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Herpes simpleks viriisti tip 1 (HSV-1) tedavisinde; bir nikleoz(t)it analogu olan asiklovir kullanilmakla
birlikte, bu tir ilaglarin sik kullanimi sonucunda, son dénemde ilaca direngli virlslerin ortaya ¢ikmasi
ve bu ilaglarin toksik yan etkileri, tedavide yeni aktif molekiillerin arastirlmasina olan ihtiyaci artirmistir.
Tip bilimleri ve farmakolojideki sentetik molekiil gelistirme calismalarina ragmen, biyolojik olarak aktif
bilesiklerin dogal bir kaynagi olan bitkiler, tim diinyada popdiler olmaya devam etmektedir. Bu in vitro
calismada, zeytin yapragi ekstresi ve propolisin tek basina ya da asiklovir ile kombine olarak HSV-1'e
karsi antiviral etkinliklerinin arastirlmasi amaclanmistir. Zeytin yapragi ekstresi ve propolis ile propolisin
¢ozliclisu olarak dimetilslfoksitin, Hep-2 (ATCC, CCL-23) hiicrelerine toksik dozlari konvansiyonel hiicre
kulttrd yontemi ile belirlenmistir. “Son nokta” yontemi kullanilarak doku kiltiiriintn yarisini enfekte eden
viral doz (TCID,,) degeri hesaplanmis, viris miktarlari Spearman-Karber ydntemine gore belirlenmistir.
Zeytin yapragi ekstresi ve propolisin, HSV-1 Uzerine antiviral etkileri, konvansiyonel hiicre kdltiri ve ger-
cek zamanl hiicre analizi (RTCA) yontemleriyle arastinlmistir. Her iki ekstraktin asiklovir ve birbirleriyle
kombinasyonlari ise RTCA ile degerlendirilmistir. Bu amacla, logTCID,: 11.5 olan HSV-1 bulunan tiiplere,
en ylksek nontoksik konsantrasyonlarindan baslanarak azalan oranlarda (g farkl diliisyonda hazirlanan
etken maddeler ilave edilmis ve antiviral etkinliklerinin ortaya ¢ikmasi icin, iki farkli zaman araliginda (bir
saat ve Ug saat) oda sicakhiginda bekletilmislerdir. Bu sireler sonrasinda tiiplerden alinan sivilar Hep-2
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Zeytin Yaprag Ekstresi ve Propolisin Herpes Simpleks Virlsii Tip 1 Uzerine
Antiviral Etkisinin Asiklovir ile Karsilastiriimasi

hiicreleri iceren plaklara ekilerek 72 saat sonrasinda degerlendirilmistir. Ekstraktlarin ve asiklovirin, HSV-1
lzerine antiviral etkinliklerinin oldugu en dustik konsantrasyondan en az dort kat daha diisiik konsantras-
yonlari kullanilarak hazirlanan ikili kombinasyonlari, xCELLigence RTCA cihazina ait e-plaklardaki Hep-2
hiicrelerine ekilerek 30 dakika araliklarla 6lciimler yapilmis, veriler gercek zamanl olarak kaydedilmistir.
Zeytin yapragi ekstresi ve propolisin farkli konsantrasyonlarinda ve iki farkli zaman periyodu icin yapilan
degerlendirmede; RTCA yéntemi ile propolisin 10 ug/ml konsantrasyonunda, zeytin yaprag: ekstresinin
ise 1.2 mg/ml konsantrasyonunda, hem bir saat hem de (¢ saatlik inklibasyonda antiviral etkinlik goster-
digi tespit edilmistir. Virlis miktarindaki en fazla azalmanin oldugu konsantrasyon ve siirenin ise propolis
icin 10 pg/ml dozunda ilk bir saat icerisinde; zeytin yaprag ekstresi icin 1.2 mg/ml konsantrasyonda
ve ilk bir saat icerisinde oldugu tespit edilmistir. Propolis ve zeytin yaprag: ekstresinin her ikisinin de
asiklovir ile olan kombinasyonlarinda sitopatik etki gelismedigi, ekstraktlarin birlikteliginde ise sitopatik
etkinin geciktigi belirlenmistir. Elde edilen sonuglar g6z 6niine alindiginda, propolis ve zeytin yapragi
ekstrelerinin hem tek baslarina hem de asiklovir ile hazirlanan kombinasyonlarinda HSV-1 icin antiviral
etkinliklerinin oldugu goérilmektedir. Asiklovirden farkli bir mekanizma ile olasilikla dogrudan virtsidal
aktivite, virlsiin hicre icine girisinin 6nlenmesi veya replikasyonun erken asamalarinda viral inhibitor
(viral partikillerin hiicreye baglanmasi ve adsorbsiyonunun 6nlenmesi) seklinde etkili olmalarinin, birlikte
kullanilmalari halinde asiklovir dozunda ve yan etkilerinde azalma saglayabilecegi distiniilmektedir. Aktif
forma donustirilmeleri gerekmeyen bu ekstraktlar, oral lezyonlarda enfektivitenin azaltiimasinda, yayil-
min onlenmesinde ve &zellikle immiin yetmezIigi olan hastalarda asiklovire direncli HSV enfeksiyonlarinin
topikal tedavisinde kullanilabilme potansiyeline sahiptir. Bununla birlikte, tibbi 6zelliklerini ve olasi toksi-
sitelerini belirlemek icin in vivo calismalara gereksinim bulunmaktadir. Bu bulgular, ileride yapilacak genis
ve kapsamli calismalarla desteklenmeli ve diger virlslere karsi etkinlikleri de arastinlmalidir.

