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1 GIRIS

lik antiviral ilaglarin 1950°'li yillarda kesfedilmesi ve
bunlarin 1960'h yillarda klinik kullanima girmesi antiviral teda-
vinin gegerli oldufu digincesini doJrulamigtir (Bauer, 1985).
Plak inhibisyon testinin geligtiriimesi (Rada ve ark., 1960;
Viietinck ve Vanden Berghe, 1991) ¢ok sayida bilesgidin antivi-
ral aktivite yéniunden test edilmesini sajlamigtir. Bunu izleyen
yillarda, degisik kdkenlerden elde edilmig ¢ok sayida ve farkh
tirde dofal veya sentetik molekullerden sadece birkaginin
patent alabiimesi (Freestone, 1985; Gustatson, 1986; De
Clercq, 1988; Reines ve Gross, 1988; Vlietinck ve Vanden
Berghe, 1991), patentli olanlarin da sinirli klinik kullanim po-
tansiyeline sahip olmasi ve zamanla direngli mutant tiplerin
(Selway, 1986; De Clercq, 1988, Freifeld ve Ostrava, 1991;
Heagy ve ark., 1991; Keating, 1992) ortaya c¢ikmas: gibi
sorunlardan dolayi, antiviral etki ortaya koyabilen maddelerin
dogal k&kenli olmasina ybénelik arastirmalara hiz verilmigtir.
Bununia beraber' gunimizde amantadin, rimantadin,
idoksuridin, trifluridin, vidarabin, asiklovir ve azidotimidin gibi
bazi patentli antiviral ilaglarin g¢esgitli yan etkilerinin

bulunmasina ragmen kullanimi: devam etmektedir.

Bakteriler, ¢egitli kara ve deniz bitkileri ve hatta baz
hayvanlardan elde edilen ekstrelerin antiviral aktiviteye sahip

oldugu gﬁsteirilmistir.



Hall ve Asheshow (1953) Streptomycetes tarlerinden elde
ettikleri ve “Phagolessin A58" olarak adlandirdiklar bir antibi-
yotidi 60 tarkhh bakteriyel viris Gizerinde denemigler ve bunlar-
dan 50 kadarinin bu antibiyotije karg: az veya ¢ok duyarl: ol-
dufunu gostermiglerdir. Bu aragtirmacilar antitaj aksiyonunun
direkt virisidal tipte oldujunu, antibiyotidin serbest faj parti-
killerini irreversibil olarak inaktive ettigini ve bu inaktivasyo-
nun DNA ve RNA molekdlleri tarafindan inhibe edildigdini bildir-
miglerdir. Rowat (1984) QX174 bakteriyofajinin Escherichia
coli'den ekstre edilen lipopolisakkarid ile inaktive edildigini ve
bu inaktivasyon igin Ca** iyonunun gerekli oldugunu vurgula-

migtir.

Birgok bitkiler antiviral aktivite gésteren bilegikler igerirler.
Antiviral aktivitesi saptanan bitkisel kékenli molekallerin farkli
yaptilarda oldudu bilinmektedir. En iyi karakterize edilen antivi-
ral bilesikler arasinda protein (Babbar, 1982; Irwin, 1983;
Wachsman ve ark., 1987),  karbohidrat (Nakashima ve ark.,
1987a,b; Tabba ve ark., 1989; Neushul, 1990; Yamamoto ve
ark., 1990; Nakashima ve ark.,1980; Andrei ve De Clercq.,
1990; Sakagami ve ark., 1991), lipid (Dodge ve ark., 1991) ige-
rijine sahip makromolekiller ve tenolik bilegikler (Serkedjieva
ve Manolova, 1988; Mocita, 1988; Haslam ve ark., 1988; Lin ve
ark., 1989; Polsky ve ark., 1989; Van Hoff ve ark., 1989), alka-
loidler (lven ve ark., 1982; Kobayashi ve ark., 1984, Rinehart
ve ark., 1984; Rinehart, 1989; Ruprecht ve ark., 1989), sapo-

ninler (Konoshima ve Lee, 1986; Amaros ve Girre, 1987;



Amaros ve ark., 1987; Ito ve ark., 1987b; De Tommasi, 1990),
ligninler (Macrae, 1988; Suzuki, 1989; Sakagami, 1991) ve fia-
vonoidler(Van Hoff, 1984; Kaul, 1985; Vrijsen, 1987; Wleklik,
1987; De Rodriguez, 1988; Vrijsen, 1988; Conti, 1988) gibi
farkli yapida molekiller de olabilecedi bildirilmektedir.Bunlarin
birgodu biyolojik aktiviteleri 1g1§a bagh olan veya spesitik dal-
ga boyunda igik ile arttirilan “fotosensitizer® diye tanimianan
molekillerdir (Towers ve Hudson, 1987; Hudson, 1988; Hud-
son, 1989, Hudsoﬁ. 1991).

Wachsman ve ark. (1987), Melia azedarach L.'nin taze ve
kuru yapraklarindan elde edilen proteinin bazi DNA ve RNA vi-
riasleri Gzerinde antiviral etkiye sahip oldugunu gbstermiglerdir.
Neushul (1990) gegitli kirmiz: alglerden elde ettiji polisakkarid
yapidaki fraksiyonun HIV (Human Immunodeficiency Virus)'a
karg: antiviral aktivite gésterdijini, bu aktivitenin revers trans-
kriptazin ve HIV taratindan sinsityum olugumunun inhibisyo-
nundan kaynaklandigini bildirmektedir. Van Hoftf ve ark.
(1989), Populus'un gegitli tarlerinden, etil alkol ekstraksiyonu
ile elde ettikleri gegitli fenolik bilegiklerin antiviral aktiviteye
sahip oldufdunu belirtmiglerdir. Pamuk tohumundan elde edilen
polifenolik aldehitin HIV replikasyonunu inhibe ettiji belirtil-
migtir (Polsky ve ark., 1.989; Lin ve ark., 1989). Ruprecht ve
ark. (1989), Castanospermum australe tohumlarindan elde edi-
len alkaloidin in vitro anti-HIV aktivitesine sahip oldudunu ve
fareye oral yolla verildijinde in vivo antiviral aktivite goésterdi-

gini bildirmiglerdir. 1to ve ark. (1987b)'na gbére Glycyrrhizza



glabra saponinleri DNA ve RNA virdslerinin goguna karg: anti-
viral aktivite gdstermektedir. Macrae ve ark. (1988) Amanoa
tarlerinden antiviral aktiviteye sahip lignin elde etmiglerdir. An-
tiviral aktiviteye sahip oldu§u bildirilen bir dijer grup bilegikte
Ulex europaeus L.'den elde edilen g¢esitli flavonlardir (De
Rodriguez ve ark., 1988). Dijer taraftan ¢goguniudu deniz omur-
gasizlari sinifina dahil bazy hayvanlarda antiviral aktivite gés-
teren maddelerin bulundudunu bildiren aragtirmalara da rast-
fanmaktadir (Li, 1960; Li ve ark., 1962a,b; Prescott ve ark.,
1964; Li ve ark., 1965; Andersson ve ark., 1983).

Andersson ve ark. (1983), Geodia baretti (singer) ve
Echinus esculentus (deniz kestanesi)'dan eter ekstraksiyonu
ile elde ettikleri fraksiyonun antiviral aktiviteye sahip oldudunu

gdstermiglerdir.

Yukarida bahsedilen ve gegitli virGslere kargt antiviral akti-
viteye sahip oldugu gbsterilen maddeler GUzerinde yapilan aras-
tirmalar devam ederken, ayni zamanda virusle infekte olmus
bitkilerin kimyasal olarak korunma altina alinmas:i g¢aligmalar:-
na da baglanmigtir. Virisle infekte oimug bitkilerin kimyasal
olarak korunmalarina y6nelik ilk tedavi ydntemi Nickel (1955)
taratindan denenmesine rajmen, baganh sonuglar ancak son
yillarda elde edilebilmigtir (Varma ve Poonam, 1877; Hansen,
1984; Hansen ve Lane, 1985; Greno ve ark., 1890). Ganimuiz-
de de bu yd6ndeki aragtirmalar popilaritesini sUrdirerek devam

etmektedir. Bazi bitki ve mantar turlerinden elde edilen



chitosan ve pektinler gibi oligosakkaritierin Phaseolus vulgaris
bitkisinde ALMV (alfaalfa mosaic virus) taratindan indiklenen
lezyon olugumunu inhibe ettigi, ayrica TNV (tobacco necrosis
virus), TMV (tobacco mosaic virus), PSV (peanut stunt virus),
CMV (cucumber mosaic virus) ve PVX (potato virus X) gibi bit-
kisel virislere kargi da antiviral aktivite gbésterdigi rapor edil-
migtir (Pospieszny ve Atabekow, 1989; Pospieszny ve ark.,
1991). Cenopodiales familyas: uyesi 29 turin yapraklarindan
elde edilen ekstrelerin de Phaseolus vulgaris bitkisinin TNV
(tobacco necrosis virus) taratindan infeksiyonunu inhibe ettigi

gbsterilmigtir (Smookler, 1971).

Ayrica, konada 6z2gd bir virasle infekte olmug bitki yaprék-
larinda (Gera ve ark., 1986) veya bitki doku kultarlerinde
(Greno, 1990) konak bitkiyi viral infeksiyona direngli hale geti-
ren antiviral maddelerin varhigini gbstefen aragtirmalar da bu-
lunmaktadir. Bu tip dogal korunma mekanizmasina benzer diger
bir drnek anne sitindeki monolauril gliserolin intestinal infek-
siyonlara kargt 6nemli bir koruyucu etki géstermesidir (Dodge

ve ark., 1991).

Geligmig Ulkelerde hastaliklarin % 60 kadérmm viral, % 15
kadarinin ise bakteriye} kdkenli oldufu bilinmektedir (Robins,
1986). Bu sonug¢ antiviral madde arama galhigmalarinin ne kadar
dnemli oldugunu belirgin bir sekillde ortaya koyar niteliktedir.
Ayrica insanlarin beslenmesi igin protein, karbohidrat, yad ve

vitaminler gibi farkli molekilleri saglayan bitkilerin ve insanlia-



rin direkt olarak yararlandid: evcil hayvanlarin viral infeksiyon-
lardan korunma yollarinin ortaya konmas: da gbzard: edileme-
yecek bir gerekliliktir. Dolayisiyla antiviral madde aragtirmalar
modern diinyanin bilingli olarak Uzerine hassasiyetle egildiji

énemli bir konuyu olugturmaktadir.

Antiviral madde aragtirmalarinda heyecan ve Umit verici
diger bir nokta da hayvansal viruslere karg) antiviral etkiye sa-
hip oidu@u belirlenen bir maddenin, bitkisel virislere ve hatta
bakteri virislerine kargi da benzer etkiyi gbsterebildiginin bu-
lunmasidir. Benzer gekilde bakteri virGslerine veya bitki virosle-
rine karg) antiviral etkiye sahip oldugu belirlenen maddelerin,
hayvansal virislerde de antiviral etki ortaya koydu§u gosteril-
migtir (Maeda ve ark., 1983, Dawson, 1984; Tochikura ve ark.,
1988; Suzuki ve ark., 1989). Ayrica bir antiviral maddenin iki
farkli grupta yer alan viriisler Gzerinde de antiviral etki ortaya
koymasi (Nickell, 1955; Varma, 1977, Hansen, 1984; Hansen
ve Lane, 1985; Greno ve ark., 1990), antiviral madde aragtir-

malarinda pozitit sonuca varilabilecegi tikrini desteklemektedir.

Buraya kadar gdzden gegirilen ilgili literatir verilerine goé-
re, antiviral maddelerin aragtirilmas: ile ilgili galigmalarin, bi-
yuk bir é6nem arzettigi ve bu ¢aligmalarin zamanimizda da hizia

sUrdirildigda sonucu ortaya ¢ikmaktadir.

Bir viriuse karg) antiviral etkiye sahip bir maddenin dijer

bir tip virise de etkili olabilecegi gérigu (Dawson, 1984; Yip



ve ark., 1991; Pospieszny ve ark., 1991), bizim bu galigmada
ele aldigimiz Sanicula suropaea L. ekstrelerinin bakteri-bakte-
riyofaj sistemindeki antiviral etkisinin pratik olarak dnem tasi-
yacad: fikrini vermektedir. Bu temel digincenin yaninda, orta-
ya konulabilecek faj inhibitéri bir maddenin, termantasyon
tanklarinda kullanilan bakteri kiltarlerini faj infeksiyonlarina
kargi koruma'potansiyeli gézdénane alinacak olursa, enddstriyel
boyutta da ¢ok yararli ve pratik bir ¢dzim getirecedi agiktir.
Ayrica faj inhibitéri maddenin yap: ve fonksiyon iligkisinden gi-
dilerek bakteri-bakteriyofaj etkilegiminin biyokimyasal mekaniz-
masinin aydinfatiimasina da katkida buiunabilecedi ifade edile-

bilir.

Deneylerimizde bitkisel materyal olarak kullanilan Sanicula
europaea L. bitkisinin antiviral 6zelli§i ile ilgili bir yayina rast-
lanmamigtir. Dinyanin dedigik bdlgelerinde 1600 m yukseklije
kadar olan yo6relerde doJal olarak yetigen Sanicula europasea
L. 20-70 cm boyunda ve gok yillik bir bitkidir (Winkelmann,
1951; Inghe ve Tamm, 1388). Bu bitki daha ¢ok nemli bdlgele-
ri ve orman altinda olugan humusliu topraklari tercih etmekte-
dir. Sanicula europaea L.'nin 12. yizyildan bu yana bilindigi
ve halk arasinda yaralarin iyilegtiriimesinde ve gegitli mide ra-
hatsizhiklarinin tedavisinde kullanildi§r rapor edilmektedir
(Winkelmann, 1951; Baytop, 1984). Bitkinin igeriji hakkinda
yapilan galigmalarda fenolkarbon asitler (klorogenik, rosmari-
nik ve hidroksisinnamik asit), karbohidratlar ve saponinler iger-

digi rapor edilmigtir (Winkelman, 19851, Hiller, 1966, Hiller ve



Kothe, 1967; Hiller ve ark.,1968; Lamaison ve ark., 1990).

