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ÖZET 

SİLYBUM MARİANUM BİTKİ EKSTRAKTININ ANTİOKSİDAN VE  

SARS-COV-2'YE KARŞI ANTİVİRAL AKTİVİTELERİNİN İN VİTRO 

MODELLER İLE BELİRLENMESİ 

 

COVID-19 pandem,s, 700 m,lyon k,ş,y, etk,lem,ş, yaklaşık 7 m,lyon k,ş,n,n 

ölümüne sebep olmuştur. Yüksek bulaşıcılığa sah,p SARS-CoV-2 v,rüsünün 

öldürücülüğü de yüksekt,r. Bu v,rüsün ,nsanları enfekte etmes,n, engellemek ,ç,n konakçı 

,le etk,leş,me g,rmes,n, ve v,rüsün konakçı ,çer,s,nde repl,kasyonunu ,nh,be etmek 

gerekmekted,r. V,rüsün konakçıya tutunduğu Sp,ke prote,n,, konakçının ACE2 reseptörü, 

v,ral prol,ferasyonu sağlayan RdRp enz,m,, fonks,yonel enz,mler,n oluşmasını sağlayan 

Mpro enz,m, kullanılan ,laçların ,nh,be etmes, amaçlanan hedeflerd,r. Hastalığın tedav,s, 

ve önlenmes, ,ç,n ,laç araştırmaları halen devam etmekte olup kullanılan ,laçların 

etk,nl,ğ,n, artırmak ,ç,n alternat,f tedav, yöntemler, araştırılmaktadır. FDA tarafından ac,l 

kullanım ,zn, çıkarılan aslen farklı v,rüslere karşı ant,v,ral n,tel,kl, bazı ,laçlardan 

tedav,de yararlanılmaktadır. Alternat,f tedav, yöntem, olarak geleneksel tıbba 

başvurulmaktadır. Bazı b,tk,ler,n ,çer,kler,nde bulunan f,tok,myasallar v,ral prote,nler,n 

,nh,b,syonunda etk,nl,k göstermekted,rler. Deve d,ken, (S!lybum mar!anum) b,tk,s, de 

yüzyıllardır v,ral enfeks,yonlarda kullanılmış b,r b,tk,d,r. S!lybum mar!anum b,tk,s,n,n 

Hepat,t C, Chugunya, Mayarov,rüs, SARS-CoV g,b, d,ğer v,rüslere karşı etk,nl,ğ, de !n 

v!tro ve kl,n,lk çalışmalarla kanıtlanmıştır. Yapılan b,lg,sayar temell, çalışmalarda bu 

b,tk,ye özgü f,tok,myasalların SARS-CoV-2’y, ,nh,be edeb,lecek özell,kler taşıdığı 

saptanmıştır. 

Bu tez çalışmasının amacı S!lybum mar!anum b,tk,s,n,n SARS-CoV-2 enfeks,yonuna 

karşı ant,v,ral etk,s,n,n araştırılmasıdır. B,tk, ekstraktının b,yoetk,nl,k çalışmaları ,) !n 

v!tro hücre hatlarında s,totoks,k etk,ler - MTT kolor,metr,k test,; ,,) hücre morfoloj,ne 

etk,s, Hematoks,len – Eos,n ,mmünoh,stok,myasal boyama; ,,,) hücre apoptozu üzer,ne 

etk,ler, Annex,n V/PI ,mmünofloresan boyama; ıv) ant,oks,dan kapas,tes, DCFDA 

floresan test,; v) ACE2-RBD bağlanma ,nh,b,syonu – ELISA test,; v,) Mpro enz,m 

,nh,b,syonu FRET test,; ve v,,) SARS-CoV-2 enfeks,yonuna karşı ant,v,ral potans,yel, !n 

v!tro pseudov,rüs S1 nötral,zasyon test, ,le bel,rlenm,şt,r. B,tk,lerden elde ed,len doğal 

b,leşenler; sentet,k ,laçlara kıyasla daha az yan etk,l,, sürdürüleb,l,r, kolay elde ed,leb,l,r 
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ve b,youyumlu olmaları açısından tedav,ye yardımcı öneml, b,r alternat,f olmuşlardır.  Bu 

tez çalışmasının günümüzde halen etk,s,n, tam olarak y,t,rmem,ş olan SARS-Cov-2 

v,rüsünün bulaşını ve enfeks,yonunu engellemek adına katkıda bulunacağı 

düşünülmekted,r.  Bu tez çalışması sonucunda S!lybum mar!anum b,tk,s,n,n ant,oks,dan 

n,tel,k gösterd,ğ,, RBD-ACE2 bağlanmasını 82.86 µg/ml dozunda %50 ,nh,be ett,ğ,, v,ral 

Mpro enz,m,n,n fonks,yonunu 100 µg/ml dozunda %97.8 oranında ,nh,be ett,ğ, 

bel,rlenm,şt,r. Bu sonuçlara dayanarak bu b,tk, ekstraktının SARS-CoV-2 v,rüsüne karşı 

kullanılacak etk,n b,r takv,ye olab,leceğ, sonucuna varılmıştır.  
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ABSTRACT 

 

DETERMINATION OF ANTI-OXIDANT AND ANTIVIRAL ACTIVITES OF 

SILYBUM MARIANUM PLANT EXTRACT AGAINST SARS-COV-2 USING IN 

VITRO MODELS 

 

The COVID-19 pandem,c has affected 700 m,ll,on people and caused approx,mately 

7 m,ll,on deaths. The lethal,ty of the h,ghly contag,ous SARS-CoV-2 v,rus ,s also h,gh. 

To prevent th,s v,rus from ,nfect,ng ,nd,v,duals, ,t ,s necessary to ,nterfere w,th ,ts 

,nteract,on w,th the host and ,nh,b,t ,ts repl,cat,on w,th,n the host. Targets a,med to be 

,nh,b,ted by drugs ,nclude the Sp,ke prote,n through wh,ch the v,rus attaches to the host, 

the host's ACE2 receptor, the RdRp enzyme respons,ble for v,ral prol,ferat,on, and the 

Mpro enzyme that fac,l,tates the format,on of funct,onal enzymes. Research on drug 

treatment and prevent,on of the d,sease ,s st,ll ongo,ng, w,th alternat,ve treatment 

methods be,ng explored to enhance the effect,veness of ex,st,ng drugs. Some ant,v,ral 

drugs or,g,nally approved by the FDA for emergency use aga,nst d,fferent v,ruses are 

be,ng used ,n treatment. Trad,t,onal med,c,ne ,s also be,ng explored as an alternat,ve 

treatment method. Phytochem,cals found ,n some plants have shown eff,cacy ,n ,nh,b,t,ng 

v,ral prote,ns. M,lk th,stle (S!lybum mar!anum) has been used for centur,es ,n the 

treatment of v,ral ,nfect,ons. The eff,cacy of S!lybum mar!anum aga,nst other v,ruses such 

as Hepat,t,s C, Ch,kungunya, Mayaro v,rus, and SARS-CoV has been demonstrated 

through !n v!tro and cl,n,cal stud,es. Computer-based stud,es have found that 

phytochem,cals spec,f,c to th,s plant may possess propert,es capable of ,nh,b,t,ng SARS-

CoV-2. 

The a,m of th,s thes,s ,s to ,nvest,gate the ant,v,ral effect of S!lybum mar!anum 

aga,nst SARS-CoV-2 ,nfect,on. The b,oact,v,ty stud,es of the plant extract ,nclude ,) 

cytotox,c effects on !n v!tro cell l,nes - MTT color,metr,c assay; ,,) effects on cell 

morphology - Hematoxyl,n-Eos,n ,mmunoh,stochem,cal sta,n,ng; ,,,) effects on cell 

apoptos,s - Annex,n V/PI ,mmunofluorescence sta,n,ng; ,v) ant,ox,dant capac,ty - 

DCFDA fluorescence assay; v) ACE2-RBD b,nd,ng ,nh,b,t,on - ELISA assay; v,) Mpro 

enzyme ,nh,b,t,on - FRET assay; and v,,) ant,v,ral potent,al aga,nst SARS-CoV-2 

,nfect,on determ,ned by !n v!tro pseudov,rus S1 neutral,zat,on assay. Natural compounds  
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der,ved from plants have emerged as s,gn,f,cant alternat,ves to synthet,c drugs due 

to the,r comparat,vely fewer s,de effects, susta,nab,l,ty, ease of access, and 

b,ocompat,b,l,ty. It ,s bel,eved that th,s thes,s study w,ll contr,bute to prevent,ng the 

transm,ss,on and ,nfect,on of the SARS-CoV-2 v,rus, wh,ch has not yet lost ,ts full 

,mpact. The f,nd,ngs of th,s thes,s demonstrate that the plant S!lybum mar!anum exh,b,ts 

ant,ox,dant propert,es, ,nh,b,ts the RBD-ACE2 b,nd,ng by 50% at a dose of 82.86 µg/ml, 

and ,nh,b,ts the funct,on of the v,ral Mpro enzyme by 97.8% at a dose of 100 µg/ml. 

Based on these results, ,t ,s concluded that th,s plant extract could be an effect,ve 

supplement aga,nst the SARS-CoV-2 v,rus. 
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SEMBOLLER 

% : Yüzde  

°C : Sant,grat derece  

cm2 : Sant,metre kare 

g : Gram  

l : L,tre  

M : Molar 

mg : M,l,gram  

ml : M,l,l,tre  

mM :M,l,molar  

nm : Nanometre  

p : Olasılık 

rpm: Dak,kada dev,r sayısı 

μg : M,krogram 

μg/ml : M,krogram/m,l,l,tre 

μl : M,krol,tre  

μm : M,krometre  

μM : M,kromolar 
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KISALTMALAR 

ACE2 : Anj,yotens,n Dönüştürücü Enz,m 

CHIKV : Ch,kungunya V,rüsü 

CO2 : Karbond,oks,t 

COVID-19 : Koronav,rüs Hastalığı 2019 

CPE : S,topat,k Etk, Deney, 

DCFDA : D,kloroflorose,n d,asetat  

DMEM : Dulbecco's Mod,f,cat,on Eagle's Med,um 

DMSO : D,met,l Sülfoks,t 

DTT : D,th,othre,tol 

FBS : Fetal Sığır Serumu 

FDA : Amer,ka B,rleş,k Devletler, Gıda Ve İlaç Da,res, 

FRET : Floresan Rezonsanslı Enerj, Transfer, 

GFP : Yeş,l Floresan Prote,n 

HCV : Hepat,t C V,rüsü 

HIV : İnsan Bağışıklık Yetmezl,ğ, V,rüsü 

HRP : Yaban Turbu Peroks,daz 

IC30 : %30 Hücre İnh,b,syonu Konsantrasyonu 

IC50 : %50 Hücre İnh,b,syonu Konsantrasyonu  

KB : K,lobaz 

MAYV : Mayaro V,rüsü 

MERS : Orta Doğu Solunum Sendromu 

Mpro : Ana Proteaz  

MTT : Th,azolyl Blue Tetrazol,um Brom,de 

NSP : Yapısal Olmayan Prote,n 

OD : Opt,k Yoğunluk 

ORF : Açık Okuma Penceres, 

PBS : Fosfat Tamponlu Sal,n Solüsyonu 

PP : Pol,prote,n 

RBD : Reseptör Tanıma Bölges, 

RdRp : R,bonükle,k As,t Bağımlı R,bonükle,k As,t Pol,meraz 

ROS : Reakt,f Oks,jen Türevler, 
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SARS-CoV-2 : Ağır Akut Solunum Yolu Sendromu-Koronav,rüs-2 

ssRNA : Tek Sarmallı R,bonükle,k As,t 

TMB : Tetramet,lbenz,d,n 

TMPRSS2 : Transmembran Ser,n Proteaz 
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1. GİRİŞ 

1.1. SARS-CoV-2 VFral EnfeksFyonu ve İnhFbFsyonu 

SARS-CoV-2, Ç,n’den tüm dünyaya yayılan koronav,rüs enfeks,yonu COVID-19 

pandem,s,ne sebep olan v,rüsün adıdır. COVİD-19 salgını yaklaşık 698.000.000 k,ş,y, 

etk,lem,ş, 7.000.000 k,ş,n,n ölümüyle sonuçlanmış akab,nde büyük ekonom,k kayıplara 

ve kr,zlere sebep olmuştur. Ne yazık k, ,laç tasarımı ve gel,şt,rme, kl,n,k önces, ve kl,n,k 

aşamalar ve ardından onay ve ,zleme aşamalarını kapsayan oldukça karmaşık ve uzun b,r 

süreçt,r. Ant,v,ral ,laç gel,şt,rmede aşılması gereken en büyük zorluk, potans,yel olarak 

b,l,nmeyen v,rüs-konakçı etk,leş,m bölgeler,n, keşfetmek ve aday b,r hedefe yönel,k 

etk,nl,k ve güvenl,k hakkında tekrarlanab,l,r kl,n,k ver,ler elde etmekt,r (Cheung ve ark., 

2024).  

SARS-CoV-2 havadan damlacıklar hal,nde bulaşır ve bulaştıktan 4-5 gün kuluçka 

süres,nden sonra semptom göstermeye başlar. İlk başta nefes darlığı ve ardından öksürük, 

ateş, ,shal ve baş ağrısı ,le kend,n, göster,r (Lamers & Haagmans, 2022). Yüksek 

bulaşıcılığa sah,p bu v,rüsün öldürücülüğü de yüksekt,r. SARS-CoV-2 tarafından enfekte 

olan ,lk hücreler genelde nazofarenks veya trake hücreler, olmak üzere s,ll, hücrelerd,r. 

Enfeks,yonda tutulum gösteren organlar arasında solunum yollarının yanı sıra 

bağırsaklar, bey,n, böbrekler, gözler, karac,ğer g,b, başka organlar da bulunmaktadır 

(Bouback ve ark., 2023). 

Coronav,r,dae a,les,nden olan SARS-CoV-2 poz,t,f tek sarmal RNA ,çeren genet,k 

materyale sah,pt,r. 27-32 kb d,z,s,yle d,ğer v,rüslerden daha uzun b,r genoma sah,pt,r. 

V,rüsün yapısını oluşturan 4 ana prote,n, vardır. Bunlar; v,rüsün yapısal bütünlüğünü 

sağlayan membran (M), v,rüse a,t v,ral prote,nler, b,r arada tutmaya yardımcı envelope 

(E), v,ral genomu saran nükleokaps,d (N) ve konak hücreye tutunup g,r,ş,n, sağlayan 

Sp,ke (S) prote,nler,d,r. Ayrıca SARS-CoV-2 genomunda v,ral repl,kasyon ve v,ral 

transkr,ps,yon kompleks,n,n meydana gelmes,nde görev alan yapısal olmayan 

prote,nler,n (NSP) kodunu da taşırlar (Wang ve ark., 2020). SARS-CoV-2 v,ral genom,k 

bölgen,n üçte ,k,s, potans,yel olarak pp1a ve pp1ab olarak adlandırılan NSPs 

pol,prote,nler, kodlayan Açık Okuma Çerçeves, 1a ve ab (ORF1ab) olarak adlandırılan 

repl,kaz gen,n, kapsar. NSP3 ve NSP5 proteazları sentezlet,rken, NSP12 pol,merazı 

sentezletecek kodları ,çermekted,r (K,m ve ark., 2020).  
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1.1.1. SARS-CoV-2 vFrüsünün enfeksFyon mekanFzması 

SARS-CoV-2’n,n enfeks,yon mekan,zması hücreye g,r,ş,, hücre ,ç,nde çoğalması ve 

hücre dışına salınması olarak 3 ana mekan,zmayı kapsar (Şek,l 1). Konak hücrey, tanıma 

ve hücre ,ç,ne g,rmes, Sp,ke prote,n, sayes,nde gerçekleşmekted,r. Sp,ke prote,n,nde 

bulunan reseptör bağlama doma,n, (RBD) anj,yotens,n dönüştürücü enz,m 2 (ACE2) 

reseptörünü tanıma özell,ğ,ne sah,pt,r.  

RBD ,le ACE2 bağlanması v,rüsün hücre membranına yerleşmes,n, sağlar ve b,r 

sonrak, adımda endozom ,çer,s,nde hücreye alınır (Lan ve ark., 2020). Konak hücren,n 

ŞekFl 1. SARS-CoV-2 v,rüsünün enfeks,yon mekan,zması ve bu mekan,zmanın olası 

potans,yel ,nh,b,törler,n,n hedefler,. (1) V,ral S prote,n, ,le konak ACE2 reseptörü 

arasındak, etk,leş,m, v,rüsün konak hücreye bağlanmasını sağlar. S prote,n, konakta 

bulunan ser,n proteaz enz,m, (TMPRSS2) tarafından kes,lmes, v,ral membranın konak 

membrana füzyonunu sağlar. (2) Tek sarmallı RNA (ssRNA) v,ral genomu s,toplazma 

,çer,s,ne aktarılır ve (3) konak hücre r,bozomları tarafından v,ral proteaz enz,m, 

translasyonu gerçekleş,r. (4-5) Yen, tek sarmallı RNA'ların sentezlenmes, ,ç,n genom,k 

ve subgenom,k RNA'dan v,ral prote,nler,n transkr,ps,yonu ve translasyonu gerçekleş,r. 