Anahtar kelimeler: Antiviral etkinlik; herpes simpleks virtist; hiicre kiiltiirti; zeytin yapradi ekstresi; propolis.
ABSTRACT

While acyclovir, a nucleoside analogue, is widely used for herpes simplex virus type 1 (HSV-1), emer-
gence of drug-resistant viruses due to frequent usage of this class of medicines, and their toxic side effects
require exploring novel active molecules. Despite the studies on developing synthetic molecules in medical
sciences and pharmacology, herbs as a natural source of biologically-active compounds remain popular. In
this in vitro study, olive leaf extract (OLE) and propolis alone or in combination with acyclovir were inves-
tigated for their antiviral efficacy in HSV-1.Toxic doses of OLE, propolis, and dimethyl sulfoxide, propolis
diluent, for Hep-2 (ATCC, CCL-23) cells were determined by conventional cell culture. Using “endpoint”
method, the viral dose infecting half of the cell culture (TCID,,) was calculated, and viral quantity was de-
termined with Spearman-Karber method. Antiviral effects of OLE and propolis on HSV-1 were investigated
by conventional cell culture and real-time cell analysis (RTCA). Combinations of the two extracts with one
another and with acyclovir were evaluated by RTCA. Active substances prepared at three different dilutions
were added to tubes with HSV-1 of logTCID,: 11.5 in descending order starting from the highest non-toxic
concentration, and they were left at room temperature for two different durations (one hour and three ho-
urs). The aliquots taken from the tubes were cultured in plates containing Hep-2 cells and evaluated after
72 hours. Combinations of extracts and acyclovir at concentrations at least four times lower than the lowest
concentration showing antiviral efficacy against HSV-1 were cultured with Hep-2 cells in the e-plates of the
xCELLigence RTCA device, measurements were obtained at 30 minute intervals, and data were recorded
in real time. In the test with two different durations and at different concentrations of OLE and propolis,
antiviral efficacy was observed both with one-hour and three-hour incubation at a concentration of 10 ug/
ml for propolis and 1.2 mg/ml for OLE with RTCA. The duration and concentration of the greatest decrease
in viral quantity were in the first one hour and 10 pg/ml for propolis, and in the first one hour and 1.2 mg/
ml for OLE. Combination of propolis and OLE with acyclovir caused no cytopathic effects, and the combi-
nation of extracts led to delayed cytopathic effect. According to these results, propolis and OLE, alone and
in combinations with acyclovir, have antiviral efficacy against HSV-1. These agents may reduce the dose
and side effects of acyclovir in case of co-administration since they exert their effects through a different
mechanism than acyclovir,possibly through direct virucidal activity, inhibition of virus internalization or viral
inhibition in early stages of replication (inhibition of adsorption/binding of viral particles to the cell). These
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extracts that do not require conversion to active form have the potential to reduce infectivity in oral lesions,
prevent spread, and be used in the topical treatment of acyclovir-resistant HSV infections, particularly in
immunocompromised patients. However, in vivo studies should be conducted to determine their medicinal
properties and potential toxicities. These results should be supported by further comprehensive studies and
the efficacy against other viruses should also be investigated.

Keywords: Antiviral activity; cell culture; herpes simplex virus; olive leaf extract; propolis.
GiRiS

Herpes simpleks viriisii tip 1 (HSV-1), Herpesviridae ailesinden bir DNA viriistd(ir. in-
sanlardaki en yaygin enfeksiyonlardan biri olup, genel populasyonun > %70’ini enfekte
ettigi bildirilmistir'-3. HSV-1 insanlarda, akut enfeksiyondan kronik hastaliklara ve asemp-
tomatik enfeksiyondan hayati tehdit eden ciddi hastaliklara kadar degisebilen klinik tab-

lolara neden olabilmektedir*>. Enfeksiyon, dzellikle immiin sistemi baskilanmis hastalar-
da, ciddi ve progresif seyretmekte olup morbidite ve mortaliteye yol acmaktadir?.

Son yillarda tedavideki 6nemli gelismeler, 6zellikle immiin yetmezIlikli hastalarda yagam
siresinin uzamasini saglamasina ragmen, viral enfeksiyonlarin insidansinda artis gortilmek-
tedir. Bir niikleoz(t)it analogu olan asiklovir, glinlimiizde HSV enfeksiyonlarinin tedavisinde
kullanilan en etkili antiviral ilactir. Bununla birlikte, asiklovir ve ilgili ilaglarin sik kullanimi
sonucunda ilaca direncli virlslerin ortaya cikmasi ve bu ilaglarin toksik yan etkileri (akut bob-
rek yetmezligi, norotoksisite) gibi nedenlerle HSV enfeksiyonlarinin tedavisinde yeni aktif
molekiillerin aragtinlmasina olan ihtiyac hizla artmaktadir'. Biyolojik olarak aktif bilegiklerin
onemli bir kaynagi olan bitkiler yaklasik 3000 yildan beri tipta kullaniimakta, tip bilimleri ve
farmakolojideki ilerlemelere ragmen tiim diinyada popiiler olmaya devam etmektedir'’.

Antiviral etkinlik calismalarinda mikroelektronik biyosensor teknolojisine dayal gercek
zamanl hicre analiz sistemi (real-time cell analysis; RTCA) kullaniimaktadir. Elektronik
hiicre sensori dizisi sayesinde, RTCA sistemi, isaret molekdilleri olmaksizin kuyucuklarda
bulunan hticrelerin hemen hemen hepsinin dinamik olarak izlenmesini saglayabilmekte-
dir®?. Hiicre aracili sitotoksisiteye, viriis aracili sitotoksisiteye ve tedaviye timér hiicresinin
yanitina olan ilginin artmasiyla, bu sistem hiicre bazli deneyler icin énem kazanmistir'®.
Bu teknoloji sayesinde, hiicre canlihg, hiicre sayisi degisikligi, hiicre morfolojisi, kok hiicre
proliferasyonu, hiicre adezyonu ve yayilma, reseptor aracili sinyalin fonksiyonel izlenmesi,
hiicre invazyonu ve migrasyonu, RNA interferansi, viris aracili sitopatojenite vb. hiicresel
olaylarin dinamik, gercek zamanli olarak izlenmesi gibi ¢ok cesitli hiicre bazl analizler no-
ninvaziv olarak gerceklestirilebilmektedir®'?. Bu calismada, Geyve’'de yerel halkin kendi
agiz yaralarinda kullandigi, bolgelerinde yetisen zeytin yapraginin ekstresi ve propolisin
tek baslarina ya da asiklovir ile kombine olarak, HSV-1 Uzerindeki antiviral etkinliklerinin,
konvansiyonel hiicre kltlri yontemi ve RTCA ile arastinimasi amaclanmistir.

