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ederim.
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Tezin Bashgi: Sirnak bolgesinden toplanan Prangos ferulacea ve Ferula orientalis
ekstrelerinin Tirkiye’den izole edilmis Leishmania tropica’ya karsi antileishmanial
etkilerinin arastirilmasi

Ogrencinin Adi: Sefer Ozer BABAT

Damisman: Prof. Dr. Nogay GIRGINKARDESLER

Anabilim Dali: Tibbi Parazitoloji

1. OZET

Amag¢: Her yil yaklasik 1,2 milyon yeni olgunun gelistigi leishmaniasisin
tedavisinde son yillarda giderek artan ilag direnci goriilmektedir. Bu nedenle, bitki
kaynakli bilesiklere ilgi son yillarda artmis ve in vitro ¢alismalarda yeni
antileishmanial ajan adaylar1 olarak denenmektedir. Bu nedenle leishmaniasise karsi
uygulanacak yeni terapétiklerin belirlenmesini amaglayan ¢alismalar zorunlu bir hale
gelmektedir. Bu ¢alismada, Sirnak kirsalindan toplanan Prangos ferulacea ve Ferula
orientalis bitki ekstrelerinin Leishmania tropica’ya karsi antileishmanial etkisinin
arastirilmasi amaclanmistir.

Yontem: P. ferulaceae ve F. orientalis bitkilerinden ekstreler elde edilmis ve
elde edilen ekstrelerin sitotoksik aktivite testleri yapilmistir. Daha sonra sivi azotta
muhafaza edilen Tiirkiye’den elde edilmis L. tropica izolatt NNN ve RPMI 1640
besiyerlerinde iretilmistir. L. tropica izolati, elde edilen her bir ekstreye karsi
antileishmanial etkinligi XTT kiti ve hemositometre yontemi ile degerlendirilmistir.
Yapilan ¢alismada ilag aday1 olabilecek ajanlarin saptanmasi i¢in minumum inhibitor
konsantrasyon degerleri belirlenmeye ¢alisilmistir.

Bulgular: Calismamizda bitki ekstrelerinin parazitletlerin %100’{inii inhibe
eden 1 mg/mL konsantrasyonun altindaki bitki ekstrelerinden P. ferulaceae bitkisinin
kok ve meyve kloroform ekstreleri, F. orientalis bitkisinin kdk ve meyve etanol
ekstreleri ile govde ve meyve kloroform ekstreleri antileishmanial aktivite
gosterirken, diger ekstrelerimiz antileishmanial aktivite agisinda zayif olarak
degerlendirilmistir.

Sonug: Antileishmanial aktivitelerini inceledigimiz alt1 bitki ekstreleri arasinda
en etkili iki ilag adayinin P. ferulaceae kok etanol ekstresi ve meyve kloroform
ekstresi olabilecegi kanisina varilmistir. Ayrica ¢alismamizda sadece P. ferulaceae

kok etanol ekstresinin sitotoksik aktivite gosterdigi saptanmustir.



Anahtar Kelimeler: Prangos ferulacea, Ferula orientalis, Leishmania tropica,
Antileishmanial etki



Project Title: Investigating the antileishmanial effects of Prangos ferulacea and
Ferula orientalis extracts collected from Sirnak province against Leishmania tropica

isolated from Turkey

Student Name: Sefer Ozer BABAT
Advisor: Prof. Dr. Nogay GIRGINKARDESLER
Master of Science: Medical Parasitology

2. ABSTRACT

Purpose: Drug resistance has increased in recent years in the treatment of
leishmaniasis, which develops approximately 1.2 million new cases each year. For
this reason, the interest in plant-derived compounds has increased in recent years;
and in vitro studies have been conducted to use such compounds as candidates of
new antileishmanial agents. In this respect, studies aiming to determine new
therapeutics against leishmaniasis become compulsory. In the present study, the
purpose was to investigate the antileishmanial effects of Prangos ferulacea and
Ferula orientalis plant extracts collected from the Sirnak countryside against
Leishmania tropica.

Method: The extracts of P. ferulaceae and F. orientalis plants were obtained;
and cytotoxic activity tests of these extracts were carried out. Then, the L. tropica
isolate that was obtained from Turkey and stored in liquid nitrogen, was reproduced
in NNN and RPMI 1640 broth medium. The L. tropica isolate was evaluated in terms
of its” antileishmanial efficacy against each extract obtained with the XTT Kit and
Haemocytometer Method. In the study, the minimum inhibitory concentration values

were determined to identify the agents that might be candidates as drugs.

Results: In the present study, it was determined that the root and fruit
chloroform extracts among the plant extracts below 1 mg/mL concentration
inhibiting 100% of parasites, the root and fruit ethanol extracts of the P. ferulaceae
plant, and the root and fruit ethanol extracts of the F. orientalis plant and ethanol
extracts and the body and fruit chloroform extracts show antileishmanial activity;
however, other extracts were evaluated to be weak in terms of antileishmanial

activity.



Conclusion: It was concluded that, among these six plants extracts we examined
for antileishmanial activity, the two most effective drug candidates were might be P.
ferulaceae root ethanol extract and fruit chloroform extract. In addition, it was also
determined that only P. ferulaceae root ethanol extract showed cytotoxic activity in

our study.

Keywords: Prangos ferulacea, Ferula orientalis, Leishmania tropica,
Antileishmanial effect



3. GIRIS ve AMAC

Leishmaniasis Leishmania cinsi hiicre i¢i zorunlu protozoonlarin neden oldugu
vektor kaynakli bir hastaliktir. Leishmaniasis diinya genelinde 98 {ilkeyi kapsayan
tropik, subtropik ve Akdeniz havzasinin genis alanlarinda endemiktir. Diinya Saglik
Orgiitii (DSO) verilerine gdre endemik bolgelerde yaklasik 350 milyon insanin risk
altinda ve yaklasik 12 milyon insanin da enfekte oldugu tahmin edilmektedir (World
Health Organization 2018). Endemik bdlgelerde yillik 0,7-1,2 milyon araliginda
kutanoz leishmaniasis (KL) vakasi ve 200-400 bin viseral leishmaniasis (VL) vakasi
meydana geldigi ve mortalitesinin ise 20-50 bin aralifinda oldugu tahmin
edilmektedir (Akhoundi ve ark. 2016). Tropikal hastaliklar igerisinde leishmaniasis,
morbiditede agisindan dordiincii sirada yer alirken, mortalitede agisindan ikinci
sirada yer almaktadir. Insanlardaki paraziter hastaliklar icerisinde leishmaniasis,
sitma ve schistosomiasisten sonra en yiiksek morbiditeye sahip ti¢lincii ve sitmadan
sonra en fazla mortaliteye sahip ikinci paraziter hastaliktir (Savoia 2015).

Gelisen molekiiler teknikler ve protein analizleri gibi modern yodntemler
sayesinde tlir ayrimi kesin olarak yapilabilmektedir. Bu giine kadar Leishmania
cinsine ait 53 tir tamimlanmistir ve bunlardan 31°i memelilerde parazitemi
olustururken, sadece 20’sinin insanlarda parazitemiye neden oldugu bildirilmistir
(Bruschi e Gradoni 2018).

Insanlarda VL, KL ve mukokutandz leishmaniasis (MKL) olmak iizere
leishmaniasisin 3 farkli temel klinik formu goriilir. VL i¢ organlara yerlesen ve
tedavi edilmediginde 6liimle sonuglanan en agir klinik formdur. KL ise genellikle
kendiliginden iyilesebilen cilt lilserleri seklindeki formudur. MKL ise agiz, burun ve
bogaz mukoza zarlarmin sekillerinin bozulmasia sebep olur. Bunlara ek olarak
hastada yiizde ya da diger agik alanlara plak benzeri ya da nodiiller seklinde gelisen
fakat lezyon olusturmayan diffiiz kutandz leishmaniasis (DKL) ve VL sonrasinda
hastada Post-Kala-Azar Dermal Leishmaniasis (PKDL) seklinde hastaligin bu iki
sekonder formu da goriilebilmektedir (Alemayehu e Alemayehu 2017).

Leishmania tedavisi temelde bes degerlikli antimon bilesiklerinin kullanimina
dayanmakla birlikte Pentamidin, amfoterisin B (AmpB) ve lipozomal formiilasyonu,
paramomisin ve miltefosin gibi ikinci basamak ilaglar da kullanilmaktadir. Bununla
birlikte toksisite, yiiksek maliyet ve/veya parazit direncinin artmasi bu bilesiklerin

etkinligini  engellemistir. AmpB, Leishmania tedavisinde uygulugu 1iyi



degerlendirilmis bir ilagtir; fakat bobrek, karaciger ve kalp toksisitesi gibi yan
etkileri, uygulamasini smirlandirmistir. AmpB igeren lipit bazli formiilasyonlar
serbest iirliniin kullanimina kiyasla daha yiliksek etkinlik ve daha diisiik toksisite
gOstermistir; Bununla birlikte, bu formiilasyonlarin yiiksek maliyeti, gelismekte olan
tilkelerde sinirlayic bir faktordiir. Bu baglamda, leishmaniasise karst uygulanacak
yeni terapotiklerin belirlenmesini amaglayan ¢alismalar zorunlu bir hale gelmektedir
(Tavares ve ark. 2019).

Dogal {iriinler ilag endiistrisi tarafindan biyolojik aktivite gosteren degerli yeni
bir molekiil kaynagi olarak kabul edilmistir. Bitki kaynakli bilesiklere son yillarda
ilgi artmis ve in vitro ¢alismalarda yeni antileishmanial ajanlar olarak belirlenmistir
(Cheuka ve ark. 2017).

Bu calismada, Sirnak kirsalindan toplanan Prangos ferulaceae ve Ferula
orientalis bitkilerinin toprak alti ve toprak istii kisimlarinin su, sulu etanol ve
klorofom ekstrelerinin Leishmania tropica parazitine karsi antileishmanial etkisinin
arastirtlmas1 amaclanmustir. P. ferulaceae ve F. orientalis bitkilerinin toprak alt1 ve
toprak tistii kisitmlarindan ekstreler elde edilerek ve elde edilen ekstrelerin sitotoksik
aktivite testleri yapilmistir. Daha sonra Manisa Celal Bayar Universitesi Tip
Fakiiltesi Parazit Bankasinda sivi azotta muhafaza edilen Tiirkiye’den elde edilmis L.
tropica izolatt uygun kosullarda sivi azottan cikarilarak, NNN ve RPMI 1640
besiyerinde iiretilmistir. Logaritmik faza giren L. tropica elde edilen her bir ekstreye
kars1 antileishmanial etkinligi XTT kiti ve hemositometre yontemi ile

degerlendirilmistir.



4. GENEL BILGILER

4.1 Leishmania’NIN TARIHCESI

Leishmaniasise ait ilk yazili kayitlar M.O. 7. yiizyila dayandirilmakla birlikte,
ilk defa 1900 yilinda Isko¢ patolog William Boog Leishman tarafindan
Hindistan'daki Ingiliz ordusu birliginde zayiflama ve splenomegali nedeniyle len bir
askerin dalagindan alinan 6rneklerde ovoid yapilar gérdiiglini bildirmistir. Kisa bir
siire sonra Madras Tip Fakiiltesi'nde Irlandali doktor Charles Donovan, hastalardan
alman oOrneklerden benzer Yyapilar buldugunu bildirmistir. Literatiire ilk Once
Piroplasma donovani olarak gegtikten sonra Leishmania cinsinin tanimlanmasiyla
Leishmania donovani olarak degistirilmistir. Baslangicta sporozoan olarak diisiiniilen
parazitin, 1904 yilinda Leonard Rogers tarafindan kamgili bir kan paraziti oldugu
bildirmistir (Steverding 2017).

L. tropica igin ise; ilk olarak James Homer Wright tarafindan bir yara
orneginden izole ettigi bu protozoonun ayrintili bir tanimlamasimi yaparak
Helcosoma tropicum adini vermistir. Fakat Max Liihe tarafindan L. tropica olarak
degistirilmistir. Wassily Larionovich Yakimoff ve Nathan Isaakovich Schokhor
tarafindan 1914 yilinda, L. tropica'ya ait kiigiik amastigotlar seklinde goriilen L.
tropica minor ve daha biiyiik amastigotlar seklinde goriilen L. tropica major olarak
iki alt tlire ayrildigini bildirdiler. Bray ve ark. 1973 yilinda L. tropica'nin iki alt
tirtinden biri olarak kabul edilen L.t. minor’iin kuru tip lezyonlar olusturdugu ve
kentsel bolgelerde goriildiigiinii, diger bir alt tiir olarak kabul edilen L. t. major’un
ise 1slak tip ilsere benzer lezyonlar olsturdugunu ve kirsal bolgelerde gorildiiglini
bildirmislerdir (Steverding 2017).

Molekiiler tekniklerin ve protein analizleri gibi modern ydntemlerin hayatimiza
girmesiyle bugiine kadar Leishmania cinsine ait 53 tiir tanimlanmistir. Bu 53 tiiriin
31’1 memelilerde ve 20’sinin insanlarda parazitemiye sebep oldugu bildirilmistir

(Bruschi e Gradoni 2018).

4.2 Leishmania’NIN SINIFLANDIRILMASI

Baslangigta Leishmania cinsi protozoonlarin  siniflandirilmasi  cografik
dagilimlarina, yonelimlerine, antijenik 6zelliklerine ve klinik formlar1 gibi ekolojik
ve biyolojik 0Ozelliklerine gore yapilmistir. Molekiiler tekniklerin gelismesi ile

birlikte giincel siniflandirma Kriterleri olarak kinetoplast DNA’s1 (kDNA), proteinler,



antijenler ve izoenzim analizleri gibi yontemler smiflandirmada kullanilmaya
baglanmigtir. 1970'lerden bu yana Leishmania cinsinin tiirlerini tanimlamak igin
immiinolojik, biyokimyasal ve genetik veriler gibi temel kriterler kullanilmistir. Bu
molekiiler tekniklerin kullanilmasiyla birlikte Diinya Saglik Orgiitii tarafindan
taksonomik bir program yaymnlamistir. Yeni tiir tespit programi ile izolasyon ve
genetik tanimlama yontemleri tanimlanan tiirlerin sayisinda biiyiik bir artisa neden
olmustur. Giiniimiizde memelilerde parazitemiye neden olan Leishmania cinsine ait
31 tiir tamimlanmis ve yaklagik 20 tanesinin insanlar i¢in patojenik oldugu
bildirilmistir (Bafiuls ve ark. 2007). Leishmania cinsi tiirlerin DSO tarafindan kabul

edilen modern taksonomisi Tablo 1°de verilmistir.

Tablo 1. Leishmania cinsinin DSO tarafindan kabul edilen modern taksonomisi
(Baifiuls ve ark. 2007).

