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Insan respiratuvar sinsityal viriis (RSV)’u, bebekler, cocuklar, yash yetiskinler ile solunum, kalp
veya immun sistem yetersizligi olan her yastan insanlarda ciddi st ve alt solunum yolu enfeksiyonunun
onde gelen nedenidir. Viriis’iin kontrolii ve dnlenmesine yonelik yeni yontemlere olan gereksinim,
RSV’den etkilenen insanlarin sayisini azaltmak i¢in son derece dnemlidir. Mantarlar, yeni antiviral etki
mekanizmalarina sahip ilaglarin 6ncii bilesiklerini igerirler. Nihai hedefi anti-RSV ila¢ adaylarini tespit
etmek olan bu ¢alisma, Phellinus igniarius’dan elde edilen metanol ve su ekstraktlarinin RSV’ye karsi
antiviral aktiviteye sahip olup olmadigini belirlemek amaciyla yapilmistir. Ekstraktlarin RSV’ye karst
antiviral aktivitesi kolorimetrik XTT testi ile degerlendirilmistir. Ekstraktlarin RSV’ye kars1 %50 koruma
saglayan konsantrasyonu ECsp olarak tanimlanmis ve CCso (%50 hiicresel sitotoksisite gosteren
konsantrasyon)’nin ECsy’ye oranindan da segicilik indeksi (SI) belirlenmistir. Ribavirin (RBV) anti-RSV
aktiviteye yonelik pozitif kontrol olarak kullanilmigtir. Arastirma sonuglari, Phellinus igniarius metanol
ekstraktinin RSV’ye kars1 antiviral aktiviteye sahip olmadigin gostermistir. Buna karsilik, ayn1 mantarin
su ekstrakti, 4.19 pg/ml ECso ve 27.92 SI degerine sahip oldugu tespit edilen RBV ile kiyaslanabilecek
oranda anti-RSV aktivite (ECsop = 486.40 pg/ml, SI = 11.98) géstermistir. Sonug olarak, Phellinus
igniarius su ekstraktinin RSV enfeksiyonu ile miicadelede daha ileri ¢aligmalara (anti-RSV aktiviteden
sorumlu aktif bilesik/bilesiklerinin tespit edilmesi) layik oldugunu sdyleyebiliriz.

Anahtar Kelimeler: Antiviral aktivite, insan respiratuvar sinsityal viriisu, kolorimetrik XTT
testi, Phellinus igniarius
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EVALUATION OF IN VITRO ANTIVIRAL ACTIVITY OF PHELLINUS
IGNIARIUS (L.) QUEL. AGAINST HUMAN RESPIRATORY SYNCYTIAL
VIRUS (HRSV)
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Human respiratory syncytial virus (RSV) is the leading cause of serious upper and lower
respiratory infections in infants, children, elderly adults and people of all ages with respiratory, heart or
immunodeficiency.The need for new methods of virus control and prevention is crucial to reducing the
number of people affected by RSV. Fungi contain the precursor compounds of drugs with novel
mechanisms of antiviral action. This study, whose ultimate goal is to identify anti-RSV drug candidates,
was conducted to determine whether methanol and aqueous extracts from Phellinus igniarius having
antiviral activity against RSV. Antiviral activity of extracts against RSV was assessed by colorimetric
XTT test. The concentration of extracts providing 50% protection against RSV was defined as ECs and
the selectivity index (SI) was determined from the CCsy (concentration showing 50% cellular
cytotoxicity) to ECso.

Ribavirin (RBV) was used as a positive control for anti-RSV activity. The results of the study
showed that the methanol extract of Phellinus igniarius did not have antiviral activity against RSV. In
contrast, the aqueous extract of the same fungus showed anti-RSV activity (ECso = 486.40 pg / ml, SI =
11.98) which could be compared with RBV, which was found to have an ECsp of 4.19 pg / ml and a SI
value of 27.92.

In conclusion, we can say that the Phellinus igniarius aqueous extract is worthy of further work
in fighting RSV infection (detection of the active compound / compounds responsible for anti-RSV
activity).

Keywords: Antiviral activity, human respiratory syncytial virus, colorimetric XTT test,
Phellinus igniarius.
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Simgeler

cm : Santimetre

dk : Dakika

g : Gram

m : Metre

mg : Miligram

mg/ml : Miligram/mililitre
mm : Milimetre

ng : Mikrogram

pg/ml  : Mikrogram/mililitre
ul : Mikrolitre

pum : Mikrometre

uM : Mikromolar

ml - Mililitre

nm : Nanometre

°C : Santigrad Derece
% : Yiizde
Kisaltmalar

ATCC : American Type Culture Collection

CCso : %50 sitotoksisite gosteren konsantrasyon
CPE : Sitopatik Etki
ECso : Enfekte hiicrelerin % 50’sinde koruma saglayan konsantrasyon

EMEM : Eagle’s Minimum Essential Medium
DKIDsy  : Doku Kiiltiirii Infektif Dozso

DMSO : Dimetil Siilfoksit

EDTA : Etilen Diamin Tetraasetik Asit

ELISA : Enzyme Linked Immunosorbent Assay

FBS : Fetal Bovine Serum: Fetal Sigir Serumu
GM : Growth Medium: Uretme Vasat1
HIV : Human Immunodeficiency Viriis
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: Hiicre Kontrol
: Herpes Simplex Viriis
: Herpes Simplex Viriis Tip 1
: %50 inhibisyon gdsteren konsantrasyon
: Konsantrasyon
: Maintenance Medium: Idame Vasat1
: Maksimum Non-Toksik Konsantrasyon
: Optik Dansisite
: Phosphate Buffered Saline
: Phenazine Methosulfate: Aktivasyon Ayiract
: Ribavirin
: Ribavirin Kontrol
: Respiratory syncytial viriis: Respiratuvar sinsityal viriis
: Su ekstrakti
: Standard hata
: Secicilik indeksi
: Virtis Kontrol

: 2,3-Bis(2-methoxy-4-nitro-5-sulfophenyl)-2H-tetrazolium-5-carboxanilide

inner salt



1. GIRIS

Diinyanin dort bir yaninda viriislerin neden oldugu akut respiratuvar
enfeksiyonlar, ¢ocuklar ve bebeklerde morbidite ve mortalitenin yiiksek seyirlidir.
Respiratory syncytial virlis (RSV), her yas grubunda pnomoni ve bronsiyolitin en
onemli nedenidir (Hruska ve ark., 1982; Treanor ve Falsey, 1999). Bagisiklik sistemi
zayiflamis toplumlarda RSV, ciddi saglik sorunlari ve zarara sebeb olabilir (Wyde,
1998). Dogal immiin sisteminin, tekrarlanabilen enfeksiyonlara karsi uzun periyotta
koruma gosteremedigi yaygin bir kanidir (Dubovi ve ark., 1981). RSV’ye karsi as1
gelistirme islemleri basarisizlikla sonuglandirilmistir(Chin ve ark., 1969; Kim ve ark.,
1969; Wyde, 1998). Asi gelistirilse ve onaylansa bile RSV’ye duyarli yeni dogan
bebekler ve bagisikligi diismiis bireyle i¢cin uygun olmama ihtimali kuvvetle
muhtemeldir (Wyde, 1998). Giiniimiiz sartlarinda RSV enfeksiyon tedavileri ve
onlemlerinde, ribavirin ve yiiksek titreli RSV-spesifik notralizan antikorlari ihtiva eden
immunglobulinler, kabul gérmiis antivirallerdir (Kneyber ve ark., 2000). Bunun yani
sira , her ikisi de ucuz ve uygulmasi kolay olmayan preparatlardir. Ribavirin’in
intravendz yolla hastaya uygulandiginda miyelositotoksik etki ortaya ¢iktigi ve bu
sebeble de sadece kiigiik aerosol partikiiller halinde alimmasmin uygun gorildigi
bildirilmistir (Smith ve ark., 1991; Lewinsohn ve ark., 1996). Aerosol partikiillerinin,
hastaya hastane dis1 uygulamada en basta bebekler ve ¢cocuklarda sikintilardan kaynakli
ve takip kontrol bakiminda zorluklar gostermektedir. Bu sebepten oOtiirii hastanin
hastanelere gitmesi gerekmektedir. RSV enfeksiyonlari i¢in asinin heniiz gelistirilmemis
olmast ve ciddi enfeksiyonlardan kullanilan tek bir antiviral etkeni olan ribavirinin
olusundan kaynakli, ¢ocuk doktorlarinda sikintilara sebebiyet vermektedir. Bundan
kaynaklanan sorunlardan dolayi, oral veya parental olarak kolay uygulamali 6zgiin anti-
RSV ilaglarin iiretilmesi ve gelistirilmesi elzem hale gelmektedir (Ma ve ark., 2002).

Mantarlar antik ¢aglardan beri insanoglu icin bir gida kaynagi ve ilag olarak
kullanilmaktadir. Modern tibbin geleneksel tedaviye yonelmesi ve basarili ¢alismalarin
yapilmasi, Alternatif Tip alanim popiiler hale getirmektedir. Mantarlar ise bu konunun
en Onemli elementlerinden birisini olusturmaktadir. Pek c¢ok mantar tiirii biyoaktif
bilesiklerin elde edilmesinde kullanilmaktadir. Tricholoma, Morchella, Fomitopsis,
Phellinus, Ganoderma, Fomes, Pleurotus, Polyporus, Poria, Coprinus, Aleurodiscus ve
Clitocybe, cinslerine ait tiirler aragtirmalarda ¢ogunlukla kullanilmaktadir. Mantarlardan

zengin B-glukan, lektin, fenolik bilesikler, flavanoidler, polisakkaritler, triterpenoidler,



lentinan, schizophyllan, lovastatin, pleuran, steroidler, glikopeptidler, terpenler,
saponinler, ksantonlar, kumarinler, alkaloidler, purin, purimidin, kinon, fenil propanoid,
kalvasin, volvotoksin, flammutoksin, porisin, eryngeolsin vb, maddeler elde edilmekte
ve tibbi arastirmalarda kullanilmaktadir (Wasser, 2002; Gregori ve ark., 2007; Ahmad
Hasan Salahuddin, 2008).

Mantarlar protein, lif, B ve C vitaminleri, kalsiyum ve diger mineraller agisindan
zengindirler. Yaklasik olarak bin yildir, Asya ve Avrupa’da mantar bir halk yiyecegi
olarak degil, ayn1 zamanda bir geleneksel ila¢ olarak da kullanilmaktadir. Tibbi olarak
bilinen mantarlar ilag 6zellikleriyle ilgili olarak kalp sagligin1 desteklemekte, bagisiklik
fonksiyonlarini arttirmakta, kanser riskini azaltmakta, virlis ve mantar hastaliklarini
savusturmakta, alerji ile miicadelede, kan sekeri seviyesini dengelemekte, inflamasyonu
azaltmada kullanilmaktadir. Tiim bu fonksiyonlar yumurtalik kanserini 6nlemede ve
miicadelesinde, bakteri kaynakli ve viriis enfeksiyonlarinda, insan viicudunun degisik
rahatsizliklarinda faydali olabilirler (Ooi ve Liu, 2000; Smith ve ark., 2002).

Basidiomycota ve Ascomycota subesindeki birgok mantar tiirli, mantarlar
aleminin 6énemli bir boliimiinii olusturmasina ve ilging yapilar ile yeni bilesiklerin ilgi
¢ekici bir kaynagini saglayabilmelerine ragmen, mantarlarin biyolojik aktiviteleri,
Ozellikle antiviral aktiviteleri, simdiye kadar kapsamli olarak arastirilmamistir.
Lentinula edodes (Berk.) Pegler, Boletus edulis Bull. ve Pleurotus ostreatus (Jacg.)
P.Kumm.’dan elde edilen su ve metanol ekstraktlarinin herpes simplex viris tip 1
(HSV-1)’e kars1 antiviral aktivitelerinin degerlendirildigi bir arastirmada, su
ekstraktlarinin metanol ekstraktlarina gére daha giiclii bir anti-HSV-1 aktiviteye sahip
oldugu belirlenmistir (Amoros ve ark., 1997; Bruggemann ve ark., 2006; Santoyo ve
ark., 2012). Mantarlarin antiviral etkileri onlarin sadece kaba ekstraktlarinda degil ayni
zamanda izole edilen bilesiklerinde de ortaya konulmustur. Bu aktif uygulamalar, viral
enzimlerin, viral niikleik asitlerin sentezinin veya virlislarin memeli hiicrelerine
adsorbsiyonu ve aliniminin inhibisyonu vasitasiyla dogrudan etki edebilmektedir (De
Silva ve ark., 2013). Ganoderma pfeifferi Bres. ve bilinen diger Ganoderma tiirlerinden
izole edilen ganodermadiol, lucidadiol ve applanoxidic asit G triterpenoidleri, influenza
viriis tip A’ya kars1 in vitro antiviral aktiviteye sahiptirler (MDCK hiicrelerinde sirasiyla
0.22 ve 0.19 mM’dan biyiik ICso degerleriyle). Ayrica, ganodermadiol, dudak
ekzantemine ve diger semptomlara neden olan 6nemli bir viriis olan HSV-1’e kars1
etkilidir (VERO hiicrelerinde 0.068 mM ICso degeriyle) (Mothana ve ark., 2003).
Kuslar ve insanlarin Influenza A virlisu A/Aichi/2/68 (H3N2) susuna karsi 11



basidiomiset tiiriiniin misellerinden elde edilen su ekstraktlarinin antiviral aktivitesi
arastirilmistir. Bu calismalarda antiviral etkenlerin potansiyel {ireticileri asagidaki
mantar tiirleri tespit edilmistir: Daedaleopsis confragosa (Bolton) J. Schrét., Datronia
mollis (Sommerf.) Donk, Ischnoderma benzoinum (Wahlenb.) P. Karst., Fomitopsis
officinalis (Vill.) Bondartsev & Singer, Lenzites betulina (L.) Fr., Trametes gibbosa
(Pers.) Fr. ve Trametes versicolor (L.) Lloyd (Kabanov ve ark., 2011; Teplyakova ve
ark., 2012). Lentinula edodes (Berk.) Pegler’in su ve etanol ekstraktlarinin yanisira
polisakkarit fraksiyonlari, polioviris (PV-1) ve bovine herpes viriis (BoHV-1)
replikasyonuna kars1 antiviral aktivite gostermistir (Rincdo ve ark., 2012), Rincao ve
ark. (2012), ekstraktlarin her iki viriis susunun replikasyon baslangi¢ siiregleri lizerine
etki ettigi sonucuna varmislardir. Agrocybe salicaceicola Zhu L. Yang, M. Zang & X.
X. Liu’dan elde edilen 6zgiin bir illudane-illudane bis-sesquiterpene olan
agrocybone’un, 100 uM ICso degeri ile respiratory syncytial viriis (RSV) una kars1 zay1f
antiviral aktivite gosterdigi bulunmustur (Zhu ve ark., 2010). Phellinus pini’nin
bazidyokarpindan elde edilen sicak su ekstrakti coxackieviris B3 (CVB3)’iin HelLa
hiicrelerindeki plak formasyonunu inhibe ederek énemli antiviral aktivite gostermis ve
aynt zamanda influenza viriisu (Flu)’nun ndraminidaz aktivitesine karsi en yiiksek
inhibitor etkiyi de gostermistir (Mi ve ark., 2009). Phellinus igniarius kiiltiirlerinden
kolon kromatografisiyle bir adet yeni seskiterpenoid (eudesm-1pB, 6a, 11-triol, 1.
bilesik), bir adet ergosta -4, 6, 8(14), 22-tetraen-3-one (2. bilesik), dort adet polifenol
(3, 4, 5, 6. bilesikler) ve bir adet piron (3-hydroxy-2-methyl-4-pyrone, 7. bilesik) olmak
tizere yedi dogal iiriin izole edilmistir. Bu bilesiklerin HSN1 influenza A viriisuna karsi
antiviral aktivitesi Madin-Darby Canine Kidney (MDCK) hiicrelerinde MTT
kolorimetrik test sistemiyle arastirllmistir. Elde edilen sonuglar, 1. bilesigin 6nemli
derecede influenza virtisunu inhibe etme yetenegine sahip oldugunu géstermistir (Song
ve ark., 2014). Yapilan arastirmalarda (Mi ve ark., 2009; Song ve ark., 2014) da
goriildiigii gibi, Phellinus mantarlarinin antiviral aktiviteleri 6zellikle RNA viriislarina
kars1 arastirilmis, fakat yine bir RNA viriisu olan RSV’ye yonelik herhangi bir ¢calisma
yapilmamigtir.

Bu calisma, Tiirkiye’de dogal olarak yetisen yenmeyen bir makromantar tiirli
olan Phellinus igniarius’un RSV’ye kars1 antiviral aktivitesini degerlendirmek amaciyla

yapilmustir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Respiratuvar Sinsityal Viriis (RSV)

Insan respiratuvar sinsityal viriis (RSV)’ii, bebekler, ¢ocuklar, yash yetiskinler
ile solunum, kalp veya immun sistem yetersizligi olan her yastan insanlarda ciddi {ist ve
alt solunum yolu enfeksiyonunun 6nde gelen nedenidir. Tiim insan populasyonlarinda
yaygin bir patojendir ve RSV salgininin mevsimselligi bolgeden bolgeye degismektedir
ki o; Avrupa, Kuzey Amerika ve 1liman iklime sahip iilkelerde kis ve ilkbahar aylarinda
ortaya c¢ikarken, tropikal iilkelerde yagmurlu mevsimde ortaya ¢ikabilmektedir. RSV,
yasamin ilk yillarindaki bebeklerin %65 kadarini enfekte etmektedir ve esas itibariyla 2
yasina kadar tiim bebekler enfekte olmaktadir. Bronsiyolit ve/veya pnomoni ilk
enfeksiyonlarin en yaygin sonuclaridir ve yaklasik olarak ¢ocukluk bronsiyolit
vakalarmin %80’1 ve bebek pndmonilerinin %50’si RSV enfeksiyonundan ileri
gelmektedir (Black, 2003). RSV’nin tahmini global yillik enfeksiyon ve mortalite
rakamlari, sirasiyla, 64 milyon ve 160,000°dir (Organization, 2008).

2.1.1. RSV’nin biyolojisi

RSV ilk kez hafif {ist solunum yolu enfeksiyonu semptomlar1 gosteren bir
sempanzeden izole edilmis ve “Sempanze Koriza Ajan1” olarak isimlendirilmistir
(Morris ve ark., 1956). Ertesi yil, antijenik yonden benzer viriislar alt solunum yolu
hastalig1 olan bebeklerin her ikisinden de izole edilmistir (Chanock ve Roizman, 1957).
Virilis, doku kiiltiiriinde olusturdugu karakteristik —sitopatojenik etki (sinsityum
formasyonu)’ye gore Respiratuvar Sinsityal Virlis olarak yeniden adlandirilmigtir
(Chanock ve Fiberg, 1957).

