızca LPS ile uyarılmış kontrol grubu LPS 

ile uyarılmamış taşıyıcı kontrol grubuna göre önemli derecede yüksek sitokin seviyeleri 

göstermektedir. 

Bitkinin n-hekzan altekstresinin, Şekil 4.4 (A)’da gösterildiği gibi 25 μg/mL, 50 

μg/mL ve 100 μg/mL konsantrasyonlarda uygulandığında, LPS ile uyarılmış Raw 264.7 

makrofaj hücrelerinin TNF-α üretimini yalnızca LPS uygulanan kontrol grubuna kıyasla 

sırasıyla %9,68, %24,62 ve %63,5 oranında inhibe ettiği tespit edilmiştir. CH2Cl2 

altekstresinin, Şekil 4.4 (B)’de gösterildiği gibi 50 μg/mL konsantrasyonda 
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uygulandığında, LPS ile uyarılmış Raw 264.7 makrofaj hücrelerinin TNF-α üretimini 

yalnızca LPS uygulanan kontrol grubuna kıyasla %31,84 oranında inhibe ettiği tespit 

edilmiştir. EtOAc ve n-BuOH altekstreleri, Şekil 4.4 (C) ve Şekil 4.4 (D)’de gösterildiği 

gibi sırasıyla 100 μg/mL ve 75 μg/mL konsantrasyonda uygulandığında, LPS ile 

uyarılmış Raw 264.7 makrofaj hücrelerinin TNF-α üretimi üzerinde önemli bir inhibitör 

etki göstermemiştir. Bilinen bir sitokin inhibitörü olan deksametazonun, 10 µM 

konsantrasyonda uygulandığında TNF-α üretimini, yalnızca LPS uygulanmış kontrol 

grubuna kıyasla, %56,08’ini inhibe ettiği tespit edilmiştir. Buna göre en yüksek etkiye 

sahip olduğu tespit edilen n-hekzan altekstresinin 100 μg/mL konsantrasyonda 

uygulandığında, deksametazondan (10 µM) daha etkili olduğu tespit edilmiştir. 

Bitkinin n-hekzan ve CH2Cl2 altekstreleri, LPS ile uyarılmış Raw 264.7 makrofaj 

hücrelerinin NO ve TNF-α üretimleri üzerinde yüksek inhibitör etki göstermiştir. Bu 

nedenle bu ekstrelerin, hücrelerin IL-6 üretimi üzerindeki etkileri de araştırılmıştır. 

Bitkinin n-hekzan altekstresinin 25 µg/mL, 50 µg/mL ve 100 µg/mL konsantrasyonlarda 

uygulandığında LPS ile uyarılmış Raw 264.7 makrofaj hücrelerinin IL-6 üretimini, 

yalnızca LPS uygulanan kontrol grubuna kıyasla sırasıyla %15,30, %58,63 ve %93,90 

oranında inhibe ettiği Şekil 4.5 (A)’da gösterildiği gibi, tespit edilmiştir. CH2Cl2 

altekstresi, 12,5 µg/mL, 25 µg/mL ve 50 µg/mL konsantrasyonlarda uygulandığında, LPS 

ile uyarılmış Raw 264.7 makrofaj hücrelerinin IL-6 üretimini yalnızca LPS uygulanan 

kontrol grubuna kıyasla Şekil 4.5 (B)’de gösterildiği gibi sırasıyla %32,49, %24,47 ve 

%74,44 oranında inhibe etmiştir. Bilinen bir sitokin inhibitörü olan deksametazon, 5 µM 

konsantrasyonda uygulandığında LPS ile uyarılmış Raw 264.7 hücrelerinin IL-6 

üretimini %86,26 oranında inhibe etmiştir (Şekil 4.6). Altekstreler arasında yüksek 

inhibitör etkiye sahip olduğu tespit edilen n-hekzan altekstresinin, 100 μg/mL 

konsantrasyonda uygulandığında, deksametazondan (5 µM) daha etkili olduğu tespit 

edilmiştir.  
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Tablo 4.2: H. calycinum bitkisinin altekstrelerinin (n-hekzan, CH2Cl2, EtOAc ve n-

BuOH) TNF-α ve IL-6 seviyeleri üzerindeki etkileri  

Ekstreler Konsantrasyonlar Birim TNF-α % inhibisyon* IL-6 % inhibisyon* 

 

n-hekzan 

25 μg/mL %9,68 %15,30 

50 μg/mL %24,62 %58,63 

100 μg/mL %63,5 %93,90 

 

CH2Cl2 

12,5 μg/mL -**** %32,49 

25 μg/mL -**** %24,47 

50 μg/mL %31,84 %74,44 

EtOAc 100 μg/mL T.E*** -**** 

n-BuOH 75 μg/mL T.E*** -**** 

DEKSA** 

5 µM -**** %86,26 

10 µM %56,08 -**** 

*Sonuçlar yalnızca LPS uygulanan kontrol %100 kabul edilerek buna kıyasla hesaplanmıştır.  

**DEKSA: Deksametazon 

*** T.E: Tespit edilemedi 

****- : Test edilmedi 
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(A) 

 

 

(B) 

 

 

(C) 
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(D)  

 

Şekil 4.4: H. calycinum altekstrelerinin [n-hekzan (A), CH2Cl2 (B), EtOAc (C), n-

BuOH(D)] Raw 264.7 makrofaj hücrelerinin TNF-α seviyeleri üzerindeki etkileri   

Raw 264.7 makrofaj hücreleri altekstreler ile 1 saat ön inkübasyona bırakılmış ardından LPS (1 µg/mL) ile 

uyarılarak toplamda 24 saat inkübasyona bırakılmıştır. Deneyler en az üç kez tekrarlanmış ve sonuçlar ± 

SEM şeklinde ifade edilmiştir. * p ≤ 0,05 **p ≤ 0,01 ***p ≤ 0,001 yalnızca LPS uygulanan kontrol grubuna 

kıyasla ve #p ≤ 0,05 ##p ≤ 0,01 ###p ≤ 0,001 LPS uygulanmayan kontrol grubuna kıyasla istatiksel olarak 

anlamlı kabul edilmiştir. DEKSA: Deksametazon 
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(A) 

 

 

(B) 

 

