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Kuzey Kibris’ta Yetisen Bitkilerden Elde Edilen
Ucucu Yaglarda Leishmania tropica’ya Kars1 in vitro
Anti-leishmanial Etkinlik Aragtirilmasi
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Growing in Northern Cyprus Against Leishmania tropica

©® Emrah Giiler'?, ® Ahmet Ozbilgin®, ® Ibrahim Cavus?®, ® Buket Baddal*?, @ {lker Etikan?*,
@ K. Hiisnti Can Bager®, ® Tamer Sanhdag>®

Yakin Dogu Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dal, Lefkosa, Kuzey
Kibris Tark Cumhuriyeti

?Yakin Dogu Universitesi, DESAM Enstitiisii, Lefkosa, Kuzey Kibris Tiirk Cumhuriyeti

*Manisa Celal Bayar Universitesi Tip Fakiiltesi, Parazitoloji Anabilim Dali, Manisa, Turkiye

*Yakin Dogu Universitesi Tip Fakiiltesi, Biyoistatistik Anabilim Dali, Lefkosa, Kuzey Kibris Tiirk Cumhuriyeti
SYakin Dogu Universitesi Eczacilik Fakiiltesi, Farmakognozi Anabilim Dali, Lefkosa, Kuzey Kibris Tiirk Cumhuriyeti
®Manisa Celal Bayar Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dal, Manisa, Tirkiye

Cite this article as: [EIEE:N Ozbilgin A, Cavus 1, Baddal B, Etikan I, Bager KHC, Sanhdag T. Invitro Anti-Leishmanial Activity of Essential

Oils Extracted from Plants Growing in Northern Cyprus Against Leishmania tropica. Turkiye Parazitol Derg 2021;45(2):101-107.

0z

Amag: Bitkilerden elde edilen dogal triinlerin leishmaniasis tedavisi i¢in yeni ve etkili bilegiklerin tiretilmesine énciilitk edecegi
distintlmektedir. Calismamizda, Kuzey Kibris'ta yetigsen Origanum dubium (OD), Origanum majorana (OM), Salvia fruticosa (SF)
ve Laurus nobilis (LN) bitkilerinden elde edilen ugucu yaglarin Leishmania tropica’ya karsi in vitro etkinlikleri aragtirilmigtar.
Yontemler: Calismamizda, Leishmania tropica susu (MHOM/TR/2012/CBCL-LT) kullanildi. Diiz tabanlh 96’lik plaklarda,
tum kuyucuklara 100 pL. RPMI-1640 ve ilk kuyucuklara 100 pug/mL ugucu yaglar eklenerek, seri dilisyonlar: yapildi. Ardindan
tim kuyucuklara Leishmania tropica promastigot siispansiyonundan pipetlendi ve inkiibe edildi. Hemositometre yéntemiyle
promastigotlarin sayis1 incelendi.

Bulgular: OD yagmin minimum inhibitér konsantrasyonu (MiK)=0,2 pg/mLde tim promastigotlar: ¢ldiiriirken, en diisiik
konsantrasyonlarda bile etkili oldugu gorilmiistiir. SF ve LN ugucu yaglarmin ikisinde de MiK=1,56 pg/mL, LD, =0,78 pg/mL
olarak saptanmigtir. SF'nin en digiik konsantrasyonlarinin bile promastigot morfolojisini bozdugu gériiliirken, Laurus nobilis'in
ise 0,2 pg/mLden sonraki konsantrasyonlarda etkisini kaybettigi belirlenmistir. OM ugucu yagmnim MiK=3,13 pg/mL, LD, =1,56
pg/mL oldugu gérilmistiir.

Sonug: Kullanilan tiim ugucu yaglarin Leishmania tropica promastigotlarini inhibe ettigi goriiliirken, en yitksek anti-leishmanial
etkinlik Origanum dubium ugucu yaginda bulunmustur.

Anahtar Kelimeler: Leishmaniasis, anti-leishmanial etkinlik, in vitro, ugucu yag, Kuzey Kibris

ABSTRACT

Objective: Natural plant products are considered as a source of novel and effective compounds for the treatment of leishmaniasis.
In this study, the in vitro activities of essential oils obtained from Origanum dubium (OD), Origanum majorana (OM), Salvia fruticosa
(SF) and Laurus nobilis (LN) plants in Northern Cyprus were investigated against Leishmania tropica.

Methods: Leishmania tropica strain (MHOM/TR/2012/CBCL-LT) was obtained. RPMI-1640 was added to 96-well plates in
100 pL aliquots, 100 pg/mL essential oil was added to the first well of each row and serial 2-fold dilutions were performed. A
promastigote suspension was pipetted into all wells, and the plates were incubated. The promastigotes were enumerated using a
haemocytometer.

