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1. OZET

Dogu Karadeniz Propolis Orneklerinin Herpes Simpleks Viriis Tip 1 Uzerine

Antiviral Etkilerinin Degerlendirilmesi

Propolis arilarin bitkilerden topladiklar1 materyalleri kendi tiikiiriiklerindeki
enzimler ile karistirirak olusturduklari recinemsi bir maddedir. Insanlar yiizyillardan
beri propolisi geleneksel tedavi yontemlerinde hastaliklar iyilestirmek ya da hastalik

belirtilerini hafifletmek amaciyla kullanmaktadir.

Herpes Simpleks Viriis Tip 1 (HSV-1) oldukga bulasici, diinyada yaygin ve
endemik olan bir virdstiir. Cogu HSV-1 enfeksiyonu ¢ocukluk déneminde kazanilir ve
Oomiir boyu kalicidir. HSV-1 enfeksiyonunun tedavisinde kullanilan ilaglar tekrarlayan
enfeksiyonda yetersiz kalmaktadir. Bu nedenle viriis i¢in yeni ilag ve as1 gelistirme

calismalar1 devam etmektedir.

Bu calismada Dogu Karadeniz Bolgesinden elde edilen ii¢ farkli propolis
orneginin (Pazar, Ardahan ve Uzung6l propolisleri) HSV-1 iizerine etkisinin
arastirilmas1 amaclanmustir. Propolislerin etanol ve su ekstraktlar1 hazirlanarak toplam
fenolik madde miktarlar1 belirlenmis, fenolik bilesenleri Yiiksek Performansli Sivi
Kromatografisi (HPLC) ile analiz edilmistir. Pazar, Ardahan ve Uzungdl propolislerinin
etanol ekstraklarindaki toplam fenolik madde miktar1 sirasiyla 44.188, 124.682, 166.908
mg gallik asit esdegeri (GAE)/g propolis, su ekstraklarindaki toplam fenolik madde
miktar1 sirastyla 5.868, 6.078, 20.474 mg GAE/g liyofilize 6rnek olarak hesaplanmistir.
HPLC analizinde tespit edilen bilesenlerin en fazla Ardahan propolisinn etanol

ekstraktinda mevcut oldugu goriilmiistiir.

Ekstraktlarin  Afrikan yesil maymun bobrek hiicreleri (VERO) hiicrelerine
sitotoksik olmayan konsantrasyonlar1 belirlenerek antiviral aktivite testlerinde bu
konsantrasyonlar kullanilmistir.  Ekstraktlarin antiviral etkileri 3-(4,5-Dimethyl-2-
thiazolyl)-2,5-diphenyl-2H-tetrazolium bromide (MTT), gercek zamanli polimeraz
zincir reaksiyonu (RT-PCR) ve plak azalma testi ile arastirilmigtir. MTT testinde
Ardahan ve Uzungdl propolislerinin etanol ekstraktlariin 50 pg/mL’deki etkileri, RT-
PCR testinde tiim propolislerin etanol ekstraktlarinin 100 pg/mL’deki etkileri, plak
azalma testinde Ardahan propolisinin etanol ekstraktinin 50 ve 100 pg/mL’deki etkisi

ile Uzungol propolisinin etanol ekstraktinin 100 ug/mL’deki etkisi istatistiksel olarak



anlamli bulunmustur (p<0.05).Propolislerin su ekstraktlarinin HSV-1 {izerine etkisi
goriilmemistir. Elde edilen sonuglar Ardahan ve Uzung6l propolislerinin HSV-1

tedavisinde kullanilabilecek birer aday olduklarini ortaya koymustur.

Anahtar Kelimeler: HPLC, HSV, MTT, propolis, RT-PCR



2. SUMMARY

Determination of Antiviral Effects of Some Eastern Black Sea Propolis Samples

Against Herpes Simplex Virus Type 1

Propolis is a resinous substance in which the materials that the bees gather from
the plants mix with the enzymes in their own saliva. In traditional medicine people have

been using propolis for centuries to treat diseases or alleviate symptoms.

HSV-1 is a highly contagious, widespread and endemic virus in the world. Most
HSV-1 infections are acquired during childhood and are persistent for life. Medications
used in the treatment of HSV-1 infection are insufficient for recurrent infections.
Therefore it continues to develop new drugs and vaccines to treat the HSV-1 infections.

In this study, it was aimed to investigate the effect of three different propolis
samples obtained from Eastern Black Sea Region (Pazar, Ardahan and Uzungdl
propolis) on HSV-1. Ethanol and water extracts of propolis were prepared and the total
amount of phenolic substances was determined. The phenolic components were
analyzed by HPLC. The total amount of phenolic substances in the ethanol extracts of
Pazar, Ardahan and Uzungdl propolis extracts was calculated as 44.188, 124.682,
166.908 mg GAE/g propolis, total phenolic substance amounts in water extracts were
5.868, 6.078, 20.474 mg GAE/g lyophilized samples, respectively. The components
found in HPLC analysis were found to be present the most in Ardahan propolis ethanol

extract.

Non-cytotoxic concentrations of extracts were determined in VERO cells and
these concentrations were used in antiviral activity assays. The antiviral effects of the
extracts were investigated by MTT, RT-PCR and plaque reduction test. The effects of
ethanol extract of Ardahan and Uzungdl propolis at 50 pg/mL in MTT, the effects of
ethanol extract of all propolis at 100 pg/mL in RT-PCR, the effects of ethanol extract of
Ardahan propolis at 50 and 100 pg/L and ethanol extract of Uzungol propolis at 100
pug/mL in plaque reduction assay were found statistically significant (p <0.05). The
effect of water extracts on HSV-1 was not observed. The results show that Ardahan and

Uzungol propolis are candidates for HSV-1 treatment.

Key Words: HPLC, HSV, MTT, propolis, RT-PCR



3. GIRIS ve AMAC

Arilar bitkilerden bal ve ar1 poleni disinda, bitki reginelerini kullanarak propolis
ad1 verilen bir madde iiretirler. Topladiklar1 regineyi polen ve balmumu ile karistirarak
propolisi olustururlar ve bu maddeyi insaat malzemesi (kovanin i¢ ylizeyinin
diizlestirilmesi, bal peteklerindeki deliklerin miihiirlenmesi), savunma (kovana yabanci
boceklerin girmesinin engellenmesi) ve kovani koruma (izinsiz giren ve 6len boceklerin
cliriimesinin engellenmesi) amaciyla kullanirlar. Propolis ayn1 zamanda antiseptik ve

antimikrobiyal 6zelliklerinden dolay1 koloniyi hastaliklara karsi korur (1).

Yiizyillardan beri propolis geleneksel tipta tedavi amach kullanilmakla birlikte,
son yillarda diinya genelinde propolise olan ilgi artmis, propolisin kimyasal
kompozisyonu ve biyolojik oOzellikleri ile ilgili ¢alismalar yapilarak propolisin
antimikrobiyal, anti-enflamatuar, anti-timéral, immiinomodiilatér ve antioksidan

aktiviteleri oldugu acik sekilde ortaya koyulmustur (2).

Herpesviridae ailesi memeli, kus, siiriingen, amfibi, balik ve ¢ift kabuklu
yumusakgalar1 enfekte edebilen yaklasik 90 adet tiir icermektedir. Insan herpes viriisleri
cesitli 6zelliklerine gore dokuz tipe ayrilmaktadir: Herpes Simpleks Viriis Tip 1 ve 2
(HSV-1 ve HSV-2), Varicella Zoster Viriis (VZV), Epstein-Barr Viriis (EBV),
Sitomegaloviriis (CMV), Human Herpes Viris 6 (HHV-6), Human Herpes Viriis 6
(HHV-7) ve Human Herpes Viriis 8 (HHV-8) (3).

HSV-1 oldukca bulasici, diinyada yaygin ve endemik olan bir viriistiir. Cogu
HSV-1 enfeksiyonu ¢ocukluk doneminde kazanilir ve omiir boyu kalicidir. HSV-1
enfeksiyonlarinin biiylik bir kismi oral herpestir. Oral herpes enfeksiyonu ¢ogunlukla
asemptomatiktir ve HSV-1 ile enfekte olan kisilerin ¢ogu enfekte olduklarinin farkinda
degildir (4). HSV-1 oral herpes disinda genital herpes, eritema multiforme, herpetik

dolama, egzema herpetikum gibi enfeksiyonlara da neden olabilir (5).

Diinyada 50 yas altindaki 3.7 milyar kiside veya popiilasyonun ~%67’sinde
HSV-1 enfeksiyonu oldugu tahmin edilmektedir. Ayn1 zamanda HSV-1 enfeksiyon
prevalansinin en yiiksek Afrika’da (~%87), en diisiik Amerika’da (%40-50) oldugu
diistintilmektedir (4).

HSV-1 enfeksiyonu yaralar, tiikiirik ve agzin i¢inde veya ¢evresindeki ylizeyde

bulunan HSV-1 viriisii ile direkt temas etmekle bulagsmaktadir. Goriintiiniin normal



oldugu ve belirti bulunmadigi zamanlarda bile HSV-1 oral veya cilt yiizeyinden
bulasabilmektedir. Bununla birlikte bulagma riskinin bulundugu asil zaman ortamda
aktif yaralarin bulundugu zamandir. Cok nadir de olsa genital HSV-1 enfeksiyonu

dogum esnasinda anneden bebege bulasabilmektedir (4, 5).

Asiklovir, famsiklovir, valasiklovir gibi c¢esitli antiviral ilaglar HSV
enfeksiyonlarinin tedavisinde kullanilmaktadir. Bu ilaglar belirtilerin  siddetini
azaltmakta ve primer enfeksiyonda etki gostermektedir fakat tekrarlayan
enfeksiyonlarda yetersiz kalmaktadir (2, 3). ilacin uzayan kullanimi direngli virus
suslarinin ortaya ¢ikmasina neden olmaktadir. Bu sonuglar bilim insanlarini herpes

viriisler igin yeni ila¢ ve yeni ila¢ hedefleri bulunmasi i¢in arayisa siirliklemektedir (6).

Bazi iilkelerde bulunan propolis tiirlerinin HSV {izerine antiviral etkisinin
arastirlldigl az sayida calisma mevcuttur. Bu calismalarda Hatay propolisi, Kanada
propolisi ve Brezilya propolisinin HSV iizerine etkinligi aragtirilmistir, ancak Karadeniz
Bolgesinde bulunan propolislerin  viriis tizerine etkinligini gdsteren mevcut bir
calismaya rastlanmamistir (7-10). Bu ¢alismada, Dogu Karadeniz propolis 6rneklerinin
su ve etanol ekstraktlarinin HSV-1 {izerine in vitro etkilerinin arastirilmasi

amaclanmustir.



4. GENEL BILGILER
4.1. Propolis

Propolis, bal arilar1 tarafindan kovanlarinda olusan catlaklar1i ve delikleri
kapatmak i¢in bir nevi ¢imento olarak kullanilan maddedir. Normal sartlarda propolis
yumusak, esnek ve oldukga yapiskan bir madde iken donduruldugunda sert ve kirilgan
hale gelir. Baz1 propolisler 60-70°C’de s1vi hale gecgerken bazi propolis drnekleri sivi
hale gelmek i¢in daha yiiksek sicakliklara ihtiya¢ duyar (11). Arilarin propolisi hangi
bitkilerden ya da bitkinin hangi boliimlerinden topladigi merak konusu olarak
arastirllmis ve kavak, sogiit, hus, karaagag, kizilagag, kayin, atkestanesi ve ¢am agac
tirlerinin propolis icin en iyi kaynaklar oldugu belirlenmistir. Propolisin rengi
toplandig1 bitkilere bagli olarak yesilden kahverengi ve kirmiziya kadar degiskenlik
gosterir. Bir ar1 kolonisi yilda ortalama 150-200 g propolis iretir. Bununla birlikte bu

tiretim miktar ar1 tiiriine bagh olarak degiskenlik gosterir (12).

Propolisin bal arilar1 tarafindan kovanlarini korumak (bosluklarin doldurulmast,
kovanin catlamasinin engellenmesi, kovanin i¢ yiizeyinin piiriizsiiz hale getirilmesi) i¢in
tirettikleri bir madde olarak diislinlilmesine ragmen, propolisin larva ve bal peteklerini
mikrobiyal enfeksiyonlara kars1 koruyucu antiseptik 6zelliginin de oldugu anlasilmistir.
Kovan i¢ini kaplayan propolis sayesinde, birbiri ile siki temas halinde bulunan bal
artllariin tasidiklar1 enfeksiyonun kovan igerisinde yayilimi engellenir. Ayn1 zamanda
kovanin i¢ini ince bir tabaka halinde kusatan propolis, kovanin nem ve hava akimi

dengesinin saglanmasinda da etkin rol oynar (12).
4.1.1. Tarihge

Propolis yeni kesfedilmis bir madde degildir ve armin evcillestirilmesinden bu
yana, yaklasik M.O. 300 tarihinden itibaren, insanlar tarafindan kendi yararlar1 igin
kullanilmaktadir (13). Propolis kelimesi Antik Yunancada bulunan “mpdémoAig”
kelimesinden koken alir, “pro” kelimesi “girisinde” ve “polis” kelimesi “sehir”
anlamma gelir (12, 14). Eski Misirlilarin propolis lireten arilar1 vazolar ve diger
aksesuarlarin iizerine tasvir ettikleri ve propolisi birgok hastaligi hafifletmek, hatta
oOlileri mumyalamak i¢in kullandiklar1 bilinmektedir (15). Eski Yahudiler tzori’yi
(“propolis” kelimesinin Ibranice karsiligi) ilag olarak gdrmiislerdir. Tzori ve onun

tedavi edici Ozelliklerinden Eski Ahit’te bahsedilmektedir. Eski Ahit’te “Gilead



Balsami1” olarak nitelendirilen maddenin propolis ile ayn1 madde oldugu, bu balsamin
Sheba Kraligesi tarafindan Kral Siileyman’a armagan olarak verildigi belirtilmektedir.
Gilead Balsami, Kudiis’te bulunan Kutsal Tapinak’ta giinde iki kere kullanilan tiitsiiniin
bir bileseni olarak kullanilmistir. Bu madde Yahudiler tarafindan 1500 y1l boyunca 6l
deniz etrafinda yetistirilmis, aromas1 ve tibbi 6zellikleri nedeni ile iin kazanmistir (12,
16). Yunanlilar propolisi parfiimlerde, yara ve {lserin tedavisinde kullanirken,
Romalilar propolisin tiimorleri dagitma, kronik iilseri iyilestirme, kas agrilarii
yatistirma Ozelligi oldugunu kesfetmis ve agik yaralarda iltihap olusumunda ve
apselerin tedavisinde propolisi ilag olarak kullanmiglardir (12, 17). Araplarin ve
Perslerin de propolis hakkinda genis bilgi sahibi oldugu ve bu toplumlar tarafindan
tedavi amagh kullamildigi ibn-i Sina’min eserlerinden ve Farsca el yazmalarmdan
anlasilmaktadir (12). Inkalarin da propolisi ates diisiiriicii ajan olarak kullandiklar:

goriilmektedir (13).

Orta Cag’da propolisin 6nemini kaybettigi ve ila¢ olarak kullaniminin azaldigi
bilinmektedir. Bu dénemde oldukca az sayida el yazmasinda propolis ve kullanim
alanindan bahsedildigi, fakat bu bilgilerin oldukca s1g kaldig1 goriilmektedir. Bununla
birlikte geleneksel tipta propolisin bitkisel ilag olarak kullanimi devam etmistir.
Avrupa’da Ronesans ile birlikte eski bilgiler ve ilaglara olan ilgi artmis ve bu ilgi ile
birlikte propolise karsi duyulan merak da artmistir. On yedinci yilizyilda propolis
merhemlerin ana bileseni olarak Ingiltere’de farmakope igerisinde yerini almistir. On
dokuz ve 20. yiizyillarda kimya alanindaki gelismelere paralel olarak propolis ile ilgili
caligmalar da artmis, 6zellikle propolisin kimyasal kompozisyonunu anlamaya yonelik
calismalar hiz kazanmistir (12). Propolis Giircistan’da geleneksel tipta bazi hastaliklarin
tedavisinde, lkinci Diinya Savasi sirasinda (1939-1945) vyaralarin tedavisinde
kullanilmigtir. 1969’da Sovyet Sosyalist Cumhuriyet Birliginde, propolisin insan ve
hayvanlarin tedavisinde kullanilmasinin uygun olduguna karar verildigi, tiiberkiiloz ve
akciger hastaliklarinin tedavisinin yaninda istah acgic1 olarak da kullanildigi

goriilmektedir (13).

Propolis uzun yillardan bu zamana popiilerligini kaybetmeden giiniimiize
ulasabilmistir. Giiniimiizde akne karsiti kremler, yiiz ve viicut kremleri, agiz bakiminda
kullanilan kozmetiklerin yani sira, yiyecek ve iceceklerde gida takviyesi olarak

kullanilmaya devam etmektedir (13).



4.1.2. Propolisin Kompozisyonu

Propolis ¢esitli bitkilerin farklt kisimlarindan toplanarak arilarin tiikiiriik
enzimleri ile islenerek ortaya ¢ikan bir maddedir (14). Farkli cografik bolgelerden
toplanan ¢ok sayidaki propolis lizerinde yapilan analizler, propolisin toplandig1 yerin
cevresel kosullari, bitki oOrtiisii, toplandigr mevsim ve ar tiiriine baglt olarak kimyasal
kompozisyonunun degisiklik gosterdigini, bu yiizden standardize edilmesinin oldukca
zor oldugunu ortaya koymustur. Marcuci ve ark.’larmmin yaptiklar1 caligmalarda
propolisin igerisinde 300°den fazla madde oldugu ortaya koyulmasina ragmen, son
calismalarda propolisin yapisinda fenil propanoik asit tiirevi pargasi igeren Ozgiin
pinokembrin/pinobanksin tiirevleri, yaygin kavak flavonoidlerinin metillenmis,
esterlenmis veya hidroksillenmis tiirevleri gibi propolisin igerisinde daha Once

bahsedilmeyen bagka maddelerin de oldugu ortaya koyulmustur (13, 14, 18).

Propolis arilar tarafindan iiretilen en 6nemli maddelerden biridir. Regine (%50),
bal mumu (%30), esansiyel yaglar (%10), polen (%5) ve diger organik bilesiklerden
(%5) olusur (19, 20). Fenolik bilesikler, esterler, flavonoidler, terpenler, beta-steroidler,
aromatik aldehitler ve alkoller propoliste bulunan 6nemli organik bilesenlerdir (21).
Ayrica pinokembrin, akasetin, krisin, rutin, uteolin, kaemferol, apigenin, mirisetin,
katesin, naringenin, galangin ve kuersetin ad1 verilen 12 farkli flavonoid, ¢esitli asitler;
kafeik asit, sinamik asit, p-kumarik asit, ¢ikorik asit, fulrik asit, resveratrol ad1 verilen
bir stilben tiirevi de propolislerin igerisinde tespit edilmistir (14, 22). Bunlardan baska
B1, B2, B6, C ve E vitaminlerini, magnezyum, kalsiyum, potasyum, sodyum, bakir,
¢inko, manganez ve demir minerallerini igermektedir. Siiksinik dehidrojenaz, glukoz-6-
fosfataz, adenozin trifosfat ve asit fosfataz gibi az sayida enzim de propolis icerisinde

bulunmaktadir (19).

Polifenoller ve vitaminler gibi esansiyel ve esansiyel olmayan bilesenler
propolisin i¢erisinde dogal olarak bulunmakta ve biyoaktif olarak tanimlanmaktadirlar.
Propolis saglik icin faydali olma 0Ozelligini bu bilesenlerden almaktadir. Fenolik
bilesikler propolisin i¢inde genellikle flavonoidler seklinde varligini gostermektedir.
Propolis antioksidan, antimikrobiyal, antiviral, anti-enflamatuar, antifungal ve yara

tyilestirme 0zelligini bu fenolik bilesenler sayesinde ortaya koymaktadir (19).



Ilman  bolgelerden elde edilen propolisler Populus spp. tiirliniin
tomurcuklarindan elde edildigi icin genel olarak kavak tiirii propolis olarak
adlandirilirlar.  Bu propolislerin  biyolojik aktiviteyi saglayan ana bilesenleri
flavonoidler, fenolik asitler ve esterleridir. Betula verrucosa Ehrh. tiiriinden koken alan
hus propolisi Rusya’da bulunup kavak propolisinden farkli flavon ve flavonoller
icerirken, Cupressus sempervirens tiiriinden tiretilen Adeniz propolisi Akdeniz ikliminin
gorildiigli yerlerde bulunup yiiksek miktarda diterpenler igerir. Tropikal alanlarda ise
cok farkli tipte propolislere rastlanmaktadir. Brezilya’da farkl tiirlerden koken alan 13
farklt tipte propolis bulunmaktadir. Bunlarin arasinda Baccharis dracunculifolia
tirtinden koken alan yesil propolis (Resim 1), Dalbergia ecastaphyllum tiirtinden kéken
alan kirmiz1 propolis (Resim 1) ve Hyptis divaricata tiiriinden koken alan kahverengi
propolisler bulunmaktadir. Yesil propolis fenilpropanoid tiirevleri ve diterpenler
bakimindan zenginken kirmizi propolis olduk¢a fazla sayida flavonoid icermektedir.
Bunlarin disinda Clusia sp. ¢igeklerinden iiretilen tropikal propolise Kiiba ve
Venezuella’da rastlanirken, tropik bir aga¢ olan Macaranga tanarius tiiriinden tretilen

pasifik propolisi Pasifik Okyanusu’nun tropikal adalarinda goriilmektedir (23).

