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oz

Amag: Diinya Saglik Orgiitii Plasmodium tiirlerinin “artemisinin” iceren ilaglara da direncli suslarinin ortaya ¢cikmasiyla tiim tlkeleri “Bir Son-
raki Artemisinin Avi” sloganiyla bitkisel kaynakli antimalaryal etken maddeleri arastirmaya tesvik etmektedir. Calisacak geng arastirmacilara
rehber olacak sekilde en temel ve basit olarak sitmanin in vivo ve in vitro modellerinin kurularak ilag arastirmalarinda ve etken madde tarama-
larinda yardimei olmasi amaciyla planlanmistir.

Yéntemler: in vitro calismamizda sivi azot tankindan cikarilarak uygun kosullarda ¢ézdiiriilen Plasmodium berghei geng trofozoitleri 0.1, 0.4,
0.8, 1.6, 6.4, 12.8 pg/mL konsantrasyonunda klorokin ve tetrasiklin ilaglari ile 24 saat +37°C’de jar icerisinde ¢alkalamali etlivde inkiibe edilerek
takip edilmistir. In vivo calismalarda Tetrasiklin grubu (TG) ve Klorokin grubuna (KG) intragastrik lavaj yoluyla 50 mg/kg dozunda tetrasiklin ve
klorokin oral yolla, tedavi almamis kontrol grubuna (TAKG) ayni miktarda ve yolla serum fizyolojik verilmistir. Farelerdeki parazitemi 24 gin
boyunca takip edilmistir.

Bulgular: In vitro ilag calismamizda klorokinin 0,8 pg/mL dozda parazitemiyi baskiladigi gériilirken, tetrasiklinin 1,6 pg/mL dozda parazitemiyi
baskiladigi gérilmistir. In vivo ilag calismamizda KG grubunda farelerde parazitemi yok olurken TG grubundaki farelerin hepsi 24. giinde,
TAKG grubundaki farelerin hepsi 12. glinde dlmustur.

Sonug: Calismamiz, klorokin temini geciktiginde tetrasiklin tedavisi verilmesi ile paraziteminin ilerlemesinin geciktirilebilecedi bu strede
klorokinin temin edilmesiyle ve tedaviye klorokin ile devam edilmesi durumunda hastanin ex olmasinin énlenebilecegini disiindirmustur.
Anahtar Kelimeler: Plasmodium, in vitro, in vivo, Manisa, Turkiye
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ABSTRACT

Objective: The Wolrd Health Organization (WHQ) encourages all countries to investigate antimalarial drug substances derived from herbal
sources with the slogan “Hunt of the Next Artemisinin” due to the emergence of resistant strains of Plasmodium species to artemisinin. In
the broad and simple sense, it was planned to help guide the young researchers set in-vitro and in-vivo models of malaria in order to be used
in drug research and active ingredient studies.

Methods: In-vitro study, young Plasmodium berghei trophozoites were removed from the liquid nitrogen tank and resuspended in appropri-
ate conditions, followed by incubation with chloroquine and tetracycline at concentrations of 0.1, 0.4, 0.8, 1.6, 6.4, 12.8 pg/mL for 24 hours at
+37°C in a shaking incubator. In-vivo studies, Tetracycline group (TG) and Chloroquine group (KG) were administered 50 mg/kg of tetracy-
cline and chloroquine by intragastric lavage and untreated control group (TACG) were administered the same amount of saline via the same
route. The suppression of parasitemia in mice was followed for 24 days.

Results: In our in-vitro study it was observed that 0.8 ug/mL of chloroquine and 1.6 pg/mL of tetracycline was enough to suppress parasite-
mia. In our in-vivo drug study, all of the mice in the TG group died at day 24, and all of the mice in the TAKG group died at day 12, with no
parasitemia observed in the mice in the KG group.

Conclusion: Our study suggests that if tetracycline therapy is administered when the induction of chloroquine therapy is delayed, the exac-
erbation of the parasitemia may be prevented and when chloroquine is obtained chloroquine therapy can be commenced thus preventing
the loss of the patient.
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GiRiS

insanlik tarihinin eski zamanlarindan bu yana bilinen sitma, tarih
boyunca tim dinyanin ve Anadolu’'nun en énemli hastaliklardan
biri olmustur. Uygarlik tarihi incelendiginde, sitma hastaliginin
Mezopotamya, Eti ve Yunan uygarliklarinin ¢ékis nedenleri ara-
sinda kabul edildigi gérilmektedir.

