1.C. 2]8900
HACETTEPE UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI FAKOLTESI

BAZ! TRITERPENIK SAPONOZITLERIN
ANTIVIRAL AKTIVITELERI

FARMAKOGNOZI PROGRAMI
BILIM UZMANLIGI TEZI

Eczact
lclal SARACOGLU

ANKARA - 1982



Tez konumu segen ve aragtirmam1n
yvirlitilmesinde,her tirlud bilgi ve yar-
dimlarindan yararlandigim,degerli ho-
can sayin Dog.,Dr.Ekrem Sezik'e;labo-
ratuvarlarinda galigmama 1zin veren,
pratik c¢aligmalarim sirasinda bilgi
ve yardimlarini esirgemeyen sayin Dr,
Ruhi Alagam'a tegekkiirlerimi sunarim,

Ayrica,¢aligma arkadaglarima arag-
tirmam sirasainda goésterdikleri yakin
ilgi ve yardimlardan dolayl tegekkir
ederim,



I¢INDEKILER

Sayfa No,

GIRLS VE ANAG eceeecocncssasncssosnsacssccascsnns 1
TEORIK BIIGILER eesevcecsccscscaseassssssssavsnco 3
Antiviral Aktivite Tayininde
Kullanilan Yontemler seececscsscsceessssasssc
Doku Kiiltiirii Yontemlerl ccesseeccssccsescs
Doku Kiiltiriinin Hazirlanmasl cocsceececs
VAris EKIDL cosseeesesesasscaseasnsanss
Madde TabbiliKi cecocevscosscaascnsscovan
Sonuglarin Okunmasi ve Degerlendirilmesi
Tip Yontemi ccoeceveeeec..n tarsrrasssenses
Hilicrelerde Meydana Gelen Sitopatik Btki
(SPE) Derecesinin Deferlendirilmesi ... 8
Doku Kiiltirlerinin % 50°sini Enfekte
Eden Dozun (TGIDBO) Hesaplanmasl seeess 9
Reed-Muench Formilil cseeee.cssssoncnc 10

T~ ~1 v\ F W

Kaerber Formili cesevescececessnsacs 10
Virisiin Yapisina Bagli Degerlendirme - -
Yontemlerl secsevececvssevsnasssccnssan 11
Hemagliitinasyon Ionteml ieeeeeevecee 11
Hemadsorbsiyon Yonteml ececvecciossss 11
Petri Kubtusu YOnbtemi seeescescecsvsassass 12
Disk Yontemi (Agar Difiizyon Yontemi) .. 12
Plak Inhibisyonu Yontemi sesesoesesssaa 13
“Viriisiii Yapaisana Bafla Yontemler cceaeésds 14

Hemagliitinasyon~Inhibisyon Yontemi sses 14
Embriyonlu Yumurta Yonteml ccescescecssoeo 14
Laboratuvar Hayvanlari Yontemiccesaooeeoeco 15



Sayfa No,

Aragtirmamizda Kullanilan Saponozitler
Uzerinde Yapilan GCallgRalarl seccescecscssescsssce 15
Aragtirmamizda Kullanilan Viriiglerle Ydpilan
(2llSMAlaTl cecssosescecsrensossssvovascessossseanse 17
Aragtirmanizda Kullanilmayan Viriuslerle
Yqu@n@ﬂawmhmonuon.”.“o“on.”e”.u.”.20
PRATIK GALIGMALAR |
MATERYAL VE YINTEM
MATERYAL 6ecocoscosescbosscoocanosconeasssanseannossnes OO
YUNTEM coosacoscscoceancosnosesssasscnsnossessscsssese 27
Doku Kiiltiirlerinin HazirlanDmaSl scecccccessssassss 27
Materyalin HazlrlanmasSl cosseccoscoccscessessee 2O
Hiicre Siispansiyonunun HazirlanmMaSl cccesseesses 28
Hiicre Pasajlarinin YapilmaSl cecccsccoccoscsces 23
Tiip ve Petri Kutusu Yontemlerinde
Kullanilacak Hiicre Kiiltirlerinin
H2Z1T18NMAST st ecessseesanssnccecocosoncssenss 30
Hiicre SBYLMl cooscsecssanscooccecccsonscoasassss JU
30

-

Madde Gozeltllerinin Hazirlanmasl coceccescecccnas
Toksisite Deneyleri cceceseaccscossceccecosssseses Il
Stok Virislerin HazirlanmaSl ccesesccscccoecsessss Sl
Stok Viris Titrelerinin Tayinl ceceeccesescssasceces 33

Tlip YOntemi ceeesceseisscseseecccncacscoscssesss 3

Petri Kutusu Yonteml ceccececsesccccccsccccseses 4
Antiviral Aktivite Deneylerl cessececcsocsosescene 34
Doku Kiiltiril Yontemleri ccececcessssssvsssssase 0

Tiip YOntemi ccococeccececsesscsaccaesnnssens 30

Petri Kutusu Yontemil ccccoesciccesccsccvesnes 7

~ Plak Inhibisyonu Yontemi cecscecoscsceces 37

Viriisiin Yapisina Bagli YOntemler ceeeeoececscess 39
‘Hemagliitinasyon=-Inhibisyon Yontemi coceeeses 39

BULGULAR oscesssvviossisssioncissccosossacosscosnsanees <kl
SONUG VE TARTISMA cccoccccoccnecocccoosccoccoecsssnense 47/

OZET oooon.-ooautoeouoo-oo--e-l°o--.oooonoooo°.l¢Q.lot 58
SGB&G\':ARY C PP B S IIOCOOPCOIOROLOORONOSEOCEROQOCORRAEILASENES 60
LITERATUR DOV E TR ISP EORSOCLHOODRROBOCREGEOOCOECGOEORLIEINIEOSTS 62

EKIER 5]
SO0 PR B OO0 ROCHEODNOOUCRLCNOCODOOOONCEOOOOCRECERrRSIRNNOSOIRENTS

INDEKSI.ER CB 0P EC P BEBOSCODICPORIEATOCTCOEGUCORAESEEISOTIDE ?4



GtRIS VE AMACG

Btliimiimiizde triterpenik saponozit tasiyan bitkilerin
kimyasal yapisi ilizerinde defisik arastirmalar yapilmigtir ve
yapilmaktadir.Bu aragtirmalar sonucu Gypsophila arrostii Guss.

var.nebulosa (Boiss.sHeldr.) Bark.,Gypsophila bicolor (Freyn.t

Sint) Grossh.,Gypsophila erioccalyx Boiss.,Gypsophila perfolia-

ta L.,Polygala pruinosa Boiss.ssp.pruinosa J.Cullen ve Sapo-

naria kotschyi Boiss.'e ait ham saponczitler elde edilmig ve

yapilari aydinlatilmistir® Elde edilen ham saponozitlerin an-
tifungal etkileri de tespit edilmistir (46).

Diger taraftén bazi saponozitlerin antiviral aktivite-~
lerinin bulundugu gdsterilmistir (1,2,3,19,49,61,66).B6limi-
miizde elde edilen ve yukarida belirtilen tiirlerin ham sapo-
nozitleri iizerinde hig¢ bir galigma yapllmamigtlro

Arastirmamizin gayelerinden biri bu ham saponozitle-
rin antiviral aktivitelerinin tespiti olmustur.

a'GzEsthila Tiirleri Uzerinde Yapilan Galismalar:Dog¢.Dr,Ek=-
rem Sezik,s.kotschyi Boiss.Uzerinde Yapilan Galismalar:i.Ca-
l1s,Hacettepe Universitesi Sagl:k Eilimleri Fakiiltesi,Farma-
kognozi Programi Ankara (1978) (Yénetici Dog.Dr.E.Sezik),
P.pruinosa Boiss.ssp.pruinosa J.Cullen {Izerinde Yapilan Ca=-
Tismaiar:E.Yesilada,Hacettepe Universitesi Saglik Bilimleri
Fakiiltesi,Farmakognozi Programi Ankara (1979) (Yonetici Dog.
Dr.E.Sezik).




Diger taraftan,saponozitlerin ve diger biyolojik asil=
11 maddelerin antiviral aktivitelerinin tayini i¢in Ulkemiz~
de ve BOlimimiizde herhangi bir arastirma yapilmamistir.Anti-
viral aktivite tayininde kullanilabilecek ydntemlerin labo-
ratuvarlarlmlz.$artlar1nda uygulanabilirligi de arastirilwma-
mistir.Kisaca belirtilen bu sebeplerden dolayil arastirmami-
zin bir bagka gayesini de antiviral aktivite tayini i¢in kul-
lanilan yontemlerin uygulanmasi ve daha sonraki aragtirmala-
ramizda kullanilabilecek olanlaran téspiti teskil etmigtir.

Arastirmamiz,laboratuvarlarimiz sartlarina uygun an-
tiviral aktivite tayin y&ntemlerinin Yespiti ve Boliimiimiizde
elde edilen ham saponozitlerin antiviral aktivitelerini ta-
yin etme amacina ydnelik olarak planlanmigtir.
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TEORTIZK BILGILER

, Teorik bilgiler kisminda antiviral aktivite tayinin-
de kullanilan ydntemler genel olarak incelenmistir.Ayrica,tri-
terpenik saponozitler veya bunlari tagiyan ekstrelerin antivi-
ral askxtiviteleri ile ilgili g¢aligmalar da,genellikle tablo-
lar halinde,biraraya toplanmistir.Bu tablolara yukarda belir-
tilen aragtirmalardaki sadece yﬁntem ve viriislere ait bilgi-
ler dahil edilmis,diger bilgilere ise g¢aligmamizda Onemli ol-
madiklari ig¢in yer verilmemigtir,

Antiviral Aktivite Tayininde

Kullanilan Yontemler

Antiviral aktivite tayin yontemlerinin esasi:Virisin
kolaylikla gogalabilecegi bir ortamdaki liremesi ile,ayni or-
tamda denenecek maddenin.de bulunmasi halinde meydana gelen
tiremenin karsilastirilmasadir,

Antiviral aktivitesi denenecek madde Once ya viris
veya viriisiin adsorbe ettirilecegi hiicrelerle karaigtairilir,
Birinci halde virisidal etki (6,38,51,59,60) ikinei halde i-
se proflaktik etki (44,59,60) tespit edilebilir,

Bir basgka yol da dnce viriislin hilcrelere adsorbe etti-

rilmesi ve antiviral aktivitesi denenecek maddenin hiucreye



adsorbe ettirilmig viris ile kargilastirilmasi esasina daya-
nir.Eger madde viriise etkill ise virisin gogalmasini engel=-
ler ve dolayisi ile adsorbe oldugu hiicrelerin disinda viris
bulunmamasini veya az bulunmasini saglar (6,59,60).

Viriisidal etkinin tespiti,biyolojik‘a51111 maddelerin
antiviral aktivite tajini deneylerinde yaygain bir gekilde
kullanilmaktadair,

Yukarda kisaca belirtilen esaslar maddelerin artivi-
ral aktivitelerinin tayinlerinde degisik yontemlerin uygulan-
masina imkan vermistir.Yéntemler 4 ana grupta toplanabilir-
ler:Doku kiiltiri,virlisiin yapisina bagli ,embriyolu yumurta
ve laboratuvar hayvanlari yontemleri.Bu ana ydntemler de uy-
gulamadaki bazi farklardan dolayi alt gruplara ayrilirlar,

Bu kisimda,antiviral aktivite tayininde kullanilan
yontemler siniflandirilacak ve esaslari kisa bir gekilde ve-
rilecektir,

I-Doku Kiltiiri Yontemleri
(A)-Tiip Yontemi
(B)~-Petri Kutusu Yontemi
1-Digk Yontemi (Agar Difiizyon Yontemi)
2-Plak Inhibisyonu Yéntemi
II-Virisin Yapisina Ba#li Yontemler
Hemagliitinasyon-Inhibisyon Yéntemi
III-Embriyonlu Yumurta Yontemi
IV- Laboratuvar Hayvanlari Yontemi

Doku Kiiltird Yontemleri

Doku kiiltiirii yontemleri ,antiviral aktivitenin tayinin-
de,baglangi¢ deneyleri olarak,genis bir kullanisa sahiptir,

Bu ytntemlerde antiviral etkili bulunan maddelere da-
ha sonra laboratuvar hayvanlari yontemi de uygulanir,alinan
pozitif cevaplar etkinin varligini kesinlestirir.Bazi madde-
ler doku killtirli ydntemlerinde viriislere inhibitGr etki gos-~
Yerdigi halde,laboratuvar hayvanlari ySnteminde bu etki go-



riilmeyebilir,Giinkii,doku kiiltiirinde hiicreler,ortamdaki madde
ile dogrudan temas halindedir ve hayvanlardaki gibi bir de-
toksifikasyon mekanizmasi yoktur (10,40),

Doku kiiltiiri ySntemlerinde dort kademeli bir iglem
yapilmaktadir:Doku kiltirinin hazirlanmasi,virisin ekimi,mad-
. denin tatbiki,sonuglarin okunmasi ve degerlendirilmesi.

Doku Kiiltiiriiniin Hazirlanmasi:Doku kiltiiri hazirlanma-
si1nda genellikle,insan ve gesitli hayvanlarin embriyonlarin-
dan alinmis akciger,bCbrek ve deri gibi fibroblastik ve in-

' sanlardan saglanan kanserli dokular kullanilalir (5,41).

Doku pargaciklari steril gartlarda ince ince kiyilair,
tripsin ¢8zeltisi ile muamele edilir ve hiicrelerin dokudan
ayrilmasi saglanar,siiziillir,biiylik doku pargalarindan kurtari-
lir,.Santrifiije edilerek hiicreler ¢oktlriilir,tripsinli iist

sivi atailair.

GOken hiicrelerin lizerine,10-15 ml gogaltici vasat i-
lave edilir,siispansiyon haline getirilir,azel_dbku kiiltiiri
gigelerine® konur ve 37°C da ,tek tabakali bir iireme meyda-
na gelinceye kadar bekletilir (5,31,41).

_ Goaltici vasat,ana vasatin yapisana %5-10 serum,%l
antibiyotik ilave edilip pH'sinin sodyum bikarbonat ile 7-8
e ayarlanmasiyla elde edilir.Serum,insan,dana,at veya tav-
gandan elde edilmis olabilir. ' '

Ana vasat olarak piyasada degisik firmalar tarafln-'
dan hazirlanmig toz veya kullanilmaya hazir sivi halindeki.
vasatlar bulunur.Bu vasatlar ya hazirlayan firma veya gelig~
tiren gahislarin &zel isimleri ile anilir.Ana vasatlarda hiic-
relerin ihtiyaci olan tuzlar,vitaminler,amino asitler,ozlar
ve pH endikatdrii gibi diger maddeler degigik oranlarda bulu-
nur.Toz vasatlar gerektiginde,belirtilen miktarda tartilip,

Betzel doku kiiltiiril gigeleri, 200 ml hacminde,tabani kare
geklinde,ndtr camdan yapilmig gigelerdir.



huayyen miktardaki bidistile su ig¢inde ¢dzliliir,silizme ile
sterilize edilir ve kullanilirlar (5,31,41).

Ozel doku kiiltiiri sigelerinde tek tabakali bir iireme
- meydana gelince,bu gigelerden tiiplere veya péfri kutularaina
pasajlar yapilap,hilicrelerin tek tabakali bir iireme meydana
getirmesi saglanir (5),

Yukarda belirtilen doku kiiltiirii yonteminde,pasajlar
gsirasinda kullanilan kaplaran hacmine ve ydéntemlere bagli o-
larak kiigiik, farkliliklar vardir.Esas Onemli fark bu ydntem-
lerin uygulama ve sonug¢larinin degerlendirilmesindedir.Bu
hususlar ilerde ydntemlerin ayraintisi verilirken ag¢iklanmig-
tir. :

Tek tabakalil dokuyu tagiyan tilp veya petri kutulari-
nin viriis ekiminde kullanilmadan once tagadiklari gofaltici
vasattan kurtarilmalara gerekir.Bunun ig¢in hiicreler tarafin-
dan kullanilmamig gogaltica vasat,ekimden dnce aktarilarak
dokilir (5).

