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Abstract

As an effort to search for new antiviral agents from traditional medicine, the methanol and water
extracts of Ballota glandulosissima Hub.-Mor & Patzak (Lamiaceae) from Ballota species used as a
medicinal plant in Turkey were investigated in vitro for their activities against herpes simplex virus
type 1 (HSV-1) with a XTT-based colorimetric assay. The antiviral activity of ECs, was defined as the
concentration achieved 50% cyto-protection against virus infection and the selectivity index (SI) was
determined by the ratio of CCs, (concentration of 50% cellular cytotoxicity) to ECsy. As a result of the
study, it was determined that both the methanol extract (ECsy = 3584.87 ug/ml; SI = 0.24) and the
water extract (ECsy = 2705.22 pg/ml; SI = 0.48) of Ballota glandulosissima had anti-HSV-1 activity
which could be regarded as insignificant compared to acyclovir (ECso = 1.90 pg/ml, SI = 526.32),
which is used as a positive control against HSV-1. This study is the first report to assess the anti-HSV-1
activity of Ballota glandulosissima.
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Ballota glandulosissima’nin Herpes Simplex Virus Tip 1
(HSV-1)’e Kars1 Antiviral Aktivitesinin Degerlendirilmesi

Ozet

Geleneksel tiptan yeni antiviral ajanlar bulmak amaciyla, Tiirkiye’de tibbi bitki olarak kullanilan
Ballota tiirlerinden Ballota glandulosissima Hub.-Mor & Patzak (Lamiaceae)’nin methanol ve su
ekstraktlar, XTT temelli bir kolorimetrik test kullanilarak herpes simplex virus tip 1 (HSV-1)’e kars1
in vitro aktiviteleri yoniinden arastirilmistir. Virus enfeksiyonuna karsi %50 hiicre koruma saglayan
konsantrasyon ECs, antiviral aktivite olarak tanimlanmis ve CCso (%50 seliiler sitotoksisite gosteren
konsantrasyon)’nin ECsy’ye oraniyla segicilik indeksi (SI) belirlenmistir. Aragtirma sonucunda, Ballota
glandulosissima’nin hem metanol ekstraktmm (ECsy = 3584.87 pg/ml; SI = 0.24) hem de su
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ekstraktinn  (ECsp = 2705.22 pg/ml; SI = 0.48) HSV-1’e kars1 pozitif kontrol olarak kullanilan
asiklovir (ECsp = 1.90 ug/ml, SI = 526.32)’e gore 6nemsiz sayilabilecek anti-HSV-1 aktiviteye sahip
oldugu tespit edilmistir. Bu ¢aligma, Ballota glandulosissima’nin anti-HSV-1 aktivitesinin
degerlendirilmesine yonelik ilk rapordur.

Anahtar Kelimeler: Ballota glandulosissima, Ekstraktlar, Antiviral aktivite, Herpes simplex virus tip 1

1. Giris

Viral hastaliklar her zaman 6nemli bir saglik sorunu olusturmustur ve bu nedenle insanlar siirekli olarak
yeni antiviral ilaglar bulmaya gayret gostermislerdir (Farshadpour ve ark. 2014).

Ucuk yaygin viral hastaliklardan biridir ve onun baglica etiyolojik ajan1 Herpesviridae familyasina ait
zarfli bir DNA virusu olan herpes simplex virus tip 1 (HSV-1)’dir (Fatahzadeh ve Schwartz 2007).
Duyusal gangliyonlarda HSV (herpes simplex virus) enfeksiyonuna bagli latent enfeksiyonlarin
olugmasi, onun tedavisine yonelik baslica engeldir (Xiang ve ark. 2008). Diinya genelinde HSV-1
komplikasyonlarmin prevalanst ve onemine istinaden, bu virusa yonelik ila¢ bulma alaninda gesitli
tesebbiisler yapilmistir, fakat 6zellikle niikleozit analoglari basta olmak iizere herpes viruslarina kargi
gelistirilen antiviral ajanlarm biiyiikk bir kisminin ciddi yan etkileri vardir ve HSV-1 enfeksiyonlarini
tamamen tedavi edemezler (Zandi ve ark. 2010). Niikleozit analoglarinin uzun bir siire kullanilmasn1
takiben, ilaca direngli virus mutantlar1 ortaya ¢ikmustir. Bu nedenle, 6zellikle dogal kaynaklar dahilinde
olmak iizere etkili ve 6zgiin anti-HSV-1 ajanlarin bulunmasi ¢ok 6nemli goriinmektedir (Ziyacyan ve
ark. 2007).