Her 30 saniyede bir cocugun sitma nedeniyle hayatini kaybettigi
dinyamizda nifusun %40'inin sitma riski altinda bulundugu, her
yil 300 milyon insanin enfekte oldugu ve yaklasik 1 milyon kisinin
sitma nedeniyle hayatini kaybettigi bildirilmektedir. Bu nedenle
1998 yilinda Diinya Saglik Orgiitii (WHO), Birlesmis Milletler Co-
cuk Fonu (UNICEF), Birlesmis Milletler Gelisim Programi (UNDP)
ve Dinya Bankasi yeni bir miicadele baglatarak “Roll Back Mala-
ria (RBM)" ortakhigini kurmuslardir. Amaci 2010 yilina kadar tim
diinyada sitma insidansini disirmek ve risk altindaki bdlgelerde
yeni koruyucu dnlemler gelistirmek olan bu kurulugun planinda,
Tiirkiye Dogu Akdeniz Grubu Ulkeler icinde orta endemik risk-
li Glkeler arasinda gorilmektedir. Bu plan dahilinde WHO ve
UNICEF' in yayinladigr 2005 yili Diinya Sitma raporunda; sitma
savasinda en buylk zorlugun ilag direncinden kaynaklandigr ve
yeni bulunan antimalaryal ilag kombinasyonlarinin hayat kurtarici
olabilecegi, pek cok ulkenin sitma ilag politikalarinda degisiklik
yaparak yeni tedavi kaynaklarina yoneldigi aciklanmaktadir (1, 2).

Sitma ilaclarina karsi gelisen parazit direnci giinimuzde 6nemli
saglik sorunlarindan biri olan sitma ile savasta basari oranini du-
strmektedir. Klorokin'e direncli P. falciparum (KDPF) enfeksiyon-
lari ilk olarak Guneydogu Asya’da Tayland Kambogya sinirndaki
bolgede 1957 yilinda gorilmus ve hizla Tayland’a yayilmistir (3).
Guney Amerika'da 1960 ve 1976 yillarinda Papua Yeni Gine'de
KDPF enfeksiyonlar bildirilmistir (4, 5). Afrika'da 1978 yilinda
Kenya ve Tanzanya'ya seyahat eden kisilerde KDPF enfeksiyonlari
bildirilmistir (6, 7). Direng, 1983 yilindan itibaren Afrika kiyi bolge-
lerinden iclere, Sudan, Uganda, Zambiya ve Malavi'ye yayilmistir
(8, 9). KDPF enfeksiyonlarinin yayilmasi sonucu Tayland ve bazi
Asya ve Glney Amerika Ulkeleri 1973'te, Gliney Afrika Ulkelerinin
bazilar 1988 ve bazilar da 1993 yillarinda birinci basamak ilag se-
cenegdi olan klorokini degistirmislerdir (10, 11). Klorokine direncli
P vivax (KDPV) &zellikle klorokinin yaygin olarak kullanildigi bol-
gelerde gorilmustir. KDPV enfeksiyonlarn 1989 yilinda Kolom-
biya'da, 1996 yilinda Giney Amerika'da bildirilmistir. Primakin,
Kinin, Proguanil ve Primetamine karsi direncli P. vivax olgulari ise
1987 yilinda Avustralya’dan bildirilmistir (12, 13).

Daha sonra sitma tedavisinde Plasmodium’lann dihidrofolat re-
diktaz ve dihidropteroat sentaz enzimlerini kodlayan genlerde-
ki 6zgll gen mutasyonlarinin, antifolat kombinasyon ilaclarina
kargi gelisen direnci olusturdugu gosterilmistir (14). Tek basina
kullanildiginda Atovakon'a karsi hizla diren¢ gelisebilmesine kar-
sin, Proguanil Malaron™ kombinasyonunda veya Tetrasiklin gibi
ikinci bir ilagla kombine edildiginde direng ¢cok daha yavas gelis-
mektedir. Direncin sitokrom b genindeki nokta mutasyon sonucu
gelistigi bildirilmistir (15). Bircok Ulkede hem P, vivax sitmasinda
hem de P. falciparum sitmasinda hastaligin referans ilaci olan klo-
rokine karsi direng gelistigi belirlenmistir. Direncli Plasmodium
turleri ile enfekte hastalarda Artemisia annua bitkisinden elde
edilen "artemisinin” adl etken maddenin sagaltimda oldukc¢a
etkili oldugu gérilmuis ve direncli olgularda bu maddeyi iceren