RSV, Paramyxoviridae familyasinin Pneumoviris cinsi igerisinde yer
almaktadir. RSV virionu genellikle 150-200 nm ¢apinda olup yuvarlaktir ya da 400 nm
uzunlukta filament6z bicimde olabilmektedir. Bu iki morfolojik formun determinantlari
ve bu tir partikiillerin viriis tasinmasi ve patojenitesindeki rolleri tam olarak
anlasilmamistir (Gower ve ark., 2005).

RSV virionu, tomurcuklanma sirasinda konakgi hiicrenin plazma membranindan

kaynaklanan lipit bir zarf tarafindan kusatilir. RSV genomu, 11 proteini kodlayan 10



gen iceren 15,200 niikleotitten meydana gelen tek iplikcikli, negatif anlamli ribontikleik
asit (RNA)’den olugsmaktadir (Easton ve ark., 2004). Zarfin iizerinde bulunan 3 integral
membran proteini, fiizyon (F), baglanma (G) ve kiigiik hidrofobik (SH) proteinleridir. F,
G ve yapisal olmayan proteinler (NSI ve NS2), zarfin i¢ yiizeyindeki matriks (M)
protein tabakasi ile etkilesim igindedir. Niikleoprotein (N), fosfoprotein (P) ve biiyiik
(L) proteinlerle iligkisi olan helikal niikleokapsid, M protein tabakasinin i¢ kisminda yer
almaktadir (Hacking ve Hull, 2002).

RSV’nin replikasyon dongiisii, viral bir protein ile bir hiicre reseptorii arasinda
etkilesim araciligiyla gerceklestigi zannedilen, konakg¢i hiicre yiizeyine RSV’nin
tutunmasi ile baslamaktadir. RSV’nin G proteini, G proteinine 6zgii poliklonal antikor
hedef hiicrelerin yiizeyine RSV nin adsorbsiyonunu bloke ettii zaman viral baglanma
proteini olarak tespit edilmistir (Levine ve ark., 1987). Ancak, yapilan bir ¢alisma, G
proteininin hiicre baglanmasi i¢in gerekli olmadigini, fakat siirecin etkinligini artiran
yardimct bir protein islevi gordiigiinii ortaya koymustur (Teng ve Collins, 1998).
Ayrica, RSV’nin hiicresel glikozaminoglikanlar (GAG’lar)’a baglandigina dair ¢ok
sayida delil olmasina ragmen, G proteinine yonelik hiicresel reseptor tespit edilmemistir
(Bourgeois ve ark., 1998; Teng ve ark., 2001). GAG’lar pek ¢ok memeli hiicresi ile
iligkisi olan dallanmamig polisakkarit zincirleridir. HEp-2 hiicrelerinde RSV
enfeksiyonu bakimindan énemli oldugu goriinen GAG tiirleri, heparan siilfat (HS) ve
kondroitin siilfat B (CS-B)’dir (Hallak ve ark., 2000). GAG’lar ile G proteini arasindaki
etkilesim viral girisi kolaylastirmaktadir, fakat alternatif yolaklar da yer alabilmektedir
(Crim ve ark., 2007).

Basarili baglanmadan sonra, enfekte olmayan hiicrelerin plazma membrani ile
viral zarfin veya enfekte hiicre membranmin fiizyonu, F proteininin varliinda
gerceklestirilebilir ve bu siire¢ G proteini araciligiyla artirilir. Daha sonra niikleokapsid
sitoplazmaya salinir ve L proteininin fonksiyonunu gergeklestirmesi i¢in gerekli olan, N
ve P proteinleri ile birlikte, bir RNA polimeraz olan L proteini araciliiyla viral mesajci
RNA (mRNA)nin transkripsiyonu gergeklestirilir. Virlis genomu, genomun 3’ ucunda
bir polimeraz giris yeri (Oncii veya baslatici sekans) igerir. Polimeraz kompleksi, her
genin korunmus baglangi¢ noktas1 sekansina ulasip transkripsiyonu baslatincaya kadar
genom boyunca hareket eder. Siire¢ sirasinda, biiyilk bir olasilikla da konakgi
ribozomlarinda translasyonu saglayan bir baslik yapist meydana getirmek igin L
proteininin eylemi araciligiyla, olgunlasmamis mRNA’larin metilasyonu meydana gelir.

Bir genin transkripsiyonu, U kalintilarinin kisa bir tekrarini igeren korunmus bir stop



sekansina polimeraz ulastigi zaman sona erer ve bdylece poliadenile [Poli(A)] bir
kuyruk mRNA’ya eklenir (Easton ve ark., 2004). Polimerazin sadece bir bolimii
(vaklasik %50°si) gelecek gene kadar ilerleyip transkripsiyonu baslatabilir ve ayrisik
polimeraz sadece 3’ lider sekansa translokasyonla transkripsiyonu yeniden baslatabilir.
Sonug olarak, 3’ lider sekansa daha yakin genlerin mRNA transkriptleri daha c¢ok
bulunur. Sonlandirma ve yeniden baslatma siireci iyi anlasilmamistir, fakat M2-1
proteininin tam uzunlukta viriis mRNA {iretimi igin gerekli oldugu gosterilmistir
(Fearns ve Collins, 1999).

Viral iirlinler olusturulduktan sonra, L, N ve P proteinlerinin etkinliklerini de
icine alan, viral genom replikasyonu gerceklestirilebilir. Polimeraz, RNA genomunun 3’
ucu promotdr dizisine baglanir ve RNA sentezini baslatir. RNA sentezi baglatilir
baslatilmaz, polimeraz, bir antigenom olusturmak amaciyla kalibin ucuna kadar devam
etmek icin baglanir. RNA genomunun 5’ ucu promotor dizinin antisens bir kopyasini
icerdigi i¢in, antigenomun 3’ ucu, projeni viriis genomlarinin negatif anlamli tek
iplik¢ikli RNA’larin1 olusturmak amaciyla bir sonraki replikasyona yonelik promotor
diziye sahiptir. Projeni RSV genomlarinin énemli bir miktar1 olusturulduktan sonra,
viral asemble meydana gelir. Enfeksiyon sirasinda biriken M2-2 proteinleri, viriisun
replikasyondan asembleye gecis yapmasinda yer alabilir (Ahmadian ve ark., 1999). N,
P, L ve M2-1 proteinleri yeni RNA genomlariyla baglanti kurdugu zaman yeni
niikleokapsidler olusturulur ve ondan sonra M2-1 proteinleri araciligiyla hiicre
membranindaki G proteinleri ile baglant1 kurmus olan M proteinleriyle etkilesime girer.
M proteinleri, niikleokapsidi paketleme Oncesi transkripsiyonel yonden inaktif hale
getirerek islev gorlir ve niikleokapsid kompleksinin, penetrasyon siirecini tersine
cevirdigi goriinen, tomurcuklanma sonras1 zarflanacak olan hiicre membrani bolgesiyle
birlesmesine katkida bulunur. Ayrica, viral partikiiller, F proteini ve RhoA tarafindan
aracilik edilen hiicre flizyon yOntemi araciligiyla, hiicre membranindan ¢ikmadan

hiicreden hiicreye dogrudan aktarilmaktadir (Pastey ve ark., 2000).

2.1.2. RSV suslan

RSV’nin dogal olarak meydana gelen varyantlari, monoklonal antikorlarla farkli
reaktiviteleri bazinda tespit edilen ve daha sonra G geninin diziliminde belirgin farklilik
gosteren gen dizilimine dayanilarak dogrulanan, A ve B olmak iizere iki antijenik gruba

ayrilmaktadir (Garcia Barreno ve ark., 1989). Bazan suslarin her ikisi ayn1 bdlgedeki



farkli hastalardan izole edilebilmekle birlikte, susun birisi bireysel bir lokasyonda
bireysel bir epidemi sirasinda baskin olmaya egilimlidir (Hall, 2001).

G proteinindeki degiskenliklere dayanilarak iki susun birkag alt tiitii idenfiye
edilmistir (Cane, 2001; Hall, 2001). RSV’ye kars1 hastalarda gelisen antikorlar
enfeksiyona yol acan belirli susun G proteinine spesifiktir. Cesitli RSV suslar1 ve
subtipleri arasinda G proteinleri dahilinde degiskenligin baska bir RSVsusu tarafindan
enfeksiyonlara karst konak¢i immiin korunmasmin etkinligini engelledigi tahmin
edilmektedir. Bu durum, aym1 zamanda RSV’ye kars1 etkili bir asinin iiretilmesini de
oldukga giiglestirmektedir (Wilson ve ark., 2000; Cane, 2001; Hall, 2001).

Birka¢ calisma, A susunun B susuna gore daha virulan enfeksiyonlara yol
actigin1 ortaya koymustur. 157 hastanede yatan bebegin 2 yil ileriye yonelik bir
analizinde, RSV A susu enfeksiyonlarinin B susu enfeksiyonlarina gore hastalik
siddetiyle daha ¢ok iligkili oldugu bulunmustur (McConnochie ve ark., 1990).
Calismada, kantitatif hastalik siddetine ait bir siddet indeksi elde etmek ve gegerliligini
denetlemek igin objektif klinik bulgular ve laboratuar dl¢iimleri kullanilmistir. Ug yillik
bir zaman sliresince incelemeye tabi tutulmus 265 adet hastaneye yatan bebekleri i¢ine
alan, baska bir genis ¢apli arastirma benzer sonuglar gostermistir. Altta yatan tibbi
rahatsizliklart olmayan bebekler arasinda, RSV B susu enfeksiyonu, A susu
enfeksiyonlarinin aksine, nadiren solunum destegine ihtiyagc duymus ve Onemli

derecede diisiik siddet indeksleri olmustur (Walsh ve ark., 1997).

2.1.3. RSV’nin patogenezi ve konake1 antiviral yanitlar

RSV, enfekte bireylerle yakin temasla ya da enfeksiyoz sekresyonlarla dogrudan
temasla bulagmaktadir. Inkiibasyon siiresi, ilk temastan sonra 2-8 giindiir. Viriis
sacilimi, siklikla baslica belirtilerin baslangicindan olmak tizere, enfeksiyondan sonra
bir giin i¢cinde baglamaktadir. RSV saciliminin genel hatlariyla enfekte bireylerin yasi,
enfeksiyonun siddeti ve enfekte kiside bagisiklik yetersizligi olup olmadigiyla iligkili
oldugu goriinmektedir (Black, 2003).

RSV, siliyer motilite ve bazen epitelyal destrilksiyon gibi 06zellesmis
fonksiyonlarin bozulmasina yol acan, akciger epitel hiicrelerinde dogrudan sitopatik
etkiye neden olmaktadir. Submukozal 6dem ve mukus sekresyonu ile beraber
peribronkiyoler mononiikleer hiicre infiltrasyonu yaygin olarak gozlenmektedir. Bunlar,

yama tarzinda atelektazi ve kompansatuar amfizemli bolgelerle birlikte bronsioler



obstrilksiyona neden olmustur (Openshaw, 2005). Aymi zamanda, RSV
enfeksiyonundan sonra bildirilen, akut ortakulak iltihabi ve astimin gelismesine katkida
bulunabilen solunum yolu hiperreaktivitesine bagh kalici hiriltili solunumu igeren, pek
¢ok ge¢mek bilmeyen etkiler de vardir (Black, 2003; Martinez, 2003).

Cok hiicreli organizmalarin viral enfeksiyona karsi cesitli stratejileri vardir. flk
savunma hatti, makrofajlari, dogal 6ldiiriicii (NK) hiicreleri ve fagositozun yani sira
hiicre lizisini indiikleyerek enfekte hiicreleri ortadan kaldiran nétrofilleri aktive eden ve
onlara yardimci olan, interlokinler (IL) ve tiimor nekroz faktorii (TNF) gibi sitokinlerin
{iretilmesini igine alan hiicre aracili immiin yamttir. Ikinci savunma hatti, sitotoksik T
lenfositlerini (CTL), antikorleri ve gesitli sitokinleri igeren humoral immiin yanittir.
Bununla birlikte, yeterli immiin yanitlar olusmadan oOnce, agir hasar ya da 6liim
meydana gelebilir, bu nedenle i¢iincli bir savunma diizeyi bulunur. Viral niikleik
asitlerin varliginda interferonlarin (IFN’ler) harekete gecmesi (Roulston ve ark., 1999).
Bununla birlikte, bu immiin yanitlar, sadece ¢ocukluk c¢agi bronsiyoliti ile degil, ayn1
zamanda erigkinlerde obstriiktif akciger hastaliklariyla da ilgili olabilen, hastalik
siddetinin artmasina neden olmaktadir. Viriisa 6zgili immiin yanitlar genellikle hem RSV
ile iligkili alt solunum yolu enfeksiyonlarina karsi korunmadan hem de enfeksiyonun
atlatilmasindan sorumlu olmakla birlikte, RSV’ye kars1 immiin yanitlar kisa omiirliidiir,
dolayisiyla hayat boyunca reenfeksiyon ortaya ¢ikabilmektedir. Hastaligin siddeti
genellikle sonraki reenfeksiyonlarda diisiis gosterir; reekfeksiyonlar yaygin olmasina

ragmen, tekrarlari yasla birlikte azalir (Maggon ve Barik, 2004).

2.1.4. RSV enfeksiyonunun énlenmesi

2.1.4.1. Asilar

Bir solunum patojeni olarak RSV’nin 6nemi 40 yildan fazla siiredir biliniyor
olmakla birlikte, RSV asis1 gelistirilmesine yonelik gesitli sorunlardan dolay1, heniiz bir
as1 mevcut degildir. RSV bir RNA genomuna sahiptir ve tiim RNA genomlar1 degisik
RSV suglarima kars1 giivenilir bir as1 tasarlanmasinda onemli bir zorluk gdsteren
replikasyonel diizeltme mekanizmalarinin olmamasma bagli olarak yiiksek oranda
mutasyonlar biriktirir (Domingo ve Holland, 1997). RSV-konak¢1 etkilesimleri, RSV
hastaliginin belirgin hale gelmesinde (manifestasyonunda) énemli roller oymasi gereken

bliyiilk ve kompleks bir sinyal yollar1 ag1 igermektedir, fakat hala aydinlatilma



asamasindadir. RSV’nin immiinopatolojisi, ayn1 zamanda, oldukca benzersiz as1 ile
artirtlmis hastalik fenomeni dahil olmak tizere, komplekstir (Hacking ve Hull, 2002).
1960’11 yillarin ortalarinda bebeklerde test edilen deneysel formalinle inaktive edilmis
bir RSV asis1 (Pfizer Lot 100) immiinojen olmasina karsilik RSV enfeksiyonuna karsi
koruma saglayamamistir. Bagisik bebekler, asilanmis bebeklerden ikisinin 6lmesinin
yaninda, miiteakip RSV enfeksiyonunda daha siddetli bir hastalik gegirmislerdir (Kim
ve ark., 1969). Gergek su ki, bebeklerin immiinolojik gelismemisligi, yaslilarin immiin
sisteminin zayiflamasi ve bazi yiiksek riskli hastalarin baskilanmig immiin sistemi, RSV
asisinin gelistirilmesine iligkin baslica konulardir. Bu yiizden, bebeklere bol miktarda
maternal antikor gecirmek i¢in gebeligin son ii¢ ayimndaki hamile kadinlara yonelik bir
as1 gelistirmek ya da Onceden RSV ile enfekte olmus olan yaslhilarda veya immiin
yetmezligi olan hastalarda antikor {iretimini artirabilen bir as1 gelistirmek akla uygundur
(Ho, 2008).

Aslinda, hayvan modelleri ve toksikoloji ¢alismalar ile bazi klinik deneylerde
birtakim agilarin gelistirilmelerinde mesafe kaydedilmistir. Oncelikli olarak kiiciik
cocuklara yonelik canli ateniie viriis (Murphy ve Collins, 2002) ile yaslilar ve kardiyak
veya pulmoner hastaliklar1 olan yaslilar ve daha biiylik RSV-seropozitif cocuklar gibi,
onceden primer RSV enfeksiyonu geg¢irmis olan insanlara yonelik olarak RSV subiinit
asilar olmak tizere iki temel as1 tipi formiile edilmis ve arastirilmistir (Ho, 2008).

Canli atentlie RSV asis1 dogal enfeksiyonu taklit edebilir ve kiiciik bebekler icin
daha uygun hale getirilerek burun i¢i yolla uygulanabilir. As1 gelistirilmesine yonelik
olarak, konak¢i araligi mutantlari, soguk pasajli mutantlar1 ve 1siya duyarli (ts)
mutantlar1 kapsayan, cesitli yontemler uygulanmistir. Cp ve ts mutantlar sadece
37°C’nin altindaki bir sicaklik derecesinde replike olabilmekte, bdylece onlarin
tiremeleri normal viicut sicakliginda inhibe edilmektedir. Zayiflatilmis suslarin avirulent
olmas1 ve smirli enfeksiyona veya hastaliga sebep olmasi beklenilmektedir. Bununla
birlikte, bu as1 adaylarinin klinik denemeleri baslangigta hayal kirikligi yaratmistir.
Onlar ya yetersiz ateniiedirler (cpRSV ve RSVts-1) ya da gereginden fazla ateniiedirler
(RSVts-2). Daha sonralar1 bazi cpts viriislarin (cp ve ts mutantlar liretmek amaciyla
kullanilan karma kosullar altinda iretilen) immiinojenik ve fenotipik olarak stabil
olduklari gosterilmistir (Polack ve Karron, 2004).

RSV’nin F ve G proteini, nétralizan ve koruyucu antikorlarin iiretimini
tetikleyebilmektedir. En az antijen degisikligi ayni altgrup igerisindeki RSV’nin G

proteininden ¢ok F proteininde bulundugu ve F proteini altgrup A ve B’nin her ikisi
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arasinda korunmus domainler icerdigi i¢in, F proteini ¢esitli subunit as1 denemelerinin
odagint teskil etmistir. Purifiye F proteini (PFP) azami umut vadetmistir. PFP’ler,
kanmitlanmis giivenlik ve immunojenesiteleriyle faz I-1I  klinik denemelerinde
kulanilmiglardir. PFB asilarinin yaninda, F, G ve M alt birimlerinden olusan
rekombinant asilar da Faz I klinik denemelerine sokulmuslardir (Polack ve Karron,
2004).

2.1.4.2. Pasif anti-RSV antikorlar

RSV’ye karst immiin korunma elde etmeye yonelik baska bir yaklasim tarzi,
pasif antikorlarin kullanilmasidir. RSV immiin globulin intravenéz (RSV-IGIV,
RespiGam®) ve palivizumab (Synagis®) dahil olmak {izere, pasif immiinoprofilaksinin
iki formu regeteli ilag olarak satilmaktadir (Ho, 2008).