Şekil 4.5: H. calycinum altekstrelerinin [n-hekzan (A), CH2Cl2 (B)] Raw 264.7 makrofaj 

hücrelerinin IL-6 seviyeleri üzerindeki etkileri 

Raw 264.7 makrofaj hücreleri altekstreler ile 1 saat ön inkübasyonun ardından LPS (1 µg/mL) ile uyarılarak 

toplamda 24 saat inkübasyona bırakılmıştır. Deneyler en az üç kez tekrarlanmış ve sonuçlar ± SEM şeklinde 

ifade edilmiştir. * p ≤ 0,05 **p ≤ 0,01 ***p ≤ 0,001 yalnızca LPS uygulanan kontrol grubuna ve #p ≤ 0,05 

##p ≤ 0,01 ###p ≤ 0,001 LPS uygulanmayan kontrol grubuna kıyasla istatiksel olarak anlamlı kabul 

edilmiştir.  
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Şekil 4.6:  Deksametazon’un Raw 264.7 makrofaj hücrelerinin IL-6 seviyeleri üzerindeki 

etkisi  

Raw 264.7 makrofaj hücreleri altekstreler ile 1 saat ön inkübasyona bırakılmış ardından LPS (1 µg/mL) ile 

uyarılarak toplamda 24 saat inkübasyona bırakılmıştır. Deneyler en az üç kez tekrarlanmış ve ± SEM 

şeklinde ifade edilmiştir. * p ≤ 0,05 **p ≤ 0,01 ***p ≤ 0,001 yalnızca LPS uygulanan kontrol grubuna ve 

#p ≤ 0,05 ##p ≤ 0,01 ###p ≤ 0,001 LPS uygulanmayan kontrol grubuna kıyasla istatiksel olarak anlamlı 

kabul edilmiştir. DEKSA: Deksametazon 

 

4.1.4. Altekstrelerin PGE2 Üretimi Üzerindeki Etkileri  

Altekstrelerin, LPS ile uyarılmış Raw 264.7 makrofaj hücrelerinin PGE2 üretimi 

üzerindeki etkileri incelenmiştir. Bunun için hücreler altekstrelerle 1 saat ön inkübasyona 

bırakılmış ardından toplamda 24 saat olacak biçimde 1 µg/mL LPS ile uyarılmıştır. 

Süpernatanlardaki PGE2 miktarı ELISA yöntemiyle belirlenmiştir. Bazı enflamatuvar 

parametreler (NO, TNF-α, IL-6) üzerinde yüksek inhibitör etki gösteren altekstrelerin (n-

hekzan ve CH2Cl2) PGE2 üretimi üzerindeki etkileri de incelenmiştir.  

Bitkinin n-hekzan altekstresi Şekil 4.6 (A)’da gösterildiği gibi 25 µg/mL, 50 

µg/mL konsantrasyonlarda uygulandığında, LPS ile uyarılmış Raw 264.7 makrofaj 

hücrelerinin PGE2 üretimini yalnızca LPS uygulanan kontrol grubuna kıyasla inhibe 

etmemiştir. Ancak n-hekzan altekstresinin, 100 µg/mL konsantrasyonda uygulandığında 

PGE2 üretimini yalnızca LPS uygulanan kontrol grubuna kıyasla % 55,89 oranında inhibe 

ettiği tespit edilmiştir. Uygulandığı en yüksek konsantrasyonda n-hekzan altekstresi, 

bilinen bir PGE2 inhibitörü olan NS-398’den daha yüksek inhibitör etki göstermiştir. Bu 

molekül 5 μM konsantrasyonda uygulandığında %36,73 değerinde inhibisyona neden 

olmuştur.   
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Bitkinin CH2Cl2 altekstresinin, Şekil 4.6 (B)’de gösterildiği gibi 12,5 µg/mL, 25 

µg/mL ve 50 µg/mL konsantrasyonlarda uygulandığında, LPS ile uyarılmış Raw 264.7 

makrofaj hücrelerinin PGE2 üretimini yalnızca LPS uygulanan kontrol grubuna kıyasla 

sırasıyla %13,62, %14,30 ve % 45,69 değerlerinde inhibe tespit edilmiştir. Uygulandığı 

en yüksek konsantrasyonda (50 µg/mL) CH2Cl2 altekstresi, bilinen bir PGE2 inhibitörü 

olan NS-398’in 5 μM konsantrasyonundan daha yüksek bir inhibitör etki göstermiştir.  

 

Tablo 4.3: H. calycinum bitkisinin altekstrelerinin (n-hekzan, CH2Cl2) PGE2 seviyeleri 

üzerindeki etkileri 

Ekstreler Konsantrasyonlar  Birim PGE2 % inhibisyonu* 

 

n-hekzan 

25 μg/mL T.E** 

50 μg/mL T.E** 

100 μg/mL %55,89 

 

CH2Cl2 

12,5 μg/mL %13,62 

25 μg/mL %14,30 

50 μg/mL %45,69 

NS-398 5 μM %36,73 

*Sonuçlar yalnızca LPS uygulanan kontrol grubu %100 kabul edilerek buna kıyasla hesaplanmıştır. 

** T.E: Tespit edilemedi 
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(A) 

 

 

(B) 

 

Şekil 4.7: H. calycinum altekstrelerinin [n-hekzan (A), CH2Cl2 (B)] Raw 264.7 makrofaj 

hücrelerinin PGE2 seviyeleri üzerindeki etkileri  

Raw 264.7 makrofaj hücreleri altekstreler ile 1 saat ön inkübasyona bırakılmış ardından LPS (1 µg/mL) ile 

uyarılarak toplamda 24 saat inkübasyona bırakılmıştır. Sonuçlar yalnızca LPS uygulanan kontrol grubuna 

kıyasla belirtilmektedir. Deneyler üç kez tekrarlanmış ve sonuçlar ± SEM şeklinde ifade edilmiştir. *p ≤ 

0,05 **p ≤ 0,01 ***p ≤ 0,001 yalnızca LPS uygulanan kontrol grubuna kıyasla istatiksel olarak anlamlı 

kabul edilmiştir.  

 

4.1.5. Ekstre, Altekstre ve Fraksiyonların 15-LOX Enzim İnhibitörü Etkileri 

H. calycinum bitkisinden elde edilen ekstre ve altekstrelerin 15-LOX enzimi 

üzerindeki inhibitör etkileri 15-LOX inhibitör tarama testi ile araştırılmıştır. İnhibisyon 

değerleri Tablo 4.4’de gösterilmektedir. H. calycinum bitkisinden elde edilen ekstre ve 
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altekstrelerinin 100 µg/mL konsantrasyonda 15-LOX enzim inhibitörü etkileri 

incelendiğinde, n-BuOH altekstresi %28,87 ve EtOAc altekstresinin %5,56 oranında 

inhibitör etki gösterdiği tespit edilmiştir. Pozitif kontrol olarak kullanılan NDGA’nın 

(100 µM) 15-LOX aktivitesini tamamen inhibe ettiği görülmüştür. Diğer ekstrelerde 

MeOH ekstresi, k-H2O, CH2Cl2 ve n-hekzan altekstresinde inhibitör etki gözlenmemiştir. 