ilaglar kullanilmaya baslanmistir. Fakat 2009 yilinda Plasmodium
tdrlerinin “artemisinin” iceren ilaglara da direncli suglarinin ortaya
cikmaya basladigr bildirilmistir. Bu nedenle sitmanin tedavisinde
yeniilaclara ve yeniilag kombinasyonlarinin arastirilmasina ihtiyac
dogmustur. Diinya Sadlik Orgiitii giinimiizde tim Glkeleri “Bir
Sonraki Artemisinin Avi” sloganiyla bitkisel kaynakli antimalaryal
etken maddeleri arastirmaya tesvik etmektedir. Bu nedenle sit-
manin tedavisinde yeni ilaglara ve yeni ilag kombinasyonlarinin
arastinlmasina ihtiyag dogmustur (16-19).

Yeni ilaclarin gelistirilmesi ve degerlendirmesi sireci iki ana de-
Jerlendirme basamagindan olugsmaktadir. Klinik dncesi deger-
lendirmede sentez edilen veya dogal kaynaklardan izole edilen
kimyasal maddelerin, insanda hastaliklarin tedavisinde kullanil-
malari amaciyla klinik denemelere tabi tutulabilmeleri icin 6nce
mutlaka tarama testleri ve toksisite deneyleri yapilmalidir. Tara-
ma Testleri; yeni sentez edilen maddeler, genellikle toksisite de-
neylerine tabi tutulmadan dnce tarama testlerine tabi tutulurlar.
in vitro ortamlarda tarama testleri yapilabilir ancak éngériilen
etkinin 6zelligi nedeniyle bazi tarama testlerinin in vitro ortam-
da yapilmasi dogru olmayabilir. Eger var ise tarama testlerinde
hastaligi temsil eden hayvan modelleri mutlaka kullaniimalidir.
Bu sayede gelistirilme amacini olusturan ve sahip olmasi éngo-
rilen etki ya da etkileri gosteren maddeler belirlenir. Bu 6zelligi
bulunmayan maddeler icin deneme artik bu kademede bitmistir.
Toksisite Testleri; ancak tarama testlerini basari ile gecen bilesik-
ler Toksisite Testlerine tabi tutulurlar. Bu asamada fonksiyonel,
biyokimyasal ve histopatolojik toksik etkileri incelenir. Klinik de-
gerlendirme; basamaginin ise Faz |, Faz I, Faz Ill ve Faz IV dene-
melerinden olustugu bildirilmektedir (20).

Caligma sitmanin tedavisinde yeni ilag, ilag kombinasyonlar aras-
tinlmasi ve etken madde taramalar konularinda calisacak genc
arastirmacilara rehber olacak sekilde yardimci olmasi amaciyla
temel ve basit olarak planlanmistir.

YONTEMLER

Calismamizda P. berghei MRA-311 susu kullanilmistir. Kemiricile-
rin sitma etkeni olan bu sus MR4-ATCC (American Type Culture
Collection) Virginia, USA firmasindan alinmistir ve Manisa Celal
Bayar Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Parazitoloji Laboratuvarla-
rinda farelere 10 glinde bir intravendz pasajlar yapilarak canlligi
devam ettirilmis ve daha sonra dereceli dondurma ydntemi ile
kriyoprezervasyonu yapilarak saklanmistir. Sus kullanilacagi zaman
sivi nitrojenden cikanlarak hizli bir sekilde +37°C'de ¢ozdurilerek
in vitro ve in vivo galigmalarda bu sus kullanilmistir. Calismalarimiz-
da etken madde ve ilag arastirma gelistirme ¢alismalarina sitmanin
tedavisinde kullanilan klorokin (Sigma C6628; Saint Louis, USA) ve
tetrasiklin (Sigma T3258; Saint Louis, USA) kullanilmistir. Etik kurul
onay Manisa Celal Bayar Universitesi Tip Fakiiltesi Dekanligi Hay-
van Deneyleri Yerel Etik Kurulu / 11.04.2017 tarafindan alinmistir.