(6-7) V,ral prote,nler endoplazm,k ret,kulumda (ER) ve golg, c,s,mc,ğ,nde b,rleş,r ve 

(8) vez,küller ,çer,s,nde paketlen,r. (9) Yen, v,r,onlar ekzos,toz yoluyla hücre dışına 

salınır. E: envelope prote,n; HE: hemagglut,n,n-esteraz gl,koprote,n; M: membran 

prote,n; N: nükleokaps,d prote,n (Cet,n ve ark., 2022).  



 
3 

 

transmembran proteaz ser,n 2 (TMPRSS2) v,ral Sp,ke prote,n,n, keser ve böylece v,ral 

membran hızlıca konak hücren,n membranı ,le bütünleş,r. Endozomal g,r,ş, kolaylaştıran 

b,r d,ğer faktör kateps,n, Sp,ke prote,n,n, keserek RBD prote,n,n, bağlanmaya hazır hale 

get,r,r. V,ral genom konak s,toplazmasına salındıktan sonra v,ral RNA’dan konak 

r,bozomları tarafından pp1a ve pp1b olarak adlandırılan 2 adet pol,prote,n z,nc,r, 

sentezlen,r. B,r yandan da bu pol,prote,nler, keserek onları ,şlevsel hale get,ren v,ral 

RNA’dan Mpro ve PLpro enz,mler, sentezlen,r.  SARS-CoV-2’n,n repl,kasyon sürec,n,n 

bağlı olduğu RNA'ya bağımlı RNA pol,meraz (RdRp) ,şlev kazanarak v,ral RNA 

repl,kasyonu gerçekleşt,r,l,r. Repl,ke ed,lm,ş b,rçok v,ral RNA, sentezlenen envelope, 

nükleokaps,d prote,nler, tarafından paketlen,r ve d,ğer hücreler, enfekte etmek üzere 

v,rüsler ekzos,toz yoluyla konak hücren,n dışına çıkarlar (Kronenberger ve ark., 2023). 

 

1.1.2. SARS-CoV-2 vFral enfeksFyonun FnhFbFsyonu   

M,lyonların ölümüne sebep olan SARS-CoV-2 v,rüsüne karşı henüz yen, b,r ,laç 

bulunamamıştır. Yen, b,r ,lacın gel,şt,r,lmes,nde kullanım onayının alınması 12-15 yıllık 

b,r süreçt,r ve böyles,ne yüksek hızda bulaşan öldürücü v,rüse karşı ac,l ,laç gel,şt,r,lmes, 

,ç,n bu süre fazla uzundur (Mohanty ve ark., 2023). Bu durumda kullanımda var olan 

ant,v,ral ,laçların COVID-19 tedav,s,nde kullanılması söz konusu olmuştur. Ant,v,ral 

,laçların hedef,nde v,ral repl,kasyon mekan,zmasında görev alan enz,mler,n 

,nh,b,syonunu sağlayan yapıya sah,p ,nh,b,tör moleküller,n arayışı halen sürmekted,r 

(F,rouz, & Ashour,, 2023). SARS-CoV-2 v,ral enfeks,yon mekan,zmasındak, ana 

basamaklarda görev alan prote,nler hedeflenerek enfeks,yonun önüne geç,leb,l,r. 

Bunlardan en etk,l, hedefler Sp,ke ACE2 bağlanmasının ve Mpro akt,v,tes,n, 

engellenmes,d,r (Şek,l 1). Enfeks,yonun ,lk basamağı olan, v,rüsün konak hücreye 

tutunmasını ve konağa g,rmes,n, engellemek ,ç,n RBD’ye bağlanacak monoklonal 

ant,korlar hem RBD hem ACE’ye bağlanab,lecek küçük moleküller ve pept,t çalışmaları 

büyük yer tutmaktadır (X,u ve ark., 2020).  

Lee ve ark. (2022) 1068 molekülün ACE2 ,le Sp,ke etk,leş,m,n, ,nh,be etme 

potans,yel,n, araştırdıkları çalışmalarında HIV’e (,nsan bağışıklık yetmezl,ğ, v,rüsü) 

karşı kullanılmakta olan Etrav,r,n ve Dolutegrav,r ,laçlarının SARS-CoV-2’n,n konak 

hücre membranına bağlanmasını engellemede etk,l, ,laçlar olab,lecekler,n, öne 

sürmüşlerd,r (Lee ve ark., 2022).  
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 SARS-CoV-2 enfeks,yonunu engellemek ,ç,n en etk,l, hedeflerden b,r, v,ral RNA 

repl,kasyonunu gerçekleşt,ren Mpro enz,m,n,n ,nh,b,syonudur. SARS-CoV- v,rüsünün 

çoğalması engelleyeb,len ,nh,b,törler enfeks,yonun tedav,s,nde kullanılab,lecek oldukça 

etk,l, terapöt,klerd,r (Pang ve ark., 2023).  İnh,b,törler, SARS-CoV-2 Mpro enz,m, 

yapısına benzerl,k göstermekted,r ve benzer özell,kler, var olan d,ğer ,laçların 

mod,f,kasyonu ,le SARS-CoV-2 v,rüsüne karşı aday ,laçların d,zaynı yapılarak 

günümüzde COVID-19 tedav,s,nde kullanılan n,rmatrelv,r elde ed,lm,şt,r (X. Chen ve 

ark., 2023). Kneller ve arkadaşları (2022) Mpro ,nh,b,törü olan boceprev,r ve narlaprev,r 

,laçlarını b,rleşt,rerek yen, b,r molekül ortaya çıkarmışlardır (Kneller ve ark., 2022). HIV 

tedav,s,nde kullanılan ,laç komb,nasyonu, lop,nav,r- r,tonav,r proteaz enz,m,n, ,nh,be 

ederek ant,v,ral etk, göstermekted,r. Kl,n,k çalışmalarda MERS’e (Orta doğu solunum 

sendromu) karşı etk,nl,ğ, bel,rlenm,şt,r ve !n v!tro çalışmalarda SARS-CoV-2’ye karşı 

etk,nl,ğ, ortaya konmuştur. Ant,v,ral remdes,v,r, fav,p,rav,r ve gal,des,v,r ,laçlar RdRp’y, 

hedef alan ,nh,b,tör ,laçlardır ve SARS-CoV-2’ye karşı ,nh,be ed,c, bulgular elde 

ed,lm,şt,r. 2020 yılında COVID-19 pandem,s,nde Food and Drugs Adm,n,strat,on (FDA) 

SARS-CoV-2’ye karşı remdes,v,r kullanımı ,ç,n ac,l ,z,n çıkarmıştır. Remdes,v,r,n 

sağkalım oranını yükseltmemes,ne karşın ağır vakalarda enfeks,yon süres,n, kısaltmada 

yardımcı olduğu bulunmuştur. 2021 yılında FDA tarafından kullanımı onaylanan 

N,rmatrelv,r ,se Mpro ,nh,b,törüdür ve paxlov,d adıyla t,car,leşt,r,lm,şt,r (Kronenberger 

ve ark., 2023).  

SARS-CoV-2 enfeks,yonuna karşı kullanılan bu ,laçların yan etk,ler, hakkında c,dd, 

b,l,nmezl,kler söz konusudur. Uzun sürel, kullanımında embr,yon,k gel,ş,m süres,nce 

teratojen,k toks,s,te ve konak genomu ,fades,nde değ,ş,kl,klere sebeb,yet 

vereb,leceğ,nden mutajen,k etk,ler,nden bahsed,lm,şt,r (F. Chen & L,u, 2022).  COVID-

19 pandem,s,nde en öneml, terapöt,k aşı olmuştur ve bu amaçla gel,şt,r,len aşılar ac,l 

kullanım ,zn, doğrultusunda uygulanmışlardır. Bulaşıcılığın önüne geçmek ,ç,n 

gel,şt,r,len aşıların b,l,nen yan etk,ler, bulunmaktadır ancak henüz aydınlatılmamış uzun 

vade de görüleb,lecek yan etk,ler, b,l,nmemekted,r. Gel,şt,r,len aşı ve ant,korların başlıca 

hedef,, v,ral S prote,nler,n,n ,nsan ACE2 reseptörler,ne bağlanmasını ve böylece v,rüsün 

,nsan hücreler,ne tutunmasını engellemekt,r (F,rouz, & Ashour,, 2023).  

Araştırmacılar ,laçların yanı sıra tedav,de kullanılmak üzere küçük moleküller, etk,n 

b,leş,kler arayışına sürdürmekted,r. Böylel,kle yen, alternat,fler aranırken yüksek 
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b,yoakt,v,teye sah,p b,tk,sel b,leş,kler mercek altına alınmıştır. Son zamanlarda SARS-

CoV-2 v,ral enz,mler,ne karşı doğada bulunan b,tk,sel ,nh,b,tör b,leş,kler üzer,nde 

yapılan araştırmalar l,teratürde artış göstermekted,r. B,tk,lerde bulunan doğal b,leşenler 

kullanılan b,rçok ,laç ,çer,s,ndek, akt,f maddeler,n kaynağıdır. B,tk,sel b,leş,kler, 

yapılarındak, b,yoakt,f maddeler,n çeş,tl,l,ğ, sayes,nde yüksek düzeyde ,laç potans,yel, 

,çermekted,rler. Son zamanlarda b,rçok ,laç gel,şt,rme projes,nde doğadan elde ed,len 

b,leş,klerden yola çıkılarak araştırmalar yapılmakta ve b,tk,ler,n b,yoakt,v,te 

çalışmalarında artış görülmekted,r (F,rouz, & Ashour,, 2023).  

 Ant,k zamanlardan ber, b,tk,ler,n ,y,leşt,r,c, etk,ler,nden yararlanılmıştır. Pandem, 

,le b,rl,kte geleneksel olarak hastalıkların tedav,s,nde kullanılan b,rçok b,tk, v,ral 

enfeks,yonların tedav,s,nde ,lg, odağı olmuştur. Geleneksel olarak b,tk,ler hastalıkların 

tedav,s,nde destekley,c,, takv,ye olarak kullanılmakta ancak etk, mekan,zmaları 

tamamen aydınlatılmamış olup l,teratürde çok fazla çalışma bulunmamaktadır. 

F,tok,myasalların ant,v,ral etk, mekan,zmaları hakkında daha fazla araştırma ,le hedefe 

özgü ,laç gel,şt,r,lmes,ne katkı sağlanab,l,r. B,tk,ler,n ,çerd,kler, etken maddeler, v,rüs 

ve bakter, g,b, enfeks,yonlara karşı etk,l, olmalarının yanında bağışıklık s,stem,n, 

güçlend,r,c, etk,ler, b,l,nmekted,r. B,tk,lerde bulunan tann,n, fenol,k as,t, flavono,d ve 

antos,yan,n g,b, pol,fenoller,n yapılan çalışmalarca ant,oks,dan ve SARS-CoV-2 v,rüsü 

MPro, PLPro, RdRp v,ral prote,nler,ne karşı ,nh,b,tör etk,s, gösterd,ğ, yer almaktadır 

(Mehany ve ark., 2021; Russo ve ark., 2020).  
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1.2. S0lybum mar0anum BFtkFsFnFn AntFvFral EtkFnlFğF 

S!lybum mar!anum Papatyag,ller (Asteraceae) a,les,nden olan Türkçe adıyla deve 

d,ken,, parlak soluk renkl, yeş,l yapraklara, kırmızı-mor ç,çeğe sah,p boyu 200 cm kadar 

uzayab,len b,r b,tk,d,r (Şek,l 2 (A)). S!lybum mar!anum b,tk,s,n,n or,j,n, Güney 

Avrupa'dır, özell,kle Akden,z bölges,n,n dağları, Batı Asya ve Rusya'dır ve buradan 

dünyanın en ılıman bölgeler,ne yayılmıştır (Şek,l 2 (B)). Bu b,tk, aynı zamanda Kuzey 

Amer,ka, Japonya, İran, Avustralya ve Yen, Zelanda g,b, artık tüm dünyada 

bulunmaktadır. (Drouet ve ark., 2021).  

S!lybum mar!anum’un akt,f b,leşen, s,l,mar,nd,r. S,l,mar,n, s,l,b,n,n de ,ç,nde olduğu 

farklı b,rçok s,l,b,n türevler, olan flavonol,gnanlardan s,l,d,yan,n, s,l,kr,st,n, s,l,b,n A ve 

s,l,b,n B’den oluşmuş b,r komplekst,r (Şek,l 3). S,l,mar,n gastro,ntest,nal s,stem 

tarafından em,l,r ve kandak, maks,mum konsantrasyonuna 2-4 saat arasında ulaşır. 

S!lybum mar!anum b,tk,s,nde s,landr,n, s,l,b,nom, s,l,herm,n, mr,st,k as,t, palm,t,k as,t, 

stear,k as,t, l,nole,k as,t,n yanı sıra uçucu yağlar, t,ram,n ve h,stam,n de bulunmaktadır 

(Bahman, ve ark., 2015).  

 

ŞekFl 2. (A) S!lybum mar!anum, (B) S!lybum mar!anum b,tk,s,n,n dünyada dağılımı Yerel 

türler, yeş,l renk ve taşınmış türler, mor renk ,le göstermekted,r. 
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ŞekFl 3. S!lybum mar!anum’un yüksek m,ktarda ,çerd,ğ, f,tok,myasalların k,myasal 

yapısı (Drouet ve ark., 2018) 

 

1.2.1. S0lybum mar0anum’un bFtkFsFnFn bFyoaktFvFtesF 

 Oks,dat,f stres sonucunda oluşan reakt,f oks,jen türevler,n,n (ROS) hücrede sebep 

olduğu hasar tam,r ed,lemed,ğ,nde hastalıklara zem,n hazırlamaktadır. Hücre ,ç, ortamda 

yüksek ROS düzeyler, DNA, prote,n ve l,p,d hasarına neden olarak hücre ölümüne yol 

açmaktadır. Oks,dat,f stres dokuda hasara, hücre ölümüne, hücren,n kanserleşmes,ne yol 

açab,lmekted,r (Yass,n ve ark., 2021). ROS üreten enz,m NADPH oks,daz (NOX) ,lk 

olarak fagos,t,k hücreler,n zarında tanımlanmıştır.  

Fagos,tlerden gelen NOX, tek elektronlu trans-membran transfer, yoluyla moleküler 

oks,jene süperoks,t anyonunun üret,m,n, katal,ze eder. NOX enz,mler,, konak savunması, 

prote,nler,n translasyonu sonrası ,şlenmes,, hücresel s,nyalleme, gen ekspresyonunun 

düzenlenmes, ve hücre farklılaşması dah,l olmak üzere çok sayıda öneml, f,zyoloj,k 

sürece katılırlar. NOX enz,m,n,n yanlış regülasyonunu ,se ateroskleroz, h,pertans,yon, 

d,yabet,k nefropat,, akc,ğer f,brozu, kanser veya nörodejenerat,f hastalıklar g,b, çok 
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çeş,tl, c,dd, patoloj,k bulguları tet,kleyeb,l,r. Hücredek, ROS sev,yeler,n,n artması, 

apoptot,k s,nyal yollarını etk,leyeb,l,r ve apoptot,k hücre ölümünü tet,kleyeb,l,r. ROS'un 

apoptoza yönel,k hem ,ndükley,c, hem de ,nh,be ed,c, etk,ler, olab,l,r. ROS'un hücre 

ölümü sürec,ndek, rolü, hücre t,p,ne, çevresel koşullara ve d,ğer faktörlere bağlı olarak 

değ,şeb,l,r. Bu nedenle, hücre ,ç, ROS düzeyler,n,n dengelenmes, ve apoptot,k s,nyal 

yolaklarının düzenlenmes,, hücresel homeostazın korunmasında kr,t,k öneme sah,pt,r 

(Redza-Dutordo,r & Aver,ll-Bates, 2016). S!lybum mar!anum b,tk,s, s,roz, hepat,t, 

karac,ğer yağlanması, karac,ğer zeh,rlenmes, g,b, çeş,tl, karac,ğer hastalıklarının 

tedav,s,nde 2000 yıldır kullanılmaktadır. S!lybum mar!anum’da bulunan s,l,mar,n 

özell,kle karac,ğer koruyucu özell,ğ, ,le b,l,nmekted,r (Vargas-Mendoza ve ark., 2014). 

