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OZET
Doktora Tezi

Tiirkiye’de Yetistirilen Corek Otu (Nigella sativa L.) Tohumlarma On Uygulama
(Priming) ve Biyoteknolojik Yontemler Uygulayarak Standardize Corek Otu Yagmin Elde
Edilmesi

Selin ISIK
Ankara Universitesi Biyoteknoloji Enstitiisii
Prof. Dr. Murat KARTAL

Corek otu (Nigella sativa L.) , dinyada ve {ilkemizde gida sektoriince yaygin olarak
kullanilan ve gittikce artan bir kullanim potansiyeli olan bir bitki tiiridiir. Tibbi ve
ekonomik olarak olduk¢a biiylik bir 6neme sahip olan ve Tiirkiye’de ¢orek otu olarak
bilinen Nigella sativa, Tirkiye’nin ¢esitli bolgelerinde yetistirilmektedir. Yaginin en
Oonemli bilesigi timokinondur. Nigella sativa alternatif tipta kanser, romatizma, bas agrisi
ve daha bir¢ok hastaliga karsi binlerce yildir kullanilmaktadir. Bu tez ¢alismasi 4 farkl
etaptan olusmaktadir. ilk etapta ¢orek otu tohumlarna cesitli ortamlarda 6n uygulama
islemi yapilmis ve priming isleminin tohumlardaki timokinon miktari {izerine etkisi yliksek
performansli sivi kromatografisi (YBSK) ile arastirilmistir. Ikinci etapta, in vitro
kosullarda cesitli biyoteknolojik yontemler kullanilarak doku kiiltlirii ile ¢orek otu
tohumlarindan kallus elde edilmis ve bu kallus igerisindeki timokinon miktar
aragtirilmistir. Uglincii etapta; Ankara’da bulunan aktarlardan temin edilmis 10’ar farkli
¢orek otu tohumu, tohum yagi ve tohum yagi kapstilleri i¢erdikleri timokinon miktarlarina
gore yine YBSK ile incelenmistir. Dordiincii ve son etapta ise piyasadan temin edilmis ve
timokinon miktarlari incelenmis olan tohum yaglar1 ve tohum yagi kapsiillerinin Gaz

Kromatografisi- Kiitle Spektrometresi ile yag asidi profileri ¢ikartilmistir.

2018, 147 sayfa

Anahtar kelimeler: Nigella sativa L.; ¢orek otu; YBSK; 6n uygulama; timokinon; yag
asidi profili



ABSTRACT
PhD Thesis

Having Standardized Black Cumin Qil by Applying Priming and Biotechnological
Methods On Black Cumin ( Nigella sativa L.) Seeds Grown In Turkey

Selin ISIK
Ankara University Biotechnology Institue
Prof. Dr. Murat KARTAL

Black cumin (Nigella sativa L.) is a plant which is widely used in food industry of the
world and in our country, has an increasing potential for use. Medicinally and
economically important plant Nigella sativa, popularly known as ¢orek otu in Turkey, is
cultivated in many parts of Turkey. The most important component of its oil is
thymoquinone. Nigella sativa is used in alternative medicine to treat cancer, rheumatism,
headaches, and many diseases for thousands of years. This thesis study consists of 4 stages.
For the first stage, priming treatment with different media, applied on black cumin seeds
and the effect of priming treatment on thymoquinone amount in seeds were investigated
with high performance liquid chromatography (HPLC). In the second stage, calluses were
obtained in vitro conditions with using various biotechnological methods from black cumin
seeds and the amounts of thymoquinone in these calluses were investigated. For the third
stage, 10 different seed, seed oil and seed oil capsule samples that have been supplied from
local markets in Ankara, were investigated for their thymoquinone contents by HPLC. In
the fourth and the last stage, the fatty acid profiles of seed oil and seed oil capsule samples
that have been supplied from local markets, obtained by gas chromatography — mass

spectroscopy.
2018, 147 pages

Key words: Nigella sativa L.; black cumin; HPLC; priming; thymoquinone; fatty acid

profile
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1. GIRIS

Tibbi bitkiler ve bitkisel tibbi preparatlar ylizyillardan beridir kullanilmakta ve giiniimiizde
halen kullanilmaya devam edilmektedir. Tibbi bitkilerden hazirlanan ve modern ilag
formlar1 kullanilarak hazirlanan bu preparatlara giiniimiizde farkli iilkelerde bitkisel
tiriinler, bitkisel ilaglar, fitoterapétikler, bitkisel tedaviler, fitofarmasétikler ve geleneksel
tedavi edici ilaglar gibi farkli isimlerle anilmaktadirlar. Avrupa Birligi ilkelerinde bu
karmasaya son vermek ve ortak bir terim kullanmak amaciyla AIDA (Avrupa llag
Degerlendirme Ajansi) tarafindan bu tiir iiriinlere “Tibbi Bitkisel Uriinler” (Herbal

Medicinal Products) teriminin kullanilmasina karar verilmistir (1).

Diinya Saglik Orgiitii’niin (World Health Organization) 1980’lerin basinda yaptig1 bir
calismada, bitkisel iirlinlerin; temel saglik ihtiya¢larinin karsilanmasinda diinya niifusunun
%80’ini tarafindan kullandigimi ortaya ¢ikmustir. Bitkisel {irlinlere olan ilginin Avrupa
tilkelerinde gittik¢e artmasi ile bu iilkelerde standartlarin olgunlagtirilmasi konusu da 6nem
kazanmistir. Bu konuda Mayis 1997°de EMEA Biinyesinde “Tibbi Bitkisel Uriinler
Calisma Grubu” Avrupa Parlamentosu ve Avrupa Komisyonu tarafindan kurulmus ve

standartlarin olgunlastirilma ¢alismalarina baglanmistir (1).
Tibbi Bitkisel Uriinler en basit olarak su sekilde tarif edilebilir:

Bitkileri veya bitkilerin ¢esitli kisimlarmin direkt olarak veya g¢esitli islemlerden
gecirildikten sonra hazirlanan ambalajlanmis sekilde ticarete sunulan tibbi iiriinler veya
farmasotik preparatlardir. Hastaliklar iyilestirmek, siddetini hafifletmek, hastaliklardan

korunmak, tedaviye yardimei olmak veya teshis amaciyla kullanilmaktadir (1).

Nigella sativa, halk arasinda ¢orek otu, kara tohum, siyah kimyon veya bereket tanesi
olarak da isimlendirilmektedir. Bitki Avrupa, Kuzey Afrika ve Anadolu’da yabani tiir

olarak bulunur.

Sekil 1.0’de resmi verilen ¢orek otu (Nigella sativa L.); 20-40 cm boyunda, az ¢ok tiiyli,
haziran-temmuz aylar1 arasinda mavimtirak renkli 5 pargali ¢igekler acan, gévde dik ve
kisa tiiylii, alt yapraklar: sapli, list yapraklart sapsiz, ¢icekleri uzun saplh ve tek tek olan,

meyvesi ise 2,5-4 mm uzunlugunda 1,5-2 mm uzunlukta siyah renkli, acimtirak tadi olan



ve karakteristik kokulu tohumlari iceren kapsiil seklinde olan ve Tiirkiye’de i¢c Anadolu da
kiiltire alinmis tek Nigella tiirii olan ve tlilkemizde iyi bilinen ve yaygin olarak kullanilan

baharatlardandir ( Sekil 1.1.) (2,3).

Sekil 1.1. Corek otu (Nigella sativa L.) bitkisinin genel goriinimii

Bitkinin ekimi ilkbahar aylarinda gergeklestirilir ve ¢igeklenme zamani iklim sartlarina
bagli olmakla birlikte, normal mevsim sartlarinda haziran-temmuz aylarinda ¢icek acar.
Hasat zamani ise, kapsiiller koyu kahverengi olunca (Agustos-Eyliil aylar1 arasinda)
gerceklestirilir. Verim ise; yine iklim sartlarina, tarim teknigine ve topragin yapisina bagl
olarak degismekle birlikte, ortalama olarak 170-240 kg tohum/dekar arasinda gerceklestigi
belirtilmektedir (4). Bu tiiriin en biiylik 6zelliklerinden biri de, bitkinin gelisimi ¢ok hizli

oldugu i¢in ikinci iiriin olarak da tarimi yapilabilecek 6zelliktedir.



Nigella sativa bitkisi ¢ok dikkat ¢ekici bir tarihsel ve dinsel gegmise sahiptir (98). Tarihsel
olarak, Nigella sativa tohumlarinin eski Misirli ve Yunanli hekimler tarafindan dis
agrilarinda, migrende, burun tikanikliginda, ve bagirsak kurtlarinda tedavi amacgh
kullanildig1 ve ayrica, menstiiral donem diizenleyici ve anne siitii artiric1 olarak da

regetelendigi kaydedilmistir (4,5,6).

Hz. MUHAMMED (S.A.V.) ise hadislerinde "Corek otuna kiymet verin, zira o dliimden
baska her derde sifadir" buyurmustur.  Ayrica ¢6rek otundan; Hippokrates ve
Dioscorides’in eserlerinde "Melanthion" ad1 kullanilarak s6z edilmistir. Avrupa iilkelerinde
Ortagag’in baglarinda 6nem kazanan ¢orek otu, Alman krallarindan Ludwig der Fromme
ve Biiyiik Karl, iilkelerinde ¢orek otu tarimma baslamistir. 1031 yilinda Ibn-i Sina’nin
eserlerinde ¢orek otunun tedavi edici etkilerini agiklamasiyla, ¢corekotu 6nemli bir tibbi
bitki haline gelmistir. Corek otu, halk arasinda 1750’li yillara kadar yilan 1sirmalari, kuduz
ve tlimorlerin tedavisinin yani sira, iltihap 6nleyici ve anne siitii artirici olarak yaygin bir
sekilde kullanilmigtir. Bu ihtisamli gegmise ragmen batili iilkelerde yaklagik 200 y1l kadar

unutulduktan sonra, 21. Yiizyilin baslarinda tesadiifen yeniden kesfedilmistir (7,8).

Corek otu bitkisinin tohumlar1 halk hekimliginde mide ile ilgili hastaliklarin tedavisinde,
bagirsaklarda gaz giderici ve idrar sokiicli olarak da kullanilmaktadir (4). Astim, bronsit
gibi solum yolu hastaliklarinin yani sira, dizanteri, hipertansiyon enfeksiyonlar, obezite,
kas ve eklem agrilar1 dahil genis bir hastalik grubunun tedavisinde geleneksel ilag olarak
Uzak Dogu ve Orta Dogu halk tarafindan uzun siiredir kullanilmaktadir. Egzama ve deri

hastaliklarinda kullanilmasi da diinya genelinde kabul edilmistir (9,10).

Bu bitkinin tohumlart ve tohumlarindan elde edilen materyallerden; ¢ok sayida
farmakolojik ozellikleri nedeniyle birgok hastaligin tedavisinde faydalanilmaktadir.
Ornegin, tansiyon diisiiriicii (11), idrar sokiicii ve anne siitii artirici, istah agic1 ve adet
soktlirticii olarak kullanilmakta olup, ayrica ¢orek otu yagi; sa¢ dokiilmesini ve kepegi
Oonlemek amaciyla basa siiriilerek kullanilmaktadir (6). Tohum yaginin en 6nemli tibbi
uygulamasi, miishil ilaglarinda koku ve tadi degistirici olarak kullanilmasidir. Bunlara
ilaveten ¢orek otu tohumu, sabit ve ugucu yag bilesenlerinin ¢ok sayida farmakolojik
etkiye sahip oldugu yapilan bilimsel ¢aligmalar neticesinde belirlenmistir. Tiirkiye’nin

degisik yorelerinden toplanan ¢orek otu tohumlari sabit yag ve ugucu yag bilesimlerinin



belirlenmesi iizerine yapilan bir ¢alismada; tohumlarn % 0,09 - 0,36 ucucu yag ve
%24,96 - 37,17 sabit yag icerik degerlerine sahip oldugu belirlenmistir (12). Corek otu
tohumlar1; ugucu yag ve sabit yag yaninda ayni zamanda aci madde ve saponinler de

icermektedir.

Corek otu sarilik hastaligina da iyi gelmektedir (13). Corek otu tohumlarindan ¢ikarilan
sabit yagin sa¢ dokiilmesini engelledigi ve kepek olusumuna karst da kullanildig
bildirilmektedir. Nigella sp.’nin bazi tiirlerinin tohumlarinin baharat olarak ve bunlardan
elde edilen ugucu yagin giizel kokusu sebebiyle bazi ilaglarin yapiminda hos olmayan

kokuyu ve tadi degistirmede kullanildigini belirtmistir (14,15).

Corek otu tohumu ve bilesenlerinin, anti-timér (16), anti-bakteriyel (17), antioksidan (18)
etkilere sahip oldugu ve bagisiklilik sistemini giiclendirdigi (2) gibi daha birgok faydali
farmakolojik etkiye sahip olduklar1 belirlenmistir. Tiirkiye’de yetisen tohumlarda yapilan

caligmalarin ¢ogu, ¢orek otu yagi ve yag asitlerinin karakterizasyonu iizerinedir (12,19).

Corek otu tohumlart ekmek, ¢orek, biskiivi gibi firin iiriinleri ile tulum, ¢okelek gibi bazi
peynir cesitlerinde kullanilmaktadir (20). Halk arasinda kavrulmus tozu bal ile karistirilip
sabahlar1 kuvvetlendirici olarak alinmaktadir (15). insan ve hayvanlarda hastaliga neden
olan ve ayrica gida zehirlenmelerine yol acan Gram negatif (Escherichia coli), Gram
pozitif (Staphylococuss aureus) ve patojenik bira mayasi (Cveida albicans)’nda Nigella
sativa tohum ekstrelerinin anti-mikrobiyal etkisi sonucu bu bakterilerin geligimini
engelledigi konusunda olumlu sonuglar alinmigtir. Bu nedenle ¢orek otunun gida

bozulmasi ve gida zehirlenmelerine karst kullanilabilecegi iimidi gii¢ kazanmuistir.

Corek otunun ilk hasat bilgilerine ait kanitlar yetersiz olmasiyla birlikte Tutankamonon’un
mezar1 dahil birgok antik Misir mezarlarina kalintilarina rastlanmistir. Antik Misir
kiiltiiriindeki yeri tam olarak bilinmemesine ragmen, Firavunun mezarina §liimden sonraki

yasam i¢in konuldugu diisiiniilmektedir (21).

Ulkemizde ¢orek otu iiretiminin en sik goriildiigii iller; Gaziantep, Isparta, Amasya,
Afyon, Burdur, istanbul, Mersin ve Kahramanmaras’ tir (13). Cérek otunda en uygun ekim
nobeti capa bitkilerinden sonra gelmektedir. Ekimden hemen once topragin cok iyi

hazirlanmasi ve ilkbaharda miimkiin oldugu kadar erken ekilmesi gerekmektedir.



Corek otu bitkisinin ¢iftlik giibresine hassastir dolayis1 ile dogrudan uygulama

yapilmamasi gerekmektedir (4).

Corek otu tohumunun besinsel degeri iizerine yapilan bir ¢alismada, Tiirkiye, Hindistan ve
Suriye kokenli ¢orek otu tohumlarinin protein etkinligi incelenmistir. Yapilan ¢alismalar
neticesinde numunelerin protein igeriklerinin (g/kg) ve kalorifik degerlerinin 241
(Hindistan, 23,03 mJ/kg), 209 (Suriye; 22,19 mJ/kg) ve 213 (23,52 mJ/kg; Tiirkiye) oldugu
belirtilmistir (22).

Tarimsal bir iiretimde yiiksek verimin elde edilmesi agisindan ekilen tohumun tek formda,
hizl1 ve eksiksiz olarak ¢imlenmesi olduk¢a dnemlidir. Sicaklik, nem, toprak tuzlulugu gibi
cevresel ve cografi faktorler ¢imlenmeyi etkilemekte (23,24) ve eszamanli ¢imlenmeye
engel olmakla beraber c¢imlenme ve c¢ikis oranini azaltarak istenen bitki sikliginin
saglanamamasina neden olmaktadir. Ozellikle Ekim ayinda toprak sicakligmin diisiik
olmasi, hizli ¢imlenme ve ¢ikis i¢in uygun sartlarin olusmasmi engellemektedir. Uygun
olmayan bu sartlarda ¢ikis yapan fidelerin biiylime hiz1 yavas olmakta ve toprak ile tohum

kokenli patojenlere kars1 hassasiyet gostermektedirler (25).

Cimlenme ve ¢ikis esnasinda yasanabilecek biitiin olumsuzluklar1 gidermek, eger varsa
dormansiyi (dinlenme, ¢imlenme durgunlugu) kirmak, yeterli bir fide eldesi ve verime
ulasmak amaciyla tohumlar ekim oOncesi genel olarak priming adi verilen g¢esitli

uygulamalara tabi tutulmaktadirlar (26).

On uygulama islemi; tohumun su ve degisik kimyasallar ile muamele edilmesinde
¢imlenmenin ilk asamasimin gerceklesmesi ve kokciik ¢ikist meydana gelmemesi olarak
tanimlanmaktadir. Priming; tohumda lipid peroksidasyonunun etkisini azaltan enzim
aktivitesini arttirmaktadir. Ayrica, osmo priming lipid peroksidasyonunu Onleyici
enzimlerin (superoksit dismutaz, katalaz, glutatyon reduktaz) aktivitelerini arttirmaktadir

7).

Priming ¢aligmalari, genelde sicaklik ve nem gibi tohumlarin ¢imlenme oranlarini azaltici
etki yapan olumsuz cevre kosullarina karsi tohumlarin ¢imlenme siiresini kisaltmak,
¢imlenme oranini artirmak ve giiclii fide ¢ikis1 saglayarak bitkide olusacak zarari en aza

indirmek i¢in bir¢ok bitki tiiriinde uygulanmaktadir (28).



On uygulama; otuz y1li askin siiredir pek cok sebze, tahil ve cicek tiiriinde hizl1 ve uniform
fide ¢ikisi i¢in temel bir tohum uygulamasi olmustur. Priming terimi, “kotii cevre kosullari
altinda ¢imlenme ve fide c¢ikisini hizlandirmak amaciyla yapilan ekim Oncesi tohum
Uygulamalar1” olarak tanimlanmaktadir. Priming uygulamasi tohum neminin ¢imlenme
esigine kadar artirilarak bazi biyokimyasal olaylarin tetiklenmesi ve ekimden sonra ¢ikisin
hizlandirilmasi esasina dayanmaktadir (29). Priming uygulamalarinda yaygin olarak Poli
Etilen Glikol (PEG), Mannitol, Gliserol, Sukroz gibi ozmotik stres olusturan ozmolitler;
KCI, K3P0O4, KNO3, KH2PO4 gibi ozmotik ¢ozeltiler ve K, Na ve Mg gibi inorganik
tuzlar kullanilmaktadir (30,31,32).

Tohumda priming uygulamasinin ilk asamasinda bir miktar DNA sentezlenmekle birlikte
hiicre biiylimesi olmakta, dolaysiyla embriyo iki kat biiylimektedir. Bu esnada artan
MRNA ve o6zellikle protein sentezi hiicre biiyiimesine dogrudan etki etmektedir. Ayni

zamanda enzim ve diger metabolik faaliyetler de artmaktadir (32).

Priming uygulamalar1 sayesinde basta tuzluluk (33,34) olmak iizere, abiyotik stres ve
birgok olumsuz ¢evre ve toprak kosullarinda (27,35) ¢imlenmenin arttigi ve hizlandigi

kabul edilmistir.

Standardizasyon, fitoterapinin temel kosuludur. Standardizasyon; bitkisel drogtan elde
edilen bir iirliniin, bir madde iizerinden veya etkinligi bilinen bir madde veya madde grubu
tizerinden yardimc1 maddeler, bitkisel drog ya da {irlinle karigtirilarak ayarlanmasidir.
Standardize bir ekstreden hazirlanan bitkisel ilacin; kolayca doze edilebilmesi, istenen
optimum etkinin saglanmasi ve her kullanimda ayni etkiyi olusturmasi gibi avantajlar

vardir (36).

Dogadan dogrudan toplanan tibbi ve aromatik bitkiler ile {iretimi yapilanlar1 arasinda
standardizasyon farkliliklart mevcuttur. Kalite standartlar1 agisindan bakildiginda, kaynagi
tiretimden elde edilen bitkilerin, digerlerine gore yiiksek kalitede ve sanayi standartlarinda
oldugu goriilmektedir. Bitkisel ¢ay ve baharat olarak dogrudan kullanilan bitkiler i¢in
iilkemizde Tiirk Standartlar1 Enstitiisii (TSE) tarafindan belirlenen kalite standartlari
mevcuttur. Ancak, tilkemizde ticareti yapilan pek ¢ok ham madde ve iiriin i¢in belirlenen
standartlar bulunmamakta ve mevcut standartlarin da ivedilikle yeniden gozden gegirilmesi
gerekmektedir (37).



1.1. NIGELLA SATIVA L. BOTANIK OZELLIKLERI
1.1.1. BITKININ SISTEMATIKTEKI YERI

Boliim : Spermatophyta

Altbdliim : Angiospermae

Sinif : Dicotyledonnae

Takim : Ranales

Familya : Ranunculaceae

Cins : Nigella

Tiir : Nigella sativa L.

(38)

1.1.2. RANUNCULACEAE FAMILYASININ OZELLIiKLERI

Kuzey yarim kiirenin 1liman ve soguk yorelerinde yetisen, bir veya c¢ok yillik, cogu otsu,
bir kismi ¢ali formunda veya tirmanicit, nemli yerleri seven bitkilerdir. Yapraklar alternan
dizilisli, bazen opozit veya hepsi tabanda toplanmistir. Lamina tam, az veya ¢ok parcali,
pennat veya palmat damarlidir. Cigekler aktinomorf veya zigomorf, hermafrodit, pargalar
asiklik diziliglidir. Periant, ya kaliks-korolla seklinde ayrilmistir ya da petaloittir; liyeleri
serbesttir. Cogunlukla nektaryum goriiliir; bazen petaller bazen stamenler nektaryum
sekline donlismiistiir; entemogamdir. Reseptakulum konveks ve uzamistir. Stamenler ¢ok
sayida; ovaryum bir veya ¢ok karpelli ve apokarp, oviiller tek veya ¢ok sayidadir. Bu
familyada, folikiil (Helleborus), nuks (Anemone), kapsula (Nigella) ve bakka (Actea) gibi
degisik meyva tiplerine rastlanir. Nuks tipindeki meyvalarda, uzun ve tiiylii stiliis

goriilebilir (Pulsatilla) veya meyva tizerinde ¢engeller vardir (Ranunculus arvensis).

Bazi nuks meyvalarda riizgarda ugmayi, suda yiizmeyi kolaylastiric1 kanatlar gelismistir.
Yeryliziinde 35 Anadolu’da 17 cinsi yetisen, zehirli bitkilerin bulundugu ¢ok zengin ve

onemli bir familyadir (15, 38).



