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OZET

PAPATYA (Matricaria chamomilla) OZUTLERININ TRPV GEN IFADESI VE
CORONAVIRUS REPLIKASYONU UZERINE ETKISININ ARASTIRILMASI

Duran KALA

Yiiksek Lisans Tezi, Tibbi Biyoloji Anabilim Dal1
Tez danismani: Yrd. Dog. Dr. Mustafa ULASLI
Temmuz 2013, 56 sayfa

May1s Papatyasi (Matricaria chamomilla ) iilkemizde yaygin olarak yetismektedir. Papatya
ist solunum yolu enfeksiyonlarinda ve ¢esitli rahatsizliklarin tedavisinde kullanilmaktadir.
Coronavirlisler (CoV) insanlar basta olmak iizere birgok memelilerde ve kuslarda solunum
sistemi, gastrointestinal ve sistemik hastaliklara sebep olmaktadirlar. SARS coronavirisleri
2002-2003 yillart arasinda ortaya ¢ikti ve 800 den fazla insanin Olimiine sebep olan
siddetli akut solunum yolu yetersizligi sendromu (SARS) salgini ile insan sagligi igin
biiylik bir tehdit olusturmaktadirlar. TRP gen ailesinin hiicrelerde cevresel uyarilardaki
degisiklikleri algilayan biyolojik sensorler olduklari diistiniilmektedir. TRPV (Vanilloid
almag) Uyeleri TRPV 1-6 olarak isimlendirilirler. TRPV1-4 iiyeleri 1siya duyarli, Ca®*
gecirgen secici olmayan katyon kanallardir. TRPV 5- 6 (yeleri Ca®* secici katyon
kanallardir. Bu arastirmada papatya Oziitiiniin coronavirus replikasyonu ve TRPV gene
ifadesi iizerine etkileri arastirilmistir. Oncelikli olarak Matricaria chamomilla 6zitiin(in
sitotoksisitesi HeLa CEACAM hicreleri (zerinde MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-
difeniltetrazoliumbromid) metodu ile ortaya konulmustur. Sonra Matricaria chamomilla
0zutlnin MHV- A59 coronavirls replikasyonunda ve TRPV genlerinin ifadesi Uzerine
etkileri Fluidigm RT-PCR ile arastirilmistir. Sonug¢ olarak papatya ozitiinin 1/10
oranindaki yogunlugunun HeLa CEACAM hiicreleri iizerinde en fazla sitotoksik etkiye
sahip oldugu saptanmistir. 1/100 oranindaki papatya OzUtlne maruz birakilan HelLa
CEACAM hicrelerinde coronaviriis replikasyonunun 6. ve 8. saatinde TRPV1-6 gen
ifadelerinde azalma gbzlemlenmemistir.

Anahtar Kelimeler: Coronavirus, Maticaria chamomilla, SARS, Sitotoksisite, TRPV1-6



ABSTRACT

THE EFFECTS OF CHAMOMILE (Matricaria chamomilla) ON TRPV GENE
FAMILY EXPRESSION AND CORONAVIRUS REPLICATION

Duran KALA

Master of Science Thesis, Department of Medical Biology
Supervisor: Yrd. Dog. Dr. Mustafa ULASLI
July 2013, 56 pages

Chamomile (Maticaria chamomilla) is widely grown in our country. Chamomile is used in
the thearapy of upper respiratory tract infections and various disorders. Coronaviruses
cause respiratory tract infections, gastrointestinal tract infections, and systemic diseases in
humans, mammals, and birds. SARS coronaviruses became important for human health
during the severe acute respiratory syndrome (SARS) outbreaks of 2002-2003 and caused
more than eighthundreds of deaths. They are still risk factor for human health. TRP gene
family are thought to be biological sensors that detect environmental changes of the cells.
TRPV (vanilloid receptor) gene family members are named as TRPV1-6. TRPV1-4 gene
family members are the heat-sensitive, Ca®* permeable, non-selective cation channels.
TRPV5-6 gene family members are Ca®* selective channels. In this study, the effects of
chamomile extract on coronavirus replication and TRPV gene expression was investigated.
Firstly, The cytotoxic effects of Matricaria chamomilla extracts have been determined on
HeLa CEACAM cells by MTT (3 - (4,5-dimethylthiazol-2-yl)-difeniltetrazoliumbromid)
assay. Then effects of Matricaria chamomilla extract was investigated in the replication of
coronavirus MHV-A59 and TRPV gene family expression by Fluidigm Real-Time PCR
System with BioMarin ™ HD. Results: 1/10 density of Matricaria chamomilla ekstract
showed maximum cytotoxic effect on HeLa CEACAM cells. 1/100 density of Matricaria
chamomilla extract showed significantly decreasing of TRPV1-6 gene expressions on the
6th and 8th hour of coronavirus replication.

Key words: Coronavirus, Cytotoxicity, Maticaria chamomilla, SARS, TRPV gene family



1-GIRIS VE AMAC

Bu arastirmada papatya 0ziitliniin coronavirus replikasyonu ve TRPV gene ifadesi iizerine
etkileri arastirilmistir. Mayis papatyasit (Matricaria chamomilla) iilkemizde yaygin bir sekilde
yetisen ve halk tarafindan iist solunum yolu enfeksiyonlari basta olmak iizere cesitli
rahatsizliklarin iyilesmesi i¢in kullanilmaktadir. Bu ¢alismada oncelikli olarak Matricaria
chamomilla 6zitlnln sitotoksik etkisi HeLa CEACAM hiicreleri Gizerinde ortaya konulmak
istenmistir. Bir sonraki asama olarak da Matricaria chamomilla 6zitlinin coronavirds

replikasyonunda ve TRPV genlerinin ifadesi lizerine etkileri aragtirilmak istenmistir.

Papatya bilimsel siniflandirmada ¢igekli bitkilerin en fazla tiire sahip ailesi olarak bilinen
Asteraceae ailesine ait bir turdar. Turkiye'de bu aileye ait 133 cins ve 1156’dan fazla tlr
bulunmaktadir (1).

Papatyanin sifa kaynagi olarak Diinya’da yaygin kullanimi mevcuttur. Sakinlestirici, kaygi
giderici, spazm giderici, antienflamatuar ve hafif deri iltihaplanmalarinin tedavisinde

kullanilmaktadir (2, 3).

Papatyanin hidroalkolik 6ziitii polioviriislerin erken gelisim sathalarinda hiicresel ve viral
RNA sentezini durdurdugu saptanmustir (4, 5). Alman papatyasmin etanol ile olusturulan

oOziitiiniin polio ve herpes viriislerinin biityimesini durdurdugu saptanmistir (2, 6).

Papatyanin su ve methanol ile olusturulan 6ziitleri ayn1 dozda kanserli ve normal hiicrelere
uygulandiginda kanserli hiicrelerde apoptozu tetiklerken normal hiicrelerde herhangi bir

degisimin olmadig1 goriilmistiir (5, 7).

Coronaviriisler coronavidea ailesinden olan RNA viriislerdir. Coronaviriisler insanlar basta
olmak {tizere birgok memelilerde ve kuslarda solunum sistemi, gastrointestinal ve sistemik
bulasict hastaliklara sebep olduklari saptanmistir (8). 1970°li yillardan sonra birgok
coronaviriisiin replikasyonunun molekiiler mekanizmasi ve patolojik 6zellikleri hakkinda
caligmalar yapilmistir (9). 2003 yili baharinda yeni bir insan coronavirtsiunin SARS

(Siddetli Akut Solunum Yolu Yetmezligi Sendromu) hastaligina sebeb oldugu tespit
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edilmistir (9). SARS hastalig1 salgin1 sadece hastalarin siki bir sekilde karantina altina
alinmasiyla kontrol edilebilmistir. Salgin sonunda Diinya Saglik Orgiitii (WHO) tarafindan
8000 fazla vaka ve bunlardan 800°den fazlasinin 6liimle sonuglandigi rapor edilmistir (10).
SARS coronaviriisunin ya da tarevlerinin etkileri halen devam etmektedir (11). Diinya
saglik orgiitiiniin 9 Temmuz 2013’te yayinladigi rapora gore Nisan 2012 - 9 Temmuz 2013
doneminde SARS viriisiiniin ortadogu’da aktif tiiri olan MERS CoV (Middle East
respiratory syndrome coronavirus)’un sebeb oldugu 80 vaka tespit edilmis olup bunlarin 51

tanesi 6liimle neticelenmistir (11).

Gegici potansiyel almaglar1 (TRP) ailesinin genlerinin varligi 1969 yilinda ilk defa meyve
sineginde (Drosophila melanogaster) gozlemlenmistir (12, 13). Bu genlerin sentezledigi
proteinlerin  hiicre zarinda iyon kanali olarak gorev yaptiklari saptanmustir (13, 14). TRP
aile Uyelerinin maya hiicrelerinde, omurgasiz ve omurgalilarda bulundugu saptanmistir
(13). TRP ailesi aminoasit benzerliklerine gore yedi alt aileye boliinmiistiir (13). TRPC
(kanonik yada klasik), TRPV (vanilloid reseptor), TRPM (melastatin), TRPP (polisistin),
TRPML (mukolipin), TRPA (Ankirin zengin protein) ve TRPN (NOMPC). TRP iyon
kanallarinin ¢ok ¢esitli doku ve hiicre gruplarinda iyon dengelenmesi ve farkli uyartilara
kars1 hassas olabilme gibi ¢esitli fizyolojik olaylardan sorumlu oldugu anlasilmistir (13).
TRP iyon kanallarinin gogunlugu segici olmayan katyon kanallarina sahip iken bazilari
ca?* iyonlarina asirt segicilik 6zelligi gosteririken bazilarida Mg2+ iyonlarina kars1 gecirgen
ozelligi tasimaktadir (13). Bu kanallar aym zamanda gesitli katyonlarin (Ca®* ve Mg?*)
hiicreler arasi iletiminde kapici gibi gérev alirlar. Hiicre ici Ca?* salimim kanallari gibi

islevlerinden dolay1 hiicresel organeller (Lizozom ve Endozom) (zerinde 6nemli bir

diizenleyici role sahip olduklari tespit edilmistir (13).



2-GENEL BILGILER

2.1. Mayis papatyasi (Matricaria chamomilla )
2.1.1. Genel Ozellikler

Asteracea ailesinin halk hekimliginde kullanilan bir¢ok tiiri mevcuttur. Bu ¢alismada

kullanilan papatya (Matricaria chamomilla ) tlkemizde mayis papatyasi olarak bilinir.

Diinya’da Glineydogu Avrupa, Kuzeybati Asya, Kuzey ve Dogu Afrika’da, Kuzey Asya ve
Hindistan’da yetisen farkl tiirdeki papatyalar, Tiirkiye’nin farkli cografik bolgelerinde de
yetismektedir. Papatya boyu 25 santimetreye kadar uzayabilen, Nisan-Eyliil aylarinda ¢igek
acan, bir yillik otsu bir bitkidir. Yapraklar1 ince parcali ve sapsizdir. Cigeginin orta kismi
sar1, kenarlar1 beyaz renklidir. Yaz aylarinda toplanip, kurutulup nemsiz yerde saklanmasi

gerektigi rapor edilmistir (15).
2.1.2. Ekolojik 6nemi

Zararsiz bir kirgicegi olmasindan dolayr ve kirgigeklerinin genellikle tohumlari
karistigindan tabiatta genis alanlarda yetisebilmektedirler (16). Cok yogun koloniler
olusturabilmekte ve otlaklarda yetisen damarli bitki tiirlerinin %50 den fazlasinin habitatina
el koyabilen tiirlerinin varligi tespit edilmistir (16). Giinesli yerlerden ve hafif killi ve

kirecli topraklardan hoslanir (17).
2.1.3. Papatya bitkisinin halk hekimliginde ve tipta kullanim alanlari

Papatya cayr ve yagi yiizyillardir halk hekimliginde kullanilmaktadir. Soguk alginlig
tedavisinde, atesi diistirlici, bel ve bas agrilarim1 giderici, istah agici, midede hazmi
kolaylastirici, spazm ¢6ziicl, mikrop éldardcd, terletici, sinir yatistirict ve kabizligi gegirici
gibi islevleri saptanmigtir (15). Ayrica bagirsak gazlarmi giderdigi,viicuda rahatlik verdigi,
bogaz, bademcik ve dis etlerinin iltihaplarmi giderdigi, saglar1 sararttigi ve vucuttaki

zehirleri disart attig1 tespit edilmistir (15).



2.1.4. Papatya 0zUtlU veya yaginin kimyasal analizinde kullanilan yontemler.

Etanol, dimethyl sulfoxide (DMSO), methanol, dichloromethane, petrol eteri, etil alkol,
hidroalkol, su, gaz v.b. maddeler papatya 6ziitli hazirlanirken kullanilan ¢oziiciilerdir.

Papatya Oziitleri hazirlanirken dondurulma ya da kurutulma yéntemleri kullanilmaktadir.

Estonya’da yapilan bir c¢alismada; 5 farkli Asteracea ailesi iiyesi ¢igegin yaglarinin
kimyasal analizleri gaz kromotografisi (SPB-5 ve SW-10) ve kutle spektrometre

yontemleriyle yapilmistir. Analiz sonuglari tablolar halinde sunulmustur (18).



Tablo 2.1 Mayis papatyasi yaginin Kimyasal analizi (18).
Analiz metodlar1 1- SPB-5, 2-SW-10, 3- Kitle Spektrum

Kimyasal bilesik SPB-5 SW-10 Matricaria Tammlama
chamomilla metodu

a-Pinene 927 1125 Tr 1,2,3
B-Pinene 969 1116 0.2 1,2,3
6-Methyl-5-hepten-2-one 984 1344 0.1 1,2,3
Myrcene 988 1168 0.1 1,2,3
n-Octanal 1002 1278 0.2 1,2,3
a-Terpinene 1012 1181 Tr 1,2,3
p-Cymene 1018 1272 0.2 1,2,3
Limonene 1023 1202 Tr 1,2,3
1,8-Cineol 1026 1208 0.2 1,2,3
(E)-B-Ocimene 1044 1254 0.2 1,2,3
y-Terpinene 1054 1246 0.2 1,2,3
Artemisia ketone 1058 1353 0.8 1,2,3
2-Methylbutyl 2-methylbutyrate 1100 1300 0.2 1,2,3
n-Nonanal 1103 1400 0.2 1,2,3
Terpinen-4-ol 1172 1606 0.1 1,2,3
a-Terpineol 1187 1704 0.1 1,2,3
cis-3-Hexenyl isovalerate 1234 1454 Tr 1,2,3
a-Copaene 1367 1485 Tr 1,2,3
Decanoic acid 1398 2292 0.2 1,2,3
(E)-B-Caryophyllene 1408 1588 0.1 1,2,3
(E)-B-Farnesene 1455 1668 2.3 1,2,3
Alloaromadendrene 1464 1632 0.1 1,2,3
Germacrene D 1470 1696 0.2 1,2,3
a-Muurolene 1485 1725 0.2 1,2,3
Bicyclogermacrene 1490 1720 Tr 1,2,3
n-Undecanoic acid 1492 2350 0.2 1,2



Tablo 2.1. Devami. Mayis papatyasi yaginin kimyasal analizi (18).