 

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

Ekstre Adı Konsantrasyon  Birim %15-LOX inhibisyonu  

MeOH 100  µg/mL T.E* 

n-hekzan 100  µg/mL T.E* 

CH2Cl2 100  µg/mL T.E* 

EtOAc 100  µg/mL 5,56 

n-BuOH 100  µg/mL 28,87 

k- H2O 100  µg/mL T.E* 

NDGA 100  µM 115,28 

*T.E: Tespit edilemedi  

 

     Aktif ekstre olarak tespit edilen n-BuOH altekstresinin çeşitli konsantrasyonlardaki 

etkisinin değerlendirilmesi amacıyla çeşitli konsantrasyonlarda (25, 50, 100, 200, 300 ve 

400 µg/mL) test tekrarlanmış ve Tablo 4.5’de gösterildiği gibi sırasıyla % 17,37, % 21,29, 

% 28,29, % 35,85, % 40,34 ve % 51,26 oranında inhibitör etki tespit edilmiştir.  
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Tablo 4.5: H. calycinum bitkisinin n-BuOH altekstresinin çeşitli konsantrasyonlarının 

15-LOX inhibitörü etkileri 

Ekstre Adı Konsantrasyon (µg/mL) %15-LOX inhibisyonu 

 

 

 

n-BuOH 

25 17,37 

50 21,29 

100 28,29 

200 35,85 

300 40,34 

400 51,26 

 

Aktif ekstre olarak tespit edilen n-BuOH altekstresinden elde edilen fraksiyonlar, 

İTK yöntemi ile benzerler birlikte olacak şekilde birleştirilmiştir ve üç fraksiyon elde 

edilmiştir [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 gösterildiği gibi 100 µg/mL konsantrasyonda sırasıyla % 

79,92, % 6,69, % 0,79 oranında inhibitör etki tespit edilmiştir.  

 

Tablo 4.6: H. calycinum bitkisinin n-BuOH altekstresinden elde edilen fraksiyonların 15-

LOX inhibitörü etkileri 

Fraksiyon Konsantrasyon (µg/mL) %15-LOX inhibisyonu 

FrA 100 79,92 

FrB 100 6,69 

FrC 100 0,79 
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4.2. FİTOKİMYASAL BULGULAR 

 

4.2.1. YBSK ile Fenolik Bileşik Analizi  

H. calycinum bitkisinin EtOAc ve n-BuOH altekstrelerinin fenolik bileşiklerinin 

kantitatif analizleri, YBSK cihazı ile yapılmıştır. EtOAc altekstresinde, Şekil 4.8’de 

gösterildiği üzere 254 nm’de rutin (1,785 mg/g EtOAc ekstre) ve kersetin (0,346 mg/g 

EtOAc ekstre), 325 nm’de (Şekil 4.9) klorojenik asit (5,855 mg/g EtOAc ekstre), 248 

nm’de (Şekil 4.10) kafeik asit (0,615 mg/g EtOAc ekstre) ve Şekil 4.11’de gösterildiği 

gibi 336 nm’de apigenin-7-glukozit (2,171 mg/g EtOAc ekstre) flavonoitleri tespit 

edilmiştir (Tablo 4.7). Bitkinin n-BuOH altekstresinde, 271 nm’de (Şekil 4.12) gallik asit 

(0,025 mg/g n-BuOH ekstre), 325 nm’de (Şekil 4.13) klorojenik asit (2,330 mg/g n-BuOH 

ekstre), 248 nm’de (Şekil 4.14) kafeik asit (0,411 mg/g n-BuOH ekstre) fenolik asitleri 

tespit edilmiştir (Tablo 4.8).  

 

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

EtOAc Fenolik Asit İsimleri mg/g EtOAc 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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Şekil 4.8: H. calycinum EtOAc altekstresinde 254 nm’de rutin ve kersetinin varlığını 

gösteren kromatogram 

 

 

Şekil 4.9: H. calycinum EtOAc altekstresinde 325 nm’de klorojenik asit varlığını 

gösteren kromatogram 
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Şekil 4.10: H. calycinum EtOAc altekstresinde 248 nm’de kafeik asit varlığını gösteren 

kromatogram 

 

 

Şekil 4.11: H. calycinum EtOAc altekstresinde 336 nm’de apigenin-7-glukozit varlığını 

gösteren kromatogram 

 

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

n-BuOH Fenolik Asit İsmi mg/g n-BuOH ekstre 

1 Gallik asit 0,025 

2 Klorojenik asit 2,330 

3 Kafeik asit 0,411 
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Şekil 4.12: H. calycinum n-BuOH altekstresinde 271 nm’de gallik asit varlığını gösteren 

kromatogram  

 

 

Şekil 4.13: H. calycinum n-BuOH altekstresinde 325 nm’de klorojenik asit varlığını 

gösteren kromatogram 
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Şekil 4.14: H. calycinum n-BuOH altekstresinde 248 nm’de kafeik asit varlığını gösteren 

kromatogram 

 

4.2.2. GK/KS ile Yağ Asidi Analizi  

Bitkinin n-hekzan altekstresinin, yağ asidi bileşenlerinin ve bağıl yüzde 

miktarlarının belirlenmesi için gerçekleştirilen GK/KS analiz bulguları Tablo 4.9 ile 

gösterilmiştir. 

Çalışmamızda yüksek bağıl yüzde miktarlarına sahip olan yağ asitleri sırasıyla α-

linolenik asit (%33,2), linoleik asit (%27,4) ve palmitik asit (%23,3) olarak tespit 

edilmiştir. Düşük bağıl yüzdeye sahip yağ asitleri ise sırasıyla oleik asit (%4,4), stearik 

asit (%4,1), laurik asit (%2,4), miristik asit (%2,2) ve araşidik asit (%1,9) olarak tespit 

edilmiştir. Bunun yanında n-hekzan altekstresinin, doymamış yağ asitleri bakımından 

%65 bağıl yüzdeye sahip olduğu belirlenmiştir.  
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Tablo 4.9: H. calycinum bitkisinin n-hekzan altekstresinin GK/KS ile belirlenen yağ asidi 

bileşenleri ve bağıl yüzde değerleri 

 Bileşik* Bağıl Yüzde (%) 

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 (Z)-9-Oktadekenoik asit (=Oleik asit); (18:1); ω-9 4,4 

6 (Z, Z)-9,12-Oktadekadienoik asit (=Linoleik asit); (18:2); ω-6 27,4 

7 
(Z, Z, Z)-9,12,15-Oktadekatrienoik asit (=α-Linolenik asit); 

(18:3); ω-3 
33,2 

8 Eikosanoik asit (=Araşidik asit); (20:0) 1,9 

Toplam 98,9 

Toplam ω-3 33,2 

Toplam ω-6 27,4 

Toplam ω-9 4,4 

Toplam doymamış yağ asidi 65,0 

Toplam doymuş yağ asidi 33,9 

*Bileşime katkı sağlayan bileşenlerden yüzdesi ≥%1 olanlar tabloda gösterilmiştir. 

