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Jiiri
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Prof. Dr. Birol OZKALP

Bu ¢aligsma, Tiirkiye’de geleneksel olarak gesitli i¢ ve dis rahatsizliklarin tedavisinde bitkisel ilag
olarak kullanilan Kitaibelia balansae Boiss.’den elde edilen metanol ve su ekstraktlarinin herpes simplex
virus tip 1 (HSV-1)’e karsi antiviral aktivitelerini degerlendirmek amaciyla yapilmustir. Ekstraktlarin
maksimum non-toksik konsantrasyonu (MNTK) Vero hiicrelerine karsi belirlenmistir. MNTK ’nin Seri iKi
misli diliisyonunu kullanarak (her bir ekstrakt igin spesifik), ekstraktlarin sitotoksik aktivitesi ve doku
kiiltiriinde virusun neden oldugu sitopatik etki (CPE)’yi inhibe etme kabiliyeti, inokulasyon ve
inkiibasyondan ii¢ giin sonra kolorimetrik XTT testi ile degerlendirilmistir. %50 sitotoksik konsantrasyon
(CCso) ve %50 etkili konsantrasyon (ECso) graphpad prism kullanilarak belirlenmis ve CCsp’nin ECsp’ye
oranindan da segicilik indeksi (SI) hesaplanmustir.

Aragtirma sonucunda, Kitaibelia balansae’nin hem metanol ekstraktinin (ECso = 4224.00 pg/ml;
SI = 8.41) hem de su ekstraktinin (ECso = 1718.40 pg/ml; SI =22.01) HSV-1’¢ kars1 antiviral aktiviteye
sahip oldugu tespit edilmistir. Sonug olarak, Kitaibelia balansae ekstraktlariin HSV-1’e kars1 klinikte
kullanilan ilaglara karsi bir alternatif olarak gelistirilebilmesi i¢in daha ileri ¢aligmalara layik oldugunu
soyleyebiliriz. Bu ¢aligma, Kitaibelia balansae’nin anti-HSV-1 aktivitesine yonelik ilk rapordur.

Anahtar Kelimeler: Antiviral aktivite, Herpes simplex virus tip 1, Kitaibelia balansae,
metanol ve su ekstraktlari
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IN VITRO EVALUATION OF ANTI-HSV-1 ACTIVITY OF KITAIBELIA
BALANSAE BOISS. (MALVACEAE)
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This study were done to evaluate the antiviral activity of methanol and aqueous extracts obtained
from Kitaibelia balansae Boiss. traditionally used in herbal medicine in the treatment of various internal
and external pains in Turkey, against herpes simplex virus types 1 (HSV-1). The maximum non-toxic
concentration of extracts (MNTC) was determined against Vero cells. The cytotoxic activity of the extracts
and the ability to inhibit the cytopathic effect (CPE) caused by the virus in the tissue culture was evaluated
by colorimetric XTT assay three days after inoculation and incubation by using MNTC’s serial two-fold
dilution (specific for each extract). 50% cytotoxic concentration (CCsp) and 50% effective concentration
(ECso) were determined using graphpad prism and selectivity index (SI) was calculated.

At the end of the study, it was determined that both the methanol (EC50 = 4224.00 ug / ml; SI =
8.41) and aqueous (EC50 = 1718.40 pg / ml; SI = 22.01) extracts of Kitaibelia balansae had antiviral
activity against HSV-1. As a result, we can say that Kitaibelia balansae’ extracts are worthy of further
study in order to develop HSV-1 as an alternative to clinically used drugs. This is the first report on the
anti-HSV-1 activity of Kitaibelia balansae.

Keywords: Antiviral activity, herpes simplex virus type 1, Kitaibelia balansae, methanolic and
aqueous extracts
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Simgeler

dk : Dakika

g : Gram

mg : Miligram

mg/ml : Miligram/Mililitre

ng : Mikrogram

ug/ml : Mikrogram/Mililitre

ul : Mikrolitre

um : Mikrometre

ml - Mililitre

nm : Nanometre

pH : Asitlik Degeri

°C : Santigrad Derece

u : Unite

U/ml : Unite/Mililitre

% : Yiizde

Kisaltmalar

ACV : Asiklovir

AIDS : Edinilmis Bagisiklik Yetmezligi Sendromu
ATCC . Amerikan Tip Kiiltiir Koleksiyonu
CCso : %50 Sitotoksik Konsantrasyon

CMV : Cytomegalovirus

CPE : Cytopathic Effect/Sitopatik Etki
DKIiDso : Doku Kiiltiirii Infektif Dozso

DMSO : Dimetil Siilfoksit

DPBS : Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline
DPPH : 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil

EBV : Epstein- Barr Virus

ECso : %50 Etkili Konsantrasyon

EDTA : Etilen Diamin Tetraasetik Asit

ELISA : Enzyme Linked Immunosorbent Assay
EMEM : Eagle’s Minimum Essential Medium
FBS : Fetal Bovine Serum

FCV : Famsiklovir

GC-MS : Gaz Kromatografisi—Kiitle Spektrofotometresi
HIV : Insan Bagisiklik Yetmezligi Virusu
HK : Hiicre Kontrol

HPLC - High Performance Liquid Chromatography
HSV : Herpes Simplex Virus

HSV-1 : Herpes Simplex Virus Tip 1

HSV-2 : Herpes Simplex Virus Tip 2

ICs0 : %50 Inhibitdr Konsantrasyon

LC/MS/QTOF: Sivi Kromatografisi/Kiitle Spektrometresi/4-Kutuplu
Ugus Zamanh Kiitle Spektrometresi

iX



ME
MNTK
oD
PMS
SE

SI
VCV
Vero
VZV
VrK
XTT

: Metanol Ekstrakti

: Maksimum Non-Toksik Konsantrasyon

: Optik Dansisite

: Phenazine Methosulfate (Aktivasyon Ayirac)
: Su Ekstrakti

: Secicilik Indeksi

: Valasiklovir

: Afrika Yesil Maymun Bobrek Hiicresi

: Varicella- Zoster Virus

: Viriis Kontrol

: 2,3-Bis-(2-Methoxy-4-Nitro-5-Sulfophenyl)-2H-Tetrazolium-5-

Carboxanilide



1. GIRIS

Viral hastaliklar her zaman 6nemli bir saglik sorunu olusturmustur ve bu nedenle
insanlar stlirekli olarak yeni antiviral ilaglar bulmaya gayret gostermislerdir
(Farshadpour ve ark., 2014).

Uguk yaygin viral hastaliklardan biridir ve onun baslica etiyolojik ajani
Herpesviridae familyasina ait zarfli bir DNA virusu olan herpes simplex virus tip 1
(HSV-1)’dir (Fatahzadeh ve Schwartz, 2007). Duyusal gangliyonlarda HSV (herpes
simplex virus) enfeksiyonuna bagli latent enfeksiyonlarin olugmasi, onun tedavisine
yonelik baslica engeldir (Xiang ve ark., 2008). Diinya genelinde HSV-1
komplikasyonlarinin prevalanst ve dnemine istinaden, bu virusa yonelik ila¢ bulma
alaninda cesitli tesebbiisler yapilmistir, fakat 6zellikle niikleozit analoglar1 basta olmak
tizere herpes viruslarina kars1 gelistirilen antiviral ajanlarin biiyiik bir kisminin ciddi yan
etkileri vardir ve HSV-1 enfeksiyonlarin1 tamamen tedavi edemezler (Zandi ve ark.,
2010). Niikleozit analoglarinin uzun bir siire kullanilmasini takiben, ilaca direngli virus
mutantlari ortaya ¢ikmistir. Bu nedenle, 6zellikle dogal kaynaklar dahilinde olmak tizere
etkili ve 6zglin anti-HSV-1 ajanlarin bulunmasi ¢ok 6nemli gériinmektedir (Ziyaeyan ve
ark., 2007).

Malvaceae, 1500’¢ yakin tiiri bulunan bitki familyasidir. Kitaibelia cinsi 2 tiir
icerir; Kitaibelia balansae Boiss. ve Kitabelia vitifolia Willd. (Liston ve Shmida, 1987).
Kitaibelia vitifolia’nin asilanmasiyla elde edilen Kitaibelia lindemuthi Hort. tiirii de
bulunmaktadir. Kitaibelia vitifolia bitkisi; Macaristan, Bosna Hersek, Sirbistan, Karadag,
Romanya, Makedonya ve Hirvatistan’da yaygindir (Tomovic ve ark., 2007). Son yillarda
yapilan ¢alismalarda Kitaibelia vitifolia bitkisinin Tiirkiye’de Osmaniye ve ¢evresinde
yayilig gosterdigi ortaya ¢ikarilmistir (Ertugrul ve ark., 2016). Kitaibelia balansae ise
Tiirkiye, Suriye, Liibnan’da yaygin olarak bulunmakta (Liston ve Shmida, 1987) ve
tilkemizde dogal olarak Mersin ve Kahramanmaras’ta yetismektedir (Ozhatay ve ark.,
2011).

Kitaibelia balansae bitkisinin yaprak, ¢i¢cek ve sap kisimlarindan elde edilen
ucucu yaglarin GC-MS (Gaz Kromatografisi-Kiitle Spektrofotometresi) analizleri
sonucunda baslica bilesenler olarak dihidroksi jasmonat, sklaroksit, limonin, simol,
15,16-dinorlab-12-ene,8,13-epoksi, 8a;13,13;17-depoksi-14,15-bisnorlabdan, 15,16-
dinorladan,8;13,13;20-diepoksi(13S) ve manool tespit edilmistir. Ayrica, bitkinin yaprak

ve cicek kisimlarindan farkli ¢6zgenler kullanilarak elde edilen ekstraktlarinin icerdigi



bilesikler LC/MS/QTOF (Sivi Kromatografisi/Kiitle Spektrometresi/4-Kutuplu Ugus
Zamanl Kiitle Spektrometresi) ile belirlenmistir. Ekstraktlarda kullanilan ¢6zgene gore
degismek tizere ugucu yaglar, flavonoidler (luteolin, rhamnetin, kaemferol, vs.), organik
asit tiirleri, glikozitler ve daha bagka tanimlanamayan bilesikler bulundugu tespit
edilmistir (Yildirim, 2015). Basta luteolin olmak iizere flavonoidlerin belirli RNA
viruslarina (RSV, PI-3, polio) ve DNA viruslarina (HSV-1) kars1 genis spektrumlu
antiviral aktivitelere sahip oldugu bildirilmistir (Kaul ve ark., 1985). Kitaibelia vitifolia
etanol ekstraktinin yiiksek miktarda rosmarinik asit i¢erdigi bulunmustur (Maskovi¢ ve
ark., 2011). Rosmarinik asitin, antiviral, antibakteriyel, antiinflamatuvar ve antioksidan
aktiviteleri dahil olmak {izere ¢esitli ilging tibbi ve biyolojik aktiviteleri bulunmaktadir
(Zheng ve Wang, 2001; Petersen ve Simmonds, 2003). Ancak, Kitaibelia tiirlerinin
antiviral aktivite gosterdigi bilinen degisik kimyasal bilesiklere sahip oldugu bilinmesine
ragmen, bu bitki tiirlerinin antiviral aktivitesinin degerlendirilmesine yonelik higbir
calisma yapilmamastir.

Bu calisma, HSV-1e kars1 yeni ve giivenilir antiviral ajanlar bulmak amaciyla,
Tiirkiye’de dogal olarak yetisen Kitaibelia balansae’dan elde edilen kaba ekstraktlarin

HSV-1’e kars1 antiviral aktivitelerini degerlendirmek amaciyla yapilmistir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Herpes Viruslari

Herpes simplex virus tip 1 (HSV- 1) biitiin diinyada hastaliklara sebep olan
yaygin bir patojendir. HSV- 1, Herpesviridae familyasinda yer alan biiyiik ¢ift iplik¢ikli
bir DNA virusudur. Herpes Simplex Viruslari tip 1 ve tip 2 (HSV- 2), Varicella- Zoster
Virus (VZV), Cytomegalovirus (CMV), Epstein- Barr Virus (EBV) ile insan herpes virus
(Human Herpes Virus = HHV)’lar1 6, 7 ve 8§ dahil olmak iizere, bu familyada bulunan
sekiz herpes virusu insanlar1 enfekte ederler. Herpesviridae familyasinda yer alan bu
sekiz herpes virusu alfa, beta ve gamma altfamilyalar1 seklinde de klasifiye edilirler. Alfa
herpes viruslar olarak klasifiye edilenler HSV- 1, HSV- 2 ve VZV’dir. Oral lezyonlar,
g6z enfeksiyonlart ve Herpes Whitlow (Herpetik Dolama) gibi deri ile iligkili
hastaliklarin baglica sebebi geleneksel olarak HSV-1’dir. HSV-2 genellikle genital
lezyonlara sebep olur ve bir bebegin dogum sirasinda HSV ile enfekte oldugu
meningoensefalit ve yenidogan hastaliginin ¢cogundan sorumludur. Tarihsel olarak cogu
genital enfeksiyon ve yenidogan hastaligi vakalarina HSV-2 sebep olmasina ragmen, her
iki HSV tiirti genital enfeksiyona neden olabilir ve halen tiim yeni genital HSV tanilarinin
yaklasik olarak %33’iine HSV-1 sebep olmaktadir HSV-1’in neden oldugu yeni jenital
HSV teshislerinin yaklasik %33’tine neden olur (Anzivino ve ark., 2009). VZV, su ¢igegi
hastaligina sebep olur ve latensi tesisinden sonra eriskinlerde zona hastaligi olarak
yeniden aktive olabilir. Herpesviridae familyasinin diger iiyeleri de bireylerde ciddi
hastaliklara neden olabilir. CMV ile enfekte kisilerin ¢ogu asemptomatik kalirlarken,
semptom gosterenler pndmoni ve mononiikleoz gelistirebilirler. CMV  plasentay1
gecebilir ve organ bozukluklari, korliik ve hatta bebeklerde dliimle sonuglanan fotal
enfeksiyona sebep olabilirler. EBV mononiikleozun baslica sebebi olup, ayn1 zamanda,
ozellikle Afrika ve Cin’de olmak lizere, kanser ile de iliskilidir. Alfa herpes viruslar gibi,
CMYV ve EBV’nin ikisi de latensi tesis edebilmekte ve yasamin ileriki yillarinda tekrar
aktive olabilmektedir (House, 2013).



