T. C.
MERSIN UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU
FARMAKOGNOZI ANABILIM DALI

NIGELLA STELLARIS BOISS. (RANUNCULACEAE)
BiTKiSi UZERINDE FARMAKOGNOZIiK
ARASTIRMALAR

Ecz. Sibel SILAHTAROGLU

YUKSEK LISANS TEZI

DANISMAN

Prof. Dr. Gamze KOKDIL

Bu tez, Mersin Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
BAP-SBE-EMB (SS) 2008-6 YL nolu proje olarak desteklenmistir.

Tez No:

MERSIN-2009



Mersin Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii

Farmakognozi Anabilim Dali Farmakognozi Yiiksek Lisans Program
cercevesinde yiiriitiilmiis olan ‘Nigella stellaris Boiss. (Ranunculaceae) Bitkisi
Uzerinde Farmakognozik Arastirmalar’ adli calisma, asagidaki jiiri tarafindan

Yiiksek Lisans tezi olarak kabul edilmistir.

Tez savunma tarihi: 20.07.2009

Prof. Dr. Gamze Kokdil
Mersin Universitesi Eczacilik Fakiiltesi
Farmakognozi Anabilim Dali

Jiiri Bagkani

Prof. Dr. Serpil Unyayar Yard. Dog. Dr. Ahmet Ilgim
Mersin Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi ~Kahramanmaras Siitcii Imam Universitesi
Biyoloji Boliimii Fen Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Boliimii
Jiiri Uyesi Jiiri Uyesi
Bu tez Enstitii Yonetim Kurulunun ............... tarthlive .............. sayili karar ile
kabul edilmistir.

Dog. Dr. Ulkii COMELEKOGLU

Enstiti Mudiri

i1



TESEKKUR

Ziilfi SILAHTAROGLU ve Emine SILAHTAROGLU... Camim babam ve
canim annem her seyden Once bu tezi size ithaf ediyorum... Goziimii actigimdan bu
yana her zaman her konuda sonuna kadar yanimda hissettigim, bugiinlere gelebilmemin
en biiyiik destek¢ileri olan sizlere ne soylesem hakkinizi 6deyebilirim ki... Umarim bu
emeklerinize layik olabiliyorumdur...Cok tesekkiir ederim hersey i¢in...

Saym hocam Prof. Dr. Gamze Kokdil... Universite hayatina basladigim ilk
donemden itibaren diisiincelerimin hicbir zaman degismedigini gordiim. Sizin gibi
degerli bir hocanin Ogrencisi olmanmn gururunu her zaman hissettim. Hocalik
vasiflarinin yani sira sahip oldugunuz insani degerlerinizle yanimizda oldugunuzu her
zaman hissettirdiniz gerek soyledikleriniz gerek yaptiklarimizla... Her baglamda
yasamimda ¢ok Onemli bir yere sahip oldunuz hem durusunuz hem de hayat
goriiglerinizle...Bu acidan size biiyiik bir tesekkiir bor¢luyum. Lisans doneminde
oldugu kadar lisans iistii donemde de ¢alismalarimda hicbir destegini esirgemeyen, tezin
eksiksiz ortaya ¢ikmasinda biitiin bilgi birikim ve deneyimini bizlerle paylasan hocam
sonsuz, sonsuz tesekkiirler...

Calisma materyalimin lokalitesinin tespiti, toplanmas: ve teshisinde degerli
yardimlarini gordiigiim Saym Hocam Yrd. Dog¢. Dr. Ahmet ILCIM’e (Kahramanmaras
Siitcii Imam Universitesi, Fen-Edebiyat Fakiiltesi, Biyoloji Boliimii) tesekkiirlerimi
sunarim.

Tez ¢alismamin bir kismin1 olusturan E vitamini ve fenolik bilesikler ile ilgili
HPLC analizlerinin yapilmasmda yardimci olan Hamide Senyuva ve Dilek Cimen’e
(Tubitak Ankara Test ve Analiz Laboratuar1) ve mineral madde analizlerinde yardimci
olan Deniz Yurtsever Sarica’ya (Tiibitak Ankara Test ve Analiz Laboratuarr)
tesekkiirler.

Tez caliymalarimiz  swrasinda elde ettigimiz  bulgularm  istatistiksel
degerlendirmelerinde yol gosteren Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Biyoistatistik

Anabilim Dali Aras. Gor. Ilter Helvaci’ya yardimlarindan dolay tesekkiir ederim.
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Antioksidan etki calismalarimizi gerceklestirmemiz swrasinda laboratuar
imkanlarindan yararlanmamizi saglayan Mersin Universitesi Eczacilik Fakiiltesi
Biyokimya Anabilim Dali Baskani Dog¢. Dr. Serap Yalm ve Aras. Gor. Mehmet
Berkoz’e tesekkiirler...

Yiiksek lisans doneminin bana en biiyiik kazanimlarindan biri de sensindir, senin
o giizel arkadasligin ve dostlugundur. Selma URAS’im benim... Tanmistigimiz ilk
zamanlardan bu yana birbirimize her konuda destek olduk, beraber giildiik, beraber
agladik. Diisiiniiyorum da her sikintimda sen varmigsin yanimda. Her sevincimi de
seninle paylasmisim. Iyi giinde kotii giinde yani... Dostlugumuzun bir dmiir boyu
siirmesi dilegiyle...Yaptigin her sey i¢cin cok ama cok tesekkiirler...

Okulda bulundugum siire i¢cinde eczanede bulunamadigim donemler yoklugumu
hissettirmeyen, bana bu konuda oldugu gibi stresimi, sikintimi atmamda da ¢ok biiyiik
destegi olan ablam Yasemin SILAHTAROGLU’na ¢cok tesekkiirler. ..

Bitkilerimi topladigim donemde beni yalniz birakmayan abim Sirag
SILAHTAROGLU na tesekkiirler. ..

Eczane calisanlarima... Benim yoklugumda is yiikiimii sirtladiginiz ve bana bu
baglamda cok biiyiik destek oldugunuz icin tesekkiirler...

Ders aralarinda bizi siirekli besleyen, moral veren ve atasozleri konusunda beni
cok gelistirdigine inandigim Sultan URAS teyzeme ve esi A. Cengiz URAS’a da ¢ok
tesekkiir ederim..

Tez calismamizin sonlarina dogru arkadashgmi kesfettiim ve bizi siirekli
ziyaret eden, laboratuarin bir kdsesinin okul kantini haline gelmesinde bizlere biiyiik
destek olan Altu GUNGOR e tesekkiirler..

Keske tez hazirlamaya yardimci olma konusundaki yeteneklerinizi daha 6nce
kesfetseymisim..Simdiye kadar nasil da farketmemisim.. Canim kuzenlerim Zeynep ve
Sultan ISLAMOGLU..Cok tesekkiir ederim sizlere..

Bu aragtrmanmn gerceklesmesi icin destek saglayan Mersin Universitesi

Rektorliigii Bilimsel Arastirma Projeleri Birimine tesekkiir ederim.
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OZET

Silahtaroglu S. Nigella stellaris Boiss. (Ranunculaceae) Bitkisi Uzerinde
Farmakognozik Arastirmalar.

Bu calismanin amaci N. stellaris bitkisinin farkh kisimlarim fitokimyasal acidan
arastirmak ve antioksidan aktivitelerini degerlendirmektir. Bu cahsmada N.
stellaris  tohumlarmin sabit yagimin yag asidi bilesimi GC ve GC-MS ile
belirlenmistir. Yagda alt1 yag asidi (%85.60) saptanmistir. Ana yag asitleri linoleik
(%50.02), oleik (%18.63) ve palmitik asittir (%10.73). N. stellaris tohumlarindan
hidrodistilasyon yontemiyle %0.5 verimle ucucu yag elde edilmistir. GC ve GC-
MS analizleri seskiterpenlerin baskin oldugu on bilesenin varhgimi gostermistir.
Metil farnesoat (%38.16) ve bisiklogermakren (%19.44) ana bilesenlerdir. .
stellaris tohumlarinda timol ve timokinon seviyeleri de RP-HPLC ile
belirlenmistir. Ekstrede timokinon miktar:1 18.5 pg/ml olarak saptanmstir.

N. stellaris’in tohum, toprak iistii ve koklerinin metanollii ekstreleri HPLC ile
fenolik bilesimleri acisindan analiz edilmistir. Tohum ekstresinde ana bilesen p-
kumarik asit iken toprak iistii kismin ektrelerinde kersetin ana bilesen olarak
belirlenmistir. Kok ekstrelerindeki ana bilesenler trans-2-hidroksisinnamik asit ve
(-)-epikatesindir. N. stellaris tohum hekzan ekstresinin tokoferol profili HPLC ile
arastirilmistir. a-tokoferol ana bilesendir. N. stellaris tohumlarimin mineral analizi
on ii¢c mineral icerdigini gostermistir. Kalsiyum, fosfor, potasyum ve magnezyum
ana elementlerdir. Metanollii ekstreleri DPPH" (1,1-difenil-2-pikrilhidrazil)
yontemi ile radikal siipiiriicii etkileri icin arastirnlmistir. Toprak iistii ekstresi
diger ekstrelerden daha yiiksek antioksidan aktivite gostermistir.

Anahtar kelimeler: Nigella stellaris Boiss., sabit yag, ucucu yag, timol ve
timokinon, tokoferol profili, mineraller, fenolik bilesenler, GC ve GC-MS, HPLC
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ABSTRACT

Silahtaroglu S. Pharmacognostical Studies on Nigella stellaris Boiss.
(Ranunculaceae).

The aim of this study was to investigate different parts of N. stellaris
phytochemically and was to evaluate their antioxidant activity. In this study, the
fatty acid composition of fixed oil of N. stellaris seeds were determined by GC and
GC-MS. Six fatty acids (85.60 %) have been identified in the oil. The main fatty
acids were linoleic (50.02%), oleic (18.63%) and palmitic (10.73%) acids. The
essential oil of N. stellaris seeds was obtained by hydrodistillation, yielding 0.5% of
oil. The GC and GC-MS analysis showed the presence of ten components,
predominantly sesquiterpenes. The major constituents were methyl farnesoate
(38.16 %) and bicyclogermacren (19.44 %). Thymol and thymoquinone of N.
stellaris seeds were also determined by RP-HPLC. The level of thymoquinone was
18.5pg/ml in the extract .

Methanolic extracts from seeds, aerial parts and roots of N. stellaris were analysed
for their phenolic composition by HPLC. While p-coumaric acid was the main
constituents of the seed extract, quercetin was determined as the major compound
in the extracts of aerial parts. Trans-2-hydroxycinnamic acid and (-)-epicatechine
were the main constituents of the root extracts. Tocopherol profile was
investigated in the hexane extract of N. stellaris seeds by HPLC. a-tocopherol was
the main constituent. Mineral analysis of N. stellaris seeds showed that the seeds
contained thirteen minerals. Calcium, phosphorus, potassium and magnesium
were determined as major elements. The methanolic extracts were tested for their
radical scavenging activity by DPPH" (1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl) test. The
aerial parts exhibited higher antioxidant activity than the other extracts.

Keyword: Nigella stellaris Boiss., fixed oil, essential oil, thymol and thymoquinone,
tocopherol profile, minerals, phenolic composition, GC and GC-MS, HPLC
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1. GIRIS

Nigella L. cinsi Ranunculaceae familyasina ait bir cins olup diinyada 20 tiirle
temsil edilmektedir. Bu cinse ait tiirler Dogu Akdeniz iilkeleri, Dogu ve Giiney Avrupa,
Kuzey Afrika, Hindistan ve Tiirkiye’de yetismektedir (1, 2). Nigella cinsi Tiirkiye’de 15
tiir ile temsil edilmekte olup N. lancifolia, N. arvensis subsp. brevifolia var. anatolica,
N. arvensis subsp. brevifolia var. oblanseolata, N. icarica ve N. turcica endemik
taksonlardir (3-5).

Baz1 Nigella tiirlerinin (N. sativa, N. damascena ve N. arvensis) tohumlarimin
geleneksel kullanima sahip oldugu bilinmektedir (2, 6-9). Diinyada ¢ok taninan ve
kullanilan tiirlerden biri olan N. sativa, Ingilizce ismi ile “black cumin” ya da “black
caraway” Dioscorides, Plinus ve ibn-i Sina tarafindan da sifal bitki olarak bildirilmis ve
2000 yili askin bir siiredir Orta Dogu ve Uzak Dogu’da geleneksel olarak
kullanilagelmistir. Hz. Muhammed tarafindan tohumun 6liim diginda biitiin hastaliklara
1yi geldiginin ifade edilmis olmasi bitkinin Miisliimanlar i¢in kutsal sayilmasina neden
olmus ve tohumlar 6zellikle Orta Dogu’da baharat olarak ve tibbi amagla ¢ok fazla
kullamilmistir (10, 11). Geleneksel tipta diiiretik, diyaforetik, stomasik, karaciger
kuvvetlendirici ve dijestif olarak kullanilmis ayrica migren, lepra, cilt iilserleri, alopesi,
egzema, ¢il, sivilce ve sedef gibi rahatsizliklarin tedavisinde yararlanilmistir (11-13). N.
sativa’nin bu yaygm kullanimi bitkinin genis Ol¢iide Kkiiltiiriiniin yapilmasma neden
olmustur (2, 6).

Literatiir incelendiginde giiniimiize dek yapilmig bilimsel arastirmalarin 6zellikle
N. sativa tiirii iizerinde oldugu goriilmektedir. Bunu N. damascena ve diger baz1 Nigella
tiirleri iizerinde yapilmig calismalar takip etmistir. Arastirmalarda Nigella cinsine ait
tiirlerin sabit yag, proteinler, aminoasitler, lipaz, ucucu yag, saponozitler, steroller,
fenolik bilesikler, alkaloitler, vitaminler ve cesitli mineraller gibi metabolitleri
icerdikleri tespit edilmistir (1, 2, 11, 13-15).

Biyolojik aktivite caligmalar1 da en fazla N. sativa tiirii iizerinde yapilmis antiallerjik,
antimikrobiyal, antiparazitik, antidiyabetik, antienflamatuar ve antinosiseptif, immiin

sistem, antitimOr, kalp-damar ve gastrointestinal sistem iizerine etki, antihepato ve



nefrotoksik etki, antioksidan ve sinir sistemi iizerine etkileri cesitli arastirmalarla
saptanmustr (11, 13, 15-32). Ayrica N. damascena’nin Ostrojenik, antimikrobiyal ve
mollusisidal, antileishmanial aktiviteleri arastirilmisken bazi Nigella tiirlerinin ise
antimikrobiyal, kan biyokimyasi ve oksidan/antioksidan denge {izerine etkileri
arastirilmustir (30, 33-38) Kimyasal bilesim-aktivite iliskisi agisindan literatiir verileri
incelendiginde ise yine N. sativa tiirlinde yapilmis arastirmalarda ucucu yagda bulunan
timokinon isimli bilesigin bir¢ok aktiviteden sorumlu tutuldugu goriilmektedir ve bu saf
bilesik ile de cesitli biyoaktivite ¢aligmalar1 yapilmistir. Timokinonun antioksidan,
antineoplastik, antienflamatuar etkileri oldugu kadar apoptozis ve immiin sistem iizerine
de etkili oldugu yapilan arastirmalar ile saptanmistir (11, 13, 15, 16, 39).

Yukarida sozii edilen gerek fitokimyasal gerekse biyoaktivite ¢aligmalarinin, N.
sativa, N. damascena ve diger birkag tiir ile sinirl kalmig olmasi bu cinse ait diger tiirler
izerinde de detayli arastirmalarin yapilmasi gerekliligini ortaya koymaktadir. Bu tez
calismasinin konusunu olusturan N. stellaris Boiss. tiirii dar bir yayilis alanma sahip
olan su ana kadar arastirilmamis bir tiirdiir. Calismamizda bitkinin tohum, toprak iistii
ve koklerinin fitokimyasal ag¢idan detayli olarak incelenmesi planlanmistir. Tohumlarin
diger Nigella tiirlerinde oldugu gibi sabit ve ugucu yag igerip icermedigi, varsa bunlarin
bilesimlerinin saptanmasi, tokoferol profili ve mineral iceriginin belirlenmesi,
tohumlarin  gida olarak degerli olup olmadigini, tibbi amagla kullanilip
kullanilamayacagini ortaya koyacaktir. N. stellaris tohumlariin hem ugucu yaginda
hem de metanol ekstresinde timokinon isimli bilesigin bulunup bulunmadiginin tespiti
de amaclanmis olup sonugcta literatiirde bircok aktiviteden sorumlu oldugu belirtilen bu
bilesik i¢in bitkinin kaynak olup olamayacagi da belirlenmis olacaktir. N. stellaris
tohum, toprak istii ve koklerinin fenolik bilesenlerinin kalitatif ve kantitatif olarak
belirlenmesi ve radikal siipiiriicii etkilerinin tayin edilmesi de amag¢lanmistir. Sonuglar
bitkinin tiim kisimlarmin fenolik bilesen profilinin ¢ikarilmasini saglayacak, radikal
stipliriicii etkisinin belirlenmesi ile N. stellaris tiirliniin antioksidan etki acisindan
degerini  ortaya  koyabilecek ve  bitkinin daha ileriki  arastirmalarda

degerlendirilebilmesini saglayacaktir.



2. GENEL BIiLGi

2. 1. BOTANIK BIiLGILER

2. 1. 1 Ranunculaceae Familyasi

Ranunculaceae Familyasi;
- Spermatophyta Boliimii
- Angiospermae Alt Bolimii
- Dicotyledones Sinif1
- Dialypetalae Alt Sinif1
- Ranales Takimi’nda yer alan familyalardan biridir (40, 41).

Diinya genelinde 59 cins ve 1900 tiire sahip, Kuzey Yarikiirenin iliman ve soguk
yorelerinde yetisen bir veya cok yillik, cogu otsu, bazis1 ¢ali formunda veya tirmanici
bitkilerdir (40).

Yapraklar alternan dizilisli, bazen oppozittir veya hepsi tabanda toplanmus,
lamina tam, az veya cok parcali, pennat veya palmat damarhdir. Cicekler hermafrodit,
hipogin, aktinomorfik veya zigomorfiktir, parcalar: asiklik diziliglidir. Periant ya kaliks-
korolla seklinde ayrilmistir ya da kaliks petaloittir, iiyeleri serbesttir. Cogunlukla
nektaryum goriiliir. Stamenler ¢cok sayida, spiral dizilimli, sentripetal, anterler disa
dogrudur. Ovaryum 1 veya cok karpelli ve apokarp, nadiren sinkarp veya tek karpellidir.
Folikiil, nuks, kapsiil, bakka gibi degisik meyva tiplerine rastlanir (40, 41).

2. 1. 2 Nigella L. Cinsi

Bir yillik, yapraklar 1-3 pinnatisekt, iisttekiler bazen trisekt veya tam. Cigekler
yapraklardan olusan bir involukrum tasir veya ¢iplak. Periant iki sirali; sepaller 5,
siklikla petaloit, meyvada diisiicii; petaller 5-10, sapli, nektar tasir, 2 dudakli, dudak 2
loblu veya ikiye yarik. Folikiiller kismen veya tamamen kapsiil olusturacak sekilde

birlesmis; stiluslar kalic1, uzun veya kisa (3).



Tiirkiye’de, Nigella L. cinsinin 15 tiirii yetismektedir (3-5). Nigella L. cinsine ait

tayin anahtar1 asagida verilmistir (3).
1. Olgun karpeller 2-14, eksene bakan dikis boyunca agilir; stilus uzun, agilmayan;
sepaller petaloit, genellikle petallerden uzun
2. Karpeller tepede birlesmis; sepaller mavimsi
3. Cigekler involukrumlu degil; kapsiiller siskin 8. sativa
3. Cigekler involukrumlu; kapsiiller diiz
4. Petallerin alt dudak loblar1 kuneat ve yuvarlak; kapsiiller zarimsi, sigkin 9. damascena
4. Petallerin alt dudak loblar1 seritsi ek yapilar meydana getirmis; kapsiiller sert, hemen hemen siskin

10. elata
2. Karpeller tepede birlesmemis; sepaller sarimsi,mavimsi, grimsi veya kirli beyaz
5. Folikiiller kuvvetlice yassilmis, 2-14; tohumlar disk seklinde, sepaller sarimsi1

6. Petallerin alt dudag: kisa ikiye yarik; folikiiller genellikle stiluslardan biraz daha uzun 1. orientalis

6. Petallerin alt dudag: 2 uzun ipliksi ek yapi tasir; folikiiller genellikle stilus’un 1.5-2 kat1
7. Cicekler ve meyvalar zayif involukrumlu; yaprak ug parcasi linear, 1-2 mm genisliginde; sepaller oblong,
nadiren incelmis kistml 2. oxypetala
7. Cigekler ve meyvalar ¢iplak; yaprak u¢ kismi oblong-lanseolat, 2-6 mm genislikte; sepaller genisge ovat-
eliptik; kisa incelmis kisiml 3. latisecta
5. Folikiiller nadiren yass1 veya degil, genellikle 5 tane; tohum ii¢yiizlii, sepaller mavimsi, grimsi veya kirli beyaz
8. Stilus, diiz folikiillerin iicte biri veya yarisi kadar; sepaller eliptik, tedrici olarak daralmis; anterler koyu
menekse 4. segetalis
8. Stilus hemen hemen folikiiller kadar veya daha uzun; sepaller ovat-orbikulat; laminanin en az yaris1 kadar
aniden daralmig; anterler sarimsi veya menekse
9. Stiluslar folikiillerden biraz uzun veya biraz kisa, dik veya ayrik; folikiil alt yiizii ii¢ damarl1; anterler bariz
bir sekilde mukronat, sarimsi 5. arvensis
9. Stiluslar folikiillerden ¢ok daha uzun, yatay olarak yayilarak sert bir yildiz seklini almis; folikiil alt yiizii
bir damarli, anterler hemen hemen mukronat
10. Anterler menekse; petallerin tist dudagi mukronat; stiluslar meyvede yaklagik 15 mm
7. fumarifolia
10. Anterler sarimsi; petallerin iist dudag akuminat-aristat; stiluslar meyvede 22-40 mm
6. stellaris
1. Olgun karpeller 2-3 tane, her iki dikis boyunca acilir; stiluslar ¢ok kisa (1mm); iki parcaya acilir; sepaller hemen
hemen petaloid, petallerden daha kisa
11. Petaller sepallerin iki kat1, petalin ince kismu uzamamus; petal alt dudagi oblong tabanda daralmis; iki oblong-
linear loba ayrilmig 11. nigellastrum
11. Petaller sepallerin 3-4 kat1; petalin ince kismu ¢ok uzamis; petalin alt dudag: genisce ovat, tabanda kordat, ikiye

yarik 12. unguicularis

Flora of Turkey Volume 10’da (4) yer alan tiirler; 2a N. lancifolia ve 5a N.

icarica’dir. Yeni bulunan tiir ise 8a N. turcica’dir (5).



2. 1. 3 N. stellaris Boiss. (3)

Bitki genisce dallanmis, 5-20 cm uzunlugunda, donuk mavimsi yesil. Yaprak
parcalar1 kils1. Cigekler involukrumlu. Sepaller lavanta mavisi, ovat-orbikular, genisligin
yarist kadar incelmis kisimli, aniden daralmuis. Petal iist dudagi akuminat-aristat, alt
dudak aniden seritsi-comaks1 boynuz seklinde daralmis. Folikiiller akut omurgali, yogun
sigilli, kisa, eksenden uzak olan yiizii bir damarly; stiluslar birlesik folikiillerden 3-5 kat
daha uzun, 22-40 mm, yatay olarak yayilarak sert bir yildiz sekli almis. Cigeklenme 4-7,
tarla kenarlari, 1-600 m.

Tip: [Tirkiye C6 Hatay], Yayladagi, vi 1846, Boissier (K!)

Yayilis. Kilikya, Anti-Toros, Amanos, C5 Icel; Tarsus cevresi, Bal. Seyhan:
Feke, 600 m, D. 19648! C6 Hatay: Kasab, 40 m, 10 v 1945, Norsis! Seyhan: Osmaniye,
110 m, Balls 1192! C6 Kahraman Maras: Avsar Koyii civarlari, tarla kenarlari, terk
edilmis sahalar, 550-600 m, 13 vi 2008.

Lazkiye. Dogu Akdeniz elementi. N. fumarifolia ile yakindan akraba



N. stellaris Boiss.



2.2 Nigella Tiirleri Uzerinde Yapilmus Fitokimyasal Arastirmalar

2.2.1 Sabit Yag

Nigella tiirleri tohumlarmin sabit yag: ile ilgili ilk arastirmalar genellikle ¢ok
taninan, kullanilan ve biiytik 0Olgiide Kkiiltiire alman N. sativa tirii iizerinde
gergeklestirilmistir. Bu arastirmalar oncelikle yagin ekstraksiyonu, yag verimi, fiziksel
ve kimyasal 6zelliklerinin belirlenmesi seklinde olmustur. Ayrica gaz kromatografik
analizlerle de yag bilesimleri arastirilmistir. Literatiir incelendiginde bu konuda ayrintili
arastirmalarin ¢ok farkl iilke kaynakli V. sativa tiirii lizerinde gerceklestigi goriilmekle
birlikte yag bilesimi agisindan ortak 6zelligin N. sativa tohum yaglarinda doymamis yag
asitlerinin ana bilesen olmasidir. Kantitatif olarak bazi farkliliklar goriilse de linoleik
asit ana doymamis yag asidi olup bunu oleik ve eikosadienoik asitler izlemektedir.
Doymus yag asidi olarak baslica palmitik asitin bulundugu ve stearik asitin de diger
onemli doymus yag asidi oldugu arastirmalarla saptanmustir (Tablo 2.1). Bunlarin
disinda arasidik, behenik, lignoserik ve erusik asitler acisindan kalitatif farkliliklar
bulunmakta ve bu yag asitlerinin yagda bulunsalar da miktarlarmin genellikle cok diisiik
oldugu dikkati ¢ekmektedir. Bu nedenle adi gegen yag asitleri Tablo 2. 1’e dahil
edilmemistir. (2, 8, 14, 20, 42-52).