Fajlara karg! inhibitdér etkisi ortaya konmus olan (Turan,
1991) Sanicula europaea L. ekstrelerinin daha genig boyutta
aragtirilmasi, bu c¢aligmanin hedetini olugturmaktadir. Bu ne-
denle bu g¢aligmada Sanicula europaea L. bitkisinden farkl
ydntemlerie elde edilen total ekstre ve fraksiyonlann faj dze-
rindeki etkileri 1s1, uygulama gekli, ortamdaki iyon tird ve kon-

santrasyonu gibi kriterler g6z 6nune alinarak aragtiriimigtir.



2 MATERYAL VE METOD
2.1 BITKISEL MATERYAL

‘Bu aragtirmada Umbell_itqrae (Apiaceae) tamilyas: G-
yelerinden Sanicula europaea L.'nin yapraklari deney materya-
li olarak kullanilidi. Dogu Karadeniz (Artvin-Arhavi) ydresinden
toplanan S. europaea L.nin taze vyapraklari deney igin
kulamilacagt zamana kadar derin dondurucuda (-22 °C'da)
saklandi.Taze ve kurutulmug materyalden hazirlanan ekstrele-
rin bakteri bayimesi, faj ve faj infeksiyonuna etkileri aragtirii-

ds.
2.2 BAKTERI-BAKTERIYOFAJ
2.2.1 Konak Bakteri

Konak bakteri olarak gram negatif, gomak geklinde
ve faklltatif anaerobik bdzellikler gosteren Escherichia coli B2
irk1 kullanildi. Konak bakteri- kaltaranan devamhhidi nutrient
agar eQri besiyerine yaptlan aylik pasajlarlia saglandi. Bu yolla
elde edilen stok bakteri kulturleri deneylerimizde kullanilmak

lzere+4°C'da sakland.



2.2.2 Bakteriyofaj

Bakteriyofaj olarak, E. coli B2 irkinin duyarlitik gésterdi§i
bakteriyofaj T2hr* kullanild.

2.2.3 Besiyerleri

Konak bakteri ve bakteriyofaj kaltirlerinin hazirian-
masinda nutrient broth (NB), nutrient agar (NA) ve yumugak
agar besiyerleri kullanildi. Nutrient broth besiyeri saf su
iginde % 1.3 (w/v) oraminda nutrient broth (OXOID)
¢bzundirdlerek hazirlandi. Nutrient agar ve yumugak agar
besiyerlerinin hazirlanmas: igin ise nutrient broth besiyerine
sirasiyla % 1.5 (w/v) ve % 0.7 (w/v) oraninda agar (SIGMA)
eklendi. Kullanilan tim besiyerleri 121 °C'da 20 dakika

otoklavda tutularak steril edildi.

2.2.4 Sat E. coli B2 KualtGrianin Hazirlanmasi

Stok bakteri kaltird 5 ml NB besiyerinde sispanse
edildi. Bu bakteri slispansiyonundan 6ze ile NA besiyerine ekim
yapilarak tek tek bakteri kolonileri elde edildi. Tek bir
koloniden igne ile alinan bir miktar bakteri NB besiyerine ekildi
ve kultlir ortami 37 °C, 120 devir/dakika'ya ayarh g¢alkalayici
etivde (CERTOMAT U, BRAUN) bir gece inkibe edildi. Bu yolla
hazirlanan E. coli B2 kilturleri ardigik deneylerde taze bakteri

kGlttrlerinin hazirifanmasinda kullaniidi.

10



- Sivi besiyerlerinde tum kaltdrler igin, besiyeri hac-

minin erlenmayer hacmine orani 30 mi/ 100 ml olarak alind.

2.2.5 Bakteriyofaj Sispansiyonunun Hazirlanmas: ve

Saklianmasi

Bu amag ig¢in saflagtinlmig bir gecelik E. coli B2
kaltirunden 1 ml alinarak 30 ml NB besiyerine ekim yapildi.
Taze hazirlanan kiltir 37 °C, 120 devir/dakika'ya ayarli ¢alka-
layict etivde inkibe edildi. Inkibasyonun ikinci saatinde
(bakteri konsantrasyonu OD530'da ortalama 0.2 absorpsiyon
deferi verdiinde), kiltir ortamina faj:bakteri orani 10:1
olacak gekilde bakteriyofaj T2hr* katildi ve dbrt saat
inkibasyon iglemine devam edildi. Fajlarin etkisi ile bakteri
hiicrelerinin pargalanmas: sonucu berrak bir gbéranim alan
kdltar ortami, 4000 devir/dakika hizda, 10 dakika ‘santrifdj
edi!erek canli bakteri ve bakteri artiklarindan kismen temizien-
'di. Santritd] sonucu istte kalan sulu kisim (bakteriyofajlar
igeren) milipor filtreden de gegirilerek (0.2 um, SARTORIUS)
bakterilerden tamamenva'rmdmlmns faj sﬁspansiydnq ‘e'ld\e
edildi. Bu iglemler ortalama ayda bir tekrarlanarak bakteriyofa-
jin devamlili: saglandi. Hazirlanan taj sﬁspansiyd‘nu 1/5 (viv)
oraninda % 0.9 NaCl '(w'/v) ¢bzeltisi ile sulandiriids ve ardrlsuk‘
‘deneylerde . taj kaynagn dl,arak kdl,lamlmak uzere 4 °C'da
sakland: ( Ellis ve Delbriick, 1939).
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2.3 BITKIDEN HAM EKSTRENIN HAZIRLANMASI

-22 °C'da saklanan bitkisel materyaiden ham ekstre-
nin hazirlanmasi i¢in biri sojukta, digeri sicakta olmak Gzere
iki farkli ekstraksiyon yolu izlendi. So Jukta ekstraksiyon igin
havan ve homojenizatdr, sicakta ekstraksiyon igin °Soxhlet*

aygiti kullanid.
2.3.1 SoJukta Ekstraksiyon

2.3.1.1 Yapraktan Ham Ekstrenin Elde Ediimesi

Ekstraksiyon igleminde ¢dzici olarak deiyonize dis-
tile su kullaniidi. Derin dondurucuda (-22 °C) dondurulmug taze
bitki yaprakliari 1:4 (w/v) oraninda deiyonize distile su ile
sojuk havanda homojenize edildi. Bunun ardindan bigakli
homojenizer kullanilarak, digik hizda 30 saniyelik periyotliar
halinde toplam 150 saniye homojenizasyon iglemine devam
edildi. Homojenat temiz bir tilbenften siazialdikten sonra 4°C’
da 10.000 devir/dakika hizda, 30 dakika sire ile santrifuj
(MSE) edildi. Sipernatant kism: *Selekta® filtre kagidindan
(Nr. 589%) sizildu. Suzinti deney tiplerine alindiktan sonra
donddrma ve liyotilizasyon iglemleri izlenerek kuru toz halinde
bitkisel ham ekstre elde edildi. Ham ekstre deneylerde

kullanilmak Gzere 4 °C'da sakland..
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2.3.1.2 Tohumdan Ham Ekstrenin Elde Edilmesi

Ekstraksiyon igleminde ¢dziuclh olarak deiyonize dis-
tile su kullanildi. Kuru tohumlar 1:8 (w/v) oraninda su ile
homojenize edildi. Ekstraksiyon iglemi 2.3.1.1'de izlenen pro-
sedﬁre gbére yapildir ve elde edilen ekstre deneylerde kullanil-

mak Uzere 4 °C'da saklandi.
2.3.1.3 Protein Ekstraksiyonu

Protein ekstraksiyonunda ¢6zici olarak deiyonize
distile su kullanildi. Kuru yaprak 1:5 (w/v) oraninda su ile
homojenize edildi. Bigakli homojenizer Kkullanitarak, dugik
hizda 30 saniyelik periyotiar halinde toplam 150 saniye
homojenizasyon iglemi yapildiktan sonra, homojenat temiz bir
tilbentten stzildid ve 4 °C'da 12000 devir/dakika hizda, 30
dakika sire ile santrifij edildi. Sapernatant kismi °"Selekta”
filtre kaji1dindan sGzildd. Sizuntd, yavag yavag kati amonyum
siltat katilarak % 80 amonyum sdlfat satGrasyonuna getirildi
ve 6 saat oda sicakh§inda galkalandi. Amonyum saifat ile ¢ok-
tirilen proteinier 4 °C'da 12.000 devir/dakika hizda, 30 dakika
santritij edilerek aynldi. Gdékelti az miktarda distile suda
¢bzindiirdldi ve protein 8rneJindeki amonyum silfati uzaklag-
tirmak i¢in distile suya kargi 4°C'da 72 saat dializ edildi. Daha
sonra dondurma ve liyofilizasyon iglemleri takip edilerek kuru
toz halinde protein fraksiyonu elde edildi. Protein fraksiyonu

deneylerde ve elektroforez iglemlerinde kullaniimak uzere
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4°C'da sakland.

2.3.2 Sicakta Ekstraksiyon

Elde edecedimiz ekstrenin aktivitesinin temperatiire
karsgi da‘yannklllnglm belirlemek igin kurutulmug yapraktan ham
ekstrenin elde edilmesi "Soxhlet® ekstraksiyon aygiti ile yioksek
temperatirde yapildi. Ekstraksiyon igin ¢dzlcl olarak

deiyonize distile su ve % 70 etil alkol kullanildi.
2.3.2.1 Su Ekstraksiyonu

Bu amag igin kiguk pargalara ayrilan yaprak 6rnek-
leri kartug igine konarak “Soxhlet®™ aygitina yerlestirildi ve
alttan gelen sicak su buhari ile ekstraksiyon iglemine toplam
24 saat devam edildi. Elde edilen ekstre dondurma ve
liyofilizasyon iglemieri ile kuru toz haline getirildi. Ham ekstre

daha sonra kullaniimak tizere 4 °C'da sakland:.
2.3.2.2 Etil Alkol Ekstraksiyonu

Bu amag igin kiglk pargalara ayrilarak kartug igine
doldurulan 6rnek "Soxhlet® aygitina yerlestirildi ve alttan ge-
len sicak % 70 etil alkol buhari ile ekstraksiyon iglemine top-
lam 15 saat devam edildi. Elde edilen ekstrenin alkol ve suyu
ugurulduktan sonra olugan kuru materyal 100 mg/mi olacak se-

kilde dimetilsulfoksit'te (DMSO) eritildi. Daha sonra steril
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NB'da 1:10 oraninda sulandirildi ve deneylerde kullaniimak

uzere 4 °C'da saklandi.

2.3.3 Ham Ekstrenin Kromatografik Analizi

Elde edilen ham ekstrede yer alan hangi fraksiyon
moleklllerin, bu aragtirmada konu edilen antiviral etkiye sahip
oldudunu belirleyebilmek ve etkin fraksiyonun ham ekstreden
elde edilmesi i¢in, ham ekstre "Sephadex G-25 fine"
(PHARMACIA) ile paketlenmig jel tiltrasyon kolon kromatograti-
sinden gegirilerek, farkli buytklikteki molekiller ayri ayr
fraksiyonlar halinde birbirlerinden ayrnidi. Kolondan akan
eluentlerin |. ve Il. kisim fraksiyonlarda profil verdikleri

gdzlendi.

2.3.3.1 Jel Filtrasyon Kolonunun Hazirlanmasi ve

Kromatografi lglemi

“Sephadex G-25 fine" kolon dolgu maddesi deiyonize
distile su ile gigirildikten sonra kolona dolduruldu ve kolon dei-
yonize distile su ile dengelendi. Kolonun ist yGzeyine 50 mg/ml
konsantrasyonda sofukta hazirlanan ham ekstre ¢dzeltisinden,
bu kromatografi igleminde kullandidimiz kidgik kolona 1.5 ml
(75 mg) uygulandi ve bir peristaltik pompa (PERISTALTIC
PUMP P-3, PHARMACIA) yardimi ile belli bir akig hizi
verilerek kolon g¢ahigtirildi. Akig hizi 16 ml/saat olarak

ayarlandi. Kolondan 1 ml fraksiyonlar ayr ayrn tuplerde
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toplandl ve her bir tipteki fraksiyonun optik yoguniugu, 280 nm
dalga boyunda absorpsiyon olarak spektrofotometrede odlglld.
Apsis fraksiyonlari, ordinat ise ab‘sorpsiyon deerlerini gdste-
recek gsekilde grafik ¢izilerek kolondan ayrilan fraksiyonlar
ortaya kondu. Absorpsiyon grafigine gbére tim fraksiyonlar iki
béligeye ayrildi. Bu iki bdlgedeki fraksiyonlar kendi aralarinda
birlegtirildikten sonra, dondurma ve liyofilizasyon iglemlerinden
gegirilerek kuru toz halinde elde edildi. Bu fraksiyonlar deney-

lerde kullanilmak tzere +4°C'da saklandi.

2.4 BITKISEL EKSTRELERIN BAKTERI BUYUMESI,
FAJ VE FAJ INFEKSIYONUNA ETKISI

Yukarda acgiklandi§i gekilde hazirlanan total ekstre,
protein fraksiyonu ve ham ekstreden kromatografik yolla elde
edilen fraksiyoniarin bakteri biuyimesi, faj ve faj infeksiyonuna
etkileri arastiriidi. Bu amagla bitkisel ham ekstre igeren NB
besiyerinde E. coli B2 irkinin iUremesi izlendi. Ayni amagla
bitkisel ekstrelerin bakteriyo‘taj T2hr* Gzerine direkt etkileri ve
T2hr* ile intekte edilen E. coli B2 kiltirindeki etkileri aragti-
rild.

2.4.1 Bitki Ekstrelerinin Konak Bakteri Gzerinde

Denenmesi

Total ham ekstrelerin konak bakteri Dzefinde etkili

olup olmadig: iki ayr yolla aragtirniidi. Bunlardan birinde disk
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difGzyon metodu izlendi, dijerinde ise NB besiyerinde Uretilen
E. coli B2 irkinin standart Oreme e{risi 6lgut olarak alindi
(Graham ve Nelson, 1954). Ekstre igeren ve igermeyen NB
besiyerinde lretilen E. col/i B2 irkinin Greme egrileri koloni
sayma metodu ile belirlendi ve bu eJrilerden yararlanarak
bakterinin generasyon sireleri ve generasyon sayilarn kargilag-

tirmah olarak ortaya kondu.