Biyoaktif bilesiklerce zengin fakat balmumu bakimindan fakir bir propolis
ekstrakti hazirlamak i¢in kullanilan en 1yi ¢6ziicli etanoldiir. Bilesenlerden ¢ok az bir
kism1 suda ¢oziinmesine ragmen su ile hazirlanan propolis ekstraktlarinin bakterisidal
ve fungisidal etkisinin yaninda, yara iyilestirme Ozelligine sahip oldugu da
gosterilmistir. Propolis ekstrakti hazirlarken ¢oziicli se¢imi daha c¢ok ekstraktin hangi
amagla kullanilacag: ile iliskilidir. Ila¢ ve yemek sanayisinde ¢oziicii olarak etanol ve su
tercih edilirken kozmetik sanayisinde su bazli emiilsiyonlarda ¢oziinmeyi arttirmak igin
glikol ekstraktlar1 tercih edilmektedir (24).



Tablo 1. Propolis i¢indeki biyoaktif bilesikler ve biyolojik aktiviteleri (Pasupuleti’den,
19)

Biyoaktif Bilesik Biyolojik Aktivite

Fenolik Bilesen: 2,2-dimetil-8-prenilkromen Antimikrobiyal

Fenolik Bilesen: 4-hydroksi-3,5-diprenil
sinamik asit (artepilin C)

Antimikrobiyal, anti-enflamatuar,
Anti-kanser

Fenolik Bilesen: 3-prenil sinamik asit alil
ester

Antimikrobiyal

Fenolik Bilesen: Kaempferid Anti-tiimor, anti-kanser

Fenolik Bilesen: Propolis benzofuran Anti-fungal
Terpenoid: izokupressik asit Anti-fungal
Terpenoid: 13C- simfiyoretikiilik asit Anti-timor

Terpenoid: Uzun zincirli yag asitlerinin Antioksidan, antimikrobiyal, anti-

esterlerti,

(3-hidroksistearik asit (n = 11) prokrim a;

3-hidroksistearik asit (n = 13), prokrim

b ve bir pentasiklik triterpenoid (lupeol))

timor

Terpenoid: Farnesol Anti-fungal

Flavonoid: Apigenin Antibakteriyel, anti-enflamatuar

Flavonoid: Akasetin Anti-alerjik, anti-kanser

Flavonoid: Kuersetin Anti-kanser, anti-alerjik,
antibakteriyel, anti-enflamatuar

Flavonoid: Galangin Anti-kanser, antioksidan

Flavonoid: Pinocembrin Antimikrobiyal, anti-kanser

Flavonoid: Krisin Antibakteriyel, anti-enflamatuar,
anti-kanser

Flavonoid: Fisetin Antibakteriyel, anti-alerjik, anti-
kanser

Flavonoid: Kafeik asit fenetil ester (CAPE) Anti-tiimor, anti-kanser

10-hidroksil-2-dekonoik asit

Antibiyotik, anti-timor
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Resim 1. Brezilya propolislerinin goriintiisii. A; Brezilya kirmiz1 propolis. B; Brezilya
yesil propolis (Santos’tan, 25)

4.1.3. Propolisin Biyolojik Ozellikleri

Kaynagi, toplandigi mevsim, toplandigi yerin florasi, ari tiirtine bagli olarak
propolisin 6zellikleri degisiklik gdsterdiginden tek bir tip propolis degil de binlerce tip
propolis oldugu ve hepsinin birbirinden farkli islevlere sahip oldugu goz Oniinde
bulundurulmalidir. Bunlar diginda toplandiktan sonra propolise yapilan muamele ve
propolis ekstraktlarinin hazirlandig1 ¢oziiciilere bagli olarak da biyolojik olarak aktif
bilesenlerin aktivitesi de degismektedir. Belirtilen tiim sartlara baglh olmakla birlikte

propolis hiicresel ve molekiiler diizeyde birgok aktiviteye sahiptir (14).

Insanlara veya hayvanlara uygulandiginda propolisin belirgin bir yan etkisinin
olmadigi, propolis ile muamele edilen siganlarin serumlarindaki enzim aktiviteleri
(laktat dehidrojenaz ve aspartat aminotransferaz) ve lipid seviyelerinde (kolesterol,
yiiksek yogunluklu lipoprotein kolesterol, trigliseritler ve toplam lipid) kontrol grubuna
gore degisiklik goriilmedigi ortaya koyulmustur (26). Hiicre kiiltiiriinde V79 hiicreleri,
Wistar sican1 kemik iligi hiicreleri ve Cin hamsteri yumurtalik hiicrelerine propolis
uygulandiginda genotoksik etkisinin olmadigi belirlenmistir (24, 27, 28). Propolisin
koruyucu etkisinin oldugu da bilinmektedir. Yapilan ¢aligmalarda diatrizoatin neden
oldugu toksik etkiden bobrekleri, fibrozisin patogenezinden karacigeri, anti-kanser
Ozelligini kaybettirmeden doksorubisinin neden oldugu toksisiteden testisleri korudugu
ortaya koyulmustur (29-31). Bununla birlikte oldukca az sayidaki ¢aligmada propolis
alerjisi gosterilmis, 6zellikle aricilarda ve uzun siire propolise maruz kalan kisilerde bu

durumun goriildiigii belirtilmistir (24).
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4.1.3.1. Bagisiklik Sisteminin Diizenlenmesi

Hayvanlar tizerinde yapilan ¢esitli ¢alismalarda propolisin sulu ve etanolik
ekstraktlarinin  bagisiklik sistemi {izerine etkileri arastirilmaya devam etmektedir.
Hirvatistan propolisinin sulu ekstraktinin makrofajlarin  anti-tiimoral — aktivitesini
diizenledigi ve lenfosit aktivasyon faktorlerini arttirdigi, Brezilya propolisinin etanolik
ekstraktinin lenfomaya kars1 dogal dldiiriicii (NK) hiicrelerinin aktivitesini yiikselttigi,
Brezilya yesil propolisinin toll benzeri reseptor (TLR)-2 ve TLR-4 ekspresyonu ve
interlokin (IL)-1B tretimini yiikselttigi gosterilmistir (32-34). Brezilya propolisinin
makrofajlarin Leishmania braziliensis’i 6ldiirme kapasitesini diizenledigi ve farelerde
timor nekrozis faktdr (TNF)a iiretimini arttirdigi tespit edilmistir (35). Propolisin ve
CAPE ve kuersetin gibi bazi fenolik bilesenlerinin farelerin akcigerlerindeki tiimor
nodiillerinin sayisini azalttigi, bununla birlikte propolisin antimetastatik aktivitesinin
fenolik bilesenlerinden daha fazla oldugu belirlenmistir (24). Propolisteki fenolik
bilesiklerin sinerjistik etkisinin bu sonucu ortaya ¢ikardigi diisiiniilmiistiir (36). Hiicre
kiiltirtinde yapilan bir ¢alismada Brezilya propolisinim Niikleer Faktor-Kappa B (NF-
kB) aktivasyonu yolagiyla sitokin ve kemokin ekspresyonunu indiikledigi goriilmistiir

(37).

Propolisin insanlardaki bagisiklik sistemi tizerine farkli etkilerinin oldugu
gozlenmistir (38). Yiiksek dozdaki sinamik asitin TNF-a ve IL-10 iiretimini inhibe ettigi
goriiliirken, ayni1 dozdaki sinamik asitin monositlerin fungisidal aktivitesini arttirdigi

goriilmistiir (39).

Farkli deney modelleri ve antijenler kullanilarak yapilan cesitli calismalarda
propolisin ve bilesenlerinin antikor tiretimini arttig1 gosterilmistir. Bu veriler propolisin

agilarda adjuvan olarak kullanilabilme kapasitesinin oldugunu diisiindiirmektedir (24).
4.1.3.2. Antimikrobiyal Aktivite

Propolisin antimikrobiyal 6zelligi yaygin bir sekilde arastirilmis ve galismalar
sonunda antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugu ortaya koyulmustur. Kenya, Brezilya ve
Kanada propolislerinin kullanildig1 farkli ¢alismalarda propolisin farkli bakteri tiirleri
(Pseudomonas aeroginosa, Salmonella typhi, Escerichia coli, Staphylococcus aureus,
Bacillus subtilis, Enterococcus sp.) flzerinde antibakteriyel etkisinin oldugu

gosterilmistir (40, 41). Dogu Avustralya’da tretilen propolisin giiglii anti-stafilokok
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etkisi oldugu, bununla birlikte Gram negatif bakterilere kars1 diigiik aktivite gosterdigi
belirlenmistir (42). Propolisin Gram pozitif bakterilere karsi Gram negatif bakterilerden
daha etkili oldugu goriilmiis, bu durumun Gram negatif bakterilerdeki dis zardan veya

bakterilerin salgiladig1 hidrolitik enzimlerden kaynaklanabilecegi diistiniilmiistiir (24).

Propolisin ayn1t zamanda anti-fungal 6zellige sahip oldugu, Brezilya propolis
ekstraktinin 20 pg/mL konsantrasyonda Candida parapsilosis, Candida tropicalis ve
Candida albicans tiirlerinde hiicre 6limiinii indiikledigi, hastalarin vajinal siirtintii
orneklerinden izole edilen farkli maya tiirlerinde tiremeyi baskiladigi tespit edilmistir
(43, 44). Propolisin aflatoksijenik mantarlari baskiladigi, Aspergillus flavus izolatlarinda
konidyumlarin olusumunu azalttigi da belirlenmisir (45). Fransa propolisinin de C.
albicans ve C. glabrata tiirlerine kars1 anti-fungal aktivitesi oldugu ortaya koyulmustur
(46).

Propolisin anti-parazitik aktivitesi de arastirillmig, Trypanosoma brucei,
Leishmania donovani ve Leishmania amazonensis tiirlerine karsi aktivite gosterdigi
tespit edilmistir (47-49).

Propolisin antiviral aktivitesi ile ilgili yapilan c¢aligmalar oldukca smirhidir.
Brezilya propolisinin HSV-2, influenza viriisii ve Newcastle hastaligi viriisii’ne karsi
etkili oldugu gosterilmistir (50-52). Ticari olarak iiretilen propolis tiriinlerinin HSV-1 ve
HSV-2’ye karst antiviral aktivitelerinin oldugu, Dang hemorajik atesi virisii

enfeksiyonunda kullanildiginda hastanede yatis siiresini kisalttigi belirlenmistir (53, 54).
4.1.3.3. Anti-Tiiméral Aktivite

Propolisin anti-tiimoral aktivitesi ve sitotoksik etkisi arastirilmis ve propolisin
tiimor hiicrelerine karsi apopotozisi indiikleme, hiicre dongiisiiniin durdurulmasi,
matriks metalloproteinazlarin inhibisyonu, anti-anjiyogenez etkisi ve metastazin

engellenmesi gibi aktivitelerinin oldugu ortaya koyulmustur (55-58).

Tayland’in Phayao sehrinden elde edilen propolisin antiproliferatif etkisi oldugu,
Tirkiye’de yapilan bir ¢calismada kullanilan propolisin hepatoseliiler karsinom (HepG2),
kolon adenokarsinomasi (WiDr), insan servikal kanser hiicre hatti (HeLa), meme
adenokarsinomast (MCF-7) ve prostat adenokarsinomasi (PC3) hiicreleri iizerinde
sitotoksik aktivitesinin oldugu, Polonya propolisinin malign melanom hiicreleri (Me 45)

ve kolorektal kanser (HCT 116) hiicrelerinde proliferasyonu engelledigi gosterilmistir
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(59-61).iran propolisinin insan gastrik kanser hiicre hatlarinda sitotoksik ve anti-
proliferatif etkisinin oldugu, Brezilya propolisinin ise kolon kanserine kars1 koruyucu

etkisinin oldugu hayvan deneylerinde tespit edilmistir (62, 63).
4.1.3.4. Anti-Enflamatuar Aktivite

Propolis ve kafeik asitin Raw 264.7 makrofajlarda nitrik oksit (NO) tiretimini
engelledigi, p38 mitojen-aktive protein kinaz (MAPK), JNK1/2 ve NF-kB yolaklarini
baskiladigi; artepilin C’nin ayni hiicrelerde oksijen ve nitrojen reaktif iirtinlerinin ve

sitokinlerin tiretimini engelledigi, NF-kB iiretimini bloke ettigi gosterilmistir (64, 65).

Yesil propolis prostaglandin sentezini inhibe eder, timiis bezlerini aktive eder,
fagositik aktiviteyi arttirarak bagisiklik sistemine yardim eder, hiicresel bagisiklig
stimiile eder ve epitel dokunun iyilesmesini hizlandirir. Yesil propolisin i¢indeki prenil
flavonoidler ve sinamik asit, siklooksijenaz ve lipooksijenaza karst inhibitor etki
gostererek propolise anti-enflamatuar 6zellik kazandirir. Bunlar disinda CAPE de
arasidonik asitin hiicre zarindan salimimini inhibe ederek anti-enflamatuar 6zellik

gosterir (66).

Konsantrasyon, alim siiresi ve deney kosullarina bagli olarak propolis pro-
enflamatuar ve anti-enflamatuar aktivite gosterebilir. Bu durumda propolisten inhibitor
veya stimiilator etki gostermesi beklenebilir. Propolisin etkinligi ile ilgili klinik olarak

cok az veri mevcuttur (24).
4.2. Herpes Simpleks Viriis

Herpes viriisler Herpesviridae ailesinde yer alan, insan ve hayvanlari enfekte
eden 100’iin {izerinde tiirii tanimlanmuis viriislerdir. Ug¢ alt aileye ayrilir;
Alfaherpesvirinae, Betaherpesvirinae ve Gamaherpesvirinae. Insanlarda hastalik yapan
sekiz tlrti tammmlanmustir. Bunlardan HSV-1, HSV-2, ve VZV Alfaherpesvirinae alt
ailesinde, CMV, HHV-6 ve HHV-7 Betaherpesvirinae alt ailesinde, EBV ve HHV-8

Gamaherpesvirinae alt ailesinde yer alir (67).
4.2.1. Tarihge

Herpes virlis enfeksiyonlarinin varligi antik Yunan donemlerine kadar
dayanmaktadir. HSV lezyonlarmin kutandz yayilimini tanimlayan kisi Hipokrat olarak

bilinir. Herpetik deri lezyonlarimin yayilimina atifta bulunarak “siirlinmek” veya

14



“emeklemek” anlamma gelen “herpes” yunanca kelimesi ile bu hastalig
isimlendirmislerdir. Bununla birlikte HSV enfeksiyonun bir bireyden digerine
bulasabilecegi ancak 1893’te Vidal tarafindan farkedildi. Yirminci yiizyilda HSV ile
ilgili ¢galismalar hiz kazandi. 1919°da Lowenstein HSV nin bulasict oldugunu dogruladi.
1920 ve 1930’larda HSV’nin sadece deriyi degil merkezi sinir sistemini de enfekte
edebildigi gosterildi. 1930’larda HSV’ye kars1 olusan konak bagisik yanitin incelenmesi
sonucunda HSV’nin latent kalabilme 6zelligi tespit edildi. Sonraki zamanlarda yapilan

caligmalar ise antiviral ve as1 gelistirilmesi tizerine odaklanmistir (68).
4.2.2. Viriisiin Yapisi

HSV viryonu 186 nm ¢apindadir, zarftaki glikoprotein ¢ikintilar ile boyutu 225
nm’ye ulagir (69). Viryon dort tabakali bir yapiya sahiptir. Bu yapilar i¢ten disa dogru
cekirdek, kapsid, tegliment ve zarftir. Cekirdek cift iplikli deoksiriboniikleik asit
(dsDNA) genomunu igerir. Ikozahedral yapidaki kapsid 100 nm boyutundadir ve 162
kapsomerden olusur. Kapsid, tegiiment adi verilen amorf bir protein tabakasi ile
cevrelenmistir (70, 71). Tegiliment kapsidin cekirdege transferi ve diger organellerle
isbirliginde gorev alan (UL36, UL37, ICP0), viral DNA’nin ¢ekirdege girmesinde rol
alan (VP1-2, UL36), erken genlerin transkripsiyonunda rol alan (VP16), hiicresel
protein biyosentezinin baskilanmasi ve mRNA bozulmasinda gorev alan (VHS, UL41)
26 protein icerir. Zarf ise 11 glikoprotein (gB, gC, gD, gE, gG, gH, gl, gJ, gK, gL, gM)
ve iki glikozillenmemis protein (UL20 ve US9) iceren ¢ift tabakali lipidden olusur (69).

4.2.3. Viral Genomun Yapisi

Viral niikleokapsid lineer dsDNA’dan bir kopya igerir. Genom ag¢ik okuma
bolgelerinin (ORFs) biiylik ¢cogunlugunu iceren uzun benzersiz bolgeleri bolen veya
cevreleyen tekrarlayan bolgelere sahiptir. Bu tekrarlayan bolgeler birbirine gore ters
donebilir ve bodylece konformasyonel izomerlerin olugmasina yol acar. 152 kbp
uzunlugunda olan HSV-1 genomu benzersiz uzun (Up) ve benzersiz kisa (Us) olmak
tizere iki benzersiz bolgeye sahiptir. L ve S bolgelerinin arasinda ve sonlarinda a, b ve ¢
adir verilen tekrarli diziler bulunur (72, 73). DNA replikasyonu esnasinda Up ve Us
segmentleri yliksek bir hizda ters donerek dort genom izomerinin olusmasina neden
olurlar. Bu dort izomerin HSV-1 popiilasyonunda olusma siklii birbirine esittir.

Genom 90 civarinda protein kodlar. Protein kodlayan genlerin ¢ogu UL ve Us
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bolgelerinde yer alir ve bulunduklarr konuma gore adlandirilirlar. Ornegin, US6 geni
viriisiin girisinde rol oynayan glikoprotein D’yi kodlarken, UL30 geni DNA bagimlh
DNA polimeraz kodlar. HSV-1’in kodladig1 proteinler fonksiyonlarina gore viriisiin
DNA replikasyonu ve rekombinasyonunda gorev alan proteinler, HSV-1 gen
ekspresyonunun transkripsiyonel diizenlenmesi ve konak¢1 hiicrenin modiilasyonunda
gorev alan proteinler, kapsid olusumu ve saliniminda rol alan proteinler ve zarf icine
gomiilli olan proteinler olmak iizere dort gruba ayrilir (74). HSV-1 genom haritas1 Sekil

1’de gosterilmistir.
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Esansiyel Genler

Sekil 1. HSV-1 genom haritasi (Manservigi’den, 75)

4.2.4. Viral Yasam Dongiisii

HSV-1’in yasam dongiisii konak hiicreye giris, viral genlerin sentezi,
replikasyon, viryon olusumu ve yeni nesil viral par¢aciklarin salinimi olmak {izere bes

asamada gerg¢eklesir. Hiicre kiiltiiriinde bu dongii 18-20 saat stirer (69).

Glikoprotein C ve B’nin hiicre yiizeyindeki glikozaminoglikanlar, 6zellikle
heparan siilfat ile etkilesime girmesi ile virlis hiicreye tutunur. Virilis hiicreye
tutunduktan sonra viral zarf ile plazma zar1 birlesir ve tegliment ile kapli viral kapsid
cekirdege tasmir. Yapilan caligmalar kapsidin ¢ekirdege mikrotiibiiller araciligi ile
tasindigim1  gostermistir. Tegiimentte mikrotiibiillerle iligkili motor proteinlere
baglanmay1 saglayan US3, UL36, UL37, ICPO, UL14, UL16 ve UL21 proteinleri
bulunur. Eger kapsidin etrafinda tegiiment yoksa ya da var olan tegiimentte bu
proteinler bulunmuyorsa kapsid motor proteinlere baglanamaz (69). Kapsid ¢ekirdek
zarina ulastiginda UL36 tegiiment proteininin sinyali ile Nup358 ve Nup214
niikleoporinleri kapside direkt ve indirekt olarak baglanir (76). Bu etkilesim viral
DNA’nin importin B aracili yolla g¢ekirdege girebilmesi icin gereklidir (77). Viral

genomun transkripsiyonu ve replikasyonu c¢ekirdekte gergeklesir (69).
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Viral mRNA konak hiicrenin RNA-polimeraz Il enzimi ile sentezlenir. Viral
proteinler ardigik transkripsiyonel kaskadlari (o, B ve 7y genleri) ve bir dizi
posttranslasyonel modifikasyonlar1 diizenler. o genlerinden kodlanan proteinlerin
fonksiyonu 3 genlerini aktive etmektir. [ genlerinden kodlanan proteinler ve enzimler
viral genomun replikasyonunda, niikleotid metabolizmasinin diizenlenmesinde, erken o
genlerinin baskilanmasinda ve ge¢ y genlerinin aktive edilmesinde gorevlidir. o
genlerinin ekspresyonunun regiilasyonunun aksine, B ve y genlerinin expresyonu daha
farkli oldugu i¢in bu genlerin ekspresyonunun baslamasi, siiresi ve ekspresyon seviyesi

birbiri ile cakismamaktadir (69).

Viral DNA replikasyonunun baslamasi ile ge¢ y genlerinin ekspresyonu,
ozellikle kapsid proteinlerinin miktar1 artar ve 6ncii viryonlar meydana getirilir. Kapsid
olusumu ve viral genom paketlenmesi cekirdekte gerceklesir. Kapsid niikleer por
araciligiyla veya c¢ekirdekten tomurcuklanarak ¢ekirdekten ayrilir (69). UL36 ve UL37
proteinleri ile kapsid sitoplazmaya transfer edilir (78). Viryon sitoplazmada olgunlagir
ve dis tabaka meydana gelir. Viryon ekzositoz ile hiicreden salinirken zarf tabakasinin

olusumu da saglanir (69).

