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OZET

CIiTRUS LIMONUM VE MENTHA PIiPERITA’NIN INFLUENZA A ViRUS

REPLIKASYONU UZERINDEKI ETKIiSi,VIRAL REPLIKASYONDA ANTIVIRAL

ILACLARLA ETKILESIMININ ARASTIRILMASI

AMAQGC: Influenza viruslar diinya ¢apinda en 6nemli mortalite ve morbidite sebeplerinden
biridir. Giiniimiizde influenza yakarsik orunmanin en énemli yolu asilanmadir. Asilanma
olduk¢a giiclii bir alternative gibi goriinse de virusun sik ve kolayca mutasyona
ugrayabilme olasilig1 giiclii antiviral ilaglara gereksinimi dogurmaktadir. Biz bu c¢alisma
da limon (Citrus Limonum) ve nane (Mentha Piperta)’nin ekstrelerinin/esensiyel
yaglarinin influenza A virus replikasyon iizerindeki etkisini ve bu ekstrelerin/esensiyel
yaglarin influenza virus A replikasyonunda antiviral ilaglarla etkilesimini arastirdik.

MATERYAL VE YONTEM:Calismada 6ncelikle Citrus Limonum ve Mentha
Piperta’nin esansiyel yaglarinin saglikli hiicre hatlarinda non-sitotoksik konsantrasyonlari
tespit edildi. Deneylerde hiicre sitotoksisite ¢alismalalarinin belirlenmesi igin MTT (3-(4,5-
Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium  bromide) yontemi kullanildi. Non
sitotoksik konsantrasyonlar belirlendikten sonar bu konsantrasyonlar icerisinde antiviral
etkinlik caligmalar1 gergeklestirildi. Esansiyel yaglarin influenza virus A’ya karsi etkinlik
caligmalar1 ICso degerleri ve viral replikasyon titreleri real-time PCR yontemiyle
degerlendirildi.

Bulgular: Calismada Citruslemonumve Menhthapiperita’ninesansiyel yaglarinin saglikl
hiicre hatlarinda toksik olmayan dozlarini sirasiyla 1.256 ve 0.625 ng/ml olarak tespit ettik.
Antiviral etkinlik tespit edilen bu konsantrasyonlardan daha diisiik konsantrasyonlarda
anlamli olacagindan, c¢alismalarimizda HINI’e karsi aktivite c¢alismalar1 bu
konsantrasyonlarin altinda olan konsantrasyonlarda c¢alisilmistir. Citrus limonumesansiyel
yaglarinin 0.039 pg/ml dizeyinde inklibasyonun 72. saatinden itibaren antiviral etkinlik
gosterdigi  tespit edilirken, Metnthapiperita’ninantiviral etkinliginin ~ 0.078pug/ml
konsantrasyonlarinda inkiibasyonun 72. saatinden sonra hiicre canliliklarinda istatiksel
olarak anlamli derecede azalmanin oldugu tespit edilmistir (p<0.01). Ayrica,
Citruslemonum ve Menthapiperita’ninesansiyel HIN1’e karsi oldukca gii¢lii antiviral
aktivite gosterdigi tespit edilmistir. Esansiyel yaglarn 0.078 pg/ml konsantrasyonda
etkinliginin 100 TCIDsginfeksititedekivirusa karst (HIN1) standart ila¢ olan
Osetelmivirinantiviral etkinliginden anlamli derecede yiiksek oldugu saptanmistir
(p<0.01).

Sonuglar: Hem Citruslemonum hem de Menthapiperita’ninesansiyel yaglarinin HIN1’e
kars1 antiviral etkinligi oldukc¢a dikkate deger bulunmustur. Bitkilerin esansiyel yag
karisimlarinin standart ilag olan Osetalmivir ile sergiledigi antiviral etkinlik, gosterdikleri
sinerjistik aktivite de ilag direncinin sorun oldugu giiniimiizde olduk¢a degerlidir. Ayrica
bu iki bitki fitokimyasallarmin kombine kullanimlarinin influenzaviruslarin tedavisinde
yeni ilag arastirmalari i¢cin umut olabilecegini diisiinmekteyiz.

Anahtar kelimeler: Citrus limonum, Mentha piperta, esansiyelyag, influenza virus, PCR.



ABSTRACT

THE EFFECT OF CITRUS LIMONUM AND MENTHA PIPERITA ON
INFLUENZA A VIRUS REPLICATION, INVESTIGATION OF THE
INTERACTION OF ANTIVIRAL DRUGS IN VIRAL REPLICATION

Aim: Influenza viruses are among the major causes of mortality and morbidity worldwide.
Today, vaccination is the most important way to prevent influenza. Although vaccination
appears to be a very powerful alternative, frequent and easy mutation of the virus increases
the need for effective and potent antiviral drugs. In this study, we investigated the effect of
essential oils of lemon (Citrus limonum) and peppermint (Mentha piperta) on influenza A
virus replication and the interaction of these essential oils with Osetelmavir on influenza
virus A replication.

Material and Method: Firstly, non-cytotoxic concentrations of essential oils of Citrus
Limonum and Mentha Piperta were determined in healthy cell lines. In the experiments,
MTT (3- (4,5-Dimethylthiazol-2-yl) -2,5-diphenyltetrazolium bromide) method was used
for determination of cell cytotoxicity studies. After non-cytotoxic concentrations were
determined, antiviral efficacy studies were performed within these concentrations. The
efficacy of essential oils against influenza virus A was determined by real-time PCR and
C50 values and viral replication titers.

Results: In the study, we found non-toxic doses of essential oils of Citrus lemonum and
Menhtha piperita in healthy cell lines as 1.256 and 0.625 microgramg/ml, respectively.
Activity studies against HIN1 were studied at concentrations below these concentrations
found to be non-toxic to cells. The antiviral activity of Citrus limonum was found to be
0.039 microgramg / ml after 72 hours of incubation, whereas the antiviral activity of
Metntha piperita was found to be 0.078 microgram / ml after 72 hours of incubation. It was
found that there was a statistically significant decrease in cell viability at these
concentrations compared to the control group (p <0.01). Citrus lemonum and Mentha
piperita have been shown to have strong antiviral activity against essential HIN1. The
efficacy of essential oils at a concentration of 0.078 micrograms / ml was found to be
significantly higher than the antiviral activity of the standard drug, Osetelmivir, against the
virus (HIN1) in 100 TCID50 infectivity (p <0.01).

Conclusion: The antiviral activity of both essential oils of both Citrus lemonum and
Mentha piperita against HIN1 has been found to be remarkable. The antiviral activity and
synergistic activity exhibited by the essential oils of these plants and Osetalmivir, the
standard drug, are now highly valued. We also think that the combined use of these two
plant phytochemicals may be the hope for new drug research in the treatment of influenza
viruses.

Key words: Citrus limonum, Mentha piperta, essential oil, influenza virus, PCR.



1.GIRIS

Influenza A,influenza A virusunun neden oldugu diinyada olduk¢a yaygin olan en
onemli bulagic1 hastaliklardan biridir. Genel olarak mevsimsel salginlara ve pandemilere
yol agabilir. Diinya ¢apinda en 6nemli mortalite ve morbidite sebeplerinden biridir. Virusla
miicadele koruyucu asilarinin olmasina ragmen son derece zordur. Ciinkii virusun nokta
mutasyonlart ya da 6nemli antijenik degisimlerle karekterize olabilen yeni turlerin ortaya

¢ikmasina miisait yapisi bulunmaktadir.

Virus ylizey antijenlerinde meydana gelebilecek nokta mutasyonlariyla
(antijenikdrift) mevsimsel epidemilere neden olabilirken, yuzey antijenlerinde meydana
gelebilecek major degisimlerle de (antijenikshift) pandemilere yol acabilmektedirler.
Konakta koruyucu antikorlarin varligir hastaliklara karsi korunmada 6nemli olabilirken,
stkca ve kolayca mutasyona ugrayabilmesi sebebiyle asilama ile de tam koruma
saglanamamaktadir. Bu sebeple hastaligin tedavisinde etkin antiviral gereksinimi her
zaman ihtiyag olmaktadir (Sano ve ark. 2017). Virusun konak hiicrelere adsorbsiyonunu
onleyerek hedef hiicrelere girmesini engellemek amaciyla hemagglutinin (HA),
noraminidaz (NA), matriks proteinleri (M2)’ni hedef alan ¢esitli ilag arastirmalari devam
etmektedir. Virus yapisinda meydana gelen mutasyonlarin sikligi ve ilag direnci gibi
nedenlerle giiniimiizde hastaligin kontrolii yapmak son derece zordur. Bu nedenle
enfeksiyonu kontrol altina almak igin yeni alternatif hedefler ve inhibitér bilesiklerin
arastirtlmas1 ve bulunmasi potansiyel gelecekteki pandemi tedavisi ve yonetimi igin kritik

6neme haizdir (Sano ve ark. 2017, Shim ve ark. 2017).

Influenzaya kars: giiclii bir antiviral ajanin bulunmayis1 ya da mevcut antivirallere
kars1 direngli kokenlerin ortaya ¢ikisi yeni ilag arastirmalarini zorunlu hale getirmektedir.
Gliniimiizde influenzaya karsi korunmanin en énemli yolu asilanmadir. Asilanma oldukca
gucl bir alternatif gibi goriinse de virusun sik ve kolayca mutasyona ugrayabilme olasiligt
giiclii antiviral ilaglara gereksinimi dogurmaktadir. Bu sebeple etkili ilag arastirmalari
dogal ve sentetik koldan hizla devam etmektedir. Bitkisel kaynakli dogal triinler ilag

arastirmalarinda son yillarda {izerinde calisilan en Onemli {irlinlerdir. Bitkilerde etkin

komponnetler olan fitokimyasal ajanlar zengin farmakolojik 6zelliklerinden dolay: viral,



bakteriyel ve fungal ajanlarin olusturdugu hastaliklar icin yeni ilag arastirmalarinda sik
tercih edilen tirtinler arasinda yer almaktadir. Dogal iiriinler diisiik toksisitelerinden dolay1
ilag aragtirmalarindan tiim diinyada oldugu gibi iilkemizde de yogun olarak kullanilan aktif

komponentlerdir (Kokate ve ark. 2010, Johann ve ark. 2007).

Fitokimyasallar, baz1 hastalik onleyici 6zelliklere sahip bazi besleyici olmayan bitki
kimyasallaridir. Insan viicudunda bazi patojenlere karst koruma sagladiklari
bildirilmektedir. Bir fitokimyasalin calisabilecegi farkli yollar mevcuttur. S6zgelimi
polifenoller, karotenoidler gibi fitokimyasallarin bir antioksidan gibi davranabilecegi ve
hiicreleri serbest radikal hasarma karsi koruyabildigi bildirilmigtir. Mesela terpenlerin
belirli enzimleri uyararak meme kanseri riskini azaltabildigi anti-bakteriyel ve hormonal
uyarict bir bilesen gibi davranabildigi bildirilmistir. Hatta patojenlerin insan hiicre
duvarlarina yapismasimi Onleyen baglayicilar gibi davranabildigi de bildirilmektedir.
Meyve ve sebzeler yoluyla fitokimyasallar insan diyetinin bir pargasidir. Limon (Citrus
Limonum) ve nane (Menthapiperita) bircok farmakolojik 6zellige sahip olan iki 6nemli
bitki olup, o6zellikle grip infeksiyonu sirasinda iyilesmede halk tarafindan tiim diinyada
oldukea sik tercih edilen kis igecekleridir. Turunggil meyvelerinde fitokompozit maddeler
zengindir. Citrus limonum (limon) da bunlardan biridir. Limonun ugucu yaglarinin giiclii
antioksidan aktiviteleri yani1 sira HelLa hiicre hattina karsi anti-proliferatif etkinlik
sergiledigi bildirilmistir. Kabuk 0Ozlerinin antibakteriyel o6zelliklere sahip oldugu ve
antifungal Ozelliklerinin  bulundugu ve kan damarlarinin gegirgenligini azalttig1
bildirilmistir. Hatta deride anormal biiyiimeleri onledigi ve skuamdz hiicre cilt
melanomuna karsi etkinligi de gosterilmistir (Kokate ve ark. 2010, Johann ve ark.
2007,Chandrasekaran ve ark. 2004,Eloff JN. 1998, Ahmad ve ark. 2006, Adedejil ve ark.
2007, Kirbaslar ve ark. 2009).

Nane olarak bilinen Menthapiperita tibbi olarak énemli bir bitki olup Lamiaceae
familyasinda yer almaktadir. Nanenin farmakolojik 6zelliklerinden dolay: antik Misirlilar
tarafindan kiiltive edildigi ve 13. yiizyilda Izlanda farmakopesine girdigi belgelerden
anlasilmaktadir. Ozellikle Avrupa, Kuzey Amerika ve Kuzey Afrika'da olmak {izere
diinyanin 1liman boélgelerinde yaygin olarak yetisen nane gilinlimiizde diinyanin tim
bolgelerinde yetistirilen tibbi potansiyeli yiiksek 6nemli bir bitkidir. Bitkinin tibbi 6neme
sahip komponenti kurutulmus yapraklardan, taze cicekli yapilarindan ve bitkinin tiim

yapisindan elde edilen esansiyel yaglaridir (Rasooli ve ark.. 2008). Geleneksel tipta nane



ve yagmin antispazmodik, aromatik, antiseptik olarak ve kanserler, soguk alginligi, kramp,
hazimsizlik, bulanti, bogaz agrist ve dis agris1 gibi bir¢ok hastalifin tedavisinde de
kullanildig1 bildirilmektedir. Nanenin esensiyel yaglarinin in-vitroantibakteriyel etkiye
sahip oldugu bildirilmistir. Farkli ticari preperatlarinin Gram pozitif ve Gram negatif
bakterilere karsi etkinligi gosterilmis olup, esensiyel yaglarinin gesitli fungal ve viral
patojenlere karsi antifungal ve antiviral etkinlige sahip oldugu da bildirilmistir (Briggs,
1993, Lis-Balchin ve ark. 1997,Priya ve ark. 2007).

Biz bu calismada Citrus limonum ve Mentha piperta’ninesensiyel yaglarinin
influenza A virusreplikasyon {iizerindeki etkisini ve bu ekstrelerin/esensiyel yaglarin
influenzavirus A replikasyonunda antiviral ilaglarla etkilesiminin arastirilmasini

amagladik.



2. GENEL BILGILER

2.1. Influenza A Virusu

Grip A viriisii, yi1llik salginlardan ve diinya c¢apinda 6nemli 6lim oranlarindan
sorumlu olan oldukga patojenik bir virlistiir. Mevsimsel grip, solunum komplikasyonlari
nedeniyle yillik olarak binlerce 6liimden sorumlu olup diinya ¢apinda saglik harcamalarina
biiyik bir ekonomik yiik getirmektedir. Influenza A viriisi, 18 hemaglutinin
varyantlarindan birinin ve dokuz ndéralminidaz varyantindan birinin, iki viralmembran
yiizey proteininin varligina bagh olarak alt tiplere ayrilmaktadir. Her ne kadar suda
yasayan kuslar tiim alt tipler i¢in dogal konaklar olarak islev gorse de, HIN1 ve H3N2
veya yiiksek patojenik HSN1 alt tipleri gibi insanlara sadece sinirli sayida alt tipleri
bulasabilir. Asilarin varligina ragmen, etkinlikleri HA ve NA'ninantijenik varyasyonlari ile
sinirhidir. (Krammer ve ark. ,2015).Influenza tedavisi ve profilaksisinde kullanilabilecek
bazi antiviral ilaglar olmasina ragmen, ilaca direngli suslarin ortaya ¢ikmasi ciddi bir
endise kaynagidir(Watanabe T ve ark. 2015).Antiviral tedavi icin yeni hedeflerin
belirlenmesi i¢in viriis ile konakg¢1 arasindaki molekiiler etkilesimlerin daha iyi anlagilmasi
esastir.

Influenza A virusuOrthomyxoviridae familyasinin negatif polariteli tek zincirli bir
RNA virusidir.Virusun genomu her biri en az bir proteini kodlayan degisken uzunluklarda
sekiz segmentten olusmaktadir( Cheung ve ark. 2007). Her bir viral RNA (VRNA)
segmenti bir protein kompleksi ile iliskilidir. (Arranz ve ark. 2012) , (Moeller ve ark. 2012)

2.1.1. Mevsimsel Grip

Mevsimsel grip viriisleri her yil grip sezonunda dolasimda olan influenzaviruslari
tarafindan insanlarda gripe yol agan viruslardir. Iliman iklimlerde, hastalik kis aylarinda
mevsimsel olarak ortaya ¢ikma egilimindedir, kisiden kisiye hapsirma, Oksiirme veya
kontamine olmus ylizeylere dokunma yoluyla yayilma egilimindedir. Mevsimsel grip
viriisleri, 6zellikle bazi ytliksek riskli bireylerde, hafif ila agir hastaliklara ve hatta 6liime
neden olabilmektedir. Ciddi hastalik riski yiiksek olan kisiler arasinda; hamile kadinlar,
cok kiiclik yasta olanlar ile ¢ok yasl olanlar, bagisiklik sistemi zayif konaklar ve kronik bir

hastalig1 bulunanlar sayilabilir. Mevsimsel influenza viriisleri siirekli olarak mutasyona



ugrayabildiginden insanlar yasamlar1 boyunca birgok bu ajanlarla infekte
olabilmektedirler. Bu nedenle, mevsimsel grip asilarinin bilesenleri sik sik yenilenmelidir.
Genellikle as1 igerigi iki y1lda bir giincellenmektedir. Influenzanin A, B ve C olmak iizere

farkl ii¢ tipi mevcuttur.

Tip A influenza viriisleri ayrica viriis yiizeyinde bulunan iki farkli proteinin
(Hemagliitinin veya “H” proteini ve neuraminidaz veya “N” proteini) varligma gore alt
tiplere ayrilmaktadir. Gilinlimiizde influenza A’nin iki varyantt HIN1 ve H3N2
dolagimdaki mevsimsel influenza A viriisii alt tipleridir. Bu viruslardan biri olan HIN1
viriisii, 2009 mevsiminde dolasimda olan ve 2009 yilinda influenzapandemisine neden olan
viriis tipinin aynisidir. Bunun yaninda, ilk tanimlandiklar1 alanlardan sonra adlandirilan,
Victoria ve Yamagata soylar1 olarak da bilinen mevsimsel grip influenzaviruslar1 olarak da
dolasimda bulunan iki tip B viriisii da mevcuttur. C tipi grip daha hafif enfeksiyonlara
neden olmakta ve sporadik vakalarla ve kiiciik lokal salgilarla iliskilidir. Influenza C,
influenza A ve B'den ¢ok daha az 6l¢iide hastalik tablosu olusturdugundan influenza A ve
B’nin mevsimler asilara dahil edilmesinin yeterli oldugu bildirilmektedir. (Behera ve ark.
2012).

