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ONSOZ

Insanlarda infeksiyon hastaliklarimin énemli bir boliimiinii viruslarin neden
oldugu viral infeksiyonlar olusturmaktadir. Viruslar nukleik asit (DNA veya RNA)
ve protein kiliftan olusan (zarfli viruslar bu yaprya ek olarak konak hiicre kaynakii
bir membran tagirlar) basit yapida infektif ajanlardir. Bu basit yapilar: nedeniyle,
varliklarini stirdiirebilmek igin bir konak hiicre metabolik sistemini kendi yapisal
iinitelerini sentez etmeye kanalize edecek ¢ok miikemmel ve bir o kadar da
kompleks stratejiler geligtirmislerdir. Zorunlu hiicre igi paraziti olmalar: ve
konak metabolik sistemlerini kullanmalar: nedeniyle konak hiicrenin metabolik
sistemlerini etkilemeden viral replikasyonu durduracak antiviral ajanlarin
gelistirilmesi imkansiz olmamakla birlikte olduk¢a zordur. Buna ragmen,
insanlarda viral hastaliklarin tedavisinde etkili olacak kemoterapdtik ajanlara
siddetle gereksinim vardir ve bu gereksinimi kargilama yéniinde yogun ¢alismalar
yapimaktadir. Ele aldigimiz bu caliymada da zaman zaman minor ve major
antijenik yap1 degisimlerine ugrayarak insanlarda tekrarlayan grip salginlarina
yol agan ve hem yasamsal hem de ekonomik yénden énemli kayiplara neden olan
influenza viruslarina kargi antiviral aktivite potansiyeli ortaya koyabilecek
ajanlarm bulunmas: hedeflenmigtir. Bu hedef dogrultusunda, halk arasinda ¢eyitli
hastaliklarin tedavisinde kullamlan Sanicula europaea L. bitkisi ekstrelerinin
anti-influenza virus aktivitesi aragtirildi ve Sanicula europaea L. ekstrelerinin
influenza A viruslarina karsi onemli bir antiviral aktivite potansiyeline sahip
oldugu ortaya kondu.
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Sanicula europaea L. Ekstrelerinin Influenza Virus
Infeksiyonlarina Etkileri
Bu ¢alismada, Sanicula europaea L. ekstrelerinin MDCK hiicre
kiiltiirlerinde influenza virus replikasyonuna etkileri aragtirildi. Bitkiden degisik
metodlarla hazirlanan ekstraktlarin konak hiicreler igin toksik olmayan
konsantrasyonlarda influenza A/PR/8/34 (HIN1) ve A/Victoria/1/75 (H3N2)
viruslarinin replikasyonunu inhibe ettigi, influenza B/Lee/40 virusuna kars: ise
etkili olmadig1 ortaya kondu. Bitkisel ham ekstraktin in vitro kogullarda influenza

A virus RNA polimeraz aktivitesini inhibe ettigi saptandi.

ABSTRACT

The Effects of Sanicula europaea L. Extracts on Influenza
Virus Infections
In this study the effect of the Sanicula europaea L. extracts on influenza
virus replication in MDCK cells was investigated. The extracts prepared from the
plant using different methods at non-toxic concentrations for the host cells were
found to inhibit influenza A/PR/8/34 (HIN1) and influenza A/Victoria/1/75
(H3N2) virus replication, but not influenza B/Lee/40 virus. In vitro RNA
polymerase activity of influenza A virus was also inhibited by crude extract of the

plant.



I.GIRIS

Viruslar, gen ekspresyonu ve replikasyon gibi karmagik islevleri
gerceklestirebilmek icin gerekli metabolik sistemlere sahip olmayan basit
yapida infektif ajanlardir. Bu nedenle viruslar replikasyon igin Skaryotik ya da
prokaryotik bir organizmanin metabolik sistemlerine bagimlidirlar®*'661%9,
Morfolojik olarak ¢ok basit yapida olmalarina karsin bu ajanlarin kontrol altinda
tutulmasi, bakteri ve mantar gibi kompleks organizmalarla karsilastirildiginda
daha zordur'>*®. Bakterilerin konak organizmasindan bagimsiz gogalabilmeleri
ve birgok farkli metabolik igleve sahip olmalari, konak igin toksik olmayan
antibakteriyal 6zellikte maddelerin gelistirilmesini kolaylagtirmistir. 1941
yilinda penicillin antibiyotiginin bulunmasi, bakteri kdokenli hastaliklarin

tedavisinde yeni bir ¢igir agrmistir %),

Geligmis iilkelerde infeksiyon
hastaliklarinin % 60’mnin viral kaynakli, buna karsin % 15’inin ise bakteriyal
kaynakli olmasi'*""'%%) bakteri kokenli hastaliklarin tedavisinde erisilen basariy
gostermektedir. Diger taraftan, yaklagik 200 yil 6nce Jenner’in ¢icek virusuna
kars: etkili asiy1r kesfetmesi viral hastaliklarla miicadelede bir déniim noktas:
olmustur™®. Cocuk felci, ¢igek, kizamik, kabakulak gibi toplumda sik goriilen
viral infeksiyonlar, bu viruslara kars1 gelistirilen agilarla 6nemli 6lgtide kontrol
altina almmustir®. Bununla birlikte, hepatitis B virusu (HBV) gibi baz

(7,51)

viruslarin doku kiiltiirlerinde kolay tiretilememesi' " ve 6zellikle RNA genomu

tagiyan viruslarin (influenza ve human immunodeficiency virus gibi.) yiiksek
frekansta mutasyon ve rekombinasyona ugrayarak yeni antijenik yapilar

(54.84.163,186

kazanmalari ' as1 gelistirmede 6nemli problemler yaratmaktadir. Asi ile

va da dogal yolla 6nceden kazanilan bagisiklik, mutasyon ve rekombinasyon



sonucunda yeni ortaya ¢ikan bu viral antijenlere karsi bireyin korunmasinda

etkili olmamaktadyy®h107108.196)

Bu nedenle, bir¢ok virusa Kkarsi asi
gelistirilememekte veya asmin maliyeti c¢ok yiiksek oldugundan ticari
olarak 6nem tasimamaktadir®"'*). Ayrica, hiicre disinda bagimsiz metabolik
aktiviteye sahip olmayan viruslarin enerji, prekiirsér molekiiller ve biyosentez
sistemleri bakimindan konak organizmaya bagimli olmalari®®'% konak
metabolizmasin etkilemeden viral ¢ogalmay: spesifik olarak inhibe edecek
kemoterapétik ajanlarin gelistirilmesini de 6nemli 6l¢lide sinirlamaktadir.Bunun
nedeni, kimyasal ajanlarla viral ¢cogalmay1 bloke etmek igin ¢ok az sayida viral
spesifik enzim ya da islevin bulunmasidir'®®. Ornegin bir virus ortalama 15
farkli proteine sahipken, bir Escherichia coli hiicresi ortalama 1500 farkl
proteine sahiptir’®”. Bu sonug, bir bakteri hiicresinin virusa gore selektif
inhibisyon i¢in en az yliz kat daha fazla hedef nokta tasidigi anlamina gelir.
Bununia birlikte, viruslarin molekiiler diizeyde yapilar1 ve replikasyon
stratejileri hakkinda elde edilen bilgilere paralel olarak, son 20-25 yil igerisinde
antiviral terapide O6nemli ilerlemeler saglanmustir®®*> 1319 Amantadine
(symmetrel), acyclovir (zovirax), ribavirin (virazole), vidarabine (vira-A,
ara-A), idoxuridine ve azidothymidine (retrovir, zidovudine) gibi antivirallerin

cesitli viral infeksiyonlara kars: kullamimu igin lisans alinmugtir®?%>104192:227)

Fakat bu antivirallerin sayist ve kullamm alanlan olduk¢a smirlidir®?.
Ik kez 1933 yilinda Cekoslovakya’da petrolden izole edilen amantadine
(1-adamantanamine hydrochloride), bir trisiklik hidrokarbon bilesigi olan
adamantane’in amino tlirevidir. Bir ilag tarama ¢alismasi sonucunda

amantadine’in  anti-influenza A  aktivitesi gosterdigi saptanmlgtlr(15 7,



Amantadine’in yapisal analogu olan rimantadine de influenza A’ya karsi
kullamimaktadir’**'"?, Yukarida belirtilen diger antiviral ajanlar ise ¢esitli
nukleosid analoglaridir®”. Bu maddeler viral DNA polimerazi ya da viral RNA
polimerazi inhibe ederek viral replikasyonu durdururlar veya nukleik
asitlerin yapisina inkorpore olarak zincir sonlandirict islev goriirler®™?.
Guanosine’in yapisal analogu olan acyclovir giiniimiizde bir¢ok herpes simplex
virus (HSV) infeksiyonlarina karsi kullanilan en etkili ilagtir@®!0%13%14L157)
HSV infeksiyonlarina karsi kullanilan ribavirin ise ilk kez 1972 yilinda sentez
edilen bir nukleosid analogudur ve acyclovir’den farkli olarak ¢ok daha genis
antiviral aktivite spektrumuna sahiptir®>'*Y. Ribavirin’in in vitro kosullarda
herpesvirus, adenovirus ve poxvirus grubuna giren bir ¢ok DNA viruslari ile
birlikte influenza A, influenza B, parainfluenza, measles, arenavirus ve
bunyavirus gibi RNA viruslarina kars1 da antiviral aktivite gsterdigi rapor
edilmektedir'®. Ribavirin aerosol yolla verildiginde hem influenza A hem de

influenza B viruslarmna kars1 etkilidir'*?*"

. Bu yodniiyle ele alindiginda
ribavirin, daha sinirli antiviral aktivite spektrumuna sahip acyclovir ve sadece
influenza A virusuna karst etkili olan amantadine’e g6re daha avantajli
goriilmekle birlikte Snemli yan etkilere sahiptir. Maymun ve siganlarda yapilan
calismalarda mutajenik, teratojenik, embriyotoksik ve potansiyel kanserojenik
oldugu belirtilmektedir"*. Nukleosid analoglarindan vidarabine, idoxuridine
ve azidothymidine ise baslangicta antikanser ajan olarak gelistirilmis, fakat
bu bilesiklerin ayni zamanda bazi viruslara karsi antiviral aktiviteye de
sahip olduklart saptanmustir®*'®”.  Vidarabine ve idoxuridine HSV

infeksiyonlarinda etkilidir'""'*Y. Azidothymidine ise 1964 yilinda antikanser



®6) 1985 yilinda bu ilacin in vitro kosullarda human

(134)

ilag olarak Onerilmis
immunodeficiency virus (HIV)’a kars1 antiviral aktivite gdsterdigi saptanmig
ve 1986 yilinda insanda HIV infeksiyonlarinda kullanimi igin retrovir

97

ticari adiyla lisans alinmistir” . Azidothymidine, revers transkriptaz (RT)

enzimi katalizorliigiinde viral DNA’ya inkorpore olarak DNA sentezini

164,227
sonlandirirt ),

Antiviral ajan olarak kullanilan nukleosid analoglart énemli yan etkilere
sahiptir. Bu bilesikler konak metabolizmas1 enzimleri ile de etkilesime girerek
potansiyel mutajen, kanserojen ve teratojen etki gosterebilmektedirler®”'?,
Dolayisiyla, viral hastaliklarin kontroliinde daha etkin ve konak i¢in daha az
toksik olan ya da en Onemlisi toksik etki gostermeyen antivirallere siddetle
gereksinim vardir. Bu gereksinime yoénelik olarak, influenza viruslarina kars:,

bitkisel kokenli ve konak icin toksik olmayan dogal antiviral madde

aragtirmalar1 bu ¢aligmanin temel hedefini olusturmaktadir.

Influenza viruslari sik sik grip salginlarina neden olan ¢ok 6nemli insan

patojenidirler™*'®>. Grip, gogunlukla tedavi gerektirmeden bireyin bagigiklik

sistemi ile kontrol altina alinabilmekle birlikte, dzellikle yaslilarda!~%125139)

(22,55,98)

cocuklarda , kalp-damar hastaligi ve kronik solunum bozuklugu olan

(135D sliimlere neden olabilmektedir. 1889-1890 yillarinda meydana

bireylerde
gelen grip salgininda Pfeiffer, hastalardan izole ettigi bir bakterinin bu salginin
birincil etkeni oldugunu diigtinmiis ve bunu Haemophylus influenzae olarak

isimlendirmistir™. Ancak, 1933 yilinda Smith, Andrews ve Laidlaw!'®? benzer



klinik tablo g0steren hastalarin nazal yikantilarini, bakteri filtrelerinden
gecirdikten sonra, deney hayvam olarak kullandiklar1 gelinciklere inokiile
etmisler ve karakteristik ategli hastalifin ortaya ¢iktigini gézlemislerdir. Bu
bulgular, H. influenzae'min gogunlukla Gldiiriicti sekonder pnéméniye neden
oldugunu ve ayni zamanda, hastaligin asil etmeninin virus oldugunu ortaya

koymustur.

Influenza viruslari, nukleoprotein (NP) ve matriks (M) proteinlerinin
antijenik 6zelliklerine gére A, B ve C olmak iizere ti¢ farkli tipe ayrilir®?,
Fakat cok yakin bir gecmiste influenza C viruslart ayri bir genus igerisinde
siflandinimistir™”. A ve B tipi viruslar konak spesifitesi bakimindan da
farklilik gosterir. Influenza A tipi insan da dahil olmak iizere at, domuz,
fare ve g¢esitli kus tlirlerini iceren bir ¢ok organizmada infeksiyon
yapabilmektedir®®'®. Buna karsin, influenza B virusu sadece insanlardan izole
edilebilmistirt™®®. Influenza A ve B tipi viruslar insanda benzer klinik tablo
ortaya koyarlar, fakat influenza B tipi insanlarda pandemilere neden

olmaz"'"*'"®. Influenza pandemilerine neden olan virus influenza A tipidir"®.

Influenza A pandemilerinin en 6nemli nedeni, virusun hemaglutinin (HA)
ve néraminidaz (NA ; acylneuraminyl hydrolase, EC.3.2.1.18) yiizey
antijenlerinde meydana gelen yapisal degismelerdir. influenza A viruslarimn
ylizey antijenlerinde iki farkli tipte degisme meydana gelebilmektedir.
Bunlardan biri minor antijenik degismelerdir®®. Antijenik drift olarak da

adlandirilan bu degismeler HA ve NA antijenlerini kodlayan genlerde meydana



gelen mutasyonlarin bir sonucudur®®. Her bir replikasyonda influenza A
viruslarinin HA ve NA genlerinde bir nukleotidin mutasyona ugrama frekansi

@) Oysa influenza A viruslarn kadar

yaklagik 10%% olarak saptanmistir
hizli antijenik yapi degisimi gOstermeyen paramyxovirus ve rhabdovirus
ylizey glikoproteinlerini kodlayan genler de aym oranda mutasyona

(59 Bu nedenle, dogada influenza A viruslarinin hizh

ugrayabilmektedir
evrimsel degisimi sadece basit mutasyonlara bagli degildir. Buna karsin, nokta
mutasyonlarinin birikimi virusun antijenik yapisini konak immiin sisteminin
(208)

tantyamayacagi diizeyde degistirerek, yeni epidemilere neden olabilir®™®. Ikinci

tip antijenik yapi degismeleri major antijenik yap: degismeleridir ve genetik sift

@ Genetik sift yiizey glikoproteinlerinin yapisinda

olarak da adlandirilir
yiiksek diizeyde farklilagmalara neden olur. Bu degismeler farkli influenza
irklar1 arasinda meydana gelen rekombinasyonlarln bir sonucu olarak ortaya
cikmaktadir'®Y. Farkli influenza irklarinin protein ve gen dizi analizleri, insan
ya da hayvanlarin ayn1 anda iki farkli tipte influenza A virusu ile infekte olmasi
sonucunda rekombinant tipte viruslarin ortaya cikabildigini gostermistir®.
1968 yilindan 6nce izole edilen influenza A/duck/Ucraine/63 (kuslara ait tip) ve
influenza A/equine/63’iin (atlara ait tip) insan H3 subtipi ile benzer antijenik
yap1 gostermeleri®” farkli hayvan tiirlerine ait viruslar arasmda rekombinasyon

icin bir 6rnektir.

