Turk Mikrobiyol Cemiy Derg 2025;55(3):194-203 Arastirma / Research Article
doi:10.54453/TMCD.2025.19971

Hyoscyamus reticulatus L/nin (Solanaceae) Caenorhabditis elegans
Nematodlari Uzerindeki Antihelmintik Etkisi ve Fitokimyasal Bilesimi

Antihelmintic Effect and Phytochemical Composition of Hyoscyamus
reticulatus L. (Solanaceae) on Caenorhabditis elegans Nematodes

Necati Ozpinar*

* Hatay Mustafa Kemal Universitesi, Tip Fakiiltesi, Parazitoloji Anabilim Dali, Hatay, Tiirkiye

Atif/Cite as: Ozpinar N. Hyoscyamus reticulatus L nin (Solanaceae) Caenorhabditis elegans nematodlari lizerindeki antihelmintik etkisi ve
fitokimyasal bilesimi. Turk Mikrobiyol Cemiy Derg. 2025;55(3):194-203.

Alindigi tarih / Received:
04.04.2025 / 04.April.2025
Kabul tarihi / Accepted:
11.07.2025 / 11.July.2025

Yayin tarihi / Publication date:
25.09.2025 / 25.September.2025

ORCID Kayitlar

N. Ozpinar Yazar 0000-0002-7317-885X

B necatiozpinar@gmail.com

0z

Amag: Helmintiyaz, 6zellikle gelismekte olan ilkelerde yaygin olarak gériilen ve biiyiik kismi zoonotik 6zellik
tasiyan 6nemli paraziter hastalik gruplarindandir. Bu enfeksiyonlar, cocukluk déneminde fiziksel biiyiimenin
yavaslamasi ve zihinsel gelisimin gerilemesi agisindan baslica risk faktérleri arasinda yer almaktadir.
Literatiirdeki bulgular, helmint enfeksiyonlarinin yalnizca bireysel saglik tizerinde degil, ayni zamanda enfekte
cocuklarin egitim basarisi ve dolayll olarak toplumlarin gelecegi lizerinde de belirgin etkiler olusturdugunu
gdstermektedir. Bu ¢alismada Hyoscyamus reticulatus L. (Solanaceae)’in yaprak, ¢icek ve meyve ethanol
ekstraktlarinin bir nematod olan Caenorhabditis elegans’lar iizerindeki anti-helmintik etkisinin test edilmesi
amagland.

Yéntem: C. elegans bireylerine, H. reticulatus’un yaprak, ¢icek ve meyve ekstraktlari dért farkli dozda (1.25-10
mg/mL) uygulandi. Antihelmintik etki dederlendirildi. Ekstrakt bilesenleri GC-MS yéntemiyle tanimlandi ve olasi
etken maddeler belirlendi.

Bulgular: Yaprak ekstrat dozlarindan 10 mg/ml’lik dozun 2. giinden itibaren, petri kaplarinda bulunan biitiin
nematodlari 6ldiirdigi gérildi. 5 mg/mL konsantrasyonda ise 5. giiniin sonunda petlerde bulunan nematodlari
tamamen éldirdigi saptand.. Cigek ektraktinda ise 5 mg/mL, 2.5 mg/mL ve 1.25 mg/mL extrat doz verilen Petri
kaplarinda sirasiyla 5, 6 ve 7. giin sonunda nematodlarin tamaminin éldiigi gériildi. Meyve ekstraktinda ise 5
mg/mL, 2.5 mg/mL, 1.25 mg/mL konsantrasyonlarda verilen petri kaplarindaki nematodlarin sirasiyla 3, 4, ve 5.
glin sonunda timdinin 6ldigi saptandi. GC-MS analiz sonuglari incelendiginde 9-octadecenamide (Oleamide,
Oleic acid); yaprak (%23.42), ¢icek (%15.36), meyve (%20.21) en yiiksek diizeyde bulunan maddelerdi.

Sonug: H. reticulatus’un antihelmintik 6zelliklere sahip oldugunu ve potansiyel bir dogal ilag kaynagi
olabilecegini géstermektedir.

Anahtar kelimeler: Antihelmintik aktivite, Caenorhabditis elegans, Hyoscyamus reticulatus L. (Solanaceae)
ABSTRACT

Objective: Helminthiasis is one of the major groups of parasitic diseases, commonly observed in developing
countries, with the majority being zoonotic in nature. These infections are considered among the primary
risk factors for slowed physical growth and impaired cognitive development during childhood. Findings in the
literature indicate that helminth infections have significant impacts not only on individual health but also on
the educational performance of infected children and, indirectly, on the future of societies. This study aimed
to evaluate the anti-helminthic effects of ethanol extracts obtained from the leaves, flowers, and fruits of
Hyoscyamus reticulatus L. (Solanaceae) on the nematode Caenorhabditis elegans.

Methods: C. elegans individuals were exposed to leaf, flower, and fruit extracts of H. reticulatus at four different
concentrations (1.25-10 mg/mL). Anti-helminthic activity was assessed through survival analysis. Extract
compositions were identified by GC—MS, and the potential active compounds were determined.

Results: The 10 mg/mL dose of the leaf extract resulted in complete mortality of nematodes by the 2nd day. At
5 mg/mL, total nematode death was observed by the 5th day. In the flower extract group, 5, 2.5, and 1.25 mg/
mL doses caused complete nematode mortality by the 5th, 6th, and 7th days, respectively. In the fruit extract
group, 5, 2.5, and 1.25 mg/mL doses achieved total mortality by the 3rd, 4th, and 5th days, respectively. GC—
MS analysis revealed that 9-octadecenamide (Oleamide/Oleic acid) was the most abundant compound: leaf
(23.42%), flower (15.36%), and fruit (20.21%).