Results: OD essential oil was effective at killing all promastigotes at a minimum inhibitor height (MIC)=0.2 pg/mL and had high
activity at the lowest concentrations. Both SF and LN oils had MIC=1.56 pg/mL and LD, =0.78 pg/mL. SF was observed to impair
promastigote morphology at the lowest concentrations, while LN did not exert any effect at concentrations <0.2 pug/mL. OM
essential oil was found to have a MIC=3.13 pg/mL and a LD, =1.56 pg/mL.
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Conclusion: All tested essential oils inhibited promastigotes of Leishmania tropica. OD essential oil demonstrated the highest anti-leishmanial activity.
Keywords: Leishmaniasis, anti-leishmanial activity, in vitro, essential oil, Northern Cyprus

GIRiS

Leishmaniasis, insan ve hayvan saghg: i¢in 6nemli olan,
Leishmania turi parazitlerin neden oldugu zoonotik karakterli
bir enfeksiyon hastaligidir (1). Leishmania tiirleri, Leishmania
paraziti ile enfekte hayvan veya insandan kan emerek enfekte
olmus yaklagik 2-3 mm uzunlugundaki disi tatarak (yakarca,
kum sinegi) (aile: Phlebotominae) sineginin insani 1sirmasiyla
bulagsmaktadir (2,3). Hastalik, genellikle malniitrisyon,
kotii yasam kogullar1 ve sosyo-ekonomik dizeyi dusitk olan
bolgelerde gérillmektedir. Ayrica gog, enfeksiyonun endemik
oldugu bélgelerde is alanlarinin agilmasi, ormanlarin tahribi,
barajlarin ingasi, sulama duzenlemeleri ve kentlegsme
gibi cevresel faktérler leishmaniasisin gorilme sikligim
etkilemektedir. Diinya Saglik Orgiitii (DSO) verilerine gore
her yil yaklagik 700,000-1 milyon yeni olgu gorilmekte ve
bu hastalarin 26,000-65,000’1 hayatin1 kaybetmektedir (4,5).
Hastalik, tilkemiz ve Turkiye'nin i¢inde bulundugu Akdeniz
havzasi, Ortadogu, Hindistan ve Guney Amerika tlkelerinde
onemli bir halk saglig: problemi olmaya devam etmektedir (6).
DSO’ye gore leishmaniasis, en énemli yedi tropikal hastaliklardan
biri sayilmakta ve diinya tizerinde yaklasik 98 tilkede endemik
olarak gorilmektedir. Leishmania tirine ve konagin immun
sistemine bagh olarak enfeksiyon kutanéz leishmaniasis (KL),
mukokutanéz leishmaniasis ve tedavi edilmediginde oélumcil
olabilen visseral leishmaniasis (VL) (kala azar) olmak tzere iig
farkl tipte izlenmektedir (7,8). KL, basta Giineydogu Anadolu
Bolgesi olmak tizere, Akdeniz, Orta Anadolu ve Ege Bolgeleri'nde
sporadik olgular seklinde gorilmektedir. Tiirkiye'de yapilan
calismalarda 2005-2012 yillar1 arasinda 14.587 KL olgusu
bildirilmis olup, bu olgularin genelinden Leishmania tropicanin
sorumlu tutuldugu bildirilmektedir (5).

Kibris Adasi, leishmaniasisin endemik olarak gérildigii Dogu
Akdeniz havzasinda yer almaktadir. Leishmaniasis vektori
Phlebotomus turt sineklerin adada var oldugu ve kanin
leishmaniasise neden olduklar1 yapilan ¢caligmalarla gosterilmistir.
Bunun yaninda Kibris’taki insan enfeksiyonlar1 1935 yilindan
beri bildirilmektedir (9). Giiney Kibris’ta 2006 yilinda yapilan bir
calismada 3 KL ve 2 VL olmak tizere toplam 5 insan leishmaniasis
olgusu rapor edilmis ve bu olgularin hepsinin Leishmania donovani
MON-37 ile enfekte oldugu tespit edilmistir (10). Yine 2014
yilinda, Giney Kibris'in Baf sehrinde yasayan bir ailenin doért
iyesine (1 ¢cocuk, 3 yetigkin) KL tanis1 konmusg ve bu hastalardan
Leishmania donovani izole edilmigtir (11). Tum bunlarin yaninda,
2016 yilinda yayinlanan bir ¢alismada, Kuzey Kibris'in Lefkoga
sehrindeki devlet hastanesinde Ocak 2011-Aralik 2012 yillar1
arasinda 3 VL (1 erkek, 2 kadin) olgusu bildirilmistir. Olgularin
hepsinin de Leishmania infantum ile enfekte oldugu belirlenmigtir
(12). Ruh ve ark/nin (9), Kuzey Kibris'in Girne Bélgesi'nde 249
kisiyi inceledikleri ¢calismalarinda yalmzca 3 (%1,2) kisinin direkt
aglitinasyon testi (DAT) ve/veya rK39 agisindan seropozitif
oldugu bulunmustur.

Anti-leishmanial ilaglardan uzun yillardir en sik kullamlan bes
degerli antimon bilegikleri, maalesef diisiik koruyuculuk ve toksik
ozellik tagimaktadir. Bu bilegiklerden sodyum stiboglukonat