 

4.2.3. Toplam Flavanoit ve Toplam Fenolik Madde Miktar Tayini  

H. calycinum bitkisinin toprak üstü kısımlarından elde edilen MeOH ekstresinin, 

n-hekzan, CH2Cl2, EtOAc, n-BuOH ve k-H2O altekstrelerinin ve n-BuOH altektresine ait 

fraksiyonların toplam flavanoit ve toplam fenolik madde miktar tayini sırasıyla 

alüminyum klorür ve Folin-Ciocalteu yöntemi kullanılarak gerçekleştirilmiştir. Bulgular 

Tablo 4.10’ da gösterilmiştir.  

H. calycinum ekstre ve altekstrelerinin toplam flavanoit miktarları incelendiğinde, 

EtOAc altekstresinin (101,30 ± 7,94 mg KE/g ekstre) en yüksek flavanoit miktarına sahip 
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olduğu görülmüştür. Diğer ekstrelerin sahip oldukları flavanoit miktarları sırasıyla, 

MeOH altekstresi (43,78 ± 1,62 mg KE/g ekstre), CH2Cl2 altekstresi (21,77 ± 1,70 mg 

KE/g ekstre), n-BuOH ekstresi (19,77 ± 0,70 mg KE/g ekstre) ve k-H2O altekstresi (1,94 

± 0,24 mg KE/g ekstre) olarak tespit edilmiştir. H. calycinum bitkisinin n-BuOH 

altekstresinden elde edilen fraksiyonların toplam flavanoit miktarları, en yüksek 

miktardan en düşük miktara doğru sırasıyla 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 edilmiştir. 

H. calycinum bitkisinin toprak üstü kısımlarından hazırlanan altekstrelerin toplam 

fenolik madde miktarları incelendiğinde, EtOAc altekstresinin (333,49 ± 4,78 mg GAE/g 

ekstre) en yüksek toplam fenolik madde miktarına sahip olduğu tespit edilmiştir. 

Ardından sırasıyla n-BuOH (294,59 ± 8,41 mg GAE/g ekstre), MeOH (235,96 ± 10,23 

mg GAE/g ekstre), k-H2O (63,45 ± 3,09 mg GAE/g ekstre), CH2Cl2 (53,29 ± 1,96 mg 

GAE/g ekstre), n-hekzan (30,13 ± 1,77 mg GAE/g ekstre) altekstrelerinin yer aldığı tespit 

edilmiştir. H. calycinum bitkisinin n-BuOH altekstresinden elde edilen fraksiyonların 

toplam fenolik madde miktarları, en yüksek miktardan en düşük miktara doğru sırasıyla 

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) olarak tespit edilmiştir.  
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Tablo 4.10: H. calycinum bitkisinin ekstre, altekstre ve fraksiyonların toplam fenolik ve 

toplam flavanoit madde miktarları   

Ekstre Toplam Flavanoit Madde 

Miktarı* 

(mg KE/ g ekstre) 

Toplam Fenolik Madde Miktarı* 

(mg GAE/g ekstre) 

MeOH 43,78 ± 1,62 235,96 ± 10,23 

n-hekzan -** 30,13 ± 1,77 

CH2Cl2 21,77 ± 1,70 53,29 ± 1,96 

EtOAc 101,30 ± 7,94 333,49 ± 4,78 

n-BuOH 19,77 ± 0,70 294,59 ± 8,41 

k-H2O 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 

* Değerler ortalama ± SD olarak ifade edilmiştir, n=3  

** -: Test edilmedi 
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5. TARTIŞMA 

Hypericum türleri, dünyada yaygın olarak kullanılan ve üzerinde çok sayıda 

çalışma bulunan bitki türlerinden biridir (79,106–109). Hypericum türleri üzerinde 

antideprasan, antioksidan, antimikrobiyal, yara iyileştirici ve antienflamatuvar çalışmalar 

bulunmaktadır (30,82,110–113). H. calycinum bitkisinin Anadolu’da geleneksel olarak 

nefes darlığı, mide ağrısı ve egzama tedavilerinde kullanıldığı tespit edilmiştir (24,39). 

Öte yandan, H. calycinum bitkisi üzerinde yapılan önceki çalışmalar incelendiğinde 

biyoaktivite ve fitokimyasal içerik çalışmasının oldukça az sayıda olduğu tespit 

edilmiştir. Literatürde Hypericum türlerinin, Anadolu’da geleneksel olarak idrar yolları 

enfeksiyonları, gastrit, ülser, nevralji gibi rahatsızlıkların yanı sıra hemoroit gibi 

enflamatuvar hastalıklara karşı kullanıldığı bildirilmiştir (27–30). Bu bilgiler ışığında, H. 

calycinum bitkisinin, in vitro antienflamatuvar etkisinin ve kimyasal bileşenlerinin 

belirlenmesiyle literatüre katkı sağlanması amaçlanmıştır. Böylelikle, üzerinde az sayıda 

çalışma bulunan ve Anadolu’da önemli bir yayılım gösteren Hypericum türü olan H. 

calycinum bitkisinin hem biyolojik aktivitesi hakkında önemli bilgiler elde edilmiş olacak 

hem de bitki, kimyasal bileşimi açısından incelenmiş olacaktır. 

