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OZET

SILYBUM MARIANUM BiTKi EKSTRAKTININ ANTIOKSIDAN VE
SARS-COV-2'YE KARSI ANTiVIRAL AKTiVITELERININ iN VITRO
MODELLER iLE BELIRLENMESI

COVID-19 pandemisi 700 milyon kisiyi etkilemis, yaklagik 7 milyon kisinin
Olimiine sebep olmustur. Yiiksek bulasiciliga sahip SARS-CoV-2 viriisiiniin
oldiiriictiliigii de yiiksektir. Bu viriisiin insanlar1 enfekte etmesini engellemek i¢in konake1
ile etkilesime girmesini ve viriisiin konakg1 igerisinde replikasyonunu inhibe etmek
gerekmektedir. Viriisiin konakg¢iya tutundugu Spike proteini, konak¢inin ACE2 reseptorii,
viral proliferasyonu saglayan RdRp enzimi, fonksiyonel enzimlerin olugmasini saglayan
Mpro enzimi kullanilan ilaglarin inhibe etmesi amaglanan hedeflerdir. Hastaligin tedavisi
ve Onlenmesi i¢in ila¢ aragtirmalari halen devam etmekte olup kullanilan ilaglarin
etkinligini artirmak i¢in alternatif tedavi yontemleri arastirilmaktadir. FDA tarafindan acil
kullanim izni ¢ikarilan aslen farkli viriislere karst antiviral nitelikli baz1 ilaglardan
tedavide yararlanilmaktadir. Alternatif tedavi yoOntemi olarak geleneksel tibba
basvurulmaktadir. Bazi bitkilerin iceriklerinde bulunan fitokimyasallar viral proteinlerin
inhibisyonunda etkinlik gostermektedirler. Deve dikeni (Silybum marianum) bitkisi de
ylizyillardir viral enfeksiyonlarda kullanilmis bir bitkidir. Silybum marianum bitkisinin
Hepatit C, Chugunya, Mayaroviriis, SARS-CoV gibi diger viriislere kars: etkinligi de in
vitro ve klinilk c¢aligmalarla kanitlanmistir. Yapilan bilgisayar temelli ¢calismalarda bu
bitkiye 0zgii fitokimyasallarin SARS-CoV-2’yi inhibe edebilecek oOzellikler tagidigi
saptanmistir.

Bu tez ¢aligmasinin amaci Silybum marianum bitkisinin SARS-CoV-2 enfeksiyonuna
kars1 antiviral etkisinin arastirilmasidir. Bitki ekstraktinin biyoetkinlik ¢aligmalari 1) in
vitro hiicre hatlarinda sitotoksik etkiler - MTT kolorimetrik testi; ii) hiicre morfolojine
etkisi Hematoksilen — Eosin immiinohistokimyasal boyama; iii) hiicre apoptozu iizerine
etkileri Annexin V/PI immiinofloresan boyama; 1v) antioksidan kapasitesi DCFDA
floresan testi; v) ACE2-RBD baglanma inhibisyonu — ELISA testi; vi) Mpro enzim
inhibisyonu FRET testi; ve vii) SARS-CoV-2 enfeksiyonuna kars1 antiviral potansiyeli in
vitro pseudoviriis S1 notralizasyon testi ile belirlenmistir. Bitkilerden elde edilen dogal

bilesenler; sentetik ilaclara kiyasla daha az yan etkili, siirdiiriilebilir, kolay elde edilebilir
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ve biyouyumlu olmalar1 a¢isindan tedaviye yardimci 6nemli bir alternatif olmuslardir. Bu
tez calismasinin giiniimiizde halen etkisini tam olarak yitirmemis olan SARS-Cov-2
virlistinlin ~ bulagmi  ve enfeksiyonunu engellemek adina katkida bulunacagi
diisiiniilmektedir. Bu tez calismasi sonucunda Silybum marianum bitkisinin antioksidan
nitelik gdsterdigi, RBD-ACE2 baglanmasini 82.86 ng/ml dozunda %50 inhibe ettigi, viral
Mpro enziminin fonksiyonunu 100 pg/ml dozunda %97.8 oraninda inhibe ettigi
belirlenmistir. Bu sonuglara dayanarak bu bitki ekstraktinin SARS-CoV-2 viriisiine kars1

kullanilacak etkin bir takviye olabilecegi sonucuna varilmistir.
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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 pandemic has affected 700 million people and caused approximately
7 million deaths. The lethality of the highly contagious SARS-CoV-2 virus is also high.
To prevent this virus from infecting individuals, it is necessary to interfere with its
interaction with the host and inhibit its replication within the host. Targets aimed to be
inhibited by drugs include the Spike protein through which the virus attaches to the host,
the host's ACE2 receptor, the RdRp enzyme responsible for viral proliferation, and the
Mpro enzyme that facilitates the formation of functional enzymes. Research on drug
treatment and prevention of the disease is still ongoing, with alternative treatment
methods being explored to enhance the effectiveness of existing drugs. Some antiviral
drugs originally approved by the FDA for emergency use against different viruses are
being used in treatment. Traditional medicine is also being explored as an alternative
treatment method. Phytochemicals found in some plants have shown efficacy in inhibiting
viral proteins. Milk thistle (Silybum marianum) has been used for centuries in the
treatment of viral infections. The efficacy of Silybum marianum against other viruses such
as Hepatitis C, Chikungunya, Mayaro virus, and SARS-CoV has been demonstrated
through in vitro and clinical studies. Computer-based studies have found that
phytochemicals specific to this plant may possess properties capable of inhibiting SARS-
CoV-2.

The aim of this thesis is to investigate the antiviral effect of Silybum marianum
against SARS-CoV-2 infection. The bioactivity studies of the plant extract include 1)
cytotoxic effects on in vitro cell lines - MTT colorimetric assay; ii) effects on cell
morphology - Hematoxylin-Eosin immunohistochemical staining; iii) effects on cell
apoptosis - Annexin V/PI immunofluorescence staining; iv) antioxidant capacity -
DCFDA fluorescence assay; v) ACE2-RBD binding inhibition - ELISA assay; vi) Mpro
enzyme inhibition - FRET assay; and vii) antiviral potential against SARS-CoV-2

infection determined by in vitro pseudovirus S1 neutralization assay. Natural compounds
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derived from plants have emerged as significant alternatives to synthetic drugs due
to their comparatively fewer side effects, sustainability, ease of access, and
biocompatibility. It is believed that this thesis study will contribute to preventing the
transmission and infection of the SARS-CoV-2 virus, which has not yet lost its full
impact. The findings of this thesis demonstrate that the plant Silybum marianum exhibits
antioxidant properties, inhibits the RBD-ACE2 binding by 50% at a dose of 82.86 pg/ml,
and inhibits the function of the viral Mpro enzyme by 97.8% at a dose of 100 pg/ml.
Based on these results, it is concluded that this plant extract could be an effective

supplement against the SARS-CoV-2 virus.



SEMBOLLER

% : Yizde

°C : Santigrat derece

cm?’ Santimetre kare

g : Gram

1 : Litre

M : Molar

mg : Miligram

ml : Mililitre

mM :Milimolar

nm : Nanometre

p : Olasilik

rpm: Dakikada devir sayis1
ug : Mikrogram

pg/ml : Mikrogram/mililitre
ul : Mikrolitre

um : Mikrometre

uM : Mikromolar



KISALTMALAR

ACE2 : Anjiyotensin Doniistiiriicii Enzim
CHIKV  : Chikungunya Virisii

CO2 : Karbondioksit

COVID-19 : Koronaviriis Hastalig1 2019

CPE : Sitopatik Etki Deneyi

DCFDA  : Dikloroflorosein diasetat
DMEM  : Dulbecco's Modification Eagle's Medium
DMSO : Dimetil Sulfoksit

DTT : Dithiothreitol

FBS : Fetal S1g1r Serumu

FDA : Amerika Birlesik Devletleri Gida Ve Ilag Dairesi
FRET : Floresan Rezonsansli Enerji Transferi
GFP : Yesil Floresan Protein

HCV : Hepatit C Viriisii

HIV : Insan Bagigiklik YetmezIigi Viriisii

HRP : Yaban Turbu Peroksidaz

IC30 : %30 Hiicre Inhibisyonu Konsantrasyonu
IC50 : %350 Hiicre Inhibisyonu Konsantrasyonu
KB : Kilobaz

MAYV : Mayaro Viriisii

MERS : Orta Dogu Solunum Sendromu

Mpro : Ana Proteaz

MTT : Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide
NSP : Yapisal Olmayan Protein

OD : Optik Yogunluk

ORF : Acgik Okuma Penceresi

PBS : Fosfat Tamponlu Salin Soliisyonu

PP : Poliprotein

RBD : Reseptor Tanima Bolgesi

RdRp : Riboniikleik Asit Bagimli Riboniikleik Asit Polimeraz
ROS : Reaktif Oksijen Tiirevleri
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SARS-CoV-2 : Agir Akut Solunum Yolu Sendromu-Koronaviriis-2
ssRNA : Tek Sarmalli Riboniikleik Asit

T™B : Tetrametilbenzidin

TMPRSS2 : Transmembran Serin Proteaz
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1. GIRIS
1.1. SARS-CoV-2 Viral Enfeksiyonu ve inhibisyonu

SARS-CoV-2, Cin’den tiim diinyaya yayilan koronaviriis enfeksiyonu COVID-19
pandemisine sebep olan viriisiin adidir. COVID-19 salgmi yaklasik 698.000.000 kisiyi
etkilemis, 7.000.000 kisinin 6liimiiyle sonu¢lanmis akabinde biiyiik ekonomik kayiplara
ve krizlere sebep olmustur. Ne yazik ki ilag tasarimi ve gelistirme, klinik dncesi ve klinik
asamalar ve ardindan onay ve izleme asamalarini kapsayan olduk¢a karmagik ve uzun bir
stirectir. Antiviral ila¢ gelistirmede asilmasi gereken en biiylik zorluk, potansiyel olarak
bilinmeyen viriis-konakg1 etkilesim bolgelerini kesfetmek ve aday bir hedefe yonelik

etkinlik ve glivenlik hakkinda tekrarlanabilir klinik veriler elde etmektir (Cheung ve ark.,
2024).

SARS-CoV-2 havadan damlaciklar halinde bulasir ve bulastiktan 4-5 giin kulugka
siiresinden sonra semptom gdstermeye baslar. {1k basta nefes darlig1 ve ardindan oksiiriik,
ates, ishal ve bas agrist ile kendini gosterir (Lamers & Haagmans, 2022). Yiiksek
bulasiciliga sahip bu viriisiin 6ldiirticiiliigii de yiliksektir. SARS-CoV-2 tarafindan enfekte
olan ilk hiicreler genelde nazofarenks veya trake hiicreleri olmak {izere silli hiicrelerdir.
Enfeksiyonda tutulum gosteren organlar arasinda solunum yollarinin yani sira
bagirsaklar, beyin, bobrekler, gozler, karaciger gibi baska organlar da bulunmaktadir

(Bouback ve ark., 2023).

Coronaviridae ailesinden olan SARS-CoV-2 pozitif tek sarmal RNA iceren genetik
materyale sahiptir. 27-32 kb dizisiyle diger virlislerden daha uzun bir genoma sahiptir.
Viriisiin yapisin1 olusturan 4 ana proteini vardir. Bunlar; viriisiin yapisal biitiinliigiinii
saglayan membran (M), viriise ait viral proteinleri bir arada tutmaya yardimci envelope
(E), viral genomu saran niikleokapsid (N) ve konak hiicreye tutunup girigini saglayan
Spike (S) proteinleridir. Ayrica SARS-CoV-2 genomunda viral replikasyon ve viral
transkripsiyon kompleksinin meydana gelmesinde goérev alan yapisal olmayan
proteinlerin (NSP) kodunu da tasirlar (Wang ve ark., 2020). SARS-CoV-2 viral genomik
bolgenin iicte ikisi potansiyel olarak ppla ve pplab olarak adlandirilan NSPs
poliproteinleri kodlayan A¢ik Okuma Cergevesi 1a ve ab (ORF1ab) olarak adlandirilan
replikaz genini kapsar. NSP3 ve NSP5 proteazlar1 sentezletirken, NSP12 polimerazi
sentezletecek kodlar1 igermektedir (Kim ve ark., 2020).



1.1.1. SARS-Co V-2 viriisiiniin enfeksiyon mekanizmasi

SARS-CoV-2’nin enfeksiyon mekanizmast hiicreye girisi, hiicre icinde cogalmasi ve
hiicre disina salinmasi olarak 3 ana mekanizmay1 kapsar (Sekil 1). Konak hiicreyi tanima
ve hiicre i¢ine girmesi Spike proteini sayesinde gerceklesmektedir. Spike proteininde

bulunan reseptoér baglama domaini (RBD) anjiyotensin doniistiiriicii enzim 2 (ACE2)

reseptOriinii tanima 6zelligine sahiptir.
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Sekil 1. SARS-CoV-2 viriisiiniin enfeksiyon mekanizmasi ve bu mekanizmanin olasi
potansiyel inhibitorlerinin hedefleri. (1) Viral S proteini ile konak ACE2 reseptorii
arasindaki etkilesim, viriisiin konak hiicreye baglanmasini saglar. S proteini konakta
bulunan serin proteaz enzimi (TMPRSS?2) tarafindan kesilmesi viral membranin konak
membrana fiizyonunu saglar. (2) Tek sarmallt RNA (ssRNA) viral genomu sitoplazma
icerisine aktarilir ve (3) konak hiicre ribozomlar1 tarafindan viral proteaz enzimi
translasyonu gerceklesir. (4-5) Yeni tek sarmalli RNA'larin sentezlenmesi i¢in genomik
ve subgenomik RNA'dan viral proteinlerin transkripsiyonu ve translasyonu gergeklesir.
(6-7) Viral proteinler endoplazmik retikulumda (ER) ve golgi cisimciginde birlesir ve
(8) vezikiiller igerisinde paketlenir. (9) Yeni virionlar ekzositoz yoluyla hiicre digina
salimir. E: envelope protein; HE: hemagglutinin-esteraz glikoprotein, M: membran
protein; N: niikleokapsid protein (Cetin ve ark., 2022).

