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Oz

Leishmaniasis, Leishmania parazitlerinin neden oldugu tropikal bir hastaliktir. Halk arasinda “kala-azar”
olarak bilinen, hastaligin en 6liimciil formu olan viserial leishmaniasise (VL) L. infantum’un neden oldugu
bilinmektedir. Piyasada hali hazirda antileishmanial ajanlar mevcuttur, ancak bu kemoterapétik ajanlarin
toksisitelerinin ve yan etkilerinin oldugu bilinmektedir. Sifali bitkiler ve onlarin ekstraktlarina olan ilgi,
yan etkilerinin yok denecek kadar az olmasiyla her gecen giin artmaktadir. Bu ¢alismada leishmaniasise
yonelik etkin bir ila¢ formiilasyonu gelistirmek i¢in, zengin kimyasal i¢erige sahip, anti-leishmanial 6zellik
sergileyen kudret nar1 (Momordica charantina) oziitleri kullanilmistir. Calismada kudret nar1 ekstraktlart
tek basina ve farkli antileishmanial ilaglarla (Amfoterisin B ve miltefosin) kombine edilerek RAW 264.7
makrofaj hiicrelerinde sitotoksik etkisi aragtirilmigtir. Ayrica elde edilen ekstrakt-ila¢ formiilasyonlarinin
L. infantum parazit hiicreleri lizerindeki oldiirticii etkinligi de MTT analiz yontemi ile incelenmistir.
Calismadan elde edilen verilere gore ekstraktin tek basina toksik etkisinin olmadigi, ilagla kombine edildigi
zaman dogal immiin sistem hiicreleri iizerinde ilacin toksik etkisini azalttig1, leishmania parazitleri {izerinde
ise sitotoksik etkisini arttirdigi belirlenmistir. Elde edilen sonuglarin VL karsi tedavi yaklagiminin
gelistirilmesine yardimet1 olacag diisiiniilmektedir.
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Investigation of the Cytotoxic Effects of Momordica Charantina Extract on
Leishmania Parasites with Amphotericin B and Miltefosine Drug Combinations

Abstract

Leishmaniasis is a tropical disease caused by Leishmania parasites. It is known that L. infantum causes
visceral leishmaniasis (VL), which is the deadliest form of the disease, popularly known as "kala-azar".
Antileishmanial agents are already available in the market, but these chemotherapeutic agents are known
to have toxicities and side effects. Interest in medicinal plants and their extracts is increasing day by day,
with almost no side effects. In this study, bitter melon (Momordica charantina) extracts with rich chemical
content and exhibiting anti-leishmanial properties were used to develop an effective drug formulation for
leishmaniasis. In the study, the cytotoxic effect of bitter melon extracts alone or in combination with
different antileishmanial drugs (Amphotericin B and miltefosine) was investigated in RAW 264.7
macrophage cells. In addition, the lethal activity of the obtained extract-drug formulations on L. infantum
parasite cells was also investigated by MTT analysis method. According to the data obtained from the study,
it was determined that the extract did not have a toxic effect alone, when combined with the drug, it reduced
the toxic effect of the drug on the cells of the innate immune system, and increased the cytotoxic effect on
the leishmania parasites. It is thought that the results obtained will help to develop a treatment approach
against VL.

Keywords: Leishmania infantum, Momordica charantina, Cytotoxicity, Antileishmanial

1. GiRiS nar1 glinimiizde birgok hastaligin tedavisinde
kullanilmakla birlikte son yillarda iilkemizde artan

Bitkiler binlerce yildir farkli medeniyetler leishmaniasis hastaliginin  tedavisine yonelik

tarafindan, halk arasinda geleneksel tedavi ¢alismalarda da kullanilmaya baslanmustir [4].

amactyla yaygin olarak kullanilmaktadir. Bitkilerin

hemen hemen biitiin kisimlarinda farkli diizeylerde ~ Leishmaniasis, Phlebotomus cinsi = sineklerden

bulunan fenolik bilesikler sayesinde antialerjen,

antimutajen, antikarsinojen, antiglisemik,
antikolesterol, antienflamatuar, antitrombotik,
vasodilator ve sakinlestirici Ozelliklere sahip

olduklar1 bildirilmektedir [1].