2.1.1. Herpes virus yasam dongiisii

Tiim herpes viruslari, ¢ift sarmal DNA, protein kapsid, tegument ve ¢ift katmanl
lipit bir zarftan olusurlar (Whitley ve ark., 1998). Viral DNA’y1 igeren ikozahedral kapsid
tegliment tarafindan Ortiiliir ve bu da gdmiilii proteinler iceren bir zarf tarafindan kaplanir
(Akhtar ve Shukla, 2009).

HSV-1 dahil olmak iizere alfa herpes viruslar, spesifik bir protein olan
glikoprotein C araciligiyla bir hiicre yiizey reseptorii olan heparan siilfata baglanarak
konak hiicreleri enfekte ederler (Geraghty ve ark., 1998). Epitel, pankreas ve sinir
hiicreleri dahil olmak {izere viicudumuzun bir¢ok hiicresinde heparan siilfat
bulunmaktadir. Baglanmay1 takiben, virus partikiilii reseptor aracili endositoza veya
zarfin konak hiicre membrani ile flizyonuna ugrar ve kapsid i¢indeki viral DNA hiicrenin
icine salmir (Akhtar ve Shukla, 2009). Viral DNA, DNA’nim replike oldugu konakg1
niikleusuna nakledilir (Whitley ve ark., 1998).

Viral DNA’nin niikleusa tasinmasindan sonra, viral genom konake¢t hiicre
tarafindan tedarik edilen DNA bagimli RNA polimeraz kullanilarak transkribe edilir.
Viral genler ilk 6nce en erken, daha sonra erken ve son olarak geg¢ proteinlerin ifade
edilmesiyle, asamal1 bir bigimde ifade edilirler (Pei ve ark., 2011). En erken proteinler
sitoplazmadaki serbest ribozomlarda terciime edilir edilmez, erken genlerin
ekspresyonunu regiile etmek amaciyla niikleusa donerler. Erken proteinler de
sitoplazmadaki serbest ribozomlarda terciime edilirler ve daha sonra viral replikasyona
yardimc1 olmak amaciyla niikleusa donerler. Bu proteinler, DNA’nin halkasal hale
gelmesine yardimei olanlar1 ve ayni zamanda 6zgiin bir herpes timidin kinazi (TK) olan
DNA’ya bagimli DNA polimerazi da igerirler. Viral DNA replikasyonu gerceklesirken,
gec genler ifade edilir ve kapsid ve tegliment proteinlerine terciime edilmek iizere
niikleusu terk ederler. Kapsid proteinleri daha sonra tekrar niikleusa donerler ve yeni
replike olmus viral genom etrafinda birlesirler ve en sonunda baglanma glikoproteinlerini
kazanmak amaciyla hiicreden disar1 tomurcuklanirlar. Virus daha sonra hiicreden hiicreye
yayilabilir ve en sonunda Merkezi Sinir Sistemi’ndeki noronlari istila edebilir (Akhtar ve
Shukla, 2009).



2.1.2. Latensi

Herpes viruslarin her biri farkli hiicrelerde latensi tesis edebilir. Hem CMV hem
de EBV lenfositler ve epitelyum hiicrelerinde latent kalabilirler ve virus reaktivasyonu
yaygindir. Alfa herpes viruslar merkezi sinir sisteminde replike olabildikleri i¢in (Whitley
ve ark., 1998), genellikle fiziksel stres veya bagisiklik sistemi baskilanmasina bagli olarak
(Akhtar ve Shukla, 2009), primer bir enfeksiyon sirasinda virus néronlarda émiir boyu
stirecek bir latans olusturabilir ve sporadik olarak yeniden aktiflesebilir (Liu ve ark.,
2008a). Bu reaktivasyonlarin sonucunda genital veya oral lezyonlar gibi semptomlar
meydana gelebilir ya da asemptomatik olabilir (Piret ve Boivin, 2011). VZV dorsak kok
gangliyonlarinda ve HSV-1 ve 2 sirasiyla trigeminal gangliyonlarda ve lumbosakral
gangliyonlarda latensi (gizli olarak kalicilasma) tesis ederler (Anzivino ve ark., 2009).

HSV-1 ile litik bir enfeksiyon sirasinda tiim viral genler ifade edilirlerken, latensi
sirasinda, genlerin ¢cogu ifade edilememis olarak kalsa da, viral genom idame ettirilir
(Pinnoji ve ark., 2007). HSV-1 genomu bir norona girer girmez, gen ekspresyonunun
cogu durur. Latensi ile iliskili transkript (LAT) RNA, biiyiik miktarlarda ifade edilen tek
RNA’dir ve prodiiktif enfeksiyonu inhibe etmek i¢in HSV-1 tarafindan kullanilirlar.
Virus latensi sirasinda “sessiz” kalir, fakat hastaliga yol agmak ve virusu nakletmek i¢in

yeniden aktive olabilir (Jones, 2003).

2.1.3. Herpes viruslarinin bulasmasi

Herpes viruslar insandan insana bulagirlar ve deri lezyonlarinin yanisira solunum
sekresyonlarinda da bulunabilen virus ile dogrudan temasla yayilirlar. Virus mukozal
yiizeylerden veya derideki bir yaradan girebilir (Whitley ve ark., 1998). HSV-2 genel
olarak cinsel yolla bulasir ve en erken enfeksiyonlar 13-15 yasindaki ergenlerde ve geng
erigkinlerde (18-24 yasl) ortaya ¢ikar. HSV-1 ile primer enfeksiyon yasi 1-4’tiir ve
genellikle cinsel olmayan iliski yoluyla meydana gelir. HSV-1 esas olarak cinsel yolla
bulagsmamasina karsin, kismen oral-genital temasa bagl olarak ABD ve diger gelismis
tilkelerde artan sayida genital herpes vakalarina neden olmaktadir (Anzivino ve ark.,
2009). HSV enfeksiyonlarinin yaklasik %30’u asemptomatik kalabilmekte, ancak bir
birey HSV enfeksiyonu semptomlar1 gostermese bile, virusu hala asemptomatik sa¢ilim
yoluyla yayabilmektedir (Akhtar ve Shukla, 2009). HSV-1 dogum sirasinda vertikal
olarak da bulasabilmektedir. HSV-1 genital herpes vakalarima daha fazla neden



oldugundan ve virusun asemptomatik sacgilimi sirasinda da bulagsma hala
olusabileceginden, HSV-1 ile yenidoganlarin enfekte olma riski artabilmektedir (House,
2013).

2.1.4. HSV-1’in onemi

2.1.4.1. Hastahk

HSV-1’in primer semptomatik enfeksiyonlari; agiz ve dil lezyonlarini, Herpes
Whitlow (Herpetik Dolama) ve Herpes gladiatorum’a bagli olanlar gibi diger deri
lezyonlarini, farenjit ve keratokonjunktiviti i¢erebilir (Zu ve ark., 2009). HSV-1 genital
lezyonlardan da sorumlu olabilir. HSV-1, tekrarlayan enfeksiyonlara neden olmak igin
reaktive olabildiginden, bebekler ve HIV (insan Bagisiklik Yetmezligi Virusu/AIDS
(Edinilmis Bagisiklik Yetmezligi Sendromu) ve organ nakli hastalar1 gibi bagisiklig
baskilanmis bireylerde o6zellikle tehlikelidir (Kuo ve ark., 2002). Primer HSV-1
enfeksiyonlar1 da firsat¢1 olabilmekte ve immun yetmezligi olan insanlarin zaafindan
yararlanabilmektedir (Tolo ve ark., 2006). HSV-1 ayrica bagisikligi baskilanmis
bireylerde pnomoni ve meningoensefalit gibi daha ciddi hastaliklara da neden
olabilmektedir (Piret ve Boivin, 2011). HSV-1’in merkezi sinir sisteminde latensi tesis
etme yetenegi nedeniyle, beynin ayni bolgelerinin olaya karismasindan dolayt HSV-1 ile
Alzheimer hastalig1 arasinda bir baglantinin oldugunu bile 6neren cesitli caligmalar
yapilmigtir (Jones, 2003). Tekrarlayan HSV-1 enfeksiyonlar1 oral lezyonlara neden
olabildigi gibi, ayn1 zamanda korneal skarlagmaya da yol agabilmektedir (Liu ve ark.,
2008a). Bu goz enfeksiyonlarindan kaynaklanan skarlagma, diinya ¢apinda bireylerde
korliige neden olmaktadir (Kuo ve ark., 2002).

Buna ilaveten, HSV-1 bebeklerde dogum sirasinda maternal genital sekresyonlar
yoluyla enfeksiyonun dogrudan bir sonucu olabilen, viremiye, merkezi sinir sistemi
hastaligina, oral ve okiiler enfeksiyonlara yol acabilen, yenidogan herpesine sebep
olabilmektedir (Pepose ve ark., 2006). Hastaligin yenidoganlara yayilmasinda en biiyiik
risk faktorii, gebelik sirasinda ilk defa HSV-1 edinen hamile bir annedir. HSV
enfeksiyonlarinin ¢ogu dogurganlik ¢agindaki kadinlarda ortaya ¢iktigi icin, HSV’nin
yenidoganlara yayilmasinda daha yiiksek bir risk vardir. Bebekler ve yenidoganlardaki

enfeksiyonlar, yaklasik olarak %30’luk bir mortalite ile sonug¢lanan, goz, agiz ve deri



lezyonlari, ensefalit, nobetler ve c¢oklu organ fonksiyon bozuklugu olarak ortaya

cikabilmektedir (Anzivino ve ark., 2009).

2.1.4.2. Etki

Diinya genelinde HSV-1 baz1 bolgelerdeki niifusun biiylik bir kismini enfekte
eden 6nemli bir sorundur ve genel olarak HSV-1’in seroprevalansit %70’dir (Faral-Tello
ve ark., 2012). Eritre ve Uganda (bu tilkelerde ayn1 zamanda yiiksek bir HIV serovalansi
da vardir) gibi Afrika iilkelerinde geng erigskinlerdeki HSV-1’in seroprevalansi %90’dan
daha fazladir ve yasla birlikte artmaya devam etmektedir. Avrupa ve Orta Dogu’daki
cesitli lilkelerde HSV-1’in seroprevalansi tiim yas araliklari i¢in %50 nin {izerindedir
(Smith ve Robinson, 2002).

HSV-1 ABD’de de 6nemli bir sorundur. CDC (Centers for Disease Control),
2008’de ABD’de 24,1 milyon yeni ve mevcut HSV-2 vakasi bildirmistir (CDC, 2013) ve
ABD’de HSV-2’nin seroprevalansi yalnizca %17 iken (Wilson ve ark., 2009); HSV-1’in
seroprevalansi, onun HSV-2 vakalarina gore 3 misli fazla olabilecegini gosteren,
%57.7°dir (Xu ve ark., 2006). Ayrica, her yil ABD’de HSV ile ilgili gz hastaliklarinda
yaklagik 60.000 yeni ve tekrarlanan vaka bulunmaktadir (Wilson ve ark., 2009). Genel
seroprevalans onceki yillarda %62’den diisiik iken, HSV-1’den kaynaklanan genital
herpes vakalarinin sayisi artmistir (Xu ve ark., 2006). ABD’de az sayida ¢ocuk HSV-1
ile erken yasta enfekte oldugu i¢in, bu durum daha fazla kadinin gebelik sirasinda ilk defa
HSV-1’den kurtulmalarina olanak saglamaktadir (Anzivino ve ark., 2009). Gergekten,
ABD’de hamile kadinlarin yaklasik %21°1 hastalig1 yenidoganlara gecirme riskini arttiran
(Anzivino ve ark., 2009), HSV-1 ile hi¢ enfekte olmamistir (Pepose ve ark., 2006).

