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ÖZ

Chagas hastalığı, protozoan bir parazit olan Trypanosoma cruzi’nin neden olduğu bulaşıcı bir hastalık 
olup ihmal edilen tropikal hastalıkların başında gelmektedir. Dünya çapında yaklaşık 6-7 milyon insanın 
T.cruzi ile enfekte olduğu ve her yıl yaklaşık 12000 kişinin bu hastalık nedeniyle öldüğü tahmin edil-
mektedir. Chagas hastalığı, ülkemizde hastalığı taşıyan vektörlerin bulunmaması nedeniyle doğal yolla 
bulaşmamaktadır. Ancak endemik bölgelere yapılan turistik veya ticari seyahatlerle bu bölgelerden ülke-
mize gerçekleşen göç hareketleri, hastalığın ülkemizde görülme olasılığını artırmaktadır. T.cruzi’nin neden 
olduğu Chagas hastalığının tedavisinde benznidazol (BENZ) ve nifurtimoks olmak üzere sadece iki ilaç 
kullanılmaktadır. Bu ilaçların, sadece akut veya erken enfeksiyon evrelerinde etkili olmaları, kullanımları 
sırasında yan etkilerinin olması ve parazitin bu ilaçların etkinliğine karşı direnç geliştirmesi gibi bazı deza-
vantajları bulunmaktadır. Bu nedenle, Chagas hastalığını tedavi etmek için yeni, güvenli ve etkili tedavi 
alternatiflerinin belirlenmesi gerekmektedir. Bu çalışmada, alfa-pinen, isoborneol, karvakrol, kumarin ve 
öjenol gibi uçucu yağ bileşenleri (UYB)’nin T.cruzi’ye karşı etkinliği, sitotoksisitesi ve BENZ ile kombi-
nasyonunun araştırılması amaçlanmıştır. Bu çalışmada, T.cruzi ATCC 50825 referans suşu kullanılmıştır. 
Referans ilaç olarak BENZ; UYB olarak ise alfa-pinen, isoborneol, karvakrol, kumarin ve öjenol seçilmiştir. 
Sitotoksik aktivite çalışmalarında L929 fare fibroblast hücre hattı kullanılmıştır. Antitripanozomal ve sito-
toksik aktivite çalışmaları sıvı mikrodilüsyon yöntemiyle, benznidazol ve UYB’ler arasındaki etkileşimler ise 
dama tahtası (checkerboard) yöntemiyle belirlenmiştir. UYB’lerin ve BENZ’in fibroblast hücrelerine karşı 
sitotoksik etkinliklerini ifade eden IC50 değerleri 24, 48 ve 72. saatlerde, sırasıyla, alfa-pinen için 26.68-
20.79 µg/mL, isoborneol için 128.7-73.63 µg/mL, karvakrol için 4.56-2.49 µg/mL, kumarin için 169.3-
108.6 µg/mL, öjenol için 6.04-1.65 µg/mL ve BENZ için ise 1011-806.9 µg/mL aralığında saptanmıştır. 
UYB’lerin ve BENZ’in antitripanozomal aktivitelerini ifade eden IC50 değerleri 48. saatte aynı sırayla, 11.8 
µg/mL, 114.6 µg/mL, 3.9 µg/mL, 268.6 µg/mL, 19.5 µg/mL ve 11.7 µg/mL olarak tespit edilmiştir. En 
etkili UYB’nin karvakrol, alfa-pinen ve öjenol olduğu ve özellikle karvakrol ve alfa-pinenin referans ilaç 
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BENZ ile kıyaslanabilir olduğu saptanmıştır. Selektif indeks (SI) değerleri hesaplandığında BENZ ve alfa-
pinenin seçici etkinliğinin yüksek (SI> 1), diğer UYB’lerin ise seçici etkinliğinin düşük olduğu gözlenmiştir  
(SI< 1). Buna karşılık UYB’ler ile BENZ kombinasyonlarının tamamında sinerjik etkileşimler tespit edilmiştir. 
T.cruzi’de görülen ilaç direncinin mekanizması henüz anlaşılmış değildir. Çoklu biyolojik etkilere sahip 
doğal bileşikler, yeni ilaç formülasyonları ve yeni kombinasyonlar, ilaç direncinin üstesinden gelme çaba-
larına destek olabilir. Bu stratejiler içinde çeşitli mikroorganizmalara karşı biyolojik aktiviteleri gösterilmiş 
olan UYB’ler iyi birer alternatif oluşturabilir. UYB’lerin güçlü antitripanozomal etkinlikleri yanında BENZ ile 
sinerjik etkileşim göstermesinin; yeni nesil ilaç kombinasyonlarının tasarlanması, yan etkilerin azaltılması 
ve direnç gelişiminin önlenmesi adına literatürdeki önemli boşlukları doldurabileceği ve gelecek çalışma-
lara yön verebileceği düşünülmektedir.

Anahtar kelimeler: Alfa-pinen; isoborneol; karvakrol; kumarin; öjenol; 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 Türkiye, 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 α-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 α-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 IC50 values indicating the cytotoxic effects of EOCs 
and BENZ on fibroblast cells at 24, 48, and 72 hours were as follows: α-pinene (26.68-20.79 µg/mL), 
isoborneol (128.7-73.63 µg/mL), carvacrol (4.56-2.49 µg/mL), coumarin (169.3-108.6 µg/mL), eugenol 
(6.04-1.65 µg/mL), and BENZ (1011-806.9 µg/mL). The IC50 values for antitrypanosomal activity at 48 
hours were 11.8 µg/mL, 114.6 µg/mL, 3.9 µg/mL, 268.6 µg/mL, 19.5 µg/mL, and 11.7 µg/mL for the 
same compounds, respectively. Carvacrol, α-pinene and eugenol demonstrated the most potent activity 
and especially carvacrol and α-pinene being comparable to the reference drug BENZ. Selectivity index 
(SI) calculations revealed high selective activity (SI> 1) for BENZ and α-pinene, while other EOCs exhib-
ited lower selectivity (SI< 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.

