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Laysmanyaz; hijyen, altyapi ve vektor kontroli gibi dnleyici tedbirlerin yetersiz oldugu tilkelerde, yaklasik
12-15 milyon insani etkileyen 6nemli bir tropikal hastaliktir. Yogun arastirmalara ragmen laysmanyaz icin
tam anlamiyla etkili bir onlem ve tedavi yontemi hala bulunmamaktadir. Antiparaziter ilaclarin yan etkileri
ve ciddi sorunlara yol acabilmeleri nedeniyle, uygun tedavi yontemlerinin kesfi ve gelistiriimesi veya
glclu antilaysmanyal bilesiklerin bulunmasina ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu calismada, giimis nanoparcacik
(NP)'lar ile birlikte sentezlenen sinnamaldehit (Sin), karvakrol (Kar) ve timol (Tim) gibi ucucu yagd
bilesenlerinden olusan hibrit NP’lerin sitotoksik aktivitesinin, antilaysmanyal etkinliginin ve antilaysmanyal
ilaglarla kombinasyonunun arastirilmasi amaglanmistir. Gimus (Ag)’tin, NP olarak sentezlenmesi sirasinda
indirgeyici olarak amiloz tercih edilmistir. Sentez sonucunda merkezinde okside amiloz bulunan Sin
Ag (OA-SinAgNP), Kar Ag (OA-KarAgNP) ve Tim Ag (OA-TimAgNP) olmak Uzere g farkli hibrit NP
sentezlenmistir. Sentezlenen NP’ler, FT-IR spektrometresi ve buna ek olarak gecirimli elektron mikroskobu
[transmission electron microscope (TEM)] ve taramali elektron mikroskobu [scanning electron microscope
(SEM)] analizleriyle karakterize edilmistir. NP’lerin sitotoksisitesi L929 fibroblastlara, antilaysmanyal
aktivitesi ise Leishmania tropica (MHOM/AZ/1974/SAF-K27) susuna karsi sivi mikrodillisyon yontemiyle
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belirlenmistir. NP komplekslerinin antilaysmanyal ilaclar olan pentostam ve miltefosin ile etkilesimleri ise
dama tahtasi yontemiyle belirlenmistir. Karakterizasyon analizleri, amiloz ylzeyinin Ag, Sin, Kar ve Tim ile
kaplandigini ve olusan hibrit komplekslerin basarili bir sekilde sentezlenebildigini gostermistir. Hibrit NP
komplekslerinin SEM analizlerinde, yapinin merkezini olusturan okside amilozun yizeylerinde Ag iyonlari
ile ucucu yag bilesenlerinin yerlestigi ve NP kompleksinin basariyla sentezlendigi gorilmustir. Alinan
gorintilerde NP’lerin morfolojik sekillerinin yuvarlak goriinimden dizensiz kenarli gériiniimlere kadar
degistigi saptanmistir. TEM analizinde ise NP boyutlarinin degisken olup OA-SinAgNP icin 9.34-14.45 nm
araliginda, OA-KarAgNP icin 9.88-32.3 nm araliginda ve OA-TimAgNP icin 12.01-20.01 nm araliginda
oldugu saptanmistir. OA-SinAgNP, OA-KarAgNP ve OA-TimAgNP hibrit NP komplekslerinin fibroblast
hiicrelerine karsi sitotoksik etkinliklerinin 24, 48 ve 72. saatlerde, sirasiyla, 209.6-169.5 pyg/mL, 190.4-
172.3 pug/mL ve 286.4-259.8 ug/mL araliginda; antilaysmanyal aktivitelerinin ise sirasiyla, 66.04-53.87
pug/mL, 54.44-47.01 pg/mL ve 78.14-58.33 pg/mL arasinda oldugu gozlenmistir. NP’lerin antilaysmanyal
etkinliginin yiiksek oldugu ve secicilik indeksinin > 3 oldugu saptanmistir. Basariyla sentezlenen tiim hibrit
NP komplekslerinin pentostam ve miltefosinle kombinasyonlarinda sinerjik etkilesim tespit edilmistir.
Laysmanyazin tedavisinde geleneksel ilaglara kiyasla toksisitesi duisiik yeni biyoaktif bilesiklerin arastiriimasi
giderek 6nem kazanmaktadir. Bu acidan farmakolojik potansiyele sahip dogal Griinlerin nanoteknoloji
uygulamalariyla gelistirilmesi tedaviye onemli katkilar sunabilir. Antilaysmanyal etkinlikleri gosterilmis
olan Sin, Kar ve Tim gibi etkili ucucu yag bilesenlerinin Ag NP’ler ile hibridize edilmesi ve bu yeni nesil
molekiillerin giicli antilaysmanyal etkinlikleri yaninda mevcut antilaysmanyal ilaclar ile sinerjik etkilesim
gostermesi; yeni nesil ilac kombinasyonlarinin tasarlanmasi, yan etkilerin azaltiimasi ve direng gelisiminin
onlenmesi adina literattirdeki onemli bosluklari doldurma ve gelecek calismalara yon verme potansiyeline
sahiptir.

Anahtar kelimeler: Sinnamaldehit; Karvakrol; Timol; Okside amiloz; Giimiis nanopargacik.

