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OZET

Trif Mantar Terfezia Claveryi’ni"n Ekstrakt: ile islem Gérmiis Giimiis
Nanopartikiillerin Adenovirus Tip 8 Uzerine Antiviral Etkisinin Arastirilmasi

Adenoviral keratokonjonktivitin tedavisi icin giiniimiizde onaylanmis
spesifik bir antiviral ila¢c bulunmamaktadir. Bu ¢calismanin amaci, triif mantari
Terfezia claveryi ekstrakti ile islem gormiis giimiis nanopartikiillerin (AgNP)
adenovirus tip 8 (AdV-8) iizerine antiviral aktivitesini arastirmaktir.

AgNP ve Terfezia claveryi’nin su, etanol ve metanol ekstraktlar ile AgNP-
triif ekstrakt kombinasyonlarimin antiviral potansiyeli MTT testi ile AS49 hiicre
dizisinde degerlendirildi. AgNP icin %50 sitotoksik konsantrasyon (CCso) 8.71
pg/ml, su, etanol ve metanol ekstraktlari i¢in ise sirasiyla 5567 pg/ml, 1700 pg/ml
ve 1720 pg/ml bulundu.

Post-enfeksiyon uygulamasinda tiim ajanlar; AgNP (%82.8, 0.03 pg/ml),
triif su ekstrakti (%94.3, 12.5 pg/ml), metanol ekstrakti (%95.3, 3 pg/ml) ve etanol
ekstrakti (%93.6, 1.5 pg/ml) test edilen en diisiik konsantrasyonlarda bile ¢ok
yiiksek antiviral aktivite gosterdi. AgNP'nin triif su ekstrakti %96.6 (0.03 pg/ml)
ile giiclii, etanol ve metanol ekstrakt icin ise sirasiyla orta diizeyde viral inhibisyon
oranlar1 %58 ve %64 tespit edildi.

AgNP ve Terfezia claveryi’nin viral enfeksiyona kars1 hiicrelerdeki
profilaktik etkisini tespit icin yapilan pre-enfeksiyon uygulamasinda, triif su
ekstrakti icin ICso 2.81 pg/ml olarak belirlendi. Triif metanol ekstrakti ve AgNP
sirasiyla %59 (3 pg/ml) ve %58.6 (0.03 pg/ml) ile orta diizeyde ve etanol ekstrakti
%44 (1.5 pg/ml) ile diisiik viral inhibisyon sergiledi. AgNP-triif su, etanol ve
metanol ekstraktlar1 (0.03 pg/ml) virusu sirasiyla %36.3, %22.5 ve %31.6 gibi
diisuik oranlarda baskiladi.

Virusidal aktivite testleri ile AgNP icin ICsy 0.0016 pg/ml bulunurken
triifiin etanol, (%26, 1.5 pg/ml) su (%27, 12.5 pg/ml) ve metanol ekstrakti (%29, 3
pg/ml) diisiik inhibisyon gosterdi. AgNP-triif etanol, su ve metanol ekstraktlar
(0.03 pg/ml) sirasiyla %48.5, %53.3 ve %63.8 ile orta diizeyde etkili bulundu.

Sonuc¢ olarak, AgNP, Terfezia claveryi'nin farkh c¢oziicii ekstraktlar1 ve
AgNP-triif su bilesigi ozellikle post-enfeksiyon uygulamada in vitro AdV-8'e karsi
giiclii antiviral etkinlik gostermistir. Yiiksek antiviral aktivite profilleri ile bu
ajanlar, yeni nesil antiviral terapotikler ve profilaktik ilaclar gelistirme potansiyeli
acisindan oldukca iimit vericidir.

Anahtar Kelimeler: Giimiis nanopartikiil, Terfezia claveryi, Adenovirus tip 8,
Antiviral aktivite, A549 hiicre dizisi
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ABSTRACT

Investigation of The Antiviral Effect of Silver Nanoparticles Treated with
Extract of Truffle Terfezia Claveryi on Adenovirus Type 8

Currently, no specific antiviral drug is approved for the treatment of
adenoviral keratoconjunctivitis. The aim of this study was to investigate the
antiviral activity of silver nanoparticles (AgNP) treated with the extract of truffle
Terfezia claveryi against adenovirus type 8 (AdV-8).

The antiviral potential of AgNP, water, ethanol, and methanol extracts of
Terfezia claveryi, and AgNP- truffle extract combinations was evaluated in A549
cell line using the MTT test. The 50% cytotoxic concentration (CCso) for AgNP was
8.71 pg/ml, while for water, ethanol, and methanol extracts were 5567 pg/ml, 1700
pg/ml, and 1720 pg/ml, respectively.

In the post-infection treatment all agents; AgNP (83.6% at 0.03 pg/ml),
truffle water extract (94.3%, 12.5 ug/ml), methanol extract (95.3%, 3 ug/ml ) and
ethanol extract (93.6, %, 1.5 ng/ml) showed very high antiviral activity even at
their lowest tested concentrations. AgNP combined with truffle water extract
achieved a strong inhibition rate of 96.6% (0.03 ng/ml), whereas with ethanol and
methanol truffle extracts exhibited moderate viral inhibition rates of 58% and
64 % , respectively (0.03 pug/ml).

In the pre-infection treatment, to determine the prophylactic effects of
AgNP and Terfezia claveryi on cells against viral infection, the ICso for truffle water
extract was 2.81 pg/ml. Truffle methanol extract and AgNP provided moderate
viral inhibition of 59% (3 ng/ml) and 58.6% (0.03 pg/ml), respectively, whereas
ethanol extract exhibited low inhibition of 44% (1.5 pg/ml). AgNP with truffle
water, ethanol, and methanol extracts (0.03 ug/ml) suppressed the virus at low
rates of 36.3%, 22.5%, and 31.6 %, respectively.

Virucidal activity tests demonstrated that AgNP had an ICso of 0.0016
ug/ml, whereas truffle ethanol (26%, 1.5 pg/ml), water (27%, 12.5 pg/ml), and
methanol extracts (29%, 3 pg/ml) showed low inhibition. AgNP with truffle
ethanol, water, and methanol extracts (0.03 pug/ml) was found to be moderately
effective at 48.5%, 53.3%, and 63.8%, respectively.

In conclusion, AgNP, different solvent extracts of Terfezia claveryi, and
AgNP-truffle water combination exhibited potent antiviral efficacy against AdV-8
in vitro, particularly in post-infection treatment. Given their strong antiviral
activity profiles, these agents are highly promising for the development of next-
generation antiviral therapeutics and prophylactic drugs.

Keywords: Silver nanoparticle, Terfezia claveryi, Adenovirus type 8, Antiviral
activity, A549 cell line.
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1. GIRIS ve AMAC

Insan adenoviruslar (AdV), tiim konjonktivit vakalarinin yaklasik %75'inden
sorumlu olarak, epidemiyolojik ag¢idan bu okiiler patolojinin en baskin etiyolojik ajani
konumundadir ve her yas grubunu ve demografik yapiy1 etkileme potansiyeline sahiptir
(1). Son derece bulasict bir karaktere sahip olan adenoviral okiiler enfeksiyonlar,
hastalar arasinda ve saglik c¢alisanlarina yonelik ciddi bir nozokomiyal tehdit
olusturarak hizla yayilabilmekte ve bu durum poliklinik veya hastane servisi
kapatmalar1 gibi 6nemli saglik hizmeti aksakliklarina yol acabilmektedir (2). Epidemik
keratokonjonktivitin (EKK) patogenezinde ise baslica suslar arasinda adenovirus serotip
4, 8, 19 ve 37, 53, 54, 56 ve 64 oOne c¢ikmaktadir (3,4,5). Giiniimiizde, AdV
enfeksiyonlarmin tedavisi i¢in ABD Gida ve Ilag Idaresi onayli standart bir tedavi
protokolii mevcut degildir ve potansiyel terapdtik ajanlarin etkinligini degerlendiren
prospektif, randomize kontrollii ¢alismalarin sayisi olduk¢a sinirlidir. Bu terapotik
bosluga ragmen, Ozellikle immiin yetmezlikli, T hiicresi tilkenmis kemik iligi nakli
alicilar1 gibi agir seyirli, hayati tehdit eden adenovirus enfeksiyonlarinda, genis
spektrumlu bir antiviral ajan olan cidofovir veya donor 16kosit infiizyonu gibi deneysel
tedavi secenekleri gozlemsel c¢alismalar 1s1ginda kullanilmaktadir (5). Bu nedenle
adenovirus enfeksiyonlarina karst mevcut antiviral tedavi olanaklarinin yetersizligi
etkili terapotik yaklagimlarin gelistirilmesini hem bilimsel hem de klinik agidan acil bir
gereklilik haline getirmektedir.

Antiviral ilaglar, viruslarin replikasyon donglisiiniin farkli asamalarin1 hedef
alarak etki gostermektedir. Bu ajanlar; viral girisi, genom replikasyonu, protein sentezi
ya da virusun hiicre disina ¢ikis1 gibi evrelere miidahale ederek viral ¢cogalmay1 engeller
(6). Bu nedenle, hiicrelere zarar vermeden sadece viruslara kars1 etkili ilag gelistirmek
zordur (7). Modern teknikler ve siki kalite kontrol onlemlerine ragmen gerek yan
etkileri gerekse antiviral ilaglara direncleri nedeniyle sadece az sayida antiviral ilacin
insanlarda kullanimina onay verilmistir. Onayli antiviral ilaglar, dokuz virus
enfeksiyonunun tedavisi i¢cin RNA viruslart (HCV, RSV ve influenza virus), DNA
viruslann (HCMV, HBV, HPV, HSV ve VZV) ve retrovirus (HIV) olmak {izere
gruplandirilmistir (8).



Glinlimiizde baz1 antiviral ilaglarin ciddi yan etkileri, ila¢ direncinin gelismesi ve
yeni viruslarin ortaya ¢ikmasi, etkili ve diigiik toksisiteye sahip yeni antiviral ajanlarin
bulunmasint gerekli kilmistir (9). Bitkisel ilaglar, rafine edilmis dogal iirlinler ve triif
mantarlar1 gibi alternatif kaynaklar ve bunlarin biyoaktif molekiilleri yeni antiviral
ilaglarin gelistirilmesi i¢in imit vericidir ve arastirma odagi haline gelmistir (10). Bu
dogrultuda ozellikle dogal iiriinler ve nanoteknoloji temelli yaklagimlar, son yillarda
alternatif antiviral stratejiler olarak dikkat cekmektedir. Kaynaklardan elde edilen
biyoaktif bilesikler ve nanopartikiiller (NP) hem diisiik toksisiteleri hem de ¢oklu etki
mekanizmalar1 sayesinde antiviral arastirmalarda 6n plana ¢ikmaktadir (9). Ozellikle
giimiis nanopartikiiller gibi metal bazli nanomateryaller, viruslarin hiicreye tutunma,
giris ve c¢ogalma siireclerini engelleyerek potansiyel antiviral ajanlar olarak
degerlendirilmektedir. Nanoteknoloji alani, boyutlart 1-100nm arasinda degisen
mikroskobik partikiillerle ilgilenen modern madde biliminin en aktif aragtirma
dallarindan birisidir. Metal nanopartikiillerin 6zellikleri boyutlarina, sekillerine, yiizey
alanlarina, bilesimlerine, kristalliklerine ve yapilarina baghdir. Cevreyi korumak
kimyagerler i¢in biiylik bir endise kaynagidir, bu nedenle metal nanopartikiillerin
(MNP'ler) sentezi igin giivenli ve ¢evre dostu yontemler kullanma ihtiyaci
duyulmaktadir. Yesil sentez olarak adlandirilan toksik olmayan siiregler, ¢cevre dostu
teknikleri benimseyen arastirmacilar tarafindan gelistirilmekte olan uygulanabilir bir
yontemdir. Nanopartikiillerin yesil sentezi, kimyasal yontemlere gore cesitli avantajlar
nedeniyle ilgi odagindadir. Giimiis, altin, titanyum ve bakir nanopartikiillerin sentezi
icin bitki aracili prosediir gelistirilmistir. Gilimils nanopartikiiller giiclii antiviral,
antibakteriyel, antifungal ve antiseptik Ozellikler sergileyerek tibbi alanda biiyiik ilgi
gormelerini saglamaktadir (11,12).

Son yillarda, dogal iiriinler antiviral ajan gelistirme ¢alismalarinda 6nemli bir
kaynak olarak One ¢ikmaktadir. Triif mantarlar, ozellikle kurak ve yar1 kurak
bolgelerde yetisen yeraltt mantarlaridir ve biyokimyasal agisindan zenginligi ile dikkat
cekmektedir ve ozellikle Terfezia cinsi, antimikrobiyal 6zellikleri nedeniyle geleneksel
tipta uzun siiredir kullanilmaktadir. Bu mantar, polifenoller, flavonoidler, saponinler ve
cesitli antioksidan bilesikler acisindan zengindir. Terfezia claveryi, Kuzey Afrika ve
Orta Dogu'da yaygin olarak bulunan bir ¢6l triif mantar1 tiirlidiir ve son yillarda yapilan

caligmalar, bu tiirtin ekstraktlarinin antiviral aktivite sergileyebilecegine dair ©on



bulgular sunmaktadir. Ancak, Terfezia claveryi'nin adenoviruslar iizerindeki etkisi
heniiz sistematik olarak arastirilmamistir (13,14,15).

Bu proje kapsaminda terfezia cinsi triif mantarin farkli ¢oziiciiler ile elde edilen
ekstraktlarinin giimiis nanopartikiillere islenip adenovirus (ADV) tip 8 iizerine herhangi
bir antiviral etkinligi olup olmadig1 arastirilacaktir. Mevcut antivirallerin yan etkileri
olmasi, onlara karsi diren¢ olugmasi ve maliyeti sebebiyle yeni antiviral potansiyele
sahip bilesenlerin arastirilmasi oldukca onemlidir. Arastirmada kullanilacak olan triif
mantarinin  kolay ulasilabilir olmasi, antiviral etkinlik tespit edildiginde bu trif

mantarini ilag tiretimi i¢in potansiyel bir kaynaga doniistiirebilir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Adenovirus

2.1.1. Tarihge

Adenoviruslar (AdV) ilk olarak 1953 yilinda Rowe ve arkadaglar1 tarafindan
insan adenoid dokularindan elde edilen hiicre kiiltiirlerinde izole edilmistir. Bu izole
edilen viruslar, sitopatik etkiler gostererek hiicre Oliimiine yol agmis ve bu durum
bilimsel anlamda yeni bir viral aileye isaret etmistir (1). Ayn1 dénemde, 1954 yilinda
Amerika Birlesik Devletleri'nde bir askeri birlikte ¢ikan atipik pndmoni salgini sirasinda
aliman solunum 6rneklerinde benzer bir ajan tespit edilmis ve bu etken “RI-67" olarak
adlandirilmigtir (2). Bu iki izolatin birbirine genetik ve yapisal olarak benzedigi
gosterilerek, yeni tanimlanan bu virus ailesine, ilk izole edildikleri doku olan
adenoidlerden esinlenerek “Adenoviridae” adi verilmistir (3). Adenoviruslar (AdV'ler),
akut solunum yolu enfeksiyonlari, gastroenteritten, konjonktivit, hemorajik sistit ve
hatta meningoensefalite kadar cesitli patolojik durumlarla iliskilendirilmektedir (4).
Ozellikle adenoviral konjonktivit, tiim konjonktivit vakalarmin yaklasik dértte {igiinii
olusturarak 6nemli bir kiiresel saglik sorunu teskil etmektedir. Her yil yaklagik 20-30
milyon kisinin AdV enfeksiyonuna bagli konjonktivitten etkilendigi ongoriilmektedir
(5,6). Ayn1 zamanda, genis hiicre spektrumlar: ve tiretim kolayliklar1 nedeniyle, su anda

gen terapisi ve as1 aragtirmalarinda vektor olarak kullanilmaktadirlar (4).

2.1.2. Simiflandirma

Uluslararas1 Virus Taksonomisi Komitesi (ICTV) tarafindan viruslarin genomik
ve yapisal Ozelliklerine gore olusturulan smiflandirma en gilincel 2023 hiyerarsiyi
yansitir. Adenoviruslar (Adenoviridae), c¢ift sarmalli DNA (dsDNA) viruslari
olarak Varidnaviria aleminde gruplandirilir ve insanlardan kuglara kadar genis bir
konak yelpazesinde enfeksiyona neden olurlar.

Ust Grup: Virus
Alem: Varidnaviria

Krallik: Bamfordvirae



Sube: Preplasmiviricota
Altsube: Polisuviricotina
Simif: Pharingeaviricetes
Takim: Rowavirales
Aile: Adenoviridae

Adenoviridae ailesi, genetik ve yapisal 6zelliklerine gore siniflandirilmis toplam
alt1 cinse (Mastadenovirus, Aviadenovirus, Atadenovirus, Siadenovirus, Ichtadenovirus
ve Testadenovirus) ayrilmaktadir. Mastadenovirus cinsi tiyeleri memelileri enfekte eder,
Aviadenovirus cinsinin tilirleri kuglar1 enfeksiyona ugratir, Ichtadenovirus tiirii tek bir
balik adenovirusu igerir ve Testadenovirus cinsinin tiirleri kaplumbagalarda
goriilmektedir. Barthadenovirus (eski adiyla Atadenovirus) cinsi iiyeleri siiriingenlerde,
kuslarda, gevis getiren hayvanlarda, keseli hayvanlarda ve kaplumbagalarda,
Siadenovirus cinsi ise kuslarda, kurbagalarda ve kaplumbagalarda bulunmaktadir.
Adenoviruslar (AdVs), molekiiler Ozelliklerine, genetik yapilarima ve enfeksiyon
olusturduklart doku tiplerine goére siniflandirilarak yedi ayr tiire (AdV-A'dan AdV-
G'ye) ayrilmistir. Bu tiirler icinde 100'den fazla farkli serotip tanimlanmis olup, her biri
0zgiin patojenik ozellikler sergilemektedir (tablo 1). Adenoviruslar, koronavirus SARS-

CoV-2'ye kars1 asilarda kullanildig1 gibi yaygin virus vektorleridir (22).

Tablo 1. Adenovirus gruplari, serotipleri ve neden olduklari hastaliklar (23)

AdV Gruplart Serotip Olusturdugu Hastaliklar

A 12, 18, 31, 61 Gastroenterit

B 3,7,11, 14, 16, 21, 34, 35, 50, 55, 66, 68, 76-79 Konjonktivit ve Akut solunum yolu
hastaliklar1

C 1,2,5,6,57, 89, 104 Solunum yolu enfeksiyonlari

D 8-10, 13, 15, 17, 19, 20, 22-30, 32, 33, 36-39, 42-49, | Keratokonjiktivit ve

51, 53, 54, 56, 58-60, 62-65 67, 69-75, 80-88, 90,103 Gastrointestinal Sistem

Enfeksiyonlari

E 4 Keratokonjiktivit ve Solunum
Sistemi Enfeksiyonlari

F 40, 41 Gastrointestinal Sistem
Enfeksiyonlari

G 52 Gastrointestinal Sistem
Enfeksiyonlari




2.1.3. Adenovirus yapisi

Adenovirus (AdV), Adenoviridae ailesine bagli, lineer cift sarmalli DNA
genomuna sahip viruslar grubunda smiflandirilmaktadir. Yaklasik 2645 kilobaz
uzunlugunda bir genoma sahip olan bu viruslar, zarfsiz yapida olup, ¢aplar1 70 ila 90
nanometre arasinda degismektedir. Virus partikiiliiniin kapsidi, 252 kapsomerden
olusur; bunlar 240 hekzon ve 12 penton kompleksi olarak diizenlenmistir (24). Her
penton kompleksi, bir taban yapisina bagli, serotipe gore uzunlugu degiskenlik gosteren

bir (fiber) protein uzantist igerir. Bu fiberler, konak hiicreye baglanmada ve

enfeksiyonun baslatilmasinda 6nemli rol oynamaktadir (Sekil 1) (Tablo 2) (25).

Sekil 1. Adenovirusun yapist (26)

Tablo 2. Adenoviruslarinin fonksiyon proteinleri.

= 11 (Hexon)
ITI (Penton)

llia
v ||V (Fiber)
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[ ]

D ® e e
=

Va2
Protease

@ Terminal protein

Protein Adi Yeri Fonksiyonlar
Hekzon Kapsid (major yapisal Virus kapsidinin ana bilesenidir; immiin
protein) sistemle etkilesim ve antijenik 6zellik tasir.
Penton Baz Kapsid (kapsomer Hucre ylizeyine tutunmada ve .
pargasi) internalizasyonda rol oynar. Integrinlerle
etkilesir.
Fiber Kapsid (virusun Kovnak hiicreyev Ozgii fesept(jr%e.re .
baglanmayi saglar; hiicreye giriste ilk
¢ikintisi)
adimdir.
Protein V Virion i¢i (¢ekirdek ile Viral DNA’y1 stabilize eder ve cekirdek
kapsid arasinda) girigine katki saglar.
Protein VI Kapsid i¢i (i¢ Endozomdan kagista (endosomal escape)
membranla iligkili) gorev alir. Hiicre ici taginimu kolaylagtirir.




Protein VII Virion i¢i (niikleoprotein | Viral DNA’y1 paketler; kromatin benzeri
kompleksi) yapi olusturur.
Protein IX Kapsid (dis yiizeyde) Kapsid stabilitesini artirir ve yapisal destek

saglar.

Protein Illa

Kapsid i¢i (kapsid alt1)

Kapsid montajinda rol alir, stabiliteyi
destekler.

El1A Erken ekspresyon Konak hiicre dongiisiinii aktive eder, viral
(cekirdek) genlerin ekspresyonunu baslatir.
E1B Erken ekspresyon Hiicre apoptozunu baskilar, E1A'nin islevini

destekler.

E2 (DNA pol, pTP, DBP)

Cekirdek

DNA replikasyonunu saglar (DNA
polimeraz, terminal protein, DNA baglayici
protein).

E3 Erken ekspresyon Konak bagisiklik yanitin1 baskilar (6rnegin
(membran/ER) MHC simif I ekspresyonunu azaltir).
E4 Erken ekspresyon mRNA taginmasi, DNA tamiri ve ge¢ gen

ekspresyonunun diizenlenmesinde gorev alir.

L1-L5 (Geg proteinler)

Kapsid/virion

Virion asamblisi; DNA paketlenmesinde rol
alir.

Adenovirus serotiplerinin hiicre i¢ine alinmasi, membran kofaktéri CD46
ve/veya hiicreleraras1 adezyon proteini desmoglein-2 (DSG2) reseptorleri araciligiyla
gerceklesmektedir. Tip B adenoviruslar1 (AdV-B) ise spesifik olarak Tip B adenovirus
reseptoriine (sSBAR, CD46) bagimliyken, AdV-D grubuna ait serotipler (AdV-8, 19, 37)

ve bazi diger tipler sialik asit bazli reseptorleri kullanmaktadir (Tablo 3) (27,28).

Tablo 3. Adenoviruslarin organ spesifikligi ve reseptor kullanimi

AdV Serotipleri Reseptorleri Tropizm
Gruplar1
A 12, 18, 31 CAR Kriptik (enterik,
(Coxsackievirus ve Respiratuar)
adenovirus reseptor)
B 3,7,11, 14, 16, 21, 34,35,50 | CD46, DSG2, CD80, CD86 Respiratuar, Goz,
Bobrek
C 1,2,5,6 CAR, VCAM-1, HSPG, Goz, Lenfoid, Hepatik,
MHCI1-a2, SR Respiratuar




D 8-10, 13, 15, 17, 19, 20, 22-30, SA, CD46, CAR Goz, Enterik
32,33, 36-39, 42-49, 51, 53,
54
E 4 CAR Respiratuar, G6z
F 40, 41 CAR Enterik
G 52 Bilinmiyor Enterik

2.1.4. Adenovirus replikasyonu

Adenoviruslar, fiber proteinlerin hiicre zarindaki spesifik reseptorlerle yiliksek
afinite ile etkilesime girmesi sonucu, reseptor aracili endositoz yoluyla hiicre i¢ine alinir
(29). Ozellikle, 40 ve 42 kilodalton (kDa) agirhgindaki iki glikoprotein, adenovirus icin
bu reseptdr bolgesinin ana bilesenleri olarak tanimlanmistir (30). Ayrica, penton baz
proteinleri, integrinler olarak adlandirilan heterodimerik hiicre yiizeyi reseptorleri
ailesinin belirli iiyelerine baglanir (29). Hiicre i¢ine alim siirecinde viruslar, birkag
asamal1 bir soyunma islemine maruz kalirlar; bu islem, virusun hiicre zarindan ntikleer
zarana kadar tasinmasini saglar. Bu noktada, viral DNA'nm transkripsiyonunun
baslayabilecegi ¢ekirdege salinmasiyla soyunma siireci tamamlanir.