GİRİŞ

Chagas hastalığı, protozoan bir parazit olan Trypanosoma cruzi’nin neden olduğu 
bulaşıcı bir hastalık olup ihmal edilen tropikal hastalıkların başında gelmektedir. Dünya 
çapında yaklaşık 6-7 milyon insanın T.cruzi ile enfekte olduğu ve her yıl yaklaşık 12000 
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kişinin bu hastalık nedeniyle öldüğü tahmin edilmektedir. Chagas hastalığı, çoğunlukla 
Latin Amerika’da endemiktir ancak hastalık küresel olarak giderek yaygınlaşmaktadır1. 
Chagas hastalığı, vektör yoluyla bulaşmanın yanı sıra kan transfüzyonu, anneden bebeğe 
dikey geçiş (vertikal bulaş), organ nakli ve kemik iliği transplantasyonu gibi yollarla da 
bulaşabilir2. Chagas hastalığı, ülkemizde hastalığı taşıyan vektörlerin bulunmaması nede-
niyle doğal yolla bulaşmamaktadır. Ancak endemik bölgelere yapılan turistik veya ticari 
seyahatlerle bu bölgelerden ülkemize gerçekleşen göç hareketleri, hastalığın ülkemizde 
görülme olasılığını artırmaktadır.

Hastalığın akut klinik döneminde, primer lezyonda çok sayıda histiyosit, enflamatu-
var hücre ve yağ nekrozu alanları bulunmakla birlikte makrofajlarda çoğalan amastigot 
formlar düz ve kalp kaslarını, glial hücreleri, nöronları ve yağ hücrelerini istila ederler. 
Kronik evre ise genellikle ilk 10 ile 30 yıl boyunca süren belirsiz dönemin ardından kalp 
ve gastrointestinal sistemin tutulduğu ve ciddi klinik bulguların ortaya çıkmaya başladığı 
dönemi ifade etmektedir3. 

T.cruzi’nin neden olduğu Chagas hastalığının tedavisinde benznidazol (BENZ) ve 
nifurtimoks olmak üzere sadece iki ilaç kullanılmaktadır. BENZ 1970’lerde geliştirilmiş 
bir nitroimidazol olup Trypanosoma tip 1 nitroredüktaz enzimleri tarafından aktive 
edilerek T.cruzi için toksik metabolitler üretir. Nifurtimoks da 1960’larda geliştirilen bir 
nitroimidazoldür ve BENZ gibi parazitin metabolik yollarını bozan toksik metabolitler 
üreterek çalışmaktadır. Her iki ilaç da sık yan etkilere neden olmakla birlikte tedavi 
süresince yakın klinik ve laboratuvar takibi gerektirmektedir. BENZ yan etkileri arasında 
hafif geçici döküntüden eksfoliyatif dermatit ve Stevens-Johnson sendromuna kadar 
değişen deri bulguları, gastrointestinal semptomlar, periferik nöropati ve nadiren 
lökopeni yer almaktadır. Nifurtimoks çoğu yetişkin hastada bulantı ve anoreksiye neden 
olmakta ve ayrıca diyare ve/veya kusma, baş ağrısı ve uykusuzluk ve depresyon gibi 
nöropsikiyatrik semptomlara neden olabilmektedir. Her iki ilaç da gebelik veya emzirme 
döneminde önerilmemektedir ancak bazı veriler emzirme döneminde her iki ilacın da 
güvenli olduğunu desteklemektedir4,5. Bu ilaçların, sadece akut veya erken enfeksiyon 
evrelerinde etkili olmaları, kullanımları sırasında yan etkilerinin olması ve parazitin bu 
ilaçların etkinliğine karşı direnç geliştirmesi gibi bazı dezavantajları bulunmaktadır. Bu 
nedenle, Chagas hastalığını tedavi etmek için yeni, güvenli ve etkili tedavi alternatiflerinin 
belirlenmesi gerekmektedir. Araştırma grupları, sorunun çözümüne yardımcı olabilecek 
bazı stratejiler üzerinde çalışmaktadır. Bunlardan bazıları geleneksel ilaç dozajlarının 
değiştirilmesi, ilaçların yeniden tasarlanması ve kombine tedavidir. Antiparazitik etkilere 
sahip bitkiler ve türetilmiş bileşikler de sürekli olarak araştırılmaktadır6. 

Literatürde aromatik bitkilerden elde edilen uçucu yağların antimikrobiyal etkilerine 
yönelik çok sayıda çalışma yer almaktadır. Doğal ürünler, moleküler yapılarının çeşitli-
liği ve elde edilmelerinin kolaylığı/azaltılmış maliyeti nedeniyle umut verici adaylardır. 
Özellikle uçucu yağlar, çeşitli bitkilerden elde edilebilen ikincil metabolitlerin karışımları 
oldukları için dikkat çekmektedir. Bazı uçucu yağlar veya bileşenlerinin, in vitro ve in vivo 
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antitripanozomal etki de dahil olmak üzere protozoonlara karşı inhibitör aktiviteye sahip 
olduğu bildirilmiştir7,8. Doğal bileşiklerin protozoon parazitlere karşı fiziksel hasar ver-
melerine ek olarak son dönemde yapılan bazı çalışmalarda, kinetoplastid grubunda olan 
Trypanosoma ve Leishmania türlerinin sahip olduğu benzersiz mitokondrilerin UYB’ler için 
önemli hedef bölgeler olabileceği belirtilmektedir9. Ancak yapılan çalışmaların çoğunda 
doğal aktif bileşiklerin toksisiteleri hakkında yeterli veri bulunmamaktadır. Pek çok uçucu 
yağ bileşeni (UYB)’nin toksik özellikleri nedeniyle monoterapi şeklinde kullanımları sınırlı 
kalmaktadır10. Kombinasyon stratejileri böyle durumlarda yol gösterici olabilir. Kombi-
nasyon uygulamalarında, aralarında sinerjik etkileşim gösterilen iki etken maddenin tek 
başlarına etkili oldukları dozlardan en az dört kat daha düşük dozlarda etkili olduğu kabul 
edilmektedir11. 

Bu çalışmada, alfa-pinen, isoborneol, karvakrol, kumarin ve öjenol gibi UYB’lerin T.cruzi’ye 
karşı etkinliği, sitotoksisitesi ve BENZ ile kombinasyonunun araştırılması amaçlanmıştır.

GEREÇ ve YÖNTEM

Çalışmada insan veya hayvan materyalleri kullanılmamış olup, deneyler sıvı azotta ko-
runan parazit suşlarıyla gerçekleştirilmiştir. Bu nedenle etik kurul onayı gerekmemektedir.

