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Chagas hastaligi, protozoan bir parazit olan Trypanosoma cruzi'nin neden oldugu bulagici bir hastalik
olup ihmal edilen tropikal hastaliklarin basinda gelmektedir. Dlinya capinda yaklasik 6-7 milyon insanin
T.cruzi ile enfekte oldugu ve her yil yaklasik 12000 kisinin bu hastalik nedeniyle 6ldigi tahmin edil-
mektedir. Chagas hastaligi, tlkemizde hastaligi tasiyan vektorlerin bulunmamasi nedeniyle dogal yolla
bulasmamaktadir. Ancak endemik bolgelere yapilan turistik veya ticari seyahatlerle bu bélgelerden Glke-
mize gerceklesen go¢ hareketleri, hastaligin ilkemizde goriilme olasiigini artirmaktadir. T.cruzi’'nin neden
oldugu Chagas hastaliginin tedavisinde benznidazol (BENZ) ve nifurtimoks olmak lizere sadece iki ilag
kullanilmaktadir. Bu ilaglarin, sadece akut veya erken enfeksiyon evrelerinde etkili olmalari, kullanimlari
sirasinda yan etkilerinin olmasi ve parazitin bu ilaclarin etkinligine karsi direng gelistirmesi gibi bazi deza-
vantajlari bulunmaktadir. Bu nedenle, Chagas hastaligini tedavi etmek icin yeni, glivenli ve etkili tedavi
alternatiflerinin belirlenmesi gerekmektedir. Bu calismada, alfa-pinen, isoborneol, karvakrol, kumarin ve
ojenol gibi ucucu yag bilesenleri (UYB)'nin T.cruzi'ye karsi etkinligi, sitotoksisitesi ve BENZ ile kombi-
nasyonunun arastiriimasi amaclanmistir. Bu calismada, T.cruzi ATCC 50825 referans susu kullanilmustir.
Referans ila¢ olarak BENZ; UYB olarak ise alfa-pinen, isoborneol, karvakrol, kumarin ve 6jenol secilmistir.
Sitotoksik aktivite calismalarinda L929 fare fibroblast hiicre hatti kullaniimistir. Antitripanozomal ve sito-
toksik aktivite calismalari sivi mikrodillisyon yontemiyle, benznidazol ve UYB’ler arasindaki etkilesimler ise
dama tahtasi (checkerboard) yontemiyle belirlenmistir. UYB’lerin ve BENZ'in fibroblast hiicrelerine karsi
sitotoksik etkinliklerini ifade eden IC,, degerleri 24, 48 ve 72. saatlerde, sirasiyla, alfa-pinen icin 26.68-
20.79 pg/mL, isoborneol icin 128.7-73.63 pg/mL, karvakrol icin 4.56-2.49 pg/mL, kumarin icin 169.3-
108.6 pg/mL, djenol icin 6.04-1.65 pg/mL ve BENZ icin ise 1011-806.9 pg/mL araliginda saptanmistir.
UYB’lerin ve BENZ'in antitripanozomal aktivitelerini ifade eden IC, | degerleri 48. saatte ayni sirayla, 11.8
pug/mL, 114.6 ug/mL, 3.9 ug/mL, 268.6 pg/mL, 19.5 pyg/mL ve 11.7 pg/mL olarak tespit edilmistir. En
etkili UYB'nin karvakrol, alfa-pinen ve 6jenol oldugu ve o6zellikle karvakrol ve alfa-pinenin referans ilag
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BENZ ile kiyaslanabilir oldugu saptanmistir. Selektif indeks (SI) degerleri hesaplandiginda BENZ ve alfa-
pinenin secici etkinliginin yiiksek (SI> 1), diger UYB’lerin ise secici etkinliginin diisiik oldugu gozlenmistir
(Sl< 1). Buna karsilik UYB’ler ile BENZ kombinasyonlarinin tamaminda sinerjik etkilesimler tespit edilmistir.
T.cruzi'de gorilen ilag direncinin mekanizmasi heniiz anlasiimis degildir. Coklu biyolojik etkilere sahip
dogal bilesikler, yeni ilag formiilasyonlari ve yeni kombinasyonlar, ila¢ direncinin istesinden gelme caba-
larina destek olabilir. Bu stratejiler icinde cesitli mikroorganizmalara kargi biyolojik aktiviteleri gosterilmis
olan UYB’ler iyi birer alternatif olusturabilir. UYB’lerin gli¢lii antitripanozomal etkinlikleri yaninda BENZ ile
sinerjik etkilesim gostermesinin; yeni nesil ilac kombinasyonlarinin tasarlanmasi, yan etkilerin azaltiimasi
ve direnc gelisiminin 6nlenmesi adina literatlrdeki 6nemli bosluklar doldurabilecegi ve gelecek calisma-
lara yon verebilecegi distintilmektedir.

Anahtar kelimeler: Alfa-pinen; isoborneol; karvakrol; kumarin; 6jenol; T.cruzi; sinerji.

ABSTRACT

Chagas disease, caused by the protozoan parasite Trypanosoma cruzi, is one of the most significant ne-
glected tropical diseases. Approximately 6-7 million people worldwide are estimated to be infected with
T.cruzi, with about 12000 deaths annually attributed to the disease. In Tiirkiye, natural transmission does
not occur due to the absence of vectors carrying the parasite. However, touristic or commercial travels
to endemic areas and migration from these regions increase the risk of Chagas disease emergence in the
country. Currently, only two drugs, benznidazole (BENZ) and nifurtimox, are available for the treatment
of Chagas disease. These drugs have limitations, including effectiveness only during the acute or early
stages of infection, adverse side effects and the potential for the parasite to develop resistance. Conse-
quently, there is an urgent need for new, safe and effective therapeutic alternatives for treating Chagas
disease. This study aimed to investigate the efficacy and cytotoxicity of essential oil components (EOCs)
such as a-pinene, isoborneol, carvacrol, coumarin and eugenol against T.cruzi and their synergy with
BENZ. In this study, the T.cruzi ATCC 50825 reference strain was used. BENZ was selected as the refer-
ence drug and a-pinene, isoborneol, carvacrol, coumarin, and eugenol were chosen as EOCs. Cytotoxic
activity was evaluated using the L929 mouse fibroblast cell line. Antitrypanosomal and cytotoxic activi-
ties were determined using the broth microdilution method and interactions between BENZ and EOCs
were assessed using the checkerboard method. The IC, values indicating the cytotoxic effects of EOCs
and BENZ on fibroblast cells at 24, 48, and 72 hours were as follows: o-pinene (26.68-20.79 ug/mL),
isoborneol (128.7-73.63 pg/mL), carvacrol (4.56-2.49 pg/mL), coumarin (169.3-108.6 ug/mL), eugenol
(6.04-1.65 pg/mL), and BENZ (1011-806.9 ug/mL). The IC, values for antitrypanosomal activity at 48
hours were 11.8 ug/mL, 114.6 ug/mL, 3.9 pg/mL, 268.6 pg/mL, 19.5 pug/mL, and 11.7 ug/mL for the
same compounds, respectively. Carvacrol, a-pinene and eugenol demonstrated the most potent activity
and especially carvacrol and a-pinene being comparable to the reference drug BENZ. Selectivity index
(SI) calculations revealed high selective activity (SI> 1) for BENZ and a-pinene, while other EOCs exhib-
ited lower selectivity (Sl< 1). Nevertheless, synergistic interactions were identified in all combinations
of EOCs with BENZ. The mechanisms underlying drug resistance in T.cruzi remain poorly understood.
Natural compounds with multiple biological effects, new drug formulations and innovative combinations
can contribute to overcoming drug resistance. Among these strategies, essential oil components, known
for their biological activities against various microorganisms, offer promising alternatives. In addition to
the strong antitrypanosomal activities of EOCs, their synergistic interaction with BENZ may fill important
gaps in the literature and guide future studies in designing next-generation drug combinations, reducing
side effects and preventing the development of resistance.