Kimyasal bilesik SPB-5 SW-10 Matricaria Tammlama
chamomilla metodu

Isofaurinone 1503 1900 0.2 1,2
d-Cadinene 1510 1750 0.1 1,2,3
y-Cadinene 1523 1752 0.1 1,2,3
NI (4), hotrienol structure, acetate? 1554 2035 Tr 1,2,3
(E)-Nerolidol 1563 2032 0.3 1,2,3
Dendrolasin 1563 2044 Tr 1,2,3
Spatulenol 1568 2120 2.4 1,2,3
Caryophyllene oxide 1572 1965 0.1 1,2,3
Dihydronerolidol 1580 2108 0.2 1,3
Viridiflorol 1595 2044 0.1 1,2,3
NI (8) 1600 2051 0.1 1,2,3
Geranyl isovalerate 1608 1924 0.3 1,2,3
Cubenol 1619 2100 0.1 1,2,3
y-Eudesmol 1627 2157 0.3 1,2,3
y-Cadinol 1635 2182 0.2 1,2,3
Bisabolol oxide B 1644 2125 9.9 1,2,3
a-Eudesmol 1646 2218 0.1 1,2,3
Alloaromadendrene epoxide 1657 2226 Tr 1,2,3
Bisabolone oxide A 1675 2163 13.9 1,2,3
a-Bisabolol 1688 2215 5.6 1,2,3
Geranyl tiglate 1700 2184 0.5 1,2,3
Chamazulene 1713 2370 4.7 1,2
Bisabolol oxide A 1748 2421 39.4 1,2,3
Muyristic acid 1773 2713 0.1 1,2,3
n-Octadecane 1800 1800 0.2 1,2
Hexahydrofarnesyl acetone 1842 2160 0.1 1,2,3



Tablo 2.1. Devami. Mayis papatyasi yaginin kimyasal analizi (18).

Kimyasal bilesik SPB-5 SW-10 Matricaria Tammlama
chamomilla metodu

(E)-En-yne-dicycloether, MW200 1882 0.4 1,2,3

n-Nonadecane 1900 1900 0.5 1,2,3

(2)-En-yne-dicycloether, MW214 1933 - 0.4 1,3

Palmitic acid 1975 2920 Tr 1,2,3

n-Eicosane 2000 2000 0.1 1,2,3

y-Palmitolactone 2100 - 0.1 1,3

cis-Linoleic acid 2120 - 0.1 1,2,3

n-Tricosane 2300 2300 0.1 1,2,3

n-Tridecanal 1500 1795 Tr 1,2,3

BIiLESIK GRUPLARI

Monoterpenes 0.9

Oxygenated monoterpenes 15

Sesquiterpenes 3.1

Oxygenated sesquiterpenes 73.4

Polyacetylenes 12.3

Aliphatic acid and esters 0.7

Other compounds 6.6

Not identified 0.1

Total 98.6

Oil volume, % 0.15

NI:lzomer tamimlanamadi, tr: traces (< 0.05%), — eser miktarda.

Analiz sonuglarina gore papatya yaginda en fazla bulunan bilesiklerin bisabolol oxide A,

bisabolone oxideA, (Z)-en-yne-dicycloether, bisabololoxide B, a-bisabolol, ve chamazulene

oldugu saptanmistir (18). Asteracae ailesinin 5 farkl: tiirlerinden elde edilen yaglarda ortak



olarak 14 kimyasal bilesigin varligi ve analiz sonucu bulunan diger bilesiklerin farkli
tirlere 6zgii oldugu tespit edilmistir (18). Ortak olan 14 bilesigin decanoic acid, (E)-B-
farnesene, germacrene D, caryophyllene oxide,geranyl isovalerate, y-eudesmol, bisabolol
oxide A, hexahydrofarnesyl acetone, (Z)-en-yne-dicycloether,n-nonadecan, e-cikosane, y-

palmitolacton, n-tricosane,ve n-pentacosane oldugu tespit edilmistir (18).
2.1.5. Papatyamin farmakolojik 6zellikleri

Papatyadaki temel aktif bilesenlerin Chamazulene, Apigenin ve Bisabolol oldugu tespit
edilmistir (19). Bu bilesiklerin farmakolojik etkileri gesitli yayinlarla rapor edilmistir (3,
19-26).

Chamazulenenin noétrofillerde leukotriene sentezini durdurdugu ve antioksidant etkilere
sahip oldugu tespit edilmistir (19, 20). Bisabolol Alman papatyasinin ugucu yag oranin
yaklagik %350’ sini olusturur ve bagirsaklardaki diiz kaslar igin spazm giderici (21, 22)
ozelliginin yaninda antibakteriyel, antienflamatuar, ates disiiriicii, tlser-koruyucu ve
antifungal ozellikleri tespit edilmistir (19, 22-24). Flavonoidlerden apigenin ve luteolinin
antienflamatuar, gaz ve spazm giderici ozellikleri saptanmigtir (25). Apigeninin GABA

reseptorlerine baglanarak insanlarda sakinlestirici etkisinin varligi saptanmistir (3, 19, 26).
2.1.5.1. Antienflammatuar etkisi

Papatyanin antienflammatuar etkisinin varlig1 bazi yayinlarda rapor edilmistir (2, 27).
Bisabolol bilesiginin enflamasyonu, yiiksek atesi ve eklem rahatsizliklarini azalttig: tespit
edilmistir (2, 27). Apigenin bilesiginin hayvanlarla yapilan ¢alismalarda antienflamatuar

ozelligi saptanmustir (2, 27).
2.1.5.2. Antimikrobiyal ve Anti-viral etkisi

Papatya yag1 yada Oziitiiniin antimikrobiyal ve anviral etkilerinin varligi gesitli yayinlarla
ispatlanmustir (2, 4-6, 28-33). Papatya yaginin Staphylococcus aureus’un 3 alttlri ve
Candida tirlerine karsi etkilerinden dolay1 bir ¢esit kulak rahatsizhigi (akut otitis)
tedavisinde kullanilabilecegi yaymlanmistir (5, 28).
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Papatya yaginin hepes genitalis rahatsizliklarinda virus etkisini yok eden ajan olarak
tedavilerde kullanilabilecek bir aday oldugu tespit edilmistir (29). Papatyanin hidroalkolik
0z0th polioviruslerin erken gelisim safhalarinda hiicresel ve viral RNA sentezini
durdurdugu saptanmistir (4, 5). Alman papatyasinin etanol ile meydana getirilen 6zutlinln

polio ve herpes viriislerinin biiylimesini durdurdugu saptanmstir (2, 6).

Papatya yaginin bilesenlerinden alpha-bisabolol’un gram pozitif ve gram negatif bakterilere
kars1 giiglii etkisi tespit edilmistir (2, 30). Chamazulene de gucli antimikrobiyal etkiye
sahip oldugu saptanmistir (2, 30). Spiroeterlerin gram pozitiflere karsi zayif etkisi varken

gram negatiflere kars1 etkisinin olmadigi saptanmistir (2, 30).

Hindistan’da Meksika papatyas1 (Tridax procumbens) ile yapilan bir arastirmada Meksika
papatyasinin methanol 06zltunden elde edilen bilesenlerin Staphylococcus aureus ve

Escherichia coli bakterilerine karsi potensiyel antimikrobiyal etkilerinin varligi tespit
edilmistir (31).

Papatya ve cay bitkisi yagi ¢esitli lekelerin yok edilmesinde kullanilmistir (5, 32). Rusya 'da
papatya OzUtUnun antiviral etkisinin gosterildigi bir ¢alisma 2311194 patent numarasiyla

patentlenmistir. (33).

2.2. Coronavirusler

2.2.1. Genel ozellikleri

Coronavirtisler Coronavidea ailesine ait RNA geni tasiyan virisleridir. Coronavirisler
basta insan olmak tzere birgok hayvana bulasabilir. Coronaviris tiirlerinin ilk olarak 1949
yilinda kemirgenlerden izole edildigi rapor edilmistir (9, 34, 35). 1970’li yillardan sonra
birgok coronaviriisiin replikasyonunun molekiiler mekanizmasi ve patolojik ozellikleri
hakkinda ¢aligmalar yapilmistir (9). Bu c¢alismalar neticesinde veterinerlikte dnemli olan
bulasic1 domuz gastroenterit virlisii (TGEV), sigir coronaviriisii (BCoV) ve bulasic1 kus
bronsit viriisleri (IBV) tespit edilmistir (9). Kemirgen coronavirislerden Fare hepatit virtsu
(MHV) Uzerinde insan hastaliklarini inceleme adina model olarak calisgtlmistir (9).

Insandaki coronaviriislerin soguk alginligia sebep oldugu tespit edilmistir (8). Ancak 2003
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yili baharinda yeni bir insan coronavirusiinun SARS (Siddetli Akut Solunum Yolu

Yetmezligi Sendromu) hastaligina sebep oldugu tespit edilmistir (9, 36, 37).
2.2.2. Coronaviruslerin simiflandiriimasi

Coronaviriis ismi 1968 yilinda elektron mikroskobunda bu viriislerin tag ya da disin
tistylizeyi seklinde gozlemlenmesiyle kullanmistir (9, 38). 1975 yilinda uluslararasi virQs
smiflandirma komitesi tarafindan coronoviridea ailesi tescil edilmistir (9). Haziran 2005
yilinda yapilan 10. Uluslararast  Nidoviris Sempozyumunda coronoviridea ailesi
coronavirus ve torovirus olmak uzere iki alt ailede siniflandirilmistir. Torovirlslerin
insanlarda ve sigirlarda ighastaliklara sebeb olduklari rapor edilmistir (9, 39, 40).

Coronavirisler 3 ayr1 grubta siniflandirilmigtir (41).

Coronaviriislerin hiicre icerisine girmek i¢in baglandiklari almaglar (reseptorler) yapilan
calismalarla belirlenmistir (36). Fare coronavirisi MHV hicre icerisine CEACAMI1 almaci
kullanarak, Insan coronaviriislerinden HCoV- NL63 ve SARS-CoV ise ACE2

(Angiotensin doniistiiriicti enzim) almacini kullanarak girdikleri tespit edilmistir (9, 36).

MHV-A59 hiicre kiltirlerinde bir coronaviriislerin modeli olarak kullanilmaktadir. Ayrica
SARS coronvirisine (SARS CoV) ¢ok yakin akrabaligindan dolayr insan
coronavirusleriyle (HCoV) alakali ¢aligmalarindada uygun model olarak kullanildigi rapor
edilmistir (42).
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Tablo 2.3. Coronavirus Ailesi. Coronaviriis ailesi tiyeleri soyutlandirildiklar tiire ve sebep
olduklar1 patolojik rahatsizliklara gore adlandirilmistir. Coronavirislerin kendi ic¢lerinde

siiflandirilmalari dizi benzerligine dayali olaraktan yapilmistir (36).

Tur Konak Hucresel Almag
(Reseptor)

Grup1
Feline Coronavirus (FCoV) Kedi Amino peptidaz N
Transmissible  Gastro  Enteritis  Virus Domuz Amino peptidaz N
(TGEV)
Canine Coronavirus (CCoV) Kodpek  Amino peptidaz N
Human Coronavirus-229E (HCoV-229E) Insan ~ Amino peptidaz N
Human Coronavirus-NL63 Insan  ACE2

Grup

2a
Mouse Hepatitis Virus (MHV) Fare CEACAM1
Bovine Coronavirus (BCoV) Sigir Sialik Asit
Hemaglutinating Encephalomyelitis Virus Domuz Bilinmiyor
(PHEV)
Human Coronavirus-HKU1 Insan  Bilinmiyor
Human Coronavirus-OC43 (HCoV- OC43)  Insan  Sialik Asit

Grup

2b
Severe Acute Respiratory Syndrome Virus insan ~ ACE2
(SARS- CoV)

Grup 3
Infectious Bronchitis Virus (IBV) Tavuk  Bilinmiyor
Turkey Coronavirus (TCoV) Hindi  Bilinmiyor

2.2.3. insan Coronaviriisleri

SARS coronaviriisiiniin ortaya ¢ikmasindan dnce bagisiklik sistemi zayif olan yaslilarda ve
yeni dogan ¢ocuklarda soguk alginlig1 sebebi olarak kabul edilen HCoV- OC43 ve HCoV-
229E isimli coronaviriislerin varligi tespit edilmistir (9, 41) Tespit edilen bu iki insan
coronoviriislerinin insanlarda MS hastalig1 (43), hepatit ve yeni dogan bebeklerde i¢
organ hastaliklar1 (44) gibi ciddi hastaliklara sebep olup olmadigi hakkinda spekiilasyonlar

olusmustur. Fakat bu iddialar suana kadar ispatlanmamastir (9).

13



SARS coronavirtistinun insanlarda SARS hastaliginin sebebi oldugu ispatlanmistir (37).
SARS coronaviriisiiniin ~ kesfedilmesinden sonra yenidoganlarda solunum yolu
enfeksiyonlarina sebep olan iki yeni insan Coronaviriisii rapor edilmistir (9). Bu virUslerin
biyolojisi hakkinda ¢ok az bilgi mevcuttur. Tespit edilen coronavirislerden ilki
simiflandirmada 2. gruba dahil edilen (HCoV-HKU1) virtsudir ve yash bir zatiirre
hastasinda saptanmistir (9, 45). Ikinci coronavirus ise siniflandirmada 1. gruba ait olan
insan coronavirusi (HCoV-NL63)’ dir ve Hollanda’da yedi yasinda bronsit ve konjuktivit
hastas1 bir ¢ocuktan izole edilmistir (46, 47). Bu virlsin varligi daha sonra sirasiyla
Kanada (48), Japonya (49), HongKong (50), Avustralya (51) ve Belgika (52) da rapor
edilmistir. HCoV-NL63 zatirre, bronsit ve st solunum yolu enfeksiyonu gibi ciddi

solunum yolu hastaliklariyla iliskilendirilmistir (9).