ABSTRACT

Leishmaniasis is an important tropical disease affecting approximately 12-15 million people in countries
where preventive measures such as hygiene, infrastructure and vector control are insufficient. Despite
intensive research, a fully effective prevention and treatment strategy for leishmaniasis has yet to be
established. Due to the side effects of antiparasitic drugs and their potential to cause severe complications,
there is a need to discover and develop appropriate treatment methods or identify potent antileishmanial
compounds. This study aimed to evaluate the cytotoxic activity, antileishmanial efficacy and synergistic
potential of hybrid nanoparticles (NPs) synthesized using volatile oil components namely cinnamaldehyde
(Cin), carvacrol (Car) and thymol (Tim) combined with silver nanoparticles, in conjunction with standard
antileishmanial drugs. Amylose was preferred as the reducing agent during the synthesis of silver (Ag) as
a NP. As a result of the synthesis, three different hybrid nanoparticles were synthesized, namely Cin Ag
(OA-CinAgNP), Car Ag (OA-CarAgNP) and Tim Ag (OA-TimAgNP), which have oxidized amylose at the
core. The synthesized NPs were characterized using FT-IR spectroscopy, as well as transmission electron
microscopy (TEM) and scanning electron microscopy (SEM) analyses. The cytotoxicity of the NPs was
determined on L929 fibroblasts and their antileishmanial activity was assessed against the Leishmania
tropica (MHOM/AZ/1974/SAF-K27) strain using the broth microdilution method. The interactions of
NP complexes with the antileishmanial drugs pentostam and miltefosine were determined using the
checkerboard method. Characterization analyses show that the amylose surface was successfully coated
with Ag, Cin, Car and Tim and the resulting hybrid complexes were successfully synthesized. SEM analyses
of the hybrid NP complexes revealed that the Ag ions and essential oil components were deposited on
the surfaces of oxidized amylose at the core of the structure, confirming the successful synthesis of the
NP complexes. The obtained images showed that the morphological shapes of the NPs varied from
round to irregularly edged structures. TEM analysis indicated that the NP sizes were varied from 9.34 to
14.45 nm for OA-CinAgNP, 9.88 to 32.3 nm for OA-CarAgNP and 12.07 to 20.01 nm for OA-TimAgNP.
The cytotoxic activities of OA-CinAgNP, OA-CarAgNP and OA-TimAgNP hybrid NP complexes against
fibroblast cells at 24, 48 and 72 hours were observed to be in the ranges of 209.6-169.5 pg/mL, 190.4-
172.3 pg/mL, and 286.4-259.8 pg/mL, respectively. Antileishmanial activities of NPs were observed
to be in the ranges of 66.04-53.87 pyg/mL, 54.44-47.01 ug/mL, and 78.14-58.33 pg/mL, respectively.
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It was found that the NPs exhibited high antileishmanial activity with a selectivity index of > 3. Synergistic
interactions were observed in all successfully synthesized hybrid NP complexes when combined with
pentostam and miltefosine. Investigation of new bioactive compounds with lower toxicity compared to
traditional drugs has become essential in the treatment of leishmaniasis. In this context, the development
of natural products with pharmacological potential through nanotechnology applications could provide
significant contributions to treatment strategies. The hybridization of effective essential oil components,
such as Cin, Car and Tim, with Ag NPs and the demonstration of their strong antileishmanial activities,
along with their synergistic interactions with existing antileishmanial drugs, may fill important gaps in the
literature. This approach could guide future studies for designing new drug combinations, reducing side
effects and preventing the development of resistance.

Keywords: Cinnamaldehyde; Carvacrol; Thymol; Oxidized amylose; Silver nanoparticle.

GIRi$

Laysmanyaz, hijyen, altyapi ve vektor kontroli gibi onleyici tedbirlerin yetersiz ol-
dugu ulkelerde yaklasik 12-15 milyon insani etkileyen, dnemli bir tropikal hastaliktir.
Diinya Saglk Orgiitii (DSO)'ne goére, 98 iilkede tahminen 350 milyon kisi hastalik riski
altindadir'. Laysmanyaz, Leishmania cinsine ait hiicre ici parazitlerin neden oldugu ve
kutanoz laysmanyaz (KL), mukokutan6z laysmanyaz (MKL) ve viseral laysmanyaz (VL)
olmak lizere en az ug farkli klinik tabloyla iliskilendirilen bir hastaliktir. KL'nin cesitli klinik
formlarindan kaynaklanan komplikasyonlar, kendiliginden sinirlanan cilt lezyonlarindan
yaygin (ciddi) i¢c organ tutulumuna kadar degisebilmektedir?.

Laysmanyaz icin etkili bir onlem ve tedavi yontemi hala bulunmamaktadir. Laysman-
yaz tedavisinde ilk tercih olarak kullanilan geleneksel ilaclar; toksisite, finansal ylk, uzun
streli tedavi, ilag direnci ve agrili uygulama yontemleri gibi bircok dezavantaji beraberin-
de getirmektedir®. Antiparaziter ilaglarin istenmeyen yan etkileri nedeniyle, uygun tedavi
yontemlerinin veya alternatif antilaysmanyal bilesiklerin arastiriimasina ihtiya¢c duyulmak-
tadir.