Keywords: Alpha-pinene; isoborneol; carvacrol; coumarin; eugenol; T.cruzi; synergy.

GiRiS
Chagas hastaligi, protozoan bir parazit olan Trypanosoma cruzi'nin neden oldugu

bulasici bir hastalik olup ihmal edilen tropikal hastaliklarin basinda gelmektedir. Diinya
capinda yaklasik 6-7 milyon insanin T.cruzi ile enfekte oldugu ve her yil yaklagik 12000
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kisinin bu hastalik nedeniyle 6ldigi tahmin edilmektedir. Chagas hastaligi, cogunlukla
Latin Amerika’da endemiktir ancak hastalik kiiresel olarak giderek yayginlasmaktadir'.
Chagas hastaligi, vektor yoluyla bulasmanin yani sira kan transfiizyonu, anneden bebege
dikey gecis (vertikal bulas), organ nakli ve kemik ili§i transplantasyonu gibi yollarla da
bulasabilir>. Chagas hastaligi, ilkemizde hastaligi tasiyan vektérlerin bulunmamasi nede-
niyle dogal yolla bulasmamaktadir. Ancak endemik bolgelere yapilan turistik veya ticari
seyahatlerle bu bolgelerden lilkemize gerceklesen go¢ hareketleri, hastaligin Glkemizde
gorilme olasihgini artirmaktadir.

Hastaligin akut klinik doneminde, primer lezyonda cok sayida histiyosit, enflamatu-
var hiicre ve yag nekrozu alanlari bulunmakla birlikte makrofajlarda cogalan amastigot
formlar diiz ve kalp kaslarini, glial hiicreleri, néronlari ve yag hticrelerini istila ederler.
Kronik evre ise genellikle ilk 10 ile 30 yi1l boyunca stren belirsiz donemin ardindan kalp
ve gastrointestinal sistemin tutuldugu ve ciddi klinik bulgularin ortaya ¢ikmaya bagladigi
dénemi ifade etmektedir?.

T.cruzi'nin neden oldugu Chagas hastaliginin tedavisinde benznidazol (BENZ) ve
nifurtimoks olmak lzere sadece iki ilag kullanilmaktadir. BENZ 1970’lerde gelistirilmis
bir nitroimidazol olup Trypanosoma tip 1 nitroredliktaz enzimleri tarafindan aktive
edilerek T.cruzi icin toksik metabolitler Uretir. Nifurtimoks da 1960°larda gelistirilen bir
nitroimidazoldir ve BENZ gibi parazitin metabolik yollarini bozan toksik metabolitler
Ureterek calismaktadir. Her iki ilac da sik yan etkilere neden olmakla birlikte tedavi
stiresince yakin klinik ve laboratuvar takibi gerektirmektedir. BENZ yan etkileri arasinda
hafif gecici dokiintiiden eksfoliyatif dermatit ve Stevens-Johnson sendromuna kadar
degisen deri bulgular, gastrointestinal semptomlar, periferik noropati ve nadiren
I6kopeni yer almaktadir. Nifurtimoks cogu yetiskin hastada bulanti ve anoreksiye neden
olmakta ve ayrica diyare ve/veya kusma, bas agrisi ve uykusuzluk ve depresyon gibi
noropsikiyatrik semptomlara neden olabilmektedir. Her iki ila¢c da gebelik veya emzirme
doneminde 6nerilmemektedir ancak bazi veriler emzirme doneminde her iki ilacin da
glivenli oldugunu desteklemektedir*®. Bu ilaglarin, sadece akut veya erken enfeksiyon
evrelerinde etkili olmalari, kullanimlari sirasinda yan etkilerinin olmasi ve parazitin bu
ilaclarin etkinligine karsi direng gelistirmesi gibi bazi dezavantajlari bulunmaktadir. Bu
nedenle, Chagas hastaligini tedavi etmek icin yeni, glivenli ve etkili tedavi alternatiflerinin
belirlenmesi gerekmektedir. Arastirma gruplari, sorunun ¢éziimiine yardimci olabilecek
baz stratejiler Gzerinde calismaktadir. Bunlardan bazilari geleneksel ilag dozajlarinin
degistirilmesi, ilaclarin yeniden tasarlanmasi ve kombine tedavidir. Antiparazitik etkilere
sahip bitkiler ve tiiretilmis bilesikler de siirekli olarak arastiriimaktadir®.

Literatiirde aromatik bitkilerden elde edilen ucucu yaglarin antimikrobiyal etkilerine
yonelik cok sayida calisma yer almaktadir. Dogal Urlinler, molekuler yapilarinin cesitli-
ligi ve elde edilmelerinin kolayligi/azaltiimis maliyeti nedeniyle umut verici adaylardir.
Ozellikle ucucu yaglar, cesitli bitkilerden elde edilebilen ikincil metabolitlerin karigimlari
olduklari icin dikkat cekmektedir. Bazi ugucu yaglar veya bilesenlerinin, in vitro ve in vivo
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antitripanozomal etki de dahil olmak lizere protozoonlara karsi inhibitor aktiviteye sahip
oldugu bildirilmistir’8. Dogal bilesiklerin protozoon parazitlere kars fiziksel hasar ver-
melerine ek olarak son donemde yapilan baz calismalarda, kinetoplastid grubunda olan
Trypanosoma ve Leishmania turlerinin sahip oldugu benzersiz mitokondrilerin UYB'ler icin
énemli hedef bélgeler olabilecegi belirtimektedir’. Ancak yapilan calismalarin cojunda
dogal aktif bilesiklerin toksisiteleri hakkinda yeterli veri bulunmamaktadir. Pek cok ucucu
yag bileseni (UYB)'nin toksik 6zellikleri nedeniyle monoterapi seklinde kullanimlari sinirh
kalmaktadir'®. Kombinasyon stratejileri béyle durumlarda yol gésterici olabilir. Kombi-
nasyon uygulamalarinda, aralarinda sinerjik etkilesim gosterilen iki etken maddenin tek
baslarina etkili olduklari dozlardan en az dort kat daha dusik dozlarda etkili oldugu kabul
edilmektedir'".