2.1.2. Pandemik Influenza Virusu

Pandemikinfluenza daha once insanlar arasinda dolasimda olmayan ve cogu
insanda bagisikligi olmayan bir influenza viriisii ortaya ¢iktiginda ve insanlar arasinda
salginlarla karekterize edilen infeksiyondur. Bu viriisler normal influenza mevsimi disinda
ortaya cikabilmelkte, dolasimda bulunabilmekte ve salginlara yol agabilmektedir. Niifusun
cogunlugu yeni bir tiir olarak beliren bu viriislere kars1 bagisikliga sahip olamayacagindan
bir popiilasyondaki enfekte olmus kisilerin oran1 oldukga biiyiik olabilmektedir. Virus bazi
salginlarda ¢ok sayida siddetli enfeksiyona neden olabilirken, bazen de yine
infeksiyoninsidans: yiiksek olabilmekte fakat hastaligin siddeti daha bir 1limh
olabilmektedir. Bu farkliliklar arkasindaki sebepler tam olarak anlagilmamistir. Verilerin
elde edilebildigi en meshur salgin, 1918-1919 yillarinda diinya ¢apinda 20-40 milyon ya da
daha fazla 6liime neden olan ispanya gribi (Spanish Flu)’dir. 1957 ve 1968'deki sonraki
salginlar, diinya niifusunun biiyiik béliimlerinin enfeksiyona duyarli olmasina ragmen daha

az Oliimle sonuglanmustir.



2009 yilinda, daha 6nce hi¢ goriilmemis, diinyaya yayilmig ve 2009 HINT1 salgin1
ile sonu¢lanan, influenza A (HIN1) viriisiiniin bir tiirii ortaya ¢ikmistir. Bu salgin influenza
A virlisii (HINT) 2009'dan beri diinya genelinde dolasima dahil olmus bir viriistiir. Bu
virlis tipi giiniimiizde zaman zaman diinyanin ¢esitli bolgelerinde endemilere yol actigi
bildirilmektedir.Halen diinyada dolasan bir pandemik influenza A  virlsu
bulunmamaktadir.
2.1.3.Zoonotik veya Varyant Influenza

Insanlar sirkiilayonda olan H5SN1 gibi kus gribi virusuyla ya da HIN1 ve H3N2 gibi
domuz gribi tipleriyle de enfekte olabilmektedirler. Atlar ve kdpekler dahil diger tiirlerin
de kendilerine ait viriislar1 mevcuttur. Bu viriisler insanlarda bulunan viriislerle ayni alt tiir
olarak adlandirilsa da bu hayvan viriislerinin tiimii insan influenza viriislerinden farkli olup
insanlar arasinda kolayca bulasmamaktadirlar. Ancak baz1 zamanlarda ortaya ¢ikan tipleri
zaman zaman insanlari enfekte edebilmekte ve hafif konjonktivitten agir pnomoniye ve
hatta 6lime dahi yol acabilmektedirler. Genellikle bu zoonotikinfluenza enfeksiyonlari,
enfekte hayvanlarla veya kontamine olmus ortamlarla dogrudan temas yoluyla bulagmakta
ve insanlar arasinda ¢ok fazla yayilma egilimi gostermemektedir. Eger bdyle ortaya ¢ikan
bir virusun bazi genlerinin insan viriislerinden adapte edilmesi durumunda ve kolay bulag
ve yayilma kapasitesine de sahipse, bir pandemi durumu s6z konusu olabilmektedir. Gegen
on yillar boyunca influenza viriislerinin hayvanlar ve insanlar arasinda sporadik olarak
bulagmasinin bir¢ok 6rnegi mevcuttur. Domuzlar arasinda infeksiyon yapan H3N2 tipi
2011°de ABD’de insanlar1 infekte etmeye bagladiklarinda, insan viriislerinden ayirt etmek
icin “viriis adindan sonra yerlestirilen® varyant ” (“v”) ile isimlendirilmistir. Diger hayvan
viriisleri, or. insanlar1 enfekte eden kus gribi A (H5N1), A (H7N7), A (H7N9) ve A
(H9N2), sadece “kus gribi” veya “zoonotik grip” virlisleri olarak adlandirilmistir. Hayvan
influenza viriisleri dogal hayvan konakgilarini enfekte ettiginde, kus gribi viriislerinde,
domuz gribi viriislerinde, at influenza virlislerinde vb. oldugu gibi bu konak¢i adi
kullanilarak adlandirilmaktadir. "Domuz gribi" terimi, domuzlar: infekste edebilen domuz
gribi viraslerini belirtmektedir.

Grip, insanlarda influenza A ve influenza B viriislerinin neden oldugu bulasici bir
solunum sistemi hastaligidir. Tipik olarak yillik mevsimsel epidemilerle karekterize edilir.
Zoonotik orjinli influenza A viriisii salginlart pandemilere yol agmaktadir. Diinya Saglik

Orgiitii, yillik grip salgmlarinm yillik yaklasik 1 milyar enfeksiyon, 3-5 milyon siddetli



hastalik vakast ve 300.000-500.000 Olumle sonuglanan vaka olarak tahmin etmektedir.
Pandemikinfluenza'nin ciddiyeti, pandemik virlis susununviriilans1 ve 6nceden mevcut
bagisiklik seviyesi dahil olmak iizere bir¢ok faktére baglidir. En siddetli grip salgini
1918'de diinya ¢apinda 40 milyondan fazla oliimle sonuc¢lanmistir. Grip asilar1 her yil
dolasimdaki suslara uygun olarak formiile edilmektedir. Cilinkii influenzaviruslar strekli
mutasyona ugrayabilme kabiliyetinde olup antijenikvaryanlar olusturabilmektedir. Bununla
birlikte, as1 etkinligi optimal degildir ve as1 ile dolasimdaki viriis susu arasindaki antijenik
bir uyumsuzluk olmasi durumunda asmin etkinligi onemli 6l¢lide diislik olabilmektedir.
Influenza viriisii enzimi neuraminidaz'1 hedef alan antiviral ajanlar, profilaksi ve tedavi icin
gelistirilmistir. Bununla birlikte, bu antivirallerin kullanim1 hala smirlhidir. Influenza ile
miicadelede ortaya cikan yaklasimlar, antijenik olarak uzak influenza viriislerine karsi
koruma saglayan evrensel grip viriisii asilarinin gelistirilmesiyle iligkilidir.

Grip bulasici bir solunum yolu hastalig1 olup insanlarda, influenza A ve influenza B
viriisleri tarafindan olusturulmaktadir. Ayrica influenzaviriis C ve influenzaviris D cinsleri
de bilinmektedir. Influenza viriisii enfeksiyonu ile iliskili semptomlar, {ist solunum yoluna
sinirl hafif solunum sistemi hastaligindan farklidir. Infeksiyonlari ates, bogaz agrisi, burun
akintisi, okstirtik, bag agrisi, kas agrist ve siddetli ve bazi1 durumlarda influenza viriisiine ve
sekonder olarak gelisen alt solunum yolu bakteriyel etkenlere bagl 6limciil pnémoni ile
karakterizedir. Influenza viriisii enfeksiyonu, bazi durumlarda kalbi, merkezi sinir sistemini
ve diger organ sistemlerini etkileyen ¢ok sayida solunum dis1 komplikasyonlara da yol
acabilmektedir (Sellers ve ark.,2017), (Kwong ve ark.,2018).Virus yillik mevsimsel
salginlarla karakterize olmasina ragmen, zoonotik kokenli influenza A viriis suslari igeren
sporadik ve Ongoriillemeyen global pandemik salginlara da yol acabilmektedir. Eldeki
veriler degerlendirildiginden pandemikinfluenzanin her 10 ila 50 yilda bir ortaya ¢iktig1 ve
daha 6nce dolasimdaki suslardanantijenik olarak ¢ok farkli olan yeni bir influenza A viriis
susu tarafindan meydana getirildigi soOylenebilir. Pandeminin en biiyiik sebebinin
insanlarda 6nceden mevcut olan bagisiklik eksikligi, genellikle enfeksiyonun ciddiyeti ve
0liim oranindaki artisla iliskili olabilmektedir.

Tum influenza virdsleri viral genom segmentli, negatif-polariteli tek iplikli RNA
viriisleridir. Influenza A ve influenza B viriisleri, RNA polimeraz alt birimlerini,
viralglikoproteinleri (hemaglutinin: HA), farkli globiiler 'kafa' ve 'sap' yapilarini igeren,

viral girisi kolaylagtiran ve viral salinimi kolaylagtiran néraminidazt (NA), viral



niikleoprotein (NP), matris proteini (M1) ve membran proteini (M2), yapisal olmayan
protein  NS1 ve nikleer eksport proteini (NEP) kodlayan sekiz RNA segmenti
icermektedir. HA ve NA viral proteinleri en antijenik yapilar olup bu protein tiplerine bagl
olarak influenza A viriisii alt tiplere ayrilmaktadir. Bu iki viralglikoprotein, viriis
partikiiliiniin yiizeyinde bulunur ve grip viriisii enfeksiyonu ve asilama ile indiiklenen
koruyucu antikorlar i¢in ana hedef proteinlerdir. Her bir influenza viriisii izolat1 tipe veya
cinse, konak¢inin ve izolasyonun yerine, izole edilen sayiya ve izolasyon yilina gore
isimlendirilmektedir. influenza C ve influenza D viriisleri yalnizca yedi RNA segmentine
sahip olup, insanlarda 6nemli hastaliklara neden oldugu bilinmemektedir. Bununla birlikte,
influenza C virilisii enfeksiyonlari, 6zellikle ¢ocuklarda, bazi durumlarda grip benzeri
hastaliklara ve hastaneye yatiglara neden de olabilmektedir. (Matsuzaki, Y. ve ark.. ,
2006) Influenzaviral genomunun segmentli olusu aym tipte iki viriis (iki grip A viriisii
veya iki grip B viriisii) ayn1 hiicreyi enfekte ettiginde, genomik RNA segmentlerinin yer
degistirmelerine olanak saglayabilmektedir.

Influenza A viriislerinin benzersiz bir 6zelligi, sadece insanlarda degil evcil
hayvanlarda, domuzlarda, atlarda ve kiimes hayvanlarinda ve vahsi gd¢men kuslarda
(6rdek, kaz, kugu, marti, kus ve yabani su kusu tiirleri) dolagsmasidir. (Olsen B. ve ark.
2006) .Toplam 16 antijenik olarak farklt HA ve 9 antijenik olarak farkli NA serotipi veya
alt tipi bulunmaktadir (yarasa influenza benzeri viruslarla 18 HA, 11 N). (Ma ve
ark.,2015) Buna karsilik, influenza B ve influenza C viriisleri farkli alt tiplere ve bilinen
herhangi bir hayvan rezervuar1 yoktur. Ancak fok ve domuzlara sinirl bir yayilabildigi de
bildirilmistir 9,10. influenza C viriisleri genellikle insanlarda ¢ok hafif veya asemptomatik
enfeksiyonlarla iligkilidir. Ayrica, influenza D viriisii, influenza C viriisii ile uzaktan
iliskilidir ve domuzlardan ve ineklerden izole edilmistir (Hause ve ark. 2014).

2009'da, bu yiizyilin ilk influenza viriisii salgini, daha 6nce domuzlarda dolasan
yeni bir HIN1 influenza A viriisii yardimc1 maddesinden kaynaklanmistir. Tlk enfeksiyon
dalgalarin1 igeren asilar zamaninda mevcut degildi. Viral M2 iyon kanalimi ve NA
enzimlerinin inhibitorlerini hedef alan mevcut influenzaantiviraladamantan ilaglari, M2
inhibitorlerine kars1 viriis direnci mevcut dolasimdaki insan influenza A HIN1 ve H3N2
suslarinda yaygin oldugu i¢in; NA inhibitérii oseltamivir'e direngli viriisler, 2009
salgininin hemen oncesinden bu yana influenza A HIN1 suslar1 arasinda yaygin olmustur

Sasirtict bir sekilde, adamantan direngli, oseltamivir duyarli 2009 pandemikinfluenza A



HIN1 virGsleri, 2008-2009'da genel olarak dolasan onceden dolasimdaki oseltamivir
direngli, adamantan duyarli mevsimsel grip A HINI1 viriisiiniin yerini aldi. Oseltamivir
direnci veren NAH275Y mutasyonunu barindiran, su anda dolasimdaki influenza A HIN1
virlislerinin tespit edilmesine ragmen, NA inhibitorlerine diren¢ ortaya ¢ikmasi bugiin
onemli bir halk sagligi sorunu degildir. Mevcut mevsimsel grip asilari, ozellikle yash
bireylerde (siddetli grip virlisii enfeksiyonu igin yiiksek riskli bir grup), tim yas
gruplarinda sadece en diisiik etkinlige sahiptir. Bu nedenle, yeni ve daha etkili antiviral
ajanlar ve agilar gelistirmek i¢in grip virlisii enfeksiyonlarinin biyolojisini daha 1yi anlamak
igin biiyiik bir ihtiyag vardir. Bu Primer'de, influenza viriislerinin biyolojik 6zelliklerini ve
insan ve hayvan saglig tizerindeki etkilerini ve ayn1 zamanda grip yiikiinii azaltmak icin
azaltma stratejilerini tartisiyoruz. Diger influenza viriislerine kiyasla essiz pandemik
potansiyelleri nedeniyle influenza A viriislerine daha fazla odaklaniyoruz.
2.1.4.Epidemiyoloji

2.1.4.1. Insanlarda influenza

Insanlarda siddetli influenzainfrksiyonlarinin c¢ogu bebek veya yash bireyler
arasinda goriilmesine ragmen, influenzainfeksiyonlar1 genellikle mevsimsel influenza A ve
influenza B viriisler1 tarafindan olusturulmaktadir.

Mevsimsel influenza A tipleri olan HIN1 ve H3N2 giinlimiizde dolasimda olan
influenza tipleridir. 1918'den 6nce, dolasan alt tiirlerin kesin kanitlart mevcut degildir.
Mevsimsel salginlara ek olarak, influenza A viriislerinin kus veya domuz
popiilasyonlarindan ortaya ¢ikmasi, 1918'den bu yana dort salgin ortaya ¢ikmasina neden
olmustur. Bu viriisler daha sonraki yillarda mevsimsel salgin suslar1 haline gelmis, tir.
Salginlar sirasinda influenza viriisleri yi1l boyunca artan viriilans ve bagisiklik eksikligi
nedeniyle dalgalanmalar seklinde diinyaya yayilmigtir. Mevsimsel grip virlisii salginlari
tipik olarak kig aylarinda, diisiik nem ve diisiik sicakliklarda meydana gelmektedir. Biri
Kuzey Yarimkiire'de digeri Giiney Yarimkiire'de olmak iizere yilda iki "grip mevsimi"
yasanmaktadir. Bununla birlikte, 1liman bdlgelerin aksine, mevsimsel grip profilleri
tropikal iilkelerde ¢ok cesitlidir. Minimum sicaklik, giinesli saatler ve maksimum yagis
gibi iklim faktorleri, influenza mevsimselliklerinin en gucli tahmin edicileri gibi
gorunmektedir (Yuve ark. ,2013) .Mevsimsel influenza B virlsleri, insanlarda influenza A

viriisleri ile birlikte dolasmaktadirlar.



2.1.5. Tam

Grip tanis1 genellikle klinik ve epidemiyolojik enfeksiyon olasiligi temeline
dayanmaktadir. Baslangicta, ates, lisime veya hafif titreme, bas agrilari, miyalji (kas
agrisi), halsizlik (rahatsizlik) ve anoreksi dahil spesifik olmayan semptomlar baskindir. Bu
semptomlarin baglangici ani baslangicli ve solunum semptomlari, 6zellikle kuru oksiiriik,
bogaz veya bogaz kurulugu (genellikle ses kisikligiyla birlikte) ve burun tikanikligi ve
akintis1 da mevcuttur. Oksiiriik en sik goriilen solunum semptomlari arasinda yer alir.
Yanma tarzinda gogiis agrist goriilebilir. Yaslt eriskinlerde ve bagisiklik sistemi zayiflamig
bireylerde, muhtemelen azalmig bir sitokin yanit1 nedeniyle baglangicta daha az dramatik
olabilir, ancak baslangictaki hafif semptomlar bu hastalarda ciddi alt solunum yolu
hastaligina evrilebilir. Hastaligin klinigi ates, halsizlik (lassitude: enerji eksikligi) ve
karakteristik solunum sikayetleri olmadan konfiizyon igerebilir. Cocuklarda febril ndbetleri
icerebilir ancak diger belirgin sistemik sikayetler gbrulmeyebilir.

Mevsimsel influenza epidemileri sirasinda klinik temelli tani, daha 6nce saglikli
oksiiriik veya bogaz agris1 olan ates varligmin hastalarin yaklagik %80'inde influenza
virlisii enfeksiyonu ile iligkili oldugu goéstermektedir (Ohmit ve ark . , 2006)Bununla
birlikte, bu semptomlar parainfluenza viris, respirtorysinsityalvirus, insan
metapneumoviriis, adenovirlsler, rinovirilisler ve koronaviriisleri igeren diger solunum
patojenlerinin nedenlerine benzer oldugu i¢in, bir grip viriisi ile enfeksiyonu teyit etmek
icin spesifik tani testleri gereklidir.

Test icin gonderilen numunenin tiirii genellikle nazofarengealsiiriintii 6rnegi, bir
nazal yikama veya kombine bogaz ve burun siirlintii 6rnegidir. Duyarlilik viral yiik ile
iliskili oldugundan, semptomlarin baglamasindan sonraki 3 giin i¢inde elde edilen drnekler
tercih edilir.

Influenza benzeri hastaliklara birgok viriis neden olabileceginden, influenza igin
kullanilan altin standart laboratuar testleri viral kiiltiir ve reverse transkripsiyon PCR (RT-
PCR) yontemidir. Viras kultirt, yeni virslerin karakterizasyonu, antiviral ilaglara
duyarliligin izlenmesi ve antijenik kaymanin izlenmesi i¢in kritik dneme sahip olup, zaman
alicidir. Ancak sitopatik etkinin varligindan 6nce immiino-blotlama yoluyla viral Gremeyi

gosteren shel-vial teknikleri gibi yontemlerle bu siire kisaltilabilmektedir (Dunn ve ark

10



.,2004)Buna karsilik, olduk¢a duyali ve spesifik bir molekiiler test olan RT-PCR yontemi
oldukca hizli ve wvirlis alt tiplemeninde yapilabildigi tekniklerdir. Niikleik asit
amplifikasyon testleri, klinik yonetim baglaminda hem duyarlilik hem de hiz bakimindan
viriis kiiltiirtinden agikga {stiindiir. Hem viral kiiltiir hem de RT-PCR i¢in numunenin
kalitesi onemlidir, ¢linkili bu gibi defektler yanlis negatif sonuglara neden olabilmektedir.
Ayrica drnegin alindign bolge testin hassasiyetini de etkileyebilir. Ust solunum yolu
enfeksiyonu sirasinda viriisiin saptanmasi i¢in swablara tercih edilir. Madin-Darby Canine
Kidney (MDCK) ve Vero hiicrelerinde viriis iiretilebilmekte, bu hiicre hatlar1 influenzaya
kars1 as1 tiretiminde de kullanilmaktadir.