(SAG) ve meglumin antimonat, leishmaniasis tedavisinde ilk
tercih edilen ilaglardir. Son zamanlarda SAG’ye diren¢ artmus,
hatta Hindistan'in baz bélgelerinde SAG direnci epidemik hale
gelmigstir. Tedavide kullamilabilecek diger ilaglar pentamidin
ve amfoterisin B'dir. Fakat bu ilaglarin yiksek oranda toksik ve
pahali olmasindan dolay: kullanimlari siirhidir. Son yillarda,
insan VL tedavisinde miltefosin ve KL tedavisinde ise flukonazol
oral yolla uygulamalara girmis ve etkili bulunmusgtur (13,14). Tim
bu ilaglarin ¢ogunun nefrotoksik, hepatotoksik ve teratojenik
etkiler bagta olmak tizere ciddi yan etkileri bulunmaktadir (6).
Ticarisatilan anti-leishmanialilaglaraulasilamayan bircok bolgede,
tedavide tibbi bitkilerden yararlanilmaktadir. Kimyasal ézellikleri
ve biyoaktivite cesitliliklerinden dolayr bitkilerin farmasétik
urtnlerin eldesinde kullamildig: bilinmektedir (15). Giiniimiizde
bitki ekstreleri ve ugucu yaglarinin yeni tibbi ajanlara kaynaklik
edebilecegi dustnilmektedir. Leishmaniasis tedavisinde de acil
olarak dogal trtnlerin taranmas: ve kullanima girmesi 6nemli
saylmaktadir. Ayrica, yapilan arastirmalar gostermigtir ki,
bitkilerden elde edilen dogal urtinler leishmaniasis tedavisi i¢in
yeni ve etkili bilegiklerin tiretilmesine énciilitk etmektedir (16).
Bitkilerden damitma yoluyla elde edilen ucucu yaglar kompleks
yapida hidrofobik swvilardir ve bitkilerin ugucu aromatik
bilegenlerini barindirirlar. Bu ugucu yaglarin dogal tedavi tirtinleri
olarak kullanildig: asirlardir bilinmektedir. Bircok biyolojik aktif
madde iceren bu yaglar, antibakteriyel, antifungal, antiviral,
antiprotozoal ve antioksidan 6zellik tagimaktadir. Bu sebeplerden
dolayi, bitkisel ugucu yaglarin kimyasal biyositlere alternatif
olabilecegi dusuniilmektedir (14). Tum dinyada konuyla ilgili
aragtirmalar yapilmakta ve bagsarili sonuglar elde edilmektedir
.

Galismamizda, iilkemizde yetisen ve anti-leishmanial etkinligi
olabilecegi diistintilen Origanum dubium (OD), Origanum majorana
(OM), Salvia fruticosa (SF) ve Laurus nobilis (LN) bitkilerinden
elde edilen ugucu vyaglar in vitro ortamda incelenmigtir.
Amacimiz, bitkisel ucucu yaglarin Leishmania tropica (L. tropica)
promastigotlarina kars: etkinliginin aragtirilmasidir.

YONTEMLER

Bitkilerin Toplanmasi ve Kurutulmasi

Kullanilan tiim bitkiler, tiniversitemiz eczacihk fakiiltesi,
farmasoétik botanik-farmakognozi anabilim dah tarafindan Kuzey
Kibris'in cesitli bolgelerinden topland: (Tablo 1), tiir tanimlamas:
yapildi ve Yakin Dogu Universitesi (YDU) Herbaryum Merkezinde
(OM no: NEUN 6895, OD no: NEUN 6896, SF no: NEUN 6897, LN
no: NEUN 6898) saklandi. Karanlik ortamda kurutulan bitkiler,
yag verimini artirmak amaciyla steril makas ile kii¢iik parcalara
bolindd. Kuru materyaller clevenger apareyi kullanilarak
distilasyona tabii tutuldu ve ti¢ saatlik distilasyon sonrasinda
bitkilere ait ugucu yaglar elde edildi. Daha sonra kuru baz
tizerinden verim hesab: yapilip piknometre yardimiyla yaglarin
ozkiitleleri hesaplandi. Tum ugucu yaglar +4 °C'de, kullanilacag:
zamana kadar muhafaza edildi.
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Tablo 1. Kullanilan bitkilere ait bilgiler

Tiirk¢e | Toplanan Toplanilan
Ad1 m
ads kisim bolge
Origanum majorana Mercan | Toprak tstii St. Hilarion
L. var. tenuifolium R .
« kosk kisimlar1 Kalesi/Girne
Weston
Origanum dubium Kekik Toprak tistii | Yesilirmak/
Boiss. ! kisimlar1 Lefke
. . . Toprak tsti Zeytinlik/
Salvia fruticosa Mill. | Adacay1 Jasimlar Cirne
o, Bostancy/
Laurus nobilis L. Defne Yaprak B
Guzelyurt
*Endemik tiir

Ucucu Yaglarin Analizleri

Gaz kromatografisi ve kiitle spektrometresi analizleri (GC-MS)
Agilent 5975 GC-MSD sistemi kullanilarak gerceklestirildi.
Innowaks FSCkolonunda (60 m x 0,25 m film kalinlig) tasiyic1 gaz
olarak helyum gaz1 (0,8 mL/dak) kullanildi. Gazkromatografisinde
firin sicakligy, 10 dakika boyunca 60 °C’de tutuldu ve her dakikada
1 °C artacak gekilde 220 °C’ye programlandi. Bsliinme oran: 40:1
ve enjektor sicakligs 250 °C olarak ayarlandi. Kiitle araligi m/z 35
ile 450 idi ve kiitle spektrumlar: 70 eV’de kaydedildi.

Gaz kromatografi analizi, agilent 6890N GC sistemi kullanilarak
yapildi. Alev iyonizasyon dedektoriniin (FID) sicakhigr 300 °C
olarak ayarlandi. Gaz kromatografisi ve kiitle spektrometresi
ile ayni elisyon sirasimi elde etmek icin, aymi kolonun bir
kopyasina ayni kogullarda es zamanl olarak otomatik enjeksiyon
yapildi. Ayrilan bilesiklerin ytzdesi FID kromatogramlarindan
hesaplandi. Ayrilan maddelerin teghisinde “Bager Ucucu Yag
Bilesikleri Kutiiphanesi” kullanilda.