2.1.5. HSV-1’in tedavisi

2.1.5.1. As1 potansiyeli

HSV’nin tedavisine yonelik ilaglar mevcut olmasina ragmen, enfeksiyonun
Onlenmesine yonelik bir as1 heniiz yoktur. Asilar nezdinde baz1 tesebbiisler yapilmistir;
ancak, higbiri belirli bir fayda veya 6nemli bir pozitif sonug gdéstermemistir. Ornegin, bir
as1 faz II deneylerine kadar ilerlemis, fakat virusun rekiiransina karsi koruyamamustir,

diger bir as1 kadinlarda genital herpese karsi koruma saglamis, ancak erkeklere karsi



koruma saglayamamistir. Fonksiyonel bir as1 bulmaktaki giicliik, lokal bir mukozal
bolgede etkili bir doz vermenin yontemini bulmaktir. Son zamanlarda canli zayiflatilmig
bir as1, hastalarin %43.5’inde rekiirans1 Onleyebilmis, ancak etkili bir anti-herpes asisi

saglamak i¢in yapilacak daha ¢ok c¢alismaya ihtiyag vardir (Wilson ve ark., 2009).

2.1.5.2. ilaglar ve ila¢ direnci

HSV yasam dongiisiiniin birka¢ basamagi (baglanma, giris, vs. gibi) oldugu ig¢in,
anti-HSV ilaglar virusu inhibe etmek icin bu basamaklardan herhangi birini hedef
alabilirler (Kuo ve ark., 2002). Virusun kontrolii ve 6nlenmesine yonelik yeni yontemlere
olan gereksinim, HSV-1’den etkilenen kisilerin sayisini azaltmak igin hayati 6nem
tasimaktadir. Deniz siingeri Cryptotethya crypta’dan elde edilen bir bilesigin yapisal
analogu olan ve ¢ok yaygin bir sekilde kullanilan antiherpes bir ilag olan asiklovir (ACV)
dahil olmak iizere pek ¢ok antiviral ajan dogal kaynaklardan kdken almistir (Dang ve ark.,
2011).

HSV-1 enfeksiyonlari, genellikle, hastaligi tetikleyen HSV’nin spesifik
enzimlerini bloke ederek etki gosteren bir ilag olan ACV ile tedavi edilmektedir
(Chattopadhyay ve ark., 2009). Bir niiklotid analogu olan ACV, spesifik olarak timidin
kinaz tarafindan hedef alinarak etkili olur (Kuo ve ark., 2002). ACV, timidin kinaz
tarafindan fosforile edildiginde, viral DNA polimerazin sentezini ve dolayisiyla viral
DNA replikasyonunu 6nlemektedir (Tolo ve ark., 2006). Ayni zamanda, her ikisi de
ACV’ye benzer sekilde etki gosteren, viicudumuzda ACV’ye doniistiiriilen Valasiklovir
(VCV) ve pensiklovire dontistiiriilen Famsiklovir (FCV) ilaglar1 da halihazirda kullanilan
ilaglardir (Wilson ve ark., 2009).

Asiklovir normal olarak oral yoldan verilir, ancak bazi herpes lezyonlarmin
tedavisinde topikal bir krem olarak da mevcuttur. Genellikle, ACV ve VCV’nin ikisi de
keratitin tedavisinde kullanilir ve ACV neonatal herpes enfeksiyonlarinin tedavisinde
kullanilir. FCV ve VCV genital herpesin tedavisinde daha etkili olmakla birlikte, ACV,
VCV ve FCV’nin ii¢ii de oral ve genital lezyonlarin tedavisinde kullanilmaktadir (Wilson
ve ark., 2009). ACV ile tedavi HSV-1 enfeksiyonunu tam olarak sagaltamaz, ancak
tedavinin amaci virusun kisiden kisiye bulasmasimi onlemek amaciyla lezyonlarin
sikligin1 ve siiresini azaltmaktir (Piret ve Boivin, 2011).

Timidin kinaza yonelik viral genlerdeki genetik mutasyonlardan dolayr ACV’ye

kars1 diren¢ olusmaktadir (Christophers ve ark., 1998). Cok yaygin bir bigimde



uygulanmasindan dolay1 ACV’ye kars1 diinya genelinde artan bir direng vardir ve ACV
ve diger ilaglara kars1 bu direncin daha da artmasi beklenmektedir (Tolo ve ark., 2006).
ACV’ye direngli HSV’yi hedef alan ilaglarla ilgili baz1 ¢abalar gosterilmistir, ancak en
yaygin kullanilan ilaglarin her ikisi de toksik olabilir. Sidofovir, ACV’ye diren¢li HSV
suslarinda kullanilan anti-herpetik bir ilagtir, ancak nefrotoksiktir ve diger ilaglar ve
intravendz hidrasyon ile birlikte alinmas1 gerekmektedir. Foskarnet de ACV’ye direncli
HSV’nin tedavisinde kullanmilmaktadir, ancak sadece intravendz formu mevcuttur ve
sidofovir gibi o da nefrotoksiktir (Wilson ve ark., 2009).

ACYV direncinin ¢ogu, virusun daha uzun siire replike olabilmesinden ve bireylerin
immun yanitinin bozulmus olmasindan dolayl, bagisikligi baskilanmis bireylerde
bulunmustur (Piret ve Boivin, 2011). ACV direnci immiinokompetan hastalarda
genellikle disiik (% 0.1-0.7) oldugu halde (Piret ve Boivin, 2011); yapilan bir ¢alismada,
herpes keratitli immiinokompetan bireylerin %6.4’{inlin ACV’ye direngli HSV-1’¢ sahip
oldugu bildirilmistir (Wilson ve ark., 2009). Her ne kadar yapilan bir ¢alismada organ
nakli yapilan bazi hastalardaki vakalarin %30 kadar cogunda ACV’ye direngli HSV-1
goriildiigi bildirilmis olmasina ragmen (Wilson ve ark., 2009), bagisiklig1 baskilanmis
bireyler arasinda ACV’ye direng genellikle % 3.5-10 arasindadir (Piret ve Boivin, 2011).
HIV/AIDSliler veya organ nakli yapilanlar gibi, bagisikligi baskilanmis hastalarin ACV
veya analoglar1 ile tedavi edildikten sonra %5-10 oraninda direncli HSV gelistirme
ihtimali vardir (Shin ve ark., 2001). Bu nedenle, ACV’nin yerini alabilen veya
tamamlayabilen HSV’yi inhibe edebilir yeni etkenler bulmak onemlidir. Morfin,
penisilin, aspirin gibi {rlinleri iceren dogal {iriinler tarihsel olarak hastaliklarin
tedavisinde Kkullanilmiglardir (Yasuhara-Bell ve ark., 2010). Dogal iriinlerin yeni
antiviral ilaglarin 1yi bir olas1 kaynag: oldugunu gostermek amaciyla, antiviraller olarak
otlar ve bitkilerin kullanimina yonelik bir¢ok arastirma yapilmigtir (Kuo ve ark., 2002).
Otlar ve bitkiler diinyanin baz1 bdlgelerinde kolayca bulunup kabul gordiiklerinden ilag
olarak kullanmilmaktadir (Tolo ve ark., 2006). Ornegin, Hindistan’daki niifusun cogunlugu
halen bitki ve otlart antioksidanlar olarak kullanmaktadir ve Bixa orellana gibi bazi
bitkilerin antitiimor etkileri oldugu gosterilmistir (Vaidya ve Devasagayam, 2007).
Ayrica, Brindley ve ark. (2009), Cin ve Amerikan Yerlisi tibbinda kullanilan Prunella

bildirmislerdir.
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2.2. Diger Bilgiler

Malvaceae, 1500’e yakin tiirii bulunan bitki ailesidir. Kitaibelia cinsi 2 tiir igerir;
Kitaibelia balansae (Akhatmi) ve Kitabelia vitifolia (Liston ve Shmida, 1987). Kitaibelia
vitifolia’nin agilanmasiyla elde edilen Kitaibelia lindemuthi Hort. tiirii de bulunmaktadir.
Kitaibelia vitifolia bitkisi; Macaristan, Bosna Hersek, Sirbistan, Karadag, Romanya,
Makedonya, Hirvatistan ve Tiirkiye’de yaygindir (Tomovic ve ark., 2007; Ertugrul ve
ark., 2016). Kitaibelia balansae (Akhatmi) ise Tiirkiye, Suriye, Liibnan’da yaygin olarak
yetismektedir (Liston ve Shmida, 1987).

Kitaibelia balansae Boiss, ekstraktinin geleneksel olarak insanlar tarafindan
cesitli i¢ ve dis agrilarin tedavisinde bitkisel ilag olarak kullanildigi Kitaibelia cinsinin
tek Tiirk temsilcisidir (Yildirim ve ark., 2017).

Kitaibelia balansae bitkisi; uzun ve dallanmis gévdeli, ¢ok yillik otsu bir bitki
tiriidiir. Cigekleri pembe renkli olup, her dal iizerinde tek bir ¢icek bulunmaktadir
(Ozhatay ve ark., 2011). Kitaibelia balansae bitkisinin ¢iceklenme zamani Mayis-
Haziran, meyve zamani1 Haziran-Temmuz, olgun tohum zamani ise Temmuz-Agustos
aylaridir (Ozhatay ve ark., 2011). Bu bitki, ilk kez Balansa tarafindan 1855 yilinda Mersin
Giilekbogazi’ndan toplanmis olup, daha sonra Boissier tarafindan bilim diinyasina 1867
yilinda yeni tiir olarak tanitilmistir (Giliveng ve Duman, 2005).

Kitaibelia balansae bitkisinin taksonomisine bakidiginda; Alemi Plantae,
Bolimii: Magnoliophyta, sinifi: Magnoliopsida, takimi: Malvales, familyasi: Malvaceae,
cinsi: Kitaibelia, tiirti: Kitaibelia balansae oldugu belirtilmistir
(http://www.gbif.org/species/3939591/classification). KANBK (Kahramanmaras ve
Ardahan Nadir Bitkilerinin Korunmasi) Projesi ¢alismalar1 sirasinda Baskonus
yaylasindan ilk kez toplanarak tiiriin yayilis1 genisletilmistir. Ulkemizde dogal olarak
Mersin ve Kahramanmaras’ta yetismektedir (Ozhatay ve ark., 2011).

Kitaibelia vitifolia bitkisinin kimyasal igerigi Wollenweber ve Dorr tarafindan
1996 yilinda aragtirilmigtir. Bu ¢aligmada Kkersetin ve luteolin bilesiklerinin bulundugu
goriilmiistiir (Wollenweber ve Dorr, 1996). Kitaibelia vitifolia (Malvaceae) cicekleri
tizerinde yapilan bir ¢aligmada flavonlarin bulundugu (kersetin ve kemferol) ve bunlarin
glukozitlerinin oldugu belirtilmistir (Matlawska, 2001). Daha sonra Kitabelia vitifolia
bitkisinde bulunan sekonder metabolitlerin antioksidan aktivitelerinin oldugu Okanovig
ve arkadaslari tarafindan belirtilmistir (Okanovi¢ ve ark., 2012). Antimikrobiyal

aktiviteleri ise Kurcubi¢ ve arkadaslar1 tarafindan arastirilmistir (Kurcubi¢ ve ark., 2014).
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Maskovi¢ ve ark (2013), Kitaibelia vitifolia bitkisinin ugucu yagini aragtirmislar
ve ugucu yagin temel komponentlerini %17.9 sklareoloksit (cis A/B), %10.9 sclaral,
%10.6 labda-7,13,14-trien ve %9.5 sklareol olarak tespit etmislerdir. Bu bilesiklerin farkli
bakteri iizerinde antimikrobiyal ¢calismas1 da ayni grup tarafindan yapilip giiclii bir etkisi
oldugu bildirilmistir. Kitaibelia vitifolia ekstrakti ile yapilan bir diger ¢alismada, sosis
icine katilarak oksidatif bozulmay1r ve mikrobiyal biiylimenin, renk ve dokunun
bozulmasimi geciktirdigi  goriilmistiir, boylece antioksidan ve antimikrobiyal
aktivitesinin yliksek oldugu gosterilmistir. Fermente edilmis sosislerde mide kanserine
yol agan nitrit katkis1 yerine Kitaibelia vitifolia’nin etanol ekstraktindan elde edilen
flavonoid bilesikleri antioksidan olarak kullanilmistir. Bu bilesiklerin antimikrobiyal
ozelliklerinden dolayi, sosislerin raf omrii uzamistir ve daha saglikli oldugu rapor
edilmistir (Okanovi¢ ve ark., 2012).

Bir diger ¢alismada, Kitaibelia vitifolia bitkisinin etanol ekstraktindan elde edilen
bilesiklerin antioksidan etkisi ve bazi fungus ve bakterilerin biiylimesini durdurma etkisi
calisilmistir. Bu bitkide bulunan fenolik yapilar ise HPLC ile belirlenmis ve bunlarin en
yaygiminin Rosmarinik asit oldugu tespit edilmistir. Buna benzer diger bitkilerde de
bulunan ugucu yaglar ¢alisilmistir (Maskovié ve ark., 2011).

