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Sitma, giiniimiizde halen énemini koruyan ve Diinya Saglik Orgiitiiniin de son yillarda cok 6nem ver-
digi enfeksiyon hastaliklarindan biridir. Sitma ile savas sonucunda Kibris adasinda 1948 yilindan itibaren
yerli sitma olgusu rapor edilmemistir. Son yillarda tespit edilen olgularin hepsi yurt disi kaynakh olgular
seklindedir. Bilindigi gibi yiizlerce ilag bitkilerden elde edilmekte ve sitmanin endemik olarak gorildigu
bolgelerde sitma tedavisi icin geleneksel ilaglar kullaniimaktadir. Sitma etkeni Plasmodium parazitlerinin
antimalaryal ilaclara karsi gelistirdikleri diren¢ sorunu nedeniyle, son yillarda yeni ve giivenilir maddelerin
elde edilmesi icin bitki ekstrakt ve yaglari Gzerindeki arastirmalar hiz kazanmistir. Calismamizda, Kuzey
Kibris'ta yetisen Origanum dubium, Origanum majorana, Salvia fruticosa ve Laurus nobilis bitkilerinden
elde edilen ugucu yaglarin, kemirgen sitma etkeni Plasmodium berghei'ye karsi in vivo antimalaryal et-
kinliklerinin arastirilmasi amacglanmistir. Uygun mevsimlerde toplanip kurutulan bitkilerin ugucu yaglari
Clevenger Apareyi sistemi ile elde edilmis ve ucucu yag analizleri yapilmistir. Elde edilen ucucu yagla-
rin sitotoksik aktivitelerini saptamak amaciyla L929 fare fibroblast hiicre hatti kullanilmis ve sitotoksisite
MTT [3-(4.5-dimetiltiyazol-2-yl)-2.5-difeniltetrazolyum bromit] kiti ile tespit edilmistir. Caismamizda,
her grupta altisar fare (Balb/c) olacak sekilde, sitma referans grubu olan klorokin grubu (KG) (50 mg/
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kg), tedavi almamis kontrol grubu (TAKG), O.dubium (OD) (20 mg/kg), O.majorana (OM) (20 mg/kg),
S.fruticosa (SF) (20 mg/kg) ve L.nobilis (LN) (20 mg/kg) olmak lizere alti grup olusturulmus ve toplamda
36 fare ile calisilmistir. Pberghei susu ile enfekte edilen farelere 0, 1, 2 ve 3. glinlerde (toplamda 4 kez)
etken maddeler oral yolla verilmistir. Son tedaviden 24 saat sonra her farenin kuyruk ucundan kan alinmig
ve fareler 6lene kadar her iki gtinde bir olacak sekilde kan alma islemine devam edilmistir. Toplanan kanlar
ile ince yayma preparatlari hazirlanarak Giemsa ile boyanmistir. Ardindan her yaymadaki parazitemi ytiz-
deleri hesaplanmistir. Yapilan sitotoksisite testleri sonucunda OD ugucu yag hari¢ diger yaglarda 100 ug/
ml (20 mg/kg)’de sitotoksik aktiviteye rastlanmamistir. Klorokin alan fareler 6. glin paraziteminin ortadan
kalkmasiyla yasamlarina devam ederken, TAKG'de yer alan fareler 9. glinde 6Imistur. Parazitemi orani,
OM grubundaki farelerde 23. glin, OD grubundaki farelerde 21. gtin, diger gruplardakilerde ise 14. giin-
de %35 seviyesine ulagmis ve fareler lmustir. Calismamizda, tiim gruplardaki yasam stiresi ortalamalari
arasindaki fark istatistiksel olarak anlaml bulunmustur (p< 0.001). Sonug olarak, antimalaryal etki goste-
ren, parazitemiyi dustrerek farelerin yasam suresini iki katindan fazla artiran, Kibris endemik bitkilerinden
O.majorana (TAKG'ye gore 14 giin artig) ve yine ayni cinsten O.dubium (TAKG'ye gore 12 giin artis)’un,
antimalaryal molekdillerin elde edilmesine kaynaklik edebilecegi disiinilmektedir.

Anahtar kelimeler: Plasmodium berghei; ugucu yad; in vivo; antimalaryal etkinlik; Kuzey Kibris Ttirk
Cumbhuriyeti.