Yasadigimiz yiizyil igerisinde influenza A viruslarinin {i¢ kez major
antijenik yapt degisimine ugradigi bilinmektedir. 1918-1919 yillarinda ortaya

¢ikan ve domuziarda infeksiyon yapan influenza (Hs,) ile benzerlik gésteren bir



virus tipi biiyiik bir pandemiye yol agmistir. Alt1 ay gibi kisa bir siirede biitiin
diinyay1 etkisi altina alan salgin, 6zellikle yaglilarda ve g¢ocuklarda yiiksek
oranlarda Oliimlere neden olmugstur. Bu salginda 20-30 milyon insanin
yasamini yitirdigi tahmin edilmektedir®”'>®, Yapilan nukleotid dizi analizleri
sonucunda 1918 salginina neden olan virusun influenza A HiN1 subtipi oldugu
goriilmiistiir™. Influenza A HIN1 subtipi 1957 yilina kadar grip salgmnlarinda
etkili olmustur. 1957 yilinda ikinci kez meydana gelen major antijenik degisme
sonucu influenza A H2N2 (Asya tipi) subtipi ortaya ¢ikmis ve yeni bir salgina
yol agmistir. Bunu, 1968 yilinda H3N2 (Hong Kong tipi) subtipinin ortaya
¢ikmasi izlemistir. 1977 yilinda HIN1 subtipi, 1957 yilindan sonra dogan ve bu
virusa karsi bagisiklik kazanmamis geng bireylerde yeniden bir grip salginina

neden olmugtur!%?,

Influenza viruslarinin yapilar, replikasyon stratejiléri ve konak immiin
sistemi ile etkilesimleri oldukga iyi bilinmektedir. Bu virus partikiilleri 8 adet

tek iplikli - RNA molekiilinden olugan segmentlenmis genoma sahiptirler"".

Viral RNA (VRNA) molekiillerinin herbiri nukleoproteinler (NP) ile heliksel

ribonukleoprotein (RNP) partikiilleri halinde paketlenmistir®.

Influenza
viruslarinin segmentlenmis genomu P proteinleri (PB,, PB, ve PA), NP, HA,
NA, matriks proteinleri (M; ve M,) ve nonstriiktiirel (NS; ve NS,) proteinlerini
kapsayan on farkli polipeptid icin genetik sifre tasi' >, En biiyiik tic VRNA
segmenti tarafindan kodlanan PB,, PB, ve PA proteinleri birlikte viral RNA
polimeraz enzimi olarak is goriirler®. Bu proteinler, NP molekiilleri ve

vRNA’larin olusturdugu RNP partikiillerine bagli olarak virionda tagimur®.



HA ve NA proteinleri virusun en O6nemli ylizey glikoproteinleridirler.
HA proteini infeksiyon esnasinda virusun hiicre ylizey reseptoriine
tutunmasinda ve endozom igerisine alinan virusun sitoplazmaya gecisinde
fonksiyoneldir®>1**183229 NA hiicre yiizeyinde HA molekiillerinin baglandig:
sialik asit bakiyelerini keser. Bu sekilde NA’nin infekte hiicreden yeni virus
partikiillerinin agiga ¢tkmasina yardim ettigi ve infekte hiicrelere yeni viruslarin
tutunmasini engelledigi sanilmaktadir®®. Virus spesifik matriks proteinlerinden
M, proteini virionda en bol bulunan ve viral membranin hemen altinda lokalize
olan bir proteindir. Bu proteinin viral genlerin transkripsiyonunda regiilasyonla
ilgili bir isleve sahip oldugu diisiiniilmektedir'**'¥). Tetramerik yapi olusturan
diger matriks proteini, M,’nin monovalent katyonlar i¢in bir kanal islevi
gordugii bilinmektedir #7180 Sadece infekte hiicrelerde saptanan NS; ve NS,
proteinlerinin islevleri ise heniiz tam olarak anlasilabilmis degildir! %%,
Influenza viruslan ile infekte hiicrelerde, viral RNA-bagmmli RNA
polimeraz enzimi katalizérliilinde vRNA’ya komplementer iki tipte RNA
molekiilii sentez edilir. Bunlardan bir grubu, 5'-ucuna N’-methyl guanosine
(m’GpppNm) sapka yapisi ve 3'-ucuna poli A dizisi baglanarak viral protein
sentezini yonlendiren messenger RNA (mRNA) molekiilleri olarak iglev goriir.
Diger bir grup ise vRNA’larin tam komplementeri olan RNA (cRNA)’lardir ve
RNA replikasyonunda kalip olarak kullanilirlar. cRNA molekiilleri poli A dizisi

ve sapka yapisi tagimazlar®>.

Yapist ve replikasyon mekanizmalar1 olduk¢a iyi bilinmesine ragmen

bugiine kadar influenza viruslarina kars1 gelistirilmis antiviral maddeler sadece



amantadine ve bunun yapisal analogu olan rimantadine’dir®®6%124170.199)

Amantadine ve rimantadine dar aktivite spektrumuna sahiptirler ve sadece
influenza A’ya karsi etkilidirler. Bu antiviraller influenza B infeksiyonlarinda
etkili degildir"®*'%®. fla¢ kullanan kisilerin % 5-10’unda ilacin dozuna baglh
olarak bazi merkezi sinir sistemi bozukluklar: ve gastro-intestinal problemler
ortaya cikabilmektedir**'*Y. Diger taraftan in vitro ve in vivo kosullarda
bu antiviral ajanlara karsi direngli olan yeni influenza virus tipleri
gelisebilmektedir!®6#12018) - Antiviral ajanlara direncli irklarin ortaya ¢ikmasi
insanlarin her an yeni ve daha tehlikeli influenza virus infeksiyonlarina maruz
kalabilecegini gosterir. Bu nedenlerden dolayi da influenza viruslarina karsi
etkili antivirallerin gelistirilmesi biiyllk 6nem tasimaktadir. Dolayisiyla,
influenza virus infeksiyonlarina karsi koruma saglayan etkili asilarin elde

-(6,52,152,177)

edilmesi ve influenza virus replikasyonunu inhibe edebilecek antiviral

ajanlarin gelistirilmesi yoniinde yogun ¢alismalar yapilmaktadir. Influenza virus

replikasyonunu inhibe edecek antiviral ajanlarin gelistirilmesi y6niinde yapilan

galigmalarda, bitkilerden izole edilen bilesiklerin®>"*'*® ve icerigi tam

olarak belirlenmemis ekstrelerin{'’62%1-3%

kaynaklardan elde edilen maddeler!%!!%144146209.2830.237) 4o antiviral aktivite

yanisira, bitkilerin diginda degisik

bakimindan test edilmektedir. Bu tip ¢alismalarda, influenza viruslarmin konak

RNA polimeraz enzimlerinden farkl: 6zellikler gésteren RINA-bagimli RNA

: o (147
polimeraz enzimi*”

gosterilmektedir®). Phosphonoacetate, phosphonoformate ve methylene

G oibi fosfat analoglari, phenylpropenoid polimerlerit'’?,

antiviral ajanlar i¢in O6nemli hedeflerden biri olarak

diphosphonate

kanamycin tiirevi olan 1-N-eicosanoyl-3-N-trifioroacetyl kanamycin A®? ve



genig bir antiviral aktivite spektrumu gosteren purin nukleotid analogu

(104228 in vitro kosullarda influenza VRNA polimeraz enzimini

ribavirin’in
inhibe ettifi ortaya konmustur. Diger taraftan, HA ve NA yiizey
glikoproteinlerinin islevlerini bloke ederek influenza virus replikasyonunu
durduracak maddeler iizerinde de galisiimaktadir'®**'***) Endositoz yoluyla
sitoplazmaya alinan virusun HA proteini diisiik pH’larda endozomal membrani
ve viral membran1 flizyona ugratacak konformasyonal degisiklige giderek

(47,145,159,179,185,223) ]}’l Vitro

virusun sitoplazmada serbest kalmasini saglar
kosullarda benzoquinone ve hydroquinone gibi bazi bilesiklerin HA molekiiliine
baglanarak, molekiiliin stabil yap: kazanmasina neden oldugu ve fiizyon olay:

icin gerekli konformasyonal degisimini inhibe ettigi rapor edilmektedir®.

Bitkiler antiviral aktiviteye sahip maddeler icin ¢ok 6nemli bir
potansiyele sahiptir®". Cesitli bitkilerden elde edilen ekstraktlarin®® 16217129 ye
saflagtirtlan birgok bilesigin!'»¥?*482112173:206200) qoxicik viruslara karst in vitro
ve/veya in vivo kosullarda antiviral aktivite gosterdigi ortaya konmustur.
Antiviral aktivite gdsteren molekiiller ¢ogu kez karakterize edilmemis olmakla
birlikte, bu molekiillerin flavonoid®>*:19%21322%) " ternenoid™, lignin"1%9,
karbohidrat®, protein®***¥, alkaloid®® veya fenolik!42°® yapida bilegikler
oldugu saptanmigtir. Flavonoidler bitkiler aleminde ¢ok yaygin olarak bulunan
kiigik molekiil agirlikli bilesiklerdir®!'?. Bu bilesiklerin bir kism1 antiviral
aktivite potansiyeline sahiptir®>. Scutellaria baicalensis yapraklarindan elde

edilen isoscutellarein (5,7,8,4'-tetrahydroxyflavone)’in Maden Darby bovine

kidney (MDBK) hiicre kiltiirlerinde iretilen influenza A/WSN/33’e ve



embriyonlu tavuk yumurtasinin allantoik kesesinde {iretilen influenza
A/PR/8/34’¢ kars1 inhibitsr etkiye sahip oldugu gosterilmistir™®®. Bitkisel
kaynakli c¢esitli fllavonoidlerin influenza diginda diger bir ¢ok virusa karsi
antiviral aktivite gosterdigi de bilinmektedir. Beladi ve arkadaslari’” cesitli
flavonoidlerin in vitro kosullarda herpes simplex virus tip-1 (HSV-1),
parainfluenza virus tip-3 (PI-3) pseudorabies virus (PRV), sindbis virus (SV),
adenovirus tip-3 ve poliovirus tip-1’e kars: antiviral aktivitelerini karsilagtirmali
olarak test etmislerdir. Testler sonucunda zarf tasiyan HSV-1, PI-3 ve PRV’iin
cesitli flavonoidlere karsi duyarli oldugu, buna kargin zarf tagimayan poliovirus
tip-1 ve adenovirus tip-3’lin direngli oldugu ortaya konmustur. Quercetin,
naringin, hesperetin ve catechin flavonoidlerinin antiviral aktivite bakimindan
test edildigi bir ¢aligmada ise, bu maddelerin HSV-1, respiratory syncytial virus

(RSV) ve PI-3 replikasyonunu inhibe ettigi rapor edilmektedir!'*®.

Bitkisel kaynakli biyolojik olarak aktif bir bagka molekiil gurubunu
terpenoidler olusturmaktadir. Bu molekiiller temelde bes karbonlu izopren
iinitelerinden tlirevlenirler ve icerdikleri izopren {nitelerinin sayisina
gére monoterpenler (C;o) sesquiterpenler (C;s), diterpenler (Cy), triterpenler

ve steroller, karotenoidler (Cs) ve saponinler olarak siniflandirlirlar®P,

169 antibakteriyal ",

Ozellikle saponin yapida terpenoidler antifunga
antitumoral """ hemolitik“**™® ve antiviral etki®* gibi genis bir biyolojik
aktivite spektrumuna sahiptirler. Ornegin, Anagallis arvensis’den izole edilen
bir triterpen saponinin HSV-1 ve poliovirus’un sitopatik etkisini azalttigi,

adenovirus, vaccinia virus ve vesicular stomatitis virus (VSV)’a kars1 aktivite



@

gosterdigi rapor edilmektedir”. Calendula arvensis’den izole edilen ve

kimyasal yapisi saptanan triterpen saponinlerin ise hiicre kiiltiirlerinde VSV ve

HSV’lara kars1 antiviral aktivite gdsterdigi ortaya konmustur™®.

Cesitli viruslara kars1 antiviral aktivite gosterdigi bilinen lignanlar ise*?,
bitkiler aleminde ¢ok genis bir dagilim gosterirler. Lignanlar bitkilerin hemen
hemen tiim organlarinda yer almakla birlikte, 6zellikle agaclarin odun, kabuk ve
reginelerinde baskin olarak bulunmaktadir®. Pinus parviflora kozalaklarindan
hazirlanan lignin fraksiyonunun MDCK hiicre kiiltiirlerinde influenza virus
replikasyonunu inhibe ettigi®" ve in vivo kosullarda influenza virusu ile infekte

U7) rapor edilmektedir.

farelerin yagam siirelerini arttirdig:

Kimyasal yapisi bilinen maddelerin disinda yap1 ve igerigi tam olarak
belirlenmemis bir¢ok bitkisel ekstrenin de cesitli virus replikasyonlarim inhibe
ettigi ortaya konmustur. Cordia salicifolia’dan elde edilen ekstraktin HSV-1’e
kars: antiviral aktivite gosterdigi®®; Melia azedarach L. yaprak ekstraktinin SV
infeksiyonunu, virusun adsorbsiyon ve penetrasyonunu etkilemeden vRNA
ve protein sentezini durdurarak inhibe ettigi®?; Allium sativum (Garlik)
ekstraktimin HSV-1 ve 2 , PI-3, vaccinia virus, VSV ve insan rhinovirus tip-2

(HRV-2)’ye karsi aktivite gosterdigi®”

rapor edilmektedir. Sauter ve
Wolfensberger'® Avrupa’da yetisen 56 bitki tiiriiniin meyve ekstrelerini
influenza A/Turkey/England/63 {izerinde test etmisler ve bunlardan bir kisminin
sitotoksik oldugunu, 8 tiire ait ekstrenin ise anti-influenza virus aktivitesine

sahip oldugunu saptamuslardir. Diger taraftan, cam kozalagindan elde edilen



(140,216) (201)

cesitli fraksiyonlarin ve garlik ekstraktinin in vitro velveya in vivo
kosullarda influenza virus replikasyonunu inhibe ettigi rapor edilmektedir.
Dogal kaynakli antiviral maddelerin elde edilmesine yonelik olarak yapilan bu
calismalar, bitkilerin viruslara karsi aktif molekiiller i¢in ¢ok biliyiik bir
potansiyele sahip olduklarini gostermektedir. Bununla birlikte antiviral
Ozellikleri incelenecek bitkilerin secilmesinde bitkilerin etnomedikal kullanimu,
kemotaksonomik Ozellikleri ve mevcut literatlir bilgileri uygun kriterler olarak

degerlendirilebilir®'?

. Bu calismamizda da influenza virus replikasyonuna
karsi denenmek {lizere Samicula europaea L. bitkisinin segilmesinde,
yukarida belirtilen kriterlerin yanisira laboratuvarlarimizda yirlitiilen 6n

calismalar® :99:202.203) teme] olugturmustur.

Deney materyali olarak kullandigimiz Samicula europaea L. bitkisi
diinyanin birgok bolgesinde denizden 2000-2500 m yiikseklige kadar rastlanan
ve daha c¢ok nemli bolgeleri seven 15-60 cm boylarinda ormanalti
bitkisidirf"*!"**?Y Yurdumuzda Karadeniz Bélgesi (Artvin, Rize, Trabzon,
Bolu), Marmara Bélgesi (Istanbul-Belgrad Ormanlari, Bursa, Balikesir) ve
Akdeniz Bélgesinde (Hatay ve gevresi) dogal olarak yetismektedir®. Sanicula
europaea L.’nin 12. yiizyildan beri bilindigi, Avrupa’da halk arasinda ¢esitli
yaralarin iyilestirilmesinde, solunum sistemi ve gastro-intestinal rahatsizliklarin

tedavisinde kullanildig1 rapor edilmektedir**¥,

Sanicula europaea L.'nin kimyasal bilesenleri hakkinda yapilan kalitatif
ve kantitatif calismalar sonucunda, c¢esitli alifatik karbon asitleri (sitrik

asit, maleik asit, malik asit, malonik asit, oksalik asit, tartarik asit gb.)(79),
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fenolkarbon asitler (klorogenik ve rozmarinik asit gb.),  saponinler

(Saniculasid A-D gb.) (5.76.8081,96.116,117.200) ' | arbohidratlar (sakkaroz, glukoz ve
fruktoz gb.)"™ ve flavonoidler (rutin, izokersitrin ve kamferol 3-O-glikozit)®”
icerdigi belirlenmigtir. Alifatik ve aromatik karbon asitlerin bitkinin farkl:
organlarinda farkli konsantrasyonlarda bulundugu ortaya konmustu 9,
Sanicula europaea 1..’den izole edilen ve gerek yapisal gerekse biyolojik
aktivite yoniinden {izerinde en ¢ok calisilan molekiil grubunu saponinler
olusturmaktadir. Samicula europaea L. saponinlerin antibakteriyal®?,

129 ve hemolitik’® aktiviteye sahip oldugu saptanmustir. Sanicula

antifunga
europaea L.'nin degigik kisimlarindan hazirlanan ekstraktlar igerisinde en
yiiksek hemolitik aktivitenin rizomlarda oldugu belirlenmistir””. Diger taraftan,
Sanicula europaea L.’den hazirlanan ham ekstraktin bakteri-bakteriyofaj
sistemi kullanilarak gergeklestirilen testler sonucunda, bakteriyofaj T2hr"
replikasyonunu adsorbsiyon kademesinde inhibe ettigi®®, bitkiden % 50 etanol
kullanilarak hazirlanan ekstrenin in vitro kosullarda anti-revers transkriptaz

aktivitesine sahip oldugu laboratuvarlarimizda gosterilmistir®.