Cucurbitaceae familyasina ait bir tiir olan kudret
nart (Momordica charantina) bugiin sadece
geleneksel tipta kullanimi nedeniyle halkin degil
ayn1 zamanda tibbi ve gida endiistrisinde kullanimi
ile de aragtirmacilarin ilgisini ¢ekmektedir.
Iceriginde bulunan fenolik bilesikler sayesinde
antidiyabetik, antiviral, anti-inflamatuar,
antiparazitik 6zellige sahip oldugu kanitlanmistir

[2].

Yapilan ¢alismalar bitkinin sahip oldugu kimyasal
bilesen diizeyinin, bitkinin olgunluk seviyesine,
bitkinin kisimlarma ve ekstraksiyonda kullanilan
¢oziiciiye bagli oldugunu gostermistir [3]. Kudret

bulasan paraziter bir hastaliktir. Hastaligin en
oliimctil formu olan viseral leishmaniasis (VL) e L.
infantum, L. tropica ve L. donovani tiirlerinin neden
oldugu bilinmektedir [5]. VL’nin tedavisinde
genellikle kemoterapi ilaglart ile saglanmaktadir.
Deoksikolat veya lipozomal formiilasyonlarda
hazirlanan amfoterisin B, paromomisin ve
miltefosin  dahil olmak iizere yeni ilaglar
gelistirilmis olsa da bu ilaglar ciddi toksik ve yan
etkilere neden olmakta, ilag direncini arttirmaktadir
[6]. Bu nedenle antileishmanial ilaglarin
gelistirilmesine acilen ihtiyag¢ vardir [7].

Yapilan literatiir ¢aligmalart tedavide kimyasal
ilaglara ek olarak bitkisel kaynakli ekstrakt
kullanilmasmin ilacin etkinligini artirabilecegini
belirtmistir. Bu nedenle birgok bitki ekstraktinin
leishmaniasis tedavisinde kullanimi aragtirtlmigtir
[8]. Yapilan ¢aligmalarda kudret narinin iceriginde
bulunan Momordicatin adli bilesigin L. donovani
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iizerinde etkili bir ajan oldugu kanitlanmugtir [9].
Bitkideki Momordicatin adli  bu bilesigin
leishmaniasis tedavisinde kullanilan ilaglarla
kombinasyonunun olumlu bir etki olusturacagi
diistiniilmektedir. Kombinasyon tedavisi son
zamanlarda anti-leishmanial ilaglarin
dezavantajlarii minimize etmek igin en ¢ok
aragtirillan alanlardan biri olmustur [6]. Bu
calismada kudret nari ekstrakti tek basma ve
leishmaniasis tedavisinde siklikla kullanilan ilaglar
ile kombine edilerek leishmania parazitlerindeki
toksisitesinin belirlenmesi amaglanmistir. Kudret
nar1 ekstraktinin anti-leishmanial aktivitesi tespit
edilmeden 6nce toksik olmayan konsantrasyonlari
RAW 264.7 makrofaj hiicre hattt kullanilarak
belirlenmistir.

2. YONTEM

RPMI-1640, Fetal bovin serum (FBS),
Dimetilsulfoxid (DMSO), gentamisin, filtre kagidi
(Hoffmann) ve 0.22 pum filtrelerin timii Sigma-
Aldrich'ten satin alindi. Tiim sulu ¢ozeltiler milli-Q
su ile hazirlandi. Morfolojik degisiklikleri
gozlemlemek amaciyla ters mikroskop (Olympus
CKX 41) kullanildi.

2.1. Kudret Nar1 Ekstraktinin Hazirlanmasi

M. charantia yerel pazardan temin edilmistir.
Olgun kudret nari uygun sekilde distile su ile
yikandi, meyvelerin i¢inde yer alan tohumlar
temizlendikten sonra meyveler kiigiikk parcalara
ayrildi. Mikrodalgada kurutularak toz haline
getirilen kudret narindan 8 gr tartilip, iizerine 50 ml
metanol eklendi. 6 giin karanlik ortamda oda
sicakliginda inkiibe edildikten sonra elde edilen
0ziit, Whatman No.l filtre kagidi kullanilarak
stizlildii ve metanol hava akimi ve sicaklik yoluyla
buharlastirildi. Kudret nart ekstraktinin miktari
hesapland1 [10].

