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insanligin karsi karsiya kaldigi en 6nemli halk saghigi sorunlarindan biri olan ilac direnci, antilaysmanyal
ajan gelistirmede yeni stratejileri ve yaklagimlari zorunlu kilmaktadir. Disa atim pompa inhibitérleri (DAPI)
ve diger aday ajanlar ile ilgili gelismeler umut verici olmakla birlikte, mevcut antilaysmanyallerin kulla-
nim sirelerini ve etkinliklerini artirabilme arayislari da devam etmektedir. Bu calismada rezerpin (REZ),
berberin (BER) ve verapamil (VER) olmak tizere {ic adet DAPi'nin antilaysmanyallere etkisinin arastiriimas
amaclanmistir. DAPi’ler, pentostam (PEN) ve miltefosin (MiL)'in, Leishmania tropica ve Leishmania infan-
tum suslarina karsi, antilaysmanyal etkinligi sivi mikrodilisyon yontemiyle belirlenmistir. Minimum para-
zitisit konsantrasyon (MPK) degerleri invert mikroskopla, IC degerleri ise MTT canlilik tayin yontemiyle
saptanmistir. Antilaysmanyal etkinlikleri belirlenen DAPI’lerin MIL ve PEN Uzerine etkileri dama tahtasi
(checkerboard) yontemiyle arastinimistir. Antilaysmanyal ilaclardan MiL ve PEN'in L.tropica ve L.infantum
icin MPK degerleri sirasiyla 24 ve 48. saatlerde 64 ve 196 pg/mL olarak saptanmistir. DAPi’lerden REZ ve
BER icin MPK degerleri, ayni inkiibasyon sureleri icin sirasiyla 314 ve 64 ug/mL, VER icin 24. saatte 80 pg/
mL, 48. saatte ise 40 pg/mL olarak belirlenmistir. Antilaysmanyallerden MiL’in IC,, degerleri L.tropica ve
L.infantum igin 24 ve 48. saatlerde sirasiyla, 4.91/3.47 ve 4.05/2.91 pg/mL, PEN’in ise ayni inkiibasyon
stirelerinde sirasiyla, 34.58/59.86 ve 18.48/40.63 ug/mL olarak hesaplanmistir. DAPi’lerden REZ, BER ve
VER'in IC degerleri L.tropica icin 24/48. saatlerde sirasiyla, 74.05/50.61, 7.27/6.1 ve 12.52/4.53 ug/
mL, L.infantum igin ise 64.52/51.72, 8.21/8.01 ve 11.59/7.69 pg/mL olarak hesaplanmistir. MIL'in; REZ,
BER ve VER ile kombinasyonunda, 24 ve 48 saatlik inkiibasyon kosullarinda sinerjik etkilesim gortlmastdr.
PEN’in, REZ ile kombinasyonunda 24. saatte kismi sinerji, 48. saatte ise sinerji gorilirken, BER ve VER
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Disa Atim Pompa inhibitérleri ve Antilaysmanyal ilagc Kombinasyonlarinin
Leishmania tropica ve Leishmania infantum izolatlarina Etkisi

ile kombinasyonunda her iki inklibasyon kosulunda da sinerjik etkilesimler saptanmistir. Sinerji sonuglari
hem L.tropica hem de L.infantum suslarinda ayni bulunmustur. Son yillarda yeni antimikrobiyallerin kesfi-
ne yonelik arastirmalarin hizinin 6nemli 6lclide azalmasiyla direng mekanizmalarina etki edebilecek yeni
molekiillerin arastirimasi zorunlu hale gelmistir. DAPi’lerin, ilac direnciyle miicadelede antilaysmanyal
ajanlarin klinik performansini artirabilecek ve yan etki diizeyini azaltabilecek umut verici bir yaklagim
olabilecegi duslinilmektedir.

Anahtar kelimeler: Antilaysmanyal ilag direnci; efluks pompasi; kutanéz laysmanyaz; viseral laysmanyaz;
sinerji.

ABSTRACT

Drug resistance, one of the most important public health problems facing humanity, necessitates
new strategies and approaches in the development of antileishmanial agents. Although developments
regarding efflux pump inhibitors (EPIs) and other candidate agents are promising, the search continues
to increase the duration of use and efficacy of existing antileishmanials. The aim of this study was to
investigate the antileishmanial effects of three EPIs, namely reserpine, berberine and verapamil. The
antileishmanial activities of EPIs, pentostam and miltefosine against Leishmania tropica and Leishmania
infantum strains were determined by broth microdilution method. Minimum parasiticidal concentration
(MPC) values were determined by inverted microscope and IC, values were determined by MTT
viability assay method. The effects of EPIs with determined antileishmanial activities on miltefosine
and pentostam were investigated by checkerboard method. The MPC values of antileishmanial drugs
miltefosine and pentostam for L.tropica and L.infantum were determined as 64 and 196 pg/mL at 24 and
48 hours, respectively. The MPC values of EPIs reserpine and berberine were determined as 314 and 64
pg/mL for the same incubation times and for verapamil, they were determined as 80 ug/mL at 24 hours
and 40 ug/mL at 48 hours. Among anti-leishmanials, the IC, values of miltefosine were calculated as
4.91/3.47 and 4.05/2.91 pug/mL for L.tropica and L.infantum at 24 and 48 hours, respectively and that
of pentostam were calculated as 34.58/59.86 and 18.48/40.63 ug/mL at the same incubation times,
respectively.The IC,  values of EPIs, reserpine, berberine, and verapamil were calculated as 74.05/50.61,
7.27/6.1, and 12.52/4.53 pug/mL for L.tropica at 24/48 hours, respectively and 64.52/51.72, 8.21/8.01,
and 11.59/7.69 pg/mL for L.infantum. When miltefosine was combined with reserpine, berberine or
verapamil, synergistic interactions were observed at 24 and 48 hours of incubation. When pentostam
was combined with reserpine, partial synergy was observed at 24 hours and synergy was observed at
48 hours. When pentostam was combined with berberine or verapamil, synergistic interactions were
observed at both incubation conditions. Synergy results were found to be the same in both L.tropica
and L.infantum strains. In recent years, the speed of research on the discovery of new antimicrobials
has significantly decreased and it has become necessary to investigate new molecules that can affect
resistance mechanisms. It is thought that EPIs may be a promising approach that can increase the clinical
performance of antileishmanial agents and reduce the level of side effects in the fight against drug
resistance.

Keywords: Antileishmanial drug resistance; efflux pump; cutaneous leishmaniasis, visceral leishmaniasis;
synergy.

GiRis

Laysmanyaz, enfekte kum sineklerinin vektorlugiyle bulasan Leishmania parazitlerinin
neden oldugu paraziter hastaliktir. insanlarda, kutanéz laysmanyaz (KL), mukozal lays-
manyaz (MKL) ve viseral laysmanyaz (VL) olmak tizere birkag farkl klinik sunum géril-
mektedir'. Laysmanyaz, Diinya Saglk Orgiitii (WHO) tarafindan “ihmal Edilen Tropikal

Hastaliklar” grubunda siniflandirimaktadir. Diinya genelinde 12-15 milyon kisinin en-
fekte oldugu ve yilda 0.7-1 milyon yeni vakanin gériildigii tahmin edilmektedir?. Asya,
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Afrika, Orta Dogu, Orta ve Gliney Amerika ve Akdeniz bolgesinde yaklasik 100 (lke
laysmanyaz icin endemik kabul edilmektedir®. Bununla birlikte, laysmanyaz salginlari,
ozellikle silahl catismalarin yasandigi bolgelerde, go¢ ve kentlesmenin bir sonucu olarak
endemik iilkelerin icinde ve disinda binlerce insani etkilemeye devam etmektedir®.

