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Amag: Calismamizda Nigella sativanin antihelmintik aktivitesi, bir model organizma olan Caenorhabditis elegans’lar (C. elegans)
iizerinde test edilmisgtir.

Yéntemler: Calisma icin N2 (yaban tip) C. elegans ve Escherichia coli OP50, Minnesota Universitesi Ceanorhabditis Genetik
Merkezi'nden satin alindi. C. elegans’lar NGM (Nematode Growth Medium) kat1 kiltiir ortaminda biiyiitiildi. Senkronizasyonu
yapilarak erigkin nematotlar %1, %0,1, %0,01, %0,001, %0,0001’lik konsantrasyonlarda Nigella sativa tohum yagina maruz
birakildi. Calismada, 18 gin boyunca, deney ve kontrol grubundaki biitiin nematotlar élinceye kadar her gin canh ve 6li
nematotlar kaydedildi. Yutak pompalamasi duran nematot 6lii olarak kaydedildi.

Bulgular: Calisma bulgularimiz incelendiginde %1’lik konsantrasyonda petrilerdeki biitiin nematotlarin dérdiinci giin sonunda
oldigi gorilda. Buna ilaveten %0,1’lik konsantrasyonda besinci giin sonunda hi¢ canli nematoda rastlanmazken, %0,01’lik
konsantrasyonda ise 13’iincii giin sonunda petrilerdeki buitin nematotlarin 6ldugii tespit edildi. Veriler istatistiksel olarak
incelendiginde %0,1, %0,01, %0,001'lik konsantrasyon gruplar: ile kontrol grubu arasindaki fark anlamhyd: (p<0,05).

Sonug: Helmintlerin genellikle makroskobik boyutta olmasi ve birgogunun kiiltiiriniin yapilarak laboratuvar ortaminda
iretilememesi bilimsel ¢alismalar i¢in biiytik bir engeldir. Bu calismada, antihelmintik aktivite ¢aligmalarinda C. elegans’in iyi bir
model olabilecegi ve Nigella sativa’min antihelmintik etkisi gosterilmistir.

Anahtar Kelimeler: Caenorhabditis elegans, antihelmintik aktivite, Nigella sativa

ABSTRACT

Purpose: In our study, antihelminthic activity of Nigella sativa was tested on a model organism Caenorhabditis elegans (C. elegans).
Methods: N2 (wild type) C. elegans and Escherichia coli OP50 were purchased from the University of Minnesota, Ceanorhabditis
Genetic Center for the study. C. elegans were grown in NGM (Nematode Growth Medium) solid culture medium. After
synchronization, nematodes in adult form were exposed to Nigella sativa seed oil at concentrations of 1%, 0.1%, 0.01%, 0.001%
and 0.0001%. The study continued for 18 days until all nematodes in the experimental and control groups died. Alive and dead
nematodes were recorded every day. The nematodes in which pharengeal pumping stopped was recorded dead.

Result: According to our findings, all nematodes died at the end of the fourth day at a concentration of 1%. In addition, no alive
nematod was observed at the end of the fifth day at concentration of 0.1%; whereas at the end of the 13% day all nematodes died
at concentration of 0.01%. When the data were analyzed statistically, the difference between at concentrations of 0.1%, 0.01%,
0.001% and the control group was significant (p<0.05).

Conclusion: The fact that helminths are usually macroscopic in size and most of them cannot be produced in the laboratory
by culturing is a major obstacle for scientific studies. Our study has shown that C. elegans can be a good model in studies of
antihelmintic activity and that Nigella sativa has an anthelmintic effect.
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Helmintiasis, 0zellikle gelismekte olan itilkelerde olduk¢a
yaygin, bircogu zoonoz, 6énemli paraziter hastaliklardandir.
Helmint enfeksiyonlari, gelisme c¢aglarinda fiziksel biyume ve
entelektiiel gelisim geriliginin en énemli nedenlerinden biridir
(1). Bununla birlikte, egitim, ekonomik kayip ve halk saghg
6nemine ragmen, tip ve uluslararas: saglik kuruluglan tarafindan
biiyiik 6l¢iide ihmal edilmektedir (1). Yapilan ¢aligmalar helmint
enfeksiyonlarinin, infekte ¢ocuklarin okul performansi ve tlke
gelecegindeki etkilerinden s6z etmektedir (2). Bunun yam sira
entelektiiel gelisim acisindan bu enfeksiyonlarin bilis ve egitim
basgaris: tizerine zararli bir etkisi olabilecegi de bildirilmigtir (2-4).
Bunlarin sonucunda insanlarin antihelmintik ilaclara yonelmesi
direng gelisiminin de sebeplerinden olmustur (5,6).

