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GIRIS
Stiphe yok ki, bitkiler biyolojik olarak aktif dogal iiriinlerin iyi bir kaynagidir.
Insanlar ¢ok eski zamanlardan beri faydali bitkilerle ilgilenmislerdir. Insan hastaliklarini
tedavi etmek icin fitoterapinin kullanimi ¢ok uzun bir tarihi siirece dayanir. Giiniimiizde
bu konudaki arastirmalarin goklugu konuya ilginin arttiginin agik bir delilidir. Sentetik

kimya alaninda bagsarilmis birgok ilerlemeye ragmen, mevcut etkili ilaglarin baslangici

direkt veya indirekt olarak bitkiler alemiyle ilgilidir (82,88,92,110,113).

Etnofarmakoloji, tibbi ainac;lar i¢in kiiltiirel bir topluluk tarafindan kullanilan
bitkilerin bilimsel olarak arastirilmasidir. Etnofarmakoloji, isimlendirilmis bir disiplin
olarak yenidir, fakat farkli kiiltiirler arasinda uzun siiredir bilgi degisimiyle devam
etmektedir. Boyle etnofarmakolojik bilgiler, bazi sirketler tarafindan kullanilmaya
baslanmistir. Amazon Ormanlart kaynakli bitki driinleri, 6nemli bir ticari geligim

asamasina gelmistir (53,72,104).

Ingiltere ve Kuzey Amerika’da, giiniimiizde recete edilen ilaglarin aktif igerikleri
ilk dnce yiiksek yapili bitkilerde belirlenmistir. Son 20 yilda bati toplumlarinda tibbi
bitkilere olan ilgi (dogal kozmetikler olarak bitkisel tirlinlerin kullanimindan, bitkilerin
insanlardaki biyolojik aktivitesinin bilimsel olarak arastirilmasina) giderek artmaktadir
(72,104).

Diinya niifusunun yaklagik %75-80’lik kismu ya ilag almaya gii¢ yetirememekte,
ya da hastaliklarin tedavisi i¢in ilaca ulagamamaktadir. Gelismekte olan {iilkelerin her
biri, agirlikli olarak bitkilerin kullanimina dayanan geleneksel tibbin, yerli sistemine
sahiptir. Birbirine zit olarak, geligmis iilkelerdeki baglica sentetik ilaglarin yaygin bir
sekilde kullanimi, bitkisel ilaglarin kullanimini 6ldiirmemis; yenilenen bir ilgiyi
dogurmustur. Protozoal hastaliklarn tedavisi i¢in bitkilerin kullaniminin, diinya ¢apinda

pekgok tilkede yayginlasarak kullanildig: bildirilmektedir (72,93,104).

Yiiksek yapili bitkilerin antiprotozoal aktivitelerini belirlemek igin, en kapsamh
arastirma 1947°de yayinlanmigtir. 600 tiirden hazirlanan ekstraktlarin, kus sitmasi
etkenlerinden P. gallz’naceum"u kullanarak civcivlerde, P. cathemerium ve P.

lophurae’yi kullanarak yavru 6rdeklerde, in vivo tedavi yetenekleri test edilmigtir (93).



Uluslararasi alanda “Bitkileri koruyarak, yasamlari koruyalim” sloganiyla,
Diinya Saglik Orgiitii (WHO) Mart 1988’de tibbi bitkilerin korunmasina yonelik bir
uluslararast dayamsma karart alarak “wluslararast ighirligi ve koordinasyon
programlari kurarak tibbi bitkilerin korunmasi, gelecek nesillere yeteri miktarda bu

bitkileri ulagtirmay saglamayr” hedeflemistir (130).

Tibbi bitkilerin kullanimi, geleneksel ilaglarin en yaygin formu olarak kabul
edilmektedir. Tiim flora arasindan, 35.000-70.000 tiiriin tibbi amaglarla kullanildig:
tahmin edilmektedir. Bunlardan yaklagtk 5.000’i biomedikal arastirmalarda
kullanidmigtir. Gelismekte olan iilkelerde, bitkisel ilaglar temel saglik alanindaki 6nemli
roliinti, 6zellikle de saglik sigortasinin sinirli oldugu yerlerde, siirdiirmektedir. Bitkisel
ilaglar, endustrilesmis iilkelerde de populeritesini artirmaktadir. Ulusal simirlart asarak
genisleyen bu kullanmimla birlikte, geleneksel tip ve bitkisel ilaglarin giivenli kullanimu,
etkinligi ve kalite kontrolii; gerek bunlan kullanan halk, gerekse de saglik otoriteleri

icin 6nemli ilgi alani olugturmustur (132).

Bitkisel ilaglarla ilgili olarak belirli tanimlar ve bilimsel degerlendirmeler,
WHO’nun hazirlamis oldugu The Guidelines for the Assessment of Herbal Medicines
ve Quality Control Methods for Medicinal Plant Materials’da belirlenmistir
(132,135,136).

Tiim bu gelismelerin ortasinda, Diinya’daki ¢icekli bitki tiirlerinin %10’undan
daha az1 ilag potansiyeli i¢in bilimsel olarak arastirilabilmigtir. Ancak diger yanda
yliksek yapili bitkilerin yaklasik 60.000 tiirtintin 2050 yilina kadar yok olacag: da
tahmin edilmektedir (72).

Diinya’da 800.000, Tiirkiye’de ise 9.000 civarinda bitki tiirii bulunmaktadir.
Gida elde etmek igin kullamlan tiirler 3.000 civarindadir. Diinyada gida olarak
kullanilan yabani bitkilerin sayis1 10.000’in tizerindedir. WHO bitkisel ilaglarin sayisini
1.900 olarak agiklamigtir. Halbuki tedavi amaciyla kullanilan bitkilerin sayist 20.000
kadardir. Bunlardan 600 kadar1 da Tiirkiye’de yetismektedir (25,53,69,72,88,104,107,
110,113,129).

Tiirkiye, (Avrupa kitasinin 12.000 tiiriiyle kiyaslandifinda) 9.000 gigekli bitki
tliriyle tiim kita Avrupa’sinin en bilyiik florasina sahiptir. Dogu ve Bati arasinda bir

kopri gorevi géren Anadolu, farkli yerlerden gelen farkli kavimler, farkl irklar, din,
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gelenek ve Kkiiltlirleri biinyesinde bulundurmaktadir. Bu kiiltiirel ¢esitlilik ve floranin
zenginliginden dolayi, bu bolgede geleneksel tibbin biiyiik bir birikimi vardir. Farkli
zamanlarda, farkli bilim adamlari tarafindan kii¢iik ¢apli da olsa geleneksel bitkisel
ilaglarin arastirilmalant yapilmigtir, fakat yeterli degildir (26,32,46,52,70,88,107,110,
112,113,116,117,140).

Leishmania’lar intraselliiler parazitlerdir. Normal immiin yanit altinda
yasayabilirler. Bir kez yerlesince elimine edilmeleri zordur. Kullanilan tedavinin
diginda, cesitli faktorler tedavinin sonucunu etkiler. Ilerlemis olgular tedaviye kotii
cevap verir. Genetik faktorlerin ‘etkisi ise pek bilinmemektedir. Altta yatan hastaliklar
ornegin malniitrisyon, kemoterapiye cevabi 6nleyebilir. Hiicresel immiin yetmezlik de
kemoterapinin etkisini azaltir ve relapslar sik goriiliir. Kemoterapide ¢ok sayida yeni
yaklagimlar denenmistir. Immiinoterapinin (konvansiyonel kemoterapi ile birlikte)
deneysel olarak visseral leishmaniosis ve kutanoz leishmaniosisde etkili oldugu

gosterilmistir (2,4,16-18,28,35,40,71,74-76,84,121-123).

Leishmaniosis tedavisi ile ilgili gegmisteki uygulamalar1 degerlendirdigimizde,
gelecekte bu hastaligin  tedavisinde Onemli sorunlarla Kkarsilagabilecegimizi
soyleyebiliriz. Ozellikle AIDS’li hastalarin Leishmania infeksiyonlari yeni tedavi
rejimlerine gereksinim gostermektedir. Bes degerli antimon bilesiklerine (Sb") hizla
gelismekte olan direng tilkemiz .igin de acil sorun olugturmaya baslamistir. Hastaligin
endemik oldugu iilkelerde tedavi giderlerinin yiiksek olmas: belki de en dnemli engeli

olusturmaktadir (2,28,78).

Geleneksel tiptan yeni ilaglarin kesfi, yeni bir olgu degildir. Diinya ¢apinda,
yiiksek yapili bitkilerden elde edilen klinik olarak faydali 100’den fazla ilag regete
edilmektedir. Regete edilen ilaglarin yaklagik %25’inin igerigi yiiksek yapili bitkilerden
elde edilen maddelerdir. Bunlarin geleneksel tipta kullammindan dolayi, yaklagik

%74’ ilag sirketleri tarafindan dikkate alinmugtir (28,53,72,104).

Caligmamizda, biitiin bu bilgilerin 15131 altinda, elde edebildigimiz bazi bitki
oziitlerinin antileishmanial etkisi, Leishmania promastigotlar: izerine in vitro kogullarda
denenerek; yurdumuz igin ilag eldesi yoniinden tedavisi zor olan, deri leishmaniosisi’nin
tedavisine yardimeci olabilecek yeni bitkisel kaynaklarin bulunup bulunamayacag

aragtirtlmak istenmistir.



GENEL BILGILER

Leishmaniosis, Leishmania cinsi parazitik kamgili protozoonlarin neden oldugu
hastaliga verilen genel bir isim olup, klinik olarak Visceral Leishmaniosis (VL, Ig
Organlar Leishmaniosis’i veya Kala-Azar), Deri Leishmaniosis’i (CL, Cutaneous
Leishmaniosis, $ark Cibani, Antep Cibani, Yil Cibani, Yil Yarasi, Delhi Ulseri,
Alleppo...) ve Mucocutaneous Leishmaniosis (MCL, Espundia) diye ayrllabilrﬁektedir
(2,4,5,14,16,18,31,40,71,76,103,122).

Birgok lilkede kentlesme, tarimsal gelismeye paralel gé¢ hareketlerinin artmasi
ve her gecen yil HIV/AIDS’in yayginlagmast nedeniyle leishmaniosisin hem bulag
yollart artmig, hem de yayilimi hiz kazanmustir. Her yil yeni, 1-1,5 milyon deri
leishmaniosisi ve 500.000 visseral leishmaniosis olgusunun eklendigi, bu VL
olgularinin % 90’min Banglades, Brezilya, Hindistan, Nepal ve Sudan’da goriildiigii
rapor edilmigtir. Son yillarda Avrupa’da AIDS/VL ikili enfeksiyonunun birlikteligi
ozellikle Ispanya, Italya, Fransa ve Portekiz gibi Akdeniz iilkelerinde yogunlasmakta ve
bu llkeler i¢in dnemli bir tehdit olusturmaktadir. Yine visserotropik leishmaniosis gibi
farklr klinikler ortaya cikabilmektedir. Irak’ta C6l Operasyonu’na katilan ABD’li
askerlerde L. tropica’nin neden oldugu, yorgunluk, eklem romatizmasi ve ishal gibi
belirtiler veren, spesifik olmayan atesli bir cesit visseral leishmaniosis gelismistir

(11,25,38,84,103,133).

Ulkemizde ‘Ege ve Akdeniz bolgelerinde (Ic Anadolu ve Dogu Anadolu
Bolgelerimizde de goriilmiigtiir) daha sik olmak tlizere L. infantum‘un etken oldugu
visseral leishmaniosis ve L. major‘un etken oldugu deri leishmaniosisi; Giineydogu
Anadolu ve Dogu Akdeniz bolgelerinde ise L. tropica’min etken oldugu deri

leishmaniosisi gbrﬁlmektedfr (5,40,103).

I¢ organlar leishmaniosis’i temelde bir zoonozdur. Ciinkii bu parazitozun
etkeninin rezervuar konaZi kopek ve kopekgillerdir ve bu hayvanlardan insanlara
bulagma olabilmektedir. Fakat Hindistan’da rezervuar konak olmadig i¢in, o iilkedeki
i¢ organlar leishmaniosisi i¢in zoonoz demek dogru degildir. Keza, kentsel bolgelerde

de zoonoz 6zellik kaybolup, insandan insana tatarciklarla bulagsma olabilmektedir (103).

Eski Diinya’da i¢ organlar leishmaniosisi etkenleri L. donovani ve L.

infantum’dur, Kutandz leishmaniosis, L. tropica’nin deride retikiilo endotelyal sistem
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hiicrelerinde ve lenfoid dokuda parazitlenmesi sonucu dermal lezyonlarla ortaya ¢ikan
bir hastaliktir. Parazit i¢ organlara gegmez. Ancak deney hayvanlarinda yapilan
¢aligmalar etkenin i¢ organlarda da geligebilecegini gostermistir. Bazi arastiricilarin L.
tropica’nin visseral leishmaniosise sebep olabilecegi geklindeki iddialari, bu goriisii
desteklemektedir. Eski diinyada deri leihmaniosisi etkenleri L. tropica (Kuru tip), L.
major (Yas tip), L. aethiopica (Afrika KL) ve yine son yillarda bu gruba dahil edilen L.
infantum’dur (5,71).

Tiirkiye’de ozellikle leishmaniosisin taginmasinda 6nemli olan Phlebotomus
tiirlerinin hangilerinin vektdr oldugu konusu kesinlik kazanmamigtir. Ayrica Ege
bolgesi hari¢ hangi tiirlerin hangi bolgelerde yogunluk kazandigi, mevsimsel aktiviteleri
ve olasi vektorlerin hangisi oldugu konusundaki bilgiler oldukga az olup, tilkemizdeki
yayilislarinin saptanmasi iizerinde yapilan ¢aligmalar Akdeniz, Ege, I¢ Anadolu, Giiney
Dogu Anadolu bolgelerinde biiyiik dlciide tamamlanmis ve toplam olarak 17 tiiriin
varlig1 bildirilmistir. Yurdumuz icin Onemli tatarciklar P. major, P. perniciosus, P.
papatasii ve P. sergenti’dir. L. tropica insandan insana P. sergenti ve P. papatasii ile

bulagir (34,103).

Yeni diinyada endemik ve sporadik karekterli VL etkeni L. chagasi’dir. L.
mexicana mexicana, L. mexicana amazonensis, L. mexicana venezuelensis, L. mexicana
garnhami, L. mexicana pifanoi’den olugan bes alt tiiri bulunan ve dis kulak kikirdagina
yerlesen “Siklero” etkeni olan L. mexicana, “Espundia” etkeni olan L. braziliensis
braziliensis, “Orman piyam” etkenleri L. braziliensis guyanensis, L. braziliensis
panamensis ve “Uta” etkeni L. peruviana yeni diinyadaki mukokutantz leishmaniosis
etkenleridir. L. braziliensis ve L. peruviana grubu Leishmania tirleri dudak, farinks,
trakea, genital organlar ve kulad: tutarak deri-mukoza sinirinda iilserler olugtururlar.
Espundia’ya benzer bir klinik durum Habegistan ve Sudan’da da goriilmiistiir. Fakat bu

olgularin etkeninin L. tropica olduguna inanilmaktadir (17,47,74,134).

Insanin kan ve dokularinda yasayan kamgililar Trypanosomatidae ailesinin
Leishmania ve Trypanosoma cinslerinde bulunmaktadir. Bunlarin evriminde biri
omurgali (memeli), dteki omurgasiz (bdcek) olarak iki konak ve amastigot, promastigot,

epimastigot, tripomastigot sekillerinden birkag: bulunmaktadir. Evrimlerinde eseyli



ireme olmadifi i¢in bu konaklar son veya ara konak olarak tanimlanamaz

(5,14,31,71,76,103).

Leishmania tiirlerinin  simiflandirilmasinda  tam olarak ortak bir noktaya

varilamasa da, Diinya Saglik Orgiitiince asagidaki sekilde siniflandirma uygun

gorilmiistlir :
Regnum : Animalia
Superphylum : Protozoa
Phylum : Sarcomastigophora

Subphylum : Mastigophora

Classis : Zoomastigophorea

Ordo : Kinetoplastida

Subordo : Trypanosomatina

Familia : Trypanosomatidae

Genus : Leishmania

Species : L. infantum, L. tropica, L. major, L. aethiopica, L.

chagasi, L. mexicana, L. braziliensis, L. peruviana (5).

Leishmania tiirleri memelilerin zorunlu hiicre i¢i parazitidirler ve enfekte disi
kum sinekleri (Phlebotomus, Tatarcik, Yakarca) tarafindan kan emme islemi sirasinda

bulagtiriimaktadir (5,34,103,122).

Amastigot formlar, 2-4 um biiyiikliigiinde, yuvarlak veya oval, omurgal: konakta
RES makrofajlarinin  fagolizozomlar1 iginde ¢ogalmaktadirlar. Kamg¢isiz  ve
hareketsizdirler. Giemsa ile boyanmis preparatlarda sitoplazma soluk mavi boyanur,
icinde pembe veya koyu kirmizi boyanan, arka uca yakin, oldukga biiylik bir ¢ekirdek
ve ona bitigik kinetoplast goriilmektedir. Elektron mikroskobu incelemeleri,
amastigotun konak hiicrenin olugturdugu bir zarla Ortiili oldugunu gOstermistir.
Leishmania, amastigot doneminde hareketsizdir ve besinlerini iginde bulundugu
hiicreden alir; aerobtur. Amastigot makrofajlar icinde boyuna ikiye b&linerek g¢ogalir

(4,14,71,76,103,122).

Promastigot formlar, Phlebotomus’larin bafirsaklarinda ve besiyerlerinde
bulunan tipik formlardir. Bunlar, 12-20 pm uzunlukta, 1.5-2.5 um genislikte olup,
mekik seklinde viicudu ve yaklagik ayni uzunlukta (20 pm’ye kadar) 6n ugtan gikan
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serbest bir kamg¢isi bulunmaktadir. Cogalma amastigot formlarda oldugu gibi ikiye
boliinme seklindedir (71,103,122).

Phlebotomus’larin erkekleri agiz yapilarindan dolayi kan ile degil bitki 6zsuyu
ile beslenmektedirler. Disi Phlebotomus’lar geceleri kan emmekte, giindiizleri ise
karanlik, kuytu yerlerde, tas, tahta yarklarinda, bodrumlarda, kemirgen hayvan
deliklerinde bulunmaktadirlar (5,34,40,76).

Promastigot formlar, Phlebotomus memelilerden kan emerken verildikten sonra,
Phlebotomus’un soktugu yerdeki makrofajlara girerek amastigot sekline déniisiirler ve
deri leishmaniosisini olustururlar. Bolgede infekte olan veya olmayan mononiiklear
fagositler, lenfositler, plasma hiicreleri ile karakterize bir graniilomatdz iltihap
reaksiyonu olusur. Once bir papiil vardir, daha sonra bu biiyiir ve sonunda tilserlesir.
Parazitli mononiiklear fagositler genellikle elimine edilirler, lenfositler predominant
hale gelirler ve epiteloid hiicreler ile dev hiicreler ortaya ¢ikar. Nekrozlagmayan
lezyonlar siiregen hale gecer ve ftiiberkiiloid karakter kazanirlar. Parazitlerin yok
edilmesi esnasinda derinin iist kisminda 6dem ve fibréz gelisir. Bu sirada ufak kilcal
damarlarda endotel sigmesi veya damar yangisi olabilir. Lezyonlar genellikle yavas
iyilesirler ve hastaligin gegirilc_liginin bir gostergesi olan diiz, atrofik bir yara izi

birakirlar (2,4,40,74,103,122).

Diinyada 80 tilkede, 20 milyondan fazla insanin Leishmania tiirleri ile infekte ve
her y1l ilave olgu sayisinin 400.000 oldugu ve yaklagik 350 milyon insamin risk altinda
bulundugu tahmin edilmektedir. 1990-1994 aras1 5 yilda saptanan 6lim olgusu ise
40.000 civarindadir 1998 WHO raporlarina gore ise leishmaniosis her yil tani1 konulan
2 milyon yeni olgusuyla, diinya ¢apinda yaklasik 12 milyonu etkileyen biiyiik bir halk
saglig problemidir (16,27,28,33,37,38,41,60,61,65,74,78,84,93,137).

Cocuklarda daha sik goriilmesi nedeniyle ¢ocuk saglifi agisindan da biiyiik
onem tagiyan visseral leishmaniosis, tedavi edilmediginde yiiksek 6liim riskine sahiptir.
Herhangi bir tedavi uygulanmasa bile kendiliginden iyilesen ve kisiyi bafisik hale
getiren deri leishmaniosisinin sebep oldugu yara izleri ise hayat boyu viicutta kalarak

estetik agidan sorun yaratmaktadir (11,16,122).

Visseral leishmaniosise neden olan parazit suslar1 viicut isisinda gogaldiklan

halde, deri leishmaniosisine sebep olan suslar bu 1s1da gogalmalarin: siirdiiremezler (4).
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insanda L. donovani’ye kargi dogal bir direng oldugu halde L. tropica’ya karsi
yoktur. L. tropica enfeksiyonu sonucu iyilesmeyi takiben &miir boyu bir bagisiklik
meydana gelir. Bu bagigiklikta agirliklr olarak etkin olan hiicresel bagisikliktir. Ancak
sark cibammna karsi gelisen bu bagisiklik kala-azar’a kargi koruma saglamaz. Aym
sekilde kala-azar gecirenlerde olusan bagisiklik da sark ¢ibanina karsi koruma
saglamaz. L. tropica ile L. major arasinda da bagigiklik yoniinden farkliliklar vardir.
Ornegin; L. major’un (yas tip) sagladig bagisiklik L. tropica’ya (kuru tip) kars: da etkili
oldugu halde, L. tropica’nin sagladifn bagisiklhik L. major’a karst etkili degildir
(4,5,103,122).

Eski Diinyada Leishmania cinsinin en az 4 tanesi L. tropica, L. major, L.
aethiopica ve L. infantum deri leishmaniosisine neden olabilmektedir. Yeni Diinyada ise

etken olarak ¢ok sayida tiir ve alt tiir bulunmaktadir (5,14,31,40,76,103,122,137).

Leishmania cinsindeki tiirlerin ve alt tlirlerin simiflandiniimasinda, yaptig:
hastaliklar, cografya dagilisi, epidemiyolojik, serolojik, biyokimyasal, immiinolojik ve
biyolojik verilerden yararlanilmistir. Bu amagla vektdr Phlebotomus'lardaki gelismeleri,
kemirgenlerdeki viriilanslar arastirilir, promastigotlar tarafindan besiyerine salgilanan
faktorlerin (EF= excreted factor) serotipleri saptanir, monoklon antikorlar, ic DNA
yapisi, DNA yogunlugu ve kinetoplastik DNA'nin (kDNA) yapisi1 incelenir; igerdikleri
izoenzimlerin karakterleri de tiir ayriminda deger tasir. Ozellikle son yillarda izoenzim
analizleri, monoklonal antikorlarnin kullanilmasi veya kinetoplast DNA’simn
incelenmesi sonucunda kesin tiir aymmmina gitmek miimkiin olabilmektedir

(5,11,40,122-124,133,134).

Ulkemizde leishmaniosisin deri ve visseral olmak iizere iki klinik sekli goriiliir.
Deri Leishmaniosisi Ege bolgesi, Cukurova yoresi ve $anlrfa’da en sik goriiliir.
Visseral leishmaniosis ise Dogu Karadeniz, Marmara, Ege, Bati Akdeniz, Cukurova
yoresi ve Dogu Akdeniz bolgelerinde gorilmektedir. Kala-azar yurdumuzda gogunlukla
kiyt bolgelerimizde goriiliir fakat I¢ Anadolu ve Dogu Anadolu Bélgelerimizde de
goriilmiistiir. Ulkemizde deri leishmaniosis etkeni olarak L. tropica ve L. major, visseral
leishmaniosis etkeni olarak L. infantum ve L. donovani izole edilmigtir (4,5,10,31,

40,71,76,103).



L. tropica ig organlara ge¢mez, ancak deney hayvanlarinda yapilan ¢aligmalar
etkenin i¢ organlarda geligebilecegini gostermistir. Baz1 arastiricilarin L. tropica’nin
visseral leishmaniosise sebep olabilecei gseklindeki iddialan bu goriisi
desteklemektedir. Hastalifin seyri ve siddeti kiginin direncine ve parazitin

hastalandirma giiciine gore degisiklik gostermektedir (4,11,14,18,22,40,51,76,103).

Yurdumuzda 1950’lerden sonra deri leishmaniosisi’nixi, insan yerlesim
alanlarinda sitmaya karsi sivrisinek miicadelesi i¢in uygulanan kalici insektisitlerin
(DDT) Phelebotomus papatasii’leri de o6ldiirmesi nedeniyle insidansi ve prevalansi
diismiistiir. Ancak, zamanla 1960’1ardan sonra yogunlugunu artirmasina ragmen, infekte
rezervuarin azalmis olmasi, vektdr yogunlugunun eski diizeyine ulagmamasi, toplumun
sosyo-ekonomik seviyesinin yiikselmis olmas: gibi sebeplerle Sark Cibani Giineydogu
Anadolu Bélgesinde daha sik goriilmekle birlikte, Orta Anadolu’da sporadik olgular
halinde rastlanmaktadir. Sanlurfa Saglik Miidiirliigii’nden edinilen bilgilere gore, Sark
C1bani olgusu bu sehrimizde son birkag yil icinde 4000-5000 olguya ulagmig, Adana’da
ise 1993’de 868 ve 1994 yilinda 1114 olguya cikmistir. Gerek hastaligin bildirilmesi
zorunlu hastaliklar kapsamina girmemesi nedeniyle Saglik Bakanlig: istatistiklerinden
ogrenilememesi, gerekse hastanelerde olgularin toparlanmasinin zor olmast nedeniyle
hastaligin yurdumuzdaki yayilisi hakkinda tam anlamuyla fikir edinilmesi miimkiin
olamamaktadir. Bu veriler yurdumuzda bir zamanlar yok olma asamasina gelmis olan
bu parazitozun tekrar yayidigini ve halk sagligi sorunu yarattifini gostermektedir

(5,11,30,34,40,71,134).

L. tropica infeksiyonu kentlere yerlesik, insandan insana P.sergenti ve P.
papatasii ile bulagir. Kulucka dénemi 2-12 ay, bazen daha uzundur. Genellikle viicudun
acik kisimlanindaki deride, el, kol, ylizdedir. L. major infeksiyonu kirlik bdlgelerin
zoonoz ozelliginde yas tip deri leishmaniosisidir. Sporadik vakalar halinde goriiltr.
Kulucka doénemi 4 aydan azdir ve Ozellikle bacaklarda gozlenir. Yurdumuzda
cogunlukla L. tropica’nin neden oldugu kuru tip, daha az oranda ise L. major’un etken

oldugu yas tip lezyonlu deri leishmaniosisine rastlanmaktadir (2,4,5,31,40,71,103,122).

Deri leishmaniosisin tedavisine karar vermek lezyonun bilyiikliigiine ve
lokalizasyonuna baglidir. Tedavide 5-Degerli Antimon Bilesikleri, Diamidin Bilegikleri,

Berberin siilphate, Monomycin, Ketoconazole, son zamanlarda Paromomycin-
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Methylbenzethonium Chloride, Paromomisin (aminosidin), Sodyum stiboglukonat, 9-
Amino acridine bilesikleri, Lipozomal amfoterisin B gibi ilaglar kullanilmaktadir

(7,16,41,74,78-80,121-123,130,131).

Leishmaniosis paraziter hastaliklar igerisinde, gerek tedavisinin gerekse
kontroliiniin ¢ok daha zor olmasi nedeniyle belki de sitmadan sonra ikinci ¢nemli
hastaliktir. Her ne kadar antimonlu ilaglarla tedavi olanag: varsa da, tedavi pahalidir ve
uzun siirelidir, ilaglar toksiktir ve tamamiyle etkili olduklarini da sdylemek zordur.
Parazitler makrofajlar igerisinde korunur. Bdylelikle ilaglar konaga da toksik olabilir
(18,25,44,74,78,84,131).

Son yillarda direngli suglara kars: etkili ilaglarin bulunmamasi ve paraziter
hastaliklarin yildan yila artmasi parazitolojide 6zellikle in vivo ve in vitro modellerin
olusturulmasiyla yapilan temel arastirmalarin 6nemini arttirmaktadir (3,19,21,42,60,62,
95,98,111,118,124,125).

Diinyada leishmaniosis iizerine yapilan ¢aligmalar, taniya yonelik yeni testlerin
gelistirilmesi, HIV/AIDS ile iligkisi, deri ve i¢ organlar leishmaniosisine karsi insan ve
ozellikle kopeklerde kullanilabilecek agilarin gelistirilmesi, deri leishmaniosisi igin
lokal, visseral leishmaniosis i¢in genel tedavi yontemlerinin gelistirilmesi alanlarinda

yogunlasmustir (11,16,38,78,125,132).

Biyokimyasal ve immiinolojik aragtirmalar, parazitlerin kullanilan ilaglara kars:
duyarli olup olmadiginin saptanmasi igin ¢ok Onem tasimaktadir. Giintimiizde bazi
parazitlerin kisa siireli kiiltliriinden yararlanilarak gesitli ilaglara karsi duyarli olup
olmadiklar tayin edilebilmektedir (3,16,18,69,82,86).

Uzun sireli kiiltir hem pratik hem de teorik agidan Snem tasimaktadir.
Biyoteknolojik, biyokimyasal v. b. aragtirmalar igin duyulan fazla miktarda biyokiitleyi
ancak uzun siireli kiiltiirlin yardimi ile elde etmek miimkiindiir. Parazite ait degisik
biyolojik 6zelliklerin (infektiflik, viriilentlik, ilaglara karsi direnglilik v.b.) parazitin
kendi genomundan mi yoksa parazitle konak arasindaki iliskilerden mi
kaynaklandifinin belirlenmesi ¢ok O©nem tagimaktadir. Parazitlerin uzun siireli
kiiltiirlerde izlenmesiyle, onlarda degisebilen biyolojik 6zelliklere etki eden faktorleri

arastirmak miimkiin olabilir (3,14,31,122).
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Degigik Leishmania tiirleri {izerine antimikotikler, antibiyotikler, diger bagka
kimyasallar, insan serumu, sodyum kloriir v.b. gibi maddeler, gerek in vivo olarak
amastigotlar {izerinde ¢alima veya topikal uygulama ile, gerekse de in vitro olarak

arastirtlmgtir (9,11,13,20-23,27,30,42,44,48,57,75,77-80,89,106,118).

Leishmaniosis sagaltiminda sodyum stiboglukonat ve meglumin antimonat gibi
bes degerli antimon (Sb") bilesikleri 1947’ den beri bagar ile uygulanmaktadir. Genelde,
bu bilesikler toksik ve pahali olup, uzun siireli bir tedaviyi gerektirir. Ayrica yan etkileri
nedeniyle kalp ve bobrek rahatsizliklarina neden olabilir. Fakat son yillarda ozellikle
leishmaniosis tedavisinde bu ilaglara kars:1 direngli olgularnin sayisindaki artis ve immun
yetmezlikli olgularin tedavisindeki bagarisizlik pentamidin, amfoterisin B, liposomal
amfoterisin B (AmbiSome®), eillopurinol, ketokonazol, itrakonazol, flukonazol gibi
alternatif ilaglarin tek bagina veya kombine olarak kullanilmasina neden olmustur. Bu
ilaglara bagli olarak gelisebilecek kalp ve bobrek tizerine agir yan etkilerden dolayi,
hastalarin hastanede tedavi edilmesi, baz1 durumlarda ise ikinci veya daha fazla kiir
tedavi uygulama geregi ortaya c¢ikmaktadir ki bunlar da arasgtirmacilann yeni
antileishmanial maddeleri arastirmaya itmektedir (13,28,37,57,60,63,84,95,123-125).