Yukarida detayli olarak verilen bilgilerin 1518inda, viruslarin insan saglig:
bakimindan biiyilik 6nem tasidiklari, buna karsin bu hastalik ajanlarinin kontrol
altina alinmasinda istenilen basarinin elde edilemedigi, hatta giinlimiiziin
vebasi olarak bilinen AIDS (Acquired Immune Deficiency Syndrome)’de
oldugu gibi bir ¢ok viral infeksiyona karst insanligin caresiz kaldigi gercegi
ortaya ¢ikmaktadir. Diger taraftan bir g¢ok bilim adamu viruslara karsi

etkili olabilecek, toksik olmayan antiviral ajanlar gelistirmek igin
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(131,189)

mantarlar (110,119)

, mavi-yesil algler
(26,188)

bitkiler{!61:162:205.211,233) ve gesitli

deniz {riinlerinden elde edilen

maddele I'(4’23’42’87’129’ 166,181,236)

dogal bilesikler ya da sentetik
lizerinde yogun calismalar yapmaktadirlar. Bu
¢alismada da zaman zaman minor ve major antijenik yap1 degismeleri gegirerek
epidemi ve pandemilere yol agan, biiyikk ekonomik kayiplara, hatta &zellikle
pandemilerde yiiksek oranlarda &liimlere neden olabilen influenza viruslarina
karst Sanicula europaea L. bikisinin anti-influenza virus aktivitesi bakimmdan
incelenmesi amagland1 ve Sanicula europaea L. ekstraktlarinin influenza A
viruslarina kars: antiviral ajan olarak kullanim icin 6nemli bir potansiyele sahip

oldugu ortaya kondu.
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I1. MATERYAL ve METOD

II.1. Bitkisel Materyal

Bu calismada Umbelliferae (Apiaceae) familyasi igerisinde siniflandirilan
Sanicula europaea L. ekstraktlarinin antiviral 6zellikleri aragtirildi. Dogu
Karadeniz Bélgesinden (Artvin/Arhavi) toplanan Sanicula europaea L. bitkisi
Biyoloji Béliimii - Botanik bahgesine (Istanbul Universitesi) ekildi. Burada

yetistirilen bitkinin yaprak ve rizomlar: ekstraksiyon i¢in kullanild:.

I1.2. Hiicre

flk kez 1958 yilinda Maden ve Darby"®” isimli aragtirmacilarin cocker
spaniel cinsi kdpek bobreginden elde ettikleri epitel tabiatli MDCK (Maden-
Darby canine kidney) hiicreleri influenza virus ¢alismalarinda konak olarak
kullanildi. MDCK hiicreleri % 10 fetal calf serum (FCS, Gibco), 100 U/ml
penicillin ve 100 pg/ml streptomycin igeren, NaHCO; ile tamponlanmis
Eagle’in minimum temel besiyerinde (Minimum Essential Medium : MEM);

> % 90 nispi nem ortamu ve % 5 CO, saglayan etiivde (Heraus B-5060
EK/CQO,) 37 °C’da iiretildi.

[L.3. Virusiar

Sanicula curopaea L. ekstraktlar1 Orthomyxoviridae familyasinda yer

alan, zarfli ve tek iplikli segmentlenmis RNA genomuna sahip influenza
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viruslar1 iizerinde denendi. Calismamizda Influenza A/PR/8/34 (HINI),
influenza A/Victoria/1/75 (H3N2) ve influenza B/Lee/40 subtipleri kullanildi.
Viruslar hem embriyonlu tavuk yumurtasinda hem de MDCK hiicre

kiiltiirlerinde tiretildi.

IL.4. i"nﬂuenza Virusiarmin Embriyonlu Tavuk Yumurtasinda
Uretilmesi

Istanbul Universitesi Veteriner Fakiiltesi’nden temin edilen déllenmis
tavuk yumurtalar1 37 °C’da kulucka makinasinda inkiibe edildi. 10-11 giinliik
olan embriyonlu yumurtalarin allantoik keselerine steril kogullarda 0.1 ml virus
6rnegi (~10° pfu : plaque forming unit) enjekte edildi. Yumurtalar 48 saat
35.5 °C’da inkiibe edildikten sonra hava kesesinin bulundugu bdlgeden agildi
ve allantoik sivilar1 toplandi. Toplanan allantoik sivi Ornekleri oda
temperatiirinde 3.000xg’de 10 dakika santrifiij edildi ve kii¢iik miktarlara
(0.5-1 ml) boliinerek - 80 °C’da saklandi.

I1.5. influenza Viruslarinin MDCK Hiicre Kiiltiirlerinde Uretilmesi

MDCK hiicreleri 50 ml’lik polystyrene kiiltiir siselerinde tam tabaka
olusturuncaya kadar iiretildi. Hiicreler serum i¢cermeyen tamponlanmis MEM
[MEM (-)] ile iki kez yikand: ve {izerine % 1 BSA (bovine serum albumin)
icerisinde sulandirilan virus siispansiyonundan 1 ml (~10° pfu) eklendi.
Viruslarin hiicrelere adsorbe olmalar1 igin kiiltiir ortam1 37 °C’da 45 dakika
inkiibe edildi. Daha sonra virus siispansiyonu ortamdan alinarak adsorbe

olmamis viruslar uzaklagtirildi ve hiicrelerin {izerine agaroz igermeyen
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muhafaza besiyeri (bkz. I1.11) eklendi. Kiiltiirler 34 °C’da CO5’li etiivde 48 saat
inkiibe edilerek viruslarin tiremesi saglandi. Virus iceren besiyerleri oda
temperatiiriinde 3.000xg’de 10 dakika santrifiij edildikten sonra kii¢iik miktarlar
halinde - 80 °C’da sakland.

I1.6. Bitkisel Ham Ekstraktin Hazirlanmasi

Taze toplanan Sanicula europaea L. yaprak ya da rizomlar: akarsuda
iyice yikandiktan sonra distile sudan geg¢irildi. 100 gr bitkisel materyal 500 ml
bidistile su igerisinde bigakli homojenizer kullanilarak homojenize edildi.
Homojenat temiz bir tlilbentten gegirildikten sonra 20 °C’da 15.000xg’de
25 dakika santrifiij (Heraus, Suprafuge 22) edildi. Siipernatant 35-40 °C’da
evaporasyonla yogunlastirildi ve liyofilize edildi. Toz haline getirilen ham
ekstraktin bir bolimii direkt aktivite testlerinde kullanilirken, diger bir bslimii
Sephadex G-100 Jel filtrasyon kolon kromatografisi ile ve/veya farkli amonyum
siilfat (NH4),SO, saturasyonlarinda ¢éktiirme ile fraksiyonlandi.

Yapraklardan ekstre hazirlamada ikinci yol olarak, pigmentleri
uzaklastirmak icin Once asetonla ekstraksiyon yapildi. Bu amagla, bitkisel
materyal 1:2 (w/v) oraninda aseton igerisinde homojenize edildi ve filtrasyonla
aseton fazi1 uzaklastirildi. Homojenizasyon islemi iki kez daha tekrarlandiktan
sonra ¢okelti vakum altinda kurutuldu. Cokelti kismi (aseton tozu) bidistile
su igerisinde ekstre edildi ve suda c¢ozlinmeyen kisim santrifiigasyonla
uzaklagtirildi. Stipernatant evaporasyonla yogunlastirildiktan sonra liyofilize
edilerek toz haline getirildi. Elde edilen ekstre jel filtrasyon kolon

kromatografisi ile fraksiyonlandi.
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I1.7. Bitkisel Ham Ekstraktin Jel Filtrasyon Kolon Kromatografisi ile
Fraksiyonlanmasi

Kromatografi igleminde kolon dolgu maddesi olarak Sephadex G-100
(Pharmacia); ¢oziicii olarak ise bidistile su, 0.2 N NaCl ve 0.2 N
Na,HPO,/NaH,PO, tamponu (pH 6.0 veya 8.0) kullanildi. Kolon dolgu maddesi
¢oziicli igerisinde 60 °C’da su banyosunda 7-8 saat tutularak sigirildi ve
2.5x100 cm boyutlarinda kolona (Pharmacia) dolduruldu. Kolon peristaltik bir
pompa yardimiyla sabit bir hizda (18 ml/saat) bir siire ¢alistirilarak dengelendi.
Daha sonra, 25-50 mg/ml konsantrasyonda ekstrakt (5 ml) kolona yiiklendi ve
kromatografi islemine devam edildi. Fraksiyonlarin kolondan akisi 254 nm
dalga boyunda 6l¢lim yapan spektrofotometrik bir {inite (ISCO) ile izlendi ve bu
{initeye bagli bir fraksiyon kollektorii yardimiyla fraksiyonlar ayri ayri toplandi.
Elde edilen fraksiyonlar 35-40 °C’da evaporasyonla yogunlastirildiktan sonra
liyofilize edilerek toz haline getirildi ve ileride kullanilmak tizere 4 °C’da

saklandi.

I1.8. Farkli (NH;),SO, Saturasyonlarinda Coktiirme ile Ham
Ekstraktin Fraksiyonlanmasi

Toz halindeki ham ekstrakt 25 mg/ml konsantrasyonda bidistile su
icerisinde ¢Oziindiiriildi. Cozeltiye yavag yavas kati (NH4),SO, katilarak % 20
saturasyona getirildi ve oda temperatiirinde bir saat kanstirildi. Ornek
20°C’da, 15.000xg’de 25 dakika santrifiij edilerek ¢okelti ve slipernatant ayrildi.
Stipernatant kismi1 (NH4),SOy4 ile &nce % 60, daha sonra % 100 saturasyona
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getirildi ve yukaridaki islemler tekrar edildi. Cokeltiler 48 saat distile suya kars1
12 saatte bir ortam yenilenerek dializ edildi. Dializden alinan &rnekler liyofilize
edilerek toz haline getirildi ve ileride kullanilmak tizere 4 °C’da saklandi. % 20
(NH,4),SO, saturasyonunda elde edilen fraksiyon (Fru20)) ayrica jel filtrasyon

kolon kromatografisi ile de analiz edildi.

I1.9. Ekstraktlarin MDCK Hiicrelerinin Uremesi Uzerinde
Denenmesi

Sanicula europaea L. ekstraktlarinin MDCK hiicrelerine etkileri, farkla
konsantrasyonlarda ekstre igeren ve ekstre icermeyen besi ortamlarinda
hiicrelerin 72 saatlik inkiibasyon periyodu sonras: erigtikleri final sayisal
degerlerin ve/veya bu ortamlarda zamana gore hiicre sayilarindaki artiglarin
karsilastirilmasi ile ortaya kondu. Bu amagla MDCK hiicreleri ekstresiz ve
ekstre katilmis iiretme besiyerleri igeren 24-kuyulu kiiltiir kaplarina ekildi
(5-8x10* hiicre/kuyu). Kiiltiirler, > % 90 nispi nem ortami ve % 5 CO, saglayan
etiivde (Heraus B-5060 EK/CO, ) 37 °C’da inkiibe edildi. Belirli zaman
araliklarinda hiicreler % 0.05 tripsin kullanilarak siispansiyon haline getiriidi ve
% 0.4 tripan mavisi ile boyandiktan sonra hemositometrede sayildi. Hiicrelerin
zamana goére artist ve 72 saatlik inkilibasyon periyodu sonunda eristikleri final

sayisal degerler belirlendi.

I1.10. Ekstraktlarin Influenza Virus Replikasyonu Uzerinde
Denenmesi

Sanicula europaea L. ekstraktlarinin influenza viruslarina kars: antiviral

aktivitelerinin saptanmasinda “Plak Inhibisyon Testi”®, Hemaglutinasyon
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Testi”®? “Virusidal Aktivite Testi”® ve “In vitro Viral RNA Polimeraz
Aktivitesi Testi”"*? kullanildi.

I1.10.1. Plak inhibisyon Testi

Tripsin enzimi etkisiyle siispansiyon haline getirilen hiicreler ~ 5x10°
hiicre/kuyu olacak sekilde 6-kuyulu kiiltiir kaplarna ekildi ve Kkiiltiirler
37 °C’da, % 5 CO,’li ortamda 2-3 giin inkiibe edildi. Tam tabaka olusturmus
olan MDCK hiicreleri tamponlanmig MEM (-) ile yikandi. % 1 BSA icerisinde
uygun oranda sulandirilan virus siispansiyonundan her bir kuyuya 400 pl
eklendi ve viruslarin hiicrelere adsorbe olmalar1 igin 45 dakika inkiibe edildi.
Hiicreler tekrar MEM (-) ile yikanarak adsorbe olmamis viruslar uzaklastirildi.
Daha sonra hiicrelerin iizerine farkli konsantrasyonlarda ekstre iceren veya
ekstre icermeyen (kontrol) agarozlu muhafaza besiyerleri dokiildi. Kiiltiirler
34 °C’da, % 5 COy’li ortamda 2-3 giin inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda
hiicreler “etanol : asetik asit” (1 : 1) ile 1 saat fikse edildi ve % 0.5 amido black
ile boyanarak virus plaklar1 g6riiniir hale getirildi. Bu sekilde kiiltiirlerdeki virus
titresi plak olusturan birim (plaque forming unit = pfu) olarak belirlendi. Ekstre
icermeyen (kontrol) kiiltlirlerde plak inhibisyon orani sifir olarak alindi. Ekstre
iceren kiiltlirlerde ise % plak inhibisyonu degerleri asagida verilen esitlikten

yararlanilarak ortaya kondu.

% plak inhibisyonu = 100 - (100.e/k)

[e, ekstre iceren; k, ekstre icermeyen (kontrol) kiiltlir ortamlarinda influenza

viruslarinin olusturdugu plaklarin sayisini géstermektedir].

21



11.10.2. Hemaglutinasyon Testi

MDCK hiicreleri 24-kuyulu kiltiir kaplarinda tam tabaka olusturana
kadar iretildi. Hiicreler MEM (-) ile yikandiktan sonra 100 pg/ml
konsantrasyonda ekstre varliginda veya ekstre yoklugunda 0.02 pfu/hiicre
infeksiyon ¢oklugunda (multiplicity of infection : MOI) virus ile infekte edildi.
Adsorbe olmamis viruslar uzaklastirildiktan sonra hiicrelerin lizerine ekstre
iceren veya ekstre icermeyen (kontrol) muhafaza besiyeri (agaroz igermeyen)
eklendi. Belirli zaman araliklarinda almman 100 pl’lik besiyeri 6rnekleri
mikrotitrasyon plaklarinda tamponlanmig fizyolojik tuzlu su (FTS) ile ikiger
katlar halinde sulandirilarak sulandirim serileri hazirlandi. Sulandirim serileri
iizerine esit hacimde % 1 ‘lik O grubu insan kani eklendi. Oda temperatiiriinde
0.5-1 saat bekletilen plaklarda hemaglutinin (HA) pozitif olan sulandirimlar
saptandi. Ekstre igeren ve ekstre icermeyen kiiltlir ortamlarinda hemaglutinin

tinitesi (HAU) olarak virus titresi asagidaki formiil yardimiyla ortaya kondu ¥,

HA titresi (HAU)=a-+b/2

(a; HA pozitif olan en yiiksek sulandirim katsayisi, b; HA negatif olan en diigiik

sulandirim katsayisi).

