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OZET

Eryngium campestre Ekstresinin Deri Kanseri Uzerine Etkilerinin

Arastirilmasi

Apoptozisin kanserin gelisimi ve tedavisindeki Onemi biiyliktiir. Calismamizin
materyali olarak segilen Eryngium campestre bitkisinden elde edilen bilesikler ile yapilmis
az sayida ¢alisma mevcut olmakla beraber, bu ¢aligsmalar bitkinin baz1 kanser tiirleri iizerinde
aktif olabilecegini gostermistir. Bu bilgilerden hareketle Eryngium campestre ekstresiyle
muamele edilen cilt kanseri hiicrelerinde kaspaz-3, Bax, Bcl-2, weel, grp78, GADD153, ve
AIF protein diizeyleri ve aktivitelerini incelemeyi amagladik. Hiicre kiiltiirtiniin kullanildig:
calismada ELISA yontemi ile kaspaz-3, Bax, Bcl-2, weel, GADD153, AIF ve grp78 protein
diizeyleri ve aktiviteleri incelendi. Caligmamizda veriler %95 giivenle SPSS 21 versiyon
kullanilarak analiz edildi. Grup kiyaslamalar1 i¢in Mann Whitney U testi kullanildi. Caligma
sonunda weel, Bax, kaspaz-3, GADD153 ve AIF, grp78 protein diizeyleri ve aktiviteleri
degerlendirildiginde kontrole kiyasla anlamli sekilde arttig1 ve Bel-2 degerlerinin azaldigi
tespit edildi (p<0,01). Sonug olarak; Eryngium campestre bitkisinden elde edilen bilesikler
ile kanser tedavisinde kullanilma potansiyeli olabilecek yeni ilaglarin gelistirilebilecegi, bu

amagcla in-vivo ve faz ¢alismalarinin yapilmasi gerektigi kanaatine varildi.

Anahtar Kelimeler: Eryngium campestre, melanom, Kaspaz-3, Bax, Bcl-2, Weel,

grp78, GADDI153 (CHOP), ATF.
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ABSTRACT

Investigation of Eryngium campestre Extract's Effects on Skin Cancer

Apoptosis is of great importance in the development and treatment of cancer. Few
studies have been made with compounds from the Eryngium campestre plant which selected
as the material of our study, these studies have shown that the plant may be active on some
types of cancer. Based on this information, we aimed to examine caspase-3, Bax, Bcl-2,
weel, grp78, GADD153, and AIF protein levels and activities in skin cancer cells treated
with Eryngium campestre extract. In the study, cell culture was used and caspase-3, Bax,
Bcl-2, wee 1, GADDI153, AIF and grp78 protein levels and activities were examined by
ELISA method. In our study, data were analyzed using SPSS 21 version with 95%
confidence. Mann Whitney U test was used for group comparisons. At the end of the study,
wee 1, Bax, caspase-3, GADDI153, AIF and grp78 protein levels and activities were
evaluated and found to be significantly increased compared to control. Bel-2 values were
found to decrease (p<0,01). As a result; It was concluded that the compounds obtained from
Eryngium campestre plant and new drugs that could potentially be used in cancer treatment

could be developed and in-vivo and phase studies should be conducted for this purpose.

Keywords: Eryngium campestre, melanoma, caspase-3, Bax, Bcl-2, weel, grp78,

GADDI153 (CHOP), and AIF.



1.GIRIS

Deri, viicutta malign neoplazmlarin en sik goriildiigii yerdir (D’Orazio ve ark., 2013;
Rogers ve ark. 2010). Aym1 zamanda, diinyada cilt kanseri goriilme siklig1 giin gectikce
artmaktadir (Erdmann ve ark., 2013; Rogers ve ark., 2015). Cilt kanseri tiirleri ve goriilme
sikliklar1 ele alindiginda; sirasiyla en yaygin goriilen tiirleri bazal hiicreli karsinom (BHK)
ve skuamdz hiicreli karsinomdur (SHK). Sik goriilmeleri nedeniyle viicutta en fazla sekil
bozuklugu, islev kayb1 ve maliyet olusturan tiirler bunlardir. Malign melanom (MM) ise
diger cilt kanseri tiirlerine gére daha az siklikta gériilmesine ragmen en 6liimciil cilt kanseri
tipidir (Stang ve ark., 2007; Rubio-Casadevall ve ark., 2016). Amerikan Kanser Birligi
(American Cancer Society)’nin beklenti raporuna gore 2019 yilinda Amerika Birlesik
Devletleri sinirlari igerisinde yaklasik 96480 yeni invaziv melanom tanisi konulmasi ve 7230
kisinin hayatin1 kaybetmesi beklenmektedir. Avrupa ve ABD'den gelen son epidemiyolojik
veriler, son birkag¢ on yilda melanom insidansinda endise verici bir artisa isaret etmektedir.
2011'den once, ilerlemis melanom tedavisi, kiigiik bir hasta alt grubunda smirli fayda
saglamaktayd1 ve dakarbazin ve interlokin-2 ile simirliydi. Daha sonralar1 apoptozis
mekanizmalarinin ve yolaklarinin kesfedilmesiyle beraber bazi kanserler dahil birgok
hastaligin tedavisinde kullanilabilecek yeni stratejiler ortaya atilmaya baslandi. Bu baglamda
Eryngium campestre bitkisi ile yapilan bazi ¢alismalarda bitki ekstrelerinin kolon kanseri
hiicreleri lizerinde zayif da olsa sitotoksik etkisi oldugu ortaya konmustur (Kartal, M., 2006).
Bagka bir calismada Eryngium planum bitkisinin etanollii ekstraktlarinin ¢esitli I6semi hiicre
hatlar1 iizerine apoptotik etkisi incelenmis ve C-8166 ve J-45 losemi hiicre hatlarinda
apoptotik etkiyi onemli dlgiide tesvik ettigi goriilmiistiir (Bogucka-Kocka ve ark., 2008).
Tim bu bilgilerden hareketle tilkemizin ¢esitli bolgelerinde kendiliginden yetisen ve sik¢a
goriilen Eryngium campestre tiirliniin yaprak ekstresinin cilt kanseri hiicrelerinde apoptotik
yolaklar tizerine etkisi merak uyandirmaktadir. Bu nedenle ¢alismamizda Eryngium

campestre bitki ekstresinin deri kanseri lizerine etkilerini aragtirmay1 amacladik.



2. GENEL BILGILER

Eryngium tiirleri Apiaceae familyasinda yer alan bitkilerdir. Tek yillik veya ¢ok yillik
bitkilerden olusan Apiaceae familyasi bitkileri nadiren c¢alimsi yapida da karsimiza
cikmaktadir. Yapraklar1 art arda dizilmis, zaman zaman karsilikli veya sarmal seklinde
goriiliir; genellikle stipulasi olmayan, basitten ¢ok pargaliya dogru degisik birgok sekilde
olabilir. Cigek durumu ¢ogunlukla bilesik semsiye tipindedir; nadiren de olsa basit semsiye,
bas¢ik veya kimoz seklinde karsimiza ¢ikar. Her zaman olmamakla beraber brahte ve
brahteoller goriilebilir. Cigekler alt durumludur; ¢ift cinsiyetli (hermafrodit) veya monoik
olmakla beraber nadiren dioik sekilde de goriiliir. Canak yapraklar1 genellikle diizensizdir,
yoktur veya kiigiiktiir. Tag yapraklar 5 tanedir, genellikle uglar igeriye dogru kivirilmis
sekilde ikiye catallanmistir; hepsi esit 6l¢iidedir veya dis petaller igtekilere nazaran biiytiktiir.
Tac yapraklar beyaz, sar1, pembe, sartya ¢alan yesil, mora ¢alan mavi renklerde olabilir. Bes
tane stamenleri bulunur. Karpel (1-)2; tohum taslagi her lokulusta 1 adet olmak tizere sarkik
sekilde, 2 adet boyuncuk bulunur ve genellikle tabanlar1 genislemis sekildedirler. Meyveleri
kurudur ve olgunlasinca agilmayan sekilde silindirik veya birbirinden ayrik durumda
sizokarp formda tiiylii veya tiiysiiz, dikenli ve pullu goriiliir. Merikarplar genellikle karpofor
ile birbirine baglanmis sekildedir ve her bir merikarpin sirt bolgesinde bes adet kosta (¢ikint1)
bulunur; bu ¢ikintilar zaman zaman kanatli veya ibigimsi sekildedir ve valekulumlar (girinti)
ile birbirinden ayrilmistir. Merikarplarda ¢ogunlukla vittae (re¢ine kanallar1) isimli bir yap1

goriiliir (Herrnstadt ve Heyn, 1972).

Apiaceae familyasina ait bitkilerin yiyecek, baharat olarak ve eczacilik, kozmetik ve
tarim alanlarinda kullamildig1 goériilmektedir. Eryngium ismi eski Yunancadan Latinceye
gecen ve kusturmak anlamini tagiyan “eruggarein” sozcliglinden gelmekle beraber Eryngium
cinsi diinyada genis yayilim gostermektedir ve 250 kadar tiirii bulunmaktadir (Worz, 2004,
Erdem Aslan, S., 2009). Eryngium cinsinin Tiirkiyede 10 tanesi endemik olmak tizere 23
adet tlirii bulunur (Cizelge 2.1). Eryngium cinsine ait tiirler Tiirk halk tibbinda genel olarak
“Boga dikeni” adiyla bilinir fakat Anadolu’nun farkli yerlerinde esek dikeni, hdlemez, seker
dikeni (Balikesir), deve elmasi, tiisii (Van), yilan dikeni (Mersin bolgesi) gibi birgok ¢esitli
isimleri oldugu goriliir. Eryngium campestre, beyazimsi yesil, cok dikenli ve kalin sapli, 30

ila 60 cm uzunlugunda c¢ok yillik bir bitkidir. 5 ila 20 cm uzunlugunda degisen biiyiikliikte



deriye benzer yapraklar1 vardir ve genellikle yaz kis yesil renktedir. Haziran ile eyliil aylar
arasinda ¢icek acan bitkinin ¢igekleri kiire seklinde veya ovalimsi olarak karsimiza ¢ikar ve

genellikle beyazdir (Medbouhi ve ark., 2019).