1.1.3. CINS OZELLIKLERIi

Yesilimsi agik mavi ¢igeklerin altinda ince involukrum’lart bulunan, 30-40 cm boyunda
otsu, tek yillik bitkilerdir. Cigek ortiisti perigon seklindedir, dis dairede a¢ik mavi ve oval
5, i¢ dairede loplu ve nektaryum’lu 5-8 adet tepal bulunur. Stilus altta birlesmis, ugta
birkag pargali ve disa kivriktir (15).

1.1.4. NIGELLA SATIVA L°NIN OZELLIKLERI

Orta ve Bat1 Anadolu’ da kiiltiirli yapilan, ¢igekleri agik mavi ve aktinomorf olan tek yillik
bir tiirdiir. Involukrum filiform pargalidir. Stiluslar folikiillerin tepesinde, kalicidir.
Tohumlar ¢ok sayida, siyah renkli ve koselidir. Cali tipinde, kendiliginden dallar1 olan,
beyaz veya soluk renkten, koyu mavi renge degisen ciceklere sahiptir. Kendi kendini doller
ve cok sayida beyaz ve ii¢ kenarli olan bir meyve kapsiilii olusturur. Bu meyve kapsiilii

olgunlastiginda, acilir ve icerisinde bulunan tohumlar havayla temasa gecer ve siyah renk

alir (10, 38).
1.2. KIMYASAL BILESIKLER
1.2.1. SABIT YAG

Nigella sativa tohumlar1 % 32-40 sabit yag icermektedir (9). Bu yag doymamis ve
esansiyel yag asitleri agisindan zengindir. Toplam lipitlerin kimyasal karakteristikleri ve
yag asidi profili, en 6nemli doymamis yag asidinin linoleik asit oldugunu ve ardindan oleik
asit geldigini ortaya koymustur. Ayrica sabit yag B-sitosterol bakimindan zengidir
(10,39,40). Sabit yagin kimyasal analizleri; yagm % 85’ inin doymamis yag asitleri
oldugunu gostermistir (41).

1.2.1.1. Doymams Yag Asitleri

Nigella sativa sabit yag1 %21.9 oleik asit, %60.8 linoleik asit, %1.7 eikosadienoik asit, eser

miktarda arasidonik asit ve linolenik asit igermektedir (9,19).
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Sekil 1.2. Eikosadienoik asit, Linoleik asit, Linolenik asit ve Oleik asitin kimyasal
yapilarina ait gériiniim

1.2.1.2. Doymus Yag Asitleri

Nigella sativa sabit yagi doymus yag asidi olarak %1,2 miristik asit, %11,4 palmitik asit ve
%2,9 stearik asit icermektedir (Sekil 1.3.) (19).
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Miristik Asit

Sekil 1.3. Palmitik asit, Stearik asit ve Miristik asitin kimyasal yapilarina ait goriiniim

1.2.2. KINONIK BILESIKLER

Nigella sativa tohumlarinda timokinon, ditimokinon (nigellone), timohidrokinon ve timol
bilesikleri major bilesikler olarak kabul edilmistir (Skil 1.4.). Nigella sativa sabit yaginda
YBSK analizi sonucu timokinon 5.26x10-2, timohidrokinon 7.76x10-4 ve timol 9.12x10-3

oraninda saptanmistir (42).

Yapilan bir calismada, ¢orek otu yaginda bulunan, farmakolojik etkiye sahip olan
bilesenlerin miktarinin YBSK yontemiyle analiz edilmesi sonucunda; timokinon (0,0526
9/100g), timohidrokinon (0,000767 g/100g), ditimohidrokinon (0,000212 g/100g degerinin
altinda) ve timol (0,00912 g/100g) olarak belirlendigi rapor edilmistir (42).

Nigella sativa tohumlarinin major bilesigi olan timokinon ilk olarak 1959 yilinda sentez
edilmistir (43).Timokinon 5-izopropil-2-metil-1,4-benzokinon yapisindadir. Sabit yagda
%27.8 - 57.0 oraninda bulunur (44).

Timokinon Ditimokinon
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OH
CH, CHs

H3C H,C
H,C  HO H,C  OH

Timol Timohidrokinon
Sekil 1.4. Timokinon, Ditimokinon, Timol ve Timohidrokinon’un kimyasal yapilarina ait
gorinim

1.2.3. UCUCU YAG

Nigella sativa tohumlart %0.4-2.5 oraninda ugucu yag icermektedir (44). Ugucu yagin GK-
KS analizi sonucu p-simen ( % 7.1 -% 15.5 ) karvakrol ( % 5.8 - % 11.6 ), t-anetol ( %
0.25 - % 2.3 ), 4-terpineol (% 2.0 - % 6.6 ) ve longifolin (% 1.0 - 8.0 ) saptanmustir (9,45).

CHg CH,q CH,
OH
HO
p-Simen Karvakrol Terpineol
O
CH,
HsC
t-Anetol

Sekil 1.5. p-Simen, Karvakrol, Terpineol ve t-Anetol’lin kimyasal yapilari

11



1.2.4. PROTEINLER

Tim Nigella sativa tohumlarinin SDS-PAGE kullanilarak yapilan fraksiyonlanmasi sonucu
molekiiler kiitlesi 10 ila 94 arasinda degisen bir dizi protein bandi bulundugu goriilmiistir
(46). Nigella sativa tohumlarinda ham protein orani %20 ile %27 arasinda olarak
bulunmustur (39). Dokuz temel amino asitten 8 ‘i bulunmakta olup bu amino asitler
arjinin, glutamik asit, 16sin, lisin, metionin, trosin, prolin ve treonin’ dir (Sekil 1.6.)
(9,10,47).

H,N NH
Y

NH HO /o -
CH,
H\NH | OH H\NH OH H\NH OH
O o} o}
Arjinin Glutamik Asit Losin
NH,,
S/CH3 OH
e on N on N on
o} o} o}
Lisin Metionin Trosin
H5C OH
N OH H\NH OH
(! |
Prolin Treonin

Sekil 1.6. Arjinin, Glutamik Asit, Losin, Lisin, Metionin, Trosin, Prolin ve Treonin’in
kimyasal yapilarina ait goriiniim
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1.2.5. ALKALOIDLER

Nigella sativa tohumlarinda bulunan major alkaloidlerden nigellisin ve nigellidin imidazol

halkasi; nigellimin ve nigellimin N-oksit izokinolein halkasi tagimaktadir (44). Ayrica 8

adet tropan alkaloidleri igermektedir. Bunlar Nigellamin A1, A2 , A3, A4, A5, B1, B2

ve C” dir (Sekil 1.7.) (48).

HeC™ X
H5C ~N
~o
CH,
Nigellimin

CH,
O N
HaC™ X C;
AN
HaC . _~NO OH
¢
AR
CH3 o) 0
Nigellimin N-oksit Nigellisin

Nigellidin

Nigellamin Al: X=CH, N. A2: X=N



Nigellamin A5

Nigellamin C

Sekil 1.7. Nigellimin, Nigellimin N-oksit, Nigellisin, Nigellidin, Nigellamin A1, A2, A3,
A4, A5, Bl1, B2 ve C’nin kimyasal yapilarina ait goriinim
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1.2.6. SAPONOZITLER

Nigella sativa tohumlari triterpen yapisinda a- hederin, 3-O-[B-D-ksilopiranosil- (1—3) a-
L-ramnopiranosil-(1—2)-a-L-arabinopiranosil]-28-O-[a-L-ramnopiranosil- ~ (1—4)-B-D-
glikopiranosil-(1—6)-B-D-glikopiranosil]-hederagenin (1),  3-O-a-Lramnopiranosil-(
1—2)-a-L-arabinopiranosil]-28-O-[a-L-ramnopiranosil-(1—4)-p-Dglikopiranosil-( 1—6)-
-D-glikopiranosiyl]-hederagenin (2) ve 3-O-[B-Dksilopiranosil-(1—3)-a-L

ramnopiranosil-(1—2)-a-L-arabinopiranosil] —hederagenin (3) tasimaktadir (12).

a-hederin

R1 R2
1 B-D-ksil(1—3)-a-L-ra a-L-ra(1—4)-B-D-gli(1—6)- B-D-gli
2 o-L-ra a-L-ra(1—4)-B-D-gli(1—6)- B-D-gli
3 B-D-ksil(1—3)-a-L-ra H

Sekil 1.8. a-hederin’in kimyasal yapisina ait goriiniim
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1.2.7. DIGER BIiLESIKLER

Nigella sativa tohumlart kumarinlerden 6-metoksi kumarin, 7-hidroksi kumarin ve 7-oksi

kumarin igermektedir (9).

Ayrica Nigella sativa tohumlar1 vitamin ve mineral yoniinden zengindir. 100g tohumda
831 ug Bl ( tiamin ), 63 pug B2 ( riboflavin ), 789 pg B6 ( pridoksin ) 6311 pg B3 (niasin),
42 ng B9 ( Folik asid ) (19) , karotenoit, a- tokoferol, y-tokoferol ve t-retinol ihtiva eder
(49). Ayrica 1 kg tohum 105mg Fe, 18.4mg Cu, 596.0mg Na, 5257.0mg K, 1859.0mg Ca,
60.4mg Zn , 5265.0mg P ve 0.16mg Se gibi mineralleri de igerir (22).

Nigella sativa tohumlarinda nem igeriginin % 5,2 ile % 7,43 arasinda, kiil % 3,77 ile %
4,92 arasinda ve karbonhidrat orant miktar1 % 23,5 ile % 33,2 arasinda degismektedir (39).

16



2. KURAMSAL TEMELLER

Corek otu tohumlarinin oldukg¢a genis terapdtik etkisi oldugu yillardir yapilan aragtirmalar
sonucunda ortaya konmustur. Gosterdigi terapotik etkilere baslica deri hastaliklari,
sindirim sistemi problemleri, romatizma, diyabet, bronsit, hipertansiyon, anoreksiya, astim,
soguk alginligi, bronsit, bas agrisi, ates, influenza ve egzama 6rnek verilebilir. Corek
otunun en aktif maddesi olan timokinonun tiim bu etkilerden sorumlu ana bilesigi oldugu

kabul edilmektedir.

Bu giine kadar yapilan c¢alismalarda, ¢orek otu bircok farmakolojik etki ile
iliskilendirilmistir. Antioksidan (50), anti-anksiyete (51), anti-iilser (52), antiastimatik (53),
anti-kanser, anti-inflamator , immiinomodiilatoér ve anti-timér 6zelligin  (10,54,55) yani
sira gastrik tdlser tadavisi (56), timor biiylimesini engelleme (57), erkeklerde kisirlik
tedavisi (58), kardiyovaskiiler rahatsizliklar (59), hafiza gelisimi (60), siit iiretiminin
arttirtlmasi (61), lipit peroksidasyon i¢in koruyucu etki (50), antibakteriyel aktivite (62),
cytomegaloviriise kars1 antiviral aktivite (2) gibi bir¢ok farmakolojik etki bu tibbi bitki igin

rapor edilmistir.
2.1. COREK OTUNUN ANTIBAKTERIYEL AKTIiVITESI

Bu giine kadar yapilan calismalarda; biitiin olarak ¢orek otu bitkisinin antimikrobiyal
mekanizmasi tizerine herhangi bir ¢alisma raporlanmamis, bunun yerine ¢orek otunda

bulunan 6nemli bilesikler timokinon ve malanin bu 6zellikten sorumlu tutulmuslardir (63).

Filtre kagidi disklerine dietil eterli N. sativa (25-400 mikrogram/disk) ekstresi emdirilmis
olan gram-pozitif baktresi Staphylococcus aureus ve gram-negatif bakterileri Escherichia
coli ve Pseudomonas aeruginosa ile patajonik bir maya olan Candida albicans
(Salmonella typhimurium {izerine etkili degildir) konsantrasyona bagli inhibisyonu
arastirtlmis; ekstrenin streptomisin ve gentamisin ile antibakteriyel sinerji gosterdigi;
doksisiklin, spektinomisin, eritromisin, tobramisin, amfilisin, kloram-fenikol, nalidiksik
asit, linkomisin ile sulfa-metoksazol ve trimetoprim kombinasyonu ile antibakteriyel etkiye

katki sagladigi kanitlanmistir (64).
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Nigella sativa’nin farkli ekstrelerinin antibakteriyel etkisi iizerine yapilan bir ¢alismada, 16
adet gram- negatif ve 6 adet gram- pozitif olmak iizere gesitli bakteri gruplari izole edilmis
ve bu bakteri gruplarindan 6zellikle gram- negatif olanlar antibiyotiklere kars1 coklu direng
gosterenler arasindan se¢ilmislerdir. Calismanin sonunda en etkili ekstrelerin ham alkaloid
ve su ekstreleri oldugu ve oOzellikle ¢oklu antibiyotik direnci gosteren gram- negatif

bakterileri tizerinde etkili oldugu gozlenmistir (17).

Corek otunun anti bakteriyel etkisinin incelemesi amaci1 ile metanollii, sulu ve kloroformlu
ekstreleri ile esansiyel yagi Staphylococcus aureus ( ATCC 29737) ve Escherichia coli
(ATCC 8739) bakterileri iizerinde denenmis ve sonuglar neticesinde metanollii ve
kloroformlu ekstrelerinin ve ugucu yaginin her iki mikroorganizma iizerinde belirgin bir

etki yarattigi gézlenmistir (62).

Timokinonun akut pyelonefritin (PYN) tedavisinde etkili olup olmadiginin kontrolii igin
obstriiktif siganlar iizerinde yapilan bir ¢alismada Escherichia coli’nin enjeksiyonundan
Oncesi ve sonrast incelenmis, bunun i¢in enjeksiyondan 24 saat 6nce ve 24 saat sonra
herbir safha i¢in 10 mg/kg timokinon uygulanmistir. Calisma sonuglarinda timokinonun
PYN yiiziinden olusan oksidatif hasar1 azalttigi gozlenmistir. Ayrica timokinonun PYN
vasitasi ile salinan serbest radikallere karsi bobre dokularint koruyucu etkisi de histolojik

deneyler ile de dogrulanmustir (65).
2.2.  COREK OTUNUN ANTIiOKSIDAN AKTIiVITESI

Viicudumuzda reaktif oksijen tiirlerinin (ROT) iiretimi dogal antioksidatif savunma sistemi
ile dengelenmektedir. Fazla miktarda ROT viicudun savunma sistemini alt etmekte ve
sonug olarak hastalik patojenlerinde rol almaktadir. Bu durum ayn1 zamanda DNA, RNA
ve lipitlerin de dengesini bozmaktadir. Bitkiler ve igerdikleri kimyasal bilesikler
antioksidan etkisi acisindan zengindirler ve viicudun savunma mekanizmasi ve ROT

acisindan onemli bir yere sahiptirler.

Corek otu esansiyel yagmin antioksidan aktivitesinin belirlenmesi i¢in yapilan bir
calismada yagda bulunan timokinon, karvakrol, t-anetol ve 4-terpineol gibi bilesiklerin

radikal siipiiriicii 6zellikleri ince tabaka kromatografisi vasitasi ile gézlenmistir (18).
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Corek otunun metanollii ekstresinin (500 ve 800 mg/kg gilinde) ve sabit yaginin (2 ve 4
ml/kg giinde) 21 giin boyunca oral olarak uygulanmasi durumunda toplam kan antioksidan
ve plazmatik antioksidan kapasitelerinin 2,2-difenilpikrilhidrazil (DPPH) radikallerine

dogru arttig1 kanitlanmistir (66).

Nigella sativa’nin antioksidan 6zelliginin incelenmesi agisindan fareler iizerinde yapilan
bir diger 6nemli ¢aligmada, 1,2-dimetilhidrazin sebebi ile kirmizi kan hiicrelerindeki ¢esitli
oksidatif stresle degisim gosteren biyokimyasal degiskenlere, timokinonun tedavi 6ncesi

yararini 6lgmek i¢in uygulama yapilmistir (67).

Timokinonun oral olarak uygulandigi bir ¢alismada karbon tetrakloriir sebebi ile olusmus
hepatoksisite gibi serbest radikal iiretici ajanlarin yarattigi oksidatif hasara karst gesitli
organlari korumakta merkezi bir rol oynadigi gézlemlenmistir (68). Ayrica yine fareler
tizerinde yapilan baska bir calismada timokinonun hepatoksisiteyi indiikleyen sodyum
flortirtin ~ etkisini  diislirmesi de timokinonun yiiksek antioksidan o&zelligi ile

iliskilendirilmistir (69).

Hindistan kokenli ¢orek otu tohumunun aseton ekstresi ve ugucu yaginin antioksidan ve
antimikrobiyal aktivitesini arastirmak amaciyla yapilan bir calismada, ¢orek otu ugucu
yaginin ve aseton ekstresinin antioksidan aktivitesi ¢esitli metotlarla (linoleik asit sistemi,
DPPH ve Fe3+’ii Fe2+’ye indirgeme giicli) giinlimiizde yaygin olan sentetik
antioksidanlara (BHA, BHT ve PG), antifungal ve antibaktriyel etkisi gesitli patojenik
mantar ve bakteri tiirlerine kargi incelenmistir. Yapilan deneyler sonucunda, aseton
ekstresi, ugucu yag ve sentetik antioksidanlarin radikal siiplirme etkisi sirasiyla %82,1-92,1
(ucucu yag), %90,37-97,18 (ekstre) ve bu degerlerin konsantrasyon artisiyla lineer olarak
arttig1 gézlenmistir, %86,58-94,7 (BHA), %84,1-90,4 (BHT) ve %84,98-93,1 (PG) olarak
tespit edilmistir. Sonug olarak, hem ugucu yagin hem de ekstrenin sentetik antioksidanlara
esit ya da daha yiiksek derecede etki gosterdikleri, bu yiiksek etkinin ugucu yag ve ekstrede
bulunan karvakrol, timol ve 4-tert-butilkatekol gibi fenolik 124 yapidaki maddelerden
kaynaklandig1 rapor edilmistir. Ayn1 zamanda bazi patojenik bakteri ve mantarlara karsi iy1

derecede etki gosterildigi ifade edilmistir (70).

Ug tiir tohumun antioksidan aktivitesinin arastirilmasi {izerine yapilan bir calismada;

kimyon (Cuminum cyminum), ¢orek otu “black cumin” (Nigella sativa) ve act kimyon
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(Cuminum nigrum)’un sulu ve %8&0’lik metanol ekstrelerinin, antioksidan aktivitelerini
DPPH metoduyla belirlenmistir. Yapilan ¢aligmalar sonucunda metanolik ekstrelerin
toplam fenolik madde igerikleri (mg/g) sirasiyla 4,1 (¢corek otu), 8,6 (kimyon) ve 53,6 (ac1
kimyon) olarak belirlenmis olup hem sulu hem de % 80’lik metanol ekstresi bakimindan
en yiiksek fenolik madde igerigine act kimyonun sahip oldugu gortilmiistiir. DPPH radikal
stiptirme aktivite gostergesi olan IC50 (mg) degeri (sulu; %80’lik metanol) ise 2,8; 1,24
(¢corek otu), 1; 0,52 (kimyon) ve 0,48; 0,1 (ac1 kimyon) olarak belirlenmistir. Bu
sonuglardan en yiiksek antioksidan aktivite gosteren tiiriin ac1 kimyon oldugu belirlenmistir

(72).

Corek otu tohumunun ugucu yaginin antioksidan aktivitesi lizerine yapilan ¢alismada, elde
elden ugucu yagin ana bilesenlerinin timokinon (%30-48), p-simen (%7-15), karvakrol
(%6-12), 4-terpineol (%2-7), t-anetol (%1-4) ve seskaterpen longifolin (%1-8) oldugu ve
antioksidan c¢alismalari sonucunda, sentetik (timokinon, karvakrol, kersetin, BHA ve
askorbik asit) maddelerin ve ugucu yagin DPPH radikal siiptirme aktivitesinin gostergesi
olan IC50 (ng/mL) degerlerinin sirasiyla, 460,0 (ugucu yag), 211,0 (timokinon), 28,8
(karvakrol), 1,31 (kersetin), 12,12 (BHA) ve 3,76 (askorbik asit) oldugu belirlenmistir. Bu
sonuclara dayanarak, ¢orek otu tohumunun, ates yapici cesitli hastaliklarin tedavisinde

kullaniminin faydali olacagi 6nerilmistir (18).
2.3.  COREK OTUNUN ANTIENFLAMATUAR ETKIiSI

Enflamasyon tedavisi i¢in kullanilan bazi sentetik ilaglar biyolojik aktivelerin degisimine
sebep olmakta ve ters etki yaratmaktadir. Bugiine kadar yapilan ¢aligmalarda timokinonun
sitoprotektif etki gosterdigi kanitlanmis ve bu etki temel olarak timokinonun antioksidan

ve antienflamatuar etkisi ile iligskilendirilmistir (68).

Enflamatuar etkinin aragtirtlmasi amaci ile yapilan bir ¢alismada; Nigella sativa filizlerinin
ve tohumlarinin metanollii ekstreleri kullanilmis ve tohumlarin metanollii ekstrelerinin
hekzan fraksiyonunun nitrik oksit yiikselmesini inhibe ederek belirgin bir antienflamatuar
etki gosterdigi, filizlerin metanollii ekstrelerinin de antienflamatuar aktiviteyi azalttig

gozlenmistir (72).
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Albino sicanlar iizerinde ¢orek otu tohumlarinin etanollii ekstrelerinin analjezik etkisinin
incelendigi bir ¢alisma sonucunda ekstrenin belirgin bir sekilde analjezik etki gosterdigi ve
diklofenak sodyumun neden oldugu% 72,82 'lik inhibisyona kiyasla % 41.91' lik bir

inhibisyon tirettigi gézlenmistir (73).

Corek otu, vitamin C, E ve selenyumun, bir karsinojenik madde olan N-metil-N’-nitro-N-
nitrosoguanidin uygulanan tavsanlarin tiiylerindeki iz element (Zn, Cu, Mn) derigimleri
tizerine olan etkisinin arastirilmasi amaciyla yapilan ¢alisma sonucunda, hem ¢orek otu
hem de vitamin uygulanan tavsanlarin tiiylerindeki iz elementlerin derisimlerinin,
digerlerine gore yiiksek oldugu ve bunun sonucu olarak da nitrozoguanidinin neden oldugu

zararli etkilere kars1 bu maddelerin koruyucu olabilecegi diisiincesi ortaya atilmistir (74).
2.4. COREK OTUNUN ANTIDIYABETIK ETKIiSi

Corek otunun anti-diyabetik etkisinin incelenmesi amaci ile goniilliiler kullanilarak yapilan
bir ¢alismada goniilliilere giinde 2gr Nigella sativa tozu oral olarak verilmis ve 1 hafta

sonra kandaki glikoz seviyesinin belirgin oranda diistiigli gézlenmistir (75).

Streptozotosin indiiklii diyabetik fareler {izerinde timokinon tedavisi uygulanmis ve bu
tedavinin yiikselmis olan serum glikozunda keskin bir diisiise ve diisiik olan serum insiilin
konsantrasyonunda da yiikselmeye sebep oldugu gozlenmistir (76). Yapilan bir diger
onemli caligmada ¢orek otunun antidiyabetik 6zelligini arastirmak amaciyla metformin ile
mukayese edilmis ve higbir rahatsizligt olmayan fareler ilizerinde ¢orek otunun sulu
ekstresi glinde 2g/kg, metformin de giinde 300 mg/kg dozunda uygulanmistir. 6 hafta
boyunca siiren g¢alismanin neticesinde ¢orek otunun sulu ekstresinin metformin kadar

glikoz toleransini iyilestirdigi ve bunun yani sira viicut agirhgmi azalttigi gozlenmistir
(77).

