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1. GIRIS

Tibbi bitkilerden, antik c¢aglardan gliniimiize kadar farkli hastaliklarin
hafifletilmesinde, Onlenmesinde ve tedavisinde yararlanilmistir. Son yillarda
hastaliklarin tedavisinde dogal kaynaklardan elde edilen iirlinlere karsi bir talep artisi
olmustur. Bu talep artisinda; modern tedavi ile tiim hastaliklarin etkili bir sekilde
tedavi edilememesi, dikkatlerin son yillarda sentetik ilaglarin gilivenilirlik ve
emniyetleri iizerinde yogunlasmasi, sentetik ilaglarin olas1 yan etkileri, bitkilerle
tedavinin yan etkilerinin sentetik ilaglara oranla daha az oldugu goriisii ve dogal
riinlerle tedavinin kayda deger sonuglar verdiginin yapilan calismalarla
gosterilmesinin gibi nedenlerin etkili oldugu diistiniilmektedir. Bitki ekstrelerinin
kimyasal bilesimlerinin Kalitatif ve kantitatif olarak arastirilmasi1 ve geleneksel
kullanimlarinin dogrulugunun incelenmesi amaciyla ¢ok sayida ¢alisma gectigimiz
yiizyilda gerceklestirilmigtir. 1800°li yillarin basindan itibaren modern bilimin
gelismesi ile bitkilerin igerisinde bulunan tibbi etkilere sahip kimyasal maddeler
tanimlanmaya, izole edilmeye, yapilar1 tayin edilmeye ve sonrasinda da ekstreler
standardize edilmeye baslanmistir. Yeni ve alternatif terapotik ajanlar arayisinda
bitkilere ¢ok biiyiik ilgi duyulmaktadir. Giiniimiizde de tibbi bitkiler ve aktif
bilesenleri gesitli hastaliklar1 tedavi etmek i¢in kullanilmaktadir (Al-askar ve ark.,
2023; Eksi ve ark., 2020; Lu ve ark., 2019; Oloumi ve ark., 2011; Poursalehi ve ark.,
2018; Raeiszadeh ve ark., 2018).

Bitkiler arasinda tiir gesitliligi olarak en zengin ve arastirllmaya en cazip
familyalardan biri olan Apiaceae (eski adiyla Umbelliferae) familyasiin Tiirk¢e adi
Maydonozgillerdir (Hanger ve ark., 2017). Eryngium L., Apiaceae familyasinin en
genig cinsidir ve bu familyanin Saniculoideae alt familyasinin da biiylik kismini
olusturmaktadir. Eryngium cinsi Avrupa ve Asya kitalarinda iliman bolgelerde
yayilis gosterir. Ulkemizde Eryngium planum L., Eryngium campestre L., Eryngium
kotschyi Boiss. ve Eryngium maritimum L. gibi tiirlerin en yaygin yoresel adi

‘bogadikeni’dir. Deveci dikeni, holemez, geker dikeni, seker dikeni, deve elmasi,



esek dikeni, tengel dikeni, guga dikeni, yilan dikeni, g6z dikeni gibi isimlerle de
bilinmektedirler (Baytop, 1999).

Eryngium cinsinin pek ¢ok tiirli ylizyillardir birgok hastaligin tedavisinde
geleneksel tipta kullanilmaktadir. Orta Cag'da insanlarin Eryngium tiirlerinin
yapraklarini, tohumlarimi ve kdklerini ereksiyonu uyarmak ve spazm (gaz) giderici
olarak kullandiklar1 tespit edilmistir (Kikowska ve ark., 2020). Eski zamanlarda Sam
bolgesinde hemoroid hastalifinda ziihrevi hastaliklarda, yara ve yaniklarda, agri

kesici olarak kullanildig: tespit edilmistir (Lev, 2002).

Eryngium tiirleri tizerinde gergeklestirilen fitokimyasal ¢alismalarda: toprak
alti kisimlarinda monoterpenik glikozitler, kumarin tiirevi bilesikler (furano-
piranokumarinler), fitosteroller, triterpenik saponinler, terpen aldehit esterleri,
fenolik bilesikler (flavonoitler, fenolik asitler), yag asitleri (poliasetilenler), ugucu
yag ve oligosakkaritler gibi biyoaktif bilesikler, toptak iistii kisimlarinda ise
saponinler, flavonoitler ve ucucu yag gibi biyoaktif bilesik gruplarinin varligi

belirlenmistir (PDR for Herbal Medicines, 2004; Ramawat ve ark., 2020).

Eryngium tiirlerinin toprak tstii kisimlari yara tedavisinde, balgam soktiiriicii,
idrar soktiiriicii, istah kesici ve uyarict olarak kullanilmaktadir, toprak alt1 kisimlari
ise sislik, siniis enfeksiyonlari, idrar yolu enfeksiyonlari, guatr, hayvan isiriklarinda,
yapraklar; kisirlikta, (Hawas ve ark., 2013; Medbouhi ve ark., 2018). Prof. Dr. Murat
Kartal’in kisisel deneyimi olarak “Eryngium campestre’nin kdoklerinin sulu
ekstresinin ise, Edremit-Balikesir bdlgesinde akrep sokmalarinda dahilen

kullanildig” saptanmustir (Kartal ve ark., 2006).

Yapilan literatiir incelemesinde, Portekiz’de, Eryngium duriaei subsp.
juresianum bitkisinden elde edilen ugucu yagin kondrositler iizerine etkisinin
arastirildigr bir ¢aligmaya rastlanmistir. Eryngium tiirlerinin ekstrelerinin kondrosit

hiicrelerine etkilerinin arastirildigi herhangi bir calismaya rastlanmamaistir.



Bu tez calismasinda, Tiirkiye’de yetisen Eryngium campestre bitkisinin
toprak tstii kisminda rozmarinik asit miktar tayininin gerceklestirilmesi ve yine
toprak istii kismindan hazirlanan %70’lik etanol ekstresinin kondrosit hiicreleri

tizerine etkisinin arastirilmasi amaclanmistir.

Kondrositler, kikirdak dokunun ana hiicreleridir; kikirdak dokunun olgun
hiicrelerine kondrosit, gen¢ hiicrelerine ise kondroblast adi verilir. Kondrositler,
vicutta kikirdak biitlinliiglinii ve kiiclik veya akut hasara bagli olarak matrikse
verilen zarari onararak korumakla gorevli hiicrelerdir. Ayni zamanda kollajen
olusumundan sorumludurlar. Burun ve kulak kepgesi gibi organlarimizda bulunan

hiicrelere saglamlik ve esneklik kazandirirlar (Junqueira ve ark., 2005).

Kikirdakta olusan biyomekanik hasarlar veya biyokimyasal ortamindaki
degisimler kondrositlerin davranislarinda karakteristik degisimlere ve osteoartrit
hastaliginin ilerlemesine neden olabilmektedir. Osteoartrit dejeneratif eklem
hastaliklarindan en yaygin goriilen tiirlerindendir. Boyle bir ortamda reaktif oksijen
tirevlerinde (ROS) yiikselis ve enflamasyonun indiiksiyonu gozlenir; kondrositlerde

yaslanma goriiliir ve bu durum kikirdak biitiinliigline zarar verebilmektedir (Ortner,
2003).

Hipotezimiz: Eryngium campestre bitkisinin toprak tstii kisimlarinin fenolik
bilesenlerce zengin olmasi sebebiyle bu kisimlardan hazirlanan ekstrenin yaslanmis
kondrosit hiicrelerini ortamdan uzaklagtiracagi ve geriye kalan hiicrelerin

yasamlarina daha etkili devam etmesine katki saglayacagidir.

1.1. Genel Bilgiler

Tiirkiye’de tiir ve tiir alt1 seviyesindeki dogal takson sayisi yaklagik 11.224
olup bunlarmn yaklasik 4001 tanesi endemik taksondur. Ulkemizin endemizm oram
ise %35,6 olarak belirtilmistir (Senkul, 2017). Yapilan bu aragtirmalar iilkemizin
bitki g¢esitliligi bakimimdan zenginligini gostermektedir ve bunun temelinde

Tirkiye’nin cografi konumu, cesitli yapida toprak tiirlerine sahip olmasi, iklim
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cesitliligi, cok farkli cografya kosullarinin etkisinde olusu ve farkli anakaya
tiplerinden olugmasi gibi nedenler yatmaktadir. Tiirkiye nin cografyasinin dogusu ve
batisinda ekolojik farkliliklar yer almaktadir. Ulkemizdeki bitki gesitliligi pek cok
botanikg¢inin ilgisini ¢ekmis ve lilkemizde ¢aligmalarin artmasina ve yeni ¢alismalar
lizerinde yogunlasilmasina sebep olmustur. Isvicre’li botanik¢i E. Boissier’in “Flora
Orientalis” adli eseri Tiirkiye florasini iceren ilk 6nemli yaymdir (Web 3: Erisim
Tarihi: 17.06.2023).

Ulkemizin floras1 hakkinda en kapsamli yayin Flora Orientalis’den yillar sonra
tamamlanan ve editorliigiinii P.H. Davis’in yaptig1 “Flora of Turkey and the East
Aegean Islands” adli toplam 10 ciltlik eserdir. 2000 yilinda Tiirk botanikgileri
tarafindan bir ek cilt daha eklenmistir. Son eklenen ciltten sonraki yillarda yeni
pek¢ok sayida takson tanimlanmakta, yapilan g¢alismalar varyasyonlari tamamen
tespit edilmektedir. Bu durum bize Tiirkiye florasi ¢alismalarinin tam anlamiyla

bitirilemedigini ve ¢alismalarin devam etmesi gerektigni gostermektedir (Giiner ve

ark., 2000).

1.2. Apiaceae (Umbelliferae) Familyasi

Tiirke adi Maydanozgiller, Ingilizce adi Parsley family, adini Apium L.
(kereviz) cinsinden almaktadir (Amiri ve ark., 2016; Heywood ve ark., 2007). Bu
aile, birgogu iyi bilinen ve mutfak, tibbi ve siis amacli kullanim i¢in 6nemli olan ¢ok
cesitli bitkileri icermektedir. Familyanin temsilcileri 1liman daglik alanlarda
yaygindir ve bu familyaya ait baz tiirler nadiren tropikal enlemlerde dagimaktadir.
Diinyadaki genel dagilima bakildiginda, farkli tiirler ve cinsler, farkli bolgelerde
dogal olarak yetisebilmektedir. Bu familyanin bazilart tropik bdlgelerde
yogunlagirken, her iki kutupta da genis bir cografi alan1 kapsamaktadir. Genel olarak,

Kuzey Yarimkiire'de daha fazla yayilis gosterirler (Thiem ve ark., 2010).

Apiaceae familyas1 yaklasik 464 cins, 3000 tiir oldugu diisiiniilen familyanin
tilkemizde yaklasik 109 cinsi 450 tiirii dogal olarak yetismektedir. Endemizm orani

%31 olan familyanin 140 tane tiirii endemiktir (Yilmaz ve ark., 2016). Familyanin
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tilkemizdeki dagilimi homojenize olmayip Dogu bdlgesinde yogunlasmistir. Bu
bolge de familya olarak toplamda 242 tiir ile cesitlilik gdsterip 15 cinse ait toplam 23
tiir endemik olarak yetismektedir (Heywood ve ark., 2007; Yilmaz ve ark., 2016).

Apiaceae familyasinin en ayirt edici Ozelligi, umbel adi verilen c¢icek
salkimidir. Bir umbel, tek tek ¢igek saplarmin bir semsiyenin parmakliklarina
benzeyen ortak bir noktadan ¢iktig1 diiz veya yuvarlak bir ¢i¢ek kiimesidir. Bitkilerin
saplar1 ise govdeleri genellikle i¢i bos ve eklemlidir, bu da tamimlayici
ozelliklerindendir. Genellikle otsu bitkiler olup tek veya ¢ok yilliktir (Amiri ve ark.,
2016).

Apiaceae familyasindaki bir¢ok tiir aromatiktir ve karakteristik kokular1 ve
tatlar: vardir. Apiaceae familyasi ekonomik anlamda biiyiik paya sahip olan esansiyel
yaglarin elde edilmesinde kullanilan bitkilerin en onemlilerindendir. Familyadaki
bitkilerden elde edilen esanslar parfiim ve kozmetik endiistrisinde hos kokularindan
dolayr kullanilmaktadir (Baser, 2014). Ulkemizde Dogu Anadolu’daki taksonlari
genellikle gida ve hayvan yemi olarak, bir¢ogu da geleneksel olarak insan ve
hayvanlarda cesitli hastaliklara karst kullanilmaktadir (Heywood ve ark., 2007;
Ozgelik ve ark., 2016).

Familyanin sekonder metabolitleri arasinda fenolik bilesikler, kumarin
tiirevleri, ugucu yaglar, triterpenik saponinler, yag asitleri (poliasetilen) ve bir ¢ok
biyoaktif bilesenler yer almaktadir (Bogucka-Kocka ve ark., 2008; Heywood ve ark.,
2007; Singh, 2010).

Halk arasina galaktogog, gaz giderici, ates diisiiriicli, sakinlestirici, mide-
bagisak rahatsizhiginda, istah agici, dekonjestan ajan olarak ve hazimsizlik, deri
hastaliklarinin tedavisinde, ¢ocuk kulak agrisi, yeni dogum yapmis kadinlarin
lyilesmesi, antiseptik, {iriner system, antelmintik, soguk alginligi ve zayifliklarin
tedavisinde kullamilmistir (Amiri ve ark., 2016; Heywood ve ark., 2007; Singh,
2010).



Apiaceae familyasina ait bitkilerin yiyecek, baharat olarak ve eczacilik,
kozmetik ve tarim alanlarinda kullanildigi goriilmektedir. Eryngium tiirleri Apiaceae
familyasinda yer alan bitkilerdir. Eryngium ismi eski Yunancadan Latinceye gegen
ve ‘gegirtmek, kusturmak’ anlamini tasiyan “eruggarein” sozctiginden gelmektedir
(Aslan Erdem, 2009; Worz, 2004).

1.2.1. Eryngium L. Cinsinin Botanik ve Genel Ozellikleri

Eryngium cinsi 300'den fazla tiirii igerisinde barindirmaktadir. Farkl
tilkelerde yenilebilir bitki ve tibbi bitki olarak yaygin olarak kullanilan ¢icekli bitki
tirlerindendir (Bylebyl ve ark., 2008; Pimenov ve Leonov 2004; Worz, 2010).

Eryngium cinsi Apiaceae familyasinin diger cinslerinden, kapitulum
seklindeki genellikle dallanmis ¢igek durumu, dikenli braketlerle ¢evrilmistir. Bu
cins morfolojik olarak ¢ok cesitlidir. Bu cins i¢indeki bazi tiirlerin boylar1 ¢ok kisa
iken bazilarinin ki ise 3 metreye kadar uzanabilir. Bir, iki veya ¢ok yillik olabilirler.
Yaprak morfolojisi ve yapraklardaki damarlanmasi ¢ok degiskenlik gosterir. Koklere
yakin ciceklere ait ¢igek yapraklarinin kiiciikbaslar1 diger cicek yapraklarinda ayirt
edilebilir. Dikenli brakteler tarafindan ¢evrilmis bir kapitulumda, sapsiz ¢icekler
yogun bir sekilde toplanmistir. Brakteoller tam veya ii¢ pargalidir; uglar1 baticidir;
bazi tiirlerde gosterisli bir sekle sahiptirler. Petaller, beyazimsi, mavi veya yesilimsi,
sepaller belirgin, serttir. Petaller, sepallerden daha kisadir. Meyveler, degisik
boyutlarda olabilir. Meyve 2 merikarptan olusan bir sizokarptir. Merikarplar
genellikle ovoid, oblong veya elipsoit sekildedir. Merikarplarin i¢ yiizeyi diiz, diger
tarafi digblikeydir, etrafi pullarla kapldir, genellikle yanlarda 2 belirgin kosta
bulunur, merikarplarda 5 adet iletim demeti bulunur, iletim demetlerinin tizerinde

birer salgi kanali bulunur (Aslan ve ark., 2009; Calvino ve ark., 2008; Worz, 2010).