Bes degerli antimoniyaller, sodyum stiboglukonat (Pentostam®) veya meglumin an-
timonat (Glucantime®), KL ve MKL tedavisinde yaygin olarak kullanilan ilaglar olup, kar-
diyak toksisite ve hepatik enzim dizeylerinde yiikselme gibi ciddi yan etkilere neden ola-
bilmektedir®. Miltefosin (MiL), 1980’lerde kanser énleyici bir madde olarak gelistirilen,
fosfolipid yapida, genis spektrumlu antimikrobiyal ve antilaysmanyal bir ilactir. MiL, ilk
olarak Leishmania donovani'ye karsi in vitro ortamda etkili bir ila¢ olarak kesfedilmis ve
viseral laysmanyaz icin énerilmistir®.

Disa atim pompalari (DAP), antibiyotik gibi maddelerin hiicre disina atimini sagla-
yan, siklikla ila¢ direncinden sorumlu olan ve plazma zarina entegre olan proteinlerdir.
P-glikoprotein, 1970’lerin ortalarinda memeli kanser hiicrelerinde gorilen ve ilag diren-
cinde rol oynayan ilk DAP 6rnegidir. DAP’lardan MATE, SMR ve RND aileleri prokaryot-
larda bulunurken MFS ve ATP-binding cassette (ABC) aileleri hem prokaryotlarda hem de
dkaryotlarda yer almaktadir’.

Disa atim pompa inhibitorleri (DAPI), geleneksel tarama yontemleriyle rastgele kesfe-
dilen, dogal veya sentetik kokenli olabilen, bir veya birden fazla mekanizmayla antimikro-
biyallerin hiicre disina atimini inhibe etme yeteneginde olan molekillerdir. Ayni zaman-
da DAPI'ler, antibiyotiklerle birlikte uygulandiklarinda antibiyotigin disa atimini énleyerek
veya azaltarak ilacin hiicre icinde yiiksek konsantrasyonda kalmasini saglamaktadir®.

Rezerpin (REZ), lipofilik yapili bir indol alkaloid olup ilk kez Schlittler ve arkadaslari
tarafindan Rauwolfia serpentina bitkisinin kokiinden izole edilmistir. Antihipertansif ve
antipsikotik ozellikleri bilinmekle birlikte gtintimiizde yaygin olarak kullanilmamaktadir.
Genel olarak MFS ve RND ailesi pompalarina 6zgii bir DAPI olarak kabul edilmektedir.
Ayrica ABC pompalarini da inhibe edebilmektedir’. izokinolin alkaloid bilesikleri arasinda
yer alan berberin (BER), insanlar icin glivenli olmasi nedeniyle umut vericidir. BER'in MFS
DAP Mdr1p'yi inhibe ettigi ve etkili bir DAPI olarak potansiyel gésterdigi bildirilmistir'®.
Kalsiyum kanal blokoru olarak bilinen verapamil (VER), fenilalkilamin tiirevi bir bilesik
olup hipertansiyon tedavisinde kullanilmaktadir. VER'in, kalsiyumun yani sira sodyumun
tasginmasinda da rol aldigi bilinmektedir. Bakterilerde yapilan calismalarda, VER'in MATE
pompalarinin aktivitesini inhibe ettigi bildirilmistir®.

Son yillarda yeni antimikrobiyallerin kesfine yonelik arastirmalarin hizinin, 6nemli 6l-
clide azalmasiyla diren¢ mekanizmalarina etki edebilecek yeni molekiillerin arastiriimasi
zorunlu hale gelmistir. DAPI'lerin, ilag direnciyle miicadelede antilaysmanyal ajanlarin kli-
nik performansini artirabilecek umut verici bir yaklasim olabilecegi dustintilmektedir. Bu
calismada, laysmanyaz tedavisinde ilk tercih edilen bes degerli antimon bilesiklerinden
biri olan pentostam (PEN) ve diger bir antilaysmanyal olan MiL ile VER, REZ ve BER gibi
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DAPI’lerin, Leishmania tropica ve Leishmania infantum izolatlarina karsi etkinliklerinin in
vitro sivi mikrodilisyon yontemiyle, sinerjik etkilesimlerinin ise dama tahtasi (checkerbo-
ard) yontemiyle arastirilmasi amaclanmistir.

GEREC ve YONTEM

Bu calismada, insana ve hayvana ait materyal kullanilmamis olup sivi azotta muha-
faza edilen parazit suslari ile deneyler yuritilmustir. Bu nedenle etik kurul onayr gerekli
degildir.

Leishmania izolatlar

Bu calismada, Manisa Celal Bayar Universitesi Tip Fakiiltesi Parazit Bankasi biinye-
sinde bulunan L.tropica (MHOM/AZ/1974/SAF-K27) ve L.infantum (MHOM/TN/1980/
IPT-1) referans suslari kullanildi. Alinan suslar ITST ve hsp70 bdlgesine 6zgu primer ve
problarla genotiplendirildi.

Antilaysmanyaller

Calismada kullanilan antilaysmanyal etken maddelerden PEN (16037-91-5) ve MiL
(B2693-072166)" in saf ve analitik formu BOCScience (Amerika Birlesik Devletleri) firma-
sindan saglandi.

Disa Atim Pompa inhibitérleri

Calismada kullanilan DAPI’lerden REZ (R0875), BER (B3251) ve VER (V4629)'in saf ve
analitik formlar Sigma-Aldrich (ABD) firmasindan saglandi.

NNN Besiyerinin Hazirlanmasi

1.4 g agar ve 0.6 g NaCl, 90 ml distile suda ¢ozdurildi ve otoklavda (121 °C’'de 15
dakika) steril edildi. Besiyerine, 50-55 °C’ye kadar sogutulduktan sonra 10 ml defibrine
tavsan kani ve 0.2 ml penisilin/streptomisin sollisyonu eklendi. Steril vidali kapakli tiip-
lere, hazirlanan besiyerinden doérder ml dokiilerek 10° egimde besiyerinin katilasmasi
saglandi. Besiyerleri kullanilacagi zamana kadar 4 °C’de muhafaza edildi.

RPMI-1640 Stok Sivi Besiyerinin Hazirlanmasi

Ticari olarak temin edilen RPMI-1640 besiyeri icine %10 fetal calf serum (FCS), %1
penisilin/streptomisin ve %1 gentamisin eklenerek stok sivi besiyeri hazirlandi ve besiyeri
kullanilacagi zamana kadar 4 °C’de muhafaza edildi.

Leishmania Suslarinin Canlandiriimasi

Sivi azottan cikarilan suslar, 37 °C’ye ayarlanmis su banyosunda ¢6zdiriildi ve Ure-
meleri icin NNN besiyerine ekildi. NNN besiyerleri 26 °C’de inkiibasyona kaldirildi ve her
glin promastigot tremeleri kontrol edildi. Yeterli Greme goriilen besiyerlerinden, anti-
laysmanyal etkinlik ve sinerji calismalarinda kullanilmak tizere, RPMI-1640 sivi besiyerine
pasaj yapildi. Sivi besiyerindeki promastigotlar logaritmik faza ulasincaya kadar 26 °C’de
takip edildi.
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Leishmania Suslarinin NNN Besiyerine Ekimi

NNN besiyerleri oda sicakhgina getirildi ve Gzerlerine T ml RPMI-1640 stok sivi be-
siyeri eklendi. Sivi azottan cikarilarak su banyosunda eritilen Leishmania promastigotlari
steril cam pastor pipeti yardimiyla NNN besiyerine inokiile edildi. Promastigot eklenmis
NNN besiyerleri 26 °C’lik etlivde bes giin bekletildi. Bes glinlik inkiibasyondan sonra
besiyerinin sivi kismindan cam pastor pipeti kullanilarak 6rnek alindi ve direk preparat
hazirlanarak promastigot tiremesi ve yogunlugu isik mikroskobunda 40x’lik objektif kul-
lanilarak kontrol edildi.