Simf Kinetoplastida
Aile Trypanosomatidac
Cins Crithidia Leptomonas Herpetomonas Blastocrithidia  Leish S leish Ty Phytomonas  Endotrypanum
Alt cins Leishmania Viannia
Kompleks L. donovani L lm(um L. major L. aethiopica L. mexicana L. braziliensis 1. guyanensis L. naiffi 1. lainsoni
Tiirler L. archibaldi L. killicki [ major L. aethiopica L. amazonensis L. braziliensis I, panamensis L. naiffi 1. lainsoni
L. chagast L. tropica 1. gamh . L. peruviana l. guyanensis -y
L. infantum L. mexicana £l patojen L. shawi i
1.. donovani L. pifanoi Eski diinye | L. colombiensis |
L. venezuelensis L. arabica L. equatorensis ]
L. gerbilli | St e AR

L. forattinii L. turanica |
Yeni diinya

L. aristidesi |

L. enrietti |

L. deanei i

L. hertigi

4.3 Leishmania’NIN VEKTORLERI

Leishmania cinsi parazitlerin vektorliigiinii Phlebotomus ve Lutzomyia cinsi kum
sinekleri yapmaktadir. Bugiine kadar alt1 cinse ait 700’den fazla kum sinegi tiirii
tamimlanmistir. Bunlardan Lutzomyia, Warileya ve Brumptomyia Yeni Diinya,
Lutzomyia, Warileya ve Brumptomyia ise Eski Diinya cinsi vektorlerdir. Bu
cinslerden sadece Lutzomyia ve Phlebotomus Leishmania parazitlerinin

bulagsmasinda vektorliik yapar (Akhoundi ve ark. 2016).



Viicudunun tamaminin killarla kapli olmasi, uzun bacaklari, sivrisineklere oranla
cok daha kiigiik yapida olmalar ve hareketsiz olduklarinda kanatlar birbirine 45°’lik
ac1 yapacak sekilde “V” harfine benzer sekilde olmalar1 onlarin morfolojik olarak
ayirt edilmelerini saglar. Bas kisimlar kiiciik olup, gozler bas kisimda genis bir yer
kaplar. Sar1 renkte goriiniirler.

Kum sineklerinin aktiviteleri nemli havalarda olmaktadir. Yagmurlu ya da
riizgarl havalarda inaktif halde olurlar. En aktif olduklar1 zamanlar; safak vaktinde,
aksam karanhiginda ve oOzellikle gecenin erken saatlerindedir. Giiniin diger
zamanlarinda hayvan yuvalari, agaclardaki oyuklarda, magaralarda ve evlerin

nispeten daha serin ve nemli alanlarinda dinlenerek gecirirler (Resim 1). Bu

sineklerin hareket alan1 ¢ok kisadir ve bin metreden daha uzun mesafe alamazlar
(Alemayehu e Alemayehu 2017; Biologics 2017).

Resim 1. Vektor kum sinegi tipik iireme alanlar1 (a. Termit hoyiiklri, b. Kirsal ve
ormanlik biyotop, c¢. Periferik kayalar ve d. Tas duvarli ahil) (Bruschi e Gradoni
2018).

4.4 Leishmania’NIN REZERVUARLARI

Leismaniasis rezervuar tipine gore “Antroponotik leishmaniasis” ve “Zoonotik
leishmaniasis” olarak ikiye ayrilir. Antroponotik leishmaniasis; bulas insan-vektor-

insan seklindedir ve insan rezervuar durumundadir. Zoonotik leishmaniasis; bulas



hayvanlar-vektor-insan seklindedir ve rezervuar olarak vahsi hayvanlar, ¢iftlik
hayvanlar1 ve evcil hayvanlardir (Bruschi e Gradoni 2018).

Insanlar leishmaniasiste iki farkl1 klinik formda ana rezervuar olarak rol oynar:
Birincisi Hindistan ve Dogu Afrika’daki L. donovani kaynakli antroponotik VL
formudur. Diger formu ise Giineydogu Tiirkiye’den Hindistan’in kuzey batisinsa
kadar uzanan subtropikal bolgelerde L. tropicaca’nin neden oldugu antroponotik
KL formudur.

Leishmania infantum Orta ve Giiney Amerika, Akdeniz Havzasi, Orta Dogu ve
Asya'daki bir¢ok tilkede zoonotik VL'in etiyolojik ajanidir. Kopekgiller insan
enfeksiyonu i¢in ana rezervuardir. Leishmania major Hindistan'dan Orta Asya, Orta
Dogu, Kuzey ve Bati Afrika'ya kadar uzanan bir bdlgedeki zoonotik KL'nin ana
nedenidir. Baz1 kemirgen tiirleri rezervuar olarak tanimlanmistir. Tirkiye, Orta
Asya ve Giiney Avrupa'da, L. major'un bu bolgelere yayilmasinda rezervuar olarak

tarla farelerinin biiyiik rol oynadigi bildirilmistir (Bruschi e Gradoni 2018).

Tiirkiye’de yapilan deneysel ¢alismalar sonucunda Mus, Mesocricetus, Meriones
ve Rattus cinslerinin L. tropica, L. major, L. infantum ve L. donovani ile enfekte
olduklar1 gériilmiistiir. Sanliurfa’da yapilan bagka bir ¢alismada L. tropica izolatinin,
M. musculus’u enfekte ettigi bildirilmistir. Buda iilkemizde dogal ortamlarda bulunan
Meriones, Mesocricetus, Rattus ve Mus cinslerinin Leishmaniasis’in yayilmasinda

potansiyel rezervuarlar olabilecegini diisiindiirmektedir (Ozbilgin ve ark. 2018).

4.5 Leishmania’NIN EVRIMIi

Leishmania tiirlerinin hayat dongiisii vektor ile omurgali konak arasinda
gerceklesir. Enfekte omurgali konaktan kan emme sirasinda amastigotlar vektore
gecer. Vektor tarafindan konaktan alinan kan ve amastigotlar vektoriin orta
midesinde bir membran ile sarilmakta ve sindirim enzimleri bu membran igine
salgilanmaktadir. Kan ile birlikte alinan amastigotlarin bir kismi1 burada sindirilirken
diger bir kismu ikiye boliinerek g¢ogalir. Daha sonra amastigotlar burada sekil
degistirmeye baslarlar ve prosiklik promastigot forma doniisiirler. Prosiklik
promastigotlar burada ikiye boéliinerek ¢ogalmaya baslarlar. Sindirim kanalina
yerlesen ve ¢ogalmaya devam eden prosiklik promastigotlar buradan torasik mideye
gecer. Torasik mideye gegen promastigotlar "nektomonad" adi verilen prosiklik

promastigotlara gore daha uzun ve ince bir forma doniisiirler. Buradan torasik
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midenin 6n ucundaki kapaga gelirler ve bagirsak epiteline tutunurlar. Burada
"haptomonad" adi verilen forma doniisiirler. Haptomonad formundaki promastigotlar
vektoriin agiz pargalarindaki bosluklara yerlesirler. Buraya yerlesen promastigotlar
"metasiklik promastigot" olarak adlandirilir. Metasiklik promastigotlar enfektif
formdur ve boliinmezler (Sekil 1). Vektordeki bu dongii 3-7 giin siirer (Bruschi e
Gradoni 2018).

1
1
|
\
1
|

STOMODEUM TORASIK MIDE ABDOMINAL MiDE ’ PROCTODEUM

Sekil 1. Vektor kum sinegi midesinde Leishmania spp’nin gelisimi (amastigot (AM),
peritrophic matrix (PM), prosiklik promastigot (PP), nektomonad (NE), LE = short nectomonads,
haptomonad (HA), metasiklik (MC)) (Bruschi e Gradoni 2018).

Vektoriin omurgali konaktan kan emmesi sirasinda hortum kisminda bulunan
enfektif metasiklik promastigotlar omurgali konagin kanina gecer. Omurgali konagin
viicuduna giren promastigotlar omurgali konagin bagisiklik sistemi tarafindan tespit
edilirler ve makrofajlar tarafindan fagosite edilirler. Makrofojlar tarafindan fagosite
edilen bu promastigotlar fagositik vakuol (fagolizozom) igerisinde amastigot forma
doniistirler. Fagositik vakuol icerisinde siirekli ikiye boliinerek ¢ogalirlar. Makrofaj
igerisinde amastigotlarin ¢ogalmasi sonucu hiicre parcalanir ve amastigotlar serbest
hale gecer. Serbest hale gecen bu amastigotlarin her biri bagka bir makrofaj1 enfekte
eder (Sekil 3). Enfeksiyon deride sinirl kalip KL’ye ya da i¢ organlara gegip VL’ye
sebep olur. Enfeksiyonun klinik formu parazitin tiiriine ve omurgali konagin

bagisiklik sistemine baglidir (Satoskar ve ark. 2014).
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Sekil 2. Leishmania spp.’nin yasam dongiisii (Cabezas ve ark. 2015).

4.6 Leishmania’NIN EPIDEMIiYOLOJIiSi

2015 yilinda tim dinyadaki VL vakalarinin %90’ indan fazlast Brezilya,
Etiyopya, Hindistan, Kenya, Somali, Giiney Sudan ve Sudan’dan bildirilmistir.
Bununla birlikte 60’tan fazla lilkede endemik olarak goriilmektedir. Dogu Afrika ve
Hindistan yarimadasinda yikici salginlara neden olmustur. Kiiresel bazda son on
yilda VL vakalarinda onemli 6lgiide bir azalma olmustur. 2012 yilinda 200-400 bin
yeni VL vakasi oldugu tahmin edilirken, 2017 yilinda 50-90 bin araligia indigi
tahmin edilmektedir. Ozellikle zorunlu gocler ve HIV-VL koenfeksiyonu yeni VL
vakalarinda bir artisga neden olacagi gibi cografik olarak yayilmasma katkida
bulunacag1 ongoriilmektedir. L. infantum ve L. donovani tiirleri bu bolgelerde VL’e
neden olmaktadir (Resim 2) (Burza ve ark. 2018).
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Resim 2. VL’in diinya genelindeki cografik dagilim haritas1 (Aronson ve ark. 2017).

DSO, diinya genelinde yillik 0,7-1 milyon yeni KL vakasi tahmin etmektedir. Bu
vakalarin %90°1 Afganistan, Pakistan, Suriye, Sudi Arabistan, Cezayir, Iran, Brezilya
ve Peru’da goriilmektedir. Zorunlu gogten dolayr endemik olmayan iilkelerde 6nemli
Olcide artmistir. Akdeniz Havzasi, Orta Dogu, Afrika Boynuzu veya Hint
Yarimadasi gevresinde yaygin olarak L. major, L. tropica ve L. aethiopica KL’in ana
sebebi iken, Orta ve Gliney Amerika’da endemik olan L. amazonensis, L. mexicana,
L. braziliensis ve L. guyanensis KL’e neden olmaktadir (Resim 3) (Burza ve ark.
2018).
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Resim 3. KL’in diinya genelindeki cografik dagilim haritas1 (Aronson ve ark. 2017).

Tiirkiye’de yaklasik 50 milyon insanin KL enfeksiyonu agisindan risk altinda
oldugu bildirilmistir. Yillik yeni olgu sayisinin 5.000 civarinda oldugu tahmin
edilmektedir ve bu olgularin biyiik bir kismi Sanlurfa, Diyarbakir, Mardin,
Osmaniye, Adana, Hatay, Kahramanmaras, I¢el ve Antalya’dan bildirilmektedir
(Harman 2015). Tirkiyede 2005-2014 yillar1 arasinda toplam 14.587 KL ve 207 VL
vakast resmi kurumlar tarafindan bildirilmistir. Endemik bdlgelerden endemik
olmayan bolgelere kalici veya mevsimsel goclerin artmasiyla hemen hemen her ilden
olgular bildirilmistir (Giirel ve ark. 2012). Ayrica sayilart 3 milyonu gegen Suriye’li
miiltecilerle birlikte Tiirkiye’de KL vakalarinda ciddi bir artis olmustur. Ulkemizde

KL’in ana etkenleri, L. tropica ve L. major tiirleridir. VL’in etkeni olan L.
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infantum’un da bazi yerlerde KL’e neden oldugu bildirilmistir. Asya ve Afrika
kitasinin endemik iilkelerinde VL in bir diger etkeni olan L. donovani, Tiirkiye’de
2014 yilindan beri VL etkeni oldugu bildirilmistir (Giindiiz ve ark. 2017; Ozbilgin ve
ark. 2016).

4.7 LEISHMANIASISIN PATOGENEZI VE KLIiNiGi

Parazitin tiiriine ve konagin immun tepkisine bagli olarak leishmaniasis klinigi;
(1) kutanoz (lokalize veye yayilmis), (2) mukokutandz ve (3) viseral veya kala-azar
olarak ti¢ farkli ana formda ortaya g¢ikarken, sekonder olarak diffuz kutandz
leishmaniasis (Yaygin Deri Leishmaniasisi) ve PKDL formlar1 da goriilmektedir

(Torres-Guerrero ve ark. 2017).

4.7.1 Kutanoz leishmaniasisin patogenezi ve klinigi

Ulkemizdeki nedensel ajan genelde L. tropica ve L. major olarak kabul edilir.
Vektoriin kan emdigi bolgelerde lokalize olur. Kulaklar, burun, iist dudak, yanaklar,
bacaklar, el-kol ve ayak bilekleri lezyonun en yogun olarak goriildiigii yerlerdir.
Kulugka siiresi genellikle 1 ile 4 hafta arasindadir fakat, bir kag¢ yil kadar da siirebilir
(Torres-Guerrero ve ark. 2017). Lezyonun olusmaya basladig1 bolge; ates ve sisme
ile karakterizedir. Isirik bolgesinde eritematz asemptomatik bir papiil goriiliir ancak
prurit de goriilebilir. Boyutu 1 ile 10 mm arasinda degismektedir. ki giin sonra bir
vezikiile ve daha sonra bir piistiil haline doniislir ve kendiliginden veya travma
sonucu hasar gordiigiinde keskin ve sivri uglu kenarlari olan nodiiler veya kalin
sinirlari olan yuvarlak bir lserli yapi ile sonuglanir (Resim 4). Bu iilserler 3-5 ay ile
15-20 y1l kadar siirebilir. Ulserin tabani siirtiinme sirasinda kanlanan ve pembe bir
periferi olan ve bazen beyazimsi bir zarla kaplanan graniilasyon dokusunu gosterir
(Resim 5). Bazi durumlarda bol miktardaki salgi yapisik bir kabuk olusturur.
Sekonder enfeksiyon yoksa lezyon agrili degildir. Ulserler tek veya ¢oklu olabilir;
onceden vektoriin 1sirigina uzak bolgelerdeki iilserli alanlarda uzun siireli temasta
enfeksiyon ile otoinokiilasyon gozlenmistir. Klinik tablo genellikle bdlgesel

adenopati ile iliskilidir (Torres-Guerrero ve ark. 2017; Giindiiz ve ark. 2017).
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Resim 4. On kolda KL erken dénem lezyon (Torres-Guerrero ve ark. 2017).

Nadir durumlarda ilk lezyon iilserli olmayabilir ve vejetatif goriinim
gelistirebilir. KL L. mexicana kaynakli oldugunda 3-9 ay, L. major oldugu
durumlarda 2-6 ay ve L. braziliensis, L. tropica veya L. panamensis ise 6-15 ay

icerisinde kendiliginden iyilesme goriilebilir (Torres-Guerrero ve ark. 2017).

Resim 5. Ust extremitelerde ileri donem kabarik kenarli KL iilser

(Torres-Guerrero ve ark. 2017).
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Periferinden lezyonun merkezine kadar iyilesmenin siirdiigii 4 yila kadar
spontan iyilesme tanimlanmistir. Spontan iyilesme, diizensiz pigmentasyon ve
telanjiektazi ile depresif bir plak veya hipopigmente merkez ve hiperpigmente
periferik retrakar yaralarin yani sira biiyilk doku yikimina bagli olarak lokal

deformiteye neden olur (Resim 6).