Viriis Ekimi: ~-20°C da saklanmakta olan stok viriis ¢o-
zeltisi oda 1sisinda bekletilir,¢iziinme tamamlaninca,virii-
siin idame vasabi ile logaritmik diliisyonlar: (10°L 107°,1077

e ooooo.o,lo-lo) haerlanlro

ldame vasati,% 1-2 serum,% 1l antibiyotik tasiyan ve
sodyum bikarbonat ile pH'si 7-8 e ayarlanmig olan ana vasat-
tir, _ '

Yukarda belirtilen diliisyonlardan O.1 ml alinir,gofal-
tici vasatlarandan kurtarilmig tek tabakalil doku tagiyan tip
veya petri kutularina ilave edilir,yani ekilirler,Ekim en az
{igli seriler halinde yapilmalidar (5,66).

Tip veya petri kutulara 37°C da sik sik ¢alkalanir,
1 saat kadar virlisiin adsorbe olmasi igin bekletilirler.Siire
bitiminde adsorbe dlmayan virilisleri ve idame wvasatini ta$1-
yan sivilar aktarilair ve atilar.Tip ve petri kutulari anti-
viral aktivitesi Olgililecek maddenin tatbiki ig¢in hazir du-
rumdadir (5).



Madde Tatbiki:Antiviral aktivitesi denenecek maddenin
kendisinin ve ¢oziindiigii sivinin hiicreler lizerinde toksik et-

kisi olmamalidir.Bu husus gdz Oniinde tutularak,dnce maddenin
toksik olmayan en yliksek konsantrasyonu (TOYK=MNTD=Maximum
Non Toxic“Dose) n deneylerle tespit edilir,daha sonra ¢O-
zeltisi nazirlanir.Yiiksek devirli santrifiijle ¢Ozeltide bu-
lunabilecek bakterller qokturulur,Bakterllerlnden kurtaril-
mig sivi kasam Tip veya petri kutularina dokiilir, 3700 da, ge-
nellikle 48 saat,virlisiin iiremesini saflamak igin inkiibasyona
birakilir, |

Bazen sabit miktarda viriie ekilmis (adsorbe ettiril-
mig) hiicreler {izerine degigik diliisyonlardaki madde ¢Gzelti-~
leri de ildve edilebilir.,

Bir baska tatbik gekli de maddenin &zel slizgeg kafi-
dindan hazirlanmig disklere emdirilmek suretiyle tatbikidir
(6,11,12,33,38,66,69),

Sonuglarin Okunmasi ve Degerlendirilmesi:Inkiijbasyon

' giiresi sonunda,kullanilan ydntemlere bagli olarak,sonuglar
degisik sekillerde degerlendirilir,

Tiip yonteminde,deneyde kullanilan tiipler mikroskopta
incelenir,bu incelemede ya hiicrelerde meydana gelen gekil
degigiklikleri (sitopatik etkiler=SPE=CPE=cytopathogenic ef-
fects) veya hiicrelerin harap olmasi (hiicre harabiyeti=cell
damage) defferlendirmeye esas alinir.Her ikisinde de sonug-—
lar istatistikl olarak degerlendirilir. |

Petri kutusu yonteminde ise ya petri kutulari hicre
boyasi ile boyanlr,virﬁsﬁn meydana getirdigi plaklar sayi-
lir veya diskler gevresinde meydana gelen inhibisyon zonla~-
‘rinin ¢aplari &lgiilir.

Doku kiiltiiriinde kullanilan her bir yontemin sonuglari
farkli degerlendirilir.Bunlara ait ayraintilar kendi bahis-
lerinde verilmigtir.



Tip Yontemi

Piip yontemiyle hiicre igindeki ve hilcre disindaki viris
titresi bulunabildigi gibi maddenin virilisidal ve proflaktik
etkiai de, tespit edilebilir.

Bu yontemde 3 tiip serisi hazirlanir.Her seri iig para-
lel deneyle yiiritiiliir.Birinei seriyi viris ekilmig tiipler
(viris kontroli tiipleri),ikinciyi madde ve virlsi tagiyan
hiicrelerin bulunduju tiipler (madde tiipleri),iiglinciiyli ise sa-
dece hiicre bulunan tiipler (hiicre kontrolil tiipleri) meydana'
getirir,

Birinei ve ikinci serideki tiiplerin viriis oranlari ay-
n1 diliisyonlara ayarlanir,Uglincii serideki hiicrelerin mikta-
r1,birinci ve ikinci seriye konan hiicre miktarina egittir.
B&ylece seriler arasinda madde,viriis ve hiicreler bakimindan
bir uygunluk saglanmig olur.

Son yillarda bu ydntemde tiipler yerine oyuklu levha-
lar kxullanilmaktadir."Tissue Culture Plate" adi verilen ve
polisitirenden imal edilmis bu plastik levhalar,zaman,kulla-
nilan vasat,hiicre vb.den tasarruf saglamaktadir.8 x 12 adet,
tabanlari diiz olan,oyuklar ihtiva eder ve her oyuk 0.275 ml
hacimdedir.Bir defada ¢ok sayida deneyin yapllma31na imkan
verirler (22,52,60,62).

Tiip yﬁntemipde sonuglar i¢ yolla degerlendirilir,

Hiicrelerde Meydana Gelen Sitopatik Etki (SPE) Derece-~
sinin Degerlendirilmesi:Birgok viriisiin doku kiiltiiriinde ire-
mesi,hiicrelerde harabiyet ile birlikte gider,Bazi viriisler,
doku kiiltiiriinde karakteristik sitopatik etkiler meydana ge-
'tirirler.Klzamlk,kabakulak viriisleri tipik,¢ok gekirdekli
dev hiicreler;adenoviriisler ise bliyliik yuvarlak hiicrelerden c-
lugmus,iiziim salkimina benzeyen,kiineler meydana getirirler,

Rinoviriisler,hiicrelerin yuvarlaklagmasina ve gentikli hiicre-
ler meydana gelmesine,Herpes simplex viriisleri ise blitiin hile-
relerin yuvarlaklasmasaina sebep olurlar,



Sitopatik etki,deney sonunda tﬁplerinﬂqevrilmis mik-
roskoﬂta (Inverted Microscope) incelenmesi suretiyle tespit
edilir ve degerlendirilir.Degerlendirme sirasinda hiicre kont-
rolii tiiplerindeki sitopatik etki derecesi (81fir) olarak ka~-
bul edilir.Viriis kontroli ve madde tiiplerinin enfeksiyon de-
receleri,hﬁcre kontroli tiipleri ile mukayese edilerek deger-
lendirilir (1,2,17,23,24,59,60).

Sitopatik etki agagida gosterilen derecelendirme ile
(Q)=-(+4) arasinda defterlendirilir (23).

Enfeksiyon Derecesi (%) SPE Derecesi
75=-100 +4
50-74 +3
25-49 +2
0-24 +1

Bu sekilde deggerlendirilen enfeksiyon derecelerinden
J.Ehrlich ve arkadaglari (17) tarafindan geligtirilmis bir
yontemle "Viriis Degeri,VD" (VR=Virus Rating) hesaplanir.VDpl
bulunan maddeler antiviral etkili olarak kabul edilirler,

Viriis kontrolii tiplerinde okunan SPE derecesi degerle-
rinden ( C ),madde tiiplerinde okunan SPE derecesi deferleri
( T ) gikarilir. ( C-T ) farklari toplanir,toplam defer 10 a
b&liinerek VD hesaplanar (17).

Doku Kiiltiirlerinin % 50'sini Enfekte Eden Dozun
(TCID5O—Tissue Culture Infecting Dose for % 50 of the Inocu~
lated Tubes) Hesaplanmasi:Bu yontemde sonuglar igtatistikl
formiiller kullannlarak,degerlendlrlllr.

Viriis ekilmig ve dolayisiyla viriisle enfekte edilmig,
viris kontrolii ve madde tiipleri mikroskopta incelenir,hiicre~
lerde harabiyet meydana gelmisg tiip sayisi tespit edilir.Ay-
ni diliisyonlarin paralellerindeki enfekte olmug tiiplerin sa-
yi81 bulunur,bu sayl toplam tiip sayisina oranlanir ve bulu~-
nan oran % ye cevrilir.Blylece % enfeksiyon hesaplanmig o-
lur, '
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Doku kiiltiirlerinin % 50 sini enfekte eden dozun he-
saplanmasinda en ¢ok iki formiil kullanilmaktadir:Reed-Muench
ve Kaerber formiilleri,

Reed-Muench Formiilii:L.J.Reed ve H.Muench (50) tarafin-
dan,deney hayvanlarinin % 50 sini &ldiiren dozun (LD5O) hesap-
lanmasi igin gelistirilmigtir,.

. % 50'nin iizerinde
-log TCID5O =1 enfeksiyon gosteren '+[%isbi Uzaklxg]
ilk dillisyonun -leogau}.

ﬁ% 50'nin {izerindeki
enfeksiyon orana "[%é]
L _

r% 50'nin idzerindeki
~enfeksiyon orani]”

Nisbl Uzaklaik =

enfeksiyon orani

[% 50'nin altindaki)

log TCID50 degerleri,tatbik edilen madde konsantras-
yonlarina kargi grafik haline getirilir,Bu grafikten,madde
miktarinin artmasi halinde doku kiiltiirlerinin % 50 sini en-
fekte edebilecek viriis miktarinin defismesi tespit edilebilir,

Kaerber Formili:

[%nfeksiyon %

| . Kullanilan en yiiksek leri toplami

log TCIDg, = 0.5

viriiga diliisyonunun logﬂu . 100 -

Bu formiille yapilan hesaplar Reed-Muench formiiliine
gok yakin sonuglar verir,
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Virisiin Yapisina Bagli Degerlendirme Yéntemleri;Mikso—

virisler (Influenza,Parainfluenza, - ST - vbe ) 8ito-
patik etkiye sahip degillerdir.Buna karslllk eritrositleri
agliitine edebilir (hemaglutlnasyon) ve eritrositlerin hiicre
yizeyine yaplgmalarlnl,dolaylslyla adsorbe olmalarini (hemad-
sorbsiyon) saglayan bir madde meydana getirirler.Bu tip vi-
riislerle yapilan galigmalarda sonuglar,hemagliitinasyon ve
hemadsorbsiyon yténtemleri ile degerlendirilir.

Hemagliitinasyon Yéntemi: Hemagliitinasyon deneylerinde
viriis tiplerine gire defisik hayvanlardan elde edilen eritro-
sitler kullanilair.Deney sonug¢laraini eritrositlerin miktari
(genellikle % 0.5 lik siispansiyonlari kullanilir), qozeltlle—
rin pH'si ve ortamin 1sisi gok etkiler.

'Hemagliitinasyon deneyleri ya serolojik tiplerde, stan-
dart teknikle (31),yada "U" veya "V" tabanli,plastik oyuklu
levhalarda,mikroteknikle yapilir (31,57,58).Her ikisinde de
esaS'aynldlr.Madde've viriis kontroli tiiplerinden sava kisim~
~lar alinir,l/2 oraninda ardarda seyreltilir ve bir seri di-
liisyon elde edilir.Diliisyonlar {izerine % 0.5 lik eritrosit
siispansiyonu ilave edilir,cda 1sisinda muayyen bir siire baira-
kilar,siire bitiminde hemagliitinasyonun gﬁrﬁldﬁéﬁ en yiksek
dilﬁsyon veni en diigikk viriis konsantrasyonu tespit edilir,
Bu,viriis titresi olarak kabul edilir.Virils titresinden son-
raki diliisyonlarda,eritrositler diigme geklinde ¢okmisg olarak
goriiliirler.Bu da bu diliisyonun tespitini kolaylagtiran bir
husustur.Eger madde antiviral etkili ise madde tiiplerindeki
viriisiin hemagliitinasyon titresi viriis kontroliindekinden da-
ha diigiik ¢ikar (8 ’23134155’58159145’55’6116‘*)0 -

Hemadsorbsiyon Yontemi: Viriis kontrolii ve madde tip-
lerindeki sivi kisimlar atilir,tiiplere biitiin hiicre ylzeyini
trtmeye yetecek miktarda eritrosit siispansiyonu jlave edilir,
T{ipler,eritrositlerin blitin hiicrelerle temasini saglayacak
gsekilde,yatik olarak +49C veya +25°C ‘da 30 dakika bekletilir-
ler.Siire bitiminde eritrositler aktaralar,hiicreler dengeli
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tuz gdzeltisi (balanced salt solution) ile yikanir ve nikros-
kopta incelenirler.Pozitif reaksiyonda eritrositler hiicre-
lere sikil sikiya yapismig olarak;eger viriis madde tarafin-
dan inhibe edilmigse,eritrositlerin hiicreler iizerinde ser-
best olarak ylzdilkleri gorilir (21,27,49,55)

Petri Kutusu YOntenmi

Petri kutusu ybntemi,tek tabakala hilcre kiltlirlerin-
de "Plak" meydana getirerek'ﬁreyen viriisler ig¢in kullanilir,
Plak, viriisiin iiremesiyle hiicrelerde yaptifi tahribat sonucu
meydana gelen ve canla hiicre tagimayan bosluklardir (5,18,

30436,41).

Bu yontemde,depisik gaplarda (35,50,60 mm),bir defa
kullanllaollen,lslya dayanikl:i polisitirenden yapilmig pet-
ri kutulari kullanilar,

Doku kiiltiirii gigelerinden petri kutularina hiicre siis-
pansiyonu nakledilir,tek tabakali bir {ireme meydana gelin-
ceye kadar,muayyen derecede ve siirede bekletilir.lstenen -
reme saglandiktan sonra petrilerde,disk yada plak inhibis-
yonu yontemlerinden birisi kullanilmak sureti ile antiviral

etki tayin edilir.

Disk Yéntemi (Agar Difilizyon Yontemi):Virisidal etki
digindaki diger biitiin tayinler igin uygulanabilir. '

Herrmann ve arkadaslar: (33) bu yonteml,antibiyotik-
lerin antiviral etkisini tespit ig¢in,ilk defa kullanmiglar-
dir.Yontemin uygulanmasi antibakteriyal veya antifungal ak-
tivite tayin ybntemlerine benzer.

Tek tabakali bir iireme meydana gelmis olan petri ku-
tularina sabit dillisyonda viriis gdzeltisi adsorbe ettirilir,
iizerine idame vasati-agar karigimi ilave edilir,bekletilir,
depisik konsantrasyonlarda madde ¢ozeltisi emdirilmig,stan-
dart gap ve kalinliktaki yuvarlak siizgeg kagatlari (diskler),
vasat iizerine uygun araliklarla tatbik edilir.Birinci inkii-
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' basyon siiresi bitiminde hiicre boyasi ilave edilmig bir agar
tabakasi ile kaplanair.lkinci defa inkiibasyona birakilir,Vi-
riislerin iiremesi tamamlanir.Disklerin gevresinde saglam hiic~
relerden meydana gelen inhibisyon zonlarinin gapl milimetre
cinsinden 81lgiiliir.Zon gaplari,kullanilan maddenin konsantras-
yonlarina karsi grafik haline getirilir.Buradan sonu¢lar de-
gerlendirilir (6,11,12,14,20,32,33,344,35,3%8,39,65,66,69).

Plak inhibisyonu Yontemi:Bu ydntem,tek tabakali hiic-
re kiiltiirlerinde,viriisiin meydana getirdigi plaklarin sayil-

mWasl1l esasina dayanar,

Tek tabakali iireme meydana gelmis olan petri kutula-
rins,sabit diliisyondaki viriis ¢Ozeltisi adsorbe ettirilir,
sonra defigik konsantrasydnlardéki madde ¢tzeltileri,ardin-
dan idsme vasati-agar karigimi ilave edilir.Bu islem,sabit
dillisyondaki virilis ile esit hacimdeki madde ¢ozeltisinin ka-
rigtirilmasi ve muayyen bir silire bekletildikten sonra bu ka-

rigsimdan petri kutularina ilave seklinde de yapilabilir,

Bu ybntemde viriis kontrolii,hiicre koantroli ve madde
petri kutulari paralel olarak galigilir.Vasatin katilagmasin-
dan sonra birinci inkiibasyona birakilir.Bu siirenin bitimin-
de,hiicre boyasi tagiyan ikinci agar tabakasi ile ksgplanar,
ikineci inkiibasyona barakilir,ikinci inkiibasyonun bitiminde
meydana gelen plaklar tespit edilir,

T.Burnstein ve arkadaslara (7) plak inhibisyonu ytn-
teminde enfekte hiicre tabakalarini agarla kaplamadan ysptik-
lari deneylerde,kaplanarask yapilanlar ile benzer sonuglar
elde etmiglerdir. '

Plak inhibisyonu yénteninde sonuglar iki gekilde de~
gerlendirilirs

a=Madde petri kutularinda meydana gelén plak sayila-
ri,viriis kontrolii petri kutularindaki plak sayilari ile kar-
si1lagtirilar.Viriis kontroliine gtre plak sayisindaki % 50 a-
zalmanin hangi petri kutularinda oldugu tespit edilir (7,17,
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37,47 ,54,56,70)
b-R.R.Dulbecco (16) sonucu, plak meydana getirme ini=-

tesi (FPMGU=PFU=Plaque Forming Unit) i{izerinden hesaplamigtir,
Bu ilinitenin bulunmasinda agagidaki formiil kullanilair:

PMGU = 5 / vox

¥ = plak sayisi
v = kullanilan viriis diliisyonunun hacmi (ml)
x = kullanilan viris dilusyonu

Bu yoéntem viris titresinin hesabinda,viris dililisyonu-
nu ve bu dillisyonun miktaraini hesaba katmaktadir.Defigik mad-
de konsantrasyonlari kullanilan galismalarda bu husus Onem-
lidir (38,42,43,51,65).