RSV-IGIV, erigkin insanlarin serumlarindan {iretilmis poliklonal konsantre
notralizan bir antikordur. Yiiksek riskli bebeklere RSV-IGIVA uygulanmasiyla ilgili
randomize prospektif bir ¢alisma, alt solunum yolu enfeksiyonunun oran ve siddetinde,
hastanede tedaviye olan gereksinimde ve yogun bakimda harcanan giinlerde 6nemli
azalmalar oldugunu ortaya koymustur (Hemming ve ark., 1987; Rodriguez ve ark.,
1997; Simoes ve ark., 1998). RSV-IGIVA 2-4 saat intravenoz inflizyonla verilmekte ve
inflizyon bagina yaklasik 5000 ABD dolarina mal olmaktadir (Maggon ve Barik, 2004).
Ancak, RSV-IGIV kullaniminin ¢esitli kisitlamalar1 vardir. RSV-IGIV kan tiirevli bir
iirlindiir, bu nedenle enfeksiydz patojenlerin bulagma tehlikesi vardir. Ayrica, kizamik-
kabakulak-kizamikg¢ik asisini ve sugicegi asisini intere etmektedir. RSV-IGIV’nin ates,
dokiintii, hipotansiyon ve nadir durumlarda anafilaksi gibi yan etkileri bulunmaktadir
(Ho, 2008).

Palivizumab, insan (%95) ve fare (%5) antikor sekanslarindan olusan humanize
anti-F monoklonal bir antikordur. 1998’de Amerika Birlesik Devletleri Gida ve Ila¢
Yonetimi (FDA)’nden onay almis olan Palivizumab, glinlimiizde prematiire ve kronik
akciger ve konjenital kalp hastaligi olanlar gibi yiiksek riskli bebeklerde RSV’nin
onlenimine yonelik bir standart olarak 50’den fazla iilkede kabul goérmektedir.
Hospitalizasyonlarin insidensini %55’e kadar azaltmis olan Palivizumab, hayvan
modellerinde ve 1502 yiiksek riskli bebekteki bir faz III klinik ¢aligmasinda genis
yelpazede farkli RSV suslarin1 nétralize etmektedir (Group, 1998). Palivizumab

intramiiskiiler enjeksiyonla verilir ve onu RSV-IGIV’ye gore daha kullanislt yapan bir
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ozelligi olarak, sadece aylik enjeksiyonlara RSV mevsimleri sirasinda gerek duyulur.
Tahminen 253,808den fazla bebek FDA onayini izleyen 4 yil iginde 1 milyondan fazla
palivizumab profilaksi dozu almistir ve pazarlama sonrasi gilivenlik denetimi
250,000°den fazla bebekte kullanilan palivizumabin lisanslama 6ncesi giivenlik profilini
teyit etmistir (Romero, 2003). Palivizumab RSV mevsimi basina 4000 ABD dolari
kadar pahaliya mal olmakla birlikte (Stevens ve Hall, 2004), bazi ¢alismalarda uygun
maliyetli olarak goriilmektedir (EIHassan ve ark., 2006; Nuijten ve ark., 2007).

Su anda Faz III klinik denemesinde degerlendirme asamasinda olan
palivizumabin bagka bir modifikasyonu olan motavizumab (Numax™), daha kuvvetli
bir ikinci jenerasyon monoklonal antikor (mAb) olusturmaktadir. Bundan bagka, ¢ok
yakin ge¢miste, lglincii jenerasyon bir mAb olan Numax-YTE olusturulmus ve
insanlarda serum yar1 Omriiniin uzatilmasi amaglanmistir. Antikorun doz sikligim

azaltabilecegi iimit edilmektedir (Wu ve ark., 2008).

2.1.5. RSV enfeksiyonlarinin tedavisi

RSV enfeksiyonlarina yonelik etkili tedavi gelistirmek amaciyla yapilan
tesebbiisler, viriis tanindigindan bu yana devam etmektedir. Bununla birlikte, spesifik
bir anti-RSV ilag heniiz kesfedilmemistir. Klinik tedavide, hospitalizasyon, ilave
oksijen verme, nazofarengeal aspirasyon ve siddetli vakalarin ¢ogunda entiibasyon ve
mekanik  ventilasyon olmak iizere destekleyici tedaviler kullanilmaktadir.
Bronkodilatorler, kortikosteroidler ve ribavirin kullanilmasi, diger stratejileri

olusturmaktadir (Ho, 2008).

2.1.5.1. Ribavirin (Virasole®)

Aerosolize ribavirin, yiiksek riskli hastanede yatan bebeklerde ve kiiciik
cocuklarda siddetli alt solunum yolu RSV enfeksiyonlarmin tedavisi igin FDA
tarafindan onaylanmis tek antiviral preparattir ve yapisal olarak pek cok DNA ve RNA
viriislarina kars1 genis spektrumlu antiviral aktivitesi olan riboniikleozit guanozin ile
iligkili sentetik bir bilesiktir. Ribavirin, viral polimerazin inhibisyonu, mRNA 5’ baglik
formasyonunun inhibisyonu, inositol monofosfat dehidrogenaz ve immun modiilator
etkinin inhibisyonu dahil olmak fiizere, ¢esitli mekanizmalarla viral multiplikasyonu

engellemektedir (Maggon ve Barik, 2004; Bosch ve ark., 2007). Ribavirinin etkisi pek
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cok calisma ile kontrol edilmistir, fakat sonuglar tutarsiz ve g¢eligkilidir. Ribavirin
uygulamasi ¢ok yogun isgiicii gerektirmektedir ve tibbi gorevliler i¢in bazi riskleri
vardir (Black, 2003). Ayrica, ila¢ masraflidir ve onun maliyet etkinligi g6z Oniine
alimmalhidir (Maggon ve Barik, 2004). 1996’da, Amerikan Pediatri Akademisi,
ribavirinin doktorlar tarafindan énemli ek hastaliklar1 (kardiyopulmoner hastalik veya
immiinsiipresif hastalik veya tedavi gibi) olan ¢ocuklar ya da son derece siddetli RSV

enfeksiyonu olanlar1 géz oniine aldiktan sonra kullanilmasi gerektigini tavsiye etmistir

(Black, 2003).

2.1.5.2. Diger antiviral stratejiler

Uygun as1 veya diger immunoprofilaktik etkenlerin bulunmamasindan ve
hastanede yatan hastalarda RSV hastaliginin iyilestirilmesi {izerine ribavirinin degisken
yararl etkisinden dolayi, ilimlidan siddetliye RSV hastalig1 sirasinda terapotik girisime
yonelik yeni stratejilere apacik ihtiyag¢ duyulmaktadir. Viral dongiiniin farkh
basamaklarin1 hedef alan antiviral bilesikler, hastaligin degisik asamalarina gore
kullanilabilmektedir. Viral baglanmay1 ve/veya flizyonu hedef alan antiviral ilag, erken
viral enfeksiyonlar1 veya viriisun daha ¢ok yayilmasini sinirlayabilmektedir. Ribavirin
gibi, viral replikasyon inhibitorleri, ilk enfeksiyondan sonra uygun bir zamanda
kullanilabilmekte ve hastalarda viral titreyi sinirlayabilmektedir. Bu antiviraller, klinik
kullanima yonelik basarili antiviral etkenler olarak yiliksek gelistirilme potansiyeline
sahiptirler. Cesitli antiviral bilesikler identifiye edilmis ve in vitro ve in vivo RSV

replikasyonunu azaltma yetenekleri yoniinden test edilmislerdir (Ho, 2008).

2.1.5.2.1. Baglanma inhibitorleri

RSV’nin hedef hiicrelere baglanmasi biiyiik Ol¢liide G proteini araciligiyla
saglanmaktadir. Baglanma islemi ayn1 zamanda hiicre yiizeyinde glikozaminoglikanlar
(GAG’lar)’in  varhigin1 da gerektirmektedir. RSV’nin hiicre ylizey GAG’larina
baglanmasini engelleyen molekiiller, baglanma siirecini inhibe edebilmektedir. Heparin
gibi biiyiik polianyonik molekiiller, dekstran siilfat gibi siilfatlanmis polisakkaritler ve
polivinilalkol siilfat gibi siilfatlanmis polimerler, RSV’nin hiicre ylizey GAG’larina

baglanmasiyla rekabet edebilir ve dolayisiyla viral replikasyonu inhibe ederler (Hosoya
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ve ark., 1991; Krusat ve Streckert, 1997). Polianyonlar gibi benzer anti-RSV etkiye
sahip olan bagka bir molekiil, intraseliiler GTPaz RhoA’nin 80-94 amino asidini i¢eren
RhoA (ras homolog family, member A) kokenli bir peptittir. Bu peptit araciligiyla
RSV’nin inhibisyonu, peptidin hem net yiikiine hem de multimerizasyonuna baghdir.
Basaril1 bir inhibisyon, RSV G proteininin peptit baglanmasimin ana hedefi oldugunu
akla getiren, bliylik o6l¢lide G proteini igeren RSV’ye karsi meydana gelmektedir (Budge
ve ark., 2004).

Erken transisyonel metal iyonlar1 igeren polioksometalatlar olarak adlandirilan
baz1 heteropolianyonlarin ¢evresindeki oksijen atomlari ile bir araya gelebildikleri ve
bunlarin in vitro anti-RSV aktiviteye sahip olduklar1 gosterilmistir (Barnard ve ark.,
1997; Shigeta ve ark., 2003). Onlarin arasinda, HS-058’in RSV adsorbsiyonu yaninda

sinsityum olusumunu inhibe ettigi goriinmektedir (Shigeta ve ark., 2006).

2.1.5.2.2. Fiizyon inhibitorleri

RSV’nin konak hiicrelere girisi, viriis zarfinin konak hiicre membrani ile
flizyonunu gerektirir. Bu islem, biiyiik olgiide, hiicreler aras1 fiizyon vasitastyla viriis
yayilimina izin veren RSV replikasyonundan sonra sinsityumlarin olusumunda da yer
alan, F proteini araciligiyla saglanmaktadir (Ho, 2008).

RSV F proteininin farkli domainlerinden koken alan peptitler gibi, RSV spesifik
flizyon inhibitdrleri, 0.015 uM kadar diisiik konsantrasyonlarda RSV nin neden oldugu
sinsityum formasyonunu bloke etmektedir (Lambert ve ark., 1996). CL387626, RFI-
641, BMS-433771, JNJ2408068 (R-170591 olarak da bilinen), RD3-0028 ve VP-14637
dahil olmak iizere, RSV’nin filizyon siire¢lerini inhibe eden bazi kiiciik molekiiller
bildirilmistir. Bu molekiillerin tamaminin erken viriis-hiicre fiizyonu {izerine inhibitor
etkilere sahip oldugu gosterilmistir. Disiilfonlu bir stilben olan CL387626’nin viriis
miicadelesinden 4 veya 5 giin dnce burun ici yolla verildiginde RSV’ nin pulmoner
replikasyonunu o6nemli derecede inhibe ettigi, fakat viriis miicadelesinden sonra
verildiginde pulmoner RSV replikasyonunu Onemli derecede inhibe etmeyi
basaramadigi bildirilmistir (Wyde, 1998). Dolayisiyla bu bilesik profilaktiktir; fakat
calismada, ilacin akcigerlerde kolayca ¢6zlilmedigini ve bunun konakgi icin tehlike
tasidigini gosteren, uzun siireli profilaktik aktivite gézlenmistir. Bu ila¢ yerini, daha
etkili olan ve akciger dokularinda antiviral etkinlik kaliciligi gostermeyen, baska bir

modifikasyonu RFI-641’¢ birakmistir. In vivo ¢alismalarla RFI-641’in hem intranazal
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hem de aerosol uygulanmasi, viriis ylikiinde azalma gostermistir (Huntley ve ark., 2002;
Weiss ve ark., 2003). BMS-433771, agizdan biyolojik olarak kullanilabilen ve
muhtemelen N-terminal heptad (yedili) tekrar bolgesinde tesekkiil eden gruba sikica
baglanarak F proteinindeki C ve N-terminal heptad tekrarlarinin fonksiyonel
etkilesimini engelleyen bir benzimidazol tiirevidir (Cianci ve ark., 2005). Bagka bir
benzimidazol tiirevi olan JNJ2408068, viriis inokulasyonundan bir giin dnce veya bir
giin sonra, 15 dakika siireyle aeresol maruziyet ile pulmoner RSV enfeksiyonundan
pamuk ratlarin1 koruyabilmektedir (Wyde ve ark., 2003). Ancak, bu ila¢ ¢esitli deney
hayvani tiirlerinde (rat, kopek ve maymun) uzun doku alikonma stireleri gostermektedir.
flag (JNJ2408068) ilaveten akciger dokularinda daha kisa yar1 Omiire sahip olan
molekiiller olugturmak amaciyla modifiye edilmistir, fakat RSV inhibitor etkisinde bir
azalma gostermistir. Bu nedenle, bu molekiillerin daha ¢ok optimizasyonuna ve daha
fazla in vivo testlere ihtiyag duyulmaktadir (Bonfanti ve ark., 2008). RD3-0028,
benzodithiin yapisi olan bir bilesiktir. Bu bilesigin RSV replikasyon dongiisiiniin geg
evresini inhibe ettigi ve dogrudan viriisidal olmadigi gosterilmistir (Sudo ve ark., 2001).
RD3-0028’in farmakokinetigi, RSV ile enfekte hastalara ilag verilmesinde faydali bir
yontem olabilen aerosol muamele ile ratlarda test edilmistir (Sudo ve ark., 2002).
Trifenol bir bilesik olan VP-14637, bilesik ile RSV F proteininin gegici bir
konformasyonu arasindaki bir etkilesimi kapsayan, JNJ2408068’inkine benzer bir
mekanizma ile RSV’yi inhibe etmektedir (Douglas ve ark., 2003; Douglas ve ark.,
2005). Bu ilag ayn1 zamanda hem in vitro hem de in vivo iyi bir segici antiviral etkinlik
de gostermektedir (Wyde ve ark., 2005).

2.1.5.2.3. Replikasyon inhibitorleri

RSV RNA polimerazi, genomik RNA ile L, N, P ve M2-1 proeinleri dahil olmak
tizere en azindan bes viral komponentten olusmaktadir. Coklu protein-protein ve
protein-RNA etkilesimleri, RNA polimerazin birlesme (montaj) ve aktivitesinde aracilik
etmektedir. Bu nedenle, RNA polimeraz potansiyel antiviral hedefler yoniinden zengin
olan bir komplektir. mRNA poli (A) kuyruklarimin yakalanmasi vasitasiyla RSV
transkriptlerinin sentezini spesifik olarak Olcen bir test gelistirilmistir. Bu testi
kullanarak, 6zgiin bir RSV RNA polimeraz inhibitorii (Bilesik A) kesfedilmistir (Mason
ve ark., 2004). Bilesik A, énemli RSV mRNA tiirlerinin tamami ayni dlglide inhibe

edildigi icin, RNA polimeraz araciligiyla genel bir mRNA sentezi bozukluguna neden
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olmaktadir. In vitro anti-RSV etkisini gelistirmis olan Bilesik A’nin birkag tiirevi ayni
zamanda bir fare modelinde de aktivite gostermistir. Bu inhibitorler sinifi, inhibitoriin
varhiginda iiretilmis kisa transkriptler in vitro 5’ bashgl icermedigi ve bdylece tam
uzunlukta RSV transkriptlerinin sentezi Onlendigi i¢in viral transkriptlerin
guanilasyonunu inhibe edereck RSV mRNA’larinin sentezini bloke edebilmektedir
(Liuzzi ve ark., 2005).

Baska bir bilesik YM-53403, hem A hem de B alt gruplarina ait olan RSV
suslarin replikasyonunu in vitro gii¢lii bir sekilde inhibe etmistir. Zamana bagl ilag
ekleme testi, bilesigin RSV yasam donglisiinli enfeksiyondan yaklagik 8 saat sonra
inhibe ettigini gostermistir. Bundan baska, RSV genomunun erken transkripsiyon
ve/veya replikasyonunun inhibe edilebilegini daha ¢ok akla getiren, L proteinindeki tek
bir nokta mutasyonu iki YM-53403’e direngli viriista bulunmustur (Sudo ve ark.,
2005).

Viral gen ekspresyonunun regiilasyonuyla ilgili baska metotlar da
bulunmaktadir. Béyle bir yaklagim tarzi, 15-20 niikleotit uzunlugunda ve oligoniikleotid
tamamlayic1 dizisine sahip olan hedef mRNA’nin kiiciik segmentlerine baglanabilen
sentetik oligo deoksiniikleotitler olan antisens ilaglarin kullanilmasidir. Bu tiir
baglanma, eger antisens oligo, mRNA’nin translasyonel diizenleyici dizilerine (ribozom
baglanma yeri gibi) kars1 tasarlanirsa, dogrudan translasyon inhibisyonuna yol
acabilmekte veya RNaz vasitasiyla hedeflenen mRNA’nin bozulmasina neden
olabilmektedir. RSV NS1 ve NS2 proteinlerine kars1 hedeflenmis antisens oligolarin bu
iki proteinin ekspresyonunu azalttigi bildirilmistir (Maggon ve Barik, 2004). Viral
translasyonun inhibisyonu amaciyla antisens oligolarin kullanimi iki sirket tarafindan
test edilmis, fakat sonuglar {imit verici olmamistir. Bununla birlikte, antisens oligolar,
hedef viral RNA’y1 ayrigtiran hiicresel 2',5'-0ligoA-bagimli RNaz L’ye yardim eden,
2°,5’-0ligoA ile Dbirlesebilmektedirler (Torrence, 1999). Bu oligolar, RSV
enfeksiyonuna yonelik in vitro Adah ve ark. (2001) ve in vivo Afrika yesil maymun
modeli ile Leaman ve ark. (2002), kuvvetli RSV replikasyonu inhibisyonu
gostermislerdir. Ribavirin ve 2°, 5’-oligoA ile birlestirilmis antisens oligolarin birlikte
kullaniminin, her ikisinin yetersiz konsantrasyonlarda kullanilmasinda bile, in vitro
RSV replikasyonunda bir azalmaya yol agtig1 bildirilmistir. insan klinik ¢alismalarinda
antisens terapiyi tanimlayan yaymlar yoktur. Hedef hiicrelere ila¢ verme, ilacin ve

hiicresel toksisitenin stabilitesi gibi, antisens oligolarla ilgili bazi teknik sorunlarin
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istesinden gelebilmek i¢in daha fazla iyilestirmelere ihtiya¢ duyulmaktadir (Xu ve ark.,
2004).