Sitotoksisite Analizleri

Elde edilen ugucu yaglarin sitotoksik aktivitelerini saptamak
icin L929 fare fibroblast hiicre hatti (Amerikan Type Culture
Collection, ABD) kullanildi. L929 hiicreleri DMEM (BI, 01-050-1A)
besiyerinde %10 1s1 ile inaktive edilmis fetal sigir serumu (Fetal
Bovine Serum, FBS) (Capricorn Scientific, FBS-11B), %1 penisilin-
streptomisin (Biochrom, A2213) ve %1 glutamin (EMD Millipore,
K0282) eklenerek 37 °C'de, 5% CO,li ortamda ¢ogaltilmigtar.
Besiyerinde ¢ogaltilan hiicreler ile ugucu yaglar muamele edildi ve
MTT [3-(4,5-dimetiltiyazol-2-yl)-2,5-difeniltetrazolyum bromit]
kiti (Glentham Code, GT3156) kullanilarak sitotoksik aktiviteleri
belirlendi.

MTT, canh hiicreler tarafindan indirgenen mor formazan bir
irin olan 3-(4,5-dimetiltiyazol-2-y1)-2,5 difeniltetrazolyum
bromitin rediiksiyonunun kolorimetrik él¢iimine dayanir. OD,
OM, SF ve LN ugucu yaglari, dimetilsiilfoksit (DMSO, Sigma-
Aldrich) kullanilarak 100 mg/mL olacak sekilde hazirlandi ve
bes farkh (5 pg/mL, 10 pg/mL, 25 pg/mL, 50 pg/mL and 100
pg/mL) konsantrasyondaki kiltir ortaminda seyreltildi. L929
fare fibroblast hiicreleri, 96 kuyucuklu kiltiar kaplarina her bir
kuyucukta 100 pL (5x10%/mL hiicre yogunlugu) gelecek sekilde
ekildi. Kor, hiicre ve ekstrakt icermemekte iken negatif kontrolde
sadece ekilmis hiicreler bulunmaktaydi. OD, OM, SF ve LN
diliisyonlar ti¢ kez tekrarlandi ve hiicre hatti icerisinde 24-48 saat
inkiibasyonda birakildi. Ardindan MTT ¢ozeltisi 37 °C’ye 1sitilds
ve daha sonra her bir kuyucuga 10 pL gelecek seklinde eklendi.
Dort saat 37 °C'de, %5 CO,’li ortamda inkibe edildikten sonra,

formazan tuzlarini ¢6zmek i¢in 50 L. DMSO eklendi. Absorbans,
spektrofotometre (Versa Max, Molecular Device, Sunnyvale,
ABD) ile 540 nm’de 6l¢iildi. Tiim deneyler her ekstrakt icin 3 kez
tekrarlanarak gerceklestirildi.

Leishmania tropica Susu

Calismamizda, Manisa Celal Bayar Universitesi Tip Fakiiltesi,
Parazit Bankasi’nda sivi azotta muhafaza edilen MHOM/
TR/2012/CBCL-LT kodlu Leishmania tropica susu kullanildi.

L. tropica Kiiltiiria

Calismamizda kullanilmak tizere sivi azot tankindan ¢ikartilan
L. tropica promastigotlar: 37 °C’lik sicak su banyosunda 2 dakika
¢oztundiitkten sonra NNN besiyerine ekimi gerceklestirildi. Fazla
miktarda promastigot elde etmek amaciyla yine RPMI-1640 (%10
FBS + %1 penisilin/streptomisin + %1 gentamisin) hazirlandi
ve 25 mLlik flasklara 5 mL olacak sekilde dagitildi. Besiyerinde
iireyen promastigot siispansiyonundan 50 pL cekilerek, 5 mL
RPMI-1640 bulunan flasklar icerisine eklendi. Ekim yapilan
flasklar 25 °C’de inkiibe edildi ve her ti¢ ginde bir flasklar icerisine
yeni besiyeri eklendi. Son asamada iireyen promastigotlar
Thoma laminda sayilarak 1x10° promastigot/mL olacak sekilde
promastigot siispansiyonu hazirland.