Literatürde farklı Hypericum türleri üzerinde gerçekleştirilmiş çok sayıda 

antienflamatuvar etki çalışması bulunmaktadır (71,72,77). Üzerinde az sayıda çalışma 

bulunan H. calycinum bitkisinin in vitro antienflamatuvar aktivitesini belirlemek için, 

bitkinin altekstrelerinin çeşitli enflamatuvar parametreler (NO, PGE2, TNF-α, IL-6) 

üzerindeki etkileri, LPS ile uyarılmış Raw 264.7 makrofaj hücreleri kullanılarak 

incelenmiştir. Bu amaçla öncelikle H. calycinum çiçekli toprak üstü kısımlarından MeOH 

ekstresi hazırlanmıştır. Daha sonra elde edilen ekstreden sıvı-sıvı fraksiyonlama tekniği 

ile artan polaritelerde altekstreler (n-hekzan, CH2Cl2, EtOAc, n-BuOH ve k-H2O) elde 

edilmiştir. Bitkinin altekstrelerinin Raw 264.7 makrofaj hücreleri üzerindeki toksik 

olmayan konsantrasyonları WST-1 testi ile belirlenmiştir. Bitkinin antienflamatuvar 

aktivitesini tespit etmek amacıyla bu altekstrelerin LPS ile uyarılmış Raw 264.7 makrofaj 

hücrelerinin NO üretimleri üzerindeki etkileri Griess testiyle belirlenmiştir. Ardından 

altekstrelerin, LPS ile uyarılmış Raw 264.7 makrofaj hücrelerinin sitokinler (TNF-α, IL-

6) ve PGE2 üretimleri üzerindeki etkileri ELISA yöntemiyle belirlenmiştir.  
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Ekstrelerin hücre canlılığı üzerindeki etkisi incelendiğinde, n-hekzan 

altekstresinin uygulandığı konsantrasyonlarda (6 μg/mL, 12 μg/mL, 25 μg/mL, 50 μg/mL, 

75 μg/mL ve 100 μg/mL) LPS’le beraber veya LPS uygulanmadan, Raw 264.7 

makrofajlarının hücre canlılığını önemli derecede azaltmadığı tespit edilmiştir. Bitkinin 

CH2Cl2 altekstresinin ise uygulandığı konsantrasyonlarda (6 µg/mL, 6,25 µg/mL, 12,5 

µg/mL, 25 µg/mL, 50 µg/mL ve 75 µg/mL) sadece besiyeri uygulanan kontrol grubuna 

kıyasla hücre canlılığı sırasıyla % 104,29, % 99,69, % 96,18, % 92,61, % 86,53 ve % 

57,45 olarak tespit edilmiştir. Bu altekstrenin uygulandığı en yüksek konsantrasyonda (75 

µg/mL) hücre canlılığını %20’den daha yüksek oranda azaltmasından dolayı LPS ile 

uyarılan hücreler üzerinde yalnızca 50 µg/mL konsantrasyona kadar olan 

konsantrasyonlar değerlendirilmiştir. Altekstre (6, 12,5, 25, 50 µg/mL), hücrelere LPS 

(1µg/mL) ile beraber uygulandığında hücre canlılığı sırasıyla % 90,78, % 96,73, % 89,18, 

% 91,11 olarak tespit edilmiştir. Bitkinin EtOAc ve n-BuOH altekstreleri hücrelere 25 

μg/mL, 50 μg/mL, 75 μg/mL ve 100 μg/mL konsantrasyonda uygulanmıştır. Her iki 

ekstre de bu konsantrasyonlarda (LPS ile beraber veya LPS eklenmeden) hücre 

canlılığında önemli bir azalmaya neden olmamıştır. Bitkinin n-hekzan, EtOAc ve n-

BuOH altekstreleri, uygulandıkları en yüksek 100 μg/mL konsantrasyona kadar hücre 

canlılığında önemli bir azalmaya neden olmamıştır. Ancak CH2Cl2 altekstresi, 75 μg/mL 

konsantrasyonda uygulandığında hücre canlılığı % 57,45 oranındadır.  Bu nedenlerden 

dolayı deneylerde, n-hekzan, EtOC ve n-BuOH altekstreleri 100 µg/mL konsantrasyona 

kadar kullanılmış, CH2Cl2 ekstresi ise 50 µg/mL konsantrasyona kadar kullanılmıştır. 

NO molekülü, akut ve kronik enflamasyonda hem proenflamatuvar hem de 

antienflamatuvar özelliğe sahiptir. Enflamasyon esnasında NO, vazodilatasyonu artırır ve 

enflamasyon semptomlarını (ödem, kızarıklık, ateş) oluşturur. Bu durumda iNOS, hem 

doku koruyucu hem de zarar verici bir etki gösterebilir. NO molekülünün inhibe edilmesi 

stratejisi ile, aşırı üretiminin zararlı etkilerinin önlenmesi sağlanır (88,114,115). 

Çalışmamızda, NO üretimi üzerinde en yüksek inhibitör etkiyi n-hekzan altekstresi 

göstermiştir. Bitkinin n-hekzan altekstresi, 50 μg/mL ve 100 μg/mL konsantrasyonlarda 

uygulandığında LPS ile uyarılmış Raw 264.7 makrofaj hücrelerinin NO üretimini 

yalnızca LPS uygulanan kontrol grubuna kıyasla (sırasıyla %79,90 ve %95,11) önemli 

derecede inhibe etmiştir. Bu inhibisyon değerinin bilinen bir NO inhibitörü olan L-NIL’ın 

(5 µM) gösterdiği inhibisyon (%52,32) değerinden daha yüksek olduğu tespit edilmiştir. 

Bitkinin CH2Cl2 altekstresi ikinci en etkili altekstresidir. Uygulandığı en yüksek 
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konsantrasyonda (50 μg/mL) %48,23 inhibisyon göstermiştir. Literatürde, H. 

roeperianum bitkisinden elde edilen aseton ekstresinin LPS ile uyarılmış Raw 264.7 

makrofaj hücrelerinin NO üretimi üzerindeki etkileri incelenmiştir. Bu çalışmaya göre, 

aseton ekstresinin uygulandığı çeşitli konsantrasyonlarda (2, 10, 30 ve 100 µg/mL) LPS 

ile uyarılmış Raw 264.7 makrofaj hücrelerinin NO üretimini sırasıyla %29,41, %65,90, 

%81,04 ve %89,72 oranında inhibe ettiği bildirilmiştir (116). Bir başka çalışmada, H. 

calabricum bitkisinin EtOAc ekstresinin konsantrasyona bağlı şekilde, LPS ile uyarılmış 

Raw 264.7 makrofaj hücrelerinin NO üretimini önemli ölçüde (IC50: 102 µg/mL) inhibe 

ettiği bildirilmiştir (75). Gerçekleştirdiğimiz tez çalışmasında, daha apolar karakterdeki 

n-hekzan ve CH2Cl2 altekstreleri en yüksek etkili ekstreler olarak belirlenmiştir. Nispeten 

daha polar karakterdeki n-BuOH ve EtOAc altekstrelerinde ise daha düşük NO inhibitörü 

etki gözlemlenmiştir. Özellikle EtOAc alekstresinde 100 µg/ml konsantrasyondaki 

inhibisyon %31,66 civarındadır.  