Viriigiin Yapisina BaZli Ydntemler

Hemagliitinasyon - Inhibisyon Ytntemi: Hemagliitinas—~
yon ydntemi bir deferlendirme yontemi olmakla beraber,mikso-
viriislere bazi maddelerin viriisidal etkisinin bulunup bulun-
madiginin tespitinde de kullanilar, |

Stok viriisiin seri dillisyonlari iizerine denenecek nad-
de gﬁzeltisinin belirli konsantrasyonu,egsit miktariarda i-
lave edilir,oda 1sisinda 1 saat bekletilir,iizerine eritro=-
sit siispansiyonu konur ve 1 saat sonra sonuglar okunur.

Deneyde serolojik tip veya oyuklu levhalar kullanil-
maktadir.Madde serisi,viriis diliisyonlarinin eritrosit slis-~
pansiyonu ile karagtirilmasindan meydana gelen viris kont-
roli serisi ile karsilagtairilir ve aktivite bulunup dulun-
madigl tespit edilir (3). '

Embriyonlu Yumurta Yéntemi

Embriyonlu tavuk,hindi ve 8rdek yumurtalari antivi-
ral aktivite tayinlerinde genis Olgilide kullanilmakGadir,
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Yéntemde yumurta kullanilmasi ile kontaminasyon onlenmis ol-
makta,ayrica doku killtiirlerinde kullanilan vasat,pH ayarla-
malarl gibi hususlara da gerek bulunmamaktadir.Virisler,emb-
~riyonlu yumurtanin koriyoallantoyik zar,amniyotik kese,allan-~
toyik kese,sar: kese gibi kisimlarainda lireyebilir.Bu sébepten
viris ekimi ve madde tatbiki yumurtanin bu kisimlarina yapi-
11r,.Viriis ekiminden sonra yumurtalar 36 - 28°C da inkiibe edi-
1ir ve her giin incelenirler (5,41).

Embriyonlu yumurtalar antiviral maddelere laboratuvar
hayvanlarindan daha duyarli fakat doku kiiltirinden daha az
hassastirlar, '

Viriis ekilmigs ve belirli bir inkiibasyon sliresini ta-
mamlamig embriyonlu yumurtalara antiviral maddenin en iyi to-
lere edilen konsantrasyonu enjekte edilir,yumurtalardaki ha-
yatiyet giinde 2 defa 1gsik ile kontrol edilir.Madde enjekte
edilmis yumurtalarla (madde yumurtalari) sadece virids ekil-
mis olanlarin (viriis kontroli yumurtalari) embriyonlariunin
$1liim oranlari tespit edilir ve % iizerinden hesaplanir.Bir
bagka yol da,embriyonlarin hayatta kalma siirelerinin tespiti
ve kargilagtirilmasi geklindedir (12,28,38,40,44,63).

Sonuglarin degerlendirilmesinde madde tagsiyan ve Ga-
simayan enfekte yumurtalarin koriyoallantoyik sivalarindaki
viriisiin,hemagliitinasyon titrelerinin karsilastirilmasi da
kullanilair.Bu yontem Ozellikle Influenza virisi ile yapilan
galigmalarda kullanilmaigtar, |

Laboratuvar Hayvanlari Yontemi

Bir maddenin antiviral etkisinin kesinlik kazanabil-
mesi i¢in hayvanlardaki terapdtik etkisinin de aragtirilmasi
gereklidir,Giinkii birgok madde,doku kiiltlirii ve yumurta deney-
‘lerinde aktif bulunmalarina ragmen hayvan deneylerinde bGy-
le bir etki gostermemektedirler.Diger taraftan,gosterdikle=
ri duyarlik bakimindan hayvanlar arasinda fark oldugu ve- bu
duyarlik farkinin,virisin ve maddenin hayvana verilis yolu=-
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na gdire de degisfigi tespit edilmigtir.

Sonug¢lar genellikle dlen hayvan sayisinin deneyde kul-
lanilan toplam hayvan sayisina orani geklinde verilmektedir
(24,25,26,29,48,53).

Influenza vipriisii gibi akcigerler uzerine etkili olan
viriislerle yapilan galismalarda,enfekte hayvanlar ameliyat
edilir,akcigerlerde meydana gelen lezyonlar tespit edilir ve
bunlar kontrol hayvanlari ile karsilagtirilir (10,11,18,21,
6l).

Arastirmamizda Kullanilan Saponozitler Uzerinde

Yapilan Galigmalar

Aragtirmamizda Gypsophila,Polygala ve Saponaria cins-
lerine ait ham saponozitler kullanilmistir.Degisik arastiri-
cilar yaptiklari g¢alismalarda E.Merck (Darmstad,Germany) fir-
masinin "Ssponinum Purum Album" isimli saponozitini,British
Drug HEouses (BDH) firmasi tarafindan ha21rlénm1§ "Crude
Brown Saponin" ve "#hite Saponin” i kullanmiglardir.Bu sa-
ponozitlerin hangi tiirlerden elde edildikleri belirtilmemig--
tir.Polygala senega'dan elde edilen senegin ve prosapogenin
adli saponozitler ve Saponaria officinalis'in herbasinin ekst-
resi de antiviral sktivite galigmalarinda denenmigtir,

Saponinum Purum Album ile yapilan galismalarda Vesi-
cular stomatitis viriis (3),Crude Brown Saponin ve White Sa=-
ponin ile yapilan g¢alismalarda Encephalomyoccarditis,Semliki
forest,Sindbis ve Chikungunya viriisleri (68);senegin ve pro-
sapogenin ile yapilan galigmalarda ise Influenza (Ap/Japan/
305) (49) viriisii kullanilmigtir.Saponaria officinalis herba=-
ginin ekstresi ile yapilan ¢alismalarda,Vaccinia,Polioviris
tip-3 ve Pseudorabies virilisleri denenmigtir (19).

Antiviral aktivite galigmalarinda triterpenik sapono-
zitlerin yaninda steroidal saponozitler (9,66),alkaloitler
(20,48,70),tanenler (39)'ve flavonozitler (6,67) de kulla-
n11m1$t1r¢
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Aragtirmamizda kullanilan bitkiler lizerinde yapilan
galigmalar materyal,viriis,yontem,sonug ve literatir verilmek
suretiyle tablo-1l de gisterilmisgtir.

Materyal- Viris Yontem Sonuglar(a) Lit.
Saponinum Vesicular stoma- - IX Az etkili 3
Purum Album titis v. |

Encephalomyocar- Plak sayisin-
Crude Brown ditis v. _ da artma
Saponin Semliki forest v.| I-B2a |Plak sayisinda 68
White Saponin |{ Sindbis v. % 50 azalma
Chikungunya v.
Senegin Influenza(Ag/ %34 azalma
Prosapogenin Japan/305) I-A3b |%3%6 azalma 49
Saponaria Vaccinia v.
officinalis'in | Polio tip-3 v. I-Bl Etkisiz 19
herba ekstresi | Pseudorabies v.

Tablo-1
Arastirmamizda Kullanilan Bitkiler Uzerinde
Yapilan (aligmalar

Kullanilan Yontemler: II Hemagliitinasyon-inhibisyon yontemi
I-A3b Tiip yontemiyle hemadsorbsiyon (Doku kiiltiri)

I-B2a Petri kutusu yontemlyle plak inhibisyonu (Doku kiiltiri)
I-Bl Disk yontemi (Doku kiiltird)

(a)Sonuglar aragtirmalarda zikredildigi gibi verilmigtir.

Aragtirmamizda Kullanilan Virﬁslefle Yapilan

Galigmalar

Arastirmamizda,Influenza Ay viriisli,Parainfluenza tip-1
(Sendai) viriisii,Vesicular stomatitis viriis,Polioviris tip-1,Her-
pes simplex viriis tip-1 ve Herpes simplex viriis tip-2 antiviral
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aktivite tayininde kullanilmigtir.Bunlardan Parainfluenza
tip-1 ve Herpes simplex tip-2 virisleri bagka aragtiricilar
tarafindan kullanilmamigtir.

Arastirmamizda kullanilan viriislerle,saponozitler i-
zerinde yapilan ¢aligmalar genellikle tablolar halinde su-
nulmustur.D.A.Van den Berghe ve arkadaglari (66) tarafindan
bitkilerin biyclojik aktivitelerini tarama gayesiyle yapi-
ian aragtirmada,triterpenik saponozit tagiyan bitkilerle il-
gili bilgiler tablo-2 de verilmisgtir.

Bu aragtirmada bitkilerin taze yapraklarainin,% 80 lik
etanclle hazirlanan ve daha sonra kuruluga kadar ugurulup,
serum fizyolojikle g¢dzlilmesiyle elde edilen g¢dzeltileri kul-

lanilmigtar,
Virus Sonu Q(a)
Bitki Polio Herpes Yontem | Polio Herpes
Hedera colchica _ ' I-A2a
Hedera helix Pip-1,14/8; Tip=l | 1.g 1 1
Dianthus caryo- ] I=-Aa
phyllus Tip-l,lA,/&5 Tip~1 | 1.p 1 1
' ' I-A2a
FPhytolacca dioica Tip—l,lA/S3 Tip-1 10 1l
I-Bl

Tablo-2
D.A.Van den Berghe ve arkadaslarinin Antlviral Aktivite
Tayini ile Ilgili Galigmalari (66).

Kullanilan Yontemler:I-A2a Tiip yontemiyle TCIDSO hesaby (Doku
kiiltiirii),I-Bl Disk yontemi (Doku kiiltiirii)
(a)Sonuqlar viral tltrenln azalma faktori cinsinden verllmlstlr.

M, Amoros ve arkadaglar: (1,2) Anagallis arvensis'in
herbasindan hazirladiklara ekstrenin tagidigr maddeleri tes-
pit etmig ve ekstrenin antiviral sktivitesini tayin etmig-
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lerdir.Aragtirmalari sonucu tespit ettikleri antiviral akti-
vitenin,bitkinin tasidigi saponozitlerden olabilecegini be-
lirtmislerdir.Aragstirmada doku kiiltiirii yontemlerinden tiip
yontemi ile Polioviriis tip-2 (Sabin) ve Herpes simplex viris
tip-1 kullanilmig,sonuglar sitopatik etki yoniinden degerlen-
dirilmigtir,.inagallis arvensis'in ekstresi her iki virlise
karzi da etkili bulunmugtur.

G.Subba Rao ve arkadaglari (49) s~ amirin aglikonu
tasiyan bir grup triterpenik saponozit lizerinde,doku kiiltiiru
~ yontemlerinden tip ytntemini ve Influenza (A2/Japan/305) vi-

riisiinii kullanarak antiviral aktivite tayini yapmigslardir.Ga-
lismanin sonug¢lari hemadsorbsiyon yontemiyle deferlendiril-
migtir.Bu‘Qallgmanln'bulgularl tabld—B te gosterilmigtir,

Bitki Saponozit Sonug (% inhibisyon)
Aesculus hippocastanun Eskin 92
Glycyrrhiza glabra Glisirizin 37.
Cyclamen europeum Siklamin A 33
Hedera helix Hederakozit C 54
Primula veris Primulasaponin 89
Quillaja saponica Killayasaponin 22 -
Bupleurum falcatum Saykosaponin a 69
Bupleurum falcatum Saykosaponin b 0
Thea sinensis Teasaponin 73

Tablo=3

G.Subba Rao ve arkadaglarinin Antiviral Aktivite
Tayini ile 1lgili Galigmalari (49),

Ayni galigmada,daha &nce ayni aragtiracilar tarafin-
dah_gxmnema sylvestre'den (49,61) izole edilmis,agillenmig
p~amirin aglikonu tasiyan gimnemik asitlerin de antiviral
aktivitesi tayin edilmis wve asagidaki sonuglar bulunmugtur
(tablo~4),
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Madde Aktivige(d)
Gimnemik Asit A iyi
Gimnemik Asit 3B Orta
Gimnemik Asit C Yok
Gimnemik Asit D Yok
Gimnemik Asit A Metil Esteri iyi
Gimnemagenin Yok
Genin Karisami (Aglikonlar) Iyi
Gimnemagenin Asstat Karigama Yok

_ Tablo-4
G.Subba Rao ve arkadaglarinin Antiviral Aktivise
Tayini ile Ilgili Galagmalari (49).

(@) gisivite,caligmada zikredildigi gibi verilmistir,

Arastirmamizda Kullanilmayan Viriislerle

Yapilan Galigmalar

Aragtirmamizda kullanilmayan fakat degigik aragtiri-
cilar tarafindan triterpenik saponozitlerin antiviral aktivi-
te tayinlerinde kullanilmig olan viriislerle ilgili bilgiler
tablo 5 te dzetlenmigtir,



Bitki Virlis Yontem | Sonug Lit,
Coxsackie BE 1(¢)
Semlikxi forest
Hedera colohics®’ L 10 I-A2a 1 66
Hedera helix Adenovirus I-B1 1
Measles Edmons-
ton A 10
Coxsackie B2 1(0)
Semliki fcrest
Dianthus caryophyllgg) L 10 1-A2a 1 66
{ Adenovirus I-Bl 1
Measles Edmons-
ton A 1
Coxsackie B2 1(0)
Semliki forest
Phytolacca dioicald) L 10 I-A2a 100
Adenovirus iI-Bl1 1 56
Measles Edmons-
ton A 10
Gymnema sylvestre(b) ECHO 28 I-A2a 1.610é@
- Azalma 51
Tablo-5

Arastirmamizda Kullanilmayan Viriislerle

Yapilan Galigmalar

Kullanilan Yontemler: I-A2a Tip yontemiyle TCID50 hesaba (Do~
ku kiiltiirii),I-Bl Disk yontemi (Doku kiiltiirdi).
(@)p;itxilerin taze yapraklarinin % 80'1ik etanolle hazirlan-
mrg ekstreleri kullanilmistair,
(b)Bitkinin yapraklarindan elde edilmis clan Gimnemik Asit 4

kullanilmistar.

(c)Sdnuq,viral titrenin azalma faktdri olarak verilmigtir,

(d)Sonugta viris kontroliine gdre viriis titresindeki azalma

zikredilmigtir,




PRATIXK GCALISMALAR



MATERYAL VE X ONTEM

MATERYAL

Arastirmamizda antiviral aktiviteleri tayin edilen
maddeler Farmakognozi Boliimiinde daha Once yapilan arastir-
ralar sconucu elde edilen hanm saponozitlerdir,

Bunlar asagidaki bitkilerin kaklerinden elde edilmig=-
tir:
Gypsophila arrostii Guss.var. nebulosa (Boiss.tHeldr.) Bark.,

Gypsophila bicolor (Freyn.sSint .) Grossh.,Gypsophila srioca-
}zz_Boiss.,GypSophila perfoliata L.,Polygala pruinosa Boiss.
ssp.pruinosa J.Cullen ve Saponaria kotschyl Boiss.