Cizelge 2.1. Tiirkiyede yetisen Eryngium tiirleri (Erdem Aslan, S., 2009)

Endemik olmavyanlar Endemik olanlar

Eryngium maritimum L. Eryngium ilex Davis.

Eryngium giganteum Bieb. Eryngium thorifolium Boiss.

Eryngium falcatum Delar. Eryngium bornmuelleri Nab.

Eryngium planum L. Eryngium bithynicum Boiss.

Eryngium caeruleum Bieb. Eryngium kotschyi Boiss.

Eryngium pseudothoriifolium

Eryngium creticum Lam. Contandr.

Egyeium gipumide/ggiioiss 4 Eryngium isauricum Contandr.

Hausskn.

Eryngium palmito Boiss & Heldr. Eryngium davisii Kit Tan & Yildiz.

Eryngium wanaturi Woron. Eryngium polycephalum Hausskn.

Tiirkivede yetisen eryngium tiirleri

Eryngium trisectum A.Worz & H.

Eryngium bourgatii Gouan. Duman.

Eryngium thyrsoideum Boiss.

E. glomeratum Lam.

Eryngium billardieri Delar.

Eryngium campestre L.




2.1.Eryngium Tiirlerinin Yapisi ve Icerigi

Eryngium tiirleri yiiksek oranda saponin, kamferol, kumarin ve kuersetin glikozit
icermektedir ve ugucu yaglar1 seskiterpen bakimindan zengindir. Biyolojik etkinlikleri
icerigindeki bu bilesenlerden ileri gelir (Usluer ve ark., 2005; Kiipeli ve ark., 2006).
Eryngium campestre bitkisinin igerigini aydinlatmak amaciyla yapilan ¢aligmalarda; bitkinin
cesitli kisimlarinin yag, organik asitler, flavonoidler, monoterpen glikozidler, kumarin tiirevi
bilesikler, kiiciik miktarda saponin, act maddeler, eser miktarda alkaloid, sodyum ve
potasyum icerdigi ortaya konmustur (Kartal ve ark., 2005). Eryngium campestre bitkisinin
kokii kullanilarak iki boyutlu NMR teknigi ve kiitle spektrofotometresi kullanilarak bir
calisma gergeklestirilmis ve sonucunda bitkinin 5 tane saponin triterpen igerdigi goriilmiistiir
(Kartal ve ark., 2006). Yine baska bir ¢alismada Eryngium campestre tiiriiniin toprak {istiinde
kalan kisimlarinda kemferol, rutin, tilirozit, kersetin, kafeik asit, klorojenik asit, izoramnetin
ve mannitol yanisira; kemferol 3-O-f-D-(2'-Z-p-kumaroil-glikozit) ve trans-cis izomerleri
(Hohmann ve ark., 1997), grandivittin, aegelinol, agasyllin, ve aegelinol benzoat gibi
kumarin tiirevi maddeleri (Erdelmeier ve Sticher, 1985), siklohekzanon tipinde
monoterpenik  glikozitler ~ olan  3-(B-D-glukopiranoziloksimetil)-2,4,4-trimetil-2,5-
siklohekzadien-1-on ve 3-(B-D-glukopiranoziloksimetil)-2,4,4-trimetil-2-siklohekzen-1-on
(Erdelmeier ve Sticher, 1986), Eryngium bourgatti bitkisinin ¢esitli kisimlar1 kullanilarak
yapilan c¢alismada; 6-pentenil-2-[2-oksobiitin-(3)-yliden]-tetrahidropiran adli bilesik ile
Apiaceae (Umbellifereae) familyasinda yaygin olarak karsimiza ¢ikan falkarinon adli madde
gosterilmistir (Drake ve Lam, 1972). Tiim bunlarin yanisira, Eryngium tiirlerinin bazi ugucu

yaglar1 da igerdigi gosterilmistir (Cizelge 2.2).



Cizelge 2.2. Eryngium tiirlerinden elde edilen ucucu yaglarin bilesenleri (Erdem Aslan, S., 2009)

Ucucu yagm elde

Bitki adi Ana bilesikler
edildigi kisim
Yaprakl: dallar a-pinen (%11,8), 2,3,6-trimetilbenzaldehit
(%24,7),germakren D (%31,3)
Eryngium Cicek durumu a-pinen (%25,6), 2,3,6-trimetilbenzaldehit
amethystinum L. (%22,0),germakren D (%14,5)
Meyve a-pinen (%17,0), 2,3,6- trimetilbenzaldehit
(9%16,9),germakren D (%7,6)
Eryngium a-muurolen (%42,0), B-gurjunen (%17,0), 6-kadinen
) o Toprak iistii
billardieri (%6,2), valensen (%5,7)
Kisimlar
F. Delaroche
Cicek durumu Fillokladen (% 37,6), bisiklogermakren (% 15,1)
Eryngium T - I -
bourgatii Yaprak + dallar Fillokladen (%20,4), vy-muurolen (%11,8), (E)-
s karyofillen (%10,1)
ouan
Kok y-muurolen (%15,4), fillokladen (%15,0)
Eryngium bungei | Toprak iistii Kumin alkol (%55,3), terpinolen (%14,6), karvakrol
Boiss Kisimlar (%8,9), limonen (%7,5)
,4,6-trimetilbenzaldehit (%50,8), o- pinen (%4,0),
2,4,6-trimetilbenzaldehit  (%50,8) i (%4,0)
Cigek durumu kristanetilasetat (% 4,0), 2,4,5-trimetilbenzaldehit(%3,3)
Eryngium ora s dal 2.4.6-trimetilbenzaldehit (%50), 2.4.5-
; apra allar
corniculatum trimetilbenzaldehit (%3,8) vea-pinen (%3,4)
Lam.
2,4,6-trimetilbenzaldehit (%29,8), fillokladen
Kokler izomer (%13,0), (E)-
nerolidol (9,4) ve B-6desmol (%4,1)
Eryngium 7-epi-selinen  (%38,3), cis-p-gayen (%10,8), 2,3,6-
Toprak tstii o .
expansum Kisum] trimetilbenzaldehit (%8,0), (E,E)-a-farnesen (%7,3)
1similar
F. Muell.




Cizelge 2.2. (devam)

Toprak iistii 2,3,6-trimetilbenzaldehit (%5,5 ve 23,7), (E)-2-dodekenal
kisimlar (%15,9 ve 37,5), (E)-2-tetradekenal (%18,7 ve 25,3)
Eryngium — -
] Toprak tistii 2,4, 5-trimetilbenzaldehit (%27,7), (E)-2-dodekenal
foetidum L.
kisimlar (%27,5), karotol (%8,8), 3-dodekenal (%5,2)
Yaprak + dallar Fillokladen izomer (%41,3)
. Fillokladen izomer (%43,5), (E)- karyofillen (%15,2),
Eryngium Cicek durumu
valensen (%11,5)
glaciale - -
Boi Yaprak + dallar Fillokladen izomer (%41,3)
0iss.
Kokler Fillokladen izomer (%49,4), linalol (%19,1)
Toprak tstii Germakren D (%43,1-42,4), 9- muurolen-15-aldehit
kisimlar (%22,4-16,4)
Eryngium 3 v-gayen (%40,2), 2,3,4- trimetilbenzaldehit (%24,5),
okKler
maritimum germakren D (%10,6)
L spatulenol (%18,99), karyofillen oksit (%8,18), a-amorfen
Toprak iistii . ]
(%5,89), 1,5-epoksisalvial-4-(14)-en (%5,15) ve salvial-4-
kisimlar
(14)-enl-on (%5,00)
Eryngium o Bornil asetat (%20,8), pB-selinen (%13,8), a-selinen
apra
pandanifolium P (%11,3), y- muurolen (%8,0)
Cham. )
Meyve Oktanal (%11,5), B-selinen (%9,2), B-elemen (%4,4)
et Schlecht
Eryngium Gévd Spatulenol (%20,0), B-bizabolol (%8,6), karyofilen oksit
ovae
rostratum (%8,0)
Cav. Meyve y-terpinen (%4,5), a-muurolen (%3,9)
Germakren D  (%38,4), dé-amorfen  (%12,2),
Saplar o
bisiklogermakren (%10,1)
Terpinolen (%25,8), trans-(E) bergamoten (%18,6), 2,3,6-
Eryngium Kokler o ]
trimetilbenzaldehit (%13,9)
campestre
a-Pinen, B-Mycren, B-Thujen B- Terpinen (%36,2); a-
Toprak st .
Kubinen, Eliksen, - Elemen, Germakren B, karyofillen
kisimlar

(%43,55); linalol, a-terpineol ve 4-terpineol (%6,3)




2.2. Eryngium campestre ‘nin Farmakolojik Ozellikleri ve Halk Tibbinda Kullanimlari

Yayimlanmis bir dizi ¢alismanin sonuglari, E. campestre bitkisinin bazi kisimlari,
ekstraktlar1 ve iceriginde bulunan ugucu ve ugucu olmayan bilesenlerinin genis bir
farmakolojik aktiviteye sahip oldugunu gostermistir. Bunlar, antibakteriyel ve antifungal
aktiviteler dahil olmak {izere, antimalaryal, antienflamatuar, antitimor, antioksidan ve anti-
alzheimer aktiviteleri de kapsamaktadir. Ayni zamanda bitkinin sitotoksik etkisi oldugu da
yapilan caligmalarda gosterilmistir. Bu farmakolojik ve biyolojik 6zelliklerin muhtemelen
E. campestremin farkli kisimlarinda (6zellikle kokler ve toprak iistii kisimlarinda) yer alan
triterpenik saponinler, steroller ve kumarinler ve 6zellikle polifenollerden (flavonoidler ve
fenolik asitler) ileri geldigi diistiniilmektedir. Cogu bitkiyle yapilan ¢alismalarda oldugu gibi
bu caligmalarin Oniindeki en biiyiik sinirlayici da testlerin in-vitro ve hayvan diizeyinde
yapilmasi bu nedenle de insan kullanimi i¢in uygunluk ve etkinliklerini belirleyecek klinik

verilere sahip olunamamasidir.