Son yillarda bitkisel kokenli ilaglarin kullanimi her gecen giin
artmaktadir. Bircok bitki ¢esitli hastaliklarda tedavi arac
olarak kullanilmakta ve sentetik ilaglar1 aratmayacak etkiler
gorilmektedir. Ozellikle ilacina direnc gelistiren patojenlerin
eradikasyonunda bitkilerden elde edilen iriinler, geleneksel
tedavi metodu olarak eski zamanlardan beri kullanilmaktadir.
Tibbi bitkilerin antihelmintik aktiviteleriyle ilgili ¢aligmalar
olduk¢a azdir. Bunun sebeplerinden biri de helmintlerin
bircogunun laboratuvar ortaminda kilturinin yapilamamasidir.
Bundan dolay: genellikle bu gibi ¢aligmalarda rat ya da fare gibi
laboratuvar hayvanlari, model olarak tercih edilmektedir. Ancak
bilinmektedir ki hayvan ¢aligmalari, fazla is giicii gerektirmesi,
calisgma alanmi sikintisi ve pahali olmasi gibi bircok problemide
beraberinde getirmektedir.

Caenorhabditis elegans (C. elegans), subesi; Nematoda, sinifi;
Secernentea, takimi; Rhabditida, ailesi; Rhabditidae, cinsi;
Caenorhabditis, tirt; Caenorhabditis elegans olan, iplik kurdu
olarak da adlandirilan bir nematotdur (Sekil 1). Eriskin bir
kurtcugun boyu bir milimetre civarindadir, bu nedenle incelemek
i¢in stereo mikroskop kullanilir. Biiyiime ve iireme i¢in nemli
bir ¢evre, oda sicakligi, atmosferik oksijen ve besin olarak da
bakteriye ihtiya¢ duyar. Laboratuvar da bakim ve tretimi ¢ok
kolaydir. Erigkinleri bir mm boyunda oldugu i¢in laboratuvarda
cok az yer kaplar, rutin uygulamamalar icin petri kaplar1 ve bir
mikroskop yeterlidir. Erkek ve hermafrodit olmak iizere iki
cinstir. Hermafroditi sperm ve yumurta tretir ve kendi kendini
doller. Erkek sadece sperm tiretir ve déllemek icin hermafrodite
ihtiya¢ duyar. Hermafroditin kendi kendine déllenmesi sonucu
yine hermafrodit olusurken, spontan olarak yaklagik 1:1000
olasilikla X kromozom ayrilamamasi sonucu erkek olusabilir.

C. elegans (L4 Form)

Sekil 1. C. elegans mikroskobik goriiniimii (40x)

Erkek spermiyle dollenme sonucu ise erkek ve hermafrodit esit
oranda olugur. Erigkin bir hermafrodit yagami boyunca yaklagik
300 yumurta birakabilir (7,8).

C.elegans’lardaki yutak ve omurgahlardaki kalbin ortolog
olabilecegini dustindiren teoriler vardir. Bunlardan ilki hem
omurgali kalbi hem de C. elegans yutagi cift cekirdekli kas
hucrelerine sahiptir ve liimenleri boyunca materyalleri tagirlar.
Her iki organ da organizmanin yagaminin strekliligi icin devaml
pompalama yaparlar. Tkincisi ise, her iki organinda benzer uyar1
ileti sistemi vardir. Kasilmalar bir gap junction ile senkronize edilir
ve bunlar kas hiicrelerine bitigiktir. Néronal uyar: yoklugunda da
kasilmalar devam edebilir (9,10). Bu sebeple yutak pompalamasini
kaybetmis C. elegans 6lu olarak kabul edilir.

Galismamizda Nigella sativa (¢érek otw)nin antihelmintik
aktivitesinin, bir model organizma olan C. elegans’lar iizerinde
test edilmesi amag¢lanmigtir.

YONTEMLER

Nigella sativa Tohum Yag1’nin Eldesi

Nigella sativa tohumlari Sivas’ta satiga sunulan beg farkli saticidan
esit miktarda alindi, yikanip kurutulduktan sonra é6gutilda.
Ogiitiilen tohumdan 100 gr tartilarak soxhlet cihazinda petroleum
ether (Sigma 77399) ile sekiz saat 40-60 °C’de ekstraksiyona tabi
tutuldu (11). Elde edilen ekstrakt evaporatére alinarak petroleum
ether tamamen uguruldu.