Conclusion: The findings demonstrate that H. reticulatus possesses significant anti-helminthic properties and
may serve as a promising natural therapeutic agent.

Keywords: Anthelmintic effect, C. elegans, Hyoscyamus reticulatus L. (Solanaceae)
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GIRIS

Helmintiyaz, o6zellikle gelismekte olan (lkelerde
sikga karsilagilan ve c¢ogu zoonotik 6zellik tasiyan
onemli paraziter hastaliklar arasinda yer almaktadir.
Bu enfeksiyonlar, c¢ocukluk doéneminde fiziksel
blylime ile bilissel gelisimin yavaslamasinda
baslica etkenlerden biri olarak gorilmektedir.
Yoksul bolgelerde yasayan c¢ocuklarin ayni anda
birden fazla helmint tirtyle enfekte olma olasilig
oldukga ylksektir. Yapilan bilimsel arastirmalar,
helmint enfeksiyonlarinin yalnizca ¢ocuklarin saglik
durumlarini degil, ayni zamanda egitim basarilarini
ve uzun vadede toplumlarin gelisim potansiyelini
de olumsuz etkileyebildigini gostermektedir™. Buna
karsin, egitim, ekonomik yuk ve halk sagligi agisindan
tasidigl 6neme ragmen, hem tip camiasi hem de
uluslararasi  saghk kuruluslari tarafindan buyuk
6lciide goz ardi edilmektedir>®. Bugtin iki milyardan
fazla insanin helmintlerle enfekte oldugu tahmin
edilmektedir ve enfeksiyonlar, nadiren dogrudan
o6lime neden olsa da, anemi ve yetersiz beslenme
gibi kotilesen saghk kosullariyla baglantihidir.
Bu durumun dogal bir sonucu olarak, toplumun
antihelmintik ilaglara yonelmesi, parazitlerde ilag
direncinin ortaya ¢ikmasina zemin hazirlamistir. Bu
nedenle, hem etkili hem de kullanimi giivenli olan
ve helmintlerin ilaglara karsi direncinin gelismesini
Onleyebilen veya geciktirebilen antihelmintiklerin
gelistirilmesi dGnemlidir®,

Son vyillarda gerek kolay ulasim gerekse ucuz
olmasi sebebiyle hastaliklarin tedavisinde bitkisel
Granlerin  kullanimi her gegcen giin artmaktadir.
Bircok bitkisel tGrinde sentetik ilaglari aratmayacak
etkilerin gortlmesi, yan etkilerinin ¢ok az ya da hig
olmamasi nedeniyle olduk¢a fazla kullanim alani
bulmaktadir. Tibbi bitkilerin antihelmintik etkilerine
iliskin yapilan arastirmalar oldukga sinirhidir. Bunun
temel nedenlerinden biri, bircok helmint tirinin
laboratuvar kosullarinda kiltire alinamamasidir.
Bu nedenle gerceklestirilen calismalarda genellikle
rat veya fare gibi deney hayvanlari model olarak
kullanilmaktadir. Ancak hayvan deneylerinin yogun
is glict gerektirmesi, uygun calisma alani ihtiyaci ve
yuksek maliyet gibi cesitli zorluklari da beraberinde
getirdigi bilinmektedir. Yapilan bir¢cok calisma anti-
helmintik calismalarda Caenorhabditis elegans’in iyi
bir model oldugunu géstermektedir®”,

Hyoscyamus reticulatus L. (Solanaceae)
Glineybati Asya, Misir, iran ve Tirkiye'deki en
onemli sifali bitkilerden biridir®. Hyoscyamus
turleri, halk hekimliginde yaygin olarak kullanilan
tropan alkaloidlerin, 6zellikle de skopolamin ve
hyossiyamin’in ana kaynagidir®. Bu alkaloidler
tipta parkinson gibi hastaliklari tedavi etmek,
sizoid hastalari sakinlestirmek icin yaygin olarak
kullaniimaktadir®®. H. reticulatus, esas olarak
midriyatik, antispazmotik, antikolinerjik, sedatif ve
analjezik 6zellikleri nedeniyle yaygin olarak kullanilan
tibbi bir bitkidir. Ayrica bitkinin astim, mide Ulseri gibi
hastaliklarda da geleneksel kullanimlari ve faydalari
oldugu iddia edilmektedir ancak bu bitkinin hatal
kullanimi oldukga toksik olabilir®,

Bu calismada H. reticulatus’un yaprak, cicek ve
meyve ethanol ekstraktlarinin bir nematod olan
C. elegans’lar Uzerindeki anti-helmintik etkisinin
test edilmesi amaglandi. Ayrica bu ekstraktlarin
GC-MS analizleri de yapilarak olasi etken maddeler
belirlendi.

GEREG VE YONTEM

Bitki Materyali ve Ekstraksiyon Yontemi: Calismada
kullanilan bitki materyali Turkiye/Sivas'tan 39°
42' 28" kuzey, 37° 15' 17” dogu koordinatlarindan
1270 metre yukseklikten temmuz ayinda toplandi.
Bitkilerin tiir teshisi Sivas Cumhuriyet Universitesi
Eczacilik Fakiltesi Farmasoétik Botanik Anabilim
Dali 6gretim Gyesi Hiilya Ozpinar tarafindan yapildi.
Nematod organizma N2 (yaban tip) C. elegans
ve Escherichia coli OP50, Minnesota Universitesi
Ceanorhabditis Genetik Merkezi (USA)'nden satin
alindi.