Parazit Suşu, Hücre Hattı, Uçucu Yağ Bileşenleri ve Referans İlaç

Bu çalışmada, Manisa Celal Bayar Üniversitesi Tıp Fakültesi Parazit Bankası bünyesin-
de bulunan T.cruzi ATCC 50825 referans suşu ve L929 fare fibroblast hücre hattı kullanıl-
dı. Çalışmada kullanılan alfa-pinen (147524), isoborneol (l13901), karvakrol (232197), 
kumarin (C4261) ve öjenol (E51791) gibi UYB’lerle referans ilaç BEN (419656)’in saf ve 
analitik formu Sigma Aldrich (Amerika Birleşik Devletleri) firmasından sağlandı.

Karaciğer İnfüzyon Triptoz Besiyerinin Hazırlanması

T.cruzi izolatının canlandırılmasında ve üretilmesinde bifazik bir besiyeri olan kara-
ciğer infüzyon triptoz “liver infusion tryptose (LIT)” besiyeri kullanıldı. Besiyerinin katı 
fazı için 1.5 g Difco-sığır eti ekstratı, 2.5 g Bacto-pepton, 4 g sodyum klorit ve 7.5 g 
Bacto-agar (Thermo-Fisher Scientific, ABD) tartılıp 500 mL distile su içinde çözdürüldü. 
Besiyerinin sıvı fazı için ise, 8 g sodyum klorit, 0.2 g potasyum klorit, 0.3 g potasyum 
dihidrojenfosfat, 0.2 g kalsiyum klorür ve 2.5 g glukoz 1000 ml distile su içinde çözdü-
rüldü. Besiyerlerinin pH’ı 7.2-7.4 olacak şekilde ayarlandı ve 121 °C’de 20 dakika otok-
lavlanarak steril edildi. Otoklav işlemi sonrasında besiyerinin katı fazı 45 °C’ye soğutuldu 
ve içine %20 oranında inaktif tavşan kanı eklendi. Kan eklenmiş besiyerleri steril cam 
tüplere 5 mL hacimde aktarıldı ve yatık olarak katılaşmaya bırakıldı. Daha sonra tüplerde 
yatık olarak katılaşan besiyerine sıvı fazdan 2 mL eklenerek kapakları kapatıldı ve 4 °C’de 
kullanılacağı zamana kadar muhafaza edildi12.

RPMI-1640 Stok Sıvı Besiyerinin Hazırlanması

Ticari olarak temin edilen RPMI-1640 (Roswell Park Memorial Institute 1640 medium) 
(Thermo-Fisher Scientific, ABD) besiyeri içerisine %10 fetal sığır serumu “fetal calf serum 
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(FCS)”, %1 penisilin/streptomisin ve %1 gentamisin eklenerek stok sıvı besiyeri hazırlan-
dı ve besiyeri kullanılacağı zamana kadar 4 °C’de muhafaza edildi.

T.cruzi Suşunun Canlandırılması, Karaciğer İnfüzyon Triptoz Besiyerine Ekilmesi 
ve Sıvı Besiyerinde Çoğaltılması

Sıvı azottan çıkarılan suş, 37 °C’ye ayarlanmış su banyosunda çözdürüldü ve üre-
meleri için LIT besiyerine ekildi. LIT besiyerleri 26 °C’de inkübasyona kaldırıldı. Üreme 
görülen besiyerlerinden, antitripanozomal etkinlik ve kombinasyon çalışmalarında kulla-
nılmak üzere, RPMI-1640 sıvı besiyerine pasaj yapıldı. Epimastigot inoküle edilmiş RPMI-
1640 sıvı besiyeri bulunan flasklara (hücre kültürü flakonları) 2-3 günde bir taze besiyeri 
eklenerek, yeterli miktarda epimastigot elde edildi. İlaç duyarlılık testlerinde kullanılmak 
üzere yoğunluğu 107 epimastigot/mL olacak şekilde parazit süspansiyonu hazırlandı.

UYB’ler ve BENZ’in Stok Çözeltilerinin Hazırlanması

UYB’ler ve BENZ’in stok çözeltileri uygun çözücü/sulandırıcılar ile Tablo I’de belir-
tildiği şekilde hazırlandı. Hazırlanan stok çözeltiler 1 mL’lik miktarlarda test edilecekleri 
zamana kadar -20 °C’de saklandı.

Uçucu Yağ Bileşenleri ve Benznidazolün Sitotoksik Aktivitesinin Belirlenmesi

Sitotoksik aktivitenin belirlenmesi için L929 fare fibroblastları kullanıldı. Sıvı azotta 
muhafaza edilen fibroblastlar, RPMI-1640 ile yıkanarak, %10 fetal sığır serumu içeren 
RPMI-1640 besiyerine ekilerek 37 °C’de %5 CO2 altında 48 saat inkübe edildi. Hücrelerin 
sayısı ve canlılığı, tripan mavisiyle boyanarak thoma lamında belirlendi. 105/mL hücre 
içeren 100 µL hücre süspansiyonu, 96 kuyucuklu mikroplaklara dağıtıldı. UYB’lerden öjenol 
ve karvakrolün son konsantrasyonu 128-1 µg/mL aralığında, isoborneolün ve kumarinin 
son konsantrasyonu 5000-39 µg/mL aralığında, alfa-pinenin son konsantrasyonu 
430-3 µg/mL aralığında ve BENZ’in ise 6200-48 µg/mL aralığında olacak şekilde seri 
dilüsyonları farklı bir mikroplakta yapıldı ve hücrelerin ekildiği mikroplaklara aktarıldı. 
Mikroplaklar, 37 °C’de %5 CO2 altında 48 saat inkübe edildi. Hücre canlılığı, MTT 
[3-(4.5-dimetiltiazol-2-yl)-2.5-difeniltetrazolyum bromid] yöntemiyle belirlendi ve elde 

Tablo I. Uçucu Yağ Bileşenleri ve Benznidazol Stok Çözeltilerinin Hazırlanması

Örnek No Çözücü Sulandırıcı Konsantrasyon

Alfa-pinen DMSO RPMI-1640 3351 µg/mL

İsoborneol DMSO RPMI-1640 10000 µg/mL

Karvakrol DMSO RPMI-1640 1000 µg/mL

Kumarin DMSO RPMI-1640 10000 µg/mL

Öjenol DMSO RPMI-1640 1000 µg/mL

BENZ Metanol RPMI-1640 1240 µg/mL

BENZ: Benznidazol.
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edilen absorbans değerleri, Thermo marka Varioskan model (ABD) spektrofotometre ile 
570 nm’de ölçüldü13. Sitotoksik aktiviteyi gösteren IC50 değerleri, Graphpad Prism 8.4.2 
programıyla belirlendi. Sitotoksik aktivite testleri, farklı günlerde üç kez tekrarlandı14.