Bir kisim tedavi bagansizliklarinda, ikinci kusak ( pentamidin ve amfoterisin B
gibi ) ajanlar kullanilmaktadir. Baz: olgularda bu ajanlar bile paraziti eradike etmekte
basarisiz olur. Yeni antileishmanial ajanlar icin ihtiyag sadece basansiz tedavi
varliginda degil, daha az toksik ve daha kolaylikla uygulanabilir ajanlarin
istenmesindendir. Antimonal ajénlar, pentamidin ve amfoterisin B lipozomlar iginde
kapsiillendiklerinde, leishmaniosisin tedavisinde daha etkili ve serbest kullanimlarindan
daha az toksik olmaktadirlar. Stearylamin tasiyan pozitif olarak yiiklenmis olan
lipozomlarin leishmanisidal aktivitesi ve onlarin konak hiicrelerine karst diigiik

toksisiteleri, bagka ¢aligmalan tesvik etmektedir (21,39,78,84,124,125).

Leishmaniosis, Diinya Saglik Orgiitii’niin tropikal hastaliklar arastirma
boliimiinde 6 énemli tropikal hastaliktan birisi olarak kabul edilmektedir. Yurdumuz da
dahil olmak tizere tropikal ve subtropikal bdlgelerde bulunan iilkelerde giintimiize kadar
bu hastalifin evrimi, hastaligin klinik bulgularn, patogenezi, laboratuvar tanist, tedavisi

ve korunmasi iizerinde birgok galigmalar yapilmis ve yapilmaktadir. Ozellikle immiin
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yetmezlik bulunan kisilerde gﬁnéel bir konu haline geldigi i¢in gesitli saglik kuruluglari

bu konuya ayr1 bir 6nem vermektedirler (16,74,78,123,130,131,132).

Uzun yillardan beri leishmaniosis tedavisinde kullanilan Sb" bilesikleri, gelisen
diren¢ ve tedavideki bagarisizliklarin her gegen giin artmasina ragmen giiniimiizde hala
ilk tercih edilen ilag grubudur. Halen kullanilmakta olan Sb" bilesikleri meglumin
antimonat (Glucantim®) ve sodyum stiboglukonattir (Pentostam®). Sb""a direng visseral
leishmaniosisde klinik ve ekonomik yo&nden Onemli bir sorun olarak karsimiza
¢ikmaktadir. Son yillarda ilaca direng primer veya sekonder olarak goriilebilmekle
beraber, primer direncin yaygin olarak gériilmedigi, Sb" bilesiklerinin HIV-AIDS’li ve
immunosupresif ilag tedavisi géren VL’li hastalarin tedavisinde basarisiz bulundugu

bildirilmistir (79,80,84,121).

Farmakolojik aktivite i¢in yapilan ilk testler, hayvansal modellerle yapilmistir.
Fakat simdi bircok yoOntem, hiicre kiiltiirlerinde veya enzimatik yollarla biyolojik

aktivite testlerinde gergeklestirilmektedir (113).

Yukarida bahsedilen verilerden yola c¢ikarak, calismamizda L. tropica
promastigot hiicre proliferasyonu tizerine bazi bitki extrelerinin potansiyel bir inhibitdr
etki gosterip gostermedigi arastirilacaktir. Benzer calismalarda gerek amastigot formlar,
gerekse promastigot formlar izerine olan etki incelenmistir. Antileishmanial madde
etkisinin degerlendirilmesi ise gogunlukla gorsel olarak mikroskopik inceleme sonrasi
elde edilen verilere, radyoizotoplu elementlerle isaretli bilesiklerle yapilan ¢aligmalara,
bazilarinda ise MTT (3-[4,5-diméty]-thiazol-2—yl]—2,5—dipenyltetra—zolium bromide) v.b.
gibi kimyasal maddelerle yapilan aragtirmalara dayanmaktadir (17,19-24,27-29,57,58,
61-68,98,106,108,111,128).

Leishmania’lara kars1 daha etkili ilaglar igin aragtirmalar son derece gereklidir.
Kemoterapi pentavalan antimonlar v.b. ilaglarla saglanmakta olup, bunlar da toksik,
saglanmasi zor, uzun siireli tedavi ve yiiksek maliyet, son zamanlarda klinik olgularda

direng olugmasi gibi nedenlerle sinirlt kalmaktadir (95).

I¢ organlar leishmaniosisi ve deri leishmaniosisi i¢in kullanilan ilaglar lilkemizde
iiretilmemekte ve yurt digindan ithal edilmektedir. Yukarida da bahsedilen nedenlerle,
yurt disinda gerek bu alanda gerekse baska alanlarda yeni ilag aragtirmalan yapilirken,

{ilkemizde ¢alismalar sinirlt kalmaktadir (26,97,107,110,113).
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GAP gibi projelerin yapilmasi, gerek kiiresel 1sinma gerekse yeni barajlarmn v.b.
yapiimas: ile iklimler degismektedir. Ozellikle leishmaniosisin endemik oldugu
bolgelerde niifusun diger bolgelere gore daha fazla artmasi, bir yandan niifus hareketleri
(Malatya’ya kayisi, Cukurova’ya pamuk, Karadeniz Bolgesine Findik v.b. toplama
gibi), éte yandan kir ve kentin fizik olarak birlesmesi, altyap: eksiklikleri, insektisitlere
vektorlerin direng kazanmasi nedeni ile Tatarcik kontrol hizmetlerinin zorlagmast ... gibi
birgok nedenlerle endemik olan bolgelerin yan: sira bagka bolgelerde de Sark Cibami

goriilmesi riski olabilecektir.

Pentavalan antimonlar potansiyel olarak toksik ve gelisen direngten dolay:
siklikla etkisiz olabilmektedir. Amfoterisin B ve pentamidin gibi ikinci kusak ilaglar
bile toksik olabilmektedir. Bunlardan dolay: yeni, etkili, giivenli terapétik bilesiklerin
Oncelikli olarak aragtiriimas: gerekmektedir. Bitkiler benzersiz bir kimyasal gesitlilige
ve ylizlerce ilacin gelistirilmesine yol agacak biyoaktiviteye sahiptir. Bulagici ajanlarin
tedavisi igin klinik olarak kullanilan ilaglarin ¢ogunlugu, dogal iriinlerden elde
edilmektedir. Antimalarial ajanlar olan quinin, chlorokin, artemisinin ve antiamibik ajan
olan emetin bagarili bir sekilde bitkilerden elde edilen 6rneklerdendir. Yine bir alkoloid
olan berberin’in hem kutandz, hem de visseral leishmaniosise karsi etkinligi klinik ve
deneysel olarak gosterilmis; berberin, jatrorrhizin, palmatin P. falciparum’a karsi in

vitro olarak aktivite gostermistir (36,119,126,137).

Farkli iilkelerde kutandz ve mukokutandz leishmaniosise kars: bilimsel ilaglar
bulunmadan 6nce de farkli yontemler kullanilmistir. Ornegin: benzin, mazot, gazyag,
stilfirik asit, limon suyu, pillerin igindeki siyah komiir tozu, Hura crepitans
(Euphorbiaceae) veya Ficus sp. (Moraceae) gibi agaclardan yakict dzsulan direkt
lezyonlar iizerine konularak veya bazen bir mum aleviyle yara direkt yakilarak tedaviye

gidilmistir (47).

Degisik arastirmalarda, bir bolgenin yerli halkinin, yiizyillar boyunca o y6reyi
ve o bolgenin igindeki canli-cansiz her seyi daha iyi tanimalar1 nedeniyle, o bdlgeye
sonradan gelip yerlesen veya arastiranlara gére potansiyel olarak daha etkili bir

geleneksel tedavi yontemine sahip olduklar: saptanmugtir (47,59,82,94,129).
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Yiiksek yapili bitkiler, yeni antimikrobiyal ajanlarin potansiyel bir kaynagidir.
Bitki ekstraktlarinin aragtiniimasi, cesitli hastaliklarin tedavisinde etkili yeni ilaglarin

kesfi icin bilim adamlarina biiylik bir ilham kaynagidir (72,104,110,113).

Birgok ¢aligma, etnofarmakolojik aragtirmalarin, leishmaniosis, diger
protozoonlar ve baska mikroorganizmalara karg1 yeni aktif bilesikleri bulmanin bir yolu
oldugunu goéstermistir. Bir ¢ok arastirmada, gesitli bitkilerden elde edilen ekstraktlar ve
bu ekstraktlardan izole edilen farkli bilesikler, gerek bakteri, viriis, mantarlar, gerekse
de degisik parazitler lizerinde, antiviral, antibakteriyel, antifungal ve antiparaziter

aktivite yoniinden aragtinlmustir (36,47,54,69,82,102,113,138,139).

Geleneksel ilaclarin hazirlanmasinda kullanilan tibbi bitkilerin bilimsel olarak
degerlendirilmesi, ge¢miste oldugu gibi, modern tibba parazitik hastaliklarin tedavisi
icin cok etkili ilaglar saglamistir. Klinikte kullanilan antiprotozoal ilaglarin 3’4,
geleneksel tip sisteminde kullanilan bitkilerden dogmustur. Kesfedilmis ilk etkili
antimalarial ila¢ olan kinin, ilkonce Cinchona succirubra bitkisinin kabuklarindan izole
edilmis ve simdi ¢ofu tropikal iilkede bulunan cesitli Cinchona tiirlerinden elde
edilmektedir. Igerigi daha aktif ve daha az toksik sentetik antimalarial ilaglara ragmen,
Plasmodium falciparum’un klorokin’e diren¢ kazanmasi nedeniyle, malarya klinik
tedavisinde kinin hala kullanilmaktadir. Bu bilesik, cesitli gliclii antimalarial ilaglarin
gelismesi ve sentezi i¢in molekiiler bir temel kalip saglamigtir. Amoebosidal bir ilag
olan emetine’nin aktivitesi daha modern tip tarafindan taninmadan &nce, ytizyillardir
Asya’da geleneksel tipda kullanilan bir bitki olan Cephaelis ipecacuanha’mn alt
kisimlarindan elde edilmekteydi. Cin tibbinda kullanilan tibbi bir bitki olan, Artemisia
annua’nin yeniden aragtinlmasi, yeni antimalarial ajan olan artemisin’in endoperoksit
sesquiterpene igeriginin belirlenmesine ve izolasyonuna neden olmustur. Yiiksek yapili
bitkilerden ¢esitli bilesikler, potensiyel antiparazitik ilaglar olarak ¢esitli
laboratuvarlarda degerlendirilmeye ¢aligilmaktadir (36,60,69,72,82,91,92,104).

Bitkilerden yeni ila¢ arastirlmasinda temel olarak iki yaklagim kullanilir.
Bunlar, etnomedikal bilginin degerlendirilmesi i¢in geleneksel halk hekimlerinden bilgi
toplamak ve hedef parazitlere kargt bitki tiirlerinin rastgele aragtnimasidir. Ilk
yaklagimin daha verimli oldugu diigiiniilmektedir. Ciinkii nesilden nesile aktanlarak

bilgi birikmekte ve olugabilecek herhangi bir toksik etki uzun yillar boyunca kullanarak
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elenmektedir. Bugiin kullanimakta olan, dogal iiriinlerden gelistirilmis tiim
antiparazitik ajanlar geleneksel tipdan elde edilen bilgiyle ortaya konulabilmistir. Yeni
yeni bitkilerin arastirilmasiyla geleneksel tibbin da bilmedigi, bilimsel olarak &nem

kaydedecek birgok yeni kimyasal etken madde bulunabilecektir (53,60,69,91,102,113).

Yiiksek yapili bitkilerden elde edilen sekonder iriinlerin biiyiik bir kismi
Entamoeba, Plasmodium, Leishmania ve Trypanosoma tiirlerine kars1 in vitro aktiviteye
sahiptir. Bu bilesiklerin bazilari in vitro aktiviteye sahiptir fakat bunlarin ¢ogunun in
vivo aktivitelerinin yanisira, segici antiprotozoal davranig ve toksisiteleri yoniinden de
arastirilmasina ihtiyag vardir. In vivo degerlendirme yapmadan once, selektif etkinin ilk
bilgileri, protozoa ve memeli hiicreleri iizerine in vitro sitotoksitenin karsilagtiriimasiyla

elde edilebilir (93).

Degisik arastirmalarda, degisik bitkiler antileishmanial aktivite yoniinden
arastirllmugtir. Asagida arastirdigimiz kaynaklardan derlenmis olan bitki adlart ve

calisilan etkin maddeler (‘in bir kismi) asagida sunulmustur:

Abuta pahni, A. rufescens (Menispermaceae); Acacia sp. (Leguminoceae);
Acalypha benensis (Euphorbiaceae); Acanthospermum hispidum (Asteraceae); Acanthus
illicifolius -oxazolinone (Acanthaceae); Aceana ovalifolia (Rosaceae); Achyrocline
alata, A. flaccida, A. polycephala, A. ramosissimosa (Asteraceae); Afromomum danielli
(Zingiberaceae); Agathis lanceolata, A. australis (Coniferae); Agave sisalana
(Amarylidae); Ageratina azangaroensis, A. pentlandii (Asteraceae); Albertisia papuana
(Menispermaceae); Amicia lobliana (Leguminoceae); Ampelocera edentula, A. edentula
-tetralone (Ulmaceae); Anacardium occidentale (Anacardiaceae); Annona spinescens,
A.  haematantha, A. senegalensis (Annonaceae); Anthostema senegalense
(Euphorbiaceae); Aristolochia argentina (Aristolochiaceae); Arrabotyrs venustus
(Anonnaceae); Artemia salina nauplii, A. senegalensis (Annonaceae); Asparagus
africanus -lignan (Liliaceae); Aniba canelilla (Lauraceae); Anomospermum bolivianum
(Menispermaceae); Artemisia herba alba; Azadirchta indika; Baccharis genistelloides,
B. incarum, B. dracunculifolia, B. pentlandii, B. salicifolia, B. tricuneata (Asteraceae);
Balanites aegyptiaca; Barnadesia odorata (Asteraceae); Berberis aristat -berberine, B.
boliviana, B. paucidentata, B. bumeliaefolia, B. laurina (Berberidaceae); Bocconia

integrifolia, B. pearcei (Papeveraceae); Bredemeyera floribunda (Polygalaceae); Brucea
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Jjavanica (Simaroubaceae); Budd]eja incana, B. montana, B. australis, B. tucumanensis
(Loganiaceae); Cardiopetalum calophyllum (Annonaceae); Centrolobium sclerophyllum
(Leguminoceae); Chersodoma jodoppapa (Asteraceae), Chinothamnus lorentzii
(Asteraceae); Cola attiensis -aromatic polysulphur comp. (Sterculiaceae); Conyza
bonariensis (Asteraceae); Crescentia cujeta (Bignoniaceae); Desmodium gangeticum -
aklylamine (Fabaceae); Dictyoloma peruviana -4-quinoline alkaloid (Simarubaceae);
Diospyros montana -diospyrin (Ebenaceae); Diplostephium haenkei (Asteraceae);
Dorstenia multiradiata -anthocynadine (Moraceae); Dodonea viscosa (Sapindaceae);
Draceana mannii, D. arborea, D. mannii —saponin (Agavaceae); Duguetia spixiana
(Annonaceae); Echinacea purpurea (Asteraceae); FEnantia chlorantha; Epilobium
denticulatum (Onagraceae); Eryhrima sp. (Leguminoceae); Eucalyptus globulus;
Euphorbia sp.; Faramea guianensis (Rubiaceae); Ficus sp. (Moraceae); Fructus
aristolochiae; Fuchsia boliviana (Onagraceae); Fusarium moliniforme
(Deuteromycetes); Galactia speciosa (Leguminoceae); Galipea longiflora -
quinolinealkoloid (Rutaceae); Gamochaeta spicata (Asteraceae); Garcinia kola
(Guttiferae); Glycyrrhiza uralensis, G. glabra, G. inflata (Fabaceae); Gongronema
latifolia  -lignan  (Asclepiadaceae); Guetteria foliosa, G. schomburgkiana
(Annonaceae); Gyrocarpus americanus (Hemandiaceae); Hedera helix -saponin
(Araliaceae); Holarrhena curtisii (Apocynaceae); Hura crepitans (Euphorbiaceae);
Hyptis mutabilis (Labiateae); Iryanthera sp. (Myristicaeae); Jakaranda copaia -
jacaranone, quinol, J. cuspidifolia (Bignoniaceae); Kalanchoe pinnata (Crassulaceae);
Khaya senegalensis (Meliaceae); Lupinus altiplani, L. bogotensis (Leguminoceae);
Macfadyena unguiscati (Bignoniaceae); Marrubium vulgaris (Labiateae); Maytenus
senegalensis; Minthostachys andina (Labiateae); Monnima macrolada (Polygalaceae);
Mandevilla antennacea (Apocynaceae); Metrodonea flavida (Rutaceae); Mikania
urticifolia (Apocynaceae); Morinda lucida (Rubiaceae); Munnozia maronii -
sesquiterpene, M. fournetii, M. maronii (Apocynaceae); Mutisia acuminata
(Asteraceae); Nicandra physaloides (Solanaceae); Nicotiana glauca (Solanaceae);
Nyctanthes arbortristis -iridoid glycoside (Verbenaceae); Odontocarya rusbyi
(Menispermaceae); Oreopanax sp. (Araliaceae); Ophryosporus  piqueriodes
(Asteraceae); Oxalis sp. (Oxalidaceae); Oxandra espintana -espintanol (Annonaceae);

Peganum harmala -harmaline, trybtophan derivat, (Zygophyllaceae); Peperomia
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apodostachia (Piperaceae); Pera benensis -naphthoquinone (Euphorbiaceae); Perezia
multiflora (Asteraceae); Periandra mediterranea (Leguminosae);, Pernettya prostrata
(Ericaceae); Peschiera australis, P. van heurkii (syn. Tabernaemontana van
heurkii)(Apocynaceae); Phytolabca americana -proteins (Phytolaccaceae); Picralima
nitida -indole alkoloid (Apocynaceae); Picrorrhiza kurroa -picroliv, iridoid glycoside
(Scrophulariaceae); Piper aduncum, P. acutifolium, P. bolivianum, P. coriaceilimbum,
P. rusbyi, P. semimetrale, P. elongatum (Piperaceae); Plumbago europoea, P. zeylanica
-plumbagin (Plumabaginaceae); Polyalthia macropoda - labdane (Annonaceae);
Potomorphe peltata (Piperaceae); Pseudocedrala kotscifye, Pseudoxandra sclerocarpa
(Annonaceae); Pterocaulon alopecuroides (Asteraceae); Ricinus communis - proteins
(Euphorbiaceae); Rothmania withfieldii (Loganiaceae); Rynchosia pyramidalis
(Leguminoceae); Salvia haenkei (Labiateae); Saracha punctata (Solanaceae); Satureja
boliviana (Labiateae); Schumaniophyton magnificum (Loganiaceae); Senna reticulata
(Leguminoceae); Senecio adenophylliodes; S. clivicola (Asteraceae); Serjania tenuifolia
(Sapindaceae); Smilax officinalis (Liliaceae); Solanum nitidum, S. actaeabotrys, S.
albidum, S. aphyodendron, S. consimile, S. pearcei, S. wrightii (Solanaceae); Sonchous
cornatus, Stephania dinklagei (Menispermaceae); Stevia yaconensis (Apocynaceae);
Swertia chirata (Gentianaceae); Tabebuia rosea —lapachol, quinones (Bignoniaceae);
Tagetes minuta (Asteraceae); Tamarindus indica; Tecoma stans (Bignoniaceae),
Tessaria integrifolia (Asteraceae); Tephrosia vogelii (Leguminoceae); Triplaris setosa
(Polygonaceae); Unonopsis buhchtienii - aporphine alkoloid (Annonaceae); Vernonia
brachycalix, V. amygdalina, V. fournetii, V. patens, V. squamulosa (Apocynaceae);
Vinca sp.; Virola surinamensis, V. pavonis (Myristicaceae); Werneria nubigena
(Asteraceae); Xylopia aromatica (Annonaceae); Xanthium catharticum (Asteraceae)
(6,8,12,24—26,28,29,37,43,45,47-‘50,55,56,58,60,61,66,69,73,81,83,92,93,96,101,109,
114,115,118-120,126,137).

Eczacilik biliminin her gegen yil yaptig1 asamalarla halk ilact kullanim giderek
terkedilmistir. Boylece halk kendisine gerekli ilaglari kolaylikla eczanelerden saglama
olanagima kavusmustur. Ancak son yillarda Ozellikle endiistrisi geligmig lilkelerde
sentetik olanlarla birlikte, doga kokenli ilaglarin kullanimi da giderek artmustir. Ciinki

sentetik kokenli ilaglarin yan etkileri gorillmekte, mikroplar bu ilaglara karsi dayanikh
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yeni formlar gelistirmektedir. Oysa doga kokenli ilaglar mikroplara karst kesin bir etki

gbstermekte ve bir yan tesiri olmamaktadir (59, 91,92,94,129,140).

Malarya, amoebiosis, leishmaniosis ve trypanosomiosis gibi yaygin protozoal
enfeksiyonlarin tedavisi icin yeni ilaclara ihtiyag duyulmaktadir. Boyle kesiflere
gidecek yollar da, protozoal enfeksiyonlarin tedavisi igin geleneksel tipda kullanilan
bitkilerde bulunan dogal bilesiklerde yatmaktadir. Béyle aragtirmalar, su an kullanimda
olan in vitro test yontemleri kullanilarak siirdiiriilebilmektedir. Aktif bitkileri segmek ve
antimalarial, antiamibik, antitrypanosomal aktivite gosteren bilesiklerin fraksiyonlarini

izlemek icin de ¢esitli in vitro testler kullanilmaktadir (92).

Calismamizda kullandigimiz bitkilerin birgogunu rastgele segtik. Fakat bir kismi

halk tarafindan yillardir, degisik tedavi amaclariyla kullanilmaktadir.

‘Salvia spp. Lamiaceae (Labiataceae) — Ballibabagiller - (Adacay1): Salvia sp.
iiyeleri farmakolojik agidan 6nemli olan ugucu bir yag (sineol) igerir. Salvia tiirlerinin
ugucu yag orant %0,05-3.0 civarindadir. Salvia tiirlerinden elde edilen ugucu yaglardan
piren’ler, kafur, borneol, 1,8-sineol y6niinden zengin olanlar tedavide kullanilmaktadir.
Bu cinsin degisik tiirleri farkli yorelerde, farkli sekillerde gay olarak kullamlmaktadir.
Yapraklan sinir yatistirict ve mide igin faydalidir. S. multicaulis Vahl. (Kiirt reyhani),
S. virgata Jacq. yapraklart haricen yaralara iyi gelir. Salvia sp.’de genelde ugucu
yaglarin en Onemli maddeleri thujan, cineol, kafur, borneol olup farkli adagayi
tiirlerinde oranlan ¢ok degisik bulunmaktadir. Karminatif, yatigtirict, mide rahatlatici,
diuretik, antihidrotik, analjezik, ekspektoran ve dezenfektan etkilerinden dolay
kullanilmaktadir (26,88,105,112,140).

Tanacetum ( Pyrethrum ) balsamita L., T. parthenium L. Schultz Bip. -
Asteraceae (Compositae) — Papatyagiller - (Marsuvanotu, Pireotu, Oltuotu, Giimiis
diigme): Ulkemizde 44 tiir ile temsil edilir. Biitiin bu tiirler kuvvet verici, uyarici, ates
diistirticii ve bocek &ldiiriicii olarak kullanilmaktadir. T. balsamita ssp. balsamita’nin
¢igekli dallart idrar attirici, gaz soktiiriicti, mideyi rahatlatici ve safra kesesi taglarini
diigiiriicti olarak kullamlmaktadir. Tanacetum tiirlerinde %0,5~1,5 arasinda yiksek
kontakt insektisit etkisi olan Pyretrin I ve 11, Cinerin I ve II, Jasmolin I ve II bulunur.
Pyrethrin ve Cinerin kontakt insektisit etkiye sahip maddelerdir. Pyrethrin’lerin etkisi

daha vyiiksektir. Ancak bu toksik etkileri insanlara ve sicak kanli hayvanlara etki
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yapmamasina Kargin sogukkanli boceklerde kramp etkisi gostermektedir. Sentetik
insektisitlere bocekler kolaylikla bagigiklik kazandiklarindan, uygulamada giigliikler
¢ikmaktadir. Halbuki bu tabii kokenli insektisitlere boceklerin bagigiklik kazanmalar:
daha giictiir. Bunlarin uguculuk 6zelligi de diger avantajli bir yamidir. Bugiin 6zellikle

insektisit olarak genig ¢apta kullanilmaktadir (26,46,52,88,105,140).

Allium spp. L. Liliaceae - Zambakgiller: Ulkemizde 146 tiirii bulunur. Baz:
tiirleri kiiltlir edilerek gida maddeleri olarak kullamilir. Allium scorodoprasum ssp.
rotundum (L.) Stearn — (Catlangus, Sirmo) Dogu Anadolu’da otlu peynir yapiminda ve
baharat olarak kullaniimaktadir (70,88,105).

Achillea spp. L. Asteraceae (Compositae) — Papatyagiller - (Civanpercemi,
Boyucan, Pireotu, Hazanebel, Akbash): Achillea’nin birgok tiiriiniin ¢icekli dallari,
yaprakli dallart idrar, gaz ve adet soktiiriicli, yara iyilestirici olarak kullanilir.
Ulkemizde 40 tiiri bulunur. Cigekli dallarinin 6zii pirelere karsi kullanihir. Ugucu
yaginda azulen, limonen, borneol, pirenler ve seskiterpen’in bulundugu tesbit edilmistir

(46,88,105,140).

Helichrysum plicatum DC. (Altinotu, Herdemtaze, Herdemgiizeli,
Yaylacicegi, Olmezcicegi): Ulkemizde yaklasik 16 Helichrysum tiirii vardir. H.
plicatum en yaygin olanidir. Bitkinin toprak {istii kisimlar1 dzellikle bobrek agrilarini
dindirmek i¢in kullanilir. Kimyasal bilesiminde ugucu yag renin, kumarin, serbest veya
glikozit halinde flavon tiirevleri bulunmaktadir. Cicekli dallar idrar ve safra soktiiriicii,
kum dﬁsijrﬁcﬁ olarak kullamlir. H. arenarum’da apigenin, luteolin, galangin, galangin
3-metil eter, 3,5-dihidroksi 6,7,8-trime toksiflavon, kaempferol, quercetin, naringenin,
apigenin 7-glikozit, astragalin, kaempferol 3-diglikozit, helichrysin A, helichrysin B,
naringenin 5-diglikozit, isosalopurposit bulunur. H. neoanum’da apigenin, galangin 3-
metil eter, kaempferol, naringenin, apigenin 7-glikozit, astragalin, helichrysin A,B,
naringenin 4’-glikozit, isosalopurposit, kaempferol, astragalin, quercetin 3-glikozit; H.
plicatum ssp. plicatum‘da apigenin, naringenin, isostragalin, quercetin 3-glikozit,

helichrysin A,B, isosalopurposit, quercetin, astragalin bulunur (32,46,88,105,107).

Origanum spp. L. Lamiaceae (Labiatae) — Ballibabagiller — (Mercankosk,
Merzengiis, Giiveyotu, Gokkekik, Keklikotu): Ucucu yag olarak timol igerir.

Origanum tirlerinden elde edilen ve fenol tagtyan ugucu yaglar farmakolojik etkileri
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nedeniyle hem tedavide hem de gida, likor, parfim ve sabun endiistrisinde
kullanilmaktadir. Cigekli dallart mideyi yatistirict olup istahsizlik ve hazimsizlikta
kullamilir. Ugiitmeye, nezleye, oksiiriige, migrene, anjine iyi gelir. Origanum
tiirlerinde’de %0,7-3,5 majoran ugucu yag: bulunmaktadir. Ugucu yagin en dnemli
kismint limonen, linalol, linalylacetat, terpinen gibi maddeler olusturmaktadir

(26,88,105,112,140).

Thymus spp. Lamiaceae (Labiatae) — Ballibabagiller — (Kekik): Ulkemizde
37 tiirli bulunur. Ugucu yag olarak timol igerir. Ugucu yag orani %0,2-5,2’dir. Thymus
tlirlerinden elde edilen ugucu yaglar ¢cogunlukla timol ve karvakrol yoniinden zengin
olmakla beraber, baz: tiirlerin s6zii edilen fenolleri az ya da hi¢ igermedigi, buna
karsilik bazi oksijenli terpenleri major bilesik olarak tasidigi da bilinmektedir. Bu ugucu
yaglardan sitrol icerenler hem gida ve parfiimeri endiistrisi hem de tedavide, fenolleri
icerenler ise tedavide ve ilag endiistrisinde yararlanilabilecek yaglardir. 7. sipyleus L.
bitkisinin tiimii dolagim uyaricisi, idrar soktliriicli, yatistiricidir. Baharat olarak
kullanilir. Sahip oldugu ugucu yag (thymol) kuvvetli dozlarda mikrop kirict ve solucan
distirticiidiir. Thymus sp.’de ugucu yag orami iklim, hasat zamani, kurutma ve
depolamaya gore degisir. Ugucu yagin en énemli maddeleri thymol, thymol methyleter,
carvachol, cineol, cymol, linalool, borneol, piren, bornylacetat’dir. Kekik eskidenberi
hem baharat hem de tababette kullaniimaktadir. Tipta genis Olclide antiparaziter,

antispazmodik olarak kullanimi yaygindir (26,88,105,112,140).

Astragalus spp. L. Fabaceae (Leguminoseae) - Baklagiller — (Geven,
Keven): Ulkemizde 347 tiirii bulunur. Bunlardan yaklagik 222 tiirii endemik olup yalniz
tilkemizde dogal olarak yetigsmektedir. Bir kisminin gévdesinden kitre zamki elde edilir.

Ilag, tekstil ve gida sanayiinde oldukga yaygin bir kullanim alanina sahiptir (88,105).

Pimpinella spp. L. Apiaceae (Umbelliferae) - Maydonozgiller: Ulkemizde 23

tiirli bulunur. Bunlardan P. anisum L. (Anason)’un kiiltiirii de yapilir (105,117).

Pelargonium spp. L’Herita — Geraniaceae - Turnagagasigiller — (Itir):
Ulkemizde tek tiirii bulunur. P. endlicherianum Fenzl. ( Solucanotu ). Cogunlukla
Giineybati, I¢ ve Dogu Anadolu’da yayilig gosterir. P. endlicherianum Fenzl. gigekli ve
yaprakli dal 6zleri solucan dilgiirticiidiir. Kahramanmaras ve Malatya yorelerinde taze

cicekleri, kufutu]mus rizomlar1 kurt diigiiriicii olarak kullanilan bu bitkiden %0,26
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oraninda bir ugucu yag, B-sitosterol ve fenolik bir bilesik olan aposinin (=asetovanillon)
elde edilmistir (105,116,140).