RBD ile ACE2 baglanmas: viriisiin hiicre membranina yerlesmesini saglar ve bir

sonraki adimda endozom igerisinde hiicreye alinir (Lan ve ark., 2020). Konak hiicrenin



transmembran proteaz serin 2 (TMPRSS2) viral Spike proteinini keser ve bdylece viral
membran hizlica konak hiicrenin membrani ile biitiinlesir. Endozomal girisi kolaylastiran
bir diger faktor katepsin, Spike proteinini keserek RBD proteinini baglanmaya hazir hale
getirir. Viral genom konak sitoplazmasma salindiktan sonra viral RNA’dan konak
ribozomlar1 tarafindan ppla ve pplb olarak adlandirilan 2 adet poliprotein zinciri
sentezlenir. Bir yandan da bu poliproteinleri keserek onlar1 islevsel hale getiren viral
RNA’dan Mpro ve PLpro enzimleri sentezlenir. SARS-CoV-2’nin replikasyon siirecinin
bagh oldugu RNA'ya bagimli RNA polimeraz (RdRp) islev kazanarak viral RNA
replikasyonu gergeklestirilir. Replike edilmis bircok viral RNA, sentezlenen envelope,
niikleokapsid proteinleri tarafindan paketlenir ve diger hiicreleri enfekte etmek tizere

viriisler ekzositoz yoluyla konak hiicrenin disina ¢ikarlar (Kronenberger ve ark., 2023).

1.1.2. SARS-CoV-2 viral enfeksiyonun inhibisyonu

Milyonlarin dliimiine sebep olan SARS-CoV-2 viriisiine karsi heniiz yeni bir ilag
bulunamamustir. Yeni bir ilacin gelistirilmesinde kullanim onayinin alinmasi 12-15 yillik
bir siiregtir ve boylesine yiiksek hizda bulagan oldiiriicii viriise kars1 acil ilag gelistirilmesi
icin bu siire fazla uzundur (Mohanty ve ark., 2023). Bu durumda kullanimda var olan
antiviral ilaglarin COVID-19 tedavisinde kullanilmasi s6z konusu olmustur. Antiviral
ilaclarin hedefinde viral replikasyon mekanizmasinda goérev alan enzimlerin
inhibisyonunu saglayan yapiya sahip inhibitér molekiillerin arayisi halen siirmektedir
(Firouzi & Ashouri, 2023). SARS-CoV-2 viral enfeksiyon mekanizmasindaki ana
basamaklarda gorev alan proteinler hedeflenerek enfeksiyonun Oniine gegcilebilir.
Bunlardan en etkili hedefler Spike ACE2 baglanmasinin ve Mpro aktivitesini
engellenmesidir (Sekil 1). Enfeksiyonun ilk basamagi olan, virlisiin konak hiicreye
tutunmasimi ve konaga girmesini engellemek icin RBD’ye baglanacak monoklonal
antikorlar hem RBD hem ACE’ye baglanabilecek kiiciik molekiiller ve peptit ¢aligmalar
biiyiik yer tutmaktadir (Xiu ve ark., 2020).

Lee ve ark. (2022) 1068 molekiiliin ACE2 ile Spike etkilesimini inhibe etme
potansiyelini arastirdiklar1 ¢alismalarinda HIV’e (insan bagisiklik yetmezligi viriisii)
kars1 kullanilmakta olan Etravirin ve Dolutegravir ilaglarinin SARS-CoV-2’nin konak
hiicre membranina baglanmasin1 engellemede etkili ilaglar olabileceklerini ©ne

siirmiislerdir (Lee ve ark., 2022).



SARS-CoV-2 enfeksiyonunu engellemek i¢in en etkili hedeflerden biri viral RNA
replikasyonunu gerceklestiren Mpro enziminin inhibisyonudur. SARS-CoV- viriisiiniin
cogalmasi engelleyebilen inhibitdrler enfeksiyonun tedavisinde kullanilabilecek oldukca
etkili terapétiklerdir (Pang ve ark., 2023). Inhibitorler, SARS-CoV-2 Mpro enzimi
yapisina benzerlik gostermektedir ve benzer Ozellikleri var olan diger ilaglarin
modifikasyonu ile SARS-CoV-2 viriisiine karst aday ilaglarin dizayni yapilarak
giiniimiizde COVID-19 tedavisinde kullanilan nirmatrelvir elde edilmistir (X. Chen ve
ark., 2023). Kneller ve arkadaslar1 (2022) Mpro inhibitorii olan boceprevir ve narlaprevir
ilaglarini birlestirerek yeni bir molekiil ortaya ¢ikarmiglardir (Kneller ve ark., 2022). HIV
tedavisinde kullanilan ilag kombinasyonu, lopinavir- ritonavir proteaz enzimini inhibe
ederek antiviral etki gostermektedir. Klinik ¢aligmalarda MERS’e (Orta dogu solunum
sendromu) kars1 etkinligi belirlenmistir ve in vitro ¢alismalarda SARS-CoV-2’ye kars1
etkinligi ortaya konmustur. Antiviral remdesivir, favipiravir ve galidesivir ilaglar RdRp’yi
hedef alan inhibitor ilaglardir ve SARS-CoV-2’ye karsi inhibe edici bulgular elde
edilmigtir. 2020 yilinda COVID-19 pandemisinde Food and Drugs Administration (FDA)
SARS-CoV-2’ye karst remdesivir kullanimi igin acil izin ¢ikarmistir. Remdesivirin
sagkalim oranin ylikseltmemesine karsin agir vakalarda enfeksiyon siiresini kisaltmada
yardimct oldugu bulunmustur. 2021 yilinda FDA tarafindan kullanimi onaylanan
Nirmatrelvir ise Mpro inhibitoriidiir ve paxlovid adiyla ticarilestirilmistir (Kronenberger

ve ark., 2023).

SARS-CoV-2 enfeksiyonuna kars1 kullanilan bu ilaglarin yan etkileri hakkinda ciddi
bilinmezlikler s6z konusudur. Uzun siireli kullaniminda embriyonik gelisim siiresince
teratojenik  toksisite ve konak genomu ifadesinde degisikliklere sebebiyet
verebileceginden mutajenik etkilerinden bahsedilmistir (F. Chen & Liu, 2022). COVID-
19 pandemisinde en 6nemli terapotik asi olmustur ve bu amagla gelistirilen asilar acil
kullanim izni dogrultusunda uygulanmislardir. Bulasiciligin  6niine ge¢mek igin
gelistirilen asilarin bilinen yan etkileri bulunmaktadir ancak heniiz aydinlatilmamis uzun
vade de goriilebilecek yan etkileri bilinmemektedir. Gelistirilen as1 ve antikorlarin baslica
hedefi, viral S proteinlerinin insan ACE2 reseptorlerine baglanmasini ve bdylece virlisiin

insan hiicrelerine tutunmasini engellemektir (Firouzi & Ashouri, 2023).

Arastirmacilar ilaglarin yani sira tedavide kullanilmak iizere kiigiik molekiiller, etkin

bilesikler arayismna silirdiirmektedir. Boylelikle yeni alternatifler aranirken yiiksek



biyoaktiviteye sahip bitkisel bilesikler mercek altina alinmistir. Son zamanlarda SARS-
CoV-2 viral enzimlerine karsi dogada bulunan bitkisel inhibitor bilesikler iizerinde
yapilan arastirmalar literatiirde artig gostermektedir. Bitkilerde bulunan dogal bilesenler
kullanilan bircok ila¢ icerisindeki aktif maddelerin kaynagidir. Bitkisel bilesikler,
yapilarindaki biyoaktif maddelerin ¢esitliligi sayesinde yiiksek diizeyde ilag potansiyeli
icermektedirler. Son zamanlarda birgok ilag gelistirme projesinde dogadan elde edilen
bilesiklerden yola ¢ikilarak arastirmalar yapilmakta ve bitkilerin biyoaktivite

caligmalarinda artig goriilmektedir (Firouzi & Ashouri, 2023).

Antik zamanlardan beri bitkilerin iyilestirici etkilerinden yararlanilmistir. Pandemi
ile birlikte geleneksel olarak hastaliklarin tedavisinde kullanilan birgok bitki viral
enfeksiyonlarin tedavisinde ilgi odagi olmustur. Geleneksel olarak bitkiler hastaliklarin
tedavisinde destekleyici, takviye olarak kullanilmakta ancak etki mekanizmalar
tamamen aydinlatilmamis olup literatiirde ¢ok fazla calisma bulunmamaktadir.
Fitokimyasallarin antiviral etki mekanizmalar1 hakkinda daha fazla arastirma ile hedefe
ozgii ilag gelistirilmesine katki saglanabilir. Bitkilerin igerdikleri etken maddeler, viriis
ve bakteri gibi enfeksiyonlara karsi etkili olmalarinin yaninda bagisiklik sistemini
giiclendirici etkileri bilinmektedir. Bitkilerde bulunan tannin, fenolik asit, flavonoid ve
antosiyanin gibi polifenollerin yapilan ¢aligmalarca antioksidan ve SARS-CoV-2 viriisii
MPro, PLPro, RdRp viral proteinlerine karsi inhibitor etkisi gosterdigi yer almaktadir
(Mehany ve ark., 2021; Russo ve ark., 2020).



1.2. Silybum marianum Bitkisinin Antiviral Etkinligi

Sekil 2. (A) Silybum marianum, (B) Silybum marianum bitkisinin diinyada dagilimi Yerel

tiirleri yesil renk ve tasinmus tiirleri mor renk ile gostermektedir.

Silybum marianum Papatyagiller (Asteraceae) ailesinden olan Tiirk¢e adiyla deve
dikeni, parlak soluk renkli yesil yapraklara, kirmizi-mor ¢igege sahip boyu 200 cm kadar
uzayabilen bir bitkidir (Sekil 2 (A)). Silybum marianum bitkisinin orijini Giiney
Avrupa'dir, 6zellikle Akdeniz bolgesinin daglari, Batt Asya ve Rusya'dir ve buradan
diinyanin en 1liman bélgelerine yayilmistir (Sekil 2 (B)). Bu bitki ayn1 zamanda Kuzey
Amerika, Japonya, Iran, Avustralya ve Yeni Zelanda gibi artik tiim diinyada

bulunmaktadir. (Drouet ve ark., 2021).

Silybum marianum’un aktif bileseni silimarindir. Silimarin, silibinin de i¢inde oldugu
farkl birgok silibin tiirevleri olan flavonolignanlardan silidiyanin, silikristin, silibin A ve
silibin B’den olusmus bir komplekstir (Sekil 3). Silimarin gastrointestinal sistem
tarafindan emilir ve kandaki maksimum konsantrasyonuna 2-4 saat arasinda ulasir.
Silybum marianum bitkisinde silandrin, silibinom, silihermin, mristik asit, palmitik asit,
stearik asit, linoleik asitin yani sira ugucu yaglar, tiramin ve histamin de bulunmaktadir

(Bahmani ve ark., 2015).
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Sekil 3. Silybum marianum’un yiiksek miktarda icerdigi fitokimyasallarin kimyasal

yapisi (Drouet ve ark., 2018)

1.2.1. Silybum marianum’un bitkisinin biyoaktivitesi

Oksidatif stres sonucunda olusan reaktif oksijen tiirevlerinin (ROS) hiicrede sebep
oldugu hasar tamir edilemediginde hastaliklara zemin hazirlamaktadir. Hiicre i¢i ortamda
yiiksek ROS diizeyleri DNA, protein ve lipid hasarina neden olarak hiicre dliimiine yol
acmaktadir. Oksidatif stres dokuda hasara, hiicre 6liimiine, hiicrenin kanserlesmesine yol
acabilmektedir (Yassin ve ark., 2021). ROS iireten enzim NADPH oksidaz (NOX) ilk

olarak fagositik hiicrelerin zarinda tanimlanmustir.

Fagositlerden gelen NOX, tek elektronlu trans-membran transferi yoluyla molekiiler
oksijene siiperoksit anyonunun iiretimini katalize eder. NOX enzimleri, konak savunmasi,
proteinlerin translasyonu sonrasi islenmesi, hiicresel sinyalleme, gen ekspresyonunun
diizenlenmesi ve hiicre farklilagmasi dahil olmak iizere ¢ok sayida 6nemli fizyolojik
stirece katilirlar. NOX enziminin yanlis regiilasyonunu ise ateroskleroz, hipertansiyon,

diyabetik nefropati, akciger fibrozu, kanser veya norodejeneratif hastaliklar gibi ¢ok



cesitli ciddi patolojik bulgulari tetikleyebilir. Hiicredeki ROS seviyelerinin artmasi,
apoptotik sinyal yollarini etkileyebilir ve apoptotik hiicre 6liimiinii tetikleyebilir. ROS'un
apoptoza yonelik hem indiikleyici hem de inhibe edici etkileri olabilir. ROS'un hiicre
oliimii siirecindeki rolii, hiicre tipine, ¢evresel kosullara ve diger faktorlere bagl olarak
degisebilir. Bu nedenle, hiicre i¢ci ROS diizeylerinin dengelenmesi ve apoptotik sinyal
yolaklarinin diizenlenmesi, hiicresel homeostazin korunmasinda kritik 6éneme sahiptir
(Redza-Dutordoir & Averill-Bates, 2016). Silybum marianum bitkisi siroz, hepatit,
karaciger yaglanmasi, karaciger zehirlenmesi gibi c¢esitli karaciger hastaliklarinin
tedavisinde 2000 yildir kullanilmaktadir. Silybum marianum’da bulunan silimarin
ozellikle karaciger koruyucu 6zelligi ile bilinmektedir (Vargas-Mendoza ve ark., 2014).
Diger yandan silibinin ise oksidatif strese, karaciger yaglanmasina, insiilin direncine kars1
etkin oldugu aragtirmalarda ortaya konmustur (Federico ve ark., 2017; (Marin ve ark.,
2017). Giicli antioksidan potansiyel gdsteren silimarinin yag peroksidasyonunda da
inhibitor etkisi yaratarak metabolik hastaliklarda etkin oldugu literatiirde gosterilmistir
(Vogel ve ark., 1984) Wang ve ark. (2020) silimarinin oksidatif stres ve inflamasyon
sinyal yolaklarini dogrudan etkileyebildigi ve ayn1 zamanda metal celator gorevi yaptigi
belirtilmistir (Wang ve ark., 2020). Ayrica mekanizmasi agik¢a ortaya konmamakla
beraber klinik olarak Parkinson ve Alzheimer hastaliklarinin semptomlar: {izerinde etkili
oldugu gosterilmistir (Ullah & Khan, 2018). Artrit hastalarinda enflamasyonu azalttig
(Hussain ve ark., 2016), cesitli kanser tiirlerinde antikanser aktiviteye sahip olduguna

(Agarwal ve ark., 2006; (Won ve ark., 2018) dair bulgular literatiirde yer almaktadir.