Replikasyon dongilisti, viral DNA replikasyonunun baslamasiyla birbirinden
ayrilan iki ana asamaya ayrilir: erken ve ge¢ asamalar. Erken asamalar, virus konak
hiicre ile etkilesime girer girmez tetiklenen siirecleri kapsar ve erken gen grubunun
ifade edilmesi i¢in gerekli olan adsorpsiyon (tutunma), penetrasyon (iceri girme),
transkripsiyon ve translasyon asamalarini igerir (31).

1. Erken donem viral genler

Erken fazda gen ekspresyonu i¢in ii¢ ana hedef vardir ve bunlar konak hiicrenin
hiicre dongiisiiniin S fazina girmesini saglamak (viral replikasyon i¢in en uygun ortami
saglamak), ¢esitli konak antiviral savunmalarini antagonize eden viral sistemler kurmak
ve viral DNA replikasyonu icin gerekli olan viral gen iiriinlerini sentezlemektir.

Enfeksiyondan sonra eksprese edilen ilk transkripsiyon birimleri ¢ok erken
(EIA), gec erken (E1B, E2A, E2B, E3 ve E4) ve orta genler (IVa2 ve IX) iken, ge¢ gen
ekspresyonunun maksimum seviyesi (LI ila L5) enfeksiyondan 18 saat sonra ortaya

¢ikmaktadir (32).



ElA, viral DNA cekirdege ulastiktan sonra cevrilecek ilk viral transkripsiyon
birimidir. Bu bolge, enfeksiyonun erken evresinde sadece iki tanesi ifade edilen
alternatif ekleme ile olusturulan bes mRNA tiiriinii kodlar: EIA13s ve El A 12s. EIA
proteinleri tiim viral erken genlerin transkripsiyonunu aktive eder, MLP'nin (major late
promoter) aktivasyonundan sorumludur ve belirli hiicresel proteinlere baglanarak
fonksiyonlarii degistirirler (32).

El genlerinin hiicresel hedeflerinden biri retinoblastoma tiimdr baskilayici
geninin {irtinii olan pRB'dir. pRB hiicre ¢ogalmasinin negatif bir diizenleyicisidir ve
inaktivasyonunun insanlarda goriilen cesitli kanserlerin gelisiminde 6énemli bir asama
oldugu gosterilmistir. ElA proteinlerini yapisal olarak ifade eden doniistiiriilmiis
hiicrelerde, EIA iirtinleri pRB'ye baglanir ve inaktive hale getirir (33).

Ayrica, adenovirusla enfekte edilen veya doniistiiriilen hiicrelerde EIA, pRB'ye
baglanarak HDAC'ler (histon deasetilaz) ve E2F ile birlesimlerini keser ve bdylece
E2F'ye bagli genlerin ekspresyonunu destekleyerek sinirsiz biiyiimeye yol agmaktadir.
EIA proteinleri bu nedenle hiicre proliferasyonunu indiikleyerek p53 birikimi ve
apoptoz ile sonuglanir. Aslinda, E2F yoluyla transkripsiyon aktive edildiginde, bu
P14ARF'nin indiiklenmesine yol agar. Ardindan P14ARF, MDM2'ye baglanir ve hizl
bir sekilde pargalanmasini saglayarak pS53'lin stabilizasyonuna ve birikmesine neden
olur (34).

Verimli bir adenovirus enfeksiyonunun gergeklesebilmesi i¢in, p5S3 birikimiyle
tetiklenen apoptoz, E1B transkripsiyon bolgesinden sentezlenen iki viral protein
tarafindan inhibe edilir.

EIB-55KDa proteini, p53 ile etkilesime girerek ve fonksiyonlarini degistirerek
apoptozu bloke eder. Dolayisiyla pS3 apoptozu, yapi ve islev bakimindan antideath gen
Bcl-2'ye benzer bir protein olan EIB-19KDa tarafindan da dnlenebilir (35).

Apoptoz, viral enfeksiyona karsi hiicresel bir yanit bigimi olarak islev gormekte
olup, potansiyel olarak viral replikasyonu engelleyebilir. Bu nedenle, viruslar bu tiir
hiicresel savunmalar1 etkisiz hale getirmek amaciyla ¢esitli inhibitér mekanizmalar
gelistirmistir. Adenovirus, apoptozu Onleyebilen genleri kodlayan tek virus cesidi
olmamaktadir. Aslinda birgok virusun bu fonksiyona sahip proteinleri kodladig:

bildirilmistir (36).



Boylece ElA ve E1B adenovirus proteinleri onkoproteinlerdir kiiltiir hiicrelerinin
onkojenik doniisiimii, bu proteinlerin tiimér baskilayic1 proteinlerin  normal
fonksiyonuna miidahale etme yetenegi ile baglantilidir.

E1B-55 kDa proteininin, viral ve konak hiicreye ait mRNA’larin birikiminin
diizenlenmesinde rol oynadig1 gdsterilmistir. Ozellikle adenovirus enfeksiyonunun geg
fazinda, konak hiicre mRNA’larinin niikleustan sitoplazmaya taginmasi baskilanirken,
viral mRNA’larin taginmasi aktif olarak desteklenir ve bu transkriptler sitoplazmada
yogun sekilde birikir. Bu siireg, adenovirusa ait iki protein olan E1B-55 kDa ve E4-34
kDa (E4orf6) proteinlerine baglanmistir. E1B-55 kDa ile E4-34 kDa proteinleri arasinda
bir kompleks olusumu, E1B-55 kDa'nin niikleusa yeniden yonlendirilmesini saglar.
Enfeksiyonun ge¢ fazi sirasinda ise, E4-34 kDa proteini E1B-55 kDa’yr viral
replikasyon ve transkripsiyon merkezlerinin ¢evresine yonlendirir (37).

E4 bolgesi, yedi farkli translasyonel okuma gercevesine (ORF) karsilik gelen
cesitli polipeptidleri kodlamaktadir. E4orf3 proteininin, E4orf6 gibi, E1B-55 kDa
proteiniyle etkilesime girdigi gosterilmistir ve bu etkilesim sonucunda E1B-55 kDa'nin
sitoplazmadan niikleusa yeniden yonlendirilmesi saglanmaktadir. Bu ii¢ erken
adenovirus proteini, ge¢ evre viral gen ekspresyonunun diizenlenmesinde gorev
almaktadir (38).

E2 iriinlerinin birikmesi ve enfekte hiicrelerin hiicre dongiisiiniin S fazina
girmesiyle birlikte, viral DNA replikasyonu i¢in optimal bir ortam olusur.
Replikasyonun baglatilmasi, DNA replikasyonunun orijin bolgesinde biiyiikk bir
niikleoprotein kompleksinin olusumunu gerektirir. Adenovirus DNA replikasyonu, E2
bolgesi tarafindan kodlanan ii¢ viral protein (DNA-baglayici protein [DBP], preterminal
protein [pTP] ve DNA polimeraz [pol]) ile iki konak hiicre transkripsiyon faktoriiniin
(NFI ve NFIII/Oct-1) bir araya gelerek olusturdugu bir pre-inisiasyon kompleksiyle
baslar. Bu hiicresel transkripsiyon faktorleri, kompleksin stabilizasyonunu saglar ve
replikasyonun baglamasini uyarir (39).

DNA replikasyonunun baglamasini ardindan adenoviruslarin transkripsiyonel
programinda bir degisiklik meydana gelir ve yeni bir dizi ge¢ viral genin ekspresyonu

baslatilir ve bu da sonunda viral jenerasyonun olugmasina yol agmaktadir.
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2. Geg gen transkripsiyonu

DNA replikasyonunun baslamasiyla es zamanli olarak gen ekpresyonu belirgin
bir sekilde degismektedir. Bu asamada, ge¢ genlerin aktivasyonu gerceklesirken, buna
paralel olarak erken genlerin ekspresyonunda bir azalma gdzlemlenir.

Adenovirusun ge¢ gen bolgesi, tek bir biiyiik transkripsiyon birimi seklinde
organize edilmistir ve bu birim, farkli poliadenilasyon [poly(A)] bdlgesi secimi ve
alternatif ekleme (splicing) islemleri ile ¢esitli mRNA'larin olusmasini saglar. Bu
bolgeden elde edilen gen iiriinleri, Ll'den L5'e kadar bes farkli aile altinda
gruplandirilmigtir ve ekspresyonlart major ge¢ promotdr (MLP) tarafindan kontrol
edilir. Ge¢ genler, adenovirusun biitiin yapisal proteinlerini kodlar. MLP, enfeksiyonun
erken fazinda diisiik diizeyde aktifken, ancak gec faza gecisle birlikte aktivitesi belirgin
sekilde artmaktadir. Erken fazdan ge¢ faza gecisi belirleyen temel olayin, yalnizca kalip
(template) sayisindaki artis degil, dogrudan DNA replikasyonu siireci oldugu
diistiniilmektedir. Ayrica, DNA replikasyonu sirasinda olusan bir ara iiriin olan IVa2
proteininin, majér ge¢ promotér (MLP) aktivitesini artiran bir transkripsiyonel
diizenleyici olarak islev gordiigli one siirlilmektedir. Ge¢ donem mRNA’larinin
birikimi, yalnizca majoér ge¢ promotoriin (MLP; major late promoter) aktivasyonuna
bagli olmaylp, aym1 zamanda replikasyon dongiisiiniin erken fazinda ge¢ gen
transkripsiyonunu diisiik diizeyde tutan erken durdurma (premature termination)
mekanizmasinin ortadan kaldirilmasin1 da gerektirir. Ge¢ donem transkriptlerinin
birikimi, yalnizca transkripsiyonel diizenleme ile smirli kalmayip, poliadenilasyon
[poly(A)] bolgesi se¢ciminin kontrolil yoluyla da diizenlenmektedir. Enfeksiyonun erken
evresinde yalnizca L1 transkripti birikirken, enfeksiyon ilerledik¢e poli(A) bolgelerinin
geri kalani, Ui¢ farkli isleme faktorii tarafindan taninmakta ve bu durum diger ge¢ donem
mRNA'larinin birikimini saglamaktadir (40).

DNA replikasyonunun baglamasiyla birlikte, ge¢ donem mRNA'larinin tamami
sentezlenmeye baglar ve bu siire¢le eszamanli olarak konak hiicreye ait mRNA’larin
sitoplazmada birikimi baskilanir. Bu inhibisyonun, E1B-55 kDa ve E4-34 kDa
proteinlerinin olusturdugu kompleks araciligiyla gerceklestigi bildirilmektedir. Ayrica
bu kompleksin, hiicresel mRNA taginimini1 baskilamanin 6tesinde, viral transkriptlerin

sitoplazmik birikimini hizlandirdig: diistiniilmektedir.
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3. Virion olusumu ve hiicreden salinimi

Viral genomun replikasyonunun ve tiim yapisal protein genlerinin ifade
edilmesinin ardindan virion montaji1 siireci baslar. Bu siirecin ilk agsamasinda, [.4-100
kDa proteininin hekzon monomerleri ile etkilesimi sonucu trimerik hekzon
kapsomerleri olusur. Es zamanli olarak, pentamerik penton tabam ile trimerik fiberin
birlesmesiyle penton kapsomerleri meydana gelir. Bu Onciil montaj basamaklari
sitoplazmada gerceklesmekte, ancak hekzon ve penton kapsomerleri daha sonra asil
montajin yuriitiildiigl ¢ekirdege tasinmaktadir.

Hekzonlardan olusan kapsit iskeletinin olusumunu takiben, virion montaj1 belirli
asamalarla ilerler. Ilk olarak, kapsit proteinlerinin pVI, pVII, pllla ve pIX ile iligkili
oldugu bir ara montaj kompleksi gozlenir. Ardindan, viral genom kapsidin sol ucuna
entegre edilir ve DNA, viral proteinler pV, pVII ve muhtemelen pp araciligiyla ¢ekirdek
yapisina yogunlastirilir. Genom paketlenmesinin ardindan virion proteinleri, L3
bolgesinden kodlanan proteazin katalizledigi ardisik proteolitik bdliinmelere ugrar. Bu
olgunlagma stireci, virionun enfektif kapasitesinin kazanilmasinda kritik 6neme sahiptir
(41).

Virionun konak hiicreye girisini takiben, kademeli olarak kapsitten siyrilma
(uncoating) siireci gerceklesir ve nihayetinde ¢ekirdek proteinlerinin viral DNA ile
birlikte hiicre c¢ekirdegine ulastigi gozlemlenmektedir. Viral genomun c¢ekirdege
tasinmasina mekanizmasinin ayrintilart tam sirast heniiz aydinlatilamamis olsa da, bu
siirecte yer alan ¢ekirdek proteinlerinin hiicresel bilesenlere maruz kalacaklar1 ve onlarla
etkilesime girecekleri 6ngoriildiiglinden, s6z konusu proteinlerin bu asamada kritik bir
rol iistlendigi varsayilmaktadir. Bu baglamda yapilan ¢aligmalar, ¢ekirdek protein V'nin
(pV) islevine odaklanmistir. Protein V'nin, hem protein VI hem de protein VII ile
etkilesime girdigi ve bu sayede niikleoprotein g¢ekirdegi ile viral kapsid arasinda bir
koprii vazifesi gordiigli anlasilmaktadir. Bununla birlikte, enfeksiyon esnasinda pV'nin
sitoplazmadan niikleer zara dogru translokasyonu ve birincil yapisinda bir niikleer
lokalizasyon sinyali (NLS) bulundurmasi, bu proteinin yapisal roliiniin 6tesine gecerek
adenovirus yasam dongiisii ile iliskili ek fonksiyonlara sahip olabilecegine isaret
etmektedir (42).

pV’nin hiicresel protein p32 ile etkilesim halinde oldugunu ortaya koymustur.

p32, mitokondri ile yakin iligkili olarak sitoplazmada lokalize olmakla birlikte, ¢ekirdek
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icerisinde graniiler ve tiibiiler yapilar seklinde de gozlenmektedir. Adenovirus
enfeksiyonu sirasinda p32 ile pV’nin hiicre i¢i dagilimi incelendiginde, enfeksiyonun
ilerlemesiyle birlikte pV’nin hizla c¢ekirdege tasindigi, p32°nin ise sitoplazmik
lokalizasyondan c¢ekirdege yoneldigi belirlenmistir. Boylece enfeksiyonun ileri
evrelerinde her iki proteinin de ¢ekirdek icerisinde bulundugu ve burada etkilesim

gosterdigi anlasilmaktadir.

2.1.5. Adenovirus icin antiviral ilacglar

Adenoviruslar (AdV), diinya genelinde en yaygin goriilen okiiler viral
enfeksiyonlarin baglica etiyolojik etkenleri arasinda yer almaktadir (43). Adenovirus
enfeksiyonlarinin tedavisinde, 06zellikle immiinsuprese hastalarda, antiviral ilag
kullanimi klinik acidan ©nemli olmakla birlikte, giinlimiizde adenoviruslar igin
onaylanmis spesifik bir antiviral tedavi bulunmamaktadir. Mevcut ajanlarin ¢cogu, diger
DNA viruslarina karsi gelistirilmis ilaglarin adenovirusa karsi off-label veya deneysel
kullanimina dayanmaktadir. Adenoviruslarin ¢ift sarmalli DNA yapist ve virus
replikasyon dongiisiinde virus DNA polimerazinin kritik rolii, antiviral hedeflerin
temelini olusturur (44, 45).

Cidofovir (CDV)

Cidofovir  [(S)-HPMPC; (S)-1-(3-hidroksi-2-fosfonilmetoksipropil)sitosin)],
DNA viruslarina karsi antiviral aktivite gosteren asiklik bir niikleozid fosfonattir.
Niikleotidlerin monofosfat formu olarak islev gostererek, serotipten bagimsiz olarak
adenovirus replikasyonunu inhibe eder. Hiicresel kinazlar tarafindan fosforilasyonla
aktiflestirilerek 2'-deoksiriboniikleosid 5'-trifosfat (ANTP) analoglarina doniisiir. Viral
DNA polimerazlar, bu analoglar1 baglayarak viral replikasyon siirecine miidahale eder.
Cidofovir'in bu hedefleme mekanizmasi, adenovirus DNA polimerazlarinin korunmus
niikleotid baglanma bolgesi yakininda farkli sekanslar iceren cidofovir direngli
mutantlarin izolasyonuyla dogrulanmistir (45,46, 47).

Ribavirin

Ribavirin, adenovirus enfeksiyonlarina kars1 etkinlik gdsteren genis spektrumlu
bir antiviral ajandir. Cidofovir gibi bir niikleozid analogudur; ancak etki hedefinin viral
DNA polimerazlarla ayn1 olup olmadigi halen tartigmalidir. Onerilen mekanizmalar

arasinda immiinomodiilasyon, hiicre i¢i guanozin trifosfat havuzlarinin tiikenmesi
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yoluyla adenovirus enfeksiyonunun dogrudan baskilanmasi, ayrica RNA kaplamasina
midahale veya mutasyon indiiksiyonu araciliiyla dolayli inhibisyon yer almaktadir.
Ribavirin genis spektrumlu bir antiviral ajan olmasina ragmen, hematopoietik kok hiicre
nakli yapilan hastalarinda gergeklestirilen in vitro ¢alismalarda etkinliginin yalmizca C
tiirli adenovirus enfeksiyonlariyla sinirl oldugu gosterilmistir (48, 49).

Mevcut veriler, AdV-8 dahil adenoviruslarda antiviral tedavinin heniiz standart
hale gelmedigini, mevcut ilaglarin ise sinirli klinik kanit ve yan etki profili nedeniyle

daha ¢ok arastirma agamasinda oldugunu gostermektedir.

2.2. Giimiis

Glimiis metali (Ag), atom sayis1 74, elektron diizenleme Kr.4d105s1, atom
kiitlesi 107.868 g/mol, erime derecesi 960.8 °C, kaynama noktas1 1950 °C, oksidasyon
durumu +1, +2, +3 olan kimyasal bir maddedir.

Gumiis bilesikleri, faydali etkileri nedeniyle binlerce yildir kullanilmaktadir;
tarth boyunca cogunlukla hem hijyen hem de antimikrobiyal ajanlar olarak tercih
edilmistir (50, 51). Antik Fenikeliler, Yunanlilar, Romalilar, Misirlilar ve digerlerinin
yiyecek ve suyu depolamak igin giimiis kullandiklari kaydedilmistir ve bu Ikinci Diinya
Savasi'na kadar kullanilmaya devam etmistir. Makedonyalilar tarafindan yaralarin daha
iyi iyilesmesini saglamak ic¢in glimiis plakalarin uygulanmasi, muhtemelen cerrahi
enfeksiyonlar1 6nlemeye veya tedavi etmeye yonelik ilk girisim olarak kullanilmistir.
Hipokrat iilser tedavisi ve yara iyilesmesini desteklemek icin giimiis preparatlar
kullanmigtir (52).

Glimiisiin tip alaninda kullanilmasi, mikroorganizmalarin enfeksiydz etken
olarak fark edilmesinden once baglamistir (53). Ancak giimiis, antibiyotiklerin kesfinin
ardindan antimikrobiyal bir ajan olarak olduk¢a sinirli bir kullanim alanina sahip
olmustur. Metalik glimiis, giimiis nitrat ve glimiis siilfadiazin gibi farkli kimyasal
formlarda uygulanan bu bilesikler, genis spektrumlu antimikrobiyal etkileri sayesinde
enfeksiyonlarin 0nlenmesinde ve iyilesme siireglerinin desteklenmesinde 6nemli rol
oynamistir. Glimiis siilfadiazin 6zellikle 1960’1 yillardan itibaren yanik tedavisinde
standart topikal ajanlardan biri haline gelmis ve klinik uygulamalarda yaygin sekilde
kullanilmaya baslanmistir (54-55).
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Glimiis, endojen ve ekzojen uygulamalarda giiglii bir antimikrobiyal ajan olarak
islev gormektedir. Diisiikk konsantrasyonlarda toksisite goOstermemesi ve memeli
hiicreleri iizerinde olumsuz etki yaratmaksizin antimikrobiyal aktivite sergilemesi,
onemli bir terapotik avantaj saglamaktadir. Antimikrobiyal etkinin temel kaynagi,
giimiislin iyonik formudur. Glimiis iyonlar1 (Ag"), belirgin antimikrobiyal, antiviral ve
antifungal  Ozelliklerinin yanm1  sira, doku rejenerasyon siireclerine  katki
saglayabilmektedir. Bu o0zellikleri nedeniyle glimiis, genis spektrumlu etkinligi ve
yiiksek biyouyumlulugu ile giivenilir bir antimikrobiyal ajan olarak kabul gérmektedir

(Sekil 2).
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Sekil 2. Giimiisiin iyonik, nanopartikiil ve kiitle formlarindaki 6zellikleri arasindaki temel farkliliklar

2.2.1. Nanoteknoloji ve nanopartikiiller

'Nano' kelimesi Yunanca “ciice” anlamma gelen ‘“nanos” kelimesinden
tiiretilmistir. Metrenin milyarda birini ifade eder ve 1 x 10 m olarak gosterilmektedir
(56). Nano bilimi ve nanoteknolojiyi birbirinden ayri tutmalidir. Nanobilim, 1 ila 100
nm arasinda degisen nanometre Glgegindeki yapilar1 ve molekiilleri inceleyen bilim
dalidir ve cihazlar gibi pratik uygulamalarda bunu kullanan teknolojiye nanoteknoloji
denir. Nano bilimin gelisimi, bilim insanlarinin maddenin siirekli dolayisiyla daha
kiiciik pargalara sonsuz sekilde boliinebilir mi yoksa kiigiik, boliinemez ve yok edilemez
parcaciklardan m1 olustugu sorusunu ele aldigi, Milattan Once (M.O.) 5. yiizyilda
Grekler ve Demokritos zamanina kadar izafeten geri gotiiriilebilir; ki s6z konusu

pargaciklar glinlimiizde bilim insanlari tarafindan atom olarak adlandirilmaktadir (57).
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Amerikali fizik¢i ve Nobel Odiilii kazanan Richard Feynman, 1959 yilinda
nanoteknoloji kavramini ortaya koydu. Amerikan Fizik Dernegi'nin (American Physical
Society) yillik toplantis1 sirasinda, Feynman, Kaliforniya Teknoloji Enstitiisii'nde
(Caltech) "Altta Daha Cok Yer Var" baslikli bir konusma gerceklestirdi. Bu konferansta
Feynman, “Neden Britannica Ansiklopedisi'nin 24 cildinin tamamini bir toplu ignenin
basina yazamiyoruz?” hipotezini ortaya atmig ve daha kii¢iilk makineler olusturmak ve
molekiiler diizeye kadar inebilmek amaciyla makineleri kullanma vizyonunu
tanimlamistir (58). Boylece Feynman'in hipotezlerinin dogrulugu kanitlanmis oldu ve
bu gerekgeyle kendisi modern nanoteknolojinin babasi olarak kabul edilmektedir. On
bes y1l sonra, bir Japon bilim adam1 olan Norio Taniguchi 1974 yilinda “nanoteknoloji”
terimini ilk kullanan ve tanimlayan kisi olmustur: ‘“Nanoteknoloji temel olarak
malzemelerin bir atom veya bir molekiil tarafindan ayrilmasi, birlestirilmesi ve
deformasyonunun islenmesinden olusmaktadir” (59).

Nanoteknoloji 21. yiizyilin en umut verici teknolojilerinden birisidir (60).
Nanobilim teorisini, nanometre boyutunda maddeyi gozlemleyerek, olcerek, manipiile
ederek, bir diizene getirerek, kontrol ederek ve {ireterek faydali uygulamalara
doniistirme olanagi saglamaktadir. Amerika Birlesik Devletleri'ndeki Ulusal
Nanoteknoloji Girisimi (NNI; national nanotechnology initiative) Nanoteknolojiyi
“benzersiz olaylarin kimya, fizik ve biyolojiden tip, miihendislik ve elektronige kadar
genis bir alanda yeni uygulamalara firsat verdigi nano 6lg¢ekteki (1 ila 100 nm) bilim,
miihendislik ve teknoloji” olarak tanimlamaktadir. Bununla birlikte, tibbi aragtirmalarda
kullanimi, nanopargaciklarin ve oOzellikle metal bazli nanopargaciklarin islevsel
mekanizmalarinin yararlanilmaya yeni baglanmasina ragmen muhtemelen en hizl
biiyliyen alanlardan birisidir. Nanoteknolojiler, nanopartikiil tabanli hedefli ilag
tasiyicilari, hizli patojen tespiti, biyomolekiiler algilama ve nanopartikiil bazli kanser
tedavileri gelistirmek i¢in kullanilmistir. Bu tanima gore nanoteknoloji i¢in iki kosulun
varlifi s6z konusudur. Birincisi Olgeksel bir meseledir: nanoteknoloji, yapilar
nanometre dlgeginde sekil ve boyutlarin1 kontrol ederek kullanmakla ilgilidir. Ikinci
konu ise yenilikle baglantilidir: nanoteknoloji, nano 6lgek nedeniyle baz1 6zelliklerden

yararlanacak sekilde kii¢iik nesnelerle bas etmek durumundadir (61).
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2.2.2. Giimiis nanopartikiillerin (AgNP) sentezi
Glimiis nanopartikiil sentezi (AgNP) temel olarak iki asamadan olusmaktadir:

yukaridan agagiya (top-down) ve asagidan yukariya (bottom-up) yaklagimlar (Sekil 3).