Uçucu Yağ Bileşenleri ve Benznidazolün Antitripanozomal Aktivitesinin Belirlenmesi

UYB’ler ve BENZ’in antitripanozomal aktiviteleri sıvı mikrodilüsyon yöntemiyle in vitro 
olarak belirlendi. İlaç duyarlılık testlerinde; steril, düz tabanlı 96 kuyucuklu hücre kültür 
plağındaki 12 sıranın biri pozitif kontrol, biri negatif kontrol, geri kalan kuyucuklar da ikili 
sıralar halinde etken maddeler için kullanıldı. Her bir kuyucuğa stok RPMI-1640 sıvı besiye-
rinden (%10 FCS + %1 penisilin/streptomisin + %1 gentamisin) 100 µL dağıtıldı. Mikrop-
lağın etken maddeler için ayrılmış bölümlerinin ilk kuyucuklarına, etken madde süspansi-
yonundan 100 µL pipetlenerek seri dilüsyon yapıldı. Seri dilüsyon işlemi tamamlandıktan 
sonra 107 epimastigot/mL yoğunluğundaki parazit süspansiyonundan negatif kontrol hariç 
tüm kuyucuklara 100 µL eklendi. Mikroplağın kapağı kapatılarak etrafı parafilmle kaplandı 
ve 26 °C’de 48 saat inkübasyona kaldırıldı. Etken maddelerin minimum parazitisidal kon-
santrasyon (MPK) değerleri invert mikroskopta yapılan incelemeyle belirlendi14,15.

Uçucu Yağ Bileşenleri ve Benznidazolün IC50 Değerlerinin Belirlenmesi

UYB’ler ve BENZ’in IC50 değerleri, CellTiter-Glo® Luminescent Cell Viability Assay 
(Promega) canlılık tespit kitiyle in vitro olarak değerlendirildi. MPK değerinin belirlen-
mesinden sonra, mikroplaklardaki her bir kuyucuktan 100 μL alınarak yeni mikroplak-
lara aktarıldı ve üzerine CellTiter-Glo® Luminescent Cell Viability Assay reaktifinden eşit 
hacimde eklendi. Mikroplaklar 10 dakika oda ısısında inkübe edildi. İnkübasyon sonun-
da Varioskan marka (Thermo Labsystem, Franklin, MA) okuyucuda okutularak T.cruzi 
epimastigotlarına karşı relatif lüminesan birimi (RLU) değerleri elde edildi. RLU verileri, 
Graphpad Prism 8.4.2 programıyla analiz edilerek IC50 değerleri hesaplandı14,15.

Uçucu Yağ Bileşenleri ve Benznidazolün Selektif İndeks Değerinin Belirlenmesi

Selektif indeks (SI) değeri, aşağıdaki denklem kullanılarak fibroblast hücre (L929) hat-
tına karşı elde edilen IC50 değerinin T.cruzi epimastigotlarına karşı elde edilen IC50 değe-
rine bölünmesi ile hesaplandı:

SI= Fibroblastların IC50 değeri / T.cruzi epimastigotlarının IC50 değeri

SI değerlerinin 1.00’den yüksek olması, test edilen maddenin epimastigotlara karşı 
fibroblastlardan daha yüksek seçicilik sergilediğini göstermektedir16.

Uçucu Yağ Bileşenleri ve Benznidazolün Etkileşimlerinin Belirlenmesi 

UYB’ler ve BENZ arasındaki etkileşim dama tahtası (checkerboard) yöntemiyle belir-
lendi. Bu amaçla her bir kombinasyon için iki adet 96 kuyucuklu düz tabanlı steril mik-
roplak kullanıldı. Birinci mikroplakların her bir kuyucuğuna RPMI-1640 sıvı besiyerinden 
50 µL dağıtıldı. MPK değerinin üç sulandırım üstünden başlayıp beş sulandırım altına 
kadar, uçucu bileşenlerinin dikey düzlemde seri dilüsyonları yapıldı. İkinci mikroplağın 
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sekizinci sütununa kadar tüm kuyucuklarına 70 µL RPMI-1640 besiyeri dağıtıldı. Sekizinci 
sütundaki kuyucuklara 70 µL BENZ çözeltisi eklenerek, yatay düzlemde sağdan sola doğ-
ru seri dilüsyon yapıldı. İkinci mikroplakta yapılan dilüsyonlar, birinci mikroplağa birebir 
aynı kuyucuğa olmak üzere 50 μL aktarıldı, her kuyucukta her iki etken maddenin farklı 
kombinasyonları elde edildi17,18.

Logaritmik faza girip yeterli yoğunlukta üreyen T.cruzi epimastigotlarından hazırlanan 
107 epimastigot/mL yoğunluktaki parazit süspansiyonundan 100 µL, birinci mikroplağın 
besiyeri ve sterilite kontrol kuyucukları hariç tüm kuyucuklarına eklendi. Üreme kontrolü 
(RPMI 1640 + epimastigot), besiyeri kontrolü (RPMI 1640) ve sterilite kontrolü (RPMI 1640 
+ BENZ/UYB) için dörder kuyucuk kullanıldı. Mikroplaklar 26 °C’de 18-24 saat inkübe edildi. 

UYB ile BENZ arasındaki etkileşim, fraksiyonel inhibitör konsantrasyon (FİK) indeksi 
hesaplanarak belirlendi. Bu hesaplama için aşağıdaki formül kullanıldı:

FİK indeksi= FİK UYB + FİK BENZ

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

Hesaplanan FİK indeksi değerleri, aşağıdaki sınır değerlere göre yorumlandı. Etkile-
şimler;

FİKİ≤ 0.5 sinerji, FİKİ= 0.50-0.75 kısmi sinerji, FİKİ= 0.75-1 aditif, FİKİ= 1.00-4.00 etki-
siz (indifferent), FİKİ= ≥ 4.00 antagonizma olarak değerlendirilmeye alındı19.

İstatistiksel Analiz

Elde edilen veriler, IBM SPSS 25.0 istatistik yazılımı (IBM SPSS Inc., Chicago, IL, ABD) 
kullanılarak analiz edildi. Gruplar arasındaki anlamlı farklar, tek yönlü ANOVA ile analiz 
edildikten sonra, çoklu karşılaştırmalar Tukey testi ile değerlendirildi. p< 0.05 olduğunda 
gruplar arasındaki farklar istatistiksel olarak anlamlı kabul edildi.

