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Bu ¢alismada P. harmala tohum ekstresinin medyan letal dozu (LDso) ve analjezik aktivite yoniinden
incelenmesi amaglandi. Tohum ekstresinin LDso dozu 0,178 ml/kg olarak bulundu. Analjezik aktivite
deneylerinde ise, her bir gruba sirasiyla serum fizyolojik, DMSO, P. harmala tohum ekstresi, aspirin ve
morfin uygulandi. Asetik asit ile agri1 olusturma deneyinde, P. harmala tohumlar1 30 ve 60 mg/kg
dozlarinda aspirine gore anlamli, 90 mg/kg dozunda aspirine gore ¢ok anlaml bir etki gosterdi. Tail
Flick deneyinde, P. harmala tohumlarinin 30 ve 60 mg/kg dozlarinda analjezik etkisi 100 mg/kg
aspirine denk bulundu ve 10 mg/kg morfine gore ise istatistiksel acidan anlamli bir fark bulunmadi.

Analgesic Activity and Acute Toxicity Determination of Peganum harmala L.

The aim of this study was extract of P. harmala seed to investigate its median lethal dose (LDso) and
possible analgesic effects. The LDso dose was found to be 0,178 ml/kg. In the analgesic experiments,
animals in the each groups were serum physiologic, DMSO, extract of P. harmala seeds, aspirin, and
morphine. In the experiment of antinociceptive activity with acetic acid, the seed of P. harmala had an
analgesic effect which were expressive to that of aspirin at 30 and 60 mg/kg and more expressive to
that of aspirin at 90 mg/kg doses. In the experiment of Tail Flick 30 and 60 mg/kg doses of P. harmala
seeds had an analgesic effect which was equal to that of 100 mg/kg aspirin and statistically no

OZET
Anahtar Kelimeler Peganum harmala L, Uzerlik, Analjezik Aktivite, Medyan Letal Doz, Fare
Seeds Extract in Mice
SUMMARY
difference was found to that of 10 mg/kg morphine.
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GiRiS

Giliniimiizde tibbi bitkiler geleneksel tedavi yontemlerinin
en aktif unsurlari olarak bilinmektedir. Diinya Saglk
Orgiitii  (WHO) verileri gelismekte olan iilkelerde
insanlarin % 80’nin bu tedavi yontemlerini kullandigim
ve 3,3 milyar insanin da tibbi bitkilerden sagaltim araci
olarak yararlandigini ortaya koymustur. Tiirkiye onbine
yakin bitki tlird ile diinyanin en zengin florasina sahip
iilkelerden biri olmanin yani sira kokli bir tibbi bitkilerle
tedavi kiiltiiriine de sahiptir. Bitkisel ilaglar daha az toksik
ve daha ekonomik olmasi &zellikleriyle sentetik ilaglara
alternatif olarak kullanilmaktadirlar (Keles ve ark. 2001).
P. harmala L. (Zyophylaceae); cok yillik tiysiiz dik bir
bitkidir. Mayis-temmuz aylarinda ¢igek acan iizerlik daha
sonra tohuma durur. Sonbahara dogru olgunlasan
kapsiillerin icinde 3-5 mm uzunlukta, liggen piramit
seklinde, kahverengi-siyah renkte, iizeri pirtikli ve
kanatli tohumlar bulunur. Aktif bilesenleri 6zellikle
tohumlarda ve koklerde bulunan alkaloitlerdir. Total
alkaloit orani (% 4-7) kadardir. Alkaloitleri arasinda
harmin, harmalin, harmol ve harman o6nemlidir. Bu
halkalar indol halkasiyla, doymamis 6’1 bir heterosiklik
yapimin kondenzasyonundan meydana gelen (3-karbolin
halkas1 tasir (Baytop 1984; Mahmoudian ve ark. 2002;
Davis 1967). P. harmala tohumlarindan elde edilen