Bilyal Ogiitme
Yukaridan Agagiya Elektrik Ark Bogalim1
Lazer Ablasyonu

Fiziksel Buhar Biriktirme

Kimyasal Indirgeme

Fotokimyasal Yontem
Elektrokimyasal Yéntem

Mikrodalga Destekli

Yéntem

Bakteri Temelli Sentez
Mantar Temelli Sentez

Biyolojik Alg Temelli Sentez
Bitki Temelli Sentez

Sekil 3. Giimiis nanopartikiillerin sentezi

2.2.3. Giimiis nanopartikiillerin yukaridan asagiya sentezi (top-down)

Yukaridan asagiya yaklasim da, daha biiyiik molekiillerden bagslanarak daha
kiiciik birimlere ayristirilir ve sonra uygun NP’lere donistiiriiliir. Bilyali 6gtlitme
(mekanik enerji kullanimi), 6giitme ve ezme dahil olmak iizere ¢esitli fiziksel kuvvetler
kullanilarak kiitle malzemelerden metal NP'lerin sentezini ifade eder; elektrik ark
desarj1 ve lazer ablasyon yontemi elektrik enerjisi kullanir ve buhar yogunlastirma
termal enerji kullanmaktadir (sekil 3). Bu yontemler 10-100 nm boyutlarinda NP'ler
tiretebilir ve kimyasal katki gerektirmeyen saf nanopartikiillerin tiretimine olanak
saglamaktadir. Fiziksel yoOntemlerle {liretilen NP'ler homojen bir parcacik boyutu
dagilimina ve yiiksek safliga sahip olabilmektedir (sekil 4). Insanlara ve ¢evreye zarar
verebilecek kimyasal reaktiflerin  bulunmamasina ragmen, fiziksel teknik,
stabilizatorlerin veya kaplayict maddelerinin bulunmamasi nedeniyle aglomerasyonun
(yogunlagma) dnlenmesinde 6nemli bir sorun teskil etmektedir. Ayrica, bu prosediirler
sofistike ekipmanlarin yan1 sira dis kaynak enerjisinin kullanimin1 da gerektirmektedir

(62, 63).
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Sekil 4. (A) Islem gérmemis karbon siyahinin, (B) ve (C) polioksometalat ¢ozeltisinde 10 dakika ve 1 saat
ultrasonikasyonun elektron mikroskobi goriintiileri

2.2.4. Giimiis nanopartikiillerin asagidan yukariya sentezi (bottom-up)

Asagidan yukariya teknigi, AgNP'ler olusturmak amaciyla molekiiler
bilesenlerden karmasik kiimeler olusturmak i¢in ¢ekirdeklenme ve biiylime siireglerini
kullanmaktadir. Kimyasal ve biyolojik sentez ydntemleri, her ikisi de onciil tuzun
indirgenmesi yoluyla nanoparcacik (NP) tiretebilen popiiler asagidan-yukar1 (bottom-
up) tekniklerdir ve literatiirde viruslara karsi etkin giimiis nanoparcacik (AgNP)
sentezinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Fotokimyasal, elektrokimyasal, mikrodalga-
destekli ve sonokimyasal asamalar gibi alternatif enerjiler kimyasal sentezle birlikte
gerceklestirilebilir. Bu yontem, antiviral bir ajan olarak islev gbéren 1-400 nm arasinda
NP'ler iiretmektedir. Cesitli NP formlarini hizli bir sekilde olusturmak i¢in kimyasal
yaklasim kullanilmasina ragmen, toksik kimyasal ilavelerin dahil edilmesi NP'lerin tibbi
kullanimlarin1 kisitlayabilmektedir. Kimyasal teknigin yetersizliklerini gidermek igin,
virusa karsi bazi caligmalarda biyolojik yontem bir alternatif olarak Onerilmistir.
Ekzopolisakkarit, selilloz ve enzimler; bakteri, mantar ve alglerde yaygin
makromolekiiler bilesenler olup, bitki ekstraktlarindaki enzimler, alkoller, flavonoidler,
alkaloidler, kinonlar, terpenoidler ve fenolik bilesikler gibi organik bilesenler de benzer
sekilde bulunur. Virusa karst AgNP'lerin boyutu 16 -120 nm arasindadir. Biyolojik
sentez uygun maliyetli, cevre dostu, kolay ve giivenilir bir yontemdir. Ancak,

nanoparcacik ylizeylerindeki bilesenler dikkate alinmalidir (64, 65).
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2.2.5. Giimiis nanopartikiillerin kullanim alanlan

2.2.5.1. Giimiis nanopartikiillerin viral enfeksiyonda uygulanmasi

Viruslar, canli hiicrelerden ve hatta bakterilerden daha kiiciik boyutlara sahip,
submikroskobik partikiiller olup, ¢ok sayida enfeksiydoz hastaligin baslica etkenleri
olarak bilinmektedir (66). Virusidal ajanlarin etki mekanizmalar1 genellikle viral
replikasyonun erken evrelerine miidahaleyi icermektedir. Ornegin, demir oksit
nanopartikiillerinin, HIN1 Influenza A virusunun RNA transkriptlerini 24 saat
igcerisinde degistirdigi ve minimum inhibitér konsantrasyonlarinin (MIC) yaklasik 4.25
+ 0.2 pikogram oldugu bildirilmistir. Benzer sekilde, 16-20 nm boyutlarindaki ¢inko
oksit nanopartikiillerinin, HIN1 virus partikiillerinin ¢ogalmasini baskilayarak antiviral
aktivite gosterdigi ortaya konmustur (67). Bu nanopartikiillerin nanoskopik boyutlar1 ve
ylizey yukii (zeta potansiyeli) gibi oOzelliklerinin antiviral etkinliklerini artirdigi
diistiniilmektedir. Glimiis nanopartikiillerin (10-80 nm) Maymun Cicegi virusuna karsi
giiclii antiviral aktivite sergiledigi, 6zellikle 10 nm’lik partikiillerin terapotik antiviral
ajan olarak daha yiiksek etkinlik gosterdigi rapor edilmistir (68). Kiiciik boyutlu
AgNP’lerin viral zarf yapisina kolaylikla baglanabildigi, bdylece konak hiicreye
tutunmay1 engelledigi ve sonug olarak viral replikasyonu baskiladigi bildirilmistir (69).

Glimiis nanopartikiillerinin, (30-50 nm) CD4 bagimli virion baglanmasini,
fiizyonu ve enfektiviteyi onleyerek HIV-1 izolatlarini inhibe ettigi; ayrica HIV-1 yasam
dongiisiiniin hiicre i¢ine giris sonrasi evrelerini de baskiladigi ve boylece HIV saldirisini
engelledigi gosterilmistir (70). Bunun yani sira, AgNP’lerin HAV-10, HSV-1 ve CoxB4
suslaria kars1 da antiviral etki gostermistir (71). Cesitli konsantrasyonlarda test edilen
AgNP’lerin, HINI influenza A virusu lizerinde belirgin bir inhibisyon etkisi gosterdigi
ve bu etkinin konsantrasyona bagli olarak artti1 ortaya konmustur. Asiklovir yiiklii -
siklodekstrin—poli(4-akriloylmorfolin) konjugat nanopartikiillerinin HSV-1’e kars1
antiviral etkinlik gosterdigini; bu etkinin, viral hiicrelerde artan ilag¢ birikimi ve stirekli
salimim sayesinde saglandigini rapor etmislerdir. Tiim bu bulgular, farkli nanopartikiil
tirlerinin genis spektrumlu antiviral potansiyelini ortaya koymakta ve bunlarin etki

mekanizmalarinin gesitli yonleriyle incelendigi Tablo 4’te de 6zetlenmektedir (72).

19



Tablo 4. Glimiis nanopartikiillerin (AgNP) viruslar tizerindeki etkilerinin in vitro ve in vivo ¢aligmalar1.

Virus Antiviral NP Boyut | Konsantrasyon | Hiicre dizisi | Sonuglar
(nm) (Zaman)
SARS- AgNP- 2-100 0.1- 10 ppm Vero Farkli boyutlardaki AgNP-PVP
CoV-2 | polyvinylpyrroli analiz edildi. 10 nm'de, viral
done (PVP) replikasyon inhibisyonunda daha
yiiksek bir oranda etkili idi.
Influenza AgNP 10 6.25,12.5, 25, Madin- AgNP'ler viral zarfin
HIN1 50, 100, 200 Darby glikoproteinlerine baglanmasi,
pg/ml (24 ve Canine virusun konak hiicreye girisini
48 saat) Kidney engeller.
(MDCK)
Influenza AgNP- 42 15.6,31.25, Targinla azaltilmig AgNP'ler,
H7N3 Cinnamomum 62.5, 125, 250, Vero virusa kars1 daha iyi virus
cassia ve 500 pg/ml oldiiriicii aktivite sergiledi;
(cinnamon) (24 saat) kullanilan konsantrasyon hiicreler
icin toksik olmayan bir
seviyedeydi.
HPIV3 AgNP- 46 40 1, 5,10, 50, ve Vero Biberiye bitkisinden elde edilen
Alternaria 20 30 100 pg/ml (1, fenolik bilesikler, virusun hiicreye
AgNP-Phoma 3, 10, 24, ve girisini engelledi ve viral DNA
AgNP-F. 36 saat) replikasyonunu inhibe etti.
oxysporum
AgNP-
Curvularia
Ad3 AgNP 114 + 3.125, 6.25, Hela AgNP'lerin varlig1 hiicrelerin
6.2 12.5, 25, 50, canliligint artird1 ve virusun
100, 200, ve floresan yogunlugunu azaltti; bu
400 pg/ml (48 durum muhtemelen viral yapinin
ve 96 saat) zarar gormesinden
kaynaklantyordu.
RSV AgNP- | 11.95+ | 0.008, 0.015, CCK-8 Zerdecal, AgNP'leri daha iyi
Curcuma longa 0.23 0.03, 0.06, stabilize ederek virusun girisini ve
(ginger) 0.12, ve 0.24 cogalmasini engelleyen antiviral
nmol/L (24 ve ozellikleri artirdi.
72 saat)
RVF AgNP-PVP. 35+15 1/5000, Vero In vitro olarak, Argovit viral
Argovit 1/10,000 (24, Transgenic | iiretimi tamamen ortadan
48, ve 72 h) Mice kaldirmadi; virus tiretimindeki
1/1000, 1/100, 129Sv/Ev azalma, kaplanmamis AgNP'lerin
1/10 (10- 15 IFNAR —/= | kullanimina kiyasla %50 idi.
giinler), Metalik giimiis (12 pg/ml) ile
Parenteral enfektivitede %98'lik bir azalma

elde edilebildi. In vivo olarak,
6liimciil dozda virus (1,2 mg/ml
giimiis) verilen farelerde hastalik
ve gec klinik mortalite goriildii;
hayatta kalma oran1 %60 idi.
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2.2.5.2. Ag-NP'lerin antibakteriyel aktiviteleri

Antimikrobiyal direng, glinlimiiziin en 6nemli kiiresel saglik sorunlarindan biri
olarak oOne c¢ikmakta ve ciddi klinik ile ekonomik sonuglara yol ag¢maktadir.
Antibiyotiklerin gereksiz, asir1 veya uygunsuz kullanimi, ¢oklu ilaca direngli (CID)
bakteri suslarinin  hizla ortaya ¢ikmasina neden olmustur. Bu direngli
mikroorganizmalar giiniimiizde morbidite ve mortalitenin baglica sebepleri arasinda yer
almaktadir. Ozellikle metisiline direncli Staphylococcus aureus (MRSA), neredeyse
tiim B-laktam antibiyotiklere kars1 gelistirdigi direng ile dikkat cekmekte ve S. aureus’u
kiiresel 6l¢ekte en liimciil patojenlerden biri haline getirmistir (50, 73, 74).

Benzer sekilde, firsatci patojenler olan Klebsiella pneumoniae ve Acinetobacter
baumannii, ¢oklu ila¢ direnci nedeniyle nozokomiyal enfeksiyonlarda On plana
cikmaktadir. Bu bakteriler 6zellikle yogun bakim {initelerinde pndémoni, iiriner sistem
enfeksiyonlart ve septisemi gibi yiiksek mortaliteye sahip enfeksiyonlara yol
acmaktadir. Ayrica, Escherichia coli, Salmonella spp., Listeria spp., Campylobacter
spp. ve Clostridium spp. gibi gida kaynakli patojenler de direngli suslarin onemli
rezervuarlarini olusturarak halk sagligina yonelik tehditleri artirmaktadir (74, 75).

Bu baglamda, giimiis nanopartikiiller (AgNP’ler), giiclii antimikrobiyal
aktiviteleri, biyouyumluluklari ve c¢evre dostu Ozellikleri ile alternatif tedavi
yaklagimlarinda dikkat ¢ekmektedir. AgNP’lerin antimikrobiyal etkinligi biiyiik dl¢lide
partikiil boyutu, sekli ve yiizey yiikiine baghdir. Daha kiiclik boyutlu nanopartikiiller,
daha genis yiizey alan1 sayesinde hiicre membranlarina daha kolay baglanmakta ve daha
giiclii bakterisidal etki gostermektedir. Mekanistik agidan AgNP’ler, bakteri hiicre
membraninin bozulmasi, reaktif oksijen tiirleri (ROS; reactive oxygen species) iiretimi
ile oksidatif stresin tetiklenmesi, DNA replikasyonunun engellenmesi ve protein
sentezinin baskilanmasi gibi coklu yollarla etki gostermektedir (76).

Pozitif yiiklii giimiis iyonlari, bakteriyel hiicre duvarindaki negatif yiikli
yapilarla etkilesime girerek membran gecirgenligini bozmakta ve hiicre 6liimiine yol
acmaktadir. Gram-negatif bakterilerin Gram-pozitiflere kiyasla AgNP’lere daha duyarh
olmasi, hiicre duvar1 yapisindaki farkliliklarla agiklanmaktadir. Aslinda Gram-negatif
bakterilerin ince peptidoglikan tabakasi ve lipopolisakkarit dig zari, AgNP’lerin daha
kolay penetrasyonuna izin verirken, Gram-pozitif bakterilerin kalin peptidoglikan yapis1

nanopartikiillerin girisini sinirlandirmaktadir (77).
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Bununla birlikte, nanopartikiillerin potansiyel toksisite ve gevresel gilivenligi ile
ilgili kaygilar glindeme gelmistir. Bu nedenle son yillarda, bitki kaynakli metabolitler
(6rnegin flavonoidler) araciligiyla gergeklestirilen biyojenik sentez yaklagimlari daha
giivenli ve ¢evre dostu bir alternatif olarak 6n plana ¢ikmaktadir. Tiim bu bulgular,
giimiis nanopartikiillerin ¢oklu ilaca direngli bakterilere karsi gelecek vadeden yeni

nesil antimikrobiyal ajanlar olabilecegini giiclii bir bigimde ortaya koymaktadir.

2.2.5.3. Ag-NP'lerin antifungal aktiviteleri

Mantar enfeksiyonlarinin tedavisi, giinlimiizde mevcut antifungal ilag
seceneklerinin smirli olmasi ve bu enfeksiyonlarin 6zellikle immiin sistemi baskilanmig
bireylerde daha sik goriilmesi nedeniyle 6nemli bir klinik sorun olmaya devam
etmektedir. Bu nedenle biyouyumlu, toksik olmayan ve cevre dostu yeni antifungal
ajanlarin gelistirilmesine yonelik ihtiya¢ hem kagiilmaz hem de acildir. Bu baglamda,
giimiis nanopartikiiller (AgNP’ler), genis spektrumlu antifungal 6zellikleri sayesinde
son yillarda umut vadeden ajanlar olarak dikkat ¢ekmektedir. Her ne kadar AgNP’lerin
antifungal etkisinin kesin mekanizmasi tam olarak aydinlatilamamais olsa da ¢esitli etki
yollar1 one siiriilmektedir. AgNP’lerin, plazma membranindaki ergosterole baglanarak
porlar olusturdugu, bunun sonucunda sitoplazmik icerik kaybina ve hiicre lizisine yol
actig1 bildirilmektedir. Ayrica, AgNP’lerin reaktif oksijen tiirleri (ROS; reactive oxygen
species) liretimini artirarak oksidatif stres olusturdugu, bunun da hayati biyomolekiillere
zarar vererek apoptotik siirecleri tetikledigi gosterilmistir (76).

Bitki kaynakli sentezlenen giimiis nanopartikiillerin (AgNP’ler) morfolojik
ozellikleri ile iligkili antifungal aktiviteleri kapsamli sekilde arastirilmistir. Azadirachta
indica aracilifiyla sentezlenen AgNP’lerin, 300 ug/ml derisimde Aspergillus niger (12
mm inhibisyon zonu) ve Candida albicans (23 mm inhibisyon zonu) {izerinde belirgin
antifungal etkinlik gosterdigi bildirilmistir. Bu AgNP’ler, ticari standart antifungal ajan
ketokonazole kiyasla daha yiiksek antifungal potansiyel sergilemistir. Benzer sekilde,
Lawsonia inermis (kina) kullanilarak sentezlenen AgNP’lerin Microsporum canis,
Trichophyton mentagrophytes ve Candida albicans gibi insan patojenlerine kars1 giiclii
antifungal etki gosterdigi ve ticari antibiyotiklerle kombine edildiginde dikkate deger
bir sinerjik etki ortaya koydugu belirtilmistir. Bu nanopartikiillerin ayrica artmis

stabiliteye ve geleneksel antifungal ajanlarla belirgin diizeyde sinerjik aktiviteye sahip
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oldugu gosterilmistir. Bunun yam1 sira, AgNP’ler kullanilarak formiile edilen
nanojellerin patojenik mantarlara kars1 etkili sonuclar verdigi ve topikal jel ya da krem
formiilasyonlariyla deri enfeksiyonlarinin tedavisinde kullanilabilecegi one siiriilmiistiir.
Ayrica, Aloe vera yapraklarindan sentezlenen AgNP’lerin Aspergillus tiirlerine karsi
yiiksek antifungal aktivite sergiledigi, en yiliksek fungal hif inhibisyonunun 10 pL. AgNP
uygulamasiyla elde edildigi rapor edilmistir. Mikroskobik incelemeler, AgNP’lerin
fungal konidyal ¢imlenme {izerinde yikici etkilere yol agtigini ve Ozellikle hiicre
yapisinda ve tomurcuklanma siirecinde belirgin yapisal deformasyonlara neden
oldugunu ortaya koymustur (76).

Glimiis nanopartikiiller (AgNP’ler), hem insanlarda hem de bitkilerde
enfeksiyon olusturan mantarlarin iiremesini etkili bir sekilde inhibe eden ajanlar olarak
kabul edilmektedir. Bununla birlikte, AgNP’lerin antifungal etki mekanizmasi tam
olarak aydinlatilamamis olup, ¢esitli etki yollar1 dnerilmistir (Sekil 5): (1) AgNP’lerin
fungal hiicre zarinda bulunan ergosterol ile etkilesime girerek porlar olusturmast ve
bunun sonucunda hiicresel iceriklerin sizmasina yol agmasi; (2) reaktif oksijen tiirlerinin
(ROS) iiretimini tetiklemesi ve asirt ROS birikiminin apoptoza neden olmasi; (3) DNA
ve RNA ile etkilesime girerek hiicre boliinmesini engellemesi; (4) proteinlerin siilthidril
gruplarini hedef alarak protein sentezini baskilamasi; ve (5) hiicre dongiisiiniin G1/M
fazin1 kesintiye ugratarak hiicre boliinmesini durdurmasi. Fusarium solani tiirliniin
tiremesinin  AgNP’ler tarafindan sitoplazma ve ¢ekirdekteki proteinlere, miselyal
hiicrelere ve organellere zarar verilmesi yoluyla inhibe edildigini ortaya koymustur.
AgNP’lerin antifungal 6zelliklerinin kismen mantar hiicreleri {izerindeki sitotoksik
etkilerinden kaynaklandig diisiiniilmektedir. Ayrica, glimils iyonlarinin (Ag®), hiicre
zarinda bozulmaya yol agarak, hiicre icine girerek ve mantar hiicrelerinde hasar
olusturarak normal tomurcuklanma siirecini bozmak suretiyle fungal {iremenin
engellenmesinde kritik bir rol oynadigr belirtilmistir. Bununla birlikte, yesil
sentezlenmis AgNP’lerin antifungal etkilerinin altinda yatan mekanizmalarin tam olarak

anlagilabilmesi i¢in daha kapsamli ¢alismalara ihtiya¢ duyulmaktadir (78).
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Sekil 5. Bitki aracili AgNP'lerin 6nerilen antifungal mekanizmasi

2.2.5.4. Ag-NP'lerin antikanser aktiviteleri

Kanser, giiniimiizde diinya genelinde en 6nemli 6liim nedenlerinden biri olmaya
devam etmekte olup, her yil yaklasik 10 milyon insanin hayatin1 kaybetmesine yol
acmaktadir. Kiiresel kanser insidansinin 2040 yilina gelindiginde dramatik bir artis
gostererek 27 milyon ek vaka ile karsilasilacagi ongoriilmektedir. Hastalik, tiimor
baskilayic1 genler ve proto-onkogenlerde meydana gelen mutasyonlarin tetikledigi
kontrolsiiz hiicre boliinmesi ve komsu dokulara invazyon ile ortaya c¢ikmaktadir.
Kiiresel veriler, kanser kaynakli 6liimlerin yaklasik %70’inin diisilk ve orta gelirli
iilkelerde gerceklestigini ortaya koymakta, bu da saglik hizmetlerine erisimdeki
esitsizliklerin ciddiyetini gostermektedir. Giincel tahminlere gore her bes kisiden biri 75
yasina gelmeden kansere yakalanmakta, her on kisiden biri ise bu siirecte yasamini
yitirmektedir. Bu egilim, 2030 yilina kadar kanser vakalarinda yaklasik %60 oraninda
bir artis yasanacagina isaret etmektedir. Kanserin nedenleri hem igsel faktorlere
(mutasyonlar, hormonal diizensizlikler, kalitsal yatkinliklar) hem de dissal faktorlere
(viruslar, radyasyon, kimyasal karsinojenler) dayanmaktadir (79).

Son yillarda, bu kiiresel saglik yiikiine kars1 kanser nanotibbi ad1 verilen yeni bir
arastirma alan1 hizla gelismektedir. Ozellikle metalik nanopartikiiller (MNP ler), essiz

fizikokimyasal Ozellikleri sayesinde hem dogrudan tedavi edici ajanlar hem de ilag
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tasiyict sistemler olarak kullanilabilmektedir. Geleneksel kemoterapdtik ajanlarin
aksine, bu nanopartikiiller daha yiiksek 6zgiilliik, biyouyumluluk, diisiik toksisite ve yan
etkilerin azaltilmasi gibi avantajlar sunmakta; boylece klasik tedavi yontemlerinin
yetersizliklerini biiyiik 6l¢iide agmaktadir. Bu baglamda, glimiis nanopartikiiller genis
spektrumlu antikanser etkileriyle dikkat ¢cekmekte ve meme, rahim agzi, akciger,
karaciger, pankreas, over, prostat ve kolon kanserleri ile melanom, osteosarkom,
glioblastoma ve nazofaringeal karsinom gibi pek cok malignitede gii¢lii terapotik
potansiyel sergilemektedir (80).

Genel olarak degerlendirildiginde, giimiis nanopartikiiller kanser tedavisinde
yeni nesil stratejilerin gelistirilmesi i¢in biiylik bir umut vadetmektedir. Daha etkili,
hedefe yonelik ve daha az toksik tedavi yaklagimlarimin gelistirilmesi noktasinda
AgNP’lerin sundugu potansiyel, kiiresel Olcekte kanserle miicadelede ¢igir agici bir

perspektif sunmaktadir.

2.2.5.5. AgNP'lerin antiviral mekanizmalar

Glimiis nanopartikiiller, c¢esitli viral enfeksiyonlarin 6nlenmesinde iki farkh
mekanizma ile etkili bir sekilde kullanilabilir: Viruslarin konak hiicrelere girisini
engellemek veya dogrudan viral yapilari inaktive etmek. Bu etki, herpes simpleks virusu
(HSV), respiratuvar sinsityal virus (RSV) ve adenovirus tip 3 gibi gesitli virus tiirleri
tizerinde gozlemlenmistir. AgNP'ler, biliyiik yiizey alanlar1 nedeniyle viral partikiillerle
temasi kolaylastiran yiiksek antiviral aktiviteye sahiptir (81, 82, 83).