1.2.2. Silybum marianum bitkisinin antiviral biyoetkinligi

Silybum marianum, igerdigi silimarin biyoaktif bilesiginden dolay yiiksek antiviral
potansiyele sahiptir. Silimarin, hepatit C viriisii (HCV) enfeksiyonunda en ¢ok kullanilan
bitkisel tirlindiir (Strader ve ark., 2002). Yapilan in vitro bir ¢alismaya gore silimarinin
HCV’yi tamamen inhibe ettigi gosterilmistir (Polyak ve ark., 2007). Silimarinin HCV’nin
patolojisine biyoetkinligi konusunda yapilan ¢alismalarda HCV’i farkli noktalarindan
inhibe edebildigi ortaya konmustur. Bu ¢aligmaya goére HCV’nin RdRp enzimini 75-100
UM doz araliginda inhibe edebildigi one siiriilmiistiir (Ahmed-Belkacem ve ark., 2010)
2013 yilinda yapilan bir ¢alisada ise silibinin HCV’nin konak hiicreye endositoz ile
girisini engelledigi belirtilmistir (Blaising ve ark., 2013).



Silibin ve tiirevleri bilesiklerin fizikokimyasal yapisina dayanilarak yapilan in silico
docking calismalarinda, HCV’nin yan1 sira Dang viriisiine baglanma gdsterdigi ve Dang
hummas1 hastaligi tedavisinde de etkili olabilecegi one siirlilmiistiir (Qaddir ve ark.,
2017). Dang hummasi sivrisineklerlerin vektorii oldugu DENV enfeksiyonu sonucu
geligen bir hastaliktir. Hastalik semptomlar1 geg ortaya ¢ikar ve genelde mide karin agrisi,
ates, burundan dis etinden kanama seklinde kendini gosterir ve yiiksek ates, norolojik
bozukluklar, ndral ndbetlere kadar agirlasabilen bir patolojisi bulunmaktadir (Liu ve ark.,

2019).

Diinyada ytiksek bulasiciliga ve yiiksek 6liim oranina sahip influenza A viriisii hem
insan hem de hayvan popiilasyonuna kars1 ciddi bir tehdittir. 2009 yilinda yasanan domuz
gribi olarak bilinen HIN1 (influenza A’nin bir alt tiirlidiir) viriisii diinyada biiyiik saglik
tehditi yasatmis ve 18 milyar dolar ekonomik kayba sebep olmustur. Silybum
marianum’un antiviral biyoetkinlik ¢alismalarinda plak nétralizasyon deneylerinde,
mRNA sentezini engellediginden viriisiin replikasyonunu engelledigi ortaya konmustur
(Song & Choi, 2011). Bununla birlikte biyoaktif kimyasal silimarinin influenza viriisiiniin
patalojenik mekamizmasina kars1 etkin olup olmadig1 detayli bir sekilde in vitro ve in

vivo ¢aligmalarda literatiirde yer almamaktadir.

HIV giinlimiizde diinyada yaklagik 38 milyon kisiyi enfekte etmis bir virlistiir ve
bagisiklik sistemini ¢okerterek oliimlere sebep olmaktadir. Klinik olarak HIV enfekte
HeLa hiicreleriyle yapilan bir ¢aligmada, Legalon ticari adiyla piyasada bulunan silibinin,
HIV replikasyonunu inhibe ettigi belirlenmistir (McClure ve ark., 2014). Icinde
silimarinin de bulundugu bir¢ok flavonoidin 7ogaviridae ailesiden olan Chikungunya
(CHIKV) ve Mayaro (MAYV) viriislerine kars1 etkinlikleri aragtirilmigtir. Silimarinin,
sitopatik etki (CPE) deneyleri sonucunda CHIKV’yi konak hiicreye girdikten sonraki
evrelerde inhibe ettigi gosterilirken (Lani ve ark., 2015), MAY'V replikasyonunu ve ayni
zamanda ROS olusumunu da engelledigi belirtilmistir (Camini ve ark., 2018).

Silibin ve tiirevi bilesiklerin enflamasyon giderici, oksidatif stresi azaltici, otofajiyi
indiikleyici ozellikleri, viral enfeksiyonunun gerilemesini saglayarak tedaviye katki
saglamaktadir. Bunlarla beraber viral proteinlere karsi etkinlik gosterdigi birgok

caligmada kanitlanmistir (Liu ve ark., 2019).



1.2.3. Silybum marianum bitkisinin SARS-CoV-2 viral enfeksiyonuna karsi

biyoetkinligi

Literatiirde ¢ok sayida bilesigin SARS-CoV-2 enfeksiyonunu engelleyici
biyoetkinlikleri yiiksek verimli taramalar ile arastirilmistir. Son zamanlarda oldukga
kullanilan molekiiler docking (kenetleme) yontemleri ile terapdtik molekiil arayis: hiz
kazanmistir. In vitro ve in vivo ¢alismalar i¢in 6n c¢alisma niteliginde olan bu in silico
caligmalar hedefe yonelik arastirmalarin yapilmasinda oncii niteliginde olmakla birlikte
olast hedeflere yonlendirerek zaman kaybini onlemektedir. Docking calismalari,
fitokimyasallarin viral hedeflere kars1 biyoetkinliklerini arastirilarak yiiksek potansiyele
sahip bilesiklerin ileri seviyede arastirilmasina altyapt olusturmaktadir. Yapilan bir
molekiiler docking calismasinda fitokimyasal naringin, carvonol, rutin, hesperidin,
luteolinin bilesiklerinin Mpro’yu inhibe edici potansiyelleri arastirilmistir. Bu aragtirma
sonucunda silibin molekiiliiniin test edilen diger fitokimyasallardan daha gii¢lii Mpro

inhibitorii olma potansiyeli tasidig1 gosterilmistir (Sardanelli ve ark., 2021).

Silybum marianum’un siiregelen cesitli viriislere karsi inhibe edici nitelikleri onu
SARS-CoV-2 virlisiine de kars1 iyi bir inhibitor aday1 yapmaktadir. Bilgisayar destekli in
silico aragtirmalarda bitkinin igerigindeki silimarinin, bu viriislerin konak hiicreye
girmesini, genom replikasyonunu ve viral proteinlerinin sentezini engellediginden

antiviral 6zellik tasidigindan bahsedilmistir (Qaddir ve ark., 2017).

Silybum marianum’da yiiksek oranda bulunan silimarin bileseni ile yapilan in silico
caligmalar SARS-CoV-2 virlisiine ait viral enzim ve proteinlere baglanma potansiyeli
tasidigini ortaya koymustur. COVID-19’a etkisinin konu alindigi Musazadeh ve
arkadaglarinin (2022) yaymladig1 derlemede silibin polifenollerinin SARS-CoV-2 viral
proteinlerinin bircogunu inhibe etme potansiyeli gosterdigi belirtilmistir (Musazadeh ve
ark., 2022). Bir bagka biyoinformatik ¢alismasinda silibin molekiiliit SARS-CoV-2 viral
proteinlerine karsin etkin bulunmustur. Docking sonuglarina gore silimarinin Mpro
enzimine baglanma enerjisi —11.928 kcal/mol, Spike glikoproteinine —10.572 kcal/mol,
RdRp enzimine ise —11.499 kcal/mol olarak belirlenmistir (Pandit ve ark., 2020).
Antonopoulou ve ark. (2022) derlemesinde belirttigi iizere silimarin igeriginde bulunan
iki molekiiliin silibin -8.3 kcal/mol ve silikrisitn -8.47 kcal/mol serbest baglanma enerjisi
gosterdiginden silimarin kompleksinin Mpro’ya kars1 baglanma potansiyelinin yliksek

oldugu belirtilmistir (Antonopoulou ve ark., 2022). In silico ¢alismalarda Silybum
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marianum 'un silibin molekiilii ile Spike proteini arasindaki elektrostatik interaksiyonun,
ACE?2 ile Spike baglanmasini engelleyebilecek kadar kuvvetli oldugu ve boylece viriisiin
hiicreye girisini engellemede basarili olabilecek bir molekiil oldugu belirtilmistir

(Mohanty ve ark., 2023).

In vitro calismada silibin bilesiginin SARS-CoV-2 viriisiine karst Vero E6
hiicrelerinde IC50 dozu 34.3 £ 0.5 uM olarak belirtilirken RdRp inhibisyonu i¢in IC50
dozu  0.042+£0.004 uM  olarak  bulunmustur.  Silibin  bilesiginin, aym
konsantrasyonlarinda remdesivir ilacindan %35 daha etkin oldugu ortaya konmustur
(Hamdy ve ark., 2022). Diger calismada yiiksek ACE2 ifadesine sahip A549 ve H1299
hiicre hatlartyla yapilan deney sonucunda silimarinin ACE2 reseptorlerini inhibe ettigi
bulunmustur (Aguilar-Lemarroy ve ark., 2021). Baska bir in vitro ¢alismada Silybum
marianum’un Mpro’ya karst EC50 = 80.5 pg/ml dozda inhibe ettigi belirlenmistir (Sharaf
ve ark., 2022). Ayrica silibinin 0.5-25 pM doz araliginda insan T lenfositlerini aktive etme
ozelligi de gosterilirken bunun yani sira IFN-y, IL-4 ve IL-10 anti-enflammatuar
sitokinlerin sekresyonunu artirdig1 da gosterilmistir (Akbari-Kordkheyli ve ark., 2019).
Silybum marianum’un SARS-CoV-2 {izerindeki antiviral etkinligi yapilan ¢esitli in silico
ve in vitro ¢alismalarla ortaya konmus ancak in vivo ¢alismalarda Silybum marianum
bitkisinin ve/veya bilesiklerinin SARS-CoV-2 viriisiine kars1 antiviral biyoetkinligine

rastlanmamustir.

1.3. Amac ve Hedef

Bu calismada Silybum marianum bitkisinin SARS-CoV-2 enfeksiyonuna karsi
antiviral etkinliginin in vitro enfeksiyon modelinde belirlenmesi hedeflenmistir. Silybum
marianum ekstraktinin in vitro hiicre hatlarinda hiicre canlilifi ve morfolojisine etkisi,
apoptotik etkileri, antioksidan kapasitesi, ACE-2-RBD baglanma potansiyeli, Mpro
enzim inhibisyonu ve in vitro pseudoviriis S1 enfeksiyon modelinde nétralizasyon

potansiyeli incelenmistir.
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2. MATERYAL VE YONTEM

2.1. Materyaller

2.1.1. Hiicre hatlan

e Maymun bobrek epitel hiicre hatt1 (Vero E6 CRL-1587, ATCC, ABD)

e Insan embriyonik bébrek hiicre hatti (HEK293T CRL-11268, ATCC, ABD)

e Insan kolon epidermal adenokarsinom hiicre hatt1 (Caco-2 HTB-37, ATCC, ABD)
e Insan akciger adenokarsinom hiicre hatt1 (Calu-3 HTB-55, ATCC, ABD)

2.1.2. Sarf malzemeler

e Kryotiipler (TPP, #89020)

e Plastik Beherler (Isolab, #026.03.025)

e 75 cm?2 ’lik Steril Hiicre Kiiltiirii Flasklar1 (TPP, #90076)
e 25 cm?2 ’lik Steril Hiicre Kiiltiirii Flasklar: (TPP, #90026)
e 15 mL Steril Falkon Tiipler (Sarstedt, #62547254)

e 50 mL Steril Falkon Tiipler (Sarstedt, #62554502)

e 1,5 ml Eppendorf Tiipler (Axygen, #MCT150-C)

e Alliminyum Folyo (Isolab, #058.04.001)

e 96 Kuyulu Steril Hiicre Kiiltiirii Plakas1 (TPP, #92096)

o (0,22 um Gozenekli Steril Siringa Filtresi (TPP, #99722)
e Neubauer Lami (Isolab, #07503002)

e 96 Kuyulu Steril Siyah Hiicre Kiiltiirii Plakas1 (Costar, #3603)
e 24 Kuyulu Hiicre Kiiltiirii Plakas1 (TPP, #92024)

e (.45 um Filtre (Millex, #SLHPR33R6)

e 6 Kuyulu Hiicre Kiiltiirii Plakas1 (Cellstar, #657 160)

e Poly L lysine (PLL) (Sigma Aldrich, #P4832-50ML)

e ELISA Plaka (Thermo Scientific, #442404)

e Petri (ISOLAB, #LB.IS.081.02.091)

e LB Broth (Millipore, #1.10283.0500)

e LB Agar (Millipore, #1.10285.0500)

e Ampisilin (Sigma, #A9393-25G)

e Rezervuar (VWR, #89094664)
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2.1.3. Kimyasallar

Dulbecco’s Modified Eagle Medium, High Glucose (DMEM HG) (Thermo
Fisher Gibco, #41966029)

Dulbecco's Modification Eagle's Medium, Phenol red free (Multicell, #319-051-
CL)

Fetal Bovine Serum (FBS) (Thermo Fisher Gibco, #10500064)
Antibiyotik-Antimikotik Soliisyonu (10 U/mL penisilin, 10 pg/mL streptomisin
25 ng/mL Amfoterisin B) (Thermo Fisher Gibco, #15240062)

Trypsin- Etilendiamintetraasetik asit (EDTA %0,25) (Thermo Fisher Gibco,
#25200056)

Dimetil Siilfoksit (DMSO) (Sigma, #D2660-100ML)

Dulbecco's Phosphate Buffered Saline (DPBS) (Thermo Fisher Gibco, #14200-
067)

Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide (MTT) (Sigma, #M5655)

Dimetil Siilfoksit (DMSO) (Merck Emplura, #1167431000)
2',7'-Dichlorodihydrofluorescein diacetate (DCFDA) (Sigma-Aldrich, #D6883)
Hidrojen peroksit Soliisyonu (Sigma, #H1009-100ML)

N-asetil sistein (NAC) (Sigma, #A7250-5G)

%10 Formalin Soliisyonu (Sigma, HT501128)

Triton x-100 (Sigma, #X100)

Hematoksilen (Bio Optica, #05-06002/L)

Eozin (Bio Optica, #05-10003/L)

Etanol (Merck Supelco, #100983)