GEREC ve YONTEM

Bu calisma, Sakarya Universitesi Girisimsel Olmayan Etik Kurul onayi ile gerceklestirildi
(Tarih: 31.03.2016 ve Karar no: E-4569).
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Zeytin Yapragi ve Propolis Ekstraktlarinin Elde Edilmesi

Zeytin yapragi ekstrakti icin Geyve zeytin yapragi ve propolis eldesi icin ari kovanla-
rindan elde edilen 6rnekler kullanildi. Propolis ve kurutulmus zeytin yapraklari bir 6gu-
tlicliden gecirilerek toz haline getirildi. Zeytin yapragdi (200 g zeytin yapragi ve 800 ml
etanol) ve propolis (500 g propolis ve 1000 ml etanol) %70’lik etanolde bir saat stre ile
calkalandi. Karigimlar filtre kagitlan kullanilarak filtre edildi. Elde edilen propolis filtrati
cam tiiplere alinarak vakum santrifiijleri yardimiyla sivi kissmdan ayrildi. Calisiincaya ka-
dar -240°C’de bekletilen kuru propolis ekstrakti kullanim 6ncesi dimetilsilfoksit (DMSO)
ile ¢ozlildu. Etanol ile ¢6zlilmis olan zeytin yapragi ekstrakti ise beklemeye gerek olma-
dan calismada kullanildi®'".

Hep-2 Hiicrelerinin Uretimi ve Viriis Miktarinin Belirlenmesi

Hep-2 hicreleri, %10 fetal si§ir serumu (Biochrome AG, Almanya) iceren “Dulbecco’s
modified eagle medium (DMEM)” (Biochrome AG, Almanya) besiyerinde uretilirken; Ko-
caeli Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali Viroloji Laboratuvari tara-
findan saglanan HSV-1 standart susu ise %2 fetal sigir serumu iceren DMEM besiyerinde,
%5 CO, iceren +37°C’lik ortamda c¢ogaltildi. Virls miktarinin belirlenmesi icin Hep-2
hicreleri 96 kuyulu hicre kiltur plaklarinda Uretildi. “Son nokta” yontemi kullanilarak
doku kiltarinin yarisini enfekte eden doz (50% tissue culture infective dose; TCID, )
degeri Spearman-Karber yéntemine gére hesaplandi'?.

Sitotoksisite Calismalari

Elde edilen zeytin yapragi ekstresi ve propolis ile propolisin ¢6ziilmesi icin kullanila-
cak DMSO’nun, Hep-2 hiicrelerine nontoksik konsantrasyonlarinin belirlenmesi amaciyla
toksisite deneyleri gerceklestirildi. DMSO’nun nontoksik konsantrasyonunu belirlemek
icin mikroplaklara Hep-2 hiicreleri inokiile edilerek kuyucuklara farkli konsantrasyonlarda
DMSO eklendi. Hiicreler 37°C’de 48-72 saat inkiibe edildi. inkiibasyon siiresi sonunda
“thiazolyl blue tetrazolium bromide (MTT)” deneyi ile kuyucuklardaki hiicrelerin canli-
hgr belirlendi. Kontrol kuyucugu ile ayni oranda hticre canliligina sahip olan en yiiksek
DMSO konsantrasyonu ¢o6ziici konsantrasyonu olarak kullanildi. Zeytin yapragr ekstresi
ve propolisin Hep-2 hiicrelerine toksik olmayan konsantrasyonlari belirlenerek antiviral
aktivite calismalari belirlenen konsantrasyonlarda yapildi. Steril membran filtreden su-
zllerek steril hale getirilen stok ekstre ¢ozeltisindan propolis ve zeytin yapragi ekstresi-
nin farkh konsantrasyonlari hazirlanarak Hep-2 hicreleri Gzerine ayri ayri eklendi. Plaklar
37°C'de %5 CO,’li inkiibatorde 72 saat inkuibe edildi. inkiibasyon siiresi sonunda, hiic-
reler Gizerindeki kiltiir sivisi alinarak hiicreler fosfat tampon ¢ozeltisi (PBS) ile yikandi.
Uzerlerine 1 mg/ml oraninda MTT (Sigma, ABD) c6zeltisi eklenen plaklar %5 CO, iceren
37°C'lik etlivde U¢ saat inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresi sonunda MTT ile hiicre canlilik
oranlari belirlendi. Kontrol kuyucugu ile ayni oranda hticre canliligina sahip olan propolis
ve zeytin yapradi ekstresi konsantrasyonlari ile antiviral aktivite calismalari gerceklestirildi.
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Herpes Viriis Asiklovir Duyarlihiginin Belirlenmesi

Asiklovir (Sigma, PHR1254) Ureticinin onerisi dogrultusunda 1T mg/ml konsantrasyon-
da distile su ile ¢6zuldu ve uygun sekilde sulandirilarak, virls retim besiyeri icerisinde
orani 2048 uM olacak sekilde hazirlandi. Bu ¢ozeltiden yine virlis Giretim besiyeri kulla-
nilarak cift kat diltsyonlar hazirlandi (2048-1 arasi). Kiiltir plaginda konfluent sekilde
Uretilen Hep-2 hicreleri Gizerine asiklovir ¢ozeltisi ve HSV-1 iceren sivilar eklendi. Plak
%5 CO, iceren 37°C'lik etiivde 72 saat inklbe edildi. inkiibasyon siiresi sonunda her bir
stitundaki sitopatik etki kontrol edildi.