D,ğer yandan s,l,b,n,n ,se oks,dat,f strese, karac,ğer yağlanmasına, ,nsül,n d,renc,ne karşı 

etk,n olduğu araştırmalarda ortaya konmuştur (Feder,co ve ark., 2017; (Mar,n ve ark., 

2017). Güçlü ant,oks,dan potans,yel gösteren s,l,mar,n,n yağ peroks,dasyonunda da 

,nh,b,tör etk,s, yaratarak metabol,k hastalıklarda etk,n olduğu l,teratürde göster,lm,şt,r 

(Vogel ve ark., 1984) Wang ve ark. (2020) s,l,mar,n,n oks,dat,f stres ve ,nflamasyon 

s,nyal yolaklarını doğrudan etk,leyeb,ld,ğ, ve aynı zamanda metal celatör görev, yaptığı 

bel,rt,lm,şt,r (Wang ve ark., 2020).  Ayrıca mekan,zması açıkça ortaya konmamakla 

beraber kl,n,k olarak Park,nson ve Alzhe,mer hastalıklarının semptomları üzer,nde etk,l, 

olduğu göster,lm,şt,r (Ullah & Khan, 2018). Artr,t hastalarında enflamasyonu azalttığı 

(Hussa,n ve ark., 2016), çeş,tl, kanser türler,nde ant,kanser akt,v,teye sah,p olduğuna 

(Agarwal ve ark., 2006; (Won ve ark., 2018) da,r bulgular l,teratürde yer almaktadır. 

 

1.2.2. S0lybum mar0anum bFtkFsFnFn antFvFral bFyoetkFnlFğF 

S!lybum mar!anum, ,çerd,ğ, s,l,mar,n b,yoakt,f b,leş,ğ,nden dolayı yüksek ant,v,ral 

potans,yele sah,pt,r. S,l,mar,n, hepat,t C v,rüsü (HCV) enfeks,yonunda en çok kullanılan 

b,tk,sel üründür (Strader ve ark., 2002). Yapılan !n v!tro b,r çalışmaya göre s,l,mar,n,n 

HCV’y, tamamen ,nh,be ett,ğ, göster,lm,şt,r (Polyak ve ark., 2007). S,l,mar,n,n HCV’n,n 

patoloj,s,ne b,yoetk,nl,ğ, konusunda yapılan çalışmalarda HCV’, farklı noktalarından 

,nh,be edeb,ld,ğ, ortaya konmuştur. Bu çalışmaya göre HCV’n,n RdRp enz,m,n, 75–100 

µM doz aralığında ,nh,be edeb,ld,ğ, öne sürülmüştür (Ahmed-Belkacem ve ark., 2010) 

2013 yılında yapılan b,r çalışada ,se s,l,b,n,n HCV’n,n konak hücreye endos,toz ,le 

g,r,ş,n, engelled,ğ, bel,rt,lm,şt,r (Bla,s,ng ve ark., 2013).  
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S,l,b,n ve türevler, b,leş,kler,n f,z,kok,myasal yapısına dayanılarak yapılan !n s!l!co 

dock,ng çalışmalarında, HCV’n,n yanı sıra Dang v,rüsüne bağlanma gösterd,ğ, ve Dang 

humması hastalığı tedav,s,nde de etk,l, olab,leceğ, öne sürülmüştür (Qadd,r ve ark., 

2017). Dang humması s,vr,s,neklerler,n vektörü olduğu DENV enfeks,yonu sonucu 

gel,şen b,r hastalıktır. Hastalık semptomları geç ortaya çıkar ve genelde m,de karın ağrısı, 

ateş, burundan d,ş et,nden kanama şekl,nde kend,n, göster,r ve yüksek ateş, nöroloj,k 

bozukluklar, nöral nöbetlere kadar ağırlaşab,len b,r patoloj,s, bulunmaktadır (L,u ve ark., 

2019).  

Dünyada yüksek bulaşıcılığa ve yüksek ölüm oranına sah,p ,nfluenza A v,rüsü hem 

,nsan hem de hayvan popülasyonuna karşı c,dd, b,r tehd,tt,r. 2009 yılında yaşanan domuz 

gr,b, olarak b,l,nen H1N1 (,nfluenza A’nın b,r alt türüdür) v,rüsü dünyada büyük sağlık 

tehd,t, yaşatmış ve 18 m,lyar dolar ekonom,k kayba sebep olmuştur. S!lybum 

mar!anum’un ant,v,ral b,yoetk,nl,k çalışmalarında plak nötral,zasyon deneyler,nde, 

mRNA sentez,n, engelled,ğ,nden v,rüsün repl,kasyonunu engelled,ğ, ortaya konmuştur 

(Song & Cho,, 2011). Bununla b,rl,kte b,yoakt,f k,myasal s,l,mar,n,n ,nfluenza v,rüsünün 

patalojen,k mekam,zmasına karşı etk,n olup olmadığı detaylı b,r şek,lde !n v!tro ve !n 

v!vo çalışmalarda l,teratürde yer almamaktadır.  

HIV günümüzde dünyada yaklaşık 38 m,lyon k,ş,y, enfekte etm,ş b,r v,rüstür ve 

bağışıklık s,stem,n, çökerterek ölümlere sebep olmaktadır. Kl,n,k olarak HIV enfekte 

HeLa hücreler,yle yapılan b,r çalışmada, Legalon t,car, adıyla p,yasada bulunan s,l,b,n,n, 

HIV repl,kasyonunu ,nh,be ett,ğ, bel,rlenm,şt,r (McClure ve ark., 2014). İç,nde 

s,l,mar,n,n de bulunduğu b,rçok flavono,d,n Togav!r!dae a,les,den olan Ch,kungunya 

(CHIKV) ve Mayaro (MAYV) v,rüsler,ne karşı etk,nl,kler, araştırılmıştır. S,l,mar,n,n, 

s,topat,k etk, (CPE) deneyler, sonucunda CHIKV’y, konak hücreye g,rd,kten sonrak, 

evrelerde ,nh,be ett,ğ, göster,l,rken (Lan, ve ark., 2015), MAYV repl,kasyonunu ve aynı 

zamanda ROS oluşumunu da engelled,ğ, bel,rt,lm,şt,r (Cam,n, ve ark., 2018). 

S,l,b,n ve türev, b,leş,kler,n enflamasyon g,der,c,, oks,dat,f stres, azaltıcı, otofaj,y, 

,ndükley,c, özell,kler,, v,ral enfeks,yonunun ger,lemes,n, sağlayarak tedav,ye katkı 

sağlamaktadır. Bunlarla beraber v,ral prote,nlere karşı etk,nl,k gösterd,ğ, b,rçok 

çalışmada kanıtlanmıştır (L,u ve ark., 2019).  
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1.2.3. S0lybum mar0anum bFtkFsFnFn SARS-CoV-2 vFral enfeksFyonuna karşı 

bFyoetkFnlFğF 

L,teratürde çok sayıda b,leş,ğ,n SARS-CoV-2 enfeks,yonunu engelley,c, 

b,yoetk,nl,kler, yüksek ver,ml, taramalar ,le araştırılmıştır. Son zamanlarda oldukça 

kullanılan moleküler dock,ng (kenetleme) yöntemler, ,le terapöt,k molekül arayışı hız 

kazanmıştır. In v!tro ve !n v!vo çalışmalar ,ç,n ön çalışma n,tel,ğ,nde olan bu !n s!l!co 

çalışmalar hedefe yönel,k araştırmaların yapılmasında öncü n,tel,ğ,nde olmakla b,rl,kte 

olası hedeflere yönlend,rerek zaman kaybını önlemekted,r. Dock,ng çalışmaları, 

f,tok,myasalların v,ral hedeflere karşı b,yoetk,nl,kler,n, araştırılarak yüksek potans,yele 

sah,p b,leş,kler,n ,ler, sev,yede araştırılmasına altyapı oluşturmaktadır. Yapılan b,r 

moleküler dock,ng çalışmasında f,tok,myasal nar,ng,n, carvonol, rut,n, hesper,d,n, 

luteol,n,n b,leş,kler,n,n Mpro’yu ,nh,be ed,c, potans,yeller, araştırılmıştır. Bu araştırma 

sonucunda s,l,b,n molekülünün test ed,len d,ğer f,tok,myasallardan daha güçlü Mpro 

,nh,b,törü olma potans,yel, taşıdığı göster,lm,şt,r (Sardanell, ve ark., 2021).   

S!lybum mar!anum’un süregelen çeş,tl, v,rüslere karşı ,nh,be ed,c, n,tel,kler, onu 

SARS-CoV-2 v,rüsüne de karşı ,y, b,r ,nh,b,tör adayı yapmaktadır. B,lg,sayar destekl, !n 

s!l!co araştırmalarda b,tk,n,n ,çer,ğ,ndek, s,l,mar,n,n, bu v,rüsler,n konak hücreye 

g,rmes,n,, genom repl,kasyonunu ve v,ral prote,nler,n,n sentez,n, engelled,ğ,nden 

ant,v,ral özell,k taşıdığından bahsed,lm,şt,r (Qadd,r ve ark., 2017).  

 S!lybum mar!anum’da yüksek oranda bulunan s,l,mar,n b,leşen, ,le yapılan !n s!l!co 

çalışmalar SARS-CoV-2 v,rüsüne a,t v,ral enz,m ve prote,nlere bağlanma potans,yel, 

taşıdığını ortaya koymuştur. COVID-19’a etk,s,n,n konu alındığı Musazadeh ve 

arkadaşlarının (2022) yayınladığı derlemede s,l,b,n pol,fenoller,n,n SARS-CoV-2 v,ral 

prote,nler,n,n b,rçoğunu ,nh,be etme potans,yel, gösterd,ğ, bel,rt,lm,şt,r (Musazadeh ve 

ark., 2022). B,r başka b,yo,nformat,k çalışmasında s,l,b,n molekülü SARS-CoV-2 v,ral 

prote,nler,ne karşın etk,n bulunmuştur. Dock,ng sonuçlarına göre s,l,mar,n,n Mpro 

enz,m,ne bağlanma enerj,s, −11.928 kcal/mol, Sp,ke gl,koprote,n,ne −10.572 kcal/mol, 

RdRp enz,m,ne ,se −11.499 kcal/mol olarak bel,rlenm,şt,r (Pand,t ve ark., 2020).  

Antonopoulou ve ark. (2022) derlemes,nde bel,rtt,ğ, üzere s,l,mar,n ,çer,ğ,nde bulunan 

,k, molekülün s,l,b,n -8.3 kcal/mol ve s,l,kr,s,tn -8.47 kcal/mol serbest bağlanma enerj,s, 

gösterd,ğ,nden s,l,mar,n kompleks,n,n  Mpro’ya karşı bağlanma potans,yel,n,n yüksek 

olduğu bel,rt,lm,şt,r (Antonopoulou ve ark., 2022).  İn s!l!co çalışmalarda S!lybum 
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mar!anum’un s,l,b,n molekülü ,le Sp,ke prote,n, arasındak, elektrostat,k ,nteraks,yonun, 

ACE2 ,le Sp,ke bağlanmasını engelleyeb,lecek kadar kuvvetl, olduğu ve böylece v,rüsün 

hücreye g,r,ş,n, engellemede başarılı olab,lecek b,r molekül olduğu bel,rt,lm,şt,r 

(Mohanty ve ark., 2023). 

İn v!tro çalışmada s,l,b,n b,leş,ğ,n,n SARS-CoV-2 v,rüsüne karşı Vero E6 

hücreler,nde IC50 dozu 34.3 ± 0.5 µM olarak bel,rt,l,rken RdRp ,nh,b,syonu ,ç,n IC50 

dozu 0.042 ± 0.004 µM olarak bulunmuştur. S,l,b,n b,leş,ğ,n,n, aynı 

konsantrasyonlarında remdes,v,r ,lacından %35 daha etk,n olduğu ortaya konmuştur 

(Hamdy ve ark., 2022). D,ğer çalışmada yüksek ACE2 ,fades,ne sah,p A549 ve H1299 

hücre hatlarıyla yapılan deney sonucunda s,l,mar,n,n ACE2 reseptörler,n, ,nh,be ett,ğ, 

bulunmuştur (Agu,lar‑Lemarroy ve ark., 2021). Başka b,r !n v!tro çalışmada S!lybum 

mar!anum’un Mpro’ya karşı EC50 = 80.5 µg/ml dozda ,nh,be ett,ğ, bel,rlenm,şt,r (Sharaf 

ve ark., 2022). Ayrıca s,l,b,n,n 0.5-25 µM doz aralığında ,nsan T lenfos,tler,n, akt,ve etme 

özell,ğ, de göster,l,rken bunun yanı sıra IFN-γ, IL-4 ve IL-10 ant,-enflammatuar 

s,tok,nler,n sekresyonunu artırdığı da göster,lm,şt,r (Akbar,-Kordkheyl, ve ark., 2019). 

S!lybum mar!anum’un SARS-CoV-2 üzer,ndek, ant,v,ral etk,nl,ğ, yapılan çeş,tl, !n s!l!co 

ve !n v!tro çalışmalarla ortaya konmuş ancak !n v!vo çalışmalarda S!lybum mar!anum 

b,tk,s,n,n ve/veya b,leş,kler,n,n SARS-CoV-2 v,rüsüne karşı ant,v,ral b,yoetk,nl,ğ,ne 

rastlanmamıştır.  

 

1.3. Amaç ve Hedef 

 Bu çalışmada S!lybum mar!anum b,tk,s,n,n SARS-CoV-2 enfeks,yonuna karşı 

ant,v,ral etk,nl,ğ,n,n !n v!tro enfeks,yon model,nde bel,rlenmes, hedeflenm,şt,r. S!lybum 

mar!anum ekstraktının !n v!tro hücre hatlarında hücre canlılığı ve morfoloj,s,ne etk,s,, 

apoptot,k etk,ler,, ant,oks,dan kapas,tes,, ACE-2-RBD bağlanma potans,yel,, Mpro 

enz,m ,nh,b,syonu ve !n v!tro pseudov,rüs S1 enfeks,yon model,nde nötral,zasyon 

potans,yel, ,ncelenm,şt,r.  
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2. MATERYAL VE YÖNTEM 

2.1. Materyaller 

2.1.1. Hücre hatları 

● Maymun böbrek ep,tel hücre hattı (Vero E6 CRL-1587, ATCC, ABD) 

● İnsan embr,yon,k böbrek hücre hattı (HEK293T CRL-11268, ATCC, ABD) 

● İnsan kolon ep,dermal adenokars,nom hücre hattı (Caco-2 HTB-37, ATCC, ABD) 

● İnsan akc,ğer adenokars,nom hücre hattı (Calu-3 HTB-55, ATCC, ABD) 

 

2.1.2. Sarf malzemeler 

● Kryotüpler (TPP, #89020) 

● Plast,k Beherler (Isolab, #026.03.025) 

● 75 cm2 ’l,k Ster,l Hücre Kültürü Flaskları (TPP, #90076) 

● 25 cm2 ’l,k Ster,l Hücre Kültürü Flaskları (TPP, #90026) 

● 15 mL Ster,l Falkon Tüpler (Sarstedt, #62547254) 

● 50 mL Ster,l Falkon Tüpler (Sarstedt, #62554502) 

● 1,5 ml Eppendorf Tüpler (Axygen, #MCT150-C) 

● Alüm,nyum Folyo (Isolab, #058.04.001) 

● 96 Kuyulu Ster,l Hücre Kültürü Plakası (TPP, #92096) 

● 0,22 µm Gözenekl, Ster,l Şırınga F,ltres, (TPP, #99722) 

● Neubauer Lamı (Isolab, #07503002) 

● 96 Kuyulu Ster,l S,yah Hücre Kültürü Plakası (Costar, #3603) 

● 24 Kuyulu Hücre Kültürü Plakası (TPP, #92024) 

● 0.45 µm F,ltre (M,llex, #SLHPR33R6) 

● 6 Kuyulu Hücre Kültürü Plakası (Cellstar, #657 160) 

● Poly L lys,ne (PLL) (S,gma Aldr,ch, #P4832-50ML) 

● ELISA Plaka (Thermo Sc,ent,f,c, #442404) 

● Petr, (ISOLAB, #LB.IS.081.02.091) 

● LB Broth (M,ll,pore, #1.10283.0500) 

● LB Agar (M,ll,pore, #1.10285.0500) 

● Amp,s,l,n (S,gma, #A9393-25G) 

● Rezervuar (VWR, #89094664) 
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2.1.3. KFmyasallar 

● Dulbecco’s Mod,f,ed Eagle Med,um, H,gh Glucose (DMEM HG) (Thermo 

F,sher G,bco, #41966029) 

● Dulbecco's Mod,f,cat,on Eagle's Med,um, Phenol red free (Mult,cell, #319-051-

CL) 