N. sativa disinda sabit yag acisindan incelenen tiirler 6ncelikle N. damascena ve
N. arvensis olmustur. Aitzetmiiller ve Werner (43) N. sativa, N. damascena ve N.
arvensis yaglari ile yaptiklar1 arastirmada her ii¢ tiiriin de ana yag asidi olarak linoleik
asit tasidigin1 ve bunu oleik asitin izledigini belirlemislerdir. Eikosadienoik asit
miktarinin bu ¢alismada 3.6-4.5 arasinda; eikosenoik asit miktarmin ise 0.6-0.7 arasinda
oldugu saptanmistir.
Akcasu ve Kavalali (51) N. damascena tohum yaginda linoleik asit (%45.75), oleik asit
(%33.28) ve eikosadienoik asit (%4.85)’leri baslica doymamis yag asitleri olarak
belirlemislerdir.
N. damascena tohum sabit yaginin basing uygulanarak, CO; ekstraksiyonu veya Soxhlet
ekstraksiyonu gibi yontemlerle elde edildigi ve verimlerin karsilastirildigi bir arastirma
Douksas ve arkadaslar1 (8) tarafindan yapilmistir. Sonucta en yiiksek verimler Soxhlet
ve CO; ekstraksiyonu yontemlerinde bulunmus ancak yag asidi bilesimlerinin farkl

oldugu saptanmistir. Yag asidi bilesenleri agisindan Soxhlet ekstraksiyonu ve basingla



yapilan ekstraksiyon ile elde edilen yaglar benzerlik gostermektedir. Ancak tiim
yontemlerde de linoleik asit (%43.71-50.83) ve oleik asit (%14.87-23.65) baslica
doymamis yag asitlerini olusturmaktadir. Doymus yag asitlerinde ise stearik asit
(%15.07-23.24) ana yag asididir (Tablo 2. 1).

N. sativa, N. damascena ve N. arvensis diginda diger Nigella tiirlerinin sabit
yaglarmin incelendigi 2005 yilinda yapilmis bir arastirmada ise Tiirkiye kaynakl 10
Nigella tiiriiniin (N. orientalis L., N. oxypetala L., N. latisecta P.H. Davis, N. segetalis
Bieb., N. arvensis L., N. damascena L., N. elata Boiss., N. nigellastrum (L.) Wilk., N.
unguicularis (Lam.) Spenner ve N. lancifolia Hub.-Mor.) yag asidi bilesenleri
incelenmis olup tiim yaglarda doymamis yag asidi miktarlarmin yiiksek oldugu ve
baslica linoleik ve oleik asitlerin bulundugu saptanmistir. Eikosenoik asit (Cay.1) ise N.
nigellastrum ve N. unguicularis’te yiksek (swrasiyla %23.12, %17.47) iken
eikosadienoik asit (C,p,) miktarinin N. nigellastrum, N. elata ve N. unguicularis
tiirlerinde %7’ nin lizerinde, N. damascena, N. latisecta, N.segetalis, N. arvensis ve N.

lancifolia’da %3 iin iizerinde oldugu belirlenmistir (Tablo 2.1) (50).



Tablo 2. 1 Nigella tiirleri tohum yaglarinin ana yag asidi bilesenleri (%)

Yag asiti N. sativa

N. damascena

N. orientalis

N. oxypetala  N. latisecta  N. segetalis ~ N. arvensis  N. elata  N. nigellastrum  N. unguicularis  N. lancifolia
Miristik 0.01-9.8 0.18-0.25 0.25 0.34 0.22 0.14 0.24 0.2 0.09 - 0.17
Palmitik 1.18-20.40 7.84-12.73 10.89 9.00 7.41 6.67 8.80-9.20 11.20 5.88 7.80 7.20
Stearik 0.03-7.70 2.09-23.24 3.12 247 2.75 2.67 2.81-3.20 3.29 3.38 3.13 294
Oleik 7.47-38.19 14.87-36.03 16.54 17.95 17.26 15.79 16.88-18.50  22.92 23.62 24.87 15.99
Linoleik 31.14-67.54  39.72-57.20 64.47 66.30 66.32 69.50 56.10-63.43  47.39 31.21 36.49 67.62
Eikosenoik  0.60-0.70 0.60-4.24 0.41 0.42 0.79 0.46 0.60-0.90 0.77 23.12 17.47 0.69
Eikosadienoik 1.7-4.5 1.88-5.24 2.59 1.86 3.47 3.25 3.17-3.60 8.39 9.40 7.17 3.48




2.2.2 Protein ve amino asitler

Nigella tiirlerinden olan N. sativa tohumlarmin proteinleri ile ilgili ¢esitli
arastirmalar literatiirde kayithdir. Babayan ve arkadaslari, N. sativa tohumunda %21.26
protein oldugunu ve on dort aminoasitin (alanin, valin, glisin, izoldsin, prolin, treonin,
serin, aspartik asit, metiyonin, fenilalanin, glutamik asit, tirozin, lizin ve arjinin)
varligim saptamuglardir (14).
Bir diger arastirmada Suudi Arabistan kaynakli tohumlarin %20.85 protein icerdigi,
sekizi esansiyel olan 17 aminoasitin var oldugu ve ana aminoasitler olarak arjinin,
aspartik asit, 10sin ve glisin varlig1 saptanmigken minér aminoasitler de belirlenmistir
(42).
1993 yilinda yapilan bir arastirmada da tohumlarin %20.2 protein tasidig1 saptanmustir
(46). Bir diger arastirmada ise Hindistan, Suriye, Tiirkiye ve Urdiin kaynakli N. sativa

tohumlar1 incelenmis ve protein miktar1 ortalama 216 g/kg olarak belirlenmistir (53).

2.2.3 Lipaz

Lipazlar gliserol ester hidrolazlar olarak da adlandirilan enzimlerdir, hidroliz,
sentez veya ester baglarma etkirler ve biyoteknolojide kullanilabilirler. Lipazlarin
tiretimini etkileyen faktorler lizerinde ¢esitli arastirmalar yapilmistir. Fungal kiiltiirlerin
lipolitik aktivitesi, tiirlerin pH, inkiibasyon sicakligi, kiiltiir yas1 ve lipid substratinin
karakteri gibi kiiltiir sartlarinda iiretilmis olan suslarina baghdir.

Rudyuk ve Korchagina tarafindan (57) N. damascena tohumlarindan lipazin
izolasyon kosullar1 ve saflastirilmasi iizerinde yapilan caligmalar sonucunda lipazin
alkali ekstresinin muamelesinin yiiksek saflik ve yiiksek enzim verimi sagladigi ve
Sephadex kullanilarak yapilan jel filtrasyon ile %70-80 protein igeren lipolitik fraksiyon
olusturdugu saptanmuistir.

Aragtiricilar bir diger calismalarinda ise N. damascena tohumlariin lipaz
aktivitesi ilizerine bazi metal iyonlarinin etkisini arastirmislardir. Tohumlardan izole
edilen lipaz aktivatorlerinin Co** ve Ni*> iyonlari oldugunu ve 0.01-0.02 M
konsantrasyonda aktivator etki gozlendigini, 0.04-0.10 M konsantrasyonda ise
inhibisyon olustugunu belirlemislerdir. Bu inhibisyon EDTA ve sodyum

dietiltiyokarbamat tarafindan kismen azaltilmistir. Ag iyonu da lipaz aktivitesini anlaml
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derecede azaltmakta iken Cu®’, Mg', Ba™, Ca™, Zn", Fe** gibi iyonlar etki
gostermemis veya lipaz aktivitesini cok az inhibe etmistir (55).

Arastiricilar devam eden calismalarinda yag, safra asitleri ve tiyol reaktifinin M.
damascena tohumlarmin lipaz aktivitesi lizerine etkilerini arastirmislar ve enzimin
lipolitik etkisinin %0.4 konsantrasyonda serbest yag asitleri tarafindan inhibe edildigini
saptamiglardir. Lipazin inhibisyon derecesi inkiibasyon karistmindaki konsantrasyon
artistyla yiikselirken oleik asidin inhibitor etkisinin koleik asidin eklenmesinden sonra
azaldig1 belirlenmistir. Monoiyodoasetik asit ve sodyum floriir lipaz aktivitesini inhibe
etmezken iyotun farkli konsantrasyonlar1 lipaz aktivitesini giiclii bir sekilde inhibe
etmistir (56).

Saad tarafindan yapilan arastirmada (57) N. sativa tohumlarindan Aspergillus
tamarii tarafindan ekstraseliiler lipaz iiretimi arastrilmistir. Uretim icin en uygun
sartlar; 6 giinliik kiiltiir peryodu, kiiltiir sicakhigi 30°C, pH 7.0 (0.1 mol/L. fosfat
tamponu) ve %0.15 zeytin yag1 olarak saptanmistir. Ham enzim yiiksek pH’larda
stabildir ancak termostabil degildir. Enzimin, bazi ticari deterjanlarm varliginda
aktivitesinin %90’ indan daha fazlasini1 korudugu belirlenmistir .

Ustiin ve arkadaslar1 (47) N. sativa tohumlarinda lipaz enziminin varliginm,
enzimatik hidrolizle miktar1 %40 ya da daha fazlasina arttirdigini saptamiglardir .

Dandik ve Aksoy (58) N. sativa yagmin lipoliz kinetigini 20-90°C arasinda
caligmiglar ve sonucta islem sicakligindaki artisin yag asidi olusumunu arttirdigini, yag
asitlerinin net verimi, lipaz aktivitesi ve nem igeriginin yiiksek sicakliktan
etkilenmedikce arttigimi ve ogiitiilmiis tohumlardaki lipoliz isleminin optimum sicaklik
ve su konsantrasyonunda yiiriitiiliirse yag asidi net veriminin maksimum seviyeye
ulasabilecegini belirlemislerdir.

1995 yilinda yapilmis bir calismada ise N. sativa tohumlarindaki lipazin yag
asitleri esterifekasyonuna etkileri incelenmistir (59).

1996 yilinda yapilan bir caligmada ise N. sativa tohum lipazi kullanilarak enzim
ile katalizlenen yag hidrolizi ve oleik asit asidin metanol ve gliserol ile esterifikasyonu
incelenmigstir. Esterin en yiiksek verimi metanol:oleik asit (1:1.5) molar oram ve %50
preslenmis tohum igerigi (toplam agirlik iizerinden hesapl) kullamilarak 45°C’de
yiiriitiillen esterifikasyon reaksiyonuyla elde edilmistir. Gliseroliin oleik asitle

esterifikasyonu da incelenmis ve oleik asidin en yiiksek veriminin 45°C’de 4:1
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gliserol:oleik asit molar oram ve yag agirlig: tizerinden %45 preslenmis tohum icerigi
ile gercelestirilen reaksiyonda elde edildigi saptanmigstir. Triolein sentezleri ise 55°C ‘de
gerceklestirilmis ve toplam agirhk {lizerinden %45 preslenmis tohum igerigi,
gliserol/oleik asit (1:3) kullanilmig ve triolein verimi %81.7 olarak belirlenmistir (60).

El ve arkadaslar1 tarafindan yapilan bir caliymada (61) N. sativa tohumlar ile
katalizlenen aycicegi yagmin gliserolizi arastirilmis ve en yiiksek kismi agilgliserol
verimi 60°C’de elde edilmistir.

Akova ve Ustiin tarafindan yapilan bir arastirmada (62) fosfat tampon
soliisyonlarinda (pH=5.0-8.0) 25°C’de N. sativa tohumlarmin lipazinin immobilizasyon
islemi arastirilmig ve enzimin adsorbsiyon ortaminin pH’sina bagl olarak farkli aktivite
degerleri gosterdigi, pH 6’da immobilize edilen enzimlerin en yiiksek aktivite degerine
ulastig1 saptanmustir.

Tiiter ve arkadaslar1 tarafindan yapilan calismalarda (63, 64) N. sativa tohum
lipaz1 kismi olarak saflastirilmis ve transesterifikasyon reaksiyonlarinda katalizor olarak
kullanilmistir. Borago officinalis L. yaginin secici hidrolizi, su ve hekzan karigiminda
40°C’de N. sativa’min iki lipaz preparatiyla katalizlenmis ve amonyum siilfatla
coktiiriilmiis lipaz (Nigella PL) ve DEAE-iyon degisim kromatografisi ile kismen
saflastirilan lipaz (Nigella CPL), gama linolenik aside (GLA) karsi negatif spesifite
gostermistir. Nigella PL’den 330 U/g yag kullanildiginda 8 saat sonra GLA seviyesi
%21.9’dan iiriin karisiminin TAG ve DAG fraksiyonlarinda sirasiyla %29.6 ve %41.8’e
yiikselmistir. Nigella CPL’nin 200 U/g yag enzim konsantrasyonunda 77 saat sonra
DAG fraksiyonunda maksimum GLA zenginligi elde edilmigtir.

2.2.4 Ucucu Yag

Nigella tiirlerinden 6zellikle N. sativa ve N. damascena tohumlarinda ucucu yag
varlig1 eski yillardan beri bilinmektedir. Abou Basha va arkadaslarinin bildirdiklerine
gore (65) N. sativa ugucu yagi lizerine ilk ¢aligsmalardan birisi El-Dakhakhny tarafindan
(1965) yapilmistir ve yagdan timokinon isimli bir bilesik izole edilerek yagin %24
(a/a)’iinii olusturdugu belirlenmisken Canonica ve arkadaslarinin (1963) saptamasina
gore (65) timokinon yagdan %18.4 a/a verimle elde edilmistir. N. sativa ugucu yagi ile
yapilan biyoaktivite ¢caligmalar1 sonucu etkilerin bircogu icin timokinon isimli bu bilesik

sorumlu tutulmus ve arastirmalar Ozellikle tohum ya da ucgucu yagdaki timokinon
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miktar1 ve tayin yontemleri ile ilgili olmustur. Bu arastirmalardan elde edilmis sonuclar

Tablo 2. 2’de goriilmektedir (65-70).

Tablo 2. 2 N. sativa tohum yaglarinda bulunmus timokinon ve timol degerleri

Timokinon Timol Literatiir
0.45x10°-2.9x10° nmol/ml - 65
0.1x10%-8.3x10° nmol/ml - 66
5.62x107 h/h 9.12x10” h/h 67
2.09-3.02 mg/g - 68
1274.6-3098.5 mg/kg - 69
%12 - 70

[k miktar tayini yontemi i¢in dansitometrik TLC kullanilmigken (65), takip eden
yillarda HPLC ile miktar tayini yontemleri gelistirilmistir ve 2003 yilinda bir ¢caligmada
basit bir palorografik yontem ile timokinon miktar tayini yapilmistir (66-68). Tohum
metanol ekstresi kullanilarak miktar tayini yapilan tek calisma mevcuttur, diger
arastirmalarin hepsinde tohumdan elde edilen yag kullanilmistir. Erkan ve arkadaslari

(70) ise tohum yagindaki timokinon miktarint %12 olarak HPLC analizi ile

belirlemislerdir.

0

CHs CHs

H3C
OH
CH; O
HsC CHs
Timokinon Timol

Sekil 2. 1 N. sativa tohum ugucu yaginda bulunan timokinon ve timol formiilleri
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Literatiirde farkli kaynakl N. sativa tohum ugucu yag1 kullanilarak yapilmis ¢cok
sayida arastirma mevcutken diger tiirlerden N. damascena, N. orientalis ve N. arvensis
tizerinde yapilmis birka¢ arastirma oldugu dikkati ¢ekmektedir. Bu arastirmalarda
incelenmis Nigella tiirleri ugucu yaglarinda bulunan bilesenler ve % miktarlar1 Tablo 2.
3’te goriilmektedir (2, 31, 52, 71-82).

1997 yilinda yapilan bir arastirmada Tirkiye’de yirmi farkli bolgeden saglanan
N. sativa tohumlari, ugucu yag miktarlar1 ve bilesenleri agisindan karsilastirilmistir.
Ucucu yag veriminin %0.09—0.36 arasinda oldugu saptanmustir. Bu yaglarda a-pinen
(%0.10-21.06), S-pinen (%2.00-19.00), limonen (%13.70-67.58), p-fellandren (%0.03—
24.30), 1,8-sineol (%50.03—1.83), y-terpinen (%0.11-2.46), p-simen (%1.77-28.46) ve
terpinolen (%0.02-5.29) varlig1 belirlenmistir; limonen ve B-fellandren ana bilesenler
olarak bulunmustur (2).

Burits ve Bucar (31) yedi farkli N. sativa tohumundan Soxhlet ekstraksiyonu ve
bunu takiben buhar distilasyonu uygulayarak ucucu yaglar1 elde etmislerdir. Ucucu
yaglarda timokinon miktar1 % 28 — 57 arasinda degismektedir. Clevenger ile elde edilen
ucucu yag miktarinin % 0.18, timokinon miktarmin % 3 oldugunu belirlemislerdir.
Incelenen ugucu yaglarin hepsinin monoterpenlerce zengin oldugu saptanmustir.

D’ Antuono ve arkadaslar1 (71) N. sativa L. ve N. damascena L.’nin ugucu yag
bilesimini arastirmiglar ve N. sativa ucucu yaginda p-simen (%33.75) ve timol
(%26.78)’u ana bilesenler olarak belirlemislerdir. Timokinon (%3.80) oraninda yer
alirken B-elemen (%5.47) ve longifolen (%3.11) gibi seskiterpenler de bulunmaktadir.
N. damascena ugucu yaginda seskiterpenlerden B-elemen (%73.24) ve germakren A
(%10.45) ana bilesenler olarak belirlenmistir. Timokinon (%0.08) ve timol (%0.03) ise
cok diisiik oranda bulunmaktadir.

Iran kaynakli N. sativa tohum ucucu yaginin arastirildigi bir calismada ucucu
yagin %86.7’sini olusturan 32 bilesen saptanmistir. Yagda #-anetol (%38.3) ve p-simen

(%14.8) ana bilesenler olarak belirlenmistir. Timokinon %0.6 olarak saptanmistir (52).
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Tablo 2. 3 Nigella tiirleri ugucu yaglarinda bulunan bilesenler (%)

Bilesenler N. sativa N. damascena N. orientalis N. arvensis
tuyen 0.50-7.20 - - 3.7
a-pinen 0.10-21.06 0.78 - 5.7
B-pinen 0.10-19.00 0.82 - 214
limonen 0.20-67.58 0.04 0.1 0.7
p-fellandren 0.01-24.30 - - 0.2
1.8-sineol 0.02-50.0 - - -
y-terpinen 0.11-12.9 - - 4.5
p-simen 1.77-60.2 - <0.05 0.8
terpinolen 0.01-5.29 - - 0.2
karvon 0.30-4.40 - - -
karvakrol 2.12-12.9 - - -
karvakrol metil eter - - - 26.4
4-terpineol 0.60-8.90 - - 0.1
t-anetol 0.2-38.3 - - -
longifolen 1.26-6.32 - - 0.3
o-simen 3.26 - - -
a-kopaen - - 0.6 -
B-elemen 547 54.7-73.2 68.8 -
B-karyofillen - - 1.60 -
timokinon 1.6-57.0 0.08 - -
timol 0.10-26.8 0.03 - -
timohidrokinon 6.10- 12.2 0.08 - -
timohidrokinon metil eter - - - 0.9
cis-4-metoksituyan 0.3 - - -
trans-4-metoksituyan 0.4 - - -
B-selinen 0.1 2.7 43 -
a-selinen - 4.8 33 -
germakren A - 10.5 2.7 -
d-kadinen - - 52 -
3-metoksi N-metil antranilat - 12.7 - -
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N. damascena ve N. sativa tohum ucucu yaglarinin arastirildigi bir diger
calismada N. damascena ugucu yaginda B-elemen (%54.7) ve metil-3-metoksi-N-metil-
antranilat (%12.7) yiiksek miktarda yer almaktadir. N. sativa ugucu yaginda ise p-simen
(%47.4) ve timokinon (%20.8) ana bilesenlerdir (72).

Moretti ve arkadaslar1 (73) N. sativa ve N. damascena’nm tohum yaglarini
Likens- Nickerson su distilastonuyla elde etmislerdir. GC-MS ile yag igerikleri
belirlenmis ve N. sativa yaginin p-simen (%33.8) ve timol (%26.8)’ii ana bilesen olarak
tasidigin1  timokinon miktarinin ise ¢ok diisiik oldugunu (%3.8) saptamuslardir. N.
damascena yag1 seskiterpenlerin ile karakterizedir ve seskiterpenlerin 3/4° iinii f-
elemen tegkil etmistir.

Iran kaynakli N. sativa tohumlarmin ucucu yaginin buhar distilasyonu ile elde
edildigi bir arastrmada yirmi bilesen GC/MS analizi sonucu saptanmistir. p-simen
(%37.3) ve timokinon (%13.7) ana bilesenler olarak belirlenmistir (74).

Singh ve arkadaglar1 tarafindan yapilan bir arastirmada (75) N. sativa tohum
ucucu yagmin 38 bileseni saptanmistir. Ana bilesen p-simen (%36.2) iken timokinon
(%11.27), a-tuyen (%10.03), longifolen (%6.32), B-pinen (%3.78), a-pinen (%3.33) ve
karvakrol (%?2.12) diger 6nemli bilesenlerdir.

Benkaci-Ali ve arkadaslar1 tarafindan yapilan bir calismada (76) Cezayir
kaynakli N. sativa tohumlar1 mikrodalga ekstraksiyonu yontemi ile ekstre edilerek
bilesenleri saptanmustir. Yag baslica p-simen (%53.83), a-tuyen (%11.91) ve timokinon
(%17.04) icermektedir. Sabinen (%?2.79), limonen (%1.88), p-terpinen (%1.43),
longifolen (%1.21), karvakrol (%0.68) ve a- longipinen (%0.36) diger bilesenlerdir.
Yagda monoterpen hidrokarbonlar (%76.52) ve ketonlar (%17.31) 6nemli miktarda
bulunmaktadir.

Benkaci-Ali ve arkadaglar1 bir diger caliymalarinda (77) Sahara ¢oliiniin iki
bolgesinden (Timimoun (T) ve Adrar (A) bolgelerinden) saglanan N. sativa tohum
ucucu yaglarim su distilasyon ve mikrodalga distilasyon yontemleriyle elde etmisler ve
bilesimlerini GC-MS yontemi ile arastirmislardir. Su distilasyonu yonteminde tohum
ucucu yag verimi %0.08 (T) ve %0.11 (A) olarak bulunmus ve p-simen (T ve A’nin
icerisinde sirasiyla %7.2, %8.9), 4-terpineol (%0.6, 8.9), timohidrokinon (%6.1, 12.2),
timokinon (%1.6, 21.8), karvakrol (%12.9, 12.9), karvon (%4.4, 0.3) ve timol (%1.5,
0.7) onemli bilesenler olarak saptanmistir. Mikrodalga distilasyonunda tohum ugucu
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yag verimi %0.11 (T) ve %0.20 (A)’dir ve p-simen (T ve A igerisinde sirasiyla %28.1
ve %32.0), 4-terpineol (%3.4, 2.0), timohidrokinon (%0.7, 1.1), timokinon (%10.8,
24.6), karvakrol (%3, 6) ve timol (%3, 3) dnemli bilesenlerdir.

Wajs ve arkadaslar: tarafindan yapilan bir arastirmada (78) Polonya’da kiiltiirii
yapilan N. sativa tohum ugucu yag bilesimi arastirilmistir. N. sativa tohumlarinda daha
once hicbir sekilde izole edilmemis 14 bilesen izole edilmistir. Bunlar (Z)B-o-simen,
(E)B-o-simen, trams-tuyan-4-ol, cis-4-metoksituyen, trans-4-metoksituyen, cis-
krisantenil asetat, siklosativen, a-kopaen, allo-isolongifolen, miristisin, y-kadinen, -
karyofillen oksit, apiol, pentadekan-2-on ve farnesal D (cis, trans)’dir. Yagin ana
bilesenlerinin monoterpenler oldugu saptanmistir. Seskiterpen ve oksijenli sirasiyla
9%0.7 ve 0.1 oraninda bulunmaktadir. Yagin ana bilesenleri p-simen (% 60.2), y-terpinen
(%12.9) ve o-tuyen (%7.2) dir. Bitkide dogal olarak bulunan iki monoterpen (cis- ve
trans- 4-metoksituyan) saptanmis ve 4-metoksituyanlarin yapisi spektroskopik ve
kimyasal metodlarla belirlenmistir.

N. damascena tohumlarinda seskiterpen hidrokarbonlarin varhigir Tillequin ve
arkadaslar1 (79) tarafindan belirtilmistir. Sonraki yillarda Fico ve arkadaslar tarafindan
(80) N. damascena ucucu yagi incelenmis ve 28 bilesen belirlenmistir. Seskiterpen
hidrokarbonlar %93.8 oraninda bulunmaktadir. Ayrica ¢ok diisiik oranda iki alkaloit
varlig1 saptanmigtir.