2.4.1.1 NB Besiyerinde E. coli-B2 Uremesinin

lzlenmesi

Bir gecelik saf E. coli B2 kaltaranden 0.5 ml alina-
rak 30 ml NB besiyerine ekim yapildi. Kaltiir ortam: 37 °C'da ve
120 devir/dakika hizla dairesel déniamler yapan ¢alkalayici
etivde Uremeye birakildi. Belli zaman arahiklarinda kaltar
ortamindan alinan 6rnekler, % 0.9 NaCl (w/v) ¢bdzeltisi ile
uygun oranlarda sulandirildiktan sonra, NA besiyerine yayma
metodu ile ekildi. Besiyerieri 37 °C'da bir gece inkibe
edildikten sonra besiyeri ylzeyinde olugsan koloniler sayildi ve
agagidaki formil yardimi ile kultirde zamanla artan canh

bakteri sayisi belirlendi.

Koloni Sayisi
HGcre /' mi =

(Sulandinm Oram) X (Besiyerine Yayilan Miktar (ml) )

Elde edilen sayisal degerlierle yari logaritmik kadit
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Uzerinde E. coli B2 rkinin standart Ureme eJrisi ¢izildi.

2.4.1.2 Ham Ekstre lgeren Besiyerinde E. coli B2
Uremesinin lzlenmesi

Liyotilize ham ekstreler 10 mg/ml konsantrasyonda
NB besiyerinde ¢dzindirilerek stok bitkisel ekstre g¢dzeltileri
hazirlandi. SoJukta ekstraksiyon sonucu elde edilen ekstre
¢bzeltisi mikrofiltrasyondan gegirilerek (milipor filtre, 0.2 um)
staril hale getirildi. Sicakta ekstraksiyon sonucu elde edilen
ham ekstre g¢obzeltisi ise 121 °C'da 20 dakika otoklavda
tutularak steril edildi. Elde edilen steril ekstre ¢ozeltileri
kullanilarak 3 mg/ml konsantrasyonda ekstre igeren 30 mi'lik
NB besiyeri hazirlandi. Bu besiyerine bir gecelik saf E. coli B2
kiltarinden 0.5 ml ekim yapildi ve standart Greme egrisinin
belirlenmesinde uygulanan iglemler tekrarlanarak ekstre varli-

dinda bakteri Gremesi izlendi.
2.4.1.3 Disk Dituzyon Metodu

“Selekta” filtre kadidindan kesilen 6 mm ¢apinda
diskler otoklavda (121 °C, 20 dakika) steril edildi. Diskler, 10
mg/ml konsantrasyonda steril ekstre ¢bzeltisinden 40 pl emdi-
rildikten sonra steril ortamda 37 °C‘da kurutuldu. NA besiyerie-
rine 3 saatlik bakteri kGltirinden 0.2 ml yayildiktan sonra,
hazirlanan bu diskler besiyerlerinin yizeyine yerlestirildi. Kar-
gilagtirma yapabilrhek icin besiyerlerine antibiyotik diski
(Oflioxasin, OXQID) de kondu ve ortam 37 °C'da 24 saat inkibe
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edildi. Inkibasyon sonrasinda ekstreli disklerin gevresinde
bakteri Gremesinin olmadigd: bir alan (zon) olugup olugmadigina

bakildi.

2.4.1.4 E. coli B2 irkinin Generasyon Siresi ve

Generasyon Sayisinin Belirlenmesi

Bir kiltir ortaminda, logaritmik Gremenin sonuna kadar
hiacrelerin kag kez bdlunduguni ifade eden "generasyon sayis!”
ve logaritmik dreme sirasinda hicre sayisinin iki katina
gikmasi igin gerekli sireyi ifade eden “generasyon sdresi* nin
hesaplanmasinda agafidaki formillerden yararianiidi (Winkler

ve ark.,1976).

Ureme sabitesi (k) = 2.3 (logN, - logN_)/t (dakika™')

kxt/In2

Generasyon sayisi (g)

]

Generasyon siresi (T) =t/g (dakika)

Burada; In2 = 0.693 , N =kiltirde dUremenin baglangicindaki
hiicre sayisini, N ,=logaritmik Satha sonucunda erigilen hicre
sayisini, t =kiUltirin logaritmik satha sonuna erigmesi igin ge-
rekli siireyi gdstermektedir. Ekstreli ve ekstresiz ortamlarda
uretilen E. coli B2 irkinin generasyon sayt ve slreleri yukan-
daki formilllerle hesaplanarak kargilagtirmals bir gekilde ortaya

kondu.
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2.4.2 Bitkisel Ekstrelerin Bakteriyctaj Uzerinde

Denenmesi

Total ekstre, protein fraksiyonu ve ham ekstreden
kromatografik yolla elde edilen fraksiyonlar direkt viriisidal et-
kileri ve taj infeksiyonuna etkileri oimak Gzere iki farkhi yolla

denendi.

2.4.2.1 Direkt Virusidal Etki

Farklhh gekilde elde edilen ekstrelerin faj Gzerine di-
rekt etkilerinin belirlenmesinde zaman, tarkli konsantrasyonliar,
temperatir ve iyonlar gibi Kkriterler ele alindi. Batan

deneylerde intektif (aktif) faj sayisi plak ydntemiile belirlendi.

2.4.2.1.1 Ekstrelerin Virusidal Etkileri ve

Zaman ligkisi

Bu amag igin NB besiyerinde 10 mg/ml konsantras-
yonda total ekstre, protein fraksiyonu, bovine serum albumin
(BSA) ve jel filtrasyon kromatogratfisi ile elde edilen
fraksiyonlarin stok solusyonlari hazirland). Belirtilen bu
solusyonlar 2 mg/ml final konsantrasyonlarin: verecek gekilde
NB iginde sulandirildiktan sonra, ortama egit miktariarda faj

eklenerek oda temperatirtinde inkibe edilditer. Ink(ibasyon
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ortamindan farklhh zamanlarda alinan o6rneklerde infektif faj

sayisi belirlendi.
2.4.2.1.2 Sicakhik Uygulamasi

Temperatirin, sogukta hazirlanan ekstrenin virdsi-
dal etkisinde bir deJigiklik meydana getirip getirmedidini belir-
lemek igin ekstre solusyonu 121 °C‘'da 20 dakika otoklaviand..
Otoklavlanmig ve normal ekstre solusyonltari 0.5 mg/mi, 1
mg/mi{, 2 mg/mi, 3 mg/ml ve 4 mg/ml final konsantrasyonifarini
verecek gekilde NB iginde sdlandmldlktan sonra egit miktarda
faj eklenerek belli siire 37 °C'da inkiibe edildiler. Inkibasyon

sonunda farkliortamlardaki intektif taj saytlar: beliriendi.

2.4.2.1.3 Farkls Ekstrelerin Virisidal

Etkisinin Aragtiriimasi

Bu amag¢ i¢in sojukta yaprak ve tohumdan su ile,
sicakta ise yapraktan alkol ve su ile hazirianan ekstreler kulla-
nildi. Stok ekstre solusyonlart 0.5 mg/ml, 1 mg/mi, 2 mg/mi, 3
mg/ml ve 4 mg/ml final konsantrasyonlarini verecek gekilde
sulandinldi ve egit miktarlarda taj eklenerek 37 °C'da 12 saat
stire ile inkibe edildiler. Inkiibasyon sonunda &rneklerdeki

infektit taj sayisi belirlendi.
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2.4.2.1.4 Ekstrenin Farkl Temperatirlerde

Virisidal Etkisinin Belirlenmesi

Soduk ortamda hazirlanan ham ekstre 0.5 mg/ml, 1
mg/ml, 2 mg/ml, 3 mg/ml ve 4 mg/ml final konsantrasyonlarini
verecek gekiilde sulandinildiktan sonra, egit miktarlarda faj
katilan farkli ortamlar +4 °C, +25 °C ve +37 °C'da 30 saat sire
ile inkibe edildi. Inkiibasyon sonucu farkli drneklerdeki infektit

faj sayisi belirlendi.

[ ]
2.4.2.1.5 |. Fraksiyonun Virisidal
Etkisinin Aragtiriimasi

Jel filtrasyon kromatogratisi ile elde edilen
I.traksiyon 0.5 mg/ml, 1 mg/ml, 2 mg/ml, 3 mg/mi ve 4 mg/mi fi-
nal konsantrasyonlarint verecek gekilde sulandinliditan sonra
ortama egit miktarlarda faj eklenerek inkibe edildi. Inkibasyon
ortamindan farkli zaman araliklarinda alinan 6rneklerde intektif

faj sayist belirlendi.

2.4.2.1.6 Farklh Temperatiur ve Farkli
Slrelerds Bekletilen Ekstrenin

Aktivitesinin Belirlenmesi
Sogukta hazirlandiktan sonra, +4 °C ve +37 °C'da

beklatilen ekstrelerden belirli zaman araliklarinda &6rnekler ali-

" narak 2 mg/ml final konsantrasyonunu verecek gekilde sulandi-
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rildi. Hazirlanan ekstre ¢dzeltisine belli sayida faj katildiktan
sonra, ortamlar 37 °C'da 5 saat sure ile inkibe edildi.
Inkibasyon sonrasinda infektif faj sayisi plak testi ile

belirlendi.

2.4.2.1.7 Katyonlarin Ekstre Aktivitesi

Uzerine Etkilerinin Aragtiriimas:

Bazi mono- ve divalent iyonlar ortama ilave edildigi
zaman, ekstrenin bakteriyotajlar Gzerindeki aktivitesinde bir
dedigsme olup olmadi§: aragtinidi. Bu amagla deney ortamma‘
belirli konsantrasyonlarda Ca**, Mg**, K* ve Na* iyonlari
eklendi. Ekstre, bakter jyofaj ve iyon igeren ortamlar 37 °C'da
belirli sirelerde inkibe edildikten sonra intektif faj sayis: plak

testi ile belirlendi.

% Inhibisyon degerlerinin hesaplanmasinda

[100x(pgy-Py)/Pgl tormali kulianildi.

2.4.2.2 Bitkisel Ekstrelerin Bakteriyofaj

Infeksiyonunda Denenmesi

Total ham ekstre ve protein fraksiyonu bakteriyofaj
T2hr* infeksiyonu {izerinde denenmeden 6nce fajin tek kade-
meli Ureme egrisi belirlendi, Bu Ureme efrisi Uzerinde,
bakteriyofajin hicreye giriginden olgun faj partikialleri meydana

gelene kadar gegen sureyi ifade eden "latent periyot® . ve
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infekte olmug bir bakterinin pargalanmasi sonucu ag¢ifa gikan

faj sayisini gdosteren "patiama biuyukligi" hesaplandi.

2.4.2.2.1 Tek Kademeli Ureme Deneyi lle
Bakteriyofaj T2hr*'nin Latent
Periyodu Siresi ve Patlama

BoyuklGginian Belirlenmesi

Bakteriyofaj T2hr*'nin tek kademeli Greme efrisi
Ellis ve Delbrick (1939) yéntemine gére belirlendi. Ug saatlik
bakteri kiltarine uygun sayida bakteriyofaj ekiendi. Fajlarin
bakterilere adsorbe olmalari igin beg dakika beklendikten sonra
belli zaman araliklarinda &rnekler alindi ve &rneklerde plak
olusturan birim (plaque forming unit: pfu) olarak faj sayis, gift-
katlt agar metodu (Adams, 1959) ile saptandi. Bu metoda
gbre, kiltiir ortamindan alinip uygun oranlarda sulandirilan faj
drnekleri, bir miktar sivi bakteri kaltird ile birlikte, eritilmig yu-
mugak agar besiyerleri (45-50 °C) iginde karigtirtidi ve kari-
simlar NA besiyerleri Uzerine dOkGldd. Yumugak agar
donduktan sonra petriler ters gevirilerek 37 °C'da bir gece
inkibe edildi. Besiyeri ylzeyinde infekte bakterilerin
par¢alanmasit sonucu olugan ve plak adi verilen berrak alanlar
sayilarak asggldaki tprmﬂl yardimi ile kdaltir ortaminda

zamanla artan faj sayist belirlendi.

Plak Sayisi
plu/ ml =
Sulandinm X Yumugak Agar Besiyerine
Orani Katilan Faj 6rnegi Miktar: (ml)

24



Ordinat faj sayisini (pfu/ml), apsis zamani (dakika) géstere-
cek gekilde hazirianan grafik GUzerinde, faj sayisinda 6nemli bir
artmanin meydana gelmedigi sire latent periyot siiresi olarak
alindi. Patiama buyukla§0d; p=n,/n, tormilinden (Adams, 1959)
hesapland:. Bu formilde n,: konak organizma kultarine bag-
langigta katilan faj sayisimi, n,: kiltirde ilk intekte olan
bakterilerin pargalanmasi ile erigilen faj sayisini

gbéstermektedir.

2.4.2.2.2 Ekstrenin Faj Adsorbsiyonu

Kademesinde Denenmesi

Ekstrenin faj adsorbsiyonuna etkisini belirlemek igin
0.5 mg/ml, 1 mg/mi, 2 mg/mi ve 3 mg/ml final konsantrasyon-
larint verecek gekilde bakteri kultirine ekstre katildi. Ekstre
igeren kaltar ortamina faj ilavesinden 10 dakika sonra
kloroform ilave edildi. Kloroform etkisi ile inaktive olan bakteri
ve bakteriye tutunmug olan fajlari ortamdan uzaklagtirmak igin
kiltdr ortami 6000 devir/dakika hizda 10 dakika sire ile
santritfij edildi. Supernatanttaki intektif taj sayisi plak ydntemi

ile belirlendi,
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2.4.2.2.3 Bitkisel Ekstrelerin Bakteriyofaj
T2hr* Replikasyonuna

Etkilerinin Belirlenmesi

Bu amag¢ i¢in sojuk ve sicak ortamda hazirlanan
ham ekstre ve protein fraksiyonu kullanildi. Ekstreler 2mg/ml
final konsantrasyonda ve konak bakteri kiltara taj ile infekte
edilmeden 30 dakika o6nce ortama katildi. Ayrica bitkisel
materyalden izole ettifimiz protein ile kargilagtirmak amaciyla
hayvansal bir protein olan bovine serum albumin (BSA) de 2
mg/ml konsantrasyonda fajlar Uzerinde denendi. Yapilan bu
deneylerde zamana gére faj sayisindaki dejigme tek kademeli

Ureme deneyinde uygulanan ydntemle saptandi.

