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TPCK L-1-tosylamido-2-phenylethyl chloromethyl ketone



OZET

Yeni Gelistirilmis Bir Takviye Edici Uriiniin Anti-influenza Viriis Aktivitesinin In

Vitro ve In vivo Arastirilmasi

Bitkisel bazi tirtinler sagligi destekleyici olarak tasarlanmakta ve takviye edici iiriin
olarak ticarilestirilerek piyasada dolasima siiriilmektedir. Bununla birlikte, bu {iriinlerin
cogunun biyolojik 6zellikleri, bilimsel kurallar uygulanarak ve standardize bir sekilde analiz
edilerek ortaya konmamustir. Bitkisel iirlinlerin biyolojik etkileri ve etki mekanizmalarinin
belirlenmesinde ¢esitli yontemler kullanilabilmektedir. Baz1 yontemler daha standardize
edilmis olmasina karsin &zellikle ugucu yaglarin viriislere karst antiviral etkinlik
calismalarinda ve sitotoksisitelerinin belirlenmesindeki yontemlerin standardizasyonunu
yetersizdir. Bu ¢alismada, takviye edici olarak kullanilan “Coldmix® Inhaler Damla” isimli
bitkisel iirliniin influenza viriise kars1 etkinlik ve toksisitesinin degerlendirilmesi i¢in uygun

metodolojik yaklasimin belirlenmesi amaglanmustir.

Bu c¢aligmada, i¢inde okaliptiis ve ladin bitkilerinden elde edilen baz1 bilesiklerin bir
harman1 yapilarak piyasaya siiriilen “Coldmix® Inhaler Damla” nin in vitro sitotoksisitesi
MDCK hiicreleri kullanilarak degerlendirildi. Uriiniin anti-influenza viriis (A/PR/8/34 susu)
tizerine etkisi in vitro olarak MDCK hiicreleri kullanilarak, in vivo olarak BALB/c farelerinin
kullamildig1 hayvan deneyi modeliyle arastirildi. Uriiniin buhar fazmnin &nerilen
konsantrasyonlarinda MDCK hiicreleri iizerinde toksik etki gdstermedigi belirlendi. Uriine
maruz birakilan enfekte farelerin hicbir isleme tabi tutulmayan enfekte farelere gore iyilesme
stirecinin (agirhik artislar1) daha erken basladigi gozlendi. Ayrica, deney tasariminin 6.
giinlinde rastgele secilerek akcigerleri c¢ikarilan farelerin akciger homojenatlar
incelendiginde {iriine maruz kalanlarin viriis tiresinin kontrol grubuna goére daha az oldugu
hesaplandi. Histopatolojik olarak degerlendirildiginde, Uriin grubundaki farelerin akciger
hasarmin pozitif kontrol grubuna gére daha az oldugu gozlendi. Sonug olarak, ticari olarak
piyasada bulunan “Coldmix® Inhaler Damla” nin influenza viriise karsi kisa donem
biyolojik etkileri bilimsel yontemler esliginde incelenmis ve toksik etki goriilmeksizin
hastaliktan iyilesme stirecine katkist olabilecegi degerlendirilmistir. Bununla birlikte, ticari
tiriin lehine veya aleyhine kesin bir ifadenin olusturulabilmesi i¢in daha genis deney gruplari
ve uzun siireli planlamalarla ¢alismalarin yapilmasi hem iiriiniin biyolojik etkilerinin ortaya

konmas1 hem de yan etkilerinin izlenmesi agisindan daha yararli olacaktir.

Anahtar Kelimeler: Antiviral aktivite, Influenza viriis, Sitotoksisite, Takviye edici iiriin

Xi



ABSTRACT

In vitro and In vivo Investigation of Anti-influenza Virus Activity of a Newly

Developed Supplementary Product

Some herbal products are designed to support health and are commercialized as
supplements and put into circulation on the market However, the biological properties of
most of these products have not been established by applying scientific rules and analyzing
them in a standardized manner. Various methods can be used to determine the biological
effects and mechanisms of action of herbal products. Although some methods are more
standardized, the standardization of methods, especially in the studies of antiviral activity of
essential oils against viruses and in determining their cytotoxicity, is insufficient. In this
study, it was aimed to determine the appropriate methodological approach for the evaluation
of the efficacy and toxicity of the herbal supplement “Coldmix® inhaler Damla” against

influenza virus.

In this study, the in vitro cytotoxicity of “Coldmix® inhaler Damla”, a blend of some
compounds derived from eucalyptus and spruce plants, was evaluated using MDCK cells.
The effect of the product on anti-influenza virus (A/PR/8/34 strain) was investigated in vitro

using MDCK cells and in vivo using an animal model using BALB/c mice.

It was determined that the vapor phase of ptoduct did not show toxic effects on
MDCK cells at the recommended concentrations. It was observed that infected mice exposed
to product started the recovery process (weight gains) earlier than infected mice that were
not subjected to any treatment. In addition, when the lung homogenates of the mice whose
lungs were randomly selected and removed on the 6th day of the experimental design were
examined, it was calculated that those exposed to product had less virus shedding than the
control group. Histopathologically, it was observed that the lung tissue damage of the mice
in the product group was less than in the positive control group. In conclusion, the short-
term biological effects of the commercially available “Coldmix® Inhaler Drops™ against the
influenza virus were examined with scientific methods and it was evaluated that it could
contribute to the recovery process from the disease without any toxic effects. However, in
order to make a definitive statement in favor of or against the commercial product, it would
be more useful to conduct such studies with larger experimental groups and long-term
planning in order to reveal the biological effects of the product and to monitor its side effects.

Keywords: Antiviral activity, Cytotoxicity, Dietary supplement, Influenza virus
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1. GIRIS ve AMAC

Yapilan ¢alismalarda ¢ok sayida bitki ekstresinin antiviral aktivite gosterdigi
bildirilmistir. Benzer sekilde, grip tedavisinde ¢esitli bitkisel {iriinler takviye edici olarak
kullanilmaktadir. Kara miirver, sarimsak, sogan, kekik, ogul otu, pembe laden, yesil ¢ay gibi
pek cok bitki bu tiriinlerin kaynaklari arasinda yer almaktadir (1) . Tiirkiye zengin bir floraya
sahip olmasi nedeniyle ve yillardan beri siiregelen etnomedikal deneyime sahiptir ve
ozellikle gribin tedavisinde bitkisel iiriinlerden siklikla yararlanilmaktadir (2). Uretim
kolayligi, kolay kullanimi diisiik toksik etkileri nedeniyle 6zellikle esansiyel yaglar son
zamanlarda en ¢ok caligilan bilesiklerdendir. Tibbi literatiirlin ilgi gosterdigi esansiyel

yaglardan biri de okaliptiis ve ladin yagidir.

Okaliptus (Eucalyptus sp.), Avustralya ve Tazmanya'ya 6zgli Myrtaceae familyasina
ait, subtropikal ve Akdeniz iklimine sahip diinyanin farkli bolgelerinde yetistirilen 900 tiir
ve alt tiir iceren bir agac cinsidir (3). Ladin (Picea sp.) ise kuzey yarikiirede daha ¢ok 1liman
ve soguk iklimlerde dzellikle Iskandinav iilkelerinde yetisir. Pinaceae familyasina ait olan
ladinin kabuklari, filizleri, reginesi; kereste, kagit hamuru, gida ve ilag gibi alanlarda

kullanilmaktadir (4).

Okaliptus yagi (Eucalypti aetheroleum), 1,8-sineol bakimindan
zengin okaliptusun ¢esitli tiirlerinin taze yapraklarindan veya taze terminal dalciklarindan
buhar damitma ve rektifikasyon yoluyla elde edilir (5). Tibbi amaglar i¢in okaliptiis yag1
genellikle E. polybractea, E. smithii veya E. globulus’un yapraklarindan ekstrakte edilir ve
ana bileseni 1,8-sineoldiir, diger énemli bilesenleri limonen ve a-terpineoldiir (3). igeriginde
ayrica, makrokarpallar (floroglisinol-seskiterpenler), okaliptin, monoterpenler (p-simen, o-
pinen, d-limonen, B-pinen), fenoller, oleanolik asit, flavonoidler (8-desmetil-okaliptin, 6,8-
dimetilkaempferol-3,7-dimetil eter), alkaloidler, tanenler 2'6'-dihidroksi-3'-metil-4'-
metoksi-dihidrokalkon, terpenoid fenolaldehitler ve bir monoterpen bisiklik keton minenon

bulunur (6).

Okaliptus yaginin antiviral (7-10), antibakteriyel (10-12), antifungal (13, 14),
analjezik (15), antienflamatuvar (16- 18) etkiler gosterdigi raporlanmistir. Okaliptus yaginin,
ucuk hastaliginin etkeni olan herpes simplex viriisiin titresini in vitro olarak azalttig
gosterilmistir (9). Benzer sekilde, influenza A viriisii {izerine in vitro olarak giiclii antiviral

etkiye sahip oldugu bulunmustur (7, 8, 12).



Ladin bitkisinden maserasyon ve Soxhlet ekstraksiyonu gibi geleneksel yontemlerin
yani sira mikrodalga destekli ve ultrason kaynakli ekstraksiyon yontemleri kullanilarak elde
edilen ugucu yagin antibakteriyel (4, 19-23), antiviral (24), antifungal (23) etkileri
gosterilmistir. Norveg ladininin (Picea abies) reginesinden hazirlanan merhem ise, cilt

yaralarini ve enfeksiyonlarini tedavi etmek i¢in kullanilmistir (25).

Bitkisel iirtinlerin biyolojik etkileri ve etki mekanizmalariin belirlenmesinde ¢esitli
yontemler kullanilabilmektedir. Antibakteriyel ve antifungal 6zelliklerin arastirilmasi daha
standardize edilmis olmasina karsin 6zellikle ugucu yaglarin viriislere kars1 antiviral etkinlik
calismalarinda ve sitotoksisitelerinin belirlenmesinde yoOntemlerin standardizasyonunu
yetersizdir. Bu ¢alismada, takviye edici olarak kullanilan “Coldmix® Inhaler Damla” isimli
bitkisel iirliniin influenza viriise kars1 etkinlik ve toksisitesinin degerlendirilmesi i¢in uygun
metodolojik yaklagimin belirlenmesi amaglanmistir. Okaliptus ve ladin bitkilerinden elde
edilen ucgucu yaglar igeren bir gida takviyesi olarak piyasaya siiriilen ve gribal
enfeksiyonlarda da etkinligi olabilecegi diisiiniilen “Coldmix® Inhaler Damla” isimli
bitkisel iirliniin influenza viriis lizerine in vitro antiviral etkisi MDCK hiicreleri kullanilarak
standart hiicre kiiltiir yontemleri ile in vivo ¢alismalar ise BALB/c fareleri kullanilarak

hayvan deneyi modelinde arastirilacaktir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Esansiyel Yaglar

Esansiyel yaglar (EY’ler); monoterpenler, seskiterpenler ve fenilpropanoidler dahil
olmak iizere ¢esitli smiflardan ugucu fitokimyasallarin karisitmindan olusur. Yapilan
calismalar EY’lerin antibakteriyel, antiviral, antifungal ve antioksidan 6zelliklerini ortaya

koymustur (26).

Avrupa farmakopesinde 25’ten fazla esansiyel yagdan 17’sinin gida katki maddesi
olarak kullanim1 onaylanmistir. Ornegin; ac1 rezene meyvesi, okaliptus, nane, ¢ay agaci ve
kekikten elde edilen EY’ler solunum yolu enfeksiyonlarinin tedavisinde yardimci olarak

kullanilabilmektedir (5).
2.2. Okaliptus

Okaliptus (Eucalyptus spp.), Avustralya ve Tazmanya'ya Ozgli Myrtaceae
familyasina ait, subtropikal ve Akdeniz iklimine sahip diinyanin farkli bolgelerinde
yetistirilen 900 tiir ve alt tiir igeren bir agag cinsidir (3). Fransiz botanik¢i Charles L'Héritier
de Brutelle, Eucalyptus cinsini ilk olarak 1788 yilinda Tazmanya'nin Bruny Adasi'ndaki
Adventure Korfezi'ndeki Eucalyptus obliqua drnegine dayanarak tanimlamistir (Sekil
1). Okaliptus kelimesi, "gercek" anlamina gelen "Eu" 6n ekinden ve "Ortmek" anlamina
gelen "kaliptus" 6n ekinden kaynaklanir ve ¢icegi agana kadar miihiirleyen birlesik kaliks ve

ta¢ kistmlarindan olusan alt tomurcugu ifade eder (6).

Okaliptus yag1 (Eucalypti aetheroleum), okaliptusun g¢esitli tiirlerinin taze
yapraklarindan veya taze terminal dalciklarindan buhar damitma ve rektifikasyon yoluyla
elde edilir. En sik kullanilan tiirler Fucalyptus globulus labill., E. polybractea RT
Baker ve E. smithii RT Baker. Bitkiler %0,5-3,5 oraninda esansiyel yag i¢erigine sahiptir ve
ana bileseni 1,8-sineol (>%70) iken, ikincil bilesenler arasinda a-pinen (%2-8) ve kafur

(%0,1'den az) bulunur (5).

Yapilan calismalarda okaliptus yaginin antiviral (7-10) antibakteriyel (10-12),
antifungal (13, 14), analjezik (15), antienflamatuvar (16-18), sedatif (27) etkileri oldugu

gosterilmistir.



Sekil 1. Eucalyptus globulus (Image by Forest&Kim Starr, 28)

2.2.2. Okaliptus Yaginin Kimyasal Bilesimi

Eucalyptus globulus, diinyanin 6nde gelen okaliptus yag1 kaynagidir; burada 1,8-
sineol, en dnemli monoterpen eterdir (6). Okaliptus esansiyel yag1 genellikle yapraklarin
buharla damitilmasindan veya hidrodistilasyonundan ve daha az siklikla meyvelerden,

ciceklerden ve saplardan elde edilir (3).

Tibbi amaglar i¢in kullanilan okaliptus yag1 genellikle E. polybractea, E.
smithii veya E. globulus™un yapraklarindan ekstrakte edilir ve ana bileseni toplam yagin
%70'inden (h/h) fazlasini olusturan 1,8-sineoldiir (sineol veya okaliptol) (3, 6). Diger
bilesenler makrokarpallar (floroglisinol-seskiterpenler), okaliptin, monoterpenler (p-simen,
a-pinen, d-limonen, B-pinen), fenoller, oleanolik asit, flavonoidler (8-desmetil-okaliptin,
6,8-dimetilkaempferol- 3,7-dimetil eter), alkaloidler, tanenler 2'6’-dihidroksi-3'-metil-4'-
metoksi-dihidrokalkon, terpenoid fenolaldehitler ve bir monoterpen bisiklik keton

minenondur (6).