Resim 6. Ust extremitelerde atrofik scar (Torres-Guerrero ve ark.
2017).

Kulak etkilendiginde ¢entik veya yarik seklinde yaralara neden olur (Resim 7).

Resim 7. Kulaktaki atrofik scar (Torres-Guerrero ve ark. 2017).
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Hastalarin yaklasik %33’linde niiksedebilir ya da skar lezyonu orjinal
ataktakilere benzer 6zellikler gostererek yeniden agilabilir. Tekrarlanan yaralar ilk
boliimde goriildiigiinden daha hafif veya daha siddetli olabilir (Torres-Guerrero ve
ark. 2017).

4.7.2 Viseral leishmaniasisin patogenezi ve Klinigi

Kala-Azar olarak da bilinen atesli enfeksiyoz bir hastaliktir. Giiney ve Dogu
Asya’nin bliyiik bir boliimiinde (6zellikle Hindistan ve Cin’de), Afrika kitasinin
biiyiik bir boliimiinde, Giiney Amerika’da, Akdenizin gliney boliimlerinde yaygin
olarak goriilmektedir. Hastalik etkeni (Giliney Amerika, Hindistan ve Dogu
Afrika’da) L. donovani, (Akdeniz bdlgesinde) L. infantum, L. chagasi, L.
amazonensis ve L. tropica tiirleridir. Kulugka siiresi 3 ile 8 ay kadardir. Risk
altindaki popiilasyonu genelde okul dncesi ¢ocuklar, bagisiklig1 baskilanmis kisiler
ve yetersiz beslenen bireylerdir.

Son zamanlarda VL AIDS’li veya intravendz uyusturucu ila¢ kullanan kisilerde
ortak enjektér kullanimina bagli olarak aktarim mekanizmasinin olusmasiyla
vakalarda artis gozlenmistir. Retikiiloendotelyal sistemdeki lezyonlar subklinik bir
seyir izleyebilir veya hastalarda oligosemptomatik ya da semptomatik olabilir.
Enfeksiyon, lenfadenopati, hepatomegali, splenomegali, soluk ten rengi, anemi,
l16kopeni, trombositopeni, ates, gece terlemesi, anoreksi, asteni, deri pigmentasyonu
ve asirt kilo kaybiyla kendini gdsterir. Bunlara ek olarak ¢ocuklarda kronik ishal ve
biiyltime geriligi goriilebilir.

Tipik laboratuvar anomalileri arasinda pantositopeni ve hiperglamaglobiilinemi
vardir. Tedavi edilmediginde trombositopeniye bagli kanama ve iist iiste binmis

enfeksiyonlar nedeniyle 6liimle sonuglanir (Torres-Guerrero ve ark. 2017).

4.7.3 Muko-Kutanéz leishmaniasisin patogenezi ve klinigi

Giliney Amerika’da ve endemik bolgelerde KL hastalarimin %1’i ile %10’u
arasindaki oranlarda iyilestikten 5 y1l sonra MKL’ye doniisebilmektedir. Bu klinik
formun nedensel ajan1 L. braziliensis, L. guyanensis ve L. panamensis’i igeren L.
braziliensis kompleksidir. Nazofarenks mukozasinin tutulumuna ve tahribatina neden
olur (Resim 8). Yaygin tutulum yavastir ve baslangigta rahatsizlik verici bir durum
goriilmez. Bu nedenle mukozal hasar fark edilmez. Bazi durumlarda da sadece hafif

yerel kasint1 ve sisme gortliir.
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Resim 8. Mukokutandz leishmaniasis (Torres-Guerrero ve ark. 2017).

Genellikle lezyonlar burun mukozasinda baglar, oral ve farenks mukozasina,
girtlak, burun ve dudak derisine yayilir. Oral mukoza lezyonlar1 genellikle hafif agr
veya odinofaji ile kaseksi arasinda degisen semptomlar iretir. Lezyonun farinks,
larinks ve Ozefagusu igerdigi durumlar da gozlenir. Hastaligin erken doneminde
yiizeyel llserasyonlarla mukozanin infiltrasyonu daha sonra iilserler gelistikge
sinirlart nekrotik bir hal alir. Ust iiste binen enfeksiyonlar nedeniyle bolgesel lenf
bezleri enfekte olabilir ve agrili bir hal alabilir. Enfeksiyon burun boslugundayken
nazal tirbiinlerin atrofisi ve kikirdakli septumun tahribati goriilebilir. Asir1 agir

durumlarda 6liimle sonuglanabilir (Torres-Guerrero ve ark. 2017).

4.7.4 Diffiiz kutanéz leishmaniasis (Yaygin Deri Leishmaniasisi) ’in
patogenezi ve Kklinigi

Bu form alerji ile karakterize edilir, yani parazit antijenlerine karsi hiicresel
immiin yanit olmamasi durumudur. Bu form kafa derisi hari¢ ve bazen de mukoza
zarinin tutulumu ile derinin ¢ogunda lezyonlar gelistirerek doku, lenf ve kan yollar
yoluyla yayilmasina izin verir. Orta Amerika, Brezilya, Venezuella, Etiyopya ve
Kenya’da gorilir. L. mexicana kompleksi (L. amazonensis, L. braziliensis ve L.
pifanoi) kaynaklidir ve kulaklarda yanaklarda ve ekstremitelerde daha yaygin olarak
goriiliir. Genellikle sert eritemli nodiiller ve kirmizims: kahverengi infiltratif diiz
veye verriikoz plaklar ile baglar. Sonuncusu {llsere olabilir ve ilk olarak yiizde

bulunur daha sonra ekstremiteleri, kalcalari ve mukozalar1 asamali olarak etkiler.
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Bazi durumlarda tiim cilt ylizeyini kaplayabilir (Resim 9). Lenfédem, lenfadenopati,
genel durumda kotillesme ve ates goriilebilir. Orofarinks ve nazofarinks gibi
mukozalar dahil edildiginde agrili nodiiller hava yolu tikanikligina neden olabilir. Bu
klinik formun tedavisi ¢cok zordur ve kendiliginden iyilesme goriilmez. Yaklasik 20

yillik bir gelisim gozlemlenmistir (Torres-Guerrero ve ark. 2017).

Resim 9. DKL klinik form (Torres-Guerrero ve ark. 2017).

4.7.5 Post-Kala-Azar dermal leishmaniasis (PKDL) ’in patogenezi ve Klinigi

VL tedavisi almis kisilerde 6 ay ile 2-3 yil kadar asemptomatik olarak kalan bir
hasta alt grubudur. VL tedavisi basarili olmasina ragmen daha sonralarda deride
yaygin makiiller, makiilopapiiller veya nodiiler lezyonlara yol acan parazitlerin
fulminan ve progresif poliferasyonu gelisir. L. donovani kaynakli olan bu form
Hindistan’da VL geciren kisilerde 6 ay sonra %5-10 oraninda goriiliirken, Sudan’da
hastalarin %50’sinde 2-3 yil sonra ortaya ¢ikmaktadir. PKDL’in patogenezi tam

olarak anlagilamamis olsa da dermal olarak kalan parazitlere karsi iiretilen interferon
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kaynakli konak immun yanit1 ile iligkili oldugu diisiiniilmektedir. Lezyon biyopsi
orneklerinde VL sebep olan Leishmania’larla ayni1 genotipik &zellige sahip olan
Leishmania amastigotlar1 yogun olarak makrofajlar igerisinde goriilmektedir.
PDKL’nin en sik goriilen sekli hipopigmente makiiller veya yiizdeki papiillerdir.
Lezyonlar nodiiler sekilde en sik kol, bacak agiz ve burun bolgesi ile govdede
yayginlik gosterir (Resim 10). Lezyonlar kasintili veya agrili degildir. PKDL
vakalarinin ¢ogu kendi kendini sinirlar ve tedaviye gerek goriilmez. Stipheli PKDL
vakalarinda ge¢mis tarihli VL Oykiisii ile taniya gidilir (Satoskar ve ark. 2014;
KENYA,; e Health; Chakrabarti ve ark. 2019).

b le l 1d

Resim 10. PKDL klinik form (Chakrabarti ve ark. 2019).

4.8 LEISHMANIASISIN TANISI

Leishmaniasisi  kulucka doneminde asemptomatik olabilir, bazen de
kendiliginden iyilesme goriilebilir. Klinik bulgular kesin taniyr koyamadigindan
leishmaniasiste kesin tani igin laboratuvar tanist biiyiik 6nem arz etmektedir. Pozitif
bir Leishmania sonucunun olasiligini en {ist diizeye ¢ikarmak i¢in ¢oklu tani
yaklagimlar1 kullanilmas1 6nerilmektedir (Aronson ve ark. 2017).

Leishmaniasis doku aspiratlarinda veya biyopsi orneklerinde boyama teknikleri
kullanilarak amastigotlarin tespit edilmesiyle tani konulmaktadir (Resim 11).
Boyanan preparatlarda amastigotlar goriilmediginde yiiksek bir spesifiteye sahip
olan in vitro kiiltir yontemiyle parazit izolasyonu igin Novy-MacNeal-Nicolle
(NNN) besiyerinde Leishmania kiiltiirii tanida kullanilmaktadir (Aronson ve ark.
2017).
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Resim 11. Semear boyali 6rnekte Leishmania amastigotlari (Orijinal).

Ozellikle VL tanisinda serolojik tan1 yontemlerinden Leishmanin (Montenegro)
Deri Testi (LDT), Direkt Agliitinasyon Testi (DAT), IFAT, ELISA, ve Western-Blot
testleri kullanilmaktadir. Bu testlerin 6zgilliigli ve duyarliligi kullanilan teste,
kullanilan antijenlere ve konagin 6zelliklerine gore degisiklik gosterebilir. Serolojik
testler mikroskobi ve kiiltliir sonucunda kesin tani konulamayan VL hastalar1 i¢in
onerilmektedir. HIV/AIDS hastalarinda ya da allta yatan baska sebeplerden dolayi
bagisikligi baskilanmis kisilerde VL icin; tanida yanlis-negatif sonuctan dolayi
serolojik yontemler 6nerilmemektedir (Aronson ve ark. 2017).

Tan1 duyarliligt %70-93’lere ulasan ve mevcut en hassas tani yontemi olan
molekiiler tan1 olarak PCR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu) ile periferal kanda ve doku
aspiratlarinda Leishmania parazitinin DNA’sinin tespiti yapilabilmektedir. Molekiiler
tan1 yontemleri diger testlerde kesin tani konulmadigi durumlarda yapilmaktadir.
Ayrica DNA bazli analizler veya izoenzim analizleri yapilarak parazit tiiriiniin tespiti

de yapilmaktadir (Aronson ve ark. 2017).

4.9 LEISHMANIASISIN TEDAVISi
4.9.1 KL tedavisi

KL hastalarinin  %90’dan fazlasi herhangi bir tedaviye gerek kalmadan

kendiliginden iyilesme goriilebilmektedir. Sistematik bir tedavi gerektiginde ise
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parental segenckler; Amfoterisin B deoksikolat (Fungizone®) giinliik 0.5-1.0 mg/kg
dozda toplam 15-30 mg/kg ya da bes degerlikli antimonallerden (Pentavalent
antimonials); Sodyum stiboglukonat (Pentostam®) ve Megliimin antimonat
(Glucantamine®) 20 giin i¢in toplam 20 mg SbV/kg, Lipozomal amfoterisin B
(AmBisome®) giinliik 3 mg/kg dozda toplam 18-21 mg/kg, Pentamidin isetionat
(Pentam 300®) her doz igin 3-4 mg/kg toplam 3-4 doz uygulanir. Sistematik
tedavide oral secenekler ise; Flukonazol (Diflucan®) yetiskinler icin alti hafta
boyunca 200 mg/giin, Ketokonazol (Nizoral®) yetiskinler i¢in 28 giin boyunca 600
mg/giin, Miltefosin (Impavido®) 30-44 kg araliginda olanlar igin 28 giin boyunca
2,5 mg/giin iken 45 kg ve yukarist olanlar i¢in 28 giin boyunca 50 mg/kg doz
uygulanir. Sistematik tedavide intralezyonel segenekler ise; bes degerlikli
antimonallerden (Pentavalent antimonials) Sodyum stiboglukonat (Pentostam®)
yada Megliimin antimonat (Glucantamine®) 0,1 ml/cm2 veya 5 nokta/lezyon
beyazlasincaya kadar enjekte edilirek bu tedavi sekli lezyon iyilesinceye kadar
yapilir. Sistematik tedavide topikal segenekler ise; Paromomisin preparatlarindan
%15 paromomisin ve %12 MBKL pomad (Leshcutan®) lezyona 10 giin boyunca
uygulandiktan sonra 10 giin ara verilir ve tekrar 10 giin uygulanir, %15 paromomisin
ve %0,5 gentamisin krem (WR 279, 396) pomad 20 giin boyunca her giin uygulanir.
Sicak terapi (ThermoMed TM) 1-3 seans lokal anestezi altinda saglikli goriinen cilde
kadar 1-2 mm araliklarla kare seklinde 30 sn uygulanir. Sivi azotla kryoterapi
lezyon kenarinda saglikli goriinen cilt dokusu 1-2 mm ¢evresi 15-20 sn dondurulur
ve ¢ozlilmesi i¢in 20-60 sn beklenip tekrar uygulanir. Kryoterapi i¢in 3 doz ve her
doz 3 hafta da bir olacak sekilde 6nerilmektedir (Aronson ve ark. 2017).

4.9.2 VL tedavisi

VL tedavisi igin geleneksel sistematik tedavi secenekleri; Lipozomal
amfoterisin B (AmBisome®) giinlik 3 mg/kg dozda toplam 21 mg/kg,
immunosiiprese hastalarda ise giinliik 4 mg/kg dozda toplam 40 mg/kg seklinde,
Miltefosin (Impavido®) 30-44 kg arahiginda olanlar igin 28 giin boyunca 2,5
mg/giin iken 45 kg ve yukarisi olanlar i¢in 28 giin boyunca 50 mg/kg doz
uygulanir. Bes degerlikli antimonallerden (Pentavalent antimonials); Sodyum
stiboglukonat (Pentostam®) ve Meglimin antimonat (Glucantamine®) giinliik 20
mg SbV/kg 28 giin boyunca, Amfoterisin B deoksikolat (Fungizone®) giinliik 1
mg/kg dozda 15-20 giin, Amfoterisin B Lipid kompleks (Abelcet®) giinliik 2-3
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mg/kg dozda 5-10 giin, immunosiiprese hastalarda ise giinliik 3-4 mg/kg dozda
10 giin olacak seklde, Pentamidin isetionat (Pentam 300®) haftada 3 doz
uygulanacak sekilde her doz igin 4 mg/kg toplam 15-30 doz uygulanir.
AIDS/HIV hastalarinda antileishmanial ilaglarla beraber antiviral tedavilerinin de

beraber uygulanmasi onerilmektedir (Aronson ve ark. 2017).