Ballota L. tiirleri Lamiaceae familyasina ait ¢ok yillik otsu bitkilerdir. Diinya’da 35 tiir 14 alt tiir ile
temsil edilmekte, Tiirkiye’de ise 12 tiir ve 8 alt tiirii bulunmaktadir. Bu taksonlardan 8 tanesi Tiirkiye
icin endemiktir (Patzak 1960). Avrupa’da spazmolitik ve sedatif etkileri nedeniyle (Garnier ve ark.
1961) iyi tanman bir bitki olan Ballota L. tiirleri Tiirkiye'de halk arasinda salba, ¢alba, balotu, ballik
otu, nemnem otu, 1sirgan, gezgez otu, kopek otu, karayerpirasasi, elkurtaran, pat pat otu, leylim kara,
somruk ve karinca somurcagi gibi isimlerle bilinmekte, yine halk tarafindan Oksiiriikte, astimda,
basagrisinda, mide bulantisinda, hemoroitte, yara ve yanik tedavisinde kullanilmaktadir (Yesilada ve
ark. 1995).

Bugiine kadar yapilan caligmalarla, Ballota genusunda yer alan bitkilerin kimyasal bilesiminde
diterpenler, flavonoidler, fenilpropanoitler, ucucu yaglar, tanenler ve saponozitlerin varligi
gosterilmistir (Sever Yilmaz ve Citoglu 2003). Arastirmamizin materyalini teskil eden Ballota
glandulosissima Hub.-Mor. Et Patzak ckstraktindan ise; kumatakenol, pakipodol, 5-hidroksi-7,3°,4’-
trimetoksiflavon, velutol, salvigenol, korimbosol, retusol isimli 7 adet flavonoid izole edilmistir
(Citoglu ve ark. 2003). Yapilan ¢aligmalarla flavonoidlerin antiherpetik aktiviteye sahip oldugu
gosterilmistir (Kaul ve ark. 1985, Lin ve ark. 1999, Lyu ve ark. 2005, Mucsi ve ark. 1977). Ballota
glandulosissima ve B. inaequidens dahil olmak iizere gesitli bitki tiirlerinden izole edilen bir flavonoid
olan pakipodol (4',5-dihydroxy,3,3',7-trimethoxyflavone; Ro 09-0179 olarak da bilinen)’un poliovirus,
rhinovirus gibi picornaviruslarin RNA polimerazini inhibe edip viral replikasyonu engelleyerek
antiviral aktivite gosterdigi bildirilmistir (Arita ve ark. 2015, Robin ve ark. 2001). Bununla birlikte,
Ballota tiirlerinin antiviral aktiviteleri konusunda yapilan arastirmalar, yukarda da ifade edildigi gibi,
sadece picornaviruslarla (poliovirus, rhinovirus gibi) smirli kalmis, flavonoidler gibi antiherpetik
aktiviteye sahip oldugu bilinen degisik bilesiklere sahip olan bu tiirlerin 6nemli bir insan patojeni olan
HSV-1’¢ karsi1 da antiviral aktiviteye sahip olabilecegi hi¢ diisiiniilmemistir.

Bu calisma, HSV-1’e kars1 yeni ve giivenilir antiviral ajanlar bulmak amaciyla, Tiirkiye’de dogal
olarak yetisen Ballota glandulosissima’dan elde edilen kaba ekstraktlarm HSV-1’e kars1 antiviral
aktivitelerini degerlendirmek amaciyla yapilmustir.

2. Materyal ve Metot

2.1. Bitki Materyali

Ballota glandulosissima Hub.-Mor. Et Patzak ornekleri, 2016 yilinda Antalya civarindan ¢igeklenme
doneminde (Temmuz ayimnda) toplanmis ve Prof. Dr. Osman TUGAY (S. U. Fen Fakiiltesi Biyoloji
Boliimil) tarafindan dogrulugu saptanmustir. B. glandulosissima’nin toprak istii kisimlar1 golgede
kurutulmus, bir degirmen aracilifiyla ince toz halinde 6giitiilmiis ve steril siyah cam kavanozlarin
icerisinde oda sicakliginda muhafaza edilmislerdir. Bitkinin kanit numuneleri S. U. Fen Fakiiltesi,
Biyoloji Boliimii Herbaryumu’nda saklanmaktadr.
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2.2. Ekstraktlarin Hazirlanmasi