Bu calismada, alfa-pinen, isoborneol, karvakrol, kumarin ve 6jenol gibi UYB’lerin T.cruzi'ye
karsi etkinligi, sitotoksisitesi ve BENZ ile kombinasyonunun arastiriimasi amaclanmigtir.

GEREC ve YONTEM

Calismada insan veya hayvan materyalleri kullanilmamis olup, deneyler sivi azotta ko-
runan parazit suslariyla gerceklestirilmistir. Bu nedenle etik kurul onayr gerekmemektedir.

Parazit Susu, Hiicre Hatti, Ucucu Yag Bilesenleri ve Referans ilag

Bu ¢alismada, Manisa Celal Bayar Universitesi Tip Fakiiltesi Parazit Bankasi biinyesin-
de bulunan T.cruzi ATCC 50825 referans susu ve L929 fare fibroblast hiicre hatti kullanil-
di. Calismada kullanilan alfa-pinen (147524), isoborneol (113901), karvakrol (232197),
kumarin (C4261) ve 6jenol (E51791) gibi UYB'lerle referans ilag BEN (419656)'in saf ve
analitik formu Sigma Aldrich (Amerika Birlesik Devletleri) firmasindan saglandi.

Karaciger infiizyon Triptoz Besiyerinin Hazirlanmasi

T.cruzi izolatinin canlandiriimasinda ve uretilmesinde bifazik bir besiyeri olan kara-
ciger infuzyon triptoz “liver infusion tryptose (LIT)” besiyeri kullanildi. Besiyerinin kati
fazi icin 1.5 g Difco-sigir eti ekstrati, 2.5 g Bacto-pepton, 4 g sodyum klorit ve 7.5 g
Bacto-agar (Thermo-Fisher Scientific, ABD) tartiip 500 mL distile su icinde ¢ozdurildi.
Besiyerinin sivi fazi icin ise, 8 g sodyum klorit, 0.2 g potasyum klorit, 0.3 g potasyum
dihidrojenfosfat, 0.2 g kalsiyum klorir ve 2.5 g glukoz 1000 ml distile su icinde ¢6zdu-
ruldi. Besiyerlerinin pH’1 7.2-7.4 olacak sekilde ayarlandi ve 121 °C’de 20 dakika otok-
lavlanarak steril edildi. Otoklav islemi sonrasinda besiyerinin kati fazi 45 °C’ye sogutuldu
ve icine %20 oraninda inaktif tavsan kani eklendi. Kan eklenmis besiyerleri steril cam
tiplere 5 mL hacimde aktarildi ve yatik olarak katilasmaya birakildi. Daha sonra tiiplerde
yatik olarak katilasan besiyerine sivi fazdan 2 mL eklenerek kapaklari kapatildi ve 4 °C’'de
kullanilacagi zamana kadar muhafaza edildi'2.

RPMI-1640 Stok Sivi Besiyerinin Hazirlanmasi

Ticari olarak temin edilen RPMI-1640 (Roswell Park Memorial Institute 1640 medium)
(Thermo-Fisher Scientific, ABD) besiyeri icerisine %10 fetal sigir serumu “fetal calf serum
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(FCS)”, %1 penisilin/streptomisin ve %1 gentamisin eklenerek stok sivi besiyeri hazirlan-
di ve besiyeri kullanilacagi zamana kadar 4 °C’de muhafaza edildi.

T.cruzi Susunun Canlandiriimasi, Karaciger infiizyon Triptoz Besiyerine Ekilmesi
ve Sivi Besiyerinde Cogaltiimasi

Sivi azottan cikarilan sus, 37 °C’ye ayarlanmig su banyosunda ¢ozdirildi ve Ure-
meleri icin LIT besiyerine ekildi. LIT besiyerleri 26 °C’de inkiibasyona kaldirldi. Ureme
gorulen besiyerlerinden, antitripanozomal etkinlik ve kombinasyon calismalarinda kulla-
nilmak tizere, RPMI-1640 sivi besiyerine pasaj yapildi. Epimastigot inokiile edilmis RPMI-
1640 sivi besiyeri bulunan flasklara (hiicre kultiri flakonlarr) 2-3 glinde bir taze besiyeri
eklenerek, yeterli miktarda epimastigot elde edildi. ila¢ duyarlilik testlerinde kullaniimak
tizere yogunlugu 107 epimastigot/mL olacak sekilde parazit siispansiyonu hazirlandi.

UYB'ler ve BENZ'in Stok Cozeltilerinin Hazirlanmasi

UYB’ler ve BENZ'in stok cozeltileri uygun ¢oziicti/sulandiricilar ile Tablo 1'de belir-
tildigi sekilde hazirlandi. Hazirlanan stok ¢ozeltiler T mL’lik miktarlarda test edilecekleri
zamana kadar -20 °C’de saklandi.

Ucucu Yag Bilesenleri ve Benznidazoliin Sitotoksik Aktivitesinin Belirlenmesi

Sitotoksik aktivitenin belirlenmesi icin L929 fare fibroblastlar kullanildi. Sivi azotta
muhafaza edilen fibroblastlar, RPMI-1640 ile yikanarak, %10 fetal sigir serumu iceren
RPMI-1640 besiyerine ekilerek 37 °C’de %5 CO, altinda 48 saat inkibe edildi. Hlicrelerin
sayisi ve canlilig, tripan mavisiyle boyanarak thoma laminda belirlendi. 10°/mL hiicre
iceren 100 pL hiicre stispansiyonu, 96 kuyucuklu mikroplaklara dagitildi. UYB'lerden 6jenol
ve karvakroliin son konsantrasyonu 128-1 ug/mL araliginda, isoborneoliin ve kumarinin
son konsantrasyonu 5000-39 pg/mL arahiginda, alfa-pinenin son konsantrasyonu
430-3 pg/mL arahginda ve BENZ'in ise 6200-48 pug/mL araliginda olacak sekilde seri
dilisyonlari farkli bir mikroplakta yapildi ve hiicrelerin ekildigi mikroplaklara aktarildi.
Mikroplaklar, 37 °C’de %5 CO, altinda 48 saat inkibe edildi. Hicre canliigi, MTT
[3-(4.5-dimetiltiazol-2-yl)-2.5-difeniltetrazolyum bromid] yontemiyle belirlendi ve elde

Tablo I. Ucucu Yag Bilesenleri ve Benznidazol Stok Cézeltilerinin Hazirlanmasi

Ornek No Cozuci Sulandiric Konsantrasyon
Alfa-pinen DMSO RPMI-1640 3351 pg/mL
isoborneol DMSO RPMI-1640 10000 pg/mL
Karvakrol DMSO RPMI-1640 1000 pg/mL
Kumarin DMSO RPMI-1640 10000 pg/mL
Ojenol DMSO RPMI-1640 1000 pg/mL
BENZ Metanol RPMI-1640 1240 pg/mL

BENZ: Benznidazol.
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edilen absorbans degerleri, Thermo marka Varioskan model (ABD) spektrofotometre ile
570 nm’de dlciildii’3. Sitotoksik aktiviteyi gdsteren IC,, degerleri, Graphpad Prism 8.4.2
programiyla belirlendi. Sitotoksik aktivite testleri, farkli giinlerde ti¢ kez tekrarlandi™®.