Eryngium (Apiaceae) cinsi geleneksel tedavide diinyanin farkli bolgelerinde farkli
terapotik amaglarla kullanim alani bulmustur. Eryngium foetidum L., Eryngium maritimum
L., Eryngium campestre L. ve Eryngium creticum L. gibi bazi tiirler, ¢esitli inflamatuar
bozukluklarin tedavisi i¢in bir halk ilaci olarak geleneksel tipta kullanilmistir. Eryngium
campestre ve Eryngium maritimum ge¢miste sifali ot olarak halk tibbinda antiskorbiit,
terletici, idrar soktiiriicii, balgam soktiiriicii ve afrodizyak amagla kullanilmistir. Glintimiizde
de Avrupa’da bitkisel tedavide sistit, iretrit, kronik prostatit, bobrek tasi olusumunu 6nlemek
gibi bobrek ve idrar yollarindaki birtakim bozukluklarin tedavisi amaciyla diiiretik olarak
onerilmektedir. Eryngium tiirleri Tiirk halk tibbinda da ¢ok genis kullanim alanina sahiptir.
Ozellikle kokleri antienflamatuar, antiddematdz olarak; siniizit ve guatr hastaliklarinin
tedavisinde ve yilan, akrep sokmalarinin tedavisinde ve hatta kisirlikta kullanilmigtir.
Yapraklar1 da yine kisirlik tedavisinde ve yara iyilestirme amaciyla kullanilmistir. Kuzey
Amerika’da ise bu cins antitoksin ve antienflamatuar ajan olarak kullanilmistir ve ayni

zamanda akrep sokmasi icin topikal bir panzehir oldugu kabul edilmistir.



Cizelge 2.3. Eryngium campestre L. bitkisinin halk tibbinda kullanimlar1 (Watson ve ark., 2018)

Ulke

Kullanilan

kisim

Kullanimi

Avrupa halk
tibb1

Toprak stii
kisimlar1 ve

kokleri

Eryngium tiirlerinin hava ve kok kisimlarimin infiizyonlar
antitussif, diiiretik, meze, uyarici ve afrodizyak olarak
kullanilmistir. E. campestre’nin inflizyonlari, Avrupa bitkisel
tibbinda bogmaca, bobrek ve idrar yolu inflamasyonunu tedavi

etmek icin kullanilmustir.

Tiirkiye

Toprak iistii
kisimlar1 ve

kokleri

Halk tibbinda oksiiriik, bogmaca, iiriner enfeksiyonlar, bobrek
fonksiyonlarinin bozulmasi, idrar sekresyonunun artmast,
bobrek ve mesaneden tas ve kumun giderilmesi, su tutulmast,
prostat diizenleyici ve idrar yolundaki diger durumlara karsi bir
inflizyon olarak kullanilmistir. Kokleri, ditiretik ve meze olarak
antispazmodik, aromatik, terletici, idrar soktiiriicii, balgam
soktiiriicli, galaktogog ve uyarici olarak; ileri evre tiiberkiilozun
tedavisinde balgam soktiiriicii olarak kullanilmigtir. Eryngium
campestre koklerinin sulu ekstrakti oral olarak Balikesir-
Tiirkiye'de akrep sokmalarinin tedavisi igin bir lapa olarak
uygulanir. Orta g¢agdan kalan belgelerde ise yaralarda ve
yaniklarda, agrilarda, hemoroidlerde ve cinsel bozukluklarda

kullanimlarina rastlanmstir.

Romanya

Eryngium campestre ge¢miste halk tibbinda antiskorbiitik,

terletici, diliretik, balgam soktiiriicli, antienflamatuar ve
afrodizyak ozellikleri i¢in kullanilan popiiler bir sifali bitkidir.
Guniimiizde ise Avrupa’da bobrek bozukluklarinin (sistit,
retrit, kronik prostatit, agrili idrara ¢ikma) tedavisi ve bobrek
tast olusumunun onlenmesi i¢in diliretik olarak onerilmektedir.
E. campestre ayrica antiepileptik ve balgam soktiiriicii

ozellikleriyle de bilinir.

Bulgaristan

Kokleri

Koklerin infiizyonu prostatit tedavisinde, ditiretik ve

spazmolitik olarak kullanlir.

Italya

Yapraklari,

kokleri ve

Yapraklar, gen¢ tomurcuklar istah acici, aperatif, miishil ve

salatalarda yiyecek olarak kullanilir.. Kok tentiirleri ve




geng

stirgtinleri

dekoksiyonlar1; antiodem, diiiretik, kolagog, koleretik ve
terletici, siit iiretimini arttirict ve idrar enfeksiyonunu tedavi
edici olarak kullanilir. Yapraklar1 ise kaynatilarak goz
iltihaplarin tedavi etmek amaciyla kullanilmigtir ve gliniimiizde

yapraklar gida olarak kullanilmaktadir.

1ran

Toprak iistii
kisimlar1 ve

kokleri

Eryngium campestre taninmig bir terapotik bitkidir ve toprak
iistli kisimlan ve kokleri ditiretik, antitiisif, cinsel performans
arttirict ve meze olarak kullanilir. Taze kokleri ise bobrek tasi

disiiriicti ve gaz giderici olarak kullanilir.

Filistin

Kokleri

Kokleri halk tibbinda, mesane taslari i¢in, diiretik olarak; idrar
yolu enfeksiyonlari, sarilik, deliryum, bogmaca ve abdominal
kolik tedavisinde kullanilir. Ayrica kaynatilmis kokler adet

diizenleyici ve afrodizyak olarak kullanilir.

Ortacag

Osmanlisi

Hemoroid tedavisinde, cinsel bozukluklarda, agri, yara ve

yaniklarda kullanilmistir.

Cezayir

Kokleri

Eryngium kokleri,

tarafindan tibbi olarak dis agrisina kars1 kullanildig: bildirilen

campestre'nin  taze Hilton-Simpson
bitki tiirlerinden biriydi. Bu bitkinin kokleri (taze, kaynatma)
idrar yolu enfeksiyonlari, oOkstiriikk, bademcik iltihab1 ve

bogmacaya kars1 kullanilir.

Ispanya

Toprak iistii
kisimlari,
dallar1 ve

¢igek durumu

Dallar1 ve kokleri cilt rahatsizliklari, solunum ve sindirim
sistemi rahatsizliklari, romatizma ve iltihaplarda, ilser ve
yaralanmalarda; dis agrisi, pankreas problemleri ve hemoroid
tedavisinde kullanilir. Dallar lapa olarak bocek sokmalarinda
yatistirict olarak kullanilir. Toprak iistii kisimlart antiddemat6z
olarak, ¢i¢cek durumlar ise dekoksiyonlar1 seklinde dolasim ve
sindirim bozukluklarinda, hemoroid ve egzama tedavisinde
kullanilir; taze ¢igek durumlari ise oral olarak hipertansiyon

tedavisinde kullanilmistir.




2.4. Apoptoz Mekanizmalari

Apoptozis veya apoptoz; kelime anlami olarak Yunancada “yaprak dokiimii” anlamini
tastyan; viicudun iglevini yitirmis, yaslanmis ve zararli hiicrelerden kurtulmak amaciyla yine
viicudun kendisi tarafindan gerceklestirilen fizyolojik bir mekanizmay1 (programli hiicre
6limii) tanimlamaktadir (Giiles ve Eren 2008). Bu mekanizma viicudun isleyisi sirasinda

otomatik olarak gergeklesen fizyolojik hiicresel bir stirectir (Alles ve ark., 1991).

Cok hiicreli canlilarda hiicre boliinmesiyle beraber hiicre sayisi arttigindan bu sayinin
dengelenmesi icin hiicre Oliimlerine ihtiya¢ vardir. Eger bir organizmada herhangi bir
nedenden Otiirli bir hiicreye artik gereksinim duyulmuyorsa, hiicre i¢i 6lim programlari

baslatilir ve o hiicrenin 6liimii programli bir sekilde gerceklestirilir (Pinarbasi ve ark., 2010).

