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OZET

ESEK ARISI (VESPA CRABRO) YUVASININ OZUTLERININ
AUTOGRAPHA CALIFORNICA NUKLEAR POLIHEDROZIS VIRUSUNUN
SPODOPTERA FRUGIPERDA HUCRE KULTURUNDEKI VIRUS
REPLIKASYONUNA ETKILERI

ALEV CALDAS
ORDU UNIVERSITESI FEN BiLIMLERI ENSTITUSU

MOLEKULER BiYOLOJi VE GENETIiK ANABILiM DALI
YUKSEK LiSANS TEZI, 61 SAYFA

(TEZ DANISMANI: DOC. DR. OMER ERTURK)

Esek ar1 yuvalar birgok farkli bitki tiirii, arimin tiikiiriik salgis1 ve sekonder bilesenlerden meydana
gelir. Bu c¢aligmada da, art yuvasit oOziitlerinin, Autographa californica multikapsid niiklear
polihedrozis viriisiiniin (AcMNPV), Spodoptera frugiperda (Sf) hiicre kiiltiirleri igerisindeki
replikasyonlar tizerindeki etkileri incelenmis, antiviral 6zellikleri belirlenmistir ve yuvalarin icermis
olduklar1 biyolojik maddeler tespit edilmistir. Calismada Trabzon ili Arakl: ilgesi Yildizli kéylinden
bir evin ¢atisindan alinan esek aris1 (Vespa crabro) yuvasi 6ziitleri kullanilmigtir. Hiicre canliligi ve
sitotoksisite analizi i¢in Sf9 hiicre hatt1 kullanilarak MTT analizi ile in vitro sitotoksisite testleri
yapilmistir ve elde edilen sonuglar istatiksel olarak degerlendirilmistir. Ayrica, ar1 yuvasinin antiviral
analizi yapilarak virusiin sitopatik etkileri de degerlendirilmistir ve bdylece ar1 yuvasinin viriis
konsatrasyon tayini yapilmistir. Ar1 yuvasi ekstraktlarinin virusiin protein sentezi iizerine olan etkileri
SDS-PAGE yontemi ile, pUCI18 plazmid DNA’s1 ile etkilesimi analizi de agaroz jel teknigi ile
incelenmistir. Gaz kromatografi kiitle spektrometre (GC-MS) sistemi ile biyoaktif bilesenlerin
analizleri yapilmistir. Analizler sonucunda; hiicre canliliginda ar1 yuvasi ekstraktina uygulanan 6.25,
12.5, 25, 50 ve 100 pg/ml konsantrasyonlarinin hiicre canliligin1 doza bagli olarak azalttigi ve Sf9
hiicreleri igin oldukga toksik oldugu gozlemlenmistir. Belirtilen konsantrasyonlarin doz artigina bagl
olarak da sitotoksisiteyi artirdigi goriilmiistiir. Ar1 yuvast ekstraktlarinin sitopatik degisimlere olan
etkileri ise, etanol, aseton ve petrol eteri ekstaktlar1 25 ve 50 pg/ml konsantrasyonlarinda Sf hiicresine
uygulanarak incelenmistir. Bu incelemenin sonucunda, 50 pg/ml konsantrasyonunun 25 pg/ml
konsantrasyonuna gore bakuloviriisiin Sf hiicresi iizerindeki sitopatik etkilerini daha fazla azalttig1 ve
enfeksiyonu geciktirdigi gézlenmistir. Viriis konsantrasyon analizi sonucuna gore; viriis sayisinda
%75 oraninda en yiiksek azaltict etki gosteren yuva, aseton ekstresinin 50 pg/ml konsantrasyonu
oldugu, %33.33 oraninda en diisiik azaltic1 etkiyi gosteren yuvanin ise etanol ekstresinin 25 pg/ml
konsantrasyonu oldugu tespit edilmistir. Ar1 yuvasi ekstraktlarinda viriisiin protein sentezi iizerine
olan etkilerinin belirlenmesi i¢in ar1 yuvast numunesinin aseton ve petrol eteri ekstraklar1 25 ug/ml
konsantrasyonlarinda uygulanmistir ve bu orneklerde polihidrin proteini goézlenmistir. Fakat diger
konsantrasyonlarda polihidrin proteini tespit edilememistir. Ar1 yuvasi ekstraktinin pUCI18 plazmid
DNA’s1 ile etkilesimi sonucunda farkli konsantrasyonlarda yuva eksrakti uygulanmistir ve artan
konsantrasyona bagli olarak yuva ekstraktinin DNA hasart i¢in tamir edici bir 6zelliginin oldugu tespit
edilmistir. GC-MS sistemi ile biyoaktif bilesenlerin analizi sonucunda ar1 yuvasi ekstresinde en
yiiksek % alana sahip (35.87) olan bilesen (Z) 9-Tricosane, en az % alana (1.65) sahip bilesen ise
(cis)-2-nonadecene olarak tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Ar yuvasi, Bakuloviriis, Hiicre kiiltirii, Spodoptera frugiperda, Vespa
crabro.



ABSTRACT

THE EFFECT OF HORNET ( VESPA CRABRO) NEST EXTRACTS ON THE
REPLICATION OF AUTOGRAPHA CALIFORNICA NUCLEAR
POLYHEDROSIS VIRUS IN SPODOPTERA FRUGIPERDA CELL
CULTURE

ALEV CALDAS

ORDU UNIVERSITY INSTITUTE OF NATURAL AND APPLIED
SCIENCES

MOLECULAR BIOLOGY AND GENETICS
MASTER THESIS, 61 PAGES

(SUPERVISOR: DOC. DR. OMER ERTURK)

Wasp nests are composed of many different plant species, saliva secretion of the bee and secondary
components. In this study, antiviral properties of the effects of extracts in bee nests on the replications
of Autographa californica multicapsid nuclear polyhedrosis virus (AcMNPV) in Spodoptera
frugiperda (Sf) cell cultures were determined and the biological substances contained in the nests
were determined. In the study, extracts of wasp (Vespa crabro) nest taken from the roof of a house in
Arakli district, Yildizli village, Trabzon province were used. For cell viability and cytotoxicity
analysis, in vitro cytotoxicity tests were performed with MTT analysis using the Sf9 cell line and the
results obtained were statistically evaluated. In addition, the antiviral analysis of the bee nest was
performed and the cytopathic effects of the virus were also evaluated and thus the virus concentration
of the bee nest was determined. The effects of bee nest extracts on protein synthesis of the virus were
analyzed by SDS-PAGE method, and the analysis of the interaction with pUC18 plasmid DNA was
investigated by agarose gel technique. Bioactive components were analyzed with gas chromatography
mass spectrometry (GC-MS) system. As a result of the analysis; It has been observed that 6.25, 12.5,
25, 50 and 100 pg/ml concentrations applied to bee nest extract in cell viability decrease the cell
viability depending on the dose and are highly toxic for Sf9 cells. It was observed that the
concentrations indicated increased cytotoxicity with increasing dose. The effects of bee nest extracts
on cytopathic changes were investigated by applying ethanol, acetone and petroleum ether extracts at
concentrations of 25 and 50 pg/ml to the Sf cell. As a result of this examination, it was observed that
50 pg/ml concentration reduced cytopathic effects of baculovirus on Sf cell more and delayed
infection compared to 25 pg/ml concentration. According to the virus concentration analysis results; It
was determined that the nest showing the highest reducing effect by 75% in the number of viruses was
the acetone extract concentration of 50 pg / ml, and the slot showing the lowest reducing effect at 33%
was the 25 pg/ml concentration of ethanol extract. In order to determine the effects of the virus on
protein synthesis in bee nest extracts, acetone and petroleum ether extracts were applied to the bee
nest sample at 25 pg/ml concentrations and polyhydrin protein was observed in these samples.
However, other concentrations of polyhydrin protein could not be detected. As a result of the
interaction of bee nest extract with pUC18 plasmid DNA, different concentrations of nest extract were
applied and it was determined that the nest extract had a repairing property for DNA damage due to
the increasing concentration. As a result of the analysis of bioactive components with the GC-MS
system, the component with the highest area (35.87) % in bee nest extract was determined as (Z) 9-
Tricosane, and the component with at least (1.65) % area was determined as (cis)-2-nonadecene.

Keywords: Bee nest, Baculovirus, Cell culture, Spodoptera frugiperda, Vespa crabro.
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1. GIRIS

1.1 Bocek Viriisleri

Bocekler, yeryiiziinde ¢ok fazla cesitlilige sahip hayvan tilirleri olup, canlilar
igerisinde belki de ¢ok sayida bulunan hayvan sinifidir. Diinyada tanimlanan hayvan
cesitlerinin  4/5'ini  bocekler meydana getirmektedir (Anonim, 2008). Cesitli
mikrobiyal faktorler boceklerde dogal enfeksiyonlar olusturmaktadir (Tanada ve
Kaya, 1993; Boucias ve Pendland, 1998; Charles ve ark., 2000). Bocek viriisleri
onlarin hastalanmalarina ve d6lmelerine neden olan dogal faktorlerin basinda yer
almaktadir (Hunter-Fujita ve ark., 1998; Miller ve Ball, 1998). Bocek viriislerini
dogaya ve insanlara yaptiklari etkilere gore iki sekilde degerlendirmek gerekir.
Bunlarin ilki, insanlara ve cevreye faydali olan ipek bocegi ve bal arilart gibi
boceklerin hastalanip dlmelerine neden olmalaridir. Ikincisi de gesitli tarim ve orman
tiriinlerini veya insan saglhigini etkileyen findik kurdu, ladin kabuk bdcegi, amerikan
beyaz kelebegi, sivrisinek gibi zararli bocekleri enfekte etmeleridir. Simdiye kadar
cok sayida bocek viriisii izole edilmis ve tanimlanmistir. Sadece 800°den fazla
bakiilovirlis Arthropod’lardan izole edilmistir (Murphy ve ark., 1995). Temel
biyolojik olaylarin anlagilmasima yardimci olan bu viriisler aragtirmalarin yapildigi
onemli deney materyalleridir (Bilimoria, 1991; Demir, 2004). Bocek viriisleri nemli
biyolojik miicadele ajanlari olarak tarim ve ormancilikta zararli boceklerle karsi
miicadelede kullanilmaktadir (Flexner ve Belnavis, 2000; Harrison ve Bonning,
2000; Sezen ve Demirbag, 2005). Uzun yillardan beri tibbi, endiistriyel ve ekonomik
bakimdan 6nemli ¢esitli proteinlerin Uretildigi gen ekspresyon vektorleri olarak
biyoteknolojide kullanilmaktadir (King ve Possee, 1992; Demirbag ve ark., 1998;
Demir ve ark., 2000; Beljelarskaya, 2002). Ayrica son zamanlarda bu viriislerin
memeli hiicre sistemlerine gen transferinde gen terapi vektorleri olarak
kullanilmalarina yonelik calismalar da yogunlagmistir (Ghosh ve ark., 2002; Hu,
2006).

1.2 Bakuloviriisler
1.2.1 Bakuloviriislerin Genel Ozellikleri

Bakulovirtisler, bocekler i¢in 6ldiiriicii ve salgin hastaliklara neden olan biiyiik bir

bocek virtisti grubunu temsil eder (Federice, 1999). Bakuloviriisler g¢evrelerinde
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yaygin olarak bulunan ve 600'den fazla konak bocek tiirlinden izole edilen
Arthropod’lara 6zgii virlislerin bir ailesidir. Bunlara Lepidoptera (Pulkanatlilar),
Hymenoptera (Zarkanatlilar), Diptera (Ciftkanatlilar), Orthoptera (Diizkanatlilar),
Coleoptera (Kinkanatlilar), Neuptera (Sinirkanatlilar), Thysanera ve Trichoptera da
dahildir (Tinsley ve Kelly, 1985; Adams ve Bonami, 1991). Birgok bakuloviriis tiirii
Lepidopteradan izole edilmistir. Bakuloviriisler 25x250 nm biiyiikliikte ve 80 ila 180
kbp arasinda degisen, kapali, dairesel, ¢ift iplikli DNA genomlarina sahip DNA
virlisleridir. Genomlar, inbacillus formunda niikleokapsidler olarak paketlenir ve bu
niikleokapsid formuna “bakulovirlis” adi verilir. Gilinimiizde 29’dan fazla
bakuloviriis tipinden genomlar, 4000'den fazla gen igeren bir veri tabani elde etmek
tizere dizilenmistir (Hiscock ve Upton, 2000). Bakuloviriisler dogal popiilasyonlarin
biiyiikliigiiniin diizenlenmesinde énemli bir ekolojik rol oynar (Odindo, 1983; Evans,
1986).

1.2.2 Bakuloviriislerin Kokeni

Fosil kayitlar1 bize, karasal organizmalarin denizden geldigini ve topraga agilan en
eski gruplardan biri, giiniimiiz boceklerinin onciileri olan arthropodlar oldugunu
sOyler. Bocekler son 400 milyon yilda evrilmis ve degismistir (Labanderia ve
Sepkoski, 1993). Giiniimiiz bocek viriisleri, antik arthropod atalarmin diinyaya
getirdigi  virtislere zarar verebilir. Bakuloviridae, formand fonksiyonunda
karmasikliga sahip olan ve uzun bir evrim soya dayanan bir bocek viriisii ailesidir.
Bakuloviriisler ¢evrede neredeyse her yerde bulunurlar. Karasal ve deniz
ekosistemlerinde yasayan eklembacaklilara bulasirlar. Karada, yasayan ylizlerce
bocek tlirlinde tanimlanmistir (Martignoni ve Iwai, 1986). Uzun yillar ormanlar,
tarlalar, nehirler, evler, ev ambarlar1 diger refiij catlaklar1 gibi yerlerde veya
bitkilerde yasamak igin 6zel olarak tasarlanmiglardir (Jacques, 1975). Yedigimiz
yiyeceklerde ve soludugumuz havada olaganiistii sayilar sunarlar. (Heimpel ve ark.,
1973).

1.2.3 Bakuloviriislerin Genetigi ve Morfolojisi

Bakuloviriisler genetik ve morfolojik olarak diger viriis ailelerinden ayridir ve
arthropodlar i¢in alisilmadik derecede kati bir spesifikasyona sahiptir. Bakuloviriisiin

Lepidoptera (Zanotto ve ark., 1993) ile bir arada bulundugu, ¢ogu bakuloviriisiin bu



bolgeden ve lepidopteran bakuloviriis isolatlar arasinda spesifik olan daha yiiksek
tirlerden izole edildigi ileri siiriilmiistiir. Diptera ve Hymenoptera gibi diger
ordolardan izole edilen bakuloviriisler de Lepidopteran bakuloviriislerden daha az
karmasiktir (Afonso ve ark., 2001; Garcia-Maruniak ve ark., 2004; Herniou ve ark.,
2003; Lauzon ve ark., 2004). Lepidoptera, Senozoik doneminin (65 milyon yil 6nce)
daha sonraki yarisinda meydana gelen onemli bir ayrismayr deneyimlemek igin

kullanilan son unsurlardan biridir (Labanderia ve Sepkoski, 1993).