Litik enfeksiyon disinda HSV-1 hiicrede latent enfeksiyon da olusturabilir.
HSV-1 sinir hiicrelerine giderek bu hiicrelerin ¢ekirdeklerine yerlesir. Viral DNA
sirkiiler formda kalir, litik genler eksprese edilmez, latentle iliskili transkriptler (LATSs)
sentezlenir ve bir kisim mRNA’lar olusturulur. HSV-1’in latent enfeksiyon olusturmasi,
reaktive olmasi ve tekrarlayan hastallk meydana getirmesinde rol oynayan

mekanizmalar incelenmeye devam etmektedir (69).
4.2.5. Epidemiyoloji ve Bulas

Enfeksiyon olusturabilmek i¢in HSV’nin deri ile temas etmesi gerekir. HSV’nin
bireyde meydana getirdigi enfeksiyon bireyin bagisiklik sistemine bagli olarak
degisiklik gosterir. Viriis diinya genelinde goriiliir, mevsimsel dagilim gostermez ve
sadece insanlar1 enfekte eder (79). HSV-1 latent enfeksiyon olusturabildigi i¢in enfekte
kisi omiir boyu bulas kaynagidir (80). Herpetik lezyonlar veya oral sekresyonlar ile
temas HSV-1 enfeksiyonuna neden olabilir. Lezyon varliginda viral yiik 100 ile 1000
kat fazla oldugundan semptomatik hastalardan bulasma riski daha fazladir. Primer

enfeksiyonu takiben HSV bazen diskidan da geri kazanilabilir (81). Glokomlu HSV-1
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negatif olan bir hastaya kornea transplantasyonu sonucu okiiler HSV-1 aktarildigi da
gosterilmistir (82). Oral-genital temas yolu ile HSV-1 iletimi de genital HSV-1

enfeksiyonuna neden olmaktadir (83, 84).

HSV-1 oldukg¢a bulasicidir ve tedavisi heniiz bulunamamistir. Diinya Saglik
Orgiitii’niin (WHO) verilerine gore 50 yasin altindaki 3.7 milyon kisinin (diinya
niiflisunun ~%67’si) HSV-1 ile enfekte oldugu tahmin edilmektedir. HSV-1 de genital
herpesin 6nemli aktorleri arasina girmektedir. Amerika, Avrupa ve Bati Pasifik’te 15-49
yaslarinda 140 milyon kisinin genital HSV-1 enfeksiyonuna sahip oldugu
diistiniilmektedir. Gelismis iilkelerde daha iyi hijyen ve yasam kosullarindan dolay1
cocukluk doneminde HSV-1 enfeksiyonunun goriilme sikligi daha diisiiktiir. Bununla
birlikte cinsel olarak aktif doneme girdiklerinde enfeksiyona yakalanma oranlari
artmaktadir. 2012 yilindaki verilere gore 0-49 yas arasindaki kisilerde HSV-1 prevalansi
ABD’de kadinlarda %49, erkeklerde %39, Afrika’da kadinlar ve erkeklerde %87; Dogu
Akdeniz’de kadimlar ve erkeklerde %75, Avrupa’da kadinlarda %69, erkeklerde %61;
Gilineydogu Asya’da kadinlarda %59, erkeklerde %58, Bat1 Pasifik’te kadinlarda %74,
erkeklerde %73 tiir (85).

Primer veya tekrarlayan HSV enfeksiyonunda hiicrelerde viriis aracili hiicre
olimii ve iliskili enflamatuar yanit gorilir. Viral enfeksiyon esnasinda hiicre
cekirdeklerinde kromatin yogunlasarak hiicrenin sismesine neden olur ve bunu niikleer
dejenerasyon izler. Plazma zarlar1 kirilarak enfekte olan hiicreler ¢ok cekirdekli dev

hiicreler olusturur (79).
4.2.6. Klinik Sendromlar

Herpesvirtislerin iki onemli biyolojik 6zelligi konagin sinir sistemine yerlesip
cogalabilmesi ve latent enfeksiyon olusturabilmesidir. HSV’nin ndrovirulan 6zelligi
viriisiin deriden ziyade Oncelikle duyusal sinir sisteminde enfeksiyon olusturmasina
neden olur. HSV genel olarak g¢evresel sinir sistemini enfekte etmekle birlikte, merkezi
sinir sisteminde de litik enfeksiyon olusturabilir. Primer enfeksiyon esnasinda viriis
duyusal gangliyonlar vasitasiyla trigeminal, servikal ve lumbosakral gangliyonlara
taginarak burada latent enfeksiyon olusturur. Viriisiin latent enfeksiyon olusturmasi i¢in
viral replikasyonun olmas1 gerekli degildir. Bu nedenle semptom yoklugunda da viriis

latent enfeksiyon olusturabilir. Latent haldeki viriis reaktif hale gelerek noronlarla deri
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ve diger mukozal bdlgelere tasinarak tekrarlayan enfeksiyonlara neden olur.
Tekrarlayan enfeksiyonlarda lezyon varliginda da, asemptomatik enfeksiyonda da viriis

atilim1 devam eder ve bu siire zarfinda viriis bagka bir konaga bulasabilir (86).

HSV cogunlukla deri ve miikéz membranlari enfekte eder. Inkiibasyon siiresi 2-
12 gilindiir. Primer enfeksiyonda viriis atilimi ortalama 7-10 giin olmakla birlikte 23
giine kadar atilim goriilebilir. Intraoral lezyonlar primer enfeksiyonu gdsterirken
dudaktaki lezyonlar tekrarlayan enfeksiyon anlamina gelir. HSV-1’in deride neden
oldugu diger enfeksiyonlar atopik dermatitli hastalarda egzama herpetikum,
giirescilerde herpes gladiatorium, herpetik dolama, Darier ve Sezary sendromu ile

iligkili genis lezyonlar ve eritema multiformedir (79, 80).

Gebelikte genital HSV enfeksiyonu ortaya ¢iktiginda gebelik evresine bagh
olarak fetal kayip, erken dogum ve yeni dogan HSV enfeksiyonuna neden olabilir.
Uciincii trimesterde ya da dogumdan 4-6 hafta sonra riskli dénemdir ve vertikal bulas
orant %30-50 arasindadir. Eger dogum esnasinda gebede genital lezyonlar varsa

sezeryan Onerilir, fakat tekrarlayan enfeksiyonda sezeryan onerilmez (87).

Yenidoganda HSV-1 enfeksiyonu nadir olarak goriliir. Anneden bulas
cogunlukla vajinal dogum ile gergeklesir. Goriilen enfeksiyonlarin tamamina yakini
asemptomatiktir. Yenidoganda deri, goz ve agizda lokal enfeksiyon, ensefalit ve
dissemine enfeksiyon seklinde ortaya cikar (79). Yiiksek morbidite ve mortalite goriiliir

(87).

HSV herpetik kerakonjunktivite de neden olabilir. Hastaligin ilerlemesi ile

korneada iilserler gelisir. Tekrarli enfeksiyon yaygindir (79).

HSV ensefaliti sporadik o6liimciil ensefalitin en yaygin nedeni olarak
diisiiniilmektedir (79). Herpes simpleks ensefalitinde 6nemli miktarda mortalite ve
norolojik morbidite goriiliir (87). Tedavi edilmeyen hastalarin %70’1 dliirken, hayatta
kalan hastalarin sadece %2-5’1 normal norolojik islevlerine geri donmektedir (79). Bu

yiizden miimkiin oldugunca erken antiviral tedaviye baslanmasi gerekir (87).

Tiim bu hastaliklarin diginda HSV sinir sisteminin hemen her yerini etkileyerek

menenjit, miyelit ve radikiilite neden olabilir (79).
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Bagisiklik sistemi baskilanmis olan bireylerde HSV-1 siddetli primer
enfeksiyona ve siklikla tekrarlayan enfeksiyonlara neden olur. Bu hastalarda 6zofagus,

gastrointestinal sistem veya solunum yolunu da igeren ilerleyici hastalik gelisebilir (79,
87).

4.2.7. Laboratuvar Tanis1
4.2.7.1. Hiicre Kiiltiirii

Hiicre kiiltiiri HSV-1 tanisinda altin standarttir. Testin 6zgiilliigii %100 iken
duyarlilig1 6rnegin alindig1 lezyonun evresine bagli olarak %50-75 arasinda degisir (88).
Viriisiin iiretilebilmesi i¢in 6rnegin vezikiillerden alinmis olmasi gerekir, kabuklagmis
lezyonlardan virlis tretimi yapilamaz (80). Viral izolasyonun zamanmi kisaltmak
amaciyla glinlimiizde laboratuvarlarda tanida daha ¢ok Shell-vial hiicre kiiltiirii tercih
edilmektedir. Bu yontem ile 16-48 saatte sonug verilebilir. Bu teknik hizli ve 6zgiil bir
yontem olmakla birlikte geleneksel hiicre kiiltiir metoduna gore duyarliligt daha

diistiktiir ve daha pahalidir (88).
4.2.7.2. immiinofloresan Boyama

Hiicre kiiltiirii igin laboratuvarda altyapt bulunmadiginda veya viriis laboratuvara
ulasana kadar inaktive oldugunda alternatif bir yontem olarak antijen tespiti kullanilir.

Bu yontemin duyarlilig1 hiicre kiiltiirii ile ayn1 veya daha fazladir (88).
4.2.7.3. Tzanck Yaymasi

Genital enfeksiyonda HSV epitel hiicrelerinde sitopatik degisimler meydana
getirir. Hiicreler genisler, iclerinde inkliizyon cisimleri olusur, ¢ogunlukla da c¢ok
cekirdekli dev hiicreler meydana getirirler (Resim 2). Gelen ornek Wright-Giemsa
boyasi ile boyanarak 11k mikroskobunda incelenir. Bu metodun duyarhilig diisiiktiir ve
HSV-1 ile HSV-2 ayrimi yapilamaz. Alternatif bagka bir yontem bulunmadiginda ve
hizli tan1 gereken durumda bu yonteme basvurulabilir. Bununla birlikte negatif goriilen

orneklerin baska bir test ile yeniden calisilmasi ve takip edilmesi gerekir (88).
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Resim 2. Tzanck yaymasinda goriilen ¢ok ¢ekirdekli dev hiicre (Gupta’dan, 89)

4.2.7.4. Viral DNA Tespiti

Polimeraz zincir reaksiyonundaki (PCR) son gelismeler, otomatize sistemlerin
ve kitlerin gelistirilmesi, HSV’nin rutin tanisinda PCR’nin daha g¢ok kullanilmasini
saglamistir. Bu yontemin duyarliligi altin standart olarak kabul edilen hiicre kiiltliriinden
daha fazladir. Ger¢ek zamanli PCR (RT-PCR) yoOnteminin bulunmasi, kapali
sistemlerde ornegin el degmeden hazirlanmasi1 PCR ile yalanci pozitif sonug verilme
olasiligin1 minimize etmistir. RT-PCR igin gerekli olan ekipmanlar olduk¢a pahali
olmakla birlikte, ¢ok kiiciik hacimlerde calisilmasi ve kitle calisildiginda teknik
anlamda minimum uzmanlik gerektirmesi bu metodu bir¢ok laboratuvar i¢in maliyet

etkin hale getirmektedir (88, 90).
4.2.7.5. Serolojik Yontemler

HSV  tanmisinda  virlis noétralizasyon, kompleman fiksasyon, pasif
hemagliitinasyon, ELISA, kompleman aracili sitoliz, antikor bagimli hiicre O6liimii,
radyoimmunoassay gibi bir¢cok farkli serolojik yontem kullanilabilir (91). Serolojik
yontemler ile HSV tanis1 sadece primer enfeksiyon ve epidemiyolojik calismalar i¢in
uygundur (80). HSV’ye o0zgiil antikorlar primer enfeksiyondan sonra birka¢ hafta
boyunca gelisir ve siiresiz olarak kalir. Bu siire zarfinda serolojik yontemler ile antikor

tespiti yapilabilir (91). Bununla birlikte tekrarlayan enfeksiyonda antikor titrelerinde her
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zaman anlamli bir yiikselme olmadigindan tekrarlayan enfeksiyon tanisi i¢in yetersiz
kalirlar (80).

4.2.8. Tedavi

HSV i¢in kullanilan antiviral ilaglar primer ve tekrarlayan enfeksiyonu onler ve
hastaligin stiresini kisaltir. Bununla birlikte higbir ilag¢ tedavisi latent enfeksiyonu
ortadan kaldiramaz (80).

Asiklovir, valasiklovir, pensiklovir, famsiklovir, foskarnet, sidofovir HSV-1’in
tedavisinde kullanilan ajanlardir. Asiklovir, valasiklovir, pensiklovir ve famsiklovir
guanozin analogu gibi davranarak viral DNA sentezini inhibe eder. Oral, intravendz
veya topikal uygulanabilir. Asiklovir daha ¢ok topikal uygulanirken valasiklovir oral
olarak kullanilir. Foskarnet ise pirofosfat analogudur, viral DNA polimerazin pirofosfat
baglanma bolgesini kapatarak etkisini gosterir. Daha ¢ok intravendz olarak uygulanir.
Sidofovir monofosfat niikleotid analogudur, DNA sentezi sirasinda zincire eklenerek

zincirin uzamasini durdurur. Oral, intravendz veya intraokiiler olarak kullanilir (87).

HSV icin gelistirilmis ve kullanimina onay verilmis bir as1 heniiz mevcut

degildir. Bu nedenle as1 gelistirme ¢alismalar1 devam etmektedir (80).

4.3. Viriis Sayisinin Hesaplanmasi, Sitotoksik Etki ve Antiviral Aktivite

Belirlenmesinde Kullanilan Testler
4.3.1. TCIDso Testi

TCIDso testi, bir kiiltiirdeki hiicrelerin %50’sinin enfekte oldugu noktay:
belirleyen bir son nokta seyreltme testidir. Bu yontem enfekte ve enfekte olmamis
hiicreler arasindaki oranin kalitatif 6l¢limiiniin yapilmasinmi saglar. TCIDsp yonteminde,
belirlenmis sayida kuyucuga analiz edilecek viriise duyarli hiicreler ekilerek hiicreler
belirli miktardaki viriis diliisyonlar: ile enfekte edilir. Enfeksiyonun gerceklesmesi i¢in
uygun siire beklenir ve kuyucuklar sitopatik etkinin varligi veya yoklugu agisindan
degerlendirilir. Kuyucuklarin %50’sinin enfekte oldugu viriis miktar1 Spearman-Karber

veya Reed-Muench metoduna gore belirlenir (92, 93).
4.3.2. Plak Testi

Konfluent olmus tek tabaka hiicreler konsantrasyonu bilinmeyen litik bir viriisiin

sayilabilecek araliga (5-100 viriyon arasinda) girecek sekilde hazirlanan seri
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dilisyonlar1 ile enfekte edilir. Enfekte edilen hiicreler viral enfeksiyon esnasinda
viriisiin yayilmasini onlemek amaciyla hareketsizlestirici bir besiyeri (agaroz, metil
seliiloz, karboksimetil seliiloz igeren besiyeri) ile kaplanir. Viriisiin iireme 6zellikleri ve
kullanilan hiicreye bagli olarak 2-14 giin arasinda plaklar olusur. Ortamdaki besiyeri
uzaklagtirilir. Notral kirmizisi veya kristal viyole ile hiicreler boyanarak olusan plaklar

ciplak gozle veya mikroskop altinda sayilir (94).
4.3.3. Tripan Mavisi Testi

Bu test bir hiicre siispansiyonunda mevcut olan canli hiicrelerin sayisin
belirlemek i¢in kullanilir. Hiicre siispansiyonu boya (tripan mavisi, eozin veya
propidyum gibi) ile basitge karistirilir. Canli hiicreler saglam hiicre zarlarindan dolay1
boyalar1 dislarken o6l hiicreler boyalar1 igeri alir. Hiicreler mikroskop altinda
incelendiginde canli hiicreler seffaf bir sitoplazmaya sahipken oOlii hiicrelerin

sitoplazmasi mavi renkte goriiliir (95).
4.3.4. MTT Testi

Cesitli  tetrazolyum  bilesikleri canli  hiicrelerin  tespit edilmesinde
kullanilmaktadir. Bunlardan en yaygin kullanilanlarindan biri de MTT dir. MTT testi
coklu taramalarda kullanilabilmesi i¢in 96 kuyucuklu pleyte uygun olarak gelistirilmis
ilk homojen hiicre canliligi testidir. MTT firmanin Onerileri dogrultusunda uygun
¢Oziiciide hazirlanir, hiicrelere son konsantrasyonu 0.2-0.5 mg/mL olacak sekilde ilave
edilir. Hiicreler 1-4 saat etiivde inkiibe edilir. Bu siire zarfinda MTT canli hiicreler
tarafindan alinarak formazan kristallerine doniistiiriiliir. Formazan kristalleri
dimetilsiilfoksit (DMSO) ile ¢oziiliirek mor renkli iiriin elde edilir. Formazan miktari
(canl hiicrelerin sayisi ile dogru orantili oldugu kabul edilir) spektrofotometrede 570

nm’deki absorbans degisimi kaydedilerek hesaplanir (96).
4.3.5. RT-PCR Testi

RT-PCR secilen genlerin tespit edilmesi ve ekpresyon miktarlarinin
hesaplanmasinda kullanilmaktadir. RT-PCR’1in konvansiyonel PCR’dan farki {irlinlerin
reaksiyon gerceklesirken tespit edilmesidir. RT-PCR’da floresan dedektorler reaksiyona
eklenerek amplifikasyonun her dongiisiinde olusan floresan olgiiliir. RT-PCR ilk ortaya
ciktiginda floresan boya olarak etidiyum bromiir kullanilirken, zaman ic¢inde daha

duyarli ve daha az toksik olan boyalar (floresan isaretli problar) teste adapte edilerek
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kullanilmaya baglanmigtir. Bu testte amplifikasyon tamamlandiktan sonra numuneler
sogutulur ve daha sonra yavasca 1sitilir. DNA’ya baglanan boyanin salindig1 sicaklik
(irliniin erime sicaklii; Tm) floresan Olgililerek belirlenir. Tm degerleri kullanilarak
elde edilen {iriiniin erime egrisi ¢izilir. Bu egri amplikonlarin kimligini dogrulamak icin
kullanilir. Amplifikasyon ilerledikce boya veya prob tarafindan {iretilen floresans
floresan taban ¢izgisinin iizerine ¢ikmaya baslar. Buna esik degeri dongiisti (Ct) denir.
Hedef DNA’nin baslangi¢c miktar1 ne kadar fazlaysa Ct degeri o kadar diisiik olur. Bu
prensip RT-PCR’mn temelini olusturur. Miktar1 bilinen DNA’nin seri diliisyonlari
kullanilarak standart egri olusturulur ve analiz edilen Ornekteki DNA miktar1 bu

standartlara gore belirlenir (97).
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5. GEREC ve YONTEM
5.1. Gerec
5.1.1. HSV-1 ve Propolis Ornekleri

HSV-1 Wal susu, orijinal olarak Sheffield Universitesi’nden (Ingiltere) temin

edilerek saklanan viriis koleksiyonundan temin edildi.

Afrikan yesil maymun bobrek hiicreleri (VERO) Erciyes Universitesi dgretim
iiyesi Prof Dr. Aykut Ozdarendeli’den temin edilerek cogaltildi. Cogaltilan hiicreler
Karadeniz Teknik Universitesi, Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dalinda

cogaltilarak sivi azot tankinda saklandi.

Rize’nin Pazar ilgesinden, Ardahan’dan ve Trabzon’un Uzung6l bolgesinden
elde edilerek Karadeniz Teknik Universitesi, Fen Fakiiltesi, Biyokimya Anabilim

Dalinda muhafaza edilen propolis 6rnekleri ¢alismaya dahil edildi.
5.1.2. Kimyasallar ve Besiyeri

Calismada kullanilan kimyasal malzemeler DMSO (Amresco, ABD), steril
DMSO (Sigma Aldrich, ABD), agaroz (Sigma Aldrich, ABD), MTT (Sigma Aldrich,
ABD), flukanazol (Sigma Aldrich, ABD), kristal viyole (Merck, Almanya), Dulbecco's
Modified Eagle's besiyeri (DMEM) (PAN-Biotech, Almanya), Dulbecco’s fosfat
tampon solisyonu (PBS) (PAN-Biotech, Almanya), tripsin/EDTA (Wisent Bioproducts,
Kanada), fetal bovine serum (FBS) (PAN-Biotech, Almanya), penisilin (10000 U/mL)-
streptomisin (10 mg/mL) (PAN-Biotech, Almanya), tripan mavisi (Sigma Aldrich,
ABD), etanol (C;HsOH) (Alkokim, Tiirkiye), formaldehit, ExiPrep™Plus Viral
DNA/RNA Kit (Bioneer Corporation, ABD), LightCycler®480 Probes Master mix (2X)
(Roche Diagnostics Corporation, ABD), asiklovir, gallik asit (Sigma Aldrich, ABD),
protokatekuik asit (Sigma Aldrich, ABD), p-OH benzoik asit (Sigma Aldrich, ABD),
katesin (Sigma Aldrich, ABD), klorogenik asit (Sigma Aldrich, ABD), vanilik asit
(Sigma Aldrich, ABD), kafeik asit (Sigma Aldrich, ABD), siringik asit (Sigma Aldrich,
ABD), epikatesin (Sigma Aldrich, ABD), p-kumarik asit (Sigma Aldrich, ABD), ferulik
asit (Sigma Aldrich, ABD), rutin (Sigma Aldrich, ABD), myrisetin (Sigma Aldrich,
ABD), fisetin (Sigma Aldrich, ABD), kuersetindir (Sigma Aldrich, ABD).
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5.1.3. Sarf Malzemeler

Falkon tiipleri (15 ve 50 mL), mikrosantrifijj tiipleri (1.5 ve 2 mL), vidali kapakl
tiip (2 mL), otomatik pipet ucu (10 puL, 100 uL, 1000 pL), otomatik pipet (10 uL, 20
uL, 100 uL, 1000 pL) (Gilson, ABD), meziir (100 mL), mavi kapakli cam siseler (100,
250, 500 ve 1000 mL), parafilm, sekiz kanalli otomatik pipet (5-50, 30-300 puL) (Brand
Transferpette, Almanya), seliilloz asetat filtre (0.22 um por ¢apli) (Sartorius AG,
Almanya), serolojik pipetler (5, 10, 25 mL) (Sarstedt, Almanya), pastor pipeti (Nest
ABD), hiicre kiiltiir pleytleri (6, 12, 24 ve 96 kuyucuklu) (SPL Life Scinces, Kore),
Hiicre kiiltiir flasklar1 (T25 ve T75) (SPL Life Scinces, Kore), filtre kagidi (Machery-
Nagel GmbH & Co. KG, Almanya) ve pudrasiz eldiven (Isolab, Almanya) kullanildi.