Nanoteknoloji, parcaciklarin nanometre olceginde cesitli amaclar icin sentezlenmesi
ve kullaniimasi esasina dayanan bilim daldir. Nanoparcacik (NP)larin fizikokimyasal ve
biyolojik 6zelliklerine bagl olarak, kullanim amaclari farkhlik gostermektedir. NP’lerin fizi-
kokimyasal ve biyolojik 6zellikleri, morfolojik ve yapisal 6zelliklerine, parcacik boyutlarina
ve yiizey alanlarina bagh olarak degismektedir®. NP’ler, biyomedikal alanda antimikro-
biyal, antitimor, anti-enflamatuvar ajanlar ve ila¢ tasiyicilar gibi cesitli uygulamalarda
kullanilmaktadir. Ayrica NP’ler, bazi bakteriyel ve paraziter hastaliklarin goriintiilenmesi,
tanisi ve tedavisinde de énem kazanmaya baslamistir®. Laysmanyaza 6zgii kanita dayali
calismalar, NP’lerin hem in vitro hem de in vivo olarak reaktif oksijen tirleri Gretimi yoluy-
la oksidatif stresi indiikleyerek antilaysmanyal 6zelliklere sahip oldugunu gostermistir*®.

Bircok calisma, aromatik bitkilerin ucucu yaglarindan elde edilen ana bilesenlerin
glcli antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugunu gostermistir. Ancak bu bilesenlerin glic-
[0 antimikrobiyal etkinliklerinin yaninda toksik etkilerinin de belirlenmesi gerekmektedir.
Bu tir bilegenlerin sitotoksisitesi ve genotoksisitesi lizerine calismalar olmasina ragmen
glivenli kullanimlari icin yeterli veri bulunmamaktadir’. Bu nedenle ucucu yag bilesen-
lerinin toksisitelerinin azaltilmasini temel alan yontemler 6nem kazanmaya baglamustir.
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Bu calismada, daha o6nceki calismamizda gozlemledigimiz hibrit kurkumin giimas
(Ag) NP’lerinin sitotoksisiteyi distirmesi bulgusundan yola cikilarak, saf formlarinin toksik
oldugu bilinen sinnamaldehit (Sin), karvakrol (Kar) ve timol (Tim) gibi ucucu yag bile-
senlerinden olusan hibrit NP’lerin sitotoksik aktivitesinin, antilaysmanyal etkinliginin ve
antilaysmanyal ilaclarla kombinasyonunun arastirilmasi amaclanmistir®.

GEREC ve YONTEM
Etik Kurul Onayi

Bu calismada insan veya hayvan materyalleri kullanilmamis olup calismada deneyler
sivi azotta korunan parazit suslari ile gerceklestirilmistir. Bu nedenle etik kurul onayi ge-
rekmemektedir.

Leishmania Susu ve Hiicre Hatti

Bu calismada, Manisa Celal Bayar Universitesi Tip Fakiiltesi Parazit Bankasindan ali-
nan Leishmania tropica (MHOM/AZ/1974/SAF-K27) referans susu ve L929 fare fibrob-
last hiicre hatti (American Type Culture Collection, Amerika Birlesik Devletleri) kullanild.
Calismada kullanilan parazit susunun molekiiler genotiplendirilmesi, ITST ve hsp70 gen
lokasyonlarina 6zgul primerler kullanilarak yapild.

Antilaysmanyal ilaglar ve Ucucu Yag Bilesenleri

Antilaysmanyal ilac etken maddeleri olan pentostam (16037-91-5) ve miltefosin
(B2693-072166) BOCScience (ABD) firmasindan; ugucu yag bilesenleri olan Sinnamal-
dehit (C80687), Karvakrol (232197) ve Timol (T0501) ise Sigma-Aldrich (ABD) firmasin-
dan temin edildi.

NP Komplekslerinin Sentezi
Okside amiloz sentezi

Kangimda 15 ml %30 H,O,, 2 ml %0.05 CuSO, ve 60 g amiloz birlestirilerek
40 °C’de 15 dakika stireyle karistirildi. Stire sonunda karisima 400 ml kaynama sicakligina
getirilmis su eklenerek 75 °C’de 15 dakika daha karistirildi. Stire doldugunda, karisima
400 ml daha kaynama sicakhgina getirilmis su eklenerek 100 °C’de 30 dakika karistirildi.
Cozelti oda sicakligina kadar sogutulup, 3000 rpm’de 20 dakika santrifiij edildi. Santrif(j
sonrasl olusan slpernatant dort esit hacme ayrildi. Stpernatantlardan bakir iyonlarini
uzaklastirmak amaciyla diyaliz islemi yapildi. Diyaliz torbasi, 151k gormeyecek sekilde oda

sicakliginda iki giin boyunca distile suya karsi diyalize edildi'®.
Okside amiloz ile Sin/Kar/Tim-Ag NP hibrit kompleksinin sentezi

Diyalize edilen ve dort esit hacme boliinen okside amiloz stipernatantlarinin her bi-
rine, 100 ml kaynama sicakligina getirilmis su ve 75 ml %0.02 mol/L AgNO, eklenerek
karanlik ortamda 100 °C’de 120 dakika bekletildi. Her bir sipernatant karisimina, ugucu
yag bileseninden 1 g eklendi ve siirekli karistirlarak oda sicakhgina getirildi. Karigimlar
12000 rpm’de 15 dakika santrifiij edilerek fazla ucucu yag bilesenlerinden arindirildi.
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Benzer sekilde karisimda bulunan AgNO,'iin fazlasi ise diyaliz islemiyle uzaklastirildi'''2,

Sentezlenen tiim hibrit NP kompleksleri Canakkale Onsekiz Mart Universitesi Bilim ve
Teknoloji Uygulama ve Arastirma Merkezinde bulunan Christ Alpha 1-2 LD Plus liyofili-
zasyon cihazi kullanilarak liyofilize edildi.

