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Bu calismada, gticlii antimikrobiyal etkinligi gibi cesitli biyolojik aktiviteleri gésterilmis olan ‘cinnamal-
dehyde’ (CIN) ve ‘cannabidiol’ (CBD) ile yeni nesil tetrasiklin tiirevi olan ‘eravacycline’ (ERA)'in antimalar-
yal etkinliginin in vivo sitma modelinde arastiriimasi amaclanmustir. Etken maddelerin sitotoksik aktivitesi
L929 fare fibroblastlarina karsi MTT yontemiyle, antimalaryal etkinligi ise in vivo fare modelinde dort giin
testiyle belirlenmistir. Bu calismada, CIN grubu, CBD grubu, ERA grubu, klorokin grubu (CG) ve tedavi
almayan grup (TAG) olmak {izere bes grup olusturulmustur. Tiim farelere 2.5 x 107 parazit/mL Plasmo-
dium berghei ile enfekte eritrosit stispansiyonu intraperitonal olarak uygulanmistir. Belirlenen dozlardaki
etken maddeler farelere oral gavaj ile dort giin testine uygun olarak verilmis ve farelerdeki parazitemi,
farelerin kuyruk ucundan alinan kandan yapilan yayma preparatlar ile 21 giin boyunca kontrol edilmistir.
Etken maddelerin sitotoksik aktivitesini ifade eden IC,, degerleri CIN, CBD ve ERA icin sirasiyla 27.55 pg/
mL, 16.40 mikromolar (uM) ve 48.82 pg/mL olarak tespit edilmistir. Tedavi almayan farelerdeki ortalama
parazitemi orani dokuzuncu gilinde %33 olarak saptanmis ve 11. glinde tiim fareler 6Imistir. Dokuzuncu
glinde, TAG grubu ile kiyaslandiginda CIN grubunda parazit gériilemezken CBD grubunda %0.08 ve ERA
grubunda ise %17.8 oraninda ortalama parazitemi saptanmistir. TAG grubundaki fareler ile kiyaslandigin-
da, diger gruplarin yasam stresinin CIN grubunda sekiz gtin, CBD grubunda 12 giin ve ERA grubunda ise
sekiz gtin uzadigi gozlenmistir. Bu calismada test edilen lg etken maddenin de in vivo fare modelinde Plas-
modium parazitlerinin gelisimini baskiladigi ve farelerin yasam suresinin uzadigi tespit edilmistir. Calismada
gosterilen CIN ve CBD'nin glicli antimalaryal etkinligi ve ERA'nin olasi klinik seyre olumlu etkisinin mevcut
ve potansiyel antimalaryal molekiillerle kombine edilerek gelistirilebilecegi diistiniilmektedir.

Anahtar kelimeler: Antimalaryal; cinnamaldehyde; cannabidiol; eravacycline; in vivo model; sitma.
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ABSTRACT

In this study, it was aimed to investigate the antimalarial activity of cinnamaldehyde (CIN) and can-
nabidiol (CBD) which have shown various biological activities such as potent antimicrobial activity and
eravacycline (ERA), a new generation tetracycline derivative, in an in vivo malaria model. The cytotoxic
activities of the active substances were determined by the MTT method against L929 mouse fibroblasts
and their antimalarial activity were determined by the four-day test in an in vivo mouse model. In this
study, five groups were formed: the CIN group, the CBD group, the ERA group, the chloroquine group
(CQ) and the untreated group (TAG). 2.5 x 107 parasites/mL of P.berghei-infected erythrocyte suspension
was administered IP to all mice. The determined doses of active substances were given to the mice by
oral gavage in accordance with the four-day test and the parasitemia status in the mice was controlled
for 21 days with smear preparations made from the blood taken from the tail end of the mice. The IC
values, which express the cytotoxic activity values of the active substances were determined as 27.55
pug/mL, 16.40 uM and 48.82 ug/mL for CIN, CBD and ERA, respectively. The mean parasitemia rate in
untreated mice was 33% on day nine and all mice died on day 11. On the ninth day, when compared
with the TAG group, no parasites were observed in the CIN group, while the average parasitemia was
0.08% in the CBD group and 17.8% in the ERA group. Compared to the mice in the TAG group, the life
expectancy of the other groups was prolonged by eight days in the CIN group, 12 days in the CBD group
and eight days in the ERA group. It has been determined that all three active subtances tested in this
study suppressed the development of Plasmodium parasites in an in vivo mouse model and prolonged
the life span of the mice. It is thought that the strong antimalarial activity of CIN and CBD shown in the
study and the possible positive effect of ERA on the clinical course can be improved by combining them
with the existing and potential antimalarial molecules.

Keywords: Antimalarial; cinnamaldehyde; cannabidiol; eravacycline; in vivo model; malaria.

GiRis

Kiresel olarak sitmanin endemik oldugu 85 tlkede tahminen 3.4 milyar insanin sit-
ma ile enfekte oldugu tahmin edilmektedir. 2021 Diinya Sitma Raporu’na gore, 2020
yilinda 241 milyon sitma olgusu ve 627000 sitma kaynakli 6lim oldugu hesaplanmis-
tir. Bu veriler, 2020’de 2019’a kiyasla vaka sayisinin 14 milyon ve olim sayisinin ise
69000 arttigini gostermektedir. Bu ek olimlerin yaklasik Gcte ikisinin (47000), pan-
demi sirasinda sitmanin onlenmesi, tanisi ve tedavisinde yasanan aksakliklarla iliskili
oldugu distnitlmektedir. Sitma kaynakh 6limlerin %93’liniin meydana geldigi Afrika
Bélgesi'nde, tiim 6liimlerin %61i hala bes yasin altindaki cocuklarda gériilmektedir'.