Diyabetik farelere ¢corek otu yagr ile tedavi uygulanmis ve uygulama yapilmayan farelere
kiyasla kan glikoz  diizeylerinin, trigliseritlerinin,  kolestrollerinin,  aspartat
aminotransferazinin (ALT), alanin aminotransferazinin (ALT) ve {rik asit miktariin

onemli 6l¢iide azaldigi gozlenmistir (78).

Yapilan bir caligmada, ¢orek otu tohumlarindan alinan ugucu yagin tavsanlarda glikoz ve

insiilin seviyeleri Tlizerine etkisi arastirilmistir. Ag¢lik normal ve alloxan-diyabetik
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tavsanlara N. sativa tohumlarindan elde edilen yagin (50 mg / kg) uygulanmasi, tutarl ve
zamana bagl belirgin hipoglisemik etkiler gostermistir. Normal hayvanlarda, tedaviden
sonra aglik plazma glikoz diizeylerinde 4 saat ve 6 saatlerde sirasiyla % 15 ve % 23 azalma
tespit edildi. Ayn1 uygulama, diyabetik tavsanlardaki aglik glikoz diizeylerinde sirasiyla 4
saat ve 6 saatlik araliklarla% 12 ve % 21 azalma saglamistir. Ugucu yagin uygulanmasinin,
tim hayvan gruplarinda bazal insiilin diizeylerini degistirmedigi gozlenmis, bu da
hipoglisemik etkinlik i¢in insiilin aracili olmayan bir etki mekanizmasi oldugunu

diistindiirmustiir (49).

Corek otu tohum ekstresinin, insiilin salgilama iizerine olan etkisini incelemek amaciyla
yapilan bir calisma sonucunda, ¢Orek otu ekstresinin insiilin salgilanmasi iizerine

diizenleyici etkisinin oldugunu ortaya konmustur (79).
2.5. COREK OTUNUN ANTIHIPERTANSIF ETKIiSI

Hipertansiyon diinya genelinde olduk¢a yaygin ve birgok hastaliktan sorumlu bir saglik
problemidir. Hipertansiyonu kontrol altinda tutmak ve neden oldugu rahatsizliklart
gidermek icin tibbi iriinler 6nemli rol oynamaktadir. Coérek otunun hipertansiyon
tedavisindeki yararlimimini 6lgmek i¢in yapilan ¢alismalarda, timokinonun hem arteryel

kan basincint hem de kalp ritmini azaltici etkisi oldugu kanitlanmistir (80).

Corek otunun hipertansiyon iizerine etkisini belirlemek ilizere yapilan ¢alismalar sonucunda
elde edilen veriler dogrultusunda, hafif hipertansiyonu olan hastalara 2 ay boyunca ¢orek
otu tohumu ekstresi tedavisi Onerilmis ve oksidatif stresi kontrol altinda tuttugu,

hipertansiyonu diistirticii etki gosterdigi belirtilmistir (81,82).
2.6. COREK OTUNUN ANTIASTMATIK (ASTIM KARSITI) ETKIiSi

Astim; sanayilesme sonucunda veya mesleki sartlar nedeni ile diinya genelinde gittikge
yayginlagan en onemli kronik hastaliklardan biri haline gelmistir. Giiniimiizde tedavi i¢in
kullanilan alopatiye dayali ilaglar etkili olmakla beraber farkli komplikasyonlar da
yaratmaktadirlar. Corek otunun ve igerdigi bilesiklerin antienflamatuar, immiinomodiilatér
ve antihistaminik etkilerde 6nemli rol almasi, aymi diisiinceyi antiastmatik etkide de
gosterdigi kanisini olusturmaktadir. Corek otunun baslica bilesigi olan timokinon ile

zerdegalin etken bilesigi kurkuminin, astimi olusturan biyolojik degisiklilere kars1 inhibitor
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etkilerinin karsilastirildigi in vivo bir g¢alismada; timokinonun astima neden olan

enflamasyon degisikliklerini daha fazla inhibe ettigi kanitlanmistir (83).

Timokinonun hava araciligr ile enflamasyon sonucu olusan alerjik astima olan etkisinin
fareler iizerinde arastirildigi bir calisma sonucunda, timokinonun Th2 sitokinlerini ve
eozinofil infiltrasyonunu inhibe ederek havadaki etkenlerle olusan alerjik astimin etkisini

azalttig1 gorilmiistiir (84).
2.7. COREK OTUNUN ANTIi-TUMOR ETKIiSI

Corek otunun anti-timor O6zelligini kanitlayan en O6nemli ¢alismalardan birinde tiimor
tasiyan farelere 10 mg/kg timokinon tedavisi uygulanmistir. Calisma sonucunda uygulama
yapilmis farelerde, uygulama yapilmayanlara oranla tiimoér boyutunun %]1,25 oraninda
kiigtildligii, uygulama yapilmayan farelerde ise tiimor boyutunun %209,82 oraninda arttigi
gozlemlenerek timokinonun tiimor biliylimesini geciktirici hatta kiigiiltiicii  etkisi

kanitlanmistir (85).

Yapilan diger bir in vivo ¢alismada; timokinonun gogiis kanseri hiicre hatlar1 olan MCF-7,
MDA-MB-231 ve BT-474 ‘iin biiyiimesini doz ve zamana bagli olarak inhibe ettigi, ayrica
MCF-7 hiicrelerinde doksorubisin ve 5-flurourasil gibi kemoterapotik ajanlarin sitotoksik

etkisini arttirdigi bildirilmistir (86).

Corek otunun insanlarda akciger, karaciger, kolon ve gogiis kanseri gibi bircok kanser
tiiriine ait hiicrelerde hiicre dliimiine sebep oldugu yapilan ¢aligmalar neticesinde ortaya
konmustur (87). Nigella sativa tohumlarinin farkli ekstrelerini kullanarak A-549 gibi insan
akciger kanser hiicre hatlarindaki, in vitro sitotoksik aktivitelerinin incelendigi bir
calismada; Nigella sativa ekstrelerinin ve yaglarinin A-549 hiicrelerinde sitotoksik etki
gosterdigi belirtilmistir (88). Hem in vitro hem de in vivo olarak yapilan ¢alismalarda,
corek otunun etkili bilesigi timokinonun tiimor anjiyogenezi ve biiylimesini etkili bir

bi¢imde inhibe ettigi kanitlanmistir (89).
2.8.  COREK OTUNUN NOROPROTEKTIF ETKIiSi

Sayisizca dogal iiriin ve tibbi bitki noroprotektor olarak terapotik etki gostermektedir.

Corek otunun ndroprotektif etkisinin kanitlanmasi amaci ile yapilan 6nemli bir ¢aligmada;
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siyatik sinirlerinde noronal incinme olmus farelere Nigella sativa ile tadavi uygulanmis ve
tedavi neticesinde ¢orek otunun travma sonrast ndéronlarin dejenerasyonunu rediikledigi ve

sekli bozulmus noronlarin tamamen kayboldugu gozlenmistir (90).

Nigella sativa’nin, hipokampiis noéronlarindaki genis c¢apli iskemik reperfiizyon hasari
tizerindeki koruyucu etkisini arastirmak iizere yapilan bir ¢alismada; ¢orek otu ekstresi 50
mg/kg dozunda uygulanmis ve interndronlardaki intraseliiler 6demi belirgin bir sekilde

snledigi belirtilmistir (91).

Corek otununun kloroformlu ve petrol eterli ekstrelerinin fareler iizerinde kullanilarak
yapildig1 bir ¢alismada, bu ekstrelerin tikali olan orta serebral arterlerdeki 61t hiicrelerin

miktarini azalttig1 ve lokomotor aktiviteyi iyilestirdigi kanitlanmistir (92).

Timokinonun etanol indiiklii néronal apoptozda koruyucu bir etki gosterdigi (93), ayrica
oksidatif stresi azaltarak serum/glikoz yoksunluguna karsi PC12 hiicrelerini koruyucu etki

gosterdigini belirten ¢alismalar da mevcuttur (94).

Yapilan ¢aligmalar sonucunda; ¢orek otunun aktif bilesigi olan timokinonun; 6-OHDA
norotoksisitesine karsi lipit peroksidasyonunu hafifleterek noroprotektor etki gosterdigi
(95) ve oOn beyindeki iskemik-indiiklii noronal hasar bulunan farelere 6n tedavi
yapildiginda 6lii hippokampal noronal hiicrelerde belirgin bir azalma yarattig belirtilmis
ve bu sonuglar timokinonun iskemik reperfiizyonda koruyucu etkisi oldugunun kaniti

olarak gosterilmistir (96).
2.9. COREK OTUNUN GASTROPROTEKTIF ETKISI

Gastrik {ilser bir¢cok hastaligin patojeni olarak onemli rol oynamaktadir ve bu ylizden
diinya genelinde 6nemli bir saglik problemidir. Genellikle stres, sigara kullanimi, beslenme
eksiklikleri ve enfeksiyonlar sonucu ortaya ¢ikmakta birlikte steroidal olmayan
antienflamatuar ilaglarin kullanimi da bu hastalig1 tetiklemektedir (97). En giivenli ve etkili
tedavi sekli bile peptik ilseri kontrol altinda tutmayr gerektirir. N. sativa ve igerdigi
bilesikler gastrik mukozay:1 arttirip gastrik asit Uretimini azaltarak ilser olusumunu
engellemekte 6nemli rol oynamaktadir. Albino fareler iizerinde yapilan bir arastirmada
corek otunun ve etkili bilesigi olan timokinonun, alkolden kaynaklanan zararlara karsi

gastrik mukozayi1 korudugu ve iilser tedavisine katki sagladigi belirtilmistir (76).
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Corek otunun midedeki PGE (Parasitic gastroenteritis)’nin sitoprotektif biyosentezine karsi
aragidonik asitin biyoyararlinimini arttirarak gastrik mukozayr koruyucu etki gosterdigi
(98) ve ¢orek otu yagmin etanolle endiiklenen gastrik mukozal hasarina karsi

gastroprotektif etki gosterdigi de ¢alismalar sonucunda kanitlanmistir (99-101).

Cerrahi olarak tiroidektomi yapilmis ve strese maruz birakilmis iki grup fareler tizerinde
yapilan bir aragtirmada, ¢orek otu yagi ile oral tedavi uygulanan grupta gastrik sivinin
belirgin bir seviyede azalma oldugu rapor edilmistir (102). Bir baska ¢alismada ise ¢orek
otu tohumlarmin sivi esktresinin asetilsalisilik asit muamelesi ile olusturulan iilser
modelinde antiiilser tedavisi uygulanan farelerde de gastrik sividaki asit yogunlugunu
azalttigi belirtilmistir (92). Ayrica ¢orek otunun etanollii ekstresi, etil asetat fraksiyonu ve
saflastirilmis fraksiyonunun farelerde indometasinden kaynaklanan gastrik iilsere karsi

koruyucu etki gosterdigi de kanitlanmustir (103).
2.10. SABIT YAG BIiLESiMi UZERINE YAPILAN CALISMALAR

Corek otu tohumunun nétral lipit siniflari lizerine yapilan bir ¢alismada, incelenen noétral
siiflarin hepsinde miktar bakimindan en fazla linoleik asit (C18:2) sonra oleik asit (C18:1)
ve palmitik asit (C16:0)’in bulundugu belirtilmistir (94). Iran kokenli ¢érek otu tohumunun
sabit ve ucucu yag bilesimi iizerine yapilan bir ¢alismada, sabit yagin baslica linoleik asit
(%55,6), oleik asit (%23,4) ve palmitik asit (%12,5) gibi 6nemli yag asitlerinden olustugu,
ugucu yagin ise trans-anetol (% 38,5), p-simen (%14,8), limonen(%4,3) ve karvon (% 4,0)

baslica bilesenlerden olustugu belirtilmistir (104).

Tunus ve Iran kokenli ¢érek otu tohumlarmin fizikokimyasal karakteristikleri ve kimyasal
bilesimi iizerine yapilan bir ¢alismada ise, Tunus ve Iran tiirleri icin bu icerikler sirasiyla
protein (%26,7; 22,6), yag (%28,48; 40,35), linoleik asit (%50,3; 49,2), oleik asit (%25,0;
23,7), palmitik asit (%17,2; 18,4), sabunlagma sayis1 (211, 217 mg KOH/g yag) ve
polifenol igerigi (245+9,16; 309+12,31 mg gallik asit’kg yag) olarak belirlenmistir (105).

Corek otu tohumunun bilesimi iizerine azotun etkisinin incelenmesi konulu bir ¢alismada,
topraga 30 kg N/ha uygulanmasi durumunda ¢orek otu tohumunun sabit yag iceriginin

%32,7°den %37,82’ye yiikseldigini belirtilmistir (106).
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Corek otu yagindaki izopropilmetilfenollerin (karvakrol “5-izopropil-2-metilfenol”, timol
“2-izopropil-5- metilfenol”) voltametrik metotla belirlenmesi {izerine yapilan calisma
neticesinde kayda deger basarilar elde edilmistir (107). 126 adet Misir kokenli ¢orek otu
tohumundan elde edilen yagin bilesimi iizerine, uygulanan ekstraksiyon metodu tiiriiniin
etkisini arastirmak amaciyla yapilan calismada, deneyler neticesinde yagin fiziksel ve
kimyasal 6zelliklerinin uygulanan ekstraksiyon metoduna gore degistigi tespit edilmistir.
Ornegin, soguk pres yontemiyle yag veriminin %24,76 ve solvan (petrol eteri)
ekstraksiyonu sonucunda ise %34,78 oldugu belirtilmistir. Ozellikle de insan saghig
acisindan son derece dnem arz eden sterol tiirli olan B-sitosteroliin miktar1 636+35 mg/100
g Yag (soguk pres yontemi), solvan ekstraksiyonu sonucunda 960+60 mg/100g yag
degerine yiikselmistir (39).

Corek otu tohumunda ¢oziicii ekstraksiyonu uygulamasiyla elde edilen yagin verimi ve
bilesimi {lizerine ¢Oziicli etkisini arastirmak amaciyla yapilan bir ¢calismada, ¢oziicii olarak
n-hekzan ve kloroform/metanol (2:1, v:v) karisimi kullanilmistir. Ekstraksiyon ¢alismalari
sonucunda yag verimleri %37,9 (n-hekzan) ve %39,2 (kloroform/metanol) olarak elde
edilmis ve yagin bilesimi {izerine yapilan calismalar; ¢oziicii tiirlinlin, yag asidi bilesimi
tizerinde kayda deger bir etkisinin olmadigini ortaya koymustur. Yag asitler arasinda en
yiiksek oranda linoleik asit (%57) (C18:2n-6) ve oleik asit %24 (C18:1n-9) oldugu
belirlenmis olup, linoleik asit’in oleik asite oraninin (~2,4); 2,1’in istiinde oldugu ve bu
degerlerin literatiirde yer alan soya (C18:2n-6 = % 52, C18:1n-9 = %25) ve musir (C18:2n-
6 = %58,7; C18:1n-9 = %26,6) yag1 degerlerine yakin oldugu bildirilmistir (108).

Tiirkiye kokenli ¢orek otu tohumlarmin bilesimi iizerine yapilan bir ¢alismada, Izmir
yoresinden temin edilen ¢orek otu tohumlarinin bilesiminde, yag asidi olarak linoleik
(%60,8+2,67), oleik (%21,9+1,0) ve palmitik (%11,4+1,0) asit, sterol olarak B-Sitosterol
(%69,4+2,78), tokoferol olarak y-tokoferol (250+13,0 pg/g) ve toplam tokoferol (340+8,66
ng/g), toplam polifenol (1744+10,6 pg/g), yag (%32,0+0,54), ham protein (%20,2+0,82),
karbonhidrat (%37,4+0,87) ve potasyum (1180£10,0 mg/100 g) en fazla oranda oldugu
belirtilmistir (19).

Corek otu tohumundan yag eldesinde, yiiksek ve diisiik basingl siiperkritik karbondioksit

ekstraksiyon yontemi uygulanarak yapilan ¢alismada elde edilen ekstre igindeki yag orani
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ve antioksidan aktivite iizerine basincin etkisinin olup olmadigi arastirllmistir. Sonugta,
yiiksek basingli sistemden elde edilen ekstre i¢indeki ugucu yag oraninin, diisiik basinglt
sistemden elde edilenin iki kati oldugu ve antioksidan aktivite bakimindan da digerine

iistiin oldugu belirtilmistir (109).

Ug farkli ¢érek otu tohumundan elde edilen yaglarda bulunan glikolipitlerin cesitli
tekniklerle izole edilmesi iizerine yapilan bir ¢alismanin sonucunda, ¢oérek otu tohum

yaginin glikolipit bakimindan digerlerine gore daha {istiin oldugu belirlenmistir (40).

Kisnis otu tohum yagi, ¢orek otu tohum yagi ve nijer tohum yaginin oksidatif stabilitesi ve
toplam fenolik madde igeriklerinin incelenmesi maksadiyla yapilan bir ¢aligmada, bir dizi
yapilan oksidatif stabilite belirleme ¢aligmalar1 neticesinde, stabilite bakimindan
kisnig>¢orek otu ve nijer siralamasi elde edilmis olup fenolik madde icerigi bakimindan ise

en biiyiik degeri ¢orek otu numunesinden elde edilmistir (110).
2.11. COREK OTU VERIM VE KALITE ARASTIRMALARI

Eskisehir’de 10 farkli ¢orek otu popiilasyonunda verim ve kalite 6zelliklerinin belirlenmesi
amaci ile yapilan bir calismada; oOzellikler arasindaki dogrudan ve dolayh iliskileri
saptamistir. Ekim sirasinda dekara saf 4 kg fosfor ve 6 kg azot gilibre uygulanmais, ¢ikista
ve ciceklenmede sulama yapildigi bildirilmistir. Sulamanin  yontemi ve miktar
bildirilmemis olmasiyla birlikte, denemede popiilasyonlarin bitki boyu 16,6-25,2 cm,
toplam dal sayis1 3,1-4,6 adet/bitki, toplam kapsiil sayist 5,6-9,2 adet/bitki, kapsiil ¢cap1 1.1-
1,3 cm, kapsiildeki tohum sayis1 60,5-94,2 adet/kapsiil, kapsiildeki tohum agirligi 0,24-
0,32 g/kapsiil, bitkide tohum sayis1 317,0-589,5 adet/bitki, tek bitki verimi 1,02-1,74 g,
tohum verimi 905,3-1881,3 kg/ha, bin tane agirhigi 1,21- 2,62 g, ilk 9 ¢igeklenme siiresi

PR

55-70 giin ve vejetasyon siiresi ise 110-117 giin arasinda degistigi bildirilmistir (111).
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3. GEREKCE ve AMAC

Bu doktora tez ¢aligmasinin amaci; tibbi ve ekonomik 6nemi yiiksek olan Nigella sativa
’da ¢esitli kimyasallar ile 6n uygulama yapilan tohumlarindan ve biyoteknolojik yontemler
kullanilarak ¢ogaltilmis bitkilerdeki ve Kkalluslardaki timokinon miktarlari degisiminin i)
YBSK ile gozlemlenmesi; i) tohum yaglarina ait yag asidi profillerinin de GK/KS
teknikleri kullanarak belirlenmesidir.

Giliniimiizde satilan ¢drek otu ve yaglarinda timokinon ve etkili bilesiklerin miktari
Olcilmemekte ve bilinmemektedir. Etkili bilesiklerin miktariin bilinmesi, diinya
piyasasinda yer alacak bitkisel kokenli hammadde iiretiminde en Onemli giiven
unsurlarindan biri olarak one ¢ikmaktadir. Bitkisel ilag hammaddesi iiretiminde tarimsal
iiretim, maliyetin Onemli bir boliimiinii olusturmaktadir. Yapilan arastirma ile bitkisel
hammaddeye ekonomik agidan katma deger katilmistir ve tezde belirtilen yontemler

kullanilarak elde edilen bulgular niteligindeki {iriin, pazarda daha kolay yer alabilecektir.

Tezin bu temel ¢iktilarna ilaveten, aktif bilesiklerin kalitatif ve/veya kantitatif
farkliliklarinin incelenmesi ve hammadde {iretimi gibi dogrudan ilag¢ sanayisini ilgilendiren
konularda bilimsel stratejilerin olusturulmasina katkis1 dikkate deger bir olgudur.
Piyasadan toplanan Ornekler ile tarafimizca iiretilen standardize ¢orek otu tohumu, tez

konusu olan parametrelerce karsilagtirilmistir.

Tez ile ililkemizde kiiltlirii yapilmakta olan ¢orek otunun ve yaginin etkili bilesigi olan
timokinonun miktar1 6n uygulama yapilarak arttirilmis ve tezdeki priming uygulamalari ile
katma degeri yiiksek bir {iriin elde edilerek iilkemiz i¢in yeni bir kazan¢ saglanmistir. Bu
tez ile ¢orek otu yaginda hammadde kaynaginin siirekliligi ve standardizasyonu
saglanmistir. Bu tez c¢alismasi yukarida vurgulanan noktalarda kayda deger gelismeler

yarattig1 i¢in olduk¢a 6zgiindiir.
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4, MATERYAL VE METOT
41. ONUYGULAMA (PRIMING) CALISMALARI
4.1.1. ONDENEME CALISMALARI

On deneme, uygun ve yararli dozlar1 belirlemek amaciyla yapilmistir. Bu denemede iyi
sonu¢ veren On uygulama siiresi belirlendikten sonra bu siireler ile 6n uygulama

muamelesi yapilan tohumlar laboratuvar denemelerinde kullanilmistir.

On deneme sonucunda dnceden kullanilmasina karar verilmis olan 12 ,20, 24 saat siire ile
uygulanan ¢orek otu tohumlarindan 20 saat siire ile priming yapilan tohumlarda en iyi
¢imlenme sonucu elde edilmistir. Bu uygulama ii¢ kez tekrarlanmig ve hepsinde de benzer
sonuglar almmistir. On deneme sonuglarina gore tohumlarda ilk cikis 21 saat sonra

goriilmiistiir; bu nedenle 24 saat uygulama siiresi yerine ¢orek otu tohumlarinda priming

i¢in 20 saat uygulama siiresinin daha uygun oldugu gézlenmistir.

Sekil 4.1. Farkl siireler ile priming yapilmis tohumlarin 6n denemesinin genel goriiniimii.
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4.1.2. ON UYGULAMA DENEMELERI

On uygulama ortam1 olarak; saf su, PEG (Polyethylene glycol), Mannitol (Alkollii seker)
kullanilmistir. Kontrol ve ti¢ 6n uygulama dozlar1 olarak; PEG (%10, %20), Mannitol (%04
, %6) ve saf su (18, 20 saat) hazirlandiktan sonra tohumlar 20 saat bu sivilarda bekletilmis
olup, 24 saat silire ile havlu kagitlar {lizerinde ve oda sicakliginda (24°C + 1°C)

kurutulmustur.