Bu bitkilerin toplandizi yerler ve Hacettepe Eczacl~
11k Fakiiltesi Herbaryumundaki (HUEF) Srneklerinin numaralari
asafida gosterilmigtir. ‘

Goarrostii var.nebulosa,lsparta, Atabey civar1,2l.6.l969
(HUEF 116)

G.bicolor,Van,Alakdy civari, 6,8, 1969 (HUEF 110)
G,perfollata,ngde Bor,Kayikdy civari,28.6,1969 (BEUEF 129)
Geeriocalyx, Ankara,Keskin,Biiyilikcevizli koyu,E,.6.1969
(HUEF 127)




P.pruinosa ssp.pruincsa,konya,Beygehir,Fele koyli, 13.6.1975
(EUEF 710)
S.kotschyi,lsparta,Golelik,Krater golii yamaglari, 26.6,1975
(HUZFr 866)

Aragtirmamizda kullanilan virtisler asajida gcsteril-

migtir:

Influenza A?

Parainfluenza tip~l (Sendai)

Polioviriis tip~1

Vesicular stomatitis viriis (V3V)

Herpes simplex viriis tip-1 (HSV-1,Mayo susu)

Herpes simplex viris tip-2 (HSV-2)

Bu viriisler ,NIAID (National Institute of Allergy and
Infectious Diseases National Institutes of Health,Bethesda,
Maryland 2001%4,U.S.4.)'dan saglanmis olup,Hacettepe Univer-
sitesi Mikrobiyoloji Enstitiisii Viriis Laboratuvarinda kiiltur-
leri yapailip ¢ogaltildiktan sonra deneylerimizde kullanil-
mistar,

Arastirmamizda kullanilan hiicre kultiurleri sunlardir:

a=-Devamli pasaji yapilarak canlilifi korunan insan embri-
yonu akcigeri hiicre kiltiirii (ILU-106).

b~Insan embriyonu akciperi fibroblastik hiicre kiiltiirli (Hel,
Human Embrionic Lung). |

c-1nsan embriyonu derisinden hazirlanmis hiicre kiiltirii.

d-Fare embrlyonu fibroblastik hiicre kiiltiiri (MEF,Mouse
Embrionic Fibroblast).

e-Tavuk embriyonu fibroblastik hiicre kiiltiirii (CEF,Chicken
Embrionic Fibroblast).

f-Tavgan bobregi hilcre kiiltiirii (RK,Rabbit Kidney).

g-Bebek hamster b&brek hiicre kiiltiiri (BHK,Baby Hamster
Kidney).

Ham saponozitlere ait toksisite deneylerinde bu hiic-
relere ilaveten,Afrika yesil maymun bSbregi hiicre kiUltirud
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(VERO),Helena Lane isimli bir kadindan 1951 yilinda alinmig
ve o ginden bu yana devamli pasaj: yapilmig,insan servikal
karsinomasi hiicre kiiltiiri (Hela),insan epidermoid nazofarinks
karsinomasi hiicre kiiltiiri (Hep-2) de kullanilmigtir.Ayrica
stok virilslerin hazirlanmasinda,dana bdébreffi hiicre kiiltird
(MDBK) ve maymun bSbregi hiicre kiiltlirii (MS) de kullanilmig-
tair, ‘

Insan embriyonu ve dolayisiyle akcigeri,Universite-
miz Hastahanesi Kadin-Dogum B&liimiinden, fare ve tavuk embriyo-
nu ile tavsan bobregi Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi
Cerrahi Arastirma Enstitiisiine baZli olan Deney Hayvanlari
Laboratuvarindan saflanan denekler ve embriyonlu yumurtalar-~
dan hazirlanm stir.Bebek hamater bobregi hiicre kiltirid (BHK)
Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi ViroloJji Boliminden
saglanmistar,

Bunlarin disinda kalan hilcre kiiltiirleri Hacettepe U-
niversitesi Mikrobiyoloji Enstitiisi Virus Latoratuvarinin
kolleksiyonundan kullanilmistar.

Doku kiiltiiri hazirlanmasinda kullanllan'vasatlar ve
temin edildikleri yerler asagida gosterilmigtir:
Eagle Vasati |

a~ 47360 Minimum Essential Medium Eagle,MEM.
Serva Fainbiochemica GMBH Co.

b- 8 110 2 Basal Medium Eagle,BME.
Bio Merieux Products and Laboratory Reagents.

¢~ Gogaltici ve idame vasatlarina degfigik oranlarda ila-
ve edilen dana serumu,Et ve Balik Kurumu Ankara Mezbahasin-
dan temin edilen kandan elde edilmigtir,

Caligmamiz sirasinda kullanilan &zel alet ve malzeme
ile ilgili bilgiler asagida kisaca gdsterilmistir,

a-Petri Kutulari: (3001 Tissue Culture Dish-Style Falcon);
polisitirenden,35 x 10 mm (Div.Becton,Dickinson Co.Palcon).



b~ Oyuklu Levhalar: (Greiner Mikrotitrierplatten);polisi-
tiren,"U" geklinde 8 x 12 oyuklu,96 x 0.275 ml kapasitede
(Greiner und Sthne Nutringen Laborartikel) (gekil-2).

¢~ Mikropipetler: (M5 Permanent Pipettes,0.025 ml,M17 Per-
manent Pipettes,0.050 ml);Polipropilen,s ml kapasiteli,bir
defada 0.025-0.050 ml damlatabilen (Cooke Laboratory Products
Division of DYNATECH AG) (Sekil-2).

d- Mikroseyrelticiler: (Microtiter Diluters,M33 Microdi=-
luters 0,025 ml long);kaliteli titanyum-paslanmaz gelikx ala-
simindan,aliiminyum ile kapli,0,025-0.050 ml kapasiteli (Cooke
Laboratory Products Division of DYNATECH AG) (sekil-2),

e~ Yari OQOtomatik Enjektdrler : (Kifa semiautomatic pipet-
ting syringe),0.05 ml ile 1.00 ml arasinda ayarli,degigik
boylarda,ucuna takilan pastor pipeti sayesinde bir defada
ayarli oldugu hacimdeki siviyi gekebilen enjektdrler (KIFA
Sweden) (sekil-z),

f- Hemositometre = Kan Sayma Lami: (Thoma Lami),derinligi
0,1 mm ve sayim alani 16 kareden meydana gelmig olup 1 mm®
dir.Bu kareler de tekrar 16 kiiglk kareye bolunmiigtir

(Resistance ﬁ.) (gekil-1),

! _ i mm

Sekil~1

Hemositouwetrenin Mikroskopta Goriinlisi



o- Gevrilmis Mikroskop: {Inversed lllcroscope),objsktif-
leri altta,151k kaynaga ilstte olan binokiler mikroskop,
No:715030 (Leitz wWetzlar Germany..
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Sekil-2 _
Hemagliitinasyor Yonteminde Kullanilan Aletler
a_Mikropipet
b-8x12 oyuklu levha
c-bMikroseyreltici
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Cekil-3

Logarituik Dillisyon Hazirlamada ve Virus =Zkiminde
Kullanilan Aletler

A_KIFA yari otomatik enjektori
E_Pastor pipeti
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YOGNTEM

Antiviral ektivitenin tayininde once doku kiiltiiri,sr-
dindan madde ¢dzeltisi hazirlanir ve madienin doku kiltiri
iizerine toksik olup olmadifyr denenip elde edilen sonuglar
deerlendirilir.Bu sonuglara gire,daha Once hazirlanan viris
gbzeltileri kullanilarak antiviral aktivite deneyleri yapi-
lir ve bulgular deggerlendirilir.

Bu kisimda,aragtirmamiz sirasinda kullanilan ydntem-
ler kabil oldupu kadar,uygulama sirasi takip edilerek veril-
- Aragtirmamizda kullanilan vasatlarin ve diger ¢obzel-
tilerin yapilarai ayrintili olarak ekler kisminda verilmigtir,

Doku Kiiltiirlerinin Hazirlanmasi

Qallsmalar;mlz sirasainda kullahdlglmlz ,dokulardan
hazirlanan ,hiicre kiiltiirlerinin seg¢ilmesinde dsha &nce yapi-
lan saponozit galigmalaranda kullanilan hiicre kiiltiirleri gbz
dniinde tutulmugtur.

Bu hiicre kiiltiirleri;maymun ve dana bébregi (49,61),
HeLa (66),VERO (1,2,66),fare embriyonu fibroblastik,bebek
nhamster bibregi ve tavuk embriyonu fidbroblastik (68) hiicre
kiiltirleridir,



Ayrica Polioviriuslerin insan orijinli hiicrelerde da-~
ha iyi tredikleri gdz Oniinde tutularak, insan embriyonu ak-
cigeri (Hel,LU-106) ve derisi ile insan epideruoid karsino-
masi (Hep~2) hiicre killtlirleri de ¢alismalarimizda kullanil-
mistir. Ancak toksisite deneyleri sirasinda ham saponozitle-
rin biitiin diliisyonlara (Hep-2) hiicre kiiltiiriine kargi toksik
etki gosterdiginden, antiviral aktivite tayin deneylerinde
bu hiicre kiiltiri kullanilamamigtair.

Doku kiiltiriiniin hazirlanmasinda iki ana kademe ayirt
edilir: Kullanilan materyelin hazirlanmasi, materyelin par-
calanip hiicre siuspansiyonunun hazirlanmasi.

Materyalin Hazirlanmasi

Insan Zmbriyonu AkcifieriFibroblas-
tik Hicre Kiultiiri: 3 aylak fetiis steril gart-
larda agilir, akciferleri steril bir behere
alinir.

Tavuk Imbriyonu Fibroblastik Hiicre
Kiltiri: 9-11 glinlik embriyonlu yumurtalar
steril sartlarda agilar, embriyon ¢rkarilar,
gama ve ayak kasimlari ayrilir, i¢ organlari
temizlenir, geri kalan kisim nmateryal olarak
kullanlllé.

Fare Embriyonu Fibroblastik Hiicre
Kiltliri: Gebe fare agilir, embriyonlari ste-
ril bir behere alinir, plasenta ayrilir.Emb-
riyonlarin kol, bacak, kuyruk gibi kikirdak
dokularr ve ig¢ organlari ayrilar, geriye ka-
lan fibroblastik doku materyal olarak kulla-
nilar,

Tavgan Bobregi Hilcre Kiiltiirli: 3 haf-
talik tavgan yavrusunun bdbrekleri steril sart-
larda gikarilar. Pargalanip, materyal olarak
kullanilaizr.

Hiicre Sispansiyonunun Hazirlanmasi

Yukarda anldtllan sekilde hazirlanan
materJal dnce 37°C'daki antibiyotikli, tampon-
lu fosfat ¢Ozeltisi (ek-8) sonra tripsin ¢ozel-



tisi (ek-4) ile birkag defa yikarir, ince
pargalar halinde kiyilar, tekrar tripsin ¢o-
zeltisi ile yikanir, steril bir sigeye alainir.
Uzerine. 40-50 rl tripsin ¢hzeltisi ilave edi-_
lir, 10 dakikada bir galkalamak sureti ile 2Z7°¢
lik su banyosunda 1 saat birakilair, Tripsin et~
kisi ile ince kiyilmis dokudan bir kasam hiicre-
ler ayrilir, siire bitiminde doku »argalarinin
lizerinde kalan hiliecre sispansivonu steril bir ha-
ni ile steril tiilbentten siizilir. Siziinti, 1500
devirli santrifiijde 15 dakika santrifiije edilir.
¢Oken hilcreler iizerindeki tripsin ¢dzeltisi ati~
lir, yerine 10-15 ml goZaitici vasat konur, hiic-
relerin bu vasat iginde homojen dagilmasi sazla-
nir,., Bu sligpansiyon, doku kiiltiri giselerine . .
alinir, 377C lik etiive konur, hiicrelerin gozal-
mas1 saflanir (perellikle 48 saatbe uypgun bir
¢oZalma meydana gelir). :

Eiicre Pasajlarinin Yapilmasi

Yukardakl gibi hazirlansn hiicreler ve doku kiltiiri gi-
selerinde hazir olarax temin edilmis (HeLa,VERO,BHK,Hep~2,MS,
MDBK ve insan embriyonu deri hicreleri) olanlarin canlilikla-
riny devam ettirebilmesi igin paszjlarinin yapilmasi gerekir.
Bunun igin agagida anlatilan miigterek yol takip edilmigtir.

Hiicrelerin tek tabaka halinde iiredik- .
leri tespit edilen doku kiiltiri siseleri ali-
nir, iglerindeki goZaltici vasaslar atilar,
sise ylizeyine yapigmisg sekilde gogalan hiicre
tek tabakalari ana vasat ile yikanir, yikama
sivilara atilir, gigselere 37°C daki tripsin
g6zeltisinden 10 ml konur, hafifge g¢alkalanir,
hilcreler yikanir. Tripsin g¢dzeltisi 1 pl kala-
cak gekilde fazlasi atilar. Siseler 37°C'da 15
dakika tutulur, bu iglem esnasinda tripsin, ci=-
dara yapigmig hilecrelerin ayrilip dagilmasini sag-
lar. Sire bitiminde sigelere 30 ar ml gogaltici
vasat konur, hiicrelerin homojen da#ilmasi safla-
nir, bir gigseden alinan 15 er ml lik hiicre siis-
pagsiyonu steril iki doku kiiltiri gigesine konur,
577C da gofalmaya birakilar.
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Tip ve Petri Kutusu Yontemlerinde
Kullanilacak Hicre Kiltiirisrinin
Hazirlanmasa

Tripsinle muamele edilmig hilcreler iizeri-
ne takriben 30 ml qogaltlcl vasat konur.Hic-
re erin gogaltici vasattakl konsantrasyonlar:
10° hucre/ml olarak ayarlanmalidir.Bu aJarlaw
manin nasil yapildigil agagida "Hicre Sayima"
bagligl altinda verilmistir,

Homojen hale getirilen hicre silispansijyo-
nu ya tliplere veya petri kutularina dagita-
lir.

Tuplere dagitildiginda,en ¢ok 25 tiipe
birer buguk mililitre konur,tiiplerin agza
mantarla kapatlllr Porttupte bulunan tupler
vatay -olarak 37° ¢ da goZalmaya birakilir.
Tek tabaka halinde Ursme meydana geldigfinde
(genellikle 48 saat sonra) tiipler deney;erde-
kullanilmaya hazairdirlar.

Petri kutusuna dagitilmasi halinde 8
petri kutusuna dorder mililitre hiicre suspan-
siyonu konur, %7°C da gogalma saglanir,

"Elere Sayima

Hiecre silispansiyonunun bir miktari kan
~sayma lami (Hemositometre) lzerine konur,

Sayim sirasinda 1 mm? l1ik alan igindeiki

ve bu karenin birbirine komgu iki kenari iize-
rindeki hiicreler sayilar; Ssayim alaninin hacnmil
0.1 mm’tiir.Bu durumda 0.1 mm3teki hiicre sayi-
s1 tespit edilir,oranti ilz 1 ml deki hiicre
sayisina geq*llr Bu deger bulunduktan sonra,
hiicre susyan31yonu uygun bir gekilde seyrel-
tilerek 10%konsantrasyona ayarlanir,

Madde Gozeltilerinin Hazirlanmasi

Ham saponozitlerin her birinden 4 er
mg tartilir,400 mcyg/ml olacak sekilde,steril
distile suda g¢dziliur,dakikada 2000 devirli
“santrifiijde 15 dakika santrifije edilir,meve
cut bakterilerin ¢okmesi saglanir,Bu ¢ézelti-
ler,steril serolojik tiliplere 0.5-1,0 er nl
konur ve stok madde gdzeltileri hazlrlanmls
olur.Bu: ¢dzeltiler kullanilincaya kadar -20°C
da saklanirlar,



Toksisite Deneyleri

Antiviral aktivite galismalarina gec¢ilmeden Once ga-
lismada xullanilacak olan ham saponozit ¢dzeltilerinin,de-
gisik hiicre kiiltlirleri iizerindeki toksisiteleri aragtiril-
mistir ve hiicreler lizerine toksik etki yapmayan konsantras-—
yonlar: tespit edilmigtir.