1.2.2. Eryngium campestre L. Tiiriiniin Sistematikteki Yeri ve Botanik
Ozellikleri

Bolim : Spermatophyta

Altbolim : Angiospermae

Sinif : Dicotyledonae

Altsinif : Dialypetaleae

Takim : Umbellales, Apiales, Umbelliflorae
Familya : Umbelliferae, Apiaceae

Alt familya : Saniculoideae
Cins : Eryngium L.

Tir : Eryngium campestre L.

Eryngium campestre iilkemizde yaygin olarak “boga dikeni” olarak
bilinmektedir. Boga dikeni, ¢cok yillik ve dikenli bir bitkidir. Kok kismi agagsi ve
soganimst sekilde topragin 20 cm derinlerine niifuz edebilmektedir. Govde ve
yapraklari serttir ve biikiilmezler. Beyazimsi yesil renktedir. Yapraklar1 derimsi, dip
yapraklart derin tiiysii pargali, ¢ok dikenli, digli, kisa saplidir. Toprak istii kism1 15-
60 cm boylarindadir. Taban yapraklar tiggen-ovattir, kalicidir, 10-25 x 10-18 cm
boyutlarinda olabilir, derimsi, genellikle yayik bipennatifit primer ii¢ parcadan
meydana gelmistir. GOvde {lizerindeki yapraklar daha kiigiik, dikenli ve govde
etrafinda kivriktir. Cigekler sarimsi yesil veya donuk mavimsi yesil renkli olup,
genis¢e yayvandir; yalanci semsiye yapisinda bilesik salkim seklindedir; 7-13 mm
capinda, oval kiiremsi ¢ok sayida kapituladan olusur. Cigekler bir mizrak gibi
yaprakeiklarin arasina yerlestirilmistir. Cigeklenme zamani Haziran-Eyliil aylaridir.
Meyve eliptiktir. 1800 metre rakima kadar olan yiiksekliklerde yetigir. Tash
yamagclar, bozulmus stepler, orman agikliklari, nadasa birakilmig tarlalar ve

kumullarda yetisebilir (Baytop, 1999; Calvinove ark., 2008).

Eryngium campestre, iilkemizin cografi konum olarak her bolgesinde
yetisebilen bir tiirdiir. Ancak bazi bélgeler ve sehirlerde goriilme sikligi daha

fazladir. Ornek verecek olursak Hatay, Mersin, Bursa, Trabzon, Bolu, Konya,



Afyonkarahisar, Mardin, Ankara, Canakkale, Elazig, Istanbul, Kayseri, izmir,
Kiitahya, Sivas gibi illerimiz verilebilir (Web 1, Erisim Tarihi: 28.11.2022).

Sekil 1.1. Eryngium campestre tiriiniin dogadaki goriinimii.

1.3. Eryngium campestre Tiiriiniin Geleneksel Kullanim

Eryngium cinsi bitkiler, geleneksel tipta ve bazi kiiltiirlerde tedavi amaglh
uzun yillardir kullanilmigtir. Bu bitkilerin tibbi ve diger geleneksel kullanimlari,
farkli bolgeler ve kiiltiirler arasinda degisiklik gosterebilmektedir. Eryngium
campestre tiirlerinden bazilar1 geleneksel tipta ilag olarak uygulanmistir. Ana
hammaddeler otlar (Eryngii herba) ve koklerdir (Eryngii radix) (Gruenwald ve ark.,
2000). Orta ¢agda E. campestre yaralari, yaniklari, agrilari ve hemoroidleri tedavi
etmek i¢in kullanilmistir (Lev, 2002). E. campestre bobrek ve idrar yolu iltihaplarina
kars1 Onerilmektedir (Gruenwald ve ark., 2000). Cinsel islev bozuklugunda,



menstrilasyonun yoklugunda ve prostat hipertrofisinde endikedir. Aci tadi nedeniyle
sindirimi uyarmaktadir (Kikowska ve ark., 2020). Modern gelencksel tipta,
sonbaharda toplanan ve dogal kosullarda kurutulan E. campestre kokleri ve
ilkbaharda toplanan otlar ates diistiriicli ve terletici tedavi olarak infiizyon, kaynatma

ve tentiir seklinde kullanilmaktadir (Kiipeli ve ark., 20006).

E. campestre L., Kosova ve Tiirkiye'de halk hekimliginde oksiirtik, idrar
enfeksiyonlari, bobrek fonksiyonlarinin bozulmasi, idrar salgisinin artmasi ve prostat
fonksiyonlarmin diizenlenmesi igin infiizyon olarak ve bu tiiriin koklerinden elde
edilen sulu ekstreler akrep sokmalarina kars1 ilag olarak kullanilmaktadir. italya ve
Bulgaristan'da, koklerin inflizyonu prostatit, diliretik, spazmolitik, anti-6dem,
kolagog ve koleretik olarak ve terlemeyi tegvik etmek igin kullanilir. Cezayir halk
tibbinda ise Eryngium campestre L. yerel adiyla "Tabelwadha" iriner enfeksiyonlara,
Oksiliriige, bademcik iltihabina ve bogmacaya karst kullanilir (Soumia, 2018). E.
campestre L. kok ekstreleri, anti-enflamatuar, antinosiseptif, uyarict ve antitiissif

aktiviteler gostermistir (Kikowska ve ark., 2020).

Ulkemizin Dogu Anadolu bolgesi disinda pek bilinmeyen boga dikeni
Avrupa’nin bir¢cok yerinde, sebze olarak kullanilmak {izere tarimi yapilmaktadir.
Bazi avrupa iilkelerinde ise, taze iken haslanan siirgiinleri kuskonmaz (Asparagus)
yerine kullanilmaktadir. Demleme yontemi ile bitki kokii ve toprak istii kisimlari
antitussif, diiiretik, istah acict ve afrodizyak olarak halk hekimliginde
kullanilmaktadir (Baytop., 1999).

Boga dikeni toprak iistli ve toprak alti kisimlari, karin bdlgesinde 6dem
durumunda, idrara gitmede yasanan zorlukta, cilt ve deri hastaliklari, verem ve
solunum yollarinda meydana gelen iltithapli nezleler gibi hastaliklara karsi halk
tarafindan kullanimi yayginlagsmistir. Ayrica, harici olarak gozde ¢apaklanma, 1518a

kars1 asir1 hassasiyet gibi rahatsizliklarda kompres olarak uygulanmaktadir (Ozer,
2002).



Ozet olarak Eryngium campestre cinsi oOksiiriik, bogmaca, idrar yolu
enfeksiyonlari, bobregin islev bozukluklari, idrar salgisinin artmasi, bobrek ve
mesanedeki tas ve kumlarin atilmasi, su tutulmasina, ates diisiiriicli ve terletici tedavi
olarak, idrar yollarindaki problemler ve prostat fonksiyonunun diizenlenmesinde
diger rahatsizliklara karsi halk hekimliginde demlenerek kullanilmaktadir (Kikowska
ve ark., 2020; Nebija ve ark., 2009).

Yapraklarinin hayvan yemi olarak (Kargioglu, 2008) ve gida olarak ; ¢igek
durumlarinin ¢ibanlar1 olgunlastirmada kullanildig: belirtilmistir (Ozkan ve ark.,

2005).

1.4. Fitokimyasal calismalar

Eryngium campestre bitkisinin toprak iistii ve toprak alt1 kisimlar1 iizerinde
gerceklestirilen fitokimyasal ¢aligmalarla farkli gruplardan etken maddelerin bitkide
bulundugu ya analitik yontemler kullanilarak tespit edilmis ve miktar tayini yapilmisg

ya da izolasyon ve yapi tayini ¢alismalar ile etken maddeler saptanmaistir.

Eryngium tiirlerinin fitokimyasal calismalarinda, toprak istii kisimlarinda
fenolik asitler, triterpenik saponinler, flavonoitler, poliasetilenler ve ugucu yaglar;
toprak altt kisimlarinda triterpenik saponinler, kumarin tiirevleri, monoterpen
glikozitler, ugucu yaglar, fenolik asitler, flavonoitler, aldehit esterleri, asetilenler
oligosakkaritler gibi etken madde gruplari bulunmaktadir (Al-askar ve ark.. 2023;
Gruenwald ve ark., 2000; Kartal ve ark., 2005; Kikowska ve ark., 2019; Kikowska ve
ark., 2020; Nebijave ark., 2009; Suciu ve ark. 2006).

Bitkinin kimyasal bilesimi, bitkinin yetistigi cografi bolge, toprak kosullar1 ve
mevsimsel degisimler gibi faktorlere bagl olarak degisebilmektedir (Kikowska ve
ark., 2020).

Koklerde; siklohekzanol tipi monoterpenik heterozitler, fenolik bilesikler

(klorojenik asit, rozmarinik asit v.b), flavonoitler, triterpenik sapanozitler,
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furanokumarinler ve piranokumarinler (ejeliol ve ejelinoliin benzil ve agasilin),
poliasetilenler ve oligosakkarit (1-kestoz) tespit edilmistir. Toprak {istii kisimlarda
ise; flavonoitler, fenolik bilesikleri, kafeik asit esterleri (klorojenik asit ve rozmarinik
asit), poliasetilenler, triterpenik saponozitler bulundugu belirtilmistir (Abu-Asaker,
2005; Al-askar ve ark.. 2023; Fleming, 2000; Gruenwald ve ark., 2000; Kikowska ve
ark., 2020; Nebija ve ark., 2009).

Ayrica Kiirek tarafindan 2007’de yapilan bir ¢alismada Eryngium
campestre’nin kurutulan ve toz haline getirilen, 120 gr agirligindaki toprak istii
kisimlar1  (yaprak, ¢icek, govde), 6-8 saat boyunca, %30’luk DMSO
(dimetilsiilfoksit) ile ekstraksiyona tabi tutulmustur. Bu ekstre buharlastirilarak elde
edilen kuru ekstreler, DMSO ile son konsantrasyon %30 olacak sekilde ¢oziilmiistiir.
Bu ekstre ile DTD (Dogrudan Isisal Desorpsiyon) metodu kullanilarak 55 adet
bilesen bulunmustur. Bilesenlerden major olanlar1 izoleden (%214,89), (S)-cis-
verbenol (%8,52), karyofilen (7,25), y-gurjunen (5,57), 1R-a-pinen (%5,01) seklinde
siralanmistir (Kiirek, 2007).

1.4.1. Fenolik bilesikler

Aromatik halkaya bagl olan hidroksil grubu sayisi bir tane ise fenol, iki veya
daha fazlaysa polifenol olarak adlandirilmaktadir. Fenolik bilesikler bitkilerde dogal
olarak en fazla bulunan ve antioksidan Ozelligine sahip ¢ok Onemli sekonder

metabolitlerdir.

Eryngium tiirlerinin in vitro siirgin ve kok kiiltirleri, fenolik asitler ve
flavonoitler gibi degerli biyoaktif bilesikler agisindan zengin, degerli bir alternatif
biyokiitle kaynagi olarak kabul edilebilmektedir (Al-Askar ve ark., 2023).

Eryngium'da bulunan baskin fenolik asitler, basta rosmarinik ve klorojenik
asitler olmak iizere kafeik asit tiirevleridir. Rosmarinik asit (RA; 3.4-
dihidroksifenilaktik asidin bir kafeik asit esteri) antiviral, antibakteriyel, antiseptik,

antiflojistik ve anti-inflamatuar gibi birgok biyolojik ve farmakolojik aktiviteye sahip
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oldugu goriilmiistiir (Atay Balkan ve ark., 2020; Bulgakov ve ark., 2012; Kikowska
ve ark., 2016b;).

Rosmarinik asit (RA), Eryngium sp'nin test edilen tiim siirgiin ve kok in vitro
kiiltiirlerinde en yiiksek konsantrasyonda bulunan fenolik asit ¢ikmistir. Tahminlere
gore en zengin RA kaynagi, E. planum'un kok (694,58 mg/100 g k.a.) ve siirgiin
(388,95 mg/100 g k.a.) kiiltiirleriydi. Tespit edilen tiim fenolik bilesikler i¢inde RA,
E. maritimum (181,27 mg/100 g k.a.-kok; 174,51 mg/100 g k.a.-siirgiin kiiltiirleri) ve
E. campestre'de (100,91 mg/100 g k.a.-kok; 325,85 mg/100 g k.a.-siirgiin kiiltiirleri)
de kantitatif olarak baskin ¢ikmistir (Kikowska ve ark., 2022). Eryngium tiiriiniin in
vitro kiiltiirlerinden saglam bitki ve organlarin (siirgiinler ve kokler) ham maddeleri
i¢in Folin-Ciocalteu reaktifinin kullanimiyla karsilastirmali olarak
gerceklestirilmigtir . Ekstrelerdeki fenolik asitlerin ve flavonoitlerin analizleri igin
valide edilmis YPSK-DAD yo6ntemi kullanilmistir (Ellnain-Wojtaszek ve ark., 1999;
Kikowska ve ark., 2022).

Eryngium tiirleri ig¢in rozmarinik asit (ayrica rozmarinik asit heksozidi),
Klorojenik asit ve kafeik asitlerin kantitatif analizleri yapilmistir. YPSK ve
UYPSK'yi uygulayan fitokimyasal analiz, bireysel Eryngium tiirleri ig¢in calisilan
metabolitlerin kalite profillerinde ve kantitatif bilesiminde farkliliklar gostermistir.
Saponine benzer bir sekilde, in vitro iretilen bitkilerin biyokiitlesinde daha yiiksek
fenolik igerigi gozlenmistir. Se¢ilmis fenolik asitlerin en yiiksek icerigi E. campestre
ve E. maritimum'da kaydedilirken, en diisiik E. planum'da kaydedilmistir. in vitro
olarak Kkiiltiirlenen bitki kokleri, tarlada yetistirilen bitkilerin koklerinden daha
yiksek se¢ilmis fenolik asit igerigi sergilemistir. E. campestre 3,92 kat ve E.
maritimum 12 kat daha fazla fenolik asit igerdigi goOstermistir. E. campestre
durumunda, RA, RA-HEX ve CGA toplami, toprakta yetisen bitkilerden alinan
rozetlere gore 1,1 kat daha diisiik oldugu kanitlanmistir. Toprakta yetisen bitkilerin
stirglinlerinde rozmarinik asit ve klorojenik asit icerigi agisindan en zengin ham
maddeler, RA+CGA toplaminin 16,883 mg/g k.a. oldugu in vitro yetistirilen E.
campestre kokleri ¢ikmistir. Cogu (klorojenik ve rozmarinik asit disinda) in vitro

kiiltiire alinan bu tiirlerde ilk kez saptanmistir (Kikowska ve ark., 2020).
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Al-askar ve ark., tarafindan yapilan ¢aligmada toprak iistii kisimlarindan elde
edilen ekstrede tanimlanan bilesikler, ¢esitli fenolik asitler, flavonoitler ve diger ilgili
bilesikleri igerdigi gozlenmistir. Tanimlanan fenolik asitler arasinda siringik asit,
gallik asit, klorojenik asit, kafeik asit, p-kumarik asit, vanilik asit, ferulik asit, o-
kumarik asit ve sinnamik asit yer almaktadir. Tanimlanan flavonoitler arasinda rutin,
naringenin, kersetin, mirisetin ve kemferol bulunmustur. Diger tanimlanmig
bilesikler arasinda pirogallol, kinol, katesol, benzoik asit ve ellajik asit
bulunmustur. Ekstre de tanimlanan bilesiklerin miktarlari, bazi1 bilesiklerin biiyiik
miktarlarda (6rn., benzoik asit ve katesol) ve digerlerinin daha kiiglik miktarlarda
(6rn., kafeik asit ve kemferol) bulunmasiyla, biiyiik dlclide degisiklik gdstermistir.
(Al-Askar ve ark., 2023).