Sitmada in vitro model;

In vitro ilag calismalari icin Plasmodium’larin genc trofozoit form-
larina ihtiyac vardir. Onceden in vitro kiiltiir(i yapilmis ve 24 saat
sonunda 107 olgun sizont ve merozoit formu bulunan sispansi-
yondan farelere yaklasik 0,25 mL intravendz olarak verilmistir. Bu
fareler 12 saat karanlik ve 12 saat aydinlik periyodu bulunan ortam-
da birakildiklarinda 4. glinde kabin icerisinde farenin g6gus kafe-
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si acilarak intrakardiyak olarak steril sekilde yaklagik %3'lik gen¢
trofozoitleri bulunduran kan enjektér yardimi ile elde edilmistir.
Kan 8 dakika 1500 rpm’da cevrilerek ¢okelegdin Ust tarafinda olusan
Plasmodium'lar tarafindan enfekte edilmis eritrositleri iceren koyu
halka dikkatlice alinmigtir. Alinan eritrositler %10'luk FCS iceren RP-
MI-1640'da dondurularak sivi nitrojende saklanmistir. in vitro calis-
malanmizda bu dondurulan eritrositler kullanilmistir.

in vitro calismalanmiz icin geng trofozoitli eritrositleri iceren fare
eritrosit solUsyonu santrifijlenerek eritrosit ¢okeltisi elde edilmis-
tir. Elde edilen ¢okeltiye %10 FCS eklenmis RPMI-1640 besiyeri
ile %10 oraninda sulandinlmistir. Ardindan kaltdr plaklarina 0,5
mL enfekte eritrosit soliisyonu ilave edilmistir (Figiir 1). Uzerlerine
son dilisyonlan 0,1, 0,4, 0,8, 1,6, 6,4 ve 12,8 ugr/mL olacak sekil-
de RPMI-1640 besiyeri ile sulandinlmig 0,5'er mL klorokin (Sig-
ma C6628; Saint Louis, USA) ve tetrasiklin (Sigma T3258; Saint
Louis, USA) eklenmistir. Ayrica kontrol grubu icin enfekte eritrosit
sUspansiyonu eklenmis cukurlara sadece RPMI-1640 besiyeri de
eklenmistir. Eritrosit slispansiyonu mikrobiyolojik jar icine yerles-
tirilerek %5 CO,, %5 O,, %90 N, ortami olan +37°C’lik calkalamali
etlive kaldinlmistir. CO, seviyesini artirmak ve O, seviyesini daha
da azaltmak amaciyla kiltir kaplarini koydugumuz cam jar igine
mumlar yerlestirilerek yakilmig ve adzi kapatiimistir (Figur 2). Kal-
tivasyon 24 saat sure ile takip edilmistir. Bu islemler 3 kez tekrar
edilmis ve sonuglar degerlendirilmistir (21).

Sitmada in vivo Model

In vivo calismalanimiz icin 3-4 aylik Balb/C cinsi erkek fareler kul-
lanilarak 3 grup olusturulmustur. Tim gruplardaki fareler 20-25
gr agirliginda olup beslenmesinde standart hayvan yemi ve icme
suyu olarak da cesme suyu kullaniimistir.

Yaklagik %30 oraninda parazitemisi bulunan enfeksiyonlu fareden
alinmis ve fizyolojik su ile sulandirilarak 108/mL P. berghei yogun-
luguna ayarlanan eritrosit sollsyonu her fareye kuyruk veninden
0,2 mL (2x107 adet P. berghei) verilmistir.

Calismamizda tetrasiklin grubu (TG), sitma referans ilaci olan klo-
rokin grubu (KG) ve tedavi almamis kontrol grubu (TAKG) olmak
Uzere 3 calisma grubu olusturulmustur ve her grupta 6 adet fare
olacak sekilde kafeslere alinmis etiketlenerek Uzerlerine gerekli
bilgiler yazilmistir (22).

Farelere enfeksiyon verildikten 4, 24, 48, 72 saat sonra her gru-
ba kendine 6zgl olan tedavi uygulanmaya baslanmistir. TG ve
KG gruplarina tedavi intragastrik lavaj yoluyla 50 mg/kg dozunda
oral olarak uygulanmistir. TAKG'na ise ayni miktarda serum fizyo-
lojik verilmistir (23, 24,25).