Ugucu yaglar bitkilerin bagli bulundugu familyalara gére ya salg tiiyiinde, ya

salgi ceplerinde, ya da salgi kanali veya salgi hiicrelerinde bulunmaktadir (26).

Ugucu yaglar parfiimeri, kozmetik ve baharat sanayiinde kullanim yaninda
yagayan organizmalara fizyolojik etkileri nedeni ile tibbi maksatla da kullaniimaktadir.
Genellikle ucucu yagdaki tek maddenin degil, maddelerin toplu halde fizyolojik etkisi
olmaktadir. Ugucu yaglarin terapide fazla kullanilmasindan dolay: birgok ugucu yag,

cok sayida kodekse girmistir (26).

Ucucu yaglar eczacilikta farmakolojik ve terapik etkilerine gore

gruplandirilabilmektedir:

- Irritania (uyaric1), rubefacinentia (deriyi kizartic1), antirheumatica

(antiromatizmal ). Om: Thymus vulgaris, ...

- Expeotorantia (balgam soktiiriicii), antitussiya (6ksiiriik kesici). Omn: Thymus

vulgaris, T. sipyleus, ...

- Karminativa (gaz giderici), stomachica (mide yatistirict), cholagoga (safra

soktiirtictl). Om: Origanum sp., Allium sativum, ...

- Anthelmintika (solucan diisiiriicii). Orn: Tanacetum cinerariefolium,

Tanacetum occineum, Thymus vulgaris, ...

- Dezenfektan, antiseptik, antibiyotik. Orn: Salvia tiirleri, Thymus vulgaris,

Allium sativum, ... (26).

Caligmamizda Leishmania’ya kars: etkili, toksik olmayan ve kolay uygulanabilir
ilaglara olan gereksinim goz Oniine alinarak, bitki ekstrelerinin in vitro etkileri
aragtirilmig, bu ekstrelerin  leishmaniosis tedavisinde kullanilabilme olanaklar

degerlendirilmigtir.
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GEREC VE YONTEM

Caligmamuz baglica agagidaki agsamalarla gergeklestirilmistir:
I- Bitki oziitlerinin elde edilmesi,
II- Kiltiiriin gergeklestirilebilmesi i¢in besiyerlerinin hazirlanmast,

ITI- Leishmania suslarinin elde edilmesi igin, Kuru tip Sark Cibanli hastalardan

ornekler alinarak bu kiiltiirlerin siirdiiriilmesi,

IV- Bitki oziitlerinin Leishmania promastigotlarina etkisinin saptanabilmesi igin

mikrodiliisyon ¢aligmalarinin yapilmasi.

Calismamizda 26 bitkiden elde edilmig, 30 ham (crude) bitki Oziitlintin
(ekstrakt), L. tropica promastigotlarimin hiicre proliferasyonu iizerine potansiyel bir
inhibitor etkilerinin olup olmadig: aragtirildi. Calistigimuz Leishmania promastigotlart,
Sanlwurfa ve Adana yoresinden; hi¢ tedavi edilmemis, yeni tesbit edilmis, 24 Sark
Cibanli hastadan alinmis olan 6rneklerden elde edildi. Alinan 6rneklerden elde edilen
suslardan 8’i {izerinde, 30 bitki Oziitiiniin farkli dilisyonlarinin antileishmanial

aktiviteleri arastirildi.

I- Cumbhuriyet Universitesi, Fen-Edebiyat Fakiiltesi, Biyoloji Boliimii Ogretim
Uyelerinden Dog. Dr. Atalay Sokmen ile ortak c¢alisma sonucu elde edilen bitki
Oziitlerinin (30 farkli ekstrenin bir kismi endemik, bir kism: endemik olmayan
bitkilefden), 8 farkli Leishmania susu promastigotlarina kars1 etkinligi, kontrol grubu ile

kiyaslamali olarak, belirlenmeye caligildi.

I"ermiz birgok bitki tliriinlin yayilis merkezidir. Gen kaynaklart Anadolu’da
bulunan bu bitki tiirlerin gofunun tbbi ve endiistriyel kullanimi vardir (88,107,110,113,
140).

Bizde asagidaki bitkileri, bir kisminin tedavi edici 6zelliklerinin gerek bilimsel
olarak, gerekse de halk hekimliéi tarafindan kullanilmasindan dolay1, bir kismini da

tesadiifi olarak segerek antileishmanial aktiviteleri yoniinden arastirdik.

Asapidaki tabloda ¢aligmis oldufumuz bitki Oziitlerinin hangi bitkiden ve
bitkinin hangi kismindan elde edildigi gosterilmigtir.



Tablo I - Deneylerde kullanilan bitkiler ve 6ziitlerin hazirlandig: kisimlari.

S oy s . cels
1\11? Bitki Adi Familya Bitki. Kull. Kismu
1 Astragalus densifolius Fabaceac (Leguminoseac) Toprak iistii kistmlari
8 Baklagiller P
. Lamiaceae (Labiatae) o e
2 Salvia cryptantha Ballibabagiller Toprak iistii kisimlan
3 Astragalus melanophourius Fabaceac (Leguminosae) Toprak iistii kisimlan
Baklagiller P
4 Allium nevsehirense Liliaceae — Zambakgiller Toprak tstii kisimlan
5 Salvia candidissima Lamiaceac (Labiatae) | 100 wiorii lasimlan
Ballibabagiller
) ) Lamiaceae (Labiatae) N
6 Origanum acutidens Ballibabagiller Toprak iistli kisimlan
. Lamiaceae (Labiatae) s
7 | Thymus sipyleus ssp. rosulens Ballibabagiller Toprak iistii kisimlar
. . Lamiaceae (Labiatae) e
8 | Thymus sipyleus ssp. sipyleus Ballibabagiller Toprak iistii kisimlart
9 Helzchrysui?'z plicatum ssp. Asteraceae (Compositae) Toprak istii kistmlar
plicatum Papatyagiller
10 | Tanacetum den amani | Asteraceae (Compositac) Toprak iistii kisimlar
anacetum densum ssp. Papatyagiller p
11 | Ablium scorodoprasum ssp. Liliaceae - Zambakgiller | Yaprak ve Cigekleri
rotundum
12 Allium sivasicum Liliaceae — Zambakgiller | Toprak iistii kisimlart
13 Helichrysum arenarum Ssp. Asteraceae (Compositae) Toprak iistit kistmla
aucheri Papatyagiller
, Asteraceae (Compositae) N
14 Helichrysum noeanum Toprak tistil kisimlan

Papatyagiller
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Lamiaceae (Labiatae)

15 Salvia ruselli Ballibabagiller Toprak iistii kisimlar
16 Tanacetum parthenium ASteri‘;:ae (Compositae) Cicekleri
patyagiller

17 Pimpinella anicetum Apia:;:; d(olfl?:geillllgrerae) Toprak iistii kisimlan

18 Allium sivasicum Liliaceae — Zambakgiller Sogani

19 Salvia virgata Lar%i:ﬁfszb(al'g?ﬁgtae) Toprak iistii kisimlar

20 Allium nevsehirense Liliaceae ~ Zambakgiller Sogani

21 Achillea teretifolia Astera;::;éggirﬁgrositae) Yaprak ve Cicekleri

22 Salvia syriaca Largi:ﬁfgzb(:‘g?ﬁi;m) Toprak listii kistmlan

23 Tanacezbit:; Scfizf:m $Sp. Asteragzszéggirﬁgfsitae) Cicekleri

24 | Pelargonium endlicherianum | Geraniaceae-Turnagagasigiller | Toprak istii kisimlari

25 Thy mu; 5 ;?::ZZ;”S var. Lang:ﬁfg:&‘g?ﬁgae) Toprak iistil kisimlan

26 Helichrysum chionophylum ASterﬁae::éggﬁg;)Sitae) Cigekleri

27 Tanacetz;rglf:’zfiyita SSp. AS[eml::;:t;S(g)irlr;ngitae) Toprak fistii kisimlart

28 Allium dictyoprasum Liliaceae — Zambakgiller Toprak iistii kisimlan
. . . Asteraceae (Compositae)

29 | Helichrysum chionophylim Papatyagiller Yaprak ve Dallart

30 Tanacetum parthenium Asteraceac (Compositac) Yaprak ve Dallan

Papatyagiller




Bitki Materyalinin Toplanmasi

Sivas yoresinden 2001 yilinda toplanan, bir kismi endemik olan bitkilerin
sistematigi Cumhuriyet Universitesi, Fen-Edebiyat Fakiiltesi, Biyoloji Boliimii

tarafindan yapilmustir.
Ekstraksiyon (Oziitleme) islemi

Ekstraksiyon iglemi farkli aragtirmalarda farkli  sekilde yapilmistir
(2,26,28,32,37,47,61,101,109,119).

Tiir teshisi yapilmus bitkilerin, yaprak ve ¢icek kisimlart govde ve koklerinden

ayrilarak kurutulmaya alindu.

Kuru havada, oda sicakliginda kurutulan bitkilerde, ugucu bilesikler harig,
kimyasal maddelerin kaybolmadan veya bozulmadan, aksine kurutmayla bitkilerin su

icerigi giderilerek, daha kolay 6ziitleme gergeklestirilmektedir (26).

Kurutulmus bitki materyalleri kiigiik parcalar haline getirilip, soxhlet dziitleme

sistemine yerlestirilerek sistem ¢alismaya hazir hale getirildi.
Sistemin Hazirlanisi
Soxhlet cihaz1 i¢ kistmdan olugmaktadir:

1- Coziiciiyii Tasiyan Balon: Coziici olarak metanol (MeOH) kullanildr.
Isitilarak buharlasan ¢oziicii (MeOH), cihazin yogunlagtirici  kismina

gelmektedir.

2- Yogunlastirier: Cihazin iist kisminda yer alan yogunlastirici, buharlagmus

olan metanolii yogunlagtirarak siv1 hale getirmektedir.

3- Soxhlet Birimi: Cok kiigiik pargalar haline getirilerek cihaza konulmus olan
bitki materyalindeki metanolde ¢oziilebilen bilesikler, yogunlagtiricidan gelen

sicak metanolde ¢dziinerek balon kismina inmektedir.

Yogunlastirici, bitki pargalarini igeren soxhlet birimi ve balon 6zel 1siticist ile
beraber hazirlandi. Balonun igcrfsine yaklagik 150 ml. kadar metanol konuldu. Balonun
iizerinde bulundugu ozel 1siticimin sicakhigt 60 °C’ye ayarlanarak yaklagtk 36 saat
sistem galistirtldi. Yogunlastiricinin en {ist kismi metanoliin ugmasini onlemek amaciyla

hidrofobik pamukla kapatilds.
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Buharlagtirma

Buharlagtirma iglemiyle, soxhlet sisteminde elde edilen bitki 6ziitiiniin
bulundugu metanoliin uzaklastirilmas: ve boylece kaba bir o6ziit elde edilmesi
amaglanmistir. Buharlagtirma iglemi igin evaporator kullanildi. Evaporator balonunda,
soxhlet sistemi yardimiyla metanolde ¢oziinmiis olan 6ziit yaklagik 45 °C’de vakumda

buharlagtirilarak bitki ¢ziitii ile metanol birbirinden ayrildi.

Metanolden arindirilan bitki Oziitiine yaklagik 10 ml. distile su eklendi. Suda
¢oziinen ve c¢oziinmeyen kisimlarin aynistirilmast igin yaklagitk 10 ml. kadar da
kloroform eklendi. Bu karigim ayirma hunisine alinarak, farkli renk ve yogunluktaki iki
ayri faz, suda ve kloroformda ¢oziinebilen kisimlar olarak, birbirinden ayrildi. Boylece
suda veya kloroformda ¢6ziinebilen kimyasallar bitkinin uygun kisimlarindan ekstrakte

edilmis oldu.
Liyofilizasyon
Liyofilizasyonla, hazirlanan oziitlerin diisiik sicaklik (= -40 °C) ve basingta (10
atm) dondurularak kurutulmas: ve &ziitlerin uzun siire saklanilabilmesi saglandi. Ozel
liyofilizator tiiplerine alinan oziitler -173 °C’de sivi azotta donduruldu. Daha sonra

liyofilizatérde liyofilize edildi. Tiplerdeki toz haldeki 6ziitler siselere alinarak

calisilincaya kadar derin dondurucuda saklandu.

II- Leishmania promastigotlarinin iretilmesi icin agagidaki besiyerleri
hazirlandu:
NNN ( Tavsan Kanh Tuzlu Agar ) Besiyeri
I1k izolasyon igin en iyi besiyerlerinden biri olan bu besiyeri i¢in,
o Agar 3.5 gr.
e NaCl 1.5 gr.

e Saf su 225 ml kansurlip, 121°C’de 20 dk. otoklavianarak hem
sterilizasyon yapilip, hem de agarin tam olarak erimesi saglandi. Otoklavdan

cikarilan karigim 45-50°C’ye kadar sogutuldu. Steril sartlarda tavsan kalbinden
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alinip, steril cam boncuklu gisede defibrine edilmis 60 ml. kan, 100 IU/mi.

penicillin G, 100 pg/ml. streptomycin bu karigima eklenerek karistirild.

Karigimdan 125x16 mm.lik tiiplere 5’er ml. dagitilip, tiipler egik durumda,

kondansasyon sivisimin daha fazla olmasi igin buzdolabinda birakilarak

katilagmas: beklendi. 24 saat 37 °C’de kontaminasyon kontrolii yapildiktan
sonra —20 °C veya +4 °C’de saklandi.

RPMI-1640 Besiyeri

Promastigot proliferasyonu icin kullamilacak olan bu besiyeri L-Glutamin’li,

Hepes’li (Sigma) olarak kat: halde, hazir olarak alinip Sodyum bikarbonat (Merck) ve
%20 Fetal Calf Serum (FCS) (Sigma) katilip, 0.22um ¢apl filtreden (Sartorius), Seitz

filtresinde siiziilerek tiiplere dagitildi (Bundan sonra bu karigima RPMI-1640 besiyeri

denilecektir).

Hastalardan, NNN besiyerine alinarak promastigot forma déniismiis olan
Leishmania’lar, NNN ve RPMI-1640 besiyerinde ¢ogaltildi.

Calismamizda, “sayet tavsan kani bulamazsak veya NNN'den daha kisa siirede

ve fazla sayida promastigot iiretebilirmiyiz ? ” diye kendimizin olusturdugu bir

besiyerini de denedik. Besiyerini asagidaki sekilde hazirladik:

Agar 3,5 gr,
NaCl . 1,5 gr,
Dextroz 2gr,
Pepton 2 gr,
Brain Hart Infiizyon Agar 2gr,

Bu maddelerin lizerine 225 ml saf su eklenip, kanistirlarak iyice erimesi

saglandi. 121 °C’de 20 dk. otoklavlanarak hem sterilizasyon yapilip, hem de

agarin tam olarak erimesi saglandi. Otoklavdan g¢ikarilan karigim 45-50°C’ye

kadar sogutuldu.

Cam boncuklu steril kaba, ¢alkalanip defibrine edilerek alinan insan kani

(0 Rh+ ve A Rh+), 56 °C’de yarim saat inaktive edildi.
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e Yukarida belirtilen insan kanindan 85 ml eklendi. 100 IU/ml. penicillin G,
100 pg/ml. streptomycin bu karigima eklenerek kargtirildi. Karigtm 125x16
mm’lik tiiplere 5’er ml. dagitilip, tiipler egik durumda, kondansasyon sivisinin
daha fazla olmasi i¢in buzdolabinda birakilarak katilagmasi beklendi. 24 saat 37
°C’de kontaminasyon kontrolii yapildiktan sonra —20 °C veya +4 °C’de sakland1.

III- Birgok hiicre ve. molekiiler biyolojik, biyokimyasal, immiinolojik
caligmalarda laboratuvarda iretilebilen Leishmania tlirlerinin siirekli pasajlarla
canlihginin Korunmasi miimkiin olabilmektedir. Ancak, kiiltiirde parazitin canliligi
korunabildigi halde in vivo ve in vitro ¢aligmalarda enfekte etme yeteneklerinin azaldig:
vurgulanmaktadir. Bu nedenle, parazitin izolasyon sonrasi kiiltive edilme siiresi
yapilacak c¢aligmalant etkilemektedir (Bununla birlikte, Beaver'in(14) Adler ve
Zuckerman’dan bildirdigine gore Locke-Serum ve Locke-Blood Agar’da 22 yil

kiiltivasyondan, 800 transferden sonra bile infeksiyon olusturulmustur) (9,13).

Yukaridaki nedenlerden dolay: uzun siireli pasajlarla canlilig: stirdiiriilen suslar
yerine, Agustos-Eyliil 2001°de bizzat gidilerek, Sark Cibani etkenlerinin en fazla
bulundugu yorelerimizden olan Sanlurfa’dan ( Merkez, Surug, Akcakale, Harran ) 21,
Adana’dan 3 (daha once Sark Cibanma yonelik hi¢ tedavi gdrmemis) hastadan;
muayene edilerek, yara olan bolgeler kaydedilerek, 6rnek alinip NNN besiyerine ekim
yapildi. Ayn1 zamanda ince yayma preparat da yapilarak, Giemsa ile boyantp etken
arand (5,33,67,75,80,85-87).

Tablo II — Sanliurfa ve Adana yéresinden, drneklerin alindigi hasta adlan ve
drneklerin alindig1 yara bolgeleri (Promastigot iiremesinin oldufu hastalar ve hangi

ornekte tredigi koyu renkle gosterilmigtir. $=Sanlurfa, A=Adana).

Hasta No | Hasta Ad1-S. | Yas | Cins. Sark Cibanimn Bulundugu Yer
01 § K. O. 40 | B |Sol UstKol - Saj Goz Kapagt - Burun Ustii
02 S Y.P. 4 E Sol Yanak — Sol Diz Kapag1 — I¢ Bilek
03 § A. K. 8 E Sol El 2-3. Parmaklar Arast
04 S I A 15 | E Sol El 2-3. Parmaklar Aras:
05 8§ E.G. 4 E Sol Yanak




06 S M. H. 11 B Sag Ust Kol

07 S H. 0. 15 B Burun Ucu

08 S D. G. 22.] B Sol El Bilek Ustii

09 S 0.D. 4 | B Sag Kol Ustii

10 S A K. 16 | E Sol Yanak Burun Uzeri

11 S S.K 5 B Sag Goz Burun Uzeri

12 S M. A. 4 E Sol Géz Burun Hizasi

13 S D. K. 9 E Sag Ust Kol

14 S H.S. 11 E Sol Yanak

15 S B.T. 7 E Sag Taraf Dudak Ustii

16 S K. U 19 | B Sag Taraf Burun Uzeri

17 S M. M. 9 ' E Sol El Bas Isaret Parmag Arasi
18 S H.C. 5 E Sol Yanak

19 S I.C 8 | E Sol Bacak Diz Kapag: Bilek Arasi
20 S S.S. 8 B Sag El Uzeri - Sol Kol Bilegi
21 S K. C. 11 B Sol Taraf Burun Yanak Arasi
2 A E. C. 27 | E Sag Ust Kol

23 A D. A. K. 13 E Sag Yanak

24 A E. K. 37| B Sol Taraf Dudak Yanak Arasi

Temmuz-Agustos aylarinda Saniurfa’dan getirilen 21 hasta materyalinden
sadece 7’sinde promastigotlar tiredi. Digerleri takip edildi fakat tireme olmadi.
1,2,3,4,7,9,17 Nolu hastalardan alinan drneklerde iireyen suslar, NNN besiyerinde
tiretilmeye caligildi. Fakat daha sonra 9 ve 17 no’lu suglarda mantar tiredi. Tim
ugraslarimiza ragmen mantardan kurtaramadik. Daha sonraki ¢aligmalarda bu iki sug
calismaya alinmadt. ABustos-Eyliil aylarinda Adana’dan getirilen 3 hasta materyalinde,

eski tecriibelerden de faydalanilarak promastigotlarin retilmesi basarldt.
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Tiirkiye’deki deri leishmaniosisi L. major’un etken oldugu yas tip daha az olmak
lizere, L. tropica’mn etkenligini yapti81 antroponotik tipteki epidemilerle karakterize,
kuru tip lezyonu olandir. Hastalardan alinan bilgilerden uzun siiredir olmasi, kabarik,
tizeri kabuklu, hafif sizintili olmasi, genellikle viicudun agik kisimlarinda, el, yiiz gibi
yerlerde olmasi, nedeniyle suslarin L. tropica olduguna karar verildi (4,5,14,31,
71,76,86,103,122).

IV- Bitki Ekstraktlari Ile Deneylerin Yapilis Asamalart:

a- Daha 6nceden hazirlanmig olan kati haldeki bitki 6ziitleri steril serum fizyolojik
ile sulandirilip, vortekslenerek iyice ¢oziinmesi saglandi. Bu ¢ozelti 56 °C’de, 3 giin ard

arda, Benmari’de tindalize edildi.

b- Promastigotlar, (bircok kez yapilan denemelerde ¢ogalmanin en kisa siirede en

fazla oldugu) NNN besiyerinde veya NNN+RPMI-1640 besiyerinde ¢ogaltild1.

c- Buradan alinan promastigotlar 50ml.’lik steril tiiplerde, 3000 devirde, 10 dk.
santrifiij edilerek iistte kalan siipernatant atildi. Promastigotlar RPMI-1640 besiyeri ile
sulandinlarak, hemositometrede formaldehit (%0,9’luk Serum Fizyolojik’ten 90 ml. +
10 ml. Formalin) ile promastigotlarin hareketleri durdurularak sayilart ayarlandi
(1.000.000 promastigot / ml).

d- Promastigot sayisinin ayarlanmasi: Thoma laminda 1 biiyiik karenin genisligi 1
mm, Thoma laminin derinligi 0.1 mm oldugu i¢in Imm (en) x 1 mm (boy) = 1 mm?, 1
mm?x 0.1 mm (derinlik) = 0.1 mm?>, 0.1 mm® x 10 = Imm’, Imm’® x 1000 = 1000 mm’
= | ml’ deki promastigot sayist bulundu. Sayimlarimizda, Thoma laminin 4 biiyik
karesi sayilarak ortalamas: alindi. 1 biiyiik kare 0.1 mm’ oldugu i¢in, 10.000 x Biiyiik

Kareler Ortalamasi = mm° ‘deki promastigot sayist olarak degerlendirildi.
e- Ik 5-6 bitki oziitii ile yapilan ¢aligmalarda, diliisyona bagslanacak ilk ¢ozelti 1
mg/ml olarak hazirlanmugti. Fakat yapilan deneylerde promastigotlar tizerine etkinlik az

bulununca, ekstrakttan 8 mg/ml’lik ¢6zelti hazirlandi ve deneylerde bu

konsantrasyondan baglanarak 1/2’lik diliisyonlar uygulandi.

f- Steril sartlarda, daha once hazirlanmig olan sulandinlmig Oziit  ve

promastigotlarin besiyerine ekimleri su sekilde gergeklesti:

Steril, 96 gode’li mikrotitre plaklarina her bir sus ve her bir 6ziit igin;
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g-

Y

Cukurlara 100’er ul RPMI-1640 besiyeri eklendi.

Kontrol grubu olan ilk godeden sonraki 2. godeye, bagka bir mikrotitre plaginin
bos bir godesinde 16 mg/ml olarak ayarlanmig olan &ziitten 100ul konuldu. (Ilk
konsantrasyonumuz olan 8 mg/ml’nin digerleriyle esit miktarda besiyeri ve

promastigot alabilmesi igin.)

100 ul RPMI-1640 besiyeri ve 100 ul 6ziit bulunan 2. gode mikropipet ile iyice
kanigtinlarak, buradan 100 pl’lik karigim bir sonraki godeye aktarilarak 4 mg/ml,
2 mg/ml, 1 mg/ml, 500 pg/ml, 250 pg/ml, 125 pg/ml, 62,5 ug/ml, 31,25 pg/ml,
15,62 pg/ml, 7,81 pg/ml’lik diliisyonlar hazirlandi.

Diliisyonlar hazirlandiktan sonra her bir godenin iizerine hemositometrede sayisi

belirlenmis olan promastigotlardan (lx106/m1 ), 100°er pl (1x10°) eklendi.

Yani bir ¢ukurcukta, kontrol grubu igin 100 ul RPMI-1640 besiyeri + 100 ul
promastigot; digerleri i¢in 100 ul RPMI-1640 besiyeri + 100 ul ozit + 100 pl

promastigot konulmus oldu.

Hazirlanmig olan mikrotitre plaklarinin Gistii steril, yapistiricili selofanbant ile

kapatilarak 26 °C’de 4 giin inkiibe edildi.

h-

4. giiniin sonunda etlivden ¢ikanlan plagin her bir godesi mikropipet ile iyice

karistinldiktan sonra, hemositometre’de (Thoma lami) sayildi (Once direkt sayildi.

Canli sayis1 fazla olup sayim zorlagtifinda serum fizyolojik ile 5-10 kat sulandirip

yeniden sayim yapildi. Sulandinim faktoriiyle ¢arpilarak sonug bulundu).

1=

Deneyler her bir bitki 6ziitii ve her bir sus i¢in, farkli zamanlarda en az 3 kez

tekrarlandi. Baz1 deneyler 4-5 kez caligiidi.

i-

Veriler daha sonra SPSS istatistik programinda analiz edildi.
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BULGULAR :

Galisma, gereg ve yontemde belirtilen agamalardan gegtikten sonra, elde edilen

bulgular agagida sunulmustur.

Calismada, promastigotlérm proliferasyonu ig¢in kullanilan RPMI-1640 sivi
besiyerinin konuldugu steril, kiiltiir kaplarinda veya 125x16 mm’lik deney tiiplerinde
promastigotlar yeterince iiremedi. Fakat deneylerimiz sirasinda godelerde belirgin bir
sekilde promastigot tiremesi gézlendi (Kullanilan deney tiipleri cam, mikrotitre plaklari

ise plastikten idi).

Calismalarmiz sirasinda tesadiifen saptamis oldugumuz bir bulgu da pamuk
lifciklerinin oldugu tiiplerde, RPMI-1640 besiyerinde daha iyi bir lireme gdzlenmesidir.
Deney tiiplerine pamuk lifciklerinden bir parga atilip sterilize edildikten sonra, 0.22
wluk filtreden siiziilmiis olan RPMI-1640 besiyerinden 5 ml eklenmis olan tiiplerde
daha iyi iireme saptandi. Adeta promastigotlarin pamuk liflerine tutunup ¢ogaldiklan

gozlendi.

En iyi tlreme, klasik NNN besiyerinin kondansasyon sivisinin {izerine
(besiyerinin yatik kisminin uzunluguna gore) yaklasik 1-2 ml RPMI-1640 besiyeri
eklenip, 5-6 saat dinlendirildikten sonra ekim yapilan besiyerlerinde elde edildi. Bu
besiyerinde yaklasik 5-6. giinde, promastigotlarin logaritmik fazi (koloniler de dikkate
alindifinda  yaklasik 80-100x10° promastigot/ml) gozlendi. Buradan alinan
promastigotlar taze RPMI-1640 besiyeri ile seyreltilerek 1x10° promastigot/ml’ye

ayarlandi ve deneylerde kullanildi.

Yapilan pasajlarda, yukaridaki besiyerindeki promastigotlarda 19. giiniin
sonunda halen canlilik vardi. 20. giinde canli sayisinda hayli azalma; 22. giinde ise
deformasyon, iglerinde bosalma]ar, besiyerinde promastigot pargalari, hareketsizlilik

v.b. gibi olaylarla canliliklarini yitirdikleri gézlendi.

Bizim hazirladifimiz besiyerinde de bol miktarda lireme oldu. Promastigotlarin
boylarinin NNN’dekine gore biraz daha uzadiklari ve kalinlagtiklart gozlendi. 6-7.
giinde NNN + RPMI-1640 besiyerinde ulagilan promastigot sayisindan dﬁsﬁk sayida
(yaklagtk 70-80x10° promastigot/ml) promastigot saptandi. Yine hig¢ pasaj yapmadan
birakildiginda 18-19. giinde canliliklarinin azalmaya basladig1 gézlendi.
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Yapilan deneylerin sonucunda ortaya gikan sonuglar tablolar haline getirilerek,
SPSS istatistik programinda ve grafikler yapilarak degerlendirildi (Tablo VI ve VIJ,
Grafik 1-32).

Oziitlerle yaptizimiz ilk denemelerde 1 mg/ml’lik konsantrasyonlardan
baglamustik, fakat etkinin az olmasi nedeniyle konsantrasyona 8 mg/ml’den baglanarak
dilisyonlar hazirlandi. Her sug i¢in en az 3 deney tekrarlandi. Suslarin ekstraktlara kars
davraniglarinda énemli bir farklilik saptanmadig igin, 8 susun deneylerinin ortalamalari

alinarak sonuglar degerlendirildi.

Sayilmis olan canli promastigotlarin ortalamalari saptandiktan sonra, kontrol
deneylerinde elde edilen sonuglarla karsilagtirilarak, promastigotlarin %50’sini inhibe

eden inhibisyon konsantrasyon degerleri (ICso) hesaplandi.

ICso degerleri, ¢alismuis oldugumuz her bir konsantrasyondaki tiremis olan canli
promastigotlarin sayisinin kontrol degerlerinden, ayr1 ayri ¢ikarilmasiyla elde edilen,
inhibe edilmis promastigotlarin %’sinin bulunmasiyla saptandi. Bulunan bu inhibisyon
%’leri, grafik cizilerek, promastigotlarin %350’sini inhibe ettigi nokta saptanarak

hesaplandi.

Farkli deneylerde elde edilen kontrol sonuglarinda, 4. giin sonundaki canli
promastigot oranlar1 yaklagik 3.000.000-5.000.000 promastigot/ml. arasinda bulundu.
Deneylerden elde edilen sonuglar Tablo-VI ve VII'da goriilmektedir.

Bitki ekstraktlar;, 8 mg/ml’den baslanarak 7.81 pg/ml’ye kadar RPMI-1640
besiyeri ile diliie edildi. Godeler kiiciik oldugu i¢in, promastigotlar i¢cin miimkiin oldugu

kadar fazla besiyeri saglayabilmek amaciyla, ekstraktlar besiyeri ile diliie edildi.

Ortalama alindif1 igin ortalama degerlerinde goriilmese de, deneylerin
bazilarinda belirli bir konsantrasyondan sonra, ekstraktin promastigot sayisini daha
fazla artirdiy goriildii. Yani yliksek konsantrasyonlarda belirli bir etkilenmeden sonra;

konsantrasyon diisiince promastigotlarin, bir nevi ekstraktt kullandig1 gozlendi.

Deneylerde Sanlwrfa’dan getirdigimiz Glucantime® (1.5 gr/5 ml, RPR Pharma
Specialites, Paris, France) de denenmig olup, saptanan sonug ortalamalari agafidaki gibi
cikmugtir (Tablo III, IV ve Grafik 1,2).
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8 mg/ml’lik konsantrasyon denemelerinde Glukantim® den 26.7 pl ilk godeye
ekleyerek, diger diliisyonlar buradan yapildi (Tablo III). Yine denemek amaciyla
Glukantim® den 100 ul (30 mg/ml) alinarak da Glukantim® denendi.