E. campestre kokleri, E. planum ve E. maritimum koklerinden daha yiiksek
fenolik asit birikimi ile karakterize edilmektedir (Kikowska ve ark., 2014b; Thiemve
ark., 2013). Bitki kok ekstrelerinin toplam fenolik igerigi Folin-Ciocalteu yontemine
gore belirlenmigtir. Folin-Ciocalteu reaktifi ekstre ve gallik asit ¢ozeltilerine

eklenmistir (Bouzidi ve ark., 2017).

E. campestre ekstrelerinde tanimlanan polifenolik bilesikler, Conea ve ark.
tarafindan p-kumarik asit, fenolik asitler, ferulik asit, klorojenik asit ve kafeik asit
seklinde belirlenmistir (Conea ve ark., 2015). Baska bir ¢alisma da fenolik asitlerden
klorojenik asit, p-kumarik asit. kafeik asit, rozmarinik asit ve ferulik asit tasidigi
yapilan c¢alismalarla kanitlanmistir (Al-Askar ve ark., 2023; Kikowska ve ark., 2020).

E. campestre bitkisinin birgok yontemle iiretilen biyokiitlelerinden elde edilen
ekstrelerin fenolik bilesikleri Le Claire ve ark. tarafindan arastirilmigtir. Eryngium
tiirlerinin kalitatif tarama analizinde, E. campestre kokiinde rozmarinik asit (RA) ve
bunun tiirevi R-(+)-30-O-B-D glukopiranosil rozmarinik asidin varligin1 ortaya
cikarmigtir. Le Claire tarafindan gerceklestirilen kantitatif analiz, asagidaki
konsantrasyonlarda RA igerigini gostermis, E. campestre' de 0,6 + 0,0 mg/g R-(+)-
30-O-4-D-glukopiranozil rozmarinik asit tespit edilmistir. Eryngium tiirleri igin

incelenen metabolitlerin  kalite profillerinde ve kantitatif kompozisyonlarinda
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farkliliklar gostermistir. E. campestre bazal yapraklari, koklerden 1,6 kat daha fazla
RA iiretmis oldugunu gostermistir (Kikowska ve ark., 2020: Le Claire 2005).

ITK ile yapilan deneyde plakalar etil asetat-asetik asit su (8:1:1 v/v/v)
karistimi  ile haznelerde gelistirilmis, kurutulmus ve asagidaki reaktifler
piskiirtiilmeden 6nce ve sonra UV366 nm veya giin 15181 altinda goriintiilenmistir.
Fenolik asitlerin (UV altinda mavi bantlar) ve flavonoitlerin (UV altinda sar1 bantlar)
tespiti icin 2-difenilboraniloksi etanamin (NA; Roth) etanol i¢inde %0,1'lik ¢ozelti
flavonoitlerin tespiti igin aliiminyum kloriir (AICI3) etanol iginde %1'lik ¢ozelti
(ardindan 1sitma) kullanilmistir. (Kikowska ve ark., 2017).

Metanollii ekstrelerin kalitatif UYPSK analizleri, tarlada yetistirilen
bitkilerden elde edilen test edilmis tiim materyallerde ve in vitro kiiltiirlerden elde
edilen biyokiitlede RA (rozmarinik asit), RA-HEX (rozmarinik asit heksozit) ve
CGA (Klorojenik asit) gibi fenolik asitlerin varligin1 dogrulamistir. Kalitatif analizler
ana fenolik bilesigin RA oldugunu gostermistir. En yiiksek seviyede, in vitro
tiretilmis koklerdeki RA icerigi, saglam bitkilerin koklerinden neredeyse 6 kat daha
yiikksek c¢ikmustir. In vitro rejenere fideciklerin ve tarlada yetistirilen bitkilerin
koklerinde tatmin edici bir RA-HEX igerigi bulunmustur. E. campestre'deki CGA
icerigi, saglam bitkilerin bazal yapraklarinda in vitro rejenere bitkiciklerden daha
yiksek ¢ikmig, ancak koklerde tersi bir egilim gozlemlenmistir. Koklerin

sirglinlerden daha yiiksek fenolik asit icerigine sahip olmasi nedeniyle, biyolojik
aktivite analizi i¢in segilmistir (Kikowska ve ark., 2014a; Kikowska ve ark., 2016b;

Thiem ark., 2013).

E. campestre’nin g¢igeklerinden elde edilen metanol ekstresinde bulunan
toplam fenolik bilesik miktar1 116,69 mg GAE/L, yapraklardaki toplam fenolik
igerik 109,62 mg GAE/L bitki ekstresi ¢ikmistir. Mevcut ¢alismada, E. campestre
cicek ekstresi daha yiiksek fenolik igerige sahip oldugu ve GST inhibitor aktivitesi

tizerinde belirgin bir etki sergilemistir. (Giines ve ark, 2014).
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1.4.2. Flavonoitler

Polifenoller icinde en Oonemli flavonoit

grubu flavan

(2fenolbenzodihidropiran) tiirevleridir. Bunlar; antosiyanidinler, flavonoller,

flavonlar, flavanonlar, katesinler ve izoflavonoitler olmak iizere ve yapisal olarak alti

gruba ayrilmaktadirlar. Giintimiizde flavonoitlerin insan sagligina olan yararl etkileri

kapsamli bir sekilde arastirilmaktadir. Antioksidan, antiinflamatuar, antialerjik,

15



antiviral ve antibakteriyel ve ayrica sitotoksik 6zellikleri ile karakterize edilmektedir.
Yapisal ¢esitliliklerine bagli olarak flavonoitlerin gesitli farmakolojik aktiviteleri,

ila¢ endiistrisindeki uygulamalarini arttirmistir (Brodowska, 2017).

Eryngium L. cinsine ait tiirlerin yer stii kisimlarinda bulunan flavonoitler
kiigiik miktarlarda bulunsa da 1980'lerde Hiller ekibi tarafindan baslatilan 6n
fitokimyasal aragtirma mevcuttur (Kikowska ve ark., 2020). Flavonoitlerden
izoramnetin glikozitleri, mirsetin glikozitleri, kersetin glikozitleri (rutin), kemferol

glikozitleri i¢erdigi kanitlanmistir (Al-Askar ve ark., 2023).

Flavonoit tayini igin kolorimetrik aliiminyum kloriir yontemi kullanilmigtir.
Kisaca, her bir bitki toprak iistli ve kok ekstresinin metanoldeki 1 ml'lik ¢ozeltisi ayri
ayr1 1 ml %2'lik aliminyum kloriir (AICI13) ile karistirilmis ve oda sicakliginda 10
dakika bekletilmistir (Bouzidi ve ark., 2017).

Flavonoitler agisindan zengin tiirler olan daha genis capta c¢alisilan E.
campestre'de bulunan bilesikler: kersetin, isokersetin, rutin, luteolin 7-O-f-D-
glukopiranosit, kempferol 3-O-5-D-(20 -pE-hidroksisinamoil)- glukopiranozit ve
kempferol 3-O-f-D-(20-p-Z-hidroksisinamoil)-glukopiranozit icermektedir
(Kikowska ve ark., 2020).

Bir ¢calismada E. campestre'nin ¢igek ve yapraklarindan elde edilen metanollii
ekstrelerdeki toplam flavonoit konsantrasyonu aliiminyum kloriir kolorimetrik
yontemi kullanilarak belirlenmistir. Ekstrelerin toplam flavonoit igerikleri, kersetin
grafiginin standart egrisinden elde edilen denklem kullanilarak hesaplanmistir (y =
0,0429x +0,153, R2 = 0,998). Bitkinin ¢i¢ek ve yapraklarindan elde edilen metanol
ekstrelerinde bulunan flavonoit igeriklerinin toplam miktar1 sirasiyla 110,58 ve
108,37 mg QE/L bitki ekstresi ¢ikmistir (Giines ve ark, 2014).

Eryngium campestre’'nin luteolin, kempferol, isorhamnetin, ve Kersetin

glikozitleri ve flavanolagil glikozitleri tasidig1 goriilmektedir (Nebija ve ark., 2009).
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Kantitatif analizler genellikle, in vitro kiiltiirlerden alinan siirgiinlerin, ayni
kosullar altinda yetistirilen koklerden daha yiiksek flavonoit i¢erigine sahip oldugunu
gOstermistir. E. campestre i¢cin ana flavonoit bilesigi kaynagi astragalin olarak
bilinmektedir (Kikowska ve ark., 2022).

Hawas ekibinin ¢aligmasinda, E. campestre'nin toprak iistii kismindan 11
flavonol bilesigi izole edilmis ve UV-goriiniir spektrofotometre, MS ve NMR
spektrometre ile tanimlanmistir (Hawas ve ark., 2013). Toplam flavonoitlerin
yizdeleri  (%0,12-0,14)  olarak  ifade edilmistir.  Literatiir ~ verileriyle
karsilagtirildiginda, toplam flavonoitlerin igerigi, daha Once diger arastirmacilar
tarafindan bildirilenlerden daha diigiikti. BoOylece, Romanya'dan E. campestre
kurutulmus toprak tstii kisimlarinda rutin olarak ifade edilen flavonoitlerin toplam
%0,32 — 0,56's1 bulunmustur (Kikowska ve ark., 2020; Nebija ve ark., 2009).

Cizelge 1.1. Bitkinin igerdigi flavonoit igerigi ¢izelgesi.

kersetin-3-0-rutinozit (rutin) (Aslan Erdem, 2009; Hawas ve
ark., 2013)

kersetin-3-0-a-L-ramnozit (kersitrin) (Aslan Erdem, 2009)

kersetin-3-0-5-D-glikozit (isokersetin)(Aslan Erdem, 2009;
Hawas ve ark., 2013)

kersetin-3-0-di-p-kumaroilglikozit (Aslan Erdem, 2009)

kemferol-3-0-p-D-glikozit (astragalin) (Aslan Erdem, 2009;

toprakiistii Kikowska ve ark., 2022)

kisrmlan kemferol-3-0-kaffeoil-glikozit (Aslan Erdem, 2009)

kemferol-3,7-0-diramnozit (kempferitrin (Aslan Erdem, 2009)

kemferol-3-0-di-p-kumaroilglikozit (Aslan Erdem, 2009)

kemferol-7-0-a-L-ramnozit (Aslan Erdem, 2009)

Eryngium campestre

luteolin-7-0-4-D-glikozit ( Nebija ve ark., 2009)

isoramnetin ( Aslan, 2009; Hawas ve ark., 2013)
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1.4.3. Ucucu Yaglar

Ugucu yaglar, ucucu ve dogal kompleks bilesikler, antifungal, antibakteriyel
ve antiviral, antiparazitik, insektisidal ve sitotoksik aktiviteler i¢in ylizyillardan beri
yaygin olarak kullanilmaktadir. Gliniimiizde kozmetik, tarim ve gida endiistrileri

tarafindan kullanilmaktadir (Kikowska ve ark., 2020).

Kubeczka ve ark. E. campestre'den elde edilen ugucu yag igerigi ve oranlari
germakren D (%11,9), mirsen (%11,2) ve a-pinen (%8,1) dahil seski ve monoterpen
hidrokarbonlarin (%44,9 ve %23,4) varligin1 bildirmisler. Ayrica, saplardan (%14,1)
ve yapraklardan (%10,4) elde edilen yagda onemli miktarlarda f-elemen tespit
edilmistir. Germakren D'nin en yiiksek miktarlar1 saplardan (%22,4) ve meyvelerden
(%20,7) elde edilen ucucu yagda bulundugunu bildirmislerdir (Kikowska ve ark.,
2020; Medhoudi ve ark., 2019).

E. campestre'nin toprak istii kisimlarinin ugucu yag bilesimi Pala-Paul ve
ark. tarafindan GC ve GC-MS kullanilarak analiz edilmis ve g¢igek salkimlari,
govdeler ve yapraklar arasinda kalitatif ve kantitatif farkliliklar bulunmustur (Pala-
Paul ve ark., 2008). Cigek ve yapraklardan elde edilen ugucu yaglarda %56,5, %45,3
ve %43,5 oraninda ve koklerden hazirlanan ugucu yagda daha yiiksek oranlarda
(%60,3) bulunmustur. Germakren D, tiim organlarda (%29,1-38,3) ana bilesiktir
(Medhoudi ve ark., 2019).
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Cizelge 1.2. Bitkinin igerdigi ugucu yag cizelgesi.

apiol (Aslan Erdem, 2009; Pala Paul ve
a-himaklen ark., 2008; Medhoudi ve ark., 2019)
cicek germakren
© durumlart S-kurkumen
2 p-farnesen
o
& toprakiistii o-kadinen (Aslan Erdem, 2009; Medhoudi ve
o
g kisimlari spatulen ark., 2019)
§ (Aslan Erdem, 2009; Medhoudi ve
S5 Govde germakren
ark., 2019)
germakren (Aslan Erdem, 2009; Medhoudi ve
Yaprak
p-elemen ark., 2019)

1.4.4. Kumarinler

Kumarin, vanilyaya benzer tatli kokuya ve aci tada sahip, renksiz olan kati
kristallerdir. Bitkinin kendini hayvanlara kars1 kendisini korumak amaciyla kimyasal

bir savunma gorevi gorebilmektedir.

Eryngium campestre 'nin kokleri yagdan arindirildiktan sonra kloroform ile
ekstre edilmistir. Koklerden elde edilen ekstre ¢cok farkli kromatografik uygulamalari

ile agelinol, agasilin, grandi-vitin, agelinol benzoat izole edilmistir (Soumia, 2018).

Bitki kaynakli bilesikler olan kumarinler, antioksidan, antibakteriyel,
antifungal ve antiviral, antiinflamatuar, antihipertansif, antitiiberkiiler, néroprotektif
ve anti-adipojenik gibi biyolojik ve farmakolojik Ozellikleriyle bilinmektedir
(Venugopala ve ark., 2013).

E. campestre'nin meyvelerinde ve koklerinde bulunan kumarinler:

umbeliferon (7-hidroksikumarin), scoparon (6,7-dimetoksikumarin), skopoletin (6-
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metoksi-7-hidroksikumarin), agasilin, agasilin benzoat, angeloyl-senecionyl-agasilin,

grandvitin ve egelinol olarak bildirilmistir (Kikowska ve ark., 2020).

1.4.5. Saponinler

Eryngium campestre koklerinde arastirilan sekonder metabolitlerin en 6nemli
sinifi biri de triterpenik saponinlerdir. izole edilebilen saponinlerin aglikonlar1 temel
olarak barringtonogenol C, Al-barrigenol, R1-barrigenol veya cameliagenin A
yapisindadir; Ayrica eringinol A, eringinol B, betulinik asit ve bir oleik aglikon

igeren saponinler izole edilmistir (Aslan ve ark., 2009)

Aragtirmacilar Romanya'daki yerel Eryngium tiirlerinin (E. planum, E.
campestre ve E. maritimum) kimyasal bilesimini arastirdiginda ve triterpen
saponinlerin (gravimetrik yontemle belirlenen) %3,7-10,1 oraninda bitkilerin toprak
tistii kisimlarinda sunuldugu bulunmustur. (Kikowska ve ark., 2020; Nebija ve ark.,
2009).

Aglikon R1 R2
Al-barrigenol OH H

R1-barrigenol OH OH
Barringtogenol H OH

Sekil 1.5. Saponin formiilleri.
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1.4.6. Diger Bilesikler

Poliasetilenler Eryngium cinsi bitkilerde bulunmaktadir; bireysel tiirler
falcarinol, falcarinone, falcarinolon ve falcarindiol igermektedir. Falkarinon ve
heptadeka-1,8-dien-5,6-di-3,9- diol gibi diger poliasetilenlerin varligi da aym tiirde

Erdelmeier ve Sticher tarafindan bulunmustur (Pala-Paul ve ark., 2008).

Eryngium campestre  cinsine ait tiirler fitosteroller ve stigmasterol
icermektedir (Madej ve ark., 2006).