N. sativa ve N. damascena tiirleri disinda diger Nigella tiirlerinden N. orientalis
tohum ucucu yagi Kokoska ve arkadaglari tarafindan (81) incelenmistir. Yagin %
90.8’ini olusturan 18 bilesen belirlenmis ve baslica seskiterpen hidrokarbonlar1 (% 90.3)
icerdigi saptanmistir. Ana bilesenler B-elemen (% 68.8), 6-kadinen (% 5.2), B-selinen
(% 4.3) ve a-selinen (% 3.3) olarak belirlenmistir.

Havlik ve arkadaslar: tarafindan yapilan bir arastirmada ise (82) % 0.42 verimle
N. arvensis tohum ugucu yag elde edilmis ve bilesimi GC-MS analizi ile belirlenmistir.
Monoterpen hidrokarbonlar (% 39.8) ve oksijenli monoterpenler (% 28.9) yagin ana
kismint olusturmaktadir. Seskiterpenlere ise daha diisilk oranda (%4.6) rastlanmistir.
Ana bilesenler olarak karvakrol metil eter (% 26.4), B-pinen (% 21.4) ve a-pinen (%
5.7) belirlenmistir.
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2.2.5 Saponozitler

Nigella cinsinin saponozit bilesikleri ile ilgili literatiirde yer alan caligmalarin
bircogu N. sativa tzerinde yapilmistir. Riaz ve arkadaslarinin (83) belittigine gore
Ansari ve arkadaslar1 (1998) N. sativa tohumlarinin etanollii ekstresinden 3-O-[B-D-
ksilopiranozil-(1-3)-a-L-ramnopiranozil-(1-2)-a-L-arabinopiranozil]-28-O-[a-L-
ramnopiranozil-(1-4)-B-D-glukopiranozil-(1-6)-8-D-glukopiranozil]-hederagenin olarak
adlandirilan bilesigi izole etmislerdir.

Kumara ve Huat tarafindan 1993’te yapilan arastirmada (84) tohumlardan
antitimor etkili a-hederin izole edilmistir.

Tagkin ve arkadaslar1 tarafindan yapilan bir calismada (85) N. sativa tohum
ekstresinden 3-O-[_-D-ksilopiranozil-(1—3)-a-L-ramnopiranozil-(1—2)-a-L-
arabinopiranozil]-28-O-[a-L-ramnopiranozil-(1—4)-f-D-glukopiranoziyl-(1—6)-5-D
glukopiranozil]-hederagenin,  3-O-[a-L-ramnopiranozil-(1—2)-a-L-arabinopiranozil]-
28-0-[a-L-ramnopiranozil-(1—4)-4-D-glukopiranozil-(1—6)-f-D-glukopiranozil]-
hederagenin ve 3-0-[p-D-ksilopiranozil-(1—3)-a-L-ramnopiranozil-(1—2)-a-L-
arabinopiranozil] -hederagenin olarak adlandirilan bilesikler izole edilmistir. Bu
bilesiklerden ikincisi Nigella tiirlerinden ilk defa izole edilen bir bilesiktir.

Mehta ve arkadaslarinin yaptiklar1 bir aragtirmada ise (86) N. sativa tohum
ekstresinden yeni bir triterpen saponin ve bilinen steroidal glukozit izole edilirken n-
hekzan ekstresinden sikloartenol izole edilmistir. Bilesikler 3-O-[B-D-
ksilopiranozil(1—2)a-L-ramnopiranozil(1—2)-B-D-glukopiranozil]-11-metoksi-16,23-
dihidroksi 28-metilolean-12-enoat,stigma-5,22-dien-3-p-D-glukopiranozit ve sikloart-
23-metil 7,20,22-trien-3[3,25-diol olarak belirlenmistir.

Ayn1 arastiricilar tohumlarin etanollii ekstresinden yeni bir glikozillenmis triterpen olan
3-O-[B-D-ksilopiranozil-(1—3)-a-L-ramnopiranozil-(1—4)-3-D-glukopiranozil]-11-
metoksi-16-hidroksi-17-asetoksi hederagenini izole etmislerdir (87).

Tian ve arkadaslar1 2006 yilinda yaptiklar1 bir arastirmada (88) N. glandulifera
tohumlarindan sitotoksik etkili iki oleanantriterpen saponin izole edilmistir. Bilesikler
kalopanakssaponin A (3-0-[L-ramnopiranozil (1—2)-a-L-arabinopiranozil]-hederagenin
ve kalopanakssaponin I (3-0-[B-D-ksilopiranozil (1—3)-a-L-ramnopiranozil-(1—2)-a-
L-arabinopiranozil-hederagenin olarak isimlendirilmislerdir (Sekil 2. 2). Bu bilesiklerin

bitkinin tohumlarindan ilk kez izole edildkleri belirtilmistir.
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Bilesik R
1 3-0-[L-ramnopiranozil (1—2)-a-L-arabinopiranozil

2 3-0-[B-D-ksilopiranozil (1—3)-0-L-ramnopiranozil-(1—2)-a-L-arabinopiranozil

Sekil 2. 2 N. glandulifera’da bulunan triterpen saponinler

2007 yilinda yapilan bir arastrmada N. damascena’nin toprak istii
kisimlarindan dort yeni triterpen glikozit izole edilmistir ve nigellozit A, B, C ve D
olarak isimlendirilmistir. Bu yeni bilesiklerin yapilar1 kimyasal ve spektroskopik
tekniklerle  belirlenmigtir ve yapilari 3-0-a-L-ramnopiranozil-(1—2)-a-L-
arabinopiranozil-gipsogenin 28-f-D-glikopiranozil-(1—6)-p-D-glikopiranozil ester, 3-
0-B-D-glikopiranozil-(1—3)-a-L-ramnopiranozil-(1—2)-a-L-arabinopiranozil-
gipsogenin 28-B-D-glikopiranozil-(1—6)-B-D-glikopiranozil ester, 3-0-0-L-
ramnopiranozil-(1—2)-B-D-ksilopiranozil hederagenin 28-B-D-glikopiranozil-(1—6)-f3-
D-glikopiranozil ester ve 3-0-B-D-glikopiranozil-(1—3)-a-L-ramnopiranozil-(1—2)--
D-ksilopiranozil hederagenin 28-B-D-glikopiranozil-(1—6)-p-D-glikopiranozil ester
olarak belirlenmistir (Sekil 2. 3) (89).

ara OH xyl
&.:,.u e
HOL -\~ HOBo .~
= 0  S,= o
402507 07597
tha a0 oy rha PO oy

1:R,=CHO, R=8,, Ry=H
2 : R,=CHO, R;=5,, Ry=gk

3 : R,=CH.OH, Rs=S,, Rs=H
4 :R,=CH.OH, R:=S, Rs=glc

Sekil 2. 3 N. damascena’da bulunan triterpen glikozitler

19



2.2.6 Steroller

Nigella cinsine ait tiirlerin sterol bilesimi ile ilgili olarak literatiirde en fazla M.
sativa tiirll iizerinde ¢alisma bulunmaktadir. Riaz ve arkadaslart (83)’nin belirttigine
gore Salam (1973), N. sativa tohum yaginda kolesterol, kampestrol, stigmasterol, [3-
sitosterol ve a-spinasterol varligini bildirmistir.

1985 yilinda yapilan bir aragtirmada Tiirkiye kaynakli N. sativa yohum yaginin
sterolleri de incelenmis ve ana steroliin B-sitosterol oldugu saptanmustir (48).

Meneunos ve arkadaslar1 tarafindan yapilan bir diger arastirma ise (90) N. sativa
tohum yaginda serbest steroller, steril glukozitler, asetillenmis steril glikozitler ve steril
esterlerin varligimi gostermistir.

Nergis ve Otles tarafindan yapilan bir arastirmada (46) N. sativa tohum yagmda
%69.4 B-sitosterol, %18.6 stigmasterol ve %11.9 kampesterol bulundugu saptanmustir.

Ramadan ve Morsel (91) N. sativa tohum yagmin sabunlagsmayan kismindan 4-
desmetil sterolleri izole etmisler ve ana bilesenin yagda 1182ug/g miktarda bulunan (-
sitosterol oldugunu belirlemislerdir. AS5-avenasterol yapda 1025 pg/g oraninda
bulunurken A7-avenasterol 809 pg/g miktarda bulunmaktadir. Ayrica stigmasterol,
kampesterol ve lanosterol daha diisiik miktarlarda bulunmaktadir.

2003 yilinda yapilan bir aragtirmada ise Misir kaynakli N. sativa tohumlarmmdan
sogukta basin¢ uygulama ve ekstraksiyonyontemleri kullanilarak elde edilen yagin
sterol bilesimi incelenmistir. Organik solvanla ekstraksiyonda yagda bulunan serbest
sterol ve sterol esterleri sirasiyla %5 ve %4.4 oraninda iken sogukta basingla elde edilen
yagda bu fraksiyonlar sirasiyla %3 ve %2.5 oraninda bulunmustur. her iki yagin da
sterol fraksiyonunda ana bilesen [-sitosterol’diir, diger steroller ise siwrasiyla
stigmasterol, kolesterol, kampesterol ve B-sitostanol saptanmistir (45).

Ramadan ve arkadaslar: tarafindan yapilan bazi arastirmalarda N. sativa tohum
yagmin sterol bilesimi detayli olarak incelenmis ve ana sterollerin [-sitosterol, AS5-
avenasterol ve A7-avenasterol oldugu bunlar1 stigmasterol ve kampesteroliin izledigi
saptanmustir (32, 92).

Mehta ve arkadaslar1 (93) N. sativa tohumlarindan ergosta-5,24(28)-dien-2,3-

cis-diol’ii izole etmislerdir.
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Hamrouni ve arkadaslar1 (49) ise Tunus kaynakli tohumlarda ana steroliin
sitosterol oldugunu ve total sterollerin sabit yagin %?2.2’sini olusturdugunu
belirlemislerdir.

Cheikh-Rouhou ve arkadaslart (94) Tunus ve Iran kaynakli N. sativa
tohumlarinda ana steroliin  B-sitosterol oldugunu bunu stigmasteroliin izledigini
saptamiglardir. Tunus kaynakli yagda total sterol, sabunlagsmayan kismin %17.41’ini

olustururken bu oran Iran kaynakli olan yagda %42.66 plarak belirlenmistir.

2.2.7 Fenolik Bilesikler

Nigella tiirlerinin fenolik bilesen icerikleri N. sativa tiirii lizerinde daha fazla
olmak tizere N. damascena ve N. glandulifera lizerinde gerceklestirilmis arastirmalarla
calisilmistir. Bu arastirmalar sonucu izole edilmis bilesikler Tablo 2.4’te goriilmektedir.

N. sativa tohumlarmin sulu etanollii ekstesinden kersetin-3-glukozit, kemferol-3-
glikozit, rutin gibi bilesiklerle birlikte ti¢ yeni glikozit (kersetin-3-O-B-glukopiranozil
(1—2)-0O-B-galaktopiranozil (1-2)-0-p -glukopiranozil, kemferol-3-O-f3-
glukopiranozil (1—2)-O-B-galaktopiranozil (1—2)-O-B-glukopiranozit ve kersetin-3-O-
(6-feruloil-B-glukopiranozil)(1—2)-O-B-galaktopiranozil ~ (1—2)-O-B-glukopiranozit)
izole edilmistir (95) (Tablo 2. 4)

Bourgou ve arkadaslar1 ise yaptiklar1 ¢alismada (96, 97) N. sativa tiiriiniin
tohum, filiz ve koklerinin metanol ekstrelerini fenolik bilesenler ile antimutajenik,
antioksidan etki agisindan incelemislerdir. Tohum metanol ekstresinde vanilik asit
varlig1 saptanmisken filiz ve koklerde 14 bilesen belirlenmis (Tablo 2. 4) ve bunlarin
kok ve filizlerdeki dagiliminda kantitatif farkliliklar oldugu saptanmistir. Bu 14 bilesen
gallik asit, vanilik asit, p-hidroksi benzoik asit, klorojenik asit, p-kumarik asit, ferulik
asit, trans-2-hidroksisinnamik asit, trans-sinnamik asit, epikatesin, (+)-katesin, kersetin,
apigenin ve amentflavondur. Amentoflavonun sadece filizlerde, p-kumarik ve ferulik
asitin ise sadece koklerde var oldugunu belirtmislerdir. Vanilik asit kok ve filizlerde ana
fenolik bilesen iken trans-sinnamik asit, (+)-katesin ve apigenin filiz kisminda yiiksek

oranda bulunmaktadir.
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Tablo 2. 4 Nigella tiirlerinde bulunan fenolik bilesikler

Tiir Kullanilan kisim Fenolik bilesen Literatiir

N. sativa tohum kersetin-3-glukozit 95
kemferol-3-glukozit 95
rutin 95
kersetin-3-O-f3-glukopiranozil (1—2)-O-f3-galaktopiranozil (1—2)-O-f —glukopiranozil 95
kemferol-3-O-f-glukopiranozil (1—2)-O-f-galaktopiranozil (1—2)-O-f3-glukopiranozit 95
kersetin-3-O-(6-feruloil-B-glukopiranozil)(1—2)-O-f-galaktopiranozil (1—2)-O-f-glukopiranozit 95
vanilik asit 96

N. sativa filiz ve kokler gallik asit 96, 97
(-)-p-hidroksibenzoik asit 96,97
klorojenik asit 96,97
p-kumarik asit 96, 97
ferulik asit 96, 97
trans-2-hidroksisinnamik asit 96, 97
trans-hidroksisinnamik asit 96, 97
epikatesin 96, 97
(+)-katesin 96, 97
kersetin 96, 97
apigenin 96,97
amentoflavon 96, 97
flavon 96, 97

N. damascena tohum 1-O-(2,4-dihidroksi)benzoil-gliserol 98
3,4-dihidroksi-B-fenetil alkol 98
2,4-dihidroksi-fenilasetik asit 98
2,4-dihidroksifenilasetik asit metil ester 98
1-0-(2,4-dihidroksi) fenilasetil gliserol 99
benzoik asit metil ester 34
p-kumarik asit 34
kafeik asit 34
kemferol 34
kemferol 3-0-glukopiranozit 34

N. glandulifera tohum kemferol-3-O-B-D-galaktopiranozil (1—3)-p-D-glukopiranozil (1—3)-p-D-glukopiranozit (nigeglanosit) 100
2-O-[a-D-galaktopiranozil (1—4)-B-D-glukopiranozil ]-B-D-fruktofuranozit (nigeglanoz) 100
kemferol 101
kersetin 101
rutin 101
salisilik asit 101
metil-4-hidroksibenzoat 101
pirogallol 101
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N. damascena tohumlar iizerinde yapilan birkag¢ arastirma ile fenolik bilesenleri
calislmistir. Bu arastrmalarda iki yeni bir fenolik ester olan 1-O-(2,4-
dihidroksi)benzoil-gliserol ile 1-0-(2,4-dihidroksi) fenilasetil gliserol izole edilmis,
Yapilar1 spektroskopik yonyemlerle belirlenmistir (98, 99). Takip eden bir diger
arastirmada ise benzoik asit metil ester, p-kumarik kafeik asit, kemferol, kemferol 3-0-
glukopiranozit tohumlardan izole edilmistir, bu saf maddeler ve ekstreler kullanilarak
antimikrobiyal ve mollusisidal aktivitelerde arastirilmistir (34).

N. glandulifera tohumlar1 ile yapilan arastirmalarda ise kemferol-3-O-3-D-
galaktopiranozil (1—3)-B-D-glukopiranozil (1—3)-B-D-glukopiranozit, 2-O-[a-D-
galaktopiranozil (1—4)-B-D-glukopiranozil]-B-D-fruktofuranozit izole edilmis ve bu
bilesikler sirasiyla nigeglanosit ve nigeglanoz olarak isimlendirilmistir (100).

2008 yilinda yapilmis bir arastirmada N. glandulifera tohumlarinda kemferol,
kersetin, rutin, salisilik asit, metil-4-hidroksibenzoat ve pirogallol ilk kez izole

edilmistir (101).

2.2.8 Alkaloitler

Literatiir incelendiginde Nigella tiirleri tohumlarmin alkaloitler acisidan
arastirildigl calismalarin N. sativa, N. damascena ve N. glandulifera tiirleri tizerinde
gerceklestirildigi goriilmektedir. Bu arastirmalar sonucu izole edilmis alkaloitler ve
izole edildikleri tiirler Tablo 2. 5’de goriilmektedir.

Yapilan ilk arastirmalarda kiiltiir bitkisi olmas1 nedeniyle ¢cok miktarda temin
edilebilen N. sativa tohumlar1 kullanilmis; izokinolin, indazol ve diterpen yapisinda
alkaloitler izole edilmistir (Tablo 2. 5).

N. damascena tohumlarinda ise damassenin (3- metoksi-2-(metilamino) benzoik
asit metil ester) ve damassinin (3-hidroksi-2-(metilamino) benzoik asit metil ester)

varlig1 saptanmistir (Sekil 2. 5).

0
CH;
N-’-
H
OCH;
Damassenin

Sekil 2. § N. damascena tohumunda bulunan damasseninin formiili
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Tablo 2. 5 Nigella tiirlerinden izole edilmis alkaloitler

Tir Kullanilan kisim Izole edilen alkaloit Literatiir

N. sativa tohum nigellisin 102
nigellimin —N-oksit 103
nigellimin 104
nigellidin 105
nigellidin-4-0-siilfit 106
nigellamin A;-As 107, 108
nigellamin B, B, 107
nigellamin C 108

N. damascena tohum damassenin 34
damassinin 34

N. glandulifera tohum N, N-dimetil, 1,2-dimetoksi-
10,11-dihidrik apofinkuaterner
kloriir 100
nigeglanin 109
fuzitin 109

Alkaloitler acisindan arastirilan diger tiir ise N. glandulifera olup bitkinin
tohumlarindan aporfin tiirevi bir alkaloit ile indazol ¢ekirdegi tasiyan nigeglanin isimli

bir alkaloit izole edilmistir.
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2.2.9 Vitaminler

Riaz ve arkadaslarinin (83) belirttigine gore Scheunert ve Theile (1952) N.
sativa yapraklarin1 vitamin C ve dehidroaskorbik asit icerigi i¢in incelemisler ve ilk
ornekte 257.7, 287.2; 10.3, 20.2 mg, ikinci drnekte 270.8, 304.4; 10.0 ve 20.2 mg olarak
bulmuslar iken N. arvensis yapraklarinin 119 mg askorbik asit icerdigini saptamiglardir.
Ayrica N. arvensis’ten ramnositrin de izole edilmistir.

Nergis ve Otles (46) N. sativa tohumlarinda yagda ¢oziinen vitaminler icin
HPLC ile analiz etmigler ve yagda o (40 pg/g), B (50 pug/g ve y (250 ug/g) tokoferol
bulundugunu saptamislardir. Tohumlarda suda ¢oziinen vitaminlerden tiamin (Vitamin
B)), riboflavin (Vitamin B,), piridoksin (Vitamin Bg), niasin (PP) ve folik asit
bulunmaktadir ve miktarlar1 sirasiyla 8.31 pg/g, 63 ug/g, 789 ug/g, 6311 ug/g, 42
ug/g)’dir (Sekil 2. 7).

Takruri ve Dameh’in saptamasina gore (53) Hindistan, Urdiin, Suriye-1, Suriye-
2, Tiirkiye kaynakl N. sativa tohumlarinda vitamin B; (13- 14.6 mgkg'l), vitamin B¢ (4-
6.6 mgkg™'), niasin (33-48 mgkg™) ve folik asit (400-870 mgkg™") bulunmaktadur.

Ramadan ve Morsel tarafindan yapilan bir arastirmada (110) N. sativa tohum
yaglar1 n-hekzan ve kloroform/metanol ile Soxhlet kullanilarak ekstre edilmis, yagda
coziinen vitaminler ile B-karoten analizleri izokratik normal faz HPLC yontemi ile
belirlenmistir. Analiz sonuglarinda hekzan ekstresinin diger ekstreye gore daha yiiksek
oranda vitamin icerdigi belirlenmistir. Hekzan ekstresinde total tokoferol (597 ug/g
yag), B-karoten (593 ug/g yag), a-tokoferol (284 ug/g yag) ve y-tokoferol (225 ug/g
yag), vitamin K; (2-metil-3-fitil-1,4-naftokinon) (1162 pug/g yag), total vitamin K (1162
ug/g yag), total yagda ¢oziinen vitaminler ve B-karoten (2353 ug/g yag) bulunmaktadir.
Kloroform:metanol ekstresinde bu bilesenlerin miktari sirasiyla 522 pug/g yag, 569 ug/g
yag, 258 ug/g yag, 203 ug/g yag, 1080 ug/g yag, 1080 ug/g yag, 2171 pg/g yagdir.
Vitamin A-asit, vitamin A-alkol (all-frans-retinol), vitamin D (D, + D3) ve vitamin Kj

(2-metil-1,4-naphthoquinone, menadione) bulunmamaktadir.
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5,7,8-Trimetil  a-Tokoferol
5,8-Dimetil ~ B-Tokoferol
7,8-Dimetil  y-Tokoferol
8-Metil  o6-Tokoferol

Sekil 2. 7 Tokoferollere ait formiiller

2006 yilinda yapilan bir arastirmada Etiyopya, Hindistan, Suudi Arabistan,
Suriye ve Sudan kaynakli N. sativa tohumlarinda mg/kg taze agirlik olmak tizere 9.02 +
4.84 DL-a-tokoferol, 5.42 + 3.96 DL-y-tokoferol, 0.27 + 0.27 all-trans-retinol
bulundugu belirlenmistir. En yiiksek DL-a-tokoferol ve all-trans-retinol igerigi
Hindistan kaynakli tohumlarda saptanmisken, DL-y-tokoferol’ce zengin Ornegin

Etiyopya kaynakli oldugu belirlenmistir (69).

2.2.10 inorganik Maddeler

Literatiir incelendiginde inorganik maddeler acisindan sadece N. sativa tiiriiniin
incelendigi, diger Nigella tiirlerinde ise bu agidan herhangi bir arastirmanim yapilmamis
oldugu goriilmektedir. N. sativa tohumlar1 farkli kaynaklardan saglanmis ve ¢ok sayida
arastirma ile inorganik maddeler acisindan incelenmistir.

Babayan ve arkadaslar1 (14) N. sativa tohumunda kalsiyum (%1.06), demir
(%0.014), sodyum (%0.98) ve potasyum (%0.582) varligin1 saptamislardir.

Al-Jassir tarafindan yapilan bir calismada (42) Suudi Arabistan kaynakli N.
sativa tohumlarmin potasyum, fosfor, sodyum ve demir agisindan zengin oldugu
belirlenmigstir. Cinko, kalsiyum, magnezyum, mangan ve bakir ise daha diisiik oranlarda
bulunmaktadir.

Nergis ve Otles tarafindan yapilan bir ¢alismada (46) N. sativa tohumlarinda
potasyumun yiiksek miktarda bulundugu (1180 mg 100 g) belirlenmistir. Diger

28



elementler kalsiyum(188 mg 100 g), demir (157.5 mg 100 g) ve sodyum (85.3 mg 100g)
olarak saptanmuigtir.

Takruri ve Dameh (53) Hindistan, Suriye-1, Suriye-2, Tiirkiye ve Urdiin
kaynakli N. sativa tohumlarin1 incelemislerdir. Tohumlarda bulunan elementler demir
(91-130 mg kg™), bakir (15-24 mg kg™), sodyum (419-550 mg kg™), potasyum (4423-
5606 mg kg™), kalsiyum (1544-2005 mg kg™), ¢inko (56-66 mg kg™) ve fosfor (5023-
5769 mg kg')’dur. Tiirkiye kaynakli tohumlarda bulunan elementler ise demir (130
mg/kg), bakir (18 mg/kg), sodyum (440 mg/kg), potasyum (5380 mg/kg), kalsiyum
(1544 mg/kg), ¢inko (56 mg/kg), fosfor (5267 mg/kg)’dur.

Gupta ve arkadaslar1 tarafindan yapilan bir arastirmada ise (111) incenen N.
sativa orneginin yliksek miktarda ¢inko (ort. 64.9 mg/kg) tasidig1 saptanmistir. Ayrica
demir, mangan, cinko, bakir, kobalt, nikel, molibden, kursun, kalsiyum, magnezyum,
aliminyum, silisyum ve fosfor elementleri de bulunmaktadir.

Bir diger calismada N. sativa tohumlarinda magnezyum, aliiminyum, fosfor,
kiikiirt, klor, potasyum, kalsiyum, mangan, demir, bakir ve c¢inko elementlerine
rastlandigi, klor (513 mg/kg) ve demir (220 mg/kg)’in ise yiiksek miktarda bulundugu
belirlenmistir (112).

Al- Saleh ve arkadaslar1 tarafindan bir arastirmada (69) Etiyopya, Hindistan,
Suudi Arabistan, Suriye ve Sudan bolgelerinden saglanan N. sativa tohumlarinda
selenyum miktarlar1 incelenmis ve tiim Orneklerdeki selenyum konsantrasyonu

0.174£0.10 mg/kg taze agirlik olarak belirlenmistir.

2.2.11 Diger bilesikler

Enomoto ve arkadaslar1 (113) N. sativa yagindan yeni bir bilesen 2-(2-
metoksipropil)-5-metil-1,4-benzenediol saflastirmislardir ve bu yeni bilesenin kan
pthtilasmasinda inhibitor etkiye sahip oldugu belirlenmistir.

Joshi ve arkadaslar1 tarafindan yapilan bir arastirmada ise N. sativa tohumlar1
kloroform ekstresinden yeni bir bilesik olan 5-hidroksi-2,2-dimetil-2,8-dihidro-6-H-furo
(3,4-g) kromen-6-on saflastirilmistir (114).

