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OZET

Bu arastirmada, Primula longipes Freyn ve Sint bitkisinin kok,
govde ve yapraklarindan elde edilen oziitlerin Autographa californica
niiklear polihedrozis viriisii (AcNPV)'niin replikasyonu iizerindeki
etkileri Spodoptera frugiperda-9 (Sf-9) hiicre Kkiiltiiriinde aragtirildi.

S. frugiperda hiicrelerinin AcNPV ile enfeksiyonlarindan sonra 5.
ve 10. saatlerde bitki oziitleri ilave edildi. Ayrica, viriis ile bitki 6ziitii
birlikte karigtirilip hiicrelere hemen ve 28°C'de 10 saat bekletildikten
sonra ilave edildi. Bitki ziitlerinin viriis replikasyonu iizerindeki etkileri
hem mikroskobik olarak hem de iiretilen viriis konsantrasyonu
bakimindan aragtirildi.

Kok ve govde oziitleri ile yapilan deneylerden en etkili sonug
enfeksiyondan sonra 5. saatteki oziit uygulanmasi ile elde edildi. Yaprak
oziitii ile yapilan deneylerden, baculovirusle birlikte bitki 6ziitii karigim
28°C'de 10 saat bekletildikten sonra S. frugiperda hiicrelerine uygulanan
deney en etkili sonucu verdi.

Anahtar Kelimeler: Baculovirus, Antiviral, Primula longipes



SUMMARY

Investigation of The Effects of Extracts Obtained from
Primula longipes on The Replication of Baculovirus

In this study, the effects of the extracts of root, stem and leaf
obtained from Primula longipes Freyn and Sint on the replication of
Autographa californica nuclear polihedrosis virus (AcNPV, Baculovirus)
in Spodoptera frugiperda-9 cell culture were investigated.

Plant extracts were added at 5 and 10 hour post infections (h.p.i).
Also, viruses which were pretreated with plant extracts, for 0 hour and
10 hour at 28°C were used for infection. The effects of the extract on the
virus replication were investigated by determining the changes on the
morphology and concentration of progeny virus.

The most effective results were observed on the experiment
performed by application of extract of root and stem at 5 h.p.i. On the
other hand, the most effective results were determined after the infection
of §. frugiperda cells by AcNPV which were pretreated with extract of
leaf, for 10 hours at 28°C.

Key Words: Baculovirus, Antiviral, Primula longipes
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1. GENEL BILGILER

1.1. Girig

Eski c¢aglardan beri bitkiler, tibbi alanda tedavi amaciyla
kullanilmaktadir. Bu amaca yonelik ¢aligmalar giiniimiizde de hala devam
etmektedir. Bitkilerin yapilarinda bulundurduklar baz1 maddelerden dolay:
mikroorganizmalar iizerinde antimikrobiyal etkiye sahip olmalari, bu
alandaki ¢aligmalan hizlandirmigtir.

Tibbi bitkiler Tiirkiye'de ve diinyada arastirmacilarin iizerinde ¢ok
fazla caligtiklar: bir konudur. Ornegin, Helichrysum cinsinin antimikrobiyal
ozellikleri literatiirde genig bir gekilde rapor edilmisgtir. Bu cinsin
iiyelerinin antifungal ve antibakteriyal 6zellikleri incelenmigtir (1-6).
Allium sativum bitkisi; bakteri, mantar, protozoa ve viriisler tarafindan
neden olundugu bilinen enfeksiyon hastaliklarimin ¢cogunu tedavi etmek igin
kullanilmaktadir (7, 8). Alkofahi ve arkadaglar1 (9) Urdiin'de yetigen 40
bitki tiirinden elde ettikleri Oziitlerin antimikrobiyal ve antitimor etki
gosterdiklerini bulmuglardir. Sydiskis ve arkadaglan (10), Aloe emodin'den
elde edilen "antrakinon'un" herpes simplex viriis tip 1 (HSV-1) ve tip 2
(HSV-2), varicella zoster viriis, pseudorables viriis ve influenza viriis gibi
zarfli viriisler iizerinde inhibitor etkisine sahip oldugunu ileri siirmiiglerdir.
Bu ¢aligmada antrakinon ile muamele edilen herpes simlex viriislerindeki
zarflarin kismen catladifini elektron mikroskobu galigmalar1 gostermisgtir.
Vanden Berghe ve arkadaglan (11) "naphthaquinone juglone” adli bitkisel
bir maddenin herpes simplex viriisiine kars1 etkili oldugunu kaydetmiglerdir.
Taninler, flavonler ve alkoloidlerin bir¢ok viriislere kargi in vitro'da
antiviral etki gosterdigi kaydedilmigtir (12, 13, 14). Amarylidaceae
familyas: bitkilerinde bulunan bir alkoloid olan "likorin'in" polio viriis tip 1
(Polio-1) ve herpes simlex viriis tip 1 gibi viriisleride igine alan RNA ve
DNA viriislerine karsi antiviral etkiye sahip oldugu bulunmustur (15).
Japonya'da halk tarafindan kullamlan bir bitkiden (Wisteria brancybotrys)
ekstre edilen "isoflavonoidler'in” Epstein-Barr viriisiiniin erken antijen
ekspresyonunu inhibe ettigi kaydedilmigtir (16).

Viriislere kargi antiviral etkinin aragtirilmasina yonelik ¢aligmalar,
Tiirkiye'de yok denecek kadar az sayidadir. Bundan dolay: bu ¢aligmada
Karadeniz Bolgesinde yetisen endemik bir tiir olan Primula longipes
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bitkisinden elde edilen oziitlerin, Awrographa californica niiklear
polihedrozis viriis (AcNPV; baculovirus)'lerin Spodoptera frugiperda-9 (Sf-
9) hiicre kiiltiiriindeki replikasyonlar iizerine olan etkilerinin tespit edilmesi
amaglanmugtir.

1.2. Baculovirusiin Genel Ozellikleri

Baculovirusler genig bir viriis grubu olup ozellikle boceklerde
bulunurlar (17). Autographa californica niiklear polihedrozis viriis
(AcNPV) baculoviridae familyasinin baculovirus cinsine ait bir bdcek
viriisiidiir. AcNPV'ler Alfaalfa looper adindaki bir gece kelebegi tirtilindan
ilk olarak izole edilmigtir. Baculovirus cinsine ait, en ¢ok ¢aligilan bir viriis
tipidir (18).

Baculovirusler, 25 x 250 nm biiyiikliikte olup 90-200 kilo baz cifti
(kbp), yuvarlak-kapal: ve ¢ift zincir bir siipersarmal DNA ihtiva ederler
(19). Viriis DNA'si 39 kDa proteinden olusan bir kapsid igerisine
paketlenmistir (20). DNA ile birlikte niikleokapsid olarak adlandirilan bu
yapilar hiicre zari benzeri karmagik bir zarf tarafindan ¢evrilidir.
AcNPV'ler gomiilii viriisler (OV) ve gomiilii olmayan viriisler (NOV)
olmak iizere iki grupta incelenirler. Gomiilii viriisler, polihedrin proteinden
meydana gelen (%90) polihedral inkliizyon yap1 (PIB) olarak adlandirilan
cisimler igerisine gomiiliidiirler. Bunlar, hekzagonal ya da oval gekildeki
polihedral yapiya gomiilii olmalarina gore, niiklear polihedrozis viriis
(NPV) ve granulosis viriis (GV) olmak iizere ikiye ayrilirlar.

NPV'ler kendi aralarinda tek-niikleokapsid (T-NPV, zarf icinde tek
kapsid bulunan) ve multi-niikleokapsid (M-NPV, zarf icinde birden fazla
kapsid bulunan) olmak iizere ikiye ayrilirlar. Gomiilii olmayan viriisler
(ekstraselliiler viriisler) herhangi bir yap1 icine gomiilii degillerdir. Hiicre
kiiltiirlerinde en yaygin ve en bagarili gekilde galigilan viriis, 1-18
niikleokapsidin bir zarf icerisine gomiilmesinden olusan MNPV 'lerdir. Daha
sonra bu zarfa sahip viriisler (virionlar), polihedrin (28 kDa) denilen tek bir
proteinden olugmug polihedral inkliizyon yapilar (PIB) adindaki kristal
benzeri cisimler igerisine gomiiliidiirler. PIB'ler dogada bocekten bdcege
enfeksiyonu saflayan yapilardir. Hiicre Kkiiltiirlerinde hiicreler aras:
enfeksiyonu, ekstraselliller viriis (BV) olarak adlandirilan viriisler
olugturur.