Tablo III - 1.5 gr/5 ml Glucantime® den, 26.7 ul (= 8 mg/ml) alinarak yapilan

deney sonuglar1 ortalamalari.

K 8 4 2 1 500 | 250 { 125 | 62.5 [ 31.25 | 1562 | 7.81
mg/ml | mg/ml | mg/ml | mg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml

365 47 105 | 185 | 220 | 260 | 285 | 290 | 290 | 295 | 295 | 300

Tablo IV - 1.5 gr/5 ml Glucantime® den, 100 pl (= 30 mg/ml) alinarak yapilan

deney sonuglar ortalamalari.

30 15 1.5 » 3.75 1.87 937 469 235 118 59 30
mg/ml | mg/ml | mg/ml | mg/ml | mg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml

K

360 3 20 48 75 115 | 185 | 220 | 230 | 255 | 290 | 300

Deneylerin sonuglan elde edildikten sonra, canli promastigot sayisindaki ani

artis olan ara dillisyon bolgelerinde ek deneyler yapilarak, promastigot gelisimleri

izlendi.
2 no’lu bitkinin 4 - 2 mg/ml arasina 3 mg/ml ;
4 no’lu bitkinin 2 - Img/ml arasina 1.5 mg/ml ;
5 no’lu bitkinin 8 - 2 mg/ml arasina 7, 6, 5, 3 mg/ml ;
6 no’lu bitkinin 2 mg/ml - 250 pg/ml arasina 1500, 750, 375 pg/ml;
10 no’lu bitkinin 2 mg/mi - 250 pg/ml arastna 1500, 750, 375 pg/ml;
11 no’lu bitkinin 500 - 125 pg/ml arasina 375, 187.5 ug/ml ;
12 no’lu bitkinin 8 - 2 mg/ml arasina 7, 6, 5, 3 mg/ml ;
16 no’lu bitkinin 2 mg/ml - 250 pg/ml arasina 1500, 750, 375 pg/ml ;
18 no’lu bitkinin 8 - 2 mg/ml arasina 7, 6, 5, 3 mg/ml ;
19 no’lu bitkinin 8 - 2 mg/ml arasmna 7, 6, 5, 3 mg/ml ;
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20 no’lu bitkinin 1000 - 250 pg/ml arasina 750, 375 pg/ml ;

21 no’lu bitkinin 8 - 2 mg/ml arasina 7, 6, 5, 3 mg/ml ;

23 no’lu bitkinin 4 - 1 mg/ml arasina 3, 1.5 mg/ml ;

27 no’lu bitkinin 2 mg/m] - 250 pg/ml arasina 1500, 750, 375 ug/ml;
28 no’lu bitkinin 4 - 1 mg/ml arasina 3, 1.5 mg/ml ;

30 no’lu bitkinin 2 mg/ml — 500 ug/ml arasina 1500, 750 pug/ml’lik diliisyonlar

hazirlanarak, tigerli ek deneyler yapildi.

Ozellikle diliisyon konsantrasyonu araliklar arttikga pik yapma oranlarinin
arttif1 gozlendi. Fakat konsantrasyon araliklarinin yakin oldugu bolgelerde pik
yapanlarin ise, inhibit6r etkisi fazla olan bitki ekstrelerinde oldugu gozlendi. Canli
promastigot sayisinin ilk dillisyondan itibaren belirli miktarda oldugu deney
gruplarinda, daha sonraki ara dillisyonlarda da dengeli gittigi goriildid. Oysa,
promastigot sayisinin ya 0, ya da ¢ok az olarak basladig: deney gruplarinda (yapilan ara

konsantrasyon deneylerinde) pik yapma oraninin aniden basladig gézlendi.

Yapilan deneylerde, L. tropica promastigotlarina karsi ICsp’si bulunan bitki
Oziitleri, Tablo ITl, Grafik 1’deki Glucantime® sonuglan ile kiyaslanarak, etkin olup

olmadiklarina karar verildi.

Calismamizda Sivas yoresinden toplanan 26 farklt bitkiden, 30 metil alkol
ekstrakti hazirlandi. Tablo I’de de gosterildigi gibi Allium nevsehirense ve Allium
sivasicum’un hem sogani, hem de toprak iistii kisimlarindan; Tanacetum parthenium ve
Helichrysum chionophylum’un ise ¢icek, yaprak ve dallarindan ayn ayn oziitler

hazirlanip, ayn ayn ¢aligildi.

1 No’lu bitki ekstraktimiz Astragalus densifolius bitkisinin toprak istii
kisimlarindan hazirlanan ekstrakt olup, ICsp degeri grafik 3’de de goriildtigti gibi 4531
pg/ml olarak bulundu. Tablo III, Grafik 1’deki aym: miktardaki Glucantime®in (8
mg/ml) ICso degeri ile kiyaslandiginda, Glucantime®e gore antileishmanial aktivite

saptanamamistir.

2 No’lu bitki ekstraktimiz Salvia cryptantha bitkisinin toprak ustii kisimlarindan
hazirlanan ekstrakt olup, ICso degeri 1442 pg/ml olarak bulundu. (8 mg/ml’lik

39



konsantrasyonda 8 susa kargi yapilan 3’lii deneylerin (8x3=24 deney) hig birinde de
canli promastigota rastlanmadi. 4 mg/ml’lik konsantrasyon ortalamasinda 3.12x10* canli
promastigot/m!’ye rastlandi. 2 mg/ml’lik konsantrasyon ortalamasinda 128.5x10* ‘lik
ani ylikselmeye rastlandi. Daha sonra yapilan ek deney ortalamalarinda, 3 mg/ml’lik
konsantrasyonda  mililitrede 55x10*  canli promastigot  saptandi.  Diger
konsantrasyonlarda canli promastigot sayisi dengeli bir gekilde artarak kontroliin altinda

seyretti. Glucantime®le kiyaslandiginda etki saptanmustir.

3 No’lu bitki ekstraktimiz Astragalus melanophourius bitkisinin toprak ustii
kisimlarindan hazirlanan ekstrakt olup, ICsy degeri 5628 pg/ml olarak bulundu.
Caligmalarimizda kullandifimiz 2 Astragalus tiirtiniin ikincisi olan bu tiir de, diger
ekstraktlarin deney sonuglanyla kiyaslandiginda, antileishmanial aktivite yoniinden ¢ok

diisiik bulunmustur. Antileishmanial etki saptanamamugtir.

4 No’lu bitki ekstraktimiz Allium nevsehirense bitkisinin toprak stii
kisimlarnindan hazirlanan ekstrakt olup, ICso degeri 1077 pg/ml olarak bulundu. 8 ve 4
mg/ml’lik konsantrasyon deneylerinde hi¢ canli promastigota rastlanmadi. 2 mg/ml’lik
konsantrasyonda mililitrede 3x10* promastigota rastlandi. 1 mg/ml’lik konsantrasyonda
237.25x10%1ik bir promastigot yogunlugu ile karsilasildi. Yapilan ek deneylerde, 1.5
mg/ml’lik konsantrasyonda  ortalama 145x10*  promastigot oranina rastland.

Glucantime® le kiyaslandiginda antileishmanial aktivite saptandi.

5 No’lu bitki ekstraktimiz Salvia candidissima bitkisinin toprak {isti
kisimlarindan hazirlanan ekstrakt olup, ICso degeri 2943 pg/ml olarak saptandi. Diger
baz: deneylerde de rastladigimiz gibi, ilk konsantrasyonlarda promastigot sayisindaki
bir diigiisten sonra promastigot miktar1 artip, hatta kontrolii gegip, son
konsantrasyonlara dogru tekrar diigiise gegtigi goriildii (Tablo V). Antileishmanial

aktivite saptanamadi.

6 No’lu bitki ekstraktimiz Origanum acutidens bitkisinin toprak stii
kistmlarindan hazirlanan ekstrakt olup, ICso degeri 444 pg/ml olarak bulundu. 8, 4, 2
mg/ml’lik konsantrasyon godelerinde hi¢ lireme olmadi. 1 mg/ml'lik godelerde
mililitrede ortalama 67.75x10%, 0.5 mg/ml’de 137x10*, 250 pg/ml’de 244.87x10* canh
promastigota rastlandi. Daha sonra yapilan ek deneylerde 1.5 mg/ml’de 17x10°%, 750
pug/ml’de 91x10*%, 375 pg/ml’de 170x10* promastigot/ml  saptandi. Diger
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konsantrasyonlardaki mililitredeki promastigot miktarlar1 250-260x10%1ar civarinda
devam etti. Glucantime® le kiyaslandiginda antileishmanial aktivite acisindan oldukga
etkili bulundu (Grafik 1 ve 8).

7 No’lu bitki ekstraktimiz Thymus sipyleus ssp. rasulens bitkisinin toprak tstii
kisimlarindan hazirlanan ekstrakt olup, ICsp degeri 6664 pg/ml olarak bulundu.

Glucantime® le kiyaslandiginda etkili bulunmad.

8 No’lu bitki ekstraktimiz Thymus sipyleus ssp. sipyleus bitkisinin toprak istii
kisimlarindan hazirlanan ekstrakt olup, ICsp degeri 5779 pg/ml olarak bulundu.
Calismamizda kullandigimiz ii¢ kekik alt tiirinden bu iki alt tlirlin antileishmanial
aktivitesi, diger alt tiir olan 7. pectinatus ssp. pectinatus’dan daha az bulunmustur.

Glucantime® Ie kiyaslandiginda etkili bulunmadi.

9 No’lu bitki ekstraktimiz Helichrysum plicatum ssp. plicatum bitkisinin toprak
iistii kisimlarindan hazirlanan ekstrakt olup, ICso degeri 5354 pg/ml olarak bulundu.

Glucantime® le kiyaslandiginda etkili bulunmad.

10 No’lu bitki ekstraktimiz Tanacetum densum ssp. amoni bitkisinin toprak iisti
kisimlarindan hazirlanan ekstrakt olup, ICso degeri 406 pg/ml olarak bulundu. Bu
ekstraktimizin da 8, 4, 2 mg/mI’lik konsantrasyonlarinda hig iireme olmadi. Daha sonra
yapilan ek deneylerde 1.5 mg/ml’lik konsantrasyonda ortalama 3x10%, 750 pg/ml’de
71x10%, 375 pg/ml’de de 170x10* promastigot/ml’ye rastlanmustir. Glucantime®le

kiyaslandiginda antileishmanial aktivite yoniinden oldukea etkili bulundu.

11 No’lu bitki ekstraktimuz Allium scorodoprasum ssp. rotundum bitkisinin
toprak iistii kisimlar1 olan yaprak ve gigeklerinden hazirlanan ekstrakt olup, ICso degeri
131 pg/ml olarak bulundu. Caligtigimiz ekstraktlarin iginde en etkin bulunan bu bitkinin
toprak {istii kistmlari Dogu Anadolu’da otlu peynir yapiminda ve baharat olarak
kullanilmaktadir. 8, 4, 2, 1 mg/ml’lik konsantrasyonlarda hi¢ tireme goriilmeyip, 0.5
mg/ml’de mililitrede 4.37x10* promastigot saptandi. 500-125 pg/ml arasinda yapilan ek
deneylerde 375 pg/ml’de 79x10%, 187.5 pug/ml’de ise 205x10* promasrigot saptandu.
Glucantime®le kiyaslandiginda antileishmanial aktivite yoniinden en etkin ekstrakt

olarak saptandi.

12 No'lu bitki ekstraktimiz Allium sivasicum bitkisinin toprak Ustii kisimlan
olan yaprak ve gigeklerinden hazirlanan ekstrakt olup, ICso degeri 1395 pg/ml olarak
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bulundu. Hem toprak {istii, hem de soganinin ekstraktini ¢aligtigimiz bu bitkinin toprak
tistd kistmlarindan hazirlanan 8 mg/ml’lik konsantrasyonda hig tireme gozlenmedi.
Daha sonra calistifimiz ek deneylerde 7 ve 6 mg/ml’lik konsantrasyonlarda da hig
tireme olmaz iken; 5 mg/ml’lik konsantrasyonda ortalama 5x10%, 3 mg/ml'lik
konsantrasyonda ise  88x10*  promastigot/mlI’ye  rastlandi.  Glucantime®le

kiyaslandiginda antileishmanial aktivite saptandi.

13 No’lu bitki ekstraktimiz Helichrysum arenarum ssp. aucheri bitkisinin toprak
Ustii kisimlarimlarindan hazirlanan ekstrakt olup, ICsy degeri 3713 pg/ml olarak

bulundu. Glucantime® le kiyaslandiginda etkili bulunmadi.

14 No’lu bitki ekstraktimiz Helichrysum neoanum bitkisinin toprak iisti
kisimlarindan hazirlanan ekstrakt olup, ICsy degeri 6376 pg/ml olarak saptandi.

Glucantime® le kiyaslandiginda etkili bulunmad.

15 No’lu bitki ekstraktimiz Salvia ruselli bitkisinin toprak {istii kistmlarindan
hazirlanan ekstrakt olup, ICso degeri 891 pg/ml olarak bulundu. Calistifimiz Salvia
tiirleri igerisinde en etkin olani bu tiir ¢ikmistir. Glucantime®le kiyaslandiginda

antileishmanial aktivite saptandi.

16 No’lu bitki ekstraktimiz Tanacetum parthenium bitkisinin ¢iceklerinden
hazirlanan ekstrakt olup, ICsy degeri 382 pg/ml olarak bulundu. 8 ve 4 mg/ml’lik
konsantrasyonlarda hi¢ iireme olmadi. 2000-500 pg/ml’lik konsantrasyonlar arasinda
yapilan ek deneylerde 1.5 mg/rxil’lik konsantrasyonda 33x10%, 750 pug/ml’de 117x10%,
375 ug/ml’de ise 165x10* canli promastigot saptandi. Glucantime® le kiyaslandiginda

antileishmanial aktivite yoniinden oldukga etkili bulundu.

17 No’lu bitki ekstraktimuz Pinpinella anisetum bitkisinin toprak ustii
kisimlarindan hazirlanan ekstrakt olup, ICsy degeri 403 pg/ml olarak bulundu.
Mililitredeki promastigot sayisi1 8 mg/ml’lik konsantrasyondan, 7.81 ug/ml’lik
konsantrasyonlara kadar kontrolden ¢ok diiglik seyrettigi goriildii. Glucantime®le

kiyaslandiginda antileishmanial aktivite yoniinden oldukgea etkili bulundu.

18 No’lu bitki ekstraktimiz Allium sivasicum bitkisinin soganindan hazirlanan
ekstrakt olup, ICsy degeri 869 ‘pgml olarak bulundu. 8 mg/ml’lik konsantrasyonda
1x10* promastigot saptanirken; 500 pg/ml’lik konsantrasyona kadar dengeli bir sekilde
artip, bu konsantrasyondan itibaren 250-350x 10" seviyelerinde devam ettigi goriildil.
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Glucantime®le kiyaslandiginda antileishmanial aktivite yoniinden, toprak istii

kisimlarina gore daha etkili bulundu.

19 No’lu bitki ekstraktimiz Salvia virgata bitkisinin toprak iistii kistmlarindan
hazirlanan ekstrakt olup, ICso degeri 2379 pg/ml olarak bulundu. 8-4 mg/ml arasinda
yapilan ek deneylerde, 7 mg/ml’de 53x10*, 6 mg/ml’de 75x10*, 5 mg/ml’de 93x10%, 3
mg/ml’de ise 137x10* promastigot/ml saptandi. Glucantime®le kiyaslandiginda

antileishmanial aktivite saptanamadi. Fakat Glucantime® degerine yakin gikti.

20 No’lu bitki ekstraktimiz Allium nevsehirense bitkisinin soganindan hazirlanan
ekstrakt olup, ICso degeri 345 pg/ml olarak bulundu. 8, 4, 2, 1 mg/ml’lik godelerde hi¢
canli promastigota rastlanmadi. Yapilan 750 ve 375 ug/ml’lik ek deneylerde sirasiyla
11x10* ve 170x10* canli promastigot saptand1. Fakat 250 pg/ml’lik konsantrasyonlardan
sonra promastigot tiremesinde ani yiikselmeler goriilerek, kontrol miktarlarini dahi
gecmistir. 4 no’lu ekstraktimiz olan aymi bitkinin toprak {istii kisimlarinda da benzer
degerler saptanmistir. Glucantime®le kiyaslandiginda antileishmanial ~aktivite

yoniinden oldukga etkili bulundu.

21 No’lu bitki ekstraktimiz Achillea teretifolia bitkisinin yaprak ve ¢igeklerinden
hazirlanan ekstrakt olup, ICso degeri 2652 pg/ml olarak bulundu. 8 mg/ml’lik
konsantrasyonda hicbir canli promastigota rastlanmadi. Yapilan ek deneylerde 7 ve 6
mg/ml’lik konsantrasyonlarda da hi¢ lireme goriilmedi. 5 mg/ml’lik konsantrasyonda
mililitrede 13x10%, 3 mg/ml’de ise 117x10* canh promastigot saptandi. 2 mg/ml’den
sonra ise 250-300x10* arasinda seyrettigi goriildii. Glucantime® le kiyaslandiginda

antileishmanial aktivite saptanamadi.

22 No’lu bitki ekstraktimiz Salvia syriaca bitkisinin toprak iistii kisimlarindan
hazirlanan ekstrakt olup, ICso degeri 7441 pg/ml olarak bulundu. Deneylerde
kullandigimz bes Salvia tiirii arasinda en etkisizi bu tiir olmustur. Tim konsantrasyon
godelerinde de promastigot tiremesi yiiksek saptandi. Glucantime®le kiyaslandiginda

antileishmanial aktivite saptanamadi.

23 No’lu bitki ekstraktimiz Tanacetum densum ssp. sivasicum bitkisinin toprak
tistii kisimlarindan hazirlanan ekstrakt olup, ICso degeri 681 pg/ml olarak bulundu. 8 ve
4 mg/ml’lik konsantrasyonlarda higbir’ canli promastigota rastlanmadi. Yapilan ek

deneylerde 3 mg/ml’lik konsantrasyonlarda ortalama 9x10*, 78x10* promastigot/ml
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saptandi. 500 pg/ml’lik konsantrasyondan itibaren 7.81 pg/ml’lik konsantrasyona kadar
mililitredeki canli promastigot sayisi 300-400x10* arasinda gézlendi. Glucantime® le

kiyaslandiginda antileishmanial aktivite yoniinden oldukga etkili bulundu.

24 No’lu bitki ekstraktimiz Pelorgonium endlicherianum bitkisinin toprak {istii
kisimlarindan hazirlanan ekstrakt olup, ICsy degeri 5375 pg/ml olarak saptand.
Calistifimiz  bitkinin iilkemizde tek tiirii bulunur. P. endlicherianum Fenzl.
(Solucanotu). Cogunlukla Giineybati, I¢ ve Dogu Anadolu’da yayilis gosterdigi
belirlenen bu bitkinin, farkli yorelerde taze ¢igekleri, kurutulmus rizomlar kurt
diigtriicii olarak kullaniimaktadir. Fakat biz L. tropica promastigotlarina kars: fazla bir
etkinlik saptayamadik. Glucaptime®’le kiyaslandiginda antileishmanial aktivite

saptanamadi.

25 No’lu bitki ekstraktimiz Thymus pectinatus var. pectinatus bitkisinin toprak
listi kisimlarindan hazirlanan ekstrakt olup, ICsodegeri 535 pg/ml olarak saptandi. 8 ve
4 mg/ml’lik konsantrasyonlarda hi¢ tireme goriilmedi. Deneylerimizde, elde ettigimiz lig
degisik Thymus alt tliriinii antileishmanial aktivite icin ¢aligtik. Fakat bunlardan Thymus
sipyleus ssp. rosulens ve Thymus sipyleus ssp. sipyleus’un ICsq degerleri ¢ok yiiksek
iken, Thymus pectinatus var. pectinatus'un ICsy ¢ok daha diisik ¢ikmustir.
Glucantime®le kiyaslandiginda antileishmanial aktivite yoniinden oldukga etkili

bulundu.

26 No’lu bitki ekstraktimiz Helichrysum chionophylum bitkisinin ¢igeklerinden
hazirlanan ekstrakt olup, ICso degeri 4325 pg/ml olarak bulundu. Glucantime®'le

kiyaslandiginda antileishmanial aktivite saptanamadi.

27 No’lu bitki ekstraktimuz Tanacetum balsamita ssp. balsamita bitkisinin
yaprak ve ¢iceklerinden hazirlanan ekstrakt olup, ICso degeri 375 pg/ml olarak bulundu.
8 ve 4 mg/ml’lik konsantrasyonlarda hi¢ tireme gozlenmedi. 2 mg/ml-250 pg/ml’lik
godeler arasinda yapilan ek deneylerde 1.5 mg/ml, 750 ve 375 ug/ml’lik
konsantrasyonlar kullanildi ve sirastyla 5x10%, 57x10%, 151x10* degerleri saptandu.
Calisugimiz bes Tanacetum ssp. ekstrakti i¢inde en etkin ekstraktimiz bu olmugtur.
Glucantime®le kiyaslandiginda antileishmanial aktivite yoniinden oldukga etkili

bulundu.



28 No’lu bitki ekstraktimiz Allium dictyoprasum bitkisinin toprak iistii kisimlar
olan yaprak ve ¢iceklerinden hazirlanan ekstrakt olup, ICsy degeri 1865 pg/ml olarak
bulundu. 8 mg/ml konsantrasyonda iireme olmaz iken, deneyler ortalamasi 0.62
promastigot ¢tkan 4 mg/ml’lik konsantrasyonun, deneylerinin bazilarinda hig¢ {ireme
olmadig goriildii. Yapilan ek deneylerde 3 mg/ml’de 43x10%, 1.5 mg/ml’de ise 182x10*
promastigot/ml saptandi. Glucantime®le kiyaslandiginda antileishmanial aktivite

yoniinden etkili bulundu.

29 No’lu bitki ekstraktimiz Helichrysum chionophylum bitkisinin yaprak ve
dallarindan hazirlanan ekstrakt olup, ICsy degeri 3405 pg/ml olarak bulundu. Cicek
ekstraktim da ¢aligtigimiz bu bitkinin yaprak ve dallarinin ekstraktinin antileishmanial
aktivitesi daha fazla bulunmustur. Glucantime®le kiyaslandiginda antileishmanial

aktivite saptanamadi.

30 No’lu bitki ekstraktimiz Tanacetum parthenium bitkisinin yaprak ve
dallarindan hazirlanan ekstrakt olup, ICso degeri 714 pg/ml olarak saptandi. 16 no’lu
ekstraktimuz olan bu bitkinin ¢i¢eklerinden hazirlanan ekstrakt daha etkin ¢ikmustir. 8 ve
4 mg/ml’lik konsantrasyonlarda hi¢ ilireme goriilmezken, deneylerde 2 mg/ml’lik
konsantrasyonlarin bazilarinda da iireme olmadigt goriildii. Yapilan ek deneylerde 1.5
mg/ml’de 43x10%, 750 pg/ml’de ise 174x10* promastigot/ml saptandi. Glucantime® le

kiyaslandiginda antileishmanial aktivite yoniinden oldukga etkili bulundu.

Tablo V - ICsy degerlerine gore bitki ekstraktlarinin etkinlik siralamast.

Etki Bitki. Kull. . I1Cso
Sira Bitki Ad1 ) Familya
No Kismm y (ug/ml)
1 Allium scorodoprasum ssp. Yaprak ve Cigekleri Liliaceae — Zambakgiller 131
rotundum
2 Allium nevsehirense Sogan Liliaceae — Zambakgiller 345
3 Tanacetum balsgmzta p- Toprak iistil kistmlan | Asteraceae (Compositae) Papatyagiller| 375
balsamita
4 Tanacetum parthenium Cigekleri Asteraceae (Compositae) Papatyagiller| 382
. . Apiaceae (Umbelliferae)
5 Pimpinella anicetum Toprak {istil kistmlan pla:; a; d(on ozgiller 403
6 | Tanacetum densum ssp. amani | Toprak ustit kistmlart | Asteraceae (Compositae) Papatyagiller| 406
7 Origanum acutidens Toprak iistil kissimlar | Lamiaceae (Labiatae) Ballibabagiller | 444
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Thymus pectinatus var.

8 ] Toprak iistl kisimlar1| Lamiaceae (Labiatae) Ballibabagiller 535
pectinatus
Tanacetum den Sp.
9 . sum 35p Cigekleri Asteraceae (Compositae) Papatyagiller| 681
swvasicum
10 Tanacetum parthenium Yaprak ve Dallan | Asteraceae (Compositae) Papatyagiller| 714
11 Allium sivasicum Sogani Liliaceae — Zambakgiller 869
12 Salvia ruselli Toprak istil kisimlart | Lamiaceae (Labiatae) Balhibabagiller | 891
13 Allium nevsehirense Toprak iistii kisimlar Liliaceae — Zambakgiller 1077
14 Allium sivasicum ' Toprak iistil kistmlan Liliaceae — Zambakgiller 1395
15 Salvia cryptantha Toprak tistii kisimlar | Lamiaceae (Labiatae) Ballibabagiller | 1442
16 Allium dictyoprasum Toprak iistli kisimlan Liliaceae — Zambakgiller 1865
17 Salvia virgata Toprak iistii kisimlar | Lamiaceae (Labiatae) Ballibabagiller | 2379
18 Achillea teretifolia Yaprak ve Cigekleri | Asteraceae (Compositae) Papatyagiller| 2652
19 Salvia candidissima Toprak tstil kisimlar | Lamiaceae (Labiatae) Ballibabagiller | 2943
20 Helichrysum chionophylum Yaprak ve Dallani | Asteraceae (Compositae) Papatyagiller| 3405
21 Helichrysum aren.arum 5p- Toprak iistii kisinlar: | Asteraceae (Compositae) Papatyagiller] 3713
aucheri '
22| Helichrysum chionophylum Cigekleri Asteraceae (Compositae) Papatyagiller| 4325
23 Astragalus densifolius Toprak istii kisimlari | Fabaceae (Leguminoseae) Baklagiller | 4531
24 Hell(f‘hrysm?l plicatum ssp. Toprak ilstit kisimlar | Asteraceae (Compositae) Papatyagiller| 5354
plicatum

25| Pelargonium endlicherianum |Toprak iistit kisimlan Geraniaceae-Turnagagasigiller 5375
26| Astragalus melanophourius |Toprak iistii kisimlan| Fabaceae (Leguminosae) Baklagiller | 5628
27| Thymus sipyleus ssp. sipyleus | Toprak istit kissmlan | Lamiaceae (Labiatac) Ballibabagiller | 5779
28 Helichrysum noeanum Toprak iistdl kisimlan | Asteraceae (Compositae) Papatyagiller| 6376
29 | Thymus sipyleus ssp. rosulens | Toprak stii kisimlan | Lamiaceae (Labiatae) Ballibabagiller | 6667
30 Salvia syriaca Toprak Ustil kisimlari | Lamiaceae (Labiatae) Ballibabagiller | 7441
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Calismamizda 6 farkli familyadan 10 cins, 25 tiir iizerinde ¢aligilmigtir.

Calistigimiz 26 bitkiden 30 metanol ekstrakt: elde edilmistir.

Papatyagiller (Asteraceae) ailesinden 11 ekstrakt elde edilmig, bunlardan 5i;
Zambakgiller (Liliaceae) ailesinden elde edilen 6 ekstraktan hepsi; Ballibabagiller
(Lamiaceae) ailesinden 9 ekstrakt calisilmis ve bunlardan 4’ii; Maydonozgiller

(Apiaccae) ailesinden 1 ekstrakt kullanilmis ve bu da etkin bulunmustur.

Baklagiller (Fabaceae) ailesinden 2 tiirden elde edilen 2 ekstrakt etkin

bulunmamustir.

Turnagagasigiller (Geraniaceae) ailesinden 1 tiirden hazirlanan ekstrakt da etkin

bulunamamugtir.

Antileishmanial aktivite yoniinden Allium, Tanacetum, Pimpinella, Origanum en
etkin cinsler olarak saptanmustir. Farkli 3 Thymus alt tiirtiniin ¢alisildigr ekstraktlardan
sadece Thymus pectinatus var. pectinatus aktif bulunmus; diger 2 alt tir aktif
bulunmamastir. Salvia tiirlerindé de benzer durum ortaya ¢ikmigtir. S. ruselli ve S.

cryptantha etkin bulunurken, diger Salvia tiirleri etkin bulunmamustir.