Kitaibelia balansae bitkisinin i¢erdigi bilesiklerin yapisi arastirilmistir. Kitaibelia
balansae bitkisinin yaprak, ¢icek ve sap kisimlarinin ugucu yag ekstraksiyonu su buhari
destilasyonuyla yapilmigtir. GC-MS (Gaz Kromatografisi-Kiitle Spektrometresi)
analizleri sonucunda Kitaibelia balansae bitkisi ugucu yagmin baslica bilesenlerinin 2-
Hekzanal(2E)-; benzaldehit; 2-sikloheptanon; izopulegol; Etanon,1-(2 metil-1
siklopenten-1-yl)-;  Trimetildekalin-lone; 1-Naftopropanol; 13,17-diepoksi-14,15
Bisnorlabdan; Labda 8(20),14-dien 13-0l(13S); Dihidro metil jasmonat; Davana eter
bilesigi; Manool; Limonen; Simol; Sklaroksit; Dihidroksi jasmonat oldugu goriilmiistiir.
Bitkinin yaprak ve ¢icek kisimlarinin Soxhlet diizeneginde farkli polaritelerde ¢oziiciiler
(petrol eter, diklorometan, etil asetat, metanol ve su) kullanilarak ekstraksiyonlari
yapilmistir. Bu ekstrakstraktlarin igerikleri Q-TOF/LC/MS (Quadrupole Time of
Flight/Liquid  Chromatography/Mass  Spectrometry = Ucus Zamanli  Sivi
Kromatografisi/Kiitle Spektrometresi) ile belirlenmistir. K. balansae yapraginin
diklorometan ekstraktinda (-)-Epikatesin, Mangiferin, (-)-Sikimik asit, Dihidrokuersetin,
Atraktilenolit, Protopseudohiperisin, Kaempferol-3,4",7-tri Rhamnosit, Rhamnetin,
Luteolin, Sterik asit, Hispidulin asetat, Kumatakenin, Hiperisin oldugu tespit edilmistir.

K. balansae yapraginin metanol ekstraktinda Kaempferol-6-C-glikozit, Likuiritigenin-4'-
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apiosil(1-2) glikozit, Isoskaftosit, Kafeik asit, 2-kumarik asit, Rutin, Sitidin, Kaempferol-
O-rutinosit, Trihidroksi-oktadekanoik asit, Pinosembrin, Apigenin, Linoleik asit ve (-)-
epigallokatekin tespit edilmistir. K. balansae yapragmin su ekstraktinda Dekanoik asit,
Metildihidro jasmonat, Heptanoik asit, 5,7,8,4'-tetrahidroksiflavanon, Pimelik asit, L-
Ornitin, L-(-)-Fenilalanin, Metil-jasmonik asit, Jasmonik asit, Kuinik asit, Mirisetin, 9-
Deoksiheksoz-iironik asit ve Siringik asit bulunmustur. K. balansae ¢igeginin metanol
ekstraktinda Glikonik asit, N-Asetilmuramik asit, L-Ethionin, Peonin, B-Nikotinamit
adenine diniikleotit, Kuersetin 3-(6-O-acetil-beta-glikozit) bulunmustur. K. balansae
ciceginin su eckstraktinda Medioresinol, Malik asit, 2'-Deoksiguanozin 5'-difosfat,
Limonin, Hidroksibenzoik asit, Viscidulin | ve antiviral etkileri olan Likokalkon A
(Wang ve ark., 2013) tespit edilmistir (Yildirim ve ark., 2017).

Luteolin’in, luteolin glikozitleri’nin veya luteolin igeren bitkilerin antiviral
aktiviteye sahip olduklarini gosteren ¢ok sayida makale bulunmaktadir (Wleklik ve ark.,
1988; Li ve ark., 2002; Yi ve ark., 2004; Tshikalange ve ark., 2005; Wu ve ark., 2005;
Liu ve ark., 2008b).

Hiperisin ve psddohiperisin’in herpes simplex virus tip 1 (HSV-1) ve 2 (HSV-2),
vesicular stomatitis ve influenza viruslari, cytomegalovirus ve human immunodeficiency
virus-1 (HIV-1) gibi pek ¢ok virus ve retrovirusa karsi aktif olduklari gosterilmistir
(Meruelo ve ark., 1988; Wood ve ark., 1990; Bombardelli ve Morazzoni, 1995; Lavie ve
ark., 1995; Barnes ve ark., 2001).
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal

3.1.1. Bitki materyali

Anti-HSV-1 aktivitesi yoniinden arastirilan Kitaibelia balansae Boiss. 6rnekleri,
Temmuz-Agustos aylarinda, 6zellikle bitki tiirlerinin ¢igeklendigi aylarda, Prof. Dr.
Osman TUGAY tarafindan araziden toplanmig ve Davis (1967)’in “Flora of Turkey and
the East Aegean Islands” adli eserinden faydalanilarak Selcuk Universitesi, Fen Fakiiltesi,
Biyoloji Boliimii Herbaryumu’nda teshis edilmislerdir. Kitaibelia balansae’nin toprak
istii kisimlar1 gélgede kurutulmus, bir degirmen araciligiyla ince toz halinde 6giitiilmiis
ve steril siyah cam kavanozlarin igerisinde oda sicaklifinda muhafaza edilmislerdir.
Bitkinin kanit numuneleri S. U. Fen Fakiiltesi, Biyoloji Boliimii Herbaryumu’nda

O.TUGAY-5469 ornek numarasi ile saklanmaktadir.

3.1.2. Hiicre ve virus

Biitiin deneylerde konak hiicre olarak HSV-1’in duyarlilik gosterdigi Vero
hiicreleri (Afrika yesil maymun bobrek hiicresi, ATCC-CCL81) kullanilmistir. Vero
hiicreleri ve Herpes simplex virus 1 (HSV-1) HF susu (ATCC-VR-260) S. U. Fen
Fakiiltesi Biyoloji Bdliimii Viroloji Laboratuvar1 Kiiltiir Koleksiyonu’ndan temin

edilmistir. Hiicrelerin devamlilig1 haftada iki kez diizenli pasajlarla saglanmistir.

3.1.3. Vasat ve soliisyonlar

3.1.3.1. Hiicre kiiltiirii vasatlari

Vero hiicrelerinin ¢ogaltilmasi ve aktivite deneylerinde, iiretme vasati ve idame
vasatinin hazirlanmast i¢in, katki maddeleri eklenmis EMEM (Eagle’s Minimum
Essential Medium) kullanilmistir.

a) Fetal bovine serum (FBS): FBS, ticari olarak (Biological Industries, Cat.
N0:04-007-1A, Israel) elde edilmistir.
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b) EMEM (Eagle’s Minimum Essential Medium): EMEM, ticari olarak
(Biological Industries, Cat. N0:01-050-1A, Israel) elde edilmistir.

¢) Uretme vasati: %10 FBS, 100 U/ml penisilin, 100 pg/ml streptomisin siilfat
ve 0.25 pg/ml amfoterisin B olacak sekilde, EMEM ile hazirlanmstir.

d) idame vasati: % 2 FBS, 100 U/ml penisilin, 100 pg/ml streptomisin siilfat ve
0.25 pg/ml amfoterisin B olacak sekilde, EMEM ile hazirlanmistir.

3.1.3.2. Soliisyonlar

a) Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline (DPBS): Hiicrelerin yikanmasinda ve
9%0.4’1iik tripan mavisi sollisyonunun hazirlanmasinda kullanilan, kalsiyum-magnezyum
icermeyen bu fosfat tamponlu tuz soliisyonu, ticari olarak (Biological Industries, Cat.
N0:02-023-1A, Israel) elde edilmistir.

b) % 0.25’lik TRiIPSIN-EDTA (Etilen Diamin Tetraasetik Asit) (1x)
soliisyonu: Hiicrelerin ayristirillmasinda kullanilan bu soliisyon, ticari olarak (Biological
Industries, Cat. N0:03-050-1A, Israel) temin edilmistir. Soliisyon, kullanilincaya kadar —
20°C’de saklanmustir.

¢) Antibiyotik—antimikotik Soliisyonu (100x) (Sigma-A5955-100 ml): Hiicre
kiiltiiri uygulamalarinda mililitre bagina 10.000 {inite penisilin, 10 mg streptomisin siilfat
ve 25 pg amfoterisin B igermek tizere Sigma-Aldrich Kimyasal A.S (St. Louis, MO,
USA) tarafindan formiile edilmis olan bu ticari antibiyotik-antimikotik karigimi, tiretici
firmanin tavsiyesi tizerine hiicre kiiltiiri vasatlarina 10 ml/l olmak iizere eklenmistir.

d) Antiviral etken ACV: HSV-1 inhibisyonu igin pozitif kontrol olarak
kullanilan ACV (Sigma—A4669-50 mg), ticari olarak elde edilmistir.

e) Trypan blue boyasi (Sigma-T6146): Hiicre sayiminda O6li hiicrelerin
boyanmasinda kullanilan bu boya, ticari olarak Sigma (ABD) firmasindan toz halinde
elde edilmistir.

f) XTT temelli hiicre proliferasyon kiti: Ekstraktlarin sitotoksik ve antiviral
etkilerinin belirlenmesinde, ticari olarak Biological Industries Israel Beit Haemek Ltd.
(Kibbutz Beit Haemek 25115, Israel) Sirketi’nden elde edilen, XTT (2,3-Bis-(2-
Methoxy-4-Nitro-5-Sulfophenyl)-2H-Tetrazolium-5-Carboxanilide)  Ayiraci
(10 x 5 ml) ve Aktivasyon Ayiract (2 x 0.5 ml) iceren, XTT temelli hiicre proliferasyon
kiti (Kat. No.: 20-300-1000) kullanilmistir. Kit, kullanilincaya kadar -20°C’de

saklanmustir.
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3.2. Metot

3.2.1. Ekstraktlarin hazirlanmasi

Bitki orneklerinin metanol ve su ekstraktlarinin hazirlanmasi igin, ilk 6nce
kurutulmus bitki 6rmekleri bir degirmen kullanilarak ince toz halinde 6giitiilmiistiir. Toz
halindeki her 20 g numune, ayr1 ayri, 200 ml metanoliin ve 200 ml steril distile suyun
igerisine konulmus ve 25-37°C sicaklikta ultrasonikasyon ile 1 saat ekstraksiyon islemine
tabii tutulmustur. Protokol sirasinda Orneklerdeki bilesiklerin sicakliktan dolay1
bozulmasimi Onlemek amaciyla sicakligin  40°C’nin  altinda tutulmasma 6zen
gosterilmistir. Bitki ekstraktlart Whatman No:1 filtre kdgidindan gegirilerek siiziilmiis ve
daha sonra kullanilan ¢oziiciiler rotary evaporatdr (Heidolph Laborota 4000)’de 40°C’nin
altinda ve diisiik basingta tamamen ugurulmustur. Ugurma isleminden sonra bitki
ekstraktlari, igeriginde kalan son sivi kalintilarindan kurtulmak amaciyla liyofilizatorde
diisiik basing altinda -110°C’de kurutulup konsantre edilmislerdir. Liyofilize haldeki
metanol ve su ekstraktinin her 1000 mg’1 10 ml EMEM (serumsuz) i¢inde ¢ozdiiriilerek
100 mg/ml konsantrasyonunda stok soliisyonlar hazirlanmistir. Stok soliisyonlar 0.22
um’lik milipor filtreden gegirilerek steril edilmis ve 2 ml’lik tiiplere 1’er ml taksim
edilerek, kullanilincaya kadar +4 °C’de saklanmiglardir. Sitotoksisite ve antiviral aktivite

testlerinde kullanilacak ekstrakt diliisyonlari bu stoklardan hazirlanmistir.

3.2.2. Asiklovir (ACYV) stok soliisyonunun hazirlanmasi

3 mg asiklovir (ACV) tartilarak bir tiipiin igerisine konulmus ve {izerine steril 3
ml bidistile su konulmustur. Elde edilen 1000 pg/ml konsantrasyondaki slispansiyon 0.22
um por ¢apindaki filtreden gecirilmesini takiben 1 dk siireyle vorteksle karistirilmistir.
Bundan 2 ml’lik tiiplere 1’er ml bolinerek —80°C’da saklanmistir (+4°C’da
saklandiginda, 1 hafta i¢inde kullanilmistir).