Genellikle, antiviral ajanlar viral ylizey proteinlerine baglanarak ve yapisal
etkilesimleri veya islevleri engelleyerek dogrudan viral partikiiller {izerinde etki
gosterir. Bu baglamda, AgNP'lerin boyutu viral-nanopartikiil etkilesimlerinde kritik bir
rol oynamaktadir. AgNP'lerin olas1 bir antiviral mekanizmasi Sekil 6'te gosterilmistir.
Baslangigta, AgNP'ler viral ylizeyle etkilesime girerek sonu¢ olarak viral genomik
materyalin  yok olmasina yol agar veya hiicre zarma niifuz etmesini
engelleyebilmektedir. AgNP'ler ayrica virusun hiicre zan ile etkilesimine miidahale
etmek icin virusa baglanmaktadir. AgNP'ler ayrica hiicre igindeki wviral
niikleokapsitlerinin inhibitorii olarak da islev gormektedir. Ustelik AgNP'ler viral
genomik materyal ile etkilesime girerek konak hiicre i¢inde genom replikasyonunu

inhibe etmektedir. Sonug olarak, viral replikasyonunu engellemek icin protein sentezi
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gibi hiicresel faktorleri kesintiye ugratmaktadirlar. Farkli metal tiirleri antiviral
ozelliklere sahip olsa da AgNP'ler en etkili olanlardir; virus ailesinden bagimsiz olarak

farkl1 virus tiirlerine kars1 yiiksek antiviral etkinlik gostermislerdir (63).

@ Nucleocapsid

¥ AgNPs

‘ Receptor

Sekil 6. AgNP’larin antiviral mekanizmalar1

Glimiis nanopartikiillerin olas1 antiviral mekanizmalar1 birden fazla ve birbiriyle
iligkili etki yolu flizerinden agiklanabilir: (1) viral ylizey proteinleri ile dogrudan
etkilesime girerek yapisal bozulmaya neden olma; (2) konak hiicre zarinda etkilesime
girerek viral tutunma ve girig basamaklarini engelleme; (3) virusun enfeksiyon sirasinda
kullandig1 temel hiicresel yolaklar1 baskilama; (4) viral genom ile dogrudan bag kurarak
biitiinliglinii bozma; (5) genom replikasyonunu saglayan kritik enzimatik siirecleri
hedef alarak viral ¢ogalmay1 engelleme; ve (6) viral replikasyon i¢in vazgegilmez olan
hiicresel faktorleri, 6zellikle protein sentez mekanizmalarini baskilama. Bu ¢ok yonli
ve eszamanli etkiler, AgNP’lerin genis spektrumlu antiviral potansiyelini ortaya

koymakta ve onlar1 yenilik¢i terapotik adaylar olarak 6ne ¢ikarmaktadir (63).

2.3. Triif mantar

Tarih boyunca, ¢ol triif mantarlar1 antik el yazmalarinda bahsedilmis ve Arap
bolgesindeki Misir tapinaklarinda resmedilmistir. “Fakirlerin et yerine kullandig
alternatif” olarak anilmigtir. Irak'ta, bolgesel lehgelere gore kamaa, kima veya chima
olarak adlandirilir (84). Eukaryota; Fungi, Dikarya; Ascomycota; Pezizomycotina;

Pezizomycetes; Pezizales; Pezizaceae sinifina ait olan bu hipogeous ascocarps (yani yer
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altinda yetisen) mantarlar, cogunlukla ¢61 ortamlarinda yasar ve lokal anlamda “Jaraida”
olarak bilinen Helianthemum tiirleri ile ektomikorizal iliskiler kurmaktadir (85). Cogu
¢Ol trif mantar1 yoresel olarak tiiketilir ve kendine 06zgii tibbi ve organoleptik
ozelliklerinin yani sira protein (%20-27), diyet lifi (%7-13), yag (%3-7,5), askorbik asit
(%2-5), temel mineraller ve karbonhidratlar (kuru agirhigin %65-67'si) iceren besin
bilesimiyle degerlidir. Ozellikle, Terfezia claveryi ve Tirmania nivea tiirlerinin tuzlu
ve/veya alcitast bakimindan zengin topraklara sahip ¢61 bolgelerinde gelistigi
bildirilmistir (86,87).

Irak'ta triif mantarlarinin en eski bilimsel kaydi 1892 yilina dayanmaktadir.
Chatin, Terfezia hafizi (beyaz triif mantar1) ve Terfezia metaxasias (siyah triif mantari)
tiirlerinin varhi@int bildirmistir (88). Daha sonra, bolgede 7. claveryi tiiriiniin varligini
belgelemistir. Baska bir calismada Irak'ta ii¢ triif mantar tiirii tespit edilmistir: 7.
claveryi, Tirmania pinoyi ve T. nivea. Abdullah ve arkadaslar1 daha sonra Irak'ta bes
hipogeous Ascomycota tiirli oldugunu bildirmistir: Terfezia boudieri, T. claveryi,
Tirmania nivea, T. pinoyi ve Phaeangium lefebvrei (89). Owaid tarafindan yapilan bir
calismada, morfolojik 6zelliklerine gore iki triif mantan cinsi, Terfezia ve Tirmania,

tanimlanmustir (Sekil 7).

Sekil 7. Triif mantari (Terfezia claveryi)
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Daha once bahsedilen tiim ¢aligmalar, triif mantarinin tanimlanmasinda
morfolojik ve mikroskobik alanlarinin ¢evresel kosullarindan etkilenen renk, boyut ve
sekil acisindan genis morfolojik cesitlilikleriyle bilinmektedir. Gelisimleri sonbahar-kis
yagislartyla yakindan baglantili  olup, hasat genellikle ilkbaharin baslarinda
baslamaktadir. COl triif mantarlar1 diinya capinda yaygin olarak bulunur ve Irak,
Kuveyt, Iran, Suudi Arabistan'in Sahra bolgeleri ve Fas, Tunus ve Cezayir'in bazi
bolgeleri dahil olmak Ttizere c¢esitli iilkelerin kurak ve yar1 kurak bdlgelerinde
gorlilmiistlir. Ayrica Macaristan ve eski Yugoslavya gibi Avrupa'nin bazi bdlgelerinde,
Cin, Kalahari Colii, Avustralya ve Kuzey Amerika'da da bulunmaktadir. Tirmania ve
Terfezia cinslerine ait tiirlerin, Helianthemum cinsi bitkilerle mikorizal iligkiler
kurduklar1 bilinmektedir (sekil 8). Filogenetik analizler, Tirmania ve Terfeziamin

genetik olarak yakindan iligkili cinsler oldugunu gostermektedir (86,87).

Sekil 8. Triif mantar1 (Terfezia clave;’yi ) askosporlari -

Bununla birlikte, triif mantarlarinin yiiksek derecede bozulabilir yapisi,
pazarlama siirecinde c¢esitli zorluklara yol agmaktadir. Bozulmanin Onlenebilmesi
amaciyla, bu mantarlar genellikle hasat edildikleri giin icerisinde satisa sunulmaktadir.
Yapilan mikrobiyolojik analizler, Aspergillus spp., Mucor spp., Bacillus spp. ve
Escherichia coli gibi mikroorganizmalarin Terfezia boudieri, Tirmania nivea ve
Tirmania pinoyi tiirlerinin hem dis hem de i¢ dokularinda bulundugunu ortaya koymus
olup, bu mikroorganizmalarin hasat sonrasi {liriin bozulmasma onemli Ol¢iide katki

sagladig belirlenmistir.
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2.3.1. Triif mantarlarimin siniflandirilmasi

MycoBank (https://www.mycobank.org/) kayitlarina gore, Terfezia cinsi su anda
tanian ve kabul edilen yaklasik 55 tiirii kapsamaktadir. Irak'ta yedi tiir belgelenmistir:
Terfezia boudieri, T. claveryi, Tirmania nivea, T. pinoyi, Phaeangium lefebvrei, T.
hafizi ve T. metaxasias. Bu kayitlar, bolgedeki Terfezia tiirlerinin dikkat cekici

cesitliligini vurgulamakta ve Irak'in triif mantar1 biyolojik ¢esitliligi hakkinda degerli

bilgiler saglamaktadir.

Terfezia claveryi su sekilde simiflandirilabilmektedir:

Kingdom (Alem): Fungi
Phylum (Sube): Ascomycota
Class (Sinif): Pezizomycetes
Order (Takim): Pezizales
Family (Familya): Terfeziaceae
Genus (Cins): Terfezia

Species (Tiir): Terfezia claveryi

Baz1 tiir ¢0l triif mantar1, Pezizales takiminda bulunur (Sekil 9).

Family Genera

Specics

Terfesia sp

Pezizaceae

Terfesia albida
Terfezia arenaria
Terfezia boudieri
Terfezia canariensis
Terfezia claveryi
Terfezia combonii
Terfezia crack
Terfezia elivcrocae
Terfezia extremadurensis
Terfezia fanfani
Terfezia ledifolium
Terfezia leptoderma
feczia metaxasi
zia olbiensis

Terfizia oligosperma

Tirmania sp.

Tuber sp.

Tuberaceae

Tirmania africana
Tirmania nivea
Tirmania pinoyi
Tuber aestivim
Tuber asa

Tuber brumale

Tuber indicum

Tuber melanosporum
Tuber micheli

Tuber nitid

Picoa sp.

Phaeangium sp.

Pf'{'r:r.rl.r'um'pi.'i'x
Picoa lefebvrei
Phaeangium lefebvrei

Sekil 9. Triif mantarlarinin (pezizaceae ve tuberaceae) taksonomik dagilimi
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2.3.2. Kimyasal bilesim ve besin degeri

Irak’ta dogal olarak yetisen Terfezia boudieri, Terfezia claveryi ve Tirmania
nivea tiirleri tizerine yapilan kimyasal ve besin bilesimi analizleri, bu ¢6l triif
mantarlarinin yaklagik 18 esansiyel amino asit agisindan zengin bir kaynak oldugunu
ortaya koymaktadir. Bu amino asitler arasinda glisin, alanin, fenilalanin, arjinin,
aspartik asit, glutamik asit, histidin, sistin, metiyonin, treonin, serin, lisin, izoldsin,
16sin, prolin, tirosin, valin ve triptofan yer almaktadir. Ayrica, ¢l triif mantarlari hem
doymus hem de doymamis yag asitleri bakimindan dikkate deger diizeyde zenginlik
gostermektedir. 7. boudieri; pentadekanoik, margarik, stearik, arakidik, behenik,
palmitik, palmitoleik, oleik, linoleik ve linolenik asitleri yiiksek oranda icerirken, 7.
nivea esas olarak palmitik, stearik, oleik ve linoleik asitlerden olusur. 7. pinoyi ise
miristik, margarik, stearik, nonadekanoik, arakidik, heneikosanoik, behenik, eurik,
palmitoleik, oleik ve linolenik asitleri icermektedir (90).

Askorbik asit (C vitamini) diizeyi tiirler arasinda farklilik gostermekte olup T.
nivea’da 1.0-1.8 mg/100 g, T. claveryi’de 1.8-2.0 mg/100 g ve T. boudieri’de 4.8-4.9
mg/100 g araligindadir. Bunun yaninda, bu tiirler N, P, K, Ca, Mg, Na, Fe, Mn, Cu ve
Zn gibi temel mineral elementler bakimindan da zengin olup, s6z konusu elementlerin
diizeyleri tiirler arasinda degiskenlik gostermektedir. Ozellikle T. boudieri, mirisetin,
kaempferol, naringenin (¢ogu mantar tiirlinde nadiren rastlanan) ve resveratrol gibi
biyolojik olarak aktif flavonoidleri yiiksek miktarda igcermesiyle 6ne ¢ikmaktadir (89).

Tuber spp. tirlerinde serbest ergosterol igerigi 1.28-1.80 mg/g arasinda
degisirken, toplam fenolik bilesik diizeyi—o-virus ve p-kumarik asitler dahil—kuru
madde basina 1.20-1.88 mg/g seviyesindedir. Bunun yani sira bu triif mantarlarinda
gallik asit, homogentisik asit, protokatekuik asit, p-hidroksibenzoik asit, 3.4-
dihidroksibenzaldehit, p-kumarik asit, o-kumarik asit, hidroksibenzoik asit ve

hidroksisinamik asit gibi ¢ok ¢esitli fenolik bilesikler de tespit edilmistir (91).

2.3.3. Tibbi kullanimlari

Col triif mantarlarinin tibbi potansiyeli, ¢ok cesitli biyomedikal uygulamalari
kapsamaktadir. Bu mantarlar, terapdtik degerlerine katkida bulunan ¢esitli
antioksidanlar acisindan oOzellikle zengindir. Fas Tirmania nivea, dikkate deger

antioksidan ve antiradikal aktiviteler sergilerken, Irak triif mantarlarinin (hem beyaz
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hem de siyah c¢esitleri) Domates Mozaik Virusunun c¢ogalmasimni engelledigi
bildirilmistir.

Terfezia claveryi ve Tirmania nivea gibi tiirler, Pseudomonas aeruginosa ve
Staphylococcus aureus dahil olmak {lizere antibiyotik direngli bakterilerin neden oldugu
g0z enfeksiyonlarinin tedavisi i¢in dogal terapdtik ajanlar olarak umut vaat etmektedir.
Yiiksek konsantrasyonlarda toplam fenoller, karotenoidler ve antosiyaninler ile
karakterize edilen Terfezia boudierimin metanolik oOzleri, giiclii antioksidan ve
antiradikal ozellikler sergiler ve bu da onlar1 farmasotik uygulamalarda degerli kilar.
Ayrica, mikro seyreltme testleri ile belirlenen 7. boudieri 6zleri, Gram-negatif ve Gram-
pozitif bakterilerin yani sira mayalara karsi da antimikrobiyal aktivite gosterir. 7.
claveryimin sulu 0ziitii, in vitro olarak S. aureus'un iiremesini yaklasik %66,4 oraninda
inhibe ederken, T. boudierimin aseton Oziitleri Streptococcus pyogenes, Bacillus subtilis
ve Candida albicans'a kars1 giiclii antimikrobiyal ve antifungal aktiviteler sergilemistir.
Ayrica, Terfezia tiirleri patojenik mantarlara karsi inhibe edici etkiler gostermistir (90).

Tirmania pinoyinin metanolik ekstresi, in vitro olarak S. aureus'a karsi
antioksidan ve antimikrobiyal aktivite gostermistir. Irak triif mantarlan (Terfezia spp. ve
Tirmania spp.), tanen ve glikozit fraksiyonlar1 sayesinde P. aeruginosa, Klebsiella
pneumoniae, S. aureus, Escherichia coli, Proteus spp., Enterobacter spp. ve Aeromonas
spp. gibi ¢ok cesitli patojenik mikroorganizmalarin yani sira Fusarium spp., Aspergillus
niger ve Aspergillus terreus gibi mantarlara kars1 giiclii inhibe edici etkiler gostermistir.
Bu biyoaktiviteler biiyiik Ol¢lide yiiksek fenolik bilesik icerigine atfedilmektedir.
Ayrica, Terfezia ve Tirmania tiirlerinin antikanser, immiinomodiilator, antiviral,

hepatoprotektif ve antidepresan aktivitelerine sahip oldugu bildirilmistir (90).
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3. GEREC VE YONTEM

Antiviral etkinlik deneyleri kapsaminda oncelikle Triif mantar1 temin edildi,
ardindan ekstraksiyon islemine hazirlandi. Ekstraksiyon sonrasinda elde edilen iiriinlere
sitotoksisite testleri uygulandi ve CC50 degeri tespit edilen ekstraktlarin, belirli

konsantrasyonlarda viral inhibisyon oranlar1 6l¢iildii.

3.1. Triif mantarinin temin edilmesi ve toz formuna getirilmesi

Ticari olarak temin edilen Terfezia sp. (triif mantar1) ornekleri ince parcalar
halinde dogranarak 37°C'de kurutuldu. Kurutulan triif mantar1 parcalart kahve
ogitiiciisii kullanilarak toz haline getirildi ve kisa siireli depolama i¢in —20 °C'de, uzun

siireli depolama i¢in ise —80 °C'de saklandi.

3.2. Trif mantarin ekstraksiyonu ve saklanmasi

Toz haline getirilen triif kisimlar1 soxhlet ekstraksiyon yontemi ile ekstrakte
edildi. Coziicii olarak triif i¢in etanol, metanol ve su kullanildi. Ekstraksiyon isleminde
20 gr bitki tozu hassas terazide tartildi ve demleme kesesi igerisine aktarilarak soxhlet
aparatin ekstraksiyon odasina yerlestirildi. Kaynatma balonu igerisine 250 ml ¢oziicii
eklenerek 6 saat boyunca ¢oziiciiye uygun sicaklikta (tablo) ve sabit vakumda (20 Hg)
ekstraksiyona tabi tutuldu. Islemden sonra sivi ekstrakt kagit filtreden siiziildii. Daha
sonra ¢Oziiciinlin biiylik kismi evoporasyon islemi ile uzaklastirildi. Kalan yogun 10
ml’lik kisim temiz bir kaba aktarilarak 40°C’de etiivde kurutuldu. Kurutma islemi
sonrasinda kati veya siv1 ekstrakt +4 °C saklandi. Eger uzun siire kullanilmayacak ise -

20 veya -80 °C’de muhafaza edildi (Tablo 5).

Tablo 5. Farkli kosullarda ¢oziiciilerin kaynama noktalari

Kaynama noktasi (°C) Su Etanol Metanol
Vakumsuz ortam 100 78 64
Vakumlu ortam 72-75 52-54 38-42
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3.3. Modifiye Soxhlet ekstraksiyon sistemi

Normal soxhlet ekstraksiyon sistemi 1siticili manyetik karistirici, kaynatma
balonu, soxhlet ekstraktor (soxhlet ekstraktor govdesi, ekstraksiyon odasi (tiip/kolon),
sifon kolu, buhar yiikseltme kanali (vapour tube) ve kondenser olmak {iizere dort
parcadan olusur. Sistemde kondenser musluk suyuna baglanarak sogutma islemi
gerceklestirilir. Hazirladigimiz modifiye sistemde kondenser ¢ikis borusuna vakum
pompasi baglanmistir. Vakum ile olusacak sivi kagisini engellemek i¢in konsander
sogutma sistemi musluk suyu yerine sogutucu chiller’a baglanmistir. Chiller icerisinde
sogutma suyu olarak donma noktasi -40°C olan antifiriz kullanilmistir. Bu
modifikasyonun amaci sistemi vakumlayarak ¢oziicli kaynama noktasini diigiirmek ve

bu sekilde ¢oziinen maddelerin denatiire olmasini engellemektir.

3.4. Brain Heart Infusion Broth (BHIB) besiyeri hazirlanmasi

Hiicre kiiltiirii besiyerinin (DMEM) filtrasyon ile sterilizasyon isleminden sonra
kontaminasyon varligimin tespiti Brain Heart Infusion Broth (BHIB) kullanildi.
Hazirlanmasinda iiretici firmanin talimatlarina gére 1 L BHIB i¢in gerekli miktar hassas
terazide tartilarak 1 L distile suda ¢oziildi ve 121°C’de 15 dk otoklavlandi ve

sonrasinda besiyeri +4°C buzdolabinda saklanir.

3.5. Hiicre cogaltma besiyeri bilesenleri
Toz Besiyeri Hazirlanmasi
Ornek olarak 5 L besiyeri icin;
1. Hazirlanacak hiicre kiiltiirii besiyeri hacmine gore 68,5 gr toz besiyeri tartildi.
e Not: Ticari markalar arasinda litre bagina tartilacak besiyeri miktari
degisebilir.

2. 5 Ligin 18,5 gr NaHCO; tamponu tartildi.

3. Manyetik balik iceren steril bir kaba 1000 ml distile su aktarildi.

4. Tartilan triinler icerisinde distile su bulunan kaba aktarilip, distile su ile hacim
4000 ml’ye tamamlandi ve manyetik karistiricida karistirildi.

5. Biyogiivenlik kabin igerisinde kullanilacak antibiyotikler icin 15 ml steril falkon
tiip icerisinde antimikrobiyal miks karigimi hazirlandi. 5 litre i¢in;

e Penisilin (10,000 U/ml) / Streptomisin (10 mg/ml) soliisyondan 50 ml
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10.

11.

12.

13.

14.

e Gentamisin siilfat soliisyondan (10 mg/ml) 5 ml

e Amphoterisin B Soliisyondan (250 mg/ml) 5 ml kullanildi.
Toplam 60 ml antimikrobiyal soliisyon manyetik karistiricidaki sivi besiyeri
tizerine eklendi.
Antimikrobiyal karigim i¢in kullanilan sise igerisindeki kalintilar1 almak igin 20
ml distile su antimikrobiyal soliisyonun bulundugu sise igerisine aktarilarak
calkaland1 ve sonra s1vi1 besiyeri soliisyonu iizerine ilave edildi.
Distile su ile besiyeri toplam 5000 ml’ye tamamlandi, toz besiyerinin ¢6ziinme
durumu kontrol edilerek karistirma islemi devam edildi.

e Toplam karistirma stiresi 1-2 saat olmalidir.
Besiyeri homojenizasyonu saglandiginda pH kontrolii yapilda.
S1v1 besiyeri igerisinden steril serolojik pipet ile alinan 1 ml besiyeri 1,5 ml’lik
ependorf tiipiine aktarildi.
pH indikator kagidi ile pH 6l¢iimii yapildi.

e Not: Cogu zaman pH bazik ¢ikar ve HCI soliisyonu eklemek gerekir.

e Not 2: Genel olarak 1 ml besiyerinin pH’sin1 1 birim diisiirmek i¢in 1

normal HCI soliisyonundan 5 pl kullanmak gerekir.

Ornek olarak pH’nin 8 ¢iktigin1 kabul edersek 5 L sivi besiyeri pH’sm1 1 birim
diistirmek icin 1 normal HCI soliisyonundan 25 ml besiyeri igerisine yavas yavas
eklendi.
Besiyeri pH’s1 tekrar kontrol edilip eger pH 7 civarinda ise filtrasyon islemine
gecildi.
Icerisinde por agikligr 0,22 pum capt 47 mm filtre bulunan daha énceden steril
edilmis filtre tutucular veya tek kullanimlik steril filtreler filtrasyon islemi igin

kullanildi.

3.6. Tripsin-Versen (EDTA) soliisyonunun (%0.25) hazirlanmasi

Hiicre kiiltiirlinde ¢ogaltilan hiicreleri yapistiklar1 alandan ayirmak igin tripsin-

versene (EDTA) sollisyonunu hazirlandi. Bunun i¢in tripsin (2.5 gr), NaCl (8 gr), KCIl
(0.2 gr), Na2HPO4.12H20 (2.37 gr), KH2PO4 (0,2 gr), dekstroz (1 gr), fenol red (0.02
gr), versen titriplex 3 (0.2 gr) ve EDTA (0.2 gr) tartilarak 1000 ml distile suda manyetik

kanigtiric1 kullanilarak ¢6ziildii. Homojenizasyon sonrasinda tripsin-versen (EDTA)
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solisyonu yukarirda DMEM hazirlama kisminda bahsedildigi gibi filtre edildi ve

kontaminasyon kontrolii yapildi.

3.7. Fetal Bovine Serum (FBS)
Soguk zincirle gelen ve -20°C’de saklanan steril 500 ml FBS 100 ml’lik siselere

dagitilarak -20°C’de saklanir.

3.8. Besiyeri filtrasyonu

Basingli Filtre Tutucular igin;

1.

10.

Daha onceden steril edilmis olan metal basingh filtre tutucu %70 alkol ile
silinerek biyogiivenlik kabin igerisine alind.

Homojenize olmus sivi besiyeri kabi alkol ile silinerek kabin igerisine alindi.
Islem yapilmadan &nce eller alkol ile iyice temizlendi ve kabin icerisinde filtre
tutucu st hortum baglantis1 ve hava tahliye valfindeki kagitlar dikkatlice
cikarildi.

Kabin igerinde filtre tutucunun {ist kismindaki hortum baglant1 yerine temiz veya
steril hortum metal kelepge ile baglandi ve hortumun diger ucu basing / toplama
kabinin valfli hortum rakoruna (hortum baglanti yeri; ¢ikis) kelepge ile baglandi.
Vakum pompasinin basing ¢ikis kismi toplama kazaninin giris (inlet) hortum
rakoruna kelepce ile baglandi.

Toplama kazanina filtrasyonu yapilacak olan sivi besiyeri aktarildi ve kazan
kapag1 kapatilda.

Daha sonra filtre edilen besiyerinin aktarilacagi sise / siseler alkol ile
temizlenerek kabin igerisine yerlestirildi.

Filtre tutucunun alt hortum baglantisindaki kagit dikkatli bir sekilde ¢ikarilarak
filtre tutucu steril sise iizerine yerlestirildi.

Filtre tutucu iizerindeki hava ¢ikis valfi agik konuma getirildi (sekil 10).

Vakum pompasi calistirilip toplama kazan valfi az bir miktar acildi, besiyeri
hortum igerisinde filtre tutucuya ilerlerken hava c¢ikis valfinden ¢ikan siviyi
toplamak i¢in bos bir tiip (veya uygun hortum varsa hava ¢ikis valfine bagl

hortum ucuna beher konularak siv1 toplanabilir) hava ¢ikis valfi agzinda tutuldu.
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11. Hava ¢ikis valfinden besiyeri ¢iktiktan kisa bir siire sonra valfin mandali
kapatildi ve besiyeri filtre tutucunun alt kismindan steril sise igerisine aktarildi.