Leishmania Suslarinin Sivi Besiyerinde Cogaltilmasi

NNN besiyerinde yeterli Greme yodunluguna ulasan promastigotlar ilac duyarhhk
testlerinde kullanilmak tizere NNN besiyerinden stok RPMI-1640 sivi besiyerine pasajlan-
di ve 26 °C’de inklibasyona birakildi. Promastigot inokdle edilmis RPMI-1640 sivi besiyeri
bulunan flasklara 2-3 glinde bir taze besiyeri eklenerek yeterli miktarda promastigot elde
edildi. ilag duyarlilik testlerinde kullanilmak iizere yogunlugu 10° promastigot/ml olacak
sekilde parazit stispansiyonu hazirlandi.

Antilaysmanyaller ve DAPI'lerin Stok Cozeltilerinin Hazirlanmasi

Etken maddelerin uygun ¢ozici/sulandiricr ¢esidi ve potens degeri belirlendi. Stok
konsantrasyonlari European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing kriter-
leri dogrultusunda hesaplandi. Hassas terazide tartilan antilaysmanyal etken maddeler
ve DAPI'lerin uygun céziiciilerle, Tablo I'de belirtilen konsantrasyonlarda stok ¢ézeltileri
hazirlandi. Hazirlanan stok ¢ozeltiler 1 ml’lik miktarlarda test edilecekleri zamana kadar
-20 °C’de sakland.

In vitro Mikrodiliisyon Yontemi

Antilaysmanyal ilaclar ve DAPI’lerin antilaysmanyal aktiviteleri sivi mikrodiliisyon yon-
temiyle in vitro olarak belirlendi. ila¢ duyarlilik testlerinde; steril, diiz tabanl 96 kuyucuklu
hiicre kulttr plagindaki 12 siranin biri pozitif kontrol, biri negatif kontrol, geri kalan kuyu-
cuklar da ikili siralar halinde etken maddeler icin kullanildi. Her bir kuyucuga stok RPMI-
1640 sivi besiyerinden (%10 FCS + %1 penisilin/streptomisin + %71 gentamisin) 100
pl dagitildi. Mikroplakanin etken maddeler icin ayriimis boldmlerinin ilk kuyucuklarina,

Tablo I. Etken Maddelerin Stok Cozeltilerinin Hazirlanmasi

Etken Maddeler Cozuci Sulandirici Calisma Konsantrasyonu
PEN Su RPMI-1640 12560 pg/ml
MiL Su RPMI-1640 1024 pg/ml
VER Su RPMI-1640 2560 pg/ml
REZ Su RPMI-1640 5024 pg/ml
BER Etanol RPMI-1640 4096 pg/ml

PEN: Pentostam, MiL: Miltefosin, VER: Verapamil, REZ: Rezerpin, BER: Berberin.
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etken madde stspansiyonundan 100 pl pipetlenerek seri diliisyon yapildi. Seri diltisyon
islemi tamamlandiktan sonra 10”7 promastigot/ml yogunlugundaki parazit siispansiyo-
nundan negatif kontrol hari¢ tim kuyucuklara 100 pl eklendi. Mikroplakanin kapag ka-
patilarak etrafi parafilm ile kaplandi ve 26 °C’de inkiibasyona kaldirildi. inkiibasyonun 24
ve 48. saatlerinde etken maddelerin minimum parazitisit konsantrasyon (MPK) degerleri
invert mikroskopta yapilan incelemeyle belirlendi.

Antilaysmanyaller ve DAPI'lerin IC,, Degerlerinin Belirlenmesi

Antilaysmanyal ilaglarin ve DAPI’lerin IC,, degerleri, MTT [3-(4.5-dimetiltiazol-2-
yl)-2.5-difeniltetrazolyum bromir] (Sigma) canlilik tespit kitiyle in vitro olarak deger-
lendirildi. Leishmania suslari, %10 fetal sigir serumu, 4.5 mg/mL glikoz ve 292 pg/mL
L-glutamin iceren RPMI-1640 sivi besiyerinde ¢cogaltildi. Antilaysmanyal etkinligin belir-
lenmesi icin 96 kuyucuklu mikroplaklarin her bir kuyucuguna 100 pl RPMI-1640 sivi besi-
yeri pipetlendi. Etken maddelerin ¢alisma konsantrasyonlari ayarlanarak seri diltisyon ya-
pildi. Konsantrasyonu 107 promastigot/ml olarak ayarlanan promastigot siispansiyonu,
100 pl olarak kuyucuklara dagitildi. Mikroplaklar tizerinde kor (blank) ve pozitif kontrol
icin kuyucuklar ayrildi. Mikroplakalar 24 ve 48 saat boyunca 26 = 1 °C’de inkiibe edildi.
inkiibasyondan sonra, mikroplaklardaki her bir kuyucuktan 100 pl alinarak yeni mikrop-
laklara aktarildi ve tizerine MTT reaktifinden esit hacimde eklendi. Mikroplakalar dort saat
ayni kosullarda inkiibe edildi. inkiibasyon sonunda mikroplaka kuyucuklarinda olusan
formazan kristallerinin ¢6ziilmesi icin 100 ul DMSO eklendi ve 30 dakika oda isisinda
karanlik ortamda bekletildi. Varioskan marka (Thermo Labsystem, Franklin, ABD) oku-
yucuda okutularak Leishmania suslarina karsi absorbans degerleri elde edildi. Absorbans
verileri, Graphpad Prism 8.4.2 programiyla analiz edilerek IC, degerleri hesaplandi.

Sinerjik Etkilesimlerin Belirlenmesi

Antilaysmanyaller ile DAPI'lerin arasindaki etkilesim dama tahtasi yéntemiyle belirlen-
di. Bu amacla her bir kombinasyon icin iki adet 96 kuyucuklu diiz tabanlh steril mikrop-
laka kullanildi. Birinci mikroplakanin her bir kuyucuguna RPMI-1640 sivi besiyerinden 50
pl dagrtildi. 1C,, degerinin G¢ sulandinm stiinden baglayip bes sulandinm altina kadar,
antilaysmanyal ilaclarin dikey diizlemde seri diltisyonlari yapildi. Ikinci mikroplakanin se-
kizinci stitununa kadar tim kuyucuklarina 70 pl RPMI-1640 besiyeri dagrtildi. Sekizinci
siitundaki kuyucuklara 70 pl DAPI soliisyonu eklenerek, yatay diizlemde sagdan sola
dogru seri diliisyon yapild. ikinci mikroplakada yapilan diliisyonlar, birinci mikroplakaya
birebir ayni kuyucuga olmak tzere 50 pl aktarildi, her kuyucukta her iki etken maddenin
farkll kombinasyonlar elde edildi'".

Logaritmik faza girip yeterli yogunlukta Ureyen Leishmania promastigotlarindan
hazirlanan 107 promastigot/ml yogunluktaki parazit siispansiyonundan 100 pl, birinci
mikroplakanin besiyeri ve sterilite kontrol kuyucuklari hari¢ tim kuyucuklarina eklendi.
Ureme kontrolii (RPMI 1640 + promastigot), besiyeri kontrolii (RPMI 1640) ve sterilite
kontrolii (RPMI 1640 + antilaysmanyal/DAPI) icin dorder kuyucuk kullanildi. Mikroplaka-
lar 26 °C’de 18-24 saat inklbe edildi.
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Antilaysmanyaller ile DAPI’ler arasindaki etkilesim, fraksiyonel inhibitér konsantrasyon
indeksi (FiKi) hesaplanarak belirlendi. Bu hesaplama icin asagidaki formdil kullanildi.

FiKi= FiK AL + FiK DAPI
Fiki= Kombinasyondaki AL MPK + Kombinasyondaki DAPi MPK
AL MPK DAPi MPK

AL: Antilaysmanyal.

Hesaplanan FiKi degerleri, asagidaki sinir degerlere gére yorumlandi.