Ucucu Yag Bilesenleri ve Benznidazoliin Antitripanozomal Aktivitesinin Belirlenmesi

UYB’ler ve BENZ'in antitripanozomal aktiviteleri sivi mikrodiltisyon yontemiyle in vitro
olarak belirlendi. ilag duyarlilik testlerinde; steril, diiz tabanl 96 kuyucuklu hiicre kiiltiir
plagindaki 12 siranin biri pozitif kontrol, biri negatif kontrol, geri kalan kuyucuklar da ikili
siralar halinde etken maddeler icin kullanildi. Her bir kuyucuga stok RPMI-1640 sivi besiye-
rinden (%10 FCS + %1 penisilin/streptomisin + %1 gentamisin) 100 pL dagitildi. Mikrop-
lagin etken maddeler icin ayrilmig boldmlerinin ilk kuyucuklarina, etken madde stispansi-
yonundan 100 pL pipetlenerek seri dilisyon yapildi. Seri diltsyon islemi tamamlandiktan
sonra 107 epimastigot/mL yogunlugundaki parazit siispansiyonundan negatif kontrol haric
tim kuyucuklara 100 pL eklendi. Mikroplagin kapag kapatilarak etrafi parafilmle kaplandi
ve 26 °C'de 48 saat inkiibasyona kaldirildi. Etken maddelerin minimum parazitisidal kon-
santrasyon (MPK) degerleri invert mikroskopta yapilan incelemeyle belirlendi'*'?,

Ucucu Yag Bilesenleri ve Benznidazoliin IC, ) Degerlerinin Belirlenmesi

UYB’ler ve BENZ'in IC,, degerleri, CellTiter-Glo® Luminescent Cell Viability Assay
(Promega) canlilik tespit kitiyle in vitro olarak degerlendirildi. MPK degerinin belirlen-
mesinden sonra, mikroplaklardaki her bir kuyucuktan 100 pL alnarak yeni mikroplak-
lara aktarildi ve (izerine CellTiter-Glo® Luminescent Cell Viability Assay reaktifinden esit
hacimde eklendi. Mikroplaklar 10 dakika oda isisinda inkiibe edildi. inkiibasyon sonun-
da Varioskan marka (Thermo Labsystem, Franklin, MA) okuyucuda okutularak T.cruzi
epimastigotlarina karsi relatif Iiminesan birimi (RLU) degerleri elde edildi. RLU verileri,
Graphpad Prism 8.4.2 programiyla analiz edilerek IC,, degerleri hesaplandi'13.

Ucucu Yag Bilesenleri ve Benznidazoliin Selektif indeks Degerinin Belirlenmesi

Selektif indeks (SI) degeri, asagidaki denklem kullanilarak fibroblast hiicre (L929) hat-
tina karsi elde edilen IC, degerinin T.cruzi epimastigotlarina karsi elde edilen IC,, dege-
rine bollinmesi ile hesaplandi:

SI= Fibroblastlarin IC,, degeri / T.cruzi epimastigotlarinin IC,, degeri

SI degerlerinin 1.00°den yiiksek olmasi, test edilen maddenin epimastigotlara karsi
fibroblastlardan daha yiiksek secicilik sergiledigini géstermektedir'®.

Ucucu Yag Bilesenleri ve Benznidazoliin Etkilesimlerinin Belirlenmesi

UYB'ler ve BENZ arasindaki etkilesim dama tahtasi (checkerboard) yontemiyle belir-
lendi. Bu amacla her bir kombinasyon icin iki adet 96 kuyucuklu diiz tabanh steril mik-
roplak kullanildi. Birinci mikroplaklarin her bir kuyucuguna RPMI-1640 sivi besiyerinden
50 pL dagrtildi. MPK degerinin Ug sulandirm Usttinden baslayip bes sulandirm altina
kadar, ugucu bilesenlerinin dikey diizlemde seri diliisyonlari yapildi. ikinci mikroplagin
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sekizinci sitununa kadar tim kuyucuklarina 70 uL RPMI-1640 besiyeri dagitildi. Sekizinci
stitundaki kuyucuklara 70 puL BENZ ¢ozeltisi eklenerek, yatay diizlemde sagdan sola dog-
ru seri diliisyon yapildi. ikinci mikroplakta yapilan diliisyonlar, birinci mikroplaga birebir
ayni kuyucuga olmak tzere 50 pL aktarildi, her kuyucukta her iki etken maddenin farkli
kombinasyonlari elde edildi'’/'8.

Logaritmik faza girip yeterli yogunlukta treyen T.cruzi epimastigotlarindan hazirlanan
107 epimastigot/mL yogunluktaki parazit siispansiyonundan 100 pL, birinci mikroplagin
besiyeri ve sterilite kontrol kuyucuklari hari¢ tiim kuyucuklarina eklendi. Ureme kontrolii
(RPMI 1640 + epimastigot), besiyeri kontroli (RPMI 1640) ve sterilite kontroli (RPMI 1640
+ BENZ/UYB) icin dorder kuyucuk kullanildi. Mikroplaklar 26 °C’de 18-24 saat inkiibe edildi.