Singh ve arkadaslar1 (115), N. sativa tohumlarinin hekzan ekstresinden iki yeni
alifatik bilesik izole etmisler ve yapilarini spektroskopik yontemlerle aydinlatmislardir.

Bilesikler 16-triekosen-7-ol ve 6-nonadekanon’dur.
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2.3 Nigella Tiirleri Uzerinde Yapilmis Biyoaktivite Calismalarn

2.3.1 N. sativa Uzerinde Yapilmis Biyoaktivite Cahsmalan

2.3.1.1 Antiallerjik Etki

1965 yilinda yapilan bir calismada (116) N. sativa tohum ugucu yagindan izole
edilen nigellon, bronsiyal astimli hastalara oral yoldan verilmis ve semptomlarin
baskilandig1 saptanmustir. Alerjik rinit, bronsiyal astim, atopik egzema gibi alerjik
hastaliklar1 tasiyan hastalara N. sativa yag1 verilmis ve IgE’de ve eozonofil sayisinda,
plazma ve iirin endojen kortizol seviyelerinde azalma oldugu belirlenmistir.

Ratlarin peritoneal mast hiicrelerinin histamin salimimu iizerine nigellon giiclii
inhibitor etki gostermekte ve farkl etkenler (antijen duyarl hiicreler, bilesen 48/80 ve
Ca-iyonosfer A23187) bu etkiyi stimiile etmektedir. Inhibitor etkinin histamin
salmimin tetikleyen protein kinaz C inhibisyonu ile gerceklesen intraseliiler Ca azalisi
aracilikli olabilecegi diisiiniilmiistiir. Tiim bu etkiler 6zellikle petrol eteri fraksiyonunda
gorilmiistiir (16, 117).

1993 yilinda yapilmis caliymada kobaylarin solunum sistemi tizerinde N. sativa
ucucu yaginin ve timokinonun etkileri arastirilmistir. Yagin intravenoz olarak verilmesi
doza bagimli bir yolla direkt olarak histaminerjik mekanizmalar ile histamin salinimi
araciligiyla ve muskarinik kolinerjik mekanizmalarm indirekt aktivasyonu ile solunum
orani ve intratekal basincin her ikisini de arttirmistir (118).

Mukozal histamin igeriginde anlamli bir artisa sebep olan etanoliin gastrik iilser
modellerinde iilser olusumundan Once N. sativa yagmin oral uygulanmasi ile ratlarda
etanol gruplariyla karsilastirildiginda %53.56’1ik bir koruma oraniyla gastrik mukozal
histamin iceriginde anlamli bir azalma gozlenmistir (12).

Salem’in (16) belirttigine gore, Al-Majed ve arkadaslar1 2001 yilinda yaptiklar:
bir arastirmada N. sativa’nin etkili bileseni timokinon kontrakte trake diiz kasinin
gerilimini konsantrasyon-bagimli olarak azaltmistir ve trakeal ve ince bagirsak diiz
kaslarinda histamin ve serotoninin baskilayici etkileri gidermistir. Bu etkilerin kismen
arasidonik asit metabolizmasinda lipooksijenaz iiretiminin inhibisyonu ve belki de
histamin ve serotonin reseptorlerinin non selektif blokaji aracilikli olabilecegi

diistiniilmiistiir.
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2.3.1.2 Antimikrobiyal Etki

Khan (15)’1n belirttigine gore Toppozada ve arkadaslar1 (1965), N. sativa ugucu

yagmin antimikrobiyal aktivitesini arastirmis ve hem Gram(+) hem de Gram(-)
mikroorganizmalarm biiylimesini inhibe ettigini ve yagin fenolik kismmdan hazirlanan
bir ¢ozeltinin ise antibakteriyel etkisinin yiiksek oldugunu belirlemislerdir. Yag, insan
icin toksik degildir, kan basinci, kalp ve solunumu etkilemedigi bildirilmistir.
Takip eden yillarda ucucu yagimn antibakteriyel ozelligi ile ilgili ¢ok sayida arastirma
yapilmistir. Ali ve Blunden (11)’in belirttigine gore Agrawal va arkadaslar1 1979
yilinda yaptiklar1 arastirmada N. sativa ugucu yagmin S. aureus, E. coli, S. typhi, S.
niger, Vibrio chlorea gibi mikroorganizmalara 1:100 diliisyonda iyi bir antibakteriyel
etki gosterdigi saptamustir.

Hanafy ve Hatem, 1991 yilinda yaptiklar1 arastirmalarinda (18) S. aureus, P.
aeruginosa ve Candida albicans iizerinde N. sativa tohumunun dietil eterli ekstresinin
etkilerini incelemisler ve 25-400 ug ekstre/disk dozlarda hem Gram(+) hem de Gram(-)
mikroorganizmalara konsantrasyona bagli olarak inhibitor etki gosterdigini
belirlemislerdir. Arastiricilar metanollii  ekstrenin streptomisin  ve gentamisin’le
kombine edilerek test edildiginde sinerjistik bir antibakteriyel etki oldugunu
saptamiglardir.

Cesitli ugucu yaglarin antimikrobiyal 6zelliklerinin incelendigi bir ¢calismada, N.
sativa yagi, C. albicans (MIC, 2.5 mg/ml)’a kars1 ¢cok etkili bulunmustur. Yag ayrica
Chaetomium olivacum (MIC, 2.5 mg/ml)’a kars1 da etkilidir. Pirin¢, bugday ve pamuk
gibi iirlinlerin gelisimini etkileyen parazit olarak bilinen C. olivacum mantarma karsi
bitkiyi korumada N. sativa yaginin degerli oldugu sonucuna varilmistir (19).

Ferdous ve arkadaglar1 (119) ugucu yagm (ICsp, 50-400 pg/ml) 37 enterik
organizma (Orn: Shigella dysenteirae, Shigella flexneri, Shigella sonnei ve Shigella
boydii) iizerindeki antibakteriyel etkilerinin Olgiilmesiyle umut verici sonuglar elde
etmislerdir.

Khan (15)’m belirttigine gore El-Sayed ve arkadaslari (1996) tarafindan N.
sativa yaginin gidalarin korunmasinda kullanimi (% 0.1 a/a) test edilmis zararh
bakterilere kuvvetli inhibitor etkili oldugu saptanmustir ve diger bir calismada Akgiil ve

Kivang (1989) ham tohum ekstresini sorbik asit ve sodyum kloriir ile kombine halde
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kullanmis ve tohum ekstresinin minimum inhibitér konsantrasyonu yaklasik olarak %
1.5 a/a olarak saptamuslardir.

El-Kamali ve arkadaslar1 (120) disk difiizyon metodu ile N. sativa ugucu yagmin
S. aureus, Bacillus subtilis, E. coli ve P. aeruginosa’ya kars1 etkili oldugunu bulmuslar,
antibakteriyel etkinin Bacillus subtilis’e kars1 maksimum oldugunu belirlemislerdir.

Sokmen ve arkadaslar1 (121) eterli ekstrenin Gram(+) bakteri (S. aureus),
Gram(-) bakteri (P. aeruginosa) ve E. coli’ ye kars1 invitro antibakteriyel etki
gosterdigini bildirmislerdir.

Tohumlarmm ham alkaloit ekstresi ve sulu ekstresinin septik artritli hastalardan
izole edilmis cok cesitli mikroorganizmalara kars1 etkili oldugu ayrica V. cholera, E.
coli ve S. dysentriae’nin biitiin suslarimi iceren ilaca direncli bakterilere kars1 ¢cok etkili
oldugu saptanmigtir (122).

N. sativa, C. albicans’a kars1 oldugu kadar E. coli, B. subtilis, S. faecalis, S.
aureus ve P. aeruginosa gibi pek cok bakteri susuna karsi da antibakteriyel etki
gostermektedir. Farelerde C. albicans inokulumu ile karaciger, dalak ve bobreklerde
tireyen koloniler tizerinde N. sativa tohumlarmin sulu ekstrelerinin antifungal etkileri
arastirilmis ve enfekte farelere C. albicans inokulasyonundan 24 saat sonra baglayan
giinde 3 kez verilen tedavi biitiin ¢alisilan organlarda fungus biiylimesini belirli bir
sekilde inhibe ettigi gdzlenmistir (123).

Listeria monocytogenes’in 20 susu lizerinde tohum yagmin antibakteriyel
etkisini saptamak amaciyla bir calisma yapilmistir. 10 pl tohum yag, bitkisel yag (yag
kontrol) ya da gentamisin (pozitif kontrol) kullanilmistir. Tohum yagi1 gentamisinden
daha genis bir inhibisyon zonu saglamis ve L. monocytogenes’in biitiin suslarina karsi
giiclii bir antibakteriyel etki goOstermistir. Tohum yagi1 ve gentamisin tarafindan
olusturulan ana inhibisyon zonlar1 sirastyla 31.50+1.0 ve 14.80+0.50dir (124).

Sistozomisidal etki i¢in, S. mansoni mirasidyumu, serkaryasi ve eriskin kurtlara
kars1 N. sativa tohumlar1 test edilmis ve parazitin biitiin evrelerine karsi kuvvetli
biosidal etkiler saptamistir. Ayrica eriskin disi kurtlarin yumurta birakmasini da inhibe
etmistir. Arastiricilar aym1 zamanda konak¢r oksidan Oliimiine karsi solucanlarin
korunmasinda bir rolii olan bazi antioksidan enzimler iizerinde ezilmis tohumun
etkilerini ve konakcilarin i¢indeki eriskin solucanlarin hayatta kalmasinda onemli bir

role sahip olan glikoz metabolizmasindan bazi enzimler incelemislerdir. Antioksidan
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enzimler, superoksit dismutaz, glutatyon peroksidaz, glutatyon rediiktaz ve glikoz
metabolizma enzimleri, hekzokinaz ve glikoz-6-fosfat dehidrogenaz enzimlerinin
aktivitelerindeki azalis ile kendini gosteren eriskin solucanlara karsi bir oksidatif stres
olusmustur (125).

N. sativa tohumunun eter ekstresi ve aktif bilesen timokinon dermatofitlerden
olan T. rubrum’un dort susu ve T. interdigitale, T. mentagrophytes, Epidermophyton
floccosum ve Microsporum canis’in bir susuna karsi test edilmistir. Griseofulvinin eter
ekstresinin MIC degeri 0.00095-0.0155 mg/ml arasinda iken N. sativa ve timokinonun
MIC degeri sirasiyla 10-40 ve 0.125-0.25 mg/ml olarak saptanmistir. N. sativa’nin
antidermatofit ilaglar icin potansiyel bir kaynak olacag: diistiniilmiistiir (126).

Si ve arkadaglar1 yaptiklar1 bir calismada (127) yaglarin ya da bilesenlerin pek
cogu laktobasilli ve bifidobakteriye karsi ¢ok az inhibisyon ile Salmonella typhimurium
DT104, E. coli O157:H7 ve K88 E. coli’ye kars1 yiiksek etkinlik gosterdigini
belirlemislerdir. Yaglar ya da bilesenler E. coli O157:H7’ye kars1 etkinliklerini
korumakta icerikteki E. coli ve koliform bakterileri anlamli bir sekilde inhibe
etmektedirler. Laktobasil ve anaerobik bakterilerin cogu iizerinde cok az etkiye
sahiptirler.

Khan’m belirttigine gore (15) El-Shayeb ve Mabrouk (1984), toz edilmis N.
sativa tohumlarmin (%10 konsantrasyonda) Aspergillus flavus’un toksijenik susunun
aflatoksin tiretimini ve ¢ogalmasini %85-90 oraninda inhibe ettigini belirlemislerdir ve
Abd. Alla El-Sayed ve arkadaslar1 (1997) N. sativa yagmin Kkonsantrasyonuyla
baglantili olarak aflatoksinlerin ¢ogalmasini inhibe ettigini saptamiglardir.

N. sativa yagmin bir anti-viral ila¢ olarak terapotik potansiyeli de arastirilmaistir.
Sitomegaloviriis (MCMYV) enfeksiyonuna karsi anti-viral etki olusturdugu in vivo
denemelerle gosterilmistir. Viral enfeksiyona karsi olusturulan immiinite NK hiicreler
ve makrofajlar gibi non-spesifik hiicreler CDs ve CDg T hiicreleri gibi spesifik
hiicrelerle kontrol edilmistir. Viriislerin temizlenmesi i¢in T hiicreleri ge¢ fazda NK
hiicreleri ve makrofajlarlar erken fazda onem teskil etmekte ve ozellikle INF-y gibi bu
hiicrelerin tarafindan iiretilen mediyatorler anti-viral cevapta olduk¢a 6nemli faktorler

oldugu belirtilmistir (16, 27, 28).
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2.3.1.3 Antiparazitik Etki

Khan (15)’1n belirttigine gére Agarwal ve arkadaslar1 (1979) N. sativa tohum
ucucu yagimin yer solucanlar1 (Pheritima posthuma), tenya (Taenia solium), kancal
kurtlar (Bunostomum trigonocephalum) ve noduler kurtlara (Oesophagastomum
colombionum) kars1 antiparazitik etki gosterdigini belirlemistir.

Gastrointestinal nematodlar ile enfekte olmus kecilerde N. sativa tohumlarinin
toplam glikozit igeriklerinin etkisi arastirilmistir. Ke¢i gruplarma 100, 150 ve 200
mg/kg viicut agirlik dozlarinda glikozitin oral verilmesiyle antisestodal etkileri kimyasal
ajan olan Nilzan (15 ml/15 kg) standart kullanilarak karsilastirilmistir. N. sativa
glikozitlerinin 10-15 giin sonunda gozlenen 150 ve 200 mg/kg dozlarda antisestodal
aktivitesi, Nilzan’in aktivitesiyle kiyaslanacak diizeydedir. Glikozitlerin 100 mg/kg’mn
15 giinden sonra neredeyse Nilzan kadar etkili oldugu bulunmustur. Boylece N. sativa
glikozitlerinin kecilerde oldukca biiyiik bir antisestodal potansiyeli oldugu saptanmistir

(29).

2.3.1.4 Antidiyabetik Etki

Al-Hader ve arkadaslarmin yaptiklar1 bir arastrmada (128) N. sativa tohum
ucucu yagr 50 g/kg dozda intraperitoneal verilmis 4-6 saat sonra normal ve
hiperglisemik tavsanlarda kan glukoz konsantrasyonunda %15-23 oraninda bir azalma
saptanmustir ve insiilin konsantrasyonunun tedaviden etkilenmedigi belirlenmistir.

Khan (15)’1n belirttigine gore Eskander ve arkadaslar1 (1995) N. sativa yaginin
etkisini oral hipoglisemik ila¢ olan Glipizide kars1 alloxan-indiiklii diyabetik ratlarda
arastirmis ve yagin Glipizide gore serum insiilin seviyelerini anlamli bir sekilde
yiikselttigini Glipizid aktivitesinin yag ile birlikte uygulandigi zaman hipoglisemik
etkisinin arttigin1 saptamislardir.

2001 yilinda yapilan bir aragtirmada bitki ekstresinin karaciger ve pankreas
histolojisi lipit peroksidaz, glutatyon, seruloplazmin ve glukoz iizerine etkisi
arastirilmigtir. Ekstre ile 2 aylik bir tedavi glukoz lipit peroksitlerini énemli 6lgiide
yiikseltmekte, glutatyon ve seruloplazmini azaltmakta ve karaciger hasarinin
biyokimyasal ve histolojik belirtilerini iyilestirmektedir (129).

N. sativa tohum yagiin insiilinotropik 6zelliklerinin arastirildigr bir ¢caligmada,

Streptozotosin ve Nikotinamid indiiklii diabetes mellituslu hamsterler kullanilmustir.
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Tedaviden 4 hafta sonra kan glukoz seviyelerinde diisiis, serum albiimin seviyelerinde
artis oldugu saptanmistir. Tohum yagmin hipoglisemik etkisi kismen serum insiilin
seviyesindeki bir artigla birlikle B hiicre fonksiyonu {iizerindeki stimiilator etkiden
kaynaklanmaktadir ve tip-1I benzeri modelde insiilinotropik 6zelliklere sahiptir (130).

N. sativa tohumunun petrol eterli ekstresi 4 hafta intragastrik olarak verilmis
normal ratlarda gecici bir kilo kaybina doniisen, yiyecek aliminda %?25 azalmaya neden
olmustur. 4 haftalik tedavi sonunda N. sativa alan ratlarda daha yavas artan plazma,
insiilin ve trigliserit seviyeleri ve hizli artan HDL-kolesterol seviyesi gozlenmistir.
Ayrica tiim gruptaki hayvanlardan izole edilen hepatositlerde insiiline cevap da
degerlendirilmistir. N. sativa’nin petrol eterli ekstresi zayif bir anoreksik etkiye sahiptir.
Bitkide saptanmis olan hipolipidemik aktiviteye neden olmaktadir. Petrol eterli
ekstrenin in vivo verilisi hormon reseptorlerinin baslica iki intraseliiler sinyal aktarimi
aktivitesini arttrmaktadir ve insiilin-duyarh etkiye sahiptir (131).

N. sativa’nin streptozotosin (STZ)- indiiklii diyabetik ratlarda B hiicre hasarina
kars1 olas1 koruyucu etkilerinin arastirildig: bir calismada N. sativa (0.2 ml/kg/giin, i.p.),
STZ uygulamasindan once 3 giin boyunca uygulanmis ve bu enjeksiyonlar 4 haftalik
calisma boyuncada siirdiiriilmiistiir. Hiicresel antioksidan savunma sistemindeki
degisimleri saptamak i¢in pankreatik homojenatlardaki enzimlerin (glutatyon
peroksidaz (GSHPx), siiperoksit dismutaz (SOD) ve katalaz (CAT) gibi) aktiviteleri
Olctilmiistiir. Ayrica lipit peroksidasyonun bir belirteci olan serum nitrik oksit ve
eritrosit ve pankreatik doku malondialdehit (MDA) seviyeleride Ol¢iilmiistiir. STZ lipit
peroksidasyon ve serum NO konsantrasyonlarinda anlamli bir artis ve antioksidan
enzim seviyelerinde azalis gézlenmistir. N. sativa yagi lipit peroksidasyon ve serum NO
seviyesini azaltmis ve antioksidan enzim aktivitesini arttrmustir. N. sativa verilmis
diyabetik ratlarda insiilin yogunlugunun arttifi ve f-hiicre sayismin korundugu
belirlenmistir. N. sativa tedavisinin oksidatif stresi azalttigt ve pankreatik [ hiicre
yogunlugunu korudugu boylece diyabette terapotik acidan koruyucu etkili oldugu
belirlenmistir (132).

N. sativa yagmin hipoglisemik etkisinin mekanizmalarini agiklamak ve M.
sativa’nin  makrofajlar iizerindeki olasi immiinopotansiyel etkisini arastirmak icin
yapilmig bir arastrmada N. sativa yag ile muamele diyabetin STZ ile

olusturulmasindan 6 hafta sonra baslamistir. N. sativa kan glukozunu tedavinin birinci,
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ikinci, iiglincii ve dordiincii haftasindan sonra diisiirmiistiir. N. sativa yagi verilenler yag
verilmeyen diyabetik hamsterlarla karsilastirildiginda peritoneal makrofajlarin fagositik
aktivite ve fagositik indeksini ve periferal kan icerisindeki lenfosit miktarmi 6nemli
Olciide arttirdigr goriilmustiir. N. sativa yaginm hipoglisemik etkisinin hepatik
glikoneojenezdeki azalma ile iliskili oldugu ve immiinopotansiyel etkisinin direkt ya da
lenfosit aktivasyonu yolu ile makrofaj fagositik aktivitesinin stimulasyonu aracilikli
oldugunu diisiindiirmektedir (133).

2004 yilinda yapilan calismada N. sativa tohum ekstrelerinin insiilin
salgilanmasi iizerine etkileri arastirilmigtir. Tohumun yagsiz fraksiyonu (HRII), iki alt
boliime ayrilmistir: ilki (HRIII) asidik ve notral bilesenleri icermekte, ikinci (HRIV)
temel bilesenleri icermektedir. Ekstrelerin insiilin salgilama etkileri pankreatik
adaciklarda degisik konsantrasyonlarda degerlendirilmis ve yagsiz tiim ekstrenin ya da
inkiibasyon ortamindaki tohumun temel alt fraksiyonunun eklenmesi 6nemli Olgiide
adaciklardan glukoz yiikli insiilin salintmint arttrmaktadir. Asidik ve nétral alt
fraksiyon ile stimulator etki sadece yiiksek konsantrasyonlarda elde edilmistir.
Pankreatik adaciklardan insiilin saliniminda konsantrasyon bagimli artis temel alt
fraksiyonla elde edilmistir. N. sativa tohumlarmin antidiyabetik oOzelliklerinin en
azindan stimiile edilmis insiilin salinimi aracilikli olabilecegini gdstermistir. Temel alt
fraksiyon bu stimulator etkiye biiyiik ol¢iide katkida bulunmaktadir (134).

Kanter tarafindan yapilan bir caligmada (135) streptozotosin(STZ)-indiikli
diyabetik ratlarda siyatik sinirlerdeki histopatolojik degisimler iizerine N. sativa (NS) ve
timokinonun (TQ) etkileri arastirilmigtir. NS ve TQ alan gruplardaki ratlara NS (400
mg/kg viicut agirligi dozunda) ve TQ (50 mg/kg viicut agirhiginda) STZ injeksiyonunda
2 giin sonra baglanarak 12 hafta boyunca oral yoldan giinde 1 kez verilmistir. Kan ve
doku Ornekleri alinmis biyokimyasal ve histopatolojik arastirmalar yapilmistir.
Diyabetik ratlarda NS ve TQ tedavisi ylikselmis serum glikozunda 6nemli diisiise sebep
olmus iken ve azalmis serum insiilin konsantrasyonlarinda artis gézlenmistir. STZ
insiilin immiinoreaktif 3 hiicreleri alaninda 6nemli bir azalig olusturmustur.

N. sativa tohum ham ekstresinin (INS832/13) ve pankreatik S-hiicrelerinin fTC
hiicre dizileri, insiilin sekresyonu, iskelet-kas hiicreleri ve 3T3-L1 adipozitlerdeki glikoz
kullanimi iizerine etkilerinin degerlendirildigi bir arastirmada NS ile 18 saatlik tedavi,

glukoz stimulasyonlu insulin salgilanmasini %35’ten fazla arttwrmustir. NS tedavisi B
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hiicre proliferasyonunu hizlandirmis ve NS ile 18 saatlik tedavi bazal glukoz alimini
iskelet-kas hiicrelerinde %55 ve adipozitlerde %400 arttirmistir. Sonucta farkliliga
ugrayan pre-adipozitlerde NS uygulamasi, 10 uM rosiglitazon tedavisi ile

karsilastirildiginda trigliserit akiimilasyonunu hizlandirdig: belirlenmistir (136).

2.3.1.5 Antienflamatuar ve Antinosiseptif Etki

Houghton ve arkadaslar1 (20) N. sativa yag1 ve timokinonun lipozomlardaki non
enzimatik peroksidasyonu inhibe ettigini belirlemislerdir. N. sativa sabit yaginin
eikosanoid iiretimi ve lipid peroksidasyonu {iizerine inhibitdr etkisinin
timokinonunkinden daha biiyilkk oldugu ve doymamis yag asitleri (Cy) diger
bilesenlerin N. sativa yaginin anti oksidan ve anti eikosanoid etkilerine katkida
bulunabilecegi belirtilmistir.

N. sativa tohumlarmin sulu ekstresinin nitrik oksit iiretimindeki etkisinin in vitro
calisildig: bir aragtirmada sican peritoneal makrofajlari, ekstre ile preinkiibe edildikten
sonra E. coli lipopolisakkaritleri ile aktive edilmistir. 24 saat sonra nitrik oksit (NO)
tiretimi Olciildiigiinde bitki ekstresinin NO iiretiminde doza bagimli bir azalmaya sebep
oldugu saptanmustir. N. sativa tohumlarinin sulu ekstresinin sican makrofajlari
tarafindan NO iiretimi iizerinde inhibitor etkili oldugu ve aktif bilesenlerinin non-
protein halde bulundugu belirtilmistir ve bu arastirma N. sativa tohumlarinin romatizma
tedavisindeki geleneksel kullanimini dogrulamaktadir (137).

Salem (16)’in belirttigine gére Mansour ve Tornhamre (2004) timokinon ve N.
sativa’nin  sabit yagi, Ca iyonofor A23187 ile stimiile edilmis sican peritoneal
lokositlerindeki arasidonat metabolizmasinin hem siklogenaz (COX) hem de 5-
lipooksijenaz(5-LO) yolagini inhibe ettigini ve tromboksan B,, LTC4 ve LTB4’de doza
bagli inhibisyon olustugunu, timokinonun yiiksek etkili oldugunu saptamislardir. Bir
diger ¢caligmada Ca veya iyonoforla uyarilmis polimorfoniikleer l6kositlerin (notrofiller)
N. sativa ekstresi, nigellon veya timokinondan biriyle in vitro tedavisi 5-LO iiriinlerinde
ve S-hidroksi-eikoza-tetra-enoik asit iiretiminde konsantrasyona bagli inhibisyon
olusturmaktadir (138).

Salem (16)’in belirttigine gore Chakravarty ve arkadaslar1 (2003) ile Mohamed
ve arkadaslar1 (2003), deneysel allerjik ensefalomiyelit (EAE), kolit ve artriti kapsayan

birka¢ enflamatuar hastalikta N. sativa bilesenlerinin antienflamatuar etkilerinin
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Oonemini belirlemislerdir. Ensefalomiyelitli hayvanlara timokinon verildiginde daha
yilksek glutatyon seviyesi goriilirken kontrole kiyasla herhangi bir prevaskiiler
enflamasyon goriillmemistir. Sonuclar timokinonun EAE modellerindeki terapotik
potansiyeliyle iligkilendirilmis ve insanlarda multiple skleroz tedavisinde etkili
olabilecegi diisiiniilmiistiir.