2.1.6.Antiviraller

Asilarla birlikte, antiviral ilacglar, grip virlisi enfeksiyonu ve hastaliginin
onlenmesinde ve tedavisinde hayati bir rol oynar. Normal bir grip mevsiminde, antiviral
ilaclar oncelikle, 6zellikle de immuncomprimize kisilerde hastaligi ciddi durumlarda olan
hastalarin tedavisinde kullamlir. Influenzapandemileri sirasinda 6zellikle asinin hazir
olmadig1 durumlarda, antiviral ilaclar, hem enfekte olmus hastalar1 tedavi etmek hem de
maruz kalmis bireylerde enfeksiyonu énlemek icin oldukca 6nemlidir. Adamantanlar ve
NA inhibitdrleri olmak tizere iki sinif ila¢ influenza tedavisinde onaylidir. Amantadin ve
rimantadin, influenza A virlislerinin M2 iyon kanalini hedef alan oral yoldan verilen
ilaglardir.

Bununla birlikte, bu ilaglar genel olarak dolasimdaki influenza A viriisleri
arasindaki yaygin diren¢ nedeniyle klinik kullanim i¢in 6nerilmemektedir. Buna karsilik,
NA inhibitorleri, viral NA proteininin enzimatik aktivitesini hedeflemektedir. Oseltamivir,
karacigerde aktif karboksilat formuna doniistiiriilen 6n ilag oseltamivir fosfat olarak agiz
yoluyla verilmektedir. Zanamivir bir toz halinde bir ila¢ olup solunarak kullanilir. Altta
yatan solunum problemleri olanlarda kullanimi sinirhidir. Peramivir, hastanede yatan
hastalar i¢cin 6nemli intravendz olarak uygulanan bir ilactir. Her ii¢ ilag da NA'min aktif
bolgesinde bulunan sialik asidin influenza A ve influenza B viriislerine baglanmasini taklit
ederek aktivite gostermektedir.( Hata ve ark .,2014) Oseltamivir ve zanamivir, profilaksi
ve maruziyet sonrasi profilaksi i¢in etkilidir( Okoli ve ark.,2014)
2.1.7.Direng

Ilaca direngli viriislerin ortaya c¢ikmasi ciddi bir tedavi problemi yaratmaktadir.

Adamantan direnci; M2'yi kodlayan RNA segmentinde bir S31N mutasyonu ile
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olugmustur. ilk olarak 2003 yilinda influenza A H3N2 viriislerinde ortaya ¢ikmis ve 2008
yilina kadar diinya ¢apinda yayginlasmisti. (Deyde, V. M. ve ark..,2007)Giunlmuzde bir
mevsimsel inflenzasusu olan pandemik 2009 HINI1 susu, M RNA segmenti S31IN
mutasyonunu tasityan bir viriisten evrildigi i¢cin adamantanlara da direnglidir. Boylece,
2009'dan bu yana, yalnizca NA inhibitorleri, giinimiizde dolagimdaki insan influenza A ve
influenza B viriislerinin oseltamivir ve zanamivir'e kars1 genellikle duyarli olmasi ile
koruma saglayabilmistir. Bununla birlikte, oseltamivir direncinin ortaya ¢ikisi, influenza A
HIN1 virGsleri icin ciddi bir sorundur.

Cocuklarda ve bagisiklik sistemi baskilanmig bireylerde daha yiiksek viral salinim
olmasindan kaynakli olduguna inanilan ilag direnci daha ytiksektir. (Whitley, R. J. ve ark..
, 2013)Ayrica, hastaneye yatis yapan hastalarin daha uzun siire tedavi edilmeleri viriis
tizerindeki baskiy1 ve direncli bir tiiriin ortaya ¢ikma olasiligini artirdig: diistiniilmektedir.
Halbu ki, 2007 yilinda ilkkez tespit edilen oseltamivir direnci boyle bir durum olmaksizin
tespit edilmistir. Influenza A H3N2 viriisleri ve influenza B viriisleri arasindaki oseltamivir
direnci, influenza A HIN1'e ¢ok daha diisiik bir frekansta olmasina ragmen bildirilmistir
(Meijer, A. ve ark..,2014).

Adamantanlarin klinik tedaviden kaldirilmasi, artan oseltamivir direncine iligkin
endiselerle birlikte, yeni influenzaantiviral ilaglarima olan ihtiya¢ vazgecilmezdir.
Zanamivir'inintravendzformiilasyonlar1 gibi intravendz NA inhibitorleri ilaglar gelistirilme
asamasindadir. Baska bir NA inhibitorii olan laninamivir, Japonya'da kullanim igin
onaylanmistir. Bu ilag¢ solunur ve uzun etkilidir ve oseltamivir veya zanamivir'e gére daha
az siklikta uygulama gerektirmektedir.( Yamashita ve ark. 2010) ideal olarak, gelecekteki
grip tedavileri, direng engelini artiracak farkli mekanizmalara sahip bir ila¢ karisimlar
icerecektir.
2.1.8.Farmasétik Olmayan Korunma Stratejileri

Asilara ve antiviral ilaglara ek olarak, farmasotik olmayan miidahaleler grip
hastaliginin yayilmasini ¢nlemede faydali olabilmektedir. Bu miidahaleler, el yikama ve
alkol bazli dezenfektanlarin kullanilmasi gibi kisisel onlemleri igermektedir (Butler ve
ark.,2014), Kisinin hasta olmas1 durumunda 6ksiiriiken burun ve agzi kapatarak oksiirmesi,
hastalandiginda evde izole olmasi basit ama etkili dnelemler arasinda sayilabilir.Ayrica,

okullarin ve toplanti1 yerlerinin kapanmasi, karantinaya alma onlemleri ve kapi kollar1 gibi
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potansiyel olarak virlis bulasmis ylizeylerin sik sik  temizlenmesi yayilmay1
yavaglatabilecektir.
2.1.9.Y0Onetim

Akut grip tedavisi; konvansiyonel olarak ates kontrolii, semptomatik tedavi,
rehidrasyon ve eger meydana gelmisse bakteriyel pndmoni gibi komplikasyonlarin tedavisi
gibi destekleyici ©nlemlere dayanmaktadir. Destek tedavisi hala komplikasyonsuz
influenza tedavisinin temelini olusturmaktadir. Bununla birlikte grip icin birkag¢ antiviral
ajan gelistirilmistir veya aktif klinik gelisimde olan sinirli sayida ilag da mevcuttur. Ayrica,
influenza'nin dogal hayvan rezervuarlari goéz Oniline alindiginda, bu rezervuarlardan
insanlara bulagmalarin 6nlenmesi ¢ok onemlidir.

Mevcut influenza tedavileri (Tamiflu, Relenza) viraINA'y1 hedefleyen olduk¢a da
etkili antiviraller olsa da, viriisun hizla mutasyona ugrayabilmesi sinirli sayida etkin ilaglar
icin blyuk bir tehdittir. Bir zamanlar influenzaya oldukga etkili olan adamantanlara
kolayca direng gelismistir. NA inhibitorlerine karsi viral direng, aslinda yeni ortaya
cikmaya baslamistir ve ilaglarin yaygin olarak kullanimlari, popiilasyonu ilaca direngli bir
salgina kars1 savunmasiz kilan, bu tiir mutantlarin genis olarak ortaya ¢ikmasina neden
olabilecektir. Gribe karsi cephanelikte yeni ve gii¢lii antivirallerin bulunmasi oldukga
onemlidir.

Bu sebeple glinimizde anti-influenza ilag arastirmalar1 yogun olarak tiim diinyada
devam etmektedir. Diisiik ilag toksisitesi ve segici etkilerinden dolay1 dogal iiriinler, dogal
tiriinler arasinda da bitkisel esansiyel yaglar ilizerinde son donemlerde en ¢ok caligilan
bilesenlerdir.

Tibbi ve aromatik bitkiler arasinda Citrus lemonum ve Mentha piperita sahip
oldugu farmakolojik ozellikleri bakimindan olduk¢ca ©nemli bitkiler arasinda yer
almaktadir.

2.2. Citrus limonum

Citrus cinsi, yaklasik 140 cins ve 1300 tiirden olusan Rutaceae familyasina ait olup,
Citrus limonum (Limon), Citrus cinsinin 6nemli tlrleri arasindadir (Kamal ve ark.
2011).Bitkinin esansiyel yaglari karisim olarak tanimlanabilen birgok degerli dogal
iriinden olusmustur. Esensiyel yag bilesenleri arasinda; hidrokarbonlar, terpenleri,

seskiterpenleri, aldehitler, alkoller, esterler ve steroller sayilabilir(Darjazi ve ark.2013).
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Sekil 2.1.Citrus limonum bitkisi.

2.2.1. Esansiyel Yaglar

Bitkinin esansiyel yaglar1 (EY’lar) kabuklardan, ¢igeklerden ve geng¢ narenciye
stirgiinlerinden, tomurcuklarindan ve yapraklarindan ekstrakte edilmektedir.

EY'larin kalitesi ve miktari, meyvenin dogasi, provenans, genotip, toprak tipi ve
iklim gibi ekstraksiyon siirecine bagli birgok faktére baglidir (Dugo ve ark. 2000).
Narenciye citrus cinsinin esansiyel yag iceriginin %0.5-5 (w/v) arasinda degistigi
bildirilmigtir.

Citrus kabugundan cikarilan EY'lar farkli kimyasal siniflarin sayisiz bilesigini
iceren ¢ok karmasik matrislerdir. Bu bilesikler genellikle iki kisma ayrilir: en temsili olan
ve farkli soguk preslenmis narenciye yaglarinda %85-99 arasinda degisen ugucu
fraksiyonlar ile yag asitleri, steroller, karotenoidler, balmumlar1 igeren ugucu olmayan
fraksiyonlar, kumarinler ve polimetoksileflavonoidler (yagin %2-6), %1-15 arasinda
degismektedir (Dugo ve ark.,2000). Ugucu bilesenler, monoterpen (limonen) ve
seskiterpen hidrokarbonlar ve bunlarin aldehidler (sitral), ketonlar, asitler, alkoller (linalol)
ve esterler dahil olmak {izere oksijenlenmis tiirevlerinin bir karisimindan olugmaktadir
(Borgmann ve ark.2004, Smith ve ark. 2001, Flamini ve ark. 2007).

Baglica kromatografik olmak iizere yeni enstriimantal analitik tekniklerin
gelistirilmesi, EOs narencilerinin daha kesin bir sekilde tanimlanmasini saglamistir. Gaz
kromatografisi ucucu fraksiyonu incelemek icgin vazgecilmez bir ara¢ olup, sivi

kromatografisi (spektral absorpsiyon ve fliloresan Ol¢limleri ile birlestirilen ince tabakali
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veya yiiksek performanslt sivi kromatografisi) ugucu olmayan kismin bilesim analizi i¢in
yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu fraksiyon biyuk o6lglide oksijen heterosiklik
bilesiklerden kumarinler ve furano-kumarinlerdir. Rutaceae familyasinin bitkilerinde
kumarin bilesiklerinin varlig1 yaygindir.

Esensiyel yag bilesenleri ve oranlari citrus tiirlerinde farkliliklar gostermektedir.
Esansiyel yag miktar1 cografi konumla yakindan alakalidir (Dugo ve ark., 2000).
Narenciyegillerde bitkilerin baslica kimyasal bilesenlerinin limonen oldugu bildirilmistir.
Limonen igerigi %32-98 arasinda degisebilmektedir. Ozellikle limonen igerigi tath
portakalda %68-98, limonda %45-76 ve bergamotta %32-45 arasinda degismektedir
(Svobodanve ark., 2003). Bir diger Onemli komponent olan linalool’in ise
konsantrasyonlarinin portakal, limon ve bergamotta sirasiyla 9%0.018, 0.015 ve %10
diizeylerinde oldugu bildirilmistir (Moufida ve ark., 2003). Dort limon c¢esidinden elde
edilen EY'larin verimine (yedi farkli zaman: 4 kis limon, 2 bianchetti, 1 verdelli) hasat
doneminin etkisi (iki Femminello, Monachello ve Eureka) arastirilmis, (Cresscimanno ve
ark., 1988) EY'larda verim agisindan bakildiginda, en yiiksek degerleri veren verdelli,
Kasim-Subat aylar1 arasinda diisliniilen 4 kis 6rneginde azalan verim ile bianchetti'deki
verimi arttirdi. Genotiplere bakildiginda, 2 Femminello, EY'larda en yiiksek verimi,
ardindan da Monachello ve Eureka'y1 benzer degerlerle gosterdi. En biiyiik limonen igerigi
ilk kis oOrneklerinde ve Monotellokiiltivarindagenotip ile ilgili olarak kaydedilirken,
Femminello 7 en yiiksek sitral (geranial ve neral) icerigi ve en diislik limonen igerigi ile
karakterize edilmistir.

2.2.2. Neroli Yagi

Neroli yag1 aci portakal (Citrusaurantium L.) ciceklerinden elde edilmektedir.
Ancak bu terim diger narenciye ¢igeklerinden elde edilen yaglar iginde sdylenmektedir.
Neroli terimi portakal cicegi suyunu seven Nerola'ninFlavioOrsini Prensi'nin esi
AnnaMaria de la Tremoille de Noirmoutier'den kaynaklaniyor. Neroli yaglarinin verim ve
duyusal karakterleri, hasat zamaninda hammadde kosullari, tasima tipi ve depolama
kosullar1 ve ekstraksiyon prosediirii gibi cesitli faktorlerle ilgilidir. Portakal ¢igegi
EO'larindan elde edilen ana bilesen% 40 (w/v) konsantrasyonlu linalooldur(Jeannot ve
ark.,2005). Aldehitler limon, portakal ve bergamot esansiyel ¢igek yaglarinda bulunurlar,

¢ogunlukla noral ve geraniyalstereo izomerler seklinde bulunurlar(Benvenuti ve ark.2001).
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2.2.3. Petitgrain

“Petitgrain” terimi ilk olarak aci portakalin yesil kiiciik meyvelerini belirtmek i¢in
kullanilmistir ve bunlardan elde edilen yagi adlandirmak i¢in kullanilmistir. Daha sonra bu
terim, gen¢ narenciye slrgunlerinden, tomurcuklarindan ve yapraklarindan damitilarak
elde edilen EO'lar1 gostermistir. Aci turuncu petitgrain yag1,%91 ila% 96 arasinda degisen
yiiksek oranda oksijenli bilesikler gosterdi. Tiim yagin% 50'sinden fazlasini temsil eden
linalil asetat ve% 22 ile%33 arasinda degisen linalool ana bilesenlerdir. Limonen, (E)-alfa-
okimen, myrsen ve alfa-pinen en yiiksek monoterpen hidrokarbonlardir. Ayrica on iki
seskiterpen hidrokarbon tanimlanmistir, bunlarin arasinda en ¢ok temsil edilen beta-
karyopilen bulunmaktadir. Tanimlanan oksijenli bilesikler arasinda, aldehitler en yiiksek
oranlarda bulunmustur. Diger narenciye petitgrainslerinde sadece yoksun olarak bulunan
ya da mevcut olan 1,8-cineole, limon petitgrain yaginin% 1.1-2.1'ini temsil etmektedir.
Ikincisi limon kabugu yagma, diger narenciye petitgrain yaglarindan muhalif kabuk
yaglarina daha benzer.

2.3. MenthaPiperita

Tarihsel ve Popiiler Kullanim Alanlar1 Nane’in Latince adi Menthapiperita, bitkiye
metamorfoz oldugu diisiiniilen efsanevi bir perinin adi olan Yunan Mintha'sindan ve biber
anlamina gelen Latin piperinden gelmektedir. Diinyanin en eski sifali bitkilerinden biridir
ve hem Dogu hem de Bati geleneklerinde kullanilir. Eski Yunan, Roma ve Misir
kiiltiirlerinde bu otlarin yemeklerde ve tipta kullanildig1 bilinmektedir. Nane gilinlimiizde
ABD’de iiretilen ekonomik olarak en 6nemli aromatik ve tibbi iirlinlerden biridir. Nane
yapragi ve yagi halk tibbinda, lezzet verici ajan olarak ve diinya genelinde kozmetik ve
farmasotik tirtinlerde de kullanilmaktadir (Foster, 1996).

Menthapiperita L. veya Labiatae familyasindan bir bitki olan "nanafelfeli" nin yerel
ad1 olan nane, diinya genelinde geleneksel olarak antiseptik, uyarici, kirletici bir madde
olarak ya da kozmetik ve farmasotik endistrisinde bir lezzetlendirici madde olarak
kullanilmaktadir. Nane esansiyel yaglariin antiseptik aktivitesi ayninda antimikrobiyal
etkinligi konusunda ¢ok caligmaya rastlamak miimkiindiir. Nane esansiyel yag1 ve etanol
ekstresinin  maya turlerinden Candidaalbicans, C. tropicalis, C. glabrata ve C.
parasilosis'e kars1 antifungal aktivite gosterdigi de bildirilmistir (Carretto ve ark. 2010).

Menthapiperta, Avrupa ve Kuzey Amerika'da yetisen bir bitkidir. Esansiyel

yaglarinin basagrisi, soguk alginligi, nevralji gibi hastaliklarin tedavisinde ¢esitli amaglar
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icin kullanilmaktadir. Nane yagimin taze, keskin, mentollii kokusu vardir, viskozitede soluk
sar1 renkte ve sulu berraktir. Nane yag1 ve bilesenleri ve tlirevleri gida ve ilag sanayinde,
parfiimeri ve aroma endiistrisinde de kullanilmaktadir. Baslica bileseni olan mentol
giinimiizde pastiller, dis macunlari, soguk balsamlar i¢inde kullanilmaktadir. Nane
esansiyel yaglari i¢in temel hammadde bitkinin yapraklaridir. Yagin hazimsizlik, kolik gibi
bazi rahatsizliklarin tedavisinde kullanildigi bildirilmistir. Yag, ayn1 zamanda
VicksVaporub gibi oksiiriik damlalar1 ve merhemlerin ana maddesi olan dogal bir mentol
kaynagidir. Esansiyel yaglarin ayrica kolonik spazmi azaltmada, endoskopist
memnuniyetini arttirmada ve kolonoskopi sirasinda hastalarda agriyr azaltmada faydali
oldugu da bildirilmistir. Ayrica nane bir ¢ay, tentiir, yag veya ekstrakt olarak alinabilmekte
ve harici olarak uygulanarak kullanilmaktadir. Pediatrik hastalarda siklikla karin agrisi,
irritabl bagirsak sendromu, bulant1 ve oksiiriikk ve soguk alginligi semptomatik rahatlama
tedavisinde de faydalidir (Paula, 2000).