alkaloidlerin genis bir farmakolojik etki spektrumu
vardir. Bu etkiler: Monoamin oksidaz (MAO)
inhibisyonlaridir. Bu nedenle benzodiazepin
reseptorlerine baglanarak, Kkonviilzif ve Kkonviilzif
olmayan etkiler, tremor yapict etkiler, anksiyolitik ve
davranigsal etkileri, antioksidan ve immunmodilatér
etkilerinin yaninda, harmala alkaloidlerinin
kardiyovaskiiler etkileri bildirilmistir (Abdel-Fattah ve
ark. 1995). Son yillarda bitkisel ilaglarla tedavi
(fitoterapi) yontemlerine ilginin artmasi, P. harmala’nin
geleneksel halk tibbindaki kullanimi yukarida verilen
bilgiler goz o6niline alindiginda, bitkilerde etken madde
izolasyonu, kimyasal analizleri, biyolojik, farmakolojik ve
toksik etkilerinin belirlenmesini zorunlu kilmistir. Bu
calisma geleneksel halk tibbinda analjezik amacgla da
kullanilan P. harmala’nin béyle bir etkisinin var olup
olmadigini deneysel olarak belirlemek i¢in planlanmistir.

MATERYAL ve METOT
Bitki Materyali

P. harmala bitkisinin tohumlar: Van ¢evresinden toplandi.
Orneklerin otentikasyonu Yiiziincii Y1l Universitesi Fen
Edebiyat Fakiiltesi'nde yapildi. Herbaryumda bir 6rnegi
(No: B-9) saklandi.
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Bitki Ekstraksiyonu

Kurutulmus 150 gr P. harmala tohumlari, -elektrikli
degirmende o6gitiiliip tartildiktan sonra metanol ile
ekstre edildi. Whatman paper no:1 filtre kigidindan
gecirilerek metanol rotary evaporatdrde uguruldu. Kalan
alkaloidik metanol ekstresi, 0.25 cc dimetil siilfoksid
(DMSO) ile ¢ozdiiriildiikten sonra deneysel amagla
kullanildi.

Kimyasallar

Metanol (Sigma, Germany), Dimetil siilfoksid (DMSO)
(Merck, Germany), Asetik asit (Sigma, Germany),
Asetilsalisilik asit (Aspirin 500 mg Tablet, Bayer,
Germany), Morfin hidrokloriir (Tiirkiye).

Deney Hayvanlari

Calismamizda Yiziincii Yil Universitesi Tip Fakiiltesi
Neuroscience Arastirma Birimi Deney Hayvanlar1 Unitesi’
nden Mus Musculus Swiss albino fareler temin edildi.
Standart kafeslerde (48x35x22cm), oda sicakliginda
tutulan fareler, sehir sebeke suyu ve standart pellet yem
(Van Yem Fabrikasi) ile beslendi.

Medyan Letal Doz (LD50) Calismasi

Her birinde altisar fare iceren yedi ayri ¢alisma grubu,
toplam 42 adet fare kullanilarak olusturuldu.

Gruplar ve verilen ekstre miktarlar1 asagida
gosterilmistir.

Grup 1: 0.2 ml ip yolla serum fizyolojik (Kontrol I),

Grup 2: 0.2 ml ip yolla DMSO (Kontrol II),

Grup 3: 0.100 ml/kg ip P.harmala ekstresi (DMSO’de
¢oziindiiriilerek),

Grup 4: 0.200 ml/kg ip P.harmala ekstresi (DMSO’de
¢ozlindirilerek),

Grup 5: 0.300 ml/kg ip P.harmala ekstresi (DMSO’de
¢ozlindirilerek),

Grup 6: 0.400 ml/kg ip P.harmala ekstresi (DMSO’de
¢oziindiiriilerek),

Grup 7: 0.800 ml/kg ip P.harmala ekstresi (DMSO’de
coziindiiriilerek),

Calisma gruplari tli¢ giin stireyle (72 saat) gozlendi ve her
bir grupta 6len fare sayisi sayilip, logaritma 10 tabanina
gore probit analizi yapilarak P. harmala tohumlarinin
metanol ekstresinin LD50 dozu hesaplandi (Hunskaar ve
ark. 1985; Koster ve ark. 1959). Dozun belirlenmesinden
sonra, farelere analjezik aktivite icin yeterli dozlar
ayarlanilarak deneysel ¢alisma yapildi

Asetik Asit ile Agri Olusturma Testi

Her iki cinsten 36 Swiss albino fare alindi. Fareler alt1
gruba ayrildi. Calisma gruplarina, LDso ¢alismasinin
sonuclarina gore ¢ farkli doz ekstresi uygulanarak
analjezik etkinlik incelendi.

