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OZET

RUTIN YUKLU PLGA NANOPARTIKULLERININ ANTILEISHMANIAL
AKTIVITELERININ iINCELENMESI

Fulya KAHVECIOGLU CETIN
istanbul Yeni Yiizyil Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii
Yiiksek Lisans Tezi, Biyomedikal Miihendisligi Anabilim Dah
Tez Damgmam: Dr. Ogr. Uyesi. Sezen CANIM ATES
Temmuz 2019, 95 sayfa

Leishmaniasis diinya ¢apinda 6zellikle gelismekte olan iilkelerde goriilmekte olup
yaklagik 102 tilkede endemiktir. Leishmaniasisin tedavisinde; as1 olmamasi, ilaglarin
yetersizligi ve yliksek toksisiteye neden olmasi, ilaglara karsi direng gelisimi ve
tedavi sliresinin uzun olmasi sebepleriyle yeni ve etkili tedavi yontemlerine
gereksinimi arttirmistir.

Yapilan arastirmalar, flavonoidlerin birgok hastaligi 6nledigini gostermektedir. Nano
boyuttaki partikiiller, genis yiizey alanina ve mikro boyuta sahip olmasi gibi birgok
ozellige sahip oldugundan tip alaninda kullanilmaktadir.

Bu caligmada bir flavonoid olan rutinin bir polimer nanopartikiil sistemi igerisine
enkapsiile edilerek olusturulan nanopartikiillerin ve serbest rutinin Leishmania
infantum promastigotlart iizerindeki antileishmanial etkinliginin karsilastirilarak
arastirilmasidir.  Bu tez c¢alismasinda, ilk kez olarak rutin yikli PLGA
nanopartikiillerinin ~ (RTN-PLGA  NP) L. infantum  promastigotlarinin
proliferasyonuna etkisinin thoma laminda sayim yapilmasiyla ve RTN-PLGA
NP’lerinin in vitro antileishmanial etkinliklerinin MTT yontemiyle incelenmistir.
Tekli emiilsiyon ¢oziicii evaporasyon yontemi kullanilarak sentezlenen RTN-PLGA
NP’lerinin karakterizasyonu; zeta-sizer, UV-vis spektroskopi, FTIR ve SEM
cihazlar1 kullanilarak yapilmstir.

RTN-PLGA NP’lerinin ozellikle 72. ve 96. saatte 500, 750 ve 1000 pg/ml’lik
konsantrasyonlarinda parazitlerin proliferasyonuna Onemli Olgiide etki ettigi
goriilmistiir. RTN-PLGA NP’lerinin 1000 pg/ml’lik konsantrasyonda % canlilik
degerini 10 kat azalttig1 gortilmustiir. Farkli konsantrasyonlarda RTN ve RTN-PLGA
NP’leri uygulanan o&rneklerde, L. infantum promastigotlarinin ICso degerlerinin
strasiyla; 29,2 + 4,5 pg/ml ve 23,0 + 2,7 pg/ml oldugu belirlenmistir. RTN-PLGA
NP’lerinin, RTN’ye kiyasla 48. saatte, 500, 750 ve 1000 pg/ml’lik
konsantrasyonlarda absorbans degerlerinin daha diisiik oldugu goriilmiistiir.
Literatiirde ilk kez olarak RTN-PLGA NP’lerinin antileishmanial 6zelligi tespit
edilmistir. Antileishmanial etkinligi belirlenen konsantrasyonlarin gelecekte pre-
klinik ¢alismalarda kullanilmasmin ve visseral leishmaniasisin tedavisinde
nanoteknolojiye dayali yeni yaklasimlarin gelistirilmesinde biiyiik 6nem tasiyacagi
distiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Leishmaniasis, antileishmanial etkinlik, flavonoid, rutin, PLGA
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE ANTILEISHMANIAL ACTIVITIES OF RUTIN-
LOADED PLGA NANOPARTICULES

Fulya KAHVECIOGLU CETIN
Istanbul Yeni Yuzyil University, Science and Engineering Institute
Master Thesis, Biomedical Engineering Department
Supervisor: Dr. Sezen CANIM ATES
July 2019, 95 pages

Leishmaniasis occurs especially in developing countries worldwide and is endemic
approximately in 102 countries. In the treatment of leishmaniasis; lack of vaccines,
insufficiency of drugs, and high toxicity, development of resistance to drugs and
prolonged treatment periods increases the need for new and effective treatment
methods.

Structured research shows that flavonoids prevent many diseases. Since the
nanoscale particles have a wide surface area and micro size, they have many
different properties are used in medicine.

In this study, the antileishmanial activity on Leishmania infantum promastigotes of
free flavonoid rutin and flavonoid rutin encapsulated into a polymer nanoparticle
system was compared. In this thesis, the effect of rutin loaded PLGA nanoparticles
(RTN-PLGA NPs) on the proliferation of L. infantum promastigotes was first
investigated by counting in thoma and in vitro antileishmanial activity of RTN-
PLGA NPs by MTT method. Characterization of RTN-PLGA NPs synthesized using
single emulsion (W/O) solvent evaporation method; zeta-sizer, UV-vis spectroscopy,
FTIR and SEM instruments.

The concentrations of RTN-PLGA NPs significantly affected the proliferation of
parasites at concentrations of 500, 750 and 1000 pg/mL at 72 and 96 hours. RTN-
PLGA NPs were found to decrease % viability at a concentration of 1000 ug/mL by
10 times. In the samples where RTN and RTN-PLGA NPs were applied at different
concentrations, 1Csq values of L. infantum promastigotes were; 29.2 + 4.5 ug/mL and
23.0 = 2.7 pg/mL. RTN-PLGA NPs were found to have lower absorbance values at
concentrations of 500, 750 and 1000 ug/mL at 48 hours compared to RTN.

For the first time in the literature, antileishmanial activities of RTN-PLGA NPs were
determined. The use of the concentration determined with antileishmanial activity in
future pre-clinical studies is considered and will be of great importance in the
development of new approaches based on nanotechnology for the treatment of
visceral leishmaniasis.

Keywords: Leishmaniasis, antileishmanial activities, flavonoid, rutin, PLGA
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1. GIRIS

Leishmaniasis, enfekte disi Phlebotominae smifi kum sineklerinin 1sirmasiyla
insanlara bulasan protozoa grubunda yer alan 20'den fazla Leishmania (L.)
parazitlerinin neden oldugu bir hastalik grubudur. Diinya Saglik Orgiitii, 2012 yilinda
diinyadaki 102 iilkede leishmaniasis yiikiini ve dagilimini bildirmistir [1].
Leishmaniasis diinyanin ve iilkemizin 6nemli halk sagligi problemlerinden biridir [2,
3]. Bu hastalik; yoksulluk, yetersiz beslenme ve bagisiklik sistemi bozuklugu ile
ilgili ihmal edilmis bir tropikal hastaliktir. Bu hastalig1 tedavi etmek i¢in az sayida
ilag vardir ve yiiksek toksik etkiye sebep olurlar [4]. Yeni antileishmanial bilesiklerin
gelistirilmesi 6nemlidir [5]. Bu nedenle bitkisel bilesikler leishmaniasise karsi yeni
tedaviler gelistirmek i¢in kullanilabilecek alternatif yeni ilag kaynaklar1 olarak

arastirilmaktadir [4].

Antileishmanial bilesiklerin arastirilmasi son yillarda 6nemli ilerleme kaydetmis
olmasina ragmen, hala giivenli, etkili, ucuz ve dogru bir antileishmanial ilag
bulunamamigstir.  Alternatif tedavilerin olmamasi1 sebebiyle, diinya c¢apinda
kimyagerler, biyokimyacilar ve doktorlar igin yeni ilaglarin, bilesiklerin ve hedeflerin
tanimlanmasi iizerinde ¢alisilmasi gereken bir konudur. Dogal iiriinler, thmal edilmis
tropikal hastaliklarin 6zellikle protozoa tiirii parazitlerin tedavisi igin yeni, potansiyel
ve secici ajanlarin kayna@idir. Insanlar yiizyillardir bitki kaynakli materyalleri
kullanmay1 siirdiirdiigiinden, bitkisel {riinlerin ilag kesfinde ve gelistirilmesinde

kullanilmast sasirtict degildir [6].

Bugiine kadar bitki kaynaklarindan elde edilen bir¢ok bilesik, antileishmanial
aktivite potansiyeli gostermistir. Ancak bu hastaliga gereken ilginin gosterilmemesi
nedeniyle higbiri klinik olarak degerlendirilmemistir. DSO (Diinya Saglik Orgiitii),
diinya niifusunun yaklasik %80'inin sagliklar1 i¢in geleneksel ilaglara giivendigini
tahmin etmektedir. Geleneksel ve modern tibbin uyum iginde olmasi,

farmakologlarin bagli olmasi gereken bir ilke olmalidir [5].

Flavonoidler, tibbi 6zellikleri bakimindan genis capta arastirilan polifenollerin iist
ailesine ait olan bitki tiirlerinden elde edilen ve ayrica nutrasétikler olarak da
adlandirilan ¢esitli bilesik gruplarindan biridir [7]. Gii¢lii antileishmanial aktivite
gosterebilirler ve bu nedenle leishmaniasisin tlim formlarin tedavisi i¢in umut

vadeden ilag adaylaridir [6]. Bir flavonoid olan rutinin (RTN); antioksidan,



antibiyofilm, antidepresan ve antikanserojen gibi birgok biyolojik etkisi oldugu tespit
edilmistir [8].

PLGA NP’leri (nanopartikiil), nanoteknolojide en sik kullanilan bilesiklerden biridir
ve ilag tasiyici sistemler arasinda bilinen en iyi tasiyic1 olarak goriilmektedir. Bu
makromolekiil; Amerikan Gida ve Ilag Dairesi (FDA) onayma sahip olmasi,

biyobozunur, biyouyumlu ve toksik olmamasi vb. gibi 6zelliklerinden dolay1 tercih

edilmektedir [9-11].

PLGA NP’leri, ilaglarin ¢oziniirliiglinii arttirir ve stabilitesini saglar. Literatiirde,
RTN yiiklii polimerik NP’lerin hedefe yonelik ilag potansiyeli ve biyoyararlanimi
arttirdig bildirilmistir [12].

Literatirde ~RTN-PLGA  (rutin  yikli PLGA) NP’lerinin L. infantum
promastigotlarinin proliferasyonu ve antileishmanial etkinligiyle ilgili herhangi bir
caligmaya rastlanmamistir. Nanokapsiilasyon islemiyle flavonoidlerin etkinligine
yonelik yapilan calismalar olsa da heniiz konvansiyonel ila¢ uygulamalarinin yerine

gecememektedir.

RTN-PLGA NP’lerinin RTN’ye kiyasla, hem proliferasyon hemde antileishmanial
etkinlik agisindan L. infantum promastigotlar1 iizerinde daha etkin olabilecegi
diistintilmistiir. Bu diisiince dogrultusunda, yaptigimiz laboratuvar ¢alismalarinda ilk
kez olarak RTN ve RTN-PLGA NP’lerinin L. infantum promastigotlar1 {izerinde

proliferasyona etkisi ve antileishmanial etkinlikleri aragtirilmigtir.

Bu tez c¢alismasinin amaci; L. infantum parazitlerinin in vitro promastigot
kiltirlerinde ilk kez olarak RTN ve RTN-PLGA uygulamalari yapilarak
proliferasyona etkisinin ve antileishmanial etkinliklerinin incelenmesi ve

leishmaniasis tedavisinde nanoteknolojiye dayali yeni yaklagimlarin arastiriimasidir.

Amaca ulagmak i¢in, asagidaki calismalar gerceklestirilmistir:

. RTN ve RTN-PLGA NP’lerinin ¢alisilacak konsantrasyonlarinin belirlenmesi
. Belirlenen optimum konsantrasyonlar kullanilarak, RTN-PLGA NP’lerinin
hazirlanmast

. Hazirlanan RTN ve RTN-PLGA NP’lerinin, L. infantum promastigot

kiiltiriindeki proliferasyonlarinin in vitro incelenmesi



. Hazirlanan RTN ve RTN-PLGA NP’lerinin, L. infantum promastigot

kiiltiriinde in vitro antileishmanial etkinliklerinin MTT yontemiyle incelenmesi



2. LEISHMANIA

2.1 Leishmania Parazitlerinin Tarihcesi ve Siniflandirilmasi

Bat1 tilkelerinde yasayan bircok insan, bakteri ve viriislerin neden oldugu ¢esitli
hastaliklara asina olsa da ¢ok az sayida insan paraziter enfeksiyonlarin gelismekte
olan iilkelerde arttiginin farkindadir. Parazitler, simbiyotik olmayan bir iliskide
hayatta kalmak icin konak tizerindeki organizmalar olarak tanimlanir. Bu, parazitin
konaga zarar vermek pahasina beslenmesi anlamina gelir. Paraziter enfeksiyonlar
tropik, alt tropik ve iliman iklim bolgelerinde endemiktir ancak bu bolgelerle sinirh

degildir. insanlarda hastaliga neden olabilen ii¢ ana parazit smifi vardir [13].

1. Protozoa: Dogada serbest yasayan veya parazitik olabilen tek hiicreli, mikroskobik
organizmalardir. Sindirim sisteminde (fekal-oral yolla bulasma) veya kanda ve insan
dokusunda (eklem bacaklilar vektorii) bulunabilirler. Protozoonlarin neden oldugu
bazi hastalik Ornekleri arasinda sitma (Plasmodium), Afrika uyku hastalig

(Trypanosoma) ve leishmaniasis (Leishmania) vardir [13].

2. Helmintler: Dogada serbest yasayan veya paraziter olabilen biiyiik ve ¢ok hiicreli
organizmalardir. Olgun yetigkin formu insan konaklarinda ¢ogalamaz. Bunlarin bazi
ornekleri arasinda, yassit solucanlar (platyhelminths), dikenli basli solucanlar

(acanthocephalins) ve yuvarlak solucanlar (nematods) vardir [13].

3. Ektoparazitler: Sivrisinekler, keneler, pireler, bitler ve akarlar gibi kan emen
eklem bacaklilar dahil olmak {izere genis bir kategoridir. Bu parazitlerin, yukarida

belirtilen parazit siniflart iginde vektorler olarak da kullanilabilecegi bilinmektedir
[13].

Insanlar i¢in bulasic1 olan protozoonlar, hareketlilik sekillerine gére simiflandirilir.
Bunlar; sarkodin (amip), mastigophora (kamgcililar), ciliophora (siliatlar) ve

sporozoadir (sporlular, yetiskin donemi hareketli olmayan organizmalar) [13].

Leishmania parazitleri, Kinetoplastida sinifinin Trypanosomatina alt grubunun
Trypanosomatidae ailesinde yer alir. Kinetoplastida, kamg¢1 ve temel gévdeye bitisik,
bir mitokondriyal DNA kiitlesi olan bir kinetoplasta sahip organizmalar1 ifade eder

[13, 14].



Tablo 2.1 Leishmania parazitlerinin siniflandirilmasi [3, 6]

Kingdom (Alem) Protista
Subkingdom (Alt Alem) Protozoa
Phylum (Sube) Sarcomastigophora

Subphylum (Alt Sube) Mastigophora

Class (Simif) Zoomastigophora
Order (Takim) Kinetoplastida
Suborder (Alt Takim) Trypanosamatina
Family (Aile) Trypanosamatidea
Genus (Cins) Leishmania

Tanimlanan 53 adet Leishmania tiirii vardir. Leishmania, Viannia, Sauroleishmania,
L. enriettii kompleksi ve Paraleishmania es anlamli olanlar1 dikkate alinmadan
belirlenen bes alt tiiriidiir [15].

Trypanosoma cinsi Leishmania paraziti, genel olarak leishmaniasis olarak bilinen
cesitli hastalik belirtilerinin etiyolojik ajanidir. Insan konagmn enfeksiyonuna
memelileri enfekte eden 30 Leishmania tiiriinden 21'i neden olur. Bunlar arasinda 3
tir igeren L. donovani kompleksi (L. donovani, L. infantum ve L. chagasi); 3 ana
tirden olusan L. mexicana kompleksi (L. mexicana, L. amazonensis ve L.
venezuelensis), L. tropica, L. major, L. aethiopica ve 4 ana tiirden olusan Viannia alt
turti (L. (V.) braziliensis, L. (V.) guyanensis, L. (V.) panamensis ve L. (V.) peruviana)
bulunur [15].

Farkli tiirler morfolojik olarak ayirt edilemez ancak izoenzim analizi, molekiiler

yontemler veya monoklonal antikorlar ile ayirt edilebilirler [15].

Insanlar igin patojen tiirler molekiiler biyolojilerine gére siiflandirilir. Amerika'da
baskin olan kompleksler L. mexicana ve L. braziliensis'dir. Eski Diinya'da hastaliga

L. tropica, L. major, L. aethiopica, L. donovani ve L. infantum neden olur [14].



Tablo 2.2 Leishmania Parazitlerinin Siniflandirmasi [16]

LEISHMANIJA
Ross 1903
e
L. tropica L. major L. donovani L. mexicana
Wright 1903 Yakhnoff&Schokhor Laveran&Mesrul 1903 | Biagi 1953
1914
- —— — — — |
L. killicki L. gerbili L. archibaldi L. pifanoi
Rioux ve arkadaslari Wang ve arkadaslari Casteliani&Chalmers Medina&Romero 1959
1986 1964 1919
s
L. aethiopica L. turanica L. infantum L. amazonensis
Bray ve arkadaslari Strelkova ve Nicolle 1908 Lainson&Shaw 1972
1973 arkadaglar1 1990
e
L. arabica L. chagasi L. garnhami
Peters ve arkadaglar Cunha&Chagas 1937 Scorza ve arkadaslar
1987 1979

L. venezuelensis
Bonfante-Garrido 1980
|

L. aristidesi
Lainson&Shaw 1979

L. forattinii
Yoshida ve ark. 1993

Eski Diinya Parazitleri
Yeni Diinya Parazitleri

2.2 Morfoloji

Leishmania parazitleri iki morfolojik forma sahiptir [15]. Leishmania'nin hayat
dongiisiinde, promastigot formu vektor bagirsaginda hiicre disi1 olarak ¢ogalirken,
amastigot formu konakg1 hiicrelerde (6rn. makrofajlar) hiicre iginde ¢ogalir. Uygun

in vitro kiiltiir kosullar1 ile bu iki asama laboratuvarlarda ¢alisilabilmektedir [17].

(b) Nucleus
Golgi -

Mitochondrion Kinetoplast

= Kinetoplast

Mitochondrion
Nucleus

Flagellum

Flagellum

Sekil 2.1 Leishmania parazitlerinin (a) amastigot formu ve (b) promastigot formu [18]
2.2.1 Amastigot Formlar

Amastigot formlar, memeli konak¢inin makrofaj hiicrelerinde ¢ok kisa bir “duyusal”

kamgisi olan hiicre i¢i organizmalardir ve caplart 2 ila 5 pm arasindadir [15, 19].



2.2.2 Promastigot Formlar

Promastigot formlar (uzun hareketli kamgisi olan [19]), 6n kisminda bulunan kamgisi
ile kum sinegi konakgida hiicre disindadir ve yaklasik 10 ila 20 pm uzunlugundadir
[13-15]. Kum sineginin orta bagirsaginda ve tiikiiriik bezleri i¢inde yasarlar [13, 15].
Bagirsak icindeki promastigotlar, prosiklik asamasi olarak adlandirilan hareketsiz,
enfektif olmayan, logaritmik bir biliyiime dongiisiinden sonra enfektif metasiklik

asamasina kadar gelisir [13].

2.3 Parazitlerin Hayat Dongiisii

Leishmania parazitlerinin, hayat dongiilerinin bir pargasi olarak, her bir konakgiya
daha iyi adapte olmasini saglayan iki farkli form arasinda gecis yapmasi gerekir
[20]. Bu hayat dongiisti, iki parazit formunun, bir memeli konak¢1 ve bir kum sinegi-
konakg1 arasindaki degisimini igerir [21, 22]. Memeli konak¢ida parazitin gelisimsel
biyolojisi basit ve tiirler arasinda tutarlidir. Buna karsin, kum sinegi konakgida

parazitin gelisimsel biyolojisi daha karmasiktir [22].

Tanimlanan bu asamalar promastigot ve amastigot asamalaridir. Promastigotlar;
omurgali konagin kanini emerken enfekte olmus vektoér kum sinegi i¢inde, 12 ila 20
um uzunlugunda ve kamgili olan asamasidir [14]. Promastigotlar ilk olarak
makrofajlar tarafindan almir [22]. Kum sineginin bagirsaginda bulunan
promastigotlar, 4 ila 25 giin i¢inde amastigot forma geger. Amastigotlar, 2,5 ila 3,5
um arasinda degisen uzunlukta ve konagin fagositik hiicrelerinde lokalize olan
zorunlu bir hiicre i¢i parazittir. Enfekte hayvani isirirken, enfekte disi kum sinegi,
amastigot formlarini rezervuarin kanindan emer. Bocegin bagirsagindaki parazit, bir
doniisiim stirecine baglar ve amastigotlar, prosiklik promastigotlara ve daha sonra
metasiklik promastigotlara doniisiir ve c¢ogalirlar. Metasiklik promastigotlar
bulasicidir ve saglikli bir hayvanin vektér tarafindan 1sirilmasiyla, bu tiir

promastigotlari asilar [14].

Iki konak arasinda gidip gelen parazitler; pH, sicaklik, reaktif oksijen tiirleri, besin ve
oksijen uygunlugu gibi ¢evresel degisikliklere maruz kalmaktadir [20]. Vektordeki
hayat dongiisiiniin siiresi, Leishmania tiiriine bagli olarak 4 ila 25 giin arasinda
degisir. Bu siire diisiik sicakliklarda uzayabilir veya yiiksek sicakliklarda kisalabilir
[14].
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Sekil 2.2 Leishmania Parazitlerinin Hayat Dongiisii [23]

Leishmania’da, tembel hayvanlar (Bradypus pygmaeus), keseli siganlar, kemirgenler,
kopekler, kestaneler ve yaban fareleri dahil olmak iizere bir¢ok zoonotik rezervuar
vardir [13, 16].

Epidemiyolojik olarak, transmisyon dongiisii zoonotik veya antroponotiktir. Tasiyici
hayvan konakgilardan bulagmis ise zoonotik olmasi, insanin vektdér kum sinegi i¢in

tek enfeksiyon kaynagi olmasi ise antroponotik olmast anlamina gelir [21].

2.4 Leishmaniasis

Leishmaniasis, en 6nemli alt1 tropikal hastaliktan biridir [24]. Ayn1 zamanda en
onemli paraziter hastaliklardan biridir [25]. Leishmaniasisin, eski yazilarda ve antik
arkeolojik bulgularda bulunan ilkel tanimlarla, M.O. 2500'e dayanan uzun bir
ge¢mise sahip oldugu anlasilmistir [16]. Leishmaniasis adini, 1901'de hastaligi
kesfeden ve 1903'te bulgularini yayinlayan bir ingiliz ordusu saglik memuru olan Sir

William Leishman'dan alir [26].



Leishmaniasis, protozoa grubunda yer alan Leishmania cinsine ait parazitlerden
kaynaklanir. Parazitler, kiiciik (sadece 2-3 mm uzunlugunda) bir vektér olan kum
sinegi 1sir1@1 ile bulagir [27]. Kum sinekleri, enfekte olmus bir insanin veya vahsi bir
memelinin kanimmi emmesi durumunda enfekte olurlar [15]. Kum sinegi tiirleri
arasinda; Phlebotomus, Lutzomyia ya da Psychodopygus bulunur. 600'den fazla tiiriin
herhangi biri potansiyel olarak vektor olabilir [13]. Ancak yalnizca 30 kadarinin
leishmaniasise sebep oldugu bulunmustur. Sadece disi kum sinekleri parazitleri
bulastirir. Disi kum sinekleri, yumurtalarinin gelismesi i¢in kana ihtiya¢ duyarlar ve
enfekte bir kisi veya hayvandan kan emdiklerinde, Leishmania parazitleriyle enfekte
olurlar. 4-25 giinliik bir siire zarfinda, kum sineklerinde parazitler gelisir. Enfekte
olmus disi kum sinekleri daha sonra enfekte olmamig insan veya hayvan kanini
emerken paraziti bulastirir ve bulagsma dongiisii tamamlanir. Kum sinekleri, diinyanin
donenceler arasi ve 1liman bdlgelerinde bulunur. Disi kum sinegi larvasini organik
maddeyi ve gelistirmek igin ihtiyaci olan 1siy1 ve nemi bulabilecegi; belirli
kemirgenlerin yuvalarina, yash agaclarin kabuklarma, yikik binalara, evlerin
duvarlarindaki ¢atlaklara, hayvan barmaklarina ve ev ¢oplerine birakir. Bu sinekler,
kan emme arayist iginde (genellikle aksam ve gece), yasam alanlarinin etrafinda

birkag yliz metreye ulasabilir [27].

Sekil 2.3 Leishmania parazitleri tagiyan bir kum sinegi vektorii insan derisinden kan emerken [27]

Leishmaniasis, parazit ile enfekte olmus disi kum sineklerinin 1sirig1 yoluyla
insanlara bulasir [28]. Bu hastalik, Leishmania cinsine ait makrofaj igi
protozoonlarin sebep oldugu zoonotik hastaliktir. Leishmaniasisin ti¢ farkli Klinik

formu; parazitin tiiriine ve konagin immiin yanitina baglidir [29].



Parazitin farkli tiirleri nedeniyle leishmaniasis genis bir klinik gdriinlim yelpazesine
sahiptir. Parazitin farkli tiirleri, hastaligin g¢esitli formlarma neden olur [19].
Leishmaniasis; en sik goriilen form olan kutandz leishmaniasis (KL), mukokutanoz
leishmaniasis (MKL) ve visseral leishmaniasis (VL) olarak ii¢ sekilde kendini
gosterir [28]. KL, halk arasinda sark ¢ibani ve VL’de kala-azar olarak da
bilinmektedir [29]. KL, insan viicudunun hastaliga maruz kalan bdlgelerinde,
iyilestigi zaman kalic1 izler birakan yaralara neden olurken; MKL, burun, agiz ve
bogaz bosluklarinin ve ¢evresindeki dokularin, mukoza zarlarinin tahrip olmasina
neden olur. Bu iki form hastanin 6liimiine yol agmasa da, sakat kalmis hastaya karsi
toplumun 6nyargili olmasi hatta hastanin toplumdan dislanmasi gibi ciddi bir sosyal

problem olusturur [28].

Leishmaniasise neden olan parazitler, cografi dagilima ve vektor cinsine gore “Eski
Diinya” veya “Yeni Diinya” parazitleri olarak siniflandirilirlar. Eski Diinya
parazitleri Avrupa, Asya ve Afrika'da bulunur ve Phlebotomus cinsine ait kum
sinekleri tarafindan taginir. Yeni Diinya parazitleri oncelikle Orta ve Giiney
Amerika'nin bati bolgelerinde bulunur ve Lutzomyia cinsine ait kum sinekleri
tarafindan taginirlar [13]. Her bir sinegin tiiriiniin biyolojisi benzersiz ve karmasiktir.
Bu tiirler, leishmaniasis ve vektor kontroliiniin epidemiyolojisi iizerinde dogrudan bir
etkiye sahiptir. Kum sineklerinin zamansal ve mekansal dagilimi yerel cografi ve
iklimsel faktorlere baghdir [30].

Leishmania’nin birgok alt tiiri mevcuttur. L. amazonensis; anerjik daginik kutandz
form ve yaygin lezyonlu kutanéz formlara sebep olur. L. chagasi; visseral Amerikan
leishmaniasise neden olan ve Latin Amerika'da Meksika'dan Arjantin'e uzanan genis
bir dagilima sahip olan tiiridiir. L. mexicana; Meksika, Kolombiya, Karayip Denizi
bolgesi ve Ekvador'da gozlemlenen ve MKL olarak bilinen klasik kutandz tiirtidiir. L.
venezuelensis; Venezuela’daki MKL’nin nedensel ajanidir. L. pifanoi; Veneziiella
And Daglari'nda gozlenmektedir. L. donovani; Eski Diinya'da VL'den sorumlu olan
tirdiir. L. infantum, bebeklerde VL ve KL’ye neden olan tiirdiir. L. tropica; KL’ nin
nedensel ajani olan tiiriidiir. L. aethiopica; KL ve MKL’nin nedensel ajani olan
tirtidir [14].
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Tablo 2.3 Insanlar1 Etkileyen Leishmania Tiirleri ve Ortaya Cikan Klinik Belirtileri [13]

Klinik Bulgular Eski Diinya Parazitleri Yeni Diinya Parazitleri
Kutanéz Leishmaniasis (KL) L. major (LKL) L. mexicana (LKL)
L. tropica (LKL/RCL) L. venezuelensis (LKL/DKL)
L. aethiopica (LKL/DKL) L. amazonensis (LKL/DKL)
L. infantum (LKL/PKADL) | L. braziliensis (LKL/RCL)
L. donovani (PKADL) L. panamensis (LKL)
L. guyanensis (LKL)
L. peruviana (LKL)
L. chagasi (LKL/PKADL)
Mukokutanéz Leishmaniasis L. aethiopica (nadir) L. mexicana
(MKL) L. major L. amazonensis
L. braziliensis
L. guyanensis
L. panamensis
Visseral Leishmaniasis (VL) L. infantum L. chagasi
L. donovani
L. tropica (nadir)

(Yaygin Kutan6z Leishmaniasis (DKL), Lokalize Kutanéz Leishmaniasis (LKL), PKADL: Post-Kala
Azar Yaygin Leishmaniasis, RCL: Recidivans Kutandz Leishmaniasis)

2.4.1 Kutanoz Leishmaniasis (KL)

Saf KL ilk olarak Eski Diinya'da Lewis ve Cunningham tarafindan 1876'da
tanimlanmistir. Bu hastaliga L. tropica neden olmaktadir. Meksika'nin

giineybatisindaki ve Guatemala sinirindaki nedensel ajan ise L. mexicana’dir [14].

Leishmania parazitleri ilk olarak, bir KL lezyonu olan sark ¢ibanindan bir 6rnekte
1885 yilinda Hindistan'da Cunningham tarafindan tanimlanmistir. Kisa siire sonra,
Rus ordusunun cerrah1 Borovsky, 1889'da Ozbekistan'n Taskent kentinde
gozlemlenen sark ¢ibani lezyonlarindaki organizmalarin miikemmel bir tanimim
yapmustir. Amerikan Doktor Wright, 1903 yilinda geng bir Ermeni gd¢menin deri
lezyonunda hiicre i¢i protozoal organizmalar kesfetmistir. Wright, organizmalara
“helcosoma tropicum” adini vermistir. “Kala-azar” hastalarinin dalaklarinda bulunan
benzer organizmalar, 1903'te Leishman ve Donovan tarafindan bagimsiz olarak

incelenmistir ve 1903'te Ross tarafindan L. donovani olarak adlandirilmigtir [21].

KL, hastaligin yaygin ve mukozal formlarini ilerleten kronik cilt lezyonlar ile
tanimlanan Sliimciil bir hastaliktir [31]. En sik goriilen form olan KL, birkag ay
icinde kendi kendine iyilesen 1-200 arasi basit cilt lezyonuna neden olur, ancak ¢ogu

zaman kum sineginin 1sirdig1 bolgede belirgin izler birakir [13, 21].
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Sekil 2.4 KL’li hastalardaki lezyonlarin goriintiisti [32]

L. major, L. mexicana, L. braziliensis ve L. panamensis'in neden oldugu KL,
genellikle 3-18 ay i¢inde kendi kendine iyilesir ancak kalict yara izleri birakir [33].
KL, tedavi edilmezse alti aydan birka¢ yila kadar siirebilen iyilesmeyen yaralar
olusturur [15]. KL, hastaligin en sik goriilen seklidir. Genellikle yara; yiiz, kollar ve
bacaklar gibi viicudun agik kisimlarinda gelisir. Ciddi sakatliga neden olabilecek ¢ok
sayida lezyon olabilir. Yaralar iyilestiginde, genellikle ciddi sosyal Onyargilarin

nedeni olan kalici izler birakir [32].