UYB ile BENZ arasindaki etkilesim, fraksiyonel inhibitor konsantrasyon (FiK) indeksi
hesaplanarak belirlendi. Bu hesaplama icin asagidaki formal kullanildi:

FiK indeksi= FiK UYB + FiIK BENZ

FiK indeksi= (Kombinasyondaki UYB MPK) / (UYB MPK) + (Kombinasyondaki BENZ
MPK) / (BENZ MPK)

Hesaplanan FIK indeksi degerleri, asagidaki sinir degerlere gére yorumlandi. Etkile-
simler;

FiKi< 0.5 sinerji, FiKi= 0.50-0.75 kismi sinerji, FiKi= 0.75-1 aditif, FiKi= 1.00-4.00 etki-
siz (indifferent), FiKi= > 4.00 antagonizma olarak degerlendiriimeye alindi'®.

istatistiksel Analiz

Elde edilen veriler, IBM SPSS 25.0 istatistik yazilimi (IBM SPSS Inc., Chicago, IL, ABD)
kullanilarak analiz edildi. Gruplar arasindaki anlamh farklar, tek yonli ANOVA ile analiz
edildikten sonra, ¢oklu karsilastirmalar Tukey testi ile degerlendirildi. p< 0.05 oldugunda
gruplar arasindaki farklar istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

BULGULAR

UYB’lerin ve BENZ'in MPK degerleri 48 saatlik inkiibasyon sonunda invert mikros-
kopta belirlenmistir. invert mikroskop altinda, epimastigotlarin hareketliliginin durdugu,
morfolojik yapilarinin bozulup amastigot seklini aldigi ya da parcalandigi ve epimasti-
gotlarin timuindn 6ldigi en duslk ilag konsantrasyonu MPK olarak degerlendirilmistir
(Sekil 1). UYB'ler ve BENZ'in 48 saatlik inkibasyondaki MPK ve IC, | degerleri Tablo Il ve
Sekil 2’de verilmistir. En etkili UYB’nin karvakrol, alfa-pinen ve 6jenol oldugu ve 6zellikle
karvakrol ve alfa-pinenin referans ilagc BENZ ile kiyaslanabilir oldugu saptanmustir (p> 0.05).
UYB'lerin ve BENZ'in fibroblast hiicrelerine karsi sitotoksik etkinliklerinin 24, 48 ve 72.
saatlerdeki IC,, degerleri Tablo Il ve $ekil 3te sunulmustur. SI degerleri hesaplandiginda
BENZ ve alfa-pinenin secici etkinliginin yiiksek (SI> 1) diger UYB'lerin ise secici etkinligi-
nin disiik oldugu saptanmigtir (Sl< 1) (Tablo V).
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I Benznidazol MPK degeri: 77,5 ug/rnLI I Benznidazol I1Cs, degeri: 11,7|.tglm|.| I Trypanosoma cruzi iireme kontrolii I

Sekil 1. Benznidazol etkisi altinda T.cruzi epimastigotlarinin invert ve isik mikroskobu (Giemsa boyalr)
goriintiileri.

Tablo 11. Ugucu Yag Bilesenlerin T.cruzi Susuna Karsi IC; ) ve MPK Degerleri (ug/mL)

Ucucu Yag Bilesenleri IC, MPK
Alfa-pinen 11.8 52.4
isoborneol 114.6 312.5
Karvakrol 3.9 15.6
Kumarin 268.6 625

Ojenol 19.5 62.5
Benznidazol 1.7 77.5

IC,,: %50 inhibisyon konsantrasyonu, MPK: Minimum parazitisidal konsantrasyon.

UYB ile BENZ etkilesimleri dama tahtasi (checkerboard) yontemiyle arastirlmustir.
Denenen UYB’ler ile BENZ arasinda tiim inkiibasyon sirelerinde sinerjik etkilesimler
g6zlenmistir (Tablo V).

TARTISMA

Chagas hastaligi, etkili ve iyi tolere edilen alternatif tedavilerden yoksun ciddi bir
halk saghgi sorunu olmaya devam etmektedir. Klinik tedavi icin kullanilmakta olan sinirli
ilaclar da yan etkilere sahiptir ve ozellikle hastaigin kronik evresinde dustik etkinlik
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Sekil 2. Etken maddelerin T.cruzi susuna karsi IC, , degerlerini gosteren grafikler.

Tablo Ill. Ugucu Yag Bilesenleri ve Benznidazoliin L929 Fibroblastlara Karsi IC,, Degerleri (ug/mL)

Ucucu Yag Bilesenleri

24. Saat 48. Saat 72. Saat
Alfa-pinen 26.68 23.94 20.79
isoborneol 128.7 88.67 73.63
Karvakrol 4.56 3.2 2.49
Kumarin 169.3 115.4 108.6
Ojenol 6.04 3.7 1.65
Benznidazol 1011 822.1 806.9

IC,,: %50 inhibitér konsantrasyonu, L929: Fibroblast hiicre hatti.
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Tablo IV. Ucucu Yag Bilesenleri ve Benznidazoltin Sitotoksisite ve SI Degerleri
48. Saat (IC,)
Etken Maddeler T.cruzi L929 |
Alfa-pinen 26.68 23.94 20.79
isoborneol 128.7 88.67 73.63
Karvakrol 4.56 3.2 2.49
Kumarin 169.3 115.4 108.6
Ojenol 6.04 3.7 1.65
Benznidazol 1011 822.1 806.9
ICSO: %50 inhibitor konsantrasyon, Sl: Secicilik indeksi
100+ 1009 =
+ 24:533t ICgy= 26.68 pgimL -o- 24.saat ICg= 128.7 pg/mL
= 48588t IC5g= 23.94 pgimL - 43.s3at 1Cg= 88.67 pg/mL
¥ + 7252t ICgy= 20.79 pgimL = - T2.5aat1Cg=73.63 pg/mL
= [
5 50 n S 805
e R
® 3
D.—
1 2 3 2 3 4
Log[Alfa pinen] Log[isoborneol]
100 100+
-&- 24.saat ICgp= 4.563 pg/mL -¢- 24.saatICgz= 169.3 pg/mL
% 48.saat IC5p= 3.209 pg/mL & 48.saat ICg55=115.4 pg/mL
= -4 T2.saat|Cgp= 2.491 pg/mL = —&- 72.saatICgz,= 108.6 pg/mL
5 50 5 50
ES =
0 0-
0.0 0.5 1.0 15 20 2.5 2 3 4
Log[Karvakrol] Log[Kumarin]
1004 100+
-8~ 24.saat IC5p= 6.049 pg/mL - 24.saat|Cyp= 1011 pg/mL
- 48.saat|Cgp= 3.701 pg/mL & 48.saatIC5y= 822.1 pg/imL
X - 72.s2at ICse= 1.657 pg/mL z -+ 72.saat |Cy)= 806.9 pg/mL
5 50 5 50
2 ®
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Sekil 3. Etken maddelerin L929 fibroblastlara karsi IC, , degerlerini gdsteren grafikler.
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Tablo V. Ucucu Yag Bilesenleri ve Benznidazoltin Kombinasyonlarinin T.cruzi Susuna Karsi Etkilesim
Sonuglar

24. Saat 48. Saat 72. Saat
Kombinasyon FiK indeksi  Etkilesim  FiK indeksi  Etkilesim  FiK indeksi  Etkilesim
APN - BENZ 0.372 Sinerji 0.372 Sinerji 0.372 Sinerji
ISO - BENZ 0.374 Sinerji 0.497 Sinerji 0.372 Sinerji
KAR - BENZ 0.623  Kismisinerji  0.562 Kismi 0.374 Sinerji
sinerji
KUM - BENZ 0.247 Sinerji 0.373 Sinerji 0.373 Sinerji
OJE - BENZ 0.75 Kismi siner;ji 0.498 Sinerji 0.373 Sinerji