5.1.4. Cihazlar

Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Tibbi Biyoloji Anabilim Dali ve Kimya
Bolimii Biyokimya Anabilim Dalina ait 37°C’lik CO2’li etiiv (Panasonic Healthcare
Co. Ltd., Japonya), biyogiivenlik kabini (Bio Il Advance 6 Class Il, Telstar, ispanya),
VersaMax ELISA mikropleyt okuyucu (Molecular Devices, ABD), 4°C buzdolab1
(Profilo), -20°C derin dondurucu (Bosch, Almanya), -80°C derin dondurucu (New
Brunswic Scientific mod U570 premium, Thermo, ABD), pastor firmi (Niive, Tiirkiye),
vorteks (Isolab, Almanya), dikey model otoklav (Kermanlar, Tirkiye), calkalayict
(Isolab, Almanya), evaporator (Fisher Scientific, Almanya), liyofilizatér (TEKNOSEM,
Tiirkiye), su banyosu (Memmert GFL 1086, Almanya), manyetik karistirici (Stuart,
Tiirkiye), ExiPrep 16 Plus viral DNA izolasyon cihazi (Bioneer Corporation, ABD),
LightCycler® 480 RT-PCR cihaz1 (Roche Diagnostics Corporation, ABD), mikrodalga
firmn (Beko, Tiirkiye), buz makinesi (Scotsman AF 80, italya), terazi (KERN & SOHN
GmbH, Almanya), hassas terazi (Sartorius Laboratory, Almanya), deiyonize su cihazi
(Barnstead, Tiirkiye, sogutmali santrifiij (Eppendorf, Almanya), ters faz mikroskop
(markasiz), sivi azot tank1 (IC 20R, International Cryogenics Inc., ABD), pipet pompasi
(Isolab, Almanya), hematositometre (Bruker, ABD), HPLC-UV (Thermo Scientific
Surveyor™, USA) cihazlar1 kullanildi.

5.1.5. Cozeltiler ve Calismada Kullanilan Besiyerleri

Uretme Besiyeri: %10 FBS, %1 penisilin-streptomisin ve flukanazol olacak
sekilde yiiksek sekerli DMEM kullanilarak hazirlandi.

26



Idame Besiyeri: %2 FBS, %1 penisilin-streptomisin ve flukanazol olacak
sekilde yiiksek sekerli DMEM kullanilarak hazirlandi.

Dondurma Besiyeri: %20 FBS, %10 DMSO, %1 penisilin-streptomisin ve
flukanazol olacak sekilde yiiksek sekerli DMEM kullanilarak hazirlandi.

Fiksasyon Cozeltisi: %10’luk formaldehit. %36’lik stok formaldehit
solisyonundan 5.56 mL alinarak tizerine 14.44 mL steril distile su ilave edilerek

hazirlandi. Kullanilincaya kadar oda 1s1sinda muhafaza edildi.

Kristal Viyole: %0.5 konsantrasyonunda hazirlandi. Coziicii olarak %10’luk

etanol kullanildi. Kullanilincaya kadar oda 1sisinda muhafaza edildi.

MTT: 5 mg/mL konsantrasyonunda ¢oziicii olarak steril distile su kullanilarak
hazirlandi. Kullanilmadan o6nce 0,22 um’lik filtre kullanilarak steril edildi. Kiigiik

miktarlarda boliinerek kullanilincaya kadar -20°C’de muhafaza edildi.

Tripan Mavisi: 10 mg/mL konsantrasyonunda, ¢6ziicii olarak steril distile su

kullanilarak hazirlandi. Kullanilmadan 6nce 0,22 um’lik filtre kullanilarak steril edildi.

Asiklovir: 5 mg/mL konsantrasyonunda DMSO’da ¢oziilerek hazirland.
Kullanilmadan 6nce 0,22 pm’lik filtre kullanilarak steril edildi. Kiiclik miktarlarda

boliinerek kullanilincaya kadar -20°C’de muhafaza edildi.

Flukanazol: 5 mg/mL konsantrasyonunda DMSO’da ¢oziilerek hazirlandi.
Kiiciik miktarlarda boliinerek kullanilincaya kadar -20°C’de muhafaza edildi. Hiicre

kiiltiirii vasatinda 2.5 pg/ml konsantrasyonunda kullanildi.

Gallik asit, protokatekuik asit, p-OH benzoik asit, kafeik asit, siringik asit,
p-kumarik asit, ferulik asit, t-sinamik asit: %50-50 metanol-saf suda 1000 ppm’lik
stok ¢ozeltileri hazirlandi. HPLC-UV analizi igin 1-2-5-10-20-30 ppm olacak sekilde
%50-50 metanol-saf su ile seyreltilerek kullanildi.

Katesin, epikatesin, rutin, mirisetin, resveratrol, daidzein, luteolin,
hesperitin, krisin, pinokembrin, CAPE: %100 metanol ile 1000 ppm’lik stok
¢ozeltileri hazirlandi. HPLC-UV analizi igin 1-2-5-10-20 pm olacak sekilde %100

metanol ile seyreltilerek kullanildi.
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5.2. Yontem
5.2.1. VERO Hiicrelerinin Stoktan Alinarak Cogaltilmasi

Dondurulmus hiicre igeren kriyojenik vial alinarak 37°C’lik su banyosunda hizlica
¢oOziildii. Coziinen hiicreler 15 mL’lik falkona koyularak iizerine 10-12 mL %10 FBS
iceren besiyeri eklendi ve 1200 rpm’de 5 dk ¢oktiiriildii. Siipernatant dokiilerek pelletin
tizerine bir miktar besiyeri eklendi ve pastor pipeti ile al-ver yapilarak pelletin
¢cOziilmesi saglandi. Falkondaki tiim hiicreler T25 flask igerisine alinarak {izerine 6 mL

tiretme besiyeri eklendi ve 37°C’lik %5 COz igeren etiivde inkiibasyona birakildi.
5.2.2. VERO Hiicrelerinin Pasajlanmasi (Miktarlar T25 icindir)

Flasktaki besiyeri atik kutusuna dokiildii. 1X’lik PBS’ten 3-5 mL alinarak flaska
eklendi, ters yiiz edildi, flask bosaltildi. 1-1.5 mL tripsin-EDTA alinarak flaskin
hiicrelerin oldugu yilizeyine dokiildii. Hiicrenin bulundugu tiim yiizeye yayilmasi
saglandi. Flask kapatilarak 37°C’lik %5 CO2 igeren etiive kaldirildi ve 10 dk inkiibe
edildi. Uretme besiyeri hazirlandi. Flask almarak icerisine bir miktar besiyeri eklendi.
Al-ver yaparak hiicreler tek hiicre siispansiyonu haline getirildi. Flasktaki tiim sivi
alind1 ve 15 mL’lik falkona koyuldu. 1200 rpm’de 5 dk santrifiij edilerek siipernatant
dokiildii. Falkona 3 mL besiyeri eklendi ve al-ver yapilarak pellet ¢6ziildii. Thoma
laminda hiicre sayim1 yapildiktan sonra hiicre silispansiyonundan 1 mL alinarak yeni
flaska koyuldu ve tizerine 4 mL iiretme besiyeri eklendi. Flask kapatilarak 37°C’lik %5

COz igeren etiivde inkiibasyona birakildi.
5.2.3. VERO Hiicrelerinin Dondurulmasi (Miktarlar T2S5 icindir)

Konfluent olmus VERO hiicrelerini igeren flask alinarak igindeki besiyeri
bosaltildi. Flaska 3-5 mL PBS eklenerek yikama yapildi. PBS dokiildiikten sonra
hiicrelere 1-1.5 mL tripsin-EDTA ilave edilerek 2-3 dk 37°C’lik %5 CO2 igeren etiivde
bekletildi. Boylece hiicrelerin yiizeyden ayrilmasi saglandi. Flaska tripsin-EDTA’y1
inaktive etmesi i¢in 5 mL besiyeri eklendi. Flasktaki tiim hiicreler pipetleme yapilip
birbirinden ayrildiktan sonra alinarak 15 mL’lik falkona koyuldu, 1200 rpm’de 5 dk
santrifiij edildi. Stipernatant dokiilerek pellete %20 FBS iceren DMEM eklendi. Pellet
¢oziildiikten sonra 900 pL alinarak kriyoviallere koyuldu. Uzerine 100 uL steril DMSO

eklenerek -80°C’de yavasca dondurulduktan sonra sivi azot tankina kaldirildi.
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5.2.4. Pleytlere Hiicre Ekimi Yapilmasi

Konfluent olmus VERO hiicrelerini iceren flask alinarak icindeki besiyeri
bosaltildi. Flaska 3-5 mL PBS eklenerek yikama yapildiktan sonra 1-1.5 mL tripsin-
EDTA eklenerek 2-3 dk 37°C’lik %5 CO2 igeren etiivde inkiibe edildi. Tripsin-
EDTA’y1 inaktive etmek i¢in flaska 5 mL besiyeri eklenerek al-ver islemi ile hiicreler
zeminden koparilip birbirinden ayrilmalar1 saglandi. Tiim hiicreler 15 mL’lik falkona
alinarak 1200 rpm’de 5 dk ¢oktiiriildii. Pellet 2-3 mL besiyerinde ¢6ziilerek tripsinize
edilen flask sayisi ve kullanilacak olan pleyte gore Tablo 2’deki oranlara bakilarak
tiretme besiyeri ilave edilerek pleytteki kuyucuklara uygun miktarda besiyeri dagitildi.
Pleytler 37°C’lik %5 COz igeren etiivde inkiibasyona birakildi.

Tablo 2. Pleyte gore kullanilmasi gereken hiicre ve besiyeri miktari

Kuyucuk/Pleyt Besiyeri/Kuyucuk Besiyeri/Pleyt T25 Flask/Pleyt
(mL) (mL)

96 0.1 11-12 1

24 1 25-26 15

12 2 24-25 2

6 4 24-25 2.5

5.2.5. Hiicre Kiiltiiriinde HSV-1’in Uretilmesi

Bir adet konfluent olmus VERO hiicrelerini igeren T25 flask tripsinize edilerek
hiicreler falkona koyuldu ve 1200 rpm’de 5 dk ¢oktiiriildii. Pellet 6 mL %10 FBS iceren
besiyeri ile ¢oziildii. Hiicre siispansiyonundan iki adet T75 flaska 2’ser mL, iki adet T25
flaska 1’er mL koyuldu. T75 flasklara 13-15 mL, T25 flasklara 5-6 mL {iretme besiyeri
eklendi. 37°C’lik etiivde hiicreler konfluent oluncaya kadar inkiibasyona birakildi.
Idame igeren besiyeri hazirlandi. 1 mL viriis iceren ve -80°C’de saklanan tiiplerden bir
adet alinarak hizlica ¢oziildi. 1 mL viriise 9 mL %2 FBS igeren besiyeri eklendi.
Konfluent olmus hiicre i¢eren bir adet T75 flaskin i¢indeki besiyeri dokiilerek flask PBS
ile yikandi. PBS ddkiilerek %10 oraninda sulandirilan viriis siispansiyonundan 3 mL
yikanan T75 flaska koyuldu. Viriislerin koyuldugu T75 flask kapatilarak etiive koyuldu.
Flask 10-15 dakikada bir etiivden alinarak viriis igeren siv1 ile tiim hiicrelerin 1slatilmasi
sagland1. Bu sekilde 1 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresi dolunca flaskin i¢indeki

besiyeri dokiilerek flaska 15 mL idame besiyeri eklenerek inkiibasyona birakildi. Bir
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giinliik inkiibasyondan sonra flaskin agzi parafilmlenerek -80°C’ye kaldirildi ve bir giin
bekletildi. Flask -80°C’den alinarak biyogiivenlik kabinine koyuldu ve kendi kendine

¢Oziilmesi saglandi.

Flaskin ig¢indeki besiyeri al-ver yapilarak flaskin duvarindaki tiim hiicreler
stispanse edildi. Hiicre silispansiyonunun tamami falkona koyularak buz iizerine
koyuldu. Sonikatoriin probu 6nce su ile 30 sn sonra etil alkol ile 30 sn muamele edilerek
kurutuldu. Sonikator 1s1 verdigi icin bir behere buz koyularak hiicreleri igeren falkon
buza koyuldu. 50 amp’de 30 sn sonikasyon yapildi. Falkon 1500 rpm’de 5 dk

coktiiriilerek siipernatanttaki viriisler viallere koyuldu ve -80°C’de saklandi.
5.2.6. TCIDso Testi

Konfluent olmus VERO hiicreleri iceren 96 kuyucuklu pleyt alinarak i¢indeki
besiyeri bosaltildi. Tiim kuyucuklara 200 pL idame besiyeri koyuldu. ilk siradaki
kuyucuklara stok viriisten 20 pL koyuldu. Al-ver isleminin ardindan kuyucuklardan 20
uL alinarak sonraki kuyucuklara aktarildi. Kuyucuklar bitene kadar iglem tekrar edildi.
Boylece 96 kuyucuklu pleyte viriis diliisyonlar1 hazirlandi. Pleyt 37°C’de li¢ giin inkiibe
edildi. Mikroskopta enfeksiyonun goriildiigii kuyucuklar tespit edildi. TCIDso degeri

Spearman-Karber metoduna (92) gore asagidaki formiil kullanilarak belirlendi.
Spearman-Karber Metodu:

M =xk +d [0.5—(1/n) ()]

xk = En ytiksek diltisyon dozu

¢

r = “-” yanitlarin toplami
d = Diliisyonlar aras1 aralik
n = Diiisyon i¢in kullanilan kuyucuk sayisi

5.2.7. Plak Testi

Flasklarda iiretilen VERO hiicreleri konfluent oldugunda hiicreler tripsinize
edilerek tripan mavisi ile saymm yapildi. Alt1 kuyucuklu pleytin her kuyucuguna 10°
hiicre ekildi. Kuyucuklardaki besiyeri hacmi iiretme besiyeri ile 4 mL’ye tamamlanarak

37°C’de, %5 COz igeren etiivde inkiibasyona birakildi. %3’liik agaroz, distile su ile
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hazirlanarak otoklavda steril edildi. Hazirlanan agaroz kullanilincaya kadar steril

sekilde muhafaza edildi.

-80°C’de saklanan, 1 mL viriis iceren tiiplerden bir adet alinarak 37°C’lik su
banyosunda ¢oziildii. Steril ependorflara 0.9 mL idame besiyeri koyuldu. Stok viriisten
100 pL alarak ependorflarda 10’ den 10®°e kadar viriis diliisyonlar1 hazirland1. %80-
90 konfluent olmus VERO hiicreleri igeren alti kuyucuklu pleyt alinarak ic¢indeki
besiyeri dokiildii. Kuyucuklar PBS ile yikandi. Kuyucuklara diliie edilmis viriislerdan
200 pL koyuldu. Kontrol olarak sadece idame besiyeri i¢eren kuyucuk da teste dahil
edildi. 37°C’de, %5 CO- igeren etiivde bir saat inkiibasyona birakildi. 10-15 dk arayla
pleyt cikarilip hafifce ¢alkalanarak inkiibasyon siiresi tamamlandi. %5 FBS ve %1
antibiyotik iceren besiyeri hazirlanarak 45°C’lik su banyosuna koyuldu. Daha once
hazirlanan ve steril halde muhafaza edilen %3’lik agaroz mikrodalgada eritilerek
1sinmig olan besiyerine 25 mL besiyeri, 5 mL agaroz olacak sekilde ilave edildi.
Donmasini engellemek icin agaroz ilave edilen besiyeri kullanilincaya kadar 45°C’lik su
banyosunda bekletildi. inkiibasyon sonunda kuyucuklardaki besiyeri uzaklastirilarak,
kuyucuklara 4 mL agaroz igeren besiyeri eklendi. Pleyt 37°C’de, %5 CO: igeren etiivde
iic giin inkiibe edildi. inkiibasyon sonunda pleyt etiivden alinarak kuyucuklara 1 mL
fiksasyon soliisyonu ilave edildi ve bir saat 37°C’de, %5 CO2 igeren etiivde inkiibe
edildi. Siire sonunda pleyt alinarak kuyucuklardaki besiyeri ve fiksasyon soliisyonu
bosaltildi. Kuyucuklar PBS ile yikandiktan sonra kuyucuklara kristal viyole ilave
edilerek 10 dk boyandi. Siire sonunda kuyucuklardaki boya uzaklastirilarak diisiik
basin¢li musluk suyu altinda kuyucuklar yikandi. Mikroskop altinda olusan plaklar

sayilarak viriis miktar1 belirlendi.
5.2.8. Propolis Ekstraktlarinin Hazirlanmasi

Dogu Karadeniz Bolgesinden elde edilen ii¢ farkli propolisin (Ardahan,
Uzungol, Rize-Pazar), ¢oziiciinin temas ettigi yiizey alanin1 artirmak amaciyla
ekstraktlar hazirlanmadan 6nce miimkiin olan en kiigiik tanecikli hale getirilmesi
gerekmektedir. Bu amagla propolisler -80°C’de ii¢ giin bekletildi. Propolisler temiz
plastik bir posetin i¢ine koyularak bir c¢eki¢ yardimiyla pargalandi. Pargalanan
propolisler steril falkonlara koyularak ekstraktlar hazirlanincaya kadar -20°C’de
muhafaza edildi.
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5.2.8.1. Propolis Ekstraktlarimin Etanol Kullanilarak Hazirlanmasi

Pazar, Ardahan ve Uzung0l propolislerinden yaklasik 5 g tartilarak steril 50
mL’lik falkonlara ayr1 ayr1 koyuldu. Son hacim %70’lik etanol ile 40 mL’ye
tamamlandi. Falkonlar 1s1 kullanilmadan 24 saat 250 rpm’de ¢alkalandi. Siire sonunda
karisim once adi filtre kagidindan siiziilerek biiytik partikiillerden, daha sonra mavi serit
(cok ince pargaciklari tutabilen) filtre kagidindan siiziilerek kiiclik partikiillerden
arindirildi. Filtre kagitlarindan siiziilen ekstraktin son hacmi %70’lik etanol ile 40
mL’ye tamamlandi. 20 mL ekstrakt HPLC analizi ve toplam polifenol miktarinin
belirlenmesinde kullanilmak iizere ayr1 bir steril falkona koyularak 4°C’lik buzdolabina
kaldirildi. 20 mL ekstrakt evaporatore uygun siselere koyularak 50°C’de etanol
ucuruldu. Ekstrakt hazirlanirken %70’lik alkol kullanildigindan alkol uctuktan sonra
kalan su liyofilizasyon ile (-55°C’de 24 saat) ortamdan uzaklastirildi. Siselerin bos ve
kuru madde igeren halleri tart1 ile tartilarak ka¢ gram tortu kaldig1 hesaplandi. Tortulara
2 mL steril DMSO ilave edilerek ¢oziildii. Hazirlanan ekstraktlar 2 mL’lik vidali
kapakl1 steril tiiplere 1 mL olacak sekilde koyuldu. Etiketlenerek kullanilincaya kadar
4°C’ye kaldirildi. Ekstraktlar deneylerde DMSO oram1 mikroorganizmalara zarar

vermeyecek konsantrasyon olan %]1’1n altinda olacak sekilde kullanildi.
5.2.8.2. Propolis Ekstraktlarinin Distile Su Kullamlarak Hazirlanmasi

Pazar, Ardahan ve Uzungol propolislerinden yaklasik 5 g tartilarak cam siselere
ayr1 ayr1 koyuldu. Uzerlerine 50 mL distile su ilave edildi. Siselerin agz1 kapatilarak
500-600 rpm’de, 45-50°C’de 24 saat manyetik karistiricida ¢alkalandi. Siire sonunda
siselere 3 mL gliserol ilave edilerek ayni kosullarda 24 saat daha calkalandi. Siire
sonunda karisim Once adi filtre kagidindan siiziilerek biiyiik partikiillerden, daha sonra
sonra mavi serit (¢ok ince parcaciklari tutabilen) filtre kagidindan siiziilerek kiigiik
partikiillerden arindirildi. Filtre kagitlarindan siiziilen ekstraktin son hacmi distile su ile
40 mL’ye tamamlandi. 20 mL ekstrakt HPLC analizi ve toplam polifenol miktarinin
belirlenmesinde kullanilmak iizere ayr1 bir steril falkona koyularak 4°C’lik buzdolabina
kaldirildi. Hazirlanan ekstraktlardaki su liyofilizasyon ile (-55°C’de 24 saat) ortamdan
uzaklastirildi. Siselerin bos ve kuru madde igeren halleri tart1 ile tartilarak ka¢ gram
tortu kaldig1 hesaplandi. Tortulara 2 mL steril DMSO ilave edilerek ¢o6ziildii. Hazirlanan
ekstraktlar 2 mL’lik vidali kapakli steril tiiplere 1 mL olacak sekilde koyuldu.
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Etiketlenerek kullanilincaya kadar 4°C’ye kaldirildi. Ekstraktlar deneylerde DMSO
oran1 mikroorganizmalara zarar vermeyecek konsantrasyon olan %1’in altinda olacak

sekilde kullanildi.
5.2.9. HPLC-UY ile Fenolik Bilesenlerin Tayini
5.2.9.1. HPLC-UYV Kosullar

Analizler ters faz C18 kolonu (150 mm x 4.6 mm, 5 um; Fortis) kullanarak ve
asetonitril, su ve asetik asitle gradient program uygulanarak gergeklestirildi. A
rezervuarinda %2 asetik asit (saf suda) ve B rezervuarinda %0-30 asetonitril-saf su

bulunan gradient program Tablo 3’te verilmistir.