Countries reporting
imported CL cases

Turkey - 1088
Brazi - 222

o | Romania-1
Russian Federation - 1

Number of new CL cases
reported, 2016

N -5000

B 1000-4999

B 100-999 B No autochthonous cases reported P

T <100 [ No data /
Clo [ Not applicable

Sekil 2.5 Diinya Capinda KL’nin Endemik Durumu, 2016 [34]

Her yil 2 milyon yeni leishmaniasis vakasinin eklendigi ve yaklasik 1,5 milyonunun

KL oldugu tahmin edilmektedir [35].
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2.4.2 Mukokutanéz Leishmaniasis (MKL)

MKL, genellikle kum sineginin 1sirdig1 bdlgede tek bir lezyon olarak ortaya ¢ikar ve
enfeksiyon devam ederse, bu lezyonlar ciltte iz birakan eritemli kabarcik yaralar

gelisir [36].

MKL, burun ve agzin mukoza dokularindaki lezyonlar olarak tanimlanir. Hastalik,
siklikla agir doku yikimi ve sekil bozuklugu ile ilerler [21]. Bu form genellikle
KL'den sonra veya eszamanli olarak ortaya ¢ikar [15]. Siklikla morbidite ile
sonuglanan Yeni Diinya hastaligidir. MKL’nin klinik olarak olugmasi yillar alir ve
iist solunum yoluna yerlesen Leishmania parazitlerinden kaynaklandigi
disiiniilmektedir. Agiz ve iist yutak zarlarinin par¢alanmasi sonucunda yiizde genis

morbiditeye neden olur ve 6liimciil olabilir [13].

MKL’de lezyonlar; burun, agiz ve bogaz bosluklarinin ve g¢evresindeki dokularin
mukozalarinin kismen veya tamamen tahrip olmasina neden olabilir. Leishmaniasisin
bu sakatlayici sekli, act ¢geken kisinin toplum tarafindan reddedilmesine yol agabilir
[37].

Sekil 2.6 MKL’li hastalardaki lezyonlarin goriintiisii [37]

Lezyonlar kendiliginden iyilesebilir veya iyilesmesi birka¢ yil siirebilir. Parazitler,
konakgilarin bagisiklik sistemini diisiirerek ve firsatc1 enfeksiyonlara kars1 duyarliligs
arttirarak daha fazla hasara neden olur. Az sayida bir hasta grubunda, hizli bir
inflamatuar tepkinin ardindan, parazit kolonileri olustuktan sonra, konakgilarin
septumlarina, dudaklarina, yanaklarina ve yumusak damaklarina zarar vererek MKL

gelisebilir [36].

2.4.3 Visseral Leishmaniasis (VL)

VL ya da kala-azar disi kum sinegi vektorii tarafindan yayilan bir parazit tehditidir
[38]. Bu formda parazitler, deriden ziyade retikiiloendotelyal sisteme yerlesir [13].
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VL, i¢ organlara saldirir [39] ve dalak, karaciger ve kemik iligi gibi ¢ok sayida
makrofaji olan i¢ organlarda kronik enfeksiyona neden olan 6lim riski olan bir
hastaliktir [15, 31]. Tedavi edilmedigi takdirde kaginilmaz olarak 6liime yol agan
leishmaniasis hastaligin en ciddi seklidir [28]. Tedavi edilmeyen VL’de, mortalite
orant %95°tir [15]. VL, L. donovani’nin ve L. infantum'un neden oldugu

leishmaniasisin en siddetli formudur [19, 40].

VL; yiiksek ates, halsizlik, kilo kaybi, dalak, karaciger ve lenf bezlerinin sigsmesi,

pansitopeni ve anemiye neden olan sistemik bir rahatsizliktir [38].

Sekil 2.7 VL’li hastalarda karaciger ve dalagin sismesi [41]

VL, oliimciil vaka orani yiiksek olan engellenemeyen ve uzun siireli salginlara neden
olabilir. Salginlar, 6zellikle dogu Afrika'da ve bazen de Giiney Amerika'da erisilmesi
zor bolgelerde sik goriiliir. Son zamanlarda biiyiik salginlardan etkilenen bolgeler
arasinda Libo Kemkem, Etiyopya (2005-2006), Wajir, Kenya (2008) ve Jonglei ve
Yukari Nil, Giiney Sudan (2009-2012) bulunmaktadir [42].

VL sirasinda zarar goren bagisiklik hiicreleri, hastalar1 c¢oklu ikincil enfeksiyon
riskini arttirir. Bu durum enfekte kiginin 6liimiine yol agar [38]. Bagisiklik sistemi
baskilanmis HIV hastalarinin 6zellikle VL enfeksiyonuna karsi savunmasiz olmasi
nedeniyle HIV ile birlikte enfeksiyonun ortaya c¢ikmasi risk olusturur. Aslinda,
Giiney Avrupa’da bildirilen VL vakalarinin cogu HIV tasiyan hastalar1 icermektedir
[28]. Leishmania—HIV koinfeksiyonu, 35 endemik iilkeden rapor edilmistir. HIV ile
koinfeksiyon, yonetilmesi daha zor olan ciddi formlara neden olarak VL ve KL

vakalarini arttirir [42].
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Countries reporting
imported VL cases

Uganda - 58
France - 16

80060
Sy
9 009 ©

Number of new VL cases
reported, 2016

Il -1000

I 500- 999

B 100- 499 [ No autochthonous cases reported
" B <100 7] Nodata

— 1 Notapplicable

Sekil 2.8 Diinya Capinda VL’ nin Endemik Durumu, 2016 [43]

Post kala-azar dermal leishmaniasis (PKDL); genellikle yiiz, st kollar, govdeler ve
viicudun diger kisimlarinda makiiler, papiiler veya nodiiler dokiintii gibi goriinen
VL’nin ciltteki kalintilar1 seklindedir [42]. Genellikle VL'den iyilesen hastalarda

hipopigmente makiiler, makiilopapiiler ve nodiiler dokiintii ile tanimlanir [41].

Daha ¢ok Dogu Afrika'da ve Hindistan Yarimadasi'nda goriliir. Kala-azar
hastalarinin Dogu Afrika'da %50’sinde ve Hindistan Yarimadasi'nda %5-10'unda
PKDL’nin gelistigi gozlenmistir. Genellikle kala-azar goriiniiste iyilestirildikten 6 ay
ila 1 y1l veya daha uzun bir siire sonra ortaya ¢ikar. Ancak daha erken de ortaya
¢ikabilir. PKDL'li insanlar potansiyel bir kala-azar enfeksiyonu kaynagi olarak kabul
edilir [42].

PKDL, Afrika'daki vakalarin ¢ogunda kendiliginden iyilesirken Hindistan'daki
hastalarda kendiliginden nadiren iyilesir. Ozellikle VL nin epidemik dénemlerinde,
parazitler i¢in rezervuar gorevi goren hastaliklarin bulasmasinda ve korunmasinda

onemli bir rol oynadig1 diistiniilmektedir [41].

Ogzellikle salgin hastaliklar donemlerinde kala-azarin bulasmasi potansiyeli
artmaktadir. Ancak, PKDL hem klinik hem de epidemiyolojik olarak ithmal edilmistir
[44].

KL’den farkli olarak PKDL lezyonlar atesli degildir. Bununla birlikte, her zaman

peri-oral dagilim gostermezler cilt hastaliklari ile benzerlik gosterebilirler [44].
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Klinik spektrum degiskendir ve ayirici tanilarin listesi uzundur. Bununla birlikte,
PKDL'nin makul bir teshisi, sadece diger ayirici tanilarin dislanabilecegi iyi bir

klinik degerlendirme temelinde klinik gerekgelerle yapilabilir [44].

Sekil 2.9 PKDL’li hastalarin goriintiisii [41]

Ayrica L. infantum'un neden oldugu paraziter bir hastalik olan Canine Visseral
Leishmaniasis (CVL), kronik bir duruma doniisebilir ve 6liime yol agabilir. Enfekte
kopeklerin degerlendirilmesi, hastaligin evrimi ile ilgili klinik ve laboratuvar

parametrelerini olusturulmasi i¢in 6nemlidir [45].

VL tedavisi i¢in ¢ok ¢esitli platformlar kullanilmakta iken, su anda VL tedavisi i¢in
standart bir protokol bulunmamaktadir. Bu nedenle tedavi stratejilerini gelistirmek

icin etkili bir ilaca ihtiyag vardir [19].

VL i¢in mevcut tedavi secenekleri; yiiksek maliyet, toksisite, sinirli erisim, direng

gelisimi ve tedavinin basarisizlig1 sebepleriyle sinirlidir [38].

2.5 Leishmaniasisin Epidemiyolojisi

Leishmaniasis diinya capinda yaklasik 100 iilkede endemiktir ve gelismekte olan
tilkelerin ¢ogunda bir saglik sorunudur. Diinya capinda yillik leishmaniasis
prevalanst yaklasik 12 milyondur ve 350 milyon insan risk altindadir. Her yil
yaklasik 2 milyon KL ve 500.000 VL vakasi kaydedilmektedir ve diinya ¢apinda
60.000 kisinin hastaliktan hayatini kaybettigi rapor edilmektedir [24, 25].

KL'nin baghica salginlar1 Afganistan ve Suriye Arap Cumbhuriyeti'nin farkh
bolgelerini etkilemistir. 2017'de, DSO'ye bildirilen 22.145 yeni vakanin 20.792'si
(%94°1) yedi iilkede meydana gelmistir. Bunlar; Brezilya, Etiyopya, Hindistan,
Kenya, Somali, Giiney Sudan ve Sudan’dir [46].
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DSO, Giineydogu Asya Bélgesi'nde kala-azar onleme programi etkili bir sekilde
ilerlemekte ve 2006'da 9000'den fazla vaka bildiren Banglades gibi iilkeler, 2016°da
255 ve 2017'de 192 yeni vaka bildirmistir. KL vakalarinin ¢ogunlugu Afganistan,
Cezayir, Brezilya, Kolombiya, Iran Islam Cumbhuriyeti, Pakistan, Peru, Suudi
Arabistan ve Suriye Arap Cumhuriyeti'nde goriilmektedir. Antroponotik KL agirlikli
olarak kentsel ve cevreseldir. Ayrica Giiney-Dogu Asya'daki antroponotik VL’ye
benzer bolgesel kiimelenme modelleri olusturur. Hastalik genellikle niifus yogunlugu
fazla olan sehirlerde, 6zellikle savas ve gatisma bolgelerinde, miilteci kamplarinda ve
genig capta gociin yasandigi bolgelerde biiylik salginlarla ortaya cikar. Amerika
Bolgesi'ndeki KL’nin epidemiyolojisi; bulasma dongiilerindeki gesitliliklert,
rezervuar konaklari, kum sinegi vektorleri, klinik belirtileri ve tedaviye cevaplari ve
ayni cografi bolgede ¢ok sayida dolasan Leishmania tiiriinden dolayr karmasiktir.
MKL vakalarmin yaklasik %90'1; Bolivya Cokuluslu Devleti, Brezilya ve Peru'da
gortliir [46].

En yaygin form olan KL, yliz yaralarina, yara izlerinin belirginlesmesine ve
sakatliklara neden olur. Kenya'da endemiktir [39]. Afganistan, Cezayir, Kolombiya,
Brezilya, Iran, Suriye, Etiyopya, Kuzey Sudan, Kosta Rika ve Peru iilkeleri tahmini

kiiresel KL insidansinin %70 ila %75’ini olusturmaktadir [16].

Hastaligin en ciddi sekli olan VL, 80'den fazla iilkede oOzellikle yoksulluktan
etkilenen birgok tropik ve subtropikal bolgelerde ve savas bolgelerinde endemiktir
[26, 38]. Diizensiz ates nobetleri, kilo kaybi, dalak ve karacigerin biiylimesi ve anemi
ile tanimlanir [26]. Dogu Afrika'da tekrarlayan VL, salginlardan etkilenen
topluluklarda yiikksek morbidite ve mortaliteye neden olmustur [46]. Hastalik,
Hindistan Yarimadasi’nda ve her yil tahminen 200.000 ila 400.000 yeni vakanin
goriildiigi Dogu Afrika'da olduk¢a endemiktir. Tiim yeni vakalarin %901 alt1
iilkeden bildirilmektedir. Bunlar; Brezilya, Etiyopya, Hindistan, Somali, Giliney
Sudan ve Sudan’dir [26].

Toplam VL vakalarinin yaklasik %350'si Hindistan'da goriiliir ve Hindistan’da
goriilen vakalarin %901 Bihar eyaletinde goriilmektedir. Leishmania, Sudan ve
Hindistan gibi iilkelerin bdlgelerinin ¢ogunda zoonotik dongiiden farkli olarak,
antroponotik dongiiyii takip eder [38]. VL tedavi edilmezse, gelismekte olan
tilkelerde 6liim orani 2 yil iginde %100’e kadar yiikselebilir [41].

17



2.6 Leishmaniasisin Ulkemizdeki Dagihm

Tirkiye, Suriye’deki i¢ savas nedeniyle yaklasik 3 milyon miiltecinin iilkeye
girmesine izin vermistir. Miilteciler ¢ogunlukla Tiirkiye'nin glineyindeki kamplarda
veya evlerde yasamaktadir. 2009-2015 yillar1 arasinda, Tirkiye'de yapilan bir
epidemiyolojik c¢alisma, gercek zamanli ve Heminested (semi-nested) PCR ile
leishmaniasis tanis1 konulan 263 hastanin %66,15'inin Tiirk, %33,46'sinin Suriye ve
%0,38'inin Afgan oldugunu tespit etmistir. L. tropica ve L. infantum (Tirk ve
Suriye’li hastalardan) tiirlerinin hastaliga sebep oldugu bulunmustur. Bu durum

savasin o bolgedeki etkilerini agik¢a gostermektedir [14].

Leishmaniasis yiikiinii incelemek i¢in seg¢ilen 25 iilkenin 13'linde yiiksek bir VL
yiikii (Banglades, Cin, Etiyopya, Giircistan, Hindistan, Kenya, Nepal, Paraguay,
Somali, Giiney Sudan, ispanya, Sudan ve Uganda), 11’inde yiiksek bir KL yiikii
(Afganistan, Cezayir, Kolombiya, Iran, Fas, Pakistan, Peru, Suudi Arabistan, Suriye
Arap Cumhuriyeti, Tunus ve Tiirkiye) ve bir tanesinde (Brezilya) her ikisinin de
yikii yiiksek olan klinik formlar raporlanmistir. Tiirkiye'de her yil yaklasik 2000
lokal KL vakasi bildirilmistir [14].

Ulkemizde en ¢ok Giineydogu Anadolu Bolgesi'nde endemik olarak KL
goriilmektedir. Son on yilda bu hastalik, Ege Bolgesi de dahil pek c¢ok bolgeye
yayilmistir [47].

2.7 Leishmaniasisin Teshis, Tespit ve Gozetimi

VL tanisinin klinik bulgulari parazitolojik veya serolojik testlerle beraber yapilir. KL
ve MKL hastalarinda, parazitolojik testler klinik goériinlim taniy1r dogrular ancak
serolojik testlerin sonucu sinirhidir. Saglam bir gézetim sistemi, kontrol veya 6nleme
programlarinin temel bir bilesenidir. Esas olarak iki gézetim sekli olan pasif ve aktif
vaka tespiti veya aramalari, hastalik kontrol programlarinda uygulanir. “Pasif vaka
tespiti”, durgun saglik tesislerinde calisan klinisyenler tarafindan, hastaliklarina
¢Ozim arayan hastalar vasitasiyla bulunmasina neden olmasidir. Bir vakayi takip
eden klinisyenler, diisiik ytlikii olan ya da endemik olmayan iilkelerde bile, diinyadaki
leishmaniasis yiikii hakkinda daha dogru bilgi edinmek i¢in uygun epidemiyolojik

gozetim sistemine bildirmelidir [48].
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DSO, vakalar1 tespit etmek igin standart vaka tammlarinin  kullanilmasin
onermektedir. “Aktif vaka tespiti” veya arama, saglik personelinin topluma ulagmasi
ve leishmaniasis vakalarini bulmak i¢in toplumu sistematik olarak taramasi anlamina
gelir. Aktif vaka arastirmasi, Hindistan Yarimadasi’ndaki VL onleme stratejisinin
onemli bir bilesenidir. Hastalarin bulastirma siiresini azaltarak, hastaligin
bulagmasini 6nlemeye yardimci olur ve erken teshis ve tedavi ile hastalarin tedavi

sonuglarini iyilestirir [48].

Dogada kertenkelelerde ve memelilerde rastlanan leishmaniasisin insan disinda en
cok goriildiigii memeli tiirti kopeklerdir. Kopekler, klinik olarak hastalanmalariin
disinda, basta insanlar olmak tizere hastaligin diger memelere tasinmasi agisindan da

onemlidir. Hastalik, kopeklerde oliimciil olabilmektedir [49].

2.8 Leishmaniasisin Yayilmasi

Leishmaniasis, diinyadaki en fakir popiilasyonu etkileyen, yiiksek mortalite ve
morbiditeye neden olan parazitik protozoal hastaliklardan biridir [50]. Bu hastalik,

tiglincii en 6nemli vektor kaynakli olan bulasici bir hastaliktir [19].

Leishmaniasis ithmal edilmis bir tropikal hastaliktir, tropik ve subtropikal bolgelere
ozgiidiir. Ancak, gelismis iilkelerde de yayginlasmaktadir [51]. Ozellikle Afrika,
Asya ve Latin Amerika'da morbidite ve mortaliteye neden olan 6nemli bir halk

sagligi problemi olarak goriilmektedir [2].

Leishmaniasis dort kitaya dagilmis ve milyonlarca insan1 etkilemektedir. Ozellikle de
yetersiz saglik kosullart ve kaynak eksikliginin, yetersiz beslenmenin ve zayif

bagisiklik sisteminin enfeksiyon olasiligini arttirdig: fakir {ilkelerde daha da etkilidir
[28].

Ayrica, leishmaniasisin endemik olmadigi gelismis iilkelerde, artan uluslararasi
turizm, askeri operasyonlar ve endemik iilkelerden gelen gdo¢menlerin akisi ile
baglantili olarak, son yillarda enfekte olmus niifus vakalari artmistir [28]. Kiiresel
1sinma ve leishmanial vektorlerin artmasi da bu hastaligin her iki formunun da

yiiksek oranda goriilmesine neden olmaktadir [52].

Hastaligin kiiresel 1sinmanin, savaslarin ve gogiin etkileri nedeniyle daha hizli bir

dagilim gostermesi beklenmektedir [25].
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Hastalik, temel olarak, yoksul barmnak kosullarinda yasayan yiyeceklere erisimi

kisitlt olan insanlar1 etkilemektedir [53].

Giliniimiizde, bilimsel ve medikal topluluklar tarafindan leishmaniasis hakkinda ¢ok
bilgi toplanmasina ragmen hastaligin kontroliiniin hala zor oldugu bilinmektedir [35].
Hastaligin klinik belirtileri enfekte edici tiirlere baghdir [21].

Leishmaniasis, agirliklt olarak yoksulluk smirinin altinda yasayan gelismekte olan
iilkelerin insanlarinmi etkileyen, yasami tehdit eden bir hastaliktir. Hastalik endemik
bolgelerinde zayif hassasiyetler, yetersiz beslenme ve sagliksiz yasam ortami
faktorleri patogenezi ve belirtilerinin temel nedenidir. Niifusun endemik bdlgelerden
endemik olmayan bolgelere gocii ve endemik bolgelerdeki turizm faaliyetleri, yeni
bolgelerde yayilan hastaliklarin baslica nedenidir. Endemik iilkelerde hastaligin
yayilmasini kontrol altina almak i¢in, hem vektor hem de parazitler i¢in etkili kontrol

onlemlerin alinmasi gerekmektedir [33].

Brezilya'da, bu enfeksiyon bir¢ok bolgede endemiktir. Brezilya Saglik Bakanligi'na
gore 2016 yilinda Kuzeydogu Bolgesi’nde, en fazla VL vakasi olan 1523 vaka ve
ardindan Giineydogu'da 592 vaka kaydedildi. 2005'ten 2016'ya kadar Brezilya'da
bulunan leishmaniasis vakalarinin sayisi azalmistir. Diinyada yilda 1,5 ila 2 milyon
kisi bu enfeksiyondan etkilenmekte ve 350 milyon kisi hastaliga yakalanma riski

altindadir [54].

Yeni vaka sayisindaki artisin sebeplerinden biri de parazitlerin konvansiyonel
kemoterapiye karsi artan direncinin yani sira vektorleri ve ¢evresel degisiklikleri
kontrol etmedeki giicliiklerdir. Ek olarak, bu hastalik yetersiz beslenme ve

koinfeksiyonlarla iligkili ciddi ve 6liimciil formlarda kendini gosterebilir [54].

2.9 Leishmaniasisin Tedavisi

Leishmaniasis, 6zellikle Afrika'da 6nemli morbidite ve mortaliteye sahip olan ciddi
bir saglik sorunu olarak kabul edilmektedir [55]. Yiiksek morbiditeye ragmen,
terapotik alternatifler ¢ok azdir. Yiiksek dozda ve uzun siireli tedavi sebebiyle orta ila
yiiksek toksisiteye neden olan ciddi dezavantajlar1 vardir. Konvansiyonel ilaca kars1
siddetli toksik reaksiyonlar sebebiyle yeni tedavilere ihtiyag duyulmaktadir [56].
Mevcut tedaviler yeterli degildir [51].
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Leishmaniasis gibi paraziter hastaliklar1 tedavi etmek i¢in ilaglarin gelistirilmesi, ilag
endustrisinin yliksek kar elde etmemesi ve gelismekte olan iilkelerde daha sik
goriilmesi nedeniyle yetersiz kalmistir [24]. Hastaliktan tamamen iyilesme, bir aydan
daha uzun bir siire boyunca siirekli ila¢ kullanilmasini gerektirir. Bu durum, 6zellikle
gelismekte olan veya gelismemis iilkelerde insanlar i¢in yliksek tedavi maliyetine
sebep olur [25]. Ciinkii leishmaniasisin mevcut tedavisi pahalidir [57]. Diisiik
sosyoekonomik duruma sahip popiilasyonlarin erisebilecegi diisiik maliyetli ilaglar

gelistirilmelidir [24].

Diinyanin farkli bolgelerindeki Leishmania tiirleri, kullanilan antileishmanial ilaglara
kars1 direng gelistirmistir. Bu nedenle leishmaniasis tedavisi i¢in yeni ilaglarin
gelistirilmesi, parazitlerde ilag direncinin ortaya cikmasi ve ilaglarin toksisitesi
nedeniyle DSO raporlarmna gore acil bir ihtiyactir. ilag direnci, bu tip bir parazitin
neden oldugu insan enfeksiyonlarin tedavisindeki basarisizliga bagli 6nemli bir

sorundur. Bu nedenle yeni ilaglarin gelistirilmesi gerekmektedir [57].

Mevcut ilag rejimiyle birlikte artan diren¢ insidansi, daha ucuz ilaglarin ve yeni
asilarin gelistirilmesi gerekliligini ortaya koymaktadir. Uzun yillardir Leishmania
parazitleri lizerinde yapilan arastirmalarla Onemli ilerlemeler kaydedilmistir.
Maalesef gelistirilen yeni ilaglar tatmin edici olmaktan uzaktir. Ek olarak, onleyici
veya koruyucu ag1 alternatiflerinin  bulunmamasi, hastaligin  kontroliinii

zorlagtirmaktadir [33].

Leishmania asisinin gelistirilmesine yonelik umut verici birgok sonu¢ alinmasina
ragmen kemoterapi tedavileri hastaligin iyilestirilmesinde ilk sirada yer almaktadir.
Halen leishmaniasis tedavisinde etkinligi gosteren yaklasik 25 bilesik vardir. Ancak
bu bilesiklerin hepsinde, bir veya daha fazla sinirlama ve/veya dezavantaj vardir
[13].

Leishmaniasis, ilag endiistrisinden ¢ok az ilgi gérmiistiir. Klinik olarak kullanilan

siirli sayida ilag vardir. Leishmaniasisin tedavisi sadece kemoterapiye dayanir [28].

Leishmaniasis tedavisi i¢in onaylanmis olan dort adet parenteral olarak verilen ilag
simift vardir. Bunlardan birincisi olan Pentostam (sodyum stiboglukonat) ve
meglumin antimonat dahil olmak {izere bes degerlikli antimonlar (Sh(V)), tiim

leishmaniasis formlarini tedavi etmek igin tercih edilen ilaglardir [13, 25, 58].
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Ikincisi olan polien makrolid antibiyotik amfoterisin (amfoterisin B, lipozomal
amfoterisin B) hem KL'yi hem de VL'yi basarili bir sekilde tedavi etmek igin
kullanilmaktadir. Ugiinciisii olan pentamidin gibi diamidinler, KL ve VL'yi tedavi
etmek igin kullanilmaktadir. Dordiincti olarak paromomisin, bir aminosiklitol-
aminoglikozit antibiyotik hali hazirda KL tedavisi i¢in kullanilmaktadir ve VL
tedavisi i¢in faz III klinik deneylerindedir. Ayrica tedavide miltefosin de

kullanilmaktadir [13, 25, 58].

Leishmaniasis tedavisinde, kullanilan ilk ila¢ olan Sb(V)’ler (Pentostam® ve
Glucantime®™) 80 yildan beri kullanilmaktadir [51]. Pentostam®™ veya Glucantime®,
klinik olarak kullanilan birinci basamak antileishmanial ilaglardir [59]. Bu
kemoterapi tedavileri, olduk¢a toksik ve ila¢ direncinin gelistigi kanitlanmis olan
enjekte edilebilir Sb(V)’lere dayanmaktadir [51].

Antimonlar oral olarak aktif degildir [47]. Bu sebeple kas i¢inden [59] veya uzun
stireli damardan uygulama gerektirir [47]. Antimonlar, etkinliginin azalmasi ve
yiiksek toksisitesi nedeniyle dikkatli ve yavas intravendz uygulama gerektirir [51].
Ayrica bu ilaglarin son zamanlarda Leishmania parazitleri {izerindeki etkilerini
yitirmeye baslamasit sebebiyle, hastalifin tedavisi i¢in daha yiliksek dozlar

kullanilmaya baslatilmistir [25].

Antimonlar, leishmaniasis tedavisinde kullanilmaya devam edilmektedir. Bunlardan
bazilari, parazit tarafindan gelistirilen ila¢ direnci nedeniyle etkili olmamaistir. Bu
maddeler; bobrek yetmezligi, akut pankreatit, miyalji, teratojenik, periferik
noropati, hepatotoksisite ve kardiyotoksisite gibi ciddi yan etkilere sahiptir [24].

Parenteral antimonlar uzun yillardir leishmaniasis tedavisinde altin standart olarak
kullanilmigtir. Bununla birlikte, iyi belgelenmis kardiyovaskiiler, hepatik ve renal
toksisite nedeniyle yakin tibbi gézetim gerektirirler. Antimonlar, ilag duyarliligi olan
kisilerde, kronik hastaligi olan kisilerde, yaslhi hastalarda, ¢ok kiigiik gocuklarda,
hamile ve emziren kadinlarda kontrendikedir ve faydalar1 daha da smirhdir.
Antimonlar ~ Amerika  Birlesik  Devletleri'nde  hala  deneysel  olarak
siniflandirilmaktadir. FDA onayina sahip olmadiklari i¢in kullanimlari i¢in 6zel izin

gereklidir [15].
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Gelismekte olan pek cok iilkede, leishmaniasis tedavisinde kullanilan antimonlar
bulmak zordur, ¢ilinkii tedavi pahalidir. Bu finansal yiik birden fazla aile tiyesinin
ayni anda tedavi gormesini gerektiren kirsal endemik bolgelerde artar. Bu engeller
nedeniyle, KL'yi olan nispeten az sayida insan hicbir zaman antimon tedavisi

gorememekte ve bu hastalarin ¢gogu tedaviyi tamamlayamamaktadir [15].

Dezavantajlara ragmen, Sb(V) uzun zamandir hem KL hem de VL tedavisinde tercih
edilen ilaglar olmaya devam etmektedir. Antimonlar, giinde 15-20 mg Sh(V)/kg

arasindaki dozlarda 21-28 giin boyunca intravendz veya intramiiskiiler olarak verilir

[13].

Sodyum Stiboglukonat (SSG) gibi antimonlara karsi direng gelismesi nedeniyle
Hindistan'in Bihar bolgesinde tedavinin %50 basarisiz oldugu vakalar bildirilmistir.
SSG'nin kalp, karaciger ve pankreas iizerinde olumsuz etkileri vardir [58]. Birinci
basamak ilaclar, halen diger iilkelerde kullanilmasina ragmen, Hindistan'da direng
gelismesi nedeniyle artik Sb(V)’ler kullanilmamaktadir [28]. Sb(V)’ler toksisiteye ve
istenmeyen yan etkilere sahiptir. Bu olumsuz o6zellikler hastanin tedaviyi

birakmasina ve direngli suslarin insidansinin artmasina neden olur [60].

Antimonlar uzun siiredir leishmaniasis tedavisinde kullanilmasina ragmen, etki
mekanizmalar1 heniiz tam olarak agiklanamamistir. In vivo olarak, aktif Sh(lll)

forma indirgenirler, ancak iyilestirme mekanizmasi belirsizligini korur [13].

Ikinci basamak tedavi olarak, ilacin etkinligini arttirmak ve toksisitesini azaltmak
icin polien antibiyotik amfoterisin B'nin  (AmB) lipozomal formiilasyonlar
(Ambisome®[51]) gelistirilmisti. AmB'nin yeni ve daha ucuz formiilasyonlari
alternatif olarak arastirlmaktadir [28]. AmB deoksikolat (Fungizone®) Hindistan'in
Bihar kentinde ilk basamak tedavi haline gelen ikinci basamak ilag olarak kabul
edilir [51].

AmB, mantar enfeksiyonlarinin tedavisi i¢in altin standart olmaya devam etmekte ve
leishmaniasis i¢in ikinci basamak tedavi olarak yaygimn sekilde kullanilmaktadir.
Terapotik endeksi arttirmak ve AmB'nin toksisitesini azaltmak amaciyla, AmBnin
lipit formlar1 gelistirilmistir [13]. Lipidik formiilasyonlar olan AmB deoxycholate
(Fungizone®) ve lipozomal AmB formiilasyonlar1 (Ambisome®, Amphocil®,
Abelcet®), toksisiteyi azalttig1 icin leishmaniasis tedavisinde daha iyi bir yar1 émiir

ve daha yiiksek etkinlik sergilemistir [13].
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Maalesef, ilaglarin pahali olmasi ve bagisiklik sistemi disiikk olan hastalarda
hastaligin  niikks  etmesi, Ozellikle gelismekte olan iilkelerde ilaglarin
siirlandirilmasinin  ana sebepleridir [13, 51]. Klinik bir AmB direnci rapor
edilmemis olmasina ragmen, ilaca direngli L. donovani mutantlarinin in vitro
kiiltirlendigi de bilinmektedir. Bu, AmB kullanimi1 daha yaygin hale geldikge klinik

direng gelistirme olasiligini gosterir [13].

Leishmaniasisin ilk oral tedavisi 2002 yilinda, baslangi¢ta antikanser ajan olarak
kullanilan bir alkilfosfolipid olan miltefosin kullanilarak gelistirilmistir [28]. Oral
antineoplastik ajan olan miltefosin, VL igin ilk etkili oral tedavi ve HIV hastalari i¢in
alternatif bir tedavi olarak tanitilmistir. Hamilelik ¢agindaki kadinlarda, teratojenik

potansiyel ve direng gelisimi miltefosinin baslica kisitlanma sebepleridir [51].