APN: Alfa-pinen, iSO: isoborneol, KAR: Karvakrol, KUM: Kumarin, OJE: Ojenol, BENZ: Benznidazol, FiK: Fraksiyonel
inhibitér konsantrasyonu.

goOstermektedir. Uzun sireli tedavi protokolleri ve ilaca direncli T.cruzi suslarinin ortaya
cikmasi hastaligin tedavisini sinirlandirmaktadir®®. T.cruzi'de gériilen ilag direncinin
mekanizmasi hala anlasiimis degildir. Coklu biyolojik etkilere sahip dogal bilesikler, yeni
ila¢c formulasyonlari ve yeni kombinasyonlar, ila¢ direncinin ustesinden gelme cabalarina
destek olabilir?'. Bu stratejiler icinde cesitli mikroorganizmalara karsi biyolojik aktiviteleri
gosterilmis olan UYB'ler iyi birer alternatif olusturabilir'®.

Alfa-pinen, monoterpen sinifinin bir Uyesi olup kozalakli agaclar, Juniper spp. ve
Cannabis spp. gibi bitkilerde yiksek oranda bulunmaktadir. Alfa-pinen, yuzyillardir
solunum yolu enfeksiyonlarini tedavi etmek icin kullanilmaktadir. In vitro deneyler,
bu bilesigin antimikrobiyal etkilerine yonelik giiclii kanitlar sunmaktadir??. Brito ve
arkadaslan?3, iceriginde yiiksek oranda alfa-pinen bulunan Saururus cernuus L. bitkisinin
ugucu yaginin 17.3 pg/mL EC, degeri ile T.cruzi'ye kargi etkili oldugunu ve yiksek
secicilik gosterdigini (SI> 1) bildirmistir. Pereira ve arkadaslan tarafindan yapilan benzer
bir calismada?*, majér bileseni alfa-pinen olan Cordia verbenacea ugucu yaginin T.cruzi'ye
karsi LC, degeri 92.01 ug/mlL, fibroblastlara karsi LC,, degeri ise 138.1 pg/mL olarak
saptanmis ve ucucu yagin glicli antitripanozomal etkinlik ve ylksek secicilik gosterdigi
ifade edilmistir. Yine major bileseni alfa-pinen olan Piper tuberculatum Jacq ugucu
yaginin T.cruzi'ye karsi LC,, degeri 140.31 pg/mL, fibroblastlara karsi LC,, degeri ise
204.71 pg/mL olarak saptanmis ve gugclu etkinlik ve yiksek secicilik (SI> 1) gosterdigi
bildirilmistir?>. Literatiirde iceriginde alfa-pinen bulunan ucucu yaglarin T.cruzi'ye karsi
etkinligini gosteren cok sayida calisma bulunmaktadir ancak total yag iceriginde bulunan
diger bilesenlerin de biyolojik etkiden sorumlu olabilecegi unutulmamalidir. Total yagd
iceriginde bulunan major bilesenlerin saf olarak arastinlmasi daha saghkli verilerin
elde edilmesinde 6nem arz etmektedir. Calismamizda da oldugu gibi alfa-pinenin saf
olarak antitripanozomal etkinliginin gosterildigi simirli cahisma bulunmaktadir. Amaral
ve arkadaslari tarafindan yapilan kapsamli bir calismada2®, in vitro sartlarda alfa-pinen
ve beta-karyofilenin giicli antitripanozomal etkinlige sahip oldugu, in vivo sartlarda ise
1 mL/kg dozlarda farelerin yasam surelerini uzattigi ve %83.33’ltk bir tedavi basarisi
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sagladigr gosterilmistir. Calismamizda, alfa-pinenin T.cruzi'ye karsi 1C, ) degeri 11.8 pg/
mL, L929 fibroblast hlcrelerine karsi IC, ) degeri ise 23.94 pg/mL olarak belirlenmis olup
parazite yonelik gugcli aktivite ve ylksek secicilik gosterdigi (SI> 1) saptanmistir. Ayrica
BENZ ile kombinasyonunda sinerjik etkilesim goézlenmesi bu kombinasyonun in vivo
sartlarda deneysel tedaviye olumlu katkilar sunacagini disindirmektedir.

Borneoliin bir izomeri olan izoborneol, ¢ok sayida bitkinin ugucu yaglarinda bulunan
monoterpenoid bir alkoldir. Cin‘de kardiyovaskiiler hastaliklarin tedavisinde kullanilan
bircok ila¢ borneol veya izoborneol icermektedir. Yapilan calismalar izoborneoliin
antienflamatuvar etkiye sahip oldugunu ve kardiyovaskiler sistemi koruyabildigini
gostermistir. Ayrica, izoborneollin kan-beyin bariyerini gecebildigi veya diger ilaclarin
geg¢mesine yardimci oldugu kanitlanmistir?’. isoborneoliin antitripanozomal etkinligine
yonelik bir calismaya literatiirde rastlanmamistir ancak T.cruzi ile yakin iliskili bir tur
olan Leishmania tiiriine kargi sinirl calisma bulunmaktadir. Machodo ve arkadaslari?®,
Leishmania infantum, Leishmania tropica ve Leishmania major promastigotlarina karsi
isoborneoli degerlendirilmis ve 400 pg/mL konsantrasyonda bile antilaysmanyal aktivite
gorilmedigini bildirmislerdir. Buna karsilik Silva ve arkadaslari, Leishmania amozonensis
triine karsi isoborneoliin 190.2 pg/mL IC,, degeriyle glicli antilaysmanyal aktivite ve
L929 fibroblastlara karsi dusuk sitotoksisite gosterdigini bildirmistir. Elde edilen farkh
sonuglar izolat ve etken madde farkliigindan kaynaklaniyor olabilir. Caismamiz bilindigi
kadariyla isoborneoliin T.cruzi'ye karsi etkinliginin ve BENZ ile kombinasyonun arastirildig
ilk calismadir. Calismamizda, isoborneoltn IC, | degeri T.cruzi'ye karsi 114.6 pg/mL, L929
fibroblastlara karsi ise 88.67 ug/mL olarak saptanmis olup giclii antitripanozomal etkinlik
ancak dusuk secicilik (Sl< 1) gosterdigi saptanmustir. Buna karsilik isoborneol ile BENZ
arasinda sinerjik etkilesim gozlenmesi ¢cok daha diistik dozlarda ayni etkiyi gosterecegi
icin tedaviye olumlu katki sunabilir.