Hibrit NP Komplekslerinin FT-IR, SEM ve TEM Karakterizasyonu

Hibrit NP komplekslerinin FT-IR spektrumlari, Balikesir Universitesi Fen Edebiyat Fa-
kiiltesi Analitik Kimya B&limiinde bulunan ve dalga sayisi araligi 4000 cm™' ile 400 cm™!
olan Perkin Elmer Spectrum 65 model cihazla kaydedildi. Taramal elektron mikroskobu
[scanning electron microscope (SEM)] gériintiileri, Canakkale Onsekiz Mart Universitesi
Bilim ve Teknoloji Uygulama ve Arastirma Merkezinde bulunan JEOL JSM-7100F model
cihaz, gecirimli elektron mikroskobu [transmission electron microscope (TEM)] gorintu-
leri ise ayni merkezde bulunan JEOL JEM-1400 Plus model cihaz kullanilarak alind.

Hibrit Np Kompleksleri, Antilaysmanyal ilaglar ve Ucucu Yag Bilesenlerinin Stok
Cozeltilerinin Hazirlanmasi

Hibrit NP stok ¢ozeltileri 10 mg/mL, pentostam ve miltefosin stok ¢ozeltileri, sirasiyla
6250 ve 1024 pg/mL olacak sekilde steril distile suyla; Sin, Kar ve Tim stok ¢ozeltileri ise
256 mg/mL olacak sekilde dimetil siilfoksitle hazirland®.

Hibrit NP Komplekslerinin ve Ucucu Yag Bilesenlerinin Sitotoksik Aktivitesinin
Belirlenmesi

Sivi azotta muhafaza edilen fibroblastlar, RPMI-1640 ile muamele edilerek, %10 FBS
(fetal sigir serumu) iceren RPMI-1640 besiyerine ekilerek 37 °C’'de %5 CO, altinda 48
saat inklibe edildi. Cogalan hiicrelerin sayisi ve canlihg, tripan mavisiyle boyanarak tho-
ma laminda belirlendi. 10%/mL hiicre iceren 100 uL hiicre siispansiyonu, 96 kuyucuk-
lu mikroplaklara dagrtildi. Sin stispansiyonunun son konsantrasyonu 62.5-0.5 ug/mL
araliginda, Kar ve Tim‘in 1000-7.8 pg/mL araliginda, hibrit NP stspansiyonlarinin ise
5000-39 pg/mL araliginda olacak sekilde seri dillisyonlari farkl bir mikroplakta yapildi ve
hucrelerin ekildigi mikroplaklara aktarildi. Mikroplaklar, 37 °C’de %5 CO, altinda 48 saat
inklibe edildi. Hicre canliigi, MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5-difeniltetrazolyum bro-
mid) yontemiyle belirlendi ve elde edilen absorbans degerleri, Thermo marka Varioskan
model (ABD) spektrofotometreyle 570 nm’de 6lciildii'®. Sitotoksik aktiviteyi gosteren
IC,, degerleri, Graphpad Prism 8.4.2 programiyla belirlendi. Sitotoksik aktivite testleri,
farkli giinlerde ii¢ kez tekrarland®.

Hibrit NP Kompleksleri, Antilaysmanyal ilaglar ve Ugucu Yag Bilesenlerinin Anti-
laysmanyal Aktivitesinin Belirlenmesi

L.tropica (MHOM/AZ/1974/SAF-K27) susu, %10 FBS iceren RPMI-1640 besiyerinde
logaritmik faza getirildi. Antilaysmanyal aktivitenin belirlenmesi icin, steril, diiz tabanli,
96 kuyucuklu mikroplaklarin her bir kuyucuguna 100 pL RPMI-1640 besiyeri dagitildi.
Hibrit NP komplekslerinin seri dillisyonlari 2500-19.5 pg/mL araliginda, pentostamin
seri dilisyonu 1562-12 pg/mL aralijinda ve miltefosinin seri dillisyonu ise 128-1 pug/mL
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araliginda gerceklestirildi. 1x10°/mL konsantrasyondaki promastigot siispansiyonun-
dan 100 pL, negatif kontrol hari¢ tim kuyucuklara dagitildi ve 26 + 1 °C'de 24, 48 ve
72 saat siireyle inkiibe edildi'®. invert mikroskop altinda tiim kuyucuklardaki promas-
tigotlarin morfolojik yapisi ve hareket durumlari gozlenerek parazitlerin tamaminin ha-
reketsiz oldugu ve morfolojilerinin bozuldugu en kiicik etken madde konsantrasyonu
minimum parazitisit konsantrasyon (MPK) olarak belirlendi. Promastigot canlihgi, MTT
(3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-2, 5-difeniltetrazolyum bromid) yéntemiyle belirlendi'3. Absor-
banslar, Thermo marka Varioskan model (ABD) spektrofotometreyle 570 nm’de ol¢ildi.
Antilaysmanyal aktiviteyi gosteren IC, ) degerleri, Graphpad Prism 8.4.2 programiyla be-
lirlendi. Etkinlik testleri, farkl giinlerde i¢ kez tekrarland®.

Hibrit NP Kompleksleri ve Ugucu Yag Bilesenlerinin Segicilik indeksi Degerinin
Belirlenmesi

Secicilik indeksi (SI) degeri, asagidaki denklem kullanilarak fibroblast hiicre (L929)
hattina karsi elde edilen IC,, degerinin Leishmania promastigotlarina karsi elde edilen
IC,, degerine bdlinmesi ile hesapland:

SI= Fibroblastlarin I1C,, degeri/Leishmania promastigotlarinin IC, degeri

SI degerlerinin 1.00’den yiiksek olmasi, test edilen maddenin promastigotlara karsi
fibroblastlardan daha yiiksek secicilik sergiledigini gdstermektedir'®.