Hyoscyamus reticulatus bitkisinin meyve, yaprak
ve cicek kisimlari bitkiden ayrildi ve ayri ayri
kurutuldu. Kurutulan bitki materyalleri bir 6gltlcu
kullanilarak toz haline getirildi. Ekstraksiyon islemleri
oda sicakhiginda yuratilda. Kurutularak toz haline
getirilen bitkisel materyalden 10 g tartildi ve her biri
250 mL olacak sekilde dort kez etanol ile ekstraksiyon
yapildi. Bu islem 24 saat boyunca aralikli ¢alkalama
ile sirdurulda. Sure sonunda elde edilen karisim,
Whatman No.1 filtre kagidi kullanilarak siizildi
ve slizintiler birlestirildi. Daha sonra birlesik
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ekstraktlarin ¢o6zuclsi, 40°C’de vakum altinda rotary
evaporator (Buchi R-100; Vakum Pompasi V-300 ve
Kontrol Unitesi 1-300) ile uzaklastirildi. Konsantre
edilen ornekler, ileri analizlerde kullaniimak Uzere
-20 °C’de saklandi.

Ceanorhabditis elegans kiltur islemleri: Deneylerde
kati kaltir ortami tercih edilmis olup, bu amagla
standart Nematode Growth Medium (NGM) olarak
bilinen agar bazli ortam hazirlandi.

Luria Broth Hazirlanmasi: Bacto Tryptone (5 g), Yeast
Extract (2.5 g), NaCl (5 g) ve 1 M Tris ¢ozeltisinden
(5 mL) tartilarak 500 mL deiyonize su igerisinde
¢cozuldi. Elde edilen ¢ozelti 125 °C’de 15 dakika
sireyle otoklavlandiktan sonra oda sicakligina kadar
sogumaya birakildi.

Escherichia coli OP50 susun Hazirlanmasi: Hazirlanan
Luria Broth icine E. coli OP50 susu eklenerek 37 °C’de
24 saat inkibe edildi.

Nematot Growth Media (NCM) Hazirlamasi: NacCl
(3 g), pepton (2.5 g) ve agar (20 g) hassas terazide
tartilarak 1 L deiyonize su igerisinde ¢ozdirilda.
Karisim 125 °C’de 15 dakika otoklavlandiktan sonra
55 °C’ye kadar sogutuldu. Daha 6nce hazirlanmis ve
0.2 um gozenekli filtrelerden gegirilmis olan 1 mL 1
M CaCl,, 1 mL 5 mg/mL kolesterol, 1 mL 1 M MgSQ,
ve 25 mL 1 M KH,PO, (pH=6) ¢ozeltileri besiyerine
eklendi ve homojenizasyon saglandi. Ortamin pH’si
6 olacak sekilde ayarlandi ve ekstrakt eklenerek
kullanilacak NGM plaklari hazirlanuncaya kadar 55
°C’de muhafaza edildi.

Ceanorhabditis  elegans’larin Uretilmesi: C.
elegans’larin Uretilmesi ve pasajlanmasi amaciyla
hazirlanan NGM ortamindan, 6 mm c¢apindaki
petri kaplarina 10 mL aktarildi ve oda sicakliginda
katilasmasi beklendi. Uzerlerine 200 uL E. coli OP50
kaltara eklenerek kurumasi saglandi. Daha sonra C.
elegans’lar bu kaplara pasajlanarak ¢cogaltildi.

Ceanorhabditis  elegans’larin  senkronizasyonu:
Yaklasik 10 adet eriskin C. elegans, bakteriiceren NGM
Petrikaplarina aktarildi. Altisaatlik yumurtlama stresi
sonunda eriskin bireyler ortamdan uzaklastirildi. Bu
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islem sonucunda elde edilen yumurtalar senkronize
yavrulari olusturdu. Yavrular Gglincii glinlin sonunda
eriskin evreye ulastiginda ¢alismada kullanildi.

Antihelmintik  aktivitenin  belirlenmesi:  Steril
kosullarda, 200 mL hacimli beherlere H. reticulatus
meyve, cicek ve yaprak ekstraktlari ayri ayri, 10
mg/mL, 5 mg/mL, 2.5 mg/mL ve 1.25 mg/mL
konsantrasyonlarinda eklendi. Bu islem icin daha
once hazirlanmig ve 55 °C’de sivi halde tutulan NGM
kullanildi. Karisimlar homojenize edildi. Nematotlarin
yasam donglisi boyunca cogalmasini engellemek
amaciyla besiyerine fluorodeoksilridin (FUDR)
(33 pL, 150 mM FUDR/100 mL NGM) ilave edildi.
Hazirlanan besiyerinden 10ar mL alinarak 6 mm
capindaki Petri kaplarina dagitildi ve oda sicakliginda
katilasmalari beklendi. Uzerlerine 200 pL E. coli OP50
kiltiru eklenerek kurumasi saglandi. Pozitif kontrol
grubu icin 5 mg/mL konsantrasyonunda pyrantel
pamoate hazirlandi; negatif kontrol grubuna ise
herhangi bir etken madde eklenmedi.