Farelere tedavi uygulandiktan sonra 2 glinde bir kuyruk veninden
kan alinmaya baslanmigtir. Alinan kan ile ince yayma kan prepa-
ratlart hazirlanmigtir. Preparatlar metil alkolle 2-3 dakika tespit
edildikten sonra Giemsa boyama yontemi ile boyanmistir ve 1gik
mikroskobu ile 10 farkli sahadaki enfekte eritrositler sayilarak pa-
razitemi orani hesaplanmistir (Figtir 3-8). Bu iglemlere 2 glinde bir
kan alinmak Uzere 24 giin boyunca devam edilmistir

Farelerdeki parazitemi hesaplanmasinda; her bir alanda 100 enfek-
te eritrosit sayilip yuzdeleri alinarak toplanmistir. Elde edilen deger
10 sahanin ortalamasini almak icin 10'a bolinmustdr. Bu sekilde
farelerdeki ortalama parazitemi ylizdesi hesaplanmistir (26).

Figiir 1. in vitro direnc testleri

.

Figiir 3. Pberghei'nin V. enfeksiyonun enjeksiyonu icin hayvanin
zapturapt altina alma
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Figiir 4. Pberghei’nin 1.V. enfeksiyonunun enjeksiyonu Figiir 7. Farelerin kan yaymalarinin yapilmasi

Figlir 5. Farelere intragastrik gavaj yoluyla oral olarak ilag uygulamasi  Figtir 8. Preparatlarin boyanmasi
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Figlir 9. Kiltir baslangic ortamindaki P. berghei'nin geng
Figiir 6. Farelerden kan alinmasi trofozoitler (2. Saat)
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BULGULAR

Plasmodium bergheinin 24 saatlik kiltivasyonunda; kontrol gru-
bunda inkibasyon siresinin basinda enfekte eritrositlerin tama-
minda trofozoitler gorilirken, 8-12 saatten itibaren olgun trofo-
zoitler ve sizontlar, 22-24. saatte ise olgun sizontlar ve merozoitler
saptanmustir (Figtr 9-12; Tablo 1).

in vitro ilag direnc testlerinde, klorokin iceren cukurcuklarin 0,8
pg/mL dozda klorokin iceren kisimlarinda enfekte eritrositlerin
tamaminda trofozoit evresi bulunmus, ancak sizont evresine ge-
cisin engellendigi tespit edilmistir. Tetrasiklin iceren gruplarda
ise % 21 sizont evresine gecis oldugu belirlenmistir. 0,1 ve 0,4
olan ila¢ dozlarinda tetrasiklin cukurcuklarinda sirayla %12, %0,5
oranlarinda sizont evresi belirlenmis, klorokin ¢ukurcuklarinda ise
eritrositlerin tamaminda trofozoit formlan belirlenmistir. ilac dozu
1,6, 6,4 ve 12,8 pg/mL olan cukurcuklarda ise hem tetrasiklin hem
de klorokin cukurcuklarinda 24 saat sonunda enfekte eritrositlerin
tamaminda trofozoit formlari belirlenmistir.

in vivo ilag calismalanmiz sonucu ise tabloda gérildigi tzere
klorokin grubunda 4. glinden itibaren parazitemi orani azalmaya
baslamis, 8. glinde parazitemi orani 0,26'ya kadar dismus ve 10.
glin enfeksiyon tamamen ortadan kalkmustir (Figir 13-16; Tablo 2).
TAKG'unda parazitemi orani devamli olarak artarak 10.glinde pa-
razitemi orani 28,92'ye ulasmistir ve 12. giinde gruptaki tim fa-
reler 8lmustir. TG' unda ise 22. glinde parazitemi orani 29,82'ye
yukselmis ve 24. glinde fareler lmustir. Aslinda TG' unda TAKG'
una paralel olarak parazitemi orani devamli olarak artmis ancak
bu oran asamali ve yavas bir sekilde arttigi icin bu gruptaki farele-
rin yagsam omri uzamistir. Ki-kare (y? testi ile klorokin ve tetrasik-

Tablo 1. Kiltir baglangicindan itibaren zamana gére P. berghei'nin
eritrositer formlarinin gelisimi

Geng Trofozoitler | Kdltirin baglangicindan sonraki 6-7 saat
Olgun Trofozoitler | Kltirin baglangicindan sonraki 8-11 saat
Geng Sizontlar Kulturin baslangicindan sonraki 12-16 saat
Olgun Sizontlar Kultdrin baglangicindan sonraki 22-24 saat
ve Merozoitler