AcNPV molekiiler biyoloji ¢aligmalari igin iyi bir &rnek
olusturmaktadir (21) Viriis DNA's1 son zamanlarda énemli proteinleri
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iiretmek icin ekspresyon vektorii olarak ve zirai miicadelede boceklere karsi
onemli bir biyolojik pest kontrol organizmasi olarak kullamimaktadir
(21, 22). Ozellikle insanlarda enfeksiyon olugturmamalarindan dolay:
insanlar i¢in patojen olan ¢ift zincirli DNA viriisleri igin bir model olarak
kullaniimaktadirlar.

1.2.1. Baculovirusiin Replikasyonu

AcNPV'in Spodoptera frugiperda hiicrelerine penetrasyonu, reseptor
bagimli endositozis mekanizmasiyla oldugu tespit edimmigtir (23). Bu
mekanizma gekil 1'de gosterilmektedir (24). AcNPV'lerin replikasyonu,
enfekte ettikleri hiicrelerin niikleusunda gergeklesir. Viriislerin §.
frugiperda |Thiicrelerindeki replikasyonu 28°C'de, hiicrelerle
kargilagmalarinin ilk 1-2 saat igerisinde konak hiicreye tutunmasiyla baglar
ve 18 saat devam eder. Endositosiz ve fiizyon mekanizmalariyla hiicre
sitoplazmasina giren viriislerin niikleokapsidleri, hiicre (konak) c¢ekirdeginin
porlarindan c¢ekirdege girer ve protein Ortiiniin atilmasi ile genetik maddeler
kapsidlerinden ayrilir. Bu olayr miiteakip, viriisiin hiicre DNA'sina bagh
enzimleri kullanarak erkenci proteinleri iiretecek olan mRNA'lar,
sitoplazmaya gecerek viriise ait yapisal proteinlerin sentezlenmesine yardim
edecek enzimsel yapidaki proteinleri iiretir. Viriise ait olan bu proteinler,
hiicre g¢ekirdegine gecer ve bu arada sentez edilmis olan viriisiin yavru
DNA'lan ¢ekirdek iginde, silindir gseklindeki kapsidlerin icine girerek, viriis
niikleokapsidlerini olugtururlar. Bu niikleokapsidlerin bir kismi, hiicre
zanndan tomurcuklanma ile zarf olugtururlar ve hiicreyi terk edecek olan
ekstraselliiler viriis (BV)'leri meydana getirirler. BV'ler hiicre
kiiltiirlerinde, hiicreler arasinda ortamda bulunan enfeksiyon yapabilme
kabiliyetine sahip comak seklindeki viriis formlarnidir (25). Ikinci bir
safhada ise, cekirdek iginde olugan niikleokapsidlerin bir kismi, de novo
yoluyla ¢ekirdekte zarf kazanirlar. Daha sonra kiip seklindeki matriks
proteinin (polihedrin) i¢cine gomiilerek, polihedral inkliizyon yap: (PIB)'lan
olustururlar. Bunlarin ebatlar1 0.5-15 pm arasindadir. PIB'lerin igine
gomiilii olan bu viriisler, gomiilii viriis olarak adlandinlir (Sekil 1). PIB'ler
viriisiin tabiatta bocekten bocege transferini saglayan viriis formlandir.



Niikleokapsid
Gomili viris
Niikleus

In vitro
Hiicre zar

Hiicre igi viriis

Tomurcuklanma

Polihedral inkliizyon

yapt (PIB)
Hiicre dis1 wiriis
(BY)

In vivo

Sekil 1. Baculovirus replikasyon semasi.

1.2.2. Baculovirusiin Spodoptera frugiperda Hiicrelerinde
Olusturdugu Sitopatik Etkiler

Viriisler, konak hiicreleri enfekte ettikleri zaman, hiicrelerde ¢esitli
degisiklikler meydana getirirler. Viriisler, bu hiicrelere girip replike
olduktan sonra, tekrar digar1 c¢ikarlar. Bu replikasyonlar1 sirasinda,
hiicrelerde meydana getirdikleri mikroskobik degisiklikler sitopatik etkiler
(CPE) olarak adlandirilirlar (26). Baculovirusler 28°C'de hiicrelerle
kargilagmasimin ilk 1-2 saati igerisinde hiicrelere tutunur. Enfeksiyondan 24
saat sonra hiicrelerin i¢ kisimlarinda koyulagma baglar. 48 saat sonunda ise,
hiicrelerin i¢inde polihedral inkliizyon yap: (PIB)'lar goriiliir. Bunlar, faz-
kontrast mikroskobu ile parlak yapilar seklinde goriilerek belirlenirler.
AcNPV replikasyonu, hiicrelerin ¢ekirdeklerinde meydana geldiginden,
PIB'lerin olugumuna bagli olarak hiicrelerde biiyiime ve bazen de
parcalanma goriiliir.

Cekirdek, zaman zaman merkezcil 6zelligini kaybederek, hiicre zarina
yaklasir. Cekirdek, hiicrenin idare merkezi oldugundan buradaki diizenin
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bozulmasi, diger kisimlar: da etkiler. Sitoplazma biiziigiir, hiicre sitoplazmik
uzantilarim1 kaybederek kiiresel veya elipsoid bir sekil alir. Olugan
viriislerin zarf kazanarak hiicre digina ¢ikmalari da hiicrelerin pargalanarak
6lmelerine neden olur.

AcNPV'lerin S. frugiperda hiicrelerinde meydana getirdigi sitopatik
etkilerin bir kismu 151k mikroskobu ile goriilmez. Bu nedenle, bu yapilan
elektron mikroskobu ile incelemek gerekir. Yapilan ¢aligmalarda, hiicrenin
cekirdegi icinde bulunan hiicre iskelet elementleri viriis proteinleri ve viriis
DNA'sinin bir araya gelmesiyle olugan ve virojenik stroma olarak bilinen
yapilarin varli:1 goriilmektedir (27).

Giiniimiize kadar yapilan ¢aligmalarda, poliakrilamid jel elektroforezi
(PAGE) kullamlarak enfekte olmug hiicreler igerisindeki, AcNPV'ye ait
proteinler belirlenmigtir. Viriis genomunun diizenli ve kademeli
ekspresyonu, AcNPV replikasyonu boyunca goézlenmistir. Translasyon
iiriinleri olan proteinler, enfeksiyondan sonra 2-60 saatleri arasinda
sentezlendikleri tespit edilmigtir (28, 29).

In vitro sistemlerde, viriisiin enfeksiyon yapabilme ozelligini ve
konsantrasyonunu 6l¢en iki yontem vardir. Bunlar, kalitatif ve kantitatif
yontemlerdir. Plak yontemi olarak adlandirilan, kalitatif yontem aym
zamanda biyolojik olarak saf viriis elde etmek i¢in kullanilirken, kantitatif
yontem (TCIDs, yontemi) ise, daha ¢ok viriis konsantrasyonunu 6l¢gmek i¢in
kullanilir.

1.2.3. Viriis Replikasyonunun Durdurulmasi

Viriisler zorunlu hiicre i¢i parazittirler. Bu nedenle hiicrelerde
meydana getirmis olduklari replikasyonu durdurmak zordur. Ciinkii viriis
icin etkili olan bir madde hiicre i¢in toksik olmamalidir. Bu 6zellige sahip
maddeler pek fazla mevcut degildir. Bununla birlikte, viriislerin hiicre
icindeki replikasyonlarint durdurmak igin, birka¢ yontem vardir. Bu
yontemlerde antiviral maddeler, asilar ve interferonlar kullanilmaktadir
(26).

Viriislerin hiicrede meydana getirdikleri replikasyonlar: gesitli
basamaklarda durdurmay: bagaran antiviral maddeler etkili bir sekilde sonug
vermemekle birlikte, belirli Slgiilerde replikasyonu engelleyebilmektedir
(Tablo 1). Ornegin bir antiviral madde olan fascarnet, revers transkriptaz
enzimini engellediginden dolayi, bazi viriislerin replikasyonunu durdurur.
Digerleri Tablo 1'de verilmigtir.
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Tablo 1. Baz: antiviral maddeler ve etki ettikleri viriisler

Antiviral Madde Viriisler Kimyasal Tip Hedef
Vidarabina Herpesviriis _ {Niikleosit analogu| Viriis polimerazi
Acylovir Herpes simplex |Niikleosit analogu| Viriis polimerazi
Gancilovir Cytomegaloviriis |Niikleosit analogu Reverse
transkriptaz
Ribavirin HSV, measles Triazol Viriis replikaz/
karboksamid transkriptaz
Amantadine/ Influenza A Trisiklik aminler | Matriks proteini/
rimantadine hemagglutinin

Asilar da, viriis replikasyonlarini engellemede kullanilmaktadir.
Bunlar aktif ve inaktif agilar olmak iizere iki cesittir. Her iki agida bugiin
etkin bir gekilde viriis replikasyonunu durdurmak igin kullanilmaktadir.