Son yillarda 1,8-sineol iceren iiriinler tablet, kapsiil, merhem ve burun damlalar
seklinde ticari olarak satilmaktadir. Boyle bir ticari iiriin olan Coldmix® igerik olarak %29
oraninda 1,8 — sineol (h/h), %13 oraninda limonen ve %13 oraninda a-pinen icermektedir

(Sekil2).
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1,8-sineol (+)-a-pinen (+)-limonen kamfen (+)-B-pinen
: : /@k ;&ou
0-3-karen a-terpinolen (—)-a-terpineol p-simen (+)-borneol

Sekil 2. Coldmix®’ in kimyasal bilesenleri. Kutu i¢indeki 3 bilesen Coldmix®’ in ana
bilesenleridir

2.2.3. Okaliptus Yaginin Terapotik Uygulamalar:

Cesitli okaliptus tiirlerinin  kabugu ve yapraklari, eski caglardan beri c¢esitli
hastaliklarin tedavisinde halk ilac1 olarak kullanilmaktadir (6). Okaliptus tilirlerinden elde
edilen ekstraktlarin gesitli rahatsizliklarin, 06zellikle de solunum yolu sikayetlerinin
tedavisine yardimecr olarak kullanilmasi, Avustralya Aborjinleri tarafindan zengin bir
folklorik tarihe sahiptir. Yapilan ¢aligmalar, okaliptus yaginin solunum yolu hastaliklari,
gastrointestinal sorunlar, yara iyilesmesi, ag1z sagligi, act yonetimi gibi bir¢ok alanda olumlu
etkileri oldugunu gdstermektedir (6). Buna paralel olarak okaliptus yaginin antiviral (7-10),
antibakteriyel (10-12), antifungal (13, 14), analjezik (15), antienflamatuvar (16-18), sedatif
(27) etkileri oldugu gosterilmistir.

2.2.3.1. Okaliptus Yagimin Antiviral Akvitesi

Usachev ve ark. (8), okaliptus yaginin, in vitro sartlarda aeresol seklinde uygulanmasi
sonucunda influenza A NWS/G70C (HIIN9) susuna kars1 giiclii antiviral etkiye sahip
oldugunu raporlamistir. Benzer bir ¢alismada okaliptus yaginin influenza A 1/Denver/1/57
(HIN1) viriisiine kars1 aktivitesi gosterilmistir. Okaliptus yaginin sitotoksik olmayan
konsantrasyonlarinda RC-37 hiicrelerinde (Afrika yesil maymunu bobrek hiicresi) yapilan

calismada HSV-1 ve HSV-2 (herpes simplex viriis) titrelerini azaltti§1 gosterilmistir (9).



Okaliptus esansiyel yaginda bulunan 1,8-sineol’iin influenza ve herpes viriislerine
kars1 etki mekanizmasinin hiicre yiizey proteinlerine baglanarak inhibe ettigi ve viriisiin
konak hiicreye girisinin engellendigi seklinde oldugu diistiniilmektedir (29). Siddetli akut
solunum sendromuna (SARS-CoV-2) neden olan tip 2 koronaviriisii lizerine yapilan in silico
calismada ise okaliptiis yaginin potansiyel eki mekanizmasinin bir proteaz enzimi olan M
proteininin  inhibisyonuyla, (viral proteinlerin proteolizini engelledigi) oldugu

diistiniilmektedir (30).
2.2.3.2. Antibakteriyel Aktivite

Okaliptus tiirlerine ait ugucu yaglarin inhibisyon zonunun ¢api 10 ile 29 mm arasinda
degismektedir. En genis inhibisyon bolgesi Bacillus cereus (E. astrengens) igin, en diisiik
inhibisyon bolgesi ise Staphylococcus aureus (E. cinerea) i¢in elde edilmistir. E. maideni, E.
astrengens, E. cinerea (Bizerte arboretumu), E. bicostata (Aindraham arboretumu) ugucu
yaglar1 Listeria ivanovii ve Bacillus cereus'a karsi en yiiksek antibakteriyel aktiviteyi

gostermistir (10).

Brochot ve ark. (12) broth mikrodiliisyon yontemini kullanarak Cinnamomum
zeylanicum, Daucus carota, Eucalyptus globulus ve Rosmarinus officinalis tiirlerinden
hazirladiklar1 karigimlarin, test edilen tiim Gram negatif/pozitif bakterilere karsi hem
bakteriyostatik hem de bakterisidal etkiler sergiledigini géstermislerdir. Minimum inhibitor
konsantrasyonlar1 %0.01 ila %3 h/h arasinda ve minimum bakteri 6ldiiriicii konsantrasyonlar

<%0.01 ila %6.00 h/h arasinda degismektedir.

Haemophilus influenzae, H. parainfluenzae ve Stenotrophomonas maltophilia en
duyarli olanlar olmus, bunlart Streptococcus pneumoniae ve S. agalactiae izlemistir.
Klebsiella pneumoniae okaliptus yagima duyarlilik gostermemistir. Minimum inhibit6r
konsantrasyonlar1 (MiK) 50 pL/mL ile 1.25 pL/mL arasinda degisirken H. influenzae, H.
parainfluenzae ve S. maltophilia igin en yiiksek aktivite 1.25 pL/mL MIK degerleriyle elde
edilmistir (11).

Okaliptusun antibakteriyel etkisi kesin olarak bilinmemekle beraber hiicre duvari ve
hiicre zarmin yapisini bozarak, bakteriyel sinyalleri keserek, DNA yapisina hasar vererek ve

proteinleri koagiile ederek etki gosterdigi diistiniilmektedir (4).



2.2.3.3. Antifungal Aktivite

Giindel ve ark. (31) okaliptus ve limon otu esansiyel yaglarinin serbest ve
nanoemiilsiyon formlarinin vulvovajinal kandidiyaz (VVC) fare modelinde antifungal
aktivitesi degerlendirilmistir. Test edilen nanoemdtilsiyonlarin, mikonazol kremle yapilan

kontrol tedavisine benzer veya daha iistiin terapdtik potansiyel sahip olduklar1 gosterilmistir.

Negatif kontrol ile miselyum biiylime oranlarina dayali olarak 11 bitki patojenik
mantar1 lizerinde 2.5 mg/mL nihai konsantrasyona sahip okaliptus yagmin inhibitor
aktiviteleri gosterilmistir. S. turcica, M. grisea, B. cinerea , F. graminearum ve B.
maydis gibi ciddi bitki patojenik mantarlar1 {izerinde yliksek bir inhibisyon orani

gozlenmistir (32).

Sicanlarda yapilan deneylerde diyabetik siganlarin karaciger ve bdbrek
homojenatlarinda Candida albicans konsantrasyonunda artis gozlendigi ve tiim enfekte
sicanlarda okaliptus uygulamasinin bu organlardaki Candida'yr 6nemli olgiide azalttig
gosterilmistir. Okaliptus, hem normal hem de diyabetik siganlarda C. albicans'in biiyiimesi

tizerinde onemli bir engelleyici etki gdstermistir (13).

Barbosa ve ark. (14) esansiyel yaglari, sivi mikrodiliisyon teknigi ile inhibitor
etkilerini belirlemek amaciyla Candida referans suslarina karsi test etmistir. Test edilen her
iki yag da Candida spp.'nin planktonik hiicreleri lizerinde inhibitor aktivite gdstermis ve 8
mg/mL'ye kadar inhibitér aktiviteler tespit edilmis olup; inhibitér konsantrasyonlari
Eucalyptus citriodora esansiyel yagi i¢in 0.5 mg/mL ile 0.125 mg/mL arasinda ve
Eucalyptus globulus esansiyel yagi i¢cin 8 mg/mL ila 1 mg/mL arasinda degistigi

gosterilmistir.
2.2.3.4. Antienflamatuvar Aktivite

Okaliptus yaginin antienflamatuvar etkilere sahip oldugu ve bu da viicuttaki
inflamasyonun azaltilmasina yardimci olabilecegi gosterilmistir. Caligmalar, okaliptus
yagimin bazi enflamatuvar sitokinleri azaltabildigini ve enflamatuar yanitta yer alan
l6kotrienlerin iiretimini engelleyebildigini gostermistir. Astim hastalarinda yapilan bir klinik
caligmada, okaliptus yaginin ana bileseni olan 1,8-sineoliin oral yoldan uygulanmasi, gerekli
oral glukokortikoid dozajinda 6nemli bir azalmaya ve akciger fonksiyon kapasitesinde bir
artisa neden olmustur. Ek olarak, okaliptus yagina benzer bilesenler iceren inhale ¢ay agaci

yaginin, farelerde uyarilmis bagisiklik sistemi iizerinde gii¢lii bir antienflamatuvar etkiye



sahip oldugu gosterilmistir. Bu bulgular okaliptus yaginin inflamasyonu azaltmada ve

solunum fonksiyonunu iyilestirmede faydali olabilecegini diisiindiirmektedir (33).

Eucalyptus globulus'tan elde edilen esansiyel yagin insan monosit tiirevli makrofajlarinin in
vitro morfolojik ve fonksiyonel aktivasyonunu indiikleyebildigini ve dogustan gelen
bagisiklik savunmasinin  bu efektorlerinin  fagositik tepkisini ¢arpict  bicimde
uyarabildigi gosterilmistir. Ugucu yagile aktive edilen makrofajlarin morfolojik
Ozelliklerinin edinilmesi ve artan fagositik yetenek, lipopolisakkarit uyarimi altinda
kaydedilenin aksine, IL-4, IL-6 ve TNF-a pro-inflamatuar sitokinlerin diisiik salinimiyla

birlestirilir (17).

Juergens ve ark. (18) 1,8-sineoliin, uyarilmis lenfositlerde ve monositlerde TNF-a ve
IL-1p iiretiminin giicli bir inhibitorii oldugunu gdstermislerdir. Ayrica ilk kez, bilinen
terapotik kan konsantrasyonlarinda 1,8-sineoliin, IL-8 ve IL-5'in kemotaktik sitokini
tizerinde inhibitdr etkileri oldugunu ve ilave anti-alerjik aktiviteye sahip olabilecegini de

rapor etmislerdir.
2.2.3.5. Analjezik Aktivite

Silva ve ark. (15) ii¢ okaliptus tilirli (Eucalyptus citriodora, E. tereticornis, E.
globulus) kullanarak in vivo calismalar yapmislardir. Esansiyel yaglarinin (her biri 0.1, 10
ve 100 mg/kg) farkli dozlarda intraperitoneal uygulanmasinin, negatif kontrol grubuyla
karsilastirildiginda farelerde asetik asit kaynakli kivranma sayisin1 6nemli 6l¢giide azalttigini
gostermislerdir. Ayni zamanda esansiyel yaglarin analjezik etkileri asetilsalisilik asit ile

karsilastirildiginda (%91 etkili) %43 ile %73 arasinda degismektedir.
2.3. Ladin

Ladin (Picea abies) kuzey yarikiirede daha ¢ok 1liman ve soguk iklimlerde 6zellikle
Iskandinav iilkelerinde yetisen ve Pinaceae familyasma ait olan bir bitkidir. Ladinin
kabuklari, filizleri, reg¢inesi; kereste, kagit hamuru, gida ve ilag gibi alanlarda

kullanilmaktadir (4).

Ladin ucucu yagi; monoterpenler, seskiterpenler ve diterpenlerin karisimindan
olusan bir igerige sahiptir. Ladinin siirgiinlerinden elde edilen yagin analiz edildiginde o-

pinen, kamfen, limonen ve mirsen énemli miktarlarda bulunmustur (19).



Ladin ugucu yaginin Gram-pozitif bakteriler, Gram-negatif bakteriler ve mantarlar
da dahil olmak tizere ¢ok cesitli mikroorganizmalara kars1 antibakteriyel aktivite gosterdigi

gosterilmistir (4, 19, 20).

Ladin oziitiiniin Echerichia coli'min biiylimesi lizerinde antibakteriyel aktivite
gosterirken mikroorganizmanin metabolik aktivitesine de miidahale ettigi gosterilmistir (21,
22). Maeda ve ark. (24) yaptiklar1 caligmada ladinden elde edilen ugucu yagin hepatit E

virilisli antijeninin immiinoreaktivitesini azalttig1 raporlanmistur.

Selman ve ark. (23) yaptig1 calismada ladin odun ve kabuk 6ziitlerinden elde edilen
ucucu yaglarin antibakteriyel ve antifungal etkileri arastinlmis, Aspergillus
ochraceus, Candida albicans ve Penicillium ochrochloron, A. flavus, A. niger ve P,
Sfuniculosum {izerinde antifungal etkinin daha iyi oldugu; bakteriler iizerinde genel olarak
antibakteriyel aktivite gosterdigi S. aureus Bacillus cereus E. coli daha duyarli olurken, en

direncli bakteri P. Aeruginosa olmustur.

Ladinden elde edilen reginenin komplike cerrahi yaralarin iyilesme orani {izerine
yapilan bir klinik ¢alismada re¢ine merhemle yapilan tedavinin etkili oldugunu gosterilmistir

(25).

Pinus ve Picea gibi igne yaprakli bitkilerden elde edilen dehidroabietik asitin (DAA)
inflamatuar sinyal yollarinda (NF-xB ve AP-1 kaskadinda) yer alan tirozin kinaz

aktivitelerini baskilayarak antiinflamutar etki gosterdigi bildirilmistir (34).

Okaliptus ve ladin bitkilerinin dahil oldugu bir¢ok tiirden elde edilen sikimik asit
(3.,4,5-trihidroksi-1-sikloheksen-1-karboksilik asit), HINI1 influenza viriisiine Kkarsi
kullanilan bir néraminidaz inhibitorii olan oseltamivirin endiistriyel liretiminde bir baslangi¢

maddesidir (35).

Ul’yanovskii ve ark. (36) yaptiklar1 ¢calismada ladin agacindan elde edilen agag

oOziitlerinin siiperoksit radikallerini baskilayarak antioksidan etki gosterdigini bulmuslardir.

Yapilan caligmalarda polifenol agisindan zengin Oziitlerin  ¢ok  ¢esitli
mikroorganizmalar iizerine antimikrobiyal etki gosterdigi gosterilmistir. Bu bilesenlerin etki
mekanizmasmin hiicre zar1 lizerine, enzimlerin baskilanmasi, antioksidan oOzellikler

gostererek isledigi diistiniilmektedir (37).