Bugiin bir viriis ailesi olarak hayatta kalmak ig¢in bakuloviriisler, zarflanmis
viryonlart koruyucu protein katmanlari igine alacak sekilde gelismistir.
Bakulovirtislerin okliizyon bakuloviriis olarak adlandirilan protein kristallerindeki
viryonlari, tikama gegirgenliginin evrimine baglanabilir. Tikanmis viriisler,
omurgasizlar disinda herhangi bir tiire bulasmaz, bu da ortamda kaliciligin bocek
viriisleri igin kritik oldugu anlamina gelir. Bakuloviriis Okliizyonu (OB), virolojide
ayirt edici bir yapidir. Bakuloviriis OB’leri, viriise bagl olarak 500 ile 2000 nm
capinda bir 151k mikroskobu ile gozlemlenecek kadar biiytliktiir (Adams ve Bonami,
1991; Bilimoria, 1991; Boucias ve Pendland, 1998). Bu o6zellik en eski viriis
parcaciklart olan bakuloviriisleri ortaya ¢ikarmistir. OB’ler, bakuloviriislerin on
yillarca veya belki de yiizyillarca ¢evrede hareketsiz ancak canli bir halde kalmasini
saglayan bir uyarmadir (Bergold, 1963a). Bakuloviriis viryonlari, viriisleri konake1
disinda kurumaya ve yasayabilirlik kaybina duyarli hale getiren iki tabakali lipid
zarflara sahiptir (Cox, 1989). Birgok zarfli viriisiin hayatta kalma araci, konakgilarda
veya bir rezervuar konakgi tiiriine latentviriis olarak bulagsmaktir. Ornegin, insan
konaklarinda (Efstathiou ve Preston, 2005) ve SARS koronaviriiste onlarca yildir
saklanan herpes viriisiiniin yarasalarda medeniyetlerce devam ettigi gosterilmistir (Li
ve ark., 2005). Bakuloviridae familyasina bagli bulunan ve okliizyon
bakuloviriislerin  morfolojisine dayanan niikleopolihedroviriisler (NPV) ve
graniiloviriisler (GV) olmak {izere, iki ana boliim veya cins tanimlanmistir.
Autographa  califonica  multikapsid  niikleopolihedroviriisi ~ (ACMNPV)
niikleopolihedroviriis tiirline ait olup ilk olarak yonca tirtili boceginden izole edilmis
ve en fazla calisilan 6rnek bir bakuloviriis tipidir (Demirbag, 1993). Tip tiirti
olmasindan dolayr ve bakuloviriislere ait ozellikleri iletmesi nedeniyle,

bakuloviriislerin  biyolojileri ile ilgili olan bilgiler, ACMNPV iizerinden



verilmektedir. Niikleopolihedroviriisler, bir zarf igerisine 1-18 niikleokapsidin
gomiilmesiyle meydana gelir. Bu zarfa sahip viriisler (viryonlar), tek bir proteinden
olusan polihedrin (28 kDa) denilen kristal benzeri cisimler igerisine gomiiliirler.
Bunlara polihedral inkliizyon yapilar (PIB) denilmektedir. PIB yapilar1 igerisine
gomiilen virlislere de gomiilii viriisler (ODV) adi verilir (Sekil 1.1). Virilise ait
protein miktarinin %90’1 polihedrin proteini olmasina ragmen, bu protein viriisiin
hiicrelerde replikasyonu i¢in gerekli degildir. O sadece virlis partikiillerinin tabiat
sartlarinda korunmasin1 saglayan matriks olusumunda rol alir. Bilesik 151k
mikroskobu altinda goriilebilen protein OB'lerinde, OB morfolojileri bu iki
bakuloviriis grubunun viryonlar: tarafindan bloke edilir. NPV'lerin OB'leri boyutlari
biiyilik ve hafif refrakter polimerik yapilarindan dolay1 daha kolay goriiliir. NPV'lerin
ortalama ¢ap1 800-2000 nm arasindadir (Bilimoria, 1991).
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Sekil 1.1 Bakuloviriis Okliizyon Cisimciklerinin (OB), Gémiilii Viryon (ODV) Ve
Tomurcuklanmis Viryonun (BV) Yapisinin Sematik Diyagramlari
(Bilimoria, 1991)

GV'lerin OB’leri koyu renkli graniiller olarak goriiniir ve 151k mikroskobunda

goriiniimii nispeten daha zordur. Bunlar oval sekilli ve yaklasik 500 nm uzunlugunda

ve 200 nm genisligindedir (Boucias ve Pendland, 1998). NPV'lerin OB'lerine
polihedra, GV'lerin OB'lerine granilin denir. Bu isimlendirmeyi takiben,

polihedranin ana protein bileseni polihedrin ve graniilin ana protein bileseni

4



graniillerdir. Polihedrinler ve graniiller molekiiler agirlikta 30 kDa'dir. Hem
polihedrin hem de graniiller, viryonlar1 iceren kristal bir kafes olustururlar.
Diizinelerce viryon bir polihedranda bloke edilir, tek bir viryon bir graniilde bloke
edilir. Polihedrin ve graniillerin dogal durumu kristaller olmasina ragmen, bu
proteinlerin higbirinin atomik yapisi belirlenememistir. Bunun nedeni, polihedra ve
graniillerin sadece bocek hiicrelerinin ¢ekirdeklerini olusturmasidir. Bu proteinlerin
her ikisinin de bol miktarda alim1 kolayca elde edilebilir, ancak bunlar NMR veya X-
1sin1 kristalografisi  i¢in  uygun formlarda basariyla ¢ozilemezler ve
kristallestirilemezler. X-1sin1 kirinimi1 OB'lerin kendileri iizerinde gergeklestirilmistir
(Bergold, 1963b; Harrap, 1972). Bu veriler, elektron mikroskopu (EM) g¢alismalari
ile birlikte, polihedrin proteinlerinin nodiiler kiireler olarak alti noktada birbirleriyle
temas ettigini gostermektedir. Polihedrin kristal biitiinliigiine ragmen, ODV'ler
rastgele OB'lere doniismiistiir. Bunun yanisira, ODV, lipit iki tabakali zarf ile
polihedrinmatriks arasindaki arayiiz kompozisyonu bilinmeyen bir ag igermektedir

(Adams ve McClintock, 1991).
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Sekil 1.2 Bakuloviriislerin Yagsam Ddngiisii
1.2.4 Bakuloviriislerin Hiicre Kiiltiirlerindeki Replikasyonu

Bakuloviriislerin iletimi ve replikasyonu sadece boceklerin larva asamalarinda
gerceklesir. OB’ler bocek larvalari tarafindan kontamine olmus yiyecekler ile

istenmeyen sekilde oral yoldan viicuda alimir. OB’ler gida partikiilleri ile midguta



(orta bagirsak) 6n bagirsak yoluyla girer. Lepidopteralar alkali midgutlara (pH 10-
11) sahiptirler (Terra ve Frereira, 1994). Bakuloviriislerde bu alkali midgutu asirt
mikro ortami tolere etmek ve kullanmak igin gelismistir. Bocegin alkalitesi, OB'lerin
¢Ozlinmesini ve tikanmis viryonlarin midgut liimenine salinmasini saglar. Bu
nedenle, bu salinan viriis pargaciklar, ODV'ler olarak 6nceden tanimlanmistir.
Tikanmis ODV'ler bocek orta bagirsagina birakildiktan 12 dakika sonra OB'lerden
salinir (Adams ve McClintock, 1991) ve ODV'ler ortaya ¢iktiginda hipertrofik
membrant (PM) bozmaktadir. PM bir kitin ag1 veya kafesidir ve orta bagirsak
uzunlugu boyunca iiretilen protein, orta bagirsak epitelyumunu koruyan i¢i bos bir
tip olusturur. PM mukozanin bocek esdegeridir ve gida parcaciklarinin gegisini
kolaylastiran yapilardir. PM Kkafesi, ¢aplar1 21 ila 36 nm arasinda degisen gozenek
boyutlarina sahiptir (Barbehenn ve Martin, 1995). Sindirim enzimleri gibi kii¢iik
parcaciklar, peptitler, sekerler ve besin maddeleri kafesten serbestge endoperitrofik
liimene gegebilir. PM, bakteri, mantar ve virlis gibi daha biiylik parcaciklarin gecisini
kisitlayarak bir bagisiklik savunmasi da saglar. ODV’ler midgut dokularina erigmek
icin, PM'leri tesadiifen kazara lezyonlar yoluyla serbest birakarak bozmasi gerekir
(Greenspan ve ark., 1991; Hashimoto ve ark., 1991; Wang ve ark., 1994). Iyotlar OB
matriksinde ODV'lerle tikanmistir (Ohba ve Tanada, 1983; Wang ve ark., 1994).
Orta bagirsak epitel enfeksiyonunda, ODV'ler esas olarak sindirim enzimleri igeren
ve emici besin maddeleri igeren baskin kolon hiicrelerine bulasir, ektoperitrofik
bolgeye giren ODV'ler, orta bagirsak epiteline yayilir. Liimen tarafinda, kolon kenar
hiicre yiizeyleri mikrovillus ile kaplidir. ODV'ler 6zellikle mikrovillusun apikal
uclarina baglanir (Adams ve McClintock, 1991). ODV'lerin orta kiiltiir hiicre
zarlartyla dogrudan kaynasmus lipit iki katmanli zarflar1 vardir (Haas-Stapleton ve
ark., 2004). Bunlar niikleokapsitlerin sitozole salinmasmna neden olur. Bu
niikleokapsitler, paketlenmedikleri ¢ekirdege goc eder ve viral DNA genomu salinir
yani serbest birakilir. Viriis genleri eksprese edilir, yapisal genler sentezlenir, DNA
replikasyonu meydana gelir, yeni virlisler toplanir ve salinir. Bocek orta bagirsag,
virlislerin enfekte olmasi igin zayif bir dokudur. Orta bagirsak hiicreleri diizenli
olarak disar1 atilir (Engelhard ve Volkman, 1995) ve hiicre o6liime egilimlidir (Uwo
ve ark., 2002). Bu hiicreler bir enfeksiyon olusturmak i¢in bakuloviriislerin zamana

kars1 yarisi haline gelirler. Orta bagirsak siitunlu epitelyum 6tesindeki dokular, viriis



replikasyonu i¢in daha uygun olan hiicreleri aktif olarak bdler. Bununla birlikte,
ODV, asir1 bir alkali ortamda orta bagirsak epitel hiicrelerini enfekte etmek icin dar
bir sekilde uzmanlagsmistir ve diger hiicre tiplerini enfekte ettigi gdzlemlenmistir.
Bocek viriisleri, tesadiifen rastlanan enfeksiyonla karsilastiginda, hayatta kalma
oranini en ist diizeye ¢ikarmak i¢in maksimum dole ihtiyag duyarlar. Belirli bir
konakcida daha fazla viral dol iiretilebilecegi icin, bakuloviriislerin orta bagirsaktan
oOtesi enfeksiyon igin 6nemli bir avantajdir. Bu avantaj, bakuloviriisleri ikinci, radikal
olarak farkli, tomurcuklanan bir viriis (BV) fenotipi gelistirmeye yoneltmistir.
BV'ler, trakeoblastlar, hemositler ve yaglar dahil olmak iizere konak¢inin birgok i¢
dokusunu enfekte etmek i¢in yaygin olarak uzmanlagmistir. BV girisi reseptor aracili
emici endositoz (Volkman ve Goldsmith, 1985) ve BV zarflarinin asitligine bagh
flizyonlarinin endozomal membranlarla birlesmesiyle meydana gelir (Blissard ve

Wenz, 1992; Leikina ve ark., 1992).
1.2.5 Bakuloviriisiin DNA Viriis Modeli ve Calisma Kolayhgi

Arastirmacilar, diinyada hizla artan hastaliklara kars1 kullanilacak olan ilaglarin elde
edilmesi ve gelistirilmesinde, besin maddesi olarak ihtiya¢ duyulan bazi proteinlerin
meydana getirilmesinde ve cesitli genlerin molekiiler diizeyde tanimlanmalarinda,
giinimiizde oldukga gecerli olan ve etkili sonuglarin elde edildigi biyoteknolojik
calismalara bagvurmaktadirlar. Bu alanda yapilan calismalarda, 6zellikle bakuloviriis
ekspresyon vektor sistemi (BEVS) kullanilmaktadir. BEVS araciligiyla tibbi ve
endiistriyel agidan dnemli olan ¢esitli prokaryotik, 6karyotik ve viral genlerin ekspres
edilmeleriyle yeryiiziinde olusan ve insanligi olumsuz yonde etkileyen bir¢ok
hastaliga karst tedavi amagli kullanilan proteinlerin iretilmesi, besin ve ilag
hammadde eksikliginin giderilmesi ve ¢esitli organizmalara ait genlerin
tanimlanmasi gibi 6nemli asamalar kaydedilmistir (Jasny, 1987; Vlak ve Keus,
1990).

Bakuloviriisler gen tedavi metodlar1 kullanilarak ¢esitli hastaliklarin tedavisinde gen
transfer vektorli olarak ele alinmaktadirlar (Volkman, 1995). Ayrica bu viriisler,
bdcek kaynakli olduklarindan dolayi insan bagisiklik sistemine cevap vermemek ve
insanlarda patojen olmamak gibi Ozellikleriyle diger viriis vektorlerine gore gen
tedavisinde kullanilmalart agisindan Onemli avantajlara sahiptirler (Kost ve

Condreay, 2002; Van Oers, 2006). Bakuloviriislerin genomlar1 Okaryotik ve
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prokaryotik organizmalardan kiiciik olmasina ragmen, gen yapt ve diizeyleri
bakimindan bu organizmalarin ve memelilerde enfeksiyon yapan viriislerin
genomlarina kismen benzerlik gosterdiklerinden dolayr molekiiler biyoloji ve

rekombinant DNA ¢alismalar1 i¢in iyi bir model teskil etmektedir (Bilimoria, 1991).

Bakuloviriisler, daha dncede bahsedildigi lizere genis bir viriis grubudur ve ozellikle
boceklerde bulunur (Theilman ve ark., 2005). Bakuloviriis konaklari sadece
omurgasizlarla smirlt oldugu i¢in ekolojik zararlilara karsi miicadelede, tarim ve
orman zararlilarinin kontroliinde biyolojik miicadele materyali olarak kullanilma
potansiyellerine sahip olan faydali ajanlardir (Inceoglu ve ark., 2001; Lacey ve ark.,
2001).

Bakuloviriisler, insanlik tarafindan elde edilen tiim viriisler arasinda en yararh
antroposentriktir. Diger virlisler c¢alisilirken sorunlara neden olurlar. Modern
bakulovirolojinin temelinde, bocek zararhilarinin kontrol edilmesi bakuloviriislerin
potansiyel faydasina dayanmaktadir (Martignoni ve Iwai, 1986). Bakuloviriislerin
gen ekspresyon vektorleri olarak mevcut kullanimi, bakuloviriislerin molekiiler
biyolojisinden gelmistir. Bakuloviriis peptisitlerinin temel molekiiler ¢alismalari ile
biyolojideki bakuloviriisleri ve genleri arastiran apoptotik yollarin dogas1 islevi ve
giivenligi degerlendirilirken verimliligi arttirtlir (Ignoffo, 1981). Bu viriislerin
ekolojik denge icin, hangi zararh tiirlerinin ve hangi kontroliin konak¢1 araliginm
kontrol ettigini bilmek daha da 6nemli olacaktir (Heimpel ve ark., 1973). Arthropod
tirlerinin ¢esitliligine dayanarak, bakuloviriis cesidi "tlirleri" muhtemelen c¢ok
biiyliktiir. 500'den fazla farkli bocek tiiriinde bakuloviriis hastaliklarinin  giincel
literatiir aciklamalart bulunur. Bununla birlikte, kati bakuloviriislerin genetik
cesitliliginin dogas1 ve kapsami hakkinda bilgi ortaya ¢ikmaktadir (Elick ve ark.,
1996).

1.3 Antiviral laclar ve Etkileri

Antiviral ilaglar, bakteriyel olanlar yerine viral enfeksiyonlar1 tedavi etmek ig¢in
kullanilan bir ilag smifidir. Antivirallerin ¢ogu spesifik viral enfeksiyonlar igin
kullanilirken, genis spektrumlu bir antiviral ¢ok cesitli virlislere karsi etkilidir.
(Rossignol, 2014). Cogu antibiyotigin aksine, antiviral ilaglar hedef patojenleri yok

etmez; bunun yerine gelisimlerini engeller. Antiviral ilaglar bir antimikrobiyal



simifidir; ayrica antibiyotik (antibakteriyel olarak da adlandirilir), antifungal ve
antiparaziter ilaglar veya monoklonal antikorlara dayanan antiviral ilaglar i¢eren daha
biiyiik bir gruptur (Kisung ve ark., 2003; Daniels ve ark., 2011). Cogu antiviral,
konakg¢iya nispeten zararsiz kabul edilir ve bu nedenle enfeksiyonlar1 tedavi etmek
icin kullanilabilir. Bunlar, ilag olmayan ancak viicudun i¢indeki veya disindaki viriis
pargaciklarint devre disi birakan veya yok eden viriislerden ayirt edilmelidir. Dogal
antiviraller okaliptlis ve Avustralya ¢ay agaglar1 gibi bazi bitkiler tarafindan tiretilir
(Schnitzler ve ark., 2001). Su anda mevcut olan antiviral ilaglarin ¢ogu HIV, herpes
viriisleri, hepatit B ve C viriisleri ve influenza A ve B viriisleri ile basa ¢ikmak i¢in
tasarlanmistir. Arastirmacilar, antivirallerin cesitliligini diger patojen ailelerine
yaymak i¢in ¢aligmaktadirlar. Glivenli ve etkili antiviral ilaglarin tasarimi zordur
clinkii virtisler konake¢1 hiicreleri ¢ogaltir. Bu, konak¢i organizmanin hiicrelerine
zarar vermeden virlise miidahale edecek ilacin hedeflerini bulmayi zorlastirir. Ayrica,
asilarin ve anti-viral ilaglarin gelistirilmesindeki ana zorluk, viral varyasyona

baglidir.