Sitokinler; hemen hemen tüm hücrelerde üretilirler, ancak önemli ölçüde makrofaj 

ve T hücrelerinde üretilirler. Proenflamatuvar sitokin olan TNF-α ve IL-1, immün yanıtın 

başlatılmasını ve sürdürülmesini sağlar (117). TNF-α, proliferatif ve enflamatuvar 

olaylardan sorumlu sitokindir. Bu molekül ayrıca; astım, Crohn hastalığı, romatoit artrit, 

nöropatik ağrı, otoimmünite ve kanser gibi bir dizi patolojik durumlarda da rol oynar. 

Romatoit artritli bölgelerde TNF-α, IL-1’in sentezini uyarmaktadır. Bunun akabinde IL-

6 seviyelerinde artışa sebep olarak akut enflamasyonda yer almaktadır (117,118). IL-6 ve 

IL-8 ise, sekonder yardımcı proenflamatuvar sitokinlerdir. IL-6 akut enflamatuvar 

yanıtlarda yer alır, fakat proenflamatuvar sitokin olarak aktivitesi devam ettiğinde akut 

enflamasyon kronik enflamasyona dönüşür. Romatoit artrit, sistemik lupus eritematozus, 

ankilozan spondilit, psöriazis ve Crohn gibi birçok romatizmal hastalıkta kandaki IL-6 

seviyeleri yükselmektedir (119). 

Raw 264.7 makrofaj hücrelerinin TNF-α üretimi üzerindeki inhibitör etkilerinin 

belirlenmesi için bitkinin n-hekzan, CH2Cl2, EtOAc, n-BuOH altekstreleri ile 

çalışılmıştır. Ekstrelerin içerisindeki yüksek konsantrasyondaki en yüksek etkiyi n-

hekzan altekstresi göstermiştir. Bu ekstre 50 ve 100 µg/mL konsantrasyonda 

uygulandığında TNF-α seviyelerini, yalnızca LPS uygulanmış kontrol grubuna kıyasla, 

%24,62 ve %63,50 oranında azaltmıştır. Ekstre en yüksek konsantrasyonda 

uygulandığında, bilinen bir sitokin inhibitörü olan deksametazonun (10 µM) gösterdiği 
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inhibisyon (%56,08) değerinden daha yüksek bir değer göstermiştir. Bitkinin CH2Cl2 

altekstresi ise en yüksek konsantrasyonu olan 50 µg/mL’de % 31,84 inhibisyona sebep 

olmuştur. Her iki altekstrenin 50 µg/mL konsantrasyondaki etkileri kıyaslandığında 

CH2Cl2 altekstresinin daha etkili olduğu görülmektedir. Daha polar karakterdeki EtOAc 

ve n-BuOH ekstreleri ise TNF-α üzerinde herhangi bir azalmaya neden olmamıştır. Daha 

önce THP-1 hücreleri üzerinde gerçekleştirilen bir çalışmada H. triquetrifolium 

yapraklarından elde edilen EtOH ekstresinin TNF-α üretimini inhibe ettiği bildirilmiştir. 

Çalışmada, ekstrenin 125 µg/mL ve 250 µg/mL konsantrasyonlarda %40 ve %60 

inhibisyona neden olduğu gösterilmiştir (120).  

Önceki enflamatuvar parametreler üzerinde önemli derecede inhibitör etki 

gösteren altekstrelerin (n-hekzan ve CH2Cl2) bir proenflamatuvar sitokin olan IL-6 

seviyeleri üzerindeki etkileri araştırılmıştır. Her iki ekstrede de önemli derecede IL-6 

inhibisyonu tespit edilmiştir. H. calycinum, n-hekzan altekstresi 100 µg/mL 

konsantrasyonda uygulandığında, LPS uygulanmış kontrol grubuna kıyasla, IL-6 

seviyelerinde %93,90 oranında azalmaya neden olmuştur. Bu oran deksametazonun 5 µM 

konsantrasyonda uygulandığında gösterdiği orandan (%86,26) daha yüksektir.   Bitkinin 

CH2Cl2 altekstresi ise 50 µg/mL konsantrasyonda, LPS ile uyarılmış IL-6 üretimini 

%74,44 oranında inhibe etmiştir. Bitkinin CH2Cl2 altekstresi 50 µg/mL konsantrasyonda, 

n-hekzan altekstresinin aynı konsantrasyonda gösterdiği inhibisyondan (%58,63) daha 

yüksek bir inhibitör etkiye sahiptir. H. erectum, H. laxum ve H. ascyron türlerinin MeOH 

ekstreleri üzerinde çalışan Yuk ve arkadaşları, H. laxum bitkisinin MeOH ekstresinin 

Raw 264.7 makrofaj hücrelerinin IL-6 üretimi üzerindeki etkisini, çeşitli 

konsantrasyonlarda (10, 20, 40 ve 80 µg/mL) incelemişler ve sırasıyla %17,1, %24,7, 

%34,6 ve %61,3 oranında inhibisyon tespit etmişlerdir. H. laxum bitkisinin MeOH 

ekstresi, uygulandığı 80 µg/mL konsantrasyonda Raw 264.7 makrofaj hücrelerinin IL-6 

üretimi üzerinde gösterdiği inhibisyon değerinin, 80 µg/mL konsantrasyonda uygulan H. 

ascyron (%37,6) ve H. erectum (%22,6) bitkilerinin Raw 264.7 makrofaj hücrelerinin IL-

6 üretimi üzerinde göstermiş oldukları inhibisyon değerlerinden daha yüksek olduğu 

tespit edilmiştir (110).  

Çalışmamızda önceki parametreler üzerinde yüksek etki gösteren altekstrelerin 

LPS ile uyarılmış Raw 264.7 makrofaj hücrelerinin PGE2 üretimi üzerindeki etkileri 

incelenmiştir. Bitkinin n-hekzan altekstresi yalnızca 100 µg/mL konsantrasyonda, PGE2 
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üretimi üzerinde %55,89 oranında inhibisyon göstermiştir. Diğer taraftan CH2Cl2 

altekstresinin artan konsantrasyonlarda (12,5 µg/mL, 25 µg/mL ve 50 µg/mL) PGE2 

seviyelerini yalnızca LPS uygulanan kontrol grubuna kıyasla, sırasıyla %13,62, %14,30 

ve % 45,69 oranında azalttığı tespit edilmiştir. Bitkinin CH2Cl2 altekstresinin n-hekzan 

ekstresinin uygulandığı konsantrasyonun yarısı oranında uygulanmasına rağmen 

gösterdiği inhibitör etki değeri n-hekzan altekstresine oldukça yakındır. Bunun yanında 

n-hekzan altekstresi 50 µg/mL konsantrasyonda herhangi bir inhibitör etki 

göstermemiştir. Literatürde H. perforatum türü üzerinde çalışan Hammer ve arkadaşları 

Raw 264.7 makrofaj hücreleri ile yürüttükleri çalışma neticesinde bitkinin EtOH 

ekstresinin 20 µg/mL konsantrasyonda PGE2 üretiminin %43’ünü inhibe ettiğini 

göstermişlerdir (76).   