2.4. Ucucu Yaglarin Biyolojik Etki Mekanizmalar

Yapilan calismalarda 1,8 sineoliin lipopolisakkaritlerle (LPS) uyarildiginda insan
glioblastoma (U373) ve HeLa hiicrelerinde NF-«kB hedef genlerinin ekspresyonun
inakktivasyonuyla, NF-kB aktivitesini dnemli 6l¢iide azalttigin1 gostermislerdir (38). Aym
zamanda, NF-xB sinyalini inhibe ederek iltihabi hastaliklar ve kanser igin potansiyel
terapotik ilag kaynaklari olabilecegi belirtilmektedir (39). Wang ve ark. (40) 1,8 sineol,
TLR4/NF-«B sinyal yolu araciligiyla hava yolundaki sitokin iiretimini diizenledigini, bu da
KOAH (Kronik Obstriiktif Akciger Hastaligl) gibi solunum hastaliklariyla iligkili
inflamasyonu ve oksidatif stresi azaltmaya yardimci oldugunu gostermisleridir. Yapilan bir
diger ¢aligmada, 1,8 sineoliin siniizitte mukus tiretimini azalttig1 bunun da mukus iiretimiyle
iliskili olan MUC2 ve MUCI19 gen ekspresyon seviyelerinde azalmasiyla ilgili oldugu
gosterilmistir (41). Sigara dumanina maruz kalan si¢anlarda yapilan bir ¢alismada ise 1,8
sineol ile muamelenin enflamatuvar yanit1 ve proenflamatuvar sitokinlerin ve ICAM-1'in
ekspresyonunu azaltarak akciger hasarlarinit 6nemli 6l¢iide hafiflettigi gosterilmistir (42). Ev
tozu akarinin neden oldugu alerjenler tarafindan uyarilan bronsiyal epitel hiicrelerinde 1,8
sineoliin IL-8, IL-6 ve GM-CSF gibi proenflamatuvar sitokinlerin {iretimini baskiladig1 ve
TLR4'in hiicre i¢1 ekspresyonunu onemli 6l¢iide azalttigi gosterilmistir (43). 1,8 sineoliin
potansiyel anti-enflamatuvar mekanizmalar1 arasinda Egr-1 sentezini inhibe ederek
oldugunu o6ne siiriilmektedir (44). 1,8 sineol ile yapilan bir in vivo ¢alismada periferik
duyusal noronlarda TRPMS8 kanallarin1 aktive ederek enflamasyon ve agrinin

baskilanmasina yol actig1 diisliniilmektedir (45).
2.5. Ucucu Yaglarin Sitotoksisitelerinin Belirlenmesi

Ucucu yaglarin sitotoksisiteleri, genel olarak kiiltiire edilmis hiicrelerin {izerine farkl
konsantrasyonlarda eklenme suretiyle yapilmigtir. Ornek olarak, bir sitotoksisite testinde
Eucalyptus globulus labill’den elde edilen bilesikler dimetil siilfoksit (DMSO) igerisinde
coziindiriilerek Vero hiicreleri lizerine dogrudan eklenmistir (46). Cermelli ve ark. (10)
yaptig1 bir calismada ise okaliptusdan elde edilen ugucu yag %10’luk Tween 20 igeren
ortamda c¢oziindiiriilerek Vero hiicrelerinde hem sitotoksisite hem de antiviral etkinlik
bakimindan degerlendirilmistir. Bir baska ¢alismada ¢ay agacindan elde edilen ugucu yagin
DMSO’da ¢oziinen farkli konsantrasyonlarinin besiyerine eklenmesiyle MDCK hiicreleri
kullanilarak influenza {izerine antiviral etkinligi test edilmistir (47). Juergens ve ark. (18)

saglikli goniillillerden elde edilen monosit ve lenfosit hiicreleri iizerine degisik
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konsantrasyonlarda 1,8 sineol igeren besiyeri ekleyerek sitotoksik agidan degerlendirmistir.
Benzer sekilde, insan akciger epitel hiicrelerinde (A549) ucucu yagin farkh
konsantrasyonlar1 ile sitotoksisitesini belirleyen g¢alismalar bulunmaktadir (48). Ayrica,
ucucu yagin sivi ve buhar fazlarmi kullanarak influenza viriise karsi in vitro antiviral

etkinliginin degerlendirildigi tasarimlar da mevcuttur (7, 49).
2.6. Ucucu Yaglarin Antiviral Etkinliklerinin In Vivo Degerlendirilmesi

Ugucu yaglarin in vivo antiviral etkinliklerinin degerlendirilmesi amaciyla; ugucu
yag sicanlara karin i¢ine (intraperitonal) ve kas i¢ine (intramiiskiiler) enjeksiyon yoluyla
(15), nebiilizatér yardimiyla inhalsyon yoluyla (16, 49), ucucu yag bir kafes icinde (agik
alanda) soluma yoluyla (51, 52) ve oral olarak verilmesi yoluyla yapilmistir (13, 17, 53).

2.7. influenza Viriisii

Grip, en yaygin goriilen viral enfeksiyonlardan biridir. Grip etkeni ortomiksoviriis
ailesinin bir iiyesi olan influenza virlislerdir ve ¢ok fazla sayida alt tipi bulunmaktadir.
Insanlarda hastalik etkeni olanlar influenza A ve influenza B viriisleridir. influenza B
enfeksiyonlar: genellikle influenza A tiplerine bagl enfeksiyonlardan daha hafif seyirlidir.
Influenza C mindr semptomlarla iliskilidir (54). influenza viriisii salginlar yapan solunum
yolu enfeksiyonlarina neden olmaktadir. Yillik mevsimsel salginlarla karakterize olmasina
ragmen, influenza A virlis suslarinin neden oldugu pandemik salginlar da meydana
gelmektedir. Pandemik influenza her 10-50 yilda bir ortaya ¢ikar ve daha once dolasimda
olan suslardan antijenik olarak ¢ok farkli olan yeni bir influenza A viriis susunun ortaya
cikmasiyla karakterize edilir (55). En 1yi bilinen influenza pandemilerinden biri olan 1918-
1919 yillarinda tiim diinyayi etkileyen ve 20-40 milyon kisinin &liimiine sebep olan Ispanyol
gribidir.

Influenza virionlari, biiyiikliikleri 80-120 nm arasinda degisir (Sekil 3). Hiicreden
ayrilirken enfekte hiicrelerin membranindan kdken alan bir lipit zarfa sahiptir (56). Viriisiin
zarfinda, hemagliitinin (HA) ve néraminidaz (NA) adi verilen iki glikoprotein, membran
(M2) proteini ve i¢ kistmda yer alan matriks (M1) proteini bulunur (57). Influenza A ve B
viriislerinin genomu farkli proteinleri kodlayan sekiz farkli segmenti icerir (influenza C
viriisiinlin yedi segmenti), ve azalan uzunluk sirasina gore numaralandirilmislardir (58).
Tim proteinler farkli segmentler tarafindan kodlanir, ancak yapisal olmayan proteinler (NS1

ve NS2) ile M1 ve M2 proteinleri tek bir segment tarafindan kodlanmaktadir (57) (Tablo 1).
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Sekil 3. Influenza viriisiiniin yapis1 (Krammer’den, 55)

Hemagliitinin, trimetrik yapidadir ve birgok fonksiyonu vardir. HA, viral tutunma
proteini olup, epitel hiicrelerin yiizeyindeki sialik asit reseptorlerine baglanir; asit pH’da
viral zarf ile hiicre membrani arasindaki fiizyonu saglar; insan, tavuk ve kobay eritrositlerini

hemagliitine eder ve koruyucu nétralizan antikor yanitini uyarir (57).

Noraminidaz glikoproteini tetramer yapidadir ve enzim aktivitesine sahiptir. NA,
hiicre reseptorleri dahil, glikoproteinlerin lizerindeki sialik asidi keser. Boylece hiicrelerden
tomurcuklanma sirasinda sialik aside bagli HA serbest kalarak viriisiin hiicre ylizeyinde

kiimelesmesi Onlenir ve enfekte hiicrelerden viriisiin salinimi gerceklesir (57).

M1, M2 ve NP proteinleri tipe 6zgiildiir ve bu sebeple influenza A’y1, influenza B ve
C viriislerinden ayirt etme i¢in kullanilir. Virionun i¢ kismini kaplayan M1 proteinleri,
morfogenez sirasinda paketlenmeyi saglar. M2 proteini membran iginde bir proton kanali

olusturarak soyulmay1 ve viral salinim1 kolaylastirir (57).
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Tablo 1. influenza viriis proteinleri (Murray’dan, 57)

Gen Segmenti Protein Tanimi Fonksiyon
1 PB2 Polimeraz bileseni
2 PB1 Polimeraz bileseni
3 PA Polimeraz bileseni
4 HA Hemagliitinin
5 NP Niikleokapsid
6 NA Noraminidaz
7 M1, M2 Matriks proteini, Membran proteini
8 NSI, NS2 Yapisal olmayan protein

2.7.1. Viral Replikasyon

Influenza viriisleri yiizeyinde bulunan HA ile konak¢i hiicre yiizeyindeki N-
asetilnoraminik (sialik) aside baglanir. Viriis bir kez baglandiktan sonra endositoz yoluyla
konaker hiicreye girer. Kapsid ayrildiktan sonra negatif polariteli RN A’lar hiicre ¢ekirdegine
aktarilir. Cekirdegin iginde RNA polimeraz enzimi hem mRNA’larin hem de segmentlere
kalip olacak pozitif polariteli RNA’larin iiretimini gerceklestirir. mRNA’dan protein sentezi
sitoplazmada gerceklesir. Genomik RNA segmentleri ve viral proteinler de dahil olmak
tizere viral bilesenler, konak¢1 hiicrede yeni viriis parcaciklari halinde birlestirilir. Bir araya
getirildikten sonra yeni virlis parcaciklari, diger hiicreleri enfekte etmek ve replikasyon
dongiisiinii siirdiirmek i¢in konakgi hiicrenin apikal yiizeyinden tomurcuklanarak salinir. Bu
adimlar toplu olarak, yeni virilis par¢aciklarinin iiretimi ve enfeksiyonun yayilmasi igin
gerekli olan influenza viriisii replikasyon dongiisiinii olusturur ve yaklasik 8 saat siirer (53,

59).
2.7.2. Patogenez ve Immiinite

Grip, baslangicta lokal iist solunum yolu enfeksiyonu seklindedir. Viriis, aerosoller
yoluyla solunum yoluna girerek epitel hiicrelerini enfekte ederek hiicrelerin fonksiyonlarinin
kaybolmasina ve primer savunma sisteminin bozulmasina neden olur (54, 57). NA, mukusun
sialik asit (noraminik asit) rezidiilerini parcalayarak dokuya erisimi kolaylastirir ve
enfeksiyonun gelisimine yardim eder. Kulugka donemi yaklasik 18-72 saat kadardir.
Semptomlar bagladiktan sonra burun ve trakea salgilarinda viriis konsantrasyonu 24 ila 48
saat boyunca yiiksek kalir. Bu nedenle kiigiik bir damlaciktaki enfekte edici virion yeni bir

enfeksiyon baglatmak icin yeterlidir. Saglikli goniilliilerdeki deneysel enfeksiyonlarda,
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influenza A viral replikasyonu nazofarenks i¢ine asilamadan yaklasik 48 saat sonra zirveye

ulagir, daha sonra azalir ve 6 giin sonra genellikle bulastiricilik ortadan kalkar (60).

Solunum yollarinin mukosiliyer savunmasinin bozulmasina ek olarak, influenza
enfeksiyonu epitelyal hiicrelere bakterilerin adezyonunu da artirir. Viriisiin patogenezine
veya sekonder bakteriyel enfeksiyonlara bagli olarak pnémoni ortaya ¢ikabilir. Influenza
gecici veya diisiik diizeyli viremiye de sebep olabilir, ancak akciger disindaki dokulara
yayilim nadirdir. Influenza enfeksiyonu, mukoz membranlarda, primer olarak monosit ve

lenfositleri daha az olarak nétrofilleri igeren enflamatuvar hiicre yanitina yol agar (57).

Virlisiin nazal yikama sivilarinda bulundugu dénemlerde, interferon ve sitokin yaniti
en iist diizeye ¢ikar; bu durum hastaligin kontrolii i¢in yeterli olabilir ve sistemik grip benzeri
semptomlardan da sorumludur. T hiicre yaniti, iyilesmeyi ve immiinopatogenezi etkiledigi

icin 6nemlidir; as1 ile indiiklenmis antikor yanit1 da hastaligi dnleyebilir (57).
2.7.3. Epidemiyoloji
Influenza A viriis suslari, asagidaki dort 6zellige gore isimlendirilir:
1) Tipi (A, B veya C)
2) Ilk izole dildigi yer
3) Sus numarasi
4) [lk izole edildigi tarih
5) Antijenik alt tip (HA ve NA)

Ornegin influenza viriisiiniin dolasimdaki bir susu, A/Bangkok/1/79/(H3N2) olarak
gosterilmektedir. Bunun agiklamasi su sekildedir: bu bir influenza A viriistidiir, ilk kez
Bangkok’ta 1979°da izole edilen ilk sustur ve H3 ile N2 antijenlerini igermektedir. Eger bir
sus insandan farkli bir konaktan izole edilmigse o zaman koken aldig1 konakta belirtilir.

Ornegin, A/Avian/Hong Kong//1/97/(H5N1).

Influenza A viriisleri, yiizey glikoproteinlerindeki ve bunlari kodlayan genlerdeki
serolojik ve genetik farkliliklara gore alt tiplere ayrilir. Influenza A viriisiiniin tanimlanan 16
HA ve 9 NA alt tipi i¢cinde insana adapte olmus iic HA ve iki NA alt tipi (HIN1, H2N2,
H3N2) mevcuttur. Ancak HSN1, H7N7 ve HON2 gibi baz1 kus tipleri de insana bulagsmakta
ve hastalik olusturmaktadir (61, 57). Mevsimsel influenza A HIN1 ve H3N2 su anda insanlar

arasinda dolasimda olan virtislerdir (55).
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Influenza B viriis suslart; (1) tip, (2) cografya, (3) sus numarasi ve (4) izolasyon

tarihine gore gosterilirler (6rn. B/Singapore/3/64).

Influenzanin antijenik yapisindaki degisiklikler nedeniyle, salginlar olusabilir ve bu
salginlar okullarda ve is yerlerinde devamsizligin ve acil servis bagvurularinin artmasina

neden olur.

Influenza viriisinde meydana gelen mutasyonlardan kaynaklanan antijenik
stiriklenme ve antijenik kayma diye adlandirilan HA ve NA ylizey proteinlerindeki antijenik

degislikler sebebiyle mevsimsel salginlar ya da pandemiler meydana gelir.

Antijenik drift (stiriiklenme) HA ve NA genlerindeki mutasyonlardan kaynaklanan
mindr degisiklikler olarak tanimlanir (57). Viral genom RNA'sindaki nokta mutasyonlarin
neden oldugu ve viriisiin bagisiklik yanittan kagmasina yardim eden bu antijenik
degisiklikler mevsimsel grip salginlarina yol agar (62, 63). Viriis, yapisinda olusan bu
degisikler sayesinde enfeksiyonlar ve asilanma ile olusan antikorlardan kagabilir (55, 64).
Bu tiir degisimler her 2-3 yilda bir ortaya ¢ikar ve bolgesel influenza A ve B enfeksiyonu

salginlarina neden olur.