Eryngium campestre materyallerindeki (yaprak ve kok) makro elementler (Na
ve Ni) ve mikro elementler (Pb, Co, Cr, Fe, Mn, K, Cd, Zn ve Cu) Nebija ve ark.
atomik absorpsiyon spektrometrisinin (AAS) uygulanmasi ile belirlenmistir
(Kikowska ve ark., 2020).

1.5. Biyolojik aktivite calismalar

Baz1 Eryngium tiirlerinin geleneksel tipta halk hekimlignde halen ilag olarak
kullanilmaktadir. Kiiltiirimiizde halk hekimliginde kullanilan E. campestre L., kok
icerigi nedeniyle oksiiriik yatistirict ve kesici, istah tetikleyici ve afrodizyak olarak
kullanilmaktadir (Wang ve ark., 2012). Ancak g¢esitli kiiltiirlerde = bogmaca
tedavisinde, idrar soktiirlicli olarak, bobrek taslarini ve kumu diistirmede, Okstiriik
ilac1 olarak, terlemeyi diizenleyici, prostat fonksiyonunu diizenleyici, sigkinlikleri
gidermede kullanilmistir. Toksik etkisi olmadigi bilinen bu bitkinin yeni ¢ikan
stirgiinleri ve kokleri kaynatilarak yenilebilmektedir (Nebija ve ark., 2009). Pek ¢ok
Eryngium tiirii eski Amerikan halki tarafindan kullanilmistir (Wang ve ark., 2012).

Kiipeli ve arkadaglari tarafindan 2006 yilinda Tiirkiye’de dogal olarak yetisen

E. campestre, E. trisectum, E. creticum, E. maritimum, E. davisii, E. isauricum ve E.

kotschyi tiirlerinin koklerinden ve toprakiistii kisimlart hazirlanan etanollii ekstrelerle

fareler iizerinde yapilan ¢alismalar sonucunda iltihap giderici ve agr kesici etkisi
oldugu bildirilmistir (Kiipeli ve ark., 2007).
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Cinsin biyoaktif bilesenlerinden olan poliasetilenlerin mantarlara, bakterilere
ve memeli hiicrelerine kars1 toksik olduklari, nérotoksik ve antiinflamatuar aktivite

gosterdikleri gosterilmistir (Christensen ve ark., 2006).

Kikowska ve ark. Eryngium cinslerinde yaygin olarak bulunan fitosterollerin
hipokolesterolemik, immiinomodiilatér, antiinflamatuar ve antidiyabetik gibi ¢ok

yonlii aktivitelerini gostermistir (Kikowska ve ark., 2020).

Eryngium tiirlerinden elde edilen ekstreler, ¢esitli insan tiimor hiicre hatlarina
kars1 sitotoksisite, anti-enflamatuar, yilan ve akrep zehirlerine karsi, antibakteriyel,
antifungal ve antimalarial, antioksidan ve antihiperglisemik etkiler gibi in vitro ve in

vivo aktiviteler gostermistir (Al-askar ve ark., 2023).

Rozmarinik asit (RA), kafeik asit esteri (CA) ve 3,4 dihidroksifenillaktik asit
gibi fenolik bilesikler; ve bir CA esteri ve kinik asit olan klorojenik asit (CGA);
biiziicli, antiviral, antibakteriyel, antienflamatuar ve antimutajenik oOzellikleriyle

bilinmektedir (Matkowski, 2008).

1.5.1. Antioksidan aktivite

Antioksidanlar, hiicre zararmi Onleyen ve serbest radikalleri ortadan
kaldirabilen maddelerdir. Insan viicudunda iiretilebilen antioksidanlarm yani sira
disaridan ek olarak da alinabilmektedir. Gidalarin igerisinde bulunan basglica
antioksidan bilesikler fenoliklerdir (Pham-Huy ve ark., 2008).

Bitkinin toprak istii kismindan elde edilen E. campestre ekstresi ve ayrica
izole edilmis flavonol bilesikleri Hawas ve arkadaslari tarafindan antioksidan
aktiviteleri i¢in incelenmistir. DPPH serbest radikal yakalama aktivitesi ve indirgeme
giicii deneyleri uygulanmigtir. DPPH aktivitesi, ham ekstre (%66,3) i¢in nispeten
yiiksek ve test edilen tiim flavonoitler arasinda en yiiksek olan olarak ¢ikmistir (Atay
Balkan ve ark., 2020; Kikowska ve ark., 2020).
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Nebija ve arkadaglar1 tarafindan yapilan bir c¢alismada, toprak {istii
kisimlardan ve koklerden elde edilen etanol ekstreleri, dort farkli test sistemi ile in
vitro antioksidan aktivite agisindan test edilmistir. DPPH deneyi, hidroksil radikali
tiretiminin engellenmesi, B-karoten agartma deneyi ve lipid peroksidasyonunun
engellenmesi gibi testler yapilmistir. Bitki ekstreleri igin DPPH testinde elde edilen
degerler, en yiiksek siipiirme etkisi kersetin iken, en diisiik etki ise E. campestre kok
ekstresi ile elde edilmistir. Sonuglar, E. campestre ekstrelerinin, DPPH tahlilinde
hidrojen atomlar1 veya elektronlar igin spesifik olmayan dondrler olarak hareket
ettigini gostermistir. Referans maddelerle karsilastirildiginda Eryngium ekstrelerin
daha az etkili oldugu goriilmiistiir (Nebija ve ark., 2009). Arastirmalar sonucu, toprak
st kisimlarinin  biitanol ekstresi en diigiik IC50 degerini (16,140pg/mL)
gostermistir. Bununla birlikte, koklerin sulu ekstresi en yiiksek oksidasyon

inhibisyonunu gostermistir (%89,78) (Soumia, 2018).

E. campestre’nin toprak istii kisimlarindan elde edilen sulu metanolli
ekstresi DPPH’ye kars1 en yiiksek siipiirme aktivitesini gostermistir. Bu aktivite, bu
tirtin flavonoit igeriginin varligina baglanmistir. Hawas ve ark., yaptigi ¢alismada,
kimyasal yapi-aktivite, kersetin diglikozitinin gili¢lii bir peroksil radikal siipiiriicii
oldugunu ve bunu O-metillenmis tiirevlerin izledigini gostermistir. Bu bulgu Borsand
ortak calismalari tarafindan bildirilen sonuclarla uyumlu ¢ikmistir ve halkasindaki O-
dihidroksi yapisinin gelismis radikal siipiirme aktivitesi i¢in Onemli oldugunu
dogrulamaktadir. Halkadaki 4'-monohidroksil grubu igeren flavonoller daha az giiclii

antioksidan olarak ortaya ¢ikmigtir (Hawas ve ark., 2013).

Nebija ve ark.’nin 2009 yilindaki ¢alismasinda E. campestre'nin toprak {istii
kismi1 ve kokiindeki etanol ekstrelerinin antioksidan aktivitesi, sican karaciger
homojenatinda da spontan lipid peroksidasyonunun inhibisyonu {izerinden
incelenmis ve olusan MDA igerigi TBA tahlili (TBARS) ile ol¢lilmiistiir. Verilen
sonuglar, olusan MDA igeriginin, sisteme kok veya toprak iistii kisim ekstreleri
eklendiginde daha diisiik oldugunu ancak yine de MDA diizeylerinin oldugunu

gostermistir. MDA, kersetin bir antioksidan olarak kullanildiginda elde edilenlerden
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(3,12 + 0,04 nmol mlI™") énemli 6l¢iide daha yiiksek oldugu goriilmiistiir (Kikowska
ve ark., 2022).

Farkli ¢alismalar, elektron verme kapasitesinin biyoaktif bilesiklerin
indirgeme giiclinii yansittigini ve antioksidan aktivite ile iliskili oldugunu
gostermistir. Bu calismada, elektron bagisinin bir gostergesi olarak Fe (III)
indirgemesini kullanan indirgeme gilicii deneyi, numunedeki antioksidanlarin
varliginin bir elektron bagislayarak Fe (III)'li Fe (II)'ye indirgedigini gostermistir. Fe
(I) kompleksinin miktar1 daha sonra 700 nm'de Perl'in Prusya mavisi (Fe4|-
Fe(CN)6]3) olusumu Oolgiilerek izlenebilmektedir. E campestre'nin toprak {istii
kismindan elde edilen metanollii ekstresi ve izole edilen flavonol glikozitlerden
bazilar1 standart antioksidan biitillenmis hidroksi toluen (BHT) ile karsilastirilabilir
orta derecede indirgeme giicii sergilemistir. Sonuglar, bu ekstrelerin toplam Ap
(AB40+AB 42) seviyelerinde Onemli bir azalma olmaksizin ¢ok diisiik

konsantrasyonda AB-42 seviyesini azalttigin1 géstermistir (Hawas ve ark., 2013).

E. campestre’nin serbest radikal siipiirme aktivitesi 2,2-difenil 1-pikrilhidrazil
(DPPH) deneyi ile in vitro olarak dlgiilmistiir. DPPH ¢ozeltisi, 2,4 mg DPPH'nin
100 ml metanol ile ¢oziilmesiyle hazirlanmistir. Bu ¢ozeltiden 975 pul, cesitli
konsantrasyonlarda 25 pl numune ile karistirtlmistir. Reaksiyon karigimi iyice
calkalanmis ve oda sicakliginda 30 dakika boyunca karanlikta inkiibe edilmistir.
Ardindan, absorbans 517 nm'de 6lgiilmiistiir, reaksiyon karisiminin diisiik absorbansi
daha yiiksek serbest radikal siipiirme aktivitesini gostermistir. Serbest radikal
DPPH'nin indirgenmesi ve 517 nm'de absorbansin azalmasina dayanarak, DPPH
radikal siliplirme yontemi antioksidan 6zelligi degerlendirmek i¢in kullanilmis ve
standart antioksidan kersetin ile karsilastirllmistir. DPPH'yi temizlemek i¢in gereken
bitki ekstrelerinin konsantrasyonlart doza bagli bir yamit gostermistir. Her bir
numunenin antioksidan aktivitesi IC50 cinsinden ifade edilmistir. Toprak iistii
kisimlarinin n-biitanol ekstresi (ECABU) 30 dakikalik inkiibasyondan sonra en
diisiik IC50 degeri (16,140 pg/ml) ile iyi bir antioksidan aktivite goOstermistir.
Kersetinin IC50 degeri 1,149 pg/ml iken ECABU'nunki 16,140 ug/ml'dir, bu da
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ECABU'nun antioksidan aktivitesinin kontrol grubuna gore ¢cok daha zayif oldugunu

gostermektedir (Bouzidi ve ark., 2017).

DPPH ve beta-karoten linoleik asit analizlerinin  verileri, E.
campestre’nin kokleri ve toprak dstii kisimlarindan elde edilen ekstrelerinin,
polifenol bilesiklerinin varlig1 nedeniyle iyi bir antioksidan aktiviteye sahip oldugunu
acikca gostermistir. Flavonoitler, fenolik asitler ve tanenler gibi polifenollerin reaktif
oksijen tiirlerine karsi savunma sisteminde hayati bir rol oynadigi gorilmiistiir

(Bouzidi ve ark., 2017).

Le Claire ve ark., yaptigi ITK DPPH Radikalinin Indirgenmesi Orneklerin
metanol codzeltileri onceden kaplanmis silika jel 60 Fpss ITK plakalari (Merck)
tizerinde EtOAc/MeOH/H,O  (60/25/15) kullanilarak  kromatografiye tabi
tutulmustur. Kuruduktan sonra, ITK plakalarina Cuendet ve arkadaslarinin modifiye
ettigi bir yontemle MeOH i¢inde taze hazirlanmis %0,1 DPPH (SigmaAldrich)
¢ozeltisi puskiirtiilmiistiir. Mor iizerine sar1 bir alan gosteren bilesikler antioksidan

olarak kabul edilmistir (Le Claire ve ark., 2005).

Yukarida belirtilen sonuglardan, Eryngium campestre koklerden elde edilen
ekstrelerinin, DPPH ve OH- radikallerine karsi kersetin ve Beta Hidroksi Asitler
(BHA)'nin aktivitesi ile karsilastirilabilir giiglii serbest radikal siiplirme aktivitesi
gosterdigi elde edilmistir. Linoleik asit/ f-karoten sisteminde Eryngii ekstreleri, ilk
60 dakikalik periyot igin Kersetin aktivitesi ile karsilastirilabilir diizeyde bir
antioksidan etki gostermistir (Kikowska ve ark., 2020; Nebija ve ark., 2009).

1.5.2. Antimikrobiyal aktivite

Antibiyotiklere ve antifungal ajanlara kars1 artan direng nedeniyle, ham bitki
ekstreleri, fraksiyonlar1 ve izole saf bilesikler, antibakteriyel ve antifungal ajanlar
olarak yeni bir ilgi alan1 haline gelmistir. Arastirmacilarin daha 6nce ortaya ¢ikan ve
daha sonra yayinlanan g¢alismalarindan elde edilen sonuglar ile Eryngium cinsinin

tiirlerinin antimikrobiyal aktivitesini gosterdigi dogrulanmustir.
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Eryngium' dan elde edilen etanolik ekstreler, S. aureus'a karsi orta derecede
antibakteriyel aktivite gostermis ve B. subtilis'e karsi zayif bir etki gOsterirken,
incelenen ekstreler 6nemli antimikotik aktiviteye sahip oldugu kanitlanmistir.
Incelenen ekstrelerin en yiiksek antifungal etkisi C. albicans ve C. glabrata, T.
mentagrophytes ve C. neoformans'a karsi elde edilmistir (Kikowska ve ark., 2020).

E. campestre'nin etanollii ve metanolli ekstreleri test edilen Gram-negatif
bakterilerden en az birine kars1 giiclii antibakteriyel aktivite gostermistir; P.
aeruginosa, E. campestre'nin etanollii ekstrelerine karsi en hassas olaniyken. E. coli,
E. campestre'nin etanollii ekstresine karsi en iyi hassasiyeti gostermistir. Bu
calismada test edilen E. campestre ekstreleri S. epidermidis, P. Aeruginosa, S.
pyogenes, ve E. coli'ye karsi antibakteriyel aktivite sergilemistir. incelenen Eryngium
tiirlerinin hem yapraklarinin hem de koklerinin ham etanollii ekstreleri 6nemli bir
antifungal aktivite ve sadece Staphylococcus aureus'a karst orta derecede

antibakteriyel aktivite gostermistir (Soumia, 2018).

Antimikrobiyal aktivite taramasi, Staphylococcus aureus ve Staphylococcus
epidermidis iizerinde orta diizeyde bir etkinin yani sira Pseudomonas aeruginosa
tizerinde yliksek bir bakteriyostatik etki oldugunu dogrulamistir. E. campestre
ekstresinin etkisi en belirgin ozellikte oldugu ortaya ¢cikmustir (Al-askar ve ark.,
2023).

E. campestre koklerinden elde edilen her iki metanollii ekstresi ve yapraklar
1yi bir antimikrobiyal aktivite gdstermistir. En gii¢lii antibakteriyel aktivite kdklerin

%80'lik fraksiyonu tarafindan sergilenmistir (Bouzidi ve ark., 2017).