Toksisite deneylerinde ham saponozitlerin 200 mecg/ml
den baslayan seri diliisyonlari kullanilmigtir,.Bu dilisyon-
lar stok madde ¢dzeltilerinin idame vasati ile seyreltilme-
siyle hazirlanmigtir.Toksisite deneyleri tip yintemi kulla-
nilarak yapilmigtir.Hem saponozitlerin tespit edilen,toksik
olmayan konsantrasyonlari bulgular kisminda tablo=-6 da gos-
terilmigtir,

Seri dllusyonlardan 2 ser ml,hilicre_tek
tabakalari lUzerine ilave edlllr.Tupler 377C da

2 gin inkiibasyona birakilair, inkiibasyon siresi

bitiminde mikroskopta incelenir,hlicrelerde mey-

dana gelen gekil defigiklikleri ve dokiilmeler

tespit edilir.Saponozitlerin etkisiyle gekil

degisiklikleri meydana gelir.Bu etkiyi goster-

meyen en yiiksek diliisyon bulunur.Buna "Toksik

Olmayan En Yiiksek Konsantrasyon" adi verilir,

Deney % paralelli olarak yapilar,orta-
lama alinair ve hesaplanan toksik olmayan en
yiksek konsantrasyona uygun dilusyonlar anti-
ral aktivite tayin deneylerinde kullanilair,

Stok Virilislerin Hazirlanmasa

Arastlrmamlzda kullanilan viriisler uygun hiicre kul—
turlerinde ve embriyonlu tavuk yunurtasinda iiretilerek stok
viris g¢6zeltileri hazarlanmigtar.

Herpes simplex tip-1 ve tip-2 virilsleri,insan emb-
riyonu akcigeri,insan epidermoid karsinomasi ve maymun béb-
regi;Vesicular stomatitis viriis,dana bdbrezgi ve deri;Polio-
viris tip-l ise insan embriyonu akcigeri,deri ve maymun bob-
regi hiicre kiiltiirlerinde lretilmiglerdir.



Influenza A, ve Parainfluenza tip-1 (8endai) viriis-
leri embriyonlu tavuk yumurtasinda lretilmiglerdir,

Hiicre kiiltiirlerinde iireyen viriislerin iretim yontem—
leri aynidir.Bu yontem agagida verilmistir,

Doku kiiltiiri giselerinde tek tabaka
halinde ilireyen hiicrelerin ¢ogaltici vasatla-~
ra bosaltlllr hicre tek tdbakalarl lizerine
0.5-1.0 ml viriis ilave edilir,37°C da 1 saat
enfekte edilir.Bu sire zarflnda 10 dakikada
bir,yatay olarak hafifge Qalkalanlr Siire bi-
timinde virislii 81Vl atilir,yerine 15 ml i-
dame vasati konur 5? C da 1nkabasyona bira-
kilar.Hicrelerin % 70-80 inde 51topat1k et-
ki goriildigii zaman giseler -20°C daki derin
soffutucuya alinmir,dondurulur,sonra su banyo-
sunda goézililir,bu 1§lem % defa tekrar edilir.
Idame vasatli hiicreler dakikada 2000 devir-
1i santrlfaade 10-15 dakika santrifije edi-
lir.Hiicre artiklarainin lzerinde kalan ve wvi-
riis tagiyan berrak sivi,ampul ve kiigiik sige-
lere 0.5-1,0 er ml tdk51m edlllr,nullanllln—
caya kadar -20°C da stok viriis olarak sakla-
TI1T.

Influenza Ap ve Parainfluenza tip-1 (Sendai) viris-
leri ise en iyi embriyonlu yumurtada liredikleri igin,embri-
yonlu tavuk yumurtasinin koriyoallantoyik kesesinde iiretil-
miglerdir.Bu iretim su gekilde yapilmistar:

11 glinlik embriyonlu yumurtalar igikta
muayene edilir,hava boslugu olan kisaim be--
lirlenir,¢izilir,¢izginin {izerinde bir nok-
ta mersol gozeltlsl ile dezenfekte edilir,
Ozel delici alet ile bu kisimda kiiglik bir
delik ag¢ilir,yumurtanin sadece kabuk kis-
minin delinmesine dikkat edilmelidir.Enjek~
tordeki 0,1 ml viriis koriyoallantoyik kese-
ye enjekte edilir,kabufun delinen k15m1 pa-
rafilm ile kanatlllr,yumurtalar 33°C daki
inkiubatore konur.48 saat inkiibasyondan son-
ra, 3=5 saat buzdolabinda bekletilirler {(da-
marlarin blziigsmesi ve viriisli sivi alinar-
ken eritrosit gelmemesi igin).Silire bitiminde
yunurtanin hava boslugu kisma ilstten dezen-
fekte edilir,lst kismi gikarilar.Kabuk zari
ve Koriycallantoyik zar pipet ucuyla deli-
nip,puarli pipetle wvirudslid sivi g¢gekilir.
Berrak,eritrositli olmayan bu sivi 2000 de~
virle 10 dakika santrifiije edilir,iist sivi-~



lar alinar,hemagliitinasyon titreleri tayin
edildikten sonra =-20°C daki derin sogutucu~-
ya konur,stok viris olarak saklanir,

Stok Viris Titrelerinin Tayini

Antiviral aktivite galismalarina gegilmeden once,stok
viriislerin titreleri tayin edi1melidir.Qallgmalarlmlzda kul-
landigimiz viriusler doku kiiltiurlerinde stopatik etkiler wve
plak meydana getiren virusler olduklari ig¢gin,titre tayinin-
de iip ve petri kutusu ydntemleri kullanilmigtir.Tip ydnte=-
minde titreler Reed-Nuench (50) formﬁlﬂne'gﬁre hesaplanmig,
petri kutusu yonterminde ise ,meydana gelen plaklar sayil-
mistir,

Tip Yontemi

Stok virisun,Kifa yari otomatik enjek-
térleri kullanllardk 1dame Vdsatlyla logarit-.
mik diliisyonlari (10‘ 1074,107% s e v ey 10 ha-
zirlanir, her bir dllusyondan tiiplerdeki hiic-
re tek tabakalarl_ﬁzerine 0.1 er ml ilave e-
dilir,3 1i seriler halinde g¢galisilir.%70C da
1 saat adsorbe ettirilir,siire bitiminde viriis-
1i sivalar atailar tuplere 2 ser ml daha ida-~
me wvasati konur, 37 C da 48 saat inkiibasyona
birakilir.Sire bltlmlnde tiipler mikroskopta
incelenir,enfekte olan ve olmayan tup sayi-
lari tesplt edilir,Reed-Muench formiliine gi-
re TCID50 titreleri hesaplanair,

Ornek:

Polioviris tip-l'in insan embrlyonﬁ
akcigeri (IU-106) hiicre kiiltiiriindeki titras-

yonuj
viris Ditisyons Tup cayr T Taplam Oran O/
107t 349 010 9/9 100
10002 3le oo 6/6 100
10702 2|3 1)1 3/4 75
1074 111 2}3 /4 25
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Petri Kutusu Yontemi

Tiip ybntemindeki gibi enfekte ve 37°C
da 48 saat inkiibe edilmis petri kutularinan
idame vasatlari atilir.Hiicreler metanol ile
2-3% dakika muamele edilir ve bdylece petri
kutusuna tespit edilmis olur.Giemsa boyasi
(ek~7) ile 379C da 15-20 dakika boyanir,bo-
va atilir,fazlasi su ile yikanir,meydana ge-
len plaklar sayilar,

Antiviral Aktivite Deneyleri

Aragtirmamizda kullanilan viriisler baglica ig buylk
grup altinda toplanabilirler:Doku kiiltlirlerinde iremeleri ne-~
ticesinde hiicrelerde sekil degisikligi meydana getirenler,ya-
ni sitopatik etki yaratanlar (Polioviriis tip-1,Herpes simplex
viriis tip-1 ve tip-2 ile Vesicular stomatitis viris),sitopa-
tik etkinin ilerlemis safhalarinda plak meydana getirerek go-
galanlar (Polioviriis tip-1,Herpes simplex viriis tip-1l ve tip-2),
eritrositleri agliitine edebilme kabiliyetinde olanlar (Influ-
enza A, Ve Parainfluenza tip—l)o

Doku kiiltiirlerinde sitopatik etkiler meydana getiren
viriislerle ¢aligaldifr zaman tip yontemi (1,2,6,15,17,23,24,
29, %6,43,47,59,60,61,66),plak meydana getirerek goZalan viriis-



ler icin de disk (6,11,12,20,32,33,35, 38, 39,65,66,69) veya
plak inhibisyonu (7,37, 38,39,42,54,56,65,67,€8,69,70) yon-
temleri uygulsnmigtir.Eritrositleri agliitine edebilen viris-
ler kullani1ldigy zaman antiviral aktivite hemagliitinasyon-in-
hibisyon (3) yontemi ile tayin edileblldigi gibi,tiip yontemi-
nin sonuglar: da hemagliitinasyon yontemi ile bulunabilir (10,
13,38,39,45,55,57,58,61,64),Tip yintemiyle,eritrositleri hic-
Te yizeyine adsorbe ettiren virlislerle galigildifinda sonug-
lar hemadsorbsiyon yontemiyle degerlendirilir (21,27,49,55).

Arastirmamizda yukarda belirtilen ydntemlerden galig-
mamiza uygun olanlari on deneylerle %tespit edilenler kullanil-
migtir.Daha once yapilan galigmalarda saponozitler igin tﬁp
(1,2,49,66),petri kutusunda plak inhibisyonu (68)},disk (19,66)
ve hemagliitinasyon~inhibisyon (3) yontemleri denenmigtir,Tip
yénteminin sonuglarinin hemaglitinasyon (61) ve hemadsorbsi-
yon {(49) ile degerlendirildigi galismalar:idavardir.iyrica,
farelerde uygulanan laboratuvar hayvanlari yontemi (61) ile
in vivo galigmalara da adim atilmigtar,

| Caligmamizda da tilip yOnteni ve petri kutusunda plak
inhibisyonu ile hemaglitinasyon-inhibisyon yintemleri denen-
mig,hemagliitinasyon-inhibisyon yintemi ile yapilan on deney-
lerde saponozitlerimizin diiglik etkide oldugu tespit edilmiz-
tir.Bu ylizden hemadsorbsiyon ydnteminin uygulanmasina lizum
gorilmemiztir,
Kisaca s0ylemek gerekirse ydntemlerin segilmesinde vi-

riislerin Szellikleri,saponozitlere uygulanabilirlikleri ve la-
boratuvar gartlarimiz Gn planda tutulmugtur,

Y¥ontemlerin uygulaniglari ile ilgili ayranta "Doku Kil-
tiirii Yéntemleri" ve "Viriisiin Yapisina Bagli Yontemler" baglik-
lari altinda verilmisgtir,
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Doku Kiltiru Yontemleri

Tiip Yontemi:Galigmamiz sirasinda ham sgponozitlerin

viriislere karsi viriisidal etkileri tespit edilmigtir,yani

ham saponozit dillisyonlari direkt olarak viriisle muamele e-
dilmis,sonradan logaritmik diliisyonlarla hiicreler enfekts
edilerek,doku kiiltiirlerinin %50 sini enfekte eden doz (TCIDBO)
hesaplanmigtir.

Bu ytntemle antiviral aktivite tayin edilirken,Polio~-
viris tip-1,Herpes simplex viriis tip-l ve tip-2'nin 10C-150
TCID5O leri (lO"1 diliisyonu),Vesicular stqmatitis viridsiniin
ise 1000-10,000 TCID5O si (10-1 dilisyonu) kullanilmigtir,

Ham saponozit stok gizeltileri,ham sa-
ponozitlerin toksik olmayan en yliksek konsan-—
trasyonlari,bunun yarisi ve iki kati miktarda
madde tasiyacak gekilde idame vasatl ile sey-
reltilir yani,0.5,1 ve 2X dilisyonlari hazir-
lanir.Bu diliisyonlar esit miktarda 107" viris
diliisyonu ile karigtirilir,oda 1sisinda 1l sa-
at bekletilir.Slire bitiminde idame vasatiyla,
her bir karisimin 107' den baglayan logarit-
mik diliisyorlari hazirlanir (107,102,107 ,
veaeseay 070 ) Her bir dilisyon uUgli seriler
halinde galasilir.Bu seri dilisyonlar,daha
tnce elde edilmis olan hiicre tek tabakalari
iizerine 0.2 ml miktarda ilave edilir,37°C da
1 sast viriisiin adsorbe olmas: igin,arada sira-
da ¢alkalayarak,bekletilir.Siire bitiminde vi-
riislil sivilar atilair,yerine her tilpe 2 ger nl
idame vasati konur,37°C da inkiibasyona bira-
k1lir.Hiicrelerde meydana gelen sekil defigik-
likleri (sitopatik etkiler) hergiin incelenir,
genellikle 2 giin iginde kesin sonuglar tesgit

+

edilir (nadiren 3. glin de inceleme gerekir

Deneyin baglangicinda 10™0 viriis diliis-
vonu egit miktarda idame vasatiyla karigtiri-
larak viriis kontrolu hazirlanir ve viris kont-
roliinde de yukarda belirtilen biitin iglemler
aynen tekrarlanir, '

Seri diliisyonlarda ve virils kontroli tip-
lerindeki viriis titreleri Reed-Muench formiili~
ne gire hesaplanir, '



Petri Kutusu Yontemi:Caligmamizda petri kutusu yon-

temlerinden plak inhibisyonu yontemi kullanilmistir,

Plak Inhibisyonu Yontemi:llam saponozitlerin doku kil~
tirlerinde plak meydana getiren virislere karsi viriisidal et-
kileri plak inhibisyonu yintemiyle tespit edilmigtir.vViris
kontroli ile ham saponozit tasiyan petri kutularindaki (mad-
de petri kutulari) plak sayilarinin karsilastirilmasi sure-
tiyle viriisidal etki deferlendirilmistir.,

Bu yontemle antiviral aktivite tayin edilirken viriis-
lerin,ortalama 50-100 plak meydana getirebildikleri d4iliis-
yonlari kullaniluigtir.Bu diliisyonlar:Polioviris tip-1 icin
,lO-l,Herpes simplex viriis tip-1 ig¢in 1077 ve Herpes simplex
viriis tip-2 icin 107°'dir.

Ham saponozit stok ¢8zeltileri,ham sapo-
nozitlerin toksik olmayan en yilkksek konsantrus-
yonlarinin iki kati miktarda madde tasiyacak
gekilde,idame vasati ile seyreltilir yani, X
dilisyonu hazirlanir.ldame vasati kullanilarak
.Polioviris tip~1'in 107! ,Herpes simplex viris
tip-1'in 107¢ ,Herpes simplex viriis tip-2'anin
ise 107?dilisyonlar:i hazirlanarak ham sapono-
zitlerin 2¥ dilisyonlari ile egit miktarlarda
karigtirilir,l saat oda i1sisinda bekletilir,
Plastik petri kutularinda gogalmis,gogalticz
vasati atilmig hiicre tek tabakalari ilizerine
yukarda hazirlanan karigimlardan 0,2 ger ml
ilave edilir,Viriislin adsorbe olmasi igin 37°C
da 1 saat bekletilir,siire bitiminde siva kai-
sam atilir,petri kutularina 4 er ml daha ida-
me vasati konur,379C da 2-3 giin inkiibasyona
bairakilar, - '

Petri kutularinda yapalan iglemler % pa-
ralelli olarak galasgilar,

Petri kutularinda plak meydana geldipgi
Tespit edildikten sonra idame vasatlari atalir,
hiicre tek tabakalari {lizerine 1 ml kadar neta-
nol ilave edilir,2-3 dakikada hiicrelexr petri
kutusuna tespit ettirilir,metanol aktarilarak
atilir,Petri kutularina 4 er ml Giemsa boyasi
konur,370C da 20 dakika tutulur,canli hiicreler
boyanir,boyanin fazlasi ddkiilir.Mora boyanan
canli hicrelerin arasinda boyanmamis,renksiz
noktaciklar halinde gorilen plaklar sayilar,
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Deneyin baslangicanda Polioviriis &ip-1L
in 10~' ,Herpes simplex viris tip-l'in 107¢,
Herpes simplex viriis tip-2'nin 1072 diliisyon-
lari esit miktarda idame vasatiyla karigti-
ralarak viris kontroli hazirlenir ve virus
kontroliinds de yukarda belirtilen biitiin ig-—
lemler aynen tekrarlanar.