C. elegans Temini

Caligma icin N2 (yaban tip) C. elegans ve Escherichia coli OP50,
Minnesota Universitesi Ceanorhabditis Genetik Merkezi

(USA)’'nden satin alindi.
C. elegans Kiiltiir islemleri

Deneylerde kati kiiltiir ortami kullanildi. Bu amagla standart
Nematode Growth Medium (NGM) olarak adlandirilan NGM agar
ortami hazirlandi.

Luria Broth Hazirlanmasi

BactoTryptone (5 g), Yeast Extract (2,5 g), NaCl (5 g), 1 M Tris (5
mlL) tartilarak 500 mL deiyonize suda eritildi. 125°C’de 15 dakika
otoklavlandiktan sonra sogutuldu.

Escherichia coli OP50 Susunun Hazirlanmasi

Hazirlanan Lauria Broth icine Escherichia coli OP50 susundan
ekilerek 37 °C’de 24 saat bekletildi.

Nematot Growth Media (NCM) hazirlamasi:

NaCl (3 g), Peptone (2,5 g), Agar (20 g) hassas terazide tartimlar:
yapilarak 1 L deiyonize su icerisinde eritildi. 125 °C’de 15 dakika
otoklavlandiktan sonra 55 °C’ye kadar sogutuldu. Daha énceden
hazirlanan ve 0,2 pm gézenekli filtrelerden stzilen 1 mL 1 M
CaCl,, 1 mL 5 mg/mL kolesterol, 1 mL 1M MgSO, ve 25 mL 1 M
KPO, (pH:6) besiyerine eklenerek homojenizasyonu saglandi.
Medium pH: 6'ya ayarlandi. Calisma icin i¢inde etken madde
bulundurulan NGM’ler hazirlanana kadar 55 °C’de bekletildi.

C. elegans’larin iretilmesi ve pasajlanmasi i¢in hazirlanan
NGMden, alti mm ¢apindaki petrilere 10 mL aktarilarak oda
1s1sinda katilagana kadar bekletildi. Uzerine tretilen E. coli OP50
sugundan 200 pL eklenerek kurumas: beklendi. Petrilere C.
elegans’lar pasajlanarak ¢ogaltildi.
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C. elegans’larin Senkronizasyonu

Yaklagik 10 adet erigkin C. elegans bakteri iceren NGM petri
kutusuna aktarildi. Alt1 saat siireyle yumurtlama olduktan sonra
eriskin C. elegans’lar petri kabindan ¢ikarildi. Bu yumurtalar
senkronize olmus yavrulari olusturdu. Bunlar tg¢inci giniin
sonunda erigkin forma gelince ¢alismada kullanilda.

Antihelmintik Aktivitenin Belirlenmesi

Steril ve 200 mL hacimli beher icine 1 mL Nigella sativa tohum
yagindan koyuldu. Uzerine 99 mL daha énceden hazirlanan ve 55
°C’de siv1 halde bekletilen NGM’'den eklenerek homojenize edildi.
Nematotlarin yagam siiresi boyunca ¢ogalmalarimi engellemek
amaciyla besiyerine FUDR (33 pL, 150 mM FUDR/100 mL NGM)
katildi. Elde edilen mediumdan 10’ar mL steril sartlar korunarak
6 mm capindaki petrilere dagitildi ve oda 1s1sinda katilagmalarn
beklendi. Sonrasinda tizerlerine E. coli OP50 susundan 200 pL
eklenerek kurumas: beklendi.

Sonraki gruplar, %0,1, %0,01, %0,001, %0,0001’lik
konsantrasyonlar geklinde hazirlandi. Kontrol grubuna Nigella
sativa tohum yagindan eklenmedi.
Herbir konsantrasyondan 4 petri
senkronizasyonu yapilmis ve erigkin C. eleganslar’dan 10’ar adet
sterio mikroskop altinda aktarildi. Deney 18 giin stirdii ve deney
gruplarindaki butin nematotlar élinceye kadar her giin canh ve
o6lu nematotlar kaydedildi. Calisma 22 °C’de 3 kez tekrarlandi.
Gahismamizda yutak pompalama hareketlerini kaybetmis olan C.
elegans’lar 6lu olarak kaydedildi.

hazirlandi.  Petrilere

istatiksel Analiz

Elde edilen verilerin istatistiksel analizleri icin One Way Anova
testinin yani swra tukey testi kullanildi. Bu amagla SPSS 16.0

(SPSS, Chicago, IL, Amerika) istatistik programi kullanildi ve %95
given aralifinda p<0,05 degeri gruplar arasi anlaml kabul edildi.