ABSTRACT

Malaria still remains to be a public health threat and one of the most important infectious diseases
to get attention from World Health Organization. No domestic malaria cases have been reported on the
island of Cyprus since 1948, as a result of successful elimination process. All of the malaria cases detec-
ted in recent years are imported cases. As known, hundreds of medicines are obtained from plants and
traditional medicine are used in endemic places of malaria. The cause of malaria - Plasmodium parasites,
are developing resistance to antimalarial drugs. Hence, research on plant extracts and essential oils have
gained great interest in recent years to obtain new and safe agents/substances. In our study, it was
aimed to investigate the in vivo antimalarial activities of essential oils obtained from Origanum dubium,
Origanum majorana, Salvia fruticosa and Laurus nobilis plants which grows in Northern Cyprus against
Plasmodium berghei - the rodent malaria agent. Plants were collected in appropriate seasons and were
dried to obtain and analyze essential oils via Clevenger Apparatus system. L929 mouse fibroblast cell line
and MTT [3-(4.5-dimethylthiazole-2-yl) -2.5-diphenyltetrazolium bromide] kit were used to determine
the cytotoxic activities of the essential oils obtained. In our study, total of 36 mice (Balb/c) of 6 groups (6
mice in each group) were formed: chloroquine group (CG) (50 mg/kg) as malaria reference group, unt-
reated control group (UTCG), O.dubium (OD) (20 mg/kg), O.majorana (OM) (20 mg/kg), S.fruticosa (SF)
(20 mg/kg) and L.nobilis (LN) (20 mg/kg). The essential oils were given to mice infected with P.berghei
strain orally on 0, 1, 2 and 3™ days (4 times in total). Blood was taken from the tail end of each mouse
24 hours after the last treatment and blood collection was continued every two days until the mice died.
Withdrawn blood taken from the mice were prepared as a thin smear and stained with Giemsa. Then,
parasitemia percentages in each smear were calculated. As a result of the cytotoxicity tests, cytotoxic
activity was not found at 100 pg/ml (20 mg/kg) in all oils except OD essential oil. While the mice recei-
ving chloroquine continued their lives with the disappearance of the parasite on the 6™day, the mice in
the UTCG died on the 9'" day. The parasitemia rate reached 35% in the OM group on the 23™ day, in
the OD group on the 215 day and in the other groups (SF and LN) on the 14" day and the mice have
died. In our study, the difference between the life span in all groups was found statistically significant
(p< 0.001). As a result, the essential oils O.majorana (14 days increase according to UTCG) an endemic
plant of Cyprus and O.dubium (12 days increase according to UTCG) which had an antimalarial effect,
decreased parasitemia and increased the life span of mice more than two times, indicated that they could
be a source for the acquisition of new antimalarial molecules.

Keywords: Plasmodium berghei; essential oil; in vivo; antimalarial activity; Turkish Republic of Northern
Cyprus.
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GIRi$

Plasmodium tuirl parazitlerin neden oldugu sitma, diinyanin bircok tilkesinde endemik
olmasi ve eradike edildigi bolgelerde importe olgular seklinde ortaya ¢cikmasi nedeniyle
kiiresel bir halk saghgi sorunu olmaya devam etmektedir'. En eski insan enfeksiyonla-
rindan biri olan sitma, son yillarda Diinya Saglik Orgiitii (DSO)'niin iizerinde durdugu
asil problemlerden sayilmaktadir?. Ozellikle 2000 yilindan itibaren sitmaya karsi acilan
savag sonucu hastaligin insidansinda %41°lik bir azalma gorilmustir. Sitma mucadelesi
ile 2000-2015 yillart arasindaki 15 yilik donemde hastaligin endemik oldugu tilkelerin sa-
yisi 108’den 91'e diismustir. Buna ragmen, diger bir aciklamaya gore 2015-2017 yillari
arasinda sitma insidansinda anlamli bir azalmanin olmadigi iddia edilmektedir®*. DSO
verilerine gore 2018 yilinda diinyada 228 milyon sitma olgusu bildirilmis ve 405.000
kisinin sitma enfeksiyonundan hayatini kaybettigi belirlenmistir. Tum olgularin yaklasik
%930, sitma kaynakli 6limlerin ise %94'U Afrika kitasinda saptanmis, olimlerin %67
(272.000)’sini bes yas alti cocuklarin olusturdugu gérilmstir>.

Kibris, Akdeniz’in bircok bolgesinde oldugu gibi, yuzyillarca sitmadan en ¢ok etkilenen
bolgelerdendir. 1878 yilinda adada ingiliz yonetimi hiikiim siirmeye baslamis ve sitma
felaketine karsi cesitli 6nlemler almistir. Hem adaya gelen ingiliz (st diizey yoneticilere ve
ingiliz askerlere hem de yerli halka, sitmadan korunmak amaciyla kinin ilaci dagitilmistir.
Ayrica tim adada, su emici 6zelligi ile bilinen okaliptis cinsi agaclar ekilerek bataklik alan-
lar kurutulmustur. Sonug olarak, 1948 yilinda Kibris'ta Plasmodium parazitlerinin tasiyicisi
olan s6z konusu Anopheles sivrisineginin tiimiyle yok edilmesi basariyla saglanmistir®.
Gunumizde, Kuzey Kibris'ta yerli sitma olgusu gorilmemekte olup, olgularin timu yurt
disi kaynakhdir. Kuzey Kibris Tirk Cumhuriyeti (KKTC) Saglhk Bakanligi verilerine gore
adada 2014-2018 yillari arasinda toplam 39 yurt disi kaynakh sitma olgusu gorilmustar.
Sitma, iilkemizde bildirimi zorunlu hastaliklar arasinda yer almaktadir’.

Diinya nifusunun %?75'ten fazlasi cesitli enfeksiyonlarin tedavisinde tibbi bitkileri kul-
lanmakta ve bilindigi gibi yuzlerce ilag, bu bitkilerden elde edilmektedir. Sitma teda-
visinde de geleneksel ilaglarin kullanimi 6zellikle sitmanin endemik oldugu bdlgelerde
yaygindir. Bitkilerden elde edilen maddelerin, ileride yapilacak olan antimalaryal ilag ¢a-
ismalarinda potansiyeli yiiksek bir kaynak olusturabilecegi disiintilmektedir. Yillarca, bit-
kilerin veya bitkilerden elde edilen ekstraktlarin/yaglarin cesitli enfeksiyonlarin tedavisin-
de etkili bir kaynak olusturdugu bilinmektedir. Sitma enfeksiyonu ise halen tim diinyada
ciddi bir saglik sorunu olarak karsimiza ¢cikmakta ve antimalaryal ilaglara karsi Plasmodium
parazitlerinin gelistirdigi direnc sorunundan dolayi yeni ve etkili ilaglarin kesif calismalari
stirmektedir®®. Giiniimiizde var olan hemen hemen tiim antimalaryal ilaca kars belir-
li bir diizeyde direncin gelistigi gorulmis ve oniuine gecilmedigi takdirde ilaca direncli
sitma sorununun ileriki yillarda giderek artan bir halk saghigi problemi haline gelecegi
éngorilmistir'®.