Apoptoz; molekiiler mekanizmasi tam olarak aydinlatilmis olmamakla birlikte
hiicrelerin genetik yapisinda var olan intihar programinin c¢esitli sinyallerle veya
patofizyolojik etkenlere maruz kalinmasi sonucu (hastaliklar, ¢esitli kimyasal zararli ajanlar)
veyahut oksidatif stres gibi olaylarla aktive olmasiyla baslayan, savunma islevi goren bir
mekanizma olarak karsimiza g¢ikmaktadir (Elmore 2007, Thompson 1995). Apoptoz
mekanizmasindaki siirece deginecek olursak, apoptoza ugrayacak hiicrelerde kaspaz ile
aktiflesen deoksiriboniikleaz (CAD) enzimi tarafindan DNA’min ayrilmasi sonucu
pargalanmas1 seklinde gergeklesmektedir. CAD enzimi poliniikleotit zincirindeki
fosfodiester bagini kesen (endoniikleaz) enzim grubundandir ve saglikli hiicrelerde bu enzim
kaspazla aktiflesen deoksiriboniikleaz inhibitorii’ne (ICAD) bagli olarak inaktif sekildedir.
CAD’in kaspaz-3 enzimi ile aktive edilerek ICAD’dan ayrilmasiyla beraber apoptoz
gerceklesir. Hiicrede apoptoz DNA diizeyinde ¢ok hizli bir sekilde ilerlemekle beraber sonug
olarak DNA, 180 ila 200 baz cifti araliginda degisen diizeyde parcgaciklara boliiniir ve
apoptoz tamamlanir (Pinarbasi 2010, Cohen 1993, Sakahira ve ark. 1998). Kaspazlar, yap1
olarak sistein yapisinda olan enzimlerdir ve giiglii proteazlar arasinda yer alirlar.
Fonksiyonlarin1 aspartik asitten hemen sonra gelen peptid baglarini pargalayarak
gerceklestirirler. Hiicre igerisinde inaktif durumda bulunurlar ve apoptoz sinyali ile beraber
etkilesim yoluyla aktif enzime doéniisiirler ve bunun sonucu olarak pargalayici 6zelliklerine

biirtintirler (Mak 2003, Giiles ve Eren 2008). Apoptozis siirecinde birbirinden farkli 100
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proteini kesmek sonucu en 6nemli rolii Gistlenirler.

Kaspaz ailesini; baslatici kaspazlar, efektor kaspazlar ve inflamatuar kaspazlar olmak

tizere 3 grupta toplayabiliriz:

1- Baslatici kaspazlar (Kaspaz 2,8,9,10)
2- Efektor kaspazlar (Kaspaz 3,6,7)
3- Inflamatuar kaspazlar (Kaspazl1,4,5,11,12,13,14)

Kaspazlar genel olarak etkilerini DNA’nin onarimi ve replikasyonunu saglamakla
gorevli enzimlerin inhibisyonu yoluyla gosterirler. Ayrica hiicre iskeletini olusturan
proteinleri kesmek stiretiyle hiicre zarinin tomurcuklanmasi ve ¢ekirdegin biiziislip
parcalanmasina sebep olurlar (Adams ve Cory 2001, Adrain ve Martin 2001, Spierings ve
ark. 2004). Apoptozisin aktiflenmesiyle beraber ¢ok hizli bir sekilde DNA’nin bir ipligi geri
doniisii olmayacak sekilde par¢alanmaya maruz kalir (Coskun ve Ozgiir 2011). Apoptozun
baslamasi i¢in kaspazlarin aktive olmasi gerekmektedir. Kaspaz-12, Endoplazmik
Retikulum (ER) stresi sonucu cesitli yollar araciligi ile aktiflesir ve apoptozisin 6nemli
diizenleyicisi olarak rol oynar (Szegezdi ve ark. 2003). Bu yollardan ilki, kalsiyum
tarafindan aktiflestirilen kalpain aracilign ile gergeklesir ve kalpain bir sitoplazmik
pargalayicidir (Rasheva ve Domingos 2009). ER’de kaspaz-12 aktiflestikten sonra
prokaspas-9’u keser ve aktif kaspaz-9’u ortaya cikarir, kaspaz-9 ise kaspaz-3’iin
aktiflesmesine sebep olarak birtakim zincir reaksiyonlar birbiri arkasina gergekleserek
apoptozis gerceklesir. Ikinci yolda ise, Irel ve TRAF2 (TNF reseptorii iliskili faktor-2) ile
dogrudan baslatilan oto-aktivasyon durumu gerceklesir. Ugiincii yol ise; kaspaz-7 tarafindan
baslatilan yoldur. Uyaranlara cevap olarak ER {izerinde kaspaz-7, dogrudan kaspaz-12’yi
aktiaktiflestirerek apoptozisin gerceklesmesine sebep olabilir (Seydel ve Aksoy 2012). ER
zarinda yerlesik olarak bulunan BAP31 ve BAR adli proteinler, apoptoz siirecinde
prokaspaz-8 enzimiyle birlesmek suretiyle kompleks bir hal alir. ER stresinde prokaspaz-
8’in aktiflestirilmesinde Bcl-2 ve Bcl-xl diizenleyici olarak gorev yapar. (Hussain ve

Ramaiah 2007).
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Kaspazlar hiicrede 6liimden sorumlu enzim ailesidir ve apoptozisi indiiklerler; Bel-2
ise tam tersi sekilde gorev yaparak hiicrenin apoptoza ugramasini engeller ve hiicreyi
Oliimden koruyucu olarak c¢alisir (Hengartner ve ark. 1992, Andrew ve ark 2001). Bcl-2
ailesine yakindan bakacak olursak; ailenin birbirine zit 6zellikleri olan, pro-apoptotik ve
anti-apoptotik lyeler olarak adlandirilan iki gruptan olustugunu goriiriiz. Bu iiyelerin
hiicredeki yogunluguna gore hiicre apoptoza meyilli olup olmadigina dair yorum yapmak
miimkiindiir (Adams ve Cory 2001). Pro-apoptotik iiyeler; “Bax, Bad, Bid, Bcl-Xs, Bak,
Bim, Hrk1, Bik, Puma ve Noxa” dan olusmaktadir. Bunlar hiicrede sitozol igerisinde yer
alirlar ve etkilerini Sitokrom-C ve Apoptoz Indiikleyici Faktdr (AIF) salmimini arttirmak
suretiyle gosterirler. Anti-apoptotik iiyeler ise; “Al, Bcl-2, Bel-xl, Bfl-1, BHRL-1, Brag-1,
Mcl-1” den olusmaktadir. Bu proteinler ER igerisinde, mitokondri zari iizerinde ve ¢ekirdek
zar1 lizerinde bulunmakta ve bu organellerin zarlarinda por olusturarak igeriye iyonlarin girig
cikis miktarin1 degistirmektedirler. Bu etkileri, hiicre igerisindeki kalsiyum miktarini
ayarlayarak gecirgenligin degistirilmesi ve kaspazlarin 6ncii formlariyla etkilesme suretiyle,
AIF ve sitokrom-C salinmasini engelleme mekanizmasina dayanir (Adams ve Cory 2001,
Adrain ve Martin 2001, Spierings ve ark. 2004). ER stresi aracilikli apoptoziste Bcl-2
proteinlerinin ne sekilde etki gosterdigi ortaya konulmus durumdadir fakat ER stresi’in bu
mekanizmaya nasil aracilik ettigi tam olarak bilinememektedir (Szegezdi ve ark. 2006). ER
stresiyle aktiflesen ve mitokondri iizerinden pro-apoptotik faktdrleri ve kalsiyum iyonlarinin
salmmmin diizenleyen Bcl-2 ailesi iiyeleri Bax ve Bak isimli proteinlerdir (Rasheva ve
Domingos 2009, Zong ve ark. 2003). Stres sonucu ER membraninda birtakim degisiklikler
meydana gelmesiyle beraber sitoplazmaya kalsiyum iyonlarinin salinmasi: olmaktadir.
Sitozolde kalsiyum miktarinin artmasi ile beraber kalpain indiiklenmekte, bunun sonucu
olarak da prokaspaz-12 uyarilmaktadir. Buna miiteakip, kaspaz-12 ve daha sonra kaspaz-9
indiiklenmekte ve kaskad gerceklesmektedir. Bir diger mekanizmada ise Bax ve Bak
proteinleri direkt olarak kaspaz-9’u aktiflestirerek apoptozisi baslatabilmektedir. Bu etki,
mitokondrinin i¢ membraninda olusan depolarizasyon sonucu sitokrom-C salinimi
gerceklesmek suretiyle kaspaz-9’un aktiflesmesi seklinde ortaya c¢ikmaktadir. bu
depolarizasyondan sorumlu olan ve mekanizmanin gerceklesmesini saglayan durum

mitokondri tarafindan sitozoldeki kalsiyumun igeriye alinmasidir (Lai ve ark. 2007).
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Apoptozisin gerceklesmesi i¢in hiicredeki Bax miktariin Bcl-2 ye kiyasla daha ¢ok
olmasi gerekir (Zong ve ark. 2006, Bellamy 1996, Foster 2008, King 1996). Mitojen ile
aktiflesen protein kinaz (MAPK) sinyal yolaklari, hiicre dongiisii ilerlemesi, proliferasyon,
inflamasyon, apoptoz ve bagkalasma dahil birgok biyolojik olayda onemli roller
tistlenmektedir. MAPK ’ler; hiicre dis1 sinyaller ile diizenlenen kinazlar (ERK) ve c-Jun N-
terminal kinazlar1 (JNK) iceren enzim grubudur (Chang ve Karin 2001). Protein kinaz
yapisinda olan ve niikleus ilizerinde gomiilii sekilde bulunan serin ve treonin molekiillerine
MAPK adi verilmektedir. Bu molekiiller, ¢esitli sinyaller aracilig1 ile uyarilmaktadir (Kim
ve Choi 2010). Bu uyarilmayla beraber MAPK’lar hiicre zarindan g¢ekirdege gecerek

replikator unsurlarin DNA’ya baglanmasini saglayarak etki gosterirler.
MAPK ailesi;

a) ERK’ler (ERK1, ERK2, ERK4)
b) P38 (P38, P38p, P38, P38s)
c) JNK’ler (JNK1 JNK2, JNK3, c-Jun N-terminal kinaz)’ dan olusmaktadir.