In vitro Anti-leishmanial Caligma

Etken maddeler 250 pLye 750 uL %10'luk DMSO (250 pg/mL) ile
seyreltildi. Calismamizda diiz tabanl 96’lik hiicre kiltira plaklar
yatay olarak kullanildi. Ik agamada %10 FBS iceren RPMI-
1,640 besiyerinden (Biological Industries, Israel) (%1 penisilin/
streptomisin + %1 gentamisin) 100 pL tiim kuyucuklara aktarildi.
OD, OM, SE ve LN etken maddelerle hazirlanan siispansiyonlardan
100 pL (100 pg/mL) alinarak ilk kuyucuklara eklendi ve son
kuyucuga kadar seri dilisyonlar1 yapildi. fla¢ kontrol icin 300
pg/mL SAG'den (Pentostam, Ingiltere) 100 ulL aktarildi ve yine
seri diliisyon yapildi. Daha sonra pozitif kontrol, ila¢ kontrol ve
etken maddelerin oldugu (negatif kontrol kuyucuklar: haric)
tum kuyucuklara 1x10° promastigot/mL L. tropica promastigot
suspansiyonundan 100 pL eklendi. Son olarak, hiicre kalturi
plaginin kapag: katilarak, parafilmle sarildi ve 25 °C'de 48
saat boyunca etiivde inkiibe edildi. Tim etken maddeler, ilag
kontrol ve pozitif kontroller triplike olacak sekilde ¢alisildi. L.
tropica promastigotlarinin timintn hareketsiz oldugu en dusiik
konsantrasyon, minimum inhibitér konsantrasyonu (MIK),
parazitin yarisinin hareketsiz olarak gorildigu konsantrasyon
ise letal doz (LD,) olarak belirlendi. Hareket gériilmeyen
kuyucuklardan NNN besiyerlerine ekim yapild: ve besiyerleri 25
°C’de 48 saat boyunca etiivde inkiibe edildi (5,14).

Hemositometre Yontemi

Hemositometre yoéntemiyle Thoma lami kullamlarak 48 saat
sonraki promastigotlarin sayis1 degerlendirildi. Etiivden ¢ikartilan
plaklarin her bir kuyucugundan ayr: ayr1 6rnek alinarak Thoma
laminda 40x objektifte incelendi. Toplam promastigot sayisi
10.000 ile ¢arpilip sayilan kareye bolunerek mL'deki promastigot
miktar1 bulundu (5).

istatistiksel Analiz

Verilerin tum istatistiksel analizlerinde SPSS (Statistical Package
of the Social Sciences) Demo Ver 22 (SPSS Inc., Chicago, IL, ABD)
programi kullamild. Ik olarak her gruba dahil verilerin normal
dagilima uyup uymadiklarim belirlemek amaciyla “Shapiro-Wilk”
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testiuygulandi. Bu teste gore eger veriler normal dagilima uyuyorsa
p>0,05, uymuyorsa p<0,05 olmalidir. Yiizde (%) Leishmania tropica
promastigot canlihfinin gruplara gére ortalamalar arasi farkin
énem kontroliine “Kruskal-Wallis Varyans Analizi verilerimiz
norma dagilima uymadigindan dolay:” ile bakildi.

Etik kurul onay1: Yakin Dogu Universitesi Bilimsel Arastirmalar
Etik Kurulu tarafindan dizenlenen 23 Nisan 2020 tarihli
toplantisinda 2020/78-1032 proje numarasi ile etik kurul onay:
alindi. Arastirmamizda, in vitro ortamda parazit hiicreleri ile
calisildigindan dolay1 hasta onam formuna gerek duyulmada.

BULGULAR

Ucucu Yaglar

Calismamizda kullanilan ugucu yaglarin iceriginde bulunan majér
bilegikler Tablo 2'de verilmektedir.

Sitotoksisite Test Sonuclar1

L929 fibroblast  hatt1 farkh
konstantrasyonlardaki OD, OM, SF ve LN ucucu yaglar ile 24 ve
48 saatlik stirelerde inkiibe edilmistir. Bu konsantrasyonlar sirasi
ile 5, 10, 25, 50 ve 100 pg/mLdir. MTT sonuglarina gore genel
olarak, L929 fare fibroblast hiicrelerinde yag konsatrasyonlarinin
dozu yiikseldikce doza bagh olarak hiicre canlibfinin azaldig:
gorulmiigtir. OD yag1 ile 24 ve 48 saat inkibe edilmis L929
fare fibroblast hiicrelerinde hiicre canlihfimin 6zellikle yiiksek
dozlarda (25-100 pg/mL) ¢cok az oldugu belirlenmigtir. Bunlara
ek olarak, OM ugucu yag ile inkiibe edilen L929 fare fibroblast
hucrelerinde 6zellikle 100 pg/mL dozunda 48 saat inkibasyon
sonunda fare fibroblast hiicrelerinin yaklagik yarisinin (%50)
canhiligini  kaybettigi gorilmig, disiuk dozlarda ise hiicre
canlilhigy stabil kalmigtir. Hiicre kilturinde, SF ugucu yaginin
fare fibroblast hiicre canhihgina olumsuz etki gostermedigi
tespit edilmigtir. LN ugucu yaginin ise tiim dozlardaki 24 saatlik
inktbasyonlarinda fare fibroblast hiicre canhliklarinda anlamli bir

fare hiicre  kiltirinde,

azalma izlenmezken, 48 saat inbitbasyon sonunda hiicre canlhilig
yaklagik %50 azalmigtir. Tiim bitki yaglarimin sitotoksik aktivite
sonuclar: Grafik 1'de (A-D) gorilmektedir.

In vitro Test Sonuglar:

Kullanilan etken maddelerin L. tropica tzerine in vitro etkinligi
Tablo 3’te gosterilmigtir.