Viriis replikasyonlarinin engellenmesinde kullanilan diger bir madde
ise interferonlardir. Interferonlar, viriis tarafindan enfekte edilen hiicrenin
sentezlendigi ve ikinci bir viriis enfeksiyonu i¢in antiviral etki gosteren
proteinlerdir. Bu maddeler ir vivo ve in vitro olarak iiretilmektedirler (26).

1.3. Primula longipes Bitkisinin Genel Ozellikleri

Primula longipes bitkisi Primulales ordosunun Primulaceae
familyasina ait bir tiirdiir. Bu familya iiyelerinde triterpensaponin'lerin
bulunugu karakteristiktir. En ¢ok, bir oleanan grubu sapogenin'i olan
primulagenin aglikonu bulunur (30). Bu o6zellifinden dolayi droglari
ekspektoran ilaglarin hazirlanmasinda kullanilir. Primulaceae iiyelerinin
koklerinde 6zel koku maddeleri vardir. Primula tiirlerinin tiiyleri tarafindan
salgilanan eterik yagda ya flavon ya da benzochinon tiirevi pirimidin
bulunur (30).

Primula longipes Karadeniz Bolgesinde yetisen endemik bir tiirdiir
(Sekil 2). Primula longipes bitkisi; Giresun Karagol, Trabzon Uluboga, Rize
Ikizdere ve Ovit Yaylasi, Cerman'in tepesinin istii Cimil, Coruh Kagkar
Dag: ve Agrakas Vadisinde yayilig gosterir. Cigekleri eflatunumsu mavi ile
kirmizimsi acik mor renklere sahiptir. Balcilikta hissedilebilir bir kokusu
vardir (31).



Sekil 2. Primulalongipes bitkisinin morfolojik goriintigii.

1.4. Calismanm Amaci

Bu ¢aligmada, Primula longipes bitkisinden elde edilen oziitlerin viriis
replikasyonu iizerinde olumlu ve olumsuz y6nden etkilerinin var olup
olmadiklannin tespit edilmesi amaclanmigtir. Viriis replikasyonunu olumsuz
yonde etkileyen maddelerin bulunmasi, bu maddelerin viriis
enfeksiyonlarnna karg: kullanilmasi bakimindan 6nemlidir. Olumlu yonde
etkileyen maddelerin bulunmasi da zirai miicadelede boceklere kars:
biyopestisit olarak  kullamlan bu viriisin  (baculovirus) daha fazla
miktarda cogalmasina sebep olacagindan ve ekspresyon vektorii olarak
ekonomik ve tibbi ac¢idan Onemli olan proteinlerin sentezlerini
artiracagindan olduk¢a Snemlidir. Ayrica bu konudaki literatiir bilgilerine
katkilar saglayacaktir.



2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Hiicre

Bu galismada, Spodoptera frugiperda-9 (Sf-9) hiicreleri kullanildi. Sf-
9 Amerika Birlegik Devletleri ziraat boliimii (USDA) bocek patoloji
laboratuvarinda "fall army worm" boceginden izole edilmigtir (18, 32). Bu
hiicreler 18-24 saat i¢inde iki katina ¢ikmaktadir. Tek tabaka kiiltiirde
(monalayerde) ve siispanse kiiltiirde biiyiliyebilmektedirler.

S7f-9 hiicreleri T-25 Kkiiltiir kaplar1 iginde, %10 fetal bovine serum
(FBS) katkili, ozmolaritesi 380 mili ozmolariteye ayarlanmuig TNM-FH
(Trichoplosia ni medium by Frenk Hink) besiyerinde 5 giinde bir, 1:10
oraninda subkiiltiir edildi ve kiiltiir 28°C'de biiyiitiildii.

2.1.1. Besiyerinin Hazirlanmisi

TNM-FH, S. frugiperda hiicrelerinin biiyiimesi i¢in uygun olan bir
besiyeridir. 800 ml ddH,O 1 It'lik erlen icerisine konularak pH't 5.6-6.5'c
ayarlandi. Su magnet ile siirekli karigir halde iken, toz halindeki besiyeri
(Grace's insect medium) yavag yavag erlenin icerisine bosgaltildi. Bunun
iizerine 0.35 g NaHCO3, 3.4 g laktoalbiimin hydrosylate ve 3.4 g yeastolate
de yavag yavas ilave edilerek iyice kanistinldi. Hacim 1 It'ye tamamlandiktan
sonra, pH 6.1-6.2'ye ayarlandi. Béylece besiyeri, steril bir kabin igerisinde,
daha 6nceden steril edilmis gézenek caplan alttan yukari1 0.22 pm, 0.45 um
ve 0.80 um olacak sekilde yerlestirilerek hazirlanan filtre sistemi
kullanilarak steril edildi. Daha sonra kontaminasyon kontrolii yapildi.
Bunun i¢in besiyerinden yaklagik 3 ml alinip steril bir tiip icerisine birakild
ve 37°C'de 2 giin inkiibe edildi.

Bu besiyerinin ozmolaritesi %15 molarlik steril NaCl kullanilarak,
380 mili ozmolariteye ayarlandi. Bu "katkisiz besiyeri" olarak adlandirilir.
Besiyerine %10 fetal bovine serum (FBS) ilave edildi. Bu ise "katkili
besiyeri" olarak adlandirilir. Ayrica  katkili  besiyeriye 50 ug/ml
gentamisin ilave edildi. Bu tip besiyeri ise "tam katkili besiyeri” olarak
adlandirilir.



2.1.2. Hiicrelerin Cogalmas: ve Subkiiltiir Yapilmasi

Caligma boyunca kullanilan hiicreler, her beg giinde bir T-25 kiiltiir
kaplarinda %10 FBS katkili TNM-FH besiyeri icinde subkiiltiir edildi.
Hiicrelerin subkiiitiir yapilma iglemi Vaughn ve arkadaglarinin geligtirdigi
metoda gore yapildi (32).

Hiicreler, %90'lik bir monalayer olugturduklar1 zaman (yaklagik 5-6
giin) subkiiltiir yapildilar. Kiiltiir gok yaghi ise igerisinde biiyiik graniiller
olusur. Yiizen hiicre sayisi ¢ok fazla olduunda eski besiyeri bir Pasteur
pipet yardimi ile flasktan gikartilir. %10'Tuk FBS ile katkili hale getirilmig
ve ozmolaritesi %15'lik NaCl ile 380 mili ozmolariteye ayarlanmug TNM-
FH besiyerden 5 ml ilave edilir. Flaskin kapagi kapatilarak, hiicrelerin
tabandan kopmasi igin birkag defa el icine vurulur. Kenarlardaki hiicrelerin
siispansiyon i¢ine karigmasi icin flaskin kenarlari Pasteur pipet yardim ile
4-5 kez yikanir ve olugabilecek hiicre kiimeleri boylelikle dagitilir. Yeni bir
T-25 flaski igerisine 4.5 ml katkilhi TNM-FH besiyeri birakilir. Uzerine de
0.5 ml hiicre siispansiyonu ilave edilir. Flaskin kapag kapitilarak, besiyeri
kapafa degmeyecek gekilde i¢ yiizeyine bulagmasi igin flask dondiiriiliir. Bu
buharlagmay: engellemektedir. Boceklerin viicut sicakligt olan 28°C'de
inkiibe edilir. Bu iglemier tamamiyle steril bir kabin icinde yapilr.

2.2. Viriis

Bu ¢aligmada, baculoviridae familyasina ait Autographa californica
niiklear polihedrozis viriis'in (AcNPV) Acal 5 sugunun pasaj sayisi (3) olan
stogu kullanildi.