Calismamizda, Kuzey Kibris'ta yetisen Origanum dubium (OD), Origanum majorana
(OM), Salvia fruticosa (SF) ve Laurus nobilis (LN) bitkilerinden elde edilen ucucu yaglarin,
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en tehlikeli insan sitma etkeni olan Plasmodium falciparum’a benzer bir klinik tablo olustu-
ran kemirgen sitma etkeni Plasmodium berghei'ye karsi in vivo antimalaryal etkinliklerinin
arastinlmasi amaclanmugstir. Fareler tizerinde yapilan bu calismada, sitmaya karsi alterna-
tif, yeni ve glivenilir ilag potansiyellerinin saptanmasi hedeflerimiz arasindadir. Arastirma-
miz, bu konuyla ilgili Glkemizde yapilan ilk calisma olma 6zelligindedir.

GEREC ve YONTEM

Bu calisma, Yakin Dogu Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu onayi ile ger-
ceklestirildi (Tarih: 27.03.2019 ve Karar no: 2019-03).

Bitkilerin Toplanmasi ve Kurutulmasi

Bu calismada kullanilan tim bitkiler, Yakin Dogu Universitesi Eczacilik Fakiiltesi, Far-
masotik Botanik-Farmakognozi Anabilim Dali tarafindan Kuzey Kibris'in cesitli bolge-
lerinden toplandi (Tablo I). Tiir tanimlamasi yapildi ve Yakin Dogu Universitesi (YDU)
Herbaryum Merkezinde (OM no: NEUN 6895, OD no: NEUN 6896, SF no: NEUN 6897,
LN no: NEUN 6898) saklandi. Karanlik ortamda kurutulan bitkiler, yag verimini artirmak
amaciyla steril makas ile kliciik parcalara bolindi. Kuru materyaller Clevenger Apareyi
sistemi kullanilarak distilasyona tabii tutuldu ve g saatlik distilasyon sonrasinda bitkilere
ait ucucu yaglar elde edildi. Daha sonra kuru baz lizerinden verim hesabi yapilip pikno-
metre yardimiyla yaglarin 6z kiitleleri hesaplandi. Tim ucucu yaglar +4°C’de, kullanila-
cagi zamana kadar muhafaza edildi.

Ucucu Yaglarin Analizleri

Gaz kromatografisi ve kitle spektrometresi analizleri (GC-MS) Agilent 5975 GC-MSD
sistemi kullanilarak gerceklestirildi. Innowax FSC kolonunda (60 m x 0.25 m film kalin-
hgr) tasiyici gaz olarak helyum gazi (0.8 ml/dk) kullanildi. GC firin sicaklidi, 10 dakika
boyunca 60°C’de tutuldu ve her dakikada 1°C artacak sekilde 220°C’ye programlandi.
Bolinme orani 40/1 ve enjektor sicakhgr 250°C olarak ayarlandi. Kitle araligi m/z 35 ile
450 idi ve kiitle spektrumlari 70 eV’de kaydedildi.

GC analizi, Agilent 6890N GC sistemi kullanilarak yapildi. Alev iyonizasyon dedekto-
rindn (FID) sicakhgr 300°C olarak ayarlandi. GC-MS ile ayni eliisyon sirasini elde etmek
icin, ayni kolonun bir kopyasina ayni kosullarda es zamanli olarak otomatik enjeksiyon
yapildi. Ayrilan bilesiklerin ytizdesi FID kromatogramlarindan hesaplandi.

Tablo I. Calismamizda Kullanilan Bitkisel Materyallere Ait Bilgiler

Bitki adi Bitkinin Tiirkce adi Toplanan kisim Lokasyon
Origanum majorana* Mercankdsk Toprak Gstu kisimlari St. Hilarion Kalesi/Girne
Origanum dubium Kekik Toprak Ustd kisimlari Yesilirmak/Lefke
Salvia fruticosa Adacayi Toprak Usti kisimlari Zeytinlik/Girne
Laurus nobilis Defne Yaprak Bostanci/Guizelyurt

* Endemik tdr.
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Sitotoksisite Analizleri

Elde edilen ugucu yaglarin sitotoksik aktivitelerini saptamak icin L929 fare fibroblast
hiicre hatti (American Type Culture Collection, ABD) kullanildi. L929 hiicreleri DMEM
(Dulbecco’s Modified Eagle Medium) (Biological Industries, 01-050-1A) besiyerinde
%710 1s1 ile inaktive edilmis fetal sigir serumu (Fetal Bovine Serum, FBS) (Capricorn Sci-
entific, FBS-11B), %1 penisilin-streptomisin (Biochrom, A2213) ve %1 glutamin (EMD
Millipore, K0282) eklenerek 37°C’de, %5 CO,'li ortamda cogaltildi. Besiyerinde ¢ogal-
tilan hicreler ile ugucu yaglar muamele edildi ve MTT [3-(4.5-dimetiltiyazol-2-yl)-2.5-
difeniltetrazolyum bromit] kiti (Glentham Code, GT3156) kullanilarak sitotoksik aktivi-
teleri belirlendi.