Karvakrol monoterpenoid fenol ailesinden izomerik bilesiklerdir. Bu ugucu yaglar
Lamiaceae familyasi, Thymus, Satureja, Origanum, Thymbra, Lippia pepperwort,
Corydothymus ve Wild bergamot gibi cesitli aromatik bitki gruplarindan elde edilir.
Karvakroliin antifungal, antikanser, antioksidan, anti-Parkinson, anti-anksiyete ve
antibakteriyel aktivitelere sahip olduguna yénelik cok sayida kanit bulunmaktadir®.
Monzote ve arkadaslar®®, Plectranthus amboinicus bitkisinin ucucu yaginda maijor
bilesen olarak bulunan karvakroliin etkinligini bakteri, mantar ve protozoon parazitlere
kargi arastirmis; Escherichia coli, Candida albicans, Trypanosoma brucei, T.cruzi ve
L.infantum trlerine karsi 1C,, degerini > 64 ug/mL, Staphylococcus aureus igin 20.2
pug/mL, Plasmodium falciparum icin 6.3 pug/mL ve L.amazonensis icin ise 28.8 ug/mL
olarak bildirmislerdir. Ayrica yazarlar, lc¢ farkli kanser hiicre hattina karsi karvakroliin
sitotoksik etkiler gosterirken kanser karakterinde olmayan hicre hatlarina karsi toksik
olmadigini ifade etmislerdir. Literatiirde ucucu yaglarin ve basta karvakrol gibi cesitli
bilesenlerin Trypanosoma ve Leishmania tirlerine karsi etkinligini gosteren ¢cok sayida
veri bulunmaktadir®'. Ancak dogal aktif bilesigin antimikrobiyal etkinligini calisirken
paralel sitotoksisite testlerinin yapilmasi ve calisma sonuclarinin bu faktorler i1giginda
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yorumlanmasi 6nem arz etmektedir. Cok etkili gortinen bir bilesigin secicilik indeksinin
yuksek olmasi beklenir. Calismamizda karvakrolun T.cruzi'ye karsi IC, degeri 3.9 ug/mL,
L929 fibroblastlara karsi IC,, degeri ise 3.2 pg/mL olarak bulunmustur. Karvakrol T.cruzi
izolatina karsi cok etkili olmakla birlikte disuk secicilige (Sl< 1) sahiptir. Boyle durumlarda
kombinasyon stratejileri ile daha dustik dozlarda etkinligin saglanmasi ya da nanopartikdl
hibridizasyonu gibi yeni nesil yontemlerle mevcut bilesiklerin sitotoksisitesi dustrilebilir.
Onceki caismamizda tek basina Leishmania susuna karsi etkili ancak toksisitesi yiiksek olan
karvakrol, gimus nanopartikiller ile birlikte hibrit olarak sentezlenmis ve toksisitesinin
disurilmesi saglanmistir (kabul edilmis ancak hentiz yayimlanmamis veri). Calismamizda
karvakrol ile BENZ kombinasyonu T.cruzi'ye karsi calisilmig ve sinerjik etkilesimler elde
edilmistir. Literatirde T.cruzi'ye karsi karvakrol ile BENZ kombinasyonuna yonelik bir
calismaya rastlanmamistir.

Birlesik benzen ve alfa-piron halkalarindan olusan kumarin (2H-1-benzopiran-2-bir),
ilk olarak 1820 yilinda Fabaceae familyasindan Tonka fasulyesinden (Dipteryx odorata)
izole edilmistir. Kumarinler ¢ok cesitli bitki tiirlerinde bulunan ikincil metabolitlerdir ve
en cok Apiaceae, Rutaceae, Asteraceae ve Fabaceae familyalarinda yaygindir. Kumarinler
cesitli biyolojik aktiviteler ve farmakolojik ozelliklerle iliskilidir. Gerek cesitli bitkilerden
elde edilen dogal kumarin gerekse sentetik modifikasyonlarla sentezlenen turevleri gticli
biyolojik 6zellikler gostermektedir. Etki mekanizmalar genel olarak hiicre zarlarinda ha-
sar, enzim aktivitesinin inhibisyonu, niikleik asit sentezinin ve cesitli metabolik yolaklarin
engellenmesi seklinde tanimlanmaktadir®2. Capelini ve arkadaslari tarafindan yapilan bir
calismada33, 17 farkli kumarin tiirevi T.cruzi paraziti ve 1929 fibroblastina karsi in vitro
olarak calisilmis, bunlardan iki tanesinin BENZ'e es deger IC,, degerleri ve yuksek SI
(> 50) degerleriyle etkili antitripanozomal bilesikler oldugu bildirilmistir. Calophyllum bra-
siliense bitkisinden izole edilen kumarinin T.cruzi'ye karsi etki mekanizmasinin arastirildig
bir calismada, bilesigin otofaji ve apoptoz benzeri olaylarla T.cruzi'nin epimastigot ve
tripomastigot formlan icin (LC,, degerleri sirasiyla, 85.8 ve 36.9 uM) hucre 6limini
indlkledigi ve tedavide yeni ilaclarin gelistirilmesi icin umut verici bir molekdl olabile-
cegi ifade edilmistir3*. Gelisen teknolojilerle yeni nesil etken madde tasarimlarinin uygu-
lanmasi oldukc¢a popliler hale gelmistir. Antiparaziter etkili olup suda ¢ozinirlugi zayif
ya da toksisitesi ylksek olan bilesiklerin yeni nesil ¢oziimlerle tedavilere katki saglama
potansiyelinin artinlmasi nemli bir adimdir. Bu baglamda, Rostan ve arkadaslari®®, ya-
pisinda kumarin iceren yeni bir palladyum kompleksinin T.cruzi'ye karsi etkinligini de-
gerlendirmis ve 25 pM konsantrasyonda BENZ'e es deger bir etkinlik gosterdigini ve in
vivo modellerde parazitemi sayisinda kayda deger bir azalma oldugunu bildirmislerdir.
Calismamizda, test edilen kumarin bilesiginin T.cruzi'ye ve L929 fibroblastlara karsi etkin-
ligi sirasiyla 268.6 ve 115.4 ug/mL olarak bulunmus olup BENZ'e kiyasla etkinliginin ve
seciciliginin zayif (Sl< 1) oldugu gozlenmistir. Literattire bakildiginda genellikle kimyasal
modifikasyon ile sentezlenen kumarin tirevlerinin T.cruzi'ye karsi cok daha etkili oldugu
gorilmektedir. Bu yonteme ek olarak zayif etkili bilesiklerin kombinasyon stratejileri ile
etkinliginin artirnlmasi ve toksisitesinin dustrilmesi mumkindur. Calismamizda zayif et-
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kili olan kumarin ile BENZ arasinda sinerjik etkilesim gozlenmistir. Kumarinler ile BENZ
arasinda kombinasyon calismalarinin arastinldigi az sayida calisma olup bu calismalarda
da sinerjik etkilesimler saptandigi bildirilmistir3637,