2.2. Parazit ve Hiicre Kiiltiiri
Bu calismada laboratuvarimizdaki kriyobankta

bulunan RAW.264.7 makrofaj hiicresi ve VL
etmeni olan L.infantum paraziti kullanildi
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Hiicrelerin ve parazitlerin proliferasyonu igin
RPMI-1640 besiyeri igerisine %1 gentamisin, %1
L-glutamin ve %10 FBS ilave edilerek, 37°C, %95
nem ve %5 CO; inkiibe edildi.

Makrofaj hiicreleri %80-90 konfluente ulastiktan
sonra fiziksel yol ile toplanarak 1000 rpm’de 5 dk
sireyle santrifiij edildi [11]. Laboratuvar
kriyobankinda mevcut olan L.infantum, RPMI-
1640 besiyerinde 27°C, karbondioksitsiz etiivde
inkiibe edildi. 25 cm?’lik flasklara 3x10° parazit/ml
olacak sekilde kiiltiirden parazit ekimi yapildi. 25
cm?’lik flaskta 107 parazit/ml sayisina ulastiginda
L.infantum promastigotlar1 75 cm?’lik flaska
aktarilarak 48 saat boyunca inkiibe edildi. Parazitler
gerekli konfluente ulasan parazitler 96 kuyulu
plaklara 2x10° parazit/ml olacak sekilde ekilerek
27°C de karbondioksitsiz ortamda 24 saat boyunca
tutuldu [12].

2.3 Sitotoksisite Analizleri

Farkli konsantrasyonlarda hazirlanan ekstrakt, ilag
(10-100 pg/ml), ve ekstrakt+ilag (40 pg/ml ekstrakt
ve 10 -100 pg/ml ilag) formiilasyonlarinin
sitotoksisitesini belirlemek igin MTT yodntemi
kullanildu. Parazitlerin canliligi, 3-(4.5-
dimetiltiazol-2-il)-2.5-Difeniltatrazilyum  bromiir
ile degerlendirildi. Plakalara fenol-red igermeyen
besiyerinde ekilen parazitlere (2x10° parazit/ml)
ekstrakt, ilag ve ekstrakt+ilag formiilasyonlar
eklenerek CO, igermeyen 27°C'lik inkiibatorde 48
saat inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra her
kuyucuga 10 pl MTT soliisyonu ilave edilerek
CO2’siz etiivde 27°C'de 3 saat inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonunda kuyucuklara 100 pl DMSO
ilave edilerek plakalar 30 dakika karanlikta tutuldu
[13].

Parazitlerin canlilik analizi 570 nm dalga boyunda
Ol¢iildii. Her deney grubu ii¢ kez tekrarlandi ve
ortalamas1 alindi. Hiicre canliligi Denklem 1
kullanilarak, 48 saat sonunda elde edildi.

Ornek absorbansi
Hiicre Canlilign (%) = (————————— )+ 10 1
HETRE IRl ‘h’onn‘o.’ absorbans: ( )
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2.4. istatistiksel Analiz

Calismadan elde edilen veriler IBM SPSS 25.0
(IBM Corporation, Armonk, NY, ABD) paket
programinda analiz edilmistir. Gruplar arasi
kargilagtirmalar tek yonlii varyans analizi Tek
Yonli ANOVA testi ile yapilmistir. Sonuglar
ortalamatstandart sapma olarak verildi ve
istatistiksel anlamlilik p<0,05 olarak kabul edildi.

3. ARASTIRMA BULGULARI

Bitkilerdeki ikincil metabolitler, fenolik asitler,
flavonoidler, tanenler, kinonlar, antosiyaninler gibi
bircok aktif bilesigin anti-leishmanial etkinligi
oldugu Dbilinmektedir [14]. Bu c¢alismada
maserasyon yontemi ile hazirlanan kudret nari
ekstraktinin anti-leishmanial aktivitelerinin
belirlenmesi amaglanmigtir. Bu amagla hazirlanan
ekstrakt ve anti-leishmanial ilaglar ile yapilan
kombinasyonlarin =~ RAW  264.7  makrofaj
hiicrelerinde ve L. infantum parazitlerinde
toksisiteleri tespit edilmistir. /n vivo calismalarda
denenmek  iizere leishmaniasis tedavisinde
uygulama potansiyeli en yliksek olan ekstrakt-ilag
konsantrasyonu belirlemistir. Yapilan c¢alismada
ekstraktin en yiiksek Oldiirme etkinliginin 100
pg/ml konsantrasyonda elde edildigi goriilmektedir.
Fakat bu konsantrasyon Sekil 1’de gosterildigi gibi
RAW 264.7 hiicrelerine uygulandiginda yiiksek
sitotoksisite gosterdigi icin degerlendirilmemistir.