2.2.1. Viriis Uretimi

AcNPV-stok iiretimi i¢in, T-75 kiiltiir kab: kullanildi. AcNPV iiretimi
icin once S. frugiperda hiicreleri hemositometre ile sayildi ve kiiltiir kabina
9x106 hiicre birakild1 ve son hacim 10 ml'ye tamamlandi. Hiicrelerin kabin
tabanina yapigmasini saglamak icin en az iki saat 28°C'de inkiibe edildi.
Tutunmadan sonra Pasteur pipetiyle besiyeri kiiltiir kabindan alindi. Hiicre
bagina diigen enfeksiyon yapabilen viriis sayis1 (m.o.1) 'nin 1 olmasi igin kap
icerisine 2 ml viriis (1.8x108 IU) ilave edildi. 2 saat sallayicida bekletilerek
viriisiin hiicrelere absorpsiyonu saglandi. Absorpsiyondan sonra inokiiliim
kaptan ¢ikartilarak hiicreler katkisiz besiyeri ile yikandi. T-75 kabina 10 ml
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gentamisinli besiyeri ilave edildi. Kiiltiir, hiicrelerin %60-80'inde PIB
olusuncaya kadar (48-72 saat sonra) 28°C'de inkiibasyona birakildi. Kiiltiir
stvisi steril konik santrifiij tiiplerine transfer edildi, 2500 rpm'de 10 dakika
santrifiij yapildi. Santrifiij sonunda tiipiin iistiinde kalan ve viriis ihtiva eden
sivi (siipernatant) steril bir gigeye transfer edilerek, konsantrasyon tayini
icin 4°C'de bekletildi.

2.2.2. Viriis Konsantrasyon Tayini

Viriis sayimi, Reed ve Muanch (33) tarafindan gelistirilen TCIDsg

(yiizde 50 doku kiiltiirii enfektiv doz) metoduna gore yapildi. Daha 6nceden
hazirlanan virils stogunun konsantrasyonuna bakildi. Bunun igin 10 tane
steril tiip ve 60 gozlii Terasaki kabi1 kullanildi. Bu tiiplerden 1. ve 10. tiip
kontrol olarak kullamldi. Bu tiipler hari¢ viriisiin son hacmi 200 ul olan
gentamisinli besiyeri (TNM-FH) icerisinde 10 faktorlii seyreltme, 180 pl
gentamisinli besiyeri igine 20 ul virlis koyularak yapild:
(101 > 108). Her tiipe 2.5x105 hiicre ilave edildi. Hiicre ve viriis
siispansiyonu kanstinldi. 1. ve 10. tiiplere 20 ul katkisiz besiyeri birakilip,
kangtinld: ve alindi. Daha sonra iizerine 200 ul hiicre birakildi. 60 gozlii
Terasaki kabinin ilk ve son siitunlann hari¢ her géze 10'ar wl viriis, hiicre ve
besiyeri siispansiyonu birakildi. Ilk ve son siitunlar kontrol yapildi. Birkag
damla steril su tabagin i¢ kogelerine damlatildiktan sonra kapak kapatilarak,
60 gozlii Terasaki kab: bir parca kagit havlu islatilarak icerisine konuldugu
kiiciik bir plastik posete yerlestirildi. 28°C'de 7 giin inkiibe edildi. Ugiincii
giinden sonra her giin kontrol edildi, ancak besinci giinden sonrada kesin
sayim yapilarak hesaplanmasi saglandi. Enfeksiyonun oldugu gézler (PIB
ihtiva eden gozler) pozitif, difer gozler ise negatif olarak isaretlendi.
Hesaplamalar Reed ve Muanch (33) yontemine gore yapildi.

2.2.3. Sitopatik Etkilerin Godzlenmesi

Hiicreler, viriislerle enfekte edildikten sonra hiicrenin yapisinda
meydana gelen sitopatik etkiler inverted mikroskop (Prior James Switf
marka) ile bakilarak tespit edildi. Biitiin gozlerde meydana gelen sitopatik
etkilerin fotograflart inverted mikroskoba takili fotograf makinesiyle
cekildi.
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2.3. Bitki Oziitlerinin Hazirlanmas:

Primula longipes bitkisi Agustos 1997 yilinda Rize Ovit Yaylasindan
toplandi. Toplanan bitkiler laboratuvarda agikta birakilmak suretiyle
kurutuldu. Daha sonra bitkinin kék, gévde ve yaprak kisimlan ayn paketler
icerisinde -30°C'de kullanilincaya kadar bekletildi.

Primula longipes bitkisinden o6ziitler Karadeniz Teknik Universitesi
Kimya Béliimii laboratuvarlarinda gikanldi. Kuru agirhif 0.120kg gelen
kok 0.6 L metanol igerisinde 5 giin boyunca ekstre edildi. Bu iglem iki kez
yapildi. Toplam ekstrenin ¢oziiciisii evoporator'de 30-35°C'de uguruldu ve
2.20 g koyu yesil-kahverenkli kalint1 elde edildi. Kuru agirhi$: 0.105 kg
gelen gévde 0.6 L metanol igerisinde 5 giin boyunca ekstre edildi. Bu islem
iki kez yapildi. Toplam ekstrenin ¢éziiciisii evoportor'de 30-35°C'de
uguruldu ve 0.640 g kahverenkli kalint1 elde edildi. Kuru agirhi§1 0.420 kg
gelen yaprak 1.1 L metanol igerisinde 5 giin boyunca ekstre edildi. Toplam
ekstrenin ¢oziiciisii evoporatér'de 30-35°C'de uguruldu ve 0.750 g koyu
yesil renkli kalint1 elde edildi.

2.3.1. Bitki Oziitlerinin Hiicrelerin Biiyimeleri Uzerine
Olan Etkilerinin Test Edilmesi

Bitki Oziitlerinin S. frugiperda hiicreleri lizerine olan etkilerinin
belirlenmesi Burleson ve arkadaglarinin (34) gelistirmis olduklan
prosediirler biraz degistirilerek yapildi. Oncelikle bitkinin, kok, gévde ve
yaprak oziitlerinden %70'lik etanol igerisinde 10 mg/ml stok cozeltisi
hazirlandi.

96 gozlii kabin her goziine 100 pl katkili besiyeri i¢inde 2x104 hiicre
birakildi. Hiicrelerin tabana yapismalar icin 28°C'de 2 saat bekletildi. Diger
yandan bagka bir 96 gozlii kaba Primula longipes bitkisinden elde edilen
kok, govde ve yaprak Oziitleri katkisiz besiyeri iginde 10 mg/ml'den
baglayan 1:1 seyreltikleri konuldu. Bitki oziitleri %70'lik etanolde
hazirlandidi igin birde etanol kontrolii hazirlandi. Hiicrelerin bulundugu 96
gozlii kaptaki hiicreler 2 saat bekletildikten sonra katkili besiyeriler
uzaklagtinld: ve iizerlerine bu seyreltilmig oziitler ilave edildi. Daha sonra
oda sicakliinda sallayici bir platform iizerinde 2 rpm hizda 1.5 saat
sallanmaya birakildi. 1.5 saat sonunda inokiiliimler uzakiagtirild: ve hiicreler
bir kere yikandi. Uzerlerine 100 pl katkih besiyeri birakildi.
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96 gozlii kaba herhangi bir iglem yapilmadan 6nce her géziin altina
bir jilitle kiigiik bir ¢izgi ¢izildi. Bu gizgilerin okiiler kafesi ile denk geldigi
karedeki hiicreler 400X biiyiitme giiciinde 0. 1. ve 2. giinlerde sayildi.

2.3.2. Bitkiden Elde Edilen Oziitlerin Hiicreler
Uzerinde Olusturdugu Etkilerin Gézlenmesi

Bitkiden elde edilen oziitlerin S. frugiperda hiicrelerine verilmesi
sonucu hiicrenin yapisinda meydana gelen degigmeler inverted mikroskop
ile bakilarak tespit edildi. Biitiin gozlerde meydana gelen degigikliklerin
fotograflan inverted mikroskoba takili fotograf makinesiyle c¢ekildi.

2.3.3. Bitki Oziitlerinin Baculovirus ile Birlikte
S. frugiperda Hiicrelerine Uygulanmasi

Bitki oziitlerinin hiicrelere zarar vermeyen en yiiksek konsantrasyonu
belirlendikten  sonra antiviral etkileri test edildi.

Kok ve govde igin aym (200 pg/ml) konsantrasyonlar kullanildi. Yaprak
konsantrasyonu daha diigiik (20 pg/ml) alindi.