Ojenol; Lamiaceae, Lauraceae, Myrtaceae ve Myristicaceae gibi cesitli bitki familyala-
rinin ugucu yaglarinda bulunan bir fenilpropanoiddir. Gidalarda ve kozmetik urlinlerde
yaygin bir sekilde kullaniimaktadir. Son yillarda yapilan calismalar, 6jenoliin antienfla-
matuvar, analjezik ve antioksidan ozelliklere sahip oldugunu ve kanser, enflamatuvar ba-
girsak hastaliklar, bobrek ve akciger yaralanmalari ve osteoartrit tedavisinde potansiyel
kullanimi oldugunu géstermistir. Ojenoliin anti-enflamatuvar ve antioksidan etkileriyle
iliskili mekanizmalar, transkripsiyon faktorleri ve proenflamatuvar sitokinlerin yani sira
antioksidan savunma sistemini olusturan endojen molekiillerin diizenlenmesi tzerinde
birlesmektedir®®. Teles ve arkadaslari, majér bileseni 6jenol (%52.23) olan Syzygium aro-
maticum bitkisinin ucucu yagini ve ojenoliin saf formunu T.cruzi'ye karsi arastirmis ve
IC,, degerlerini epimastigot formlara karsi sirasiyla, 28.68 ve 31.97 pg/mL, amastigot
formlarina karsi ise sirasiyla, 64.51 ve 45.73 ug/mL olarak bildirilmis, hem ugucu yagin
hem de &jenoliin parazite karsi yiiksek secicilik gosterdigini ifade etmistir®®. Clemente
ve arkadaslan*® 6jenoliin; antiplazmodiyal, antitripanozomal ve antilaysmanyal aktivi-
telerini calismis ve Ojenolun L.braziliensis ve P.falciparum’a karsi giicli, T.cruzi'ye karsi
orta diizeyde etkili oldugunu bildirmistir. Dogal 6jenoliin antitripanozomal etkinligine
yonelik calismalara ek olarak farkli sentetik tirevlerinin de arastirildigi yeni calismalar
énem kazanmaya baslamistir. Sear ve arkadaslar*', dogal bir iirin olan neolignan de-
hidrodidjenol B'nin tirevlerini sentezleyerek bu analoglarin IC,, degerlerini T.cruzi'nin
amastigot formlarina karsi 4-63 uM araliginda, fibroblastlara karsi ise > 200 pM olarak
saptamis ve guglu etkinlik, ylksek secicilik gosterdigini ifade etmistir. Caismamizda 6je-
noliin T.cruzi'ye ve L929 fibroblastlara karsi IC. degerleri sirasiyla 19.5 ve 3.7 pg/mL
olarak bulunmustur. Ojenol icin BENZ'e es deger sekilde ylksek etkinlik ancak dustk
secicilik (Sl< 1) saptanmustir. Buna karsilik 6jenol ve BENZ kombinasyonunda sinerjik
etkilesimler gozlenmistir. Bir kombinasyonda sinerjik etkilesimin gbzlenmesi en az dort
kat daha dusuk dozlarda ayni etkinligin saptanmasi anlamina gelmektedir. Bu baglamda
antimikrobiyal etkinligi ylksek ancak seciciligi distik olan alternatif molekiiller, kombi-
nasyon stratejileriyle tedaviye olumlu katki sunabilir. Kombinasyon stratejilerine ek olarak
glincel bir calismada, BENZ’in nitroimidazol halkasi ile nitratli veya nitratsiz formlardaki
Ojenol veya analoglarinin cekirdegi arasinda biyoizosterik bir yer degistirme gerceklesti-
rerek O0jenol ve BENZ arasinda molekiiler hibritler tasarlanmistir. Sentezlenen hibrit bile-
sikler T.cruzi'nin epimastigot ve amastigot formlarina karsi denenmistir. Bu bilesiklerden
birinin (6jenol nitro tirev 8 IC, = 24.7 uM) BENZ (IC, = 29.9 uM) ile es deger etkinlige
ve diisiik sitotoksisitesi ile yiiksek segicilige sahip oldugu bildirilmistir*?. Yine major bile-
seni 6jenol olan S.aromaticum ve Zingiber officinale ugcucu yaglarinin antitripanozomal
etkinliginin in vivo kemirgen modelinde arastirildigi bir calismada, ucucu yaglarin hem
tek baglarina hem de BENZ ile kombinasyon halinde uygulandiklarinda kontrol grubuna
kiyasla farelerdeki parazitemi oranini azaltip yasam siiresini artirdigi bildirilmistir®3.
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Bu calismanin en onemli kisithligi, UYB’lerin sadece in vitro epimastigot formlarina
karsi test edilmesi, hiicresel amastigotlar izerinde test edilmemis olmasidir. Su anki ve-
rilerimize gore alfa-pinen disinda dustik secicilik gosteren bu bilesenlerin hiicresel amas-
tigotlar Gzerinde farkl secicilik indekslerine sahip olabilecegi olasidir. Diger calismalar
verilerimizi desteklemekle birlikte calismamizdaki UYB’ler ile BENZ kombinasyonuna yo-
nelik literatlirde benzer calismalara rastlanmamis olup calismamiz bu anlamda ilk verileri
literatlire kazandirmaktadir.

Dogal trtinler, bitki fizyolojisinde 6nemli bir rol oynayan ikincil metabolitler agisindan
zengin bir kimyasal bilesime sahiptir. Antioksidan, antienflamatuvar, antikanser, antibak-
teriyel ve antifungal aktiviteler gibi cesitli potansiyel biyolojik faydalara ve buna ek olarak,
su anda bitkilerden izole edilen aktif bilesiklere dayanan ytzlerce ilag bulunmaktadir. Ge-
lecekte dogal urlin arastirmalari, gecmisten 6nemli dlctide farkli olacak sekilde, fitokim-
yay! yenilik¢i teknolojik kaynaklarla birlestiren multidisipliner bir siire¢ olmalidir. UYB’lerin
glicli antitripanozomal etkinlikleri yaninda BENZ ile sinerjik etkilesim gostermesi, yeni
nesil ilac kombinasyonlarinin tasarlanmasi, yan etkilerin azaltiimasi ve diren¢ gelisiminin
onlenmesi adina literatlirdeki 6nemli bosluklar doldurabilir ve gelecek calismalara yon
verebilir.

ETiK KURUL ONAYI

Bu calisma kapsaminda herhangi bir insan veya hayvan materyali kullanilmamistir. Tim
deneyler yalnizca sivi azotta muhafaza edilen ve daha once izole edilmis T.cruzi suslari ile
in vitro olarak gerceklestirilmistir. Bu nedenle calismada etik kurul onayr gerekmemektedir.
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