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Abstract

This study were done to evaluate the antiviral activity of methanol and aqueous extracts obtained from Kitaibelia
balansae Boiss. (Malvaceae), 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 (CC50) and 50% effective concentration (EC50) were determined using graphpad prism
and selectivity index (SI) was calculated. As a result of research, It has been determined that both the methanol
extract (EC50 = 4224.00 pg/ml; SI = 8.41) and the aqueous extract (EC50 = 1718.40 ug/ml; SI = 22.01) of
Kitaibelia balansae have strong anti-HSV-1 activity, which can be considered significant compared to acyclovir
(EC50 = 0.034 pg/ml, SI = 110.77), which is used as a positive control against HSV-1. This is the first report on
the anti-HSV-1 activity of Kitaibelia balansae.
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Kitaibelia balansae Boiss. (Malvaceae)’nin In Vitro Anti-HSV-1
Aktivitesinin Degerlendirilmesi

Ozet

Bu ¢aligma, Tiirkiye’de geleneksel olarak gesitli i¢ ve dis rahatsizliklarin tedavisinde bitkisel ilag olarak kullanilan
Kitaibelia balansae Boiss. (Malvaceae)’den elde edilen metanol ve su ekstraktlarinin herpes simplex virus tip 1
(HSV-1)’e kars1 antiviral aktivitelerini degerlendirmek amaciyla yapilmistir. Ekstraktlarin maksimum non-toksik
konsantrasyonu (MNTK) Vero hiicrelerine karsi belirlenmistir. MNTK ’nin seri iki misli diliisyonunu kullanarak
(her bir ekstrakt i¢in spesifik), ekstraktlarin sitotoksik aktivitesi ve doku kiiltiiriinde virusun neden oldugu sitopatik
etki (CPE)’yi inhibe etme kabiliyeti, inokulasyon ve inkiibasyondan ii¢ giin sonra kolorimetrik XTT testi ile
degerlendirilmistir. %50 sitotoksik konsantrasyon (CCsp) ve %50 etkili konsantrasyon (ECso) graphpad prism
kullanilarak belirlenmis ve CCso’nin ECso’ye oranindan da segicilik indeksi (SI) hesaplanmistir. Arastirma
sonucunda, Kitaibelia balansae’nin hem metanol ekstraktinin (ECsg = 4224.00 pg/ml; SI = 8.41) hem de su
ekstraktinin (ECsp = 1718.40 ug/ml; SI =22.01) HSV-1’e kars1 pozitif kontrol olarak kullanilan asiklovir (ECso =
0.034 pg/ml, SI =110.77)’e gore dnemli sayilabilecek oranda kuvvetli anti-HSV-1 aktiviteye sahip oldugu tespit
edilmistir. Bu ¢aligma, Kitaibelia balansae’nin anti-HSV-1 aktivitesine yonelik ilk rapordur.

Anahtar Kelimeler: Kitaibelia balansae, metanol ve su ekstraktlari, antiviral aktivite, herpes simplex virus tip 1
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1. Giris

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

Uguk yaygin viral hastaliklardan biridir ve onun baslica etiyolojik ajan1 Herpesviridae familyasina ait zarfli bir
DNA virusu olan herpes simplex virus tip 1 (HSV-1)’dir (Fatahzadeh and Schwartz 2007). Duyusal gangliyonlarda
HSV (herpes simplex virus) enfeksiyonuna bagli latent enfeksiyonlarin olusmasi, onun tedavisine yonelik baslica
engeldir (Xiang, Pei, and Wang 2008). Diinya genelinde HSV-1 komplikasyonlarinin prevalansi ve 6nemine
istinaden, bu virusa yonelik ilag bulma alaninda gesitli tesebbiisler yapilmustir, fakat 6zellikle niikleozit analoglar1
basta olmak iizere herpes viruslarma karsi gelistirilen antiviral ajanlarin bityiik bir kismimin ciddi yan etkileri vardir
ve HSV-1 enfeksiyonlarmi tamamen tedavi edemezler (Zandi et al. 2010). Niikleozit analoglarimin uzun bir siire
kullanilmasini takiben, ilaca direngli virus mutantlart ortaya ¢ikmustir. Bu nedenle, 6zellikle dogal kaynaklar
dahilinde olmak iizere etkili ve 6zgiin anti-HSV-1 ajanlarin bulunmasi ¢ok 6nemli goriinmektedir (Ziyaeyan et al.
2007).

Malvaceae, 1500°e yakin tiirii bulunan bitki familyasidir. Kitaibelia cinsi 2 tiir igerir; Kitaibelia balansae Boiss.
ve Kitabelia vitifolia Willd. (Liston and Shmida 1987). Kitaibelia balansae Tiirkiye, Suriye, Liibnan’da yaygin
olarak bulunmaktadir (Liston and Shmida 1987). Kitaibelia balansae Tirkiye’de dogal olarak Mersin ve
Kahramanmaras’ta yetismektedir (Ozhatay, Kogyigit, and Demirci 2011).

