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Abstract

The aim of present study was to examine the anti-herpes simplex virus type 1 (HSV-1) activity of
methanolic and aqueous extracts from Thermopsis turcica and Limonium iconicum growing in Turkey.
Both methanol extracts and aqueous extracts were tested by means of the MTT assay (tetrazolium-based
colorimetric assay). The ECso was defined as the concentration required to achieve 50% protection
against virus-induced cytopathic effects, and the selectivity index (SI) was determined as the ratio of
CCso (concentration of 50% cellular cytotoxicity) to ECso. According to test results, aqueous extract of
T. turcica has only moderate antiherpetic activity (ECso=1116.00 pg/mL and SI= 3.13), while methanol
extract of L. iconicum has a weak antiherpetic activity (ECso = 14529.00 pg/mL and SI = 1.31). In
contrast, the methanolic extract of 7. turcica and aqueous extract of L. iconicum were not possessed anti-
HSV activity.

Keywords: Thermopsis turcica, Limonium iconicum, Extracts, Anti-herpes simplex virus type 1
activity

Thermopsis turcica ve Limonium iconicum’un In Vitro
Antiviral Etkinliginin Degerlendirilmesi

Ozet

Bu ¢aligma, Tirkiye’de yetisen Thermopsis turcica ve Limonium iconicum bitki tiirlerinden elde edilen
metanol ve su ekstraktlarmin anti-herpes simplex virus tip 1 (HSV-1) aktivitelerini incelemek amaciyla
yapilmistir. Metanol ve su ekstraktlarmin her ikisi de MTT testi (tetrazolium tabanli kolorimetrik test)
ile test edilmislerdir. Virusun neden oldugu sitopatik etkilere karst %50 koruma saglamasi gereken
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konsantrasyon ECsp olarak tanimlanmis ve CCso (%50 hiicresel sitotoksisite konsantrasyonu)’nin
ECso’ye orani olarak da segicilik indeksi (SI) belirlenmigtir. Test sonuglari, sadece T. turcica su
ekstraktinin orta derecede bir antiherpetik aktiviteye (ECso=1116.00 pg/mL ve SI=3.13), L. iconicum
metanol ekstraktinin ise zayif bir antiherpetik aktiviteye (ECso = 14529.00 pg/mL and SI = 1.31) sahip
oldugunu ortaya koymustur. Buna karsilik, T. turcica’nin metanol ekstrakti ile L. iconicum’un su
ekstraktinin anti-HSV aktiviteye sahip olmadigi tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Thermopsis turcica, Limonium iconicum, Ekstraktlar, Anti-herpes simplex virus
tip 1 aktivite

1.Giris

Herpes simplex virus tip 1 (HSV-1) Herpesviridae familyasi, Alphaherpesvirinae subfamilyasi,
Simplexvirus genusunun bir tiyesidir. HSV-1, orofasiyal mukoza yiizeyleri enfeksiyonuna neden olan ve
nadiren akut hepatite, keratokonjonktivite veya meningoensefalite sebep olabilen yaygin bir insan
patojenidir (de Oliveira ve Fraefel 2010). HSV tedavisinde bazi onanmis niikleozid temelli ilaglar etkili
olmasma ragmen, bu ilaglar yine de latent virusun tekrarint modiile edemezler ve diren¢ mutasyonlari
meydana geldiginde etkisizlesirler (Coen 1994). Bu yiizden, HSV enfeksiyonunun &nlenmesi ve/veya
tedavi edilmesine yonelik bir tesebbiis olarak yeni ve daha etkili antiviral ajanlarin arastirilmasina ihtiyag
vardir.

Tiirkiye bitki familyalari, genuslar1 ve tiirleri bakimindan zengin bir ¢esitlilige sahiptir (174 familya,
1251 genus ve 9222 tiir). 8988 tiir dogal olarak yetismekte olup, tiir endemizmi yiiksektir ve 2991 tiir
Tiirkiye’ye endemiktir (Giiner ve ark. 2000).