Sekil 2.1. ER stresi kaynakli apoptoz mekanizmalar1 (Schonthal, A.H.; 2012)
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Protein kinazlar araciligiyla ERK indiiksiyonu gerceklesir ve bu aktivasyondan
sorumlu protein kinazlar Raf ve MEK dir. Mitojen aktivasyonunu takiben biiyiime faktorii
reseptorleri aktiflesir ve GTP baglayan proteini aktiflestirir. Bunun sonucu olarak Ras
aktiflesir ve MEK indiiksiyonu meydana gelir. Ardindan fosforilasyon gerceklesir ve ERK
aktiflesmis olur. Sonug¢ olarak ERK hedef proteinleri uyarir ve etki meydana gelir. GTP
baglayan proteinlerden bagimsiz olarak baska birtakim etkenler {izerinden de JNK ve p38
MAPK aktivasyon meydana gelebilir. Bu etkenler; sitokinler, mutajenler, hipoksi, oksidatif
stres ve UV 1sinlaridir. Bu mekanizmalarin sonucu olarak da hiicre biiyliimesine alternatif
olarak hiicre o6liimii tetiklenebilmektedir (Kierszenbaum 2007, Pertuit ve ark. 2009, Kim ve

Choi 2010).

Apoptoz yolaklarini aktiflesmesine neden olan bir diger faktor ise proteinlerin hatali
katlanmas1 sonucu artan katlanmamis protein cevabi (UPR)’dir. Hatali katlanmig
proteinlerin artmasi sonucu ER stresi meydana gelir ve bu stres bir siire sonra basa
cikilamayacak bir diizeye ulasir. Bu durumun sonucu olarak UPR yolag: aktiflesmekte ve
apoptoz meydana gelmektedir (Seydel ve Aksoy 2012, Rasheva ve Domingos 2009). ER
stresi ayni zamanda birtakim pro-apoptotik sinyalleri tetiklese de bunlar direkt olarak
apoptozise neden olmazlar, bu sinyaller CHOP veya JNK yolagi sonucu olusmus birtakim
faktorlerin aktivasyonunu baglatmak suretiyle etki gosterirler (Szegezdi ve ark. 2006).
UPR’nin diger bir mekanizmas ise, aktive edici transkripsiyon faktorii-6 (ATF6) aracilikli
yolaktir. ATF6, saperon proteinleri indiikleme anlaminda biiyiik bir éneme sahiptir ve
CHOP’da transkripsiyonel indiikkleme meydana getirebilir. Saperon proteinler,
transkripsiyon sirasinda proteinlerin zamanindan dnce veya sonra katlanmasini 6nlemede,
yanlis katlanan proteinlerin diizeltilmesinde ve diizeltilemeyecek durumda olanlar
proteolize tabi tutma gorevini listlenen proteinlerdir (Lin ve ark. 2007, Yan ve ark. 2002,

Yoshida ve ark. 2006, Seo ve ark. 2010, Durose ve ark. 2006).

ER stresi sonucu ortaya ¢ikan apoptozis; CHOP, kaspazlar, Bcl-2 ailesi ve JNK’lerin
gorev aldig1 mekanizmalardan olusur (Seydel ve Aksoy 2012). ER stresi sonucu; CHOP,
JNK ve Bcl-2 ailesine mensup iiyelerin pro-apoptotik uyaranlar salivermesi sonucu
kaspazlarin harekete gegmesi ile apoptozis gergeklesmis olur (Szegezdi ve ark. 2006, Seydel
ve Aksoy 2012). Kopyalama gorevini ifa eden protein yapilit CHOP; C/ERB isimli protein
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grubunun icerisinde yer alir (Diizgiin 2010). Bu gene, ayrica GADD153 ya da DDIT-3 olarak
farkli isimler de verilmistir (Hussain ve Ramaiah 2007, Oyadomari ve Mori 2004). Bu genin
hiicre i¢indeki miktart DNA onarimi sirasinda veya hiicre i¢i stres meydana geldiginde artis
gostermektedir (Szegezdi ve ark. 2006). CHOP’un miktarindaki artisin fazla olmasi
apoptozisin ortaya ¢ikmasi ile sonuglanir ve ER stresi sirasinda CHOP miktarinda artig
oldugu gosterilmistir (Qu ve ark. 2009). ER stresi sirasinda hiicre membraninda transloke
durumda yer alan PERK, IRE1, ATF6 proteinleri aracilifiyla uyarilan GADDI153 geninde

transkripsiyon meydana gelir.

2.5. Hiicre Dongiisii ve Apoptozis

Viicut hiicrelerinin mitozla boliindiigii diistiniiliirse, ¢cogalma siireglerinin bir dongii
icerisinde arka arkaya olacak sekilde devam ettigi goriiliir. iste bu béliinme dizisinde
birbirini izleyen iki mitoz boliinmenin baslangici arasindaki kisma hiicre dongiisii (hiicre
siklusu) adi verilir. Hiicre dongiisiiniin iki asamasi bulunur. Bunlar; interfaz ve mitoz
asamalaridir. Interfaz hiicrenin boliinmeye hazirlandig1, mitoz ise boliinmenin gerceklestigi
asamadir. Interfaz asamasinin kendi i¢inde dort evresi bulunmaktadir. Bunlar; GO, G1, S ve
G2 evreleridir. GO evresinde hiicre dinlenme halindedir ve ¢gogalma meydana gelmez. G1
evresi; RNA ve proteinlerin sentezlendigi fakat DNA sentezinin heniiz olmadigi evredir. Bu
evre memelilerde yaklasik 11 saat slirmekle beraber zaman bakimindan en degisken siireye
sahip olan evredir. G1 evresinden heme sonra gelen S evresinde ise DNA sentezinin yapildigi
evredir ve protein sentezi bu evrede en yiliksek seviyesine ¢ikar. G2 evresi ise artik
kromozom kondensasyonu ve mitoz i¢in hazirlik agamasidir. G2 evresinden sonra hiicre
mitoz evresine geger. Bu asamada sirasiyla profaz, metafaz, anafaz, ve telofaz evreleri
gergeklesir ve sitokinez ile birbirinin kopyasi olan iki ayr1 hiicre ortaya ¢ikar. Tiim bu evreler
gerceklesmeden once hiicrede mitozun gerceklesip gerceklesmeyecegine cesitli genetik
sinyaller aracilifiyla bazi kontrol noktalarinda karar verilir. Bunlardan biri de G1 fazinda
bulunan “restriksiyon noktast” adi verilen noktadir. Bu noktaya gelindiginde dongii
duraklamaktadir ve bu noktanin asilmasi i¢in biiylime faktorleri veya bazi i¢ ve dis uyaranlar
gerekmektedir. Hiicre dongiisii bu noktadayken eger ortamda yeterince biiyltime faktorleri

veya boliinmeyi uyarici i¢ veya dis faktdrler yok ise hiicre GO evresine geri doner. Ortamda
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bu uyaranlar yeterli seviyedeyse hiicre dongiisii devam eder ve S fazina gecilir (Vermeulen
ve ark. 2003, Cabadak 1987). Hiicre dongiisiinii kontrol eden bir diger kontrol noktast da S
fazinda bulunur. Bu noktada replike olacak DN A’nin eksik veya hatali olup olmadigi kontrol
edilir ve hatalar var ise onarimi yapilir. Ayn1 zamanda replikasyon sirasinda bazlarin
eslesmelerinde hata olup olmadig1 ve eksiklik olmadiginin kontrolii yapilir. Dongiiniin
saglikl yiirliylip yiiriimedigi bu asamada siklin bagimli kinazlar (SBK) tarafindan kontrol
edilir. Kinazlarin aktiflesmesi hiicrede protein yapisinda olan siklinlere baglanmak suretiyle
gergeklesir Hiicre dongiislinde inaktif olan kinazlar, protein yapidaki siklin' lere baglanarak
indiiklenirler (Sherr 2000, Senderowicz 2000, Golias ve ark. 2004, Joyce ve ark. 2001, Tyagi
ve ark. 2002, Adal 2019).

Hiicre dongilisii sirasinda eger genetik materyalde bir hata bulunuyorsa ve bu hata
herhangi bir nedenden Ootiirli diizeltilemezse kontrol noktalarindaki mekanizmalarin
onciligiinde hiicre apoptoza gider. Eger hiicre apoptoza gitmez de hasarli genetik materyale
ragmen boliinmeye devam ederse bu durum karasiz bir yapiyla sonuglanir (Jin ve El-Deiry
2005, Yehielly ve Deiss 2000). Bu durum zaman zaman kontrol mekanizmalarini diizenleyen
proteinlerin veya biyomolekiillerin viicutta olmamasi veya yetersiz sekilde bulunmasindan
otiirii gergeklesebilmektedir. Bunun sonucu olarak hasarli haldeyken mitoza ugramis
hiicreler kontrolsiiz bir sekilde ¢ogalacagindan kanserlesme goriilebilir. Bu ylizden hiicre
boliinmesinin kontrol mekanizmalar1 kanser gelisimi acisindan biiylik 6nem tagimaktadir

(Igney ve Krammer 2002, Jaattela 1999).