MTT, canli hicreler tarafindan indirgenen mor formazan bir Griin olan
3-(4.5-dimetiltiyazol-2-yl)-2.5 difeniltetrazolyum bromitin rediksiyonunun kolorimetrik
Olcimiine dayanir. OD, OM, SF ve LN ucucu yadlar, dimetilstlfoksit (DMSO, Sigma-
Aldrich) kullanilarak 100 mg/ml olacak sekilde hazirlandi ve bes farkh (5 pg/ml, 10 pg/
ml, 25 pg/ml, 50 pg/ml ve 100 pug/ml) konsantrasyondaki kiiltiir ortaminda seyreltildi.
L929 fare fibroblast hiicreleri, 96 kuyucuklu kiltir kaplarina her bir kuyucukta 100 pl (5 x
103/ml hiicre yogunlugu) gelecek sekilde ekildi. Kér, hiicre ve ekstrakt icermemekte iken
negatif kontrolde sadece ekilmis hiicreler bulunmaktaydi. OD, OM, SF ve LN diltsyonlari
hicre hattr icerisinde 24-48 saat inkiibasyonda birakildi. Ardindan MTT ¢ozeltisi 37°C'ye
isitildi ve daha sonra her bir kuyucuga 10 pl gelecek seklinde eklendi. Dort saat 37°C’de,
%35 CO,’li ortamda inkiibe edildikten sonra, formazan tuzlarini ¢6zmek icin 50 yl DMSO
eklendi. Absorbans, spektrofotometre (Versa Max, Molecular Device, Sunnyvale, ABD) ile
540 nm’de Ol¢tildu. Tum deneyler her ekstrakt icin ti¢ kez tekrarlanarak gerceklestirildi.

Deney Hayvanlari ve Calisma Gruplari

Her biri 8-12 haftalik, yaklasik 20-25 gram agirhiginda olan disi Balb/c tiiru fareler
kullanildi. Tim gruplardaki fareler standart hayvan yemi ile beslenip, icme suyu olarak
temiz cesme suyu verildi''. Fareler, YDU Deney Hayvanlari Arastirma Merkezinde bu-
lunmaktaydi ve tim deney suresince hayvan haklarina sadik kalinarak calismalar yapildi.

Calismamizda, her grupta altisar fare olacak sekilde, sitma referans grubu olan klo-
rokin (Sigma, Saint Louis, MO 63103, ABD) grubu (KG) (50 mg/kg)"', tedavi almamis
kontrol grubu (TAKG), O.dubium (OD) (100 ug/ml= 20 mg/kg), O.majorana (OM) (100
pug/ml= 20 mg/kg), S.fruticosa (SF) (100 ug/ml=20 mg/kg) ve L.nobilis (LN) (100 pg/ml=
20 mg/kg) olmak tzere 6 grup olusturuldu ve toplamda 36 fare ile cahsild.

P.berghei Susu

Calismamizin hayvan deneyleri kisminda, fareleri enfekte etmek amaciyla MR4-ATCC
(American Type Culture Collection, Virjinya, ABD) firmasindan elde edilen MRA-311
P.berghei susu kullanildi. P.berghei susu, Manisa Celal Bayar Universitesi Tip Fakiiltesi,
Tibbi Parazitoloji Laboratuvarinda farelere 10 giinde bir intravendz pasajlar yapilarak
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canhhgr devam ettirildi ve dereceli dondurma yontemiyle kriyoprezervasyonu yapilarak
sivi azot tankinda saklandi. Daha sonra Gniversitemiz hastanesi Mikrobiyoloji Laboratu-
varinda -80°C’de muhafaza edildi. P.berghei ile enfekte eritrosit stispansiyonu 37°C’lik su
banyosunda 10 dakika ¢oziildiikten sonra, 2 tane fareye intraperitoneal bélgeden verildi.
Her iki glinde bir, bu farelerin kuyruk ucundan kan alinarak, Giemsa ile boyali preperatlar
hazirlandi ve her asamada parazitemi izlenip, kayit altina alindi. Farelerdeki parazitemi
orani %30-35’e ulastigi zaman ise farelere 6tenazi uygulanarak, kalplerinden kan alindi.

Farelere inokiilasyon ve Tedavi (4 giin testi)

Parazitemisi istenilen seviyeye ulasan iki fareden birinin kalbinden yaklasik 0.1 ml kan
alinip, 9.9 ml RPMI 1640 besiyeri (Biological Industries, israil) (toplam hacim 10 ml)
icerisinde homojen bir sekilde karisim saglandi. Calisma gruplarinda bulunan her fareye,
hazirlanan Pberghei'li eritrosit siispansiyonundan 0.2 ml (2 x 107) periton bélgesinden
enjekte edildi. Enfeksiyondan 3 saat sonra ilk tedavi dozlar (0. guin) tim farelere intra-
gastrik gavaj yontemiyle oral yolla verildi. Daha sonra ayni miktarda tedavi 24. (1. gln),
48. (2. guin) ve 72. (3. glin) saatlerde (toplam 4 doz) tekrarlandi. Son tedaviden 24 saat
sonra tim farelerin kuyruk ucundan kan alinip, ince damla kan yaymalari hazirlandi. Kan
alimina, fareler eksitus olana kadar her iki giinde bir olacak sekilde devam edildi'".

Yaymalarin Boyanmasi

Yaymalar kuru sicak havada kurutulduktan sonra, 3 dakika metanolde bekletildi. Daha
sonra metanolin fazlasi dokilip, su ile ylkama yapmadan direkt olarak kurumaya bira-
kildi. Tamamen kuruyan yaymalar, 10 ml distile suya 10 damla Giemsa ana boyasi (1 ml
distile su icin 1T damla Giemsa oranina gore) eklenerek hazirlanmis Giemsa sollsyonu ile
45 dakika muamele edildikten sonra su ile yikanip kurutuldu'? ve 100x obijektifte im-
mersiyon yadi kullanilarak incelendi. incelenen kan yaymalarindaki parazitemi yiizdeleri
hesaplandi ve kayit altina alindi.