E. campestre Gram-pozitif ve Gram-negatif mikroorganizmalara kars1 genis
bir aktivite spektrumu gdstermistir, ancak Gram-pozitif bakterilere, 6zellikle de
birinci ve ikinci ekstrelerde (18 mm) ve (14 mm) en biiyiikk ¢apli inhibisyon
bolgesine sahip olan Bacillus subtilis'e kars1 daha fazla aktivite gostermistir. Sonug

olarak, c¢alisma, Eryngium campestre biitiin bitkisinin metanollii ekstrenin
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fitopatojenik  mikroorganizmalara karsi  etkinligini  arastirmistir. Rhizoctonia
solani , Fusarium oxysporum, F. solani, Ralstonia solanacearum, Dickeya
solani ve Pectobacterium carotovorum gibi  farkli bitki mantar ve bakteri
izolatlar1 tanimlanmis Ve test edilmistir. EKstre, konsantrasyona bagli olarak degisen
inhibisyon derecesi ile bu patojenlerin biiylimesi {izerinde inhibitoér etkiler
sergilemistir. Bakteriyel patojenler arasinda Dickeya solani 6ziine karsi en hassas
gosteren  grup  olmustur. Ekstrenin,  antimikrobiyal  ozelliklerine  katkida
bulunabilecek benzoik asit, katekol, kersetin, vanilik asit, resveratrol, naringenin ve
kinol dahil olmak iizere gesitli polifenolik bilesikler igerdigi bulunmustur. Bulgular
E. campestre ekstresinin  bitki patojenlerini  kontrol etmek igin dogal bir
antimikrobiyal ajan olarak hizmet etme potansiyeline sahip oldugunu ve mevcut bitki

hastalig1 yonetimi yontemlerine daha giivenli bir alternatif sagladigin1 gostermektedir

(Al-askar ve ark., 2023).

Saglam bitkilerin koklerinden ve E. campestre’nin in vitro tiiretilmis
bitkiciklerinden elde edilen metanollii ekstreler, test edilen mikroorganizmaya bagli
olarak degisen derecelerde antimikrobiyal aktivite gostermistir. Ekstrelerin en yiiksek
inhibitor etkisi Gram-pozitif bakteri S. aureus ve deri enfeksiyonlarinin yaygin bir
nedeni olan dermatofit T. metagrophytes ve T. rubrum'a kars1 bulunmustur. Ayrica,
ekstreler C. Albicans ve P. Aeruginosa’a karsi orta derecede antimikrobiyal aktivite
gostermistir. In vitro tiiretilmis bitki koklerinden elde edilen metanollii ekstreler,
saglam bitkilerin koklerinden elde edilen ekstrelere gére daha yiiksek antibakteriyel
(S. aureus, P. aeruginosa) ve antifungal (T. metagrophytes ve T. rubrum) aktivite

gostermistir (Kikowska ve ark., 2016a).

Ucucu yagin antimikrobiyal aktivitesi, kagit disk diflizyon ve seyreltme agar
deneyleri kullanilarak gida kaynakli ve nozokomiyal enfeksiyonlara karisan on iki
bakteri tiiriine ve iki mayaya kars1 degerlendirilmistir. /n vitro calisma, S. aureus , B.
cereus ve E. faecalis gibi Gram-pozitif suslara kars1 giiglii bir aktivite gostermistir
(Medhoudi ve ark., 2019).
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E. campestre ¢igeklerinin ve yapraklariin metanolli ekstreleri, Moghaddam
ve arkadaglar1 tarafindan difiizyon ve mikro seyreltme disk yoOntemlerinin
uygulanmasi ile antibakteriyel ve antifungal aktivite agisindan arastirilmistir. Dort
bakteri susu arasinda Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus, Pseudomonas
aeruginosa ve Escherichia coli ve bir mantar susu, Candida albicans, E. campestre
ekstreleri Gram-pozitif bakterilere karsi yeterli antibakteriyel aktivite gostermistir

ancak antifungal aktivite gostermemistir (Moghaddam ve ark., 2019).

1.5.3. Anti-Alzheimer aktivite

Hawas ve arkadaslari, Eryngium campestre L.'nin toprak iistii kisimlarinin
metanollii ekstresini anti-alzheimer aktivitesi acisindan incelemislerdir. insan
APP'sinin (APPsw) gift Isvec mutasyonunu (K595N/M596L) ifade eden H4 insan
noroglioma hiicreleri kullanilmis ve E. campestre ekstresinin artan konsantrasyonlari
ile muamele edilmis ve hassas sandvi¢ enzim baglanti immiinosorbent testi (ELISA)
ile kiiltir ortaminda A40 ve A42 seviyeleri i¢in analiz edilmistir. Eryngium
campestre ekstresi, insan H4 hiicre hattinda toplam A(A40+A42) seviyelerinde
O6nemli bir azalma olmaksizin B-amiloid A 42'nin (IC50%155.757.43ng/mL) 6nemli

ol¢lide inhibisyonunu gostermistir (Hawas ve ark., 2013).

Aragtirmacilar tarafindan ilk kez, kiltiri yapilan Eryngium tiirlerinin
bazilarinin kdoklerinden elde edilen etanol-su (%70) ekstrelerinin noroprotektif
aktivite gostermistir. Wistar farelerinin uzun siireli hafiza gelisimi ¢alismasi i¢in
uygulanmistir. Arka arkaya 28 giin boyunca uygulanan kok ekstresi (200 mg/kg),
sicanlarin frontal korteks ve hipokampuslarinda modifiye spektrofotometrik Ellman's
yontemi ile Olgiilen asetilkolinesteraz (AChE) ve butirilkolinesteraz (BuChE)
aktivitesini inhibe ettigi gozlemlenmistir. Aragtirmacilar, AChE aktivitesini azaltma
olasilig1 ile Alzheimer hastaliginin gelisiminin 6nlenmesi arasindaki iliskiyi
gormekte ve yeni bir ndroprotektif bitki kokenli ilag arayisina girmislerdir

(Kikowska ve ark., 2020).
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Sonuglar E. campestre ekstresinin Alzheimer hastaliginin tedavisi i¢in giiclii
bir aday ilag¢ olarak kullanilabilecegini veya en azindan bu hastaligin kotii etkilerini
iyilestirebilecegini veya geciktirebilecegini gosterdigini 6ne siirmiislerdir (Kikowska

ve ark., 2022).

1.5.4. Antienflamatuvar aktivite

Bir sican periodontitis modelinde anti-enflamatuar etkilerin incelenmesi igin,
tarlada yetistirilen E. campestre kdklerinden elde edilen ekstreler (%20) Conea ve
arkadaglar1 tarafindan uygulanmistir. Etanol ile maserasyon yoluyla hazirlanan
ekstreler, 16kosit infiltrasyonunu ve nitro-oksidatif stresi azaltmistir (Kikowska ve
ark., 2020). Diger bir ¢alisma da, E. campestre toprak istii ve kok kisimlarinin
etanollii ve sulu ekstreleri, karra geenan kaynakli arka ayak 6demi ve TPA kaynakl
kulak O0demi testleri kullanilarak anti-enflamatuar aktiviteleri acisindan
degerlendirilmistir. E. campestre’ nin toprak istii ve kok kisimlarinin en yiiksek
aktiviteye sahip oldugu bulunmustur (Atay Balkan ve ark., 2020; Kiipeli ve ark.,
2006).

Yapilan bir ¢alismada E. campestre, E. creticum, E. davisii, E. falcatum, E.
isauricum, E. kotschyi, E. maritimum ve E. trisectum bitkilerinin toprak istii
kisimlarindan ve koklerinden etanol (%90) ve su ekstreleri hazirlanmistir.
Antienflamatuvar etkinin arastirilmasi i¢in 12-O-tetradekanoilforbol-13-asetat (TPA)
kaynakli fare kulak 6demi ve karragenan kaynakli arka pence odemi testleri
uygulanmistir. Hazirlanan ekstreler erkek albino farelere oral 200 mg/kg dozunda
verilmistir. Antinosiseptif etkileri incelemek icin p-benzokinon ile indiiklenen
abdominal konstriksiyon testi uygulanmistir. Sonu¢ olarak, E. campestre tiirleri
kullanilan ekstre tiirline ve bitki kisimlarina bagli olarak cesitli derecelerde
antienflamatuvar ve antinosiseptif aktiviteye sahip oldugu bulunmustur (Aslan, 2009;
Kartal ve ark., 2006; Kiipeli ve ark., 2006).

E. campestre'nin etanollii ekstresinin antienflamatuar aktivitesi, murin beyin

endotel hiicreleri kullanilarak biyolojik deneyde gerceklestirilmistir (sitokinle aktive
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edilmis murin endotel hiicrelerinde nitrik oksit sentezinin inhibisyonu); E.
campestre'nin etanolli ekstresi (100 mg/mL), ortamdaki nitrit birikimini tamamina
yakin inhibe etme kabiliyeti gostermistir. Ayrica, bitkinin antienflamatuar etkisi
murin monosit/makrofaj benzeri hiicre hattt P388D1 iizerinde incelenmistir. E.
campestre ekstresi LPS ile uyarilmig P388D1 hiicrelerinde nitrit birikimini énemli
Ol¢iide inhibe etmistir. Ayrica, bitki etanol ekstresi TNFa sentezinde ¢ok giiclii bir
inhibisyon go6stermistir. Eryngium campestre ekstreleri MBE-SV hiicrelerinin
yiizeyinde TNFa ile uyarilmis VCAMI1 ekspresyonunu inhibe etmistir (Soumia,
2018).

Eryngium campestre’nin etanollii ekstre edilen toprak iistii kisimlarindan
antiinflamatuar aktivitesi, terebentin yagi ile akut inflamasyon olusturulan siganlarda
rapor edilmistir. Etkiler serum nitrit ve nitratlari, toplam oksidatif durum, oksidatif
durumun toplam antioksidan aktivite indeksi, toplam 16kosit sayis1 ve diferansiyel
lokosit sayisina bakilarak Olgtimlerle degerlendirilmistir. E. campestre ekstresi,
notrofil yilizdesi lenfositleri ve monositleri azaltarak toplam 16kosit sayisini diisiirerek
kemik iligi akut faz yanit1 iizerinde 6nemli bir antiinflamatuar etki gostermistir. NO
sentezi diklofenak ile benzer bir etki ile azalmistir. Ayrica, etanol ekstresi toplam
antioksidan durumunu artirarak oksidatif stresi 6nemli 6l¢iide azaltmistir (Soumia,

2018).

Kiipeli ve arkadaslart Eryngium campestre'nin toprak tstii kisimlarindan ve
koklerinden elde edilen iki farkli ekstrelerin farelerde karragenan kaynakli arka
pence ddemi ve TPA kaynakli kulak 6demine kars1 antiinflamatuar potansiyellerini
incelemislerdir. Kullanilan her iki testte de, E. campestre ekstrelerinin miitevazi bir
antienflamatuar aktiviteye sahip oldugu gézlenmistir; kok etanollii ekstresi daha iyi
bir antienflamatuar etki gostermistir (Kiipeli ve ark., 2006).

Toprak tistii kisimlarindan elde edilen etanollii ekstre, Conea ve arkadaslar
tarafindan degerlendirilen bir ¢alismanin konusu olmustur. In vivo antiinflamatuar
etkiler, erkek Wistar siganlarinda sigan ligatiirii ile indiiklenen periodontitis iizerinde
periodontal biyopsinin histopatolojik incelemesi ve serum total nitrit ve nitratlari,

total oksidatif durum, total antioksidan yanit ve oksidatif stres indeksi ile
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degerlendirilmistir.  Sonuglar, Eryngium campestre ekstresi deneysel si¢an
periodontitisinde 16kosit infiltrasyonunu ve nitro-oksidatif stresi azaltarak
antiinflamatuar aktivite gosterdigine dair kanitlar sunmaktadir. E. campestre, nétrofil
ve monositlerin azalmasina bagli olarak toplam l6kosit sayisin1 onemli olgiide
diistirmistiir (p<0,01). NO sentezi de E. campestre ekstresi ile azalmistir (p<0,05)
(Conea ve ark., 2015).

Baska bir antienflamatuar testte (taze yumurta albiimini ile indiiklenen akut
enflamasyon) kullanarak, E. campestrenin hem koklerinden hem de toprak iistii
kisimlarindan elde edilen biitanol ekstrelerinin (250 ve 500 mg/kg viicut agirligi) doz
seviyesinde antienflamatuar etkilerini degerlendirilmistir; ¢alisma, her iki ekstre de
enflamasyon {izerinde onemli bir etkiye sahip oldugunu ve enflamasyonu agikca

azalttigimi gostermistir (Bouzidi ve ark., 2017).

Son zamanlarda, geleneksel Akdeniz diyetine 6zgii 121 bitkinin ekstreleri
lizerinde yapilan bir antienflamatuar aktivite taramasinda E. campestre L., LPS ile
aktive edilen monosit kokenli murin endotel hiicrelerinde nitrik oksit ve TNF-alfa
sentezini azaltmus, her iki hiicre tipinde de sitokin veya LPS ile uyarilan Inos Mrna

seviyelerini diistirmiistir (Wang, 2012).

Bagka bir calismada, E. campestre'nin n-butanol ekstresi anti-enflamatuar
aktivitesi, sican pengesinde yumurta albiimini ile indiiklenen pence 6demine karsi
test edilmistir. Bu enflamatuar model bifazik bir olaydir; 6demin ilk fazi (0-2 saat)
muhtemelen histamin ve serotonin salinimina baghdir ve 6demin ikinci fazi (3-5
saat) prostaglandin salinimina bagl oldugu ortaya ¢ikmistir (Thiem ve ark., 2010).
ECRBU ve ECABU, sican pengesi 0demini erken ve sonraki asamalarda onemli
olglide baskilamistir. Gelecekteki deneylerde farkli E. campestre ekstrelerin kimyasal
bilesenlerinin izole edilmesi ve tanimlanmasi gerektigini belirtmek ¢ok O6nem
tasimaktadir. Bu fitokimyasallar ayrica antienflamatuvar aktiviteye de tabi tutulmasi
gerekmektedir. Sonuglar ise: Toprak iistii kisimlarin n-biitanol ekstresi, 16,140 pg/ml
IC50 degeri ile oldukea yiiksek antiradikal aktiviteye ve standart ilag diklofenak ile

karsilagtirilabilir iyi bir anti-enflamatuar aktiviteye sahiptir. Ayrica, koklerin n-
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biitanol ekstresi, toprak iistii kisimlarin n-biitanol ekstresi ile karsilagtirildiginda daha
iyi bir antipiretik etkiye (hem 250 mg/kg hem de 500 mg/kg dozunda) sahip oldugu
ortaya ¢ikmustir (Bouzidi ve ark., 2017).

1.5.5. Diger Aktiviteler

Gilines ve ark. tarafindan yapilan c¢alismada, E.campsetre ¢icek ve
yapraklarindan elde edilen ekstrelerin inhibitor etkisi arastirilmis, ¢igek ekstresi 363
ng/mL IC50 degeri ile GST enzimi lizerinde yapraklardan daha iyi inhibitor etki
gostermis. Bu calismada degerlendirilen ekstrelerin hicbiri makul bir GPx ve CAT
inhibisyonu gostermemistir. Glutatyon-S transferaz, glutatyon peroksidaz ve katalaz
enzim aktiviteleri iizerindeki inhibitdr potansiyellerini belirlenmeye calisiimis.
Literatiir verileri, yliksek miktarda fenolik bilesik igeren bitki ekstrelerinin glutatyon-
S tranferaz iizerinde 6nemli inhibitdr potansiyele sahip oldugunu gdstermistir. Bu
nedenle, tiimor hiicrelerinde kemoterapiye karsi ¢oklu ila¢ direnci gelistirmede

onemli bir rol oynayabilmektedir (Giines ve ark, 2014).

Yapilan bir biyolojik aktivite ¢calismasinda E. campestre bitkisinin insektisit
ve anti kanserojen aktiviteye sahip olup olmadig: arastirilmistir. Deney sonucu olarak
E. campestre bitkisinin bugday biti lizerine insektisit aktivitesi ve anti kanserojen

aktivitesi oldugu belirlenmistir (Aksit, 2008).

Bir derleme calismasinda ise elde edilen sonuglar, maksimum glutatyon-S-
transferaz enzim inhibisyon aktivitelerinin IC50 degeri 363 ng/mL olan E. campestre
ciceklerinden elde edilen metanol ekstresi ile gozlenmistir. Calismada,
degerlendirilen ekstrelerin higbiri makul bir glutatyon peroksidaz ve Kkatalaz
inhibisyonu gdstermemistir. /n vitro ve in vivo farmakolojik caligsmalar ¢ok sayida

biyolojik aktivite saglamistir (Soumia, 2018).