● Fetal Bov,ne Serum (FBS) (Thermo F,sher G,bco, #10500064) 

● Ant,b,yot,k-Ant,m,kot,k Solüsyonu (10 U/mL pen,s,l,n, 10 µg/mL streptom,s,n 

25 µg/mL Amfoter,s,n B) (Thermo F,sher G,bco, #15240062) 

● Tryps,n- Et,lend,am,ntetraaset,k as,t (EDTA %0,25) (Thermo F,sher G,bco, 

#25200056) 

● D,met,l Sülfoks,t (DMSO) (S,gma, #D2660-100ML) 

● Dulbecco's Phosphate Buffered Sal,ne (DPBS) (Thermo F,sher G,bco, #14200-

067)  

● Th,azolyl Blue Tetrazol,um Brom,de (MTT) (S,gma, #M5655) 

● D,met,l Sülfoks,t (DMSO) (Merck Emplura, #1167431000)  

● 2′,7′-D,chlorod,hydrofluoresce,n d,acetate (DCFDA) (S,gma-Aldr,ch, #D6883) 

● H,drojen peroks,t Solüsyonu (S,gma, #H1009-100ML) 

● N-aset,l s,ste,n (NAC) (S,gma, #A7250-5G) 

● %10 Formal,n Solüsyonu (S,gma, HT501128) 

● Tr,ton ×-100 (S,gma, #X100) 

● Hematoks,len (B,o Opt,ca, #05-06002/L) 

● Eoz,n (B,o Opt,ca, #05-10003/L) 

● Etanol (Merck Supelco, #100983) 

● Gl,serol (S,gma, #G5516-100ML) 

● Annex,n V-FITC (Roche, #11828681001) 

● Hoechst (Pharm,ngen, #565877) 

● Prop,d,um ,od,de (S,gma, #81845-25MG) 

● Fugene-6 (Promega, #E2691)  

● 3,3'5,5'-Tetramethylbenz,d,ne (TMB) (Endogen, #1857872) 

● Sülfür,k as,t (Merck, #1.00748.2500) 
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● Plazm,dler 

pCEP4-myc-ACE2 (Addgene, #141185) 

TMPRSS2 (Addgene, #53887) 

psPAX2 (Addgene, #12260) 

pGBW-m4137383 sp,ke-18aa truncated (Addgene, #149541) 

pRRLSIN.cPPT.PGK-GFP.WPRE (Addgene #12252) 

● Human ACE2-Fc (Synb,ot,k, #AG-0105) 

● Receptor B,nd,ng Doma,n (RBD Delta+, Atabay KİMYA San. T,c. A.Ş.) 

● Ant,-poly H,st,d,ne Perox,dase Ant,body (S,gma-Aldr,ch, #A7058) 

● Tween 20 (S,gma, #P2287) 

● Annex,n Bağlama Tamponu (BD B,osc,ences, #556454) 

● ZymoPURE II Plasm,d M,d,prep K,t (Zymo Research, #D4201-B) 

● 3CL Protease Assay K,t (BPS B,osc,ence, #79955) 

 

2.1.4. CFhazlar  

● CO2 İnkübatörü (PHCBI, S,ngapur) 

● B,yogüvenl,k Klas II (BSL2) Kab,n, (M,krotest, Türk,ye) 

● ELISA Plaka Okuyucu (B,oTek, Almanya) 

● Santr,füj (Hett,ch, Almanya) 

● Seroloj,k P,petör (Eppendorf, Almanya) 

● M,krop,pet (Eppendorf, Almanya) 

● Inverted M,kroskop (Ze,ss, Almanya)  

● Çoklu Okuyucu ve Hücre Görüntüleme C,hazı (Cytat,on 7, B,oTek, Almanya) 

● Vorteks (He,dolph, Almanya) 

● Buzdolabı (Bosch, Türk,ye) 

● Der,n Dondurucu (Altus, ABD) 

● Sıvı Azot Tankı (Thermo Sc,ent,f,c, ABD) 

● Son,katör (We,ghtlab, Türk,ye) 

● Su Banyosu (Techne, Almanya) 

● L,yof,l,zatör (CHRIST Alpha 1-2 LDplus, Mart,n Chr,st, Almanya) 

● Plaka Çalkalayıcı (He,dolph, Almanya) 

● Hassas Teraz, (Sartor,us, Almanya) 
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● Otoklav (Ha,er, Ch,na) 

● Nanodrop C,hazı (Thermo Sc,ent,f,, ABD) 

 

2.2. Yöntemler 

2.2.1. S0lybum mar0anum ekstraktının hazırlanması 

S!lybum mar!anum (Deve d,ken,) takv,ye ed,c, gıda ürünler, ekstraktları üreten 

İmmunat B,tk,sel İlaç A.Ş. f,rmasından ethanol:su ,le ekstrakt ed,ld,kten sonra h,çb,r 

koruyucu ve başka herhang, b,r k,myasal ,çermeyen ürün, 250 ml cam ş,şede tem,n 

ed,lm,şt,r. Plast,k beherde 50 ml ekstrakt -80°C’de dondurulduktan sonra -60°C ve 0,1 

mbar koşullarda l,yof,l,ze ed,lm,şt,r. L,yof,l,ze ekstrakt al,kotlar hal,nde kullanılmak 

üzere -20°C’de kullanılmak üzere der,n dondurucuda saklanmıştır. Deneylerde 

kullanılmak üzere 500 mg kuru ekstrakt üzer,ne 1 ml DMEM ve 1 ml saf etanol eklenerek 

45 dak,ka 37oC de son,kasyona bırakılmıştır. Hazırlanan stok solüsyonu al,kotlanarak -

20°C’de muhafaza ed,lm,şt,r.  

 

2.2.2 Hücre kültürü koşulları 

Çalışmada kullanılan Vero E6, HEK293T, Caco-2 ve Calu-3 hücre hatları Amer,kan 

T,p, kültür Koleks,yonu (ATCC) ABD) f,rmasından alınmıştır. Hücre hatlarının bes,yer, 

olarak %10 FBS (Fetal bov,ne serum), %1 ant,b,yot,k-ant,m,kot,k ,çeren Dulbecco’s 

Mod,f,ed Eagle Med,um (DMEM) kullanılmıştır. 37°C, %5 CO2 ,çeren ,nkübatörde 

kültüre ed,lm,şt,r. Doku flaskları ,çer,s,ndek, hücreler,n prol,ferasyonu %70-80 doluluğa 

ulaştığında hücreler pasajlanmıştır. Flasktak, bes,yer, asp,re ed,ld,kten sonra fosfat 

tamponlu sal,n solüsyonu (PBS) ,le hücreler yıkanarak FBS kalıntısı uzaklaştırılmıştır. 

Hücreler,n yüzey,n, kaplayacak m,ktarda Tr,ps,n-EDTA (%0,25) eklenm,ş, tr,ps,n,n hızlı 

akt,v,te göstermes, ,ç,n 37°C ,nkübatörde 5 -10 dak,ka ,nkübe ed,lm,şt,r. Flaskın 

yüzey,nden kalkan hücreler ,nverted m,kroskop altında gözlemlenerek tüm hücreler 

kalktığında flask ,çer,s,nden hücreler bes,yer, eklenerek toplanıp santr,füj tüpüne 

aktarılmıştır. 1300 rpm’de 5 dk santr,füj ed,len tüplerdek, hücre pelletler,, bes,yer, 

eklenerek homojen b,r hücre süspans,yonu elde ed,lene kadar yavaşça p,petaj yapılmıştır. 

Uygun oranda hücre süspans,yonu seyrelt,lerek yen, b,r flaska aktarılıp 37°C, %5 CO2’de 

kültüre ed,lm,şt,r. Hücreler,n dondurulup saklanması ,şlem, ,ç,n 1-2 m,lyon hücre 
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,çerecek şek,lde hücre süspans,yonlarına %5 DMSO eklen,p p,petajlandıktan sonra 1-1,5 

ml kryotüplere konmuştur. Hücre canlılığını korumak ,ç,n kademel, olarak -20oC’ye 

konmuş ardından 80 ˚C’de dondurulduktan sonra sıvı azot tanklarında saklanmıştır. 

 

2.2.3. S0lybum mar0anum ekstraktının hücre canlılığı üzerFne etkFsF – MTT 

TestF 

S!lybum mar!anum ekstraktının hücre hatları üzer,ndek, s,totoks,k etk,s, kolor,metr,k 

MTT (3-[4,5-d,methylth,azol-2-yl]-2,5-d,phenyltetrazol,um brom,de) test, ,le 

bel,rlenm,şt,r (Ghasem, ve ark., 2023). Vero E6, HEK293T, Caco-2, ve Calu-3 hücreler, 

sırasıyla 7x103, 5x103, 12x103, 12x103 hücre/kuyu olacak şek,lde 96 kuyulu 

m,kroplakalara ek,lm,ş %5 CO2, 37°C ,nkübatörde 24 saat, ,nkübe ed,lm,şt,r. Daha sonra 

bes,yer, ,çer,s,nde ekstraktın d,lüsyonları hazırlanmış 100 µl olacak şek,lde 4 tekrarlı 

hücrelere uygulanmıştır ve ardından 96-kuyulu plakalar 24, 48, 72 saat boyunca ,nkübe 

ed,lm,şt,r. İnkübasyon sonrası bes,yer, ,ç,nde hazırlanan 0,5 mg/ml MTT solüsyonu, 

kuyulardan bes,yer, asp,re ed,ld,kten sonra 100 µl olarak konmuştur ve %5 CO2, 37°C’de 

4 saat ,nkübe ed,lm,şt,r. Canlı hücreler,n m,tokondr,yal süks,nat deh,drogenaz enz,m 

akt,v,tes, ,le ,nd,rgenen sarı tetrazolyum tuzu mav,-mor formazan kr,stal,ne 

dönüşmekted,r. İnkübasyon sonunda oluşan mor formazan kr,staller,n,n çözünmes, ,ç,n 

kuyulara 100 µl organ,k solvent DMSO eklenm,şt,r. M,kroplaka çalkalayıcıda 120 

rpm’de 2 saat, çalkalandıktan sonra m,kroplaka okuyucuda opt,kal yoğunluk (OD: opt,cal 

dens,ty) 570 nm ve 630 nm referans dalga boyunda ölçülmüştür. Elde ed,len opt,k 

yoğunluk değerler, h,çb,r uygulama yapılmamış bes,yer, ,çeren negat,f kontrole göre 

normal,ze ed,lerek ekstrakt uygulanan hücreler,n yüzde canlılık değerler, hesaplanmıştır. 

% Hücre Canlılığı = OD570-650 (ekstrakt) / OD570-650 (negat,f kontrol) × 100     (1) 

M,kroplaka okuyucudan elde ed,len ham ver,ler,n ,stat,st,ksel anal,z, Pr,sm 9 

Graphpad kullanılarak two-way ANOVA test, ,le yapılmıştır. Ekstraktın doz-cevap 

eğr,s,nden hücre canlılığını %30 ,nh,be eden (IC30) ve %50 ,nh,be eden (IC50) ekstrakt 

dozları hesaplanmıştır. Bu çalışma kapsamındak, uygulanan d,ğer !n v!tro testlerde 

ekstraktın IC30 değer,nden daha düşük dozlar yan, hücre canlılığının %70-80 olduğu 

dozlar kullanılmıştır. 
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2.2.4. S0lybum mar0anum ekstraktının hücre hatlarının morfolojFsF üzerFne 

etkFsF – HFstokFmyasal boyama 

Vero E6, HEK293T, Caco-2, ve Calu-3 hücre hatları 8.0x103, 8.0x103, 12.0x103, 

12.0x103 hücre/kuyu olmak üzere 24 kuyulu plakalara yerleşt,r,len lameller,n üzer,ne 

ek,ld,kten sonra %5 CO2, 37°C’de 48 saat ,nkübe ed,lm,şt,r. İnkübasyondan sonra IC30 

dozunu ,çeren ekstrakt d,lüsyonları bes,yer, ,çer,s,nde hazırlanıp 500 µl olacak şek,lde 

kuyulara uygulanmış ve 24 saat ,nkübe ed,lm,şt,r. Daha sonra bes,yer, asp,re ed,lerek 

hücreler PBS ,le ,k, kez yıkanmıştır. Hücreler 300 µl %4 paraformaldeh,t ,le 15 dak,ka 

oda sıcaklığında beklet,lerek f,kse ed,lm,şt,r. Yıkamalardan sonra 300 µl %0,2 Tr,ton X-

100 solüsyonu eklenerek 10 dak,ka beklet,lm,şt,r. Hücreler önce PBS ardından d,st,le su 

,le yıkandıktan sonra 1 dak,ka boyunca 300 µl hematoks,len boyasında bırakılmış ve 

çeşme suyu ,le yıkanmıştır. Hematoks,len boyası poz,t,f b,r yüke sah,pt,r ve kromat,n 

h,ston prote,nler,ndek, anyon,k bölgeler, boyayarak hücre çek,rdeğ,n, boyamaktadır. 

Yıkamanın ardından as,d,k b,r yapıya sah,p olan ve s,toplazm,k prote,nler, pembe-

kırmızıya boyayan eoz,n boyasından 300 µl hücreler,n üzer,ne eklenm,şt,r. Hücreler 5-7 

dak,ka kadar bu boyada beklet,ld,kten sonra boya saf etanol ,le uzaklaştırılmıştır. 

Lameller 24 kuyulu plakanın kuyularından çıkarılarak lam üzer,nde 10 µl kapatma 

solüsyonunun üzer,ne ters çevr,lerek kapatılmıştır. Hematoks,len - eos,n ,le boyanan 

hücreler,n fotoğrafları Cytat,on 7 ,le 40x objekt,fle çek,lm,şt,r.  

 

2.2.5. S0lybum mar0anum ekstraktının hücre apoptozuna etkFsF – AnnexFn 

V/PI Fmmunofloresan boyama 

S!lybum mar!anum ekstraktının hücreler üzer,ndek, apoptot,k etk,s, ,mmünofloresan 

Annex,n V/PI boyama ,le anal,z ed,lm,şt,r. Annex,n V, hücreler apoptoza g,rd,ğ,nde 

hücren,n ,ç yüzey,nden dış yüzey,ne doğru yer değ,şt,ren fosfat,d,lser,ne bağlanır ve yeş,l 

ışıma ver,rler bu hücreler,n erken apoptoz evres,n,n b,r bel,rt,s,d,r. Prop,dyum ,yodür 

boyası ,se membran bütünlüğü bozulan hücreler, boyayarak hücre ölümü gerçekleşen geç 

apoptoz evres,ndek, hücreler, boyar. Hoechst boyası b,r DNA boyasıdır ve hücreler,n 

çek,rdeğ,n, mav,ye boyar. S,yah 96 kuyulu plakalara Vero E6, HEK293T, Caco-2 ve 

Calu-3 hücre hatları sırasıyla 10x103, 10x103, 15x103, 15x103 hücre/kuyu olacak şek,lde 

ek,lm,ş %5 CO2, 37°C’de 24 saat ,nkübasyona bırakılmıştır. Daha sonra ekstraktın IC30 

dozundan daha düşük dozları ,çeren d,lüsyonları hücrelere uygulanmış ve 24 saat ,nkübe 
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ed,lm,şt,r ardından hücreler 2 kez PBS (Ca2+, Mg2+) ,le yıkanmıştır. Annex,n bağlama 

solüsyonu ,çer,s,ne son konsantrasyonları 20 µg/ml Annex,n V-FITC, 1 µg/ml Hoechst, 

1 µg/ml prop,dyum ,yodür olacak şek,lde boyalar eklen,p ,y,ce vortekslenm,şt,r. 

Hazırlanan boya solüsyondan her b,r kuyuya 30 µl olacak şek,lde uygulanmış ve 30 

dak,ka oda sıcaklığında, karanlıkta beklet,lm,şt,r. İnkübasyon sonrası floresan 

m,kroskopta fotoğraflar Cytat,on 7 ,le 40x büyüklüğünde çek,lm,şt,r. 

 

2.2.6. S0lybum mar0anum ekstraktının hücre hatlarında oksFdatFf stres üzerFne 

etkFsF – DCFDA testF 

Hücre s,nyal yolakları reakt,f oks,jen türevler,nden (ROS) etk,lenmekted,rler. ROS 

düzeyler,n,n düşük sev,yede olması hücresel ,ç denge ,ç,n öneml, b,r rol oynamaktadır. 