Nane esansiyel yaglarmin Aspergillusniger, Rhizopussolani (Iscan ve digerleri
2002) Pseudomonas syringe, Xanthamonas campestris, Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa ve Salmonella typhimurium gibi mikroorganizmalara karsi onemli derecede
antimikrobiyal etkinlik gosterdigi bildirilmistir (Hussain ve ark.,, 2010). Nane
yapraklarindan elde edilen yaglarin Gram negatif basillere karsi etkin oldugu da
gOsterilmistir (Saeed ve Tariq 2005). Bir ¢alismada nane yaginin C. albicans ve E. coli'ye
kars1 antimikrobiyal etkinliginin S.aureus’a karsi tespit edilen antimikrobiyal aktiviteden
daha yiiksek oldugu tespit edilmistir. Ayrica bu esansiyel yaglarin serbest radikal siipiiriicii

ve giiclii antioksidan aktiviteye sahip oldugu da bildirilmistir (Yadegarinia ve ark., 2006).

17



Sekil 2.2.Menthapiperita bitkisi.
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MikrobiyolojiAnabilim Dalinda yapildi. Calismada
bitkilerinden elde edilen esansiyel yaglar kullanildi. Esansiyel yaglarin elde edilmesi Hatay

Mustafa Kemal Universitesi Ziraat Fakiiltesi, Tarla Bitkileri Boliimii, Tibbi Bitkiler

3. GEREC VE YONTEM

Bu c¢alisma Hatay Mustafa Kemal Universitesi Tip Fakiiltesi

Anabilim Dalinda gerceklestirildi.

3.1. Arag ve Geregler
3.1.1. Araglar

Gaz Kromotografisi-Kiitle Spektrometrisi Cihazi (ThermoScientific ISQ
SingleQuadrupole,USA)

S1v1 nitrojen tanki

Karbondioksitli inkuibator (Heal Force HF90, Cin)

Santrifuj (NF 048; Nive, Turkiye)

Otomatik pipetler (Discovery, Transferpette, Almanya)
Benmari(Gesellschaft FurLabortechnik,Almanya)

Hassas terazi(OhousCorp.,NJ USA)

Bidistile su cihazi(ElixEssential 10 UV,Almanya)

Inverted mikroskop(So1f,Cin)

Klas 11 giivenlik kabini(Heal Force, Cin)

Sogutmali santrifiij(NF 048; Nuve, Tirkiye)

Derin dondurucu (-20 °C), (HotpointAriston ,Ingiltire-Italya)
Derin dondurucu Nuve,Almanya)

Buzdolabi(Indesit TN 5 FNF-italya)

Otoklav(Nuve OT 90L,Almanya)

Pastor firmi(ThermaFElactionLedGmbH,Almanya)

Is1k mikroskobu(So1f,Cin)

Thoma lami (Isolab,Almanya)

Duztabanlimikroplaklar (12, 24, 48 ve 96’lik) (TPP, Europe/Switzerland)
Kiiltiirkaplari (Greiner Bio-One GmbH, Germany)
Falkonsantrifiijtiipleri (Firatmed, Tiirkiye)
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Isitici/karstirici(Daihan Scientific,Kore)

3.1.2. Kimyasal Maddeler ve Besiyerleri

RPMI-1640 besiyeri (Sigma, ABD)

Fetalbovin serum (CapricornScientific, Giney Amerika)
Tripsin enzimi (Biologicalindustries, Israil)
Dimetilstlfoksit (MerckKGaA, Almanya)

Penisilin (Mefar, Istanbul)

Streptomisin (Mefar, Istanbul)

Gentamisin (Mefar, Istanbul)

Fosfat tuz soltisyonu (PBS )

Etil Alkol (Merck, Almanya)

Tripan mavisi (Sigma, ABD)

Potasyum dihidrojen fosfat, KH2PO4 (Sigma, ABD)
Proteinaz K (Sigma, ABD)

Potasyum klorur, KCI (Sigma, ABD)

Sodyum hidrojen fosfat, Na2HPO4 (Sigma, ABD)
Sodyum klortr, NaCl (Sigma, ABD)

Sodyum Bikarbonat,NaHCOs (Sigma, ABD)

TitriplexIll (Versen; Merck, Almanya)
Disodyumhidrojenfosfat dodecahydrate, Na;HPO4 12 H20 (Merck, Almanya )

3.2.1.1. RPMI-1640 Besiyeri

Hazir olarak alinan ve 1 It hazirlamak i¢in paketlenmis olan toz besiyerine 2gr

sodyum bikarbonat (NaHCO3) hassas terazi ile tartilarak erlenmayer igine 1 Itdistile su ile

konuldu. Erlenmayerin agzi kapatilarak isitic1 karigtiricida 30 dk karistirildi. Sterilizasyon

islemi 0.22 pmpor ¢apli membran filtreler ile yapildi.

3.1.2

2. Versen-Tripsin Hazirlanmasi

Sekiz g NaCl, 0.2 g KCl, 2.37 g Na2HPO4 12 H20, 0.2 g KH2POg4, 1 gr titriplexll|

(Versen) ve 1.25 gr tripsin hassas terazi ile tartilarak 1 Itdistile su i¢ine konuldu.

Erlenmayerin agzi1 kapatilarak isitict karistiricida 30 dk karistirildi. Sterilizasyon

islemi 0.22 pmpor ¢apli membran filtreler ile yapildi.
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3.1.2.3 . PBS Hazirlanmasi
Sekiz g NaCl, 0.2 g KClI, 2.37 g NazHPO4 12 H>0 ve 0.2 g KH2PO4 hassas terazi

ile tartild1 ve 1 Itdistile su i¢ine konuldu. Erlenmayerin agz1 kapatilarak 1sitic1 karistiricida
30 dk. karistirildi. Sterilizasyon islemi otoklavdal21 ‘C 15 psi 15 dk yapild.
3.1.2.4 Hiicre Canlilig1 Tayini

Hiicre canliligimin belirlenmesinde Tripan mavisi boyasi kullanildi. Bu yontemde
temel prensip tripan mavisi boyasinin 6lii hiicrelerin membran biitiinliiklerinin bozulmasi
nedeniyle boyanin 6lii hiicrelerin igine girmeleri sonucu boyanmalar ile tespit edilmeleri
sistemine dayanmaktadir. Kiiltiirlerin pasajlart sirasinda tripan mavisi ile muamele edilen
hlcrelerin mikroskobik incelemesinde boya alan (mavi boyanan) hiicreler 61l olarak, boya
almayan (maviye boyanmamis olan) hiicreler ise canli olarak tespit edildi. Tripan mavisi
boyasi PBS i¢inde hazirlanan %1°’lik konsantrasyon da hazirlandi. Tripsinizasyon ¢ozeltisi
ile ile kiiltiir kab1 yilizeyinden kaldirilan hiicreler boya ile hiicre soliisyonun 1:1 olacak
sekilde siispanse edildi. Daha sonra karisim oda 1sisinda 15 dakika inkiibe edildikten sonra

mikroskopta incelenerek hiicre canliligi tayini yapildi.

3.1.2.5 Hucre Sayim

Hiicre kiiltiirii ¢alismalarinda tripan mavisi ile boyama ve hemositometre (Thoma
lami1) ile hiicre sayimi altin standart olarak kabul edilmektedir. Hiicre sayim1 yapmadan
once lamel lam destek kanallarina yapistirildi. Thoma laminda lam lamel arasindaki 6rnek
cukuruna hiicre siispansiyonu kanal boslugundan verilerek (yaklasik 10 pl) hiicre canlilik

sayimi yapildi.

3.1.2.6 Ugucu Yag Bilesenleri

Calismada elde edilen ucucu yag bilesenleri HMKU Ziraat Fakiiltesi, Tarla Bitkileri
Boliimii, Tibbi ve Aromatik Bitkiler Analiz laboratuvarinda gaz kromotografisi-kiitle
spektrometrisi cithaz1 (ThermoScientific ISQ SingleQuadrupole) ile belirlendi. MS model,
(5% PhenylPolysilphenylene-siloxane, 0.25 mm i¢ ¢ap *30 m uzunlukda, 0,25um film
kalinlig1) kolon kullanilarak belirlendi. Iyonizasyon enerjisi 70 eV, kiitle araligi m/z 1,2-
1200 amu olarak ayarlanditir. Veri toplamada tarama modu (ScanMode) kullanilditir. MS
transfer line sicakligi 250 °C, MS iyonizasyon sicakligi 220 °C, kolon sicaklig1 baslangicta
50 °C olup 3 °C/dak 1s1 artig orani ile 220 °C’ye kadar yiikseltir. Her bilesigin yapisi

Xcalibur programu ile kiitle spektrumlar1 kullanilarak (Wiley 9) tanimlandi.
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3.1.2.7 Esansiyel Yag izolasyonu

Esansiyel yaglarin elde edilmesi ile ilgili tiim iglemler Hatay Mustafa Kemal
Universitesi Ziraat Fakiiltesi Tarla Bitkileri Béliimiinde gergeklestirilmistir. Hatay
bolgesinden elde edilen Citrus limonum ve Menthapiperita ©rnekleri 30 °C’de
kurutulduktan sonra herbir 6rnekten 200 g tartildi. Daha sonra bu numuneler Neo-
Clevenger aparatiyla hidrodistilasyon cihazinda en az ii¢ saat siireyle destilasyona tabi
tutuldu. Esansiyel yaglar anhydroussodiumsulfate ile kurutuldu ve koyu renkli siselere
konarak 4 ‘C’de GC-MS analizi yapilincaya kadar muhafaza edildi.

Sekil 3.1.Esansiyel yag izolasyon ekipmanlari.

3.1.2.8 GC/MS Analizleri

Calismada elde edilen ucucu yag bilesenleri HMKU Ziraat Fakiiltesi, Tarla Bitkileri
Boliimii, Tibbi ve Aromatik Bitkiler Analiz laboratuvarinda gaz kromotografisi-Kutle
spektrometrisi cihazi (ThermoScientific ISQ SingleQuadrupole) ile belirlendi. MS model,
(5% PhenylPolysilphenylene-siloxane, 0,25 mm i¢ ¢ap * 30 m uzunlukda, 0,25um film
kalinlig1) kolon kullanilarak belirlendi. Iyonizasyon enerjisi 70 eV, kiitle araligi m/z 1,2-
1200 amu olarak ayarlanditir. Veri toplamada tarama modu (ScanMode) kullanildi. MS
transfer line sicaklig1 250 °C, MS iyonizasyon sicakligi 220 °C, kolon sicaklig1 baglangigta
50 °C olup 3 °C/dak 1s1 artis orani ile 220 °C’ ye kadar yiikselditir. Her bilesigin yapisi
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Xcalibur programu ile kiitle spektrumlar1 kullanilarak (Wiley 9) tanimlandi (Tiirkmen, M.
2015).

Sekil 3.2.Analizlerde kullanilan GC-MS cihazi.

3.1.2.9. Hiicre Kiiltiirii Calismalar

Calismada saglikli hiicre hatt1 olarak Vero hiicre hatti ile viral izolasyon i¢in MDCK
hiicre hatt1 kullanildi. Esansiyel yaglarin saglikli hiicre hatlarinda toksik olmayan

konsantrasyonlarinin belirlenmesi i¢in Vero hiicre hatt1 kullanildi.

Tim kiiltiir ¢alismalarinda hiicre kiiltiiri iiretme besiyeri olarak igerisinde %10
oraninda fetal dana serumu (FBS), 10 mM HEPES, 4Mm glutaminli 100 1U/ml
penisilin/streptomisin ihtiva eden RPMI-1640 hiicre iiretme besiyeri kullanildi. Kiiltiirlerin
inklibasyonu hiicre 37 °C, %5 CO2 ve %95 hava bulunduran inkiibatorde gergeklestirildi.
Hiicre ¢ogaltma ve iiretme deneylerinde 1x108 hiicre/ml, aktivite calismlart icin ise hiicre

konsantrasyonu 1x10° hiicre/ml olacak ayarlanarak gergeklestirildi.

Hiicrelerin inkiibasyonu kiiltiir kabi ylizeyini kaplayincaya kadar siirdiirildi.
Hiicrelerin ¢ogaltimas1 sirasinda besiyerlerininPH’indaasidite tespit edildiginde kiiltiir
besiyeri degisimi yapildi. Kiiltiir kab1 yiizeyini kaplayan hiicreler kiiltiir kab1 yiizeyinden

versen-tripsin soliisyonu ile kaldirilarak 50 ml’lik santrifiij tiiplerine alinarak 1500 rpm’de
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15 dk. santrifiij edilerek toplandi. Hiicre canlilig1 ve sayis1 hemositometre ile tripan mavisi

boyasiyla boyanarak gerceklestirildi.

Proliferasyon deneyleri 24 kuyucuklu diiz tanbanl kiiltiir pleytlerindeyapildi.Hiicreler
1x10° hiicre/ml olacak sekilde ayarlanarak aktivite ¢alismalar1 gerceklestirildi.Esensiyel
yaglarin kiiltiir besiyerinde ¢6ziilmesi i¢in dimethylsulfoxide (DMSO) (Sigma, USA)
kullanildi.

DMSO’nun farkli konsantrasyonlar1 (8%, 4%, 2%, 1%, and 0.5%) Vero hiicreleri ile 48
kuyucuklu diiz tabanli mikropleytlereinokiile edilerek 96 saat siireyle morfoloji ve hiicre
canliligt acisindan kontrol grubu (DMSO icermeyen) hiicre hatlariyla kiyaslanarak
degerlendirildi. Inkiibasyon siiresi sonunda hiicreler kiiltiir kab1 yiizeyinden kaldirilarak
toplandi ve hiicre canliliklar1 agisindan degerlendirildi. Boylece non-toksik DMSO
konsantrasyonu belirlenmis oldu.
3.1.2.10. Virus ve Hiicre Hatti

Calismada influenzavirus (HIN1) suslart kullanildi.Virus suslart ve Hiicre hatlar
Erciyes Universitesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali ve Ankara Veteriner Fakiiltesinde
Viroloji Anabilim Dalindan almarak Hatay Mustafa Kemal Universitesi Tip Fakiiltesi
T1ibbi Mikrobiyoloji Kiiltiir koleksiyonunda stoklanan suslar arasindan seg¢ildi.Virus kokeni
-80 °C’den ¢oziildiikten sonra ¢ogaltilmasi i¢in Vero hiicre hattinda ¢ogaltildi.Hiicre hatti
icerisinde %10 nispetinde bovin serum bulunan RPMI-1640 besiyeri kullanilarak
pasajland1.inkiibasyon sicaklig1 ve kosullar1 Hiicre iiretilmesi alt basliginda anlatildig: gibi
gerceklestirildi.

Hiicre kiiltiirleri %80 nispetinde kiiltiir kab1 yiizeyini kapladiginda, kiiltiir kaplarindan
besiyeri alimarak HIN1 susu ile infekte edildi. Viralabsorbsiyon icin 37 °C’de 1 saat
bekletildikten sonra, kultir kabu icerisine serum icermeyen besiyeri (sadece RPMI-1640)
ile inkiibasyona birakildu.

Giinliik olarak inverted mikroskopta incelenerek viral tiremenin varligi sitopatolojik
degisimler takip edilerek gerceklestirildi.

Deneylerde virtis  koknlerinin 1, 10, ve 100xTCIDsq (TissueCulture of InfectiousDose)
infektif dozdaki virus kokenleri kullanildi. Viral kiiltiir pleytleri 37°C’de %S5
karbondioksitli inkiibatorde gergeklestirildi.
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3.2. Standard Ilaclar

Calismada antiviral ajan olarak  Osetalmivir (Sigma, USA) kullanild.
Osetalmivirbidistile su ile ¢oziilerek (1 mg/ml) kullanildi. Calismada esansiyel yaglarin
farkl1 konsantrasyonlsari (0.5 to 512 pg ml™?) kullanilmistir.
3.2.1.Aktivite Calismalari:

Calismada oncelikle, Citrus limonum ve Menthapiperta’ninesansiyel yaglarinintoksik
olmayan konsantrasyonlart Vero hiicre hattinda belirlenmistir. Antineoplastik ve antiviral
aktivite c¢aligmalar1 bu Onceden belirlenmis toksik olmayan konsantrasyonlarla
gerceklestirilmistir. Sitotoksik etkiyi belirlemeye yonelik ¢alismalar MTT (3- (4.5-
Dimetiltiyazol-2-il) -2.5-difeniltetrazolyum bromiir) metodu ile gergeklestirilmistir.
Esansiyel yaglarin antineoplastik ve antiviral aktivitelerinin varligin1 aragtirmak i¢in, hiicre
kiiltiirleri, ml basina 1x10° hiicre igerecek sekilde hazirlandi. Hiicre adezyonu igin 6 saatlik
inkiibasyonun ardindan, farkli konsantrasyonlarda esansiyel yag igeren miktarlar (50, 25,
12.5, 6.25, 3.12 ve 1.56, 0.78, 0.39 pg/ml) kiiltiir ortamlarina eklendi. Kontrol grubu
olarak, ayn1 miktarda ¢oziicliye sahip DMSO igeren kiiltlirler, deney grubu ile aym
zamanda inkiibasyona birakildi. Esansiyel yag icermeyen kiiltiirler negatif kontrol olarak
secildi. Osetalmivirin (Sigma, ABD) farkli konsantrasyonlar1 (0.05, 0.1, 0.5, 1, 5, 10, 25,
50 ve 100 nm) pozitif kontrol olarak kullanildi.Biitiin deneyler 3 kopya halinde 2 kez
yapildi.inkiibasyondan sonra, hiicreler %0.25 tripsinizasyon soliisyonu ile kiiltiir
kaplarindan kaldirilarak santrifiij tiiplerine alindi. Hiicreler, sogutmali santrifiijde (+4
°C'de) 1500 rpm'de 10 dakika santrifiij ile topland1 ve hiicre canliliginin tespiti yapildi.
3.2.2.Virus Titrasyonu

Htcreler 1x10° hiicre/ml olacak yogunlukta hazirlanarak 96 kuyucuklu kiiltiir plaklarma
inokdle edildi.Daha sonra 24 saat streyle %5 CO2 i¢eren nemlendirilmis bir atmosferde 37
°C’de inkiibe edildi.Virus stoklarinin seri dillisyonlar1 hazirlandi ve hiicreler bu
diliisyonlara gore enfekte edildi. Bu kosullarda en az 72 saat siireyle inkiibe edildi. Viral
iireme sitopatolojik etki varligina gore degerlendirildi.Yiizde elli doku kiiltiirii enfektif
dozu (TCIDsp) daha once Reed&Miinch (1938) tarafindan tarif edildigi gibi
hesaplandi(Reed&Muench 1938).
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3.2.3. Hiicre Kiiltiirii ve Influenza A Susu

Calismada sitotoksisitetestlerinn yapildigi Vero (Afrika yesil maymunu bobrek
hiicre hatti (ATCC; CRL-1586) ticari olarak temin edilmistir. Influenza A virussusu ise
Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali/Viroloji Bilim
Dalindan tedarik edilmistir. Calismada Citrus Limonum ve MenthaPiperita’ninesensiyel
yaglarinin Vero hiicre hattinda sitotoksisite testleri yapilarak non-toksik konsantrasyonlari
belirlenmistir. Deneylerde hiicre tretme besiyeri olarak RPMI-1640 besiyeri ve Uretme
faktorii olarak ise fetal dana serumu kullanilmistir. Hiicrelerin inkiibasyonu 37 °C’de %5-
10 karbondioksitli inkiibatorlerde gergeklestirilmistir. Esansiyel yaglarin non-toksik
konsantrasyonlarmi belirlemek igin icin 1x10° hiicre/ml olacak sekilde hazirlanarak ve
doku kiiltiirii siselerine inokiile edilmistir.
3.2.4.Bitki Esansiyel Yaglarimin Ekstrakte Edilmesi

Calismada bitki ornekleri ekstrelerinin/esensiyel yaglarinin hazirlanmasi i¢in dogal
ve/veya kiltive edilen bitkiler kullanilmistir.  CalismadaCitruslimonum  ve
Menthapiperita’ninesansiyel yaglarin elde edilmesi Hatay Mustafa Kemal Universitesi
Ziraat Fakiiltesi, Tarla Bitkileri Bolimii, Tibbi Bitkiler Anabilim Dalinda
gerceklestirilmistir.
3.2.5.Sitotoksisite Testi

Vero hcreleri icerisinde 100 units/mL penisilin ve 100 mg/mL streptomisin igeren
RPMI-1640 besiyeri ve igerisinde %10 fetal sigir serumu ihtiva eden kiiltiir besiyeri
ortaminda kiiltive edilmistir. Hiicrelerin inkiibasyonu 37 °C’de %5-10 CO2 ve nemli
inkiibatorlerde gergeklestirilmistir.