Hibrit NP Kompleksleri ve Antilaysmanyal Etkilesimlerinin Belirlenmesi

Hibrit NP kompleksleri ile antilaysmanyal ilaglar arasindaki iligki, dama tahtasi yon-
temi kullanilarak belirlendi. Her bir kombinasyon icin iki adet, 96 kuyucuklu mikroplak
kullanildi. ilk mikroplagin tiim kuyucuklarina 100 uL RPMI-1640 besiyeri dagitildi. Anti-
laysmanyal ilaclarin seri dilisyonlari, IC,, degerinin tg¢ diltsyon yukarisindan baslayarak
bes dilisyon asagisina kadar dikey olarak gerceklestirildi. lkinci mikroplagin tim kuyu-
cuklarina, sekizinci stituna kadar 110 yL RPMI-1640 besiyeri dagitildi. Antilaysmanyal
ilag cozeltilerinden 110 pL, sekizinci situndaki kuyucuklara eklendi ve sagdan sola dogru
yatay olarak seri diliisyon yapildi. ikinci mikroplaktaki dilisyonlar, ilk mikroplaktaki ilgili
kuyucuklara 100 pL olarak aktarildi'é. Birinci mikroplagin tim kuyucuklarina, besiyeri ve
sterilite kontrol kuyucuklari hari¢ olmak tizere, 107 promastigot/mL konsantrasyonunda
parazit suspansiyonundan 100 pL eklendi. Her bir kontrol icin dort kuyucuk kullanildi:
treme kontroli (RPMI 1640+promastigot), besiyeri kontrolii (RPMI 1640) ve sterilite
kontrolti (RPMI 1640+ antilaysmanyal ilag/hibrit NP kompleksi). Mikroplaklar, 26 °C’'de
24, 48 ve 72 saat siireyle inkiibe edildi. invert mikroskop altinda tiim kuyucuklardaki pro-
mastigotlarin morfolojik yapisi ve hareket durumlari goézlenerek parazitlerin tamaminin
hareketsiz oldugu ve morfolojilerinin bozuldugu en kiiciik etken madde konsantrasyonu
MPK olarak belirlendi®.

Hibrit NP kompleksleri (H-NP) ile antilaysmanyal ilaclar (AL) arasindaki etkilesim, frak-
siyonel inhibitér konsantrasyon (FiK) indeksi hesaplanarak belirlendi. Bu hesaplama icin
asagidaki formilde MPK degerleri kullanildi:
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FIK indeksi= FiK,, , + FIK,

FIK indeksi= (MPK /MPK, ) + (MPK /MPK

H-NP kombinasyondaki H-NP AL kombinasyondaki AL)

Hesaplanan FiK indeksi degerleri asagidaki esik degerlerine gére yorumlandi. Etkile-
simler su sekilde degerlendirildi: FIK indeksi < 0.5: sinerji, FIK indeksi= 0.50-0.75: kismi
sinerji, FiK indeksi= 0.75-1: additif, FIK indeksi= 1.00-4.00: farksiz (indiferan), FiK indeksi
> 4.00: antagonizma'”’.

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

Okside amiloz (OA) ve ucucu yag bilesenleri ile olusturulan hibrit NP komplekslerinin
FT-IR spektrumlari degerlendirildiginde, pik yogunluklarinda azalmalar, pik merkezlerin-
de kaymalar, spektrumlarda geniglemeler ve boliinmeler oldugu tespit edilmistir. Hibrit
NP komplekslerinde saptanan bu degisiklikler kullanilan aktif gruplardan (Sin, Kar ve Tim)
kaynaklanmistir. FT-IR spektrumlarinin analizinden elde edilen g6zlemler, okside amilo-
zun Sin, Kar, Tim ve Ag+ iyonlari kullanilarak basariyla modifiye edildigini gostermistir.

Hibrit NP komplekslerinin SEM analizlerinde, yapinin merkezini olusturan okside ami-
lozun yiizeylerinde Ag iyonlari ile ucucu yag bilesenlerinin yerlestigi ve NP kompleksinin
basariyla sentezlendigi gorulmustir. Alinan goriintiilerde NP’lerin morfolojik sekillerinin
yuvarlak gortiinimden diizensiz kenarli goriinimlere kadar degistigi saptanmistir. TEM
analizinde ise NP boyutlarinin degigken olup OA-SinAgNP icin 9.34-14.45 nm araliginda,
OA-KarAgNP icin 9.88-32.3 nm araliginda ve OA-TimAgNP icin 12.01-20.01 nm arali-

ginda oldugu saptanmustir (Sekil 1).