Etkilesimler: FiKi < 0.5 sinerji, FiKi= 0.50-075 kismi sinerji, FiKi= 0.75-1 aditif, FiKi=
1.00-4.00 etkisiz (indifferent), FiKi= >4.00 antagonizma olarak degerlendirimeye alindi'2.

istatistiksel Analiz

Bu calismada, 24 ve 48. saatlerde saptanan IC.  degerleri bagiml gruplar olarak
ele alindi. Verilerin normal dagim gostermesi durumunda eslestirilmis t testi (paired
t-test), dagilimin normallikten sapmasi halinde ise Wilcoxon isaretli sira testi uygulandi.
Ayni zamanda, IC,, degerlerinin etken maddeler arasinda genel olarak farklilik gosterip
gostermedigini degerlendirmek amaciyla tek yonlu varyans analizi [analysis of variance
(ANOVA)] testi, gruplar arasindaki ikili karsilastirmalar icin ise Tukey’in HSD post-hoc testi
uygulandi. Analizlerde elde edilen p degerlerine gore istatistiksel anlamlilik dizeyi p<
0.05 olarak kabul edildi.

BULGULAR

Antilaysmanyallerin ve DAPI'lerin L. tropica ve L. infantum suslarina karsi MPK degerle-
ri 24 ve 48 saatlik inkiibasyon sonunda invert mikroskopta incelenerek belirlenmistir. Bu
asamada invert mikroskop altinda promastigotlarin hareketliliginin durdugu, morfolojik
yapilarinin bozuldugu ve promastigotlarin timdiniin 6ldigul en dusiik ilag konsantrasyo-
nu MPK olarak degerlendirilmistir. Her iki Leishmania tiri icin antilaysmanyal ilaglardan
PEN ve MiL’in MPK degerleri sirasiyla 24 ve 48. saatlerde 64 ve 196 ug/ml olarak saptan-
mistir. DAPI’lerden REZ ve BER icin MPK degerleri ayni inkiibasyon siireleri icin sirasiyla
314 ve 64 ug/mL, VER icin 24. saatte 80 ug/mL, 48. saatte ise 40 pg/mL olarak belirlen-
mistir (Tablo IL,1I). Antilaysmanyaller ve DAPI’lerin L. tropica susuna karsi IC,, degerleri,
MTT yontemi ile elde edilen absorbans degerlerinin Graphpad Prism 8.4.2 programi ile
analiz edilmesiyle belirlenmistir (Sekil 1,2). Antilaysmanyallerden MiL’in IC,, degerleri
24 ve 48. saatlerde sirasiyla, 4.91 ve 4.05 ug/mL, PEN’in ise ayni inkiibasyon surelerinde
sirastyla, 34.58 ve 18.48 ug/mL olarak hesaplanmistir. DAPi’'lerden REZ, BER ve VER'in
IC,, degerleri ise 24/48. saatlerde sirasiyla, 74.05/50.61, 7.27/6.1 ve 12.52/4.53 ug/mL
olarak hesaplanmistir (Sekil 3,4).
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Tablo Il. Etken Maddelerin L. tropica Susuna Karsi IC, ) ve MPK Degerleri (ig/mL)

24. Saat 48. Saat
Etken Maddeler IC, MPK IC, MPK
MiL 4.91 64 4.05 64
PEN 34.58 196 18.48 196
REZ 74.05 314 50.61 314
BER 7.27 64 6.1 64
VER 12.52 80 4.53 40

IC,y: %50 inhibisyon konsantrasyonu, MPK: Minimum parazitisit konsantrasyon, MiL: Miltefosin, PEN: Pentostam,
REZ: Rezerpin, BER: Berberin, VER: Verapamil.

MiL MiL PEN PEN REZ REZ BER BER VER VER POZ KOR
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
A 0380 | 0380 | 038 | 0380 | 0380 | 0380 | 0380 | 038 | 038 | 0380
B 0380 | 0380 | 038 | 0380 | 0380 | 0380 | 0380 | 0380 | 038 | 0380
c 0380 | 0380 | 038 | 0380 | 0394 | 0387 | 038 | 038 | 038 | 0380
D 0381 | 0380 | 0381 | 0381 | 0423 | 0436 | 038 | 038 | 0395 | 0391
E 0388 | 0391 | 0385 | 0383 | 0480 | 0487 | 0395 | 0390 | 0423 | 0428 &
3 0451 | 0463 | 0436 | 0463 | 0524 | 0555 | 0412 | 0435 | 0484 | 0479 2
G 049 | 0502 | 0468 | 0465 | 0546 | 0548 | 0450 | 0456 | 0492 | 0,490 z
H 0564 | 0574 | 0501 | 0499 | 0580 | 0583 | 0490 | 0498 | 0536 | 0535
I 058 | 0584 | 058 | 0559 | 0590 | 0599 | 0521 | 0526 | 0576 | 0588
i 0598 | 0597 | 0600 | 0590 | 0,600 | 0601 | 0574 | 0567 | 059 | 0,599
) 0,600 | 0,600 | 0600 | 0,600 | 0,600 | 0,600 | 0599 | 0598 | 0,600 | 0,601
K 0601 | 0601 | 0601 | 0601 | 0601 | 0601 | 0601 | 0601 | 0601 | 0,601
MiL MiL PEN PEN REZ REZ BER BER VER VER POz KOR
1 2 3 a 5 6 7 8 9 10 1 12
A 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
B 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
c 0,0 0,0 0,0 0,0 6,2 B 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
D 04 0,0 04 03 194 | 254 0,0 0,0 67 49 0,0
E 35 49 72l 12 454 | 486 67 44 194 | 217 0,0 ®
F 323 | 374 | 254 | 374 144 | 249 | 472 | 249 0,0 g
G | 526 | 399 | 386 31,7 | 345 | s09 | 499 0,0 =
H 499 0,0
I 0,0
i 0,0
) 0,0
K 0,0

Sekil 1. Etken maddelerin L.tropica susuna karsi 24. saatteki absorbans ve % canlilik degerleri.

Antilaysmanyaller ve DAPI’lerin L. infantum susuna karsi IC,, degerleri, MTT yontemi
ile elde edilen absorbans degerlerinin Graphpad Prism 8.4.2 programi ile analiz edilme-
siyle belirlenmistir (Sekil 5 ve 6). Antilaysmanyallerden MiL'in IC,, degerleri 24 ve 48.
saatlerde sirasiyla, 3.47 ve 2.91 pg/mL; PEN’in ise ayni inkiibasyon surelerinde sirasiy-

la, 59.86 ve 40.63 pg/mL olarak hesaplanmistir. DAPi’lerden REZ, BER ve VER'in IC,,

78 MIKROBIYOLOJi BULTENI




Ozel Y, Cavus i, Tunali V, Aksoy T, Unlii M, Ozbilgin A.

MiL MiL PEN PEN REZ REZ BER BER VER VER POZ  KOR
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12
A 0,380 | 0380 | 0380 | 0380 | 0,38 | 0,38 | 038 | 038 | 0380 | 0380 0380
B 0,380 | 0380 | 0380 | 0380 | 0,380 | 0,38 | 038 | 038 | 0380 | 0380 0,380
c 0380 | 0380 | 0380 | 0380 | 0380 | 0,38 | 038 | 038 | 0380 | 0380 0,380
D 0380 | 0380 | 0380 | 0380 | 0380 | 038 | 038 | 038 | 038 | 0380 0,380
E 0382 | 0383 | 0380 | 0380 | 0450 | 0452 | 0388 | 0384 | 0395 | 0392 0,380 &
F 0420 | 0417 | 0410 | 0423 | 0510 | 0530 | 0401 | 0410 | 0421 | 0425 0,380 2
G 0489 | 0485 | 0440 | 0435 | 0530 | 0531 | 0440 | 0442 | 0458 | 0,68 0,380 z
H 0558 | 0560 | 0485 | 0480 | 0,562 | 0567 | 0467 | 0475 | 0480 | 0485 0,380
] 0579 | 0575 | 0510 | 0500 | 0574 | 0581 | 0514 | 0525 | 0520 | 0515 0,380
i 0589 | 0580 | 0589 | 0580 | 058 | 0588 | 0564 | 0558 | 0550 | 0,550 0,380
059 | 0595 | 0594 | 0590 | 0594 | 0592 | 0588 | 0574 | 0580 | 0579 0,380
K 0,600 | 0599 | 0600 | 0,600 | 0,601 | 0,601 | 0598 | 0597 | 0595 | 0,590 0,380
MiL MiL PEN PEN REZ REZ BER BER VER VER POZ  KOR
1 2 3 a 5 6 7 8 9 10 1 12
A 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
B 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
c 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
D 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
E 0,8 1,2 0,0 0,0 31,7 | 326 35 1,7 67 53 0,0 ®
F 181 | 167 | 135 | 194 94 135 | 185 | 204 0,0 g
G T 2.2 24,9 27,2 281 | 354 | 399 0,0 =
H | 154 395 | 431 | 454 0,0
] 0,0
i 0,0
J 0,0
K 0,0

Sekil 2. Etken maddelerin L.tropica susuna karsi 48. saatteki absorbans ve %

canlilik degerleri.