Kitaibelia balansae bitkisinin yaprak, ¢icek ve sap kisimlarindan elde edilen ugucu yaglarin GC-MS (Gaz
Kromatografisi-Kiitle Spektrofotometresi) analizleri sonucunda baglica 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 ¢icek kisimlarindan
farkli  ¢6zgenler kullanilarak elde edilen ekstraktlarinin  igerdigi bilesikler LC/MS/QTOF (Sivi
Kromatografisi/Kiitle Spektrometresi/4-Kutuplu Ugus Zamanl Kiitle Spektrometresi) ile belirlenmistir.
Ekstraktlarda kullanilan ¢6zgene gore degismek iizere ugucu yaglar, flavonoidler (luteolin, rhamnetin, kaemferol,
vs.), organik asit tiirleri, glikozitler ve daha baska tanimlanamayan bilesikler bulundugu tespit edilmistir (Yildirim
2015). Basta luteolin olmak iizere flavonoidlerin belirli RNA viruslarmma (RSV, PI-3, polio) ve DNA viruslarina
(HSV-1) kars1 genis spektrumlu antiviral aktivitelere sahip oldugu bildirilmistir (Kaul, Middleton, and Ogra 1985).
Kitaibelia vitifolia etanol ekstraktinin yiiksek miktarda rosmarinik asit igerdigi bulunmustur (Maskovi¢ et al.
2011). Rosmarinik asitin, antiviral, antibakteriyel, antiinflamatuvar ve antioksidan aktiviteleri dahil olmak tizere
gesitli ilging tibbi ve biyolojik aktiviteleri bulunmaktadir (Petersen and Simmonds 2003; Zheng and Wang 2001).
Ancak, Kitaibelia tiirlerinin antiviral aktivite gosterdigi bilinen degisik kimyasal bilesiklere sahip oldugu
bilinmesine ragmen, bu bitki tiirlerinin antiviral aktivitesinin degerlendirilmesine yonelik hicbir calisma
yapilmamistir.

Bu ¢alisma, HSV-1e kars1 yeni ve giivenilir antiviral ajanlar bulmak amaciyla, Tiirkiye’de dogal olarak yetisen
Kitaibelia balansae’dan elde edilen kaba ekstraktlarm HSV-1’e karsi antiviral aktivitelerini degerlendirmek
amaciyla yapilmistir.

2. Materyal ve Metot

2.1. Materyal

2.1.1.Bitki Ornekleri

Anti-HSV-1 aktivitesi yoniinden arastirilan Kitaibelia balansae (Boiss.) 6rnekleri, 2016 yilinin Temmuz- Agustos
aylarinda, 6zellikle bitki tiirlerinin ¢i¢eklendigi aylarda, araziye ¢ikilmak suretiyle toplanmig ve Davis’in (1965-
1985) “Flora of Turkey and the East Aegean Islands” adh eserinden faydalanilarak Selguk Universitesi, Fen
Fakiiltesi, Biyoloji Boliimii Herbaryumu’nda teshis edilmislerdir. Kitaibelia balansae’nin toprak iistii kisimlar1
golgede kurutulmus, bir degirmen araciligiyla ince toz halinde 6giitiilmiis ve steril siyah cam kavanozlarin
icerisinde oda sicakliginda muhafaza edilmislerdir.

2.1.2 Hiicre ve Virus

Biitiin deneylerde konak hiicre olarak HSV-1’in duyarlilik gosterdigi Vero hiicreleri (Afrika yesil maymun
bobrek hiicresi, ATCC-CCLS81) kullanilmistir. Vero hiicreleri ve Herpes simplex virus 1 (HSV-1) HF susu
(ATCC-VR-260) S. U. Fen Fakiiltesi Biyoloji Béliimii Viroloji Laboratuvari Kiiltiir Koleksiyonu’ndan temin
edilmistir. Hiicrelerin devamlilig1 haftada iki kez diizenli pasajlarla saglanmistir.

2.1.3.Vasat ve Soliisyonlar
Vero hiicrelerinin ¢ogaltilmasi ve aktivite deneylerinde, iiretme vasat1 ve idame vasatiin hazirlanmasi i¢in, katki
maddeleri eklenmis EMEM (Eagle’s Minimum Essential Medium) kullanilmastur.
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o Fetal bovine serum (FBS): FBS, ticari olarak (Biological Industries, Cat. No: 04-007-1A, Israel) elde
edilmistir.

e EMEM (Eagle’s Minimum Essential Medium): EMEM, ticari olarak (Biological Industries, Cat. No:
01-050-1A, Israel) elde edilmistir.

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

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

e Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline (DPBS): Hiicrelerin yikanmasmda ve %0.4’liik tripan mavisi
soliisyonunun hazirlanmasinda kullanilan, kalsiyum-magnezyum icermeyen bu fosfat tamponlu tuz
sollisyonu, ticari olarak (Biological Industries, Cat. No: 02-023-1A, Israel) elde edilmistir.

e % 0.25’lik TRIPSIN-EDTA (Etilen Diamin Tetraasetik Asit) (1x) soliisyonu: Hiicrelerin
ayristirilmasida kullanilan bu soliisyon, ticari olarak (Biological Industries, Cat. No: 03-050-1A, Israel)
temin edilmistir. Soliisyon, kullanilincaya kadar —20°C’de saklanmustir.

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

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

e Trypan blue boyasi (Sigma-T6146): Hiicre sayiminda 6lii hiicrelerin boyanmasinda kullanilan bu boya,
ticari olarak Sigma (ABD) firmasindan toz halinde elde edilmistir.

e 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 Ayiraci (2 x 0.5 ml) iceren, XTT temelli hiicre
proliferasyon kiti (Kat. No.: 20-300-1000) kullanilmistir. Kit, kullanilincaya kadar -20°C’de saklanmustir.

2.2. Metot

2.2.1 Ekstraktlarin Hazirlanmasi

Bitki orneklerinin metanol ve su ekstraktlarinin hazirlanmasi igin, ilk 6nce kurutulmus bitki érmekleri bir
degirmen kullanilarak ince toz halinde dgiitiilmiistiir. 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 6rneklerdeki bilesiklerin sicakliktan dolayr bozulmasint dnlemek
amaciyla sicakligm 40°C’nin altinda tutulmasina 6zen gosterilmistir. Bitki ekstraktlart Whatman No: 1 filtre
kagidindan gegirilerek siiziilmiis ve daha sonra kullanilan ¢oziiciiler rotary evaporatér (Heidolph Laborota
4000)’de 40°C’nin altinda ve diisiik basingta tamamen ugurulmustur. Ugurma igleminden sonra bitki ekstraktlari,
iceriginde kalan son sivi kalintilarindan kurtulmak amaciyla liyofilizatérde diisiik basing altinda -110°C’de
kurutulup konsantre edilmislerdir. Liyofilize haldeki metanol ve su ekstraktinin her 1000 mg’1 10 ml EMEM
(serumsuz) iginde ¢ozdiriilerek 100 mg/ml konsantrasyonunda stok soliisyonlar hazirlanmistir. Stok soliisyonlar
0.22 pm’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 diliisyonlar1 bu
stoklardan hazirlanmigtir.