Her bir hiicre kiiltiirii izerinde aktivite ¢caligsmalar: bitki esansiyel yaglariin farkl
konsantrasyonlari iizerinde gergeklestirilmistir. Deneyler 48 ve 96 kuyucuklu diiz tabanlh
pleytlerde yapilmustir. Sitotoksisite testleri i¢in Verohiicreleryle muamele edilen bitkisel
esensiyel yaglar (50, 25, 12.5, 6.25, 3.12 ve 1.56, 0.78, 0.39 pg/ml) 96 saat siiresince
morfolojik acidan hiicrelerde herhangi bir patolojik degisikliginin varliginin tespiti igin
inverted mikroskopla giinliik olarak degerlendirilmistir. Inkiibasyon sonunda ise hiicre
canlilig1 agisindan kiiltiir siselerinden toplanan hiicrelerde viabilite testleri uygulanmstir.
Tim denemeler ¢ dizi halinde gergeklestirildi. Hiicre proliferasyonu 3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium (MTT) yontemi kullanilarak

degerlendirilmistir.
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3.2.6.MTT (3-(4,5-dimetiltriazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium bromid) Yontemi

MTT yontemi ile kiiltive edilen canli hiicreler kolorimetrik ve kantitatif olarak
saptanabilmektedir. Bu  yontem  saglam  mitokondrianin ~ MTT  boyasinin
tetrazoliumhalkasini parcalayabilmesi ilkesine dayanmaktadir (Mosmann T., 1993). ilk
olarak Mosmann tarafindan tanimlanan ve daha sonra Alley ve ark. tarafindan gelistirilen
3-(4,5-dimetiltriazol-2-il)-2,5- difeniltetrazoliumbromid (MTT) yontemi hiicre canliliginin
belirlenmesi i¢in sik¢a kullanilan pratik bir yontemdir. MTT, hiicrelere aktif olarak absorbe
olan ve mitokondriye bagli bir reaksiyon ile renkli, suda c¢oOziinmeyen formazana
indirgenen bir maddedir (Mosmann T., 1993).

Hiicrelerin MTT indirgeme 6zelligi hiicre canliliginin 6lgiitii olarak alinir ve MTT
analizi sonucunda elde edilen boya yogunlugu canli hiicre sayisi ile korelasyon gosterir.
Calismada degisik konsantrasyonlarda (50, 25, 12.5, 6.25, 3.12 ve 1.56, 0.78, 0.39 pg/ml)
bitki esensiyel yaglariyla muamele edilen hicre kaltiriinde hicre proliferasyonu
tizerindeki etkileri MTT yOntemiyle arastirilmistir.

Hiicre proliferasyonuesansiyel yaglarla muamele edilen kuyucuklardaki hiicrelerin
kontrol grubu hiicrelerine orani olarak ifade edilecektir. ICso degerleri SPSS programi

(SPSS.Inc, Chicago) kullanilarak hesaplanmustir.

3.2.7.Viral Inokiilasyon

Monolayer tarzda iiretilmis olan MDCK hiicreleri igerisinde 1001U/ml penisilin ve
100 pg/ml streptomisin ve %5 fetal dana serumu bulunan RPMI-1640 besiyeri iginde
1x10° hiicre/ml olacak sekilde 96 kuyucuklumikroplaklarda hazirlandi. Hiicreler %80’in
tizerinde kiiltiir kab1 yiizeyini kapladginda, {iretme besiyeri alinarak hiicreler iki kez FBS'yi
uzaklagtirmak i¢in fosfatlastinlmis tuzlu su (PBS) ile yikandi.

Hdicre kilttrleri 100 TCIDso, 10 TCIDso ve 1TCIDsoinfektif dozda viruslarlainfekte
edilerek 72 saat sureyle icerisinde 0.39-50 pug/ml diizeyinde esensiyel yaglar bulunan
vasatlarla 37 °C’de %5-10 CO2’li ortamda inkiibasyona birakildi. Kisaca, MDCK hiicreleri
influenza A virusu ile enfekte edildi. Kiiltiirler ve esensiyel yaglar ve standart ila¢ olan

oseltamivir (0.5-0.005 pg/ml) muamele edildi.
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3.2.8.Kombinasyon Tedavisi

Kombinasyon isleminde virus, monolayer tarzda Onceden Tretilmis hiicre
kilturlerine 1 saat boyunca virusun hicrelere adsorbsiyon ve penetrasyonu igin
inkiibeedildikten sonra esensiyel yaglar ve (0.39-50 pg/ml) ve oseltamivir (0.001-0.005

ug/ml) farkli konsantrasyonlarini igeren hiicre iiretme besiyerleri ile inkiibasyona birakildi.

Ayrica kontrol grubu olarak farkli igerisinde sadece Oseltamivir bulunan (0.5-
0.005ug/ml) hicre kaltarleri secildi. Virusreplikasyonun tespiti Real-Time PCR

yontemiyle belirlendir.

3.2.10.TCIDso Yo6ntemi:
Farkli deney asamalarinda virustitrasyonu i¢in iki katli seri diliisyonlu standart bir
TCIDso metodu kullanildi.
3.2.11.RNA Izolasyonu
Ilag ve esensiyel yaglarla muamele edilen tiim siipernatan drnekleri PCR calismasi
gerceklestirilinceye kadar -70 °C’de muhafaza edilmistir. RNA izolasyonu ticari olarak
temin edilen izolasyon test prosediirii takip edilerek gergeklestirildi.
Kisaca;
e 100 ml hiicre kiiltiirii ortamina 1 ml RNX ¢ozeltisi eklendi ve vortekslenerek
karistirildi.
e 200 pl kloroform ilave edildilerek 15 sn c¢alkalandiktan sonra, karistm 12000
rpm'de 4 °C’de 15 dakika santrifiij edildi.
e Ust faz esit izopropanol hacmine eklendi, ardindan karisim buz iizerinde 15 dakika
stireyle inkiibe edildi ve RNA topagi elde etmek icin 15 dakika boyunca 4 °C’de
12000 rpm’de santrifiij edildi.
e Ust faz atild1 ve tiipe 1 ml etanol (%70) ilave edildi.
¢ Yikama adiminda 8 dakika boyunca 4 °C’de 7500 rpm’de santrifiij edildi.
e Daha sonra iist s1vi uzaklastirildi ve ¢okeltinin oda sicakliginda kurumasi saglanda.
e Pelet son 50 pl bidistile su ¢oziilerek kullanilana kadar -70 °C’dadepolandir
(Mosleh ve ark., 2009).
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3.2.12.Real-Time (Ger¢ek Zamanh) PCR

Viral DNA izolasyonu igin ticari olarak DNA izolasyon kiti kullanildi. DNA
izolasyonu ticari firmanin test prosediirine gore kisaca asagida anlatildigi gibi
gerceklestirildi. Influenza A virusu’na 6zgli primer sekanslar ticari olarak temin edilerek
real-time PCR yo6ntemi ile viralreplikasyonkantitasyonu gergeklestirildi.

cDNAeldesi ticari firmanin test prosediirii takip edilerek gergeklestirildi. Reaksiyon
karisimi, influenza A virusunun yiiksek diizeyde korunan bir matriks protein geni
bolgesine 6zgu olan 10 ul total RNA, 20 pmolrandomheksamer ve 20 pmolforwardprimer
(5 TCTAACCGAGGTCGAAACGTA 3’) kanisimi ile gerceklestirildi. Reaksiyon
karigimi, 42 °C’de 60 dakika siireyle inkiibe edildi, daha sonra 5 dakika boyunca 95 °C’ye
kadar 1sitildi, 4 °C’ye kadar sogutuldu, sonra kullanilincaya kadar -70°C’de saklandi.
Kantitatif ger¢gek zamanli PCR primerleri ve TagManprobu kullanilarak daha once tarif
edildigi sekilde gerceklestirildi(Mosleh ve ark., 2009). Primerler, influenza A’nin M1
geninde 104 bp’lik bir fragmanin cogaltilmas: hedeflendi. Prob, sekansin iki primer
tarafindan amplifiye edilen kismina yapigsmasini saglamaktadir. Reaksiyon karigimi 5 pl
hedef cDNA, 10 pmol/ul konsantrasyonda her bir primerden 1 ul, 10 pmol/ul
konsantrasyonda 0.6 ul TagManprobu, 0.4 ml dNTP karisimi, 50 mM derisimde 2.4 ml
MgClz, 0.2 pl Tagpolimeraz enzimi ve son hacim 20 ul olacak sekilde 2 pl 10 x PCR
tamponu.

cDNAamplifikasyonu 40 siklus olacak sekilde su 1s1 dongiilerinden olusmaktaydi;
DNA denatiirasyonu: 95 °C’de 15 s, 60 °C’de 1 dakika annealing). ViralcDNA kopya
numaralari (toplam 1 pg RNA basina kopya olarak ifade edilir) bilinen konsantrasyonda
bir on kat seri olarak seyreltilmis plazmid standardiyla karsilastirilarak ol¢iildii. Plazmid

DNA’nin konsantrasyonu spektrofotometre ile hesaplandi(Mosleh ve ark., 2009).

Primer Primer ve Sequence (5°-3°) Konsantrasyon
problar
Inf A M+25 AGATGAGTCTTCTTAACCGAGGTCG
InfA M-124 TGCTAAAAACATCTTCAAGTCTCTG 400 nm
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Influenza A | Inf M124-FAM TGCAAAGACACTTTTCCAGTCTCTG

InfM+64-FAM 6FAM-TCAGGCCCCCTCAAAGCCGA-BBQ 200 nm

Cizelge 3.1.influenza A icin primerdizini.

3.2.13.istatistiksel Analiz

Sonuglar, iic bagimsiz deney i¢in ortalama + standart sapma olarak gosterilmistir.
Tedavi gruplar ile esensiyel yag ve ilag  katilmamis kontrol arasindaki farki
degerlendirmek igin chi-square testi kullanilarak gergeklestirildi. Calismada SPSS
(Statistical PackageforSocialSciencesfor Windows software). Istatiksel analiz programi

kullanilarak data analizleri gerceklestirilmistir.
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4. BULGULAR

Cizelge 4.1°de Citrus limonumesansiyel yaglarinin GC-MS cihaziyla analizleri
yapilmis ve bitkinin esansiyel yag bilesenleri verilmistir. Citrus limonumesansiyel
yaglarinin en yliksek konsantrasyonda bulunan bileseninin Limonene oldugu (%78.60)
tespit edilirken, bu komponent disinda Citruslimonum’un yapisinda en yiiksek oranda
saptanan bilesenlerin B-Pinene (%5.65), y-Terpinene (%4.75), Cymene (%3.45) a-Pinene
(%1.30) oldugu tespit edilmistir. Bu komponentler disinda tiim bilesenlerin oraninin

%1’den daha diisiik seviyelerde oldugu belirlendi (Gizelge 4.1).

Cizelge 4.1.Citruslimonum’un GC-MS analiziyle bilesen analizi (A ve B)
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a-Phellandrene 0.30
B-Pinene 5.65
Sabinene 0.89
B-Myrcene 0.84
cis-Ocimene 0.10
Limonene 78.60
y-Terpinene 4.75
Cymene 3.45
Terpinolene 0.27
1-Nonanol 0.07
Octanal 0.06
Linalool 0.11
trans-Caryophyllene 0.18
Terpinen-4-ol 0.43
Z-Citral 0.18
cis-Carveol 0.04
a-Terpineol 0.71
Valencene 0.27
B-Bisabolene 0.46
Nerolacetate 0.34
E-Citral 0.21
Geranylacetate 0.14
Citronellol 0.15
Nerol 0.15

Cizelge 4.2°de goriildiigii Menthapiperitaesansiyel yaglarinin GC-MS analizlerinde
komponent oranlar1 incelendiginde en yiliksek oranda bulunan komponentin %73.451ik
oranla Carvone oldugu tespit edilirken, bunu %6.20’lik oranla trans-Caryophyllene’nin
takip ettigi goriilmektedir. Yine Menthapiperitaesansiyel yag komponentleri arasinda
yilksek oranda bulunan komponentlerdenEucalyptol (%3.05), Limonene (%2.03), a-
Terpineol (%1.59) ve cis-Dihydrocarveol (%]1.54) onemli oranlarda varligi tespit edilen

bilesikler olmustur.
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Cizelge 4.2.Menthapieritaesansiyel yaglarinin GC-MS analiziyle bilesen analizi (A ve B).
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90% TIC MS
80%

70%

60;

50-

40—

30{

20{

10 7.08 20.40

oé 479 | 1331 1755 | |, 30,42 33.76 4011 4366 47.60  52.65

(\)\\\\5\\\\\1\0\\\\1\5\\\\2\0\\\\2\5\\\\3\0\\\\3\5\\\\4\0\\\\4\5\\\\5\0\\\\
Time (min)
B.

Bilesen Adi %

a-Pinene 0.24

B-Pinene 0.30

B-Phellandrene 0.16

Myrcene 0.08

Limonene 2.03

Eucalyptol 3.05

Hexenal 0.09

y-Terpinene 0.10

3-Octanol 0.24

trans Sabinenehydrate 0.11

B-Bourbonene 0.74

Linalool 0.37

Germacrene D 0.07

trans-Caryophyllene 6.20

Terpinen-4-ol 0.22

Dihydrocarvone 0.58

a-Muurolene 0.12

Pulegone 0.16
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a-Humulene 0.37
Farnesol 0.33
Terpineol 0.34
a-Terpineol 1.59
bicyclogermacrene 0.14
Carvone 73.45
cis-Dihydrocarveol 1.54
1H-Indene, 2,3-dihydro-1,1,5,6- | 0.15
tetramethyl-

4,5-Epoxycarene 0.15
trans-Carveol 0.22
cis-Carveol 0.38
Verbenone 0.10
cis-Jasmone 0.08
Caryophylleneoxide 0.79
Cubenol 0.15
Spathulenol 0.71
3-Allylguaiacol 0.79
isospathulenol 0.08
Torreyol 0.13
3-Allylguaiacol 0.07
Caryophylleneoxide 0.19
Junipene 0.08
Eicosapentaenoicacid, methyl | 0.06
ester

Phytol 0.06

Esansiyel Yaglarin ViralReplikasyon Uzerindeki Etkisi

Citrus limonum ve Menthapiperita’inesensiyel yaglarinin HIN1 e kars1 kars1 0.195,
0.39, 0.78, 1.56, 3.12, 6.25, 12.5, 25 ve 50 pg/ml konsantrasyonlarinda g¢alisilmistir.
Citruslimonum’un 3.12 pg/ml, Menthapiperta’nin 6.25 pg/ml konsantrasyonlarindaki

miktarlar1 Vero hiicreleri {izerinde toksik etkiler gosterdiginden, antiviral aktivite

34



caligsmalar1 hiicreler iizerinden herhangi bir sitopatolojik etki olusturmayan konsantrasyon
dahilinde calisilarak gerceklestirilmistir. Esensiyel yaglarin Vero hiicreleri iizerinde 0.195,
0.39, 0.78, 1.56 ve 3.12 ug/ml konsantrasyonlarinda toksik etki gostermemistir. Hiicreler
tizerinde toksik olmayan esensiyel yag konsantrasyonlarinin etkileri inverted mikroskopla
yapilan giinliik incelemelerle 96 saat siiresince de degerlendirilmistir. Hiicre canlilig1 tripan

mavisi yontemiyle belirlendi ve toksisite testleri MTT testi ile gergeklestirilmistir.

Mikroskopik incelemelerde <6.25 pg/ml'lik esesnsiyel yag konsantrasyonlarinda,
Vero hiicreleri lizerinden agregasyon, hiicre yuvarlaklagsmasi, sitoplazmik daralma, niikleer

genisleme gibi herhangi bir sitopatolojik degisiklik gézlenmemistir.