Zeytin Yapragi Ekstresi ve Propolis Antiviral Aktiviteleri

Onceden toksik olmayan dozlari belirlenen zeytin yaprag: ekstresi ve propolisin, asa-
gidaki oranlarda ve strelerde HSV-1 Uizerine etkisi arastirild.

Propolis: 10 ug/ml > 1 saat ve 3 saat
1 pg/ml > 1 saat ve 3 saat
0.1 pg/ml > 1 saat ve 3 saat
Zeytin Yapragi Ekstresi: 1.2 mg/ml > 1 saat ve 3 saat
200 pg/ml > 1 saat ve 3 saat
120 pg/ml > 1 saat ve 3 saat

10 pg/ml 1 pg/ml 0.1 pug/ml
Propolis Propolis Propolis
HSV-1 HSV-1 HSV-1
1. tip 2. tip 3. tup
1.2 mg/ml 200 pg/ml 120 pg/ml
Zeytin Zeytin Zeytin
yapragi yapragi yapragi
ekstresi ekstresi ekstresi
HSV-1 HSV-1 HSV-1
4. tiip 5. tiip 6. tiip
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Bu tupler Ug¢ saat boyunca oda sicakhiginda bekletildi. Ttplerden birinci ve t¢linci sa-
atlerde 50 pl sivi alinarak konvansiyonel yontemde kullanilacak kuyucuklardaki hiicreler
zerine ve RTCA yonteminde kullanilacak e-plaklar icerisindeki hiicreler tizerine eklendi.

Konvansiyonel Yontem

icerisinde yukarida belirtilen oranlarda etken madde ve logTCID,,: 11.5 oraninda HSV-1
bulunan tlpler, zeytin yapragi ekstresi ve propolisin virlse etkisi acisindan oda sicakliginda
inkibasyona birakild. Bir saat ve (i¢ saat sonunda tuiplerden bir miktar sivi alinarak enfektif
virls sayisini hesaplamak amaciyla, konfluent Hep-2 hiicreleri iceren 96 kuyulu plaklara
ekim yapildi. Plaklar %5 CO, iceren 37°C’lik etlivde 72 saat inkiibe edildi. inkiibasyon siire-
si sonunda tiim kuyucuklar incelenerek sitopatik etki varlig arastirildi ve hiicre sayim islemi
gerceklestirildi. TCID, ) degeri Spearman-Karber yontemine gére hesapland.

Gercek Zamanh Hiicre Analiz Yontemi

Bu deney icin, Hep-2 hiicreleri, xCELLigence RTCA (ACEA Biosciences, San Diego, CA)
cihazina ait 16 kuyucuklu e-plaklara ekildi. Plaklar RTCA cihazina yerlestirilerek %5 CO,/'li
ortamda 37°C’de inkiibasyona birakildi. Hiicreler elektrotlara yerlesmeye basladigindan
itibaren ise sistemden gecen akim hiicrelerin elektrik empedansi olarak izlendi. Yirmi dért
saat sonra, Ureyen hucreler tizerine, asagidaki sekilde hazirlanan karigimlar eklendi:

Cihazdaki programa ilgili komutlar girilerek, cihazin her 30 dakikada bir 6lctim yapmasi
saglandi. Plaklar RTCA cihazina yerlestirilerek %5 CO,’li ortamda 37°C’de inklbasyona
birakildi. Hiicrelere ait veriler gercek zamanl olarak kaydedildi.

Propolis-Zeytin Yapragi Ekstresi, Propolis-Asiklovir ve Zeytin Yapragi
Ekstresi-Asiklovir Kombinasyonlarinin HSV-1 Uzerine Etkilerinin Aragtirilmasi

Propolis-zeytin yapragi ekstresi, propolis-asiklovir ve zeytin yapragi ekstresi-asiklovir ka-
risimlarinin HSV-1 (izerine birlikte olusturduklari etkilerinin arastirlmasi da RTCA cihaz ile
gerceklestirildi. Her G¢ maddenin de HSV-1 (izerine etkili olmadigi en yiksek konsantras-
yonlari (etkili olduklari konsantrasyondan en az dort kat dustk) secildi (propolis 0.1 pg/
ml, zeytin yapragi ekstresi 120 pg/ml ve asiklovir 256 uM). Buna gore asagidaki karisimlar
hazirlandr:

0.1 pg/ml 120 pg/ml 0.1 pg/ml
Propolis Zeytin Propolis
+ yapragi +
256 uM ekstresi 120 pg/ml
Asiklovir + Zeytin

+ 256 uM yapragi
HSV-1 Asiklovir ekstresi
+ +
HSV-1 HSV-1
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Hep-2 hiicreleri, xCELLigence RTCA cihazina ait 16 kuyucuklu e-plaklara ekilerek 37°C
ve %5 CO,'li ortamda inkiibasyona birakildi. Yirmi dort saat sonra, treyen hucreler Gze-
rine, yukaridaki sekilde hazirlanan karisimlar eklendi. Cihazdaki programa ilgili komutlar
girilerek, cihazin her 30 dakikada bir 6lciim yapmasi saglandi. Plaklar RTCA cihazina yer-
lestirilerek 37°C ve %5 CO,'li ortamda inkiibasyona birakildi. Hiicrelere ait veriler gercek
zamanli olarak kaydedildi.

BULGULAR

Calismanin ilk bélimiinde, Spearman-Karber yontemine gére HSV-1'in TCID,, degeri
11.5 log,, olarak hesaplanmistir. Konvansiyonel hiicre kiltiri yontemi ile yapilan tok-
sisite calismasinda, Hep-2 hiicrelerine toksik olmayan maksimum doz, DMSO icin %3,
propolis icin 10 pg/ml ve zeytin yapragi ekstresi icin 1.2 mg/ml olarak belirlenmistir
(Resim 1, 2).