BULGULAR

Caligma bulgularimiz incelendiginde %1’lik konsantrasyonda
petrilerdeki buitin nematotlarin doérdiincti gin sonunda sldugu
gorildia. Buna ilaveten %0,1'lik konsantrasyonda besinci
gin sonunda hi¢ canli nematoda rastlanmazken, %0,01lik
konsantrasyonda ise 13’iincii giin sonunda petrilerdeki biitiin
nematotlarin 6ldugi tespit edildi (Sekil 2, Tablo 1). Veriler
istatistiksel olarak incelendiginde %0,1, %0,01, %0,001’lik
konsantrasyon gruplari ile kontrol grubu arasindaki farkin 6nemli

Canli c. elegans sayisi

zaman (giin)

Sekil 2. Nigella sativa tohum yaginin C. elegans’lar iizerine
antihelmintik etki grafigi

Tablo 1. Nigella sativa tohum yagimin C. elegans’lar tizerine antihelmintik etkisi

Konsantrasyonlar
Zaman (Giin) ) %0,1 %0,01 %0,001 %0,0001 Kontrol

(CNS) (CNS) (CNS) (CNS) (CNS)
1 40 40 40 40 40 40
2 20 30 40 40 40 40
3 3 26 40 40 40 40
4 0 19 40 40 40 40
5 0 0 36 40 40 40
6 0 0 35 40 40 40
7 0 0 35 40 40 40
8 0 0 35 39 40 40
9 0 0 33 39 40 40
10 0 0 33 38 39 40
1 0 0 18 36 39 40
12 0 0 10 33 39 40
13 0 0 0 33 35 37
14 0 0 0 20 30 37
15 0 0 0 20 26 30
16 0 0 0 10 26 30
17 0 0 0 3 10 19
18 0 0 0 0 0 0
CNS: Canli nematot say1s1
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oldugu goéruldi (p<0,05). Gruplar aras: veriler incelendiginde ise
%0,1’lik konsantrasyon ile %0,01’lik konsantrason arasindaki fark
onemsizken (p>0,05) bu iki grubun diger gruplar ile arasindaki
fark énemli bulundu (p<0,05).

TARTISMA

Caligmamizda erigkin C. elegans’lar tzerine Nigella sativa tohum
yaginda %1 ve %0,1’lik konsantrasyonlarda antihelmintik etki
tespit edilmigtir. Calismamizda bu etkinin yani sira apatojen bir
nematot olan C elegans’larin antihelmintik aktivitede bir model
organizma olarak kullanilabilecegi de gésterilmistir.
Antihelmintik aktivite testlerinde C. elegans’larin model olarak
kullanildigs caligmalar yeterli olmamakla birlikte literatiirde
mevcuttur. Yapilan bir ¢calismada Ocimum sanctum ugucu yaginin
C. elegans’lar uzerinde antihelmintik etkileri NGM ortaminda
test edilmis ve bitkinin gicli bir antihelmintik etki gosterdigi
sonucuna varimigtir (12). Sudan'da yapilan bir calismada 14
bitki tiriinin su ekstraktlarmin antihelmintik aktiviteleri
aragtirlmis ve model olarak C. elegans’lar kullamilmigtir.
Balanites aegyptiaca ve Sesbania sesban turleri ¢aligmaya alinan
bitkiler arasinda en gi¢li antihelmintik etkiye sahip bitkiler
olarak gosterilmigtir (13). Kanada'da yapilan ¢alismada 26000
adet kimyasal maddenin antihelmintik etkisi arastirilmigtir.
Bu amagla patojen nematotlarin temsilcisi olarak C. elegans’lar
kullanilmigtir. Calisma sonucunda 14 yeni antihelmintik etkili
kimyasal literatiire kazandirlmigtir (14). Bizim ¢alismamizda da
C. elegans’lar, gerek laboratuvar ortaminda kolay tretilmesi, yer
kaplamamasi, ¢ok fazla is giicii gerektirmemesi gerekse apatojen
olmasindan dolay: enfeksiyon riskinin bulunmamasindan 6tiirii
givenli calisma ortami saglamasidan dolay:r model organizma
olarak tercih edilmistir.