% Canlihk

% Canhlik

100
LogICs= 0.6915 ug/mL

1C5=4.915 pg/mL

R?= 0.994747
50

-1 0 1 2 3
Log [Miltefosin]

100 LogICsp= 0.8619 pg/mL

ICso= 7.276 pg/mL.
R?=0.9942
50

T T *
0 1 2 3
Log [Berberine]

% Canhihk

% Canlilik

100

LoglCsy= 1,539 pg/mL
ICso= 34.58 pg/mL.
R2= 0.9820

100+

Log [Pentostam]

LogICso= 1.098 ug/mL
ICso= 12.52 pg/mL.
R?= 0.9895

Log [Verapamil]

% Canlilik

100
LogICsp= 1.870 nug/mL

ICsg= 74.05 pg/mL.

R?=0.9904
50

Log [Rezerpine]

Sekil 3. Etken maddelerin L.tropica susuna karsi 24. saatteki IC, , degerleri.
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100 100
LogICso= 1.267 pg/mL LoglICsy= 0.6082 pg/mL

ICso= 18.48 pg/mL ICs= 4.057 pg/mL

LogICsy= 1.704 ug/ml
ICso= 50.61 pg/ml

= R?= 0.9870 = R2=0.9979 x R?=0.9824
5 50 S 50 g 50
) i} o
® ® =
0 T T T T 1 T T T 1 T T T T
0 1 2 3 4 0 1 2 3 0 1 2 3
Log [Pentostam] Log [Miltefosin] Log [Rezerpine]
100 100
LogICsy= 0.7858 pg/mL LogICsp= 0.6486 ng/mL
ICs0= 6.106 pg/mL IC50= 4.453 pg/mL
= R2= 0.9969 £ R?=0.9943
H T 5
§ ® 3
E ®
0 T T T T o T T T 1
0 1 2 3 0 1 2 3
Log [Berberine] Log [Verapamil]

Sekil 4. Etken maddelerin L.tropica susuna karsi 48. saatteki IC  degerleri.

Tablo Ill. Etken Maddelerin L. infantum Susuna Karsi IC, ve MPK Degerleri (ig/mL)

24. Saat 48. Saat
Etken Maddeler IC, MPK IC, MPK
MiL 3.47 64 2.91 64
PEN 59.86 196 40.63 196
REZ 64.52 314 51.72 314
BER 8.21 64 8.01 64
VER 11.59 80 7.69 40

IC,y: %50 inhibisyon konsantrasyonu, MPK: Minimum parazitisit konsantrasyon, MiL: Miltefosin, PEN: Pentostam,
REZ: Rezerpin, BER: Berberin, VER: Verapamil.

degerleri ise 24/48. saatlerde sirasiyla, 64.52/51.72, 8.21/8.01 ve 11.59/7.69 pg/mL
olarak belirlenmistir (Sekil 7,8).

Antilaysmanyaller ve DAPI kombinasyonlarinin L.tropica ve L.infantum suslarina kars
etkilesimleri dama tahtasi ydntemiyle arastinlmistir. MiL'in; REZ, BER ve VER ile kombi-
nasyonlarinda, 24 ve 48 saatlik inkiibasyon kosullarinda sinerjik etkilesim gorilmustir.
PEN’in, REZ ile kombinasyonunda 24. saatte kismi sinerji, 48. saatte ise sinerji gorulur-
ken, BER ve VER ile kombinasyonunda her iki inkiibasyon kosulunda da sinerjik etkile-
simler saptanmistir. Etkilesim sonuclari hem L.tropica hem de L.infantum suglarinda ayni
bulunmustur (Tablo V).

Calsmada, IC,, degerlerinin normal dagiima uygunluklar gorsellestirme ve
Shapiro-Wilk testiyle incelenmig, sonuclara gore her iki zaman dilimi arasindaki an-
lamlilik eslestirilmis t testi ile degerlendirilmistir. Analiz sonuglari, IC, degerlerinin 24
saat ve 48 saat arasinda anlaml bir fark gostermedigini ortaya koymustur (t= 2.26,
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Ozel Y, Cavus i, Tunali V, Aksoy T, Unlii M, Ozbilgin A.

MiL MiL PEN PEN REZ REZ BER BER VER VER POz KOR
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
A 0,380 | 038 | 0,38 | 038 | 038 | 038 | 038 | 038 | 0,38 | 0,380
B 0,380 0,380 0,380 0,380 0,380 0,380 0,380 0,380 0,380 0,380
C 0,38 | 0,38 | 038 | 038 | 0391 | 038 | 0,38 | 038 | 038 | 0,380
D 0380 | 0380 | 0,380 | 0380 | 0420 | 0436 | 0380 | 0380 | 0,380 | 0,380
E 038 | 0391 | 0421 | 0425 | 0478 | 0482 | 038 | 038 | 0410 | 0,429 §
F 0,411 | 0421 | 0487 | 0480 | 0511 | 0517 | 0425 | 0418 | 0,475 | 0,468 %
G 0,459 0,478 0,499 0,498 0,575 0,562 0,468 0,432 0,487 0,480 g
H 0,541 0,571 0,521 0,532 0,594 0,590 0,492 0,493 0,550 0,541
I 0,592 0,599 0,556 0,560 0,600 0,600 0,538 0,540 0,589 0,577
i 0600 | 0600 | 059 | 0599 | 0600 | 0,601 | 0587 | 0587 | 0599 | 0,599
] 0,601 | 0,600 | 0,600 | 0600 | 0600 | 0,600 | 0,600 | 0,600 | 0,600 | 0,601
K 0601 | 0601 | 0,601 | 0601 | 0601 | 0601 | 0601 | 0601 | 0,601 | 0,601
MiL MiL PEN PEN REZ REZ BER BER VER VER POZ KOR
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12
A 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
B 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
c 0,0 0,0 0,0 0,0 49 21 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
D 0,0 0,0 0,0 0,0 18,1 25,4 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
E 0,0 49 185 | 204 | 445 | 463 | o0 0,0 135 | 2.2 0,0 ®
F 14,0 185 486 | 454 20,4 17,2 43,1 39,9 0,0 g
G 358 | 445 | 540 | 536 399 | 235 | 486 | 454 0,0 =
H 509 | 513 0,0
1 0,0
i 0,0
] 0,0
K 0,0

Sekil 5. Etken maddelerin L.infantum susuna karsi 24. saatteki absorbans ve % canlilik degerleri.

p= 0.086). Alternatif olarak uygulanan Wilcoxon isaretli sira testi sonuclari da benzer
sekilde anlamli bir fark bulunmadigini géstermistir (W= 0, p= 0.0625). IC,, degerleri-
nin etken maddeler arasinda genel olarak farklilik gosterip gostermedigini degerlendir-
mek amaciyla tek yonli ANOVA testi uygulanmigstir. ANOVA sonuglari p= 0.0068 olarak
bulunmus ve bu sonug, gruplar arasinda istatistiksel olarak anlaml bir fark oldugunu
goOstermistir. Gruplar arasindaki ikili karsilastirmalari daha ayrintili incelemek amaciyla
Tukey’in HSD post-hoc testi uygulanmistir. Bu test sonuclarina gore, yalnizca BER ve
REZ gruplari arasinda anlamli bir fark tespit edilmistir (p= 0.0100), diger ciftler arasinda
anlamli bir fark bulunmamistir.