Tiirkiye’ye endemik olan Limonium iconicum dahil Limonium tiirleri Tiirk halki tarafindan ‘kunduz otu,
esek kulagi veya deve kulag1’ olarak adlandirilmaktadir. Bu tiirlerin taze yapraklart hayvanlar tarafindan
yenilirken, kurutulmus ¢igekleri yore insanlari tarafindan gesitli hastaliklarin tedavisinde ilag olarak
kullanilmaktadir (Evliyaoglu ve ark. 2008). Limonium iconicum’dan elde edilen ekstraktlarin gesitli
fungus ve bakteri tiirleri {izerine antimikrobiyal etkilerinin oldugu tespit edilmistir (Bashir ve ark. 1994,
Avaz 2010). Ayrica, Limonium sinense’den elde edilen Samarangenin B’nin in vitro olarak HSV-1’in
replikasyonunu inhibe ettigi belirlenmistir (Kuo ve ark. 2002).

Arastirmamizin materyalini teskil eden diger bitki tiiri Thermopsis turcica ise, yapilan caligmalarla,
fitokimyasal igerik yoniinden anajirin gibi alkoloidlerin varligi belirlenmis olan (Sener ve ark. 1991,
Koyuncu ve ark. 1993), Tiirkiye’ye endemik tibbi bir bitki tiiriidiir. Bu bitki tiiriiniin de gesitli bakteri ve
fungus tiirlerine karsi antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugu belirlenmistir (Korcan ve ark. 2009).
Bununla birlikte, bu bitkilerin antiviral etkisini degerlendiren bir ¢alisma yoktur. Bu ¢aligmanin amaci,
bu bitkilerden hazirlanan methanol ve su ekstraktlarmin anti-HSV-1 aktivitelerini degerlendirmektir.

2. Materyal ve Metot

2.1. Bitki Materyalleri

T. turcica Kit Tan, Vural & Kii¢iikodiik ve L. iconicum (Boiss. & Heldr.) O. Kuntze bitki 6rnekleri
ozellikle ¢iceklenme doneminde toplandi ve Selcuk Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji Boliimii
Herbaryumu’nda literatiirlere gore (Davis 1982, Davis ve ark. 1988) teshis edildi. Toplanan bitki
orneklerinin bir kismi ileride basvurmak iizere herbaryum materyali haline getirilerek Selguk
Universitesi, Fen Fakiiltesi, Biyoloji Béliimii Herbaryumu’nda muhafaza altina alind1.

2.2. Bitki Ekstraktlarimin Hazirlanmasi

Bitki tiirlerinin havada kurutulmus ve toz haline getirilmis iki ayr1 6rnegi (her birinden 25 g) bir Waring
Blender kullanilarak oda sicakliginda distile su (100 mL) ve metanol (100 mL, Merck, Japan) ile
ekstrakte edildi ve bir Buchner hunisi ile Whatman No.1 filtre kagidi kullanilarak filtre edildi. Elde edilen
ekstraktlar filtreden gegirildikten sonra, indirgenmis basing altinda kuruluga kadar evapore edildi ve
liyofilize edildi. Boylece, iki farkli kaba ekstrakt elde edildi: su ekstrakti, metanol (MeOH) ekstrakt.
Liyofilize edilen ekstraktlar kullanilincaya kadar -20°C’de saklandi1 (Karag6z ve ark. 2009).

2.3. Stok Ekstrakt Soliisyonlarimin Hazirlanmasi

Thermopsis turcica ve Limonium iconicum stok soliisyonlart (100 mg/mL), her bir liyofilize edilen
ekstraktin 1000 mg’1n1 serum ve fenol red igermeyen Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM,;
Biological Industries, Cat. N0:01-050-1A, Israel) besiyerinin 10 mL’si igerisinde ¢ozdiirerek hazirlandi.
Stok soliisyonlar daha sonra filtrasyonla sterilize edildi.
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Sitotoksisite ve antiviral testleri i¢in, Thermopsis turcica ve Limonium iconicum stok soliisyonlari % 2
fetal bovine serumu (FBS; Biological Industries, Cat. No: 04-007-1A, Israel) ilave edilen DMEM (idame
besiyeri) ile sulandirildi.