Her bir konsantrasyon icin dort Petri kabi hazirlandi.
Senkronizasyonu yapilmis eriskin C. elegans’lardan
10'ar adet birey stereo mikroskop altinda Petri
kaplarina aktarildi. Deney, 22 °C’de (g tekrarh
olarak 20 gin boyunca yuritaldu ve gruplardaki
tiim nematotlar 6liinceye kadar her giin canl ve 6li
bireyler kaydedildi. Yutak pompalama hareketini
kaybetmis nematotlar 6li kabul edilerek kayitlara
gecirildi (Sekil 1).

GC-MS Analizi: GC-MS analizleri icin, GC 7890A
cihazi ile dort kutuplu MS 5975C Unitesinin (Agilent
Technologies, Waldbronn, Almanya) entegre edildigi
bir sistem kullanildi. Enjeksiyon hacmi 1 pL olarak
ayarlandi  (boliinmemis enjeksiyon; enjeksiyon
portu sicakhg 250 °C). Analizlerde, %5-fenil
metilpolisiloksan iceren DB-5ms kolon (30 m x 0.25
mm i¢ cap, 0.25 um film kalinligi; Agilent) tercih
edildi ve taslyici gaz olarak helyum kullanildi. Kolon
sicakhk programi su sekilde uygulandi: baslangic
sicaklig 50 °C’de 2 dakika tutuldu, ardindan 50 °C/
dak hizla 120 °C’ye cikarildi. Daha sonra 3 °C/dak
hizla 260 °C’ye yukseltildi ve 2 dakika sabit tutuldu.
Son agamada 15 °C/dak hizla 300 °C’ye gikarildi ve 4
dakika sabit tutuldu. Ekstraktlarda bulunan bilesikler,
tarama modunda (kiitle arahgi: 20-600 GeV)
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elektronik iyonizasyon (70 eV) yontemiyle tespit
edildi. Tanimlamalar, bilesiklerin tutulma sareleri
ve kitle spektrumlarinin WILEY 09 ve NIST 11 veri
tabanlariyla karsilastiriimasi sonucunda yapildi.

istatiksel analiz: Gruplar arasindaki farkliliklarin
istatistiksel olarak degerlendirilmesi amaciyla tek
yonlu varyans analizi (One Way ANOVA) yapildi.
Anlamli fark tespit edilen durumlarda, bu farkin hangi
gruplardan kaynaklandigini belirlemek icin c¢oklu
karsilagtirma yontemi olarak Tukey testi uygulandi.
Tum istatistiksel analizler SPSS 16.0 yazilimi (SPSS
Inc., Chicago, IL, ABD) kullanilarak gergeklestirildi ve
%95 glven dizeyinde p<0.05 degeri anlamh kabul
edildi.

BULGULAR

Hyoscyamus  reticulatus  yaprak  ekstraktinin
antihelmintik etkileri incelendiginde, 10 mg/mL
dozunda uygulanan ekstraktin ikinci ginden itibaren
petri kaplarindaki tim nematodlar oldardiga
belirlendi. Yari doz olan 5 mg/mL ekstrakt ise

besinci glnlin sonunda nematodlarin tamamini
ortadan kaldirdi. Yaprak ekstrakti dozlari azaldikca
nematodlarin yasam siirelerinin uzadigi gézlemlendi.
Karsilagtirmali olarak, 5 mg/mL pyrantel pamoate
uygulamasinda nematodlarin ancak dokuzuncu
glniin sonunda 6ldigi kaydedildi. Kontrol grubunda
ise yirminci glnin sonunda tim nematodlarin
oldigl tespit edildi (Sekil 1, Tablo 1). istatistiksel
analizler sonucunda, kontrol grubu ile 10 mg/mL,
5 mg/mL ve 2.5 mg/mL ekstrakt uygulanan gruplar
arasindaki farkin anlamh oldugu bulundu (p<0.05).
Ayrica, 10 mg/mL ekstrakt ile 5 mg/mL pyrantel
pamoate uygulanan gruplar arasinda da anlamli bir
farkhilik saptandi (p<0.05). Buna karsin, 2.5 mg/mL ve
1.25 mg/mL ekstrakt uygulamalari arasinda anlamli
bir fark gézlenmedi (p>0.05) (Tablo 2).

Hyoscyamus reticulatus ¢icek ekstrakti grubu
incelendiginde, kontrol  grubunda bulunan
nematodlarinin 20. glin sonunda 6ldigl, Pyrantel
pamoate 5 mg/mL verilen Petri kaplarinda 9. gin
sonunda, 10 mg/mL cicek ekstrakti verilen Petri
kaplarinda ise 1. glin sonunda biitiin nematodlarin

Sekil 1. Saghkl ve 6lii nematodlar. A ve C: Olii nematodlar; B ve D: Saghkli nematodlar
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Tablo 1. Hyoscyamus reticulatus yaprak, ¢icek ve meyve 6ziitlerine maruz kalan nematodlarin hayatta kalma oranlari (%%SD)

Calhigma konsantrasyonlari (mg/mL)