Antijenik shift (kayma) ayni hiicreyi birlikte enfekte eden hayvan suslar1 da dahil,
farkli suslar arasinda gen segmentlerinin degisimi ve yeniden yapilanma (reasortman)
sonucu ortaya c¢ikar. Antijenik degisim veya yeniden siralama, ¢ok sik goriilemese de ciddi
hastaliklara neden olan pandemik veya zoonotik suslarin ortaya ¢ikmasina neden olur (57,
65). Olusan bu yeni alt tip antijenik olarak var olan suglardan farkli yiizey proteinlerine sahip
olmast ve insanlarin bagisiklik kazanmamis olmasi sebebiyle hizla yayilarak kiiresel

salginlara neden olabilirler.

1957 pandemik grip virlisii, bir H2N2 kus virlisti ile bir insan HIN1 viriisiiniin
yeniden yapilanmasindan kaynaklanirken, 2009 HINI pandemik viriisii, domuzlarda ¢ok

sayida yeniden siniflandirma sonrasinda olustu (64).

Yirmici yiizyilda influenza A kaynakli dort pandemi yasanmustir. 1918 Ispanyol gribi
salgin1 influenza A (H1NT1) alt tipinin, mutasyon yoluyla insanlara uyum saglamis tamamen
kus benzeri bir viriisten kaynaklanmistir. 1918-19'daki "Ispanyol" gribi salgmi, diinya
niifusunun yiizde 25-30'unda akut hastaliga neden oldu ve tahminen 40 milyona kadar

insanin 6liimiiyle sonug¢landi (66).
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1957 Asya gribi salgini, influenza A alt tipi olarak bilinen, kus gribi ve insan gribi
viriislerinin yeniden yapilanmasiyla olusan H2N2 viriisiinden kaynaklandi. Viriis ilk
aylarinda Cin’e ve g¢evre bolgelerine yayildi daha sonra ABD’ye ulasti. 10 yillik evrimin

ardindan, 1957'deki grip virlisii yok oldu ve yerini yeni bir viriis ald1 (67).

Temmuz 1968'de Cin'de ortaya ¢ikan 1968 Hong Kong gribi salgini tahminen bir
milyon ila dort milyon 6liimle sonuclandi. 1968 salgini, influenza A viriisiiniin H3N2 alt
tipinin ortaya ¢ikmasiyla basladi. 1957 viriisiine maruz kalan kisilerin 1968 viriistine kars1
bagisiklik oldugu gbzlendi. Viriis son derece bulasiciyd: temmuz ayinda baglayan salgin yil
sonunda tiim diinyaya yayilmistir. 1968 salginina neden olan H3N2 viriisii bugiin hala

dolagimdadir ve mevsimsel gribin bir tiirii olarak kabul edilmektedir (68, 69).

2009 pandemik HIN1/09 viriisii, 1990'larin sonunda Kuzey Amerika'daki
domuzlarda gelisen ve enzootik hale gelen iiclii yeniden yapilanmayla domuz gribi A
(HIN1) virtistinden kaynaklanmistir. Bu ti¢lii reassortant domuz gribi A viriisii, kus, insan
ve domuz gribi viriislerinden genler igerir. Pandemik H1N1/09 viriisii ilk olarak Eyliil 2008

civarinda ortaya ¢ikti (70).
2.7.4. Hastalik ve Klinik Belirtiler

Hastalik 1-4 giinliik kulugka doneminden sonra genellikle ani yiikselen ates, bas
agrisi, siddetli kas agrilari, halsizlik ve istah kayb1 gibi genel belirtiler ve kuru oksiiriik,
bogaz agris1 gibi solunum yolu belirtileriyle karakterize klinik tabloya neden olmaktadir
(71). Ates 3-8 giin kadar siirer ve komplike olmayan durumlarda azalarak diiser ve tam
iyilesme 7-10 giin igerisinde gergeklesir, ancak 6zellikle yaslh kisilerde ve kronik akciger
hastalig1 olanlarda Oksiiriik ve halsizlik 2 haftadan uzun siire devam edebilir (72). Kiiciik
cocuklarda (3 yasindan kiiciik), brosiyolit, krup, orta kulak iltihabi, karin agris1 ve kusma
goriiliir, nadiren de febril konfiizyon ortaya ¢ikabilir (65). Diger solunum yolu viriislerinde
oldugu gibi influenza viriisleri de bebeklerde, yashilarda ve bagisiklik yetersizligi olan
kisilerde daha ciddi enfeksiyonlara neden olabilir (73). Influenza konplikasyonlar1 arasinda
yer alan zatiirre, bakteriyel siliperenfeksiyon, miyozit, Reye sendromu ve influenza
hastaligiyla iligkili miyokard enfarktiisli hastalik siiresini uzamasi ve belirtilerin siddetinin
artmasina neden olur. Bu tiir komplikasyonlar hastane yatimi gerektirebilir (74). Yashlarda
(65 yas istii) kronik akciger hastali§i veya kalp hastaligi ve / veya bagisiklik sisteminin
zayiflamasiyla hastalik siklikla siddetlidir (54).
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Influenza, akcigerlerde viral pnémoniye yol agabilir ve ikincil olarak bakteriyel
pnoémoniyi kolaylastirir. Ates, nefes darligi ve balgamli oksiiriikle bakteriyel pndmoninin

ortaya cikar (75).
2.7.5. Gegis

Influenza A viriislerinin insandan insana bulasmasinda dogrudan ve dolayli temas
yolu ve Okslirme hapsirmayla birlikte disart atilan solunum damlaciklar1 veya aerosoller

etkindir (76).

[AV'lerin insanlar arasinda bulagmasi, dogrudan veya dolayli olarak kisiden kisiye
temas yoluyla ve solunum damlaciklari veya aerosoller ile hava yoluyla gergeklesebilir. Bu
bulasma yoluna iliskin kanitlar, nefes alan, hapsiran veya Oksiiren kisilerden gelen
aerosollerde ve/veya solunum damlaciklarinda ve hastanelerde ve saglik hizmeti verilen
ortamlarda havadaki influenza viriisii genomlarinin ve canli influenza viriisii par¢aciklarinin

dogrudan tespiti ile desteklenmektedir (77).

Diisiik nem ve 1silar viriisii stabilize eder; kis aylarinda kapali alanlardaki yakin
temas virlislin yayilmasini kolaylastirilir. Virtis, tezgah yiizeylerinde bir giin kadar uzun siire

canliligin1 koruyabilir (57).

Influenza viriis insanlarda solunum yolu epitel hiicrelerinde tutulum gosterir ve
virlislin hiicresel dongiisii hedef hiicreye baglanmasiyla baslar (55). Viral dongii viriisiin
serbest kalmasini saglayan hiicre 6liimiiyle sonuc¢lanir. Viriis hiicre igerisine girdiginde hizla
cogalir ve yiiksek viral titreler olusturur. Serbest kalan viriisler yeni hiicreleri enfekte ederek
hastaligin baslamasina neden olur. Viriisiin hiicreden salinmasi yaklasik 8 saat sonra

gergeklesir (57, 78).
2.7.6. Laboratuvar Tanisi

Influenza viriisleri, hastaligin erken déneminde solunum yolu salgilarindan izole
edilebilir. Daha hizli yontemlerle, influenza virlisiiniin genomunu veya antijenlerini
saptamak ve tanimlamak miimkiindiir. Hizl1 antijen testleri (30 dakikadan kisa), influenza
viriislerini saptar ve A ile B tiplerini ayirt edebilir. Tipe 6zgiil genel influenza primerlerinin
kullanildigs ters transkriptaz-polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR) yontemi de, influenza A

ve B tanisi ve ayiriminda kullanilabilir (57).
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Influenza tamis1 ¢ogunlukla klinik tabloya ve enfeksiyonun epidemiyolojik
olasiligina dayanarak konur. Yalniz klinik tablo diger iist solunum yolu patojenlerinin neden
oldugu belirtilere benzediginden influenza viriisiiniin neden oldugu enfeksiyonu dogrulamak
icin spesifik teshis testleri gereklidir. Ust solunum yolu enfeksiyonu sirasinda viriisiin

tespitinde bogaz siiriintiilerindense nazofaringeal siiriintiiler tercih edilir (55).

Influenza igin teshis testleri, hiicre kiiltiiriinde izolasyon yoluyla, viral RNA'nin
niikleik asit amplifikasyonu ile saptanmasi veya viral antijenlerin immiinoanaliz ile

saptanmast yoluyla bir hastanin solunum salgilarindaki viriisii tanimlar (79).

Amerikan Enfeksiyon Hastaliklar1 Dernegi (IDSA) grip testlerinin, gereksiz
antibiyotik kullaniminin 6nlenmesi, laboratuvar testlerinin azaltilmasi veya yiiksek risk
grubundaki kisilerin proflaktik tedavisinin gerektigi gibi durumlarda yapilmasini
onermektedir (80). Klinik ve teste dayali tan1 gereksiz antibiyotik kullanimini azaltabilir,

uygun antivirallerin kullanim1 olanak saglayabilir (81, 82).
2.7.7. Tedavi

Influenzanin semptomlarmi azaltmak icin, asetaminofenler, antihistaminikler ve
benzeri ilaglara yiiz milyonlarca dolar harcanmaktadir. Gribe karsi birincil savunma
astlanmadir, fakat viriisiin antijenik degisimi ve buna goére immunojenik bir {iriin tiretmek ve
bunu zamaninda toplumlara ulastirmanin giigliigii, hastaligin yayilmasini 6nleyebilmek igin
antiviral ilaglara ihtiyac1 dogurmaktadir (83). Su anda Avrupa Ilag Ajans1 (EMA) tarafindan
influenza tedavisi ve profilaksisi i¢in yetkilendirilmis ti¢ sinif antiviral ilag bulunmaktadir:
M2 iyon kanali inhibitérleri (adamantanlar), néraminidaz inhibitorleri (NAI), ve Cap-
bagimli endoniikleaz inhibitdrii baloxavir marboxil, RNA polimeraz inhibitorii favipiravir,

Japonya'da yalnizca pandemi hazirligi i¢in lisanslidir (84).

Antiviral bir ila¢ olan amantadin ve rimantadin, influenza A viriisliniin M2 proteinine
baglanarak viral genomun soyulma sathasini inhibe eder, influenza B ve C viriislerine
etkisizdir. Adamantanlara kars1 direng yiiksek bir seviyede oldugundan bu ilag sinifi tedavi

i¢cin Onerilememektedir (85).

Noraminidaz influenza A ve B i¢in ilk baglanma yeri olan sialik asit hiicre ylizey
reseptOrlerini keserek enfekte hiicreden yavru viriislerin ayrilmasimi ve yayilmasimi
kolaylastirir. Zanamavir bir sialik asit analogu olarak kullanilmaktadir. Oseltamivir

influenza yonetimi i¢in en yaygin olarak kullanilan ve pandemi i¢in antiviral olarak
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depolanan temel ilagtir (72). Noraminidaz enzimini hedefleyerek etki gosteren zanamavir ve
oseltamivir ise hem influenza A ve hem de influenza B iizerine etkili antiviral ilaglardir (57,
71). Noraminidaz viriis enfekte hiicreden c¢ikarken hemagliitininin hiicre yiizeyindeki
glikoproteinlerinden ayrilmasini saglar, inhibisyonu ile viriisiin hiicreden ¢ikisi engellenir ve
viriis partikiilleri kiimeler olusturur. Zanamavir oral biyoyararlanimi az oldugu igin

inhalasyon ile; oseltamivir ise oral yolla alinir.

Baloxavir marboxil oral olarak kullanilan bir ila¢ olup, viral polimerazin PA alt
biriminin cap-binding aktivitesini inhibe ederek viral mRNA sentezini ve dolayisiyla viriis
cogalmasimi onler (84). Bbaloxavir kullanildiginda yiiksek riskli ayakta tedavi goren
komplike olmayan influenzali hastalarda viral replikasyonun daha hizli azaldig
gosterilmistir (87). Bu ilaclar belirtilerin baglamasindan hemen sonra baslanildiginda tedavi

edici etkiye sahiptirler ve agir klinik tabloyu engellerler (71).

Son yillarda, monoklonal antikorlar, immiinomodiilatéor ajanlar ve reseptor
antagonistleri dahil olmak {tizere klinik kullanima giren farkli siniflara ait influenza
antivirallerine 6rnek olarak HA olgunlagsmasini ve polimerazi hedef alan Nitazoksanid ve
Favipiravir verilebilir (63). Favipiravir, influenza ve diger birgok RNA viriisliniin RNA
bagimli RNA polimerazint (RdRP) secici ve kuvvetli bir sekilde inhibe eden yeni bir
antiviral ilactir. Influenza A, B ve C serotiplerine ve noraminidaz inhibitdrlerine karsi
direngli olanlarina da etki ettigi bulunmustur. Favipiravir, viral replikasyon ve
transkripsiyona dogrudan etki ederek diger ilaglardan ayrilir. RdRP insan hiicrelerinde
bulunmadigindan ve RNA viriislerince korundugundan bu enzimi hedef alan favipiravir ilgi
cekici bir ilag olarak ortaya cikmistir (88). Influenza viriis iizerine niikleoprotein
inhibitorleri, viral birlesmeyi engelleyen ilaglar, NS1 protein inhibtorleri, endositoz ve

flizyon inhibitorleri gibi ¢esitli ilag ¢calismalart mevcuttur (89).
Ayn1 zamanda influenza enfeksiyonuna eslik eden ikincil bakteriyel pndmoni varsa
bunun i¢inde etken bakterilere 6zgii antibiyotiklerin kullanilmasi dnerilmektedir (90).