Antimalaryal ilaclara karsi gelismekte olan direng sorunu, kiresel sitma kontroli icin
tehdit olmaya devam etmektedir?. Mevcut koronaviriis pandemisinin de sitma kontrolii
calismalarini olumsuz etkiledigi bildirilmistir>*. Kinin direncine iliskin ilk raporlar, 1910
yil gibi erken dénemlerde ortaya ¢cikmaya baglamistir®. Kinin ve tiirevleri daha sonra
yaygin olarak primakin ve tafenokinin 6nctli olan 8-aminokinolinlerle birlestirilmis an-
cak kombinasyon tedavisinin yerini, Il. Diinya Savasi sirasinda kullaniimaya baslanan
klorokin (CQ) monoterapisi almistir. CQ direncli ilk P.falciparum olgulari, Gliney Ameri-
ka ve Giineydodu Asya’da bildirilmistir®”. Yirmi yil icinde, CQ direncli P falciparum’un,
tropikal ve subtropikal bélgelere hakim olacagi 6ngoérilmektedir®. CQ kademeli olarak
stiffadoksin-primetamin (SP) ile degistirilmis, ancak SP direnci, ila¢ piyasaya surtldik-
ten kisa siire sonra ortaya ¢ikmaya baslamistir®.
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Artemisinin bazl kombinasyon tedavisinin (ABT) 2000’lerin baslarinda uygulanma-
ya baslanmasiyla Glineydogu Asya’da ABT direncine iliskin ilk raporlar bildirilmis, daha
sonra, artesunat-meflokin (AS-MQ) ve dihidroartemisinin-piperakin (DHA-PPQ) kombi-
nasyonlarinda hem artemisinin tiirevlerine hem de kombine ilaglara karsi fenotipik ve
genotipik olarak direnc gelisimi dogrulanmistir'®'!. Pfalciparum’un kelch13 (pfk13),
R561H, P574L ve C469Y gibi suslarinin gorildigi Ruanda’dan bildirilen yakin tarihli
bir raporda Sahra Alti Afrika, Gliney Asya ve Giiney Amerika’da bir veya daha fazla ABT
bilesenine karsi direncin genotipik ve fenotipik kanitlari gosterilmistir''-13,

Paraziter hastaliklarin tedavisinde sifali otlarin kullanimi antik caglardan beri bilin-
mektedir'*. Cinchona calisaya ve Artemisia annua’dan en etkili antimalaryal ilaclar olan
kinin ve artemisinin izole edilmistir. Ayrica, CQ, meflokin, primetamin, primakin, arte-
misinin, artemeter, artesunat ve dihidroartemisinin gibi klinik kullanimda olan ilaglar
ya bitki kaynaklarindan izole edilmistir ya da bunlarin modifiye tiirevleridir. Ozellikle
artan direnc¢ sorununa karsin alternatif ilac adayr molekdllerin belirlenmesi, tek basi-
na veya kombine antimalaryal etkinliklerinin arastirilmasi umut verici goriinmektedir.
Bu calismada, glicli antimikrobiyal etkinligi gibi cesitli biyolojik aktiviteleri gosterilmis
olan ‘cinnamaldehyde’ (CIN) ve ‘cannabidiol’ (CBD) ile yeni nesil tetrasiklin ttrevi olan
‘eravacycline’ (ERA)'in sitotoksik aktivitesinin ex vivo, parazit supresyon orani ve anti-
malaryal etkinliginin ise, P.bergheiile olusturulmus in vivo sitma modelinde arastiriimasi
amaclanmistir.

GEREC ve YONTEM

Bu calisma, Manisa Celal Bayar Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu tarafin-
dan onaylandi (Tarih: 02.03.2021 ve Karar no: 77.637.435).

Etken Maddelerin Hazirlanmasi

Calismada kullanilan cinnamaldehyde (C80687) ve cannabidiol (PHL85705) Sigma
(Merck, Almanya)’dan, eravacycline (A13887/TP-434) ise Adooq (ABD ve Kanada)'tan
temin edildi. Sitotoksisite calismalarinda CIN ve ERA icin 5000 pg/mL, CBD icin ise 993
mikromolar (uM) konsantrasyonda calisma ¢ozeltileri hazirlandi. Coziicii olarak CIN ve
CBD icin RPMI-1640 besiyeri, ERA icin ise %0.9’luk serum fizyolojik kullanildi.