11.10.3. Virusidal Aktivite Testi

% 1’lik BSA igerisinde uygun oranda sulandirilarak hazirlanan virus
ornekleri 37 °C’da 1 saat 100 pg/ml konsantrasyonda ekstre etkisinde birakildi.

Kontrol olarak aynmi sulandirimdan alinan fakat ekstre etkisinde birakilmayan
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virus Ornekleri kullanildi. Daha sonra 6rneklerdeki infektif virus titresi
[1.10.1°de belirtildigi gibi plak testleri ile pfu olarak ortaya kondu. Kontrol
kiiltiirlerde elde edilen virus titresi % 100 olarak kabul edildi ve ekstre ile iglem
gbérmiig viruslarin titresi kontrol ile oranlanarak % plak formasyonu seklinde
ifade edildi.

11.10.4. In vitro Viral RNA Polimeraz Aktivitesi Testi

Sanicula europaea L. yaprak ekstraktinin in vitro kosullarda viral RNA
polimeraz aktivitesine etkileri Tokyo Teknoloji Enstitiisii’'nden Dr. Kyosuke
NAGATA ile kurulan bilimsel isbirligi dogrultusunda yapilan miigterek
caligmalar ile arastirildi. Viral ribonukleoprotein (RNP)’lerin izolasyonu ve

(85)

in vitro RNA sentezi Honda ve arkadaglarimin™” izledigi metoda gore

gerceklestirildi.

IL.11. Besi Ortami ve Cozeltiler

x4 MEM (-)

9.61 gr Eagle’in minimum temel besiyeri (Biochrom)

Bidistile su ile 250 ml’ye tamamlandi ve 0.2 um’lik filtre ile steril edildi.

Besiyeri kullanimdan &nce steril bidistile su ile 1/4 oraninda sulandirildi.

Uretme Besiyeri (100 ml)

25.0 ml x4 MEM (-)
64.0 ml steril bidistile su
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10.0 ml FCS (Gibco)

1.0 ml penicillin-streptomycin (10.000 U/mli-10.000 ug/ml) (Sigma)
Yukaridaki ¢ozeltiler kanstirilarak hazirlandi ve % 5 NaHCO; ile ortamin pH’s1
7.2-7.4°e getirildi.

x2 Muhafaza Besiveri (20 mi)

10.0 ml x4 MEM (-)

8.7 ml steril bidistile su

0.4 ml x100 vitamin soliisyonu (Gibco)

0.4 ml % 10 BSA

0.4 ml penicillin-streptomycin (10.000 U/ml-10.000 ug/mi)

0.1 ml % 0.25 tripsin
Muhafaza besiyeri, yukaridaki ¢ozeltiler karigtirtlarak kullanimdan hemen 6énce
taze olarak hazirlandi. Plak testlerinde x2 muhafaza besiyeri, 100 °C’da
eritilmis ve 45 °C’a sogutulmus % 1.6’1ik agaroz ile esit oranlarda karistirilarak
kullanildi. influenza viruslarinin liretilmesinde ve hemaglutinasyon testlerinde

ise x2 muhafaza besiyeri 1:1 oraminda steril bidistile su ile sulandiriidi ve

agaroz katilmadan kullanildi.

x10 Tamponlanmis Fizyolojik Tuzlu Su (1000 ml)

2.0 gr KCI (Merck)
2.0 gr KH,PO, (Merck)
80.0 gr NaCl (Merck)
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22.6 gr Na,HPO,.7H,0 (Merck)
Yukaridaki maddeler bidistile su igerisinde ¢6ziindiiriilerek 1000 ml’ye
tamamland: ve otoklavda 121 °C’da 20 dakika tutularak steril edildi.

Kullanimdan 8nce steril bidistile su ile 1/10 oraninda sulandirilda.

% 10 (w/v) Bovin Serum Albumin (10 ml)

1 gr Bovine Serum Albumin - Fraksiyon V (Sigma)
x1 FTS icerisinde ¢oziindiiriilerek 10 ml’ye tamamlandi ve 0.2 um’lik filtre ile
steril edildi. Gerektiginde % 10’luk BSA steril FTS ile 1/10 oraninda
sulandirilarak % 1°lik BSA hazirland:.

% 0.25 (w/v) Tripsin Cozeltisi (100 ml)

0.25 gr tripsin (1:250, Sigma)
x1 FTS igerisinde ¢oziindiiriilerek 100 ml’ye tamamlandi ve 0.2 um’lik filtre ile

steril edildi. Kiigiik hacimlere (0.5-1 ml) béliinerek - 22 °C’da saklandi.

% 5 {(w/v) Etilendiamintetraasetik Asit (EDTA) (100 mi)

5 gr Ethylenediaminetetraacetic acid (Sigma)
Bidistile suda ¢6ziindiiriilerek hazirlandi. NaOH ile pH’s1 7.2’ye ayarlandiktan
sonra bidistile su ile 100 ml’ye tamamlandi ve otoklavda 121 °C’da 20 dakika

tutularak steril edildi.
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% 0.05 Tripsin (W/v) : % 0.05 (w/v) EDTA (50 ml)

10.0 ml % 0.25 tripsin

39.5 ml steril x1 FTS

0.5 ml % 5 EDTA
Yukaridaki ¢ozeltiler kargtirilarak hazirlandi ve kiigiik hacimlere (1-2 ml)
boliinerek - 22 °C’da saklandi.

% 5 (w/v) NaHCQO; (100 ml)

5 gr NaHCO; (Sigma)
Bidistile su ile 100 ml’ye tamamlandi ve 0.2 um’lik filtre ile steril edildi.

% 1.6 (w/v) Agaroz (100 ml)

1.6 gr agaroz (Sigma)
Bidistile su ile 100 ml’ye tamamlandi ve otoklavda 121 °C’da 20 dakika

tutularak steril edildi.

% 0.5 Amido Black ( 100 ml)

0.5 gr amido black (Merck)

45 ml etanol (EtOH) icerisinde ¢6ziindiiriildii. Cozelti {izerine 10 ml asetik asit

(AcOH) ve bidistile su eklenerek 100 mi’ye tamamland.
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% 0.4 Tripan Mavisi (100 mi)

0.4 gr Trypan blue (Merck)

x1 FTS igerisinde ¢oziindiiriilerek 100 ml’ye tamamland.

Etanol : Asetik Asit (1 :1) (100 mi)

50 ml EtOH
50 ml AcOH

Karigtirilarak hazirlandi.

% 10 (w/v) Na-Sitrat (10 mi)

1 gTN03C6H507.2H20 (Szgma)

Bidistile su ile 10 ml’ye tamamlandi ve 0.2 um’lik filtre ile steril edildi.

% 1’lik_O grubu insan Kaninin Hazirlanmasi

Taze alinan O grubu insan kani pihtilagmayi 6nlemek icin % 10 Na-sitrat
ile 1:3 (% 10 Na-sitrat : kan &rnegi) oraminda karistirildi ve 1500 rpm’de
5 dakika santriflij edilerek eritrositieri ayrildi. FTS igerisinde siispansiyon
haline getirilen eritrositler yeniden santrifiij edildi. Bu islem iki kez tekrar
edilerek eritrositler yikandi. Son kademede santrifiigasyonla c¢okeltilen
eritrositler 1/100 (v/v) oraninda x1 FTS igerisinde sulandirildiktan sonra
4 °C’da sakland1 ve bir haftay1 gegmeyecek sekilde hemaglutinasyon testlerinde
kullanildi.
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ITI. BULGULAR

IIL.1. Sanicula europaea L. Yapraklarindan Hazirlanan
Ham Ekstraktin Jel Filtrasyon Kolon Kromatografisi
ile Fraksiyonlanmasi
Bitki yapraklarindan bidistile su ile hazirlanan ham ekstrakt Sephadex
G-100 jel filtrasyon kolonundan gegirilerek molekiil agirliklarina goére farkli
fraksiyonlara ayrildi (Sekil 1). Elde edilen eliisyon profiline goére kendi
aralarinda Dbirlestirilen 11-18. fraksiyonlar, Fraksiyon I (Fr.I); 19-25.
fraksiyonlar, Fraksiyon II (Fr.II); 26-36. fraksiyonlar, Fraksiyon III (Fr.III) ve

37-50. fraksiyonlar, Fraksiyon IV (Fr.IV) olarak adlandirildi.
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Sekil 1. Sanicula europaea L. yaprak ekstraktimin Sephadex G-100 jel filtrasyon
kolon kromatografisi ile analizi. Coziicii olarak bidistile su kullanildi. Kolona
uygulanan madde miktar: 250 mg. Kolon hacmi 2.5x100 cm. Kolon akis hizi
18 ml/saat.
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Kolondan ayrilan farkli fraksiyonlar evaporasyonla yogunlagtirildiktan sonra
liyofilize edilerek toz haline getirildi ve total ekstrakttaki madde miktarina
oranlanarak her bir fraksiyondaki madde miktar: belirlendi (Tablo 1). Elde

edilen fraksiyonlar influenza viruslarina karsi aktivite testlerinde kullaniidu.

Tablo 1. Sanicula europaea L. yaprak ekstrakiindan Sephadex G-100 jel filtrasyon
kolon kromatografisi ile elde edilen fraksiyonlarn total ekstrakta oranlari.
+Standart sapmalar: gostermektedir. (n=4).

Total ekstrakt Frd Fr.II Fr.III Fr.lv Kayip

250 mg 61+t47mg | 16+54mg | 12+54mg | 111£7.9 mg 50 mg
(% 100) (% 24.4) (% 6.4) (% 4.8) (% 44.4) (% 20)

Daha ileri diizeyde saflagtirmak amaciyla, fraksiyonlarin herbiri (Fr.I,
Fr.l, FrIll ve FrIV) ayri ayn ikinci kez Sephadex G-100 jel filtrasyon
kolonundan gegirildi (Sekil 2). Kromatografi isleminde ¢&ziicli olarak bidistile

su kullanildi.
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Sekil 2. Sekil 1’de eliisyon profili verilen fraksiyonlarin ikinci kez Sephadex G-100
Jjel filtrasyon kolon kromatografisi ile analizi. Kesikli gizgiler ham ekstraktin
eliisyon profilini gostermektedir. Kromatografi kosullari Sekil I’dekinin
ayni.

Sekil 2’de de goriildiigli gibi, fraksiyonlarin ikinci kez jel filtrasyon kolon
kromatografisi ile analizinde Fr. ve FrIV beklenen zaman araliklarinda
kolondan ayrilarak ham ekstraktin eliisyon profiline yakin bir profil ortaya
koydu. Buna karsin, Fr.II ve Fr.IIl’lin ilk kromatografiye gére kolondan daha
hizli  aktigi ve Fr.I ile hemen hemen aymi zaman araliklarinda kolondan

ayrildig gézlendi. Fr.II ve Fr.III’tin farkh eliisyon profilleri ortaya koymalarinin
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nedenini saptamak amaciyla, ¢6ziicli olarak bidistile su yerine 0.2 N NaCl
¢ozeltisi veya 0.2 N Na,HPO,/NaH,PO, tamponu (pH 6.0 veya 8.0) kullanilarak
kromatografi islemleri tekrar edildi (Sekil 3).
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Sekil 3. Fr.Il ve Fr.IIl'in farkl ¢oziiciiler kullanilarak Sephadex G-100 jel filtrasyon
kolon kromatografisi ile analizi. Céziicii olarak bidistile su (---), 0.2 N NaCl
ya da 0.2 N fosfat tamponu (—) kullamildr. Fr.II ve Fr.Ill, 0.2 N NaCl ve
0.2 N fosfat tamponu ile benzer eliisyon profilleri verdiginden, grafikte bu
¢ozeltiler icin tek eliisyon profili verilmistir.

Coziicli olarak 0.2 N NaCl veya 0.2 N fosfat tamponu (pH 6.0 veya 8.0)
kullanildiginda, Fr.II ve Fr.lII’in kolondan daha yavas aktig1 ve Fr. IV’e yakin
siirelerde kolonu terkettigi belirlendi (Sekil 3). Bununla birlikte, pH 6.0 ve
8.0’de fosfat tamponu ile gergeklestirilen kromatografilerde fraksiyonlar her iki
pH’da da benzer eliisyon profilleri ortaya koydu. Ayrica, ham ekstraktin 0.2 N
NaCl kullanilarak jel filtrasyon kolon kromatografisi ile analizinde de Fr.II ve
Fr.III’iin beklenen siirelerden daha ge¢ kolondan ayrildig1 ve Fr.IV ile karistig
goriildii (Sekil 4). Dolayisiyla, Fr.II ve Fr.III’iin ellisyon profillerinde g6zlenen
farkliliklarin, ortamin iyonik kuvvetindeki degismelere bagh olarak ortaya
ciktig ifade edilebilir.
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Sekil 4. Ham ekstraktin 0.2 N NaCl kullanilarak Sephadex G-100 jel filtrasyon kolon
kromatografisi ile analizi. Kesikli ¢izgiler ham ekstraktin bidistile su ile
ortaya koydugu eliisyon profilini gostermektedir. Kolona uygulanan madde
miktart 250 mg. Kromatografi kosullar: Sekil 1’dekinin ayn.

Ham ekstraktin hazirlanmasinda ikinci yol olarak, yapraklardan 6nce
aseton ekstraksiyonu ile pigmentler uzaklastirildi ve kalan kisimdan (aseton
tozu) bidistile su ile ekstrakt hazirlandi. Ekstrakt liyofilize edildikten sonra
Sephadex G-100 kolon kromatografisi ile analiz edildi (Sekil 5).

|

20 -
g
&Q
a
S
g 10 -
=
&
5
2
!
0.0
0

T = ‘ -

10

30
Fraksiyonlar

40

Sekil 5. Aseton tozundan bidistile su kullanilarak hazirlanan ekstraktin Sephadex

G-100 jel filtrasyon kolon kromatografisi ile analizi. Kolona uygulanan
madde miktar: 200 mg. Kromatografi kosullar: Sekil 1 dekinin ayn.
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Sekil 5’te verilen eliisyon profili incelendiginde Fr.I’e karsilik gelen bdlgenin
o6nemli Ol¢lide azaldigir goriilmektedir. Bu sonu¢ Fr.’in asetonda ¢dziinen
maddelerin yanisira 6nemli miktarda pigment igerdigini ortaya koymaktadir.
Elde edilen eliisyon profiline gére 12-16. fraksiyonlar, 17-38. fraksiyonlar ve
39-46. fraksiyonlar kendi aralarinda birlestirildikten sonra liyofilize edildi.
Aseton tozundan hazirlanan bu fraksiyonlar sirasiyla Fr.,, FrIl, ve Fr.lll,

olarak isimlendirildi.

IIL.2. Sanicula europaea L. Yaprak Ekstraktinin Farkii (NH,),SO,
Saturasyonlarinda Céktiirme ile Fraksiyonlanmasi

Ham ekstrakt, molekiil agirliklarina gore ayirim saglayan jel filtrasyon
kolon kromatografisinden farkli olarak, molekiillerin farkli iyonik kuvvetlerdeki
¢coziiniirliik 6zelliklerine gore de fraksiyonlandi. Sirasiyla % 0-20, % 20-60 ve
% 60-100 (NH4),SO, saturasyonlarinda ¢okelen fraksiyonlar santrifiigasyonla
ayrildi. Freno), Frewgo ve Freuoo olarak isimlendirilen bu fraksiyonlar dializ

edildikten sonra liyofilize edildi ve her birinin miktari belirlendi (Tablo 2).

Tablo 2. Sanicula  europaea L. yaprak  ekstraktndan farkli (NH,),SO,
saturasyonlarinda ¢oktirme ile elde edilen fraksiyonlarin total ham
ekstrakta oranlari. £ Standart sapmalar: gostermektedir. (n=4).