2.4. Hiicre Kiiltiirii ve Virus

Vero hiicreleri (Afrika yesil maymun bobrek hiicreleri, ATCC-CCL81), %10 FBS ve %1 antibiyotik-
antimikotik soliisyonu (10,000 U/mL penisilin, 10 mg/mL streptomisin, and 25 pg/mL amfoterisin B;
Sigma-A5955) ilave edilmis DMEM besiyerinde iiretildi ve 37°C’de %5 CO; igeren ortamda inkiibe
edildi. HSV-1 HF susu (ATCC-VR-260) Selguk Universitesi, Veteriner Fakiiltesi, Viroloji Boliimii
(Turkiye)’nden elde edildi. HSV-1, Vero hiicrelerinde ¢ogaltildi ve ¢ogaltilan virus stogunun titresi
Kaerber metodu (Kaerber 1964) kullanilarak DKiDso (%50 doku kiiltiirii enfektif doz)/0.1 mL olarak
belirlendi. Titrasyondan sonra, viral stok steril tiiplere paylastirildi ve deneylerde kullanilincaya kadar -
70°C’de saklandi. Viral stogun enfektif titresi, DKiDso=10"7°/0.1 mL olarak tespit edildi.

2.5. Sitotoksisite Testi

T. turcica ve L. iconicum’dan elde edilen metanol ve su ekstraktlarinin Vero hiicreleri tizerine sitotoksik
etkisi, kii¢iik modifikasyonlar yapilarak Andrighetti-Frohner ve ark.’nin (2003) bildirdigi metoda gore,
kolorimetrik MTT testi ile belirlendi. Ozetle, Vero hiicreleri %10 FBS eklenmis DMEM kullanilarak 96
kuyucuklu pleytlere ekildi (2 x 10° hiicre/mL yogunlugunda kuyucuk bagma 100 uL). 37°C’de %5 CO,
igeren nemlendirilmis bir ortamda 24 saatlik inkiibasyon siiresi sonrasinda tek tabaka hiicre kiiltiirii
olustugu zaman, her kuyucuktan besiyerleri ¢ekilerek alindi ve ekstrakt sulandirmalarinin (stok ekstrakt
soliisyonlarmmdan %2 FBS iceren DMEM kullanilarak 25000-48.83 pg/mL araligindaki Log, tabanina
gore hazirlanmis ekstrakt sulandirmalarmm) 200 pL’si ile yeniden dolduruldu. Hiicre kontrol olarak,
hiicre igeren kuyucuklara sadece %2 FBS’lu 200 uL. DMEM konuldu. 37°C’de nemlendirilmis %5 CO;
iceren bir ortamda 4 giin inkiibasyondan sonra, her kuyucuktaki besiyeri gekilerek alindi ve DMEM ile
hazirlanan MTT [3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide, Sigma-M2128-500 mg,
USA] soliisyonunun 50 pl’si her kuyucuga konuldu ve pleytler 37°C’de 4 saat siireyle inkiibe edildi.
Inkiibasyondan sonra, MTT soliisyonu hiicrelere zarar vermeden cekilerek alndi ve her kuyucuga
formazan kristallerini ¢6zmek amaciyla 100 pL dimetil siilfoksit (DMSO) konuldu. Kristalleri tamamen
cozmek amaciyla pleytler 5 dk siireyle hafif¢e calkalandiktan sonra, ¢ok kanalli bir ELISA okuyucunda
(Multiskan EX, Labsystems) 540 nm’de absorbanslar okutuldu. Sitotoksisite yiizdesi, A’nin hiicre
kontroliin absorbansini, B’nin ekstraktla muamele edilmis hiicrelerin absorbansini temsil ettigi, [(A - B)
/ A x 100] formiiliinden hesaplandi. Her ekstrakt i¢in, Vero hiicrelerinin %50’sini 6ldiirmek i¢in gerekli
konsantrasyona karsilik gelen %50 sitotoksik konsantrasyon (CCso), GraphPad Prism yazilim programi
kullanilarak nonlinear regresyon analizi ile hesaplandi. Ayrica, hiicre kontroller ile kiyaslandiginda toksik
etki gostermeyen ekstraktlarm  maksimum konsantrasyonu olarak, maksimum non-toksik
konsantrasyonlar (MNTK’lar) belirlendi. Daha sonra, belirlenen bu MNTK degerleri, MTT testi ile
ekstraktlarin antiherpetik aktivitesinin tayininde kullanildi.