Deneylerde kullanilan buatin ekstreler, NB besiyerin-

de ¢dzindirilup steril edildikten sonra kullanildi.

2.5 ELEKTRON MIKROSKOBU ILE INCELEMELER

Deney materyali olarak kullanilan bakteriyofaj
T2hr*'nin ekstreli ve ekstresiz ortamlarda morfolojik 6zellikleri-
ni  belirlteyip kargilagtirmak igin bu materyalin elektron
mikroskobu mikrogratlan ¢ekildi. Bu amag igin drnekler negatif

boyama yéntemi ile boyandi.
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2.5.1 Negatif Boyama I¢gin Ornek Siispansiyonunun

Hazirlanmasi

Ekstre igeren ortamda faj morfolojisini belirlemek
icin ortalama 10'' pfu/ml konsantrasyonda faj igeren
siispansiyona, 5 mg/ml final konsantrasyonunu verecek gekilde
steril ham ekstre ¢dzeltisi ilave edildi. Ortam 37 °C'da 24 saat
inkibe edildi. Kontrol igin ekstre igermeyen faj suspansiyonu
(10"1ptu/ml) kullanmildi. Inkiibasyondan sonra negatif boyama

islemine gegildi.
2.5.2 Gritlerin Kaplanmasi

Grit yluzeyleri, bakteriyofajlarin adsorbe olmasina o-
lanak saftayan formvar (pioloform, WACKER) ile kaplandi. Bu
amag igin dizgun yizeyli bir cam 0.1 mg/ml‘lik tormvar solus-
yonuna batirihp ¢ikarilarak kisa bir sire havada kurutuldu.
Cam plaka lzerinde olugan formvar tilmi distile su uUzerinde
ybzdarolda. Gritler formvar filmi Gzerine dizildikten sonra

dikkatli bir gekilde lam Gzerine alind: ve 37 °C'da kurutuldu.
2.5.3 Negatif Boyama
"Negatif boyamada Cole ve Popkin (1981)'in 6nerdigi
yéntem izlendi. Formvar kaph gritler Uzerine daha dnce anlatil-

dijr sekilde hazirlanan sﬁspénsiyonlardan pastor pipeti ile bir

damla damlatildi ve suspansiyondaki objelerin grit yuzeyine
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adsorbe olmalart igin 5 dakika bekletildi. Grit ylzeyindeki
suspansiyon fazlali§i filtre kajidina emdirildikten hemen sonra
bir damla % 1 (w/v) amonyum molibdat damlatildi ve 30 saniye
bekletilerek amonyum molibdat fazltahid: filtre kagids ile alind..
Gritler kurutulduktan sonra Jeol Jem-1200 Exl!l Elektron Mik-
roskobunda incelendi ve objelerin elektron mikrograflan

cekildi.

2.5.4 Bakteriyofaj Boyutiarinin Saptanmasi

Elektron mikrogratiarindaki fajlarin gergek boyutlarinin
hesaplanmasinda agagidaki formal kullanild,.
Gorontinidn Boyutu (mm}

Objenin Gergek Boyutu (nm) = x 108
Mikroskop Biyitmesi x Agrandizér Biyitmesi

2.6 S. europaea L. PROTEINLERININ ELEKT ROFORETIK
OLARAK BELIRLENMESI

Daha &énce anlatildi§t gekilde bitkisel materyalden

elde edilen protein traksiyonu SDS-drnek tamponunda g¢dzin-

dirildikten sonra jele uygulandi.
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2.6.1 Alkali Gre-SDS Poliakrilamid Jel Elektroforezi

S. europaea L.'den elde edilen total protein fraksi-
yonunun denatire kogullarda elektroforetik olarak belirlenme-
sinde Mac Gillivray ve ark., (1975)'nin uyguladi§ ybéntem

izlendi.

2.6.1.1 Jellerin Hazirlanmas

% 15 akrilamid igeren jellerin birinci bdlumi (6.5
cm yikseklikte) 1 kisim A solusyonu [3 M Tris-HCI, pH 9.5; %
0.23 (v/v) TEMED], 3 kisim B solusyonu [% 40 (w/v) akrilamid;
% 0.6 (w/v) Bis] ve 4 kisim C solusyonu [ % 0.07 (w/v)
amonyum persulfat; % 0.2 (w/v) SDS; 2 mM DDT ; 8 M ire] ka-
rigtirilarak hazirlandi. Karigim homojen bir polimerizasyon sag-
lamak igin bir dakika vakum aitinda tutulduktan sonra jel kaset-
lerine dokildu. Jel yizeyine yaklagik 400 ul deiyonize distile
su yayilarak yilzeyin dizgin olmasi saglandi. Jeller bir ‘séat
oda sicakhinda polimerize olmaya birakildi. Polimerizasyon
tamamlandiktan sonra jellerin ust yuzeyine yayilan su alinarak,
jellerin ikinci bdlimd (0.5 cm yiikseklikte), 1 kisim D solusyonu
[ 0.5 M Tris-HCI, pH 6.7; % 0.46 (v/v) TEMED ], 2 kisim €
solusyonu [ % 10 (w/v) akrilamid, % 2.5 (w/v) Bis ], 1 kistm F
solusyonu [ % 0.004 (w/v) riboflavin ] ve 4 kisim G solusyonu |
% 0.2 (w/v) SDS; 2 mM DDT ; 8 M iire ] ile hazirlanan vakum-
lanmig karigimla doldyruldu. Jellerin ikinci kismi: bir saat

floresans lambas: altinda tutularak polimerize edildi.
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2.6.1.2 Elektroforez lslemi ve Protein Bantlarinin

Belirlenmesi

Elektroforez tamponu olarak 25 mM Tris, 192 mM
glisin ve % 0.2 (w/v) SDS igeren tampon kullanildi. Jellerden
fazla amonyum persilfat: uzaklagtirmak ve jellerin iginde sabit
direng elde etmek igin 30 dakika 8 mA/jel akim altinda &n
elektroforez yapildi. SDS-6rnek tamponunda ¢ozindirdimis
her 100 p! protein 6rne§ine 10 ul 2-.ME, 10 !l % 1 (w/v) SDS
ve 10 pl % 0.005 (w/v) bromofenol mavisi eklenerek jel
ylzeyindeki ceplere uygulandi. Elektroforez iglemi ilk yarim
saat sirede 8 mA/jel; geri kalan sidrede 15mA/jel akim
verilerek yaklagik G¢ saat s&reqe tamamlandi.Taginmay
izlemek igin protein odrneklerine katilan bromofenol mavisi
jellerin bitim noktasina 0.5 cm yaklagti§i zaman elektrotorez

iglemi durduruldu.
2.6.1.3 Boyama Gbdzeltilerinin Hazirlanmas:

Protein bantlarinin tesbit edilmesi igin jeller 5 tarkli

boyama solusyonu ile boyand:.

1) %0.05 (w/v) "Coomassie” pariak mavisi, %25 (v/v)

izopropanol ve % 10 (v/v) asetik asit.
2) %0.05 (w/v) “Coomassie” parlak mavisi.

3) %0.05 (w/v) "Coomassie® parlak mavisi ve % 5
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(w/v) trikloroasetik ‘asit (TCA).

4) %0.05 (w/v) "Coomassie” parlak mavisi, % 25

(viv) izopropanol ve %5 (w/v) TCA.

5) %0.05 (w/v) “"Coomassie” parlak mavisi ve %70

(v/v) etil alkol.

Jeller yukarida belirtilen boyama ¢o6zeltilerinde 12
saat diguk hizda galkalanarak boyandi. Jellerden fazla boya-
nin gikarilmasi igin, jeller boyamada kullanilan ve boya igerme-

yen solGsyonlarda 24 saat dugik hizda galkaland:.
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3 BULGULAR

3.1 HAM EKSTRENIN KROMAT OGRAFIK ANAL{zZI

Bitkiden sofukta ekstraksiyon ile hazirlanan ham
ekstrenin jel filtrasyon kolonundan gegirilmesi ile elde edilen

fraksiyonlarin A280 nm degerleri Tablo 1'de, absorpsiyon grati-

gi Sekil 1'de gérilmektedir.

Tablo 1. Kolondan toplanan fraksiyoniarin 280 nm
dalga boyundaki absorpsiyon dederleri

F.N. (Fraksiyon Numaras1).

F.N. A280 F.N. A280 F.N. A280
1 0.02 21 7.45 41 4.38
2 0.03 22 6.35 42 3.92
3 0.03 23 4.03 43 3.42
4 0.03 24 3.72 44 3.26
5 0.03 25 3.40 45 2.61
6 0.05 26 3.10 46 2.21
7 0.24 27 2.96 47 1.85
8 0.71 28 2.85 48 1.65
9 .2 29 2.44 49 1.25

10 2.42 3o 2.19 50 0.82

11 8.24 KR 2.28 51 0.72

12 22.02 32 2.47 52 0.65

13 33.65 KK 2.53 53 0.64

14 38.35 34 2.78 54 0.60

15 33.30 3s 3.07 55 0.49

16 30.05 36 3.61 56 0.40

17 22.10 37 4.17 57 0.36

18 17.30 38 4.71 58 0.32

19 12.20 39 4.82 59 0.29

20 10.45 40 4.77 60 0.20
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Tup Sayisi ( Fraksiyonlar)

Sekil 1. Ham Ekstrenin jel filtrasyon kolon
kromatografisi ile analizi. Kolon hacmi
1.5x30 cm, kolona uygulanan ekstre 75 mg,

kolon akig hizi 16 ml/saat

Sekil 1'de goérildiugi gibi total ham ekstre iki farkh
grup mdlekm halinde kolondan ayrilmaktadir. Bdylece , 1-30.
fraksiyonlar 1. bdlige (Fraksiyon |) 30-60. fraksiyonlar |l. bol-
ge (Fraksiyon Il) olarak alind: ve bu fraksiyonlann direkt viri-

sidal etkileri ortaya kondu.
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3.2 BITKISEL EKSTRENIN KONAK BAKTERI UZERINDE
DENENMESI

3.2.1 NB Besiyerinde E. coli B2 Jremesinin lzlenmesi

NB besiyerinde kultiri yapilan E. coli B2
hicrelerindeki artig, koloni sayma metodu ile belirlenerek E.
coli B2 irkinin standart Greme e{risi ortaya kondu. Hicre say:-
sindaki artig Tablo 2'de, bu degerlere gére elde edilen standart

dreme efrisi Sekil 2'de verilmektedir.

Tablo 2. NB besiyerinde 37 °C'da ve 120 dev./dak.
galkalama hizinda inkibe edilen E. coli

B2 irkinin gdsterdiji Greme

ZAMAN (Saat) HUCRE SAYISI/mi
0 7.8x107
1 8.4x107
2 1.8x108
3 6.4x108
4 1.8x109
5 3.5x10°
6 3.8x10%
7 3.8x10%
8 4.5x10°
9 4.5x10°
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Sekil 2. NB besiyerinde E. coli B2 irkinin standart

ireme egrisi.

Sekil 2'de géruldigu gibi, NB besiyerinde dretilen
E. coli B2 1rk1 yaklagik beg saat sire iginde logaritmik Greme-
nin sonuna erigmektedir. Elde edilen bu standart e§ri Gzerin-
den E. coli B2 irkinin ortalama generasyon siresi ve generas-
yon sayisi agagidaki formilllerle hesaplandi: Ny= 7.8x107 (are-
menin baglangicinda kiltirdn mililitresindeki hicre sayisi).
- Ny= 3.6x10% (Logaritmik Gremenin sonunda kiltiran mililitre-
sindeki hicre sayisi). t= 250 dakika olarak alindi. Buradan,
Ureme sabitesi (k)= 2.3(logN, - logN )/t = 0.0152 dak "]
Generasyon sayis! (g) = kxt/in2 = 5.48

Generasyon suresi (T) = t/g = 45.6 dakika olarak hesaplandi.
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3.2.2 Ekstre lgeren NB Besiyerinde E. coli B2

Sojuk ve sicak ortamlarda hazirlanan ekstreleri ige-
ren ve igermeyen (kontrol) NB besiyerinde E. coli B2 irkinin

gbsterdigi ireme Tablo 3'te, bu deJerlere gbre ¢izilen Greme

Uremesinin lzlenmesi

efrileri Sekil 3'te gdsterilmigtir.

Tablo 3. Ekstre igeren ve igermeyen (kontrol) NB

besiyerlerinde, 37 °C'da ve 120 dev./dak.
¢alkalama hizinda inkibe edilen E. coli B2
irkintn gosterdidi Greme.(E1= SoJukta

hazirlanan ekstre, E2= Sicakta hazirlanan

ekstre).
Hicre Sayisi/ml
Zaman Ekstre Katilan Ortam
(Saat) Kontrol E1 E2
0 8.0x107 7.4x107  7.3x107
1 8.5x107 8.3x107  8.1x107
2 1.7x108 1.9x108 1.8x108
3 6.2x108 8.0x108 7.8x108
4 1.9x109 2.6x10° 2.4x10°
5 3.7x109 4.0x109 4.7x109
6 4.2x10% 5.4x109 5.2x109
7 4.2x10° 5.5x109 5.3x109
8 4.3x10° 5.5x109 5.4x109
9 4.3x10° 5.5x10° 5.3x109

36




1010

E 9
- 10 —ty—— Konuol
& —o—
Y ——  E2
(7]
[ ]
5 108
13
Xz
107 Y AN NN AU S SR S SIS S S A L S e
[} 2 4 6 8 10

Zaman ( Saat)

Sekil 3. Ekstre igermeyen ve ekstre igeren kiltar
ortamlarinda E. coli B2 irkinin Greme

egrileri.

Tablo 3'deki veriler 2.4.1.4'te verilen formdillerde
yerine konarak E. coli B2'nin generasyon sireleri ve sayilari

kargilagtirmali olarak ortaya kondu (Tablo 4).