Antivirallerin ortaya c¢ikisi, biyomedikal arastirmacilarin virlislerin yapisini ve
islevini, yeni ilag bulma tekniklerindeki Onemli ilerlemeleri ve tibbi {izerine
uygulanan baskinin anlasilmasini saglayan organizmalarin genetik ve molekiiler
fonksiyonlar1 hakkinda ¢ok genis bir bilginin iiriiniidiir. ilk deneysel antiviraller
1960'larda gogunlukla herpes viriisleriyle basa ¢ikmak igin gelistirilmis ve geleneksel
deneme-yanilma ila¢ kesif yontemleri kullanilarak bulundugu ortaya konulmustur.
Arastirmacilar hiicre kiiltlirleri tiretmisler ve onlar1 hedef viriisle enfekte etmislerdir.
Daha sonra viral aktiviteyl inhibe edebilecegini diisiindiikleri kiiltiir kimyasallarin
katmislar ve  kiiltiirlerdeki  virlis  seviyesinin artmis olup  olmadigini
gbozlemlemislerdir. Benzer bir calisma i¢in etkili kimyasallar secilmistir. Bu ¢ok
zaman alici ve dogru bir prosediir olmakla birlikte hedef viriisiin nasil galistigi
hakkinda iyi bilgi bulunmadiginda, ¢ok az yan etkisi olan etkili antiviriislerin
kesfedilmesinde etkili degildir. Sadece 1980'lerde, viriislerin tam genetik dizileri
ortaya cikmaya basladiginda, aragtirmacilar viriislerin nasil calistigini ve iireme
dongiisiinii 6nlemek i¢in tam olarak hangi kimyasallara ihtiya¢ duyuldugunu
ogrenmeye baglamiglardir. Viriisler, bir genom ve bazen bir proteinden (kapsid)

olusan bir kapstilde birka¢ enzimden olusur ve bazen bir lipit tabakasiyla (bazen 'zarf



olarak adlandirilir) kaplanir. Viriisler kendi baslarina c¢ogalamazlar ve kendi
kopyalarini iiretmeleri i¢in bir konake1 hiicreye boyun egerek ¢ogalirlar, boylece bir
sonraki nesli tretebilirler. Antiviraller gelistirmek icin "akilci ilag tasarimi"
stratejileri lizerinde calisan arastirmacilar, yasam dongiilerinin her asamasinda
viriislere saldirmaya c¢aligmiglardir. Baz1 mantar tiirlerinin, benzer sinerjistik etkileri
olan birden fazla antiviral kimyasal i¢erdigi bulunmustur (Ulrike, 2005). Viriislerin
genetik yapisi siirekli olarak degismektedir ve bu nedenle virilis su anda mevcut olan
tedaviye direngli olabilmektedir (Nijhuis ve ark., 2009). Viriisler, antiviral tedavi
boyunca spontan veya aralikli mekanizmalarla direngli hale gelebilir (Influenza
Antiviral Drug Resistance). DSO direngli viriisiin potansiyel bulasmasmi kontrol
etmek ve gelecekteki ilerlemeyi onlemek igin derinlemesine epidemiyolojik
arastirmalart Onermektedir (Hayden ve Jong, 2011). Antiviral direng i¢in yeni
tedaviler ve tespit teknikleri gelistirildiginden, antiviral direncin kaginilmaz olarak
ortaya ¢ikmasiyla miicadele etmek igin stratejiler olusturulabilir (Kimberlin ve
Whitley, 1996).

1.4 Asilar ve Niifus Saghg

Cogu antiviral ilaglar viral enfeksiyonu tedavi ederken, asilar patojenlere karsi ilk
savunma hattidir. Asilama, bir bireyin bagisiklik sistemini uyarmak i¢in az miktarda
tipik olarak inaktive edilmis veya zayiflatilmis antijenik materyalin enjekte
edilmesini igerir. Bagisiklik sistemi, adaptif bagisikliga neden olan spesifik olarak
enjekte edilen patojene kars1 savasmak i¢in beyaz kan hiicrelerinin gelisimine cevap
verir. Bir popililasyonda asilama, siirii bagisikligina, biliyiikk oOl¢lide iyilestirilmis
popiilasyon sagligina, viral enfeksiyon ve hastalikta 6nemli bir azalmaya neden olur

(Heymann ve Aylward, 2006).
1.5 Arilar

Arilar, doganin hig sliphesiz ki en ilgi ¢eken canlilarini olusturan sosyal béceklerdir.
Insanlarin kiiltiirii ve ortak mitolojisiyle birlikte tarimsal alanlarda, ekonomide ve
ekoloji icerisinde ¢ok Onemli bir yere sahip olmustur (Engel ve Schultz, 1997).
Diinyada insanlar tarafindan dogrudan besin maddesi olarak tiiketilen bitkilerin cogu
cicek tozlarimin yayillmasinda arilara bagimli olmustur. Ar ile insan iligkisi

ekonomik olarak da insanlarin yararina olmustur (Campbell, 1993). Ari deyince
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aklimiza ilk olarak bal arilar1 gelmektedir. Temel olarak, ar1 sinifi igerisinde bal
arilarimin yani sira farkli ve ilging yasamlariyla yaban arilar1 da yer almaktadir
(Kulike, 1986). Dogada bulunan birgok hayvan tiiriinde oldugu gibi yaban arilari
tiirlinde de giderek azalma goriilmektedir. Yaban aris1 yuvalarinin dogrudan imha
edilmesi ve ilkbaharda ugan kralige arinin 6ldiiriilmesi, dogal alanlarin ve ormanlarin
hizla yok edilmesi, yaban arilarinin besin kaynagini da olusturan boceklere
bilingsizce uygulanan insektisidler (bocek ilaglar1) bu bocekleri av olarak kullanan
arilarin insektisidleri direkt olarak viicutlarina almalar1 gibi nedenler yaban arilarinin
giderek azalmasinda Onemli etkenlerdir. Ayn1 zamanda c¢ogu insanin yaban
arilarindan korkup, arilart 6ldiirme, yok etme geregi duymasi da arilarin girek

azalmasinda 6nemli etken oldugu g6z ardi edilemez (Kulike, 1986).
1.5.1 Vespidae (Yaban Arilar)

Yaban arilar1 oldukga genis bir familyadir. Bu familyanin 7 alt familyas1 vardir.
Bunlardan Vespinae, Polistinaec ve Polybiinae alt familyalarina baglh tiirler sosyal,
digerleri bireysel (teksel) yasayan boceklerdir (O’Brien, 1996). Vespa cinsi, ¢cogu
Dogu Asya'da bulunmak iizere yaklasik olarak 20 tiir igerir. Batida Avrupa, Asya ve
Kuzey Afrika’yr igine alan, giiney ¢ol kusagina kadar uzanan Biiyiik Sahra,
Arabistan, Iran ¢olleri ve Cin’in de iginde bulundugu Palearktik bolgede
sadece, V. crabro L. ve V. orientalis fab. olmak iizere iki tiirii vardir. Vespa cinsinin
en fazla tiir ve en fazla ¢esitliligin oldugu giliney Cin-Dogu Himalayalarinin gelisim
merkezi de oldugu kanitlanmaktadir (Van Der Vecht, 1957). Her ne kadar Vespa
taksonomisi bir dereceye kadar galisilsa da ¢ok sayida alt tiir ve bazi formlarin
belirsiz statiisii daha fazla calismanin gerekli oldugunu gostermektedir (Van Der
Vecht, 1957; Van Der Vecht, 1959; Yamane, 1974).

1.5.2 Vespa crabro (Avrupa Hornet)

Avrupa hornet (Vespa crabro), Avrupa’ya 6zgii en biiyiik asosyal yaban arisidir.
Ayni zamanda 1800'lii yillarda Avrupali yerlesimciler tarafindan tamitilan Kuzey
Amerika'da bulunan tek gergek esek arisidir (Vespa cinsi) (Kosmeier, 2013). V.
crabro, genellikle onunla temas eden insanlar tarafindan bir zararli olarak kabul
edilir (Davis, 2011). V. crabro gibi Vespinler, ¢evredeki bitki materyalleri ve diger
liflerden kagit benzeri yuvalar yapmakla bilinirler (Bagriacik, 2011).
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1.5.2.1 Avrupa Hornet Yuvasi

Avrupa hornet yuvasi, bireyleri tipik olarak bir pedikiil (iceride bir kagit tarak), bir
zarf ve disarida tek bir giris deliginden olusan kagit yuvalarinda yasarlar. Yuvalar,
kolonideki is¢i arilar tarafindan aga¢ kabuklari, dallar ve diger mevcut bitki
kaynaklar1 gibi malzemelerin par¢alanmasi, uzun siire ¢ignenmesi ve arinin tiikkriikk
salgist ile karistirmak suretiyle meydana getirilen kagit hamuru karisimindan olusur.
Arilar bu kagit hamuru karisimindan duvar deligi, aga¢ kovugu pek nadir hallerde
toprak alt1 oyuklarda dort bes katli, aralar siitunlu ve askida duran peteklerden
olusan yuvalar kurarlar. Peteklerin i¢ kisimlarinda bulunan tarak duvarlari, sekil
bakimindan diizenli degildir ve birbirine ¢ok yakin yapistirilmislardir (Bagriagik,
2011). Peteklerin lizerinde kemirilmis seliilozlu maddelerden yapilmis kagit benzeri
tabakalar bulunur. Kalin yapida, sarimsi kahverengi renkte, ¢iirtimiis agag liflerinden

yapilmis kagit benzeri bu tabakalarin yuvayr olumsuz dis etkilerden korudugu

bilinmektedir. Genelde yuvayi korumali bir agiklikta yapmayi tercih ederler (Bunn,
1988; Bambara ve Waldvogel, 1996; Hunt ve Arduser, 1996).

RS0

Sekil 1.3 Avrupa Hornet (Vespa crabro) Yuvasi
Toprakta bulunan titanyum, demir ve zirkonyum gibi mineraller avrupa hornet
yuvalarinin tarak duvarlariin bir parcasi haline gelir. Yuvanin ortalama kuru agirhig
yaklasik 80.87 g'dir. Kagit taraktaki hiicreler tipik olarak 4-5 mm uzunlugunda ve 8-
9 mm ¢apindadir. Kuzey Tiirkiye'deki yuvalarin ana bilesimi, ana elementler olarak
oksijen, karbon ve nitrojeni igerirken, eser miktarlarda bulunan elementler ise
silisyum, kalsiyum, demir ve potasyumdur. Aliiminyum, magnezyum veya

sodyumun ise bulunmadigi tespit edilmistir. Avrupa hornet arilari, ¢evredeki topragi,
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yuvalarint inga etmek i¢in bir kaynak olarak kullanir. Lifli malzemenin ger¢ek
tilkiirige orani, yuvanin suyu emme kabiliyetini etkiler, bdylece yuva i¢ine kadar
kuru kalir. Tirkiye'de yapilan yuvalarda lif igerigi %23 iken, % 77'si hornet
tikirigidir. Bu kombinasyon optimal su emme kapasitesini ile dogru orantilidir
(Bagriagik, 2011).

1.5.3 Ulkemizde Vespidae

Tirkiye’nin Vespidae faunasimnin oldukg¢a zengin oldugu ve bu zenginligin diger
ilkeler ile kiyaslandiginda ozellikle Akdeniz Bolgesinde c¢ok yiiksek bir
biyogesitlilige sahip oldugu belirtilmektedir (Yildirim ve Ozbek, 1992, 1993;
Yildirim, 2012; Yildirnm ve Gusenleitner, 2012). Ayni arastiricilar, iilkemizde
Vespinae ve Polistinae altfamilyalarina ait 5 cinse bagh 22 tiirlin bulundugunu
kaydetmislerdir. Bunlardan, Vespa crabro L., V. orientalis L., Vespula vulgaris L.,
V.germanica (F.), V. rufa L., Dolichovespula sylvestris (Scopoli), Polistes associus
Kohl, P. gallicus ., P. biglumis L., P. dominula (Christ) ve P. nimpha (Christ) tiirleri
iilkemizin degisik yorelerinde yogun popiilasyon olusturarak degisik sekillerde
zararli olmaktadirlar. Ozellikle sonbaharda bu tiirler ar1 kovanlarina girerek bali
yagma etmekte, cogu kez kovanlarin sonmesine sebep olmaktadirlar. Ulkemizdeki bu

tiirler bu yoniiyle ¢ok biiyiik dnem tagimaktadirlar.

Dogada en sik rastlanan ari tiirlerinden olan yaban arilarindan, is¢i arilarin boyu
ortalama 22 mm, erkek arilarin 24 mm ve ana arinin 30 mm'dir. Bas ve gogiis bolgesi
kizil kahve renkli, agiz pargalari ise koyu saridir. Abdomenin ilk iki segmenti koyu
kahve renkte, son 4 segmenti kirli sar1 renktedir ve sari zemin iizerinde simetrik
sekilde kizil kahve renkli benekler vardir. Abdomen, parlak ve kaygan goriiniisliidiir.
Esek arilarinin erginleri, sarica arilara benzer ancak viicutlar1 daha biyiiktiir (Kulike,
1986; Von Hagen, 1987; Ozbek, 1988). Halk arasinda Vespidae tiirlerine “esek
arilarn”, 6zellikle bunlarin bal arilarinin kovanlarina saldiranlarina da “harami arilar1”
veya “haramiler” denmektedir. Yine bir¢ok yorelerimizde bilhassa Polistes cinsine
ait tiirlere “sarica ar1, saricali veya kizil ar1” isimleri verilmektedir. Ozellikle Dogu
Anadolunun degisik yorelerinde ise ‘bizik” veya “vizik” adi verilmektedir. Ancak
halkimiz bu gruptaki veya benzeri bocekleri yeterince tanimadigi i¢in bal arisi

disindaki zar kanatli boceklerin hemen hemen tamamini, 6zellikle de sar1 veya
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sarims1 kahverengi olanlarmin tiimiinii “esek arilari” olarak nitelendirmektedirler

(Bunn, 1988; Bambara ve Waldvogel, 1996; Hunt ve Arduser, 1996).
1.6 Ar1 Yuvasi Oziitleri ve Hiicre Kiiltiirii Cahsmanin Onemi

Nitekim son yillarda yuvanin standart hale gelmesini kolaylastirmak ve diinyanin
farkli cografik bolgelerinden toplanan yuvalarin tiplendirilmesi i¢in caligmalar
yapilmaktadir (Bankova ve ark., 2000). Bizim yaptigimiz g¢alismada, esek arisi
yuvasi ekstraktlarinin igcermis oldugu etken madde veya maddelerden dolay,
bakuloviriis olan Autographa californica Multikapsid Niiklear Polihedrozis
Viriisiiniin  (AcMNPV), Spodoptera frugiperda (Sf) hiicre kiiltiiriinde meydana

getirebilecegi replikasyonu herhangi bir asamada etkileyebilecegi diistiniilmektedir.

Calismada kullanilan AcMNPV’i bocek kaynakli oldugundan insan bagisiklik
sistemine cevap vermedigi, insanlarda patojen olmadigi ve insanlarda enfeksiyon
meydana getiren DNA viriislerine iyi bir model teskil ettigi bilinmektedir (Kost ve
Condreay, 2002; Van Oers, 2006). Bundan dolay1 bu bakuloviriis tizerinde etkili
olacagimi diisiindiigiimiiz esek ar1 yuvasinin ekstrakte edilerek antiviral 6zelliginin
belirlemesinin ve insanda enfeksiyon olusturan viriislere karst kullanilmasinin yararl
olacagi dusiiniilmektedir. Ayrica bakulovirlis ekspresyon sisteminde ar1 yuvasi
ekstraktlarimin kullanilmasi ile bu ektraktin sistemde olusturdugu etkinin tibbi ve
ekonomik ag¢idan oldukc¢a Onemli olacagi diisliniilmektedir. Esek aris1 yuvasinin
kimyasal yapisindaki degiskenlik onun tip alaninda kullaniminda ve kalitesinin
belirlenmesinde 6nemli bir sorundur. Yuvadan elde edilen kaynagin net olarak
belirlenememesi kimyasal yapisini belirlemede de sorun olusturmaktadir. Ayrica
yuvanin biyolojik aktivitesi belirlenirken yuvadan izole edilen aktif bilesenlerin
belirlenmesi, s6z konusu aktivitenin hangi bilesiklerden kaynaklanabilecegi

konusunda yorum kolaylig1 saglayacaktir (Burdock, 1998).

Calisma da amaglarimizdan en 6nemlisi esek arilarinin agag, ¢icek ve kabuklardan
topladig1 ve kovanin her tiirlii korunmasindan sorumlu, dogal bir iiriin olan yuvalarn,
insan sagligi agisindan antiviral etkinliginin bulunmast durumunda bu maddelerin
onemini belirlemek ve halk sagligi adina, kimyasal {iriinler yerine dogal iiriinlere
yonelme bilincinin artirilmasidir. Bu sayede ar1 yuvasi numunesinin antiviral

ozellikleri ile biyoaktif bilesenleri {izerine yapilan bu ¢alisma ile esek arisi yuvasi
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tiretimi ve kullaniminin daha c¢ok artacagi ve sagligimizin korunmasina katki
saglayacagi diistiniilmektedir. Ar1 iriinleri ireticilerine bal, polen ve ar1 siitiine ek
olarak, diger bir ar1 lriinli olan yuvadan da kazan¢ saglayabilecekleri bir madde
oldugunu c¢alismamiz ile gostermek, freticiler igin yarar saglayacagi da
diistiniilmektedir. Tirkiye’de esek aris1 yuvasi kullanim alanlarinin artmasiyla
tiretimin daha da onem kazanmasi, bilingli olarak yapilmas: ve bu alanda yeni

teknolojilerin gelistirilmesiyle daha etkili liriinlerin elde edilmesi amaglanmaktadir.

Bu calisma ile simdiye kadar ¢ogunun antiviral etkilerinin ¢alisilmadigl ar1 yuvasi
numunelerinin, biyoaktif bilesenleri ve bir bocek viriisiine karsi etkisi test edilmesi
yararli olabilecegi gibi, farkli bolgelerden elde edilen ve botanik orijini farkli olan
yuva orneklerinin kimyasal yapisinin aydinlatilmasi gibi diger yapilacak olan

caligmalar i¢in de fayda saglayacag: diistiniilmektedir.
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2. GENEL BILGILER

Esek ar1 (Vespa crabro) yuvasindan elde edilen oziitlerin, Autographa californica
multikapsid niiklear polihedrozis viriisiiniin (AcMNPV), Spodoptera frugiperda (Sf)
hiicre kiiltiirleri igerisindeki replikasyonlari lizerindeki etkileri ve antiviral 6zellikleri
Ozellikleri ile ilgili literatiir arastirmalarinda daha oOnce yapilan bir calismaya

rastlanilmamastir.