Hiicre saglikli bir sekilde S evresini tamamladiktan sonra G2 evresine gecer. G2
evresinden mitoza gegis ise Siklin-B ile SBK1’in birbirine baglanmasiyla olusan aktivite ile
miimkiin olur. Bu siklin-enzim kompleksi mitozu ilerletici faktdr (MIF) olarak da bilinir
(Foster 2008, Molinari 2000, Pines ve Hunter 1991). Hiicre dongiisiiniin S evresinin
sonlarina dogru Siklin-B sentezi hizl1 bir sekilde artar ve mitoz boliinme siiresince hiicredeki
miktar1 yiiksek seyreder. Mitoz evresinin tamamlanmastyla beraber hiicrede hizlica Siklin-
B seviyeleri diiser ve tekrar bdliinmenin 6niine gegilmis olur. Bu noktada MIF kompleksinin
inhibe edilmesinden sorumlu faktdr; Weel protein kinaz’dir. Weel protein kinaz hiicrede
MIF kompleksini inhibe etmek suretiyle etki gdstermektedir. Bu mekanizma sonucu G2/M

gecisi diizenlenmis olur (Kearns ve Liu 2001, Cheng ve ark. 1998, Heald ve ark. 1993).
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Gliniimiizde kanserlerin ortaya ¢ikis nedeninin, hiicrelerde apoptoz mekanizmalarinin
bozulmasi ve buna baglh olarak dogal 6liimiin gergeklesememesi sonucu genetigi bozuk
hiicrelerin hizli bir bigimde ¢ogalmasi oldugu fikri hakim olmustur. Ayrica hiicrede, pro-
apoptotik faktorlerin miktariin ve sentezinin azalmasi veya anti-apoptotik faktorlerin fazla
sentezi ve miktariin artmasi sonucu hiicrelerin apoptoza direng kazandig1 diistintilmektedir
(Igney ve Krammer 2002, Okada ve Mak 2004). Bu anlamda kanserin yenilik¢i tedavisinde
kemoterapi ve radyoterapinin yani1 sira yeni fikirler ortaya ¢ikmistir. Tedavide kullanilacak
ilaclarin apoptozu artiran veya baslatan ilaglar olmasi1 gerektigi goriisii bilim diinyasinda
onem kazanmis ve bu konu iizerine ¢alismalar yapilmaya baslanmistir. Calismamizda

kaspaz-3, Bax, Bcl-2, weel, GADD153, AIF ve grp78 miktarlar1 ¢alisildi.

17



3. GEREC VE YONTEM

3.1. Caismada Kullamilan Eryngium Cinsi ve Toplanmasi

Calismamizda Hatay’in Belen ilgesi Kic1 Mahallesi’nden Eyliil ay1 déneminde
toplanan Eryngium campestre bitkisinin toprakiistii ve kok kisimlar1 kullanilmistir. Toplanan
bitki glineste kurutuldu, daha sonra kurumus bitki 6giitiilerek iyice toz haline getirildi. Toz
haline getirilen bitki igerisindeki nemin alinmasi i¢in etiivde 24 saat bekletildi. Daha sonra
yaklasik 30 gram Ornek tartildi ve %80 lik etil alkol ¢ozeltisi ile ekstre edildi. Ekstre filtre
edildi ve alkolii uguruldu, bdylelikle kuru ekstre ortaya ¢ikarildi.

3.2. Hiicre Kiiltiiri

Cilt kanseri (B16-F10, melanom) hiicreleri, %10 Fetal Bovine Serum (FBS)
(Hyclone), %1 L-Glutamine (Hyclone), %1 Penisillinstreptomisin (Hyclone), Dulbecco’s
modification of Eagle’s medium (DMEM) (GIBCO) besiyerinde yetistirildi. Hiicreler 24°1iik
standart hiicre kiiltiirli platelerinde 1x10° sayisinda tek tabaka halinde yetistirildi. 37 °C
sicaklikta ve %5’ lik CO2’ li etiivde inkiibe edildi. Bu hiicreler 48 saat Eryngium campestre
ekstresi (%99,2 kiiltiir medyumu ve %0.8 Eryngium campestre ekstrakti) ile muamele edilip
ELISA ydntemiyle protein analizleri i¢in homojenize edildi (Lowe ve ark. 2000, Krajewski

ve ark. 1997, Lu ve ark. 2010, Devarajan ve ark. 2002, Yang ve ark. 2007).

3.3. Doku homojenizasyonu

Ependorf i¢inde -20°C dondurulmus hiicrelerin {izerine gram basina 3ml RIPA
(Radio-Immunoprecipitation Assay) buffer, 30ul PMSF (fenylmetanesulfonilfluoride), 30ul
sodyum vanadat, 30ul proteaz inhibiitorii eklendi ve ultrasonik parcalama cihaziyla buz

tizerinde dokular pargalanarak homojenatlar elde edildi. Homojenatlar 10.000 RPM’de 10
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dakika santrifiij edildi. Alttaki ¢okeltiler (pelletler) atildi. Ustte ayrilan kisimlar
(stipernatantlar) ELISA testlerinde kullanilmak tizere alindi (Lowe ve ark. 2000, Krajewski
ve ark. 1997, Lu ve ark. 2010, Devarajan ve ark. 2002, Yang ve ark. 2007).

3.4. Protein miktar tayini

Homojenizasyon yapilarak elde edilen homjenatlarin total protein miktarinin tayini
i¢in Bradford yontemi kullanildi. Sigir serum albumini (1ug/ml) kullanilarak 1, 2, 3, 5, 7, 8,
10 (ug/ml) konsantrasyonlarda standart hazirlandi. Her bir 6rnekten 10 pl alinarak distile su
ile 100 pl’ye tamamlandi. Standart ve 6rneklerin tizerine 1ml bradford soliisyonu eklendi ve
vorteksle karistirildiktan sonra spektrofotometrede 595 nanometre dalga boyunda absorbans
miktarlar1 manuel olarak o6lciildii. Prism programinda cizilen standart egriye gore
homojenatlarin protein miktar tayini pg/pl cinsinden yapildi (Lowe ve ark. 2000, Krajewski

ve ark. 1997, Lu ve ark. 2010, Devarajan ve ark. 2002, Yang ve ark. 2007).

3.5. ELISA deneyleri

ELISA testleri Rayto firmasindan temin edilen ELISA mikroplate okuyucu ve
yikayici ile yapilmuastir.

3.5.1. ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay) Testi

3.5.1.1. Bax Miktar Tayini

Homojenatlardan 100’er pl eliza kuyucuklarina eklendi. Kuyucuklarin {istii
aliminyum folyo ile kapatilip 2 saat 37°C’de inkiibe edildikten sonra kuyucuklardaki sivi
bosaltilip tlizerine 100 pl reaktif A soliisyonu eklenip 1 saat 37°C’de inkiibe edildi.
Inkiibasyonun sonunda kuyucuklar 3 kez yikama tamponuyla yikanip yikama sonunda

kuyucuklara 100 pl reaktif B soliisyonu eklenip 1 saat 37°C’de inkiibe edildikten sonra 5 kez
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yikama tamponuyla yikanarak igerisine 90 pl substrat soliisyonu eklenip tistii kapatilarak 30
dakika inkiibe edildi. Sonra 50 pl stop soliisyonu eklenip 450 nm’de mikroplate okuyucuda
kuyucuklarin optik dansiteleri belirlenerek Bax protein miktarlar tayin edildi (Lowe ve ark.

2000, Krajewski ve ark. 1997, Lu ve ark. 2010, Devarajan ve ark. 2002, Yang ve ark. 2007).

3.5.1.2. Bel-2 Miktar Tayini

Homojenatlardan 100’er pl eliza kuyucuklarina eklendi. Kuyucuklarin istii
aliminyum folyo ile kapatilip 2 saat 37°C’de inkiibe edildikten sonra kuyucuklardaki sivi
bosaltilip tlizerine 100 pl reaktif A soliisyonu eklenip 1 saat 37°C’de inkiibe edildi.
Inkiibasyonun sonunda kuyucuklar 3 kez yikama tamponuyla yikanip yikama sonunda
kuyucuklara 100 pl reaktif B soliisyonu eklenip 1 saat 37°C’de inkiibe edildikten sonra 5 kez
yikama tamponuyla yikanarak igerisine 90 pl substrat soliisyonu eklenip listii kapatilarak 30
dakika inkiibe edildi. Sonra 50 pl stop soliisyonu eklenip 450 nm’de mikroplate okuyucuda
kuyucuklarin optik dansiteleri belirlenerek Bcl-2 protein miktarlar tayin edildi (Lowe ve
ark. 2000, Krajewski ve ark. 1997, Lu ve ark. 2010, Devarajan ve ark. 2002, Yang ve ark.
2007).