Konvansiyonel yontemle yapilan ¢alismada, asiklovirin, 1024 pM ve altindaki konsant-
rasyonlarda kullanildiginda, HSV-1 susuna antiviral etkisinin olmadigi g6zlenmistir (Tablo I).

Propolis ve zeytin yapragi ekstresinin farkli konsantrasyonlardaki ve iki farkh siiredeki
antiviral etkinlikleri hem konvansiyonel yontemle hem de RTCA sistemiyle arastiriimistir.
Propolis ve zeytin yapragi ekstrelerinin Ug farkli konsantrasyonunun kullanildigi ve bir
saat ve Ug saat sUresince virlsle inkiibe edildigi aragtirmada, virls miktarindaki en fazla
azalmanin; propolis icin 10 ug/ml dozunda, zeytin yapragi ekstresi icin ise 1.2 mg/ml
konsantrasyonunda ilk bir saat icerisinde oldugu tespit edilmistir (Tablo Il, Sekil 1, 2).

Virlis inokile edilen ve etken madde konulmayan kontrol hiicrelerinin tamamin-
da agregasyon, yuvarlaklasma, niikleer genisleme gibi sitopatik etkiler gozlenmistir

Resim 1. Toksik olmayan maksimum zeytin yapragi ekstresi dozuna maruz birakilan Hep-2 hiicreleri
gortintiisii (10x biiyiitme).
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Resim 2. Toksik olmayan maksimum propolis dozuna maruz birakilan Hep-2 hticreleri gériintisii
(10x biyiitme).

Tablo 1. Asiklovirin Antiviral Etkisinin Kayboldugu Konsantrasyonlar

Asiklovir
konsantrasyonu (uM) 2048 1024 512 256 128 64 32 16 8 4 2 1
Kuyulardaki
pozitiflik orani 2/8 7/8 8/8 8/8 8/8 8/8 8/8 8/8 8/8 8/8 8/8 8/8

Tablo Il. Propolis ve Zeytin Yapragi Ekstresinin Farkli Konsantrasyonlarinin HSV-1 Uzerine Etkisi

Viriis sayisi Viriis sayisindaki azalma
(logTCID ) (logTCID)
Etken madde Baslangi¢ 1 saat 3 saat 1 saat 3 saat
Propolis 10 pg/ml 11.5 6.25 4.15 5.25 7.35
1 pg/ml 11.5 8.25 7.125 3.25 4.375
0.1 pg/ml 11.5 11.25 11.125 0.25 0.375
Zeytin 1.2 mg/ml 1.5 7 5.5 45 6
yapragl 500 ug/ml 1.5 9 7.375 2.5 4.125
ekstresi
120 pg/ml 11.5 11.25 11 0.25 0.5

(Resim 3). Etken maddelerin antiviral etkinliklerinin goriildigu dozlarin uygulandigr hiic-
relerde sitopatik etkiler goriilmemistir.
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Propolis ve zeytin yapragi ekstresi (ZYE)'nin farkh
konsantrasyonlarinin HSV-1 miktarina etkisi

11.25 11.125

Virls

0 saat 1 saat 3 saat
Zaman (Saat)

Propolis 10 pg = ® =Propolis 1 pug Propolis 0.1 ug
*®-+7ZYE 1.2 mg/ml =8=7YE 200 pg/ml —&—7YE 120 pg/ml

Sekil 1. Propolis ve zeytin yapragi ekstresinin farkli konsantrasyonlarinin zamanla HSV-1
miktarina etkisi.

Propolis ve zeytin yaprag ekstresi (ZYE)'nin HSV-1'de
meydana getirdigi azalma
,??7 8 7.35
la) —
o 7
5 6
26 5.25 T
£ 45 4375 11
5 - .
1 ren : :4.125
< 4 1 o
z 3.25 M A
3 3 o o
s o IR
= ror LA
E 025, 4i 1025 0375) 1 105
3 el — P
s 0
1 saat 3 saat
Zaman (Saat)
[=Propolis 10 pg Propolis 1 pg Propolis 0.1 ug
L3ZYE 1.2 mg/ml {7iZYE 200 pg/ml W ZYE 120 ug/ml

Sekil 2. Propolis ve zeytin yapradi ekstresinin HSV-1'de meydana getirdigi azalma.

Gergek zamanli hiicre gortintiileme sistemi ile yapilan calismada, propolisin 10 pg/ml
dozunda bir saat ve Ug saatlik inklibasyonlarda antiviral etkinligin oldugu tespit edilmistir
(Sekil 3, Tablo Ill). Bununla birlikte, 1 pg/ml dozunda ve virlsle bir saat inkiibe edilen
propolisin antiviral etkisinin azaldig, sitopatik etki olusumunun 6nlenmesinde yetersiz

MiKROBiYOLOJi BULTENi 87



Zeytin Yapragl Ekstresi ve Propolisin Herpes Simpleks Viriisti Tip 1 Uzerine
Antiviral Etkisinin Asiklovir ile Karsilastiriimasi

Resim 3. Kontrol hticrelerinde meydana gelen sitopatik etkiler (10x biiyiitme).

kaldigi (Sekil 3, Tablo Ill) ve 48. saatte sitopatik etki olusumunun izlenmeye basladig
belirlenmistir. Propolisin 0.1 pg/ml dozunda ise virlisle hem bir saat hem de (g saat
inklibasyon sonrasi yapilan her iki calismada da, 42. saatte sitopatik etki belirtileri bagla-
mistir (Sekil 3, Tablo Ill). Zeytin yapragi ekstresi ile yapilan degerlendirmede; 1.2 mg/ml