12. Toplama kazani valfi yarim ya da tamamen agilabilir.

13. Filtrasyon islemi bittikten sonra aktarilan kaplardan steril pipet yardimi ile
alinan siv1 besiyeri ornekleri alinarak kanli agara (kat1 besiyeri) veya BHIB’ya
(Brain Heart Infusion Broth; sivi besiyeri) ekilerek 37°C’de 1-3 giin
inkiibasyona birakildi.

14. Filtre edilen besiyerleri +4°C’de muhafaza edildi.

15. Inkiibasyon sonunda iireme goriilmemesi durumunda (koloni veya bulaniklik)

besiyeri steril kabul edildi.

Filtre tutucu,toplama
kazani baglantisi

Steril besiyeri ¢ikigi

Sekil 10. Basingli filtrasyon sistemi ile besiyeri sterilizasyonu

3.9. Hiicre ¢ozme

1. Kiriyotiip -80°C veya siv1 azottan (-196°C) ¢ikarildi.

2. 37°C’de ayarlanmis su banyosuna yerlestirilerek hizlica (1-2 dk) coziilmesi
saglandi.

3. Kiriyotiip %70’lik alkol ile silinerek biyogiivenlik kabine alind1.

4. Sonra ¢oOziilen hiicre siispansiyonu 1000 pl’lik pipet ile 15 ml’lik falkon tiipe
aktarildi.
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10.

Falkona aktarilan kriyotiip icerigi besiyeri ile 10 ml’ye tamamlanda.
1000 rpm’de (110 g) +4°C’de 10 dakika santrifiij edildi.
Santrifiij sirasinda hiicre kiiltiirii sisesi hazirlandi.
e Not: Kriyotiipteki hiicre yogunluguna gore farkli hiicre kiiltiir sigeleri
(T25, T75, T125, T225) kullanilabilir.
T75 i¢in flask icerisine 11 ml besiyeri ve 3 ml FBS eklendi.

e Not: Kriyotiipii agilirken ilk hiicre ekiminde serum orani %20 olmalidir.
Santrifiij sonras1 siipernatan atilir, pellet 1 ml besiyeri ile resiispanse edilir ve
onceden hazirlanmis olan T75 flask igerisine eklenir ve hiicrelerin homojen
dagilmasi i¢in hafifce ¢alkalanan flask %5 CO,’li ortamda 37°C’de inkiibasyona
birakildi.

Inkiibasyon sonras1 siselerdeki besiyeri alinarak hiicre yiizeyleri PBS ile yikanir
ve siselere %10 FBS’li DMEM besiyeri konur ve hiicreler flaski kaplayana

kadar her giin invert mikroskopta kontrol edildi.

3.10. Hiicre Kiiltiiriinde pasaj islemi (subkiiltiir)

Besiyeri, serum ve PBS gibi kullanilacak olan sivi soliisyonlar daha dnceden
37°C’ye ayarlanmis benmaride 5-7 dk bekletildi.

Inkiibasyondan sonra benmariden alinan soliisyonlar %70’lik alkol ile
temizlenerek biyogiivenlik kabini igerisine alind.

Daha 6nceden hiicre ekimi yapilmis ve hiicrelerin ¢ogaldig: flask etlivden alinir
ve mikroskopta 10x objektif altinda 3’ten fazla alan kontrol edilerek hiicre
yogunlugu incelendi.

Hiicrelerin %80-90 kaplanma (confluence) olusturdugu flask pasaj i¢in
uygundur.

Flask kapak kismi %70’lik alkol ile silinerek biyogiivenlik kabini igerisine
alind.

Flask icerisindeki besiyeri hiicrelerin yapismadigi kisimdan serolojik pipet
yardimut ile alinir ve atik kutusuna alindu.

Eski besiyeri kalintilarin1 ve hiicresel atiklart uzaklastirmak igin yeni bir

serolojik pipet ile 5-10 ml PBS flask {izerine hiicrelerin yapistig1 yiizeyin {ist
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

kismindan hafifce aktarilir ve tekrar hiicrelerin olmadigi kisimdan cekilerek
yikama iglemi yapildi.
Yikama islemi 1-3 kez tekrar edilir ve son yikama adiminda PBS atik kutusuna
atildi.
Yeni bir pipet ile T75 flask icerisine 5 ml Versen-Tripsin-EDTA soliisyonu
eklenir ve 37°C’de 3-5 dk inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonras1 etiivden ¢ikarilan flaskin yan kismina birka¢ kez parmak ucu
ile hafif¢ce vurularak hiicrelerin mekanik olarak ayrilmasi saglanir ve yiizen
hiicrelerin varlig1 mikroskop altinda kontrol edildi.

e Not: Hiicreler yeterince ayrilmaz ise 37°C’de 1-2 dk inkiibasyon tekrar

edilir.

Hiicreler ayrilmis ise flaska 5 ml serumsuz besiyeri eklenir, hafifce pipetaj
yapilir ve hiicre siispansiyonu 15 ml’lik santrifiij tiipiine aktarildi.
Daha sonra hiicre siispansiyonu sogutmali santrifiijde + 4°C’de 10 dk 1000
rpm’de (110g) santrifiij edildi.
Santrifiij iglemi sirasinda pasaj i¢in flasklar hazirlanir, 3 adet flask biyogiivenlik
kabin igerisine yerlestirilir, flasklarin igerisine 12.5 ml DMEM ve 1.5 ml FBS
eklendi.

e Not: %90 ve istii kaplama oranina sahip flasklar pasaj sirasinda 3 ayr1

siseye boliinebilir. T75 son hacim 15 ml, FBS orani %10’dur.

Santriflij sonrasi siipernatan atilir ve pellet 3 ml DMEM ile resiispanse edildi.
Hiicre siispansiyonu 1’er ml 6nceden hazirladigimiz T75 flasklara aktarildi.
Flask hafifce calkalanarak hiicrelerin sise yilizeyine homojen yayilmasi saglanir

ve flasklar 37°C %5 CO, ortamda inkiibasyona birakildi.

Hiicre sayim1 ve canlilik tayini protokolii

Tripsinizasyon islemi sonrasinda elde edilen hiicre pelleti (pasaj 14. adim) 3 ml
DMEM ile siispanse edildi.

Siispanse hiicrelerden 100 pl alinarak 1,5ml ependorf tiipiin igerisine aktarildi.
Eppendorf tiip igerisine aktarilan hiicre siispansiyonu iizerine 100 pl %0,4 ‘liik
Trypan Blue solusyonu eklendi, pipetaj yapildi ve 1-2 dakika oda sicakliginda
bekletildi.

38



e Not: Trypan Blue solusyon (%0,4) 1:1 oraninda karistirilir.
Hiicre sayimmi i¢in kullanilacak hemositometre (Neubauer lami) ve lamel alkol
ile silindi.
Eppendorf tiip igerisinden alman 25 pl hiicre-trypan blue karigimi Neubauer
laminin merkezinde bulunan oluga dikkatlice aktarildi ve lam {izerine 45°’lik ac1
ile tutulan lamel yerlestirildi.
Isik mikroskobunda 10x altinda incelendi.
Neubauer lami iizerinde kosede bulunan 4 biiyiik kare icerisindeki ve bu
karelerin sag ve alt kenar cizgileri iizerinde bulunan hiicreler sayilir ve
ortalamast alindu.
Mavi hiicreler 6li hiicreleri temsil ederken seffaf olanlar canli hiicreleri temsil
etmektedir.

Besiyerinde ml’deki canl hiicre sayisini hesaplamak icin:

toplam canli hiicre sayisi
4 kare

ortalama hicre sayt =

OHS = 492+489+508+511/4 = 500

500 X 10* X 2 =1 x 10"/ml
e Neubauer laminin olugunun derinligi:- 0.1 mm(pm)
e Biiyiik kare I mm X 1 mm boyutundadir: - I mm®
e Hacim biiyiik kare = alan x derinlik = Imm? x 0.1mm = 0.1 mm’

e Imm’=1pl

e 1 biiyiik kare = 0.1 mm’= 0.1 pl

e 1ml=1000puldir. 0.1pulx10” =10 *ml eder.

e Ornek: ortalama hiicre sayisi; 500, diliisyon faktorii; 100 pl hiicre
siispansiyonu 100 pl trypan blue yani 2 kat diliie edildi. Hiicre
yogunlugu. 500 x 2 x 10* = 1.10"/ml.

3.11. Mikroplak hazirlama
e Mikroplak hazirlama islemine baglamadan 6nce kullanilacak plakta, daha
sonra caligilacak kuyu sayis1 ve kuyu basina hiicre sayisi belirlenmelidir.
e Ornek; 96’lik bir plak igin calisilacak kuyu sayismin 65 oldugunu

diisiinelim. Olii hacim ile birlikte kuyu sayisin1 70 ¢ikarabiliriz.
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e Toplam hacim; 70 x 200 ul = 14 ml
e Toplam hiicre sayisi, 70 x 2.10* = 14.10°
. Hiicre sayimi ve canlilik tayini islemi sonrasinda siispansiyondaki canli hiicre
sayis1 belirlenir (Daha 6nce yaptigimiz sayima gore; 1.10"/ml).

e Hiicre siispansiyonunda 1 ml’de 1.10" hiicre varsa yaklasik 0.4 ml’de

14.10 hiicre bulunur.

. Steril rezervuar, pipet ve pipet ucu %70’lik alkol ile silinir ve biyogiivenlik
kabine alind1.
. Rezervuar igerisine 12.46 ml besiyeri ve 1.4 ml FBS eklenildi.
. Hiicre siispansiyonu hafifce pipetaj yapildi ve 0.14 ml rezervuar igerisine
aktarildi.
. Rezervuardaki toplam 14 ml hiicre siispansiyonu steril pastor pipeti ile pipetaj
yapilir ve hiicrelerin homojen dagilmasi saglandi.
. Cok kanalli (4 veya 8) pipet yardimi ile rezervuardan alman 200 pl (2.10°
hiicre) ¢alisilacak plak kuyularina aktarildi.
. Aktarim islemi tamamlandiktan sonra plak kapagi kapatilarak plak yan
yiizlerine avug i¢i ile hafif¢e vurularak kuyu kenarlarina yapisan hiicrelerin
ayrilmasi saglandi

. 1§Iem sonrasinda plak %5 CO, ve 37°C'de inkiibe edildi.

3.12. Hiicre dondurma
. Pellet elde edildikten sonra (pasaj 14. adim) kullanilan hiicre kiiltiiri sisesinin
biiyiikliigiine gore kriyotiip sayis1 hesap yapildi.

e Not: Her flasktan tek kriyotiip olusturulabilir veya 3’e boliinebilir.

e Not: Eger hiicre sayim1 yapildi ise tiip basina 10°- 107 hiicre bulunmalidir.
. Bir T75 icin 3 adet steril kriyotiip (2 ml’lik) hazirlamak amaciyla falkon tiip
icindeki hiicre pelleti 3 ml besiyeri ile resiispanse edildi.
. Hiicre pellti, 900 ul serumsuz besiyeri ile siispanse edilir ve 900 ul hiicre
siispansiyonu steril kriyotiiplerin igerisine aktarilir ve hafifce pipetaj yapildi.
. Kriyotiiplerin icerisine 200 pl DMSO (son konsantrasyon %10) ve 900 ul FBS
eklendi.

e Not: DMSO 1siktan etkilendigi i¢in bu asamada kabin 15181 kapatilmalidir.
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e Not: Alternatif olarak %10 gliserol + %90 kiiltiir ortam1 da kullanilabilir.
5. Hiicreler bir strafor kopiik igerisine yerlestirilerek -80°C derin dondurucuda 1
gece bekletildi.
6. Ertesi giin derin dondurucudan alinan kriyotiipler sivi azot tankina (-196°C)
aktarildi.
e No: Hiicreler -80°C’de uzun siire saklanamaz, bu sebeple en kisa

zamanda s1v1 azot igerisine alinmalidir.

3.13. Sitotoksisite testi (CCso)

1- Sitotoksisite testini yapabilmek i¢in bir dnceki giin istenilen kuyu sayisina gore
mikroplak hazirlanir.

e Ornek; 96 kuyulu plakta her kuyu icin 2.10" hiicre / 200 ul besiyeri
ayarlanir.

2- Sitotoksisite testi yapilacak olan maddenin kullanilacak diliisyonlarina gore bir
plak diizeni olusturulur. (Her bir diliisyon veya kontroller i¢in en az ii¢ kuyu
kullanilmalidir)

3- Ornek; maddenin 1/2 seyreltme orami icin tiipte hazirlanacak ilk diliisyon 20
mg/ml ile baglanirsa diger diliisyonlar;

Hazirlanan diliisyonlar;

e Triif su ekstrat1 20 mg/ml, 10 mg/ml, 5 mg/ml, 2.5 mg/ml, 1.25 mg/ml ve
0.625 mg/ml’dir.

e Triif methanol ekstrat1 20 mg/ml, 10 mg/ml, 5 mg/ml, 2.5 mg/ml, 1.25
mg/ml ve 0.625 mg/ml’dir.

e Triif ethanol ekstratt 20 mg/ml, 10 mg/ml, 5 mg/ml, 2.5 mg/ml, 1.25
mg/ml ve 0.625 mg/ml’dir.

e Giimiis nanopartikiil 400 pg/ml, 200 pg/ml, 100 pg/ml, 50 pg/ml, 25
pg/ml, 12.5 pg/ml, 6.25 pg/ml, 3.125 pg/ml, 1.5625 pg/ml’dir.

4- Calisilacak olan maddenin 40 mg’1 1 ml besiyerinde ¢oziiliir, tizerine 40 ul FBS
eklendi ve besiyeri ile 2 ml’ye tamamlandi. Bdylece FBS’nin besiyeri
konsantrasyonu %?2 oldu.

5- Hazirlanan bu 2 ml’lik ilk diliisyon 0.22 pm’lik filtreden gegcirilerek steril edildi.

41



10-

11-

12-

13-

14-

15-
16-

17-

18-

Onceden hazirlanmis olan 96’lik plak kuyularinm hiicreleri hem %90’ma kadar

kaplama orani hem de hiicre sekilleri mikroskopta kontrol edildi.

Plak c¢alisma i¢in uygun ise test kuyularin igerisindeki besiyeri uzaklastirilarak

1-3 defa PBS ile yikandi.

Yikama sonrast %2 FBS iceren besiyeri hazirlanan diliisyonlar tim kuyulara

200 pl ile aktarildi.

Daha sonra plak %5 CO;’li inkiibatorde 37°C’de 5 giin boyunca inkiibe edildi ve

her giin test kuyularinda ve hiicre kontrollerine ait kuyularda hiicre canlilig

mikroskop altinda kontrol edildi.

5 Giinliik inkiibasyon sonrasinda MTT ile hiicre canlilig1 kontrolii yapildi ve

spektrofotometrik olarak plak okuma cihazinda 600 nm’de absorbans 6l¢iildii.

e Kaullanilacak olan MTT soliisyon konsantrasyonu PBS kullanilarak 5 mg/ml
olarak hazirlanir.

MTT testi i¢in plak kuyularindaki tiim besiyeri uzaklastirildi.

Plak, PBS ile 1-3 defa hafif pipetaj yapilarak yikandi.

Yikama sonrasi test kuyularina 100 pl fenol red icermeyen ticari hazir serumsuz

besiyeri eklendi.

Ardindan test kuyularina 6nceden hazirladigimiz MTT siispansiyonundan 10 pl

eklendi.

Islem sonrasinda plak 2 saat 37°C’de etiivde ortamda inkiibe edildi.

Inkiibasyon sonrasinda kuyulardaki besiyeri uzaklastirilds, test kuyularma 100 pl

DMSO eklendi ve 15 dk oda sicakliginda inkiibe edildi.

Inkiibasyon bittikten sonra plak okuma cihazinda 600 nm dalga boyunda okuma

islemi yapildi.

Okuma islemi tamamlandiktan sonra elde edilen absorbans degerleri yorumlandi

(Tablo 6).

42



Tablo 6. Farkli konsantrasyonlardaki drneklerin hiicre canliligina etkisi

Ornek; | 20 mg/ml | 10 mg/ml | 5 mg/ml | 2,5 mg/ml | 1,25 mg/ml | 0,625 mg/ml 0
Tl T2 T3 T4 T5 T6 HK
430 483 756 750 1490 1524 1574
448 500 734 680 1512 1542 1498
444 491 756 850 1517 1514 1535
456 490 780 820 1551 1477 1535
Ortalama 444 491 756 800 1517 1514 1535
3.14. MTT Analizi

Bizim c¢alismamizda, A549 hiicre hatt1 lizerinde giimiis nanopartikiiller (AgNP)
ve Terfezia claveryi ekstraktlarinin sitotoksik etkisinin belirlenmesi amaciyla MTT (3-
[4,5-dimetiltiazol-2-11]-2,5-difeniltetrazolyum bromid) yontemi uygulandi. Bu yontem
kapsaminda hiicreler, belirlenen konsantrasyon araliklarinda ekstrakt ile 120 saat
siireyle inkiibe edildi; ardindan MTT reaktifi eklenerek canli hiicrelerin mitokondriyal
dehidrogenaz enzimleri tarafindan formazan kristallerine doniistiiriilmesi saglandi. Elde
edilen absorbans degerleri 600 nm’de spektrofotometrik olarak 6l¢iildii ve kontrol grubu

ile karsilastirilarak hiicre canlilig1 yilizdesi ile CCso degeri hesaplandi.

3.15. Giimiis nanopartikiillerin triif ekstrakti ile birlestirilmesi

AgNP’lerinin agregasyonu, c¢Oziiniirlik ve iyon salinimi, Ag-NP'lerin
toksikolojik davranisini etkileyen 6nemli faktorlerdir. Ag-NP'ler, fiziksel ve kimyasal
kararlilig1 saglamak i¢in sentez sirasinda veya sonrasinda cesitli yiizey kaplamalariyla
stabilize edilir. Calismamizda AgNP’leri Okhygiene Medikal ve Kimyasal Uriinler
Kozmetik San. Tic. Ltd. (Istanbul) firmasindan temin edilmis olup Okhygiene Nano Ag
partikiilleri 25 nm-100 nm boyutlar1 arasindadir. Ozel bir yontem ile sentezlenmis ve
kullanilan indirgenlerin insan sagligi i¢in herhangi bir sorun olusturmayan gida
sektoriinde kullanilan polisakkarit veya monosakkarit yapisinda oldugu belirtilmistir.

Triif ekstraktlari, metanol ve etanol ile yapilacak calismalar dncesinde %1'lik
DMSO (su hari¢) igerisinde ¢oziindiiriilmiis ve toksik olmayan dozlarda belirlenen
konsantrasyonlar1 kullanilarak deneyler gerceklestirilmistir. AgNP (5 ml) ile triif
ekstrakti (5 ml) karisimy, ii¢ giin boyunca 25 + 2 °C’de bekletildi ve bu siire zarfinda her
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4 saatte bir ¢alkalama cihazi {izerinde homojenizasyon saglandi. Ug giiniin sonunda
karistm 12.500 rpm’de 30 dakika santrifiij edildi. Santrifiijj sonrasi silipernatan
uzaklastirildi, ¢okelti PBS ile yikanarak ayni hizda tekrar santrifiij edildi. Bu islem {i¢
kez tekrarlandi. Son agamada siipernatan uzaklastirildi ve ¢okelti {izerine 10 ml DMEM

besiyeri eklendi, elde edilen siispansiyon +4 °C’de kullanilincaya kadar saklandi.

3.16. TCIDSO0 testi ve MOI (Multiplicity of infection) hesaplama

1. Calismanin yapilacagi giinden bir giin 6nce 96’lik plak hazirlanmalidir.

2. Plak kuyularindaki hiicre kaplama orani ve hiicre sekilleri kontrol edilmeli
kaplama oran1 %80 ve iizeri olan plak test i¢in kullanilabilir.

3. Virus stok soliisyonundan diliisyonlar hazirland1 (Sekil 11) (Tablo 7).

Tablo 7. Mikroplakta adenovirus titrasyon diizeni

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 [ 11 [ 12
A|B| B B B B B B B B B B | B
B | B | VK| 10"] 10" [ 10° | 107 | 10° | 10° | 107 HK | B
c| B |vk]| 10" | 10" | 10° | 10" | 10° | 10° | 107 HK | B
D|B | VK |10 ] 10" ] 10° [ 10" [ 10° | 10° | 107 HK | B
E| B | VK| 10" [ 10”7 ] 10° | 10" | 10° | 10° | 107 HK | B
F | B B
G| B B
H|B | B B B B B B B B B B | B

VK: Virus kontrol, HK Hiicre kontrol
VK; virus inokiile edilmis hiicrelerin bulundugu serumsuz besiyeri igeren kuyular,

HK; virus inokiile edilmeyen hiicrelerin bulundugu %2 FBS’li besiyeri iceren kuyular,

44



Virus Stok Sollisyon

Sekil 11. Virus seyreltme semast

4. Diliisyonlar hazirlandiktan sonra plak kuyularindaki besiyeri uzaklastirildi ve 1-
3 defa PBS ile yikandi.

5. Hazirlanan virus diliisyonlar1 her bir diliisyon 4 kuyu olacak sekilde plak
diizenine gore kuyulara 200 ul inokiile edilip ve 4 saat 37 °C %5 CO;’li ortamda
inkiibasyona birakild1.

6. Inkiibasyon sonras1 kuyulardaki inokulumlar uzaklastirildi.

7. Plak PBS ile 1-3 kere yikandi.

8. Test kuyularina 200 pl %2 FBS igeren besiyeri eklenir ve 5 giin inkiibasyona
birakildi.

9. Inkiibasyon siiresi boyunca her giin kuyulardaki hiicre canlilig1 kontrol edildi.

10. Inkiibasyon periyodu sonras1 Spearman —Karber metoduna gore TCIDs, degeri
hesaplandi.

Spearman-Karber Method

TCIDsp=- [xo — d/2 + d(r/n)] (91)

MOI enfeksiyon baglatmak i¢in kullanilan virus partikiil sayisnin hedef hiicre
sayaisina oranidir. Sonugta MOI bir hiicreyi enfekte eden virus sayisidir. MOI 0.001
olarak kullanmig olup 1000 hiicreye bir virus diisecek sekilde enfeksiyon olmasi

demektir.
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3.17. Cidofovir’in A549 hiicreleri iizerindeki sitotoksik etkisinin

belirlenmesi

Bitki ekstraktlarinin sitotoksisite testlerindeki uygulan islemlerin aynisi

cidofovir i¢in kullanildi. Farkli olarak cidofovirin besiyeri ile hazirlanan diliisyonlari
500 uM baslayarak 9 farkli diliisyon olacak sekilde ayarlandi (1000, 500, 250, 125,
62.5, 31.2, 15.6, 7.5, 3.7 uM). Sonuclarin istatistiksel acidan diizgiin bi¢imde

degerlendirilmesi ic¢in her deney 3 kere tekrarlandi. Deneylerin sonuglar1 kullanilarak

GraphPad Prism programi ile CC50 degerleri hesapland1 ve altindaki konsantrasyonlar

antiviral etkinlik c¢alismalarinda kullanilacak pozitif kontrolii belirlenmesi igin

kullanildi.

3.18. ADV-8’in cidofovire karsi duyarlihiginin belirlenmesi

Deney i¢in 96 kuyulu plak hazirlanir.

Ertesi giin cidofovir DMSO ile coziilerek sitotoksik olmayan dozun
asagisindaki cesitli konsantransyonlarda diliisyonlar1 (1000, 500, 250, 125,
62.5,31.2,15.6, 7.5, 3.7 uM) %2 FBS’li DMEM kullanilarak hazirlanir.
Daha sonra antiviral ¢aligmalar i¢in kullanilacak olan ve TCIDS50 testi ile
belirlenen miktar ile virus stok soliisyonundan c¢alisilacak virus diliisyonu
hazirlanir.

Plak icerisindeki besiyeri 8 kanall1 pipet yardimu ile atik kabina atilir ve bir
kere PBS ile yikanir.

ADV virus soliisyonu kuyu basma 200 pl olacak sekilde kuyulara inokiile
edilir ve 4 saat inkiibasyona birakilir.

Inkiibasyon sonrasi virus soliisyonu kuyulardan uzaklastirilir ve hazirlanan
cidofovir diliisyonlar1 her konsantrasyon en az 3 kuyu olacak sekilde
kuyulara aktarilir.

Antiviral icermeyen sadece virus igeren en az 3 kuyu virus kontrol, en
yiiksek ila¢ konsantrasyonun bulundugu virus icermeyen doz kontrol ve ilag-
virus icermeyen sadece besiyeri bulunan hiicre kontrol 3’er kuyu kullanilir.
Islemlerin sonunda plak 37°C'de %5 CO2 5 giin inkiibasyona birakilir.

Her giin kuyulardaki CPE varlig1 mikroskop altinda incelenir.
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e Inkiibasyon periyodu sonunda MTT testi ile hiicre canlilifi belirlenerek

cidofovirin IC50 degeri GraphPad Prism programi kullanilarak hesaplanir.