2.2.2. Asiklovir (ACV) Stok Soliisyonunun Hazirlanmasi

3 mg asiklovir (ACV) tartilarak bir tiipiin i¢erisine konulmus ve lizerine steril 3 ml bidistile su konulmustur. Elde
edilen 1000 pg/ml konsantrasyondaki siispansiyon 0.22 pm por ¢apindaki filtreden gegirilmesini takiben 1 dk
stireyle vorteksle karistirilmistir. Bundan 2 ml’lik tiiplere 1’er ml boliinerek —80°C’da saklanmigtir (+4°C’da
saklandiginda, 1 hafta iginde kullanilmustir).

2.2.3.Trypan Blue Soliisyonunun (% 0.4’liik) Hazirlanmasi
0.20 g trypan blue boyasi, 50 ml DPBS igerisinde eritildikten sonra, filtreden (0.22 pm) gegirilmis ve 5-10 ml
miktarlarda siselere paylastirilarak oda sicakliginda saklanmistir.

2.2.4 Hiicre Kiiltiirlerinin Hazirlanmasi )
Calismada, gerek sitotoksite testlerinde ve gerekse antiviral aktivite deneylerinde Selguk Universitesi Fen Fakiiltesi
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Biyoloji Boliimii Viroloji Laboratuvari kiiltiir koleksiyonundan temin edilen Vero hiicreleri kullamlmistir. i¢inde
dondurulmus halde 1 ml Vero hiicre siispansiyonu bulunan dondurma ampulii sivi azot tankindan (—196°C)
¢ikarildiktan sonra 37°C su banyosunda siiratle (25 dk) ¢ozdiiriilerek 75 cm?’lik kiiltiir sisesindeki 24 ml {iretme
vasati icerisine transfer edilmistir. 37°C’de 24 saat siireyle inkiibasyon igleminden sonra vasat degistirilmistir.
Sisenin iizerine hiicrenin adi, subkiiltiir sayis1 ve tarih yazilarak 37°C’deki % 5 CO:’li etiive kaldirilmistir.
Hiicrelerin iireme ve saglik durumlari invert mikroskopta izlenmistir. Tam tabaka olusturmus hiicreler subkdiltiire
edilerek ¢ogaltilmustir. Bunun igin, dncelikle hiicre tabakasi 10 ml DPBS ile yikanmustir. Sonra, 75 cm?’lik kiiltiir
sisesinin igerisine %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 lizerine Tripsin-EDTA’y1 inaktive etmek i¢in 2.5 ml1 %10 FBS’li
EMEM konulmus ve 15 ml’lik santrifiij tlipiine aktarilan hiicreler 800 rpm’de 5 dk siireyle santrifiij edilerek
¢okeltilmistir. Cokelen hiicreler 5 ml {iretme vasatinda siispanse edilerek thoma laminda sayilmis ve yaklasik 1 x
10° hiicre/ml olacak sekilde yeni kiiltiir ortamlarina aktarilmislardir. Daha sonra kiiltiir siseleri %90°dan fazla bagil
nem ve %5 CO, saglayan etiive (Heraus B-5060 EK/CO») kaldirilmistir. Ayni islemler haftada ortalama 2 kez
tekrarlanarak hiicrelerin devamliliklar1 saglanmistir. Ayrica kiiltiirde meydana gelebilecek risklere kars: hiicreler
belli araliklarla dondurularak da saklanmistir. Bu amacla logaritmik fazdaki hiicreler tripsinize edilerek
santrifiigasyonla toplanmustir. %10 DMSO iceren 1 ml FBS igerisinde yaklasik 1 x 107 hiicre/ml olacak sekilde
hazirlanan hiicre stoklar1 dondurulmuslardir (—80°C ve —196°C).

2.2.5.Virusun Cogaltilmasi ve Titresinin Belirtilmesi

HSV-1, 75 cm?lik tek kullammlik hiicre kiiltiirii flaskinda (Corning, NY 14831, USA) hazirlanan Vero hiicre
kiiltiirlerine ekilerek cogaltilmistir. Bu amagla adsorbsiyona bagli yontem kullanilarak virus inokulasyonu
gerceklestirilmistir (Yesilbag 2004). Yontem kisaca su sekilde uygulanmistir:

Bir giin 6nce hazirlanan kiiltiir i¢erisindeki vasat bosaltilarak hiicre kiiltiirii steril DPBS ile yikanmig ve flask
hacminin (25 ml) %1°i oraninda virus (2.5 ml) ekilmistir. Flask 37°C’ye ayarli ve %5 CO3 igeren inkiibatorde 1
saat siireyle tutulmustur. Flask 15 dakikalik araliklarla hareket ettirilerek inokulumun tiim hiicrelerle temas etmesi
saglanmistir. Siire sonunda flaska idame vasat1 (22.5 ml) ilave edilerek inkiibatore kaldirilmistir. Olusan sitopatik
efekt (CPE) giinliik olarak invert 151k mikroskobu ile takip edilmistir. Virus {iremesine bagl olarak hiicre
kiiltiriinde gozlemlenen CPE %70-80 civarindayken flask -80°C’ye ayarlanmis derin dondurucuya kaldirilarak
kiiltir dondurulmustur. Takiben 37°C’ye ayarlanmis su banyosunda ¢ozdiiriilerek hiicrelerin tamamen
pargalanmasi ve virus partikiillerinin agiga ¢ikmasi saglanmistir. Dondurma-¢6zdiirme islemi 3 kez tekrarlanmistir.
Elde edilen kiiltiir sivis1 +4°C’de, 3000 rpm’de 30 dk santrifiij edilmis ve siipernatant ependorf tiiplere 1’er ml
porsiyonlanarak testlerde kullanilmak tizere -80°C’ye ayarlanmig derin dondurucuda muhafaza edilmistir.
Uretilen virusun doku kiiltiirii infektif dozunu (DKIDso) tespit etmek i¢in Kaerber’in (1964) bildirdigi
mikrotitrasyon yontemi kullanilmigtir. Bu amagla HSV-1 10 kat sulandirilmistir. Sulandirma esnasinda 10 adet
ependorf tiipi alinmig ve i¢lerine 900 ul EMEM konulmustur. Virus sulandirilmasi amact ile stok virus
stispansiyonundan 100 pl alinarak ilk ependorf tiipiine konulmus ve homojenize edilmistir. Daha sonra EMEM +
virus karigimindan 100 pl ¢ekilmis ve ikinci ependorfa aktarilmistir. Bu islem son ependorfa gelene kadar
tekrarlanmustir. Virus sulandirma iglemi sonrasinda son ependorftan 100 pl ¢ekilmis ve disar1 atilmistir. Virus
sulandirmalarinin hazirlanmasmin ardindan bu sulandirmalarin 96 kuyucuklu diiztabanli pleyte aktarilmasi
asamasima gecilmistir. Her virus sulandirma basamagi i¢in pleytte 4 kuyucuk se¢ilmis ve bu kuyucuklara 100’er
pl sulandirilan virusdan konulmustur. Ayrica, Virus Kontrol (VrK) ve HK i¢in de dérder kuyucuk segilmis, VK
i¢in segilen kuyucuklara 50 pl stok virus + 50 ul serumsuz EMEM vasati, HK i¢in de kuyucuklara 100’er ul EMEM
konulmustur. Daha sonra pleytte segilen tiim kuyucuklarin {izerine 50’ser pl Vero hiicre siispansiyonundan
(600.000 hiicre/ml) konulmus ve pleyt 37°C’deki %5 CO; ihtiva eden inkiibatore kaldirilmistir. Pleyt 37°C°de
%5 CO2’li inkiibatorde 3 giin siireyle inkiibe edilmistir. Kuyucuklar her giin doku kiiltiiri 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 noktasi veya son sulandirma
noktast) saptanmis ve 0.1 ml basma %50 doku kiiltiirii infektif doz (DKID50/0.1 ml) olarak ifade edilmistir
(Kaerber 1964). Kaerber metoduna gore virusun titre degerinin hesaplanmas:

d r
Logio DKIiDso =—[Xo—= +d (=) ]
2 n

Xo = Biitiin gozlerin pozitif oldugu (CPE olustugu) en diisiik sulandirma degerinin Logio’ u
d = Sulandirma fakt6riiniin Logio’ u

I = Xo ve daha diisiik sulandirmalarda tespit edilen pozitiflerin (CPE) toplamm

n = Her bir sulandirmada kullanilan g6z sayisi

148 | Page
www.iiste.org


http://www.iiste.org/
http://www.iiste.org/

International Journal of Scientific and Technological Research www.iiste.org
ISSN 2422-8702 (Online) l'si,l
Vol 4, No.9, 2018 IIS'E

2.2.6.Sitotoksisite Testi (XTT Yontemi ile Hiicre Canhhik Testi)

Kitaibelia balansae’den elde edilen metanol ve su ekstraktlarnin yanisira HSV-1 i¢in 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 yapilmustir:

96 kuyucuklu bir mikropleytin 1. kolonu besiyeri kontrol (BK), 2. kolonu hiicre kontrol (HK) olarak kullanilmustir.
BK olarak kullanilan 1. kolondaki 8 adet kuyucugun her birine 150 pL 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
pL EMEM (serumsuz) konulmustur. Ekstraktlarin stok soliisyonundan (100 mg/mL) 75 mg/mL konsantrasyonda
bir ¢aligma soliisyonu hazirlanmistir (toplam 2 mL). Bu amagla, ekstraktlarin stok soliisyonundan 1.5 mL alinmis
ve lizerine 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 ¢alisma soliisyonundan 100’er uL alinip 3. kolondaki kuyucuklara 100°er puL tasinmustir. Daha
sonra 3. kolondaki kuyucuklarda yer alan ekstrakt sulandirmalarmdan 100’er uL alinip, 4. kolondaki kuyucuklara
100’er uL tasmmistir. Tagima islemleri 12. kolondaki kuyucuklara kadar devam ettirilerek log, 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) hazirlanmistir. Ayn1 islemler,
baska bir mikropleyt kullanilarak ACV igin de uygulanmustir. ilk énce, ACV nin stok soliisyonundan (1000
pg/mL) 750 pg/mL konsantrasyonda bir ¢aligma soliisyonu hazirlanmistir (toplam 2 mL). Bu amagla, ACV’nin
stok soliisyonundan 1.5 mL alinmig ve tizerine 0.1 mL serumsuz EMEM konulmustur. 3. kolonda bulunan 8 adet
kuyucugun her birine ACV’nin ¢alisma soliisyonundan (750 pg/mL) 200 uL konulmustur. 8 kanall1 otomatik bir
pipet ile 2. kolondaki kuyucuklardaki stok soliisyonlardan 100’er pL alinip 3. kolondaki kuyucuklara 100’er pL
taginmustir. Daha sonra 3. kolondaki kuyucuklarda yer alan ACV sulandirmalarmdan 100’er uL alinip, 4. kolondaki
kuyucuklara 100’er uL taginmustir. Tagima iglemleri 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 pg/mL)
hazirlanmustir. 2 dahil 12’ye kadar olan kolonlardaki kuyucuklarm her birine mililitresinde 1 x 10° hiicre igeren
Vero hiicre siispansiyonundan 50’ser pl. konulmustur (kuyucuk basma 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
pg/ml olmustur. 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 aktivatoriiniin 0.1 ml’sinin
karistirilmasiyla hazirlanan karigimdan her kuyucuga 50°ser ul konulmustur. Mikropleytler, boyanin kuyucuklara
homojen bir sekilde dagilmasi igin hafif¢e ¢alkalanmistir. Mikropleytler, XTT formazan iiriiniiniin olugmasi 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
ortalamalar1 kaydedilmistir. Testler {i¢ kopya olarak yapilmis ve sonuglar hiicre kontrole gore ortalama
sitotoksisite % orani olarak gosterilmistir. Sitotoksisite % oranini hesaplamak i¢in, A’nin hiicre kontroliin OD’sini,
B’nin ekstrakt (veya ACV) ile muamele edilmis hiicrelerin OD’sini temsil ettigi asagidaki formiil kullanilmigtir
(Andrighetti-Frohner et al. 2003):