Giin
Pyrantel pamoate 5 10 5 25 1.25 Kontrol
A100£0.01 A100+0.01 A100+0.01 A100+0.01 A100+0.01 A100+0.01
1 £10040.01 100£0.01 £100+0.01 £100+0.01 5100+0.01 £100+0.01
€100+0.01 €100+0.01 €100+0.01 €100+0.01 €10040.01 €100+0.01
A10040.01 A0+0.00 A48+1.32 A52+1.53 A6142.12 A100+0.01
2 £10040.01 50+0.00 85612.29 861+1.85 852 +2.58 510040.01
€100+0.01 €010.00 €46+1.85 €50+1.81 €58+1.78 €100+0.01
A95+1.15 A0+0.00 A36+1.45 A42+1.56 A50+1.37 A100+0.01
3 895+1.15 80+0.00 £33+1.68 542 +1.92 851+1.76 5100+0.01
€95+1.15 €010.00 €25+1.82 €30+1.78 €42+1.63 €100+0.01
A95+0.78 A0£0.00 A25+1.32 A31+1.76 A39+1.92 A10040.01
4 $95+0.78 50+0.00 24+1.15 £28+2.21 530+1.50 5100+0.01
€95+0.78 €0+0.00 €0+0.00 €12+2.04 €20+1.59 €10040.01
A 86+0.92 A0£0.00 A8+1.39 A15+1.78 A26+1.78 A10040.01
5 86 +0.92 80+0.00 A6%1.16 £12+1.93 £18+2.01 5100+0.01
€86+0.92 €0+0.00 €0+0.00 €0+0.00 €8+2.08 €100+0.01
A 85+0.92 #0+0.00 A0+0.00 A2+1.00 A11£1.76 £99+0.58
6 585 +0.92 50+0.00 0+0.00 54+1.78 58+168 99+0.58
€85+0.92 €0%0.00 €0+0.00 €0+0.00 €0+0.00 €99+0.58
A50+1.35 A0+0.00 #0+0.00 A 0£0.00 A2+1.00 £99+0.58
7 550 +1.35 0+0.00 50+0.00 ®0+0.00 52+1.00 599+0.58
€50+1.35 €0+0.00 €0£0.00 €0+0.00 €0+0.00 €99+0.58
A36+1.53 A0+0.00 A0+0.00 A 0£0.00 A0£0.00 £99+0.58
8 36 +1.53 50+0.00 50+0.00 £0+0.00 ®0+0.00 99+0.58
€36+1.53 €0+0.00 €0+0.00 €0+0.00 €0+0.00 €99+0.58
A4+1.82 A0+0.00 A0+0.00 A 010.00 A010.00 A99+0.58
9 54+1.82 50+0.00 5010.00 £040.00 £ 010.00 899+0.58
€4+1.82 €0+0.00 €0+0.00 €0+0.00 €0+0.00 €99+0.58
A0+0.00 A0+0.00 A0+0.00 A 0£0.00 A 0£0.00 A99+0.58
10 80+0.00 50+0.00 5010.00 8 040.00 ®0£0.00 899+0.58
€0+0.00 €0+0.00 €0+0.00 €0+0.00 €0+0.00 €99+0.58
A0+0.00 A0+0.00 A0+0.00 A0+0.00 A 010.00 A99+0.58
11 50+0.00 50+0.00 50+0.00 50+0.00 0+0.00 599+0.58
€0+0.00 €010.00 €0+0.00 €0+0.00 €0+0.00 €99+0.58
#0+0.00 #0+0.00 A 0£0.00 A 0£0.00 A0+0.00 A99+0.58
12 80+0.00 80+0.00 80+0.00 50+0.00 0+0.00 599+0.58
€0+0.00 €0+0.00 €0+0.00 €0+0.00 €0+0.00 €99+0.58
#0+0.00 #0+0.00 A 0+0.00 A 0+0.00 A0£0.00 £99+0.58
13 0+0.00 0+0.00 ®0+0.00 ®0£0.00 ®0£0.00 599+0.58
€0+0.00 €0%0.00 €0+0.00 €0+0.00 €0+0.00 €99+0.58
#0+0.00 A 0+0.00 A 0+0.00 A0+0.00 A 0£0.00 A95+0.76
14 50+0.00 0+0.00 ©0+0.00 ®0+0.00 ®0+0.00 95+0.76
€0+0.00 €0+0.00 €0+0.00 €0+0.00 €0+0.00 €95+0.76
#0+0.00 A0+0.00 A0+0.00 A 0£0.00 A0+0.00 A90+0.86
15 0+0.00 50+0.00 ©0+0.00 £ 0+0.00 ®0+0.00 90+0.86
€0+0.00 €0+0.00 €0+0.00 €0+0.00 €0+0.00 €90+0.86
A0+0.00 A0+0.00 A0+0.00 A 0£0.00 A0+0.00 #80+0.97
16 80+0.00 50+0.00 50+0.00 £0+0.00 £ 0+0.00 580+0.97
€0+0.00 €0+0.00 €0+0.00 €0+0.00 €0+0.00 €80+0.97
A0+£0.00 A0+£0.00 A0+0.00 A 0£0.00 A0£0.00 A20+1.00
17 80+0.00 50+0.00 5010.00 £010.00 £ 0£0.00 820+1.00
€0+0.00 €0+0.00 €0+0.00 €0+0.00 €0+0.00 €20+1.00
A0£0.00 A0+0.00 A0+0.00 A 0£0.00 A0£0.00 A11+1.05
18 80+0.00 5010.00 5010.00 5010.00 ®0£0.00 811+1.05
€0+0.00 €010.00 €0+0.00 €0+0.00 €0+0.00 €11+1.05
A0%0.00 A0£0.00 A 0£0.00 A 040.00 A0+0.00 A5+1.37
19 50+0.00 50+0.00 50+0.00 50+0.00 0+0.00 85+1.37
€0+0.00 €0+0.00 €0+0.00 €0+0.00 €0+0.00 €5+1.37
#0+£0.00 #0+£0.00 A 0+0.00 A 0+0.00 A 0£0.00 A5+1.37
20 50+0.00 0+0.00 ®0+0.00 ®0£0.00 ®0£0.00 85+1.37
€0+0.00 €0%0.00 €0+0.00 €0+0.00 €0+0.00 €5+1.37
#0+£0.00 #0+0.00 A 0+0.00 A 0+0.00 A0£0.00 A 0+0.00
21 50+0.00 0+0.00 ®0+0.00 ®0£0.00 ®0£0.00 50+0.00
€0+0.00 €0%0.00 €0+0.00 €0+0.00 €0+0.00 €0+0.00