Cocuklarda HCoV-NL63 viriisiiniin bogmaca gibi alt solunum yolu enfeksiyonlarina sebep
olmasindan dolay1 viriis ile bogmaca hastalig ile iligskislendirilmistir (53). HCoV-NL63
virisii New Haven ve Conneticut’ ta bagimsiz olarak izole edilmis ve HCoV-NH olarak
isimlendirilmistir (9, 54). HCoV-NL63 coronaviriisiin gocuklarda Kawasaki hastaligi ile
iligkili olabilecegin ileri siiriilmiistiir (55). Fakat yapilan iki farkli ¢alismayla buna itiraz

edilmistir (9, 56, 57).
2.2.4. Virion

Coronavirtsler ¢aplart 80-120 nm arasinda yuvarlak yada pleomorfik distan bir zarla gevrili
oldugu ve bu viriislerin en biliyik RNA genomuna (yaklagik 30 kb) sahip oldugu
bildirilmistir (58, 59). RNA genomu viriisiin zarinda yer alan helix kapsidi olusturmak igin
Nikleokapsit  proteini ile diger proteinler complex bir yapt olusturur.
Bu proteinler; S (spike glycoprotein) proteinidir. S proteinleri virls ylzeyinde peplomer
yap1 olusturarak viriisiin elektron mikroskop altinda tag seklinde gozlemlenmesinde rol
oynarlar. Ikincisi ise zardaki M (membrane) proteinidir. M proteini zar1 3 defa sarar ve
kisa bir N-terminal ile sitoplazmik kuyruga sahiptir. Ugiincii protein ise E (small
membrane) proteinidir. E proteini kiigiik zar proteinidir ve hidrofob yapiya sahip oldugu
tespit edilmistir (9, 60). (Sekil 2.1.)
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Sekil 2.1. Coronavirus virionu. (A) Elektron mikroskobunda MHYV partikdlleri. (B) Virion

semast. Virus patikulleri viral glikoproteinlerle meydana gelmis zarla gevrili helix sarmal
RNA ve nukleokaspid proteinlerinden olusmaktadir. Nucleocapsid proteini (N) RNA
proteinleri ile beraber niikleokaspidi olusturan bir fosfoproteindir. Spike glikoprotein (S)
coronaviruslere has glikoisilat peplomerlerini olusturmaktadir. M proteini hidrofob yapida
ve hiicre zarin1 3 defa ¢eviren bir transmembran proteinidir. E proteini zarda az miktarda
bulunan gevirici bir proteindir. Hemagglutinin-esteraz (HE) glikoproteini 2. Gruba ait bazi

virlslerin virionu Uzerinde kiiguk basaklar olusturmaktadir (9).

2.2.5. Coronavirus replikasyonu ve hayat dongust

Coronavirus (CoV) genomlarmin replikasyonu sitoplazmada yer alan cift zarli keseciklerde
(DMV) meydana gelir, bu kesecikler ayni zamanda viriisiin replikasyon ve transkripsiyon
komplekleridir (RTC) (61). Pozitif sarmal RNA ¢ogalacag: hiicre igerisine girdigi anda,
mesajct RNA gibi (MRNA) hareket etmekte ve ORFla ve ORF1b bdlgeleri, ribozomlar
tarafindan sentezlenmektedir (62). Boylece viral replikaz olarak tabir edilen viral RNA-

bagimli RNA polimeraz poliproteini sentezlenmektedir (62). ORFIb nin okunmasi,
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ribozomal cerceve kaymasina (ribosomal frameshifting) baghdir (62). Sonug olarak, iki
tane buyuk poliprotein (ppla; 4382 amino asit ve pplb; 7073 amino asit) sentezlenmektedir
(63, 64). Bu proteinlerin sentezinden sonra ppla ve pplb, viral proteazlar yardimiyla, 16
tane yapisal olmayan proteine doniistiiriilmektedir (63, 64). Bu 16 tane yapisal olmayan
proteinler kendi aralarinda etkilesim kurarak ¢ift zarli kesecikler olusturmaktadirlar (DMV)

(63, 64).

DMV’ler iizerinde eslenme-yazilim (replication-transcription) kompleksleri olugsmaktadir.
Eslenme-yazilim olaylar1 sonucu subgenomik mRNA’lar ve viral gRNA iiretilmektedir (62,

65).
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Sekil 2.3. SARS-CoV’iiniin Yasam Dongiisii. SARS-CoV’iiniin yasam dongiisii viriisiin ACE2 almacina
baglanmasi ile baglamaktadir. Virionlar endositoz olduktan sonra S proteini kesilime ugrayarak yikilmaktadir.
Boylece viral zarf konak hiicre zar1 ile kaynagmaktadir ve viriis pargaciklar1 pargalanarak gRNA sitoplazmaya
birakilmaktadir. gRNA’nin ribozomlar tarafindan okunmasi ile viral replikaz proteinleri iiretilmekte ve
DMV’ler iizerinde eslenme-yazilim (replication-transcription) kompleksleri olugsmaktadir. Eslenme-yazilim
olaylar1 sonucu subgenomik mRNA’lar ve viral gRNA iiretilmektedir. Son olarak viriisiin yapisal proteinleri

ERGIC araciligt ile gRNA ile bir araya gelerek tomurcuklanma ile virionlart olusturmaktadir. Virionlar

hiicrenin genel salimim yolagi araciligi ile hiicreden keseciklerle salinirlar (36).
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Papatya 0z(tiinlin viriis replikasyonuna etkileri ¢esitli yaymlarda rapor edilmistir (66-69).
Papatya poliovirus replikasyonunu engellemektedir (66). Papatya, lavanta ve adagayi’nin
methanol ve dichloromethane ile hazirlanan 6ziitlerinin HSV1 (Herpes simplex virus) ve
HSV2 viruslerinin replikasyonu tizerine etkilerinin arastirildigi bir ¢alismada bu bitkiler
arasinda virUs replikasyonunu en fazla engelleyen bitkinin papatya oldugu tespit edilmistir
(67). Rotaviriislerin hayat déngistine Ca®* iyonlariin etkilerinin arastirildigi ¢alismada;
Rotavirtslerin hiicreye girmesi, transkripsiyon aktivitesi, morfogenezi, hicrenin lizisi,
partikiillerin disar1 ¢ikmasi ve viriis proteinlerinin uzak bélgelere hareketlerin Ca*
konsantrasyonuna bagli olaylar oldugunu saptanmistir (68). Hicre disi Ca?*
konsantrasyonunun viriisiin kapsid yapisini dengeledigi, viriisiin hiicreye girmesi esnasinda
sitoplazmadaki diisiik konsantrasyonlu Ca®" viriisiin kapsid tabakasindaki proteinlerin
¢oziindiirmesini ve transkriptaz enzim aktivitesini uyardigi saptanmistir. Viral protein
sentezi sirastyla viral morfogeneze ve hiicre oliimiine sebep olarak Ca®* homeostazin

degistirdigi saptanmustir (68).

Ca®" niin ayrica polioviriis, coxsackieviriis, sitomegaloviriis (CMV), ve HIV gibi diger
virlislerin patogenezinde ve replikasyonuda rol oynadigi rapor edilmistir (68). Hicre igi
Ca?* konsantrasyonun degismesi hiicresel kazanim olarak virlis replikasyonunun her

safhasini etkiledigi saptanmistir (69).
2.2.6. SARS: Siddetli Akut Solunum Yolu Yetmezligi Sendromu

Diinya saghk orgiitii 2003 yilinda Cinin Guandong eyaletinde yeni bir solunum yolu
hastalig1 salgimin raporlarmi yayimladi (9, 70). Fakat 2002 yilinin son aylarinda Guandong
eyaletinde ilk rapor edilen vakanin “atipik zatiirre” oldugu ortaya ¢ikmustir (9, 71). Bu yeni
viriis hastalarin akcigerlerinden ve balgamlarindan izole edilerek Maymun bdobrek
hlcrelerinde g¢ogaltilmistir (Vero E6) (9, 10, 72-74). Bu yeni virilisiin genom siralamasi
daha once tanimlanmis boyle bir coronaviriis genom siralamasinin olmadigini gostermistir

(9, 37, 75).

16 Nisan 2003 yilinda Diinya Saghk Orgiitii yaymnladigi raporda yapilan laboratuvar
calismalar1 sonucunda coronaviriislerin SARS hastaliginin resmi ajani1 oldugunu ilan etti

(9, 76). Ayrica Rotterdam’daki Erasmus iiniversitesindeki bilim adamlari SARS
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coronavirisiiniin (SARS CoV) yaptiklari ¢alismalarla Koch onermelerini (Bir enfeksiyon
ajaninin bir hastalikla iliskilendirilebilmesi i¢in gerekli olan kriterler) dogrulayarak bu
viriislerin SARS hastaliginin sebebi oldugunu rapor etmislerdir (9, 77). Bilim adamlar1
yaptiklar1 deneylerde bu viriisiin Makak maymunlarina enjekte edildiginde maymunlardaki
enfeksiyon belirtilerinin SARS hastaliginin belirtilerinin aynisi oldugu gézlemlenmistir (9,
77).

SARS salgini hastalarin siki bir sekilde karantina altina alinmasiyla 2003 yili temmuz
ayinda resmi olarak kontrol altina alinmistir (9, 78, 79). Salginin sonunda Diinya Saglik
Orgiitii tarafindan 8000 vaka ve 800 den fazla &liim rapor edilmistir (9, 10) . SARS vakalar
cogunlugu Asya ve Gliney Amerikada bulunan 29 iilkede rapor edilmistir (9). Amerika’ da
rapor edilen 156 SARS vakasindan sadece 8’inde SARS CoV enfeksiyonuna rastlanmistir
(9, 80).

SARS enfeksiyonlart genis bir klinik seyir gostermektedir. Hastalik esas olarak yiiksek

ates, nefes darligi, lenfopeni ve alt solunum yollar1 enfeksiyonlariyla karakterize edilmistir

(9, 81, 82).

Aktif SARS coronaviriis replikasyonu sirasinda ince ve kalin bagirsaktaki eszamanl
gastrointestinal belirtiler ve ishal yaygindir (9, 83-86). Baslica bulasma yolunun hastadan
havaya yayilan su damlaciklari olabilecegi ileri stiriilmistiir (9, 87). Kan, agiz ve diski

temaslarininda da hastaligin bulagsma yollar1 olabilecegi ileri siiriilmiistiir (9, 88).

SARS hastaliginin 6liimciil olmasi olasilig1 24 yas ve daha geng yaslar i¢in %1 den azdir.
Bu olasilik 25-44 yas aralig1 i¢in %6, 45-65 yas araligi i¢in %15, 65 yas {istii i¢in bu oranin
%50’den fazla oldugu rapor edilmistir (9, 89, 90).
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2.3. Iyon kanallar

Iyon kanallar1 hiicre zarida gdzenekler olusturan proteinlerdir. Bunlarin gérevleri gegici
zar potansiyeli olusturmak, aksiyon potansiyelini sekillendirmek ve diger elektriksel
sinyalleri iletmektir. Ayrica hiicre hacmini kontrol etmek amaciyla salgi ve epitel
hlcrelerinde iyonlarin hiicre zar1 boyunca akisin1 diizenleyici rolleri vardir. Tim
hiicrelerin hiicre zarinda iyon kanallar1 bulunur. Iyon kanallar1 iyonofor proteinlerinin iki
geleneksel grubundan biri kabul edilir. ikinci grup olaniyon tasiyici proteinler ise
sodyum-potasyum pompasi, Sodyum-kalsiyum degistiricisi ve sodyum-glukoz nakil

proteinleri olarak saptanmistir (91).

2.3.1. Gegici Potensiyel Almaglar1 Ailesi (Transient receptor potential family of ion
channels, TRP)

Gegici potensiyel alma¢ genlerinin varligi 1969 yilinda ilk defa meyve sineginde
(Drosophila melanogaster) gozlemlenmistir (12, 13). 1989 yilinda TRP genleri olarak
adlandirilmigtir (13, 92). Bu genlerin sentezledigi proteinlerin hiicre zarinda iyon kanali

olarak gorev yaptiklari saptanmugtir (13, 14).

TRP aile (Udyelerinin maya hicrelerinde, omurgasiz ve omurgalilarda bulundugu
saptanmuigtir (13). TRP ailesi aminoasit benzerliklerine gore yedi alt aileye bolinmistiir
(13). TRPC (kanonik yada klasik), TRPV (vanilloid reseptdr), TRPM (melastatin), TRPP
(polisistin), TRPML (mukolipin), TRPA (Ankirin zengin protein) ve TRPN (No
mechanoreceptor-NOMPC) (Sekil 2.2 ). TRPN sadece balik ve omurgasizlarda
bulunmustur (13).

TRP kanallarinin gevresel uyarilardaki degisiklikleri algilayan evrensel biyolojik sensorler
olduklar diistiniilmektedir (93, 94). TRP kanallar sicak/soguk, dogal kimyasal bilesikler
(mentol, kafur, ac1 biber) ve mekanik uyaricilar ile agilmaktadir (93, 94). TRP kanallarinin
kan basinci ve diiz kas tonusunun diizenlenmesi, bobreklerde Ca®* / Mg** dengesinin
kontroli, agrinin, 1sin, tadin, kokunun, sesin, ve 1s1gmn algilanmasi gibi 6nemli bir¢ok

stiregte islev gordiikleri saptanmistir (93, 94).
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Cesitli TRP genlerinde meydana gelebilecek mutasyonlarin sonucunda sinir hastaliklari,
iskelet displazisi (dysplasia), bobrek bozukluklart ve agri1 gibi patolojik durumlarin

meydana geldigi saptanmistir (13).

28 mammalian members (6 subfamilies)

“Vaniliold" TRPV4A TRPV3 TRpvs
TRPV2 ’ TRPVE
TRPV1 “Melastatin”
TRPM1
TRPM3
Wil TRPM6
TRPCH TRPM7
TRPC4
P
AERIED TRPM2
TRPMS
TRPC3
TRPC7 TRPM4
TRPC6 TRPMS
TRPC2
“Ankyrin”
“Mucolipin” e
TRPML1 TRPA1
TRPML2 “Polycystin”
TRPML3 b ) TRPP2

TRPPS TRPP3

Sekil 2.3. Memelilerdeki TRP Gen Sperailesinin Filogenetik Agaci. 6 aileden ve 28
uyeden meydana gelmektedir. TRPC (kanonik yada klasik), TRPV (vanilloid reseptdr),
TRPM (melastatin), TRPP (polisistin), TRPML (mukolipin), TRPA (Ankirin) (95).