2.6. A ntiviral Test

HSV-1’¢ karsi kaba ekstraktlarin antiviral aktivitelerini belirlemek i¢in, kolorimetrik MTT testi
(Andrighetti-Frohner et al., 2003) kullanildi. Vero hiicre kiiltiirleri (4 x 10° hiicre/mL yogunlugunda
kuyucuk bagma 100 pL), 96 kuyucuklu doku kiiltiirii pleytlerinde (Corning, USA) hazirlandi. %5 CO-’li
inkiibatérde 37°C’de 24 saat siireyle kiiltiire edildikten sonra tek tabaka halindeki hiicrelerden kiiltiir
besiyeri cekilerek alindi. 96 kuyucuklu doku kiiltiirii pleytlerindeki konfluent tek tabaka halindeki
hiicrelere, 100 DKIDsp oraninda sulandirilan 100 pL virus siispansiyonu ve érneklerin uygun seri halinde
sulandirilmig konsantrasyonlarmi iceren 100 pL idame besiyeri (%2 FBS’lu DMEM) konuldu. Test
orneginin MNTK "u, kiiltiir besiyeri ile seri iki kat sulandirmalarinin yapildig1 en yiiksek konsantrasyon
olarak kullanildi. Virus kontrol ve hiicre kontrol gérevini yapmasi i¢in, sirastyla, virus siispansiyonu ve
ornek igermeyen idame besiyeri ilave edildi. Pleytler, 2 giin siireyle, daha dogrusu virus kontrol
kuyucuklarmda sitopatik etki (CPE) goriiliinceye kadar, %5 CO2’li nemli bir inkiibatérde 37°C’de inkiibe
edildi. Onceden tamimlandig sekilde MTT ile hiicre canliliginin degerlendirilmesinde kullanilan ayn1
metot takip edildi. Koruma yiizde oranlari, A, B ve C’nin, sirastyla, orneklerin, virus ve hiicre
kontrollerin absorbanslarini temsil ettigi, [(A — B) / (C —B) x 100] formiiliinden spektrofotometrik olarak
hesaplandi. Ayrica, tiim testler, benzer kosullar altinda es zamanli olarak test edilen pozitif kontrol
(asiklovir = ACV, Sigma-A4669) ile karsilastirildi. Enfekte hiicrelerin %50’sinde koruma saglayan
ekstrakt (veya ACV) konsantrasyonlar1 olarak tanimlanan ECso degerleri, ekstrakt (veya ACV)
konsantrasyonlarina karst belirlenen koruma % oranlarindan yararlanilarak, GraphPad Prism istatistik
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programi kullanilarak non-linear regresyon analiziyle belirlendi. Ekstraktlarin (veya ACV’nin) secicilik
indeksi (SI) degerleri ise, CCso/ECso oranindan belirlendi.

3. Arastirma Sonugclar1 ve Tartisma

Tiirkiye’de endemik bitki tiirleri olan Thermopsis turcica ve Limonium iconicum’dan elde edilen MeOH
ve su ekstraktlart HSV-1 (HF susu)’e kars1 antiviral aktiviteleri yoniinden aragtirildi. Cesitli bakteri ve
fungus tiirlerine kars1 antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugu belirlenen (Bashir ve ark. 1994, Korcan ve
ark. 2009) bu bitkilerin antiviral aktivitesine yonelik hemen hemen hig ¢alisma bulunmamaktadir. Sadece
Limonium genusundan Limonium sinense’den elde edilen Samarangenin B’nin in vitro olarak HSV-1’in
replikasyonunu inhibe ettigi belirlenmistir (Kuo ve ark. 2002).

Hazirlanan ekstraktlarin ve HSV-1’e kars1 pozitif kontrol olarak kullanilan ACV’nin antiviral aktivitesini
degerlendirmeden dnce, bu ekstraktlarin ve ACV’nin Vero hiicreleri lizerine sitotoksik etkileri arastirild.
Bu amagla, MTT kolorimetrik testi kullanildi ve test edilen her ekstrakt ve ACV igin 4 giin
inkiibasyondan sonra bir CCso degeri hesaplandi. Test edilen ekstraktlarin ve ACV’nin sitotoksisite
degerlendirme sonuglari, Tablo 1, Sekil 1, 2, 3, 4 ve 5°de gosterilmektedir.