3.19. Antiviral aktivite testi
Post-enfeksiyon antiviral deneylerde 0.001 MOI, pre-enfeksiyon ve virusidal

deneylerinde ise 0.002 MOI degeri kullanilarak ¢alisma kosullar1 standardize edildi.

3.19.1. Post-enfeksiyon uygulamasi

Post-enfeksiyon uygulamasi (post-infection treatment) antiviral etkinligin tedavi
modeli kapsaminda degerlendirildigi bir yontemdir. Bu yaklagimda, oncelikle %80
oraninda konfluensi saglandi, 96’11k plaktaki hiicreler 0.001 MOI adenovirus ile enfekte
edildi ve hiicreler 37 °C’de %5 CO. atmosferinde dort saat siireyle inkiibe edildi.
Ardindan, viral inokulum ortamdan uzaklastirilmakta ve kuyular PBS ile yikanarak
serbest virus partikiilleri elimine edildi. Takiben, antiviral ajan olarak test edilmesi
planlanan AgNP (3, 0.3 ve 0.03 pg/ml) ve triif ekstraktlari (sirastyla su: 1250, 125, 12.5
pg/ml; metanol: 300, 30, 3 ug/ml; etanol: 150, 15, 1.5 ug/ml), %2 serum iceren DMEM
besiyeri kullanilarak kuyucuklara 200 ul ilave edildi ve hiicreler bes giin boyunca ayni
kosullarda inkiibasyona birakildi. Ayni islem AgNP-triif bilesikleri i¢in de tekrarlandi.
Bu siire zarfinda hiicreler giinliik olarak invert mikroskop altinda morfolojik
degisiklikler acisindan izlendi. Deneyin sonunda, uygulanan dozlarin viral replikasyonu
baskilama potansiyelini belirlemek amaciyla MTT yontemi uygulandi ve antiviral

etkinlik kantitatif olarak degerlendirildi.

3.19.2. Pre-enfeksiyon uygulamasi

Pre-enfeksiyon uygulamasi (pre-infection treatment), antiviral etkinligin
korunma modeli kapsaminda degerlendirildigi bir yontemdir. Bu yaklagimda, dncelikle
%80 konfluensiye ulasan hiicre kiiltiirlerine sahip 96 kuyulu plaklara; 200 pl olacak
sekilde AgNP (3, 0.3 ve 0.03 pug/ml), triif metanol ekstrakti (300, 30 ve 3 pg/ml), triif
etanol ekstrakti (150, 15 ve 1.5 pg/ml) ve triif su ekstrakti (1250, 125, 12.5, 1.25, 0.125
ve 0.0125 pg/ml) ilave edildi ve plaklar 37°C’de, %5 CO: atmosferinde bir saat siireyle
inkiibe edildi. Aym iglem AgNP-triif kombinasyonlar1 i¢in de yapildi. Ardindan,

ekstrakt iceren inokulum ortamdan uzaklastirilmis ve kuyular fosfat tamponlu salin
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(PBS) ile yikanarak serbest ekstrakt partikiilleri elimine edildi. Sonrasinda, her bir
kuyuya virus MOI 0.002 suspansiyonu eklendi ve 37°C’de, %5 CO- dort saat boyunca
inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasinda virus partikiilleri ortamdan uzaklastirild:
ve kuyular tekrar PBS ile yikandi. Daha sonra hiicrelere %2 FBS igeren DMEM
besiyeri eklendi ve plaklar bes giin siireyle ayni kosullarda inkiibasyona birakildi. Bu
stire zarfinda hiicrelerdeki morfolojik degisiklikler invert mikroskop altinda giinliik
olarak izlendi. Deney sonunda, uygulanan dozlarin viral replikasyonu inhibe etme
potansiyelini belirlemek amaciyla MTT testi uygulandi ve antiviral etkinlik kantitatif

olarak degerlendirildi.

3.19.3. Virusidal aktivite testi

Viral partikiiller, MOI 0.002 kullanilarak; AgNP (3, 0.3, 0.03, 0.003, 0.0003 ve
0.00003 pg/ml), triif su ekstrakti (1250, 125 ve 12.5 pg/ml), triif metanol ekstrakti (300,
30 ve 3 pug/ml) ve triif etanol ekstrakti (150, 15 ve 1.5 pg/ml) ile oda sicakliginda bir
saat siireyle inkiibasyona tabi tutuldu. Ayni islem AgNP-triif ekstrakt bilesenleri i¢in de
yapildi. Ardindan, bu karisimlardan 200 pl, A549 hiicre hatlar1 {lizerine ilave edilerek
dort saat boyunca hiicrelerle inkiibe edildi. Sonrasinda, kuyulardan virus bilesikleri
iceren besiyeri uzaklastirildi ve hiicreler fosfat tamponlu salin (PBS) ile ii¢ kez yikandi.
Temizlenen hiicrelere, %2 fatal bovine serum (FBS) ile desteklenmis DMEM besiyeri
eklendi. Hiicre kiiltiirleri, bes giin boyunca, %5 CO: ve 37°C sicaklik sartlarin1 saglayan
bir inkiibatorde muhafaza edildi. Viral replikasyonun seyrini degerlendirmek amaciyla,
inkiibasyon periyodu boyunca her 24 saatte bir, ters ¢evrimli mikroskop kullanilarak

hiicrelerde sitopatik etki (CPE) olusumu gozlemsel olarak incelendi.

Tablo 8. Kullanilan Kimyasal ve Biyolojik Materyallerin Listesi

Materyal Formiilasyon Kaynak
Giimiis nanopartikiil (AgNp) Sivi Okhygiene Medikal ve Kimyasal Uriinler
Kozmetik San. Tic. Ltd (Tiirkiye)
DMEM high glucose (4.5 g/l) Toz Capricorn Scientific (German)
MTT Toz Biobasic (German)
DMEM high glucose (4.5 g/1) phenol S1vi Capricorn Scientific (German)
red
FBS Sivi Biological Industries (ABD)
Penscillin/Streptomycin Sivi Capricon Scientific (German)
Amfoterisin B Sivi Capricon Scientific (German)
Cidofovir Toz AmBeed (China)
A549 Sivi ATCC (American Type Culture Collection)
AdV-8 Sivi ATCC (American Type Culture Collection)
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4. BULGULAR

A549 hiicre hatt1, %90 DMEM besiyeri, %10 fetal bovin serumu (FBS), %1,4 L-
glutamin ve %1 penisilin/streptomisin igeren kiiltiir ortaminda, %5 CO- atmosferine
sahip 37°C’lik inkiibatorde gogaltilmistir. Sekil 12°de, %90 koplamaya A549 hiicreleri

goriilmektedir.

Sekil 12. A549 hiicrelerinin mikroskobik goriintiisii

Sitotoksisite Degeri

A549 hiicre hatt1 lizerinde gergeklestirilen sitotoksisite analizleri sonucunda,
giimiis nanopartikiillerin (AgNP) konsantrasyona bagimli bir etki profili sergiledigi
ortaya koyuldu. Ozellikle 400 pg/ml konsantrasyonda belirgin ve yiiksek diizeyde
sitotoksik etki gozlenirken, 6.25 ug/ml konsantrasyonda orta derecede sitotoksik
aktivite saptandi. Buna karsilik, 3 pg/ml konsantrasyonda anlamli bir sitotoksik etki
kaydedilmedi. Yapilan analizler sonucunda AgNP’nin CCso 8.71 + 0.833 pg/ml olarak
hesaplandi (Sekil 13,14) (Tablo 9).
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Sekil 13. AgNP hiicre canlilig1 iizerindeki sitotoksik etkilerinin degerlendirilmesi

AgNPs Sitotoksisite Testi
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Sekil 14. AgNP’nin A549 hiicre hattinda konsantrasyona bagli sitotoksik etkisi
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Triif sitotoksisite testi

-
-
-

X 100 S i
E : : - Metanol
= :
= b : =¥ Etanol
e : :
= : :
S 50 : : :
= ; :
ﬂ -
o : 2 .
0 - - .
= : 1 : : :
=] . - .
= : : :
= : t : : * .
04 1 | | 1 —
0,31 0862 125 25 5 10 20

mg/ml

Sekil 15. Trif mantart ekstraktlarinin metanol, etanol ve su sitotoksik etkisinin konsantrasyona bagl
degerlendirilmesi.
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Sekil 16. Terfezia claveryi su ckstresinin A549 hiicre serisi lizerindeki sitotoksik etkinliginin MTT
yontemi ile degerlendirilmesi.
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Sekil 17. Terfezia claveryi etanol ekstresinin A549 hiicre serisi iizerindeki sitotoksik etkinliginin MTT
yontemi ile degerlendirilmesi

Trif Metanol

HUCRE CANLi1LiK ORANLAR:1 %

1,256 0,625 0,3125 0.156 HK

Dozlar mg/ml

Sekil 18. Triif mantar: metanol ekstraktinin A549 hiicrelerinin canlilik diizeyi iizerindeki etkisi

Su ¢oziiciisiinde 1250 pg/ml ve altindaki konsantrasyonlarda hiicre canlilig
%94'tin iizerinde seyrederken, metanol 150 pg/ml ve etanol ¢oziiciilerinde 150 pg/ml
konsantrasyonda hiicre canlilik oranlari sirasiyla yaklasik %95 ve %83 olarak belirlendi

(Sekil 15,16,17 ve 18) (Tablo 9).
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Tablo 9. Terfezia claveryi ekstraktlart ve giimiis nanopartikiillerin sitotoksisite (CCso) ve antiviral ¢aligma
doz degerleri

Terfezia claveryi (trif mantari)
Coziicii CCsp (ug/ml) Antivral Calisilacak
Doz (ug/ml)
Su 5567 + 1000 1250
Metanol 1720 £ 523 300
Etanol 1700 + 600 150
AgNP 8.71 £ 0.833 3

Virus CPE

AdV-8, tabaninin yaklasik %90’ kaplamis hiicre tabakalar {izerine, %1,4 L-
glutamin ve %1 penisilin/streptomisin ile zenginlestirilmis DMEM besiyeri kullanilarak
inokiile edildi. Enfeksiyonun ardindan hiicrelerde sitopatik etki (CPE) gozlenene kadar
inkiibasyon siireci devam edildi (Sekil 19). Yapilan deneylerde, AdV-8 kaynakli CPE
yaklagik besinci giinde belirginlesmis olup, hiicrelerin yiizlerinden ve ayrilmasi kiimeler

olusturmasi seklinde gozlendi.

Sekil 19. Yapilan deneylerde, AdV-8’e bagli sitopatik etkinin gdzlenmesi

Virus titresi

Spearman-Karber yontemine gdre virus titrelerinin hesaplanabilmesi i¢in tiim

kuyucuklar sitopatik etki (CPE) varligi agisindan incelendi (Sekil 20). Stok virusun
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onluk seri diliisyonlarimin uygulandigi kuyucuklarda CPE’nin gozlendigi ve
gozlenmedigi kuyular belirlendikten sonra, elde edilen veriler dogrultusunda Sekil 20

’de gosterildigi lizere sematik degerlendirmeler yapildi.

Sekil 20. A. Sitopatik etki (CPE) gozlenmeyen hiicrelerin mikroskobik goriiniimii.
B. CPE gozlenen hiicrelerin mikroskobik goriiniimii
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Sekil 21. AdV-8 ile enfekte edilmis kuyucuklarda sitopatik etki (CPE
kuyular “+”, gdzlenmedigi kuyular ise “— olarak belirtilmistir

~

varligr; CPE’nin gozlendigi

Sekilde elde edilen bulgular, Tablo 10’de sistematik olarak sunulmus olup, bu
veriler kullanilarak asagida verilen formiil yardimiyla virus titresinin hesaplamasi
gergeklestiridi (Sekil 21).

TCIDsy=- [xg — d/2 + d(r/n)]

Xp = Tiim kuyularinda CPE goriilen en yliksek diliisyonun log10 degeri,
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d = diliisyon faktoriin log10 degeri,
n = Her bir diliisyon i¢in ¢alisilan kuyu sayisi,
r = CPE’lerin toplam sayisi,

Spearman—Karber yontemi kullanilarak insan AdV-8 icin TCIDso degerinin

belirlenmesi.

Tablo 10. Adenovirus diliisyon oranlarina gére CPE pozitiflik sonuglar1 (TCIDso hesaplamasi igin).

Virus diliisyon -log10 Degeri CPE Goriilme CPE Pozitifligi
orani Oram (%)
1/10 1 4/4 100
1/100 2 4/4 100
1/1000 3 4/4 100
1/10.000 4 1/4 25
1/100.000 5 0/4 0
1/1000.000 6 0/4 0
1/10.000.000 7 0/4 0
AdV-8 icin TCID50 =-[3-12+ 1 (4/4)]

=-[3-0,5} +1(1)]
=-[2.5+1]
=-3.5

0.2 ml (200 pl) inokulum hacmi icin TCIDsy degeri: 107°/0.2=10**/ml seklinde ifade

edilir.

A549 Hiicre dizisinde giimiis nanopartikiillerin (AgNP), trif mantar
ekstraktlarinin ve triif ile islenmis AgNP'nin antiviral etkinligi i¢in hiicreler enfekte
edildikten sonra bilesiklerin uygulandig1 tedavi amacgli post-enfeksiyon uygulama,
hiicreler virusla enfekte edilmeden oOnce bilesigin uygulandigr profilaktik etkiyi

degerlendirme amacgli uygulama olan pre-enfeksiyon uygulama ile virusu dogrudan
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inaktive eden bilesigin etkinligini 6l¢en virusun bilesige maruz birakildiktan sonra
hiicrelere uygulandig: virusidal aktivite testi yapildi.

AgNP ve Terfezia claveryi’nin su, etanol ve metanol ekstraktlar1 ile AgNP-triif
ekstrakt kombinasyonlarinin CCso ile siirli olarak ¢alisilan konsantrasyonlar: ile test
edilen aralikta %50 inhibisyon diizeyine ulasilamadiginda veya iistiinde oldugunda ICso
hesaplanamadi. Bu sebeple bazi sonuglar belirli konsantrasyonlardaki viral inhibisyon

oranlar1 olarak tespit edildi.

Post-enfeksiyon uygulama

Calismamizda yiiriitiilen post-enfeksiyon deneylerinde, AgNP A549 hiicre hatti
lizerinde antiviral etkileri ayrintili olarak degerlendirildi. Elde edilen veriler, toksisite
olusturmayan dozlarda uygulanan AgNP’nin AdV-8 replikasyonu iizerinde belirgin bir
inhibisyon sagladigim1 gosterdi. Ozellikle 3 pg/ml konsantrasyonunda %83.6 oraninda
koruyucu etki saptanirken, daha diisiik konsantrasyonlar olan 0.3 pg/ml ve 0.03
pg/ml’de sirasiyla %83.2 ve %82.8 oraninda oldukca yiiksek antiviral etkinlik
gozlemlendi.

Triif su (Terfezia claveryi) ekstraktinin AdV-8 karsi1 antiviral aktivitesi gosterildi.
Calismadan elde edilen bulgular, ekstraktin toksik etki gostermeyen konsantrasyonlarda
dahi viral replikasyonu énemli 6lgiide baskiladigim gostermektedir. Ozellikle 1250
pg/ml dozunda %95.2 oraninda koruyucu etki tespit edilirken, 125 pg/ml ve 12.5 pg/ml
gibi daha diisiik dozlarda da sirasiyla %94.8 ve %94.3 diizeylerinde antiviral etkinin
devam ettigi belirlendi. Bu sonuglar, Triif su ekstraktinin farkli konsantrasyonlarda
giiclii bir antiviral potansiyele sahip oldugunu ortaya koymaktadir.

Triif metanol ekstraktinin AdV-8'e karsi potent bir antiviral aktivite sergiledigini
ortaya koyuldu. Elde edilen bulgular, ekstraktin sitotoksik olmayan konsantrasyonlarda
dahi viral replikasyonu cok yiiksek diizeyde inhibe ettigini gosterildi. En yliksek
inhibisyon orani 300 pg/ml konsantrasyonda %96.8 olarak gozlemlenirken, 30 ng/ml ve
3 pg/ml gibi diisiik konsantrasyonlarda dahi sirasiyla %96 ve %95.3'liik inhibisyon
oranlar ile ¢ok giiclii antiviral etkinin korundugu tespit edildi.

A549 hiicre kiiltlirii modiilii kullanilarak gerceklestirilen antiviral aktivite testleri
ile terfezia etanol ekstrakti AdV-8 ilizerindeki inhibitér potansiyelini degerlendirildi.

Calismanin sonuglari, ekstraktin hiicre canliligini en diisiik konsantrasyon aralifinda
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dahi, viral replikasyonu ¢ok gii¢lii baskiladigini ortaya koymaktadir. Doz-bagimli bir
antiviral etki profili goézlemlenmis olup, maksimum inhibisyon (%95.5) 150 pg/ml
dozunda kaydedildi. Antiviral aktivitenin daha diisiik konsantrasyonlarda da belirgin
sekilde korundugu; 15 pg/ml ve 1.5 pg/ml dozlarinda sirasiyla %94 ve %93.6'lik ¢ok
yiiksek baskilama oranlari ile dogrulanda.

AgNP ile Terfezia cinsine ait mantarmin su ekstraktinin birlestirmis, AdV-8'lin
A549 hiicre hattindaki replikasyon siklusu iizerindeki antiviral etkinligi incelendi.
Deney sonuglari, birlesenler en diisiik konsantrasyonlarda dahi, viral cogalmay1 kuvvetli
baskiladigin1 ortaya koyuldu. Antiviral aktivitede belirgin bir doz-bagimli iliski
gbzlemlenmis olup, en yiiksek inhibisyon (%97.5) 3 pg/ml'lik uygulama dozunda
kaydedildi. Dikkat cekici bir sekilde, konsantrasyonun 0.3 pg/ml ve 0.03 pug/ml gibi
oldukga diisiik seviyelere indirgenmesine ragmen, sirasiyla %97.2 ve %96.6'lik cok
yiiksek inhibitdr etkinin korundugu tespit edildi.

AgNP ile triif mantarinin metanol ekstraktinin birlestirilmis, AdV-8'e karsi
antiviral aktivitesi A549 hiicre hattinda degerlendirildi. Doz-yanit iligkisinin analizi, en
yiiksek inhibisyonun (%65.4) 3 pg/ml konsantrasyonda elde edildigini ortaya koyuldu.
Dikkat cekici bir sekilde, birer on kathi diliisyonlarla konsantrasyonun sirasiyla 0.3
ug/ml ve 0.03 pg/ml degerlerine diisiiriilmesine ragmen, antiviral etkinin korundugu ve
orta diizeyde inhibisyon oranlarinin %65 ve %64 olarak sabit kaldig1 gézlemlendi.

AgNP ile Terfezia tiiriine ait bir triif mantarinin etanol ekstrakti birlestirilmis
AdV-8 fiizerindeki antiviral etkinligi incelendi. Doz-yanit analizleri, en yiiksek
inhibisyonun %60 ile 3 pg/ml konsantrasyonda elde edildigini ortaya koyuldu. Ayrica,
konsantrasyonun ardisik on kat diliisyonlarla 0.3 pg/ml ve 0.03 pg/ml seviyelerine
diisiiriilmesine ragmen etkinligin kaybolmadigi; sirasiyla %59.2 ve %58 ile orta

diizeyde oranlarda inhibisyonun korundugu belirlendi.

Pre-enfeksiyon uygulama

AdV-8’e yonelik gergeklestirilen analizlerde, toksik olmayan
konsantrasyonlarda uygulanan triif su ekstraktinin viral replikasyonu inhibe ettigini
gosterildi. Hesaplanan I1Cso degeri 2.81 pg/ml olarak bulundu. Virusun inhibsiyon orani

1250 pg/ml i¢in %100, 125 pg/ml i¢in %78 ve 12.5 pg/ml i¢in %73 bulundu (Sekil 22).
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Sekil 22. AdV-8’¢ karsi yiiriitilen pre-enfeksiyon deneylerinde, toksik olmayan konsantrasyonlarda
uygulanan triif su ekstraktinin viral inhibisyon oranlari

Pre-enfeksiyon asamasinda gerceklestirilen deneylerde, triif mantarinin metanol
ve etanol ekstraktlarinin AdV-8 iizerindeki antiviral etkileri incelendi. AgNP (3, 0.3 ve
0.03 pg/ml) konsantrasyonlari sirastyla %82.9, %60.2 ve %58.6 inhibisyon oranlari
gosterildi. Metanol ekstrakti i¢in yapilan doz-yanit analizleri, 300 pg/ml, 30 pg/ml ve 3
png/ml konsantrasyonlarinda benzer bir etki profili sergiledigini ve bu dozlarin her
birinde orta diizeyde inhibisyon oranlarimin sirasiyla %62, %61.3 ve %59 oldugu
gosterildi. Ote yandan, etanol ekstrakti ile gergeklestirilen uygulamalarda 150 pg/ml, 15
pg/ml ve 1.5 pg/ml konsantrasyonlarinda sirasiyla %47, %45.5 ve %44 gibi diisiik
diizeyde inhibisyon degerleri kaydedildi.

Pre-enfeksiyon asamasinda yiiriitiilen deneylerde, AgNP ile muamele edilen triif
mantarinin su, metanol ve etanol ekstraktlarinin AdV-8 lizerindeki antiviral aktiviteleri
degerlendirildi. Elde edilen bulgular, sitotoksik olmayan konsantrasyonlarda uygulanan
bu ekstraktlarin hiicreleri enfeksiyona kars1 diisiik diizeyde korudugunu goésterdi. Doz-
yanit analizleri, AgNP ile muamele edilmis ekstraktlarin 3 pug/ml, 0,3 pg/ml ve 0,03
png/ml konsantrasyonlarinda benzer bir etki profili sergiledigini ortaya koyuldu; bu
dozlarda sirastyla su (%44, %43 ve 36.3), metanol (%35.8, %34.4 ve %31.6) ve etanol
(%24.9, %24 ve %22.5)’lerin diisiik inhibisyon oranlar kaydedildi.
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Virusidal aktivite testi

Viral partikiillerle 6nceden muamele edilmis AgNP'ler antiviral potansiyelini
degerlendirmek amaciyla, AdV-8’e (0.002 MOI) kars1 gerceklestirilen analizlerde,
toksik olmayan AgNP konsantrasyonlarinin viral replikasyonu baskiladigi belirlenmis
olup, ICso degeri 0.0016 pg/ml olarak tespit edildi. Virus inhibisyon orani 3ug/ml i¢in
%80, 0.3 pg/ml i¢in %70, 0.03 pg/ml i¢in %65 ve 0.003 pg/ml i¢in %60 bulundu (Sekil
23).

AgNP Virusidal
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Sekil 23. AgNP'nin virusidal etkisinin doza bagli inhibisyonu

Viral partikiillerle 6nceden muamele edilmis AgNP—triif ekstraktlarinin (etanol,
su ve metanol) antiviral potansiyeli, A549 hiicre hatlar iizerinde incelendi. Hiicrelere
0.002 MOI viral degerinde ile enfekte edilmis ve toksik etki gostermeyen ii¢ farkli
konsantrasyon (3 pg/ml, 0.3 pg/ml ve 0.03 pg/ml) test edildi. Antiviral etkinlik
analizleri, s6z konusu konsantrasyonlarin sirasiyla AgNP-triif etanol (%50.2, %49 ve
%48.5), su (%55.2, %54 ve %53.3) ve metanol (%65, % 64.4 ve %63.8) ekstraktlarinin
pre-enfeksiyon asamasinda orta diizeyde viral inhibisyon sergiledigini dogrulamistir.

Bu caligmada, viral partikiillerle onceden muamele edilen farkli ¢oziicii
ekstraktlarinin (etanol, su, metanol) antiviral aktiviteleri, A549 hiicre dizisinde
degerlendirilmistir. Hiicreler 0.002 MOI viral degeri ile enfekte edilmis olup, her bir

ekstrakt i¢in sitotoksik olmayan ii¢ farkli konsantrasyon test edildi; etanol ekstrakti i¢in
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150 pg/ml, 15 pg/ml ve 1,5 pg/ml; su ekstrakti i¢in 1250 pg/ml, 125 pg/ml ve 12.5
ug/ml; metanol ekstrakti i¢in ise 300 pg/ml, 30 pg/ml ve 3 pg/ml.

Antiviral etkinlik test sonuglari, sirasiyla etanol, su ve metanol ekstraktlari
uygulanan gruplarda etanol (%27, %?26.7 ve %?26), su (%28.3, %27.5 ve %27) ve
metanol i¢in diisiik diizeyde inhibisyon oranlari elde edildi (%30.8, %30.2 ve %29).
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5. TARTISMA

Caligmamizda AgNP ve triif mantar1 ekstraktlarinin AdV-8 iizerine antiviral
etkinligi arastirildi. Elde edilen bulgular, hem dogal bir biyo-kaynak olan 7. claveryi’nin
icerdigi biyolojik aktif bilesiklerin hem de metal nanopartikiillerin viral enfeksiyonlara
kars1 potansiyel tedavi edici ajanlar olarak degerlendirilebilecegini gdstermektedir.
Literatlirde glimiis nanopartikiillerin genis spektrumlu antiviral aktivitesi bir¢ok farkli
DNA ve RNA virusu iizerinde rapor edilmistir. Bu etkinin, giimilis nanopartikiillerin
viral partikiillere dogrudan baglanarak hiicreye giris mekanizmalarini engellemesi,
ayrica hiicre i¢inde replikasyon silirecine miidahale etmesi ile iligkili oldugu one
stiriilmektedir. Bununla birlikte, 7. claveryi gibi tibbi a¢idan degerli mantar tiirlerinin,
icerdigi fenolik bilesikler, polisakkaritler ve terpen tiirevleri sayesinde antiviral etki
gosterebilecegi diistiniilmektedir.