BULGULAR

UYB’lerin ve BENZ’in MPK değerleri 48 saatlik inkübasyon sonunda invert mikros-
kopta belirlenmiştir. İnvert mikroskop altında, epimastigotların hareketliliğinin durduğu, 
morfolojik yapılarının bozulup amastigot şeklini aldığı ya da parçalandığı ve epimasti-
gotların tümünün öldüğü en düşük ilaç konsantrasyonu MPK olarak değerlendirilmiştir  
(Şekil 1). UYB’ler ve BENZ’in 48 saatlik inkübasyondaki MPK ve IC50 değerleri Tablo II ve 
Şekil 2’de verilmiştir. En etkili UYB’nin karvakrol, alfa-pinen ve öjenol olduğu ve özellikle 
karvakrol ve alfa-pinenin referans ilaç BENZ ile kıyaslanabilir olduğu saptanmıştır (p> 0.05). 
UYB’lerin ve BENZ’in fibroblast hücrelerine karşı sitotoksik etkinliklerinin 24, 48 ve 72. 
saatlerdeki IC50 değerleri Tablo III ve Şekil 3’te sunulmuştur. SI değerleri hesaplandığında 
BENZ ve alfa-pinenin seçici etkinliğinin yüksek (SI> 1) diğer UYB’lerin ise seçici etkinliği-
nin düşük olduğu saptanmıştır (SI< 1) (Tablo IV). 
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UYB ile BENZ etkileşimleri dama tahtası (checkerboard) yöntemiyle araştırılmıştır. 
Denenen UYB’ler ile BENZ arasında tüm inkübasyon sürelerinde sinerjik etkileşimler 
gözlenmiştir (Tablo V).

TARTIŞMA 

Chagas hastalığı, etkili ve iyi tolere edilen alternatif tedavilerden yoksun ciddi bir 
halk sağlığı sorunu olmaya devam etmektedir. Klinik tedavi için kullanılmakta olan sınırlı 
ilaçlar da yan etkilere sahiptir ve özellikle hastalığın kronik evresinde düşük etkinlik 

Tablo II. Uçucu Yağ Bileşenlerin T.cruzi Suşuna Karşı IC50 ve MPK Değerleri (µg/mL)

Uçucu Yağ Bileşenleri IC50 MPK

Alfa-pinen 11.8 52.4

İsoborneol 114.6 312.5

Karvakrol 3.9 15.6

Kumarin 268.6 625

Öjenol 19.5 62.5

Benznidazol 11.7 77.5

IC50: %50 inhibisyon konsantrasyonu, MPK: Minimum parazitisidal konsantrasyon.

Şekil 1. Benznidazol etkisi altında T.cruzi epimastigotlarının invert ve ışık mikroskobu (Giemsa boyalı) 
görüntüleri.
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Şekil 2. Etken maddelerin T.cruzi suşuna karşı IC50 değerlerini gösteren grafikler.

Tablo III. Uçucu Yağ Bileşenleri ve Benznidazolün L929 Fibroblastlara Karşı IC50 Değerleri (µg/mL)

Uçucu Yağ Bileşenleri 24. Saat 48. Saat 72. Saat

Alfa-pinen 26.68 23.94 20.79

İsoborneol 128.7 88.67 73.63

Karvakrol 4.56 3.2 2.49

Kumarin 169.3 115.4 108.6

Öjenol 6.04 3.7 1.65

Benznidazol 1011 822.1 806.9

IC50: %50 inhibitör konsantrasyonu, L929: Fibroblast hücre hattı.
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Tablo IV. Uçucu Yağ Bileşenleri ve Benznidazolün Sitotoksisite ve SI Değerleri

Etken Maddeler 

48. Saat (IC50)

T.cruzi L929 SI

Alfa-pinen 26.68 23.94 20.79

İsoborneol 128.7 88.67 73.63

Karvakrol 4.56 3.2 2.49

Kumarin 169.3 115.4 108.6

Öjenol 6.04 3.7 1.65

Benznidazol 1011 822.1 806.9

IC50: %50 inhibitör konsantrasyon, SI: Seçicilik indeksi

Şekil 3. Etken maddelerin L929 fibroblastlara karşı IC50 değerlerini gösteren grafikler. 
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göstermektedir. Uzun süreli tedavi protokolleri ve ilaca dirençli T.cruzi suşlarının ortaya 
çıkması hastalığın tedavisini sınırlandırmaktadır20. T.cruzi’de görülen ilaç direncinin 
mekanizması hala anlaşılmış değildir. Çoklu biyolojik etkilere sahip doğal bileşikler, yeni 
ilaç formülasyonları ve yeni kombinasyonlar, ilaç direncinin üstesinden gelme çabalarına 
destek olabilir21. Bu stratejiler içinde çeşitli mikroorganizmalara karşı biyolojik aktiviteleri 
gösterilmiş olan UYB’ler iyi birer alternatif oluşturabilir10.