Sitotoksik Aktivitenin Saptanmasi

Etken maddelerin sitotoksik aktivitesi L929 fare fibroblast hiicre hatti (American Type
Culture Collection, ABD) kullanilarak saptandi. Steril, diiz tabanli ve 96 kuyucuklu mik-
roplaklarin her bir kuyucuguna 100 ul hiicre siispansiyonu (10%/mL) eklendi. Mikrop-
laklar 37 °C’de %5 CO,/'li etivde 24 saat inklibasyona alindi. CIN ve ERA ¢ozeltilerinin
2500-1.22 pg/mL, CBD icin ise 496.5-0.2 uyM araliginda seri diltisyonlari ikinci bir mik-
roplakta yapilip 100 pl alinarak ilk mikroplaga aktarildi. Mikroplaklar, 37 °C’de %5 CO,/'li
etlivde 48 saat inkiibasyona alind.
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Hicre canliigi, MTT (3-(4.5-dimetiltiyazol-2-yl)-2.5-difeniltetrazolyum bromit) yon-
temiyle belirlendi. inkiibasyon siiresi sonunda, etken madde iceren ve icermeyen mik-
roplaklarin tim besiyerleri bosaltildi, her bir kuyucuga 100 pyl MTT suspansiyonu pipet-
lendi ve %5 CO,'li etiivde 37 °C’de dort saat inkiibe edildi. Sure sonunda mikroplaklar-
daki tim kuyucuklar bosaltilarak her bir kuyucuga, 100 yl DMSO (formazan kristallerinin
¢ozlinmesi icin) pipetlendi ve 30 dakika ayni sartlarda inklibe edildi. Absorbans 6l¢ctimleri
570 nm’de spektrofotometrede (Biotek 800TS, ABD) yapildi ve IC,, degerleri Graphpad
Prism 8.4.2 programiyla belirlendi.

Deney Hayvanlari ve Parazit Susu

Calismada, deney hayvani olarak 25 adet, 2-3 aylik, 20-25 g agirhginda Balb/C cinsi
erkek fareler kullanildi. Tim fareler tip Il kafeslerde ve 20 °C oda sicakhgindaki 12:12
saatlik aydinhk/karanlik donguild, klimali odalarda her kafeste beg fare olacak sekilde ba-
rindirildi. Bagil nem %60-70te tutuldu ve fareler, ticari kemirgen yemi ve ad libidum su
ile beslendi. Calismada, kemirgen sitma etkeni olan ve insandaki Pfalciparum sitmasina
benzer klinik olusturan P.berghei (ATCC, Virginia, ABD) susu secildi.

Deney Gruplarinin Olusturulmasi

Calismada, her grupta beser fare olan toplam bes adet deney grubu olusturuldu.
. Grup :CIN grubu (50 mg/kg)

II.  Grup :CBD grubu (20 mg/kg)

M. Grup :ERA grubu (50 mg/kg)

IV. Grup :CQ grubu (50 mg/kg)

V.  Grup :TAG grubu (Serum fizyolojik)

Deney Gruplarinin P.berghei ile Enfekte Edilmesi

Manisa Celal Bayar Universitesi Tip Fakiiltesi Parazit Bankasinda saklanan P.berghei
susu, sivi azottan cikarilarak 37 °C’ye ayarlanmis su banyosunda kisa slre tutuldu ve
DMSO’dan arindirmak icin RPMI-1640 besiyeri ile yikandi. Yikama islemi sonunda ha-
zirlanan P.berghei stispansiyonu, iki adet dondr fareye 0.1 ml hacimde IP olarak verildi.
Her iki gtinde bir farelerin kuyruk ucundan alinan kan érneginden ince yayma yapilarak
parazitemi takip edildi. Farelerdeki parazitemi orani %30’a ulastiginda, sinif Il biyogu-
venlik kabini icinde ve steril sartlara uyularak enfekte farenin koltuk alti veni kesilip %0.5
trisodyum sitrat iceren tlp icerisine 0.5 ml kan alinarak enfekte eritrosit konsantrasyonu,
SFile 2.5 x 107 parazit/mL olacak sekilde ayarlandi'>. Deney grubundaki tiim farelere 0.1
ml hacimde IP olarak verildi (Sekil 1).

Etken maddelerin in vivo antimalaryal etkinligi, Porter ve Peters (1976) tarafindan
énerilen “dért giin testi” protokoliine gére degerlendirildi'®. Etken madde cézeltileri,
CQ tarama dozuna esdeger olan 50 mg/kg dozlarinda ayarlanarak, 0.2 ml oral gavaj uy-
gulamastyla farelere verildi'”. CBD grubundaki farelerde komplikasyon gelismesi iizerine
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Sekil 1. Pberghei ile enfekte eritrosit siispansiyonunun
farelere IP enjeksiyonu.

haad
e

- w

Sekil 2. Etken maddelerin farelere oral gavaj ile verilmesi.

bu etken maddenin dozu 20 mg/kg’a kadar dustrildi (Sekil 2). Etken madde ve CQ
uygulamasi, enfeksiyonun verildigi andan iki saat sonra birinci doz, 24 saat sonra ikinci
doz, 48 saat sonra U¢lincl doz ve 72 saat sonra dordiinci doz olarak verildi.