Bitkinin ekstre (MeOH) ve altekstrelerinin (n-hekzan, CH2Cl2, EtOAc, n-BuOH 

ve k-H2O) 15-LOX enzim inhibitörü etkileri değerlendirildiğinde bitkinin yalnızca n-

BuOH altekstresi (100 µg/mL) %28,87 oranında inhibisyona neden olmuştur. Bu nedenle 

bu ekstrenin konsantrasyona bağlı etkileri çalışılmıştır. Altekstre 400 µg/mL 

konsantrasyona dek çeşitli konsantrasyonlarda çalışılmış ve en yüksek konsantrasyonda 

%51,26 oranında inhibisyon tespit edilmiştir. Bitkinin, n-BuOH altekstresinden elde 

edilen fraksiyonlar, üç fraksiyon grubu altında toplanmıştır (FrA, FrB, FrC). Bu 

fraksiyonların 15-LOX enzim inhibitörü etkileri 100 µg/mL konsantrasyonda 

incelendiğinde sırasıyla FrA %79,92, FrB %6,69, FrC %0,79 oranında inhibisyon tespit 

edilmiştir.    

H. calycinum bitkisinin MeOH ekstresinin, altekstrelerinin (n-hekzan, CH2Cl2, 

EtOAc, n-BuOH ve k-H2O) ve fraksiyonlarının toplam fenolik ve toplam flavanoit madde 

miktarları belirlenmiştir. Buna göre; toplam fenolik madde miktarı en yüksek olan 

altekstre EtOAc altekstresi (333,49 ± 4,78 mg GAE/g ekstre) olarak tespit edilmiştir. 

Ardından sırasıyla n-BuOH (294,59 ± 8,41 mg GAE/g ekstre), MeOH (235,96 ± 10,23 

mg GAE/g ekstre), k-H2O (63,45 ± 3,09 mg GAE/g ekstre), CH2Cl2 (53,29 ± 1,96 mg 

GAE/g ekstre), n-hekzan (30,13 ± 1,77 mg GAE/g ekstre) altekstreleri gelmektedir. H. 

calycinum ekstre ve altekstrelerinin toplam flavanoit madde miktarları incelendiğinde 

EtOAc altekstresinin (101,30 ± 7,94 mg KE/g ekstre) en yüksek flavanoit miktarına sahip 

olduğu belirlenmiştir. Diğer ekstrelerin sahip oldukları flavanoit miktarları, sırasıyla 

MeOH altekstresi (43,78 ± 1,62 mg KE/g ekstre), CH2Cl2 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-H2O altekstresi (1,94 

± 0,24 mg KE/g ekstre) olarak tespit edilmiştir. Bitkinin n-hekzan altekstresi, 

enflamatuvar parametreler üzerinde en yüksek aktiviteyi göstermesine rağmen diğer 

altekstrelerden düşük fenolik madde miktarına sahiptir. Bitkinin CH2Cl2 altekstresi de 

önemli seviyede aktivite gösterirken, hem fenolik hem de flavanoit madde miktarı 

açısından sırasıyla beşinci ve üçüncü sırada olduğu tespit edilmiştir. Bitkinin EtOAc 

altekstresinde sadece NO üretimi üzerinde aktivite tespit edilmiştir. Buna rağmen fenolik 

ve flavanoit madde miktarları açısından oldukça zengin olduğu gösterilmiştir. Diğer 

yandan n-BuOH altekstresinde sadece NO üretimi üzerinde aktivite belirlenmiştir. 

Bitkinin n-BuOH altekstresinin fenolik ve flavanoit madde miktarı bakımından sırasıyla 

ikinci ve dördüncü sırada bir değere sahip olduğu tespit edilmiştir. Bitkinin n-BuOH 

altekstresinden elde edilen fraksiyonların toplam flavanoit miktarları [sırasıyla 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 miktarları [sırasıyla 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 yüksek tespit edilmiştir. Fraksiyonlar arasından en 

yüksek toplam flavanoit ve fenolik madde miktarına sırasıyla FrB (71,71 ± 2,92 mg KE/g 

ekstre) ve FrC’nin (528,46 ± 22,89 mg GAE/g ekstre) sahip olduğu belirlenmiştir. Bu 

fraksiyonların, n-BuOH altekstresinin flavanoit ve fenolik madde miktarından (sırasıyla 

19,77 ± 0,70 mg KE/g ekstre ve 294,59 ± 8,41 mg GAE/g ekstre) yüksek olduğu tespit 

edilmiştir. Ayrıca n-BuOH altekstresinden elde edilen fraksiyonlar arasından FrA 

(%79,92) fraksiyonunun n-BuOH (%28,87) altekstresinden daha yüksek 15-LOX enzim 

inhibitör etkisine sahip olduğu tespit edilmiştir. 

Bitkinin EtOAc ve n-BuOH altekstreleri üzerinde kantitatif olarak fenolik asit 

analizi YBSK yöntemi ile yapılmıştır. Analiz sonucuna göre 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) bileşikleri 

tespit edilmiştir. 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 edilmiştir. Hypericum türleri 

üzerinde yapılan bir çalışmada, H. calycinum bitkisinin EtOH ekstresinden YBSK 

yöntemi ile klorojenik asit (7,01 mg/g kuru bitki) ve rutin (0,58 mg/g kuru bitki) tespit 

edilmiştir (121).  Farklı bölgelerden altı farklı H. perforatum bitkisi toplanarak yapılan 

bir çalışmada Raw 264.7 makrofaj hücrelerinin PGE2 üretimi ELISA yöntemi ile 
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belirlenmiş ve antienflamatuvar aktivite çalışılmıştır. Bu çalışmada bitkilerin EtOH ve 

kloroform ekstreleri farklı ekstraksiyon yöntemleri kullanılarak elde edilmiştir. H. 

perforatum PI 371528 bitkisinin kloroform (12 μg/mL) ve EtOH (65 μg/mL) ekstresi 

PGE2 üretimini sırasıyla %80, %93 inhibe ederek en yüksek aktiviteyi göstermiştir. 

amentoflavon, kersetin ve klorojenik asitin bitkinin antienflamatuvar özelliğinden 

sorumlu olduğu bildirilmiştir (122). Çalışmamızda, EtOAc altekstresi uygulandığı en 

yüksek konsantrasyonda (100 μg/mL) NO üretimini %31,66 oranında inhibe etmiştir. 