Toplam polifenol igerigi, her bir tiiriin saglam bitkilerinin benzer organlarina
kiyasla in vitro kiiltiirlerden elde edilen biyokiitlede her zaman artmistir. Elde edilen

ekstreler Acanthamoeba sp’ye karsi antiprotozoal aktivite agisindan in vitro olarak

32



degerlendirilmistir. Calismanin sonuglar1, ekstrelerin trofozoitlerin biiyiimesini
degisen derecelerde engelledigini gostermistir. Etkinin ekstre konsantrasyonuna ve
maruz birakma siiresine gore bagimlilik kaydedilmistir. Biyoteknolojik yontemlerle
tiretilen biyokiitleden elde edilen E. campestre ekstrelerinin amip oldiiriicii etkisinin
fenolik bilesiklerden kaynaklandigi ortaya c¢ikmistir. Fenolik bilesiklerin sinerjik
etkisinin, amip Oldiiriicii ajanlar olarak iyi bilinen klorojenik asit, rozmarinik asit ve
kersetin gibi bitki materyallerindeki varligima bagli olabilecegi goriilmiistiir

(Kikowska ve ark., 2022).

Subkiitan enjeksiyondan 18 saat sonra, normal viicut sicakligi (rektal
sicaklik) tiim gruplar i¢in belirgin sekilde yiikselmistir. Eryngium campestre L.'nin
hem ECRBU hem de ECABU n-butanol ekstreleri normal viicut sicakliginin
korunmasinda Onemli bir antipiretik etkiye sahiptir, aktivite zamana ve
konsantrasyona bagh oldugu ortaya ¢ikmistir.ilaclarin veya bilesiklerin bir 6zelligi
olarak sikca bahsedilen ates diisiiriicii aktivitenin, siklooksijenazin enzimatik
aktivitesini inhibe ederek ve sonug¢ olarak hipotalamik boélgedeki PGE2 seviyelerini
azaltarak etkilerini gostermektedir. Bu nedenle, E. campestre L.'nin n-butanol
ekstrelerinin  antipiretik  aktivitesi muhtemelen hipotalamusta prostaglandin
biyosentezinin  inhibisyonundan kaynaklanmaktadir. Ayrica, sonuglar E.
campestre'nin iltithapli hastaliklara kars1 korunmada ve ozellikle toprak istil
kisimlarinin ates basmasi tedavisinde yararli olabilecegini gostermektedir (Bouzidi

ve ark. 2017).

E. campestre ekstrelerinin ve/veya biyoaktif bilesiklerinin giivenligini ve

etkinligini belirlemek icin insanlarda daha fazla deney yapilmas1 gerekmektedir.

1.6. Toksisite

Bir oral akut toksisite testinde, her biri beser hayvandan olusan gruplara
ayrilmig on bes saglikli sigan kullanilarak gergeklestirilmistir. Oral uygulamadan 12
saat Oncesinden 4 saat sonrasina kadar hayvanlar a¢ birakilmis (hayvanlara su

verilmis ancak yemek verilmemistir) ve tartilmistir. Deney, OECD (Ekonomik
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Isbirligi ve Kalkinma Orgiiti) Kilavuzu 420 (OECD, 2001) uyarinca
gerceklestirilmistir. Kontrol grubuna oral yolla 10 ml/kg viicut agirligi normal serum
fizyolojik verilirken, maruz kalan gruplara (grup 2 ve 3) sirasiyla 2000 mg/kg E.
campestre L. kok ve toprak tstii kisimlarini n-butanollii ekstreleri verilmistir.
Hayvanlar ilk 30 dakika boyunca, ardindan tedaviden 2, 4 ve 6 saat sonra ve daha
sonra toplam 14 giin boyunca her giin kilo kaybi, 6liim orani, davranis, deri, géz ve
kiirk degisiklikleri agisindan gézlemlenmistir. 15. giinde hayvanlar kan alindiktan
sonra feda edilmistir. ve i¢ organlar ¢ikarilmis. Tek doz ECRBU ve ECABU 2000
mg/kg oral uygulamasi herhangi bir toksisite veya o6liim belirtisi olusturmamastir.
Caligmanin 14 giinii boyunca kontrol ve tedavi gruplari arasinda anlamli bir fark
gozlenmemis. Gozlem siiresi boyunca hayvanlarin goriinlisii ve davraniglart tiim
gruplarda benzer oldugu goriilmiistiir. Iki par¢anin n-butanol ekstresinin 2000
mg/kg'lik en yiiksek dozda yapilan 6n akut oral toksisite testinde, her ikisi de giivenli
bulunmustur (Bouzidi ve ark., 2017).
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Gerecler

Eryngium campestre L. iizerine yaptigimiz bu ¢alisma kaynak arastirmasi,
derleme ve deneysel kisimlarindan olusmaktadir. Arastirma konusu 6ncelikli olarak
Ankara Universitesi Elektronik Kiitiiphanesi olmak iizere, Ankara Universitesi
Eczacilik Fakiiltesi kiitliphanesi, Pubmed, Sciencedirect, Google Akademik arama
motoru ve internet kaynaklar1 kullanilarak ve daha 6nce yapilmis deney ve bulgular
incelenerek gerceklestirilmistir. Tiim bu kaynaklardan elde edilen veriler ve bilgiler

151ginda bu tez hazirlanmistir.

2.1.1. Deneylerde Kullamlan Kimyasal Maddeler

Deneylerin  gerceklestirilmesinde metanol, asetonitril (YPSK), etanol,

kloroform, distile su, Na,CO; (hepsi Merck) kullanilmstir.

2.1.2. Deneylerde Kullanilan Araglar

Analizlerin gergeklestirilmesinde malzeme olarak Cam malzemeler (ildam),
Rotavapor C18; 15 ve 25 cm YPSK kolonu (25,0 x 4,0 mm x Sum) (Agilent, Zorbax
Eclipse Plus), Hububat Ogiitiicii (Lavion HR-04A), Vortex, Filtrasyon diizenegi
(Merck Millipore), Etiiv, Hassas terazi (Radwag), Termometre (Prima long LCD
Digital), Pileli Siizge¢ kagidi, Manyetik karistirict (Heidolph), Mikropipetler
(Socorex), pH-metre (Inolab) Plastik enjektor (Ayset), Serolojik pipet (Sarstedt), Su
aritma sistemi (Millipor Mili-Q Gradient A10), Termostatli yatay calkalayici su
banyosu (Memmert), Ultrasonik su banyosu (Bandelin electronic RK 510 H) ve
Yiksek performansli sivi  kromatografisi (YPSK) (Agilent 1100 Series)

kullanilmistir.
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2.1.3. Deneylerde Kullanilan Bitkisel Materyal

Eryngium campestre L. tiirti 11.07.2017 tarihinde B3 Eskisehir mihaliggik-
yunusemre arasit yol kenari lokasyondan toplanan, herbaryum O6rnegi hazirlanarak
Ankara Eczacilik Fakiiltesi Herbaryumu’na AEF-27042 numarasi ile kaydedilmis.
Herbaryum’dan alinan bitkinin toprak isti kisimlar1 ogiitiicii cihaz ile toz hale

getirilmistir.

Aukara Oniversitesi Eczacik Fakiltesi Herbaryumu (AEF)
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Sekil 2.1. Eryngium campestre L. herbaryum numunesi.
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2.2. Yontem

2.2.1. Ekstraksiyon

Calismalarda kullanilmak tizere uygun kosullarda kurutulan ve toz edilen
Eryngium campestre nin toprak iistii kisimlarindan 20 g tartilarak 200 mL %70’lik
etanol ile 6 saat calkaliyici, 18 saat sabit maserasyon olmak {izere oda sicakliginda
24 saat boyunca ekstre edildi. 24 saat sonunda 1 saat ultrasonik banyoda ekstre
edildikten sonra pileli siizge¢ kagidindan stiziilmiistiir. Bu islem 5 giin siireyle her
defasinda taze ¢oOziicii ilave edilerek tekrar edilmistir. Siiziintiiler birlestirilerek
diisiik basing altinda rotavaporda 35-40°C’de ugurulmustur. Elde edilen ekstre bir
miktar distile su ile ¢ozilerek, liyofilize edildi. Ekstrelerin % verimleri

hesaplanmustir.

2.2.2. Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi (YPSK/HPLC)

YPSK, ucucu olmayan bilesikleri tespit etmek i¢in yaygin olarak kullanilan

bir cihazdir. Bu yontem bitkideki fenolik maddelerin belirlenmesinde kullanilmustir.

2.2.2.1. YPSK Validasyon yontemi

E. campestre toprak iistii kisimlarinda rozmarinik asit varligini belirlemek ve
6lgmek i¢in hazirlanan ekstre YPSK ile analiz edilmistir. YPSK analizinde cihaz ve

yontem ile ilgili bilgiler asagida Cizelge 2.1°de verilmistir.
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Cizelge 2.1. YPSK cihazinin dzellikleri.

Cihaz: Agilent 1100 Series
Dedektor: DAD-UV (Diode Array Detector-Ultraviolet)
Dalga boyu: 325 nm
Enjeksiyon hacmi: 10 pL
Kolon: Agilent, Eclipse (4,6x150 mm) XDB-C18, 5 um,
Mobil Faz-A: % 0,2 o-fosforik asit
Mobil Faz-B: MeOH

2.2.2.2. YPSK Analizleri I¢in Bitkisel Materyalden Ornek Hazirlanmasi

Cizelge 2.2. YPSK analizlerinde kullanilan gradient eliisyon sistemi.

Zaman (dk)* 90,2  o-fosforik i Akis Hizi Kolon sicakhigi
asit (%0) (mL/dak) (°O)

0,00 20,0 80,0 0,6 25°C

25,00 40,0 60,0 0,6 25°C

35,00 70,0 30,0 0,6 25°C

40,00 90,0 10,0 0,6 25°C

45,00 20,0 80,0 0,6 25°C

*post time: 2 dk

Standart olarak segilen rozmarinik asit miktar tayini igin stok ¢ozelti (1
mg/mL) hazirlanmustir. Stok ¢ozeltinin seyreltilmesi ile 0,5, 0,25, 0,1, 0,05, 0,03,
0,01, 0,005, 0,003, 0,001 ve 0,0005 mg/mL’lik konsantrasyonlarda diliisyonlar

hazirlanmis, belirlenen metotla YPSK sisteminde analiz edilmistir.
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2.2.3. Miktar Tayini Yontemleri

2.2.3.1. Rozmarinik Asit Miktar Tayini

Tiirkiye’de yetisen Eryngium campestre bitkisinin toprak tstii kismindan

hareketle % 70 etanollii ekstre hazirlanmustir.

Elde edilen ekstrede kafeik asit tiirevlerinden rozmarinik asit miktar tayini
Yiiksek Performansli Sivi Kromatografisi YPSK ile gergeklestirilmistir. Analizde
ters faz (C18) YPSK kolonu kullanilmistir. Mobil faz olarak % 0,2 o-fosforik asit ve

metanol karigiminin gradient eliisyon seklinde uygulanmustir.

Yukarida bahsedilen yontemler Conea ve ark. (2016), Aslan Erdem ve ark.
(2016), Vaseghi ve ark. (2019) yaptiklari analizler {izerinden veya yontemler

modifiye edilerek uygulanmistir.

Aktivite c¢alismalart kondrosit hiicre hatti (Human chondrocytes (HC))
tizerinde, Avcioglu ve ark. (2020) ve Kozaci ve ark. (2019) yaptiklar1 ¢aligmalarda

uygulanan yontemler modifiye edilerek gergeklestirilmistir.

Standart olarak secilen rozmarinik asitin miktar tayini i¢in 1mg/1mL stok
cozeltisi elde edilmistir Stok ¢ozeltiden seyreltilerek 0,5, 0,25, 0,1, 0,05, 0,03, 0,01,
0,005, 0,003, 0,001 ve 0,0005 mg/mL’lik konsantrasyonlarda ¢ozeltiler hazirlanmas,

belirlenen uygun metotla YPSK sisteminde analiz edilmistir.
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2.2.4. In vitro sitotoksisite Testleri

2.2.4.1. Hiicre Kiiltira

Calisma, insan kondrosit (HC) hiicreleri kullanilarak gergeklestirilmistir.
Hiicreler, kiiltiir ortaminda steril L-Glutamin (4,0 mM), yiiksek glukoz (4,5 g/L), %1
penisilin/streptomisin ve %10 FBS tasiyan DMEM (MULTICELL, Cat:319-015-CL)
besiyeri kullanilarak ¢ogaltilmistir. Dondurulmus halde saklanan hiicreler, hazirlanan
besiyeri vasatlar1 icerisine ekilmis, %95 nem ve %5 CO, iceren 37 °C inkiibatorde
%80-90 konfluense ulasana kadar cogalmaya birakilmistir. Kiiltiire edilip ¢ogaltilan
hiicreler, Tlzerlerindeki besiyerinden kurtarilmig, PBS (fosfat tamponlu salin)
kullanilarak 1 defa yikanmustir; tizerine tripsin-EDTA (Capricorn, Trypsin-EDTA
%0,05 in DPBS, Cat No: TRY-1B) damla damla eklenmis, 3 dk 37°C’de bekletilerek
kiiltiire edildigi kabin tabanimna tutunmus hiicrelerin yiizeyden kalkmasi saglanmistir.
Sonraki asamada besiyeri hiicre ve tripsin karisimi lizerine eklenmistir ve bdylece
tripsinin inhibisyonu saglanmistir. Hiicreler steril bir falkona aktarilip 25 °C’de,
1500 rpm’de 5 dk santrifiijlenerek hiicre pelleti elde edilmistir. Siipernatant atildiktan
sonra pellet 1 mL taze besiyeri karisimi ilave ile reslispanse edilmistir. Resiispanse
edilen kondrosit hiicreleri, 1:1 oraninda tripan mavisi (Sigma-Aldrich) ile iyice
karistirtlmis, Thoma lami ile mikroskop altinda sayilarak, 1 mL besiyeri iginde
bulunan hiicre sayisi hesaplanmistir. Her ¢alisma kuyucugunda 5x10° hiicre olacak

sekilde ekim yapilmistir.

2.2.4.2. Hiicre toksisite testi (LDH)

Toksisite degerlendirmesi, laktat dehidrogenaz (LDH) enziminin aktivitesinin
Olglimiine dayanan yontem kullanilarak gergeklestirilmistir. LDH, sitoplazmada
¢oziinebilir bir enzimdir ve birgok Okaryotik hiicrede bulunur. Hiicre membraninda
bir hasar meydana gelmesi ile olusan hiicre 6liimiinden sonra, hiicre kiiltiirii ortamina
salmir. LDH aktivitesinin 6l¢iimii laktatin piriivata doniislimiinii katalizyen LDH

enziminin yardimiyla nikotinamid adenin diniikleotit (NAD)’in (okside), nikotinamid
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adenin diniikleotide (NADH) rediiklenmesi ve 2 NADH molekiiliiniin diaforaz
enzimini katalizledigi reaksiyonda hidrojenlerini tetrazolyum tuzuna aktararak
formazon tuzuna indirgenmesi ile prensibine dayanarak gergeklesir. Bu reaksiyon
sonucu meydana gelen renk degisiminin yogunlugu LDH aktivitesi ve lizise ugramis

ya da membrani hasarli hiicre miktari ile dogru orantilidir.

E. campestre ekstresinin farkli dozlarinin (0,1, 0,5, 10, 20 ve 30 pg/mL),
kondrosit hiicreleri iizerine toksik etkisini degerlendirmek igin 5x10 hiicre/kuyucuk
olacak sekilde 96 kuyucuklu plaklara ekilmistir. Hiicrelerin plaklara tutunmasi i¢in
24 saat 6n bekleme yapilmistir. Tutunmanin ardindan belirlenen dozlar uygulanmus,
24 saat inkiibasyona (%95 nem, %5 CO,, 37°C) birakilan hiicrelerin tedavi uygulama
stirelerinin sonlarinda {izerlerinde bulunan besiyerleri toplanmistir. Besiyerlerindeki
LDH aktivitesinin belirlenmesi i¢in Roche Cytotoxicity Detection Kit (Cat no:
11644793001)’1 kullanilmistir. Spektrofotometrede 492 nm’de elde edilen absorbans

verileri ile ekstrelerin toksisitesi degerlendirilmistir.