Enfeksiyon Takibi ve Parazitemi Oraninin Belirlenmesi

Deney gruplarindaki farelerin parazitemi orani, iki giin arayla farelerin kuyruk ucu ve-
ninden alinan kandan hazirlanan ince yayma preparati ile degerlendirildi (Sekil 3). Enfek-
siyonun Uclinct gliniinden itibaren alinmaya baslanan ince yayma preparatlari Giemsa
ile boyandi ve parazitemi isik mikroskopu altinda immersiyon obijektifi ile incelendi. Para-
zitemi takibi, 21 giin boyunca tarif edildigi sekilde hesaplanarak her gruptaki her bir fare
icin ayri ayr kaydedildi. Her bir ince yayma preparatinda en az 10 farkl alanda enfekte
eritrositler sayilarak parazitemi ve supresyon oranlari asagidaki formiiller ile hesaplandi'®.
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Sekil 3. Farelerin kuyruk ucu veninden yayma preparatlarin yapilmasi.

Enfekie ERT Sayisi
Parazitemi (%)= X100
Enfekie ERT Sayisi + Enfekte Clmayan ERT Sayisi

Kontrol Grubundaki %p - Tedavi Grubundaki %p
Parazit Supresyonu (%)= X A00
Kontrol Grubundaki %p

istatistiksel Analiz

Istatistiksel analizler Sidak’s Multiple Comparisons yéntemi ile yapildi. Anlamlilik de-
geri %5 kabul edilerek veriler Graphpad Prism 8.4.2 programiyla analiz edildi.

BULGULAR

Sitotoksik aktivite calismalarinda kullanilan etken maddelerin calisma diliisyon ara-
liklari, CIN ve ERA icin 2500-1.2 ug/mL, CBD icin ise 496.5-0.2 uM olacak sekilde
ayarlanmistir. CIN icin hiicre canliigi 625 pg/mL, CBD icin ise 248.3 uM konsantras-
yonda baglarken ERA icin 2500 pg/mL konsantrasyonda hiicre canlih@i tespit edilmistir
(Tablo I, Sekil 4).

Etken maddelerin fibroblastlara karsi sitotoksik aktivitesini tanimlayan IC, degeri,
Graphpad Prism 8.4.2 programiyla hesaplanarak CIN icin 27.55 pg/mL, CBD i¢in 16.40
UM ve ERA icin 48.82 ug/mL olarak saptanmustir (Tablo II).
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Tablo I. CIN, CBD ve ERA Kullanilan L929 Fibroblastlarda Canlilik Oranlari (%)
Kons (ug/mL) 2500 1250 625 3125 1563 78.1 39.1 195 98 49 24 1.2

CIN 0.0 0.0 1.2 3.7 8.7 127 456 57.7 73.2 91.9 100 100
ERA 2.7 3.4 5.1 10.0 173 427 59.6 726 77.0 100 100 100
Kons (uM) 496.5 2483 1241 621 310 155 78 39 19 1.0 05 0.2
CBD 0.0 2.5 4.6 9.6 248 555 754 887 984 100 100 100

100,0

] - - " - g ] ]
fa¥ G yn %) & o oy o
N N 33 PN g Q:»f' \qfa\ o2 w

Konsantrasyon Degerleri
Sekil 4. CIN, CBD ve ERA kullanilan L929 fibroblastlarda canhlik oranlari (%).

Tablo Il. Etken Maddelerin IC,  ve LC Degerleri

Etken Maddeler IC,, LC
CIN (ug/mL) 27.55 1250
CBD (uM) 16.40 496.5
ERA (ug/mL) 48.82 > 2500

IC: inhibisyon konsantrasyonu, LC: Letal konsantrasyon.

Etken maddelerin antimalaryal etkinlikleri, son tedavi dozunun verildigi tGg¢tincl giin-
den itibaren tim farelerin kuyruk veni kanindan hazirlanan ince yayma preparatlarinin
incelenmesiyle degerlendirilmistir. Tedavi almayan gruptaki (TAG) farelerin yapilan ince
yayma preparatlarinda, G¢linct glinde ortalama %35, besinci glinde %?7.4, yedinci glinde
%14.6 ve dokuzuncu giinde %33 oraninda parazitemi saptanmistir. TAG grubunda yer
alan farelerin dokuzuncu giinde fiziksel durumlarinin kot oldugu gozlenmis, tiylerinin
dikensi ve kirli, kuyruk ve kulaklarinin anemik, solunumlarinin hizli ve hareketlerinin yavas
oldugu gorilmistar (Sekil 5). Dokuzuncu giniin aksaminda farelerin dérdd, 10. giinde
ise son fare olmustur. TAG grubunda yer alan farelerin parazitemi oranlari Tablo Ill'te
verilmistir.

Klorokin tedavisi alan ilagc kontrol grubunda t¢lincii ve 21. glin arasinda yapilan ince-
lemelerde enfekte eritrosit gorilmemistir. Bu gruptaki fareler deney suresi boyunca canli
kalmistir. Deney sureci sonunda fareler etik kurallara uygun sekilde sakrifiye edilmistir.
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Saglikh fare

Sitmali fare

Sekil 5. Saglikli ve sitmali farenin fiziksel gériiniimdi.

Tablo Ill. TAGta Ayrintili Parazitemi Oranlari (%)
Tedavi Almayan Grup (TAG)

Giin Fare 1 Fare 2 Fare 3 Fare 4 Fare 5 Ortalama
3. gin 5.0 5.0 6.0 4.0 5.0 5.0

5. giin 8.0 7.0 7.0 8.0 7.0 7.4

7. giin 14.0 15.0 14.0 15.0 15.0 14.6
9. giin 31.0 34.0 33.0 34.0 33.0 33.0
11. giin Ex Ex Ex Ex Ex Ex

TAG: Tedavi almayan grup, Ex: Eksitus (6lim).