3.2.3. Trypan blue soliisyonunun (% 0.4’liik) hazirlanmasi
0.20 g trypan blue boyasi, 50 ml DPBS i¢erisinde eritildikten sonra, filtreden (0.22

um) gecirilmis ve 5-10 ml miktarlarda siselere paylastirilarak oda sicakliginda

saklanmustir.
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3.2.4. Hiicre kiiltiirlerinin hazirlanmasi

Calismada, gerek sitotoksite testlerinde ve gerekse antiviral aktivite deneylerinde
Selcuk Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji Boliimii Viroloji Laboratuvari kiiltiir
koleksiyonundan temin edilen Vero hiicreleri kullanilmustir. Iginde dondurulmus halde 1
ml Vero hiicre slispansiyonu bulunan dondurma ampulii siv1 azot tankindan (—196°C)
cikarildiktan sonra 37°C su banyosunda siiratle (2—5 dk) ¢ozdiiriilerek 75 cm?’lik kiiltiir
sisesindeki 24 ml liretme vasati igerisine transfer edilmistir. 37°C’de 24 saat siireyle
inkiibasyon isleminden sonra vasat degistirilmistir. Sisenin {izerine hiicrenin adi,
subkiiltiir sayis1 ve tarih yazilarak 37°C’deki % 5 CO2’li etiive kaldirilmistir. Hiicrelerin
ireme ve saglik durumlar invert mikroskopta izlenmistir. Tam tabaka olusturmus
hiicreler subkiiltiire edilerek cogaltilmistir. Bunun i¢in, dncelikle hiicre tabakast 10 ml
DPBS ile yikanmistir. Sonra, 75 em?’lik kiiltiir sisesinin icerisine %0.25°lik 1 x Tripsin-
EDTA soliisyonundan 2.5 ml konularak 2-3 dk siireyle 37°C’de inkiibe edilmistir.
Tutundugu yiizeyden ayrilan hiicrelerin iizerine Tripsin-EDTA’y1 inaktive etmek icin 2.5
ml %10 FBS’li EMEM konulmus ve 15 ml’lik santrifiij tiipiine aktarilan hiicreler 800
rpm’de 5 dk siireyle santrifiij edilerek cokeltilmistir. Cokelen hiicreler 5 ml iiretme
vasatinda siispanse edilerek thoma laminda sayilmis ve yaklasik 1 x 10° hiicre/m] olacak
sekilde yeni kiiltiir ortamlarina aktarilmislardir. Daha sonra kiiltiir siseleri %90’dan fazla
bagil nem ve %5 CO2 saglayan etiive (Heraus B-5060 EK/COz) kaldirilmigtir. Ayni
islemler haftada ortalama 2 kez tekrarlanarak hiicrelerin devamliliklar1 saglanmistir.
Ayrica kiiltiirde meydana gelebilecek risklere karsi hiicreler belli araliklarla dondurularak
da saklanmistir. Bu amacgla logaritmik fazdaki hiicreler tripsinize edilerek
santrifiigasyonla toplanmistir. %10 DMSO igeren 1 ml FBS icerisinde yaklasik 1 x 107

hiicre/ml olacak sekilde hazirlanan hiicre stoklari dondurulmuslardir (—80°C ve —196°C).

3.2.5. Virusun c¢ogaltilmasi ve titresinin belirlenmesi

HSV-1, 75 cm®’lik tek kullanimlik hiicre kiiltiirii flaskinda (Corning, NY 14831,
USA) hazirlanan Vero hiicre kiiltiirlerine ekilerek ¢ogaltilmistir. Bu amagla adsorbsiyona
bagli yontem kullanilarak virus inokulasyonu gercgeklestirilmistir (Yesilbag, 2004).
Yontem kisaca su sekilde uygulanmaistir:

Bir giin 6nce hazirlanan kiiltiir igerisindeki vasat bosaltilarak hiicre kiiltiirii steril

DPBS ile yikanmis ve flask hacminin (25 ml) %1°1 oraninda virus (2.5 ml) ekilmistir.
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Flask 37°C’ye ayarli ve %5 COz igeren inkiibatorde 1 saat siireyle tutulmustur. Flask 15
dakikalik araliklarla hareket ettirilerek inokulumun tiim hiicrelerle temas etmesi
saglanmistir. Siire sonunda flaska idame vasati (22.5 ml) ilave edilerek inkiibatore
kaldirilmistir. Olusan sitopatik efekt (CPE) giinliik olarak invert 151k mikroskobu ile takip
edilmistir. Virus tiremesine bagli olarak hiicre kiiltiiriinde gozlemlenen CPE %70-80
civarindayken flask -80°C’ye ayarlanmis derin dondurucuya kaldirilarak kiiltiir
dondurulmustur. Takiben 37°C’ye ayarlanmis su banyosunda g¢ozdiiriilerek hiicrelerin
tamamen pargalanmasi ve virus partikiillerinin agiga ¢ikmasi saglanmistir. Dondurma-
¢ozdiirme islemi 3 kez tekrarlanmistir. Elde edilen kiiltiir sivis1 +4°C’de, 3000 rpm’de 30
dk santrifij edilmis ve siipernatant ependorf tiiplere 1’er ml porsiyonlanarak testlerde
kullanilmak tizere -80°C’ye ayarlanmis derin dondurucuda muhafaza edilmistir.

Uretilen virusun doku kiiltiirii infektif dozunu (DKIDso) tespit etmek igin
Kaerber’in (1964) bildirdigi mikrotitrasyon yontemi kullanilmistir. Bu amagla HSV-1 10
kat sulandirilmistir. Sulandirma esnasinda 10 adet ependorf tiipli alinmis ve i¢lerine 900
pul EMEM konulmustur. Virus sulandirilmast amaci ile stok virus siispansiyonundan 100
ul alinarak ilk ependorf tiiptine konulmus ve homojenize edilmistir. Daha sonra EMEM
+ virus karistmindan 100 pl ¢ekilmis ve ikinci ependorfa aktarilmistir. Bu islem son
ependorfa gelene kadar tekrarlanmistir. Virus sulandirma islemi sonrasinda son
ependorftan 100 pl ¢ekilmis ve disar1 atilmistir. Virus sulandirmalarinin hazirlanmasinin
ardindan bu sulandirmalarin 96 kuyucuklu diiztabanli pleyte aktarilmasi asamasina
gecilmistir. Her virus sulandirma basamagi icin pleytte 4 kuyucuk seg¢ilmis ve bu
kuyucuklara 100’er pl sulandirilan virusdan konulmustur. Ayrica, Virus Kontrol (VrK)
ve HK i¢in de dorder kuyucuk secilmis, VrK i¢in secilen kuyucuklara 50 pl stok virus +
50 pl serumsuz EMEM vasati, HK i¢in de kuyucuklara 100’er ul EMEM konulmustur.
Daha sonra pleytte segilen tiim kuyucuklarin iizerine 50’ser ul Vero hiicre
stispansiyonundan (600.000 hiicre/ml) konulmus ve pleyt 37°C’deki %5 CO; ihtiva eden
inkiibatore kaldirilmigtir. Pleyt 37°C’de %5 CO2’li inkiibatérde 3 giin siireyle inkiibe
edilmistir. Kuyucuklar her giin doku kiiltirii mikroskobunda incelenerek,
kuyucuklardaki hiicrelerin %50’sinde CPE meydana getiren (4 kuyucuktan 2’sinde CPE
meydana getiren), %50’sinde CPE meydana getirmeyen virus sulandirmasi (%50
sulandirma noktas1 veya son sulandirma noktasi) saptanmis ve 0.1 ml basina %50 doku
kiiltiirii infektif doz (DKID50/0.1 ml) olarak ifade edilmistir (Kaerber, 1964). Pratikte
%350 degerinin tayini ya da ortalama enfeksiyon dozunun saptanmasi, Reed ve Muench

metodu (Reed ve Muench, 1938) veya Kaerber metodu (Kaerber, 1964) ile yapilmaktadir.
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Ancak, Kaerber metodu Reed ve Muench metodundan daha basit ve daha kesin oldugu
icin, virus titresinin hesaplanmasinda Kaerber metodu kullanilmistir.

Kaerber metoduna gore virusun titre degerinin hesaplanmast:

. d
Logio DKIDso =~ [Xo— +d (i) ] (3.1)

Xo = Biitiin gozlerin pozitif oldugu (CPE olustugu) en diisiik sulandirma degerinin
Logio’ u

d = Sulandirma faktoriiniin Logio’ u

Ir = Xo ve daha diisiik sulandirmalarda tespit edilen pozitiflerin (CPE) toplam1

n = Her bir sulandirmada kullanilan goz sayisi
3.2.6. Sitotoksisite testi (XTT yontemi ile hiicre canhilik testi)

Kitaibelia balansae’den elde edilen metanol ve su ekstraktlarinin yanisira HSV-1
icin pozitif kontrol olarak kullanilan Asiklovir (ACV)’in Vero hiicreleri iizerine olan
toksik etkilerini belirlemek i¢in, Eskiocak ve ark. (2008) tarafindan bildirilen metot
kullanilmistir. Test, soyle yapilmuistir:

¢ 96 kuyucuklu bir mikropleytin 1. kolonu besiyeri kontrol (BK), 2. kolonu hiicre
kontrol (HK) olarak kullanilmistir. BK olarak kullanilan 1. kolondaki 8 adet kuyucugun
her birine 150 ul EMEM (serumsuz) konulmustur. 3. kolon harig, geriye kalan 10
kolondaki (yani, 2,4, 5, 6,7, 8,9, 10, 11 ve 12. kolondaki) kuyucuklarin her birine 100’er
ul EMEM (serumsuz) konulmustur.

¢ Ekstraktlarin stok soliisyonundan (100 mg/ml) 75 mg/ml konsantrasyonda bir
caligma sollisyonu hazirlanmistir (toplam 2 ml). Bu amagla, ekstraktlarin stok
soliisyonundan 1.5 ml alinmis ve {izerine 0.5 ml EMEM (serumsuz) konulmustur.

¢ 3. kolonda bulunan 8 adet kuyucugun her birine ekstraktlarin calisma
soliisyonundan (75 mg/ml) 200 pl konulmustur. 8 kanalli otomatik bir pipet ile 2.
kolondaki kuyucuklardaki c¢alisma soliisyonundan 100’er pl alinip 3. kolondaki
kuyucuklara 100’er pl tasinmistir. Daha sonra 3. kolondaki kuyucuklarda yer alan
ekstrakt sulandirmalarindan 100’er pl alinip, 4. kolondaki kuyucuklara 100°er pl
taginmistir. Tagima islemleri 12. kolondaki kuyucuklara kadar devam ettirilerek logz
tabanina gore sulandirmalar (75.00, 37.50, 18.75, 9.38, 4.69, 2.34, 1.17, 0.59, 0.29, 0.15
mg/ml) hazirlanmstir (Sekil 3.2). Ayni islemler, baska bir mikropleyt kullanilarak ACV
i¢in de uygulanmistir. Ilk énce, ACV nin stok soliisyonundan (1000 pg/ml) 750 pg/ml
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konsantrasyonda bir ¢alisma soliisyonu hazirlanmistir (toplam 2 ml). Bu amagla,
ACV’nin stok soliisyonundan 1.5 ml alinmig ve iizerine 0.1 ml serumsuz EMEM
konulmustur. 3. kolonda bulunan 8 adet kuyucugun her birine ACV’nin c¢alisma
soliisyonundan (750 pg/ml) 200 pl konulmustur. 8 kanalli otomatik bir pipet ile 2.
kolondaki kuyucuklardaki stok soliisyonlardan 100’er pl alinip 3. kolondaki kuyucuklara
100’er pl tasmmustir. Daha sonra 3. kolondaki kuyucuklarda yer alan ACV
sulandirmalarindan 100’er pl alinip, 4. kolondaki kuyucuklara 100’er pl tasmmustir.
Tasima islemleri 12. kolondaki kuyucuklara kadar devam ettirilerek log, tabanina gore
sulandirmalar (750.00, 375.00, 187.50, 93.75, 46.88, 23.44, 11.72, 5.86,2.93, 1.46 ng/ml)
hazirlanmistir (Sekil 3.3).