TARTISMA

Bes degerli antimoniyaller 20. ylzyilin ilk yarisindan bu yana laysmanyaz tedavisinde
diinya capinda basariyla kullanilmakta olup son 20 yilda klinik direncgte bir artig gorul-
meye baslanmistir. Bes degerli antimon (SbV) bilesiklerinin antilaysmanyal aktivite gos-
termesi icin hicre icinde ¢ degerli forma (Sblll) indirgenmesi gerekmektedir. Bu stireg
makrofajin icinde gerceklesmekte ve ortaya cikan Sblll, AQP1T membran tasiyicisi yoluyla
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MiL MiL PEN PEN REZ REZ BER BER VER VER POz KOR
1 2 3 a4 5 6 7 8 9 10 1 12
A 0380 | 0380 | 038 | 038 | 038 | 038 | 038 | 038 | 038 | 0,380 0,380
B 0,380 | 0380 | 038 | 038 | 038 | 038 | 038 | 038 | 038 | 0,380 0,380
c 0380 | 038 | 038 | 038 | 038 | 038 | 038 | 038 | 038 | 0,380 0,380
D 0,38 | 0,38 | 0,38 | 0,380 | 0395 | 0398 | 038 | 038 | 038 | 0,380 0,380
E 0380 | 0391 | 0415 | 0405 | 0458 | 0469 | 0380 | 0380 | 0387 | 0384 0,380 ]
F 0409 | 0401 | 0468 | 0458 | 0501 | 0500 | 0410 | 0415 | 0441 | 0,432 0,380 %
G 0448 | 0458 | 0479 | 0489 | 0579 | 0568 | 0458 | 0461 | 0452 | 0458 0,380 §
H 0532 | 0538 | 0515 | 0520 | 058 | 059 | 0487 | 0485 | 0532 | 0531 0,380
1 0574 | 0584 | 053 | 0535 | 059 | 0598 | 0521 | 0523 | 0578 | 0,589 0,380
i 0,600 | 0,600 | 0587 | 0589 | 0,600 | 0,600 | 0579 | 0564 | 0599 | 0,599 0,380
J 0,601 | 0,600 | 0599 | 0598 | 0,600 | 0,600 | 0584 | 0589 | 0,600 | 0,600 0,380
K 0,601 | 0,601 | 0,601 | 0601 | 0601 | 0601 | 058 | 059 | 0,600 | 0,600 0,380
MiL MiL PEN PEN REZ REZ BER BER VER VER POZ KOR
1 2 3 a4 5 6 7 8 9 10 11 12
A 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
B 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
c 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
D 0,0 0,0 0,0 0,0 6,7 8,1 0,0 0,0 0,0 0,0
E 0,0 4,9 15,8 11,2 35,4 40,4 0,0 31 1,7 0,0 ®
F 13,1 9,4 39,9 15,8 27,6 235 0,0 g
G 30,8 35,4 44,9 326 35,4 0,0 =
H 0,0
1 0,0
i 0,0
] 0,0
K 0,0

Sekil 6. Etken maddelerin L.infantum susuna karsi 48. saatteki absorbans ve % canlilik degerleri.

1000 LogICsy= 1.777 pg/mL

ICso= 59.86 pg/mL
R?=0.9837
50

% Canhlik

Log [Pentostam]

LogICsp= 0.9145 png/mL
ICsp=8.213 pg/mL
R?=0.9919

% Canlilik
g
T

T T *

I 1 2 3
Log [Berberine]

% Canhiik

% Canlilik

100+

LogICsp= 0.5413 pg/mL
ICsg= 3.478 pg/mL
Ry= 0.9957
50
T T 1
0 1 2 3
Log [Miltefosin]

50

LogICsg= 1.064 pg/mL
ICsp= 1159 pg/mL
R?=0.9885

Log [Verapamil]

% Canlilik

LogICsy= 1.810 ug/mL
ICso= 64.52 pg/mL.
Ry= 0.9952

Log [Rezerpine]

Sekil 7. Etken maddelerin L.infantum susuna karsi 24. saatteki IC, , degerleri.
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Ozel Y, Cavus i, Tunali V, Aksoy T, Unlii M, Ozbilgin A.

100 @ 1007 1007 LogICay= 1.714 pg/mL
LogICso= 1.609 pg/mL. LogICsg= 0.4648 yg/mL
gl RET 091Cs0 v ICag= 51.72 pgimL.
ICso= 40.63 pg/mL. ICso= 2.916 pg/mL
x 5 X 2 = R?=0.9937
] R?= 0.9862 H R?=0.9988 -
- 50 -
o 8 8
2 B3 B3
T T T 1 0 T T 1 o T T T
0 1 2 3 4 0 1 2 3 0 1 2 3
Log [Pentostam] Log [Miltefosin] Log [Rezerpine]
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ICs0= 8.019 pg/mL.
R?=0.9920

LogICso= 0.8861 ug/mL
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50 50

% Canhliik
% Canlilik

T T
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°
~
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Sekil 8. Etken maddelerin L.infantum susuna karsi 48. saatteki IC , degerleri.

Tablo IV. Antilaysmanyaller ve DAPI Kombinasyonlarinin Etkilesim Sonuglari

Kombinasyon 24. Saat Etkilesim 48. Saat Etkilesim
MIL-REZ 0.375 Sinerji 0.375 Sinerji
MIL-BER 0.187 Sinerji 0.187 Sinerji
MIL-VER 0.25 Sinerji 0.187 Sinerji
PEN-REZ 0.748 Kismi siner;ji 0.498 Sinerji
PEN-BER 0.25 Sinerji 0.375 Sinerji
PEN-VER 0.5 Sinerji 0.375 Sinerji
MiL: Miltefosin, REZ: Rezerpin, BER: Berberin, PEN: Pentostam, VER: Verapamil.

hiicreye girmektedir. PRP1, pentamidine karsi direncten sorumlu tutulan ABC tasiyici si-
nifina ait bir DAP proteinidir. Lokalizasyonu ve direng mekanizmasi heniiz belirlenmemis
olmasina ragmen antimona karsi da direnc saglayabilecegdi varsayilmistir'>14,

MIL, laysmanyaza karsi mevcut ilk ve tek oral ilagtir. Hekzadekanoliin bir fosforilkolin
esteri olan MIL, baslangicta bir kanser ilaci olarak gelistirilmistir. MiL’in etki sekli tam
olarak anlasilamamistir ancak fosfolipidlerin biyosentezine ve alkil-lipidlerin metaboliz-
masina mudahale ederek, mitokondriyal sitokrom c oksidazlari etkileyerek, mitokondriyal
depolarizasyona ve hiicre ici ATP seviyelerinin diismesine ve apoptoz benzeri bir hiicre
olimiine neden olarak parazitler tizerinde dogrudan bir etkiye sahip oldugu 6ne sirtl-
miistiir'>.