Papatyagiller, Ballibabagiller ailelerinden bir kistm cinsler aktif bulunurken,
Salvia ve Thymus cinslerinin bir kismu aktif; Achillea ve Helichrysum cinsleri

antileishmanial aktivite gostermemislerdir.
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Grafik 1 - Tablo III’deki Glucantime®in (8 mg/ml), L. tropica
promastigotlarin %50’ sini inhibe eden miktar: : 2062 pg/ml
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Grafik 2 - Tablo IV’deki Glucantime®in (30 mg/ml), L. tropica promastigotlarin

%50’ sini inhibe eden miktar: : 1010 pg/ml
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Grafik 3 - 1No’lu Bitki ekstraktinin ( Astragalus densifolius), L. tropica
promastigotlarin %50’ sini inhibe eden miktart : 4531 ug/ml
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Grafik 4 - 2 No’lu Bitki ekstraktinin ( Salvia cryptantha), L. tropica
promastigotlarin %50’ sini inhibe eden miktar1 : 1442 pg/ml
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Grafik 5 - 3 No’lu Bitki ekstraktinin ( Astragalus melanophourius), L. tropica

promastigotlarin %50’ sini inhibe eden miktar1 : 5628 pg/ml
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Grafik 6 - 4 No’lu Bitki ekstraktinin (Allium nevsehirense-Toprakiistii Kisimlar1), L.

tropica promastigotlarin %50’ sini inhibe eden miktar : 1077 pg/ml
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Grafik 7 - 5 No’lu Bitki ekstraktinin (Salvia candidissima), L. tropica
promastigotlarin %50’ sini inhibe eden miktar1 : 2943 pg/ml
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Grafik 8 - 6 No’lu Bitkinin (Origanum acutidens), L. tropica promastigotlarin

%50’ sini inhibe eden miktar1 : 444 pg/ml

53



% Inhibisyon

100
90
80
70
60
50
40
30
20
10

7,81
15,62
31,25

62,5

125

5

500
1000
2000
4000
8000 }—

o
N
pg/ml

Grafik 9 - 7 No’lu Bitki ekstraktinin (Thymus sipyleus ssp.rasulens), L. tropica

promastigotlarin %50’ sini inhibe eden miktar1 : 6667 pg/ml
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Grafik 10 - 8 No’lu Bitkinin (Thymus sipyleus spp. sipyleus), L. tropica

promastigotlarin %50’ sini inhibe eden miktart : §779 pg/ml
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Grafik 11 - 9 No’lu Bitki ekstraktinin (Helichrysum plicatum spp. plicatum), L.
tropica promastigotlarin %50’ sini inhibe eden miktar1 : 5354 pg/ml
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Grafik 12 - 10 No’lu Bitki ekstraktinin (Tanacetum densum spp. amoni), L. tropica
promastigotlarin %50’ sini inhibe eden miktar1 : 406 pg/ml
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Grafik 13 - 11 No’lu Bitki ekstraktinin (Allium scorodoprasum ssp. rotundum-
Yaprak ve Cicek), L. tropica promastigotlarin %50’ sini inhibe eden miktar1 : 131 pg/ml
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Grafik 14 - 12 No’lu Bitki ekstraktinin (Allium sivasicum-Toprakiistli Kisimlari), L.

tropica promastigotlarin %50’ sini inhibe eden miktar1 : 1395 pg/ml
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Grafik 15 - 13 No’lu Bitki ekstraktinin (Helichrysum arenarum ssp. aucheri) , L.

tropica promastigotlarin %50’ sini inhibe eden miktar1 : 3713 pg/ml
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Grafik 16 - 14 No’lu Bitki ekstraktinin (Helichrysum neoanum), L. tropica
promastigotlarin %50’ sini inhibe eden miktar1 : 6376 pg/ml
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Grafik 17 - 15 No’lu Bitki ekstraktinin (Salvia ruselli), L. tropica
promastigotlarin %50’ sini inhibe eden miktar: : 891 pg/ml
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Grafik 18 - 16 No’lu Bitki ekstraktinin (Tanacetum parthenium-Cigekleri), L.
tropica promastigotlarmin %50’ sini inhibe eden miktart : 382 pug/ml
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Grafik 19 - 17 No’lu Bitki ekstraktinin (Pinpinella anisetum), L. tropica
promastigotlarinin %50’ sini inhibe eden miktart : 403 pg/ml
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Grafik 20 - 18 No’lu Bitki ekstraktinin (Allium sivasicum-Sogant), L. tropica

promastigotlarinin %50’ sini inhibe eden miktar1 : 869 pg/ml
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Grafik 21 - 19 No’lu Bitki ekstraktinin (Salvia virgata), L. tropica
promastigotlarinin %50’ sini inhibe eden miktari : 2379 pg/ml
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Grafik 22 - 20 No’lu Bitki ekstraktinin (Allium nevsehirense-sogani), L. tropica
promastigotlarinin %50’ sini inhibe eden miktart : 345 pug/ml
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Grafik 23- 21 No’lu Bitki ekstraktinin (Achillea teretifolia), L. tropica

promastigotlarinin %50’ sini inhibe eden miktar: : 2652 pg/ml
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Grafik 24 - 22 No’'lu Bitki ekstraktinin (Salvia syriaca), L. tropica
promastigotlarinin %50’ sini inhibe eden miktar: : 7441 pg/ml

61



% inhibisyon

100

90
80 /

70 /

60 : va

50 /

40

20 A

10

pg/ml

7,81
15,62
31,25
62,5

125

50

00
1000
2000
4000 |—
8000

Grafik 25 - 23 No’lu Bitki ekstraktinin (Tanacetum densum spp. sivasicum-
Cicek). L. tropica promastigotlarinin %50’ sini inhibe eden miktar1 : 681 ug/ml
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Grafik 26 - 24 No’lu Bitki ekstraktinin (Pelorgonium endlicherianum), L.
tropica promastigotlarinin %50’ sini inhibe eden miktar : 5375 pg/ml
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Grafik 27 - 25 No’lu Bitki ekstraktinin (Thymus pectinatus var. pectinatus), L.
tropica promastigotlarinin %50’ sini inhibe eden miktar1 : 535 pg/ml
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Grafik 28 - 26 No’lu Bitki ekstraktinin (Helichrysum chionophylum-Cicek), L.
tropica promastigotlarin 1n%50’ sini inhibe eden miktart : 4325 pg/ml
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Grafik 29 - 27 No’lu Bitki ekstraktinin (Tanacetum balsamita spp. balsamita),
L. tropica promastigotlarinin %50’ sini inhibe eden miktart : 375 pg/ml
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Grafik 30 - 28 No’lu Bitki ekstraktinin (Allium dictyoprosum), L. tropica
promastigotlarinin %50’ sini inhibe eden miktar1: 1865 pg/ml

64



% Inhibisyon

100
90 _
80 )i
70 |
60 '
50 B e
40 —
30 ) Gua —
20 .
10
0
pg/ml

Grafik 31 - 29 No’lu Bitki ekstraktinin (Helichrysum chionophylum-Toprak tstii
Kisimlan), L. tropica promastigotlarinin %50’ sini inhibe eden miktar1 : 3405 pg/ml
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Grafik 32 - 30 No’lu Bitki ekstraktinin (Tanacetum parthenium-Yaprak ve
Dallart), L. tropica promastigotlarinin %50’ sini inhibe eden miktant : 714 pg/ml




TARTISMA

Caligmamizda kullanilan bitki ekstrelerinin, Leishmania promastigotlar1 ve
amastigotlar1 lizerine olan etkilerini inceleyen daha ¢nce yapilmig bir ¢aligmaya
rastlanmamistir. Bu nedenle denemelerimizin sonuglari, leishmaniosise karsi daha iyi
miicadele verebilmek igin farkh'bilim adamlarinin, farkli bilesikler iizerinde yaptiklar
caligmalar ve etkilerle kargilagtirilmustir. Genel bilgiler kisminda da belirttigimiz gibi,
son yillarda geligsen diren¢ mekanizmasindan dolay: yeni ilag aragtirmalar kapsaminda,
gerek tilkemizde, gerekse iilkemiz diginda; aragtirma amacimiz olan gark ¢ibani
etkeninin yanisira, diger protozoonlar, viriisler, bakteriler ve helmintler {izerine de farkh
bitki ekstrelerinin aktivitesi ile ilgili bir ¢ok aragtirma yapilmustir (1,24,36,47-50,53-56,
58-61,69,81-83,102,109,110,127,129,138,139).

Antileishmanial ilaglarin aktivitesinin en iyi sekilde, makrofajlar icindeki
amastigot formlara karsi belirlenebildigini; ekstraseliiler promastigot formlarn,
serurndaki ulagilabilen klinik aktif ajanlarin konsantrasyonuna nisbeten duyarsiz
oldugunu belirten arastlrmaéllann yanisira, problemin aciliyetinden dolay:
leishmaniosise kargi kullanilan ajanlarin bir kismunin deneysel modellerde etkinligini
onceden gostermeksizin kullanildigini belirten arastirmacilar vardir. Arastirmactlar in
vitro galigmalarin bir avantajinin, toksisiteden dolay: hiicre kiiltiirleri ve hayvanlarda
kullanilamayacak ilag dozlarina, promastigotlarin maruz birakilabilecegini; boylelikle
de parazitin duyarliligint, antimonal ilaglarin davramig ve direng¢ mekanizmasin
belirlemede faydali olabilecegini belirtmektedirler. Yeni ilaglarin  etkinliginin
belirlenmesinde daha hizli, kolay, uygulanabilir metodlarin gelistirilmesi ile; bir ¢ok
laboratuvarda uygulama kolayligindan dolay:r promastigotlar iizerinde ilk denemeler
yapilip, daha sonra da amastigotlar ve canli hayvan deneyleri ile deney sonuglari
desteklenmelidir (19,21,28).

Organik kimya’nin gelismesine bagli olarak birgok bilesikler geligtirilmig, bunlar
degisik hastaliklarin tedavisinde denenmig ve kullanilmustir. Fakat zamanla geligen
diren¢ mekanizmasindan dolayi, daha yeni bilegiklere ihtiyag duyulmugtur. Son yillarda
cogalan Kanser, AIDS, ...vb. tedavisi imkansiz veya gok zor olan hastaliklar i¢in gerek
halk, gerekse bilim adamlar: dogal iiriinlerden yeni bilesikleri elde ederek tedaviye
yonelmiglerdir (25,26,59,72,94,104,113,129,132,135,136).
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Arora ve ark.’lar, ilaglarin metabolizma ve kinetiklerinin hayvan deneylerinde
insanlardakinden belirgin bir sekilde farkli oldugu i¢in, in vitro olarak promastigotlar ve
intraselliiler amastigotlar tizerinde ¢aligmiglardir. In vitro olarak promastigotlar iizerinde
yaptiklar1 caligmalarda allopurinol, metronidazol, rifampisin, dapson, amfoterisin B
(fungizone), pentamidin isotiyonat, sodyum antimon glukonat’in  degisik
konsantrasyonlarimin promastigotlardaki % inhibisyonunu incelemislerdir. Yapilan
calismada Dapsone’un yiiksek konsantrasyonlarda diisiik promastigot inhibisyonuna
ragmen; diger ilaglarin diigiik konsantrasyonlarda yiiksek oranda promastigot
inhibisyonu gerceklestirdiklerini saptamiglardir. Yine bu aragtirmacilarin  Cenini ve
arkadaglarinin yaptuig1 calismadan naklettiklerine gore, bazi bitki proteinlerin
Trypanosoma ve Leishmania’da, ribozom inaktive etme kapasitesinin bulundugu
belirtilmektedir. Yapilan calismada, allopurinol, metronidazol, rifampisin, dapson,
AmB, pentamidin isotionat ve sodyum antimon glukonatin L. donovani
promastigotlarina kars: antileishmanial etkinligi arastirllmi ve promastigot inhibisyon
orani sirastyla, allopurinol igin 20 pg/ml, 10 pg/ml, 5 pg/ml konsantrasyonlarda % 91,
% 88, % 64; metronidazol igin 20 pg/ml, 10 pg/ml, 5 pg/ml konsantrasyonlarda % 90,
% 69, % 47; rifampisin igin 20 pg/ml, 10 pg/ml, 5 pug/ml konsantrasyonlarda % 90, %
82, % 71; dapson igin 100 pg/ml, 50 pug/ml, 25 pg/ml konsantrasyonlarda % 52, % 33,
%10; AmB’nin 5 pg/ml, 2,5 pug/ml, 1 pg/ml, pentamidin isotionat’in 0,5 ug/ml, 0,25
pg/ml, 0,12 pg/ml ve sodyum antimon glukonat’m 20 pg/mil, 10 pg/mi, 5 pg/ml

konsantrasyonlarinda % 100 olarak saptanmustir (7).

Assmar ve ark.’lan 4 farkli Vinca sp. tiiriiniin yaprak ve govdelerinden elde
ettikleri ekstrelerin etkinligini, Leihmania major iizerinde in vivo ve in vitro olarak
calismislar; in vivo caligmada, hazirlanan ekstreleri topical ve intralezyonel olarak
arastirmuglardir. Promastigotlar iizerinde yaptiklari in vitro caligmada  farkh
konsantrasyonlardaki ekstrelerin, kontrolle karsilastirtldiginda  &nemli derecede
parazitleri tahrip ettigini, yine in vivo denemelerin de oldukga iyi sonuglar verdigini

saptamuslardir (8).

Aybay ve ark.’lari 10 farkli antimikrobik ajanin L. major promastigot hiicre
proliferasyonu iizerine etkisini, MTT (3-[4,5-dimethyl-thiazol-2-yl]-2,5-diphenyltetra-
zolium bromide) klorimetrik yontemi ile aragtirmuglar; bu ¢alismada kullanilan 10

antibiyotikten chloramphenicol* diginda digerlerinin L. major promastigot hiicre
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proliferasyonunu in vitro kosullarda, degisen konsantrasyonlarda inhibe ettiklerini
gozlemlemislerdir (9). [3H]thymidine kangtirilmasi, hemositometrede sayim vb. gibi
daha alisildik tekniklere gére MTT ve XTT gibi tetrazolium tuzu deneylerinin; reajenler
ve donanimdaki maliyet tasarrufu, daha az emek ve radyoizotoplarin kullanimindaki
atiklarin elden c¢ikarilmas: ve giivenlik problemlerinin ortadan kaldiriimas: gibi

avantajlar1 igerdigi belirtiimektedir (9,98,111).

Barata ve ark.’lar1 Virola tiirleri ve bunlarin sentetik analoglarindan elde edilen
neolignaniarin anti-leishmanial aktivitelerine yonelik yaptiklar1 aragtirmada hem
amastigotlar, hem de promastigotlar iizerinde caligmislardir. Neolignanlarin bazisi L.
donovani promastigotlarina kars1 30 uM’da aktif iken, intraseliller amastigotlara kars:
ise ayn1 dozda inaktif bulunmustur. Virola pavonis’den elde edilen dogal bir neolignan
100 uM’da L. donovani promastigotlarina aktif, elde edilen diger bilesikler inaktif
bulunmustur. Virola surinamensis’den izole edilen bir neolignan(surinamensis)’in
bagka caligmalarda anti-schistosomal aktivitesi de bulunmustur. Surinamensis 50 uM’da
L. donovani promastigotlarina in vitro olarak aktif bulunmus, fare periton
makrofajlarinda amastigotlarina karst test edildiginde ise segici toksik etki
gostermemistir. V. surinamensis’den elde edilen diger bilesiklerin 30 ve 100 uM’da
farkli oranlarda promastigotlar iizerine aktiviteleri bulunmustur. Kiikiirt baglantili
bilesiklerde, daha yiiksek se¢ici aktivite bulunmustur. B-ketosiilfit bilesiklerinin
promastigotlar ilizerine etki ¢aligmalarinin baglangicinda kiiciilmiis kamgt, yerinden

ayrilmig ¢ekirdeklerle tipik olmayan hareketsiz formlar olusturdugu gézlenmistir (12).

Leishmania promastigotlarinin sterol biyosentezi ve bilylimesi {izerine
antimikotik ajanlar olan azol tiirevlerinin (itraconazole, ketoconazole, fluconazole)
etkisini arastiran Beach ve ark.’lan 36 farkhi susu yukaridaki maddelerin farkl:
konsantrasyonlarinda incelemislerdir. Tiim suglar igin, hem biiylime hem de sterol
biyosentezinin inhibisyonu ile ilgili ilag aktivitesi itrakonazol > ketokonazol >
flukonazol olarak bulunmugstur. Her ii¢ azol tiirevinin L. donovani, L. braziliensis (alt
tiirleri) ve L. mexicana amazonensis suglarina inhibitor etkisi; L. aethiopica, L. major,

L. tropica, ve L. mexicana mexicana suglarindan daha biiyiik bulunmugtur (13).

Berman ve Wyler leishmaniosise kargi kemoterapdtik ajanlarin aragtirilmasina

yonelik L. tropica ve L. donovani suglarina uyguladiklar farkli bir in vitro modelde; 10-
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15 pg/ml pentostam varliginda amastigotlarin %80-90’1n1 elemine etmislerdir. Bu
pentostam konsantrasyonu, kutan6z leishmaniosisi tedavi edilen insanlarda elde edilen
serum seviyesinden, daha diisiik veya esit seviyededir. Besiyerinde serbest bir sekilde
cogalan her iki Leishmania promastigotlar;, pentostamin < 20 pg/ml’lik
konsantrasyonundan hemen hemen etkilenmemigtir. Pentamidine kars:1 ise; makrofaj
kiiltiirlerindeki amastigotlar 0,05-0,5 pg/ml’lik konsantrasyonda %85-90 oraninda
elimine edilirken, promastigotlar < 0,5 ug/ml’lik konsantrasyonlara maruz birakilinca
sadece %20-40 oraninda azalmiglardir. Makrofaj kiiltiiriinde 1 pg/ml amfoterisin B tiim
amastigotlar1 elimine ederken, promastigotlar 0.25 pg/ml’lik konsantrasyona tabi

tutulunca tamamen elimine edilmislerdir (21)

Problemin aciliyetinden dolay:r leishmaniosise karsi kullanilan ajanlarin bir
kisminin deneysel modellerde etkinligini 6nceden gostermeksizin kullanildigini belirten
Berman ve Lee, in vitro ortamda insan makrofajlar icerisindeki L. tropica amastigotlari
{izerine, oral olarak kullanilan 19 ilag ve ilag kombinasyonun antileishmanial etkinligini
aragtirmuglardir. In vitro makrofaj kiiltiirinde, metronidazoliin intravendz uygulama
sonras! insanda ulagtifi serum diizeyi olan 30 pg/ml’de parazitlerin % 30’u elimine
edilirken, trimetoprim-sulfamethoxazol’iin  Pneumocystis carinii pndémonisinin
sagaltimu icin Onerilen digiik serum diizeyindeki 5 pg/ml TMP + 100 pug/ml SMX
konsantrasyonunda ¢ok az sayida L. tropica parazitini elimine ettigi belirlenmistir. 10
mg isoniazidin oral kullanim sonrasi ulasilan serum konsantrasyonu olan 3-10 pg/ml ile
600 mg rifampinin oral kullanim sonras1 ulagilan en yliksek serum konsantrasyonu olan
30 pg/ml kombinasyonunun bu ¢aligmadaki en az etkinligi saglayabildigi bildirilmisgtir.
Klorpromazin ve lukantonun EDsg konsantrasyonu 0,8-0,9 pg/ml, EDgo konsantrasyonu
ise 2,5ug/ml olarak bildirilmigti. Oral kullanim sonrast ulagpilan serum
konsantrasyonlarinda (< 0,3 pg/ml) klorpromazinin parazitin %15’ini, kinakrinin ise %
35’ini elimine ettigi belirlenmis; Trypanosoma cruzi enfeksiyonunun sagaltiminda
kullanilan nifurtimoksinin ve nitrofurantoinin EDsy konsantrasyonlar yaklagik 3 pg/ml
olarak saptanirken, bu deger nitrofurazon, nifuroksim ve furazolidon igin sirasiyla
0,46 pg/ml, 0,61 pug/ml ve 0.53 pg/ml olarak bildirilmistir. In vitro olarak allopurinoliin,
pentostam’mn 5 pg/ml’lik diisiik konsantrasyonunda antileishmanial aktivitesini arttirdig1

saptanirken, ayni konsantrasyondaki allopurinol ve pentostam’in 20’ser pg/ml’lik
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konsantrasyonlar1 birlikte kombine edildiginde antileishmanial etkinin artmadig:

gozlenmigtir (22).

Berman ve ark.’lan, kiiltiir ortaminda L. mexicana’nin g¢ogalmas: ve sterol
biyosentezine ketokonazol’iin etkilerini ¢aligtiklar1 arastirmada; klinik olarak etkili bir
antimikotik olan ve insan makrofajlarinda L. mexicana’nin amastigot formlarina karst
da etkili olan ketokonazoliin, yaklasik 10 M’lik bir konsantrasyonda kiiltiirdeki
promastigotlarin %50 oraninda ¢ogalmasini engelledigi ve sterol biyosentezini
zayiflattig1 bulunmustur. Ketokonazol’iin antipromastigot aktivitesini belirlemek igin,
taze besiyeri ile ml’de 1x10° olacak sekilde diliie edilen promastigotlar 0-10 pg/ml’lik
ketokonazol konsantrasyonunda, Schneider besiyerinde 4 giin, modifiye RIII
besiyerinde ise 8 giin, 100ml’lik doku kiiltiir kaplarinda, 26 C°’de inkiibe edilmistir. 4
ve 8 giin’liik inkiibasyon sonrasinda uzamig durumdaki hareketli promastigotlar bir
hemositometre’de sayumustir (23). Bizim calismalanimizda da bazi ekstrelerde
promastigotlarin uzadiklarini, lobutlastiklarini, hareketli olmalarina ragmen sekillerinin

bozuldugunu, farkli sekiller alabildiklerini gordiik .

Camacho ve ark.’lar1, Afrika’da ormanlarda yetigen, her yil yapraklarini déken
tirmanici bir ¢ali olan, kok ve govdeleri halk ta;aflndan solucan diisiirticii, afrodizyak,
aneljezik v.b. farkli amaglar icin ilag olarak kullamilan Stephania dinklagei ’nin
(Menispermaceae) metanolik ekstraktini ve farkli alkoloidlerini (6 farkl: alkoloid) elde
ederek, farkli protozoonlara karsi antiprotozoal yonden arastirmiglardir. Arastirmacilar
S. dinklagei’nin toprak istii kisimlarinin metanolik ekstraktinin L. donovani
promastigotlarina ( ICso= 8 £ 0.21 ug/ml ) ve T. b. brucei’nin tripomastigotlarina ( ICso
= 31.25 £+ 3.3 ug/ml ) kars1 6nemli aktivite gosterdigini tesbit etmislerdir. Elde edilen
bilesiklerden Liriodenine, L. donovani promastigotlarma ( ICso= 26.16 uM ve P.
falciparum *a ( ICsp = 15 uM ) kars1 ¢ok giiglii bir aktivite gostermistir. Bu ¢aligmada
bulunan liriodenine’nin antileishmanial aktivitesi, daha Once baska aragtirmacilarin
(127), belirttikleriyle uyusma gostermigtir. Test edilen bilesikler L. donovani'nin
amastigot formlarina kars1 aktivite gostermemis, N-Methylliriodendronine amastigotlara
kars: en aktif etkiyi ICso= 36.1uM’lik konsantrasyonda gdstermistir. Diger test edilen
dort bilesikten higbiri, ilag standartlariyla karsilastinldifinda antiprotozoal ve sitotoksik -

aktivite gostermemigtir (24).
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Chakrabarti ve ark.’lar1 dogal olmayan indolylquinoline tiirevlerini L. donovani
amastigot ve promastigotlarina kargi in vitro olarak denemisler; yedi tiirevden dordii
etkisiz, ii¢iiniin ise hem promastigotlarin ¢ogalmasini inhibe ettigini, hem de parazitin
amastigot ve promastigot formlarina sitotoksik etkiye sahip olduklarimi saptamiglardir.
Arastirmada da belirtildigi gibi indole ve quinoline, biyolojik aktif bilesiklerin biiytik
bir kisminda yaygindir. Bazi indole ve quinoline tiirevlerinin antileishmanial aktiviteye

sahip oldugu baska arastirmalarda da belirtilmistir (24,27,68,126).

Leishmania tiirlerine kars: yeni bir antiparazitik ajan olarak Licochalcone A’nin
aktivitesini arastiran Chen ve ark.’lar1, Cin meyan koklerinden (Glycyrrhiza glabra, G.
uralensis, G. inflata) elde ettikleri bir alkol ekstraktinin L. major ve L. donovani
promastigotlarinin ¢cogalmasini inhibe ettigini bulmusglardir. Yapilan deneylerde, 1:800
(p<0.05)’lik bir ekstrakt diliisyonunda, L. major ve L. donovani promastigotlarinin
logaritmik olarak ¢ogaldig: kiiltiirlerde 6nemli bir azalma gozlenmistir. Logaritmik faz
promastigotlarinin %50 inhibisyonu, 1:400-1:800 arasindaki ekstrakt diliisyonunda
olmustur. 1:100’liikk ekstrakt diliisyonunda promastigot c¢ogalmasinin tamaminin
inhibisyonu olmustur. Promastigotlarin %90’indan daha fazlasinn inhibisyonu, 1:100-
1:200 arasindaki diliisyonlarda gozlenmigtir. Parelel deneylerde, makalede belirtilen
ekstraksiyon yontemiyle hazirlanan, diger bir bitki ekstrakti (Fructus aristolochiae), L.
major ve L. donovani promastigotlarina, test edilen en diisiik diliisyon’da (1:100), aym
etkiyi gostermistir. Yine bu ¢aligmada promastigot canlilift, kame¢1 canlilii ve parazit
morfolojisi gibi morfolojik kriterler yoniinden aragtinlmugstir. 1:200°liik dillisyon
promastigotlarin  %85’inden daha fazlasinin hareketlerini inhibe etmigtir. Bu
diliisyonda, promastigotlarin yaklagitk %75’i anormal bir yuvarlak morfoloji
sergilemistir. Licochalcone A parazitlerin 3 ve 6 giinliik kiiltiirlerinde giiglii bir inhibitor
etki gostermistir. Hem L. major, hem de L. donovani’deki logaritmik ve sabit faz
promastigotlarin1 inhibe eden konsantrasyon 2.5 pg/ml (L. major) ve 4 pg/ml (L.
donovani)’dir. Parazitler licochalcone A ile daha uzun bir siire inkiibe edildiginde,
inhibitor aktivite daha giigliidiir ve daha az licochalcone A dozuna ihtiyag duyulur. Yine
bu caligmada, licochalcone A ile inkiibe edildiginde parazitlerin, miimkiin olabilecek
ultrastriiktiirel degisiklikleri belirlenmistir. 10 pg licochalcone A ile inkiibe edilen
promastigotlarda, bilyiik oranda geniglemis bog, parlak mitokondriler goriiliirken, diger

organeller normal saptanmugtir (28).
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Celiksoz ve ark.’lar1, trimethoprim-sulphametaxozole ve ofloxsasin’in in vitro
kosullarda Leishmania’larin promastigot formlarina herhangi bir etkisinin olup

olmadigint aragtirmiglar ve her ikisinin de etkili olmadigint saptamislardir (30).

Delorenzi ve ark.’lart Peschiera australis (Apocynaceae) bitkisinden elde
ettikleri degisik bilesiklerle antileishmanial aktivite caligmalari yapmuglar; bitkinin
govdesinden elde ettikleri etanolik kaba ekstraktin, aksenik kiiltiirlerde L.
amazonensis’in promastigotlarinin ve infekte fare makrofajlarindaki amastigotiarin
¢ogalmasini inhibe ettigini bulmuslardir. Daha sonra organik ¢oziiciilerle kaba ekstrakt
3 fraksiyona ayrmlmugtir. Sadece kloroform fraksiyonu parazitin her iki formuna
antileishmanial aktivite gostermistir. Kloroform fraksiyonunda saptanan bu aktivite, 25
pug/ml’de promastigot ¢ogalmasini tamamen; 20 pg/ml’de de amastigot canlilifinin
%98’ini inhibe etmigtir. Yapilan antipromastigot aktivite testinde, kaba ekstaktin giinliik
1 mg/mlI’lik uygulamasinda L. amazonensis’in ¢ogalmas: inhibe edilmistir.
Promastigotlarin hareketleri ve ¢ogalmalarindaki %30’luk bir inhibisyona ekstrakt
uygulamasindan 24 saat sonra; 6 giin sonra da %100’liik inhibisyona ulagilmigtir. Sulu
fraksiyon (Coronaridine)’la (100 pg/ml) promastigotlarin muamelesi, 3 giin sonra
parazit canlihgimin %80’ini inhibe etmigtir. Kloroform fraksiyonu, glukantimden 5-6 kat
daha etkili bulunmustur. Klor(;form fraksiyonu ve coronaridine’nin neden oldugu
morfolojik degisiklikleri degerlendirmek i¢in, promastigotlar ve infekte makrofajlar bu
bilesiklerle muamele edilip transmisyon elektron mikroskobuyla incelenmistir.
Kloroform fraksiyonuna maruz birakilan promastigotlar tizerine de en garpici degisiklik,
mitokondrinin diizensizligi ve Onemli derecede sigmesidir. Diger organellerde
degisiklikler gézlemlenmemistir. Amastigotlarda da benzer mitokondri degisiklikleri
gozlemlenmigtir (37). Chen ve ark.’larnin(28), Torres-Santos ve ark.’larinin(118)
arastirmasinda da benzer degisiklikler gozlemlenmistir. Bizim ¢aligmamizda da bitki

ekstraktlarinin bir kisminin Glukantim’den daha etkili oldugu saptanmustir.

El-On ve Messer, in vitro ortamda L. major’un fare makrofajlar igerisindeki
amastigotlarina ve stvi besiyerindeki promastigotlarin kars1 metilbenzetonyum kloridin
antileishmanial etkisini aragtirmislardir. Ilacin 1 pg/ml konsantrasyonunda belirgin bir
inhibisyon sagladigt ve 4. giinde tireme oraminin % 6 oldugu belirlenmistir. Promastigot

formu igin kullanilan en yiiksek konsantrasyon olan 0,2 pg/ml’de 2. giinde iireme oram
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% 6; 4. giinde ise % 0,2 olarak saptanmig, sonugta metilbenzentonyum klorid L. major

amastigotlarina karsi ¢ok etkili bulunmustur (41).

Leishmanial parazitler iizerine Rifampisin’in etki temelini aragtiran EI-On ve
ark.’lari, L. major promastigot ve amastigotlarinin in vitro geligmesini azalttigim
saptamuglardir. 100 pg/ml’ye kadar, in vitro ortamda L. major promastigotlarina
uygulanan rifampisin gelismeyi etkilememigtir. Parazitlerin gelismesi, 500 pg/ml’lik
konsantrasyona, 24 saat maruz birakilmakla hizli bir sekilde inhibe edilmistir.
Gelismenin inhibisyonuna ilaveten, promastigot morfolojisinin mikroskobik
calismasinda, hizli bir sekilde hiicre i¢i granulasyon, kamg¢ida kisalma, biiyiikliikde
belirgin bir degisme gozlenmistir. Bu c¢aligmada, Leishmania’min farklt suglarinin
promastigotlari, rifampisine farkli duyarliliklar gostermislerdir. L. donovani, L. minor

ve L. major’a nazaran L. aethiopica daha duyarlidir (42).

El Tahir ve ark.’larinin Sudan’dan topladiklar: sekiz bitki tiirlinden elde ettikleri,
ham metanol ekstraktlarinin én ¢alismasinda, sadece ti¢ bitki tiirintin, < 0.5 pg/ml’lik
bir konsantrasyonda, L. major promastigotlarina 6nemli bir in vitro antileishmanial
aktivite gosterdigi saptanmugtir. Bitkilerden Azadirchta indika 11.5 ug/ml, Maytenus
senegalensis 55 pg/ml, Eucalyptus globulus 78 pg/ml’de ICso degerlerini vermistir.
Pseudocedrala kotscifye ve Balanites aegyptiaca’nin ekstraktlari, < 100 pg/ml’de, orta
derecede bir biyolojik aktiviteye sahip iken; Sonchous cornatus, Khaya senegalensis ve
Tamarindus indica aym1 konsantrasyonda, L. major’a karst énemli bir antileishmanial
aktivite  sergilememistir.  Metanol  ekstraktlarninin  fraksiyonlanmasinda, M.
senegalensis’in diklorometan ve etil asetat icindeki fraksiyonlar1, 5 pg/ml’de en yiiksek
antileishmanial aktiviteyi gostermistir. ICso degerleri ise diklorometan’da 5.01 pg/ml,
etil asetat’da ise 29.7 ng/ml’dir (43).

Kullanilmakta olan antileishmanial ilaglara, daha etkin alternatifler bulmak igin
yapilan aragtirmada, Evans ve ark.’lar1 antimikobakteriyel bilesiklerin ana gruplarinin
aktivitesini hem in vitro, hem de in vivo hayvansal modellerde incelemislerdir. In vitro
olarak, ¢oziilebilir en uygun formda, Clofazimine L. mexicana amazonensis’e kars1 2.3
mg/ml, L. donovani’ye 1.4 mg/ml ve L. major’a kars1 0.5 mg/ml’lik bir EDso dozu ile,
test edilen en aktif bilegik olarak bulunmustur. Thiambutosine (L. m. amazonensis’e

karst EDso 11 pg/ml) ve salinazid (L. m. amazonensis’e karst EDso 18 pg/ml) diger aktif
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bilesiklerdir. Rifampisin kutandz suslara kismen aktif, L. donovani’ye Kkarsi ise inaktif
bulunmustur. In vivo olarak ise, sadece clofazimine 6nemli bir aktivite gostermistir ve

en aktif olarak kutentz infeksiyonlara karsi en aktiftir (44).