Hücresel ant,oks,dan kapas,tes,n,n aşılması ve hücresel ROS düzey,n,n yükselmes, 

durumunda, ROS makromoleküler hasara sebeb,yet vermekted,r. DNA, prote,n ve 

l,p,dler,n yapısını bozarak redoks denges,n, bozab,lmekted,r. Nekroz, apoptoz g,b, 

sonuçlara sebep olab,lmekted,r. Ekstraktın ant,oks,dan potans,yel,n,n bel,rlenmes, ,ç,n 

DCFDA floresan test, uygulanmıştır. Oks,dasyona duyarlı DCFDA (2’,7’-

d,chlorofluoresce,n d,acetate) boyası hücre ,çer,s,ndek, h,droks,l, peroks,l ve d,ğer ROS 

akt,v,tes,n, ölçmeye yaramaktadır. Hücre ,çer,s,nde esteraz akt,v,tes, ,le DCF formuna 

dönüşmekted,r ve oks,de olarak floresan ışıma vermekted,r (Wang ve Roper, 2014). 

Deneyde poz,t,f kontrol olarak kullanılan N-aset,l s,ste,n (NAC) güçlü b,r ant,oks,dandır. 

NAC hücre ,ç,nde s,ste,n ve glutatyon sev,yeler,n, yükselterek serbest rad,kaller,n 

yakalanmasını sağlar ve böylece hücresel ROS düzey,n, düşürür (Halas, ve ark., 2013).  

96 kuyulu s,yah plakalara Vero E6, HEK293T, Caco-2, ve Calu-3 hücreler, sırasıyla 

10x103, 10x103, 15x103, 15x103 hücre/kuyu olacak şek,lde ek,lm,ş %5 CO2, 37°C’de 24 

saat ,nkübe ed,lm,şt,r. Tak,p eden gün ekstraktın IC30 dozu bes,yer, ,çer,s,nde 

hazırlanarak hücrelere uygulanmıştır. Poz,t,f kontrol olarak 100 µl ,çer,s,nde 10 mM N- 

NAC kuyulara eklenm,ş ve 24 saat %5 CO2, 37°C’de ,nkübe ed,lm,şt,r. İnkübasyonundan 

sonra hücreler ,k, kez PBS ,le yıkandıktan sonra üzerler,ne 10 µM DCFDA 

solüsyonundan 100 µl eklenerek 30 dak,ka oda sıcaklığında karanlıkta ,nkübe ed,lm,ş 

ardından kuyulardan DCFDA uzaklaştırılmıştır. Kuyularda hücrelere oks,dat,f stres 

oluşturmak ,ç,n 100 µM %30 H2O2 uygulanmıştır ve akab,nde floresan okuma Ex/Em = 

485/535 nm’de 1 saat boyunca ölçülmüştür. Relat,f  %floresans değerler, negat,f kontrol 



 
19 

 

yan, h,çb,r uygulamaya ,çermeyen sadece bes,yer, olan kuyulardak, floresan okumaya 

göre normal,ze ed,lm,şt,r.  

 

2.2.7. S0lybum mar0anum ekstraktının RBD-ACE2 bağlanmasını FnhFbFsyon 

potansFyelF - ELISA testF 

SARS-CoV-2 enfeks,yonuna karşı v,ral hedefe yönel,k potans,yel ,nh,b,törler,n 

taraması ,ç,n yüksek ver,ml, tarama (HTS) s,stem, kullanılmıştır. Enfeks,yonun 

başlamasına neden olan v,rüs – konakçı hücre etk,leş,m, RBD-ACE2 bağlanması ,le 

gerçekleşt,ğ,nden potans,yel ,nh,b,törler ,ç,n bloke ed,lmes, gereken en öneml, hedeft,r. 

Bu nedenle S!lybum mar!anum ekstraktının RBD-ACE2 bağlanmasını ,nh,be etme 

potans,yel,n, bel,rlemek yüksek ver,ml, tarama s,stem, ELİSA test, uygulanmıştır. 96 

kuyulu yüksek adsorps,yonlu ELISA plakasının her kuyusuna 200 ng olacak şek,lde 100 

µl RBD konmuş ve gece boyu +4°C’de beklet,lm,şt,r. RBD kaplanan kuyular 3 defa 300 

µl PBS-T (%0,05 Tween 20) ,le yıkandıktan sonra 1 saat oda sıcaklığında 300 µl %2 süt 

tozu ,le spes,f,k olmayan bağlanmaları engellemek amacıyla bloklama yapılmıştır. Süt 

tozu ,le ,nkübe ed,lm,ş plakadan süt tozunu uzaklaştırılmak ,ç,n 3 defa PBS-T ,le yıkama 

yapılmıştır. Bu esnada, uygulanacak b,tk, ekstraktı d,lüsyonları eppendorflarda 

hazırlanıp, ,çler,ne 200 ng olacak şek,lde H,s-tag’lı Fc-ACE2 eklenm,ş 37°C’de 60 

dak,ka ,nkübe ed,lm,şt,r. Hazırlanan ekstrakt ve H,s-tag’lı Fc-ACE2 karışımı kuyulara 

100 µl olacak şek,lde eklend,kten sonra 1 saat karanlıkta, oda sıcaklığında ,nkübe 

ed,lm,şt,r. Kuyular 3 defa PBS-T ,le yıkanarak RBD’ye bağlanmayan H,s-tag’lı Fc-ACE2 

ve ekstrakt ortamdan uzaklaştırılmış ve kuyulara PBS ,çer,s,nde 1:1000 oranında 

hazırlanan 100 µl HRP solüsyonu eklend,kten sonra 30 dk ,nkübe ed,lm,şt,r. HRP’n,n 

ACE2’ye ant,-H,s tag’ından bağlanması beklenmekted,r. ACE2’ye H,s-tag’ından 

bağlanması gerçekleşmeyen kuyudak, serbest HRP’y, uzaklaştırmak ,ç,n 5 defa PBS-T 

,le yıkama yapılmıştır. Kuyulara eklenecek olan substrat tamponu 6 µl %30 H2O2, 1000 

µl 4 mg/ml TMB ve 19 ml substrat tamponu ,çer,s,nde hazırlanmış ve her kuyuya 100 µl 

olacak şek,lde eklenm,şt,r. Substrat tamponunda H2O2 bulunması sonucunda HRP 

ortamda bulunan moleküller, oks,de edeb,lmekted,r. ACE2’ye bağlanan HRP’n,n 

enz,mat,k akt,v,tes, sonucu ortama eklenen renks,z TMB substratı, oda sıcaklığında, 

karanlıkta 10 dk ,nkübasyon sonucunda oks,dasyona uğrayarak mav, renk almaktadır. 

Kuyuta oluşan redoks döngüsünü durdurmak ,ç,n kuyulara 50 µl 2 M H2SO4 eklenm,şt,r. 
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Değ,şen ortam pH’sı reaks,yonu döngüsünü durdurarak substratın reng,n,n sarıya 

dönmes,ne sebep olmuştur. ELISA plaka m,kroplaka okuyucuda 450 nm’de 

okutulmuştur. RBD-ACE2 bağlanmasının ,nh,basyonu, ekstraktın elde ed,len OD 

değerler, sadece RBD-ACE2 uygulanmasından elde ed,len OD değer,ne normal,ze 

ed,lerek hesaplanmıştır. 

 

2.2.8. S0lybum mar0anum ekstraktının Mpro enzFmatFk aktFvFtesFnF 

FnhFbFsyonu-FRET testF 

Mpro enz,m, v,ral pol,prote,nler,n ,şlenerek ,şlevsel hale gelmeler,nde rol oynayarak 

v,ral repl,kasyonda öneml, anahtar role sah,pt,r. Bu nedenle COVID-19 tedav,s,nde 

başlıca ,laç adayı hedefler,nden b,r, olmuştur. S!lybum mar!anum ekstraktının Mpro 

enz,m,n, ,nh,be etme potans,yel,n, bel,rlemek ,ç,n yüksek ver,ml, tarama floresans 

rezonans enerj, transfer, (FRET) test, uygulanmıştır. Mpro ,nh,b,syonu ürün k,t,nde 

bel,rt,len yöntem tak,p ed,lerek uygulanmıştır. Deney tamponu ,çer,s,ne 1 mM 

D,th,othre,tol (DTT) eklenm,şt,r. Dondurulmuş Mpro buzun üzer,nde çözdürüldükten 

sonra 3000 µl deney solüsyonuna her kuyudak, reaks,yon 150 ng ,çerecek şek,lde 20 µl 

Mpro eklenm,şt,r. D,ğer taraftan 500 µg/ml – 10 µg/ml doz aralığında ekstrakt 

d,lüsyonları deney tamponu ,çer,s,nde hazırlanmıştır. Hazırlanan Mpro solüsyonundan 

30 µl poz,t,f kontrol grubuna ve GC376 proteaz ,nh,b,törü ,çeren ,nh,b,tör kontrol 

grubuna eklenm,şt,r. GC376 ,nh,b,tör kontrol grubundak, kuyulara konsantrasyonu 100 

µM olmak üzere 10 µl konmuştur. Ardından DMSO ,le çözülen b,tk, ekstraktının 

d,lüsyonları hazırlanmıştır. Ekstrakt d,lüsyonları kuyuda en son 1:5 oranında 

seyrelecekler, göz önünde bulundurularak d,ğer solüsyonların da olduğu g,b, 5x olarak 

hazırlanmıştır. 10 µl %5 DMSO ,çeren deney solüsyonu kuyulara eklenm,ş ve 30 dak,ka 

oda sıcaklığında çalkalayıcıda ,nkübe ed,lm,şt,r. 10 mM Mpro substratından 25 µl alınıp 

1ml deney tamponuna konarak 250 µM substrat solüsyonu hazırlanıp her kuyuya 10 µl 

eklenm,şt,r ve substratın kuyuya konmasıyla reaks,yon başlamıştır. Plakanın üstü 

kapatılıp, oda sıcaklığında gece boyu ,nkübe ed,lm,şt,r. Floresan ş,ddet, floresan 

m,kroplaka okuyucu ,le Ex 360/Em 460 nm’da okutulmuş ve elde ed,len ver,ler negat,f 

kontrole göre normal,ze ed,lerek yüzde Mpro enz,m akt,v,tes, hesaplanmıştır.  
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2.2.9. S0lybum mar0anum ekstraktının pseudovFrüs S1 nötralFzasyon 

potansFyelF 

Plazm!d İzolasyonu: Pseudov,rüs S1 nötral,zasyon deneyler,nde kullanılacak ACE2, 

GFP, TMPRSS, Sp,ke 1, psPAX2 plazm,dler,n,n ,zolasyon k,t, protokolüne göre 

transforme ed,len NEB Stable bakter, suşundan ,zole ed,lm,şlerd,r. NEB Stable bakter, 

suşu heat-shock tekn,ğ,nden yararlanılarak kullanılacak plazm,dler ,le transforme 

ed,lm,şt,r. Eppendorf tüpler,ne plazm,dlerden 50 ng olacak şek,lde 1:10 oranında RNAz 

,çermeyen suya eklen,p, ,ç,ne 20 µl NEB stable bakter, süspans,yonu eklenm,şt,r. 

Eppendorflar 30 dk buzda beklet,lm,ş ardından 45 sn 42°C’ye ayarlanmış ısı bloğunda 

beklet,ld,kten sonra yen,den buza alınıp buzda 5 dk beklet,lm,şt,r. Hemen ardından 

üzer,ne 250 µl sıvı bes,yer, eklenm,ş ve çalkalayıcılı ısıtıcı blokta 37°C’de, 225 rpm’de 

1 saat çalkalanmıştır. Eppendorf ,çer,s,nde bulunan bakter, süspans,yonundan 100 µl 

alınıp 100 µg/ml amp,s,l,n ,çeren katı LB bes,yer,ne yayma tekn,ğ, ,le ek,m yapılmıştır. 

37°C’de b,r gece ,nkübe ed,ld,kten sonra katı bes,yer,nden tek kolon, seç,l,p 100 µg/ml 

amp,s,l,n ,çeren 150 ml sıvı LB broth bes,yer,ne pasaj yapılmıştır. B,r gece 37°C’de 

,nkübe ed,len bakter, süspans,yonlarından M,d,-Prep plazm,d ,zolasyon k,t, ,le 

plazm,dler ,zole ed,lm,şt,r. Elde ed,len plazm,dler,n Nanodrop ,le genet,k materyal,n 

yoğunluğu bel,rlen,p, plazm,dler ortam koşullarından etk,lenmemes, ve uzun süre 

saklanab,lmes, ,ç,n -20°C’de muhafaza ed,lm,şt,r. 

Transfeks!yon: HEK293T yüksek ver,mle transfeks,yona uğratılab,len özelleşt,r,lm,ş 

b,r hücre hattıdır. HEK293T hücreler, 5x105 hücre/kuyu olacak şek,lde PLL kaplanmış 

şeffaf 6 kuyulu plakaya ek,lm,şt,r. HEK293T hücreler,n,n yüksek düzeyde ACE2 ve 

pseudov,rüs S1 üretmes, ,ç,n plazm,dlerle transformasyon ,şlem, gerçekleşt,rm,şt,r. 

Bunun ,ç,n b,r 1,5 ml tüp ,çer,s,ne 10 µl Fugene-6 ve 90 µl DMEM eklenerek oda 

sıcaklığında 5 dk beklet,lm,şt,r. Pseudov,rüs S1 transfeks,yonu ,ç,n tüpe 1250 ng lent, 

RRL_GFP raportör plazm,d,, 1125 ng psPAX2 paketleme plazm,d, ve 125 ng Sp,ke 

plazm,d, eklenm,şt,r. B,r d,ğer tüpe ACE2 transfeks,yonu ,ç,n 1250 ng ACE2 ve 1250 ng 

TMPRSS2 plazm,dler, eklenm,şt,r. Plazm,dler karıştırıldıktan sonra tüpler 20 dak,ka 

boyunca 37°C’de ,nkübe ed,lm,şt,r. ACE2 ve pseudov,rus S1 ekspresyonu ,ç,n hazırlanan 

2 ayrı plazm,d karışımları hücreler üzer,ne damla damla uygulanmış ve b,r gece %5CO2, 

37°C’de 24 saat ,nkübatörde beklet,lerek transfeks,yon gerçekleşt,r,lm,şt,r. Ertes, gün 

hücreler transfeks,yon ajanı Fugene-6 uzun süre maruz,yet kaldığında toks,k etk, 
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yaptığından uzaklaştırılarak taze bes,yer, eklenm,şt,r. Transfeks,yonun 48. saat,nde Sp,ke 

plazm,d, ,le transfekte ed,len hücreler,n süpernatantı b,r şırınga ,le toplanmış ve 0.45 µm 

f,ltreden geç,r,lerek kısa sürede kullanılmak üzere +4°C’de, uzun sürel, kullanılmak 

üzere -20°C’de muhafaza ed,lm,şt,r. D,ğer yandan, ACE2 plazm,d, ,le transfekte ed,len 

hücreler 6lı kuyulardan toplanarak 2x104 hücre/kuyu olacak şek,lde s,yah 96 kuyulu 

m,kroplakaya ek,lm,ş %5 CO2, 37°C’de 24 saat ,nkübe ed,lm,şt,r. Hazırlanan S!lybum 

mar!anum ekstraktı d,lüsyonları Sp,ke ,çeren f,ltrelenm,ş süpernatant ,le eppendorf 

tüplerde 1:1 oranında 100 μl olacak şek,lde b,rleşt,r,l,p 30 dak,ka oda sıcaklığında ,nkübe 

ed,ld,kten sonra hücreler,n üzer,ne eklenm,ş ve transdüks,yonun gerçekleşmes, ,ç,n 96 

kuyulu plaka %5 CO2, 37°C’de 72 saat ,nkübe ed,lm,şt,r.  Hücreler S1 prote,n, ,le enfekte 

olduğunda oluşan yeş,l floresan ışıma ş,ddet, Cytat,on 7 m,kroplaka okuyucuda ex/em 

395/500 nm’de ölçülmüştür.  

Hücrelerde transdüks,yon sonunda oluşan yeş,l floresan ışıma Cytat,on 7 hücre 

görütüleme c,hazında 20x büyüklükte fotoğraf çek,m, gerçekleşt,r,lm,şt,r. Ekstrakt 

uygulanan kuyulardak, floresan ışıma ş,ddet,, uygulama yapılmayan kuyulardak, negat,f 

kontrolün floresan ışıma ş,ddet,ne (%100) normal,ze ed,lerek ekstraktın relat,f 

nötral,zasyon potans,yel, bel,rlenm,şt,r.  
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3. BULGULAR VE TARTIŞMA 

3.1. Bulgular 

3.1.1. S0lybum mar0anum bFtkF ekstraktının 0n v0tro hücre canlılığı üzerFne 

etkFsF  

S!lybum mar!anum b,tk, ekstraktı ACE2 ekspresyonunun yüksek olan hücre hatları 

üzer,ne 24, 48 ve 72 saat 0 - 3000 μg/ml doz aralığında uygulandıktan sonra doz-cevap 

,l,şk,s, MTT hücre canlılığı test, ,le bel,rlenm,şt,r. Her hücre hattı ,ç,n ekstraktın 

ant,oks,dan ve ant,v,ral b,yoetk,nl,kler,n,n bel,rlenmes,nde kullanılacak uygulama 

dozları (<%30 hücre ,nh,b,syonu, IC30 ve IC50 dozları graf,kten elde ed,len eğr,den 

bel,rlenm,şt,r (Şek,l 1)).    