Gliserol (Sigma, #G5516-100ML)

Annexin V-FITC (Roche, #11828681001)

Hoechst (Pharmingen, #565877)

Propidium iodide (Sigma, #81845-25MG)

Fugene-6 (Promega, #E2691)

3,3'5,5'-Tetramethylbenzidine (TMB) (Endogen, #1857872)

Siilfiirik asit (Merck, #1.00748.2500)
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Plazmidler

pCEP4-myc-ACE2 (Addgene, #141185)

TMPRSS2 (Addgene, #53887)

psPAX2 (Addgene, #12260)

pGBW-m4137383 spike-18aa truncated (Addgene, #149541)
pRRLSIN.cPPT.PGK-GFP.WPRE (Addgene #12252)

Human ACE2-Fc (Synbiotik, #AG-0105)

Receptor Binding Domain (RBD Delta+, Atabay KIMYA San. Tic. A.S.)
Anti-poly Histidine Peroxidase Antibody (Sigma-Aldrich, #A7058)
Tween 20 (Sigma, #P2287)

Annexin Baglama Tamponu (BD Biosciences, #556454)
ZymoPURE II Plasmid Midiprep Kit (Zymo Research, #D4201-B)
3CL Protease Assay Kit (BPS Bioscience, #79955)

2.1.4. Cihazlar
CO; Inkiibatérii (PHCBI, Singapur)
Biyogiivenlik Klas II (BSL2) Kabini (Mikrotest, Tiirkiye)
ELISA Plaka Okuyucu (BioTek, Almanya)
Santrifiij (Hettich, Almanya)
Serolojik Pipetor (Eppendorf, Almanya)
Mikropipet (Eppendorf, Almanya)
Inverted Mikroskop (Zeiss, Almanya)
Coklu Okuyucu ve Hiicre Goriintiileme Cihazi (Cytation 7, BioTek, Almanya)
Vorteks (Heidolph, Almanya)
Buzdolabi (Bosch, Tiirkiye)
Derin Dondurucu (Altus, ABD)
S1v1 Azot Tank1 (Thermo Scientific, ABD)
Sonikator (Weightlab, Tiirkiye)
Su Banyosu (Techne, Almanya)
Liyofilizatér (CHRIST Alpha 1-2 LDplus, Martin Christ, Almanya)
Plaka Calkalayic1 (Heidolph, Almanya)

Hassas Terazi (Sartorius, Almanya)
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e Otoklav (Haier, China)
e Nanodrop Cihazi (Thermo Scientifi, ABD)

2.2. Yontemler

2.2.1. Silybum marianum ekstraktinin hazirlanmasi

Silybum marianum (Deve dikeni) takviye edici gida {irlinleri ekstraktlari iireten
Immunat Bitkisel Ilag A.S. firmasindan ethanol:su ile ekstrakt edildikten sonra hicbir
koruyucu ve baska herhangi bir kimyasal igermeyen iiriin, 250 ml cam sisede temin
edilmistir. Plastik beherde 50 ml ekstrakt -80°C’de dondurulduktan sonra -60°C ve 0,1
mbar kosullarda liyofilize edilmistir. Liyofilize ekstrakt alikotlar halinde kullanilmak
iizere -20°C’de kullanilmak tiizere derin dondurucuda saklanmistir. Deneylerde
kullanilmak tizere 500 mg kuru ekstrakt iizerine 1 ml DMEM ve 1 ml saf etanol eklenerek
45 dakika 37°C de sonikasyona birakilmistir. Hazirlanan stok soliisyonu alikotlanarak -

20°C’de muhafaza edilmistir.

2.2.2 Hiicre Kkiiltiirii kosullar:

Caligmada kullanilan Vero E6, HEK293T, Caco-2 ve Calu-3 hiicre hatlar1 Amerikan
Tipi kiiltiir Koleksiyonu (ATCC) ABD) firmasindan alinmistir. Hiicre hatlarinin besiyeri
olarak %10 FBS (Fetal bovine serum), %1 antibiyotik-antimikotik i¢ceren Dulbecco’s
Modified Eagle Medium (DMEM) kullanilmistir. 37°C, %5 CO; igeren inkiibatorde
kiiltiire edilmistir. Doku flasklari igerisindeki hiicrelerin proliferasyonu %70-80 doluluga
ulagtiginda hiicreler pasajlanmistir. Flasktaki besiyeri aspire edildikten sonra fosfat
tamponlu salin soliisyonu (PBS) ile hiicreler yikanarak FBS kalintis1 uzaklastirilmigtir.
Hiicrelerin yiizeyini kaplayacak miktarda Tripsin-EDTA (%0,25) eklenmis, tripsinin hizl
aktivite gostermesi i¢in 37°C inkiibatorde 5 -10 dakika inkiibe edilmistir. Flaskin
yiizeyinden kalkan hiicreler inverted mikroskop altinda gdzlemlenerek tiim hiicreler
kalktiginda flask icerisinden hiicreler besiyeri eklenerek toplanip santrifiij tiipline
aktarilmigtir. 1300 rpm’de 5 dk santrifiij edilen tiiplerdeki hiicre pelletleri, besiyeri
eklenerek homojen bir hiicre siispansiyonu elde edilene kadar yavasca pipetaj yapilmistir.
Uygun oranda hiicre slispansiyonu seyreltilerek yeni bir flaska aktarilip 37°C, %5 COz’de

kiiltiire edilmistir. Hiicrelerin dondurulup saklanmasi islemi i¢in 1-2 milyon hiicre
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icerecek sekilde hiicre slispansiyonlarina %5 DMSO eklenip pipetajlandiktan sonra 1-1,5
ml kryotiiplere konmustur. Hiicre canliligini korumak i¢in kademeli olarak -20°C’ye

konmus ardindan 80 °C’de dondurulduktan sonra sivi azot tanklarinda saklanmaistir.

2.2.3. Silybum marianum ekstraktinin hiicre canlihig iizerine etkisi — MTT

Testi

Silybum marianum ekstraktinin hiicre hatlar1 lizerindeki sitotoksik etkisi kolorimetrik
MTT  (3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyltetrazolium  bromide) testi ile
belirlenmistir (Ghasemi ve ark., 2023). Vero E6, HEK293T, Caco-2, ve Calu-3 hiicreleri
sirastyla  7x10°, 5x10°, 12x10% 12x10° hiicre/kuyu olacak sekilde 96 kuyulu
mikroplakalara ekilmis %5 CO», 37°C inkiibatorde 24 saat, inkiibe edilmistir. Daha sonra
besiyeri igerisinde ekstraktin diliisyonlar1 hazirlanmis 100 pl olacak sekilde 4 tekrarh
hiicrelere uygulanmistir ve ardindan 96-kuyulu plakalar 24, 48, 72 saat boyunca inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon sonras1 besiyeri icinde hazirlanan 0,5 mg/ml MTT soliisyonu,
kuyulardan besiyeri aspire edildikten sonra 100 pl olarak konmustur ve %5 CO», 37°C’de
4 saat inkiibe edilmigtir. Canli hiicrelerin mitokondriyal siiksinat dehidrogenaz enzim
aktivitesi ile indirgenen sar1 tetrazolyum tuzu mavi-mor formazan kristaline
doniismektedir. Inkiibasyon sonunda olusan mor formazan kristallerinin ¢éziinmesi igin
kuyulara 100 pl organik solvent DMSO eklenmistir. Mikroplaka calkalayicida 120
rpm’de 2 saat, calkalandiktan sonra mikroplaka okuyucuda optikal yogunluk (OD: optical
density) 570 nm ve 630 nm referans dalga boyunda 6l¢iilmiistiir. Elde edilen optik
yogunluk degerleri higbir uygulama yapilmamis besiyeri i¢eren negatif kontrole gore
normalize edilerek ekstrakt uygulanan hiicrelerin yiizde canlilik degerleri hesaplanmigtir.
% Hiicre Canliligi = OD570-650 (ekstrakt) / OD570-650 (negatif kontrol) x 100 (1)

Mikroplaka okuyucudan elde edilen ham verilerin istatistiksel analizi Prism 9
Graphpad kullanilarak two-way ANOVA testi ile yapilmistir. Ekstraktin doz-cevap
egrisinden hiicre canliligini %30 inhibe eden (IC30) ve %50 inhibe eden (IC50) ekstrakt
dozlar1 hesaplanmigtir. Bu ¢alisma kapsamindaki uygulanan diger in vitro testlerde
ekstraktin IC30 degerinden daha diisiik dozlar yani hiicre canliliginin %70-80 oldugu

dozlar kullanilmistir.
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2.2.4. Silybum marianum ekstraktinin hiicre hatlarinin morfolojisi iizerine

etkisi — Histokimyasal boyama

Vero E6, HEK293T, Caco-2, ve Calu-3 hiicre hatlar1 8.0x10%, 8.0x10%, 12.0x10°,
12.0x10° hiicre/kuyu olmak tizere 24 kuyulu plakalara yerlestirilen lamellerin tizerine
ekildikten sonra %5 CO», 37°C’de 48 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan sonra IC30
dozunu igeren ekstrakt diliisyonlar1 besiyeri igerisinde hazirlanip 500 pl olacak sekilde
kuyulara uygulanmis ve 24 saat inkiibe edilmistir. Daha sonra besiyeri aspire edilerek
hiicreler PBS ile iki kez yikanmustir. Hiicreler 300 pl %4 paraformaldehit ile 15 dakika
oda sicakliginda bekletilerek fikse edilmistir. Yikamalardan sonra 300 ul %0,2 Triton X-
100 soliisyonu eklenerek 10 dakika bekletilmistir. Hiicreler 6nce PBS ardindan distile su
ile yikandiktan sonra 1 dakika boyunca 300 pl hematoksilen boyasinda birakilmis ve
cesme suyu ile yikanmistir. Hematoksilen boyasi pozitif bir yiike sahiptir ve kromatin
histon proteinlerindeki anyonik bdlgeleri boyayarak hiicre ¢ekirdegini boyamaktadir.
Yikamanimn ardindan asidik bir yapiya sahip olan ve sitoplazmik proteinleri pembe-
kirmiziya boyayan eozin boyasindan 300 pl hiicrelerin tizerine eklenmistir. Hiicreler 5-7
dakika kadar bu boyada bekletildikten sonra boya saf etanol ile uzaklagtirilmistir.
Lameller 24 kuyulu plakanin kuyularindan ¢ikarilarak lam iizerinde 10 ul kapatma
sollisyonunun {iizerine ters g¢evrilerek kapatilmistir. Hematoksilen - eosin ile boyanan

hiicrelerin fotograflar1 Cytation 7 ile 40x objektifle ¢ekilmistir.

2.2.5. Silybum marianum ekstraktinin hiicre apoptozuna etkisi — Annexin

V/PI immunofloresan boyama

Silybum marianum ekstraktinin hiicreler iizerindeki apoptotik etkisi immiinofloresan
Annexin V/PI boyama ile analiz edilmistir. Annexin V, hiicreler apoptoza girdiginde
hiicrenin i¢ ylizeyinden dis yiizeyine dogru yer degistiren fosfatidilserine baglanir ve yesil
1s1ma verirler bu hiicrelerin erken apoptoz evresinin bir belirtisidir. Propidyum iyodiir
boyasi1 ise membran biitlinliigli bozulan hiicreleri boyayarak hiicre 6liimii gerceklesen gec
apoptoz evresindeki hiicreleri boyar. Hoechst boyas1 bir DNA boyasidir ve hiicrelerin
cekirdegini maviye boyar. Siyah 96 kuyulu plakalara Vero E6, HEK293T, Caco-2 ve
Calu-3 hiicre hatlar1 sirastyla 10x103, 10x10°, 15x103, 15x10° hiicre/kuyu olacak sekilde
ekilmis %5 CO», 37°C’de 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Daha sonra ekstraktin IC30

dozundan daha diisiik dozlar1 igeren diliisyonlar1 hiicrelere uygulanmis ve 24 saat inkiibe

17



edilmistir ardindan hiicreler 2 kez PBS (Ca2+, Mg2+) ile yikanmistir. Annexin baglama
soliisyonu igerisine son konsantrasyonlar1 20 pg/ml Annexin V-FITC, 1 pg/ml Hoechst,
1 pg/ml propidyum iyodiir olacak sekilde boyalar eklenip iyice vortekslenmistir.
Hazirlanan boya soliisyondan her bir kuyuya 30 pl olacak sekilde uygulanmig ve 30
dakika oda sicakliginda, karanlikta bekletilmistir. Inkiibasyon sonrasi floresan

mikroskopta fotograflar Cytation 7 ile 40x biiyiikliigiinde ¢ekilmistir.

2.2.6. Silybum marianum ekstraktinin hiicre hatlarinda oksidatif stres iizerine

etkisi —- DCFDA testi

Hiicre sinyal yolaklar reaktif oksijen tiirevlerinden (ROS) etkilenmektedirler. ROS
diizeylerinin diisiik seviyede olmasi hiicresel i¢ denge i¢in 6nemli bir rol oynamaktadir.
Hiicresel antioksidan kapasitesinin asilmasi ve hiicresel ROS diizeyinin yiikselmesi
durumunda, ROS makromolekiiler hasara sebebiyet vermektedir. DNA, protein ve
lipidlerin yapisin1 bozarak redoks dengesini bozabilmektedir. Nekroz, apoptoz gibi
sonuglara sebep olabilmektedir. Ekstraktin antioksidan potansiyelinin belirlenmesi i¢in
DCFDA floresan testi uygulanmistir. Oksidasyona duyarlh DCFDA (2°,7’-
dichlorofluorescein diacetate) boyasi hiicre igerisindeki hidroksil, peroksil ve diger ROS
aktivitesini 6l¢meye yaramaktadir. Hiicre igerisinde esteraz aktivitesi ile DCF formuna
doniismektedir ve okside olarak floresan 1s1ma vermektedir (Wang ve Roper, 2014).
Deneyde pozitif kontrol olarak kullanilan N-asetil sistein (NAC) giiglii bir antioksidandir.
NAC hiicre i¢inde sistein ve glutatyon seviyelerini yiikselterek serbest radikallerin
yakalanmasini saglar ve bdylece hiicresel ROS diizeyini diisiiriir (Halasi ve ark., 2013).
96 kuyulu siyah plakalara Vero E6, HEK293T, Caco-2, ve Calu-3 hiicreleri sirasiyla
10x10°, 10x10%, 15x10°, 15x103 hiicre/kuyu olacak sekilde ekilmis %5 CO», 37°C’de 24
saat inkiibe edilmistir. Takip eden giin ekstraktin IC30 dozu besiyeri igerisinde
hazirlanarak hiicrelere uygulanmistir. Pozitif kontrol olarak 100 pl i¢erisinde 10 mM N-
NAC kuyulara eklenmis ve 24 saat %5 CO,, 37°C’de inkiibe edilmistir. Inkiibasyonundan
sonra hiicreler iki kez PBS ile yikandiktan sonra iizerlerine 10 uM DCFDA
sollisyonundan 100 pl eklenerek 30 dakika oda sicakliginda karanlikta inkiibe edilmis
ardindan kuyulardan DCFDA uzaklastirilmistir. Kuyularda hiicrelere oksidatif stres
olusturmak icin 100 uM %30 H20> uygulanmistir ve akabinde floresan okuma Ex/Em =

485/535 nm’de 1 saat boyunca 6l¢iilmiistiir. Relatif %floresans degerleri negatif kontrol

18



yani hi¢bir uygulamaya icermeyen sadece besiyeri olan kuyulardaki floresan okumaya

gore normalize edilmistir.