2.4. TRPV ( Vanilloid almaci) Alt ailesi

Vanilloidler yapisal olarak kapsaisin ile ilgili bir bilesik grubudur ve vanilloid almaglari
yoluyla faaliyetler gosterdigi diisiiniilmektedir. ilk defa 1997 yilinda memelilerde tespit
edilmistir (96). TRPV Vanilloid almaci ailesi TRP iyon kanallarinin bir dyesidir ve
simdiye kadar alt1 altiyeden (TRPV1-6) olustugu tespit edilmistir (Tablo 2.3) (97).
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TRPV iyeleri yapilar1 ve fonksiyonlar1 esas alinarak TRPV1/2, TRPV3, TRPV4 ve
TRPVS5/6 dort gruba ayrilmistir (95, 98). TRPV1-4 kanallart 1siya duyarli, tetramerik
yapida, Ca** gecirgen, secici olmayan katyon kanallardir. Bunlar 1s1, proton, lipidler ve
osmolarite veya basing degisiklikleri dahil olmak iizere bir dizi uyaricilarla aktif hale gelir.
TRPV5-6 kanallarinin ise diisiik sicakliklara duyarh yiiksek Ca®* segici katyon kanallar
oldugu tespit edilmistir (99). Bunlar bagirsak ve bébreklerde Ca®* emilimini saglayan Ca®*
secici kanallardir (100).

2.4.1. TRPV1: Insanlarda TRPV1 geni tarafindan sentezlenen bir proteindir. TRPV
proteinlerinin ilk izole edilen Gyesidir (101, 102)

Fonksiyonu: TRPV1 kimyasal ve fiziksel uyaricilarla genis bir yelpazede aktif olabilen
secici olmayan bir katyon kanalidir. TRPV1’in en iyi bilinen aktivatorleri 43°C den fazla
1s1, kapsaisin, ¢ili ac1 biberleri i¢indeki keskin bir bilesik, hardal ve wasabi’dir (103).
TRPV1 reseptorleri agirlikli olarak ¢evresel sinir sisteminin nosiseptif sinir hiicrelerinde
bulunur, fakat bunlarin ayni zamanda merkezi sinir sistemi de dahil olmak iizere, pek ¢ok
diger dokularda varligi saptanmistir (104, 105). TRPV1 gesitli agrili uyaranlarinin
iletilmesi ve farkli tip agri uyaricilarinin taninmasina katkida bulundugu rapor edilmistir
(104, 105).

TRPVY1’in agrili vakalarin tedavisi igin ilag olarak kullanildigi hayvan modelleri ile yapilan
caligmalarda TRPV1’ in yan etkisi olarak hiperteminin ortaya ¢iktigi saptanmistir (106).
Bu yiizden gelecekte daha ¢ok klinik ¢alismalara ihtiyag vardir (106).

2.4.2. TRPV2: Insanlarda TRPV2 geni tarafindan sentezlenen bir proteindir (107). TRPV2
birbirinden bagimsiz iki arastirma grubu tarafindan 1999 yilinda tanimlanmistir. ilk tespit
1stya duyarli iyon kanali olan TRPV1’in yakin bir homologu olarak David Julius’un
laboratuvarinda tespit edilmistir (107). Gunma Universitesi Itaru Kojima'nin grubuda
insilin blyume faktort (IGF-1) 'e yanit olacak hiicrelere kalsiyum girisinden sorumlu olan
bir protein ariyordu. Hiicrelerin IGF-1 ile uyarilmasi iizerine, TRPV2’nin hiicre zarina
dogru hareket ettigi, hiicre zar1 icine entegre oldugu ve hiicre i¢i kalsiyum

konsantrasyonunu arttirdig1 saptanmistir (108).
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Fonksiyonu: Bu gen 52° C iizerinde yiiksek sicaklikta aktive edilen bir iyon kanalini
sentezler. TRPV2 iyon kanallari 2-APB, kanabinoid kannabidiol, ve probenesid gibi
kimyasal maddelerle daha diisiik sicakliklarda aktif hale getirilebilir (109-111). TRPV2
geninin rutenyum kirmizis1 ve lanthanum gibi kimyasal maddeler tarafindan engellendigi
saptanmigtir (108). Son zamanlarda TRPV2’nin makrofajlarda gerceklesen fagositoz
olayinda rol oynadiklari1 gosterilmistir (112).

2.4.3. TRPV3: insanlarda aym adi tasiyan proteini sentezleyen bir gendir. TRPV3 isiya
duyarli ve deride duyusal noéronlarin altkiimesi olarak ifade edilir ve farkli fizyolojik
sicakliklarda (22 - 40°C) aktif hale gelir (113). Ayrica TRPV3 kanallar1 karvakrol, timol
ve eugenol gibi gesitli dogal bilesikler ile aktive edilir (95, 113).

TRPV3 kanallar1 insan vicudunda yaygin olarak deride, keratinositlerde ve beyinde
bulunur. Bu kanallar zararsiz 1lik sicakliklar igin bir molekiiler sensor olarak ¢aligir (114).
Farelerin bu proteine sahip olmadiklari i¢in yiiksek sicakliklari (> 33°C) hissedemedikleri
ama soguk ve zararli 1silar1 (> 45°C) hissedebildikleri saptanmistir (115). Is1 duyarliligina
ek olarak TRPV3 kanallarinin sa¢ blyumesinde rol oynadigi diisiiniilmektedir, ¢lnki
farelerde TRPV3 genindeki mutasyonlarin sa¢ dokiilmesine neden oldugu tespit edilmistir
(116). Beyinde TRPV3 kanallarimin rolii agik degildir, ancak arastirmacilar ruh halini

diizenlemede etkisinin olabilecegini tespit ettiler (117).

Ca’* hiicreici ve hiicre digindan TRPV3 genlerini inhibe eder. Bu inhibisyonun tekrar eden

uyaricilara karsi hassasiyet gosterilerek ard arda azaldigi saptanmustir (118).

2.4.4. TRPV4: insanlarda TRPV4 geni tarafindan sentezlenen Ca”" gecirgen bir proteindir
(97, 119, 120). TRPV4 sistemik ve ozmotik basincinin diizenlenmesinde etkisi oldugu
diisiiniilen segici olmayan katyon kanahdir (121). TRPV4’Un hiicre ici Ca®" dengesini
diizenleyerek insanda oOzafagus epitel hiicrelerinde hiicrelerin ¢ogalmasi, hiicrelerin

yasamasi, ATP sentezi ve IL-8 Uretimini kontrol ettigi tespit edilmistir (122).

Osteoblast ve Osteoklastlarda tespit edilen TRPV4’Un kemik olusumunda ve
yenilenmesinde rol oynadig1 gosterilmistir (95, 123).
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2.4.5. TRPV5: Insanlarda TRPV5 geni tarafindan sentezlenen bir proteindir (120, 124).
TRPVS5 esas olarak Ca** emiliminde 6nemli bir rol oynar ve bobrek epitel hiicrelerinde
goriildiigii rapor edilmistir (125). Farelerde TRPV5 geni mutasyonunun idrarda Ca®* kayb,
hiperparatiroidizm ve kemik kaybina yol ag¢tigi saptanmustir (126).

TRPV5 ve TRPV6 kanallarnin TRP gen ailesi iiyeleri arasinda en fazla Ca®* segici
kanallar oldugu gézlemlenmistir (127). TRPVS ve TRPV6 kanallarinin gozenek ¢ap1 ~5.4
A’ dir (128) ve bu gozenek bilyiikliginin diger yiiksek secici voltaj endeksli Ca?*
kanallariyla uyumlu oldugu rapor edilmistir (129).

2.4.6. TRPV6: TRPV6 bagirsakta kalsiyum emiliminden sorumlu olan bir zar kalsiyum
kanalidir. i1k olarak CAT1 ya da ECaC2 olarak adlandirilmustir (130) ve insanlar da dahil
olmak iizere, gesitli organizmalarin bagirsaklarinda tespit edilmistir (131). TRPV6 kanallari
Ca’* tasiyici olarak insanda en fazla bagirsaklarda, plasentada, pankreasta, prostat bezinde

ve bobreklerde bulunurlar ve Ca®* geri emiliminde rol oynadikalar1 saptanmustir (132)

TRPV6 ifadesinin biyuk olctde vitamin D reseptoriiniin bagh oldugu saptanmistir (13).
TRPV5 ve TRPV6 kanallarmin serbestce Ca®* iyonlarin1 hiicre disindan geg¢irdigi
saptanmigtir(126, 130, 132).

Viicudun temel gérevlerinden bir tanesi de Ca®* ve Mg?* dolasimini dar alanda fizyolojik
olarak kontrol etmektir. Bu iyonlarin hiicre disi konsantrasyonun yetersizligi sinir ve kalp
sisteminde istikrarsizliklara yol acar. Bu iki degerlikli mineraller bagirsak, kemik ve bobrek
sistemleri arasindaki homeostazin diizenlemesinde énemli rol oynarlar. Ca** ve Mg”*
hiicreler arasi dolagimi konusunda yapilan birgok bilimsel ¢alismada TRPV ve TRPM iyon
kanallar1 ailelerinin aktif rol aldiklar tespit edildi. Sonug¢ olarak bu kanallar1 sentezleyen
genlerdeki ariza ve hasar iki degerlikli katyon tasiyan bu kanallarin homestazini bozup
farkli fenotiplerin olusmasma yol ag¢maktaktir. Bu farkli fenotipli kanallar kemik
morfolojisinde, bagirsak emiliminde ve bobrek bosaltiminda degisime ve rahatsizliklara yol

actiklar tespit edilmistir (132).
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Tablo 2.3. insanda ve Fare bulunan TRPV kanallarmin ifadesi ve islevleri (13).

Kanal Kromozom Hucresel ifade Islevi
TRPV ailesi
TRPV1 insan: Dorsal kok ve trigeminal Termo-duyu (1s1), otonom 1s1
17p13.3; ganglion, spinal ve periferik reglilasyonu, nosisepsiyon, agri
Fare: 11 B3  sinir terminalleri, beyin, deri yonetimi, Beyinde sinaptik
(deri duyu sinir lifleri, mast plastisite (uzun sureli
hicreleri, epidermal depresyon); Beyinde
keratinositler, dermal kan endokannabinoid sinyali, gida
damarlari, i¢ kok sac ve sag aliminin diizenlenmesi; Beyinde
koklerinin infundibulumu, biiyiime konisi rehberligi,
farkl1 sebositler ve ter bezi
kanallar1 ), pankreas, mesane
(Grotelyum, diz kas, kan
damarlar1 ve néronlar)
TRPV2 Insan: Dorsal gangliyon kokleri ve Thermo-duyu (sagliga zararl
17pl11.2; merkezi sinir sistemi ndronlari, 1s1); nosisepsiyon, spinal motor
Fare: 11 B2 gastrointestinal sistem, dalak, = noéronlardaki akson uzantisidir;
mast hucreleri, diz, kalp ve makrofajlarda fagositoz igin
iskelet kasi hiicreleri onemlidir
TRPV3 insan: Dorsal kok ve trigeminal Termo-duyu (orta 1s1);
17p13.3; ganglion noronlari, beyin, nosisepsiyon, deri biitiinliigiinde,
Fare: 11 B4 keratinositler, sa¢ folikdlleri, yara iyilesmesi, sa¢ biiyiime ve

dil ve testis

sebosit fonksiyonu
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Tablo 2.3. devamu: Insanda ve Fare bulunan TRPV kanallarinin ifadesi ve islevleri (13).

Kanal Kromozom Hucresel ifade Islevi
TRPV4 Insan: Merkezi sinir sistemi (blytk Termo-duyusu (orta 1s1),
12924.1; ndronlar), trigeminal ganglion, mekanik-duyu; osmo-duyu,
Fare:5F kalp, karaciger, bobrek, cilt nosisepsiyon, hiicre gogu
(keratinositler), osteoblast, kan  diizenlenmesi, olasi stres
damarlari (endotel), mesane gerilmesi sensor, Grotelyum
(Grotelyum) ve testis, icinde mekanik-reseptor (idrar
salyangoz , bobrek (epitel ¢ikisinin kontrolii ); osteogenesis
hiicrelerin tabulleri ve ve osteoklast fonksiyonu , insan
glomerdil) kemik ve nérodejeneratif
hastaliklarda onemlidir, derideki
adherens kavsaklarini kontrol
etmek.
TRPV5 Insan: Bdbrekte yuksektir, Bobrek ve bagirsaklarda Ca®*
7935; Fare:  gastrointestinal sistemde, geri emilimi kanali.
6 B2 pankreas, testis, prostat,
plasenta, beyin ve tikirik
bezide diisiiktiir.
TRPV6 Insan: Mide-bagirsak sisteminde Ca’" bagirsaklarda ve bobrekte
70933-034;  yuksek, bobrek, pankreas, geri emmilimi, Deride
Fare: 6 B2  testis, prostat, plasenta, beyin  keratinosit gelisiminde énemli

ve tiikiiriik bezi daha diistiktiir

bir oyuncudur.
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Papatya 0zUtU hazirlama protokolii

Onceden kurutulmus olan papatya bitkisinden 100 gram tartilip 250 ml’ lik cam balon sise
icerisine alind1. Uzerine 200 ml etil alkol ilave edildi. Etil alkol ilave edildikten sonra bir
giin karanlik ortamda bekletildi. Bir giin bekletildikten sonra balon sise igerisindeki
karisima siizme islemi yapildi. Daha sonra stizulen etil alkolli 6ziit evaporatdre konularak
80 °C’ de buharlastirma islemi yapildi. Etil alkoliin tamamen uzaklastirilmasindan sonra

papatya 0zutl steril distile su ile ¢oziilerek kullanima hazir hale getirildi.
3.1.1. Hucre ekimi

Thoma laminda sayilan hiicreler ml de 5000 hiicre olacak sekilde 24 kuyucuklu kaplara
ekildi ve hicrelerin Gzerine taze besi yeri eklendi. Sonra ekilen hiicrelerin kiiltiir kabinin

%70’ini kaplamalar1 (confluence) i¢in beklenmistir.
3.1.2. Bitki 0zutlerinin hicrelere eklenmesi

Papatya oOzltleri igin 1/10, 1/50, 1/100, ve 1/1000 oranlarinda konsantrasyonlar
hesaplanmistir. Ekilen hiicrelerin kiiltiir kabinin %70’ini kaplamalarindan sonra hiicre
kiiltiir kaplarma papatya 6zitinun 1/10,1/50, 1/100 ve 1/100 oranindaki konsantrasyonlari

ilave edildi ve kiiltiir kaplar1 24 ve 48 saat siireyle bekletidi.
3.1.3. Hiicre canlih@inin kontrol edilmesi (MTT Assay)

Papatya ozutlerinin HeLa CEACAM hucreleri Uzerine sitotoksik etkileri MTT (3- (4,5-
dimetiltiazol-2-il)-difeniltetrazoliumbromid) metodu ile belirlenmistir. 24 ve 48 saatin
sonunda hiicre kiiltiir kaplarindaki medium  dokiilerek 500 pl  (ml/mg) MTT
maddesi eklenmistir. Mikroskop altinda hiicre kiiltiir kaplar1 kontrol edilerek 1 saat 37
°C’de, %5 CO; igeren etiivde 151k almayacak sekilde inkiibasyona birakilmistir. Her bir
kuyucuga 500 ul Dimetil Siilfoksit (DMSO) eklenerek spektrofotometrede (Biotek, ABD)
570 nm’de degenlendirilmistir. MTT calismasi iki defa tekrar edilmistir.
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3.2. HeLa CEACAM hicrelerinin MHV A59 Fare coronavirisu ile enfekte edilmesi