Hibrit NP kompleksleri, ucucu yag bilesenleri ve antilaysmanyal ilaglarin IC, | degerle-
rinde zamana baglh olarak diisme egilimi, buna bagh olarak da antilaysmanyal etkinlikte
artis gozlenmistir (Tablo |, Sekil 2). Parazitlerin tamaminin 6ldigu MPK degerleri hibrit
NP kompleksleri icin tim inkiibasyon surelerinde sabit kalirken ucucu yag bilesenleri ve
antilaysmanyal ilaclarda MPK degerinin inkiibasyon siiresi uzadikca diistigu saptanmis-
tir. OA-SinAgNP, OA-KarAgNP ve OA-TimAgNP’lerin IC,, ve MPK degerlerinin birbirine
yakin oldugu (p> 0.05) ve glicli antilaysmanyal etkinlik gosterdikleri tespit edilmistir.
Ucucu yag bilesenleri icinde en gticlii etkinlik Sin icin saptanirken Kar ve Tim’in birbirine
yakin (p> 0.05) ve yine giclu antilaysmanyal etkinlik gosterdigi tespit edilmistir. Antilays-
manyal ilaclardan pentostam ile hibrit NP’lerin antilaysmanyal etkinlikleri arasinda istatis-
tiksel olarak anlamli bir fark gértilmezken (p> 0.05), miltefosin ile hibrit NP’ler arasindaki
fark anlamli bulunmustur (p< 0.05). Miltefosin sadece Sin ile yakin degerlere sahip olup
(p> 0.05) aralarinda istatistiksel olarak anlaml bir fark bulunmazken, miltefosin ile hem
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o

OA-KarAgNP (TEM)

OA-TimAgNP (TEM)

-
OA-SinAgNP (TEM)
Sekil 1. Hibrit NP'lerin SEM ve TEM gériintiileri.

Tablo 1. Hibrit NP Kompleksleri, Ucucu Yag Bilesenleri ve Antilaysmanyal ilaglarin L.tropica Susuna Karsi
IC,, ve MPK Degerleri (ug/mL)

24. Saat 48. Saat 72. Saat
Etken Maddeler IC,, MPK IC,, MPK IC,, MPK
OA-SinAgNP 66.04 312.5 67.26 3125 53.87 3125
OA-KarAgNP 54.44 625 47.1 625 47.01 625
OA-TimAgNP 78.14 625 70.5 625 58.33 625
Sin 5.22 15.6 2.27 15.6 1.52 7.8
Kar 97.7 250 78.08 250 41.40 62.5
Tim 105.1 250 70.54 125 35.09 62.5
Pentostam 48.43 195 46.68 195 33.80 195
Miltefosin 7.10 32 6.54 16 5.32 16

Sin: Sinnamaldehit, Kar: Karvakrol, Tim: Timol, NP: Nanoparcacik, ICsp: %50 inhibitér konsantrasyonu, MPK:
Minimum parazitisit konsantrasyon.

hibrit NP’ler hem de diger ucucu yag bilesenleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
fark goralmdistir (p< 0.05). Test edilen tim etken maddelerin gicli antilaysmanyal et-
kinlige sahip oldugu belirlenmistir (Tablo I, Sekil 2).

OA-SinAgNP, OA-KarAgNP ve OA-TimAgNP hibrit NP komplekslerinin fibroblast
hicrelerine karsi sitotoksik etkinliklerinin 24, 48 ve 72. saatlerde, sirasiyla, 209.6-169.5
pg/mL, 190.4-172.3 yg/mL ve 286.4-259.8 pug/mL araliginda oldugu saptanmistir.
Ucucu yag bilesenlerinden Sin, Kar ve Tim’in sitotoksik aktivite degerleri ise ayni
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Sekil 2. Hibrit NP ve ugucu yag bilesenlerinin IC , degerlerini gosteren grafikler.

inkiibasyon surelerinde sirasiyla, 4.09-1.94 ug/mL, 47.44-24.32 ug/mL ve 45.12-33.84
pg/mL araliginda saptanmistir. SI degerleri hesaplandiginda hibrit NP komplekslerinin
yuksek secicilik (SI> 3) gosterdigi, buna karsilik ugucu yag bilesenlerinin giicli antilays-
manyal etkinlik gostermesine ragmen seciciliginin dusik oldugu saptanmustir (Sl< 1)
(Tablo II).

Tablo II. Hibrit NP Komplekslerinin Sitotoksisite ve Secicilik indeksi Degerleri (tig/mL)

24. Saat (IC ) 48. Saat (IC) 72. Saat (IC,))

Etken Maddeler  L.tropica L1929 SI  L.tropica 1929 N| L.tropica 1929 N|

OA-SinAgNP 66.04 209.6 3.15 67.26 1763 262 53.87 169.5 3.14
OA-KarAgNP 54.44 190.4 3.49 471 174.7 3.70  47.01 172.3  3.66
OA-TimAgNP 78.14 286.4 3.66 70.5 2781 3.94 5833 259.8 4.45
Sin 5.22 4.09 0.78 2.27 231 1.01 1.52 152 1.27
Kar 97.7 474 048 78.08 3547 045 4140 2432 0.58
Tim 105.1 4512 043 7054 39.74 056 3509 33.84 0.96

Sin: Sinnamaldehit, Kar: Karvakrol, Tim: Timol, NP: Nanoparcacik, ICyp: %50 inhibitor konsantrasyonu, L929: Fibroblast
hiicre hatti, SI: Segicilik indeksi.

236

MiKROBIYOLOJi BULTENI




Ozel Y, Cavus i, Yilmaz U, Dalmizrak A, Tokay F, Bagdat S ve ark.