Hindistan’in alt kisminda 6zellikle leishmaniasise kars: etkili olarak bilinen tek oral
ilag, baglangicta kansere yonelik bir alkil fosfolipid bilesigi olan miltefosindir.
Miltefosinin sakincalari; mide-bagirsak toksisitesi, teratogenez ve karaciger ve
bobrek fonksiyonlarinin azalmasidir. Brezilya'da hastaliin, insan formlarina karst
miltefosin etkinligi tartismahidir ve kopek tedavisi igin en son kabul edilen ilaca

direncin muhtemelen artacagi seklindedir [31].

Miltefosin, lipozomal AmB gibi ilaglarin uzun yar1 dmirlerine bagl olarak dirence
kars1 etkisi azalabilir. Bu ilaglarin farmakokinetigi, viicutta uzun yar1 dmre sahip
olmasi ve bunlarin alt terapdtik diizeylerde tedavi sirasinda kaliciligr ve birikimi ile
tanimlanir. Bu, 6zellikle Hindistan Yarimadas1 gibi antroponotik odaklarda refrakter
parazitlere yol agar. Ancak, Dogu Afrika'da, 6zellikle okuma-yazma orani diisiik olan
ve kotii saglik tesislerine sahip baska bir antroponotik ve yoksulluk ¢eken bolge olan

Sudan'da direncin artmasi yoniinde benzer riskler goriilmektedir [38].

Miltefosinin ayrica VL’ye kars etkili oldugu bildirilmektedir, ancak aktivitesi Yeni
Diinya KL ye kars1 sinirli goriinmektedir. DSO’niin Tropikal Hastaligi, Arastirma ve
Egitim Ozel Programi, asilarin gelisiminin ve alternatif tedavilerin oncelikli
oldugunu bildirmistir. Bilim adamlar1 tarafindan leishmaniasis igin gelistirilen

alternatif tedavilerden biri de bitkisel iiriinlerdir [15].

Pentamidin gibi diamidinler, leishmaniasis tedavisinde 1940'larin baslarindan beri
kullanilmaktadir. Pentamidin, mitokondriyal seviyede replikasyon ve transkripsiyonu

inhibe ederek parazitin bilylimesini inhibe eder [13].
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Pentamidin, AmB ve paromomisin gibi alternatif bilesikler, sitotoksisiteye ragmen
direngli vakalar i¢in ikincil tedavi se¢enekleridir [60]. AmB ve miltefosin etkili bir
sekilde kullanilmaktadir ancak yiiksek maliyetleri ve terapdtik komplikasyonlar
endemik bolgelerde kullamimlarini smirlamaktadir [59]. Miltefosin, AmB ve
pentamidin gibi ilaglar olduk¢a verimlidir ancak bir¢ok nedenden &tiirii yetersiz
kalmaktadirlar. Antimonlar gibi bu ilaglar da bir¢ok hastay1 tedaviyi erken birakmaya

zorlayan ciddi yan etkilere sebep olmustur [38].

Farkli klinik belirtilerine ragmen, KL ve VL tedavisi igin genellikle Sb(V) bilesikleri,
ilaca diren¢ veya intoleranst durumunda pentamidin ve AmB formiilasyonlar

kullanilmaktadir [31].

Antibakteriyel bir ajan olan paromomisinin ilk olarak otuz yil 6nce antileishmanial
aktiviteye sahip oldugu gosterilmistir. Antileishmanial aktivitesinin kesfedilmesinden
bu yana paromomisin hem KL hem de VL’nin tedavisinde etkin oldugunu
gostermistir. Paromomisinin parazit membranlarinin dengesizlesmesini indiikleyerek
etki ettigi gosterilmistir. Diger antileishmanial ilaglarda oldugu gibi, parenteral
paromomisin uygulamasi ototoksisite ve miyokardit dahil olmak iizere sakincalara

sahiptir [13].

Leishmaniasis kemoterapisinde, KL ve VL tedavisi i¢in bir aminoglikozid
antibiyotigi olan paromomisin ve VL tedavisi i¢in 8-aminokinolin olan sitamaquin

yaklasik 10 y1l 6nce kullanilmaya baglanmigtir [28].

Aminoglikozid antibiyotik paromomisinin parenteral bir formiilasyonu klinik
caligmalarda %94 etkinlik gostermistir ve Hindistan'da VL igin tanitilmistir. Kabaca
kesfedilen 17.000 bitki tiirliniin, tibbi alanda yaklasik 3000 tiirtin kullanildig: tahmin
edilmektedir [51].

AmB, paramomisin ve pentamidin gibi ikinci ve {iglincli basamak tedavileri
leishmaniasise karsi bazen etkilidir ancak ayni zamanda ciddi yan etkileri de vardir.
Paromomisin kas i¢i uygulamasinin yaklasik on yil 6nce yapildigi bir ¢alismada,
antimon tedavisinden Once basarisiz olan hastalar da dahil olmak iizere, VL

vakalarinin yaklasik %95'inin iyilestigi tespit edilmistir [15].
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Bu ilaglarin tlimiiniin etkileri, hastaligin klinik formuna, hastanin yasina ve ikamet
edilen bolgeye baghdir. Mevcut tiim ilaglarin; hayati risk olusturan yan etkileri, uzun
tedavi dongiileri, diisiik etkinlikleri, parazitlerin ilaglara kars1 artan direnci ve yiiksek
toksisitesi gibi birgok sakincasi vardir. Bu ilaglarin uygulanmasi; bu sakincalar,
tedavi siiresinin uzun olmasi ve yiiksek maliyet nedeniyle sinirlandirilmigtir [58].

Hastanede yatis da gerekmektedir [51].

Leishmaniasisin ¢esitli klinik bulgular1 arasinda L. donovani veya L. infantum'a bagh
VL tedavi edilmezse oldiriiciidiir [17]. Hastaligin baslamasindan sonraki iki yil

iginde vakalarin %95'inden fazlasinda 6liimciildiir [39].

Son zamanlarda, antileishmanial ajanlar {izerinde yapilan aragtirmalarin sayist iki
nedenden dolayr 6nemli dlgiide artmistir. Birincisi, toksik ve pahali olan antimon
tirevleri  gibi  ¢esitli  tedavilerin  gosterdigi  yan etkilerdir. ikincisi,
cesitli Leishmania tiirlerinin ~ sentetik  molekiillere kars1  direng  gelistirmesi
sonucu bulasict hastaliklarin ortaya tekrar tekrar ¢ikmasidir. Bu iki durum, etkili ve
giivenli olan antileishmanial ilaglar iizerinde farmakolojik arastirmalara yoneltmistir

[55].

Sb(V) uygulamalar1 tedavide basarisiz oldugunda uygulanan AmB, miltefosin ve
pentamidin gibi diger antileishmanial ilaglar da ¢esitli yan etkilere sahiptir ve yiiksek

konsantrasyonlarda kullanildiginda diyabet ve hatta 6liime neden olabilir [25].

Bitki drilinleri, farkli hastalik tiirlerini tedavi etmek icin geleneksel tipta
kullanilmaktadir ve yeni bir ila¢ bulunmasi i¢in iyi bir alternatif olarak kabul
edilmektedir. Ticari potansiyeli olan antileishmanial ilag olabilecek bitkilerden izole

edilen timit verici bilesikler vardir [57].

Sentetik ilaglarin yerine, antik ¢aglardaki leishmaniasis tedavisinde kullanilan tibbi
bitkiler gibi dogal kaynaklardan aktif molekiiller aranmasi alternatif bir yontemdir
[24]. Bitkisel kokenli dogal ftirtinler, bu kesifler i¢in potansiyel araglardir ve diinya
capinda insanlar i¢in ampirik olarak paraziter hastaliklarin tedavisi icin ylizyillar

boyunca kullanilmis ve klinik ve laboratuvar arastirmalarini tesvik etmistir [56].

Etnofarmakoloji, farkli leishmanial aktiviteleri olan 6ziitleri ve bilesikleri karakterize
etmek i¢in 6nemli bir bilim dalidir [61]. Dogal tedaviler, giiniimiizdeki tedavide

onemli bir rol oynamistir [24].

26


https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/leishmania
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/infectious-disease

Dogal kokenli 1184 yeni ilag, 1981-2006 yillar1 arasinda bulunmus ve bunlarin %28'i
bitkilerden elde edilmistir. Ote yandan, yeni sentetik ilaglarin %24'ii, tibbi bitkilerden
elde edilen aktif molekiiller olan temel molekiillerdir veya bunlardan tiiretilmistir.
Bir bagka raporda, 2000 ve 2005 yillar1 arasinda, her biri yapisal ve biyolojik
cesitlilik sergileyen 23 yeni dogal kaynakli ilag piyasaya siiriilmiistiir. Bu nedenle,
dogal tirinler, yeni ilaglarin 6nemli bir kaynagi olan ve olmaya devam eden ve yeni
etken maddelerin gelistirilmesi i¢in prototip molekiiller olusturan, olgiilebilir bir

kimyasal yap1 zenginligi olusturmaktadir [24].

Etkili ilaclarin yoklugunda, bu tiir hastaliklarla miicadele etmek i¢in toksik olmayan,
giivenli, daha verimli ve daha ucuz olan bitki tiirevleri (flavonoidler) veya bitki 6zleri
gibi sifali bitkilerden yeni dogal ilaglarin kesfedilmesine acil ihtiya¢ vardir [58].
Bitki bazli bilesikler, daha az toksisiteye sebep olur ve bu tropikal hastaligi tedavi
etmek i¢in kullanilan mevcut kemoterapilerde bir devrime neden olabilir [61].

Leishmaniasis tedavisi icin daha yeni, daha ucuz, gicli ve giivenli bir

antileishmanial bilesiklere acil ihtiya¢ vardir [59].

Leishmaniasis tedavisi igin ilaglara erisim, en fazla vaka yiikiine sahip olan fakir
iilkelerde zordur. DSO, sivil toplum kuruluslar1 ve iireticilerin ilaglara erisimi
tyilestirme c¢abalar1 olsa da ilaglara erisim sorunu devam etmektedir. Birgok
Leishmania’nin endemik oldugu iilkelerdeki yetersiz saglik sistemleri baglaminda,
asagidakiler de dahil olmak {izere ilaglara erisimin zorluguna bir dizi faktor katkida

bulunmaktadir:

e Ilaglar nispeten pahalidir ve bu nedenle genellikle temin edilememektedir.

e Ulusal tedavi protokolleri ¢ogu zaman en son gelismeleri yansitmamakta olup
ya az sayida ila¢ dahil edilmis ya da higbir antileishmanial ilag ulusal temel
ilaglar listesine dahil edilmemistir.

e Diisiik gelire sahip iilkelerde tercihli fiyatlar i¢in pazarlik edilen ilaglar, bu
iilkelerdeki sirketler tarafindan her zaman karli bir pazar bulunmadigindan
kayith degildir. Daha az vaka olan bir¢ok iilke de ilaclar1 kaydetmemistir.

e llaglarin tedarigi siirekli degildir. Cogu antileishmanial ila¢ sadece bir iiretici
tarafindan tretilmektedir. Kalite, diigiik liretim kapasitesi ve yeterli ihtiyag
tahmininin olmamasi (siparisler i¢in uzun teslimat siireleri ile sonuglanan) ile
ilgili sorunlar endemik iilkelerde diizenli olarak stok kirilmalarina neden

olmaktadir.
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Bu gibi durumlarda erisilebilecek merkezi tampon stoklari yoktur ve ilag
ihtiyaglarint belirtmek icin bir platform yoktur. Bu, kiiresel olarak ihtiyag
duyulan miktarlar1 ve ila¢ liretiminin uygun planlamasini tahmin etmede
biiyiik bir zorluk teskil etmektedir [62].

Buna karsilik, DSO saglik hizmetlerine ve 6zellikle de gerekli ilaglara esit erisimin

arttirllmasinda 6nemli ¢abalar sarf etmistir. Baglica yapilanlar asagida belirtilmistir:

e VL i¢in mevcut bes ilacin ikisinin fiyatinin, lipozomal AmB i¢in %90 ve
meglumin antimonat i¢in %60 oraninda disiiriilmesi

e DSO Model Temel Ilaglar Listesinde (17. baski) iki yeni ila¢ dahil olmak
tizere (2007 yilinda paromomisin ve 2008'de lipozomal AmB) [62].

Gilead Sciences, 2016'da 380.000 flakon AmBisome® (enjeksiyon i¢in lipozomal

AmB) bagisma (DSO araciligiyla) 5 yillik yeni bir anlasma imzalamis ve

geligmis tan1 ve tedavi icin fon saglamistir. 2021 yilina kadar olan bu yeni

anlagsma, Giineydogu Asya ve Dogu Afrika'daki uygun endemik iilkelerdeki

445.000 flakon lipozomal AmB enjeksiyonunun, 500.000 VL vakasinin tedavi

edilmesini 6ngoéren 2011°de yapilan anlasmasini uzatmistir [62].

2.10 Leishmaniasisten Korunma ve Kontrol

Hastalik hakkinda yetersiz bilgi ve saglik politikalarinin eksikligi, diinyanin her
kosesinde artan Leishmania parazitlerinin ortadan kaldirilmasindaki baslica
engellerdir. Leishmaniasis, yoksulluk smirinin altinda yasayan gelismekte olan
tilkelerdeki insanlar1 etkileyen, hayati tehdit eden bir hastaliktir. Niifusun endemik
olmayan bolgelere gocii ve endemik bdlgelerde turist aktiviteleri, yeni alanlarda
hastaliklarin yayilmasinin temel nedenidir. Endemik {ilkelerde hastaligin yayilmasini
kontrol etmek icin, hem vektér hem de parazitler icin etkili kontrol Onlemleri

gerekmektedir [33].

Oliimlerin artmasmin nedenleri arasinda kirsaldan kente gdg, endemik bélgelere
bagisiklig1 olmayan popililasyonlar getiren projeler, bagisikligi azaltan yetersiz
beslenme, kalabalik yoksul kenar mahallelerde sosyoekonomik bozulma ve
Leishmania/HIV  koinfeksiyonu ortaya ¢ikmaktadir. Buna ragmen, gercek
leishmaniasis prevalansinin, resmi olarak bildirilen rakamlardan olduk¢a fazla

oldugu tahmin edilmektedir [21].
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Ciinkii ¢ogu vaka, ozellikle hastalarin tibbi tesislere erisemedigi yerlerde, teshis
edilmeden veya bildirilmeden devam etmektedir. Ayrica, hastaligin ekonomik yiikii
¢ok biiyiiktiir ve ciddi maliyetler (tibbi bakim ve tedavi, is giiciiniin zayiflamasi)

projelerin uygulanmasini olumsuz yonde etkilemektedir [21].

Hastaligin insidanst son birka¢ on yilda birgok bolgede istikrarlt bir sekilde
artmaktadir. Bunun bir nedeni, HIV/AIDS'e bagli olarak bagisiklik yeterliligi azalmis
kisilerin sayisindaki biiyiik artistir. Diger nedenler arasinda, kiiresel iklim degisikligi
ve endemik insan niifusu i¢in enfeksiyon riskinin artmasia neden olan kum sinegi
vektoriinlin konakg1 tiremesini destekleyen gelismekte olan iilkelerde birincil yagmur
ormanlarinin ormansizlastirilmas: bulunmaktadir. Artan denizasirt seyahatler ve

endemik bolgelere askeri yayilma da hastalik prevalansinin artmasinda rol oynamistir

[15].

Biiyilk epidemiyolojik 6nemine ragmen, leishmaniasis DSO tarafindan sagligm
tesviki ve gelistirilmesini finanse eden farkli kamu ve 6zel kuruluslar tarafindan

ihmal edilmis bir hastalik olarak kabul edilmektedir [14].

Cogu vektor kaynakli hastalikta oldugu gibi, insanin vektére maruz kalmasina engel
olmak korunma i¢in en iyi yontemdir. Kum sinegi en ¢ok alacakaranliktan safaga
kadar etkindir. Standart sivrisinek aglarindan sigacak kadar kiigiiktiir. Bu nedenle,
gece faaliyetlerinden kaginmak, cilde N,N-Diethyl-m-toluamide (DEET) gibi bocek
oldiirticiileri stirmek, permethrin gibi suya dayanikli bocek oldiiriicii uygulanmis
giysiler giymek ve gece vantilator kullanmak insan-vektor maruziyetini azaltir.
Dikloro Difenil Trikloroetan (DDT), kum sineklerini yok etmek i¢in tercih edilen
yontem olmaya devam etmektedir. Sayilar1 azaltmak i¢in baska bir yontem ise
iiremeyi engellemektir. Ic ve dis mekanlar1 bdcek ilaclartyla ilaglama, iiremeyi
durdurmak i¢in diger bir metottur. Kum sinekleri karanlik ve nemli ortamlarda
tirerler. Bu ortamlarda kirectasi gibi nem emici yapr malzemelerinin kullanilmasi
iiremenin azaltilmasini saglar. Bu yontemlerin tiimii, bocek ilaglarina karsi direng
gelismesine ragmen birlikte kullanildiklarinda kum sineklerinin 1sirmalarina maruz

kalma riskini biiyiik 6l¢iide azaltirlar [13].
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2.11 Leishmaniasisin Tanisinda Kullanilan Yontemler

Konak ve parazitin tiirii ve gibi ¢esitli faktorlere gore klinik belirtiler farkliliklar
gosterir. Hastalik bircok deri lezyonuyla karistirilabilmesi nedeniyle tanisi igin farkl

teknikler kullanilmaktadir [47].

Parazitolojik tani, 6zellikle yiiksek 6zgiilliigii nedeniyle leishmaniasis tanisinda altin
standarttir. Mikroskobik inceleme, invaziv prosediirler gerektirir ve in vitro parazit
izolasyonu zor ve zaman alicidir [63]. Leishmaniasisin tanisinda; Dolayli Floresan
Antikor Testi (IFAT), Direkt Antiglobulin Testi (DAT), Enzim Bagli Immunosorbent
Test (ELISA), C-ELISA, Dot-ELISA testleri kullanilmaktadir [49].

KL’nin tanis1; epidemiyolojik veriler, laboratuvar sonuglari, olgunun hikayesi ve
Klinik bulgularin timii dikkate alinarak yapilir. Rutin tanida kiiltiir yontemleri ve
direkt mikroskopi en sik kullanilan yontemlerdir. Molekiiler yontemler ise daha ¢ok

arastirma amagli olarak kullanilmaktadir [47].

2.11.1 Kiiltiir Yontemleri

Kiiltiir ortaminda canli parazitlerin belirlenmesi, leishmaniasis tanisinda kullanilan
kiltir yontemlerini diger yontemlerden farkli kilmaktadir. Hastadan alinan
orneklerde bulunan amastigotlarin, kiiltiir ortaminda promastigotlara doniigmesi
kiiltiir yontemlerinin temelidir. Leishmaniasis tanisinda kiiltiir, serolojik tani
yontemlerinde kullanilmak tizere yeteri kadar antijen elde etmek, tiiriin belirlenmesi
ile in vivo ¢aligmalarda kullanilmasi igin yeteri kadar parazit elde etmek, ilag
caligmalarini in vitro yapabilmek ve makrofaj-amastigot arasindaki iligkiyi
belirlemek i¢in ilk sirada gelen tani yontemidir. Leishmaniasis tanisinda altin
standart olarak kabul edilen kiltiir tan1 yontemlerinin duyarliligi ancak invaziv

yontemler kullanilarak saglanabilmektedir [3].

2.11.1.1 Leishmania Parazitlerinin Kiiltiiriiniin Yapilmasi

Hem promastigot hem de amastigot formlar i¢in Leishmania parazitlerinin in vitro
kiiltirii yapilabilmektedir. Sicaklik, besin kaynagi, pH ve serum komponentleri
bakimindan amastigot ve promastigot formdaki parazitlerin biliylime ortamlari
arasinda ciddi  farklar bulunur. Promastigotlarin  aksenik amastigotlara
doniistiiriilebilmesinin tetiklenmesi i¢in, sicaklik ve pH’in degistirilmesi 6nemli bir

role sahiptir [3].
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Biyokimya, hiicre biyolojisi ve immiinoloji alanlarinda g¢aligmalar, Leishmania
parazitlerinin kiiltiiriniin yapilmasiyla da saglanmis olur. Leishmania promastigot
kiltiirii, leishmaniasisli hayvanlardan elde edilen biyopsi 6rnekleri uygun besiyerine
ekilerek yapilir. Leishmania parazitleri ilk 6nce hareketli promastigotlara doniiserek

sonrasinda ¢ogalmaya baslar [3].

Leishmania, tek hiicreli parazitler arasinda en fazla iizerinde ¢aligilan kiiltiirlerden
biridir. Klinik O6rneklerin kiiltiir ortamlarina eklenmesinden sonra parazitin
promastigot formunun kesin tani1 koyulmasi i¢in iirediginin gosterilmesi énemlidir.
Klasik besiyeri olan Novy, Nicole ve Mc Neal (NNN) ve ¢esitlemelerinin yani sira
ticari olarak satig1 yapilan besiyerleri Leishmania parazitlerinin in vitro kiiltiiri i¢in
kullanilmaktadir. Promastigotlarin NNN besiyerindeki iiremesi, 22-26°C’de
inkiibasyonla 2-28 giin arasinda degismektedir [64].

Kati, yar1 kati ve sivi olarak {i¢ g¢esit besiyeri Leishmania {iretimi igin
kullanilmaktadir. Sivi besiyerlerinde Fetal Sigir Serumu (FBS) veya eritrosit lizati
parazitlerin tiremesinde en 6nemli maddelerdir. RPMI-1640, Minimal Essantial
Medium, Schneider’s Drosophyla Medium ve Medium-199 sik kullanilan diger
besiyerleridir [64].

2.11.1.2 Klasik Kiiltiir

Hastaliga sebep olan ajanin doku Orneklerinden izole edilmesini en yiiksek
duyarlilikta saglayan tan1 yontemidir. Bu yontem giiniimiizde halen Leishmania
suslarmin kiltliriniin yapilmas1 ve adaptasyonu igin kullanilmakta olup, suslar
omurgali ve omurgasiz konaklardan direkt olarak izole edilebilmektedir. NNN
besiyerinin bazi dezavantajlar1 vardir. Hazirlanmasi karigik ve standartlastirilmasi
zordur. Yontemin kullanimini; zaman almasi, pahali olmasi, saha g¢aligmalarinda

uygulanmasinin zor olmasi oldukga sinirlandirmaktadir [65-68].

KL’nin tanisinda, tiiplerin agz1 kapaliyken bile hareketli promastigotlarin
saptanabilmesi klasik kiiltiir yontemlerinin en 6nemli avantaji olup kontaminasyon
riskini azaltir. Bu yoOntemle lezyonda bulunan amastigot miktari, kiiltiiriin
pozitifligini saptamayla yakindan iligkilidir. Mevcut kiiltiir yontemlerinde duyarlilik,
kronik durumlarda parazit sayisinin azalmasi sebebiyle oldukca diisiiktiir. Bu
yontemlerin sonuglarinin belirlenmesinin 15-30 giin siirmesi diger bir dezavantajidir

[64, 69].

31



2.11.1.3 Mikro Kiiltir

Mikro kiiltiir yontemi, Allahverdiyev ve arkadaslar1 tarafindan gelistirilmistir.
Sadece sivi besiyerinden ve 70ul’lik kapiler tiiplerden olusturulmustur. Bu yontem
ile tan1 i¢in az miktarda besiyerine ihtiya¢ vardir. Ayrica, geleneksel tiip kullanimina
kiyasla kapiler tiiplerin kullanilmasi maliyetin neredeyse 10 kat azalmasini
saglamistir. Bunun yani sira yontemin hazirlanmasinin ve yapilisinin kolay olmasi ve
parazit sayist az olsa bile diger yontemlerden daha hassas olmasi Onemli bir
avantajdir. Bu yontemle in vitro ortamda sayica az olan amastigotlarin ne kadarinin
hareketli promastigotlara dondistiigii kolayca bulunabilir. Bu yontem, KL ve VL’nin

hizli sekilde tanisinda ve parazit genotipi tespitinde ¢ok kolaylik saglamistir [65, 69].

2.11.1.4 In vivo Kiiltiir

Parazitler, laboratuvar hayvanlarina asilama yapilmasindan sonra enfekte olan
orneklerle gosterilebilirler. Hayvan asilamasi, genel olarak tani testi olarak
kullanilmaz. Parazit izolasyonu igin alternatif bir yontemdir ancak alternatif tani
yontemlerinin gelistirilmesiyle yaygm sekilde kullanilmamaktadir. Hem in vitro
kiltir hemde in vivo kiltir sonucunda tespit edilen promastigotlar, parazitin
genotiplerinin belirlenmesi amaciyla kullanilmaktadir. Hamsterlarin ve BALB/c
farelerin Leishmania parazitinin ¢esitleriyle enfeksiyona duyarli olduklart
goriilmistiir. En uygun hayvan olan altin hamster, Leishmania suslarinin ¢ogunda
duyarlidir. L. infantum ve L. donovani suslari i¢in asi ¢ogunlukla periton kesesinden
yapilir. Hem amastigotlar hemde promastigotlar hayvani enfekte edebilirler.
Enfeksiyon belirtilerini gézlemlemek i¢in hayvan haftalik olarak tetkik edilir. Bu
enfeksiyonlar; kutandz lezyonlar, metastatik lezyonlar ya da karaciger ve dalak
biiyiimesi olabilir. Biyopsiyle hayvanin dalak ve karacigerinden amastigotlar
toplanabilir. Bu sayede prosediiriin devamimnin saglanmasi i¢in enfekte olan
parazitlerin kaynaginin yasamasina izin verilmis olunur. Enfeksiyon yok ise, 4 ay

sonra hayvan 6ldiiriiliir ve parazit i¢in dalak ve karacigerden ornekler alinir [3].

2.11.2 Serolojik Yontemler

Leishmaniasis teshisinde uygulanan birgok serolojik test mevcuttur. Bunlar; ELISA,
DAT, IFAT, Immunoblotting (WB), Hizli K39 Bazli Immiinokromatografik Test
(ICT) ve indirekt Hemaglutinasyon Testi’dir (IHA) [63]. Bu testler arasinda; IFAT,
DAT ve ELISA Amerikan KL tanisi i¢in en sik degerlendirilen testlerdir [70].
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En yaygm serolojik teknikler IFAT, ELISA, WB ve DAT’dir [13]. Serolojik
yontemler, hem VL’nin ve hem MKL’nin teshisinde kayda deger bir immiin yanita

sebep olan en faydali testlerdir [13].

Dogrudan yontemler, mikroskobik inceleme, kiiltir veya PCR ile parazitin
gosterilmesine dayanir. Dolayli yontemler arasinda Leishmanin Deri Testi (LDT) ve
IFAT, DAT, ELISA wveya ilkel Leishmania antijenleri, WB veya
Immiinokromatografik Test (ICT) dahil olmak iizere gesitli tekniklerle antikor tespiti
yapilir [71]. Canim Ates ve arkadaslari tarafindan yapilan bir ¢alismada, IFAT'in
diisiik maliyetli oldugu ve yiiksek hassasiyete sahip oldugu gosterilmistir [72].

Antileishmanial antikorlar, immiinokompetan hastalarda yiiksek tanisal degere
sahiptir ve VL tanis1 i¢in duyarlilik ve 6zgiilliige gore degisen ¢ok cesitli serolojik
yontemler mevcuttur. Bagisiklik sistemi baskilanmig bireyler igin, serolojik
arastirmalar kesin bir tan1 yontemi olarak kabul edilmez. Ciinkii bu hastalarin ¢ok
bliyiik bir kismi Avrupa ve Afrika'da yapilan ¢alismalara dayanan standart
tekniklerle saptanabilen antikorlar barindirmaz. Dahasi, HIV ile enfekte hastalarda
VL tanist icin bir serolojik teknigin digerinden daha iistiin olup olamayacagina ve
kiiresel bolgeler arasinda test performansinda farklilik olup olmadigina dair bazi

stipheler vardir [63].

Zeyrek ve arkadaslari, Tirkiye'de KL tanist ig¢in bir ELISA sisteminin %78,4
duyarliliga ve %69,3 oOzgiillige sahip oldugunu bildirmistir [73]. Romero ve
arkadaglari, bir ELISA sisteminin L. mexicana antijenine sahip %89 ve L.
braziliensis antijenine sahip %71'lik bir duyarliliga sahip oldugunu bildirmistir [74].
Jensen ve arkadaslari, sekansa spesifik bir peptid antijeni kullanarak L. major enfekte
olmus 33 KL hastasinda %67 duyarlilik ile bir ELISA testi bildirmistir [75].

Liyofilize antijen kullanan bir DAT Kkiti ticari olarak temin edilebilmektedir. Bu test
genellikle, test merkezlerine erisimi olmayan uzak bolgelerde test yapilmasina
olanak saglamaktadir. Ayrica sahada kullanim icin VL’ye 6zgii bir yiizey antijeni
tespit eden K39 adi verilen bir 6lgme ¢ubugu ve idrarda antijenleri tespit edebilen
yeni bir Lateks Agliitinasyon Testi (KATEX) mevcuttur. Teshis imkanlarinin
arttirilmasi, leishmaniasis ile miicadelede Onemli bir unsurdur [13]. Bu teshis
yontemlerinin tamaminda, tani merkezlerinde egitimli personel eksikligi ve

ekipmanlarin pahali olmasindan kaynaklanan sorunlarla karsilasilmaktadir [13].
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2.11.3 Molekiiler Yontemler

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR), ozellikle bagisiklik sistemi baskilanmis
hastalarda, c¢ocuklarda ve hastaligin erken evrelerinde olan bireylerde, yiiksek

hassasiyet ve 0zgiilliikte az miktarda parazit DNA'nin amplifikasyonu i¢in kesin bir

molekiiler tekniktir [76].

2002-2012 yillar1 arasinda, VL tanist igin gesitli parazit genlerini hedef alan gesitli
molekiiler teknikler gelistirilmistir. PCR bazli metot, basariyla kullanilan en yaygin
molekiiler testtir ve kullanimi, immiinosupresif hastalarda 6zellikle umut verici
goriinmektedir. Bu teknik, VL tanis1 i¢in geleneksel tan1 yontemlerinden daha hizli,
hassas ve daha spesifik olarak ortaya ¢ikmistir [63]. PKDL igin ideal teshis metodu
smearlerde parazitin kiiltir veya PCR ile gosterilmesidir [44]. Leishmania’nin
varligin1 kesin olarak tespit etmek ic¢in kiiltiir ve PCR gibi spesifik metotlar

kullanilmalidir [72].

PCR, leishmaniasisin tiim formlarinin tanimlanmasini saglayan invaziv olmayan bir
prosediirdiir. Spesifik problarin kullanilmasi, KL nin nedensel tiirleri arasinda ayrim
yapilmasmi miimkiin kilmistir. Xenodiagnosis~ yontemiyle VL'yi teshis etmek igin
kum sineginin kullanilmas: gerekir. Bu yontemle, hasta kum sineginden kan 6rnegi

aldiktan 48 saat sonra promastigotlarin varligi incelenmektedir [13].

Deri biyopsisi, Giemsa boyali preparatlar, kan, parafinize materyal ve kemik iligi
aspirat1 gibi farkli klinik 6rneklerde tespit edilen az sayidaki Leishmania DNA’sin1
saptanabilmesi molekiiller bazli yontemlerin en Onemli avantaji oldugu
bildirilmektedir. Dogru teshisin, prognozun degerlendirilmesinde ve uygun tedavi
seciminde 6neminin biiyiik oldugu bilinmektedir. Bir¢cok ¢aligmada kiiltiir yontemi,
PCR yonteminden sonra duyarlilikta ikinci sirada yer alan yontem olarak
bildirilmektedir. Ancak direkt mikroskobik inceleme, kiiltir ve PCR ydntemlerinin
tct karsilastirildiginda KL tanisinda kiiltiir yonteminin daha duyarli bir yontem
oldugu da tespit edilmistir. KL tanisinda bu ii¢ yontemin birlikte kullanilmasinin
duyarlilik ve Ozgilligii arttiracagi, bdylece birgok olgunun daha kolay

tanimlanmasini saglayacagi disiiniilmektedir [47].