Altekstreler arasında en yüksek toplam fenolik (333,49 ± 4,78 mg GAE/g ekstre) ve 

flavanoit (101,30 ± 7,94 mg KE/g ekstre) madde miktarına sahiptir. Altekstrenin 

antienflamatuvar etkisinden, sahip olduğu yüksek miktardaki toplam fenolik ve flavanoit 

madde içeriği sorumlu olabilir. Bunu yanında bitkinin fenolik içeriği YBSK yöntemiyle 

incelendiğinde klorojenik asit, rutin, apigenin-7-glukozit, kafeik asit ve kersetin içerdiği 

tespit edilmiştir. Bitkinin n-BuOH altekstresi uygulandığı en yüksek konsantrasyonda 

(100 μg/mL) NO üretimini %37,34 oranında inhibe etmiştir. Ayrıca uygulandığı 100 

µg/mL konsantrasyonda 15-LOX enzimini %28,87 oranında inhibe etmiştir. Altekstreler 

arasında toplam fenolik (294,59 ± 8,41 mg GAE/g ekstre) madde miktarı açısından ikinci 

en yüksek içeriğe sahip ekstre olarak belirlenmiştir. Bitkinin n-BuOH altekstresinin sahip 

olduğu toplam fenolik ve flavanoit madde miktarları gösterdiği antienflamatuvar etkiden 

sorumlu olabilir. Ayrıca altekstrede YBSK yöntemiyle klorojenik asit, kafeik asit ve 

gallik asit tespit edilmiştir. 

Bitkinin n-hekzan altekstresinin içerdiği yağ asit miktarları GK/KS yöntemi 

kullanılarak incelenmiştir. Bitkinin içerdiği doymamış yağ asit miktarınca (%65) zengin 

olduğu tespit edilmiştir. Bağıl yüzdesi yüksek olan yağ asitleri α-linolenik asit (%33,2), 

linoleik asit (%27,4) ve palmitik asit (%23,3) olarak tespit edilmiştir. Düşük bağıl 

yüzdeye sahip yağ asitler ise, sırasıyla oleik asit (%4,4), stearik asit (%4,1), laurik asit 

(%2,4), miristik asit (%2,2) ve araşidik asit (%1,9) olarak tespit edilmiştir. Buna göre 

bitkinin n-hekzan altekstresinin NO, TNF-α, IL-6 ve PGE2 üretimleri üzerindeki 

etkisinin, sahip olduğu majör yağ asitleri (α-linolenik asit, linoleik asit ve palmitik asit) 

ile ilişkili olabileceğini düşünmekteyiz. Daha önce gerçekleştrilen çalışmalar 

incelendiğinde, linoleik asit ve palmitik asitin antienflamatuvar aktivite ile ilgili 

olabileceği bildirilmiştir (123,124).  

 



 

78 

 

6. SONUÇLAR VE ÖNERİLER 

Bu çalışmada, üzerinde sınırlı sayıda çalışma bulunan H. calycinum bitkisinin, 

antienflamatuvar aktivitesi ve kimyasal bileşimi araştırılmıştır. Bitkinin n-hekzan ve 

CH2Cl2 altekstreleri en aktif altekstreler olarak belirlenmiştir. Özellikle n-hekzan 

altekstresi yüksek konsantrasyonda (100 µg/ml) çalışılan tüm enflamatuvar parametreler 

üzerinde en yüksek aktiviteyi göstermiştir. Diğer taraftan CH2Cl2 altekstresinin, 50 µg/ml 

konsantrasyonda TNF-α, IL-6 ve PGE2 seviyeleri üzerinde aynı konsantrasyondaki n-

hekzan altekstresinden daha etkili olduğu tespit edilmiştir. Bu ekstre 75 µg/ml 

konsantrasyonda hücre canlılığını önemli ölçüde azalttığından bu konsantrasyonda 

enflamatuvar parametreler üzerindeki etkisi çalışılmamıştır. Enflamatuvar parametreler 

üzerinde yüksek aktiviteye sahip n-hekzan altekstresinin yağ asidi analizi yapılmıştır.  

Bitkinin majör bileşikleri α-linolenik asit ve linoleik asit başta olmak üzere %65 oranında 

toplam doymamış yağ asitlerine sahip olduğu tespit edilmiştir. Ekstrelerden yalnızca n-

BuOH altekstresi 15-LOX enzimi üzerine inhibitör etki göstermiştir. Ancak bu altekstre, 

diğer ekstrelere nazaran NO üretimi üzerinde düşük aktivite (%37,34) göstermiştir. 

Bitkinin EtOAc altekstresi de NO üretimi üzerinde benzer aktiviteye (%31,66) sahipken 

TNF-α üzerinde aktivite göstermemiştir. Bu iki altekstrenin NO üretimi üzerinde %30 

üzerinde aktiviteye sahip olmasından dolayı YBSK yöntemi ile incelenmiştir.  Bitkinin 

n-BuOH altekstresinde klorojenik asit, kafeik asit ve gallik asit bileşikleri tespit 

edilmiştir. Bitkinin EtOAc altekstresinde ise rutin, kersetin, klorojenik asit, kafeik asit ve 

apigenin-7-glukozit bileşikleri tespit edilmiştir. Bunun yanı sıra, toplam fenolik ve 

flavanoit madde miktarları incelendiğinde bitkinin EtOAc altekstresinin zengin içeriğe 

sahip olduğu tespit edilmiştir.  

Sonuç olarak; halk arasında sıklıkla kullanılan Hypericum türleri arasında 

üzerinde az sayıda çalışma bulunan H. calycinum türü, fitokimyasal içerik ve biyolojik 

aktivitesi açısından değerlendirilmiştir. Elde ettiğimiz bulguların, ileride daha kapsamlı 

in vivo ve in vitro antienflamatuvar etki çalışmaları ile, bitkinin etkili bileşenlerin 

belirlenmesine yönelik çalışmalar için yol gösterici olacağını düşünmekteyiz.
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