Fournet ve ark.’lar1, yerli halk ve sonradan gelen kolonistlerden elde ettikleri
bilgileri de degerlendirerek, Bolivya’da tibbi amaglarla kullamilan bitkilerin
leishmanisidal ve trypanosomasidal aktivitelerini, etnofarmakolojik ve botanik agldah,
kutandz leishmaniosisin endemik oldugu iki farkli bolgede aragtirmiglardir. Bitkilerin
petrol eteri, kloroform, etil aéetat ve etil alkol’de ekstreleri hazirlanip, yapilan
deneylerde parazitlerin ekstraktlarla temasindan 48 saat sonraki gelisimleri
degerlendirilmigtir. Test edilen ilaglarla suglarin duyarliligini karsilagtirmak i¢in %90
inhibitér konsantrasyonlar1 (ICg) kullanilmustir, Kutanéz leishmaniosisin endemik
oldugu alanlarda bu hastaligi tedavi etmek i¢in, topikal olarak kullanilan ‘14 bitki, bu
arastirmada Leishmania sp. ve Trypanosoma cruzi’ye karsi in vitro olarak test
edilmigtir. Sanguinarine ve Chelerythrine gibi benzophenantridine alkoloidlerinin izole
edildigi Bocconia integrifolia ve B. pearcei (Papaveraceae); 4-hydroxy-1-tetralone’nin
izole edildigi Ampelocera edentula (Ulmaceae); ti¢ ayr1 naphthoquinon’un izole edildigi
Pera benensis (Euphorbiaceae); ¢esitli quinoline alkoloidlerinin izole edildigi Galipea
longiflora (Rutaceae)’nin in vitro ve in vivo olarak antileishmanial aktiviteye sahip
olduklari saptanmugtir. Yine, baska hastaliklar i¢in kullanilan 53 tibbi bitki aragtirilmig
ve bu bitkilerin bir kismu 100 pul/ml’de T. cruzi ve Leishmania spp.’ye karsi in vitro
olarak aktif bulunmustur. Oxandra espintana’dan yeni aktif monoterpen espintanol;
Berberis spp.’den, antiprotozoal aktivite sergileyen berbamine, obaberin, ve
isotetrandrine gibi bazi bisbenzylisoquinoline’ler izole edilmistir. Asteraceae
familyasinin arasgtiriimig olan 26 tibbi tlirtinden 10 ekstrakt 100 ul/ml’de aktivite
gostermigtir. Fakat test edilen Solanaceae ve Leguminoseae familyasindan elde edilen
higbir ekstrakt aktivite gostermemigtir. Yerli halk tarafindan ates ve ishal i¢in kullanilan
bir ubbi bitki olan Aniba canellila (Lauraceae) 100 pl/ml’de in vitro olarak aktif
bulunmus fakat, L. amazonensis’le infekte farelerde in vivo olarak bu aktivite
dogrulanamamistir. Ayrica kemotaksonomik kriterlere gore toplanilan 43 bitki
aragtinlmig, bu bitkilerden hazirlanan 14 ekstrakt in vitro olarak 100 ul/ml’de aktif
bulunmustur, Bunlardan Cardiopetalum calophyllum (Annonaceae), Abuta rufescens

(Menispermaceae) ve Abuta pahni’de isoquinoline alkoloidleri saptanmistir. Munnozia
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maronii (Asteraceae)’nin yapraklarindan, dehiydrozaluzanin C olarak tamimlanan bir
sesquiterpene lactone fraksiyonlanmis ve bu bilesik Leishmania spp.’ye Kkarsi
antileishmanial aktiviteden sorumlu bulunmustur. Aragtirmacilar, bu etnofarmakolojik
¢aligmalarin sonunda kutanéz leishmaniosisin lezyonlarini tedavi etmek i¢in halk
tibbinda kullanilan Bolivya bitkilerinden bir ¢ogunun antileishmanial aktiviteye sahip
olduklarimi1 saptamiglardir. Yine, iilkenin asil yerli halkinin kullandiklart bitkilerin,
sonradan tilkeye gelen kolonistlerin kullandiklarindan daha etkili oldugunu
saptamiglardir. Aragtirmacilar, yapilan bu caligmalar 1si8inda, “etnofarmakolojik
arasturmalarin, leishmaniosis \;e diger protozoon hastaliklarina karsi yeni aktif

bilesiklerin bulunmast icin, iyi bir yol oldugunu” belirlemislerdir (47,48,50,58).

Fournet ve ark.’larinin daha Onceden yapmis olduklart bu ¢aligmada,
Annonaceae, Berberidaceae, Hernandiaceae ve Menispermaceae familyalarindan elde
edilen isoquinoline alkoloidlerinin (&zellikle bisbenzylisoquinoline alkoloidleri)
Leishmania spp.’ye kars1 etkili bir aktiviteye sahip olduklarini bulmuslardir. Bunlarin
arasindan gyrocarpine, daphnandrine ve obaberine en &nemlilerindendir. Bu
alkoloidlerin antileishmanial aktiviteleri, in vitro olarak, L. donovani, L. braziliensis ve
L. mexicana amazonensis suslarinda arastirilmig ve bu tiirlerin promastigotlarina kars:

onemli derecede aktif olduklar gosterilmistir (48,60,137).

Hatimi ve ark.’lar1 Artemisia herba-alba’nin su ile hazirlanan ekstrakti ile
ugucu yagim, L. tropica ve L. major’a karsi antileishmanial aktivite yoniinden
aragtirmiglar; yapilan aragtirmalar sonucunda, en giiglii leishmanisidal aktivite her iki
susa karsi, 2 pg/ml ile ugucu yagda goézlenmistir. Su ile hazirlanan ekstraktda

antileishmanial aktivite 4 pg/ml’de olmustur (55).

Hiraoka ve ark. tarafindan yapilan bir ¢alismada, L. donovani ve L. tropica
promastigotlarina kargt Karbosiklik inosin’in in vitro antileishmanial etkinligi
aragtirilmig, ilacin EDsg diizeyi L. tropica i¢in 0,083 pM, L. donovani i¢in 0,13 uM
olarak saptanmug; 3 pM konsantrasyonunda ise promastigotlarin iiremesini % 100 olarak

onledigi bildirilmistir (57).

Iwu ve ark.’larinin bildirdigine gore Sauvain ve ark.’lart Guyana platolarindan
toplanan Jacaranda copaia bitkisinin kuru gévdesinden izole ettikleri Quinone’lerin, L.

amazonensis’in (EDsp 0.02mM) amastigot ve promastigotlarina karst in vitro olarak
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onemli aktivite gosterdigini belirtmektedirler. Fakat farelerde in vivo olarak zayif
aktivite gostermistir. Quinol ve quinone asetat gibi sentetik analoglarin, farede deneysel
olarak olusturulan leishmaniosisde, artrms bir aktivite gosterdigini bulmuslardir.
Bignoniaceae familyasinin gesitli iyelerinde bulunan naphtoquinone’lar, in vivo ve in
vitro olarak Leishmania sp.’nin degisik suslarina karsi aktiftir. Lapachol, diospyrin,
plumbagin ve B-lapachone bu grubun en aktif iiyeleridir. Yine, Malezya’da tibbi bitki
olarak kullamilan Polyalthia macropoda’nin govde kabuklarindan izole edilen

diterpene’nin antileishmanial aktivite gosterdigi tesbit edilmisgtir (60).

Iwu ve ark.’lan bagka bir ¢alismada, Nijerya halk tibbinda antiparazitik ilag
olarak kullamilan, 11 bitkiden elde ettikleri ekstraktlarin antileishmanial aktivitelerini,
radiorespirometrik mikrotest (RAM)’le degerlendirmigler; test edilen 11 metanolik
ekstrakttan 5’ini (Gongronema latifolia, Dorstenia multiradiata, Picralima nitida, Cola
attiensis, Desmodium gangeticum), 50 pg/ml veya daha az konsantrasyonda, L.
chagasi’ye karg1 aktif bulmuslardir. C. attiensis, D. multiradiata ve D. gangeticum
ekstraktlarmin amino asit katabolizmasina karsi daha aktif;, P. nitida ve G. latifolia
ekstraktlarinin ise seker ve yag asitlerini inhibe ettikleri goriilmiistiir. Bu bitkilerden, C.
attiensis migren, bronsit, nezle tedavisinde; P. nitida malarya, Afrika uyku hastalig1 ve
bakteriyel infeksiyonlarin tedavisinde; D. gangeticum antifungal, antiviral,
antienflamatuvar ve ¢esitli parazitik deri infeksiyonlarinda; D. multiradiata antiviral ve
lokal antienflamatuvar olarak; G. latifolia bilharzia, viral hepatit ve antimikrobial olarak

geleneksel tipda kullanildig: belirtilmektedir (61).

Jackson ve ark.’lan insan leishmaniosisinin tiim formlarindan izole edilmis
parazitlere kantitatif, hizli ve kolaylikla uygulanabilir bir in vitro mikrotest
tanimlamiglardir. Aragtirmacilarin belirttifine gore yeni ilag gelisiminin, basit, hizli ve
her zaman her yerde uygulanabilir (Leishmania tiir/suglanyla enfekte insanlara) ilag
degerlendirme yéntemi eksikliginden kaynaklandig: bildirilmektedir. Ilag duyarliligimin
daha ¢ok parazit biiylime inhibisyonu veya parazit ©liimi ile belirlendigi
bildirilmektedir. Kendilerinin uyguladiklar1 radiorespirometrik mikrotest’in, daha kisa
bir siirede daha diigiik ilag konsantrasyonunda aract ilacin parazit zararinin ortaya
¢tkmasint kolaylastirdigi ve bdylelikle promastigotlar tarafindan '%C substratlarinin bir
dizisinin '*CO,’ye katabolizmasimin ilag tarafindan engellenmesine dayandigini

belirtmektedirler (62).
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Jernigan ve ark.’lan L. chagasi promastigotlarina karg1 Atovaquone’nin in vitro
aktivitesini serumlu ve serumsuz ortamlarda aragtirmiglar; serum olmadan yapilan
deneylerde, canli promastigotlarda %90’dan daha biiyiik azalmayr atovaquone’nin
23.13 pg/ml’lik konsantrasyonda sagladigini bulmuglardir. Baglangi¢ (0) zamanindan
itibaren %10 Fetal Calf Serum varliginda deneyler yapildig1 zaman, 6liim, sadece >25
pug/ml’lik konsantrasyonda gozlenmistir. L. chagasi’nin atovaquone duyarli oldugu
fakat serumun, etkisini azalttig1 bulunmustur. Arastirmacilar atovaquone’nin hidrofobik
kisminin, ilacin biyolojik varligini azaltan lipidlerle kargiliklr etkilesimde olabilecegini;
serumun in vitro olarak atovaquone’i engelleyebilmesine ragmen, lipofilik ilaglarin
amastigotlarin bulundugu makrofajlarda yogunlagmasindan dolayr etkinin, in vivo

olarak daha az olabildigini savunmaktadiriar (63).

Johnson ve ark.’lart 8-quinolinamin’lerin, hamsterlerdeki L. donovani
amastigotlarina karsi antileishmanial aktivitelerini aragtirmiglar; bunlardan 4-[6-[ (6-
methoxy-4-methyl-8-quinolinyl) amino] hexyl ]-1-piperazineethanol’iin hamsterlerdeki

L .donovani infeksiyonlarina karst son derece etkili oldugunu saptamiglardir (64).

Kinnamon ve ark.’lar1 da lepidinlerin (6-methoxy-4-methyl-8-aminoquinoline
derivatlar1) bir serisini hamsterlerde olusturulan L. donovani enfeksiyonlarina karst
calismiglardir. Bu sinif bilesiklerin bir kisminin meglumine antimonat (Glucantime)’den

cok fazla aktiviteye sahip olduklarimi bulmuglardir (68).

L. infantum promastigotlarinin canlili: ve cogalmasina Allopurinol ve Chloralin
gibi antiparazitik ilaglarin etkinliini arastirmayr amaglayan Kamau ve ark.’lan,
ilaglarin degisik konsantrasyonlarina L. infantum promastigotlarini maruz biraktiktan
sonra tamamlayici iki Flow Sitometrik Y6ntemi kullanmiglardir. Yapilan ¢aligmalarda,
50 pg/ml’nin iizerindeki allopurinol konsantrasyonlarnin promastigotlarin ¢ogalma
oraninda belirgin bir diiglige yol agmasina ragmen; canlilik deneylerinde 800 pg/ml
allopurinol varliginda inkiibe edilen promastigotlar 96 saat sonra bile canli kalmiglardur.
Oysaki 10 uM(2.7 pg/ml) chloralin ile birakilan promastigotlarn %90’indan daha
fazlasi, 48 saat sonra Slmiislerdir. Aragtirmacilar bulgulardan, dinitroanilin bilesigi olan
chloralin’in promastigotlara kars: leishmaniosidal etkiye sahip oldugunu; allopurinol’in
ise leishmaniostatik etkiye sahip oldufunu saptamuslardir. Yine, aragtirmacilar,

proliferasyon ve canhlik iizerine Flow Sitometrik Yontemle elde edilen bilgilerle,
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Hemositometri Yontemiyle elde edilen sonuglarin birbirleriyle tutarhilik gosterdigini
belirtmektedirler (65).

Kapil, Piperine ve Pentamidine’i kargilagtirmali olarak caligmis ve asagidaki
sonuglar1 bulmugtur: piperine 120 pg/ml’de %100, 100 pg/ml’de %86, 80 ug/ml’de
%70 oraninda; pentamidine ise 120 pg/ml’de %100, 100 pg/ml’de %100, 80 ug/ml’de
%90 oraninda promastigotlari inhibe etmigtir. Dogal antiprotozoal iiriinler olan
gyrocarpine, daphnandrine, obaberine, diospyrin ve pinifolic acid gibi piperine’nin de

antileishmaniosidal etkiye sahip oldugu bulunmustur (66).

Khan ve ark.’lar1 Pakistan’ da degisik amaglarla kullanilan Massicot (Murdar
sung)’un yerli, ham ila¢ siispansiyonunu in vitro olarak antileishmanial aktivite
yoniinden arastirmuglar; 144  saatlik  periyot siiresince %O.S(W/V)’lik ilag
konsantrasyonunun, canli promastigot sayisiit  %20’den %l'e  diislirdiigiint
saptamuslardir. %2’lik ilag konsantrasyonu ile temas ettirilen 120 saatin sonunda canli
promastigot sayis1 %0 olmustur. %1 ve %1.5’lik ila¢ konsantrasyonlarinda ise canli
promastigot sayilar1 sirasiyla %1 ve %0.35 olmustur. [lag farkli konsantrasyonlarda,
onemli bir derecede antileishmanial aktivite gostermis; %1.5 ve %2 ilag konsantrasyonu
kullanildig: zaman 11. giinde, promastigot sayist baslangi¢c degeri olan %100 (5x10°
promastigot/ml)’den %0’a diigmiistiir. {lacin konsantrasyonu ve ilagla temas siiresi
arttikca, ilacin antileishmanial aktivitesi de artmustir. Fakat in vivo ¢aligmalarla da
kontroliin gerektigi belirtiimektedir (67).

In vitro olarak L. donovani amastigot ve promastigotlar iizerine disodyum tuzu
olan Etilendiamin Tetraasetik Asit (EDTA)’in etkisini belirlemek i¢in ¢alisan Mbati ve
ark.’lart amastigotlara, promastigotlardan daha fazla etki saptam;slardlr. Zamana bagli
olarak, 1. ve 2. giinde, 1 mg/ml EDTA ile muamele edilen kiiltiirler en yiiksek parazit
popiilasyonuna sahip iken; 0.2 mg/ml EDTA ile temas ettirilen kiiltiirler 2. derecede;
oysa kontroller en diigiik sayida parazit popiilasyonuna sahip ¢ikmigtir. Zaman
ilerledikge (7. giinde) 1 mg/ml EDTA konsantrasyonu parazit populasyonunu farkedilir
derecede azaltrmus, fakat tamamen ortadan kaldirmamistir. 0.2 mg/ml’lik konsantrasyon
ise, parazit sayisin1 belirgin bir §eki]de azaltmamigtir, Kontroller ise en yiiksek parazit
sayisina ulagmig bulunmugtur (12x10° promastigot/ml). Dolayisiyla kisa siireli temasta

EDTA’nin, degisen konsantrasyonlarinin promastigotlar iizerine etkisi az olmug; zaman

78



uzadikga EDTA’nin Leishmaniosidal 6zelligi 6nemli bir noktaya gelmistir. Oysa,
makrofajlarda hem EDTA ile tedavi, hem de zamanin uzunlugu amastigotlarin ortadan

kaldirilmasinda 6nemli bulunmustur (75).

Misra ve ark.’lart Trans-Asonitik Asit’in (TAA) antileishmanial aktivitesini
arastirmiglar; parazitin enerji metabolizmasinda hayati bir rol oynayan asonitaz
enziminin bir inhibitorii olan TAA’nin, L. donovani promastigotlarinin gogalmasini
inhibe  ettigini  saptamiglardir.  TAA’nin  inhibitér  etkisi  amastigotlarda,
promastigotlardan daha fazla bulunmustur. Transasenitik Asit’in, piring harig
Gramineae familyasinin ve seker kamigt suyunun (%0.3-2.1) 6nemli bir bileseni olup
gerek tropikal iilkelerde, gerekse de diger iilkekerde popiiler bir igecek oldugu
belirtilmektedir (77). ’

Moreira ve ark.’lar1 farkli Leishmania promastigotlarina meglumine antimonat
ve pentavalent antimonal ilaglarin in vitro aktivitesini aragtirmuglar; L guyanensis ve
L.braziliensis promastigotlar1 doza bagimli olarak azalmis ve maksimum aktivite
(yaklasik % 70’lik biiylime inhibisyonu)'ye 20 mM’da‘ ulasilmistir. Daha ytiksek
konsantrasyonlarda, inhibisyonda belirgin bir artis goriilmemistir. %50’lik inhibisyona
sebep olan Glukantim konsantrasyonlarinda gelisen L. guyanensis promastigotlarinin
morfolojik olarak degistiklerini saptamislardir. Promastigotiardan ¢ogu ince, uzamis ve
genellikle daha az hareketli bulunmugtur. Kiiltiirde normal olarak gozlenilen rozetler,
alisildigindan daha fazla organizfna icerdigi goriildiigil icin hiicre yiizey karekteristikleri
lizerine glukantimin etkisini degerlendirme deneyleri de yapmislardir. Glukantim,
Concovalin A’nin neden oldugu promastigot agliitinasyonunu ¢ok fazla etkilememistir.
Aragtirmacilar in vitrb caligmalann bir avantajinin, toksisiteden dolay: hiicre kiiltiirleri
ve hayvanlarda kullanilamayacak ilag ~ dozlarina, promastigotlarin maruz
birakilabilecegini; boylelikle de parazitin duyarlilifini, antimonal ilaglarin davranig ve
diren¢ mekanizmasin1 belirlemede faydali olabilecegini belirtmektedirler (79). Yine
Moreira ve ark.’larinin yaptiklari bagka bir ¢aligmada, kutantz ve mukokutandz
leishmaniosise neden olan farkli Leishmania tirleri lizerinde yaptiklari galigmalarda,
farkli suglarin Glukantim’e direngli olmalarina ragmen, Pentostam’a duyarh olduklarin
saptamiglardir. Deneylerin sonucuna gdre bu antimonial bilesiklerin kimyasal yapisi ve

in vitro aktiviteleri arasinda bazi iligkilerin var oldufunu; bu sonuglardan dolay1 da
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leishmaniosisin tedavisinde Glukantim ve Pentostam’in terapétik etkisini kargilagtirmak

icin yeniden bir klinik degerlendirmeye gidilmesi geregini savunmuglardir (80).

Nik A Rahman ve ark.’lar1 Malezya’da tibbi amagla kullamilan belirli bitkilerin
ekstraktlarinin antimalarial aktivitelerini arastirdiklart in vitro ¢aligsmada, kloroform

ekstraktlarinin, metanol ekstraktlarindan daha etkili olduklarini belirtmektedirler (82).

Oketch-Rabah ve ark.’lan1 Asteraceae familyasindan Vernonia brachycalyx’in
yapraklarindan elde ettikleri ekstraktlarin aktivitelerini in vitro olarak P. falciparum ve
L. majore karsi arastirmiglar ve in vitro antileishmanial testlerde 16,17-
dihydrobrachycalyxolide bilesiginin, su anda leishmaniosisin kullaniminda olan,
Pentostam’in aktivitesinden dah.a fazla olacak gekilde, L. major’un promastigotlarinin
gelismesini inhibe ettigini; fakat ayni konsantrasyonlarda insan lenfositlerinin
¢ogalmasini da inhibe ettigini saptamiglardir. Yazarlar bunu “bu bilesigin antiprotozoal

aktivite gostermesi belki de genel toksisiteden dolayidir” diye yorumlamaktadirlar (83).

Ozgelik ve ark.’larinin yaptiklari galismada in vitro sartlarda Leishmania’larn
gerek ilk izolasyonu gerekse de promastigotlarin logaritmik fazda en fazla bulunmas:
icin klasik NNN besiyerini saptamiglardir (87). Biz de ¢alismamizda ayn1 bulgulan elde
ettik. Ozellikle de kondansasyon sivisina bir miktar RPMI-1640+%20 FCS kattigimizda

daha iyi bir tiremenin oldugunu gérdiik .

Pearson ve ark.’lar1 antipisikotik, antianksiyete ve antiemetik amaglarla
kullanilan Phenothiazine ilaglarindan olan Clorpromazine’ni L.donovaniye Karsi,
protozoosidal aktivitesini belirlemek igin aragtirmislar; ilagla muamele edilmemis olan
kontrollerle karsilastinldiginda, canli parazitlerde 6nemli orandaki bir azalma, >29.8x 10°
M (3.12 ug/ml) (p<0.01) chlorpromazine konsantrasyonunda gOriilmiigtiir.
Promastigotlar i¢in minimal protozoosidal konsantrasyon (18 saat sonra canh
parazitlerde >%90 azalmaya neden olan konsantrasyon), 13.8 pg/ml olmustur.
Arastirmacilarin  yaptiklani ¢aligmalarda Clorpromazine ve analoglannin, enfekte
hamsterlerin dalaklarindan serbest kalan amastigotlar1 da, promastigotlar1 da

oldiirebildigi saptanmustir (89).

Peixoto ve Beverley, in vitro ortamda inkiibe edilmis L. major promastigotlar
tizerine gesitli Sulfonamidlerin ve Dapsonun antileishmanial etkinligini aragtirmiglardur.

Yapilan bu g¢aligmada sulfamoksol, sulfakinoksalin ve dapson igin ECs

80



konsantrasyonlarinin (Inhibisyonda %50’ ye kadar biiylimeyi inhibe eden, %50’ye kadar
logaritmik biiylime oranini azaltan ilag konsantrasyonu) sirasiyla 150 uM, 600 uM ve
600 puM oldugu; denenen diger onbir sulfonamidin hepsinin test edilen en yiiksek
konsantrasyon olan 2 mM da bile antileishmanial etkinliginin olmadig bildirilmistir
(90).

Robledo ve ark.’lari, komplike olmayan kutenoz leishmaniosisli hastalardan
tedavi Oncesi izole edilen 20 L. panamensis, 8 L.braziliensis sugunun, bes degerli
antimon  bilesiklerinden ~meglumine antimoniate (Glucantime®’e in  vitro
duyarliliklarini, U-937 insan monosit hiicre kiiltliriindeki intraseliiler amastigotlarda ve
logaritmik fazdaki promastigotlar {izerinde aragtirmislardir. Glukantim’in katkisiz ve
ilag formiilasyonlarinin %50 etkili dozlar1 (EDsp), in vitro olarak SbV’lerine suslarin
cevaplarinin kinetigine dayanarak belirlenmis; Glukantim’in katkisiz formulasyonunun
giici, belirgin bir sekilde, ilag formulasyonundan fazla bulunmustur. Suslardaki
SbV’lerine in vitro duyarlilik < 5.3 pg/ml’den, >170 pg/ml’ye kadar degismektedir.
Klinik olarak lezyonlar iyilestirmek icin, ihtiya¢ duyulan SbV ve Glukantim’in ilag
formulasyonunun toplam miktarina in vitro cevap arasinda, karsiliklt bir iligki
gozlenmemigtir. Tersine, klinik cevap ve Glukantim’in katkisiz formulasyonuna
promastigotlarin in vitro duyarlilifi arasinda Snemli bir karsilikli iligki gozlenmigtir
(97).

Sahbaz ve ark.’lan Senegal’de genis yayuimu olan, ¢esitli agrilar i¢in ¢ok yaygin
bir sekilde geleneksel tipda kullanilan, Annona senegalansis (Annonaceae) bitkisinin
tohumlarindan elde edilen ekstraktlanin protozoosidal aktivitelerini belirlemek igin
Leishmania ve Trypanosoma \izerinde calismuslardir. Ham(crude) metanolik ekstrakt,
24 ve 96 saatlik bir inkiibasyon periyodu sonunda 200 pg/ml’lik bir konsantrasyonda, L.
major promastigotlarina kars1 aktif; L.donovani promastigotlarina kars: ise inaktif
bulunmustur. Hekzan ekstrakti da aymi sekilde bulunurken; diklorometan ekstrakt: daha
diisiik konsantrasyonda (50 pg/ml) aktivite gostermigtir. Daha sonra farkli fraksiyonlara
ayrilan  ekstraktlardan, bir mono-tetrahydrofuranic-y-lactone  ve  dort  bis-
tetrahydrofuranic-y-lactone izole edilerek tanimlanmis; Leishmania sp.’ye karsi 25
pg/ml’den 50 ug/ml’ye kadar degigen bir etki bulmusglardir (101). Bizim galigmamizda
kullandigimiz 8 sus’un sonuglarini, gerek tek tek bitkiler igin, gerekse de tiim

bitkilerdeki davramglarim kargilagtirdigimizda nemli bir farkliltk géremedik .
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Sett ve ark.’lar1, iyi bir antikanser ilag olan Doxorubicin’i L. donovani’ye karst
in vivo ve in vitro olarak test etmisler; in vitro, %50 etkili doz (EDsg ) aktivitesini, bu
parazitin promastigot ve amastigot formlarinda sirasiyla, 0.43 uM ve 0.86 pM olarak
bulmuslardir. Bir infekte fare modelinde %95’ e kadar yiiklenen dalak parazitinin in vivo
inhibisyonu, ard arda 4 giinde ve}ilen 625 pg doxorubicin/kg/giin’liik, cok az toksik doz
olan, dozla basariimistir. Sonuglardan, doxorubicin’in visseral leishmaniosise kars
hayli aktif oldugu ve amfoterisin B ve pentamidin gibi ikinci kusak ajanlarla birlikte

kullanilabilecegini bildirmektedirler (106).

Sittie ve ark.’lart Morinda lucida (Rubiaceae) bitkisinin koklerinden elde
ettikleri ekstraktlar1 ve bunlardan fraksiyone ederek elde ettikleri Antraquinon’larin in
vitro antimalarial ve antiplazmodial aktivitelerini aragtirmiglar; elde edilen
antraquinon’lar ve diger quinoid bilesiklerin L. major promastigotlarinin ¢ogalmasina
da in vitro olarak bazi etkiler gosterdiklerini saptamiglardir. Calisilan dokuz bilesik, 9.6

uM ile 185 uM arasinda farklt miktarlarda antileishmanial aktivite gdstermistir (109).

Torres-Santos ve ark.lar1 L. amazonensis iizerinde, Piper aduncum (Piperaceae)
bitkisinin ~ diklorometan  ekstraktindan  izole  ettikleri ~ 2’,6’-Dihydroxy-4’-
methoxychalcone(DMC)’nun  segici  etkisini aragtirmuglar; promastigotlara ve
intraseliiler amastigotlara kars1 in vitro olarak dnemli oranda bir aktivite saptamiglardir.
In vitro olarak L. amazonensis promastigotlarinin canlilifin1 énemli bir sekilde azaltmig
ve EDsy dozu promastigotlarda 0.5 pg/ml, amastigotlarda 24 ug/ml olarak bulunmustur.
Oysa, ham(crude) ekstrakt, 2.2 pug/ml’lik bir EDsp dozuyla promastigot ¢ogalmasini
inhibe etmistir. Elektron mikroskobu ile yapilan ¢aligmalarda, DMC’nin varliginda,
promastigotlarin mitokondrilerinin genigledigi ve diizeninin bozuldufu gorillmistiir.
Yapilan gozlemlerden 2’,6’-Dihydroxy-4’-methoxychalcone’nin segici toksik etkiye
sahip oldugunu; bu bilesigin basit yapisinin yeni antileishmanial ilaglarin sentezi igin
yeni bir kilavuz bilesik olarak hizmet etme kabiliyetinde oldugunu saptamslardir
(119). Torres-Santos farkli bir galigma grubuyla, énceki ¢aligmada elde edilen 2°,6’-
Dihydroxy-4’-methoxychalcone’nun, Poly(D,L-Lactide) polimerik nanopartikiillerinde
yakalanarak, L. amazonensis’in hiicre i¢i amastigot formlarinin gelismesine daha fazla
inhibisyon aktivitesi gdstermesini ve infekte BALB/c farelerinde antileishmanial
aktivitenin artmasini saglamiglardir (118). Torres-Santos ve ark.lart yeni antileishmanial

bilesikler belirlemek igin yaptiklari bagka bir ¢alismada ise, Brezilya'da tibbi amagla
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kullanilan ¢esitli bitkileri L. amazonensis’in promastigot formlari {izerinde denemisgler
ve Piper aduncum (Piperaceae)’un gigek agmis kisimlarindan elde edilen ham(crude)
diklorometan ekstraktinin, 3H-thymidin karigtirilarak 48 saat sonra Olgiildiigiinde,
parazitin ¢ogalmasini 100 pg/ml’de %76 oraninda inhibe ettigini gdrmiiglerdir. Daha
sonra fraksiyone edilerek 2’,6’-Dihydroxy-4’-methoxychalcone ayrilmig ve bununla
yapilan denemede de intraseliller amastigotlarin gelismesinin 100 pg/ml’de tamamen
bloke edildigi goriillmiistiir. Gozlemlerden, izole edilen chalcone’nin potansiyel bir
antileishmanial bilesik adayr oldugu; sadece parazitler i¢in segici toksik etkiye sahip
olmadigi, ayni zamanda makrofajlari uyarici aktiviteye de sahip oldugunu

gozlemlemislerdir (120).

Waechter ve ark.lart Unonopsis buchtienii (Annonaceae) bitkisinin govde
kabuklarindan elde ettikleri ekstraktlardan dort alkoloid ve iki sterol izole etmisler ve bu
bilesiklerin in vitro biyolojik aktivitelerini L. major, L. donovani ve T. brucei’ye karsi
denemiglerdir. Elde edilen petrol eteri ekstraktlart bu iki farkli Leishmania tiirtine ve T.
brucei’ye karst protozoal aktivite sergilemistir. Bu ekstrakttan izole edilen iki triterpen,
B-sitosterol ve stigmasterol 100 pg/ml’lik konsantrasyonda Leishmania tiirlerine karst
herhangi bir aktivite gOstermemistir. Diklorometan ekstraktindan izole edilenler ise,
dért alkoloid, ii¢ aporphin alkoloidi (lysicamine, liriodenine, O-methylmoschatoline) ve
bir dimerik aporphin alkoloidi (unonopsine)’dir. O-methylmoschatoline ve lysicamine
sirastyla, 50 pg/ml ve 25 pg/ml’lik IC,;q degerleri sergilemistir. Liriodenine, ICoo 3.12
pg/ml ile en etkili alkoloid olmustur. Ununopsine, 25 pg/ml’de promastigotlart
eritmigtir (127).