Alfa-pinen, monoterpen sınıfının bir üyesi olup kozalaklı ağaçlar, Juniper spp. ve 
Cannabis spp. gibi bitkilerde yüksek oranda bulunmaktadır. Alfa-pinen, yüzyıllardır 
solunum yolu enfeksiyonlarını tedavi etmek için kullanılmaktadır. In vitro deneyler, 
bu bileşiğin antimikrobiyal etkilerine yönelik güçlü kanıtlar sunmaktadır22. Brito ve 
arkadaşları23, içeriğinde yüksek oranda alfa-pinen bulunan Saururus cernuus L. bitkisinin 
uçucu yağının 17.3 µg/mL EC50 değeri ile T.cruzi’ye karşı etkili olduğunu ve yüksek 
seçicilik gösterdiğini (SI> 1) bildirmiştir. Pereira ve arkadaşları tarafından yapılan benzer 
bir çalışmada24, majör bileşeni alfa-pinen olan Cordia verbenacea uçucu yağının T.cruzi’ye 
karşı LC50 değeri 92.01 µg/mL, fibroblastlara karşı LC50 değeri ise 138.1 µg/mL olarak 
saptanmış ve uçucu yağın güçlü antitripanozomal etkinlik ve yüksek seçicilik gösterdiği 
ifade edilmiştir. Yine majör bileşeni alfa-pinen olan Piper tuberculatum Jacq uçucu 
yağının T.cruzi’ye karşı LC50 değeri 140.31 µg/mL, fibroblastlara karşı LC50 değeri ise 
204.71 µg/mL olarak saptanmış ve güçlü etkinlik ve yüksek seçicilik (SI> 1) gösterdiği 
bildirilmiştir25. Literatürde içeriğinde alfa-pinen bulunan uçucu yağların T.cruzi’ye karşı 
etkinliğini gösteren çok sayıda çalışma bulunmaktadır ancak total yağ içeriğinde bulunan 
diğer bileşenlerin de biyolojik etkiden sorumlu olabileceği unutulmamalıdır. Total yağ 
içeriğinde bulunan majör bileşenlerin saf olarak araştırılması daha sağlıklı verilerin 
elde edilmesinde önem arz etmektedir. Çalışmamızda da olduğu gibi alfa-pinenin saf 
olarak antitripanozomal etkinliğinin gösterildiği sınırlı çalışma bulunmaktadır. Amaral 
ve arkadaşları tarafından yapılan kapsamlı bir çalışmada26, in vitro şartlarda alfa-pinen 
ve beta-karyofilenin güçlü antitripanozomal etkinliğe sahip olduğu, in vivo şartlarda ise 
1 mL/kg dozlarda farelerin yaşam sürelerini uzattığı ve %83.33’lük bir tedavi başarısı 

Tablo V. Uçucu Yağ Bileşenleri ve Benznidazolün Kombinasyonlarının T.cruzi Suşuna Karşı Etkileşim 
Sonuçları

Kombinasyon 

24. Saat 48. Saat 72. Saat

FİK İndeksi Etkileşim FİK İndeksi Etkileşim FİK İndeksi Etkileşim

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  Kısmi sinerji 0.562

 Kısmi 
sinerji

0.374 Sinerji

KUM - BENZ 0.247 Sinerji 0.373 Sinerji 0.373 Sinerji

ÖJE - BENZ 0.75  Kısmi sinerji 0.498 Sinerji 0.373 Sinerji

APN: Alfa-pinen, İSO: İsoborneol, KAR: Karvakrol, KUM: Kumarin, ÖJE: Öjenol, BENZ: Benznidazol, FİK: Fraksiyonel 
inhibitör konsantrasyonu.
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sağladığı gösterilmiştir. Çalışmamızda, alfa-pinenin T.cruzi’ye karşı IC50 değeri 11.8 µg/
mL, L929 fibroblast hücrelerine karşı IC50 değeri ise 23.94 µg/mL olarak belirlenmiş olup 
parazite yönelik güçlü aktivite ve yüksek seçicilik gösterdiği (SI> 1) saptanmıştır. Ayrıca 
BENZ ile kombinasyonunda sinerjik etkileşim gözlenmesi bu kombinasyonun in vivo 
şartlarda deneysel tedaviye olumlu katkılar sunacağını düşündürmektedir. 

Borneolün bir izomeri olan izoborneol, çok sayıda bitkinin uçucu yağlarında bulunan 
monoterpenoid bir alkoldür. Çin’de kardiyovasküler hastalıkların tedavisinde kullanılan 
birçok ilaç borneol veya izoborneol içermektedir. Yapılan çalışmalar izoborneolün 
antienflamatuvar etkiye sahip olduğunu ve kardiyovasküler sistemi koruyabildiğini 
göstermiştir. Ayrıca, izoborneolün kan-beyin bariyerini geçebildiği veya diğer ilaçların 
geçmesine yardımcı olduğu kanıtlanmıştır27. İsoborneolün antitripanozomal etkinliğine 
yönelik bir çalışmaya literatürde rastlanmamıştır ancak T.cruzi ile yakın ilişkili bir tür 
olan Leishmania türüne karşı sınırlı çalışma bulunmaktadır. Machodo ve arkadaşları28, 
Leishmania infantum, Leishmania tropica ve Leishmania major promastigotlarına karşı 
isoborneolü değerlendirilmiş ve 400 μg/mL konsantrasyonda bile antilayşmanyal aktivite 
görülmediğini bildirmişlerdir. Buna karşılık Silva ve arkadaşları, Leishmania amozonensis 
türüne karşı isoborneolün 190.2 μg/mL IC50 değeriyle güçlü antilayşmanyal aktivite ve 
L929 fibroblastlara karşı düşük sitotoksisite gösterdiğini bildirmiştir. Elde edilen farklı 
sonuçlar izolat ve etken madde farklılığından kaynaklanıyor olabilir. Çalışmamız bilindiği 
kadarıyla isoborneolün T.cruzi’ye karşı etkinliğinin ve BENZ ile kombinasyonun araştırıldığı 
ilk çalışmadır. Çalışmamızda, isoborneolün IC50 değeri T.cruzi’ye karşı 114.6 μg/mL, L929 
fibroblastlara karşı ise 88.67 μg/mL olarak saptanmış olup güçlü antitripanozomal etkinlik 
ancak düşük seçicilik (SI< 1) gösterdiği saptanmıştır. Buna karşılık isoborneol ile BENZ 
arasında sinerjik etkileşim gözlenmesi çok daha düşük dozlarda aynı etkiyi göstereceği 
için tedaviye olumlu katkı sunabilir.