Tablo 4. Ekstre igeren ve igermeyen NB besiyerinde

E. ¢co0li B2 irkinin generasyon sareleri

ve sayilari.
) Ekstre Katilan Ortam
Kontrol | E1 E2
Generasyon Sayis) 5.48 5.98 5.77
‘|Generasyon Suresi (dk.) 45.60 41.80 43.32
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Tablo 4'te gorildagi gibi ekstre igeren besiyerinde
E. coli B2'nin generasyon sayisinda artma, generasyon sure-
sinde ise azalma gozlendi. Ortaya gikan bu sonug faj-bakteri
sistemi GUzerinde antiviral etkisi arastirilan bitkisel ham ekstre-
lerin konak bakterinin iremesi uzerine toksik bir etki yapmadi-

gini géstermektedir.

3.2.3 Bitkisel Ham Ekstrenin “Disk Ditizyon Testi® ile

Konak Bakteri izerinde Denenmesi

Kontrol olarak alinan antibiyotik diski (oflaxasin)
gevresinde belirgin inhibisyon zonu goérilmesine kargin, ekstre

emdirilen disklerin gevresinde herhangi bir inhibisyon zonu go-

rulmemigtir (Sekil 4).

Sekil 4. Disk dituzyon testi. E1. sogukta hazirlanan
ham ekstre emdirilmig diskler, E2. sicakta
hazirlanan ekstre emdirilmig diskler,

o. oflaxasin diski.
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Buna gbre "Disk Difizyon Testi® sonuglari, ekstreli
ortamda bakterinin uretilmesi ile elde edilen sonug¢larla uygun-

luk gbéstermektedir.

3.3 BITKISEL EKSTRELERIN BAKTERIYOFAJ UZERINDE
DENENMESI

3.3.1 Direkt Viriisidal Etki

3.3.1.1 Ekstrelerin Virlisidal Etkilerinin Zamanla

Nigkisi

Ham ekstre, protein fraksiyonu ve kromatografik a-
naliz sonucu ortaya konan 1. ve ll. fraksiyonlari 2 mg/ml kon-
santrasyonlarda igeren ortamlarda infektif faj sayisindaki azal-
ma Tablo 5a‘'da, % inhibisyon degerleri Tablo 5b'de,bu deferle-

re gbre gizilen grafikler Sekil 5a ve 5b'de gosterilmigtir.

Tablo 5a. Ekstreli ortamlardan farkli zamanlarda
alinan érneklerdeki infektif taj sayist.

Inkibasyon temperatirii 37 °C'dir.

Ortamdaki Intektit Faj Sayis1 (pfu/mi)

Ortam

.Saat 25.8aat 75.Saat
Kontrol 7.6x1p5 .7x105 7.5x10%  7.3x10%
Ekstre 7.6x10°% .5x10%  4.4x10%  2.4x10%

0.Saat 5
7
6
Protein frak. 7.4x105 6.3x10%  4.9x10% - 2.8x108
5
7
8

I.Fraksiyon  7.5x10% .2x10%  2.7x10%  4.3x10%
Il.Fraksiyon 8.2x10% .9x10%  8.3x10%  8.2x10°
BSA . 8.0x10% .4x10%  8.0x10%5  7.7x10%
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Tablo 5b. Ekstreli ortamlardan tarkli zamanlarda
alinan 6rneklerdeki % inhibisyon
[100x(p,4-p,)/Py] dederleri. Inkibasyon
temperatiura 37 °C.

(po= Ortama katilan taj sayisi

p,=t zamanindaki faj sayisi).

% Inhibisyon [100x(p4-py)/Pg]
Ortam 0.Saat 5.Saat 25 Saat 75.S aat
Kontrol 0.0 0.0 0.0 0.0
Ekstre 0.0 13.4 41.4 68.0
Protein frak. 1.3 16.0 34.7 62.7
I. Fraksiyon 0.0 30.7 64.0 94.3
Il. Fraksiyon 0.0 0.0 0.0 0.0
BSA 0.0 0.0 0.0 0.0

infektif Faj Sayisi ( pfu / ml )

-
©

-
[=]
o

-]

——— Kontrol
———r——  EKEUO
- Protein
~—o— | Fraksiyon
——o— |i. Fraksiyon
——a— BSA

104 v v Y v v Y v e T hd v 1
0 20 40 60 80
Zaman ( Saat )

Sekil 5a. Bitkisel ekstreleri ve hayvansal bir protein
olan BSA'yr 2 mg/ml konsantrasyonlarda
iceren deney ortamlarinda infektif tfaj

sayisindaki azalmayi gbdsteren egriler.
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Sekil 5b. Bitkisel ekstreleri 2 mg/ml
konsantrasyonlarda igeren deney
ortamlarindaki intektif fajlarin

% inhibisyon e{rileri.

Sekil 5a ve Sekil S5b'de goruldadd gibi ham ekstre,
I.fraksiyon ve protein fraksiyonunu igeren ortamlarda, infektit
taj sayisinda belirgin bir digme yani faj inaktivasyonunda art-
ma olmusgtur. Bu sonug direkt virGsidal tipte bir etkinin olduju-
nu gbstermektedir. Buna kargin, kromatogratik yolla elde edi-
ten 1l. fraksiyonun ve BSA'nin tajlar Gzerinde inhibitif bir etki
yapmadiklari gbérilmektedir.Protein fraksiyonunun etkisinin

spesifik oldugu BSA ile kargilagtirildiginda gdriulmektedir.
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3.3.1.2

Sicaklik Uygulamasi

Soguk ortamda hazirlanan ham ekstrenin virisidal

etkisinin temperatir ile def§igip dejigmeyescedini belirlemek igin

ekstre, 121 °C'da 20 dakika (otoklavda) tutuldukdan sonra faj-

lar (zerinde denendi. SoQukta hazirlanmig ekstrenin ve 121

°C'da bekletilmig e

kstrenin fajlar Gzerinde denenmesi sonucu

infektif faj sayisindaki azaima Tablo 6a‘'da, % inhibisyon deger-

leri Tablo 6b‘de,bu

deferlere gbre gizilen grafikler Sekil 6a ve

Sekil 6b'de verilmigtir.

Tablo 6a.

Otoklavianmamig ve otoklavianmig farki
konsantrasyonda ekstre igeren ortamlardaki
infektift faj sayisi, Inkibasyon ortami

37 °C'da 5 saat.

Ekstre Ortamdaki Intektif Faj Sayisi (pfu/ml)
Konsantrasyonu
(mg/ml) Otoklavlanmamig Otoklavlanmig
0.0 3.0x103 3.0x10°
0.5 1.8x105 1.7x105
1.0 1.4x105 1.7x108%
2.0 9.8x10% 1.2x108%
3.0 9.2x104 9.6x10%
4.0 8.7x104 8.0x104
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Infektif Faj Sayist ( pfu / ml )

Tablo 6b. Otoklavianmamig ve otoklavianmig farkh

konsantrasyonda ekstre igeren ortamlardaki
infektif fajlarin % inhibisyon deQerleri,

Inkiibasyon ortami1 37 °C'da 5 saat.

Ekstre % lnhibisyon

Konsantrasyonu

{mg/ml) Otoklavianmamig Otoklavianmisg
0.0 0.0 0.0
0.5 40.0 43.4
1.0 5§3.4 43.4
2.0 67.4 60.0
3.0 69.4 68.0
4.0 71.0 73.3

106 &
1 —a—  Otokiavianmamig
4 ~—&——  Oloklavianmig
:

5

10 r
]
1
4

1'04 - T - -7 —v Y v T ad 1
o 1 2 3 4 : 5

Konsantrasyon ( mg/ mi)

Sekil 6a. Farkh konéantrasyonlarda ekstre igeren
ortamliarda 5 saat 37 °C'da inkibasyondan
sonra infektit faj sayisindaki degigmeleri

gdsteren egrilar.
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Sekil 6b. Farkli konsantrasyonlarda ekstre igeren
ortamlarda 37 °C'da 5 saat inkibasyondan
sonraki infektif tajlarin % inhibisyon

egrileri.

Sekil 6a ve 6b'de gdéruldugid gibi sicaklhik uygulamas:
ile ekstrenin aktivitesinde bir dejigme meydana gelmedigi an-

lagilmaktadir.

3.3.1.3 Farkh Ekstrelerin Virusidal Etkisi

/

Sojuk ve sicak ortamlarda hazirlanan ekstreleri
tarkli konsantrasyonlarda igeren ortamlardaki infektif faj sayisi
Tablo 7a‘'da, % inhibisyon deQerleri Tablo 7b'de, bu degerlere

gdre gizilen gratikler Sekil 7a ve Sekil 7b'de verilmektedir.
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Tablo 7a. Farkli konsantrasyonda ekstre igeren

ortamlardaki infektif faj sayisi. Deney
ortamlari 37 °C'da 12 saat inkibe edildi.
E1= Sojukta yapraktan su ile elde edilen
ekstre, E2= Sicakta yapraktan suile elde
edilen ekstre, E3 = Sicakta yapraktan alkol
ile elde edilen ekstre, E4= Sodukta

tohumdan su ile elde edilen ekstre.

Ekstre
Konsantrasyonu
(mg/ml)

Ortamdaki Infektit Faj Sayis: (pfu/ml)

E1 E2 E3 E4

0.0 (Kontrol)

2.3x10%  2.3x105 2.3x10° 2.3x105
1.4x10°% 1.2x108% 2.2x10% 2.3x10%

0.5
1.0 8.5x10% 8.4x10% 2.3x10° 2.5x10%
2.0 5.9x104 5.2x10% 2.4x10% 2.2x10°%
3.0 4.1x10*  4.4x10* 2.3x10% 2.3x10%
4.0 3.0x10* 3.2x10% 2.3x10° 2.2x105
Tablo 7b. Farkli konsantrasyonda ekstre igeren
ortamlardaki infektit fajlarin % inhibisyon
deferleri. Deney ortamiari 37 °C'da 12 saat
inkiibe edildi.
. Ekstre % Inhibisyon
Konsantrasyonu -
(mg/ml) E1 E2 E3 E4
0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
0.5 39.1 47.8 0.0 0.0
1.0 63.0 63.5 0.0 0.0
2.0 74.3 77.4 0.0 0.0
3.0 82.2 80.8 0.0 0.0
4.0 87.0 86.1 0.0 0.0
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Infektit Faj Sayist ( pfu / ml )

%% Inhibisyon

10

Konsantrasyon (mg/ml)

Sekil 7a.Gegitli konsantrasyonda farkli ekstreleri

iceren ortamlardaki infektif faj sayisi

egrileri.
100
80 +
4
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Konsantrasyon ( mg /ml)

Sekil 7b.Gegitli konsantrasyonda farkli ekstreleri

iceren ortamlardaki infektif fajiarin

% inhibisyon edrileri.
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Sekil 7a ve Sekil 7b'den elde edilen sonuglar yap-
raktan su ile soJukta veya sicakta elde edilen ekstrenin aktivi-

teye sahip oldujunu goéstermektedir.

3.3.1.4 Ekstrenin Farkli Temperatirierde Virisidal

Etkisinin Belirlenmesi

SoJukta elde edilen ham ekstrenin farkii konsant-
rasyonlarini igeren ve egit miktarda faj ilave edilmig karigim,
farkli temperatirlerde belirli sure inkiibe edildikten sonra, or-
tamdaki infektif faj sayisimi g6steren degerler Tablo 8a'da, %
inhibisyon dederleri Tablo 8b'de ve bu deferlere gbre gizilen

grafikier ise Sekil 8a ve 8b'de gdsterilmektedir.

Tablo 8a. Farkli konsantrasyonlarda ekstre igeren ve
dedigik temperatirlierde bekletilen
ortamlardaki infektif faj sayisi (pfu/ml).

Inkiibasyon siresi 30 saattir.

Ekstre Ortamdaki Intektit Faj Sayisi (pfu/ml)
Konsantrasyonu , ‘
(mg/ml) +4 °C +25 °C +37 °C
0.0 (Kontrol) 1.1x105  1.1x105  1.1x105
0.5 7.9x104 5.6x104 1.5x104
1.0 7.2x10%  3.4x10%  6.0x103
2.0 5.9x104  2.5x10%  4.0x103
3.0 5.7x104 1.7x10% 2.0x10°
4.0 5.2x10% . 5.0x103 1.0x103
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Tablo 8b. Farkli konsantrasyonlarda ekstre igeren ve

degigik temperatirlerde bekletilen
ortamlardaki intektif fajlarin

% inhibisyon degerleri.

infektif Faj Sayist ( pfu / mi )

Ekstre % Inhibisyon
Konsantrasyonu
{(mg/ml) +4 °C +25 °C +37 °C
0.0 0.0 0.0 0.0
0.5 28.2 49.1 86.4
1.0 34.5 69.1 94.5
2.0 46.4 72.3 896.4
3.0 48.2 84.5 98.2
4.0 52.7 95.5 89.1
6
10 '1 —_—a—  +4°C
:1 —— 425 °C
1 —a— .37°C
105 5
3 L me—— ]
;
104 E
1
103 L B T I L M v — 1
0 1 2 3 4

Konsantrasyon ( mg / mi)

Sekil 8a. Farkli konsantrasyonda ekstre igeren ve

defigik temperatirierde bekletilen

ortamlardaki infektif faj sayisini

‘gbsteren egriler.
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% Inhibisyon

+4 °C
+25 °C
+37 °C
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0 1 2 3 4 5

Konsantrasyon (mg/ml)

Sekil 8b. Dedigik temperatirlerde farkl

konsantrasyondaki ekstre ile faj inhibisyon

yiuzdesini gésteren edriler.

Sekil 8a'da gbruldugu gibli ham ekstre 37 °C'da di-
stik temperatiriere gdére daha fazla aktivite goéstermektedir.Bu
durum Sekil 8b'de gdsterilen ve Tablo 8b'deki deJerlere gore

hesaplanan % inhibisyon degerleri ile elde edilen grafikte

daha agik sekilde gborialebilmektedir.

3.3.1.5 1. Fraksiyonun Virisidal Etkisi

Jel filtrasyon kromatogratisi ile elde edilen I. frak-
siyonun farkli konsantrasyonlarini ve egit miktarda faj igeren
inkiGbasyon ortamlarindan farkli zaman aralbiklarinda alinan 6r-
neklerdeki infektif taj sayisini gosteren degerler Tablo 9a, %

inhibisyon deerleri Tablo 9b‘de ve bu deferlere gbre gizilen
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grafikler Sekil 9a‘da ve 9b'de gdsterilmektedir.