N. sativa ucgucu yagi bilesimi, analjezik ve antienflamatuar Ozelliklerinin
arastirildig: bir ¢calismada asetik asit indiiklii kivranma, formalin ve 1s1kla kuyruk yakma
testleri kullanilmistir. Anti-inflamatuar aktivite ise karragenan indiiklii pence 6dem ve
farelerde kroton yag: indiiklii kulak 6dem kullanilarak degerlendirilmistir. Ugucu yagin
onemli bir analjezik etki olusturdugu saptanmustir. Karragenan testinde 100, 200 ve
400ul/kg dozlarda tohum ucucu yagmin oral uygulanmasi 6nemli Ol¢iide anti-
inflamatuar etki gosterirken, ayn1 dozlar intraperitoneal verildiginde karragenan indiiklii
pence ddemini inhibe etmistir. 10 ve 20 pl/kulak dozlarda tohum ucucu yag: kroton yagi
indiiklii 6demi azaltmistir. Opioid reseptorlerden baska diger mekanizmalarin tohum
ucucu yaginin analjezik etkilerinde de rol oynadigi belirtilmistir. N. sativa yaginin lokal
ve sistemik uygulamasinda gozlenen antienflamatuar etkide timokinonun onemli rol
oynayabilecegi diisiiniilmektedir (74).

2006 yilinda yapilan bir arastirmada hava yoluyla bulasan inflamasyon iizerine
timokinonun etkisi arastirilmistir ve ovalbumine duyarli farelerin hava ile
maruziyetinden Once timokinon intraperitoneal verilmis, akciger eozinofilinde belirgin
bir azalma goézlenmistir. Ovalbumin antijeni ile hava yolu ile maruziyet sonrasinda
yiiksek Th2 sitokinleri gézlenmis ve hem in vivo bronkoalveolar lavaj sivisinda hem de
in vitro da ovalbuminli akciger hiicrelerinin stimiilasyonu belirlenmistir. Timokinon
ayrica ovalbumine 0zgii IgG1’in yiiksek serum seviyelerini diisiirmiistiir. Timokinonun
allerjen indiiklii akciger eozinofilik enflamasyonu ve mukus iireten goblet hiicrelerini
onemli Olciide inhibe ettigi histolojik ¢alismalarla saptanmistir. Timokinon 1L4, ILS ve
IL13 inhibisyonunda 6nemli etki gostermistir. Sonucta timokinonun Th2 sitokinlerin
inhibisyonu yoluyla alerjik havayollu bulasan enflamasyonu ve havadaki eozinofil
infiltrasyonunu azalttig1 belirtilmistir (139).

Khanna ve arkadaslar1 (140), N. sativa sabit yaginin antinosiseptif etkilerini,
sican ve farelerde ii¢ farkli test yontemi ile arastirmislar ayrica yagin CNS deprese edici

etkisi oldugunu da gostermislerdir.
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N. sativa yag1 ve timokinonun antinosiseptif etkilerinin arastirildigi bir diger
caligmada yag 50-400mg/kg p.o. verilmistir ve sicak zemin, kuyruk sikistirma testi,
asetik asit indiiklii kivranma testi ile formalin testi kullanilmistir. Nosiseptif cevabin
doza bagiml olarak baskilandigi belirlenmistir. Timokinonun 2.5-10mg/kg, p.o. ve
1.6mg/kg , i.p. intraserebroventrikiiler (i.c.v) enjeksiyonu (1-4pg/fare) formalin testinin
erken faz ve gec fazinda nosiseptif cevabi zayiflatmistir. Nalokson (Img/kg) ise
formalin testinin erken fazinda yagi ve timokinon indiiklii antinosisepsiyonu onemli
Olciide bloke etmis ve naloksonun (10ug/fare), pi-opioid antagonisti, naloksonazin (1-
Sug/fare) ya da g-opioid reseptdr antagonisti nor-binaltorfimin (1-Sug/fare)’in i.c.v.
enjeksiyonu, 9-opioid reseptor antagonisti naltrindol (1-5 ng/fare, i.c.v.) her iki fazda da
hicbir etki gostermemis, formalin testinin ancak erken fazinda timokinon indiiklii
antinosisepsiyonu Onemli Olgiide tersine cevirmistir. Sonuglar N. sativa yaginm ve
timokinonun supraspinal pjve g-opioid reseptor alt tiplerinde indirekt aktivasyon ile

antinosiseptif etkilere sahip oldugunu gostermistir (141).

2.3.1.6 immun Sistem Uzerine Etki

Ali ve Blunden’in (11) belittigine gore N. sativa tohumlarmin immiin sistem
izerine etkileri in vitro olarak insan T hiicrelerinde muhtemelen ilk kez El-Kadi ve
Kandil (1987) tarafindan gosterilmistir. Bu calisma daha sonra Haq ve arkadaslar1 (142)
tarafindan 1995 yilinda yapilan ¢alisma ile dogrulanmistir. Haq ve arkadaslar1 N. sativa
tohumlarinin interlokin, IL-3 salgilayan T-lenfositleri aktive ettigini ve IL-1f iiretimini
arttigin1 belirlmiglerdir ki bu makrofajlar iizerinde direkt ya da IL-1f yolu ile olan bir
stmiilator etkiyi gostermektedir.
Ayni arastiricilar ilerleyen calismalarinda N. sativa tohumunun toplam ekstresinin ve
protein bilesenlerinin immiinmodiilator etkilerini arastirmistir ve bazi proteinlerin
supresif etkili oldugu, digerlerinin lenfosit kiiltiirlerinde stimiilan etkili olduklarim
saptamiglardir. Proteinler sitokin (6rn:IL-1p) iiretiminde etkili bulunmustur (143).

Salem (16)’in belirttigine gére Wu ve arkadaslar1 (1999) tarafindan yapilan bir
arastirmada N. sativa ile diyet uygulamasi saglikli yasli bireylerde immiin cevabi
arttirdigint bulmuslar iken Christou ve arkadaslar1 (1989) ise spesifik antijenlere
(tetanoz toksoidi ve Tricophyton. mentagrophytes) cevapta gecikmis tip hipersensitivite

olusumundan 24 saat sonra total capta artma gosterdigini belirlemislerdir.
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Swamy ve Tan (144) fare splenositleri kullanmiglar ve ekstrenin herhangi bir
modiilator etki gostermedigini belirlemislerdir. Optimal dozda mitojen varliginda ise
belirgin bir immiin cevap artig1 saptanmistir ancak mekanizma agiklanamamaistir.

Islam ve arkadaslar1 bir arastrmalarinda (145) ucucu yagm rat tifoid TH
antijeniyle asilanmasiyla olusturulan antijen-spesifik cevabi iizerine etkisini
arastirmislar ve N. sativa yaginimn, kontrol grubuna gore tifoit agilamaya cevapta antikor

tiretimini 2 kat diisiirdiigiinii belirlemislerdir.

2.3.1.7 Antitiimor Etki

Salomi ve arkadaslar1 (146) N. sativa tohumlarinin metanollii ekstresinin Erlich
asit karsinomasi, Dalton’un asit lenfomas1 ve sarkoma 180 hiicreleri tizerinde giiclii bir
sitotoksik etki gosterdigini bildirmislerdir. Aym arastiricilar cilt kanserli farelere N.
sativa’nin  topikal uygulanmasinin 7,12-dimetilbenz(a)antrasen/kroton  yagi ile
olusturulan papillom olusumunun baslamasmni geciktirdigini ve sayisini azalttigini
saptamiglardir.

Nair ve arkadaslar1 (147) N. sativa ham etanollii ekstresinin sisplatin indiiklii
farelerde karsinojen etkide belirgin bir azalma gdstermislerdir. Sicanlara sisplatinden 30
dk. once verilen N. sativa etanol ekstresinin anti-neoplastik ilacin nefrotoksisitesine
kars1 koruyucu etki gosterdigi saptanmistir. Ekstrenin koruyucu etkisi kesin olarak
bilinmemekle birlikte nefrotoksisitedeki olas1 bir azalma veya sisplatin atilimindaki artis
ile ilgili oldugu diisiiniilmektedir (148). Farelerde timokinonun i¢gme suyu ile (5
mg/kg/giin) 5 giin once ve 5 giin ifosfomit (IFO) verildigi zaman IFO’nun renal
toksisitesini anlaml bir sekilde azaltti1 ve antitiimOr aktivitesini arttirdig1 saptanmaigtir.
Timokinonun antioksidan aktivitesinin IFO’nun nefrotoksisitesinin azaltilmasi
mekanizmasiyla gerceklestigi ileri siiriilmiistiir. Bu calismda timokinonun sisplatinin
antitimor aktivitesini arttirdig: gosterilmistir (149).

Sitotoksik etki i¢in YAC tiimor hedeflerine karsi Naturel Killer (NK)
hiicrelerinin in vivo cogalmasmin test edilmesi ile yapilan arastrmada N. sativa
tohumlar1 ve Allium sativum soganlarmin sulu ekstresi oral olarak farelere verilmis 1
hafta sonra, 200:1 efektor:hedef oraninda spontan aktiviteyle karsilastirildiginda splenik
NK hiicrelerinde anlamli bir ¢ogalma elde edilmistir (150).
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N. sativa tohum ekstresi ve timokinonun sistozomiyazis ile enfekte olan fare
hiicrelerine etkisinin test edildigi bir arastirmada N. sativa ekstresi ve timokinonun
sistozomiyazis sonucunda tetiklenen kromozomal anormalliklere kars1 koruyucu ajanlar
olduklar1 belirtilmigtir (151).

N. sativa’nin farelerde KBrOs-aracilikli renal oksidatif stres, toksisite ve tiimor
ilerleme cevabi lizerine kemopreventif etkilerinin calisildigi bir arastirmada renal
antioksidan enzimleri ile renal glutatyon iceriginin aktivitelerindeki rediiksiyon lipit
peroksidasyonunu arttirdigi saptanmistir. Kan iire azotu (BUN) ve serum kreatininde
belirli bir artis gozlenmistir. Sicanlara N. sativa ekstresi oral olarak verildiginde
profilaksik etki ile renal mikrozomal lipit peroksidasyonu, y- glutamil transpeptidaz,
H,0, ve ksantin oksidazda anlamli bir azalis gdzlenmistir. Renal glutatyon igerigi ve
antioksidan enzimlerde 6nemli diizelmeler saglanmistir. Kan iire azotu, serum kreatinin,
renal ODL aktivitesi ve DNA sentezindeki artista tersine doniis belirlenmistir. Sonuglar
N.sativa’min giiclii bir kemopreventif ajan oldugunu gostermektedir (152).

Bir aragtrmada N. sativa yagimin metilnitroziire veya 1,2-dimetilhidrazin ile
olusturulan kolon karsinogenezisini baskiladig1 belirlenmistir. Baslangic durumundan
sonraki donemde verilen N. sativa yag1 belirgin bir sekilde anti-proliferatif bir aktivite
gostermistir (153).

Islam ve arkadaslarinin yaptiklar1 bir calismada (145) N. sativa tohum ucucu
yaginin immiinmodiilator ve sitotoksik Ozellikleri arastirilmistir. Sicanlar spesifik bir
antijene maruz birakilmis (tifoid TH) ve N. sativa tohum ugucu yag: ile tedavi
edilmistir. Sicanlarda splenositler ve notrofillerin sayisinda anlamli bir azalig
goriiliirken periferal lenfosit ve monositlerde bir yiikselme gozlenmistir. Ucucu yagin
sitotoksisitesi i¢cin bes insan kanser hiicresi ve fibroblast hiicreleri ile test edilmistir.
Pozitif kontrol olarak vinblastin siilfat ve mitomisin C kullanilmistir. N. sativa tohum
ucucu yagi i¢cin LCsp degerleri SCL, SCL-6, SCL-37°6, NUGC-4 kanser hiicre dizileri
ve 3T6 fibroblast hiicrelerine karsi sirasiyla 155.02+10.4, 185.77+2.9, 120.40+20.5,
384.53+12.1 ve 286.83423.3 pg/ml’dir. N. sativa tohum ucucu yagmin etkili bir
immiinsupresif sitotoksik ajan olabilecegi bildirilmistir.

N. sativa yaginm fibrosarkom hiicre HT1080’in fibrinolitik potansiyeli tizerine
etkisini 6lgmek icin yapilan bir arastirmada N. sativa yagi, doku tip plazminojen

aktivatorii (t-PA), tirokinaz tip plazminojen aktivatorii (u-PA) ve plazminojen aktivator
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inhibitor tip 1 (PAI-1)’in konsantrasyon bagimli inhibisyonuna neden olmustur.
HT1080 hiicrelerine N. sativa yagi uygulandiginda t-PA, u-PA ve PAI-1 antijenlerinde
konsantrasyon bagimli bir azalma gozlenmistir. Tohum yaginin in vitro ortamda insan
fibrosarkom hiicresi (HT1080) nin fibrinolitik potansiyelini azalttig1 ortaya konmustur
(154).

Swamy ve arkadaslar1 (144) N. sativa kromatografi ile saflastirdiklar1 o-
hederinin  selektif olarak hepatoseliiler karsinoma, losemik hiicre, Lewis akciger
karsinomas1 ve losemi hiicreleri, farkli kanser hiicrelerine karsi antitimor etki
gosterdigini bildirmisglerdir.

N. sativa tohum ekstrelerinin in vitro ve in vivo antikanser etkisi i¢in yapilmis
bir arastirmada ugucu yag ve etilasetat ekstrelerinin P815 hiicre dizisine kars1 butanol
ekstresinden daha sitotoksik oldugu ve biitiin ekstrelerin %0.2’den %0.26’ya (h/h) kadar
degisen ICsy degerleriyle ICO1 hiicre kiiltiirlerine karsi sitotoksik etkiye sahipken BSR
hiicre kiiltiirlerinde etil asetat ekstresinin etkili bir sitotoksisite gosterdigi saptanmaistir.
Ekstrelerin sitotoksisiteleri tiimor hiicre tipine baghdir. In vivo calismada ise
DBA2/P815 (H,Y) fare modeli kullamlmis ve ugucu yagm timor bolgesine
enjeksiyonunun solid tiimor gelisimini O6nemli Olciide engelledigi saptanmigtir.
Tedavinin 30. giiniinde tiimor hacmi 2.5+0.6 cm’ iken hayvanlara her 48 saatte (6 kez)
sirastyla 30ul (28.5mg/fare) ve 50ul (47.5mg/fare) enjekte edildiginde ucucu yag ile
tedavi edilen hayvanlarda timor hacimleri 0.224+0.1 ve 0.1610.1cm3 olaral
belirlenmistir. Ugucu yag uygulamasi karaciger metastaz gelisimini inhibe etmis ve

farenin yasamini siirdiirmesini saglamistir (155).

2.3.1.8 Kardiyovaskiiler Sistem ve Kan Uzerine Etki

1993 yilinda yapilan bir arastirmada N. sativa ucgucu yagi ve timokinonun
sicanlarin arteriyel kan basinct ve kalbi iizerine etkileri calisilmis ve arteriyel kan
basinci ve kalp hizinda doz bagimli bir azalma olusturdugu saptanmistir. Bu etkiler
siprohepatidin, atropin, hekzametonyum, rezerpin ve omurilik yoluyla antagonize
edilmistir. Bu ajanlarin kardiyovaskiiler etkilerinin baslica triptaminerjik ve kolinerjik
mekanizmalarin dahil oldugu direkt ve indirekt mekanizmalar araciliiyla gerceklestigi
belirtilmistir. Ayrica sabit yagin sabunlagsmayan fraksiyonu kalp iizerinde belirli bir

depresan etki gostermekte ve bradikardi olusturmaktadir (118, 156).
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Ali ve Blunden (11)’in belirttigine gore Zaoui ve arkadaslar1 (2000) N. sativa
tohumlarmin diklorometan ekstresinin hipertansif ratlarda giicli diiiretik ve
antihipertansif etkiler gosterdigini saptamustir. Ekstrenin diiiretik etkisi furosemit ile
karsilastirildiginda %16 kadar yiikselmistir (furosemit diiirezisi %30 kadar arttirir). Cl,
Na, K ve iire atilmi diilirezise katilmistir. Ca kanal blokorii olan nifedipinle
karsilastirildiginda  hipertansiyonu %22 oraninda diisiirmiistiir.  Arastiricilar  N.
sativa’nin diiiretik etkisinin en azindan kismen antihipertansif etkisinden sorumlu
oldugunu diisiinmiislerdir.

N. sativa yaginin metanollii kismu arasidonik asit, platelet agregasyonu ve kan
koagiilasyonu iizerinde inhibitor etki gostermektedir, bu kisimdan yeni bir bilesen 2-(2-
metoksipropil)-5-metil-1,4-benzenediol ve iki bilinen bilesen timol ve karvakrol izole
edilmistir. Bu bilesenlerin giiclii inhibitor etkiye sahip oldugu ve trombozis i¢in bilinen
bir terapotik ajan olan aspirinden daha etkili olduklar1 saptanmustir (113).

Bir diger calismada N. sativa tohumlarinin sabit yagi 1 mL/kg/giin/12 hafta
sicanlara verilmis ve kan hemostazi, viicut agirlig: izlenmistir. Hemoglobin, hemotokrit
ve PCV seviyeleri onemli 6l¢iide artmis serum kolesterol, trigliserit, glukoz seviyeleri,
lokosit ve platelet miktar1 azalmistir (21).

Ibraheim’in 2002 yilinda yaptig1 arastirmada (22) tohum ve total yag, saglikli
disi goniilliilere verilmis ve glukoz, kolesterol, trigliserit, kreatin kinaz, prolaktin,
kirmizi kan hiicreleri, beyaz kan hiicreleri, plateletler, hemoglobin ve ALT, AST, ALP
ve GGT gibi bazi karaciger enzimlerinin serum seviyeleri incelenmistir. Total yag,
hemoglobin seviyelerini yiikseltmistir. Tohumlar ise RBCs, WBCs ve hemoglobin
seviyelerinde yiikselme saglamistir. Total yag ALT ve AST’ de artis saglarken hem
total yag hem de 0giitiilmiis tohumlar GGT ve ALP’de 6énemli bir artig olusturmustur.

N. sativa’nin kan koagiilasyonu karaciger fonksiyon testleri iizerine etkilerinin
arastirildigl bir calismada N. sativa’nin, sicanlara toz edilmis tohumlar1 farkli dozlarda
1, 2 ve 4 hafta verilmistir. Cift doz iki hafta sonra gecici protrombin zamaninda uzama
(%7.8) ve trombin zamaninda azalma (%13), iiclii doz bir hafta sonra gecici aktive
edilmis parsiyel tromboplastin zamaninda azalma (%16) ve trombin zamaninda azalma
(%13) olusturmustur. N. sativa’nin ekivalen dozu (180 mg/kg rat/giin) 4 hafta sonra

onemli Olc¢iide hiperfibrinojenemi (%14) olusturmustur. Fibrinojene paralel olarak
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albumin seviyelerinde ve ALT aktivitesinde artis gozlenmisken platelet miktari,

antitrombin III seviyesi ve AST aktivitesinde hicbir degisim gézlenmemistir (10).

2.3.1.9 Gastrointestinal Sistem Uzerine Etki

Akhtar ve arkadaglar1 tarafindan 1996 yilinda yapilmis bir arastirmada (157)
tohumlarin sulu ekstresinin, asetil salislik asit verilen sicanlarda mide 6zsuyunun asidik
icerigini azalttig1 ve (%36) anti iilser aktivite gosterdigi belirlenmistir. N. sativa yaginin
iki hafta boyunca (0.88 g/kg/giin) sicanlara verilerk yapilan bir arastirmada miisin
icerigi ve glutatyon seviyesinde artig ve histamin iceriginde onemli bir azalis gdzlenmis
ancak gastrik O0zsudaki serbest asidite ve peptik aktivite etkilenmemistir. Bu durum
tohum yaginin sitoprotektif etkisini dogrulamaktadir. Bir diger arastirmada yag ve
timokinonun gastroprotektif etkili oldugu saptanmistir (158). Agel 1993 yilinda yaptigi
calismada (159) ucucu yag ve etanollii ekstrenin tavsan jejunumundaki diizenli
hareketlenmeleri inhibe ettigini belirtmistir.

2003 yilinda yapilan bir ¢alismada timokinonun diisiik dozlarda (5 mg kg™)
kolitte kismi koruma sagladig; yiiksek dozlarda ise siilfasalazinden bile anlamli bir
sekilde koruma sagladigi saptanmistir (160).

Kanter ve arkadaslarinin 2006 yilinda yaptiklar1 caligmada (161) N. sativa
(500mg kg'l) ve timokinon (10mg kg'l) alkol ile muamele edilmis sicanlara verilmistir.
Her ikisi de gastrik mukozay1 saf alkoliin zararli etkilerine kars1 korumus ve iilser
lyilesmesini arttirmistir. N. sativa ile muamele mast hiicreleri sayismi ve gastrik
erozyon sayisint azaltmustir. Timokinon tedavisi de mast hiicreleri sayismi ve gastrik
mukoza lezyonlarmi azaltmis fakat bu etkiler yaga oranla daha az gozlenmistir. Gastrik
doku histamin seviyeleri ve miyeloperoksidaz aktivitelerinin etanolle muamele edilen
ratlarda arttig1 saptanmustir. N. sativa veya timokinon verilmesi artiglar1 tersine
cevirmistir. Sonugta, her iki ilacin 6zellikle N. sativa’nin gastrik mukozayi alkol-

indiiklii mukozal hasardan koruyabilecegi gosterilmistir.

2.3.1.10 Antihepato ve Nefrotoksik Etki
Al-Gharably ve arkadaslar1 1997 yilinda yaptiklar1 bir arastirmada (162) N.
sativa ugucu yaginin ana bileseni olan timokinon Swiss albino farelere oral yoldan 6

giinliik peryot boyunca verildikten sonra CCls enjekte edilmis ve karaciger hasari
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olusturulmugtur. Timokinon alan hayvanlarin karacigerlerinde toksisitenin azaldigi
gozlenmistir.

1998 yilinda yapilan bir ¢calismada izole si¢can hepatositleri iizerine timokinonun
tert-biitil-hidro-peroksite karsi koruyucu etkisini arastirmiglar ve koruyucu etkilerin
oldugunu belirlemislerdir. Timokinon hepatoprotektif ajan silibinle karsilastirilmis ve
silibin kadar etkili bulunmustur (163).

1999 yilinda yapilan bir ¢caligmada timokinonun farelerde CCly ile olusturulan
hepatotoksisiteye kars1 karacigeri korudugu belirlenmistir (164).

El-Dakhakhny ve arkadaglar1 (165), N. sativa yagmin 4 hafta uygulandig:
sicanlarda CCly ve D-galaktozamin ile olusturulan hepatik hasara kars1 korumada etkili
oldugunu D-galaktozamin ile olusan hepatotoksisite i¢in ise tam bir koruma sagladigini
belirlemislerdir. Yag serum toplam kolesterol, diisiik dansiteli lipoprotein (LDL) ve
trigliserit (TG) seviyelerini diisiirmiis ve yliksek dansiteli lipoprotein (HDL) seviyesini
yiikseltmigtir.

2001 yilinda yapilmis bir arastirmada tavsanlara N. sativa verilerek sonra
deneysel karaciger sirozu olusturuldugunda siroz ve fibrozunun onlendigi saptanmistir
(166).

Mahmoud ve arkadaglar1 (167), S. mansoni ile enfekte farelerde yag verildiginde
L-alanin aminotransferaz (ALT), gamma-glutamil-transferaz (GGT) ve alkalin fosfataz
(ALP) aktivitesindeki ve serum albiimin icerigindeki degisiklikleri arastirmuslardir,
yagin degisikliklere kars1 6nemli bir rol oynadigini saptamiglardir.

2003 yilinda yapilmis calismada N. sativa ve U. dioica’nin karaciger fibrozisi
ve sirozun Onlenmesi tizerindeki etkisi aragtirilmis ve karaciger dokular1 histopatolojik
ve immiinohistokimyasal yonden degerlendirilmistir. U. dioica ve N. sativa uygulanan

sicanlarda hepatotoksisitenin anlamli olarak onlendigi belirlenmistir (168).

2.3.1.11 Antioksidan Etki

Atta ve Imaizumi (169) 1998 yilinda N. sativa tohumlar1 ve Rosmarinus
officinalis L. ekstresinin musir yagmin otooksidasyonu iizerine etkilerini
arastirmiglardir. B-karoten emiilsiyonu substrat olarak kullanildiginda bitkilerin sulu ve
etanollii ekstreleri antioksidan aktivite gostermistir. Ayrica 100°C’de musir yagi

icerisindeki trigliseritlerin oksidatif bozunmasini geciktirmistir. Etanollii ekstreler
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antioksidan aktivite agisindan sulu ekstreden daha aktif bulunmustur. N. sativa
tohumunun etanollii ekstresi yag oksidasyonunu Onlemede digerlerinden daha etkindir
ve aktivitesi tersiyer biitil hidrokinon ile esdeger bulunmustur.

2000 yilinda yapilan bir aragtirmada N. sativa tohumlarmin ugucu yagi ve ana
bilesenler timokinon, karvakrol, t-anetol ve 4-terpineol’in antioksidan etkisi
arastirllmigtir. Bilesenler ve ucucu yag difenilpikrilhidrazil deneyinde test edildigi
zaman cesitli antioksidan aktivite gostermis. Ayn1 zamanda lipozomlardaki non-
enzimatik lipit peroksidasyon deneyi ve deoksiriboz degredasyon deneyi i¢in etkili bir
OH radikal siipiiriicii ajan olarak rol oynamiglardir (31).