Calisma gruplari ve uygulanan dozlar asagida verilmistir.
Grup 1: Serum fizyolojik 0,2 ml (i.p.) yolla (kontrol I),
Grup 2: DMSO 0,2 ml (i.p.) yolla (kontrol II),

Grup 3: Aspirin (referans) 300 mg/kg dozunda serum
fizyolojik icinde),¢c6zdliriilerek (Tanker ve Tanker. 1996),

Grup 4: P. harmala ekstresi 30 mg/kg (i.p.) yolla,
Grup 5: P. harmala ekstresi 60 mg/kg (i.p.) yolla,
Grup 6: P. harmala ekstresi 90 mg/kg (i.p.) yolla,

Calismaya baslamadan o6nce hayvanlar tartildy
agirliklarina gore verilecek ilag dozlar1 hesaplandi.
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Enjeksiyonlar yapildiktan sonra agri olusturmak amaciyla
asetik asit (%6), farelere 60ml/kg dozda intraperitonal
(i.p.) yolla verildi. 5 dakikalik bekleme siiresinden sonra
10 dakika icinde gelisen gerilmeler sayildi (Matsumoto ve
ark. 2004).

Sonuglar, grup basina olusan ortalama gerilme sayisi
hesap edilerek degerlendirilip, yiizde analjezik aktivite
asagidaki formiile gore hesaplandi (D’amour ve Smith
1941).

% Analjezik aktivite=((n-n")/n)x100

n: Kontrol grubundaki ortalama kivranma sayisi

n': Deney grubundaki ortalama gerilme sayisi
Tail-flick Testi

Her iki cinsten 36 swiss albino fare alindi. Fareler 6 gruba
ayrildi. Calisma gruplarina LDso ¢alismasinin sonuglaria
gore iki farkli doz oziitli uygulanarak analjezik etkinlik
incelendi.

Calisma gruplari ve uygulanan dozlar asagida verilmistir.
Grup 1: Serum fizyolojik 0,2 ml (i.p.) yolla (kontrol I},
Grup 2: DMSO 0,2 ml (i.p.) yolla (kontrol II),

Grup 3: Aspirin (referans) oral yolla 100 mg/kg dozunda
serum fizyolojik icinde ¢6zlindiiriilerek,

Grup 4: Morfin (referans) (i.p.) yolla 10 mg/kg dozunda
(Siimbiiloglu ve Siimbiiloglu. 1998),

Grup 5: P. harmala ekstresi 30 mg/kg (i.p.) yolla,
Grup 6: P. harmala ekstresi 60 mg/kg (i.p.) yolla,

Calismaya baslamadan o6nce hayvanlar tartild,
agirliklarina gore verilecek ila¢g dozlar1 hesaplanip enjekte
edildikten sonra hayvanlara zarar verilmeden eldiven
kullanilarak hareketsiz hale getirildiler. Agr1 olusturmak
amaciyla radyant 1sis1 farelerin kuyruk ucundan 1-2 cm
uzakliktaki isaretlenmis siyah noktaya odaklanildi. Isin
dozu, kontrol hayvanlarinda kuyruk sallamanin 2-3
saniyede  kaybolacagi sekilde ayarlanildi  Doku
hasarindan sakinmak i¢in 20 saniyenin sonunda cevap
alinamazsa o6l¢im sonlandirildi. Biitlin deneylerde
hayvanlar, ila¢ alimindan 6nce bir kez, ilag alimindan 30,
60 ve 90 dakika sonra olmak iizere toplam dort kez test
edildi (Budavari ve O’Nenil 1996).