4.9.3 ML tedavisi

ML tedavisi kiginin durumuna bagli olarak degismesine ragmen geleneksel ML
sistematik secenekleri; Amfoterisin B deoksikolat (Fungizone®) giinlik 0,5-1,0
mg/kg dozda toplam 20-45 mg/kg, Lipozomal amfoterisin B (AmBisome®) giinliik
3 mg/kg dozda toplam 20-60 mg/kg, Miltefosin (Impavido®) 30-44 kg araliginda
olanlar i¢in 28 giin boyunca 2,5 mg/giin iken 45 kg ve yukarisi olanlar i¢in 28 giin
boyunca 50 mg/kg doz uygulanir. Bes degerlikli antimonallerden (Pentavalent
antimonials); Sodyum stiboglukonat (Pentostam®) ve Megliimin antimonat
(Glucantamine®) 28 giin boyunca 20 mg SbV/kg, Pentamidin isetionat (Pentam
300®) haftada 3 doz ve her doz icin 3-4 mg/kg seklinde 15 doz uygulanir
(Aronson ve ark. 2017).

410 YENI ANTILEISHMANIAL AJANLAR OLARAK BIiTKi
EKSTRELERI

DSO tarafindan en énemli yedi enfeksiyon arasinda gosterdigi Leishmania
enfeksiyonlarina karsi kullanilmakta olan antileishmanial ilaglarin yiiksek
toksisite, uygulamadaki kisitlamalar, diren¢ gelisimi ve yiiksek maliyet gibi
dezavantajlaridan dolayi, arastirmalar daha ¢ok bitkisel bilesiklerden yeni
antileishmanial ilaglar gelistirilmesi tizerine yogunlasmistir. Etkili bir as1
olmadigindan ve mevcut ilaglardaki sikintilar daha etkili ve ulasilabilir ilaglara
acil ihtiya¢ duyulmaktadir. Yeni antiparaziter ilaglarin gelistirilmesi i¢in bitkisel
ajanlar ciddi bir potansiyel olarak gériilmektedir. Ulkemizde ve diinyadaki
birgok toplumda bitkiler geleneksel tedavilerde ilag olarak kullanilmaktadir.
Yapilan c¢alismalarda bitki ekstrelerinden elde edilen baz1 ajanlarin
antileishmanial etkileri gosterilmistir. Bu bitkisel ajanlardan, Flavonoidlerin; L.
donovani'nin amastigot ve promastigot formlar1 {iizerine etkili oldugu,
kalkonlarin; hem L. major hem de L. donovani amastigotlar1 ve promastigotlari
tizerinde etkili oldugu, iridoitlerin; parazitin DNA’siyla enzim arasindaki

kompleks olusumunu engelleyerek antileishmanial etkinlik gosterdigi, kinolin
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alkoloidlerinin; L. amazonensis’e kars1 gi¢lii antileishmanial 6zellik gosterdigi,
saponinlerin; L. infantum ve L. donovani amastigotlarinda ve promastigotlarinda
gli¢lii antileishmanial 6zellik gosterdigi, lignanlarin; L. infantum ve L. donovani
amastigotlar1 ve  promastigotlar1 iizerinde giiclii antileishmanial 6zellik
gosterdigi, taksoidlerin; L. donovani’nin hiicre i¢i amastigotlari tizerinde giigli
antileishmanial etki gosterdigi, monoterpenlerin; L. amazonensis amastigotlari
ve promastigotlar1 tlizerinde giiglii antileishmanial o6zellik gosterdigi
bildirilmistir. Ayrica bazi bitkisel yaglarin da L. amazonensis amastigotlarinda
ve promastigotlarinda giiclii antileishmanial 6zellik gosterdigi bildirilmistir.
Leishmania parazitleri tlizerinde de bitkisel ajanlarin etkilerinin incelendigi
caligmalar her gegen giin dahada 6nem kazanmaktadir. (Abamor ve ark. 2014;
Hammi ve ark. 2019).

4.10.1 Prangos ferulaceae (L.) Lindl.

Apiceae familyasina ait Prangos ferulaceae (L.) Lindl. ¢ok yillik otsu bir
bitkidir (Resim 12). Tiirkiye bu bitki igin énemli bir merkezdir. Ozellikle Dogu
Anadolu bélgesinde yayilis gostermektedir. P. ferulaceae bir¢ok iilkede geleneksel
halk hekimligi alaninda kullanilmaktadir. Bitkinin meyve, govde ve kok
kisimlarindan elde edilen ekstraktlar sindirim bozukluklari, yaralar iyilestirmek i¢in
ve kanamayi durdurmak i¢in kullanilmaktadir. Prangos tiirlerinin ugucu yaglar
izerine yapilan c¢alismalarda kimyasal bilesenlerinde antifungal, antioksidan ve
antibaktiriyel gibi c¢esitli biyolojik aktiviteleri oldugu bildirilmistir. Ayrica P.
ferulaceae bitkisinde yiiksek antioksidan Ozellige sahip flavonoidler, alkaloitler,
terpenoidler, fenolik bilesikler gibi cesitli bilesiklerin oldugu bildirilmistir
(Soosaraei ve ark. 2017).

Resim 12. Prangos ferulaceae (L.) Lindl. Bitkisi (Sirnak kirsali,

orijinal).
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4.10.2 Ferula orientalis L.

Apiceae familyasina ait F. orientalis L. ¢ok yillik otsu ¢igekli bir bitkidir (Resim
13). Ferula cinsine ait tiirler Orta ve Bat1 Asya ile Dogu Akdeniz iilkelerinde yayilis
gosteririler. Ozellikle 1800-2000 m yiikseklikteki kayalik alanlarda yayilis
gosterirler. Bu cinse ait tilirlerin en bellirgin 6zelligi kiikiiret igeren tiirevler,
kumarinler, seskiterpenler, glukoronik asit, galaktoz, arabinoz, rhanoz ve glukoronik
esterler gibi biyolojik olarak aktif fitokimyasallarin zengin bir kaynagidir. Ayrica
cok giliglii sitotoksik etki gosterdikleri bildirimistir (Razavi ve ark. 2016). F.
orientalis iizerinde daha 6nceden yapilan calismalarda antioksidan ve antifungal
ozellikler gosterdigi  bildirilmistir.  Geleneksel halk tibbinda siskinliklerin
tedavisinde, kanser terapisinde, astim, dizanteri ve gastrointestinal bozukluklar igin
kullanildig1 bildirilmistir (Iranshahi ve ark. 2018).

Resim 13. F. orientalis L. bitkisi (Sirnak kirsali, orijinal).
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5. GEREC ve YONTEM

5.1 BITKILERIN TOPLANMASI VE TUR TAYINLERININ YAPILMASI
5.1.1 Prangos ferulaceae bitkisinin toplanmasi

P. ferulaceae bitkisinin toprak alt1 ve toprak iistii kisimlar1 Sirnak, Hakkari, Van

ve Siirt illerinin kesigim noktast olan 2090 m rakimli yaylalarindan toplanmistir.

5.1.2 Ferula orientalis bitkisinin toplanmasi

F. orientalis bitkisinin toprak alti ve toprak iistii kisimlart Sirnak, Hakkari ve
Van illeri ile fran sinirmin kesisim noktast olan 1.890 m rakimli Farasin yaylasindan

toplanmustir.

5.1.3 Prangos ferulaceae ve Ferula orientalis bitkilerinin tiir tayinlerinin
yapilmasi

P. ferulaceae ve F. orientalis bitkilerinin toprak alt1 ve toprak istii kisimlar
toplandiktan sonra tiir tayinlerinin yapilmasi icin Siirt Universitesi Fen Edebiyat
Fakiiltesi Biyoloji Boliimii'ne gétiiriilerek tiir tayinleri Dr. Ogretim Uyesi Mehmet
Fidan tarafindan yapilmis ve herbaryum numaralari (Prangos ferulaceae:
SUFAF1536- Ferula orientalis: SUFAF1538) verilmistir.

5.2 Prangos ferulaceae ve Ferula orientalis BITKILERININ
EKSTRELERININ CIKARILMASI

Toplanan P. ferulaceae ve F. orientalis bitkilerinin toprak alt1 ve toprak stii
kistmlart Ege Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Farmakoknozi Anabilim dalinda Prof.
Dr. Hiisniye Kayalar sorumlulugunda uygun kosullarda kurutularak daha sonra
degirmende toz haline getirilmis ve bitkilerin su, etanol ve kloroform ekstreleri

cikarilmigtir (Resim 14).

L ,

Resim 14. P. ferulaceae ve F. orientalis bitki ekstrelerinin ¢ikarilmasi (Orijinal).
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5.2.1 Su ekstresinin hazirlanmasi

1. Toprak {istii ve toprak alt1 kisimlar1 toplanip kiiclik pargalar haline getirilmis
ve oda sicakliginda kurutulmustur.

2. Kurutulan toprak iistii ve toprak alt1 kisimlar degirmende toz hale getirilmistir.

3. %2'ik infiizyonu seklinde su ekstresi hazirlandi. 2 g toz edilmis bitkisel
materyal 100 ml kaynamis su icinde 10 dk bekletilip sicakken slizge¢ kagidi
kullanilarak stiziilmiistir.

4. Siiziilen kisim algak basingta rotavaporda 50 °C gegmeyen sicaklikta kuruluga
kadar evapore edilmistir.

5. Daha sonra -80 °C dondurulup liyofilize edildi. Liyofilize edilen materyal eksi

20 °C’de aktivite caligmalar1 yapilmak iizere muhafazaya alinmistir.

5.2.2 Sulu etanol ekstresinin hazirlanmasi

1. Toz haline getirilmis olan toprak iistii ve toprak alti kisimlar (5 g), %60'lik
sulu etanol (100 ml) ile oda sicakliginda ¢alkalama maserasyonu teknigi ile ekstre
edilmistir.

2. Filtre edilip, ¢oziicii rotavaporda 50 °C’yi ge¢meyen sicaklikta kuruluga kadar
buharlastirild ve ekstre -80 °C’de dondurulup liyofilize edilmistir.

3. Liyofilize edilen materyal -20 °C’de aktivite calismalari yapilana kadar

muhafazaya alinmistir.

5.2.3 Kloroform ekstresinin hazirlanmasi

1. Toz haline getirilmis olan toprak iistli ve toprak alt1 kisimlar (5 g), kloroform
(100 ml) ile oda sicakliginda ¢alkalama maserasyonu teknigi ile ekstre edilmistir.

2. Filtre edilip kloroform algak basingta kurulga kadar ugurulmustur.

3. Bakiye bir miktar distile su i¢inde siispande edilip -80 °C’de dondurulup
liyofilize edilmistir.

4. Liyofilize edilen materyal -20 °C’de aktivite calismalari yapilana kadar
muhafazaya alinmistir.

Tim ekstrelerin ylizdelik verimleri hesaplanarak ayrica total fenolik madde
miktar1, toplam flavonoit madde icerigi ve DPPH yontemi le antioksidan aktiviteleri

de tayin edilmistir.
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5.3 Prangos ferulaceae ve Ferula oriantalis BITKILERININ
EKSTRELERININ SITOTOKSIK AKTiVITELERININ
DEGERLENDIRILMESI

Prangos ferulaceae ve Ferula orientalis bitkilerinin su, sulu etanol ve kloroform
ekstrelerinin sitotoksik aktiviteleri icin bitki ekstrelerinden 10-1000 ppm farkh
konsantrasyonlar hazirlanmistir. Hazirlanan ekstreler XTT yontemi kullanilarak WI-
38 Fetal Akciger Fibroblast hiicre hattinda ICso Analiz yontemi (Degisken egimli
normalize cevaba karsi1 log (inhibitér) dogrusal olmayan regresyon analizi (Nonlinear
regression analysis of log (inhibitor) versus normalized response with a variable

slope)) ile sitotoksik aktiviteleri saptanmustir.

54 NNN (NOVY, MACNEAL, NICOLLE) BESIYERININ
HAZIRLANMASI

1. Fluka® Milk Agar 4 gr, Fluka® Yeast Extract 1,12 gr, Tat Nisasta®
Crystaline Fructose Type C 0,47 gr ve 150 ml distile su bir balona konulmus,
121°C’de 20 dk. otoklavlanmustir.

2. Tavsan kalbinden aseptik bir sekilde 15 ml kan alinip defibrine edildikten
sonra steril kii¢iik bir balona alinmstir.

3. Daha sonrasinda agarin 50 °c sicakliga gelmesi saglanmis ve kan bu agarin
tizerine eklenip karistirilmistir.

4. Daha oOnceden tinderilize edilmis koyun siiti 20 ml olacak sekilde
eklenmistir.

5. Bunun igerisine Gibco® Pen Strep (penisilin/streptomisin) soliisyonundan 1
ml ve 0,5 ml Gibco® Gentamicin Reagent Solution eklenmistir.

6. Karisim bekletilmeden steril tiiplere 3-4 ml hacminde olacak sekilde
aktarilmistir.

7. Tiplere hafif egim verilerek katilasincaya kadar oda 1sisinda bekletilmis ve
+4°C°de saklanmustir.

Sivi faz: NNN besiyeri kullanilacagi zaman buzdolabindan ¢ikarilarak igerisine
1 mL Stok RPMI 1640 besiyeri eklenerek kullamilmustir (Resim 15) (Ozbilgin ve ark.
2018).
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Resim 15. L. tropica’nin NNN besiyerine ekimi (Orijinal).

5.5 STOK RPMI 1640 MEDIUMUN HAZIRLANMASI

Ticari olarak temin edilen 500 mI’lik Gibco® RPMI Medium 1640 (1X) besiyeri
icerisine %10 oraninda (50 ml) Gibco® FBS (Fetal Bovine Serum) eklenerek,
tizerine Gibco® Pen Strep (penisilin/streptomisin) %1 (5 ml) oraninda ve %0,05 (1
ml) oraninda Gibco® Gentamicin Reagent Solution (gentamisin; 10 ml’lik sisede toz
halindeki 500 mg stok tizerine 10 ml distile su eklenerek 50 mg/mL olacak sekilde
hazirlanan) eklenerek stok RPMI 1640 Medium hazirlanmustir.

5.6 Leishmania tropica IZOLATININ CANLANDIRILMASI VE
URETILMESI

1. Manisa Celal Bayar Universitesi Tip Fakiiltesi Parazit Bankasinda siv1 azot
igerisinde (-196 °C) iilkemizden elde edilmis L. tropica izolat1 uygun kosullarda sivi
azot tankindan ¢ikarilmistir (Resim 16).

2. Sivi azottan ¢ikarilan 1 mL’lik kriyotiipler igerisindeki parazit siispansiyonu

37 °C su banyosunda igerisinde 1-2 dk tutularak ¢ézdiiriilmiistiir.

Resim 16. L. tropica izolatinin siv1 azot tankindan ¢ikarilmasi (Orijinal).
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3. Kriyotiip igerisindeki ImL’lik parazit siispansiyonu daha dnce icerisine 9 mL
Stok RPMI 1640 Medium konulmus 15 mL’lik kapakli santifiirlij tiipline
aktarilmastir.

4. 1500 rpm’de 5 dk santifiiriij edilerek iist kisimdaki siipernatant atilmistir.

5. 15 mL’lik kapakli santifiiriij tiipliniin i¢erisinde kalan yaklagik 1 mL’lik kisim
dan 1 damla lam {izerine alinarak iizerine 1 damla Eosine boyasi damlatilmis ve
lamel ile kapatilip yaklasik 1-2 dk beklendikten sonra 1sik mikroskobunda canlilik
kontrolii yapilmistir.