CIN grubunda yer alan farelerde, dokuzuncu giine kadar enfekte eritrosit gorilmez-
ken 11. giin yapilan yaymalarda %0.05-0.1 arasinda degisen oranda parazitemi tespit
edilmistir. Takip eden glinlerde parazitemi orani artmaya baglamis ve 13. giinde ortalama
%5.8, 15. glinde %7.8 ve 17. glinde %25.4 oraninda parazitemi saptanmistir (Tablo IV
ve Sekil 6). Artan parazitemi ve gozlenen eritrosit sayisinda diismeye ek olarak farelerin
fiziksel goriinimundn de kotulestigi gorilmustir. Bu grupta yer alan farelerin ikisi 17.
glinin aksaminda, diger lcu ise 18. guinde dlmustur. CIN grubundaki farelerin yasam
siresinin, TAG grubundaki farelere kiyasla sekiz giin daha uzun oldugu gorilmusgtr.

CBD grubunda yer alan farelerde, yedinci gline kadar enfekte eritrosit goriilmezken
dokuzuncu gilin yapilan yaymalarda %0.05-0.1 arasinda degisen parazitemi orani, 11.
glinden itibaren artarak %3.2'ye ulasmig ve 13., 15., 17., 19., ve 21. guinlerde sirasiyla,
%15.6, %20.8, %23.20, %27.60 ve %29.60 olarak saptanmistir (Tablo V ve Sekil 7). Bu
grupta yer alan farelerin Gicii 21. guniin gecesinde, diger ikisi ise 22. glinde olmustdr.
CBD grubundaki farelerin yasam stiresinin, TAG grubundaki farelere kiyasla 12 glin daha
uzun oldugu gorilmustdr.
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Tablo IV. CIN Grubunda Ayrintili Parazitemi Oranlari (%)

Cinnamaldehyde (CIN)
Giin Fare 1 Fare 2 Fare 3 Fare 4 Fare 5 Ortalama
3. giin 0 0 0 0 0 0
5. giin 0 0 0 0 0 0
7. giin 0 0 0 0 0 0
9. giin 0 0 0 0 0 0
11. giin 0.1 0.05 0.1 0.05 0.05 0.07
13. giin 5.0 6.0 5.0 7.0 6.0 5.8
15. giin 7.0 8.0 7.0 9.0 8.0 7.8
17. giin 25.0 24.0 25.0 27.0 26.0 25.4
19. giin Ex Ex Ex Ex Ex Ex
CIN: Cinnamaldehyde, Ex: Eksitus (6lim).

Sekil 6. CIN grubunda ayrintili parazitemi oranlari (%).

ERA grubunda yer alan farelerden yapilan yayma preparatlarda parazitemi tglincu
glinde ortalama %71.8, besinci glinde %2.4, yedinci glinde %9.4 ve dokuzuncu giinde
%17.8, 11. glinde %26.8, 13. glinde %30.2, 15. giinde %31.8 ve 17. giinde %33.6
olarak saptanmistir (Tablo VI ve Sekil 8).

Bu grupta yer alan farelerin Ggu 17. giinin aksaminda, diger ikisi ise 18. giinde 6l-
mustir. ERA grubundaki farelerin yasam suresinin, TAG grubundaki farelere kiyasla sekiz
glin daha uzun oldugu tespit edilmistir.

TAG grubunda yer alan fareler enfeksiyondan sonra dokuzuncu giine kadar yasamis
ve 11. glinde timu 6lmustir. Tim gruplarin ortalama parazitemi oranlari birbiriyle kiyas-
landiginda dokuzuncu giinde yapilan yaymalarda, CIN ve CQ grubunda enfekte eritrosit
gorilmezken CBD grubunda %0.08, ERA grubunda %17.8 ve TAG grubunda ise %33
oraninda parazitemi saptanmustir (Tablo VII ve $ekil 9).
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Tablo V. CBD Grubunda Ayrintili Parazitemi Oranlari (%)

Cannabidiol (CBD)
Giin Fare 1 Fare 2 Fare 3 Fare 4 Fare 5 Ortalama
0. giin 0 0 0 0
1. giin 0 0 0 0 0 0
2. giin 0 0 0 0 0 0
3. giin 0 0 0 0 0 0
5. giin 0 0 0 0 0 0
7. giin 0 0 0 0 0 0
9. giin 0.1 0.1 0.05 0.1 0.05 0.08
11. giin 4.0 2.0 2.0 3.0 3.0 3.2
13. giin 15.0 17.0 16.0 15.0 15.0 15.6
15. giin 18.0 20.0 23.0 21.0 22.0 20.8
17. giin 23.0 24.0 23.0 22.0 24.0 23.2
19. giin 28.0 27.0 28.0 27.0 28.0 27.6
21. giin 29.0 30.0 30.0 29.0 30.0 29.6
CBD: Cannabidiol.

Sekil 7. CBD grubunda ayrintili parazitemi oranlari (%).