Tablo 3. HPLC-UV gradient programi
Zaman (dk)  A: %2 asetik asit (saf suda) B: %70-30 asetonitril-saf su

0,01 95,00 5,00
3,00 95,00 5,00
8,00 85,00 15,00
10,00 80,00 20,00
12,00 75,00 25,00
20,00 60,00 40,00
30,00 20,00 80,00
35,00 95,00 5,00
50,00 95,00 5,00

5.2.9.2. HPLC-UV Analizinde Kullanilan Standartlar

HPLC-UV analizinde kullanilan gallik asit, protokatekuik asit, p-OH benzoik
asit, siringik asit, katesin, epikatesin, kaffeik asit, p-kumarik asit, ferulik asit, rutin,
mirisetin, resveratrol, daidzein, luteolin, t-sinamik asit, hesperitin, krisin, pinokembrin
ve CAPE standartlar1 280 nm’de analiz edildi. Ayrica 280 nm’de normal kalibrasyon
metodu Onciiliigiinde propil paraben i¢ standart olarak kullanildi. Hazirlanan propolis
numunelerindeki bilesenlerin varligt ve miktari kullanilan standartlarin olusturdugu

pikler ile karsilastirilarak belirlendi.
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5.2.10. Toplam Fenolik Madde Miktarinin Belirlenmesi

Calismada, standart grafigin hazirlanmasinda, fenolik bir madde olan gallik asit
standard1 kullanildi. Gallik asitin farkli konsantrasyonlar1 (0,5; 0,25; 0,125; 0,0625;
0,03125 ve 0,015625 mg/mL) hazirlanip, 760 nm’de absorbanslari okundu.
Konsantrasyona karsilik bulunan absorbans degerleri kullanilarak grafik ¢izildi. Cizilen
grafige gore propolis ekstraktlariin toplam fenolik madde miktar1 bulundu, seyreltme
faktorleri de dikkate alinarak asil numunenin mg gallik asit esdegeri (GAE)/g propolis
olarak fenolik madde miktar1 belirlendi. Yapilan calismada pipetleme islemi Tablo
4’teki gibidir. %10 Na>COz harig tiim malzemeler tiiplere koyuldu, vortekslendi ve ii¢ dk
sonra tiiplere %10 Na>COs ilave edilerek 760 nm’de okundu. Sonuglar koriin absorbans

degeri ile karsilastirilarak elde edildi.

Tablo 4. Toplam fenolik madde tayininde yapilan pipetleme islemi

Kullanilan Madde Kor Standart Test
Distile su 700 uL 680 uL 680uL
(onsantasyoniarce) - L Q)
Propolis numunesi - - 20 uL
0,2 N Folin Reaktifi 400 pL 400 pL 400 pL
%10 Na.CO3 400 pL 400 uL 400 pL

5.2.11. Sitotoksisite Deneyleri

Propolis  ekstraktlarinin ~ VERO  hiicreleri  i¢in  sitotoksik  olmayan

konsantrasyonlari tripan mavisi yontemi ve MTT yontemi kullanilarak belirlendi.
5.2.11.1. Tripan Mavisi Yontemi

%80-90 konfluent olmus VERO hiicreleri tripsinize edildi ve tripan mavisi
kullanilarak sayildi. Her kuyucuga 10° hiicre ve 1 mL iiretme besiyeri olmak kaydiyla
24 kuyucuklu pleytlere hiicre ekimi yapilarak 5-6 saat hiicreler pleyte tutununcaya kadar
37°C’de, %5 COz iceren etiivde inkiibe edildi.

Sulu propolis ekstraktlarindan iiretme besiyeri ile stok diliisyon hazirlandi. Sulu
propolis ekstraktlarinin 25, 50, 100, 200, 400, 800, 1000, 1500, 3000 ve 6000 pg/mL’lik

konsantrasyonlar1 ve her konsantrasyondan {i¢er kuyucuk olacak sekilde hazirlandi.
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Etanollii propolis ekstraktlarindan  besiyerinde diliisyon hazirlanmak
istendiginde, ekstraktin besiyerinde selat olusturarak ¢oktiigii goriildi. Bu yiizden
etanollii ekstraktlarin stok diliisyonlar1 %70 etanol igeren besiyerinde, kullanilacak
konsantrasyondan ii¢ kat fazla olacak sekilde ayarlandi. Etonoliin sitotoksik etkisini
ortadan kaldirmak amaciyla, pleytteki kuyucuklarda etanol miktarinin %5’ten az olmast
icin ilk ¢ dillisyon hiicre i¢cermeyen besiyerinde yapilarak doérdiincii diliisyon hiicre
iceren pleyte koyuldu. Etanollii propolis eksraktlarinin 25, 50, 100, 200, 400 ve 800
ng/mL’lik konsantrasyonlar1 ve her konsantrasyondan iiger kuyucuk olacak sekilde

hazirlandi. Negatif kontrol olarak sadece hiicre i¢eren kuyucuklar kullanildi.

Propolis ekstraktlarinin VERO hiicrelerine 24, 48, 72 ve 96 saat sonundaki
sitotoksik etkisini gorebilmek icin bu islemler dort ayr pleytte yapildi. Hazirlanan
pleytler 37°C’de, %5 CO: igeren etiivde inkiibasyona birakildi. Siiresi dolan pleyt
etlivden alinarak kuyucuklardaki besiyeri bosaltildi. Kuyucuklar PBS ile yikandiktan
sonra lizerlerine tripsin ilave edilerek 10 dk etlivde inkiibe edildi. Siire sonunda pleyt
etlivden alinarak tiim kuyucuklara tripsinin etkisini ortadan kaldirmak amaciyla besiyeri
ilave edildi. Al-ver islemi ile hiicreler kuyucuklardan kaldirilarak, kuyucuklardaki
hiicreler birbirine karismayacak sekilde ayr1 steril ependorf tiiplere koyuldu.
Ependorftaki hiicreler tripan mavisi ile boyanarak canli hiicre (igine mavi rengi almamis
olan hiicreler) sayimi yapilarak sonuclar kaydedildi. Toplam hiicre sayisi; Toplam hiicre
sayist = 16 biiyiik karedeki hiicre sayist x 10,000 x diliisyon faktorii formiili
kullanilarak hesaplandi. Kontrol grubundaki canli hiicre sayis1 ile benzer sayida canli
hiicreye sahip konsantrasyon ve daha diisiik konsantrasyonlar sitotoksik olmayan

konsantrasyonlar olarak belirlendi.
5.2.11.2. MTT Yontemi

Flaskta %80-90 konfluent olmus VERO hiicreleri tripsinize edilip tripan mavisi
ile boyanip thoma lami kullanilarak sayildi. 96 kuyucuklu pleytin her kuyucuguna 100
uL iiretme besiyeri ile 10° hiicre ekimi yapildi. Hiicrelerin pleyte tutunmasi igin 5-6 saat
37°C’de, %5 CO; igeren etiivde inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda sulu propolis
ekstraktlarimin 12.5, 25, 50, 100, 200, 400, 800, 1000, 1500, 3000 ve 6000 pg/mL’lik
konsantrasyonlar1 ve her konsantrasyondan ii¢ kuyucuk olacak sekilde 96 kuyucuklu

pleytte diliisyonlar hazirlandi. Etanollii propolis ekstraktlarinin 12.5, 25, 50, 100, 200,
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400 ve 800 png/mL’lik konsantrasyonlar: ve her konsantrasyondan {i¢ kuyucuk olacak
sekilde 96 kuyucuklu pleytte diliisyonlar hazirlandi. Dillisyonlar hazirlanirken
kullanilan etanoliin sitotoksik etkisini géormek amaciyla diliisyonlardaki etonoliin
konsantrasyonlar1 da 96 kuyucuklu pleytte hazirlandi. Pozitif kontrol olarak
kullanilacak olan asiklovirin sitotoksik etkisinin belirlenmesi amaciyla asiklovirin 6.25,
12.5, 25, 50 ve 100 pg/mL’lik konsantrasyonlar1 ve her kansantrasyondan {i¢ kuyucuk
olacak sekilde 96 kuyucuklu pleytte diliisyonlar hazirlandi. Negatif kontrol olarak

sadece hiicre i¢eren kuyucuklar kullanildi.

Propolis ekstraktlarinin VERO hiicrelerine 24, 48, 72 ve 96 saat sonundaki
sitotoksik etkisini gorebilmek i¢in bu islemler dort ayr1 pleytte yapildi. Hazirlanan
pleytler 37°C’de, %5 COz igeren etiivde inkiibasyona birakildi.

Siiresi dolan pleyt alinarak her kuyucuga 10 uLL MTT ilave edildi. Pleyt 37°C’de,
%5 CO; iceren etiivde 3.5 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda kuyucuklardaki
besiyeri bosaltilarak kuyucuklara 100 pL steril DMSO eklendi. Pleytler 151k gormemesi
icin aliminyum folyo ile sarilarak, oda 1sisinda, calkalayicida diisiik hizda 30 dk
calkalandi. Pleytler spektrofotometrede 570 nm dalga boyunda okutularak sonuglar
kontrol kuyucuklar1 referans alinarak Microsoft Excel programinda degerlendirildi.

MTT sitotoksisite deneyi iki kere tekrar edildi.
5.2.12. Antiviral Aktivite Testleri

Propolis ekstraktlarinin HSV-1 iizerine antiviral etkileri MTT, RT-PCR ve plak

azalma yontemleri kullanilarak arastirildi.
5.2.12.1. MTT Yontemi

Flaskta %80-90 konfluent olmus VERO hiicreleri tripsinize edilip tripan mavisi
kullanilarak sayildi. 96 kuyucuklu pleytin her kuyucuguna 100 pL iiretme besiyeri ile
10* hiicre ekimi yapildi. Hiicrelerin pleyte tutunmasi igin 5-6 saat 37°C’de, %5 CO:
igeren etiivde inkiibe edildi. Kuyucuklardaki besiyeri bosaltildi. Viriis sayis1 enfeksiyon
coklugu (MOI) esas alinarak 1MOI, 10MOI ve 100MOI olacak sekilde besiyerinde
ayarlanarak ti¢ ayr1 pleyte 100 pL viriis ekildi. Virilislerin hiicreleri enfekte etmesi igin
pleytler bir saat 37°C’de, %5 CO2 igeren etiivde, 10 dk ara ile ¢ikarilip elle hafifge
sallanarak inkiibe edildi. Kuyucuklardaki besiyeri bosaltilarak etanollii propolis

ekstraktlarinin 100-6.25 pg/mL konsantrasyonlari, sulu propolis ekstraktlarinin 800-
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12.5 pg/mL konsantrasyonlar1 idame besiyeri ile hazirlanarak 100 pL ve tgerli tekrar
olacak sekilde kuyucuklara koyuldu. Pozitif kontrol olarak 50 pg/mL
konsantrasyonunda asiklovir, negatif kontrol olarak sadece viriis i¢eren kuyucuklar
kullanildi. Pleytler ii¢ giin 37°C’de, %5 COz igeren etlivde inkiibe edildi. Siire sonunda
kuyucuklara 10 pL MTT eklenerek 3.5 saat 37°C’de, %5 CO: igeren etiivde inkiibe
edildi. Inkiibasyon sonunda kuyucuklardaki besiyeri bosaltilarak kuyucuklara 100 pL
DMSO eklendi. Pleytler karanlik ortamda, oda 1s1sinda, diisiik devirde 30 dk calkalandi.
Deneyler iki tekrar olacak sekilde yapilarak spektrofotometrede 570 nm’de
kuyucuklarin absorbans degerleri okundu. Sonuglar Microsoft Excel programinda

degerlendirilerek kuyucuklarda hiicrelerin canlilik oranlar1 yiizde olarak hesaplandi.
5.2.12.2. Ger¢ek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PCR)

Konfluent olmus VERO hiicreleri tripsinize edilerek 24 kuyucuklu pleytlere
hiicre ekimi yapildi. Hiicreler bir gece 37°C’de, %5 COz2 igeren etlivde inkiibe edildi.
Kuyucuklardaki besiyeri bosaltilarak stoktan almip idame besiyerinde 10°’e kadar diliie
edilen virtisten 100 pL eklendi ve bir saat 37°C’de, %5 CO2 igeren etiivde, 10 dk ara ile
cikarilip sallanarak inkiibe edildi. Kuyucuklardaki besiyeri bosaltilarak etanollii propolis
ekstraktlarinin 100-6.25 pg/mL konsantrasyonlari, sulu propolis ekstraktlarinin 800-
12.5 pug/mL konsantrasyonlari, pozitif kontrol olarak asiklovirin 50-6.25 pg/mL
konsantrasyonlarindan 100 pL kuyucuklara koyuldu. Negatif kontrol olarak sadece
viriis igeren kuyucuklar kullanildi. Pleytler ii¢ giin inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda
VERO hiicrelerinin pargalanarak hiicre igindeki virlislerin agiga cikmasi amaciyla
pleytler -80°C’lik dondurucuya koyularak 2 gece bekletildi. Dondurucudan alinip
¢ozdiirlilen pleytlerdeki virlisiin bulundugu tiim sivi kisim ayr1 ependorflara koyuldu.

Viral DNA izolasyonu yapilincaya kadar 6rnekler -20°C’lik dondurucuda saklandi.

Viral DNA izolasyonu ExiPrep™Plus Viral DNA/RNA Kit kullanilarak

ireticinin talimatlar1 dogrultusunda Bioneer ExiPrep 16 Plus cihazinda gergeklestirildi.

RT-PCR i¢in mastermix hazirlanarak kullanilincaya kadar -80°C’lik
dondurucuda saklandi. Mastermix kompozisyonu ve miktarlar1 Tablo 5’te, kullanilan
primerler ve prob Tablo 6’da verildi. RT-PCR 95°C’de 10 dk, 95°C’de 20 sn, 60°C’de
30 sn, 72°C’de 20 sn ve 45 dongi olacak sekilde LightCycler® 480 cihazinda
gergeklestrildi.
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Sonuglar degerlendirilirken standart olarak igerisindeki viriis sayisi bilinen stok
viriisten hazirlanan 101-10* aras1 diliisyonlar kullanildi. Calisilan 6rneklerdeki viral
DNA miktar1 standartlara gore belirlendi. Deney iki kere tekrar edildi. Sonuglar
LightCycler® 480 cihazinin bilgisayar programinda degerlendirilerek elde edildi.

Tablo 5. RT-PCR’da kullanilan mastermix kompozisyonu

Komponent Miktar (uL)
2X Mastermix 12.5

Primer (10 pmol/pL) 1.5

Prob Mix (10 pmol/pL) 0.5

DNA 5.0

ddw 55

Toplam Reaksiyon Hacmi 25

Tablo 6. RT-PCR’da kullanilan primer ve problar
Primer/Prob Sekans (3°>5°)

Meri GGAGAGGGACATCCAGGACT
Geri CGGGCCATGAGCTTGTAATA
Prob HEX-TCACCGCCGAACTGAGCAGACA-BHQ1

5.2.12.3. Plak Azalma Testi

%80-90 konfluent olmus VERO hiicrelerini igeren pleyt alinarak kuyucuklardaki
besiyeri bosaltildi. Kuyucuklar PBS ile yikanarak PBS dokiildii. Sayisi bilinen stok
viriis alinarak belirli oranda idame besiyeri kullanilarak diliie edildi Kuyucuklara diliie
edilmis viriislerdan 200 pL koyuldu. Kontrol olarak sadece idame besiyeri igeren
kuyucuk da teste dahil edildi. 37°C’de, %5 CO2 igeren etiivde bir saat inkiibasyona
birakildi. 10-15 dk arayla pleyt ¢ikarilarak hafifce calkalanarak inkiibasyon siiresi
tamamlandi. %5 FBS ve %] antibiyotik igeren besiyerinde etanollii propolis
ekstraktlarinin  100-6.5 pg/mL konsantrasyonlar1 hazirlandi. Inkiibasyon sonunda
kuyucuklardaki besiyeri uzaklastirildi. Daha 6nce hazirlanan ve otoklavlanarak steril
halde muhafaza edilen %3’liik agaroz mikrodalgada eritilerek 1sinmis olan besiyerine 4

mL besiyeri, 0.5 mL agaroz olacak sekilde ilave edildi. Kuyucuklara 4 mL agaroz
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iceren besiyeri eklendi. Pleyt 37°C’de, %5 CO2 igeren etiivde ii¢ giin inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonunda pleyt etiivden alinarak kuyucuklara 1 mL fiksasyon soliisyonu
ilave edildi ve bir saat 37°C’de, %5 COz igeren etiivde inkiibe edildi. Siire sonunda
pleyt alinarak kuyucuklardaki besiyeri ve fiksasyon soliisyonu bosaltildi. Kuyucuklar
PBS ile yikandiktan sonra kuyucuklara kristal viyole ilave edilerek 10 dk boyandi. Siire
sonunda kuyucuklardaki boya uzaklastirilarak diisiik basingli musluk suyu altinda
kuyucuklar yikandi. Mikroskop altinda olusan plaklar sayilarak viriis miktar1 belirlendi.
Deney iki kere tekrar edildi.

5.2.13. istatistiksel Analiz

Propolislerin HSV-1 iizerine antiviral etkisinin istatistiksel olarak anlamli olup

olmadig1 Dunnett Testi ile belirlendi. Anlamlilik diizeyi p<0.05 olarak kabul edildi.
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6. BULGULAR
6.1. Plak Testi Sonucu

Plak testi sonucunda 10° diliisyonda sayilamayacak kadar ¢ok plak oldugu
goriildii. Bu yiizden 10® diiliisyondaki viriisler ters faz mikroskopta sayilarak sonuglar
asagidaki fomiile goére degerlendirildi (Resim 3). Olusan plaklarin mikroskobik

goriintlisii Resim 4’te gosterildi.
Pfu/mL= # Plaques/ (DxV)
# Plaques: Plak Sayisi
D: Diliisyon
V: Kuyucuga eklenen diliie virtis miktari
Bu fomiile gore;

Pfu/mL=48/10°x 0.2

Pfu/mL= 2.4 x 108 olarak bulundu.

Resim 3. Plak testinin goriintiisii. A; stok viriisiin 10° diliisyonu, B; stok viriisiin 10
diliisyonu, C; stok viriisiin 107 diliisyonu, D; stok viriisiin 10® diliisyonu, E;
stok viriisiin 107 diliisyonu, F; kontrol (sadece hiicre)
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Resim 4. HSV-1’in VERO hiicrelerinde olusturdugu plaklarin mikroskop goriintiisii

6.2. TCIDso Testi Sonucu

Ug giinliik inkiibasyon siiresi dolan 96 kuyucuklu pleyt almarak ters faz
mikroskopta incelendi. Viriis ile enfekte olan hiicrelerin goriildigii kuyucuklar
isaretlenerek her diliisyon igin pozitif (efeksiyon var) ve negatif (enfeksiyon yok)
kuyucuk sayisi belirlendi (Tablo 7). Elde edilen veriler Spearman-Karber metoduna
gore degerlendirildi. Uretilerek -80°C’ye kaldirilan stok HSV-1’in TCIDso/mL orani
2.81E+08 (2.81x108) olarak bulundu.

Tablo 7. TCIDso testinde 96 kuyucuklu pleytte pozitif ve negatif goriilen kuyucuklar

Diliisyonlar— 10! 102 10® 10* 10° 10® 107 10® 10° 10 101 1072
Kuyucuklar]

O~NOOT P WN -
+ + o+ + o+
+ + + + + + + +
+ 4+ 4+ + o+
+ 4+ 4+ + o+
+ + + + + + + +
+ + + A+ + + + +
+ + + A+ + + + +

o o4

'

'

'

'

Enfekte 8/8 88 88 88 88 88 88 2/8 08 08 08 08
Kuyucuk
Sayisi

6.3. Sitotoksisite Deneyleri Sonuglari
6.3.1. Tripan Mavisi Testi Sonuglari

Her diliisyondan ii¢ kuyucuk bulundugundan, kuyucuklardaki hiicrelerin sayisi

24, 48, 72 ve 96. saatlerin sonunda sayilarak ortalamalar1 alindi. Sonuglar Microsoft
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Excel programma kaydedilerek veriler grafiklere donistiriildii. Grafikler
degerlendirildiginde etanollii propolis ekstraktlarinin 100 pg/mL  ve altindaki
konsantrasyonlarda kontrol ile benzer sayida hiicre igerdigi goriilerek bu
konsantrasyonlarin VERO hiicrelerine sitotoksik etkilerinin olmadig1 belirlendi. Sulu
propolis ekstraktlariin ise 800 pg/mL ve altindaki konsantrasyonlarda kontrol ile
benzer sayida hiicre icerdigi goriilerek bu konsantrasyonlarin VERO hiicrelerine
sitotoksik etkilerinin olmadig1 tespit edildi. Propolis ekstraktlarinin tripan mavisi
testine gore canliliklarini gosteren grafikler Sekil 2-7’de verildi. Etanol ekstraktinin
farkli konsantrasyonlarinin VERO hiicrelerine 24, 48, 72 ve 96 saat muamele
edildiginde hiicrelerde meydana gelen degisimlerin goriintiisii Resim 5-8’de gdsterildi.