Art yuvasmin igeriginde bulunan biyoaktif bilesen analizinde li¢ farkli ¢oziiciide
(metanol, aseton, petrol eteri) ekstrakte edilmis ar1 yuvasi Oziitlerinden, metanol
ekstraktinda toplam %49.54 silikon bilesigi, aseton ekstraktinda toplam %37.15
morfolin yapisi, petrol eteri ekstraktinda %45.43 ester molekiilii propenili icerdigi

gbzlenmistir (Ertiirk ve Bagdatli, 2019).

Gaz kromatografi kiitle spektrometre (GC-MS) sistemi ile ar1 yuvasindan biyoaktif
bilesenlerin analizlerinde Ertiirk ve Bagdatli (2019)’nin farkli ¢oziiciilerde ki art
yuvast ekstraktlarinin biyokimyasal bilesen varligi calismasinda ar1 yuvasi
ekstraktlarmin farkli kimyasal bilesenlere sahip oldugu gobzlenmistir. V.crabro
metanol ekstraktinda toplam %49.54 silikon bilesigi miktar1 gézlenmistir. Silikon
bilesiklerinin farkli formlardaki bitkiler tarafindan topraktan alinmalarinin bir sonucu
olarak ortaya c¢iktigi kaydedilmistir (Brenda ve ark., 2016). V. crabro aseton
ekstraktinda toplam %37.15 morfolin yapis1 oldugu gézlenmistir. Morfolin i¢eriginin
toprakta bitki biiyiime diizenleyicileri olarak bulunan ve bitkiler tarafindan alinmalar
sonucu yer aldig1 kaydedilmistir (Van de Westeringh ve Veldstra, 1958). V. crabro
petrol eteri ekstraktinda %45.43 ester molekiilii propenili icerdigi kaydedilmistir.
Diger 6nemli biyokimyasal bilsenler zirveleri alken, fenolikler, silanol, inositol,
karboksilik asit olarak kaydedilmistir. Inositol sahte bir vitamindir ve dogal olarak
polihidroksi sikloheksan halkasi olarak bitkilerde bulunan bir bitki metaboliti olan ve

bitkilerin kokleri tarafindan alinmasiyla ortaya ¢iktig1 kaydedilmistir (Witte, 2011).
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3.MATERYAL ve YONTEM

3.1 Hiicre Hatt1 ve Viriis Uretimi
3.1.1 Hiicre Hatt1

Calismada Spodoptera frugiperda hiicre soyu (Sf900) viriis enfeksiyonu i¢in konakgi
hiicre olarak kullanilmistir. Hiicreler, %5 fetal sigir serumu (FBS), 100 birim/ml
Gentamisin, 100ug/ml streptomisin ile 28°C'de T-25 m? kiiltiir kaplar ile takviye
edilmis ve Gibco Sf900 ortaminda yetistirilmistir (Petcharawan ve ark., 2009;

Petcharawan ve ark., 2012).
2.1.2 Hiicre Biiyiitiilmesi ve Alt Kiiltiir Yapilmasi

Calisma siiresince kullanilan hiicreler, her bes giinde bir T-25 kiiltiir kablarinda %5
FBS ile takviye edilmis TNM-FH insect media besiyeri i¢inde alt kiiltiir edilmistir.
Hiicreler, kiiltiir kab1 tabaninda diizenli bir tabaka olustururlar ve bu tabaka tek
tabaka olarak bilinir (%90°lik tek tabaka oldugunda 5-6 giinlik olustururlar).
Altkiiltiir yapilacak kiiltiir kab1 igindeki besiyeri uzaklastirilarak bunun yerine %5
FBS ile takviye edilmis TNM-FH besiyerinden 5ml birakilmistir. Kiiltiir kabinin
kapagi kapatildiktan sonra, tabandaki hiicrelerin besiyerine ge¢mesi icin kiiltiir kab1
avug ic¢ine alinarak diger elin avug igiyle sert fakat ¢ok sarsmadan birka¢ kez
vurulmus ve kap i¢i pipet ile yikanmistir. Sonrasinda yeni bir kiiltiir kabina, 4.5 ml
FBS ile takviye edilmis TNM-FH besiyeri konulmus, diger kapta bulunan hiicre
stispansiyonundan 0.5 ml aliarak yeni bir kap igerisine birakilmigtir. Kiiltiir kabi
kapatilmis {izerine altkiiltiir sayisi, tarihi ve hiicrenin ad1 yazilmis ve 28°C'de inkiibe

edilmistir. Bu islemler tamamen biyogiivenlik kabin icerisinde yapilmistir.
3.1.3 Viriis Uretimi

Viriis olarak bakuloviriis familyasina ait Autographa californica Multikapsid
Niiklear Polihedrozis Viriis (ACMNPV) stogu kullanilmistir. ACMNPYV stogu Sf9°da
inokiile edilerek hazirlanmis ve 28°C'de inkiibasyona birakilmistir. ACMNPV {iretimi
icin 6dnce SfY hiicreleri hemosimetre ile sayilmis, kiiltiir kabina gore uygun sayida
hiicre kap igerisine birakilmis (25 cm? kap i¢in 3.0x10° hiicredir) ve son hacim 5
ml’ye tamamlanmigtir. Hiicrelerin kiiltlir kablarinin tabanina yapigmasi i¢in 2-3 saat

kadar bekletilmistir. Sonrasinda kap igerisinde bulunan FBS takviye edilmis TNM-
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FH besiyeri uzaklastirilmis, daha sonra 1 ml TNM-FH besiyeri birakilmig ve MOI
(hiicre basina diisen enfeksiyon yapabilen viriis sayisi) 1 olacak sekilde viriis kiiltiir
kabma birakilmistir. Oda sicakliginda 1-2 saat 2.5 rpm hizda sanrifiij edilerek
virlislerin hiicrelere tutunmasi saglanmistir. Tutunmadan sonra kap i¢indeki TNM-
FH besiyeri ve tutunamayan viriisler kabdan ¢ikarilmistir. Daha sonra bu kaba
gerekli 5 ml FBS takviye edilmis TNM-FH besiyeri ilave edilmis ve hiicreler
28°C'de 48-72 saat inkiibasyona birakilmistir. Bu zaman sonunda kiiltiir kabindaki
besiyeri-hiicre karigimui steril bir santrifiij tiipiine aktarilarak 2500 rpm’de 10 dakika
boyunca santrifiij edilerek hiicre ve diger atiklar ¢oktiiriilerek iistte kalan viriis ihtiva
eden siv1 (supernatant) steril bir siseye nakledilmistir. Stogun virlis konsantrasyonu
TCIDsp /ml olarak belirlenmis ve pfu/ml’ye doniistiiriilmiistiir (Reed ve Muench,

1992). Viriis stogu, kullanilincaya kadar -20°C'de saklanmustir.
3.2 Ans1 Yuvast Materyali Temini ve Ekstraktlarin Hazirlanmasi

V. crabro (esek aris1) (Hymenoptera: Vespidae) yuvasinin antiviral ozelligi ve
kimyasal yapis1 arastirilan bu ¢alismada kullanilan ar1 yuvast numuneleri Tiirkiyenin
Dogu Karadeniz Bolgesi’nde bulunan Trabzon ilinin Arakli ilgesinin, Yildizli
koyiinden 2018 yilinda Temmuz-Agustos aylar arasinda esek arilariin yuva yaptigi
ahsap bir evin (39°43'E, 41°00°K) ¢atisindan temin edilmistir (Sekil 3.1). V. crabro
yuvasi, ¢atinin ahsap yiizeyinden ayrilmistir. Elde edilen yuva incelenmek i¢in Ordu
Universitesi, Molekiiler Biyoloji ve Genetik Béliimii Mikrobiyoloji laboratuvarina
getirilmistir. Yuvalarin igerisinde bulunan arilar, larvalar ve pupalar g¢ikarilarak
yuvalar kii¢iik parcalara ayrilmistir. Ar1 yuvast numuneleri Boeru (1978) ve Ertiirk
(2017) tarafindan gelistirilen metotlar esas alinarak Sekil 3.1°de belirtilen sekilde

yapilmustir.
P

W, s

Sekil 3.1 Calismada Kullanilan Ar1 (Vespa Crabro) Yuvasi
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Esek aris1 yuvasi 6rnekleri etanol, aseton ve petrol eteri olmak tizere ti¢ farkli ¢oziicii
icinde 24 saat 35°C'de ekstrakte edilerek hazirlanmistir. Yuva malzemesinden 5 gr
alinarak son hacim 100 ml olacak sekilde ¢oziicii ile tamamlanmistir. Bu islem her
¢oziicii ic¢in ayr1 ayr1 yapilarak ekstraktlar hazirlanmistir. Ekstraktlar pompa ile
donatilmis bir doner buharlagtirici ile 35°C'de buharlastirilmigtir. Hazirlama sirasinda
oda sicakliginda korunmus ve daha sonra filtrelenmistir. Hazirlanmig olan

ekstraktlar, kullanilincaya kadar karanlik bir ortamda 5°C'de muhafaza edilmistir.
3.3 Hiicre Canlilig1 ve Sitotoksisite Analizi

Ar yuvast ekstrakti, Sf9 hiicre ¢izgisi kullanilarak MTT analizi ile in vitro
sitotoksisite i¢in test edilmistir (Mosmann, 1983). MTT ydntemi, mitogen, antijenik
stimuli, biiyiime faktorleri ve diger biiyiime tetikleyici faktorlere karsi hiicre
biliylimesinin dlgiilmesinde, sitotoksisite ¢alismalarinda, hiicre biiylime egrisi
calismalarinda kullanilan oldukc¢a kullanigli bir yontemdir. Ancak bu yontem,
hiicrelerin fizyolojik durumlarindan ve mitokondriyal dehidrogenez aktivitesindeki
degisimlerden etkilenmektedir. MTT testinde, sar1 renkli tetrazolyum MTT ((3- (4,5-
dimetiltiyazol-2)-2,5-difeniltetrazolyum bromiir) metabolik olarak aktif hiicrelerle
dehidrogenez enzim aktivitesiyle indirgenerek mor renkli formazan olusturur. Bu
rediiksiyon  sadece  mitokondriyal rediiktaz enzimleri aktif oldugunda
gerceklesmektedir. Dolayisiyla bu dontistim canli hiicre sayisiyla dogrudan iliskilidir.
Canli hiicrelerde mitokondriyal dehidrogenazlar tetrazolyum halkasini parcalayarak
mor renkli MTT formazan kristallerini olusturur. Formazan Kkristalleri sulu
cozeltilerde c¢oOziinmezler. Mor renkli bilesik absorbanst spektrofotometrede
Olciilerek analiz edilmektedir (genelde 450-600 nm). Hiicre sayisindaki artis MTT
formazan olusumunda artisa neden olmaktadir. Bunun sonucunda da absorbansda

artis gozlenmektedir.

Calismada ham ar1 yuvasi ekstrakti kullanilmistir. Ham ar1 yuvasi ekstrakti, 1ml
dimetil siilfoksit (DMSO) iginde ¢ozlindiiriilmiis ve 5 mg/ml konsantrasyonlu bir
stok ¢ozeltisi elde etmek icin 10 ml son hacim olacak sekilde hazirlanmistir. Stok
cozeltisi filtrasyon ile sterilize edilmis ve TNM-FH ortaminda farkh
konsantrasyonlarda (100, 50, 25, 12.5, 6.25, 3.125, 1.562 ve 0.781 pg/ml)

seyreltilmistir. Hiicreler, 96 gozlii bir plaka i¢ine her bir goz igin 2x10* oramnda
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ekilerek ve 24 saat boyunca 28°C'de inkiibasyona birakilmistir. 24 saatlik
inkiibasyondan Sonra, kiiltlir ortami, ekstrsaktlarin farkli konsantrasyonlarini igeren
taze ortam ile degistirilmistir. Her konsantrasyon 4 goze ve 3 bagimsiz deneyde
uygulanarak kontrol hiicreleri, ekstraktlar olmadan inkiibe edilmistir. 28°C'de 60 saat
inkiibasyondan sonra, her bir oyuga MTT (PBS i¢inde 5 mg/ml'lik 10uL) ilave
edilmis ve hiicreler, 4 saat boyunca 28°C'de inkiibasyona birakilmistir. Sonrasinda,
MTT igeren ortam kuyulardan ¢ikarilmis ve olusan formazan kristali, 150 pL/oyuk
%10 SDS: DMSO (1: 9) karisimu ilave edilerek ¢oziindiiriilmiistiir. Plakalar daha
sonra 5 dakika boyunca calkalanmis ve her bir oyuktaki ¢6zeltinin absorbansi bir
mikrotiter plaka okuyucuda 450 nm'de olgiilmiistiir (Siddiqui ve ark., 2010). Elde
edilen veriler ile normalizasyon islemi yapildiktan sonra denklem (1.1) ve (1.2)
kullanilarak hiicre canliligi (%) ve sitotoksisite (%) degerleri belirlenmistir. Kontrol
kuyucuklarindan elde edilen degerlerin ortalamasi %100 canli hiicre olarak kabul
edilmistir. Her ar1 yuvasi konsantrasyonu i¢in 24 saatlik maruziyet sonrast ICsp
degerleri de belirlenmistir. Sitotoksisite ylizdesi, A ve B'nin sirasiyla kontrol
hiicreleri ve muamele edilmis hiicrelerin absorbansi olmak tizere {(A-B) / A} x 100
formiilii kullanilarak hesaplanmistir. Tiim absorbans degerleri, sadece biiyiime
ortamini iceren bos kuyulara karsi diizenlenmistir. Kontrollere gore %50
sitotoksisiteye neden olan konsantrasyonun degerlendirilmesi i¢in (ICso degerleri)
GraphPad Prism yazilim programi kullanilarak deneyde hesaplanmistir (Chiba ve
ark., 1998; Krzyminska ve ark., 2010; Duman, 2012; Petcharawan ve ark., 2012).

Hiicre Canlilig1 (%) = (Doz uygulanan kuyucugun ortalama absorbans degeri/

kontrol kuyucugun ortalama absorbans degeri) x 100 (1.2)

Sitotoksisite (%) = 100 - (Doz uygulanan kuyucugun ortalama absorbans
degeri/ kontrol kuyucugun ortalama absorbans degeri) x 100 (1.2)

3.4 istatistiksel Analiz

Tim veriler SPSS istatistik 17.0 yazilimi ile istatistiksel olarak degerlendirilmistir.
Hipotez test yontemleri, tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ve ardindan Duncan'in
yeni ¢oklu aralik testleri, post hoc veya coklu karsilastirma testleri icermektedir.
P<0.05 degeri istatistiksel olarak anlamli farkliliklar olarak kabul edilmistir
(Custodio ve ark., 2011).
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3.5 An Yuvasinin Antiviral Aktivite Analizi ve Viriisiin Sitopatik Etkilerinin

Belirlenmesi

Viriisler, iiretici konak hiicreleri enfekte ettikten ve bu hiicrelere girip replike
olduktan sonra hiicrelerde ¢esitli farkliliklar olustururlar daha sonra tekrar disari
cikarlar. Bu replikasyon sirasinda hiicrelerde meydana gelen degisimler sitopatik
degisimlerdir (CPE). Virlis (AcMNPV) etkinliginde, faz contrast ya da karanlik saha
mikroskop teknikleri yardimiyla AcMNPV ile enfekte olmus hiicrelerin (Sf)
incelenmesi halinde gozlenen sitopatik etkiler; once hiicrelerde bir kararma ve
zarlarinda kirigikliklar goriilmeye baslar. Hiicreler biiyiir, stoplazmik uzantilarini
kaybederler ve gesitli sekiller alirlar. Tabiatta larvadan larvaya enfeksiyon yapma
0zelligine sahip olan polihedral inkliizyon yapilar1 (PIB) olusturmasi ise hiicrelerin
icerisinde parlak kristal benzeri yapilarin belirmesiyle anlasilir (Bilimoria ve ark.,

1992).