. " (A-B)
Sitotoksisite (%) = T % 100

Hesaplanan sitotoksik etki yilizdeleri test edilen ekstraktlarin (veya ACV’nin) ilgili konsantrasyonlarina karsi
grafige donistirilmiistir. 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
edilen verilerin 1513inda GraphPad Prism Version 5.03 istatistik programi yardimiyla non-linear regresyon analizi
uygulanarak belirlenmistir (Ho, 2008). HK’lerin OD’leri ile karsilastirilarak ekstraktlarm (veya ACV’nin) MNTK
(maksimum non-toksik konsantrasyon)’leri belirlenmistir. Belirlenen bu MNTK ler ekstraktlarm ve ACV’nin
antiviral aktivitesinin saptanmasinda kullanilmigtir.

2.2.7.Antiviral Test

2.2.7.1. Ekstraktlarin Anti-HSV-1 Aktivitesinin Belirlenmesi

Ekstraktlarm Vero hiicrelerine karsi belirlenen MNTK ’lerinden 10 misli daha konsantre olacak sekilde hazirlanan
sulandirmalarindan baglamak {izere Log2 tabanina gore hazirlanan sulandirmalar1 HSV-1’e karsi antiviral
aktiviteleri yoniinden XTT metodu (Chiang et al. 2003) ile 100 DKIDsp oraninda sulandirilmig 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
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kuyucuklu kiiltiir pleytlerinin kuyucuklarina (BK olarak kullanilan pleytin 4 kuyucugu hari¢) kuyucuk bagina 70
ul voliimde (7000 hiicre/kuyucuk) ekim yapilmistir. 37°C’de % 5 CO2’li ortamda 24 saat inkiibasyondan sonra,
kuyucuklardaki vasatlar bosaltilmig ve pleytin tim 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 haric) idame besiyeri kullanilarak 100 DKiDso/ 0.1 ml oraninda sulandirilan HSV-1
stispansiyonundan 20°ser ul konulmustur. Mikropleytin 3. kolonundaki 8 adet kuyucuk Virus Kontrol (VK) 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 igerecek sekilde 10 x MNTK’de bir sulandirmalar1 hazirlanmistir
(toplam 2 ml). Daha sonra, 10 x MNTK’deki ekstrakt soliisyonundan idame besiyeri kullanilarak seri halinde 2
misli sulandirmalar hazirlanmistir (toplam 1’er ml). 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 ekstraktlarm 10xMNTK/2, 10xMNTK/4, 10xMNTK/8, 10xMNTK/16,
10xMNTK/32, 10xMNTK/64, 10xMNTK/128, 10xMNTK/256 konsantrasyonundaki sulandirmalarindan 10’ar ul
konulmustur. Mikropleytlerin BK, HK ve VK olarak kullanilan kolonlarindaki kuyucuklarma da 10’ar pL idame
besiyeri konulmustur. 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 konulmugtur. Boyanin
kuyucuklara homojen bir sekilde dagilmasi i¢in pleytler hafifce ¢alkalanmistir. XTT formazan tiriniiniin olugmast
icin pleytler 2 saat daha inkiibe edilmistir. OD’ler, 490 nm test dalga boyu ve 630 nm referans dalga boylarinda
bir ELISA okuyusunda (Multiskan EX, Labsystems) okunarak 8 kuyucuktan elde edilen OD ortalamalar1
kaydedilmistir.

Farkli ekstrakt konsantrasyonlarmin virusa karsi koruma yiizde oranlari, spektrofotometrik olarak asagidaki
formiilden hesaplanmustir (Andrighetti-Frohner et al. 2003):

Koruma %’si = [(A-B) / (C-B) x 100]

A = 8 gozdeki her bir ekstrakt konsantrasyonu i¢in ortalama OD

B = Virus kontrol OD’si (8 gdzdeki OD degerlerinin ortalamast)

C = Hiicre kontrol OD’si (8 gdzdeki OD degerlerinin ortalamasi)

Enfekte hiicrelerin % 50’sinde koruma saglayan ekstrakt konsantrasyonu olarak tanimlanan ECso degeri, ekstrakt
konsantrasyonlarina kars1 belirlenen koruma % oranlarindan yararlanilarak, GraphPad Prism Version 5.03 istatistik
programi kullanilarak non-linear regresyon analiziyle belirlenmistir. Ekstraktlarin segcicilik indeksi (SI) ise,
CCso/ECsp oranindan hesaplanmustir. Deneyler 3 kez tekrarlanmustir.