2.2.7. Silybum marianum ekstraktinin RBD-ACE2 baglanmasim inhibisyon
potansiyeli - ELISA testi

SARS-CoV-2 enfeksiyonuna karsi viral hedefe yonelik potansiyel inhibitdrlerin
taramas1 i¢in yiiksek verimli tarama (HTS) sistemi kullanilmistir. Enfeksiyonun
baslamasina neden olan viriis — konake¢1 hiicre etkilesimi RBD-ACE2 baglanmasi ile
gerceklestiginden potansiyel inhibitorler i¢cin bloke edilmesi gereken en 6nemli hedeftir.
Bu nedenle Silybum marianum ekstraktinin RBD-ACE2 baglanmasini inhibe etme
potansiyelini belirlemek yiiksek verimli tarama sistemi ELISA testi uygulanmistir. 96
kuyulu yiiksek adsorpsiyonlu ELISA plakasinin her kuyusuna 200 ng olacak sekilde 100
ul RBD konmus ve gece boyu +4°C’de bekletilmigtir. RBD kaplanan kuyular 3 defa 300
ul PBS-T (%0,05 Tween 20) ile yikandiktan sonra 1 saat oda sicakliginda 300 pl %2 siit
tozu ile spesifik olmayan baglanmalar1 engellemek amaciyla bloklama yapilmigtir. Siit
tozu ile inkiibe edilmis plakadan siit tozunu uzaklastirilmak i¢in 3 defa PBS-T ile yikama
yapilmisti. Bu esnada, uygulanacak bitki ekstrakti diliisyonlar1 eppendorflarda
hazirlanip, i¢lerine 200 ng olacak sekilde His-tag’li Fc-ACE2 eklenmis 37°C’de 60
dakika inkiibe edilmistir. Hazirlanan ekstrakt ve His-tag’li Fc-ACE2 karisimi kuyulara
100 pl olacak sekilde eklendikten sonra 1 saat karanlikta, oda sicaklifinda inkiibe
edilmistir. Kuyular 3 defa PBS-T ile yikanarak RBD’ye baglanmayan His-tag’l1 Fc-ACE2
ve ekstrakt ortamdan uzaklagtirllmig ve kuyulara PBS igerisinde 1:1000 oraninda
hazirlanan 100 ul HRP soliisyonu eklendikten sonra 30 dk inkiibe edilmistir. HRP’nin
ACE2’ye anti-His tag’indan baglanmasi1 beklenmektedir. ACE2’ye His-tag’indan
baglanmas1 ger¢eklesmeyen kuyudaki serbest HRP’yi uzaklagtirmak i¢in 5 defa PBS-T
ile yikama yapilmigtir. Kuyulara eklenecek olan substrat tamponu 6 pl %30 H202, 1000
ul 4 mg/ml TMB ve 19 ml substrat tamponu icerisinde hazirlanmis ve her kuyuya 100 pl
olacak sekilde eklenmistir. Substrat tamponunda H>O> bulunmasi sonucunda HRP
ortamda bulunan molekiilleri okside edebilmektedir. ACE2’ye baglanan HRP’nin
enzimatik aktivitesi sonucu ortama eklenen renksiz TMB substrati, oda sicakliginda,
karanlikta 10 dk inkiibasyon sonucunda oksidasyona ugrayarak mavi renk almaktadir.

Kuyuta olusan redoks dongiisiinii durdurmak i¢in kuyulara 50 pul 2 M H>SO4 eklenmistir.
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Degisen ortam pH’st reaksiyonu dongiisiinii durdurarak substratin renginin sartya
donmesine sebep olmustur. ELISA plaka mikroplaka okuyucuda 450 nm’de
okutulmustur. RBD-ACE2 baglanmasinin inhibasyonu, ekstraktin elde edilen OD
degerleri sadece RBD-ACE2 uygulanmasindan elde edilen OD degerine normalize

edilerek hesaplanmstir.

2.2.8. Silybum marianum ekstraktinin Mpro enzimatik aktivitesini

inhibisyonu-FRET testi

Mpro enzimi viral poliproteinlerin islenerek islevsel hale gelmelerinde rol oynayarak
viral replikasyonda onemli anahtar role sahiptir. Bu nedenle COVID-19 tedavisinde
baslica ilag aday1 hedeflerinden biri olmustur. Silybum marianum ekstraktinin Mpro
enzimini inhibe etme potansiyelini belirlemek icin yliksek verimli tarama floresans
rezonans enerji transferi (FRET) testi uygulanmistir. Mpro inhibisyonu iiriin kitinde
belirtilen yontem takip edilerek uygulanmistir. Deney tamponu igerisine 1 mM
Dithiothreitol (DTT) eklenmistir. Dondurulmus Mpro buzun {izerinde ¢dzdiiriildiikten
sonra 3000 pl deney soliisyonuna her kuyudaki reaksiyon 150 ng igerecek sekilde 20 pl
Mpro eklenmistir. Diger taraftan 500 pg/ml — 10 pg/ml doz aralifinda ekstrakt
diliisyonlar1 deney tamponu igerisinde hazirlanmistir. Hazirlanan Mpro soliisyonundan
30 pl pozitif kontrol grubuna ve GC376 proteaz inhibitorii i¢eren inhibitor kontrol
grubuna eklenmistir. GC376 inhibitdr kontrol grubundaki kuyulara konsantrasyonu 100
uM olmak tizere 10 pl konmustur. Ardindan DMSO ile ¢oziilen bitki ekstraktinin
diliisyonlar1 hazirlanmistir. Ekstrakt diliisyonlar1 kuyuda en son 1:5 oraninda
seyrelecekleri géz onilinde bulundurularak diger soliisyonlarin da oldugu gibi 5x olarak
hazirlanmigtir. 10 pl %5 DMSO igeren deney soliisyonu kuyulara eklenmis ve 30 dakika
oda sicakliginda calkalayicida inkiibe edilmistir. 10 mM Mpro substratindan 25 pl alinip
Iml deney tamponuna konarak 250 uM substrat soliisyonu hazirlanip her kuyuya 10 pl
eklenmistir ve substratin kuyuya konmasiyla reaksiyon baglamistir. Plakanin {isti
kapatilip, oda sicakliginda gece boyu inkiibe edilmistir. Floresan siddeti floresan
mikroplaka okuyucu ile Ex 360/Em 460 nm’da okutulmus ve elde edilen veriler negatif

kontrole gore normalize edilerek yiizde Mpro enzim aktivitesi hesaplanmistir.
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2.2.9. Silybum marianum ekstraktinin pseudoviriis S1 notralizasyon

potansiyeli

Plazmid Izolasyonu: Pseudoviriis S1 nétralizasyon deneylerinde kullanilacak ACE2,
GFP, TMPRSS, Spike 1, psPAX2 plazmidlerinin izolasyon kiti protokoliine gore
transforme edilen NEB Stable bakteri susundan izole edilmislerdir. NEB Stable bakteri
susu heat-shock tekniginden yararlanilarak kullanilacak plazmidler ile transforme
edilmistir. Eppendorf tiiplerine plazmidlerden 50 ng olacak sekilde 1:10 oraninda RNAz
icermeyen suya eklenip, igine 20 ul NEB stable bakteri silispansiyonu eklenmistir.
Eppendorflar 30 dk buzda bekletilmis ardindan 45 sn 42°C’ye ayarlanmig 1s1 blogunda
bekletildikten sonra yeniden buza alinip buzda 5 dk bekletilmistir. Hemen ardindan
iizerine 250 ul siv1 besiyeri eklenmis ve ¢alkalayicili 1sitict blokta 37°C’de, 225 rpm’de
1 saat calkalanmistir. Eppendorf igerisinde bulunan bakteri siispansiyonundan 100 pl
alinip 100 pg/ml ampisilin iceren kati1 LB besiyerine yayma teknigi ile ekim yapilmistir.
37°C’de bir gece inkiibe edildikten sonra kati besiyerinden tek koloni segilip 100 pg/ml
ampisilin iceren 150 ml sivi LB broth besiyerine pasaj yapilmistir. Bir gece 37°C’de
inkiibe edilen bakteri siispansiyonlarindan Midi-Prep plazmid izolasyon Kkiti ile
plazmidler izole edilmistir. Elde edilen plazmidlerin Nanodrop ile genetik materyalin
yogunlugu belirlenip, plazmidler ortam kosullarindan etkilenmemesi ve uzun siire
saklanabilmesi i¢in -20°C’de muhafaza edilmistir.

Transfeksiyon: HEK293T yliksek verimle transfeksiyona ugratilabilen 6zellestirilmis
bir hiicre hattidir. HEK293T hiicreleri 5x10° hiicre/kuyu olacak sekilde PLL kaplanmig
seffaf 6 kuyulu plakaya ekilmigtirr HEK293T hiicrelerinin yiiksek diizeyde ACE2 ve
pseudoviriis S1 iiretmesi i¢in plazmidlerle transformasyon islemi gergeklestirmistir.
Bunun i¢in bir 1,5 ml tiip igerisine 10 pl Fugene-6 ve 90 ul DMEM eklenerek oda
sicakliginda 5 dk bekletilmistir. Pseudoviriis S1 transfeksiyonu i¢in tiipe 1250 ng lenti
RRL_GFP raportor plazmidi, 1125 ng psPAX2 paketleme plazmidi ve 125 ng Spike
plazmidi eklenmistir. Bir diger tiipe ACE2 transfeksiyonu i¢in 1250 ng ACE2 ve 1250 ng
TMPRSS2 plazmidleri eklenmistir. Plazmidler karigtirildiktan sonra tiipler 20 dakika
boyunca 37°C’de inkiibe edilmistir. ACE2 ve pseudovirus S1 ekspresyonu i¢in hazirlanan
2 ayr1 plazmid karigimlari hiicreler iizerine damla damla uygulanmis ve bir gece %5CO.,
37°C’de 24 saat inkiibatorde bekletilerek transfeksiyon gerceklestirilmistir. Ertesi giin

hiicreler transfeksiyon ajan1i Fugene-6 uzun siire maruziyet kaldiginda toksik etki
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yaptigindan uzaklastirilarak taze besiyeri eklenmistir. Transfeksiyonun 48. saatinde Spike
plazmidi ile transfekte edilen hiicrelerin siipernatanti bir siringa ile toplanmis ve 0.45 pm
filtreden gecirilerek kisa silirede kullanilmak {izere +4°C’de, uzun siireli kullanilmak
izere -20°C’de muhafaza edilmistir. Diger yandan, ACE2 plazmidi ile transfekte edilen
hiicreler 611 kuyulardan toplanarak 2x10* hiicre/kuyu olacak sekilde siyah 96 kuyulu
mikroplakaya ekilmis %5 CO., 37°C’de 24 saat inkiibe edilmistir. Hazirlanan Silybum
marianum ekstraktt diliisyonlar1 Spike iceren filtrelenmis siipernatant ile eppendorf
tiiplerde 1:1 oraninda 100 pl olacak sekilde birlestirilip 30 dakika oda sicakliginda inkiibe
edildikten sonra hiicrelerin iizerine eklenmis ve transdiiksiyonun gerceklesmesi i¢in 96
kuyulu plaka %5 CO», 37°C’de 72 saat inkiibe edilmistir. Hiicreler S1 proteini ile enfekte
oldugunda olusan yesil floresan 1s1ma siddeti Cytation 7 mikroplaka okuyucuda ex/em
395/500 nm’de Sl¢iilmiistiir.

Hiicrelerde transdiiksiyon sonunda olusan yesil floresan 1stma Cytation 7 hiicre
goriitiileme cihazinda 20x biiyiikliikte fotograf ¢ekimi gergeklestirilmistir. Ekstrakt
uygulanan kuyulardaki floresan 1g1ma siddeti, uygulama yapilmayan kuyulardaki negatif
kontroliin floresan 1s1ma siddetine (%100) normalize edilerek ekstraktin relatif

ndtralizasyon potansiyeli belirlenmistir.
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3. BULGULAR VE TARTISMA

3.1. Bulgular

3.1.1. Silybum marianum bitki ekstraktinin in vitro hiicre canlihigl iizerine

etkisi

Silybum marianum bitki ekstraktt ACE2 ekspresyonunun yiiksek olan hiicre hatlari

izerine 24, 48 ve 72 saat 0 - 3000 pg/ml doz araliginda uygulandiktan sonra doz-cevap

iligkisi MTT hiicre canlilig1 testi ile belirlenmistir. Her hiicre hatt1 i¢cin ekstraktin

antioksidan ve antiviral biyoetkinliklerinin belirlenmesinde kullanilacak uygulama

dozlart (<%30 hiicre inhibisyonu, IC30 ve IC50 dozlar1 grafikten elde edilen egriden

belirlenmistir (Sekil 1)).
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Sekil 4. Silybum marianum bitki ekstraktinin (A) Vero E6, (B) HEK293T, (C) Caco-2,

(D) Calu-3 hiicre hatlarina 24, 48 ve 72 saat uygulandiktan sonra MTT hiicre canlilig1

testi ile belirlenen doz — cevap iliskisi gosterilmistir.
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Silybum marianum ekstraktinin Vero E6, HEK293T, Caco-2 ve Calu-3 hiicre
hatlarina 24 saat, 48 saat ve 72 saat uygulandiktan sonra doz-cevap egrisinden hesaplanan

IC30 ve IC50 degerleri Tablo 1°de verilmistir.