Karvakrol monoterpenoid fenol ailesinden izomerik bileşiklerdir. Bu uçucu yağlar 
Lamiaceae familyası, Thymus, Satureja, Origanum, Thymbra, Lippia pepperwort, 
Corydothymus ve Wild bergamot gibi çeşitli aromatik bitki gruplarından elde edilir. 
Karvakrolün antifungal, antikanser, antioksidan, anti-Parkinson, anti-anksiyete ve 
antibakteriyel aktivitelere sahip olduğuna yönelik çok sayıda kanıt bulunmaktadır29. 
Monzote ve arkadaşları30, Plectranthus amboinicus bitkisinin uçucu yağında majör 
bileşen olarak bulunan karvakrolün etkinliğini bakteri, mantar ve protozoon parazitlere 
karşı araştırmış; Escherichia coli, Candida albicans, Trypanosoma brucei, T.cruzi ve 
L.infantum türlerine karşı IC50 değerini > 64 μg/mL, Staphylococcus aureus için 20.2 
μg/mL, Plasmodium falciparum için 6.3 μg/mL ve L.amazonensis için ise 28.8 μg/mL 
olarak bildirmişlerdir. Ayrıca yazarlar, üç farklı kanser hücre hattına karşı karvakrolün 
sitotoksik etkiler gösterirken kanser karakterinde olmayan hücre hatlarına karşı toksik 
olmadığını ifade etmişlerdir. Literatürde uçucu yağların ve başta karvakrol gibi çeşitli 
bileşenlerin Trypanosoma ve Leishmania türlerine karşı etkinliğini gösteren çok sayıda 
veri bulunmaktadır31. Ancak doğal aktif bileşiğin antimikrobiyal etkinliğini çalışırken 
paralel sitotoksisite testlerinin yapılması ve çalışma sonuçlarının bu faktörler ışığında 
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yorumlanması önem arz etmektedir. Çok etkili görünen bir bileşiğin seçicilik indeksinin 
yüksek olması beklenir. Çalışmamızda karvakrolün T.cruzi’ye karşı IC50 değeri 3.9 μg/mL, 
L929 fibroblastlara karşı IC50 değeri ise 3.2 μg/mL olarak bulunmuştur. Karvakrol T.cruzi 
izolatına karşı çok etkili olmakla birlikte düşük seçiciliğe (SI< 1) sahiptir. Böyle durumlarda 
kombinasyon stratejileri ile daha düşük dozlarda etkinliğin sağlanması ya da nanopartikül 
hibridizasyonu gibi yeni nesil yöntemlerle mevcut bileşiklerin sitotoksisitesi düşürülebilir. 
Önceki çalışmamızda tek başına Leishmania suşuna karşı etkili ancak toksisitesi yüksek olan 
karvakrol, gümüş nanopartiküller ile birlikte hibrit olarak sentezlenmiş ve toksisitesinin 
düşürülmesi sağlanmıştır (kabul edilmiş ancak henüz yayımlanmamış veri). Çalışmamızda 
karvakrol ile BENZ kombinasyonu T.cruzi’ye karşı çalışılmış ve sinerjik etkileşimler elde 
edilmiştir. Literatürde T.cruzi’ye karşı karvakrol ile BENZ kombinasyonuna yönelik bir 
çalışmaya rastlanmamıştır.

Birleşik benzen ve alfa-piron halkalarından oluşan kumarin (2H-1-benzopiran-2-bir), 
ilk olarak 1820 yılında Fabaceae familyasından Tonka fasulyesinden (Dipteryx odorata) 
izole edilmiştir. Kumarinler çok çeşitli bitki türlerinde bulunan ikincil metabolitlerdir ve 
en çok Apiaceae, Rutaceae, Asteraceae ve Fabaceae familyalarında yaygındır. Kumarinler 
çeşitli biyolojik aktiviteler ve farmakolojik özelliklerle ilişkilidir. Gerek çeşitli bitkilerden 
elde edilen doğal kumarin gerekse sentetik modifikasyonlarla sentezlenen türevleri güçlü 
biyolojik özellikler göstermektedir. Etki mekanizmaları genel olarak hücre zarlarında ha-
sar, enzim aktivitesinin inhibisyonu, nükleik asit sentezinin ve çeşitli metabolik yolakların 
engellenmesi şeklinde tanımlanmaktadır32. Capelini ve arkadaşları tarafından yapılan bir 
çalışmada33, 17 farklı kumarin türevi T.cruzi paraziti ve L929 fibroblastına karşı in vitro 
olarak çalışılmış, bunlardan iki tanesinin BENZ’e eş değer IC50 değerleri ve yüksek SI  
(> 50) değerleriyle etkili antitripanozomal bileşikler olduğu bildirilmiştir. Calophyllum bra-
siliense bitkisinden izole edilen kumarinin T.cruzi’ye karşı etki mekanizmasının araştırıldığı 
bir çalışmada, bileşiğin otofaji ve apoptoz benzeri olaylarla T.cruzi’nin epimastigot ve 
tripomastigot formları için (LC50 değerleri sırasıyla, 85.8 ve 36.9 μM) hücre ölümünü 
indüklediği ve tedavide yeni ilaçların geliştirilmesi için umut verici bir molekül olabile-
ceği ifade edilmiştir34. Gelişen teknolojilerle yeni nesil etken madde tasarımlarının uygu-
lanması oldukça popüler hale gelmiştir. Antiparaziter etkili olup suda çözünürlüğü zayıf 
ya da toksisitesi yüksek olan bileşiklerin yeni nesil çözümlerle tedavilere katkı sağlama 
potansiyelinin artırılması önemli bir adımdır. Bu bağlamda, Rostan ve arkadaşları35, ya-
pısında kumarin içeren yeni bir palladyum kompleksinin T.cruzi’ye karşı etkinliğini de-
ğerlendirmiş ve 25 μM konsantrasyonda BENZ’e eş değer bir etkinlik gösterdiğini ve in 
vivo modellerde parazitemi sayısında kayda değer bir azalma olduğunu bildirmişlerdir. 
Çalışmamızda, test edilen kumarin bileşiğinin T.cruzi’ye ve L929 fibroblastlara karşı etkin-
liği sırasıyla 268.6 ve 115.4 μg/mL olarak bulunmuş olup BENZ’e kıyasla etkinliğinin ve 
seçiciliğinin zayıf (SI< 1) olduğu gözlenmiştir. Literatüre bakıldığında genellikle kimyasal 
modifikasyon ile sentezlenen kumarin türevlerinin T.cruzi’ye karşı çok daha etkili olduğu 
görülmektedir. Bu yönteme ek olarak zayıf etkili bileşiklerin kombinasyon stratejileri ile 
etkinliğinin artırılması ve toksisitesinin düşürülmesi mümkündür. Çalışmamızda zayıf et-
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kili olan kumarin ile BENZ arasında sinerjik etkileşim gözlenmiştir. Kumarinler ile BENZ 
arasında kombinasyon çalışmalarının araştırıldığı az sayıda çalışma olup bu çalışmalarda 
da sinerjik etkileşimler saptandığı bildirilmiştir36,37.