*

Hastalik etkeni tasimayan emici bocegin, hasta iizerinde beslenmesini takiben bocek diskisinda mikroskopik muayene ile
hastalik etkeninin arastirilmasi esasma dayali tan1 yontemi; Ozellikle Giiney Amerika tripanozomiyazi’na sebep olan
Trypanosoma cruzi’nin bu esasa dayanarak belirlenmesini amaglayan tan1 yontemi; ksenodiyagnoz.
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3. FLAVONOIDLER VE RUTIN

3.1 Flavonoidler

Flavonoidler, {i¢-karbon atomlu heterosiklik bir halka ile birbirine baglanmis iki
aromatik halka igeren bir temel flavan c¢ekirdegi olan bir grup polifenolik bilesiktir.
Bu bilesikler dogal olarak meyve ve sebzelerde bulunur ve kansere karsi
antioksidanlar ve koruyucu maddeler olarak bilinir [77]. Cogunlukla O-glikosile
edilmis polifenolik bilesiklerdir [78].

Flavonoidler, biiyiik dogal polifenol ailesine ait genis bir bitki sekonder metabolit
smifidir. Meyveler, sebzeler, tahillar, baklagiller, kakao, zeytinyagi, cay, kahve ve
sarap gibi bitki kaynakli yiyecek ve igeceklerde bulunurlar. Bdylece insan
beslenmesinin 6nemli bir bilesenini olustururlar. Bitki polifenolleri baslangigta bitki
pigmentasyonu ve tat vermede 6nemli olarak kabul edilmistir. Daha sonra bitkinin
biliylimesinde ve iiremesinde onemli bir rol oynadiklari, ayrica patojenlere karsi

direng sagladiklar1 ve mahsullerinin hastaliklardan korudugu kabul edilmistir [79].

Flavonoidler, insan diyetlerindeki en 6nemli polifenollerdir ve cesitli biyolojik
aktiviteleri nedeniyle genel olarak ilgi ¢ekmektedir. Flavonoid glikozitlerin sindirim
enzimlerinin antioksidan potansiyeli ve inhibisyonu ¢ok sik rapor edilmektedir.
Flavonoid glikozitler arasinda, flavonol ve flavon glikozitler, diger flavonoidlerden
daha sik belirtilmektedir. Flavonoidin aglikona baglanmis seker kismi genel olarak
bir dereceye kadar absorbsiyon, dagilim ve metabolizmayi etkiler ve anti-HIV, anti-
rotaviriis, anti-stres, antialerjik ve anti-adipojenik aktivite dahil olmak iizere belirli

tipte biyolojik aktiviteleri arttirir [59].

Son zamanlarda, gida polifenolik bilesiklerine olan ilgi, antioksidan kapasitelerinin
yant sira, temel olarak hiicre cogalmasinin, hiicre fonksiyonunun ve iltihaplanma
reaksiyonlarmin diizenlenmesinde rol alan bir¢ok molekiiler yolu modiile etme
kabiliyetleri nedeniyle giderek artmistir. Bu nedenle, dikkat edilmesi gereken 6nemli
nokta; kanser, kardiyovaskiiler hastaliklar, norodejeneratif siire¢ler ve karacigeri,
bagirsaklari, bobrekleri ve akcigeri etkileyen diger kronik hastaliklarin 6nlenmesi ve
tedavisinde oldugu gibi insan sagligi {lizerindeki olast yararli etkilerine

yogunlagmaktir [79].
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Bilinen antioksidan ve antienflamatuar 6zellikleri nedeniyle flavonoidler, bir¢ok
hastaligin ortaya ¢ikmasimi ve ilerlemesini Onlemeye 6nemli bir katki yapabilir,
ancak biyoyararlanimlarinin 6nemli dlgiide iyilestirilmesi ve hastalikli organ veya

aparata verilmelerinin optimize edilmesi gerekir [79].

Daha iyi antileishmanial bilesikler icin devam eden arayista, kolay ve ucuz yolla elde
edilebilen bitki tiirevli {riinler onem kazanmaktadir. Tibbi bitkilerin aktif
bilesenlerinin izolasyonu ve saflastirilmasi, 19. yiizyilda ila¢ endiistrisinin
kurulmasina yol ag¢an ana giiglerden biridir. Diinyada sadece bugiine kadar giiglii
kemoterapotik Ozellikler gosteren yaklasik 250.000 bitki tiirii tespit edilmistir.
Bitkileri ila¢ kaynaklari olarak tanimlamak ic¢in ¢ok fazla arastirma yapilmalidir.
Ozellikle bazi bitki metabolitlerinin gii¢lii antileishmanial aktivitesi olan fito-

bilesenleri igerdigi gdsterilmistir [11].

3.1.1 Flavonoidlerin Yapisi ve Alt Simflar

Flavonoidler, lineer ii¢ karbonlu bir zincir (C6-C3-C6) ile birlestirilen iki benzen
halkasindan olusan difenil propanlarin temel bir kimyasal yapisina sahiptir. Cogu
durumda, merkezi ii¢ karbon, benzen halkalarindan biri ile kapali bir piran halka
olusturur, boylece A, B ve C olarak adlandirilan ii¢ halkada diizenlenmis 15 karbon
atomlu bir yap1 olusturur. Flavonoidlerin ¢esitli siniflar1 oksidasyon derecesinde ve C
halkasinin ikame modelinde farklilik gdsterirken, bir sinif i¢indeki tek tek bilesikler
A ve B halkalarinin ikame modelinde farklidir. Heterosiklik C-halkasindaki
degisikliklere bagl olarak, flavonoidler yedi alt sinifa ayrilabilir. Bunlar; flavonlar
(6rnegin, apigenin, luteolin, diosmetin, chrysin), flavonoller (kuersetin, kaempferol,
myricetin, galangin, fisetin), flavanonlar (6rnegin, narkenin, hesperitin,
eriokolilikol), flavanonoller (taksifolin), flavanoller veya Kkatesinler (katesin,
epikatesin, epigalloatekin, epigallokatekin gallat), izoflavonlardir (genistin, daidzein,

glisitin, puerarin, antosidin, anhidrid, malidine) [79].

Flavonoidler, ¢ok sayida gesitli ve oldukg¢a karmasik yapilar veren O-glikosilasyon,
C-glikosilasyon, O-asilasyon, halka yogunlastirma ve polimerizasyon gibi cesitli

degisikliklere ugrayabilir [79].
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Sekil 3.1 Flavonoidlerin alt siniflarinin yapisi [80]

Flavonoidlerin potansiyel terapotik molekiiler olarak rolii, son birkag yil igerisinde,
farkli hastaliklara iliskin faydali ve koruyucu etkilerine yonelik kanitlarin artmasi
nedeniyle biiyilk onem kazanmustir. Temel olarak gii¢lii antioksidan ve
antienflamatuar aktiviteleri olan rutin, birgok terapdtik ozellige sahip bir diyet
flavonoiddir. Flavonoidler arasinda rutin, flavonoller grubundadir ve kuersetinin
glikozid formudur. Birgok ¢alisma, diger hastaliklarin yani sira noérodejeneratif
hastaliklari, kardiyovaskiiler hastaliklar1 ve cilt kanserini onlemekte miikemmel

fayda gostermistir [78].

3.2 Rutin

Rutin 1842'de kesfedilmis ve tipta kilcal damar gecirgenligi ve catlamasi ile ilgili
vaskiiler bozukluklar1 tedavi etmek i¢in kullanilmistir. Bir¢ok bitki kaynaginda
bulunan en yaygin kuersetin glikozitlerden biridir [78]. Bitki tiirleri arasinda en
yiiksek rutin konsantrasyonu iiziim ve karabugdayda bulunmustur. Bu bilesik esas
olarak meyve kabuklari, yapraklari, c¢igekleri ve kokleri gibi bitkilerin farkli
kisimlarinda bulunur [78]. Karabugday, Japon Soforasi, aloe, alig, ginkgo ve hiinnap
gibi bazi bitkiler rutin agisindan zengindir [81]. Elma, turunggiller, siyah cay,

carkifelek ¢igegi ve dahil olmak iizere baz1 bitkisel tirtinlerinde de bulunur [82].
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Sekil 3.2 Rutinin Kimyasal Yapisi [83]

Rutin ilk kez, bu bilesene adin1 veren ruta graveolens L.'de (sedef otu) bulunmustur.
Rutin tahillarda bulunmamaktadir. Rutin, farkli {iztim (vitis vinifera L.) ¢esitlerinin
kabuklarindan elde edilen ekstrelerinde bulunmustur. Rutin ayrica, kuskonmazin
kladofillerinde yiiksek miktarda bulunur. Rutin, halk hekimliginde kullanilan bir
Afrika bitkisi olan Gubeish'te (Guiera senegalensis) de bulunmaktadir. Tablo 3.1'de
goriildiigli gibi, rutin, digerlerinin yani sira kapari, sogan, kuskonmaz ve deniz
topalaklarmin farkli boliimlerinde de bulunur [78].

Rutosid, sophorin, rutintrihidrat, quercetin-3-O-rutinosid olarak bilinen bir narenciye
flavonoid glikozit olan Rutin; greyfurt, portakal, limon gibi meyve kabuklarinda bol

miktarda bulunur [84]. Rutin, ayn1 zamanda P vitamini olarak da bilinir [78].

Tablo 3.1 Farkli Bitki Kaynaklarindaki Rutin Igerigi [78]

Bitki ad Bitkinin Icerik (mg/100 Kaynak
boliimii gd.w.)
Sedefotu (Ruta Yapraklar 3100 Proestos ve
graveolens L.) arkadaglar1 (2006)
Bilinen karabugday Kabuklar 3250 Kocevar Glavac
(Fagopyrum sculentum Tohumlar 157 ve arkadaslari
Moench.) 10 (2017)
Tartar karabugday Tohumlar 1250 Fabjan ve
(Fagopyrum tataricum arkadaslar1 (2003)
Gaertn.)
Uziim (Vitis vinifera L.) 1592 Lacopinict ve
89 arkadaglar1 (2008)
Amaranthus melezi Tohumlar 8 Kalinova ve
(Amaranthus cruentus) Yapraklar 2450 Dadakova (2009)
Gubeish (Guiera Yapraklar 242 Perwez ve
senegalensis) arkadaglar1 (2017)
Kapari (Capparis spinosa | Tomurcuklar 1800 Musallam ve
L.) Yapraklar 2760 arkadaglar1 (2012)
Meyveler 280
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Soganlar (Allium cepa L.) | Kirmizi Sogan 6 Shi ve arkadaslari
Zarlar1 (2016)
Deniz topalak Yapraklar 300 Zu ve arkadaglari
(Hippophae rhamnoides (2006)
L.)
Kuskonmaz (Asparagus Yesil sivri 670 Motoki ve
officinalis L.) kisim 190 arkadaslar1 (2012)
Ust 2900
Alt
Bauhinia fortificata L. Yapraklar 377 Toloza-Zambrano
ve arkadaslari
(2015)
Sar1 kantaron (Hypericum Yapraklar 2400 Wach ve
perforatum L.) arkadaglar1 (2007)
Elma (Malus pumila L.) Kabuklar 800 Wach ve
arkadaglar1 (2007)

Rutin ve hemen hemen tiim flavonoid gruplari, serbest radikal temizleyicileri gorevi
goren antioksidan aktiviteye sahiptir [78]. Rutin (3,3°,4°,5,7-pentahydroxyflavone-3-
rutinoside); antimikrobiyal, antifungal ve anti-alerjik yararlar dahil olmak iizere
birgok farmakolojik 6zellige sahiptir [38]. Ayrica, antiviral, antiprotozoal, antitiimor,
antialerjik, anti-inflamatuar, antitilser, anti-oksidasyon, anti-diyabet, miyokardiyal
koruma, vazodilator, immiinomodiilatér ve bilissel bozulma 6nleme aktiviteleri
klinik olarak 6nemlidir. Bu ¢aligmalar, terapotik uygulamalarda rutinin potansiyelini
vurgulamaktadir [85]. Rutin, serum kolesterol diisiiriicti, anti-aritmi ve kolon kanseri
Onleyici aktivitelere sahiptir [81]. Aymi zamanda, yaslanma karsitidir ve
hipertansiyon ve vaskiiler frajilite tedavisinde yaygin olarak kullanilir [86]. Bilesik;
antikarsinojenik, noéron koruyucu, damar koruyucu ve kalbi koruyan aktiviteler de
gosterir [82]. Norodejenerasyon, karaciger ve bobrek toksisitesi, hiperglisemi ve
hipertansiyon gibi durumlarda miikemmel terapdtik potansiyele sahiptir [38].
Ozellikle, rutinin kardiyovaskiiler hastaliklarin tedavisinde olumlu bir rol oynadig
bildirilmistir. Ornegin, rutin, pirarubisin kaynakli kardiyotoksisite, izoproterenol
kaynakli kalp fibrozu veya kardiyak hasar ve pirarubisin kaynakli kalp fonksiyon
bozukluguna karst korumustur [87]. Onceki ¢alismalar, rutinin, hiicreyi koruyan,
pihti olusumuna sebep olan agregasyonu engelleyen ve kanin pihtilagsmasini
engelleyen ya da olusan pihtiy1 eriten aktivitelerini gostermistir [88]. Rutinin, cildi ve
sinirleri oksidatif hasardan korudugu, arterioskleroz riskini azalttigi ve kilcal

kirtlganlik ve yiiksek tansiyonu dnledigi gosterilmistir [89].
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Rutinin ndroprotektif etkisi, diinya popiilasyonunda norolojik bozukluklarin ve beyin
patolojilerinin yayginlasmasi nedeniyle en ¢ok arastirilan etkilerinden biridir. Beyin
oksidatif hasara kars1 ¢ok hassastir ve diisiik antioksidan koruma seviyeleri, rutin gibi
flavonoidleri antioksidan Ozellikleri nedeniyle potansiyel farmakolojik ajanlara

dontistiiriir. Rutin 6nemli anti-inflamatuar etkilere sahiptir [78].

Gastrik proton pompasini inhibe ederek mukus koruyucu ve iilser dnleyici etkiler
gosterir. Rutin, ayrica serbest radikal kaynakli sitotoksisite ve lipit peroksidasyonunu
inhibe etmek ve bunun yani sira C vitamini emilimini arttirirken oksidasyonunu

onlemek icin kullanilabilir. Bu nedenle, rutin muhtemelen bazi hastaliklar1 6nlemek
icin kullanilabilir [82].

Kanser ve diyabet gibi cesitli kronik hastaliklarin tedavisinde rutinin roliini
kanitlayan bir¢cok rapor vardir. Norodejenerasyon, karaciger ve bobrek toksisitesi,
hiperglisemi ve hipertansiyon gibi durumlarda miikemmel terapdtik potansiyele
sahiptir [38]. Hidrofobik bir polifenolik flavonoid fitokimyasal olan rutin; 16semi,
kolon, néroblastom, kolorektal, hepatoseliiler karsinom, pulmoner metastaz ve meme
kanseri gibi birgok kansere karsi in vitro ve in vivo olarak kemoterapinin yan
etkilerini  onleyici aktivitesinin oldugu gosterilmistir. Onceki ¢alismalar, NP
seklindeki rutinin, kemoterapinin yan etkilerini onleyici etkinligi ile arzu edilen

biyoyararlanim sergiledigini gostermektedir [90].

Rutin o6zleri, tibbi tedavinin bir pargast olarak kullanilabilir ve farmasdotik
endiistrisinde 6nemli flavonoidlerdir. Bitki bazli rutin i¢in farkli ekstraksiyon
yontemleri vardir. Bunlar; ultrason, mikrodalga, mekanokimyasal, kizilotesi ve

basing destekli yontemler gibi farkli tekniklerdir [78].

Rutin; gida, ilag, kozmetik ve diger sektorlerde genis bir uygulama alanina sahiptir
[81]. Bitkisel ilaglarda restoratif, multivitamin preparatlar1 ve kan damari1 korumasi
icin ila¢g olarak kullamilir. Ayn1 zamanda hemofili semptomlarim1 azaltir, kilcal
gecirgenligi azaltir, venéz 6demi Onler, ayrica trombosit agregasyonunu inhibe eder,
aldoz rediiktaz aktivitesini, tiroid peroksidaz aktivitesini ve Vvaskiiler endotelyal
biiyime faktoriinii engeller. Ayrica, okside LDL-kolesteroliin sitotoksik etkisini

azalttig1 ve kalp krizi riskini diistirdiigii bildirilmistir [84].
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Karabugday gibi rutin igerigi yiiksek farkli bitkisel kaynaklardan elde edilen 6ziitler
ve bilesenler, fonksiyonel gidalara dahil edilebilir veya nutrasotikler ve tibbi
triinlerde  kullanilabilir.  Kapsiilleme yoluyla rutinin  stabilizasyonu ve
biyoyararlaniminin iyilestirilmesi i¢in farkli stratejiler gelistirilmistir. Rutin kolona
ulastiginda probiyotik bakteriler tarafindan metabolize edilir, bu da kuersetin
olusumunu ve rutin metabolitlerinin faydali antioksidan ve antienflamatuar etki
gOstermesini saglar [78].

Bitki kaynakli dogal {iriinler, yeni ila¢ modiillerini kesfetmek i¢in arastirilabilecek
cok cesitli molekiiller igerir. Ayni soydaki flavonoidlerin birgok bilesiginin
Leishmania'nin birgok tiiriine karsi etkili oldugu bulunmustur [38]. Flavonoidler, L.

donovani'ye kars1 in vitro aktivite gostermistir [77].

Rutin ile tedavi edilen diyabetik siganlarin, bobreklerinde lipit peroksidasyon
rtinlerinin azaldig1 tespit edilmistir. Ayrica rutin, canliliklarini 6nemli oSlgiide
arttirarak ¢esitli radyasyon tiirlerine maruz kalan memeli germ hiicreleri iizerinde

sitoprotektif etkiler uygulamastir [88].

Ilag kesif teknolojisindeki gelismelere ve sanayilere gore dogal iiriinlere olan ilginin
azalmasma ragmen dogal trlinler iyi bir lider kaynak olmaya devam etmektedir.
Etnofarmakolojik yaklasim, farmakolojik potansiyellerini dogrulamak i¢in bir rehber
olarak geleneksel tipta kullanilan bitkilerin secilmesinde etkili bir yontemi temsil
etmektedir. Bu, biyolojik aktiviteye sahip yeni kimyasal maddelerin kesfedilmesini
saglar. Bitki Ozleri ile gosterilen antileishmanial aktivite; kinonlar, alkaloidler,
iridoitler ve flavonoidler gibi farkli sekonder metabolit gruplarina ait bilesiklere

dayandirilmigtir [54].

Yeni, daha etkili, daha az toksik ve uygun maliyetli antileishmanial ilaglarin
gelistirilmesi, sadece rasyonel ila¢ tasarimina degil, ayn1 zamanda fitokimyasal
antiparazitik bir kaynak olarak doganin kullanilmasi 6nemli bir hedeftir. Bitki
Ozlerinin veya izole edilmis dogal irlinlerin antiparaziter aktivitesinin
degerlendirilmesi, yeni verimli ilaglarin gelistirilmesi icin c¢ekici bir yaklagim

olusturmaktadir [28].
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3.2.1 Rutin Molekiiliiniin Biyolojik Etkileri

3.2.1.1 Antioksidan Etkileri

Oksidatif stresi ve molekiiler sonuglarin1 6nlemek igin birgok dogal antioksidan
kullanilir. Bu bilesiklerden biri, iyi bilinen bir nutrasotik olan, bitki kaynakli bir
flavonoid olan rutindir [88].

Rutin, ¢ok ¢esitli farmakolojik aktivitelere ve dnemli antioksidan 6zelliklere sahiptir.
Toksisitesi, diger biyoflavonoidlerden 6nemli 6lgiide azdir ve oksitlenemeyen bir
molekiildiir. Bu nitelikler, rutinin oldukca gii¢lii ve nispeten giivenli bir antioksidan

olabilecegini gostermektedir [91].

Rutinin antioksidan aktivitesinin, rutinin milkkemmel oksidasyon direncine sahip
oldugu kanitlanmistir [92]. Rutinin antioksidan aktivitesi, gelismis Reaktif Oksijen
Tiirleri (ROS) iiretiminin yani sira antioksidan sistemin yikimini etkili bir sekilde
onlemistir [93]. Rutinin, yiiksek ROS temizleme aktivitesi ve antioksidan
kapasitesinin bir sonucu olan kan damarlarmin kilcal damarlarini giliglendirdigi
bildirilmigtir [94]. Polifenol yapilar1 nedeniyle, flavonoidler ROS'nin dogrudan
siiptiriilmesiyle serbest radikallerin neden oldugu hasar1 oOnleyebilir. Rutin,
elektronlart hidroksil radikalleri ve siiperoksit radikalleri gibi serbest radikallere
bagislayarak serbest radikal zincir reaksiyonlarim1 sonlandiran daha stabil, reaktif

olmayan tiirlere dontistiiriir [88].

Rutin; romatoid artrit 16kositlerinde, ksantin oksidaz ve NADPH oksidaz gibi ROS
olusumundan sorumlu enzimleri inhibe ederek oksidatif stresi onleyebilir. ROS
seviyeleri iizerindeki bu dogrudan etkilere ek olarak, rutin; siiperoksit dismutaz,
katalaz ve glutatyon peroksidaz aktivitelerini arttirarak ve sigan beyin hiicrelerinde
gozlenen glutatyon seviyelerini yiikselterek antioksidan kapasiteyi arttirir. Ayrica, bu
flavonoid, siklooksijenazlarin ve lipoksijenazlarin aktivitelerini inhibe eder, bdylece

insan nétrofillerinde pro-inflamatuar islemleri azaltir [88].

3.2.1.2 Antibiyofilm Etkileri

Rutin, bir bakteri olan Streptococcus suis’in (S. suis) ¢ogalmasini engellemeden

etkili biyofilm inhibisyonu gostermektedir [95].
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Rutin, dulavratotu yapraginda ana anti-biyofilm bilesikleri olarak tanimlanmigtir ve
Pseudomonas aeruginosa'nin biyofilm olusumunu inhibe ettigi gorilmiistiir. Ayrica
rutin, anti-biyofilm aktivitesine onemli katki saglar. Rutinin Syringa oblata
Lindl.'deki ana anti-biyofilm bilesikleri olarak dogrulandigi gosterilmistir. Ayrica,
rutinin Syringa oblata Lindl sulu ekstraktindaki ana anti-biyofilm bilesikleri olarak
dogrulandigint ve S. suis biyofilmlerini in vitro olarak etkiledigini gostermistir.
Rutinin in vitro kapsiillenmis polisakkarit biyosentezini etkileyerek S. suis'in
biyofilm olusumunu engelledigi kanitlanmistir. Bununla birlikte, rutin yeni bir dogal
biyofilm inhibitdrii olarak kullanilabilmektedir ve molekiiler mekanizmasi

farmakolojik ve klinik uygulamalari i¢in temel saglamaktadir [95].

3.2.1.3 Antidepresan Etkileri

Rutinin yaklasik on yil 6nce antidepresan aktiviteye sahip oldugu rapor edilmistir.
Sinaptik  yarikta serotonin ve noradrenalinin mevcudiyetinin  arttirilmasi,

antidepresan etkisinden sorumlu mekanizma oldugu diistiniilmektedir [96].

Noldner ve Schotz tarafindan yapilan bir arastirma, ortalama rutin
konsantrasyonunun yaklasik %3 oldugu Hypericum perforatum bitkisinin

antidepresan aktivitesinde rutinin, 6nemli bir rol oynadig1 gésterilmistir [97].

Hypericum perforatum, pek cok iilkede hafif ila orta dereceli depresyon tedavisi i¢in
kullanilan bir bitkidir. Bu gozlem, rutinin Schinus molle L.’nin (Anacardiaceae)
antidepresan benzeri etkisi i¢in énemli olabilecegi hipotezini yiikseltmistir. Schinus
molle'nin (Yalanci1 Karabiber) antidepresan 6zelliginde rutinin 6nemli bir roli oldugu
one stirilmektedir. Oral yolla uygulanan rutinin, antidepresan benzeri spesifik bir

etki tirettigi gosterilmistir [98].

Noldner ve Schotz tarafindan yapilan ¢alisma sonucunda, sergilenen antidepresan
etkisi muhtemelen Hypericum Montbretti 6ziitiindeki yiiksek rutin konsantrasyonuyla
iligkilidir. Bu ¢alisma, ilk kez Hypericum Montbretti'nin antidepresan aktivitesinin
kanitlarii gostermektedir ve kemirgenlerde rutinin antidepresan aktivitesini bildiren

onceki makaleleri desteklemektedir [96, 99].

Herrera-Ruiz tarafindan yapilan bir arastirma, Byrsonima Crassifolia'nin flavonoid
igerigi lizerinde standardize edilmis metanolik ekstraktin farelerde zorunlu yiizdiirme
testinde potansiyel antidepresan benzeri etkilere sahip oldugunu ve oral olarak

uygulandiginda kabul edilebilir toksik diizeyde oldugunu gostermistir [97].
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Arastirmadaki  bulgular, rutinin antidepresan etkide rol oynayabilecegini
gostermektedir. Bilindigi kadariyla, bu ¢alisma Byrsonima Crassifolia'da bulunan

noroaktif flavonoid rutin varligmin ilk raporunu olusturmaktadir [97].

Farelerin beynindeki monoamin noérotransmiterlerinin norokimyasal analizleri,
Hemerocallis citrina'nin énemli antidepresan etkilerini ortaya koymustur. Bu durum
antidepresan etkisinin oncelikle flavonoidlerin, &zellikle rutin ve hesperidinin

katkilariyla iliskili oldugunu dogrulamaktadir [100].

Rutin ve kuersetinin, depresif semptomatolojinin tedavisinde yararli olacag,
Parkinson ve Alzheimer hastalarinin tedavisinde 6nemli bir rol oynayacagi tahmin
edilmektedir. Rutin, serotonerjik ve noradrenerjik sistemin dahil oldugu farelerde

antidepresan benzeri etkiler agisindan basariyla test edilmistir. [101].

3.2.1.4 Antikanserojen Etkileri

In vitro ¢alismalar, rutinin in vitro ve in vivo kanser hiicreleri iizerinde sitotoksik etki
sergiledigi gosterilmistir. Rutin, farelerde SW480 tiimoriine karsi antitimor etkileri
gosteren Onceki ¢aligmalara benzer sekilde tiimor hacminin azalmasiyla birlikte
timor bilylimesinde belirgin bir gerileme saglamistir. Rutinin, insan ndroblastom
hiicrelerinde hiicre proliferasyonunu baskiladigi gosterilmistir. Rutinin, farelerde
Ehrlich tiimoriine karsi in vivo antitimor aktivite sergiledigi ve MCF-7 ve PANC-1
hiicrelerine ve her iki hiicre hattinda indiiklenen apoptoza karsi sitotoksik bir etki
sergiledigi gosterilmistir.  Rutin kanser tedavisi ig¢in iyi bir segenek olabilir.
Ogzellikle, yalnizca kanser kemoterapisinde veya diger antikanser ilaglarla
kombinasyon halinde kullanimina izin verebilecek insanlar iizerindeki antikanser
aktivitelerini dogrulamak i¢in Klinik olarak kabul edilebilir yan etkilerle daha ileri
deneyler ve klinik denemelerin ardindan kullanilmas: kabul edilebilir oldugu
bulunmustur [102].

Rutin ile tedavi edilen gruplar, karaciger agirliginin azaldigini ve viicut agirliginin
belirgin sekilde arttigimi, rutinin  N-Nitrosodiethylamine kaynakli hepatoseliiler
karsinomalt siganlarda tiimori baskiladigi  gosterilmistir.  Rutin, gelecekte
Hepatoseliiler karsinomun tedavisi i¢in {imit verici bir ajan olarak kullanilmasi i¢in
yeni bir terapotik yaklasim saglayabilen geleneksel kemo 6nleyici maddeye yardimei

olarak kullanilabilir oldugu bulunmustur [103].
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3.2.1.5 Gastrik Ulser Korumasi

Rutin, farmakolojik etkilerinin ¢ok olmasi ile bilinmektedir. Rutin keg¢i gastrik
mukozal homojenatinda onemli proton pompasi inhibe edici aktivite gostermistir.
Flavonoidlerin miikemmel antioksidanlar oldugu kanitlanmistir. Bir kismi1 mukozal
icerikte prostaglandinin arttirilmasinda yetkindir. Bunun yani sira, kilcal biitiinliigi
korurlar ve mukus zarmin normal islevini eski haline getirirler. Hidrojen-potasyum
ATPaz, asitligi indiikleyen anahtar bir enzimdir. Rutinin in vitro hidrojen-potasyum
ATPaz inhibe etme kabiliyeti incelenmistir. Protein pompasinin inhibisyonu
sayesinde, rutinin antitiilser bir potansiyel gosterdigi sonugtan agik¢a anlasilmistir.
Rutinin asidin salgilanmasindan sorumlu bir anahtar enzim olan hidrojen-potasyum
ATPaz1 inhibe ettigi ve boylece antiiilser aktivite gdsterdigi sonucuna varilabilmesi

bulunmustur [104].

Yapilan bir c¢alismada, rutinin oksidatif stresin baskilanmasi ve notrofil
infiltrasyonunun inhibisyonu yoluyla indometazine bagli gastropatiye karsi koruyucu
bir etkisi oldugu gosterilmistir. Rutin ile tedavi sonrasi tiim gruplarda tilserojen
kaynakli gastrik hasar1 6nemli Olgiide azalmistir. Bu etki iilserin neden oldugu
gruplarla karsilastirildiginda tiim doz seviyelerinde anlamli oldugu bulunmustur.
Rutin, serbest radikal hasarina karsi mukozal dokularin C vitamini igeriginde artisa
neden olarak artis gostererek koruyucu bir etki gostermistir. Rutinin anti-iilser
yararinin, en azindan, antioksidan ve serbest radikal temizleyici potansiyelleriyle

kismen baglantili olabildigi kanisina varilmstir [89].

45



4. NANOPARTIKULER ILAC TASIYICI SISTEMLER

Ilag dagitim sistemleri, terapétik etkilerini sergilemek iizere farmasétik bilesikleri ve
biyoaktif bilesikleri siirekli ve gelismis bir sekilde belirli lokalizasyonlara tagimak
icin kullanilir [9, 85]. Mevcut ilag dagitim sistemleri, ilacin farmakokinetigi ve
hastanin Klinik gegmisinin yan1 sira hastanin tedaviye cevabini iyilestirmek amaciyla
gelistirilmistir. Diisiik sulu ¢oziiniirliige sahip fitokimyasallar, formiilasyonlarin
gelistirilmesinde zorluklar ortaya ¢ikarmaktadir. Bu zorlugun tistesinden gelmek igin,
sudaki c¢oziinebilirligi ve dolayisiyla biyoyararlanimi ve biyolojik aktiviteyi

iyilestiren bu tiir bilesiklerin kapsiillenmesi gerekmektedir [85].

Polimerik nanopartikiiller, son zamanlarda flavonoidlerin kapsiillenmesi igin
potansiyel tasiyict olarak degerlendirilmistir.  Cilinkii  kolloidal yapilari,
gastrointestinal mukoza ve kan-beyin bariyeri dahil olmak iizere viicuttaki ¢esitli

bariyerleri gegcmesini saglayabilmektedir [79].