3.5.1.3. Kaspaz-3 Aktivite Tayini

Homojenatlardan 100’er pl eliza kuyucuklarina eklendi. Kuyucuklarin {isti
aliminyum folyo ile kapatilip 2 saat 37°C’de inkiibe edildikten sonra kuyucuklardaki sivi
bosaltilip tlizerine 100 pl reaktif A soliisyonu eklenip 1 saat 37°C’de inkiibe edildi.
Inkiibasyonun sonunda kuyucuklar 3 kez yikama tamponuyla yikanip yikama sonunda
kuyucuklara 100 pl reaktif B soliisyonu eklenip 1 saat 37°C’de inkiibe edildikten sonra 5 kez
yikama tamponuyla yikanarak igerisine 90 pl substrat soliisyonu eklenip iistii kapatilarak 30
dakika inkiibe edildi. Sonra 50 pl stop soliisyonu eklenip 450 nm’de mikroplate okuyucuda
kuyucuklarin optik dansiteleri belirlenerek kaspaz-3 enziminin aktivitesi tayin edildi (Lowe
ve ark. 2000, Krajewski ve ark. 1997, Lu ve ark. 2010, Devarajan ve ark. 2002, Yang ve ark.
2007).
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3.5.1.4. Weel Miktar Tayini

Homojenatlardan 100’er pl ELISA kuyucuklarina eklendi. Kuyucuklarin {isti
aliminyum folyo ile kapatilip 2 saat 37°C’de inkiibe edildikten sonra kuyucuklardaki sivi
bosaltilip tlizerine 100 pl reaktif A soliisyonu eklenip 1 saat 37°C’de inkiibe edildi.
Inkiibasyonun sonunda kuyucuklar 3 kez yikama tamponuyla yikanip yikama sonunda
kuyucuklara 100 pl reaktif B soliisyonu eklenip 1 saat 37°C’de inkiibe edildikten sonra 5 kez
yikama tamponuyla yikanarak icerisine 90 pl substrat soliisyonu eklenip {istii kapatilarak 30
dakika inkiibe edildi. Sonra 50 pl stop soliisyonu eklenip 450 nm’de mikroplate okuyucuda
kuyucuklarin optik dansiteleri belirlenerek weel protein miktarlart tayin edildi (Lowe ve
ark. 2000, Krajewski ve ark. 1997, Lu ve ark. 2010, Devarajan ve ark. 2002, Yang ve ark.
2007).

3.5.1.5. GADD153 (CHOP) Miktar Tayini

Homojenatlardan 100’er pl ELISA kuyucuklarma eklendi. Kuyucuklarin {stii
aliminyum folyo ile kapatilip 2 saat 37°C’de inkiibe edildikten sonra kuyucuklardaki sivi
bosaltilip tlizerine 100 pl reaktif A sollisyonu eklenip 1 saat 37°C’de inkiibe edildi.
Inkiibasyonun sonunda kuyucuklar 3 kez yikama tamponuyla yikanip yikama sonunda
kuyucuklara 100 pl reaktif B soliisyonu eklenip 1 saat 37°C’de inkiibe edildikten sonra 5 kez
yikama tamponuyla yikanarak icerisine 90 pl substrat soliisyonu eklenip {iistii kapatilarak 30
dakika inkiibe edildi. Sonra 50 pl stop soliisyonu eklenip 450 nm’de mikroplate okuyucuda
kuyucuklarmn optik dansiteleri belirlenerek GADD153 protein miktarlari tayin edildi (Lowe
ve ark. 2000, Krajewski ve ark. 1997, Lu ve ark. 2010, Devarajan ve ark. 2002, Yang ve ark.
2007).

3.5.1.6. AIF miktar tayini

Homojenatlardan 100°er pl ELISA kuyucuklarma eklendi. Kuyucuklarin isti
aliminyum folyo ile kapatilip 2 saat 37°C’de inkiibe edildikten sonra kuyucuklardaki sivi
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bosaltilip tlizerine 100 pl reaktif A soliisyonu eklenip 1 saat 37°C’de inkiibe edildi.
Inkiibasyonun sonunda kuyucuklar 3 kez yikama tamponuyla yikanip yikama sonunda
kuyucuklara 100 pl reaktif B soliisyonu eklenip 1 saat 37°C’de inkiibe edildikten sonra 5 kez
yikama tamponuyla yikanarak icerisine 90 ul substrat soliisyonu eklenip {iistii kapatilarak 30
dakika inkiibe edildi. Sonra 50 pl stop soliisyonu eklenip 450 nm’de mikroplate okuyucuda
kuyucuklarin optik dansiteleri belirlenerek AIF protein miktarlari tayin edildi (Lowe ve ark.

2000, Krajewski ve ark. 1997, Lu ve ark. 2010, Devarajan ve ark. 2002, Yang ve ark. 2007).

3.5.1.7. Grp78 Miktar Tayini

Homojenatlardan 100’er pul ELISA kuyucuklarina eklendi. Kuyucuklarm iistii
aliminyum folyo ile kapatilip 2 saat 37°C’de inkiibe edildikten sonra kuyucuklardaki sivi
bosaltilip tlizerine 100 pl reaktif A sollisyonu eklenip 1 saat 37°C’de inkiibe edildi.
Inkiibasyonun sonunda kuyucuklar 3 kez yikama tamponuyla yikanip yikama sonunda
kuyucuklara 100 pl reaktif B soliisyonu eklenip 1 saat 37°C’de inkiibe edildikten sonra 5 kez
yikama tamponuyla yikanarak igerisine 90 pl substrat soliisyonu eklenip tistii kapatilarak 30
dakika inkiibe edildi. Sonra 50 pl stop soliisyonu eklenip 450 nm’de mikroplate okuyucuda
kuyucuklarin optik dansiteleri belirlenerek grp78 protein miktarlar tayin edildi (Lowe ve
ark. 2000, Krajewski ve ark. 1997, Lu ve ark. 2010, Devarajan ve ark. 2002, Yang ve ark.
2007).

3.6. Sonuclarin Degerlendirilmesi

Grafiklerin ¢izimi ve istatistiksel analiz i¢in bilgisayar ortaminda Graph-Pad Prism
(CA, USA) programi kullanildi. Veri setleri 6 dl¢iim iizerinden olusturuldu. Veriler i¢in 6n
degerlendirme yapilarak aykir1 degerler olup olmadigi incelendi. Verilerin istatistiksel
analizleri, SPSS for Windows (version 21, IBM Corp, Armonk, New York, USA)
programinda yapildi. Istatistiksel karsilastirmalar icin Mann-Whitney U testi kullanild: ve
p<0,05 degeri anlaml1 olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

Calismamizda veriler %95 gilivenle SPSS 21 versiyon kullanilarak analiz edildi.
Degiskenler artimetik ortalama, standart sapma, median, min ve max Ol¢iileri kullanilarak
ifade edildi. Grup kiyaslamalar1 icin Mann Whitney U testi kullanildi. Bulgular asagidaki
sekil ve cizelgede gosterildigi gibidir.

Sekil 4.1. Kontrol ve Ekstrakt Gruplarina Ait Sonuglar

4.5000

4.0000 M Kontrol pg/ml [ Ekstrakt pg/ml
3.5000

3.0000

2.5000

2.0000

1.5000

1.0000

Al
0.0000

Bcl-2 kaspaz-3 Weel grp78 GADD153

Cizelge 4.1. Calismanin sonuglarint gosteren veriler

Kontrol pg/ml Ekstrakt pg/ml p

Bax 0,33 £0,26 4,17+0,57 0.004*
Bcl-2 4,23+0,79 1,09+0,17 0.004*
Kaspaz-3 0,35+0,60 3,41+0.47 0.004*
Weel 0.16+0,04 0,82+0.15 0.004*
AIF 0.43+0.07 1,09+0,16 0.004*
grp78 0.27+0,06 0,70+0,08 0,004*
GADDI153 0,75+0.13 1,68+0.14 0.004*

Sonuglar Ortalama + SS olarak sunulmustur. Mann-Whitney U test yapildi.

*: p< 0,01 Istatistiksel olarak yiiksek diizeyde anlamli



B16F10 melanom hiicrelerinin, Eryngium campestre ekstraktiyla muamele edilmesi
sonucu, kontrol grubunda 0,33 pg/ml olan Bax degeri 4,17 pg/ml olarak o6l¢tildii (p<0,01).
Apoptozu inhibe edici Ozellikte olan Bcl-2 degeri kontrol grubunda 4,23 pg/ml olarak
Olctiliirken, ekstraktimizla muamele edilen melanom hiicresinde Bcl-2 degeri 1,09 pg/ml
olarak ol¢iilmiistiir (p<0.01). Bax>Bcl-2 oldugundan hareketle hiicrenin apoptoza gitme
egiliminde oldugunu diisiinmekteyiz. Bir diger 6l¢iim sonucu olarak apoptoz siirecinde
miktarinda artis gézlenen kaspaz-3 diizeyinin 0,35 pg/ml’den 3,41 pg/ml’ye yiikseldigi
goriilmiistiir (p<0,01). Calismamizda kullanilan belirteclerden biri olan GADD153 proteini
miktar1 kontrol grubunda 0,75 pg/ml iken, ekstrakt ile muamele edilen melanom hiicresinde
GADD153 proteini degerininin 1,68 pg/ml’ye yiikseldigi goriilmiistiir (p<0.01). Apoptozun
gerceklesmesi silirecinde miktarinda artis olmasi beklenen AIF protein diizeyi, kontrol
grubunda 0,43 pg/ml olarak oSlgiiliirken, ekstraktimizin melanom hiicresinde AIF degerini
1,09 pg/ml’ye yiikselttigi goriilmiistiir (p<0.01). Yine bir diger apoptoz belirteci olan grp78
degeri kontrol grubunda 0,27 pg/ml iken, bitkimizle hazirlanan ekstraktla muamele sonucu

melanom hiicresindeki degeri 0,70 pg/ml olarak bulunmustur (p<0.01).
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5. TARTISMA

Eryngium tiirlerinin yapisini aydinlatmak iizere yapilmig g¢alismalarda; bitkinin
toprak iistii kisimlarinda triterpenik yapida saponinler (aglikon kisminda barringtogenol C,
Al-barrigenol, R1-barrigenol, kameliagenin A, eringinol A, eringinol B, betulinik asit,
oleinik asit yapisinda; glikon kismi glikoz, glukuronik asit, ramnoz, ksiloz, galaktoz,
arabinoz yapisinda) flavonoitler ve ugucu yaglar; toprakalt: kisimlarinda ise yine birtakim
triterpen yapidaki saponinler, monoterpen yapili glikozitler, flavonoidler, kumarin tiirevi
bilesikler, terpen aldehit esterleri, asetilenler, ugucu yag ve okigosakkaritlerin bulundugu
goriilmiistiir (Aslan S. 2009, Hiller ve ark. 1974, Hiller ve ark. 1978, Kartal ve ark. 2005,
Kartal ve ark. 2006, Zhang ve ark. 2008).