Paraziteminin Hesaplanmasi

Farelerdeki parazitemi hesaplanmasinda; 10 alanda 100’er eritrosit sayilip enfekte
eritrositlerin ylizdeleri hesaplanarak toplandi. Elde edilen deger 10 sahanin ortalamasini
almak icin 10’a béliintip, farelerdeki ortalama parazitemi yiizdesi belirlendi'".

% Parazitemi: (Enfekte eritrosit sayisi/Toplam eritrosit sayisi) x 100
istatistiksel Analiz

Verilerin tim istatistiksel analizlerinde SPSS (Statistical Package of the Social Sciences)
Demo Ver 22 (SPSS Inc., Chicago, IL, ABD) programi kullanildi. ilk olarak her bir gruptaki
verilerin normal dagilima uyup uymadiklarini belirlemek amaciyla Kolmogorov-Smirnov
testi uygulandi. Kolmogorov-Smirnov testine gore eger veriler normal dagilima uyuyorsa
p> 0.05, uymuyorsa p< 0.05 olmaldir. Tim gruplarda bulunan farelerin yasam sureleri
arasindaki anlamliigr belirlemek amaciyla ise Tek Yonli Varyans Analizi (One-way ANO-
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VA) testi yapildi. Gruplar arasindaki ikiserli farklari gormek icin ise Dunnett ve Tukey HSD
testlerine basvuruldu. Tim testlerde p< 0.05 diizeyindeki sonuclar anlamli kabul edildi.

BULGULAR
Calismamizda kullanilan ugucu yaglarin major bilesikleri Tablo Il’de g0osterilmistir.

L929 fare fibroblast hatti, hiicre kiltiirinde farkli konsantrasyonlardaki OD, OM, SF
ve LN ucucu yaglari ile 24 ve 48 saatlik sirelerde inkiibe edilmistir. Bu konsantrasyonlar
sirastyla 5, 10, 25, 50 ve 100 pyg/ml’dir. MTT sonuclarina gore genel olarak, L929 fare
fibroblast hicrelerinde yag konsantrasyonlarinin dozu yiikseldikce doza bagh olarak hiic-
re canlihginin azaldigi gordlmdstiir. OD yad ile 24 ve 48 saat inklibe edilmis L929 fare
fibroblast hiicrelerinde hicre canlihginin 6zellikle yiksek dozlarda (25-100 pg/ml) ¢cok
az oldugu belirlenmistir. Bunlara ek olarak, OM ucucu yadi ile inkiibe edilen hiicrelerin,
Ozellikle 100 pg/ml dozunda ve 48 saat inklibasyon sonunda yaklasik yarisinin (%50)
canliigini kaybettigi gorilmus, disiik dozlarda ise hiicre canliigr stabil kalmistir. LN ucu-
cu yaginin ise tim dozlardaki 24 saatlik inkiibasyonlarinda hicre canliliklarinda anlamli
bir azalma izlenmezken, 48 saat inkiibasyon sonunda hiicre canliigi yaklasik %50 azal-
mustir. Hiicre kiltiriinde, SF ugucu yaginin hiicre canliigina olumsuz etki gostermedigi
tespit edilmistir. Bitki yaglarinin 100 pg/ml’deki sitotoksik aktivite sonuclari Sekil 1-4'te
gorulmektedir.

Farelerin 4. glin yapilan degerlendirmelerinde, OD grubunda %2, OM grubunda %3,
klorokin grubunda 9%0.25, TAKG'de %6 ve diger bitki yaglarinin (SF ve LN) verildigi
gruplarda ise %5 ortalama parazitemi ylizdeleri saptanmistir. Klorokin alan fareler 6. gtin
paraziteminin ortadan kalkmasiyla yasamlarina devam ederken, TAKG'de yer alan fareler
9. giinde eksitus olmustur. Parazitemi orani, OM grubundaki farelerde 23. giin, OD gru-
bundaki farelerde 21. giin, diger gruplardakilerde ise 14. glinde %35’e ulagmis ve fareler
eksitus olmuslardir (Sekil 5). TAKG'ye gore, OM ve OD grubunda bulunan farelerin yagam
strelerinde sirasiyla 14 ve 12 giin, SF ve LN'nin her ikisinde ise beser guin artis oldugu go-
rilmustdr (Tablo Ill). Tim gruplarda yer alan farelerin 8. glinde hazirlanmis Giemsa boya-
I preparatlarindan ¢ekilmis gorunttleri Resim 1-6’da gosterilmistir. Calismamiz stiresince
kullanilan farelerin hicbirinde sitma digi herhangi bir nedenden dolayi 6lim gérilmemis,
tum farelerde basarili bir sekilde enfeksiyon olusturulmustur.

Tablo II. Ucucu Yaglarin iceriginde Bulunan Major Bilesikler

oD % oM % SF % LN %

Karvakrol 81.8 cis-Sabinen hidrat  29.1 1.8-Sineol 43.9 1.8-Sineol 57.2
p-Simen 5.0 Terpinen-4-ol 19.6 Kamfor (Kafur) 14.0 a-Terpinil asetat 9.4
Myrcene 1.9 y-Terpinen 9.5 Kamfen 8.8 Sabinen 6.7
Terpinen-4-ol 0.8 a-Terpineol 5.8 a-Pinen 6.6 Terpinen-4-ol 4.3
a-Terpineol 0.8 a-Terpinen 5.7 B-Pinen 5.8 a-Pinen 4.1

OD: Origanum dubium, OM: Origanum majorana, SF: Salvia fruticosa, LN: Laurus nobilis.
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Sekil 1. Origanum dubium sitotoksik aktivitesi.
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Sekil 2. Laurus nobilis sitotoksik aktivitesi.