Cahismada denenen etken maddelerin parazit Gzerindeki supresyon orani, gruplardaki
farelerin ortalama parazitemi degerleri baz alinarak belirlenmistir. Bu amacla, tedavi uy-
gulamasinin bittigi besinci gtin ve TAG grubunda paraziteminin en yulksek seviyeye ulas-
t1§1 dokuzuncu gtin kiyaslanmistir. Parazit supresyon orani CIN icin besinci ve dokuzuncu
glinde %100, CBD icin besinci giin %100, dokuzuncu giinde %99.7, diger gruplara
kiyasla antimalaryal etkinligin nispeten dusuk bulundugu ERA icin besinci giin %67.3,
dokuzuncu giin %43.3 olarak tespit edilmistir (Tablo VIII).

Etken madde (CIN, CBD, ERA) gruplarn ile ila¢ kontrol grubunun (CQ) grubunun
parazitemi oranlari istatistiksel olarak karsilastinimistir. CQ grubundaki farelerde deney
stireci boyunca parazitemi gorilmemistir. CQ grubu ile CIN ve CBD gruplari arasinda
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Tablo VI. ERA Grubunda Ayrintili Parazitemi Oranlari (%)

Eravacycline (ERA)
Giin Fare 1 Fare 2 Fare 3 Fare 4 Fare 5 Ortalama
3. giin 2 2 3 1 1 1.8
5. giin 3 3 2 2 2 2.4
7. giin 8 8 10 10 11 9.4
9. giin 16 16 18 19 20 17.8
11. giin 26.0 25.0 30.0 28.0 25.0 26.8
13. giin 30.0 28.0 33.0 31.0 29.0 30.2
15. giin 32.0 31.0 32.0 33.0 31.0 31.8
17. giin 34.0 33.0 35.0 34.0 32.0 33.6
19. giin Ex Ex Ex Ex Ex Ex
ERA: Eravacycline, Ex: Eksitus (6lim).

3 5 7 g 11 13 15 17
Guinler

Sekil 8. ERA grubunun ayrintili parazitemi oranlari (%).

siraslyla, paraziteminin gorilmedigi dokuzuncu ve yedinci glinlere kadar istatistiksel ola-
rak anlaml bir farklihk goriilmezken (p> 0.05) 11. giinden itibaren ve CQ grubu ile ERA
grubu arasinda besinci glinden itibaren parazitemi oranindaki farklilik istatistiksel olarak
anlamh (p< 0.05) bulunmustur.

Etken madde gruplari ve TAG grubu Uclincl ve dokuzuncu gunler icin karsilastirildi-
ginda, parazitemi oranindaki farklhk istatistiksel olarak anlamli (p< 0.05) bulunmustur.

Etken madde gruplari birbiriyle kiyaslandiginda, CIN ve CBD gruplarinin parazitemi
oranindaki farkhlk, dokuzuncu ve 17. gilinlerde anlamli degilken (p> 0.05) diger tim
glnlerde istatistiksel olarak anlamli (p< 0.05) bulunmustur. Ayni sekilde CIN/ERA ve
CBD/ERA gruplari arasinda t¢lincu giin disinda (p> 0.05) diger tim gunlerde istatistiksel
olarak anlamli bir farklihk (p< 0.05) saptanmustir.
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Tablo VII. Etken Madde Gruplarinda Ortalama Parazitemi Oranlari (%)

Gun CIN CBD ERA cQ TAG
3. giin 0 0 1.8 0 5.0
5. giin 0 0 2.4 0 7.4
7. giin 0 0 9.4 0 14.6
9. giin 0 0.08 17.8 0 33.0
11. giin 0.07 3.20 26.8 0 Ex
13. giin 5.8 15.60 30.2 0 Ex
15. giin 7.8 20.8 31.8 0 Ex
17. giin 25.4 23.2 33.6 0 Ex
19. giin Ex 27.6 Ex 0 Ex
21. giin Ex 29.6 Ex 0 Ex
23. giin Ex Ex Ex 0 Ex
CIIN: Cinnamaldehyde, CBD: Cannabidiol, ERA: Eravacycline, CQ: Klorokin, TAG: Tedavi almayan grup, Ex: Eksitus
(6lim).

Sekil 9. Dokuzuncu gtinde A) TAG grubunda B) ERA grubunda ve C) CBD grubunda enfekte eritrositler D) CIN
grubunda enfekte eritrosit gériilmemistir.

TARTISMA

Geleneksel tipta kullanilan bitkiler, sitmaya karsi kullanilabilecek ila¢ arayisinda po-
tansiyel kaynak olarak goriilmektedir. Peru’da kinakina agacinin kabugundan elde edilen
kinin ve Cin’de ates dusuricu olarak kullanilan Artemisia annua’dan elde edilen artemisi-
nin, etnofarmakolojik yaklasimlarla sitma icin gelistirilen en etkili ilaclardandir'®.
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Tablo VIII. Etken Maddelerin Ortalama Supresyon Oranlari (%)

Etken Madde Doz Supresyon 5. giin Supresyon 9. giin
CIN 50 mg/kg 100 100
CBD 20 mg/kg 100 99.7
ERA 50 mg/kg 67.3 433

CIN: Cinnamaldehyde, CBD: Cannabidiol, ERA: Eravacycline.