Gilimiis nanopartikiillerin influenza A (HIN1) virusu, respiratory syncytial virus,
herpes simpleks virus, insan immiin yetmezlik virusu (HIV) ve hepatit B virus gibi bazi
viruslara kars1 virusidal oldugu bildirilmistir. Son zamanlarda yapilan bazi calismalar
giimiis nanopartikiillerin viral DNA ile etkilesime girebilecegini gostermistir. Giimiis
nanopartikiillerin adenovirusa kars1 antiviral etkisi ile ilgili literatiirde rastladigimiz
sadece bir tane olan Chen ve arkadaslarinin caligmasinda glimiis nanopartikiillerin
adenovirus tip 3’e (Ad3) kars1 inhibitor etkisi test edilmistir (83).

Glimiis nanopartikiillerin antiviral etkisi ile ilgili c¢alismalardan Morris ve
arkadaslar1 AgNP'lerin respiratory syncytial virus (RSV) enfeksiyonu iizerine etkisini in
vitro olarak A549'da ve HEp-2 hiicrelerinde plak testi ile degerlendirmistir. RSV'nin
AgNP'lerle (0, 10, 25 ve 50 pg/ml) inkiibasyonunu takiben, her iki hiicre hattinda RSV
replikasyonunda doza bagli 6nemli azalmalar gostermistir. AgNP’nin 50 pg / ml dozu,
A549 hiicrelerinde RSV replikasyonunun %79 ve HEp-2 hiicrelerinde %78 oraninda
azaltmastyla her iki hiicre tipinde de en etkili olaniydi. Bu azalma, RSV ile enfekte
olmus hiicrelerde CXCL8 ve CCL5 sekresyonunda anlamli bir azalma ile
iliskilendirilmistir. Ilging bir sekilde, en diisiik AgNP dozu (10 pg / ml), CXCL8 ve
CCL5'in sekresyonunun artmasiyla birlikte viral replikasyonda kiigiik bir artisa sebep

olmustur (82).
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Diger bir ¢alismada Aridass ve arkadaglar1 biyojenik altin (Au) ve glimiis (Ag)
nanopartikiilleri deniz yosunu Sargassum wightii (Sw) kullanilarak sentezlenmis ve
herpes simpleks virusa (HSV-1 ve HSV-2) karsi antiviral aktivitelerini
degerlendirmistir. Sw-Au ve Sw-Ag nanopartikiillerinin HSV'ye kars1 etkinligi, doza
bagl bir sekilde gézlenen HSV'nin sebep oldugu sitopatik etkinin (CPE) azaltilmasiyla
iligkilendirilmistir. Sw-Au nanopartikiilleri sirasiyla 10 pL ve 25 plL'de HSV-1 ve HSV-
2'nin %70 CPE'sini azaltirken, 2.5 pl Sw-Ag nanopartikiilleri HSV-1 ve HSV-2'nin
CPE'sini %70 oraninda etkili bir sekilde azaltmustir. Sitotoksisite Vero hiicrelerinde
MTT ile degerlendirilmistir. Sw-Au nanopartikiilleri test edilen tiim konsantrasyonlarda
onemli Olglide toksik degilken, Sw-Ag nanopartikiillerinin daha yiiksek
konsantrasyonlarda toksik oldugu bulunmustur. Sw-Au nanopartikiilleri 2.5-25 pL
araliginda %93.12-85.18 hiicre canlilig1 gosterirken, Sw-Ag nanopartikiilleri 1-10 pL.
araliginda %97.21-21.91 hiicre canlilif1 gostermistir. Sw-Au ve Sw-Ag nanopartikiilleri
Vero hiicrelerinde hem HSV-1 hem de HSV-2'nin neden oldugu CPE'yi etkili bir
sekilde azaltmistir ve HSV enfeksiyonlarmi tedavi etmek i¢in kullanilabilecegi
bildirilmistir (93).

Gilimiis nanopartikiillerin antiviral etkisi ile ilgili caligmalar sinirli sayida olup bu
baglamda calismamizin 6nemi iki temel noktada one ¢ikmaktadir: Birincisi, AdV-8
lizerine antiviral aragtirmalarin genisletilmesi; ikincisi ise, dogal bir biyokatalizor olan
T. claveryi’nin ve glimiis nanopartikiillerin roliiniin, antiviral etkinligi artirip
artirmadigmin  ortaya konulmasidir. Literatiirde Terfezia claveryi ve giimis
nanopartikiillerin adenovirus tip 8 lizerine antiviral etkinligi ile ilgili bir ¢alismaya
rastlanmamis olup ¢aligmamiz bu yoniiyle 6zgiindiir. Calismamizda elde edilen bulgular
lic asamadan olusmaktadir: Birincisi, giimiis nanopartikiillerin tek basina etkisi; ikincisi,
T. claveryi ekstraktinin etkisi; {igiinciisli ise 7. claveryi ile giimiis nanopartikiillerin
birlestirilmis etkisidir. Ayrica bu {i¢ ajan birlikte degerlendirildiginde, AdV-8’e kars1
dikkate deger diizeyde inhibisyon sagladigi goriilmiistii. Bu sonuglar, giiniimiizde
giderek 6nem kazanan antiviral direng sorunlarina karsi, biyojenik nanopartikiillerin
alternatif ve etkili bir tedavi stratejisi olarak degerlendirilebilecegini ortaya
koymaktadir.

Bizim ¢alismamizda, virus titresini veren TCIDso tespiti i¢in AdV-8 stogu, A549

hiicrelerine 10 kat seri diliisyonlar halinde (10 1'den 107%'ya) inokule edildi. 5 giin sonra
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her diliisyondaki sitopatik etki (CPE) pozitif kuyu sayilar1 sayildi ve Spearman-Karber
formiilii kullanilarak enfektif doz (TCIDso) hesaplandi. AdV-8 titresi 10“? /ml olarak
belirlendi. Bu, deneylerde kullanilacak 200 TCIDso dozunun hesap edilmesini sagladi.
A549 hiicreleri, 1.562 ug/ml ile 400 pg/ml arasinda degisen konsantrasyonlarda AgNP
ile muamele edilmistir. Bes giin siiren inkiibasyonun ardindan hiicre canliligt MTT testi
ile degerlendirildi. Elde edilen sonuglar, 3 ug/ml ve altindaki konsantrasyonlarin toksik
etki gostermedigini (hiicre canliligi>%385) ortaya koyuldu. Bu analiz sonucunda CCso
(hiicre canliligimi %350 oraninda azaltan konsantrasyon) degeri 8.71 + 0.833 olarak
hesaplandi. Antiviral deneyler, toksisite gostermeyen konsantrasyon araliklari (<3
pg/ml) temel alinarak yiiritildi. Su ¢oziiclisinde 1250 pg/ml ve altindaki
konsantrasyonlarda hiicre canliligi %94'lin iizerinde seyrederken, metanol ve etanol
coziiciilerinde 150 pg/ml konsantrasyonda hiicre canlilik oranlari sirasiyla yaklasik %95
ve %83 olarak belirlendi.

Viral inaktivasyon (virusidal) tespiti i¢in toksik olmayan ii¢ farkli dozda (3
pg/ml ve 1/10 seyreltmeler halinde hazirlanan {i¢ diliisyon) AgNP, virus ile karistirilarak
bir saat siireyle oda sicakliginda inkiibe edildi. Ardindan bu karisim hiicrelere dort saat
boyunca uygulandi, inokulum uzaklastirildi ve PBS ile yikama islemi sonrasinda %2
FBS iceren DMEM besiyeri eklendi. Hiicreler bes giin siireyle 37°C’de ve %5 CO:
atmosferinde inkiibasyona birakildi. Viral inaktivasyon grubunda (AgNP ile o6n
muamele edildi virus) belirgin bir sitopatik etki (CPE) gézlemlenmedi. Konsantrasyon
azaldikca hiicre canlilifinda azalama tespit edilmis olup, 3 pg/ml konsantrasyonda
hiicre canlilig1 %83,2 olarak kaydedildi.

AgNP-triif ekstraktlarinin ile muamele edilen (etanol, su, metanol) ayni sartlarda
antiviral etkinligi, A549 hiicrelerinde enfekte edilmis modelde toksik olmayan ii¢
konsantrasyonda (3, 0,3 ve 0,03 pg/ml) test edildi. Tim bilesilen gruplari, viral
inhibisyon oranlari sirasiyla %48.5, %53.3 ve %63.8 bulunmustur.

Farkli ¢oziiclii ekstraktlarinin (etanol, su, metanol) antiviral aktiviteleri, viral
partikiillerle bir saat Once muamele edip sonrasinda A549 hiicre hattinda
degerlendirilmistir. Etanol ekstrakti i¢in 150, 15 ve 1.5 pg/ml; su ekstrakti i¢in 1250,
125 ve 12.5 pg/ml; metanol ekstrakti i¢in ise 300, 30 ve 3 ug/ml konsantrasyonlar1 test
edildi. Tim ekstraktlar sirastyla %26, %27 ve %29 diisiik diizeyde antiviral etki

sergilemistir.
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Pre-enfeksiyon (hiicre koruma) deneyimizde hiicreler, enfeksiyon dncesinde {i¢
farkli konsantrasyonda (3, 0.3 ve 0.03 ug/ml) AgNP ile bir saat siireyle muamele edildi.
Ardindan, hiicreler virus ile dort saat boyunca enfekte edildi ve antiviral etkinlik
degerlendirildi. Pre-enfeksiyon grubunda, sitopatik etki (CPE) belirgin sekilde inhibe
edilmis olup, hiicre canlilig1 0.03 pg/ml dozunda %58,6 ve iizere olarak tespit edildi. Bu
bulgu, AgNP'lerin hiicre ylizeyindeki virus reseptorleri ile etkileserek enfeksiyonun
baslangicini engelleyebilecegine isaret etmektedir.

Hiicre kiltliriine enfeksiyon oOncesinde 1250, 125 ve 12.5 ug/ml
konsantrasyonlarinda su bazli ekstrakt ile bir saatlik pre-inkiibasyon uygulandi.
Sonrasinda hiicreler viral inokulum ile dort saat siireyle enfekte edilerek antiviral
etkinlik analiz edildi. Pre-enfeksiyon uygulamasi sonucunda, 12.5 pg/ml dozunda
sitopatik etki %73 (CPE) belirgin diizeyde inhibe edilmistir.

Metanol ekstrakti uygulanan gruplarda 300, 30 ve 3 pg/ml konsantrasyonlarinda
viral enfeksiyona karsi anlamli koruyucu etki gozlenmis olup, inhibisyon oranlar1 en
diisik dozda dahi %359'un iizerinde tespit edildi. Etanol ekstrakti ile yapilan
denemelerde ise 150, 15 ve 1.5 pg/ml konsantrasyonlarinda en diisiik dozda %44 ve
tizerinde inhibisyon degerleri kaydedildi.

Pre-enfeksiyon deneylerinde, AgNP ile muamele edilmis triif mantar1 su,
metanol ve etanol ekstraktlarinin AdV-8'e kars1 antiviral aktivitesi incelendi. Bulgular,
sitotoksik  olmayan konsantrasyonlardaki ekstrakt uygulamalarinin hiicreleri
enfeksiyona kars istatistiksel olarak anlamli diizeyde korudugunu gosterildi. Doz-yanit
calismalari, AgNP ile muamele edilmis ekstraktlar 3, 0.3 ve 0.03 pg/ml
konsantrasyonlarinda sirastyla %36.3, %31.6 ve %22.5 ve lizerinde inhibisyon oranlari
sergilemistir.

Post-enfeksiyon (terapotik) uygulamamizda ise ilk olarak, hiicreleri virus ile dort
saat siireyle enfekte edildikten sonra inokulum uzaklastirilarak 3, 0.3 ve 0.03 pg/ml
konsantrasyonlarinda AgNP ile muamele edildi ve bes giin boyunca inkiibasyona
birakildi. Post-enfeksiyon uygulamasi sonucunda, en diisiik dozda (0.03 pg/ml) hiicre
canliligt %82.8 olarak tespit edilmis olup bu bulgu AgNP'nin enfeksiyon sonrasi
donemde terapdtik etkinligine isaret etmektedir.

Hiicreler, virus ile dort saat silireyle enfekte edildikten sonra inokulum

uzaklagtirilarak triif mantar1 ekstraktlar1 (su, metanol ve etanol) ile muamele edildi. Su
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ekstrakti 1250, 125 ve 12.5 pg/ml; metanol ekstraktt 300, 30 ve 3 pg/ml; etanol
ekstrakti ise 150, 15 ve 1.5 pg/ml konsantrasyonlarinda uygulanmis ve bes giin boyunca
inkiibasyona birakildi. Post-enfeksiyon uygulamasi sonucunda, en diisiik dozlarda bile
giiclii viral inihibisyon sirasiyla %94.3, %95.3 ve %93.6 olarak tespit edildi.

Hiicreler, virus ile dort saat silireyle enfekte edildikten sonra inokulum
uzaklagtirilarak AgNP ile islenmis triif mantar1 ekstraktlar1 (su, metanol ve etanol) ile
muamele edildi. Tiim ekstraktlar 3, 0.3 ve 0.03 pg/ml konsantrasyonlarinda uygulandi
ve bes giin boyunca inkiibasyona birakildi. Post-enfeksiyon uygulamasi sonucunda, en
diisiik dozda (0.03 pg/ml) antiviral etki su ekstrakti i¢in %96.6, metanol ekstrakti i¢in
%64 ve etanol ekstrakti i¢in %58 olarak ol¢tildii.

Post-enfeksiyon uygulamasinda triif su ekstrakti (%94.3, 12.5 pg/ml), metanol
ekstrakti (%95.3, 3 pg/ml) ve etanol ekstrakti (%93.6, 1.5 pg/ml) test edilen en diigiik
konsantrasyonlarda bile ¢ok yiiksek antiviral aktivite gdsterdi. AgNP tek basina triife
gore  (%82.8, 0.03 pg/ml) daha diisiik oranda etkliyidi. AgNP'nin triif su ekstrakti
%96.6 (0.03 pg/ml) ile giiglii antiviral etki korunurken, AgNP-triif etanol ve metanol
birlesikleri icin ise, sirastyla, orta diizeyde viral inhibisyon oranlart %58 ve %64 tespit
edildi. Bu durum, giimiis nanopartikiiller (AgNP'ler) ile triif oziitliiniin birlestirilmesi
sonrasinda, ii¢ giinliik bekleme siiresini takiben gerceklestirilen yikama asamasinda,
partikiil yiizeyine sabitlenmemis triif bilesenlerinin uzaklastirilmasi nedeniyle, AgNP
yiizeyine ¢ok diisiik konsantrasyonda (1,5 pg/mL) triif bilesiginin baglanmis
olmasindan kaynaklaniyor olabilir.

Ancak, AgNP-triif-su karisiminin %96.6 gibi yliksek bir antiviral etkinlik
gostermesi, suyun etanol ve metanole kiyasla daha etkin bir ¢oziicli olmasindan ileri
geliyor olabilir. Triif mantarinda baskin bir sekilde bulunan fenolik bilesiklerin yiiksek
polarite sergilemesi nedeniyle, metanol ve etanole kiyasla en polar ¢oziicii olan su
icerisinde daha etkin bir sekilde ¢oziinmesi beklenir. Triif mantarinin suda yiiksek
coziinlirliik gostermesi nedeniyle, giimiis nanopartikiil (AgNP)-trif su ekstrakti
bilesiginin hazirlanmasi sirasinda AgNP yiizeyine, metanol ve etanol ekstraktlarina
kiyasla daha fazla miktarda triifiin adsorbe oldugu ve bu nedenle su ekstraktindan elde
edilen bilesikte partikiil ylizeyindeki triif bilesenleri miktarinin arttig1 6ne stiriilebilir.

AgNP’lerin tek basina Terfezia claveryi’ye karsi antiviral ektinligini

degerlendiren Chen ve arkadaslarinin ¢alismasinda AgNP’lerin AdV-3’e karsi in vitro
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inhibitor etkisini aragtirdiklar1 ¢alismasinda, virus titresi tespiti icin (TCIDso) i¢in Ad3
stogu, HelLa hiicrelerine 10 kat seri diliisyonlar halinde (10'den 10~°ya) inokule
edilmistir. Alt1 giin sonra her diliisyondaki CPE pozitif kuyu sayilar1 sayilmis ve Reed-
Muench formiilii kullamlarak enfektif doz (TCIDso) hesaplanmistir. Ad3 titresi 107>% /
100 pL olarak belirlenmistir. Bu, deneylerde kullanilacak 100 TCIDso dozunun hesap
edilmesini saglamistir.

Sitotoksisite testi (MTT Assay) i¢in Hela hiicreleri, 3.125 pg/ml'den 400
pg/ml'ye kadar degisen konsantrasyonlarda glimiis-NP'ler ile 2 saat uygulanmustir.
Hiicre canliligl, 48 ve 96 saat sonunda MTT assay kullanilarak 6l¢iilmiistiir. 25 pg/ml
ve altindaki konsantrasyonlar toksik degildir (hiicre canliligi >%95). 50 pg/ml'de
canlilik %93.1, 100 pg/ml'de %76.0, 200 pg/ml'de %52.3 ve 400 pug/ml'de %31.3 olarak
Olciilmiistir. CCso (50% sitotoksik konsantrasyon) degeri 191.6 pg/ml olarak
hesaplanmistir. Antiviral deneyler, toksik olmayan konsantrasyonlarin (<25 pg/ml)
altinda ve civarinda yliriitilmiistiir.

Sitopatik Etki inhibisyonu i¢in Giimiis-NP'lerin Ad3'i inhibe etme yetenegi,
invert mikroskop ile giinliik CPE gozlemi yapilarak degerlendirmistir. Ug farkl1 strateji
test edimis ve hiicre canlilig1 lizerine etki (MTT Assay ile Dogrulama) metod: asagidaki
ic antiviral strateji uygulandiktan sonra, hiicre canlilift MTT assay ile nicel olarak
Olciilmusttir.

1. Viral inaktivasyon: Virus, 3.125- 50 pg/ml giimiis-NP'ler ile 2 saat 6nceden
inkiibe edilmis, sonra bu karisim hiicrelere eklenmistir. Viral inaktivasyon
grubunda (virusun NP ile oOnceden muamelesi) belirgin bir CPE
gozlenmemistir. Giimiis-NP konsantrasyonu arttikga canlilik artmistir. 50
ug/ml'de canlilik %83.2'ye ulagsmis (sadece virus grubunda %31.9). ECso
(50% efektif konsantrasyon) degeri 9.3 ug/ml olarak hesaplanmistir.

2. Pre-Enfeksiyon (Hiicre koruma): Hiicreler énce 50 pg/ml glimiig-NP ile 2
saat muamele edilmis, sonra virus ile enfekte edilmistir. Pre-enfeksiyon
grubunda 6nemli Olgiide CPE inhibisyonu oldugu gorilmiistiir. Canlilik
9%77.4 olarak ol¢iilmiistiir.

3. Post-Enfeksiyon (Terapi): Hiicreler dnce virus ile enfekte edilmis, ardindan
50 pg/ml giimiig-NP ile 2 saat tedavi edilmistir. Canlilik %85.5 olarak
bulunmustur (83).
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Influenza A virus HIN1 e karst AgNP’lerinin antiviral aktivitesinin test edildigi
Seyfi ve arkadaslarinin ¢alismasinda, MDCK hiicre dizisi, influenza A (HIN1) ve 20
nm c¢apinda AgNP kullanilmistir. Hiicre canliligimin MTT test ile %90'm iizerinde

oldugu konsantrasyonlar (2 pg/ml'ye kadar) ¢alisma i¢in kullanilmistir.
Antiviral denemelerinde ii¢ farkli metod kullanilmisti:

e On Tedavi (Pre-treatment): Hiicrelere once Ag-NP'ler, 1 saat sonra virus
eklenmistir. On tedavide de etkili olmakla birlikte, virus hiicreye girdikten sonra

yapilan uygulamanin sinirl kaldigr goriilmiistiir.

o Sonradan Tedavi (Post-treatment): Hiicrelere once virus, 1 saat sonra Ag-NP'ler

eklendi. En diisiik antiviral etki bu grupta gortilmiistiir.

e Es Zamanh Tedavi (Co-treatment): Virus ve Ag-NP'ler ayn1 anda hiicrelere
eklenmistir. Viral titre 5 Logl0'dan 1 Logl0'a diismiis, glimiis nanopartikiillerin
HINT influenza virusuna karsi en etkili antiviral etkiyi es zamanli uygulamada

gosterdigi belirlenmistir (94).

Farkli bitkilerin antiviral etkinlik ¢aligmalarinda pre-enfeksiyon, virusidal ve
post-enfeksiyon uygulamalarin kullanildig: Wahab ve arkadaslarinin
calismasinda, Kyllinga nemoralis bitkisinin yaprak ve govde kisimlarindan metanol ile
ekstrakt elde edilmistir. Ekstrenin toksisitesini belirlemek i¢in Vero hiicreleri lizerinde
MTT testi yapilmis ve toksik olmayan doz CCso degeri 0.75 mg/ml olarak bulunmustur.

Antiviral aktiviteyi degerlendirmek ig¢in, virusun hiicresel diizeydeki farkli
yasam dongiisii evrelerini hedef alan ¢esitli testler tasarlanmistir. Pre-treatment (6n
tedavi) testinde, hiicrelerin ekstre ile onceden muamele edilmesi, HSV-1'in hiicre
reseptorlerine baglanmasini engellemis ve ECso degeri 0.035 mg/ml, Selektif Indeks (SI)
degeri ise 21.43 olarak ol¢iilmiistiir.

Post-treatment (sonradan tedavi) testinde ise, enfeksiyon olustuktan sonra ekstre
uygulandiginda, viral replikasyon siirecinin inhibe edildigi gozlemlenmistir. Bu
yontemde ECso degeri 0.09 mg/ml ve SI degeri 8.33 olarak tespit edilmistir.

Virusidal test, ekstrenin dogrudan virion partikiilleri tizerindeki etkisini

Olemiistiir. Virusun ekstre ile dogrudan temasi sonucunda, virion yapisinin bozuldugu ve
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enfektivitesini  kaybettigi goriilmiistii. Bu testte elde edilen ECso (Effective
Concentration) degeri 0.031 mg/ml ve oldukga yiiksek olan SI degeri ise 24.19'dur (95).

Diger benzer bir ¢alismada ise Barroso ve arkadaslari, Vanillosmopsis arborea
Baker bitkisini Dengue virusuna (DENV) karsi in vitro antiviral aktivitesi
degerlendirilmistir. Calismanin baglangicinda, bu bitkinin esansiyel yaginin Vero
hiicreleri iizerindeki sitotoksisitesi MTT testi ile Ol¢lilmiis ve CCso degerinin 1000
pg/ml'nin tizerinde oldugu bulunarak, yagin ¢alisilacak konsantrasyonlarda hiicreler i¢in
toksik olmadig tespit edilmistir.

Antiviral aktiviteyi degerlendirmek iizere 1ii¢ farkli deney protokolil
kullanilmistir: pre-treatment (6n tedavi), post-treatment (sonra tedavi) ve virusidal
(virusu dogrudan etkileme) testleri. Pre-treatment testinde, hiicrelerin yag ile 6nceden
muamele edilip ardindan virus ile enfekte edilmesi sonucunda, bitkinin yalnizca DENV-
2 serotipinde etkili oldugu, DENV-3'e kars1 ise anlamli bir inhibisyon gostermedigi
gozlemlenmistir. DENV-2 i¢cin ECso bitkinin esansiyel yag degeri 571.3 pug/ml ve
inhibisyon orani %104.3 olarak Sl¢iilmiistiir. Bu sonu¢, EAEO™nun hiicre ylizeyindeki
virus reseptorlerine baglanarak DENV-2'nin hiicreye girisini engelleyebilecegine isaret
etmistir.

Post-treatment testinde ise, enfeksiyon olustuktan sonra bitkinin esansiyel yag
uygulamasinin her iki serotip iizerinde de inhibe edici etkisi oldugu goriilmiistiir.
DENV-2 icin ECso degeri 488.3 pug/ml (%69.38 inhibisyon), DENV-3 i¢in ise 480.8
pg/ml (%57.3 inhibisyon) olarak bulunmustur. Bu bulgular, yagin viral replikasyon
dongiisiiniin erken sonraki asamalarinda, muhtemelen viral protein sentezi veya genom
replikasyonu sirasinda etkili olabilecegini diisilindiirmiistiir.