N. sativa tohumlar1 bilesenlerinden timol, timokinon ve ditimokinon, siiperoksit
anyon radikali, hidroksil radikali ve singlet oksijen gibi radikal oksijen tiirleri
(ROS)’nden meydana gelen reaksiyon iizerine etkilerinin incelendigi bir caligmada test
edilen bilesenler cesitli ROS siipiiriiciileri olarak etkili olmuglardir (170).

N. sativa tohumunun ugucu yagi ana bileseni timokinonun antioksidan ve
prooksidan etkileri in vitro olarak arastirilmis ve timokinon ile TBHQ, mikrozomal lipit
peroksidasyonunu konsantrasyon bagimli bir sekilde olarak inhibe ettigi belirlenmistir.
Timokinonun siiperoksit anyon siipiiriicii olarak TBHQ’dan daha aktif oldugu
belirlenmistir. Sonuglar timokinonun etkili bir siiperoksit anyon siipiiriicii olarak rol
oynadigin gostermistir (171).

Ramadan ve arkadaglarinin c¢alismalarinda (32) N. sativa ham yagi ve
fraksiyonlarmin (notral lipitler, glikolipitler ve fosfolipitler) gii¢lii bir radikal siipiiriicti
aktiviteleri saptanmigtir.

Suboh ve arkadaslar1 tarafindan tapilan bir calismada (172) Artemisia herba-
alba, Ferula hermonis, Hibiscus sabdariffa, N. sativa, Teucrium polium, Trigonella
foenum-graecum ve Allium sativum bitkilerinin protein degredasyonu, lipid
peroksidasyonu, eritrosit deformasyonu ve 60 dk boyunca 37°C’de 10mM H,0,’ye
maruz birakilan eritrositlerin ozmotik frajilitesi {izerine etkileri arastirimigtir.
Eritrositlerin N. sativa ve A. sativum ile preinkiibasyonu eritrositleri protein
degredasyonu, deformasyon hasarmna kars1 korumus ve H,O,’den kaynaklanan ozmotik
frajiliteyi azaltmistir. F. hermonis, H. sabdarifa, N. sativa, T. polium ve A. Sativum,

eritrositleri lipid peroksidasyonuna kars1 korumustur.
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Radyoterapi kanser tedavisinde en sik kullanilan tedavilerden biridir. Pek ¢cok
calisma 151n tedavisinin hiicrelerdeki radyasyon hasarinda 6nemli rol oynayan reaktif O,
tiirlerini (ROS) olusturdugunu gostermistir. N. sativa ve indirgenmis glutatyonun
(GSH) farkli dokular iizerinde antiperoksidatif etki ve ROS iizerinde siipiiriicii bir etkiye
sahip oldugu gosterilmistir. Bu caligmanin amaci deneysel modellerde irradyasyon
indiiklii oksidatif hasara karsi N. sativa ve GSH’in antioksidan ve radyoprotektif
rollerini belirlemektir. Arastirmada tek doz 6 Gy radyasyon maruziyetinden once 30
giin boyunca N. sativa grubuna N. sativa (1 ml/kg viicut agirligl) uygulanmis, GSH
grubuna GSH (150 mg/kg viicut agirligl) enjekte edilmis ve kontrol grubuna fizyolojik
tuz solusyonu (1 pg/kg viicut agirligl) verilmistir. Biitiin gruplarda malondialdehit,
nitrat, nitrit (oksidatif stres belirtecleri) ve askorbik asit, retinol, B-karoten, GSH ve
seriilloplazmin (nonenzimatik antoksidan belirtecleri) seviyeleri ve periferal kan
lenfositleri izlenmistir. Tim viicut 1simnlanmasi kan malondialdehit, nitrat ve nitrit
seviyelerinde anlamli artiglara sebep olurken daha onceden N. sativa ve GSH almis
irradyasyona maruz kalan ratlardaki kan oksidatif stres belirteclerinin seviyeleri nemli
derecede azalmistir ve nonenzimatik antioksidan seviyeleri anlamli derecede artmigtir.
Bu sonuclar net bir sekilde gostermektedir ki, N. sativa ve GSH tedavisi radyasyon

etkilerini 6nemli derecede antagonize etmektedir (173).

2.3.1.12 Sinir Sistemi Uzerine Etki

Al- Naggar ve arkadaslar1 tarafindan yapilan bir arastirmada (23) yagi
uzaklastirilmis N. sativa tohumlarinin sulu ve metanollii ekstreleri hazirlanmis ve
norofarmakolojik inceleme yapilmistir. Her iki ekstrenin giiclii santral sinir sistemi ve
analjezik aktiviteye (Ozellikle metanolik ekstrede depresan etki) sahip oldugu
saptanmugtir.

Kanter ve arkadaslarinin 2006 yilinda yaptiklar1 bir calismada (24) sicanlarda
metilprednizolonla karsilastirmali olarak N. sativa’nin spinal cord hasari iizerine etkileri
arastirilmis ve sicanlarin norolojik skorlarinin SCI gruplarindakinden farkli olmadigi
saptanmugtir. SCI omurilik doku malondialdehit (MDA) ve protein karbonil (PC)
seviyeleri arttirmis ancak SCI, superoksit dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz (GSH-
Px) ve katalaz (CAT) enzim aktivitelerini azalmistir. Metilprednizolon ve N. sativa

tedavisi MDA doku ve PC seviyelerini azaltmis ve SOD, GSH-Px ve CAT

47



enzimlerinin inhibisyonunu durdurmustur. N. sativa verildiginde anlamli sonuglar elde
edilmistir. Metilprednizolon ve N. sativa tedavisi alan gruplarda ndéronlarin
morfolojilerinin korundugu ancak kontrol grubundaki ndronlarin daha iyi korundugu
belirlenmistir. N. sativa tedavisinin omurilik doku hasarinda yararli olabilecegi
belirtilmistir.

Kanter 2008 yilinda yaptig1 bir arastirmada (25) N. sativa (NS) ve timokinonun
(TQ) sicanlarda kronik toluen maruziyetinden sonra hipokampusteki nérodejenerasyonu
izerine etkilerini ¢calismistir. Calismada kronik toluen maruziyeti sitoplazma biiziilmesi,
endoplazmik retikulum boslugunda hafif genisleme, dejenerasyona ugramis krista ile
belirgin bir sekilde sismis mitokondri ve hipokampus noronlarindaki kromatin
diizensizligi ile bozulmus niikleer membran gibi giiclii dejeneratif degisikliklere neden
olmustur. Deforme olmus sinir hiicreleri TQ ve NS tedavisi alan ratlarda biiyiik dl¢iide
bulunmamistir ve TQ ve 0Ozellikle NS tedavisinin kronik toluene maruz kalmis
sicanlarin  hipokampuslarindaki noérodejenerasyon iizerinde morfolojik gelismeler

sagladig belirtilmistir.

2.3.2 N. damascena L. Uzerinde Yapilmis Biyoaktivite Calismalan

2.3.2.1 Ostrojenik Etki

Agradi ve arkadaslarinimm yaptiklar1 aragtrmalarda (30, 33) N. damascena
tohumlarmin ekstreleri Ostrojenik aktivite agisindan incelenmistir. Tohumun alkollii
ekstreleri artan polaritede fraksiyonlanmug ve fraksiyonlar total alkollii ekstrelerden
daha yiiksek aktivite gostermistir. Sonucta polar bilesiklerin varliginmn aktivitedeki rolii

o

aciklanmustir. Ayrica aktivitenin konsantrasyona baglh olarak degistigi saptanmustir.

2.3.2.2 Antimikrobiyal ve Mollusisidal Etki

Fico ve arkadaslarinmn 2004 yilinda yaptiklar1 bir arastirmada (34) N.
damascena’nin toprak lstii ve tohumlarindan elde edilmis ucucu yag, farkli polaritede
ekstreler, fraksiyonlar ve saf bilesikler biyoaktivite acisindan incelenmistir. Bitkinin
ucucu yagi sadece Gram-pozitif bakterilere karsi etkin iken ekstreler arasinda butanol
ekstresi Pseudomonas aeruginosa ve Staphylococcus aureus’a karsi aktif bulunmustur.

Mollusidal aktivite ise saptanamamuigtir.
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2.3.2.3 Antileishmanial Etki

N. damascena’nin tohum ve toprak istii kisimlarindan hazirlanmis olan farkli
ekstreler Leishmania infatum’un iki farkli formunda denenmistir. Sonucta bitkinin her
iki kisminda diklorometanli ekstreleri Leishmania promastigotes iizerinde etkili
bulunmus ve pentamidin ve amfoterisin B temelli tedaviye alternatif olabilecegi

belirtilmistir (35).

2.3.3 Diger Nigella Tiirleri Uzerinde Yapilmis Biyoaktivite Cahsmalari

2.3.3.1 Antimikrobiyal Etki

Tirkiye’de yetisen 11 Nigella tiiriiniin tohumlarindan elde edilen petrol eterli,
diklorometanl ve metanollii ekstrelerin Gram-pozitif (S. aureus, E. faecalis, B. subtilis)
Gram-negatif (E. coli, P. aeruginosa) bakterilere karsi antibakteriyal aktiviteleri
taranmustir. N. sativa’nin tiim ekstreleri ve N. segetalis’in petrol eterli ekstresi ile
diklorometanli ekstresi Ozellikle S. aureus’ a kars1 olmak {lizere antibakteriyel etki
gostermistir. N. sativa’nin petrol eterli ekstresi B. Subtilis’e kars1 S. aureus’dan daha

etkili bulunmustur (36).

2.3.3.2 Kan Biyokimyasi ve Oksidan/Antioksidan Denge Uzerine Etkiler

Kokdil ve arkadaglar1 tarafindan 2005 yilinda yapilan bir arastirmada (37) N.
unguicularis sabit yag1 sicanlara 4 hafta boyunca oral olarak uygulanarak serum lipit
profili, hematolojik parametreler ve oksidan/ antioksidan denge iizerine etkileri
arastirilmistir. 'Yagin giinliik uygulanmast (1 ml/kg oral, 4 hafta boyunca) serum total
kolesterol, VLDL-kolesterol, trigliserit ve glukoz seviyelerinde onemli bir azalmaya ve
serum HDL seviyesinde anlamli bir artisa sebep olmustur. Albumin, MCV ve
fibrinojen seviyeleri kontrol degerlerine kiyasla anlamli bir sekilde artarken AST, ALT,
alkalen fosfataz, bilirubin, BUN, MCHC o6nemli o6lgiide azalmistir. Yag total
antioksidan dengede anlamli bir artis saglanmis ve MDA konsantrasyonlarini
etkilememistir. Sonu¢ olarak N. unguicularis yaginin sicanlarda kan biyokimyasi ve
oksidan/antioksidan denge iizerinde faydali metabolik etkilere sahip oldugu

belirlenmistir.

49



Aragtiricilar devam eden calismalarinda (38) N. orientalis ve N. segetalis sabit yaginin
Biyokimyasal parametreler {izerine etkilerini incelemislerdir. N. orientalis sabit yaginin
uygulanmasim takiben serum total kolesterol ve VLDL-kolesterol onemli oOlgiide
azalirken LDL-kolesterol seviyesi her iki yagi alan grupta anlamli derecede artmustir. N.
orientalis sabit yag1 sicanlarda AST, ALP, bilirubin ve iire seviyelerini biiyiik Ol¢iide
azaltmistir. MCHC ve RDW seviyesi azalirken albumin, iirik asit ve MCV’de artig
gozlenmistir. N. segetalis sabit yagi alan sicanlarda ALP, BUN, MCHC, RDW 6nemli
Olciide azalmis, albumin, fibrinojen, hematokrit ve MCV seviyeleri artmustir. N.
orientalis ve N. segetalis sabit yaglarinin MDA iiretimi lizerine hi¢bir etki gostermedigi

ve total antioksidan dengede anlamli bir artis sagladig1 saptanmagtir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Materyal

N. stellaris Boiss. bitkisinin ¢i¢ekli ornekleri Kahraman Maras ili Avsarlar Koyii
civarindan Haziran 2008’de toplandi, kurutularak herbaryum numunesi hazirland1 ve
Kahramanmaras Siitcii imam Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Bo6liimii
Herbaryumuna konuldu (Herbaryum numarasi: Ahmet ILCIM 1762 KSUH). Calisma
materyalini olusturacak ornekler (tohum, govde ve kok) tohumlar olgunlastigi zaman
toplanarak golgede kurutuldu. Tohum, toprak iisti ve kok kisimlart ayrildi ve

degirmende 6giitiildii.

3.2 Yontem

3.2.1 Kullamlan Kimyasallar

Apigenin Fluka
3,4-Dihidroksi benzoik asit Merck
1,1 Difenil-2-Pikrilhidrazil (DPPH") Sigma
2,6-Di-tert-biitil-4-metilfenol (BHT) Merck
(-)-Epikatesin Fluka
Ferulik asit Merck
Gallik asit Sigma
n-Hekzan Merck
Hidroklorik asit Merck
(+)-Katesin Sigma
Kersetin Fluka
Klorojenik asit Sigma
p-kumarik asit Merck
Metanol Merck
Timokinon Aldrich
Timol Fluka
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Trans-2-hidroksisinnamik asit Aldrich
Trans sinnamik asit Aldrich

Vanilik asit Fluka

3.2.2 Kullamilan Cihazlar

Rotary evaporator Rotar TVP 200

Su banyosu Elektro-mag

Ultrasonik Banyo Bandelin Sonorex

Elektrikli Terazi Denver Instrument

GC-MS Agilent Technologies 6890 N Network GC System,
Agilent 5973 Network Mass Selective Detector

HPLC Agilent 1100 series LC

Ogiitiiciiler IKA 11 basic, Retsch SK 100

Santrifiij Sigma 2-16 K

Vortex Heidolph Reax Control

Mantolu Isitict J.P. SELECTA

UV-VIS Analytic Jena Specord 50

ICP-MS Agilent 7500a

3.2.3 Ekstraksiyon Islemleri

3.2.3.1. Sabit Yag Elde Edilisi ve Yag Asidi Metil Esteri Hazirlanmasi

Ogiitiilmiis 10 g tohum hekzanla 6 saat boyunca Soxhlet cihazinda ekstre edildi.
Hekzanli ekstre rotary evaporator 40°C’de kuruluga kadar ugurulduktan sonra tartildi, %
verim hesapland1 ve kullanilana kadar +4°C’de sakland.

Bir santrifiij tiipiine 0.5 g sabit yag alind1. Uzerine 10 ml n- hekzan ve 2 ml 2N
metanollii KOH ilave edildi. Karisim 2 dk vortekste karistirildi. 15 dk 4000 rpm’de
santrifiijlendi. Ust faz baska bir santrifiij tiipiine alind1 ve 5 ml distile su ilave edilerek
vortekste 2 dk karistirildi. 15 dk 4000 rpm’de santrifiijlendi. Ust faz GC-MS analizi icin
enjektorle bir GC tiipiine alind1 (20).
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3.2.3.2 Ucucu Yag Elde Edilisi
Ogiitiilmiis 20 g tohum almarak Clevenger cihazinda su distilasyonu uygulandu.
Distilasyon islemine toplama biiretindeki yag miktar1 artmayincaya kadar devam edildi.

Yagmn hacmi okunarak % ucucu yag verimi hesaplandi.

3.2.3.3 Timol ve Timokinon Analizi icin Yapilan Ekstraksiyon Islemi

Timol ve timokinon analizleri i¢in 0.1 g 6giitiilmiis tohum 10 ml metanol ile
vortekste 1 dk, ultrasonik banyoda 20 dk boyunca karistirilarak tiiketildi. 1 gece
bekletilen karisim ultrasonik karistiricida 1 saat, vortekste 1 dk tutulduktan sonra 25 dk
1600 rpm’de santrifiij edildi. S1vi kisim alind1 ve buradan HPLC’ye enjekte edildi (69).

3.2.3.4 Fenolik Bilesiklerin Analizleri icin Yapilan Ekstraksiyon Islemi
Tohum: Hekzan ile yagi alinan 30 g tohum 6 saat boyunca Soxhlet cihazinda
metanol ile tiiketildi. Ekstre rotavaporda 40°C’de kuruluga kadar ucuruldu ve tartilarak

% verim hesaplandi.

Toprak istii kisim: Toprak iistii kismin 100 g’si Soxhlet’de 500’er ml metanol
ile 4 kez 6 saat tiiketildi. Ekstre rotavaporda 40°C’de kuruluga kadar uguruldu ve %
verim hesaplandu.

Bir diger tiikketme islemi ise diisiik sicaklikta gerceklestirilmek tizere 100 g
toprak iistii kisim su banyosu iizerinde 40-50°C’ de 1500 ml metanol ile 3 giin boyunca
tikketildi. Bu islem 3 kez tekrarlandi. Elde edilen metanollii ekstreler birlestirildi,
rotavaporda 40°C’de kuruluga kadar uguruldu, tartildi ve % verim hesaplandi.

Kok: Yukaridaki sekilde iki farkli sicaklikta ekstraksiyon gerceklestirildi ilk
yontemde 21.61 g ogiitiilmiis kok Soxhlet’de 6 saat boyunca metanol ile tiiketildi. Bu
islem 2 defa tekrarlandi. Elde edilen ekstreler rotavaporda 40°C’de kuruluga kadar
ucuruldu ve % verim hesaplandi.

Ikinci yontemde ise 21.97 g kok 100 ml absolu metanol ile 1 saat boyunca
40°C’de ultrasonik banyoda tiiketildi. 24 saat boyunca +4°C’de bekletildikten sonra
Whatman kagidindan siiziiliip, rotavaporda kuruluga kadar uguruldu, tartildi ve % verim
hesaplandi (96).

Yukarida anlatilan sekilde hazirlanan ekstrelerin hidrolizi i¢in her birinden 0.5 g

alinarak 40 ml litrede 1 g BHT iceren metanol ve 10 ml 6 M HCl ile 15 dakika boyunca
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ultrasonik banyoda karistirildi. Karisim geri ¢eviren sogutucu kullanilarak su banyosu
iizerinde 2 saat boyunca 90°C’de 1sitildi ve siiziilerek fenolik bilesiklerin analizinde
kullanilmak iizere balonjojeye aktarildi. Hacim 50 ml’ye metanol ile (1g/lt BHT

tastyan) tamamlandi. Bu ¢ozeltiler HPLC analizleri icin kullanild.

3.2.4 GC-MS Analizi

3.2.4.1 Sabit Yagin GC-MS Analizi

N. stellaris tohum yaginin yag asitlerinin kalitatif ve kantitatif analizi GC-MS

kullanilarak belirlendi.

GC-MS Analizlerinin Kosullari;

Gaz Kromatograf : Agilent Technologies 6890 N Network GC System

Kiitle spektrometresi : Agilent 5973 Network Mass Selective Detector

Kolonlar : DB-Wax (60m x 0.25mm ID, 0.25 pm film kalinlig1)
DB-23 (60 m x 0.25 mm ID, 0.25 pm film kalinlig1)

Is1 programi :140°C’de 5 dk., 140-165°C’de 5°C/dk., 165°C’de 10 dk.,
165-190°C’de 5°C/dk., 190°C’de 55 dk

Enjeksiyon sicakligt ~ :250°C

Akis hizi :1.5 ml/dk

Transfer line sicakligi  : 280°C

fyon kaynag sicakhigi : 210°C

Tas1yic1 gaz : Helyum
Enjektor : Agilent Technologies 7683 series oto enjektor
Split oran : 1:10
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3.2.4.2 Ucucu Yagin GC-MS Analizi

N. stellaris tohum ucucu yaginin kalitatif ve kantitatif analizi GC-MS

kullanilarak belirlendi.

GC-MS Analizlerinin Kosullari;

Gaz Kromatograf

Kiitle spektrometresi

Kolonlar

Is1 program
Enjeksiyon sicakligi
Akis hizi

Transfer line sicakligi
Iyon kaynag1 sicakhig
Tasiyict gaz

Enjektor

Split oram

: Agilent Technologies 6890 N Network GC System

: Agilent 5973 Network Mass Selective Detector

: DB-Wax (60m x 0.25mm ID, 0.25 pm film kalinlig1)

DB-23 (60 m x 0.25 mm ID, 0.25 um film kalinligr)

: 50°C’de 5 dk., 50- 200°C’de 2°C/dk., 200°C’de 10 dk.

:250°C

:1.5 ml/dk

: 280°C,
:210°C
: Helyum
: Agilent Technologies 7683 series oto enjektor

: Splitless
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3.2.5 Yiiksek Basinch S1vi Kromatografisi ile Yapilan Analizler

3.2.5.1 Timol ve Timokinon Analizi

HPLC Analizlerinin Kosullari;

HPLC cihazi

Kolon

Mobil faz
Dedektor

Mobil faz akis hizi

Enjektor Hacmi

Sicaklik

: Agilent 1100 series LC
: ACE 5 C18 (25cmx4.6mm i.d.)

: Su:Metanol:2-Propanol (50:45:5)
. UV254 nm

:0.6 mL /dk
: 20 uL

:27°C

3.2.5.2 Fenolik Bilesikler Analizi

HPLC Analizlerinin Kosullari;

HPLC cihazi

Kolon

Mobil faz

Dedektor

Mobil faz akis hizi

Enjektor Hacmi

Sicaklik

: Agilent 1100 series LC

: Waters Spherisorb S5 ODS2 (25c¢m x 4.6 pm)
: A) % 0.05 Asetik Asit (Su icerisinde)
B) % 0.05 Asetik Asit (% 80 Asetonitril %20 Metanol
icerisinde)
: DAD, 280 nm

: 0.6 mL /dk
: 20 uL

259
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3.2.5.2 Tokoferol Profili Analizi

0.1 g tohum 10 ml ekstraksiyon ¢oziiciisii ile ekstre edildi ve asagida belirtilen

kosullarda analizler yapildi.

HPLC Analizlerinin Kosullari;

HPLC cihaz1 : Agilent 1100 series LC

Kolon : Atlantis HILIC silica (250 x 4.6 mm, Sum)

Coziicti sistemi : %4 oraninda 1,4-dioksan ve %0.04 asetik asit iceren hekzan
Dedektor : Floresans dedektor Ex = 295 nm Em = 330 nm

Mobil faz akis izt : 1 ml/dk

Enjektor Hacmi : 20 uL

3.2.6 Mineral Maddeler Analizi

Tohumlarmn mineral madde igerigi ile ilgili analizleri Tubitak-ATAL
laboratuarlarinda gergeklestirilmistir. Numuneler ANTON PAAR Multiwave 3000 ile
¢Oziinmiis ve Agilent 7500a ICP-MS ile analiz edilmistir.

3.3 Antioksidan Etki Tayini (DPPH" Yontemi ile)

Fenolik bilesiklerin ekstraksiyonu i¢in hazirlanmis olan tohum, toprak {istii ve
koklerin metanollii ekstrelerinden ayr1 ayr1 0.5g tartildi ve balonjojede 100ml’ye
tamamland1 (Eppendorf 100, 1000, 5000 ul otomatik pipet kullanildi.). Bu ¢ozeltiler ana
stok olarak kabul edildi ve seyreltmeler asagidaki sekilde gerceklestirildi:

Iml alinip 10ml’ye tamamland1 (0.5mg/ml)
2ml aliip 10ml’ye tamamlandi (1 mg/ml)
3ml alinip 10ml’ye tamamland1 (1.5mg/ml)
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4ml almip 10ml’ye tamamlandi (2mg/ml)
Sml alinip 10ml’ye tamamland1 (2.5mg/ml)
6ml alinip 10ml’ye tamamland1 (3mg/ml)
7ml almip 10ml’ye tamamlandi (3.5mg/ml)
8ml alinip 10m!l’ye tamamland1 (4mg/ml)
9ml alinip 10ml’ye tamamland1 (4.5mg/ml)

Standart olarak biitilhidroksitoluen (BHT) kullanildi. Ana stok i¢in 0.5g BHT

tartildi, 100ml’ye tamamlandi. Bu stoktan yapilan seyreltmeler agsagida gosterilmistir.
2ml alinip 10ml’ye tamamland1 (0.1 mg/ml)
3ml alinip 10ml’ye tamamlandi (0.15mg/ml)
4ml almip 10ml’ye tamamlandi (0.2mg/ml)
Sml alinip 10ml’ye tamamlandi (0.25mg/ml)
8ml alinip 10m!l’ye tamamlandi (0.4mg/ml)
9ml alinip 10ml’ye tamamlandi (0.45mg/ml)
10ml alinip 10m!’ye tamamlandi (0.5mg/ml)

Radikal siipiiriicii etki tayini i¢in DPPH" testi kullanild1 (174, 175). Bunun i¢in
hazirlanan farkli konsantrasyonlardaki cozeltilerin her birinden 0.1 ml almnip taze
hazirlanmis 6x10° mol/litre metanolli DPPH" ¢ézeltisinden 2.9 ml ilave edildi ve %
saat karanlikta inkiibasyona birakildi ve ardindan UVs;s nm’de absorbanslar ol¢iildii.
Metanol ¢ozeltisi kor olarak kullanildi. Her olciim 3 kez tekrarlanarak ortalama ve
standart sapmalar1 hesaplandi. DPPH" cozeltisi kontrol (Ag) olarak kullanildi. Radikal
slipiiriicii etki, %inhibisyon olarak asagidaki formiilden hesaplandi:

DPPH" siipiiriicii etki (%)= [(Ao-A1)/Ap]x100

Ao= Kontroliin (DPPH" ¢ozeltisi) absorbansi

A= Numune varliginda 6l¢iilen absorbans

58



4. BULGULAR

4.1 GC-MS Analizlerine Ait Bulgular

4.1.1 Sabit Yag Analizine Ait Bulgular

N. stellaris tohumundan Soxhelet ekstraksiyonu ile %34.30 verimle sabit yag
elde edilmistir. Yagin analizi i¢in metil esteri hazirlanmis ve GC-MS ile yag asidi
bilesimi kalitatif ve kantitatif olarak saptanmistir. Elde edilen kromatogram Sekil 4.