HeLa-CEACAM hicreleri %10 cenin sigir serum (fetal bovine serum) igeren DMEM
(Dulbecco’s modified eagle’s medium) besiyerinde ¢ogaltilmistir. Besi yeri icerisine 2 mM
L-Glutamin, ve 50 U/ml penisilin / streptomisin eklenmistir. Hiicreler, karbondioksit
inkubatdrinde % 5 CO,’li ortamda ve 37 °C sicaklikta kiiltiir edilmistir. Hiicreler, kiiltiir
kaplarinda %80-90 yogunluga ulastiginda tripsin ile muamele edilerek 24 kuyulu kiiltiir
kaplarina mililitrede 5000 hiicre olacak sekilde ekim yapilmistir. Ayn1 sayida hiicreye sahip
2 grup diizenlenmistir. I. grup hiicreler 24 kuyulu kiltir kaplarinda % 70 yogunluga
ulastiktan sonra MHV-A59 ile alt1 ve sekiz saat siire ile enfekte edilmistir. II.grup hiicreler
24 kuyulu kiiltiir kaplarinda % 70 yogunluga ulastiktan sonra MHV-A59 enfeksiyonundan
1 saat dncesinde 1/100 oraninda papatya ektrakti ilave edilmistir (Tablo 3.1). Papatya 0ziitii
uzaklastiritip MHV-AB9 coronaviriis hicrelerin tzerine bir saat enfeksiyon i¢in inklbe
edilmistir. Bir saat sonrasinda hiicreler 3 kez PBS ile yikanmistir. Tekrar 1/100 oraninda
papataya 0zitl ve medium ilave edildikten alt1 ve sekiz saat sonra hicreler toplanarak
total RNA eldesi yapilmistir. cDNA’lar, Qiagen miScript Reverse Transcription Kit
kullanilarak sentezlenmistir. TRPV gen ifadesi analizi i¢in tasarlanan 8 ayri primer, Nano
teknoloji temelli yiksek kapasiteli RT- PCR olan Fluidigm BioMark™ HD Sistem ile

analiz edilmistir.
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Tablo 3.1. Deney Calisma Gruplari

CoV 6hpi: Enfeksiyonda 6 saat sonra CoV 8hpi: Enfeksiyondan 8 saat sonra

Mc.Cov 6hpi: Papatya o6ziitiine maruz birakilmis hiicreler enfeksiyondan 6 saat sonra
Mc.CoV 8hpi: Papatya 6zutline maruz birakilmis hiicreler enfeksiyondan 6 saat sonra

e | OOIO|O
CoV 6hp1
2w | OO OO
CoV 8hpi

2 QOO
Mc.CoV 6hpr*

2| OO
Mec.CoV 8hpi*

—> Enfeksiyon
*: Hucrelere enfeksiyon olmadan | saat once papatya ozutu
verilmistir

3.2.1. Hucrelerden RNA Elde Edilmesi

Total RNA eldesi Qiagen marka RNA elde kiti (Qiagen Sample and Assay Technologies,
Hilden, Almanya) kullanilarak yapilmigtir. Total RNA eldesi iiretici firma tarafindan
tavsiye edildigi gibi yapilmistir. Total RNA eldesi yapilirken izlenen yontem soyledir; 24
kuyulu kiiltiir kaplarinda ekilen hiicreler % 80-90 yogunluga ulastiginda tripsinle muamele
edilerek 50 ml’lik Falkon tiiplere alinmis ve 1500 rpm de 4 dakika santrifiij edilmistir.

Daha sonra iist kisim (supernatant) ¢ekilmis ve alt kisim (pellet) 400 ul B-merkapto etanol
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ile ¢ozlinmiistiir. Bu ¢ozelti Qiagen marka mor kapakli tiiplere alinmig ve yiiksek devirde 3
dakika santrifiij edilmistir. Tiplerin filtre kisimlar1 atilarak toplama tiiplerinin {izerlerine
300 pl etanol eklenip iyice pipetaj yapilmistir. Bu karisim beyaz kapakl tiiplere alinmistir
ve 12000 rpm de 15 saniye santrifiij edilmistir. Alt tiipleri atilarak filtreli kisimlar yeni
toplama tiiplerine konulmustur. Kolonlara 700 ul RW1 eklenip 12000 rpm de 15 saniye
santrifiij edilmistir. Yine alt tiipleri atilarak filtreli kisimlar yeni toplama tiiplerine
konulmustur ve tizerlerine 500 ul RPE tamponu eklenmistir. Kolonlar 12000 rpm de 15
saniye santrifiij edilip filtreler yeni toplama tiiplerine alinmistir. Tekrar {izerlerine 500 pl
RPE tamponu eklenip 14000 rpm de 3 dakika santrifiij edilmistir. Filtreli kisimlar yeni
toplama tliplerine alinmis ve yiiksek devirde 1 dakika c¢evrilmistir. Filtreli kisimlar 1.5
ml’lik toplama tiipleri ile birlestirilip iizerlerine 40 pul RNaz ar1 su eklenmis ve 1 dk 12000
rpm de gevrilmistir. Filtreli kisimlar atilip RNA’lar bir sonraki asamaya kadar -80°C de

muhafaza edilmistir.
3.2.2. cDNA Sentezi

Tamamlayict DNA (complementary DNA, cDNA) sentezi Qiagen miScript Reverse
Transcription Kit kullanilarak yapilmistir. cDNA sentezi lretici firmanin tavsiye ettigi

yonteme gore yapilmistir. cDNA sentezi reaksiyonu asagidaki gibi hazirlanmistir.

miScript RT Buffer, 5x 125.00 pl
miScript Reverse Trans. Mix 31.25
Toplam 156.75 pl

Hazirlanan karigim 96 kuyuluk bir piko ( kuyu hacmi 50 pl ) PCR kabinin (plate) her bir
kuyusuna 1.25 pl olarak 16 kanalli Viaflo marka otomatik pipet (Integra Biosciences AG,
Zizers, Isvigre) ile pipetlenmistir. Her bir kuyuya RNA 6rneklerinden toplam hacim 5 ul
olacak sekilde 3.75 pl RNA pipetlenmistir. PCR kabinin tizeri yapiskan film ile iyice
kaplanmis ve 96’lik PCR kabi karistirici kullanilarak 3000 rpm de 3 dakika karistirilip PCR
kab1 santrifiijiinde kisa santrifiij yapilmistir. Ornekler 384 kuyulu PCR cihazinda asagidaki

programa tabi tutulmustur.
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cDNA Termal Sartlar
60 dakika. ~ 37°C
5 dakika 95°C
© 4°C

Sentezlenen cDNA’lar 1:5 oraninda diisik EDTA’I1 Tris-EDTA (TE) tamponu (0,1X) ile
seyreltilmigtir. Bir sonraki asamaya kadar 1:5 seyreltilmis cDNA’lar -20°C de muhafaza

edilmistir.

3.2.3. Fluidigm BioMark™ HD Sistem Cihaz ile Real-Time PCR

3.2.3.1. On-Cogaltma (Pre-Amplification)

Primer havuzu, ilgili gen bodlgeleri icin tasarlanan Forward ve Reverse primerlerden
hazirlanan karigimdir. Primer havuzu ilgili gen bolgelerinin Forward ve Reverse
primerlerinden esit oranlarda alinarak bir havuzda toplanmasi ile olusturulur.

Her bir primerden (baslangi¢ primer yogunlugu 200 uM) 1 pl Reverse, 1 pl Forward olmak
tizere steril kiivette toplanarak {lizerine 208 pl disik EDTA’lh TE tamponu (0,1X)
eklenmistir. Calisma zamanina kadar -20°C de muhafaza edilmistir.

Real-Time PCR asamasina ge¢gmeden once cDNA oOrnekleri 6n ¢ogaltma (Pre-
Amplification) olarak tabir edilen yonteme tabi tutulmustur.

Bu asama i¢in asagidaki karisim hazirlanmistir;

PreAmp Master Karigimi, 2x 300.00 pl
Primer Havuzu 150.00 pl
Toplam 450.00 pl

Hazirlanan karisim bir adet piko PCR kabr1 alinarak her bir kuyusuna 3.75 pl olacak sekilde
16 kanalli Viaflo marka (Integra Biosciences AG, Zizers, Isvigre) otomatik pipet
kullanilarak pipetlenmigtir. Seyreltilmis ¢cDNA’lardan yukarida hazirlanan PCR kabinin
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kuyularina 1.25 pl pipetlenmistir. PCR kab1 yapigkan film ile iyice kapatilarak 384 kuyulu

PCR cihazinda asagidaki termal sartlara tabi tutulmustur.

PreAmp Termal Sartlar

10 dakika 95°C

15 saniye 95°C

4 dakika 60°C } 14 déngu
o0 4°C

On-Cogaltma yapilan cDNA’lar 1:5 oraninda diisiik EDTA’l1 TE tamponu (0,1X) (20 ul)

ile seyreltilmistir ve bir sonraki asamaya kadar -20°C de muhafaza edilmistir.

3.2.4. Gen ifadesi analizi icin dinamik sirah ¢ip (96.96) yontemi

Bir adet dinamik sirali ¢ip 96. 96 (Fluidigm Corporation, South San Francisco, ABD)
alinarak st ve alt kisimlarinda bulunan kii¢iik hiicrelere enjektorler igerisindeki kontrol
stvilari (Contol Line Fluids, Fluidigm) yiiklenmistir. Daha sonra ¢ip IFC (Integrated Fluidic
Circuit Controller) (Fluidigm Corporation, South San Francisco, ABD) cihazina
yerlestirilerek ¢ipin hazirlik asamasi (prime) baslatilmistir. 20 dakika siiren bu siire zarfinda

cipe yiiklenmek tizere agsagidaki oranlarda 6rnekler i¢in PCR karisimi hazirlanmugtir.

Ornek & PCR Karisim

TagMan Gene Expression Master Karisimi, 2x 555.00 pl
20X DNA Binding Dye Sample Loading Reagent 55.50
(Ornek Yiikleme Reaktifi)

Eva Green 55.50 ul
Diisiik EDTA’l1 TE tamponu (0,1X) 90.00 pl
Toplam 750.00 pl
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Hazirlanan PCR karisimdan 96 kuyulu temiz bir piko PCR kabinin her bir kuyusuna 6 sar
ul pipetlenmistir. Daha sonra 1:5 seyreltilmis 6n-¢ogaltma yapilan cDNA’lardan 2.00 pl
alarak PCR karisim1 pipetlenen piko PCR kabinin kuyularina pipetlenmistir. Daha sonra
karistiricida 3000 rpm de 3 dakika karistirilip 96’lik PCR kabi santrifiijiinde kisa santrifiij
yapilmistir. Daha sonra hazirlik asamasi yapilan 96.96 ¢ipe hazirlanan bu karisimdan her

kuyuya 5 pl olacak sekilde Viaflo marka otomatik pipetle pipetlenmistir.

3.2.4.1. Primer ara stok hazirlanmasi

Ana stok primerlerden (200 uM) temiz 96 kuyulu temiz bir PCR kabinin her kuyuda ilgili
gen bolgesinin Forward ve Reverse primerlerinden 1’er pl olacak sekilde karistirilmistir.
Daha sonra asagida belirtilen oranlarda karisim hazirlanarak 38 pl her kuyuya ilave

edilmistir. Boylelikle toplam hacmi 40 pl cipe yiikklemeye hazir primer ara stok elde

edilmistir.

2x Assay Loading Reagent 2300 pl
Diigiik EDTA’l TE tamponu (0,1X) 2070 pl
Toplam 4370 pl

3.2.4.2. Primerlerin ¢ipe yuklenmesi

Hazirlanan primer ara stoktan 5 pl her gen bdlgesi icin ¢ipe yliklenmistir. Primerlerin
koyulmasi ile ¢ipimiz tekrardan IFC cihazina yerlestirilerek yiikleme agamasina gegilmistir.
Bu asamada primer ve drnekler ¢ip lizerinde karismakta ve Real-Time PCR i¢in hazir hale
gelmektedir. Bu asama sonunda ¢ip RT-PCR i¢in Fluidigm BioMark™ HD Sistem Real-
Time PCR (Fluidigm Corporation, South San Francisco, ABD) cihazina yiiklenmistir.
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Resim 3.1. Fluidigm Sistemi. a) Fluidigm BioMark™ HD Sistem Real-Time PCR b)
96.96 Dinamik Siral1 Cip ve Biomark Cihazina Yiiklenme Asamasi ¢) IFC Cihazi.
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4-BULGULAR

4.1 Papatya oOzutlerinin HeLa CEACAM hucreleri Gzerine sitotiksik etkilerinin

arastirillmasi

PAPATYA T24 SERUMSUZ ORTAM

Sekil 4.1. Papatya ozutlerinin HeLa CEACAM hicreleri Uzerinde 24 saat sureyle maruz
birakildiktan sonraki HeLa CEACAM hiicrelerinin canliligi {izerine olan degisimler

gosterilmektedir.

MTT analizi sonucunda 1/10 oraninda eklenen papatya 0zutlinin kontrol grubuna goére
hiicre canliligin1 6nemli derecede azalttigi tespit edilmistir. 1/50, 1/100 ve 1/1000 oraninda

eklenen papatya Ozutleri etkilerinin ise benzer olduklar belirlenmistir.

34



PAPATYA T48 SERUMSUZ ORTAM
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Sekil 4.2. Papatya Ozitlerinin HeLa CEACAM hiicreleri Gzerinde 48 saat siireyle maruz
birakildiktan sonraki HeLa CEACAM hiicrelerinin canliligi iizerine olan degisimler

gosterilmektedir.
MTT analizi sonucunda 1/10 oraninda eklenen papatya Ozituniin kontrol grubuna gore
hiicre canliligini 6nemli derecede azalttig1 tespit edilmistir. 1/50, 1/100 ve 1/1000 oraninda

eklenen papatya Oziitlerinin hiicre canliligina etkilerinin ise benzer olduklar1 belirlenmistir.