Virusidal testte, virus partikiillerinin dogrudan bitki esansiyel yagi ile muamele
edilmesi, her iki serotipin de enfektivitesini azaltmisti. DENV-2 icin ECso degeri 532.7
pg/ml (%50.5 inhibisyon), DENV-3 i¢in ise 557.3 ug/ml (%52.72 inhibisyon) olarak
Ol¢iilmiistiir. Bu sonug, EAEO™mun virionun yapisal biitiinliigiinii bozarak veya onu
dogrudan etkisiz hale getirerek etki ettigini géstermistir (96).

Triif mantarlarinin  antimikrobiyal, antiviral, anti-kanser, anti-inflamatuar,
immiinosupresif ve antioksidan etkileri rapor edilmistir. Veeraraghavan (97).

Terfezia cinsindeki bazi triif mantarlarinin antiviral etkiye sahip oldugu tespit

edilmistir. Terfezia cinsindeki triif mantarlarinin adenovirusa karsi antiviral etkisi ile

68



ilgili literatiirde herhangi bir caligmaya rastlamadik, ancak sadece Terfezia boudieri’nin
herpes simplex virus tip-1 (HSV-1), herpes simplex virus tip-2 (HSV-2) ve vesicular
stomatitis virus (VSV)’e karsi antiviral etkisi incelenmistir. 7. claveryi ile ilgli
gordiiglimiiz tek antiviral ¢calisma 7. claveryi'den elde edilen saflastirilmig bir lektinin in
vitro olarak bitki virusu Tiitiin Mozaik Virusuna (TMV) karst etkiliginin gosterildigi
arastirmadir.

Mekawey ve arkadaglar1 ise Terfezia boudierimin antitimor ve antiviral ajan
kaynagi olarak kullanilma potansiyelini arastirmak amaciyla bir ¢alisma yapmistir. Bu
aragtirma kapsaminda alti timor hiicre hatti ve iki virus HSV-2 ve VSV (vesicular
stomatitis virus) test edilmistir. T. boudieri'den dort farkli solvent kullanilarak dort
ekstre elde edilmis ve antitiimdr potansiyelinin Ol¢limii icin SRB (Sulforhodamine B)
testi, antiviral etkinligin 6l¢iimii i¢in ise MTT testi uygulanmistir. En aktif bilesigin
ayristirtlmasi, saflagtirilmasi ve tanimlanmasi gergeklestirilmistir. Su ekstresi, antitimor
ajan olarak iyi sonuclar sergilemis; HEP2, HCT116, MCF7 ve CACO?2 hiicre hatlara
kars1 sirasiyla 3.6, 7.2, 8.4 ve 9.2 pg/ml IC50 degerleri gdstermistir. Bunu, ii¢ hiicre
hattina karsi IC50 degeri gosteren kloroform ekstresi takip etmis, aseton ve metanol
ekstreleri ise yalnizca iki hiicre hattinda, 1 pg/ml konsantrasyondaki antitiimor ilac
vinblastin ile karsilastirildiginda IC50 degeri sergilemistir. Ayrica, dort T. boudieri
ekstresi HSV-2 {izerinde orta diizeyde inhibisyon aktivitesi gostermis olup; 10 pg/ml
konsantrasyonda sulu, kloroform, aseton ve metanol ekstreleri sirasiyla %75, %64, %49
ve %35 inhibisyon aktivitesi gostermis, ayni konsantrasyonlarda VSV'ye karsi ise
strastyla %70, %33, %32 ve %50 inhibisyon oranlari kaydedilmis ve bu sonuclar
asiklovir standart1 ile karsilastirllmistir. Metil-8-asetoksi-1,2,-tetradekahidro-1,5-
dihidroksilkrisen-2-karboksilat (MATDC), Terfezia boudieri'nin sulu ekstresinden izole
edilen bilesik olup, antitiimér ve antiviral ajan olarak yiiksek potansiyel sergilemistir
(98).

Dogan ve arkadaglar1 Tiirkiye'den Morchella conica, M. esculenta, Terfezia
boudieri, Pleurotus ostreatus, Tricholoma anatolicum, Fomes fomentarius, Laetiporus
sulphureus, Phellinus igniarius, Porodaedalea pini ve Pyrofomes demidoftii in vitro
sitotoksik ve anti-herpes simpleks virusu 1 (HSV-1)’e karst antiviral aktivitelerini
ortaya koymak i¢in arastirmistir. Mantar tiirlerinin ve asiklovirin (ACV) ham metanol

oziitleri (ME; methanol extract) ve su Oziitleri (AE; aqueous extract) kullanilmistir.
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Mantar tiirlerinin (50-0,10 mg/ml) ve ACV'nin (500-0,98 pg/ml) enfekte olmamis Vero
hiicreleri tizerindeki sitotoksik etkilerini degerlendirmek icin g¢esitli seyreltmeler
kullanilmistir. Mantarlarin etkili konsantrasyonlar1 (effective concentration; EC50) F.
fomentarius'un 11.22 mg/ml, P. igniarius'un 9.71 mg/ml ve P. pini'nin 7.16 mg/ml
AE'leri 6nemli antiherpetik aktivite gosterirken, diger mantar tiirlerinin ME'leri ve
AE'leri herhangi bir etki gdstermemistir. Sonug olarak F. fomentarius, Ph. igniarius ve P.
pini'nin 6nemli anti-HSV-1 aktivitesine sahip oldugu gosterilmistir. Terfezia boudieri
HSV-1"e karsi1 etkin bulunmamuistir (99).

Mahdi ve arkadaglar1 Irak, Bagdat {iniversitesinde 7. claveryi'den karakterize
edilen ve saflastirilan yeni bir lektinin antiviral etkisini ¢alistiklar1 arastirmada yarim
yaprak yontemi kullanarak Terfezia claveryi lektininin in vitro TMV'ye karsi antiviral
etkisini bulmak i¢in uygulanmistir. Boylece 7. claveryi'den elde edilen saflastirilmig bir
lektinin in vitro olarak bitki virusu Tiitiin Mozaik Virusunu (TMV) inhibe ettigini ve
bunun bitki hastaliklar1 i¢in dogal bir antiviral ajan olma potansiyeli gosterilmistir
(100).

Suudi Arabistan'daki Sakra Universitesinden Alnomasy ve arkadaslarinin
calismalarinda, Terfezia claveryi metanol ekstresinin, HEK293T hiicrelerinde belirgin
bir sitotoksisite olugturmadan, hiicre zar1 gegirgenligini ve reaktif oksijen tiirleri (ROS)
tiretimini artirarak Escherichia coli, Salmonella typhimurium, Shigella
flexneri ve Giardia lamblia lizerinde giiclii antibakteriyel ve antiparaziter etkiler
gosterdigi belirlenmistir. Ayn1 ¢calismada, ekstrenin bu bakteri suslarina kargi minimum
inhibitor ~ konsantrasyonu (MIK) 0.52-1.04 mg/ml, minimum bakterisidal
konsantrasyonu (MBK) ise 1.04—2.08 mg/ml aralifinda bulunmustur. Bakterilerin ekstre
ile muamelesi sonucunda, ozellikle 1/3 ve 1/2 MIK degerlerinde, ROS iiretimi ve
protein sizintisinda istatistiksel olarak anlamli artis gozlenmistir (P<0.001). MTT testine
gore, HEK293T ve MCF-7 hiicre hatlar1 i¢in %50 sitotoksik konsantrasyon (CC50)
degerleri sirasiyla 4.32 mg/ml ve 6.40 mg/ml olarak tespit edilmis; bu da ekstrenin
kanser hiicrelerine karsi normal hiicrelere kiyasla daha yliksek sitotoksisite sergiledigini
ortaya koymustur (101).

Diger ¢alismada ise Janakat ve arkadaslar1 Terfezia claveryi su Oziitiinden elde
edilen su ve metanol ekstrelerinin antimikrobiyal aktivitesi ile kismen saflastirilmig

proteinlerin Staphylococcus aureus tizerinde in vitro olarak etkisi arastirilmistir. Triifiin
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%5'lik su Oziiti S. aureus'un Uremesini %66.4 oraninda inhibe ederken, metanol oziitii
etkisiz kalmistir. Amonyum siilfat ¢okeltme kullanilarak su ekstraktin kismi protein
saflagtirmasi, antimikrobiyal aktivitenin Tii¢lincii fraksiyonda oldugunu ortaya
cikarmistir. Bu fraksiyon daha sonra Sephadex G-100 kullanilarak jel filtrasyonuna tabi
tutulmustur. ki tepe noktasi elde edilmistir. Birinci tepe noktasi daha yiiksek
antimikrobiyal aktiviteye sahip olmustur. Bu tepe noktas1 daha sonra DEAE Sephadex
kullanilarak iyon degisim kromatografisine tabi tutulmustur. Elde edilen alti tepe
noktasindan sadece dordiincii tepe noktasi hafif bir antimikrobiyal aktivite gostermistir
(102).

Diger benzer bir ¢alismada ise Janakat ve arkadaslar1 Terfezia claveryi’nin %5
su Oziitii, P. aeruginosa'nin biiyltimesini %40.9 oraninda inhibe ederken, metanol oziitii
ise etkisiz bulunmustur. Amonyum siilfat ¢okeltme kullanilarak su Oziitiiniin kismi
saflagtirillmasi, antimikrobiyal aktivitenin ikinci pellet icinde oldugunu ortaya
cikartmistir (25-45%). Bu fraksiyon daha sonra Sephadex G-25 kullanilarak jel
gecirgenlik kromatografisine tabi tutulmustur. Elde edilen 2 pikten birinci pik, daha
yiiksek antimikrobiyal aktiviteye gostermistir. Birinci pik daha sonra DEAE Sephadex
kullanilarak 1yon degisim kromatografisine tabi tutulmustur. Elde edilen 3 pikten sadece
birinci pik, hafif bir antimikrobiyal aktivite sergilemistir (103).

Suudi Arabistan’da King Abdulaziz Universitesinden Saddiq ve arkadaslari
Terfezia claveryi triiffiiniin meyve govdelerinden elde edilen su Oziitiiniin P.
aeruginosa'ya kars1 antimikrobiyal aktivitesini in vitro ve in vivo olarak aragtirilmistir.
In vitro ¢alismada, 6ziitlin antimikrobiyal etkisi ti¢ klinik P. aeruginosa susuna (ATCC
14028, ATCC 27853 ve ATCC 9027) kars1 200 mg/ml konsantrasyonda test edilmistir.
In vivo ¢alisma. 1.0 x 108 CFU igeren P. aeruginosa ATCC 27853 siispansiyonu (5 pl),
yarali fare kornealarina topikal olarak uygulanmustir. Triif 6ziitli, enfekte farelere
enfeksiyondan 24 saat sonra goz damlasi (%1) olarak uygulanmistir. In vitro c¢alisma,
Oziitlin test patojen suglarmin iiremesi iizerinde inhibitér bir etki gosterdigini
(inhibisiyon zonu 19, 21, 28 mm) ortaya koymustur. En biiylik inhibisyon bolgesi (28
mm), P. aeruginosa ATCC 27853'e kars1 kaydedilmis ve taramali elektron mikroskobu
ile dogrulanmistir. In vivo ¢alismada, ekstraktin enfekte edilen ve tedavi edilmeyen
farelere kiyasla, enfekte farelerde kornea doku hasarinin biyobelirtegleri olan

malondialdehit (MDA), glutatyon peroksidaz (GPx), C-reaktif protein (CRP), tiimor
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nekroz faktor-a (TNF-a), interlokin-2 (IL-2), interferon-y (IFN-y) ve 8-
Hidroksideoksiguanozin  (8-OH-dG) diizeylerini anlamli  sekilde 1iyilestirdigi
gozlemlenmistir (104).

Casarica ve ark. Terfezia claveryi’yi su kullanarak ekstrakte ettikten sonra ii¢
bakteri lizerinde antibakteriyal etkinliin oldugunu belirtmigtir. Triif mantarinin aktif
maddesinin ekstrakti yapilip antimikrobiyal etkisinin mikroorganizmaya kars1 aktivitesi
test edilmistir. Disk difiizyon yontemi ile Escherichia coli, Staphylococcus aureus ve
Staphylococcus epidermidis i¢in sirasiyla 20,5 mm, 21 mm ve 26,5 mm'lik inhibisyon
zonlar1 gosterilmis ve her iic durumda da aktivite gosterdigi bulunmustur (105).

Badger-Emeka ve arkadaglarinin calismasinda Terfezia claveryi ve Terfezia
boudieri'nin (7. boudieri) goz enfeksiyonlariyla iliskili bakteri izolatlarina karsi
antimikrobiyal etkileri ve molekiiler mekanizmalar1 arastirnilmistir. 7. claveryi ve T.
boudierimin kloroform, petrol ve etil asetat fraksiyonlarini iceren ham su ve metanol
ekstraktlar1 arastirma i¢in kullanilmistir. Bakteriyel izolasyon ve identifikasyon temel
mikrobiyolojik ve biyokimyasal teknikler kullanilarak gergeklestirilmistir. Taramali
elektron mikroskobu ve molekiiler yerlestirme, bu ekstraktlarin ve fraksiyonlarinin olasi
antimikrobiyal mekanizmasin1 ortaya koymak i¢in kullanilmistir. Staphylococcus
aureus, Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus hominis, Staphylococcus
lugdunensis, Serratia odorifera, Serratia liquefaciens, Pseudomonas stutzeri,
Pseudomonas oryzihabitans, Proteus mirabililis, Kocuria kristinae, Kocuria rosea ve
Micrococcus luteus okiiler enfeksiyonlu hastalardan izole edilmistir. izolatlar
benzilpenisiline (%78), rifampisine (%57), tetrasikline (%56), klindamisine (%33.3) ve
tigesikline (%24) direncli bulunmustur. Ayrica, gentamisin ve siprofloksasine direng
yiizdesi her birine %13 olarak bulundu. Tiim izolatlar 7. claveryi ve T. boudieri
ekstraktlarina/fraksiyonlarina  duyarli  tespit  edilmistir.  Yerlestirme  analizi,
Staphylococcus aureus'un yiizey proteini Sortase A'ya baglandigini ve bu da her iki
Terfezia tiirlindeki aktif bilesik olan stigmasteroliin valin amino asit 110 ile etkilesime
girdigini gostermistir. Bu nedenle, her iki Terfezia tiiriiniin Oziitlerinin antibakteriyel
aktiviteye sahip olma potansiyeli gosterdigi ve bu potansiyelin klinik kullanim i¢in daha
fazla degerlendirilebilecegi rapor edilmistir (106).

Boylece literatiirde AgNP’lerin adenovirusa karst antiviral etkinliginin

arastirildigl rastladigimiz tek yayin olan Chen ve arkadaslarimin ¢alismasinda Hela
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hiicrelerinde AgNP’nin AdV-3’e kars1 post-enfeksiyon uygulamada inhibitor etkisi
%85.5 olup bizim A649 hiicrelerinde AdV-8’e karst buldugumuz %382.8’lik oranla
uyumludur. AgNP'lerin adenoviriis disindaki ¢esitli viriislere karsi etkinligini inceleyen
sinirlt sayidaki caligmalarda, Morris ve arkadaslart AgNP'lerin RSV'e karsi inhibitor
etkisini A549 hiicrelerinde %79, HEp-2 hiicrelerinde ise %78 olarak raporlamistir.
Benzer sekilde, Aridass ve arkadaslar1 Vero hiicre hatlarinda HSV-1 ve HSV-2'ye kars1
%70'lik bir inhibisyon orani bildirmis olup, bu sonuglar bizim calismamizda elde
ettigimiz  %82,8'lik inhibisyon orami ile koreledir. Ayrica, Seyfi ve arkadaslari
AgNP'lerin  MDCK hiicrelerinde influenza A virlistine kars1 etkili oldugunu
dogrulamstir.

Terfezia claveryi'nin Adenoviriis tip 8 (AdV-8) lizerindeki antiviral etkinligine
iliskin literatiirde herhangi bir ¢alismaya rastlanmamistir. Calismamizda, post-
enfeksiyon uygulamasinda 7. claveryi'nin su ekstrakti %94,3, metanol ekstrakti %95,3
ve etanol ekstrakti %93,6'lik inhibisyon oranlar1 ile AdV-8'e karsi oldukg¢a yliksek
antiviral aktivite sergilemistir. Mekawey ve arkadaslari ise, ayni cinse ait farkli bir tiir
olan 7. boudieri'nin su ekstraktinin, Vero hiicrelerinde HSV-2'ye kars1 %70 ve vezikiiler
stomatit viriisiine (VSV) kars1 ise %75 oraninda inhibisyon gosterdigini bildirmis olup
bu oranlar, ¢aligmamizda elde edilen %94,3'liik inhibisyon degerine kiyasla oldukca
diistiktiir.

AgNP ve Terfezia claveryi’nin viral enfeksiyona karsi hiicrelerdeki profilaktik
etkisini tespit i¢in yapilan pre-enfeksiyon uygulamasinda, triif su ekstrakti i¢in ICso,
2.81 pg/ml olup en diisiik konsantrasyon olan 12.5 pg/ml’de virus inhibisyon orani
%73 tiir. Triif metanol ekstraktt ve AgNP sirasiyla %59 (3 pg/ml) ve %58.6 (0.03
ng/ml) ile orta diizeyde ve etanol ekstrakti %44 (1.5 pg/ml) ile diisiik viral inhibisyon
sergiledi. Ancak AgNP-triif su, etanol ve metanol ekstraktlar1 (0.03 pg/ml) virusu
strastyla %36.3, %22.5 ve %31.6 gibi diisiik oranlarda baskiladi. Chen ve arkadaglarinin
calismasinda HeLa hiicrelerinde AgNP’nin AdV-3’e kars1 pre-enfeksiyon uygulamada
inhibitor etkisi %77.4 olup bizim A649 hiicrelerinde AdV-8’e¢ karst buldugumuz
%58.6’lik orandan ytiksektir.

Virusidal aktivite testleri ile AgNP i¢in ICsp 0.0016 pg/ml olup virus inhibisyon
orant 0.03 pg/ml konsantrasyonda %65 ile orta diizeyde bulunurken triifiin etanol,

(%26, 1.5 pg/ml) su (%27, 12.5 png/ml) ve metanol ekstrakti (%29, 3 ng/ml) daha diisiik
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inhibisyon gosterdi. Buna karsilik AgNP-triif bilesiklerinin tek basma triif
eksrtaktilarina gore virusidal etkisi artarak AgNP-triif etanol, su ve metanol ekstraktlar
(0.03 pg/ml) sirastyla %48.5, %53.3 ve %63.8 ile orta diizeyde etkili bulundu.

Calismamizda, Terfezia claveryi ekstraktlart ve AgNP’lerin AdV-8 iizerindeki
antiviral etkinligi kapsamli bir sekilde degerlendirildi. Elde edilen bulgular post-
enfeksyon uygulamasinda hem AgNP'nin hem de 7. claveryi ekstraktlarinin tek
baslarina ve kombine kullanimlarinda ozellikle AgNP-triif su ekstraktinin AdV-8
enfeksiyonunu anlamli diizeyde inhibe ettigini gosterildi. Ayrica, AgNP'nin virusidal,
pre-enfeksiyon ve post-enfeksiyon modellerinde etkili olmasi, onun hem profilaktik
hem de terapdtik potansiyelini igaret etmektedir.

Literatiirle karsilastirildiginda, AgNP'nin AdV-8 iizerindeki etkinligi, Chen ve
arkdaslar1 tarafindan AdV-3 iizerinde rapor edilen bulgularla uyumludur. Caligsmalar
AgNP'nin viral partikiillere dogrudan baglanarak enfektiviteyi azalttigini ve hiicre ici
replikasyonu inhibe ettigini desteklemektedir. Benzer sekilde, Seyfi ve arkadaslarinin
caligmasinda influenza virusu iizerinde AgNP'nin virusidal ve hiicre koruyucu etkileri
gosterilmistir. Bizim calismamizda, AgNP'nin AdV-8'e karsi gosterdigi yiiksek
inhibisyon oranlar1 (%82.8), bu genis spektrumlu antiviral 6zelligi dogrular niteliktedir.

Sonu¢ olarak, bu c¢alisma AgNP veT. claveryi ekstraktlarinin AdV-8
enfeksiyonuna kars1 etkili bir alternatif olabilecegini gdstermistir. Ozellikle AgNP-triif
su ekstrakti  kombine kullanimlarin  sinerjistik  etkisi, antiviral tedavide
nanobiyoteknolojik yaklasimlarin gelecek vaat ettigini diisiindiirmektedir. AgNP ve T.
claveryi ekstraktlarinin AdV-8 enfeksiyonuna karsi etkinliinin in vivo modellerle
dogrulanmasi, klinik uygulamalara yonelik bir sonraki adim olacaktir.

T. claveryi'nin AdV-8 iizerindeki antiviral etkisine dair literatiirde herhangi bir
caligma bulunmamakta olup, bu konudaki arastirmamiz 6zgiin bir katki sunmaktadir.
Yiiksek antiviral aktivite profilleri ile bu ajanlar, yeni nesil antiviral terapotikler ve

profilaktik ilaclar gelistirme potansiyeli a¢isindan oldukga {imit vericidir.
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6. SONUC ve ONERILER

Bizim ¢aligmamizda, giimiis nanopartikiillerin (AgNP) Terfezia claveryi'den elde

edilen su, etanol ve metanol ekstraktlarin ve 6zellikle AgNP-triif su ekstraktinin AdV-

8'e kars1 in vitro kosullarda gii¢lii antiviral potansiyele sahip oldugu gozlendi.

Sonuglar:

1.

AgNP ve tiim trif ekstraktlari, test edilen en diisilk konsantrasyonlarda bile
AdV-8 replikasyonunu inhibe etti.

Post-enfeksiyon uygulamasinda triifiin metanol ekstrakti (%95.3), su ekstrakti
(%94.3) ve etanol ekstrakti (%93.6) yiiksek antiviral etkiler gosterdi, AgNP tek
basina daha diisiik %82.8'lik bir inhibisyon orami sergiledi. AgNPnin triif su
ekstrakti 9%96.6 (0.03 pg/ml) ile giiclii, etanol ve metanol ekstrakt icin ise

sirastyla orta diizeyde viral inhibisyon oranlar1 %58 ve %64 tespit edildi.

. Pre-enfeksiyon (profilaktik) uygulamada, triif su ekstraktinin ICso degeri

(2.81ug/ml) olarak belirlendi. En diisiik konsantrasyon olan 12.5 pg/ml’de virus
inhibisyon oram1  %73’tiir. AgNP’nin AdV-8 iizerinde %58.6 oraninda bir
inhibisyon etkisi gosterdigi tespit edilmistir. Ayni1 deney kosullarinda, triif
metanol ve etanoliin inhibisyon degerleri ise sirasiyla %59 ve %44
olarak belirlenmistir. AgNP-triif ekstraktlar1 kombinasyonu ile hazirlanan su,
metanol ve etanol ¢ozeltileri, sirasiyla %36.3, %31.6 ve %22.5 gibi daha diisiik
oranlarda virus ¢ogalmasini inhibe etmistir.

Viriisidal aktivite testleri sonuglaria gore, AgNP 0,0016 ug/ml gibi son derece
diisiik bir ICso degeri sergileyerek belirgin bir antiviral potansiyele sahip oldugu
tespit edilmistir. Antiviral etki en diisiik 0.03 pg/ml konsantrasyonda %65 ile
orta diizeyde bulunmustur. Triif ekstraktlarinin ise su, metanol ve etanol
formlarmin sirastyla %27, %29 ve %26 oraninda inhibisyon sagladig
gozlemlenmistir. Ayrica, AgNP ile metanol, su ve etanol ekstraktlarinin
kombinasyonlarinin sirastyla %63.8, %53.3 ve %48.5 oranlarinda virusa karst

orta diizeyde inhibitor oldugu belirlenmistir.

. Tim bu bulgular, s6z konusu ajanlarin hem terapotik (tedavi edici) hem de

profilaktik (koruyucu) amagli kullanilabilecegini diistindiirmektedir.
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Oneriler:

1.

Bir sonraki asamada, Terfezia claveryi ekstraktlarininin vivo hayvan
modellerinde etkinlik ve gilivenlik profilleri (toksikolojik calismalar) validate
edilebilir.

Antiviral etkinin kesin molekiiler mekanizmasini aydinlatmak i¢in AgNP ve
ekstraktlarin virusun hiicreye girisi, genom replikasyonu veya protein sentezi
gibi hangi 0zel basamaklar1 inhibe ettigini aragtiran detayli c¢alismalar
yapilabilir.

Calismada umut vaat eden Terfezia claveryi ekstraktlarmin icerdigi biyoaktif
bilesenler (fenolikler, flavonoidler vb.) fraksiyonlama ve spektroskopik
yontemlerle tanimlanip ve antiviral aktiviteden sorumlu ana bilesen(ler) izole
edilebilir.

Elde edilen bulgular 1s181nda, gelecek g¢alismalarda bu ajanlarin topikal (goz

damlasi, jel) veya sistemik formiilasyonlarinin gelistirilmesi 6nerilmektedir.
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