Bitki 6rneklerinin metanol ve su ekstraktlarinin hazirlanmasi i¢in, ilk 6nce kurutulmus bitki drmekleri
bir degirmen kullanilarak ince toz halinde 6gitiilmiistiir. Toz halindeki her 20 g numune, ayr1 ayri, 200
ml metanoliin ve 200 ml steril distile suyun i¢erisine konulmus ve 25-37°C sicaklikta ultrasonikasyon
ile 1 saat eckstraksiyon islemine tabii tutulmustur. Protokol swrasinda Orneklerdeki bilesiklerin
sicakliktan dolay1r bozulmasini &nlemek amaciyla sicakligin 40°C’nin altinda tutulmasina &zen
gosterilmistir. Bitki ekstraktlart Whatman No:1 filtre kdgidindan gegirilerek siiziilmiis ve daha sonra
kullanilan ¢o6ziiciiler rotary evaporatér (Heidolph Laborota 4000)’de 40°C’nin altinda ve diigiik
basing¢ta tamamen ugurulmustur. Ucurma igsleminden sonra bitki ekstraktlari, iceriginde kalan son sivi
kalintilarindan kurtulmak amacriyla liyofilizatdrde diisiik basing altinda -110°C’de kurutulup konsantre
edilmislerdir.

Asiklovir (ACV) Sigma firmasindan (Sigma Chemical Company, USA) temin edilmistir. Ekstraktlar ve
ACYV, serumsuz Eagle’s Minimum Essential Medium (EMEM)’da ¢6zdiiriilmiistiir.

2.3. Hiicre ve Virus

Biitiin deneylerde konak hiicre olarak HSV-1’in duyarlilik gdsterdigi Vero hiicreleri (African gren
monkey kidney cell, ATCC-CCL81) kullanilmigtir. Vero hiicreleri ve Herpes simplex virus 1 (HSV-1)
HF susu (ATCC-VR-260) S. U. Fen Fakiiltesi Biyoloji Boliimii Viroloji Laboratuvar1 Kiiltiir
Koleksiyonu’ndan temin edilmistir. Hiicreler %10 fetal bovine serumu (FBS), 100 {inite/ml penisilin G,
100 pg/ml streptomisin ve 0.25 pg/ml amfoterisin B ilave edilmis EMEM kullanilarak ¢ogaltilmistir.
Antiviral aktivite testinde besiyerine %2 FBS ve yukarida bahsedilen antibiyotikler ilave edilmistir.
Hiicre kiiltiiriinde kullanilan tiim ayiraglar ve besiyerleri ile XTT temelli hiicre proliferasyon Kkiti
Biological Industries (Israel)’den satin alinmistir. HSV-1 HF susu Vero hiicrelerinde gogaltilmus, titresi
tayin edilmis ve kullanilincaya kadar —70°C’de kiigiik miktarlarda saklanmustir.

2.4. Virus Titrasyonu

Vero hiicresi 96 kuyucuklu kiiltiir pleytlerine kuyucuk basma 2.5 x 10* yogunlugunda ekilmis ve daha
sonra 24 saat siireyle %5 CO, igeren nemli bir ortamda 37°C’de inkiibe edilmistir. Virus stogunun bir
seri sulandirmasi hazirlanmis ve hiicreler virus sulandirmalari ile enfekte edilmistir. ilaveten 72 saat
inkiibasyondan sonra, sitopatik efekt (CPE) kaydedilmistir. 0.1 ml basina %50 doku kdiltiirii infektif
doz (DKID50), Reed ve Muench metoduna (Reed ve Muench 1938) gére hesaplanmustr.