Bu ¢alismada ar1 yuvast numunelerinin {i¢ farkli ¢oziiciide hazirlanmis ekstraktlar
kullanilmistir. Ar1 yuvasi ekstraktlarinin antiviral etkisinin belirlenmesi, Burlesson
ve arkadaslarinin (1992) gelistirdigi metoda gore yapilmistir. Calismada %5 FBS ile
takviye edilmis ve 4x10% Sf9 hiicreleri ile takviye edilmis TNM-FH ortami hazir
durumdadir. Monalayer (tek tabaka hiicre) olusmus bir kiiltiir kabindan deneyin
yapilacagi 24 oyuklu kiiltiir plakalarinin her bir oyuguna 2.5x10% hiicre ekilmis ve
tizerine gerekli miktarda (600 ul) FBS takviyeli TNM-FH besiyeri ilave edilmistir.
Sonrasinda hiicrelerin tabana yapismasi i¢in 4 saat kadar 28°C'de inkiibasyona
birakilmistir. Hiicrelerin tabana yapistiZindan emin olunduktan sonra, biitiin
gozlerdeki besiyeri uzaklastirilarak hiicreler fosfat tamponlu salin (PBS) soliisyonu
ile yitkanmistir (NaCI 0.8 g, KCI 0.2 g, Na;HPO, 1.15 g, KH,PO,4 0.2 g, 1 litre H,0,
pH:7.2). Stok ekstraktlar TNM-FH besiyeri igerisinde, etanol, aseton ve petrol eteri
ekstraktlarinin her biri i¢in 100, 50, 25, 12.5, 6.25, 3.125, 1.562 ve 0.781 pug/ml
konsantrasyonlarinda olacak sekilde seyreltme yapilmis ve 24 kuyucuklu plakalarin
herbir oyuguna eklenmistir. Seyreltme islemi 24 kuyucuklu plakalarin 2. siitunun 1.
goziinden baslayarak 4. goziine kadar herbir seyreltikten 100ul birakilmis ve birinci
gozin ilk 1ki goézii Sf-AcMNPV kontrolii diizenlenmistir. Uygulanacak diger
akstraktlar da ayni sekilde seyreltilerek diger gozlere ekilmis ve hepsi 1 saat boyunca

28°C'de inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon boyunca hiicrelerin ar1 yuvasi
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ekstraktlari ile temas etmesi saglanmistir. 24 gozlii plagin 1. goziine katkisiz TNM-
FH besiyeri, diger gozlere AcMNPV viriis siispansiyonundan 10 pl’ lik MOI (her
hiicre i¢in enfeksiyoz viriis partikiillerinin sayisi) enfekte edilmis ve adsorpsiyon igin
oda sicakliginda 1.5 saat inkiibe edilmistir. Daha sonra viriis ve ekstrakt karigimi
c¢ikarilarak hiicreler PBS ile yikanmis ve %5 FBS, 100 ug/ml iceren tam TNM-FH
ortam1 Gentamisin, 100 ug/ml streptomisin ortami soliisyonu 24 gozlii plakalara ilave
edilmistir. Bu noktada, zaman, enfeksiyon sonrast "0" olarak kaydedilmistir. Her
kuyu kiltiirii plakasi paneli, toksisite kontroliinii (hiicreler+ekstrakt) ve enfekte
olmayan hiicre kontroliinii (sadece hiicreler, Kontrol 1) ve enfekte olmus hiicre
kontroliinii (virlisthiicreler, Kontrol 2) icermektedir (Ertirk ve ark., 2017, 24
kuyucuklu kiiltiir plakalar1). Plakalar 4 giin boyunca 28°C'de inkiibasyona
birakilmistir.  Inkiibasyon siiresinin sonunda, hiicreler kazinarak alimis ve
sayilmistir. Bu esnada siipernatantin ayrilmasi i¢in 20 dakika boyunca 4.000 rpm'de
santrifiij edilmistir. Temellesmis Viryon igeren siipernatant kullanilincaya kadar -
20°C'de tutulmustur. Her panelde toksisite kontrolii (ekstrakt ile inkiibe edilmis
hiicreler), enfekte olmamis hiicre kontrolii (ortam ile inkiibe edilmis hiicreler) ve
enfekte olmus hiicre kontrolii (viriisle inkiibe edilmis hiicreler) ve diizeltilmis
mortalite % kullanilarak hesaplanmistir. Ekstraktlarin varliginda viriis tarafindan
tiretilen pfu/ml'ye (ml basma plak olusturma birimi) % indirgeme = 100- [(pfu at)
kontrolde verilen ekstrakt dozun/ pfu) x 100] olarak hesaplanmistir (S6kmen, 2001).

Hiicreler virtislerle temas ederek etkilesime girdikleri zaman hiicrenin yapisinda
meydana gelen degisiklikler (Sitopatik etkiler, CPE) Leica Inverted marka
mikroskop ile incelenerek kayit altina alinmistir. Plate’in tiim gozlerinde meydana
gelen degisiklikler goriintiilenmis, bu goriintiilerin fotograflart mikroskobun M500

fotograf makinesi tarafindan ¢ekilmis ve belgelenerek CD’ye aktarilmistir.
3.6 Ar1 Yuvasimn Viriis Uretimi Uzerine Etkisinin Arastiriimasi

Art yuvast numunelerinin etanol, aseton ve petrol eteri olmak {izere ili¢ farklh
ekstraktlarinin her biri i¢in ayr1 ayr1 islem uygulanmis olup caligmada viriis sayimi,
TCIDsp metoduna gore yapilmistir. Ar1 yuvasi ekstraktlarinin 100, 50, 25, 12.5, 6.25,
3.125, 1562 ve 0.781 pg/ml konstrasyonunun uygulandigi besiyeri-viriis

karistmindan alman sivi, 1:10 oraninda seyreltilmistir. Uzerleri 1°den 10’a kadar
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numaralandirtlmis steril santrifiij tiplerinin her birine 180 ul TNM-FH besiyeri
konulmus igerisine viriis miktar1 bilinmeyen sividan (siispansiyondan) sadece 2 nolu
tiipe 20 pl birakilmis, 1:10 oranindaki seyreltme islemi, 9 numarali tiipe kadar
tekrarlanmis ve 9 numarali tlipteki fazlalik olan 20 ul disar1 atilmistir. 1 numarali ve
10 numaral tiipler kontrol olmak iizere hazirlanmistir. Bu tiiplere viriis yerine 20
pg/ml’ser TNM-FH besiyeri konulmus sonrasinda her tiipe ayr1 ayri 2.5%x10°
hiicre/mI’lik kiiltiirden 200 pl hiicre ilave edilmis ve iyice karistirilmistir. Daha sonra
96 gozli plate soldan saga dogru 1’den 10’a kadar numarali, yukaridan asagiya
A’dan F’ye kadar harflendirilmis her goziine tiipten 10’ar pl konulmustur.
Hazirlanan seyreltiklerin her birinden yukaridan asagiya 6 goze (A, B, C, D, E, F)
transfer edilmistir. Bu islem diger numune ekstraktlar1 icin de uygulanmistir.
Plate’de 1. ve 10. siralar sadece TNM-FH ile Sf hiicreleri i¢erecek sekilde kontrol
olarak diizenlenmistir. Bu iglemden sonra plate kabinin koselerine ve orta kisimlarina
I’er damla olacak sekilde steril su konulmus ve plate kapagi kapatilmistir. Plate
kiigiik bir poset igerisine ortamin nemli kalmasin1 saglamak {izere islatilmis kagit
pegete ile sarilarak 28°C'de 3 ile 5 giin arasinda inkiibasyona birakilmistir.
Mikroskop altinda virlis sayimi yapilmistir. Sayimda PIB’lerin olustugu gozler
pozitif (+), olusmadigi gozler ise (-) olarak adlandirilmistir. Virlis miktarinin
hesaplanmas1 1u/ml (mililitrede bulunan enfeksiyon olusturabilir unite sayisi) olarak
Reed ve Muench (1992) metoduna gore yapilmistir.

3.7 Art Yuvast Ekstraktlarmin Viriisiin Protein Sentezi Uzerine Olan

Etkilerinin incelenmesi, Protein Numunelerinin Hazirlanmasi ve
SDS-PAGE

Art yuvasi ekstraktlarinin viriisiin protein sentezine olan etkilerinin belirlenmesi i¢in
daha once agiklanan “Ar1 yuvasi ekstraktlarinin viriis enfeksiyonuna uygulanmasi”
metoduna gore yapilmis olan deneyin lizerinden 36 saat gectikten sonra agagidaki

calismalar gerceklestirilmistir.

Ug farkl ¢oziiciide hazirlanmis ar1 yuvasi ekstraktlarmin 1 ya da 2 saat siireyle 6n-
muamelesi ile Sf9 hiicreleri, bir MOI' de enfekte olmus ya da AcMNPV ile enfekte
edilmistir. Hiicreler PBS ile yikanmus olup, bir T-25cm? balonuna 5ml tam Gibco Sf9
ortami ilave edilmis ve kiiltiir, 60°C' de 60 saat siireyle inkiibe edilmistir. Protein

numuneleri hazirlanmasi, King ve Possee (1992) tarafindan tarif edilen yonteme goére
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hazirlanmigtir. Kurulmus deneyin baslangicindan 36 saat sonrasinda kiiltiir
blanklariin her goziindeki besiyeri ¢ikartilmigtir. Buz {izerinde sogutulmus PBS ile
hiicreler yikanmigtir. Her géze 100 pg/ml ayristirma tamponu olan bir lizis tamponu
(0.062 M. Tris-HCI pH:7, %2 SDS, %10 gliserin, %5 2-merkaptoetanol, 1 nM
PMSF, 2 ug/ml Leupeptin, 1 mg/ml Pepsitain, dH,O ile son hacmi 17 ml’ye
ayarlanmig) konulmustur. Bu tampon ile gozlerin tabanindaki hiicreler koparilmistir.
Aciga cikan virlis ve hiicre igerikleri %12’lik SDS-PAGE ile analiz edilmis

(Laemmli, 1970) ve jeller giimiis nitrat ile boyanmistir (Hames ve Rickwood, 1990).
3.8 Ar1 Yuvasi Ekstraktinin pUC18 Plazmid DNA’s1 fle Etkilesimi Analizi

Arn yuvast ekstraktlarinin pUCI8 plazmid (Thermo) DNA’s1 hasarim1 koruma
aktivitelerinin belirlenmesi i¢in, ekstraktlar 5 farkli konsantrasyonlarda (0.03 pg/ml,
0.06 pg/ml, 0.125 ug/ml, 0.25 pg/ml, 0.5 pg/ml) olacak sekilde hazirlanmistir. Seri
diliisyon seklinde hazirlanan ar1 yuvasi ekstraktlarindan 2 pl, 1.25 pg/ml’lik pUC18
plazmid DNA, %30 H,0, ve TE (Tris-EDTA) karisimi hazirlanmistir. Bu igslemin
ardindan 37°C’de 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonrasinda %1 lik
agaroz jelde 1XTBE (Tris-Borikasit-EDTA) tamponuyla 90 dakika siire ile 100
Voltta jel elektroforezinde yiiriitiilerek goriintiilenmistir. DNA bantlar1 etidyum

bromiir ile boyanarak V transilliiminator cihazi ile (20 dakika) analiz edilmistir.

3.9 Gaz Kromatografi Kiitle Spektrometre (GC-MS) Sistemi ile Biyoaktif

Bilesenlerin Analizi

Art yuvasi ekstraktinin biyoaktif bilesenlerinin analizi bir kolon ile (Teknokroma
TRB 5-MS, 30 mm x 0.25 mm X 0.25 pm) ile donatilmis Shimadzu QP 2010 Plus
Serisi Gaz Kromatografi Kiitle Spektrometre sistemi kullanilarak kati faz
mikroekstraksiyon teknigi (SPME)’'ne gore yapilmistir. GC-MS kosullari, firin
sicakligr ilk olarak 1 dakika boyunca -50°C de tutulmus daha sonra 1 dakikada
sicaklik 250°C'ye c¢ikarilmistir. Tasiyict gaz, 1 mL / dakika akis hizina sahip
helyumdur. MS dedektér (Mass Spektrometre Detector) ve Restek-Rtx-5 kolonda
70°C // 250°C kolon sicakliginda gergeklestirilmistir. (Colon Flow 2.12 mL/min.)
Ornekler cihaza verilmeden énce 1/10 oraninda asetonitril ile seyreltilmistir. Ornegin

degerlendirilmesi % alan dagilim oranina goére Kkalitatif olarak yapilmis ve
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integrasyonlar genel olarak en biiyiik 30 pik iizerinden yapilmistir. Bilesikler, Wiley

kiitiiphanesinden WON11 spektrumlarla karsilastirilarak tanimlanmaistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

Bu calismada, esek arisi yuvasindan elde edilen kaba ekstraktlarin Autagrapha
california Multikapsid Niiklear Polihedrozis Virlisiinin (AcMNPV) Spodoptera
frugiperda hiicre kiiltiiriindeki replikasyonu ftizerindeki etkileri arastirilmustir.
Calismada ar1 yuvasi ekstrakt veya ekstraktlarin uygulanmalar1 neticesinde; viriis
sitopatik etkilerinde meydana gelen degismeler invert mikroskobu yontemiyle, viriis
konsantrasyonunda meydana gelen degismeler TCIDsy yontemiyle, protein
sentezinde meydana gelen degismeler sodyum dodesil siilfat poliakrilamid jel
elektroforezi (SDS-PAGE) yontemiyle, pUC18 plazmid DNA’s1 hasarini koruma
aktivitelerinin  belirlenmesi  ise  agaroz  jel elektroforezi  yontemiyle
gerceklestirilmistir. Ayrica yuvanin biyoaktif bilesen igerigi de gaz kromatografi
kiitle spektrofotometre (GC-MS) yontemi ile arastirilmistir.

4.1 Hiicre Canhih@ ve Sitotoksisite Tayini

Ham etanol ar1 yuvasi ekstraktlarinin 100, 50, 25, 12.5, 6.25, 3.125, 1.562 ve 0.781
pg/ml konsantrasyonlarinin Sf9 hiicre hattina karsi etkisi MTT analizi kullanilarak
degerlendirilmistir. Ar1 yuvasi ekstraktlarindan hazirlanan, test edilen ilk fig
konsantrasyon (0.781 pg/ml, 1.562 pg/ml, 3.125 pg/ml) hari¢ diger
konsantrasyonlarda (6.25 pg/ml, 12.5 pug/ml, 25 pg/ml, 50 pg/ml ve 100 pg/ml) hiicre
canliligindaki diisiisler kontrole gore kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur (p<0.05). 60 saatlik maruz kalma sonrasinda, hiicre canliliginda goriilen
bu distisler konsantrasyona bagli olmadigi belirlenmistir. Test edilen ilk ii¢ ar1
yuvast konsantrasyonunda (0.781 pg/ml, 1.562 ug/ml, 3.125 pg/ml) hiicre canliligi
kontroldeki degerin istiinde ¢iktigi gozlenmistir (Cizelge 4.1). Uygulanan
konsantrasyonlarin hiicre canliligini da doza bagl olarak azalttig1 goriilmiistiir (Sekil

4.1).
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Cizelge 4.1 Ar Yuvasi Konsantrasyonlarmm 60 Saatlik Maruziyeti Sonucu Elde

Edilen Verilerden Hesaplanan Hiicre Canliligi Degerleri

Hiicre+Farkl konsantrasyonlarda ari yuvasi ekstrakti % Hiicre Canliligi Standart Hata

Kontrol+ ACMNPV 100 0
0,781pg/ml+Hiicre + AcCMNPV 198.61 44.16
1,562pug/ml+Hiicre + AcCMNPV 132.49 27.92
3,125ug/ml+Hiicre + AcCMNPV 100.11 9.97
6,25ug/ml+Hiicre + AcCMNPV 47.55* 19.72
12,5pug/ml+Hiicre + ACMNPV 9.24* 7.55
25ug/ml+Hiicre + AcMNPV -9.30* 10.68
50pg/ml+Hiicre + AcMNPV -10.18* 8.38
100pg/ml+Hiicre + AcMNPV -5.25* 13.63

300 -

250 -

200

o

% HUCRE CANLILIGI

150

100

50

1“! ?

Uygulama Dozlari(pug/ml)

Sekil 4.1 An Yuvasmin 60 Saatlik Maruziyet Sonrasinda Sf9 Hiicre Canlilig

Uzerindeki Etkisi

Art yuvasi ekstraktlarindan hazirlanan 100, 50, 25, 12.5, 6.25, 3.125, 1.562 ve 0.781

ug/ml konsantrasyonlarindan Sf9 hiicre hattina karsi konsantrasyonunun sitotoksisite
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degerlendirmesinin sonuglari Cizelge 4.2’de gosterilmektedir. Ar1 yuvasi ekstraktinin
konsantrasyonlarinin doz artisina bagli olarak sitotoksisiteyi artirdigr gorilmistiir
(Sekil 4.2). 60 saatlik maruz kalma sonrasinda, sitotoksisitede goriilen bu artiglar
konsantrasyona bagli olmadig1r belirlenmistir. Test edilen ilk ii¢ ar1 yuvasi
konsantrasyonunda (0.781 pg/ml, 1.562 pg/ml, 3.125 pg/ml) sitotoksisite kontroldeki
degerin altinda indigi gozlenmistir. Ozellikle ar1 yuvasinin test edilen 6.25 pg/ml,
12,5 pg/ml, 25 pg/ml, 50 pg/ml ve 100 pg/ml’ lik konsantrasyonlarinin Sf9 hiicreleri
icin oldukca toksik oldugu gorilmiistiir. 6.25 pg/ml ve iizeri konsantrasyonlarin
sitotoksisitesindeki artiglar kontrole gore kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur (p<0.05) (Cizelge 4.2).

Cizelge 4.2 An Yuvasi Konsantrasyonlarinin 60 Saatlik Maruziyeti Sonucu Elde
Edilen Verilerden Hesaplanan Sitotoksisite Degerleri

Hiicre+Farkh konsantrasyonlarda ar1 yuvasi ekstrakti ~ Sitotoksisite Standart Hata

Kontrol+ ACMNPV 0 0
0,781 ug/ml+Hiicre + AcCMNPV -98.61 44.16
1,562pg/ml+Hiicre + AcMNPV -32.49 27.92
3,125ug/ml+Hiicre + AcCMNPV -0.11 9.97
6,25ng/ml+Hiicre + AcCMNPV 52.45* 19.72
12,5ug/ml+Hiicre + AcMNPV 90.76* 7.55
25pg/ml+Hiicre + AcMNPV 109.30* 10.68
50pg/ml+Hiicre + AcMNPV 110.18* 8.38
100pg/ml+Hiicre + AcCMNPV 105.25* 13.64
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Sekil 4.2 Ar1 Yuvasiin 60 Saatlik Maruziyet Sonrasinda Sf9 Hiicre Hattina Karsi
Sitotoksisitesi Uzerindeki Etkisi

Ar yuvasiin 60 saatlik maruziyeti sonucu belirlenen ICsp degeri 6 ug/ml olarak
belirlenmistir. Gad tarafindan bildirilen dogal bilesenlerin sitotoksisitesinin

smiflandirilmasiyla kategorize edilebilir (Gad, 1999).