¢ 2 dahil 12’ye kadar olan kolonlardaki kuyucuklarin her birine mililitresinde 1 x
10° hiicre iceren Vero hiicre siispansiyonundan 50’ser ul konulmustur (kuyucuk basina
5000 hiicre). Boylece; ekstraktlarin kuyucuklardaki son konsantrasyonlar1 50, 25, 12.5,
6.25, 3.125, 1.563, 0.781, 0.391, 0.195, 0.098 mg/ml olurken, ACV’nin kuyucuklardaki
son konsantrasyonlar1 500, 250, 125, 62.5, 31.25, 15.625, 7.813, 3.906, 1.953, 0.977

png/ml olmustur.

o |37.50 mg/ml
O |18.75 mg/ml
o 1938 mg/ml
= |4.69 mg/ml
2.34 mg/ml
¢ {1.17 mg/ml
0.59 mg/ml
0.29 mg/ml
0.15 mg/ml

@»

«a | Besiyeri Kontrol
Ny | Hiicre Kontrol
¢ |75.00 mg/ml

1O 00000000000,

Sekil 3.2. Ekstraktlarin sitotoksisitelerinin belirlenmesinde uygulanan doz miktarlari
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- | Besiyeri Kontrol
N\ {Hiicre Kontrol
¢ |750.00 pg/ml
4 [375.00 pg/ml
O [187.50 pg/ml
O |93.75 pg/ml
46.88 pg/ml
23.44 pg/ml
11.72 pg/ml
5.86 pg/ml
2.93 pg/ml
1.46 pg/ml
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900000000
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Sekil 3.3. ACV nin sitotoksisitesinin belirlenmesinde uygulanan doz miktarlari

¢ Mikropleytler 3 giin siireyle %5 CO2’li nemli bir inkiibatorde 37°C’de inkiibe
edildikten sonra, ticari olarak elde edilen XTT ayiracinin 5 ml’si ile yine ticari olarak elde
edilen PMS aktivatoriinlin - 0.1 ml’sinin karigtirllmasiyla hazirlanan karisimdan her
kuyucuga 50’ser pl konulmustur. Mikropleytler, boyanin kuyucuklara homojen bir
sekilde dagilmasi i¢in hafifce ¢alkalanmistir. Mikropleytler, XTT formazan {iriiniiniin
olugmast i¢in 3 saat daha inkiibe edilmistir. Optik dansisite (OD)’ler, 490 nm bir test dalga
boyu ve 630 nm bir referans dalga boyunda bir ELISA okuyucusunda (Multiskan EX,
Labsystems) okutularak 8 kuyucuktan elde edilen OD ortalamalari kaydedilmistir.
Testler li¢ kopya olarak yapilmis ve sonuglar hiicre kontrole gore ortalama sitotoksisite
% oran1 olarak gosterilmistir. Sitotoksisite % oranin1 hesaplamak icin, A’nin hiicre
kontroliin OD’sini, B’nin ekstrakt (veya ACV) ile muamele edilmis hiicrelerin OD’sini

temsil ettigi asagidaki formiil kullanilmistir (Andrighetti-Fréhner ve ark., 2003):
Sitotoksisite (%) = (’%B) % 100

¢ Hesaplanan sitotoksik etki ylizdeleri test edilen ekstraktlarin (veya ACV’nin)
ilgili konsantrasyonlarina kars1 grafige dontistiiriilmistiir. HK’ler ile karsilastirildiginda
ekstraktlar (veya ACV) ile muamele edilmis hiicrelerin OD’sini %50’ye kadar azaltan

konsantrasyon olarak tanimlanan Sitotoksik Konsantrasyonso (CCso) degerleri, elde
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edilen verilerin 1s181nda GraphPad Prism Version 5.03 istatistik programi yardimiyla non-
linear regresyon analizi uygulanarak belirlenmistir (Ho, 2008). HK’lerin OD’leri ile
karsilastirilarak  ekstraktlarin  (veya ACV’nin) MNTK (maksimum non-toksik
konsantrasyon)’leri belirlenmistir. Belirlenen bu MNTK ler ekstraktlarin ve ACV’nin

antiviral aktivitesinin saptanmasinda kullanilmastir.

3.2.7. Antiviral test

3.2.7.1. Ekstraktlarin anti-HSV-1 aktivitesinin belirlenmesi

Ekstraktlarin Vero hiicrelerine karsi belirlenen MNTK ’lerinden 10 misli daha
konsantre olacak sekilde hazirlanan sulandirmalarindan baslamak iizere Log, tabanina
gore hazirlanan sulandirmalar1 HSV-1’e karsi antiviral aktiviteleri yoniinden XTT
metodu (Chiang ve ark., 2003) ile 100 DKIDsg oraninda sulandirilmis olan virus dozuna
kars1 kontrol edilmistir. Yontem asagida tarif edildigi sekilde uygulanmistir:

¢ Tripsin ile muamele edilen Vero hiicrelerinin %10 FBS igeren EMEM
kullanilarak 1 x 10° hiicre/ml konsantrasyonda olacak sekilde siispansiyonlari
hazirlanmistir. Hazirlanan bu hiicre siispansiyonlarindan 96 kuyucuklu kiiltiir pleytlerinin
kuyucuklarma (BK olarak kullanilan pleytin 8 kuyucugu hari¢) kuyucuk basina 70 pl
voliimde (7000 hiicre/kuyucuk) ekim yapilmustir.

¢ 37°C’de % 5 CO2’li ortamda 24 saat inkiibasyondan sonra, kuyucuklardaki
vasatlar bosaltilmis ve pleytin tiim kuyucuklarina 70’er pl idame vasati (%2 FBS’li
EMEM) konulmustur. Daha sonra, kuyucuklara (pleytin BK olarak kullanilan 1. kolonu
ile HK olarak kullanilan 2. kolonundaki 8 kuyucuk hari¢) idame besiyeri kullanilarak 100
DKIDso/ 0.1 ml oraninda sulandirilan HSV-1 siispansiyonundan 20’ser pl konulmustur.
Mikropleytin 3. kolonundaki 8 adet kuyucuk Virus Kontrol (VrK) olarak kullanilmistir.
Mikropleytin BK olarak kullanilan 1. kolonu ile HK olarak kullanilan 2. kolonundaki 8
adet kuyucuga 20’ser ul idame besiyeri konulmustur ve pleyt 2 saat daha inkiibe
edilmistir.

¢ Ekstraktlarin stok soliisyonunlarindan (100 mg/ml) %2 FBS icerecek sekilde
10 x MNTK’de bir sulandirmalar1 hazirlanmistir (toplam 2 ml). Daha sonra, 10 X
MNTK deki ekstrakt sollisyonundan idame besiyeri kullanilarak seri halinde 2 misli

sulandirmalar hazirlanmistir (toplam 1’er ml).
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¢ Iki saatlik inkiibasyon siiresinden sonra, 96 kuyucuklu mikropleytlerin 4.
kolonlarindaki 8’er kuyucuga hazirlanan 10 x MNTK’deki ekstrakt sulandirmalarindan
10’ar ul konulmustur. Mikropleytlerin geriye kalan 8 kolonundaki kuyucuklara (yani, 5,
6, 7, 8, 9, 10, 11 ve 12. kolonlardaki kuyucuklara) da ekstraktlarin 10xMNTK/2,
10xMNTK/4,  10xMNTK/8, 10xMNTK/16, 10xMNTK/32, 10xMNTK/64,
10xMNTK/128, 10xMNTK/256 konsantrasyonundaki sulandirmalarindan 10’ar pl
konulmustur. Mikropleytlerin BK, HK ve VrK olarak kullanilan kolonlarindaki
kuyucuklarina da 10’ar pl idame besiyeri konulmustur (Sekil 3.4).

¢ Pleytlerin kapagi kapatilmis ve 37°C’de %5 CO2’li ortamda 3 giin siireyle
inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan sonra, ticari olarak elde edilen XTT ayiracinin 5 ml’si
ile yine ticari olarak elde edilen PMS aktivatoriiniin 0.1 ml’sinin karistirilmasiyla
hazirlanan karigimdan her kuyucuga 50’ser pl konulmustur. Boyanin kuyucuklara
homojen bir sekilde dagilmasi i¢in pleytler hafifce calkalanmistir. XTT formazan
iriinlinlin olugmasi i¢in pleytler 2 saat daha inkiibe edilmistir.

¢ OD’ler, 490 nm test dalga boyu ve 630 nm referans dalga boylarinda bir ELISA
okuyucusunda (Multiskan EX, Labsystems) okunarak 8 kuyucuktan elde edilen OD

ortalamalar1 kaydedilmistir.

10 x MNTK/16
10 x MNTK/32
10 x MNTK/64
10 x MNTK/128
10 x MNTK/256

« | Besiyeri Kontrol
Ny {Hiicre Kontrol
&N |10 x MNTK/2
O |10 x MNTK/4
=J |10 x MNTK/8

¢ | Virus Kontrol
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Sekil 3.4. Kitaibelia balansae ekstraktlarinin anti-HSV-1 aktivitelerinin belirlenmesine
yonelik deney sablonu
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¢ Farkli ekstrakt konsantrasyonlarmin virusa karst koruma yiizde oranlari,
spektrofotometrik olarak asagidaki formiilden hesaplanmistir (Andrighetti-Frohner ve
ark., 2003):

Koruma %’si = [ (A—B) / (C-B) x 100 ]

A = 8 gbzdeki her bir ekstrakt konsantrasyonu i¢in ortalama OD
B = Virus kontrol OD’si (8 gdzdeki OD degerlerinin ortalamasi)
C = Hiicre kontrol OD’si (8 gozdeki OD degerlerinin ortalamast)

¢ Enfekte hiicrelerin % 50’sinde koruma saglayan ekstrakt konsantrasyonu olarak
tamimlanan ECsp degeri, ekstrakt konsantrasyonlarina karsi belirlenen koruma %
oranlarindan yararlanilarak, GraphPad Prism Version 5.03 istatistik programi
kullanilarak non-linear regresyon analiziyle belirlenmistir. Ekstraktlarin secicilik indeksi

(SI) ise, CCs0o/ECsp oranindan hesaplanmistir. Deneyler 3 kez tekrarlanmustir.

3.2.7.2. ACV’nin anti-HSV-1 aktivitesinin belirlenmesi

ACV’nin HSV-1’e kars1 antiviral aktivitesinin degerlendirilmesinde Chiang ve
ark. (2003) tarafindan bildirilen metot kullanilmistir. Test, soyle yapilmistir:

¢ Tripsin ile muamele edilen Vero hiicrelerinin %10 FBS igeren EMEM
kullanilarak 1 x 10° hiicre/ml konsantrasyonda olacak sekilde siispansiyonlari
hazirlanmistir. Hazirlanan bu hiicre siispansiyonlarindan 96 kuyucuklu kiiltiir pleytlerinin
kuyucuklarma (BK olarak kullanilan pleytin 8 kuyucugu hari¢) kuyucuk basina 70 pl
voliimde (7000 hiicre/kuyucuk) ekim yapilmustir.

Mililitresinde 1 x 10° hiicre igeren siispansiyon (10 ml) hazirlamak icin, asagidaki
prosediir takip edilmistir:

1) 75 cm2’lik flaskin igerisinde bulunan iiretme vasati uzaklagtirilmistir.

2) Flaska 10 ml DPBS konularak hiicreler yikanmistir. Serum tripsin inhibitorleri
icermektedir, bu yiizden sisede kalan medyumun PBS ile yikanip uzaklastiriimasi
onemlidir.

3) Flaska 2 ml tripsin-EDTA (Biological Industries, Cat. N0:03-050-1A, Israel)
konularak hiicrelerin yiizeyi yikanmistir. Enzimin aktiflesmesi i¢in 5-6 dk kadar

inkiibatorde bekletilmistir. Hiicrelerin kalktigin1 gordiikten sonra tekrar yapismamalari
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icin flaska hafif hafif vurulmustur. Sonra, tripsin-EDTA’y1 inaktive etmek i¢in flaska 4
ml kadar iiretme vasat1 (%10 FBS’li EMEM) konulmus, flask igerigi santrifiij tiipiine
aktarilmis ve 800 rpm’de 10 dk santrifiij edilmistir. Siipernatant atilmis ve elde edilen
hiicre pelletinin tizerine 5 ml EMEM (%10 FBS’1i) konularak hiicre sayimina gecilmistir.
Bunun i¢in de sirasiyla agagidaki islemler uygulanmistir:

a) Ependorf tiiptinde 100 pl hiicre siispansiyonu + 400 pl Trypan Blue (% 0.4’liik)
tyice karigtirilmistir (1:5 diliisyon).

b) Otomatik pipetle hemositometrenin her iki sayim kamarasina yaklasik 15 pl
hiicre siispansiyonu konulmustur. Kapiller hareketle sayim kamarasinin dolmasina izin
verilmistir. Sayima baslamadan 6nce 1 dakika siireyle hiicrelerin yerlesmesine izin
verilmistir.

c) 10x objektif kullanilarak, sayim odasinin 1zgara ¢izgilerine odaklanilmistir. Her
iki sayim kamarasinda bulunan 16 kiiciik karedeki canli hiicreler (mavi olmayan)
sayllmistir. Cizgilerin iizerinde bulunan hiicreler sayima dahil edilmemistir. Ust ve alt
sayim kamaralarinda sayilan hiicrelerin ortalamasi alinmistir.

d) Asagidaki formiile gore hiicre siispansiyonunun mililitresinde bulunan canli

hiicre sayis1 belirlenmistir:

Canl1 hiicre/m] = ortalama hiicre sayis1 x diliisyon faktdriiniin tersi x 10*

Canl1 hiicre/ml =30 x 5 x 10* =15 x 10° hiicre/ml bulunmustur.

e) Hiicre sayimi yapilir yapilmaz, 1 x 10° konsantrasyonda toplam 10 ml hiicre

siispansiyonu hazirlamak i¢in asagidaki formiilden yararlanilmistir:

Vi xCi=Va2x(Cy

Bu formiilde:

V1, istenilen sulandirilmis hiicre siispansiyonunun ml olarak hacmidir.

C., istenilen konsantrasyondur (hiicre sayisi/ml).

V2, orijinal hiicre siispansiyonunun (hesaplanacak) ml olarak hacmidir. Bu,
sulandirilmasi gerekecek olan orijinal hiicre siispansiyonunun hacmidir.

Co, orijinal hiicre siispansiyonunun konsantrasyonudur (hiicre sayisi/ml).