40 pg/ml konsantrasyondaki ekstraktin sitotoksisite
analizi incelendiginde RAW 264.7 hiicrelerinde %

110

b
B RAW 264.7
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M. Charantia Ekstrakt Konsantrasyonu (ug/mL)

3888

Hicre Canlilig (%6)
&858

109,44 canlilik tespit edilirken, Leishmania
parazitlerinde %72,36 canlilik tespit edilmistir.
Ekstraktin ~ artan  konsantrasyonla  birlikte
Leishmania parazitlerini 6ldiirme kabiliyetinin
arttig1  goriilmektedir. Kudret nar1 ekstraktinin
sitotoksik  etkinligi en yiksek 40 pg/ml
konsantrasyonda oldugu i¢in ilag kombinasyonlari
bu konsantrasyon ile uygulanmistir. Kudret nar1
ekstraktinin Amfoterisin B ve miltefosin ilaci ile
kombinasyonun RAW 264.7 hiicrelerinde ve
Leishmania parazitlerindeki sitotoksik etkinligi
Sekil 2’de gosterilmistir. RAW 264.7 hiicrelerinde
40 pg/ml Amfoterisin B uygulandifinda %81,27
canlilik, 40 pg/ml miltefosin ilac1 uygulandiginda
ise %81,29 canlilik tespit edilmistir. Aym
konsantrasyonda Leishmania parazitlerine
Amfoterisin B uygulandiginda %56,47 canlilik,
miltefosin uygulandiginda ise %57,03 canlilik
tespit edilmistir.

Kudret nari ekstraktinin  Amfoterisin B ve
miltefosin ilact ile ayrt ayri kombinasyonunda,
RAW 264.7 hiicrelerinde 40 pg/ml ekstrakt+40
png/ml Amfoterisin B ilacinin %84,26 canliliga, 40
png/ml ekstrakt+40 pg/ml miltefosin ilacinin ise
%84,45 canliliga neden oldugu bulunmustur (Sekil
3). Aym sekilde ekstrakt+ilag kombinasyonlarinin
Leishmania parazitleri lizerine sitotoksik etkileri de

yer almaktadir. Sonuglara goére 40 pg/ml
ekstrakt+40  pg/ml  Amfoterisin B ilaci
uygulandiginda  %45,36  canlilik, 40 pg/ml

ekstrakt+40 pg/ml miltefosin ilac1 uygulandiginda
ise %45,13 canlilik tespit edilmistir.

70
60
40 B Leishmania
30
20
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0
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M. Charantio Ekstrakt Konsantrasyonu (ug/mL)

Hicre Canlilig {%6)
8

Sekil 1. Ekstraktin RAW 264.7 hiicre hatt1 ve Leishmania parazitindeki sitotoksisitesi
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Sekil 3. Amfoterisin B ve miltefosin ilacinin kudret nar1 kombinasyonlartyla RAW 264.7 hiicreleri (sol)
ve Leishmania parazitindeki (sag) sitotoksik etkileri

Leishmaniasis  tedavisinde kullanilan ilaglar
Leishmania parazitlerinin oldiiriilmesini
saglamaktadir. Fakat mevcut ilaglarin tek basina
kullanimlarinin  sitotoksik etki olusturmalari ve
istenilen etkinlik diizeyinde olmamalar1 gibi
dezavantajlar1 vardir. Son yillarda yapilan
calismalarla leishmaniasis tedavisinde kullanilan
ilaglarin  bitkisel ekstraktlarla kombine olarak
kullaniminin, ilaglarim toksisitelerini azalttigir ve
anti-leishmanial etkilerini artirdig1 goriilmektedir.
Yapilan bu caligmada elde edilen sonuglar literatiirii
desteklemektedir [15]. Yapilan bir ¢aligmada P.
granatum ekstraktinin anti-leishmanial altivitesi
incelenmistir. L. infantum ve L major parazitlerinde
P. granatum ekstraktinin 1Csy degerleri sirasiyla
0,84 ve 1,67 uM olarak bulundugu bildirilmistir
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[16]. Sonuglar referans ilag miltefosin degerleriyle
karsilagtirildiginda, P. granatum ekstraktinin L.
infantum parazitlerinde miltefosine gore yaklasik
25 kat daha segici oldugu rapor edilmistir.