Tablo Ill. Hibrit NP’ler ile Pentostam/Miltefosin Kombinasyonlarinin L.tropica’ya Karsi Etkilesimi

24. Saat 48. Saat 72. Saat
Kombinasyonlar  FiK indeksi  Etkilesim  FiK indeksi  Etkilesim  FiK indeksi  Etkilesim
OA-SinAgNP+Pen 0.49 Sinerji 0.49 Sinerji 0.49 Sinerji
OA-KarAgNP+Pen 0.49 Sinerji 0.49 Sinerji 0.49 Sinerji
OA-TimAgNP+Pen 0.49 Sinerji 0.37 Sinerji 0.306 Sinerji
OA-SinAgNP+Mil 0.75 Kismi sinerji 0.625 Kismi sinerji 0.5 Sinerji
OA-KarAgNP+Mil 0.75 Kismi siner;ji 0.625 Kismi siner;ji 0.5 Sinerji
OA-TimAgNP+Mil 0.5 Sinerji 0.5 Sinerji 0.5 Sinerji

Sin: Sinnamaldehit, Kar: Karvakrol, Tim: Timol, Ag: Glimis, NP: Nanopargacik, Pen: Pentostam, Mil: Miltefosin, FiK:
Fraksiyonel inhibitér konsantrasyon.

Hibrit NP kompleksleri ile antilaysmanyal ilaclardan pentostam ve miltefosin kombi-
nasyonlari icin tim inkibasyon surelerinde sinerjik etkilesimler gozlenmistir (Tablo III).

TARTISMA

Sin, Kar ve onun izomerik bilesigi olan Tim’in, antimalaryal, antitrikomonal, anti-
kanser, antifungal ve antibakteriyel 6zellikleri yapilan ¢alismalarla gosterilmistir. Bununla
birlikte bu bilesenlerin, biyoyararlanimlarinin ve suda ¢ézunurliklerinin distik olmasi ve
yuksek toksisite gibi dezavantajlarindan dolayi kullanimlari sinirli kalmaktadir. Bu nedenle,
56z konusu bilegenlerin terapotik etkinliklerini artirmak, biyoyararlanimlarini iyilestirmek
ve toksisitelerini azaltmak icin onerilen cesitli yontemlerin basinda NP hibridizasyonu gel-
mektedir'®22, Nanoteknoloji alani son yirmi yilda biiyiimiis ve uygulamali teknolojilere
gecis yapmistir. Nano 0lcekli parcaciklar veya NP’ler, ilag tastyici sistemler, tani, kozmetik
ve diger bircok biyolojik alanda genis uygulamalari olan umut verici araglar olarak ortaya
cikmustir??, Bununla birlikte, NP’lerin topografiler, piiriizliiliik, termodinamik ve toksi-
siteler gibi cesitli faktorlerden etkilenebilecedi ve bu 6zelliklerin terapotik bir yaklagim
diisiinilmeden 6nce dikkatle degerlendirilmesi gerektigi vurgulanmaktadir®.

Literaturde, Ag+ iyonunun kompleks yapilarin FT-IR spektrumlari Gzerinde 6nemli bir
etkisinin olmadig belirtiimektedir. Bununla birlikte, sentezlenen Ag NP’leri iceren hibrit
komplekslerin FT-IR spektrumlarinda g6zlemlenen pik degisiklikleri; Ag+ iyonlari ile Sin,
Kar ve Tim bilesenlerinin toplam etkisine atfedilebilir. FT-IR spektrumlarinin analizinden
elde edilen gozlemler, okside amilozun Sin, Kar, Tim ve Ag+ iyonlar kullanilarak basaryla
modifiye edildigini gostermektedir.

Ucucu yag bilesenlerinin olasi antimikrobiyal etki mekanizmalarinin; hiicre memb-
raninda hasar olusturma, digsa atim pompalarini inhibe etme, membran bagimli ATPaz’i
inhibe etme ve membran gecirgenligini azaltma seklinde gerceklestigi kabul edilmekte-
dir?. Ancak s6z konusu mekanizmalar ile etkili oldugu belirtilen ucucu yag bilesenlerinin
toksik ozellikleri g6z online alindiginda, NP’ler ile hibritlestirilen ucucu yag bilesenleri-
nin antilaysmanyal etkinliginin ve toksisitesinin nasil degistigi merak uyandirmaktadir.
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Bu calismada, ucucu yag bilesenleri ile Ag NP’lerin birlikte sentezlenerek hibrit komp-
lekslerinin olusturulmasi, toksisitelerinin dusirtilmesi, antilaysmanyal etkinliklerinin belir-
lenmesi, pentostam ve miltefosin gibi antilaysmanyal ilaclar ile kombinasyonunun aras-
tirnlmasi hedeflenmistir. Daha onceki calismada kurkumin ve AgNP hibrit kompleksinin
(OA-CurAg-NP) glicli antilaysmanyal etkinliginin yaninda fibroblastlar tzerinde disuk
toksisitesinin oldugu gosterilmistir’. Ancak yine de NP’lerin kendi toksik etkilerinin de
g6z éniine alinmasi gerektigi diisiiniilmektedir?®. Hibrit NP kompleksleri ile antilaysman-
yal ilag kombinasyonlarinin sinerjik etkilesim gostermesi, etkin ilag dozlarinin ¢cok daha
disuk seviyelerde etkili olmasina ve yan etki profilinin azalmasina katki saglayabilir. Ca-
lismada, OA-SinAgNP, OA-KarAgNP ve OA-TimAgNP hibrit NP komplekslerinin L.tropica
susuna karsi giicli antilaysmanyal etkinlikleri gosterilmistir. Hibrit NP komplekslerinin fib-
roblastlara karsi daha dustik sitotoksisite verileri goz 6niine alindiginda SI degerinin kabul
edilebilir (SI> 3) oldugu saptanmistir (Tablo I). Bu baglamda, s6z konusu hibrit NP’lerin
deneysel fare modelinde olusturulan KL arastirmalari icin uygun oldugu gorilmektedir.