Tiim propolislerin goriintiisii benzer oldugundan sadece segilen resimlere tezde yer

verildi.
Pazar Propolis Su Ekstrakt
8.00E+05
z 7.00E+05
& 6.00E+05
g 5.00E+05
= 4.00E+05
?% 3.00E+05
1.00E+05 ° ® ® ® ® ® ° ° ° ° ®
0.00E+00
Kontrol 25 50 100 200 400 800 1000 1500 3000 6000
Ekstrakt Konsantrasyonu (ng/mL)
—@—( Saat =—@=24 Saat 48 Saat —@=—72 Saat -—®—96 Saat

Sekil 2. Pazar propolis su ekstraktinin tripan mavisi sitotoksite testi sonucu
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7.00E+05
6.00E+05
5.00E+05
4.00E+05
3.00E+05
2.00E+05
1.00E+05
0.00E+00

Canl Hiicre Sayisi

Pazar Propolis Etanol Ekstrakti

Kontrol 25 50 100 200 400
Ekstrakt Konsantrasyonu (png/mL)

=@ Saat —@=—24 Saat 48 Saat —@=—72 Saat —®—96 Saat

800

Sekil 3. Pazar propolis etanol ekstraktinin tripan mavisi sitotoksite testi sonucu

8.00E+05
7.00E+05
6.00E+05
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Ardahan Propolis Su Ekstrakti

Kontrol 25 50 100 200 400 800 1000 1500 3000
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=@=( Saat =—=@=24 Saat 48 Saat =—@=—72 Saat -—®—96 Saat
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Sekil 4. Ardahan propolis su ekstraktinin tripan mavisi sitotoksite testi sonucu
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Ardahan Propolis Etanol Ekstrakti
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Sekil 5. Ardahan propolis etanol ekstraktinin tripan mavisi sitotoksite testi sonucu

Uzungol Propolis Su Ekstrakti
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Sekil 6. Uzung6l propolis su ekstraktinin tripan mavisi sitotoiksisite testi sonucu
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Uzungol Propolis Etanol Ekstrakti
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Sekil 7. Uzungdl propolis etanol ekstraktinin tripan mavisi sitotoksite testi sonucu
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Resim 5. Ardahan propolis etanol ekstraktinin farkli konsantrasyonlarinin VERO
hiicrelerine 24 saat muamele edilmesi. A; 800 ug/mL, B; 400 ug/mL, C; 200
pg/mL, D; 100 pg/mL, E; 50 pg/mL, F; 25 pg/mL, G; 12,5 pg/mL, H;
kontrol
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Resim 6. Ardahan propolis etanol ekstraktinin farkli konsantrasyonlarmin VERO
hiicrelerine 48 saat muamele edilmesi. A; 800 pg/mL, B; 400 pg/mL, C;

200 pg/mL, D; 100 pg/mL, E; 50 pg/mL, F; 25 pg/mL, G; 12,5 pg/mL, H;
kontrol
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Resim 7. Pazar propolis etanol ekstraktinin farkli konsantrasyonlarimin VERO
hiicrelerine 72 saat muamele edilmesi. A; 800 pg/mL, B; 400 ng/mL, C;
200 pg/mL, D; 100 pg/mL, E; 50 pg/mL, F; 25 pg/mL, G; 12,5 pg/mL, H;
kontrol
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Resim 8. Pazar propolis etanol ekstraktinin farkli konsantrasyonlarin VERO
hiicrelerine 96 saat muamele edilmesi. A; 800 pg/mL, B; 400 pg/mL, C;
200 pg/mL, D; 100 pg/mL, E; 50 pg/mL, F; 25 pg/mL, G; 12,5 ng/mL, H;
kontrol
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6.3.2. MTT Testi Sonuglari

Propolis ditisyonlari ile inkiibe edilen VERO hiicrelerinin canliligi 24, 48, 72 ve
96. saatlerin sonunda degerlendirildi. Her diliisyondan ve kontrolden iiger kuyucuk
bulundugundan kuyucuklarin spektrofotometrede verdikleri optik dansite (OD)
degerlerinin ortalamasi alindi. Kontrol kuyucuklarindaki hiicrelerin canlilik orani %100
kabul edilerek propolis diliisyonlarini igceren kuyucuklardaki hiicre canliligi kontrole

gore degerlendirildi.

Pazar, Ardahan ve Uzungdl propolislerinin etanollii ekstraktlarinin 100 pg/mL
ve asagisindaki konsantrasyonlarda sitotoksik etkisinin goriilmedigi tespit edildi.
Etanolik ekstraktlarin diliisyonlar1 hazirlanirken kullanilan etanol miktarinin hiicreler
tizerine etkisine bakildiginda VERO hiicrelerine sitotoksik etki gostermedigi belirlendi.
Bu durumda diliisyonlarda sitotoksik etkinin propolis ekstraktlarindan kaynaklandigi,

etanoliin goriilen sitotoksisitede etkisinin olmadigi anlasildi.

Propolislerin sulu ekstraktlarinda diliisyonlar 800 pg/mL ve asagisindaki
konsantrasyonlarda sitotoksik etkisinin goriilmedigi belirlendi. Sonuglar Microsoft

Excel programinda degerlendirilerek grafik halinde 6zetlendi (Sekil 8-14).

Pazar Propolis Su Ekstrakti
600

500
400
300
200 e .
100 L ® ® ® ® ® ® ® ® ® ® ®
0

Hiicrelerin Canlhilik Orani (%)

Kontrol 12.5 25 50 100 200 400 800 1000 1500 3000 6000

Ekstrakt Konsantrasyonu (ug/mL)

=@ () Saat —@=—24 saat 48 saat =—@= 72 saat -—®=96 saat

Sekil 8. Pazar propolis su ekstraktinin MTT testi sonucu
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Pazar Propolis Etanol Ekstrakti

Hiicrelerin Canlhilik Orani (%)
w
o
o

Kontrol  12.5 25 50 100 200 400 800 EtOH

Ekstrakt Konsantrasyonu (png/mL)
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Sekil 9. Pazar propolis etanol ekstraktinin MTT testi sonucu

Ardahan Propolis Su Ekstrakti
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Sekil 10. Ardahan propolis su ekstraktinin MTT testi sonucu

o1



Ardahan Propolis Etanol Ekstrakti
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Sekil 11. Ardahan propolis etanol ekstraktinin MTT testi sonucu

Uzungol Propolis Su Ekstrakt
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Kontrol 12.5 25 50 100 200 400 800 1000 1500 3000 6000
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Sekil 12. Uzungodl propolis su ekstraktinin MTT testi sonucu
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Uzungol Propolis Etanol Ekstrakt
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Sekil 13. Uzungol propolis etanol ekstraktinin MTT testi sonucu
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Sekil 14. Asiklovirin MTT testi sonucu
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6.4. Propolis Ekstraktlarimin HPLC-UV Analizi Sonuclar

Propolis ekstraktlarinda HPLC-UV analizinde toplam 19 fenolik bilesenin
varlig1 arastirildi. Bu fenolik bilesenlerden gallik asit, protokateuik asit, p-OH benzoik
asit, katesin, epikatesin, myeresetin, rasveratrol ve hesperitin higbir ekstraktta tespit

edilmedi.

Siringik asit sadece Ardahan propolisi etanol ekstraktinda, daidzein sadece
Uzungol propolisi etanol ekstraktinda tespit edildi. Pazar ve Ardahan propolisi etanol
ekstraktlarinda rutin ve luteolin bulunurken Uzungdl propolisi etanol ekstraktinda
bulunmadigi goriildii. Luteolin ve ferulik asit en yiiksek oranda Pazar propolisi etanol
ekstraktinda tespit edilirken, kafeik asit, p-kumarik asit, rutin, t-sinamik asit, krisin,
pinokembrin ve CAPE bilesenlerinin en fazla Ardahan propolisi etanol ekstraktinda

bulundugu tespit edildi. Analiz sonuglar1 Tablo 8’de 6zetlendi.

Tablo 8. Propolislerin etanol ekstraktlarinin HPLC-UV analizi sonuglart

Standartlar Pazar Propolis Ardahan Propolis  Uzungoél Propolis
mg Ekstrakt/g Numune

Gallik Asit ND ND ND
Protokateuik Asit ND ND ND
p-OH Benzoik Asit ND ND ND
Katesin ND ND ND
Kafeik Asit 2.03 7.14 3.77
Siringik Asit ND 0.34 ND
Epikatesin ND ND ND
p-Kumarik Asit 1.70 2.13 1.40
Ferulik Asit 0.45 0.07 0.37
Rutin 18.03 45.28 N.D.
Mirisetin ND ND ND
Resveratrol ND ND ND
Daidzein ND ND 3.64
Luteolin 10.38 0.70 ND
t-Sinamik Asit 0.24 0.66 0.56
Hesperitin ND ND ND
Krisin 19.28 90.57 68.12
Pinokembrin 10.37 40.29 23.53
CAPE 15.70 93.23 46.02

ND; Tespit edilmedi (Not Determined)
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6.5. Propolis Ekstraktlarimin Toplam Fenolik Madde Miktarlari

Propolislerin etanol ve su ekstraktlarindaki toplam fenolik madde miktarlar
analiz edilerek miktarlari mg GAE/g 6rnek olarak hesaplandi. Etanol ekstraktlarinda en
fazla fenolik madde miktarinin 166.908+0.46 mg GAE/g oOrnek ile Uzungol
propolisinde, en az ise 44.188+0.48 mg GAE/g ornek ile Pazar propolisinde oldugu
belirlendi.

Su ekstraktlarindaki toplam fenolik madde miktar1 incelendiginde en fazla
20.474+1.46 mg GAE/g 6rnek ile Uzungdl propolisinde, en az 5.868+0.36 mg GAE/g

ornek ile Pazar propolisinde oldugu tespit edildi. Veriler Tablo 9°da 6zetlendi.

Tablo 9. Propolis ekstraktlarinin toplam fenolik madde miktarlar

Etanol Ortalama Standart

Ekstrakti (mg Gallik Asit Esdegeri (GAE)/g Ornek) Sapma

Pazar 44,188 +0.48

Propolis

Ardahan 124.682 +1.36

Propolis

Uzungol 166.908 +0.46

Propolis

Su Ekstrakti Ortalama Standart
(mg Gallik Asit Esdegeri (GAE)/g Liyofilize Edilmis Sapma

Ornek)

Pazar 5.868 + 0.36

Propolis

Ardahan 6.078 +0.53

Propolis

Uzungol 20.474 + 1.46

Propolis

6.7. Antiviral Aktivite Testlerinin Sonuclar1
6.7.1. MTT Yontemi Sonuclari

HSV-1 VERO hiicrelerinde iiretildiginde litik enfeksiyon olusturarak hiicrelerin
pargalanmasma neden olur. Ureme ortamina asiklovir eklendiginde viriisiin {iremesi
engellendiginden ortamda var olan hiicreler par¢alanmaz, biiylimeye devam eder. Bu
yontemde 96 kuyucuklu pleyte her kuyucuga 10 hiicre ekildi ve iizerine 1, 10, 100
MOI olacak sekilde viriis ilave edildi. Sadece hiicre olup viriis icermeyen kuyucuklar,

sadece virlis iceren kuyucuklar ile viris ve 12.5-50 pg/mL konsantrasyonlarinda
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asiklovir iceren kuyucuklar kontrol olarak kullanildi. Deney sonunda kuyucuklardaki
hiicrelerin canlilik orant % olarak hesaplandi. Sadece hiicre iceren kuyucuklardaki
canlilik oran1 %100 kabul edilerek diger kuyucuklardaki canlilik oran1 bu kuyucuklara

gore degerlendirildi.

Sadece viriis igeren kuyucuklarda hiicrelerin canlilik oraninin virilis sayisi
arttikga azaldigi goriildii. Hicrelerin canlilik orant 1, 10 ve 100 MOI oraninda viriis

iceren kuyucuklarda sirasiyla %4.8, %8.2 ve %7 olarak hesaplanda.

12.5 pg/mL konsantrasyonunda asiklovir bulunan kuyucuklardaki canlilik orani
1, 10 ve 100 MOI igeren kuyucuklarda sirasiyla %73.9, %75.8 ve %37.6, 25 pg/mL
konsantrasyonunda asiklovir bulunan kuyucuklardaki canlilik orani 1, 10 ve 100 MOI
iceren kuyucuklarda sirasiyla %92.8, %72.8 ve %36.8, 50 pg/mL konsantrasyonunda
asiklovir bulunan kuyucuklardaki canlilik orani 1, 10 ve 100 MOI iceren kuyucuklarda
sirastyla %75.3, %73.6 ve %32.8 olarak tespit edildi.

Biitiin ekstraktlarin tiim konsantrasyonlarinda virus sayist arttikga hiicrelerin
canlilik oraninin azaldig: goriildii. Sulu ektraktlarda hiicrelerin canlilik oraninin sadece
virus iceren hiicrelerdeki canlilik orani ile benzer oldugu gorildii, boylece sulu
ekstraktlarn  HSV-1 lizerinde antiviral etkisinin olmadig1 belirlendi. Etanol
ekstraktlarinda hiicrelerin canlilik oranlariin artmis oldugu, en yiiksek oranin Uzungol
propolis ekstraktinin 50 pg/mL konsantrasyonunda 1 MOI oraninda virus igeren
kuyucukta oldugu (% 52,5), onun ardindan Ardahan propolis ekstraktinin ekstraktinin
50 pg/mL konsantrasyonunda 1 MOI oraninda virus igeren kuyucuklarin geldigi (%
44,9) tespit edildi. Ardahan ve Uzung6l propolis etanol ekstraktlarinin 50 pug/mL
konsantrasyonunda 1 MOI ve 10 MOI oraninda virus i¢ceren kuyucuklarda gosterdikleri
etkiler istatistiksel olarak anlamli (p<0.05) bulundu. Ekstraktlarin antiviral

aktivitelerinin MTT testi sonuglar1 Sekil 15-20°de gosterildi.
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Pazar Propolis Etanol Ekstrakti
120
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Hiicre Canlilik Oram %

Asiklovir ve Ekstrakt Konsantrasyonlari, Kontroller

®1 MOl m10MOI ®m100 MOI

Sekil 15. Pazar propolis etanol ekstraktinin 1, 10, 100 MOI oraninda viriis iceren
hiicreler tizerine etkisi. Kontrol; sadece VERO hiicresi igeren kuyucuklar,
viriis; VERO hiicreleri ve viriis igeren kuyucuklar, A; asiklovir, E; ekstrakt

Pazar Propolis Su Ekstrakti
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=
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Kontrol Virus A125 A25 AS50 E125 E25 ES50 E100 E200 E400 E 800
Asiklovir ve Ekstrakt Konsantrasyonlari, Kontroller
®1MOlI m10 MOl 100 MOI

Sekil 16. Pazar propolis su ekstraktinin 1, 10, 100 MOI oraninda viriis i¢eren hiicreler
iizerine etkisi. Kontrol; sadece VERO hiicresi i¢eren kuyucuklar, viriis; VERO
hiicreleri ve viriis igeren kuyucuklar, A; asiklovir, E; ekstrakt
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Ardahan Propolis Etanol Ekstrakti
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Sekil 17. Ardahan propolis etanol ekstraktinin 1, 10, 100 MOI oraninda viriis igeren
hiicreler lizerine etkisi. Kontrol; sadece VERO hiicresi igeren kuyucuklar,
viriis; VERO hiicreleri ve viriis igeren kuyucuklar, A; asiklovir, E; ekstrakt
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Sekil 18. Ardahan propolis su ekstraktinin 1, 10, 100 MOI oraninda viriis i¢eren
hiicreler tizerine etkisi. Kontrol; sadece VERO hiicresi igeren kuyucuklar,
viriis; VERO hiicreleri ve viriis igeren kuyucuklar, A; asiklovir, E; ekstrakt
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Uzungol Propolis Etanol Ekstrakti
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Sekil 19. Uzung6l propolis etanol ekstraktinin 1, 10, 100 MOI oraninda viriis iceren
hiicreler tlizerine etkisi. Kontrol; sadece VERO hiicresi i¢eren kuyucuklar,
viriis; VERO hiicreleri ve viriis igeren kuyucuklar, A; asiklovir, E; ekstrakt

Uzungol Propolis Su Ekstrakti
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Sekil 20. Uzungol propolis su ekstraktinin 1, 10, 100 MOI oraninda viriis igeren
hiicreler iizerine etkisi. Kontrol; sadece VERO hiicresi igeren kuyucuklar,
viriis; VERO hiicreleri ve viriis igeren kuyucuklar, A; asiklovir, E; ekstrakt

6.7.2. RT-PCR Yontemi Sonuclari

Propolis ekstraktlarinin viriisiin liremesi lizerine etkisini degerlendirmek ig¢in

RT-PCR yontemi kullanildi. Bu yontemde konfluent olmus VERO hiicrelerini igeren

59



pleytin kuyucuklarina viriis eklendi. Negatif kontrol olarak sadece viriis, pozitif kontrol
olarak 12.5, 25 ve 50 pg/mL konsantrasyonlarinda asiklovir kullanildi. Orneklerdeki

viral DNA miktari, igindeki virtis miktar1 bilinen standartlar kullanilarak yapildi.

Farkli konsantrasyonlarda kullanilan asiklovirin viriisiin liremesini benzer
oranda engelledigi belirlendi. Sadece viriis i¢eren kuyucukta virilis liremesinin en fazla

oldugu tespit edildi.

Propolislerin su ekstraktlar1 ile negatif kontrol arasinda bir fark olmadig,

dolayist ile sulu ekstraktlarin viriisiin tiremesi iizerine bir etkisinin olmadig1 goriildii.

Etanolik ekstraktlarin viriis {izerine 6.25-50 pg/mL konsantrasyonlarinda etki
gostermedikleri, 100 pg/mL konsantrasyonda asiklovir ile benzer etki gosterdikleri
belirlendi. Etanol ekstraktlarinin 100 pg/mL’da gosterdikleri etki istatistiksel olarak
anlamli bulundu (p<0.05). Ardahan propolis etanol ekstraktinin viriis lizerine en fazla

etki gosteren etanolik ekstrakt oldugu anlasildi. RT-PCR sonuglar1 Sekil 21,22°de

Ozetlendi.
Propolis Etanol Ekstraktlar:
1.00E+09
1.00E+08
2
% 1.00E+07
g 1.00E+06
S
€ 1.00E+05
<
< 1.00E+04
Z
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o
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1.00E+01
1.00E+00 ; ; ; - -
Kontrol A125 A25 A50 E125 E25 ESO0
Kontrol, Asiklovir ve Ekstrakt Konsantrasyonlar: (ng/mL)
®PPEE BAPEE D®UPEE

Sekil 21. Propolislerin etanol ekstraktlarinin RT-PCR sonucu. Kontrol; sadece virtis, A;
asiklovir, E; ekstrakt, PPEE; Pazar propolis etanol ekstrakti, APEE; Ardahan
propolis etanol ekstrakti, UPEE; Uzungol propolis etanol ekstrakti
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Propolis Su Ekstraktlar:
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Kontrol, Asiklovir ve Ekstrakt Konsantrasyonlar: (ng/mL)
B PPSE @ APSE B UPSE

Sekil 22. Propolislerin su ekstraktlariin RT-PCR sonucu. Kontrol; sadece viriis, A;
asiklovir, E; ekstrakt, PPSE; Pazar propolis su ekstrakti, APSE; Ardahan
propolis su ekstrakti, UPSE; Uzungol propolis su ekstrakti

6.7.3. Plak Azalma Testi Sonuclar:

Propolis ekstraktlarmin enfektif viriis partikiilleri lizerine etkisini belirlemek
amaci ile plak azalma testi yapildi. MTT yontemi ve RT-PCR yonteminde sulu
ekstraktlarda viriis tizerine etki goriilmediginden bu testte sadece etanolik ekstraktlar

degerlendirildi.

%80-90 oraninda konfluent olmus alti kuyucuklu pleytin her kuyucuguna ayni
miktarda viriis koyularak bir saatlik inkiibasyondan sonra negatif kontrol kuyucuguna
agaroz 1igeren besiyeri, pozitif kontrol kuyucuklarima asiklovir koyuldu. Diger
kuyucuklara da test edilen ekstraktlarin 6.25-100 pg/mL konsantrasyonlarini igeren
agarozlu besiyeri koyularak ii¢ giinliik inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonunda

besiyeri bosaltilarak kuyucuklar boyandi ve olusan plaklar mikroskop altinda sayildi.

Pazar propolis etanol ekstrakti plak sayisinda belirgin fark olusturmazken,
Uzungdl propolis etanol ekstraktt 50 ve 100 pg/mL konsantrasyonlarinda, Ardahan
propolis etanol ekstrakti ise 25, 50 ve 100 pg/mL konsantrasyonlarinda plak sayisinda
belirgin bir azalma olusturdugu goriildii. Ardahan propolisi etanol ekstraktinin 50 ve

100 pg/mL konsantrasyonlardaki etkileri ile Uzungdl propolisi etanol ekstraktinin 100
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ug/mL konsantrasyondaki etkisi istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0.05). Ekstrakt

konsantrasyonlarinin plak sayisina etkileri Tablo 10°da belirtildi.