2.7.8. Korunma

Influenzanm hava yoluyla yayilmasimin engellenmesi hemen hemen imkansizdir.
Ancak virlisiin kontroliinde en iyi yol immiinizasyondur. Dogal immiinizasyon, viris ile
daha once karsilasma sonucu ortaya ¢ikar ve uzun siire koruyucudur. “O yilin suslarini”

igeren inaktive viriis agisi ve antiviral ilag proflaksisi de enfeksiyonu 6nleyebilir.
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2.7.8.1. Dogal Bagisiklama

Dogal influenza viriisii enfeksiyonuna karsi antikor tepkisi ¢ok yonliidiir ve HA, NA,
NP, M1 ve M2 dahil olmak {izere ¢esitli proteinleri igerir. HA ve NA'ya kars1 antikorlar tipik
olarak diger proteinlere karsi antikorlardan daha yiiksek seviyelerde indiiklenir. Dogal
enfeksiyonun neden oldugu antikor yanitlar1 genellikle agilamanin neden oldugu antikor
yamtlarindan daha genis ve daha uzun dmiirliidiir. Ornegin, yash bireyler, 50 yili askin
siiredir antijenik olarak iligkili bir viriise maruz kalmamalarina ragmen 2009 yilinda

pandemik HINT1 viriis tiirline kars1 korunmusken, geng bireyler o kadar iyi korunmamasti
91).
2.7.8.2. As1 ile Bagisiklama

Influenza A viriisiiniin 1933'te izolasyonu, 1930'larda ve 1940'larda influenza
astlariin ilk kullanimina yol a¢t1 (92). Grip enfeksiyonundan korunmanin en 6nemli ve
etkili yollarindan biri asilanmadir. influenza asis1, viriisiin 3 fakli susundan ekstrate edilmis
veya saflastirllmis HA ve NA proteinlerinin karigimidir. Asilar, embriyonlu yumurtada
tretilmis ve sonra kimyasal olarak inaktive edilmis virlislerden hazirlanir. Ayrica,
oldiirtilmiis (formalinle inaktive edilmis) virion preparatlar1 da kullanilmaktadir. Geleneksel
grip asilari (Trivalan, “li¢ degerlikli” asilar) li¢ influenza viriisiine kars1 hazirlanirlar. Bunlar
iki influenza A (HIN1 ve H3N2) viriisii ve bir influenza B viriisii igermektedirler (57, 93).
Bu asilar yapisal olarak incelendiginde, ti¢ farkli sekilde yapildig1 anlasilmaktadir: inaktive
(IIV), canli zayiflatilmis (LAIV), rekombinan (RIV) influenza asilar. Ug degerlikli inaktif
ast (TIV) ve canli zayiflatilmis influenza viriisii asis1 (LAIV), arasindaki temel farklar
uygulama yolu ve yapidir. TIV hemagliitinin (HA) ve noraminidaz (NA) igerip, kas i¢i
enjeksiyon olarak uygulanirken, LAIV zayiflatilmig viriis igerip, burun ici sprey olarak
uygulanir. TIV, LAIV’den daha ytiksek bir IgG antikor tepkisine neden olurken, LAIV dogal
influenza enfeksiyonuna benzer sekilde dogal HA ve NA glikoproteinlerine kars1 mukozal
ve sistemik humoral ve hiicresel bagisiklik uyandirir ve bu nedenle viral replikasyondan
once enfeksiyonu 6nlemede rol alir (94, 62). Inaktif asilarin aksine, LAIV dogal influenza
enfeksiyonuna benzer sekilde dogal HA ve NA glikoproteinlerine karst mukozal ve sistemik

humoral ve hiicresel bagisiklik uyandirir.

Bir as1 i¢in en etkili suslarin drift/shift nedeniyle degismesinden dolayi, asilama her
y1l verilmesi gerekir. Influenza asilar1 Diinya Saglik Orgiitii as1 komitesi tarafindan bir

onceki grip mevsiminde elde edilen hakim suslara gore olusturulmaktadir. Inaktive as1, saf
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yumurtada iiretilen viriislerden elde edilir. Iceriginde HA ve az miktarda yumurta proteinleri
bulunmaktadir. Canli agilar, soguga adapte edilmis trivalan bir a1 olup, bir ana dondr viriis
ile arzu edilen influenza suslarinin HA ve NA gen segmentlerinin reasortmani ile iiretilir
(93). Bu asilarin 6nemli 6zelligi, zayiflatilmis canli viriislerin sicaga duyarli olduklari igin
nazofarenkste ¢ogalabilmesi, buna karsin daha sicak ortamlarda (alt solunum yollarinda,

viicut i¢inde) ¢ogalamamasidir (95).

Rekombinan agilar ise hayvan hiicrelerinde g¢ogaltilmis viriislerin yalnizca HA
proteininin izole edilerek diger viriis proteinleriyle birlestirilerek g¢ogaltilmasiyla elde
edilirler. Dolayistyla viriisiin ya da ¢ogaltildig1 hiicrenin herhangi bir materyalini tagimazlar

(93).

Asilanma as1 icerigindeki bir maddeye kars1 alerjisi olmayan herkese uygulanabilir.
DSO, hamile kadinlara (en yiiksek dncelik) ve herhangi bir ncelik siras1 olmaksizin 6 ay ile
5 yas arasi1 ¢ocuklara, yaslilara (>65 yas), belirli kronik tibbi durumlari olan kisilere, kronik
akciger ve kalp hastalig1 olanlara ve saglik ¢alisanlarina mevsimsel grip asis1 yapilmasini

Oonermektedir (55).

Bu agilama stratejisi, HA'nin antijenik kaymasi nedeniyle yildan yila degisen
etkililige sahip asilarla sonucglanir; bu durum, yumurtalarda as1 viriisliniin biiyiimesini
optimize eden iiretim siirecleriyle daha da kétiilesebilir. Bu sinirlamalar nedeniyle, hiicre
bazli, rekombinant protein ve mRNA asilar1 dahil olmak iizere influenza asisinin etkinligini
artirmak i¢in alternatif as1 platformlar1 aktif olarak arastirilmaktadir. HA'y1 hedef alan
influenza mRNA asilarinin in vitro tiretimi ve SARS-CoV-2 mRNA asilariin klinikteki

basarist mRNA asilarini grip asisi i¢in ¢ekici bir platform haline getiriyor (96, 65).

Influenza asilamasmin hedefleri genel olarak 2 seviyede tanimlanabilir: (i)
enfeksiyon ve hastaliga kars1 koruma ve (ii) popiilasyonda viriis bulasmasini kisitlamak igin
stirli bagisikliginin uyarilmasi. Avrupa'da ¢ogu iilke genel olarak asiy1 yalnizca yaslhlara,
kronik hastalara ve saglk kuruluslarinda yasayanlara 6nermektedir. influenza asilar1 uzun
stireli antikor titrelerini tetiklemediginden, yillik grip asis1 kis mevsimlerinin baglamasindan

Once tavsiye edilir (55).
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3. GEREC ve YONTEM
3.1. Gerec¢
3.1.1. Cihazlar
e Biyogiivenlik IT Kabini (Metisafe, Tiirkiye)
e Santriflij (TD5A-WS BioRidge, New Jersey, ABD)
e Otoklav (HMC, Niive, Tiirkiye)
e CO; Inkiibator (HERACELL 240, Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, ABD)

e CO; Inkiibatér (HF 90 SMART CELL, Heal Force, Shanghai, Cin)

e Su Banyosu (NUVE NB 9, Niive, Tiirkiye)

¢ Invert Mikroskop (TCM 400, Labomed, California, ABD)

e Mikroskop (Eclipse, Nikon, Japonya)

e Vorteks (Heidolph Instruments, Schwabach, Almanya)

e -80 Derece Derin Dondurucu (Meling Zhongke Meiling Cryogenics, Mianyang, Cin)

e UV VIS Spektrofotometre (Schimadzu, Kyoto, Japonya)

e Buzdolab1 (Vestel, Tiirkiye)
3.1.2. Plastik Malzemeler

e Pastor pipeti (Tarsons Products Pvt.Ltd., Hindistan)

e 50 mL tiip (Tarsons Products Pvt.Ltd., Hindistan)

e 15 mL tiip (Labosel Kimya, Tiirkiye)

e Kriyo Viyal (Biosigma S.p.A, Italya)

e Pipet uclan (Isolab Laborgerate GmbH, Almanya)

e Serolojik pipet (Greiner Bio-One GmbH, Avusturya)

e T25 hiicre kiiltiir flask1 (SPL Life Sciences, Kore)

e T75 hiicre kiiltiir flask1 (SPL Life Sciences, Kore)

e 96 kuyucuklu hiicre kiiltiirii pleyti (SPL Life Sciences, Kore)

e 30 mm hiicre kiiltiir petrisi (Sarstedt AG & Co. KG, Almanya)
3.1.3. Besiyerleri ve Kimyasal Maddeler

e MEM-EAGLE — without L-Glutamine (Sartorius, Almanya)

e FBS-Fetal Bovine Serum (Serena, Avustralya)

e L-Glutamine (Sartorius, Almanya)

e Antimikrobiyal karigtm  (Penicillin-Streptomycin-Amphotericin - B solution,

Sartorius, Almanya)
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e Fosfat tamponlu tuzlu su (Phosphate Buffered Saline, PBS, Sartorius, Almanya)

e Tyripsin-EDTA Solution (TE, Sartorius, Almanya)

e Dimetil Siilfoksit (DMSO, Isolab, Almanya)

e MTT Soliisyonu: 5 mg/mL konsantrasyon elde etmek i¢in; 100 mg toz halinde MTT
(AppliChem, Almanya) 6nce 0.5 mL DMSO icinde ¢6ziildii ve ardindan hacim PBS
ile 20 mL’ye tamamlandi. Birer mL olarak alikotland1 ve kullanilincaya kadar -
80°C’de saklandx.

e Hiicre Kiiltiir Vasatlar
Hiicre kiiltiiriinde biiytitme besiyeri (growth medium, GM) olarak i¢ginde %10 serum,
idame besiyeri (maintenance medium, MM) olarak i¢inde %2 serum bulunan MEM
kullanilmigtir. Hiicre kiiltiiriinde kullanilan besiyeri ve igerikleri Tablo 2, 3 ve 4’te
verilmistir. MDCK hiicrelerinde influenza virlisiin plak olusturacak sekilde

iiretilmesi i¢in kullanilan besiyeri (test medyumu, TM) Tablo 5’te verilmistir.

Tablo 2. Hiicre biiyiitme besiyeri (GM) hazirlanisi

50 mL icin Son konsantrasyon
MEM 43.5mL
FBS 5mL %10
L-Glutamin 0.5 mL
Penisillin 100 IU/mL
Streptomisin 1 mL 100 pg/mL
Amphotericin B 2.5 pg/mL

Tablo 3. Hiicre idame besiyeri (MM) hazirlanis

50 mL i¢in Son konsantrasyon
MEM 42.5 mL
FBS 1 mL %2
L-Glutamin 0.5 mL
1.5 mL tiip
Penisillin 100 TU/mL
Streptomisin 1 mL 100 pg/mL
Amphotericin B 2.5 pg/mL
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Tablo 4. Hiicre dondurma besiyerinin hazirlanigi

10 mL icin Son konsantrasyon
MEM 7 mL
FBS 2mL %20
DMSO 1 mL %10

Tablo 5. Test medyumu (TM) hazirlanisi

50 mL icin Son konsantrasyon
MEM 48 mL
Tripsin 0.2 mL 2 ug/mL

3.1.4. Kullamlan MDCK hiicre dizisi

Calismada kullanilan MDCK (Madin-Darby Canine Kidney, Vircell, Ispanya)) hiicre
dizisi Antimikrop Ar-Ge ve Biosidal Analiz Merkezi mikrobiyolojik analiz
laboratuvarlarinda ¢ogaltilarak saklanan hiicre stoklarindan temin edilmistir.
3.1.5. influenza Viriis Susu

Antimikrop Ar-Ge ve Biosidal Analiz Merkezi mikrobiyolojik analiz laboratuvarlar
stoklarinda bulunan influenza A viriis HINI susu (ATCC-VR-1469 A/PR/8/34; Lot:
58101202) 37°C su banyosunda ¢6ziildii.
3.1.6. Coldmix® Inhaler Damla

Calismada kullanilacak olan ugucu yag “Coldmix® Inhaler Damla” (ENAFARMA,
Istanbul) iiretici sirketten temin edilmistir. Negatif kontrol olarak farma grade aygicek yag1
(Anadolu Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Ogretim Uyesi Prof. Dr. Fatih Demirci’den temin
edilmistir) kullanilmistir.
3.1.7. Deney Hayvanlan

Deneylerde kullanilan BALB/c fareler NeSa Deney Hayvanlar1 Laboratuvarindan
temin edildi. Tiim deneylerde 6-8 haftalik disi fareler kullanild1 (Sekil 4).
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Sekil 4. BALB/c fare

3.2. Yontem
3.2.1. Hiicre canlandirma

Dondurulmus -80°C’deki kriyoviyaller 37°C’de hizlica ¢oziildii. Kriyoviyal igindeki
1 mL hiicre siispansiyonu 15 mL santrifiij tlipline alinarak tizerine GM besiyeri eklendi.
Santrifiij tiipii 1200 devir/dakika (rpm) 5 dakikada santrifiij edildi. Santrifiij sonunda tistteki
stvi kisim uzaklastirildiktan sonra dipte kalan hiicreler {izerine 5 ml GM eklendi. Pipetle
cek/birak yaparak hazirlanan hiicre siispansiyonu T25 flaska aktarildi. Flask 37°C’de %5
CO2 igeren inkiibatorde inkiibasyona birakildi. Hiicreler yaklasik 1 hafta sonra konfluent
oldu ve pasajlanarak T75 flaska aktarild1 (Sekil 5).

3.2.2. Hiicrelerin Uretilmesi ve Pasajlanmasi

T75 hiicre kiiltiir flasklarinda tiretilen MDCK hiicreleri %90 nin tistiinde konfluent
oldugunda hiicre tabakasi iki kez 5 mL PBS ve bir kez 3 mL MEM ile yikandi.
Tripsinizasyon agamasi i¢in flaska 3 mL TE eklenerek 37°C’de %5 CO:z2 igeren inkiibatorde
5 dakika bekletildi. Hiicrelerin tabandan ayrilmasi mikroskop altinda gozlendi. Flask
tabanina hafif¢ce vurularak tabanda kalan son hiicrelerin tabandan ayrilmasi saglandi. Flask
igerisine 9 mL GM eklenerek TE aktivitesi durduruldu ve pipetlenerek hiicre siispansiyonu
elde edildi. Yeni T75 flask icerisine 2 mL hiicre siispansiyonu alind1 ve {lizerine 13 mL GM

eklendi. T75 flask 37°C %5 COz2’de inkiibasyona birakildi.
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Sekil 5. MDCK hiicrelerinin mikroskop altindaki goriintiisii

3.2.3. Hiicrelerin dondurulmasi

Flask tabanin1 tamamen kaplamis olan MDCK hiicreleri iki kez 5 mL PBS ve bir kez
3 mL MEM ile yikandi. 3 mL TE ile hiicreler flask tabanindan kaldirildi. Hiicreler GM iginde
siispanse edildi ve son hacim GM ile 15 mL’ye tamamlandi. 1200 devir/dakika (rpm) 5
dakikada santrifiij edildi. Stipernatant uzaklastirildi. Sediment dnce elle hafif¢e vortekslendi
ardindan tizerine yavag¢a 10 mL hiicre dondurma vasati eklenerek hiicreler siispansiyon

haline getirildi. Kriyoviallere 1’er mL alikotlanarak -80°C’de saklandi.

3.2.4. Viriis Stogunun Hazirlanmas

inokulumun Hazirlanmasi

Influenza A/PR/8/34 viriisii, MEM iginde 10 kat diliie edildi.