4.2 Ar1 Yuvast Numunesinden Elde Edilen U¢ Farkh Cozeltinin Sitopatik
Degisimlere Olan Etkileri

Calismada sitopatik degisimleri belirlemek amaciyla, kontrol 1 olarak enfekte
olmamus Sf hiicreleri, kontrol 2 olarak ACMNPV ile enfekte olmus Sf hiicreleri ve ar1
yuvasindan elde edilen ii¢ farkli ekstrakt i¢in denenen ve belirlenen 25 ve 50 pg/ml
konsantrasyonlarinin  AcMNPV’nin hiicre kiiltiirlerindeki replikasyonu {izerine
uygulanmasi sonucu meydana gelen sitopatik etkiler gézlenmistir. Uygulanan 100,
50, 25, 12.5, 6.25, 3.125, 1.562 ve 0.781 pg/ml’lik konsantrasyonlarindan en uygun
miktar olan 25 ve 50 pg/ml konsantrasyonlarinin uygulandig: hiicrelerde pargalanma
olmadig1 ve hiicreler lizerinde ¢ok olumsuz bir stres meydana gelmedigi gozlenmis,
bundan dolayr en uygun konsantrasyon olarak belirlenmistir. 25 ve 50pg/ml
konsantrasyonlarda gerceklesen enfeksiyonun sirayla A) 0.saat, B) 24.saat, C)
48.saat, D) 72.saat sonra inverted mikroskopla belirlenmis ve fotograflari gekilmistir.
Test edilen bu konsantrasyonlarda elde edilen sonuglar asagida verilmistir. Kontrol 1
(Sekil 4.3)’de enfekte olmamis hiicrelerin morfolojik durumlarinda herhangi bir
bozuklugun olmadigini, hiicrelerin biiyiitildiigii fiziksel ve kimyasal ortamin
hiicrelerin biiyiimesi i¢in uygun oldugunu gostermektedir. Kontrol 2 (Sekil 4.4)’de Sf
hiicrelerinin AcMNPV ile enfeksiyonlar1 neticesinde en belirgin sitopatik etkilerden

olan polihedral inkliizyon (PIB) yapilarin olustugunu gostermektedir.
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Bakuloviriisler genel olarak kontrolde (28°C’de) hiicrelerle karsilastiklarinda ilk 1-2
saat igerisinde hiicrelere tutunurlar. Hiicrelere enfeksiyonundan 24 saat sonra konak
hiicrelerin i¢ kisimlarinda koyulagma bagslarken, 48 saat sonunda ise hiicrelerin i¢inde
PIB’ler (Polihedral inkliizyon yap1) goriiniir. Bunlar parlak yap1 seklinde goriilerekte
belirlenebilirler. AcMNPV replikasyonu, hiicrelerin ¢ekirdeklerinde meydana
geldiginde, PIB’lerin olusumuna bagli olarak hiicrelerde biiylime ve bazende
parcalanma goriiliir. Cekirdek zaman zaman merkezcil 6zelligini kaybederek hiicre
zarma yaklasir. Nukleus hiicrenin idare merkezi oldugundan buradaki diizenin
bozulmasi, diger kisimlarida etkiler. Sitoplazma biiziisiir, hiicre sitoplazmik
uzantilarin1 kaybederek kiiresel veya elipsoid bir sekil alir. Olusan viriislerin zarf
kazanarak hiicre disina ¢ikmalarida hiicrelerin parcalanarak dlmelerine neden olur.
Yapilan c¢alismalarda, hiicrenin ¢ekirdegi icinde bulunan hiicre iskeletleri,
elementleri, virlis proteinleri ve viriis DNA’sinin biraraya gelmesiyle olusan ve

virojenik stroma olarak bilinen yapilarin varligi goriilmektedir.

Calismada ar1 yuvasi numunelerinden hazirlanan ekstraktlar, A (etanol), B (aseton),
C (petrol eteri) olarak adlandirilmistir. Ar1 yuvasinin etanol ekstraktindan uygulanan
konsantrasyonlar Al: 25 mg/ml ve A2: 50 mg/ml olarak, aseton ekstraktindan
uygulanan konsantrasyonlar B1: 25 mg/ml B2: 50mg/ml olarak ve petrol eteri
ekstraktindan C1: 25 mg/ml C2: 50 mg/ml olarak uygulanmistir. Ar1 yuvasi
numunesinin etanol ekstraktinin (A), Al: 25 pg/ml konsantrasyonunun uygulandigi,
AcMNPV ile enfekte olmus Sf hiicreleri Sekil 4.5°de gosterilmistir. 25 pg/ml
konsantrasyonunun uygulandigi hiicreler bakuloviriisler ile enfekte oldugunda ilk 24
saatte (Sekil 4.5 B) hiicre yogunlugunda azalma oldugu, 48. saatte (Sekil 4.5 C)
hiicrelerin igerisinde parlak sekilde PIB yapilar1 olustugu ve hiicrelerin yer yer ¢ok az
bir kisminin sitoplazmik uzantilara sahip oldugu gozlenmistir. 72. saatte (Sekil 4.5
D) hiicrelerin ¢ekirdeklerinde PIB’lerin ¢ok daha belirginlestigi, PIB olusumuna
bagli olarak da hiicrelerde biiylime ve bazi hiicrelerde ise par¢alanma meydana
geldigi gozlenmistir. A2: 50 pg/ml konsantrasyonunun uygulandigi, AcMNPV ile
enfekte olmus Sf hiicreleri ise Sekil 4.6’da gosterilmistir. Burada ise 50 pg/ml
konsantrasyonunun uygulandigi hiicreler bakuloviriisler ile enfekte oldugunda ilk 48
saatte (Sekil 4.6 C) hiicre yogunlugunda azalma oldugu ve yine hiicrelerin igerisinde

PIB yapilart olustugu gozlenmistir. 72. saatte (Sekil 4.6 D) hiicrelerin
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cekirdeklerinde PIB’lerin daha da belirginlestigi, PIB olusumuna bagli olarak da
hiicrelerde biiylime meydana geldigi gozlenmistir. Kontrol 1’e gore Al (25 pg/ml)
konsantrasyonundaki hiicrelerde yogunluk azaldigi, A2 (50 pg/ml) konsantrasyonda
ise yogunlugun ge¢ azaldig1 gézlenmistir. Bu durumda uygulanan ar1 yuyvasi etanol
ekstraktinin konsantrasyonu arttik¢a hiicrelerin yogunlugunun az miktarda azaldig:
ve dayanikliligmin arttigi sdylenebilir. Viriisiin hiicrelerle karsilastiginda Kontrol
2’ye gore Al konsantrasyonunda hiicrelere etki etmesini az oranda geciktirmis ve A2
de Al e gore daha fazla oranda geciktirmistir. Sonug olarak Kontrole 1 ve 2’ye gore,
Sf hiicresine uygulalan A1 konsantrasyonlu ar1 yuvasi ekstraktinin bakuloviriisiin Sf
hiicresi tlizerindeki sitopatik etkileri az miktarda azalttig1 ve enfeksiyonu geciktirdigi,
A2 konsantrasyonlu ekstraktin daha fazla miktarda azalttigi ve enfeksiyonu
geciktirdigi, A2 nin A1 konsantrasyonlu ekstrakta gore ise enfeksiyonu 24 saat kadar

daha geciktirdigi ve azalttigil, sitopatik etkileri daha fazla oranda azalttigi

gozlenmistir.

Sekil 4.5 Ar1 Yuvast Numunesi Etanol Ekstraktinin AcMNPV’nin S. frugiperda
Hiicrelerindeki Replikasyonuna Etkileri. Kullanilan Konsantrasyon Al: 25
ug/ml, Sitopatik Etki Siireleri A: 0 Saat, B: 24 Saat, C: 48 Saat, D: 72
Saat. Biiylitme 20 umx. PIB Yapilar1 Gostermektedir
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Sekil 4.6 Ari1 Yuvast Numunesi Etanol Ekstraktinin AcMNPV’nin S. frugiperda
Hiicrelerindeki Replikasyonuna Etkileri. Kullanilan Konsantrasyon A2: 50
pg/ml, Inkiibasyon Siireleri A: 0 Saat, B: 24 Saat, C: 48 Saat, D: 72 Saat.
Biiyiitme 20 pmx. PIB Yapilar1 Gostermektedir

Ar1 yuvast numunesinin aseton ekstraktinin (B) B1: 25 pg/ml konsantrasyonunun
uygulandigi, AcCMNPV ile enfekte olmus Sf hiicreleri Sekil 4.7 *de gosterilmistir. 25
ng/ml konsantrasyonunun uygulandigi hiicreler bakuloviriisler ile enfekte oldugunda
ilk 24 saatte (Sekil 4.7 B) sitopatik etkilerin gézlenmedigi herhangi bir degisikligin
olmadigi, 48. saatte (Sekil 4.7 C) baz1 hiicrelerin sitoplazma kisimlarinin
koyulagsmaya basladigi gozlenmistir. 72. saatte (Sekil 4.7 D) PIB yapilarinin
olusmaya basladigi hiicrelerin ¢ekirdeklerindeki PIB olusumuna baglh olarak
hiicrelerde biiylime meydana geldigi gézlenmistir. B2: 50 pg/ml konsantrasyonunun
uygulandigi, AcCMNPYV ile enfekte olmus St hiicreleri ise Sekil 4.8’de gosterilmistir.
Burada ise 50 pg/ml konsantrasyonunun uygulandigi hiicreler bakuloviriisler ile
enfekte oldugunda ilk 24 saatte (Sekil 4.8 B) hiicre yogunlugunda biiyiik oranda
azalmanin oldugu gozlenmistir. 48.saatte hiicre yogunlugunda ki azalmanin devam
ettigi, 72. saatte (Sekil 4.8 D) hiicrelerin ¢ekirdeklerinde PIB yapilarin az oranda
olustugu, PIB olusumuna bagl olarak da hiicrelerin ¢ok az kisminda biiyiime
meydana geldigi gézlenmistir. Kontrol 1’e gore B1 (25 pg/ml) konsantrasyonunda ki
hiicrelerde yogunlugun 24 saatte ¢ok az oranda azaldigi, B2 (50 pg/ml)
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konsantrasyonda ise hiicre yogunlugunun Kontrol 1’e gore biiyiik oranda azaldigi
gozlenmistir. Bu durumda uygulanan ar1 yuvasi aseton ekstraktinin konsantrasyonu
arttikca  hiicrelerin  yogunlugunun azaldig1 soOylenebilir. Viriisiin  hiicrelerle
karsilagtiginda Kontrol 2’ye gére Bl konsantrasyonunun uygulandig: hiicrelerde,
normal sitopatik etkilerin az oranda meydana geldigi, B2 konsantrasyonunda da ¢ok
daha az oranda ve ge¢ meydana geldigi gézlenmistir. B2’nin B1’e gore sitopatik
etkileri daha fazla oranda azalttig1 tespit edilmistir. Sonug olarak Kontrol 1 ve 2’ye
gore, Sf hiicresine uygulalan B1 konsantrasyonlu ar1 yuvasi ekstraktinin
bakuloviriisiin Sf hiicresi iizerindeki sitopatik etkileri azalttigi ve enfeksiyonu
geciktirdigi, B2 konsantrasyonlu ekstraktin ise B1 konsantrasyonlu ekstrakta gore
enfeksiyonu daha fazla geciktirmis ve sitopatik etkileri daha fazla oranda azalttig1

gozlenmistir.

Sekil 4.7 Ar1 Yuvast Numunesi Aseton Ekstraktinin AcMNPV’nin S. frugiperda
Hiicrelerindeki Replikasyonuna Etkileri. Kullanilan Konsantrasyon Bl:
25 pg/ml, Inkiibasyon Siireleri A: 0 Saat, B: 24 Saat, C: 48 Saat, D: 72
Saat. Biiylitme 20 umx. PIB Yapilar1 Gostermektedir
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Sekil 4.8 Art Yuvasi Numunesi Aseton Ekstraktinin AcMNPV’nin S. frugiperda
Hiicrelerindeki Replikasyonuna Etkileri. Kullanilan Konsantrasyon B2: 50
ng/ml, Inkiibasyon Siireleri A: 0 Saat, B: 24 Saat, C: 48 Saat, D: 72 Saat.
Biiytitme 20 umx. PIB Yapilar1 Gostermektedir

Ar1yuvasi numunesinin petrol eteri ekstraktinin (C) C1: 25 pg/ml konsantrasyonunun
uygulandigi, AcMNPV ile enfekte olmus Sf hiicreleri Sekil 4.9°da gosterilmistir. 25
ng/ml konsantrasyonunun uygulandig: hiicreler bakuloviriisler ile enfekte oldugunda
24 saatte (Sekil 4.9 B) sitopatik etkilerin olmadigi ve herhangi bir farkliligin
olmadigi, 48. saatte (Sekil 4.9 C) hiicre yogunlugunda fazla oranda azalmanin
meydana geldigi, 72. saatte (Sekil 4.9 D) hiicrelerin sitoplazma kisimlarinin
koyulagmaya basladigi, PIB yapilarinin olugsmaya basladigi ve buna bagl olarak
hiicrelerde biiyiime meydana geldigi fakat pargalanma olmadigi gozlenmistir. PIB
yapilarin bulundugu ve hiicre sayisinda artis oldugu gozlenmistir. C2: 50 pg/ml
konsantrasyonunun uygulandigi, AcMNPV ile enfekte olmus Sf hiicreleri ise Sekil
4.10’da gosterilmigstir. Burada ise 50 pg/ml konsantrasyonunun uygulandig: hiicreler
bakuloviriisler ile enfekte oldugunda ilk 24 saatte (Sekil 4.10 B) hiicre yogunlugunda
sabit seyrettigi gozlenmistir. 48. saatte hiicre yogunlugunun yine sabit oldugu,
sitopatik etki gozlenmedigi tespit edilmis, 72. saatte (Sekil 4.10 D) hiicreler de
bliylime meydana geldigi, cekirdeklerinde PIB’lerin az oranda olustugu, PIB

olusumuna bagl olarak da hiicrelerin az kisminda ve az oranda biiylime meydana
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geldigi ancak pargalanmanin olmadig1 gézlenmistir. Kontrol 1’e gére C1 (25 pg/ml)
konsantrasyonunda ki hiicrelerde yogunlugun degismedigi ayni oranda seyrettigi 48.
saatte az oranda bir azalma meydana geldigi gozlenmistir. C2 (50 pg/ml)
konsantrasyonda ise hiicre yogunlugunun Kontrol 1’e¢ goére ayni oranda sabit
seyrettigi ve 72. saatte bir azalma meydana geldigi tespit edilmistir. Bu durumda
uygulanan ar1 yuyvasi petrol eteri ekstraktinin konsantrasyonu arttik¢a hiicrelerin
yogunlugununda fazla bir degisikligin olmadigi ancak konsantrasyon arttik¢a
hiicrelerin dayanikliliginin arttig1 sdylenebilir. Viriisiin hiicrelerle karsilastiginda
Kontrol 2’ye gore Cl konsantrasyonunun uygulandigi hiicrelerde, normal olan
sitopatik etkilerin ¢ok az oranda meydana geldigi. C2 konsantrasyonunda da ¢ok
daha az oranda ve olduk¢a ge¢ meydana geldigi gozlenmistir. C2’nin C1’e gore
sitopatik etkileri hemen hemen yakin oranlarda fazla miktarda azalttig1 tespit
edilmistir. Sonu¢ olarak Kontrole 1 ve 2’ye gore, Sf hiicresine uygulalan Cl1
konsantrasyonlu ar1 yuvasi petrol eteri ekstraktinin bakuloviriisiin Sf hiicresi
iizerindeki sitopatik etkileri azalttifi ve enfeksiyonu olduk¢a geciktirdigi, C2

konsantrasyonlu ekstrenin ise C1 konsantrasyonlu ekstreye gore enfeksiyonu daha

fazla geciktirmis ve sitopatik etkileri daha fazla oranda azalttig1 gozlenmistir.