Bircok durumda, parazitin direnci ABC tipi DAP’lardan kaynaklanmaktadir.
Leishmania’da farkli ABC tipi DAP’lar antimonyalleri, azolleri ve folatlari hiicre disina ata-
rak ilaca direncli fenotiplere yol acmaktadir'®. Leishmania parazitlerinde ¢ farkli ABC tipi
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DAP tanimlanmustir: ilk sinif, insan cok ilaca direncli protein [multidrug resistance protein
(MRP)] tasiyicr alt ailesiyle homolog olup, antimon ve diger bilesiklere karsi ilag diren-
ciyle baglantilidir. Yakin zamanda, ug farkh vahsi tip Leishmania tiurinde MRP benzeri
bir tasiyic tespit edilmistir. Leishmania braziliensis, Leishmania guyanensis ve Leishmania
mexicana’da tanimlanan tasima sistemi, memeli MRP1 ile cesitli 6zellikleri paylasmakta-
dir. Leishmania parazitlerinde tanimlanan ikinci ABC protein sinifi, kanser hiicrelerinde
gozlenene benzer bir MDR fenotipi sergileyen, memeli P-glikoproteinlerine daha fazla
benzerlik gosteren tasiyicilardir. ABC tastyicilarinin Ggtinct sinifi, memeli ABCA alt aile-
sinin Uyeleriyle yiiksek homoloji gostermektedir. L.tropica parazitlerinde ABCA benzeri
genler tanimlanmistir. Mil’e karsi direncin, kanser hiicrelerinin yani sira L.tropica kiiltir-
lerinde de gozlendigi ve parazitin Pgp benzeri bir tasiyici bulundurdugu bildirilmistir'”.

Kalsiyum kanal inhibitorleri, kalmodulin antagonistleri, hidrofobik peptitler, protein
kinaz inhibitorleri, antibiyotikler, hormon tirevleri ve flavonoidler gibi bir dizi modiilato-
riin memeli hiicrelerinde in vitro ilag direncini tersine cevirebildigi daha 6énce tanimlan-
mistir. Bununla birlikte, flavonoidler ve seskiterpenler gibi dogal bilesiklerin, Pgp benzeri
bir tasiyiciy! asiri eksprese eden L.tropica kiltir hattinda direnc fenotiplerini tersine cevir-
mek icin umut vadettigi ifade edilmistir'®,

Bu bilesik siniflarinin her biri Leishmania parazitlerine karsi potansiyel kullanima sahip
olabilir. Bir zamanlar noropsikiyatrik tedavide kullanilan rezerpin, 1952 yilinda Rauwolfia
bitkisinin koklerinden “saf kristal formda” izole edilmesinin ardindan, “Sarpasil” adiyla
ticari olarak satisa sunulmustur. Rezerpin, noral iletim ve depolama sirasinda vezikiler
monoamin tasiyicilarini bloke eden, ayrica monoamin oksidaz yoluyla dopamin otoksi-
dasyonunu ve oksidatif katabolizmay: tesvik ederek oksidatif strese neden olan bir ilactir.
Ancak REZ ayni zamanda toksik maddelerin hiicre disina atilmasini saglayan DAP’larin
inhibitérii olarak da biyolojik aktivite gdstermektedir'®2°,

Rezerpin, gliclii DAPI aktivitesine sahip iyi bilinen dogal bir alkaloiddir. Antibiyotik-
lerin, rezerpinle birlikte uygulandiklarinda Staphylococcus spp., Streptococcus spp. ve
Micrococcus spp. dahil olmak tzere cok cesitli bakteri tiirlerinde, duyarhliklarinin arttigi
gosterilmistir?’. Baska bir calismada, DAP'In direncli Stenotrophomonas maltophilia’da
florokinolonlara karsi ana direng mekanizmasi oldugu, rezerpin ilavesinin ise antibiyotik
direncini azalttigi belirtilmistir?2.

REZ kanser hiicrelerinde DAP’lari inhibe edebilmektedir. Ozellikle Pgp ve diger ABC ta-
styicilari gibi DAPlar {izerinde etkili oldugu bilinmektedir'8. Benzer ézelliklerinden dolay
REZ, Leishmania parazitlerinde bulunan DAP’lari inhibe ederek ilacin daha etkili olmasini
saglayabilir. Bu calismada DAPI olarak tercih edilen REZ, L.tropica icin 24 ve 48. saatlerde
sirasiyla, 74.05 ve 50.61 pyg/mL, L.infantum icin ise ayni inkiibasyon surelerinde sirasiyla
64.52 ve 51.72 pg/mL IC, degerleriyle gucli antilaysmanyal etkinlik gostermistir. Ayrica
hem MILin hem de PEN’in REZ ile kombinasyonunda her iki Leishmania suguna karsi
da sinerjik etkilesim saptanmistir. REZ’in DAP’lari inhibe etmesi biyiik olasilikla sinerjik
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etkilesimin temelini olusturmaktadir. Ancak bu etkilesimin REZ'in, parazit tizerinde farkli
bolgeleri etkilemesinden de kaynaklanmasi olasidir. Clinku ¢alismada, REZ'in tek basina
kullanildiginda da her iki tiir Leishmania susuna karsi glgli antilaysmanyal etkinlige sa-
hip oldugu gériilmiistiir. Bulgularimizi destekleyen bir calismada, Staerk ve arkadaslan??,
REZ’in antilaysmanyal etkinligini ifade eden IC, j degerini 9.98 pg/mL olarak saptamis ve
REZ’'in, 6zellikle promastigot formundaki Leishmania parazitlerinin cogalmasini 6nemli
dlciide baskiladigini bildirmistir. REZ‘in DAPI olarak is gordiigiiniin ifade edilebilmesi icin
daha ileri calismalara gerek vardir. Buna ragmen bu calismada da saptandigi gibi REZ'in
PEN ve MiL ile sinerjik etkilesim icinde olmasi, tedavi etkinligi acisindan REZ’in 6nemli bir
kombinasyon adayi oldugunu gostermektedir.

Geleneksel olarak kullanilan bir¢ok tibbi bitkinin aktif bir bileseni olan BER'in, antimik-
robiyal, antikanser, antidiyabetik ve antiprotozoal etkileri iceren genis bir farmakolojik
aktivite spektrumuna sahip oldugu gosterilmistir. Ayrica, BER ve tlrevleri deneysel lays-
manyaz modellerinde de etkinlik géstermistir?*2°, BER’in antikanser potansiyeli, kapsam-
I bir sekilde tanimlanmig ve insan prostat karsinomu hicre hatlarinda, ROS Uretiminin
artmasina, mitokondriyal membran potansiyelinin degismesine ve apoptoza yol acan
sitokrom ¢ saliniminin artmasina baglanmistir?*. Leishmania gibi makrofaj ici yerlesen
bir patojen icin BER 6nemlidir. Literatirde yer alan birkag calismada, BER'in IC,, deger-
leri, L.tropica ve L.donovani icin 0.5 mM, L.infantum icin ise 0.75 mM olarak bulunur-
ken; diger bir calismada L.infantum susuna karsl 2.7 ug/mL ve benzer bir calismada da
Leishmania major susuna karsi 13 ug/mL olarak saptanmistir?®-28, De Sarkar ve arkadaslari
tarafindan?®, BER'in Leishmania parazitinin mitokondrileri {izerindeki etkisinin arastirildigi
bir calismada, BER'in 48 saatlik inkiibasyon sonunda Leishmania promastigotlarinda doza
bagl bir inhibisyon gorildigu ve IC,, degerinin 4.80 pM oldugu bildirilmistir. Alamzeb
ve arkadaslarinin yaptigi bir calismada®®, BER'in Leishmania izolatina kars IC,, degeri 1.5
UM olarak tespit edilmis ve BER'in gulcli antilaysmanyal etkinlik ve dusiik sitotoksisite
gosterdigi ifade edilmistir. Calvo ve arkadaslari®' fare KL modelinde BER'in in vivo etki-
sini incelemis ve kontrol grubuna kiyasla tedavi edilen farelerde parazit ylkinin %99.9
oraninda azaldigini bildirmistir. Calismada BER, L.tropica icin 24 ve 48. saatlerde sirasiyla,
7.27 ve 6.1 uyg/mL, L.infantum icin ise ayni inkiibasyon surelerinde sirasiyla 8.21 ve 8.01
pg/mL IC, ) degerleriyle gugli antilaysmanyal etkinlik gostermistir.