Viriisiin Hiicre Kiiltiiriinde Cogaltilmasi

T75 flasktaki konfluent MDCK hiicreleri iki kez 5 mL PBS ve bir kez 3 mL MEM
ile yikandi. Influenza A/PR/8/34 viriisii igeren vial -80 ‘den cikarilarak 37°C’de
¢Oziindiiriildiikten sonra MEM i¢inde 10 kat diliie edildi. Hazirlanan viriis siipansiyonu
hiicrelerin tizerine pipetlendi. Bir saat boyunca 37°C’de, %5 CO2 igeren inkiibatdrde inkiibe
edildi. Inkiibasyon siiresince hiicre yiizeylerinin kurumamasi ve viriis ile temasinin
artirllmasi amaciyla 15 dakika arayla flask hafifce 6ne-arkaya dogru calkalandi. Bir saatlik
inkiibasyon sonunda inokulum uzaklastirildi. Flask icerisine 15 mL TM eklenerek flask 3
giin boyunca, 34°C’de %5 CO:z2 igeren inkiibatorde inkiibasyona birakildi.
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Ug giin inkiibasyondan sonra hiicreler sitopatik etki acisindan mikroskop altinda
incelendi. Hiicrelerin tamaminin sitopatik etki ile tabandan kalktig1 goriildii. Hiicrelerin
mekanik olarak parcalanmasini saglamak amaciyla flask igerisine steril cam boncuklar
eklenerek el ile c¢alkalandi. Bu sekilde hiicrelerin pargalanarak virlisiin agiga ¢ikmasi
hedeflendi. Flask igerigi 50 ml lik santrifijj tiiplerine alinarak 1350 rpm’de 5 dakika santrifiij
edildi. Siipernatan ayrildiktan sonra pellet vortekslenerek 3 kez dondur/¢oz islemine (-
80°C’de dondur/ 37°C su banyosunda ¢6z) tabi tutuldu. Sonrasinda siipernatant ve pellet
birlestirilerek siispansiyon haline getirildi. Siispansiyon 3500 rpm’de 10 dakika santrifiij
edildi. Viriis stogu elde etmek iizere slipernatant kismi1 kriyoviyallere 1’er mL olacak sekilde

alikotland1 ve -80°C’de saklanda.
3.2.5. Stok Viriis Titresinin In Vitro Belirlenmesi

Viriis Sulandirnmlarimin Hazirlanmasi: Stok influenza A/PR/8 virlis viyali 37°C’de

¢oziindiiriildiikten sonra MEM ile 107'-10" sulandirimlari hazirlandi.

MDCK Hiicrelerinin Hazirlanmasi: GM icinde 1x10° hiicre/mL konsantrasyonda olacak

sekilde 11 mL hiicre siispansiyonu hazirlandi. Hiicre siispansiyonundan 96 kuyucuklu
pleytin her kuyucuguna 100 pL pipetlendi. Pleyt 37°C’de %5 CO: igeren inkiibatorde

inkiibasyona birakild.

Titrasyon: Konfluent tek tabaka MDCK hiicresi i¢eren pleytin her bir kuyucugu 0.2 mL
PBS ile iki kez ve 0.1 mL MEM ile bir kez yikandi. Pleytin 2 ile 10 numarali siitunlaria (A
ve H kuyucuklari arast) her viriis sulandirimindan 100 pL pipetlendi. Diger kuyucuklara 0.1
mL MEM eklenerek kontrol kuyucuklari olusturuldu. Pleyt 1,5 saat 37°C’de %5 CO2 igeren
inkiibatorde inkiibe edildi. inkiibasyon sonunda pleyt icerrigi aspire edildi. Her kuyucuga
200 uL. TM eklendi. Pleyt 72 saat boyunca 34°C’de %5 CO2 igeren inkiibatorde inkiibe
edildi (Sekil 6).
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Sekil 6. Viriis diliisyon pleyti

Inkiibasyon sonunda, her bir kuyucuktaki sitopatik etki varligi invert mikroskop
altinda degerlendirildi. Her sulandirim i¢in kullanilan 8 kuyucukta sitopatik etki goriilen
kuyucuklara “+”, sitopatik etki goriilmeyen kuyucuklara “-” deger verildi. Elde edilen
verilere (8 kuyucuktaki pozitif veya negatif kuyucuk sayisi) gore Spearman-Karber Metodu
ile TCID50 hesaplandi.

3.2.6. Farelerde Letal Doz 50°nin (LD50) Belirlenmesi

Titresi belirlenen viriis siispansiyon stogundan MEM ile mL’sinde 10*°, 1073, 1033,
10 viriis iceren 4 sulandirim hazirlandi. Calismada her sulandirim i¢in 17-23 gr agirliginda
5 disi BALB/c fare kullanildi. Anestezi amaciyla eter damlatilmig pamuk koklatildi. Caligma
prosediirii agagidaki sekilde olusturuldu.

1.Grup (1025) dil. 25 pL viriis siispansiyonu/burun deligi
2.Grup (10%) dil. 25 pL viriis siispansiyonu/burun deligi
3.Grup (10%7) dil. 25 pL viriis siispansiyonu/burun deligi
4.Grup (10*) dil. 25 pL viriis siispansiyonu/burun deligi
On dokuzuncu giinde deney sonlandirildi.

Deney siiresince 6len fareler not edildi. LD50 titresi her grup i¢inden 6len fare sayilar1 goz

Oniine alinarak Reed and Muench formiiliine gore hesaplandi.
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3.2.7. Coldmix®’in Sitotoksisitesinin Belirlenmesi

MDCK Hiicrelerinin Hazirlanmasi: GM i¢inde 2x10° hiicre/mL konsantrasyonunda hiicre

siispansiyonu hazirlandi. Hiicre siispansiyonundan 35 mm ¢apindaki her bir pleyte 1 mL

pipetlendi.

Sitotoksisite Testi: Bir kap icerisine katlanarak yerlestirilmis 10 x 10 cm ebadindaki filtre

kagidina 1 mL Coldmix® ilave edildikten sonra kap 15 L hacmindeki kapakli plastik ¢alisma
kutusunun orta kismina yerlestirildi ve ucucu yagin havaya karismasi icin kabin kapagi
kapali sekilde 15 dakika beklendi. Ardindan konfluent MDCK hiicrelerini igeren 3.5 cm
capindaki Petri kaplarindaki besiyerleri dokiildii ve yerine 250 uL MM eklenip c¢alisma
kutusuna yerlestirildi (Sekil 7). Kabin kapagi kapatilarak hiicrelerin 35°C’de %5 CO2 igeren
inkiibatorde 15 dakika boyunca kutu icerisinde olusan buhara maruz kalmasi saglandi.
Maruziyet sonrasinda hiicre kaplarmin igerikleri aspire edilerek yerlerine 1 mL MM
eklenerek 37°C’de %5 COz igeren inkiibatore kaldirildi. Maruz birakma islemi 2’ser saat ara
ile giinde 3 kez olmak lizere 3 giin boyunca tekrarlandi. Test ayni1 sekilde farma grade

aycicek yagi (negatif kontrol) ve formaldehit (pozitif-sitotoksik kontrol) ile yapildi.

Plastik ¢aligma Hiicre pleyti
kutusu
Coldmix® kabr Pleyt kapag

Sekil 7. Coldmix®’e maruz birakilan hiicreler

72 saat sonra kiiltlir kaplarinin igerikleri dokiilerek hiicreler 1 mL PBS ile iki kez
yikandi. Hiicre kiiltiir kaplarina %10 MTT iceren MM besiyerinden 1 mL eklendi. 37°C’de
%5 CO> igeren inkiibatdrde 2 saat inkiibe edildi. inkiibasyon sonunda kiiltiir kaplarmin
icerigi dokiildii ve kaplara 1 mL DMSO eklendi. 37°C’de %5 CO: igeren inkiibatére 15
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dakika inkiibe edildikten sonra hiicre kaplarinin igerigi spektrofotometre kiivetlerine
aktarilarak spektrofotometrede 570 nm dalga boyunda absorbanslari oOl¢iildii. Hiicre

canliliginin hesaplanmasi asagidaki formiile gore yapildi.

Hiicre Canlilik Oraninin Hesaplanmasi:

% canhlk = ——2_ %100 (Esitlik 1)

ODkontrol

3.2.8. Coldmix® Anti-influenza Viriis Aktivitenin In Vitro Degerlendirilmesi

MDCK Hiicrelerinin Hazirlanmasi: GM iginde 1x10° hiicre/mL konsantrasyonda hiicre

siispansiyonu hazirlandi. Hiicre siispansiyonundan 96 kuyucuklu pleytin her bir kuyucuguna

100 pL pipetlendi. Pleyt 37°C’de %5 COz2 igeren inkiibatdrde inkiibasyona birakildi.

8 adet 1.5 mL’lik santrifiij tiipiiniin kapaklar1 kesilerek iglerine 5x10° TCID50
log/mL virlis sulandirimindan 20 pl eklenerek kurutuldu. Ardindan iclerinde 250°ser pL
Coldmix® ve farma grade aycicek yagi damlatilmis pamuk bulunan 4’er adet santrifiij
tiipliniin lizerine kurutulmus viriis igceren kapaklar ile kapatildi (Sekil 8). Tiipler, oda
sicakliginda birinci tiipler 2, ikinciler 5, iiciinciiler 10 ve dordiinciiler 30 dakika olacak
sekilde bekletildi. Inkiibasyonu sona erdirilen tiiplerin kapaklar1 ¢ikarilarak daha énce viriis
kurutulan i¢ yiizeylerine 200’er pL MEM aktarildi ve otomatik pipet ile ¢ek/birak ve
ajitasyon yapilarak viriis partikiilleri geri kazamldi. Toplanan igerigin 10"1-10"7 olacak sekilde
seri sulandirimlar1 hazirlandi. Her sulandirimdan MDCK hiicreleri ile konfluent olmus 96
kuyucuklu pleytin 6 kuyucuguna olmak iizere 100’er uL eklendi. Pleytler 34 °C, %5 CO,’de
3 giin boyunca inkiibe edildi. inkiibasyon sonunda, her bir kuyucuktaki sitopatik etki varlig
invert mikroskop altinda degerlendirildi. Her sulandirim i¢in kullanilan 8 kuyucukta
sitopatik etki goriilen kuyucuklara “+”, sitopatik etki goriilmeyen kuyucuklara “-” deger
verildi.  Elde edilen verilere (8 kuyucuktaki pozitif veya negatif kuyucuk sayisi) gore
Spearman-Karber Metodu ile TCID50 hesaplandi.
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Sekil 8. influenza viriisiin Coldmix® iiriiniine maruziyeti

3.2.9. Oseltamivirin Etkinliginin arastiriimasi

Viriis inokiilasyonunun Hazirlanmasi: Stok viriisiin 1/10* diliisyonu %0.1 PBS icinde

hazirlandi.

Deneyin Yapilisi: Deneyde 17-22 g agirlikta 15 adet disi BALB/c fare kullanildi.

Hafif eter anestezisi altinda farelerin burun deligine 25 pL’de 1.25x10° viriis
stispansiyonu verilerek farelerin enfeksiyonu gergeklestirildi. Ayn1 giin baslamak tizere 10
giin boyunca giinde 2 kez 6 saat arayla oral gavaj yoluyla 20 mg/kg oseltamivir verildi.
Fareler 19 giin boyunca klinik gozlem ve agirlik 6l¢iimii ile takip edildi. Enfeksiyonun 6.
giinde rastgele secilen 6 farenin akcigerleri cikarildi ve viriis titrasyonu icin -80°C’ye
kaldirildi. Kalan fareler sag kalim (mortalite) gézlemi i¢in deney sonuna kadar takip edildi

ve agirliklart kaydedildi.

Akcigerlerin_Cikarilmasi: Viriisle enfeksiyonun altinct gilinii akcigerde viriis varligini

arastirmak icin farelerin akcigerleri ¢ikarildi.

Serebral dislokasyon isleminden sonra fare, sirt1 yere gelecek sekilde bacaklarindan
igne ile sabitlendi. Deri, karin bolgesinden ¢ene altina kadar kesildi. Sternumdan baglanarak
gogls kafesi acildi. Trakeden tutularak akciger c¢ikarildi ve kalp uzaklastirildi. Akcigerler
kagit peceteye blotlandi. Akcigerler | mL MEM bulunan tiip igerisine alinarak -80°C’ye
kaldirildi.
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Akciger Siispansiyonu Hazirlanmasi: -80°C’den ¢ikarilan akcigerler 37°C su banyosunda

hizlica ¢oziildii. Doku homojenizatdrii ile homojenize edildi. Homojenat santrifiij tiiplerine
aktarildi ve 2500 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi. Siipernatant viriis titrasyonu igin

kullanildi.

Akciger Siispansivonlarinda Viriis Titrasyonu

Titrasyon icin MDCK hiicreleri ile konfluent olmus 96 kuyucuklu pleytler kullanildi.
Kuyucuklar 0.2 mL PBS ile iki kez ve 0.1 mL MEM ile bir kez yikandi. Kuyucuklara 180
pL tripsin (konsantrasyon 2 pg/mL) iceren MEM eklendi. A sirasina her 6rnek i¢in ikiser
kuyucuk olmak tizere 1/10 diliisyonlarindan 20 pL eklendi. A sirasindan H sirasina dogru
sekiz kanall1 pipet ile bir kuyucuktan digerine 20 pL tasinarak log diliisyonlar yapilmis oldu.
Pleytler 34°C %5 COz’de 72 saat inkiibasyona birakildi.

Inkiibasyon sonunda, her bir kuyucuktaki sitopatik etki varligi invert mikroskop
altinda degerlendirildi. Her sulandirim i¢in kullanilan 8 kuyucukta sitopatik etki goriilen
kuyucuklara “+”, sitopatik etki goriilmeyen kuyucuklara “-” deger verildi. Elde edilen
verilere (8 kuyucuktaki pozitif veya negatif kuyucuk sayist) gore Spearman-Karber Metodu

ile TCID50 hesaplandi.
3.2.10. Coldmix® Anti-influenza Viriis Aktivitenin In vivo Degerlendirilmesi

Kullanilacak Coldmix® miktari literatiir bilgisi goz 6niinde bulundurularak 200 pL

olarak belirlendi.

Stok viriis, 37°C’de ¢dziindiiriilerek PBS ile ml’sinde 5x10° viriis iceren sulandirim

hazirlandi.

Calisma i¢in 17-23 g agirlikta disi BALB/c fareler kullanildi. Coldmix® c¢alisma
grubu, viriis ile enfekte edilmis fakat baska bir isleme tabi tutulmamis pozitif kontrol grubu
ve higbir isleme maruz birakilmamis negatif kontrol grubu olmak iizere onar fareden olusan

3 grup kuruldu. Farelerin viicut agirliklari not edildi.