Tablo 9a.l. fraksiyonun farkli konsantrasyonlarini

igeren ortamlardan farkhi zaman araliklarin-

da alinan drneklerdeki infektif taj sayisi

degerleri.lnkibasyon temperatiri 37°C'dir.

Ortamdaki Intektit Faj Sayisi (pfu/ml)

Zaman
(giin) [0(Kont.) 0.5mg/ml 1mg/ml 2mg/ml 3mg/ml 4mg/m
0 1.1x10% 1.0x10® 1.0x108 1.0x10% 1.0x106 1.0x106
1 1.1x10% 3.0x10% 2.7x10% 1.6x10% 1.0x10% 7.0x10%
2 1.1x10% 2.7x10% 2.1x10% 1.1x10% 8.0x10% 4.6x10%
3 1.1x10% 2.0x10% 1.5x105 6.5x10% 3.5x10% 2.0x10%
4  1.1x108 1.2x10° 9.5x10% 5.6x10% 2.7x10% 7.0x10°
5 1.2x10% 8.9x104 6.1x10% 2.8x10% 1.7x10% 5.5x10°
Tablo 9b. 1. traksiyonun tarkli konsantrasyonlarini
igeren ve egit miktarda faj ile inkibe edilen
ortamiardan farkls zaman araliklarinda
alinan dneklerdeki infektif fajlarin
% inhibisyon deferleri. Inkiibasyon
temperatiri 37 °C'dir.
Zaman % inhibisyon
(Gin) {0.(Kont.)0.5 mg/mi1 mg/ml 2 mg/mi 3 mg/ml 4 mg/mi
0 0.0 9.1 9.1 9.1 9.1 9.1
1 0.0 72.7 75.5 85.5 0.9 83.6
2 0.0 75.5 80.9 90.0 92.7 85.8
3 0.0 81.8 86.4 94.1 96.8 98.2
4 0.0 89.1 91.4 94.9 g97.5 99.4
5 0.0 81.9 94.5 97.5 "98.5 99.5
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Infektit Faj Sayist ( pfu / ml )

g~ 0 mg/ml
—— 0.5 mg/ml
—— 1 mg/ml
—o— 2mg/ml
a3 mg/ml
—0— 4 mg/mi

Zaman ( Gin )

Sekil 9a. |. fraksiyonun farkli konsantrasyonlarini
igeren ve egit mikt\arda faj ile inkibe
edilen ortamlardan gegitli zamanlarda
alinan d6rneklerdeki infektif faj saytsini

gbsteren egriler.
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ibisyon

% Inh

Zaman ( Giin)

Sekil 9b. l.fraksiyonun farkli konsantrasyonlarini
igeren ve egit miktarda faj ile inkiube edilen
ortamiardan defisik zamanlarda alinan
6rneklerdeki infektit tajlarin

% inhibisyon egrileri.

Sekil 9a ve 9b'de gdérildugi gibi, ekstre konsantras-
yonu ile faj inaktivasyonu arasinda pozitif bir korelasyon bu-

lunmaktadir.
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3.3.1.6 Farkli Temperatir ve Farkli SGrelerde

Bekletilen Ekstrenin Aktivitesinin

Belirlenmesi

SoJukta hazirlanan ve farkli temperatiirlerde bekleti-

len ekstre solisyonundan dedisik zamanlarda alinan &rneklerin

faj ile belli sire inkibe edilmesi sonucu ortamdaki infektif faj

sayisi! Tablo 10'da verilmektedir.

Tablo 10. Farkh temperatirde bekletilen (t,= +4 °C,

t,=+37 °C) ekstreden deJisik zamanlarda
alinan drnekler belli siire taj ile inkibe
edildikten sonra ortamdan alinan
6rneklerdeki infektif faj sayisi1 deferleri.

Inkilbbasyon ortam:y 37 °C, 5 saattir.

Ortamdaki Infektif Faj Sayisi (pfu/ml)

Zaman

(hatta) t t,

0 9.4x109 9.4x109

1 4.0x10° 9.2x10%

2 2.6x109 9.0x109

3 1.3x10° 8.9x10°

4 1.0x109 8.7x109

Tablo 10'da gdérildiiglu gibi ekstrenin aktivitesi digak

temperatiurde bekledikqe artmaktadir.
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3.3.1.7 Katyonlarin Ekstrenin Aktivitesi Uzerine

Etkisi

Belli konsantrasyonda gegitli katyonlar igeren ortama
ekstre ve faj ilave edildikten sonra ortamdan belli siire sonra
alinan é6rneklerdeki infektif taj sayisi belirlendi. Eide edilen so-

nuglar Tablo 11'de verilmektedir.

Tablo 11. Katyon, ekstre ve faj karigimindan belli
sire sonra alinan érneklerdeki infektif faj
sayisi dederleri. { Ekstre konsantrasyonu
2 mg/ml, iyon konsantrasyonu 0.1 molar.

inkbbasyon ortami 12 saat, 37 °C'dir).

Ortam Infektif Faj Sayis1 (ptu/ml)
Faj (Kontro!) 2.4x105 '

Faj + Ekstre 1.6x103

Faj + Ekstre + Ca** 2.3x10%

Faj + Ekstre + Mg** 2.0x105

Faj + Ekstre + Na* | 1.7x10%

Faj + Ekstre + K* 2.1x105

Tablo 11'deki deferlerden katyonlarin ekstrenin akti-
vitesini inhibe etti§i sonucu ¢ikmaktadir. Ca** iyonunun faj-
ekstre karigimina sonradan ilave edildijinde ekstrenin aktivite-
sAini inhibe edip etmedigini belirlemek i¢in yapilan deneyde el-

de edilen sonugliar Tablio 12'de verilmigtir.

54



Tablo 12. Ekstre igeren ortama, Ca** iyonlarinin {aj
ile birlikte (3 no'lu ortam) ve faj katildiktan
4 saat sonra (4 no'lu ortam) eklenmesi
durumunda, inkibasyon sonrasinda elde
edilen infektit faj sayisi deferleri. (Ca**
konsantrasyonu 0.1 molar, ekstre
konsantrasyonu 2 mg/ml, inkibasyon

ortami 37 °C).

infektit Faj Sayisi (pfu/ml)
Ortam 4. saat 8. saat
(1) Faj (Kontrot) 2.5x10% 2.5x105
(2) Faj + Ekstre 8.3x104 5.6x104
(3) Faj + Ekstre + Ca** 2.6x10% 2.6x10°
(4) Faj + Ekstre + (Ca**) 8.7x104 5.8x104

Tablo 12'den gikan sonuca gdre ekstrenin virusidal
etkisi irreversibildir. Katyon, faj-ekstre karigimina sonradan i-
lave edildijinde ekstre aktivitesinde bir degigikliye neden ol-
mamaktadir.Ca** igeren ve i¢ermeyen faj ortamina farkl kon-
santrasyonlar: verecek gekilde ekstre ilave edildikten sonra or-
tamdan belirli sire sonra alinan 6rnekierdeki infektit taj sayisi
‘Tablo 13a'da, % inhibisyon deQerleri 13b'de ve bu de{eriere

gbre gizilen gratikler ise Sekil 10a ve 10b'de verilmektedir.
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Tablo 13a. Ca** igeren (+Ca**) ve igermeyen (- Ca**),
farkhh konsantrasyonlarda ekstre bulunan
ortamlardan 5 saatlik inkibasyondan sonra
alinan 6rneklerdeki infektif faj sayisi (Ca**
konsantrasyonu 0.1 molar, inkibasyon

ortami37 °C ).

Ekstre Intektif Faj Sayis: (pfu/ml)
Konsantrasyonu p—
(mg/ml) + Catt - Cat**
0.0 2.0x108% 2.0x10°%
0.5 1.9x10% 1.1x10%
1.0 1.9x108 8.2x104
2.0 2.0x10% 5.6x10%
3.0 2. 1x10% 3.8x104
4.0 1.8x10% 2.7x104

Tablo 13b. Ca** igeren (+Ca**) ve igermeyen (- Ca**),
farkli konsantrasyoniarda ekstre bulunan
ortamiardan 5 saatlik inkibasyondan sonra
alinan 6rneklerde infektif fajlarin
% inhibisyon degerleri. (Ca**
konsantrasyonu ‘0.1 molar, inkubasyon

ortami 37 °C).

Ekstre % inhibisyon
Konsantrasyonu + Ca'* - Ca**

(mg/ml)
0.0 0.0 0.0
0.5 0.0 45.0
1.0 0.0 59.0
2.0 0.0 72.0
3.0 0.0 81.0
4.0 0.0 86.5
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Sekil 10a. Ca** igeren ve igermeyen, farkh
konsantrasyonlarda ekstre bulunan
ortamlardaki infektif faj sayilarini

gbsteren egriler.
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Sekil 10b.Ca** igeren ve igermeyen, farkli
konsantrasyoniarda ekstre bulunan
ortamlardaki intektif fajlarin

% inhibisyon egrisi.
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Sekil 10a ve 10b'de géruldigd gibi ortamda 0.1
molar Ca** iyonunun varhi§i, ekstrenin denenen bitin kon-
santrasyonlart ile ortaya konan tfaj inaktivasyonlarini ortadan

kaldirmaktadir.

Farkli konsantrasyonlarda Ca** igeren ortama faj ve
ekstre ilave edildikten sonra ortamdan belli sire sonra alinan
6rneklerdeki infektit faj sayisini gésteren dederler Tablo 14a,
% inhibisyon deferleri Tablo 14b‘'de ve bu deJerlere gdre g¢izi-

len grafikler Sekil 11a ve 11b'de verilmigtir.

Tablo 14a. Faj-ekstre karigimina farklvn
konsantrasyonda Ca** katilmig ortamdaki
-infektit taj sayisit deQerleri (ekstre kon-
santrasyonu 2 mg/ml, inkiibasyon ortami
37 °C, 16 saat, ortama katilan

infektif faj sayis1 9.2x10% pfu/mi).

Ca** Konsantrasyonu Intektif Faj Sayisi (pfu/ml)
({ molar )
0.000 4.5x104
0.001 9.0x104
0.010 1.3x105
0.025 ‘ 4.5x10%
0.050 6.4x10%
0.100 ‘ 9.1x10%
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Infektif Faj Seyis: ( pfu / ml)

Tablo 14b. Faj-ekstre karigimina farkh
konsantrasyonda Ca** katilmig
ortamdaki infektif fajlarin % inhibisyon
deQerleri. (Ekstre konsantrasyonu
2 mg/ml, inkibasyon ortami 37 °C,

16 saat, ortama katilan intektif faj

sayist 9.2x105 pfu/ml).

Cat* % inhibisyon
Konsantrasyonu (molar)
0.000 95.1
0.001 90.2
0.010 85.9
0.025 51.1
0.050 30.4
0.100 011

1C

a2 aaal

104 ey ey e

0.00 0.02 0.04 0.06 0.08 0.10 0.12

Konsantrasyon ( Molar)

Sekil 11a.Farkli konsantrasyonlarda Ca** igeren ve
ekstre-tfaj ilave edilmig ortamliardaki infektift
faj sayi1sini gdsteren egri.

59



% Inhibisyon

0 +———————r —————

o 1
0.00 0.02 0.04 0.06 0.08 0.10 012

Kpnsantrasyon ( Molar )

Sekil 11b.Farkli konsantrasyonlarda Ca** igeren ve

ekstre-taj ilave edilmig ortamlardaki infektit

fajlarin % inhibisyon egrisi.

Sekil 11a ve 11b'de gdrildagd gibi daguk iyon

konsantrasyonunda ekstre normal aktivitesini gdstermekte,
iyon konsantrasyonu arttikga ekstre aktivitesi hizla azalmakta-

dir.
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3.83.2 Bitkisel

Infeksiy

3.3.2.1

Ekstrelerin Bakteriyotaj

onuna Etkisi

Tek Kademeli (ireme Deneyi

Fiziksel ve kimyasal etkenlerin faj infeksiyonu Gze-

rindeki etkilerini belirtemede ilk kez Ellis ve Delbrick (1939)'un

ortaya koydugu “"tek kademeli Greme deneyi® dnemli bir yer tut-

maktadir. Gesitli faktdrierin faj infeksiyonu tzerindeki etkileri,

bu deneyle elde edilen ve fajin latent periyodu ile patlama bi-

yliklGgini gésteren

tek kademeli Greme efrisi Gzerinde kolayca

izlenebilir. Bu nedenle 6ncelikle ekstre igcermeyen kioltiir orta-

minda bakteriyofaj T2hr*'nin iremesi izlenerek (Tablo 15) tek

kademeli Greme edrisi belirlendi (Sekil 12).

Tablo 15.

E. coli B2 sivi kiltirinde bakteriyofaj
T2hr*' nin gosterdigi Greme. Inkibasyon
37 °C'da ve 120 devir/dakika ¢alkalama
hizinda gergeklegtirildi.

Zaman Ortamdaki Faj Sayisi
(dakika) (pfu/mi)
0 1.30x10*
10 1.50x104
15 1.37x104
20 1.53x10*
30 1.40x10°%
35 6.20x105
40 1.05x108
45 1.00x10%
50 1.24x106
60 3.10x108
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Sekil 12.Bakteriyofaj T2hr*'nin tek kademeli

ireme egrisi.

Sekil 12'de goéruldugd gibi bakteriyofaj T2hr*'nin
latent periyodu siiresi yaklagitk 21 dakika olarak belirmektedir.
Patlama blyikii§lu ise 2.4.2.2.1'de verilen p= n,/n, esitligin-

den, 75 faj/bakteri olarak ortaya gikmaktadir.
3.3.2.2Ekstrenin Faj Adsorbsiyon Kademesine Etkisi

Farkli konsantrasyonda ekstre igeren E. coli B2
kialtar ortaminda adsorbe olmayan taj sayisini gdsteren deger-
ler Tablo 16a, %inhibisyon deferlieri Tablo 16b'de ve bu deger-

lere gbre gizilen gratikler Sekil 13a ve 13b'de verilmektedir.
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Tablo 16a. Farkli konsantrasyonda ekstre igeren

E. coli B2 kiltir ortaminda adsorbe

olmayan infektif taj sayisi. Inkibasyon

37 °C'da ve 120 devir/dakika galkalama

hizinda gergeklesgtirildi.