Deneylerde, Citrus limonum ve Menthapiperta’mesensiyel yaglarinin HIN1’e kars1
etkinligi 3 farkli virustitrasyonu (1, 10 ve 100 TCIDso) Uzerinde osetalmivir ile
karsilagtirildiginda arastirilmistir. 100 pg/ml osetalmivir ihtiva eden hicre kultlrlerinde
hiicreler lizerinden herhangibirsitopatolojik degisiklik tespit edilmedi.
Citruslimonum’unesensiyel yaglarimin 1.56 pg/ml diizeyinde ve Menthapiperta’nin 3.12
ug/ml diizeyinde esensiyel yag ihtiva eden kilturlerde hiicreler (Uzerinde
sitopatolojikherhangibir ~ degisimin  olmadig1 tespit edilmistir.  Osetalmivir ve
herhangibiresensiyel yag icermeyen kiiltiir hiicrelerinde tiim hiicrelerin tamaminda
sitopatlojik  degisiklikler =~ meydana  geldigi tespit edilmistir (CPE  ++++).
Citruslimon’umesensiyel yaglarmin 0.156 pg/ml iceren kiiltiirlerde hiicreler iizerinde
herhangibir CPE goézlenmezken, 0.078 pug/ml diizeyinde hiicrelerin %50’inde CPE varlig
tespit edilmistir. Menthapiperita’nin 3.12 pg/ml antiviral etkinlik gostermedigi tespit
edilirken, 1.56 pg/ml diizeyinde esensiyel yag ihtiva eden hiicreleride ise CPE diizeyinin

++ oldugu saptanmuigtir.

Citrus limonum ve Menthapiperta’ninesensiyel yaglarinin influenza viriis (HIN1)
replikasyonu Uzerindeki etkisi kontrol grubu hicreleri ile Kkarsilastirmali olarak
degerlendirilmistir. Hiicreler ilizerinde meydana gelen sitopatolojik degisiklikler hiicre
kontrol grubu kiiltiirlerinde (osetelmavir ve esensiyel yag icermeyen), esensiyel yag ihtiva
eden kdlttr hucrelerinde ise influenza viris replikasyonlarinireal-time PCR yontemi ile
kantitatif olrak tespit edilmistir. HSV-2 inhibe edildi ve viral biiylimeye bagl hiicrelerde
patolojik degisiklikler olmadi. Ayrica bu kiiltiirlerdeki hiicrelerin morfolojik olarak tipik
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formda oldugunu ve hiicre kiiltiirii tabaklarinin yiizeyini kapladigin1 gozlemledik. Bununla
birlikte, kontrol hiicreleri ile karsilastirildiginda, hiicre canliligi agisindan anlamli bir fark

olmadigini bulduk.

Esensiyel yaglarin influenzavirusun 100TCIDsginfektif dozda kullanilan kiiltiirlerde
viralreplikasyon iizerindeki etkilerini degerlendirmek i¢in, MDCK hiicrelerinin mRNA
diizeyleri osetelmivir ile karsilagtirmali olarak degerlendirildi. Esensiyel yaglarin
osetelmivir ile olan etkilerini karsilastirildiginda esensiyel yaglarin influenzavirusa karsi

effektivitesinin oldukga giicii oldugu belirlenmistir.

Ayrica Citrus limonum ve Menthapiperta’ninesensiyel yaglarmin osetelmivir ile
kombine kullaniminin ise belirgin bir sinergistik aktivite gosterdigi saptanmistir. Hem
osetalmivir hem de esenisyel yaglarin 24 saatlik inkibasyondan sonra HI1N1
replikasyonunu sirasiyla 1.56 ve 3.12 pg/ml konsantrasyonlarinda inhibe etmedigi tespit
edilirken, inkiibasyon siiresinin uzamastyla antiviral etkinligin de belirgin olarak hiicreler
tizerinde gorilmeye baslandig tespit edilmistir. Esensiyel yaglarin antiviral etkinliginin
osetalmivir gibi inkiibasyon siiresiyle dogru orantili olarak arttig1 tespit edilmistir. Kontrol
grubu ile karsilastirildiginda, viral DNA kopyalarinin sayis1 24 saatten sonra belirgin

sekilde inhibeedildigi saptanmustir .

Mentha piperta’nin aksine Citrus limonum’un HIN1’e kars1 etkinliginin
inkiibasyondan 48 saat sonra basladigi tespit edilmistir. Citrus limonum ve
Menthapiperta’nin HIN1'e kars1 etkinligi, viral kopya sayisinda istatistiksel olarak anlaml
bir azalma ile gosterilmistir. Esensiyel yaglar ve osetalmivirin kombine kullaniminin
HINI replikasyonu iizerinden belirgin olarak sinerjistik etkinlik gosterdigi saptanmustir.
Kombine kullanimin viral resplikasyo seviyelerinde tek basma kullanimlarla

kiyaslandiginda istatiksel agidan anlamli diizeyde farkliliklarin oldugu tespit edilmistir.
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Baslangi¢ 24. saat 48.saat 72.saat 96.saat

@@= H{icre Kontrol Grubu @=@== DVISO Kontrol Grubu

Sekil 4.1 Vero hiicreleri izerinde DMSO’nunnon-toksik konsantrasyonunun belirlenmesi.

Calismada saglikli kontrol hiicre hatti olarak kullandigimiz vero hiicre hattinda
DMSO’nuntoksik konsantrasyonu belirlendi. DMSO’nun nontoksik konsantrasyonlari
esansiyel yaglarin ¢oziilmesi i¢in solventi olarak secildi.Sekil 4.1’de de goriildiigii gibi
solvent olarak secilen DMSO’nun %]1’lik konsantrasyonunun,igerisinde DMSO
bulunmayan hiicre kontrol grubuyla 96 saat siresince inkibasyonu sonunda hiicre

canliliginda her iki grup arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farkin olmadig: tespit
edildi(p>0.05).
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Sekil 4.2. Citrus Limonum’un esensiyel yaglarinin Vero hiicreleri lizerinde non-toksik
konsantrasyonunun belirlenmesi.

Calismada Citrus limonum ve Mentha piperita’ninnontoksik konsantrasyonlar1 da
Vero hiicre hattinda 96 saat boyunca giinlilk olarak hiicre canlilif1 tespit edilerek
belirlenmistir. Sekil 4.2°de goriildigii gibi Citrus limonum’unesansiyel yaglarinin
1.256pg/ml diizeyine kadar hiicrelerde toksisite gostermedigi hem morfolojik olarak
inverted mikroskopla ginlik olarak incelenerek, hem de her bir konsantrasyonda yine
giinliik olarak hiicre canliliklar1 tespit edilerek tespit edildi. Morfolojik degerlendirmelerde
0.098ug/ml , 0,0195ug/ml , 0,039ug/ml , 0,078ug/ml, 0.312ug/ml  ve 0.625ug/ml’lik
konsantrasyonlarda hiicrelerin tipik morfolojide olduklari, hicrelerde agregasyon,
sitoplazma daralmasi, niikleer yapinin genislemesi gibi herhangi bir sitopatolojik degisimin
goriilmedigi tespit edildi. Anilan biitiin bu konsantrasyoslarda hiicrelerin kiiltlir kab1
yiizeyine yapisik oldugu, hiicrelerde herhangi bir atipinin mevcut olmadig tespit edildi.
Hicrelerde 1.256ug/ml’lik konsantrasyona kadar olan esansiyel yag konsantrasyonunun,
icerisinde herhangi bir esansiyel yag bulunmayan kontrol grubu hiicreleri ile
kiyaslandiginda morfolojik agidan herhangi bir degisikligin ya da farkin olmadig: tespit
edildi.

Citrus limonum’un esansiyel yaglarinin saglikli vero hiicrelerinde 1.256ug/ml
diizeyine kadar toksik olmadigi caligilan tiim konsantrasyonlarda hiicre canliligi tayini
yapilarak da belirlendi.1.256 pg/mlve daha yliksek konsantrasyonlarda hiicre canliligindaki
azalmanin 24. saatte diger konsantrasyonlarla kiyaslandiginda diisiik olsa da arttigi
goriilsede, ozellikle 48. saatten sonraki zaman dilimlerinde hiicre canliliindaki azalmanin
istatistiksel olarak anlamli derecede diisiik oldugu tespit edildi (p<<0.01, sekil 4.2)
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Sekil 4.3. Mentha piperta esensiyel yaglarmm Vero hiicreleri iizerinde non-

toksikkonsantrasyonunun belirlenmesi.

Citrus limonum’da oldugu gibi Mentha piperitaesansiyel yaglarinin da non-toksik
konsantrasyonlar1 da benzer sekilde saglikli hiicre hattinda (Vero hiicre hatt1) calisildi.
Menthapiperitaesansiyel yaglarinin 0.625ug/ml duzeyinde doz-zaman bagimli olarak 72.

saatten sonra toksisite gostermeye basladig: tespit edildi(sekil 4.3).
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Sekil 4.4. Citrus Limonum esensiyel yaglarinin MDCK (Madin-Darby canine kidney)

hiicreleri tizerinde HIN1 e kars1 antiviral etkinligi.

Calismada hem Citrus limonun ve Mentha piperita’ninnon-toksik konsantrasyonlari
icerisinde esansiyel yaglarmin MDCK hiicreleri lizerinde HIN1’e kars1 antiinfluenza
etkinlikleri degerlendirilmistir. Antiviral etkinligin degerlendirilmesinde hem morfolojik
degerlendirme hem de hiicre canliligi ve HIN1 viralreplikasyon diizeyi ¢alisilmistir. Sekil
4.4'te gorildiigt  gibi  Citrus  limonum’unantiviral  etkinligi  0.098  ve
0.0195ug/mlkonsantrasyonlarinda herhangi bir antiviral etkinlik tespit edilmezken,
0.039ug/ml diizeyinde inkiibasyonun 72. saatinden sonra hiicre canliliginda diger
konsantrasyonlara kiyasla istatistiksel olarak anlaml1 bir azalmanin oldugu tespit edilmistir.
Citrus limonum’un saglikli hiicreler i¢in non-toksik konsantrasyonu olarak belirlenen
0.078ve 0.156ug/ml konsantrasyonlarinda hiicre canliligi agisindan istatistiksel olarak

anlamli azalmanin 24. saatten itibaren basladig1 goriilmektedir (Sekil 4.4).
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Sekil 4.5. Mentha piperita’nin esensiyel yaglarinin MDCK (Madin-Darby canine kidney)

hicreleri tizerinde HIN1’e kars1 antiviral etkinligi.

Mentha piperita’nin esansiyel yaglarinin MDCK hiicreleri iizerinde antiinfluenza
etkinliginin degerlendirildigi ¢alismalarda 0.098, 0.0195, 0.039 ve 0.078 pg/mi
konsantrasyonlarinda inkubasyonun 72. saatine kadar hiicre canlilifinda herhangi bir
azalmanin olmadig: tespit edilirken bu konsantrasyonlarda 72 ve 96. saatlerde hiicre
canliliklarinda istatiksel olarak anlamli derecede azalmanin oldugu tespit edildi (p<0.01).
Menthapiperita’ninesansiyel yaglarinin 0.156 ug/ml konsantrasyonunda ise HIN1’e kars1
antiinfluenza etkisinin inkubasyonun 24. saattinden itibaren belirgin olarak gorildigi

tespit edilmistir (Sekil 4.5).
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Sekil 4.6. Citrus limonum ve Osetalmivirin ayri ve kombine kullanimlarinin 100

TCIDspinfektivitedekiviralreplikasyon tzerindeki etkisi.

Calismada Citrus limonum ve Mentha piperita’nin anti-influenza etkisinin varligi
Real- Time PCR yontemi ile hicre kiltiriindeki viralreplikasyon seviyeleri tespit edilerek
standart ila¢ olan oseltamivir ile kiyaslamali olarak 100TCIDspinfektif dozdaki virusa karsi
etkinligi aragtirilmistir. Sekil 4.6’da Citrus limonum’unesansiyel yaglarinin Osetalmivirin
etkinligi ile karsilagtirmali olarak degerlendirilmesi goriilmektedir. Sekilde de goriilecegi
gibi Osetalmivir ve Mentha piperita esansiyel yaglarinin 24. saatte antiviral etkinliginin
benzer oldugu, viralinhibisyon oranlarinda anlamli olarak istatistiksel bir farkin olmadig:
tespit edilirken 48., 72. ve 96. saatlerde osetalmivirin etkinliginin esansiyel yaglarinin
etkinliginden istatistiksel olarak anlamli derecede daha yiiksek oldugu saptanmigtir
(p<0.01). Mentha piperita’nin esansiyel yaglariyla osetalmivirin kombine kullaniminin
antiviral etkinligini degerlendirdigimizde ise standart ilag art1 esansiyel yag karigiminin
24., 48.,72 ve 96 saatlerde osetalmivir ve esansiyel yaglarin antiviral etkinliginden
istatistiksel olarak anlamli derecede daha yiiksek oldugu tespit edilmistir (p<0.01, sekil
4.6).
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Sekil 4.7. Mentha piperita ve Osetalmivirin ayri ve kombine kullanimlarmin 100

TCIDsoinfektivitedekiviralreplikasyon tzerindeki etkisi.

Sekil 4.7°de goriildiigii gibi Mentha piperita ve osetalmivirin ayri ayrt kombine

kullanimlarinin  100TCIDsoinfektif dozdaki HIN1’e karsi antiviral etkinlik sonuglari

gortlmektedir. Mentha piperita’nun esansiyel yaglarinin 24. saatten itibaren 96 saat

stiresince viral replikasyonu anlamli derecede inhibe ettigi tespit edilmistir (p<0.01).

Esansiyel yaglarinin bu etkinligi osetalmivir ile kiyaslandiginda ise esansiyel yaglarin

antiviral etkinliginin osetalmivirden istatiksel agidan anlamli derecede bir fark olmadigi

tespit edilmistir (p>0.05, sekil 4.7).
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Sekil 4.8. Mentha piperta’nin HIN1’in ti¢ farkli enfektif dozuna karsi antiviral etkinliginin

Osetelmavir ile kiyaslanmasi.

Sekil 4.8’de Mentha piperita’nin HIN1’in #i¢ farkli enfektif dozuna karsi etkinligi
osetalmavirle kiyaslamal1 olarak degerlendirilmesi goriilmektedir. Esansiyel yaglarin her 3
farkl1 virus konsantrasyonuna karsi etkinligi osetalmivirin etkinliginden daha yiiksek

olarak bulunmustur (Sekil 4.8).
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Sekil 4.9. Citrus limonum’un t¢ farkli enfektif dozuna karsi antiviral etkinliginin

Osetelmavir ile kiyaslanmasi.

Citrus limonum’un benzer sekilde HIN1’e kars1 ii¢ farkli infektivitedeki virus
dozuna kars1 osetalmivir ile antiviral etkinligi degerlendirilmis olup antiviral etkinligin
1TCIDso ve 10TCIDsoinfektif doza karsi osetalmivir ve esansiyel yaglarin etkinligi
istatiksel olarak anamli bulunmazken (p>0.05), 100TCIDspinfektivitedeki virusa karsi
osetalmivirin etkinliginin istatiksel olarak esansiyel yaglardan anlamli derecede yiiksek

oldugu tespit edilmistir (p<0.05, sekil 4.9).
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5. TARTISMA

Influenza ii¢ tip influenza virusundan birinin tip A, tip B ve tip C’nin neden oldugu
bulasic1 bir solunum sistemi hastaligidir (Glezen ve ark. 1997).Influenza virusu tip A,
insanlarda morbidite ve mortalitesi agisindan en 6nemli olanidir. Bu tiir insanlar disinda
cok gesitli kus ve memeli tiirlerinde de infeksiyonlara yol agabilmektedir(Baigent SJ ve
ark. 2003). Influenza tip A’nin birgok serotipi kiiresel salginlaria neden olabilmektedir
(Guan ve ark., 2010).S6zgelimi HINI, 1918’de ispanya gripine neden olmus bu salgin
yaklastk 40 milyon insanmn Oliimiiyle sonuglanmistir. Bunun disinda yiiksek ciddi
mortaliteyle seyretmese de 2009°da domuz gribi global bir salgin olusturmus (Schnitzler
ve ark. 2009).Benzer sekilde 1957'de Asya gribine yol agan H2N2 diinya c¢apinda bir
milyondan fazla insan 6liimiine yol agan bir influenza salgini olmustur (Schnitzler ve ark.
2009). Benzer sekilde influenza tip A’nin global salginlara yol agan pandemileri
arasinda;1968’de Hong Kong gribi (etken H3N2),(Hsieh ve ark. 2006), 2004 yilinda kus
gribi (etken H5N1) (Gauthier-Clerc ve ark. 2007) sayilabilir.

Influenzavirusu tip B biiyiik 6lgiide insanlarda infeksiyon yapmasiyla karekterize
edilir(Earn ve ark. 2002).Virusun bu tipi A tipinden yaklasik 2-3 kat daha yavas mutasyona
ugramaktadir. Bu sebeple olusan antikorlarin bir dereceye kadar koruyuculugu soz
konusudur(Nobusawa ve ark. 2006). influenzavirusu C tipi, A ve B tiplerinden daha az

yaygin olup genellik hafif seyirli klinik tablo olugturmaktadir (Matsuzaki ve ark. 2006).

CDC (Hastalik Kontrol ve Onleme Merkezi) 6 ay ve daha biiyiik olan herkese yillik
grip asis1 yapilmasimi 6nermektedir. Bununla birlikte, 6zellikle A tipi virus, kolay ve sik
mutasyona ugrayabildiginden insan, memeli ve kus gibi konaklarda dolasimda birkag
serotip bulunabileceginden influenza enfeksiyonuna yakalanma ihtimalini sifira
indirememektedir. Influenza i¢in mevcut antiviral ajanlar arasinda amantadin, rimantadin,
oseltamivir ve zanamivir bulunmaktadir (Khanna ve ark. 2008). Bu ajanlar FDA tarafindan
profilaksi i¢in ve ayrica influenza A enfeksiyonlarinin tedavisi i¢in onaylanmis ilaglardir.

Oseltamivir ve zanamivir influenza B’ye kars1 da etkin ilaglardir.
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Influenza viruslarinin neden oldugu bir solunum yolu hastalig1 olan grip pandemiye
neden olma potansiyeli yiiksek olan diinya c¢apinda goriilebilen ciddi bir tehdittir.
Infeksiyon etkenine karsi asis1 bulunsa da, sinirli koruyuculugu ve patojene karsi sinirli
sayida antiviral tedavi segenegi bulunmasi hastaligin bir tehdit olarak devam etmesine yol

agmaktadir.