6. Canlilik kontrolii yapildiktan sonra igerisine 5-7,5 mL Stok RPMI-1640
Medium konulmus flaksa ekim yapilmis ve 26 °C’de etiiv igerisinde inkiibasyona
alinmustir.

7. Ekim iglemi yapildiktan sonra ardisik giinlerde besiyerleri kontrol edilerek
hemositometre yontemi ile parazitin tireme yogunluguna bakilmistir (Resim 17).

8. Uredigi gorillen ve logaritmik faza giren L. topica promastigotlari (10’

promastigot/mL) ¢alismada kullanilmistir (Ozbilgin ve ark. 2018).

Resim 17. a). L. tropica izolatinin RPMI-1640 Medium igerisinde iiremesi, b).
RPMI-1640 Mediumdan alinan boyali 6rnekte Leishmania promastigotlari,
(Orijinal).

5.7 Leishmania tropica PROMASTIGOTLARININ PZR YONTEMI iLE
GENOTIPLENDIRILMESI

DNA izolasyonu: Leishmania izolatinin genotiplendirilmesinde DNA
izolasyonu i¢in QIAGEN DNA-MINI KIT kullanilarak yapilmistir (QlAamp® DNA

Mini and Blood Mini Handbook. 2019). DNA izolasyon islemi i¢in;
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On hazirlik:

Is1 blogu 56 °C’ye ayarlanmustir.

Ornek sayis1 kadar 2 ml’lik mini santifiiriij tiipii ve spin kolon ¢ikarilip
etiketlenmistir.

Kit kutusundan ¢ikan Buffer-1 (AW-1)’in iizerine 25 ml ethanol, Buffer-2 (AW-
2)’nin iizerinede 30 ml ethanol eklenerek karigmalari saglandi ve izalasyon islemi
icin hazi hale getirilmistir.

izalasyon Islemi:

1. Leishmania kiiltiiriinden yaklasik 200 pL kadar 2 ml’lik mini santifiriij
tiipiine aktarilmistir.

2. Ornegimizin iizerine 200 pL Buffer AL (Lysis Buffer) ve 20 pL Proteinaz
K eklenmistir.

3. Tiiplerin kapaklar1 kapatilarak 3-5 sn santifiiriij/vortex edilmistir.

4. Santifiirijlenen 6rnek 1s1 blogunda (56 °C) 15 dk inkiibasyona
(inaktivasyona) birakilmstir.

5. Inkiibasyon isleminden sonra drnegin iizerine 200 pL Ethanol ilave edilip 3-
5 sn santifiiriij/vortex edilmistir.

6. Tipiin i¢indeki tiim karisim spin kolona aktarilmistir.

7. Spin kolon 8000 RPM’de 1 dk santifiiriij edilmistir.

8. Santifiiriijden sonra Spin kolonun alt kismindaki toplama tiipii atilip bos bir
toplama tiipiine alinmustir.

9. Uzerine 500 uL. AW-1 eklenip (spin kolonun filtreli tiipiine) 8000 RPM’de
1 dk santifiirtij edilmistir.

10. Santifiirlij sonra Spin kolonun alt kismindaki toplama tiipii atilip bos bir
toplama tiipiine alinmustir.

11. Uzerine 500 pL AW-2 eklenip (spin kolonun filtreli tiipiine) 13 000
RPM’de 3 dk santifiiriij edilmistir.

12. Santifiirlij sonra Spin kolonun alt kismindaki toplama tiipii atilip bos bir
toplama tiiptine alinmis ve 13 000 RPM’de 1 dk bos olarak ({izerine hi¢ bir sey
eklemeden) santifiiriij edilmistir.

13. Santifiiriij sonra spin kolonun alt kismindaki toplama tiipti atilimis ve yeni
kapakl1 2 ml’lik mini santifiirlij tiiptine alinmistir.

14. Uzerine 200 pL Buffer AE (Elution Buffer) eklenip 1-2 dk beklenmistir.

15. Bekleme isleminden sonra 8000 RPM’de 1 dk santifiiriij edilmistir.
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16. Santifiirij isleminden sonra iistteki filtreli tiip atilmis ve mini kapaklh
santifiiriij tiipinde biriken siv1 (izole edilmis DNA 6rnegimiz) PZR asamasina kadar
-20 °C’ye kaldirilmastir.

Genotiplendirme: Calismada, Internal Transcribed Spacer 1 (ITS1) problu
gercek zamanli PZR testi uygulanmistir. Leishmania’ya 6zgii Small Subunit (SSU)
ve 5.8S rRNA’y1 kodlayan genler arasindaki ribozomal ITS1 bolgesini hedefleyen

ger¢ek zamanli PZR yontemi uygulanmastir.
Kullanilan Primer ve Prob dizilimi;
Forward primer; 5’-CTGGATCATTTTCCGATG-3’,
Probe 1: 5’- CCGTTTATACAAAAAATATACGGCGTTTCGGTTT-Fluo-3’
Reverse Primer; 5’-GAAGCCAAGTCATCCATCGC-3’
Probe 2: 5°-LCRed-640-GCGGGGTGGGTGCGTGTGTG-Pho-3’ seklindedir.
Gergek zamanli PZR islemi i¢in PZR tiipiine;
1. 1,5 uL H,O (PCR grade water),
2. 1 uL Forward Primer ve 1 pL Reverse Primer,
3. 0,5 uL Probel ve 0,5 uL Probe2,
4. 12,5 pL QuantiTect Prop PCR Kit Master karigimi (QIAGEN®)
5. 5 uL Genomik DNA (Daha 6nce izole edilen)
eklenerek toplam 25 pL karigim igeren tiip Rotor-Gene cihazinda melting analizi

yapilarak sonuglar elde edilmistir. (Ozbilgin ve ark. 2018; Toz ve ark. 2013)

5.8 IN VITRO Prangos ferulaceae ve Ferula oriantalis BITKILERININ
EKSTRELERINE KARSI ANTILEISHMANIAL ILAC ETKINLIGININ
DEGERLENDIRILMESI

Prangos ferulaceae ve Ferula orientalis bitki ekstrelerinin logaritmik faza giren
ve calisma icin gerekli iireme yogunluguna ulasan (10 promastigot/mL) L. tropica
promastigotlari tizerine antileishmanial etkisini incelemek i¢in;

1. Diiz tabanli 96’lik hiicre kiiltiirii plaginin tim kuyucuklarina 100 mL stok
RPMI 1640 Medium besiyeri ¢oklu pipet ile dagitilmistir.
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2. Calismada her bir bitki ekstresi i¢in ayrilan 3 kuyuga ekstrakt
konsantrasyonlari 300, 200, 100, 50, 25 ve 12,5, 6,25 pg/mL olacak sekilde ilk
kuyucuga 600 pg/mL olarak hazirlana extrakt siispansiyonundan 100 puL eklenmistir.

3. Ekstraktlarin antilesihmanial etkinlikleri konrol ilaci olarak Pentostam i¢in de
3 kuyucuk extrakt dilisyonlarinin aynisi olacak sekilde eklenmistir.

4. Coklu pipet ile ilk kuyucuktan digerlerine 100 pL aktarim yapilarak ve en son
100 pL atilarak ekstrakt ve kontrol ilact Konsantrasyonlar1 hazirlanmistir.

5. ik kuyucuga (kor)100 pl stok RPMI 1640 Medium besiyeri eklenmistir.

6. Geriye kalan kuyucuklara stok RPMI 1640 Medium besiyeri igerisindeki
parazit siispansiyonundan 100 pul eklenmistir.

7. Daha sonra agzi kapatilan plaklar 27 0C’ de etiivde inkiibasyona birakilmaistir.

8. Etiivde 27 °C’de 24, 48 ve 72 saatlerdeki XTT (sodium 3,39-[1-
(phenylaminocarbonyl)-3,4-tetrazolium]-bis(4-methoxy-6-nitro) Kiti ve
hemositometre yontemi ile ekstraktlarin antilesihmanial etkinliklerinin konrol ilaci
olan 1 mg/mL konsantrasyona sahip amfoterisin B ile karsilastirilarak
degerlendirilmistir (Resim 15) (Ozbilgin ve ark. 2018).

-

Resim 18. P. ferulaceae ve F. orientalis bitki ekstrelerinin antileishmanial

etkisini incelenmesi (Orijinal).
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5.9 Leishmania tropica IZOLATININ HEMOSITOMETRE YONTEMI
ILE SAYIMI

1. Neubauer’in Thoma laminin her iki yaninda bulunan ¢ikintilar hafifce
1islatilmis ve her iki yaninda bulunan ¢ikintilarin {izerine gelecek sekilde lamel ile
kapatilarak iki elin bagparmaklar ile hafif¢e bastirilarak konsantrik Newton halkalar
olusturulmustur.

2. Daha sonra 26 °C’de etiiv igerisinde inkiibasyona alinmis plak/flask ¢ikarilip
her bir 6rnekten ayr1 ayr1 bir damla alinarak lam-lamel arasina sayim kamaralarinin
oldugu kenardan damlatilmstir.

3. Sayim alanina yayilan Ornegin hareketsizlesmesi igin 1-2 dakika
beklenilmistir.

4. Tsik mikroskobunda sayim yapilacak olan lam iizerindeki karelere diisen
Leishmania promastigotlarini saymak i¢in 40X biiyiitme kullanilmustir.

5. Toplam promastigot sayisin1 hesaplamak i¢in Thoma laminin tizerinde her bir
kosesinde bulunan toplam dort kare ve orta alandaki kare igerisinde bulunan
promastigotlar sayilip 10.000 ile c¢arpilip sayilan kareye bdliinerek mL’deki
promastigot sayisi bulunmustur (Ozbilgin ve ark. 2018).

510 XTT (SODIUM  3,39-[1-(PHENYLAMINOCARBONYL)-3,4-
TETRAZOLIUM]- BiS(4-METHOXY-6-NITRO) BENZENE SULFONIK
ASIT HIDRAT) DIRENC TESTI

Calismada direng testi Cell Signaling TECHNOLOGY® XTT Cell Viability Kit
kullanilarak yapilmistir. XTT direng testi i¢in;

1. Kit kutusundan ¢ikan 0.5 mL’lik Electron couplin soliisyonundan 0,1 mL ve
25 ml’lik XTT Reagent soliisyonundan 5 mL ayr1 bir tlip igerisinde karistirilarak
XTT calisma i¢in hazirlanmistir.

2. XTT soliisyonu hazirlandiktan sonra diiz tabanli 96’lik diiz tabanli hiicre
kiltiir plag1 alinip daha 6nceden inkiibasyona koydugumuz plak etiivden ¢ikarilarak
her bir kuyucuktan 100 p alinip yeni plaga ¢alismada ki siraya gore aktarilmistir.

3. Calisma i¢in hazirladigimiz XTT soliisyonundan her kuyucuga 50 pL
aktarilarak plagin tstli kapatilarak 4 saat boyunca 25 %C’ de etiivde inkiibasyona

kaldirilmistir.
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4. Inkiibasyon siiresinin sonunda plak spektrofotometre cihazinda 450 nm dalga
boyunda okuma islemi yapilmis ve okuma sonucunda ¢ikan absorbans degerleri
asagidaki formiile gore hesaplanarak ekstraktlarin antileishmanial aktiviteleri

degerlendirilmistir (Ozbilgin ve ark. 2018).

Calisma 6rnegi absorbanst — Blank absorbansi

Canlilik ytizdesi (%) = X100

Kontrol 6rnegi absorbansi — Blank absorbansi

5.11 ISTATIKSEL ANALIZ

Calisma sonucunda elde edilen ortalama standart sapma ve diger degerler
tanimlayici istatistiksel analiz ile belirlenmistir. Ortalama degerlerin Students 't
analizi ile gergeklestirilerek ve FDR diizeltmesi uygulanarak analizler yapilmistir.

Anlamlilik derecesi olarak p<0,05 kabul edilmistir.

5.12 ANTIOKSIDAN AKTIVITE ANALIZI

Ekstrelerin antioksidan aktivite 6l¢timii 1,1-diphenil-2-picrylhydrazyl (DPPH)
radikali yakalama aktivitesi yontemine gore yapilmistir. Bu yontemde, temel olarak
hidrojen atomu vermeye egilimli molekiil (antioksidan) tarafindan DPPH serbest
radikaline proton transferi sonucu, absorbans degerinde azalma gozlenmektedir. Bu
stireg, DPPH radikalinin indirgenerek mor renginin azalmasina baglh olarak UV-Vis
spektrofotometre ile takip edilmistir. Tiim Ekstreler 6ncelikle 1 mg/mL metanolde
olacak sekilde ¢alisilmis ancak ¢ok yiiksek aktivite gostermeleri nedeniyle en uygun
konsantrasyon olarak 0,4 mg/ mL belirlenmistir. ImL &rnek iizerine (0,4 mg/mL)
%0,004 konsantrasyonda metanolli DPPH ¢ozeltisinden 4 ml ilave edilip 30 dk
karanlikta bekletilmistir. 517 nm dalga boyundaki absorbansi olciilerek %DPPH
inhibisyonlar1 hesaplanmistir (%DPPH inhibisyonu = (Ax — Ae /A x 100).
Olgiimlerde Optima SP-3000 Nano Spektrofotometresi kullanilmistir. Tiim

calismalar 3 kez tekrarlanmis ve sonuglar ortalama degerler olarak verilmistir.

Ay: madde igermeyen 1 mL metanol ve 4 ml DPPH stok ¢ozeltisinden olusan

kor ¢ozeltisinin 30 dk sonunda 517 nm dalga boyundaki absorbansi.
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A1 mL ekstre ve 4 ml DPPH stok ¢ozeltisi karisiminin 30 dk sonunda 517 nm
dalga boyundaki absorbansi.
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6. BULGULAR

Yapilan calismada P. ferulaceae ve F. oriantalis bitki ekstrelerinin kok,
govde/yaprak ve meyve kisimlarinin her birinin etanol, kloroform ve su ekstrelerinin
ayr1 ayr1 antileishmanial aktiviteleri, sitotoksik aktiviteleri ve antioksidan aktiviteleri

degerlendirilmistir.

6.1 Prangos ferulaceae ve Ferula orientalis BITKI EKSTRELERININ
ANTILEISHMANIAL AKTIVITESI

Yapilan ¢alisma sonucunda P. ferulaceae bitkisinin kok etanol ekstresi (PfKE),
govde/yaprak etanol ekstresi (PfHE), meyve etanol ekstresi (PfME), kok kloroform
ekstresi (PfKC), govde/yaprak kloroform ekstresi (PfHC), meyve kloroform ekstresi
(PIMC), kok su ekstresi (P{KS), govde/yaprak su ekstresi (PfHS) ve meyve su
ekstresi (PfMS) ile F. orientalis bitkisinin kok etanol ekstresi (FOKE), govde/yaprak
etanol ekstresi (FOHE), meyve etanol ekstresi (FOME), kok kloroform ekstresi
(FoKC), govde/yaprak kloroform ekstresi (FoHC), meyve kloroform ekstresi
(FoMC), kok su ekstresi (FoKS), govde/yaprak su ekstresi (FOHS) ve meyve su
ekstresi (FOMS) olmak iizere P. ferulaceae ve F. orientalis bitkilerinden 18 farkli
ekstrenin antileishmanial etkinligi in vitro olarak 48. saatteki etkinligi her ekstre i¢in
hem XTT, hem de hemositometre yontemi ile degerlendirilmistir. Calismada
antileishmanial aktivitenin olup olmadigi ve antileishmanial aktivite gosteren
ekstrelerin minumum inhibasyon dozu belirlenmeye c¢aligilmistir.