Priming denemelerinden elde edilen sonuglarina gore, en iyi sonug¢ elde eden kimyasal ve
dozu belirlenmis olup, sonuglara gére Mannitol (%4) ile priming sonuglar1 en iyi olarak
belirlenmistir. Daha sonra yapilmis denemelerde %4 Mannitol ile priming uygulamasi

tercih edilmistir.
4.1.3. ON UYGULAMA SONRASI CIMLENME YUZDESI

Uygulama sonrasi tohumlarin ¢imlenme yiizdelerinin belirlenmesi i¢in tohumlar 4 x 50
tohum 20 % 20 cm boyutlarindaki kurutma kagitlari arasinda ¢imlenmeye birakilmistir. Her
bir kurutma kagidina 6 ml saf su eklenerek, nem kaybini onleyici agzi kilitli torbalar
icerisinde yerlestirildikten sonra % 70 nem igeren ¢imlendirme kabinlerinde, standart
cimlenme sicakligi olarak (24°C + 1°C) ‘ye ayarlanarak ¢imlendirilmistir. 17 giin boyunca
siiren calismada; 2 mm’lik kokeiik c¢ikist ¢imlenme kriteri olarak kabul edilmistir.
Cimlenme testlerinde ISTA (Uluslararasi Tohum Test Birligi) kurallar1 esas alinmis ve

sonuglar % olarak belirlenmistir.

Sekil 4.2. Corek otu tohumlarin laboratuvar kosullarinda kontrol, %20 PEG ve saf su ile
priming sonucunda ¢imlenmis tohumlarinin genel goriintiisii
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4.1.4. ON UYGULAMA SONRASI CIMLENME HIZI

Cimlendireye konulan tohumlarda her giin sayim yapilmis, ISTA kurallarina gore
¢imlenme hizini belirlemek i¢in 7. giinde yapilan sayimda, tespit edilen deger ¢imlenme

hiz1 olarak belirlenmistir.
4.1.5. ON UYGULAMA SONRASI CIMLENME GUCU

Cimlenme hizi ayarlandiktan sonra tohumlar ¢imlendirme kabininde tutulmaya devam
edilmis ve 17. ginde yapilan sayimda elde edilen degerlerden ¢imlenme giicii

hesaplanmustir.
4.1.6. ON UYGULAMA SONRASI SAPCIK VE KOKCUK UZUNLUGU

Cimlendirmenin 17.glinlinde her tekerriirden alman 10 adet fidenin kokgiikk ve sapgik

uzunluklari cm olarak Sl¢iilmiistiir.
4.1.7. ON UYGULAMA SONRASI SAPCIK VE KOKCUK YAS AGIRLIGI

Her tekerriirden segilen 10 fidenin sapc¢ik ve kokgiiklerini ayrilarak hassas teraziyle
agirliklarn tartilip sapgik ve kokeikk yas agirliklarin  ortalamasi mg/fide olarak

belirlenmistir.
4.1.8. ON UYGULAMA SONRASI SAPCIK VE KOKCUK KURU AGIRLIGI

Her tekerriirden segilen 10 fidenin sapcik ve kokgiiklerini ayirarak + 80°C’°de 24 saat
kurutulduktan sonra hassas teraziyle tartilip sap¢ik ve kokgiik kuru agirliklarin ortalamasi

mg/fide olarak belirlenmistir.
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Sekil 4.3. %4 Mannitol priming uygulamasi sonucunda toprak+kum+giibre karisimi iceren
saksilarda ¢imlenmis fidelerin 2-3 yaprak asamasinda elde edilen bir goriiniim.

4.1.9. TARLA DENEMELERI

Corek otu tohumlari; %4 Mannitol’iin, timokinon tizerindeki etkisini belirlemek amaciyla,
On uygulama islemi gordiikten sonra 24 saat oda sicakliginda kurutulmus olup, iki parselde
kontrol ( hi¢ bir uygulama yapilmamis tohumlar) ve 6n muamele yapilmis tohumlar
seklinde Nisan ayinda tarla ekimi Ankara Universitesi Ziraat Fakiiltesi Tarla Bitkileri
Boliimii uygulama alanlarinda yapilmistir. Diizenli olarak hasat donemine kadar sulama ve
bakim islemleri yapilmig, hasat mevsiminde elde edilen tohumlar timokinon miktarini

belirlemek amaciyla analiz edilmistir.
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Sekil 4.4. Corek otu tarla denemesi

Sekil 4.5. Kontrol ve %4 Mannitol ile 6n muamele yapilmis tohumlardan gelisen bitkilerin
Ankara Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Tarla Bitkileri Boliimii’ne ait tarladaki goriintiisii

33



4.1.10. SERA DENEMELERI

On uygulamanin, ¢érek otundaki timokinon miktari {izerinde etkileri incelemek amaciyla
yirlitiilmistiir. Deneme Oncesi; toprak karisimi (toprak+kum+giibre) hazirlanmis ve
saksilara doldurulmustur. Daha sonra, her saksida 10 adet kontrol ve %4 Mannitol ile 6n
muamele yapilmis ¢orek otu tohumlar ekilmistir. Saksilarda esit bitki olmast i¢in ¢ikis
sonrasi saks1 basina bitki sayis1 bes adet olarak seyreltilmistir. Thtiya¢ duyulunca her saksi
ayni diizende sulanmis ve gerekli bakim islemleri yapilmistir. Deneme bitkilerinden elde

edilen tohumlar hasat edildikten sonra timokinon miktar1 ol¢iilmustiir.

Sekil 4.6. %4 Mannitol uygulamasi sonrasi tohumlarin (A) sera kosullarda c¢imlenen
bitkilerin (B) , cigeklenen bitkilerin (C) ve hasat edilmis kapsiillerin (D) genel bir
gorunumu
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4.2. BIYOTEKNOLOJI CALISMALARI

Denemelerde MS mineral tuz ve vitaminleri, %3 siikroz ve %0,7’lik agar (Type A, Sigma)
iceren temel besi ortami kullanilmistir. Ortamlarin hazirlanisinda bidistile su kullanilmis
olup, deneme ihtiyacina gore besi ortamlarina degisik konsantrasyonlarda bitki biiylime
diizenleyicileri olan TDZ (tidiazuron), BAP (benzil aminopurin), NAA (naftalin asetik
asit), Kinetin ve 2,4-D (2,4 diklorofenoksi asetik asit) eklenmistir. Besi ortamlarinin asitlik
bazlik degerleri (pH’s1) 1 N HCI veya 1 N NaOH kullanilarak 5,6 — 5,8’e ayarlanmustir.
121 °C’de ve 118 kPa basing altinda otoklavda 20 dakika boyunca tutularak steril

edilmistir.

Doku kiltiirii islemleri steril kabin igersinde gerceklestirilmistir. Her muamele igin, 10
adet eksplantin bulundugu 3 tekerriirlii petri kutular1 (100 x 10 mm) ya da magenta (Sigma
- Aldrich GA-7) kaplar1 kullanilmistir. Ortamlarin, magenta kaplarinin ve saf suyun
sterilizasyonunda 118 kPa basing, 121 °C ve 20 dk ayarli otoklav kullanilmigtir. Cam petri

kutular1 160 °C’de 2 saat etiivde steril edilmistir.

Corek otu tohumlarinin ylizey sterilizasyonu amaciyla, ticari camasir suyunun (Ace) %30,
%40, %50, %75' lik dozlarinin her biri 4 farkli stirede (10, 15, 20 dk.) uygulanmistir.
Yiizey sterilizasyonundan sonra tohumlar steril saf su ile 5x3 dk durulanmistir. Steril
edilen tohumlar yine steril petri kaplar1 igerisinde MS besi ortaminda 24+2 °C’de

cimlendirilmistir.
4.2.1. EKSPLANT SECiMi

Steril edilen tohumlardan elde edilen 7—10 giinliik bitkiciklerin hipokotil, kotiledon ve

kotiledon bogumu eksplantlar1 kullanilmistir.
4.2.2. BITKi REJENERASYON ASAMASI

Cesitli dozlarda TDZ, BAP, NAA, Kinetin, 2,4-D, IAA vb. hormonlar1 iceren MS besin
ortamlar1 hazirlanmustir. /n vitro fidelerden izole edilecek kotiledon, kotiledon bogumu ve

hipokotil eksplantlar1 tizerinde ad1 gegen hormonlarin etkisi arastirilmistir.

Mannitol ile 6n uygulama yapilmis tohumlarda, ilk once tohumlar1 antibakteriyel sivi

sabunda 2 dk. tutulduktan sonra, 10 dk. %50 camasir suyu ile ylizey sterilizasyon

35



saglanmigtir. Denemelerde MS mineral tuz ve vitaminleri, %3 siikroz ve %0,7’1ik agar
(Type A, Sigma) iceren temel besi ortami kullanilmistir. Siirglin rejenerasyonunda,
denemede besin ortamlarina degisik konsantrasyonlarda bitki biiyiime diizenleyicileri olan
TDZ, BAP, NAA, Kinetin, 2,4-D ve 1AA ilave edilmistir. Elde edilen sonuglara gére, TDZ
ve kinetinden stirgiinler elde edilip koklendirmeye alinmigtir. Ayrica, kalluslarda
timokinon miktarinin artmasini incelemek amaciyla ¢orek otu tohumlarinda ¢esitli

dozlarda 2,4,D iceren MS besi ortamlar1 hazirlanip, sonuglar1 gézlenmistir.

Cesitli TDZ dozlar1 ( 0,25, 0,5, 0,75 mg/L) ve Kinetin (0,5, 0,75, 1 mg/L) denemeleri
sonucunda elde edilen kalluslar iizerinde gelisen siirgiinler ve silirgiin uzunlugu

degerlendirilip, siirglinler tek tek gesitli koklendirme ortamlarina alinmistir.

Sekil 4.7. Kotiledon bogumu eksplantlarindan 0,5 (A) ve 0,75 mg/L (B) Kinetin i¢eren
MS besin ortamindan elde edilen siirglinlerin koklendirme agamasi

In vitro fidelerden izole edilmis kotiledon, kotiledon bogumu ve hipokotil eksplantlar1 0,05
mg/L BAP ve 0,25, 0,5, 0,75 ve 1 mg/L NAA igeren MS besi ortamlarinda kiiltiire

alinmistir ve aralarindaki rejenerasyon kapasitesi kiyaslanmustir.

4.2.3. COREK OTU TOHUMLARDAN KALLUS ELDESI

Corek otunda %4 Mannitol ile 6n uygulama yapilmis tohumlardan elde edilen kalluslarda;
on uygulama isleminin kalluslardaki timokinon miktar1 tizerindeki etkisini belirlemek

amact ile yapilmistir. Yapilan denemelerde 2,4,D hormonunun ¢esitli dozlar

36



kullanilmigtir. Kurulan denemelerde 2.4.D ve Kinetin’in gesitli dozlart (1 mg/L 2.4.D,
Img/L 2.4.D + 0.05 mg/l KN, ;1mg/L2.4.D+ 0.1 mg/L KN;1mg/L 2.4.D + 0.5 mg/L
KN; 1 mg/L 2.4.D + 1 mg/L KN; 1 mg/L 2.4.D + 1,5 mg/L KN) kullanilmstir.

Sekil 4.8. Kallus elde etme amaciyla 0,75Smg/L dozunda hazirlanan 2.4.D ortamina ekilen
tohumlarin goriintiisii

Yapilan denemelerde 2,4,.D hormonunun ¢esitli dozlart kullanilmistir. Kurulan
denemelerde 2.4.D ve Kinetin’in gesitli dozlar1 (1 mg/L 2.4.D; 1mg/L 2.4.D + 0,05 mg/L
KN; 1 mg/L 2.4.D + 0,1 mg/L KN; 1 mg/L 2.4.D + 0,5 mg/L KN; 1 mg/L 2.4.D + 1 mg/L
KN; 1 mg/L 2.4.D + 1.5 mg/L KN) kullanilmistir. Yapilan denemelerin sonucunda 2.

denemeden daha hizli ve daha iri kalluslar elde edilmistir.

Sekil 4.9. Corek otu tohumlarinda 1 mg/L 2.4 D + 0,05 mg/L KN igeren MS besi
ortamindan elde edilen kallus
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43. YBSK VE GK-KS ANALIZLERI ICIN EKSTRAKSIiYON VE METOD
CALISMALARI

Tohumlarin ekstraksiyonunda ve analizlerinde kullanilan metanol ve 2-propanol ( Fisher
Scientific, Pittsburgh, PA) YBSK safligindadir. Saf su Milli-Q (Millipore Corp.., Milford,
MA) sisteminden siiziilerek elde edilmistir. Timokinon standardi ise Sigma- Aldrich

firmasina ait olmakla birlikte kodu 274666°dir.
4.3.1. KALLUS EKSTRAKSIYONU

5g kallus tartilmis ve 10 ml’lik balon jojelere yerlestirilmistir. Uzerine 5 ml Metanol
eklenip, ultrasonik su banyosunda 10 dakika boyunca ekstraksiyonu yapilmistir. Ultrasonik
su banyosu ile ekstraksiyonundan sonra yine metanol ile 10 ml’ye tamamlanarak, 5 dakika
daha ultrasonik su banyosuna tabii tutulmugstur. Hazirlanan ekstreler mikro enjektor

filtreleri ile siiziilerek viallere aktarilmistir (Sekil 4.10.).

Sekil 4.10. Kallus (A), kallus ekstraksiyonu (B) ve kallus ekstraksiyonunun filtre
kagidindan siiziilmesinin (C) genel goriiniimi

38



4.3.2. PIYASADA SATILAN COREK OTU TOHUMLARININ, YAGLARININ VE
KAPSULLERININ TEMINI

Piyasada bulunan gesitli ¢orek otu preperatlarimin timokinon miktar analizi i¢in ¢esitli
aktarlardan ve eczanelerden 10’ar adet ¢orek otu tohumu, ¢orek otu yagi ve ¢orek otu yagi
kapsiilii temin edilmistir. Tohumlarin, yaglarin ve yag kapsiillerinin orijinleri ve markalari
birbirinden farkli olup, ekstraksiyonlar1 asagidaki ana basliklarda belirtildigi gibi
yapilmistir. Corek otu tohumlar1 CT; yaglar1 CY; kapsiilleri ise CK olarak kodlanmistir.

4.3.3. TOHUM EKSTRAKSIiYONU

Tohumlarin ekstraksiyonu igin literatiir taramasi yapilmis ve en uygun yontem secilmis ve
bu yontemde cesitli modifikasyonlar yapilarak uygulanmustir (42). Oncelikle 5 gr tohum
iyice ezilerek tiizerine 200 ml metanol eklenmistir. Manyetik karistiricida 2 saat
calkalanarak siizge¢ kagidindan siiziilmiis ve rotary evaporatdrde kurutulmustur. Kalan
madde pastor pipeti kullanilarak metanolle azar azar ¢oziilmiis ve 50 ml’lik balon jojeye
konularak 50 ml’ye metanolle tamamlanmistir. Enjektor filtresi ile viale siiziiliip analize

verilmistir ( Sekil 4.11.).

Sekil 4.11. Tohum ekstraksiyonunun genel gériiniimii

4.3.4. YAG VE KAPSUL EKSTRAKSIYONU

Corek otu yagi ekstraksiyonu i¢in literatiir taramasi yapilmis ve en uygun yontem secilerek
uygulanmistir (42). Yaglarin ekstraksiyonu i¢in Agilent ZORBAX SPE C18 (EC) kartus
kullanilmistir. Kat1 faz ekstraksiyonu (SPE); analitlerin ¢ozeltiden emilme (sorpsiyon)

yoluyla konsantre edilip arindirilmasinin ardindan, emilen bu analitin enstriimental analiz
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icin (YBSK —KS gibi) uygun bir solvent ile yikanmasi (eliisyon) seklinde gerceklesen bir
numune hazirlama metodudur. SPE C18 kartus igerisine 20 pL ¢orek otu yagi eklenmistir.

Uzerine 2x400uL metanol eklenip direkt viale siiziilmiistiir (Sekil 4.12.).

Sekil 4.12. Yag ekstraksiyonunun genel goriiniimii

4.3.5. YBSK KOSULLARI

Cihaz: Agilent Technologies 1200 series

Akis Hizt: 0.9 ml/min

Mobil Faz: Su: Metanol: 2- propanol (50:45:5)

Kolon: Eclipse XDB-C18 column (150 mm x 4.6 mm, 5um)

Siire: 50 dakika

Enjeksiyon hacmi: 10ul

Dedektor: Diyod Array Dedektor (254 nm dalga boyunda calisilmistir.)

Analiz Yontemi: Izokritik
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Sekil 4.13. YBSK cihazinin sematik goriintiisii

4.3.6. GAZ KROMATOGRAFISI - KUTLE SPEKTROMETRESI (GK-KS)
KOSULLARI

4.3.6.1. Gaz Kromatografisi - Kiitle Spektroskopisi

Bilesiklerin kiitle spektrumlari; 7890A gaz kromatografi (Agilent, Santa Clara, CA, USA)
ile kombine edilmis dik hizlanma ugus zamanli kiitle spektrometresi GCT Premier
(Waters) kullanilarak kaydedilmistir. Ornekler 10:1 split oraninda 220 oC’de enjekte
edilmistir. Kromatografik ayrimda J&W DB-5MS kapiler kolon (30 m x 0,25 mm, film
kalinligt 0,25 pm) kullanilmistir. GK sisteminde tasiyici gaz olarak helyum ile siirekli akis
modu (1 ml/dk) calistirilmigtir. Sicaklik programi sdyledir: 60°C (0 dk), sonra 37°C/dk
artisla 150 °C’ye, daha sonra 38°C/dk artisla 380°C’ye (9 dk). Kimyasal Iyonizasyon (CI)
spektrumu pozitif iyon modunda, reaktif gaz olarak metan kullanilarak kaydedilmistir.

Iyon kaynag sicaklig1 140 °C’dir.

4.3.6.2. Gaz Kromatografisi Kosullari

Cihaz: Agilent 6890N Network GC system

Dedektor: Agilent 5973 Network Mass Selective Detector (GC-MS)

Kolon: Agilent 19091N—-136 (HP Innowax Capillary; 60,0 m x 0,25 mm x 0,25 pum)
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Tastyic1 Gaz: Helyum
Akis hizt: 3,3 ml/dk
Enjeksiyon Hacmi: 1 pl
Split oran1: 20:1

Enjektdr Sicakligi: 250°C
FID Sicakligi: 250°C

Cizelge 4.1. Gaz Kromatografisi Sicaklik Programi

Sicakhk °C Artis Miktar1 | Tutulma Zamam (dk.) Toplam Zaman (dk.)
100 -—-- 1 1
170 10 ---- 8
215 5 5 22
240 10 10,5 35

Corek otu sabit yaginin bilesenlerinin teshisi; kiitle spektrumlarinin Wiley ve Nist GK-KS
Kiitiiphaneleri ile ve ilgili literatiirlerden saglanan verilerle karsilastirilarak yapilmistir.
Sabit yag bilesenlerinin yiizde miktarlari; normalizasyon metodunun kullanilmas: ile GK

pik alanlarindan yararlanarak hesaplanmstir.
4.3.6.3. Yag Asidi Profili i¢cin Yag Asidi Metil Esterlerinin Olusturulmasi

Piyasadan elde edilen corek otu yaglar1 ve kapsillerinin GK (gaz kromotografisi)
kullanilarak yag asidi profillerinin ¢ikarilmasi i¢in metilasyon islemi yapilmigtir. Bunun
icin 150 mg yag 25 ml’lik balon jojede tartilarak {izerine 4 ml 0,5 N metanolli NaOH
cozeltisi ilave edilmistir. Hi¢ yag damlacigi kalmayincaya kadar su banyosunda 1sitildiktan
sonra iizerine 4 ml metanollii BF3 eklenerek kaynatilmistir. Sogumasi beklendikten sonra

25 ml’ye tamamlanacak sekilde, lizerine doymus NaCl ¢ozeltisi ilave edilmistir. 2 ml n-
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hekzan eklenerek iist faz pastor pipeti vasitasi ile toplanip GK-KS’de analiz edilmek {izere

viallenmistir.
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5. ARASTIRMA BULGULARI
5.1. ON UYGULAMA DENEMELERININ SONUCLARI

Corek otunda 6n uygulamanin ilk gelisme donemindeki etkilerini belirlemek igin,
c¢imlenme ve ¢ikis oranlari, sapcik, kokgik uzunlugu ile yas ve kuru agirlik degerlerine
iliskin elde edilen veriler ve bu verilerin degerlendirilmesi ayri bagliklar altinda

aciklanmistir.

Cizelge 5.1. Farkli On uygulamalarin Yapildig1 ¢érek otunda ¢imlenme hizi ve giicii
ortalamalar1 (%)

Uygulamalar Cimlenme Hizi1 (%) Cimlenme Giicii (%)
SAFSU 18 saat 94 97
SAFSU 20saat 95 96
MAN %4 98 98
MAN %6 96 98
PEG %10 80 95
PEG %20 80 95
KONTROL 70 90

5.1.1. CIMLENME HIZI

ISTA kurallarina gore ¢imlenme hizinin belirlenmesi i¢in 7. giinde yapilan sayimda, elde
edilen deger % ¢imlenme hizi olarak belirlenmistir. Cizelge 5.1.’de goriildiigii gibi en
yiiksek ¢imlenme hiz1 % 98 olarak Mannitol % 4 elde edilmis bunu saf su 18 ve 20 saat ile
O6n uygulama yapilan tolumlar izlemistir. En diisikk ¢imlenme hizi ise % 70 olarak

kontrolde saptanmustir.
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Sekil 5.1. Cimlenme hiz1 (%)

5.1.2. CIMLENME GUCU

Cimlenme hiz1 belirlendikten sonra tohumlar ¢imlendirme kabininde tutulmaya devam
edilmis, 17. glinde yapilan sayimda elde edilen deger, % c¢imlenme giicii olarak elde
edilmistir. Sekil 5.2.’de goriildiigli gibi ¢imlenme giicli yoniinden %98 olarak %4 Mannitol
ve % 6 Mannitol en yiiksek olarak saptanir iken, en diisiik ¢imlenme giicii %90 olarak

Kontrol’de saptanmustir.
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5.1.3. SAPCIK UZUNLUGU

Sapgik uzunlugu bakimindan uygulamalar arast farklilik 0,01 diizeyinde Onemli
bulunmustur. Uygulamalar arasindaki farklilik gruplandirilmasi i¢in Duncan testi yapilmis

ve sonuglar Cizelge 5.2.” de verilmistir.