RNA interferens, baska bir gen ekspresyon aracili antiviral stratejidir.
Mekanizma, sekans-spesifik ¢ift iplikgikli RNA (kiiglik engelleyici RNA; siRNA)’nin
hedef RNA’nin spesifik yikimina yol agtigi ve bdylece gen ekspresyonunun regiile
edildigi, tim okaryotlarda bulunan evrimsel olarak korunmus bir RNA metabolizma
yolagint icermektedir. RNA interferensin antiviral etkisi ilk kez RSV’ye karsi
kanitlanmis (Bitko ve Barik, 2001), sonradan diger viriislara karsi da tekrarlanmistir. Bu
yaklasim tarzi RSV i¢in P ve NSI genlerini hedeflemek amaciyla kullanilmistir. Ya P
ya da NSI genini bozmak igin tasarlanmis siRNA, in vitro RSV repliasyonunun
inhibisyonuna yol acmis ve intranazal uygulama ile hayvan modellerinde akciger
dokularinda viral titreleri diisiirmiistiir. Ayni1 zamanda solunum yolu reaktivitesini de
azaltmistir (Zhang ve ark., 2004; Bitko ve ark., 2005). Bununla birlikte, siRNA, yiiksek
konsantrasyonlarda gesitli nonspesifik, hedef harici etki dereceleri gosterebilmekte ve,
duyarli veya enfekte konakgilara siRNA’nin yetersiz dagitimi RSV terapétik segenekleri
olarak bu yaklasim tarzinin kullaniminda 6nemli bir sorun olarak durmaktadir (Ho,

2008).

2.2. Diger Bilgiler

Mantarlar uzun yillardan beri lezzetleri, ekonomik ve ekolojik degerleri ve tibbi
Ozellikleri yoniinden degerlendirilmistir (Sanchez, 2004). Mantarlar antioksidan ve
antitimor aktivite arastirmalarinin 6nemli kaynaklaridirlar (Lung ve ark., 2010). Tibbi
mantarlarin antitimér (Monro, 2003; Lee ve ark., 2006; Mathew ve ark., 2008),
antikanser ve bagisiklik uyarici etkileri (Wasser ve Weis, 1999), immunmodiilator etkisi
(Kuo ve ark., 2006), makrofaj aktivitesini uyarma ve anti-hepatit B viriis aktivitesi (Lee
ve ark., 2002) ve serbest radikal temizlemesine (Mau ve ark., 2002a; Mau ve ark.,
2002b; Tsai ve ark., 2008) yonelik birgok terapétik kanit rapor edilmistir.

Mantarlarin antiviral etkileri onlarin sadece kaba ekstraktlarin da degil ayni
zamanda izole edilen bilesiklerinde de ortaya konulmustur. Bu aktif uygulamalar, viral
enzimlerin, viral niikleik asitlerin sentezinin veya viriislerin memeli hiicrelerine
adsorbsiyonu ve aliniminin inhibisyonu vasitasiyla dogrudan etki edebilmektedir (De
Silva ve ark., 2013). Ganoderma pfeifferi ve bilinen diger Ganoderma tiirlerinden izole

edilen ganodermadiol, lucidadiol ve applanoxidic asitten olusan triterpenoitlerin
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influenza viris tip A’ya kars1 in vitro antiviral aktiviteye [MDCK hiicrelerinde sirastyla,
>0.22, 0.22 ve 0.19 mM %50 inhibitér konsantrasyon (ICso) degerleri ile] sahip oldugu;
ayrica, ganodermadiol’iin dudak ekzantemi ve diger semptomlara neden olan herpes
simplex viriis tip 1 (HSV-1)’e kars1 etkili oldugu (Vero hiicrelerinde 0.068 mM ICsg
degeri ile) bildirilmistir (Mothana ve ark., 2003).

Polyporeaceae familyasindaki Phellinus cinsine ait iyi bilinen bir mantar olan
Phellinus igniarius, yiiksek biyolojik etkinliklerinden dolay1 potansiyel ve geleneksel
olarak halk ilac1 olarak kullanilmistir (Mizuno, 1999). P. linteus, P. hartigii, P. gilvus,
P. pini, vs., dahil olmak tizere Phellinus cinsine ait gesitli mantarlarin, sadece antitimor
ve immiinomodiilator etkinlikler gibi ¢esitli tibbi etkiler gosterdigi degil, ayn1 zamanda
gastroenterik bozukluk, lenfatik hastalik ve gesitli kanserler gibi degisik hastaliklari
tedavi ettigi de bulunmustur (Hwang ve ark., 2003). Pek ¢ok arastirict kismen Phellinus
mantarlarindan ekstrakte edilen polisakkaritin hiicre aracili ve humoral bagisiklig
uyarict ve tiimor biliylimesi ve metastazi inhibe edici etkileri kuvvetlendirdigini
bildirmistir (Kang ve ark., 2006). Son yillarda, P. igniariusun farmakolojik etkileri
kapsamli olarak incelenmistir. Kang ve ark. (2006), P. igniarius’dan elde edilen butanol
ekstraktlarmin fonksiyonel endotelyumun uzaklastirilmasiyla ortadan kalkan bir etkiyle
doza bagl bir sekilde fenilefrin ile 6nceden biiziilmiis rat aortunun gevsemesine neden
olabilecegini belirtmislerdir. Ayrica, P. igniarius’un etanol ekstraktlari, kismen kinin
oksidorediiktaz ve glutatyon S-transferaz aktiviteleri indiikleyerek ve GSH diizeylerini
arttirarak antimutajenik etki gostermistir (Shon ve Nam, 2001). Shon ve Nam (2001), P.
igniarius’un antiproliferatif ve antimetastatik etkilerini incelemisler ve P. igniarius’un
bazidyokarplarindan elde edilen etanol ekstraktlarinin 2 hiicre hattinin [insan
hepatokarsinom SK-Hep-1 hiicreleri ve rat kalp vaskiiler endotel hiicrelerinin (RHE
hiicrelerinin)] g¢ogalmasini inhibe ettigi bulmuslardir. Son zamanlarda, Phellinus
igniarius’un kiiltire edilen misellerinden ve bazidyokarpindan birka¢ biyoaktif bilesik
izole edilmistir. Ornegin, Phellinus igniarius’un kiiltiir misellerinden ekstrakte edilen
suda ¢oziinilir polisakkaritlerin, polisakkaritin ana ve yan zincirlerindeki 1,3-baglantili
glikoza atfedilen antitimdr aktivitelere sahip oldugu bulunmustur (Ming Jiang ve ark.,
2006). Son zamanlarda, yiiksek derecede oksijenli bilesikler olan phelligridimer A ve
phelligridin G, H, I, J, Phellinus igniarius’dan izole edilmis (Wang ve ark., 2005b) ve
bu bilesiklerin rat karaciger mikrozomal lipid peroksidasyonunu inhibe ettigi ve insan
kanser hiicre hatlarina kars1 sitotoksik aktiviteler gosterdigi bulunmustur (Wang ve ark.,
20053).
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Sittiwet ve Puangpronpitag (2008), agar difiizyon, sivi makrodiliisyon ve agar
dilisyon metotlar1 ile se¢ilmis gram pozitif ve gram negatif bakterilere karsi P.
igniarius su ekstraktlarinin antibakteriyel aktivitesini arastirmustir. Agar diflizyon
metodu, P. igniarius su ekstraktinin sadece S. aureus ATCC 24923’e karsi inhibisyon
zonu gosterdigini ortaya koymustur. Metisiline duyarlt S. aureus (MSSA) ve metisiline
direngli S. aureus (MRSA)’a kars1 duyarlilik testi, P. igniarius su ekstraktinin MSSA
suslarinin tamamina karsi inhibisyon zonu gosterdigini fakat MRSA’nin iiremesini
inhibe edemedigini ortaya koymustur. Sivi makro diliisyon ve agar diliisyon metotlari
ile, P. igniarius’un S. aureus ATCC 25923’a karst minimum inhibitér konsantrasyonu
(MIK) ve minimum bakterisidal konsantrasyonu (MBK) sirasiyla 1.25 ve 2.5 g/l olarak
tespit edilmisken, MSSA’ya karsi MIK ve MBK leri sirasiyla 1.25-2.5 g/l ve 0.25-0.5
g/l olarak tespit edilmistir. P. igniarius’un su ekstrakti MSSA’nin tiremesi {izerine
inhibitor etki gostermis, ancak MRS A ’nin liremesi lizerine inhibitor etki gostermemistir.

Phellinus pini’nin bazidyokarpindan elde edilen sicak su ekstrakti coxackieviriis
B3 (CVB3)’lin HeLa hiicrelerindeki plak formasyonunu inhibe ederek énemli antiviral
aktivite gostermis ve ayn1 zamanda influenza viriisu (Flu)’nun néraminidaz aktivitesine
kars1 en yliksek inhibitor etkiyi de gostermistir. Sicak su ekstraktindan, %75 etanol
presipitasyonu aracilifiyla etanol ¢okeltisi (EP) ve supernatant fraksiyonu (ES) elde
edilmistir. ES saptanabilir diizeyde herhangi bir antiviral aktivite gostermemesine
ragmen, EP 0.45 mg/ml EC50 (%50 etkili konsantrasyon) degeriyle HeLa hiicrelerinde
CVB3’iin plak formasyonunu doza bagimli olarak onemli derecede inhibe etmistir.
EP’nin HeLa hiicreleri iizerine sitotoksisitesi, 2.25 mg/ml CC50 (%50 sitotoksik
konsantrasyon) degeriyle oldukc¢a diisiikk bulunmustur. EP ayn1 zamanda 1.7 mg/ml’de
%75’e kadar inhibisyon gostererek doza bagimli olarak néraminidaz aktivitesini etkili
bir bi¢imde inhibe etmistir. EP’nin en O6nemli aktif komponentinin, %79.8 mol
yiizdesiyle esas seker cokeltisi olarak glukoz ve galaktoz (%19.2), ksiloz (%17),
mannoz (%35.8), fukoz (%4.6) gibi diger sekerleri ve proteinin kii¢iik bir miktarini
(kiitlece, %12.7) igeren bir heteropolisakkarit-protein kompleksi oldugu gdsterilmistir
(Mi ve ark., 2009). Mi ve ark.’nin (2009) arastirma sonuglarini destekler bi¢imde,
mantarlarin antiviral aktiviteleri genellikle su ekstraktlarinin etkilerine baglanmis ve
siklikla da suda ¢oziiniir polisakkaritlerin varligiyla iligkili bulunmustur (Kim ve ark.,
2000; Zhang ve ark., 2004; Santoyo ve ark., 2012). Phellinus linteus ve Phellinus
igniarius Asya iilkelerinde geleneksel ilag olarak kullanilmistir (Kim ve ark., 2004,

Wang ve ark., 2007). Bir¢ok arastirici bu mantarlardan elde edilen ekstraktlarin
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antiinflamatuvar, antioksidatif ve antitimor aktiviteleri oldugunu gostermistir (Wang ve
ark., 2007; Yang ve ark., 2009). Ozellikle Phellinus linteus’un in vitro ve in vivo gesitli
timorlerin gelisimini gii¢lii bir sekilde baskilayabildigi de gosterilmistir (Zhuang ve
ark., 1994; Li ve ark., 2004). Natakankitkul ve ark. (2012), insan kolon kanseri hiicre
hatlar1t (HCT-15) ve insan meme kanseri hiicre hatlart (MCF-7)’n1 Phellinus linteus ve
Phellinus igniarius ekstraktlariyla muamele etmis ve bu ekstraktlarin antikanser
etkilerini ve apoptozis yolaklarminin baskilanmasinin arastirilmasinda 6nemli olabilen
uygun konsantrasyonlarini tespit etmek amaciyla MTT testi, Western blot analizi ve
reverz transkripsiyon ger¢ek zamanli PCR analizi uygulamislardir. P. linteus’dan elde
edilen sicak su ekstraktinin in vitro kanser hiicre hatlarinin tiremesi tizerine etkisi iki
farkli kanser hiicre hattinda test edilmistir: MCF-7 ve HCT-15. Her iki hiicre hattinda
hiicre tiremesi tiim muamelelerde doza bagli bir tarzda inhibe edilmistir. Ayrica, kanser
hiicre hatlariin ikisi de P. igniarius polisakkariti tarafindan ¢ok gii¢lii bir sekilde inhibe
edilmistir.

Phellinus igniarius Kkiiltiirlerinden kolon kromatografisiyle bir adet yeni
seskiterpenoid (eudesm-1p, 6a, 11-triol, 1. bilesik), bir adet ergosta -4, 6, 8(14), 22-
tetraen-3-one (2. bilesik), dort adet polifenol (3, 4, 5, 6. bilesikler) ve bir adet piron (3-
hydroxy-2-methyl-4-pyrone, 7. bilesik) olmak tizere yedi dogal {iriin izole edilmistir. 1.
bilesigin ayrintili yapisi, bir ve iki boyutlu niikleer manyetik rezonans, kiitle
spektrofotometrisi ve kiziltesi spektroskopisinin kombinasyonuyla belirlenmistir. Bu
bilesiklerin H5N1 influenza A virlisuna kars1 antiviral aktivitesi Madin-Darby Canine
Kidney (MDCK) hiicrelerinde MTT kolorimetrik test sistemiyle arastirilmistir. Elde
edilen sonuglar, 1. bilesigin 6nemli derecede influenza viriisunu inhibe etme yetenegine
sahip oldugunu ortaya koymustur. 1. bilesigin %50 etkili konsantrasyonu (ECS50)
0.14+0.04 bulunmustur. ilaveten yapilan molekiiler modelleme calismasi, bu bilesigin
anti-influenza viriis aktivitesinin kismen baglanma yerindeki ndraminidaz (NA)’in bir
amino asit kalintis1 ile hidroksil gruplarinin etkilesimlerine baglh oldugunu gostermistir.
Ayrica, enzim inhibisyon testlerinin sonuglari, %50 NA inhibisyonunun, 1. bilesigin
NA enzimi ile etkilesime girmesinin muhtemel oldugunu akla getirecek sekilde, 1.
bilesik tarafindan 0.657 =+ 0.325 mg/mL bir konsantrasyonda gergeklestigini
gostermistir (Song ve ark., 2014).

Phellinus igniarius mantarinin kiiltiirlerinden iki yeni steroid [3a,17a,19,20-
tetrahydroxy-4a-methylpregn-8-ene (1) ve 30,12a,17a,20-tetranydroxy-4a.-
methylpregn-8-ene (2)] ve ii¢ yeni seskiterpenoit [12-hydroxy-a-cadinol (3), 3a,12-
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dihydroxy-6-cadinol (4) ve 3a,6a-dihydroxyspiroax-4-ene (5)] izole edilmistir. Bu
bilesiklerin yapilar1 kapsamli spektroskopik verilere dayanilarak karakterize edilmistir.
Baslangic niteliginde in vitro testlerde bilesik 3 ve 4, fenilefrin kaynakl
vazokonstriksiyona karst 3 x 10-4 M’da sirastyla %11.0 ve %7.0 damar gevsetici
oranlariyla vaskiiler etkinlikler gostermistir (Yin ve ark., 2015).

Mantarlar, ¢ok sayida kimyasal acidan farkli ve biyolojik olarak ilgi ¢ekici
kiigik molekiilleri liretebilen biyozentez yoniinden yetenekli organizmalardir (Yin ve
ark., 2015). Phellinus igniarius’un bazidyokarp1 geleneksel Cin tibbinda iltihap, karin
agrist, kanli gonorenin tedavisinde ve antidiyareik olarak kullanilmistir (Mo ve ark.,
2003). Bu mantarin hem bazidyokarplart hem de kiiltiirlerinde &nceden yapilan
kimyasal arastirmalar, ilgin¢ yapilari ve dnemli biyoaktiviteleri olan cesitli sekonder
metabolitleri bildirmistir (Mo ve ark., 2004; Wang ve ark., 2005a; Wang ve ark., 2005b;
Wang ve ark., 2007; Wu ve ark., 2010). Phelligridin D ve E insan akciger kanseri hiicre
hatt1 olan A 549’a ve bir karaciger kanseri hiicre hatti olan Bel 7402’ye kars1 segici
sitotoksisite gosterirken (Mo ve ark., 2004), pyrano[4,3-c] benzopyran-1,6-dione ve
furo[3,2-c]pyran-4-one tiirevleri olan phelligridin H-J (Mo ve ark., 2003) insan kanseri
hiicre hatlarma kars1 sitotoksik aktivite ve protein tirozin fosfataz 1B inhibisyonu
gostermistir (Wang ve ark., 2007). Phellinus igniarius’un bazidyokarplarindan
antioksidan aktiviteleri olan bir pyrano[4,3-c] benzopyran-1,6-dione tiirevi ve 6zgiin 26
halkali bir makrosiklik metabolit olan phelligridimer A da izole edilmistir (Wang ve
ark., 2005a; Wang ve ark., 2005b). Ayrica, bu mantarin kiiltiirlerinden bazilarinin
fenilefrin kaynakli vazokonstriksiyona karst onemli damar gevsetici aktiviteler
gosterdigi gesitli tremulan seskiterpenler de elde edilmistir (Wu ve ark., 2010).

Phellinus igniarius Kkiiltiirlerinin kimyasal bilesenlerini ve bu bilesenlerin
farmakolojik aktivitelerini arastirmak amaciyla yapilan bir ¢alismada, Silika jel kolon
kromatografisi, Sephadex LH-20 ve ters fazli HPLC dahil olmak iizere c¢esitli
kromatografik tekniklerden olusan bir kombinasyon kullanilarak 29 bilesen izole
edilmistir. Izolatlarin yapilar1 spektroskopik veri analizi ile tanimlanmstir. Sitotoksik,
noroprotektif, hepatoprotektif, anti-inflamatuar ve anti-HIV aktiviteleri hiicre bazli
modeller kullanilarak taranmistir. Bilesenlerin yapilar ii¢ seskiterpen [3S, 9R, 10S-3-
hydroxy-11, 12-O-isopropyldrimene (1), 3S, 9R, 10S-3, 11, 12-trihydroxydrimene (2)
ve 3S, 4S, 9R, 10S-11, 12, 14-trihydroxydrimene (3)]; li¢ steroid [24R-ergosta-4, 6, 8
(14), 22-tetraen-3-one (4), stigmasta-7, 22-diene-3b, 5a, 6a-triol (5) ve 5a, 8a-epi
dioxyergosta-6, 22-diene-3b-ol (6)]; on dort siklodipeptit [cyclo (L- Pro-L-Val) (7) ,
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cyclo (L-Leu-D-Pro) (8), cyclo (L-Leu-L-Pro) (9), cyclo (ILe-Pro) (10), cyclo (Gly-
Leu) (11), cyclo (Phe-Ser) (12), cyclo (Ala-Pro) (13), cyclo (Ala-Phe) (14), cyclo (4-
HyP-Phe) (15), cyclo (L-Phe-D-Pro) (16), cyclo (D-Phe-D-Pro) (17), cyclo (6-HyP-
Phe) (18), cyclo (GIn-Pro) (19) ve cyclo (Asn-Leu) (20)] ve dokuz adet diger bilesikler
[N-acetyl-phenylalanine (21), adenosine (22), phenyldiethanol (23), o-hydroxy-
phenylethanol (24), benzoic acid (25), p-methoxybenzoic acid (26), m-methoxybenzoic
acid (27), hexadecanoic acid (28) ve 3-pyridinecarboxylic acid (29)] olarak
tanimlanmistir. In vitro testlerde, 1 x 10-5 mol/L’lik bir konsantrasyonda, bilesik 5 ve 8,
strastyla % 90.3 ve % 87.5’lik bir nispi hiicre ¢cogalma orani ile MPP+ ile uyarilan
PC12-siniiklein hiicre hasarina karsi noroprotektif etkinlik gostermistir (P < 0,05). 1 x
10-5 mol/L konsantrasyondaki bilesik 12 ve 18, sirasiyla %25 ve %24 hiicre canlilik
oranlar1 ile, WB-F344 hiicresinde incelenen DL-galaktozamin kaynakli toksisiteye karsi
hepatoprotektif aktivite gostermislerdir. Bilesikler 1~29 P. igniarius’dan ilk defa elde
edilmiglerdir. 5 ve 8 bilesikleri gili¢lii PC12-Syn protektif aktivite gosterirlerken, 12 ve
18 bilesikleri hepatositleri koruyucu aktivite gostermislerdir (Wu ve ark., 2011).