1.5

1
=24 h
0.5 =48 h
0

Negatif ~ Pozitif 100 pg/ml

Sekil 3. Origanum majorana sitotoksik aktivitesi.
istatistiksel Analiz Sonuglan

Calismamizda, her bir gruptaki farelere ait yasam sirelerine dair verilerin normal da-
gilima uydugu gorilmustir. Buna gore, Kolmogorov-Smirnov testi sonucundaki p de-
gerleri OM, OD, SF, LN ve TAKG'de sirasiyla p= 0.792, p= 0.991, p= 0.748, p= 0.612 ve
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Sekil 4. Salvia fruticosa sitotoksik aktivitesi.

40
&
]
H
g0 =300
(o]
z " %O0M
£ 20 = %SF
‘N o
:
" %LN
o
o 10
B 'l I "%KG
=1
g 0 M‘J " %TAKG
4 5 8 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23
Gin

Sekil 5. Giinlere gére yiizde parazitemi ortalamalarinin dagilimi.

p= 0.988’dir. Tium gruplardaki yasam sureleri ortalamalari arasindaki fark istatistiksel ola-
rak anlaml (6nemli) bulunmustur (p< 0.001) (Tablo V).

Yasam strelerine iliskin farkin énemli bulunmasi ve gruplardan birisinin kontrol grubu
(TAKG) olmasindan dolayi, gruplarin kontrol grubuna gore karsilastirmalarinda ‘Post Hoc'’
testlerinden ‘Dunnett’ testi kullanilmistir. Buna gore;

e OM ile TAKG arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemlidir (p< 0.0001).
e OD ile TAKG arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemlidir (p< 0.00071).
e SFile TAKG arasindaki fark istatistiksel olarak dnemlidir (p< 0.001).
e LN ile TAKG arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemlidir (p< 0.00T).

Calisma gruplarindaki ortalama yasam surelerinin (kontrol grubu diginda) birbirleri ara-
sindaki farkinin anlamlilik diizeyini tespit etmek amaciyla Tukey HSD testi kullanilmustir.
OM-OD ile SF-LN haric, diger gruplar arasindaki farkin istatistiksel olarak anlamli oldugu
gorulmustdr. Test sonuclari Tablo V'te verilmektedir.
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Tablo 1. Calisma Gruplarinda Giinlere Gére Ortalama Parazitemi Oranlari (%)

Giin OM (%) OD (%) SF (%) LN (%) TAKG (%) KG (%)
4. 2 3 5 5 6 0.25
6. 5 4.8 7 7.2 7.8 0
8. 7 7.1 14 13 28 0
9. 7.9 8 19 18 36* 0
10. 9.4 9.5 22 20 - 0
12. 13 14 29 28.9 - 0
13. 13.5 15 32.5 32.8 - 0
14. 16 18 35.6* 35.4* - 0
16. 20 25 - - - 0
18. 26 29 - - - 0
20. 31 33 - - - 0
21. 32 35.5% - - - 0
22. 345 - - - - 0
23. 35.3* - - - - 0
* Eksitus.

Resim 1. TAKG 8. giin (%28 parazitemi). Resim 2. LN (20 mg/kg) 8. giin (%13 parazitemi).

TARTISMA

Calismamizda, ulkemizde yetisen bazi bitkilerin antimalaryal aktiviteye sahip olup
olmadiklari arastinlmistir. Bitkisel Grlinlerin, genellikle sentetik olanlara gore daha
az toksik ve daha az yan etkiye sahip oldugu distnilmektedir. Giderek artan sayi-
da insan, bitkilerden elde edilen ilaclar ile alternatif tedaviyi kullanmaktadir. Ornegin
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Resim 3. SF (20 mg/kg) 8. gtin (%14 parazitemi). Resim 4. OD (20 mg/kg) 8. giin (%7 parazitemi).

)

Resim 5. OM (20 mg/kg) 8. giin (%7.1 parazitemi). Resim 6. KG (50 mg/kg) 8. giin (%0 parazitemi).

Cin’de birkag ylizyildir geleneksel tip, klinik alanda yer bulmaktadir?. Konvansiyonel ilag-
larin artan yan etkileri ve sitma parazitlerinin gelistirdigi ila¢ direnci global bir sorun olus-
turmakta ve bu sebeple antimalaryal ajanlarin arastirilmasi 6nem kazanmaktadir. Yapi ve
biyolojik aktivitelerinden dolay1 antimalaryal kemoterapide tibbi bitkilerin buyiik katkisi
oldugu bilinmektedir®. Bu nedenle, P.berghei ile enfekte fareler izerinde yeni ve alternatif
etken madde taramalari yapildigi bildirilmektedir?.

Calismamizda kullanilan OD tiirli kekik yaginin P.berghei paraziti Gizerine etkili bir ugu-
cu yag oldugu gorilmustir. Buna ragmen, tim calisma gruplarimiz arasinda farelerin
yasam slrelerini iki katindan fazla (TAKG’de gore 12 giin) artiran bu kekik tiirtinin, fare
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Tablo IV. Gruplar Arasi Yasam Stirelerinin One-Way ANOVA Testi Sonucu [statistiksel Verileri

Aritmetik  Standart Minimum Maksimum
Grup n ortalama sapma yasam siiresi  yasam siiresi F P
oM 6 22.50 2.074 21 26
oD 6 21.17 2.787 17 24
SF 6 13.83 1.169 13 16
54.744 < 0.001
LN 6 14.17 1.329 13 16
TAKG 6 9.50 1.049 8 11
Toplam 30 16.23 5.237 8 26

OD: Origanum dubium, OM: Origanum majorana, SF: Salvia fruticosa, LN: Laurus nobilis, TAKG: Tedavi almamis
kontrol grubu.