Cizelge 5.2. Farkli 6n uygulamalarin yapildig1 ¢orek otunda sapg¢ik uzunlugu ortalamalari
(cm)

Uygulamalar Sap¢ik Uzunlugu Ortalamalari (cm)
Saf su 18 sa 3,567ab
Saf su 20 sa 3,533ab
% 4 Mannitol 4,267a
% 6 Mannitol 3,330b
% 10 PEG 3,010b
% 20 PEG 2,913bc
Kontrol 2,267c

Cizelge 5.2.°de goriildiigii gibi; sapgik uzunlugu yoniinden kontrolde daha diisiik
ortalamalar ortaya ¢ikmistir. % 4 Mannitol ile priming yapilan tohumlarin en yiiksek

sapc¢ik uzunluguna sahip oldugu gozlenmistir.
5.1.4. KOKCUK UZUNLUGU

Kokeiik uzunlugu ortalamalar1 Cizelge 5.3.” te verilmistir. En yiliksek kokeiik uzunlugu
7,023 cm olarak %4 Mannitol ile 6n uygulama yapilan tohumlarda saptanir iken, en diisiik

kokeiik uzunlugu 2,933 cm olarak kontrolde gozlenmistir.
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Cizelge 5.3. Farkli 6n uygulamalarin yapildigi ¢oérek otunda kokeiik uzunlugu ortalamalari
(cm)

Uygulamalar Kokgiik Uzunlugu Ortalamalar1 (cm)
Saf su 18 sa 6,333
Saf su 20 sa 5,300
% 4 Mannitol 7,023
% 6 Mannitol 5,067
% 10 PEG 6,010
% 20 PEG 5,313
Kontrol 2,933

5.1.5. SAPCIK YAS AGIRLIGI

Cizelge 5.4.’te goriildligii gibi, verilere gore en yiiksek sapgik yas agirligi ortalamasi %4
Mannitol’de 21,60 mg ile saptanirken, en diisiik sapgik yas agirligi 15,33 mg ile kontrolde

gbzlenmistir.

Cizelge 5.4. Farkli 6n uygulamalarin yapildig1 ¢orek otunda sapgik yas agirligi ortalamalar
(mg)

Uygulamalar | Sap¢ik Yas Agirhig Ortalamalar: (mg)
Saf su 18 sa 16,10
Saf su 20 sa 17,57
% 4 Mannitol 21,60
% 6 Mannitol 19,00
% 10 PEG 16,37
% 20 PEG 16,57
Kontrol 15,33
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5.1.6. SAPCIK KURU AGIRLIGI

Cizelge 5.5’te goriildiigii gibi; sapcik kuru agirligr ortalamast yoniinden en yiiksek sapgik

kuru agirligr 0,001467 g ile %4 Mannitol uygulamasinda saptanir iken en diisiik sapgik

kuru agirligi 0,00008 g ile kontrolde gézlenmistir.

Cizelge 5.5. Farkli on uygulamalarin yapildigi ¢orek otunda sapcik kuru agirligi

ortalamalari (mg)

Uygulamalar Sap¢ik Kuru Agirhgi Ortalamalar: (mg)
Saf su 18 sa 1,100
Saf su 20 sa 1,133
% 4 Mannitol 1,467
% 6 Mannitol 1,333
% 10 PEG 1,100
% 20 PEG 1,067
Kontrol 0,800

5.1.7. KOKCUK YAS AGIRLIGI

Cizelge 5.6.’da gortldiigii gibi kokclik yas agirligi ortalamasi yoniinden en yliksek deger

10,74 mg olarak %4 Mannitol ile 6n uygulama yapilan tohumlarda saptanir iken en diisiik

kokeiik yas agirligi 2,367 mg ile kontrolde gozlenmistir.

Cizelge 5.6. Farkli 6n uygulamalarin yapildigi ¢orek otunda kokgik yas agirlig

ortalamalar1 (mg)

Uygulamalar Kokgiik Yas Agirhig Ortalamalar: (mg)
Saf su 18 sa 6,767
Saf su 20 sa 6,367
% 4 Mannitol 10,47
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Cizelge 5.6. (devam) Farkli 6n uygulamalarin yapildig1 ¢orek otunda kokgiik yas agirlig
ortalamalar1 (mg)

% 6 Mannitol 9,200
% 10 PEG 7,933
% 20 PEG 5,000
Kontrol 2,367

5.1.8. KOKCUK KURU AGIRLIGI

Cizelge 5.7.’de goriildiigii gibi kokeiik kuru agirligi ortalamasi yoniinden en yiiksek 0,7867
mg olarak % 4 Mannitol ile 6n uygulama yapilan tohumlarda saptanir iken en diisiik

kokeiik kuru agirligi 0,1333 mg olarak kontrolde saptanmuistir.

Cizelge 5.7. Farkli 6n uygulamalarin yapildigi c¢orek otunda kokciik kuru agirlig
ortalamalar1 (mg)

Uygulamalar Kok¢iik Kuru Agirhigi Ortalamalari (mg)
Saf su 18 sa 0,6033
Saf su 20 sa 0,5867
% 4 Mannitol 0,7867
% 6 Mannitol 0,6600
% 10 PEG 0,5300
% 20 PEG 0,6100
Kontrol 0,1333

5.2. DOKU KULTURU CALISMALARININ SONUCLARI

Bu ¢alismada, ylizey sterilizasyonunda en uygun eksplant kaynagi olarak tarladan toplanan
corek otu tohumlar1 tercih edilmistir. Yiizey sterilizasyonu i¢in herhangi bir deformesi
olmayan iiniform tohumlar se¢ilmis ve steril cam beher igerisinde sterilizasyonlari

yapilmistir. Tohumlar 2 dakika antibakteriyel sivi sabunla yikandiktan sonra, %30, %40,
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%50, %060 ticari ¢amasir suyunda (Ace®,%5 NaOCI ) 20, 15 ve 10 dakika yiizey

sterilizasyonundan sonra 5 x 3 dk. steril saf su ile durulanmistir.

Corek otu tohumlarinda sterilizasyon doz ve siiresinde uygulamalar arasi farklilik

gorilmektedir. Uygulamalar arasindaki farklilik sonuglar1 Cizelge 5.8.” de verilmistir.

Cizelge 5.8. Farkli sterilizasyonlarda doz ve siire uygulanmasinin ¢érek otunun ¢imlenmesi

tizerine ait ylizdeler

Camasir Suyu 10 dk. Camagir | 15 dk. Camasir 20 dk. Camasir
Konsantrasyonlar1 Suyu Ile Suyu Ile Suyu Ile

o Cimlenme Cimlenme Cimlenme
(%0) Yiizdesi (%) Yiizdesi (%) Yiizdesi (%)

%30 camasir suyu 67,22 63,57 48,55

%40 camasir suyu 52,52 46,83 41,67

%50 camasir suyu 86,90 82,14 49,90

%60 camasir suyu 49,17 45,84 38,00

Cizelge 5.8. de gorildiigii gibi 10 dakika siirede %50 ¢amasir suyu ile sterilizasyon

yapildiginda en yiiksek ¢imlenme orant %86,90 olarak elde edilmistir. Siire arttik¢a

¢imlenme ylizdesinde diisiis gozlenmistir.

Cizelge 5.9. Farkli sterilizasyon dozlarinda, 10 dk. siiresinde ¢drek otu tohumlarinda

kontamine oran ylizdeleri

Camasir Suyu Konsantrasyonlar1 (%)

10 dk. Camagsir Suyu Uygulamasi
Sonucunda Elde Edilen Bulasikhigin

Yiizdesi (%)
%30 camasir suyu 7,3
%40 camasir suyu 5,3
%50 ¢camasir suyu 0,3
%60 camasir suyu 2,6
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Cizelge 5.9.°da goriildigii gibi 10 dakika siirede %50 camasir suyu ile sterilizasyon
yapildiginda en az kontamine orani gézlenmektedir. En ¢ok kontamine orani ise %30

camagir su ile sterilizasyon yapilmis tohumlarda saptanmistir.

Bu sonuglar dikkate alinarak ¢alismalarda en iyi sterilizasyon dozu ve siiresi olarak %50
camagir suyu (en az siire) ve 10 dk sterilizasyon kombinasyonunun uygulanmasi tercih
edilmistir. Mannitol ile priming yapilmig tohumlarda ise, ilk 6nce tohumlar antibakteriyel
stvi sabunda 2 dakika tutulduktan sonra, 10 dakika %50 ¢amasir su ile ylizey sterilizasyon
saglanmistir. %4 oraninda Mannitol hazirladiktan sonra filtreden gegirerek sterilizasyonu
saglanmistir. Tohumlar hazirlanmis % 4 Mannitol sivisinda 20 saat bekletilmis, daha sonra
steril saf su ile 3 kez yikanip, daha 6nce hazirlanan steril kurutma kagitlar izerinde 24 saat

oda sicakliginda kabin igerisinde kurutulduktan sonra ortamlara alinmustir.

52.1. COREK OTUNDA 1IN VITRO KOSULLARDA SURGUN
REJENERASYONU

5.2.1.1. Farkhh Deozlardaki TDZ’nin Coérek Otu Tohumlarindaki Siirgiin

Rejenerasyonu Uzerine Etkisi

Yiiksek oranda bir silirglin rejenerasyonu elde etmek amaciyla in vitro ortamda gelisen
bitkiciklerden elde edilen kotiledon, hipokotil ve kotildeon bogumu eksplantlar1 0,25, 0,5,
0,75 mg/L TDZ igceren MS besi ortaminda kiiltlire alinmistir.

Cizelge 5.10. Corek otunda rejenerasyonu iizerine farkli TDZ dozlarinin etkisine ait yiizde
oranlar

?I/Dgz"";nan Kotiledon Bogumu Kotiledon Kallus
oz Kallus Oram (%) Oram (%)
(mg/L)
0,25 97,00 77,33
0,5 80,33 63,86
0,75 78,67 58,00

51



Cizelge 5.10.’da goriildiigi gibi; kallus olusum orani ortalamasi yoniinden kotiledon
bogumundan alinan eksplantlarda en yiiksek kallus olusum orani 0,25 mg/L TDZ igeren
MS besi ortaminda (Sekil 5.3.) ile kiiltiire alinmis eksplantlarda saptanir iken en diisiik
kallus oram1 %78,67 mg/L TDZ 0,75 de saptanmustir. Bitkinin kotildon yapraklarindan
alan eksplantlarda ise en yiiksek kallus olusum orani 0,25 mg/L. TDZ’ de goriilmektedir
(Sekil 5.5.). Ayrica en diisiik kallus orani ise 0,75 mg/L TDZ’de saptanmustir.

Sekil 5.3. Corek otu kotiledon bogumu eksplantlarindan 0,25 mg/L (A) ve 0,5 mg/L (B)
TDZ igeren MS besi ortaminda elde edilen siirgilinler

Sekil 5.4. Corek otu kotiledon eksplantlarindan 0,5 mg/L TDZ igeren MS besi ortaminda
elde edilen kalluslar
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Sekil 5.5. Corek otu kotiledon eksplantlarindan 0.25 mg/L TDZ igeren MS besi ortaminda
elde edilen siirglin 6rnegi

Sekil 5.6. Corek otu kotiledon bogumu eksplantlarindan 0,5 mg/L (A) ve 0,75 mg/L (B)
TDZ igeren MS besi ortaminda elde edilen siirgilinler

Kotiledon bogumudan alinan eksplantlarda en yiiksek siirgiin sayis1 0,25 mg/L TDZ igeren
MS besi ortaminda ile kiiltiire alinmig eksplantlarda saptanir iken en diisiik siirglin sayisi
2,333 adet ile 0,5 mg/L TDZ’ de saptanmustir. Siirgiin uzunlugu yoniinden ise en ¢ok
stirgin uzunlugun 3,967 cm olarak 0,25 mg/L TDZ iceren MS besi ortaminda kiiltiire
alimmig eksplantlardan olusmustur (Sekil 5.7.). Bitkinin kotildon yapraklarindan alinan
eksplantlarda ise en yiiksek siirgiin sayisi 3,333 adet olarak 0,25 mg/L TDZ’ de
goriinmektedir. Ayrica en disiik siirgiin sayis1 1,667 adet, 0,75 mg/L TDZ 'de saptanmistir
(Sekil 5.8.).
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= Kotiledon siirgilin

2 sayisi (adet)

1

0

0,25mg/LTDZ 0,5mg/LTDZ 0,75mg/L TDZ

Sekil 5.7. Kotiledon ve kotiledon bogumundan elde edilen siirgiinlerin sayis1 (adet)

4,5

4

3,5

3

2,5 M Kotiledon siirgiin

) uzunlugu (cm)

= Kotiledon bogumu

L5 stirgiin uzunlugu (cm)

1
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0

0,25mg/L  0,50mg/L  0,75mg/L
TDZ TDZ TDZ

Sekil 5.8. Kotiledon ve kotiledon bogumundan elde edilen siirgiinlerin uzunlugu (cm)
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Sekil 5.9. Corek otu hipokotil eksplantlarindan 0,25 mg/L TDZ igeren MS besi ortaminda
elde edilen kalluslar

5.2.1.2. Cérek Otu Rejenerasyonu Uzerine Farkli Dozlardaki Kinetin’nin Etkisi

Siirgiin rejenerasyonu elde etmek amaciyla in vitro gelisen bitkiciklerden elde edilen
kotiledon, hipokotil ve kotildeon bogumu eksplantlar1 0,5, 0,75, 1 mg/L TDZ igeren MS

besi ortaminda kiiltiire alinmustir.

Cizelge 5.11. Corek otu rejenerasyonu iizerine farkli Kinetin dozlarmnin etkisine ait
ortalama gruplandirmasi

0.5 96,00 20,00
0.75 90,00 23,33
1 85,00 45,00

Cizelge 5.11.°de goriildigii gibi; kallus olusum orani ortalamasi yoniinden kotiledon
bogumudan alinan eksplantlarda en yiiksek kallus olusum orani 0,5 mg/L Kinetin igeren
MS besi ortaminda ile kiiltiire alinmis eksplantlarda saptanir iken en diisiik kallus orani

0.75mg/L Kinetin’de saptanmustir. Bitkinin hipokotilden alinan eksplantlarinda ise en
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yiiksek kallus olusum orani 1 mg/L Kinetin’ de goriilmektedir. Ayrica en diisiik kallus

orani ise 0,5 mg/L Kinetin’ de saptanmistir.

Sekil 5.10. Corek otu kotiledon bogumu eksplantlarindan 0,5 mg/L (A) ve 0,75 mg/L (B)
Kinetin iceren MS besi ortaminda elde edilen kalluslarin goriintiisii

Siirgiin sayist ve siirgiin uzunlugu ortalamalar1 yoniinden kotiledon bogumudan alinan
eksplantlarda en yiiksek siirgiin sayis1 ve siirglin uzunlugu 0,5 mg/L Kinetin igeren MS
besi ortaminda ile kiiltiire alinmis eksplantlarda saptanir iken, en diisiik siirglin sayis1 ve
sirglin uzunlugu 1mg/L Kinetin’de saptanmistir. Bitkinin hipokotilden alinan
eksplantlarda ise en yiiksek siirgiin sayis1 0,5 mg/L Kinetin’de de gortilmektedir. Ayrica en
diistik stirgiin say1s1 1mg/L Kinetin’de ve diisiik siirgiin uzunlugu ise 0,75 mg/L Kinetin’de

Saptanmaistir.
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Sekil 5.11. Kotiledon ve hipokotil bogumlarindan elde edilen siirgiinlerin sayis1 (adet)
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Sekil 5.12. Kotiledon ve hipokotil bogumlarindan elde edilen siirglinlerin uzunlugu (cm)

5.2.1.3. Cérek Otu Rejenerasyonu Uzerine Farkh Dozlarda NAA ve BAP’n Etkisi

Siirgiin rejenerasyonu elde etmek amaciyla in vitro gelisen bitkiciklerden elde edilen
kotildon, hipokotil ve kotildeon bogumu eksplantlari, 0,05 mg /L BAP ; 0,25, 0,5, 0,75 ve
1 mg/L NAA igeren MS besi ortaminda kiiltiire alinmustir.

Kotildon bogumundan elde edilen eksplantlarda kallus olusum orani bakimindan en fazla
kallus olusum orani, %96,33 olarak 0,05 mg/L BAP ve 0,25 mg/L NAA kullanilan MS
besi ortamlariyla kiiltiire alinmis eksplantlarda goriilmektedir. En az kallus olusum orani

ise, %381 ile 0,05 mg/L BAP ve 1 mg/L NAA MS ortamlarinda saptanmigtir. En yiiksek
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stirgiin sayis1 0,05 mg/L BAP ve 0,25 mg/L NAA iceren MS besi ortaminda kiiltiire
alinmig eksplantlarda saptanir iken; en diislik siirglin sayist 0,05 mg/LL BAP ve 1 mg/L
NAA’de gozlemlenmistir.

Sekil 5.13. Corek otu kotiledon bogumu eksplantlarindan 0,05 g/L BAP ve 0.25 mg/L
NAA iceren MS besi ortaminda elde edilen siirgiinler

6

5

B Kotiledon bogumu sirgiin

sayisi (adet)
M Hipokotil stirglin sayisi (adet)
BAP 0,05mg/L

NAA 0,25mg/L NAA 0,5mg/L NAA 0,75 mg/L NAA 1mg/L
Sekil 5.14. Kotiledon bogumundan elde edilen siirgiinlerin sayis1 (adet)

1

0

Hipokotilden elde edilen eksplantlarda kallus orani bakimindan en fazla kallus orani
%89,33 olarak 0,05 mg/L BAP ve 0,25 mg/L NAA kullanilan MS besi ortamlartyla kiiltiire
alinmis eksplantlarda goriilmektedir. En diigiik kallus orani ise, %72,33 ile 0,05 mg/L BAP
ve 1 mg/L NAA MS ortamlarinda saptanmustir ( Sekil 5.15.).. Siirgiin sayist ve siirglin
uzunlugu ortalamalar1 hipokotilden alinan eksplantlarda en yiiksek siirgiin sayis1 4 adet

olarak 0,05 mg/L BAP ve 0.25 mg/L NAA igeren MS besi ortaminda kiiltiire alinmig
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eksplantlarda saptanirken, diisiik siirgiin sayist 2,.667 adet olarak 0,05 mg/L BAP ve 1
mg/L NAA’da gozlemlenmistir ( Sekil 5.15.). Siirgiin uzunlugu bakimindan ise en fazla
slirglin uzunlugu 3,267 cm olarak 0,05 mg/L BAP ve 0,25 mg/L NAA igeren MS besi
ortaminda kiiltiire alinmig eksplantlarda saptanmustir ( Sekil 5.17.).

120
100

M Kotiledon bogumu kallus
80
orani (%)
60 . .
m Hipokotil kallus orani (%)
40
20 BAP 0,05mg/L
0

NAA  NAAO5mg/L NAAO,75 NAA 1mg/L
0,25mg/L mg/L

Sekil 5.15. Kotiledon bogumundan ve hipokotilden elde edilen kallus orani(%)

Sekil 5.16. Corek otu hipokotil eksplantlarindan 0.05 mg/L BAP + 0,5 mg/L NAA igeren
MS besi ortaminda elde edilen siirgilinlerin (A) ve kalluslarin (B) goriintiisii

NAA ve BAP'n kotildondan elde edilen eksplantlarda kallus orani, siirgiin sayis1 ve siirgiin
uzunlugu tiizerine etkisi bakimindan, arastirmada  uygulamalar arasinda farklilik

saptanmamistir.
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Sekil 5.17. Corek otu kotiledon eksplantlarindan 0,05 mg/L BAP + 0, 25 mg/L NAA
iceren MS besi ortaminda elde edilen kalluslarin (A) ve siirgiinlerin (B) goriintiisii

52.2. COREK OTU TOHUMLARINDAN KALLUS ELDESIi VE FARKLI
DOZLARDA 2.4.D. VE KINETIN’IN KALLUS ELDESI UZERINE ETKIiLERIi

Yapilan denemelerin sonucunda 1mg/L 2.4 D , 0,05 mg/L Kinetin (KN) i¢eren MS besi

ortamindan daha hizli ve daha iri kalluslar elde edilmistir.

Sekil 5.18 Corek otu tohumlarinda 1 mg/L 2.4 D + 0,05 mg/L KN iceren MS besi
ortamindan elde edilen kalluslarin goriintiisii

Yapilan denemelerde 1 mg/L 2.4.D + 0,05, 0,1, 0,5, 1, 1,5, 2 mg/L Kinetin iceren MS

ortamlar1 siirgiin rejenerasyonu i¢in kullanilmastir.

Yapilan ¢alisma sonucunda en fazla kallus oran1 % 35 ile 1 mg/L 2.4.D + 0,05 mg/L KN
iceren MS besi ortaminda goriiliirken (Sekil 5.18), en diisiik kallus oran1 sadece 1mg/L

2.4.D 'nin kullanildigi MS besi ortamlarinda %11,67 olarak saptanmustir.
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Sekil 5.19. Corek otu tohumlarinda 1 mg/L 2.4.D + 0,05 mg/L KN iceren MS besi
ortamindan elde edilen kalluslarin goriintiisii

40
35
30
25
20

15 %
10

5 =

0

0,05mg/L 0,1mg/LKN 0,5mg/LKN 1mg/LKN 1,5mg/L KN 2.4.D 1mg/L
KN

Sekil 5.20. 2.4.D ve Kinetin (KN) ’in farkli dozlarmin kallus orani iizerine etkileri (%)
53. YBSK ILE TIMOKINON MIKTARI TAYIN CALISMALARININ
SONUCLARI

5.3.1. VALIDASYON CALISMASI

Corek otu tohum ve yaginin YBSK analizi sonucunda elde edilen verilerin
hesaplanmasinda kullanilmak iizere validasyon ¢alismasi yapilmistir. Bunun igin 5, 15, 25,
50, 100, 250, 500, 750 ve 1000 ppm konsantrasyonlarinda standartlar hazirlanmig ve elde

edilen alanlar kullanilarak validasyon yapilmastir.
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5.3.2. TIMOKINON STANDARDININ ALANI VE KROMATOGRAMI

Cizelge 5.12. Timokinon Standardinin Kromatogram Alanlar1 ve Ortalamalari

5 ppm 4224 421,4 422,2 422,000
15 ppm 1027,7 1031 1033,4 1030,700
25 ppm 1457,4 1436 14335 1442,300
50 ppm 3207,7 31773 3205,5 3196,833
100 ppm 5787 5758,7 5837,3 5794,333
250 ppm 14876,2 14669 14768,9 | 14771,367
500 ppm 28656,6 29178,7 299114 | 29248,900
750 ppm 43096,2 42467 423362 | 42633,133
1000 ppm 57602,9 58035,2 58310,3 | 57982,800

DADL A, Sig=254 4 Ref=360,100 (COREK OTU\UCUNCU SON KALIBRASYON 2014-09-26 11-45-54\1000 PPM2.D)
mAU ] 5
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4 N~ O 0 <<} N © —
Be B 49 o 88 o
0] Sp N @S ©.9 R
L T ‘ T T T T ‘ T T T T ‘ T T T T ‘ T T T T ‘ T T T T ‘ T T T T ‘ T T T T
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Sekil 5.21. 1000 ppm konsantrasyondaki Timokinon standardinin YBSK kromatogrami
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5.3.3. TIMOKINON STANDARTININ KALIBRASYON DENKLEMIi , TESPIT
LiMITIi (LOD) VE OLCUM LiMIiTi (LOQ) DEGERLERI

Kalibrasyon sonucunda elde edilen denklem, denkleme goére hesaplanmis tespit limiti

(LOD) ve 6l¢iim limiti (LOQ) degerleri asagidaki tabloda 6zetlenmistir.