Son on yilda, aktif bilesenlerin kolloidal nanotasiyicilarda kapsiillenmesi, ilag ve
kozmetik endiistrisinde ilag dagitimi i¢in muazzam bir potansiyele sahiptir. Daha
etkin ve kontrollii bir ilag dagitimi elde ederken, kapsiillenmis maddenin bazi
fizikokimyasal 6zelliklerini arttirmak amaciyla bir ilacin/bilesigin bir tagiyic1 madde
icinde tutulmasini saglar. Elde edilen partikiillerin nanometre biiyiikliigii, biyolojik
hiicrelerle yapigsma ve etkilesimlerinde dnemli bir rol oynar ve hiicre zarlar1 i¢inden
etkili bir gecis ve kan akisinda stabilite saglar. Bu nedenle nanokapsiilasyonun,
cesitli tibbi ilaglarin ve suda c¢oziinen veya c¢oziinmeyen hassas biyoaktif
molekiillerin, biyolojik olarak emilimlerini arttirarak terapotik etkisini arttirdigi
bildirilmektedir. Ayrica, nanopartikiillerin yapis1 ve morfolojisi, matrisin ilag
dagitimim kontrol etmek i¢in partikiil/su arayiiziinde ila¢ difiizyonuna engel olarak
islev gormesini saglar. Bahsedilen bu avantajlar nedeniyle, sayisiz nanopartikiil
tipinin, c¢esitli parcalanma ve etkinlik degerlendirme asamalarinda oldugu
bilinmektedir. Ozellikle biyobozunur polimerik malzemelere odaklanilmistir. Cesitli
arastirmalar, bu nanotasiyicilarin, ugucu veya termal olarak hassas bilesiklerin
stabilitesini arttirmasi, ilag etkinligini arttirmasi, kontrollii ilag salimi ve hiicre

hedefli ilag dagitimi gibi sayisiz avantajlar sundugunu kanitlamistir [105].
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Polimerler ayrica geleneksel tasiyict malzemeler iizerinde gelismis o6zellikler
saglamak ve yeterli biyouyumluluk ve biyobozunurluk gibi gerekli oOzellikleri

saglamak i¢in kimyasal olarak islevsellestirilebilir [105].

Nanopartikiilleri sentezlemek icin g¢esitli fiziksel ve kimyasal yontemler
kullanilmistir. Nanopartikiillerin fitokimyasallarla sentezi, daha yesil, toksik olmayan

ve ¢evresel olarak kabul edilebilir bir prosediirdiir [106].

Nanopartikiiller; emiilsiyon ¢dziicii-evaporasyon, salting-out, ultrasonik sprey

piroliz, nano¢oktiirme, diyaliz ve siiperkritik sivi teknolojisi gibi farkli yontemlerle

hazirlanabilmektedir [107, 108].

Nanoteknolojideki ilerleme, biyoloji ve tip alaninda ¢ok ilgi ¢ekici uygulamalara
ulasilmis olan nanopartikiillerin gelismesine yol agmustir. Nanopartikiiller 100 nm
civarinda biiytikliige sahip kiiresel ve kat1 yapilardir. Bunlar dogal veya sentetik
polimerlerden hazirlanir. Polimerik nanopartikiiller mikron alt1 biiyiikliikte koloidal
parcaciklardir. Hidrofilik ve hidrofobik kiigiik molekiillerin, polimerik matris i¢cinde
kapsiillenerek veya ylizeyinde adsorpsiyon veya konjugasyon yoluyla olusturulan
nanopartikiillerinden, asilar ve biyolojik makromolekiiller gibi ¢ok cesitli ilaglar
hazirlanabilir. Polimerik nanopartikiillerin hazirlanmasi igin literatiirde birkag
polimer ele alinmustir, ancak PLGA gibi kopolimer kullanimi, ilag dagitimi ve

biyomedikal uygulamalar i¢in biyomateryal olarak uzun yillardir kullanilmaktadir
[12].

Hem dogal polimerler (kollajen, kitin, kitosan, keratin, ipek ve elastin, nisasta,
seliiloz, pektin vb.) hem de sentetik polimerler (poli (laktik asit), poli (glikolik asit),
poli (laktik asit-ko-glikolik asit) ve poli (e-kaprolakton) vb.) biyomateryal olarak
kullanilabilmektedir [109].

4.1 Sentetik Polimerler

Nanokapsiillemede kullanilan polimerler, metabolik islemlerle monomerlere
metabolize edilen ve normal metabolik yollar vasitasiyla viicuttan ¢ikan biyolojik
olarak bozunabilen bir polimerlerdir [12]. Diinya ¢apinda bir¢ok arastirmaci, ilaglarin
giivenli ve verimli dagitilmasini saglayan etkili ila¢ dagitim araglarini arastirmaktadir

[110].

47



PLGA ilag salim modellerinde yaygin olarak uygulanmigtir. Bunun sebebi
PLGA’ nin, ilacin dagilimindan sonra cerrahi miidahale gerektirmeyen, biyouyumlu,
biyobozunur ve toksik olmayan bir polimer olmasidir [9]. Literatiirde, elde edilen

sonuglardan bos PLGA nanopartikiillerinin toksik olmadigi bulunmustur [111].

PLGA, ilag ve farmasoétikler i¢in kullanilabilen en etkili biyouyumlu ve biyobozunur
polimerlerden biridir. Biyobozunur polimerik nanopartikiiller igin PLGA, ozellikle
yiiksek hidrofobikligi, gilicli mekanik mukavemeti, kontrollii ilag salimi,
biyobozunurlugu, biyouyumlulugu ve diisiik toksisitesi nedeniyle hidrofobik yapisi
g0z Oniine alindiginda, antimikrobiyal bilesiklerin kapsiillenmesi i¢in uygun bir

sistemdir [110].

Tiim biyomalzemeler arasinda PLGA, FDA ve Avrupa ilag Ajansi tarafindan
onaylanan mikropartikiiller veya implantlar yoluyla insanlarda kontrollii ilag salimi
icin genis kabul gormiistiir. Mitkemmel biyouyumluluk, diisiik sistemik toksisite ve
ayarlanabilir mekanik 6zelliklere sahip biyobozunur bir polimer olarak PLGA, aktif
molekiilleri sert ortamlardan korumak ve bunlarin agiz yoluyla veya parenteral
uygulama yoluyla verilmesini ve alimini arttirmak i¢in yaygin sekilde ilag tasiyici
olarak kullamlir. I¢ine konulan molekiillerin tamamen salimi, kolektif bir ilag
difiizyon islemi, ester bag hidrolizi ve polimer matrisinin kiitle erozyonu yoluyla elde

edilir [10].

CH,
O | O

1 0-CH,~ C 0-CH- C——

— n — m
Sekil 4.1 PLGA polimerinin kimyasal yapisi [108]

PLGA bazli ilag dagitim sistemleri; pargaciklar, lifler, iskeleler, filmler ve
kaplamalar gibi herhangi bir sekil ve ebatta kolayca olusturulabilir. Cok cesitli
sentetik ve dogal ilaglar1 birlestirmek ve dagitmak i¢in kullanilabilir. Cok sayida
hidrofobik madde, antimikrobiyal etkinligi kanitlanmis olan PLGA matrisleri igine
enkapsiile edilmistir. Ornegin klorheksidin, karanfil veya kekikten elde edilen ugucu
yaglar, kuersetin ve rutin flavonoidleri, karvon ve karvakrol monoterpenleri, anetol

fenil, sinamaldehit, ve fusidik asit fenilpropanoidleridir [10].
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Son on yilda, PLGA nanopartikiil sistemlerinde aktif maddelerin kapsiillenmesinin
hassas biyoaktif bilesikleri korudugu, ¢oziiniirliigiinii arttirdigi ve bunlarin tibbi,
farmakolojik ve gida endiistrilerindeki biyoyararlanimini gelistirdigi vurgulanmustir.
Gilinlik yasamda tiiketilen meyve ve sebzelerde bol miktarda bulunan kuersetin
biyoflavonoidinin kullanimini  sinirlayan faktorler olan suda ¢6ziinebilirlik,
dengesizlik, emilim ve gecirgenligin, PLGA nanopartikiil sistemlerinin

kapsiillenmesiyle asilmasi hedeflenmistir [110].

PLGA'nin fizyokimyasal 6zellikleri, bozunmalarindan ve ila¢ salma kinetiklerinden
sorumludur. Bu ozellikler; molekiiler agirlik, dagilim indeksi, hidrofobiklik ve
kristallinite ile kontrol edilebilir. PLGA nanopartikiilleri siirekli veya yavas ilag
salim paterni gosterirken, PLGA nanopartikiillerinin daha kii¢iikk boyutu daha iyi
farmakokinetik profil saglar. Ote yandan, endoplazmik retikulum sisteminde
immiinojenik reaksiyona ve birikmeye neden olmak icin biiylik boyutlu
nanopartikiillerden kacinilmasi gerekir. Giivenlik sorunu 6nemli bir parametredir.
Bunun i¢in, farkli nanopartikiil tipleri test edilmeli ve tiim bu yonleri kontrol etmek

icin ¢esitli fizyokimyasal 6zellikleri izlenmelidir [12].

Leishmaniasis, protozoa grubunda yer alan Leishmania parazitlerinin neden oldugu,
bu parazitlerin konak¢1 fagositlerin i¢cinde hayatta kalma ve ¢cogalma yetenekleri ile
karakterize edilen bir hastalik grubudur. Bu 6zellik, etkili antileishmanial terapotik
ajanlarinin gelistirilmesinde biiyiik bir problem teskil eder, ¢linkii parazitin hiicre i¢i
lokalizasyonu, hiicrelere kolayca dagilmayan ilaglarin etkisine engel olabilir. Bu
nedenle, antileishmanial bilesiklerini enfekte hiicrelere gonderebilen 1ilag
tastyicilarinin  kullanilmasi, bu ilaglarin terapotik etkinligini arttirmali ve ayni
zamanda ilacin farmakokinetik ve biyodagilim profillerini degistirerek toksisitelerini
azaltmalidir. Aslinda, polimerik nanopartikiiller, antileishmanial bilesiklerin dagitimi
i¢cin nanotasiyici olarak test edilmistir. Genel olarak, bu sistemler ilag etkinliginde bir

artisa ve toksisitede bir azalmaya yol acarak tedavi oranini iyilestirmistir [112].
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5. GEREC VE YONTEM

5.1 Gerec

5.1.1

Deneysel Calismalarda Kullamilan Cihazlar ve Sarf Malzemeler

Deneysel caligmalarimizda asagidaki cihazlar kullanildi.

Bidistile Su Cihaz1 (Purelab Flex Elga)

Dondurucular (Beko(+4,-20°C), Argelik(+4,-20°C))

ELISA 96 kuyulu plakalar (TPP)

ELISA ¢oklu plak okuyucu (ThermoLabsystem Multiskan Ascent)
Hava akimli kabin (Laminar flow) (Thermo Scientific Hera safe)
Hassas terazi (Sartorius, CP 225D)

Hiicre kiiltiirii flasklar1 25cm? ve 75 cm?lik (TPP)

Inkiibator (New Brunswick Scientific CO-150)

Otoklav (Hirayama, Hiclave HVE-50)

Pipet tabancasi (Thermo)

Santrifiij tiipleri - 1,5, 15, 50 ml (Eppendorf)

Serolojik pipetler - 1, 5,10 ml (Blau Brand Germany)

Sonikator (Bandelin Sonorex)

Ters (invert) mikroskop (Olympus DP71)

Thoma lam1 (Marienfeld)

Vorteks (Heidolp Reax top)

10, 100, 1000 pl'lik mikropipetler (Thermo)

0,22 um'lik siringa filtresi (isolab)

10 ml'lik enjektor (Ayset)

Deneysel Calismalarda Kullanilan Kimyasal Maddeler

Dimetil Siilfoksit (DMSO) (Sigma)
Fetal Bovine Serum (Gibco)
Formaldehit (%37) (Applichem)
Formalin soliisyon (%10)

Gentamisin (Sigma)
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e Parafin (J.T. Baker)

e PBS (Sigma)

e Poli(d,I-laktik-ko-glikolik asit) (PLGA) (Sigma Aldrich)
e RPMI-1640 (Fenol redli) besiyerleri (GIBCO Invitrogen)
e Rutin Hidrat (Sigma)

e Saf Su

e Thiazoly blue tetrazolium bromide (MTT) (Sigma)

5.1.3 Cozeltilerin Hazirlanmasi

5.1.3.1 RPMI 1640 Medyumun Hazirlanmasi

L-glutamin igeren RPMI 1640’1n 500 ml’sinin igerisine 10 mg/ml gentamisinden 2,5
ml eklenmesiyle stok hazirlanmis oldu. Kiiltiirde kullanilmak iizere %10 FBS iceren
besiyeri hazirlanmasi i¢in, ¢ozeltiden alinan 45 ml’ye 5 ml FBS eklendi. Steril bir
sekilde +4°C’de saklandi.

5.1.3.2 MTT Soliisyonunun Hazirlanmasi

Deneylerde kullanilacak olan MTT, prosiidiire uygun sekilde hazirlandi. Hassas
terazide 10 mg/ml i¢in 15 mg MTT tartilip Fosfat Tampon Soliisyonu (PBS) ile 1,5
ml’ye tamamlandi. MTT steril PBS’te vorteks yardimiyla ¢ozdiiriildi ve 0,22 um’lik
siringa filtreden gecirilerek steril hale getirildi. 96 kuyucuklu mikroplagin her
kuyucuguna 10 pl eklendi.

5.1.3.3 Fosfat Tampon Soliisyonunun (PBS) Hazirlanmasi

900 ml deiyonize suda; 8 g sodyum klortir (NaCl), 0,2 g potasyum kloriir (KCl), 1,44
g disodyum fosfat (Na;HPO,) ve 0,24 g potasyum fosfat (KH,PQO,) ¢oziindiiriildii.
Son hacim deiyonize su eklenerek 1 litreye tamamlandi ve pH 7,4’e ayarlandi. Cam

sigeler icerisinde 121°C’ye ayarlanan otoklavda 20 dakika steril edildi.
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5.2 Yontem

Deneylerde VL etkeni L. infantum promastigot kiiltiirii kullanildi. Yapilan tim
calismalar, Yildiz Teknik Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Biyomiihendislik
Anabilim Dali laboratuvarlarinda Saymn Prof. Dr. Adil M. ALLAHVERDIYEV ve
ekibinin destekleri ve tez danismanim Saym Dr. Ogr. Uyesi Sezen CANIM ATES’in

gbozetiminde gergeklesmistir.

Calismalarda mikroskobik olarak (morfoloji, parazit sayimi) ile MTT yo6ntemi
kullanilarak RTN ve RTN-PLGA NP’lerinin L. infantum promastigotlari iizerinde

proliferasyona etkisi ve antileishmanial etkinligi incelendi.

5.2.1 Rutin Nanopartikiiliiniin Sentezlenmesi

RTN-PLGA NP’lerinin sentezlenmesi, Iistanbul Yeni Yiizyll Universitesi
Biyomedikal Miihendisligi boliimii dgretim iiyesi Saym Dr. Ogr. Uyesi Kadriye
Kizilbey tarafindan yapildi.

Rutin maddesinin nanopartikiil iiretiminden Oncesi kimyasal 0Ozellikleri ile bu
molekiilde uygulanacak nanopartikiill hazirlama yontemleri arastirilmistir. Bu
molekiil i¢in uygun yontemlerden biri olan, tekli emiilsiyon-¢oziicii (W/O)
evaporasyon yonteminin nanopartikiil hazirlama yontemi kullanilarak RTN-PLGA
NP’leri sentezlenmistir. Bu degerlendirme RTN maddesinin kimyasal 6zellikleri de
g0z oniinde bulundurularak belirlenmistir. Bu yontem i¢in 30 mg RTN ve 100 mg
PLGA tartilmistir. 0,5 ml propilen glikol igerisinde 30 mg RTN ve 1,5 ml
diklorometan igerisinde 100 mg PLGA organik fazlarda ¢oziindiiriilmiistiir ve sonra
karistirilmistir. Karisim manyetik karigtirict yardimiyla yavasga %5°lik 4 ml polivinil
alkoliin (PVA) igerisine eklenmistir. Daha sonra 2 dakika %80 gii¢ ile sonikasyon
yapilmistir. Bu organik ¢ozeltiler, sulu PVA ¢ozeltisi ile organik fazin buharlagmasi
icin bir gece boyunca buz banyosu i¢inde manyetik bir karigtiricida karismaya
birakilmigtir. 24 saat sonra santrifiij isleminin yapilmasiyla nanopartikiil
coktlirlilmiigtiir. Bu islem 40 dakika boyunca 9000 rpm’de 4°C’de yapilmistir.
Santrifiijlendikten sonra ¢okmiis pargaciklar toplanip, fazla PVA’y1 ¢ikarmak igin {i¢
kez ultra saf su ile yikanmustir. Sonra {iretilen nanopartikiiller liyofilizatorde

kurutulmustur. Nanopartikiiller, -80°C'de saklanmistir [109, 113].
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Abamor tarafindan yapilan bir ¢alismada, kuersetin molekiilii ile kapsiillenmis poli-
€ -kaprolakton (PCL) NP’lerinin L. infantum promastigotlari ve amastigotlari
tizerindeki in vitro antileishmanial aktiviteleri arastirnlmistir. Kuersetinin PCL
NP’leri ile kapsiillenmesi, tekli emiilsiyon (W/O) ¢oziicii evaporasyon yontemi

kullanilarak yapilmistir [114].

Arasoglu ve arkadaglar tarafindan yapilan bir ¢alismada, tekli emiilsiyon (W/O)
¢Oziicii evaporasyon yontemi, PLC NP’leri tarafindan kuersetinin kapsiillenmesinde
kullanilan nano-¢Oktiirme ve salting-out tekniklerinden daha basarili oldugu
gosterilmigtir.  Tekli  emdiilsiyon-¢ozilicli  evaporasyon yontemi kullanilarak
sentezlenen nanopartikiillerin, daha yiiksek reaksiyon verimine (RY) sahip olduklari
ve diger tekniklerle sentezlenen nanopartikiillerle karsilastirildiginda daha 6nemli bir

antibakteriyel aktiviteye sahip olduklari bulunmustur [114].

5.2.2 Rutin Nanopartikiiliiniin Karakterizasyonu

RTN-PLGA NP’lerinin karakterizasyonu, Istanbul Yeni Yiizyll Universitesi
Biyomedikal Miihendisligi boliimii 6gretim iiyesi Saym Dr. Ogr. Uyesi Kadriye
Kizilbey tarafindan yapildi.

Tekli emiilsiyon (W/O) ¢oziicii evaporasyon yontemi kullanilarak sentezlenen RTN-
PLGA NP’lerinin boyut analizi ve diger karakterizasyon testleri; zeta-sizer, UV-vis
spektroskopi, fourier donisiimlii kizilotesi spektroskopisi (FTIR) ve taramali
elektron mikroskobu (SEM) cihazlar1 kullanilarak yapilmistir. RY, kurutulan RTN-
PLGA NP’lerinin, kullanilan RTN ve PLGA miktarlarinin toplamina orani ile tespit
edilmistir. Enkapsiile edilen RTN’nin belirlenmesinde, sentezlenen nanopartikiillerin
kat1 fazda elde edilmesi i¢in santrifiij isleminden yapilmistir. Daha sonra iicer defa
yapilan yikama iglemleri sonucunda elde edilen iist fazlarin 354 nm’de ultraviyole-
goriiniir bolge (UV-Vis) spektroskopisi kullanilarak absorbans degeri dlglilmiistiir.
RTN-PLGA NP’lerinin etken yiikleme kapasitesi, UV-Vis spektroskopi kullanilarak
belirlenmistir. Etken yiikleme verimi, sentezde kullanilan etken madde miktarinin
kurutularak elde edilen nanopartikiili miktarina orami ile tespit edilmistir.
Nanopartikiillerin ortalama pargacik boyutu, zeta potansiyel ve ¢oklu dagilim indisi

degerleri dinamik 151k sagma yontemiyle belirlenmistir [109, 113].
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Zeta potansiyeli, temel partikiil karakteristigidir ve partikiil stabilitesini etkiler.
PLGA NP’sinin zeta potansiyeli ile ilgili yapilan tiim caligmalar, bir yiizey aktif
madde olarak PVA ile hazirlanan PLGA NP’lerinin negatif bir yiizey yiikiine sahip
oldugunu géstermistir [115].

FTIR organik bilesiklerin tanimlanmasinda kullanilmaktadir. Optik izomerler harig
biitiin bilesiklerin kizildtesi spektrumu bir digerinden farklidir. Kizil tesi bolgesi,
elektromanyetik spektrumun goriinlir bolgesiyle mikro dalga bolgesi arasinda yer
alan kismidir. SEM, odaklanmis bir elektron demeti vasitasiyla numune yiizeyini
tarayarak goriintii olusturan bir elektron mikroskobu tiiriidiir. Elektronlar
numunedeki atomlarla etkilesime girerek numune yiizeyindeki kompozisyon ve
topografi hakkinda bilgileri barindiran farkli sinyaller iiretmektedir. Liyofilize edilen
nanopartikil in vitro salim i¢in degerlendirilmistir. RTN NP’lerinin {izerlerine 5’er
ml PBS eklenerek 37°C’de 60 rpm’deki calkalamali inkiibatore yerlestirilmistir.
Daha sonra belli araliklarla 354 nm’de UV-Vis spektroskopiyle 6l¢iimler yapilmistir
[109, 113].

RTN-PLGA NP’leri, istanbul Yeni Yiizyil Universitesi Biyomedikal Miihendisligi
boliimii 6gretim iiyesi Sayin Dr. Ogr. Uyesi Kadriye KIZILBEY ’den temin edildi.

Deneylerde kullanilan NP’lerin 6zellikleri asagida 6zetlenmistir.

Tekli emiilsiyon-¢oziicli evaporasyon Yyontemi olan nanopartikiil hazirlama
yontemiyle sentezlenen RTN NP’lerinin 5.1°de belirtilen formiil ile %RY
(Reaksiyon Verimi) degeri 100 mg’da 67 + 3 olarak hesaplanan nanopartikiiller
tarafimizca kullanilmistir [109].

Uretilen Nanopartikiil Miktar1 (mg)

0 =
7RY PLGA Miktar1 (mg) + RTN Miktari (mg)

x 100 (5.1) [109]

5.2°de belirtilen formiil kullanilarak RTN-PLGA NP’lerinin, %EE (Enkapsiilasyon
Etkinligi) degeri 100 mg’da 87 + 6 olarak hesaplanan nanopartikiiller tarafimizca
kullanilmistir [109].

Nanopartikiil icinde Bulunan Etken Madde Miktar1 (mg)
Kullanilan Toplam Madde Miktar1 (mg)

%EE = x 100 (5.2) [109]

RTN-PLGA NP’lerinin; %87 enkapsiilasyon etkinligine, 570.3 + 66.13 nm partikiil
boyutuna ve 0.524 £ 0.046 polidispersite indeksine ve —1.80 = 0.912 zeta
potansiyeline sahip oldugu tespit edilmistir [109].
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5.2.3 Leishmania Promastigot Kiiltiiriiniin Yapilmasi

VL etkeni olan L. infantum promastigotlar: (MON-1) Yildiz Teknik Universitesi Fen
Bilimleri Enstitiisii Biyomiihendislik Anabilim Dali 6gretim tiyesi Sayin Prof. Dr.
Adil M. ALLAHVERDIYEV den temin edildi.

Leishmania parazitlerinin kiiltiirii %10 FBS igeren RPMI 1640 besiyerlerinde 27°C
sogutmali etiivde gergeklestirildi. %10 inaktive FBS ile Gentamisin igeren Fenol
redli RPMI 1640 besiyerine pasajlayarak iiretilen L. infantum promastigotlar
kullanildi. Deney siiresince, 27°C sogutmali etiivde steril bir sekilde saklandi.
Parazitlerin morfolojik durumu ve gelisimi ters mikroskop kullanilarak giinliik olarak
izlendi. Kiiltiiriin pasaj1 haftada bir olmak {izere yapildi. Pasaj oncesi kiiltiirden 6rnek
alarak, ortamin pH’1i, parazitlerin morfolojileri ve hareketlilikleri incelenerek
sayimlar1 yapildi. Her eppendorfte 1x10° parazit/ml olacak sekilde parazit ekimi
kiiltirden alinarak yapildi. Deneylerde kullanilan L. infantum kiiltiri Sekil 5.1°de

gosterilmistir.

Sekil 5.1 L. infantum kailtiirti (20x)
5.2.4 Parazitlerin Thoma Laminda Sayimi

Deneylerde, 3 giinliik L. infantum kiiltiirii kullanildi. Parazitlerin sayimi i¢in Thoma
lam1 kullandigindan, L. infantum kiiltiiriindeki parazit sayisi Thoma laminda sayim
yapilarak belirlendi. Kiiltiir ortaminda bulunan parazitler hareketli olduklarindan
Thoma laminda sayim yapilmast zordur. Bunun i¢in parazitleri sabitlemek {izere
formalin kullanilir. Bu nedenle sayim yapmak i¢in, homojenize edilmis L. infantum
kiiltiirtinden alinan parazitler %10’luk formalinle karistirtlip 5-10 dakika bekletildi.

Sayim i¢in belirlenmis olan seyreltme katsayis1 10’dur.
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Thoma laminin her iki bdliimiine de formalin igeren 10’ar pl parazit kiiltiirli
soliisyon damlatildi. Ters mikroskopta parazit sayimi yapilarak her iki bdlmenin

ortalamasi alind1 ve kiiltiirtin 1 ml’sinde 8,8 milyon parazit oldugu tespit edildi.
Thoma laminda 5.3’te belirtilen formiil kullanilarak sayim yapildi.
Parazit sayisi= Ortalama hiicre sayis1 x Seyreltme katsayis1 x Thoma lami sabiti (5.3)

e Parazit sayisi: 1 ml’deki parazitlerin sayisi

e Ortalama parazit sayist: Thoma laminin hem alt hem {ist kisminda bulunan 16
adet karedeki parazitlerin aritmetik ortalamasi

e Seyreltme katsayisi: 10

e Thoma lami sabiti: 10.000

525 RTN ve RTN-PLGA NP’lerinin L. infantum Promastigotlarinin
Proliferasyonuna  Etkisinin ~ ve  Antileishmanial  Etkinliklerinin

Incelenmesi

Bu ¢aligmada ilk kez olarak, RTN’nin etkinligini arttirmak amaciyla, RTN ve RTN-
PLGA NP’leri L. infantum parazitleri tizerindeki antileishmanial etkinlikleri
incelenmistir. Oncelikle kullanilacak etken madde olan RTN’nin deneylerde

kullanilacak olan konsantrasyonlar1 belirlenmistir.

RTN, suda diisiik ¢oziinirliigii sebebiyle klinik uygulamalar1 kisitlamaktadir [109].
Kuersetin molekiiliiniin de suda disik ¢oziniirligii klinik uygulamalarda
kullanilabilirligini azaltmaktadir. Bu nedenle ¢6ziiniirliigiinii, biyoyararlanimini ve
terapotik  etkinligini arttirmak icin kuersetinin tasiyict sistemler tarafindan
kapsiillenmesi uygun bir yontem olarak kabul edilmistir. Son yillarda, kuersetinin
suda diisiik ¢oziinilirliigli sebebiyle ve terapdtik etkinligini arttirmak i¢in kuersetin
yiiklii polimerik tasiyici sistemlerin iiretilmesine yonelik ¢alismalar yapilmistir [114].
RTN molekiilii de kuersetin gibi suda diisiik ¢oziintlirliigli sebebiyle tasiyici sistemler

tarafindan kapsiillenerek antileishmanial etkinliginin arttirtlmas1 amaglanmustir.

Chauhan ve arkadaslar tarafindan yapilan bir ¢aligmada, insan 16semi monosit hiicre
dizisi (THP-1) RTN’nin 20, 50, 100, 200 ve 500 ug/ml konsantrasyonlarina maruz
birakilmistir. Ayni ¢alismada L. donovani promastigot kiiltiirtine 10, 20, 40, 60, 80

ve 100 pg/ml konsantrasyonlarina maruz birakilmigtir [38].
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Literatiirde kullanilan RTN konsantrasyonlart géz Oniinde bulundurularak deney

konsantrasyonlar1 planlanmustir.

Ayrica, do Nascimento ve arkadaslari tarafindan yapilan bir ¢alismada; L. (V.)
braziliensis promastigotlari; propolisin etanolik ekstresi ve kirmizi propolis
ekstraktinin NP’lerinin; 30, 40, 50, 60, 80, 100, 160, 200, 250, 300, 350, 400, 500,
1000 pg/ml konsantrasyonlarmma maruz birakilmistir [107]. Bu degerler de

deneylerde kullanilan konsantrasyonlara 6rnek olarak kullanilmistir.

Eppendorf tiiplerine, her tiipte 1 milyon/ml parazit olacak sekilde L. infantum
kiltirtinden hesaplanarak eklendi. Her deney i¢in minimum ii¢ 6rnek kullanildi.
Formiil 5.3’ten bulunan parazit sayisina gore dogru oranti ile ml olarak alinan
parazitlerin iizerine besiyeri 1 ml’ye tamamlanacak sekilde eklendi. Promastigot
kiiltiirii 27°C°de 24 saat inkiibasyona birakildi. Eppendorf tiiplerine ekimi yapilan
kiiltiir izerinde uygulanan konsantrasyon ornekleri ve kontrol gruplar1 Tablo 5.1°de

verilmigtir.

Tablo 5.1 RTN ve RTN-PLGA NP konsantrasyon 6rnekleri ve kontrol gruplari

RTN 10 RTN 25 RTN 50 RTN 100 RTN 250 RTN 500 RTN 750 | RTN 1000
KONTROL
pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml
RTN 10 RTN 25 RTN 50 RTN 100 RTN 250 RTN 500 RTN 750 | RTN 1000
KONTROL
pg/ml png/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml
RTN 10 RTN 25 RTN 50 RTN 100 RTN 250 RTN 500 RTN 750 | RTN 1000
KONTROL
pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml
BESIYERI- | BESIYERI- | BESIYERI- | BESIYERI- | BESIYERI- | BESIYERI- | BESIYERI- | BESIYERI-
RTN 10 RTN 25 RTN 50 RTN 100 RTN 250 RTN 500 RTN 750 | RTN 1000
pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml
BESIVERI- RTN- RTN- RTN- RTN- RTN- RTN- RTN- RTN-
PLGA 10 PLGA 25 PLGAS50 | PLGA 100 | PLGA 250 | PLGA500 | PLGA 750 | PLGA 1000
KONTROL
pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml
BESIYERI- RTN- RTN- RTN- RTN- RTN- RTN- RTN- RTN-
PLGA 10 PLGA 25 PLGAS50 | PLGA 100 | PLGA 250 | PLGA500 | PLGA 750 | PLGA 1000
KONTROL
png/ml png/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml png/ml
BESIVERI- RTN- RTN- RTN- RTN- RTN- RTN- RTN- RTN-
PLGA 10 PLGA 25 PLGAS50 | PLGA 100 | PLGA 250 | PLGA 500 | PLGA 750 | PLGA 1000
KONTROL
pg/ml ng/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml
BESIYERI- | BESIYERI- | BESIYERI- | BESIYERI- | BESIYERI- | BESIYERI- | BESIYERI- | BESIYERI-
RTN- RTN- RTN- RTN- RTN- RTN- RTN- RTN-
PLGA 10 PLGA 25 PLGAS50 | PLGA 100 | PLGA 250 | PLGA500 | PLGA 750 | PLGA 1000
pg/ml ng/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml
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RTN-PLGA NP’lerinin; %RY, %EE ve Etken Yiikleme Kapasite’leri hesaplanarak
kullanilacak olan nanopartikiil miktar1 belirlendi. Bu hesabin ayrintis1 5.2.1°de
verilmistir. RTN ve RTN-PLGA NP’leri, konsantrasyonlar1 5 mg/ml olacak sekilde
saf suda ¢ozdiiriilerek stoklar hazirlandi. inkiibasyonun ardindan RTN ve RTN-
PLGA NP’leri, konsantrasyonlar1 10, 25, 50, 100, 250, 500, 750 ve 1000 pg/ml
olacak sekilde 1 ml’lik hacimlerde hazirlandi. Ayrica kontrol gruplar1 olarak, sadece
parazit igeren Ornekler de hazirlandi. Daha sonra kontrol ve deney grubundaki farkli
konsantrasyona maruz kalan promastigot kiiltiirii 27°C’de 24 saat inkiibasyona
birakildi.