Tablo 2. in vivo calisma gruplarindaki parazitemi Oranlar
GUN TG KG TAKG
2 1,06 1,03 1,32
4 2,18 2,22 3,43
6 2,70 1,69 7,00
8 3,10 0,26 14,18
10 412 0,00 28,92
12 8,31 - Ex
14 12,10 - -
16 18,90 - -
18 22,21 - -
20 25,43 - -
22 29,82 - -
24 Ex - -

L =

Figiir 12.Kiltur ortamindaki P berghei'nin merozoitler (24. Saat)
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Figilir 13. Tedavi Almamis Kontrol Grubu

Figiir 14. Klorokin Grubu 4. giin kandaki parazitemi

Figiir 15.Klorokin Grubu 6. gtin kandaki parazitemi

Figir 16. Klorokin Grubu 10. ginde kandaki paraziteminin
kaybolusu

lin ilag gruplar arasinda kandaki parazitemi acgisindan degerlen-
dirildiginde 6. giine kadar anlamli bir fark gérilmezken (p>0,05)
8. glinden sonra ise anlamli (p<0,05) bir fark bulunmustur.

TARTISMA

Genis spektrumlu antibiyotiklerden birisi olan ve 1940’larin bagin-
da kesfedilmis olan tetrasiklinlerin, Plasmodium da dahil olmak
Uzere bir ¢ok protozoa Uzerine etkili oldugu belirtilmistir. Ancak
tetrasiklinlerin parazitler Gzerine etkileri ile ilgili arastirmalar de-
vam etmektedir. (27).

Klorokin kandaki eritrositer sizogoni sekillerine hizl bir sekilde et-
kili olan, glivenli ve uygun dozlarda verildiginde hasta tarafindan
iyi tolere edilebilen kan sizontosidi olarak degerlendirilmektedir
(28, 29, 30, 31).

Biz bu calisma da sitma tedavisinde basari ile kullanilan klorokini
ve Plasmodium’lara karsi etkili oldugu bilinen tetrasiklini antima-
larial etkisinden dolayr secilmistir. Secilen bu iki ilacin P. berghei
Uzerine in vivo ve in vitro modellerdeki etkinligini calisarak Tur-
kiye'de sitma konusunda yapilacak olan in vitro ve in vivo mo-
dellerdeki ilag ¢aligmalar ve etken madde taramalari igin bircok
arastirmaciya rehber olmasi amaglanmistir.

in vitro olarak 22-24 saatlik bir stirede parazitlerin halka formlarin-
dan olgun sizontlara dénistigu ve sadece bir gelisimsel dongu
gecirdigi bildirilmistir. Kiltdr ortaminda, P. bergei olgun sizontla-
rinin kendiliginden patlayamadigi ve kiltirde retikilosit miktari-
nin az oldugundan merozoitlerin baska hiicrelere girisinin sinirli
oldugu saptanmistir. Parazitlerin gelisim orani sicakliga bagli ol-
dugundan dolayi kiltir ortaminin sicakliginin kritik dneme sahip
oldugu rapor edilmistir. Parazitlerin; 38.5°C'nin Uzerinde dejene-
re oldugu ve 37°C'nin altinda ise parazitlerin canl olgun sizont-
lara dénlstigu, ancak gelisim slresinin uzadidi bildirilmektedir.
Parazitlerin 30°C sicaklikta bile olgun sizontlara dénistigu ancak
bunun 48 saatten daha fazla strdigu belirtilmistir. Yapilan in vitro
caligmalarda genc trofozitlerin kiltir baglangicindan itibaren 6.-
7. saatte kiltirde goruldigu bildirilirken, bu siire olgun trofozo-
itler icin kiltir baglangicindan sonraki 12.-13.saatte, geng sizont-
lanin kilttr baglangicinda sonraki 16.-17. saatte, olgun sizontlarin
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ise kultur baslangicindan sonraki 21.-22. saatte gorildugu belir-
tilmektedir (32, 21).