P. igniarius su ekstrakti, 2009 pandemik HINI1, insan H3N2, avian HIN2 ve
oseltamivire direncli HIN1 viriislar1 dahil olmak iizere, influenza A ve B viriislarina
kars1 etkili bulunmustur. Virolojik testler, hedef hiicreye viral tutunma dahil, ekstraktin
influenza viriis replikasyon dongiisiindeki bir ya da daha ¢ok erken olaylar1 interfere

edebilecegini gostermistir (Lee ve ark., 2013).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Fungus érnekleri

Phellinus igniarius (L.) Quél. bazidyokarplar1 2015 yil1 Haziran ayinda Antalya
bolgesinden toplanmis ve S. U. Fen Fakiiltesi Biyoloji Boliimii Fungaryumu’nda
identifikasyonu yapilmigtir. Basidiomycota subesi, Hymenochaetaceae familyasindan
bir aga¢c mantari tiiri olan Phellinus igniarius’un genel ozellikleri asagida verildigi
gibidir:

Bazidyokarp: 3.5-20 x 2.5-15 cm ¢apinda, 3-15 cm kalinhiginda, Once
yuvarlagimsi, yaslandik¢a tirnak (ungulat) seklini alir (Sekil 3. 1). Kenarlar1 kalin ve
enli, kivrik, genis ve sik zonlu, dikine catlakli, bazen c¢atlaklar zonlara paralel olusur ve
genelde mantar ¢ok degisken sekildedir. Zonlar veya bantlarin kalinlig1 2-4 cm ¢apinda,
yiizey gri kahverengi veya pas kahverengi, kenarinda 6nce beyazimsi, sonra gri beyaza

donen ve yuvarlagimsi yapida bir zon bulunur.

Trama: Koyu kahverengi, sert ve odunsudur.

Himenyum: Porlu, yuvarlagimsi, mm’ de 5-6 por bulunmakta ve tiiplerin

uzunlugu 2-8 mm kadardir. Tar¢in kahverengi, yaslandik¢a beyazlagmaktadir.
Sporlar: Subgloboz, diiz, hiyalin, 5-7 x 4-6 u dur.
Yetisme Yeri Ozellikleri

Yaygin bir parazittir. Ibreli ve yaprakli agaclarin hemen hemen hepsinde

goriilmektedir.
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Sekil 3. 1. Phellinus igniarius’un bazidyokarp1. (Orijinal)

3.1.2. Hiicre ve viriis

Tim deneylerde viriisiin konak hiicresi olarak insan epidermoid larinks
karsinoma hiicre serisi (HEp-2, ATCC-CCL-23) kullamlmistir. Insan respiratuvar
sinsityal virlisii (human respiratory syncytial viriis: HRSV, ATCC-VR-26) ve HEp-2
hiicreleri, S. U. Fen Fakiiltesi Biyoloji Béliimii Viroloji Laboratuvari’ndan temin

edilmistir.

3.1.3. Besiyerleri ve soliisyonlar

3.1.3.1. Hiicre kiiltiirii besiyerleri

a) Fotal sigir serumu (Fetal bovine serum, FBS): FBS (ATCC-30-2020),

ticari olarak elde edilmistir.

b) Eagle’s Minimum Essential Medium (EMEM, ATCC-30-2003): Ticari
olarak satin alian 500 mI’lik hacime sahip olan EMEM’ler +4 °C’de saklanmustir.
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¢) Uretme besiyeri: %10 FBS, 100 U/ml penisilin, 100 pg/ml streptomisin
stilfat ve 0.25 ng/ml amfoterisin B olacak sekilde, EMEM ile hazirlanmistir.

d) idame besiyeri: %1 FBS, 100 U/ml penisilin, 100 pg/ml streptomisin siilfat
ve 0.25 ng/ml amfoterisin B olacak sekilde, EMEM ile hazirlanmistir.

3.1.3.2. Soliisyonlar

a) Dulbecco’s phosphate buffered saline (DPBS): Kalsiyum ve magnezyum
ihtiva etmeyen fosfat tamponlu tuz soliisyonu, ticari olarak (Biological Industries, Cat.
No0:02-023-1A, Israel) elde edilmistir. Hiicrelerin nétralize edilmesi ve yikanmasinda

ayni zamanda %0.4’liik tripan mavisi sollisyonunun hazirlanmasinda kullanilmistir.

b) % 0.25’lik tripsin-edta (etilen diamin tetraasetik asit) (1x) soliisyonu:
HEp-2 hiicre hattinin konfluent durumundan uzaklasmasinda kullanilan bu soliisyon,

ticari olarak (Biological Industries, Cat. N0:03-050-1A, Israel) temin edilmistir.

¢) Antibiyotik Antimikotik Soliisyonu (100x) (Sigma-A5955): Hiicre kiiltiirii
uygulamalarinda mililitre basina 10.000 {inite penisilin, 10 mg streptomisin siilfat ve 25
pg amfoterisin B icermek ilizere Sigma-Aldrich Kimyasal A.S (St. Louis, MO, USA)
tarafindan formiile edilmis olan bu ticari antibiyotik-antimikotik karigimi, iretici

firmanin tavsiyesi tizerine hiicre kiiltiiri vasatlarina 10 mL/L olmak tizere eklenmistir.

d) Ribavirin stok soliisyonu (1.00 mg/ml): Insanlarin RSV enfeksiyonuna
yakalanmasi durumunda tedavisi i¢in onaylanmis bir ilag olan ribavirin (R9644-10 mg,

Sigma, USA) ticari olarak saglanmistir.

e) Trypan blue boyasi1 (Sigma-T6146): Hiicre sayiminda canli ve Oli
hiicrelerin ayrimimin yapilmasini saglayan bu boya, ticari olarak Sigma (ABD)

firmasindan toz halinde temin edilmistir.

f) XTT temelli hiicre proliferasyon kiti: Hazirlanan  ekstrakt
konsantrasyonlarinin sitotoksite degerleri ve antiviral etki direnglerini belirlemede,

ticari olarak Biological Industries Israel Beit Haemek Ltd. (Kibbutz Beit Haemek
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25115, Israel) Sirketi’'nden elde edilen, XTT Ayiract (10 % 5 ml) ve Aktivasyon Ayiract
(2 x 0.5 ml) iceren XTT temelli hiicre proliferasyon kiti (Kat. No.: 20-300-1000)
kullanilmistir. XTT temelli hiicre proliferasyon kiti saklama sicakligi -20°C’dir.

3.2. Metot

3.2.1. Mantar ekstraktlarinin elde edilmesi

Phellinus igniarius bazidyokarplar1 toprak gibi herhangi bir kalintidan
arindirmak amaciyla yikanarak temizlenmis ve ardindan 40°C’deki bir firinda
kurutulmustur. Kurutulan Ornekler bir degirmen kullanilarak ince toz halinde
ogitilmistiir. Toz halindeki 15°ser g numune, ayr1 ayri, 250 ml metanoliin ve 250 ml
steril distile suyun igerisine konulmustur. Hazirlanan bu karisimlar 25-37°C sicaklikta
ultrasonikasyon ile 1 saat 3 tekrarli ekstraksiyona tabi tutulmuslardir. Proses esnasinda
orneklerin igerdigi bilesenlerin yiiksek sicaklik ile muamelesinden kaynakli yapilarinin
bozulmasini engellemek maksatli sicakligin 40°C’yi gecmemesine 6zen gosterilmistir.
Mantar ekstraktlar1 filtre (Whatman no 1) kullanilarak siiziilmiis ve daha sonra
kullanilan ¢oziiciiler rotary evaporatdr’de (Heidolph Laborota 4000) 40°C’nin altinda
ve diisiik basingta ugurulmuslardir. Ugurma isleminden sonra ekstraktta kalan son sivi
kalintilarindan kurtulmak i¢in, liyofilizatérde diisiik basing altinda -110°C’de kurutulup
konsantre edilmislerdir. Liyofilize haldeki metanol ve su ekstraktinin her 1000 mg’1 10
ml EMEM (serumsuz) ig¢inde c¢ozdiriilerek 100 mg/ml konsantrasyonunda stok
soliisyonlar hazirlanmistir. Stok soliisyonlar 0.45 ve 0.22 pm’lik milipor filtreden
enjektér yardimi ile siiziilerek steril edilmis ardindan 2 ml’lik tiiplere 1’er ml
paylastirilarak deney zamanina kadar +4 °C’de saklanmigtir. Sitotoksisite ve antiviral
aktivite testlerinde kullanilacak ekstrakt konsantrasyonlari hazirladigimiz stoklardan

elde edilmistir.

3.2.2. Ribavirin stok soliisyonu

Toz halde bulunan ribavirin stok solisyonundan 5 mg tartilarak steril tek
kullanimlik cyrovial tiipiin igerisine aktarilmistir. Daha sonra, iizerine 5 ml EMEM

(serumsuz) eklenmistir. Elde edilen 1000 pg/ml konsantrasyonundaki siispansiyon 0,2
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um por capindaki milipor filtreden gegirilerek yeni steril bir tiipe siiziilmiistiir. Ardindan
1 dk siireyle vorteksleme isleine tabii tutumustur. Hazirlanan Stok sollisyon deneylerde
kullanilincaya kadar -80°C’da saklanmistir (+4°C’de tutudugunda, 1 hafta iginde

kullanilmistir).

3.2.3. Trypan blue soliisyonunun (% 0.4’liik) hazirlanmasi

0.20 g trypan blue boyasi, 50 ml DPBS igerisinde ¢oziinmesi saglanmis, 0.45 ve
0.2 um filtrelerden gecirilmis akabinde 5-10 ml hacimlerde deney tiiplerine aktarilarak
24-25°C’de tutulmustur.

3.2.4. Hiicre kiltiiri

Calismamizda, hem sitotoksisite testlerinde hem de antiviral aktivite
deneylerinde American Type Culture Collection (ATCC)’dan temin edilen ve S. U. Fen
Fakiiltesi Biyoloji Boliimii Viroloji Laboratuvari’nda gogaltilarak dondurulmus olan
HEp-2 hiicre hatt1 (ATCC CCL-23) kullanilmustir. icerisinde dondurulmus halde 1 ml
HEp-2 hiicre siispansiyonu bulunan cryovial tiipleri sivi azot tankindan (—196°C)
cikarilldigr anda direk olarak 37°C su banyosunda ivedilikle (2-5 dk) eritilerek 75
cm?lik doku kiiltiirii flaski icerisinde bulunan iiretme besiyeri (%10 FBS, 100 U/ml
penisilin, 100 pg/ml streptomisin ve 0,25 pg/ml amfoterisin B ilave edilmis EMEM)
igerisine aktarilmistir. Flaskin {izerine hiicrenin adi, subkiiltiir sayis1 ve tarih yazilarak
37°C’deki % 5 CO2’li etiive kaldirilmistir. Hiicrelerin gelismesi ve ¢ogalmasi invert
mikroskopta izlenmistir. 75 cm? hacimde doku kiiltiirii flaskinda gelisen hiicreler daha
sonra 1:4 veya 1:10 oraninda subkiiltivasyonlar1 yapilmistir. Hiicrelerde bu sekilde bir
devamlilik durumu saglanmasi sonra, hiicre hattinda olusabilecek kontaminasyon ve
risklere karst hiicrelerin belli bir kismi belirli periyotlarda dondurularak muhafaza
edilmistir. Bu islem logaritmik fazdaki hiicreleri tripsin ile muamele ederek santrifiijle
toplanmas ve ardindan % 10 DMSO igeren FBS kullanilarak hazirlanan dondurma
soliisyonuna aktarilmasi esasina dayanir. Saklama ortaminda yaklasik 1x107 hiicre/ml

olacak sekilde olusturuln hiicre stoklar1 dondurulmustur (-80 °C ve —196 °C).
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3.2.5. Viriis siispansiyonlari eldesi

75 cm? hacimde doku kiiltiirii flaskinda gelisen % 70-85 ¢ogalma diizeyine
(konfluensi) ulasan HEp-2 hiicrelerinin tiretme besiyerini dokiilmiis ve hiicreler 1-2 ml
DPBS ile 1-2 kez yikama yapilmistir. Viriis susunu (ATCC VR-26) igeren cryovial tiipii
37°C’deki su banyosunda ¢ok hizli bir sekilde (2-5 dk) eritilmistir. Cogaltilmak istenen
viriis, titresi diistiniilerek 1:10 oraninda sulandirilmis ardindan 75 cm?’lik flaska
(%70-85 konfliient hiicre igeren), igerisindeki miktar 2.5 ml olacak sekilde ekim
yapilarak 37°C’de %5 CO; igeren ortamda 2 saat inkiibasyona birakilmistir. Iki saatlik
inkiibasyon boyunca flask her 15 dakikada bir hafif¢e sallanarak virtisun homojen bir
sekilde yiizeye temas etmesi saglanmis ayni zamanda hiicre yiizeyinin kurumasi
engellenmistir. Viriisiin adsorbsiyonu igin 2 saat inkiibasyon siiresi bitiminde, flaska
22.5 ml viriis iretme besiyeri (%1 FBS’li EMEM) eklenerek adsorbsiyonu islemi
sonlandirilmistir. Doku kiiltiir sisesi, 37°C’deki %5 CO2’li ortam igeren inkiibatorde 3
giin inkiibasyona birakilmistir. Hiicreler her giin invert miktoskop ile sitopatik etki
(CPE) olusumu gozlenmistir. Inkiibasyonun 3. giiniinde % 90 CPE goriilen flask
—80°C’lik dolaba konulmustur. Dondurulan hiicreler 37°C’de benmaride 1sitilip
calkanarak eritimistir. Bu dondurma ardindan ¢o6zdiirme islemi 3 tekrarli olarak
yapilmistir. Bu islemle, deforme olan hiicreler patlatilarak hiicre icerisindeki viriislerin
serbest kalmasi saglanmigtir. Akabinde doku kiiltiirii flaskinin igerisindeki hiicre
kalintilart ve virlis ihtiva eden sivi g¢ekilerek santrifiij tiiptine aktarilir 3500 rpm’de
+4°C’de 10 dk santrifiij edilir. Siipernatant cekilerek, {izerinde sus adi1 ve olusturma

tarihi yazili tiiplere 1’er ml pipetlenerek —80 °C’de ardindan da -197°C’de saklanmustir.

3.2.6. Viriis titre hesabi

Viriis enfektivitesinin titrasyonu, %50 doku kiiltiirii enfeksiyoz doz (DKIDso)
metodu ile yapilmistir. Bu amagla, ilk once hiicre iiretme besiyeri kullanarak ml’sinde
2.5 x 10 hiicre iceren 10 ml HEp-2 hiicre siispansiyonu hazirlanmustir.

¢ Mililitresinde 2.5 x 10° hiicre igeren siispansiyon (10 ml) hazirlamanmasinda
asagidaki protokol uygulanmistir:

1) 75 cm?lik doku kiiltiir flask1 icerisinde bulunan iiretme besiyeri ¢ekilerek

alinmustir.
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2) Flaska 2 ml tripsin-EDTA (% 0.25, 1%, Biological Industries, Cat. No:03-050-
1A, Israel)) soliisyonu ekleyerek hiicre yiizeyine kisa bir siire yikandiktan sonra,
soliisyon ¢ekilerek bosaltma kabina alinmistir. Flaska tekrar 2 ml tripsin-EDTA
eklenerek daha yiiksek aktivite elde etmek i¢in yaklasik 5 dk inkiibatérde tutulmustur.
Hiicrelerin flaskin yiizeyinden ayrilmaya basladigi sira flaska hafifce vurulmustur.
Ardindan, tripsin-EDTA’nin etkisini inaktive etmek maksatiyla flaska 8 ml hiicre
iiretme besiyeri eklenerek pipetaj yapilmis ve sivi ¢ekilerek santrifiij tiipline aktarilmis
ve 800 rpm’de 10 dk santrifiij edilmistir. Siipernatant dikkatli bir sekilde bosaltilmis
daha sonra santrifiij tiipiiniin dibindeki hiicre pelletinin iizerine 10 ml hiicre iiretme
besiyeri eklenerek canli hiicre sayimi yapilmistir. Bu islem icin de sirasiyla asagidaki
basamaklar takip edilmistir:

a) Ependorf tiipiinde 100 pl hiicre siispansiyonu + 400 pl Trypan Blue
(%0.4°1iik) eklenerek pipetaj yapilmistir (1:5 diliisyon).

b) Otomatik pipetle thoma lamimin her iki sayim kamarasina yaklasik 15 ul
hiicre stispansiyonu dikkatli bir sekilde pipetlenmistir. Kapiller hareketle sayim
kamarasinin dolmasi icin beklenmistir. Sayima baslamadan 6nce 1 dakika siireyle
hiicrelerin sabitlenmesine izin verilmistir.

c) 10x objektif kullanilarak, kamaranin sayim gerceve ¢izgilerine odaklanilmig
ve her iki sayim kamarasinda bulunan 16 kii¢iik karedeki canli hiicreler (mavi olmayan)
sayllmustir. Cizgilerin iizerine gelen hiicreler sayim dig1 birakilmistir. Ust ve alt sayim
kamaralarinda sayilan hiicrelerin ortalamasi alinmistir.

d) Asagidaki formiile gore hiicre siispansiyonunun mililitresinde bulunan canli

hiicre sayis1 belirlenmistir:

Canl1 hiicre/ml = ortalama hiicre sayis1 x diliisyon faktdriiniin tersi x 10*  (3.1)

Canli hiicre/ml = 19 x 5 x 10*=9.5 x 10° hiicre/mL bulunmustur.

e) Hiicre saymm akabinde, 2.5 x 10° konsantrasyonda toplam 10 mL hiicre

siispansiyonu hazirlamak i¢in asagidaki formiilden yararlanilmistir:

V1xC1=V2xC2 (3.2)
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Bu formiilde:

V1, istenilen sulandirilmis hiicre siispansiyonunun mL olarak hacmidir.