Cizelge 5.13. Kalibrasyon egrisi formiilii, tespit ve dl¢iim limitleri

Timokinon | y=57.518x+ | 0.9998 0.0303 0.0919

5.3.4. SERA DENEMELERINDEN ELDE EDILEN TOHUMLARIN ALANLARI
VE KROMATOGRAMLARI

Sera denemelerinden elde edilen tohumlarin analizi sonucunda hi¢ bir 6n uygulama
yapilmamis tohumlarda (kontrol) timokinon miktar1 %0,106 olarak belirlenmis iken, %4
Manittol ile 6n uygulama yapilmis tohumlarda timokinon miktar1 %0,141 olarak

saptanmuistir.

Cizelge 5.14. Sera denemelerinde elde edilen tohumlarda Timokinon miktar1

Kontrol 6273.2 | 6263.1 | 6271.3 | 6265.133+7.26 0,1063

Mannitol | 8225.2 8348 8227.3 8266.833+7.3 0,1410
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DADL A, Sig=254,4 Ref=360,100 (COREK OTUIUCUNCU SON KALIBRASYON 2014-09-26 11-45-54\SERA K2.D)
mAU 7 3
350
300 |
250 |
200 |
150
100
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———— 71+ 77—
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Sekil 5.22. Sera denemelerinden elde edilen kontrol tohumlarinda YBSK kromatogrami

DADL A, Sig=254,4 Ref=360,100 (COREK OTUIUCUNCU SON KALIBRASYON 2014-09-26 11-45-54AGERA M2.D)
mAU ] b
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Sekil 5.23. Sera denemelerinden elde edilen %4 Mannitol ile priming yapilmis tohumlara
ait YBSK kromatogrami

0,16
0,14
0,12
0,1 -
0,08 -
0,06 -
0,04 -
0,02 -

0 -

B % Timokinon miktari

Kontrol %4 Mannitol

Sekil 5.24. Sera denemelerinden elde edilen kontrol ve %4 Mannitol ile priming yapilmis
tohumlardaki Timokinon miktari
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5.3.5. TARLA DENEMELERINDEN ELDE EDILEN TOHUMLARIN ALANLARI
VE KROMATOGRAMLARI

Tarla denemelerinden elde edilen tohumlarin analizi sonucunda hi¢ bir 6n uygulama
yapilmamis (kontrol) tohumlarda timokinon miktart %0,1077 olarak belirlenmis iken, %4
Mannitol ile 6n uygulama yapilmis tohumlarda timokinon miktari% 0,1670 olarak

saptanmistir.

Cizelge 5.15. Tarla denemelerinde elde edilen tohumlarda Timokinon miktari

Kontrol | 6436,8 | 6330,7 | 6271,3 | 6346,26+83,8 | 107,71 0,1077

Mannitol | 9624,2 | 9804,1 | 9856,2 | 9761,5+121,7 | 167,06 0,1670

DADL A, Sig=254,4 Ref=360,100 (COREK OTUWUCUNCU SON KALIBRASYON 2014-09-26 11-45-54\TARLA K2.D)
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Sekil 5.25. Tarla denemelerinden elde edilen kontrol tohumlarinda YBSK kromatogrami
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DADL A, Sig=254,4 Ref=360,100 (COREK OTU\UCUNCU SON KALIBRASYON 2014-09-26 11-45-5A\TARLA M2.D)
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Sekil 5.26. Tarla denemelerinden elde edilen %4 Mannitol ile priming yapilmis
tohumlarinda YBSK kromatogrami

0,16

0,14

0,12

0,1 -
0,08 - . . .
H % Timokinon Miktari
0,06 -

0,04 -

0,02 -

Kontrol %4 Mannitol

Sekil 5.27. Tarla denemelerinden elde edilen kontrol ve Mannitol ile priming yapilmis
tohumlarda timokinon miktar1

Timokinon analizlerinde 2 farkli denemeden (sera ve tarla denemeleri) ¢orek otu
tohumlarmin ekstraksiyonu yapilmis ve belirtilen yontem dahilinde YBSK ile analiz
edilmistir. Yapilan analizler sonucunda en yiiksek timokinon miktarina sahip drnekler tarla
% 4 mannitol ile 6n uygulama yapilmis ¢orek otu tohumlarin ekstresinden elde edilmis

iken , en disik timokinon miktar1 hi¢bir 6n uygulama yapilmamis tohum (kontrol)
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ekstrelerinde bulunmustur. Analizi yapilan ¢orek otu bitkisinin tohumlarindan doku kiiltiirii
ile kallusu tretilmis fakat kalluslarda tespit edilebilecek seviyede timokinon miktarina

rastlanmamuistir.

5.3.6. PIYASADAN TEMIN EDILMIS COREK OTU TOHUMLARININ
ALANLARI VE KROMATOGRAMLARI

Cizelge 5.16. Piyasadan temin edilen ¢orek otu tohumlarinin alanlart ve igerisindeki %
timokinon miktarlari [marka isimleri CT (Corek otu tohumu) olarak kisaltilmistir]

21817,3

21796,3

21797,9

21773,7

5939,5 5931 5939,5 | 5936,667 | 100,59 0,1006

1017,2 1023,1 1025 1021,7667 | 15,19 0,0152

711,2 713,3 711,3 711,933 9,80 0,0098

1345,1 1359,9 | 13564 1353,8 20,95 0,0209

6250,9 6326,5 6348,8 6308,73 107,06 0,1070

5033 5031,6 5015,2 5026,6 84,78 0,0847

971,5 964,2 972,3 963,333 14,27 0,0142

6279,2 6281,8 6287,9 | 6282,967 | 106,61 0,1066

9624,2 9804,1 | 9856,2 9761,5 167,06 0,1671
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DADL A, Sig=254,4 Ref=360,100 (SELIN DOKTORATIMOKINON PIYASA DOKTORA TEZ 2015-02-19 13-34-13\TIMOKINON STANDART2.D)
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Sekil 5.28. Timokinon standardinin metanollii ekstresine ait YBSK kromatogrami

DADT A, Sig=254 .4 Ref=350,100 (SELIN DOK TORATI MO KINON FIYASA DOKTORA TEL 2015-02-19 13-34-13 CT1
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1400 1
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Sekil 5.29. CT1 kodlu ¢orek otu tohumunun metanollii ekstresine ait YBSK kromatogrami

68




DAl A Sig=254 .4 Ref=350 100 (SELIN DOK TORATIMDKINON PIYASA DOKTORA TEZ 2015402-19 13-M4-13 CT2
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Sekil 5.30. CT2 kodlu ¢orek otu tohumunun metanollii ekstresine ait YBSK kromatogrami
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Sekil 5.31. CT3 kodlu ¢orek otu tohumunun metanollii ekstresine ait YBSK kromatogrami

69




DACT A, Sig=2 5+ 4 Ref=310, 100 (SELIN DOK TORATIMDKINGN PIYASA DOKTORA TEZ 2015-02-19 133413 CT4
mAll o
40 -
™Q
3 1 =
L
L]
L5
0 i
10
.]——F"Li
Tl T T T " [ T T 1 -
25 H 15 10 125 15 175 min

Sekil 5.32. CT4 kodlu ¢orek otu tohumunun metanollii ekstresine ait YBSK kromatogrami

DAD1 A, Sig=254 4 Ref=3G0, 100 (SELIN COKTORATIMDKINDN PIYASS DOKTORA TEZ 201 5402-19 13-34-13
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Sekil 5.33. CT5 kodlu ¢orek otu tohumunun metanollii ekstresine ait YBSK kromatogrami
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Sekil 5.34. CT6 kodlu ¢orek otu tohumunun metanollii ekstresine ait YBSK kromatogrami
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Sekil 5.35. CT7 kodlu ¢orek otu tohumunun metanollii ekstresine ait YBSK kromatogrami
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Sekil 5.36. CT8 kodlu ¢orek otu tohumunun metanollii ekstresine ait YBSK kromatogrami
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Sekil 5.37. CT9 kodlu ¢orek otu tohumunun metanollii ekstresine ait YBSK kromatogrami
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5.3.7. PIYASADAN TEMIN EDILMiS COREK OTU YAGLARININ ALANLARI
VE KROMATOGRAMLARI

Cizelge 5.17. Piyasadan temin edilen ¢orek otu yaglarinin alanlari ve igerisindeki %
timokinon miktarlar1 [marka isimleri CY (Corek otu yagi) olarak kisaltilmigtir]

4991,6

4995,4 | 4995,2 | 4994,06 0,23019

7430,6 | 7432,2 | 7422,8 | T7428,53 | 126,52 0,34582

5711,4 | 5717,5 | 5668,2 | 5699,03 96,46 0,26367

1193 1189,5 | 1188,8 | 1190,43 18,12 0,04953

13177,3 | 13138 | 13192 | 13169,1 | 226,27 0,61848

10374,9 | 10384,9 | 10407 | 10388,93 | 177,96 0,48643

41742 | 4166,8 | 41749 | 4171,96 69,93 0,19114

3360,2 | 3366,4 | 3357,9 3361,5 55,84 0,15265

10249,7 | 10239,5 | 10244,2 | 10244,46 | 175,45 0,47957

3114,2 | 3150,6 | 3127,3 3130,7 51,83 0,14168
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Sekil 5.38. CY1 kodlu ¢orek otu yaginin metanollii ekstresine ait YBSK kromatogrami
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Sekil 5.39. CY2 kodlu ¢orek otu yaginin metanollii ekstresine ait YBSK kromatogrami
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Sekil 5.40. CY3 kodlu ¢orek otu yaginin metanollii ekstresine ait YBSK kromatogrami
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Sekil 5.41. CY4 kodlu ¢orek otu yaginin metanollii ekstresine ait YBSK kromatogrami
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Sekil 5.42. CYS5 kodlu ¢orek otu yaginin metanollii ekstresine ait YBSK kromatogrami
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Sekil 5.43. CY6 kodlu ¢orek otu yaginin metanollii ekstresine ait YBSK kromatogrami
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Sekil 5.44. CY7 kodlu ¢orek otu yaginin metanollii ekstresine ait YBSK kromatogrami
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Sekil 5.45. CY8 kodlu ¢orek otu yaginin metanollii ekstresine ait YBSK kromatogrami
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Sekil 5.46. CY9 ¢orek otu yaginin metanollii ekstresine ait YBSK kromatogrami
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Sekil 5.47. CY 10 ¢orek otu yaginin metanollii ekstresine ait YBSK kromatogrami
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5.3.8. PIYASADAN TEMIN EDILMiS COREK OTU YAGI KAPSULLERININ
ALANLARI VE KROMATOGRAMLARI

Cizelge 5.18. Piyasadan temin edilen ¢orek otu yaglarinin alanlari ve igerisindeki %

timokinon miktarlar1 (marka isimleri CY (Corek otu yagi) olarak kisaltilmigtir)

15560,7 | 15545,9 | 15549,2 | 15551,93 0,73166
10825,4 | 10817,5 | 10812 10818,3 185,42 0,50683
42742,1 | 43015,8 | 42455,8 | 42737,9 740,09 2,02293

914,3 925,3 926,9 922,16 13,45 0,03678
17221,9 17224 | 17227,4 | 17224,43 296,74 0,81110

2293 22913 2309 2297,76 37,36 0,10212
4568,3 4568,8 | 4561,1 4566,06 76,77 0,20986

1055 1047,4 | 1047,6 1050 15,68 0,04286
5585,7 5526,7 5597 5569,8 94,22 0,25754
6226,8 6223,6 | 62318 6227,4 105,64 0,28877
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Sekil 5.48. CK1 kodlu ¢orek otu yag kapsiiliniin metanollii ekstresine ait YBSK
kromatogrami
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Sekil 5.49. CK2 kodlu ¢orek otu yagi kapsiiliiniin metanollii ekstresine ait YBSK
kromatogrami
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Sekil 5.50. CK3 kodlu ¢orek otu yagi kapsiiliniin metanollii ekstresine ait YBSK
kromatogrami
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Sekil 5.51. CK4 kodlu ¢orek otu yagi kapsiiliiniin metanollii ekstresine ait YBSK
kromatogrami
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Sekil 5.52. CKS5 kodlu ¢orek otu yagi kapsiiliniin metanollii ekstresine ait YBSK
kromatogrami
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Sekil 5.53. CK6 kodlu ¢orek otu yagi kapsiiliiniin metanollii ekstresine ait YBSK
kromatogrami
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Sekil 5.54. CK7 kodlu ¢orek otu kapsiiliiniin metanollii ekstresine ait YBSK kromatogrami
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Sekil 5.55. CK8 kodlu ¢orek otu yagi kapsiiliiniin metanollii ekstresine ait YBSK
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Sekil 5.56. CK9 kodlu c¢orek otu yagi kapsiiliiniin metanollii ekstresine ait YBSK
komatogrami
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Sekil 5.57. CK10 kodlu ¢orek otu yagi kapsiiliiniin metanollii ekstresine ait YBSK
kromatogrami
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5.4. GK-KS ILE YAG ASIiDi PROFILi ELDESi CALISMALARI

5.4.1. PIYASADAN TEMIN EDILEN COREK OTU YAGLARININ GK-KS
KROMATOGRAMLARI VE YAG ASIDI PROFILI

Piyasadan elde edilmis 10 farkli markaya ait ¢orek otu yaglarimin metilasyon islemi
yapilmis ve GK-KS kullanilarak yag asidi profilleri ¢ikarilmistir. CY6 ile CY10 kodlu
numunelerin metilasyon islemlerinin {i¢ kez tekrarlanmasina ragmen GK’de kaydadeger

bir veri elde edilememistir. Marka isimleri CY (Corek otu yagi) olarak kisaltilmustir.

Sonuglara ait ¢izelge, EK-1 boliimiinde verilmistir.

Sekil 5.60. CY3 kodlu metillemis ¢orek otu agma ait GK-KS kromatogrami
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Sil 5.65. CY9 kodlu metillenmis ¢orek otu yagina ait GK-S kromatogrami
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5.4.2. PIYASADAN TEMIN EDIiLEN COREK OTU YAGI KAPSULLERININ GK-
KS KROMATOGRAMLARI VE YAG ASiDi PROFILi

Piyasadan elde edilmis 10 farkli markaya ait ¢orek otu yagi kapsiillerinin metilasyon islemi
yapilmis ve GK-KS kullanilarak yag asidi profilleri ¢ikarilmistir. Marka isimleri CK
(Corek otu yagr kapsiilii) olarak kisaltilmistir. Yag asidi ylizde miktarlarint ve profilini

iceren ¢izelge EK-2’de verilmistir.

H a4

gt')re otu yag kapsiiliine ait GK-KS kromatogrami

Sil 5.67. CK2 kodlu metillenis g(')re otu yaglkapsiiliine ait GK-KS kromatogrami

21.66
At

Sekil 5.69. CK4 kodlu metillenmis ¢orek otu yagi kapsiiliine ait GK-KS kromatogrami
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Sil 5.71. CK6 kodlu metillenmis ¢orek otu yagi kapsiiliine ait GK-KS kromatogrami

Seil 5.73. CK8 kodlu metillenmis ¢orek otu yagi kapsiiliine ait GK-KS kromatogrami

2166 jl2r.
K )2

Sekil 5.74. CK9 kodlu metillenmis ¢orek otu yagi kapsiiliine ait GK-KS kromatogrami
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Sil 5.75. CK10 kodlu metillenmis ¢orek otu yagi kapsiiliine ait GK-KS kromatogrami
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6. TARTISMA ve SONUC
6.1. ON UYGULAMA CALISMALARI

Yapilan tez ¢alismasinda, ¢orek otu tohumlarina %4 Mannitol, %6 Mannitol, %10 Poli
Etilen Glikol (PEG), % 20 PEG, 18 saat saf su ile 20 saat saf su ortamlar1 kullanilarak 6n
uygulama islemi yapilmistir. On uygulama islemi sirasinda en uygun ortamim hangisi
oldugunun anlasilmasi amaci ile denenen ortamlardaki ¢imlenme hizi, ¢imlenme giicii,
sapcik ve kokeiik uzunlugu, sapcik ve kokeiik yas agirliklan ile sapcik ve kokeiik kuru
agirliklar1 ortamlar arasinda karsilastirilarak degerlendirilmistir. Bu degerlendirmeler
sonucunda en uygun ortamin %4 Mannitol oldugu saptanarak, bu ortamda priming
yapilmis olan tohumlar ile ©n uygulamanin timokinon miktar1 {izerine etkisinin
anlasilabilmesi igin hicbir uygulama yapilmamis kontrol tohumlari, sera ve tarla
ortamlarinda yetistirilmistir. Yetistirilen tohumlarin ekstraksiyonu yapilarak, tohumlarin
icerisindeki timokinon miktari, belirtilen yontem dahilinde kantitatif olarak ytliksek basinglt
stvi kromatografisi ile tayin edilmistir. Yapilan calisma ile ¢orek otu tohumlarina %4
Mannitol ile 6n uygulama yapilarak etkin maddesi olan timokinon miktarinin arttirildigi

gbzlenmistir.

Daha once Nigella sativa tohumlarina 6n uygulama islemi yapilan bir ¢alisma olup
olmadigin1 arastirmak i¢in literatiir taramas1 yapilmis, fakat Seyyedi ve ark’nin (2015)
fosfor ile uygulanan primingin N. sativa tohumlar1 iizerine etkisinin arastirildigi ¢alisma
disinda, herhangi bir priming ¢alismasina rastlanmamistir. Bu sonuglara gére ¢alismamiz

literatiirde ilk olma niteligini tasimaktadir.

%4 Mannitol ile yapilan priming isleminin ¢orek otu tohumlarindaki timokinon miktarim
arttirma mekanizmasi; Mannitol ve Poli Etilen Glikol gibi ozmolitlerin, hiicrede ozmotik
stres yaratarak hiicreyi bilizmesi ve hiicrenin su kaybetmesine neden olmasi ile
aciklanabilir. Ciinkii yaratilan bu ozmotik stres sonucunda hiicre kendisini tehlike altinda
hissederek etkili bilesigini arttirma yoluna gitmektedir. Yapilan ¢alisma ile %4
Mannitol’tin timokinon miktarini arttirma mekanizmasi, hiicrede yarattigi 0zmotik stresle

bagdastirilabilir. Sekil 6.1.’de timokinon biyosentezinin olas1 yolagi verilmistir (112).
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Sekil 6. 1. Timokinon biyosentezinin olas1 yolagina ait gériiniim

Bu c¢alisma ile %4 Mannitol ile caligmada belirtilen siire ve kosullarda yapilan priming
isleminin, N. sativa tohumlarindaki timokinonu arttirdig1 kanitlanmis ve ilag sanayisi i¢in
oldukca onemli bir olgu olan standardize bitkisel hammadde iiretimine, hatir1 sayilir bir
katki saglanmistir. Bu katkinin ilag sanayisine etkisi ac¢isindan, ¢alismamiz biyoteknolojik

olarak da oldukca biiyiik bir 6neme sahiptir.

6.2. DOKU KULTURU ILE COREK OTU TOHUMLARINDAN KALLUS
ELDESI

Doku kiltiirti ¢aligmalari i¢in %4 Mannitol ile 6n uygulama yapilmis ¢orek otu tohumlari
kullanilmistir. Bu tohumlardan, TDZ (0,25 mg/L, 0,5 mg/L ve 0,75 mg/L), 0,05 mg/L BAP
+ NAA (0,25 mg/L, 0,5 mg/L, 0,75 mg/L ve 1 mg/L), Kinetin (0,5 mg/L, 0,75 mg/L ve 1
mg/L) ve 1 mg/L 2,4-D + Kinetin (0,05 mg/L, 0,5 mg/L, 1 mg/L, 1,5 mg/L ve 2 mg/L)
hormonlarini igeren MS besi ortamlar1 kullanilarak in vitro fideler izole edilmis ve
kotiledon, kotiledon bogumu ve hipokotil eksplantlar1 {izerinde bu hormonlarin etkisi

arastirilmastir.
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Farkli dozlardaki TDZ’nin kallus olusumu iizerine etkisinin arastirilmasi amaci ile yapilan
calismada kallus olusum orani ortalamasi yoniinden kotiledon bogumundan ve kotiledon
yapraklarindan alinan eksplantlarda en yiiksek kallus olusum orami 0,25 mg/L TDZ ile

kiiltiire alinmis eksplantlarda saptanmistir.

Siirglin  sayis1 ve siirglin uzunlugu agisindan Kkarsilastirildiginda; bitkinin kotiledon
bogumudan ve kotiledon yapraklarindan alinan eksplantlarda en yiiksek siirgiin sayis1 0,25

mg/L TDZ i¢eren MS besi ortaminda kiiltiire alinmis eksplantlardan oldugu gézlenmistir.

Farkli dozlardaki Kinetin’in, eksplantlardan elde edilen kallus olusumu iizerine yapilan
calisgmada kallus olusum orant ortalamasi yoOniinden kotiledon bogumudan alinan
eksplantlarda en yiiksek kallus olusum orami1 0,5 mg/L Kinetin iceren MS besi ortaminda,
hipokotilden alinan eksplantlarinda ise en yiiksek kallus olusum oran1 1 mg/ L Kinetin

iceren MS besi ortaminda ile kiiltiire alinmis eksplantlarda saptanmaistir.

Siirgiin sayist ve silirglin uzunlugu ortalamalari yoniinden de kotiledon bogumudan ve
hipokotilden alinan eksplantlarda en yiiksek siirgiin sayist ve siirgiin uzunlugu yine 0,5

mg/L Kinetin igeren MS besi ortaminda ile kiiltiire alinmis eksplantlarda gézlenmistir.

Farkli dozlardaki NAA ve BAP karisiminin kullanildigi ortamlarinin kallus iiretimine
etkisi a¢isindan yapilan ¢aligmalar sonucunda; kotiledon bogumu ve hipokotilden elde
edilen eksplantlarda en fazla kallus orani, en yiiksek siirglin sayis1 ve en yliksek siirgiin
uzunluklari; 0,05 mg/L BAP + 0,25 mg/L NAA kullanilan MS besi ortamlariyla kiiltiire

alinmis eksplantlarda gortinmiistir.

Farkli dozlardaki Kinetin’in 2.4 D ile karistirilarak olusturulan ortamlar: ile yapilan
denemelerin sonucunda en fazla kallus 1 mg/L 2.4.D + 0,05 mg/L KN igeren MS besi
ortaminda goriilmiistiir. Deneme amaci ile sadece 1mg/L 2.4.D 'in kullanildigi MS besi

ortamlari da hazirlanmis ve bu ortamlarda en diisiik kallus oran1 saptanmistir.

Nigella sativa tohumlarinin ve kalluslarin alkollii ekstrelerinin degisen timokinon
iceriklerine bagli olarak karigik glial hiicreleri {izerindeki antienflamatuar etkisinin

arastirildigr calismanin bir kisminda; bitkinin yapracik, sap, yaprak sap1 ve kokten alinan
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eksplantlarinin 2,4 D (1 mg/L)+ Kinetin (2,15 mg/L) igeren MS besi ortaminda kalluslari
tiretilmis ve dretilen kalluslar 2,4 D (0,22 mg/L) + Kinetin (2,15 mg/L) ortaminda
cogaltilmistir. Cogaltilan kalluslar etanolle ekstre edilmis ve YBSK kullanarak miktaria
bakilmistir. Analizler sonucunda en yiiksek timokinon miktar1 8,78 mg/ml ile yaprak
kalluslarinda bulunmustur. Kalluslar eskidik¢e timokinon miktarinin azaldigi gézlenmis ve
bu azalmanin sebebinin zaman gectikge kallsularin igerisindeki fenolik bilesiklerin

miktarinin ve antioksidan 6zelligin artmasi olabilecegi diistintilmiistiir (113).