Brustolin ve arkadaslan?®, Leishmania amazonensis susuna karsi Sin’in giiclii etkinlik
gosterdigini ancak yuksek toksisitesi nedeniyle dustk bir SI degeri elde ettiklerini bildir-
mistir. Benzer bir calismada, Youssefi ve arkadaslari?’/, Leishmania infantum susuna karsi
Kar ve Tim’in IC,, degerlerini sirasiyla, 9.8 ve 7.2 pg/mL olarak saptamis ve deneysel
hamster modelinde 100 mg/kg dozda etkili oldugunu rapor etmislerdir. Sin, Kar ve
Tim’in antilaysmanyal etkinligine yonelik cok sayida calisma bulunmasina ragmen bu
bilesenler ile birlikte sentezlenen hibrit gimis NP’lerin antilaysmanyal etkinligine yonelik
bir calismaya literatlirde rastlanmamustir. Literatiirdeki ucucu yag bilesenleri ile yapilan
calismalar, bu calismadaki verileri desteklemekle birlikte elde edilen veriler hibrit NP’ler
acisindan ilk olma niteligi tagimaktadir.

Laysmanyaz icin en yaygin olarak uygulanan kemoterapotik secenekler arasinda lipo-
zomal amfoterisin B (L-AmB), miltefosin, paromomisin, pentamidin ve cesitli pentavalan
antimon bilesikleri yer almaktadir. GiniimUzde birinci basamak tedavi yontemi olarak,
meglumin antimoniat (glukantim) veya sodyum stiboglukonat (pentostam) gibi anti-
mon bilesikleri kullanilmaktadir?®. Miltefosin, ABD Gida ve ila¢c Dairesi (U.S. Food and
Drug Administration) tarafindan onayl ilk ve tek oral kullanilabilen antilaysmanyal ilag
olmakla birlikte; KL, VL ve kala-azar sonrasi gelisen dermal laysmanyaz (PKDL) tedavisin-
de kullaniimaktadir?-3°.

Son zamanlarda, laysmanyaz icin klinik ila¢ gelistirme cabalar; glivenlik ve etkinligi
artirmanin yani sira tedavi siiresini azaltmak ve ila¢ direncinin ortaya ¢ikma riskini sinir-
lamak icin kombinasyon rejimlerinin gelistirilmesine odaklanmistir. ilac kombinasyonlari
su anda yeni antilaysmanyal formilasyonlar gelistirmek icin en umut verici yaklagimlar-
dan birini olusturmaktadir. Bu nedenle; azaltiimis toksisite, daha kisa tedavi rejimleri ve
daha az direng gelisimi kombinasyon tedavilerinin baslica avantajlaridir®’. Farkli kimya-
sal yapilara ve etki mekanizmalarina sahip ilaglarin kullanildigi kombinasyon tedavileri,
laysmanyaza karsi tedavi uygulamalarini iyilestirmek icin umut verici bir yontem olarak
belirlenmistir>2. Bu calismada, sentezlenen hibrit Ag NP kompleksleri ile antilaysmanyal
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ilaclardan miltefosin ve pentostam arasinda sinerjik etkilesim gozlenmistir (Tablo I1). Lite-
ratiirde, OA-SinAgNP, OA-KarAgNP ve OA-TimAgNP hibrit NP’lerin miltefosin ve pentos-
tam ile kombinasyonuna yonelik bir calismaya rastlanmamis olup bu ¢alismanin verileri
ilk olma 6zelligindedir.

Bu calismanin en onemli kisitliigi, SI degeri kabul edilebilir degerlerde saptanan (g
hibrit NP kompleksinin, hem kendi antilaysmanyal etkinligi hem de miltefosin ve pen-
tostam ile etkilesimlerinin deneysel hayvan modellerinde calisiimamis olmasidir. Ancak
devam eden calismalarimizda hibrit NP’lerin in vivo sartlardaki etkinliginin arastiriimasi
planlanmaktadir.

Laysmanyaz tedavisinde geleneksel ilaclara kiyasla toksisitesi diistik yeni biyoaktif bile-
siklerin arastirnimasi ve farmakolojik potansiyele sahip dogal urtnlerin nanoteknoloji uy-
gulamalari ile gelistirilmesi, tedavi etkinligi acisindan literatiire 6nemli katkilar sunabilir.
Antilaysmanyal etkinlikleri gosterilmis olan Sin, Kar ve Tim gibi etkili ucucu yag bilesen-
lerinin Ag NP’ler ile hibridize edilmesi ve bu yeni nesil molekillerin giicli antilaysmanyal
etkinlikleri yaninda mevcut antilaysmanyal ilaclar ile sinerjik etkilesim gostermesi, yeni
nesil ilag kombinasyonlarinin tasarlanmasi, yan etkilerin azaltiimasi ve direng gelisiminin
onlenmesi adina literatiirdeki 6nemli bosluklari doldurabilir ve gelecek calismalara yon
verebilir.

TESEKKUR

Bu calismada, hibrit NP’lerin sentezlenmesi sirasindaki desteklerinden dolayi Biyolog
Mehmet Erkan CELEBI'ye tesekkiir ederiz.

ETiK KURUL ONAYI
Bu calisma icin etik kurul onayr gerekmemektedir.
CIKAR CATISMASI

Yazarlar bu makale ile ilgili herhangi bir ¢ikar catismasi bildirmemislerdir.
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