Boylece, V2 + sulandirici = istenilen konsantrasyonda Vi
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Bizim, toplam 10 ml 1 x 10° hiicre/ml konsantrasyonda siispansiyona ihtiyacimiz
ve elimizde 15 x 10° hiicre/ml konsantrasyonda bir hiicre siispansiyonu oldugu igin,
ihtiya¢ duydugumuz orijinal hiicre siispansiyonunun hacmi (V2) asagidaki sekilde

hesaplanmaistir:

V1 xC1=V2x (2
10 ml x (1 x 10° hiicre/ml) = V2 x (15 x 10° hiicre/ml)

_ 10x105
2~ 15x105

V

=0.67 ml = 670 pl

Buradan hareketle, 10 ml (V1) 1 x 10°hiicre/ml elde etmek i¢in, 9330 ul besiyerine
(%10 FBS’li EMEM’e) 670 ul (V) orijinal hiicre slispansiyonu eklenmistir.

¢ 37°C’de % 5 CO2’li ortamda 24 saat inkiibasyondan sonra, kuyucuklardaki
besiyerleri bosaltilmis ve pleytin tiim kuyucuklarina 70’er L idame besiyeri (%2 FBS’li
EMEM) konulmustur. Daha sonra, kuyucuklara (pleytin BK olarak kullanilan 1. kolonu
ile HK olarak kullanilan 2. kolonundaki 8 kuyucuk hari¢) idame besiyeri kullanilarak 100
DKID50 /0.1 ml oraninda sulandirilan HSV-1 siispansiyonundan 20’ser pl konulmustur.
Mikropleytin 3. kolonundaki 8 adet kuyucuk Virus Kontrol (VrK) olarak kullanilmistir.
Mikropleytin BK olarak kullanilan 1. kolonu ile HK olarak kullanilan 2. kolonundaki 8
adet kuyucuga 20’ser pL idame besiyeri konulmustur ve pleyt 2 saat daha inkiibe
edilmistir.

¢ ACV’nin stok soliisyonundan (1000 pg/ml) %2 FBS icerecek sekilde 10 x
MNTK’de bir sulandirmasit hazirlanmistir (toplam 2 ml). Daha sonra, 10 x MNTK deki
ACV soliisyonundan idame besiyeri kullanilarak seri halinde 2 misli sulandirmalar
hazirlanmistir (toplam 1’er ml).

¢ iki saatlik inkiibasyon siiresinden sonra, 96 kuyucuklu mikropleytin 4.
kolonundaki 8 kuyucuga hazirlanan 10 x MNTK’deki ACV sulandirmasindan 10’ar pl
konulmustur. Mikropleytin geriye kalan 8 kolonundaki kuyucuklara (yani, 5, 6, 7, 8, 9,
10, 11 ve 12. kolonlardaki kuyucuklara) da ACV’nin 10xMNTK/2, 10xMNTK/4,
10xMNTK/8, 10xMNTK/16, 10xMNTK/32, 10xMNTK/64, 10xMNTK/128,
10xMNTK/256 konsantrasyonundaki sulandirmalarindan 10’ar ul konulmustur.
Mikropleytin BK, HK ve VrK olarak kullanilan kolonlarindaki kuyucuklarina da 10’ar
uL idame besiyeri konulmustur (Sekil 3.5).
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¢ Pleytlerin kapagi kapatilmig ve 37°C’de %5 CO2’li ortamda 3 giin siireyle
inkiibe edilmistir. inkiibasyondan sonra, ticari olarak elde edilen XTT ayiracinin 5 ml’si
ile yine ticari olarak elde edilen PMS aktivatoriiniin 0.1 ml’sinin karistirilmasiyla
hazirlanan karisimdan her kuyucuga 50’ser ul konulmustur. Pleytler, boyanin
kuyucuklara homojen bir sekilde dagilmasi i¢in hafifce calkalanmistir. Pleytler, XTT
formazan iirliniiniin olusmasi igin 2 saat daha inkiibe edilmistir.

¢ OD’ler, 490 nm test dalga boyu ve 630 nm referans dalga boylarinda bir ELISA
okuyucusunda (Multiskan EX, Labsystems) okutularak 8 kuyucuktan elde edilen OD
ortalamalari kaydedilmistir.

10 x MNTK/16
10 x MNTK/32
10 x MNTK/64
10 x MNTK/128
10 x MNTK/256

« | Besiyeri Kontrol
Ny | Hiicre Kontrol
N |10 x MNTK/2
O |10 x MNTK/4
=J |10 x MNTK/8

¢ |Virus Kontrol
& |10 x MNTK
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Sekil 3.5. ACV’nin anti-HSV-1 aktivitesinin belirlenmesine yonelik deney sablonu

¢ Koruma ylizde orani, spektrofotometrik olarak asagidaki formiilden

hesaplanmistir (Andrighetti-Frohner ve ark., 2003):
Koruma %’si=[ (A—B)/(C—B) x 100 ]
A = 8 gozdeki her bir ACV konsantrasyonu i¢in ortalama OD

B = Virus kontrol OD’si (8 gdzdeki OD degerlerinin ortalamast)
C = Hiicre kontrol OD’si (8 gozdeki OD degerlerinin ortalamasi)
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¢ Enfekte hiicrelerin % 50’sinde koruma saglayan ACV konsantrasyonu olarak
tanimlanan ECso degeri, ACV konsantrasyonlarina karsi belirlenen koruma %
oranlarindan yararlanilarak, GraphPad Prism Version 5.03 istatistik programi
kullanilarak non-linear regresyon analiziyle belirlenmistir. ACVn’in segicilik indeksi (ST)

degeri ise, CCso/ECso oranindan belirlenmistir.
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4. ARASTIRMA SONUCLARI

4.1. Virus Titrasyonu

Arastirmada kullanilan HSV-1’in Vero hiicreleri kullanilarak gerceklestirilen
mikrotitrasyon testi sonucunda titresi, 3. giin sonunda DKiDso = 10°/0.1 ml olarak
saptanmistir. Virusun Vero hiicrelerinde olusturdugu CPE’ler ve enfekte olmamis Vero

hiicrelerinin goériiniimleri Sekil 4. 1°de goriilmektedir.

Sekil 4.1. HSV-1 ile enfekte olmamis (solda) ve enfekte olmus (sagda) Vero hiicrelerinin
goriiniimii (Orijinal)

4.2. Sitotoksisite Testi Sonugclar:

Bu caligmada, Tirkiye’de dogal olarak yetisen bir bitki tiirii olan Kitaibelia
balansae’den elde edilen metanol ve su ekstraktlari, kolorimetrik XTT testi ile HSV-1’¢e
kars1 antiviral aktiviteleri yoniinden incelenmistir. Antiviral testlerin gergeklestirilmesi
icin 6n kosul olarak, virus konak¢1 hiicrelerine (Vero) karsi ekstraktlarin ve HSV-1’e
kars1 pozitif kontrol olarak kullanilan ACV’nin sitotoksisiteleri XTT hiicre canlilik testi
ile arastirilmistir. Kitaibelia balansae metanol ve su ekstraktlarinin Vero hiicrelerine
karst MNTK’lerini ve CCso degerlerini saptamak i¢in 3 kopya halinde gercgeklestirilen test
sonucunda farkli ekstrakt konsantrasyonlarina karsi belirlenen sitotoksisite % oranlari,
sirastyla Cizelge 4.1 ve 4.2°de gortilmektedir. Kitaibelia balansae metanol ekstraktinin
CCsp degeri, farkl ekstrakt konsantrasyonlarina karsi belirlenen sitotoksisite yiizdelerinin

grafige doniistiiriilmesiyle, GraphPad Prism istatistik programi kullanilarak non-linear
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regresyon analizi uygulanarak 35542.73 pg/ml, MNTK’si ise 6250 pg/ml olarak
belirlenmistir (Cizelge 4.1, 4.6 ve Sekil 4.2). Kitaibelia balansae su ekstraktinin CCsg ve
MNTK’si ise, ayni yontemle sirasiyla 37817.39 pg/ml ve 6250 pg/ml olarak
belirlenmistir (Cizelge 4.2, 4.6 ve Sekil 4.3). Arastirmada HSV-1’e kars1 pozitif kontrol
olarak kullanilan ACV’nin MNTK’sini ve CCsp degerini saptamak icin 3 kopya halinde
gerceklestirilen test sonucunda, farkli ACV konsantrasyonlarina karst belirlenen
sitotoksisite yiizde oranlar1 Cizelge 4.3’te gosterilmektedir. ACV’nin CCso degeri, farkl
ACV konsantrasyonlarmma kars1t belirlenen sitotoksisite yiizdelerinin  grafige
dokiilmesiyle, GraphPad Prism istatistik programi kullanilarak non-linear regresyon
analizi uygulanarak 3766.02 pg/ml, MNTK’si ise 62.50 pg/ml olarak belirlenmistir
(Cizelge 4.3, 4.7 ve Sekil 4.4).

Cizelge 4.1. Kitaibelia balansae metanol ekstraktinin Vero hiicrelerine karst CCso
degerlerini belirlemek i¢in uygulanan XTT testi sonucunda hesaplanan sitotoksisite %
oranlar1

Konsantrasyon % % Sitotoksisite %
(ng/ml) Sitotoksisite 2. Deney Sitotoksisite
1. Deney 3. Deney
100 0.00 0.00 0.00
200 0.00 0.00 0.00
390 0.00 0.00 0.00
780 0.00 0.00 0.00
1560 0.00 0.00 0.00
3130 0.00 0.00 0.00
6250 (MNTK) 0.00 0.00 0.00
12500 30.00 34.66 28.42
25000 41.67 40.68 46.55
50000 56.67 57.88 51.24
HK 0.00 0.00 0.00
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Sekil 4.2. Vero hiicreleri iizerine Kitaibelia balansae metanol ekstraktinin XTT yontemi
ile belirlenen sitotoksik aktivitesi (MNTK: 6250 pg/ml; CCs0=35542.73 pg/ml).

Cizelge 4.2. Kitaibelia balansae su ekstraktinin Vero hiicrelerine kars1 CCso degerlerini
belirlemek i¢in uygulanan XTT testi sonucunda hesaplanan sitotoksisite % oranlari

Konsantrasyon % % Sitotoksisite %
(ng/ml) Sitotoksisite 2. Deney Sitotoksisite
1. Deney 3. Deney
100 0.00 0.00 0.00
200 0.00 0.00 0.00
390 0.00 0.00 0.00
780 0.00 0.00 0.00
1560 0.00 0.00 0.00
3130 0.00 0.00 0.00
6250 (MNTK) 0.00 0.00 0.00
12500 8.48 11.56 9.99
25000 33.33 35.88 30.22
50000 64.85 58.81 62.12
HK 0.00 0.00 0.00
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Sekil 4.3. Vero hiicreleri lizerine Kitaibelia balansae su ekstraktinin XTT yontemi ile
belirlenen sitotoksik aktivitesi (MNTK: 6250 pg/ml; CCs0=37817.39 pg/ml). Ekstraktin
%50 sitotoksik konsantrasyonu (CCso), GraphPad Prism istatistik programi kullanarak 3
bagimsiz testin ortalama konsantrasyon-yanit egrilerinden hesaplanmistir.

Cizelge 4.3. ACV’nin CCsp degerini belirlemek i¢in uygulanan XTT testi sonucunda
hesaplanan sitotoksisite % oranlari

Konsantrasyon % Sitotoksisite % Sitotoksisite % Sitotoksisite
(png/ml) 1. Deney 2. Deney 3. Deney
0.98 0.00 0.00 0.00
1.95 0.00 0.00 0.00
3.91 0.00 0.00 0.00
7.81 0.00 0.00 0.00
15.63 0.00 0.00 0.00
31.25 0.00 0.00 0.00
62.5 (MNTK) 0.00 0.00 0.00
125 3.49 4.28 3.02
250 5.81 6.92 7.22
500 8.14 12.65 11.12
HK 0.00 0.00 0.00
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Sekil 4.4. ACV’nin Vero hiicreleri iizerine sitotoksik aktivitesi (MNTK: 62.50 pg/ml;
CCso: 3766.02 ug/ml). ACV’nin %50 sitotoksik konsantrasyonu (CCsg), GraphPad Prism
istatistik programi kullanarak 3 bagimsiz testin  ortalama konsantrasyon-yanit
egrilerinden hesaplanmistir.