Total Ekstrakt Fl’(%zo) FI’(% 60) Fr(%loo)
1000 mg 175.5 £34.3 mg 31.3+2.7mg 17.6 £3.2 mg
(% 100) (% 17.6) (%3.1) (% 1.8)
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% 20 (NH,4),SO, saturasyonunda elde edilen Fryz0) ayni zamanda jel filtrasyon
kolon kromatografisi ile de analiz edildi (Sekil 6). Sekil 6’da verilen eliisyon

profilinden de goriildiigii gibi Fr.I, Fr.Il, ve Fr.lII’in 6nemli bir bslimiiniin
% 0-20 (NH,4),SO, saturasyonunda ¢okeldigi saptandi. Buna karsin Fr. IV’iin

miktar olarak azaldig: goriildii.
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Sekil 6. Sanicula europaea L. yapraklarindan hazirlanan ham ekstrakttan % 0-20
(NH,),SO, saturasyonunda ¢oktirme ile elde edilen Frp,yp 'nin Sephadex
G-100 jel filtrasyon kolon kromatografisi ile analizi. Kolona uygulanan
madde miktar: 100 mg. Kromatografi kosullar: Sekil 1’dekinin ayni.
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I11.3. Sanicula europaea L. Rizomlarindan Hazirlanan Ham
Ekstraktin Jel Filtrasyon Kolon Kromatografisi ile
Fraksiyonlanmasi

Bitkinin rizomlarindan hazirlanan ham ekstrakt, yaprak ekstraktinda
oldugu gibi Sephadex G-100 jel filtrasyon kolonundan gecirilerek molekiil
agirliklarina gore farkli fraksiyonlara ayrild: (Sekil 7). Sekil 7°de de goriildiigii
gibi, Sanicula europaea L. rizomlarindan hazirlanan ham ekstrakt yaprak

ekstraktina benzer bir eliisyon profili vermektedir (bkz. Sekil 1).

Absorbsiyon (OD 254)
o

N

o
—
—

o
o
‘ 1
| e
ﬁ
]
/
/
—
\\
|
|
r

Fraksiyonlar

Sekil 7. Sanicula europaea L. rizomlarindan hazirlanan ekstraktin  Sephadex
G-100 jel filtrasyon kolon kromatografisi ile analizi. Kromatografi kosullar:
Sekil 1’dekinin ayni.

Kromatografi sonucu elde edilen 10-16. fraksiyonlar, 17-29. fraksiyonlar,

30-36.fraksiyonlar ve 37-47.fraksiyonlar kendi aralarinda birlestirilerek

sirastyla Fr.lg, Fr.Ilg, Fr.Illx ve Fr.IVy olarak isimlendirildi. Herbir fraksiyon

liyofilize edilerek toz haline getirildi. Fraksiyonlarin total ekstrakta oranlar
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yaprak ekstraktindan elde edilen fraksiyonlarla karsilastirildiginda, rizomlarda
Fr.Ix’nin nispi oraninin daha az, Fr.IVy’'nin ise daha fazla oldugu goriildii
(Tablo 3).

Tablo 3. Sanicula europaea L. rizomlarmdan hazirlanan ekstrakitan kromatografik

yolla elde edilen fraksiyonlarin total ekstrakta oranlari. + Standart
sapmalar: gostermektedir. (n=4).

Total ekstrakt Fr.lg Fr.1llg Fr.llg Fr.IVy Kayip

250 mg 368+x3mg | 115 +2mg | 6 £ 0.8mg | 133.7 +7mg 62 mg
(%100) (% 14.7) (% 4.6) (% 2.4) (% 53.5) (% 24.8)

IiL.4. Sitotoksisite Testleri

Sanicula europaea L. ekstraktlarinin MDCK hiicreleri igin toksik olup
olmadig1, degisik konsantrasyoniarda ekstre i¢eren besi ortamlarinda hiicrelerin
iremesi izlenerek ve/veya bu ortamlarda 72 saat {iremeye birakilan hiicrelerin

eristikleri final sayisal degerler karsilastirilarak belirlendi.

[1i.4.1. Ham Ekstraktin MDCK Hiicreleri Uzerinde Denenmesi

Sanicula europaea L. yapraklarindan hazirlanan ham ekstrakt degisik
dozlarda MDCK hiicreleri iizerinde test edildi. Ekstrakt 50 ve 100 pg/ml
konsantrasyonlarda MDCK hiicrelerinin {iremesini etkilemezken, 300 ve
iizerindeki konsantrasyonlarda, artan ekstre konsantrasyonlarina paralellik

gosterecek sekilde hiicreler {izerinde toksik etki yaptig1 ortaya kondu (Sekil 8).
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Sekil 8. Sanicula europaea L. yaprak ekstraktimn MDCK hiicrelerinin iiremesine
etkileri. MDCK hiicreleri 24-kuyulu kiiltiir kaplar: kullanilarak ekstre iceren
[50 ug/mi (@), 100 ug/ml (O), 300 ug/mi (A), 500 ug/ml (4) ve 1000 ug/ml
(8 ] ve icermeyen [Kontrol (0)] besiyerlerine ekildi (Sx10° hiicre/kuyu).
Kiiltiirler >% 90 nispi nem ve % 5 CO, igeren ortamda 37 °C’da inkiibe
edildi. Belirli zaman araliklarinda tripsin enzimi kullanilarak hiicreler
siispansiyon haline getirildi ve canli hiicre sayis1 belirlendi.

Il1.4.2. Ham Ekstrakttan Elde edilen Kolon Fraksiyoniarmim MDCK
Hiicreleri Uzerinde Denenmesi

Sephadex G-100 jel filtrasyon kolon kromatografisi ile elde edilen Fr.I,
Fr.II ve Fr.III’tin (bkz. Sekil 1) 100 ug/ml konsantrasyonda MDCK hiicrelerinin
liremesini inhibe etmedigi ortaya kondu (Sekil 9a). Fr.IV igceren besi ortaminda
ise MDCK hiicre iiremesinde yavaslama go6zlendi. Diger taraftan, hiicreler 50,
100, 300 ve 500 pug/mi ekstre igeren besi ortamlarinda 72 saat siire ile 37 °C’da
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inkiibe edildikten sonra tripsin enzimi etkisi ile siispansiyon haline getirildi
ve hemositometrede sayiidi. Bu testler sonucunda Fr.I, Fr.II ve Fr.III’iin 100
pg/ml konsantrasyona kadar toksik etki yapmadigi, Fr.IV’iin ise 100 pg/ml
konsantrasyonda toksik oldugu ortaya kondu (Sekil 9b). 300 pg/ml ve
lizerindeki konsantrasyonlarda tiim fraksiyonlarda toksik etki saptandi.
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Sekil 9. Sanicula europaea L. yaprak ekstraktindan Sephadex G-100 jel filtrasyon
kolon kromatografisi ile elde edilen fraksiyonlarin MDCK hiicrelerine
etkileri. a. MDCK hiicreleri 24-kuyulu kiiltiir kaplar: kullanilarak 100 ug/ml
ekstre iceren [Fr.1 (@), Fr.Il (O), Fr.Il (&), Fr.IV (A) ] ve ekstre icermeyen
[kontrol ([J)] besiyerlerine ekildi (8x10° hiicre/kuyu). Belirli zaman
araliklarinda canli hiicre sayis1 saptandi. b. MDCK hiicreleri farkl:
konsantrasyonlarda ekstre iceren besi ortamlarinda 72 saat inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonrasinda canli hiicre sayisi belirlendi. Simgeler a’mn ayni
Kiiltiirler Sekil 8 'de belirtilen kosullarda inkiibe edildi.
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iii.4.3. Ham Ekstrakttan Farkih (NH,;),S0O, Saturasyonlarinda
Coktiirme ile Elde Edilen Fraksiyonlarin MDCK
Hiicreleri Uzerinde Denenmesi

Farkli (NH4),SO, saturasyonlarinda ¢Sktiirme ile elde edilen Fryg),
Freweoy ve Freae’lin 100 pg/ml konsantrasyona kadar MDCK hiicrelerinin
tireme hizimi (Sekil 10a) ve 72 saatlik inkiibasyon periyodu sonrasi erigilen final
hiicre sayisimi (Sekil 10b) etkilemedigi saptandi. Buna kargin, ekstreler

300 ug/ml ve tizerindeki konsantrasyonlarda konak hiicreler i¢in toksik bulundu.
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Sekil 10. Ham ekstreden farkl (NH,,SO, saturasyonlarinda ¢oktiirme ile elde
edilen fraksiyonlarm MDCK hiicrelerine etkileri. a. MDCK hiicreleri
24-kuyulu kiiltiir kaplar: kullanilarak 100 pg/ml ekstre iceren [Frp.g
(®), Frewg (O), Freuo (A)] ve ekstre icermeyen [kontrol((])] besi
ortamiarina ekildi (6x10° hiicre/kuyu). Belirli zaman araliklarinda canli
hiicre sayist saptandi. b. MDCK hiicreleri farkli konsantrasyonlarda
ekstre iceren besi ortamlarinda 72 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon

sonrasinda canl hiicre sayis1 belirlendi. Simgeler a’min aym. Kiiltiirler
Sekil 8 de belirtilen kogullarda inkiibe edildi.
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II1.5. Sanicula europaea L. Yapraklarindan Hazirlanan Ham
Ekstraktin ve Bu Ekstrakttan Kromatografik Yolla Elde
Edilen Fraksiyonlarin Influenza Virus Replikasyonuna Etkileri

Ekstrelerin influenza virus replikasyonlarina etkilerinin saptanmasinda
plak inhibisyon testlerinden yararlanildi. Farkli konsantrasyonlarda ham
ekstrakt iceren ortamlarda influenza A/PR/8/34 ve influenza B/Lee/40
viruslarmin % plak formasyonlan (Sekil 11a) ve % plak inhibisyonu degerleri
belirlendi (Tablo 4). Ekstre iceren ve ekstre igermeyen kiiltiirlerde influenza
viruslarmin olusturdugu plaklar Sekil 11b’de verildi. Sekil 11a, 11b ve
Tablo 4’te goriildiigli gibi, influenza A/PR/8/34 replikasyonunun artan ekstre
konsantrasyonlarina paralellik gosterecek sekilde inhibe oldugu, buna karsin

influenza B/Lee/40 replikasyonunun etkilenmedigi saptandu.
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Sekil 11a. Sanicula europaea L. yapraklarindan hazirlanan ham ekstraktin influenza
A/PR/8/34 (— ve influenza B/Lee/40 (---) plak formasyonuna etkileri.
Barlar standart sapmalar: gostermektedir. (n=3).
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- ekstre 50 pg/ml 100 pg/ml 200 pg/ml
MDCK + infeksiyon +infeksiyon +infeksiyon +infeksiyon

Influenza A/PR/8/34
- ekstre 50 pg/ml 100 pg/mi 200 pg/ml
+ infeksiyon +infeksiyon +infeksiyon +infeksiyon

Influenza B/Lee/40

Sekil 11b. Farkli konsantrasyonlarda ham ekstrakt iceren kiiltiir ortamlarinda
influenza viruslarinin olusturdugu plaklar.

Tablo 4. Farkli konsantrasyonlarda ham ekstrakt iceren kiiltiir ortamlarinda
influenza A/PR/8/34 ve influenza B/Lee/40 viruslarmin % plak

inhibisyonlar:. +Standart sapmalar: géstermektedir. (n=3).

% Plak Inhibisyonu
Konsantrasyon (pig/ml) influenza A/PR/8/34 Influenza B/Lee/40
0 0.0 0.0
25 11.2+74 =
50 374+ 14.0 4.0+£3.0
100 65.0 +20.0 &
200 94.0+3.0 7.0£3.0
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Ham ekstrakttan Sephadex kolon kromatografisi ile elde edilen (bkz.
Sekil 1) fraksiyonlardan Fr.I, Fr.II ve Fr.II 100 pg/ml konsantrasyona kadar;
Fr.IV ise hiicreler i¢in toksik olmayan 50 pg/ml konsantrasyona kadar influenza
A/PR/8/34, influenza A/Vic/1/75 ve influenza B/Lee/40 replikasyonu iizerinde
denendi. Fr.I, Fr.Il ve Fr.II’in 100 upg/ml konsantrasyonda influenza
A/PR/8/34’tin plak formasyonu % 95-98 diizeyinde inhibe ettigi ortaya kondu
(Sekil 12a ve 12b; Tablo 5). Buna karsin, non-toksik konsantrasyonlarda
FrIV'tn influenza virus replikasyonunu etkilemedigi belirlendi (Sekil 12a).
Influenza A/PR/8/34 iizerinde en yiiksek aktivite Fr.III ile elde edildi. Ekstre
iceren ortamlarda influenza A/Vic/1/75 mikroskopik plaklar olustururken
(Sekil 12b) influenza B/Lee/40’in inhibe olmadig: gorildii (Sekil 12a ve 12b;
Tablo 5).
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Sekil 12a. Ham ekstrakitan jel filtrasyon kolon kromatografisi ile elde edilen
fraksiyonlarin [Fr1 (@), Fril (O), FrIil (M), FriV (A)] farkh
konsantrasyonlarda influenza A/PR/8/34 (—) ve influenza B/Lee/40 (---)
plak formasyonuna etkileri. Barlar standart sapmalart gostermektedir.
(n=4).



- ekstre Fr.l Fr.Il Fr.Ili
MDCK + infeksiyon +infeksiyon +infeksiyon +infeksiyon

influenza A/PR/8/34

- ekstre Fr.l Fr.Il Fr.III
+ infeksiyon +infeksiyon +infeksiyon +infeksiyon

influenza A/Vic/1/75

- ekstre Fr.I Fr.Il Fr.II
+ infeksiyon +infeksiyon +infeksiyon +infeksiyon

influenza B/Lee/40

Sekil 12b. 700 ug/ml konsantrasyonda Fr.1, Fr.Il ve Fr.Ill igeren kiiltiir ortamlarinda
influenza viruslarinin olusturdugu plaklar.



Tablo 5. Farkl: konsantrasyonlarda Fr.I, Fr.II ve Fr.IIl iceren killtir ortamlarinda
influenza A/PR/8/34 ve B/Lee/40 viruslarimn % plak inhibisyonlari.
+ Standart sapmalart géstermektedir. (n=3).

Konsantrasyon % Plak Inhibisyonu
(pg/ml) influenza A/PR/8/34 influenza B/Lee/40
0 0.0 0.0
12.5 - =
Fril 25 35.0+14.0 =
50 65.0+£7.6 &
100 95.0 +8.0 18+5.6
0 0.0 0.0
12.5 - -
Fr.II 25 62.0+13.0 =
50 83.0+17.0 =
100 96.0+4.0 6.5+4.0
0 0.0 0.0
12.3 45.0 £ 10.0 =
Fr.III 25 90.0 +5.0 c
50 95.0£9:5 =
100 98.0+4.0 8.7+ 6.0

Sanicula europaea L. yapraklarindan direkt su ile hazirlanan ekstraktlarin
yanisira, aseton tozu ekstraktindan jel filtrasyon kolon kromatografisi ile elde
edilen Frd, ve Fril, da (bkz. Sekil 5) 100 pg/ml konsantrasyona kadar
influenza viruslar1 tizerinde test edildi. Ekstre iceren ortamlarda influenza
viruslarinin % plak formasyonlari (Sekil 13a) ve % plak inhibisyonu degerleri
‘Tablo 6) ortaya kondu.Testler sonucunda, Fr.[,’nin hem influenza A/PR/8/34
rem de influenza B/Lee/40’a karsi antiviral etki gostermedigi, Fr.II,’nin
se sadece influenza A/PR/8/34’e karsi antiviral etki gdsterdigi ortaya kondu
Sekil 13a ve 13b; Tablo 6). Bununla birlikte, Fr.Il, ile hemen hemen ayni
zaman araliklarinda kolondan ayrilan Fr.II ve Fr.III (bkz. Sekil 1 ve Sekil 5) ile

carsilastiriidiginda, Fr.II, nin aktivitesi daha diisiik bulundu. Bu sonucun aseton
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ekstraksiyonu ile aktif molekiillerin bir kisminin aseton fazina gegmis
olmasindan kaynaklanabilecegi dustiniilmektedir. Aseton tozundan hazirlanan
fraksiyonlardan I'r.IlI, ise MDCK hiicreleri igin toksik olan Fr.IV ile ayni

eliisyon profilinde yer aldigindan dolayi viruslar tizerinde test edilmedi.
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Sekil 13a. Aseton tozu ekstraktindan elde edilen kolon fraksiyonlarmmin [Fr.1, (®) ve
Fril; (O)] influenza A/PR/8/34 (—) ve influenza B/Lee/40 (----)
viruslarimin  plak  formasyonuna etkileri. Barlar standart sapmalart
gostermektedir. (n=3).
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- ekstre Fr.a Fr.Ila
MDCK +infeksiyon + infeksiyon + infeksiyon

Influenza A/PR/8/34
- ekstre Fr.I Fr.la

+infeksiyon + infeksiyon + infeksiyon

influenza B/Lee/40

Sekil 13b.700 pg/mi konsantrasyonda Fr.i, ve Fr.dl, iceren kiiltiir ortamlarinda
influenza viruslarmm olusturdugu plakiar.