RTN ve RTN-PLGA NP’lerinin belirlenen Kkonsantrasyonlarinin uygulanmasinin
tizerinden gegen 24., 48., 72. ve 96. saatlerdeki proliferasyona etkisi ve
antileishmanial etkinlik degerlendirildi. Buna gore L. infantum promastigotlarinin
Thoma lami1 vasitasiyla eppendorflardaki parazit sayilar1 tespit edilerek
proliferasyonu degerlendirilirken, antileishmanial etkinligin belirlenmesi igin MTT

yontemi ile parazitlerin % canliliklar1 hesabi ile yapildi.

5.25.1 Farkh Konsantrasyonlardaki RTN ve RTN-PLGA NP’lerinin L.

infantum Promastigotlarimin Proliferasyonuna Etkisinin Incelenmesi

Kiiltiirtin adapte olmasi i¢in 27°C’de 24 saatlik inkiibasyonun ardindan, RTN ve
RTN-PLGA NP’lerinin konsantrasyonlar1 farkli eppendorf tiipleri igerisindeki

promastigotlar lizerinde denenmek iizere eklendi.

24., 48., 72. ve 96. saatteki proliferasyona etkisini 6lgmek i¢in her eppendorften
alman 90 pl 6rnek alindi. Bu 6rnekler, RTN ve RTN-PLGA NP’lerinin 10, 25, 50,
100, 250, 500, 750 ve 1000 pg/ml konsantrasyonlarinin her birinden 10 pl alinip
tizerine 90 pl formalin eklenerek hazirlandi. Ters mikroskopta, mikroplakaya
aktarilmis Orneklerde bulunan parazitlerin durumlar goézlendi ve yorumlandi.

Parazitlerin canlilig1 5.4 te belirtilen formiile gére hesaplandi.

Deney Grubu

% Canlilik = Kontrol

x 100 (5.4) [106]

Parazit sayist Thoma lam1 yardimiyla ters mikroskopta bakilarak sayildi. Mikroskop
altinda hareketli promastigotlar belirgin bir sekilde goriilmektedir. Boylelikle

ornekler kendi aralarinda ve kontrol grubu ile kiyaslanarak incelenmistir.
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5.25.2 Farkh Konsantrasyonlardaki RTN ve RTN-PLGA NP’lerinin
Promastigot Kiiltiiriinde Antileishmanial Etkinliklerinin MTT Yontemi

ile Belirlenmesi

MTT testi, dogal ve sentetik bilesiklerin sitotoksik etkilerini degerlendirmek icin
yaygin olarak kullanilan bir kolorimetrik yontemdir [55]. Bu test, hiicrelerin
mitokondriyal aktivitesini 6lgerek proliferasyon ve hiicre canliligi i¢in bir analizdir.
Bu testte canli hiicreler suda ¢oziinlir sar1 renkteki tetrazolyum tuzunu suda
¢oziinmeyen mor formazana doniistirmektedirler [111]. Bir reaktan olan MTT tuzu,
canli hiicrelerin mitokondrilerinde bulunan dehidrogenaz enzimiyle reaksiyona girer
ve formazan kristalleri ile ifade edilen bilesikleri olusturur [116]. Bu nedenle, olusan

formazan kristallerinin miktari, canli hiicrelerin sayisi ile orantilidir [111].

RTN’nin antileishmanial aktivitesi, MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
Diphenyltetrazolium Bromide) analizi kullanilarak arastirildi. L. infantum

promastigotlar (10° parazit/ml), 96 oyuklu bir plakaya ekildi.

Daha sonra, zaman kaybetmeden kuyucuklarin her birine 10 pl steril MTT
soliisyonundan (5 mg/ml) eklendikten sonra 4 saat karanlikta ve oda sicakliginda
bekletildi. Bu siire sonunda parazit canliligmmin gostergesi olan formazan
kristallerinin parazit kiimelerinin igerisinde olustugu gozlenmistir. Formazan
kristallerini ¢6zmek i¢in mikroplak kuyucuklarinin her birine 100 uL DMSO eklendi
ve ayn1 kosullarda 30 dakika bekletildi.

ELISA reader (ThermoLabsystem Multiskan Ascent) ile absorbans degerleri alindi.
Parazitlerin bulundugu kuyucuklardaki parazitlerin canliligi hesaplanir. Parazitlerin
bulundugu kuyucuk degerinden parazitlerin bulunmadigi kuyucuklardaki degerin
ortalamast ¢ikartilarak sonuclar degerlendirildi. ELISA reader Sekil 5.3’te

gosterilmistir.

Sekil 5.2 (a) ELISA reader cihazi (b) MTT soliisyonu eklenen mikroplak goriintiisii
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30 dakika bekletildikten sonra plaka 540 nm dalga boyunda ELISA reader cihazinda
okutularak, kuyucuklardaki promastigotlarin absorbans degerleri, yani yogunluklar
tespit edilir. Parazit kiimelerinde olustugu gézlenen formazan kristallerinin sogurucu
degeri ELISA reader cihazinda okundu. Bu sayede hiicrelerin canliligi tayin
edilmistir. Boylece RTN-PLGA NP’lerinin L. infantum promastigotlarinin canlilig

tizerindeki etkisi belirlenmis oldu.

Orneklerin antileishmanial etkinligini 6l¢mek icin 24. saatte yapilan islemlerden
sonra eppendorfler, 48., 72. ve 96. saatte tekrarlanmak iizere 27°C’de inkiibasyona

birakildi.
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6. BULGULAR

Bu ¢alismada essiz biyolojik ve kimyasal dzelliklere sahip PLGA NP’lerinin giivenli
ve yeni bir antileishmanial ajanin etkinligi aragtirllmistir. Bu tez c¢alismasinda,
antileishmanial aktivitesi oldugu disiilen flavonoidlerden biri olan RTN ve
etkinliginin daha fazla oldugu diisiiniilen RTN-PLGA NP’leri aragtirilmistir. L.
infantum promastigotlari, RTN ve RTN-PLGA NP’lerinin farkli konsantrasyonlarina
maruz birakilmistir. Promastigot kiiltiiriine uygulanan etken madde sonrasi1 kontrol
ve deney gruplarinin 24., 48., 72. ve 96. saatlerdeki proliferasyonunun % canliliga

etkisi ve antileishmanial etkinlikleri ayr1 ayr1 degerlendirilmistir.

RTN ve RTN-PLGA NP’lerinin L. infantum promastigotlar1 iizerindeki
proliferasyonu; 24., 48., 72. ve 96. saatlerde 10, 25, 50, 100, 250, 500, 750 ve 1000
pug/ml konsantrasyonlara maruz birakilan etken madde sonrasinda parazit sayimi
yapilarak % canlilik degerleri incelendi. Parazitlerin % canlilik degerleri, RTN ve
RTN-PLGA NP’leri i¢in saat bazinda ve kendi aralarinda kiyaslanabilmesi i¢in ayr1

ayr grafikler hazirlanarak degerlendirilmistir.

RTN ve RTN-PLGA NP’lerinin L. infantum promastigotlart iizerindeki
antileishmanial etkinlikleri ise MTT yontemiyle belirlendi. Parazitlerin % canlilik
degerleri, RTN ve RTN-PLGA NP’leri i¢in saat bazinda ve kendi aralarinda

kiyaslanabilmesi i¢in ayr1 ayr1 grafiklerde belirtilmistir.

6.1 Nanopartikiillerin Konsantrasyon Hesabi

Sonuglarin dogru degerlendirilebilmesi igin boliim 5.2°deki hesaplamalar dikkate
alinarak 6.1°deki %DL degeri hesab1 yapildi. RTN-PLGA NP’leri, 30 mg RTN ve
100 mg PLGA kullanilarak hazirlandigindan toplam 130 mg i¢in %RY degeri 86,775
mg olarak hesaplanmistir. 30 mg RTN kullanilmasi sebebiyle %EE’nin 25,965 mg
oldugu hesaplanmistir. 6.1°de verilen formiil ile Etken Yiikleme Kapasitesi (%DL)

degeri hesaplanmustir.

Enkapsiile Olan Madde Miktar1 (mg)
Elde Edilen Kuru Nanopartikiil Miktar1 (mg)

%DL = X %100 (6.1) [109]
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RTN-PLGA NP’lerinin 86,775 mg’inda 25,965 mg RTN bulundu. Buna gére, 1 mg
nanopartikiilde 0,299 mg RTN bulundugu hesaplanmistir. 6.1’de verilen formdil
kullanilarak %DL degeri de %29,9 olarak hesaplanmistir.

RTN-PLGA NP’lerinin 1 mg/ml’sinde 0,299 mg RTN oldugu hesaplandiktan sonra
ila¢ konsantrasyonlar1 10, 25, 50, 100, 250, 500, 750 ve 1000 pg/ml olacak sekilde

hazirlandi.

6.2 Farkh Konsantrasyonlardaki RTN ve RTN-PLGA NP’lerinin
L. infantum Promastigotlarimin Proliferasyonuna Etkisinin

Sonucu

RTN ve RTN-PLGA uygulamalarinin tizerinden gegen 24., 48., 72. ve 96. saatlerde
L. infantum promastigotlarinin proliferasyonuna etkisi belirtilen periyotlarin sonunda

eppendorflardaki parazit sayilarinin Thoma lamui ile sayilmasiyla tespit edildi.

RTN’nin ve RTN-PLGA’nin farkli konsantrasyonlarina (10, 25, 50, 100, 250, 500,
750 ve 1000 pg/ml) maruz birakilan L. infantum promastigotlarinin parazit sayimina
gore 24., 48., 72. ve 96. saatlerde proliferasyonuna etkisi sonucu % canlilik degerleri
hesaplanmistir. Elde edilen sonuglarin grafikleri Sekil 6.1, 6.3, 6.6, 6.8, 6.10, 6.11°de
verilmistir. Ayrica mikroskobik goriintiiler Sekil 6.2, 6.4, 6.5, 6.9°da verilmistir.

Sekil 6.1°de RTN ve RTN-PLGA NP’lerine maruz kalan L. infantum
promastigotlarinin  24. saatteki proliferasyonuna etkisinin % canlilik degerleri
gosterilmektedir. RTN ve RTN-PLGA NP’lerinin o6zellikle 25 pg/ml’lik
konsantrasyonunda kontrol grubuyla kiyaslandiginda L. infantum parazitlerinin
sayisinda anlamli  bir disiis gozlenmigtir. Ayrica, RTN-PLGA NP’lerinin
uygulandigr konsantrasyonlarda parazitlerin proliferasyon degerlerinin RTN’ye
kiyasla daha fazla azaldigi tespit edilmistir. Hem RTN’nin hemde RTN-PLGA
NP’lerinin 25 pg/ml konsantrasyonu ve daha yogun konsantrasyonlarina maruz kalan
parazitlerin % canlilik degerleri kontrol grubuna gore biiyiik 6l¢lide azalirken; kendi
aralarinda korelasyon gosterdigi de gorlismiistiir. 24. saatte RTN-PLGA NP’leri tim
konsantrasyonlarda RTN’ye kiyasla daha etkili oldugu ve beklendigi gibi en biiyiik
etkiyi 1000 pug/ml’lik konsantrasyonda gostermistir.
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Sekil 6.1 Farkli konsantrasyonlardaki RTN ve RTN-PLGA NP’lerinin L. infantum promastigotlarinin
proliferasyonuna etkisinin % canlilik degerleri (24. saat)

24. saatte hem RTN hemde RTN-PLGA NP’lerinin 25 pg/ml’lik
konsantrasyonlarinda L. infantum promastigotlarinin % canlilik degerlerinin kontrole
kiyasla azaldigi mikroskobik olarak da goriilmiistiir. Konsantrasyon arttik¢a Sekil
6.2’de goriildiigii gibi kiimelesmelerde azalmistir. Kiimelesmeler yuvarlak igine

alinmastir.

(@ ® ©

O

o ©

Sekil 6.2 24. saatte (a) Kontrol, 25 pg/ml’lik konsantrasyonda (b) RTN’ye (¢) RTN-PLGA NP’lerine
maruz kalan L. infantum promastigot kiimelerinin mikroskobik goriintiisii (10x)

Sekil 6.3te RTN ve RTN-PLGA NP’lerine maruz kalan L. infantum
promastigotlarinin  48. saatteki proliferasyonuna etkisinin % canlilik degerleri
gosterilmektedir. RTN ve RTN-PLGA NP’lerinin 48. saatte de % canlilik degerleri
korelasyon gostermektedir. Tiim konsantrasyonlarda RTN ve RTN-PLGA NP’lerinin
% canlilik degerlerinin konsantrasyon arttik¢a azaldigi goriilmektedir. Ayrica yine

RTN-PLGA nin her konsantrasyonda daha etkili oldugu goriilmektedir.
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Sekil 6.3 Farkli konsantrasyonlardaki RTN ve RTN-PLGA NP’lerinin L. infantum promastigotlarinin
proliferasyonuna etkisinin % canlilik degerleri (48. saat)

Sekil 6.4’te RTN konsantrasyonu arttik¢a L. infantum promastigot kiimelerinin yok
oldugu goriilmektedir.

Sekil 6.4 48. saatte (a) 250 pug/ml’lik, (b) 500 pug/ml’lik, (c) 1000 pg/ml’lik konsantrasyonda

RTN’ye maruz kalan L. infantum promastigot kiimelerinin mikroskobik goriintiileri (10x)

Sekil 6.5’te ayni biiyiitmede goriilen L. infantum promastigot kiiltiiriiniin, RTN-
PLGA konsantrasyonu arttik¢a parazit sayisi azalirken kiimelesme bazinda da azalma

net olarak goriilmektedir.

Sekil 6.5 48. saatte (a) 10 pg/ml’lik, (b) 1000 pg/ml’lik konsantrasyonda RTN-PLGA’ya maruz kalan
L. infantum promastigot kiimelerinin mikroskobik goriintiileri (10x)
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Sekil 6.6°da RTN ve RTN-PLGA NP’lerine maruz kalan L. infantum
promastigotlarinin  72. saatteki proliferasyonuna etkisinin % canlilik degerleri
gosterilmektedir. RTN-PLGA NP’lerinin 750 pg/ml’lik konsantrasyonunda parazit
sayis1 RTN’ye kiyasla yaklasik 4 kat1 kadar canlilig1 azalttigi goriilmektedir.
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Sekil 6.6 Farkli konsantrasyonlardaki RTN ve RTN-PLGA NP’lerinin L. infantum promastigotlarinin
proliferasyonuna etkisinin % canlilik degerleri (72. saat)

Sekil 6.7°de aynmi konsantrasyondaki RTN ve RTN-PLGA NP’lerinin -etkileri
karsilastirildiginda, L. infantum promastigot kiimelerinin RTN-PLGA NP’lerine

maruz kalan 6rneklerde daha az oldugu goriilmektedir.

@ (®

Sekil 6.7 72. saatte 100 pg/ml’lik (a) RTN’ye ve (b) RTN-PLGA konsantrasyonlarina maruz kalan L.

infantum promastigot kiimelerinin mikroskobik goriintiileri (10x)
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Sekil 6.8°de, RTN ve RTN-PLGA NP’lerine maruz kalan L. infantum
promastigotlarinin  96. saatteki proliferasyonuna etkisinin % canlilik degerleri
gosterilmektedir. Grafige gore RTN-PLGA NP’lerinin 100 ve 250 pg/ml’lik
konsantrasyonlarinda % canlilik degerlerinin RTN’ye kiyasla yaklasik 5 kat azaldigi
goriilmektedir. Tiim konsantrasyonlarda RTN-PLGA NP’leri yalniz RTN’ye gore L.
infantum promastigotlar1 {izerinde daha etkili oldugu goriilmiistir. RTN-PLGA
NP’lerinin 1000 pg/ml’lik konsantrasyonda % canlilik degerini 10 kat azalttig
gorilmiistiir.
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Sekil 6.8 Farkli konsantrasyonlardaki RTN ve RTN-PLGA NP’lerinin L. infantum promastigotlarinin
proliferasyonuna etkisinin % canlilik degerleri (96. saat)

Sekil 6.9°da ayni konsantrasyondaki RTN ve RTN-PLGA NP’lerinin etkileri
karsilastirildiginda, L. infantum promastigot kiimelerinin RTN-PLGA NP’lerine

maruz kalan 6rneklerde daha az oldugu goriilmektedir.

@ (®)

Sekil 6.9 96. saatte 1000 ug/ml’lik (a) RTN’ye ve (b) RTN-PLGA konsantrasyonlarina maruz kalan L.
infantum promastigot kiimelerinin mikroskobik goriintiileri (10x)
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Etken maddelerinin eklenmesinin ardindan gecen 24 saatlik inkiibasyon sonunda
kontrol grubundaki parazit sayisi 5 x 10%ml’ye, 48. saatte 6 x 10%/ml’ye, 72. saatte 8
x 10%/ml’ye, 96. saatte ise 11 x 10%/mI’ye yiikselmistir.

Sekil 6.10’da goriildiigii gibi, RTN ve RTN-PLGA NP’lerinin L. infantum
promastigotlarinin proliferasyonuna etkisinin % canlilik degerleri konsantrasyon
artttkca her saat azalmaktadir. 10 pg/ml’lik konsantrasyonlarda RTN
uygulamalarinin parazit sayisinin 24. ve 48. saatlerde kontrole yakin oldugu tespit
edilmistir. Ayn1 konsantrasyonun 72. saatinde parazit sayisinin arttig1 goriilmektedir.
Buna karsin 72. saat haricindeki tiim saatlerde konsantrasyon arttikga parazit
sayisinin  azaldigr goriilmektedir. Ancak 72. saatte RTN’nin 10 pg/ml’lik
konsantrasyonundaki parazit sayis1 diger konsantrasyonlara kiyasla daha fazladir ve
ayni saatte 25 pg/ml konsantrasyonda keskin bir diisiis goriilmiistiir. 72. saatte 50 ve
100 pg/ml’lik konsantrasyonlarin daha diisiikk konsantrasyonlara gore parazit
sayisindaki artist Onledigi belirlenmistir. 96. saatte ise 250, 500, 750 ve 1000

pg/ml’lik konsantrasyonlarda 72. saate gore parazit sayisinda oldukca diisiis

goriilmektedir.
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Sekil 6.10 Farkli konsantrasyonlardaki RTN’nin L. infantum promastigotlarinin proliferasyonuna
etkisinin % canlilik degerleri (24, 48, 72 ve 96. saat)

Sekil 6.11°de farkli konsantrasyonlarda RTN-PLGA NP’lerine maruz kalan
gruplarda, tim saatlerde RTN-PLGA NP’lerinin kontrole kiyasla parazit sayisini

azalttig1 goriilmiistiir.
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Ayrica RTN-PLGA NP’lerinin 50 pg/ml ve daha yogun olan tiim konsantrasyonlari
72. saatte, L. infantum promastigotlarinin % canlilik degerlerini kontrole kiyasla
%50’nin altina diistirdiigii goriillmektedir. RTN-PLGA NP’leri 96. saatte L. infantum
promastigotlarinin  proliferasyonunu 100 pg/ml ve daha yogun olan tim

konsantrasyonlarinda 4 ila 6 kat arasinda azaltmistir.
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Sekil 6.11 Farkli konsantrasyonlardaki RTN-PLGA NP’lerinin L. infantum promastigotlarinin
proliferasyonuna etkisinin % canlilik degerleri (24, 48, 72 ve 96. saat)

6.3 Farklhh Konsantrasyonlardaki RTN ve RTN-PLGA NP’lerinin
L. infantum Promastigot Kiiltiiriinde MTT Yontemi ile I1Csg
Degeri Uzerinden Antileishmanial Etkinliklerinin

Belirlenmesinin Sonucu

Yildiz Teknik  Universitesi Kimya-Metalurji ~ Fakiiltesi ~Hiicre  Kiiltiirii
Laboratuvari’nda hazirlanmis olan L. infantum parazitlerine farkli konsantrasyonda
eklenen RTN ve RTN-PLGA NP’lerinin antileishmanial etkinlikleri MTT
yontemiyle belirlendi. MTT yonteminde yapilan tiim analizler negatif kontrol olan

etken uygulanmamis parazitler ile karsilastirildi.

MTT analizi, RTN’nin L. infantum promastigotlarint degerlendirmek i¢in kullanildi.

Parazitler 96 oyuklu plakalar igerisinde kiiltiirlendi.
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Islemden 24 saat sonra MTT soliisyonu, kiiltiir igindeki hiicrelere ilave edildi ve
plaka 4 saat 27°C'de inkiibe edildi. Son olarak, formazan boyasini ¢dzmek icin
DMSO eklendi. Emilim 540 nm'de 6lgtildi. Bu 6lgtim L. infantum promastigotlarinin

ekiminden sonra 24., 48., 72., ve 96. saatlerde tekrarlandi.

24., 48., 72. ve 96. saatlerde farkli konsantrasyonlardaki RTN ve RTN-PLGA
NP’lerinin L. infantum promastigotlarinin antileishmanial etkinliklerinin MTT
yontemi ile absorbans degeleri elde edilmistir. Elde edilen sonuglarin grafikleri Sekil
6.12, 6.13, 6.14, 6.15, 6.16, 6.17’de verilmistir. Ayrica mikroplagin MTT soliisyonu

eklenmeden 6nceki ve sonraki goriintiileri Sekil 6.18’de gosterilmistir.

Sekil 6.12’de, RTN ve RTN-PLGA NP’lerine maruz kalan L. infantum parazitlerinin
24. saatteki absorbans degerleri verilmistir. Grafige gore, RTN ve RTN-PLGA
NP’leri konsantrasyonlarinda parazitlerin canlilik oranlarinin anlamli bir sekilde
azaldig1 goriilmektedir. Bununla beraber RTN-PLGA NP’leri konsantrasyonlarinda
canliligin her konsantrasyon i¢in RTN’ye kiyasla daha da azaldig: tespit edilmistir.
RTN ve RTN-PLGA NP’lerinin 10, 25, 50 ve 100 pg/ml’lik konsantrasyonlarinda
absorbans degerleri, konsantrasyon arttik¢a biiyiik oranda diisiis gostermistir. Sekilde
goriildigii gibi RTN’nin 100, 250 ve 500 pg/ml’lik konsantrasyonlarinin etkisi olsa
da RTN-PLGA NP’lerinin L. infantum promastigotlar1 iizerinde daha yiiksek oranda

antileishmanial etkinlik gosterdigini ortaya ¢ikarmigtir.
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Sekil 6.12 Farkli konsantrasyonlarda RTN ve RTN-PLGA NP’lerinin L. infantum promastigotlari
iizerinde antileishmanial etkinliginin % canlilik degerleri (24. saat)
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Sekil 6.13’te, RTN ve RTN-PLGA NP’lerine maruz kalan L. infantum parazitlerinin
48. saatteki absorbans degerleri verilmistir. Grafige gére hem RTN hem RTN-PLGA
NP’lerinin  tim  konsantrasyonlarinda parazitlerin  absorbans degerlerinin
konsantrasyon arttikca azaldigr gézlenmistir. RTN ve RTN-PLGA NP’lerinin 500,
750 ve 1000 pg/ml’lik konsantrasyonlarinda absorbans degerlerinin, diger
konsantrasyonlara kiyasla biiyiik oranda distigii goriilmiis olup RTN-PLGA

NP’lerinin absorbans degerlerinin daha diisiik oldugu goriilmiistiir.
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Sekil 6.13 Farkli konsantrasyonlarda RTN ve RTN-PLGA NP’lerinin L. infantum promastigotlari
tizerinde antileishmanial etkinliginin % canlilik degerleri (48. saat)

Sekil 6.14°te RTN ve RTN-PLGA NP’lerine maruz kalan L. infantum parazitlerinin
72. saatteki absorbans degerleri verilmistir. Grafige gore hem RTN hem RTN-PLGA
NP’lerinin  tim konsantrasyonlarinda parazitlerin  absorbans degerlerinin
konsantrasyon arttik¢a azaldigr gozlenmistir. RTN ve RTN-PLGA NP’lerinin 100,
250, 500, 750 ve 1000 pg/ml’lik konsantrasyonlarinda absorbans degerleri, biiyiik
oranda diislis gostermistir. RTN-PLGA NP’lerinin 100 pg/ml konsantrasyonuna
maruz kalan parazitlerin absorbansi diisiik konsantrasyonlara kiyasla biiyiik fark

gostermistir.
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Sekil 6.14 Farkli konsantrasyonlarda RTN ve RTN-PLGA NP’lerinin L. infantum promastigotlari
tizerinde antileishmanial etkinliginin % canlilik degerleri (72. saat)

Sekil 6.15°te gortldigi gibi, RTN ve RTN-PLGA NP’lerine maruz kalan L.
infantum parazitlerinin 96. saatteki absorbans degerleri verilmistir. Grafige gére hem
RTN hem RTN-PLGA NP’lerinin tiim konsantrasyonlarinda parazitlerin absorbans
degerlerinin konsantrasyon arttikca azaldigi gozlenmistir. RTN ve RTN-PLGA
NP’lerinin 250, 500, 750 ve 1000 pg/ml’lik konsantrasyonlarinda absorbans
degerlerinin, 0,0005 ila 0,006 arasinda degistigi goriilmiistiir.
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Sekil 6.15 Farkli konsantrasyonlarda RTN ve RTN-PLGA NP’lerinin L. infantum promastigotlari
iizerinde antileishmanial etkinliginin % canlilik degerleri (96. saat)
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Sekil 6.16’da goriildiigii gibi, farkli konsantrasyonlarda RTN’ye maruz kalan L.
infantum promastigotlart 24., 48., 72. ve 96. saatlerde tim konsantrasyonlarda
birbirine yakin oranda absorbans goéstermistir. 24. saatte 250, 500, 750 ve 1000
ug/ml’lik konsantrasyonlarda etkinlik diger giinlere kiyasla daha azdir. 48, 72 ve 96.
saatte, 250, 500, 750 ve 1000 pg/ml’lik konsantrasyonlarda absorbans degeleri ¢ok

azalmistir.
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Sekil 6.16 Farkli konsantrasyonlarda RTN’nin L. infantum promastigotlar1 iizerinde antileishmanial
etkinliginin 24, 48, 72 ve 96. saatlerdeki % canlilik degerleri

Sekil 6.17°de goriildiigi gibi, 96. saatte 10 ve 25 pg/ml’lik konsantrasyonlarda RTN-
PLGA NP’lerine maruz kalan L. infantum promastigotlariin absorbans degerlerinin,
24. saatte azalmasindan sonra 48. saatte artiy gdstermesi sonrasinda 72. ve 96.
saatlerde giderek distigii gozlenmistir. 250, 500, 750 ve 1000 pg/ml’lik
konsantrasyonlarda tiim saatlerde absorbans degerleri birbirine ¢ok yakindir. RTN ve

RTN-PLGA NP’lerinin absorbans degerlerinin, kontrole nazaran biiyiik Ol¢iide

azaldig tespit edilmistir.
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Sekil 6.17 Farkli konsantrasyonlarda RTN-PLGA NP’lerinin L. infantum promastigotlar1 iizerinde
antileishmanial etkinliginin 24, 48, 72 ve 96. saatlerdeki % canlilik degerleri

Farkli konsantrasyonlarda RTN ve RTN-PLGA NP’lerinin L. infantum promastigot
kiiltiirii tizerine MTT soliisyonu eklenmeden Onceki ve sonraki goriintiileri Sekil
6.18’de verilmistir. 6.18 (b)’de MTT soliisyonu eklenip 4 saat bekletildikten sonra

mor renkli formazan kristallerinin olustugu goriilmektedir.

s

Sekil 6.18 (a) RTN ve RTN-PLGA’ya maruz kalan L. infantum promastigot kiiltiiriiniin MTT
soliisyonu eklenmeden dnceki ve (b) sonraki mikroplak gériintiileri
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Tiim orneklerin ICso degerleri, promastigotlarin yarisini inhibe eden konsantrasyonun
bulunmastyla belirlendi [117]. %50 inhibe Edici Konsantrasyon (ICsp), bir
molekiiliin spesifik bir biyolojik veya biyokimyasal fonksiyonu inhibe etme
potansiyelinin bir dl¢iimiidiir. Kesin olarak, bu kantitatif 6l¢tim, belirli bir biyolojik
prosesi (veya bir prosesin bilesenini, yani bir enzim, hiicre, hiicre reseptorii veya
mikroorganizmayi) yari yartya azaltmak icin belirli bir ilacin veya baska bir
maddenin (inhibitér) ne kadarmin gerekli oldugunu gostermektedir [118].
Leishmania canliligmin %50'sini inhibe etmek i¢in gereken konsantrasyon, test
edilen konsantrasyonlar kullanilarak bir konsantrasyon-cevap egrisinin sigmoidal
regresyonu uygulanarak belirlenmistir [119]. ICsg inhibitdr konsantrasyonu, dogrusal
regresyon analizi veya enterpolasyon kullanilarak hesapland1i (Microsoft Office

Excel 2003) [120].

Orneklerin L. infantum promastigotlarinin antileishmanial etkinlikleri, uygulamalar
sonrast ICsp degerlerine gore karsilagtirildi. Buna gore, farkli konsantrasyonlardaki
RTN uygulanan 6rneklerde, L. infantum promastigotlarinin ICsy degerinin 29,2 + 4,5
pg/ml  oldugu belirlenmistir. Farkli konsantrasyonlarda RTN-PLGA NP’leri
uygulanan orneklerde ise, L. infantum promastigotlarinin ICsy degerinin 23,0 + 2,7

pg/ml oldugu belirlenmistir.

Bu degerler dogrultusunda RTN-PLGA NP’lerinin, RTN’ye kiyasla L. infantum
promastigotlar {izerindeki ICsq degeri ile yiiksek antileishmanial etkinlik gosterdigi

belirlenmistir.

Tiim saatlerdeki tiim konsantrasyonlarda RTN-PLGA NP’leri RTN’ye kiyasla L.
infantum promastigotlar1 iizerinde daha kararli antileishmanial etkinlik géstermistir.
MTT deneylerinde besiyeri ve MTT gibi etkenlerin olmasina ragmen antileishmanial

etkinlikleri konsantrasyon arttik¢a % canlilik azalarak kararli bir yap1 gostermistir.
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7. TARTISMA

Leishmaniasiste etkili yeni ilaglar aramanin temel kriterleri, mevcut tedavi
yontemlerine kiyasla nispeten daha diisiik yan etkilerin yani sira ilaglarin etkinligidir.
Yillar boyunca pentavalent antimonlar kademeli olarak direng gelistirdiginden yeni
terapotik alternatifler daha da arzu edilmektedir. Farmasotik endiistrisinin goreceli
anerjisi nedeniyle, mevcut antileishmanial ilaglarin terapotik yapisit  siirh

kalmaktadir [11].

Cesitli tibbi ilaglarin ve suda ¢oziinen veya ¢Oziinmeyen hassas biyoaktif
molekiillerin, biyolojik olarak emilimlerini arttirarak terapdtik etkisini arttirdigi
bildirilmektedir. Bu nedenle etken maddeler nanotasiyicilara enkapsiile edilerek daha
etkin ve kontrollii bir ilag dagitim1 elde eder ve hiicre zarlar1 i¢cinden etkili bir gegis

saglar [105].

Bir flavanol olan RTN molekiilii, birgok hastaligi tedavi etme kapasitesinden otiirii
sik arastirilmakta ve kullanilmaktadir. Literatiirde daha 6nce RTN molekiili PLGA
NP’lerinin igerisine enkapsiile edilerek L. infantum promastigotlart tizerinde
calisiimamistir. Genis bir yelpazede arastirma yapilabilecek olan RTN’nin literatiirde

antileishmanial etkinliginin arastirilmamasindan dolay1 bu molekiil se¢ilmistir.