Hafif eter anestezisi altinda farelerin burun deligine 25 pL’de 1.25x10° viriis
stispansiyonu verilerek (Sekil 9) Coldmix® ve pozitif kontrol grubu viriisle enfekte edilmis

oldu.
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Sekil 9. Viriisiin fareye burundan verilmesi

Coldmix® Calisma Grubu: Coldmix® grubundaki fareler her giin, giinde 3 kez 2 saat

arayla 5 dakika boyunca kavanozlar icerisine alinarak u¢ucu yag buharina maruz birakildi
(Sekil 10). Viriisle enfekte edildikten sonraki 6. giinde rastgele segilen 4 farenin akcigerleri
cikarildi. Bir lob viriis titrasyonu i¢in diger lob ise histopatolojik inceleme i¢in ayrildi. Kalan
6’sar fare sag kalim (mortalite) gézlemi i¢in 15 giin siire ile takip edildi ve agirliklari

kaydedildi.

Sekil 10. Farelerin Coldmix® iirliniine maruz birakilmasi
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Akcigerlerin Cikarilmasi: Viriisle enfeksiyonun altinct giinii akcigerde viriis varligini test

edebilmek i¢in farelerin akcigerleri ¢ikarildi. Serebral dislokasyon isleminden sonra fare,
sirt1 yere gelecek sekilde bacaklarindan igne ile sabitlendi. Deri, karin bolgesinden ¢ene
altina kadar kesilerek agildi. Sternumdan baslanarak gogiis kafesi agildi. Trakeden tutularak
akciger cikarildi ve kalp uzaklastirild: (Sekil 11). Akcigerler kagit pegeteye blotland (Sekil
12a, Sekil 12b). Akcigerlerin bir lobu 1 mL MEM bulunan tiip igerisine alindi, diger lob

histopatolojik inceleme i¢in 1 mL formalin bulunan tiip icerisine alindi.

—

Sekil 11. Farenin gogiis kafesinin agilmasi

Sekil 12. Fare akcigerleri (a) Konsolidasyonlu fare akcigeri. (b) Saglikl fare akcigeri
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Akciger Siispansivonu Hazirlanmasi: Akcigerler doku homojenizatorii ile homojenize
edildi. Homojenat santrifiij tiiplerine aktarildi ve 2500 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi.

Stipernatant viriis titrasyonu i¢in kullanildu.

Akciger Siispansivonlarinin Titrasyonu

Titrasyon i¢in MDCK hiicreleri ile konfluent olmus 96 kuyucuklu pleytler kullanildi.
Kuyucuklar 0.2 mL PBS ile iki kez ve 0.1 mL MEM ile bir kez yikandi. Kuyucuklara TM
eklendi. Akciger homojenatlarinin 1/10 diliisyonlarindan her 6rnek i¢in tiger kuyucuk olmak
tizere 96 kuyucuklu pleytin A sirasindaki kuyucuklarina 20’ser pL eklendi. A sirasindan H
sirasina dogru sekiz kanalli pipet ile once pipete edilip karistirildiktan sonra bir kuyucuktan
digerine 20 pl tasinarak logaritmik diliisyonlar yapildi (Sekil 13). Pleytler 34°C’de %5 CO»
igeren inkiibatorde 72 saat inkiibasyona birakildi.

Sekil 13. Pleyt iizerinde log diliisyonlarin yapilmast

Inkiibasyon sonunda, her bir kuyucuktaki sitopatik etki varligi invert mikroskop
altinda degerlendirildi. Her sulandirim i¢in kullanilan 8 kuyucukta sitopatik etki goriilen
kuyucuklara “+”, sitopatik etki goriilmeyen kuyucuklara “-” deger verildi. Elde edilen
verilere (8 kuyucuktaki pozitif veya negatif kuyucuk sayisi) gore Spearman-Karber Metodu
ile TCID50 hesaplandi.
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Akcigerlerin Histopatolojik Degerlendirilmesi

Cikarilan fare akcigerleri hematoksilen-eozin (H&E) ile boyanarak 4x ve 10x
bliytitmede degerlendirildi. Histopatolojik resim degerlendirmesi, Hansel ve Barnes'in hasar
derecelendirme ylizdesi kullanilarak yapildi (Tablo 6). Akciger hasar1 dereceleri, hasar
goriilmeyen normal seviyeler 0, %30’unn altinda goriilen hafif hasar dereceleri 1, %30-60
arasinda goriilen orta hasar dereceleri 2 ve %60’ 1n lizerinde goriilen ciddi hasar dereceleri 3

olmak tizere puanlanarak, hasar seviyeleri belirlendi (97).

Tablo 6. Hansel ve Barnes’tan akciger hasarinin derecelendirilmesi (Mahardika’dan, 97)

Normal Hasar yok. 0

Hafif Hasar Goriintiilenen alanin %30'undan daha azinda 1
inflamatuvar hiicre infiltrasyonu, pulmoner 6dem veya

akcigeri olusturan hiicrelerde hasar belirtileri vardir.

Orta Hasar Akcigerde iltihabi hiicre infiltrasyonu veya akciger 2
O0demi gibi hasar belirtileri veya akcigerin
goriintiilenen alaninda %30-60"11 olusturan hiicrelerde

hasar vardir.

Agir Hasar Inflamatuar hiicre infiltrasyonu veya pulmoner 6dem 3
veya goriintlilenen alaninin %60'indan fazlasinda

akciger hiicrelerinde hasar belirtileri vardir.

Bu calismada gruplar arasindaki farklarin degerlendirilmesi i¢in non-parametrik
istatistiksel yontemler tercih edilmistir. Gruplarin medyan degerleri ve dagilim araliklar
(minimum-maksimum) hesaplanmistir. Verilerin normal dagilima uymadigi varsayimi

altinda, gruplar arasi karsilastirmalar i¢in Mann-Whitney U testi kullanilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Stok Viriis Titresinin In Vitro Belirlenmesi

Calismada stok viriis titresi 96 kuyucuklu pleytte konfluent tek tabaka MDCK
hiicreleri  kullanilarak belirlendi. Sitopatik etki varliginin invert mikroskop altinda
degerlendirilmesi sonucu elde edilen veriler Spearman-Karber metoduna goére hazirlanmis
Excel tablosuna girildi ve titre, influenza A/PR/8/34 i¢in 1x10% TCID50/mL olarak
belirlendi.
4.2. Farelerde Letal Doz 50’nin (LD50) Belirlenmesi

Calisma 17-23 g disi BALB/c fareler kullanilarak yapildi. Beser fare igeren 4 grupla
calisildi. Fareler virlis sulandirimlart ile enfekte edildi ve 21 giin boyunca giinliik olarak
agirliklan takip edildi ve 6len fareler not edildi (Tablo 8). LD50 degeri Reed and Muench

formiiliine gére hesaplandi (Tablo 7).

Tablo 7. Reed and Muench yontemi kullanilarak LD50 degeri hesaplama

Viriis Grupta Grupta Toplam  Toplam  Genel Olim % Oliim
diliisyon Oliim sayist1  canli sayisi  Olim canli toplam  oram

1023 5 0 8 0 8 8/8 100

103 2 3 3 3 6 3/6 50

10733 1 4 1 7 8 1/8 12.5

10 0 5 0 12 12 0/12 0

Olen fare sayisina gdre gruplarin sag kalim oranlar1 asagida verildi.
1.Grup (G1) %0 sag kalim

2.Grup (G2) %50 sag kalim

3.Grup (G3) %87.5 sag kalim

4.Grup (G4) %100 sag kalim

Sag kalim oranlarina gore stok virlis miktarindan yapilacak sulandirimin

hesaplanmasi i¢in orantisal uzaklik belirlendi.

%50'nin lizerindeki pozitif deger — %50

o tisal Uzaklik (OU) =
rantisal Uzaklik (0U) %50'nin lizerindeki poz. deger — %50'nin altindaki poz.deger

OU:0.571
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Bulunan orantisal uzaklik degeri (OU, 0.571), %50 degerinin {istiindeki ilk
diliisyonun logaritmasindan ¢ikarildi (-2.5 - 0.571 =-3.071).

0—3.07

Bu deney sonucunda LD 50 dozu stok viriis konsantrasyonu tlizerinden 1 olarak

hesaplanda.
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4.3. Coldmix® Sitotoksisitesinin In Vitro Belirlenmesi
Coldmix®’in sitotoksisitesi 30 mm ¢apindaki hiicre kiiltiir playtlerinde iiretilen
MDCK hiicreleri kullanilarak gergeklestirildi. Coldmix®’in yaninda kontrol olarak
farma grade aycicek yagi, formaldehit ve isleme tabi tutulmayan MDCK hiicreleri de
MTT yontemi ile degerlendirildi (Tablo 9).

Tablo 9. MTT ile boyanmis hiicrelerin 570 nm dalga boyundaki 1s1k absorbanslari

Kiiltiir Coldmix® Farma grade Formaldehit Hiicre kontrolii
kab1 aycicek yagi

1 2,173 2,391 0,224 2,408

2 2,289 2,498 0,267 2,203

3 2,146 2,352 0,259 2,331

4 2,512 2,337 0,276 2,347

5 2,450 2,370 0,243 2,411

Ort 2,314 2,389 0,253 2,34

Hiicre Canhilik Oraninin Hesaplanmasi

Kullanilan miktariyla Coldmix® ve ayg¢i¢ek yaginda MDCK hiicrelerine kars1 toksik
etki gdzlenmezken, formaldehit grubunda %89.2 oraninda toksik etki goriildii.
4.4. Coldmix® Anti-Influenza Viriis Aktivitenin In vitro Degerlendirilmesi

Influenza viriis A/PR/8/34 susuna karst Coldmix® in vitro antiviral etkisi deney
sonrast viriis miktarindaki azalma arastirilarak degerlendirildi.

5x10° TCID50 log/mL titrede influenza viriis A/PR/8/34 uyguland: Sitopatik etki
varliginin invert mikroskop altinda degerlendirilmesi sonucu elde edilen veriler Spearman-
Karber metoduna gore hesaplandiginda virtis titrasyonlari Coldmix® i¢in ortalama 5 log/mL
virlis, ay¢igek yagi i¢in 6 log/mL, viriis kontrol i¢in 6 log/mL virtis titresi olarak hesaplandi
(Tablo 10, Sekil 14). Iki dakikalik maruziyet sonrasinda kontrole gore 0.5 log’luk bir azalma

goriiliirken 30 dakikalik maruziyet sonrasinda 1.5 log’luk bir azalma saptandi.
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Tablo 10. Coldmix® iiriiniiniin in vitro anti-influenza viriis etkinlik sonuglari
Siire Coldmix® | Farma Grade Aycicek | Viriis Kontrol | Hiicre Kontrol
Yag1
- - - - 0
2 dk 5.5log 6.0 log 6.0 log -
5 dk 5.0 log 6.0 log 6.0 log -
10 dk 5.0 log 6.0 log 6.0log -
15 dk 5.0 log 6.0 log 6.0 log -
30 dk 4.5 log 6.0 log 6.0 log -
In Vitro Antiviral Aktivite
9
8
0 7
£
S 6
S
B
R 4
O 3
|_
2
1
0

t0 t2 t5 t10 t15 t30

B Aycicek Yagi m Coldmix m Virls Kontrol

Sekil 14. In vitro antiviral etkinlik grafigi
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4.5. Oseltamivirin Etkinliginin Arastirilmasi

Deneyin baglangicindan bitimine kadar fare agirliklar1 not edildi (Tablo 11, Tablo

12; Sekil 14).

Viriisiin verilmesinden sonraki altinci giinde rastgele segilen 6 farenin akciger

siispansiyonlarinda viriis taramasi yapildi. Sonuglara gére Spearman-Karber Metodu ile

iiriiniin anti-influenza etkinligi belirlendi (Tablo 13). Oseltamivir % 99,7 anti-influenza etki

gosterdigi belirlendi.

Tablo 11. Oseltamivir etkinlik deneyindeki farelerin giinliik ortalama agirliklari(g)

0 1 2 3 4

5

6 7 8 9

10

11 12

13

14

15

16

17

OS 19,4 17,9 17,6 18,7 17,9

17,8

169 | 173 | 174 | 184

18,8

16,5 16,1

19,4

20,3

20,9

20,3

21,5

21,5

Giinlere Gore Ortalama Agirhk

24

22

20

18

16

14

Ortalama Agirlik (g)

12

10

6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19

Gilinler

Sekil 15. Oseltamivirin etkinlik deneyindeki farelerin ortalama agirlik grafigi

Tablo 13. Oseltamivirin anti-influenza etkinlik degerleri

Oseltamivir

Viriis Kontrol

Hiicre Kontrol

6.0 log

8.5 log

0.5 log
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4.6. Coldmix® Anti-Influenza Viriis Aktivitenin In Vivo Degerlendirilmesi

Calisma igin 17-23 g agirlikta disi BALB/c fareler kullanildi. Onar fareden olusan
Coldmix® calisma grubu, viriis ile enfekte fakat hi¢bir isleme tabi tutulmayan enfekte
grup (pozitif kontrol) ve saglikli grup (negatif kontrol) olmak {izere 3 grup olusturuldu.
Deneyin baslangicindan bitimine kadar her giin tartim yapilarak fare agirliklari not edildi
(Tablo 14, Tablo 15; Sekil 15). Viriis verilip Coldmix® ile muamele edilen gruptaki
farelerin ortalama agirliklarinin viriis verilmeyip ayni zamanda herhangi bir maruziyete
birakilmayan kontrol grubundaki farelerin ortalama agirliklar1 benzerken, viriis verilen
ve iriine maruz birakilmayan gruptaki farelerin agirliklarinda yaklasik %10’luk bir
azalma oldugu goriildii.

Tablo 14. Coldmix®’in antiviral etkinlik deneyindeki farelerin giinliik ortalama agirliklar

(2

189 19.7 19.8 20,1 20,1 196 197 20,1 19.5 199 20,1 20,1 20,1 208 21,1 209 21,1 214 214 218 218 216

CM: Coldmix®, PK: Pozitif kontrol, NK: Negatif kontrol

Giinlere Gore Ortalama Agirhk

N N NN
o B N W

Ortalama Agirlik (g)
e e e T v o
U OO N 00 L

12 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22

Giinler

Coldmix PK NK

Sekil 16. Coldmix®’in antiviral etkinlik deneyindeki farelerin ortalama agirlik grafigi
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Enfeksiyonun altinci giinlinde rastgele segilip akcigerleri ¢ikarilan 4 farenin
akciger homojenatlarinda viriis titresine bakildi. Negatif kontrol grubun akciger
homojenatlarinda viriise rastlanmazken; Coldmix® c¢alisma grubunun akciger
homojenatinda ortalama 2,83 log/mL, pozitif kontrol grupta 3.84 log/mL viriis titresi
hesaplandi. Coldmix® c¢aligma grubunu pozitif kontrol grubu ile kiyasladigimizda

akcigerlerdeki viriis tiresinde %87.98’lik bir azalis goriildi (Tablo 16).