Ekstraktlarm ve ACV’nin anti-HSV-1 aktiviteleri, 100 DKIDsp oraninda sulandirmis virus siispansiyonu
ile inokiile edilen Vero hiicrelerinde yine MTT testi ile degerlendirildi. Degerlendirme sonuglar1 Tablo
1, Sekil 6, 7 ve 8’de gosterilmektedir.

Tablo 1. T. turcica ve L. iconicum ekstraktlarmin sitotoksik ve antiherpetik aktivite sonuglari

Bitki Ekstrakt MNTK CCso ECso Sl

(ng/ml) (ug/ml) (ug/ml)
T. turcica MeOH 195 31000 NA NE

Su 391 3493 1116 3.13
L. iconicum MeOH 6250 18995 14529 1.31

Su 781 23677 NA NE
ACV 15.63 617.00 0.20 3085.00

MeOH: Metanol; ACV: Asiklovir: HSV-1 enfeksiyonu igin pozitif kontrol; MNTK: Maksimum non-toksik
konsantrasyon; CCso: %50 sitotoksik konsantrasyon; ECso: Viral etkiyi %50 inhibe edici konsantrasyon; Segicilik
indeksi (SI): CCso/ECso; NE: Degerlendirilmedi; NA: Aktif degil
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Sekil 1. Thermopsis turcica metanol ekstraktinin Vero hiicrelerine karsi sitotoksik aktivitesi (MNTK:
195.00 pg/mL ; CCso: 31000 pg/mL)
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Sekil 2. Thermopsis turcica su ekstraktinin Vero hiicrelerine karsi sitotoksik aktivitesi (MNTK:

391.00 pg/mL; CCsp: 3493.00 ug/mL)
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Sekil 3. Limonium iconicum metanol ekstraktinin Vero hiicrelerine karsi sitotoksik aktivitesi (MNTK:
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Sekil 4. Limonium iconicum su ekstraktinin Vero hiicrelerine kars: sitotoksik aktivitesi (MNTK: 781.00
pg/ml; CCso: 23677.00 pg/ml)
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Sekil 5. ACV’nin Vero hiicrelerine kars1 sitotoksik aktivitesi (MNTK: 15.63 pg/mL; CCso: 617.00
pg/mL)
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Sekil 6. Thermopsis turcica su ekstraktinin anti-HSV-1 aktivitesi (ECso: 1116 pg/mL; SI: 3.13)
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Sekil 7. Limonium iconicum methanol ekstraktinin anti-HSV-1 aktivitesi (ECsp: 14529 pg/mL: SI:

1.31)
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Sekil 8. ACV’nin anti-HSV-1 aktivitesi (ECso: 0.20 pg/mL; SI: 3085)

Chattopadhyay ve ark. (2009), test ekstraktlarmin tigten biiyiik SI degerlerinin onlarin potansiyel olarak
giivenilir antiviral aktivitesinin gostergesi olarak kabul edilmesi gerektigini bildirmiglerdir. Buna gore,
Tablo 1’de goriildiigi gibi; test edilen ekstraktlar arasinda sadece T. turcica su ekstraktt HSV-1’e kars1
orta derecede bir antiviral aktivite gosterirken (ECsp = 1116.00 ug/mL, SI = 3.13), L. iconicum MeOH
ekstrakti ise zayif bir antiviral aktivite gosterdi (ECsp = 14529.00 pg/mL, SI = 1.31). Diger bitki
ekstraktlarinin ise, test edilen MNTK’larinda anti-HSV-1 aktiviteye sahip olmadig belirlendi.