2.2.7.2. ACV’nin Anti-HSV-1 Aktivitesinin Belirlenmesi

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

Tripsin ile muamele edilen Vero hiicrelerinin %10 FBS igeren EMEM kullanilarak 1 x 10° hiicre/ml
konsantrasyonda olacak sekilde siispansiyonlar1 hazirlanmistir. Hazirlanan bu hiicre siispansiyonlarindan 96
kuyucuklu kiiltiir pleytlerinin kuyucuklarma (BK olarak kullanilan pleytin 4 kuyucugu hari¢) kuyucuk bagina 70
pl voliimde (7000 hiicre/kuyucuk) ekim yapilmistir.

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

1) 75 em?’lik flaskin igerisinde bulunan {iretme vasat1 uzaklastirilmustir.

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

3) Flaska 2 ml tripsin-EDTA (Biological Industries, Cat. No: 03-050-1A, Israel) konularak hiicrelerin yiizeyi
yikanmigtir. Enzimin aktiflesmesi i¢in 5—6 dk kadar inkiibatorde bekletilmistir. Hiicrelerin kalktigini gordiikten
sonra tekrar yapismamalart i¢in flaska hafif hafif vurulmustur. Sonra, tripsin-EDTAy1 inaktive etmek i¢in flaska
4 ml kadar tiretme vasati (%10 FBS’li EMEM) konulmus, flask icerigi santrifiij tiipiine aktarilmig ve 800 rpm’de
10 dk santriftij edilmistir. Siipernatant atilmis ve elde edilen hiicre pelletinin iizerine 5 ml EMEM (%10 FBS’li)
konularak hiicre sayimina gegilmistir. Bunun i¢in de sirastyla asagidaki islemler uygulanmistir:

a) Ependorf tiipiinde 100 pl hiicre siispansiyonu + 400 pl Trypan Blue (% 0.4°lik) iyice karigtiwrilmistir (1:5
diliisyon).

b) Otomatik pipetle hemositometrenin her iki sayim kamarasima yaklagik 15 pl hiicre siispansiyonu konulmustur.
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Kapiller hareketle sayim kamarasinin dolmasina izin verilmistir. Sayima baglamadan 6nce 1 dakika siireyle
hiicrelerin yerlesmesine izin verilmistir.
c) 10x objektif kullanilarak, sayim odasinin 1zgara ¢izgilerine odaklanmilmistir. Her iki sayim kamarasinda bulunan
16 kiigiik karedeki canli hiicreler (mavi olmayan) sayilmistir. Cizgilerin lizerinde bulunan hiicreler sayima dahil
edilmemistir. Ust ve alt sayim kamaralarinda sayilan hiicrelerin ortalamas1 alinmuistr.
d) Asagidaki formiile gore hiicre siispansiyonunun mililitresinde bulunan canli hiicre sayis1 belirlenmistir:

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

Canli hiicre/ml =30 x 5 x 10* = 15 x 10° hiicre/ml bulunmustur.
e) Hiicre saymm yapilir yapilmaz, 1 x 10° konsantrasyonda toplam 10 ml hiicre siispansiyonu hazirlamak igin
asagidaki formiilden yararlanilmigtir:

Vi xC1=V2xC;

V1, istenilen sulandirilmis hiicre slispansiyonunun 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.

C», orijinal hiicre siispansiyonunun konsantrasyonudur (hiicre sayisi/ml).

Boylece, V2 + sulandiricl = istenilen konsantrasyonda Vi

Bizim, toplam 10 ml 1 x 10° hiicre/ml konsantrasyonda siispansiyona ihtiyacimz ve elimizde 15 x 10> hiicre/ml
konsantrasyonda bir hiicre siispansiyonu oldugu i¢in, ihtiya¢ duydugumuz orijinal hiicre siispansiyonunun hacmi
(V») asagidaki sekilde hesaplanmistir:

Vi X C1 =V, x C2
10 ml x (1 x 10° hiicre/ml) = V, x (15 x 10° hiicre/ml)
~10x10°

* 15x10°

Buradan hareketle, 10 ml (V1) 1 x 10° hiicre/ml elde etmek i¢in, 9330 pl besiyerine (%10 FBS’li EMEM’e) 670
pl (V2) orijinal hiicre siispansiyonu eklenmistir.

37°C’de % 5 COy’li ortamda 24 saat inkiibasyondan sonra, kuyucuklardaki besiyerleri bosaltilmis ve pleytin tiim
kuyucuklarma 70’er pL 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 DKIDso / 0.1 ml oraninda sulandirilan HSV-1 siispansiyonundan 20’ser pl konulmustur. Mikropleytin 3.
kolonundaki 8 adet kuyucuk Virus Kontrol (VK) 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
sulandirmasi hazirlanmistir (toplam 2 ml). Daha sonra, 10 x MNTK’deki ACV soliisyonundan idame besiyeri
kullanilarak seri halinde 2 misli sulandirmalar hazirlannistir (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 sulandirmalarmndan 10’ar pl konulmustur.
Mikropleytin BK, HK ve VK olarak kullanilan kolonlarindaki kuyucuklarina da 10’ar pL idame besiyeri
konulmustur. Pleytlerin kapagi kapatilmis ve 37°C’de %5 CO>’li ortamda 3 giin siireyle inkiibe edilmistir.
Inkiibasyondan sonra, ticari olarak elde edilen XTT ayracinm 5 ml’si ile yine ticari olarak elde edilen PMS
aktivatoriiniin 0.1 ml’sinin karigtirilmasiyla hazirlanan karigimdan her kuyucuga 50’ser pl konulmustur. Pleytler,
boyanin kuyucuklara homojen bir sekilde dagilmasi i¢in hafifce ¢calkalanmistir. Pleytler, XTT formazan iiriiniiniin
olugmasi i¢in 2 saat daha inkiibe edilmistir. OD’ler, 490 nm test dalga boyu ve 630 nm referans dalga boylarinda
bir ELISA okuyusunda (Multiskan EX, Labsystems) okutularak 8 kuyucuktan elde edilen OD ortalamalar1
kaydedilmistir. Koruma yiizde orani, spektrofotometrik olarak asagidaki formiilden hesaplanmistir (Andrighetti-
Frohner et al. 2003):