Nigella sativamin nematotlara, tenyalara, kancali kurtlara
karg1 esansiyel yaglar1 tzerine yapilan antelmintik caligmalar
sonucu, nematotlara ve tenyalara karsi oldukca etkili bir
aktivite gosterdigi gosterilmistir (15). Yapilan bir ¢aligma sestot
enfeksiyonu olan ¢ocuklarin Nigella sativa tohumlar ile tedavi
edilebildigi bilgisi verilmistir. Calismada Nigella sativa tohumlar:
satin alinip kurutularak toz haline getirilmigtir. Nematot ve sestot
enfeksiyonundan muzdarip alt1 cocuk kontrol grubu olarak tedavi
edilmezken deney grubu orak gruplanan ¢ocuklar 20, 30 ve 40 mg/
kg dozunda Nigella sativa oral yolla uygulanmis ve 3, 7 ve 15'inci
ginlerde 1 gr digki 6rnegindeki parazit yumurtalar kontrol grubuyla
karsilastirilmistir. Calisma sonucunda Nigella sativanin sestot
enfeksiyonunu énemli bir sekilde azalttigy gérilmustir (16).
Yine Nigella sativa tohumlarinin antihelmintik amach geleneksel
tipta kullanildigina dair aragtirmalar literatirde mevcuttur (17).
Bagka bir calismada Hymenolepis nana ile dogal olarak enfekte 28
isvigre albino faresi 3 gruba ayrilmigtir. Birinci grup kontrol grubu
olarak tedavi edilmezken diger iki gruba 2,5 mL/kg ve 5 mL/kg
dozlarinda Nigella sativa tohum yag oral yolla verilmigtir. Gruplar
incelendiginde, 5 mL/kg dozunda Nigella sativa tohum yag: verilen
grubun 14 gin sonunda tam olarak iyilestigi, bunun yam sira
diger grubun 21 giin sonra tam olarak iyilestigi bildirilmistir (18).
Yapilan bagka bir calismada Trichinella spiralis ile enfekte ratlarda
Nigella sativanin proflaktik ve terapétik etkisi aragtirilmigtir.
Calisgmada enfeksiyondan sonra 7inci ve 20'inci ginlerde
bagirsakta yetigkin solucan sayisi, enfeksiyondan sonraki 60.
giinde kaslarda larva sayim, parazitin tireme kapasitesi test edilmis,
Trichinella spiralis larvalarina karg: antikorlarin olugsumu ELISA

ile aragtirilmigtir. Caligma sonucunda iki hafta boyunca 5 mL/kg
dozda oral yolla uygulanan Nigella sativa tedavisinin Trichinella
spiralise karst gicli bir proflaktik ve terapétik etkisinin
bulundugunu bildirmiglerdir (19).

Nigella kimyasal bilesimi hakkinda yapilan
calismalar, bitki ekstraktinin bircok organik bilesigi icerdigini
gostermektedir. Tohum ekstraktinin bir GC-MS analizi, bunun
sekiz yag asidi ve 32 ugucu terpenin bir karigimi oldugunu
gostermigtir. thymoquinone  (30%-48%),
thymohydroquinone, dithymoquinone, p-cymene (7%-15%),
carvacrol (6%-12%), 4-terpineol (2%-7%), t-anethol (1%-4%),
sesquiterpene longifolene (1%-8%) oranlarinda tanimlanmigtir ve
Nigella sativa’nin tibbi etkilerinin bu bilegiklerden kaynaklandig:
distintilmektedir (20-22).

Bizim calismamizda da Nigella sativa tohumlarimin literatiire
uyumlu bir sekilde antihelmintik aktivite gosterdigi tespit
edilmistir. Bu veriler 6zellikle ilacina direng gelistiren tiirlerin
tedavisi agisindan oldukca énemlidir. Bunun yam sira ¢alisma
bulgularimizin literatiirdeki in vivo ¢aligmalarla uyumlu olmasi,
C elegans’larin bu gibi ¢calismalarda model olarak kullamlmasinin
givenilirligini de géstermektedir.

P
sativa nin

Analiz  sonucu

SONUC

Yapilan calismalarin  bircogu
hayvanlarinin parazitle enfekte edilmesiyle gerceklestirilmektedir.
Laboratuvar hayvanlariyla yapilan calismalar gerek is gcii
gerekse caligma alami agisindan oldukca giictiir. Helmintlerin
genellikle makroskobik boyutta olmas: ve bircogunun kiiltiirtinin
yapilarak laboratuvar
calismalar i¢in buyik bir engeldir. Bu ¢alismada antihelmintik
aktivite caligmalarinda C. elegans'in iyi bir model olabilecegi ve
Nigella sativa’nin antihelmintik etkisi gosterilmigtir.

antihelmintik laboratuvar

ortaminda iretilememesi bilimsel

* Etik
Etik Kurul Onay1: Caligma Etik Kurul onay1 gerektirmemektedir.

Hasta Onay1: Caligmada hasta denek bulunmamaktadir.

Hakem Degerlendirmesi: Editérler kurulu tarafindan
degerlendirilmistir.
Finansal Destek: Yazarlar bu caligma icin herhangi bir finansal

destek almamiglardir.
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