 
ŞekFl 4. S!lybum mar!anum b,tk, ekstraktının (A) Vero E6, (B) HEK293T, (C) Caco-2, 

(D) Calu-3 hücre hatlarına 24, 48 ve 72 saat uygulandıktan sonra MTT hücre canlılığı 

test, ,le bel,rlenen doz – cevap ,l,şk,s, göster,lm,şt,r. 
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S!lybum mar!anum ekstraktının Vero E6, HEK293T, Caco-2 ve Calu-3 hücre 

hatlarına 24 saat, 48 saat ve 72 saat uygulandıktan sonra doz-cevap eğr,s,nden hesaplanan 

IC30 ve IC50 değerler, Tablo 1’de ver,lm,şt,r.  

 

Tablo 1. S!lybum mar!anum ekstraktının Vero E6, HEK293T, Caco-2 ve Calu-3 hücre 

hatlarına 24 sa, 48 sa, ve 72 sa. uygulandıktan sonra MTT test, sonucunda bel,rlenen IC30 

ve IC50 değerler,. 

MaruzFyet 

süresF 
IC30 DeğerlerF (µg/ml) 

saat Vero E6 HEK293T Caco-2 Calu-3 

24 188.3± 42.37 966.5 ± 19.64 1796 ± 21.49 708 ± 11.36 

48 1695 ± 15.16 409.8 ± 7.73 2248 ± 16.55 591.9 ± 8.32 

72 1366 ± 8.01 637.9 ± 6.75 1410 ± 16.17 439 ± 6.47 

                                     IC50 DeğerlerF (µg/ml) 

24 151.5 ± 42.37 1233 ± 19.64 2169 ± 21.49 1037 ± 11.36 

48 2057 ± 15.16 586.6 ± 7.73 2445 ± 16.55 748.4 ± 8.32 

72 1680 ± 8.01 773.9 ± 6.75 1990 ± 16.17 563.9 ± 6.47 

 

S!lybum mar!anum ekstraktı uygulanan hücreler,n duyarlılıkları azalan düzeyde 

 HEK293T > Calu-3 > Vero E6 > Caco-2 s,totoks,k etk, gösterm,şt,r. MTT test, 

sonuçlarına göre S!lybum mar!anum ekstraktının s,totoks,k etk,s, maruz,yet süres,ne göre 

paralel olarak artış gösterm,şt,r. 

 

3.1.2. S0lybum mar0anum ekstraktının hücre morfolojFsF üzerFne etkFsF  

Hücre morfoloj,s,, hücre ,çer,s,nden veya dışarıdan hücrey, etk,leyeb,lecek etmenler 

sonucu değ,şeb,lmekted,r. Hücre morfoloj,s,n, ,ncelemek hücren,n davranışını 

anlayab,lmey, sağlamaktadır. Hücrede oluşan fonks,yonel değ,ş,mler morfoloj,s,ne 

yansımakla b,rl,kte, s,toplazma ve nükleusun morfoloj,k değ,ş,mler, hücren,n genel 

durumu hakkında ,puçları vereb,lmekted,r. Aynı zamanda hücre morfoloj,s, dış koşulların 

tamamından etk,leneb,ld,ğ, ,ç,n hücrede meydana gelen morfoloj,k değ,ş,mler tek b,r 

sebebe bağlanamamaktadır. Test ed,len ekstrakt hücre hatlarına uygulandıktan sonra 
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hücre morfoloj,s,nde oluşan değ,ş,mler, bel,rlemek ,ç,n hücre çek,rdeğ,n, boyayan 

hematoks,len ve s,toplazma prote,nler,n, boyayan eos,n ,le ,mmunoh,stok,myasal 

boyama yapılmıştır. 

 
ŞekFl 5. S!lybum mar!anum ekstraktının Vero E6, HEK293T, Caco-2 ve Calu-3 hücre 

hatları üzer,nde 24 saat uygulandıktan sonra hücre morfoloj,s, üzer,ndek, etk,s, 

hematoks,len – eos,n boyama ,le değerlend,r,lm,şt,r. 40x büyüklükte çek,lm,şt,r. 

Vero E6 hücreler, kontrol grubunda f,broblast,k yapıda, dolgun s,toplazmalı ve 

yuvarlak çek,rdeklere sah,p olduğu görülmüştür. Hücre yoğunluğuna bağlı mor pembe 

koyu renkl, boyalı bölgeler görülmekted,r. Ekstrakta maruz,yet sonucu Vero E6 
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hücreler,n,n s,toplazm,k yoğunluğundak, azalmanın yanı sıra hücreler,n s,toplazmasında 

gen,şleme ve çek,rdek boyunda küçülme gözlenm,şt,r. Doz arttıkça çek,rdek 

yoğunluğunun azaldığı görülmüştür. HEK293T hücreler,n,n kontrol grubunda hücre 

çek,rdekler ,r,, s,toplazma dolgun ve hücre sınırlarının bel,rg,n olduğu görülmüştür. 

S!lybum mar!anum uygulaması HEK293T hücre çek,rdekler,nde yoğunluğu artırmış 

olduğu ve hücre prol,ferasyonunun artmasına sebep olduğu gözlemlenm,şt,r. HEK293T 

hücreler,n,n prol,ferasyonundak, artış MTT canlılık test,nden elde ed,len sonuçlar ,le 

uyuşmaktadır, 500 µg/ml dozunda hücre sayısında b,r düşüş yaşanmasına rağmen öncek, 

dozlarının prol,ferat,f etk,ler,n,n olduğu görülmüştür. Caco-2 hücreler, kontrol grubunda 

net ve bel,rg,n hücre sınırlarına sah,p olduğu ve hücreler,n s,toplazmasının koyu renkte 

boyandığı görülmüştür. S!lybum mar!anum uygulanan dozlarda s,toplazm,k yoğunluğun 

azaldığı ve hücreler,n sınırlarının kontrole göre daha az bel,rg,n olduğu görülmekted,r. 

2000 ve 2500 µg/ml dozlarında hücre prol,ferasyonu kontrolden daha az olduğu ve yer 

yer hücre ölümü olduğundan prol,ferasyonda azalma görülmekted,r. Calu-3 hücre hattının 

kontrol grubuna bakıldığında hücreler,n uzun f,broblast,k yapıda oldukları görülmüştür. 

Uzun yapılı hücreler, prol,fere oldukça l,f,ms, b,r görüntü ortaya çıkmıştır. Çek,rdekler,n 

şek,ller, düzgün ve yuvarlak, mor renkl,, s,toplazması pembe ve dolgun görüntülenm,şt,r. 

S!lybum mar!anum uygulaması sonrası çek,rdek ve s,toplazma morfoloj,s,nde kayda 

değer b,r değ,ş,m gözlenm,şt,r. S,toplazmada yırtık g,b, görünen bütünlük kaybı, 

s,toplazm,k yoğunluğun azalmasından dolayı açık pembe boyanmış görüntü gözlenm,şt,r. 

Bunun yanı sıra, doz arttıkça çek,rdekler b,rb,r,nden uzaklaşmış, hücren,n ,çer,s,nde de 

renk yoğunluğu tek b,r tarafa b,r,km,ş görülmüştür.  

 

3.1.3. S0lybum mar0anum ekstraktının hücre apoptozuna etkFsF 

Apoptoz programlı hücre ölümü olarak b,l,nen, hücresel homeostazın korunmasında 

ve f,zyoloj,k ve patoloj,k olayların düzenlenmes,nde hayat, öneme sah,pt,r. Apoptozun 

,ndüklenmes, SARS-CoV-2 enfeks,yonunun ayırt ed,c, özell,ğ,d,r (L, ve ark., 2022). Bazı 

v,rüsler,n artan apoptoz ,le ,l,şk,l, olduğu b,l,nmekted,r. Bu v,rüsler tarafından tet,klenen 

apoptot,k hücre ölümü, konakçının ant,v,ral bağışıklığında karmaşık b,r role sah,pt,r ve 

v,ral tem,zlenmey, kolaylaştırab,l,r veya v,rüsün neden olduğu doku hasarı ve hastalığın 

,lerlemes, ,ç,n b,r mekan,zma görev, göreb,l,r. B,r,ken kanıtlar apoptoz oranı ,le COVID-

19 patojen,tes,/ş,ddet, arasında doğrudan b,r ,l,şk, olduğunu göstermekted,r. V,rüs 
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kaynaklı apoptozu hedeflemek, SARS-CoV-2 v,rüs enfeks,yonunun tedav,s,nde umut 

ver,c, b,r stratej, olab,l,r (L, ve ark., 2022) .  

 
ŞekFl 6. S!lybum mar!anum ekstraktının Vero E6 hücre hattına 24 saat uygulandığında 

apoptot,k etk,s,. Hoechst mav, floresan; PI kırmızı floresan, Annex,n V yeş,l floresan. 

40x büyüklükte çek,lm,şt,r. Yukarıdan aşağıya 1.satırda aydınlık alan, 2.satırda Annex,n 

V/PI, 3.satırda Annex,n V/PI/Hoechst b,rleşt,r,lm,ş fotoğrafları görülmekted,r.  

S!lybum mar!anum ekstraktının 400, 500, 600 μg/ml dozlarının Vero E6 hücre 

hattında apoptot,k etk,s, ,ncelenm,şt,r. Apoptot,k hücre oluşumunda ekstraktın 400 μg/ml 

doz uygulaması kontrole göre karşılaştırıldığında farklılık göstermemekle beraber, artan 

500 ve 600 μg/ml dozları uygulandığında apoptot,k hücre sayısının arttığı görülmekted,r. 

(Şek,l 6). 
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ŞekFl 7. S!lybum mar!anum ekstraktının HEK293T hücre hattına 24 saat uygulandığında 

apoptot,k etk,s,. Hoechst mav, floresan; PI kırmızı floresan, Annex,n V yeş,l floresan. 

40x büyüklükte çek,lm,şt,r. Yukarıdan aşağıya 1.satırda aydınlık alan, 2.satırda Annex,n 

V/PI, 3.satırda Annex,n V/PI/Hoechst b,rleşt,r,lm,ş fotoğrafları görülmekted,r. 

S!lybum mar!anum ekstraktının 500, 750, 1000 μg/ml dozlarının HEK293T hücre 

hattına uygulandığında apoptot,k etk,s, ,mmünofloresan boyama ,le ,ncelenm,şt,r. 

Apoptot,k hücre sayısı artan doz uygulaması ,le orantılı olarak artış göstermekted,r ancak 

1000 μg/ml doz uygulaması toks,k etk, yaptığından daha fazla hücre ölümüne neden 

olduğundan daha az apoptot,k hücre görülmekted,r (Şek,l 7).  
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ŞekFl 8. S!lybum mar!anum ekstraktının Caco-2 hücre hattına 24 saat uygulandığında 

apoptot,k etk,s,. Hoechst mav, floresan; PI kırmızı floresan, Annex,n V yeş,l floresan. 

40x büyüklükte çek,lm,şt,r. Yukarıdan aşağıya 1.satırda aydınlık alan, 2.satırda Annex,n 

V/PI, 3.satırda Annex,n V/PI/Hoechst b,rleşt,r,lm,ş fotoğrafları görülmekted,r. 

S!lybum mar!anum ekstraktının 750, 1000, 1250 μg/ml dozları Caco-2 hücre hattına 

uygulandığında apoptot,k hücre sayısı düşük dozda gözlemlen,rken yüksek 

dozlardaapoptot,k hücre sayısında azalma olurken nekrot,k hücrelerde artıış 

apgözlemlenm,şt,r (Şek,l 8).   
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ŞekFl 9. S!lybum mar!anum ekstraktının Calu-3 hücre hattına 24 saat uygulandığında 

apoptot,k etk,s,. Hoechst mav, floresan; PI kırmızı floresan, Annex,n V yeş,l floresan. 

40x büyüklükte çek,lm,şt,r. Yukarıdan aşağıya 1.satırda aydınlık alan, 2.satırda Annex,n 

V/PI, 3.satırda Annex,n V/PI/Hoechst b,rleşt,r,lm,ş fotoğrafları görülmekted,r. 

S!lybum mar!anum ekstraktının 800, 1000, 1200 μg/ml dozları Calu-3 hücre hattına 

uygulandığında kontrol grubuna göre doz artışına paralel olarak apoptot,k hücre sayısının 

arttığı görülmekted,r (Şek,l 9).  

 

3.1.4. S0lybum mar0anum ekstraktının oksFdatFf stres üzerFne antFoksFdan 

etkFsF 

S!lybum mar!anum ekstraktının l,teratürde öne sürülen koruyucu ant,oks,dan 

kapas,tes,n, bel,rlemek ,ç,n poz,t,f kontrol ant,oks,dan NAC ,le karşılaştırılarak floresan 

DCFDA test, uygulanmıştır. In v!tro hücre hatlarına S!lybum mar!anum ekstraktının 

toks,k olmayan IC30 dozları ve NAC (10 mM) 24 saat uygulandıktan sonra H2O2 

uygulanarak oluşturulan reakt,f oks,jen türler,n,n (ROS) ,nh,b,syonu ,ncelenm,şt,r. 
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S!lybum mar!anum ekstraktının ROS ,nh,b,syon kapas,tes, h,çb,r uygulama yapılmayan 

negat,f kontrolde oluşan floresan yoğunluk 100% kabul ed,lerek normal,ze ed,lm,ş ve 

hesaplanmıştır. 

S!lybum mar!anum ekstraktıVero E6, HEK293T, Caco-2 ve Calu-3 hücre hatları üzer,ne 

24 saat uygulandıktan sonra oks,dat,f stres yaratmak ,ç,n H2O2 uygulanmış ve ROS 

,nh,b,syon k,net,ğ, 60 dak,ka ölçülmüştür. Poz,t,f kontrol olarak ant,oks,dan NAC 

kullanılmıştır (n = 6) (*,**p < 0,05). 

 

 
ŞekFl 10. S!lybum mar!anum b,tk, ekstraktının Vero E6 hücre hattı üzer,ndek, ant,oks,dan 

etk,s, göster,lm,şt,r. (SM: S!lybum mar!anum) 

S!lybum mar!anum ekstraktı 350 μg/ml ve NAC 10 mM dozlarında Vero E6 hücre 

hattına 24 saat uygulanmıştır. Kültür ortamında var olan ROS ,nh,b,syonunda NAC daha 

yüksek akt,v,te göster,rken H2O2 uygulandığında 30 ve 60 dak,ka boyunca oluşan 4-5 kat 

yüksek düzeydek, ROS ,nh,b,syonunda S!lybum mar!anum ekstraktı öneml, derecede 

daha etk,n ant,oks,dan etk, gösterm,şt,r (p < 0.05) (Şek,l 10).  
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ŞekFl 11. S!lybum mar!anum b,tk, ekstraktının HEK293T hücre hattı üzer,ndek, 

ant,oks,dan etk,s, göster,lm,şt,r. (SM: S!lybum mar!anum) 

S!lybum mar!anum ekstraktı 750 μg/ml dozunda HEK293T hücre hattına 

uygulandığında kültür ortamında var olan ROS ,nh,b,syonunda NAC etk,s,z kalırken 

ekstrakt %50’den daha fazla ,nh,be etm,şt,r (p < 0.05). Ancak H2O2 uygulandığında 60 

dak,ka boyunca 2-3 kat yüksek düzeyde oluşan ROS, kontrole göre NAC ve S!lybum 

mar!anum ekstraktı ant,oks,dan akt,v,te göstermem,ş hatta ROS düzey,nde özell,kle 

NAC uygulamasında artış olmuştur (p < 0.05). (Şek,l 11).  

 

 
ŞekFl 12. S!lybum mar!anum b,tk, ekstraktının Caco-2 hücre hattı üzer,ndek, ant,oks,dan 

etk,s, göster,lm,şt,r. (SM: S!lybum mar!anum) 
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S!lybum mar!anum ekstraktı 2500 μg/ml dozunda Caco-2 hücre hattına 24 saat 

uygulandığında kültür ortamındak, ROS düzey,n, %80 ,nh,be ederken NAC etk,s,z 

kalmıştır.  Caco-2 hücreler,ne H2O2 uygulandığında ,lk dak,kada NAC etk,nl,k 

göstermezken ekstrakt %50 - 60 ROS düzey,n, ,nh,be etm,şt,r. Devam eden 30 ve 60ıncı 

dak,kalarda NAC ve ekstrakt aynı derecede ant,oks,dan akt,v,te göstererek oluşan ROS 

sev,yes,n, %50 -60 azaltmıştır (p < 0.05) (Şek,l 12). 