Bu tez c¢aligmasinda ilk kez L. infantum promastigotlarinda, leishmaniasis
tedavisinde kullanilmasi amaciyla RTN ve RTN-PLGA NP’leri arastirilmis ve L.
infantum promastigotlar1 tizerine RTN ve RTN-PLGA NP’leri eklenmis ve
orneklerde canlilik degerlendirilmistir. Bu amacla simdiye kadar hi¢ c¢alisiilmamis
olan bu deneylerde nanokapsiillemenin etkisi literatiirdeki arastirmalar
desteklemektedir. Deneylerde, RTN-PLGA  NP’lerinin L. infantum
promastigotlarinin proliferasyonuna etkisinin thoma laminda sayim yapilmasiyla ve
RTN-PLGA NP’lerinin in vitro antileishmanial etkinliklerinin MTT yontemiyle
incelendi. Her iki yontemde elde edilen sonuglar dogrultusunda hem % canlilik
degerlerinde hem de absorbans degerlerinde konsantrasyon arttik¢a azalma goriildii.

Boylece deneylerde elde edilen sonuglarin birbirine uyumlu oldugu anlasildi.

Son yillarda Leishmania parazitleri, diinyanin ¢esitli endemik bodlgelerinde mevcut
ilaglara karsi direng geligmistir. Literatiirde hastalarin standart antileishmanial

tedaviye cevap vermedigini bildiren birgok ¢aligma vardir [25].

75



Mevcut antileishmanial ilaglar ¢ok pahalidir ve ciddi yan etkilere sebep olmaktadir.
Ayrica birka¢g Leishmania tiiriinlin mevcut antileishmanial tedavilere direng
gelistirdigi bilinmektedir. Bu nedenle, daha etkili, daha az toksik ve hastaliktan en
cok etkilenen yoksul toplulugun erisebilecegi yeni terapotik stratejiler gelistirmek
icin yogun bir ihtiya¢ bulunmaktadir [40]. Potansiyel toksisite ve ortaya ¢ikan ilag
direnci, yeni oral tedavilerin arastiritlmasini hakli kilmaktadir [31]. Antileishmanial
ilaglarin bazi Leishmania parazit tiirlerine karsi etkisizligi rapor edilmistir. Bu

sinirlamalar nedeniyle, leishmaniasis i¢in yeni ilaglar ve protokoller arastirilmalidir

[52].

Doga, arasinda flavonoidlerin bulundugu tibbi 6neme sahip bilesikler icin siirekli
gelisen bir kaynak olmaya devam etmektedir [47]. Kinonlar (lapakol), alkaloitler
(berberin), fenolik tiirevler (kalkonlar, flavonoidler) ve terpenler dahil bir¢ok dogal
irtin arastirilmaktadir [13]. Kalkonlar, son on yilda antileishmanial aktivite ile
tanimlanmis 330'dan fazla bilesigi olan biyolojik olarak aktif bir flavonoid sinifidir
[31]. Ilag gelistirmeye yonelik stratejiler, yalmizca meveut ilaglar1 optimize etmeye
ve belirlenmis hedefleri karakterize etmeye degil, ayn1 zamanda yeni ilag adaylar ve

hedeflerini belirlemeye de odaklanmaya devam etmelidir [13].

Tibbi bitki ekstreleri; antibakteriyel, antioksidan, antitimor, anti-inflamatuar ve
antileishmanial etkinlikleri gibi cesitli farmakolojik o6zelliklere sahiptir. Tibbi
bitkilerden ekstrakte edilen polifenoller ve flavonoidler gibi fenolik bilesenler,
ilaglarin kesfinde O6nemli bir kaynak olarak kabul edilmektedir. Bu bilesikler
antileishmanial etkinlikler de dahil olmak iizere bir¢ok biyolojik aktiviteye sahiptirler
[55].

Cesitli flavonoidler igeren farkli yapisal siiflardan bitki kaynakli dogal {iriinler
antileishmanial adaylar olarak arastirilmigtir [50]. Bol miktarda diyet flavonlar1 olan
luteolin, kuersetin ve kuersitrin gibi ¢esitli flavonoidler, baz1 Leishmania tiirlerine
kars1 etkilidir [53]. Luteolin ve kuersetin flavonlariin L. donovani amastigotlarina;
licochalcone A olarak tanimlanan kalkonlarin ise L. donovani amastigotlarina ve L.
majér promastigotlarina karsi etkili oldugu tespit edilmistir. Ayrica, 2',6'-dihydroxy-
4'-methoxychalcone (DMC), L. amazonensis'in promastigotlarinin ve hiicre igi
amastigotlarinin biiylimesini inhibe etmistir. Meksika'da, yaklasik 20 sifali bitki, L.

mexicana tizerinde degerlendirilmistir [24].
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Son on yilda, standart in vivo modeller kullanilarak, yerlesik antileishmanial ilaglar
ile karsilastirilabilir etkinliklerine dayanarak, umut verici antileishmanial bilesikler

bildirilmistir [5].

Domingues Passero ve arkadaslar tarafindan yapilan bir ¢alismada, L. amazonensis,
L braziliensis, L. major ve L. chagasi'nin promastigot ve amastigot formlarinin,
Baccharis Retusa'dan saflastirilmis flavonlara duyarli oldugu belirtilmistir. Bu
veriler, bu cinsin Yeni Diinya'nin farkli parazit tiirlerine kars1 potansiyelini géstermis
ve ayrica bazi bilesiklerin immiinomodiilatér aktivitelerini Onermistir. Ageratum
conyzoides'in (Asteraceae) ham 6zii ve saflagtirilmis flavonoidleri, L. donovani ve T.

cruzi gibi farkli protozoonlara karsi etkili oldugu goriilmiistiir [61].

Biyoflavonoidler; kanser, alzheimer hastaligi, diyabet ve yaslanmada terapotik
potansiyel sergiler ve nano ilaglar gelistirmek igin kullanilmaktadir. Coziiniirliik,
stabilite, ozglillik ve stirekli teslimat durumlarini iyilestirmek igin ligand etiketli
nanopartikiilleri icinde tutulurlar. Onemli bir bitki flavonoid olan RTN, iyi bilinen bir
antioksidandir. RTN’nin, in vitro ve in vivo deneylerde giiglii bir anti-hiperglisemik
ve anti-glikator madde oldugu gosterilmistir. Ayrica RTN, diyabetik
komplikasyonlarin yonetiminde ©nemli bir rol oynayabilir. Nanokapsiillenmis

RTN’nin verilmesi, etkinligini daha da arttirabilir [121].

Chauhan ve arkadaslari tarafindan yapilan bir ¢alismada, RTN'nin toksisite profili,
serumdaki; serum glutamik piruvik transaminaz, serum glutamik oksaloasetik
transaminaz ve laktat dehidrogenaz gibi karaciger enzimlerinin seviyelerinin ve iire,
kan lire azotu, lirik asit ve kreatin gibi bobrek sagligini 6l¢cen enzimlerin seviyelerinin
degerlendirilmesiyle test edilmistir. RTN'nin giivenlik profili, THP-1 Kars1 hiicre
toksisite testi ile kanitlanmistir. RTN'nin CCsy degeri, kabul edilebilir toksisite
siirinda bulunmustur. RTN’nin ICsy degerinin diisitk olmasi, konakg¢1 igin toksik
olmayan konsantrasyonlarda hassas ve direngli parazitlere karsi genis etki
yelpazesiyle, antimonlar gibi ticari olarak temin edilebilen ilaglara direngli
leishmanial enfeksiyonlar1 tedavi etmek i¢in RTN kullaniminin potansiyel

olabilecegi vurgulanmistir [38].

RTN'nin 1Cso degerlerinin, L. donovani’nin duyarli promastigotlari iizerinde 12.64 +
0,86 ug/ml ve direngli promastigotlarina iizerinde 13.07 £ 1,42 pg/ml oldugu
bulunmustur [38].
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Bu tez ¢alismasinda, RTN'nin ICsy degerinin L. infantum promastigotlari tizerinde
29,2 + 4,5 pg/ml olarak bulundugu goz Oniine alindiginda, L. infantum
promastigotlar1 iizerinde, L. donovani promastigotlar1 ilizerinde kullanilan RTN
konsantrasyonuna kiyasla, yaklasik 2 kati kadar kullanilmasi durumunda ayni

antileishmanial etkinlik gosterdigi goriilmektedir.

Literatiirde kuersetin, luteolin ve fisetin gibi bazi flavonoidlerin, ICsy degerlerinin 0,6
ila 0,8 pg/ml araliginda olmasi ile yliksek antileishmanial aktiviteye sahip oldugu
gosterilmektedir. Rutin, kuersetin ve isokuersetin gibi flavonoid glikozitlerde
antileishmanial aktivite goOstermistir. Flavonoid kalkonlarmin, Leishmania
parazitlerinin biiylimesini onlemede yiliksek aktiviteye sahip oldugu gosterilmistir

[107].

Chen ve arkadaglar1 tarafindan yapilan bir calismada, kalkonlarin parazitin
mitokondrinin alt yapisini tahrip edebilecegini ve mitokondriyal solunum ve
mitokondriyal dehidrogenaz enzimlerinin aktivitesini, 6zellikle de parazitin spesifik

fumarat rediiktazinin aktivitesini inhibe edebildigi gosterilmistir [107].

Daha iyi leishmanial ajanlar icin yapilan arastirmada, nanobiyoteknoloji tip alaninda
biiyiik dikkat ¢eken nano Olgekli materyallerin gelistirilmesinde biiyiik ilgi
gormektedir. Bu nanomalzemeler; kataliz, kozmetik ve ila¢c dagitim sistemleri dahil
olmak tizere cesitli disiplinlerdeki uygulamalari bulan benzersiz fizyokimyasal
ozelliklere sahiptir [40]. Nanoteknolojinin hizli bir sekilde biiylimesiyle, tip bilimi
uygulamalar1 i¢in farkli nanoparcaciklar sunulmustur. Nanomalzemeler benzersiz
kimyasal ve fiziksel Ozelliklere sahiptir ve gelecekte farkli ciddi veya kronik

hastaliklarin tedavisinde kullanilmasi diistiniilmektedir [52].

Chauhan ve arkadaslar tarafindan yapilan bir ¢alismada, RTN'nin, L. donovani'nin
direngli suslarma karsi antileishmanial etkinlik gosterdigi ortaya konulmustur.
RTN’nin (25mg/kg) oral olarak verilmesi parazitlerin biiylimesini engelleyebildigi ve
toksik etkileri olmadan enfeksiyonu bastirabildigi gosterilmistir. Boylece RTN’nin,
konakg1 lehine immiin durumu iyilestirerek ve hem hassas hem de direngli parazitlere
karst ROS ve nitrik oksit (NO) gibi mikrobiyosidal molekiilleri iireterek parazit

yiikiinii kontrol etme kapasitesine sahip oldugu kanitlanmistir [38].
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NO; bakteri, mantar, parazit ve virlislerde konak savunmasinda rol oynayan
viicuttaki en onemli bagisikligr etkileyen molekiillerden biridir. NO, hiicre i¢i
patojenleri Oldiirmek icin sitokin T{retimini ve makrofajlar1 uyararak tekrar

enfeksiyonlara bagisiklik tepkisini artirabilir [115].

de Medeiros ve arkadaglar1 tarafindan yapilan bir ¢alismada, RTN yiikli
mikropartikiillerin ~ farelerde ~ karragenan  kaynakli  enflamatuar  agrida
mikrokapsiillenmemis RTN’ye kiyasla analjezik etkinligi rapor edilmistir. RTN
yiiklii mikropartikiiller, mikrokapsiillenmemis RTN’ye kiyasla daha hizli etki ve
artan analjezi saglamistir. Mikrokapsiilleme, toplam etki siiresini de arttirabilir. RTN
yiiklii mikropartikiiller, mikrokapsiillenmemis RTN’ye kiyasla daha hizli analjezik
etki gostermistir [85].

Mauludin ve arkadaglar tarafindan yapilan ¢alismalarda, oral olarak verilen RTN’nin
emilimi, tabletler veya kapsiiller gibi kat1 dozaj formlarina dahil edilebilecek bir
nanokristal formiilasyonu kullanilarak gelistirilebildigi gosterilmistir [122, 123].
Nanokristal yaklagim, belirli bir maddenin in vivo kinetik ¢oziintirliigiinii, doyma
¢Oziiniirliiglinii arttiran ve daha biiyiik bir yiizey alan1 ve daha hizli bir ¢ézlinme hiz1
saglayan, boyutunun kiiciiltiilmesiyle kolaylastirilmasi prensibine dayanmaktadir
[124]. RTN nanokristallerinin, kinetik ¢oziiniirliikte diigikk fakat uzun siireli ve
¢oziinme hizinda daha belirgin bir artig ile oral uygulama durumunda yayilimi ham

ilagtan daha etkili kilan 6zelliklere sahip olduklart dogrulanmistir [122, 123].

da Silva ve arkadaslari tarafindan yapilan bir ¢alismada, L. amazonensis arginazin;
hyperoside  (quercetin-3-O-D-galactoside), guajaverin  (quercetin ~ 3-O-a-L-
arabinoside), avicularin (quercetin 3-O-a-L-arabinofuranoside), RTN (quercetin-3-
rutinoside), miquelianin  (quercetin-3-glucuronide) ve rhamnetin  (7-O-

methylquercetin) tarafindan inhibe edildigi gosterilmistir [4].

PLGA NP’leri; FDA onayl olmasi, biyobozunur ve biyouyumlu olmasi ve diisiik
toksisiteye sahip olmasi nedeniyle nanopartikiiler ila¢ dagitim sistemi igin yaygin
olarak kullanilan bir sentetik kopolimerdir. Biyouyumlulugun yani sira uzun siire
kontrollii salimlara yol agan biyobozunur 6zelliklere bagl olarak, PLGA NP’leri,
Ozellikle bulasici hastaliklara ve kansere karsi genis gapta c¢alisgilmistir [113, 115,
125, 126].
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PLGA NP’leri antikanser ve antihipertansif Ozellige sahip etken maddelerin
tasinmasina yonelik arastirmalarda yogun bir sekilde ¢aligilmistir. Etken maddeler,

nanopartikiillerin yiizeyine baglanmis veya igine hapsedilmis halde bulunurlar [113,
125, 127, 128].

PLGA NP’lerinin en 6nemli 6zelliklerinden biri; peptidler, ilaclar, proteinler gibi
biyolojik olarak aktif molekiillerin biyouyumluluk ve biyoyararlanimini arttirmaktir.
Cesitli  calismalarda, antijenik  molekiillerin PLGA  nanopargaciklarina
enkapsiilasyonunun toksisitelerini azalttigit gibi biyoyararlanimlarini arttirdig

gosterilmistir [115].

Leonarduzzi ve arkadaslar1 tarafindan yapilan bir c¢alismada, hamsterlarda
antileishmanial ajan olarak kuersetin takviyesi i¢in farkli vezikiiler dogum modelleri
arastirllmistir.  Calismaya dahil edilen tiirler arasinda PLGA polimerlerinden
hazirlanan mikrosferler ve polilaktid polimer yapimi nanokapsiiller bulunmaktadir.
Nanokapsiillerin diger tasiyicilara gore bir bagka avantaji, yapilarinda lipitlerin
bulunmamasi, dolasan lipazlarin saldirisindan kaginilmasi ve bdylece kapsiillenmis

ilacin daha fazla stabilitesinin saglanmasi ve kan dolasiminda daha uzun siire

kalmasidir [79].

Abamor tarafindan yapilan bir ¢aligmada, kuersetin yliklii NP’lerin bos NP’lere
kiyasla daha biiyiik olmasi, kuersetin yiiklii PCL NP’leri tarafindan verimli ve etkili
bir sekilde kapsiillenmesinin bir gostergesi olarak kabul edilebilmektedir. Daha
onceki ¢alismalarda, ilag yiiklii NP’lerin bos NP’lere kiyasla daha biiyiik olabilecegi
belirtilmistir. Ozellikle kanser arastirmalarinda, 500 nm'den daha kiigiik tasiyici
sistemlerin, ilaglar1 hedef dokulara ulastirmada daha basarili oldugu, dolayisiyla aktif

tasima sagladigi bulunmustur [114].

Abamor tarafindan yapilan bir ¢alismada, parazitlerin, 5 pg/ml konsantrasyonunda
bos PLGA NP’lerine maruz birakildiklarinda, parazit kiimelerinin canlilik ve
metabolik aktivite belirtileri olan yiiksek miktarda formazan kristalleri tirettigi
goriilmiistiir. Bu, serbest NP'lerin, diisiik konsantrasyonlarda uygulandiginda L.
infantum promastigotlar1 tizerinde herhangi bir toksik etkiye yol agmadigini
gosterilmistir. Benzer sekilde, 50 pg/ml'ye ve 100 ug/ml serbest NP'ye maruz kalan
Leishmania parazitleri, parazitlerin canli oldugunu gosteren mor renkli formazan

kristalleri irettigi gorilmistiir [117].
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Parazitlerin 30 pg/ml'den yiliksek konsantrasyonlara maruz kalmasi, makrofaj
hiicrelerinin canlilik degerlerini keskin bir sekilde azalttigi bildirilmistir. 1Csg
degerlerinden daha yiiksek konsantrasyonlarda, makrofajlarin kompakt yapilarini
yitirdigi agikca gosterilmis ve formazan kristallerinin tiretmedigi gozlenmistir. Bos
PLGA NP’leri, 500 ve 1000 pg/ml gibi yiiksek konsantrasyonlar kullanildiginda bile
sitotoksik etkiye neden olmadigi kanitlanmigtir. Mikroskobik incelemeyle, PLGA
NP’lerinin biyouyumlulugu da dogrulanmistir. Ciinkii farkli konsantrasyonlarda
serbest NP’lere maruz kalan tiim test gruplarindaki makrofajlarin canli oldugu ve
yiiksek miktarda formazan kristali tirettigi goriilmiistir. Bos PLGA NP’leri, yiiksek
konsantrasyonlarda kullanilsa bile L. infantum amastigotlarinda hi¢bir antilishmanial

aktivite gostermedigi tespit edilmistir [117].

Pandey ve arkadaslari, PLGA NP’lerinde, ¢esitli antikanser ilaclarin enkapsiilasyonu
ve in vitro ve in vivo olarak bildirildigi gibi basarili sekilde iletilmesi igin ¢esitli
literatiirler mevcut oldugunu belirtmistir. Bu baglamda, literatiirlerin, RTN
kapsiillenmis polimerik nanopartikiiller i¢in <100 nm'lik bir partikiill boyutunun
%39'luk ilag¢ yiikleme kapasitesini gozlemledigini bildirmistir. Dahasi, literatiirler
ayrica RTN yiiklii polimerik NP’lerin gelismis ilag hedefli potansiyelini ve gelismis
biyoyararlanimlarini da rapor etmistir. RTN-PLGA NP tedavisi, endojen antioksidan
seviyesini arttirdigi ve oksidatif stresi biiyiikk Olclide Onledigi ve ROS iiretim
regiilasyonunu distirdiigii gosterilmistir. RTN-PLGA NP’leriyle yapilan tedavinin
oksidatif stres eylemine kars1 geldigi ve kanserin ilerlemesini 6nlemek igin kritik bir

rol oynadigi gosterilmistir [12].

Ghosh ve arkadaslar tarafindan yapilan bir ¢alismada, zayif sulu ¢oziiniir oleanolik
asidi (OA) yeterince tutabilen ve onu ¢ok uzun siirede serbest birakabilen OA yiiklii
PLGA-TPGS NP’leri hazirlanmistir. In vitro calisma, D-a-Tocopherol polyethylene
glycol 1000 succinate (TPGS) stabilize OA yiiklii PLGA NP’lerinin SSG’ye karsi
direngli L. donovani AGS83 vahsi susun amastigot formuna duyarli oldugunu
gostermistir. Segicilik indeksi cinsinden belirlenen in vitro antileishmanial
aktivitenin, OA yiiklii PLGA NP’leri i¢in, vahsi tip sus durumunda saf OA'dan 25
kat daha segici, SSG’ye kars1 direncli sus durumunda ise 8 kat daha secici oldugu
bulunmustur. OA yiikli PLGA NP’lerinin formiilasyonunun sitotoksisitesi,
giiniimiizde leishmaniasis tedavisinde kullanilan AmB, SSG veya paromomisin gibi

standart kemoterapoétiklerden 6nemli 6l¢giide daha az oldugu goriilmiistiir [129].
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In vivo verileri yorumlayarak, OA'nin nanoformiilasyonunun, L. donovani AG83
vahsi tipli amastigotun ylkiinii etkili bir sekilde baskilayabildigi bulunmustur.
OA’nin VL’ye kars1 PLGA-TPGS NP’si igerisinde bir dagitim sistemi olarak yakin

zamanda kullanilabilecegi One stiriilmistiir [129].

Ghosh ve arkadaglar tarafindan yapilan bir ¢calismada, andrographolide yiiklii PLGA
NP’leri, hiicredeki ilag toksisitesini azaltabildigi, in vitro antileishmanial aktivitesini
korudugu ve L. donovani ile enfekte olmus BALB/c farelerinin dalagindaki serbest
andrographolide ile karsilastirildiginda, etkinligini 8 ila 10 kat arttirdig goriilmistiir
[51].

Abamor tarafindan yapilan bir ¢alismada, kuersetinin antileishmanial aktivitesinin,
parazitlerin mitokondri ve hiicre zarlarina zarar veren ve niikleik asit sentezini inhibe
eden ROS iiretimi ile ilgili oldugu diisliniilmektedir. Bu 06zelliklerden dolayi,
kuersetin ve kuersetin igeren Oziitler, giiclii antiparaziter maddeler olarak
bilinmektedir. Elde edilen sonuglara gore, L. infantum promastigotlar1 ve
amastigotlar tizerindeki kuersetin yiiklii PCL NP’lerinin 1Cso degerleri sirasiyla 86
ve 144 pg/ml olarak hesaplanmistir. Kuersetinin L. infantum promastigotlar1 ve
amastigotlar1 tizerindeki ICso degerleri 149 ve 300 pg/ml olarak hesaplanmistir. PCL
NP’leriyle kapsiillenmis kuersetinin antileishmanial aktivitesinin belirgin sekilde
arttigin1 gostermektedir. Ayni1 zamanda, kuersetin yiiklii PCL NP’lerinin L. infantum
promastigotlari iizerinde amastigotlardan daha etkili oldugu bulunmustur [114]. Bu
tez calismasinda, RTN-PLGA NP’lerinin ICsy degerinin L. infantum promastigotlari
tizerinde 23,0 + 2,7 pg/ml olarak bulundugu g6z oniine alindiginda, L. infantum
promastigotlar1 tizerinde kullanilan RTN-PLGA NP’lerinin Konsantrasyonlarinin
kuersetin yiikli PCL NP’lerine kiyasla neredeyse 1/4 oraninda kullanilarak ayni
antileishmanial etkinlik gosterdigi goriilmektedir. Ayrica, RTN'nin ICsy degerinin L.
infantum promastigotlar1 tizerinde 29,2 + 4,5 ug/ml olarak bulundugu g6z Oniine
alindiginda, L. infantum promastigotlar1 {izerinde RTN konsantrasyonlarinin
kuersetine kiyasla yaklasik 1/5 oraninda kullanilarak ayni antileishmanial etkinlik
gosterdigi goriilmektedir. Ozet olarak aymi konsantrasyonlarda kullanilan rnekler
baz alindiginda; RTN-PLGA NP’lerinin kuersetin yiikli PCL NP’lerine kiyasla ve
RTN’nin  kuersetine kiyasla daha fazla antileishmanial etkinlik gosterdigi

goriilmektedir.
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Abamor ve arkadaslar1 tarafindan yapilan bir ¢alismada, nanoformiilasyon salma
sistemlerinin karakterizasyonu ve belirlenmesinden sonra, ¢orek otu yagi (NSO)
kapsiillenmis PCL NP’lerinin in vitro L. infantum promastigotlar1 ve amastigotlari
tizerindeki antileishmanial etkileri arastirilmistir. Test edilen tiim formiilasyonlarin,
192 saatlik inkiibasyonda L. infantum promastigotlarinin %80'inden fazlasini inhibe
ettigi saptanmugtir. Ayrica, yag ylkli nanopartikiiller, makrofajlarin enfeksiyon
indekslerini onemli Olgiide baskilayarak, amastigotlarin ¢ogalmasini 6nledigi
gosterilmistir. NSO yiikli PCL NP’lerinin, herhangi bir bozulma olmadan siirekli
yag salimi yapma, biyoyararlanimi ve ¢oziiniirliigii artirma ve Leishmania ile enfekte
olmus dokulara tagiyabilme potansiyeline sahip oldugu kanitlanmistir. NSO yiikli
PCL NP’lerinin kullanilmasinin serbest yaga kiyasla daha avantajli oldugu
bildirilmistir. NSO kapsiillenmis PCL NP’lerinin, L. infantum promastigotlar1 ve
amastigotlar1 tlizerinde kayda deger miktarda antileishmanial etkinlige sahip yag
molekiillerinin  stirekli ve arttirllmis salinimini  saglayan, son derece basarili

kapsiilleme etkinliklerine sahip sistemler oldugu gosterilmistir [130].

Allahverdiyev ve arkadaslar1 tarafindan yapilan bir ¢alismada, TiO,@Ag
nanopartikiillerinin (TiAg-NP) canlilik, metabolik aktivite ve konakg¢i hiicrelerde
hayatta kalma gibi biyolojik 6zelliklerini inhibe ederek L. tropica ve L. infantum
parazitleri {izerinde antileishmanial etkileri oldugu gosterilmistir. TiAg-NP'nin
antileishmanial etkilerinin, goriiniir 151k nedeniyle arttig1 ve iki tiirlin hemen hemen
tiim parazitlerinin, TiAg-NP'ne ve goriiniir 1518a maruz kalmasindan dolay1 azaldig
gosterilmistir. Ayrica TiAg-NP'niin L. infantum parazitlerine karsi karanlikta L.
tropica parazitlerine gore daha etkili oldugunu gostermistir. Ancak goriiniir 151k

kosullarinda, her iki tiire kars1 da benzer bir inhibe edici etki gozlenmistir [131].

Abamor ve arkadaglari tarafindan yapilan bir ¢alismada, TiAg-NP’nin ve meglumin
antimonatin (MA) toksik olmayan konsantrasyonlarini igeren kombinasyonlarin in
vitro ve in vivo antileishmanial aktiviteleri incelenmistir. Kombinasyon
uygulamalari, tek basina MA kullaniminin aksine, L. tropica promastigotlarinin
proliferasyonlarin1 2-5 kat azaltmis ve L. tropica amastigotlarinin %80 ila %95
arasinda degisen oranlarda inhibe edilmesine yol actig1r ve yiiksek antileishmanial
aktivite gosterdigi kanitlanmistir. Ayrica kombinasyonlarin; parazitlerin metabolik
aktivitelerini azalttigi, hiicre Oliimiine neden oldugu ve makrofajlarin parazitleri

oldiirmek i¢in yogun olarak NO {iiretmesi i¢in uyardigi bulunmustur [25].
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Allahverdiyev ve arkadaslari tarafindan yapilan bir ¢alismada, Leishmania parazitleri
tarafindan salgilanan eksozomlarin, leishmaniasisin gelisiminde, Leishmania nin
konagin makrofajinda hayatta kalmasi, konagin bagisiklik sistemine direnci ve
konagin bagisiklik sistemini tetiklemesindeki rolii iizerinde ¢alisilmistir. Kimyasal
yapilart nedeniyle izole edilmis eksozomlar, leishmaniasis ve diger bulasic
hastaliklarin tedavisinde nanopartikiiler tagiyici sistem olarak kullanilmak i¢in biiyiik

bir potansiyel oldugu bildirilmistir [132].

Yukarida belirtilen ¢alismalarda, bu tez calismasinda oldugu gibi, etken molekiillerin
nanopartikiiler ila¢ tasiyict sistem igerisinde kullanilmasiyla daha fazla
antileishmanial etkinlik gostererek daha iyi sonuclar dogurdugunu goézlemledik.
RTN, nanopartikiiler ilag tasiyici sistemler igerisinde kullanildiginda, RTN-PLGA
NP’lerinin serbest RTN’ye kiyasla daha fazla antileishmanial etkinlik gésterdigi bu

tez calismasinda tespit edildi. Bu sonug, 6nceki ¢alismalart dogrular niteliktedir.
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8. SONUC VE ONERILER

Bu tez calismasinda, ilk kez olarak L. infantum promastigotlar1 tizerinde RTN ve

RTN-PLGA NP’lerinin in vitro antileishmanial etkinlikleri incelenmistir.

RTN-PLGA NP’lerinin 1000 pg/ml’lik konsantrasyonda % canlilik degerini 10 kat
azalttigr goriilmustiir. Farkli konsantrasyonlarda RTN ve RTN-PLGA NP’leri
uygulanan orneklerde, L. infantum promastigotlarinin ICsy degerlerinin sirasiyla;
29,2 £ 4,5 ng/ml ve 23,0 £ 2,7 pg/ml oldugu belirlenmistir. 48. saatte RTN ve RTN-
PLGA NP’lerinin 500, 750 ve 1000 pg/ml’lik konsantrasyonlarinda absorbans
degerlerinin, diger konsantrasyonlara kiyasla biiyiik oranda diistiigii goriilmiis olup

RTN-PLGA NP’lerinin absorbans degerlerinin daha diisiik oldugu goriilmiistiir.

Elde edilen sonuglar, Diinyada ilk kez olarak leishmaniasise karst RTN flavonoidinin
nanopartikiillenerek tedavide kullanilmasina dayali yeni bir tedavi yaklagiminin

gelistirilebilecegini gostermektedir.

Bu ¢alismada RTN’nin ve RTN-PLGA NP’lerinin antileishmanial aktivitesi ile ilgili
yararli bilgiler saglanmistir. Bu bilgi leishmaniasis hastaligina kars1 yeni ve daha

etkili ajanlarin tasarlanmasi igin bir arag olarak kullanilabilir.

Sonug olarak, RTN ve RTN-PLGA NP’lerinin L. infantum promastigotlarina karsi
antileishmanial aktivitelerinin bulundugu tespit edilmistir. RTN ve RTN-PLGA
NP’lerinin farkli konsantrasyonlarda, L. infantum promastigotlarina kars1 etkili
oldugu bu calisma ile gosterilmis olup, bu konuda yapilacak diger ¢alismalara 151k

tutacagina inanilmaktadir.

Bu c¢aligma, L. infantum promastigotlari tizerinde RTN-PLGA NP’lerinin in vitro
antileishmanial etkinliginin RTN’ye kiyasla daha fazla oldugunu gdstermistir. Bu
gibi  bir antileishmanial etkinlik sonucunun bulunmasiyla ila¢ olarak
kullanilabilirliginin arastirilmasi igin ileride yapilacak in vivo ¢aligmalara rehber
olacag disiiniilmektedir. Boylece leishmaniasisin mevcut tedavisine alternatif olarak
kullanilmast i¢in, VL etkeni olan L. infantum promastigotlari iizerinde RTN-PLGA
NP’lerinin in vivo antileishmanial etkinlik deneylerinin yapilmasi Onerilmektedir.
Calismamizda kullandigimiz RTN’nin ve RTN-PLGA NP’lerinin antileishmanial
etkinliginden dolay1 bu ¢alisma sonuglarin in vivo modellerle gelistirilerek klinik

calismalara basamak olmasi bakimindan yararli olabilecegi diisiiniilmektedir.

85



10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

KAYNAKLAR

Weekly epidemiological record. WHO, 2016. 91(22): p. 285-296.

Attioua, B., et al., In vitro antiplasmodial and antileishmanial activities of
flavonoids from Anogeissus leiocarpus (Combretaceae). Int J Pharmaceut
Rev Res, 2011. 11: p. 1-6.