Bu deney igin 24 gozlii kap kullanildi. Her goéze 3x105 hiicre olacak
sekilde hiicre birakildi. Hiicrelerin tabana yapigmasi icin 28°C'lik etiivde 2
saat bekletildi. Diger taraftan %70'lik etanolde hazirlanmug kok ve govde
oziitlerinin 500 wl katkisiz besiyeri iginde 200 pg/ml olmasi i¢in stoktan
birakildi ve ayn1 zamanda m.o.i'nin 20 olabilmesi i¢in uygun miktarda da
viriis birakildi. Yaprak oziitiiniin 20 pg/ml olmas: icin 500 pul katkisiz
besiyeri igine %70'lik etanolde hazirlanan yaprak oziitii birakildi ve
m.o0.i=20 olmasi i¢in de viriis ilave edildi. Bu numuneler santrifiij tiiplerinde
hazirlandi. Hazirlanan numuneler 28°C'de 10 saat bekletildi. 10 saat sonunda
numuneler 28°C'den ¢ikarildi. 24 gozlii kaplardaki katkili besiyeri
uzaklagtirildi ve bu numuneler hiicrelere birakildi. Ayrica ayni
numunelerden 28°C'de bekletilmeden de hemen aninda hazirlanip, hiicrelere
verildi. Hiicreler 2 rpm'de 1.5 saat sallanmaya birakildi. 1.5 saat sonunda
numuneler alindi ve gentamisinli besiyeri ilave edildi. 28°C'lik etiive
birakildi. 24. ve 48. saatler sonunda hiicreler mikroskopta incelendi ve
fotograflarn ¢ekildi.
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2.3.4. Enfekte Olmus S. frugiperda Hiicrelerine
Bitki Oziitlerinin Uygulanmasi

24 gozlii kaba 500 pl katkili besiyeri icinde 3x105 hiicre birakildi. Bu
hiicrelerin tabana yapigmasi i¢in 28°C'de 2 saat bekletildi. Daha sonra
hiicrelerden katkili besiyeri ¢ikarildi. m.o.i.'nin 500 gl katkisiz besiyeri
icinde 20 olmasi igin viriis birakildi. Bu viriis karigimi hiicrelere verildi.
Hiicreler 2 rpm'de 1.5 saat sallanmaya birakildi. 1.5 saat sonunda viriis
karigimi ¢ikarildi. Hiicreler bir kere katkisiz besiyeri ile yikandi. Daha
sonra hiicrelere gentamisinli besiyeri verildi. 28°C'lik etiive birakild:.
Enfeksiyondan sonra 5. ve 10. saatlerde Primula longipes bitkisinden elde
edilen k6k ve govde kaba oziitlerinin 200 pg/ml konsantrasyonlarda olmas:
icin gentamisinli besiyeriye ilave edildi. Yaprak oziitiiniin 20 pg/ml
konsantrasyonunda olmasi i¢in gentamisinli besiyeriye ilave edildi.

Daha sonra 28°C'lik etiive birakildi. Enfeksiyondan sonra 24. ve 48.
saatlarde hiicreler mikroskopta incelendi ve fotograflar1 gekildi.



3. BULGULAR

Bu ¢aligmada, Karadeniz Bolgesinde yetisen ve endemik bir tiir olan
Primula longipes bitkisi kullamldi. Bu bitkiden elde edilen kok, govde ve
yaprak oziitlerinin Autographa californica niiklear polihedrozis viriis
(AcNPV)'iiniin Spodoptera frugiperda hiicre Kkiiltiiriindeki replikasyonu
iizerine olan etkileri aragtinldi.

Primula longipes bitkisinden elde edilen kok, govde ve yaprak
Oziitlerinin her biri ile dort farkli deney yapildi. Bitki oziitii ACNPV ile
karigtirilip hem aninda hem de 28°C'de 10 saat bekletildikten sonra S.
Jrugiperda hiicrelerine verildi. Diger deneylerde S. frugiperda hiicreleri
AcNPV ile enfekte edildikten sonra 5. ve 10. saatlerde bitki oziitii ilave
edildi. S. frugiperda hiicrelerinde meydana gelen degigiklikler igik
mikroskobunda incelendi ve fotograflar1 c¢ekildi. Ayrica viriis
konsantrasyonunda meydana gelen degismeler %50 doku kiiltiirii enfektiv
doz (TCIDsp) yontemiyle belirlendi.

3.1. Bitki Oziitlerinin S. Jrugiperda Hiicrelerine
Olan Etkileri

Yapilan c¢alismada, Primula longipes bitkisinden elde edilen kok,
govde ve yaprak oziitlerinin yiiksek konsantrasyonlarinin S. frugiperda
hiicreleri iizerinde etkili olduklar1 bulunmugtur. Bu nedenle kk ve govde
oziitlerinin en yiiksek konsantrasyonu olan 200 pg/ml, viriis replikasyonu
iizerindeki etkiyi test etmek icin kullanildi. Yaprak icin ise 20 pg/ml
kullanildi. Yapilan deneylerde iki giin sonunda hiicre artiglarina bakild: ve
bu artiglar kontrol ile karsilagtinldi (Sekil 3, 4, 5).
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Sekil 3. Primula longipes bitkisinden elde edilen kok 6ziitiiniin Spodoptera
frugiperda hiicrelerinin sayisal artig1 tizerindeki etkileri. Degerler 2 giin
sonucunda % olarak hiicre sayisindaki degisimi ifade etmektedir.
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ekil 4. Primula longipes bitkisinden elde edilen govde 6ziitiiniin Spodoptera
8P >
Jrugiperda hiicrelerinin sayisal artig1 iizerindeki etkileri. Degerler 2 giin
sonucunda % olarak hiicre sayisindaki degigimi ifade etmektedir.
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Sekil 5. Primula longipes bitkisinden elde edilen yaprak 6ziitiiniin Spodoptera
frugiperda hiicrelerinin sayisal artii tizerindeki etkileri. Degerler 2 gtin
sonucunda % olarak hiicre sayismdaki degisimi ifade etmektedir.

Primula longipes bitkisinden elde edilen kok, govde ve yaprak
oziitlerinin S. frugiperda hiicrelerinde olusturduu yapisal etkiler kontrol ile
karsilagtinilds (Sekil 6, 7, 8).

Primula longipes bitkisinden elde edilen kok ve gévde oziitlerinin 600
ug/ml ve daha yiiksek konsantrasyonlarinin hiicreleri pargaladi$1 gézlendi
(Sekil 6B, 7B). 500 pg/ml konsantrasyonun uygulandig: Grneklerde
hiicrelerin i¢ kisimlarinda kararma ve yer yer graniil benzeri yapilar
belirlendi (Sekil 6C, 7C). 200 pg/ml konsantrasyonun uygulandigi
orneklerde ise kontrol ile benzerlik goriildii (Sekil 6D, 7D). Yaprak
Oziitiiniin 100 pg/ml ve daha yiiksek konsantrasyonlarinin hiicreleri
parcaladid1 gozlendi (Sekil 8B). Ancak 50 pg/ml uygulandig1 6rneklerde
hiicrelerin i¢ kisimlarinda kararma ve yer yer graniil benzeri yapilar
belirlendi (Sekil 8C). 20 pg/ml konsantrasyonunun uygulanmasi sonucunda
ise hiicrelerden kontrol ile benzerlik gosterdigi tespit edildi (Sekil 8D).
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Sekil 6. Primula longipes koklerinden elde edilen oziitiin Spodoptera frugiperda
hiicrelerinin goriiniigleri iizerine olan etkileri. Uygulanan konsantrasyonlar:

A) 0 pg/ml (Kontrol), B) 600 pg/ml, C) 500 pg/ml, D) 200 pug/ml.
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Sekil 7. Primula longipes gbvdelerinden elde edilen oziitiin Spodoptera frugiperda
hiicrelerinin goriiniigleri iizerine olan etkileri. Uygulanan konsantrasyonlar:

A) O pg/ml (Kontrol), B) 600 pg/ml, C) 500 ug/ml, D) 200 pg/ml.



19

Sekil 8. Primulalongipes yapraklarindan elde edilen Oziitiin Spodoptera
frugiperda hiicrelerinin goriiniigleri iizerine olan etkileri. Uygulanan

konsantrasyonlar: A) 0 pg/ml (kontrol), B) 200 pg/ml, C) 100 ug/ml, D)
20 pg/ml.

3.2. S. frugiperda Hiicrelerinde Baculovirus
Enfeksiyonu Sonucu Olusan Sitopatik Etkiler ve
Viriis Konsantrasyonunun Belirlenmesi

S. frugiperda hiicreleri baculovirus ile enfekte olduktan 24 saat sonra
hiicrelerin i¢ kisimlarinda kararma bagladig1 gozlendi. S. frugiperda
hiicrelerinin  niikleuslar1 belirginlesti ve bazi hiicrelerde ¢ift yonlii
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sitoplazmik uzantilar goriildii (Sekil 9A). Enfeksiyondan 48 saat sonra S.
frugiperda hiicrelerinde PIB'ler gozlendi ve fotograflan gekildi (Sekil 9B).