Tablo 10. Plak azalma testinde kuyucuklarda goriilen plak sayilar

Plak Sayis1 / Ekstrakt Konsantrasyonu (ug/mL)  Negatif

Olcim Ornek

6.25 125 25 50 100 Kontrol
Oleiim 1 228" 55 53 52 53 52 56
Propolis
Oleiim2 P& 7q 71 70 62 60 71
Propolis
Olgiim 1 Ardahan oo 54 38 18 7 56
Propolis
Olgiim 2 Ardahan ¢ 51 a4 23 10 71
Propolis
Oloiim 1 07Wng0l g 56 54 45 35 56
Propolis
Oloiim 2 O24ngol 24 64 47 50 33 71
Propolis
Plak Sayis1/ Asiklovir Konsantrasyonu
(ng/mL)
156  3.125 625 125 25
Asiklovir 5 2 1 1 0 56
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7. TARTISMA ve SONUC

Propolis arilarin  bitkilerden topladiklart maddeleri kendi tiikriiklerindeki
enzimlerle karistirarak olusturduklari reginemsi bir maddedir. Arilar propolis ile
kovanlarindaki catlaklar1 kapatir, bosluklari doldurur, duvarlar1 giiclendirir, yani bu
maddeyi bir nevi ingaat malzemesi olarak kullanirlar. Propolis aynt zamanda kovanin
nem ve 1s1 dengesinin korunmasinda da rol oynar. Tiim bu ozelliklerinin disinda
propolis igerdigi Dbilesenlerden dolay1 kovanda patojen bir mikroorganizmalarin
cogalmasini engelleyerek arilar1 hastaliklara karsi korur. Propolis ayn1 zamanda kovana
giren ve Olen yabanct boceklerin, kovandan ¢ikarilamayacak kadar biiyiik

olduklarindan, kovanda ¢iirimesine engel olur (98).

Propolis eski zamanlardan beri alternatif tipta kullanilmaktadir. Bir ara
popiilerligini kaybetmis olsa da son zamanlarda propolis iizerine yapilan ¢alismalarda
artis olmustur. Bu ¢alismalarda propolisin antioksidan, anti-enflamatuar, antiviral, anti-
fungal, immun sistemi diizenleme ve anti-kanser gibi bircok Ozelligi ortaya
koyulmustur. Propolisin bu farmakolojik 0&zellikleri propolisin  kompozisyonu,
toplandig1 bolge, toplandigi yerin bitki Ortiisii, toplandigi mevsim ve ar tiiriine bagh
olarak degiskenlik gosterir. Tiim bu nedenlerden dolayr propolisin icerigi oldukca
degisken ve komplekstir. Propolisin kimyasal kompozisyonu ve farmakolojik 6zellikleri

ile birlikte rengi, tad1 ve kokusu da degisir (98, 99).

Propolisin kimyasal kompozisyonu bir¢cok faktdre bagli olarak degiskenlik
gosterdigi i¢in igerdigi bilesenler arastirilmaya devam etmektedir. Propoliste en ¢ok
fenolik bilesenler bulunmakla birlikte, yaklasik 300 bilesen tanimlanmistir. Bilesenlerin
cinsi ve miktar tiirden tiire farklilik gosterebilir. Tanimlanan bu bilesenler arasinda
fenolik asitler, flavonoidler (flavonlar, flavononlar, flavonollar ve kalkonlar), terpenler,
aromatik aldehitler, alkoller, yag asitleri, stilbenler, steroidler, aminoasitler, lignanlar ve

sekerler yer alir (99).

Diinyanin farkli bolgelerinden ve farkli bitkilerden elde edilen propolislerin
toplam fenolik madde miktarinin arastirildigr bir¢ok yayin mevcuttur. Brezilya’da
yapilan bir ¢aligmada Brezilya kirmizi propolisinin %70’lik etanol ile hazirlanan
ekstraktinda toplam fenolik madde miktar1 2.73 mg GAE/100 mL olarak tespit
edilmistir (100).
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Almanya, irlanda ve Cek propolislerinin analiz edildigi bir ¢alismada
propolislerin  esktraktlar1 %70 etanol kullanilarak hazirlanmistir. Bu ¢alismada
Almanya, Irlanda ve Cek propolislerinin toplam fenolik madde miktarlar1 sirasiyla

46.45, 52.81, 129.83 mg kafeik asit esdegeri (CAE)/propolis olarak bulunmustur (101).

Brezilya’da iki farkli ari tiiriinden (Melipona quadrifasciata quadrifasciata ve
Tetragonisca angustula) elde edilen propolis 6rneklerinin %80°lik etanol ile hazirlanan
ekstraktlarinda toplam fenolik madde miktari sirasiyla 3.87 ve 1.26 mg GAE/ g propolis
olarak hesaplanmistir (102).

Brezilya’da propolislerin antioksidan aktivitelerinin arastirildigi bir ¢alismada
ekstraktlar %70’lik etanol ile hazirlanmis, toplam fenolik madde miktarlart kirmizi
propoliste 91.3 mg GAE/g, yesil propoliste 90.55 mg GAE/g, kahverengi propoliste
55.74 mg GAE/g olarak bulunmustur (103).

Hindistan’da yapilan bir calismada Hindistan propolisinin etil asetat ve etanolik
ekstraktlar1 hazirlanarak toplam fenolik bilesen miktar1 analiz edilmistir. Etil asetat ile
hazirlanan ekstraktta toplam fenolik madde miktar1 18.06 mg GAE/g propolis, etanolik
ekstraktta ise 34.82 mg GAE/g propolis olarak hesaplanmustir (104).

Sili’de yapilan bir ¢alismada Sili’nin Maule Bolgesinden elde edilen propolis
kullanilmistir. Bu ¢alismada propolisteki toplam fenolik madde miktar1 22.82 g GAE/L
olarak bulunmustur (105).

Hindistan’in 13 farkli boélgesinden toplanan 19 propolis 6rneginin kullanildig:
bir calismada propolislerin etanolik ekstraktlar1 hazirlanarak toplam fenolik madde
miktarlar1 analiz edilmistir. Propolislerdeki toplam fenolik madde miktarlarinin 72.05

ug GAE/mg ekstrakt ile 454.1 ng GAE/mg ekstrakt arasinda degistigi goriilmiistiir
(106).

Brezilya yesil propolisinin dental biyofilm iizerine aktivitesinin degerlendirildigi
bir ¢alismada, brezilya yesil propolisin %80 etanol ile ekstrakti hazirlanarak toplam
fenolik madde tayini gerceklestirilmis ve 88.64 ug GAE/mL olarak hesaplanmistir
(107).

Cin’de yapilan bir ¢alismada Cin propolisi, Baccharis propolisi ve Eucalyptus

propolisinin  %95’lik etanol ekstraktlarinin antioksidan aktiviteleri arastirilmistir.
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Yapilan calismada propolis ekstraktlarinin toplam fenolik madde miktarlar1 Cin
propolisinde 192.80, Baccharis propolisinde 135.07, Eucalyptus propolisinde 217.70
mg GAE/g propolis olarak belirlenmistir (108).

Hirvatistan’in sekiz farkli bolgesinden elde edilen sekiz Hirvat propolisinin
analiz edildigi bir c¢alismada propolislerin etanol ekstraktlar1  kullanilmigtir.
Propolislerdeki toplam fenolik madde miktarinin 1,589.3 ile 14,398.3 mg GAE/L etanol

ekstrakt arasinda degistigi belirlenmistir (109).

Polonya’nin ¢esitli bolgelerinden elde edilen propolislerin fenolik kompozisyonu
ve antioksidan aktivitelerinin arastirildigi bir ¢alismada orneklerdeki toplam fenolik

madde miktariin 150.05 ile 197.14 mg GAE/g propolis arasinda degistigi gosterilmistir
(110).

Bolivya’da yapilan bir calismada 10 propolis 6rneginin metanol ekstraktlar
hazirlanarak kimyasal profilleri belirlenmis ve antioksidan aktiviteleri aragtirilmistir.
Sekiz propolis orneginde toplam fenolik madde miktarinin 9.48 ile 176.0 g GAE/kg

propolis arasinda degistigi goriilmiistiir. Bununla birlikte iki propolis 6rneginde fenolik

madde miktar1 tespit edilmemistir (111).

Arajntin’in farkli bolgelerinden yedi propolis 6rnegi alinmis ve bu 6rneklerin su
ve %80’lik etanol ile ekstraktlar1 hazirlanmistir. Etanol ekstraktlarinda toplam fenolik
madde miktar1 27.3-42.4 g GAE/g propolis olarak tespit edilirken su ekstraktlarinda bu
oran 0.9-2.2 g GAE/ g propolis olarak bulunmustur (112).

Tayland’in Phyao sehrinden elde edilen propolisin %70’lik alkol kullanilarak iki
farkli yontem (maserasyon ve sonikasyon) ile hazirlanan ekstraktlarda toplam fenolik
madde miktar1 sirasiyla 17.17 mg GAE/g propolis ve 18.27 mg GAE/g propolis olarak
belirlenmistir (113).

Tiirkiye’de yapilan ve propolislerin inhibisyon o6zelliklerinin arastirildigi bir
calismada Ankara, Kars, Erzurum, Zonguldak, Diizce ve Giresun propolislerinin
etanolik ekstraktlar1 kullanilmistir. Bu g¢alismada propolislerin toplam fenolik madde
miktarlarmin 114.207 ile 261.055 mg GAE/g propolis arasinda oldugu tespit edilmistir.
Toplam fenolik bilesen miktarinin en fazla Zonguldak propolisinde, en az Diizce

propolisinde oldugu tespit edilmistir (114).
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Bu calismaya Dogu Karadeniz Bolgesinin ii¢ farkli bolgesinden (Rize nin Pazar
ilgesinden, Ardahan ilinden ve Trabzon’un Uzungdl mevkiinden) elde edilen propolis
ornekleri dahil edilmistir. Propolis orneklerinin ekstraktlar1 hem %70’lik alkol ile hem
de distile su kullanilarak hazirlamistir. Hazirlanan ekstraktlardaki toplam fenolik madde
miktarlart Uzungdl propolis etanol ekstraktinda (UPEE) 166.908, Ardahan propolis
etanol ekstraktinda (APEE) 124.682, Pazar propolis etanol ekstraktinda (PPEE) 44.188,
Uzungol propolis su ekstraktinda (UPSE) 20.474, Ardahan propolis su ekstraktinda
(APSE) 6.078, Pazar propolis su ekstraktinda (PPSE) 5.868 mg GAE/ g propolis olarak

bulunmustur.

Son yillarda gelisen HPLC teknigi ile birlikte propolis icerisindeki fenolik
bilesenlerin analiz edildigi calismalar giin gectikge artmaktadir. Cin’de yapilan bir
calismada Cin’in Zhejiang sehrinden ve Brezilya’nin Minas Gerais eyaletinden toplanan
propolislerden %95°lik etanol kullanilarak ekstraktlar hazirlanmigs ve HPLC-DAD/Q-
TOF-MS ile fenolik bilesen analizleri gerceklestirilmistir. Analizde 27 farkli bilesenin
varligr arastirilmistir. Brezilya propolis ekstraktinda p-kumarik asit, kuersetin,
kaempferol, galangin ve artepilin C olmak iizere sadece bes bilesenin bulundugu,
bunlardan en fazla bulunan bilesenin 25.6 mg/g propolis ile artepilin C oldugu tespit
edilmistir. Cin propolis ekstraktinda ise protokatesuik asit, vanilik asit, kafeik asit, p-
kumarik asit, ferulik asit, trans-izoferulik asit, 3,4-dimetoksinamik asit, gallik asit,
sinamik asit, kuersetin, pinobanksin, luteolin, hesperitin, kaempferol, galangin,
pinokembrin, 3-O-asetilpinobanksin, krisin, CAPE ve apigenin olmak iizere 20
bilesenin varhii gosterilmistir. Klorojenik asit, siringik asit, rutin, morin, mirisetin ve
kurkumin her iki ekstraktta da bulunmazken, artepilin C Cin propolis ekstraktinda
bulunamamis fakat Brezilya propolis ekstraktinda tespit edilmistir. Cin propolis
ekstraktinda en fazla bulunan bilesenin 29.48 mg/g propolis ile CAPE oldugu, bunu
4.03 mg/ g propolis ile luteolinin takip ettigi goriilmiistir (115).

Brezilya’daki bir ¢alismada Brezilya kirmizi propolisinin etanol ekstraktinin
HPLC ile fenolik bilesen analizi LC-DAD-ESI-MS ile gerceklestirilmis, ekstraktta
luteolin, rutin, kuersetin, daidzein, p-kumarik asit ve 2,4-dihidroksibenzoik asit varligi
gosterilmistir.  Yapilan caligmada ekstraktta bunlarin  disinda fenolik bilesene
rastlanmadigi belirtilmistir. Fenolik bilesenlerden 17.2 pg/mL ile p-kumarik asitin en

fazla oldugu, bunu 15.23 pg/mL ile luteolinin takip ettigi goriilmiistiir (100).
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Brezilya’da iki farkli an tiiriinden elde edilen propolislere yapilan HPLC-DAD
analizinde M. quadrifasciata quadrifasciata’nin tirettigi propoliste gallik asit, vanilin, p-
kumarik asit ve kuersetin bulunurken, T. angustula’nin iirettigi propoliste sadece gallik

asit varhigr gosterilmistir (102).

Meksika’da yapilan bir ¢alismada toplanan propolisten ile ekstrakt hazirlanmig
ve HPLC ile analiz edilmistir. Ekstraktta en fazla goriilen fenolik bilesigin pinokembrin
oldugu, bunu pinostrobin, prenile fenilproponoidler ve izalpininin takip ettigi

goriilmiistiir (116).

Almanya, Irlanda ve Cek propolislerinin etanolik ekstraktlarinin HPLC analizi
soucunda Almanya propolisinde kafeik asit ve pinokembrin, irlanda propolisinde
pinokembrin ve galangin bulunurken, Cek propolisinde kafeik asit, trans-p-kumarik asit,

pinokembrin, sinamik asit ve galangin tespit edilmistir (101).

Brezilya’da propolislerin antioksidan aktivitelerinin arastirildigi ¢alismada
kirmizi, yesil ve kahverengi propolislerin icerisindeki 28 fenolik bilesen UHPLC-QqQ-
MS/MS ile analiz edilmistir. Analiz edilen bilesenlerden a-siyano-4-hidroksisinamik
asit hi¢bir propoliste bulunamamustir. Daidzein sadece yesil propoliste, kafeik asit,
CAPE, katesin, krisin, sinamik asit, epikatesin, kaempferide, kuersetin-3-glukozid ve
trans-izoferulik asit sadece kirmizi propoliste bulunamamistir. Acacetin, apigenin,
artepilin C, biochanin A, klorojenik asit, eriodictyol, gallik asit, isorhamnetin,
kaempferol, luteolin, naringenin, p-kumarik asit, pinokembrin, protokatesuik asit, rutin,
vanilin ve vanilik asit tiim propolislerde degisen miktarlarda tespit edilmistir. Kirmizi
propoliste en fazla luteolin, yesil propoliste en fazla kaempferide, kahverengi propoliste

ise en fazla artepilin C bulundugu gériilmiistiir (103).

Hindistan’da  yapilan bir c¢alismada 19 propolis Orneginin etanolik
ekstraktlarinda gallik asit, naringin, kafeik asit, p-kumarik asit, ferulik asit, kuersetin ve
sinamik asit fenolik bilesenleri HPLC ile arastirilmistir. Gallik asit 12/19 ekstraktta,
naringin 3/19 ekstraktta, kafeik asit 9/19 ekstraktta, p-kumarik asit 16/19 ekstrakita,
ferulik asit 3/19 ekstraktta, kuersetin 6/19 ekstraktta, sinamik asit 9/19 ekstraktta
bulunmustur. Birbirine yakin noktalardan alinan Orneklerde bile fenolik bilesen

igeriginin ve miktarlarinin oldukga degisken oldugu gézlemlenmistir (106).
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Sili’'nin Maule Bolgesi’nden elde edilen propolisin HPLC-DAD analizinde
propolisin aldehit benzoik asit, kafeik asit, p-vanilin, p-kumarik asit, cis-ferulik asit,
trans-ferulik asit, veratrik asit, kafeik asit ester, apigenin, sinamik asit, kuersetin-7-metil
ester, pinobanksin-5-metil eter ve kuersetin igerdigi gosterilmistir. Propoliste en fazla

kuersetinin bulundugu gorilmistiir (105).

Malezya’da yapilan bir ¢alismada Malezya propolisinin %80’lik etanol ve etil
asetat ekstraktlar1 hazirlanarak HPLC ile flavonoid analizi gerceklestirilmistir. Kafeik
asit, rutin ve sinamik asit iki ekstraktta da bulunmazken, iki ekstraktin farkli oranlarda
kuersetin, luteolin, kaempferol, apigenin ve pinokembrin igerdigi belirtilmistir. iki

ekstraktta da en fazla kaempferol, en az luteolin bulunmustur (117).

Yunanistan’in sekiz farkli bolgesinden elde edilen propolislerin %75’lik etanol
ile hazirlanan ekstraktlarin fenolik bilesen analizi HPLC-ESI-PDA/MS ile yapilmustir.
Propolis ekstraktlarinda 42 fenolik bilesenin arandigi bu ¢alismada pinokembrin ve
krisin tiim ekstraktlarda bulunurken, galangin, gallik asit ve p-kumarik asit sadece bir
ekstraktta, apigenin, pinobanksin ve CAPE sadece iki ekstraktta bulunamamaistir. Analiz
edilen 6rneklerin dordiinde pinokembrin, ikisinde krisin, birinde pinobanksin-30-asetat,

birinde(+)-katesinin en fazla oldugu tespit edilmistir (118).

Cin’de yapilan bir ¢alismada Cin propolisi, Baccharis propolisi ve Eucalyptus
propolisinde 27 fenolik bilesen HPLC analizi ile arastirilmis, bu bilesenlerden higbiri
Baccharis propolisinde bulunamamustir. Eucalyptus propolisinde 27 fenolik bilesenden
12’si, Cin propolisinde ise 27 fenolik bilesenden besi bulunamamustir. Eucalyptus
propolisinde en fazla bulunan fenolik bilesenin galangin oldugu, Cin propolisinde ise en

fazla bulunan fenolik bilesenin 3-O-asetilpinobanksin oldugu goriilmiistiir (108).

Hirvatistan’da yapilan bir ¢alismada sekiz Hirvat propolisinin HPLC-DAD
analizinde vanilin, p-kumarik asit, ferulik asit, krisin, galangin ve CAPE fenolik
bilesenleri aranmistir. Propolislerden birinde bu bilesenlerden higbirine rastlanmamastir.
Iki propoliste bilesenlerin hepsi, bir propoliste bilesenlerden besi, iki propoliste
bilesenlerden dordii, iki propoliste bilesenlerden {i¢li oldugu anlasilmistir.
Propolislerden ikisinde en fazla galangin, ikisinde en fazla krisin, ikisinde en fazla p-

kumarik asit, birinde en fazla ferulik asit oldugu goriilmiistiir (109).
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Polonya’daki bir ¢alismada fenolik bilesenler acisindan incelenen propolislerde
en fazla bulunan fenolik asitin 37.54 ile 116.95 mg/g arasinda degisen miktarlarda p-
kumarik asit oldugu belirlenmistir. Orneklerde aynm1 zamanda ferulik asitin de fazla
miktarda bulundugu goriilmiistiir. Orneklerdeki flavonoidler incelendiginde ise krisin ve
galanginin baskin oldugu, iki 0rnekte ise naringinin daha fazla oldugu tespit edilmistir

(110).

Hatay’da yapilan bir calismada Hatay propolisinde 34 fenolik bilesen HPLC-
DAD ile analiz edilmis, Hatay propolisinde en fazla bulunan bilesenin galangin oldugu

tespit edilmistir (119).

Calismamizda propolisin farmakolojik 6zelliklerini belirleyen unsurlar olan
fenolik bilesenler HPLC-UV ile analiz edilmistir. Gallik asit, protokatekuik asit, p-OH
benzoik asit, katesin, kafeik asit, siringik asit, epikatesin, p-kumarik asit, ferulik asit,
rutin, mirisetin, resveratrol, daidzein, luteolin, t-sinamik asit, hesperitin, Kkrisin,
pinokembrin ve CAPE olmak tizere toplam 19 bilesen varlig1 arastirilmistir. Siringik
asit sadece APEE’de, daidzein sadece UPEE’de tespit edilmistir. PPEE ve APEE’de
rutin ve luteolin bulunurken UPEE’de bulunmadigi goriilmistiir. Luteolin ve ferulik asit
en yliksek oranda PPEE’de tespit edilirken, kafeik asit, p-kumarik asit, rutin, t-sinamik
asit, krisin, pinokembrin ve CAPE bilesenlerinin en fazla APEE’de bulundugu tespit
edilmistir. Gallik asit, protokateuik asit, p-OH benzoik asit, katesin, epikatesin,

miriseitn, resveratrol ve hesperitin ise higbir ekstraktta bulunmamustir.

Hem diinyada hem de iilkemizde yapilan ¢aligmalarda propolislerdeki toplam
fenolik madde miktarlarinin yakin bolgelerden elde edilen propolislerde bile birbirinden
farkli oldugu goriilmiistiir. Ayni1 bolgeden farkli zamanlarda alman propolis
orneklerinde dahi bu degisim gozlenmistir. Bunlarin disinda farkli ar1 tiirlerinin irettigi
propolislerin toplam fenolik madde miktarlarinin da birbirinden farkli oldugu tespit
edilmistir. Bu nedenle propolislerde olmasi1 gereken toplam fenolik madde miktar: ile
ilgili standart bir deger araligi mevcut degildir. Bununla birlikte ¢alismada kullanilan
propolislerdeki  toplam  fenolik madde miktarlar1 benzer c¢aligmalar ile
karsilagtirildiginda, PPEE’nin galismada kullanilan diger etanol ekstraktlarina nispeten
diisiik miktarda fenolik madde icermekle birlikte Hindistan, Sili, Tayland propolisleri
gibi bir¢ok propolisten daha fazla oranda fenolik madde icerdigi goriilmiistiir. APEE ve
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UPEE’nin toplam fenolik madde miktarlari ise Almanya, irlanda, Arjantin
propolislerinden fazla bulunurken, Cin, Hirvatistan ve Polonya propolislerinden az
bulunmustur. Ankara, Kars, Erzurum, Zonguldak, Diizce ve Giresun propolislerinin
etanolik ekstraktlarinin toplam fenolik madde miktarlar1 ile kiyaslandiginda ise
PPEE’nin biitiin bu propolislerden olduk¢a az miktarda fenolik madde igerdigi,
APEE’nin Giresun propolisi disindaki tiim propolislerden diisiik miktarda igerige sahip
oldugu, UPEE’nin ise Zonguldak ve Kars propolisleri hari¢ hepsinden yiiksek miktarda

fenolik madde icerdigi goriilmiistiir.