Sekil-4
A,B_Petri Kutusu Yonteminde Kullanilan
Plastik Petri Kutulari
C.Hiicre Kontroli Petri Kutusu
D_Viriis Kontroli Petri Kutusu ve Virlsin
' Leydana Getirdigi Plaklar



Viriisiin Yapisina Bagli Yontemler

Hemagliitinasyon-Inhibisyon Yonteml: Bu yontem Inf-
luenza A, ve Farainfluenza tip-1 (8endai) viriislerine uygu-
lanmis ve "U" tabanl: oyuklu levhalar kullanilmigtir,

_ Ham saponozitlerin stok ¢dzeltileri,
toksik olmayan en yiiksek konsantrasyonlari-
nin iki kati miktarda madde tagaiyacak gekil-:
de serum fizyolojik ile seyreltilir,yani 2X
diliisyonlar: hazirlanar,
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Jekil-b
Hemagliitinasyon-Inhibisyon Yénteminde Oyuklu Levhanin
Kullaniliga ve Yapalan Viriis Dilisyonlari

a-Viriis Diliisyonlari + I.Madde
B Virils Dililisyonlara + II.ladde
c-Viris Dillisyonlari + III.Madde
+ Serum fizyolojik

>
|

p-Viriis Diliisyonlara
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Oyuklu levhalarin bir sirasi: maddenin
denermesi,digeri ise paralel deney ig¢in kul-
lanilair. Boylece her bir oyuklu levha 3 mad-
de ve 1 virts kontrolil i¢inm kullanilabil-
mektedir (gekil=5).

Oyuklu levhaya mikropipetler ile 0,025
er ml serum fizyolojik damlatilir,Derin so-
gutucudan gikarilan stok viris ¢Szilir,sant-

'rlfuge ‘edilir,Levhanin 1, oyuguna 0,025 ml
si mikroseyreltici ile konur,.Bu seyreltici
ile karagtirilarak homojen bir karigaim elde
edilir,bundan 0.025 ml ¢ekilir,l/2 oranin-
da seyrelmis olan bu sivi 2,oyuga daldari-
lir,burada da mikroseyreltici 1lle ayni ig-
lem tekrarlanir, 1/4 diliisyonu 3. oyufa dal-
dirilir ve bu 191eme 12. oyuga kadar,yukar-
da anlatilan sekilde tekrarlanarak,devam e-
dilir,Bdylece l.oyuktan baglayip 1l2. oyukta
biten asagidaki viriis diliisyonlari elde edil-
mis olur:

1/2,1/4,1/8,1/16,1/32,1/64,1/128,1/256,1/512,
1/1024,1/2048,1/4096. |

Viris diliisyonlari lzerine 2X 1lik ham
saponozilt ¢ozeltilerinden 0.025 er ml ilave
edilir,l saat oda 1sisinda bekletilir,Siire
bitiminde,biitlin oyuklara,% 0.5 lik eritrosit
sﬁspansiyonundan (Influenza virisi ig¢in tavuk,
Parainfluenza virilisii i¢in ise kobay eritrosit-
lerinin serum fizyoloJjikteki siispansiyonlari
kullanilir)0.05 er ml ilave edilir,oda isisin-
da tekrar 1 saat bekletilir.Slre bitiminde,o-
yuklu levhalarda meydana gelen hemaglutlnas-
yon incelenir,

Deneyde viriis kontrold ig¢in virisin se-
ri diliisyonlari ilizerine,madde gozeltisi yeri-
ne,0,025 er ml serun flzyoloalk damlatilir,di-
ger iglemler aynen tekrarlanir ve hemaglutl—
nasyon incelenir,
a.Pozitif hemagliitinasyonda oyuklu levhalarin dip kis-
minda gevresi tirtikli,yaygin,soluk kirmizi renkli bir erit-

rosit toplanmasi meydana gelir,

b.Negatif hemagliitinasyonda eritresitler dipte,diz-
glin kenarli,kirmizi ve yuvarlak diigme geklinde ¢dkerler,

c.Kismi hemagliitinasyonda ise pozitif ve negatif
hemagliitinasyonlar arasinda gekil ve renkler goriiliir.
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BULGULAR

Bulgular kisminda,aragtirmanizda ¥ullsnilan ham sa-
ponozitlerin on deneylerle tespit edilen toksik olmayan xon-
santrasyonldrl ve antiviral aktivite tayln deneylerinin so-
nuglary tablolar halinde verilmigtire

Toksisite deneylerl sonucunda ham saponozitlerin,Hep=~2
(insan epidermoid karsinomasi) hiicre kiiltiri digindaki,ga~
ligmamiz sirasinda kullanilan, blitin hicre kiiltirleri ig¢in
tespit edilen toksik olmayan konsantrasyonlari tablo-6 da
goésterilmigtir, -

Kullarailan Diliisyonlar (meg/ml)

—

Ham Saponczit .25

o

[=~]

w~
o
=
N
n

200

!
|
| o

N

Gearrostii wvar.nebulosa

G.bicolor

p—

Geperfoliata

P.pruinosa ssp.pruinosa
Se.kotschyl

+ o+ o+ o+ o+ 4
o+ + + + + |8
+ o+ + + + + B
4+ + + + 418

+

+

I

|

+
+
+
G.eriocalyx +
+
+

Tablo—~6
Aragtirmamizda Kullarilan ilam Saponbzit]erin Degigik Hucreler
tcin Tespit Edilen Toksik Olmayan Konsantrasyonlari
+ Toksik olan diliisyonlar
- Toksik olmayan diliisyorlar'i gOstermekvedir,
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Tablodan da gorildiigili gibi tespit edilen toksik olma-
van en ylksek konsantrasyonlar,Ge.eriocalyx ve G.bicolor ham
saponozitleri igin 20 meg/ml,diger ham sapcnozitler igin
ise 5 mcg/ml dir,

Hep-2 hilcre kiiltiirinde ham saponozitlerin bilitiin dilis-
yonlari toksik etkili bulunmugtur ve bu nedenle,bu hiicre
Kiltiiri antiviral aktivite deneylerinde kullanilmamigtir,

Antiviral aktivite tayini,degisik yontemlerle nrater-
yal ve ybnteu kisminda belirtildigi sekilde yapilmigtir,

Tiip yonteminde elde edilen sonuglar,doku killtirleri-
nin % 50 sini enfekte eden dozun logaritmasi (log TCID5O)
cinsinden,viris kontroll ve degisik konsantrasyonlarda
ham saponozit tagiyan madde tipleri igin ayri ayri situn-
lar halinde ,gosterilmigtir, Madde tiipleri ile virus kont-
rolil tipleri arasindaki titre farklara,titre azalmasi si-
tununda,her bir konsantrasyon igin ayri ayri verilmigtir.

Petri kutusu yontemi sonuglari,virlis kontroli ve mad-
de petri kutularinda meydana zelen plak sayilari cinsinden
verilmig ve plak sayilarindaxi % azalma gosterilmigtir,

Hemaglﬁtinasyon-inhibisyon yénteminde elde edilen
sonuglar ise,viriis kxontrolil serileri ile madde tagiyan se-
.riler igin,hemagliitinasyon titresi cinsinden verilmig ve
titre azalmasi da gosterilmigtir, |



Tip Tontemiyle Antiviral Aktivite Tayini

~Bulgultari

.

Viriis Titresi {Log TCID50)

Ham Saponozit

" Gearrostii wvar.

Virls kontrolia

tiipleri

nebulosa 5029
Ge.bicolor B¢ 74
G.perfoliata 3.00
Geeriocalyx 2oCO
P.pruinosa sspe.

pruinosa 3. 50
Sokotschyi o224
G.arfostii var,

nebulosa 574
Gebicolor B8.25
G.perfoliata 2674
Ge.eriocalyx 5,00
P.pruinosa ssp.

pruinosa 8.25
S.kotschyl 5.00

Madde tiipleri

Titre azalmast

2450
2,74
2.75
2,00

2050
4,00

Peolioviris tip-1

1/2 X

3.00
3,50
3400
2,00

2075

2,00
6637
2o74
- 4,0C

6e25
3,00

2,50
7450
2o 74
" 4,50

6,75
350

Vesicular stomatitisg wviriis

: Fom———
- .79} o -
- 1.00 Do -

- 0.25 0.00 -
2000 0.00 Q.00 0,00
- 1.00| 0.75 -
4,24 Q.24 0.00 0.0
3,00 Q.75 1l.24 074
- 0.75 -
3,50 [ 1.00] 1.00 OC.24
ol 11,00 0450 0426
- 1,50 =
4,00 .00 1.50 1,00

Tablo-7
Ham ‘Saponozitlerin Polioviriis tip-1 ve Vesicular stomatitis

Viriislerine Kargi Antiviral Aktiviteleri

> Kuvvetli etkili

X Ham saponozitlerin toksik olmayan en yuksek konsantras-

yonlari,

|
Etkili b

—— -

;Klsmi etkili
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ip Yonteamiyle Antiviral Aktivite Tayini

Bulgular:

Viris Titrest {Log TCID_4)

Ham Saponozit

G,arrostii var,
nebulosa

Gebicolor
Geperfoliata
G.eriocalyx

P.pruinosa ssp.
pruinosa

Sokotschyi

Madde tiipleri Titre az-alma5|

VViriis kont-
tapleri X /o x 1 X 11X L%

6u24 6&2‘”‘ 6024 - O.OO OOOO -

7060 6o 23 675 = 1-37 0095 -
6,24 6,24 6,24 = 0,00 C.00 =

7060 760 7 .60 - 0,00 0,00 =

6024 6000 6024 - 0321!" ODOO -
8.00 8,00 8,00 B8.00 0,00 . 0,00 Q.00

G.arrostii var.
nebulesa

Gebicelor
G.perfoliata
Geeriocalyx

P.pruincsa ssp,
pruincsa

. BJkotschyi

Herpee sirplex viris tip-1

2.50  Llo74 2,50 = 10,767 0,00 =

2900 anG lg?s hand loOO 0025 hand

5.00 5.83 .65 5000 | 1.17 1.34 000

2,50 2,00 2,50 - 0,50 0,00 -
1a7% 1450 1,74 = 0o24 0,00 -

Herpes simplex viriis tip-2

Tablo-8

Ham Saponozitlerin Herpes simplex tip-l ve tip-2
Viriislerine Kargi Antiviral Aktiviteleri

Etkili | 3Kisml etkili

L T )

X Ham saponozitlerin toksik olmayan en yuksek konsantras-

yonlari,.



Petri Kutusu Ydntemiyle Antiviral Aktivite

Tayini Bulgulara

Plak sayilan
. Virids kontrolii  Madde Plak sayisi [.)

_Ham Saponozit petrileri petrileri azatmass azaima
Gearrostii var.nebulosa 118 85 33
Go.bicolor : S 121 80 41
Goperfoliata 121 118 -3 250
Ge.eriocalyx ' 121 122 - Q.00
P.pruinosa ssp.pruinosa 118 78 40 ] 34 f
S.kotschyi 121 120 1 0.8

Poliovirus tip-1

G.arrostii var.nebulosa 108 102 123) 55
G.bicolor 62 26 26
Ge.perfoliata 108 104 y %47
Geeriocalyx 62 60 2 a2
P.pruinosa ssp.pruinosa 108 88 20 18

S.kotschyi 62 62 o 0,0

Herpes simplex viris tip-1

Gearrostii var.nebulosa 86 g . 17 {-Eﬁ-“}
Gebicolor | 86 63 23 i?giﬁ]
G.perfoliata 86 61 25 (29 ]
Goeriocalyx 86 83 3 5¢5
P.,pruinosa ssp.pruinosa 86 ' 78_' 8 943
Sokotschyi 86 85 1 1.1

Herpes simplex viriis tip-2

Tablo=9 _
Eam Saponozitlerin Polioviris tip-1,
Herpes simplex tip~l ve tip~2 Viriislerine Karsi
Antiviral Aktiviteleri
[ Jetkili {7 7Kaisml etkili



Eemagliitinasyon-Inhibisyon Yéntemiyle Antiviral

Aktivite Tayini Bulgular:

Hemagliitinasyon Titreleri

Viris kontroliine

Ham Saponozit _ Vi’g:r:‘lz’r‘im'“ . s':;?i‘fg:i-  gére titreo'galmasu
Gearrostii var.nebulosa 1:256 1:128 50
G.bicolor 1:256 1:128 50
Geperfoliata | 1:256 1:128 50
Ge.eriocalyx 1:256 1:128 50
P.pfuinosa ssp.pruinosa 1:256 l:64 i}{:}
S.kotschyi 1:256 . 1:256 o)

Influenza A2 Virtisi

Ge.arrostii var.nebulosa 1:64 o l:e4 : G
G.bicolor  Ll:64 l:64 0
Ge.perfoliata - 1:64 1:128 -
Ge.eriocalyx 1:64 1:128 -
- Popruinosa ssp.pruinosa 1:64 l:64 0
S.kotschyi « l:o4 1:128 " -

Parainfluenza tip-1l Viriisi

Tablo=-10
Ham Saponozitlerin Influenza A, ve Parainfluenza tip-l
Viriislerine Kargiy Antiviral Aktiviteleri '

{7 TiKasni etkili
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SONUG VE TARTIGKA

Aragtirmamizda kullanilan ham saponozitlerin virisle-
re etkisini gosterebilmek igin virils titresinin (log TCZDsp)
ham saponozit konsantrasyonlarina kargi grafikleri ve titre
azalmasi ile plak sayisinin azalmasini gosteren tablolar
hazirlanmistir.Ham saponozitlerin antiviral aktiviteleri
bu grafikler ve tablolar yardimi ile tartisilmigtir,

Antiviral aktivite qallsmalarlnda;denenen maddenin
etkili olup olmadipina karar verebllmek igin degigik arag-
“taricalar tarafindan kriterler geligtiriimigtir.

Tip yontemiyle antiviral aktivite tayin edilirken,
viriis kontrold ile madde tiplerinde bulunan ve TCIDSO ile
ifade edilen viris titreleri arasinda 2 log fark varsa,bu
kuvvetli etki olarak kabul edilmektedir (29). Buna gire et-
kinin degerlendirilmesinde agagZidaki sistem kullanllmlgtir.

: Log Farki
Kuvvetli etkili 1.7 = 2.0
Etkili 1.0 = 1.7
Kisml etkili 0e5 = 1,0
Zayif etkili 0.0 = Qo5
BEtkisiz C.0

Petri kubtusu ySnteminde ise maddenin antiviral etiki-
15 kabul edilebilmesi igin,viriis kontrolili petri kutularine
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daki plak sayisini % SO azaltmasi gerekmektedir (4,7,17).

Buna gore etkinin degerlendirilmesinde asagidaki sis-
tem kullanilmigtair.

Plak Sayisindaki % Azalma

Kuvvetli etkili 50'den gok
Etkili 25 - 50
Kisml etkili 20 - 25
Zayif etkili 0 - 20

Etkisiz C

Hemagliitinasyon yénteminde maddenin etkili sayilabil-
mesi igin viriisiin hemagliitinasyon titresinde digmeler olma-
s1 veya bir bagka deyigle virls konsantrasyonunda yukselme
olmas1 gerekir.Eger madde etkili ise daha yogun virus kon-
santrasyonunda hemagliitinasyon meydana gelmektedir (61).

Degerlendirmemizde yukarda kisaca belirtilen hususlar
goz Oniinde tutulmug ve asagida belirtilen derecelendirmeler
kullanilmigtar,

Viriis Kontroline Gore
Titre Azalmasi

Kuvvetli etkili % 100
Etkili ' % 75 = % 100
Kisml etkili ' % 50 - % 75
Zaylf etkili % 25 = % 50
Etkisiz C _ 0

Bulgularimiz bu agiklamalarin 1511 altinda tartigi-
lacaktair,

- Poliovirils tip~l'e en etkili ham saponozitinﬁz,gggif
nosa ssp.pruinosa ham saponoziti oldugu gdrilmektedir (fab-
1l0-7,9).G.bicolor ham saponocziti de benzer etkiyl gdstermek-
tedir,ancak dﬁgﬁk konsantrasycnlarinda etki diger ham sapo-
nozitten daha zayiftir (tablo-7).G.arrostii var.nebulosa
ham saponoziti Pbliovirﬁs-tip—l'e tip yontemiyle x1sml et~
ki gostermistir (tablo~7)sAncak petri kutusu yonteminde bu
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virise etkili oldufu tespit edilmigtir (tablo~9).S.kotschyi
ve G.perfoliata ham saponozitleri,yiiksek konsantrasyonlarda

gok zayif da olsa bir etki gostermisler,ancak diisiik konsan-
trasyorlarinda etkilerinin kayboldupu gdrilmistir (tablo~7),
G.eriocalyx hém,saponoziti ise Polioviris tip-l'e tamamen
etkisiz bulunmu$tur'(tablo-7,9).