Corek otu tohumlarina uygulanan priming islemleri ile ilgili makaleler incelendiginde
bitkinin hipkotilinden, kotiledon bogumundan ve kotiledonundan eksplantlar alinarak
calismamizda kullanilan ortamlarin konsantrasyonlari dahilinde timokinon miktarinin
Olciilmesi ile ilgili herhangi bir ¢alisma yapilmadigi gézlenmistir. Ayrica doku kiiltiirii
islemi igin kullanilan tohumlarin %4 Mannitol ile priming yapilmis tohumlar olmasi da,

doku kiiltiirii galismamiza literatiirde bir ilk olma 6zelligi vermektedir.

Tohumlar iizerinde yapilan doku kiltiirii ¢alismalari sonunda elde edilen kalluslarin
ekstraksiyonu yapilmis ve igerdigi timokinon miktar1 YBSK’da analiz edilmistir. Analiz
sonucunda kalluslarda tespit edilebilecek seviyede timokinon miktar gdzlenmemistir. Ileri
donemlerde yapilacak olan g¢alismalarda kalluslar {izerinde uyguladigimiz ekstraksiyon
yonteminin gelistirilmesi ve kallus tretimi i¢in daha farkli ortamlarin denenmesi

Oongoriilmektedir.

6.3. PIYASADAN TEMIN EDIiLEN COREK OTU TOHUMU, TOHUM YAGI
VE TOHUM YAGI KAPSULLERI iCERISINDEKiI TIMOKINON MiKTARININ
ARASTIRILMASI

Bir yagin ¢orek otu yagi olup olmadiginin anlagilmasi i¢in gereken en Oonemli marker
timokinon igerigidir. Timokinonun varligi, o yagin ¢orek otu yagi oldugu ile ilgili kuvvetli

delil sayilabilecek bir parametredir.

Piyasada ticari olarak satilan ¢esitli ¢orek otu preperatlarinin timokinon igeriklerinin
profilini ¢ikarmak amaci ile ¢esitli markalara sahip ¢orek otu tohumlari, ¢orek otu tohum
yaglar1 ve ¢orek otu yag kapsiillerine belirtilen ekstraksiyon yontemleri uygulanmig ve

igerdikleri timokinon miktarlar1 YBSK kullanilarak analiz edilmistir. Corek otu tohumlari
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CT olarak, c¢orek otu yaglart CY olarak ve ¢orek otu yag kapsiilleri de CK olarak
kodlanmistir. Her biri farkli markalara sahiptir. Analiz sonucunda elde edilen veriler
dogrultusunda tohumlarda en yiiksek timokinon miktarina sahip iiriin CT1 koduna (%
0,38) , en diisik miktara sahip iiriin ise CT4 koduna (% 0,01) sahiptir. Corek otu
yaglarinda yapilan analizin neticesinde CY5 kodlu {irtiniin (% 0,62) en yiiksek timokinon
oranina, CY4 kodlu iriiniin ise en diisiik timokinon oranma (% 0,005) sahip oldugu
gozlenmistir. Yag kapsiillerine ait olan numunelerde ise; CK3’te en yiiksek (% 2,02),

CK4’te ise en diisiik oranlarda timokinon (% 0,04) tespit edilmistir.

Daha 6nce yapilmis ¢alismalara bakildiginda; Omar ve arkadaslarinin (1992)'de yaptiklar
calisma sonucunda ¢orek otu yaginda timokinon oram1 % 0,052 olarak belirtilmistir. El-
Alfy ve arkadaslart (1975)'de Gaz kromatografisini kullanarak yaptiklari arastirmada,

tohum yaginda timokinon oraninin % 0,13-0,17 oldugunu belirlemislerdir.

Corek otu tohum yaginda timokinon oranini belirlemek amaci ile yapilan bir diger
calismada, Aboul-Enein ve arkadaslar1 (1995), timokinon oranini 0,008 ve 0,01 araliginda
gostermislerdir. Tauseef Sultan ve arkadaslarinin (2009) da yaptigi calismada ise

timokinon miktarin1 tohum yaginda 201,3 1mg/kg-yag olarak bulunmustur.

Houghton ve arkadaglar1 (1995) bir calismada, tohum yaginda bulduklari timokinon

oraninin % 0,2 kiitle/hacim oldugunu belirtmislerdir.

Lutterodt ve arkadaglarinin yaptig1 bir ¢alismada 6 soguk press yapilmis ¢orek otu yaginda
elde edilen timokinon oranlar1 3,48 ile 8,73 mg/g yagda degismektedir. Yehualashet ve
Ermias (2014) HPTLC ile ¢orek otu tohumlarinin yaginda ve tohumlarinda timokinon
miktarini karsilastirmak amaciyla yaptiklar1 ¢alismada; tohumda %1,0 ve yagda ise % 1,3

miktarlarinda timokinon elde etmislerdir.

Crina Toma ve arkadaslarmin (2010) da yaptiklar1 bir ¢alismada GK/KS ile ¢orek otu
bilesiklerinin tayininde, c¢orek otu yaginda timokinon miktarmi %1,65 olarak

belirlemislerdir.

Corek otu yagindaki timokinon miktar1 agisindan yukaridaki caligmalarin genel yorumu
olarak, ¢orek otu tohum yaginda yaklasik % 0,008 ile %2 arasinda timokinon bulundugu

sonucu ¢ikartilabilir. Yaptigimiz c¢alisma neticesinde bizim buldugumuz timokinon
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degerleri de %0,04 ile % 2 arasinda degiskenlik gostermektedir ki bu degerler yapilan

diger calismalar ile uyum icerisindedir.

Corek otu yaginin igerisindeki timokinon miktari; tohumdan yagin elde edilis yontemine
bagli olarak etkilenebilmektedir. Aktarlarda genellikle kullanilan ve Sekil 6.2°de
goriiniimii verilen soguk pres makinelerinin ¢ok 1sinmas1 durumunda, iiretilen yag yliksek
1stya maruz kalarak yanmakta ve timokinon miktarinda azalmaya sebep olmakla birlikte

yagin kimyasal igerigini de degistirmektedir.

Sekil 6. 2. Corek otu tohumundan yag elde etmek i¢in kullanilan soguk pres makinesinin
genel goriinlimii (A) ve makinenin dikkat edilmediginde fazla 1sinip, yagin yiiksek 1siya
maruz kalarak yanmasina sebep olan parcasinin (B) goriiniimii ( Fotograf Prof. Dr. Maksut
Coskun tarafindan ¢ekilmis olup izinleri alinarak kullanilmistir)

Corek otu tohumlarinda olmasi gereken timokinon miktar: ile ilgili literatiir taramasi
yapilmis fakat ¢orek otu tohumunda bulunan timokinon miktarinin rapor edildigi bir adet
yayin disinda bagka higbir ¢alismaya rastlanmamistir. Yehualashet ve Ermias’in 2014
yilinda yaptiklar1 ¢alismalarinda; HPTLC ile ¢orek otu tohumlarmin yaginda ve
tohumlarinda bulunan timokinon miktarin1 karsilastirmiglar ve tohumda %]1,0 oraninda
timokinon bulduklarini rapor etmislerdir. Timokinon miktar1 ile ilgili olan ¢alismalarda
genellikle c¢orek otu tohum yagindaki timokinon miktar1 {izerine yogunlasildig
gortilmektedir. Farkli orijinli ¢orek otu tohumlari igerisindeki timokinon miktarinin YBSK
kullanilarak kantitatif olarak belirlenmesi ve ¢orek otu tohumlarinda olmasi gereken
timokinon miktarina yol gosterici olmasi agisindan da ¢aligmamiz literatiirde bir ilk olma
Ozelligi tasimaktadir. Yaptigimiz ¢alisma sonucunda ¢orek otu tohumlarinda buldugumuz

timokinon miktarlart %0,01 ile % 0,4 arasinda degisiklik gostermektedir. Dolayisi ile
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standardize ¢orek otu tohumundan bahsedebilmek i¢in tohumun igerisindeki timokinon

miktarinin bu araliklar dahilinde olmasi beklenmektedir.

Bu verilerin degerlendirilmesi sonucunda 6n uygulama isleminin hammadde
standardizasyonu agisindan onemi bir kez daha ortaya ¢ikmistir. Corek otu tohumlarina %4
Mannitol ile priming yapildiginda tohumlarda ve yagda timokinon miktarinin arttigi
tarafimizca kanitlanmis oldugundan dolayi, tohum ekiminden 6nce % 4 Mannitol ile 6n

uygulama yapilmasi tavsiye edilmektedir.

6.4. PIYASADAN TEMIN EDIiLEN COREK OTU TOHUM YAGI VE TOHUM
YAGI KAPSULLERININ YAG ASiDi PROFILLERININ CIKARILMASI

Bu ¢alisma i¢in piyasadan gesitli markalara sahip ticari olarak satis1 gergeklesen ¢orek otu
yaglarinin ve ¢orek otu yagi kapsiillerinin yag asidi metil esterleri olusturulmus ve GK/KS
ile yag asidi profilleri ¢ikartilmistir. Corek otu yaglar1 CY, ¢orek otu yagi kapsiilleri ise CK

olarak kodlanmustir.

Kaskoos (2011); ¢orek otu yagindaki major yag asitlerinin linoleik asit (%42,76), oleik asit
(%16,59) ve palmitik asit (%8,51) oldugunu bildirmistir.

Lutterodt ve arkadaslarinin (2010) yaptig1 bir ¢alismada ¢orek otu tohum yaginin yag asidi
profili ¢ikartilmis ve major yag asitlerinin linoleik asit (%58,8-61,2), oleik asit (%22,6-
24.5) ve palmitik asit (%13-13,3) oldugu rapor edilmistir.

Babayan ve ark. (1978) yaptig1 calismada ¢orek otu yagiin major yag asitlerinin linoleik

asit (%56), oleik asit (%24,6) ve palmitik asit (%12) oldugu rapor edilmistir.

Ramadan ve Morsel (2002) de yaptiklari ¢alismanin sonucunda, diger ¢alismalarda oldugu
gibi major yag asitlerini linoleik asit (%57,3), oleik asit (%24,1) ve palmitik asit (%13)

olarak bulmuslardir.

Tulukcu’nun (2011) ; 8 farkli bolgeden temin ettigi ¢orek otu tohumu yaglariin yag asidi
profilini ¢ikarmasi {izerine yaptig1 ¢alismasinin sonucunda ¢orek otu tohumunun major yag
asitlerinin linoleik asit (%54-70), oleik asit (%15-24) ve palmitik asit (%8,2-13,3)
oldugunu bildirmistir.
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Atta’nin 2003 yilinda yaptig1 ¢alisma sonucu incelendiginde; ¢orek otu tohumunun major
yag asitlerinin linoleik asit (%47,5-49), oleik asit (%18,9-20,1) ve palmitik asit (%9,9-
12,1) oldugu goriilmektedir.

Yaptigimiz calisma neticesinde ortaya ¢ikan yag asidi profiline bakildig1 zaman, analizini
yaptigimiz ¢orek otu tohumu yaglarinin da major yag asitlerinin linoleik asit (%36-56),
oleik asit (%25-46) ve palmitik asit (%7-13) oldugu goriilmektedir. Bu sonuglar, daha dnce

yapilmis caligmalarin neticeleri ile uyum igerisindedir.

Corek otu tohum yagmin yag asidi profili ile ilgili yaptigimiz c¢alisma sonuglari ile
literatlir arastirmasi sonucunda elde edilen yayinlara ait sonuglar derlendiginde, yaklasik
olarak Cizelge 6.1.’de belirtilen tablo ortaya ¢ikmaktadir. Standardize bir ¢érek otu tohumu

yagmin yag asidi profilinin bu araliklar dahilinde olmas1 beklenir.

Cizelge 6. 1. Daha once yapilan ¢alismalar derlenerek olusturulan ¢érek otu tohum yagina
ait yag asidi miktarlarinin tahmini araliklarini iceren yag asidi profili

Miristik Asit (C14:0) % 0,2’ye kadar
Palmitik Asit (C16:0) % 7-13
Palmitoleik Asit (C16:1) % 0,2’ye kadar
Stearik Asit (C18:0) %2-4
Oleik Asit (C18:1) 9%20-30
Linoleik Asit (C18:2) %42-60
Linolenik Asit (C18:3) %1’e kadar
Arasidik Asit (C20:0) 9%0,5’e kadar
Eikosenoik Asit (C20:1) %1,2’ye kadar
Eikosadienoik Asit (C20:2) %3’¢e kadar
Erusik Asit (C22:1) %2-3
Dokosadienoik Asit (C22:2) %]1’e kadar
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CY6 ve CY10 kodlu numunelere ait yag asidi profili, goriildiigli iizere EK-1’de yer
almamaktadir. Yag asidi profilini ¢ikarmak iizere yapilan metil esterifikasyon islemi
sonucunda biitiin yaglarin metilasyonu basar ile gergeklestirilirken sadece CY6 ve CY10

kodlu numunelerin metilasyonu defalarca denenmesine ragmen gerceklestirilememistir.
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olusturulmus yag asidi profili
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¥9T'0 | 9T.2T | 6ST'0 099‘€ | 96£'9Z | G¥8'ES - - - 09,2 -
LET'0 | S82'TT - £68'€ | 6¥E'LC | OTE0S | S29'0 - veT'T 169'C GLY'T
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QUANTITATIVE ANALYSIS OF THYMOQUINONE IN NIGELLA
SATIVA L. (BLACK CUMIN) SEEDS AND COMMERCIAL SEED OILS
AND SEED OIL CAPSULES FROM TURKEY

TURKIYE'DE YETISEN NIGELLA SATIVA L. (COREK OTU)
TOHUMLARI, TICARI TOHUM YAGLARI VE TOHUM YAGI
KAPSULLERINDEKI TIMOKINONUN KANTITATIF ANALIZI

Selin ISIK', Murat KARTAL?, Sinem ASLAN ERDEM?

!Ankara Unaversity, Institute of Biotechnology, 06100, Tandogan, Ankara
*Ankara University. Faculty of Pharmacy, Department of Pharmacognosy, 06100, Tandogan,
Ankara

SUMMARY

Medlicinally and exonomically imporian plaw Nigells sativa L, papudarly baowe 25 pdred ot in Twrkey,

i colthaned (s mauy paets of Turkey. The ssost impoviant consponens of its ol is tysaguinene. Nigelle sanva
5 wied In alermanve madiciae 1o et cancer, ricuwarise, Beadackes, and many diseases for howsamds of

yeawrs. In dhix study, 10 differen sved and send oll saepries thay Aave Besn sappliad from loval sarkess in Ankare,
ware bvestiganad for dheir tyswoguinone conteats by HPLC.

Keywords: Nack cuwin; HPLC; Nigella sativa, linywoguinone
OZET

Tabdvi v ehosomik alaral oldule baval bir decse salip olar ve Tirkiye de gdvek o cdarak Miimen
Nigelhe sativa, Tarbiye siv gegit Migelerinde perignirilwelnedie. Yaoun on doewli bilesifi nimodinond.
Nigelle satihve alernonif npia banser, romatiznag, haadree w doha dirgok asralife Kargs Melerce ywidr
ko loackzadye. Bu qalygmaoda; Ankora da bedunon akioriardas temin ediimiy 10 farkh gdredow okumy v
yady, ipenditlert tiwodivan mikrarfaruas gdve yiksek perfornsansic sne krasanografisl (HPLC) de incefenwiyti,

Anekuer Aelimeler: gdrek oru; HPLC Nigella sasiva, tiwokinos
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et akbmdaankara cdutsr

SabeinedM daderilem: 2706017 AccrptedNabat: 11102007
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INTRODUCTION

Medicimal plans have been an extensive source of therapeutic agents since anciem times. for
healing human diseses. Aigeiln smiva L, belonging 1o Banonoulscese, is nsed &= o notwml remedy
zgairst t0 @ number of illnesses and conditions such & asthma, hypertension, disbetes, mflammation,
oough, bronchiiis, headache, ccrema, fever, dizmness and influenza, for over DMK vears. It i o spicy
plant and refined in vanous pars of the world. The seeds are known as "black comin™ or “black
cargway”, likewise “girek otn® in Turkey and treditionally been used in the Indian sub=continent,
Arabian coumtries, Aiddle Eastern, and Far Eastern Couniries both as spice and nafural remady. In
Turkey, it is cultivaied im Afyon, Burdur and Ispara regions. [t is an ammual plant and grows op o 15<
30 em. branchied, more or less furmy with fimely divided, limear (but not thresd-like) leaves. The flowers
are delicate, and usually white coloured, with five petals; the sceds are three-sided and black [1-3]. The
sceds amd the oil are believed to be carminative, diurctic., lectagoge and wermifuge [4].
Pharmacologienlly, ootive constitoenis of seed oils are  thymoguinone,  dithymoquinone,
thymiohydroguinone and thymal [5].

The seeds andfor oils of Ngella are also used in focds as spice and seasoming. According 1o the
Izlamic belied: the *black seed”, i accepied as o panscea (universal cure] e, a remedy for all ailmenis,
but cannot prevent ageing or death in Ambic countries s well ]

The chemical composition of A carhar seeds wes reported for the firs time in 1880, and i is
fioand o be composed of oils, proteins, carbobipdrates, fibers, ashes, mokstunizers, ete. The fixed oil
compoenent of N, s (36=38%) mostly corsisted of linoleic (50=60%), cleic (20-23.4%), palmitic
(12.5%), dihomalinoleic (10%:), and cicosadiencic | $%4) ocids & well as srachidomic, siearic, and
myristic acids; hetsioserol; cycloeucalenol; cycloarenal; sierolesiers; and sieral glucosides with some
other minor lipid constitvenis soch as methylnonadecas 15,1 T=diencate, pentylhexadecs1 2-enoate, and
penitylpentadecs | |zmoate. Their mubifuncional preventive and relieving effecis have been msociaied
te significant constituents sach &= migellicime, nigellidine, thymoquinone (T0)Y). dithymoguinonse,
ihymiol. and carvacral [7].

Soreening of vitamin conbent of the seeds indicsied thet A sovive seeds coninin significant
amounts of vitamdins B1, BS and niscin, additionally s#tamin B2 and folic acid relatively in smaller
amounts. The resuliz are summarnced ot Table 1 [2].
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Tahle 1. ¥iamin composition of &, sama L. seeds [R)

B { Thiasia ) HIL+ D3 353
BI | Hibullaying 63+ 3.32 35
B { Pyridoaine THS + H.E9 339
PP Miscia) BI1E+ 1632 332
Fallic weiil 42+ 4.58 i

R erommersded Dhctary Allowances {Anon., 1950).

AL zarfee seeds contaim fived il, sapomins. alkalodds. proteins and escential odl. Thymogquinom: s
the most prominent constiteend im A saivg and thepe has been, 406 posied research reporis shout T0)
an the *PubMed” dowbese since | 960, Bemde the pogalarity of the Thymoguinone, it is also the maim
respomsible constituent of the hepstoprotective, the anti-inflammaiory and the anti-cancer and antitamor
effects of Migelis's seed cssemtial oil [%).

The resolis of o swdy which eesiigate the hepaioprodeciive effecis of T() agnins
sceimminophensinduced hepatoiomicity on Wistar albing ras shows thet, the levels of aspanm
aminctransferase (AST), axidized glmsthions (G550, serum alsnine aminotansferaze (ALT) and
superoxide dismainse (200 activicy were fiound io be lower compared 1o the of mis treaied withou
thymoquinanc [10].

Acoording to Al Wade [ 1] A setva and TC) iveaiment is responsible of the suppression of COX.
2 emzyme's exgression in the panorestic tssue of sirepioeoiocmn (ST jsinduced diabetic ris.

li wes shoom thai essential oil and methanolic exiract of . sotive and its sctive principle,
ihymoquinone, displays polent antileishmanial effecis against L. fropéor and L ivlaniee (genos of
irypanosomes ) species in the e vire model [12].

Ini a recenmt sbady. immanohistochemical analy=sis confirmed that thymoguinone significanaly
decreased Cdsindoced over expression of moclear faciorscB in renal tssee. Moreover, thymoquinone
irestment resulted decresse of the m apoptoiie cell numbers. Thymoquinome considershly soppressed
lipid peroxidation, atoned deficiis in the antiowidant defenses (reduced superoxide dismutnse,
glusthione peroxidaze and conlase sctivities) i renal tissue indoced by Cd adminisimiion. These
results suggesi thai thymogquimone®s aniboxidamt snd snii-apopiotic propertics would be more
sdvaniageous for schieving maximum effects in nephrotoxicity indoced by Cd [12]).

In this study, all semples (seeds, seed cils and seed oil capsules) have different rademarks that

supplied from local markeis in Ankarn and they were investigaied for their thymoquinone contents by
HPFLC.
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MATERIALS AND METHOIS

Chemicirls and Wateriods: HPLC grade methanod and 2<propanal (Fidher Scientific, Pittzbargh,
P were used. Milkipore filtzred water was ohtained by passing distilled water through a Milli=0) system
iMillipore Corp, Milford, ML Thymoquinone (Sigma, 5. Louis, M) was parchased and dissalved
i HPLC grade methanol for the analysis

Sramples: Samples were supplisd from local markets in Ankora. Each seeds, seed oils and seed ol
capsales have a different brand. The seeds were coded & NS | 1o 1, the seed oils were coded as WO |
1 10 anad the seed wil capsules were coded as BOC | o 10,

Seed exracvion: 5 g seeds wepe powdered and stimed with 2000 ml methanod for 2 howors than
filtered and evaporated by using rotavapor. The residue was solved gradwally with methanol amd
completed to 50 ol with methanol.

{3 exrracvion: 20 pl. black cummin oils of both cdl products and capsules were filtered from
Agibent ZORBAX SPE CI8(EC) cartridges | Agilent corporation, USA_) with 2x400p1. methanol.

HPLC (uaniyficarton: For the quanitative analysis; siandart thymoquinone solmions were
prepared ai 0.5, 1, 5, 15, 35, 50, 100, 250, 300 and 750 ppm concentraiions. Areas of these concenirti ons
were used for the calibration.

HPLC Condiriows: Samples were analysed with Agilent Technologies 1500 series high pressure
ligmid chrommiography (HPFLC), including & binary pump, o verusm degascer, an smosampler and o
diode array dedector. Chromatographic sepamtions were performed on Eclipse XDB=C 18 oolumn | 150
mum % 4. 6 mim, Sump. [socratic mobile phase wis chosed for as mobile phase; watermethanol:2spropanal
{50:45:5) solution was used For separstion at a flow e of 09 mL min™. Aralysis time was 28 min snd
the detection wavelength was set @t 254 nm for thymoquinone. |dentification on thymooguinone was
made by comparing the retention tmes and U\ specires of the peaks of pure siandards. The mjection
volume was |0 pl. for sach sample and standord soboiboms. All the caloulstions conceming the
quantiative analysis were performed with external siandardization by measurement of peak aress. Lima
of detection | LCHI) and Bmit of quanicfication (O] were established a1 a smndard deviation over slope
af 3.5 and 10, respectively.