Tablo 6. Farkli konsantrasyonlarda Fr.l, ve Fr.il, iceren kiiltiir ortamlarinda
influenza A/PR/8/34 ve influenza B/Lee/40 viruslarimin % plak
inhibisyonlar1. + Standart sapmalar: gistermektedir. (n=3).

Konsantrasyon % Plak inhibisyonu
(ug/mi) Influenza A/PR/8/34 Influenza B/Lee/40

0 0.0 0.0

Frix 50 4.0+2.0 3.0
100 3.0%1.0 0.0

0 0.0 0.0

Fr.dla 50 56.0+5.6 0.0
100 74.0 +10.0 2.0
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III.6. Farkl (NH4)ZSQ4 Saturasyonlarinda Coktiirme ile Elde Edilen
Ekstraktiarin Influenza Virus Replikasyonuna Etkileri

Sanicula europaea L. yapraklarindan hazirlanan ekstrakttan farkli
(NH4),SOy saturasyonlarinda ¢oktiirme ile elde edilen fraksiyonlarin (Fr0),
Freso) ve Freuio) her tigiiniin de influenza A/PR/8/34’e kars1 antiviral aktivite
gosterdigi, influenza B/Lee/40’a karsi ise etkisiz oldugu ortaya kondu
(Sekil 14a ve 14b; Tablo 7). Influenza A/Vic/1/75, kolon fraksiyonlarinda
oldugu gibi ekstre varliginda mikroskopik plaklar olusturdu (Sekil 14b). Friono)
ve Frg)'1n birbirlerine yakin diizeylerde antiviral aktiviteye sahip oldugu ve
100 pig/ml konsantrasyonda influenza A/PR/8/34 plak formasyonunu % 95-99
oraninda inhibe ettigi belirlendsi. Fr,i00)’in hem Influenza A/PR/8/34 hem de
influenza A/Vic/1/75¢ karsi antiviral aktivitesi daha dusiik bulundu.
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Sekil 14a. Farkli (NH,),SO, saturasyonlarinda ¢coktirme ile elde edilen
fraksiyonlarm [Fr%gm (.) Fr(%(,{)) (O) ve FI’(%/()()) (‘)] inﬂuenza
A/PR/8/34 (—) ve influenza B/Lee/40 (----) plak Jormasyonuna etkileri.
Barlar standart sapmalar: géstermektedir. (n=3).
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- ekstre Fress20) Fre s0) Fres 100)

MDCK + infeksiyon +infeksiyon t+infeksiyon +infeksiyon
influenza A/PR/8/34
- ekstre Fro 20y Free 60) Fre i0)
+ infeksiyon +infeksiyon +infeksiyon +infeksiyon

Influenza A/Vic/1/75

- ekstre Fres 20 Fre, 60y Fro 100
+ infeksiyon +infeksiyon +infeksiyon +infeksiyon

influenza B/Lee/40

Sekil 14b. 100 ug/ml konsantrasyonda Free z), Free e ve Fres oo iceren kiiltiir
ortamlarinda influenza viruslarimin olusturdugu plaklar.
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Tablo 7. Farkii konsantrasyonlarda Fr ), Fresoy ve Frpgog iceren kiiltir
ortamlarmda influenza A/PR/8/34 ve B/Lee/40 viruslarmn % plak
inhibisyonlari. + Standart sapmalar1 géstermektedir. (n=3).

Konsantrasyon % Plak Inhibisyonu
(pg/ml) influenza A/PR/8/34 Influenza B/Lee/40

0 0.0 0.0
25 42.1+15.0 -

Freosno) 50 77.6 + 16.0 2.0
TS 88.1 +14.6 =

100 99.3+1.3 3.0

0 0.0 0.0
25 44.6 +20.0 -

Frog0) 50 73.6 +20.0 6.0
15 92°6 .08 =

i00 96.0 +4.2 2.0

0 0.0 0.0
25 2110+ 5.9 =

Fros100) 50 450+ 8.4 1.0
75 580+17.4 -

100 60.0 +15.7 4.0
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(NH4),SO4 gibi bazi zayif bazlarin influenza viruslarini non-spesifik
olarak kot atma kademesinde inhibe ettigi bilinmektedir***¥. Bu nedenle,
dializ ile uzaklastinlmakla birlikte, (NH;),SO; kontaminasyonundan
kaynaklanabilecek istenmeyen olasi aktivite hakkinda fikir edinmek igin, direkt
olarak (NH4),SO4’ 1n influenza A/PR/8/34 plak formasyonuna etkisi de
incelendi (Sekil 15).
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Sekil 15. (NH,),SO, 'in influenza A/PR/8/34 plak formasyonuna etkileri.

Sekil 15’te de goriildiigii gibi direkt (NH4),SO4’in ortaya koydugu antiviral
aktivite Fring ve Frego'in aktivitesine gore c¢ok daha diisiikk bulundu.
Bu nedenle ekstraktlarda goriilebilecek eser miktarlarda (NH;),SO;
kontaminasyonlarinn antiviral aktiviteyi fazla etkilemeyecegi agiktir. Gergekten
de Freyioo) lin ortaya koydugu antiviral aktivitenin Fresmg ve Frg
aktivitesine gore daha diisiik diizeyde olmast (bkz. Sekil 14a) (NH,),SO,
kontaminasyonunun gériilmediginin kanitini vermektedir.
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I1IL.7. Sanicula europaea L. Rizomlarimdan Hazirlanan Ekstraktlarin
Influenza Virus Replikasyonuna Etkileri

Sanicula europaea L. yaprak ekstraktlarinda antiviral aktivite gosteren
molekiil veya molekiillerin bitkinin farkit organlarinda da bulunup
bulunmadigini saptamak amaciyla rizom ekstraktindan kromatografik yolla elde
edilen fraksiyonlar (bkz. Sekil 7) influenza A/PR/8/34, influenza A/Vic/1/75 ve
influenza B/Lee/40 iizerinde plak inhibisyon testleri ile denendi. Ekstrelerin
influenza A/PR/8/34 ve A/Vic/1/75’e karst antiviral aktivite gosterdigi,
influenza B/Lee/40’a karst ise etkisiz oldugu saptandi (Sekil 16a, 16b;
Tablo 8). Kolon fraksiyonlarindan Fr.Iz’de aktivite g¢ok diisiik bulunurken,
Fr.lir’de en yiiksek aktivite elde edildi. Fr.IV ise tim eliisyon profillerinde
oldugu gibi toksik etkiye sahip profili temsil ettiginden viruslar {izerinde
denenmedi. Bu sonuglar aktif molekdillerin bitkinin farkli organlarinda dagilim

gosterdigini ortaya koydu.
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Sekil 16a. Sanicula europaea L. rizomlarimdan kromatografik yolla elde edilen
fraksiyonlarin [Fr.1y (@), Fr Iy (O), Fr.Aly, (4))] influenza A/PR/8/34
(— ve influenza B/Lee/40 (----) plak formasyonuna etkileri.
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- ekstre Fr.lr Fr.llz Fr.lilg
MDCK + infeksiyon +infeksiyon +infeksiyon +infeksiyon

influenza A/PR/8/34

- ekstre Fr.lz Fr.llp Fr.llIr
+ infeksiyon +infeksiyon +infeksiyon +infeksiyon

influenza A/Vic/1/75

- ekstre Fr.ip Fr.Ilr Fr.Illg
+ infeksiyon tinfeksiyon +infeksiyon t+infeksiyon

influenza B/Lee/40

Sekil 16b. 100 wug/ml konsantrasyonda Fr.l Frilzx ve Frilly iceren besi
ortamlarinda influenza viruslarimin olusturdugu plakiar.
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Tablo 8. Farkli konsantrasyonlarda Frl Frily ve Fr.Illy iceren  kiiltiir
ortamlarinda influenza  A/PR/8/34 ve B/Lee/40 viruslarimn % plak

inhibisyonlari.
Konsantrasyon % Plak Inhibisyonu
(pg/ml) influenza A/PR/8/34 influenza B/Lee/40
0 0.0 0.0
Fr.lr 25 - -
50 20.0 3.0
100 50.0 4.0
0 0.0 0.0
Fr.dig 25 40.0 -
50 80.0 2.0
100 96.6 1.0
0 0.0 0.0
Fr.Illg 25 12.0 -
50 66.0 3.0
100 94.0 0.0
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IIL.8. Virusidal Aktivite Testi

influenza A/PR/8/34’¢ karsi aktivite gosteren kolon fraksiyonlarindan
Fr.Il ve FrIil’tin hiicre disinda bu viruslar iizerinde virusidal etki gosterip
gostermedigi arastirtldi. Bu amagla, viruslar 100 pg/ml ekstre iceren ortamda

1 saat 37 °C’da inkiibe edildikten sonra infektif virus partikiillerinin titresi plak

testleri ile ortaya kondu (Sekil 17a ve 17b).
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Sekil 17a. Fr.il ve Frl ile 37 C’da 1 saat islem gormiis influenza A/PR/8/34
viruslarimin % plak formasyonlari.

MDCK Kontrol

Sekil 17b. Fr.l ve Fr.Ill ile 37 C’da 1 saat islem gormiis influenza A/PR/8/34
viruslarimin olugturdugu plakiar.
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Sekil 17a ve 17b’den de goriildiigii gibi, Fr.Il ve Fr.III ile islem goren virus
6rneklerinde infektif virus partikiillerinin titresi kontrol degerlerine ¢ok yakin
bulundu. Bu sonuglar, Fr.Il ve Fr.llI’tin influenza A/PR/8/34 {izerinde virusidal

etki yapmadigini gdstermektedir.

IIL9. Fr.IIl’iin Virus Replikasyonuna Etkisinin Hemaglutinasyon
Testleri ile Aragtirtimasi

Materyal ve metod kisminda belirtilen kosullarda (bkz.11.10.2) influenza
viruslar ile infekte edilen kiiltiirlerde, zamana gore virus artist HAU olarak
belirlendi (Sekil 18).
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Sekil 18. Fr.Jll'iin influenza A/PR/8/34 (a) ve B/Lee/40 (b) replikasyonuna etkilerinin
hemaglutinasyon testleri ile izlenmesi. MDCK hiicreleri 100 ug/ml Fr.IIl
varliginda ya da yoklugunda 0.02 MOI (multiplicity of infection: infeksiyon
¢oklugu)/hiicre dozda influenza viruslar: ile infekte edildi ve 48 saatlik
inkiibasyon periyodu boyunca virus titresi belirlendi. @, - ekstre (kontrol).
A, + ekstre (adsorbsiyon periyodu), - ekstre (replikasyon periyodu).
O, + ekstre (adsorbsiyon ve replikasyon periyodu). A, - ekstre (adsorbsiyon
periyodu), + ekstre (replikasyon periyodu).
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Sekil 18 incelendiginde, viral replikasyonun adsorbsiyon evresinde ekstre
varliginin ya da yoklugunun virus gogalmasini etkilemedigi goriilmektedir.
Buna karsin, adsorbsiyon kademesinden sonra ortama ekstre katilmasi influenza
A/PR/8/34 replikasyonunu inhibe etmektedir (Sekil 18a). Diger taraftan, plak
inhibisyon testlerinde oldugu gibi, ekstrenin influenza B/Lee/40 replikasyonunu
etkilemedigi goriilmektedir (Sekil 18b). Sonug olarak, bu deneyde elde edilen
veriler Fr.Il'in influenza viruslarinin konak hiicreye adsorbsiyonlarini

etkilemedigini gdstermektedir.

I11.10. Sanicula europaea L. Ham Ekstraktinin In Vitro vRNA
Polimeraz Aktivitesine Etkisi

Gerek in vitro virusidal aktivite testleri, gerekse hemaglutinasyon testleri
ile elde edilen bulgular, Sanicula europaea L. ekstraktlarinin MDCK hiicreleri
igin toksik olmayan konsantrasyonlarda direkt virusidal etkiye sahip olmadigini
ve virus adsorbsiyonunu etkilemedigini géstermistir. Dolayisiyla ekstrelerin
ozelikle influenza A/PR/8/34’e karsi gosterdigi antiviral aktivitenin hiicre
icerisinde viral replikasyonun herhangi bir kademesinde etkili olabilecegi
sonucunu vermektedir. Bu nedenle, antiviral aktivitenin bu yénii ile ele
alinip test ediimesi i¢in Tokyo Teknoloji Enstitiisiinden Dr. Kyosuke NAGATA
ile kurdugumuz bilimsel isbirligi gercevesinde Sanicula europaea L.
ekstraktlarinin viral RNA polimeraz aktivitesini etkileyip etkilemedigi sorusuna
da cevap aranmug, in vitro kosullarda viral RNA bagimli RNA polimeraz
enziminin 100 pg/ml konsantrasyonda ekstre ile % 100 diizeyinde inhibe

edildigi gosterilmistir (Sekil 19).
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Sekil 19. Sanicula europaea L. yaprak ekstraktimin in vitro kosullarda influenza
A/PR/8/34 viral RNA sentezine etkileri. Sonuglar ekstre yoklugunda
RNA’ya inkorpore olan [a-"’P] UMP nin yiizdesi olarak verilmektedir.
(Kontrol: 5.83 pmol [a-*’P]UMP yapiya inkorpore olmugtur).

influenza A/PR/8/34 VRNA polimeraz enziminin Sanicula europaea L. ekstrakti

ile inhibe edildiginin belirlenmesi, ekstraktlarin antiviral aktivitesinin vVRNA

sentezi lizerine olabilecedi sonucunu vermektedir.
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IV.TARTISMA ve SONUC

Viruslar basit yapida olmalarina ragmen, konak hiicrenin metabolik
sistemlerini kendi genetik materyallerini ve proteinlerini sentez edecek yénde
kanalize ederler"*"'*®). Virus replikasyonu ve konak metabolizmasinin birbirleri
ile ¢ok siki etkilesim iginde olmasi nedeniyle, 1960’11 yillarin baslarina kadar
konak organizmay: etkilemeden viruslarin selektif olarak inhibe edilemeyecegi
kanisi yayg1nd1(4°’83). Bu nedenle, virusiarin kontrol altina alinmasinda, direkt bu
ajanlar {izerinde etki gdstermeyen, fakat konagin immiin sistemini uyaran
agilarin gelistirilmesi temel strateji olarak kabul edilmistir“”. Bununla birlikte,
son 20-30 yil igerisinde viruslarin yapi ve replikasyon mekanizmalari hakkinda
elde edilen bilgiler, bu organizmalarin selektif inhibisyon icin hedef olabilecek
ozelliklere sahip olduklarini gostermis ve viral infeksiyonlarin kemoterapstik
ajanlarla kontrol altina alinabilecegi savinin 6nemli bir alternatif yaklasim
oldugunu ortaya koymustur(gg’go‘m‘m"98). Bu yaklasim dogrultusunda, degisik
kaynaklardan elde edilen maddelerin antiviral aktivite bakimindan incelenmesi
caligmalar1 hiz kazanmustir. Yapilan calismalar, 6zellikle bitkilerin antiviral
maddeler i¢in biiylik bir potansiyele sahip oldugunu gostermistir®”. Bu
calismamizda da insanlarda grip salginlarina neden olarak hastalik ve isgiicii
kaybi yoniinde hem yasamsal hem de ekonomik 6neme sahip influenza
viruslarina  kargt antiviral aktivite gosterecek maddelerin  saptanmas:
amaglanmig ve bu amag dogrultusunda Sanicula europaea L. bitkisinden elde

edilen ckstraktlarin anti-influenza virus aktivitesi incelenmistir. Yapilan degisik
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testler sonucunda, Sanicula europaea L. ekstraktlarinin influenza A viruslarina

kars1 dnemli bir antiviral aktivite potansiyeline sahip oldugu ortaya konmustur.