Calismamizda, ila¢ kontrol grubunda herhangi bir canh
promastigota rastlanmazken, pozitif kontrol grubunda ise
promastigotlarin yasamlarimi devam ettirdigi goralmiigtiir.
Tum ugucu yaglarin L. tropica promastigotlar tizerinde farkh
konsantrasyonlarda etkili olduklar1 goralmiistir. OD yag
0,2 pg/mLde tim parazitleri éldirtirken (MIK), daha diigiik
konsantrasyonlarda parazitin etkilendigi fakat canlihgim yiiksek

duzeyde korudugu tespit edilmistir. SF ve LN ugucu yaglarinin her
ikisinde de MiK=1,56 pg/mL, LD, konsantrasyonu ise 0,78 g/
mL olarak saptanmugtir. SF'nin en diigiik konsantrasyonlarinin
bile promastigot morfolojisini bozdugu gorilirken, LN'nin
ise 0,2 pg/mLden konsantrasyonlarda
kaybettigi belirlenmigtir. OM’den elde edilen ugucu yagin MiK
konsantrasyonunun 3,13 pg/mL, LD_  konsantrasyonunun ise
1,56 pg/mL oldugu goérilmistir. Bunun yaninda, OM’nin son
olarak 0,1 pg/mL konsantrasyonunda promastigotlar iizerine
etkili oldugu fakat 6ldiremedigi gorilmustiir (Grafik 2). Hareket
gorilmeyen kuyulardan NNN besiyerine yapilan ekimlerin hig
birinde iireme gérilmemistir.

sonraki etkisini

istatistiksel Sonuglar

Galismamizdaki veriler normal dagilima uymadiklarindan dolay:
(Shapiro-Wilk testine gore) (p<0,05) verilere iliskin aritmetik
ortalama, standart sapma ve standart hata gibi tamimlayic
olguler verilemez. Bunlarin yerine; minimum deger, maksimum
deger, medyan (ortanca) degeri ve ceyrekler aras1 yiizde=ceyrekler
arasi aralik [(Q3 (3. ceyrek)-Q1 (1. ceyrek)] degerleri verilmisgtir.
Leishmania tropica promastigotlarimin canhlik % ortalamalar
arasindaki fark istatistiksel olarak ¢6nemli bulunmustur
(p=<0,0001) (Tablo 4).

TARTISMA

Leishmaniasis, tiim diinya genelinde gériilen en énemli parazitik
enfeksiyonlardan biridir. Endemik bélgelerde gorilen ilag
direncinin 6ntine ge¢mek adina, bitkisel triinlerin kullanim
gibi farkli stratejiler gelistirilmelidir. Son yillarda yapilan in vitro
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Grafik 1. Ucucu yaglarin MTT sonuglar

MTT: [3-(4,5-dimetiltiyazol-2-yl)-2,5-difeniltetrazolyum
bromit]

Tablo 2. Ucucu yaglarin iceriginde bulunan majér bilegikler

oD % OM % SF % LN %
Karvakrol 81,8 cis-Sabinen hidrat 29,1 1,8-sineol 43,9 1,8-sineol 57,2
p-Simen 5,0 Terpinen-4-ol 19,6 Kamfor (kafur) 14,0 a-Terpinil asetat 9,4
Myrcene 1,9 y-Terpinen 9,5 Kamfen 8,8 Sabinen 6,7
Terpinen-4-ol 0,8 a-Terpineol 5,8 a-Pinen 6,6 Terpinen-4-ol 4,3
a-Terpineol 0,8 a-Terpinen 5,7 B-Pinen 5,8 a-Pinen 41
OD: Origanum dubium, OM: Origanum majorana, SF: Salvia fruticosa, LN: Laurus nobilis
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en etkili ucucu yag oldugu gértlmiistiir. Ozellikle ¢ok distk

1201 == 0D : . :
- OM konsantrasyonlarda bile (MIK=0,2 pg/mL) promastigolarin
100+ -+ SF timini 6ldurdugi tespit edilmistir. Buna ragmen, 10 pg/mL'nin
= o0 - LN uizerindeki konsantrasyonlarin toksik ozellik gosterebilecegi
i— - PK saptanmigtir. OD yaginin majér bilegseninin %81,8 oraninda
= 604 karvakrol oldugu, anti-leishmanial etkinin de bu bilesikten
E 404 kaynaklandigini diistinmekteyiz. Tasdemir ve ark.’nin (21) diger
- bir kekik tiirtt olan Origanum onites’in antiprotozoal etkinligini
20 inceledikleri ¢alismalarinda, ugucu yagin Leishmania donovani
04 amastigotlar1 tizerine kismen etkili oldugu bildirilmektedir.

NI I O I - I B PR
S P VI PN P oV o oY

Konsantrasyon (ng/mL)

Grafik 2. L. tropica promastigotlarinin farkl
konsantrasyonlardaki canhlik % dagilimi

ve in vivo calismalar gésteriyor ki, bitki ekstrelerinin Leishmania
turleri tzerine yiiksek diizeyde etkisi bulunmaktadir (16). Saghk
sorunlarinin ve hastaliklarin tedavisinde insanlarin birkag
bin yildir tibbi 6zellikteki bitkileri kullandigi bilinmektedir.
Guntmizde halen parazitik enfeksiyonlarin tedavisinde bitkisel
drunler veya onlardan elde edilen ikincil metabolitler siklikla
kullanilmaktadir. Uzun yillardir uygulamada bulunan sentetik
ilaglara karsi bazi parazit tirlerinin gelistirdikleri direng
giniimuzin énemli bir problemidir (18). Kullanimda olan ticari
anti-leishmanial ilaclarin yeterince efektif olmamalari, toksik
etkilerinin bulunmalari ve cok pahali olmalarindan dolay: endemik
bolgelerde ilaglara ulagilamamaktadir. Dolayisiyla, geleneksel tibbi
bitkilere yoénelim artmaktadir (19,20). Bu baglamda, Kuzey Kibris
Bolgesinde yetisen bazi bitkilerden elde edilen ugucu yaglarin
anti-leishmanial etkinlikleri incelemeye alinmistir.