Vesicular stomatitis virilise en kxuvvetll etki S.kobs-

chyi ve P,pruinosa ssp.pruinosa ham saponozitierinde goril-
mekvedir (tablo-7).G.bicolor ve G.arrostii var.nebulosa ham
saponozitleri de-bénzer gsekilde bir etki gostermiglerdir,

Ancak Ge.bicolor ham saponczitinin diigik konsantrasyonlarln-
da etkinin diger ham saponozitten daha zay:if oldupgu gériil-
mektedir (tavlo-7). G.perfoliata ve Ge.eriocalyx ham sapono-

zitleri de konsantrasyonlarinin azalmasiyla birlikte gide-
rek azalan bir etki gostermektedirler (tablo-7).

Herpes simplex virls tip-l'e en etkili ham saponozit
G,.,bicelor ham saponozitidir (tablo—8,9)e_§}pruinosa SSPe
Eruinoéa ham saponozitinin ise sadece toksik olmayan en ylik=-
'sek konsantrasyonunda gok zayif bir etkisi gorilmektedir

tablo-8,9). Difer ham saponozitlerin Herpes simplex viris
tip~l'e antiviral etkileri goériilmemektedir (tablo-8,9).

Herpes simplex viriis tip-2'ye en etkili ham saponozit-~
ler G.perfoliata ve G.bicolor ham saponozitleridir (tablo-a,

9)._§3arrostii var.nebulosa ham saponoziti toksik olmayan
en yiiksek konsantrasyonunda kisml bir etki gdstermektedir
(tablo-8,9). Diger ham saponozitlerin antiviral etkileri
ise gok zayiftir (tablo~-8,9),

Influenza A, viriusiine kargl.en‘etkili ham saponozit
P.pruinosa ssp.pruinesa ham saponozitidir,bu kisml bir et-
kidir (tablo-10).S.kotschyi ham-saponozitinin hig bir etki=.

si olmadaga gorilmektedir (tablo-10),Diger hanm saponozitle-
Tin ise zayif etkide olduklarai bulunmugtur (tablo-10).

Parainfluenza tip-1 (Sendai) virilisiine ise ham sapono-
zitlerin hig birisi etki gdstermemigtir (tablo-10).
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Virlis Titresi
(L°3TC‘DSU’
8+ Vesicular stomatitis v.
Viris Titresi
{Log TCIDg, )
%._ S0 74
Herpes
Herpes simplex tip-1 N simplex tip.1 »
6+ - 6 .
5+ 54
4. re

Polioviriis tip.1
Polioviriis tip-1

34 ” 3+

_ GSJCMar - [ ]

Herpes simplex 2Matitie

24 tip-2 ‘ 2 Herpes simplex tip.2
. . t \‘\
1 14 ' '

- T
o 1.25 2.5 5 Q 5 1
(174x) {(1/2x}) tx)ln e (174x) . (1492::) (210)]119/m|

G.arrostii var. nebulosa G. bicolor

Sekil-6
Gearrostii Guss.var.nebulesa (Boiss.eHeldr.) ve g.bicoler (Freyn.s
Sint.) Grossh. Ham Saponozitlerinin Antiviral Aktivite Grafikleri.

viriis Titresi {Log TCIDg,)

. Madde tipleri Titre azaimas)
Viris kontroli )
Virus ) tipler: Xie _ l/gx:o ]/4x:‘ ) X8 1/2x:0 1/4)(:
Polio tip-1 v. . 3,29 2,50 3,00 - 10.79] 0.29 -

Vesicular stomatitis v. 3.74 2,00 2,50 3,00 L.24 0,74
Herpes simplex tip-1 v, 6.24 6,24 6,24 - 0,00 0,00 -
Herpes simplex tip-2 v. 2,50 1lo74 2,50 - 0,00 -
_ | Goarrostii var.nebulosa Ham SaponozitiJ ' -
Polio tip-1l v. 3.74 2:.74 3,50 -~ [1.00] 0O.24 =
Vesicular stomatitis Ve 8«25 6437 7,50 - 88> 0,75 -
Herpes simplex tip-1 v. 7.60 6,23 6,75 - li.37] 0.2% -
Herpes simplex tip-2 vo 2,00 1,00 1,75 - [1.00] ©C.25 -
t Gebicolor Ham Saponoziti [

Tablo-11
G. arrostii Gussg, var,nebulosa (B01ss°a%e1dr.) Bark, ve G.bicolor

(.ureyn.&SLnt } (Jrossh Ham Saponozitlerinin Antiviral Aktiviteleri

C DO Kuvvetli etkili [ ] #tkili L _ iKismi etkili

4 Lam saponozitierin toksik olmayan en yliksek konsantrasyon-
lara
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_Plak Sayilan
VirG Virlis kontrolii Maddea Plak sayisi 0/0
iris petrileri petriferi azalmasi azalma
Polio tip-1 v. 118 85 33
Herpes simplex tip-1 v. 108 102 6 565
Herpes simplex tip-2 v. 86 69 17 {19.7;
- -
Gearrostii var. nebulosa Ham Saponoziti
Polio tip-1 v, 121 - 80 41 33
Herpes simplex tip~l v. 62 36 26 42
Herpes simplex tip-2 v. 86 63 2% 26.7

G.bicolor Ham Saponoziti

Tablo-1l2
_Gearrostii Guss.var.,nebulcsa (Boiss.sHeldr,) Bark, ve G.bicolor
(Freyn.sSint. ) Grossh.Ham Saponozitlerinin Antiviral Aktiviteleri

-y s - 1= Lol s
[::::]Ltklll T }hlsml etkili

Hemaglitinasyon Titreleri

Viriis kontroliine gore

Viriis Wsu;:ri'::?itm'ﬁ | sonrt titre =aimasi
Influenza 4, 1:256 1:128 50
Parainfluenza tip-1 1:64 1:64 0
— ] G.arrostii var.ncbulosa Ham Saponoziti [T
Influenza 4, 1:256 1:128 50
Parainfluenza tip-1l 1:64 l:64 . Q

} G.Bicolor Ham Saponoziti [
Tablo-13

G.arrostii Guss.var.nebulosa (Boiss.Heldr.) Bark, ve G.bicolor
(Freyn.aSint.) Grossh.Ham Saponozitlerinin Antiviral Aktiviveleri,

_gfarrosﬁii var.nebulosa ham saponozitl arastirmamizda
kullanilan viriislerin 4/6 sina defigik siddetlerde etki glster~
mistir (tablo-11,12,13),(sekil-6),

_Ge.bicolor ham saponoziti ise kullandifimiz virislerin
5/6 sina etkili bulunmu$ﬁur.Bu etkilerden,sadece Vesicular
stomatitis virilise kargi bulunani kuvvetli,influenza A, virisii-
ne karsi bulunan etki ise gok zayiftir (tablo-11,12,13),(ge-
kil-6)e
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Virus titresi

(LggTCI050)
T i g, Yiris titresi
Herpes simptex tip.l (Lo
aTCID
77 29 C1050)
Herpes simplex tip.1
B 6 - < —0

51 Vesicutar stomatitis v. |
V Herpes simplex tip.2
44 _ 4-

3 - 3 \\ ~Poliovirus tip.1

Vesicular stomatitis v.

Poliovirus tip-1

2 8 24
T g
14 Herpes simplex tip-2 14
0 5 ) 20 3 ' : :
5 1 M9 1,25 2.5 5mg
(1) 4% x) " g0 (1o )
G.ariocalyx G.perfoliata
pekil-Y

Geeriocalyx Boiss. ve G.perfoliata L. Ham Saponozitlerinin
Antiviral Aktivite Grafikleri.

virlis Titresi {LogTCIDgq)

Madde tipleri Titre azalmas:
Viris Virls kontrotli -
_ tiipleri X:0 X0  1/4%®  X:0.  1/gX:0  1fgX:e
Polio tip-1 v | 2,00 2,00 2,00 2,00 C.00 0.00 000

Vesicular stomatitis ve 5.00 4.00 4,50 4,74 [L.00] 0.50 0,26
Herpes simplex tip-1 ve 7.60 7.60 7.60 - 0,00 Q.00 =~
Herpes simplex tip~2 vo. 1.50 1l.24 1l.24 = Ce256 Coe26 =~
| | Goeriocalyx Ham Saponoziti |
Polio tip-1 v. 3400 2,75 3,00 = 0e25 0,00 -
Vesicular stomatitis v. 3:74 2,74 2,74 3,50 1,00 C.2%
Herpes simplex tip-1 v. 6.24 0o 24 G2l - 0.00 0,00 =
Herpes simplex tip-2'v. 5.00 3,83 3,66 5,00 1.34 0,00
' ‘| Geperfoliata Ham Saponoziti [

Tablo-14 |
_Geeriocalyx Boiss, ve G.perfoliata L, Ham Saponczitlerini

- Antiviral Aktiviteleri
[ Joskin |
X Ham saponozitlerin toksik olmayan en yliksek konsantrasyonlara
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Plak Sayian
Viris virdsgoiroli  glfien Plakeae %o
Polio tip-1 v 121 122 - 0
Herpes simplex tip-1 v, 62 60 2 ‘5.2
Herpes simplex tip-2 v. 86 83 3 365
' | Geeriocalyx Ham Saponoziti {
Polio tip-1 v, 121 118 3 265
Herpes simplex tip-1 v 108 104 4 367
Herpes simpelx tip-2 v, 86 61 25

Geperfoliata lam Saponoziti

Tablo-15

Geeriocalyx Boiss., ve G.perfoliata L. Ham Saponozitlerinin
' Antiviral Aktiviteleri

([ etxias

Hemogliitinasyon Titrelerj

o . Viriis kontrolune gére
Virls kontrolii Madde titre azalmas:

Virlis - serileri serileri (YA
Influenza Ay v, 1:256 1:128 50
Parainfluenza tip-l v. l:64 1:128 -

GeePriocalyx Ham Saponoziti

Influenza A2 Yo 1:256 1:1:8 50
Parainfluenza tip-l v. 1:64 1:128 -

G.perfoliata Ham Saponoziti

‘Tablo-16
Geeriocalyx Boiss. ve G.perfoliata L. Ham Saponozitlerinin
Antiviral Aktiviteleri

Geeriocalyx ham saponoziti aragtirmamizda kullanilan
_virﬁslerin 2/6 sina etkili bulunmugtur.Bu etkilerden biri-
si gok zayiftair (tablo-14,15,16), (sekil-7).

- G.perfoliata ham saponoziti ise viriislerden 3/6 gi-
na etki gdstermistir.Bu etkilerden bir tanesinin ¢ok zayif
oldugu gorilmektedir (tablo-14,15,16),(sekil-7).




Viris titresi
(LogTCiDgp}
Q-

8
Vesicul_ar stomatitis v,
7
g1 Ferpes simpter 8
tip.1
5
4"

Poliovirus tip.1
.3-

Virus titrasj
{LogICID50)
8 L

3]

o

Herpas simptex tip.1

Vesicular stomatitis v.

3-
Herpers simplex T 5 . .
27 tip.2 2 Herpes simplex tip-2
17 17
0 T L 0 ) T
' aX) (1/aX X
P.pruinosa ssp.pruinosa S. kotschyi
5ekil-8

L.pruinosa Boiss.ssp.pruinosa J.Cullen ve S.kotschyi Boiss.

HKam faponozitlerinin Antiviral Aktivite Grafikleri

Viriis Titresi (LogTCIDgq)

Madde tipleri

Titre azalmas:

Herpes simplex tip-2 v,

S.kotschyl Ham Saponoziti |

Polio tip=1l v, 3.50 2.50 2,75 - 1,00 0,75 -
Vesicular stomatitis ve 8.25 6625 6,75 = 1.50 -
Herpes simplex tip-1 v. 6.24 6,00 6,24 =~ 0,24 0,00 -
Herpes simplex tip-2 v. 2.50 2.00 2,50 =~ 050 0,00 =~
| Popruinosa ssp.pruinosa Ham Saponozitl | ' _
Polio tip-1 v. 4,24 4,00 4,24 4424 0,24 0,00 0,00
Vesicular stomatitis v, 5,00 = 3,00 3,00 4,00 1.50 1,00
Herpes simplex tip~1 v. 8.00 8400 8,00 8,00 0.00 0.00 0,00
174  1e50  1.74 -~  0.24 0,00 -

Tablo-17

F.pruinosa Boiss.ssp.pruinosa J.Cullen ve S.kotschyi Boiss.
' Ham Saponozitlerinin Antiviral Aktiviteleri

C D Kuvvetli etkili [ |Btkili

X Ham sapouczitlerin toksik olmayan en ylksek konsantrasyonlari



=55m

Plak Sayilan
Viriis Virds kontrold pOtTHErl | oxaimis nzuoﬂém
Polio tip-l v. 118 78 40
Herpes simplex tip~1 v, 108 88 20 18
Herpes simplex tip=-2 v. 86 78 8 9.3
P.pruinosa ssp.pruinosa Ham Saponoziti | .
Polio tip-1 v 121 120 1 0.8
Herpes simplex tip-l v. 62 62 0 0
Herpes simplex tip-2 v, 86 85 1 _ 1.1

| S.kotschyi Ham Saponoziti |

Tablo-18 _
Popruinosa Boiss.ssp.pruinosa J.Cullen ve S.kotschyi Boiss,
Ham Saponozitlerinin Antiviral Aktiviteleri

[ Jetxiii

Hemagliitinasyon Titreleri

Viriis kontroline gére

Viriis kontrolii ‘ Madde titre azalmas:
Viriis serileri serileri 00
Influenza A5 Ve 1:256 1:64 Efi:}
Parainfluenza tip~l v,  1:64 1:64 0

P.pruinosa ssp.pruinosa Ham Saponoziti

Influenza 4o V. : 1:256 1:256 0
Parainfluenza tip-1 v, 1:64 1:128 -

S.kotschyi Ham Saponoziti

Tablo~19
P.pruinosa Boiss.ssp.pruingsa J.,Cullen ve S.kotschyi Boiss,
Ham Saponozitlerinin Antiviral Aktiviteleri

::::JKlsml etkili

P.pruinosa ssp.pruinosa'nin ham saponoziti arastirma-
mizda kullanilan viriislerin 4/6 sina etki gostermighir,Bun-
lardan 1 tanesi kﬂsml, 1 tanesi ise zayif etki olarak goze
garpmaktadir ( tablo-l?,18,19),(s,.erul-B)9
_ _S.kotschyi'den elde edilen ham saponozit kullandi¥imiz

virislerin ancak 1/6 sina etkili olabilumigtir.Diger viriislere
olan etkileri gok zayiftir (tablo-17,18,19), (sekil-8),
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Aragtirmamizin bir baska gayesi de,ham saponozitlerin
antiviral aktivitelerinin tayininde kullanilan deZisik yon-
temleri uygulamak ve bunlar arasindan,ilerideki galigmalari-
mizda laboratuvar sartlarimiza uygun,kullanilabilacek y3ne
temlerin segimini saglamakta,

Aréstlrmamlzda bu gayeye ulasmak igin,saponozitlerin
antiviral aktivite tayininde kullamilan ydntemlerden hemen
hemen hepsl densnmigtir,

Doku kiultilirlerinde sitopatik etkiler meydana getiren
virlisler igin (Poliovirlis tip-1,Vesicular stomatitis viris,
Herpes simplex tip-l ve tip-2 viriisleri),calismamizda
tip yonteml segilmis ve tatbik edilmistir.Sonuglar ise do-~
ku kiiltiirlerinin % 50 sini enfekte eden dczun (”CIDF ) Re-
ed-Muench formiiliine gore hesaplanmasiyla degerlendlrllmls-
tir,

Herpes simplex tip-~2 ve Parainfluenza tip-l viriisle-
ri daha Once ,saponozitlerin antiviral aktivite tayininde
kullanilmemigtir.Aragstirmamizda bu viriisler de kullanilarak
elde edilen sonuglar degérlendirilmistir Ancak ham sapono-
zltler Parainfluenza tip~l viriisline hi¢ etkili olmamiglar-
dar,