Teorik olarak, antiviral maddeler virus tarafindan kodlanan bir protein
riin veya viral replikasyon icin gerekli hiicresel bir protein molekiilii
ile etkilesime girerek ya da virusidal etki gostererek virus cogalmasini
bloke ederler®6*697:178226 g, nedenle, antiviral maddelerin gelistirilmesi
ve bu maddelerin aksiyon mekanizmalarinin ortaya konmasinda virus
replikasyonunun  molekiiler diizeyde iyi bilinmesi biiyik 6nem tasir.
Deneylerimizde kullandigimiz influenza viruslari diger birgok zarfli viruslarda
oldugu gibi konak hiicreye adsorbsiyon, penetrasyon, kot atma, replikasyon,
gen ekspresyonu, kurulma ve hiicreden atilma asamalarindan gecerek
replikasyonlarini  tamamlarlar®®”.  Viral replikasyonun  belirtilen  bu
kademelerinde inhibitor etki gdsteren antiviral ajanlarin yanisira, viral kaynakli
deri infeksiyonlarimin tedavisinde oldugu gibi, konak organizma icin toksik
olmayan, fakat virusidal etkiye sahip maddelere de gereksinim vardir®"'®¥,
Bu nedenle bitkisel kaynakli™'™ ve bitkiler diginda degisik kaynaklardan

elde edilen maddelerin®”!7%167

virusidal aktiviteleri de arastirmalarda ele
alinmaktadir. Giiney Amerika’da halk arasinda deri infeksiyonlari, cesitli
infeksiyon hastaliklari ve kanser tedavisi amaciyla siklikla kullanilan
Euphorbiaceae familyasi tiyesi 34 bitki tiiriinden hazirlanan ekstraktlarin SV ve
murine cytomegalovirus (MCMV) replikasyonlarina etkileri arastiriimis ve bu
aragtirmalar sonucunda ekstrelerin viral replikasyonu durdurucu etkiden cok

hiicre diginda virusidal etkiye sahip oldugu ortaya konmustur"*. Bunun
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disinda, influenza viruslarini inhibe ettigi rapor edilen ®V Allium sativum
(garlik) ekstraktinin ayni zamanda HSV-1 ve 2, PI-3, vaccinia, VSV ve HRV
tip 1’e karst virusidal aktiviteye sahip oldugu ortaya konmustur®”. Bu virusidal
maddeler 6zellikle viral membrani bozarak veya membran fizerinde bulunan
spesifik proteinleri, kapsit yapisini, transkriptaz gibi virion enzimlerini ya da
direkt viral genomu inaktive ederek etkilerini gésterirler®. Zarfli viruslar
zarfsiz viruslara gore virusidal aktivite gdsteren maddelere kargt daha
duyarlidirlar. Ornefin Anagallis arvensis’den izole edilen bir saponinin
polioviruslari 1000 pg/ml konsantrasyona kadar inaktive etmedigi, buna karsin
HSV-1"i 100 pg/ml konsantrasyonda inaktive ettigi rapor edilmektedir®. Ayni
sekilde cesitli bitki flavonoidierinin HSV-1, PI-3 pseudorabies virus (PRV)
tizerinde virusidal aktivite gosterdigi, buna karsin poliovirus ve adenoviruslarin
bu maddelerden etkilenmedigi rapor edilmektedir''”. Virusidal aktivite gosteren
birgok bitki ekstraktlarindan farkli olarak, Sanicula europaea L. ekstraktlarinin
virusidal etki ortaya koymadigi (Sekil 17a ve 17b), buna karsin influenza
A/PR/8/34 virusunun plak formasyonunu ileri diizeyde inhibe ettigi (Sekil 11a,
11b, 12a, 12b, 14a, 14b, 16a ve 16b) bu calismada ortaya konmustur.
Dolayisiyla, Sanicula europaea L. ekstraktlari ile ortaya konan antiviral
aktivitenin, bu viruslarin replikasyon asamalarindan biri veya birkag: ile ilgili

olabilecegi fikri ortaya ¢ikmaktadir.
Viral infeksiyonun bagslangic evresi olan virionun konak hiicre

membranina adsorbsiyonu, 6zel bir viral protein ile hiicre yiizeyinde bulunan

uygun bir reseptér molekiil aracilifiyla gergeklesir'*»1316%22) o
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adsorbsiyonunda reseptor olarak is géren hiicresel molekiiller karbohidrat,
protein, glikoprotein, lipid veya glikolipid yapida olabilmektedir?*D,
Influenza viruslari konak hiicre yiizeyinde yer alan glikoprotein molekiillerine
bagli N-acetyl neuraminic acid (sialik asit) bakiyesini reseptér olarak

2 .. . P
168,190,191.220221) * y7irionlarin konak hiicre reseptdriine tutunmasinin

kullanirlar®
Onlenmesi viral replikasyonu durdurucu etki yapar. Bu islev, adsorbsiyonda
fonksiyonel olan viral proteine yapisal olarak benzeyen molekiiller ile
kompetitif olarak inhibe edilebilecegi gibi, hiicre reseptériine benzer olarak
dizayn edilecek ajanlaria da inhibe edilebilif''***%. Hiicre-virus baglanmasini
onlemek amaciyla sentez edilen sialik asit analoglarinin influenza A viruslarinin

eritrositlere adsorbe olmasini bloke ettigi gosterilmistir'®>).

Adsorbsiyonda
islevsel olan viral proteinlerin tahrip edilmesi de bu kademeyi bloke etmektedir.
Ornegin, Paramyxoviruslarin  F; proteinleri ile myxoviruslarin  HA,
proteinlerinin proteolitik olarak kesilmesinin viral infeksiyonu inhibe ettigi
gosterilmistir"®”. Ayrica molekiiler mekanizmasi tam olarak belirlenmemis
olmakla birlikte ¢ay polifenollerinin de influenza viruslarinin MDCK
hiicrelerine adsorbsiyonunu inhibe ettigi belirtilmektedir'*”. Daha &nce
bakteri-bakteriyofaj sistemini kullanarak gergeklestirdigimiz bir calismada
Sanicula europaea L. ekstraktlarinin bakteriyofaj T2hr" infeksiyonunu
adsorbsiyon kademesinde inhibe ettigi, fakat elektron mikroskopik incelemeler
sonucunda ekstraktlarin fajlarin morfolojik yapisinda gozle gériiliir bir

+(202,203)

dejenerasyona neden olmadigi belirlendi . Buna karsin bu caligmada

Sanicula europaea L. ekstraktlarinin influenza A/PR/8/34 ve influenza
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B/Lee/40 viruslarimin MDCK hiicrelerine adsorbsiyonunu inhibe etmedigi

ortaya kondu (Sekil 18).

“Virusidal aktivite testleri” ve “hemaglutinasyon testleri” Sanicula
europaea L. ekstraktlarmnin hiicre disinda influenza viruslarini inaktive etmedigi
ve viruslarin MDCK hiicrelerine adsorbsiyonlarini engellemedigi sonucunu
vermektedir. Buna kargin “plak inhibisyon testleri” ve “in vitro viral RNA
polimeraz aktivitesi testleri” ise Sanicula europaea L. ham ekstraktinin ve bu
ekstrakttan elde edilen fraksiyonlarin anti-influenza virus aktivitesine sahip
oldugunu ortaya koydu. Sanicula europaea L. ekstraktlarinin bu aktivitelerinin
en belirgin karakteristigi influenza A viruslarina karsi spesifite gostermeleridir.
Giliniimiizde, anti-influenza virus aktivitesi gosteren amantadine ve bunun
yapisal analogu olan rimantadine risk grubuna giren bireylerin influenza
infeksiyonlarina karsi korunmasi amaciyla profilaktik olarak
kullanilmaktadir™'3*#9%129 By antiviraller dar aktivite spektrumuna sahiptirler

ve sadece influenza A irkina karst etkilidirler’”

. Benzer sekilde Sanicula
europaea L. ekstraktlarinin da influenza A’ya kars1 spesifik etki gdstermeleri,
ekstrelerin aksiyon mekanizmasinin agiklanmasinda énemli ipuglari verebilir.
Birgok zarfli viruslarda oldugu gibi influenza viruslari da hiicre yiizeyinde
reseptér olarak kullandiklar1 sialik asit bakiyelerine baglandiktan sonra

(168,190)

endositoz yoluyla hiicreye alinirlar Viruslarin sitoplazmada serbest

kalmalar1 (kot atma) asidik ortamda aktive olan HA proteinlerinin etkisi ile viral
ve endozomal membranlarin fiizyona ugratilmast sonucu gerceklesir'?#%%,

Influenza viruslarinin fiizyon mekanizmasi ile kot atmalari sinirli pH degerleri
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(pH: 4.9-5.2) arasinda gergeklesir ve bu sinirlarin disindaki pH degerlerinde HA
proteinlerinin fonksiyonuna bagli olarak flizyon olayinin gerceklesme orani

hizla diiger®”'?,

Anti-influenza aktivitesi gdsteren amantadine virus gen
ekspresyonunu etkilemeksizin, infeksiyonu kot atma ve kurulma kademelerinde
Onem tasiyan hiicresel ve viral membranlarla iliskili islevleri bloke ederek
etkisini gosterir® 419170 Fark]y konsantrasyonlarda amantadine kullanilarak
gergeklestirilen ¢alismalarda bu maddenin hiicre kiiltiirlerinde farkli etki tarzlari
ortaya konmustur. Klinik kullanim igin uygun olmayan yiiksek dozlarda
(>0.1 mM) amantadine, endozomal pH’y1 yiikselterek influenza A viruslarinn
yanisira endositoz yoluyla hiicreye giren influenza B, rubella ve paramyxovirus
gibi diger zarfli viruslari da inhibe etmektedir “*7"¥9 Amantadine’in bu
inhibitdr etkisi non-spesifik bir etkidir. Methylamine, chloroquine ve amonyum
tuzlart gibi zayif bazik tabiatli maddeler de hiicrelerin endozomal pH’sini
ylikselterek influenza viruslarini kot atma kademesinde non-spesifik olarak
inhibe ederler®>"**%Y Sanicula europaea L. yaprak ve rizomlarindan elde
edilen aktif fraksiyonlarin influenza B viruslarini inhibe etmemeleri, bu
ekstraktlarin yukarida belirtilen maddelerin ve yiiksek konsantrasyonlarda
amantadine’in gosterdigi etkiden farkli bir aksiyon mekanizmasina sahip
oldufunu gdstermektedir. Diger taraftan, direkt (NH,),SO4’1n plak inhibisyon
testleri ile influenza A/PR/8/34 {izerinde denenmesi sonucu elde edilen
bulgular, bu bilesigin artan konsantrasyonlarla paralellik gosterecek sekilde
influenza A/PR/8/34 plak formasyonunu inhibe ettigini (Sekil 15), fakat bu
inhibisyonun Sanicula europaea L. ekstrelerinin aktivitelerine gore (Sekil 12a,

12b, 14a, 14b, 16a ve 16b) daha diisiik diizeyde oldugunu ortaya koymaktadir.
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Amantadine diisiik konsantrasyonlarda (0.1-5 uM) influenza A viruslarini
spesifik bir gekilde inhibe ederken, influenza B ve diger zarfli viruslar iizerinde
inhibitdr etki gostermez“**". Diisiik dozlarda amantadine’e duyarlilik derecesi
ve bu ilacin etkili oldugu replikasyon kademesi influenza virus irklari

) Bazi influenza irklarinda

arasinda da farkliliklar g&stermektedir
(influenza A/Singapore/1/57-H2N2 gibi) diisitk konsantrasyonlarda amantadine
infeksiyonun erken evrelerinde virus kot atmasini engelleyerek inhibisyona

(190199 Amantadine’in kot atma kademesinde ortaya koydugu

neden olur
bu inhibisyonun molekiiler diizeyde mekanizmasi heniiz tam olarak
aydinlatilabilmis degildir’®. Diger taraftan, kuslarda infeksiyon yapan bazi
influenza irkiarinda (A/Rostock/34-H7N2 gibi) amantadine’in replikasyonun
kurulma kademesinde etkili oldugu, birgok viral bilesenlerin sentezini

5170 Amantadine’e duyarli ve direngli

engellemedigi rapor edilmektedir‘
influenza A viruslari arasindaki farkliliklarin molekiiler diizeyde genetiksel
olarak analizi sonucunda, bu viruslarin HA ve M, proteinierini kodlayan RNA
segmentlerinde dizi farkliliklar saptanmistir® %% By sekilde analiz edilen
U¢ mutant influenza virusunun M, proteinlerinin hidrofobik bolgesinde
(transmembran domeni tizerinde) yer alan dért amino asit bakiyesinin (27., 30.,
31. ve 34.amino asitler) farkiilik gosterdigi ortaya konmugtur. Bu sonuglara
bagli olarak amantadine’in birincil hedefinin M, proteini oldugu rapor
edilmektedir ®”. Monovalent katyonlar i¢in bir kanal islevi gordiigii bilinen M,

s (71,154,017
proteininin"'34179

influenza ile infekte hiicrelerin Golgi vesikiillerinde pH’y1
regiile ederek®” replikasyonun geg evrelerinde aside duyarli HA proteinlerinin

bu vesikiiller igerisinde dogal yapilari bozulmadan plazma membranina
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tasinmasinda  etkili oldugu diisiiniilmektedir®?*”. infekte hiicrelerde
M, proteini iglevinin amantadine ile inhibisyonunun Golgi vesikiillerinde pH
diislistine  yolagarak HA;/HA, proteininin diisik pH konformasyonuna
doniigmesine neden oldugu ve bu yolla viral replikasyonun kurulma

kademesinde bloke edildigi ileri siiriilmektedir®®"7"

. Bu yaklagimla, bu
calismada elde edilen bulgular, Sanicula europaea L. ekstraktlarimin diisiik
dozlarda amantadine’in gosterdigi antiviral aktivite mekanizmasina benzer bir
etki yapabilecegi fikrini vermektedir. Diger taraftan, influenza HA
proteinlerinin amino asit konfigiirasyonunda meydana gelen degismeler, bu
proteinin flizyon prosesini gergeklestirmek i¢in gerekli optimum pH degerlerini
degistirebilmektedir!'®. Calismamizda influenza A/PR/8/34’ten farkli HA
proteinine sahip olan influenza A/Vic/1/75’in ekstraktlara karsi daha az
duyarlilik gdstermesi (Sekil 12b, 14b ve 16b), Sanicula europaea L.

ekstraktlarinin da viral replikasyonun kot atma evresinde etkili olabilecegini

diistindiirmektedir.

Sanicula europaea L. ekstraktlarimin  farkli influenza irklarina karsi
ortaya koydugu farkl diizeylerde antiviral aktivitenin molekiiler mekanizmasi
hakkinda heniiz bilgi sahibi degiliz. Ancak, ilgili literatiir bilgileri ile elde
ettigimiz sonuglar bir arada degerlendirildiginde Sanicula europaea L.
ekstraktlarindaki aktif molekiillerin olasi hedeflerinden birinin virusun kot atma
kademesi olabilecegi fikrini vermektedir. Dolayisiyla, Sanicula europaea L.
ekstraktlarinin  aksiyon mekanizmasinin saptanmasinda bir kademe daha

ileri gidilerek, yapraklardan hazirlanan ham ekstraktin in vitro kosullarda
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influenza A virus RNA polimeraz aktivitesine etkileri de arastiriidi. PB,, PB, ve
PA olmak tizere ii¢ farkli polipeptitten olusan ve RNA’y1 kalip olarak kullanan

+(95)

influenza A virus RNA polimeraz enzimi' ™, yapisal ve islevsel olarak konak

hiicre polimerazlarina gore farklilik g6stermesi nedeniyle viral inhibisyonda

(63)

6nem tagimaktadir Bu yonde yapilan calismalarda Pinus parviflora

ekstraktlarinin influenza A virus RNA polimeraz aktivitesini inhibe ettigi ortaya

konmu§tur(('I

0219 Diger taraftan laboratuvarlarimizda Sanicula europaea L.
bitkisinden % 50 EtOH ile elde edilen ham ekstraktin in vitro kosullarda, yine
konak polimerazlarindan farkli 6zellik gosteren HIV RT enzimini inhibe ettigi
gosterilmistir™. Bu calismada da Samicula europaea L. yapraklarindan
hazirlanan ham ekstraktin in vitro kosullarda influenza A/PR/8/34 RNA
polimeraz aktivitesini konsantrasyona bagli olarak artan diizeylerde inhibe ettigi
ortaya kondu (Sekil 19). Bu sonug, Sanicula europaea L. ekstraktinin etkiledigi
ikinci alternatif hedefin viral RNA polimeraz enzimi olabilecegi fikrini
vermektedir. Bununla birlikte daha kesin bir sonucun elde edilmesi igin,
ekstraktlarin antiviral aktivite gostermedigi influenza B/Lee/40 RNA polimeraz
enzimi lizerinde benzer testlerin yapilmasi gereksinimi vardir. Diger taraftan,
aktif molekiil veya molekiillerin saflastirilmasi ve yapilarinin tayini, antiviral

aksiyon mekanizmasinin aydinlatilmasina isik tutacaktir.