RESULTS ANMD DISCUSSIONN

The HPLC chrometogram obtained from the snalysis of the seeds and seed oils, described above
showed well resolved peaks with no inlerference. Chromastograms of the sisndard and a sample
cxamined are given in Figures | and 2 respectively; other chromatogmms were not given since they ane
similar with the sample mentioned below. Thymoguinon: was cbserved in all samples and the quantity
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af the thymoquirone found in the seeds, seed oils and seed oil capsules are given in Table 2, Tahlz 3
ard labbe 4 with both concentratioms and pereeniages, respectively. Cahibration equation, LAY and LLW)
values are given in Table 5.

Interestingly, all the semples examined were found to contain only thymoquinone in signi fican
amounts, and ned the other derivatves such as dithymoquinone and thymohydroguinone. Althousgh the
perceninges of thymogquinen: vary for each sample, cils were found to contnin higher amoanis of
ithymoquimones compared 1o the szeds in general. According 1o the wsbles given below, snmple M5 1 hes
ihe highest and sample K54 has the lowest amounis of thymoguinone. For ol samples; sample RO hes
the highesi and smple MO4 hes the lowest amounis of thymoquimone. Among the thymoquinone
oomienis of oil capsnles, while MOC3 sample has the highest amouni of thymoguinone, NOCd sample
hes the bowest. When we compare the resohis of oil samples with (hoseh's stody [4], it clearly showes
that we have similar resubs relsted to thymoquinen: content.

The source of thymoguinone is nod only black comin. According o0 Tebosry®s research [14],
there are mamy other plants which have high amount of thymoguinone, dithymogquinone and
thymiohyrdoguinone. For the identification of other sources of thymoquinone, dithymoquinon: and
thymiohyrdoguinone; T plant families were investigated and it was revelaed that 11 out of 47 plant
species alsr hove these components. Resalts of the swdy shows that Momarda didyma L. | chemotype
1, Momerela didyeea L. (chemotype 2], Wonands sedie Willd., Wosards messiiite Graham amd
Ramergla momnowa L. alse coniain  thymogquinons, dithymogoinone ond  thymohyrd equinone.
Thymogquinone contents in thet spedy found o be similar 1o to the findings of our smdy.

Table 2. Cosoentraboss il amousts of bymagiinon: o sesds {n mg)

51 ATENT 1376
by ] 10579 .00
53 15190 nons
M54 Q510 [LEs 1
M55 2L59 o]
L1 10T 2 a7
N57 B THI [0ES
M54 1427E noi4
M54 L B a7
X510 L&T I ILI&7
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Table 3. Coscentratios mul amousts of Symoguinone in seed o (in mg)

MM BATIT 1230
N 126521 03446
NS BadnT 0244
M 16,021 0250
NS 1363270 L]
T I 77964 0455
NOT f9.531 0051
M LLEE 053
M 173454 1431
M0 51337 0842

Tahile 4 Concestratssns and amosnis of dymequinose = sesd ol capesles (in mgh

BTN | 267707 0732
MW T I B3 426 0507
NIHCE TAOO9E 2033
MM 4 15459 0237
NIHS 295747 D=L
N B IT 363 0802
NAUWCT TRTHD 0210
NiHCH 15881 0043
NS 4777 0254
LT 105649 0234

Table 5 Calibratios cquatssn, |imit of detection {LOD) and b of qeanificaton {LOG) values

i pavii i

Stamlard cirve

[ 2

LLND {ppim)

LAWY ippm)

This g uisas

y=5T51Ex + 16K

L9

030G

L L b
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CONCLTSIONN

In thiz study, the amount of thymogquinone i determined in black cumin seeds, seed ails and seed
oil capsules quamtitatively by HPLC. Thymoguinone determimation in these three sample types
comtaining Migelio (seeds, seed oils and oil capsules) is the main goal of this investigatation. As for =
we wepe concemned, this is the first sbody examining and comparing thymogoinon: contents of seeds of
Migella srtrva, commercisl seed oilz and seed ol capsules in Turkey quantitmively. It can be concluded
that commercial products sobd in Turkey contain adeguare dhymoguinone.
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Summmary

Thisre has Bevd & nismibesr of Fepoms ol Tanal prodices conasdnied with ilegal sdelierans tha thremen consimer healih becasse of
My alverse pledmoaonkemenl clfison workisele, In this Suly, & sal-reddisl ulrs-perliamance lagiiel chrommegrapln’ method
wilh dessinapede time-ol-lighl mass specmamery (LFLO-DTOF-MS) wis applied &0 the slestificatasn of sbinafil added ino a
Berhal Boney misiure ueed o o imEeene fysiem Borda. Elecmospay wnicanog [ES51) sowrce was applicd ssd operased = the
posine ol mode, The Bl phate conasied of 01% feme ackl ajuess sollon'acaosimile [T0730, wy) wEng the oo
grodear clatios syaless o o desecios weveleagd o’ 290 nme The eosspound of sldemnalil alded sio wslnsnal harhal romed honey
was e accordg 1o e specinam, S mancgErahe: helavion, and macs ool dam were wleli fed by compansns wah the
refmence Sibelmsee, The mediod o selemne, sentine otd s be used w detect S ldenalil illegally added e madiional herhal
Ewsficinal preparion.

Keywowniy! wlims-perfomsses liqud chiomamgraphy, quadnspols nme-f-light maes speciromerny, honey, sildsafil, herbal prodocis
Introduction predominantly hepatic metabolism and converted w0 an

active metshboliie o reaction medixted h-)' the lows
Sildenafil, 1afd=pthoooysdef, Tadibndros] amethydsamons affinity, high-capacity P450 (CYP) 3A4 isoemyme
Jepropyd-1H-pyrazolof 4 3-djpyrimidinSal)  phemyd- (major rouie) and dhe higheaffinity, low-capacity

sulfomyl]-4-methyd piperazine (Fig. Ijl.:lsjpd-mtl.ud CYP2C% ispencyme (minor rowie). Afier either arl
selective inhibitor of 2 phosphodiestersse type 3 (P} or infrevenows (V) dosing, sildenafil is rapidly
enzyme | Aldarfy, 3009). In 1998, sldenafil | Fagra™) cleared from the body as metzboliies mosily in the feces
was approved by the United Ststes Food and Drug and a minor amaunt in the orime | Uonmni et al., 19949)
Administraticn (FDOA) for the dreatment of erectile Redness in the face and neck, indigestion, photophobéa,
dysfunction{Fen o al, 2012} blumed wizon, and in mre conditions, venirioulbr
Unlike other approved medicines for  erectile amtyyihmias, nyocandial infanciion and sodden hearing
dysfunction, sildenafil does not direcily casse penile ke me side effeds of constam sildenafil use
erection, bl nduces reaction io sexual inciement. The (Mlaryam, 2006}

medication acts by nfleencing enzymes in the mitric Male erectile dysfunction, the perssient inshility o
cide paftoay, coming a mscade of ensymabc achieve or maintain an erection for stisfaciony sexual
reactions that enhance mitric oxide, cavsing move blood performance, i a common medical problem. Acoording
flow ond hetier erections, When sexual stimulation to & rmncdom sudy, over hallf of all men between 40 and
causes local relemse of nitnc axide, sildenafil enhances Tl years of age bave experienced evectile dysfunction. ki
the effect of nine avide on the corpus cavernosum by i al=n estimated that the romber of men who have
increasing  the lewels of cGMP in this tesue erectile dysfimciion will dowhle in the mext 25 years,
(U et al., 1999 Rendell et adl, 19999, ultimadely affecting more than 3530 milkon men
Sikdenafil = mpdy shsobed following  oml workdwide { Al-Tahami, 2014}
adnminisiraizon, has an onset of acon within 25 1o The use of herbal remedies 2nd dietary sopplemenis has
&0 minutes afier dosing and has a short plasma hali-life greaily inoressed. There are reporis that some herhal
of appeoximaiely 4 hours (Rendell @ al., 19599) The products advertised o5 "all natuml™ had been found to
absolute  mverage  bwavmilsbility  afier oml be adulterated with symthetic PIME-S inhibitors such as
adminisiration is shout $(fa. Sildenafil & subject 4o a sildenafil {Demiama et al., 2004),

% makod: sdu T
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Fig. 1. Chessical simsctuee ol sildesafil

Megitimate  manufscterers  produce  hand-made
counterfeit herbal sopplements withowm any guality and
purity standards under the swhority of regulatory
systems. There is a grest common concern that herbal
drugs are safe withoul any side effecis. As a result of
this belief, many patients oust herbal spplement
manufactures and rely on what they say shout their
producs | Maryam, 2006

Recently, workd's largest DTS
have agreed with Imerpal In-pmi.ndelhefm:hng_md
other support o Imerpol’s battle against counterfiei
drugs. The major plarmaceutical companes e
invedved in the problem with large investment plans
| Danmiano e al., 2004).

In this siudy, herbal mived honey used & an immune
system honster found m Ankara, Turkey was analyzed
for the presence of sildenafil, the synithetic
PDE=S inhibitor. The UPLCAQTof method wes
adopied for this study to investigate sildemafil presence
simultaneosly. In the presemt study we mvestigsied
the effect of different extaction media on the
sildenafil deiection by uwlim performance liguad
chromatography=quadnupale time-of=flight  mass
spectrometry  illegally mixed o herbal  honey
mixiure in Turkey. It is an auismaied detection and
data fikenng was performed wsing the Waters LINIFI
software,

Maverials and mechods

This research wes caried om at the Movagenix
Binanalytical R&[D Centre, Herhal Product Analysis

Lahoratory, Ankam, Turkey.
Chemicaly ond meserialy

HPLC grade methanol, formic acid and aceionitrile
| bderck, Gemmany, purity =95 %%5) were purchased and
used with no further punfication. Milbpore filtersd
waler was obiimed by passing the distilled water
a Millia(}* sysiem [Millipore Carp., Milsord,
MA) Sibdenafil reference sandand was obtamed from

Sigma (5¢. Lowis, MO) and dissobved in HPLC grade
methanal.

Sampnle

The herbal homey mixtare found in Andars, Turkey,
wazs mmed as  an immmme  gysiem booster.
A premarketing regulatory review was soughi for this
honey and clamed suspicion on the presence of
sildenafil or other PIME-S inhibitors. Mamy products
lzhelled as “herbal” or “all natural® (herbalnatural)
excape @ premarketing  regulviory  resiew  through
marketing as  overdhescounter  (OTC)  dietary
supplemenis.

Sampnle preparanoe

Three diffierem extraction methods were applied 1o the
sample. For the firsi exiraction, 5 g honey mixiure was
dissolved m |3 ml methanol, for the second
extraction 5 g honey mixtore was dissolved in 15 mil
aceioniiribz, and for the third exiracison 5 g honey
mixture was dissshed in 15 ml. acetomitribetwaier
(5i50,w). The samples were subjected bo ulirasonic
treaiment for 15 minmes, and then cooled io room
temperature.  Afier the sonication, samples were
cenirifuged a 5500 rpm. Approximately 2 mL of each
supemaiani saluion after microdiltaiion was added in
three vials and placed in the UPLC smosmmpler. The
samples were analyzed by UTPLCMTod,

Sramaard preparation
Sildenafil siock sandard solotion was prepared by
accurately weighing an amount equivalent to 5 mg of

the drog, which was dizcolved in 20 ml. methanal 1o
produce & concemration of (.25 mg'ml..

Preparanon af smobile phase

HPLC-grade acetonitnle and formic acd (Merck,
(rermany, purity >%592%) were purchased and used
with no further purification. The mobile phase was
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0.1%  formee  soid  squesae  eslubonfsceionibrls
(P50, v fliered through o cellubose acetmie
membrane of 02 pm {'Waters, USA) and degassed in
wltrzonic hath for 3 minutes before being used. Mill-
ﬂtuhmmnmwnmuihmﬁkp*n

Preparation.
LPLC WS Analysis

The samples were analyzed on a guadrupole time-
of=flight mass spectrometer (Xewvo (p2=X5 {ods
M5, Waters Micromass, LK) with an electrospray
iomization probe I positive ion acquisiion mode
(E&l{+)), coupled to an ulireefficient  liguad
chromatography .I'l.r:|:|.||:il].'t Class UPLC-TUY
cansisting of a hinary pump, sutosampler, colwmn
oven and a tumable UW-detecior {Walers, USA).
Scientific Information System from Waters (LISA).
Sepamation was performed in a colummn .ﬂ.nqu:il]."
UPLC BEH CI8 (2] ym x 50 mm x 1.7 pm).
Mohile phase flow rae was 0.7 mlfmin. Column
was mamiaimed st 60 °C during the analysis,
Chromatograme  were moniored at 290 nm.
Chromatographic separation lasted for 2 min. For
LC=ES] (+) QTOF-MS system, ES| (+) source
canditions were & follows; source temperature af
120 “C, capillary woliage of 3 kW, cone voltage of
40 ¥ and collizsion energy 6 V. The specira were
scanned in the mnge of m& from 50 1o 2. The
UPLC(=TOF-MS data of samples were acquired
amd analyred by Waters LINIF] software.

R e (it et
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Resualis nnd discossian

The chromatographic method for the simubansous
dedermimaison of sibldenafil used in ths siudy was
and validated previously far the
different analytical matrices ((riz « al., 3013k
The standard and examined amalytes were
separated  wnder ithe given chromatographic
comditions.
The herbal honey mixiure sample was extracted
with different solvents, and differend extraction
media responded very similarly. Chromatogram af
Sildenafil siandard ks shown in Fig. 2 with the
retemiion Eme  of 045 s Hepresendalive
chromatograms of sildenafil (m& = 474.5) m
differemt extract honey samples are shown in
Fig. 5. Sildennfil wes elwied within 2 min of the
chromatographic rum. The redention times for
zibdenafil m differemt extractants were 0,47 m
miethanal, 0435 i scetonrinde, and 047 mn m
acetomitrilefwater (30050, v:v), respeciively. The
peaks were wellsresolved with no owverlapping.
When compared to the standard, the herbal honey
mixiure sample contained sibdenafil having simalar
retemisan fime 1o the standard,. UPLOMsTafl is wsed
in  pharmacewtical  analytical labaratnries
theoughoan the world for sdentity testing, because it
i5 mimple, mapid, mobusi and inexpensive. In
comfirmation  experiments, we conducted a
gualiaiive analysis.

Fig. L. UPLLE chormaogress of sildesafil smedasd

I
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Fig. 3. Represenanive chromaograses of sildenafil (SIL s = 474.5), SIR, singhe-son recording; ES+, electrospray positive
e mode. Chromatogeass of product (), (5) and (¢) extracts. Peaks cormespond w peak of sildesatil. Chromatogram (2)
sample exmactant; Methanol, (b) semple exenctant; Accstomitrde, (c) sample extactant; Acetomnies/Water (S0:S0, vav)
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Varous methads have heen employed in detection af
silderafil and related compounds in various media
High performance liguid dnnrrﬂuguphy (HPFLC)
method s developed for the determination of the
amcumi of sildenafil in pharmaceatical preparations and
for evaluation of pharmacokinetic parameters  of
sildemafil. Thin laver cheomaingraphy (TLC) methods
are usad for the identification of mldenafil & an illegal
additive  in roborant  soft  drinks  and  foods
{AkTzhami, 2114}

The mample examined in the present siody & 2 herbal
homey mixtare used 25 an immune system hooser and
the compositon of honey is rather complicated. The
presence of the active substance has been confinmed in
the fesied sample. In qualitstive terms, there is a high
incidence of aduliertion of distary supplemenis i the
Trrkish market.

The high mcidence of adulteraton with sildenafil i due
i the fact that it i likely 1o be disoovered first, fior dhat
matier being the cheapest in procurement. This way the
mamufecturer will be ohle o reduce the cost of the
production as well as 0 mcresse prodit margin
{AkTehami, 2114}

Conclusions

The derived dsta confirmed that the multi-residual
wlira  performance  liguid  chromatography -
quadrupole  time=of=flight mass spectrometry
(UPLCM)=Tof method s a fast and relahble
method for the routine analysis of honey products
adultersed with of PDEs5 mhibicors. The
influence of differemt solvents and differem
extracizon was examined, and differend exiractson
media  responded  wery  similardy. To our
knowledge, this is the first time that sildenafil
illegally mixed into a herbal honey mixture has
been  found by ulim  performance  |aquid
chromatogmphy= guadrupole time of flight mass
speciromeiry using ‘Waters UNIF]1 sofiware in
Turkey.

These fmdimgs confirm the phenomenon  of
adulieration of food supplemenis in the workd
market, which s increasing m recent vears. This
represents a  sersous sk o public  health
considering that the synthetic analogues of
approved  PDE=5 mhibitors are  ofien  nod
characterized For their efficacy and toxicity, and
that their mechanism of actson might involve odher
receptors. Their presence in the market represenis
an imporant challemge  for  the  sceenhific
investigation and for the subssquent judicial
process. Conseguently, the amhorities should have
a progamme  for  screeming  adulierants  in
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counterfeit herhal products, gumickly spod new
tremds in which drugs are being counterfeited and
slop distribution of fake medicines.
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MATFERIALS AND MFTHODSE

Muorerials: Bod grean coffes seeds and roaskd
Timkish coffes les were obfained fom a locl
mﬂhlmhﬁmt@

fe Virro [dpesdon: fn dbo digeston siemlzbon
mathod was parformad acconding to the mathedology,
previosly desmibed by MeDiongal with some sEght
modifiatons [2]. M wiro dgedtion metod Ins oo
stegs. mchuding both sasnic and inesinal phavses.
Plenalic Frofike: The total phanolic, Sxvencmd a=d
proamthocyamin contamts of both WRIG
meaned uwing prenoly publied mathod [31
n:l:.ﬂm

mq_’]m:lmlnh.m:huqnm_'r[ﬁ].

EESTLTS AN DESCTUSSION

Chenges m the phenolic compoation of cofiee was
obearved following the in wiro dizestion procedims oo
both meen cofes and Twidsh cofe exmacts. In
adittion, the remits of e anfioxdant acity weis of
Tkizh and sreen cofes ware doffret as well.

CONCLUSIONS
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F-322: QUANTITATIVE ANALYSIS OF
THYMOQNINONE N NIGELLA SATIVA L
[BLACK CUMIN] SEEDS AND SEED OIS
FROMY LOCAL MARKETS OF TURKEY
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Medicimally and scmnoemialhy aporomt plnt Migedls
samva L, popealarty insces o gl ot @ Tariey 8
mmm_'rpmtnfl'ﬂn:r 'Ihm:ll.q:u'hnt
compomant of it essential cil is trymogquinone

T4

Thyzooquinens 5 used o abezative medcns bo treat
canicar, Theamtisey, beadaches, and ooy diseases for
thousands of wars. In this smdy, 10 diSerent seeds
mﬂ.s.wﬂ.-:ll ware sppbied froms local markes

Der DImogUIOL COONEn WRR
g HPLC (High Performanco

Modcina] plats hrm wen 2 mxor source of
iharapeutic agents o mcent tmes io oo o
dwamsen N sartva L, 2 spicy plamt, & coltivated in
vavous pents of e weld The seeds, 2lo koowm o
“Black o™ oF “Black camwny”, as well as “plek
T | Tafieey, bawe Beem osmed m omasy Meddle
Eastarm, and Far Facham Coenirics s 2 nshmal remady
for owr 200 yar. B Tmkey it is coltteeted in
Afvon, Burder and T proainces [1]. A samar is
an el plant T groes gp b 15 ]I.‘.'lgn].j.:

more o e fimy wath. finely divided, boear (bt mot
dread-ilw) kenms The fowsmrs are dlicats, and
wsually coloured wiats, with Sve petals. The weds 2w
iree-sided and black color [1], [1]. The seeds and'ar
ats ol 5 heligved to b carpsnatie, dametic, lackapogm
and vermeifnge [3]
Hnnmnﬂ.mmlh'amummﬂmiﬂsm

Black cumin weds e med m food mdusiy =
ey and spce
MATFETATS AND AMFTHODS
Sawiples: Sepsplos wars wepplied Som local makstiin
Anlora Each weeds and wed oh bxw diffme
rands. The seeds were coded as N5 1 to 10 and the
soed odls ware coded as MO 1 1o 10
Seed extractions T g wesds wars powdared and somed
with 200 pl pwdomol fr 2 hoars, Sean flbared and
) a The residm
o v goadaly i sl ot
30 ml with mothanal
i acraedor 20 pl black csmin ok wee fikaad
fam SPE CIE camrsdge wih 400l mesiosd

(Figms 1)
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Fizg 1. (3l extracian from SPE C1E crtndge.

HFLL Condinons: Saogplee were amahwed with
Agilant Technologics 1200 sarios high prosvars Eauid
chromatography (FIPLC), mcluding & bizary pazp,
Tacae damssar, amo- . dode armn i
E-nhm:l:ﬁpulﬂﬂ—ﬂ]&c-nhm.(lj[lm:-t&
mmn, Sqm)

Ambsi:  comdiien wms 0 om Sollomm:
Watarbethanol--propmnl  (31:45:5) sohofiom was
nsed for sepEmation at & flow o of 09 ml mn
Amabrd: tme wes IR ooin and dotection wenxlangth
was st at 2 34 mm for thoypsoqminome. ject om wohoms
wos 10pl o sch sl and somidwd sobufions. All
the calcolaons conceming the qemtaie analyis
wae pafomed wit ecwmal sandaordEadm by
e sremers of peal areas.

EESULTS AND DISCTUSSION

Tmogqeinoms was cbsered & all weples. The
amomt of the foumd in the seod and
sead cils are ghwa in Tatls | and Takle 2 wdth both
concemmation and paroantages, reApRcivRLy.

Accarding to the tables. ghven balow, im:g:lh"ﬁl]m-

the highest amd sample W54 has the Lowsst

of thymoquinon. For cil samples; sanpla B

hﬁ:ﬂﬂmimh%huﬂ:ﬂ]mtmﬂ
thymoquinons

7S

Table 1. Concorerwions and pacenmges of
'E:rl.m:mm-ﬁuﬂ.:
Samplke ll'm-:-lil- Prroeniage of
A i m Thy imine

Wi 1. 192 0,5

M&2 LS T 010

bt 15, 150 0,152

ks | P 0

hSE 0 o

M5 lI:II'Eﬁ.E 0107

MRT HE Ll

ok | 14.ITE k4

e lI:I-E|'.iI_-1 i II:E

e 1] a7 161 0 16T
Table 2. Coocemrafions amd paromtages of

| I waad il

Sample it raalien Peroralage of
B ) Dhpmeguivent
T B4.21T 075

MO 1521 013k

CIiE BE 6T o, LF

ey 1E 121 QalT
[T T [k
(e T I

W7 ey | i1, (e8]
B TEIRE L
E 175 454 13
Emm 51T [
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