RV
L~
e
N I 7, N 7, S N e N P
B A A N D Ve D W g
-

Sekil 3. RTCA analizine ait sonug grafikleri.
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Tablo Ill. Ekstraktlarin ve Asiklovirin RTCA Analizinde Kullanilan Miktarlari ve Viriis ile On Muamele Siireleri
1 2 3 4 5 6
A Propolis Propolis ZYE ZYE Propolis Propolis
10 pg/ml 10 pg/ml 1.2mg/ml 1.2mg/ml 0.1 pg/ml-1 saat 0.1 pg/mil-3 saat
1 saat 1 saat 1 saat 1 saat Asiklovir Asiklovir
256 nM 256 nM
B Propolis Propolis ZYE ZYE Bos kuyucuk Bos kuyucuk
10 pg/ml 10 yg/ml 1.2 mg/ml 1.2 mg/ml
3 saat 3 saat 3 saat 3 saat
C Propolis Propolis ZYE ZYE ZYE ZYE
1 pg/ml 1 pg/ml 200 pg/ml 200 pg/ml 120 pg/ml-1 saat 120 pg/ml-3 saat
1 saat 1 saat 1 saat 1 saat Asiklovir Asiklovir
256 nM 256 nM
D Propolis Propolis ZYE ZYE Bos kuyucuk Bos kuyucuk
1 pg/ml 1 ug/ml 200 pg/ml 200 pg/ml
3 saat 3 saat 3 saat 3 saat
E Propolis Propolis ZYE ZYE Propolis Propolis
0.1 ug/ml 0.1 pg/ml 120 pg/ml 120 pg/mi 0.1 pg/ml 0.1 pg/ml
1 saat 1 saat 1 saat 1 saat ZYE ZYE
120 pg/ml 120 pg/ml
1 saat 1 saat
F Propolis Propolis ZYE ZYE ZYE ZYE
0.1 pg/ml 0.1 pg/ml 120 pg/ml 120 pg/ml 120 pg/ml 120 pg/ml
3 saat 3 saat 3 saat 3 saat Propolis Propolis
0.1 pg/ml 0.1 pg/ml
3 saat 3 saat
G Hucre Hucre Huicre Hicre Hucre Hicre
kontrol kontrol kontrol kontrol kontrol kontrol
H Besiyeri Besiyeri Besiyeri Besiyeri Besiyeri kontrol Besiyeri
kontrol kontrol kontrol kontrol kontrol
ZYE: Zeytin yapragi ekstresi.

konsantrasyonda, bir saat ve (¢ saatlik inkiibasyonlarda antiviral etkinliginin oldugu tespit
edilmistir. Bununla birlikte, 200 pg/ml konsantrasyonunda bir saatlik inkiibasyon sonrasi
yapilan calismada, antiviral etkinlik azalmis ve 46. saatte sitopatik etki gozlenmeye bas-
lamistir (Sekil 3, Tablo Ill). Calisilan en dustik zeytin yapragi ekstresi konsantrasyonunda
(120 pg/ml) ise her iki saatte de antiviral etkinin yetersiz kaldigi ve 41. saatte sitopatik etki
olusmaya basladigi tespit edilmistir (Sekil 3, Tablo IlI).

Propolis-zeytin yapragi ekstresi, propolis-asiklovir ve zeytin yapragi ekstresi-asiklovir
karisimlarinin HSV-1 Uzerine birlikte etkilerinin arastirimasi amaciyla etken madde kom-
binasyonlarinin etkilerinin degerlendirilmesinin yapildigi calismada, tek baslarina etkili

MiKROBiYOLOJi BULTENi 89




Zeytin Yaprag Ekstresi ve Propolisin Herpes Simpleks Virlsii Tip 1 Uzerine

Antiviral Etkisinin Asiklovir ile Karsilastiriimasi

olduklari en dustk konsantrasyondan en az dort kat daha disuk konsantrasyonlari kulla-
nilmistir. Propolis ve zeytin yapragi ekstresinin her ikisi de asiklovir ile birlikte kullanildi-
ginda sitopatik etkinin gelismedigi, propolis ve zeytin yapragi ekstresi birlikteliginde ise
sitopatik etkinin geciktigi (54. saat) belirlenmistir (Sekil 3, Tablo IlI).

TARTISMA

Diinya genelinde oldukca yaygin bir klinik problem olan HSV enfeksiyonlari 6zellikle
immunitenin baskilandigi kosullarda reaktivasyonlara yol acmakta ve ciddi komplikas-
yonlara neden olabilmektedir*>. Bu enfeksiyonlarda sik ilac kullanimi sonucunda artan
ila¢ direnci, herpes virls tedavisinde, daha gticli ve kolayca erisilebilen yeni aktif mo-
lekillerin arastiriimasini tesvik etmektedir®. Son zamanlarda, antiviral ilac arastirmalari,
diisiik toksisitesi nedeniyle dogal tiriinler tizerinde yogunlasmistir'>'4. Bu calismada, iki
dogal urlinun (propolis ve zeytin yapragi ekstresi) HSV Uzerine antiviral etkinligi olup
olmadig asiklovir ile karsilastirilarak arastiriimistir.

Propolis, bal arilarinin gesitli bitki kaynaklarindan toplayip balmumu ile kanistirdig,
antimikrobiyal etkili oldugu bilinen, recineli bir maddedir. Genis bir biyolojik aktiviteye,
antimikrobiyal, antienflamatuvar ve antioksidan etkiler gibi bircok farmakolojik 6zelliklere
sahip olan propolis, eski caglardan beri geleneksel bir dogal ilag olarak kullaniimakta-
dir'>. Onceki arastirmalarda, toksik olmayan bu dogal {riiniin, insanlarda ve hayvan-
larda, alerji ve kontakt dermatit disinda, cok az yan etki olusturdugu bildirilmistir'¢-18,
Propolisin kimyasal bilesimi, cografi koken ve bolgesel floraya bagli olarak nitelik ve nice-
lik bakimindan degiskenlik gostermektedir. Buna ragmen iceriginde, fiziko-kimyasal 6zel-
liklerini belirleyen, 6zellikle de farmakodinamik 6zelliklere sahip flavonoidler, fenoller ve
terpenler her zaman bulunur. Benzer biyolojik aktivitelere sahip preparatlar elde etmek
ve kantitatif bilesimdeki bazi farkliliklarin ortadan kaldiriimasi icin ayni cografi alandaki
propolis érneklerinin kullaniimasi gerekmektedir'.