Istatistiksel Analiz

Elde edilen veriler “ortalama + standart hata ortalamas1”
(mean+s.e.m.) seklinde ifade edildi. Gruplar arasindaki
farkhiliklar varyans analizi (ANOVA) ile test edilerek
istatistiksel yonden anlamli fark bulunanlar (p<0.05)
post-hoc Tukey ve Dunnet testleri ile degerlendirildi.
Istatistiksel anlamlilik i¢in (p<0.05) dikkate alind1 (Shi ve
ark.2001).

BULGULAR
Medyan Letal Doz (LDso) Calismasi Sonuglari

Medyan o6ldiiriicti doz (LDso) Calismasi sonuglar: Tablo 1’
de verildi. Buna goére P. harmala’nin medyan oldiiriicii
dozu (LDso dozu) 0.178 ml/kg (0.117-0.243 ml/kg) olarak
belirlendi.
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Tablo 1. Peganum harmala’'nin medyan letal doz
sonuglari

Table 1. Median lethal dose of Peganum harmala

Letal Doz Doz Alt sinir Ust simir
(ml/kg) (ml/kg) (ml/kg)

LD 0.06882 0.01151 0.10872
LD1o 0.10569 0.03480 0.14673
LDso 0.17890 0.11764 0.24366
LD9o 0.30281 0.22632 0.71093
LDoo 0.46506 0.31123 2.10996

Asetik Asit ile Agri Olusturma Test Yéontemi Sonuglari

Analjezik aktivite deneyinde P. harmala'nin {i¢ ayr1 dozu
ile birlikte kontrol ve referans gruplarindan olusturulan
calismanin sonuglar1 Tablo 2’de, kontrol ve deney
gruplarinin kivranma sayilari Sekil 1’de gosterildi.

Kivranma sayisi serum fizyolojik verilen grupta (Kontrol
[) 17.66 £ 2.52 iken DMSO verilen grupta (kontrol II)
20.00 £ 191 olarak bulundu. Bu iki grup arasinda
istatistiksel acidan bir farkliik goériilmedigi icin deney
gruplarn ile karsilastirma DMSO II. grup arasinda da
yapild1 (P > 0,05).

30 mg/kg dozunda P. harmala tohum ekstresi verilen
grupta kivranma sayist 3.50 £ 0.76 ve analjezik aktivite
(% 82.50 inhibisyon), 60 mg/kg dozunda P. harmala
tohum ekstresi verilen grupta kivranma sayisi 4.33 + 1.22
ve analjezik aktivite (%78.35 inhibisyon) ve 90 mg/kg
dozda P. harmala ekstresi verilen grupta ise kivranma
sayist 2.83 + 1.13 ve analjezik aktivite (% 85.85
inhibisyon) olarak bulundu. 300 mg/kg dozda aspirin
referans grup olarak calisilan farelerde kivranma sayisi
9.83 + 0.60’ a diiserken analjezik aktivite (% 44.33)
ylikseldigi bulundu. Bu dort grup ile SF ve DMSO kontrol
gruplar arasinda istatistiksel olarak farklilik bulundu. Bu
farklilik kivranma sayisini azaltma seklinde gozlendi.

Tablo 2. P. harmala ekstresinin asetik asit ile kivranma
testi sonuglari

Table 2. The results of acetic acid writhing test with P.
Harmala extract

Kivranma sayisi  inhibisyon

Gruplar (n=6) Doz (Ort + SHO) (%)
Kontrol I (SF) 0.2 mL 17.66 £2.52 -
Kontrol II (DMSO) 0.2 mL 20.00£1.91 -
Aspirin 300 mg/kg 29,83+ 0.60 44.33
P. harmala 30 mg/kg bc3.50+0.76 82.50
P. harmala 60 mg/kg bc4.33+1.22 78.35
P. harmala 90 mg/kg bd2.83+1.13 85.85
F degeri 33.42

P degeri 0.001

Veriler “Ortalama * Standart Hata Ortalamas1” seklinde ifade edilmistir.
a:p < 0.01 (Kontrol I (SF) grubuna goére karsilastirma)

b: p <0.001 (Kontrol II (DMSO) grubuna gore karsilagtirma)