1’de, yag asidi bilesimi ise Tablo 4. 1’de goriilmektedir.

Tablo 4. 1 N. stellaris tohumlarindan elde edilen sabit yagin yag asidi bilesimi

Rt Yag asidi % Miktar
18.94 Miristik asit 0.21
27.40 Palmitik asit 10.73
38.06 Stearik asit 4.05
39.54 Oleik asit 18.63
43.46 Linoleik asit 50.02
66.08 Eikosadienoik asit 1.96

Toplam doymus yag asidi 14.99
Toplam doymamis yag asidi 70.61
Toplam teshis edilen yag asidi 85.6
Toplam teshis edilemeyen yag asidi 14.4

Tablo 4. 1’de N. stellaris tohum yagimin doymamis yag asitlerince zengin oldugu
goriilmektedir. Baglica doymamis yag asitleri linoleik (Cis.2) ve oleik (Cys.1) asitlerdir.
Bunu %1.96’lik bir oran ile eikosadienoik asit izlemektedir. Bu ii¢ yag asidi yagin
yaklasik %70.61’ini olusturmaktadir. Doymus yag asitlerinden ise ana bilesen
9%10.73’liik bir oranla palmitik asittir. Diger doymus yag asitleri ise stearik (Cie0) ve

miristik  (Ci40) asitlerdir ve yagda olduk¢a diisik oranda bulunmaktadirlar.
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4.1.2 Ucucu Yag Analizine Ait Bulgular

Tohumlardan Clevenger cihazi kullanilarak hidrodistilasyonla %0.5 verimle elde
edilen ugucu yagin analizi GC-MS yontemi ile yapilmistir. Ugucu yagin GC-MS analizi
sonucu elde edilen kromatogram Sekil 4. 2°de goriilmektedir. Kromatogramdaki

bilesiklere ait % miktarlar ise Tablo 4. 2’de goriilmektedir.

Tablo 4. 2 N. stellaris ugucu yag bilesenleri ve % miktarlar1

Rt Bilesik % Miktar
7.64 a-pinen 3.14
10.70 B-pinen 8.50
15.95 y-terpinen 1.45
18.07 p-simen 0.73
35.48 Karvakrol metil eter 0.74
40.54 Metil-geranat 0.40
42.35 Germakren-D 5.02
42.79 Anizol 1.40
43.87 Bisiklogermakren 19.44
63.33 Metil farnesoat 38.16
Toplam teshis edilen bilesikler 78.98
Toplam teshis edilemeyen bilesikler 19.30

Ucucu yag seskiterpenler yoniinden zengindir. Metil farnesoat (%38.16) ve
bisiklogermakren %19.44) ana seskiterpenik bilesikler olup bunu %5.02 ile germakren
D takip etmektedir. N. stellaris ugucu yaginin monoterpenik bilesenlerinde ise baslica 3-
pinen (%8.5) ve a-pinen (%3.14) bulunmaktadir. y-terpinen ise daha diisiik oranda yer
almaktadir.
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4.2 Yiiksek Basinch Sivi Kromatografisi Analizlerine Ait Bulgular

4.2.1 Timol ve Timokinon Analizine Ait Bulgular

N. stellaris tohumlarindan deneysel kisimda belirtilen sekilde hazirlanan metanol
ekstresi timol ve timokinon agisindan Yiiksek Basmgli Sivi Kromatografisi ile analiz
edilmistir. Standart bilesenler olarak timol ve timokinon kullanilmistir (Sekil 4.3).

Kantitatif tayin icin standartlarmn farkli konsantrasyonlarda hazirlanan
cozeltilerinin analizlerinin sonucunda her bilesik icin kalibrasyon egrisi ¢izilmis ve
regresyon denklemi hesaplanmistir (Sekil 4. 4, 4. 5). Numunede bulunan timokinon ve
timol miktarlar1 ilgili standardin kalibrasyon denkleminden yararlanilarak ve
kromatogramdaki pik alanlarinin konsantrasyonla iligkisinden hareketle yapilmistir.

Numuneye ait kromatogramlar Sekil 4. 6’da goriilmektedir.

VWD1 A, Wavelength=254 nm (THYMO\S0000029.D)
mAU ] [
14- £
12 &
10; 2,5 ppm mix
8- —
i o
6 g
] -
4 -] ] A
2 g (Z;.\b\
1 R®
2 ! ! \ !
0 20 40 60 80 min

Rt=34.074 timokinon
Rt=76.931 timol

Sekil 4. 3 Timokinon ve timol standartlarina ait HPLC kromatogrami
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[ ] thymoquinon, VWD1 A
[ 1 Area=205.435017*Amt +4.679603

Rel. Res%(4): -8.1459¢e-1

0 Correlation: 0.99936

\
0 2 4 Amount[ug/mlL]

Sekil 4. 4 Timokinonun kalibrasyon egrisi

[ 1 thymol, VWD1 A
[ 1 Area=4.77411586*Amt -0.2188325

Area
1 Rel. Res%(3): -1.199

0 Correlation: 0.99966

\
0 2 4 Amountfug/mlL]

Kalibrasyon egrisi 4.5 Timoliin kalibrasyon egrisi
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VWD1 A, Wavelength=254 nm (THY MO\S0000019.D)
mAU 1 M
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Sekil 4. 6 N. stellaris tohum metanollii ekstresinin timokinon ve timol analizine ait HPLC kromatogrami

Analiz sonuglarina gore N. stellaris tohum metanol ekstresinde 0.0185+0.0003

pg/ml timokinon varlig1 saptanmis olup timole rastlanmamustir.

4.2.2 Fenolik Bilesiklerin Analizlerine Ait Bulgular

N. stellaris tohum, toprak {iistii ve koklerinden fenolik bilesiklerin ekstraksiyonu
kisminda belirtilen sekilde hazirlanan metanol ekstreleri hazirlanmis, verimler
hesaplanmistir (Tablo 4. 3). Bu ekstrelerin hidrolizi ile hazirlanan her bir numunenin
fenolik bilesen profili Yiiksek Basincli Sivi Kromatografisi ile belirlenmistir. Kalitatif
analiz icin standart olarak gallik asit, 3,4- dihidroksi benzoik asit, klorojenik asit, (+)-
katesin, vanilik asit, (-)-epikatesin, p-kumarik asit, ferulik asit, trans-2-hidroksisinnamik
asit, trans-sinnamik asit, kersetin ve apigenin kullanilmistir.

Kantitatif tayin icin standartlarm farkli konsantrasyonlarda hazirlanan
cozeltilerinin analizleri sonucunda her bilesik i¢in kalibrasyon egrisi c¢izilmis ve
regresyon denklemi hesaplanmistir (Sekil 4. 7-4. 19). Numunelerde bulunan fenolik
bilesenlerin analizleri, ilgili standartlarin retansiyon zamanlar1 ve hazirlanan kalibrasyon

egrilerinden yararlanilarak yapilmistir.
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Tablo 4. 3 N. stellaris tohum, toprak {iistii ve koklerinden hazirlanan metanollii ekstrelere ait verimler

Kullanilan Soxhlet ekstraksiyonunki 40°C’de yapilan ekstraksiyon
kisim Ekstre miktar1 Verim(%) Ekstre miktar1 Verim(%)
Tohum 3.39 11.32 - -
Toprak {istil 12.97 12.97 15.97 15.97
Kok 2.04 8.31 0.75 2.69
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Rt=9.837 gallik asit

Rt=14.814 3,4-dihidroksi benzoik asit
Rt=21.252 Klorojenik asit

Rt=21.795 (+)-katesin

Rt=23.122 vanilik asit

Rt=26.156 (-)-epikatesin

Rt=30.560 p-kumarik asit

Rt=32.945 Ferulik asit

Rt=36.232 trans-2-hidroksisinnamik asit
Rt=45.324 trans-sinnamik asit
Rt=48.727 kersetin

Rt=56.621 apigenin

Sekil 4. 7 Fenolik bilesik standartlarina ait HPLC kromatogrami
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] Dihydroxybenzoic acid, DAD1 A

[T Galic acid, DAD1 A _ - i
] Area = 19.9621983*Amt -1.5543583 [ Area=18.2432954"Amt -0.5744825
Area—] Area |
1 Rel. Res%(2): 2.820 | Rel. Res%(2): 14.706
2007 175
175 1
9 150
150
] 125
125 1
] 100
100 ]
] 75
75 ]
1 50
50 ]
25{ 25
0{ Correlation: 0.99918 0{ Correlation: 0.99905
T T
0 2.5 5 7.5 Amountfug/ml 0 2.5 5 7.5 Amount[ug/ml]
Sekil 4. 8 Gallik asitin kalibrasyon egrisi Sekil 4. 9 3,4-Dihidroksi benzoik asitin
kalibrasyon
egrisi
[_J Chlorogenic acid, DAD1 A [T (+)-Catechin, DAD1 A
[ Area=16.7282244*Amt +0.1566073 ] Area=6.32770181*Amt +0.8488295
Area - Area |
1] Rel. Res%(6): 6.785 70 —{ Rel. Res%(7): 3.127
175 ]
150
125
100
75
50
25
0 Correlation: 0.99911 0 Correlation: 0.99916
G L 1 T L S A S N B BT
0 2.5 5 7.5 Amount[ug/m 0 2.5 5 7.5 Amount[ug/mL.

Sekil 4. 10 Klorojenik asitin kalibrasyon egrisi Sekil 4. 11 (+)-Katesinin kalibrasyon egrisi
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[_J Vanilic acid, DAD1 A
] Area=27.9088946*Amt +1.8881477

71 Rel. Res%(7): 1.305

0+ Correlation: 0.99917

I | [
0 25 5 7.5

o
Amount[ug/mL]

1 (-)-Epicatechin, DAD1 A
[ Area=6.87587166"Amt +0.2641995

1Rel. Res%(5): -1.232

n w S 0
o o o o
1

o

o

Correlation: 0.99947

[ | o
5 7.5

L Lo
Amount[ug/mL

S}
INd
o

Sekil 4. 12 Vanilik asitin kalibrasyon egrisi

Sekil 4. 13 (-)-Epikatesinin kalibrasyon egrisi

] p-Cumaric acid, DAD1 A
] Area=98.3580391"Amt +4.1031479

Rel. Res%(6): 7.303

0 Correlation: 0.99979

|
0 2.5 5 7.5

, Lo
A mount[ug/mL]

Sekil 4. 14 p-Kumarik asitin kalibrasyon egrisi
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[T Ferulic acid, DAD1 A
[1 Area=57.6609136*Amt +2.8977845
Area
] Rel. Res%(6): 8.825
600 |
500 |
400 |
300 |
200 |
100
0 Correlation: 0.99974
o | G
0 25 5 7.5 Amount[ug/mL

Sekil 4. 15 Ferulik asitin kalibrasyon egrisi




L]
]

trans-2-Hydroxycinnamic acid, DAD1 A
Area = 117.624402*Amt +9.0299311

{Rel. Res%(7): 9.8938¢-1

Correlation

5 7.5

:0.99981

Amount[ug/mL.

Sekil 4. 16 Trans-2-hidroksisinnamik asitin
kalibrasyon egrisi

Sekil 4. 17 Trans-sinnamik asitin kalibrasyon egrisi

[_] trans-cinnamic acid, DAD1 A
1 Area=157.858742*Amt +14.861682

7 Rel. Res%(7): 5.1030e-1

[ | [
5 7.5

Correlation: 0.99972

L
Amount[ug/m

L]
]

Apigenine, DAD1 A
Area =21.1560769*Amt -5.967121

Rel. Res%(5):-17.860

0 2.5 5 7.5 Amou

Correlation: 0.99901
I | I | ' | '

nt{ug/ml

Area

] Quercetine, DADT A
[ ] Area=9.68580783*Amt-2.148994

Rel. Res%(3):2.213

Correlation: 0.99913
[ | [

Lo Lo
5 75 Amount[ug/mL.

Sekil 4. 18 Apigeninin kalibrasyon egrisi
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Sekil 4. 19 Kersetinin kalibrasyon egrisi




N. stellaris tohumundan Soxhlet ekstraksiyonu ile hazirlanan metanol ekstresinin
fenolik bilesen profili Sekil 4. 20°de goriilmektedir. Kromatograma iliskin kantitatif

analiz sonuclar1 ise Tablo 4. 4’te verilmistir.

DAD1 A, Sig=280,8 Ref=off (BIOFENO\S0000180.D)
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Sekil 4. 20 N. stellaris tohum metanollii ekstresinin HPLC kromatogrami

Tablo 4. 4 N. stellaris tohumundan Soxhlet ekstraksiyonu ile elde edilen metanollii ekstrede bulunan
fenolik bilesenler ve miktarlar

Rt Fenolik Bilesen Ortalama+SS Ekstredeki Miktar
pg/ml pg/gr

14.66 3,4-dihidroksi benzoik asit 2.338+0.064 233.8

30.34 p-kumarik asit 20.114+0.174 2011.4

32.05 Ferulik asit 0.435+0.002 43.5

36.16 trans-2-hidroksisinnamik asit 0.383+0.013 38.3

45.98 trans-sinnamik 0.092+0.002 9.2

47.92 Kersetin 6.906+0.003 690.6

Bitkinin tohum ekstresinde ana bilesenin p-kumarik asit oldugu Tablo 4. 4’te
goriilmektedir. Yiiksek miktarda bulunan diger fenolikler ise kersetin ve 3,4-dihidroksi

benzoik asittir.
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N. stellaris toprak iistii kismmdan Soxhlet ekstraksiyonu ile deneysel kisimda
belirtilen sekilde hazirlanan metanol ekstresinin fenolik bilesen profili Sekil 4. 21°de

goriilmektedir. Kromatograma ait kantitatif analiz sonuglar1 ise Tablo 4. 5’te verilmistir.

DAD1 A, Sig=280,8 Ref=off (BIOFENO\S0000164.D)
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Sekil 4. 21 N. stellaris toprak iistii metanol ekstresinin (Soxhlet ekstraksiyonu ) HPLC
kromatogrami

Tablo 4. 5 N. stellaris toprak iistii kismindan Soxhlet ekstraksiyonu ile elde edilen metanollii ekstrede
bulunan fenolik bilesenler ve miktarlari

Rt Fenolik Bilesen Ortalama+SS Ekstredeki Miktar
pg/ml ng/g
14.63 3,4-dihidroksi benzoik asit 1.043+0.025 104.3
21.18 Klorojenik asit 1.4544+0.066 145.4
21.56 (+)-Katesin 1.540+0.078 154.0
25.53 (-)-Epikatesin 13.455+0.354 1345.5
30.30 p-kumarik asit 21.217+40.165 2121.7
32.74 Ferulik asit 1.237+0.017 123.7
36.16 trans-2-hidroksisinnamik asit 0.185+0.004 18.5
44.07 trans-sinnamik 0.279+0.032 27.9
47.99 Kersetin 166.872+0.971 16687.2
54.68 Apigenin 18.245+1.021 1824.5
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Tablo 4. 5 incelendiginde ana fenolik bilesenlerin sirasiyla kersetin, p-kumarik
asit, apigenin ve (-)-epikatesin oldugu goze carpmaktadir.

Toprak istii kismin metanol ile 40°C’de tiiketilmesi ile deneysel kisimda
belirtilen sekilde hazirlanan ekstrenin fenolik bilesen profili Sekil 4. 22’de
goriilmektedir. Kromatograma iligkin kantitatif analiz sonuclar1 ise Tablo 4. 6’da

verilmistir.
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Sekil 4. 22 N. stellaris toprak iistii metanol ekstresinin (40°C’de hazirlanan) HPLC kromatogrami

Tablo 4. 6 N. stellaris toprak iistii kisminin 40°C’de tiiketilmesi sonucu elde edilen metanollii ekstrede
bulunan fenolik bilesenler ve miktarlari

Rt Fenolik Bilesen Ortalama+SS Ekstredeki Miktar
pg/ml ng/g

14.66 3,4-dihidroksi benzoik asit 1.073+0.007 107.3

25.55 (-)-Epikatesin 13.646+0.069 1364.6

30.32 p-kumarik asit 24.504+0.219 2450.4

32.76 Ferulik asit 1.177+0.011 117.7

36.18 trans-2-hidroksisinnamik asit 0.142+0.002 14.2

44.10 trans-sinnamik 0.270+0.004 27.0

48.01 Kersetin 137.966+0.831 13796.6

54.73 Apigenin 15.560+0.429 1556.0
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Bitkinin toprak iistii kismindan 40°C’de hazirlanan metanollii ekstrede kersetin
ana bilesen iken p-kumarik asit, apigenin ve (-)-epikatesin diger onemli fenoliklerdir
(Tablo 4. 6).

N. stellaris bitkisinin koklerinden Soxhlet ekstraksiyonuyla deneysel kisimda

belirtilen sekilde hazirlanan metanol ekstresinin fenolik bilesen profili Sekil 4. 23’te

goriilmektedir. Kromatograma iligkin kantitatif analiz sonuglar1 ise Tablo 4. 7’de

verilmistir.

DAD1 A, Sig=280,8 Ref=off (BIOFENO\S0000175.D)
mAU
1000
2-N
80¢
60¢
ke
8
9
€
©
j=
£
Q
40 g
2 S
8 I el
o kel I g
3 ke S P
o) c c o
§ o 5 g 8 E .
< =K ] s 3 ] g £ o)
20¢ ] 8 5 E s o £ 3 2
g [} 9 3 e & S 8 c
k] (=1 ) = & 5 @
NS EIR T A
® & Bl s A LD o = P (=4 <)
8| & S & A3 T A N
a | Ay N -
o [ W 2 O3B e g % 8
3 WY R 4 SR N &N 4 g go s 8 4
» S"_ > w f < @
o : $
T T T T T T T T T T
0 10 20 30 40 50 60 70 min

Sekil 4. 23 N. stellaris kok metanol ekstresinin (Soxhlet ekstraksiyonu) HPLC kromatogrami

Tablo 4. 7 N. stellaris koklerinden Soxhlet ekstraksiyonu ile elde edilen metanollii ekstrede bulunan

fenolik bilesenler ve miktarlari

Rt Fenolik Bilesen Ortalama+SS Ekstredeki Miktar
pg/ml ng/g

14.71 3,4-dihidroksi benzoik asit 2.295+0.031 229.5

21.57 (+)-Katesin 6.073+0.107 607.3

30.32 p-kumarik asit 7.468+0.095 746.8

32.73 Ferulik asit 1.605+0.018 160.5

35.52 trans-2-hidroksisinnamik asit 17.770+0.039 1777.0

48.91 Kersetin 7.640+0.013 764.0

54.85 Apigenin 0.838+0.020 83.8
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Tablo 4. 7 incelendigi zaman ana bilesenin trans-2-hidroksisinnamik asit oldugu
goriilmektedir. Ayrica kersetin, p-kumarik asit ve (+)-katesin diger onemli fenoliklerdir.
N. stellaris bitkisinin koklerinin 40°C’de tiiketilmesi ile deneysel kisimda
belirtilen sekilde hazirlanan metanol ekstresinin fenolik bilesen profili Sekil 4. 24°te
goriilmektedir. Kromatograma iligkin kantitatif analiz sonuclar1 Tablo 4. 8’de

verilmistir.

DAD1 A, Sig=280,8 Ref=off (BIOFENO\S0000169.D)
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Sekil 4. 24 N. stellaris kok metanol ekstresinin (40°C’de hazirlanan) HPLC kromatogrami
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Tablo 4. 8 N. stellaris koklerinin 40°C’de tiiketilmesi sonucu elde edilen metanollii ekstrede bulunan
fenolik bilesenler ve miktarlari

Rt Fenolik Bilesen Ortalama+SS Ekstredeki Miktar
pg/ml ng/g

14.68 3,4-dihidroksi benzoik asit 0.994+0.007 994

21.54 (+)-Katesin 5.332+0.098 533.2

26.48 (-)-Epikatesin 10.732+0.410 1073.2

30.29 p-kumarik asit 4.252+0.095 425.2

32.70 Ferulik asit 1.036+0.005 103.6

35.49 trans-2-hidroksisinnamik asit 8.590+0.028 859.0

48.92 Kersetin 5.480+0.029 548.0

54.85 Apigenin 0.744+0.013 74.4

Tablo 4. 8’de goriildiigii iizere bitki koklerinin 40°C’de tiiketilmesi sonucu elde
edilen metanol ekstresinde (-)-epikatesin ve trans-2-hidroksisinnamik asit ana bilesenler

olup, bunlar1 kersetin, (+)-katesin ve p-kumarik asit izlemektedir.

4.2.3 Tokoferol Profili Analizine Ait Bulgular

N. stellaris’nin tohumundan deneysel kisimda belirtilen sekilde hazirlanan
hekzan ekstresinin tokoferol profili Yiiksek Basin¢li Sivi Kromatografisi ile analiz
edilmigtir. Kalitatif analiz i¢in standart olarak o-tokoferol asetat, o-tokoferol, [-
tokoferol, y-tokoferol ve d-tokoferol kullanilmustir.

Kantitatif tayin icin standartlarm farkli konsantrasyonlarda hazirlanan
cozeltilerinin analizleri sonucunda her bilesik i¢in kalibrasyon egrisi c¢izilmis ve
regresyon denklemi hesaplanmistir. Numunede bulunan tokoferoller ve miktar tayinleri,
ilgili standardin kalibrasyon denkleminden yararlanilarak ve kromatogramdaki pik
alanlarinin konsantrasyonla iliskisinden hareketle yapilmistir (Sekil 4. 25-4. 33).
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FLDT A, Ex=295, Em=330 (EVITAMIN\EO000894.D)
LU ] [ °
21 2
1 0.25 ppm mix 2
| 3
f g
20
] 3 t
19 - & g i
] g §
1 3 E
] 8 g,
18| k] -
] K R
i ~ =
1 3
17— L
16—
) I I I l
0 5 10 15 20 min
Rt=4.007 a-tokoferol asetat
Rt=6.840 a-tokoferol
Rt=11.770 y-tokoferol
Rt=17.891 6-tokoferol
Sekil 4. 25 Tokoferol standartlarinin HPLC kromatogrami
FLD1 A, Ex=295, Em=330 (EVITAMIN\E0000932.D)
LU S
23
22; 2,5 ppm betatocopherol
21
20
19
18
17
] \ \ \ \ !
0 5 10 15 20 min
Rt=17.356

Sekil 4. 26 B-tokoferoliin HPLC kromatogrami
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[ ] alfatocoacetate, FLD1 A
[ 1 Area=6.79111157*Anmt -0.3461269

Area |
1Rel. Res%(1): -30.159

17.5

12,5

~ -
(6] )] o

n
3]

o

Correlation: 0.99907

‘ ;
2 Amount[ug/mL

o
—

Sekil 4. 27 a-tokoferol asetatin kalibrasyon egrisi

[ ] alfatocopherol, FLD1 A
[ 1 Area=174.909213*Amt +0.4244492

1 Rel. Res%(1): -6.458

0 Correlation: 0.99992

‘ :
0 1 2 Amount[ug/mL

Sekil 4. 28 a-tokoferoliin kalibrasyon egrisi
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[ 1 betatocopherol, FLD1 A
[ 1 Area=65.5916323*Amt +1.5546666

1 Rel. Res%(1): -28.365

0 Correlation: 0.99919

I
0 1 2 Amount[ug/ml]

Sekil 4. 29 B-tokoferoliin kalibrasyon egrisi

[ 1 gamatocopherol, FLD1 A
[ 1 Area=39.2619701*Ant -0.2258909

Area -
| Rel. Res%(1): -4.036

100

0 Correlation: 0.99998

‘ :
0 1 2 Amount[ug/mL

Sekil 4. 30 y-tokoferoliin kalibrasyon egrisi
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[ 1 deltatocopherol, FLD1 A
[ ] Area=251.821769*Amt +0.1596682

Area
Rel. Res%(1): -7.748

0 Correlation: 0.99991

‘ ;
0 1 2 Amount[ug/mL

Sekil 4. 31 5-tokoferoliin kalibrasyon egrisi

FLD1 A, Ex=295, Em=330 (EVITAMIN\EO000914.D)
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Sekil 4. 32 N. stellaris hekzan ekstresinin tokoferol analizine ait HPLC kromatogrami
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FLD1 A, Ex=295, Em=330 (EVITAMN\EO000913.D)
w

400 | 2 kodlu numune

300

200

100 -

0 ] I I I !
0 10 20 30 min

Sekil 4. 33 N. stellaris hekzan ekstresinin B-tokoferol analizine ait HPLC kromatogrami
N. stellaris tohum yaginda saptanan tokoferollerin miktarlari, 3’er kez yapilan
enjeksiyonlar sonucu, tanimlayic1 istatistikler SPSS 11.5 paket programinda

hesaplanarak ortalama + standart hata cinsinden Tablo 4. 9’da verilmistir.