Yapilan deneylerde viriis konsantrasyonu, %50 doku kiiltiirii enfektiv
doz (TCIDsy) metodu ile belirlendi. Buna gore viriis kontroliiniin
konsantrasyonu mli'de 0.92x1010 IU olarak bulundu.

Sekil 9. Autographacalifornica niiklear polihedrozis viriisiiniin Spodoptera
Jrugiperda hiicrelerinde olugturduklarn sitopatik etkiler. A) 24 saat
enfeksiyon sonrasi sitoplazmik uzantil: bir hiicre ile niikieuslan
belirginlegmis hiicreler goriilmekte. B) 48 saat enfeksiyon sonrast
hiicrelerde polihedral inkliizyon yapilar goriilmekte

3.3. Primula longipes Bitki Oziitlerinin Viriis
Replikasyonn Uzerine Olan Etkileri

Bitki numunelerinin antiviral etkileri dort farkl: yontem ile test edildi.
Birinci yontemde, viriis 10 saat 28°C'de bitki numunesi ile muamele
edildikten sonra enfeksiyon igin kullamldi. Ikinci yontemde, viriis ile bitki
numunesi kangtirilip hemen aninda enfeksiyon i¢in kullamldi. Ugiincii
yontemde, viriisle hiicreler enfekte edildikten 5 saat sonra bitki numuneleri
ilave edildi. Dordiincii yontemde ise, viriisle hiicreler enfekte edildikten 10
saat sonra bitki numunesi ilave edilerek antiviral etkileri test edildi.
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Deneylerde bitki oziitlerinden kok ve govdenin hiicreler iizerinde
etkili olmayan 200 pg/ml'lik konsantrasyonlan yaprak igin ise 20 pg/ml'lik
konsantrasyonu kullanildi. Uygulanan viriis konsantrasyonu ise m.o.i=20
olarak alindi.

3.3.1. Bitki Oziitlerinin Enfeksiyondan Once
Viriislere Uygulanmasinin Etkileri

Bitki oziitlerinin viriis yapilarini enfeksiyon ozelliklerini etkileyip
etkilemediklerini test etmek icin viriis 10 saat 28°C'de bitki numunesi ile
muamele edildikten sonra enfeksiyonda kullanild:.

Kok oziitii ile yapilan deneyde enfeksiyondan 24 saat sonra hiicrelerin
i¢ kisimlarinda hafif bir kararma goriildii. Ayrica bazi hiicrelerin
niikleuslar: hiicrenin bir tarafina yaklagmis sekilde  belirginlesti.
Enfeksiyondan 48 saat sonra hiicrelerde %50 oraninda polihedral inkliizyon
yap1 (PIB)'lan tespit edildi (Sekil 10B). Bu PIB'ler kontrole gore daha
kiigiik olarak goriilmektedir. TCIDsp deneyi sonucu viriis konsantrasyonu
ml'de 8.3x108 [U olarak bulundu.

Govde oziitii ile yapilan deneyde enfeksiyondan 24 saat sonra bazi
hiicrelerin i¢ kisimlarinda koyulagma farkedildi. Ayrica bazi hiicreler
digerlerine nazaran daha biiyiik ve kiiresellegsmis olarak goriildii.
Enfeksiyondan 48 saat sonra ¢ofu hiicrelerin i¢ kisimlari kararmig ve
hiicrelerin gekillerinin bozulmus oldugu tespit edildi. Aynica %25 oraninda
PIB'ler gozlendi (Sekil 10C). TCIDsy deneyi sonucu viriis konsantrasyonu
ml'de 1.77x10° IU olarak tespit edildi.

Yaprak oziitii ile yapilan deneyde enfeksiyondan 24 saat sonra
hiicreler, hiicre kontrolii ile benzerlik gosterdi. Yanliz hiicre sayisinda fazla
bir artig farkedilmedi. Enfeksiyondan 48 saat sonra bazi hiicrelerin ig
kisimlarinda koyulagma goriildii. PIB'ler goriilmedi (Sekil 10D). TCIDs
deneyi sonucu yaprak oziitiiniin uygulandi$: 6rnek ise viriis konsantrasyonu
ml'de 2.62x103 IU olarak bulundu.
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Sekil 10. Primulalongipes oziitleri ile enfeksiyon oncesi muamele
edilmelerinin viriis replikasyonu iizerine olan etkileri. A) Bitki oziitii
kullanilmamus kontrol, B) K6k 6ziitii uygulanmig C) Govde oziitti
uygulanmug, D) Yaprak 6ziitii uygulanmus. Uygulama konsantrasyonlan

kok ve govde igin 200 pg/ml, yaprak igin 20 pug/ml. Biiyiitme: 200X

Yapilan bu deneyler sonucunda viriislerin enfeksiyon oncesinde bitki
oziitii ile muamele edilmesi neticesinde viriis konsantrasyonlan ile ilgili bir
kargilastirma yapildi (Sekil 11). Buna gore viriis konsantrasyonu iizerinde
en etkili sonug yaprak oziitiiniin uygulanmas neticesinde goriildii.



23

Kontrole gére % olarak azalma

Oriitler

Sekil 11.  Primulalongipes oziitleri ile enfeksiyon 6ncesinde viriis
inokiilumunun muamele edilmesinin projeni viriis konsantrasyonu
iizerine etkileri. Logaritmalar alindiktan sonra yiizde olarak ifade
edilmigtir. 1) Kok, 2) Govde, 3) Yaprak

3.3.2. Bitki Oziitlerinin Inokiiliim ile Birlikte Ilave
Edilmelerinin Etkileri

Viriislerin hiicrelere penetrasyonlari esnasinda antiviral etkiyi test
etmek igin bitki Oziitleri viriisle kangtirilip hemen aninda enfeksiyon igin
kullanildi.

Kok oziitii ile yapilan deneyde enfeksiyondan 24 saat sonra gogu
hiicrelerde niikleuslar hiicrenin bir tarafina yaklagmig olarak gézlendi.
Enfeksiyondan 48 saat sonra hiicrelerde %75 oraninda PIB goriildii (Sekil
12B). Yanhz PIB'lerin biiyiikliiklerinin kontrole gore daha kii¢iik oldugu
tespit edildi. TCIDs; deneyi sonucu viriis konsantrasyonu ml'de 1.64x108 U
olarak bulundu.

Govde oziitii ile yapilan deneyde enfeksiyondan 24 saat sonra
hiicrelerin sayilarinda pek bir artig farkedilmedi. Baz: hiicrelerin gekilleri
diger hiicrelere gore daha biiyiik ve yuvarlaklagmig olarak gozlendi.
Enfeksiyondan 48 saat sonra hiicrelerde %25 oraninda PIB goriildii (Sekil
12C) TCIDs deneyi sonucu viriis konsantrasyonu ml'de 1.94x108 IU olarak
tespit edildi.
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Yaprak oziitii ile yapilan deneyde enfeksiyondan 24 saat sonra
hiicreler, hiicre kontrolii ile benzerlik gosterdi. Enfeksiyondan 48 saat sonra
hiicrelerde PIB farkedilmedi (Sekil 12D). Bazi hiicrelerin gekilleri
digerlerine gore daha biiyiik ve i¢ kisimlarinda hafif bir kararma oldugu
gozlendi. TCIDsg deneyi sonucu viriis konsantrasyonu mi'de 3.37x105 IU
olarak bulundu.

Sekil 12. Primulalongipes ziitlerinin inokiiliim ile birlikte ilave edilmelerinin
viriis replikasyonu iizerine olan etkileri. A) Bitki 6ziitii kullanilmams
kontrol, B) Kok oziitii uygulanmug, C) Govde 6ziitii uygulanmig, D)
Yaprak oziitii uygulanms. Uygulama konsantrasyonlari kék ve govde

igin 200 ug/ml, yaprakicin 20 pg/ml. Biiyiitme: 200X

Yapilan bu deneyler sonucunda bitki ziitlerinin inokiiliim ile birlikte
ilave edilmesi ile bulunan konsantrasyonlarla ilgili bir kargilagtirma yapild:
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(Sekil 13). Sonug olarak viriis replikasyonu iizerinde en etkili olan maddenin
yaprak oziitii oldugu tespit edildi.