Calismamizda konrol ilaci olarak 1 mg/mL konsantrasyona sahip amfoterisin B
ile karsilastirilagtirtirilan bitki ekstreleri parazitletlerin %100’{inii inhibe eden 1
mg/mL konsantrasyonun altinda olan PfKC, PfMC, FoKE, FOHC, FOME ve FOMC
antileishmanial aktivite agisindan etkili, parazitletlerin %100’{inii inhibe eden 1
mg/mL konsantrasyonun iizerinde minumum inhibasyon dozu veren diger
ekstrelerimiz antileishmanial aktivite agisinda zayif olarak degerlendirilmistir.

P. feruluceae bitkisinin total ekstrelerini kullandigimiz ¢aligmamizda PfKC ve
PfMC ekstrelerinin sirasiyla 0,78 mg/mL ve 0,40 mg/mL konsantrasyonlarinda 48.
saate L. tropica promastigotlarinin %100’iini inhibe ettigi saptanmistir. PfKE, PfKS,
PfHE, PfHC, PfHS, PfME ve PfMS ekstreleri 1 mg/mL’nin {izerindeki
konsantrasyonlarda L. tropica promastigotlarinin %100’{inii inhibe ettigini igin

antileishmanial aktivite acisindan etkisiz olarak kabul edilmistir.
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Arastirmamizda kullandigimiz diger bitki tiirii olan F. oriantalis bitkisinin total
ekstrelerinden FOKE, FoHC, FOME ve FoOMC ekstreleri sirastyla 0,05 mg/mL, 0,48
mg/mL, 0,96 mg/mL ve 0,062 mg/mL konsantrasyonlarinda 48. saate L. tropica
promastigotlarinin %100’{inii inhibe ederken FoKC, FoKS, FoHE, FoHS ve FoMS
ekstreleri 1 mg/mL’nin {izerindeki konsantrasyonlarda L. tropica promastigotlarinin
%100’lni inhibe ettigini i¢in antileishmanial aktivite agisindan etkisiz olarak kabul

edilmistir.

6.2 Prangos ferulaceae VE Ferula orientalis BITKI EKSTRELERININ
SITOTOKSIK AKTIVITESI

P. ferulaceae ve F. orientalis bitkilerinin su, sulu etanol ve kloroform
ekstrelerinin sitotoksik aktiviteleri igin bitki ekstrelerinden 10-1000 ppm farkli
konsantrasyonlar hazirlanmistir. Hazirlanan ekstreler XTT yontemi kullanilarak WI-
38 Fetal Akciger Fibroblast hiicre hattinda sitotoksik aktiviteleri saptanmistir.
Sitotoksik aktivite sonucunda 24. ve 48. saatlerde higbir bitki ekstresi sitotoksik
aktivite gostermezken, 72. saatte FOKE 65,19 pg/mL oraninda sitotoksik aktivite

gostermistir.

Tablo 2. Bitki ekstrelerinin antileishmanial aktivitesi ve sitotoksik aktivitesi.

Antileishmanila aktivite sonuclar1 | WI-38 Fetal Akciger Fibroblast hiicre
Bitki (Minumum inhibasyon dozu- hatti iizerine 24, 48 ve 72. saatlerdeki
ekstreleri mg/mL) Sitotoksik aktivite sonuglari

PfKE 1,87 YOK

PfKC 0,78 YOK

PfKS 15,68 YOK

PfHE 3,75 YOK

PfHC 3,125 YOK

PfHS 6,25 YOK

PfME 1,95 YOK

PfMC 0,40 YOK

PfMS 62,5 YOK

FoKE 0,05 72. Saatte 65,19 ug/mL
FoKC 1,56 YOK

FoKS 31,25 YOK

FoHE 1,95 YOK

FoHC 0,48 YOK

FoHS 15,62 YOK

FoME 0,96 YOK

FoMC 0,062 YOK

FoMS 12,5 YOK
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6.3 Prangos ferulaceae ve Ferula oriantalis BITKI EKSTRELERININ
ANTIOKSIDAN AKTIVITESI

Tiim Ekstreler oncelikle 1 mg/mL metanolde olacak sekilde ¢alisilmis ancak,
cok yiiksek aktivite gOstermeleri nedeniyle en uygun konsantrasyon olarak 0,4

mg/mL belirlenilmistir.

P. ferulaceae ekstrelerinde en yiiksek antioksidan aktivite PfHE ekstresinde
%67,93 DPPH inhibisyonu ile gozlenmistir. PfHS ekstresi %56,45, PFME ekstresi
%31,64, PIMS ekstresi %30,12 ve PfKS %22,87 DPPH inhibasyonu gostermistir.

0,4 mg/mL konsantrasyonda F. oriantalis bitki ekstrelerinde en yiiksek
antioksidan aktivite FOKC gozlenmistir. FoOKC 0,2 mg/mL olarak ¢ok daha diisiik
konsantrasyon tekrar calisilmis ve %4,78 DPPH inhibisyonu saptanmistir. Diger
ekstreler 0,4 mg/mL konsantrasyonda FOME ekstresi %57,51, FoHS ekstresi
%55,05, FOHE ekstresi %49,83, FOKE ekstresi %20,12, FOMS ekstresi %10,11 ve
FOMC ekstresi %9,79 DPPH inhibisyonuna gostermistir.
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7. TARTISMA

Diinyada oldugu gibi iilkemizde de 6nemini koruyan bir halk sagligi sorunu olan
leishmaniasisin tedavisinde bir¢ok zorluk yasanmaktadir. Leishmaniasis i¢in son
yillarda cesitli ilag tedavi secenckleri ortaya ¢ikmis olmakla birlikte, ilaca karsi
olusan diren¢ ve buna bagli olarak kullanilan yiiksek dozlarin sebep oldugu yan
etkiler, maliyet, uzun tedavi siiresi ve uygulamadaki sikintilar ciddi dezavantajlar
dogurmaktadir. Tedavi segeneklerine bakildiginda hastaligin formuna ve bdlgesel
farkliliklara gore degisiklik gostermektedir. Bunula birlikte bu ilaglar genellikle
toksiktir ve diinya genelinde bu ilaglara kars1 bir direng gelismistir (Mérillon 2018).

Uzun yillardir leishmaniasis tedavisinde kullanilmakta olan pentavalent antimon
bilesiklerine karsi olusan diren¢ nedeniyle doz ve uygulama siirelerinde artis
gelismis ve buna bagl olarak hastalarda bobrek, kalp ve karacigerde yiiksek
toksisiteye neden olmustur. Pentavalent antimon bilesiklerine karst olusan direng
nedeniyle endemik bdlgelerde bu bilesiklerin yerine pentamidin, amfoterisin B ve
Miltefosin gibi ilaglar tercih edilmektedir. Ikinci basamak olarak tercih edilen bu
ilaglar 6lime kadar gotiirebilecek ciddi yan etkiler gostermektedir (Abamor ve ark.
2014).

Leishmaniasise karsi etkili bir asimnin heniiz olmayisi ve mevcut ilaglarin
kullaniminda ortaya ¢ikan direng, ilaglardan kaynakli yan etkiler, uygulamadaki
zorluklar ve maliyet gelismemis ve gelismekte olan endemik bolgelerde ciddi bir
endise yaratmaktadir (Bansal ve ark. 2019). Bu ve benzeri nedenler yeni
antileishmanial ajanlarin arastirilmasim1  zorunlu kilmistir. Bu amagla birgok
arastirmact tipta alternatif ila¢ kaynagi olarak bitkiler iizerine yogunlasmistir.
Diinyada yaklagik 250 bin bitki tiiri bulundugu tahmin edilmektedir. Bu bitki
tiirlerinin sadece %6’sinin biyolojik aktiviteleri taranmis ve %0,75’lik boliimii tibbi
caligmalarda kullanilmistir. Bitkisel ajanlar mevcut bilesiklere oranla hem daha az
maliyetli hem de daha diisiik toksik etki gostermektedir (Oryan 2015).

Yapilan bitkisel {irlin ¢aligmalarinin biiyiik ¢ogunlugu bizim arastirmamizda
oldugu gibi in vitro ¢alismalardir ve klinik alanlarda uygulanabilmeleri i¢in preklinik
caligmalarin 6n asamasidir. Bitkisel iirlinlerin ilag iiretimlerinin %25’inde yer aldig1
tahmin edilmektedir. Farkli bitki tiirlerinin ham ekstrelerinin ve ugucu yaglarinin CL

ve VL’e neden olan Leishmania cinsi bazi parazitler iizerine in vitro yada in vivo
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olarak antileismanial etki gosterdiklerini bildiren bir ¢ok g¢alisma vardir (Oryan
2015).

Bir bilesigin antileishmanial aktivitesini degerlendirmek i¢in MIC (Minumum
Inhibitor Consentration), ICso (Half Maximal Inhibitor Consentration) ve selektif
endeksi olmak ftizere gesitli kriterler g6z oniine alinmaktadir (Mahmoudvand ve ark.
2014). MIC bir bilesigin veya ilacin minumum inhibisyon konsantrasyonu olarak
degerlendirilir. Ayn1 zamanda ICsp konagin canli makrofaj hiicreleri i¢cinde kullanilir.
CCso, genellikle BALB/c makrofaj hiicre oliimiiniin %50’sine neden olan ilacin
sitotoksisite konsantrasyonunu belirlemek ic¢in kullanilir (Monzote ve ark. 2014).
Bizim yaptigimiz caligmada P. ferulaceae ve F. oriantalis bitki ekstrelerinin 48.
saatteki antileishmanial aktiviteleri ve WI-38 Fetal Akciger Fibroblast hiicre hatti
lizerine 24, 48 ve 72. saatlerdeki etkinligini degerlendirmek i¢in MIC degerleri baz
alimmustir. P. ferulaceae ve F. oriantalis bitki ekstrelerinin antileishmanial etkilerini
degerlendirirken kullandigimiz XTT ve hemositometre yontemi sonuglar1 arasinda
baz1 farkliliklar ortaya ¢ikmistir. Bu farkliligin XTT kiti igerisindeki bilesikler ile
bitki ekstreleri arasinda meydana gelen amag¢ disi reaksiyonlardan kaynaklandigi
diistiniilmiis, bu nedenle parazitolojide altin sitandart olarak kabul edilen mikroskobi
(hemositometre) sonuglar1 dogru kabul edilmistir.

Diinyanin bir ¢ok yerinde geleneksel halk tibbinda P. feruluceae bitkisinin kok,
govde, ¢icek ve meyve kisimlari sindirim bozukluklarinin tedavisinde, yaralarin
iyilestirilmesinde ve kanamay1 durdurmak i¢in kullanilmaktadir (Agricultural ve ark.
2013). Ayrica bu bitkinin ugucu yaglarinin antifungal, antibakteriyel ve antioksidan
ozellikler tagidig1 bildirilmistir (M. ve ark. 2016; CESUR ve ark. 2017). Yaptigimiz
literatiir taramasinda iiyesi oldugu Apiceae familyasinin bir ¢ok tiiriinde
antileishmanial aktivite gdsteren bitki tiirii olmasina ragmen P. feruluceae bitkisinin
total ekstreleri Ttlzerine herhangi bir antileishmanial aktivite c¢alismasina
rastlanilmamustir (Soosaraei ve ark. 2017). Bu nedenle arastirmamizin literatiirde P.
feruluceae bitkisinin antileishmanial etkisinin arastirildigi ilk ¢alisma oldugu
diistiniilmektedir.

Kermani ve ark. 2016 yilinda yayinladiklar1 makalede P. feruluceae bitkisinden
elde ettikleri osthole maddesinin ¢arpict derecede antileishmanial aktivite
gosterdigini bildirmislerdir (Kermani ve ark. 2016). Rodrigues ve ark. 2015 yilinda
yayinladiklar1 makalelerinde farkli bir bitki tiiriinden izole ettikleri a-pinen

maddesinin L. amazonensis promastigotlar1 {izerine giiglii antileishmanial aktivite
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gosterdigini bildirmislerdir (Rodrigues ve ark. 2015). Bruno ve ark. 2019 yilinda
yayinladiklar1 ¢aligmalarinda ise P. feruluceae bitkisinin ugucu yaglarini
inceledikleri ¢alismada osthole ve alfa-pinen maddelerinin  bitkinin ana
komponentlerinden oldugunu bildirmislerdir (Bruno ve ark. 2019). Her {i¢ ¢alisma ile
bizim yaptigimiz ¢aligma karsilastirildiginda P. feruluceae bitkisinin antileishmanial
aktivite gostermesini dogrulamaktadir.

Ulkemizde 24 tiirii olan ve bu tiirlerden 13’ii endemik olarak yetisen Apiceae
familyasinin Ferula cinsine ait bir tiir olan F. oriantalis bitkisi iilkemizde geleneksel
halk tibbinda karminatif, sedativ, antispazmodik, laksatif, dijestif, ekspektoran,
diiretik, afrodizyak, antiseptik, antihelmintik, analjezik ve stimulant olarak
kullanilmaktadir (Karakaya ve ark. 2019). Yapilan calismalarda F. oriantalis
bitkisinin 6zellikle toprak tistii kisitmlarinin ana komponentini a-pinen (%75,9)’nin
olusturdugu bildirilmistir (Karakaya ve ark. 2019). Iransahahi ve ark. 2017 yilinda
yayinladiklar1 makalelerinde F. oriantalis bitkisinin igerigindeki komponentlerin
antibakteriyel, antileishmanial ve antioksidan 6zelliklerinin oldugunu ve bu bitkiden
elde edilecek komponentlerin gelecekte biyolojik aktiviteler icin umut verici
oldugunu bildirmislerdir (Iranshahi ve ark. 2018). Bu da bizim arastirmamiz igin
bitki se¢imimizi desteklemektedir. Bitkinin ana komponentini olusturan a-pinen
maddesinin antileishmanil aktivite gosterdigi ¢alismalar bildirilmistir (Rodrigues ve
ark. 2015; Engin e Erman 2016). Bizim yaptigimiz arastirmada F. oriantalis
bitkisinin dort farkli total ekstresinin antileishmanial aktivite gostermesinin ana
komponenti olan a-pinen ile iliskisi olabilecegi diisiiniilmstiir.

F. oriantalis bitkisinin total ekstrelerinin antileishmanial aktivitesini inceleyen
bir literatiire rastlanilmamasi, arastirmamizin bize bu bitkinin total ekstresinin
kullanilarak  antileishmanial aktivitesini inceleyen ilk c¢alisma oldugunu
diistindiirmiistiir. Iranshahi ve ark. 2007 yilinda ayn1 genusta yer alan F. szowitsiana
bitkisinin L. major {izerine gii¢lii antileishmanial aktivite gosterdigini bildirmislerdir
(Iranshahi ve ark. 2007). Bafghi ve ark. 2014 yilinda yaymladiklari makalelerinde
yine Ferula cinsine ait baska bir tiir olan F. assa-foetida bitkisinin yine L. major
lizerine antileishmanial aktivite gosterdigini bildirmislerdir (Bagheri ve ark. 2014).