Kuo ve ark.’nin (2002) yaptig1 bir ¢aligmada, Limonium sinense’den izole edilen samarangenin B’nin
belirli bir sitotoksisite gostermeksizin Vero hiicrelerinde HSV-1’in  ¢ogalmasimi baskiladig:
gosterilmigtir. Yapilan bagka bir calismada, Limonium brasiliense’den elde edilen etanol ekstraktinin
6nemli derecede anti-HSV-1 aktiviteye sahip oldugu (ECso = 185.00 pg/mL ve SI = 4.58), ancak bu
ekstraktin Vero hiicrelerine karsi son derece toksik oldugu (CCsp = 848.00 pg/mL) ve bu yiizden
gosterdigi antiviral aktiviteden antiviral aktiviteden sorumlu olan madde/maddelerin disinda baska
toksik maddelerin sorumlu olabilecegi bildirilmistir (Faral-Tello ve ark. 2012). Yapilan bu arastirmada
ise, L. iconicum’dan elde edilen ekstraktlarin Vero hiicrelerine karsi diisiik sitotoksisiteye sahip oldugu
(metanol ekstrakti icin CCsg = 18995.00 pg/mL, su ekstrakti igin CCso = 23677.00 pg/mL) , ancak bu
bitkinin metanol ekstraktinin zayif anti-HSV-1 aktiviteye sahip oldugu (ECso = 14529.00 pg/mL, SI =
1.31), su ekstraktinin ise antiherpetik aktiviteye sahip olmadigi tespit edilmistir (Table 1). L.
iconicum’dan elde edilen ekstraktlarin zayif antiherpetik aktiviteye sahip olmasi veya hi¢ antiherpetik
aktiviteye sahip olmamasi, bu eckstraktlarda antiviral aktiviteden sorumlu olan maddelerin diisiik
konsantrasyonuna bagli olabilir. Ote yandan, Kuo ve ark.’min (2002) yaptig1 calismada anti-HSV-1
aktiviteye sahip oldugu belirlenen samarangin B’nin saflastirilmis bilesik oldugunu, bu ¢alismada ise
ham ekstraktlarin kullanildigini belirtmekte yarar vardir.

Tibbi bitkilerden izole edilen alkaloidler (Martin 1987), flavonoidler (Lin et al. 1999), saponinler
(Sindambiwe ve ark. 1998), kinonlar (Andersen ve ark. 1991), terpenler (Bourne ve ark. 1999), lignanlar
(Charlton 1998), tanninler (Ferrea ve ark. 1993), polisakkaritler (Bourne ve ark. 1999, Thompson ve
Dragar 2004), steroid glikozitler (Ikeda ve ark. 2000, Nohara 2004), tiyosiilfitler (Tsai ve ark. 1985),
proantosiyanidin (Erdelmeier ve ark. 1996) ve proteinlerin (Aoki ve ark. 1995) antiherpetik aktiviteye
sahip oldugu bildirilmistir. Baz1 Thermopsis tiirlerinin alkaloidleri (anajirin, thermopsin, hombifoline,
cytisine, N-methylcytisine, lupine, lupanine ve 5,6-dehydrolupanine), flavonoidleri, vitamin C’yi, makro
ve mikro elementleri icerdigi bildirilmistir (Cho ve Martin 1971, Kotenko ve ark. 2001, Asilbekova 2004,
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Tsypysheva ve ark. 2015). T. turcica ile ilgili yapilan bir 6n ¢aligmada, bu bitkinin farkli dokularinda
bazi lupin alkaloid, flavonoid, kumarin, kardiyoaktif glikozit ve steroidlerle birlikte, yiiksek diizeyde
anajirin varhg: bildirilmistir (Sener ve ark. 1991). Bu ylizden, T. turcica aqueous ekstraktinin HSV-1’e
kars1 orta derecede antiviral aktivitesi (ECso = 1116.00 pg/ml, SI=3.13; Table 1) bu bitkide tespit edilen
anajirin basta olmak {izere diger alkaloidlere ve flavonoidlere bagli olabilir.

Elde edilen sonuglar géz oniine alindiginda, T. turcica aqueous ekstraktinin HSV-1 enfeksiyonuna karsi
korudugu ifade edilebilir, ancak bu ekstraktin antiviral etki mekanizmasi ve aktif maddeleri heniiz
idenfiye edilmemistir. Hangi bilesiklerin bu aktiviteden sorumlu olabilecegini ve onlarin antiviral
etkilerini nasil ortaya koyduklarmi kanitlayacak daha ileri ¢aligmalara ihtiyag bulunmaktadir.
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