50 -

Kontrole gore % olarak azalma

Ouiitler

Sekil 13.  Primulalongipes oziitlerinin inokiiliim ile birlikte ilave edilmeleri
sonucu elde edilen projeni viriis konsantrasyonlari. Logaritmalar
alindiktan sonra yiizde olarak ifade edilmigtir. 1) Kok, 2) Govde,
3) Yaprak

3.3.3. Bitki Oziitlerinin Enfeksiyondan 5 Saat Sonra
Uygulanmalarinin Etkileri

Bitki oziitlerinin viriis DNA replikasyonu iizerinde etkisini test etmek
icin viriisle hiicreler enfekte edildikten 5 saat sonra bitki oziitleri ilave
edildi.

Kok oziitii ile yapilan deneyde enfeksiyondan 24 saat sonra hiicre
sayisinda bir artig farkedilmedi. Bazi hiicrelerin gekli daha biiyiik olarak
goriildii. Enfeksiyondan 48 saat sonra PIB goériilmedi (Sekil 14B).
Hiicrelerin i¢ kisimlarinda graniil benzeri yapilar belirlendi. TCIDs; deneyi
sonucu viriis konsantrasyonu ml'de 3.36x105 IU olarak tespit edildi.

Govde oziitii ile yapilan deneyde enfeksiyondan 24 saat sonra bazi
hiicre sekillerinin bozulmus oldugu goriildii. Enfeksiyon 48 saat sonra PIB
goriilmedi (Sekil 14C). Baz1 hiicrelerin orta kisimlarinda niikleuslar
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belirginlesmig olarak gézlendi. TCIDso deneyi sonucu viriis konsantrasyonu
ml'de 6.9x106 IU olarak bulundu.

Yaprak oziitii ile yapilan deneyde enfeksiyondan 24 saat sonra bazi
hiicrelerin i¢ kismlarinda hafif kararmalar goriildii. Enfeksiyondan
48 saat sonra PIB goriilmedi (Sekil 14D). TCIDsy deneyi sonucu viriis
konsantrasyonu ml'de 3x104 IU olarak bulundu.

Sekil 14.  Primula longipes oziitlerinin enfeksiyondan 5 saat sonra ilave
edilmelerinin viriis replikasyonu iizerine olan etkileri. A) Bitki 6ziitii
kullaniimamus kontrol, B) Kok 6ziitii uygulanmig, C) Govde
oziitii uygulanmmg, D) Yaprak oziitii uygulanmg. Uygulama
konsantrasyonlan kok ve govde igin 200 pug/ml, yaprak icin 20

ug/ml. Biiyiitme: 200X

Yapilan bu deneyler sonucunda bulunan konsantrasyonlarla ilgili bir
karsilagtirma yapldi (Sekil 15). Enfeksiyondan 5 saat sonra bitki Oziitiiniin
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uygulanmasi sonucu en bilyiik etki yaprak orneginin uygulanmasi sonucu
meydana geldi.

Kontrole gore % olarak azalma

Sekil 15.  Primulalongipes oziitlerinin enfeksiyondan 5 saat sonra ilave
edilmeleri sonucu elde edilen viriis konsantrasyonlar1. Degerler
logaritmasi alindiktan sonra yiizde olarak ifade edilmigtir. 1) Kok, 2)
Govde, 3) Yaprak

3.3.4. Bitki Ouziitlerinin Enfeksiyondan 10 Saat Sonra
Uygulanmalarimin Etkileri

Bitki oziitlerinin viriis protein sentezi {izerindeki etkilerini test etmek
icin hiicreler viriisle enfekte edildikten 10 saat sonra bitki oziitleri ilave
edildi.

Kok oziitii ile yapilan deneyde enfeksiyondan 24 saat sonra hiicrelerin
i¢ kisimlarinda kararma ve bazi hiicrelerde niikleuslar hiicrenin orta
kisminda belirginlegmis olarak gozlendi. Baz1 hiicrelerin digerlerine nazaran
daha biiyiik oldugu tespit edildi. Enfeksiyondan 48 saat sonra hiirelerde PIB
goriillmedi (Sekil 16B). Cogu hiicrelerin i¢ kisimlarinda kararmalar oldugu
farkedildi. TCIDsq deneyi sonucu viriis konsantrasyonu ml'de 4.66x106 [U
olarak bulundu.

Govde oziitii ile yapilan deneyde enfeksiyondan 24 saat sonra
hiicrelerin i¢ kisimlarinda kararma ve bazi hiicrelerde niikleuslar hiicrenin
orta kisminda belirginlegmis olarak goriildii. Enfeksiyondan 48 saat sonra
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hiicrelerde PIB farkedilmedi (Sekil 16C). TCIDso deneyi yapilmasi
sonucu viriis konsantrasyonu 2.62x108 IU/ml olarak tespit edildi.

Yaprak oziitii ile yapilan deneyde enfeksiyondan 24 saat sonra bazi
hiicrelerin i¢ kisimlarinda kararma  goriildii. Enfeksiyondan 48 saat sonra

hiirelerde PIB goriilmedi (Sekil 16D). TCIDso deneyi sonucu viriis
konsantrasyonu ml'de 0.69x106IU olarak bulundu.

Sekil 16.  Primulalongipes oziitlerinin enfeksiyondan 10 saat sonra ilave
edilmelerinin viriis replikasyonu iizerine olan etkileri. A) Bitki 6ziitii
kullamlmamug kontrol, B) K6k oziitii uygulanmig, C) Govde
oziitli uygulanmg, D) Yaprak oziitii uygulanmg. Uygulama
konsantrasyonlar kék ve govde icin 200 pg/ml, yaprak igin 20
ug/ml. Biiyiitme: 200X
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Yapilan bu deneyler sonucunda bulunan konsantrasyonlarla ilgili bir
kargilagtirma yapild1 (Sekil 17). Viriis konsatrasyonu iizerinde en fazla
etkiyi bitki yapragindan elde edilen 6ziitiin olugturdugu tespit edildi.
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Sekil 17.  Primulalongipes oziitlerinin enfeksiyondan 10 saat sonra ilave
edilmeleri sonucu elde edilen viriis konsantrasyonlari. Degerler
logaritmas: alindiktan sonra yiizde olarak ifade edilmigtir.

1) Kok, 2) Govde, 3) Yaprak



4. TARTISMA

Viriisler, canlilarda enfeksiyon olugturabilen en kiigiik
mikroorganizmalardir. Viriisler ¢gogalabilmeleri i¢in canli bir organizmaya
ihtiya¢ duyarlar. Canli organizmanin enzimlerini ve dier hiicre kisimlarim
kullanarak replikasyonlarim saglayabilmektedirler. iste bu nedenle
virlislerin replikasyonlarini durdurmak olduk¢a zordur. Bu konuyla ilgili
caligmalar giiniimiizde yapilmaktadir (35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42).
Cedrela tubiflora ve Pongamia pinnata'dan elde edilen oziitlerin 1.0 mg/ml
ve 0.108 mg/ml konsantrasyonlarinda HSV-1'e kars: etkili olduklan rapor
edilmistir (41). Aloe bitkisinin yapraklarindan ¢lde edilen maddelerin in
vitro sartlarda zarfl viriislere karg: antiviral etkilere sahip oldugu rapor
edilmigtir (35). Sili'den toplanan tibbi bitkilerden elde edilen dokuz &ziit ile
yapilan bir ¢aligmada hiicreler ig¢in toksik olmayan konsantrasyonlarda
HIV'e kars: antiviral aktivite gosterdigi kaydedilmistir (38).

Bitki oziitlerinin enfeksiyondan 6nce viriislere uygulanmasi sonucu bu
viriislerin enfeksiyon i¢in kullamilmas: neticesinde viriis konsantrasyonunda
azalma oldugu bulundu. Buradan bitki 6ziitlerinin viriis iizerinde olumsuz
etki yaparak, viriisiin hiicreler iizerinde etkili olmasini engelledigi
sanilmaktadir. Bitki Oziitleri viriisiin yapisimi etkileyerek aktivitesini
kaybetmesine neden olabilir. Nitekim, elektron mikroskobuyla yapilan bir
calismada, Aloe emodin'den elde edilen antrakinon maddesi ile muamele
edilen herpes simplex viriisiiniin zarflarinda g¢atlamalar meydana geldigi
gOriilmiigtiir (10).

Ayrica, bitki Oziitlerinin inokiiliim ile birlikte ilave edilmeleri sonucu
viriis konsantrasyonunda azalma oldufu tespit edildi. Bilindigi gibi
baculovirus hiicreye ilk 1-2 saat igerisinde tutunur ve penetrasyon
gerceklesir. Burada bitki oziitleri ya viriisler iizerine ya da hiicre
yiizeyindeki reseptorlere tutunarak viriislerin hiicrelere tutunmasini ve
penetrasyonunu engelledigi diigiiniilebilir.