Ekstre Konsantrasyonu | Ortamdaki Infektit Faj Sayis:
(mg/mt) (ptu/mi)
0.0 2.2x104
0.5 6.2x103
1.0 4.3x103
2.0 1.8x103
3.0 8.0x102

Tablo 16b. Farkli konsantrasyonda ekstre igeren

E. coli B2 kiltur. ortaminda adsorbe

olmayan infektit fajin % inhibisyon degerleri.

Inkibasyon 37 °C'da ve 120 devir/dakika

¢alkalama hizinda 'gergeklestirildi.

Ekstre Konsantrasyonu

% inhibisyon

(mg/ml)
0.0 0.0
0.5 71.8
1.0 '80.5
2.0 91.8
3.0 96.3
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intektif Faj Sayisi ( ptu / ml)

% Iinhibisyon

10 3

10~

103 3

102

¥ v ¥ v

—
1 2 3 4

Konsantrasyon (mg/mi)

Sekil 13a. Farkli konsantrasyonda ekstre igeren

100 1
80
60

40

20 -

E. coli B2 kuiltir ortaminda adsorbe

olmayan infektif faj sayisini gdsteren egri.

v T v )

I 1§ v L]

1 2 3 4

Konsantrasyon ( mg/ml)

Sekil 13b. Farkl) konsantrasyonda ekstre igeren

E. coli B2 kiltir ortaminda adsorbe
olmayan infektif tajlarin

% inhibisyon egrisi.
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Sekil 13a ve 13b‘'de ortaya ¢ikan sonuca gbére eks-
tre varliginda adsorbe olmayan (bakteriye tutunmayan) faj sa-
yisinda kontrole gére azalma gérilmektedir. Bu sonug ekstre-

nin virusidal etkisini ortaya koyan 6nemli bir géstergedir.

3.3.2.3 Bitkisel Ekstrenin Bakteriyofaj T2hr*

Replikasyonuna Etkisi

SoJjuk ve sicak ortamda hazirlanan ekstrelerin be-
lirli konsantrasyonda faj replikasyonuna etkisi belirlendi. Bak-
teriyofaj ile intekte edilmeden 30 dakika 6nce ekstre uygulanan

E. coli B2 kiltir ortaminda zamanla faj sayisindaki artig belir-

lenerek (Tablo 17) Greme egrileri gizildi (Sekil 14)

Tablo 17. Ekstre igeren ve igermeyen (kontrol)
E. coli B2 kuiturlerinde bakteriyofaj
T2hr*'nin Gremesi. Inkibasyon 37 °C'da ve
120 devir/dakika galkalama hizinda
gergeklestirildi (E1= sojukta hazirlanan,

E2 = sicakta hazirlanan ekstre).

Zaman Ortamdaki faj sayisi (pfu/ml)
(dakika)
Kontrol E1 E2
0 7.6x103 5.2x103 5.1x103
10 8.6x103 3.9x103 5.5x103
20 8.7x103 9.1x103 6.6x103
30 8.6x10° 6.0x10% 2.5x104
40 1.7x108 4.0x104 1.8x105
50 5.2x108 3.5x10% 7.6x10%
60 1.2x108 1.2x106 9.3x10%
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infektif Faj Sayisi ( pfu / ml)

Zaman ( Dakika )

Sekil 14. Ekstre igeren ve igermeyen E. coli B2
sivi klltarierinde bakteriyofaj

T2hr*'nin Greme edrileri.
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Tablo 17 ve Sekil 14'ten izlenebildigi gibi Bakteriyo-
faj T2hr*'nin Gremesi ekstre varhijinda inhibe olmaktadir. Pro-
tein fraksiyonun benzer etkiye sahip olup olmadiJini belirlemek
igin, protein igeren ortamda faj sayisindaki artig (Tablo 18)
belirlendi. Kargilagtirma yapmak amaciyla BSA igeren ortamda-
ki faj sayisindaki dedigim de saptand:. Tablo 18'deki degerler

ile elde edilen faj Greme egrileri Sekil 15'de verilmektedir.

Tablo 18. Protein veya BSA igeren ve igermeyen
(kontrol) E. coli B2 kaltarlerinde
bakteriyofaj T2hr*'nin Oremesi (Deney
kogulllari Tablo 17'dekinin ayni,P,= protein

traksiyonu P,= BSA ).

Zaman Ortamdaki Faj Sayist1 (pfu/ml)
(dakika) '
Kontrol P1 P2
0.0 6.0x103 2.0x103 5.5x103
10 " 5.0x103 1.3x103 6.5x103
20 1.4x10% 2.0x103 1.1x104
30 3.8x105 3.1x104 3.6x10°
40 7.0x105 1.7x104 6.4x10%
50 3.2x106 1.6x105 6.5x108
60 4.1x107 3.1x105% 3.8x107
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Kontrol
P1
P2

Infektif Faj Sayisi ( pfu / ml )

Zaman ( Dakika )

Sekil 15. Protein fraksiyonu veya BSA igeren ve
icermeyen E. coli B2 sivi kiiltirlerinde

bakteriyofaj T2hr*'nin Greme egrileri.

Protein fraksiyonunun aktivitesinin spesifik oldugu
Sekil 15'deki gratikte agikga goraimektedir. Gerek Sekil 14
gerekse Sekil 15'de gdruldGgiu gibi ekstre ve protein traksiyonu
igeren kiltir ortaminda taj Uremesindeki azalmanin direkt viri-

sidal etkiden kaynakliandigini sdyleyebiliriz.
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3.4 ELEKTRON MIKROSKOBIK INCELEMELER

Bakteriyofaj T2hr*'nin Jeol Jem-1200 EXIl Elektron
Mikroskobu ile incelenerek elde edilen elektron mikrograf: $e-
kil 16a‘da ve bu mikrografa gbre hazirlanan diyagram $ekil

16b'de gériimektedir.

w!

Sekil 16a. Bakteriyofaj T2hr*'nin elektron mikrograt..
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Sekil 16b. Bakteriyofaj T2hr*'nin elektron

mikrogratina gbre gizilen diyagram.

Sekil 16°da g8rildigi gibi bakteriyotaj T2hr*, temel
olarak ikozahedral simetri gésteren bir bag bdlgesi ve kontrak-
til bir kuyruk bélgesine sahip kompleks bir yap: ortaya koymak-
tadir. Bakteriyofa] T2hr*' nin boyutlann 2.5.3'de belirtildigi gibi
hesaplandi. Buna gbre bag bdlgesi 64x86 nm, kuyruk bdigesi

18x96 nm, taban tablas: 8x34 nm olarak bulundu.
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Ekstre igeren ortamda, 24 saat 37 °C'da inkiube e-
dilen fajlarin elektron mikroskobu ile incelenmesi sonucu, mor-

folojik gérunumlerinde herhangi bir degigiklik meydana gelme-

digi gérilda ( Sekil 17 ).

Sekil 17.Ekstreli (a) ve ekstresiz (b) ortamda
bakteriyofaj T2hr*'nin elektron

mikrogratiari.
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3.5 S. europaea L. PROTEINLERININ
ELEKTROFORETIK ANALIZi

S. europasa L.'den protein fraksiyonu metod kis-
minda belirtildigi gibi ekstre edilip, denatiire kogullarda poliak-
rilamid jel elektrotorezi ile analiz edilmeye ¢aligildi takat
jellerde herhangi bir bant olugmadi. Protein bantiarin boyama
ve boya alma agamasinda jelden difGzyonia uzaklagabilecegi
diglncesiyle denenen defigik tip boyama iglemlerinin de sonug
vermemesi, protein diye niteledijimiz fraksiyonun baska bir
makromolekd! ( muhtemelen karbohidrat yapida) oldugu disin-

caesini vermektedir.
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4 TARTISMA

Viris hayat sikiusu, viris ile onun konad: arasindaki bir

seri etkilegimlerden ibarettir. Buniar gu gekilde sayilabilir:
1) Baglanma ve igeriye girig
2) m-RNA transkripsiyonu
3) m-RNA'nin proteine translasyonu
4) DNA replikasyonu
5) Virus partikdlinin kurulmasi
6) Aktit viris partikdllerinin agiga gikmasi.

Farkli tip ve gruplara dahil defigik virislerin hayat siklus-
larinda bazi 6zel detaylar olmasina rajmen, bu sayilan kade-
meler degigik wvirusler igin genel olarak kabul edilebilir
(Freiteld ve Ostrove, 1991). Dolayisiyla bu kademelerin her-
hangl birinde 82el olarak veya seginimli bir gekilde inhibitdr et-
ki ortaya koyabilen herhangi bir kimyasal ajan, antiviral madde
olarak tanimlanabilir (Hu ve Hsiung, 1989; Lentz, 1990; Kea-
ting, 1992). Bununia birlikte, bulunan antiviral maddenin amit
verici ve pratik olarak kulanilabilir olmas: igin ilk kogul konak
organizma igin toksik- etki ortaya koymamasidir (De Clercq,
1982, Che, 1991).0ys’a 1960'1h yillardan beri klinik olarak. kul-
lanima giren antiviral ilaglarin timande tolore edilir dizeyde
olsa bile toksik etki bulunmaktadir. Ayrica klinik kulflanimi

uzun yillar siren antiviral maddelere kargt direngli yeni mutant
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tiplerin ortaya ¢ikmasi da ikinci bir sorun olarak belirmektedir.
Bu nedenlerden dolay: bitkilerden antiviral madde seleksiyonu
igin yapilan galigmalar son zamanlarda biyik bir yoJunluk ka-
zanmigtir. Bu gahigmalar ¢odunlukla, bitkisel materyallerden el-
de edilen su ve alkol ekstrelerinin hayvansal virGsler Gzerinde-
ki antiviral etkilerini ortaya koyan tirdendir. Bu tip ¢aligmalar-
da; a) hicre kultidrinde ilk tarama, b) model hayvan sistemleri
tzerinde testler, c) gébnulli hastalarda klinik denemeler yapila-
rak, antiviral ilag etki dozlari ve spesifiteleri belirlenmektedir

(Gustatson, 1986).

Bu ¢aligmada ise S. europaea L. bitkisinden su ve alkol ile
ekstre edilen g¢egitli fraksiyonlarin en basit bir sistem olarak
kabul edilen bakteri-bakteriyotaj éistemi uzerindeki etkileri
arastiriidi. Bitkisel materyalden gerek oda sicakliinda ve ge-
rekse 100 °C gibi yuksek sicaklikta elde edilen ham ekstrenin
konak bakteri Gzerinde herhangi bir toksik etki gdstermedigi
belirlendi. Bu gekilde S. europaea L. ekstralerinin konak bak-
teri Gzerine toksik bir etkl ortaya koymamasi, bakteri-bakteri-
yofaj sisteminde test edecedimiz bu ekstrenin faj Gzerindeki et-
kisinin spesitik olaca8:, dijer bir deyimle ortaya ¢gikan etkinin
bakteri metabolizmasi ile ilgili olmayacagt gbrigli belirginles-

mig olmaktadir.

ligili literatiar verileri incelendiginde genellikle antiviral
olarak saptanan molekillerin antibakteriyel bir etki de ortaya
koydudu gdrilmektedir (van Beek ve ark., 1984; Takechi ve

ark., 1985; Vennat ve ark., 1988; Fukuchi ve ark., 1989; Balde
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ve ark., 1990). Bu arastirmada kullandigimiz ekstrenin segi-
nimli gekilde konak bakteriye etki etmeden, konak bakteriyi 'in-
fekte eden taj Uzerinde etkili olup olmadi§inin test edilmesi ve
varsa bu etkinin spesifitesi Gzerine yapacagimiz testlerin pratik
olarak 6nemi bizi sonuca g6tirecek nitelik tagiyacaktir. Bu ne-
denle iki farkli gekilde dizayn edilen testlerde, bitkisel ekstre-
nin bakteriyofaj Gizerine direkt virisidal etkisi ile faj infeksiyo-
nu iglevine olan etkileri genig boyutta aragtirildi. Ekstrenin di-
rekt virisidal etkisi incelendiginde, faj inaktis;asyonunun ortam-
daki ekstre konsantrasyonu ile dodru orantih olarak artt1§: sap-
tandi. Virdsidal etkinin inkibasyon siresi ve temperatirda ile
pozitif korelasyon gdstermesine ragmen, ekstre ilavesinden 6n-
ce ortama katilan katyonlarin virusidal etkiyi tamamen ortadan
kaldirdi§), buna kargilik ekstre ilavesinden sonra katilan kat-
yonlarin ise etki gdstermedigi belirlendi. Diger tarattan, etanol
ile hazirlanan ekstrede herhanéi bir aktiviteye rastianmadi. El-
de ettigimiz bt;lgular. S. europasa L.'den su ile hazirlanan
ekstrenin spesitik, tartigmaya deger ve Gmit verici bir aktivite-

ye sahip oldugu fikrini vermektedir.

ligili literatir kaynaklian irdelendiginde bakteri-bakteriyofaj
sistemi Gzerine dedigik ajanlarin etkileri hakkinda gok az say:-
da galigmanin yer aldigt dtsrﬁlmektedir. Rowatt (1984) bakteri-
yofaj QX174'in E. coli'den elde edilen }ipopolisékkarid ile
inaktivasyonunda bivalent katyoniarin rolind aragtirmig, inakti-
vasyon igin Ca** iyonunun gerekli oldufunu ve Ca** yerine
Na*'un da aym igli gbrdigind belirtmigtir. Faj inaktivasyonu

igin diuguk konsantrasyonda iyontarin bakteri lipopolisakkaridi
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ile birlikte pozitit (stimilatit) etki gédstermesi ortaya ¢ikan etki-
nin iyon kuvvetinden kaynaklanmadi§t disincesini ortaya koy-
musgtur. Bu aragtiriciya gbdre stimdilatit etki, karboksil ve tosfat
gruplarindan 6tard negatit yuklid olan E. coli lipopolisakkaritle-
ri ile yine negatit yik tagiyan tajlar arasmdéki elektrostatik it-
menin pozitit yakld iyontar tarafindan nétralize edilmesine bag-
lanmaktadir. Bizim arastirmamizda ise Rowatt (1984)'in bildir-
digi sonuglarin tam tersi bir etki saptanmigtir. Yani faj inakti-
vasyonuna neden olan S. europaea L. ékstresinin tarkit kat-
yonlarin varlidinda bir aktivite géstermedidi belirlenmigtir. Do-
layisiyla S. europaea L. ekstresinin E. coli lipopolisakkaritie-
rinden farkli bir yap: ve fonksiyona sahip oldufunu sdyleyebili-
riz. Bizim bulgularimiza benzer bir sonug Grits ve Fomichev
(1990) tarafindan yapilan bir ¢gahgmada elde ediimigtir. Bu
aragtirmacilar bakteri yoklugunda T4 fajinin ozon ile inaktive
edildigt haide, bakteri varliginda taj partikmlerinin inaktivé ol-
madigini ve en iyl etkinin iyon igermeyen distile su ortaminda

ortaya gnktlglm rapor etmiglerdir.