Tablo 1. Silybum marianum ekstraktinin Vero E6, HEK293T, Caco-2 ve Calu-3 hiicre
hatlarina 24 sa, 48 sa, ve 72 sa. uygulandiktan sonra MTT testi sonucunda belirlenen IC30

ve IC50 degerleri.

Maruziyet
L 1C30 Degerleri (ng/ml)
siiresi
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 Degerleri (ng/ml)

24 151.5+4237 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

Silybum marianum ekstrakti uygulanan hiicrelerin duyarliliklar1 azalan diizeyde
HEK293T > Calu-3 > Vero E6 > Caco-2 sitotoksik etki gostermistir. MTT testi
sonuclarina gore Silybum marianum ekstraktinin sitotoksik etkisi maruziyet siiresine gore

paralel olarak artig gostermistir.

3.1.2. Silybum marianum ekstraktinin hiicre morfolojisi iizerine etkisi

Hiicre morfolojisi, hiicre i¢erisinden veya disaridan hiicreyi etkileyebilecek etmenler
sonucu degisebilmektedir. Hiicre morfolojisini incelemek hiicrenin davranigini
anlayabilmeyi saglamaktadir. Hiicrede olusan fonksiyonel degisimler morfolojisine
yansimakla birlikte, sitoplazma ve niikleusun morfolojik degisimleri hiicrenin genel
durumu hakkinda ipuglari verebilmektedir. Ayn1 zamanda hiicre morfolojisi dis kosullarin
tamamindan etkilenebildigi i¢in hiicrede meydana gelen morfolojik degisimler tek bir

sebebe baglanamamaktadir. Test edilen ekstrakt hiicre hatlarina uygulandiktan sonra
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hiicre morfolojisinde olusan degisimleri belirlemek i¢in hiicre ¢ekirdegini boyayan
hematoksilen ve sitoplazma proteinlerini boyayan eosin ile immunohistokimyasal

boyama yapilmistir.
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Sekil 5. Silybum marianum ekstraktinin Vero E6, HEK293T, Caco-2 ve Calu-3 hiicre
hatlar1 tlizerinde 24 saat uygulandiktan sonra hiicre morfolojisi iizerindeki etkisi

hematoksilen — eosin boyama ile degerlendirilmistir. 40x biiyiikliikte ¢cekilmistir.

Vero E6 hiicreleri kontrol grubunda fibroblastik yapida, dolgun sitoplazmali ve
yuvarlak c¢ekirdeklere sahip oldugu goriilmiistiir. Hiicre yogunluguna bagli mor pembe
koyu renkli boyali bolgeler goriilmektedir. Ekstrakta maruziyet sonucu Vero E6
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hiicrelerinin sitoplazmik yogunlugundaki azalmanin yan sira hiicrelerin sitoplazmasinda
genisleme ve g¢ekirdek boyunda kiiclilme gozlenmistir. Doz arttikca ¢ekirdek
yogunlugunun azaldigr goriilmiistir. HEK293T hiicrelerinin kontrol grubunda hiicre
cekirdekler iri, sitoplazma dolgun ve hiicre smirlarinin belirgin oldugu goriilmiistiir.
Silybum marianum uygulamast HEK293T hiicre ¢ekirdeklerinde yogunlugu artirmis
oldugu ve hiicre proliferasyonunun artmasina sebep oldugu gézlemlenmistir. HEK293T
hiicrelerinin proliferasyonundaki artis MTT canlilik testinden elde edilen sonuglar ile
uyusmaktadir, 500 pg/ml dozunda hiicre sayisinda bir diisiis yasanmasina ragmen 6nceki
dozlarmin proliferatif etkilerinin oldugu goriilmiistiir. Caco-2 hiicreleri kontrol grubunda
net ve belirgin hiicre sinirlarina sahip oldugu ve hiicrelerin sitoplazmasinin koyu renkte
boyandig1 goriilmistiir. Silybum marianum uygulanan dozlarda sitoplazmik yogunlugun
azaldig1 ve hiicrelerin sinirlarinin kontrole goére daha az belirgin oldugu goriilmektedir.
2000 ve 2500 pg/ml dozlarinda hiicre proliferasyonu kontrolden daha az oldugu ve yer
yer hiicre 6limii oldugundan proliferasyonda azalma goriilmektedir. Calu-3 hiicre hattinin
kontrol grubuna bakildiginda hiicrelerin uzun fibroblastik yapida olduklart goriilmiistiir.
Uzun yapili hiicreler, prolifere oldukga lifimsi bir goriintii ortaya ¢ikmistir. Cekirdeklerin
sekilleri diizgiin ve yuvarlak, mor renkli, sitoplazmas1 pembe ve dolgun goriintiilenmistir.
Silybum marianum uygulamasi sonrast ¢ekirdek ve sitoplazma morfolojisinde kayda
deger bir degisim gozlenmistir. Sitoplazmada yirtik gibi goriinen biitiinliik kayb,
sitoplazmik yogunlugun azalmasindan dolay1 agik pembe boyanmig goriintii gdzlenmistir.
Bunun yani sira, doz arttik¢a ¢ekirdekler birbirinden uzaklagmis, hiicrenin igerisinde de

renk yogunlugu tek bir tarafa birikmis goriilmiistiir.

3.1.3. Silybum marianum ekstraktinin hiicre apoptozuna etkisi

Apoptoz programli hiicre 6liimii olarak bilinen, hiicresel homeostazin korunmasinda
ve fizyolojik ve patolojik olaylarin diizenlenmesinde hayati 6neme sahiptir. Apoptozun
indiiklenmesi SARS-CoV-2 enfeksiyonunun ayirt edici 6zelligidir (Li ve ark., 2022). Bazi
viriislerin artan apoptoz ile iliskili oldugu bilinmektedir. Bu viriisler tarafindan tetiklenen
apoptotik hiicre 6liimii, konak¢inin antiviral bagisikliginda karmasik bir role sahiptir ve
viral temizlenmeyi kolaylastirabilir veya viriisiin neden oldugu doku hasar1 ve hastaligin
ilerlemesi i¢in bir mekanizma gorevi gorebilir. Biriken kanitlar apoptoz orani ile COVID-

19 patojenitesi/siddeti arasinda dogrudan bir iliski oldugunu gostermektedir. Viriis
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kaynakli apoptozu hedeflemek, SARS-CoV-2 viriis enfeksiyonunun tedavisinde umut

verici bir strateji olabilir (Li ve ark., 2022) .

Silybum marianum ve Vero E6
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Sekil 6. Silybum marianum ekstraktinin Vero E6 hiicre hattina 24 saat uygulandiginda
apoptotik etkisi. Hoechst mavi floresan; PI kirmizi floresan, Annexin V yesil floresan.
40x biiytikliikte ¢ekilmistir. Yukaridan asagiya 1.satirda aydinlik alan, 2.satirda Annexin
V/PI, 3.satirda Annexin V/PI/Hoechst birlestirilmis fotograflar1 goriilmektedir.

Silybum marianum ekstraktinin 400, 500, 600 pg/ml dozlarinin Vero E6 hiicre
hattinda apoptotik etkisi incelenmistir. Apoptotik hiicre olusumunda ekstraktin 400 pg/ml
doz uygulamasi kontrole gore karsilastirildiginda farklilik géstermemekle beraber, artan
500 ve 600 pg/ml dozlart uygulandiginda apoptotik hiicre sayisinin arttig1 goriilmektedir.
(Sekil 6).
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Silybum marianum ve HEK293T
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Sekil 7. Silybum marianum ekstraktinin HEK293T hiicre hattina 24 saat uygulandiginda
apoptotik etkisi. Hoechst mavi floresan; PI kirmizi floresan, Annexin V yesil floresan.
40x biiytikliikte ¢ekilmistir. Yukaridan asagiya 1.satirda aydinlik alan, 2.satirda Annexin
V/PI, 3.satirda Annexin V/PI/Hoechst birlestirilmis fotograflar1 goriilmektedir.

Silybum marianum ekstraktinin 500, 750, 1000 pg/ml dozlarmin HEK293T hiicre
hattina uygulandiginda apoptotik etkisi immiinofloresan boyama ile incelenmistir.
Apoptotik hiicre sayis1 artan doz uygulamasi ile orantili olarak artig gostermektedir ancak
1000 pg/ml doz uygulamast toksik etki yaptigindan daha fazla hiicre 6liimiine neden

oldugundan daha az apoptotik hiicre goriilmektedir (Sekil 7).
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Silybum marianum ve Caco-2
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Sekil 8. Silybum marianum ekstraktinin Caco-2 hiicre hattina 24 saat uygulandiginda
apoptotik etkisi. Hoechst mavi floresan; PI kirmiz1 floresan, Annexin V yesil floresan.
40x biiyiikliikte ¢cekilmistir. Yukaridan asagiya 1.satirda aydinlik alan, 2.satirda Annexin
V/PI, 3.satirda Annexin V/PI/Hoechst birlestirilmis fotograflar1 goriilmektedir.

Silybum marianum ekstraktinin 750, 1000, 1250 pg/ml dozlar1 Caco-2 hiicre hattina
uygulandiginda apoptotik hiicre sayist diisik dozda gdzlemlenirken yiiksek
dozlardaapoptotik hiicre sayisinda azalma olurken nekrotik hiicrelerde artus

apgozlemlenmistir (Sekil 8).
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Silybum marianum ve Calu-3
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Sekil 9. Silybum marianum ekstraktinin Calu-3 hiicre hattina 24 saat uygulandiginda
apoptotik etkisi. Hoechst mavi floresan; PI kirmizi floresan, Annexin V yesil floresan.
40x biiytikliikte ¢ekilmistir. Yukaridan asagiya 1.satirda aydinlik alan, 2.satirda Annexin
V/PI, 3.satirda Annexin V/PI/Hoechst birlestirilmis fotograflar1 goriilmektedir.

Silybum marianum ekstraktinin 800, 1000, 1200 pg/ml dozlar1 Calu-3 hiicre hattina
uygulandiginda kontrol grubuna gore doz artigina paralel olarak apoptotik hiicre sayisinin

arttig1 goriilmektedir (Sekil 9).

3.1.4. Silybum marianum ekstraktinin oksidatif stres iizerine antioksidan
etkisi
Silybum marianum ekstraktinin literatiirde One siiriilen koruyucu antioksidan
kapasitesini belirlemek i¢in pozitif kontrol antioksidan NAC ile karsilastirilarak floresan
DCFDA testi uygulanmustir. /n vitro hiicre hatlarina Silybum marianum ekstraktinin
toksik olmayan IC30 dozlar1 ve NAC (10 mM) 24 saat uygulandiktan sonra H>O>

uygulanarak olusturulan reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) inhibisyonu incelenmistir.
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Silybum marianum ekstraktinin ROS inhibisyon kapasitesi hi¢bir uygulama yapilmayan
negatif kontrolde olusan floresan yogunluk 100% kabul edilerek normalize edilmis ve
hesaplanmustir.

Silybum marianum ekstraktiVero E6, HEK293T, Caco-2 ve Calu-3 hiicre hatlar1 {izerine
24 saat uygulandiktan sonra oksidatif stres yaratmak icin H>O; uygulanmig ve ROS
inhibisyon kinetigi 60 dakika Ol¢iilmiistiir. Pozitif kontrol olarak antioksidan NAC
kullanilmustir (n = 6) (*"*p < 0,05).
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Sekil 10. Silybum marianum bitki ekstraktinin Vero E6 hiicre hatt1 izerindeki antioksidan

etkisi gosterilmistir. (SM: Silybum marianum)

Silybum marianum ekstraktt 350 pg/ml ve NAC 10 mM dozlarinda Vero E6 hiicre
hattina 24 saat uygulanmistir. Kiiltiir ortaminda var olan ROS inhibisyonunda NAC daha
yliksek aktivite gdsterirken H>O» uygulandiginda 30 ve 60 dakika boyunca olusan 4-5 kat
yliksek diizeydeki ROS inhibisyonunda Silybum marianum ekstrakti 6nemli derecede

daha etkin antioksidan etki géstermistir (p < 0.05) (Sekil 10).
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Sekil 11. Silybum marianum bitki ekstraktinin HEK293T hiicre hatt1 iizerindeki

antioksidan etkisi gosterilmistir. (SM: Silybum marianum)

Silybum marianum ekstrakti 750 pg/ml dozunda HEK293T hiicre hattina
uygulandiginda kiiltiir ortaminda var olan ROS inhibisyonunda NAC etkisiz kalirken
ekstrakt %50’den daha fazla inhibe etmistir (p < 0.05). Ancak H>O> uygulandiginda 60
dakika boyunca 2-3 kat yiiksek diizeyde olusan ROS, kontrole gére NAC ve Silybum
marianum ekstraktt antioksidan aktivite gostermemis hatta ROS diizeyinde 6zellikle

NAC uygulamasinda artis olmustur (p < 0.05). (Sekil 11).
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Sekil 12. Silybum marianum bitki ekstraktinin Caco-2 hiicre hatt1 iizerindeki antioksidan

etkisi gosterilmistir. (SM: Silybum marianum)
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Silybum marianum ekstrakti 2500 pg/ml dozunda Caco-2 hiicre hattina 24 saat
uygulandiginda kiiltiir ortamindaki ROS diizeyini %80 inhibe ederken NAC etkisiz
kalmigtir.  Caco-2 hiicrelerine H»>O» uygulandiginda ilk dakikada NAC etkinlik
gostermezken ekstrakt %50 - 60 ROS diizeyini inhibe etmistir. Devam eden 30 ve 601nc1
dakikalarda NAC ve ekstrakt ayn1 derecede antioksidan aktivite gostererek olusan ROS
seviyesini %50 -60 azaltmistir (p < 0.05) (Sekil 12).
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Sekil 13. Silybum marianum bitki ekstraktinin Calu-3 hiicre hatti iizerindeki antioksidan

etkisi gosterilmistir. (SM: Silybum marianum)

Silybum marianum ekstrakti1 Calu-3 hiicre hatina 1000 pg/ml dozda uygulandiginda
hiicre ortaminda var olan ROS olusumunu zamanla relatif artigla %40 - 70 oraninda inhibe
ederek NAC uygulamasindan 2 kat daha fazla etkinlik gostermistir. Calu-3 hiicrelerine
H>0, uygulandiginda ilk ve 30uncu dakikalarda NAC etkinlik gostermezken ekstrakt
%40 ROS diizeyini inhibe etmistir fakat 60. dakikada her iki uygulamada antioksidan
aktivite gostermemistir (Sekil 13).
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3.1.5. Silybum marianum ekstraktinin RBD ile ACE?2 inhibisyon etkisi
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Sekil 14. Silybum marianum ekstraktinin RBD-ACE2 baglanma inhibe etme potansiyeli
egri grafigi gosterilmistir — ELISA testi

Silybum marianum ekstraktinin SARS-CoV-2 enfeksiyonuna karsit antiviral
potansiyelini belirlemek i¢cin RBD ile ACE2 baglanmasinin inhibisyonu ELISA ile test
edilmigtir. Deney sonucunda Silybum marianum ekstraktinin RBD:ACE2 baglanmasini

%50 engelledigi etkin dozun 82,86 pg/ml oldugu hesaplanmaistir.