¢ :p<0.05 (Aspirin referans grubuna gore karsilagtirma)

d :p<0.01 (Aspirin referans grubuna gore karsilastirma)

P. harmala tohum ekstresinin tiim dozlar1 DMSO kontrol’e
gore anlamli derecede daha ¢ok, 30 mg/kg ve 60 mg/kg
dozlari aspirin’e gére anlamli, 90 mg/kg dozu istatistiksel
olarak aspirin’e gore ¢ok anlamli analjezik etkinlik
goOstermistir.
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Sekil 1. Kontrol ve deney gruplarinin kivranma sayilari
Figure 1. Writhing counts of control and treated groups

Tail-Flick Test Sonuglari

P. harmala’'min iki ayr1 dozu ile kontrol ve referans
gruplarindan olusturulan analjezik etki ¢alismasinin
sonuclar1 Tablo 3’te uygulanan dozlardan sonraki kuyruk
kaldirma siiresi (% standardize edilmis) ise Sekil 2’de
gosterildi.

Birinci referans grup olarak calisilan morfin kontrol
gruplarina gore anlamh derecede analjezik etkinlik
gosterdigi ve deneysel amacla olusturulan radiant isiya
kars1 30 dk. ve 90 dk. zaman araliklarinda kuyruk
kaldirma stiresini uzattigini ancak 150 dk ise analjezik
etkisinin gectigini, ikinci referans grup olarak calisilan
aspirinin ise morfine gore anlaml derecede daha zayif,
buna karsilik 150 dk anlaml derecede analjezik etkinlik
gosterdigi, kuyruk kaldirma siiresini uzattigi gézlendi.

Tablo 3. Tail-flick test sonuglar1 (Ortalama + Standart
Hata Ortalamasi).

Table 3. Tail-flick test results (Mean * Standard error
mean)

Gruplar Standardize edilmis veriler (%)
(n=6) 30.dk 90. dk 150. dk
SF
(kontrol T) 2.03+£01.45 3.26 £ 04.26 1.21+04.98
DMSO
(kontrol IT) 0.36 £10.11 8.45+07.88 3.52+10.53
Aspirin ab
(100 mg/ke) 22.02+06.16 22.12+07.63 32.11+07.80
Morphine
ac46.31 + 10.99 abc69.38 + 12.28 €0.00 £7.09
(10 mg/kg)
P. harmala d
12.58 + 06.44 923.05+14.90 2a439.89+07.17
(30 mg/kg)
P. harmala d
2214 £17.12 2d33,67 £+15.93 abd39.47 + 14.14
(60 mg/kg)
F-degerleri 3.545 5.649 5210
P-degerleri 0.010 0.001 0.001

a: P<0.05 (SF) kontrol grubu ile karsilagtirma,

b : P<0.05 (DMSO) kontrol grubu ile karsilastirma,
c: P<0.05 Aspirin referans grubu ile karsilagtirma,
d : P<0.05 Morfin referans grubu ile karsilastirma,

P. harmala tohum ekstresinin verilen dozlarinin 30 dk
sonraki Ol¢iim sonuglarina baktigimizda istatistiksel
acidan analjezik etkisinin basladigin1 90 dakikada bu
etkisinin gorilmedigini, 150 dk tekrar analjezik etkinligi
basladigi gozlendi. Morfin ile P. harmala tohum
ekstrelerinin analjezik etki gosterdikleri ortak donem 30.
dakikadir. Bu donemde anlamh bir fark bulunamamistir.
Ayrica P. harmala ile morfin’in bu dénemdeki ortalama
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degerleri birbirinden olduk¢a uzaktir. Bu iki grup
arasinda istatistiksel bir fark gézlenmedi. ikinci referans
grup olarak kullanilan aspirin ile P. harmala biitlin test
donemlerinde birbirine yakin derecede analjezik etki
gostermistir. Bu donemlerde aspirin ile ekstrenin
birbirleriyle karsilastirildifinda aralarinda anlamlh bir
farkliik  bulunmamistir. Ayrica her iki grubun
ortalamalar1 da birbirine yakindir. 150. dk’da her ikisinin
gostermis olduklar1 analjezik etki birbirine denk oldugu
gozlendi.