Tablo 4. 9 N. stellaris hekzan ekstresinin tokoferol profili

Tokoferol Miktar (mg/100 g)

a-tokoferol asetat -
a-tokoferol 2.04+0.072
p-tokoferol -
v-tokoferol -
o-tokoferol 0.166+0.011

N. stellaris tohum hekzan ekstresinin tokoferol profili agisindan yapilan HPLC
analizi sonucunda hekzan ekstresinde a-tokoferol asetat, y-tokoferol ve B-tokoferolun
bulunmadigi saptanmistir. a-tokoferol 2.04+0.072 oraninda bulunurken é-tokoferol ¢cok

daha diisiik oranda bulunmaktadir.

80



4.3 Mineral Maddeler Analizine Ait Bulgular
N. stellaris tohumlarinda bulunan mineral maddeler ve miktarlar1 Tablo 4. 10’da

verilmistir.

Tablo 4. 10 N. stellaris tohumlarinda bulunan mineraller ve miktarlar1

Element Miktar (ug/g)
“Na 427,9+13
Mg 1612+49
Al 15,3242

lp 6913+117
YK 3637+99
*Ca 8660+111
Cr 5,76620,109
>Mn 21,16+1,131
OFe 20,99+2,02
ONi 2,482+0,069
%7n 58,93+3,41
%Cu 12,930,323
52Se 1,370+0,014
207pp <LOD

N. stellaris tohumlarinda bulundugu belirlenen ve Tablo 4. 10’da goriilen
elementler icerisinde kalsiyumun 8660+111ug/g miktarla en yiiksek oranda bulunan
element oldugu dikkat ¢ekicidir. Bunu 6913+117ug/g ile fosfor takip etmektedir. Ayrica
potasyum ve magnezyum da onemli miktarda bulunan diger elementlerdir. Tohumlarda

bulunan selenyum miktar1 ise 1,370+0,014pg/g’dir.

4.4 Antioksidan Etkinin DPPH" Yontemi ile Arastirilmasina Ait Bulgular
Farkli konsantrasyonlarda hazirlanan ekstrelere ait absorbanslarin ortalamalari,
standart sapmalar1 ve DPPH" siipiiriicii etkilerine iligkin degerler Tablo 4. 11 ve 4. 12°de

goriilmektedir.

81



Tablo 4. 11 N. stellaris metanol ekstrelerinin ve BHT nin DPPH" siipiiriicii etki tayininde saptanan absorbans degerleri (3 Ortalama+SS*)

Absorbans Degerleri
Konsantrasyon BHT Tohum metanol Toprak iistii metanol Toprak iistii metanol Kok metanol ekstresi
mg/ml ekstresi ekstresi (Soxhlet ekst.) ekstresi (40°C’de) (Soxhlet ekst.)

0.1mg/ml 0.343+0.004 - - - -

0.15 mg/ml 0.235+0.011 - - - -

0.2 mg/ml 0.172+0.004 - - - -

0.25 mg/ml 0.123+0.000 - - - -

0.4 mg/ml 0.086+0.002 - - - -

0.45mg/ml 0.115+0.000 - - - -

0.5mg/ml 0.105+0.000 0.525+0.006 0.505+0.002 0.520+0.001 0.555+0.010
Img/ml - 0.461+0.002 0.423+0.004 0.443+0.003 0.490+0.003
1.5mg/ml - 0.403+0.001 0.346+0.002 0.361+0.003 0.306+0.001
2mg/ml - 0.350+0.009 0.292+0.001 0.254+0.002 0.407+0.002
2.5mg/ml - 0.290+0.008 0.247+0.037 0.195+0.003 0.343+0.003
3mg/ml - 0.268+0.002 0.199+0.002 0.305+0.000 0.346+0.004
3.5mg/ml - 0.188+0.000 0.164+0.005 0.254+0.000 0.305+0.000
4mg/ml - 0.162+0.003 0.118+0.000 0.198+0.000 0.270+0.000
4.5mg/ml - 0.122+0.007 0.084+0.001 0.048+0.000 0.260+0.000

SS*: Standart Sapma
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Tablo 4. 12 N. stellaris metanol ekstrelerinin DPPH’ siipiiriicii etkileri (% inhibisyon olarak)

% inhibisyon degerleri

Konsantrasyon BHT Tohum metanol Toprak iistii metanol Toprak iistii metanol Kok metanol ekstresi
Ekstresi ekstresi (Soxhlet ekst.) ekstresi (40°C’de) (Soxhlet ekst.)

0.1mg/ml 45.03 - - - -

0.15 mg/ml 62.33 - - - -

0.2 mg/ml 72.43 - - - -

0.25 mg/ml 80.28 - - - -

0.4 mg/ml 86.21 - - - -
0.45mg/ml 81.59 - - - -

0.5mg/ml 83.19 15.86 19.07 16.66 11.05
Img/ml - 26.12 32.21 29.00 21.47
1.5mg/ml - 35.41 44.55 42.14 50.96
2mg/ml - 4391 53.20 59.29 34.77
2.5mg/ml - 53.52 60.41 68.75 45.03
3mg/ml - 57.10 68.14 51.17 44.61
3.5mg/ml - 69.90 73.74 59.34 51.17
4mg/ml - 74.06 81.11 68.30 56.77
4.5mg/ml - 80.47 86.55 92.31 58.38
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Fenolik bilesikler acisindan analiz edilmis olan N. stellaris ekstrelerinin
antioksidan aktiviteleri DPPH" testi ile kalitatif ve kantitatif olarak Olciilmiistiir.
Calismada tohum, toprak {iistii ve kok metanol ekstreleri kullanilmis olup bu ekstrelerin
farkli konsantrasyonlar1 icin okunan absorbans degerlerinin ortalamalar1 ve standart
sapmalar1 Tablo 17°de verilmistir. Degerleri saptanan ekstrelerin ve standart olarak
kullanilan BHT’nin radikal siipiiriicti etkileri Tablo 18’de goriilmektedir. Tohum
metanol ve toprak iistii metanol ekstresi (Soxhlet ekstraksiyonu) icin radikal siipiiriicti
etki (% inhibisyon) konsantrasyon arttikca artarken diger ekstrelerde bu korelasyon
2mg/ml-4mg/ml arasmnda goriilmemistir. Ancak 4.5mg/ml konsantrasyonda tohum ve
toprak iistii ekstrelerinin her iiciinde de %80’in iizerinde bir inhibisyon saptanmisken
kok metanol ektresi aym konsantrasyonda ancak %S58.4’lik bir inhibisyon
gostermektedir. Bu durum dikkate alindiginda 4.5 mg/ml konsantrasyon i¢in radikal
stiptiriicii etki siras1 toprak iistii metanol ekstresi (40°C’de yapilan)>toprak iistii metanol
ekstresi (Soxhlet ekstraksiyonu) >tohum metanol ekstresi>kok metanol ekstresi

seklindedir.

84



5. TARTISMA

Literatiir incelendiginde tez calismamizin konusunu olusturan N. stellaris tirii
tizerinde herhangi bir fitokimyasal ve biyolojik aktivite arastirmasinin bulunmadigi
goriilmektedir ve tiir iizerinde ilk kez arastirma yapilmis olup bitkinin tohum, kok ve
toprak iistii kistmlar: fitokimyasal ve antioksidan aktivite agisindan incelenmistir.

N. stellaris tohumlarindan elde edilen sabit yagin, yag asidi bilesimi GC ve GC-
MS yontemiyle belirlenmistir. Sonugta yagin linoleik asit (%50.02) ve oleik (%18.63)
asitce zengin oldugu saptanmistir. Doymus yag asitlerinden ise palmitik asit (%10.73)
ana doymus yag asidini olusturmaktadir. Literatiir incelendiginde N. sativa’da bulunan
baslica doymus yag asitlerinin palmitik (%1.18-20.40) ve stearik asit (%0.03-7.70) iken
doymamis yag asitlerinin ise oleik (%7.47-38.19) ve linoleik asit (%31.14-67.54)
oldugu saptanmistir (Tablo 2. 1). Bunlarin disinda miristik asite (%0.16-9.8) de
rastlanmistir. N. sativa disinda kalan diger tiirlere ait yag asidi bilesenlerine iligkin
literatiir verilerinde ise ayni sekilde ana bilesen linoleik asit (%31.21-69.5) iken bunu
oleik asitin (%14.87-36.03) izledigi goriilmiistiir. Doymus yag asitlerinin baslicalarini
ise palmitik asit (%5.88-12.73) ve stearik asit (%2.09-23.24) olusturmaktadir. Miristik
asit ise %0.10-0.34 oraninda yer almistir. Arastirmalarimizda elde ettigimiz bulgular
literatiir verileriyle kiyaslandiginda ana bilesenler olan linoleik ve oleik asitlerin
kantitatif acidan hem N. sativa hem de diger tiirler i¢in bildirilen aralikta oldugu
bulunmustur. Yagda diisiik oranda bulunan miristik asitin de (%0.21) yine literatiirde
belirtilen aralikta oldugu anlasilmaktadir. Eikosadienoik asit miktar1 literatiirde N.
sativa digindaki tiirler icin %1.86-9.4 arasinda degismekte olup (Tablo 2. 1), bu tez
caligmasinda ise %1.96 olarak saptanmustir. Eikosenoik asite baktigimiz zaman ise
literatiir verilerinde N. sativa’min bu doymamis yagi %0.60-0.70 oraninda icerdigi
goriilmekte olup diger tiirler icinse bu deger %0.41-23.12 arasinda degismektedir.
Calismamizda eikosenoik asit teshis edilememistir.

Tez konusunu olusturan N. stellaris bitkisinin ugucu yag bilesimi ilk kez
arastirilmis olup ucucu yagin seskiterpenlerce zengin oldugu belirlenmistir. Literatiirde

N. sativa disinda N. damascena, N. orientalis ve N. arvensis ugucu yaglarmin
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bilesimlerinin arastirildigi goriilmektedir (Tablo 2.3). Bu tiirlerden N. arvensis
monoterpenlerce zengin iken diger iki tiiriin seskiterpenik bilesiklerce zengin oldugu
bulunmustur. N. damascena’da bulunan baglica seskiterpenler B-elemen, Germakren A
ve a-selinen iken N. orientalis’te de B-elemen ana seskiterpendir; bunu d-kadinen, [3-
selinen ve o-selinen takip etmektedir (71-73, 79-82). Literatirde N. sativa ugucu
yaginin ise monoterpenik bilesiklerce zengin oldugu, ¢ok diisiik miktarlarda seskiterpen
bilesen igerdigi kayithdir.

Arastirmamizda elde edilen sonuglarin N. sativa disinda kalan arastirilmis diger Nigella
tirlerinin ucucu yag bilesimleri ile kiyaslandiginda genel olarak seskiterpenik
bilesiklerce zengin olmasi yukarida sozii edilen literatiir verileri ile uyumludur. Ancak
calismamizda saptanan ana seskiterpenik bilesikler olan metil farnesoat,
bisiklogermakren ve germekran D diger Nigella tiirleri ugucu yag bilesimlerinden
farklilig1 teskil etmektedir. N. damascena, N. orientalis ve N. arvensis ugucu yaglarinda
timokinon saptanmamis olup calismamizda da N. stellaris ugucu yaginin timokinon
icermedigi bulunmusgtur.

Bu tez calismasinda N. stellaris tohumlar1 timokinon acisindan metanol ekstresi
hazirlanarak HPLC yontemi ile de incelenmistir. Analiz sonuglar1 tohumlarin metanol
ekstresinde timokinon miktarmin diisiik oranda bulundugunu gdstermistir. Literatiirde
sadece N. sativa tohumlarin timokinon ve timol acisindan incelendigi goriilmektedir
(Tablo 2. 2). Tez calismamizdaki bulgular Al-Saleh ve arkadaslar1 (69) tarafindan
yapilan ve N. sativa tohumundaki timokinon miktarmin saptandigi calisma ile
kiyaslanirsa N. stellaris tohumlarinda timokinon miktarinin ¢ok diisiik oldugu
goriilmektedir. Timol ise bulunmamaktadir. {lk kez bu calisma ile N. sativa disinda bir
baska Nigella tiiriinde 6zellikle bir¢cok aktiviteden sorumlu bir bilesen oldugu belirtilen
timokinonun varlig1 arastirilmig ve bulunmadigi belirlenmistir.

N. stellaris bitkisi fenolik bilesikler acisindan tohum, toprak istii ve koklerinin
metanol ekstreleri hazirlanarak incelenmistir. Toprak iistii ve koklerde iki farkli
ekstraksiyon yontemi (40°C’de su banyosunda 1sitilarak yapilan ekstraksiyon, Soxhlet
cihaz1 kullanilarak yiiksek sicaklikta yapilan ekstraksiyon) uygulanarak ekstraksiyon
islemlerinin fenolik bilesenlere etkileri de arastirilmistir. Tohum miktarinin smirh
olmas1 ve tohumlarda fakli analizlerin de yapilmasi nedeniyle fenolik bilesenlerin

analizi i¢in tohumlarda sadece Soxhlet ekstraksiyonu igslemi gerceklestirilmistir. HPLC
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analizi sonuclarina gore tohumlarda p-kumarik asit yiiksek miktarda bulunmaktadir.
Bunu kersetin ve 3,4-dihidroksi benzoik asit izlemektedir. Bu arastirma N. stellaris
tohumlarinin  biyofenolikler acisindan incelendigi ilk calismadir. Sonuglarimiz
tohumlari ozellikle flavanoitler ve fenolik asitler agisindan zengin oldugunu ortaya
koymustur.

Literatiirde N. damascena tohumlarinda cesitli fenolik esterlerin, N. glandulifera’da
kemferol, kersetol, rutin, salisilik asit esteri ve pirogalloliin, N. sativa tohumlarinda ise
glikozitlerin aglikonlarmi olusturan fenoliklerin 6zellikle kersetin ve kemferol oldugu
ayrica rutinin de bulundugu kayithdir (34, 95-101).

N. stellaris bitkisinin toprakiistii kisminin fenolik bilesenleri de c¢alismamizda
belirlenmigtir. Ekstre iki farkli ekstraksiyon yontemiyle hazirlanmis olup her iki
ekstrenin de baslica fenolik bilesenleri kersetin, p-kumarik asit, apigenin ve (-)-
epikatesindir. Ekstraksiyon yontemlerinin klorojenik asit ve (+)-katesin disinda (Bu iki
bilesik sadece Soxhlet ekstraksiyonu ile elde edilen ekstrede saptanmigstir.) diger fenolik
bilesenleri kalitatif olarak etkilemedigi farkliligin kantitatif oldugu dikkat cekicidir
(Tablo 4. 5 ve 4. 6).

N. stellaris bitkisi kokleri ile yaptigimiz arastirmada ise Soxhlet ekstraksiyonunda
trans-2-hidroksisinnamik asitin, 40°C’de tiikketme ile yapilan ekstraksiyonda ise (-)-
epikatesinin ana bilesen oldugu goriilmektedir. Ozellikle Soxhlet ekstraksiyonu ile elde
edilen ekstredeki trans-2-hidroksisinnamik asit miktarinimn 1777.0 ug/g olmasi dikkat
cekicidir. Ekstraksiyon yontemleri kiyaslandiginda 40°C’de yapilan ekstraksiyonda (-)-
epikatesinin varligi, Soxhlet ekstraksiyonu ile elde edilen ekstrede ise bu bilesene
rastlanmamis olmasi dikkate degerdir.

Literatiirde sadece N. sativa’nin fenolik bilesenlerinin oda sicakliginda
hazirlanmis metanol ekstresiyle yapilmis bir arastirma kayithdir. Bu c¢alismada da
koklerin Ozellikle vanilik asit agisindan zengin oldugu bunu gallik asit ve trans-
sinnamik asitin izledigi belirtilmistir. Flavonoitlerden kersetin ve apigenin daha diisiik
oranlarda bulunmustur (96). Tez calismamizda saptanan bulgulardaki farklilik bitkinin
yetistigi bolgedeki ekolojik sartlarla iligkili oldugu kadar tiir farkliligindan da
kaynaklanmaktadir.

N. stellaris tohumlarinin hekzan ekstresi tokoferoller acisindan HPLC ile analiz

edilmis ve ana bilesenin o-tokoferol oldugu saptanmustir. Literatiirde tokoferoller
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acisindan yapilmis arastirmalar N. sativa tiri ile ilgilidir. N. sativa’nin hekzan
ekstresinde y- ve a-tokoferoller yiiksek oranda bulunurken, 8- ve B-tokoferoller daha
diisiik miktarda saptanmustir (46, 69, 110). Literatiirde N. sativa tohumlar1 disinda diger
Nigella tiirlerinin tohumlarinmm E vitamini igerigi agismdan incelenmemis oldugu
goriilmektedir. Bu tez calismasi ile ilk kez farkli bir Nigella tiirii olan N. stellaris,
tokoferolleri acisindan incelenmis olup baslica a-tokoferol icerdigi ancak miktarin N.
sativa tohumlarinda bulunan a-tokoferol miktarlarna oranla diisiik oldugu saptanmaigtir.
B-tokoferole ise rastlanmamustir.

N. stellaris tohumlarin1 mineraller yoniinden inceledigimizde tohumda yiiksek
oranda Ca (8660 pg/g) ve P (6913 ug/g) bulundugu goriilmiis, bunu K ve Mg’nin
izledigi saptanmistir. Diger elementler azalan sirayla Na, Zn, Fe ve Mn’dir. Literatiirde
N. sativa tohumlarinin mineral igeriklerinin arastirildigi calismalarda K, Ca, Na, Fe ve
P’nin degisen oranlarda en fazla rastlanan elementler olarak gdze carpmaktadir (14, 42,
46, 53, 69, 111, 112). Arastirmamizin sonucunda elde edilen bulgular N. sativa diginda
bir tir i¢in ilk bulgulardir ve tohumlarda yiiksek oranda Ca ve P bulunmasi bu
tohumlarin da en az N. sativa tohumlar1 kadar énemli mineral kaynagi oldugunu ve
besleyici degerini gostermektekdir. Tohumlarda bulunan K ve Mg miktarmin da yiiksek
olmast ayrica dikkat ¢ekicidir. Tohumlarin Se icerigi de bu ¢alismamizda belirlenmistir
ve miktarin 1.370ug/g oldugu saptanmistir.

Literatiirde Nigella tiirlerinin antioksidan etkisine iliskin sadece N. sativa
lizerinde yapilmus arastirmalar bulunmaktadir (in vitro ve in vivo). In vitro olarak
yapilmis caligmalarda farkli yontemler kullanilarak tohum ugucu yagi ve onun etkili
bilesenleri agisindan incelemeler gerceklestirilmistir (31, 32, 169-173). Bu tez ¢aligmasi
ile N. sativa disinda bir Nigella tiiriiniin ekstrelerinin antioksidan etkisi ve fenolik
bilesenleri ilk kez arastirilmistir. Bourgou ve arkadaslarmin yaptiklar1 calismada (97) N.
sativa bitkisinin kok ekstreleri etkili bulunmusken, N. stellaris tohum, toprak iistii ve
kok metanol ekstrelerinde antiradikal etki acisindan en etkin ekstrenin toprak iistii
metanol ekstreleri oldugu goézlenmistir. Bu ekstrelerin her ikisinde de en yiiksek
konsantrasyonda bulunan fenolik bilesen kersetindir. Bu bilesigi p-kumarik asit,
apigenin ve (-)-epikatesin izlemektedir ki farkl ekstraksiyon yontemleri nedeniyle bu
bilesenler acisindan farklilik sadece kantitatiftir. Bu nedenle toprak iistii metanol

ekstreleri (40°C ve Soxhlet ekstraksiyonu) 4.5mg/ml konsantrasyonda sirasiyla %92.3
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ve %86.5 radikal siipiiriicli etki (% inhibisyon olarak) gostermislerdir. Aradaki farkin
fenolik bilesenlerin kantitatif farkhiligindan kaynaklandigi diistiniilmektedir. Tohum
metanol ekstresi de 4.5mg/ml konsantrasyonda %80.47 inhibisyon gostermistir ki bu
ekstrede ana bilesen p-kumarik asittir. Bunu p-kumarik asitin yaklasik 1/3 oraninda
bulunan kersetin izlemektedir.

Literatiirde polifenollerin etkili antioksidan bilesikler oldugu, ©zellikle ii¢ hidroksil
grubunun varliginin, etki artisinda onemli rol oynadig: bildirilmistir. Literatiirde fenolik
asitlerde de hidroksil grubu sayisinin antioksidan etki icin Onemli oldugu
belirtilmektedir (176). Inceledigimiz tohum metanol ekstresinde fenolik asitlerden p-
kumarik asitin yiiksek oranda olmasi dikkat ¢ekicidir. Bu ekstrede monohidroksilli asit
olan ferulik asit yaninda pentahidroksi yapidaki kersetinin varliginin sinerjik etki

olusturdugu diistiniilmektedir.
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6. SONUC ve ONERILER

Bu tez ¢alismasindan elde edilen bulgulara gore:

IIk kez N. sativa disinda bir Nigella tiirii olan N. stellaris bitkisinin tohumlar1

sabit yag, ucucu yag, timol ve timokinon igerigi, tokoferoller ve mineraller

yoniinden incelenmistir.

Tohumlar doymamis yag asitlerince zengin bir sabit yag,
seskiterpenler yoniinden zengin bir ucucu yag tasimaktadir. Sabit
yagin coklu doymamis yag asitleri miktarmin (linoleik ve
eikosadienoik asitler) toplam yag icerisinde %51.98 ve tek c¢ifte bag
tastyan oleik asit miktarmnin da %18.63 oldugu tespit edilmistir. N.
stellaris tohumlarmin gida degerinin doymamis yag asitlerince
zengin olmas1 nedeniyle bir kiiltiir bitkisi olan N. sativa tohumlar:
kadar yiiksek oldugu goriilmiistiir.

N. stellaris tohumlarinin ugucu yagmin seskiterpenler agisindan
zengin oldugu ve ugucu yagda timol ve timokinonun bulunmadigi
ortaya konmustur. Tohumlarin metanol ekstresinin timol ve
timokinon igerikleri agisindan analiz edilmesi farkli yontemlerin
timol, timokinon analizinde kiyaslanmasini saglamistir. Tohum
ucucu yaginda timokinona rastlanmamis olmasina ragmen metanol
ekstresinde ¢ok diisilk miktarda da olsa timokinon varligi tespit
edilmistir. Literatiirde N. sativa tohumlariyla ilgili yapilmis ugucu
yag caligmalarinda, bilesimdeki timokinon miktarinin ugucu yagin
elde edilis yontemine bagli olarak degistigi belirtilmektedir. Buna
gore N. stellaris tohumlarinin metanol ekstresinde bu bilesenin ¢ok
diisik olmasi hidrodistilasyon ile ugucu yag elde edilirken bu
maddenin ugucu yaga ge¢medigini diisiindiirmektedir.

Tohum hekzan ekstresinde baslica a-tokoferoliin bulundugu ancak
miktarmin N. sativa tohumlarinda bulundugu bildirilen literatiir

degerlerinden diisiik oldugu tespit edilmistir.
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- Tohumlarin mineral madde bilesimi de saptanmig olup ana
minerallerin Ca, P, K ve Mg oldugu belirlenmistir.

Sonug olarak bu calisma konusunu olusturan N. stellaris bitkisinin tohumlari
sabit yag, tokoferoller ve mineraller yoniinden incelenmistir ve ilk kez N.
sativa’dan farkli bir Nigella tiirii bu agilardan arastirilmistir. Elde edilen bulgular
diger Nigella tiirleri iizerinde fitokimyasal ve biyoaktivite caligmasi yapacak
arastiricilara yol gosterici olacaktir.

N. sativa disinda bir Nigella tiirii olan N. stellaris bitkisinin tiim kisimlarindan
(tohum, toprak iistii ve kok) hazirlanan ekstreler fenolik bilesenler acisindan da
ilk kez arastirilmis, aynt zamanda bu ekstrelerin olas1 antioksidan etkileri de
DPPH’ yontemi kullanilarak test edilmistir. Elde edilen sonuglara gore:

- N. stellaris metanol ekstrelerinden; tohum ekstresi kersetin agisindan
zengindir. Toprak istii kisimda iki farkli ekstraksiyon yontemi
uygulanarak hazirlanan ekstrelerin ikisinde de kersetin, p-kumarik
asit, apigenin ve (—)-epikatesin yiiksek miktarlarda bulunmaktadir.
Uygulanan ekstraksiyon yontemlerinin, bilesenlerin miktarlarina
etkili oldugu bulunmustur. Kok ekstrelerinde ise trans-2-
hidroksisinnamik asit ve kersetin yiiksek oranda saptanmustir. (—)-
epikatesin isimli bilesigin 40°C’de yapilan ekstraksiyon ile elde
edilen kok ekstresinde bulundugu saptanmigken, Soxhlet
ekstraksiyonuyla hazirlanan ekstrede bu bilesigin bulunmadig1 ortaya
konmustur. Bu veri, uygulanan ekstraksiyon yoOnteminin bazi
bilesenler acismndan O©Onemli olacagmi gostermektedir. Bitkiden
hazirlanan metanollii ekstrelerin DPPH"™ testi uygulandiginda radikal
stipiiriicii etki gosterdikleri saptanmustir. Bu ekstrelerin (kok ekstresi
hari¢) 4.5 mg/ml icin %80’in ilizerinde bir inhibisyon gostermesi
ekstrelerin ~ fenolik  bilesenlerinin  kantitatif ~ farklihgr  ile
aciklanabilmektedir.

Sonug olarak N. stellaris bitkisinin biitiin kisimlarinin fenolik bilesen profili ilk
kez bu calisma ile ortaya c¢ikarilmis olup sonuglar diger Nigella tiirleri tizerinde

yapilacak kimyasal ve biyoaktivite ¢calismalar1 icin yol gosterici olacaktir.
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