SD: Standart Sapma; *: Yaprak ekstrakti; &: Cicek ekstrakti; ¢: Meyve ekstrakti.
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Tablo 2. Hyoscyamus reticulatus etanol ekstresi dozlarinin sagkalim testi sonuglari

Pyrantel pamoate

Kontrol 5 mg/mlL 10 mg/mL 5 mg/mL 2.5 mg/mL 1.25 mg/mL
1.000 20.01 20.01 20.01 20.01 20.01
Kontrol 0.01 °0.01 0.01 °0.01 0.01
€0.01 ‘0.01 €0.01 €0.01 €0.01
Pvrantel pamoate 1.00 20.01 °0.01 20.01 20.01
Sym /mLp 0,01 50,01 0,01 50,01
g 0.01 <0.01 0.01 <0.01
1.00 20.01 20.01 20.01
10 mg/mL 0.01 °0.01 0.01
‘0.01 €0.01 €0.01
1.00 20.01 20.01
5 mg/mL °0.01 0.01
‘0.01 €0.01
1.00 20.06
2.5 mg/mL °0.06
°0.06
1.25 mg/mL 1.00

a: H. reticulatus yaprak ekstrakti dozlari igin sagkalim testi sonuglari, p degeri <0.05 fark é6nemli
b: H. reticulatus ¢icek ekstrakti dozlari i¢in sagkalim testi sonuglari, p degeri <0.05 fark 6nemli
c: H. reticulatus meyve ekstrakti dozlari igcin sagkalim testi sonuglari, p degeri <0.05 fark nemli

oldugu gozlendi. 5 mg/mL, 2.5 mg/mL ve 1.25 mg/
mL ekstrakt verilen Petri kaplarinda sirasiyla 5, 6 ve
7. gin sonunda nematodlarin tamaminin 6lduga
gorildi (Tablo 1). Kontrol grubuile 10 mg/mL ekstrakt
verilen nematod gruplari ve Pyrantel pamoate 5 mg/
mL verilen grup arasindaki fark istatistiksel olarak
anlamliydi (p<0.05). 5 mg/mL konsantrasyonunda
ekstrakta maruz birakilan nematod grubu ile Pyrantel
pamoate 5 mg/mL verilen grup arasinda farkin
anlamli oldugu gorildi (p<0.05). 5 mg/mL ve 2.5
mg/mLile 2.5 mg/mLve 1.25 mg/mL dozlari arasinda
anlamli farkin olmadig gérildi (p>0.05) (Tablo 2).

Hyoscyamus reticulatus meyve ekstrakti grubu
incelendiginde, kontrol grubunda bulunan
nematodlarinin 20. giin sonunda o&lirken Pyrantel
pamoate 5 mg/mL ilag verilen Petri kaplarinda 9. giin
sonunda, 10 mg/mL meyve ekstrakti bulunan Petri
kaplarinda ise 1. giin sonunda bitiin nematodlarin
oldugu gozlendi. 5 mg/mL, 2.5 mg/mL, 1.25 mg/
mL meyve ekstrakti bulunan Petri kaplarindaki
nematodlarin sirasiyla 3, 4, ve 5. glin sonunda
tiimUnin 6ldigu saptandi (Tablo 1). Kontrol grubu ile
10 mg/mL meyve ekstrakti bulunan nematod gruplari
ve Pyrantel pamoate 5 mg/mL verilen grup arasinda
farkin anlamli oldugu goéruldi (p<0.05). 5 mg/mL

meyve ekstraktina maruz birakilan nematod grubu
ile 2.5 mg/mL meyve ekstraktina maruz birakilan
nematod grubu arasindaki fark anlamliydi (p<0.05).
2.5 mg/mL ve 1.25 mg/mUlik konsantrasyonlardaki
nematod gruplari arasinda yine anlamh bir farkin
oldugu gozlemlendi (p<0.05) (Tablo 2).