Doku killtirlerinde plak meydana getiren virﬁslerde
ise (Polioviriis tip~l,Herpes simplex tip-1l ve tip¥2 viris-
leri) petri kutusunda plak inhibisyonu ydntemi kullanilmig-
ti1r.Bu ydntemin uygulanmasi ve sonuglarinin deperlendiril-
mesi kolaydir.Daha kisa zaman aldigi i¢in tiip ySntemine
tercih edilebilir,Ancak sadece plak meydana getirebilen vi-
rislere uygulanabilmesi ydntemin dezavantajidar,

Eritrositleri agliitine edebilen miksoviriisler (Inf-
luenza A2 ve Parainfluenza tip-1) ig¢in de hemagliitinasyon-
inhibisyon ybntemi se¢ilmigtir.Bu yontem,doku kiilt{irine ih-
tiyag gostermedigi ve gok kisa zamanda sonug verdigi icgin
miksoviriis galigmalarinda kullanilabilir,

Arastirmamizda kullahllan ham saponozitlerin,kullan-



difimiz virlisler iginde en fazla Vesicular stomatitis virii-
siine etkili oldupu bulunmustur.Bu ham saponozitler diZer
virilslere ise farkli gjiddette etki gostermiglerdir,

Aragtirmamlzda kullanilan ham saponozitlerin elde e-
dildigi tilirlerin kesin clarak belli olmasi,daha once "Sapo-
ninum Purum Album " (3), "White Saponin" ve "Crude Brown
Saponin" (68) lizerinde yapilan aragtirmalardan ¢aligmamizi
. ayiran en onemli husustur,

‘Arastirmamizda kullandiagamiz tiirler arasinda antiviral
aktivite farkliliklarinin bulunmasi da ileridekxi arastirma-
lari yonlendirmek bakimaindan onemlidir,

Daha nce aragtarilan Polygala senega'nin (49) X1sml
bir antiviral aktiviteye sahip oldugu gdsterilmigtir,Arag-
tirmamizda kullanilan P.pruinosa ssp.pruinosa ham saponozi-
tinin de benzer etkide oldugu bulvnmugtur, '

Saponaria officinalis'in herbasi Uzerinde yapilan arag=-
tirmada (19) ,kullanilan viriislere etkili olmadi@i bulunmug-
tur.Aragtirmamizda kullanilan S.kotschyi ham saponozitinin

ise dzellikle,Vesicular stomatitis virlisiine kuvvetli bir an-
tiviral etkisinin bulundugu ortaya g¢ikmigtir.

Diger taraftan,kullandlglmlz yontemlerin laboratuvar-
larimizda daha jleride yapilacax aragtirmalarda,kullanila-
bilir,uygun ydntemler oldupu tespit edilmigtir,



OZET

Bolimiizde ,daha Once yapilan aragtirmalar scnucunda
Gypsophila arrostii Guss. var. nebulosa (Boiss.sileldr,)

Bark, ,Gypsophila bicolor (Freyn.aSinb.) Grossh.,Gypsophila
eriocalyx Boiss.,Gypsophila perfoliata I.,Polygzala pruirosa
Boiss.ssp pruinosa J.Cullen ve Saponaria kotschyi Boiss.'den

elde edilen ham saponozitlerin bu arastirmada da antiviral
aktiviteleri tayin edilimigtir,

Aragtirmamizda gu virisler kullanilmigtir: Doku kiil=-
tlirlerinde sitopatik etki meydana getirenlerden;Polioviriis
tip-1l,Herpes simplex tip-l1 ve tip-2 viriisleri ile Vesicular
stomatitis virlisii,plak meydana getirerek lireyenlerden;Polio-
viriis tip~1,Herpes simplex tip-1 ve tip-2 viriisleri, erit-
rositleri aglitine edenlerden ise Influenza A, ve Parainf-
luenza tip-1 (Sendai) virilsleri,

Viriisler sadece canli organizmalarda gogalabildik-
leri i¢in antiviral aktivite ‘tayinleri de ancak degisgik
hiicre kﬁltﬁrlerinde'olmaktadlr.Ara$t1rmamlzda da ,insan ve
gegitli hayvanlarin embriyonlarindan alinmig akciger,bbrek
ve deri dokular:i ile insanlardan saglanan kanserli dokular-
dan hazirlanmig hiere kiilturleri kullanilmigtar,

Antiviral aktivite tayinlerine gecilmeden dnce ham
gsaponozit ¢dzeltilerinin bu hiicre kiiltiirleri iizerine tok-
sisiteleri aragtirilmig ve bulunan toksik olmayan en ylik-
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sek konsantrasyonlari antiviral aktivite deneylerinde kul-

lanilmigtir.

Antiviral aktivite tayinleri doku kiiltiirii (tiip ve pet-
ri kutusu ydbntemleri ) ve viriisin yapisina bagli olan he-
magliitinasyon-inhibisyon yontemleri kullanilarak yapilmig-
tar,

Arastirmanmiz sonunda,G.arrostii var.nebulosa ham sapo-
noziti kullandigimiz viriislerin 4/6 sina ,G.bicolor han
saponoziti ise 5/6 sina etkili bulunmugtur.

Goeriocalyx ham saponoziti aragtirmamizda kullanilan
viriislerin 2/6 sina G.perfoliata ham saponoziti ise 3/6
sina etki gdstermistir, Bu etkilerden bir tanesi ¢okx za-

yiftire

P.pruinosa ssp.pruinosa ham saponoziti kullandi@fimiz
viriislerin 4/6 sina etki gistermigtir.,Bunlardan 1 tanesi
kisme?,1l tanesi ise zayif etki olarak gdze garpmaktadir,

S.kotschyi'den elde edilen ham saponozit,kullandigi-~
- miz virislerin ancak 1/6 sina etkili buluamugtur,

Difger taraftan,kullandigimiz tip,petri kutusunda pliak
inhibisyonu ve henaglitinasyon-inhibisyon yontemlerinin
laboratuvarlarimizda daha ileride yapilacak aragtirmalar~
da kullanilabilir,uygun yontemler olduklari tespit edil-
migtir,



SUMMAREY

In %his study,the antiviral activities of crude sa-
ponins,isolated early in different researches achived in
our department,from {(the plants) Gypsophila arrostii Guss.

var.nebulosa (Boiss.glHeldr,) Bark., Gypsophila bicolor

(Freyn.eSint.) Grossh., Gypsophila eriocalyx Boiss.,

Gypsophila perfoliata Lo Polygala pruinosa Boiss. ssp.
SYPSOF ’

pruinosa J.Cullen, and Saponaria kotschyl Boiss. were de-
teruined,

In the research the following viruses were used:
Poliovirus type-l,Herpes simplex‘vipus type-1,terpes
simplex virus type-2 and Vesicular stomatitis virus which
cause cytopathic effect on tissue cultures; Poliovirus
type-1l,Herpes simplex virus type-l and_type-2 which form
plagues while growing; Influenza Ap and Parainfluenza
type-1 (Sendai) which agglutinate the erythrocytes.

‘Since viruses grow only in living organisms,the anti-
viral screening tests can take place only in different cell
cultures.The cell cultures which are used in this study wers
prepared from the lungs,kidneys and skin tissues,supplied
from the embryoos of human and various animals,and also |
from cancerous human tissues,

The toxicity of the solutions of crude saponing to
the cell cultures used,ars investigated before screening



the antiviral activity and the maxipunr non toxic doses were
found, These doses were used in screening the antiviral

activity,

In determining antiviral activity,tissue culturs
methods (tube and petri dish methods)} and hemagglutination-
inhibition method which is related to the structure of

viruses were chosen,

According to the results cbtained,the crudes saporin
isolated from G.arrostii var.nebulosa was active to 4/6 of
the viruses used,end the crude saponin of G.bicolor was
active to 5/6 of the viruses used,

The crude saponin of G.2riocalx was active to 2/6

of the viruses.The crude sapcnin of Ge.perfoliata was active
to 3/6 of the viruses used in this study.Ore of tless

effects was found out very weak.

The crude saponin of P.pruinosa ssp.pruinosa was
active to 4/6 of the viruses used.,Two of these effects

yvere partial,

The crude saponin of S.kotschyl was active to only
1/5 of the viruses used.

On the other hand;it was shown that tube and plaque
inhibition in the petri dish and hemagglutination-inhi-
bition methods are the convenient and useful methods for
our laboratory conditions and for future researches,
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EXLER

A.Galigmalaramiz Sirasanda Kullanilan Vasatlar ile Diger

Gézeltilerin Hazarlanmalari ve Sterilizasyonlari

l-DeneylerimiZde Eagle vasati (Minimum Essential Me-
dium Eagle~MEM,Basal Medium Eagle - BME) kullanilmigtir,
Bunlar,toz halinde,ticari firmalardan satin alinmig,bidis-

tile su ile,tarif edildigi lizere sulandirilmigtir. Zeitz
filtresinden sliziilerek sterilize edilip,l100 er ml olarak

siselere dagitilmig ve 4° C da saklanmigtir.Kullanilacaygi

zaman serum,antibiyotik ve sodyum bikarbonat ¢dzeltisi i-
lave edilmigtir (5,31,41).

Bu vasatin yapisinda bulunan maddeler (31) :

Esansiyel Amino Asitler

I~Arjinin ......f..10590 mg/1

I~5istin ceeevsesno
I~Histidin ecoeeco
1~12016Sin eesvsso
Lm18Si0 evcesencse
I~LizZin cececeesso
I-Metiyonin sccceo
I=Fenil alanin ce.
I~Treonin cocccoeo

24,0
51,0
5260

52,0

58,0
15,0
32,0
48,0

t

1

L]

Triptofan seee.s 10.0mg/l
I-Tirozin ceeeses 36,0 "
I~Valin ccecosees 4640 "
L~Glubamin ou...s292,0 "



Diger amino Asitler

Alanin eeeseces Tl mM Glutamik asit ceeceses D.1 @l

ASpParagin ceeso Ool " Prolin eeceesssssenc Ool "

Aspartik asit . Q.1 " Sodyum Dpiruvat esess 1.0 "

Glisin ;0...000 Ool n SEI‘in E B B BN BN B B BN BE BN IR IR BN NN | 0.1 "
Vitaminler

Eolin secoesecses 1.0 mg/l Riboflavin ..eeees Cul mgz/l

KNikotinik asit .. 190 " Tiamin ssdessranesn l.O "

Pantotenilk asit » 1.0 " ) i—InOZitOl essessse 240 "

PridOksal soeswoo 1.0 " Folik asit ccecess 1.0 .
0Ozlar

G‘likoz costesOOBOS IOOOOOmg/l :

Tuzlar

Sodyunm K1OTUX eeescessecessosssccssoss 6800.0 mg/l
Potagyum K1OTUT cseecsesscscsssscarecs 00,0 ™
Kalsiyum K1OTUTL cocescessscsssccssnnse 20040 "
Magnezyum klorir x 5 HoO ccecocsssesss 200,0 "
Disodyum hidrojen fosfat X H,0 eececss 150.0 "
Sodyum bikarbonal eeseeescessesccsssos 2000,0 "

2-Dana Serumu
Dana serumu mezbahadan alinan kan pihtilastairila-
rak elde édilmigtir.Zeitz filtresinden silizilerek sterili-
ze edilip,-20°C da saklanmigtir.Kullanilmadan énce 56°C da
1/2 saat inaktive edildikten sonra,gogaltici vasatlara % 5-
10,idame vasatlarina % 1-2 oranlarinda ilave edilmigtir,

3-intibiyotik Cdzeltisi (SP)
Doku kiiltiirii galigmalarinda kontaminasyonu onlemek
igin streptomisin + Penisilin (SP) karigimi kullanilmigtar,



71~

1.U.

Kristalize Potasyum Penisilin G s.eces 1 X 1C
StreptomiSin‘oou.-o.o......-.-...---- 100%

Steril Distile SU occesscssacscscoscce 100.0 &l

Streptomisin ve penisilinin steril distile su ile go-
ziilmesiyle hazirlanan ¢ézelti 10 ar ml 1ik steril tiiplere
taksim edilerek -20°C da saklanmig ve kullanilacagi zaman,
gogaltici ve idame vasatlarina % 1 oraninda ilave edilmig-
tir.

4-Tripsin Gozeltisi

Sodyun K1OrlUr' ceccsscessssscoase 4.0 g

Potasyum KLOTUL .cevesecccsssasos 0:19 g
Disodyum hidrojen fosfat ocsesce 0,050 g
DeKStroz eesessvecncscsscsssses UeDO E
Hidroksi metil amino metan-Tris 1l.50 g

liaddeler 1sitilarak 350 ml distile suda ¢oOzlilmig,
N BC1l ile pH 7.7 ye ayarliandiktan sonra karigima; -

Penol kirmizisi % 1 secssccess 0750 ml
Penisilin cesecsescscscsesccso 500000 T.Us
Streptomisin cssessessescosscen 01050 &

ilave edilerek,distile su ile 500 ml ye tamamlanmigtir, .

TripSin 1:250 (DifGO) s00ecenv 1.250 &
konmustur,

Bir gece 4#° C da bekletilmig,Zeitz filtresinden sii-
zlilerek sterilize edildikten sonra kuquk tuplere taksim e~
d4ilip,-20 °c da saklanmlgtlro

5-Sodyum Bikarbonat (jozeltisi
Vasatlarin pH larinil ayarlamak amaciyla kullanilar,.

Sodm bikarbonat‘ " ® e SO0Q08RC 7.8 g
Distile su o.oncofccoo'.cnoo 100 ml

Bu ¢dzelti kalin geperli sigelerde otoklavda, 120°
¢ da 1 atm.basing altinda,15 dakika sterilize edilmig,4°C da
saklanmistir,



=3

6-Tamponlu Yosfat Gozeltisi (PBS)

de S0dyum KIOTUD cesescsesscsncees 8.0 8
Potasyulm K1oTHT ecocesssscaccsas 0e2 &
Kalsiyum xloriir x 2 H0 ecoesces 0,132 g

- Magnezyum klorlr z 6 HoO eecoee 0.10 g
Deiyonize BU ceesssessssscoesnss 800 ml

be Discdyum hidrojen £0Sfat sesees 1lol5 g
Potasyur dihidrojen £osfat e.ee 0.20 g
Deiyonize Su UD..O.'G.QOQ‘O0.00 2CO ml

a ve b ayri ayri hazirlanip otoklavda sterilize e~
dilxistir,.Sozuduktan sonra steril cdada b a ya ilave gdile-~
rek karistirilmig,l00-200 ml lik gteril gigelere taksim e-
dilmistiru4°3 da saklanmigtire.

7-Giemsa Boyasi (Merck)

Eosin ve metilen mavisi ihtiva eder.Kullanilaca#i
zaman, kaynatilip sogutulmug distile su ile 1/10 oraninda
diliie edilmistir.Canli hiicreleri mora boyadigi ig¢in viriis
enfeksiyonlarinin (boyanmamig kusimlar) belirmesine yardim
eder,
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B,Kullanilan Malizeme ve {aligilan Ortamin

Sterilizasyonlara

Doku kiluiri deneyleri Ultraviyole lambasiyla 15-20
dakika sterilize edilmig kiigiik odalarda,agik bek alevi eg-
liginde yapalmigtir.Bu odalardaki bankolar da benzalkonyum
klorir gfzeltisiyle silinerek dezenfekte edilmigtir,

Kullanilan cam malzeme (doku kiltiiri gigeleri,vasat
konan gigeler,kapakxla santrifij tipleri wve pipetler) snce.
deterjanli sicak su ile yikanmig,sonra distile su ile iyi-
ce durulanarak kurutulmugztur.Doku kiiltiri sigelerinin afiz-
lary aliiminyum yapraklar ile kapatilmig,pipetler ise pamuk~
lanarakx ¢elik muhafazalarina konmustur.Bu gekilde hazirla-
nan malzeme Pastdr Firaininda 180° C da 2 saat kuru hava ste-
rilizasyonuna tabi tutulmugtur,

Vasat konacak olan gigeler ve kapakli santrifij tup-
leri ise otoklavda,llSOG da ,1 atm.basig altinda 15 dakika
sterilize edilmigtir,

Kapak ve mantarlar,yikandiktan sonra petri kutular:
igine yerlegtirilmig ve otoklavda sterilize edilmigtir,
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