Sekil 4.9 Ar1 Yuvast Numunesi Petrol Eteri Ekstraktinin AcCMNPV’nin S. frugiperda
Hiicrelerindeki Replikasyonuna Etkileri. Kullanilan Konsantrasyon C1: 25
ng/ml, inkiibasyon Siireleri A: 0 Saat, B: 24 Saat, C: 48 Saat, D: 72 Saat.
Biiyiitme 20 umx. PIB Yapilar1 Gostermektedir
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Sekil 4.10 Ann Yuvast Numunesi Petrol Eteri Ekstraktinin AcMNPV’nin S.
frugiperda  Hiicrelerindeki  Replikasyonuna  Etkileri.  Kullanilan
Konsantrasyon C2: 50 pg/ml, inkiibasyon Siireleri A: 0 Saat, B: 24 Saat,
C: 48 Saat, D: 72 Saat. Biiyilitme 20 umx. PIB Yapilar1 Gostermektedir

4.3 Ar1 Yuvasmn Viriis Uretimi Uzerine Etkilerinin Tayini

Yapilan ¢aligmada seyreltilmis ar1 yuvasi ekstraktlarinin farkli konsantrasyonlarinin
uygulandig hiicrelerdeki AcMNPV ’nin replikasyonlart sonucu olusan viriis sayilari
(enfeksiyon yapan virlis sayisi=tu/ml) tespit edilmistir. Bu amagla calismada
kullanilan ¢ farkli ekstrakt igin daha Oncede viriisiin sitopatik etkilerinin
belirlenmesi calismasinda da belirtildigi gibi yuva ekstraktlarinin uygulandigi
hiicrelerde parcalanma olmayan ve hiicreler iizerinde ¢ok olumsuz stres meydana
gelmeyen konsantrasyon olarak en uygun konsantrasyon miktarlar1 25 ve 50 pg/ml
olarak belirlenmis ve degerlendirmeye alinmigtir. Calismada A (etanol), B (aseton),
C (petrol eteri) olarak adlandirilmis ve etanol ekstraktindan uygulanan
konsantrasyonlar Al: 25 mg/ml ve A2: 50 mg/ml olarak, aseton ekstraktindan
uygulanan konsantrasyonlar B1: 25 mg/ml B2: 50mg/ml olarak ve petrol eteri
ekstraktindan C1: 25 mg/ml C2: 50 mg/ml olarak uygulanmistir. 25 ve 50 pg/ml
konsantrasyonundaki yuva ekstraktlarinin uygulandigi gozlerden alinan besiyeri-
viriis siispansiyonunda viriis sayimi Reed ve Muench (1992) metoduna gore

yapilmistir. Elde edilen sonuglar Sekil 4.11 ve Cizelge 4.3’de gosterilmektedir.
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Cizelge 4.3 Farkli Konsantrasyonlarda Ar1 Yuvasi Ekstraktlarnin Viriis Uretimi
Uzerine Etkileri

Numune Adi Enfeksiyon yapan Konsantrasyondaki

viriis sayis1 (1u/ml) degisme (%)
AcMNPV+ Sf (Kontrol) 3.16x10" -
Al1:25ug/ml 5.61x10° -933.33
” A2:50pg/ml 6.81x10’ -9%40
B1:25ug/ml 3.16x10° -
° B2:50pg/ml 10x107 %75
C1:25pg/ml 6.81x10’ -9%40
¢ C2:50pg/ml 3.16x10’ -

(+) Viriis tiretimindeki artisi, (-) Viriis tiretimindeki azalmay1 gostermektedir.

400000 -
350000 -
300000 -
250000
200000
150000 -
100000 -
50000 -
0 -+ w T w T w T 1 1 Virus
-50000 |ACMNPV :50 B1:25 BIZ:SO CJ1:25 CJ2:50 konsantrasyonu

100000 . *ST mg/ml pg/ml pg/ml pg/ml o pg/ml pg/m
(Kontrol)

_ _ _ _ _ _ _ H Enfeksiyon yapan
virls sayisi (iu/ml)

Sekil 4.11 Ari Yuvasi Ekstraktlarinin Farkli Konsantrasyonlarinin Viriis Uretimi
Uzerine Etkileri

Yapilan ¢alismada hesaplamalar sonucunda, ar1 yuvasindan elde edilen numunenin
etanol ekstraktinin 25pug/ml konsantrasyondaki viriis sayisini kontrole (AcMNPV +
Sf) oranla %33.33 oraninda azaltici etki gosterdigi gozlenmistir. Ayni sekilde

numunenin etanol ekstraktinin 50 pg/ml konsantrasyondaki virlis sayisini ise
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kontrole oranla %40 oraninda azaltici etki gosterdigi tespit edilmistir (Cizelge 4.4).
Art yuvast numunesinden elde edilen numunenin aseton ekstraktinin 25 pg/ml
konsantrasyondaki viriis sayis1 tizerinde kontrole (AcMNPV + Sf ) oranla herhangi
bir degisiklige sebep olmadigi tespit edilmis olup aymi sekilde numunenin aseton
ekstraktinin 50 pg/ml konsantrasyondaki viriis sayisint kontrole oranla %75 oraninda
azaltic1 etki gosterdigi tespit edilmistir. Ar1 yuvast numunesinden elde edilen petrol
eteri ekstraktinin 25 pg/ml konsantrasyondaki viriis sayisin1 kontrole (ACMNPV +
Sf) oranla %40 oraninda azaltic1 etki gosterdigi fakat ayni sekilde etanol ekstraktinin
50 pg/ml konsantrasyondaki virlis sayisini ise kontrole oranla etkilemedigi tespit

edilmistir.

Bu sonuglara gore, ¢alismada kullanilan ar1 yuvast numunelerinin etanol, aseton ve
petrol eteri ekstraktlarinin igerisinde virlis liretimini en ¢ok azaltan aseton ekstrakti
olup %75 oraninda 50 pg/ml konsantrasyonudur. En az azaltan ise etanol ekstraktinin

%33.33 oraninda 25 pg/ml konsantrasyonudur.
4.4 Viriisiin Protein Sentezi Uzerine Olan Etkileri

Calismanin bu kisminda g farkli (etanol, aseton, petrol eteri) ar1 yuvasi
ekstraktlarin  uygulandigit  Autographa californica  Multikabsid ~ Niiklear
Polihedrozis Viriis (ACMNPV) ile enfekte olmus Sf hiicrelerinde, AcMNPV’ye ait
spesifik proteinlerde meydana gelen degisikliklerin polikrilamid jel elektroforez
(PAGE) ile tespit edilmesi ¢aligmalar1 yapilmistir. Bu amagla calismada kullanilan
ar1 yuvasi ekstrakt seyreltiklerinin 25 ve 50 mg/ml’lik yogunluklardaki soliisyonlari
kullanilmig ve etanol ekstraktindan uygulanan konsantrasyonlar Al: 25 mg/ml ve
A2: 50 mg/ml olarak, aseton ekstraktindan uygulanan konsantrasyonlar B1: 25
mg/ml B2: 50mg/ml olarak ve petrol eteri ekstraktindan C1: 25 mg/ml C2: 50 mg/mi

olarak uygulanmustir.

Calismada kullanilan esek ar1 yuvasi etanol, aseton ve petrol eteri ekstraktlarinin her
birinden 25 ve 50 pug/ml yogunlugundaki seyreltiklerin uygulandigi hiicre-viriis
sispansiyonundan hiicre ve viriis protein numuneleri King ve Possee (1992)
tarafindan hazirlanan metoda gore hazirlanmistir. Bu protein numuneleri SDS-

PAGE’de ayristirilmistir (Sekil 4.12 ve Cizelge 4.4).
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Mr A1 A2 Bl B2 (C1 (C Hk Vk

26.8 kD
polihedrin

Sekil 4.12 Farkli Coziiciilerde Ekstrakte Edilmis Esek Aris1 Yuvast Numunelerinin
Spodoptera frugiperda (Sf) Hiicrelerinde AcMNPV'in Urettigi Protein
Bantlarinin Belirlenmesi. Al: 25 mg/ml, A2: 50 mg/ml B1: 25 mg/ml,
B2: 50 mg/ml, C1: 25 mg/ml C2: 50 mg/ml, Hk Hiicre Kontrolii, Vk
Viriis Kontrolii, Mr: Marker Autographa californica ile Enfekte Olmus
Spodoptera frugiperda (Sf) Hiicresi %12 SDS Poliakrilamid Jelde
Niikleer Polihedroz Viriisii (NPV) Olarak Gosterilmektedir

Arn yuvasi ekstraktlarinin viriis protein sentezi iizerine olan etkilerinin SDS-
PAGE’de analizinde Spodoptera frugiperda (Sf) hiicrelerinin yukarida belirtilen art
yuvast ekstrakt konsantrasyonlarinin mevcudiyetinde Autographa californica
Multikabsid Niiklear Polihedrozis Viriis ile enfeksiyonu esnasinda sentezlenen viriis
proteinlerinin %12’lik SDS-PAGE’de analizi yapilmistir. Herbir hatta ar1 yuvasi
ekstraktlarindan 10 pl yiiklenmistir. Hiicre kontroliinde (Hk) (enfekte olmamis Sf
hiicreleri) bulunmayan fakat virilis kontroliinde (Vk) (AcMNPYV ile enfekte olmus Sf
hiicreleri) mevcut olan viriise ait 3 tane farkli protein bandinin olmadigi tespit

edilmistir (Sekil 4.12).
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Cizelge 4.4 ACMNPV Iile Enfekte Olmus Sf Hiicresinin Ekstraktlarinda Polihedrin
Bantlarmin Varligi %12 SDS Poliakrilamid Jelde Niikleer Polihedroz

Viriisti (NPV)
Numune Polihedrin Protein Bantimin Varhg
Sf Kontrol Hk yok
Sf + ACMNPV Kontrol Vk var
Sf + ACMNPV Al yok
Sf+ ACMNPV A2 yok
Sf + ACMNPV Bl var
Sf+ ACMNPV B2 yok
Sf + ACMNPV C1 var
Sf+ ACMNPV C2 yok

Bununla birlikte, Vk’de mevcut bu protein bandlarinin (virlise ait proteinlerin)
uygulanan aseton ekstraktinin B1: 25 mg/ml konsantrasyonunda ve uygulanan petrol
eteri ekstraktinin C1: 25 mg/ml konsantrasyonunda rastlanmistir. Ozellikle viriise ait
olan bu proteinlerden en yogun olarak {iretilen proteinin polihidrin proteini oldugu
tespit edilmistir. Bu protein band1 kolay gériinmektedir. S6z konusu protein bandi ar1
yuvast numunesinin aseton ve petrol eteri ekstraklarinin 25 mg/ml yogunlugundaki
ayn1 konsantrasyonlarinda ekstraktinin uygulandigi oOrneklerde de gozlenmistir.
Bununla birlikte, ar1 yuvasi numunesinin etanol, aseton ve petrol eteri ekstraktinin
uygulanan Al: 25 mg/ml, A2: 50 mg/ml, B2: 50 mg/ml, C2: 50 mg/ml

konsantrasyonlarinda polihidrin proteini tespit edilememistir (Cizelge 4.4).

4.5 Ar1 Yuvasi Ekstraktimn Hidroksil Radikal Aracih DNA Hasar1 Uzerine
Etkisi

Calismada ar1  yuvast ekstraktlarmin  DMSO igerisindeki c¢ozeltileri farkli
konsantrasyonlarda hazirlandiktan sonra plazmit DNA ile inkiibasyona birakilmis ve

agaroz jel elektroforezde yiiriitiilerek etkilesim belirlenmistir (Sekil 4.13).
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Form II

Form 1

Sekil 4.13 Farkli Konsantrasyonlarda Ar1 Yuvast Ekstraktlar1 Ile Inkiibe Edilen
pUC18 Plazmid DNA’nin Jel Elektroforez Goriintileri. 1: H,O, Ve
pUC18 Plazmid DNA. 2: TE Kontrol pUC18 Plazmid DNA. 3: DMSO
Kontrol pUC18 Plazmid DNA. 4: pUC18 Plazmid DNA. 5: 6.25 mg/ml
Ar1 Yuvasi, H,O, Ve pUC18 Plazmid DNA. 6: 12,5 mg/ml Ar1 Yuvasi,
H.O, Ve pUC18 Plazmid DNA. 7: 25 mg/ml Art Yuvasi, H,O, Ve
pUC18 Plazmid DNA. 8: 50 mg/ml Ar Yuvasi, H,O, Ve pUC18
Plazmid DNA

Reaktif oksijen tiirlerinin DNA ve lipoprotein gibi dnemli biyomolekiiller {izerinde
neden oldugu oksidatif hasara karst antioksidanlar 6nemli koruyucu
mekanizmalardir. Bu kapsamda H;O;’nin plazmid DNA {izerinde sebep oldugu

kiriklar lizerine ar1 yuvasinin koruyucu rolii aragtirilmistir.

Plazmid DNA jel elektroforezinde iki bant seklinde goriiliir. Onde olan siipersarmal
DNA (Form I), arkada kalan ise ¢entik olusmus DNA (Form II) sonra da dogrusal
form III DNA olarak adlandirilmaktadir. Yapilan bu ¢aligmada goriilen jel
elektroforezinde 1. kuyu H,0O, kontrol olarak belirlenmistir. 2. kuyu TE tamponu
kontrolii, 3. kuyu DMSO kontrol, 4. kuyu plazmid DNA, 5-8 kuyulari ise ar1 yuvasi
ektrakt1 ile inkiibasyona birakilmig pUC18 plazmid DNA’s1 dir ve 5’den 8’e¢ dogru
konsantrasyonlar 6.25 mg/ml, 12.5 mg/ml, 25 mg/ml ve 50 mg/ml olacak sekilde
artmaktadir. Yapilan ¢aligmada artan konsantrasyona bagli olarak H,O,’nin DNA
iizerinde vermis oldugu zararin baskilandigr goriilmektedir. Ar1 yuvasi ekstraktinin
artan konsantrasyonuna bagli olarak Form II bandinin yogunlugunda azalma oldugu
gozlemlenmistir. En diisiik konsantrasyon olan 5. kuyu (6.25 mg/ml), 1. kuyu yani
kontrol grubuna benzer bir sekilde kirik olusturmus, form I yapisinin form II yapisina

doniistiigli goriilmistiir. Fakat artan konsantrasyon dogrultusunda 6zellikle 8. kuyuda
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(50 mg/ml) form II yapisinda tekrar azalma oldugu goriilmistiir. 4. kuyuda sadece
plazmit olan kuyu ile benzer sekilde bir bant profili sergiledigi goriilmustiir (Sekil
4.13) Bu durumun ar1 yuvasinin antioksidan oOzelliginden kaynaklanabilecegi

distiniilmektedir.
4.6 GC-MS Analizi {le Biyoaktif Bilesenler Tayini

Yapilan GC-MS analizlerinin sonuglarina goére, analiz edilen ar1 yuvasi
ekstraktlarinin biyoaktif bilesenlerin listesi fonksiyonel gruplara ayrilarak Cizelge
4.5°da verilmistir. % alan olarak degerlendirilen analiz sonuglarinda incelenen ari
yuvasi ekstraktlarinda toplam 43 farkli biyokimyasal bilesen oldugu tespit edilmistir.

Bu bilegenlerin tamaminin alikonma zamanlar1 ve % alanlar1 (>%0.1) gosterilmistir.

Cizelge 4.5 V. crabro Yuva Ekstraktlarinin GC-MS Analizi Sonuglar1 (>%0.1 Olan)

Vespa crabro

FONKSIYONEL GRUPLAR

R.T %Alan
Alkol
[4-(Aminomethyl)-2-cyclopentenyl]methanol 9.475 0.14
1-Heptadecanol (CAS) 20.458 0.41
1,7-Dihydroxy-1-deuteriospiro[5.5]undecane 26.458 0.07
2-Dodecanol (CAS) 40.717 0.53
1-Butanol, 4-butoxy- (CAS) 47.850 0.07
Alkol (Alkinol)
2-Propyn-1-ol (CAS) 22.775 0.09
Aromatik siibdtitiie alkol
Benzenemethanol (CAS) 24.467 0.71

Doymamus alkol
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Cizelge 4.5 V. crabro Yuva Ekstraktlarinin GC-MS Analizi Sonuglart (>%0.1 Olan)
(Devami)

. Vespa crabro
FONKSIYONEL GRUPLAR

R.T %Alan
Doymamus alkol
(5S,8R)-5-1sopropyl-8-methyl-2-methylene-3,9- 26.500 0.05
decadien-1-ol
(2)-Non-2-en-4-yn-1-ol 26.617 0.04
Siklik alkol
(1RS,2RS,4SR,5SR)-6-Oxabicyclo[3.1.0]hexane-2,4- 4.600 0.04
diol
Alkan
Heptadecane, 2-methyl- (CAS) 20.658 0.23
Pentane, 2,3,3,4-tetramethyl 24.017 0.30
Hexacosane 41.375 7.08
Pentatriacontane (CAS) 43.258 0.92
Hexacosane 46.500 6.31
Tricosane (CAS) 48.475 1.68
Nonadecane (CAS) 52.658 0.69
Alken
(cis)-2-nonadecene 25.100 0.88
4-Methyl-2-Nitro-1-hexene 32.275 0.06
9-Tricosene, (2) 45.858 35.87
(cis)-2-nonadecene 51.758 1.65
Alken (Trien)
6(E),9(Z),13(E)-pendectriene 26.250 0.09
Ester
Hexadecanoic acid, methyl ester (CAS) 27.883 0.42
Heneicosanoic acid, methyl ester (CAS) 32.192 0.55
Nonahexacontanoic acid, methyl ester (CAS) 36.300 0.19
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Cizelge 4.5 V. crabro Yuva Ekstraktlarinin GC-MS Analizi Sonuglart (>%0.1 Olan)
(Devami)