Koruma %’si = [(A-B) / (C-B) x 100]

=0.67 ml = 670 pl

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

Enfekte hiicrelerin % 50’sinde koruma saglayan ACV konsantrasyonu olarak tanimlanan ECsy degeri, ACV
konsantrasyonlarina kars1 belirlenen koruma % oranlarindan yararlanilarak, GraphPad Prism Version 5.03 istatistik
programu kullanilarak non-linear regresyon analiziyle belirlenmistir. ACV’nin segicilik indeksi (SI) degeri ise,
CCso/ECsp oranindan belirlenmistir.

3. Arastirma Sonugclan

3.1. Virus Titrasyonu

Arastirmada kullanilan HSV-1’in Vero hiicreleri kullanilarak gergeklestirilen mikrotitrasyon testi sonucunda
titresi, 3. giin sonunda DKiDso= 10-/0.1 ml olarak saptanmustr.

3.2. Sitotoksisite Testi Sonuglari

Bu caligmada, Tiirkiye’de dogal olarak yetisen bir bitki tiirii olan Kitaibelia balansae (Boiss.)’den elde edilen
metanol ve su ekstraktlari, kolorimetrik XTT testi ile HSV-1’¢ kars1 antiviral aktiviteleri yoniinden incelenmistir.
Antiviral testlerin gerceklestirilmesi i¢in 6n kosul olarak, virus konakg1 hiicrelerine (Vero) karsi ekstraktlarin ve
HSV-1’¢ kars1 pozitif kontrol olarak kullanilan ACV ’nin sitotoksisiteleri X TT hiicre canlilik testi ile arastirilmustir.
Kitaibelia balansae metanol ve su ekstraktlarinin Vero hiicrelerine karst MNTK ’lerini ve CCso degerlerini
saptamak i¢in 3 kopya halinde gergeklestirilen test sonucunda farkl ekstrakt konsantrasyonlarina karsi belirlenen
sitotoksisite % oranlar1 Cizelge 3.1°de goriilmektedir. Kitaibelia balansae metanol ekstraktinin CCso degeri, farkl
ekstrakt konsantrasyonlarma karsi belirlenen sitotoksisite ylizdelerinin grafige donistiiriilmesiyle, GraphPad
Prism istatistik programi kullanilarak non-linear regresyon analizi uygulanarak 35542.73 pg/ml, MNTK’si ise
6250 pg/ml olarak belirlenmistir. Kitaibelia balansae su ekstraktinin CCsove MNTK ’si ise, ayn1 yontemle sirasiyla
37817.39 pg/ml ve 6250 pg/ml olarak belirlenmistir (Cizelge 3.1). Arastirmada HSV-1’e kars1 pozitif kontrol
olarak kullanilan ACV’nin MNTK’sini ve CCsg degerini saptamak i¢in 3 kopya halinde gergeklestirilen test
sonucunda, farkli ACV konsantrasyonlarma karsi belirlenen sitotoksisite ylizde oranlar1 Cizelge 3.1°de
gosterilmektedir. ACV’nin CCso degeri, farklit ACV konsantrasyonlarma kars1 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 3.1).

3.3. Antiviral Aktivite Deneyi Sonuclari

3.3.1.Ekstraktlarin anti-HSV-1 Aktiviteleri

Kitaibelia balansae metanol ve su ekstraktlarmin MNTK’dan baglamak iizere log2 tabanina gore hazirlanan
sulandirmalarinmm HSV-1’e kars1 koruma yilizde oranlarini saptamak icin 3 kopya halinde gerceklestirilen
kolorimetrik XTT testi sonucu dnceden bildirilen formiile gore hesaplanmustir. Kitaibelia balansae metanol ve su
ekstraktlarmm ECso degerleri, bu ekstraktlarin farkli konsantrasyonlarina kars1 belirlenen koruma % oranlarmin
grafige doniistiiriilmesiyle, GraphPad Prism istatistik programi ile non-linear regresyon analizi uygulanarak,
strastyla, 4224.00 pg/ml ve 1718.41 pg/ml olarak belirlenmistir (Cizelge 3.1). Metanol ve su ekstraktlarinin SI
(CCso/ECso) degerleri ise; sirastyla, 8.41 ve 22.01 olarak belirlenmistir (Cizelge 3.1).

3.3.2.ACV’nin anti-HSV-1 Aktivitesi
ACV’nin ECsq degeri, farkli ACV konsantrasyonlarma karsi belirlenen koruma % oranlarmin GraphPad Prism

istatistik programi ile non-linear regresyon analizi uygulanarak 0.034 pg/ml olarak belirlenmistir. ACV’nin
secicilik indeksi (SI), CCso/ECs oranindan 110.77 olarak belirlenmistir (Cizelge 3.1).

Cizelge 3.1. Kitaibelia balansae metanol ve su ekstraktlari ile ACV’nin sitotoksisite ve antiviral aktivite
deneyleri toplu sonuglar1

Bitki Tiirii Eksfr?kt Toksisite Antiviral Aktivite
Thirii
mg/-rrn‘f) CCso (ng/ml) | ECsp (ng/ml) Sl
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

Sitotoksisite ve antiviral aktivite XTT testi ile ol¢iilmiigtiir
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MNTK: Maksimum non-toksik konsantrasyon

CCso: %50 Sitotoksik etkili konsantrasyon

ECso: %50 Etkili Konsantrasyon; virusun neden oldugu CPE’yi %50’ye kadar inhibe etmek igin gerekli olan
numune konsantrasyonu

Secicilik indeksi (SI): CCso/ECso

4. Tartisma

HSV-1 enfeksiyonunun mevcut tedavisinin sinirh etkinligi, yeni viral hedefleri ve/veya etki mekanizmalar1 olan
ilaglar1 igeren 6zgiin terapilere olan gereksinimi artrmaktadir. Modern ilaglarin yaklasik olarak %40°1 dogal
kaynaklardan elde edildigi i¢in, potansiyel olarak HSV-1’e karsi tedavide kullanilacak bir formiilasyona dahil
edilebilen bilesiklerin dogal kaynagini tespit etmek amaciyla bu aragtirma yapilmistir.