Samuni ve ark. (1983) T2 ve T7 tfajlari ile yapmig oldukla-
ri galigmalarda bu fajlar Gzerine C vitamini ve metal iyonlannin
toksisitesini arastirmiglardir. Bu aragtiricilar C vitamininin tok-
sisitesinin oks'ijen. demir ve bakir iyonlarinin varlifina bagh
oldujunu gdstermiglerdir. Bu aragtiricilara gore faj Gzerindeki
zararin ortaya gikmast igin metal iyonlarinin biyolojik hedete
gegici sekilde badlanmas: bir ilk gereksinimdir. Askorbat toksi-‘
sitesinin bakir veya demir iyonlarina badh oldudunun gdsteril-

mesi, bizim elde ettigimiz bulgulara tam kargit bir tikri ortaya
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koymaktadir.

Morita (1988);baktériyofajlann bakir iyonu varliinda polife-
nollerle inaktive edildigini ve inaktivasyon derecesinin polifenol
konsantrasyonu ve inkdbasyon sdresi ile orantili oldu§unu, ne
polifenollierin ne de bakir iyonlarinin tek baglarina dnemli biyo-
lojik bir zarara yol agmadigin: gdéstermigtir. Ayrica polifenolier
tarafindan faj inaktivasyonunu bakir iyonu diginda demir, ko-
balt, mangan ve ¢inko gibi diger iyonlarin stimile etmedigini
gbstermigtir: Caligmamizda ise test edilen tek ve ¢ift de§eriikli
farklt katyonlarin S. europaea L. ekstresi tarafindan ortaya ko-
nan faj inaktivasyonunu konsantrasyon artls'nha paralel olarak
inhibe ettiji saptanmigtir. Elde ettigimiz bulgular iyonlarin etkis:
ile ilgili galigmalaria kargilagtiriildi§inda, bizim kullanmakta of-
duumuz S. europaea L. ekstresinin tamamen kendine has de{i-

gik bir aksiyon mekanizmasina sahip oldugu anlagiimaktadir.

Deneyde kullamilan T2 tajlarinin S. europaea L. ekstresi ile
inaktivasyonunun, inkibasyon suresi ve ortam témperatﬁrﬁne
bagimli olmasi, faj inaktivasyon iglevinin kimyasal bir tepkime
ile ilgili oldugu sonucunu vermektedir. Katyoniarin faj-ekstre ka-
rigiminin bulundufu ortama sonradan katilmasi durumunda ise
katyonlarin S. europaea L. ekstresinin aktivitesine. herhangi bir
etki gdéstermemesi de taj ile ekstre arasinda kimyasal bir etkiles-
menin varhgini kamtl'ar niteliktedir. Gunkld iyon varh§inda taj
ile ekstre arasindaki etkilegim inhibe edilmekte, taj-ekstre etki-
legiminden sonra ortama katilan katyon ise taj-ekstre etkilegimi

ile rekabete girememektedir.
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ligiti literatirierde antiviral etkiye sahip olan molekdlierin
protein (Babbar ve ark., 1982), polisakkarid (Neushul, 1990), li-
pid (Dodge ve ark., 1991) igerijine sahip makromolekiller veya
fenolik bilegikler (Van Hoof ve ark., 1889), alkaloidier (Rinehart,
1989), saponinler (De Tommasi ve ark., 1991), ligninler (Saka-
gami ve ark., 1991) ve tlavonoidler (Conti ve ark., 1988) gibi
defisik kimyasal tabiata sahip, farkli grup molekulleri temsil et-
tigi g8raimektedir. Bu defisik grup kimyasal maddelerin etki-
tarzlari, kimyasal yapilarinin geredi olarak tarklh oimakta ve bu
tarkli etki viris hayat siklusunun gegitli kademeleri igin tarkh
olabilmektedir. Bu g¢aligmada antiviral etkisini aragtirdigimz
S. europaea L. ekstresinin kimyasal tabiati hakkinda yapisal
bir kompozisyon tahmin etmekten uzak 'bulunmaktaynz. AS ve
TCA katilmas: ile ortamda ¢dkelmaesi, "Sephadex' kolon kroma-
tografisinde ayrilmasi, aktif maddenin protein yapida bir makro-
molekil oldudu fikrini vermesine ragmen, ayni ekstrenin isiya
Stabil bir karakter ortaya koymas: ve elektroforetik ayirimda
protein bantlar vermemesi gibi Ozellikler bu makromolekilin

protein yapida olmadi§ini ortéya koymaktadir.

Fajin bakteriye 'a‘dsorps’tiyonunda\is’ gbren ileri derecede
spesitik reseptorlerin lipopolisakkarid, protein ve lipoprotein gi-
bi makromolekiiler yapilar oldugu bilinmektedir (Weidel, 1958;
Rosato ve Cameron, 1964). Schwartz (1975) A fajs ve E. coli
reseptdr proteini arasindaki etkilesirhlerle ilgili galigmasinda di-
valent katyon konsantrasyonunun artmasi ile taj-reseptér komp-
leksinin éynldngmn bildirmigtir. Bdylece bu reversibil etkilegimin

ortamdaki iyonik kuvvete ileri derecede baglh oldugunu vurgula-
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migtir. Bu aragtirmaciya gbére E. coli dig membraninda hiicre
bagina yaklagik 6x103 kadar protein yapida hicre reseptdra bu-
lunmaktadir. Dolayisiyla reseptdr ndtralizasyonu ile faj inakti-
vasyonunun Onlenmesi ig¢in, bakteri bagina yaklagik olarak
6x103 kadar nodtralize edici molekilin ortamda olmasi .gerekir.
Halbuki faj inaktivasyonu sz konusu oldugu zaman inaktivasyo-
nu ortaya koyan molekilierin daha dugsiuk konsantrasyonda daha
etkin olarak ig gbrebilece§i belirgindir. Bu yaklagimdan yola ¢i-
karak e kstremizin faji inaktive etme dzelliji elverigli bir karakter
ve sansh bir sonug olarak degeflendirilebilir. Gunkd konak bak-
teriye higbir toksik etki géstermeden kona: infekte eden bakte-
riyofajlarin inakilvasyonuna neden olan S. guropaea L. ekstre-
sinin bize daha ileri ve spesiftik bigimde kullanim yolunun agik
olabilecedi gdrugind vermektedir. Bu diglincemizi destekieyen
dnemli literatir kaynaklari bulunmaktadir.Ozellikie ¢ok sayida
degigik bitkisel kaynaklardan elde edilen ekstrelerin hayvansal
virislere karg: inhibitdr etki ortaya koyabildidini gdsteren ¢gok
sayida yayin bulunmaktadir. Burada konumuzla ilgilf 6nemli olan
sadece birkagini ele almak yararli olacaktir. Greno ve ark.
(1990), hayvansal Qirﬁslere kargt klinik kullanima giren alti fark-
i kimyasal maddenin bitki virislerine kargi da antiviral etki or-
taya koydudunu, Suzuki ve ark. (1980) bir tir mantar miselinden
elde edilen ve suda eriyebilen ligninin hem TMV'ye kargi hem de
hayvansal bir viris olan HIV'a karg: antiviral aktivite gésterdigi-
ni ve bu maddenin HIV taratindan hiicrelerde ortaya konan sito-
patik etkiyi de inhibe ettigini gbstermisl‘erdir. 'Dolaynsnyla bitki-

sel kdkenli tek bir maddenin hem bitki hem de hayvan virisleri
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igin antiviral aktivite gdsterebildigi gibi hacrelerdeki sitopatik et-
kiyi de dnleyebilen gok ydnli etki potansiyeline sahip olabilecegi
gorisid kuvvet kazanmaktadir. Tek tip bitkisel ekstrenin degigik
bitkisel viruslere kargi koruyucu etki gdsterdiji de bilinmektedir
(Dawson, 1984; Rao ve ark., 1984; Pospieszny, 1991). Dawson
(1984) birgok hayvansal virise karg: etkili oldugu rapor edilen 27
farkli kimyasal maddeden 14 tanesinin TMV ve CCMV'yi (Cowpea
chlorotic mottle virus) etkin gekilde inhibe etti§ini gdstermigtir.
Bitin bu 6rnekler genig spektrumlu antiviral bir molekdlGn bitki-
sel kdkenden elde edilebilecedini ve dolayis: ile aragtirmamizda
faja karg: etkili oldugunu saptadiimiz S. europaea L. ekstresi-
nin potansiyelini gdsteren ve destekleyen pozitit kanitlardir. Bir-
¢ok bitkiden elde edilen “totosensitizer® olarak adiandirilan bi-
legenlerin biyolojik aktivitelerinin 1gi§da bajimli oldufu veya
igik ile armrynldngn bilinmektedir (Towers, 1980; Yip ve ark.,
1991). S. europaea L. ekstresinin de bu tip bir 6zellige sahip
olup olmadigin: bilmiyoruz, ancak +4 °C'da bekletilen steril
ekstrenin aktivitesinde zamanla bir artig gdriimektedir. Bu o-
layin nedeni ekstre saflagtirilip etkin madde yap-isal olarak or-

‘taya kondufju zaman anlagilabilecektir.

Bu aragtirmamizda S. europaea L. ekstresinin fajlari inaktive
edici dzelliginin tajlar Gzerinde morfolojik bir etki ortaya koyma-
dan meydana geldidi Elektron Mikroskobu gézlemiyle saptanmig-
tir. Bu gekilde elektron mikrograti sonuglari da S. europaea L.
ekstresinin bakteriyotfaj ile old‘ukga spesifik kimyasal bir etkilegi- :
. me girerek faj inaktivasyonuna neden oldudu fikrini destekler

yb ndedir.
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5 OZET

Sanicula europaeal. EKSTRELERININ ANTIVIRAL
ETKIS| UZERINE INCELEMELER

Bu aragtirmada Sanicula europaea L. ekstrelerinin antiviral

aktivitesi bir taj-bakteri sisteminde aragtiriid:.

Taze veya kuru bitkisel materyalden soJuk veya sicak
ekstraksiyonla elde edilen ham ekstrelerin T2 fajlart Gzerine
virisidal etki ortaya koydudu ve konak E. coli hicreleri
Uzerine higbir yan etkisi olmadigi, E. coli B2 kiltarlerinde T2

‘inteksiyonunu inhibe ettigi bulundu.

Ekstre 4 °C'de tutuldujunda, inkiubasyon soresi uzatildi§in-
da ve inkubasyonh ortam: temperatird yokseltildijinde ekstrenin
virisidal aktivitesinin arttigi gézlendi. 100 °C Gzerinde isi igle-
mi ile ekstrenin virisidal aktivitesi defigmedi, buna rajmen
mono- veya divalent katyonlarin varlijinda ekstrenin viriisidal

aktivitesi bitinlayle inhibe ediidi.

“Sephadex” jel filtrasyon kromotografisinden ayrilan
fraksiyontar da taj infeksiyon deneylerinde test edidi ve sadece

tfraksiyon 1'in aktif oldufu bulundu.

Poliakrilamid jel! elektroforezi analizlerinden elde edilen
sonuglara gbre, aktit madde bir protein makromolekil degildir.
Aktit 'traksiyonun verdigi krbmato:gratik' profil ve dijer
karakteristikler, etken maddenin karbéhidra‘t yapida makromo-

lekl olabilecedini gostermektedir.
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Aktif makromolekulin molekiler yapisi ile molekiler etki
mekanizmas: detayli olarak il'erideki deneylerde aragtirilacak-

tir.
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6 SUMMARY

AN INVESTIGATION OF THE ANTIVIRAL EFFECTS OF
Sanicula europaeal. EXTRACTS.

In this research, antiviral activity of the extracts of
" Sanicula europaea L. was investigated in a phage- bacteria

system.

Crude extracts obtained from fresh or dry plant materials
by cold or hot extraction procedures were found to exhibit
virusidal effects or'\' T2 phage and to inhibit T2 infection on
E. coli B2 cultures without any side effects on host E. coli

cells.

The virusidal activity of the extract increased when it was
stored at 4 °C, when the time ot incubation was prolonged and
when the temperature of the incubation medium was increased.
The virusidal activity of the extract was not aitered by heat
treatment over 100 °C, however in the presence of mono- or
divalént cations virus‘idal activity of the extract was completely

inhibited.

Fractions separated through “sephadex® gel filtration
chromatography were also tested on phage infection assay and
only fraction | was found to be active. ‘

According to the results obtained from the polyacrylamide
gel electrophoretic analysis, active fraction is not a protein
macromolecule, but the chromatographic profile and other

characteristics shown by the active fraction indicate that it may
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be a carbohydrate macromolecule.

The molecular structure and molecular activation mecha-
nisms of the active macromolecule will be studied in detail in

the future experiments.
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8 KISALTMALAR

A280
AS
Bis
BSA
DDT
HIV
M
mM
NA
NB
Ptu
Po

Pt
SDS
TCA
TEMED
TMV
Tris
viv

wlv -

2 -p.ME

.

: 280 nm dalga boyundaki absorpsiyon.

: Amonyum Siltat.

: N,N' - metilen - bis - akrilamid.

: Bovine Serum Albumin.

: Ditiotreitol.

: Human Immunodeficiency Virus.

: Molar konsantrasyon.:

: Milimol.

: Nutriant Agar.
. Nutrient Broth.
: Plak olugturan birim,(Plaque forming unit).
: Ortama katilan infektif (aktif) taj sayis.

:tzamanindaki infektif faj sayist.
: Sodyum Dodesil Silfat.
: Trikloroasetik asit.

:N,N,N'N' - tetrametil etilen diamin

: Tobacco Mosaic Virus.

: Tris (hidroksimetil) amino metan.
: hacim/hacim.

:afirhik/hacim.

:2- B - merkapto etanol.
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