Giiniimiizde influenza viruslarina kars1 giiniimiizde etkinligi smirli sadece iki smif
ilag mevcuttur. Bunlar viralneuraminidaz inhibitorleri (oselatamivir ve zanamivir) ve viral
M2 iyon kanali protein inhibitorleridir (amantatin, rimantadin) (De Clercq 2004). Tedavi
edilen hastalarda M2 inhibitorlerine direngli influenza A viruslerinin ortaya ¢ikmasi sik
karsilasilan bir durumdur (Suzuki ve ark. 2003). HSN1 viruslarinin insan izolatlarinin ¢ogu
bu inhibitorlere zaten direnglidir (Puthavathana ve ark. 2005). Ayrica, bu ilaglarla tedavi
edilen ¢ocuklarin %20'sinde neuraminidase inhibitorii oseltamivire direngli influenza A
viruslariin ortaya ¢iktig1 bildirilmistir (Kiso ve ark. 2004). Gergekte oseltamivire kismen
direngli olan H5N1 viruslariin bulundugu ¢alismalarda bildirilmistir (Le ve ark. 2005). Bu
iki antiviral ilag smifina direngli influenza A viruslarinin ortaya ¢ikmasi, bu patojenlere
kars1 ek antiviral ilaglara olan ihtiyaci gdstermektedir. Influenzaviruslarina kars1 birgok
antiviral bilesik gelistirilmis olsa da, bu ilaclarin uzun siireli etkinlikleri ilag toksisitesi

veya ilaca direngli virlis mutantlarinin ortaya ¢ikmasi nedeniyle sinirhidir (Hayden F.G.
2006).

Fenolik bilesikler veya polifenoller giiniimiizde bilinen en 6nemli dogal iirlinler
arasinda bulunmaktadir. Polifenoller bitkilerin sekonder metabolizma {iriinleridir.
Polifenollerin yapis1 fenolik asitler gibi basit molekiillerden yiliksek oranda polimerlesmis
bilesiklere kadar degismektedir. Polifenoller ¢ok cesitli farmakolojik 6zelliklere sahiptir.
Biyoyararlanimlart  bir  polifenolden  digerine  biiyilk  6l¢lide  farkliliklar
gosterebilmektedir(Manach ve ark. 2005).

Menthapiperita Avrupa, Kuzey Amerika, Akdeniz hafzas1 ve Orta Dogu'ya 6zgii
bitki simdi diinyanin bircok bolgesinde yagin olarak bulunan tibbi bir bitkidir. Bitkinin
yaginin antispazmodik etkili oldugu ve irritabl bagirsak sendromu, solunum yolunun
nezlesi ve oral infeksiyonlarin tedavisinde kullanildigi bildirilmistir. Konsantre yagi,

yiiksek mentol igerigine sahiptir. Yag ayrica menthone ve mentil esterleri, 6zellikle mentil
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asetat icermektedir. Kurutulmus Mentha piperitatipik olarak mentol, menfon, mentol,
mensturan ve 1,8-sineol igeren ugucu yaglara sahiptir. Esansiyel yaglar1 ayricalimonen,

pulegone, caryophyllene ve pinen gibi az miktarda bir¢ok bilesik de igermektedir.

Calismamizda Mentha piperita esansiyel yaglarinin nin GC-MS analizi sonucunda
en zengin komponentinin%?73.45’lik oranla Carvone oldugu tespit edilirken, trans-
Caryophyllene (%6.20), Eucalyptol (%3.05), Limonene (%2.03), a-Terpineol (%1.59) ve
cis-Dihydrocarveol (%]1.54)decarvone’dan sonra yiiksek oranlarda tespit edilen bilesenler

olarak saptanmustir.

Bitkinin esansiyel yaglarinin bas agrisi, soguk alginligi, nevralji, vb. hastaliklarin
tedavisinde kullanildig1 bildirilmektedir. Mentha yaginin taze, keskin, mentollii kokusu
vardir, viskozitede soluk sar1 renkte ve sulu agiktir. Yagin bilesenleri ve tiirevleri gida, ilag
ve parflimeri ve aroma endiistrisinde kullanilmaktadir. Ana bileseni olan mentol, pastiller,
dis macunlari, soguk balzamlar, DaburPudin Hara gibi ilaclarin retiminde kullanilmaktadir.
Esansiyel yaglarin temel hammaddesi bir bitkinin yapraklaridir. Yag hazimsizlik, gaz
sorunu, mide yanmasi gibi baz1 mide rahatsizliklarin1 tedavi etmek icin kullanilir. Daburs
“Pudin Hara” gibi ilaglarmin ana maddesini olusturmaktadir. Yag, Vicks gibi Oksiiriik
damlalarmin ve merhemlerin ana bileseni mentoldiir. Ilag sanayinde kapsiil formlu ilaglarmn
emilim siiresini, kolonik spazmi azaltmada, endoskopistin memnuniyetini arttirmada ve
kolonoskopi sirasindaki hastalarda agriyr azaltmada faydali oldugu bildirilmektedir.
Pediatrik hastalarda siklikla karin agrisi, irritabl barsak sendromu, bulanti ve 6ksiiriik ve

soguk alginligr semptomatik tedavisinde de kullanilmaktadir.

Bitkisel esansiyel yaglar geleneksel olarak saglikla ilgili alanlarda ve gidalarda
sik¢a kullanilmaktadir (BurtS. 2004, Bakkali ve ark. 2008). Tibbi uygulamalarin ¢ogunda
esansiyel yaglar dogrudan cilde uygulanabilse de, esansiyel yaglarin potansiyel

sitotoksisitesi dikkat edilmesi gereken dnemli bir husustur.

Biz bu g¢alismada Citrus lemonum ve Menhtha piperita’nin esansiyel yaglariin
saglikli hiicre hatlarinda toksik olmayan dozlarini sirasiyla 1.256 ve 0.625 pg/ml olarak

tespit ettik. Antiviral etkinlik tespit edilen bu konsantrasyonlardan daha diisiik
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konsantrasyonlarda anlamli olacagindan, c¢aligmalarimizda HIN1’e kars1 aktivite

caligsmalar1 bu konsantrasyonlarin altinda ise degerli olarak kabuledilmistir.

Sivi ve buhar fazlarinda olasi anti-influenza viriisii 6zellikleri agisindan cesitli
esansiyel yaglarin bazi temel bilesenlerinin degerlendirildigi bir ¢alismada buhar fazinda
Citrusbergamia, Ocaliptusglobulus’dan izole edilen sitronellol ve 6jenol’tin on dakikalik
maruziyettensonra influenza virlisine karst aktivite gosterdigi tespit edilmistir.
Pelargonium graveolen'ler, Cinnamomum zeylanicum, Cymbopog onflexuosus’unise 30
dakikada anti-influenza etkisi gosterdigi tespit edilmistir. Esansiyel yaglarin sivi fazda
Cinnamomum zeylanicum, Citrusbergamia, Cymbopog flexuosus ve
Thymusvulgaris’inesansiyel yaglarinin 20 pl/ml konsantrasyondaviral GUremeyi %100
inhibe ettigi tespit edilmistir. Bu bitkilerin yaglarinin buharina maruziyetininfluenza
terapisinde potansiyel olarak faydali olabilecegini diisiindiirmektedir. Esansiyel yag
buharinin influenza viriisiiniin dis membran proteinleri olan HA (hemaglutinin) ve NA
(neuraminidaz) lizerindeki dogrudan etkileri ¢alisilmis, bircok bitkiselesansiyel yag buhari
terapsinin HA aktivitesini inhibe edebilirken, NA aktivitesi iizerinde kayda deger Olciide
etki etmedigi bildirilmistir. Bu sonuglar HA ile etkilesimin antiviral aktivite i¢in daha olasi
bir mekanizma oldugunu ortaya koymaktadir. Bu nedenle bitkisel esansiyel yag buhar
terapisinin influenza ve solunum yolu viruslarinin sebep oldugu infeksiyonlarin
tedavisinde terapdtik yararlara sahip olabilecegini gdstermektedir (Vimalanathanve ark.

2014).

Bizim ¢alismamizda da literatirle uyumlu olarak hem Mentha hem de
Lemonum’unesansiyel yaglarinin HI1N1’e kars1 dikkate deger ol¢iide etkinlik gosterdigi

tespit edilmistir.

Citrus limonum esansiyel yaglarinin 0.039 pg/ml dizeyinde inkiibasyonun 72.
saatinden itibaren antiviral etkinlik géterdigi tespit edilirken, Metnthapiperita’ninantiviral
etkinliginin 0.078ug/ml konsantrasyonlarinda inkiibasyonun 72. Saatinden sonra hiicre
canhiliklarinda  istatiksel olarak anlamli derecede azalmanin oldugu tespit edilmistir
(p<0.01). Buradan da anlasilacagi gibi Lemonumesansiyel yaglarinin Menthaesansiyel
yaglarindan etkinliginin daha yiiksek oldugu tespit edilmistir. Her iki bitki esansiyel

PR

yaglarin da etkinliginin doz-zamana bagl olarak degistigi tespit edilmistir.
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Influenza viruslarinin tedavisinde simirli terapétik ilaglarin olmasi ve mutasyonlara
bagl olarak biiyiik 6l¢iide mevcut ilaglara direng gelistirebilmeleri sebebiyle insan sagligi
acgisindan salgin tehditlerine neden olmaya devam etmektedir. Bu nedenleviruslarin 6zel
baz1 genlerinden ziyade kendilerini hedef alan alternatif tedavilerin daha yararli olabilecegi

distiniilmektedir.

Son zamanlarda yapilan caligmalarda esansiyel yaglarin monoterpenler gibi
bilesenlerin 6nemli farmakolojik aktivitelerinin oldugu bildirilmistir. Bu tiir ¢alismalarin
cogunun buhardan ziyade esansiyel yaglarin likit formariyla yapildigi bildirilmektedir.
(Sadlon ve ark. 2010, Carsonve ark. 2006, Koch ve ark. 2008, Cermelli ve ark.
2008,Loizzo ve ark. 2008,Serkedjieva ve ark. 2008, Wu ve ark. 2010, Astani ve ark.
2010). Bu goriisiin aksine bazi caligmalarda ise esansiyel yaglarin buhar formda
uygulanmasinin antibakteriyel, antifungal ve antiviral gibi etkinliklerinin daha yuksek
olabilecegi de bildirilmistir (Tyagive ark. 2011 Hu,sonve ark. 2011, Vimalanathan ve ark.
2013). Baz1 arastirmalar da esansiyel yaglarin fraksiyone edilmeden total olarak
kullaniminin bilesenlerinin tek kullaniminin etkisinden daha giiglii oldugu, total yag
komponentlerinin kullanimi durumunda bilesenlerin sinerjistik etki olusturabilecegi

bildirilmistir (Sadlon ve ark. 2010).

Solunum yolu viruslarireplikasyon cesitliligi dolayisiyla genel bir molekiiler
hedefin olmayisi, tedavilerinde sinirli sayida antimikrobiyellerin bulunmasi ve viral
populasyonlarda ilaca direnc¢li mutantlarin siirekli ortaya ¢ikmasi sebebiyle bu viruslar akut
veya kronik infeksiyonlarla ve salgmlar olusturabilmeleri sebebiyle genel popiilasyon
icinde ciddi sorun olmaya devam etmektedir. Bu tipsorunlarinfluenza virls

infeksiyonlarinda daha belirgin olarak gorilmektedir.

Calismalarda esansiyel yaglarmantimikrobiyal, antiviralve antienflamatuaraktivite
gibi farmakolojik 0Ozelliklere sahip olduklart gosterilmistir (Alim ve ark. 20009,
Vimalanathan ve ark. 2012, Sadlonv ve ark. 2010,Carson ve ark. 2006, Koch ve ark. 2008,
Cermelli ve ark. 2008, Loizzove ark. 2008, Serkedjieva ve ark. 2008). Bu ¢alismalardan
azofarengeal veya oral uygulamalar i¢in genellikle esansiyel yaglarin likit formlarinin

buhar formlarindan daha az pratik ve uygulamada zor oldugu bildirilirken, baz1 esansiyel
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yaglarin buhar formda uygulamasinin solunum yollar1 uygulamalrt i¢in daha uygun

olabilecegi bildirilmektedir (Tyagive ark. 2011 ,Hudson ve ark. 2011).

Aromatik bitkiler geleneksel olarak halk hekimliginde ve zamanda gidalarin raf
Omriinii uzatmak i¢in bakterilere, mantarlara ve mayalara karsi koruyucu olarak da
kullanilmaktadir(Hulin ve ark ., 1998).Labiate familyasinda otsu bir tibbi bitki olan
Menthapiperitayapraklarinin %0.5-4 oraninda esansiyel yag icerdigi bildirilmistir. Bu
yaglarin biiylik oranda (%50-78) serbest mentol, monoterpen, menthofuran veeser
miktarda da (%0.15) yasemin ihtiva ettigi bildirilmistir (Dew ve ark. 1984).

Bir ¢alisgmada Menthapiperita’nin yaprak ekstraktlarindakiantibakteriyel aktiviteyi
Bacillussubtilis, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeroginosa, Serratiamarcesens ve
Streptococcus pnueumonia gibi patojenik bakterilere karsi etkileri arastirilmis yaprak
ekstrelerinin  antibakteriyel etkisiBacillussubtilis, Pseudomonasaeroginosa’ya karsi
S.aureus ve Serratiamarcesens’ten daha etkin oldugu bildirilmistir (Bupesh ve ark. 2007).
Biz ¢alismamizda da Mentha piperita’nin yapraklarindan elde ettigimiz esansiyel yaglari
kullandik.

Orthomyxoviridae familyasinda yer alan bir RNA viriisii olan influenzavirusunun
sebep oldugu grip olduk¢a bulasici bir hastalik olup, mevsimsel epidemilere yol
acmabilmekte, her yill 3-5 milyon siddetli hastalik tablosu ile 250.000-500.000 arasinda
insan Olumine yol acgabilmektedir(WHO Awvailable online: http://www.who.int/
mediacentre/factsheets/fs211/en/index.html/(accessed on 23 August 2019).

Yiiksek morbidite ve mortaliteye yol acan patojenik virilis enfeksiyonlarinin neden
oldugu viral hastaliklar, diinya ¢apinda hala insanlarda en 6nemli 6liim nedenidir. Antiviral
tedavide, ilaglara kars1 viral direncin ortaya ¢ikmasinin yani sira, antiviral ilaglarin neden
oldugu ciddi olumsuz etkilerin ortaya ¢ikmasi, 6zellikle uzun siireli tedavi siireleri boyunca

kombinasyon halinde uygulandiginda ciddi tibbi sorunlara neden olabilmektedir.

Viralinvazyon ve replikasyon adimlariin molekiiler mekanizmalariin anlagilmasi,
viralreplikasyon dongiisiiniin farkli asamalarini hedef alan antiviral ilaglar tasarlamayi

saglayacaktir. Teoride, viralreplikasyon igin gerekli olan herhangi bir viral molekdl
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potansiyel bir ila¢ hedefi olmasina ragmen, klinik olarak yararli antiviral ilaglarin ¢ogu,
viralreplikasyonda cok onemli olan tek bir viral enzimi spesifik olarak hedefleyebilen
molekdllerdir (De Clercq 2002). Tedavide virus molekullerini hedeflemek muhtemelen
daha spesifik ve daha az toksikolacaktir. Bununla birlikte dar bir viriis spektrumu ve
direncli viriis suslarinin ortaya riski daha yiiksek olacaktir. Hiicresel molekiilleri hedef alan
ilaglar daha genis bir antiviral aktivite spektrumuna sahip olabilmekte ve daha az virus
direnci gelistirme riski tasisa da, konak¢i hiicre i¢in bu tiir ilaglar daha toksik
olabilmektedir. Ideal olarak, birlesik yaklasimlarla viralreplikasyon déngiisiinde coklu
evreleri hedef alan, ancak ¢ok az toksik olan veya hi¢ olmayan etkili terapétik ajanlar arzu
edilmektedir.

Diinyada yiizlerce dogal aktif bilesik tanimlanmistir. Bunlarin  ¢ogu,
viralreplikasyonu veya viral genom sentezini inhibe eden etki mekanizmalarina sahiptir.
Daha yiiksek kimyasal cesitlilik ve biyokimyasal 6zgiilliik 6zellikleri iceren bu dogal aktif
bilesikler, ¢cok cesitli hedeflerekars1 aktif olan yeni 6ncili yapilar kesfetmek i¢in onemli
imkanlar saglamaktadir. Biyolojik olarak aktif olan dogal iriinler genellikle ila¢ benzeri
Ozelliklere sahip kiiciik molekiillerdir. Yani, viicut tarafindan emilipmetabolize
edilebilmektedirler. Bu nedenle oral olarak aktif ilagiiretme gelistirme maliyetlerinin
biyoteknolojik veya kimyasal olarak {retilen firiinlerden ¢ok daha diisiik olmasi
muhtemeldir. Bundan dolay1 geleneksel sifali bitkiler gibi dogal iirlinler, potansiyel olarak
etkili yeni antiviral ilag gelistiriminde biiyilk umutlar vaat etmektedir (Cragg ve ark.
1997,Harvey ve ark. 2000, Koehn ve ark. 2005, Newman ve ark. 2007,Jassim ve ark.
2009).

Menthapiperita L’nin ugucu yaglarizengin bir kimyasal bilesem icermektedir.
M.piperita’nin yapraklarindan buhar distilasyon yontemiyle ekstakte edilen ve gaz
kromatografi spektroskopisi ile yapilan kimyasal bilesen analizlerinde yapraklarindan izole
edilen esansiyel yag oranmin %91.1 oldugu bu yag igerisinde ise on dort ana kimyasal
bilesik tespit edilmistir. Yapisinda bulunan bilesenler arasinda karvon (%34.9), pulegon
(%14.9), metil petroselinat (%15.5), D-limonen (%11.2), r-cineol (%5.70), metil
izoptadekanoat (%2.4), 1-tridesen (%2.2) yiiksek oranda bulunan komponentler olarak
tamimlanmistir. Ayrica ¢alismada M.piperita’nin ugucu yaglarmin Staphylococcus aureus,

Escherichia coli ve Xanthomonas campestris’ekars1 antibakteriyel aktivite gosterdigi de
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tespit edilmistir. Calismada M. piperita’nin  ugucu yaglarmin 6nemli diizeyde
antimikrobiyal aktivite gosterdigini ve dolayisiyla dogal bir antibiyotik kaynagi olarak
guclu bir potansiyele sahip oldugu belirtilmistir(Satmi ve ark. 2016). Bu c¢alismayla
uyumlu olarak bizim ¢alismamizda da Mentha piperita’nin esansiyel yag analizinde yliksek
oranda carvone varlig1 tespit edilmistir. Bizim ¢alismamizda carvone oraninin (%73.45) bu

calismada tespit edilen carvone oranindan anlamli diizeyde yiiksek oldugu da saptanistir.