Diger yandan, bitki oziitlerinin enfeksiyondan 5 saat sonra
uygulanmasi sonucunda da viriis konsantrasyonunda azalma oldugu goriildii.
Bilindigi gibi baculovirus DNA replikasyonunu ilk 5-6 saat igerisinde
gerceklestirmektedir. Bitki oziitleri viriis DNA replikasyonu iizerinde
etkili oldugu, boylece viriis replikasyonunu tamamlayamadi$i i¢in viriis
konsantrasyonunda azalma oldugu anlagiimaktadir.
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Oziitlerin enfeksiyondan 10 saat sonra uygulanmasi neticesinde de,
viriis konsantrasyonunda azalma oldugu tespit edildi. Viriis replikasyonunda
ilk 10-12 saat igerisinde yapisal proteinler sentezlenmeye baglamaktadir.
Bitki o6ziitlerinin bu proteinlerin sentezi iizerine etkili oldugu ve viriisiin
replikasyonunu tamamlayamadig: sanilmaktadir. Saoo ve arkadaglarinin (35)
yapti#i bir ¢aligmada Aloe barbadensis bitkisinin yapraklarindan hazirlanan
Oziitiin, enfeksiyondan sonra farkli zamanlarda ilave edilmesi sonucu protein
sentezi iizerine etkili oldufu goriilmiigtiir. Yapilan bu ¢aligmada da aym
sekilde Primula longipes bitkisinden elde edilen 6ziitlerin protein sentezi
iizerine etkili oldugu diigiinlilmektedir.

Oziitlerin enfeksiyondan sonra 10. saate ilave edilmesi sonucu viriis
konsantrasyonunda bir azalma olmasina ragmen, oziitlerin enfeksiyondan
sonra 5. saatte ilave edilmesi sonucu viriis konsantrasyonunda daha fazla bir
azalma oldugu goriilmektedir. Buradan &ziitlerin viriis DNA
replikasyonunda ya da protein sentezlenmeden 6nceki bir basamakta etkili
oldugu diisiiniilebilir. Ancak viriislerin enfeksiyon Oncesi 6ziit ile muamele
edilmesi sonucu kullanilmalari neticesinde de iiretilen viriis
konsantrasyonunda azalma olmasi, bitki Oziitlerinin protein sentez
agamasinda etkili olmalarindan ziyade iiretilen protein iizerinde etkili
oldufunu gostermektedir. Bdylece protein sentezi olsa bile bu proteinler
viriis ingaasi i¢in kullamlamamaktadir.

Yapilan biitiin deneylerde en etkili sonug yaprak oziitii ile elde
edilmigtir (Tablo 2). Buna gére, en iyi sonug (%66 azalma) yaprak oziitiiniin
enfeksiyondan Once viriislerle muamele edilmesi deneyi ile elde edilmigtir.
En diigiik sonug¢ ise (%7 azalma) govde oziitiiniin enfeksiyondan once
viriislerle muamele edilmesi ile elde edilmigtir. Diger yandan, yapilan bu
caligsmada Primula longipes bitkisinden elde edilen kok, govde ve yaprak
oziitlerinin enfeksiyondan sonra 5. saate S. frugiperda hiicrelerine verilmesi
ile en etkili sonu¢ alinmigtir.

Sonug olarak bu ¢aligmada, Primula longipes bitkisinden elde edilen
kok, govde ve yaprak Oziitlerinin Autographa californica niiklear
polihedrozis viriisii (AcNPV)'niin ¢ofalmasini inhibe ettifi tespit edildi.
Sonuglar Primula longipes bitkisinden elde edilen yaprak 6ziitiiniin AcNPV
replikasyonu iizerine olan etkisinin kok ve govde Oziitiine nazaran daha fazla
oldugunu gosterdi. Saoo ve arkadaglarinin (35) yapmug oldugu bir caligmada
Aloe bitkisinin yapraklarindan elde edilen 6ziitiin cytomegalovirus (CMV)
iizerine etkili oldugu bulunmustur. Primula longipes bitkisinden elde edilen
kok ve govde oziitleri ile AcNPV viriisiiniin birlikteki karigiminin aninda ve
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28°C'de 10 saat bekletilip ilave edilmesi sonucu fazla bir etki goriinmemesi
sonuglarin Aloe bitkisi ile yapilan galigmalarla benzerlik gosterdiini
sergilemektedir (35).

Tablo 2. Primulalongipes bitkisinden elde edilen oziitlerin
viriis iiretimi tizerine olan etkisi

Numune Adi Enfeksiyon yapan Vi Konsantrasyondaki
Says1 IU/ml * Azalma %
AcNPV+Sf 9.96 -
(kontrol)
6k+AcNPV 8.91 11
(10 saat sonra)
Kok+AcNPV 8.21 18
(aminda)
Kok enf. 5.52 45
(5 saat sonra)
Kok enf. 6.66 33
(10 saat sonra)
Govde+AcNPV 9.24 7
(10 saat sonra)
Govde+AcNPV 8.28 17
(Aninda)
Govde enf. 6.83 31
(5 saat sonra)
Govde enf. 8.41 16
(10 saat sonra)
Yaprak+AcNPV 3.41 66
{10 saat sonra)
Yaprak+AcNPV 5.52 45
(Aninda) _
Yaprak enf. 4.47 55
(5 saat sonra)
Yaprak enf. 583 41
(10 saat sonra)

* Sonuglarin logaritmasi alinarak tablo hazirlanmmgtir.

Yapilan denemelerin sonucunda, caligmada kullamilan Primula
longipes bitkisinden elde edilen kok, govde ve yaprak oOziitlerinin
baculovirus replikasyonunun basamaklarindan birinde etkili oldugu
anlagilmaktadir. Baculovirus replikasyonunu engelleyen maddenin, bu
calismaya benzer yapilan ¢aligmalardaki saponin gibi antiviral maddelerden
oldugu diisiiniilmektedir. Daha sonraki caligmalarda bu etkili maddenin
tespit edilip saflagtiriimas1 ve saflagtirilan bu maddenin insanlarda hastalik
olugturan viriisler iizerinde test edimesi faydali olur kanaatindeyiz.



5. SONUCLAR

Y apilan ¢aligma sonucunda:

1. Primula longipes bitkisinden elde edilen kok, govde ve yaprak
oziitlerin baculovirus ¢ogalmasini inhibe ettikleri tespit edildi.

2. Primula longipes bitkisinden elde edilen &ziitlerden, yaprak
Oziitiiniin baculovirus replikasyonu iizerine en etkili oldufu sonucuna
varildi.

3. En etkili antiviral etki, enfekte edilen hiicrelere enfeksiyondan 5
saat sonra uygulanan bitki oziitleri deneyi ile tespit edildi.

4. Primula longipes'den elde edilen oziitler baculovirus
replikasyonu iizerinde %7-66 oraninda bir azalmaya neden oldugu
bulundu.

5. Mikroskobik sonuglarda PIB'lerin goriilmemesi, Primula
longipes ©ziitlerinin, polihedrin proteinin sentezini geciktirdigi veya
inkliizyon yapilarinin ingaasim engelledigini gostermektedir.



6. ONERILER

Autographa californica niiklear polihedrozis viriis insanlarda
enfeksiyon olugturan ¢ift zincirli DNA viriislerine iyi bir model
olmaktadir. Bu nedenle, bu viriis iizerine etkili olan Primula longipes
bitkisinden elde edilen 6ziitlerde bulunan etkin maddeler saflagtinilarak bu
maddeler insanlarda enfeksiyon olugturan viriislere karsi kullanilabilir.
Ayrica bu maddelerin protein sentezini engellemedemi veya sentezlenen
proteinlerin inaktif edilmelerindemi etkili olduklarinin test edilmeleri
faydali olacaktir.

Bu caligma, sonuglari ve kullanilan metodlar agisindan ileride buna
benzer yapilmasi diigiiniilen ¢aligmalara 151k tutacag kanatindeyiz.
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8. OZGECMIS

02.05.1973 yilinda Siirmene'de dogdu. Ilk ve orta egitimini
Karabiik'te tamamladiktan sonra 1991-1992 &gretim yilinda KTU Fen
Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Béliimiinde lisans egitimine bagladi. 1995
yilinda bu boliimden biyolog iinvani ile mezun oldu. 1996 yilinda Fen
Bilimleri Enstitiisii Biyoloji Anabilim dalinda yiiksek lisans egitimine
baglad: ve halen Biyoloji Anabilim Dalinda Arastirma Gorevlisi olarak
caligmaktadir.