3.1.6. Silybum marianum ekstraktinin Mpro enzimi inhibisyonu — FRET testi

Silybum marianum

125—= Il Mpro, Kontrol SM, 100 pg/ml
SM, 50 pg/ml [ GC376, 100uM
kK%
100 "ok
9 ns
‘5 754
£
2
-
o 50
S
=
25—
0 I I r
Mpro, Kontrol SM, 50 pg/ml SM, 100 pg/ml GC376, 100uM

Sekil 15. Silybum marianum’un Mpro inhibisiyon iizerine etkisini gostermektedir.

(Negatif kontrol: Mpro; pozitif kontrol: GC367; SM: Silybum marianum)

Silybum marianum bitki ekstraktinin 50 ve 100 pg/ml dozlart kullanilarak Mpro
enzimi inhibisyon deneyi ger¢eklestirilmistir. 100 pg/ml ve 50 pg/ml dozunda bitki
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ekstraktt %97,8 ve %53,5 Mpro enzimatik aktiviteyi inhibe etmistir. Silybum marianum
100 ug/ml doz olarak uygulandiginda en az pozitif kontrol olarak kullanilan GC376 kadar
inhibitor etkisi gdstermistiz Deney sonucu elde edilen veriler negatif kontrol verileri
%100 kabul edilerek hesaplanmustir. Istatistiksel analizi inhibitor kontrol GC376’ya gére,
one-way Dunnett testi ile yapilmistir (p < 0.05).

3.1.7. Silybum marianum ekstraktinin pseudoviriis S1 modeli iizerinde

antiviral etkisi
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Sekil 16. Silybum marianum’un Spike pseudoviriis modeli lizerinde antiviral etkisi

ACE2 ifadesi artirilmis transfekte HEK293T hiicreleri ile yapilan bu deneyde
ekstraktin S1 proteini baglanmasina etkisi aragtirilmistir. Hiicrelere 100 pg/ml, 200 pg/ml
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ve 300 pg/ml Silybum marianum ekstraktt uygulanmistir. Ekstrakt uygulamasi
pseudovirus S1 proteini ile birlikte kuyulara konmustur. HEK293T hiicrelerinin ACE2
reseptOrlerine baglanan Spike proteini endositoz ile igeriye alindiginda yesil floresan
1stma meydana gelmistir. Ekstraktin baglanmay1 engellemesi durumunda 1simanin
gerceklesmemesi beklenmektedir. 100 pg/ml doz uygulanan hiicrelerde kontrole kiyasla
yesil 1s1mada azalma gozlemlenmistir. 200 ve 300 pg/ml doz uygulanan hiicrelerde

1stmanin daha artti1 gozlemlenmistir.
3.2. Tartisma

Bu calismada oncelikle Silybum marianum un ekstraktinin in vitro sistemde hiicre
canlilifi, hiicre morfolojisi iizerine olan etkileri belirlenmistir. /n vitro Vero E6,
HEK293T, Caco-2 ve Calu-3 hiicre soylarina 24 saat, 48 saat ve 72 saat uygulanarak her
hiicre soyunda i¢in doz-cevap iliskisi belirlenmistir. Ekstraktin hiicre canliligina ve
morfolojisine sitotoksik etkisi olmayan ekstrakt dozu araligi belirlenerek apoptoz,
oksidatif stres ve SARS-CoV-2 enfeksiyonuna kars1 biyoetkinligi arastirilmistir.
Uzerindeki 72 saatlik sitotoksik etki izlendiginde; bu bitki ekstraktina en dayanikl hiicre
hattt Caco-2 olurken en hassas hiicre hattinin HEK293T oldugu goriilmiistiir. Bitki
ekstraktinin sitotoksik etkileri sirastyyla HEK293T > Calu-3 > Vero E6 > Caco-2 olarak
saptanmigtir. MTT hiicre canlilik deneyi sonuglarina gore, 125-250 pg/ml arasindaki doz
araliginda hiicrelerin canliliginin daha fazla etkilendigi gozlemlenmistir. de Albuquerque
ve ark. (2023) Caco-2 ve Silybum marianum tohumlarindan elde edilmis ekstraktin
sitotoksik etkileri degerlendirdikleri caligmalarinda 1,5-200 pg/ml doz aralifinda
uygulama yapilmistir. Sadece 100 pg/ml dozunda canliigin %50 azaldigini
belirtmislerdir (de Albuquerque ve ark., 2023). Rahal ve ekibinin 2015 tarihli
caligmasinda, Caco-2 hiicre hatti lizerinde silibin ve Silybum marianum ¢ekirdegi yaginin
sitotoksik etkileri arastirilmistir. Bu ¢aligmada, diisiik konsantrasyonlarda goriilen hiicre
Oliimiiniin sebebini ekstrakt icerisindeki bilesiklerin sinerjistik etkilesimleri olarak 6ne
stiriilmiigtiir. Bu tez calismasinda elde edilen MTT testi sonuglari, literatiirde yapilmig
diger calismalarla uyumlu bir sekilde ortiismektedir (Ben Rahal ve ark., 2015). Silybum
marianum’un hiicreler lizerinde 24 saatlik maruziyeti sonucunda doz-cevap egrilerinden
yola ¢ikarak Vero E6 i¢in IC50 151,5 + 42,37 pg/ml, HEK293T i¢in 1233 + 19,64 pg/ml,
Caco-2 i¢in 2169 + 21,49 pg/ml, Calu-3 i¢in 1037 £+ 11,36 pg/ml olarak hesaplanmustir.
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Silybum marianum total bitki ekstrakti uygulanmig Vero E6 hiicrelerinde Elatif ve
arkadaglarinin MTT testi bulgularina gore %50 sitotoksisite konsantrasyonu IC50=576.5
pg/ml olarak ortaya konmustur (Sharaf ve ark., 2022) Malkani (2020), Vero hiicrelerine
Silybum marianum ekstraktin1 400 pg/ml konsantrasyonunda uyguladiginda %50 hiicre
inhibisyonu elde etmistir (Malkani ve ark., 2020) Bu tez ¢alismasinda kullanilan bitki
ekstraktt bitkinin tohumlarindan elde edilmistir. Silimarin bilesigi en fazla Silybum
marianum tohumundan elde edilmektedir (Bhattacharya, 2011). Ayn1 hiicre hatt1 izerinde
yapilan calismalarda degisen canlilik diizeyleri tespit edilmistir. Bu degiskenlik, ekstrakt
icinde bulunan silimarin ve silimarini olusturan fenolik bilesiklerin farkli
konsantrasyonlarda bulunmasindan kaynaklanabilir. Kanser hiicre hatlar1 olan KB ve
A549 hiicrelerine Silybum marianum uygulamasinin sitotoksisite sonuglarina gére KB
IC50=555 pg/ml; A549 1C50=511 pg/ml bulunmustur (Azadpour ve ark., 2021). Bu tez
calismasinda kullanilan Caco-2 ve Calu-3 kanser hatlar1 daha yiiksek dozlarda %350
canlilik gdstermislerdir. Caco-2 hiicreleri bariyer olusturma olusturabildiginden yiiksek
membran direncine sahiptir (Grasset ve ark., 1984). Calu-3 hiicreleri ince bir mukus
tabakasi salgilamaktadir (Mdckel ve ark., 2022). Bu karakteristik 6zellikleri, hiicrelerin

bitki ekstraktinin sitotoksik etkilerine karsi1 direngli olmasini saglayabilir.

Yapilan canlilik deneyi sonuclari, literatiirdeki bulgularla karsilastirildiginda, elde
edilen verilerin anlamli oldugunu gostermektedir. Silybum marianum toksisitesi yani sira
icerigindeki bilesiklerin toksisite ¢aligmalart da mevcuttur. Silibin uygulanan PC-3 kanser
hatt1 tizerinde IC50=50 pg/ml (Gioti ve ark., 2019); A375 akciger kanser hatt1 lizerinde
IC50 97-120 uM; A431 epidermoid kanser hatti i¢in IC50 126-166 uM; HaCaT saglikli
deri keratonosit hiicre hatti icin IC50 120-150 uM olarak belirtilmistir (Diukendjieva ve
ark., 2020). Ahmed ve arkadaslar1 (2020) tarafindan yapilan c¢aligmada, silimarin
uygulanan normal insan hiicresi HFB-4 i¢in IC50 degeri 16,83 pg/ml olarak belirtilirken,
kanser hatt1 HepG2 i¢in ise IC50 degeri 22,75 pg/ml olarak rapor edilmistir (Ahmed ve
ark., 2020). Bununla birlikte, Ramakrishnan ve ekibinin ¢aligmasinda (2009), silimarin
uygulanan HepG2 hiicrelerinin %50 inhibisyon konsantrasyonu MTT testi sonucu 50-75
pg/ml araliginda tespit edilmistir (Ramakrishnan ve ark., 2009). Silimarinin 400 uM
dozu, Jurkat hiicre hattinda proliferasyona neden olurken, ayn1 dozun K562 losemi

hattinda hiicre inhibisyonuna sebep oldugu belirtilmistir (Hosseinabadi ve ark., 2019).
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Silybum marianum ekstrakti icerisinde en fazla bulunan silimarin ve silimarinin yapisinda

bulunan silibin ile yapilan deneylerde daha yiiksek biyoaktivite gdzlemlenmistir.

Hiicre hatlarinin histolojik boyamasi ile morfolojik degerlendirme yapildiginda, Vero
E6 hiicrelerinde, kontrol grubuna kiyasla ekstrakt uygulanan gruplarda sitoplazma
yogunlugunda azalma tespit edilmistir. Ayrica, hiicre yogunlugu ekstraktin 400 pg/ml
dozunda, cekirdek konumuna bagl olarak daha az olarak gozlemlenmistir. HEK293T
hiicrelerinde yapilan gozlemlerde, doz artisina bagli olarak hiicre proliferasyonunda
azalma tespit edilmis ancak artan dozlarla birlikte ¢ekirdek yapisinda yogunluk azalmasi
ve bazi hiicrelerde morfolojik bozulmalar gézlemlenmistir. Caco-2 hiicre hattinda yapilan
gozlemlerde, doz artisina bagli olarak morfolojik degisimler meydana gelmistir.
Hiicrelerin dagilimi ve konumu degismis, sinirlar1 daha belirsiz hale gelmistir. Ayrica,
hiicre ¢ekirdeklerindeki yogunluk, kontrole gore doz arttik¢a azalma egilimi gostermistir.
Ekstrakt uygulanan hiicrelerde nekrotik hiicrelerin varligi gézlemlenmistir. Ekstrakt
uygulanan hiicrelerde sitoplazmik genisleme ve bazi bolgelerde sitoplazmanin birikimi
gozlenmistir. Doz artistyla birlikte, hiicrelerin belirgin bir sekilde biiylidiigii ancak
smirlarinin zayifladigt ve ipliksi bir yap1 kazandig1 gézlenmistir. Hiicre baglantilarinin
zayifladig1 ve ¢ekirdek i¢inde graniiler yapilarin belirgin bir sekilde arttii gozlenmistir.

Niikleer biizilme ve kromatin yogunlagmasi, literatiirde apoptoz ile
iliskilendirilmistir (Forika ve ark., 2020). Hiicreler arasi adezyonun zayifladigi,
sitoplazmanin ipliksi bir yapiya doniistiigii, hiicrenin morfolojisinde ¢ubuk seklinde bir
uzama ve graniiler ¢ekirdek yapisinin belirdigi gézlemlenmistir, ki bu durum apoptotik
hiicre morfolojisini tanimlayan 6zellikler arasindadir (Kanipandian ve ark., 2019). Lee ve
arkadaslar1 ortasindan biiylimiis hiicrelerin nekrotik olduklarini  ve vakuol
dejenerasyonuna ugradiklarini géstermistir (Y. S. Lee ve ark., 2011). Yapilan morfolojik
boyamalar, bu tez ¢alismasinda elde edilen apoptoz boyama verileriyle ve hiicre canlilik

sonuglaryla tutarlilik gostermektedir

Silybum marianum’un hiicrelerdeki apoptotik etkisi incelendiginde, yesil floresans
sergileyen hiicreler genellikle programli hiicre 6liimiiniin erken evresinde bulunurken,
cekirdekleri kirmizi floresans gosteren hiicreler genellikle hiicre §liimiiniin ileri evresinde

bulunmaktadir. Saglikli hiicre ¢ekirdekleri mavi floresans goéziikmektedir. Vero E6
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hiicresinin kontrol grubunda bazi hiicrelerin yesil floresan yayarak erken apoptoz
evresinde oldugu goézlenmektedir. Hiicrelere uygulanan 400 pg/ml ekstrakt dozunda
kontrole kiyasla apoptoz sinyallerinin daha az gozlemlendigi tespit edilmistir. Uygulanan
dozlar arttikca hiicre sayisinda ve sikliginda azalma, apoptotik hiicrelerin sayisinda artis,
cekirdeklerde kiiciilme ve morfolojik degisiklikler gozlemlenmistir. HEK293T hiicre
hattinda da ekstrakt uygulama dozlarina paralel sekilde hiicre 6liimii artmistir. Kontrole
gore apoptotik hiicrelerde artis gozlemlenmis ve doz arttikca cekirdeklerin yuvarlak
morfolojisini kaybettigi goriilmiistiir. Caco-2 hiicreleri kontrole kiyasla doz artigina bagh
olarak doz arttikca hiicrelerin apoptoza girdigi gézlenmistir. Doz arttik¢a hiicre sayisinda
azalma gdzlenmistir. Ileri apoptoz evresindeki hiicrelerin cekirdeklerinde graniilasyon
gozlenmis ve doz artigina bagli olarak ¢ekirdek morfolojilerinde degisiklik gézlenmistir.
Calu-3 hiicrelerinde kontrol grubuna kiyasla ekstrakt uygulamasi apoptoza yol agmustir.
Doza bagli olarak apoptoza giren hiicrelerin sayisinda artis gozlenmistir. Ekstrakt
uygulanan gruplarda hiicrelerin daha genis bir alana yayildig1 ve ¢ekirdeklerin daha
seyrek konumlandigi, kontrol grubuna kiyasla daha siki ¢ekirdek konumu ve dar bir
sitoplazmik alana sahip oldugu gdzlenmistir.