Menthapiperita’ ninyapraklarinin etanol ekstraktinin antiviraletkilerini arastirildigi
bir ¢aligmada bitkinin yiiksek seviyede fenolik asit ve flavonoid igerdigi ve yliksek
selektivite indeksi ile RSV'ye kars1 antiviral aktivite gosterdi tespit edilmistir(YuXian ve

ark. 2017).

Calismamizda Mentha piperita ve Citruslemonum esansiyel yaglarinin gesitli
patolojileri tedavi etmek icin biiyiik ilgi goren fitokimyasallar bakimindan zengin birer
kaynak oldugu tespit edilmistir. Bitkisel esansiyel yag iceriklerinin bdlgeden bolgeye
degisebildigi gergegi ile bolgemizden topladigimiz bitkilerle yaptigimiz bu ¢alismada her
iki bitkinin de esansiyel yaglarinin literatiirde bildirilen ¢aligmalardan farkliliklar arz ettigi

tespit edilmistir.

Pek ¢ok farmakolojik ¢alismada M. piperita’nin diisiik diizeyde yan etkisi olan
antioksidan, sitotoksik, antialerjenik, antiviral ve antibakteriyel etkinliklere sahip
oldugugosterilmistir (McKay ve ark . 2006, Liu ve ark. 2014). Bitkinin yaprak
kisimlarindan buhar distilasyon yontemiyle elde edilen ugucu yaglarin, anti-enflamatuar,
antibakteriyel ve antifungal 6zelliklere sahip oldugu bildirilmistir. Yapilan 6¢alismalarda
M. piperita’nin bitkisinin ¢esitli biyoaktiviteleri farkli bilesenlerine baglanmistir (Sun ve
ark., 2002; Inoue ve ark., 2002).

Citrus cinsi, yaklasik 140 cins ve 1300 tiirden olusan Rutaceae familyasina ait bir
bitki olup Citrus limonum cinsin énemli tiirleri arasinda yer almaktadir (Kamal ve ark.
2011).Esansiyel yaglart hidrokarbonlarin, oksijenli bilesiklerin ve ugucu olmayan
kalintilarin karisimlart olarak tarif edilebilecek bir¢ok degerli dogal tiriinden olusmustur.
Terpenleri, seskiterpenleri, aldehitleri, alkolleri, esterleri ve sterolleri icermektedir(Darjazi

ve ark. 2013).Citruslemonum Gida endiistrisindeki potansiyel kullanimlari i¢in yogun
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olarak caligilan temel ugucu yag kaynaklarindan birini olusturmaktadir (Mustafa ve ark.

2015).

Esansiyel yaglari meyvelerin farkli kisimlarinda ve yapraklarda (6zellikle meyve
flavedolarinda) tamimlanmistir. Limonen, B-myrene, o-pinen, p-cymene, [-pinen,
terpinolen ve diger elementler bircok narenciye tiirlinlin ana aromatik bilesikleri

olusturmaktadir.

Esansiyel yaglar antioksidan, antimikrobiyal, antienflamatuar ve sitoprotektif
faaliyetler dahil olmak iizere c¢esitli farmakolojik &zelliklere sahip zengin bir biyo-
fonksiyonel bilesik kaynagidir. Bunlar monoterpenleri ve seskiterpen hidrokarbonlar1 ve
ayrica alifatik aldehitler, alkoller ve esterlerle birlikte oksijenli tlrevlerini iceren iki
fraksiyon halinde gruplanabilen 200°den fazla bilesenin karigimlaridir. Giiniimiizde meyve
suyu veya kabuk yagi su anda gida veya yiyecek miistahzarlari, alkolsiiz igecekler,
dondurma, sekerleme, farmasotik miistahzarlar, oda spreyleri, temizlik Grinleri, ¢ozucdler,

ayrica kolonyalar ve ince parfiimlerden her seyde kullanilmaktadir.

Citruslemonum’dan izole edilenesansiyel yaglarin yiiksek oranlarda terpenlerin
(%70-80), alkollerin, asitlerin, aldehitlerin ve ester bilesiklerinin bir karigimindan olustugu
bildirilmektedir. Bu terpenlerde ana bilesen limonen (%48), ardindan B-terpinen (%17)’dir
(Sun ve dig. 2018).

Bizim ¢alismamizda da literatiirle uyumlu olarak Citruslemonum’un terpenler
bakimindan zengin oldugu, esansiyel yag komponentlerinden olan lemonen’in %78.60
oraninda bulunurken beta terpinenin (%5.65) en yiliksek konsantrasyonda izole edilen
ikinci bilesen oldugu saptanmistir. Calismamizda bolgemizde yetisen limonlardaki
lemonen oraninin dikkate deger Olciide literatlirden yiiksek bulundugu tespit edilmistir. Bu
da farmakolojik etkinligi dogrudan etkileyebilecek bir 6zellik olarak degerlendirilmistir.
Toplam 37 ugucu bilesigin tanimlandigint ve GC/MS analizi ile analiz edildigi bir
calismada monoterpen hidrokarbonlari, oksijenli monoterpenleri ve seskiterpen
hidrokarbonlar1 igeren fitokimyasal gruplar tanimlanmistir. Yapisinda en bol bulunan
monoterpen hidrokarbonlar, D-limonen, B-pinen, y-terpinen ve p-cymene’dir. A-terpineol,

a-sitral, P-sitral, neril asetat ve 4-terpineol en yuksek konsantrasyonda bulunan
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monoterpenlerdir. Calismada diisiik diizeyde seskiterpenlerinolduguda bildirilmistir. Bir
baska calismada da citrusesansiyel yaglari GC-MS yontemiyle tanimlanmis ve yapisinda
22 aktif bilenin oldugu bildirilmistir. Esansiyel yag icerigi en yiiksek olan ana biyoaktif
bilesiklerin;limonen (%84.7), a-pinen (%1.1), a-terpineol (%2.8), B-myrsen (%2.2), B-
pinen (%3.4), terpinen-4-ol (%1.2) ve a-terpinolen (%2.3) ile diger baz1 diisiik

konsantrasyonda bulunan bilesikleri oldugu bildirilmistir.

Calismamizda Citrus lemonen esansiyel yaglariin 25 farkli kimyasal bilesen ihtiva

ettigi tespit edilmistir.

Esansiyel yaglarin influenza enfeksiyonlari i¢in tamamlayic1 ve alternatif tedavi
secenekler olabilecegi bildirilmistir(Arora ve ark. 2011). Bazi esansiyel yaglarin ve
esansiyel yag bilesenlerinin anti-influenza aktivitesi gosterdigi, ugucu yaglarin veya
bilesenlerinin influenza semptomlarn1 tedavi etmeye de yardimci olabildigi de

gosterilmistir.

Calismamizda Citrus lemonum’um esansiyel yaglarmin HIN1’e karsi oldukga
gliclii antiviral aktivite gosterdigi tespit edilmistir. Esansiyel yaglarin 0.078 ug/ml
konsantrasyon da etkinliginin 100 TCIDsp infeksititedeki virusa karst (HINT)
inkiibasyonun 48.saatinden itibaren belirgin olarak tespit edildigi saptanmistir. Virus
replikasyonundaki azalmanin istatiksel olarak anlamli diizeyde inhibe edildigi tespit
edilmistir. Bunun yaninda Citrus lemonum’unesansiyel yaglarinin inkiibasyonun yine
24.saatinden itibaren standart ilag olan osetelmivirinanti viral etkinliginden anlamli

derecede yiiksek oldugu saptanmistir (p<<0.01).

Calismamiza benzer olarak esansiyel yaglarin anti-influenza etkisinin arastirildigi
bir ¢alismada Cinnamomumzeylanicum'un (Lauraceae) yapraklarindan elde edilen
esansiyel yaglarin  %0.3’liik  konsantrasyonunun influenza tip A (HINI1)’nin
replikasyonunu %100 nispetinden inhibe ederken, bu esensiyel yaglarin buharina 30
dakikalik maruziyetin de HIN1 inhibisyonu sagladigi gosterilmistir (Vimalanathan ve ark.,
2014).C zeylanicum’unesensiyel yaglarinin Gjenol (%75-85), linalool (%1.6-8.5), E-
innamaldehit (%0.6-1.5), E-kinnamil (%0.7 -2.6), B-kardiyofilen (%0.5-6.7), 0jenil asetat
(9%0.1-2.9) ve benzilbenzoat (%0.1-8.3) bilesenlerini ihtiva ettigi bildirilmistir.
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Yine benzer olarak bitkisel esansiyel yaglarin influenza viruslarina kars1 antiviral
aktivite ¢aligmalarindan birinde Melissaofficinalis esansiyel yaglarinin kus gribi virusuna
(H9N2) kars1 etkinligi arastirilmis ve bitkinin esansiyel yaglarinin etkin oldugu
bulunmustur. Bitkinin yag bilesenleri incelendiginde bilesenler arasinda; sitral, neral ve
geranial’in en zengin bilesenlerden oldugu bildirilmistir. Neral konsantrasyonlar genellikle
%17-32, geranial konsantrasyonlari genellikle %23-43 kadar olabilirken, geranial oraninin
%85 lere kadar ¢ikabildigi de bildirilmistir. Bnezer olarak limon yag1 bilesenleri arasinda;
linalool (%9.0), sitronellal (%0.7-20.3), geraniol (%23.2), p-caryophyllene (%11.3) ve
caryophyllen oksit (%0.4-31.7)’in oldugu bildirilmektedir (Pourghanbari ve ark.2016,
Sharopov ve ark. 2013).Sitral (neral ve geranial karisimi), linalol ve
geraniol’lininsanparainfluenza viriisii tip 3'e karst da antiviral etkinlik gosterdigi yapilan

bir ¢alisma da da gosterilmistir (Orhan ve ark. 2012).

Bitkisel tibbi bilesikler fitokimyasallarin alinmasiin en dogal yolu olarak tiim
diinyada kullanilmaktadir. Biyoaktif maddeler bakimindan zengin olan dogal iirlinlerin
kullanimi, oksidatif stresle ilgili birgok kronik hastaligin ilerlemesini yavaslatan serbest
radikalleri noétralize yetenegine sahip biyoaktif molekiilleri ve ¢ok sayida antioksidan
oOzellikler iceren bitkilere olan talep ile birlikte artmaktadir(Shirani ve ark. 2016, Sharafi ve
ark. 2010). Bu bitkiler arasinda Mentha piperita uzun siire giivenli kullanim geg¢misi olan,
diinya genelinde en yaygin kullanilan bitkilerden biridir. Yapragi soguk alginligi, agiz
iltihab1, farenks, karacigerin yami sira mide bulantisi, kusma, ishal, kramplar, siskinlik
(gaz) ve dispepsi gibi gastroinstestinal sistemindeki rahatsizliklarin giderilmesi igin
kullanilmaktadir. Ayrica antioksidan, antimikrobiyal, antiviral, antienflamatuar ve anti-
kanserojen olarak kullanilmaktadir(Valente ve ark. 2016, Rodriguez-Fragoso ve ark.
2008).

Bu bitki son derece etkili antioksidanlara ve polifenollere sahiptir. Fenolik
bilesikler, lipitlerin oksidatif bozulmasini geciktirerek gidalarin kalitesini ve besin degerini
arttirdigindan dolayi, bu 6zelligi ile gida endiistrisinde de biiyiik ilgi gérmektedir(Mallick
ve ark. 2016, Roblova ve ark. 2016).Antinosiseptif, antienflamatuar, antimikrobiyal ve
antioksidan Ozellikler gibi tibbi faaliyetleri nedeniyle tip alaninda da biiyiik ilgi

gobrmektedir. Eriositrin, narirutin, hesperidin, luteolin-7-O-rutinosid, isorhoifolin,diosmin,
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rosmarinik asit ve 5,7-dihidroksikromon-7-O-rutinosidin gibi flavonoidlerin varligi anti-

alerjik etkiler gostermektedir (SousaGuedes ve ark. 2016, Badal ve ark. 2011).i

Mentha piperita esansiyel yaglarinin buharinin solunum tikanikligi i¢in inhalasyon
maddesi olarak kullanildig1 bildirilmektedir. Bitkinin ¢ay1, 6kstiriik, bronsit ve oral mukoza
ve bogaz iltihabi tedavisinde kullanilmaktadir. Geleneksel olarak bebeklerde kolik,
sigskinlik, ishal, hazimsizlik, mide bulantis1 ve kusma, sabah bulantisi, anoreksi gibi cesitli
sindirim sikayetlerini tedavi etmek, gaz ve kramplar1 azaltmak i¢in spazmolitik olarak
kullanilmaktadir. Ayrica dis agrisi, romatizma, kas agrilar1 ve adet kramplarini rahatlatmak
icin kullanildig1 bildirilmistir. M. piperita glnimizde irritabl barsak sendromu, Crohn
hastalig1, tlseratif kolit, safra kesesi ve safra yolu hastaliklar1 ve karaciger sikayetlerini

tedavi etmek icin kullanilmaktadir (Fleming, 1998, Tyler, 1992, Robbers& Tyler, 1999).

Mentha piperita’nin ana bileseni neomenthol ve izomenthol gibi mentol
stereoizomerleridir. Diger monoterpenler arasinda menthone (%10-40), mentil asetat (%1-
10), menthofuran (%1-10), sineol (okaliptol, %2-13) ve limonen (%0.2-6)’in oldugu
bildirilmistir. Pinen, terpinen, mysen, [-kardiyofilen, piperiton, piperitenon, piperiton
oksit, pulegon, 6jenol, menthone, izomenton, karvon, cadenen, dipenten, linaloola-
phellendrene, ocimene, sabinene, terpinolen, y-terpinen, fenchrome, p-menthane ve -
thujone gibi monoterpenlerin de Menthapiperita’nin yapisinda az miktarlarda da olsa

bulundugu bildirilmistir (Baslas, 1977, Baslas ve Saxena, 1984).

Esansiyel yag bilesiminin sicaklik, fotoperiyot, beslenme, tuz orani, su stresi, bitki
yasi, hasat ve ekim zamani gibi cevresel faktorlerden Onemli Olcilide etkilendigi
bildirilmistir (Chales ve ark. 1990). Luteolin ve cynaroside, menthoside, isorhoifolin gibi
flavon iceren digerleri gibi flavanoidleri de bulundurdugu bildirilmistir (Orani ve ark.

1991, Rastogi ve ark. 1990).

(Calismamizda Menthapiperita’nin oldukca giiclii antiviral aktivite sahip oldugu
tespit edilmistir. Antiviral etkinligi Osetelmivir ile karsilastirmali olarak kiyaslanan
calismamizda esansiyel yaglarin HIN1 e kars1 etkinliginin Osetalmivirin etkisinden diistik
olsa da (p>0.05), Ozellikle esansiyel yag ve standart ilag Osetalmivir ile kombine

kullaniminin osetalmivirin etkisinden istatiksel olarak anlamli derecede yiiksek oldugu
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tespit edilmistir. Calismamizda Menhtapiperita esansiyel yaglari ile Osetalmivir oldukca

dikkate deger nitelikte sinerji olusturmustur.

58



6. SONUC

Grip halen diinyada insan saghiginm tehdit eden en biiyiik tehlikelerden biridir. Bu
solunum yolu hastaligina insanlar ve bazi hayvan tiirleri i¢in yliksek derecede bulasici
patojen olan influenza A viruslart sebep olmaktadir. Virusendemilere sebep olabildigi gibi,
diinya iizerinde genis alanlarda insan saghigini etkileyebilen pandemilere de yol

acabilmektedir.

Asilama, grip kontroliinde ve salgin hastaliklarin etkisini azaltmada ilk se¢enek olsa
da, viral proteinlerdeki degisiklikler, influenza as1 formiilasyonunun yillik olarak
uyarlanmasint gerektirmektedir. Bunun yaninda antiviral ilaglar, ozellikle asilarin
zamaninda bulunamayabilecegi hizli yayilan pandemik influenza A virussuslari i¢in temel

bir tamamlayict savunma hatt1 segenegi olusturmaktadir.

Ancak influenza viruslarina kars1 sadece iki sinif ilag mevcut olup, son zamanlarda
ila¢ direncinin artmasi ve antijenik kaymalarla yiliksek mortalitede ortaya ¢ikabilecek yeni
suslar kitlesel oliimlere yol agabilecek salginlar olusturabilecek ve mevcut ilaglarin
etkinligi bu yeni suslara kars1 yetersiz kalabilecektir. Bu sebeple etkinligi yiiksek yeni ilag

arastirmalr1 son derece biiyiik dneme haizdir.

Esansiyel yaglar influenza enfeksiyonlarmin onlenmesi ve tedavisinde
konvansiyonel ilaglarin ¢ogunu destekledigi gosterilmistir. Antiviral aktivitelerine ek
olarak, esansiyel yaglarin ¢ogunun influenza semptomlarinin hafifletebildigi de
bildirilmistir. Esansiyel yaglarin taranmasi, esansiyel yag bilesenlerinin izolasyonu ve
antiviral aktivite mekanizmalarimin degerlendirilmesi de dahil olmak Uzere, influenza
enfeksiyonu ile ilgili olarak antiviralesansiyel yaglarin ve esansiyel yag bilesenlerinin

arastirilmasi oldukca 6nemlidir.

Esansiyel yaglar antiviral aktivite gostermis olsalar ve influenza enfeksiyonu i¢in
tamamlayic1 ve alternatif bir tedavi olarak goriinse de, yalniz basma ilag¢ tedavisi igin

onerilmemelidir.

Calismamizda Mentha piperitave Citruslemonum esansiyel yaglarmin gesitli

patolojileri tedavi etmek icin biiyiik ilgi goren fitokimyasallar bakimindan zengin birer
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kaynak oldugu tespit edilmistir. Bitkisel esansiyel yag iceriklerinin bdlgeden bolgeye
degisebildigi gercegi ile bolgemizden topladigimiz bitkilerle yaptigimiz bu calismada her
iki bitkinin de esansiyel yaglarinin literatiirde bildirilen ¢alismalardan farkliliklar arz ettigi
tespit edilmistir. Bu bitkilerin esansiyel igeriklerinin analizi énemli bir literatiir kaynak

olacaktir.

Ayrica hem Citrus emonum hem de Mentha piperita’ninesansiyel yaglarinin
HINT1 e kars:1 antiviral etkinligi oldukc¢a dikkate deger bulunmustur. Bitkilerin esansiyel
yag karisimlarinin standart ilag olan Osetalmivir ile sergiledigi antiviral etkinlik,
gosterdikleri sinerjistik aktivite de ila¢ direncinin sorun oldugu giiniimiizde oldukga

degerlidir.

Ayrica  bu iki  bitki  fitokimyasallarinin = kombine  kullanimlarinin
influenzaviruslarintedavsinde  yeni ilag arastirmalart i¢in umut olabilecegini

diisiinmekteyiz.
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