Öjenol; Lamiaceae, Lauraceae, Myrtaceae ve Myristicaceae gibi çeşitli bitki familyala-
rının uçucu yağlarında bulunan bir fenilpropanoiddir. Gıdalarda ve kozmetik ürünlerde 
yaygın bir şekilde kullanılmaktadır. Son yıllarda yapılan çalışmalar, öjenolün antienfla-
matuvar, analjezik ve antioksidan özelliklere sahip olduğunu ve kanser, enflamatuvar ba-
ğırsak hastalıkları, böbrek ve akciğer yaralanmaları ve osteoartrit tedavisinde potansiyel 
kullanımı olduğunu göstermiştir. Öjenolün anti-enflamatuvar ve antioksidan etkileriyle 
ilişkili mekanizmalar, transkripsiyon faktörleri ve proenflamatuvar sitokinlerin yanı sıra 
antioksidan savunma sistemini oluşturan endojen moleküllerin düzenlenmesi üzerinde 
birleşmektedir38. Teles ve arkadaşları, majör bileşeni öjenol (%52.23) olan Syzygium aro-
maticum bitkisinin uçucu yağını ve öjenolün saf formunu T.cruzi’ye karşı araştırmış ve 
IC50 değerlerini epimastigot formlara karşı sırasıyla, 28.68 ve 31.97 μg/mL, amastigot 
formlarına karşı ise sırasıyla, 64.51 ve 45.73 μg/mL olarak bildirilmiş, hem uçucu yağın 
hem de öjenolün parazite karşı yüksek seçicilik gösterdiğini ifade etmiştir39. Clemente 
ve arkadaşları40 öjenolün; antiplazmodiyal, antitripanozomal ve antilayşmanyal aktivi-
telerini çalışmış ve öjenolün L.braziliensis ve P.falciparum’a karşı güçlü, T.cruzi’ye karşı 
orta düzeyde etkili olduğunu bildirmiştir. Doğal öjenolün antitripanozomal etkinliğine 
yönelik çalışmalara ek olarak farklı sentetik türevlerinin de araştırıldığı yeni çalışmalar 
önem kazanmaya başlamıştır. Sear ve arkadaşları41, doğal bir ürün olan neolignan de-
hidrodiöjenol B’nin türevlerini sentezleyerek bu analogların IC50 değerlerini T.cruzi’nin 
amastigot formlarına karşı 4-63 μM aralığında, fibroblastlara karşı ise > 200 μM olarak 
saptamış ve güçlü etkinlik, yüksek seçicilik gösterdiğini ifade etmiştir. Çalışmamızda öje-
nolün T.cruzi’ye ve L929 fibroblastlara karşı IC50 değerleri sırasıyla 19.5 ve 3.7 μg/mL 
olarak bulunmuştur. Öjenol için BENZ’e eş değer şekilde yüksek etkinlik ancak düşük 
seçicilik (SI< 1) saptanmıştır. Buna karşılık öjenol ve BENZ kombinasyonunda sinerjik 
etkileşimler gözlenmiştir. Bir kombinasyonda sinerjik etkileşimin gözlenmesi en az dört 
kat daha düşük dozlarda aynı etkinliğin saptanması anlamına gelmektedir. Bu bağlamda 
antimikrobiyal etkinliği yüksek ancak seçiciliği düşük olan alternatif moleküller, kombi-
nasyon stratejileriyle tedaviye olumlu katkı sunabilir. Kombinasyon stratejilerine ek olarak 
güncel bir çalışmada, BENZ’in nitroimidazol halkası ile nitratlı veya nitratsız formlardaki 
öjenol veya analoglarının çekirdeği arasında biyoizosterik bir yer değiştirme gerçekleşti-
rerek öjenol ve BENZ arasında moleküler hibritler tasarlanmıştır. Sentezlenen hibrit bile-
şikler T.cruzi’nin epimastigot ve amastigot formlarına karşı denenmiştir. Bu bileşiklerden 
birinin (öjenol nitro türev 8 IC50= 24.7 µM) BENZ (IC50= 29.9 µM) ile eş değer etkinliğe 
ve düşük sitotoksisitesi ile yüksek seçiciliğe sahip olduğu bildirilmiştir42. Yine majör bile-
şeni öjenol olan S.aromaticum ve Zingiber officinale uçucu yağlarının antitripanozomal 
etkinliğinin in vivo kemirgen modelinde araştırıldığı bir çalışmada, uçucu yağların hem 
tek başlarına hem de BENZ ile kombinasyon halinde uygulandıklarında kontrol grubuna 
kıyasla farelerdeki parazitemi oranını azaltıp yaşam süresini artırdığı bildirilmiştir43.
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Bu çalışmanın en önemli kısıtlılığı, UYB’lerin sadece in vitro epimastigot formlarına 
karşı test edilmesi, hücresel amastigotlar üzerinde test edilmemiş olmasıdır. Şu anki ve-
rilerimize göre alfa-pinen dışında düşük seçicilik gösteren bu bileşenlerin hücresel amas-
tigotlar üzerinde farklı seçicilik indekslerine sahip olabileceği olasıdır. Diğer çalışmalar 
verilerimizi desteklemekle birlikte çalışmamızdaki UYB’ler ile BENZ kombinasyonuna yö-
nelik literatürde benzer çalışmalara rastlanmamış olup çalışmamız bu anlamda ilk verileri 
literatüre kazandırmaktadır. 

Doğal ürünler, bitki fizyolojisinde önemli bir rol oynayan ikincil metabolitler açısından 
zengin bir kimyasal bileşime sahiptir. Antioksidan, antienflamatuvar, antikanser, antibak-
teriyel ve antifungal aktiviteler gibi çeşitli potansiyel biyolojik faydalara ve buna ek olarak, 
şu anda bitkilerden izole edilen aktif bileşiklere dayanan yüzlerce ilaç bulunmaktadır. Ge-
lecekte doğal ürün araştırmaları, geçmişten önemli ölçüde farklı olacak şekilde, fitokim-
yayı yenilikçi teknolojik kaynaklarla birleştiren multidisipliner bir süreç olmalıdır. UYB’lerin 
güçlü antitripanozomal etkinlikleri yanında BENZ ile sinerjik etkileşim göstermesi, yeni 
nesil ilaç kombinasyonlarının tasarlanması, yan etkilerin azaltılması ve direnç gelişiminin 
önlenmesi adına literatürdeki önemli boşlukları doldurabilir ve gelecek çalışmalara yön 
verebilir.

ETİK KURUL ONAYI

Bu çalışma kapsamında herhangi bir insan veya hayvan materyali kullanılmamıştır. Tüm 
deneyler yalnızca sıvı azotta muhafaza edilen ve daha önce izole edilmiş T.cruzi suşları ile 
in vitro olarak gerçekleştirilmiştir. Bu nedenle çalışmada etik kurul onayı gerekmemektedir.
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