Canim Ates, S., Istanbul'daki kan merkezlerinden elde edilen dondr kan
orneklerinde Leishmania parazitlerinin yeni mikrokiiltiir yontemi ve diger
yontemler ile karsilastirmali incelenmesi. Doktora Tezi, Yildiz Teknik
Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii, Istanbul, 2012.

da Silva, E.R., et al., Dietary polyphenols Rutin, Taxifolin and Quercetin
related compounds target Leishmania amazonensis arginase. Food &
Function, 2019.

Sen, R. and M. Chatterjee, Plant derived therapeutics for the treatment of
Leishmaniasis. Phytomedicine, 2011. 18(12): p. 1056-1069.

Singh, N., et al., Natural product based leads to fight against leishmaniasis.
Bioorganic & Medicinal Chemistry, 2014. 22(1): p. 18-45.

Bakoyiannis, 1., et al., Phytochemicals and cognitive health: Are flavonoids
doing the trick? Biomedicine & Pharmacotherapy, 2019. 109: p. 1488-1497.
Ganeshpurkar, A. and A.K. Saluja, The Pharmacological Potential of Rutin.
Saudi Pharmaceutical Journal, 2017. 25(2): p. 149-164.

Silva, M.C.P.d., et al., Antileishmanial and Immunomodulatory Effect of
Babassu-Loaded PLGA Microparticles: A Useful Drug Target to Leishmania
amazonensis Infection. Evidence-Based Complementary and Alternative
Medicine, 2018. 2018: p. 1-14.

Kemme, M. and R. Heinzel-Wieland, Quantitative Assessment of
Antimicrobial Activity of PLGA Films Loaded with 4-Hexylresorcinol.
Journal of Functional Biomaterials, 2018. 9(1): p. 4.

Makadia, H.K. and S.J. Siegel, Poly Lactic-co-Glycolic Acid (PLGA) as
Biodegradable Controlled Drug Delivery Carrier. Polymers, 2011. 3(3): p.
1377-1397.

Pandey, P., et al., Implication of nano-antioxidant therapy for treatment of
hepatocellular carcinoma using PLGA nanoparticles of rutin. Nanomedicine,
2018. 13(8): p. 849-870.

Yakovich, A.J., Old targets and new beginnings: a multifaceted approach to
combating Leishmaniasis, a neglected tropical disease. The Ohio State
University, Ohio, 2007.

Torres-Guerrero, E., et al., Leishmaniasis: a review. F1000Research, 2017. 6:
p. 750.

Avila, A., Experimental study of the effects of green tea on improvingthe
outcomes of BALB/c mice infected with Leishmania mexicana. The University
of Texas at El Paso, Department of Public Health Sciences, Texas, 2009.
Bariuls, A.-L., et al., A Historical Overview of the Classification, Evolution,
and Dispersion of Leishmania Parasites and Sandflies. PLOS Neglected
Tropical Diseases, 2016. 10(3): p. e0004349.

Ahuja, K., et al., Selective elimination of Leptomonas from the in vitro co-
culture with Leishmania. Parasitology International, 2015. 64(4): p. 1-5.

86



18.

19.

20.

21.

22.

23.

24,

25.

26.

217.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

Pal, D., Characterization of Leishmania major f-Carbonic Anhydrase as a
Potential Drug Target against Leishmaniasis. Indian Institute of Science
Education and Research Kolkata, Mohanpur, 2017.

Vakili, B., et al., Proteome-scale identification of Leishmania infantum for
novel vaccine candidates: A hierarchical subtractive approach.
Computational Biology and Chemistry, 2018. 72: p. 16-25.

Kohl, K., et al., Importance of polyphosphate in the Leishmania life cycle.
Microbial Cell, 2018. 5(8): p. 371-384.

Hemida, M.M.S., Identification of Antikinetoplastid Compounds from
Psorothamnus Polydenius and P. Arborescens. Ohio State University, Ohio,
2005.

Gossage, S.M., M.E. Rogers, and P.A. Bates, Two separate growth phases
during the development of Leishmania in sand flies: implications for
understanding the life cycle. International Journal for Parasitology, 2003.
33(10): p. 1027-1034.

Levinson, W.E., Review of Medical Microbiology and Immunology 14E.
2016: McGraw-Hill Education.

Gutiérrez-Rebolledo, G.A., S. Drier-Jonas, and M.A. Jiménez-Arellanes,
Natural compounds and extracts from Mexican medicinal plants with anti-
leishmaniasis activity: An update. Asian Pacific Journal of Tropical
Medicine, 2017. 10(12): p. 1105-1110.

Abamor, E.S., et al., Meglumine antimoniate-TIO2@Ag nanoparticle
combinations reduce toxicity of the drug while enhancing its antileishmanial
effect. Acta Tropica, 2017. 169: p. 30-42.

WHO, Community-driven programme is key to defeating visceral
leishmaniasis in Bangladesh. [erisim tarihi 18.06.2019].. elektronik adresi:
https://www.who.int/leishmaniasis/news/Defeating_visceral leishmaniasis_in
_Bangladesh/en/.

WHO, The vector. [erisim tarihi 18.06.2019]. elektronik adresi:
https://www.who.int/leishmaniasis/disease/vector/en/.

Roussaki, M., et al., Aurones: A Promising Heterocyclic Scaffold for the
Development of Potent Antileishmanial Agents. International Journal of
Medicinal Chemistry, 2012. 2012: p. 1-8.

Aydin Teke, T., et al., Three Pediatric Cases of Leishmaniasis with Different
Clinical Forms and Treatment Regimens. Turkish Journal of Parasitology,
2015. 39(2): p. 147-150.

WHO, Vector control. [erisim tarihi 18.06.2019]. elektronik adresi:
https://www.who.int/leishmaniasis/vector-control/en/.

Sousa-Batista, A.J., et al., Broad Spectrum and Safety of Oral Treatment with
a Promising Nitrosylated Chalcone in Murine Leishmaniasis. Antimicrobial
Agents and Chemotherapy, 2018. 62(10).

WHO, Cutaneous leishmaniasis. [erisim tarihi 18.06.2019]. elektronik adresi:
https://www.who.int/leishmaniasis/disease/clinical_forms_leishmaniases/en/.
Singh, N., M. Kumar, and R.K. Singh, Leishmaniasis: Current status of
available drugs and new potential drug targets. Asian Pacific Journal of
Tropical Medicine, 2012. 5(6): p. 485-497.

WHO, Status of endemicity of cutaneous leishmaniasis worldwide, 2016.
[erisim tarihi 18.06.2019]. elektronik adresi:
https://www.who.int/leishmaniasis/burden/Status_of _endemicity of CL_wor
Idwide 2016 _with_imported_cases.pdf.

87


https://www.who.int/leishmaniasis/news/Defeating_visceral_leishmaniasis_in_Bangladesh/en/
https://www.who.int/leishmaniasis/news/Defeating_visceral_leishmaniasis_in_Bangladesh/en/
https://www.who.int/leishmaniasis/disease/vector/en/
https://www.who.int/leishmaniasis/vector-control/en/
https://www.who.int/leishmaniasis/disease/clinical_forms_leishmaniases/en/
https://www.who.int/leishmaniasis/burden/Status_of_endemicity_of_CL_worldwide_2016_with_imported_cases.pdf
https://www.who.int/leishmaniasis/burden/Status_of_endemicity_of_CL_worldwide_2016_with_imported_cases.pdf

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44,

45.

46.

47.

48.

49.

50.

Harman, M., Cutaneous Leishmaniasis. Turkish Journal of Dermatology /
Tiirk Dermatoloji Dergisi, 2015. 9(4): p. 168-176.

Siefert, A.L., Biomimetic Nanosystems Targeting Antigen-Presenting Cells
for Improved Immunotherapeutics. Yale University, Connecticut, 2015.
WHO, Mucocutaneous leishmaniasis. [erisim tarihi 18.06.2019]. elektronik
adresi:
https://www.who.int/leishmaniasis/disease/clinical_forms_leishmaniases/en/i
ndex1.html.

Chauhan, K., G. Kaur, and S. Kaur, Activity of rutin, a potent flavonoid
against SSG-sensitive and -resistant Leishmania donovani parasites in
experimental leishmaniasis. International Immunopharmacology, 2018. 64: p.
372-385.

WHO, WHO responds to visceral leishmaniasis outbreak in Kenya. [erisim
tarihi 18.06.2019]. elektronik adresi:
https://www.who.int/leishmaniasis/news/WHO _responds_to VL _outbreak k
enya/en/.

Ahmad, A., et al., Isatis tinctoria mediated synthesis of amphotericin B-
bound silver nanoparticles with enhanced photoinduced antileishmanial
activity: A novel green approach. Journal of Photochemistry and
Photobiology B: Biology, 2016. 161: p. 17-24.

WHO, Visceral leishmaniasis. [erisim tarihi 18.06.2019]. elektronik adresi:
https://www.who.int/leishmaniasis/disease/clinical_forms_leishmaniases/en/i
ndex2.html.

WHO, Special conditions. [erisim tarihi 18.06.2019]. elektronik adresi:
https://www.who.int/leishmaniasis/epidemic/en/.

WHO, Status of endemicity of visceral leishmaniasis worldwide, 2016.
[erisim tarihi 18.06.2019]. elektronik adresi:
https://www.who.int/leishmaniasis/burden/Status_of _endemicity _of VL_wor
ldwide 2016 with_imported_cases.pdf.

WHO, Neglected tropical diseases course now accessible via elLearning.
[erisim tarihi 18.06.2019]. elektronik adresi:
https://www.who.int/neglected_diseases/news/NTD_course_now_accessible
via_elLearning/en/.

Lopes, V.V., et al., 1gG avidity index and complete blood count as
biomarkers of clinical disease in naturally infected dogs with Leishmania
infantum. Vet Parasitol, 2018. 261: p. 96-103.

WHO, Epidemiological situation. [erisim tarihi 18.06.2019]. elektronik
adresi: https://www.who.int/leishmaniasis/burden/en/.

Ertabaklar, H., et al., Comparison of Direct Microscopy, Culture and
Polymerase Chain Reaction Methods for the Diagnosis of Cutaneous
Leishmaniasis. Mikrobiyoloji Bulteni, 2015. 49(1): p. 77-84.

WHO, Diagnosis, detection and surveillance. [erisim tarihi 18.06.2019].
elektronik adresi: https://www.who.int/leishmaniasis/surveillance/en/.

Icen, H., et al., Diyarbakir bolgesindeki sahipsiz kopeklerde toxoplasmosis,
leishmaniasis ve listeriozisin seroprevalansi. Tiirkiye Parazitoloji Dergisi,
2010. 34(1): p. 6-10.

Grecco, S.d.S., et al., In vitro antileishmanial and antitrypanosomal activities
of flavanones from Baccharis retusa DC. (Asteraceae). Experimental
Parasitology, 2012. 130(2): p. 141-145.

88


https://www.who.int/leishmaniasis/disease/clinical_forms_leishmaniases/en/index1.html
https://www.who.int/leishmaniasis/disease/clinical_forms_leishmaniases/en/index1.html
https://www.who.int/leishmaniasis/news/WHO_responds_to_VL_outbreak_kenya/en/
https://www.who.int/leishmaniasis/news/WHO_responds_to_VL_outbreak_kenya/en/
https://www.who.int/leishmaniasis/disease/clinical_forms_leishmaniases/en/index2.html
https://www.who.int/leishmaniasis/disease/clinical_forms_leishmaniases/en/index2.html
https://www.who.int/leishmaniasis/epidemic/en/
https://www.who.int/leishmaniasis/burden/Status_of_endemicity_of_VL_worldwide_2016_with_imported_cases.pdf
https://www.who.int/leishmaniasis/burden/Status_of_endemicity_of_VL_worldwide_2016_with_imported_cases.pdf
https://www.who.int/neglected_diseases/news/NTD_course_now_accessible_via_eLearning/en/
https://www.who.int/neglected_diseases/news/NTD_course_now_accessible_via_eLearning/en/
https://www.who.int/leishmaniasis/burden/en/
https://www.who.int/leishmaniasis/surveillance/en/

51.

52.

53.

54.

55.

56.

S57.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

Ghosh, P., S. Mondal, and T. Bera, Preparation and Characterization of
Andrographolide Nanoparticles for Visceral Leishmaniasis Chemotherapy:
In Vitro and in Vivo Evaluations. International Journal of Pharmacy and
Pharmaceutical Sciences, 2016. 8(12): p. 102.

Jebali, A. and B. Kazemi, Nano-based antileishmanial agents: A
toxicological study on nanoparticles for future treatment of cutaneous
leishmaniasis. Toxicology in Vitro, 2013. 27(6): p. 1896-1904.

Manjolin, L.C., et al., Dietary flavonoids fisetin, luteolin and their derived
compounds inhibit arginase, a central enzyme in Leishmania (Leishmania)
amazonensis infection. Food Chemistry, 2013. 141(3): p. 2253-2262.

de Paula, R.C., et al., In vitro antileishmanial activity of leaf and stem
extracts of seven Brazilian plant species. Journal of Ethnopharmacology,
2019. 232: p. 155-164.

Bouyahya, A., et al., Antileishmanial potential of medicinal plant extracts
from the North-West of Morocco. Beni-Suef University Journal of Basic and
Applied Sciences, 2018. 7(1): p. 50-54.

Robledo, S.M., et al., Antileishmanial Effect of 5, 3"-Hydroxy-7,4"
dimethoxyflavanone ofPicramnia gracilisTul. (Picramniaceae) Fruit:In Vitro
and In Vivo Studies. Advances in Pharmacological Sciences, 2015. 2015: p.
1-8.

Lezama-Davila, C.M., et al., A New Antileishmanial Preparation of
Combined Solamargine and Solasonine Heals Cutaneous Leishmaniasis
through Different Immunochemical Pathways. Antimicrobial Agents and
Chemotherapy, 2016. 60(5): p. 2732-2738.

Hammi, K.M., et al., Antileishmanial activity of Moringa oleifera leaf
extracts and potential synergy with amphotericin B. South African Journal of
Botany, 2019.

Dwivedi, P., et al., Click inspired synthesis of antileishmanial triazolyl O-
benzylguercetin glycoconjugates. Glycoconjugate Journal, 2015. 32(3-4): p.
127-140.

Ferreira, C., et al., Resveratrol Is Active against Leishmania amazonensis:In
Vitro Effect of Its Association with Amphotericin B. Antimicrobial Agents and
Chemotherapy, 2014. 58(10): p. 6197-6208.

Domingues Passero, L.F., et al., Plants used in traditional medicine: extracts
and secondary metabolites exhibiting antileishmanial activity. Current
clinical pharmacology, 2014. 9(3): p. 187-204.

WHO, Access to essential antileishmanial medicines and treatment. [erisim
tarihi 18.06.2019]. elektronik adresi:
https://www.who.int/leishmaniasis/research/en/.

Boelaert, M., et al., The Diagnostic Accuracy of Serologic and Molecular
Methods for Detecting Visceral Leishmaniasis in HIV Infected Patients:
Meta-Analysis. PLoS Neglected Tropical Diseases, 2012. 6(5): p. e1665.
Yilmazli, O., Zingiber Officinale ve Nigella Sativa'min Leishmania spp.
Uzerine Anti-leishmanial Etkinliklerinin Arastiriimasi. Yiksek Lisans Tezi,
Istanbul Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Istanbul, 2013.

Abamor, E.S., Giimiis (Ag) ve titanyum dioksit (TiO2) nanopartikiillerinin
kiitanoz  leishmaniasis  etkeni L. Tropica parazitleri iizerindeki
antileishmanial etkilerinin incelenmesi. Yiiksek Lisans Tezi, Yildiz Teknik
Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Istanbul, 2010.

89


https://www.who.int/leishmaniasis/research/en/

66.

67.

68.

69.

70.

71.

72.

73.

74.

75.

76.

77.

78.
79.

80.

81.

Ozbilgin, A., et al., Comparison of culture media in the isolation and
diagnosis of cutaneous leishmaniasis. Vol. 4. 2010. 1038-1043.

Daneshbod, Y., et al., Clinical, histopathologic, and cytologic diagnosis of
mucosal leishmaniasis and literature review. Archives of pathology &
laboratory medicine, 2011. 135(4): p. 478-482.

Moritz, A., S. Prinzinger, and N. Bauer, Canine visceral leishmaniasis:
infectious agent, infection, clinical signs, diagnosis, therapy and prophylaxis
- a review. Kleintierpraxis, 2001. 46(9): p. 533-547.

Allahverdiyev, A.M., et al.,, A sensitive new microculture method for
diagnosis of cutaneous leishmaniasis. The American journal of tropical
medicine and hygiene, 2004. 70(3): p. 294-297.

Sarkari, B., et al, Performance of an ELISA and Indirect
Immunofluorescence Assay in Serological Diagnosis of Zoonotic Cutaneous
Leishmaniasis in Iran. Interdisciplinary Perspectives on Infectious Diseases,
2014. 2014: p. 1-4.

Michel, G., et al., Importance of worldwide asymptomatic carriers of
Leishmania infantum (L. chagasi) in human. Acta Tropica, 2011. 119(2-3): p.
69-75.

Ates, S.C., et al., Detection of antileishmanial antibodies in blood sampled
from blood bank donors in Istanbul. Future microbiology, 2012. 7(6): p. 773-
779.

Zeyrek, F.Y., M. Korkmaz, and Y. Ozbel, Serodiagnosis of Anthroponotic
Cutaneous Leishmaniasis (ACL) Caused by Leishmania tropica in Sanliurfa
Province, Turkey, Where ACL Is Highly Endemic. Clinical and Vaccine
Immunology, 2007. 14(11): p. 1409-1415.

Romero, L.I., et al., Evaluation of serological assays based on a novel
excreted antigen preparation for the diagnosis of Cutaneous Leishmaniasis in
Panama. Journal of Microbiological Methods, 2004. 57(3): p. 391-397.
Jensen, A.T.R., et al., Serodiagnosis of Leishmania donovani infections:
assessment of enzyme-linked immunosorbent assays using recombinant L.
donovani gene B protein (GBP) and a peptide sequence of L. donovani GBP.
Transactions of The Royal Society of Tropical Medicine and Hygiene, 1999.
93(2): p. 157-160.

Najafi, A., et al., Evaluation of Diagnostic Tests for Visceral Leishmaniasis
in Iran: A Meta-Analysis. Journal of Microbiology and Infectious Diseases,
2019: p. 16-22.

Lewin, G., et al., In vitro antileishmanial properties of new flavonoids
against Leishmania donovani. Biomedicine & Preventive Nutrition, 2011.
1(3): p. 168-171.

Frutos, M.J., L. Rincén-Frutos, and E. Valero-Cases, Rutin. 2019: p. 111-117.
Leonarduzzi, G., et al., Design and development of nanovehicle-based
delivery systems for preventive or therapeutic supplementation with
flavonoids. Current medicinal chemistry, 2010. 17(1): p. 74-95.

Nishiumi, S., et al., Dietary flavonoids as cancer-preventive and therapeutic
biofactors. Vol. 3. 2011. 1332-62.

Huang, Z., et al., Effects of rutin and its derivatives on citrinin production by
Monascus aurantiacus Li AS3.4384 in liquid fermentation using different
types of media. Food Chemistry, 2019. 284: p. 205-212.

90



82.

83.

84.

85.

86.

87.

88.

89.

90.

91.

92.

93.

94.

95.

96.

97.

98.

Hassan, F., et al., Growth Performance, Antioxidant Capacity, Lipid-Related
Transcript Expression and the Economics of Broiler Chickens Fed Different
Levels of Rutin. Animals, 2018. 9(1): p. 7.

Hosseinzadeh, H. and M. Nassiri-Asl, Review of the protective effects of rutin
on the metabolic function as an important dietary flavonoid. Journal of
Endocrinological Investigation, 2014. 37(9): p. 783-788.

Singh, S., et al., Rutin protects t- butyl hydroperoxide-induced oxidative
impairment via modulating the Nrf2 and iNOS activity. Phytomedicine, 20109.
55: p. 92-104.

de Medeiros, D.C., et al., Preclinical Evaluation of Rutin-Loaded
Microparticles with an Enhanced Analgesic Effect. ACS Omega, 2019. 4(1):
p. 1221-1227.

Zhong, T., et al., Polyphenol oxidase/gold nanoparticles/mesoporous carbon-
modified electrode as an electrochemical sensing platform for rutin in dark
teas. RSC Advances, 2019. 9(4): p. 2152-2155.

Yang, H., et al., Rutin alleviates hypoxia/reoxygenation-induced injury in
myocardial cells by up-regulating SIRT1 expression. Chemico-Biological
Interactions, 2019. 297: p. 44-49.

Gegotek, A., P. Rybattowska-Kawatko, and E. Skrzydlewska, Rutin as a
Mediator of Lipid Metabolism and Cellular Signaling Pathways Interactions
in Fibroblasts Altered by UVA and UVB Radiation. Oxidative Medicine and
Cellular Longevity, 2017. 2017: p. 1-20.

Olaleye, M.T. and A.C. Akinmoladun, Comparative gastroprotective effect of
post-treatment with low doses of rutin and cimetidine in rats. Fundamental &
Clinical Pharmacology, 2013. 27(2): p. 138-145.

Deepika, M.S., et al., A novel rutin-fucoidan complex based phytotherapy for
cervical cancer through achieving enhanced bioavailability and cancer cell
apoptosis. Biomedicine & Pharmacotherapy, 2019. 109: p. 1181-1195.

Qu, S., et al., Rutin Attenuates Vancomycin-Induced Nephrotoxicity by
Ameliorating Oxidative Stress, Apoptosis, and Inflammation in Rats.
Antimicrobial Agents and Chemotherapy, 2018. 63(1).

Peng, F., et al., The application of deep eutectic solvent on the extraction and
in vitro antioxidant activity of rutin from Sophora japonica bud. Journal of
Food Science and Technology, 2018. 55(6): p. 2326-2333.

Agnieszka, G., et al., Differences in rutin effect on membrane phospholipids
in skin fibroblasts irradiated with UVA and UVB. Free Radical Biology and
Medicine, 2018. 124: p. 568.

Gautam, R., et al., Rutin attenuates intestinal toxicity induced by
Methotrexate linked with anti-oxidative and anti-inflammatory effects. BMC
Complementary and Alternative Medicine, 2016. 16(1).

Wang, S., et al., Rutin Inhibits Streptococcus suis Biofilm Formation by
Affecting CPS Biosynthesis. Frontiers in Pharmacology, 2017. 8.

Can, O.D., et al, New antidepressant drug candidate:Hypericum
montbrettiextract. Natural Product Research, 2011. 25(15): p. 1469-1472.
Herrera-Ruiz, M., et al.,, Antidepressant effect and pharmacological
evaluation of standardized extract of flavonoids from Byrsonima crassifolia.
Phytomedicine, 2011. 18(14): p. 1255-1261.

Machado, D.G., et al., Antidepressant-like effect of rutin isolated from the
ethanolic extract from Schinus molle L. in mice: Evidence for the involvement

91



99.

100.

101.

102.

103.

104.

105.

106.

107.

108.

109.

110.

111.

112.

113.

114.

of the serotonergic and noradrenergic systems. European Journal of
Pharmacology, 2008. 587(1-3): p. 163-168.

Noldner, M. and K. Schétz, Rutin is essential for the antidepressant activity
of Hypericum perforatum extracts in the forced swimming test. Planta
Medica, 2002. 68(07): p. 577-580.

Du, B., et al., Antidepressant-like effects of the hydroalcoholic extracts of
Hemerocallis Citrina and its potential active components. BMC
complementary and alternative medicine, 2014. 14(1): p. 326.

Dimpfel, W., Rat electropharmacograms of the flavonoids rutin and
quercetin in comparison to those of moclobemide and clinically used
reference drugs suggest antidepressive and/or neuroprotective action.
Phytomedicine, 2009. 16(4): p. 287-294.

Saleh, A, et al., Rutin and orlistat produce antitumor effects via antioxidant
and apoptotic actions. Naunyn-Schmiedeberg's Archives of Pharmacology,
2018. 392(2): p. 165-175.

Chandra, Y.P. and A.H.M. Viswanathswamy, Chemo Preventive Effect of
Rutin Against N-Nitrosodiethylamine-Induced and Phenobarbital- Promoted
Hepatocellular Carcinoma in Wistar Rats. Indian Journal of Pharmaceutical
Education and Research, 2018. 52(1): p. 78-86.

Ganeshpurkar, A., et al., Rutin exerts antiulcer effect by inhibiting the gastric
proton pump. Indian Journal of Pharmacology, 2013. 45(4): p. 415.

Roussaki, M., et al., Encapsulation of the natural antioxidant aureusidin in
biodegradable PLA nanoparticles. Polymer Degradation and Stability, 2014.
108: p. 182-187.

Ahmad, A., et al., Silver and gold nanoparticles from Sargentodoxa cuneata:
synthesis, characterization and antileishmanial activity. RSC Advances,
2015. 5(90): p. 73793-73806.

do Nascimento, T.G., et al., Polymeric Nanoparticles of Brazilian Red
Propolis  Extract: Preparation, Characterization, Antioxidant and
Leishmanicidal Activity. Nanoscale Research Letters, 2016. 11(1).

Derman, S., K. Kizilbey, and Z.M. Akdeste, Polymeric nanoparticles. Sigma,
2013. 31: p. 107-120.

Kizilbey, K., Optimization of Rutin-Loaded PLGA Nanoparticles Synthesized
by Single-Emulsion Solvent Evaporation Method. ACS Omega, 2019. 4(1): p.
555-562.

Arasoglu, T., et al, Preparation, characterization, and enhanced
antimicrobial activity: quercetin-loaded PLGA nanoparticles against
foodborne pathogens. Turkish Journal of Biology, 2017. 41: p. 127-140.
Derman, S., et al., The Study Of Synthetic Peptide Loaded PLGA
Nanoparticles Cytotoxicity In Vitro. Vol. 26. 2017. 8.

Costa Lima, S., et al., In vitro evaluation of bisnaphthalimidopropyl
derivatives loaded into pegylated nanoparticles against Leishmania infantum
protozoa. International Journal of Antimicrobial Agents, 2012. 39(5): p. 424-
430.

Kirik, T., Farkli yontemler  kullamilarak rutin  yiiklic PLGA
nanopartikiillerinin sentezi ve karakterizasyonu. Yiiksek Lisans Tezi, Istanbul
Yeni Yiizyil Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Istanbul, 2018.

Abamor, E.S., A New Approach To The Treatment of Leishmaniasis:
Quercetin-Loaded Polycaprolactone Nanoparticles. Journal of the Turkish
Chemical Society, Section A: Chemistry, 2018: p. 1071-1082.

92



115.

116.

117.

118.

119.

120.

121.

122.

123.

124.

125.

126.

127.

128.

129.

Derman, S., et al., Preparation, characterization and immunological
evaluation: canine parvovirus synthetic peptide loaded PLGA nanoparticles.
Journal of Biomedical Science, 2015. 22(1).

Abamor, E.S., Nanopartikiil-Glukantim ve Nanopartikiil-Nigella Sativa Yag
Kombinasyonlarinin ~ Leishmania  Tropica'va Karsi  Antileishmanial
Etkilerinin In Vitro ve In Vivo Incelenmesi ve Kiitanoz Leishmaniasis'in
Tedavisinde Yeni Yaklasimlarin Gelistirilmesi. Doktora Tezi, Yildiz Teknik
Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Istanbul, 2014.

Abamor, E.S., Antileishmanial activities of caffeic acid phenethyl ester
loaded PLGA nanoparticles against Leishmania infantum promastigotes and
amastigotes in vitro. Asian Pacific Journal of Tropical Medicine, 2017. 10(1):
p. 25-34.

Bhattacharjee, A., et al.,, Determination of half maximal inhibitory
concentration of CaAl layered double hydroxide on cancer cells and its role
in the apoptotic pathway. Applied Clay Science, 2019. 168: p. 31-35.
Mendonga, D.V.C., et al., Poloxamer 407 (Pluronic® F127)-based polymeric
micelles for amphotericin B: In vitro biological activity, toxicity and in vivo
therapeutic efficacy against murine tegumentary leishmaniasis. Experimental
Parasitology, 2016. 169: p. 34-42.

Morais-Teixeira, E.d., et al., The in vitro leishmanicidal activity of
hexadecylphosphocholine (miltefosine) against four medically relevant
Leishmania species of Brazil. Memorias do Instituto Oswaldo Cruz, 2011.
106(4): p. 475-478.

Bhattacherjee, A., K. Dhara, and A.S. Chakraborti, Argpyrimidine-tagged
rutin-encapsulated biocompatible (ethylene glycol dimers) nanoparticles:
Synthesis, characterization and evaluation for targeted drug delivery.
International Journal of Pharmaceutics, 2016. 509(1-2): p. 507-517.
Mauludin, R., R.H. Miiller, and C.M. Keck, Development of an oral rutin
nanocrystal formulation. International Journal of Pharmaceutics, 2009.
370(1-2): p. 202-2009.

Mauludin, R., R.H. Miiller, and C.M. Keck, Kinetic solubility and dissolution
velocity of rutin nanocrystals. European Journal of Pharmaceutical Sciences,
2009. 36(4-5): p. 502-510.

Muller, R.H. and C.M. Keck, Challenges and solutions for the delivery of
biotech drugs — a review of drug nanocrystal technology and lipid
nanoparticles. Journal of Biotechnology, 2004. 113(1-3): p. 151-170.

Kumari, A., S.K. Yadav, and S.C. Yadav, Biodegradable polymeric
nanoparticles based drug delivery systems. Colloids and Surfaces B:
Biointerfaces, 2010. 75(1): p. 1-18.

Muthu, M.S., et al., PLGA nanoparticle formulations of risperidone:
preparation and neuropharmacological evaluation. Nanomedicine:
Nanotechnology, Biology and Medicine, 2009. 5(3): p. 323-333.

Bala, I., S. Hariharan, and M.R. Kumar, PLGA nanoparticles in drug
delivery: the state of the art. Critical Reviews™ in Therapeutic Drug Carrier
Systems, 2004. 21(5).

Bejjani, R.A., Nanoparticles for gene delivery to retinal pigment epithelial
cells. Molecular Vision, 2005.

Ghosh, S., N. Kar, and T. Bera, Oleanolic acid loaded poly lactic co- glycolic
acid- vitamin E TPGS nanoparticles for the treatment of Leishmania

93



130.

131.

132.

donovani infected visceral leishmaniasis. International Journal of Biological
Macromolecules, 2016. 93: p. 961-970.

Abamor, E.S., et al., Nigella sativa oil entrapped polycaprolactone
nanoparticles for leishmaniasis treatment. IET Nanobiotechnology, 2018.
12(8): p. 1018-1026.

Allahverdiyev, A.M., et al., Investigation of antileishmanial activities of
Tio2@Ag nanoparticles on biological properties of L. tropica and L.
infantum parasites, in vitro. Experimental Parasitology, 2013. 135(1): p. 55-
63.

Allahverdiyev, A.M., et al., A New Aspect Against Leishmaniasis: Exosomes
Obtained from Immune Cells and Parasites. The Journal of Advances in
Parasitology, 2018. 5(4).

94



Adi Soyadi
Dogum Yeri
Dogum Tarihi
e-posta adresi

Adresi

Egitim Bilgileri
Lise
Lisans

Yiiksek Lisans

Yabanci Dil ve Diizeyi

Is Deneyimi

OZGECMIS

: Fulya KAHVECIOGLU CETIN

: Uskiidar / Istanbul

: 02.09.1988

: fulya.kahvecioglu@yeniyuzyil.edu.tr

: Dumlupinar Mahallesi Sahika Sokak Giizin Sitesi 10B

Daire: 13 Kadikdy / Istanbul

: Mehmed Bayazid Lisesi (YDA) / Fen Bilimleri
: Istanbul Universitesi / Fizik

: Marmara Universitesi / Isletme-Stratejik Marka

Yonetimi (Tezsiz)

: Ingilizce (Upper Intermediate)

: Istanbul Yeni Yiizy1l Universitesi

Ogretim Gorevlisi (2015 - Halen)

95