C.zeylanicum ucgucu yaginin ana bileseni olan CIN’in, bakteri, maya, Leishmania ve
Toxoplasma gibi genis bir mikroorganizma yelpazesi tzerinde glicli bir antimikrobiyal
aktiviteye sahip oldugu bildirilmistir?®. Bu calismada, P.berghei ile enfekte fare grupla-
rina 50 mg/kg dozda CIN verilmistir. CIN grubunda enfeksiyondan sonraki dokuzuncu
gline kadar parazitemi gorilmezken TAG grubunda parazitemi orani ortalama %33 ile
en yuksek seviyeye ulasmistir. CIN grubunda parazitemi, 13. glinde saptanmaya baslan-
mis ve 17. glinde ortalama %25.4 ile en yuksek seviyesine ulagmistir. Farelerin yasam
stiresi, TAG grubuyla kiyaslandiginda sekiz giin daha uzamistir. Dort doz seklinde verilen
CIN"In 11. glin itibaryla viicuttan atilmaya baslamasi ile parazit supresyonunun ortadan
kalktigi ve farelerdeki parazitemi oranin bu nedenle hizli bir sekilde yikseldigi distnul-
mektedir. Elde edilen veriler, fare modelinde CIN’in P.berghei enfeksiyonunu baskiladigini
gostermektedir. Parvazi ve arkadaslari tarafindan yapilan cinnamon 6zitiiniin Plasmodi-
um falciparum’a etkisinin incelendigi bir calismada, cinnamon 6zitiinin alanin, aspar-
tam, glutamat, pantotenat yolaklarina ve koenzim A ile lizin biyosentez ve glutatyon
metabolizmasina etkili olabilecedi metabolomik analiz ile gosterilmis ve bu yolaklarin
hedef alinabilecegi bildirilmistir?’. Nkanwen ve arkadaslari benzer bir calismada, cinna-
mon 6zitinln P.falciparum enoil-ACP rediiktaz (pfENR) enzimi lizerine in vitro etkisinin
inhibe edici oldugunu; Arianie ve arkadaglari ise yaptiklari in silico analizler sonucunda,
izotiyonat bazlh CIN turevlerinin antimalaryal etkinliginin umut verici oldugunu bildirmis-
tir’223, Tartigilan bu calismalarda in vitro ve in silico yéntemleriyle Plasmodium’da hedef
alinabilecek noktalar belirlenmeye caligilmis olup CIN’in in vivo deney modelinde de
antimalaryal etki gosterebilecegi ifade edilmistir. Elde edilen veriler, ilk olma niteliginde
olup fare modelinde CIN’in P.berghei enfeksiyonunu baskiladigini gostermekte, yukarida
tartisilan modelleme calismalarini desteklemekte ve yeni antimalaryal ilag gelistirme stra-
tejileri icin literatiire 6nemli bir katki sunmaktadir.

C.sativa (kenevir)’da bulunan CBD’nin néroprotektif 6zelliklere sahip oldugu bilin-
mektedir?*25, Antimalaryal ilaclarin, sitma tedavisindeki etkinligine ragmen serebral sit-
ma (SM) vakalarinda nérolojik hasari énleme (izerindeki etkileri net degildir?®. Bu ne-
denle, antimalaryal ilaclar ve noroprotektif bilesiklerin kombinasyonu, SM hastalarinda
norolojik defektlerin iyilestirilmesi bakimindan olumlu bir yaklasim sunabilir. C.sativa’dan
izole edilen bilesenlerin, in vitro olarak orta derecede antimalaryal aktiviteye sahip ol-
dugunu bildiren calismalar bulunmaktadir?’. Bu calismada, P.berghei ile enfekte edilmis
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farelere 20 mg/kg dozda CDB oral yoldan verilmistir. Enfeksiyondan sonraki yedinci gline
kadar CBD'nin paraziti baskilama orani %100, TAG grubundaki parazitemi oraninin en
yuksek seviyeye ulastigi dokuzuncu gilinde ise parazit supresyonu ortalama %99.7 olarak
tespit edilmistir. CBD grubundaki farelerin sag kalim streleri TAG grubu ile kiyaslandi-
ginda, farelerin yagsam surelerinin 12 gun uzadigr gozlenmistir. CBD grubunda doku-
zuncu glinde parazitemi %0.08 olarak tespit edilmeye baslanmis ve 21. giinde ortalama
%29.6 parazitemiyle en ylksek seviyeye cikmistir. CBD'nin viicuttan atilmasina bagli
olarak paraziteminin 11. glinden itibaren hizla yiikseldigi g6zlenmekte, buna karsin TAG
grubu ile kiyaslandiginda CBD’nin enfeksiyonu iyi derecede baskiladigi goriilmektedir.
Antimalaryal ilaclar ve noroprotektif bilesiklerin kombinasyonu, SM hastalarinda nérolo-
jik defektlerin iyilestirilmesi bakimindan olumlu bir yaklasim sunabilir. Benzer bir hipotez
kuran Campos ve arkadaslari tarafindan yapilan bir calismada, P.berghei ile enfekte edi-
len farelere CBD, 30 mg/kg dozda enfeksiyonun Uc¢linct gliiniinden 10. gliniine kadar
sekiz defa IP olarak verilmistir. Enfeksiyondan sonraki besinci glinde, fareler artesunat
ile tedavi edilmistir. Pberghei ile enfekte farelerin, hafiza eksiklikleri sergiledigi, anksiyete
benzeri davranislarda artis oldugu ve bu etkilerin CBD verilmesi ile 6nlendigi bildiril-
mistir?®, C.sativa diyetinin antimalaryal etkinliginin arastinldigi bir calismada, Akinola ve
arkadaslari, %40’lik C.sativa diyetiyle beslenen fare grubundaki ortalama hayatta kalma
stiresinin tedavi grubu ile benzer olmasi nedeniyle bu bitkinin P.berghei’'nin patojenitesini
azaltma potansiyeli oldugunu bildirmistir?®. CBD’nin etki mekanizmasinin belirlenmesine
yonelik Joshua ve arkadaglan tarafindan yapilan in silico bir calismada, CBD’nin modifiye
bir tlrevinin Pfalciparum dihidrofolat rediiktaz enzimine kargi etkili olabilecegi ve deney
modellerinde arastinimasi gerektigi bildirilmistir*®. CBD’nin in vivo fare modelinde an-
timalaryal etkinligine iliskin elde edilen veriler de ilk olma niteliginde olup antimalaryal
ilaclar ve CBD kombinasyonlarinin hem antimalaryal etkinlik hem de sitma sonrasi gelise-
bilecek norolojik defektlerin tedavisi agisindan umut verici olabilecegi distintlmektedir.