Elde edilen sonuclara gore 1/100 yogunlugundaki papatya Ozutinun sonraki

caligmalarimizda kullanilmasina karar verilmistir.
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4.2. Papatya 0zutinin TRPV Gen ailesinin ifadesine ve coronaviris replikasyonuna

etkisinin arastirilmasi

4.2.1. Sonuglarin Goriintiilenmesi ve Verilerin Elde edilmesi

Hazirlanan 8 primerin sonuglar1 Fluidigm Real-Time PCR analiz programi (Fluidigm
Corporation, South San Francisco, ABD) kullanilarak goriintiilenmistir. Biitiin veriler Ct

(esik degeri dongiisii) degeri olarak program yardimiyla alinmistir.
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Resim 4.1. Verilerin Fluidigm Real-Time PCR analiz program ile goriintiilenmesi.

Sekilde goriildiigii tizere ¢ip iizerindeki her bir kuyunun ve ilgili gen bolgesinin Ct degeri
ve grafigi goriintiilenebilmektedir.
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Veriler Qiagen’in g¢evrimigi programi “RT2 Profiler PCR Array Analysis version 3.5”
(http://pcrdataanalysis.sabiosciences.com/pcr/arrayanalysis.php?target=upload) ile analiz

edilmistir. Veriler GAPDH ve ACTB genlerine gére normalize edilmistir.

3.5

2.5

Hsv_6h
1.5 Hsv_8h

O n T T 1
TRPV1 TRPV2 TRPV3 TRPV4 TRPV5 TRPV6

Sekil 4.3. HelLa Hicrelerindeki Coronavirus Replikasyonunun 6. ve 8. Saatlerdeki TRPV
Gen Ailesinin ifadesi Grafigi.

Papatya 0ztsiiz ortamdaki HeLa CEACAM hicrelerinde coronavirlslerin 6. saat
replikasyonunda TRPV1-6 gen ailesinin ifade bulgulari: TRPV2, TRPV4, TRPV6 ve
TRPV1 genlerinin ifadeleri sirasiyla 0.2, 0.4, 0.5 ve 0.8 kat azalmistir. TRPV3 ve TRPV5
genlerinin ifadeleri sirastyla 1.8 ve 2.0 kat artmigtir. En fazla gen ifadesi TRPV5 geninde
en az ise TRPV2 geninde olmustur.

Papatya Ozitsuz ortamdaki HeLa CEACAM hicrelerinde coronaviruslerin 8. saat
replikasyonunda TRPV1-6 gen ailesinin ifade bulgulari: TRPV1,TRPV2,TRPV4 ve
TRPV5 ve TRPV3 genlerinin ifadeleri sirasiyla 1.4, 1.3, 1.6, 1.7 ve 3.0 kat artmustir.
TRPV3 geninin ifadesi ise 3 kat artmistir. TRPV6 geni ise 0.5 kat azalmistir. En fazla gen
ifadesi artist TRPV3 geninde en az gen ifadesi ise TRPV6 geninde olmustur.
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TRPV1 TRPV2 TRPV3 TRPV4 TRPV5 TRPV6

Sekil 4.4. Papatya Ozitli Ortamdaki HeLa CEACAM Hiicrelerindeki Coronavirus
Replikasyonunun 6. ve 8. Saatlerdeki TRPV Gen Ailesinin Ifadesi Grafigi.

Papatya Ozutli ortamdaki HeLa CEACAM hiicrelerinde coronavirlslerin 6. saat
replikasyonunda TRPV1-6 gen ailesinin ifade bulgulari: TRPV5 ve TRPV3 genleri ifadesi
sirastyla 1.5 ve 1.1 kat artmistir. TRPV1, TRPV2, TRPV4 ve TRPV6 genlerinin ifadeleri
sirasiyla 0.7, 0.5, 0.2 ve 0.3 kat azalmistir.

En fazla gen ifadesi TRPV3 geninde en az gen ifadesi ise TRPV4 geninde olmustur.

Papatya 0zutli ortamdaki HeLa CEACAM hicrelerinde coronavirlslerin 8. saat
replikasyonunda TRPV1-6 gen ailesinin ifade bulgulari: TRPV6, TRPV5 ve TRPV3
genleri ifadeleri sirasiyla 1, 1.4 ve 1.6 kat artmistir. TRPV4, TRPV1 ve TRPV2 genlerinin
ifadeleri sirasiyla 0.2, 0.6, ve 0.7 kat azalmustir.

En fazla gen ifadesi TRPV3 geninde en az gen ifadesi ise TRPV4 geninde olmustur.
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5. TARTISMA VE SONUC

2003 yilinda patlak veren salginlarda hastalik faktoriiniin SARS coronavirus (SARS CoV)
olarak tanimlanmasindan sonra coronaviriislerin molekiiler patolojisinin anlagilmasi ve
CoV enfeksiyonlarinin zamaninda onlenebilmesi adina degisik iilkelerde farkli bilim
adamlar1 ¢alismalar yapmaya baglamiglardir (36). On yil ge¢mesine ragmen
coronaviriislerin molekiiler patolojisinin anlasilmasit adma yapilan c¢alismalar malesef
yetersiz kalmistir. Aksine Coronavirtslerin enfeksiyona sebeb olan yeni tlrevleri ortaya
cikmugtir (11) . Coronavirisler ve turevleri glinimizde insan sagligini tehdit eden énemli

unsurlardandir.
Bu calismadan elde edilen sonuglara gore papatya Ozutlnln coronaviris replikasyonu
uzerine ve TRPV gen ifadelerine etkisi gézlemlenmistir. Elde edilen sonuglar Tablo 5.1°te

gosterilmis ve analizleri yapilmistir.

Tablo 5.1. Papatya 6zutli ve 6zutstz ortamlardaki gen ifadelerinin karsilagtirilmasi.

Gen Papatya 0zutstiz ortamda Papatya 6zutli ortamda gen
gen ifadesi ifadesi
Replikasyon  Replikasyon  Replikasyon Replikasyon
6.saati 8.saati 6.saati 8.saati
TRPV1 Azalma 0.8 kat Artmal.4dkat Azalma0.7 kat Azalma 0.6 kat
TRPV?2 Azalma 0.2 kat Artmal.3kat Azalma0.6 kat Azalma 0.7 kat
TRPV3 Artmal8kat  Artma3.0kat  Artma 1.5 kat Artma 1.6 kat
TRPV4 Azalma 0.4 kat Artmal.6kat Azalma0.2kat AzalmaO0.2 kat
TRPVS Artma2.0kat  Artmal.7 kat  Artma 1.7 kat Artma 1.4 kat
TRPV6 Azalma 0.5 kat Azalma0.5kat Azalma0.3kat Artma 1.0 kat

39



Papatya 0zutsiiz ortamdaki HeLa CEACAM hucrelerindeki coronaviriis replikasyonun 6.
ve 8. saatindeki TRPV gen ifadelerini karsilastiriimasi sonunuda edilen bulgular sunlardir:
TRPV1, TRPV2, TRPV3 ve TRPV4 gene ifadelerinde artislar olmustur. TRPVS5 gen
ifadesinde azalma goriilmiis ve TRPV6 gen ifadesinde herhangi bir degisiklik olmamustir.
En fazla gen ifadesi artist TRPV3 ve TRPV4 gene ifadelerinde olmustur.

Papatya 6zitli ortamdaki HeLa CEACAM hiicrelerindeki coronavirls replikasyonun 6. ve
8. saatindeki TRPV gen ifadelerini karsilastirilmasit sonunda edilen bulgular sunlardir:
TRPV2, TRPV3 ve TRPV6 genlerinin ifadelerinde artislar olmustur. TRPV1 ve TRPVS
gen ifadelerinde azalma olurken TRPV4 gen ifadesinde herhangi bir degisiklik olmamustir.

En fazla gen ifade artis1t TRPV6 geninde olmustur.

Papatya 0zitli ve Ozutsiz ortamlardaki HeLa CEACAM hicrelerindeki coronaviriis
replikasyonun 6. saatindeki TRPV gen ailesi ifadelerini birbirleriyle karsilastirilmasi
sonucu elde edilen bulgular: Papatya 6zutli ortamdaki HeLa CEACAM hicrelerinde
digerlerine gére TRPV1, TRPV2 ,TRPV3, TRPV4, TRPV5 ve TRPV6 gen ifadelerinde

azalmalar olmustur.

Papatya 0zUtli ve 6zltsiz ortamlardaki HeLa CEACAM hiicrelerindeki coronaviris
replikasyonun 8. saatindeki TRPV gen ailesi ifadelerini karsilagtirilmasi sonucu elde edilen
bulgular: Papatya 6zutli ortamdaki HeLa CEACAM hiicrelerinde digerlerine gore TRPV1,
TRPV2 ,TRPV3, TRPV4, TRPVS5 gen ifadelerinde azalmalar olmustur. TRPV6 gen

ifadesinde artig olmustur.

Papatya 6zutlii ortamdaki HeLa CEACAM hicrelerindeki coronavirts replikasyonun 6.ve
8. saatindeki TRPV1-5 gen ifadelerinde azalamalar olmustur. TRPV6 gen ifadesinde ise
coronavirlis replikasyonunun 6. saatinde azalma 8. saatinde artis olmustur. Burada
anlasildig1 gibi papatya 0zutl coronavirus replikasyonunun 6. ve 8. saatinde TRPV1-6 gen
ifadeleri Uzerine etki etmektedir. Genelde coronaviriisiin replikasyonu sirasinda gen
ifadelerinde azalmalar tespit edilmistir. Yapilan literatiir taramalarinda papatya 6z0tu ya da

caymin poliovirus replikasyonunu engelledigi (66), HSV1 ve HSV2 replikasyonunu en

40



fazla engelledigi (67), polio ve herpes viriislerinin biiylimesini durdurdugu (2, 6),
Polioviruslerin erken gelisim safhalarinda hiicresel ve viral RNA sentezini durdurdugu (4,

5) saptanmustir.

TRPV1-6 genlerinden sentezlenen iyon kanallarmin 6nemli gorevlerinden birisi hicre
zarinda Ca®* gegisini kontrol etmektir. Ayrica Ca®* iyonlarmm Rotaviriislerin hiicreye
girmesi, transkripsiyon aktivitesi, morfogenezi, hiicrenin lizisi, partikiillerin disar1 ¢ikmasi
ve virlis proteinlerinin uzak bolgelere tasinmasinda (68), polioviriis, coxsackie viris,
sitomegaloviriis (CMV), vaccinia and kizamik virus ve HIV gibi diger viriislerin
patogenezinde ve replikasyonuda rol oynadigi rapor edilmistir (68). Bu yapilan ¢alismada
sadece papatya Oziitiiniin coronaviriis replikasyonu sirasinda TRPV1-6 gen ifadelerine
etkileri arastirilmis olup TRPV1-6 gen ifadelerinin degisiklikleri sirasina hiicrei¢i ve
hiicredis1 Ca** degisimleriyle alakali bir ¢alisma yapilmamustir. Gelecekte bu konuda
yapilacak calismalarla papatya 6ziitlinlin coronaviriis replikasyonuna etkileri daha detayli

olarak gozlemlenebilecektir.

Bu ¢alismada TRPV gen ailesinin kullanilmasiin sebebi bilimsel literatiir taramalarinda
papatya Ozutlerinin coronaviriis replikasyonu ve TRPV gen ailesi ifadesi ile alakali
yapilmis yayin bulunmamasidir. Bu ¢alisma bundan sonraki yapilacak caligmalara onciiliik
edebilir. Ayrica papatyanin coronaviriisiin replikasyonuna etki eden temel bilesik yada
bilesikler bulunabilirse gelecek yillarda coronaviriis enfeksiyonlari ile miicadele de papatya

Oziitiiniin  yada igerdigi etken bilesiklerin ilag olarak kullanilabilecegini diisiiniiyoruz.

41



KAYNAKLAR

1. http://tr.wikipedia.org/wiki/Papatyagiller. Erisim Tarihi: 9 Temmuz 2013.

2. Krishna Murti, M.A.P., Vipul Gajera and Jinal Solanki,, Pharmacological properties of
Matricaria recutita: A Review. Pharmacologia, 2012. 3(8): p. 348-351.

3. Salamon, I., Chamomila: A medicinal plant. Herb. Spice Med. Plant digest,, 1992a. 10:
p. 1-4.

4. Vilagines P, D.P., Vilagines R. , Inhibition of poliovirus replication by an extract of
Matricaria chamomilla (L). C R Acad Sci 1ll., 1985. 301(6): p. 289-294.

5. Vikas Guptal*, P.M., Parveen Bansall, Sukhbir L Khokra3, Dhirender Kaushik3,
Pharmacological Potential of Matricaria recutita-A Review. International Journal of
Pharmaceutical Sciences and Drug Research, 2010. 2(1): p. 12-16.

6. Suganda, A.G., M. Amaros, L. Girre, and B. Faucconnier, Inhibitory effects of some
crude and semi-purified extracts of France on multiplication of human herpes virus |
and Poliovirus 2 in the cell culture. J. Nat. Prod., 1983. 46: p. 626-632.

7. Srivastava JK, G.S., Antiproliferative and apoptotic effects of chamomile extract in
various human cancer cells. . J Agric Food Chem., 2007. 55(23): p. 9470-8.

8. Van der Hoek L, P.K., Jebbink MF, Vermeulen-Oost W, Berkhout RJ, Wolthers KC,
Wertheim-van Dillen PM, Kaandorp J, Spaargaren J, Berkhout B. , Identification of a
new human coronavirus. . Nat. Med., 2004. 10: p. 368-373.

9. Weiss, S.R. and S. Navas-Martin, Coronavirus Pathogenesis and the Emerging
Pathogen Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus. Microbiology and
Molecular Biology Reviews, 2005. 69(4): p. 635-664.

42


http://tr.wikipedia.org/wiki/Papatyagiller

10. Ksiazek, T.G., D. Erdman, C. S. Goldsmith, S. R. Zaki, T. Peret, S. Emery,, et al., A
novel coronavirus associated with severe acute respiratory syndrome. N. Engl. J. Med.,
2003. 348: p. 1953-1966.

11.http://www.who.int/csr/disease/coronavirus_infections/update_20130709/en/index.html,

Coronavirus infections. Erisim Tarihi: 24 Temmuz 2013, WHO.

12. Cosens, D., Manning A.,, Abnormal electroretinogram from a Drosophila mutant.
Nature, 1969. 224: p. 285-287.

13. Owsianik, B.N.a.G., The transient receptor potential family of ion channels Genome
Biology, 2011. 12: p. 218.

14. Hardie RC, M.B., 8:643-651., The trp gene is essential for a light-activated Ca2+
channel in Drosophila photoreceptors. Neuron, 1992. 8: p. 643-651.

15. Ahmet Maranki, Kozmik bilgiler 1s1ginda Sifali Bitkiler. 2008: Mozaik yayinlari.

16. Royer, F.a.R.D., Weeds of the Northern US and Canada. 1999, University of Alberta
Press: Edmonton, Canada.

17.  T.C. MILLI EGITIM BAKANLIGI, (Mesleki egitim ve 6gretim sisteminin
guclendirilmesi projesi) Bahgecilik Compositae familyasi. 2008, Ankara.