Tablo V. Gruplar Arasi Istatistiksel Karsilastirmada Tukey HSD Sonuclari

Gruplar P Gruplar P
OM-0D 0.706 OD-SF < 0.0001*
OM-SF < 0.0001* OD-LN < 0.0001*
OM-LN < 0.0001* SF-LN 0.998

* Aralarindaki fark istatistiksel olarak anlamhdir.

fibroblast hiicreleri icin toksik 6zellikte oldugu saptanmustir. Bu kekik yaginda major kom-
ponent olarak karvakrol (%81.8) bulundugundan dolay! antimalaryal etkisinin oldugu
distnulmektedir. Yapilan calismalarda kekik tirlerinin yiliksek oranlarda karvakrol icerdigi
bilinmektedir. On farkli OD klonunu inceleyen Turgut ve arkadaslarinin calismasinda'3
%81.85 ile %91.04 oranlari arasinda karvakrol diizeyi tanimlanmistir. Gliney Kibris bol-
gesinde yilin iki farkli déneminde toplanan OD bitkisinden, calismamiza benzer sekilde
%71.3 ve %69.5 oranlarinda major bilesik olarak karvakrol elde edilmistir. Norazsida ve
arkadaslarinin calismasinda, karvakrolce zengin (%85.1) Plectranthus amboinicus bitkisin-
den elde edilen ucucu yagin P.berghei tedavisinde profilaktik ajan olarak kullanilabilecegi
saptanmistir. Yine ayni arastirmada P.amboinicus bitkisinin kemirgen sitma enfeksiyonunu
tedavi edebilecek potansiyel bir dogal Griin oldudu ileri siiriilmistir''. El Babili ve
arkadaslarinin calismasinda'® ise farkli bir kekik tiriiniin (Origanum compactum) anti-P,
falciparum etkisi in vitro ortamda arastinlmustir. iki farkli klorokin direncli P.falciparum’un
kullanildigr calismada, kekikten elde edilen ucucu yagin ve etil asetat ekstraktinin antima-
laryal aktivitesi oldugu tespit edilmistir. Bunun yaninda, antimalaryal etkisi denenen kekik
tdriinde, major komponent olarak sirasiyla karvakrol (%36.5), timol (%29.7) ve p-simen
(9%24.3) bulunmustur.

Terpinen-4-ol ve cis-Sabinen hidrat, caismamizda kullanilan OM bitkisinden major
bilesik olarak izole edilen monoterpenlerdendir. Ramos ve arkadaslari'’, antibakteriyel
etkinligini inceledikleri calismalarinda, bu kekik turiinde ana komponent olarak %30.2
oraninda cis-Sabinen hidrat ve %28.8 oraninda terpinen-4-ol bulmuslardir. Cahsmamiz-
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da, Ramos ve arkadaslarinin arastirmasina gore biraz daha dustik major bilesik oranlari
elde edilmistir. Buna ragmen, Tirkiye'de yetisen OM tiriinde ise tamamen farkli bir du-
rum s6z konusudur. Bagc ve arkadaslarinin yaptigi bir calismada'8, ana madde olarak
karvakrol bulunmus fakat taze ve kuru kekikteki bilesik oranlarinin farkhlik gosterdigini
tespit edilmistir. iki farkli OM kekigi kullanilan calismada, kurutulmus bitkilerden %80.33
ve %83.46, tazelerinden ise %56.39 ve %69.49 oranlarinda karvakrol saptanmistir. Kiiba,
Brezilya, Macaristan ve Tunus’ta ise major komponentlerin terpinen-4-ol, y-terpinen ve
linalol oldugu rapor edilmistir'”.

OM ve Origanum vulgare tirlerinin antimalaryal aktivitesini inceleyen Hussain ve arka-
daslarinin calismasinda'®, yalnizca O.vulgare yaginin antimalaryal etkisinin oldugu tespit
edilmistir. Bu arastirmada, OM major bilesenlerinin %20.9 terpinen-4-ol, %15.7 linalol
ve %13.4 limonen; O.vulgare major bilesenlerinin ise %21.6 timol, %18.8 karvakrol ve
%13.5 o-simen oldugu bulunmustur. Caismamizda, OM kekiginden elde edilen ugucu
yadin, P.berghei'ye karsi en etkili (yagam siirelerini TAKG'ye gore 14 giin artirdi) madde
oldugu gorulmdustir. OD ile karsilastirldiginda OM yaginin fare fibroblast hiicrelerine
sitotoksik etkisinin olmadigi ve guvenilir bir dogal triin oldugu tespit edilmistir.

LN (defne)’nin esas yayilis alani Akdeniz Havzasi ve Anadolu’dur. Bu bdlgeler disin-
da Avrupa ve Amerika kitalarinda defne bitkisi yetistiriciligi yapilmaktadir. Bagta Turkiye
olmak Uzere tiim Bati Akdeniz Havzasinda yetisen defne ucucu yaginda major bilesik
olarak 1.8-sineol (6kaliptol/dkaliptls yagi) bulunmaktadir. Karik ve arkadaslarinin calis-
masinda, Tirkiye’nin Akdeniz, Ege, Marmara ve Karadeniz Bolgelerinden toplanan 100
farkl defne bitkisinden elde edilen ucucu yaglarda %31.87-67.56 oraninda 1.8-sineol
tespit edilmistir?>2!, Tiirkiye’nin Aydin ilinden toplanan LN yapraginda ana bilesik olarak
%28.46 oraninda kamfen bulunmus, fakat izmir'in Cigli ilcesinde toplanan yapraklarda
ise ana komponentin %34.08 oraninda 1.8-sineol oldudu rapor edilmistir?2. iran’da ya-
pilan diger bir arastirmada, defnenin vejetatif, tomurcuk, cicek ve tohum dénemlerinde
ana bilesik olarak %31.4-35.7 oranlarinda 1.8-sineol elde edilmistir?®>. Calismamizda da,
LN ucucu yagindaki major komponent olan 1.8-sineol, literatiirle benzer oranlarda bu-
lunmustur (%57.2).