Cj, istenilen konsantrasyondur (hticre sayisi/mL).

V2, orijinal hiicre siispansiyonunun (hesaplanacak) mL olarak hacmidir. Bu,
diliisyonu yapilacak olan orijinal hiicre siispansiyonunun hacmidir.

C2, orijinal hiicre siispansiyonunun konsantrasyonudur (hiicre sayisi/mL).

Boylece, V2 + sulandirici = istenilen konsantrasyonda V1

Istenilen diliisyon, 10 ml 2.5 x 10° hiicre/ml konsantrasyona sahip olan hiicreler
ve mevcut olan 9.5 x 10° hiicre/ml konsantrasyonu oldugundan dolay: ihtiyacimiz olan

orijinal hiicre diliisyon hacmi (V) asagida bulunan formiil ile hesaplanmistir:
V1xC1=V2x(C; (3.2)

10 ml x (2.5 x 10° hiicre/ml) = V2 x (9.5 x 10° hiicre/ml)

6
V2 = 2.5x10
9.5x10°

Bundan dolay1, 10 ml (V1) 2.5 x 10° hiicre/ml elde etmek igin, 7.37 ml (7370 pl)

=2.63 ml =2630 pl

hiicre iiretme besiyerine 2630 ul (V2) orijinal hiicre siispansiyonu eklenmistir.

¢ HEp-2 hiicreleri 96 kuyucuklu pleyte ekilmis (2.5 x 10* hiicre/kuyucuk) ve %5
CO2’li ortamda 37°C’de 24 saat siireyle iiretme besiyerinde (100 pl/kuyucuk) kiiltiire
edilmistir.

¢ Hiicreler her kuyucukta neredeyse konfluent oldugunda, vasat aspire edilmis
ve daha sonra idame besiyeri (%1 FBS’li EMEM) kullanilarak RSV nin seri 10 misli
sulandirmalar1 hazirlandiktan sonra her diliisyondaki viriis silispansiyonundan 4’er
kuyucuga 100’er ul eklenmistir. Ayn1 zamanda, viriis kontrol (VK) ve hiicre kontrol
(Kabanov ve ark.) i¢in de dorder kuyucuk belirlenmistir. Viriis kontrol igin segilen
kuyucuklara 50 pl stok wvirlis, 50 pl idame besiyeri, hiicre kontrol i¢in segilen
kuyucuklara da 100 pl hiicre idame besiyeri konulmustur.

¢ Viriis inokule edilmis hiicre kiiltiirleri ilaveten 4-6 giin siireyle inkiibe edilmis
ve viriis CPE (sitopatik etki)’si invert mikroskop ile giinliik olarak kontrol edilmistir.
DKIDso degeri, inokule edilmis kiiltiirlerin % 50’sinde sitopatik etki gdsteren viriis

dozunu yansitan, Spearmann-Kaerber metodu ile hesaplanmistir (Kaerber, 1964).
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Spearmann-Kaerber metoduna gore viriisun titresi asagidaki formiile gore

hesaplanmaistir:

Logl0 DKID50 =— {xo— % + D(%)} (3.3)

X0 = Biitiin kuyucuklarin pozitif oldugu (CPE olustugu) en diisiik sulandirma
degerinin Logl10’u

D = Sulandirma faktériiniin Logio’u

R = Xo ve daha diisiik sulandirmalarda tespit edilen pozitiflerin (CPE) toplami1

N = Her bir sulandirmada kullanilan kuyucuk sayisi

Viriis sulandirmalari CPE

110 (10Y) oo +++ + (4/4) 4 gbziin 4’iinde de CPE +

1/100 (102) ..o, ++++ (4/4) 4 goziin 4’ tinde de CPE +
1/1000 (103) veuenenrnennenenennns + ++ + (4/4) 4 goziin 4’ iinde de CPE +
1/10000 (10%) ....oeveiinann ++++ (3/4) 4 goziin 3’ iinde CPE +
1/100000 (10®) .......ccovenntn. ++-- (1/4) 4 gdziin 1’'nde CPE +
1/1000000 (10%) ................. ----  (0/4) 4 gozin 4’ iinde de CPE negatif
1/10000000 (1077 .....evveenn ---- (0/4) 4 goziin 4’ iinde de CPE negatif
1/100000000 (10®) ............... ---- (0/4) 4 goziin 4’ inde de CPE negatif
X0 =L0g10103........... X0=3

D=Logw®........... D=1

R=4+3+1........ R=8

N=4

Log10 DKID50 :{3_%”(2)}: _ 45

1 DKiDsp = 10- #%/0.1 ml bulunmustur (Doku kiiltiirlerine (kuyucuklara) 0.1 ml
virlis ekimi yapildiginda kiiltiirlerin %50’sinde CPE olusturan, %50’ sinde CPE

olusturmayan viriis diliisyonlari, kisacasi viriisun titresi, 10- +°* dir).
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3.2.7. Hiicre ¢ogalma egrisi

Ekstraktlar ve RBV’nin HEp-2 hiicre hatt1 iizerine sitotoksik etkilerini
degerlendirmek amaciyla XTT yontemini uygulamadan once hiicrenin ¢ogalma egrisini
olusturmak, hiicrelerin kaginci saatte hangi fazda olduklarin1 anlamak ve uygulanacak
ekstraktlar ve Ribavirinin hiicre hatti ile en az ka¢ saat muamele edilmesi gerektiginin
anlagilmasinda 6nemli rol oynar. Bu amagla ilk olarak HEp-2 hiicreleri i¢in 5 giinliik
(daha dogrusu, kuyucuklarda %90-100 monolayer sekillenecegi siire kadar) bir cogalma
egrisi grafigi c¢ikartilmig ve hiicre hattinin ikilenme zamani (doubling time)

belirlenmistir. Prosediir asagida tarif edildigi sekilde uygulanmstir:

¢ 5x10* hiicre/ml olacak sekilde hazirlanan hiicre siispansiyonu (toplam 30
ml)’ndan 24 kuyucuklu pleytin kuyucuklarina 1’er ml dagitilmis ve pleyt 24 saat siire
ile %5 CO2’li ortamda inkiibe edilmistir.

30 ml hiicre slispansiyonu soyle hazirlanmistir:

1) 75 cm?’lik doku kiiltiir flask1 igerisinde bulunan iiretme besiyeri ¢ekilerek
alinmistir.

2) Flaska 10 ml DPBS eklenerek hiicre yiizeyi yikanmustir. FBS tripsin-EDTA
inhibitorleri barindirdigr igin flaskta kalan besiyerinin DPBS ile yikanip etkisini inhibe
etmesi dnemlidir.

3) Flasktaki hiicreler lizerine 2.5 ml tripsin-EDTA (% 0.25, 1%, Gibco # 25200-
072) konulmustur. Enzim aktivitesi i¢in 5-6 dk siireyle inkiibatére konulmustur.
Hiicrelerin flaskin yilizeyinden ayrilmaya basladigi sira flaska hafif¢e vurulmustur.
Ardindan, tripsin-EDTA’nin etkisini inaktive etmek maksatiyla flaska 8 ml hiicre
iiretme besiyeri eklenerek pipetaj yapilmis ve sivi ¢ekilerek santrifiij tiipiine aktarilmis
ve 800 rpm’de 10 dk santrifiij edilmistir. Siipernatant dikkatli bir sekilde bosaltilmig
daha sonra santrifiij tlipliniin dibindeki hiicre pelletinin {izerine 5 ml hiicre tiretme
besiyeri eklenerek canli hiicre sayimi yapilmistir. Bu islem icin de sirasiyla asagidaki
basamaklar takip edilmistir:

a) Ependorf tiipinde 100 pl hiicre siispansiyonu + 400 ul Trypan Blue
(%0.4°1iik) eklenerek pipetaj yapilmistir (1:5 diliisyon).

b) Otomatik pipetle thoma laminin her iki sayim kamarasia yaklagik 15 pl

hiicre silispansiyonu dikkatli bir sekilde pipetlenmistir. Kapiller hareketle sayim
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kamarasinin dolmasi i¢in beklenmistir. Sayima baslamadan 6nce 1 dakika siireyle
hiicrelerin sabitlenmesine izin verilmistir.

c) 10x objektif kullanilarak, kamaranin sayim gerceve ¢izgilerine odaklanilmis
ve her iki sayim kamarasinda bulunan 16 kiigiik karedeki canli hiicreler (mavi olmayan)
sayllmistir. Cizgilerin iizerine gelen hiicreler sayim dis1 birakilmustir. Ust ve alt sayim
kamaralarinda sayilan hiicrelerin ortalamasi alinmistir.

d) Asagidaki formiile gore hiicre siispansiyonunun mililitresinde bulunan canli

hiicre sayis1 belirlenmistir:

Canl1 hiicre/m] =ortalama hiicre sayisixdiliisyon faktériiniin tersix10* (3.2)

Canl1 hiicre/ml = 20 x 5 x 10* =10 x 10° hiicre/ml bulunmustur.

e) Hiicre saymm akabinde, 5 x 10* konsantrasyonda toplam 30 mL hiicre

siispansiyonu hazirlamak i¢in asagidaki formiilden yararlanilmistir:

V1xC1=V2xC2 (3.2)

Bu formiilde:

V1, istenilen sulandirilmis hiicre siispansiyonunun ml olarak hacmidir.

Ci, istenilen konsantrasyondur (hiicre sayisi/ml).

V2, orijinal hiicre silispansiyonunun (hesaplanacak) ml olarak hacmidir. Bu,
sulandirilmasi gerekecek olan orijinal hiicre siispansiyonunun hacmidir.

C2, orijinal hiicre slispansiyonunun konsantrasyonudur (hiicre sayisi/ml).

Boylece, V2 + sulandiricr = istenilen konsantrasyonda V1

Istenilen diliisyon, 30 ml 5 x 10* hiicre/m] hiicre/ml konsantrasyona sahip olan
hiicreler ve mevcut olan 10 x 10° hiicre/ml konsantrasyonu oldugundan dolay:
ihtiyacimiz olan orijinal hiicre dilisyon hacmi (V2) asagida bulunan formiil ile
hesaplanmaistir:

V1xC1=V2xC2 (3.2)

30 ml x (5 x 10*hiicre/ml) = V2 x (10 x 10° hiicre/ml)
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Vo= =15ml
Bundan dolay1, 30 ml (V1) 5 x 10* hiicre/ml hazirlamak i¢in, 28.5 ml besiyerine
(%10 FBS’li EMEM’e) 1.5 ml (V2) orijinal hiicre siispansiyonu eklenir.

¢ 24 saat inkiibasyondan sonra, pleytin 2 kuyucugu DPBS ile yikanmis ve daha
sonra kuyucuk bagina 100 pl Tripsin/EDTA ilave edilerek pleyt inkiibatore
kaldirilmistir. 15 dk sonra inkiibatorden alinan pleytin Tripsin/EDTA uygulanan
kuyucuklarma 900 pl EMEM (%10 FBS’11) ilave edilerek hiicreler siispanse edilmistir.
Konsantrasyon bakimindan ayni olan 2 kuyucuktaki hiicreler bir tiipiin igerisine
alinmistir. Boylece bir tiipte ayn1 konsantrasyondan 2 ml hiicre siispansiyonu birikmesi
saglanmistir. Tiipteki hiicre siispansiyonundan 100 pl ve tripan mavisinden de 100 pl
alinarak 1:1 oraninda siispanse edilmis, siispansiyon 5-10 dk bekletilip hiicrelerin
hemositometrede sayimlari yapilmis ve boylece 1 adet kuyucuk icindeki ortalama canli
hiicre sayisi (hiicre/ml) belirlenmistir. Bulunan bu 1 mL’deki hiicre miktar1 baglangi¢
saymmi (1. Giin) olarak kabul edilmistir. Bu islem her 24 saatte bir iki kuyucuktaki
hiicreler sayilacak sekilde toplam 5 giin boyunca (daha dogrusu, kuyucuklarda %90-100
monolayer sekilleninceye kadar) tekrarlanmigtir. Absise zaman (giin), ordinata hiicre

sayilar yerlestirilerek hiicre hattinin ¢cogalma egrisi olusturulmustur.

Orijinal siispansiyondaki mL basina canh hiicrelerin sayisi, asagidaki formiil

kullanarak hesaplanmustir:

Canl1 hiicre/m] =(ortalama hiicre sayisixdiliisyon faktdriiniin tersi x 10%)/2 (3.1)

Canli hiicre/ml = (X x 20 x 10%) /2 =.......... hiicre/ml

Not : [100 ul Tripsin-EDTA” ya ilave edilen 900 ul EMEM= 1/10 sulandirma.
100 pl boyaya eklenen 100 ul hiicre siispansiyonu= 1/2 sulandirma. Sulandirma

Faktorii, her iki faktoriin sonucu olur = 1/10 % 1/2= 1/20 (total sulandirma faktorii)]

¢ Ikilenme zamani (doubling time, DT), to ve t’nin sirasiyla birinci ve besinci
giinii, No ve N’nin sirastyla to ve t’deki hiicre sayisini1 temsil ettigi agsagidaki formiile

(Ebato ve ark., 1988) gore hesaplanmistir:
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pr=t=t) 092 (3.4)
logN —logN,

3.2.8. Sitotoksisite testi

Phellinus igniarius mantarindan elde edilen metanol ve su ekstraktlarinin yant
sira, insanlarda RSV enfeksiyonlarinin tedavisi i¢in onaylanmis bir ilag olan ribavirin
(RBV)’in HEp-2 hiicre hatt1 iizerine olan toksik etkilerini belirlemek igin, Wang ve ark.
(2012) tarafindan belirlenen protokol uygulanmistir. Deney, su sekilde yapilmistir:

Hiicre iiretme besiyeri ile konsantrasyonu 0.625 x 10° hiicre/ml olacak sekilde
bir HEp-2 siispansiyonu hazirlanmigtir. 96 kuyucuklu mikrotitrasyon pleytlerinin her
kuyucuguna [besiyeri kontrol (BK) i¢in kullanilan pleytlerin 1. kolonundaki 8 kuyucuk
hari¢] hazirlanan bu hiicre slispansiyonundan 100’er pl ekilmis (6250 hiicre/kuyucuk)
ve nemlendirilmis % 5 CO2’li bir inkiibatorde 37°C’de 24 saat siireyle inkiibe edilmistir.
Ekstraktlarin stok soliisyonundan (100 mg/ml), EMEM kullanilarak %10 FBS icerecek
sekilde 50000 pg/ml konsantrasyonlu bir soliisyon hazirlanmigtir. Daha sonra, 50000
ng/ml konsantrasyonlu bu ekstrakt soliisyonlarindan hiicre liretme besiyeri kullanilarak
log2 tabanina gore sulandirmalar (25000, 12500, 6250, 3125, 1563, 781, 391, 195, 98
pg/mL  konsantrasyonlu sulandirmalar) hazirlanmistir.  Hiicrelerin = 37°C’de
nemlendirilmis %5 CO: iceren bir ortamda 24 saat siireyle inkiibasyonundan sonra,
kuyucuklardaki siipernatant bosaltilmis ve hazirlanan bu ekstrakt sulandirmalarinin
(50000, 25000, 12500, 6250, 3125, 1563, 781, 391, 195, 98 ug/mL konsantrasyonlu
sulandirmalar) her biri i¢in pleytin 8’er kuyucugu kullanilarak, bu kuyucuklara
sulandirmalardan 150°ser pl  konulmustur. Pleytlerin BK olarak kullanilan 1.
kolonlarindaki ve hiicre kontrol (Kabanov ve ark.) olarak kullanilan 2. kolonlarindaki 8
kuyucugun her birine 150 pl hiicre liretme besiyeri eklenmistir (Sekil 3.2). Pleytler 48
saat daha inkiibasyondan sonra, ticari olarak elde edilen XTT (2,3-bis[2 methoxy-4-
nitro-5-sulfophenyl]-5-(phenylamino)carbonyl-2H-tetrazolium hydroxide) ayiracinin 5
ml’si ile yine ticari olarak elde edilen PMS (fenazin metosiilfat: elektron baglama
aytraci)’nin 0.1 ml’sinin eklenerek hazirlanan soliisyondan her kuyucuga 50’ser ul ilave

edilmistir.
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Sekil 3.2. Sitotoksisites etkisinin hesaplanmasinda uygulanan Ekstraklarin konsantrasyon miktarlari

Pleytlerin her bir kuyucugunun homojen sekilde boyay: almasi igin hafif bir
sekilde ¢alkalama islemi uygulanmistir. Pleytler, XTT formazan iiriiniiniin olusmasi igin
3 saat daha inkiibasyona birakilmistir. Optik dansisite (OD)’ler, 490 nm bir test dalga
boyu ve 630 nm bir referans dalga boyunda bir ELISA okuyucusunda (Multiskan EX,
Labsystems) okutularak 8 kuyucuktan alinan OD ortalamalar1 kaydedilmistir. Deneyler
ti¢ tekrarli yapilarak sonuglarin hiicre kontrol grubuna gore ortalama sitotoksisite %o
orani saptanmistir. Sitotoksisite % oranini hesaplamak ic¢in, A’nin hiicre kontroliin
OD’sini, B’ nin ekstraktlarin uygulandig: hiicrelerin OD’sini gosterdigi asagidaki formiil
kullanilmistir (Andrighetti Frohner ve ark., 2003):

Sltotok5|3|te(%)—

(A-B)
n 100 (3.5)

HK’ler ile karsilagtirildiginda ekstraktlarin uygulandigi hiicrelerin  OD’sini

%350’ye kadar azaltan konsantrasyon olarak tanimlanan %50 Sitotoksik Konsantrasyon
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(CC50), elde edilen verilerin sonucunda GraphPad Prism Version 5.03 istatistik
programi yardimiyla non-linear regresyon analizi uygulanarak belirlenmistir. HK’lerin
OD’leri ile karsilagtirilarak  ekstraktlarn  MNTK  (maksimum  non-toksik
konsantrasyon)’leri belirlenmistir. Belirlenen bu MNTK’ler, ekstraktlarin antiviral
aktivitesinin saptanmasinda kullanilmigtir.