2.2.4.3. Hiicre proliferasyon testi (XTT)

Hiicre proliferasyon Kiti II (XTT), hiicresel proliferasyonun, canliligin ve
sitotoksisitenin radyoaktif olmayan lgiimiine yonelik kolorimetrik bir testtir. Test,
tetrazolyum tuzu XTT’nin bir elektron baglama reaktifi varliginda béliinmesine ve
¢ozilinebilir bir formazan tuzu iiretilmesine dayanmaktadir. Bu doniisiin yalnizca
canli hiicrelerde gerceklesmektedir. XTT c¢ozeltisi ile 2-20 saat inkiibe edilen
hiicrelerde olusan formazan boyasinin miktar1 spektrofotometre kullanilarak

belirlenir. Olgiilen absorbans dogrudan canli hiicrelerin saysi ile iliskilendirilir.

E. campestre ekstresinin farkli dozlarmin (0,1, 0,5, 10, 20 ve 30 pg/mL),
kondrosit hiicreleri lizerinde proliferasyon ve canliliga etkisini degerlendirmek i¢in
5x10° hiicre/kuyucuk olacak sekilde 96 kuyucuklu plaklara ekilmistir. Hiicrelerin
plaklara tutunmasi i¢in 6n bekleme 24 saat yapilmistir. Tutunmanin ardindan
belirlenen dozlar uygulandi ve 24 saat inkiibasyona (%95 nem, %5 CO,, 37 °C)
birakilan hiicrelerin tedavi uygulama siirelerinin sonlarinda hiicrelerin iizerine XTT

¢oOzeltisi eklendi. 2 saat %95 nem, %5 CO,, 37°C'lik ortamda 1siktan korunmali bir
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sekilde inkiibe edilen hiicreler XTT hiicre proliferasyon (Cat. No: 11465015001,
Roche) testi kullanilarak spektrofotometrik 6lgiimii 450 nm'de gergeklestirilmistir.
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3. BULGULAR

3.1. Bitkinin Toplanmasi

Sekil 3.1. Eryngium campestre tiiriiniin dogadaki goriiniimii

Eryngium campestre tirii 11.07.2017 tarihinde B3 Eskisehir mihaliggik-
yunusemre arasi yol kenarlarindan toplanan, herbaryum 6rnegi hazirlanarak Ankara

Eczacilik Fakiiltesi Herbaryumu’na AEF-27042 numarasi ile kaydedilmis.

3.2. Ekstraksiyon Bulgulari

Elde edilen ekstre liyofilize edilerek ve % verim Cizelge 3.1’de verilmistir.

Cizelge 3.1. Eryngium campestre bitkisinin kuru ekstresinin miktarlari1 ve % verimi.

Kuru Ekstre Miktar: )

Tiir Ad1 % Verim (g/g)
(gram)

Eryngium campestre 3,860 19,3
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3.3. Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi Yontem ve Analizlere Ait

Validasyon Bulgulan

3.3.1. Kalibrasyon Denkleminin ve Grafigi Olusturulmasi

Eryngium campestre’nin toprak istii kismindan hazirlanan %70 Etanol
ekstresinin rosmarinik asit miktarinin YPSK ile tayini i¢in hazirlanan stok ¢ozeltiden
10 degisik derisimin hazirlanarak, 3’er kez sisteme uygulanmistir. Kalibrasyon
denklemi, analitik sonuglarin hazirlanan ¢dzeltinin konsantrasyonuna gore grafiginin

cizilmesiyle olusturulmustur.

2

Rommarinik asic

2008

Hath

Sekil 3.2. E campestre’ye ait kromatogram.
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20 | *DADA, 30,514 (50,8 mAU, - ) Ret=20.504 & 31.201 o1
mAY

Sekil 3.3. 0,03 mg/mL’lik konsantrasyonda rozmarinik asit YPSK kromatogramiu.

Diliisyonlardaki rozmarinik asit piklerine ait alanlar kaydedilmistir. Analiz
sonucunda saptanan egri alt1 alan verileri ilgili konsantrasyonlarinaa karsi regresyon
analizi Microsoft Excel ile yapilmis ve kalibrasyon denklemi elde edilmistir (Sekil
3.4).

Rozmarinik Asit

14000 -
12000 -

10000 -

8000 -
y = 24575x - 60,132

6000 R?=0,9993

ik Alani

4000

2000

0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6
Konsantrasyon (mg/mL)

-2000

Sekil 3.4. Rozmarinik asite ait kalibrasyon denklemi ve grafigi.
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3.3.2. Analitik Validasyon Parametreleri

Uygulanan YPSK metodunun gecerliligini ortaya koymak maksadiyla
asagida verilen parametreler hesaplanmistir (ICH Q2(R1), 2015).

3.3.2.1. Sistem Uygunluk Testleri

Sistem yeterlilik testi, YPSK cihazinin yeteneklerini ve kabul edilebilir kalitede
veri elde etmek icin uygulanan yontemi degerlendirmek amaciyla dogrulama
siirecinin erken veya sonraki asamasinda gercgeklestirilebilir (Shabir, 2003).
Kullanilan cihazin ¢esitli bilesenleri, nitelikli olmali ve analizi yiiriitmek i¢in gereken
basarimi elde etme yetenegine sahip olmalidir. Sistem uygunluk testleri, yontemin
ayrilmaz bir parcasini temsil eder ve kromatografik sistemin basariminin yeterli

oldugunu kesinlestirmek i¢in kullanilir (Tiirk Farmakope Dergisi, 2017).

Bu amagla hesaplanan parametreler: kuyruklanma faktorii (T), enjeksiyon
kesinligi (% bagil standart sapma (BSS)), aymrim giicii (Resolution, R;), kapasite
faktorii (k) ve teorik plaka sayisi (N).

Analiz edilen madde kolonda iyi tutunmasi ve yavas ilerlemesi, kapasite
faktorlinlin yiiksek oldugu durumlarda gerceklesmektedir. Ancak kapasite faktorii
cok biiyiik olursa analiz siiresi uzamaktadir. Kapasite faktorii ¢ok diisiik oldugu
zaman, madde ¢oziicii pikinden ayrilamamaktadir. ideal kapasite faktorii 2° den
biiyiikk olmasi uygun gorilmistir (ICH Q2(R1), 2015). Kromatogramdaki her bir
pikin kapasite faktorii ayridir. Kromatogramda, analizi gerceklestirilen maddenin

alikonma zaman (tg) ve ilk pikin (to) alikonma zamani kullanilarak hesaplanabilir.
k" = (tr — to) / to kapasite faktoriinii bu denklem ile hesaplanir.
Seciciligi, hareketli ve sabit fazin Ozellikleri etkilemektedir. Segigilik (a)

degerinin 1’den biiyiik olmasi uygundur. (ICH Q2(R1), 2015).
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Bir 6rmegin en az 3 (n > 3) enjeksiyonu ile elde edilen sonuglarin tekrar
edilebilirligi  enjeksiyon kesinligini gosterir. Sonuglarm  %BSS degeri ile

degerlendirilir.

Ayirma faktorii (rezoliisyon), art arda eliie edilen iki analiti ayirma yeteneginin
kantitatif bir 6l¢limiinii gosteren parametredir. Kromatografik sistemlerde sonuglarin
giivenilirligi i¢in iyi ayrilmis piklerin elde edilmesi 6n kosuldur. Ayirimin tam olarak
saglanmasi i¢in ayirma giicii (RS) en az 1,5 olmahdir. iki pik arasindaki zaman

farkinin pik genislikleri (w) ortalamasina boliinmesi ile hesaplanir.

Rs=(to-t1)/((W2+w1)/2) Ayirma faktorii (rezoliisyon), bu denklem ile hesaplanir.

Asimetri faktord, ilgili pikin sekil olarak ne kadar diizgin oldugunu
(asimetrisini) belirler. Pik asimetrisindeki yiikselis, rezolisyonun ve analiz
hassasiyetinin azalmasina neden olmaktadir. Kolon 6mrii azaldik¢a pik asimetrisi
artar. Hesaplanmasi igin As=B/A formiilii kullanilir. 1,0 degerindeki As simetriyi
belirtir. As>1,0 oldugunda, pik kuyruklanmistir. As<1,0 oldugunda, pik on

kuyruklanmigtir. Asimetri faktoriinii YPSK yazilimi otomatik hesaplamistir.

En Onemli parametre teorik tabaka sayisi olarak degerlendirilebilir. Ciinkii
teorik tabaka sayisi, analiz verimi ile dogrudan ilgilidir. Teorik tabaka sayisim
etkileyen parametreler; analiz edilen maddenin tiirii, kolon sicakligi, hareketli faz
akis hizi, tampon ¢ozeltinin tiirii ve kolon 6mriidiir. Kolon etkinligini gdsteren bir

parametredir.

N=16 x (tR/w) 2 teorik tabaka sayist bu denklem ile hesaplanir.

Sistem uygunluk testleri gergeklestirilmistir ve elde edilen sonuglar verilen

deger araliklari ile karsilastirma yoluyla degerlendirilmistir (Cizelge 3.2).
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Cizelge 3.2. Sistem uygunluk testleri sonuglari.

Parametre Sonug¢ Kabul kriteri
Kapasite faktorii (k) 10,305 >2
Enjeksiyon kesinligi 1,64 <2
Onceki pikten Seciciligi (o) 53,897 >1
Sonraki pikten Seciciligi (o) - >1
Onceki pikten ayirma faktorii (RS) 42,259 >2
Sonraki pikten ayirma faktorii - >2
(RS)

Kuyruklanma faktorii (T) 0,73 <2
Pik Asimetrisi <2
Teorik plaka sayis1 (N) 12025 >2000

*Art arda yapilan 5 enjeksiyon sonuglaridir.

3.3.2.2. Ozgiilliik

Yo6ntemin, analiz edilen bilesigin disinda kromatogramda bulunabilecek diger
maddeleri tespit edebilme yetenegi 6zgiilliik olarak ifade edilir (ICH Q2(R1), 2015).
Uygulanan YPSK yontemi i¢in farkli dalga boylarinda calisilarak yontemin

Ozgiilliiglinli dogrulamistir.

3.3.2.3. Calisma Arahgi ve Dogrusallik

Uygulanan yontemin, analizlerin gerceklestirildigi konsantrasyon araligindaki
konsantrasyonla orantili test sonuclar1 elde etme yetenegini ifade eder (ICH Q2(R1),
2015). Dogrusallik, analit konsantrasyonunun ya da igeriginin bir fonksiyonu olarak
sinyallerin grafiksel olarak gozlemlenmesiyle degerlendirilir. Egim (m), kesisim (n)

ve korelasyon katsayis1 (r) veya regresyon katsayisi (R2) dogrusalligi saglayan
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parametrelerdir. Korelasyon katsayist 0,999'a esit veya daha biiyiikse dogrusallik

saglanmis demektir.

Analitik numunenin sonuglarina gére kalibrasyon soliisyonunun alt limit ve
iist limit konsantrasyonlar1 belirlenerek hazirlandi ve analizlerin araliklar dahilinde
yapilmasi saglanmistir. Dogrusalligin belirlenmesi i¢in stok ¢ozeltiden 10 farklh
konsantrasyon hazirlanmig ve analitik sonuglarin  hazirlanan  ¢0zeltinin

konsantrasyonuna kars1 grafigi ¢izilerek bir kalibrasyon tablosu olusturulmustur.

3.3.2.4. Tayin Alt Stmir1 (TAS, LOQ) ve Teshis Simir1 (TS, LOD)

Bir numune iginde analizi yapilacak bilesenin (analit) teshis edilebilen, ancak
kabul edilebilir bir belirsizlikle miktar tayini yapilamayan en diisiik derisimi Teshis
Sinir1 (TS, LOD) olarak ifade edilir. Tayin Alt Sinir1 (TAS, LOQ) ise dogru bir
sekilde tayin edilebilen cevabi veren en kiigiik analit derigimini ifade eder (ICH
Q2(R1), 2015). LOD ve LOQ hesaplanmasinda kromatogramlardaki sinyal/glirtiltii
oranlar1 kullanilir. Sinyalin giirtiltiiye oraninin 3,3 oldugu derisim LOD ve 10 oldugu
derisim LOQ olarak kabul edilir ve asagida verilen denklem ile hesaplanir (ICH
Q2(R1), 2015). m kalibrasyon dogrusunun egimini, S ise standart sapmay1 ifade
etmektedir.

LOD = (3,3 x s)/mve LOQ = (10 x s)/m denklem ile hesaplanir.
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Cizelge 3.3. Gelistirilen YPSK yoOntemi ile rozmarinik asit tayini ic¢in validasyon
parametreleri ve kalibrasyon sonuglari.

Parametre Rozmarinik asit
Dogrusallik arahg (mg mL™) 0,0005-0,5

Egim 24575
Kesisim -60,132
Korelasyon katsayisi 0,9993
Determinasyon katsayisi 0,9993

Teshis simr1 (ug mL™) 0,000036

Tayin alt simr1 (ug mL™) 0,000109
Giin ici tekrar edilebilirlik(RSD %)* 0,5341
Giinler arasi tekrar edilebilirlik (RSD %0)* 0,4966

*Art arda yapilan 3 enjeksiyon sonuglaridir.

3.3.2.5. Dogruluk

Dogruluk analitik bir uygulamada, bilinen deger ile hesaplanan degerin
yakinhigmi ifade eder (ICH Q2(R1), 2015). Eryngium campestre’nin etanol
ekstresinden hazirlanan 10 mg/1,5mL’lik ¢ozelti 3 kez analiz edilmistir. Kalibrasyon
denklemi kullanilarak ekstre igerisinde bulunan rozmarinik asitin ortalama miktari
hesaplandiktan sonra (0,0879 mg/mL), rozmarinik asitin hazirlanan 0,03 mg/mL
konsantrasyonu eklenerek geri kazanim degerleri hesaplanmistir. %50 ve 200
oraninda madde ilavesi yapilarak ve her seviyede en az 3’er Ol¢lim yapilmustir.
Sonuglar % geri kazanim olarak ifade edilmistir ve % bagil hata (% Bias) ile beraber

raporlanmaistir.
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Sekil 3.5. E. campestre’ye ait YPSK kromatogramu.

mAll |
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18

Sekil 3.6. E. campestre’ye %200 oraninda madde ilavesi sonrasi ait YPSK

kromatogrami.

51



Cizelge 3.4. Gelistirilen YPSK yontemi ile rozmarinik asit tayini i¢in geri kazanim
calismasindan elde edilen sonuglar.

Parametre Dogruluk
Eklenen (mg mL™) 0,017
Bulunan (mg mL™) 0,094
%50 Geri kazanim (%) 89,734
Geri kazanmima ait 1,6038
BSS (%) *
Bias (%) 10,27
Eklenen (mg mL™) 0,067
Bulunan (mg mL™) 0,136
%200 Geri kazanim (%) 88,274
Geri kazanima ait 0,206
BSS (%) *
Bias (%) 11,730

*Art arda yapilan 5 enjeksiyon sonuglaridir.

3.3.2.6. Kesinlik

Olgiim sonuclarinin tekrarlanabilirligini gostermektedir (ICH Q2(R1), 2015).
Yontemlerin kesinligi i¢in, giin i¢i ve gilinler arasi tekrar edilebilirlik ¢alismalari
yapilmistir. Giin i¢i ¢alismalarda, 0,03 mg/mL seviyesinde ¢ozelti hazirlanmis ve
bu ¢ozeltiler ayni giin icinde analiz edilmistir. Once giin igi tekrarlanabilirlik

Olgtimleri yapilmstir (Cizelge 3.5).