Bu calismada agirlikli olarak Sanicula europaea L. ekstraktlarinin
antiviral aktivitesi fizerinde durulmustur. Aktif molekiil veya molekiillerin
yapisi bilinmemektedir. Yaprak ve rizomlardan elde edilen ekstraktlarin eliisyon
profilleri incelendiginde aktif molekiillerin kolondan eliie olan ilk ii¢ fraksiyon

igerisinde yer aldigi goriilmektedir (Sekil 1 ve 7). Bu sonug, aktif maddenin
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biiylik molekiillerden olustugunu diistindiirmektedir. Buna karsin, ham
ekstraktin 0.2 N NaCl kullanilarak kolondan gegirilmesi ile elde edilen eliisyon
profili Fr.II ve Fr.IIIin kolondan daha yavas aktigini, diger bir ifade ile kiigiik
molekiiller olarak davrandigini gostermektedir (Sekil 4). Benzer sekilde, yaprak
ekstraktindan elde edilen Fr.II ve Fr.III'iin 0.2 N NaCl ve 0.2 N fosfat tamponu
kullanilarak ayr1 ayr1 kolondan gegirilmesi sonucunda, beklenenin aksine
kolondan daha geg¢ ayrilmasi (Sekil 3), molekiillerin iyonik kuvvetteki artisa
bagl olarak farkli davranmalarindan kaynaklanabilecegini diistindiirmektedir.
Diger taraftan, Fr.Il ve Fr.III’lin bidistile su kullanilarak kolondan gegirilmesi
ile elde edilen eliisyon profilinde Fr.I ile yakin zaman araliklarinda kolondan
ayrilmasi (Sekil 2 ve 3), her {i¢ fraksiyonda da aktivite gésteren molekiillerin
ayni olabilecegi, kromatografik ayirimda tek basina Sephadex G-100’tin yeterli
olmadifi ve buna bagli olarak fraksiyonlar arasi karigmalar olabilecegi

sonucunu vermektedir.

Sanicula europaea L.’nin hem yaprak (Sekil 11a, 11b, 12a ve 12b;
Tablo 4 ve 5) hem de rizom (Sekil 16a ve 16b; Tablo 7) ekstraktlarinda
anti-influenza A aktivitesinin goriilmesi aktif molekiillerin bitkinin farkli
organlarinda  dagilim gdsterdigini ortaya koymaktadir. Diger taraftan
yapraklardan farkli (NH),SO4 saturasyonlarinda ¢oktiirme ile elde edilen
farksiyonlarin kolon fraksiyonlart kadar aktif olmalari (Sekil 14a ve 14b),
ekstraksiyon isleminde (NH,),SO; ile ¢oktiirmenin uygun bir yéntem olacagni
gostermektedir. % 0-20 (NH,),SO, saturasyonunda elde edilen fraksiyonun
kromatografik analizinde (Sekil 6) aktif fraksiyonlarin (Fr.I., Fr.II ve Fr.III)

nispi olarak artis1 bu diistinceyi desteklemektedir. Buna karsin, aseton tozundan

67



hazirlanan ekstrede aktivitenin daha diisiik bulunmas: (Sekil 13a ve 13b) ve
ekstrenin kromatografik analizinde Fr.’in 6nemli ol¢lide kaybedilmis olmasi
(Sekil 5), kullandigimz materyalden ekstraksiyon igin bu metodun uygun

olmadigini diislindiirmektedir.

Ozetle, bu galisma sonucunda Sanicula europaea L. ekstraktlarmnin konak
icin toksik olmayan dozlarda influenza viruslari {izerinde virusidal etki
yapmadan ve viruslarin MDCK hiicrelerine tutunmasini engellemeden hiicre
igerisinde gergeklesen viral replikasyonla ilgili olay(lar)1 inhibe ettigi
ortaya kondu. Ekstraktlar 100 pg/ml konsantrasyonda influenza A/PR/8/34
replikasyonunu % 95-98 oraninda inhibe ederken, influenza B/Lee/40
replikasyonu iizerinde inhibe edici etki géstermedi. Influenza A/Vic/1/75 ise
ekstre varlifinda mikroskopik plaklar olusturdu. Ayrica Sanmicula europaea L.
yapraklarindan hazirlanan ham ekstraktin in vitro kosullarda influenza
A/PR/8/34 RNA polimeraz aktivitesini inhibe ettigi belirlendi. Bu bulgular
Sanicula europaea L. bitkisinin influenza A viruslarina karsi dnemli bir
antiviral aktivite potansiyeline sahip oldugunu ortaya koydu. Buna Kkarsin,
ekstraktlarin  virus replikasyonuna karsi gosterdigi antiviral aktivitenin
molekiiler mekanizmas1 ve aktif molekiillerin yapis1 bilinmemektedir.
Ekstraktlarin antiviral aksiyon mekanizmasi, aktif molekiil veya molekiillerin
saflastirilmast ve bu molekiillerin yapisinin ortaya konmas: bundan sonraki
¢alismalarimizin temel hedefini olusturacaktir. Bu ¢aligmada kullanilan degisik
fraksiyonlama ve ekstraksiyon yontemleri de bundan sonraki ¢alismalarimizda
uygulayabilecegimiz ekstraksiyon ve saflagtirma stratejilerini belirlememize

yardime1 olacaktir.
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V. TURKCE ve INGILIZCE GZETLER
V.1. O0ZET

Sanicula europaea L. Ekstrelerinin influenza Virus
Infeksiyonlarina Etkileri

Bu g¢aligmada, MDCK hiicre kiiltiirlerinde Sanicula europaea L.
ekstraktlarinin influenza viruslarina (influenza A/PR/8/34, A/Vic/1/75 ve
B/Lee/40) kars1 antiviral aktiviteleri aragtirildi.

Bu amagla Sanicula europaea L. bitkisinin yaprak ve rizomlarindan ham
ekstreler hazirlandi. Bu ekstreler jel filtrasyon kolon kromatografisi ile farkh
fraksiyonlara (yapraklardan Fr.I, Fr.II, Fr.IIl, Fr.IV; rizomlardan Fr.Ip, Fr.Ilg,
Fr:Illr, FrIVgr) ayrildi. Aymi zamanda, Sanicula europaea L.’den aseton
ekstraksiyonundan sonra elde edilen ham ekstre de jel filtrasyon kolonundan
gecirilerek  fraksiyonlandi (Fr.,, Fr.l,, Fr.Illx). Tuz c¢ozeltisi ile
gerceklestirilen bir seri eliisyonun diginda tlim ekstraksiyon ve kromatografik
eliisyon iglemleri distile su ile gerceklestirildi. Yaprak ham ekstrakti amonyum
stilfatla ¢oktiirme ile de ayristirildl (Fr(w20, Freewoy, Fresion)-

Ham ekstrelerin ve ham ekstrelerden elde edilen farkli fraksiyonlarin
antiviral aktiviteleri belirlenmeden énce MDCK hiicreleri igin toksisiteleri test
edildi. Fraksiyonlarin ¢ogunun (Fr.IV, Frlil, ve Fr.IVy hari¢) 100 pg/ml
konsantrasyona kadar MDCK hiicreleri i¢in toksik olmadigy gériildii. Tiim
fraksiyonlar daha yiiksek konsantrasyonlarda (300 pg/ml ve lizerinde) MDCK
hiicreleri icin toksik bulundu. Bu nedenle daha sonra gergeklestirilen tiim
antiviral aktivite testlerinde ekstraktlar, 100 pg/ml konsantrasyona kadar
kullanildi.

Ekstrelerin antiviral aktiviteleri ekstre varliginda viral replikasyonun
inhibisyonu olarak ortaya kondu. Ekstre varliginda viral replikasyonun
inhibisyonu ; a) plak inhibisyon testi, b) hemaglutinasyon testi, ¢) virusidal
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aktivite testi ve e) in vitro VRNA polimeraz aktivitesi testi kullanilarak
belirlendi.

Plak inhibisyon testleri Fr.I, Fr.II, Fr.III, Freo), Freeo), Fr.lIg ve Fr.Illx nin
influenza A/PR/8/34’e kars1 ¢ok aktif oldugunu (100 pg/ml konsantrasyonda
% 95-98 plak inhibisyonu), oysa ekstre varliginda influenza A/Vic/1/75’in
mikroskopik plaklar olusturdugunu gosterdi. Bununla birlikte aym
fraksiyonlarin influenza B/Lee/40’a kars: etkili olmadi§1 gériildii.

Diger taraftan, influenza A/PR/8/34 ve influenza B/Lee/40 ile infekte olmus
hiicrelerde, ekstre varlifinda ve ekstre yoklugunda virus ¢ogalmasi
hemaglutinasyon testleri ile de belirlendi. Bu testler sonucu elde edilen bulgular
ekstrelerin virus adsorbsiyonunu etkilemedigini gosterdi.

Virusidal aktivite testleri ekstrelerin antiviral aktivitelerinin direkt virusidal
etkiden kaynaklanmadigini ortaya koydu.

Hemaglutinasyon testleri ve virusidal aktivite tesleri ile elde edilen
sonuglar, plak inhibisyon testleri ile ortaya konan Sanicula europaea L.
ekstraktlarinin antiviral aktivitesinin viruslarin direkt inaktivasyonlan ya da
viruslarin hiicrelere adsorbsiyonlari ile iligkili olmadigini g6sterdi.

Elde edilen bu sonuglara bagh olarak, Influenza A/PR/8/34 ve A/vic/1/75%¢
karst Sanicula europaea L. ekstrelerinin gosterdigi antiviral aktivitenin, konak
hiicre igerisinde viral replikasyonla ilgili olabilecegi s6ylenebilir. Bu nedenle, ir
vitro vVRNA sentez sisteminde in vifro viral RNA polimeraz aktivitesi test
edildi. Bu sistemde influenza A/PR/8/34 viral RNA polimeraz aktivitesinin
Sanicula europaea L. ekstrakti ile tamamen inhibe oldugu goriildii. 100 pg/ml
konsantrasyonda Sanicula europaea L. ekstrakti ile influenza A/PR/8/34 vRNA
sentezinin tamamem inhibe olmasi, ekstrelerin antiviral aktivitesinin vVRNA
sentezinin inhibisyonu ile ilgili olabilecegini g6stermektedir.
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V.2. SUMMARY

The Effects of Sanicula europaea L. Extracts on Influenza
Virus Infections

In this study, the antiviral activity of Sanicula europaea L. extracts on
influenza viruses (Influenza A/PR/8/34, A/Vic/1/75 and B/Lee/40) was
investigated in MDCK cell culture conditions.

For this purpose crude extracts were prepared from Sanicula europaea L.
leaves and rhizomes. Different fractions were separated from these extracts
through gel filtration chromatography [Fr.I, Fr.Il, Fr.III, Fr.IV (from leaves) and
Fr.lg, FrIlg, Fr.Illg, Fr.IVy (from rhizomes)]. Crude extracts obtained after
acetone extraction of Sanicula europaea L. leaves were also separated through
gel filtration chromatography (Fr.I, Fr.Il4, Fr.IlI,). Except one series of elution
with salt solution, all extraction and chromatographic elution procedures were
performed with distillated water. Some fractions from the crude extract of the
leaves were separated with ammonium sulphate precipitation (Freo), Freeo),

FI’(%! 00))-

Before testing the antiviral activity, crude extracts and different fractions
separated from the crude extracts were tested for their toxicity in MDCK cells.
Most fractions (except Fr.IV, Fr.Ill, and Fr.IVy) were found non-toxic for
MDCK cells up to 100 pg/ml concentration. All fractions were found toxic for
MDCK cells at higher concentrations (300 pg/ml or more). Therefore, in all our
subsequent antiviral activity tests the extracts up to 100 pug/ml concentration
were used.

Antiviral activity of the extracts was determined as the inhibition of viral
replication in the presence of the extract. Inhibition of the viral replication
in the presence of the extract was determined by; a) plaque inhibition test,
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b) hemagglutination test, c) virucidal activity test and d) in vitro vRNA
polymerase activity test.

Plaque inhibition tests showed that Fr.I, Fr.II, Fr.IIL, Fremo), Fruso), Fr.Ilr
and Fr.Illg are very active against influenza A/PR/8/34 (95-98 % plaque
inhibition at 100 pg/ml concentration) while influenza A/Vic/1/75 produced
only microscopic plaques in the presence of extracts. However, the same
fractions were not active against influenza B/Lee/40.

Secondly, in the cultures infected with influenza A/PR/8/34 and influenza
B/Lee/40, viral growth was determined using hemagglutination tests in the
presence or absence of the extract, and the results showed that adsorbtion of the
viruses was not affected by the extracts.

Virucidal activity tests also showed that antiviral activity of the extracts
was not related to direct virucidal effect.

Results obtained using hemagglutination test and virucidal activity test
showed that antiviral activity of the Sanicula europaea L. extracts determined
by plaque inhibition tests is not related to the inhibition of adsorbtion or direct
inactivation of the virus by the extract.

According to these results the antiviral activity of the Sanicula europaea
L. extracts against influenza A/PR/8/34 and A/Vic/1/75 may be related to the
inhibition of viral replication inside the host cell. For this reason, in vitro viral
RNA polymerase activity was tested in an in vitro viral RNA synthesis system.
In this system, influenza A/PR/8/34 viral RNA polymerase activity was
completely inhibited by Sanicula europaea L. extract. The complete inhibition
of influenza A/PR/8/34 vRNA synthesis by Sanicula europaea L. extract at the

concentration of 100 pg/ml indicates that the antiviral activity of extracts is
related to the inhibition of VRNA synthesis.
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VII. KISALTMALAR

AcOH
[a-**P] UMP
Hg

AIDS

BSA

cRNA
EDTA
EtOH

FCS

Freno), Fresos Fresoo
Fr.l, Fr.Il, Fr.II0, Fr.IV

Fr.1, Fr.0l,, Fr.IIi,

Fr.lg, Frlg, Fr.1g, FrIVy

FTS
HA
HAU
HBV
HIV
HRV-2
HSV
L.

M
MCMV
MDBK
MDCK
MEM
ml
MOI1
mRNA

. asetik asit

. oa-fosfat bakiyesi radyoizotop olan uridinmonofosfat
: mikrogram

: acquired immune deficiency syndrome

: bovine serum albumin

: komplementar RNA

: ethylenediaminetetraacetic acid

. etil alkol, etanol

fetal calf serum

" Sanicula europaea L. yaprak ham ekstraktindan

strast ile % 0-20, % 20-60 ve % 60-100 (NH4),SO4
saturasyonlarinda ayrilan fraksiyonlar

: Sanicula europaea L. yaprak ham ekstraktindan

Sephadex G-100 jel filtrasyon kolon kromatografisi
ile elde edilen fraksiyonlar

: Sanicula europaea L. yaprak aseton tozu

ekstraktindan Sephadex G-100 jel filtrasyon kolon
kromatografisi ile elde edilen fraksiyonlar

: Sanicula europaea L. rizom ham ekstraktindan

Sephadex G-100 jel filtrasyon kolon kromatografisi
ile elde edilen fraksiyonlar
fizyolojik tuzlu su

: hemaglutinin (proteini)

. hemaglutinin Unitesi

. hepatitis B virus

: human immunodeficiency virus
: human rhinovirus tip-2

. herpes simplex virus

: Linnaeus (Linné; Carl Linné)

: matriks (proteini)

: murine cytomegalovirus

: Maden-Darby bovine kidney

: Maden-Darby canine kidney

: minimum essential medium

: mililitre

: multiplicity of infection (infeksiyon goklugu)
: messenger RNA
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NA
NP
NS
OD:s4
pfu
PI-3
pmol
PRV

RSV
RT
SV
vRNA
\AAY
viv
wiv

: normal konsantrasyon
: noéraminidaz
: nukleoprotein
: nonstriiktiirel (protein)
: 254 nanometre dalga boyundaki absorbsiyon
: plaque forming unit (plak olusturan birim)
: parainfluenza virus tip-3
: pikomol
: pseudorabies virus
: ribonukleoprotein
: respiratory syncytial virus
:revers transkriptaz
: sindbis virus
. viral riboniikleik asit
": vesicular stomatitis virus
: hacim/hacim

agirlik /hacim
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