Calismamizda kullanilan bir diger etken madde zeytin agaci yapraklarindan elde edil-
mistir. Zeytin agaci yapraklari Yunanistan, ispanya, italya, Fransa, Tiirkiye, israil, Fas ve
Tunus gibi Avrupa ve Akdeniz llkelerinde, ekstraktlar, bitkisel caylar ve toz seklinde gele-
neksel tedavilerde yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu nedenle, cesitli alanlardaki bilim in-
sanlarinin, zeytin yapraklarinin saglik tizerindeki olasi yararlarina olan ilgisi artmistir''-20,
Zeytin yapradi fenolik asitlere, fenolik alkollere, flavonoidlere ve sekoiridoidlere ait cok
cesitli fenolik bilesikler icerir. Zeytin agacinda (zeytin yapragi, tohum, hamur ve olgunlas-
mamis zeytin) bulunan ve 6nemli biyolojik 6zelliklere sahip fenolik bilesiklerden olan ole-
uropeinin antioksidan, antimikrobiyal, antienflamatuvar, antiaterojenik, kardiyoprotek-
tif, néroprotektif, antikarsinojenik gibi bircok yararli 6zelligi oldugu gésterilmistir®2'22,
Zeytin yapragdi ekstresinin, dusiik konsantrasyonlarda antibakteriyel ve antifungal etkile-
rin yani sira grip ve soguk alginhiginda antiviral aktivite gésterdigi bildirilmistir'!. Zeytin
yapragi ekstresinin antiviral aktivitesinin, virls partikillerinin hiicreye baglanmasini ve
adsorpsiyonu énleyerek hiicrelere girislerini bloke ettigi tespit edilmistir?3.
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Calismamizda, Sakarya bolgesinden elde edilen propolis ve zeytin yapragdi ekstresinin
g farkli konsantrasyonda iki farkli sirede yapilan degerlendirmesinde, ekstraktlar virGs-
lerle 6nceden muamele edilerek hiicre kiltlri ortamina eklenmistir. Hem konvansiyonel
hiicre kiltiiri hem de RTCA sisteminde, her iki ekstraktin da HSV-1 (zerine antiviral etki-
leri oldugu gosterilmistir.

Propolis i¢in, 0.1 ug/ml dozunda virusle inkiibasyon sonrasi sitopatik etki olusumunun
onlenemedigi, 1 ug/ml dozunda bir saat inkiibasyon ile viris sayisinda belirgin bir azalma
gorulmeye baslarken sitopatik etki olusumunun 6nlenmesinde yeterince etkili olmadi-
g1, 10 pg/ml konsantrasyonunda bir saat ve (¢ saatlik inkiibasyonlarda antiviral etkinin
olustugu gézlenmistir. Ulkemizde, Hatay Bélgesinde, Yildinm ve arkadaslarinin yaptiklari
calismada® propolisin 100 pg/ml konsantrasyonunda sitopatik etki gelisimini tam olarak
énleyebildigi bildirilmistir. Bankova ve arkadaslari da yaptiklari calismada'®, propolis eks-
traktinin HSV-1"e karsi belirgin bir virtsidal etkiye sahip oldugunu ve viriisiin adsorpsiyo-
nunda da etkisinin oldugunu gostermislerdir. HSV-1’e karsi propolis ekstraktinin, T mg/ml
konsantrasyonda Ui¢ saat temas sonrasinda bazi etkilerinin olusmaya basladigi, 3.2 mg/ml
ile en az 15 dakikalik temas sonrasinda etkilerinin belirginlestigi, kesin virtsidal etkinin ise
10 mg/ml veya daha yuksek konsantrasyonlarda ve en az 15 dakikalik bir temas siresiyle
olustugu gozlemlenmistir. Calismamizda elde edilen sonuglardaki konsantrasyon farklili-
ginin, propolisin elde edildigi bolge, toplanma zamani ve kullanilan hicre hattinin farkli
olmasindan kaynaklaniyor olabilecegi diistiniImustar.

Bazi calismalarda, herpes viristin propolis ile 6n muamelesinin virtsidal etkili oldugu,
propolis ekstraktinin viral enfeksiyon dncesinde veya sirasinda hicre kilttriine eklenme-
sinin virion zarf yapilarina etki ettigi veya konakgi hiicrelere giris yapmak icin gerekli olan
viral bilesikleri maskeleyerek virtistiin hiicre icine girisini 6nledigi bildirilmistir. Ekstraktlarin
veya bilesiklerin, virtslerin konakgi hiicrelere penetrasyonundan sonra ortama eklenmesi-
nin ise plak olusumunu 6nemli dlciide azaltmadigi tespit edilmistir?4-2¢,

Calismamizda, zeytin yapragdi ekstresi kullanimi ile virtis miktarindaki azalmanin en fazla
1.2 mg/ml konsantrasyonda ilk bir saat icerisinde oldugu tespit edilmistir. Zeytin yapragi
ekstresi ile yapilan antimikrobiyal calismalarin cogu fungal ve bakteriyel etkenlerle yapil-
mis olup, viruslerle yapilan toplam Ug¢ calismaya ulasilabilmistir. Bu calismalardan ikisinde
oleuropeinin HIV-1 (insan immun yetmezlik virisi) ve VHSV (viral hemorajik septisemi
virtisii) Uzerine olan etkileri arastirilirken diger bir calismada zeytin yaprag ekstresinin
HSV-1 lizerine etkisi arastinlmistir'*. Motamedi Far ve arkadaslari yaptiklari calismada?’,
zeytin yapradi ekstresinin, HSV-1 ile Vero hiicre enfeksiyonundan bir saat 6ncesinde uy-
gulandiginda, T mg/ml ve 1.25 mg/ml konsantrasyonunda kontrol numunelerine kiyasla
viral plaklarda anlamli (p< 0.05) bir azalma sagladigini; daha distik konsantrasyonlarda
boyle bir etkisinin olmadigini gostermislerdir. Hiicrelerin HSV-1 ile enfekte edilmesinden
bir saat sonra hiicre kiltiriine uygulandiginda ise antiviral aktivite goriilmedigini sapta-
muslardir. Viruslerin, hiicre kiltiirine eklenmeden dnce < 1 mg/ml zeytin yaprag ekstresi
ile bir saat stresince oda sicakliginda inkiibasyonu, viriis sayisini onemli olclide degis-
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tirmemistir. Bununla birlikte, ekstrenin > 1T mg/ml konsantrasyonlarinda, viris sayisini
onemli dlclide azalttigi (p< 0.05) bildirilmistir.