Cizelge 3.5. Rozmarinik asit standart ¢ozeltisi giin i¢i kesinlik parametresi sonuglari.

Enjeksiyon Sayisi 0,03 mg/mL'deki alan
1 679,9
2 679,2
3 680,9
Ortalama 680,3
SS 0,854
%BSS 0,126
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Glinler arast caligmalar, giin i¢i calismalarin ayni sartlarla farkli gilinde
tekrarlanmasi ile yapilmistir. Kesinlik sonuglar1 Bagil Standart Sapma (BSS)
degerlerinin hesaplanmasi ile degerlendirilmistir. Yontemin dogrulugu daha sonra

ortalama (giin arasi) hassas 6l¢iimler yapilarak kontrol edilmistir (Cizelge 3.6).

Cizelge 3.6. Rozmarinik asit standart ¢ozeltisi giinler aras1 kesinlik parametresi sonuglari.

Enjeksiyon Sayisi 0,03 mg/mL 'deki alan
1 669,2

2 668,3

3 663,1

Ortalama 666,87

SS 3,92

%BSS 0,494

3.3.2.7. Saglamhk

Saglamlik c¢aligmalarinda optimum deney kosullarindaki gelistirilen bir
kromatografik yontemin, analiz parametrelerindeki kiiciik degisikliklerin cevap
tizerindeki etkileri incelenmistir. Bu parametreler organik ¢6ziicii yiizdesi, pH, iyonik
gii¢, dalga boyu, akis hiz1 ve kolon sicakligi gibi etkenlerdir. %109,12-95,64 arasinda

degisim ile saglamlik elde edilmistir.
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Cizelge 3.7. Rozmarinik asit standart ¢ozeltisi YPSK analizi igin saglamlik parametresi

sonuclari.

Dalga Boyu Degisikligi 323 nm 325 nm ::lzr;
Alan Ort 684,18 695,13 696,44

Fark (%) -1,57 - 0,19
Kolon Sicakhg Degisikligi 24,9°C 25°C 25,1°C
Alan Ort 686,9 666,87 691,26

Fark (%) 3,003 - 3,65

Akis Hiz1 Degisikligi 0,55 mL / dk 0,6 mL / dk 0,65
mL/k
Alan Ort 727,691 666,87 637,77

Fark (%) 9,12 - -4,36
Enjeksiyon Hacmi Degisikligi 9,9 uL 10 pL 1:]'41
Alan Ort 684,839 666,87 686,37

Fark (%) 2,69 - 2,92

3.3.3. Eryngium campestre’nin etanol ekstresinden YPSK ile rozmarinik asit

miktar tayini

E. campestre bitkisinin toprak fisti kisimlarinda YPSK yontemi ile

hesaplanan rosmarinik asit miktar1 %0,0879 mg/mL olarak hesaplanmistir.

Ekstrede maddeye ait pik alanlar1 kalibrasyon denklemlerinde yerine

konularak ekstredeki maddelerin miktar1 hesaplandi.

Dogru denklemleri, R? degerleri, % miktar, LOQ ve LOD degerleri Cizelge

3.8’de verilmistir.
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Cizelge 3.8. E. campestre bitkisinde YPSK ile 6l¢iilen rozmarinik asit miktari.

Regresyon Denklemi y = 24575.x- 60,132
Determinasyon Katsayis1 (R”) 0,9993

Cahsma Arahg (mg/mL) 0,0005-0,5 mg/mL
E. campestre etanol ekstresi rozmarinik asit | %1,7

miktar: (%a/a)

Teshis limiti (LOD) 0,000036

Tayin alt limiti (LOQ) 0,000109

3.4. In vitro sitotoksisite Testleri

3.4.1. Hiicre toksisite testi (LDH) sonug¢lar:

LDH testi sonuglari tablo ve grafik olarak verilmistir (Cizelge 3.9; Sekil 3.7).

Tablolar incelendiginde ekstrenin doza bagli toksisite gosterdigi saptanmistir.

Kullanilan dozlar bu hiicreler i¢in yiiksek bulunmus olup, en diisiik konsantrasyonda

bile (0,1 ng/mL) kontrole gére LDH miktarini artirmistir.

Cizelge 3.9. Hiicre toksisite testi (LDH) farkli konsantrasyondaki sonuglari.

Uygulanan
) Kontrole gore % artis =+ Ortalamanin
Eryngium campestre %70
SS (LDH) standart hatas1 (SEM)

etanol ekstre miktari

kontrol 100 3,5829

0,1 pg 115,3321 £ 0,0199 2,1207

0,5 ug 119,5645 + 0,0051 0,5436

10 ug 128,5402 + 0,0103 1,0946

20 pg 129,7633 + 0,0110 1,1692

30 ug 132,957 + 0,0046 0,4903

SS: Standart Sapma ; SEM: Standard error of mean
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Sekil 3.7. Hiicre toksisite testi (LDH) farkli konsantrasyondaki sonuglart.

3.4.2. Hiicre proliferasyon testi (XTT) sonuglari

30 ug

XTT testi sonuglart tablo ve grafik olarak verilmistir (Cizelge 3.10; Sekil

3.8).

Cizelge 3.10. Hiicre proliferasyon testi (XTT) farkli konsantrasyondaki sonuglart.

Uygulanan Eryngium
campestre %70 etanol ekstre

Kontrole gore % + SS (XTT)

Ortalamanin standart hatasi

miktart (SEM)
kontrol 100 1,4877
0,1 ug 97,38408 + 0,0034 0,2066
0,5 nug 94,89686 + 0,0059 0,3531
10 pg 87,46161 + 0,0064 0,3883
20 ug 84,16706 = 0,0038 0,2276
30 ug 82,7373 £ 0,0131 0,7921

SS: Standart Sapma ; SEM: Standard error of mean
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Sekil 3.8. Hiicre proliferasyon testi (XTT) kullanilarak farkli konsantrasyondaki sonuglari.

E. campestre ekstresi, hiicre proliferasyonunu doz bagiml olarak azaltmistir.

Cok diisiik konsantrasyonlarda bile etki goriilmiistiir.
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4. TARTISMA

E. campestre L. bitkisi Anadolu’da ve diinyada ¢ok genis yayilis gosteren,
geleneksel olarak ates diistirticti, terletici, 6ksiiriik yatistirict ve akrep sokmalarina
kars1 kullanilan bir bitkidir. Bu geleneksel kullanimlara dayanarak yapilan cesitli
biyolojik aktivite ¢alismalarinda (antiinflamatuar aktivite, analjezik etki, antioksidan

etki, vb.) halk arasinda kullanimin1 dogrular nitelikte sonuglar bulunmustur.

Eryngium cinsi tizerinde yapilan fitokimyasal arastirmalar triterpenik
saponinler, fenolik asitler, flavonoitler, ugucu yag, kumarin tiirevleri tagidiklarini

gostermektedir.

Calismamizda Tiirkiye’de yetisen Eryngium campestre bitkisinin toprak iistii
kisimlar {lizerinde rozmarinik asit miktar tayini gerceklestirilmesi, yine toprak istii

kismindan kondrosit hiicreleri lizerine etkisinin arastirilmasi amag¢lanmistir.

E. campestre L. yapraklarimin sulu ekstresi kullanilarak hazirlanan
nanopartikiillerin incelendigi bir ¢alismada, 5 g bitki materyalinden hazirlanan total
ekstrede 13,5 mg rozmarinik asit saptanmigtir (Vaseghi ve ark., 2019). Kikowska ve
ark. (2016), E. campestre L. bazal yapraklarinin %70’lik etanollii ekstresinde 4,229
mg/g rozmarinik asit saptamistir. Le Claire ve arkadaslarinin (2005), aralarinda E.
campestre’nin toprak alt1 kistmlarinin da yer aldigi, ¢alismasinda rozmarinik asit ve
glikoziti olan R-(+)-3'-O-p-D-glukopiranozil rozmarinik asitin miktar tayini
gerceklestirilmis, toprak alti kisimlarinda 0,6 mg/g rozmarinik asit tasidig

saptanmistir.

Calismamizda E. campestre L. bitkisinin toprak {istli kistmlarindan hazirlanan
%70’1ik etanollii ekstrede rozmarinik asit %1,7 olarak bulunmustur. Bulunan miktar
onceki calismalarla karsilastirildiginda daha disiik degerdedir. Bitki materyalinin

fitokimyasal icerigi 151k, sicaklik, kuraklik, hasat zamani, vb. kosullara bagl olarak
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degisiklik gosterebilmektedir (Li ve ark., 2020; Ncube ve ark., 2012). Onceki
calismalarla aradaki fark bahsedilen kosullara bagli olarak ortaya ¢ikmis olabilir.

Eryngium tiirlerinin kondrositler tizerine etkisinin arastirildigi bir ¢alismaya
literatiirde rastlanmamis olup, Portekiz’de, Eryngium duriaei subsp. juresianum
bitkisinden elde edilen ugucu yagin kondrositler iizerine etkisinin arastirildigi
goriilmiistiir. Sonug olarak, E. duriaei subsp. juresianum ugucu yagmin hem IL-1 ile
indiiklenen NF-kB hem de MAPK aktivasyonunu azalttigi, bununla beraber NF-kB
ve JNK inhibisyonuna karsi daha etkili oldugu ortaya konmustur. Birlikte ele
alindiginda, elde edilen sonuglar antienflamatuvar ve antkatabolik 6zellikler ve
dolayisiyla potansiyel hastalik modifiye edici anti-osteoartritik aktivite sunabilecek
bilesikler i¢erdigi sonucuna varilmistir. E. duriaei subsp. juresianum ugucu yaginin
genis bir konsantrasyon aralifinda bagirsak hiicrelerinde iNOS ekspresyonunu
onemli 6l¢iide engelleyemedigi, ancak ¢ok daha diisiik konsantrasyonlarda bile insan

kondrositlerinde etkili oldu ortaya ¢ikmistir (Rufino ve ark., 2015).

Gergeklestirilen tez ¢alismasinda Eryngium campestre toprak isti
kisimlarinin %70 etanollii ekstresi kullanilirken yukarida bahsedilen ¢alismada farkl
bir tiir lizerinde ¢alismanin gerceklestirilmis, ayrica ekstre degil, bitkiden elde edilen
ucucu yagin aktivitesinin incelendigi goriilmektedir. Aktivite ¢alismalar1 6ngalisma
niteliginde olup sonraki ¢alismalar igin yol gosterici sonuglar elde edilmistir. Bitkinin
kondrositler iizerine yapilacak ileri caligmalarinda daha diisiik konsantrasyonlar

kullanilarak deneylerin tasarlanmasi sonucuna varilmistir.
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5. SONUC VE ONERILER

Literatiir verileri Eryngium cinsinin potansiyel terapotik Oneme sahip
oldugunu gostermistir. Eryngium tiirlerinin fitokimyasal incelemeleri, triterpenoid
saponinler, fenolik asitler, flavonoitler, kumarinler, ugucu yag, poliasetilenler,

fitosteroller ve ekdisteroidler gibi ikincil metabolitlerin varligini gostermistir.

Cesitli Eryngium tiirlerinin Orta Cag'da tanimlanan bazi 6zellikleri modern
arastirmalarda dogrulanmistir, 6rnegin antimikrobiyal, antiinflamatuar, antiamoebik

ve noroprotektif aktiviteleri teyit edilmistir (Kikowska ve ark., 2020).

Eryngium campestre iizerindeki biyolojik, fitokimyasal ve toksikolojik
arastirmalar hala siirlidir ve daha fazla ¢alisma yapilmasi gereklidir. Bitkinin
potansiyel tibbi kullanimlar1 ve saglik yararlar1 hakkinda daha kapsamli ve gilivenilir
bilgiler i¢in ileri diizeyde arastirmalarin devam etmesi 6nemlidir. Gergeklestirdigimiz

calismanin daha sonraki arastirmalar i¢in yol gosterici olacagi ongdriilmektedir.
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OZET

Eryngium campestre L. Bitkisinin Toprak Ustii Kisimlar1 Uzerinde
Farmakognozik Arastirmalar

Bitkiler ve bitkilerden hazirlanan ekstreler cesitli hastaliklarin tedavisinde ¢ok eski
zamanlardan beri kullanilmaktadir. Apiaceae familyasindan olan Eryngium cinsi diinyada
317 takson iilkemizde ise 26 takson ile temsil edilmektedir. Eryngium campestre L. bitkisi,
Tiirkiye’de boga dikeni, deveci dikeni, deve elmasi, géz dikeni, tengel dikeni gibi isimlerle
bilinmektedir. Bitkinin kurutulmus yapraklari, c¢igekleri ve kokleri tibbi amaglarla
kullanilmaktadir. Eryngium campestre’nin toprak istii kisimlar1 fenolik asitler, triterpenik
saponinler, kumarinler, ucucu yag, flavonoit ve asetilenleri tasimaktadir. Flavonoitlerden
izoramnetin glikozitleri, mirsetin glikozitleri, kersetin glikozitleri (rutin), kemferol
glikozitleri; fenolik asitlerden klorojenik asit, p-kumarik asit, kafeik asit, rozmarinik asit ve
ferulik asit tagidig1 yapilan ¢aligmalarla kanitlanmgtir.

Calismanin amaci Tiirkiye’de yetisen Eryngium campestre bitkisinin toprak tistii
kismindan Yiiksek Performansli Sivi Kromatografisi (YPSK) ile rozmarinik asit miktar
tayini analizini gerceklestirerek bitki ekstresinin kondrosit hiicreleri tizerine etkisini in vitro
XTT ve LDH testleri ile arastirmaktir.

Eryngium campestre’nin toprak tistii kisimlarinda %21,7 a/a rozmarinik asit
bulunmustur. Kondrosit hiicrelerinin canliligini azaltmis ve LDH testi sonucuna gore
calistlan konsantrasyonlarda toksik etki gosterdigi belirlenmistir. Ileri calismalarin
planlanmasinda daha diisiik doz uygulamalari ile devam edilebilecegi sonucuna varilmustir.
Gergeklestirilen ¢aligmanin daha sonraki arastirmalar i¢in yol gdOsterici olacagi
ongoriillmektedir.

Anahtar Sozciikler: Apiaceae, bogadikeni, Eryngium campestre , kondrosit, rozmarinik asit
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SUMMARY

Pharmacognostic Investigations on Aerial Parts of Eryngium campestre L.

Plants and extracts prepared from plants have been used since ancient times in the
treatment ofvarious diseases. The genus Eryngium, belonging to the Apiaceae family, is
represented with 317 taxa in the world, of which 26 taxa in our country. Eryngium campestre
L. is known as boga dikeni, deveci dikeni, deve elmasi, géz dikeni, tengel dikeni in Tiirkiye.
The flowers, dried leaves and roots of the plant are used for medicinal purposes. The aerial
parts of Eryngium campestre is known to contain phenolic acids, essential oil, flavonoits,
acetylenes, saponins and coumarins. Quercetin glycosides (rutin), isorhamnetin glycosides,
myrcetin glycosides, kaempferol glycosides from flavonoits; studies have shown that it
contains p-coumaric acid, chlorogenic acid, caffeic acid, rosmarinic acid and ferulic acid
among phenolic acids.

The aim of the study is to analyze the rozmarinic acid amount determination by High
Performance Liquid Chromatography (HPLC) from the above-ground part of Eryngium
campestre growing in Turkey and to investigate the effect of the plant extract on chondrocyte
cells by in vitro XTT and LDH assays.

In the above-ground parts of Eryngium campestre, 1.7% a/a rosmarinic acid was
found. It decreased the viability of chondrocyte cells and according to the results of LDH
test, it was determined that it showed toxic effect at the concentrations studied. It was
concluded that lower dose applications can be continued in the planning of further studies. It
is predicted that the study will be a guide for further research.

Keywords: Apiaceae, chondrosyte, Eryngium campestre, eryngo, rosmarinic acid
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