 

 
ŞekFl 13. S!lybum mar!anum b,tk, ekstraktının Calu-3 hücre hattı üzer,ndek, ant,oks,dan 

etk,s, göster,lm,şt,r. (SM: S!lybum mar!anum) 

S!lybum mar!anum ekstraktı Calu-3 hücre hatına 1000 μg/ml dozda uygulandığında 

hücre ortamında var olan ROS oluşumunu zamanla relat,f artışla %40 - 70 oranında ,nh,be 

ederek NAC uygulamasından 2 kat daha fazla etk,nl,k gösterm,şt,r. Calu-3 hücreler,ne 

H2O2 uygulandığında ,lk ve 30uncu dak,kalarda NAC etk,nl,k göstermezken ekstrakt 

%40 ROS düzey,n, ,nh,be etm,şt,r fakat 60. dak,kada her ,k, uygulamada ant,oks,dan 

akt,v,te göstermem,şt,r (Şek,l 13). 
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3.1.5. S0lybum mar0anum ekstraktının RBD Fle ACE2 FnhFbFsyon etkFsF 

 
ŞekFl 14. S!lybum mar!anum ekstraktının RBD-ACE2 bağlanma ,nh,be etme potans,yel, 

eğr, graf,ğ, göster,lm,şt,r – ELISA test, 

S!lybum mar!anum ekstraktının SARS-CoV-2 enfeks,yonuna karşı ant,v,ral 

potans,yel,n, bel,rlemek ,ç,n RBD ,le ACE2 bağlanmasının ,nh,b,syonu ELISA ,le test 

ed,lm,şt,r. Deney sonucunda S!lybum mar!anum ekstraktının RBD:ACE2 bağlanmasını 

%50 engelled,ğ, etk,n dozun 82,86 µg/ml olduğu hesaplanmıştır.  

 

3.1.6. S0lybum mar0anum ekstraktının Mpro enzFmF FnhFbFsyonu – FRET testF 

 
ŞekFl 15. S,lybum mar,anum’un Mpro ,nh,b,s,yon üzer,ne etk,s,n, göstermekted,r. 

(Negat,f kontrol: Mpro; poz,t,f kontrol: GC367; SM: S,lybum mar,anum) 

S!lybum mar!anum b,tk, ekstraktının 50 ve 100 µg/ml dozları kullanılarak Mpro 

enz,m, ,nh,b,syon deney, gerçekleşt,r,lm,şt,r. 100 µg/ml ve 50 µg/ml dozunda b,tk, 

Mpro, Kontrol SM, 50 µg/ml  SM, 100 µg/ml GC376, 100µM
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ekstraktı %97,8 ve %53,5 Mpro enz,mat,k akt,v,tey, ,nh,be etm,şt,r. S!lybum mar!anum 

100 ug/ml doz olarak uygulandığında en az poz,t,f kontrol olarak kullanılan GC376 kadar 

,nh,b,tör etk,s, gösterm,şt,r. Deney sonucu elde ed,len ver,ler negat,f kontrol ver,ler, 

%100 kabul ed,lerek hesaplanmıştır. İstat,st,ksel anal,z, ,nh,b,tör kontrol GC376’ya göre, 

one-way Dunnett test, ,le yapılmıştır (p < 0.05).  

 

3.1.7. S0lybum mar0anum ekstraktının pseudovFrüs S1 modelF üzerFnde 

antFvFral etkFsF 

 
ŞekFl 16. S!lybum mar!anum’un Sp,ke pseudov,rüs model, üzer,nde ant,v,ral etk,s, 

ACE2 ,fades, artırılmış transfekte HEK293T hücreler, ,le yapılan bu deneyde 

ekstraktın S1 prote,n, bağlanmasına etk,s, araştırılmıştır. Hücrelere 100 µg/ml, 200 µg/ml 
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ve 300 µg/ml S!lybum mar!anum ekstraktı uygulanmıştır. Ekstrakt uygulaması 

pseudov,rus S1 prote,n, ,le b,rl,kte kuyulara konmuştur. HEK293T hücreler,n,n ACE2 

reseptörler,ne bağlanan Sp,ke prote,n, endos,toz ,le ,çer,ye alındığında yeş,l floresan 

ışıma meydana gelm,şt,r. Ekstraktın bağlanmayı engellemes, durumunda ışımanın 

gerçekleşmemes, beklenmekted,r. 100 µg/ml doz uygulanan hücrelerde kontrole kıyasla 

yeş,l ışımada azalma gözlemlenm,şt,r. 200 ve 300 µg/ml doz uygulanan hücrelerde 

ışımanın daha arttığı gözlemlenm,şt,r. 

3.2. Tartışma 

Bu çalışmada öncel,kle S!lybum mar!anum’un ekstraktının !n v!tro s,stemde hücre 

canlılığı, hücre morfoloj,s, üzer,ne olan etk,ler, bel,rlenm,şt,r. In v!tro Vero E6, 

HEK293T, Caco-2 ve Calu-3 hücre soylarına 24 saat, 48 saat ve 72 saat uygulanarak her 

hücre soyunda ,ç,n doz-cevap ,l,şk,s, bel,rlenm,şt,r. Ekstraktın hücre canlılığına ve 

morfoloj,s,ne s,totoks,k etk,s, olmayan ekstrakt dozu aralığı bel,rlenerek apoptoz, 

oks,dat,f stres ve SARS-CoV-2 enfeks,yonuna karşı b,yoetk,nl,ğ, araştırılmıştır. 

Üzer,ndek, 72 saatl,k s,totoks,k etk, ,zlend,ğ,nde; bu b,tk, ekstraktına en dayanıklı hücre 

hattı Caco-2 olurken en hassas hücre hattının HEK293T olduğu görülmüştür. B,tk, 

ekstraktının s,totoks,k etk,ler, sırasıyla HEK293T > Calu-3 > Vero E6 > Caco-2 olarak 

saptanmıştır. MTT hücre canlılık deney, sonuçlarına göre, 125-250 μg/ml arasındak, doz 

aralığında hücreler,n canlılığının daha fazla etk,lend,ğ, gözlemlenm,şt,r. de Albuquerque 

ve ark. (2023) Caco-2 ve S!lybum mar!anum tohumlarından elde ed,lm,ş ekstraktın 

s,totoks,k etk,ler, değerlend,rd,kler, çalışmalarında 1,5-200 μg/ml doz aralığında 

uygulama yapılmıştır. Sadece 100 μg/ml dozunda canlılığın %50 azaldığını 

bel,rtm,şlerd,r (de Albuquerque ve ark., 2023). Rahal ve ek,b,n,n 2015 tar,hl, 

çalışmasında, Caco-2 hücre hattı üzer,nde s,l,b,n ve S!lybum mar!anum çek,rdeğ, yağının 

s,totoks,k etk,ler, araştırılmıştır. Bu çalışmada, düşük konsantrasyonlarda görülen hücre 

ölümünün sebeb,n, ekstrakt ,çer,s,ndek, b,leş,kler,n s,nerj,st,k etk,leş,mler, olarak öne 

sürülmüştür. Bu tez çalışmasında elde ed,len MTT test, sonuçları, l,teratürde yapılmış 

d,ğer çalışmalarla uyumlu b,r şek,lde örtüşmekted,r (Ben Rahal ve ark., 2015).  S!lybum 

mar!anum’un hücreler üzer,nde 24 saatl,k maruz,yet, sonucunda doz-cevap eğr,ler,nden 

yola çıkarak Vero E6 ,ç,n IC50 151,5 ± 42,37 μg/ml, HEK293T ,ç,n 1233 ± 19,64 μg/ml, 

Caco-2 ,ç,n 2169 ± 21,49 μg/ml, Calu-3 ,ç,n 1037 ± 11,36 μg/ml olarak hesaplanmıştır. 
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S!lybum mar!anum total b,tk, ekstraktı uygulanmış Vero E6 hücreler,nde Elat,f ve 

arkadaşlarının MTT test, bulgularına göre %50 s,totoks,s,te konsantrasyonu IC50=576.5 

µg/ml olarak ortaya konmuştur (Sharaf ve ark., 2022) Malkan, (2020), Vero hücreler,ne 

S!lybum mar!anum ekstraktını 400 μg/ml konsantrasyonunda uyguladığında %50 hücre 

,nh,b,syonu elde etm,şt,r (Malkan, ve ark., 2020) Bu tez çalışmasında kullanılan b,tk, 

ekstraktı b,tk,n,n tohumlarından elde ed,lm,şt,r. S,l,mar,n b,leş,ğ, en fazla S!lybum 

mar!anum tohumundan elde ed,lmekted,r (Bhattacharya, 2011). Aynı hücre hattı üzer,nde 

yapılan çalışmalarda değ,şen canlılık düzeyler, tesp,t ed,lm,şt,r. Bu değ,şkenl,k, ekstrakt 

,ç,nde bulunan s,l,mar,n ve s,l,mar,n, oluşturan fenol,k b,leş,kler,n farklı 

konsantrasyonlarda bulunmasından kaynaklanab,l,r. Kanser hücre hatları olan KB ve 

A549 hücreler,ne S!lybum mar!anum uygulamasının s,totoks,s,te sonuçlarına göre KB 

IC50=555 μg/ml; A549 IC50=511 μg/ml bulunmuştur (Azadpour ve ark., 2021). Bu tez 

çalışmasında kullanılan Caco-2 ve Calu-3 kanser hatları daha yüksek dozlarda %50 

canlılık gösterm,şlerd,r. Caco-2 hücreler, bar,yer oluşturma oluşturab,ld,ğ,nden yüksek 

membran d,renc,ne sah,pt,r (Grasset ve ark., 1984). Calu-3 hücreler, ,nce b,r mukus 

tabakası salgılamaktadır (Möckel ve ark., 2022). Bu karakter,st,k özell,kler,, hücreler,n 

b,tk, ekstraktının s,totoks,k etk,ler,ne karşı d,rençl, olmasını sağlayab,l,r. 

Yapılan canlılık deney, sonuçları, l,teratürdek, bulgularla karşılaştırıldığında, elde 

ed,len ver,ler,n anlamlı olduğunu göstermekted,r.  S!lybum mar!anum toks,s,tes, yanı sıra 

,çer,ğ,ndek, b,leş,kler,n toks,s,te çalışmaları da mevcuttur. S,l,b,n uygulanan PC-3 kanser 

hattı üzer,nde IC50=50 μg/ml (G,ot, ve ark., 2019); A375 akc,ğer kanser hattı üzer,nde 

IC50 97-120 μM; A431 ep,dermo,d kanser hattı ,ç,n IC50 126-166 μM; HaCaT sağlıklı 

der, keratonos,t hücre hattı ,ç,n IC50 120-150 μM olarak bel,rt,lm,şt,r (D,ukendj,eva ve 

ark., 2020). Ahmed ve arkadaşları (2020) tarafından yapılan çalışmada, s,l,mar,n 

uygulanan normal ,nsan hücres, HFB-4 ,ç,n IC50 değer, 16,83 µg/ml olarak bel,rt,l,rken, 

kanser hattı HepG2 ,ç,n ,se IC50 değer, 22,75 µg/ml olarak rapor ed,lm,şt,r (Ahmed ve 

ark., 2020). Bununla b,rl,kte, Ramakr,shnan ve ek,b,n,n çalışmasında (2009), s,l,mar,n 

uygulanan HepG2 hücreler,n,n %50 ,nh,b,syon konsantrasyonu MTT test, sonucu 50-75 

μg/ml aralığında tesp,t ed,lm,şt,r (Ramakr,shnan ve ark., 2009). S,l,mar,n,n 400 μM 

dozu, Jurkat hücre hattında prol,ferasyona neden olurken, aynı dozun K562 lösem, 

hattında hücre ,nh,b,syonuna sebep olduğu bel,rt,lm,şt,r (Hosse,nabad, ve ark., 2019). 
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S!lybum mar!anum ekstraktı ,çer,s,nde en fazla bulunan s,l,mar,n ve s,l,mar,n,n yapısında 

bulunan s,l,b,n ,le yapılan deneylerde daha yüksek b,yoakt,v,te gözlemlenm,şt,r. 

 

Hücre hatlarının h,stoloj,k boyaması ,le morfoloj,k değerlend,rme yapıldığında, Vero 

E6 hücreler,nde, kontrol grubuna kıyasla ekstrakt uygulanan gruplarda s,toplazma 

yoğunluğunda azalma tesp,t ed,lm,şt,r. Ayrıca, hücre yoğunluğu ekstraktın 400 μg/ml 

dozunda, çek,rdek konumuna bağlı olarak daha az olarak gözlemlenm,şt,r. HEK293T 

hücreler,nde yapılan gözlemlerde, doz artışına bağlı olarak hücre prol,ferasyonunda 

azalma tesp,t ed,lm,ş ancak artan dozlarla b,rl,kte çek,rdek yapısında yoğunluk azalması 

ve bazı hücrelerde morfoloj,k bozulmalar gözlemlenm,şt,r. Caco-2 hücre hattında yapılan 

gözlemlerde, doz artışına bağlı olarak morfoloj,k değ,ş,mler meydana gelm,şt,r. 

Hücreler,n dağılımı ve konumu değ,şm,ş, sınırları daha bel,rs,z hale gelm,şt,r. Ayrıca, 

hücre çek,rdekler,ndek, yoğunluk, kontrole göre doz arttıkça azalma eğ,l,m, gösterm,şt,r. 

Ekstrakt uygulanan hücrelerde nekrot,k hücreler,n varlığı gözlemlenm,şt,r. Ekstrakt 

uygulanan hücrelerde s,toplazm,k gen,şleme ve bazı bölgelerde s,toplazmanın b,r,k,m, 

gözlenm,şt,r. Doz artışıyla b,rl,kte, hücreler,n bel,rg,n b,r şek,lde büyüdüğü ancak 

sınırlarının zayıfladığı ve ,pl,ks, b,r yapı kazandığı gözlenm,şt,r. Hücre bağlantılarının 

zayıfladığı ve çek,rdek ,ç,nde granüler yapıların bel,rg,n b,r şek,lde arttığı gözlenm,şt,r. 

Nükleer büzülme ve kromat,n yoğunlaşması, l,teratürde apoptoz ,le 

,l,şk,lend,r,lm,şt,r (For,ka ve ark., 2020). Hücreler arası adezyonun zayıfladığı, 

s,toplazmanın ,pl,ks, b,r yapıya dönüştüğü, hücren,n morfoloj,s,nde çubuk şekl,nde b,r 

uzama ve granüler çek,rdek yapısının bel,rd,ğ, gözlemlenm,şt,r, k, bu durum apoptot,k 

hücre morfoloj,s,n, tanımlayan özell,kler arasındadır (Kan,pand,an ve ark., 2019). Lee ve 

arkadaşları ortasından büyümüş hücreler,n nekrot,k olduklarını ve vakuol 

dejenerasyonuna uğradıklarını gösterm,şt,r (Y. S. Lee ve ark., 2011). Yapılan morfoloj,k 

boyamalar, bu tez çalışmasında elde ed,len apoptoz boyama ver,ler,yle ve hücre canlılık 

sonuçlarıyla tutarlılık göstermekted,r 

 

S!lybum mar!anum’un hücrelerdek, apoptot,k etk,s, ,ncelend,ğ,nde, yeş,l floresans 

serg,leyen hücreler genell,kle programlı hücre ölümünün erken evres,nde bulunurken, 

çek,rdekler, kırmızı floresans gösteren hücreler genell,kle hücre ölümünün ,ler, evres,nde 

bulunmaktadır. Sağlıklı hücre çek,rdekler, mav, floresans gözükmekted,r. Vero E6 
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hücres,n,n kontrol grubunda bazı hücreler,n yeş,l floresan yayarak erken apoptoz 

evres,nde olduğu gözlenmekted,r. Hücrelere uygulanan 400 μg/ml ekstrakt dozunda 

kontrole kıyasla apoptoz s,nyaller,n,n daha az gözlemlend,ğ, tesp,t ed,lm,şt,r. Uygulanan 

dozlar arttıkça hücre sayısında ve sıklığında azalma, apoptot,k hücreler,n sayısında artış, 

çek,rdeklerde küçülme ve morfoloj,k değ,ş,kl,kler gözlemlenm,şt,r. HEK293T hücre 

hattında da ekstrakt uygulama dozlarına paralel şek,lde hücre ölümü artmıştır. Kontrole 

göre apoptot,k hücrelerde artış gözlemlenm,ş ve doz arttıkça çek,rdekler,n yuvarlak 

morfoloj,s,n, kaybett,ğ, görülmüştür. Caco-2 hücreler, kontrole kıyasla doz artışına bağlı 

olarak doz arttıkça hücreler,n apoptoza g,rd,ğ, gözlenm,şt,r. Doz arttıkça hücre sayısında 

azalma gözlenm,şt,r. İler, apoptoz evres,ndek, hücreler,n çek,rdekler,nde granülasyon 

gözlenm,ş ve doz artışına bağlı olarak çek,rdek morfoloj,ler,nde değ,ş,kl,k gözlenm,şt,r. 