. Vespa crabro
FONKSIYONEL GRUPLAR

R.T %Alan
Doymamus ester
(1R,4S,5R.6E)-2-Hydroxy-1-methylethyl 7-iodo-4,5 5.050 0.04
bis(tertbutyldimethylsiloxy)-6-heptenoate
Anorganik ester
Phosphorous acid, dibutyl ester 24.875 0.25
Aromatik ester
1,2-Benzenedicarboxylic acid, diethyl ester (CAS) 25.242 13.21
Aromatik keton
2,2,4-Triphenyl-2H-quinolin-6-one - 1-oxide 4.375 0.05
Heterosiklik keton
2(1H)-Pyridinone 24.150 0.92
Doymamis keton
3(2-PROPENYL)-5-HEXEN-2-ONE 25.692 0.29
Eter
1,1-Dioctyloxyoctane 14.683 0.08
Aldehit
Nonanal (CAS) 8.625 0.08
Doymamus aldehit
Pent-4-enal 29.367 0.15
Pent-4-enal 43.958 0.23
1H-Purin-6-amine, [(2-fluorophenyl)methyl]- (CAS) 53.467 4.04
Heterosiklik bilesik
3-Diaziridinamine, N,N,1,2,3-pentafluoro- (CAS) 23.983 0.09
Methanone,  1-(2-hydroxyphenyl)-1-(3,5,5-trimethyl-2- 25.500 0.71
pyrazolin-1-yl)
3-(Benzyloxycarbonyl)-1-(p-toluenesulfonyl)-5,6- 29.233 0.23

dihydro-2(1H)-2 pyridone
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Cizelge 4.5 V. crabro Yuva Ekstraktlarinin GC-MS Analizi Sonuglart (>%0.1 Olan)

(Devami)
. Vespa crabro
FONKSIYONEL GRUPLAR
RT %Alan
Siklik bilesik
Cyclopentane, 1,1,3-trimethyl 46.033 0.25
Aromatik bilesik
Benzene, 1,3-dimethyl- (CAS) 5.258 0.13
Benzene, 1,3-dimethyl- (CAS) 5.442 0.56
Benzene, 1,3-dimethyl- (CAS) 6.000 0.14
(tert-Butylsulfanyl)benzene 22.375 0.04
9-Amino-7-methyl-1,2,3,4-tetrahydroacridine 22.458 0.04
Epoksit
4,7-Epoxytricyclo[4.1.0.0(3,5)]heptane 24.742 0.14
(S)-4-lodo-1,2-epoxybutane 27.325 0.07
Organik telliirit
5-hexenyl phenyl telluride 24.983 0.39

Calismada ar1 yuvasi ekstraktlar1 ile GC-MS analizi sonuglar1 % alanlar1 olarak >%1
olan bilesenler degerlendirmeye alinmistir. Formiil ve kimyasal yapilar ile Cizelge

4.6’de gosterilmistir.
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Cizelge 4.6 GC-MS Analizi Yapilan V. crabro Yuva Ekstraktlariin Biyokimyasal
Icerikleri (>%1 Olan)

FONKSiYONEL GRUPLAR %Alan Formiil Kimyasal Yap:
Alken

9-Tricosene, (Z) 35.87 CosHus

Aromatik ester

1,2-Benzenedicarboxylic acid,diethyl 13.21 Ci1oH1404 e e
ester TTh—¢ 7
N

Alkan
Hexacosane 7.08 CoeHs4
Hexacosane 6.31
Heterosiklik amin
1H-Purin-6-amine, [(2- 5.04 CioH11Ns .
fluorophenyl)methyl] 404 “\
1H-Purin-6-amine, [(2- 3.20 |
fluorophenyl)methyl] ' T,,,L\ E
Purin-6-amine, [(2-
fluorophenyl)methyl]
Alkan
Tricosane 1.68 CasHyg
(cis)-2-nonadecene 1.65 CeHuiN,

e

GC-MS analizi sonuglarina gore ari yuvasi ekstraktinin farkli nispi bolluklarda
kimyasal bilesenlere sahip oldugu gozlenmistir. Bilesenlerin % alanlar1 olarak
>%1’in lizerinde olan Alkan, Alken, Aromatik ester, Heterosiklin amin fonksiyonel
gruplar1 elde edilmistir. Ar1 yuvasi ekstraktindan en yiiksek % alana sahip
Hidrokarbonlar Alken fonksiyonel grubundan olan toplam %35.87 olarak (Z) 9-
Trikozan bileseni olarak belirlenmistir. Digeri Aromatik ester grubundan olan
%13.21 ylizde alana sahip 1,2-1,2 Benzensikarboksilik Asit, Dietil Ester bilesenidir,
bu bilesen Benzensikarboksilik Asit, Dietil Ester, Dietil Fitalat, ftalik asidin dietil
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esteridir. Digeri Alkan grubundan olan %7.08 ve %6.31 olmak iizere toplamda
%13.39 ylizde alana sahip Hekzakozan bileseni olarak belirlenmistir. Devaminda
Heterosiklin amin grubundan olan %5.04, %4.04, %3.20 olmak tizere toplam %12.28
yizde alana sahip 1H-Purin-6-amine, [(2-florofenil)metil)] bileseni olarak
belirlenmis olup son olarak Alkan gurubundan olan %1.68 yilizde alana sahip
Trikozan bileseni ve en az ylizde alana sahip yine Alkan grubundan olan %1.65

yiizde alani ile (cis)-2-nonadekan bileseni belirlenmistir.
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5. TARTISMA ve SONUC

Daha once de belirtildigi gibi viriisler ¢ogalabilmeleri i¢in canli bir sisteme ihtiyag
duyarlar. Bu nedenle viriislerin hiicre icerisinde meydana getirdigi replikasyonlari
durdurmak zordur. Bununla birlikte viriislerin hiicre icerisinde replikasyonlarini
durduran birka¢ etkin madde mevcuttur. Bu maddeler genellikle piirin ve pirimidin
baz analoglaridir. Bu antiviral ajanlarin viriisiin hiicre ylizeyine tutunmasini, protein
kiliftan ayrilmasini engelledigi, bazi antiviral ajanlarinin ise MRNA sentezini
durdurduklar1 bulunmustur. Ornegin, amantanide (anti-viral ilag) bazi viriislerin
hiicreye tutunmasini Onler, idoksurudine DNA viriislerinin replikasyonlarimi
durdurur. Ribavirin muhtemelen mRNA sentezini engeller (Kiligturgay ve ark 1992).
Nancy ve John (1993) hiperisin ve rose bengal maddelerinin Friend leukemia

virisiinii (FLV) inaktif hale getirdiklerini bulmuslardir.

Bu bilgiler 15181 altinda ¢alismamizda kullandigimiz esek arisin yuvasi ekstraklarinin
icermis oldugu etkili madde veya maddelerden dolayr bakuloviriis’iin Sf hiicre
kiiltiirlerinde meydana getirdigi replikasyon herhangi bir asamada etkilenmektedir.
Bu esek ar1 yuvasinin ihtiva ettigi etken maddelerin yukarida sozii edilen antiviral
maddelere benzer olabilmesinin miimkiin olabilecegi diisiiniilmektedir. Bu ¢aligmada
kullanilan viriis insanlarda enfeksiyon meydana getirmemekte ancak enfeksiyon
meydana getiren DNA viriislerine iyi bir model teskil etmektedir (King ve Possee,
1992). Yapilan bu ¢alismada esek ar1 yuvalari arilarin ¢ok farkl bitki tiirlerinden elde
etigi ve tikiirik salgisindan yapilmis oldugundan dolayr yuvalarinin igermis
olduklar1 biyolojik madde 6zellikleri belirlenmis ve Spodoptera frugiperda hiicre
kiiltiirlerinde bakuloviriis replikasyonlar1 iizerine etkileri, antiviral 0&zellikleri
belirlenmistir. Ayrica esek ar1 yuvasi ekstraktlarinin antiviral analizleri ile ilgili
literatiir arastirmalarinda daha 6nce yapilan bir ¢alismaya rastlanilmamis olmasida

caligmanin 6zgiinligl agisindan 6nemlidir.

AcMNPYV viriisii olduk¢a 6nemlidir, ¢iinkii herpesviriis, adenovirlis ve insanlarda ast
viriisii gibi diger patojenik DNA viriisleri i¢in iyi bir modeldir (Cochran ve Faulkner,
1983; Guarino ve ark., 1986). Bu bir tarama c¢alismasi oldugundan, insanlara
patojenik viriislerinden ziyade patojenik olmayan bir viriis kullanmak daha iyidir.

Herhangi bir etkili ekstrakt belirlendikten sonra, bu madde saflastirilabilir ve
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patojenik DNA viriisleri iizerinde kullamlabilir. Ote yandan, ¢ok farkli bitki
Ozlerinden, bitki kabuklarindan, cigeklerinden ve kdklerinden olusan yuvanin dzleri
virlislin replikasyonlarini etkilemis oldugu tespit edilmistir. Farkli bolgelerden ve
bitki florasinin farkli oldugu yerlerden elde edilen esek ari yuvasi maddeleri

degerlendirilebilir.

Bizim yaptigimiz ¢aligmalar sonucunda ham ar1 yuvasi ekstraktinin uygulanan
konsantrasyonlarda doz artisina bagli olarak hiicre canliligini azalttigi, sitotoksisiteyi
de doza bagli olarak artirdig1 gézlenmistir. Yuva ekstraktinin konsantrasyonu arttik¢a
canli hiicre sayisinda diislisler meydana gelmis ve sitotoksisitede artan
konsantrasyonlara bagli olarak Sf hiicresi i¢in oldukga toksik oldugu goézlenmistir.
Yuvanin antiviral analizinde, viriisiin sitopatik etkilerinin belirlenmesi ile
uygulanmis olan ar1 yuvasi numunelerinin ti¢ farkli (etanol, aseton ve petrol eteri)
ekstraktlarinin, 25 pg/ml ve 50 pg/ml konsantrasyonlarda konsantrasyon arttikca
enfeksiyonun geciktigi ve azaldigi, sitopatik etkilerin daha fazla oranda azaldig
gbzlenmistir. Fakat bu etkiler farkli ekstraktlar i¢in deneyde degerlendirilen zamanlar
icerisinde farkli zamanlarda gozlenmistir. Ekstraktlar arasinda sitopatik etkileri en
fazla oranda azaltan ekstrakt petrol eteri ekstrakti olarak gozlenmistir. Yuvanin viriis
konsantrasyonundaki viriis sayisini, uygulanan ii¢ farkli ar1 yuvasi ekstraktlarindan
aseton ekstraktinin 50 pg/ml konsantrasyonu %75 oranda azaltarak en fazla etkiyi
gosterdigi tespit edilmistir. Yuva ekstraktlarinin viriisiin protein sentezi iizerine olan
etkilerinde polihidrin protein varligi ar1 yuvast numunesinin aseton ve petrol eteri
ekstraklarimin = 25 mg/ml konsantrasyonlarinin  uygulandigi  6rneklerde de
gozlenmistir. Ar1 yuvasi ekstraktinin pUC18 plazmid DNA’s1 ile etkilesiminde
uygulanan konsantrasyonlarin artisina bagli olarak H,O,’nin DNA {izerinde vermis
oldugu zararin diizeldigi goriilmiistiir. Bu durumun ar1 yuvasmin antioksidan

ozelliginden kaynaklanabilecegi diisiintilmektedir.

Calismamizda ar1 yuvasi ekstraktinda en yiiksek % alana sahip hidrokarbonlar alken
fonksiyonel grubundan olan toplam 9%35.87 olarak (Z) 9-Trikozan bileseni
belirlenmistir. Muscalure olarak bilinen (Z) -9-Trikozan karasinek gibi dipteran
sineklerde bulunan bir bocek feromonudur. Disiler erkekleri ciftlesmek i¢in iiretirler.
Bayer tarafindan Maxforce Quickbayt'ta oldugu gibi bocek ilact olarak kullanilir ve

erkekleri iiremelerini 6nlemek igin tuzaklara ¢eker. (Z) -9-Trikozan erkekleri ¢ekmek
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icin disi ev sinekleri (Musca domestica) tarafindan iretilen bir seks feromonudur.
Arilarda, sallama dansi sirasinda serbest birakilan iletisim feromonlarindan biridir
(Thom ve ark. 2007). Bir digeri aromatik ester grubundan olan %13.21 yiizde alana
sahip 1,2-1,2 Benzensikarboksilik Asit, Dietil Ester bilesenidir. Benzensikarboksilik
Asit, Dietil Ester, Dietil Ftalat, ftalik asidin dietil esteridir. Oda sicakliginda sivinin
sudan sadece biraz daha yiiksek bir yogunluga sahip oldugu ag¢ik bir maddedir.
Bir¢ok organik molekiil i¢in yaygin olarak kullanilan bir ¢oziiciidiir ve kokular1 ve
kozmetikleri baglamak i¢in kullanilir. Spektrum tarafindan tedarik edilen
derecelendirilmemis iirlinler, genel endiistriyel kullanim veya aragtirma amagclari i¢in
uygun bir kalitenin gostergesidir ve tipik olarak insan tiiketimi veya terapdtik
kullanim i¢in uygun degildir. Alkan grubundan olan toplamda %13.39 yiizde alana
sahip Hekzakozan bileseni belirlenmis ve en az %1.68 yilizde alana sahip Alkan
grubundan olan Trikozan bileseni belirlenmistir. Trikozan ve Hekzakozan Apis

Florea bal arisina kars1 kovucu aktivite gostermektedir (Naik ve ark., 2013).

Tibbi bitkilerin ve bitkisel kaynakli iiriinlerin dnemine baktigimizda, Diinya Saglik
Orgiitii tahminlerine gore, Diinya niifusunun %80'i saglik ihtiyaglarmi fitomedik
kaynaklardan karsiladigi gercegi ortaya ¢ikmaktadir. Bitkiler ve bitkisel tirtinlerini
tibbi ihtiyaglar i¢in uygulayan tlkeler, tibbi bitkilerin insanlarin saglik ihtiyacina
dahil edilmesini amag belirleyen programlara, geleneksel tibbi yogun kullanan
tilkeler, fitokimyasallardan modern ilag¢ kesfine yonelik bilimsel programlara sponsor
olmahdir. Bitkisel kaynakli iirlinlerin ve bitkilerin akillica kullanimi asilarin ve
protein bazli terapoétiklerin iiretimidir. Birkag bilimsel rapor, bitkinin farmasotik
dereceli peptitlerin /proteinlerin iiretimi i¢in 1yl bir kaynak sunabilecegini
diistindiirmektedir. 1992 yilinda HBV ylizey antijeni i¢in ilk alt {inite asisinin
ekspresyonundan bu yana, bitkilerde baska bir¢cok farkli as1 antijeni basariyla ifade
edilmistir ve bunlarin giivenligi hayvanlarda ve insanlarda degerlendirilmistir. Insan
viral hastaliklarini tedavi etmek icin bitkilerin ve bitkisel kaynakli iiriinlerin bu yoni
g6z Onlinde bulundurulurken, viral asilarin ¢ogunlugu zayiflatilmis veya inaktive
edilmis viral partikiillerden olustugundan dikkatli olunmalidir. Bu sinirlamalar
nedeniyle, bitkilerde viriis benzeri parcaciklar (VLP) olarak bir araya getirildigi ve
dogada antijenik oldugu varsayilan farkli viriislerin kaplama proteinlerini ifade

etmeye yonelik ¢abalar gosterilmistir. Bitkilerde eksprese edilecek proteinin uygun
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sekilde islenmesi gibi diger bazi1 konular da dikkate alinmasi gereken Onemli

hususlardir.

Her ne kadar bitkisel (sifali bitkiler) preparatlar diinyanin gesitli yerlerinde bireysel
olarak veya kombinasyon halinde yaygin olarak kullanilsa da, tibbi bitkilerin canl
sistem {iizerindeki etkilesimleri hakkindaki veriler mevcut degildir. Sadece bir
hastaligin tedavisi i¢in belirli bir bitki / fitokimyasal iiriin kullanan yerli halkin
deneyimidir. Hepatotoksisiteye yol acan sifali bitkilerin birlikte uygulanmasi gibi
klinik bulgular, geleneksel tibbi uygulayan saglik hizmeti saglayicilarina
sunulmalidir. Genel olarak, bitkisel ilaclar zararsiz olarak algilanir, ancak bazi
raporlar bitkisel ilaglarla iligkili hepatotoksisiteyi gostermektedir. Tibbi bitki
kullaniminin  sitotoksisiteleri ile ilgili bilimsel raporlarin yayinlanmasina tesvik
edilmeli ve evrensel bir veritabanmi sistemine dahil edilmelidir. Ayrica, insanlarin
tedavisinde belirli bir bitkisel ilacin dahil edilmesinden 6nce daha biiyiik randomize,

cift kor, plasebo kontrollii ¢ok merkezli klinik ¢aligmalar yapilmalidir.

Gilinlimiizde iilkemizin ve tiim diinyanin kars1 karsiya kaldigi koronaviriis
pandemisinin olusturdugu hastalik ve sosyal ekonomik etkiler ortadadir. Maalesef bu
durumda insanoglu caresiz kalmaktadir. Bugiin ve gelecekte bu tiir salginlarin olmasi
muhtemeldir. Bu sebepten dolay1 bu tiir ¢alismalara hiz verilmeli, viriislere karsi
yapilacak olan as1 ¢alismalarinin tamamlanmasina yonelik arastirmalarin hizlanmasi,
calismalarin ilerletilmesi ve tamamlanmasi siirecinde bu tiir maddelerin tespiti

olduk¢a 6nem tasimaktadir.
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