Insanlarda RSV enfeksiyonlarmin tedavisine yonelik kabul gérmiis ilag olan
RBV’nin sitotoksik etkisini degerlendirmek i¢in de ayni prosediir uygulanmistir.
RBV’nin stok soliisyonundan (1000 pg/ml) EMEM kullanilarak %10 FBS icerecek
sekilde 500 pg/mL konsantrasyonlu bir soliisyon hazirlanmistir. Daha sonra, 500 pg/mL
konsantrasyonlu bu RBV soliisyonundan iiretme vasati kullanilarak log2 tabanina gore
sulandirmalar (250, 125, 62.5, 31.25, 15.63, 7.81, 391, 195, 0.98 pg/ml
konsantrasyonlu sulandirmalar) hazirlanmistir. Hiicrelerin 37°C’de nemlendirilmis %5
CO2 igeren bir ortamda 24 saat siireyle inkiibasyonundan sonra, kuyucuklardaki
siipernatant bosaltilmis ve hazirlanan bu RBV sulandirmalarinin (500, 250, 125, 62.5,
31.25, 15.63, 7.81, 3.91, 1.95, 0.98 ng/ml) her biri i¢in pleytin 8’er kuyucugu
kullanilarak, bu kuyucuklara sulandirmalardan 150’ser pL konulmustur. Pleytin BK
olarak kullanilan 1. kolonundaki ve HK olarak kullanilan 2. kolonundaki 8 kuyucugun
her birine 150 pl iiretme vasatt konulmustur (Sekil 3.3). Pleyt 48 saat daha inkiibe
edilmistir. Bu asamadan sonraki islemler, ekstraktlarda uygulandig: sekilde yapilmistir.

Sitotoksisite deneyleri her bir ekstrakt ve RBV i¢in 3 kez tekrarlanmistir.
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Sekil 3.3. Ribavirinin sitotoksisitesinin belirlenmesinde uygulanan doz miktarlari

3.2.9. XTT metodu ile antiviral test

3.2.9.1. Ribavirinin anti-HRSV aktivitesinin belirlenmesi

RBV’nin RSV’ye kars1 antiviral aktivitesinin degerlendirilmesinde Chiang ve
ark. (2002) tarafindan bildirilen metot kullanilmistir. Deney, su sekilde uygulanmustir:

¢ Tripsin uygulanan HEp-2 hiicrelerinin iiretme besiyeri ile 1.43 x 10° hiicre/ml
konsantrasyonda olacak sekilde diliisyonlar1 hazirlanmistir. Hazirlanan bu hiicre
diliisyonlarindan 96 kuyucuklu hiicre pleytlerinin kuyucuklarina (BK olarak kullanilan
pleytin 1. kolonundaki 8 kuyucuk hari¢) kuyucuk basmma 70 pl volimde (~10*
hiicre/kuyucuk) ekim yapilmstir.

¢ 37°C’de % 5 CO2’li ortamda 6 saat inkiibasyondan sonra, kuyucuklardaki
besiyerleri bosaltilmis ve pleytin tiim kuyucuklarina 70’er pl idame besiyeri (%1 FBS’li
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EMEM) konulmustur. Daha sonra, kuyucuklara (pleytin BK olarak kullanilan 1. kolonu
ile HK olarak kullanilan 2. kolonundaki 8 kuyucuk hari¢) idame besiyeri kullanilarak
100 DKIiDso/0.1 ml oraninda sulandirilan RSV  siispansiyonundan 20’ser pl
konulmustur. Mikropleytin 3. kolonundaki 8 adet kuyucuk viriis kontrol (VK) olarak
kullanilmistir. Mikropleytin BK olarak kullanilan 1. kolonu ile HK olarak kullanilan 2.
kolonundaki 8 adet kuyucuga 20’ser pL idame besiyeri konulmustur ve pleyt 2 saat

daha inkiibe edilmistir.

¢ RBV’nin stok soliisyonundan (1000 pg/ml) %1 FBS igerecek sekilde 10 x
MNTK’de (10 x 0.98 = 9.8 pg/ml) bir sulandirmas1 hazirlanmistir. Daha sonra, 9.8
pg/ml konsantrasyonundaki RBV soliisyonundan idame besiyeri kullanilarak seri
halinde 2 misli sulandirmalar (4.900, 2.450, 1.225, 0.613, 0.306, 0.153, 0.077, 0.038
ng/mL) hazirlanmistir.

¢ Iki saatlik inkiibasyon siiresinden sonra, 96 kuyucuklu mikropleytin 4.
kolonundaki 8 kuyucuga hazirlanan 9.8 pg/ml konsantrasyonundaki RBV
sulandirmasindan 10’ar pl konulmustur. Mikropleytin geriye kalan 8 kolonundaki
kuyucuklara (yani, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11 ve 12. kolonlardaki kuyucuklara) da RBV’nin
4.900, 2.450, 1.225, 0.613, 0.306, 0.153, 0.077, 0.038 pg/ml konsantrasyonundaki
sulandirmalarindan 10’ar pl konulmugtur. Mikropleytin BK, HK ve VK olarak
kullanilan kolonlarindaki kuyucuklarina da 10’ar uL idame besiyeri eklenmistir (Sekil
3.4).

¢ Pleytlerin kapaginmi kapatarak ve 37°C’de %5 CO2’li ortamda 3 giin siireyle
inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan sonrasi, ticari olarak elde edilen XTT ayiracinin 5
ml’si ile yine ticari olarak elde edilen PMS (fenazin metosiilfat: elektron baglama
ayiract)’nin 0.1 ml’sinin eklenerek hazirlanan soliisyondan her kuyucuga 50’ser ul ilave
edilmistir. Pleytlerin her bir kuyucugunun homojen sekilde boyay1 almasi i¢in hafif bir
sekilde calkalama islemi uygulanmistir. Pleytler, XTT formazan {iriiniiniin olusmasi i¢in

3 saat daha inkiibasyona birakilmistir.

¢ OD’ler, 490 nm test dalga boyu ve 630 nm referans dalga boylarinda bir
ELISA okuyusunda (Multiskan EX, Labsystems) okutularak 8 kuyucuktan elde edilen
OD ortalamalar1 kaydedilmistir.
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Sekil 3.4. Ribavirin’in antiviral aktivitesinin belirlenmesi i¢in olusturulan deney tablosu

¢ Koruma vyiizde orani, spektrofotometrik olarak asagidaki formiilden

hesaplanmistir Andrighetti Frohner ve ark. (2003):

Koruma %’si = [(A—B) / (C—B) x 100] (3.6)

A = 8 gozdeki her bir ribavirin konsantrasyonu i¢in ortalama OD
B = Viriis kontrol OD’si (8 gozdeki OD degerlerinin ortalamasi)
C = Hiicre kontrol OD’si (8 gozdeki OD degerlerinin ortalamast)

¢ Enfekte hiicrelerin % 50’sinde koruma saglayan ribavirin konsantrasyonu
olarak tanimlanan ECsp degeri, ribavirin konsantrasyonlarina kars1 belirlenen koruma %
oranlarindan yararlanilarak, GraphPad Prism Version 5.03 istatistik programi
kullanilarak non-linear regresyon analiziyle belirlenmistir. Ribavirin’in segicilik indeksi

(ST) degeri ise, CCso/ECsp oranindan belirlenmistir.
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3.2.9.2. Phellinus igniarius metanol ekstraktimin anti-HRSV aktivitesinin

belirlenmesi

Phellinus igniarius metanol ekstraktinin RSV’ye karsi antiviral aktivitesinin
degerlendirilmesinde Chiang ve ark. (2002) tarafindan bildirilen metot kullanilmustir.

Deney, su sekilde uygulanmistir:

¢ Tripsin uygulanan HEp-2 hiicrelerinin %10 FBS i¢ceren EMEM kullanilarak
1.43 x 10° hiicre/ml konsantrasyonda olacak sekilde diliisyonlar1 hazirlanmistir.
Hazirlanan bu hiicre diliisyonlarindan 96 kuyucuklu hiicre pleytlerinin kuyucuklarina
(BK olarak kullanilan pleytin 1. kolonundaki 8 kuyucuk hari¢) kuyucuk basina 70 pl
voliimde (~10* hiicre/kuyucuk) ekim yapilmistir.

¢ 37°C’de % 5 CO2’li ortamda 6 saat inkiibasyondan sonra, kuyucuklardaki
besiyerleri bosaltilmis ve pleytin tiim kuyucuklarina 70’er pl idame besiyeri (%1 FBS’li
EMEM) konulmustur. Daha sonra, kuyucuklara (pleytin BK olarak kullanilan 1. kolonu
ile HK olarak kullanilan 2. kolonundaki 8 kuyucuk hari¢) idame besiyeri kullanilarak
100 DKIiDso/0.1 ml oraninda sulandirilan RSV  siispansiyonundan 20’ser ul
konulmustur. Mikropleytin 3. kolonundaki 8 adet kuyucuk viriis kontrol (VK) olarak
kullanilmistir. Mikropleytin BK olarak kullanilan 1. kolonu ile HK olarak kullanilan 2.
kolonundaki 8 adet kuyucuga 20’ser ul idame besiyeri konulmustur ve pleyt 2 saat daha

inkiibe edilmistir.

¢ Ekstraktin stok soliisyonundan (100 mg/ml) %1 FBS igerecek sekilde 10 x
MNTK’de (10 x 391 = 3910 pg/ml) bir sulandirmas1 hazirlanmistir. Daha sonra, 3910
pg/ml konsantrasyonundaki ekstrakt soliisyonundan idame besiyeri kullanilarak seri
halinde 2 misli sulandirmalar (1955.000, 977.500, 488.750, 244.375, 122.188, 61.094,
30.547, 15.273 pg/ml) hazirlanmistir.

¢ iki saatlik inkiibasyon siiresinden sonra, 96 kuyucuklu mikropleytin 4.
kolonundaki 8 kuyucuga hazirlanan 3910.000 pg/ml konsantrasyonundaki ekstrakt
sulandirmasindan 10’ar pl konulmustur. Mikropleytin geriye kalan 8 kolonundaki
kuyucuklara (yani, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11 ve 12. kolonlardaki kuyucuklara) da ekstraktin
1955.000, 977.500, 488.750, 244.375, 122.188, 61.094, 30.547, 15.273 pg/ml
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konsantrasyonundaki sulandirmalarindan 10’ar pl konulmustur. Mikropleytin BK, HK
ve VK olarak kullanilan kolonlarindaki kuyucuklarina da 10’ar pl idame besiyeri

eklenmistir (Sekil 3.5).

¢ Pleytlerin kapagin1 kapatarak ve 37°C’de %5 COz2’li ortamda 3 giin siireyle
inkiibe edilmistir. inkiibasyondan sonrasi, ticari olarak elde edilen XTT ayiracinin 5
ml’si ile yine ticari olarak elde edilen PMS (fenazin metosiilfat: elektron baglama
ayiraci)’nin 0.1 ml’sinin eklenerek hazirlanan soliisyondan her kuyucuga 50’ser ul ilave
edilmistir. Pleytlerin her bir kuyucugunun homojen sekilde boyay1 almasi i¢in hafif bir
sekilde calkalama islemi uygulanmistir. Pleytler, XTT formazan iirliniiniin olugmasi i¢in

3 saat daha inkiibasyona birakilmistir.

¢ OD’ler, 490 nm test dalga boyu ve 630 nm referans dalga boylarinda bir
ELISA okuyusunda (Multiskan EX, Labsystems) okunarak 8 kuyucuktan elde edilen
OD ortalamalar1 kaydedilmistir.

Virus Kontrol

-2 | Besiyeri Kontrol

Ny | Hiicre Kontrol
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Sekil 3.5. Phellinus igniarius metanol ekstraktinin antiviral aktivitesinin belirlenmesine yonelik deney
sablonu
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¢ Farkli ekstrakt konsantrasyonlarinin viriise karst koruma yiizde oranlari,
spektrofotometrik olarak asagidaki formiilden hesaplanmistir Andrighetti Frohner ve

ark. (2003):

Koruma%’si=[ (A-B) / (C-B) x 100 ] (3.6)

A = 8 gbzdeki her bir ekstrakt konsantrasyonu i¢in ortalama OD
B = Viriis kontrol OD’si (8 gdzdeki OD degerlerinin ortalamasi)
C = Hiicre kontrol OD’si (8 gozdeki OD degerlerinin ortalamast)

¢ Enfekte hiicrelerin % 50’sinde koruma saglayan ekstrakt konsantrasyonu
olarak tanimlanan ECsg degeri, ekstrakt konsantrasyonlarina karsi belirlenen koruma %
oranlarindan yararlanilarak, GraphPad Prism Version 5.03 istatistik programi
kullanilarak non-linear regresyon analiziyle belirlenmistir. Ekstraktlarin secicilik

indeksi (SI) ise, CCso/ECsp oranindan hesaplanmistir. Deneyler 3 kez tekrarlanmistir.

3.2.9.3. Phellinus igniarius su ekstraktinin anti-HRSV aktivitesinin belirlenmesi

Phellinus igniarius su ekstraktinin RSV’ye kargt antiviral aktivitesinin
degerlendirilmesinde Chiang ve ark. (2002) tarafindan bildirilen metot kullanilmustir.

Deney, su sekilde uygulanmistir:

¢ Tripsin uygulanan HEp-2 hiicrelerinin %10 FBS iceren EMEM kullanilarak
1.43 x 10° hiicre/ml konsantrasyonda olacak sekilde diliisyonlar1 hazirlanmstir.
Hazirlanan bu hiicre diliisyonlarindan 96 kuyucuklu hiicre pleytlerinin kuyucuklarina
(BK olarak kullanilan pleytin 1. kolonundaki 8 kuyucuk hari¢) kuyucuk basina 70 pl
voliimde (~10* hiicre/kuyucuk) ekim yapilmistir.

¢ 37°C’de % 5 CO2’li ortamda 6 saat inkiibasyondan sonra, kuyucuklardaki
besiyerleri bosaltilmis ve pleytin tiim kuyucuklarina 70’er pl idame besiyeri (%1 FBS’1i
EMEM) konulmustur. Daha sonra, kuyucuklara (pleytin BK olarak kullanilan 1. kolonu
ile HK olarak kullanilan 2. kolonundaki 8 kuyucuk hari¢) idame besiyeri kullanilarak
100 DKIDso/0.1 ml oraninda sulandirilan RSV  siispansiyonundan 20’ser pul
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konulmustur. Mikropleytin 3. kolonundaki 8 adet kuyucuk viriis kontrol (VK) olarak
kullanilmistir. Mikropleytin BK olarak kullanilan 1. kolonu ile HK olarak kullanilan 2.
kolonundaki 8 adet kuyucuga 20’ser ul idame besiyeri konulmustur ve pleyt 2 saat daha

inkiibe edilmistir.

¢ Ekstraktin stok soliisyonundan (100 mg/ml) %1 FBS igerecek sekilde 10 X
MNTK’de (10 x 3125 = 31250 pg/ml) bir sulandirmasi hazirlanmistir. Daha sonra,
31250.000 pg/ml konsantrasyonundaki ekstrakt sollisyonundan idame besiyeri
kullanilarak seri halinde 2 misli sulandirmalar (15625.000, 7812.500, 3906.250,
1953.125, 976.563, 488.281, 244.141, 122.070 pg/ml) hazirlanmigtir.

¢ ki saatlik inkiibasyon siiresinden sonra, 96 kuyucuklu mikropleytin 4.
kolonundaki 8 kuyucuga hazirlanan 31250.000 pg/ml konsantrasyonundaki ekstrakt
sulandirmasindan 10’ar pl konulmustur. Mikropleytin geriye kalan 8 kolonundaki
kuyucuklara (yani, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11 ve 12. kolonlardaki kuyucuklara) da ekstraktin
15625.000, 7812.500, 3906.250, 1953.125, 976.563, 488.281, 244.141, 122.070 pg/ml
konsantrasyonundaki sulandirmalarindan 10’ar pl konulmustur. Mikropleytin BK, HK
ve VK olarak kullanilan kolonlarindaki kuyucuklarina da 10’ar pl idame besiyeri

eklenmistir (Sekil 3.6).

¢ Pleytlerin kapagimi kapatarak ve 37°C’de %5 CO2’li ortamda 3 giin siireyle
inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan sonrasi, ticari olarak elde edilen XTT ayiracinin 5
ml’si ile yine ticari olarak elde edilen PMS (fenazin metosiilfat: elektron baglama
ayiract)’nin 0.1 ml’sinin eklenerek hazirlanan soliisyondan her kuyucuga 50’ser ul ilave
edilmistir. Pleytlerin her bir kuyucugunun homojen sekilde boyay1 almasi i¢in hafif bir
sekilde calkalama islemi uygulanmistir. Pleytler, XTT formazan {iriiniiniin olusmasi i¢in

3 saat daha inkiibasyona birakilmistir.

¢ OD’ler, 490 nm test dalga boyu ve 630 nm referans dalga boylarinda bir
ELISA okuyusunda (Multiskan EX, Labsystems) okunarak 8 kuyucuktan elde edilen
OD ortalamalar1 kaydedilmistir.



44

€O 1976.563ug/ml
488.281 pg/ml
244.141 pg/ml
122.070 pg/ml

- | Besiyeri Kontrol
™) | Hiicre Kontrol
¢3 | Virus Kontrol

42 131250.000 pg/ml
en |15625.000 pg/ml
&) |7812.500 pg/ml
= }3906.250 pg/ml
oo 1953125 pg/ml

000000000000
900000000009
900000000000
900000000009
9000000009
9000

000000000000
HOOOOOOOOOOO0

Sekil 3.6. Phellinus igniarius su ekstraktinin antiviral aktivitesinin belirlenmesine yonelik deney sablonu

T m O O W >

¢ Farkli ekstrakt konsantrasyonlarmin virlise karsi koruma yiizde oranlari,

spektrofotometrik olarak asagidaki formiilden hesaplanmistir Andrighetti Frohner ve
ark. (2003):

Koruma%/si=[ (A—B) / (C—B) x 100 ] (3.6)

A = 8 gozdeki her bir ekstrakt konsantrasyonu i¢in ortalama OD
B = Viriis kontrol OD’si (8 gozdeki OD degerlerinin ortalamasi)
C = Hiicre kontrol OD’si (8 gozdeki OD degerlerinin ortalamast)

¢ Enfekte hiicrelerin % 50’sinde koruma saglayan ekstrakt konsantrasyonu
olarak tanimlanan ECsp degeri, ekstrakt konsantrasyonlarina karsi belirlenen koruma %

oranlarindan yararlanilarak, GraphPad Prism Version 5.03 istatistik programi
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kullanilarak non-linear regresyon analiziyle belirlenmistir. Ekstraktlarin segicilik

indeksi (SI) ise, CCso/ECsp oranindan hesaplanmistir. Deneyler 3 kez tekrarlanmustir.
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4. ARASTIRMA SONUCLARI

4.1. Viriis Titrasyonu

Deneyler de kullanilan RSV’nin ve HEp-2 hiicre hattinin, mikrotitrasyon
yontemi ile titrasyonunda, enfeksiydzite giicii 5. Giin sonunda DKIDso = 10-4.5/0.1 ml
degeri belirlenmistir. RSV’ nin HEp-2 hiicreleri lizerinde yaptigi CPE’lerin ve HEp-2
hiicrelerinin mikroskop goriintiisii (HEp-2 Kontrol) Sekil 4. 1. ve Sekil 4. 2.’de

goriilmektedir.