Calu-3 hücreler,nde kontrol grubuna kıyasla ekstrakt uygulaması apoptoza yol açmıştır. 

Doza bağlı olarak apoptoza g,ren hücreler,n sayısında artış gözlenm,şt,r. Ekstrakt 

uygulanan gruplarda hücreler,n daha gen,ş b,r alana yayıldığı ve çek,rdekler,n daha 

seyrek konumlandığı, kontrol grubuna kıyasla daha sıkı çek,rdek konumu ve dar b,r 

s,toplazm,k alana sah,p olduğu gözlenm,şt,r. 

L,teratürde yapılan çalışmalara göre, HepG2 hepatokars,nom hücreler,ne 50-75 

μg/ml s,l,mar,n uygulandığında çek,rdekte apoptot,k c,s,mc,kler,n gözlend,ğ, ve 

apoptoza uğrama yüzdes,n,n %14'ten %42'ye yükseld,ğ, bel,rt,lmekted,r (Ramakr,shnan 

ve ark., 2009). HeLa hücre hattına uygulanan s,l,b,n ,le yapılan deneylerde, floresan 

boyama kullanılarak DAPI ,le boyanan çek,rdeklerde fragmentasyon gözlemlenm,ş ve bu 

çek,rdekler,n daha parlak b,r şek,lde boyandığı tesp,t ed,lm,şt,r (Nawaz ve ark., 2022) 

S!lybum mar!anum'un bel,rl, kanser hücre hatlarında apoptozu ,ndükled,ğ,n, gösteren 

çalışmalar bulunmaktadır (Tyag, ve ark., 2002; Va,d ve ark., 2015). Bu tez çalışmasında 

da yapılan apoptoz boyamaları sonucunda ekstrakt uygulanan hücrelerde apoptozun 

,ndüklend,ğ, gözlemlenm,şt,r.  

 

DCFDA deney, sonuç graf,kler,ne bakılarak, farklı dozlarda uygulanan S!lybum 

mar!anum ekstraktının dört farklı hücre hattı üzer,nde oks,dasyona karşı etk,nl,k 

serg,led,ğ, gözlemlenm,şt,r. Vero E6 hücreler,yle h,drojen peroks,t ,le ,ndüklenm,ş 

oks,dat,f stres model,nde, S!lybum mar!anum ekstraktının IC30 dozunun uygulanmasıyla, 

poz,t,f kontrol olarak NAC uygulanan gruba kıyasla ROS sev,yeler,nde b,r düşüş 
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gözlemlenm,şt,r.  

H,drojen peroks,t,n 60 dak,kalık süreç ,ç,nde Vero E6 hücreler,nde ROS üret,m,n, 

kademel, olarak artırdığı gözlemlenm,şt,r. Ancak, 30. dak,kada özell,kle NAC uygulanan 

grupta anlamlı b,r ROS sev,yes, azalışı gözlenm,şt,r. Bu süreçte, 350 μg/ml ekstrakt 

uygulanan kuyularda ,se NAC uygulanan gruplardan daha düşük ROS sev,yeler, 

kayded,lm,şt,r. HEK293T hücreler,nde 1 saatl,k süre boyunca 100 μM H2O2 

uygulamasına bağlı kademel, ROS artışı görülmüştür. 750 μg/ml S!lybum mar!anum 

ekstraktının uygulanmasının ardından kuyucuklardak, ROS sev,yeler,nde azalma 

gözlemlenm,şt,r. Caco-2 hücreler,nde 100 μM H2O2 uygulaması ROS düzey,nde 

kademel, b,r artışa sebep olmuştur. Zen,n ve ark. (2022) göre oks,dat,f stres koşullarına 

kanser hücre hatları sağlıklı hücre hatlarına göre daha d,rençl,d,rler. 20-100 μM 

aralığında H2O2 uyguladıkları K-562 ve HeLa hücre hatlarında düşük düzeyde ROS 

oluşumu gözlemlem,şlerd,r (Zen,n ve ark., 2022).2500 μg/ml ekstrakt uygulanan 

kuyucuklardak, ROS sev,yeler, uygulanmayan kuyucuklara kıyasla daha düşük olduğu 

bel,rlenm,şt,r. Ekstraktın ROS sev,yes,n, düşürmekte etk,n olduğu gözlemlenm,şt,r. H2O2 

maruz,yet süres, arttıkça ROS sev,yeler,nde b,r artış meydana gel,rken, bu hücre hattı 

,ç,n yapılan NAC uygulamasının ROS sev,yeler,n, düşürmeye yeterl, olmadığı tesp,t 

ed,lm,şt,r. Caco-2 hücre hattının oks,dat,f strese karşı d,renç göstermes,, özgün hücresel 

karakter,st,k özell,kler,nden kaynaklanan b,r durum olab,l,r. Calu-3 hücre hattı üzer,nde 

H2O2 uygulandığında artan ROS üret,m, 1 saatl,k süre ,çer,s,nde artmadığı 

gözlemlenm,şt,r. Hücrelere 100 μM H2O2 uygulamasıyla oks,dat,f stres koşulları 

oluşturulduğunda, 24 saat boyunca S!lybum mar!anum 1000 μg/ml uygulamasının 

NAC’ın ant,oks,dan akt,v,tes,ne göre öneml, ölçüde daha yüksek ant,oks,dan özell,kler 

serg,led,ğ, tesp,t ed,lm,şt,r. Bu hücre hattı 1 saat oks,dasyon maruz,yet, boyunca ROS 

üret,m,nde d,ğer hücre hatlarından farklı olarak bel,rg,n b,r artış göstermem,şt,r. 

 

RBD kaplanmış kuyucuklara ACE2 eklenerek gerçekleşt,r,len ELISA model,nde 

S!lybum mar!anum'un farklı dozları uygulanmıştır. Elde ed,len ver,lerle doz-cevap eğr,s, 

çıkarılmış ve EC50 değer, 82,86 μg/ml olarak bel,rlenm,şt,r. S!lybum mar!anum dozları 

ACE2 ,le ,nkübe ed,ld,kten sonra ardından RBD kaplanan kuyucuklara eklenm,şt,r. 

L,teratürde yer alan b,r çalışmada, 15 μg/ml s,l,b,n v,ral prote,nler Sp,ke, RdRp, 

Mpro’nun etk,nl,ğ,n ELISA tekn,ğ, ,le araştırılması ,ç,n kullanılmıştır. S,l,b,n,n 
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,nh,b,syon potans,yel, Sp,ke ,ç,n IC50 14,09 μg/ml, Mpro ,ç,n ,se IC50 9,93 μg/ml olarak 

bel,rlenm,şt,r (Hamdy ve ark., 2022). Bu farklılığın, s,l,b,n,n b,tk, ekstraktı ,çer,s,nde 

daha düşük konsantrasyonlarda bulunuyor olmasından kaynaklanab,leceğ, 

düşünülmekted,r. 

 

Mpro enz,m, v,ral yaşam döngüsünde v,rüsün repl,kasyonu ve transkr,ps,yonu ,ç,n 

öneml, b,r yere sah,pt,r. Yapılan FRET deney,nde Mpro enz,mat,k akt,v,tes, ölçülmüştür. 

Elde ed,len bulgulara göre %47 Mpro enz,m ,nh,b,syonu sağladığı saptanmıştır. 

L,teratürde S!lybum mar!anum ekstraktı ,le yapılmış !n v!tro çalışmalara rastlanmamıştır. 

Bazı b,tk,sel b,leş,kler,n yüksek b,yoakt,v,teler, sonucu ant,v,ral etk,ler, bulunduğu 

b,lg,sayar temell, çalışmalarca ortaya konmuştur. S!lybum mar!anum b,l,nen b,r doğal 

,laç olması sebeb,yle Mpro ,nh,b,syonunda da etk,nl,k göstereb,leceğ, düşünülmüştür. Q, 

ve arkadaşlarının (2022) !n s!l!co dock,ng çalışmalarına göre s,l,d,yan,n b,leş,ğ, -8.7 

kcal/mol serbest bağlanma enerj,s,yle etk,n b,r ,nh,b,tör potans,yel, taşımaktadır (Q, ve 

ark., 2022). D,ğer yandan s,l,b,n b,leş,ğ, ,le de dock,ng çalışması yürütmüş başka b,r grup 

b,l,m ,nsanı da ,çler,nde 30 f,tok,myasalın bulunduğu b,r grup b,tk,sel b,leş,kle moleküler 

dock,ng çalışması yapmıştır. Çalışmalarında s,l,b,n b,leş,ğ,n,n aralarındak, en etk,n 

b,leş,k olduğunu ve -11.928 kcal/mol serbest bağlanma enerj,s, göstererek 

h,droks,klorok,nden daha etk,n b,r sonuç verd,ğ, ortaya konmuştur (Pand,t ve ark., 2020).  

 

ACE2 transfekte HEK293T hücreler, kullanılarak oluşturulan pseudov,rüs S1 

model,nde hücreye toks,k etk,s, bulunmayan güvenl, dozlarda S!lybum mar!anum 

uygulaması gerçekleşt,r,lm,şt,r. Nnad, ve ark. (2023) tarafından yapılan b,r çalışmada 

SARS-CoV-2 enfekte Vero E6 hücreler,yle gerçekleşt,r,len ,nh,b,syon deney,nde, SARS-

CoV-2’n,n S!lybum mar!anum ,le etk,n bulunduğu bel,rt,lm,şt,r (Nnad, ve ark., 2023). 

Başka b,r çalışmada ,se, Vero E6 hücreler,yle ve S!lybum mar!anum ,le yapılan 

deneylerde, SARS-CoV-2 %50 ,nh,b,syon dozu 80.5 μg/ml olduğu tesp,t ed,lmşt,r 

(Sharaf ve ark., 2022). L,teratürdek, d,ğer çalışmalarda kullanılan SARS-CoV-2 

v,rüsünün, ekstraktın v,ral enz,m ve prote,nler,n tamamına etk, edeb,lmes,nden dolayı 

,nh,b,syon gösterd,ğ, düşünülmekted,r. Bu tez çalışmasında kullanılan pseudov,rüs S1 

model, ,se spes,f,k olarak S1 prote,n, ,le ACE2 etk,leş,m,n, modellemek ,ç,n 

gel,şt,r,lm,şt,r.  
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4. SONUÇLAR 

SARS-CoV-2 v,rüsü salgını tüm dünyada m,lyonları etk,lem,ş b,r pandem, olmuştur. 

SARS-CoV-2’ye karşı ,laç gel,şt,rme çalışmaları devam etmekted,r. SARS-CoV-2’ye 

karşı kullanılmakta olan ,laçlar bu v,rüse spes,f,k gel,şt,r,len ,laçlar değ,llerd,r ve 

tedav,de %100 etk,nl,k sağlanamamaktadır. İlaçların etk,nl,ğ,n, artırmak amacıyla 

alternat,f tedav, yöntemler,ne odaklanılmıştır. Bazı b,tk,ler,n d,ğerler,ne göre v,ral 

enfeks,yonlarda daha etk,l, olduğu bel,rlenm,şt,r. Deve d,ken, (S!lybum mar!anum) 

b,tk,s, ant,v,ral özell,kler taşıyan ve yüzyıllardır çeş,tl, v,ral enfeks,yonlarda tedav, ve 

tedav,ye destek amaçlı kullanılmaktadır. B,l,m ,nsanlarının da ,lg,s,n, çeken S!lybum 

mar!anum b,tk,s,n,n ant,v,ral b,yoetk,nl,ğ, b,rkaç v,rüse karşı kanıtlanmıştır. SARS-CoV-

2’ye karşı etk,nl,ğ, !n s!l!co çalışmalarca öne sürülmüş olmakla b,rl,kte, ,ler, düzeyde !n 

v!tro çalışmalara ,ht,yaç bulunmaktadır. Bu tez çalışmasında da bu b,tk,n,n ekstraktının 

SARS-CoV-2’ye karşı ant,v,ral etk,nl,ğ,n,n araştırırılması amaçlanmıştır.  

Bu tez çalışmasında; 

• ACE2 reseptörü ,fades, yüksek olduğu b,l,nen böbrek (Vero E6, HEK293T), 

kolon (Caco-2) ve akc,ğer (Calu-3) hücre hatları üzer,nde S!lybum mar!anum 

b,tk,s,n,n s,totoks,k etk,ler, araştırılmış ve s,totoks,k etk,s,n,n HEK293T> Calu-

3 > Vero E6 > Caco-2 şekl,nde olduğu saptanmıştır.  

• B,tk, ekstraktının hücre hatları üzer,nde neden olduğu morfoloj,k değ,ş,mler 

hematoks,len ve eoz,n boyaları kullanılarak saptanmıştır. B,tk, ekstraktının hücre 

hatlarının çek,rdek ve s,toplazma yapısında bel,rg,n değ,ş,mlere sebep olduğu 

gözlenm,şt,r. Artan dozlarda b,tk, ekstraktının, çek,rdek ve s,toplazmadak, 

değ,ş,mler, artırdığı tesp,t ed,lm,şt,r. Bu değ,ş,kl,kler arasında, çek,rdekler,n 

yuvarlak yapılarını kaybetmes,, hacmen küçülmes, ve genet,k materyal,nde 

yoğunlaşma meydana gelmes, bulunmaktadır. Aynı zamanda, s,toplazm,k 

hac,mde artış ve s,toplazma yoğunluğunda azalma gözlemlenm,şt,r. 

• B,tk, ekstraktının hücre hatları üzer,ndek, apoptot,k etk,ler, Annex,n V, PI, 

Hoechst ,mmünofloresan boyaları kullanılarak tesp,t ed,lm,şt,r. B,tk, ekstraktının 

artan dozlarında hücre hatlarında apoptoz,se yol açtığı, hücre ölümüne bağlı 

prol,ferasyonda azalma ve nekrot,k hücrelerde artış olduğu gözlenm,şt,r. 
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• Oluşturulan oks,dat,f stres koşullarında b,tk, ekstraktının hücre hatları üzer,ndek, 

ant,oks,dan etk,s, araştırıldığında, Vero E6, Caco-2 ve Calu-3 hücre hatlarında 

zamana bağlı olarak artan b,r ant,oks,dan etk, gözlenm,şt,r. Ancak, HEK293T 

hücre hattında benzer b,r etk, gözlenmem,şt,r. 

• S!lybum mar!anum b,tk, ekstraktının v,ral RBD bölges, ,le ,nsan ACE2 reseptörü 

bağlanması üzer,ne etk,s, ELİSA test, ,le saptanmıştır. Yapılan test sonucunda 

b,tk, ekstraktı RBD-ACE2 etk,leş,m,n, ,nh,be etme kapas,ts, olduğu tesp,t 

ed,lm,şt,r.  

• Mpro enz,m, üzer,ndek, ,nh,b,tör etk,s,n,n araştırılması FRET test, uygulanmıştır. 

S!lybum mar!anum ekstraktının 100 μg/ml dozunun Mpro enz,m,n, %97.8 ,nh,be 

ett,ğ, tesp,t ed,lm,şt,r. 

• Pseudov,rüs S1 model, üzer,nde, b,tk, ekstraktının ACE2 transfekte HEK293T ,le 

S1 bağlanması üzer,ne etk,ler, araştırılmıştır. Yapılan deneyler sonucunda 

S!lybum mar!anum b,tk, ekstraktının konakçı ACE2 reseptörü ,le S1 prote,n,n 

bağlanmasını ,nh,be ett,ğ, yönünde b,r sonuç bel,rlenmem,şt,r.  

 

Sonuç olarak, S!lybum mar!anum b,tk,s,n,n SARS-CoV-2'ye karşı etk,l, olduğu 

bulgularına ulaşılmıştır. B,tk, ekstraktının uygun dozaj ve m,ktarlarda, COVID-19 

hastalarında SARS-CoV-2 v,rüsüne karşı mevcut tedav, yöntemler,ne ek olarak 

kullanılması, hastaların tedav, sürec,ne olumlu katkı sağlayab,leceğ, 

öngörülmekted,r. Bu bulgular, b,tk, temell, terapöt,k yaklaşımların SARS-CoV-2 

enfeks,yonuna karşı mücadelede potans,yel b,r alternat,f olarak değerlend,r,lmes,n, 

desteklemekted,r. 
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