Hyoscyamus  reticulatus  ethanol  ekstraktinin
fitokimyasal analizi: GC-MS analizleri sonucunda
tespit edilen fitokimyasal bilesikler Tablo 3’te
sunulmustur. Bulgulara gore, 9-octadecenamide
(Oleamide, Oleic acid) bilesigi; yaprakta (%23.42),
cicekte (%15.36) ve meyvede (%20.21) en yiiksek
oranda bulunan bilesik olarak belirlenmistir.
Yaprak etanol ekstresinde 9-octadecenamide’den
sonra en yiksek oranlarda phytol (%2.62), trans-
tricyclotetradeca-7,9-diene (%2.42) ve linoleic acid
(%2.31) tespit edilmistir (Tablo 3). Cicek etanol
ekstresinde ise 9-octadecenamide bilesigini takiben
alpha-eudesmol (%1.25), 1l-adamantanecarboxylic
acid (%1.25) ve androst-5,16-diene-3 beta-ol (%1.25)
en yiksek diizeyde saptanmistir (Tablo 3). Meyve
etanol ekstresinde ise 9-octadecenamide’den sonra
en vyiksek oranda bulunan bilesikler isoxazole-
3-carboxylic acid (%2.52), atropin (%0.97) ve
hyoscyamine (%0.97) olarak belirlenmistir (Tablo 3).
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Tablo 3. GC-MS analiz sonuglarina gore elde edilen fitokimyasallar
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GC-MS Bilesen Adi Tutunma Siiresi Etanol (%)
Alpha-Eudesmol 2.525 1.25
1-adamantanecarboxylic acid 2.525 1.25
Androst-5,16-diene-3 beta -ol 2.525 1.25
Hyocyamus reticulatus L. 2-Pentadecanone 33.956 0.52
Gigek Tricosane 42.396 0.89
Hexacosane 42.396 0.89
Docosane 42.396 0.89
9-Octadecenamide (Oleamide, Oleic acid amide) 43.466 15.36
Trans-Tricyclo tetradeca-7,9-diene 2.519 2.42
1-Hexadecene 22.638 0.25
1-Pentadecene 22.638 0.25
1-Tetradecanol (Myristyl alcohol) 22.638 0.25
Dihydroactinidiolide 26.420 0.64
Hexadecane 28.211 0.75
(-)-Loliolide 32.331 0.70
Hyocyamus reticulatus L. 2-Hexadecen-1-ol 33.824 1.23
Yaprak 2-Pentadecanone 33.956 2.21
Palmitic acid (Hexadecanoic acid) 36.405 1.36
Tridecanoic acid 36.405 1.36
Phytol (2-Hexadecen-1-ol) 39.186 2.62
Heptadecanoic acid 39.437 0.31
Linoleic acid (9,12-Octadecadienoic acid ) 39.718 2.31
n-Hexatriaconta 42.396 0.62
2(1H)-Naphthalenone 43.363 0.56
9-Octadecenamide (Oleamide, Oleic acid amide) 43.460 23.42
Isoxazole-3-carboxylic acid 2.531 2.52
1-Tetradecene 16.355 0.21
1-Tridecene 16.355 0.21
1-Dodecanol 16.355 0.21
2-Butyl-2,7-octadien-1-ol 22.157 0.16
1-Hexadecene 22.638 0.20
1-Pentadecene 22.638 0.20
2-Pentadecanone 33.956 0.38
Palmitic acid (Hexadecanoic acid) 35.627 0.43
sly:;‘i’:m”s reticulatus L. 9,12-Octadecadienoic acid 38.848 0.41
Heptadecanoic acid 39.443 0.16
Hexadecanamide 40.393 0.46
Atropin 41.291 0.97
Hyoscyamine 41.291 0.97
Eicosane 42.396 0.20
Heneicosane 42.396 0.20
9-Octadecenamide (Oleamide, Oleic acid amide) 43.466 20.21
Cyclododecyne 45.245 0.16
Eicosane 49.016 0.33
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TARTISMA

Helmint enfeksiyonlari ozellikle sosyoekonomik
acidan dezavantajli popilasyonlar arasinda, kiresel
olarak 6nemli bir halk saghg sorunudur. Hastalk
etkileri insanlar icin iyilestirilmis sanitasyon ve
evcil hayvanlarda mera kontroll ile 6nemli 6l¢lide
azaltilabilse de bu yontemler bu parazitleri ortadan
kaldirmak icin yeterli degildir. Asilarin yoklugunda
bu parazitlerin kontrolli, semptomlari hafifletmek
ve bulasmayl azaltmak kemoterapiye baghdir.
Hayvancilik endistrisinde ilaglarin yogun kullanimi,
mevcut tiim antihelmintiklere karsi yaygin bir dirence
yol agmistir*?, Son raporlar, hayvan parazitlerinde
oldugu gibi, insanlarda da helmint enfeksiyonlarinda
direncin ortaya cikmayabasladiginigostermektedir*3),
Az sayida yeni ilag veya asi ile parazitlere karsi
miicadele kaybedilen bir savasa déniisebilir. Parazitik
helmintlerde ilag direncinin gelisimini anlamak,
mevcut antihelmintiklerin etkinligini uzatmak ve
ilag direncini izlemek icin belirtecler gelistirmek
acisindan ¢ok 6nemlidir. Ayrica, direncin Ustesinden
gelmek veya onu onlemek icin yeni kemoterapotik
ajanlarin tasarlanmasinda ve yeni ilag hedeflerinin
belirlenmesinde de faydali olacaktir*®. Son yillarda
bircok hastalik icin bitkisel droglar oldukg¢a sik
kullaniimakta ve sentetik ilaglari aratmayacak etkiler
olusturmaktadir. Bizim c¢alismamizda H. reticulatus
cicek, meyve ve vyaprak ethanol ekstraktlar
nematodlar (izerinde denenmis ve oldukca glcla
antihelmintik aktivite sergiledigi gozlenmistir. Yapilan
literatr taramasinda H. reticulatus bitkisi ile ilgili
yeterli sayida antihelmintik aktiviteye rastlanmazken,
ayni  bitkinin  antioksidan®®,  antinosiseptif*!,
antibakteriyel®® etkilerinden bahsedilmistir.