Literatiirde yapilan caligmalara gore, HepG2 hepatokarsinom hiicrelerine 50-75
pug/ml silimarin uygulandiginda ¢ekirdekte apoptotik cisimciklerin gozlendigi ve
apoptoza ugrama yiizdesinin %14'ten %42'ye yiikseldigi belirtilmektedir (Ramakrishnan
ve ark., 2009). HeLa hiicre hattina uygulanan silibin ile yapilan deneylerde, floresan
boyama kullanilarak DAPI ile boyanan ¢ekirdeklerde fragmentasyon gézlemlenmis ve bu
cekirdeklerin daha parlak bir sekilde boyandigi tespit edilmistir (Nawaz ve ark., 2022)
Silybum marianum'un belirli kanser hiicre hatlarinda apoptozu indiikledigini gdsteren
caligmalar bulunmaktadir (Tyagi ve ark., 2002; Vaid ve ark., 2015). Bu tez ¢calismasinda
da yapilan apoptoz boyamalar1 sonucunda ekstrakt uygulanan hiicrelerde apoptozun

indiiklendigi gézlemlenmistir.

DCFDA deneyi sonug grafiklerine bakilarak, farkli dozlarda uygulanan Silybum
marianum ekstraktinin dort farkli hiicre hatti ilizerinde oksidasyona karsi etkinlik
sergiledigi gozlemlenmistir. Vero E6 hiicreleriyle hidrojen peroksit ile indiiklenmis
oksidatif stres modelinde, Silybum marianum ekstraktinin IC30 dozunun uygulanmasiyla,

pozitif kontrol olarak NAC uygulanan gruba kiyasla ROS seviyelerinde bir diisiis
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gbzlemlenmistir.

Hidrojen peroksitin 60 dakikalik siire¢ iginde Vero E6 hiicrelerinde ROS iiretimini
kademeli olarak artirdig1 gézlemlenmistir. Ancak, 30. dakikada 6zellikle NAC uygulanan
grupta anlamli bir ROS seviyesi azalisi gozlenmistir. Bu siirecte, 350 pg/ml ekstrakt
uygulanan kuyularda ise NAC uygulanan gruplardan daha diisik ROS seviyeleri
kaydedilmigtir. HEK293T hiicrelerinde 1 saatlik siire boyunca 100 uM H>O»
uygulamasina bagli kademeli ROS artis1 goriilmiistiir. 750 pg/ml Silybum marianum
ekstraktinin uygulanmasinin ardindan kuyucuklardaki ROS seviyelerinde azalma
gozlemlenmistir. Caco-2 hiicrelerinde 100 uM H>O: uygulamasit ROS diizeyinde
kademeli bir artisa sebep olmustur. Zenin ve ark. (2022) gore oksidatif stres kosullarina
kanser hiicre hatlar1 saglikli hiicre hatlarina gore daha direnglidirler. 20-100 pM
araliginda H>O: uyguladiklart K-562 ve HeLa hiicre hatlarinda diisiik diizeyde ROS
olusumu gozlemlemislerdir (Zenin ve ark., 2022).2500 pg/ml ekstrakt uygulanan
kuyucuklardaki ROS seviyeleri uygulanmayan kuyucuklara kiyasla daha diisiik oldugu
belirlenmistir. Ekstraktin ROS seviyesini diisiirmekte etkin oldugu gézlemlenmistir. H>O»
maruziyet siiresi arttikca ROS seviyelerinde bir artis meydana gelirken, bu hiicre hatti
icin yapilan NAC uygulamasimin ROS seviyelerini diislirmeye yeterli olmadig: tespit
edilmigtir. Caco-2 hiicre hattinin oksidatif strese kars1 direng gostermesi, 6zgiin hiicresel
karakteristik 6zelliklerinden kaynaklanan bir durum olabilir. Calu-3 hiicre hatt1 iizerinde
H>O, uygulandiginda artan ROS dretimi 1 saatlik siire igerisinde artmadigi
gozlemlenmistir. Hiicrelere 100 uM H>O; uygulamasiyla oksidatif stres kosullari
olusturuldugunda, 24 saat boyunca Silybum marianum 1000 pg/ml uygulamasinin
NAC’m antioksidan aktivitesine gére dnemli 6l¢iide daha yiiksek antioksidan 6zellikler
sergiledigi tespit edilmistir. Bu hiicre hatt1 1 saat oksidasyon maruziyeti boyunca ROS

iiretiminde diger hiicre hatlarindan farkli olarak belirgin bir artig gdstermemistir.

RBD kaplanmis kuyucuklara ACE2 eklenerek gerceklestirilen ELISA modelinde
Silybum marianum'un farkli dozlar1 uygulanmistir. Elde edilen verilerle doz-cevap egrisi
cikarilmig ve EC50 degeri 82,86 pg/ml olarak belirlenmistir. Silybum marianum dozlart
ACE2 ile inkiibe edildikten sonra ardindan RBD kaplanan kuyucuklara eklenmistir.
Literatiirde yer alan bir ¢aligmada, 15 pg/ml silibin viral proteinler Spike, RdRp,
Mpro’nun etkinligin ELISA teknigi ile arastirilmasi icin kullanilmistir. Silibinin
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inhibisyon potansiyeli Spike i¢in IC50 14,09 pg/ml, Mpro i¢in ise IC50 9,93 pg/ml olarak
belirlenmistir (Hamdy ve ark., 2022). Bu farkliligin, silibinin bitki ekstrakti i¢erisinde
daha diisik konsantrasyonlarda  bulunuyor olmasindan kaynaklanabilecegi

diistiniilmektedir.

Mpro enzimi viral yasam dongiisiinde viriisiin replikasyonu ve transkripsiyonu i¢in
onemli bir yere sahiptir. Yapilan FRET deneyinde Mpro enzimatik aktivitesi 6l¢iilmiistiir.
Elde edilen bulgulara gore %47 Mpro enzim inhibisyonu sagladigi saptanmistir.
Literatiirde Silybum marianum ekstrakti ile yapilmis in vitro ¢aligmalara rastlanmamuigtir.
Bazi bitkisel bilesiklerin yiliksek biyoaktiviteleri sonucu antiviral etkileri bulundugu
bilgisayar temelli ¢aligmalarca ortaya konmustur. Silybum marianum bilinen bir dogal
ila¢ olmas1 sebebiyle Mpro inhibisyonunda da etkinlik gosterebilecegi diisiiniilmiistiir. Qi
ve arkadaslarinin (2022) in silico docking c¢aligmalarina gore silidiyanin bilesigi -8.7
kcal/mol serbest baglanma enerjisiyle etkin bir inhibitor potansiyeli tasimaktadir (Qi ve
ark., 2022). Diger yandan silibin bilesigi ile de docking ¢alismasi yiiriitmiis baska bir grup
bilim insan1 da i¢lerinde 30 fitokimyasalin bulundugu bir grup bitkisel bilesikle molekiiler
docking caligmasi yapmistir. Calismalarinda silibin bilesiginin aralarindaki en etkin
bilesik oldugunu ve -11.928 kcal/mol serbest baglanma enerjisi gostererek

hidroksiklorokinden daha etkin bir sonug verdigi ortaya konmustur (Pandit ve ark., 2020).

ACE2 transfekte HEK293T hiicreleri kullanilarak olusturulan pseudoviriis S1
modelinde hiicreye toksik etkisi bulunmayan giivenli dozlarda Silybum marianum
uygulamasi gerceklestirilmistir. Nnadi ve ark. (2023) tarafindan yapilan bir ¢alismada
SARS-CoV-2 enfekte Vero E6 hiicreleriyle gergeklestirilen inhibisyon deneyinde, SARS-
CoV-2’nin Silybum marianum ile etkin bulundugu belirtilmistir (Nnadi ve ark., 2023).
Bagka bir calismada ise, Vero E6 hiicreleriyle ve Silybum marianum ile yapilan
deneylerde, SARS-CoV-2 %50 inhibisyon dozu 80.5 pg/ml oldugu tespit edilmstir
(Sharaf ve ark., 2022). Literatiirdeki diger caligmalarda kullanilan SARS-CoV-2
viriislinlin, ekstraktin viral enzim ve proteinlerin tamamina etki edebilmesinden dolay1
inhibisyon gosterdigi diisiinlilmektedir. Bu tez ¢alismasinda kullanilan pseudoviriis S1
modeli ise spesifik olarak S1 proteini ile ACE2 etkilesimini modellemek igin

gelistirilmistir.

41



4. SONUCLAR

SARS-CoV-2 viriisii salgini tiim diinyada milyonlari etkilemis bir pandemi olmustur.
SARS-CoV-2’ye karsi ilag gelistirme calismalari devam etmektedir. SARS-CoV-2’ye
kars1 kullanilmakta olan ilaglar bu virlise spesifik gelistirilen ilaclar degillerdir ve
tedavide %100 etkinlik saglanamamaktadir. ilaglarin etkinligini artirmak amaciyla
alternatif tedavi yontemlerine odaklanilmigtir. Bazi bitkilerin digerlerine gore viral
enfeksiyonlarda daha etkili oldugu belirlenmistir. Deve dikeni (Silybum marianum)
bitkisi antiviral 6zellikler tagiyan ve yiizyillardir ¢esitli viral enfeksiyonlarda tedavi ve
tedaviye destek amacli kullanilmaktadir. Bilim insanlarmin da ilgisini ¢eken Silybum
marianum bitkisinin antiviral biyoetkinligi birkag viriise kars1 kanitlanmigtir. SARS-CoV-
2’ye kars1 etkinligi in silico ¢aligmalarca one siiriilmiis olmakla birlikte, ileri diizeyde in
vitro ¢aligmalara ihtiya¢ bulunmaktadir. Bu tez ¢alismasinda da bu bitkinin ekstraktinin
SARS-CoV-2’ye kars1 antiviral etkinliginin arastiririlmast amaglanmastir.

Bu tez ¢alismasinda;

o ACE2 reseptorii ifadesi yiiksek oldugu bilinen bobrek (Vero E6, HEK293T),
kolon (Caco-2) ve akciger (Calu-3) hiicre hatlar tlizerinde Silybum marianum
bitkisinin sitotoksik etkileri arastirilmis ve sitotoksik etkisinin HEK293T> Calu-
3 > Vero E6 > Caco-2 seklinde oldugu saptanmuistir.

e Bitki ekstraktinin hiicre hatlar1 iizerinde neden oldugu morfolojik degisimler
hematoksilen ve eozin boyalar1 kullanilarak saptanmistir. Bitki ekstraktinin hiicre
hatlarinin ¢ekirdek ve sitoplazma yapisinda belirgin degisimlere sebep oldugu
gozlenmigtir. Artan dozlarda bitki ekstraktinin, g¢ekirdek ve sitoplazmadaki
degisimleri artirdig1 tespit edilmistir. Bu degisiklikler arasinda, cekirdeklerin
yuvarlak yapilarini kaybetmesi, hacmen kiiclilmesi ve genetik materyalinde
yogunlagma meydana gelmesi bulunmaktadir. Ayni1 zamanda, sitoplazmik
hacimde artig ve sitoplazma yogunlugunda azalma gézlemlenmistir.

e Bitki ekstraktinin hiicre hatlar1 iizerindeki apoptotik etkileri Annexin V, PI,
Hoechst immiinofloresan boyalar1 kullanilarak tespit edilmistir. Bitki ekstraktinin
artan dozlarinda hiicre hatlarinda apoptozise yol actigi, hiicre dliimiine bagh

proliferasyonda azalma ve nekrotik hiicrelerde artis oldugu gézlenmistir.
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e Olusturulan oksidatif stres kosullarinda bitki ekstraktinin hiicre hatlar1 tizerindeki
antioksidan etkisi arastirildiginda, Vero E6, Caco-2 ve Calu-3 hiicre hatlarinda
zamana bagli olarak artan bir antioksidan etki gozlenmistir. Ancak, HEK293T
hiicre hattinda benzer bir etki gézlenmemistir.

o Silybum marianum bitki ekstraktinin viral RBD bdlgesi ile insan ACE2 reseptorii
baglanmas {izerine etkisi ELISA testi ile saptanmistir. Yapilan test sonucunda
bitki ekstraktt RBD-ACE2 etkilesimini inhibe etme kapasitsi oldugu tespit
edilmisgtir.

e Mpro enzimi tizerindeki inhibitor etkisinin aragtiritlmas1 FRET testi uygulanmigtir.
Silybum marianum ekstraktinin 100 pg/ml dozunun Mpro enzimini %97.8 inhibe
ettigi tespit edilmistir.

e Pscudoviriis S1 modeli lizerinde, bitki ekstraktinin ACE2 transfekte HEK293T ile
S1 baglanmasi flizerine etkileri arastirilmistir. Yapilan deneyler sonucunda
Silybum marianum bitki ekstraktinin konak¢1t ACE2 reseptorii ile S1 proteinin

baglanmasini inhibe ettigi yoniinde bir sonug belirlenmemistir.

Sonug olarak, Silybum marianum bitkisinin SARS-CoV-2'ye kars1 etkili oldugu
bulgularina ulagilmigtir. Bitki ekstraktinin uygun dozaj ve miktarlarda, COVID-19
hastalarinda SARS-CoV-2 viriisiine karst mevcut tedavi yontemlerine ek olarak
kullanilmasi,  hastalarin ~ tedavi  siirecine olumlu katki  saglayabilecegi
ongoriilmektedir. Bu bulgular, bitki temelli terapotik yaklagimlarin SARS-CoV-2
enfeksiyonuna kars1t miicadelede potansiyel bir alternatif olarak degerlendirilmesini

desteklemektedir.
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