Literattirde BER ve DAP’lar arasindaki iliski gosterilmistir. BER'in MFS tipi bir DAP olan
Mdr1p’yi inhibe ettigi ve Candida albicans'in antibiyotik duyarlihgini geri kazandirdig
ifade edilmistir32. Bu calismada hem Mil’in hem de PEN‘in BER ile kombinasyonunda
her iki Leishmania suguna karsi da sinerjik etkilesim saptanmustir. Sinerjik etkilesimin
gorilmesinde benzer bir mekanizma yer almis olmasi miimkiindur. Ancak ayni etkilesi-
min BER'in farkli bolgeleri hedeflemesinden de kaynaklanmasi olasidir. Bu konuda net bir
yorumun yapilmasi icin ¢cok daha kapsamli calismalara ihtiyac vardir. Calismada BER’in
glglu bir antilaysmanyal etkinlige sahip oldugu gosterilmistir. Literatiir verileri de bu
sonucu desteklemektedir. Buna ek olarak literatiirde BER'in DAPI 6zelliginin oldugunu

MiKROBiYOLOJi BULTENi 85




Disa Atim Pompa inhibitérleri ve Antilaysmanyal ilagc Kombinasyonlarinin

Leishmania tropica ve Leishmania infantum izolatlarina Etkisi

gésteren calismalar da bulunmaktadir®3. Cok yénlii biyolojik aktiviteye sahip olan BER'in
antilaysmanyal ilaglarla birlikte kombine edilerek kullaniimasi, tedavi basarisina olumlu
katkilar sunabilecegi gibi direng gelisim hizini da yavaslatabilir.

DAPI’ler, mikrobiyal direncle miicadele icin dnemli bir yéntem olarak kabul edilmek-
tedir. Calismalar, VER gibi plazma membraninda lokalize olan bazi ilaglarin DAP’lari inhi-
be etmek icin kullanilabilecegini gostermistir. VER, fenilalkilamin sinifindan bir kalsiyum
kanal blokeri olup hipertansiyon ve anjina pektoris tedavisinde kullanilmaktadir*. VER’in
antiparazitik aktivitesine yonelik calismalar da literatiirde yer almaktadir. Klorokin ile bir-
likte kullanildiginda VER'in, parazit icinde klorokin birikimini arttirdigi, onu kendi kendini
detoksifiye edemez hale getirdigi ve élime daha duyarl hale getirdigi gosterilmistir®>.
Valiathan ve arkadaslari®*® L.donovani'nin izolatlarinin (hem promastigot hem de amas-
tigot evreleri) sodyum stiboglukonata karsi in vitro ilag duyarliigini ve VER'in antimon
direncini tersine cevirmedeki etkisini incelemistir. Yazarlar VER varliginda, sodyum stibog-
lukonatin IC | degerinde azalma oldugunu ve VER'in L.donovani Klinik izolatlarinin sod-
yum stiboglukonata karsi in vitro ilac direncini tersine cevirebilecegini ifade etmislerdir®.
Benzer bir calismada, Shokri ve arkadaslari>’ VER’in, meglumin antimoniatin [glucantime
(MA)] L.tropica’nin promastigot ve amastigot evrelerine karsi duyarliigindaki degisimi in
vitro ve ex vivo makrofaj modelinde degerlendirmistir. Promastigot formda, VER iceren
veya icermeyen cesitli MA konsantrasyonlariyla yiruttlen deneylerde, MA + VER kombi-
nasyonunun IC, degerinin 116.03 ug/mL, MA'nin tek basina IC,, degerinin ise 225.14
pg/mL olarak saptandigi bildirilmistir. Benzer sekilde amastigot formlarinda da MA + VER
etkinliginin sadece MA etkinliginden daha glicli oldugu belirtilmis ve MA ile VER arasinda
sinerjik bir etkilesimin olabilecegi ifade edilmistir®”. Bu calismada VER’in antilaysmanyal
etkinligini ifade eden IC degeri 24 ve 48. saatlerde L.tropica icin sirasiyla, 12.52 pg/mL
ve 4.53 pg/mL olarak saptanirken; L.infantumigin ise, 11.59 ug/mL ve 7.69 ug/mL olarak
bulunmustur. Yukaridaki calismalarda, farkli antilaysmanyal ilag konsantrasyonlarinin VER
iceren veya icermeyen ortamlarda Leishmania parazitine karsi etkinligi degerlendirilmis
ve VER iceren ortamlarda ¢ok daha gticlu etkinlik tespit edildigi bildirilmistir. Diger calis-
malardan farkli olarak bu calismada VER ile MiL ve PEN arasindaki etkilesim dama tahtasi
yontemiyle L.tropica ve L.infantum suglarina karsi arastirlmig ve her iki sus icin de sinerjik
etkilesim gozlenmistir. Yukaridaki calismalarda elde edilen veriler bu ¢alismanin verilerini
de desteklemektedir. VER halihazirda klinik kullanimda olan bir ila¢ oldugu icin yeni nesil
antilaysmanyal kombinasyon tedavilerinin olusturulmasinda 6nemli bir aday ilac olarak
distnulebilir. Bu sinerjik etkinin hayvan modeli veya gonilli insan denekler tzerinde
degerlendirilmesi icin daha fazla calisma yapilmasi gerekmektedir.

Ulkemizde de laysmanyaza karsi cesitli ilac adayr maddelerin belirlenmesi ve direng
mekanizmalarinin anlagilmasina yonelik giincel calismalar yapilmaktadir. Ozbilgin ve arka-
daslar tarafindan yapilan bir calismada®®, antimon direnci gésteren L.tropica izolatlarinda
enolaz, elongasyon faktor-2, HSP 70, tripanotyon rediiktaz, protein kinaz C ve metallo-
peptidaz gibi proteinlerin fazla ifade edildigi bildirilmistir. Yine istanbullu ve arkadaslari
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tarafindan yapilan kapsamli bir antilaysmanyal ilag gelistirme calismasinda bir dizi tiya-
zolopirimidin tiirevi tasarlanmis ve sentezlenmistir. Bu bilesiklerden ikisinin yuksek secicilik
gosterdigi ve hem in vitro hem de in vivo ortamlarda KL ve VL'ye karsi gii¢li antilaysman-
yal etkinlik sergiledigi gosterilmistir. Tip alaninda kullanimi her gecen giin artan nanopar-
tiklllerin antilaysmanyal etkinliginin arastirildigr gegcmis calismamizda ise hibrit giimis na-
nopartikillerin hem referans hem de klinik L.tropica, L.infantum ve L.donovani izolatlarina
karsi giiclii antilaysmanyal etkinlik ve diisiik sitotoksisite gosterdigi saptanmistir®®,

Antilaysmanyallere karsi dirence neden olan molekiler mekanizmalari anlamaya ve
mevcut ilaclarin etkinligini artiracak alternatif molekillerin arayisina gereksinim duyul-
maya baslanmistir. Son yillarda yeni antimikrobiyallerin kesfine yonelik arastirmalarin
hizinin 6nemli dlclide azalmasiyla diren¢ mekanizmalarina etki edebilecek yeni molekiil-
lerin arastiriimasi zorunlu hale gelmistir. DAPi’lerin, ila¢ direnciyle miicadelede antilays-
manyal ajanlarin klinik performansini artirabilecek umut verici bir yaklasim olabilecegi
distinilmektedir.

TESEKKUR

Bu calisma, Manisa Celal Bayar Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafin-
dan 2023-079 numarali proje ile desteklenmistir.

ETiK KURUL ONAYI

Bu calismada, insana ve hayvana ait materyal kullanilmamis olup sivi azotta muha-
faza edilen parazit suslari ile deneyler ylratilmdastir. Bu nedenle etik kurul onay gerekli
degildir.
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