Bitkinin yapisinin ortaya ¢ikarilmasini takiben zaman icerisinde bu tiir ile ilgili ¢esitli
biyolojik etkinlik calismalari da yapilmistir. 2006 yilinda yaptiklar1 ¢aligmada E.
campestre’den 5 yeni triterpen saponin izole eden Kartal ve ark. izole ettikleri saponinlerin
HCT116 ve HT29 insan kolon kanseri hiicrelerinde sitotoksik etkilerini ¢aligsmislardir.
Calismanin sonucu olarak izole edilen bilesiklerin sitotoksisitesi, pozitif kontrol paklitaksel

ile karsilastirildiginda daha yiiksek bulunmustur (Kartal ve ark. 2006).

Filistin’de Eryngium creticum’un antimutajenik etkinliginin N-metil-N’-nitro-N-
nitroguanidi (MNNG) ile rat primer hepatositlerinde arastirildigi ¢alismada, sitogenetik
ozelliklerin belirlenmesi amaciyla hiicre niikleusunu boyayan DAPI yapilmig; anneksin-
V/propidiyum iyodid ile apoptotik hiicreler nekrotiklerden ayrilmistir. Bitkinin nekroz ve
apoptoz lizerine etkisi olmadig1 gibi, hiicre proliferasyonunu arttirmadigi da bildirilmistir
(IC50 <120 pg/mL). Genotoksisite iizerine etkisinin arastirildigi ayni ¢alismada, MNNG ile
yapilan mutasyon sonucu olusan kromozomal aberasyonunu da belirgin sekilde azalttig
goriilmiistiir. Belirtilen etkilerinin igerdigi saponin tiirii bilesiklerin 6zelliklerinden

kaynaklanabilecegi bildirilmistir (Khader ve ark. 2010).
Polonya’da, E. planum’un da aralarinda bulundugu Apiacea familyasindan yedi

bitkinin birtakim farkli 16semi hiicrelerinde (ML-1- insan akut myeloblastik 16semi, J-45.01-

insan akut T hiicresi 16semisi, EOL-insan eozinofilik 16semi, HL-60-Beyaz 1rk promyelotik
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l6semi, 1301-insan T hiicresi 16semi lenfoblast, C8166 insan T hiicresi 16semi, U-266B1-
insan myeloma, WICL- insan beyaz irk normal B hiicreleri ve H-9- insan normal T hiicreleri)
tripan mavisi ve anneksin V boyamalar1 ile apoptotik ve sitotoksik etkisi {izerine ¢alisma
yapilmistir. Yapilan ¢alismanin sonucu olarak Eryngium planum’un apoptotik etkisi J45
hiicreleri iizerinde %96, C8166 hiicrelerinde %89 ve U266 hiicrelerinde ise %85
bulunmustur (Bogucka-Kocka ve ark. 2008). Bizim c¢alismamizin sonucunda da bu
calismaya paralel olarak Eryngium campestre ekstresinin melanom hiicresini apoptoza

stiriikledigi gosterilmistir.

Iran’da Fritillaria imperialis bitkisinin ¢igek soganlar1 ve Eryngium caucasicum
bitkisinin koklerinin metanollii ekstrelerinin insan hepatoma (HepG2) ve kolon kanseri
(HCT116) hiicre hatlar1 iizerine sitotoksik etkileri MTT testi kullanilarak arastirilmistir.
Yapilan c¢alisma sonucu Fritillaria imperialis bitkisinin ¢icek soganlarinin HepG2 ve
HCT116 hiicre hatlarinda antiproliferatif ve sitotoksik etkileri oldugunu ortaya ¢ikarmstir.
Fakat yine ayni ¢alismanin sonucu olarak Eryngium caucasicum bitkisinin koklerinin
metanollii ekstesinin hiicre hatlar iizerine dnemli bir sitotoksik etkisi olmadigini ortaya

cikarmistir (Kardan ve ark. 2019).

Iran’da Eryngium billarderi bitkisi ile yapilmis bir ¢aligmada bitkinin diklorometan
ve n-hekzan ekstrelerinin, Bax miktarini ve siklin D1 mRNA salinimini artirarak pankreas
kanseri hiicreleri iizerinde apoptozisi indiikledigi gosterilmistir (Roshanravan ve ark. 2018).
Bizim ¢alismamizda ise Eryngium campestre ekstresi uygulanan melanom hiicresinde Bax
miktarinda anlamli artis ortaya ¢ikmistir. Yine ayni ¢calismanin sonucunda Bcl-2 miktarinin
anlaml azalig gostermesi ve miktar olarak Bax’in Bcl-2’ye kiyasla daha fazla olmasina
dayanarak melanom hiicresinde bitkimizin ekstresinin apoptozu indiikledigini

diistinmekteyiz.

Liibnan’da Eryngium creticum bitkisi ile yapilan bir ¢alismada; bitkinin yapraklari,
sap1, kokleri ve bitkinin tamamini igeren etanollii ekstreler hazirlanarak bu ekstrelerin her
birinin ayr1 ayr1 serviks kanseri hiicre hatti (HeLa) {izerine sitotoksik ve antiproliferatif

etkileri arastirilmistir. Calisma sonucunda, bitkinin bu dort kisminin etanollii ekstrelerinin
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de HeL a hiicre hatt1 iizerinde doz ve zamana bagl sitotoksik etkisi oldugunu (IC50 < 47.24
pg/ml) ortaya koymustur (Nasreddine ve ark. 2014).

Literatiir taramasi yapildiginda Eryngium campestre bitkisi ile yapilmis hiicre
kiiltiiriinde apoptozis iizerine ¢aligma bulunmamaktadir. Bu agidan yaptigimiz bu ¢alismanin
0zgiin nitelikte bir ¢aligma niteliginde oldugu goriilmektedir. Bu nedenle daha 6nce diger
bitkiler ile yapilmis hiicre Kkiiltiirlinde apoptozis ¢alismalarinin sonuglariyla bizim
calismamizda da bakilan apoptozis belirteclerine ait sonuglar1 karsilastirdik. 2019 yilinda
meyan bitkisinin etanollii ekstrelerinin kullanildig1 bir calismada, melanom hiicre hattinda
ekstreyle muamele sonucu Bax miktarinin anlamli sekilde arttigi ve Bcl-2 miktarinin ise
anlamli sekilde azaldig1 sonucu ortaya ¢ikmistir (Adal U. 2019). Bizim ¢aligmamizda da
benzeri sekilde Bax seviyelerinde anlamli sekilde artis ve Bcl-2 miktarinda anlamli sekilde
azalis gozlendi (p<0.01). Ayrica meyan bitkisi yine ayni ¢alismanin sonucu olarak weel,
GADDI53 ve kaspaz-3 miktarlarinda anlamli artis meydana getirmistir. Bizim
calismamizda, yapilan calismalara uyumlu olarak weel, GADDI153 ve kaspaz-3
miktarlarinda anlamli bir artis meydana geldigi gosterilmistir (p<0.01). Bu sonuglar
Eryngium campestre bitksinin melanom hiicresini apoptoza siiriikkledigini ve potansiyel bir

kanser ilac1 olabilecegini gostermektedir.
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6. SONUC

Gergeklestirdigimiz deneysel calismada Eryngium campestre bitkisinin potansiyel
anti-timor etkilerini ortaya ¢ikarmay1 amacladik. Bu amagla bitkiden elde ettigimiz ekstre
ile muamele ettigimiz melanom hiicrelerinde AIF, GADD153, grp78 ve kaspaz-3 miktarinda
kontrol grubuna gore anlamli artis gozlendi. Bu belirteglerin miktarindaki artis Eryngium
campestre ekstresinin melanom hiicrelerinde apoptoza gidisi arttirdigini gostermistir. Ayni
zamanda birbiriyle iligkili olan Bax miktarinin énemli 6lgiide artis1 ve Bcel-2 miktarinin
azaligina sebep olmasi ve ekstaktla muamele edilen melanom hiicrelerinde Bax miktarinin
Bcl-2 miktarindan biiyiik olmasi da hiicrenin apoptoza gitme egiliminde oldugunu bize
gostermistir. Yine bagka bir belirte¢ olan weel miktarindaki artis da, Eryngium campestre
bitkisinin melanom hiicrelerinde hiicre dongiisiinii durdurabilecegini ve kanserlesmenin
Oniline gecebilecegini gostermektedir. Sonu¢ olarak; Eryngium campestre bitkisinin
ekstrelerinin kanser tedavisinde kullanilabilecek potansiyel etkilerinin olabilecegini ortaya
koyan calismamiz in vitro ortamda yapildigindan dolayi, bu fikrin kesinlik kazanmasi
acisindan in vivo ¢alismalarin ve daha sonrasinda faz galigmalarinin yapilmasi gerektigi

kanaatine ulasilmstir.
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