Calismamizin verileriincelendiginde H. reticulatus’un
yaprak, cicek ve meyve ekstraktlarinda antihelmintik
aktivitesi calismaya alinan bitiin konsantrasyonlarin
pyrantel pamoate den daha etkili oldugu gértlmastdr.
GC-MS bulgulari incelendiginde tiim ekstraktlarda en
yiksek oranda tespit ettigimiz; 9-octadecenamide
(Oleamide, Oleic acid amide) antihelmintik etkili bazi
bitki turlerinde yiiksek oranda tespit edilmistir”1®,
Bu bilesik, oleik asit biyosentezinden turetilen bir
amid olan bir oleamiddir®®. 9-octadecenamide ayrica
anti ruh hali ve uyku bozukluklari icin potansiyel bir
tibbi tedavi olarak onerildigi gibi antiplasmodial
etkinlik gosterebilecegi de ileri surtlmuistirio2Y),

Oleamid, noroaktif yag asidi amidleri arasinda
yer alir ve merkezi sinir sistemi Gzerinde inhibitor
etkiler olusturabilir®., Bu bilesigin C. elegans’ta da
benzer sekilde sinaptik iletiyi baskilayarak hareket
kisithhigina yol acabilecegi distinilmektedir. Linoleik
ve palmitik asit gibi doymamis yag asitleri ise hiicre
membrani gecirgenligini artirarak iyon dengesini
bozabilir ve boylece hiicresel homeostazisi sekteye
ugratabilir.  Bu tdr bilesiklerin kombinasyonu,
néromdiskiler etkilerin ortaya cikmasinda sinerjik
rol oynayabilir. Ayrica H. reticulatus yaprak ve meyve
etanol ekstresinde tespit ettigimiz palmitik asitin ve
yaprak etanol ekstresinde tespit ettigimiz linoleik
asit bazi calismalarda nematotoksik bilesikler olarak
tanimlanmistir®2) (Tablo 3).

Literatlrde Hyoscyamus tirlerinin sitotoksik etkilerini
degerlendiren sinirli sayida g¢alisma bulunmaktadir.
Bonde ve Pinjari®, H. reticulatus ekstraktlarinin
A549 (akciger kanseri) ve PC-3 (prostat kanseri)
hicre hatlari lzerinde yiksek dlizeyde sitotoksik
etki gosterdigini, ancak saglikh hicreler Gzerinde
disuk toksisiteye sahip oldugunu rapor etmislerdir.
Bu bulgu, bitkinin secici toksisite 6zelligine sahip
olabilecegini gostermektedir. lonkova® ise hem
H. reticulatus hem de Hyoscyamus aegypticus
turlerinden elde edilen in vitro kultilrlerin gesitliinsan
tiimor hicre hatlarinda doza bagl olarak antikanser
etkiler gosterdigini ve disik doz uygulamalarinda
saglikli hicreler lzerinde belirgin bir toksik etki
gozlemlenmedigini  bildirmistir. Benzer sekilde,
Hyoscyamus niger tiri Uzerinde yapilan bir baska
calismada, Hep-2 hiicre hatti tzerinde orta diizeyde
sitotoksik etki saptanirken, saglikli hiicreler Gzerinde
bu etkinin minimal dizeyde oldugu belirtilmistir®®.
Tum bu veriler birlikte degerlendirildiginde, H.
reticulatus ekstraktlarinin  antihelmintik etkinlik
diizeyinde kullanilan konsantrasyonlarda saglikh
hicre hatlari Uzerinde toksisite riskinin dustk
oldugu ve secici sitotoksik potansiyel tasidig
disiunulmektedir.

Bu calismada, H. reticulatus bitkisinin farkli
bolimlerinden (yaprak, cicek ve meyve) elde edilen
etanol ekstraktlarinin C. elegans modeli kullanilarak
antihelmintik  potansiyeli sistematik  olarak
degerlendirilmistir. Elde edilen bulgular, 6zellikle
yaprak ekstraktinin kisa siirede ylksek mortaliteye
neden oldugunu ortaya koymustur. Yaprak ekstrakti,
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10 mg/mL dozunda 48 saat icinde %100 nematod
olima saglamis ve bu etki, pozitif kontrol olan
pyrantel pamoat’a gore daha hizli gerceklesmistir. GC-
MS analizleri, oleamid, linoleik asit ve palmitik asit
gibi biyolojik acidan aktif bilesiklerin varhgini ortaya
koyarak bu etkilerin kimyasal temelini desteklemistir.
Calismaninsonuglari, H. reticulatus’un 6zellikle yaprak
ekstraktinin glicl, hizli ve gok yonli antihelmintik etki
gosterdigini acikca ortaya koymaktadir. Literatiirde
bu bitki Gzerine sinirli sayida farmakolojik ¢alisma
bulunmasina ragmen, geleneksel kullanimiyla
ortlisen bu bulgular, H. reticulatus’'un farmasotik
diizeyde degerlendirilmesi gereken bir dogal Uriin
adayi oldugunu desteklemektedir.

Ayrica vyapilan c¢alismalara gore kullanilan doz
araliginin in vitro guglu sitotoksik etki gostermemesi,
bu bitki ekstraktlarinin givenligini desteklemekte
ve farmasotik formilasyonlara donUstlrilme
potansiyelini  artirmaktadir.  Bununla  birlikte,
bu sonuclarin daha ileri diizeyde in vivo hayvan
modelleriyle dogrulanmasi, spesifik etken maddelerin
izole edilerek test edilmesi ve farmakokinetik—
farmakodinamik profilinin netlestirilmesi
gerekmektedir.

Sonug olarak, H. reticulatus bitkisi, 6zellikle yaprak
bilesenleri bakimindan, dogal kaynakli antihelmintik
ajan gelistirme slreclerinde yilksek potansiyele
sahip, umut vadeden bir bitkisel ilag adayidir. Bu
bulgular, dogal Grin arastirmalari ve etnofarmakoloji
alanlarina 6nemli katkilar sunmakta, ila¢ direnci
sorununa karsi alternatif ¢ozimler gelistiriimesine
151k tutmaktadir.
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