Cografik konumu ve iklim gesitliligi nedeniyle ¢ok zengin bir bitki ¢esitligine
sahip olan iilkemizde bitki ekstreleri ile yapilan antileishmanial aktivite ¢aligsmalari
siirli sayidadir. Yapilan literatiir taramalarinda Ozbilgin ve ark. 2014 yilinda

Centaurea calolepis Boiss, Phlomis lycia, Eryngium thorifolium, Origanum
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sipyleum, Galium incanum ssp. centrale bitkilerinin ekstreleriyle L. tropica iizerine
yaptiklar1 in vitro ve in vivo antileishmanial aktivite c¢alismasinda ozellikle E.
thorifolium bitkisinin hem sitotoksik aktivite, hemde antileishmanial aktivite
agisindan umut verici oldugunu bildirmislerdir (Ozbilgin ve ark. 2014). Ulkemizde
yapilan bir diger ¢aligma ise Can ve ark. 2018 yilinda yayinladiklar1 makalelerinde
Sarcopoterium spinosum bitkisinin L. tropica {izerine in vitro antileishmanial
aktivitesini arastirdiklar1 ¢alismalarinda S. spinosum bitkisinin ciddi antileishmanial
aktivite gosterdigini ve L. tropica tedavisinde gelistirilmeye deger yeni bir terapotik
ajan oldugunu bildirmislerdir (Can ve ark. 2018). Her iki ¢alisma ve bizim
aragtirmamizin sonuglari tilkemizdeki yeni terapotik ajanlarin ortaya ¢ikarilmasi i¢in
ne kadar gerkli oldugunu gostermektedir.

L. tropica lizerine P. ferulaceae ve F. oriantalis bitki total ekstrelerinin
antileishmanial etkinliginin in vitro olarak degerlendirdigimiz ¢alimamizda P{fKC,
PfMC, FoKE, FoHC, FoME ve FoMC ekstrelerini sirastyla 0,78 mg/mL, 0,40
mg/mL, 0,05 mg/mL, 048 mg/mL, 096 mg/mL ve 0,062 mg/mL
konsantrasyonlarinda 48. saate L. tropica promastigotlarinin %100’linii inhibe ettigi
saptanmigtir. Literatiirde L. tropica iizerine yapilan diger c¢alismalarda ise
Mahmoudvand H ve ark. Allium sativum bitkisi soganinin metanol ekstresinin L.
tropica promastigotlari tizerine antileishmanial aktivitesini 72. saatteki 1Csq degerini
12,3 upg/mL olarak bildirmiglerdir (Mahmoudvand ve ark. 2016). Yine
Mahmoudvand ve ark. 2015 yilinda yayinladiklari bir bagka ¢alismada Nigella sativa
bitkisinin toparak istii kisimlarmin in vitro olarak ugucu yaglarmi L. tropica
promastigotlar1 {izerine antileishmanial aktivitesinin I1Csy degerini 9,3 pg/mL,
metanol ekstresinin 1Csq degerini 14,8 pg/mL olarak bildirmislerdir (Mahmoudvand
ve ark. 2015). Behrouz Ezatpour ve ark. 2015 yilinda yayinladiklart makalede
Pistacia khinjuk bitkisinin meyvesinin alkol ekstresinin hem L. tropica iizerine
antileishmanial aktivitesini ICsy degerini promastigotlar tizerine 58,6 pug/mL olarak
bildirmislerdir (Dalimi ve ark. 2015). Mahmoudv ve ark. 2014 yilinda yayinladiklari
baska bir ¢alismalarinda Berberis vulgaris bitkisinin toprak {istii kisimlarinin su
ekstresinin L. tropica promastigotlar1 iizerine antileishmanial aktivitelerinin ICsg
degerlerini 26,6 ng/mL olarak bildirmislerdir (Mahmoudv ve ark. 2014). Abdulkarim
Dakah and Mohammed Maarrouf ’un 2019 yilinda yayinladiklar1 makalelerinde
Achillea santolina L. bitkisinin ugucu yaglarmin L. tropica iizerine antileishmanial

aktivitesinin in vitro olarak degerlendirdikleri ¢alismada A. santolina L. bitkisinin
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ucucu yagmin antileishmanial aktivitesinin ICsp degerini 56,17 pg/mL olarak
bildirmiglerdir (Dakah e Maarrouf 2019). Literatiirdeki L. tropica iizerine yapilan
sinirl1  sayidaki antileishmanial aktivite ¢alismalarimin sonuglar1 ile bizim
calismamizda buldugumuz sonuglar1 karsilastirdigimizda PfKC, PfMC, FoHC ve
FOME ekstreleri ile benzer sonuglar oldugunu, fakat FOKE ve FOMC ekstrelerimizin
hepsinden daha etkili oldugu gézlemlenmistir.

Literatiirde L. tropica iizerine bitki ekstrelerinin antileishmanial aktivite
caligmalarinin siirh sayida oldugu bulunmustur. Yaptigimiz literatiir ¢alismalarinda
en fazla sayida bitki ekstreleri ile yapilan antileishmanial aktivite ¢aligmalarinin
iilkemiz ile sinir komsusu olan Iran’da yapildig1 ve bu c¢alismlarin ¢ok biiyiik bir
béliimiiniin Iran’da endemik olan L. major iizerine yapildig1 goriilmiistiir (Soosaraei
ve ark. 2017). Yapilan antileishmanial aktivite ¢alismalarinin biiyiik bir bolimii
bizim ¢alismamizda oldugu gibi tek bir Leishmania tiirii iizerine yapilmistir. Halbuki
Leishmania tiirleri arasinda goriilen klinik form farkliliklar1 antileishmanial aktivite
sonuclarinda farkliliklara sebep olabilir ve bu da sonuglarin farkliliklar gostermesine
neden olabilecegi gorilmistir (Can ve ark. 2018). Arastirmamizda, iilkemizde
endemik olarak goriilen L. tropica susunu tek basina kullanmamiz P. ferulaceae ve
F. oriantalis bitkilerinin ger¢ek antileishmanial potansiyelini ortaya koymamiz
acisindan bir eksiklik dogurmaktadir. Yine total bitki ekstrelerini kullandigimiz
arastirmamizda P. ferulaceae ve F. oriantalis bitkilerinin igerigindeki
komponentlerin izole edilerek ve bitkilerin biinyelerinde barindirdigi komponentlerin
total bitki ekstreleri yerine, ayri ayri antileishmanial potansiyelini degerlendirmis

olsaydik ¢ok farkli sonuglarin ortaya ¢ikabilecegini diisiinmekteyiz.
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8. SONUC ve ONERILER

Yaptigimiz ¢alismada P. ferulaceae ve F. oriantalis bitkilerinin kok
govde/yaprak ve meyve kisimlariin her birinin ayr1 ayri etanol, kloroform ve su
ekstreleri elde edilmistir. Sirnak ili ve gevresinde yetisen P. ferulaceae ve F.
oriantalis bitkilerinden ¢ikarilan 18 farkli ekstre yine tlilkemizden elde edilmis L.
tropica izolat1 lizerine ayri ayri antileishmanial aktiviteleri izlenmistir. Yaptigimiz
aragtirmada hemositometre sonucunda minumum inhibasyon degeri 1 mg/mL
konsantrasyonun altinda olan PfKE (0,78 mg/mL), PfMC (0,40 mg/mL), FOKE (0,05
mg/mL), FoHC (0,48 mg/mL), FOME (0,96 mg/mL) ve FoMC (0,062 mg/mL)
ekstrelerinin Dbitkisel yeni antileishmanial ila¢ adayr olabilecegi gosterilmistir.
Kullandigimiz bitki ekstrelerinden sadece FOKE nin WI-38 Fetal Akciger Fibroblast
hiicre hatt1 lizerine 24, 48 ve 72. saatlerdeki etkinligi degerlendirildiginde 72. saatte
65,19 pg/mL diizeyinde sitotoksik aktivite gostermesi ve bu degerin kabul edilebilir
diizeyde olmasi ilag aday1r olma ihtimalini arttirmistir. Caligmamizda total ekstreler
kullanildigindan, ileride yapilacak olan arastirmalarda bu ekstrelerdeki etken
maddenin belirlenip ileri diizey calismalara ihtiya¢ duyulacagi diisiiniilmiistiir.
Ayrica arastirmamizda tek bir Leishmania tiiriinii kullandigimiz i¢in, P. ferulaceae
ve F. oriantalis bitkilerinin ger¢ek antileishmanial potansiyelinin ortaya ¢ikarilmasi

icin diger Leishmania tiirleri izerinde de denenmesi gerektigi kanisina varilmustir.
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10. EKLER

10.1 MANISA CELAL BAYAR UNIVERSITESi SAGLIK BiLiMLERIi
ENSTITUSU YONETIM KURULU KARARI

Evrak Tarih ve Sayisi: 18/02/2019-E.15025

N d TC
MANISA CELAL BAYAR UNIVERSITESI
) Saghk Bilimleri Enstitiisii Midiirligu

MANISA
(& } I\\.Iy !t \) \~R.

Konu : Sefer Ozer BABAT"In tez konusu hk

Sayr :28233352-302.14.01-

SBE TIBBi PARAZITOLOJI ANABILIM DALI BASKANLIGINA

Enstitiimiiziin 15.02.2019 tarih ve 521 sayili Yénetim Kurulu Toplantisinda, Tibbi
Parazitoloji Anabilim Dali Tezli Yiiksek Lisans Programi 171356002 numarali 6grencisi Sefer
Ozer BABAT'In tez konusunun, etik kurul onayr zhinmas: kaydi ile "Sirnak Bélgesinden
Toplanan Prangos Ferulaceae ve Ferula Orientalis Ekstrelerinin Tiirkive'den izole Edilmis
Leishmania Tropica'ya Karsi Antileishmanial Etkilerinin  Arastinlmasi”  olarak
belirlenmesine OY BIRLIGI ile karar verildi

Bilgilerinizi ve geregini rica ederim

e-imzahdwr
Prof. Dr. Bilal-i Habes GUMUS
Enstitii Midirii V.

18/02/2019 Bilgisayar Isletmeni Ayse ERTIK
18/02/2019 Sef Birsen KARAN
18/02/2019 Enstitii Sekreteri Ayvnur PALAMUTCUOGLU
Adres Tip Fakultes: Dekanhigs Zemin Kat Uncubozkoy Kampusu Manisa Bilgi Igin Ayse Eruk
Telefon (0 236) 2360989 Faks(0 236) 2382158 Unvani Bilgisayar Isletmeni
E-Posta saglik sekreterlik@cbu edutr  Elektronik Ag saglikbe cbu edu tr llillllllll
e e
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10.2 ETiK KURUL KARARI

T.C.
Manisa Celal Bayar Universitesi
Tip Fakiiltesi Saglik Bilimleri Etik Kurulu

Karar Formu
KARAR TARIH / NO 10/04/2019/ 20.478.486
atkiiiAR Sirnak Bolgesinden Toplanan Prangos ferulaceac ve Ferula orientalis ckstrelerinin Tiirkiye'den izole
? edilmis Leishmania tropica’ya kars: antileishmanial etkilerinin arastirilmas
SORUMLU ARASTIRMACI Prof. Dr. Nogay GIRGINKARDESLER
— Prof. Dr. Ahmet Ozbilgin,- Prof, Dr. Hiisniye Kayalar,- Prof. Dr. Cumhur Giindiiz,- Ogr. Gér. Sefer
) Ozer Babat,- Bio. ibrahim Cavus,- Bio. Sahra Sirin Ceylan
ARASTIRMANIN NITELIGI UZMANLIK TEZI [] YUKSEK LisSANS--BokForaTE2l [X] AKADEMIK AMAGLI []
DEGERLENDIRILEN BELGELER 14 /03 /2019 / Tarih ve 13669 Sayili; aragtirma dosyasi
KARAR BLGILER] Ara.stu'_mg dosyas: incelenmis, bilimsel ve etik agidan UYGUN olduguna oy birligi ile karar
verilmistir,
Aragtemalile | Toplantiya Aragtrmalle | Toplantya
Unvani/Adi/Soyads lugkisi Olan | Katdmayan Unvani /Ads /Soyad: lliskisi Ofan | Katimayan
Oye Oye Oye Oye
e
Prof. Dr. Zeki ARI Dog. Dr. Serdar TOK N
= — Q\ +0 | O s W\ mil | )
Tibbi Biyokimya AD Spor Bilimleri Fakltesi
Prof. Dr. Murat DEMET Dr. Ogr. Uyesi Selim ALTAN
Psikiyatri AD SR O X Tip Tarihi ve Etik AD a X
Prof. Dr. Betill ERSOY Dr. Ogr. Uyesi Nurgdl Giingér TAVSANLI .
Gocuk Sagligi ve Hastalklan AD o D Saglik Bilimleri Fakattesi Ebelik BolUmQ D D
Prof. Dr. Beyhan Cengiz OZYURT 4 Mukadder YILMAZER
Halk Sagligi AD a ] e | [0 X
Avukat
=
Dog. Dr. Tugba GAVUSOGLU
o L O O |sivil Uye Hseyin TUNGAY O
Farmakoloji AD

Etik Kurulumuzun Karari yukarda belirtilmistir.

Denetleme” Gorevi Gere;

Liizumu Halinde Haberli / Habersiz Ol

tirmamz Her Hangi Bir

\

mada Etik Kurulumuzun “izleme —
Denetlenebilir, Aragtirma Bagvuru Formunun Taahhiitname

_ Boliim E kisminda belirtilmis olan hususlarin dikkate alinarak istenilen bilgilerin Etik Kurulumuza zamaninda iletilmesi
konusunda bilgilerinizi ve geregini rica ederim.

—
‘WQ?&LZCH ARI
skan
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10.3 TEZ ORJINALLIK RAPORU

T.C.
MANISA CELAL BAYAR UNIVERSITESI
Saglik Bilimleri Enstitiisii
Yiiksek Lisans/Doktora Tez Calismasi Orijinallik Raporu

Tibbi Parazitoloji Ana Bilim Dali Bagkanhgi’'na

Tez Adi: SIRNAK BQLGESTNDEN TOPLANAN Prangos ferulaceae ve Ferula orientalis
EKSTRELERININ TURKIYE’DEN IZOLE EDILMIS Leishmania tropica’YA KARSI
ANTILEISHMANIAL ETKILERININ ARASTIRILMASI

Tezime iligkin 12/11/2019 tarihinde yapilan Turnitin adh intihal tespit
programindan agagida belirtilen filtrelemeler uygulanarak alinmig olan orijinallik
raporuna gore, tezimin benzerlik oran1 %12‘dir.

Belirtilen azami benzerlik oranlarina gore tez ¢alismamin herhangi bir intihal
icermedigini; aksinin tespit edilecegi muhtemel durumda dogabilecek her tiirlii hukuki
sorumlulugu kabul ettigimi ve yukarida vermis oldugum bilgilerin dogru oldugunu
ederim.