4. SONUCLAR

Bes degerlikli antimoniyaller, o6liimciil oldugu
bilinen VL tedavisi i¢in ilk ilag grubu olarak kabul
edilmektedir [17]. Baz1 parazitik suslar bu klasik
bes degerlikli antimonlara kars1 direng gelistirmistir
[18]. Piyasada siklikla kullanilan Miltefosin,
Amfoterisin B ilaglar1 VL tedavisi i¢in etkili oldugu
bilinmektedir. Fakat ne yazik ki kesin ¢dziim
degildir. Bu ilaglarin kullanimi ile hastalarda
kutanoz leishmaniasis ya da yeniden VL tekrarlama
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durumu s6z konusudur. Ayrica ilaglarin sahip
oldugu yan etkiler ve toksisite gibi zararlar1 da
ilaclarmm kullanimint sinirlamaktadir. Dolayistyla
VL tedavisi i¢in yeni ilaglarin gelistirilmesine acil
ihtiyag vardir [19].

Paraziter hastaliklarin tedavisinde sifali bitkilerin
ve bitki ekstraktlarinin = kullanimi  gegmis
zamanlardan beri siklikla ¢aligmalara arastirma
konusu olmustur [16]. Bugiine kadar, halk arasinda
kudret nar1 olarak da bilinen M. charantia bitkisi ve
bitki dziitl ile yapilan pek ¢ok in vivo ve in vitro

calisma  vardir. M.  charantia  bitkisinin
antidiyabetik, antiparaziter, antimikrobiyal pek ¢ok
faydali  etkisi oldugu literatiirde  yapilan

caligmalarda goriilmektedir [2].

Bu calisma kapsaminda kudret nari ekstraktinin
RAW 264.7 makrofaj hiicre hattinda sitotoksik
etkinligi aragtirillmistir. Ayn1 zamanda L. infantum
parazitleri  iizerindeki  Oldiiriicii  etkisi de
incelenmigtir. Calismada bitki ekstrakt1 tek basina
kullanildiginda dogal immiin sistem hiicreleri
iizerinde toksik etkisinin olmadig1 fakat Leishmania
parazitleri icin toksik etki yarattig1 belirlenmistir.
Leishmania parazitleri iizerindeki etkiyi artirmak ve
mevcut anti-leishmanial ilcalarin toksik etkisini
minimize etmek i¢in, ilag+ekstrakt kombinasyonu
uygulanmistir. Elde edilen veriler 1s18imda kudret
nar1 ekstraktlarinin ilaglarin dogal immiin sistem
hiicreleri  iizerinde toksik etkisini azalttig1,
Leishmania parazitleri tizerinde ise toksik etkisini
arttirdigt belirlenmistir. Bu c¢alisma ile kudret
narinin  leishmaniasis tedavilerinde kullanilma
potansiyeli olan antileishmanial &zelliklerinin
oldugu belirlenmistir.

Bu bulgular 1s1g3inda leishmaniasis tedavisinde
kudret narinin etkili sonuclar verse de tek basina
yeterli olmayacagi ve antileishmanial ilaglarla
kullanildigit zaman ilaglarin  toksik etkilerini
azaltarak antileishmanial etkilerini arttirdig1
belirlenmistir. Kudret nart ile Amfoterisin B ve
Miltefosin gibi antileishmanial ilaglarin
kombinasyonlarinin leishmania tedavisinde
kullanim potansiyellerinin oldugunu ve in vivo
caligmalarla bitkisel ekstrakt+ilag
formiilasyonlarinin  leishmaniasis  tedavilerinde
etkili sonuclar verecegini diisiinmekteyiz.
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