Sekil 4. 1. HEp-2 hiicrelerinin mikroskop gérintiisii
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Sekil 4. 2. RSV’nin HEp-2 hiicreleri tizerinde yaptigr CPE’lerin mikroskop goriintiisiiniin

4.2. Hiicre Cogalma Egrisi

HEp-2 hiicreleri ile XTT yontemi uygulamadan once hiicre ¢ogalma egrisini
cikarmak, hiicrelerin kacginci saatte hangi fazda olduklarini anlamak ve uygulanacak
ekstraktlarin (veya RBV’nin) hiicre hatti ile en az ka¢ saat muamele edilmesi
gerektiginin anlagilmasinda 6nemli rol oynar. Bu amagla ilk olarak HEp-2 hiicreleri igin
5 giinliik ¢cogalma egrisi grafigi ¢ikartilmis ve ikilenme zamani “(doubling time)” elde
edilmistir. Absise zaman (giin), ordinata hiicre sayilar1 yerlestirilerek cogalma egrisi
olusturulmustur (Cizelge 4.1 ve Sekil 4.3). HEp-2 hiicrelerinin ikilenme zamani

yaklasik olarak 2 giin (48 saat) olarak hesaplanmaistir.



Cizelge 4.1. HEp-2 hiicrelerinin zamana gore belirlenmis hiicre sayilari

Zaman (Giin)

Hiicre sayisi/ml

0 50000
1 500000
2 1000000
3 1650000
4 2100000
5 2100000
2500000
2000000 A
E
z 1500000
=]
2
§ 1000000 ——HEp-2
T
500000
0 T T 1
2 4 6
Zaman (giin)

48

Sekil 4.3. 5x10* hiicre/ml ile baslatilan kiiltiirlerde canli HEp-2 hiicre sayisi belirlenerek olusturulmus
yari-logaritmik ¢ogalma egrisi (ikilenme zamani ~2 giin = 48 saat)
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4.3. Sitotoksisite Testi Sonug¢lari

Phellinus igniarius metanol ve su ekstraktlarinin ve HRSV igin pozitif kontrol
olarak kullanilan RBV’nin HEp-2 hiicreleri lizerine sitotoksik etkilerini degerlendirmek
icin XTT yontemi uygulanmistir. 2 giinliik inkiibasyon periyodundan sonra RBV’nin ve
ekstraktlarin MNTK ’lar1 ve CCso degerleri belirlenmistir.

Ribavirin’in MNTK’sini ve CCso degerini saptamak i¢in 3 kopya halinde
gerceklestirilen test sonucunda elde edilen hesaplanan sitotoksisite % oranlar1 Cizelge
4.1°de gosterilmektedir. Ribavirin’in MNTKsi 0.98 pg/ml, CCso degeri ise 117 pg/ml
olarak belirlenmistir (Cizelge 4.2 ve Sekil 4.4).

Cizelge 4.2. Ribavirin’in MNTK ve CCs degerlerini belirlemek i¢in uygulanan XTT testi sonucunda
hesaplanan sitotoksisite % oranlar1

Konsantrasyon % Sitotoksisite % Sitotoksisite % Sitotoksisite
(ng/ml) 1. Deney 2. Deney 3. Deney
500.00 61.76 67.83 62.98
250.00 58.82 60.00 57.43
125.00 55.88 59.13 58.26
62.50 50.00 47.83 49.45
31.25 30.15 38.26 33.67
15.63 19.12 4.35 11.56

7.81 11.76 3.48 8.78
3.91 11.03 3.48 7.56
1.95 3.68 1.74 2.34
0.98 (MNTK) 0.00 0.00 0.00
HK 0.00 0.00 0.00
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Sekil 4.4. Ribavirin’in sitotoksik aktivitesi (MNTK: 0.98 pg/ml; CCsp : 117 pg/ml). HEp-2 hiicreleri
lizerine sitotoksisite, XTT testi ile 6l¢lilmiistiir. CCso degeri, sitotoksisite yiizdesine gore ¢izilen doz-
cevap egrisinden, GraphPad Prism Version 5.03 istatistik programryla belirlenmistir.

Phellinus igniarius’dan elde edilen metanol ve su ekstraktlarinin HEp-2
hiicrelerine karst MNTK ’lerini ve CCsp degerini belirlemek maksatiyla 3 tekrarli olacak
sekilde yapilan deneylerin sonucunda hesaplanan sitotoksisite % oranlar1 Cizelge 4.3 ve
4.4°de gorilmektedir. Cizelge 4.3’de goriildiigii gibi, P. igniarius metanol ekstraktinin
MNTK’si 391 pg/ml, sitotoksisite yiizdesine gore cizilen doz-cevap egrisinden
GraphPad Prism Version 5.03 istatistik programiyla belirlenen CCso degeri ise 1225
pg/ml olarak belirlenmistir (Sekil 4.5). P. igniarius su ekstraktinin ise MNTK’si 3125
png/ml (Cizelge 4.4), CCso degeri 5825 png/ml olarak tespit edilmistir (Sekil 4.6).
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Cizelge 4.3. Phellinus igniarius metanol ekstrakti (ME)’nin HEp-2 hiicrelerine karst MNTK unu ve CCsg
degerini belirlemek i¢in uygulanan XTT testi sonucunda hesaplanan sitotoksisite % oranlari

Konsantrasyon % Sitotoksisite % Sitotoksisite % Sitotoksisite
(ng/ml) 1. Deney 2. Deney 3. Deney
50000 91.25 88.98 92.34
25000 89.22 88.65 89.00
12500 87.06 86.76 88.12
6250 83.85 79.96 81.24
3125 83.11 85.98 82.78
1563 56.65 54.75 60.98
781 50.29 46.45 52.21
391 (MNTK) 0.00 0.00 0.00
195 0.07 0.00 0.00
98 0.00 0.00 0.00
HK 0.00 0.00 0.00
100+
—— —
— 80_
S
[<B}
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Ie) 40+
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n 20
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0 20000 40000 60000
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Sekil 4.5. Phellinus igniarius metanol ekstraktinin HEp-2 hiicreleri lizerine sitotoksik aktivitesi (MNTK:
391 pg/ml; CCso: 1225 pg/ml). HEp-2 hiicreleri iizerine sitotoksisite, XTT testi ile dl¢iilmiistiir. CCso
degeri, sitotoksisite yilizdesine gore ¢izilen doz-cevap egrisinden, GraphPad Prism Version 5.03 istatistik
programiyla belirlenmistir.
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Cizelge 4.4. Phellinus igniarius su ekstraktinin HEp-2 hiicrelerine karst MNTK ’sini ve CCsp degerini
belirlemek i¢gin uygulanan XTT testi sonucunda hesaplanan sitotoksisite % oranlari

Konsantrasyon % Sitotoksisite % Sitotoksisite % Sitotoksisite
(ng/ml) 1. Deney 2. Deney 3. Deney
50000 85.69 88.24 92.35
25000 85.60 84.98 86.50
12500 83.02 82.09 84.00
6250 60.69 65.78 59.86
3125 -0.09 0.00 0.00
1563 -0.17 0.00 0.00
781 0.00 0.00 0.00
391 -0.17 0.00 0.00
195 -0.26 0.00 0.00
98 0.00 0.00 0.00
HK 0.00 0.00 0.00
80-
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Sekil 4.6. Phellinus igniarius su ekstraktinin HEp-2 hiicreleri iizerine sitotoksik aktivitesi (MNTK: 3125
pg/ml; CCso: 5825 pg/ml). HEp-2 hiicreleri lizerine sitotoksisite, XTT testi ile 6l¢iilmiistiir. CCso degeri,
sitotoksisite yiizdesine gore ¢izilen doz-cevap egrisinden, GraphPad Prism Version 5.03 istatistik
programiyla belirlenmistir.
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4.3. Antiviral Aktivite Deney Sonuclari

HRSV inhibisyonu i¢in pozitif kontrol olarak kullanilan Ribavirin’in ECsg
(enfekte hiicrelerin % 50’sinde koruma saglayan konsantrasyon) degerini belirlemek
maksatiyla 3 tekrarli olacak sekilde yapilan deneylerin sonucunda hesaplanan koruma
% oranlar1 Cizelge 4.5’de ve son olarak hesaplanan koruma % oranlarina gore ¢izilen
grafik ise Sekil 4.7°de goriilmektedir. RBV’nin ECsg degeri, GraphPad Prism istatistik
programi kullanilarak non-linear regresyon analiziyle 4.19 pg/ml olarak belirlenmis
(Sekil 4.7 ve Cizelge 4.8), CCso’nin ECsp’ye orani olarak tanimlanan segicilik indeksi
(SI) ise, 27.92 olarak belirlenmistir (Cizelge 4.8).

Cizelge 4.5. Ribavirin’in HRSV’ye kars1 koruma yiizde oranlarini belirlemek amaciyla uygulanan XTT
testi sonucunda hesaplanan koruma % oranlari

Konsantrasyon (ng/ml) Koruma (%) Koruma (%) Koruma (%)
1. Deney 2. Deney 3. Deney
0.004 0.00 0.00 0.00
0.010 0.00 0.00 0.00
0.020 0.00 0.00 0.00
0.030 0.00 0.00 0.00
0.060 0.00 0.00 0.00
0.120 0.00 0.00 0.00
0.240 1.32 2.56 1.78
0.490 7.89 6.98 7.90
0.980 11.84 14.76 13.12
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Sekil 4.7. Ribavirin’in anti-HRSV aktivitesi (ECso: 4.19 pug/ml; SI=27.92). ECso degeri, koruma
yiizdesine gore ¢izilen doz-cevap egrisinden, GraphPad Prism Version 5.03 istatistik programiyla
belirlenmistir.

Phellinus igniarius metanol ekstraktinin MNTK’den baglamak tizere log2 bagli
olarak hazirlanan diliisyonlart HRSV’ye karsi koruma yiizde oranlarini belirlemede 3
tekrarli olarak gerceklestirilen kolorimetrik XTT testi sonucunda hesaplanan koruma %
oranlar1 Cizelge 4.6’da gosterilmektedir. Cizelge 4.6’da goriildigii gibi, bitkinin
metanol ekstraktinin HRSV’ye karsi sadece yiiksek konsantrasyonlarda (391.00 pg/ml
ve 195.50 pg/ml) Onemsiz sayilabilecek koruma ylizdelerine sahip oldugu tespit

edilmistir; dolayisiyla bu ekstraktin ECsp ve SI degerleri tespit edilememistir.
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Cizelge 4. 6. Phellinus igniarius metanol ekstraktinin HRSV’ye karsi koruma yiizde

oranlari
Konsantrasyon (ug/ml) Koruma (%) Koruma (%) Koruma (%)
1. Deney 2. Deney 3. Deney
1.53 0.00 0.00 0.00
3.05 0.00 0.00 0.00
6.11 0.00 0.00 0.00
12.22 0.00 0.00 0.00
24.44 0.00 0.00 0.00
44.88 0.00 0.00 0.00
97.75 0.00 0.00 0.00
195.50 0.10 0.25 0.45
391.00 9.02 12.45 10.66

Phellinus igniarius su ekstraktinin MNTK’den baglamak iizere log2 bagli olarak
hazirlanan diliisyonlar1 HRSV’ye kars1 koruma yiizde oranlarini belirlemede 3 tekrarh
olarak gergeklestirilen kolorimetrik XTT testi sonucunda hesaplanan koruma % oranlari
Cizelge 4.7°de gosterilmektedir. Bu ekstraktin ECso degeri 486.40 pg/ml, SI degeri ise
11.98 olarak tespit edilmistir (Sekil 4.8 ve Cizelge 4.8).
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Cizelge 4. 7. Phellinus igniarius su ekstraktinin HRSVye karg1 koruma yiizde oranlari

Konsantrasyon (ug/ml) Koruma (%) Koruma (%) Koruma (%)
1. Deney 2. Deney 3. Deney
12.21 0.00 0.00 0.00
24.41 0.00 0.00 0.00
48.83 0.00 0.00 0.00
97.66 11.65 10.54 9.08
195.31 22.76 28.90 21.78
390.63 45.87 56.21 49.31
781.25 66.78 60.42 65.08
1562.50 74.24 68.96 80.32
3125.00 86.98 92.65 88.44

0 1000 2000 3000 4000
Konsantrasyon (ng/mL)

Sekil 4.8. Phellinus igniarius su ekstraktinin anti-HRSV aktivitesi (ECso = 2930 pg/ml, SI = CCso/ECsp =
5825/486.4 = 11.98). ECso degeri, koruma yiizdesine gore ¢izilen doz-cevap egrisinden, GraphPad Prism
Version 5.03 istatistik programiyla belirlenmistir.
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Cizelge 4.8. Phellinus igniarius metanol ve su ekstraktlarinin sitotoksisite ve antiviral aktivite deneyleri

Mantar Tiiri

Phellinus igniarius

Ribavirin (RBV)

toplu sonuglari

Ekstrakt Toksisite Antiviral
Tiirii aktivite
MNTK CCso ECso Sl
(ng/ml) (ng/ml) (ng/ml)
Metanol 391 1225 TE TE
Su 3125 5825 486.40 11.98
0.98 117.00 4.19 27.92

TE: Tespit edilmedi.



58

5.TARTISMA

Ajanlarin hiicreler iizerinde toksik etki sergilemesi antiviral etki géstermesi ile
kanigtirilabilir. Dogru bir aktiviteden bahsedebilmemiz i¢in ajanin konak hiicre sistemi
tizerinde toksite etkisini belirledikten sonra antiviral aktivite deneyleri yapmak testin
giivenilirligi agisindan 6nem arz etmektedir (Dargan ve Subak Sharpe, 1986; Hu ve
Hsiung, 1989). Bundan dolay1, Phellinus igniarius’un metanol ve su ekstraktlarinin yani
sira RSV’ye kars1 pozitif kontrol olarak kullanilan RBV’nin bir insan epidermal larinks
karsinoma hiicre hatt1 olan HEp-2 hiicreleri iizerine sitotoksik etkileri (MNTK’leri ve
CC50 degerleri) kolorimetrik XTT testi ile aragtirilmistir. Arastirma sonucunda, P.
igniarius metanol ve su ekstraktlarinin CCso degerleri sirastyla 1225 ve 5825 pg/ml
(Cizelge 4.8; Sekil 4.5 ve 4.6), RBV’nin CCsp’si i1se 117 pg/ml olarak tespit edilmistir
(Cizelge 4.8 ve Sekil 4.4). Cizelge 4.8’de goriildigi gibi, ekstraktlarin HEp-2 hiicreleri
tizerine RSV enfeksiyonlarina karst standart ilag olarak kullanilan RBV’den daha az
toksik oldugu, ekstraktlar ve RBV’nin CCso degerlerinin ECso degerlerinden daha
yiiksek oldugu dikkat cekmektedir. Bu durum, antiviral bir ajanin giivenirligi
bakimindan 6nemlidir (Schinazi ve ark., 2009).

Sitotoksisite testlerinden sonra, ekstraktlarin ve RBV’nin belirlenen
MNTK ’lerinden baslangic alan sulandirmalari, yine XTT testi araciliiyla, 100 DKIDsg
oraninda sulandirilan virlis siispansiyonuna karst HEp-2 hiicrelerinde anti-RSV
aktiviteleri yoniinden kontrol edilmistir. Test sonucunda, P. igniarius su ekstraktinin
486.40 ng/ml ECso degeri ve 11.98 SI degeriyle, RBV (ECso = 4.19 ug/ml, SI = 27.92)
ile kiyaslanabilecek oranda onemli antiviral aktiviteye sahip oldugu belirlenmistir
(Cizelge 4.8; Sekil 4.8). Chattopadhyay ve ark. (2009), 3 ve 3’den biiyiik SI
degerlerinin test ekstraktlarinin potansiyel olarak giivenilir antiviral aktivitesinin
gostergesi olarak kabul edilmesi gerektigini bildirmislerdir. P. igniarius metanol
ekstraktinin ise antiviral aktiviteye sahip olmadig: belirlenmistir (Cizelge 4.8).

Mantarlarin  antiviral aktiviteleri genellikle su ekstraktlarinin etkilerine
baglanmis ve siklikla da suda ¢6ziiniir polisakkaritlerin varligiyla iliskili bulunmustur
(Kim ve ark., 2000; Zhang ve ark., 2004; Santoyo ve ark., 2012). P. igniarius su
ekstrakti, 2009 pandemik HINI, insan H3N2, avian HIN2 ve oseltamivire direncli
H1N1 viriislar1 dahil olmak {izere, influenza A ve B viriislarina karsi etkili bulunmustur.
Virolojik testler, hedef hiicreye viral tutunma dahil, ekstraktin influenza viriis

replikasyon dongiisiindeki bir ya da daha ¢ok erken olaylar1 interfere edebilecegini
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gostermistir (Lee ve ark., 2013). Yine Phellinus cinsine ait bagka bir tiir olan Phellinus
pini’nin bazidyokarpindan elde edilen sicak su ekstrakti coxackieviriis B3 (CVB3)’iin
HeLa hiicrelerindeki plak formasyonunu inhibe ederek oOnemli antiviral aktivite
gostermis ve ayni zamanda influenza virtisu (Flu)’nun néraminidaz aktivitesine karsi en
yiiksek inhibitor etkiyi de gostermistir.

Phellinus igniarius ve P. linteus’dan elde edilen polisakkaritlerin agirlikli olarak
glikoz olmak iizere az miktarlarda mannoz, galaktoz, ksiloz, arabinoz ve ramnoz’dan
olustugu tespit edilmistir (Suabjakyong ve ark., 2015). Dolayisiyla, arastirmamizda
tespit edilen P. igniarius su ekstraktinin anti-RSV aktivitesi, suda ¢oziinen bu

polisakkaritlerin varligina bagl olabilir.
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6. SONUCLAR VE ONERILER

6.1 Sonuclar

Calismamizda, kolorimetrik XTT testi ile anti-HRSV aktiviteleri agisindan test
edilen Phellinus igniarius su ekstraktinin RSV’ye karsi 6nemli sayilabilecek bir

antiviral aktiviteye sahip oldugu belirlenmistir.

6.2 Oneriler

Elde edilen sonuglar dikkate alindiginda, Phellinus igniarius’dan elde edilen su
ekstraktinin RSV enfeksiyonuna karst 6nemli sayilabilecek antiviral aktiviteye sahip
oldugu, ancak bu ekstraktin antiviral etki mekanizmasi ve etkili maddelerinin heniiz
tespit edilmedigi sdylenebilir. Bu aktiviteden hangi bilesik ya da bilesiklerin sorumlu
olabilecegini aynit zamanda antiviral etkiyi nasil gosterdiklerini kanitlamak icin ilave
calismalar gerekmektedir. Bundan dolayr ileride arastirilacak konularin bu
arastirmalardaki eksiklikleri kapatarak, Phellinus igniarius’un antiviral etkisini daha

kapsamli bir sekilde belirlenmesi saglanacaktir.
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