Evans ve Croft, Peganum harmala bitkisinden elde ettikleri harmalin ve
tryptamin derivatlarini, in vitro olarak fare periton makrofajlarini kullanarak L.
amazonensis amastigotlarina kargi; yine in vivo olarak ayni organizmayla enfekte
edilmis fare lezyonlarina uygulayarak degerlendirmiglerdir. Harmalin, 24 pg/ml’lik
EDsy dozuyla giiglii bir in vitro aktiviteye sahip oldugu; ancak, oral yoldan
kullanildiginda  aktif, topikal uygulandiginda ise diisiik aktivite gosteren a-
etiltriptamin’den daha toksik oldugu saptanmgtir. Harmalin ve ilgili diger bilesikler,
terapdtik olarak kullanimlarini engelleyen psikotik etkilere de sahiptir. Yine bu bitkiden

Ahmad ve ark.lar1 harmin, harmalin ve bunlarin derivatlarini izole ederek gram negatif,
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gram pozitif bakteriler ve dermatofitler {izerinde antibakteriyel ve antifungal aktivite

belirlemeye ¢alismiglardir (1,45,56,60,137).

Diospyros montana bitkisinin gévde kabuklarindan, giicli bir antitiimér aktivite
gosteren Diospyrin’i izole eden Hazra ve ark.’lari, bu bilesigin in vivo ve in vitro
antileishmanial aktivitesini arastirmislardir. L. donovani promastigotlarinda, Diospyrin
icin minimum inhibisyon konsantrasyonu (MIC) 1 pg/ml, Pentamidin igin ise MIC 2
pg/ml olarak bulunmugtur. 5 pg/ml’lik bir diospyrin konsantrasyonuna 2-3 saat maruz
birakilan L. donovani promastigotlari, asil sekilleri bozulmus, sinirlari belirginsizlesmis,
sismis, hareketsiz, kamgisiz ve bazilan pargalara ayrilmis olarak goriilmiigtiir. 3 saatlik

ilag temas1 sonunda ise hiicrelerin ¢ogu par¢alanmistir (56,137).

Afrika’da parazitik deri hastaliklarinda geleneksel olarak kullanilan Plumbago
spp. bitkisinin ekstraktlari, antibakteriyel ve antifungal aktivite gdsteren bir naftoquinon
icerir. Ayrica, L. donovani ve L. amazonensis amastigotlarina karsi in vitro olarak; in
vivo olarak da, topikal uygulamayla lezyonlart &nemli bir sekilde bastirdig:
gozlemlenmistir. Croft ve ark.’lar1 da in vivo ve in vitro olarak L. donovani ve L. m.
amazonensis amastigotlan1 iizerinde, basit bir naftoquinon olan ve Plumbago sp.
bitkisinden de elde edilen plumbagin’in antileishmanial aktivitesini arastirarak, farkli

oranlarda aktivite bulmuslardir (29,137).

Balcioglu azitromisin ile yaptig1 denemelerde, promastigotlar {izerine 5 pg/ml
dozun % 50 oraninda (EDsg), 75 pg/ml dozun ise % 90 oraninda (EDgo) 6ldiiriicii etki
yaptigini saptamigtir. Makrofaj igerisindeki amastigotlar iizerinde ise, EDsq diizeyi 50-

75 ug/ml dozlar arasinda; EDgq diizeyi ise 100 pg/ml olarak saptanmustir (11).

Tadesse ve ark.’lari, Etiyopya’da paraziter enfeksiyonlarinin sagaltiminda
oldukga sik kullamlan Vernonia amygdalina isimli bir bitkinin kloroform ve metanol
ekstraktlarinin in vitro ortamda L. aethiopica amastigot ve promastigotlarina karg1 EDsg
ve LDsy konsantrasyonlarini aragtirmiglardir. Caligmada EDso diizeyleri kloroform
ekstraktinda amastigotlar igin 18,5 pg/ml, promastigotlar igin 13,3 pg/ml; metanol
ekstraktinda amastigotlar igin 74,4 ug/ml, promastigotlar igin 45,8 pg/ml; LDs diizeyi
kloroform ve metanol ekstrati igin amastigotlara kars: sirasiyla 19,6 pg/ml ve 243,4
ug/ml olarak saptanmugtir. Aymt g¢ahigmada V. amygdalina’nin kloroform ve metanol

ckstratlarinin  EDs; ve LDsy konsantrasyonlartnt  kargilagtirmak igin  standart

84



antileishmanial ilag olarak pentamidinin EDsy ve LDsy konsantrasyonlarinin sirasiyla

0,5 pg/ml ve 1,4 pg/ml olarak saptandigi bildirilmistir (114).

Werbovetz ve ark.’lan tarafindan yapilan bir galismada, L. donovani ve L.
chagasi promastigotlarina kars: gesitli ajanlarin LDgy konsantrasyonlar arastirilmustir.
L. chagasi promastigotlarina karst 9-aminoakridin tiirevleri olan; amsakrin, p-fenol,
dimetoksifenol, p-metoksifenil, fenil, (N,N-dimetil-amino)etil’in LDgo konsantrasyon-
lar1 sirasiyla 75 pM, 10 pM, 12 pM, 9 uM, 15 uM ve 15 puM olarak saptanirken; bu
deger klorpromazin i¢in 15 puM, kinakrin igin 2 uM olarak bildirilmistir. Bu ¢aligmada
aragtirflan  antibiyotiklerden pefloksasin, rosoksasin, amifloksasin, norfloksasin,
ofloksasin ve nalidilik asitin, ayrica antineoplastik adriamisin ve etoposidin L. chagasi
promastigotlar1 i¢in LDgy konsantrasyonlart 100 pM’dan biiyikk bulunmustur. L.
donovani promastigotlarina karg1 amsakrin, p-fenol, dimetoksifenol, p-methoksifenil,
fenil, (N,N-dimetil-amino) etil’in LDg, konsantrasyonlar sirastyla 50 pM, 10 uM, 25
uM, 9 uM, 25 uM ve 6 uM olarak saptanirken, klorpromazinin LDgg konsantrasyonu 22
uM olarak bildirilmistir (128). Balcioglu’nun Pefloksasin kullanarak yaptigi denemeler
sonucunda ise, bu ilacin Leishmania promastigotlar lizerine EDsg etkisinin 25 pg/ml
konsantrasyonda, EDg, etkisinin ise 500 pg/ml konsantrasyondan daha az bir degerde

sagland1d1 goriilmiistiir (11).

Shin ve ark.’lan tarafindan, L. tropica ve L. donovani’ye karsi 3’-deoksi-3’-
fluoroinosinin in vitro ve in vivo etkileri aragtirilmig, EDsp konsantrasyonu L. tropica
promastigotlarina karg1 0,23 uM, L. donovani promastigotlartna kars: ise 1 uM olarak

saptanmigtir (108).

Fournet ve ark.lar, birc,:ok tibbi bitkiyi, ozellikle de Bolivya’da yerli halk
tarafindan “apainiki” diye adlandirilan ve kutan6z leishmaniosis tedavisinde kullanilan
Pera benensis (Euphorbiaceae) Dbitkisini aragtirmuglardir. Yerli halk, 15-20 m.
uzunlugundaki bu agacin sar1 renkli taze govde kabuklarini kutanoz lezyonlarda topikal
olarak tedavi igin kullanmiglardir. Aragtirmanin ilk agamasinda, bitkinin kdk ve govde
kabuklarindan elde edilen quinonik ekstraktlar; L. braziliensis, L. amazonensis, L.
donovani promastigotlart ve T. cruzi’nin epimastigotlarina karsi denenmis ve 10
pg/mP’lik bir konsantrasyonda in vitro aktivite gérillmiigtiir. Ilag testlerinde suglarin

duyarhhifinin karsilastirilmast igin %90 inhibitor kbnsantrasyonu (ICsp) segilmisgtir.
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Fraksiyonlama ve saflagtirma ile ti¢ aktif bilesik (plumbagin, 3,3’-biplumbagin, 8,8’-
biplumbagin) saptanmigtir. Plumbagin ve 8,8’-biplumbagin Leishmania’nin her iig
tirtine 5 pg/ml’lik bir ICqy konsantrasyonu ile en giiglii bilegiktir. Bu antileishmanial
aktivite, plumbagin’le L. amazonensis’in intraseliiler (amastigot) formlarini, 10
pg/ml’lik bir konsantrasyonda konak hiicrelerinde parazitlerin %16.5’ini inhibe ederek
dogrulanmugstir. P. benensis’in koklerinde bol bulunan bir bilesik olan Lupeol de, her iki

cins tizerine de zayif bir aktivite gostermistir (49).

Araujo ve ark.’lan, Brezilya’da yaygin bir sekilde yetisen Centrolobium
sclerophyllum (Leguminoseae) bitkisinden iki diarilheptanoid ve bir izoflavanoid
bilesigini izole ederek, L. amazonensis promastigotlarina karsi aragtirmiglardir. Bu ii¢
bilesik de (halen klinik olarak kullanimda olan) Glukantim’le karsilastirildiginda, iyi bir
antileishmanial aktivite géstermistir. Fakat Pentamidin daha iyi bir aktivite gostermistir.
Deneylerin sonucunda canli kalan promastigotlar yenidc?n kiiltiire alindiginda canlilik

gozlenmis ve kontroller kadar iyi tiremislerdir (6).

Oxandra espintana (Annonaceae) bitkisinden elde edilen petrol eteri ekstraktinin
in vitro leishmanisidal ve trypanosidal aktivitelerini aragtiran Hocquemiller ve ark.’lari,
ikisini ilk kez izole ettikleri, doért aromatik monoterpen izole etmislerdir. Izole edilen
bu iki monoterpen’den espintanol’i antiparazitik aktivite i¢in yirmi 7. cruzi ve oniki
Leishmania susuna Kkarsi denemislerdir. Leishmania spp. promastigotlarina karsi
espintanol’iin ICy konsantrasyonlart 10-50 pg/ml; Pentamidin i¢in ICqo 1-5 pg/ml;

Glukantim igin ise ICgp 100 pg/ml’nin tizerinde saptanmugtir (58).

Fournet ve ark.’lari, Munnozia maronii (Asteraceae) bitkisinin yapraklarindan
petrol eter ekstraktini hazirlayarak 12 Leishmania spp. tiirliniin promastigotlarina ve li¢
T. cruzi susunun epimastigotlarina karsi in vitro olarak denemiglerdir. Aragtirmacilar bu
calismalarinda, diger ¢aligmalarinin aksine geleneksel tibta kullanilmayan bir bitkiyi
secerek galigmiglardir. Farkli bir yontemle ¢aligtlan bu arastirmada, Dehidrozaluzanin C
ile inkiibasyondan 24 saat sonra, Leishmania’mn 10 susunun promastigot formlar icin
ICs konsantrasyonu 5 pg/ml olarak bulunmugtur. L. donovani ve L. panamensis igin
ICq konsantrasyonu sirastyla, 25 pg/ml ve 50 pg/ml’dir. Dehidrozaluzanin C ile
inkiibasyondan 72 saat sonra ise, ICop konsantrasyonu L. panamensis i¢in 5 pg/ml, L.

donovani igin 10 pg/ml, diger suglar i¢in ise 2.5 pg/ml olarak bulunmustur (50).
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Munoz ve ark.lar1, Bolivya’da tibbi bitki olarak kullanilan Peschiera van heurkii
(Syn. Tabernaemontana van heurkii) (Apocynaceae) bitkisinin yaprak ve gévde
kabuklarindan alkol ekstraktlar1 hazirlayarak, Leishmania tiirlerine kargt in vitro
aktivitelerini aragtirmiglardir. Bu ekstraktlardan, 15’i daha 6nceden izole edilmis olan,
20 bilesik izole edilmistir. L. amazonensis ve L. braziliensis promastigotlarina kargt en
etkili bilesik N-demethylconodurine (=gabumine), 10 pg/ml’de olmustur. Conodurine
ve Conoduramine ortalama bir aktivite gOstermig; Apodine ve Accedinisine ise 50
ug/ml’de bile aktivite géstefmemistir. In vitro olarak N-demethylconodurine
(=gabumine) amastigotlara 25 pg/ml’de %3 ;gibi bir aktivite gostermigtir ki, bu dozda
Glukantim inaktif bulunmustur. Izole edilen bu bilesiklerden konodurin ve
konoduramin, gram pozif ve gram negatif mikroorganizmalara kars: da denenmis ve gok
aktif bulunmustur. Gabumin ve aksedinisin ise Bacillus subtilis’e karsi zayif etkili

bulunmustur (81).

Tandon ve ark.’lar, Hindistan’da geleneksel tibda ilag olarak genis bir gekilde
kullanilan Nyctanthes arbortristis (Oleaceae) bitkisinin antileishmanial aktivitesini
hem in vitro, hem de in vivo olarak amastigotlar ve hamsterlerde aragtirmislardir.
Bitkinin tohumlarindan elde edilen ekstraktlardan iridoid glukozidleri in vivo ve in vitro

olarak L. donovani amastigotlarina karg: aktivite géstermislerdir (115).

Richomme ve ark.’lari, Malezya’da yetisen bir tiir olan Polyalthia macropoda
(Annonaceae) bitkisinin govde kabuklarindan elde ettikleri ekstrakttan, yeni bir diterpen
olan methyl 18-carboxy-labda-8,13(E)-diedine-15-oate’yi izole ederek, L. donovani
promastigotlart  iizerindeki antileishmanial aktivitelerini  aragtirmiglardir. llag
konsantrasyonuna karst, kontrol geligiminin ylizdesi ve ilag duyarlilig1, bes giin sonra
belirlenmistir. Bulunan degerler, kontrol kiiltiirleri ve leishmaniosise kargt giiglii bir
aktivitesi oldugu bilinen toksik bir polyamin olan Lomidine®(pentamidin
methanesulfonate)’nin inhibitor etkisiyle karsilagtirnlmigtir. 0.25 mg/ml’lik bir diterpen
konsantrasyonu, yaklastk %15°lik bir derecede parazif boliinmesini inhibe etmigtir.
Oysa ayni konsantrasyonda Lomidine® promastigotlarin &liimiine neden olmaktadir.
Promastigot gelisiminin %100 inhibe edilmesi i¢in gerekli doz 1.5 mg/ml (LDso 0.75
mg/ml) ve litik etkinin daha yiiksek konsantrasyonlarda, daha etkili oldugu goriilmiigtiir
(96).
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Majester-Savornin ve ark.lari, antihelmintik, antifungal ve mollussidal aktivite
de gosteren Hedera helix (Araliaceae) bitkisinin yapraklarindan elde ettikleri
saponin’lerin, antileishmanisidal aktivitelerini belirlemeye c¢alismiglar; yapilan
caligmalar sonucunda izole edilen bilegiklerden CS 60 diye adlandirilan %60 saponik
kompleks ve bidesmosidler, L. infantum ve L. tropika promastigotlarina etki
gostermemiglerdir. Monodesmoidler ve hederagenin bilegikleri ise aktivite gostermigtir

(73).

Saha ve ark. tarafindan yapilan calismada, in vitro ortamda L. donovani
promastigotlarina karst Amphotericine B’nin etkinligi arastinlmis, ilacin 0.3 pg/ml
konsantrasyonunun sivi besiyerindeki L. donovani promastigotlarinin {remesini
tamamiyla durdurdugu bildirilmistir. Ilacin iiremeyi durdurmada pentamidinden daha
giiclii oldugu ve Amphotericine B’nin protozoon membranmnin gegirgenlik 6zelligi

tizerinde kesin bir etkisi oldugu bildirilmistir (100).

Berman tarafindan L. tropica ile enfekte edilmis makrofaj kiiltiirtinde dort farkli
imidazol bilesiginin antileishmanial etkinligi arastinlmistir. Yapilan bu in vitro
caligmada, RPMI 1640 besiyerinde insan makrofajlar1 L. tropica ile enfekte edilmis ve
ortama belirli konsantrasyonlarda ketakonazol, mikonazol, klotrimazol ve hidrolize
ketakonazol ilave edilmistir. Klotrimazol 1.0-2.5 pug/ml konsantrasyonlarda Leishmania
amastigotlarina kars1 etkisiz bulunurken, 5 pg/ml konsantrasyonda parazitlerin % 40’1
elimine ettigi, 7.5 pg/ml konsantrasyonda ise daha etkili olarak saptanmasina ragmen,
konak makrofajlar igin toksik etki olugturdugu bildirilmistir. Mikonazol 5 pg/ml ve 10
ug/ml konsantrasyonlarinda etkisiz bulunurken, 12.5 pg/ml’da parazitlerin % 50’sini
elimine ettigi belirtilmigtir. Ketakonazoliin 7.5 pg/ml’deki antileishmanial etkisinin 10
ug/ml’da arttift, en etkin oldugu 15 pg/ml’da parazitlerin % 85’ini elimine ettigi
bildirilmistir. Yine bu g¢alismada hidrolize ketakonazolin 2 pg/ml konsantrasyonda
parazitlerin % 80°ini, 2.5 pg/ml’da % 95’ini elimine ederken; konak makrofaj hiicreleri
icin bu konsantrasyonlarin toksik olmadig1, amastigotlarin % 100’tinii elimine ettigi 3

pg/ml konsantrasyonda ise konak hiicreler igin toksik oldugu bildirilmistir (15).

Dogal bilesiklerin pek gogunun antiprotozoal aktiviteye sahip oldugu goriilir
(genellikle in vitro), fakat bunlardan bir kismu terapdtik olarak yerini alabilir. Bunun

nedeni, insanlar iizerindeki caligmalarda toksik etkilere sebep olmalaridir. Parazit
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lizerine segici etkisi ispatlanmadikga, bir veya daha fazla protozoona karst aktif olan

dogal bir {irlintin 6nemi sinirlt kalmaktadir (137).

Bitkilerinin antileishmanial, antiprotozoal, antihelmintik, antiviral,
antimikrobiyal aktivitelerini c¢alisan bir ¢ok bilim adami ekip halinde calismuglar;
organik, inorganik, biyokimya uzmanlari, biyologlar vb. aragtirmacilar igbirligi i¢inde

ortak olarak calisarak sonuca varmiglardir.

Yine ekip halinde caligan bu aragtirmacilar tek veya birka¢ bitki izerine

yogunlagarak c¢aligmislardur.

Ham ekstraktlar veya degisik analizler sonucu fraksiyone edilerek elde edilen
tek bir bilesigin etkinliginin belirlenmesinde, hem etkin madde miktarlari, hem de etkin
olan bilesik kesinlesmektedir. Bizim ham bilesiklerimizdeki ICsp dozlarimin yiiksek
cikmast bu nedenle olabilir. Aragtirma sonuglarini inceledigimiide, bir¢cogunda bizim

sonuglarimizdan daha diisiik diizeyde etkin madde miktar saptanmistir.
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SONUC

Yaptigimiz ¢aligmalardan asagidaki sonuglar elde edilmigtir:

Sanlwurfa ve Adana yoresinden, Sark ¢ibanli hastalardan temin ettifimiz 24
ornekten 10’unda L. tropica promastigotlarinin iretilmesi basarilmistir. Fakat daha
sonra bunlardan 2’sinde mantar iiremistir. Ttim ¢abalara ragmen bu 2 sus mantardan

kurtarilamamistir. Deneylere alt kiiltiirlerini yaptigimiz diger 8 susla devam edilmistir.

Antileishmanial aktiviteleri aragtirilan 30 ekstrakta karsi, L. tropica suglar

arasinda 6nemli bir farklilik saptanamamugtir.

Bitki aktiviteleri ile ayni konsantrasyondaki Glukantim®in ICso degeri ile

kiyaslandiginda 30 ekstraktan 16’s1 aktif bulunmustur.

Farkli 6 familyadan 26 bitkinin c¢alisildigi bu arastirmada en etkili tiirler sirasi
ile, Allium scorodoprasum ssp. rotundum (ICsy 0,1 mg/ml), Allium nevsehirense —
sogant (ICso 0,3 mg/ml), Tanacetum balsamita ssp. balsamita (ICso 0,4 mg/ml),
Tanacetum parthenium —Gigekleri (ICso 0,4 mg/ml), Pimpinella anicetum (ICso 0,4
mg/ml), Tanacetum densum ssp. amani (ICso 0,4 mg/ml), Origanum acutidens (ICsg
0,4 mg/ml), Thymus pectinatus var. pectinatus (ICsp 0,5 mg/ml), Tanacetum densum
ssp. sivasicum (ICso 0,7 mg/ml), Tanacetum parthenium -yaprak ve dallari (ICso 0,7
mg/ml), Allium sivasicum -sogam (ICsp 0,9 mg/ml), Salvia ruselli (ICsp 0,9 mg/ml),
Allium nevsehirense -toprak iistii kisimlar1 (ICso 1 mg/ml), Allium sivasicum -toprak
tistd kistmlar1 (ICso 1 mg/ml), Salvia cryptantha (ICsp 1 mg/ml), Allium dictyoprasum
(ICsp 2 mg/ml) olmugtur.

Glukantim®le kiyaslandiginda antileishmanial aktivite saptanamayanlar ise,
Salvia virgata (ICsp 2 mg/ml), Achillea teretifolia (ICsp 3 mg/ml), Salvia candidissima
(ICso 3 mg/ml), Helichrysum chionophylum -yaprak ve dallani (ICsp 3 mg/ml),
Helichrysum arenarum ssp. aucheri (ICso 4 mg/ml), Helichrysum chionophylum -
cicekleri (ICso 4 mg/ml), Astragalus densifolius (ICso 5 mg/ml), Helichrysum plicatum
ssp. plicatum (ICso 5 mg/ml), Pelargonium endlicherianum (ICso 5 mg/ml), Astragalus
melanophourius (ICso 6 mg/ml), Thymus sipyleus ssp. sipyleus (ICso 6 mg/ml),
Helichrysum noeanum (ICso 6 mg/ml), Thymus sipyleus ssp. rosulens (ICsp 7 mg/ml),

Salvia syriaca (ICso 7 mg/ml) olarak bulunmustur.
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In vitro olarak L. tropica promastigotlarina kars1 test edilen en aktif ekstraktlar
Allium (Liliaceae-Zambakgiller) tiirlerinden hazirlanan ekstraktlar olmustur. Bunu
Tanacetum (Asteraceae-Papatyagiller), Pimpinella (Umbelliferac-Maydonozgiller) ve

Origanum (Lamiaceae-Ballibabagiller) cinsleri takip etmistir.

Promastigotlar iizerinde yapilan denemeler, amastigotlar ve hayvan deneyleriyle
de desteklenmelidir. Ayrica etkili bulunan bitkilerden, farklt analiz yontemleri ile ana
bilesikler ayrilarak deneyler tekrarlanirsa, kesin etkin maddenin ve asil etkin dozun daha

iyi bir sekilde belirlenecegi diiglincesindeyiz.
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OZET

Bu aragtirmada, halen kullanimda olan antileishmanial ilaglara daha etkili
alternatifler bulmak igin, in vitro kosullarda 30 bitki ekstraktimn aktivitesi

arastirtlmugtir.

Calismamizda Sanliurfa ve Adana yorelerinden elde edilen 8 farklt Leishmania
tropica susu kullanilmugtir. Bitki ekstraktlarinin L. tropica promastigotlar: iizerine
dordiincii giin sonunda olan inhibitor etkilerinin aragtirildig1 ¢aligmamizda, promastigot

proliferasyon diizeyi hemositometri ydntemiyle sayilmustir.

Bitki ekstraktlarinin L. tropica suglarina olan aktivitelerinde 6nemli bir fark

bulunamamustir.

Sivas yoresinden toplanmug 26 bitkiden elde edilen 30 metil alkol ekstrakti, 8
farkli L. tropica susuna Kkargt caligilmigtir. Bu ekstraklardan 16’sinmn ICs
konsantrasyonlari, Glukantim®le kiyaslandifinda antileishmanial aktivite y6niinden
etkin bulunmustur. Calistigimiz  bitki ekstraktlart ile aymi konsantrasyondaki
Glukantim® deneylerinin sonucunda, Glukantim®in ICsy degeri 2 mg/ml olarak

saptanmugtir.

Farkli 6 familyadan 26 bitkinin ¢alisildig1 bu aragtirmada en etkili tiirler siras:
ile, Allium scorodoprasum ssp. rotundum (ICsy 0,1 mg/ml), Allium nevsehirense —
sogant (ICsq 0,3 mg/ml), Tanacetum balsamita ssp. balsamita (ICsp 0,4 mg/ml),
Tanacetum parthenium -gicekleri (ICsp 0,4 mg/ml), Pimpinella anicetum (ICsy 0,4
mg/ml), Tanacetum densum ssp. amani (ICsp 0,4 mg/ml), Origanum acutidens (ICsp
0,4 mg/ml), Thymus pectinatus var. pectinatus (ICsq 0,5 mg/ml), Tanacetum densum
ssp. sivasicum (ICsp 0,7 mg/ml), Tanacetum parthenium -yaprak~vé dallar1 (ICsp 0,7
mg/ml), Allium sivasicum -sogani (ICso 0,9 mg/ml), Salvia ruselli (ICsp 0,9 mg/ml),
Allium nevsehirense -toprak ustii kisimlarn (ICso 1 mg/ml), Allium sivasicum -toprak
tistii kisimlart (ICsp | mg/ml), Salvia cryptantha (ICso 1 mg/ml), Allium dictyoprasum
(ICsp 2 mg/ml) olmugtur.

Glukantim®le kiyaslandiginda antileishmanial aktivite saptanamayanlar ise,
Salvia virgata (ICsy 2 mg/ml), Achillea teretifolia (ICsp 3 mg/ml), Salvia candidissima
(ICso 3 mg/ml), Helichrysum chionophylum -yaprak ve dallann (ICsp 3 mg/ml),
Helichrysum arenarum ssp. aucheri (ICso 4 mg/ml), Helichrysum chionophylum -
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cicekleri (ICso 4 mg/ml), Astragalus densifolius (ICso 5 mg/ml), Helichrysum plicatum
ssp. plicatum (ICsg 5 mg/ml), Pelargonium endlicherianum (ICsp 5 mg/ml), Astragalus
melanophourius (ICsp 6 mg/ml), Thymus sipyleus ssp. sipyleus (ICsp 6 mg/ml),
Helichrysum noeanum (ICsy 6 mg/ml), Thymus sipyleus ssp. rosulens (ICsop 7 mg/ml),

Salvia syriaca (ICsp 7 mg/ml) olarak bulunmustur.
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SUMMARY

The present work was designed to study the in vitro susceptibility of exctracts of
30 plants in order to determine more effective alternatives to antileishmanial drugs

which currently being used for treatment.

Eight different Leishmania tropica strains were used in this study and they were
collected from the region of Adana and Sanliurfa. The inhibitor effects of plant exctracts
on proliferation of L. tropica promastigotes on day fourth was evaluated by using of

haemocytometer tecnique.

There was no significant different effects of plant exctracts on activities among

L. tropica strains.

Thirty methil alcohol exctracts which obtained from 26 different plants that were
harvested in the region of Sivas, were studied against to 8 different L. tropica strains.
Sixteen of those exctracts in the ICsy concentrations were found that they have an
antileishmanial activity compared to Glucantime®. Glucantime® ICsp value was found

as 2 mg/ml when it was compared to same concentration of plant excracts.

In this study, 26 plants were studied in the 6 different family and the most
effectives strains were as follow: Allium scorodoprasum ssp. rotundum (ICso 0,1
mg/ml), Allium nevsehirense Tbulb (ICso 0,3 mg/ml), Tanacetum balsamita ssp.
balsamita (ICsq 0,4 mg/ml), Tanacetum parthenium —flowers (ICso 0,4 mg/ml),
Pimpinella anicetum (ICsy 0,4 mg/ml), Tanacetum densum ssp. amani (ICso 0,4
mg/ml), Origanum acutidens (ICso 0,4 mg/ml), Thymus pectinatus var. pectinatus (1Csq
0,5 mg/ml), Tanacetum densum ssp. sivasicum (ICso 0,7 mg/ml), Tanacetum
parthenium —aqueous and chloroform parts (ICsp 0,7 mg/ml), Allium sivasicum -bulb
(ICso 0,9 mg/ml), Salvia ruselli (ICsy 0,9 mg/ml), Allium nevsehirense -aerial (ICsp 1
mg/ml), Allium sivasicum -aerial (ICso 1 mg/ml), Salvia cryptantha (ICs; 1 mg/ml),
Allium dictyoprasum (ICso 2 mg/ml), respectively.

Those plants did not show antileihmanial activity when they were compared to
Glukantim® were as follow: Salvia virgata (ICsy 2 mg/ml), Achillea teretifolia (ICso 3
mg/ml), Salvia candidissima (IC.50 3 mg/ml), Helichrysum chionophylum - aqueous and
chloroform parts (ICso 3 mg/ml), Helichrysum arenarum ssp. aucheri (ICsp 4 mg/ml),
Helichrysum chionophylum -flowers (ICsy 4 mg/ml), Astragalus densifolius (ICso 5
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mg/ml), Helichrysum plicatum ssp. plicatum (ICsp 5 mg/ml), Pelargonium
endlicherianum (ICsy 5 mg/ml), Astragalus melanophourius (ICsp 6 mg/ml), Thymus
sipyleus ssp. sipyleus (ICsp 6 mg/ml), Helichrysum noeanum (ICsp 6 mg/ml), Thymus
sipyleus ssp. rosulens (ICsp 7 mg/ml), Salvia syriaca (ICsp 7 mg/ml).

95



D

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

9)

10)

KAYNAKLAR

Ahmad A, Khan KA, Sultana S, Siddiqui BS, Begum S, Faizi S, Siddiqui S :
Study of in vitro antimicrobial activity of harmine, harmaline and their derivatives.
J. Ethnopharm., 35:289-294, 1992.

Aksu HSZ : Lesmanyaz: Tedavide Yeni Gelismeler. ANKEM Derg., 9(3):263-
268, 1995.

Allahverdiyev AM : Paraziter hastaliklarin etkenlerinin in vivo ve in vitro

kiiltiiriinlin bugiinii ve yanint. T. Par. Derg., 18(2):145-150, 1994.

Altintag K : Tibbi Genel Parazitoloji ve Protozooloji. Medical Network&Nobel
ISBN: 975-567-017-3, Ankara, 1995.

Altintag N : Giineydogu Anadolu Projesi’ni Tehdit Eden Parazit Hastaliklari.
Leishmaniosis. Ozcel MA (Ed.), Tiir. Sag. Is. Send., Tiir. Par. Der., Ege Unv. Bas.,
Izmir, s. 97-131, 1995.

Araujo CAC, Alegrio LV, Leon LL : Antileishmanial activity of compounds
extracted and characterized from Centrolobium sclerophyllum. Phytochem.,

49(3):751-754, 1998.

Arora SK, Sinha R, Seghal S : Use of in vitro method to assess different brands
of anti-leishmanial drugs. Med. Microb. Immun., 180(1):21-27, 1991.

Assmar M, Mehrabian S, Farahmand M, Pyazak N, et al. : Antileishmanial
activity of four species of Vinca plant extract on Leishmania major in vitro and in
vivo. First World Congress on Leishmaniosis Abstracts, Ozcel MA (Ed.), Acta Par.
Tur., Vol. 21, supl. 1, p.176, 1997.