2.5. XTT Metodu ile Antiviral Test

Ekstraktlarin antiviral aktivitesi, 6nceden tanimlandigi sekilde (Chiang ve ark. 2003a), Biological
Industries (Kibbutz Beit Haemek, Israel) firmasimin gelistirdigi XTT temelli hiicre proliferasyon kiti
(Katalog No: 20-300-100, 1000 assays) kullanilarak XTT metodu ile degerlendirilmistir. Tripsin ile
muamele edilen Vero hiicreleri 96 kuyucuklu kiiltiir pleytlerine kuyucuk basmna 70 pl hacimde ve ml
bagma 1.43 x 10° hiicre iceren bir konsantrasyonda ekilmistir. 24 saat inkiibasyondan sonra,
kuyucuklara 20 pl virus konulmus ve enfekte hiicreler 2 saat daha inkiibe edilmistir. Daha sonra, g
kopya halinde kiiltiir kuyucuklarma farkli ekstrakt konsantrasyonlarindan 10’ar ul konulmustur. Ayni
islemler 96 kuyucuklu kiiltiir pleytleri kullamlarak ACV igin de uygulanmustir. Ilaveten 72 saat
stireyle %5 CO2 igeren ortamda 37°C’de inkiibasyondan sonra, 0.1 ml PMS (N-metil dibenzopirazin
metal siilfat) ile 5 mg/5 ml XTT (sodium 3’-[1-(phenylaminocarbonyl)-3,4-tetrazolium]-bis (4-
methoxy-6-nitro) benzene sulfonic acid hydrate)’den olusan karigimdan her kuyucuga 50 pl
konulmustur. Pleytler, formazan olusumunu saglamak amaciyla ilaveten 2 saat daha tekrar inkiibe
edilmigtir. Optik dansisite (OD)’ler, 490 nm bir test dalga boyu ve 630 nm bir referans dalga boyunda
bir ELISA okuyucusu (Multiskan EX, Labsystems) ile belirlenmistir. Ekstraktlarin ve ACV’nin HSV-1
enfeksiyonuna karsi Vero hiicrelerini koruma yilizde oranlari, A, B ve C’nin, sirasiyla, ekstrakt (veya
ACYV), virus ve hiicre kontrollerin ortalama absorbanslarini temsil ettigi asagidaki formiilden
hesaplanmistir (Andrighetti-Frohner ve ark. 2003):

A-B)

~———2x100
(C-B)

Koruma %’si =

Enfekte hiicrelerin %50’sinde koruma saglayan ekstrakt (veya ACV) konsantrasyonu olarak
tanimlanan ECs, degeri, ekstrakt (veya ACV) konsantrasyonlarina karst belirlenen koruma %
oranlarindan yararlanilarak, GraphPad Prism Version 5.03 istatistik programu kullanilarak non-
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linear regresyon analiziyle belirlenmistir (Ho 2008). Ekstraktlarin (veya ACV’nin) se¢icilik indeksi
(S ise, CCsg (%50 seliiler toksisite gosteren ekstrakt veya ACV konsantrasyonu)’nin ECsy’ye
orani olarak hesaplanmustir.

2.6. Sitotoksisite Testi

Ekstraktlarm ve ACV’nin Vero hiicreleri {izerine sitotoksik etkileri XTT metodu (Chiang ve ark. 2003a)
ile degerlendirilmistir. Sitotoksisite testi, yukarida tarif edilen prosediirlere gore virus eklenmeksizin
gercgeklestirilmistir. Ekstraktlarin ve ACV’nin sitotoksisite % oranlarint hesaplamak igin, A’nin hiicre
kontroliin OD’sini, B’nin ekstrakt veya ACV ile muamele edilmis hiicrelerin OD’sini temsil ettigi
asagidaki formiil kullanilmistir (Andrighetti-Frohner ve ark. 2003):

, . (A-B)
Sitotoksisite (%) = T x 100

Hesaplanan sitotoksik etki yiizdeleri test edilen ekstraktlarm ve ACV’nin ilgili konsantrasyonlarina
karg1 grafige doniistiirilmiistii. HK’ler ile karsilagtirildiginda ekstraktlar veya ACV ile muamele
edilmig hiicrelerin OD’sini %50’ye kadar azaltan konsantrasyon olarak tanimlanan Sitotoksik
Konsantrasyons, (CCsg) degerleri, elde edilen verilerin 1s1§inda GraphPad Prism Version 5.03 istatistik
programi yardimiyla non-linear regresyon analizi uygulanarak belirlenmistir (Ho 2008).

3. Sonuclar
3.1. XTT Metodu ile Antiviral Test

Antiviral test sonuglari, Tirkiye’de geleneksel olarak kullanilan Ballota glandulosissima’dan elde
edilen metanol ve su ekstraktlarinin 6nemsiz sayilabilecek anti-HSV-1 aktiviteye sahip oldugunu
ortaya koymustur. Buna karsilik, anti-HSV-1 testine yonelik referans bilesik olarak kullanilan ACV’nin
gliclii anti-HSV-1 aktiviteye sahip oldugu tespit edilmistir. Ballota glandulosissima metanol ve su
ekstraktlarmm ECs, degerleri sirasiyla 3584.87 pg/ml ve 2705.22 pg/ml olarak tespit edilirken, SI
degerleri de sirasiyla 0.24 ve 0.48 olarak tespit edilmistir. ACV’nin ECs, ve SI degerleri ise, sirasiyla
1.90 pg/ml ve 526.32 olarak tespit edilmistir (Tablo 1).