Bu ¢aligmada kullanilan propolis ekstraktlarinin toplam fenolik madde miktarlari
kendi icinde kiyaslandiginda, biitlin propolislerin Dogu Karadeniz Bolgesinden
olmasina ragmen toplam fenolik madde miktarlarinin {i¢ propolis ekstraktinda da farkli
oldugu goriilmiistiir. Propolis kompozisyonunun iklim, bitki 6rtiisii, toplandigi mevsim
gibi parametrelere bagli olarak degistigi bilgisi goz Oniine alindiginda bdyle bir farkin
meydana gelmesinin olagan oldugu anlasilmistir. Etanol ekstraktlarinin toplam fenolik
madde miktarlarinin su ekstraktlarindan kat kat fazla olmasmin, propolisin i¢indeki
bilesenleri ¢6zme konusunda suyun eksik kalmasindan kaynaklandigi diisiiniilmiistiir.
Bu durumun literatiirde yer alan veriler ile benzer oldugu goriilmiistiir. Propolis
ekstrakti hazirlarken kullanilan farkli c¢oziiciilerin etkinlikleri karsilastirildiginda

anlasilmistir ki propolis icerisindeki bilesenleri ayirmak i¢in kullanilan en iy1 ¢oziicli

etanoldiir.

Propolis igerisindeki fenolik bilesenlerin cinsi ve miktarlart da tipki toplam
fenolik madde miktarinda oldugu gibi iklim, bitki ortiisti, propolisin toplandigi mevsim
gibi parametrelere bagl olarak degismektedir. Yine ayni nedenlerden dolayr belli bir
bolgeden elde edilen propoliste her zaman ayni fenolik bilesenlerin olmasi1 ve baskin
fenolik bilesenin sabit olmasi s6z konusu degildir. Propolisin igerdigi fenolik
bilesenlerin farmakolojik 6zellikleri arastirilmaya devam etmekle birlikte bazi1 fenolik
bilesenlerin biyolojik aktiviteleri tespit edilmistir. Bu bakis acisiyla degerlendirildiginde
fazla miktarda CAPE igeren bir propolisin anti-kanser, krisin miktar1 fazla olan bir
propolisin ise antibakteriyel 6zellik gdstermesi beklenebilir. Nitekim yapilan ¢alismada
toplam fenolik madde miktar1 en fazla UPEE’de bulunmasina ragmen, krisin miktart en
fazla olan APEE’nin UPEE’den daha fazla anti-HSV-1 aktivitesi gosterdigi tespit

edilmistir.
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Propolisin  HSV-1 {izerine antiviral etkisinin degerlendirildigi ¢aligmalar
arastirlldiginda  literatiirde kisithh  sayida caligmanin  oldugu goriilmiistiir. Cek
Cumhuriyeti’nde yapilan bir ¢alismada herpes labialis’i olan 189 hasta %0.5 propolis
iceren krem ile, 190 hasta ise %0.5 asiklovir igeren krem ile tedavi edilmeye
calisgtimistir. Kremler giinde bes kere bolgeye uygulanmistir. Onceden tanimlanmus
klinik duruma propolis uygulanan hastalar ortalama dort giinde ulasirken asiklovir
uygulanan hastalar ortalama bes giinde ulasmistir. Propolis uygulanan hastalarda alerjik
reaksiyon, lokal irritasyon veya herhangi baska bir yan etki goriilmemistir. Propolis
iceren kremin herpes labialis tedavisinde asiklovirden daha etkili oldugu, aradaki farkin

istatistiksel olarak anlamli bulundugu belirtilmistir (120).

Brezilya’da yapilan bir ¢aligmada Scaptotrigona postica’dan elde edilen
geopropolisin hidrometanololik ekstraktinin HSV-1 iizerine etkisi RT-PCR yontemi ile
arastirilmistir. Ekstraktin 1 pg/mL, 10 pg/mL ve 100 ug/mL konsantrasyonlari viriis
tizerinde denenmis, ekstraktin tiim konsantrasyonlarda viriis replikasyonu {izerinde

etkisi oldugu gosterilmistir (121).

Breziya’da kahverengi Brezilya propolisinin hidroalkolik ekstraktinin HSV-2
tizerine etkisi BALB/c fareler lizerinde arastirilmistir. Propolis ekstraktinin ekstravajinal
lezyonlar1 ve HSV-2 enfeksiyonunun vajinal dokularda meydana getirdigi histolojik

hasar1 azalttig1 goriilmistiir (122).

Japonya’da yapilan bir ¢aligmada farkli fenolik bilesen kompozisyonuna sahip
lic Brezilya propolisinin etanol ekstraktinin HSV-1 {izerine etkisine fareler iizerinde
bakilmistir. Ekstraktlar farelere 10 mg/kg oraninda uygulanmistir. Calismada
ekstraktlarin herpetik deri lezyonlarmimn olusumunu sinilandirdign goriilmiistiir. 1Ki
ekstraktin ise deri ve beyinde viriis titresini toksisiteye neden olmadan anlamli derecede
diistirdiigii gézlemlenmistir. Bir ekstraktin in vivo etki gdstermesine ragmen in vitro

deneylerde anti-HSV-1 aktivitesi goriilmemistir (123).

Almanya’da yapilan bir calismada Cek propolisinin etanol ve su ekstraktlarinin
antiviral aktiviteleri plak azalma testi ile arastirilmistir. Bu ¢alismada etanol ekstraktinin
su ekstraktina gore yaklasik 10 kat daha etkili oldugu belirtilmistir. Her iki ekstraktin da
plak olusumunu >%98 oraninda azalttig1 gortilmiistiir. Ayn1 ¢alismada ticari olarak elde

edilen kafeik asit, p-kumarik asit, benzoik asit, galangin, pinokembrin ve krisinin de
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anti-HSV-1 aktiviteleri incelenmis, galangin ve krisinin antiviral aktivite gosterdigi
tespit edilmistir. Bununla birlikte daha fazla bilesenin bir arada bulundugu maddelerde
tek tek denenen maddelerin etkisinden daha fazla antiviral etki goriilmiistiir. Propolis
ekstraktlarinin herpes enfeksiyonlarinda topikal uygulanmasinin uygun olabilecegi

sOylenmistir (124).

Ukrayna’da yapilan bir ¢alismada Kanada propolisi, asiklovir ve plasebonun
genital herpes (HSV-2) enfeksiyonu olan bireylerdeki etkisi karsilagtirmali olarak
arastiritlmistir. Her madde i¢in 30 kisilik gruplar kullanilmistir. Bireyler hem klinik
semptomlarina hem de herpetik lezyonlarin biyiikligine gore degerlendirilmistir.
Maddeler enfeksiyon olan bolgeye 10 giin boyunca giinde dort kere uygulanmistir. 10.
giinde propolis uygulanan 30 bireyin 24°{i, asiklovir uygulanan 30 bireyin 14’{i, plasebo
uygulanan 30 bireyin 12’sinin iyilestigi goriilmiistiir. Propolis uygulanan bireylerde
iyilesme hizinin daha fazla oldugu tespit edilmistir. Kadinlarin %66’sinda ilk
muayenede mikrobiyal patojenlerin neden oldugu vajinal siiperenfeksiyon bulundugu,
tedaviden sonra asiklovir ve plasebo gruplarinda bu oranin degismedigi, fakat propolis
grubunda siiperenfeksiyonun %55 oraninda azaldigi belirlenmistir. Genital herpetik
lezyonlarin tedavisinde ve lokal belirtilerin azaltilmasinda propolisin asiklovir ve

plasebodan daha etkili oldugu gosterilmistir (125).

Hatay’da yapilan bir ¢alismada Hatay propolisinin etanol ekstraktinin HSV-1 ve
HSV-2 iizerine etkisi RT-PCR ydntemi ile arastirilmistir. Bu ¢alismada 25, 50 ve 100
pg/mL  konsantrasyonlarda Hatay propolisinin viral replikasyonu baskiladigi
goriilmistiir. Hatay propolisinin HSV-1’e etkisini 24 saatte, HSV-2’ye etkisini 48 saatte
gostermeye basladigi belirtilmistir (119).

Calismamizda Pazar, Ardahan ve Uzungdl propolislerinin etanol ve su
ekstraktlariin HSV-1 {izerine etkileri MTT, RT-PCR ve plak azalma testleri ile

degerlendirilmistir.

MTT yonteminde viriis ile enfekte edilen hiicrelerin iizerine ekstraktlarin VERO
hiicrelerine sitotoksik olmayan konsantrasyonlar1 (etanol ekstraktlarinin 6.25-100
pg/mL  konsantrasyonlari, su ekstraktlariin 12.5-800 pg/mL  konsantrasyonlar)
eklenerek dort giin inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda ekstraktlar1 igeren

kuyucuklardaki hiicre canliligi sadece viriis iceren hiicre ile kiyaslanarak ekstraktlarin
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etkisi belirlenmistir. Biitiin ekstraktlarin tiim konsantrasyonlarinda viriis sayisi1 arttikca
hiicrelerin canlilik oraninin azaldigi goriildmiistiir. Sulu ektraktlarda hiicrelerin canlilik
oraniin sadece viriis i¢eren hiicrelerdeki canlilik orani ile benzer oldugu goriilmiis,
boylece sulu ekstraktlarin HSV-1 iizerinde antiviral etkisinin olmadigi belirlenmistir.
PPEE’inda 1 MOI viriis i¢eren kuyucuklarda hiicre canliliginda kismi bir artis olmakla
birlikte bu artigin anlamli olmadigi, 10 MOI ve 100 MOI viriis i¢eren kuyucuklarda ise
hiicre canliliginda artis olmadigi tespit edilmistir. APEE ile UPEE’inda ise 1 MOI ve 10
MOI viriis igeren kuyucuklarda 50 pg/mL konsantrasyonda hiicre canliligini belirgin
sekilde arttirdigi (APEE; 1MOI: %44.9, 10 MOI: %28.42, UPEE; 1MOI: %52.5, 10
MOI: %35.32), bu farkin istatistiksel olarak anlamli oldugu (p<0.05) tespit edilmistir.

RT-PCR yonteminde virilis ile enfekte edilen hiicrelerin iizerine ekstraktlarin
VERO hiicrelerine sitotoksik olmayan konsantrasyonlar1 eklenerek ii¢ giin inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon sonunda ekstraktlar1 igeren hiicrelerdeki viral DNA miktari
sadece viriis iceren hiicreler ile kiyaslanarak ekstraktlarin etkisi belirlenmistir.
Propolislerin su ekstraktlari ile negatif kontrol arasinda bir fark olmadigi, dolayisi ile
sulu ekstraktlarin viriisiin tiremesi tizerine bir etkisinin olmadigi goriilmistir. Etanolik
ekstraktlarin viriis iizerine 6.25-50 pg/mL konsantrasyonlarinda etki gostermedikleri,
100 pg/mL konsantrasyonda asiklovir ile benzer etki gosterdikleri belirlenmistir.
APEE’nin viriis iizerine en fazla etki gosteren etanolik ekstrakt oldugu anlasiimistir.
Etanol ekstraktlarin 100 pg/mL’da gosterdikleri etki istatistiksel olarak anlamli
(p<0.05) bulunmustur.

Plak azalma testinde esit miktarda viriis igeren hiicreler iizerine etanol
ekstraktlarmin  sitotoksik  olmayan konsantrasyonlart  eklenmistir. Ug  giin
inkiibasyondan sonra canli virlislerin olusturdugu plak sayilari karsilagtirilarak
ekstraktlarin  etkisi  degerlendirilmistir. PPEE plak sayisinda belirgin  fark
olusturmazken, UPEE 50 ve 100 pg/mL konsantrasyonlarinda, APEE ise 25, 50 ve 100
pg/mL  konsantrasyonlarinda plak sayisinda belirgin bir azalma olusturdugu
goriilmiistiir. Istatistiksel analizde APEE nin 50 ve 100 pg/mL konsantrasyonlardaki
etkileri ile UPEE’nin 100 pg/mL konsantrasyondaki etkisi istatistiksel olarak anlamli
(p<0.05) bulunmustur.
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Calisma sonunda propolislerin su ekstraktlarinin anti-HSV-1 aktivitesinin
olmadigi belirlenmistir. APEE’nin HSV-1 iizerine en etkili oldugu bunu UPEE’nin
takip ettigi goriilmistiir. PPEE’nin ise RT-PCR ydnteminde etkisi goriilmesine ragmen
enfektif virlis partikiilleri tizerine belirgin etkisi olmadigi anlagilmistir. Bu durumun
ekstraktlarin  icerdikleri fenolik bilesenlerdeki cins ve miktar farkliligindan

kaynaklandig1 diistinilmistiir.

Propolisin HSV-1 iizerine antiviral etkisinin RT-PCR yo6ntemi ile arastirildigr iki
calisma incelenmis, Scaptotrigona postica’dan elde edilen geopropolisin
hidrometanololik ekstraktinin 1 pg/mL’de anti-HSV-1 aktvite gosterdigi, Hatay
propolisinin etanol ekstraktinin ise 25, 50 ve 100 pg/mL konsantrasyonlarda viral
replikasyonu baskiladigi belirlenmistir. Bu ¢aligmada ise RT-PCR yonteminde etanol
ekstraktlarinin yalmizca 100 pg/mL konsantrasyonda viral replikasyonu baskiladig

gorilmiustir.

Cek propolisinin hem su hem de etanol ekstraktinin anti-HSV-1 aktivitesi plak
azalma testi ile degerlendirilmis, her iki ekstraktin da HSV-1 plak olusumunu >%98
oraninda azalttig1 tespit edilmistir. Bu ¢aligmada PPEE’nin plak sayisinda belirgin fark
olusturmadigi, UPEE’nin 50 ve 100 pg/mL konsantrasyonlarinda, APEE’nin ise 25, 50
ve 100 pg/mL konsantrasyonlarinda plak sayisinda belirgin bir azalma olusturdugu
belirlenmistir. Plak sayisindaki azalmanm en fazla oldugu APEE’nin 100 pug/mL

konsantrasyonunda ekstraktin plak olusumunu ~%87 oraninda azalttig1 goriilmiistiir.

Biitiin bu bilgiler 1s18inda Scaptotrigona postica’dan elde edilen geopropolisin
hidrometanol ekstrakti, Cek propolisi etanol ekstrakti ve Hatay propolisi etanol
ekstraktinin anti-HSV-1 aktivitesinin bu ¢alismada kullanilan ekstraktlara kiyasla daha

fazla oldugu anlasilmistir.

Son zamanlarda propolisin HSV-1 veya diger mikroorganizmalarin tedavisinde
kullanilabilmesi i¢in cesitli sistemlerin gelistirilmeye calisildigi goriilmektedir. Bu
amagla kullanilabilmesi i¢in 6ncelikle propolisin mikroorganizma iizerine etkisinin in
vitro olarak gosterilmesi gerekmektedir. Bu ¢alismada Ardahan ve Uzungol
propolislerinin HSV-1 iizerine antiviral etkisi oldugu, Pazar propolisinin ise belirgin bir

etkisinin olmadig1 gosterilmistir. Buradan hareketle Ardahan ve Uzungdl propolislerinin
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HSV-1 tedavisi i¢in umut vadettigi, HSV-1 ile ilgili yapilacak topikal ila¢ gelistirme

calismalarinda bu propolislerin degerlendirilebilecegi anlasilmistir.

Calismada kullanilan propolisler ile ilgili literatiirde herhangi bir calismaya
rastlanmamistir. Dogu Karadeniz Bélgesi’nden elde edilen propolislerin HSV-1 iizerine
etkisini gosteren bir ¢alisma da literatiirde mevcut degildir. Bu bakimdan bu ¢alisma bir
ilk olma ozelligi tasimaktadir. Ulkemizde propolislerin antiviral aktivitesine yonelik
yapilan c¢alismalar da oldukga kisithidir. Yapilan bu ¢alisma ile sinirhi sayida veri

bulunan bu alana katk1 saglanmustir.
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8. SONUC ve ONERILER

Rize’nin Pazar ilgesinden, Ardahan ilinden ve Trabzon’un Uzung6l bolgesinden
elde edilen propolislerin HSV-1 iizerine antiviral etkilerinin degerlendirildigi bu

calismada asagidaki veriler elde edilmistir.

1. Propolislerin etanol ekstraktlariin 100 pg/mL ve asagisindaki konsantrasyonlarda

VERO hiicrelerine siltotoksik olmadigi belirlendi.

2. Propolislerin su ekstraktlarinin 800 pg/mL ve asagisindaki konsantrasyonlarda

VERO hiicrelerine siltotoksik olmadig: belirlendi.

3. Propolislerin HPLC-UV analizinde siringik asit sadece Ardahan propolisi etanol
ekstraktinda, daidzein sadece Uzungol propolisi etanol ekstraktinda tespit edildi. Pazar
ve Ardahan propolisi etanol ekstraktlarinda rutin ve luteolin bulunurken Uzung6l
propolisi etanol ekstraktinda bulunmadig: goriildii. Luteolin ve ferulik asit en yiiksek
oranda Pazar propolisi etanol ekstraktinda tespit edilirken, kafeik asit, p-kumarik asit,
rutin, t-sinamik asit, krisin, pinokembrin ve CAPE bilesenlerinin en fazla Ardahan

propolisi etanol ekstraktinda bulundugu tespit edildi.

4. Ekstraktlarin toplam fenolik madde miktar1 arastirildiginda etanol ekstraktlarinda
fenolik madde miktarinin Uzungdl propolisinde 166.908+0.46 mg GAE/g Ornek,
Ardahan propolisinde 124.682+1.36 mg GAE/g ornek, Pazar propolisinde ise
44.188+0.48 mg GAE/g ornek oldugu belirlendi. Su ekstraktlarindaki toplam fenolik
madde miktar1 incelendiginde Uzungdl propolisinde 20.474+1.46 mg GAE/g ornek,
Ardahan propolisinde 6.078+0.53 mg GAE/g 6rnek, Pazar propolisinde 5.868+0.36 mg
GAE/g ornek oldugu tespit edildi.

5. MTT testinde biitiin ekstraktlarin tiim konsantrasyonlarinda viriis sayisi arttik¢a
hiicrelerin canlilik oraninin azaldigi gortildii. Sulu ektraktlarda hiicrelerin canlilik
oraninin, sadece viriis igeren hiicrelerdeki canlilik orani ile benzer oldugu goriildi,
boylece sulu ekstraktlarin HSV-1 iizerinde antiviral etkisinin olmadig belirlendi. Etanol
ekstraktlarinda hiicrelerin canlilik oranlarinin kontrol hiicrelerine oranla armis oldugu,
en yiiksek oranin Uzung6l propolis ekstraktinin 50 pg/mL konsantrasyonunda 1 MOI
oraninda viriis igeren kuyucukta oldugu (% 52,5), onun ardindan Ardahan propolis
ekstraktinin 50 pg/mL konsantrasyonunda 1 MOI oraninda viriis igeren kuyucuklarin

geldigi (%44,9) tespit edildi. Ardahan ve Uzungdl propolis etanol ekstraktlarinin 50
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pg/mL konsantrasyonunda 1 MOI ve 10 MOI oraninda viriis igceren kuyucuklarda

gosterdikleri etkiler istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0.05).

6. RT-PCR yonteminde propolislerin su ekstraktlari ile negatif kontrol arasinda bir fark
olmadig1, dolayisi ile sulu ekstraktlarin viriisiin liremesi iizerine bir etkisinin olmadigi
goriildii. Etanolik ekstraktlarin virilis iizerine 6.25-50 pg/mL konsantrasyonlarinda etki
gostermedikleri, 100 pg/mL konsantrasyonda asiklovir ile benzer etki gosterdikleri
belirlendi. Ardahan propolis etanol ekstraktinin virlis iizerine en fazla etki gosteren

etanolik ekstrakt oldugu anlasildu.

7. Plak azalma testinde Pazar propolis etanol ekstrakti plak sayisinda belirgin fark
olusturmazken, Uzungdl propolis etanol ekstrakti 50 ve 100 pg/mL
konsantrasyonlarinda, Ardahan propolis etanol ekstrakti ise 25, 50 ve 100 pg/mL
konsantrasyonlarinda plak sayisinda belirgin bir azalma olusturdugu goriildii. Ardahan
propolisi etanol ekstraktinin 50 ve 100 ug/mL konsantrasyonlardaki etkileri ile Uzungol
propolisi etanol ekstraktinin 100 pg/mL konsantrasyondaki etkisi istatistiksel olarak
anlamli bulundu (p<0.05).

Bu ¢aligmada Ardahan ve Uzungdl propolislerinin HSV-1 iizerine antiviral etkisi
oldugu, Pazar propolisinin ise belirgin bir etkisinin olmadig1 gosterilmistir. Buradan
hareketle Ardahan ve Uzungdl propolislerinin HSV-1 tedavisi igin gelistirilecek olan
ilaglarda kullanilabilecegi anlasilmistir. Bununla birlikte propolislerin i¢inde var olan
fenolik bilesenler ayrilarak viriis lizerine tek tek denenebilir. Bu sayede HSV-1 iizerine

en etkili olan bilesik belirlenerek antiviral olarak degerlendirilebilir.
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