Aybay C, Imir T, Ozkan S, Caglar K, Sultan N : Baz antibiyotiklerin
Leishmania major promastigot hiicre proliferasyonu lizerine etkisi. T. Par. Derg.,

21(1):1-6, 1997.

Balcioglu IC, Ozbel Y, Ozensoy S, Ozbilgin A : Farkli zamanlarda izole edilen
Leishmania tropica suslannin virulansi iizerine denemeler. T. Par. Derg.,

25(2):123-127, 2001.

96



1)

12)

13)

14)

15)

16)

17)

18)

19)

20)

21)

Balcioglu IC : Makrofaj kiiltiirinde elde edilen Leishmania amastigot ve
promastigot formlarinin antijenik 6zellikleri ve bu formlara gesitli antibiyotiklerin
etkilerinin aragtiriimast. Celal Bayar Unv., Saglik Bilimleri Ens., Doktora Tezi.
Manisa, 2000.

Barata LE, Santos LS, Ferri PH, Phillipson JD, Paine A, Croft SL : Anti-
leishmanial activity of neolignans from Virola species and synthetic analogues.

Phytochem., 55(6):589-595, 2000.

Beach DH, Goad LJ, Holz GG : Effects of antimycotic azoles on growth and
sterol biosynthesis of Leishmania promastigotes. Mol. Biochem. Par., 31:149-162,
1988. )

Beaver PC, Jung RC, Cupp EW : Clinical Parasitology. 9th Edition.
Lee&Febiger, Philadelphia, 1984.

Berman JD : Activity of imidazoles against Leishmania tropica in human

macrophage cultures. Am. J. Trop. Med. Hyg., 30(3):566-569, 1981.

Berman JD : Human Leishmaniasis: Clinical, Diagnostic, and Chemotherapeutic
Developments in the Last 10 Years. Clin. Infect. Dis., 24:684-703, 1997.

Berman JD :. Leishmania tropica: Quantitation of In vitro Activity of
Antileishmanial Agents by Giemsa Staining, Viability, and 3H-formycin B
Incorporation. J. Par., 83(5):'447-454, 1989.

Berman JD : Chemotherapy for Leishmaniasis: Biochemical Mechanisms.

Clinical Efficacy, and Future'Strategies. Rev. Infect. Dis., 10(3):560-586, 1998.

Berman JD, Gallalee JV : Semiautomated assessment of in vitro activity of

potential antileishmanial drugs. Antimic. Agents Chemother., 28(6):723-726, 1985.

Berman JD, Gallalee JV : In vitro antileishmanial activity of inhibitors of steroid
biyosynthesis and combinations of antileishmanial agents. J. Par., 73(3):671-673,
1987.

Berman JD, Wyler DJ : An in vitro model for investigation of chemotherapeutic
agents in leishmaniasis. J. Infect. Dis., 42(1):83-86, 1980.

97



22)

23)

24)

25)

26)

27)

28)

Berman JD, Lee LS : Activity of oral drugs against Leishmania tropica in human

macrophages in vitro. Am. J. Trop. Med. Hyg., 32(5):947-951, 1983.

Berman JD, Holz GG Jr, Beach DH : Effects of Ketoconazole on growt and

sterol biosynthesis of Leishmania mexicana promastigotes in culture. Mol.
Biochem. Par., 12:1-13, 1984.

Camacho MDR, Kirby GC, Warhurst DC, Croft SL, Phillipson JD :
Oxoaporphine alkoloids and quinones from Stephania dinklagei and evaluation of

their antiprotozoal activities. Planta Medica, 66:478-480, 2000.

Carvalho PB, Ferreira El : Leishmaniasis phytotherapy. Nature’s leadership
against an ancient disease. Fitoterapia, 72:599-618, 2001.

Ceylan A : Tibbi Bitkiler II (Ucucu Yag Icerenler). Ege Unv. Ziraat Fak. Yay: No:
481, E.U. Ziraat Fak. Ofset Bas., [zmir, 1987.

Chakrabarti G, Basu A, Manna PP, Mahato SB, Mandal NB, Bandyopadhyay
S : Indolylquinoline derivatives are cytotoxic to Leishmania donovani
promastigotes and amastigotes in vitro and are effective in treating murine visceral

leishmaniasis. J. Antimic. Chemother., 43(3):359-366, 1999.

Chen M, Christensen SB, Blom J, Lemmich E, Nadelmann L, Fich K,
Theander TG, Kharazmi A : Licochalcone A, a novel antiparasitic agent with
potent activity against human pathogenic protozoan species of Leishmania.

Antimic. Agents Chemother., 37(12):2550-2556, 1993.

29) Croft SL, Evans AT, Neal RA : The activity of plumbagin and other electron

30)

3D

carriers against Leishmania donovani and Leishmania mexicana amazonensis. Ann.

Trop. Med. Par., 79(6):651-653, 1985.

Celiksoz A, Sayg1 G, Ozcelik S, Oztop AY, Sanhdag T : Trimethoprim-
Sulphametaxozole ve Ofloxsasin’in Leishmania promastigotlarina in vitro

etkilerinin aragtirilmast. T. Par. Derg., 22(4):343-347, 1998.

Cetin ET, Ang O, Toreci K : Tibbi Parazitoloji. 3.Bask:. Ist. Unv. Ist. Tip Fak.
Yay. Fak. No: 146, Istanbul, 1983,

08



32)

33)

34)

35)

36)

37)

38)

39)

40)

Cubuk¢u B, Mericli AH, Damadyan B, Bingél S, Yiiksel V : Yukar1 Firat
Bolgesinde Yetisen Helichrysum Tiirlerinin Flavonoid Bilesikleri Yoniinden
Incelenmesi. Baltepe S, Babag MT, Evren H (Ed.), Firat Havzasi Tibbi ve
Endiistriyel Bitkileri Sempozyumu (6-8 Ekim 1986, Elazig) Bildirileri, Firat Unv.,
Bizim Biiro Bas., s. 179-187, Elaz1g, 1991.

Culha G, Ozcan K, Ozpoyraz M : Leishmania’nin degisik besiyerlerinde iireme
yogunlugu ve canli kalma siiresinin aragtirtlmasi. T. Par. Derg., 21(2):115-118,
1997.

Daldal N, Ozbel Y : Parazitolojide Artropod Hastaliklari& Vektérler. Phlebotomus
ssp., vektorliikleri ve kontrolii. Ozcel MA, Daldal N (Ed.), T. Par. Dern. Yay. No:
13, Ege Unv. Bas., Izmir, 1997.

Davidson RN, Croft SL : Recent advances in the treatment of visceral
leishmaniasis. Trans. Roy. Soc. Trop. Med. Hyg., 87:130-131& 141, 1993.

Decosterd LA, Hoffmann E, Kyburz R, Bray D, Hostettmann K : A new
phloroglucinol derivative from Hypericum calycinum with antifungal and in vitro

antimalarial activity. Planta Medica, 57:548-551, 1991.

Delorenzi JC, Attias M, Gattass CR, Andrade M, Rezende C, Pinto AC,
Henriques AT, Bou-Habib DC, Saraiva EMB : Antileishmanial activity of an
indole alkoloid from Peschiera australis. Antimic. Agents Chemother.,
45(5):1349-1354, 2001.

Desjeux P : Leishmania and HIV in gridlack. Leishmaniasis/98. 9 Add. 1-
UNAIDS/98. 23. Division of control of typical diseases. 23:5-27, WHO, Geneva,
1998.

Dey T, Anam K, Afrin F, Ali N : Antileishmanial activities of stearylamine-
bearing liposomes. Antimic. Agents Chemother., 44(6):1739-1742, 2000.

Dogan F : Leishmania enfeksiyonlarinin epidemiyolojisi, Leyismaniya'larin
rezervuar ve vektorleri. Yasarol S (Ed.), Leishmaniasis (Kala Azar ve Sark Ciban).
2. Ulusal Par. Kong.(3-5 Haz. 1981, Ank.). Tiirk. Par. Der. Yay. No:2, Ege Unv.
Matb., s. 25-50, Izmir, 1981:

99



41)

El-On J, Messer G : Leishmania major: Antileishmanial activity of
Methylbenzethonium Chloride. Am. J. Trop. Med. Hyg., 35(6):1110-1116,1986.

42) EI-On ], Pearlman E, Schnur LF, Greenblatt CL : Chemotherapeutic Activity

43)

44)

45)

46)

47)

of Rifampicin on Leishmanial Amastigotes and Promastigotes In vitro. Israel J.
Med. Sci., 19(3):240-245, 1983.

El Tahir A, Ibrahim AM, Satti GMH, Theander TG, Kharazmi A, Khalid SA
: The potential antileishmanial activity of some Sudanese medicinal plants.
Phytother. Res., 12(8):576-579, 1998.

Evans AT, Croft SL, Peters W, Neal RA : Antileishmanial Effects of
Clofazimine and Other Antimycobacterial Agents. Ann. Trop. Med. Par.,
83(5):447-454, 1989.

Evans AT, Croft SL : Antileishmanial activity of harmaline and other tryptamine

derivatives. Phytother. Res., 1:25-27, 1987.

Evren H : Elazi§ Yoresinden Toplanmus Fabaceae ve Asteraceae Familyalarina
Ait Tibbi ve Endiistriyel Bitkiler. Baltepe S, Babag¢ MT, Evren H (Ed.), Firat
Havzas: Tibbi ve Endiistriyel Bitkileri Sempozyumu (6-8 Ekim 1986, Elazig)
Bildirileri, Firat Unv., Bizim Biiro Bas., s. 127-135, Elaz1g, 1991.

Fournet A, Barrios AA, Munoz V : Leishmanicidal and trypanocidal activities of

Bolivian medicinal plants. J. Ethnopharm., 41:19-37, 1994.

48) Fournet A, Munoz V, Manjon AM, Angelo A, Hocquemiller R, Cortes D, Cave

49)

50)

A, Bruneton J : Activite Antiparasitaire D’alcaloides Bisbenzylisoquinoleiques. I:
Activite In vitro Sur Des Promastigotes De Trois Souches De Leishmania. J.
Ethnopharm., 24(2-3):327-335, 1988.

Fournet A, Angelo A, Munoz V, Roblot F, Hocquemiller R, Cave A :
Biological and chemical studies of Pera benensis, a Bolivian plant used in folk
medicine as a treatment of cutaneous leishmaniasis. J. Ethnopharm., 37:159-164,

1992.

Fournet A, Munoz V, Roblot F, Hocquemiller R, Cave A, Gantier JC :
Antiprotozoal activity of dehydrozaluzanin C, a sesquiterpene lacton isolated from
Munnozia maronii (Asteraceae). Phytother. Res., 7:111-115, 1993.

100



51)

52)

53)

54)

55)

56)

57)

58)

59)

60)

Grogl M, Thomason TN, Franke ED : Drug resistance in leishmaniasis: its
implication in systemic chemotherapy of cutaneous and mucocutaneous disease.

Am. J. Trop. Med. Hyg., 47(1):117-126, 1992.

Giiven A, Yiirekli AK : Firat Havzasinda Yayilig Gosteren Tanacetum Tiirlerinin
Ekonomik Potansiyeli. Baltepe $, Babag MT, Evren H (Ed.), Firat Havzast Tibbi
ve Endiistriyel Bitkileri Sempozyumu (6-8 Ekim 1986, Elazig) Bildirileri, Firat
Unv., Bizim Biiro Bas., s. 251-259, Elaz1g, 1991.

Hamburger M, Hostettmann K : Bioactivity in plants: The link between

phytochemistry and medicine. Phytochem., 30(12):3864-3874, 1991.

Hanafy MSM, Hatem ME : Studies on the antimicrobial activity of Nigella sativa
seed (black cumin). J. Ethnopharm., 34:275-278, 1991.

Hatimi S, Boudouma M, Bichichi M, Chaib N, Idrissi NG : In vitro evaluation
of antileishmania activity of Artemisia herba alba Asso. Bull. Soc. Pathol. Exot.,
94(1):29-31, 2001.

Hazra B, Saha AK, Ray R, Roy DK, Sur P, Banerjee A : Antiprotozoal activity
of diospyrin towards Leishmania donovani promastigotes in vitro. Trans. Roy. Soc.

Trop. Med. Hyg., 81:738-741, 1987.

Hiraoka O, Satake H, Iguchi S, Matsuda A, Ueda T, Wataya Y : Carbocyclic
Inosine as a Potent Anti-leishmanial Agent: The Metabolism and Selective
Cytotoxic Effect of Carbocyclic Inosine in Promastigotes of Leishmania tropica
and Leishmania donovani. Bioche. Biophysi. Res. Commun., 134(3):1114-1121,
1986.

Hocquemiller R, CortesD, Arango GJ, Myint SH, Cave A, Angelo A, Munoz
V, Fournet A : Isolement et synthese de L’espintanol, nouveau monoterpene

antiparasitaire. J. Nat. Prod., 54(2):445-452, 1991.

Houghton PJ : Medicinal Plants and the Control of Parasites. Compounds with
Anti-HIV from Plants. Trans. Roy. Soc. Trop. Med. Hyg., 90:601-604, 1996.

Iwu MM, Jackson JE, Schuster BG : Medicinal plants in the fight against
leishmaniasis. Par. Today, 10(2):65-68, 1994,

101



61)

62)

63)

64)

65)

66)

67)

68)

69)

70)

Iwu MM, Jackson JE, Tally JD, Klayman DL : Evaluation of plant extracts for
antileishmanial  activity using a mechanism-based radiorespirometric

microtechnique (RAM). Planta Medica, 58(5):436-441, 1992.

Jackson JE, Tally JD, Tang DB : An in vitro micromethod for drug sensitivity
testing of Leishmania. Am.J. Trop. Med. Hyg., 41(3):318-330, 1989.

Jernigan JA, Pearson RD, Petri WA Jr, Rogers MD : In vitro activity of
atovaquone against Leishmania chagasi promastigotes. Antimic. Agents

Chemother., 40(4):1064, 1996.

Johnson JL, Werbel LM : Synthesis and antileishmanial activity of 6-Methoxy-4-
methyl-N-[ 6-(substituted-1-piperazinyl) hexyl ]-8-quinolinamines and related
compounds. J. Med. Chem., 26:185-194, 1983.

Kamau SW, Nunez R, Grimm F : Flow cytometry analysis of the effect of
allopurinol and the dinitroaniline compound (Chloralin) on the viability and
proliferation of Leishmania.infantum promastigotes. BMC Pharmacology, 1(1): --,
2001. http://www.biomedcentral.com/1471-2210/1/1

Kapil A : Piperine: A potent inhibitor of Leishmania donovani promastigotes in

vitro. Planta Medica, 59(5):474, 1993.

Khan S, Khan GM, Alamsher, Hamid Ullah, : In-vitro study on antileishmanial
activity of Massicot. J. College Physicians Surgens Pakistan, 11(3):161-165, 2001.

Kinnamon KE, Steck EA, Loizeaux PS, Hanson WL, Chapman WL Jr, Waits
VB : The antileishmanial activity of Lepidines. Am. J. Trop. Med. Hyg,
27(4):751-757, 1978.

Kirby GC : Medicinal plants and the control of parasites. Medicinal plants and the
control of protozoal disease, with particular reference to malaria. Trans. Roy. Soc.

Trop. Med. Hyg., 90:605-609,1996.

Koyuncu M : Geofitlerin Ekonomik Onemi ve Yukar Firat Havzas: Geofitleri.
Baltepe S, Babag MT, Evren H (Ed.), Firat Havzasi Tibbi ve Endiistriyel Bitkileri
Sempozyumu (6-8 Ekim 1986, Elazig) Bildirileri, Firat Unv., Bizim Biiro Bas., s.
47-62, Elaz1g, 1991.



71)

72)

73)

74)

75)

76)

77)

78)

79)

80)

81)

Kuman A, Altintag N : Protozoon Hastaliklari. Ege Unv. Bas., Izmir, 1996.

Lancet : Pharmaceuticals from plants: great potential, few funds. Lancet, V.343,
N. 8912:1513-1515, (Editorial), 1994.

Majester-Savornin B, Elias R, Diaz-Lanza AM, Balansard G, Gasquet M,
Delmas F : Saponins of the Ivy plant, Hedera helix, and their Leishmanicidic

activity. Planta Medica, 57:260-262, 1991.
Marinkelle CJ : The control of Leishmaniases. Bull. WHO., 58(6):807-818, 1980.

Mbati PA, Abok K, Mwaniki-Kagai J, Ndemwa P, Koech DK : In vitro
experimental antileishmanial potential of Etylendiamine Tetraacetic Acid,

Disodium salt. East African Med. J., 69(6):327-332, 1992.

Merdivenci A : Medikal Protozooloji. Degisimli ve eklemeli, yenilenmis 2. Basim.
Ist. Unv. Cerrahpasa Tip Fak. Yay.:2834/80, Istanbul, 1981.

Misra S, Sanyal T, Sarkar D, Bhattacharya PK, Ghosh DK : Evaluation of
antileishmanial activity of. trans-aconitic acid. Biochem. Med. Metab. Biol.,

42(3):171-178, 1989.

Modabber F : Leishmaniasis: will new technology provide a breakthrough?
WHO Drug Information, Reports on Individual Drugs, Vol.13, No.3, p.150-152,
1999.

Moreira ES, Petrillo-Peixoto ML : In vitro Activity of Meglumine Antimoniate,
a Pentavalent Antimonial Drug, on Leishmania Promastigotes. Braz. J. Med. Biol.
Res., 24(5):459-469, 1991.

Moreira ES, Guerra JB, Petrillo-Peioto MD : Glucantime resistant Leishmania
promastigotes are sensitive to pentostam. Rev. Soc. Bras. Med. Trop., 25(4):247-
250, 1992. '

Munoz V, Moretti C, Sauvanin M, Caron C, Porzel A, Massiot G, Richard B,
Le Men-Olivier L : Isolation of bis-indole alkoloids with antileishmanial and
antibacterial activities from Peschiera van heurkii (syn. Tabernaemontana van

heurkii). Planta Med., 60:455-459, 1994,

103



82) Najib Nik A Rahman N, Furuta T, Kojima S, Takane K, Mohd MA :
Antimalarial Activity of Extracts of Malaysian Medicinal Plants. J. Ethnopharm.,
64(3):249-254, 1999.

83) Oketch-Rabah HA, Christensen SB, Frydenvang K, Dossaji SF, Theander TG,
Cornett C, Watkins WM, Kharazmi A, Lemmch E : Antiprotozoal Properties of
16,17-Dihydrobrachycalyxolide from Vernonia brachycalyx. Planta Medica,
64(6):559-562, 1998.

84) Olliaro PL, Bryceson ADM : Practical progress and new drugs for changing
patterns of Leishmaniasis. Par. Today, 9(9):323-328, 1993.

85) Ozbilgin A, Tasc1 S, Atambay M, Alkan MZ, Ozbel Y : Leishmania infantum
promastigotlarinin in vitro kiiltivasyonunda sivi ve bifazik besiyerlerinin

karsilagtirilmasi. T. Par. Derg., 19(1):1-5, 1995.

86) Ozcel MA, Altintas N, (Ed.) : Parazit Hastaliklarinda Tani. T. Par. Der. Yayin No:
15, Ege Unv. Bas., Izmir, 1997.

87) Ozcelik S, Celikséz A, Saygt G : Farkli kiiltiir ortamlarinda Leishmania
promastigotlarinin in vitro kiiltiiri. T. Par. Derg., 20(2):169-174, 1996.

88) Oztiirk M, Ozcelik H : Dogu Anadolu’nun Faydali Bitkileri. Siirt Ilim Spor
Kiiltiir ve Aragtirma Vakfi (SISKAV), Semih Ofset Matb., Ankara, 1991.

89) Pearson RD, Manian AA, Hall D, Harcus JL, Hewlett EL : Antileishmanial
Activity of Chlorpromazine. Antimic. Agents Chemother., 25(5):571-574, 1984.

90) Peixoto MP, Beverley SM : In vitro activity of Sulfonamides and Sulfones against
Leishmania major promastigotes. Antimic. Agents Chemother., 31(10):1575-1578,
1987.

91) Phillipson JD : Phytochemistry and medicinal plants. Phytochem., 56(3):237-243,
2001.

92) Phillipson JD, O°Neill MJ : New leads to the treatment of protozoal infections
based on natural product molecules. Acta Pharm. Nordica, 1(3):131-144, 1989.

93) Phillipson JD, Wright CW : Antiprotozoal agents from plant sources. Planta
Medica, 57(supl.1):53-59, 1991.

104



94)

95)

96)

97)

98)

99)

Phillipson JD : Natural Products as Drugs. Trans. Roy. Soc. Trop. Med. Hyg.,
88(Sup. 1):17-19, 1994.

Ram VJ, Singha UK, Guru PY : Chemotherapeutic agents XI: synthesis of
pyrimidines and azolopyrimidines as leishmanicides. Eur. J. Med. Chem., 25:533-
538, 1990.

Richomme P, Godet MC, Foussard F, Toupet L, Sevenet T, Bruneton J : A
novel Leishmanicidal labdane from Polyalthia macropoda. Planta Medica, 57:552-
554, 1991.

Robledo SM, Valencia AZ, Saravia NG : Sensitivity to Glucantime of
Leishmania viannia isolated from patients prior to treatment. J. Par., 85(2):360-

366, 1999.

Roehm NW, Rodgers GH, Hatfield SM; Glasebrook AL : An improved
colorimetric assay for cell proliferation and viability utilizing the tetrazolium salt

XTT. J. Immun. Methods, 142:257-265, 1991.

Rojas A, Hernandez L; Pereda-Miranda R, Mata R : Screening for
antimicrobial activity of crude drug extracts and pure natural products from

Mexican medicinal plants. J. Ethnopharm., 35:275-283, 1992.

100)Saha AK, Mukherjee T, Bhaduri A : Mechanism of action amphotericin B on

Leishmania donovani promastigotes. Mol. Biochem. Par., 19:195-200, 1986.

101)Sahpaz S, Bories C, Loiseau PM, Cortes D, Hocquemiller R, Laurens A, Cave

A : Cytotoxic and antiparasitic activity from Annona senegalensis seeds. Planta
Medica, 60:538-540, 1994.

102)Saxena G, McCutcheon AR, Farmer S, Towers GHN, Hancock REW :

Antimicrobial constituents of Rhus glabra. J. Ethnopharm., 42:95-99, 1994.

103)Sayg1 G : Temel Tibbi Parazitoloji. Esnaf Ofset Matb., Sivas, 1998.

104)Science : Medicine from plants. Science, 247:513, (Editorial), 1990.

105)Secmen O, Gemici Y, Leblebici E, Gork G, Bekat L : Tohumlu Bitkiler

Sistematigi. 2. Baski. Ege Un. Fen Fak. Kit. Ser. No: 116, Ege Un. Bas., lzmir,
1989,

105



106)Sett R, Basu N, Ghosh AK, Das PK : Potential of doxorubicin as an
antileishmanial agent. J. Par., 78(2):350-354, 1992.

107)Sezik E, Tabata M, Yesilada E, Honda G, Goto K, ikeshiro Y : Traditional
medicine in Turkey. I. Folk medicine in Northeast Anatolia. J. Ethnopharm.,
35:191-196, 1991.

108)Shin IS, Tanifuji H, Arata Y, Morizawa Y, Nakayama T, Wataya Y : 3’-
Deoxy-3’-fluoroinosine as a potent antileishmanial agent. The metabolism and
selective cytotoxic effect of 3’-deoxy-3’-fluoroinosine against in vitro and in vivo.

Par. Res., 81(7):622-26, 1995.

109)Sittie AA, Lemmich E, Olsen CE, Hviid L, Kharazmi A, Nkrumah FK,
Christensen SB : Structure-Activity studies: In vitro antileishmanial and
antimalarial activities of Anthraquinones from Morinda lucida. Planta Medica,

65(3):259-261, 1999.

110)S6kmen A, Jones BM, Ertiirk M : The in vitro antibacteriyal activity of Turkish
medicinal plants. J. Ethnopharm., 67:79-86, 1999.

[11)Stevens MG, Olsen SC : Comparative analysis of using MTT and XTT in
colorimetric assays for quantitating bovine neutrophil bactericidal activity. I.

Immun. Methods, 157:225-231, 1993.

112)Sarer E : Yukan Firat Havzasi Labiataceae’ lerinin Ugucu Yaglar1 Yoniinden
Tedavide ve Endiistride Degerlendirme Olanaklar1. Baltepe S, Babag MT, Evren H
(Ed.). Firat Havzast Tibbi ve Endiistriyel Bitkileri Sempozyumu (6-8 Ekim 1986,
Elaz1g) Bildirileri, Firat Unv., Bizim Biiro Bas., s. 165-178, Elaz1g, 1991.

113)Sener B : Recent results in the search for bioactive compounds from Turkish
medicinal plants. Pure&Appl. Chem., 66(10/11):2295-2298, 1994.

114)Tadesse A, Gebre-Hiwot ‘A, Asres K, Djote M, Frommel D : The in vitro
activity of Vernonia amygdalina on Leishmania aethiopica. Ethiop. Med. J.,

31(3):183-189, 1993.

115)Tandon JS, Srivastava V, Guru PY : Iridoids: a new class of leishmanicidal
agents from Nyctanthes arbortristis. J. Nat. Prod., 54(4):1102-1104, 1991.

106



116)Tanker M : Anabilim Dalimizda Yukari Firat Bélgesi Bitkileri Uzerine Yapilan
Bazi Aragtirmalar. Baltepe S, Babag MT, Evren H (Ed.), Firat Havzasi1 Tibbi ve
Endiistriyel Bitkileri Sempozyumu (6-8 Ekim 1986, Elazig) Bildirileri, Firat Unv.,
Bizim Biiro Bas., s. 37-45, Elaz1g, 1991.

117)Tanker N, Izgii F : Pimpinella Tiirleri Uzerine Arastirmalar. Baltepe S, Babag
MT, Evren H (Ed.), Firat Havzas: Tibbi ve Endiistriyel Bitkileri Sembozyumu (6-8
Ekim 1986, Elazi1g) Bildirileri, Firat Unv., Bizim Biiro Bas., s. 189-195, Elazig,
1991.

118)Torres-Santos EC, Rodrigues JM Jr, Moreira DL, Kaplan MAC,
Rossi-Bergmann B : Improvement of in vitro and in vivo antileishmanial activities
of 2°, 6’-Dihidroxy-4’-Methoxychalcone by entrapment in Poly(D,L-Lactide)
nanoparticles. Antimic. Agents Chemother., 43(7):1776-1778, 1999.

119)Torres-Santos EC, Moreira DL, Kaplan MAC, Meirelles MN, Rossi-
Bergmann B : Selective effect of 2°,6’-Dihidroxy-4’-Methoxychalcone isolated
from Piper aduncum on Leishmania amazonensis. Antimic. Agents Chemother.,

43(5):1234-1241, 1999.

120)Torres-Santos EC, Moreira DL, Kaplan MAC, Rossi-Bergmann B : A
chalcone isolated from the plant Piper aduncum is selectively tbxic for Leishmania.
First World Congress on Leishmaniosis Abstracts,. Ozcel MA (Ed.), Acta Par.
Tur., Vol. 21, supl. 1, p.183, 1997.

121)Tracy JW, Webster LT : Drugs used in the chemotherapy of protozoal infections.
Trypanosomiasis, Leishmaniasis, Amebiasis, Giardiasis, Trichomoniasis, and other
protozoal infections. Goodman and Gilman’s. The Pharmalogical Basis of
Therapeutics. Hardman JG, Limbird LE (Ed.), Chap. 41, Int. Ed., p. 987-1008,
McGraw-Hill, 1996.

122)Unat EK, Yiicel A, Altas K, Samasti M : Unat'in Tip Parazitolojisi. 5. Basku.
Cerrahpasa Tip Fak. Yay. No: 135, Istanbul, 1995.

123)UNDP/WORLD BANK/WHO Special programme for research and training in
tropical deseases. Tropical Disease Researarch TDR Seventh Programme Report 1

Jan. 1983 - 31 Dec. 1984. The Leishmaniases. p. 7/3-7/18, Geneva, 1983.

107



124)UNDP/WORLD BANK/WHO : The Leishmaniasis. WHO Special programme
for research and training in tropical diseases. Progress in international research.

1987-1988. p. 10-30, Geneva, 1989.

125)United Nations Development Program/ World Health Organization, TDR
News 34, p. 1-2, 1990.

126)Vennerstrom JL, Lovelace JK, Waits VB, Hanson WL, Klayman DL :
Berberine derivatives as antileishmanial drugs. Antimic. Agents Chemother.,

34(5):918-921, 1990.

127)Waechter Al, Cave A, Hocquemiller R, Bories C, Munoz V, Fournet A :
Antiprotozoal activity of aporphine alkoloids isolated from Unonopsis buchtienii

(Annonaceae). Phytother. Res., 13(2):175-177, 1999.

128)Werbovetz KA, Lehnert EK, Macdonald TL, Pearson RD : Cytotoxicity of
acridine compounds for Leishmania promastigotes in vitro. Antimic. Agents

Chemother., 36(2):485-497, 1992.

129) Whitfield PJ : Medicinal Plants and the Control of Parasites. Novel Anthelmintic
Compounds and Molluscicides from Medicinal Plants. Trans. Roy. Soc. Trop.
Med. Hyg., 90:596-600, 1996.

130)WHO : The Work of WHO 1988-1989 biennial report of the director-general. p.
122-123, 138,143. Geneva.

131) WHO Drug Information : Esential Drugs, WHO Model Formulary, Drugs used in
Leishmaniasis. Vol.11, No.3, p. 145-152, 1997.

132) WHO Drug Information : Herbal Medicines. Vol. 14, No.4, p. 237-243, 2000.

133)WHO Information Circular : WHO Mediterranean Zoonoze Control Centre.
40:11-13,1996.

134)WHO Technical Report : Leishmaniasis. Report No:701, 1984.

135)WHO Guidelines for the Assessment of Herbal Medicines : WHO Expert
Committee on Specifications for Pharmaceutical Preparations, Technical Repeort

Series, No. 863, 1996.
136) WHO Quality Control Methods for Medicinal Plant Materials : Geneva, 1998.

108



137)Wright CW, Phillipson JD : Natural products and the development of selective
antiprotozoal drugs. Phytother. Res., 4(4):127-139, 1990.

138)Wright CW, O’Neill M ], Phillipson JD, Warhurst DC : Use of microdilution to
assess in vitro antiamoebic activities of Brucea javanica fruits, Simarouba amara
stem, and a number of quassinoids. Antimic. Agents Chemother., 32(11):1725-
1729, 1988.

139)Wright CW, Bray DH, O’Neill MJ, Warhurst DC, Phillipson JD, Quetin-
Leclercq J, Angenot L. : Antiamoebic and antiplasmodial activities of alkoloids
isolated from Strychnos usambarensis. Planta Medica, 57(4):337-340, 1991.

140)Yildirim S, : Munzur Daglarinin Tibbi ve Endiistriyel Bitkileri. Baltepe S, Babag
MT, Evren H (Ed.), Firat Havzas1 Tibbi ve Endiistriyel Bitkileri Sempozyumu (6-8
Ekim 1986, Elaz1g) Bildirileri, Firat Unv., Bizim Biiro Bas., s. 83-102, Elaz1g,
1991.

109