100

|

60

;I!ji il n zlm

Kuyruk kaldirma siresi (% standardize edilmis)

T

0 150
Zaman (dk)
I SF
[ DMSO
I Aspirin
[ Morfin

I P. harmala (30 mg/kg)
[N P. harmala (60 mg/kg)

Sekil 2. Kuyruk kaldirma siiresi (% standardize edilmis)
Figure 2. Tail raising time (Standardized %)

TARTISMA ve SONUC

Analjezik  aktivitenin  arastirilmasi  icin  yapilan
calismalardan biri olan asetik asit ile agr1 olusturma
testinde P. harmala’'nin tohum ekstresi ii¢ ayr1 dozu,
aspirin gibi analjezik etkisi bilinen referans grup ve
calisma gruplarinin  ¢oziiciilerinden olusan serum
fizyolojik ve DMSO kontrol gruplar1 olusturuldu ve
calisma fareler iizerinde gergeklestirildi.

Elde edilen sonuglar, fareler tizerinde P. harmala tohum
ekstresinin tiim dozlar1 kontrol ve referans gruplarina
gore anlaml derecede analjezik etkisi oldugu, bu etkinin
doza bagimh olarak 30 mg/kg ve 60 mg/kg dozlar
aspirin’e gore anlamli, 90 mg/kg dozu istatistiksel olarak
aspirin’e gore ¢ok anlamli analjezik etkinlik gostermistir
(Tablo 2, Sekil 1).

Tail flick testi ile elde edilen sonuglar, fareler iizerinde P.
harmala ekstresinin iki ayr1 dozu, aspirin ve morfin gibi
referans gruplar ile serum fizyolojik ve DMSO kontrol
grublar1 olusturuldu. Bu yo6nteme gore elde edilen
sonuglarda, farkli zaman araliklarinda yapilan él¢timlerde
verilen dozlarda aspirin referans grubuna gore analjezik
etkisi istatistiksel acidan denk, morfin referans grubuna
gore analjezik etkisi ise istatistiksel agidan anlamli bir
fark bulunmamistir (Tablo 3, Sekil 2). Bu farklilik agrinin
kaynagi ve iletim yollarindaki (visseral agr1 gibi)
farliliktan olabilir.

P. harmala tohum ekstresinden elde edilen alkaloidlerin
B-karbolin bilesikleri icermesi bu analjezik etkinligi (-
karbolinin genellikle opoid deltas1 ve mu reseptorlerine
egilimi (Airaksinen 1984) oldugundan dolay1 gdstermis
olabilecegi veya aspirin gibi analjeziklerin pek ¢ogunda
bulunan ortak o6zellik dokularda arasidonik asitten
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prostoglandinlerin ve prostanoidlerin sentezini katalize
eden siklooksijenaz enzimini inihibe etmeleridir
(Surdarsky 1990). P. harmala’nin analjezik etkisi bu
mekanizmalara bagh olabilir. Ancak tohum ekstresinin
icinde bulunan bilesiklerden hangisinin bu etkiyi yaptigini
soyleyebilmek icin bu molekiillerin ayri ayri1 izole edilerek
calisilmasi gerekmektedir.

Bu calismalar ile P. harmala'min bilinen hipotermik,
hallusinojenik, antibakteriyel, antifungal, antiviral,
antitlimoral, vazoreleksan etkilerinin yani sira analjezik
etkisinin de oldugu gosterildi (Kartal ve ark. 2003). Bu
bulgular P. harmala’nmin 6nemli bir tibbi bitki oldugunu
teyit eder. Yukarida sayilan ozellikleri ve halk
hekimliginde kullanimlar1 daha ayrintih  bigimde
incelenerek gelir kaynagi olusturabilecek bitkisel
hammadde olarak degerlendirilebilir. P. harmala tohum
ekstresinin iki ayr1 analjezik etki test ydntemiyle
belirlenen analjezik etkinligi, bu tohumla ilgili yapilacak
ila¢ arastirmalari i¢in timit vericidir.
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