Literatlrde LN bitkisiyle ilgili antimalaryal etkinlik denemelerine rastlanmamustir. Fakat
LN’nin antiparazitik aktivitesini inceleyen bir arastirmada, bitki yapraklariyla hazirlanan
ekstraktlarin 6zellikle Cryptococcus neoformans ve Leishmania donovani promastigot ve
amastigotlarina kargi yuksek derecede etkili oldugu bulunmus, bunun yaninda kan para-
zitlerinden biri olan Trypanosoma brucei'ye karsi da etkisinin oldugu gorilmiistiir?,

Salvia turleri 6zellikle Kuzey Yarim Kire’nin Akdeniz Bolgesi’'nde yayilim gostermekte-
dir. Turkcede adacayi olarak bilinen, genelde hos kokulu bitkilerin yer aldigi Salvia turleri
ucucu ve aromatik yag icermelerinden dolay farmakoloji ve parfiimeri sanayinde dnemli
sayllmaktadir®®. Yapilan calismalarda, SF ucucu yaginda predominant bilesenin 1.8-si-
neol (%52.8) oldugu tespit edilmistir. Bunun yaninda kamfor (%5.8), a-pinen (%5.8),
B-pinen (%4.5), mirsen (%3.8) ve kamfen (%3.1) bilesenleri olmak lizere %1’in tzerinde

MIKROBIYOLOJi BULTENI 475




Kibris Endemik Bitkisi Origanum majorana: Sitma Tedavisinde
Yeni Bir Alternatif Dogal Uriin Olabilir mi?

toplam 15 komponent belirlenmistir. icerisindeki 1.8-sineol, kamfor, a-pinen, f-pinen ve
kamfen bilesenlerinin tibbi acidan 6nemli oldugu kanitlanmistir?®27, Tiirkiye’de adacay!
turlerindeki bilesenlerin drneklere gore degisim gosterdigi anlasiimis ve 1.8-sineol orani-

v .

nin %23.2-37.3 arasinda degistigi gorilmistiir?®,

Yapilan arastirmalarda 1.8-sineol iceren bitki yaglarinin antiparazitik etkisi oldugu tespit
edilmis, hatta in vitro ortamda iki farkli (klorokin-direncli ve klorokin-duyarli) P.falciparum
susunun Uremesini inhibe ettigi gordlmistir. Ayrica bu inhibisyonun, parazitin erken tro-
fozoit dénemini etkiledigi tespit edilmistir?®. Kamatou ve arkadaslarinin calismasinda®®
ise, Salvia turlerinin antimalaryal aktiviteye sahip oldugu vurgulanmis ve 6zellikle Salvia
radula turinin Pfalciparum’a kargi en etkili tir oldugu saptanmugtir.

Calismamizda, LN ve SF ucucu yaginin P.bergheiile enfekte farelerin yasam siirelerinde,
OM ve OD'ye gore daha az oranda anlamli bir artisa (TAKG’ye gore 5 glin) neden oldugu
gorilmustur. Sayisiz biyolojik aktiviteye sahip olan bu bitkilerin, fare fibroblast hiicrelerine
sitotoksik etkisinin bulunmadigi ve in vivo calismamizda az da olsa antimalaryal etkilerinin
oldugu tespit edilmistir.

Calismamiz, Kuzey Kibris'ta bitki yaglarinda antimalaryal etkinlik arastiriimasi alaninda
yapilmis ilk arastirma olma ozelligindedir. Antimalaryal etki gosteren, parazitemiyi dusu-
rerek farelerin yasam siresini iki katindan fazla artiran, Kibris endemik bitkilerinden OM
(TAKG'ye gore 14 gun artis) ve yine ayni cinsten OD (TAKG’ye gore 12 gun artis)'nin,
antimalaryal molekiillerin elde edilmesine kaynaklik edebilecedi gortlmdistir. Bunun
yaninda LN ve SF ucucu yaglarinin da P.berghei'ye karsi etkili oldugu tespit edilmistir.
Aktivite gézlenen bitkilerin profilaktik amach kullanilmasi olasiligi da yiiksektir. ileri calis-
malar ile antimalaryal etkisi saptanacak Kuzey Kibris bitkilerinin kulttire alinmasi, aktivi-
teden sorumlu maddelerin hiicre stispansiyonunun yapilmasi, doku kiltiiri teknikleri ile
laboratuvar sartlarinda daha ylksek miktarlarda tretilmesi ve aktivite mekanizmalarinin
belirlendigi takdirde enzimlerle selektif olarak etkilesime girebilecek olan molekiillerin ta-
sarlanmasi yapilabilecektir. Elde edilecek bu aktif bilesenler ila¢ sanayinde de kullanilarak
yeni ilag molekiil modellerinin kesfinde rol oynayabilecektir. Ayrica hem tlke ekonomisine
hem de dlinya saglhgina katki saglayabilecegi kanisindayiz.
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CIKAR CATISMASI

10.
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Yazarlar bu makale ile ilgili herhangi bir cikar catismasi bildirmemislerdir.
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