Bizde ¢aligmamizda kontrol kuyucuklarinda geng trozoitlere kdil-
tur baslangicindan 6-7 saat sonra rastlarken, olgun trofozoitlere,
geng sizontlara, olgun sizontlara ve merozoitlere sirasiyla kiltir
baslangicindan sonraki 8-11, 12-16, 22-24 saat sonra rastladik.

llagsiz kontrol grubu olarak P berghei’lerin evrimini izledigimiz
kuyucuklarin tamaminda kiltirin tamamlandigr 24. saatin sonun-
da olgun sizont ve merozoitler goriimustar.

in vitro ilac direnc testlerinde, klorokin iceren cukurcuklarda 24
saatin sonuna kadar 0,8 pg/mL dozda klorokin iceren kisimlarin-
da enfekte eritrositlerin tamaminda trofozoit evresi bulunmus,
ancak sizont evresine gegcisin engellendigi tespit edilmistir. Tet-
rasiklin iceren gruplarda ise % 21 sizont evresine gecis oldugu
belirlenmistir. 0,1 ve 0,4 olan ila¢ dozlarinda ise, tetrasiklin cukur-
cuklarinda sirayla %12, %0,5 oranlarinda sizont evresi belirlenmis,
klorokin cukurcuklarinda ise eritrositlerin tamaminda trofozoit
formlari belirlenmistir. ilag dozu 1,6, 6,4 ve 12,8 pgr/mL olan ¢u-
kurcuklarda ise hem tetrasiklin hem de klorokin cukurcuklarinda
24 saat sonunda enfekte eritrositlerin tamaminda trofozoit form-
lari belirlenmistir.

Yapilan bir calismada P. berghei tedavisi icin farelere 4 giin bo-
yunca 50 mg/kg dozunda tetrasiklin verildiginde glg¢li antimala-
rial etki gosterdigi bildirilmistir (25).

Yapilan diger bir calismada ise 50 mg/kg oral dozla 3 glin bo-
yunca klorokin verilen farelerde Plasmodium’un eritrositer form-
larinin 10. glnde kanda tamamen temizlendiginin goraldigu
bildirilmistir (33).

Klorokin gruplarinda tedavi dozu olarak glinde tek doz 50 mg/
kg olarak oral yolla 3 glin boyunca farelere klorokin verilen bagka
arastirmacilarin yaptigi calismalarda da benzer sonuglarin alindigi
rapor edilmistir (24, 34).

Klorokinin tedavi dozu olarak giinde tek doz 50 mg/kg olarak
oral yoldan 3 giin boyunca verilen caligmalarda paraziteminin 10.
glinde tamamen kayboldugu saptanmis ve klorokinin kemirgen
sitma tdrleri ile olusturulan fare modellerinde gdsterdigi bu etki
farkli arastirmacilar tarafindan yapilan calismalarda da gézlenmis-
tir. Bizim calismamizda bu ¢alismalara paralel olarak 50 mg/kg
dozlarda oral olarak ilag verilen gruplarda 10. giin paraziteminin
tamamen kayboldugu gérilmistar.

Tetrasiklin dozu olarak ise diger arastirmacilar da kanda parazi-
temiyi sinirladigini bildirmislerdir. Bizim yaptigimiz ¢calismada ise
ilk gin glinde 2 kez, 2. ve 3. giin ise tek doz olarak 50 mg/kg
tetrasiklin uygulandiginda; tetrasiklinin parazitemiyi enfeksiyon
baglangicindan 96. saate kadar sinirladidi, 96. saatten sonra bu
baskilamanin azalmaya basladigi ve paraziteminin artarak 22.
glinde 29,82'ye ulastigi, 24. glin ise gruptaki tim farelerin &ldu-
§u goérulmustdr. Tetrasiklin grubunun klorokin grubuna gére pa-
razitemiyi azaltmamis, tetrasiklin grubunda sadece parazitemiyi
baskilamig, klorokin grubunda parazitemi 10. glinde tamamen
kayboldugu gorilmustir. Kontrol grubunda ise parazitemi diger
iki gruba gore daha hizli artarak 10. giin 29,82 ye ulasmis ve 12.
glin de gruptaki tum farelerin 81dugu gorilmustir.

SONUC

Calisacak geng arastirmacilara rehber olacak sekilde en temel ve
basit olarak sitmanin in vivo ve in vitro modelleri kurularak ilag
arastirmalarinda ve etken madde taramalarinda yardimci olmasi
amaciyla planlanan calismamizda aldigimiz sonuglann literatir
bilgileri ile uyumlu oldugu gorilmistir. Ayrica klinisyenlerin klo-
rokin temininin gecikmesi durumunda hasta kaybinin dnlenmesi
icin tetrasiklin tedavisi verilmesinin parazitemiyi baskilayarak has-
tanin dlmesinin de ertelenebilecegdini diglindirmistar.
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