Tablo 1. Ballota glandulosissima metanol ve su ekstraktlarinin sitotoksisite ve antiviral aktivite
deneyleri toplu sonuglar1®

Bitki Tiirii Ekstrakt | Toksisite Antiviral
Tiirii aktivite
MNTK CCs ECs SI
(ng/ml) (ng/ml) (ng/ml)
Ballota glandulosissima | Metanol | 500 863.79 3584.87 | 0.24
Su 500 1302.20 2705.22 | 0.48
Asiklovir (ACV) 31.25 >1000 1.90 526.32

? Sitotoksisite ve antiviral aktivite XTT testi ile l¢tilmiistiir
MNTK: Maksimum non-toksik konsantrasyon
CCsp: %50 Sitotoksik etkili konsantrasyon
ECso: %50 Etkili Konsantrasyon; virusun neden oldugu CPE’yi %50 ye kadar inhibe etmek i¢in gerekli
olan numune konsantrasyonu
Secicilik Indeksi (SI): CCso/ECs
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3.2. Sitotoksisite Testi

Vero hiicrelerine karsi teste tabi tutulan ekstraktlarin sitotoksik etkileri Tablo 1°de gosterilmistir.
Ekstraktlarm CCs, degerlerinin ECs, degerlerinden diisiik oldugu tespit edilmistir. Bitkinin metanol ve
su ekstraktlarmin CCs, degerleri sirasiyla 863.79 pg/ml ve 1302.20 pug/ml olarak belirlenmistir (Tablo

1.

4. Tartisma

HSV-1 enfeksiyonunun mevcut tedavisinin smirli etkinligi, yeni viral hedefleri ve/veya etki
mekanizmalar1 olan ilaglar1 iceren 6zgiin terapilere olan gereksinimi artwrmaktadir. Modern ilaglarmn
yaklasik olarak %40°1 dogal kaynaklardan elde edildigi i¢in, potansiyel olarak HSV-1’e kars1 tedavide
kullanilacak bir formiilasyona dahil edilebilen bilesiklerin dogal kaynagini tespit etmek amaciyla bu
aragtirma yapilmustir.

Antiviral aktivite deneyleri sonucunda, Ballota glandulosissima’dan elde edilen metanol ve su
ekstraktlarmm HSV-1’e karsi pozitif kontrol olarak kullanilan ACV ile kiyaslanamayacak derecede
Oonemsiz bir antiviral aktiviteye sahip oldugu belirlenmistir. Bu ekstraktlarin (metanol ve su) ECs
degerleri sirasiyla 3584.87 pg/ml ve 2705.22 pg/ml olarak tespit edilirken, SI degerleri de sirasiyla
0.24 ve 0.48 olarak tespit edilmistir. Buna karsilik, HSV enfeksiyonlarmn klinik tedavisinde standart
bir ila¢ olarak kullanilan ACV’nin ECs, degeri 1.90 pug/ml, SI degeri ise 526.32 olarak tespit edilmistir
(Tablo 1). Chattopadhyay ve ark. (2009), 3 ve 3’den biiyliikk SI degerlerinin test ekstraktlarinin
potansiyel olarak giivenilir antiviral aktivitesinin gostergesi olarak kabul edilmesi gerektigini
bildirmislerdir. Flavonoitlerin dengue virus, hepatit B virusu, insan sitomegalovirus , herpes simplex
virus, respiratory syncytial virus, parainfluenza virus ve adenovirus dahil olmak {izere ¢esitli viruslara
kars1 antiviral etkiye sahip oldugu bildirilmistir (Chiang ve ark. 2003b, Evers ve ark. 2005, Lyu ve ark.
2005, Xu ve ark. 2010, Zandi ve ark. 2011). Arastrmamizin materyalini teskil eden Ballota
glandulosissima ekstraktindan ise kumatakenol, pakipodol, 5-hidroksi-7,3’,4’-trimetoksiflavon, velutol,
salvigenol, korimbosol, retusol isimli 7 adet flavonoit izole edilmistir (Saltan Citoglu ve Sever 2004).
Ancak, aragtirmamizdan elde edilen sonuglar, bu flavonoitlerin HSV-1’e kars1 antiviral aktiviteye sahip
olmadiklarmi ortaya koymustur. Sonug olarak, Ballota glandulosissima ekstraktlarinin bir DNA virusu
olan HSV-1’e kars1 antiviral aktiviteye sahip olmadigini sdyleyebiliriz.

Yapilan bu ¢alisma, Ballota glandulosissima’nm anti-HSV-1 aktivitesinin degerlendirilmesine ydnelik
ilk c¢alisma niteligindedir. Dolayisiyla, bagka c¢aligmalarla kiyaslama ve tartigma geregince
yapilamamugtur.
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