Sitma tedavisinde antibiyotiklerin kullanimi, CQ direncli parazitlerin ortaya ¢ikma-
siyla baslamistir. Tetrasiklinler komplike olmayan sitmayi tedavi etmek icin kullanilan
ve 1950’lere dayanan ilk antibiyotik grubudur®'. Antimalaryal etkisi olan antibiyotikler
izoprenoid onciillerinin biyosentezinden sorumlu, endosimbiyotik bakterilerden tireti-
len plastit benzeri bir organel olan apikoplasti hedef almaktadir32. Yeni nesil tetrasiklin
grubu antibiyotikler olan tigesiklin ve ERA'nin hedef bolgelerinin Plasmodium’da mevcut
olmasi ve tigesiklin ile yapilan az sayidaki in vitro calismada umut verici sonuclar alinmasi,
ERA'nin antimalaryal etkinligin arastirilmasi icin gerekli hipotezin kurulmasini saglamis-
tr333%, Bu calismada, ERA icin enfeksiyonun besinci giiniinde ortalama supresyon ve
parazitemi orani sirasiyla, %67.3 ve %2.4 iken, dokuzuncu giinde %43 ve %17.8 olarak
saptanmistir. TAG grubu ile kiyaslandiginda farelerin yasam surelerinin sekiz giin uzadigi
gOzlenmistir. ERA grubu farelerde paraziteminin yiiksek oranlara ¢ikmasina ragmen ya-
sam suresinin uzamasi dikkat ¢ekici bulunmustur. Bu nedenle ERA, parazitemi gelisimine
engel olamasa da klinik seyri olumlu etkiliyor olabilir. Bu veriler, ERA'nin in vivo antima-
laryal etkinligine yonelik ilk veriler olup ERA'nin antimalaryal etkinligini gdsteren in vitro
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diizeyde yapilmis calismalarin sinirl oldugu gorilmektedir. Koehne ve arkadaslar tara-
findan yapilan bir calismada, ERA ve tigesiklinin P.falciparum 3D7 susu ve 33 P.falciparum
klinik izolatina karsi IC, ) degeri, G¢tincl giin sonunda sirasiyla, 1.996 ve 5.728 nM iken
altinc giin sonunda ise 14 ve 38 nM olarak saptanmistir®®, de Carvalho ve arkadaslari,
ERA'nin etkinligini P.falciparum 3D7 (CQ duyarh) kiiltir-adapte standart susuna karsi ¢
ve alti gunlik inkiibasyon stiresinde arastirmis ve IC, | degerlerini sirasiyla 2.514 nM ve
5.1 nM olarak saptamistir®’. Literatiirdeki in vitro sonuclar oldukga etkili bulunmustur
ancak calismamizda in vivo ortamda zayif antimalaryal etkinlik gortilmus olup sonuclarin
ERA'nin intravendz uygulamasiyla farkhlik gosterebilecegi dustintilmektedir.

Bu calismada, test edilen Ug etken maddenin de in vivo fare modelinde parazit ge-
lisimini baskiladigi ve yasam suiresini uzattigi tespit edilmistir ve s6z konusu etken mad-
delerin yeni nesil antimalaryaller olarak daha kapsamli calisilmasi icin yeterli veri sunul-
maktadir. Sonug olarak, yeni molekdil iskeletlerinin gelistirilmesi, mevcut molekillerin
yapisal modifikasyonu, parazit yasam dongusiinin ve ila¢ etki mekanizmasinin daha iyi
anlagilmasi, hibridize ilag molekdllerinin sentezlenmesi, yeni kombinasyon tedavilerinin
tasarimi ve bitki bazli dogal aktif bilesenlerden yeni antimalaryal ilaclarin gelistirilmesi,
aktif biyomolekiillerin izolasyonu ve tanimlanmasi gibi yaklagimlar, antimalaryal direncin
biyik bir sorun olmaya devam ettigi glinimiizde cok daha fazla 6nem kazanmaktadir.
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