18. Ain Raala*, H.K., Anne Oravb, Elmar Araka, Tiiu Kailash, and Mati Mudriseppb,
Content and composition of essential oils in some Asteraceae species. Proceedings of
the Estonian Academy of Sciences, 2011. 60(1): p. 55-63.

19. Paula Gardiner., Chamomile (Matricaria recutita, Anthemis nobilis). 1999, The
Longwood Herbal Task Force,The Center for Holistic Pediatric Education and
Research. p. 1-21.

20. Safayhi H, S.J., Sailer ER, , Ammon HPT. Chamazulene: An antioxidant-type
inhibitor of leukotriene B-4 formation. Planta Medica, 1994. 60(410-413).

43


http://www.who.int/csr/disease/coronavirus_infections/update_20130709/en/index.html

21.

22.

23.

24,

25.

26.

217.

28.

29.

30.

Forster HB, N.H., Lutz S. , Antispasmodic effects of some medicinal plants. Planta
Medica 1980. 40: p. 390-319.

Achterrath-Tuckermann U, K.R., Flaskamp E, Isaac O, Thiemer K., Pharmacological
investigations with compounds of chamomile. V. Investigations on the spasmolytic
effect of compounds of chamomile and Kamillosan on the isolated guinea pig ileum.
Planta Medica, 1980. 39: p. 38-50.

Anonymous. Chamomile. In: Dombek C (1991) Lawerence Review of Natural

Products. .

Berry, M., Herbal products. Part 6. Chamomiles. . Pharmaceutical Journal, 1995. 254:
p. 191-193.

Salamon I., Chamomile, A Medicinal Plant. The Herb, Spice, and Medicinal. Plant
Digest, 1992. 10: p. 1-4.

Viola H, W.C., Levi De Stein M, et al. , Apigenin, a component of Matricaria recutita
flowers, is a central benzodiazepine receptors-ligand with anxiolytic effects. Planta
Medica, 1995. 61: p. 213-216.

Isaac, O., Pharmacological investigations with compounds of camomile, I. On the
pharmacology of - (-)alpha-bisabolol and bisabolol oxides. Planta Med., 1979. 35: p.
118-124.

Nogueira JC, D.M.F., Lima EO. , In vitro antimicrobial activity of plants in Acute
Otitis Externa. Braz J Otorhinolaryngol, 2008. 74(1): p. 118-124.

Koch C, R.J., Schneele J, Schnitzler P. , Inhibitory effect of essential oils against
herpes simplex virus type 2. Phytomedicine, 2008. 15 (1-2): p. 71-8.

Kedzia, B., Antimicroorganism's activity of Oil Cammomillae and its components.
Herba Polonica, 1991. 37: p. 29-38.

44



31

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

G. Thilagavathi, S.K.B., <microencapsulation of herbal extracts for.pdf>. Indian
journal of Fibre and Textile research, 2007. 32: p. 351-354.

Sadr Lahijani MS, R.K.H., Heady R, Yazdani D. , The effect of German chamomile
(Marticaria recutita L.) extract and tea tree (Melaleuca alternifolia L.) oil used as
irrigants on removal of smear layer.a scanning electron microscopy study. int Endod J,
2006. 39(3): p. 190-5.

Buryakova, 1.V., Kurilova, A. 1., Badytchik, L. I., andZamarenov, N. A, Homeopathic

agent Anaviarin-Homeoantigrippin possessing antiviral effect. 2007.

Bailey, O.T., A. M. Pappenheimer, F. Sargent, M. D. Cheever, and J. B. and Daniels.,
A murine virus (JHM) causing disseminated encephalomyelitis encephalomyelitis with
extensive destruction of myelin. 11. Pathology. J. Exp. Med., 1949. 90: p. 195-212.

Cheever, F.S., J. B. Daniels, A. M. Pappenheimer, and O. T. Baily., A murine virus
(JHM) causing disseminated encephalomyelitis with extensive destruction of myelin. I.

Isolation and biological properties of the virus. J. Exp. Med., 1949. 90: p. 181-194.

Perlman S, N.J., Coronaviruses post-SARS: update on replication and pathogenesis.
Nat Rev Microbiol, 2009. 7: p. 439-450.

Rota, P.A., M. S. Oberste, S. S. Monroe, W. A. Nix, R. Campagnoli, J. P., et al.,
Characterization of a novel coronavirus associated with severe acute respiratory
syndrome. Science, 2003. 300: p. 1394-1399.

Drosten, C., S. Gunther, W. Preiser, S. van der Werf, H. R. Brodt, S., et al., 2003.

Cowley, J.A., C. M. Dimmock, K. M. Spann, and P. J. Walker., Gill-associated virus of
Penaeus monodon prawns: an invertebrate virus with ORFla and ORF1b genes related
to arteri- and coronaviruses. J. Gen. Virol., 2000. 81: p. 1473-1484.

45



40.

41.

42.

43.

44,

45.

46.

47.

48.

Enjuanes, L., D. Cavanagh, K. Holmes, M. M. C. Lai, H. Laude, P. Masters, and
S.G.S. P. Rottier, W. J. M. Spaan, F. Taguchi, and P. Talbot., eds. Coronaviridae,.
Virus taxonomy. Classification and nomemclature of viruses., ed. R.B. Wickner. 2000,
Accademic Press,: San Diego, Calif. 835-849.

Mclintosh, K., Coronaviruses: a comparative review. Curr. Top. Microbiol. Immunol.,
1974. 63: p. 85-129.

Donaldson, E.F., et al., Analysis of Murine Hepatitis Virus Strain A59 Temperature-
Sensitive Mutant TS-LA6 Suggests that nspl0 Plays a Critical Role in Polyprotein
Processing. Journal of Virology, 2007. 81(13): p. 7086-7098.

Burks, J.S., B. L. DeVald, L. D. Jankovsky, and J. Gerdes., Two coronaviruses isolated
from central nervous system tissue of two multiple sclerosis patients. Science, 1980.
209: p. 933-934.

Resta, S., J. P. Luby, C. R. Rosenfiled, and J. D. Siegel., Isolation and propagation of a
human enteric coronavirus. Science, 1985. 229: p. 978-981.

Woo, P.C., S. K. Lau, C. M. Chu, K. H. Chan, H. W. Tsoi, Y. Huang, B. H., RW.P.
Wong, J. J. Cai, W. K. Luk, L. L. Poon, S. S. Wong, Y. Guan,, and a.K.Y.Y. J. S.
Peiris, Characterization and complete genome sequence of a novel coronavirus,

coronavirus HKUL1, from patients with pneumonia. J. Virol., 2005. 79: p. 884-895.

van der Hoek L., K.P., M. F. Jebbink, W. Vermeulen-Oost, R. J. Berkhout, K. C.
Wolthers, P. M. Wertheim-van Dillen, J. Kaandorp, J. Spaargaren, and B. Berkhout.,
Identification of a new human coronavirus. Nat. Med., 2004. 10: p. 368-373.

Fouchier, R.A., N. G. Hartwig, T. M. Bestebroer, B. Niemeyer, J. C. de Jong, J. H.
Simon, and A. D. Osterhaus., A previously undescribed coronavirus associated with
respiratory disease in humans. Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 2004. 101: p. 6212-6216.

Bastien, N., K. Anderson, L. Hart, P. Van Caeseele, K. Brandt, D. Milley, and E.C.W.
T. Hatchette, and Y. Li., Human coronavirus NL63 infection in Canada. J. Infect. Dis.,
2005. 191: p. 503-506.

46



49.

50.

51.

52.

53.

54.

55.

56.

Ebihara, T., R. Endo, X. Ma, N. Ishiguro, and H. Kikuta., Detection of human
coronavirus NL63 in young children with bronchiolitis. J. Med.Virol., 2005. 75: p.
463-465.

Chiu, S.S., K. H. Chan, K. W. Chu, S. W. Kwan, Y. Guan, L. L. Poon, and J. S. Peiris.,
Human coronavirus NL63 infection and other coronavirus infections in children
hospitalized with acute respiratory disease in Hong Kong, China. Clin. Infect. Dis.,
2005. 40: p. 1721-1729.

Arden, K.E., M. D. Nissen, T. P. Sloots, and I. M. Mackay., New human coronavirus,
HCoV-NL63, associated with severe lower respiratory tract disease in Australia. J.
Med. Virol., 2005. 75: p. 455-462.

Moes, E., L. Vijgen, E. Keyaerts, K. Zlateva, S. Li, P. Maes, K. Pyrc, B.Berkhout, L.
van der Hoek, and M. Van Ranst., A novel pancoronavirus RT-PCR assay: frequent
detection of human coronavirus NL63 in children hospitalized with respiratory tract
infections in Belgium. BMC Infect. Dis., 2005. 5: p. 6.

Vaughn, E.M., P. G. Halbur, and P. S. Paul., Sequence comparison of porcine
respiratory coronavirus isolates reveals heterogeneity in the S, 3, and 3-1 genes. J.
Virol., 1995. 69: p. 3176-3184.

Esper, F., C. Weibel, D. Ferguson, M. L. Landry, and J. S. Kahn., Evidence of a novel
human coronavirus that is associated with respiratory tract disease in infants and young
children. J. Infect. Dis., 2005. 191: p. 492-498.

Esper, F., E. D. Shapiro, C. Weibel, D. Ferguson, M. L. Landry, and J. S. Kahn.,
Association between a novel human coronavirus and Kawasaki disease. J. Infect. Dis.,
2005. 191(4): p. 499-502.

Ebihara, T., R. Endo, X. Ma, N. Ishiguro, and H. Kikuta., Lack of association between

New Haven coronavirus and Kawasaki disease. J. Infect.Dis., 2005. 192: p. 351-352.

47



S7.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

Belay, E.D., D. D. Erdman, L. J. Anderson, T. C. Peret, S. J. Schrag, B. S. Fields, J. C.
Burns, and L. B. Schonberger., Kawasaki disease and human coronavirus. J. Infect.
Dis., 2005. 192: p. 352-353.

Lee, H.J., C. K. Shieh, A. E. Gorbalenya, E. V. Koonin, N. La Monica, J. Tuler, A.
Bagdzhadzhyan, and M. M. Lai., The complete sequence (22 kilobases) of murine
coronavirus gene 1 encoding the putative proteases and RNA polymerase. Virology,
1991. 180: p. 567-582.

Lomniczi, B.J., Biological properties of avian coronavirus RNA. Gen.Virol., 1977. 36:
p. 531-533.

Bond, C.W., J. L. Leibowitz, and J. A. Robb., Pathogenic murine coronaviruses. Il.
Characterization of virus-specific proteins of murine coronaviruses JHMV and A59V.
Virology, 1979. 94: p. 371-384.

Enjuanes L, e.a., "Coronavirus Replication and Interaction with Host". Animal Viruses:
Molecular Biology. . 2008: Caister Academic Press. .

Baker, S., Desk of Encyclopedia of General Virology, ed. B.W.J.M.E. Marc H.V. van
Regenmortel (Editor). 2008: Academic press.

Goldsmith CS, T.K., Ksiazek TG, Rollin PE, Comer JA, Lee WW, Rota PA, Bankamp
B, Bellini WJ, Zaki SR. , Ultrastructural characterization of SARS coronavirus.
Emerg Infect Dis, 2004. 10(320-326).

Gosert R, K.A., Egger D, Bienz K, Baker SC. , RNA replication of mouse hepatitis
virus takes place at double-membrane vesicles. J Virol 2002. 76: p. 3697-3708.

de Haan CA, R.P., Hosting the severe acute respiratory syndrome coronavirus: specific
cell factors required for infection. . Cell Microbiol, 2006. 8: p. 1211-1218.

Micheal Castelman., The healing herbs. 2001, U.S.A: Rodale inc.

48



67.

68.

69.

70.

71.

72.

73.

74.

75.

Raenu Yucharoen, S.C.a.Y.T., Inhibitory effect of aromatic herbs, lavender, sage and
chamomile against herpes simplex virus infection. African Journal of Biotechnology
2011. 10(68): p. 15394-15401.

Ruiz MC, C.J., Michelangeli F.,, Role of Ca2+in the replication and pathogenesis of
rotavirus and other viral infections. Cell Calcium. , 2000. 28(3): p. 137-49.

Yubin Zhoua, T.K.F., Jenny J. Yanga,, Viral calciomics: Interplays between Ca2+ and
virus; review. Elsevier Cell Calcium 2009. 46(1-17).

Organization, W.H., Severe acute respiratory syndrome (SARS): multi-country

outbreak, in World Health Organization. 2003 Geneva,Switzerland.

Parry, J., WHO investigates China’s fall in SARS cases. Br. Med. J., 2003. 326: p.
1285.

Drosten, C., S. Gunther, W. Preiser, S. van der Werf, H. R. Brodt, S., et al.,
Identification of a novel coronavirus in patients with severe acute respiratory
syndrome. N. Engl. J. Med, 2003. 348: p. 1967-1976.

Drosten, C., W. Preiser, S. Gunther, H. Schmitz, and H. W. Doerr. , Severe acute
respiratory syndrome: identification of the etiological agent. Trends Mol. Med., 2003.
9: p. 325-327.

Peiris, J.S., C. M. Chu, V. C. Cheng, K. S. Chan, I. F. Hung, L. L. Poon,, B.S.T. K. I.
Law, T. Y. Hon, C. S. Chan, K. H. Chan, J. S. Ng, B. J., and W.L.N. Zheng, R. W. Lali,
Y. Guan, and K. Y. Yuen. , Clinical progression and viral load in a community
outbreak of coronavirus-associated SARS pneumonia: a prospective study. . Lancet,
2003. 361: p. 1767-1772.

Snijder, E.J., P. J. Bredenbeek, J. C. Dobbe, V. Thiel, J. Ziebuhr, L. L. Poon, Y. Guan,
M. Rozanov, W. J. Spaan, and A. E. Gorbalenya. , Unique and conserved features of
genome and proteome of SARS-coronavirus, an early split-off from the coronavirus
group 2 lineage. . J. Mol. Biol., 2003. 331: p. 991-1004.

49



76.

77.

78.

79.

80.

81.

82.

83.

84.

85.

United Nations World Health Organization, Coronavirus never before seen in humans
is the cause of SARS. 5 July 2006. : New York.

Fouchier, R.A., T. Kuiken, M. Schutten, G. Van Amerongen, G. J. Van Doornum, B.
G. Van Den Hoogen, M. Peiris, W. Lim, K. Stohr, and A. D. Osterhaus. , Aetiology:
Koch’s postulates fulfilled for SARS virus. Nature, 2003. 423: p. 240.

Fleck, F., WHO says SARS outbreak is over, but fight should go on. Br. Med. J., 2003.
327 p. 70.