Asiklovir, HSV'de DNA replikasyonunu énleyen bir guanozin niikleoz(t)it analogudur?®,
Bununla birlikte, aktif olmasi icin HSV timidin kinaz ile fosforile edilmesi gerekir ve sadece
aktif HSV replikasyonu sirasinda etki gosterir. Bazi HSV mutantlari, timidin kinaz aktivitesin-
den yoksundur ve dolayisiyla asiklovire direnclidir. Boyle bir direng, HSV enfeksiyonlarinin
tedavisinde biiyiik bir problem olusturmaktadir?’. ilac direnci gelisiminin engellenmesi, ilac
toksik etkilerinin azaltilmasi ve antimikrobiyal spektrumun genisletilmesi gibi avantajlar icin
etken madde kombinasyonlari ile sinerji etkisinden yararlanilabilir. Bu, farkli hedefleri farkli
ya da ayni mekanizma ile ayni hedefi farkli mekanizma ile inhibe ederek olusturulabilir?®.

Sinerjist etki deneysel olarak, kombinasyonu olusturan her bir antibiyotigin minimum
inhibitér konsantrasyonu (MIK) degerinde dort kat diisiis olmasiyla belirlenmektedir?’.
Arastirmamizin bir diger basamaginda, asiklovir ve ekstraktlarin tek baslarina etkili ol-
duklari en dustik konsantrasyondan daha dustik konsantrasyonlar (asiklovir icin dort kat,
ekstraktlar icin on kat daha az) kullanilarak hazirlanan ikiserli kombinasyonlarinin antiviral
etkinlikleri degerlendirilmis, asiklovir ile olan kombinasyonlarda sitopatik etki gériilmez-
ken birlikte kullanildiklarinda sitopatik etki olusumunun geciktigi gozlenmistir.

Calismamizda kullanilan ekstraktlarin ve asiklovirin, tek baslarina etkili olmadiklari
konsantrasyonlar kullanilarak, birbirleriyle ve asiklovir ile hazirlanan ikili kombinasyon-
larinda, sitopatik etki olusumunun geciktigi ya da 6nlendigi belirlenmistir. HSV-1"e karsi
asiklovir ve propolis veya zeytin yapragi ekstresi ile hazirlanan kombinasyonlarda sinerji
olabilecegi tespit edilmistir. Virlisin boélinmesini etkileyen bazi propomik bilesenlerin
asiklovirin etkisini artirabilecegi dustuinilmustur. Nitekim literatiirde bazi calismalarda da
HSV’ye karsi asiklovir ile propolis veya zeytin yapragi ekstresi arasinda guicli bir sinerji
olabilecegi 6ne siirlilmistiir®.

Propolis iceriginin belirlenememis olmasi ve daha dislk dozlarda kombinasyon calis-
malarinin yapilamamis olmasi calismamizi kisitlayan faktorler olarak belirlenmistir.

Bu calismada, Sakarya Bolgesinden elde edilen, propolis ve zeytin yapragi ekstraktla-
rinin, HSV-1 replikasyonuna karsi etkili oldugu gosterilmistir. Ayrica, propolis ve zeytin
yapragi ekstrelerinin asiklovir ile olan kombinasyonlarinda, tek baslarina etkili olduklari
minimum konsantrasyonlarin daha altinda da etki gosterebildiklerinin tespiti, bu ekstre-
lerin, HSV-1 enfeksiyonu icin, asiklovire alternatif ya da dozunu azaltmaya yardimci etken
maddeler olabilecegini duslindiirmektedir.

Bizim sonuclarimiz zeytin yapragi ekstresi ve propolisin, virlsiin hiicreye penetre ol-
masindan onceki asamada etkili oldugu gorisu ile uyumludur. Timidin kinaz tarafindan
bir aktif forma donustirilmeleri gerekmediginden, klinik calismalarda direngli HSV-1‘in
tedavisi icin yeni bir secenek olarak dustnlebilirler.

Zeytin yapragi ekstresi ve propolisin HSV-1 Uizerine olan etkisi, herpetik oral lezyonla-
rin enfektivitesinin azaltilmasinda, kisisel temasta oral sivilardaki capraz kontaminasyon
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riskinin ve virtsiin asemptomatik yayiiminin 6nlenmesinde kullanilabilecegini goster-
mektedir. Ayrica, immun sistem defekti olan hastalarda asiklovire direncli HSV lezyon-
larinin topikal tedavisinde yeni bir secenek olarak umut vericidirler. Bununla birlikte, bu
ekstraktlarin farmakokinetigi ve antimikrobiyal ozelliklerini in vivo kosullarda ne kadar
devam ettirebildikleri konusunda daha fazla calismaya ihtiya¢ bulunmaktadir. Yapilacak
daha ileri calismalarla, daha genis bir mikroorganizma yelpazesine kargi degerlendirilerek
yeni terapotik uygulama alanlari bulunabilir.

CIKAR CATISMASI

Yazarlar bu makale ile ilgili herhangi bir cikar catismasi bildirmemislerdir.
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