Caligmamizda, OD tiirti kekik yaginin Leishmania tropica iizerine

Aynmi calismada, ilgili yagin ana bileseninin %70,6 oraninda
karvakrol oldugu belirlenmigtir. Bizim c¢alismamizin aksine,
Tasdemir ve ark. (21), Origanum onites ugucu yaginin memeli
hiicrelerine toksik etki géstermedigini vurgulamigtir. On dokuz
farkli ugucu yagin incelendigi bir arastirmada, Origanum virens
(karvakrol orami %68,2) yagimin digsik de olsa Leishmania
infantum promastigotlar: tizerine etkili oldugu tespit edilmigtir
(22). Bunlarin yaninda Brezilya'da, ana bilegseni %33,9 cis-
p-Menth-2-en-1-0l olan Origanum vulgare ugucu yaginin
Leishmania amazonensis promastigotlar tizerine etkisiz oldugu
vurgulanmigtir (23). Silva ve ark’min (24) aragtirmasinda,
karvakrol bilegiginin, ¢alismada kullamilan 10 farkhh dogal
madde arasinda en yitksek anti-leishmanyal etkiye sahip oldugu
(IC,,=25,4 pg/mL") goériilmas, LI29 fibroblast hicrelerine orta
diizeyde toksik oldugu saptanmigtir.

Caligmamizda kullanilan diger bir Origanum turi olan OM
var. tenuifolium’'un MiK=3,13 pg/mL, LD50=1,56 pg/mL
konsantasyonlarinda L. tropica promastigotlarina etkili oldugu
gorulmustir. Sonuglara gére OM'nin ¢alisgmamizda kullanilan
ucucu yaglar icinde en az anti-leishmanial etkisi bulunan yag
oldugu belirlenmigtir. Bu tiiriin ana bileseni cis-sabinen hidrat
(%29,1) ve terpinen-4-ol (%19,6) olarak tespit edilmis olup,
tenuifolium varyetesi Kibris adas: i¢in endemik takson olarak

Tablo 3. Etken maddelerin L. tropica iizerine in vitro etkinlikleri

0,78 0,39 0,2 0.1 0.05
100 pg/ | 50 pg/ 25 pug/ 12,5 pg/ 6,25 pg/ | 3,13 pg/ 1,56 pg/ ’g/ ’g/ ’g/ g/ g/
mL mL mL mL mL mL mL K M 5 K M
mL mL mL mL mL
iK %0 C %0 C %0 C %0 C %0 C %0 C %0 C %0 C %0 C %0 C %0 C %0 C
oD |%0Cc |%oC %0 C %0 C %0 C %0 C %0 C %C | %0C | %0C :7271\(/)113& :fﬁiBC'
%50C, | %60C, | %70C, | %80C, | %90C,
SE %0 C %0 C %0 C %0 C %0 C %0 C %0 C MB, V MB, V MB, V MB, V MB, V
%50 C, %90 C, | %95C, | %100 %100 %100 C,
oM %0 C %0 C %0 C %0 C %0 C %0 C MB, V MB, V MB, V C. MB C, MD MD
%50C, | %90C, | %97C, | %100 %100 C,
LN %0 C %0 C %0 C %0 C %0 C %0 C %0 C MB, V MB, V MB, V C, MB MD
IK: Ila¢ kontrol, OD: Origanum dubium, SF: Salvia fruticosa, OM: Origanum majorana, LN: Laurus nobilis, MB: Morfoloji bozuk, MD: Morfoloji diizgtin, C: Canli, V: Vakuol

MU & S |0 sotica & B ecicisOLCIONC
Grup n Medyan Minimum Maksimum CAY X? P
OD 12 0 0 95 0
Leishmania SF 12 0 0 90 67
tropica promastigot oM 12 25 0 100 98 29,00 <0,0001*
canliligs (%) LN 12 o 0 100 95
PK 12 100 100 100 -
*Istatistiksel acidan 6nemli, OD: Origanum dubium, SF: Salvia fruticosa, OM: Origanum majorana, LN: Laurus nobilis, CAY: Ceyrekler aras1 yiizde, PK: Pozitif kontrol
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kabul edilmektedir. Bizim c¢aligmamizin aksine, Leishmania
amazonensise karst 52 farkhi ugucu yagin incelendigi Monzote
ve ark/nin (25) caligmasinda, OM tiriiniin anti-leishmanial
etkinliginin olmadig gorilmugtiir. Hamarsheh ve ark./nin (26)
Filistin'de yetisen bitkiler tzerinde yaptiklari aragtirmasinda
OM'’nin Leishmania major promastigotlar1 iizerine herhangi bir
etkisinin olmadig: rapor edilmistir.