Ashraf, H., WHO declares Beijing to be free of SARS. Lancet, 2003. 361: p. 2212.

Poon, L.L., Y. Guan, J. M. Nicholls, K. Y. Yuen, and J. S. Peiris. , The aetiology,
origins, and diagnosis of severe acute respiratory syndrome. Lancet Infect. Dis., 2004.
4:p. 663-671.

Nie, Q.H., X. D. Luo, J. Z. Zhang, and Q. Su. , Current status of severe acute
respiratory syndrome in China. . World J. Gastroenterol. , 2003. 9: p. 1635-1645.

Tsui, P.T., M. L. Kwok, H. Yuen, and S. T. Lai. 2003. 9:1064-1069., Severe acute
respiratory syndrome: clinical outcome and prognostic correlates. Emerg. Infect. Dis. ,
2003. 9: p. 1064-1069.

Booth, C.M., L. M. Matukas, G. A. Tomlinson, A. R. Rachlis, D. B. Rose,, et al.,
Clinical features and short-term outcomes of 144 patients with SARS in the greater
Toronto area. JAMA, 2003. 289: p. 2801-2809.

Lai, M.M., R. S. Baric, P. R. Brayton, and S. A. Stohlman. , Characterization of leader
RNA sequences on the virion and mRNAs of mouse hepatitis virus, a cytoplasmic
RNA virus. . Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 1984. 81: p. 3626-3630.

Leparc-Goffart, I., S. T. Hingley, M. M. Chua, X. Jiang, E. Lavi, and S. R.Weiss. ,
Altered pathogenesis of a mutant of the murine coronavirus MHV-A59 is associated
with a Q159L amino acid substitution in the spike protein. Virology, 1997. 238: p. 1-
10.

50



86.

87.

88.

89.

90.

91.

92.

93.

94.

Liu, M.T., and T. E. Lane. , Chemokine expression and viral infection of the central
nervous system: regulation of host defense and neuropathology. Immunol. Res. , 2001.
24:p. 111-119.

Zhong, N.S., B. J. Zheng, Y. M. Li, Poon, Z. H. Xie, K. H. Chan, P. H. Li,S. Y. Tan,
Q. Chang, J. P. Xie, X. Q. Liu, J. Xu, D. X. Li, K. Y. Yuen, Peiris, and Y. Guan. ,
Epidemiology and cause of severe acute respiratory syndrome (SARS) in Guangdong,
People’s Republic of China, in February,2003. Lancet, 2003. 362: p. 1353-1358.

Poon, L.L., O. K. Wong, K. H. Chan, W. Luk, K. Y. Yuen, J. S. Peiris, and Y. Guan. ,
Rapid diagnosis of a coronavirus associated with severe acute respiratory syndrome
(SARS). Clin. Chem., 2003. 49: p. 953-955.

Arden, K.E., M. D. Nissen, T. P. Sloots, and I. M. Mackay. , New human coronavirus,
HCoV-NL63, associated with severe lower respiratory tract disease in Australia. . J.
Med. Virol., 2005. 75: p. 455-462.

Update 49 — World Health Organization, SARS case fatality ratio, incubation period,.
17 May 2008.

Hille, B., ed. lon Channels of Excitable Membranes (3rd bas.). 2001, Sunderland,

Mass:Sinauer Associates.

Montell C, R.G., Molecular characterization of the Drosophila trp locus: a putative
integral membrane protein required for phototransduction. . Neuron, 1989. 2: p. 1313-
1323.

Minke, B., TRP channels and Ca2+ signaling. . Cell Calcium, 2006. 40(3): p. 261-75.

Yasemin Erac*, C.S., Metiner Tosun*, Kalsiyumun Cok Yénlii Islevselliginde TRPC
Iyon Kanallarinin Rolii. Hacettepe University Journal of the Faculty of Pharmacy,

2009. 28(2): p. 161-183.

51



95. Maarten Gees, B.C., and Bernd Nilius,, The Role of Transient Receptor Potential
Cation Channels in Ca2p Signaling. Cold Spring Harb Perspect Biol, 2010. 2: p.
a003962.

96. W.Liedtke., C.K., Functionality of the TRPV subfamily of TRP ion channels:add
mechano-TRP and osmo-TRP to the lexicon! Review. Cell. Mol. Life Sci., 2005. 62
(2005): p. 2985-3001.

97. Liedtke W, C.Y., Marti-Renom MA, Bell AM, Denis CS, Sali A, Hudspeth AJ,
Friedman JM, Heller S,. "Vanilloid receptor-related osmotically activated channel
(VR-OAC), a candidate vertebrate osmoreceptor”. Cell 2000. 103(3): p. 525-35.

98. Vennekens R, O.G., Nilius B.,, Vanilloid transient receptor potential cation channels:
an overview. Curr Pharm Des, 2008. 14: p. 18-31.

99. Nilius, B., Joris Vriens, Jean Prenen, Guy Droogmans, and Thomas Voets.,, TRPV4
calcium entry channel: a paradigm for gating diversity. . Am J Physiol Cell Physiol,
2004. 286: p. C195-C205.

100.http://www.tocris.com/pharmacological Browser.php?ltemld=5160&Information=True
#.UeFHCKE3CSo. Erisim Tarihi: 8 Temmuz 2013.

101. Caterina MJ, S.M., Tominaga M, Rosen TA, Levine JD, Julius D,, "The capsaicin
receptor: a heat-activated ion channel in the pain pathway". Nature, 1997. 389 (6653):
p. 816-24.

102. Xue Q, Y.Y., Trilk SL, Jong BE, Schumacher MA, , "The genomic organization of
the gene encoding the vanilloid receptor: evidence for multiple splice variants™.
Genomics 2011. 76(1-3): p. 14-20.

103. Everaerts W, G.M., Alpizar YA, Farre R, Leten C, Apetrei A, Dewachter I, van
Leuven F, Vennekens R, De Ridder D, Nilius B, Voets T, Talavera K, , "The capsaicin
receptor TRPV1 is a crucial mediator of the noxious effects of mustard oil”. Curr. Biol.
, 2011. 21(4): p. 316-21.

52


http://www.tocris.com/pharmacologicalBrowser.php?ItemId=5160&Information=True#.UeFHCkE3CSo
http://www.tocris.com/pharmacologicalBrowser.php?ItemId=5160&Information=True#.UeFHCkE3CSo

104. Huang SM, B.T., Trevisani M, Al-Hayani A, De Petrocellis L, Fezza F, Tognetto
M, Petros TJ, Krey JF, Chu CJ, Miller JD, Davies SN, Geppetti P, Walker JM, Di
Marzo V, , "An endogenous capsaicin-like substance with high potency at recombinant
and native vanilloid VR1 receptors"”. . Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., 2002. 99(12): p.
8400-5.

105. Cui M, H.P., Zhong C, Gauvin D, Mikusa J, Hernandez G, Chandran P, Gomtsyan
A, Brown B, Bayburt EK, Marsh K, Bianchi B, McDonald H, Niforatos W, Neelan ds
TR, Moreland RB, Decker MW, Lee CH, Sullivan JP, Faltynek CR, , "TRPV1
receptors in the CNS play a key role in broad-spectrum analgesia of TRPV1
antagonists". . J. Neurosci., 2006. 26(37): p. 9385-93.

106. Gavva NR, T.J., Garami A, Fang L, Surapaneni S, Akrami A, et al.
Pharmacological blockade of the wvanilloid receptor TRPV1 elicits marked
hyperthermia in humans. Pain, 2008. 136: p. 202-10.

107. Caterina MJ, R.T., Tominaga M, Brake AJ, Julius D,, "A capsaicin-receptor
homologue with a high threshold for noxious heat". Nature, 1999. 398(6726)(436-41).

108. Kanzaki M, Z.Y., Mashima H, Li L, Shibata H, Kojima I,. , "Translocation of a
calcium-permeable cation channel induced by insulin-like growth factor-1". Nat. Cell
Biol. , 1999. 1(3): p. 165-70.

109. Hu HZ, G.Q.,, Wang C, et al. , "2-aminoethoxydiphenyl borate is a common
activator of TRPV1, TRPV2, and TRPV3". J. Biol. Chem., 2004. 279(34): p. 35741-8.

110. Qin N, N.M., Liu Y, Hutchinson TL, Lubin ML, Flores CM,. "TRPV?2 is activated
by cannabidiol and mediates CGRP release in cultured rat dorsal root ganglion
neurons”. J. Neurosci., 2008. 28(24): p. 6231-8.

111. Bang S, KK, Yoo S, Lee SH, Hwang SW,. "Transient receptor potential V2
expressed in sensory neurons is activated by probenecid”. . Neurosci. Lett. , 2007.
425(2): p. 120-5.

53



112.  Link TM, P.U., Vonakis BM, Raben DM, Soloski MJ, Caterina MJ.,, TRPV2 has a
pivotal role in macrophage particle binding and phagocytosis. Nat. Immunol., 2010.
11: p. 232-239.

113.  Xu H, D.M., Jun JC, Clapham DE,. , "Oregano, thyme and clove-derived flavors
and skin sensitizers activate specific TRP channels". Nat. Neurosci., 2006. 9(5): p. 628-
35.

114. Peier AM, R.A., Andersson DA, et al., "A heat-sensitive TRP channel expressed in
keratinocytes". Science, 2002. 296(5575): p. 2046-9.

115. Mogrich A, H.S., Earley TJ, et al. , "Impaired thermosensation in mice lacking
TRPV3, a heat and camphor sensor in the skin". . Science, 2005. 307(5714): p. 1468-
72.

116. ImuraK, Y.T., Hikita I, et al. , "Influence of TRPV3 mutation on hair growth cycle
in mice". Biochem. Biophys. Res. Commun. , 2007. 363(3): p. 479-83.

117. Ran Shapira, "Incense on the brain: 2008. Haaretz publication.

118. Rui Xiao, J.T., Chunbo Wang, Craig K. Colton, Jinbin Tian, and Michael X. Zhu,,
CALCIUM PLAYS A CENTRAL ROLE IN THE SENSITIZATION OF TRPV3
CHANNEL TO REPETITIVE STIMULATIONS. J Biol Chem. 2008 March 7;
283(10): 6162-6174., 2008 March 7. 283(10): p. 6162-6174.

119. Strotmann R, H.C., Nunnenmacher K, Schultz G, Plant TD,. "OTRPC4, a
nonselective cation channel that confers sensitivity to extracellular osmolarity”. Nat
Cell Biol, 2000. 2(10): p. 695-702.

120. Clapham, D.E., Julius, D., Montell, C., and Schultz, G., International Union of
Pharmacology. XLIX. Nomenclature and structure-function relationships of transient

receptor potential channels. . Pharmacol Rev, 2005. 57(4): p. 427-50.

121. Harteneck C, R.B., . "TRP channels activated by extracellular hypo-osmoticity in
epithelia”. . Biochem. Soc. Trans., 2007. 35(Pt 1): p. 91-5.

54



122. Ueda T, S.M., Kamiya T, Joh T, Ugawa S.,, The TRPV4 channel is a novel
regulator of intracellular Ca2+ in human esophageal epithelial cells/. Am J Physiol
Gastrointest Liver Physiol., 2011. 301(1)(G138-47).

123. Masuyama R, V.J., Voets T, Karashima Y, Owsianik G,Vennekens R, Lieben L,
Torrekens S, Moermans K, Vanden Bosch A, et al., TRPV4-mediated calcium influx
regulates terminal differentiation of osteoclasts. Cell Metab 2008. 8: p. 257-265.

124. Muller D, HJ., Merkx GF, van Os CH, Bindels RJ,. "Gene structure and
chromosomal mapping of human epithelial calcium channel”. . Biochem Biophys Res
Commun, 2000. 275(1): p. 47-52.

125. Hoenderop, J.G.N., B.; Bindels,R.J,. "Molecular mechanism of active Ca2+
reabsorption in the distal nephron™. . Annu. Rev Physiol., 2002. 64: p. 529-40.

126. Hoenderop, J.G.v.L., J.P.; van der Eerden,B.C.; Kersten,F.F.; van der Kemp,AW.;
Merillat,A.M.; Waarsing,J.H.; Rossier,B.C.; Vallon,V.; Hummler,E.; Bindels,R.J,.
"Renal Ca2+ wasting, hyperabsorption, and reduced bone thickness in mice lacking
TRPV5". J.Clin.Invest, 2003. 112(12): p. 1906-14.

127. Vennekens R, H.J., Prenen J, Stuiver M, Willems PH, Droogmans G, Nilius B,
Bindels RJ.,, Permeation and gating properties of the novel epithelial Ca2+ channel. J
Biol Chem, 2000. 275: p. 3963-3969.

128. Voets T, J.A., Droogmans G, Nilius B., Outer pore architecture of a Ca2+-selective
TRP channel. J Biol Chem, 2004. 279(15223-15230).

129. Cataldi M, P.-R.E., Tsien RW., Differences in apparent pore sizes of low and high
voltage-activated Ca2+ channels. J Biol Chem 2002. 277: p. 45969-45976.

130. Peng JB, C.X., Berger UV, et al. (1999). , "Molecular cloning and characterization
of a channel-like transporter mediating intestinal calcium absorption”. J. Biol. Chem. ,
1999. 274(32): p. 22739-46.

55



131. Barley NF, H.A., O'Callaghan D, Legon S, Walters JR,. "Epithelial calcium
transporter expression in human duodenum™. Am. J. Physiol. Gastrointest. Liver
Physiol. , 2001. 280(2): p. G285-90.

132. Dimke, H., J.G.J. Hoenderop, and R.J.M. Bindels, Molecular basis of epithelial
Ca2+ and Mg2+ transport: insights from the TRP channel family. The Journal of
Physiology, 2010. 589(7): p. 1535-1542.

56



OZGECMIS

Haziran 1973 yilinda Hatay’in Yayladag: ilgesinde dogdum. ilk ve orta grenimimi burada,
Lise 6grenimini Tekirdag’da tamamladim. 1988 yilinda Dokuz Eyliil Universitesi Buca
Egitim Fakiiltesi Biyoloji Ogretmenligi béliimiinde Lisans Egitimine basladim. 1994
yilinda mezun oldum. 1994 - 2003 yillar1 arasinda Kazakistan’da, 2003-2010 yillari
arasinda Rusya-Moskova’da Biyoloji 6gretmenligi yaptim. 2010 yilinda beri Erbil-Irak’ta
Isik Universitesinde o6gretim gorevlisi olarak calismaktayrm. 2011 yil Gaziantep
Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii Tibbi Biyoloji Anabilim Dali’nda Yiiksek Lisans
Egitimine basladim. Halen Istk Universitesi Dis Hekimligi Fakiiltesinde Ogretim gorevlisi

olarak ¢aligmaktayim.

57