4.3. Antiviral Aktivite Deneyi Sonuglari

4.3.1. Ekstraktlarin anti-HSV-1 aktiviteleri

Kitaibelia balansae metanol ve su ekstraktlarinin MNTK’dan baslamak tizere
log2 tabanina gore hazirlanan sulandirmalarinin HSV-1’e kars1 koruma yiizde oranlarini
saptamak i¢in 3 kopya halinde gerceklestirilen kolorimetrik XTT testi sonucunda dnceden
bildirilen formiile gore hesaplanan koruma % oranlar1 Cizelge 4.4 ve 4.5’de
goriilmektedir. Kitaibelia balansae metanol ve su ekstraktlarinin ECsg degerleri, bu
ekstraktlarin farkli konsantrasyonlarina karsi belirlenen koruma % oranlarinin grafige
doniistiiriilmesiyle, GraphPad Prism istatistik programi ile non-linear regresyon analizi
uygulanarak, sirastyla, 4224.00 pg/ml ve 1718.41 pg/ml olarak belirlenmistir (Cizelge
4.7, Sekil 4.5 ve 4.6). Metanol ve su ekstraktlarinin SI (CCso/ECsp) degerleri ise; sirastyla,
8.41 ve 22.01 olarak belirlenmistir (Cizelge 4.7).
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Cizelge 4.4. Kitaibelia balansae metanol ekstraktinin HSV-1’e kars1 koruma yiizde
oranlari

Konsantrasyon (pg/ml) | Koruma (%) | Koruma (%) | Koruma (%)
1. Deney 2. Deney 3. Deney

24.41 0.00 0.00 0.00
48.83 0.00 0.00 0.00
97.66 0.00 0.00 0.00
195.31 8.15 18.65 12.28
390.63 26.96 24.92 28.00
781.25 29.31 34.44 36.12
1562.50 42.16 41.33 39.77
3125.00 44.98 44.00 4221
6250.00 45.77 49.88 52.75

Cizelge 4.5. Kitaibelia balansae su ekstraktinin HSV-1’e kars1 koruma yiizde oranlari

Konsantrasyon (ug/ml) | Koruma (%) | Koruma (%) | Koruma (%)
1. Deney 2. Deney 3. Deney
24.41 0.00 0.00 0.00
48.83 0.00 0.00 0.00
97.66 0.00 0.00 0.00
195.31 0.23 0.00 0.00
390.63 12.64 18.88 15.66
781.25 48.05 44.44 42.00
1562.50 54.71 51.88 55.00
3125.00 60.69 58.99 61.22
6250.00 64.37 68.81 75.84
601
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Sekil 4.5. Kitaibelia balansae metanol ekstraktinin anti-HSV-1 aktivitesi (ECso: 4224.00
png/ml; SI= 8.41). ECso degeri, koruma ylizdesine gore ¢izilen doz-cevap egrisinden,
GraphPad Prism Version 5.03 istatistik programiyla belirlenmistir.
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Sekil 4.6. Kitaibelia balansae su ekstraktinin anti-HSV-1 aktivitesi (ECso: 1718.41
ug/ml; SI= 22.01). ECso degeri, koruma yiizdesine gore ¢izilen doz-cevap egrisinden,
GraphPad Prism Version 5.03 istatistik programiyla belirlenmistir.

4.3.2. ACV’nin anti-HSV-1 aktivitesi

ACV’nin Vero hiicrelerine karsi belirlenen MNTK’sinden (62.50 pg/ml)
baslangi¢ alan 2 misli sulandirmalarinin HSV-1’e kars1 belirlenen koruma % oranlari
Cizelge 4.6’da goriilmektedir. ACV’nin ECso degeri, farkli ACV konsantrasyonlarina
karst belirlenen koruma % oranlarinin (Cizelge 4.6) grafige dokiilmesiyle, GraphPad
Prism istatistik programi ile non-linear regresyon analizi uygulanarak 0.034 ug/ml olarak
belirlenmistir. ACV’nin segicilik indeksi (SI), CCso/ECso oranindan 110.77 olarak
belirlenmistir (Cizelge 4.7 ve Sekil 4.7).

Cizelge 4.6. ACV’nin HSV-1’e karsi koruma yiizde oranlarim1 belirlemek amaciyla
uygulanan XTT testi sonucunda saptanan koruma % oranlari

Konsantrasyon (ug/ml) | Koruma (%) | Koruma (%) | Koruma (%)
1. Deney 2. Deney 3. Deney
0.24 55.82 50.66 58.44
0.49 63.65 64.90 62.12
0.98 66.06 66.00 65.55
1.95 67.47 68.44 67.49
3.91 69.08 70.88 70.00
7.81 71.49 72.12 72.49
15.63 71.49 72.45 72.66
31.25 73.90 75.00 74.26
62.50 76.10 84.88 79.99
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Sekil 4.7. Asiklovir’in anti-HSV-1 aktivitesi (ECso: 0.034 pg/ml; SI= 110.77). ECso

degeri, koruma yiizdesine gore ¢izilen doz-cevap egrisinden, GraphPad Prism Version
5.03 istatistik programiyla belirlenmistir.

Cizelge 4.7. Kitaibelia balansae metanol ve su ekstraktlari ile ACV’nin sitotoksisite ve
antiviral aktivite deneyleri toplu sonuglari®

Bitki Tiirii Ekstrakt Toksisite Antiviral
Tiirii aktivite
MNTK CCso ECso Sl
(ngm) | (ugmp | €MD
Kitaibelia balansae | Metanol 6250 35542.73 4224.00 | 8.41
Su 6250 37817.39 1718.41 | 22.01
Asiklovir (ACV) 62.50 3766.02 0.034 | 110.77

aSitotoksisite ve antiviral aktivite XTT testi ile 6lgtilmustiir

MNTK: Maksimum non-toksik konsantrasyon

CCso: %50 Sitotoksik etkili konsantrasyon

ECso: %50 Etkili Konsantrasyon; virusun neden oldugu CPE’yi %50’ye kadar

inhibe etmek i¢in gerekli olan numune konsantrasyonu
Secicilik indeksi (SI): CCso/ECso
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5. TARTISMA

HSV-1 enfeksiyonunun mevcut tedavisinin sinirli etkinligi, yeni viral hedefleri
ve/veya etki mekanizmalar1 olan ilaglar1 igeren Ozgiin terapilere olan gereksinimi
artirmaktadir. Modern ilaglarin en az %25’den fazlas1 yiiksek bitkilerden elde edildigi
icin (Gurib-Fakim, 2006), ¢alismamizda HSV-1’e karsi tedavide kullanilanilabilecek
yeni bir dogal iiriin tespiti amaciyla Kitaibelia balansae se¢ilmistir.

Antiviral aktivite deneyleri sonucunda, Kitaibelia balansae’den elde edilen
metanol ve su ekstraktlarinin HSV-1’¢ kars1 pozitif kontrol olarak kullanilan ACV kadar
olmasa da, 6nemli sayilabilecek anti-HSV-1 aktiviteye sahip oldugu belirlenmistir. Bu
ekstraktlarin (metanol ve su) ECso degerleri sirastyla 4224.00 pg/ml ve 1718.40 pg/ml
olarak tespit edilirken, SI degerleri de sirasiyla 8.41 ve 22.01 olarak tespit edilmistir. Buna
karsilik, HSV enfeksiyonlarinin klinik tedavisinde standart bir ila¢ olarak kullanilan
ACV’nin ECsp degeri 0.034 pg/ml, SI degeri ise 110.77 olarak tespit edilmistir (Cizelge
4.7). Ancak, bu arastirmada kullanilan ekstraktlarin ACV gibi saf bilesikler olmadigini,
dolayisiyla elde edilen sonuglarin 6nemli oldugunu belirtmekte yarar vardir.
Chattopadhyay ve ark. (2009), 3 ve 3’den biiyiik SI degerlerinin test ekstraktlarinin
potansiyel olarak giivenilir antiviral aktivitesinin gostergesi olarak kabul edilmesi
gerektigini bildirmislerdir.

Eski zamanlardan beri, Malvaceae familyasina ait bitkiler diinya genelinde
yayillmis ve kontraseptif bir ajan, antiseptik ve karminatif olarak deri hastaliklarinin
tedavisinde kocakari ilaci olarak kullanilmigtir (Vadivel ve ark., 2016). Malvaceae
familyas1 diinyada yaklasitk 80 cins ve 1000 kadar taksonla temsil edilmektedir
(Hutchinson, 1973; Heywood, 1978). Arastirmamizin materyalini teskil eden Kitaibelia
balansae’nin biyolojik aktiviteleri konusunda, bu bitkiden elde edilen ugucu yaglarin ve
ekstraktlarin igerdigi bilesiklerin ve antimikrobiyal aktivitelerinin arastirildig iki calisma
(Yildirim, 2015; Yildirim ve ark., 2017) disinda, higbir ¢alismaya rastlanmamaistir. Ancak
Kitaibelia vitifolia’nin kimyasal igerigi, Wollenweber ve Dorr tarafindan 1996 yilinda
aragtirtlmistir. Bu ¢alismada Kkersetin ve luteolin bilesiklerinin bulundugu goriilmiistiir
(Wollenweber ve Dorr, 1996). Kitaibelia vitifolia (Malvaceae) cigekleri iizerinde yapilan
bir ¢alismada flavonlarin bulundugu (kersetin ve kemferol) ve bunlarin glukozitlerinin
oldugu belirtilmistir (Matlawska, 2001). Daha sonra Kitabelia vitifolia bitkisinde bulunan
sekonder metabolitlerin antioksidan aktivitelerinin oldugu Okanovi¢ ve arkadaslar

tarafindan belirtilmistir. (Okanovi¢ ve ark., 2012). Antimikrobiyal aktiviteleri ise
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Kurcubi¢ ve arkadaglar tarafindan arastirilmistir (Kuréubi¢ ve ark., 2014). Kitaibelia
balansae’nin yaprak, ¢igek ve sap kisimlarindan elde edilen ugucu yaglarin GC-MS (Gaz
Kromatografisi-Kiitle Spektrometresi) ile analizleri sonucunda ise; dihidroksi jasmonat,
sklaroksit, limonin, simol, 15,16-dinorlab-12-ene,8,13-epoksi, 8a;13,13;17-diepoksi-
14,15-bisnorlabdan, manool ve 15,16-dinorladan,8;13,13;20-diepoksi(13S) bilesenleri
tespit edilmistir (Yildirim, 2015; Yildirim ve ark., 2017). Yildirim (2015), ayn1 zamanda
Kitaibelia balansae bitkisinin yaprak, ¢igek ve sap kisimlarindan farkli polaritelerde
coziiciiler kullanarak elde ettigi ekstraktlarin igeriklerini de LC/MS/QTOF (Siv1
Kromatografisi/Kiitle Spektrometresi/4-Kutuplu Ugus Zamanh Kiitle Spektrometresi) ile
belirlemistir. Arastict (Yildirim, 2015), bitkinin toprak iistii kisimlarinda, kullanilan
¢oziicliye gore, polifenolik bilesikler, flavonoidler (luteolin, rhamnetin, kaemferol,
likokalkon, vs.) ve tanin grubuna ait epikatesinin yani sira, apigenin, rutin, kesretin,
hiperisin, pseudoprotohiperisin, hiperforin, kaempferol-O-rutinosit, kaempferol-6-C-
glikozit, ksanton tiirevleri, limonen, kafeik asit gibi bilesiklerin de bulundugunu tespit
etmistir. Ugucu yaglar (Minami ve ark., 2003), kafeik asit (Ikeda ve ark., 2011), limonen
(Astani ve Schnitzler, 2014) gibi bilesiklerin herpes simplex virus tip 1’e kars1 antiviral
aktiviteye; basta luteolin (Wleklik ve ark., 1988) olmak {iizere flavonidlerin ise, dengue
virus, hepatit B virusu, insan sitomegalovirus , herpes simplex virus, respiratory syncytial
virus, parainfluenza virus ve adenovirus dahil olmak iizere ¢esitli viruslara kars1 antiviral
etkiye sahip oldugu bildirilmistir (Kaul ve ark., 1985; Chiang ve ark., 2003; Evers ve ark.,
2005; Lyu ve ark., 2005; Xu ve ark., 2010; Zandi ve ark., 2011). Dolayisiyla,
aragtirmamizin materyalini teskil eden Kitabelia balansae’den elde ettigimiz metanol ve
su ekstraktlarinin 6nemli sayilabilecek anti-HSV-1 aktiviteleri, yukarida belirtilen
bilesiklerden bir veya birkacini icermesine bagli olabilir.

Yapilan bu c¢alisma, Kitaibelia balansae’nin anti-HSV-1 aktivitesinin

degerlendirilmesine yonelik ilk ¢alisma niteligindedir.
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6. SONUCLAR VE ONERILER

6.1. Sonuclar

Yapilan bu calismada, kolorimetrik XTT testi ile anti-HSV-1 aktiviteleri
yoniinden test edilen Kitaibelia balansae tiiriine ait metanol ve su ekstraktlarinin pozitif
kontrol olarak kullanilan ACV’ye gore dnemli sayilabilecek antiherpetik aktiviteye sahip

oldugu ortaya konulmustur.

6.2. Oneriler

Elde edilen sonuglar dikkate alinarak, ekstraktlarin kimyasal kompozisyonlarinin
bir kez daha tespit edilerek elde edilen saf bilesiklerin teste tabi tutulmamasinin dogru ve
giivenilir sonuglar elde edilmesi bakimindan 6nemli bir eksiklik oldugu da bir gergektir.
Bu nedenle, bundan sonra yapilacak arastirmalarda bu eksiklikler giderilerek, ayni tiirden

elde edilecek saf bilesiklerin antiviral etkinlikleri tespit edilmeye ¢aligilacaktir.
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