Tirkcede adagayi olarak bilinen, genelde hos kokulu bitkilerin yer
aldig: Salvia tiirleri ugucu ve aromatik yag icermelerinden dolay:
farmakoloji ve parfiimeri sanayide 6énemli sayilmaktadir (27).
Yapilan c¢aligmalarda SF ugucu yaginda predominant bilesenin
1,8-sineol (%52,8) oldugu tespit edilmistir. Bunun yaninda kamfor
(kafur) (%5,8), alfa-pinen (%5,8), beta-pinen (%4,5), mirsen
(%3,8) ve kamfen (%3,1) bilegenleri olmak tizere %1’in tizerinde
toplam 15 bilesik belirlenmistir. Icerisindeki 1,8-sineol, kamfor,
alfa-pinen, beta-pinen ve kamfen bilegenlerinin tibbi agidan
6nemli oldugu kamtlanmistir (28,29). Protozoal parazitlerin
neden oldugu enfeksiyon hastaliklarindan Plasmodium spp. etkenli
sitma, Leishmania spp. etkenli leishmaniasis ve Trypanosoma spp.
etkenli Chagas ve uyku hastaliklarina baz Salvia tirlerinin etkili
olabilecegi diisiniilmektedir (30). Iran'da geleneksel tipta Salvia
tirlerinin ¢iceklerinden elde edilen ekstrelerin leishmaniasis
tedavisinde kullamildifi rapor edilmigtir (31). Essid ve ark.nmin
(32) calismasinda, Salvia officinalis tirtiniin Leishmania infantum
(IC,,=2,67+0,33 pg/mL) ve Leishmania majora (IC,=3,40+0,16
pg/mL) karg1 iyi bir aktivite gosterdigi bildirilmistir. Bu caligmada
kullanilan tirtin majér maddeleri kamfor (%25,13+0,21),
a-tuyon (%21,47+1,52) ve 1,8-sineol (%16,43+0,24) olarak
belirlenmigtir (32). Nikmehr ve ark’nin (33) caligmasinda ise
Salvia officinalis yapraklarindan elde edilen ekstrelerin Leishmania
major amastigot ve promastigotlarini inhibe ettigi tespit
edilmigtir (33). Khan ve Khan (34) Salvia bucharica yapraklarinin
metanolli ekstresinin anti-leishmanial aktivitesinin (IC, =7,231
pg/mL) oldugunu saptamigtir. Bizim ¢alisgmamizda SF bitkisinin
toprak iistii kisimlarindan elde edilen ugucu yagin MiK=1,56
pg/mL, LD, =0,78 ug/mL degerlerinde Leishmania tropica
promastigotlarini inhibe ettigi gorilmustiir.

LN'nin (defne) esas yayihig alan1 Akdeniz havzas: ve Anadolu'dur.
Bu bélgeler disinda Avrupa ve Amerika kitalarinda defne bitkisi
yetistiriciligi yapilmaktadir. Basta Tiirkiye olmak tizere tiim
Bati Akdeniz havzasinda yetisen defne ugucu yaginda major
bilesik olarak 1,8-sineol bulunmaktadir. Karik ve ark.’nin (35)
calismasinda, Tirkiye'nin Akdeniz, Ege, Marmara ve Karadeniz
Bélgeleri'nden toplanan 100 farkl defne bitkisinden elde edilen
ucucu yagda %31,9-67,6 oraninda 1,8-sineol tespit edilmigtir
(36). Ayrica Kuzey Kibris defne agacinin ugucu yaginda major
bilesik olarak %58,6 oraninda 1,8 sineol bulunmustur (37).
LN'nin toprak tsti kisimlarindan elde edilen ugucu yagin
Leishmania infantum promastigotlar: tizerine orta diizeyde etkili
oldugu (IC50=13,24+0,70 pg/mL) bildirilmektedir (38). Tunus’'un
kuzey kesiminde yetigsen 12 bitkiden c¢ikartilan ugucu yaglarda
Leishmania infantum ve Leishmania major promastigotlarina
karsi farkli derecelerde etkinlik bulunmustur. Aymi ¢aligmada,
LN'nin dugtk dizeyde antileishmanyal etkinlige sahip oldugu
ileri sturulmektedir (32). Calismamizda kullandigimiz LN
yapraklarindan elde edilen wugucu yagin anti-leishmanial
etkiye sahip oldugu (MiK=1,56 upg/mL, LD50: 0,78 pg/mL)
anlagilmaktadar.

Calismamiz, Kuzey Kibris'ta yetisen dort farkli bitkiden elde
edilen ugucu yaglarin KL etkeni Leishmania tropica promastigotlar:
tizerindeki etkinliklerinin ilk kez aragtirildigi bir pilot ¢alisma
ozelligi tagimaktadir. Tam yaglarin promastigot tiremesini inhibe
ettigi gorilirken, OD’nin en etkin ugucu yaga sahip oldugu tespit
edilmigtir. Buna ragmen, OD yaginin yiiksek konsantrasyonlarda
memeli fibroblast hiicrelerine toksik etki yaratabilecegi
saptanmigtir. SF ve LN ucucu yaglarmin aym oranda anti-
leishmanial aktivite gésterdigi goriilirken, bu yaglarin toksik
ozellikte olmadigi belirlenmistir. OM ugucu yaginin ise en
disiik etkiye sahip oldugu anlagilmigtir. Sonug olarak, ¢alismada
kullamilan tiim yaglarin yeni, dogal ve guvenilir anti-leishmanial
ila¢ potansiyellerine sahip oldugunu ve 6zellikle hayvan deneyleri
gibi ileri calismalarla sonuglarin desteklenmesi gerektigini
dustinmekteyiz.
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