Antiviral aktivite deneyleri sonucunda, Kitaibelia balansae’den elde edilen metanol ve su ekstraktlarinin HSV-1’e
kars1 pozitif kontrol olarak kullanilan ACV ile kiyaslanabilecek oranda 6nemli antiviral 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 swrasiyla 8.41 ve 22.01 olarak tespit edilmistir. Buna karsiik, HSV
enfeksiyonlarinin klinik tedavisinde standart bir ilag olarak kullanilan ACV’nin ECso degeri 0.034 ng/ml, SI degeri
ise 110.77 olarak tespit edilmistir (Cizelge 3.1). Chattopadhyay ve ark. (2009), 3 ve 3’den biiyiik SI degerlerinin
test ekstraktlarmin potansiyel olarak giivenilir antiviral aktivitesinin gdstergesi olarak kabul edilmesi gerektigini
bildirmislerdir.

Eski zamanlardan beri, Malvaceae familyasina ait bitkiler diinya genelinde yayilmis ve kontraseptif bir ajan,
antiseptik ve karminatif olarak deri hastaliklarinin tedavisinde kocakar1 ilaci olarak kullanilmistir (Vadivel, Sriram,
and Brindha 2016). Malvaceae familyasi diinyada yaklasik 80 cins ve 1000 kadar taksonla temsil edilmektedir
(Hutchinson 1973; V.H. 1978). Tiirkiye’de ise familyaya ait 14 cins ve 56 takson mevcuttur. Malvaceae
familyasina ait cinsler: Abelmoschus, Abutilon, Alcea, Althaea, Brachychiton, Corchorus, Gossypium, Hibiscus,
Kitaibelia, Lavatera, Malope, Malva, Malvella, Tilia’dir (Giiner et al. 2012). Kitaibelia cinsi 2 tiir igerir; Kitaibelia
balansae (Akhatmi) ve Kitabelia vitifolia (Liston and Shmida 1987). Kitaibelia vitifolia bitkisi; Macaristan, Bosna
Hersek, Sirbistan, Karadag, Romanya, Makedonya ve Hirvatistan’da yaygindir (Tomovic et al. 2007). Kitaibelia
balansae (Akhatmi) ise Tirkiye, Suriye, Liibnan’da yaygn olarak yetismektedir (Liston and Shmida 1987).
Aragtirmamizin materyalini teskil eden Kitaibelia balansae’nin biyolojik aktiviteleri konusunda, bu bitkiden elde
edilen ugucu yaglarin ve ekstraktlarin icerdigi bilesiklerin ve antimikrobiyal aktivitelerinin arastirildigi iki ¢alisma
(Yildirim 2015; Yildirim et al. 2017) disinda, higcbir ¢alismaya rastlanmamustir. Ancak Kitaibelia vitifolia’nin
kimyasal icerigi Wollenweber ve Dorr (1996) tarafindan arastirilmistir. Bu c¢alismada kersetin ve luteolin
bilegiklerinin bulundugu goriilmiistir (Wollenweber and Dorr 1996). Kitaibelia vitifolia (Malvaceae) ¢igekleri
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 arkadaglar1 (2012) tarafindan belirtilmistir. Antimikrobiyal
aktiviteleri ise Kurcubig¢ ve arkadaslar1 (2014) arafindan aragtirllmstir. 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 et al. 2017). Yildirim (2015), ayni1 zamanda Kitaibelia balansae bitkisinin yaprak, ¢icek
ve sap kisimlarindan farkli polaritelerde ¢oziiciiler kullanarak elde ettigi ekstraktlarm igeriklerini de LC/MS/QTOF
(Sivi Kromatografisi/Kiitle Spektrometresi/4-Kutuplu Ugus Zamanli Kiitle Spektrometresi) ile belirlemistir.
Aragtict Yildirnrm (2015) , bitkini toprak Ustii kisimlarinda, kullamilan ¢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 et
al. 2003), kafeik asit (Ikeda et al. 2011), limonene (Astani and Schnitzler 2014) gibi bilesiklerin herpes simplex
virus tip 1’e kars1 antiviral aktiviteye; basta luteolin (WIleklik et al. 1988) olmak {izere flavonidlerin ise, dengue
virus, hepatit B virusu, insan sitomegalovirus , herpes simplex virus, respiratory syncytial virus, parainfluenza
virus ve adenovirus dahil olmak {izere ¢esitli viruslara kars1 antiviral etkiye sahip oldugu bildirilmistir (Chiang et
al. 2003; Evers et al. 2005; Kaul, Middleton, and Ogra 1985; Lyu, Rhim, and Park 2005; Xu et al. 2010; Zandi et
al. 2011). Dolayisiyla, aragtirmamizin materyalini tegkil eden Kitabelia balansae’den elde ettigimiz metanol ve su
ekstraktlarinm 6nemli sayilabilecek anti-HSV-1 aktiviteleri, yukarida belirtilen bilesiklerden bir veya birkagini
icermesine bagl olabilir.

Yapilan bu ¢alisma, Kitaibelia balansae’nin anti-HSV-1 aktivitesinin degerlendirilmesine yonelik ilk ¢alisma
niteligindedir.
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