Adi Soyadi : Sefer Ozer BABAT
Ogrenci No : 171356002
Anabilim Dali : Tibbi Parazitoloji
Programi : Tibbi Parazitoloji
DANISMAN ONAYI
UYGUNDUR]
Prof. Dr. NOGAY Gi RDESLER
Agiklamalar | \| V
1-Tez Caligmasi Orjinallik Raporu (TCOR), TURNITIN intihal Tespit Programi kull icin kigisel hesap alma hakk: bulunan tez danigmanlari,
Enstitiilerde gorevlendirilen per ller, Kitiiphane ve Dokii yon Daire lig’'nda g lendirilen kiiti iler tarafindan alinir.
2-Sayfa sayisi 400’den az olan tezler icin tez savunmasindan dnce ve basarili olmasi durumunda duze!tmelerden sonra olmak uzere 2 kez
TCOR ahinir.(400 sayfadan fazla olan tezler 400 ve katlan seklinde béliinerek Turnitin veri tab ikl i gerekmek . Bu gibi
durumlarda benzerlik oraninin hesaplanmasina iliskin detayh forma, kitip web sayfasinda bull Turnitin kull kil larinin

altindan erisilebilir.)

3-TCOR, tezin yalnizca Kapak Sayfasi, Girig, Ana Boliimler ve Sonug béliimlerinden olusan kisminin tek bir dosya olarak intihal tespit
programina yiklenmesi ile alinir.

Programa yiikleme yapilirken Dosya Bashg (document title) olarak tez baghginin tamami, Yazar Adi (author’s first name) olarak 6grencinin
ad\, Yazar Soyadi (author’s last name) oIarak ogrencmm soyadi b||g|s| yazilir.

4- TURNITIN Intihal tespit programina yiikl y siiregl inde, ilgili programdaki filtreleme secenekleri asagidaki sekilde
ayarlanir: - Kaynakga harig, - Alintilar harig, - 5 kelimeden daha az 6rtiisme iceren metin kisimlar hanc (Limit match snze toS words)
S-istege bagh ayarlar kismindan; “Odevleri suraya génder?” segenegi laka DEPO YOK s e isar kmektedir; aksi

durumda ayni tezin ikinci kez yiiklenmesi durumunda benzerlik %100 cikacaktir ve depodan tezi sllmek ¢ok uzun siireg gerektlrecektlr

6- Raporlama iglemi tamamlandiktan sonra, kaydedilmis olan ekranin goriintiisiinii sag st kégesinde yiizdelik sayi olarak belirtilen “benzerlik
orani,” raporlamaya tabi tutulmus olan dosyanin “toplam sayfa sayisi” ve raporlama isleminin yapildigi “tarih” bilgisi, “Yiiksek Lisans/Doktora
Tez Calismasi Orjinallik Raporu” formuna islenir.

7- Benzerlik oraminda tiim sorumluluk 6grenciye aittir.

8-Tez savunma sinavi sonrasinda basarilh bulunan égrenci, tez savunma sinavi tarihi sonrasinda tezde vapllmls muhtemel deglslkllklen |<,'eren
dosya kullanilarak alinmus ikinci bir intihal raporundaki bilgiler kullanilarak hazirlanmig ve tez danigmani tar yl ak S
ikinci bir “Yiiksek Lisans/Doktora Tez Calismasi Orjinallik Raporu’nu Enstitiiye teslim etmekle yiikimlidiir.

9-Turnitin Hakkinda Bilgiler: http://kutuphane.cbu.edu.tr/turnitin.9370.tr.html|

54



11. OZGECMIS

Adi Sefer Ozer Soyadi BABAT
Dogum Yeri ULUDERE Dogum Tarihi 20.04.1987
Uyrugu TC Tel 05320655615
E-mail sozerbabat@gmail.com
Egitim Diizeyi
Mezun Oldugu Kurumun Adi Mezuniyet Y1l
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) Gazi Universitesi
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Gorevi Kurum Siire (Yil-Y1l)
OGRETIM GOREVLISI SIRNAK UNIVERSITESI 2017-Devam
UZMAN SIRNAK UNIVERSITESI 2013-2017

Yabanci Dil Sinav Notu

YDS YOKDIL

52,5000 73,7500

Sayisal Esit Agirhk Sozel
Ales Puani 63,99214 62,34937 58,18518

55




EK: Diger Bilimsel Faliyetleri

ULUSLARARASI HAKEMLI DERGILERDE YAYIMLANAN MAKALELER
Babat Sefer Ozer, Sirekbasan Serhat, Magin Salih, Kariptas Ergin, Polat Erdal
(2018). Diagnostics of Intestinal Parasites By Light Microscopy Among The
Population of Children Between The Ages of 4-12 In Eastern Turkey.
Tropical Biomedicine, 35(4), 1087-1091. (Yayin No: 4777514)

ULUSLARARASI BILIMSEL TOPLANTILARDA SUNULAN VE BiLDIiRi
KIiTAPLARINDA (proceedings) BASILAN BiLDIiRILER:

BABAT SEFER OZER, OZBILGIN AHMET, KAYALAR HUSNIYE,
GUNDUZ CUMHUR, GIRGIN KARDESLER NOGAY (2019). Sirnak
Bolgesinden Toplanan Prangos ferulacea ve Ferula orientalis Ekstrelerinin
Tiirkiye’den Izole Edilmis Leishmania tropica’ya Kars1 Anti-leishmanial
Etkilerinin Arastirilmasi. 21. Parazitoloji Kongresi (Ozet Bildiri/S6zlii Sunum)
(Yaymn No:5333301)

BILGIC FATMA, AKDUR OZTURK EYLEM, BABAT SEFER OZER,DIRiM
ERDOGAN DERYA,INCEBOZ TONAY, KORKMAZ METIN (2019).
insanlarda Alveolar Ekinokokkoz Serolojik Tamisinda Em70 ve Em90
Bantlarinin Kullammm: 10 Yilhk Deneyim. 21. Parazitoloji Kongresi (Ozet

Bildiri/S6zli Sunum) (Yayin No:5333357)

Babat Sefer Ozer, Cavus Ibrahim, Ozbilgin Ahmet, Babaoglu Aylin, Korkmaz
Metin, Girginkardesler Nogay (2018). Strongyloides Stercoralis’in
Kriyoprezervasyonu. 38. Tiirk Mikrobiyoloji Kongresi (Ozet Bildiri/Sozlii
Sunum) (Yaymn No:4610395)

Babat Sefer Ozer, Cavus Ibrahim, Ozbilgin Ahmet, Korkmaz Metin,
Girginkardesler Nogay (2018). Strongyloides Stercoralis’in
Kriyoprezervasyonu Oncii Calisma. III. Uluslararasi Lisansiisti  Egitim

Kongresi, 5 (Ozet Bildiri/S6zlii Sunum) (Yaym No:4610738).
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Babaoglu Aylin, Babat Sefer Ozer, Bilgi¢c Fatma, Dirim Erdogan Derya, Korkmaz
Metin (2017). Insanlarda Strongiloidoz Tamsinda Kullamlabilecek Ozgiil
Antijenlerin Western Yontemi Ile Arastirlmasi: On Calisma. Uluslararasi
Katilimli 20. Ulusal Parazitoloji Kongresi (Ozet Bildiri/Sozlii Sunum) (Yayin
N0:3928746)

ULUSAL HAKEMLI DERGILERDE YAYIMLANAN MAKALELER
Uzunoglu Karagoéz Emel, Polat Erdal, Oguz Isi1l Deniz, Kir Biisra, Mutlu Dondii,
Babat Sefer, Akdemir Cihangir (2017). Tick Bite Cases Among Hazelnut Farm
Workers In Giresun.  Cumhuriyet Tip Dergisi, 39(2), 473-478, Doi:
10.7197/223.V39i29491.316367 (Kontrol No: 3632029)

ULUSAL BILIMSEL TOPLANTILARDA SUNULAN VE BILDIRI
KITAPLARINDA BASILAN BILDIRIiLER:
Babat Sefer Ozer, Magin Salih, Sirekbasan Serhat, Kariptas Ergin, Polat Erdal
(2015). Enterebius Vermicularis Saptanan Cocuklarda Serum Total IgE
Diizeylerinin Arastirlmasi.  3.Ulusal Klinik Mikrobiyoloji Kongresi (Ozet
Bildiri/Poster) (Yayin No:5019813)

Babat Sefer Ozer, Magin Salih, Sirekbasan Serhat, Kariptas Ergin, Polat Erdal
(2015). Swirnak Ilinde 4 12 Yas Grubu Hasta Cocuklarda Saptanan Barsak
Parazitleri. 19. Ulusal Parazitoloji Kongresi (Ozet Bildiri/Poster) (Yayin
N0:5019809)

Babat Sefer Ozer, Magin Salih, Sirekbasan Serhat, Kariptas Ergin, Polat Erdal
(2015). Helmint Infeksiyonu Saptanan 4 12 Yas Grubundaki Cocuklarin
Serumlarindaki Total IgE Seviyesinin Control Grubu ile Karsilastirilmasi.

19. Ulusal Parazitoloji Kongresi (Ozet Bildiri/Poster) (Yayin No:5019801)
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UNIVERSITE DISI DENEYIM:

OGRETIM GOREVLISI (YUKSEK OGRETIM KURUMLARI KANUNU
(2547) 39. MADDE GOREVLENDIRME: MANISA CELAL BAYAR
UNIVERSITESI TIP FAKULTESI PARAZITOLOJI AB, 01.10.2018-02.07.2019

tarihleri arasinda;

O

©)

©)

NNN besiyerinin hazirlanmasi,

NNN besiyerinde iiretilen Leishmania suslarinin subkiiltiiriiniin yapilmasi,
Parazit izolatlarinin kriyoprezervasyonu,

Sivi azot tankinda muhafaza edilen parazit izolatlarinin ¢ozdiriliip
canlandirilmasi,

Sivi azot tankinda muhafaza edilen fare makrofaj hiicre kiiltiiriiniin
¢Ozdiiriilmesi ve tiretilmesi,

Fare makrofaj hiicre kiiltiirlerinin Leishmania ve Toxoplasma parazitleri
ile enfekte edilmesi,

Sitma siipheli hastanin periferal kanindan yayma preparat hazirlanmasi ve
preparatlarin giemsa boyasi ile boyanmasi,

Sitma tedavisi almig hasta preparatlarinda atipik Plasmodium vivax
formlarinin mikroskobik tanisi,

Leishmania, Toxoplasma ve Trichomonas izolatlarindan preparat
hazirlanmasi,

Kutan6z Leishmaniasis hastasindan deri kazintist 6rnegi alinmasi,

Viseral Leishmaniasis hastasindan kemik iligi 6rnegi alinmast,
Leishmania, Toxoplasma ve Plasmodium izolatlar1 ile deney hayvani
enfeksiyonu olusturulmast,

Parazit izolatlarinda DNA ve RNA izolasyonu,

Klinik materyalden ve besiyerinden genetik materyal izolasyonu,

Klinik 6rneklerin genotiplendirilmesi ve tanisi,

Vektorlerden parazit DNA’xxs1 izolasyonu,

Leishmania suslariin total Proteinlerin ¢oktiiriilmesi ve Saflastirilmasi

konularinda egitim ve uygulamalara katildim, (Kamu)
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OGRETIM GOREVLISI (YUKSEK OGRETIM KURUMLARI KANUNU
(2547) 39. MADDE GOREVLENDIRME: EGE UNIVERSITESI TIP
FAKULTESI PARAZITOLOIJI AB, 17.04.2017-18.04.2018 tarihleri arasinda 1
yil siire ile; Parazitlerin serolojisinde kullanilan,

o Indirekt Hemagliitinasyon Testi (IHA),

o Immiin Floresan Antikor Testi (IFAT),

o ELISA,

o WESTERN

yontemleri konusunda egitim aldim.

MAGOT VE HIiRUDO URETIMi EGITiMi: CERRAHPASA TIP
FAKULTESI Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, 21.03.2016-21.09.2016 tarihleri
arasinda goniillii olarak Magot ve Hirudo Laboratuvarinda Lucilla sericata

larvalar1 ve Siiliik tiretimi konularinda 6 (Alt1) ay egitim aldim.

KURSLAR:

GEN KLONLAMA YONTEMLERI KURSU, DNA ekstraksiyonu,
restriksiyon enzimleriyle DNA kesimi, elektroforezle fragmanlarin goriilmesi,
plazmid ekstraksiyonu, plazmid igerisine DNA fragmani yerlestirilmesi,
ligasyonu, Kompetant bakteri hazirlanmasi, bakterilere rekombinant plazmid
aktarimi, elektroporasyon yontemi, kimyasal transformasyon ydntemleri
uygulanmasi, Gen transferi sonrasi gen ifadesinin fenotipik yoOntemlerle
belirlenmesi, rekombinant proteinin ekstraksiyonu, ADNAN MENDERES
UNIVERSITESI Rekombinanat DNA ve Rekombinant Protein Merkezi
(REDPROM), Kurs, 13.05.2019 -17.05.2019 (Ulusal).

MOLEKULER  MIKROBIiYOLOJIDE ILERI DUZEY  TANI
YONTEMLERI KURSU, Molekiiler mikrobiyolojik tanida DNA dizi analizi
yontemlerinin temel prensipleri ve kullanim alanlari, Kurs kapsamindaki
yontemlerle ilgili elektronik rehberlere ulasim ile web kayitlarinin olusturulmasi,
Biyoinformatik analizler, Yeni nesil dizi analizleri ile mikroorganizma
tiplendirilmesi ve Diren¢ saptanmasi konularinda bilgilendirilme ve giincel
gelismelerin pratik uygulamalari, Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji
Anabilim Dali, Kurs, 27.04.2019 -29.04.2019 (Ulusal).
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DENEY HAYVANLARI KULLANIM SERTIFIKASI KURSU, iSTANBUL
UNIVERSITESI HAYVAN DENEYLERI YEREL ETIK KURULU, Kurs,
07.03.2016-18.03.2016 (Ulusal).

CALISTAYLAR:
KENELERIN IDENTIFIKASYONU VE LABORATUVARDA
KOLONIZASYON YONTEMLERI, Kenelerin soy ve tir bazinda

identifikasyonu, Kenelerin morfolojik ayrim kriterleri (teorik) ve gerekli
ekipmanlar (stereo mikroskop, ilgili kene tiirleri, vb.) kullanilarak uygulamali
egitim, Kenelerin kolonizasyonu ile ilgili teorik bilgiler, Cesme, Calistay,
01.10.2019-01.10.2019 (Ulusal)

MiYAZ SINEKLERININ ERGIN VE LARVALARININ TANIMLANMASI
VE FOTOGRAFLANMASI, Miyaz sineklerinin ergin ve larvalarinin
tamimlanmas1 ve fotograflanmasi egitimi, ESKISEHIR, Calistay, 26.09.2017-
26.09.2017 (Uluslararast).

LEISHMANIASIS’IN  TANISINDA  MIKROKULTUR  YONTEMI
CALISTAYI, Atatiirk Universitesi ve Tiirkiye Parazitoloji Dernegi tarafindan 6
Ekim 2015 tarihinde diizenlenen” Leishmaniasisin Tanisinda Mikrokiiltiir
Yontemi Calistayr”, Atatiirk Universitesi/ Erzurum, Calistay, 06.10.2015-
06.10.2015 (Ulusal).

SEMINERLER:
EKINOKOKKOZA COK ALANLI YAKLASIM, Tiirk Mikrobiyoloji

Cemiyeti Parazitoloji Calisma Grubu ve Balikesir Universitesi Tip Fakiiltesi
Tibbi Mikrobiyoloji Anabilimdali tarafindan diizenlenen” EKINOKOKKOZA
COK ALANLI YAKLASIM” etkinligi, BALIKESIR UNIVERSITESI,
Seminer, 18.04.2019-18.04.2019 (Ulusal).
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