Tablo 16. Rastgele secilen farelerin akciger homojenatlarindaki virdis titreleri

Test Log TCIDso Ortalama Sonuglar

Coldmix® 1 2.5
Coldmix® 2 2.83

2.92
Coldmix® 3 3.17

R=Log PK — LogCM
Coldmix® 4 3.17
R=0.92 % 87.98

Pozitif kontrol 1 4.5
Pozitif kontrol 2 35

3.84
Pozitif kontrol 3 3.17
Pozitif kontrol 4 4.17

Akciger homojenatlarindaki viriis titrelerinin ortalamalar1 karsilastirildiginda
Coldmix grubu ile pozitif kontrol grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark

bulunmamastir (p= 0.307).

AKkcigerlerin Histopatolojik Sonuclar: ve istatiksel Degerlendirme

Yapilan histopatolojik degerlendirme sonucunda Coldmix® c¢alisma grubunda
farelerin birinde hafif, birinde orta ve ikisinde agir diizeyde hasar goriildii (Sekil 17a, Sekil
17b, Sekil 17¢). Pozitif kontrol grubundaki farelerin hepsinde agir diizeyde hasar saptandi
(Sekil 17d). Negatif kontrol grubunda herhangi bir hasar izlenmedi (Sekil 17¢).
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Sekil 17. Fare akciger dokularmin histopatolojik degerlendirilmesi. (a) Coldmix® iiriinii;
skor 1 (hafif hasar). (b) Coldmix® {iriinii; skor 2 (orta hasar). (¢) Coldmix®
irlinii; skor 3 (agir hasar). (d) Pozitif kontrol; skor 3 (agir hasar). (e) Negatif
kontrol; skor 0 (normal).
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5. TARTISMA ve SONUC

Insanlar hastaliklarin tedavisinde eski caglardan beri bitkileri kullanmuslardir.
Bitkilerden elde edilen ugucu yaglardan giliniimiizde de fitoterapide siklikla

yararlanilmaktadir.

Ticari tirlin olarak piyasada da bir¢ok ruhsatli {iriin bulunmasina ragmen bu tiriinlerin
etkinligi ve toksik etkileri lizerine bilimsel ¢aligsmalar ya yoktur ya azdir ya da yetersizdir.
Bu durumun nedenlerinden biri hem Tiirkiye’de hem de diinyada ¢alisma metodolojisinin
standardize edilememis olmasidir. Bu ¢alismayla birlikte piyasada bulunan bu tarz {iriinler

icin uygun bir metodolojik yaklagimin belirlenmesi amaglanmistir.

Bu ¢aligmada temel maddesi okaliptus ve ladin bitkilerinden elde edilen ugucu yaglar
olan takviye edici iiriin “Coldmix® Inhaler Damla” isimli bitkisel iiriiniin influenza viriis
lizerine in vitro antiviral etkisi MDCK hiicreleri kullanilarak standart hiicre kiiltiir yontemleri
ile in vivo calismalar ise BALB/c fareleri kullanilarak hayvan deneyi modelinde
degerlendirildi. Bir ticari iiriin olan Coldmix® inhalasyon yoluyla kullanildigindan bu
calisma iiriiniin buhar fazi ile yapilmistir. Uriiniin in vitro sitotoksik ve anti-influenza viriis
etkisini test etmek amaciyla MDCK hiicreleri kullanilmistir. Okaliptus yagiin aktif
molekiilleri 1,8 sineol, alfa pinen ve limoneni i¢eren monoterpenler ve seskiterpenlerdir (3).
Antiviral, antibakteriyel, antienflamatuvar gibi teropatik Ozellikleri bu molekiillerden

gelmektedir (6).

Bitkisel {irtinlerin toksik etkileri farkli yontemlerle aydinlatilmaya c¢aligilmistir.
Okaliptus ucucu yaglarinin buhar fazi kullanilarak sitotoksik etkisine iligkin veriler olduk¢a
sinirhidir. Bu ¢alismada Coldmix ® {iriiniiniin 6nerilen konsantrasyonlarinda (buhar faziyla
15 dakika ve 3 tekrarli yapilan) MDCK hiicreleri iizerinde toksik etki gdstermedigi
bulunmustur. Coldmix ® ile negatif test grubu arasinda higbir fark gézlenmezken pozitif
kontrolde toksisite goriilmiistiir. Bu sonu¢ Coldmix ®’in buhar fazinda giivenli olarak
kullanilabilecegini gostermektedir. Bu veri benzer c¢alismalarla oOrtiismektedir. Vero ve
MDCK hiicreleri ile yapilan ¢alismalarda ugucu yaglarin hiicrelere toksisite gostermedigi

bildirilmistir (45, 13, 98).

Coldmix ® iiriiniiniin in vivo toksisite ¢alismanin kisithliklarindan biridir. In vivo
toksisite c¢alismalar1 i¢in hayvan modellerinde uzun siireli multidisipliner yaklagimlar

gerekmektedir.
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In vitro deneylerinde uygulama yolu olarak genellikle ugucu yagin hiicrelerin lizerine
eklemesi yontemi kullanilmaktadir (Cermelli, Serafino, Gilling, Juergen). Uriiniin kullanimi
sirasinda uygulama yolu goz Oniine alindiginda buhar fazinin etkisinin arastirilmasi
(Vimalathan) daha uygun bulunmustur. Coldmix ® {iriiniiniin buhar fazinin influenza viriis
tizerine antiviral etkinligi in vitro olarak test edildiginde viriis tirelerinde azalmaya sebep
oldugu gozlendi. Benzer sekilde Usachev ve ark. (9) okaliptus yaginin ana bileseni olan 1,8
sineol’in in vitro sartlarda aeresol ile uygulanmasi sonucunda influenza A

NWS/G70C(H11N9) susuna kars1 antiviral etkiye sahip oldugunu gdstermistir.

Ugucu yaglar ile yapilan in vivo ¢alismalarda uygulamalar karin igine (intraperitonal)
ve kas igine (intramiiskiiler) enjeksiyon yoluyla (25), nebiilizatér yardimiyla inhalsyon
yoluyla (7, 48), ugucu yag bir kafes i¢inde (a¢ik alanda) soluma yoluyla (49, 50) ve oral
olarak verilmesi yoluyla yapilmistir (14, 17 ,51). Bu ¢alismada, takviye edici {iriin olarak
piyasada bulunan Coldmix ®’in &nerilen kullanim yolunu (buhar fazi/soluma yolu) taklit
edecek sekilde bir deney modeli tasarlanmistir. Bu deneyde influenza viriisii ile enfekte
edilmis fareler inhalasyon yoluyla Coldmix ®{iriiniine maruz birakilmistir. Deney sonucunda
Coldmix ® {iriiniine maruz birakilan enfekte farelerin hicbir isleme tabi tutulmayan enfekte

farelere gore iyilesme stirecinin (agirlik artislar1) daha erken basladig1 gdzlenmistir.

Bu calismada antiviral etkinligin in vivo degerlendirildigi deney tasariminin 6.
giinlinde rastgele secilerek akcigerleri c¢ikarilan farelerin akciger homojenatlari
incelendiginde Coldmix ® iiriiniine maruz kalanlarin viriis tiresinin kontrol grubuna gore
daha az oldugu hesaplanmistir. Benzer bir yontemle (aerosol yolu) yapilan deneyde
CYSTUSO052 (Cistus incanus bitkisinden elde edilen bitki 6ziitli) ile muamele edilen kus
gribi A/FPV/Bratislava/79 (H7N7) (FPV) viriisii ile enfekte farelerde hastalik gelismedigi,
akcigerlerindeki viriis miktarinin ise 6nemli dlgiide azaldig1 gosterilmistir (51). Bastos ve
ark. (7) guinea piglerde olusturduklari astim modelinde 1,8 sineoliin inhale yoluyla
verilmesinden sonra kobaylarda trakeal kasilmalarin azaldigin1 ve antienflamatuvar etkiyi

gostermiglerdir.

Cikarillan akcigerler histopatolojik olarak incelendiginde viriis titresi Ol¢lim
sonuglarina benzer sekilde Coldmix ® grubu farelerin akciger hasarinin pozitif kontrol (tiimii
agir hasarli)) grubuna gore daha az hasarli oldugu goézlenmistir. Bu bulgular iiriiniin

akcigerdeki virilis sayisini azaltirken ayn1 zamanda akciger dokusundaki hasar1 da azalttigi
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yonilinde degerlendirilebilir. Daha kalabalik denek grubuyla ve daha uzun siireli

degerlendirmeye ihtiya¢ vardir.

Bu calismada, ¢calisma gruplariin akciger homojenatlarindaki viriis titreleri Mann-
Whitney unpaired nonparametric one-tailed istatistik yontemi ile karsilagtirilmistir.
Coldmix ® grubu ile diger gruplarin istatiksel olarak degerlendirilmesinde anlaml1 bir fark
bulunamamustir. Orneklem sayisinin az olmasindan kaynakli oldugu diisiiniilen bu durumun
daha genis bir deney grubuyla calisilarak degerlendirilmesi, sonuglarin netlestirilmesi

acisindan yararli olabilecektir.

Grip, tedavi ve hastane giderlerinin yan 1sira is gilicii kaybina ve biiyiikk oranda
ekonomik kayba yol agan olduk¢a bulagici bir hastaliktir ve tiim diinyada ciddi bir saglik
sorunu olusturmaya devam etmektedir. Hastalar gribin semptomatik tedavisinde siklikla
dogal bitkisel iiriinlerden destek almaktadirlar. Bitkilerden elde edilen ucucu yaglarin
antibakteriyal, antiviral, antienflamatuvar etkileri gosterilmistir (9, 10, 14, 15, 24). Marka
tescili olan ve on y1l1 askin bir siiredir pazarda takviye edici iiriin olarak kullanilan Coldmix®
ile yapilan bir ¢aligmada SARS-Cov-2’ye karsi antiviral etkinligi in vitro olarak
gosterilmistir (99). Coldmix®’in influenza viriise kars1 etkinligi in vitro ve in vivo olarak ilk
kez bu ¢alismada arastirilmistir. Bu in vitro ve in vivo deney kosularinda tirliniin bazi olumlu
etkileri gorilmiistiir. Bununla birlikte, {irliniin antiviral etkisinin arastirilmasinda
mortalitenin yani sira morbiditenin daha ayrintili bir sekilde arastirilmasi, tist solunum
yolundaki mukus miktarin Ol¢iilmesi ile iiriin etkinliginin daha ayrintili bir sekilde test
edilmesi etkinligin ortaya konmasinda metodolojiye eklenmesi gereken unsurlar olarak

distiniilmektedir.

Sonug olarak, yontem gelistirmenin amaclandig1 bu ¢alismada ticari olarak piyasada
bulunan Coldmix ® influenza viriise kars1 bilimsel kriterler esliginde arastirilmistir. Viriisiin
MDCK hiicrelerinde belirgin bir sitopatik etki olusturmamas1 hayvan deneyi modellerinin
standardize edilmesindeki zorluklar ile birlikte ilgili lirliniin kisa donem biyolojik etkileri
incelenmis ve toksik etki goriilmeksizin hastaliktan iyilesme siirecine katkisi olabilecegi
degerlendirilmistir. Ayrica, daha genis deney gruplar1 ve uzun siireli planlamalarla bu tiir
caligmalarin yapilmasi hem iirlinlin biyolojik etkilerinin ortaya konmast hem de yan

etkilerinin izlenmesi agisindan daha yararl olacaktir.
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4. HIZMETE iLiSKiN ESASLAR

4.1 Yiiriitiicii, proje konusundaki ¢aligmala; lizerinde ticari hak iddia edemez, proje caligmalar;
esnasinda ve sonrasinda gelistirilen {iriinleri kendi adina baska yerlerde ve islerde kullanamaz,
satamaz.

4.2 BILGI CERCEVESINDE HAREKET:. Yiiriitiicii, Firma'dan alacag: bilgiler gergevesinde
hareket edecek olup eksik ve/veya hatal; bilgi verilmesi sonucu olusabilecek olumsuzluklardan
sorumlu tutulamaz.

4.3 SORUMLULUK: Yiiriitiicii, sahip oldugy bilgi gergevesinde firmaya fikirlerini aktaracaktr,
Ancak firma, aktarilan bilgi ve fikrilere uyup uymamakta veya kismen yerine getirmekte tamamen
serbest olup bu islemlerin her tirlii sorumlulugy da kendisindedir.

4.4 CIKAR CATISMASI: Taraflarin yapmis olduklari ¢aligmalar sirasinda, isbu sézlesmede
belirtilen konu ile ilgili diger faaliyetlerinden dolay kisisel gikarlarin olmasi halinde bunu agik¢a
diger tarafa bildirecektir.

4.5 Yiiriitiicii. hizmetin en iyi sekilde yerine getirilmesi igin gayret sarf edecektir. Ancak sunulan
hizmetin firma tarafindan yeterli ve/veya dogru bulunmamasi durumunda firma, s6zlesmenin feshi
disinda zarar ziyan ve benzeri herhangi bir nam ve ad alinda maddi ve/veya manevi herhangi bir
tazminat talep etmeyecegini kabul, beyan ve taahhiit eder.

4.6 Taraflar isbu s6zlesme cergevesinde meveut hak ve yiikiimliiliiklerini tigiincii gergek ve tiizel
kisilere devretmeyeceklerdir. Aksi durum sozlesmenin feshi ile s6zlesme bedelinin iadesini gerektirir.
4.7 Taraflardan biri sézlesme bitis tarihinden itibaren 1 (bir) sene iginde, kars tarafin isbu s6zlesme
hitkiimlerinden birini veya bazilarini ihlal etmesine ses ¢ikarmaz ve sézlesmeden dogan haklarini
kargi taraftan talep etmezse, bu siirenin sonunda s5z konusu bu haklarindan ve haklarla ilgili
hiikiimlerin tatbikinden vazgegtigi anlamina gelir ve isletilmeyen hiikiimlerin ileride uygulanmasin
istemeye engel teskil eder.

5. SOZLESME SURESI

Isbu Sozlesme taraflarin karsilikli imzast ile ytirirliige girer ve yiiriitiiciiyle firma arasinda mutabik
kalinan 12 ay siire boyunca gegerli kalir. Sozlesme kapsaminda yapilacak is ve islemlerin firmadan
kaynakli olarak baglatilamamas: durumunda sézlesme siiresi ve biitcesinin yenilenmesi teklif
edilebilir. Taraflarin mutabik kalmas: ile s6zlesmenin siiresi firmanin inisiyatifi ile uzatilabilir.

6. TARAFLAR VE SORUMLULUKLAR
a) Taraflarin Mali, idari ve Teknik Sorumluluklar::

Proje yiirtitlicti kurulug ve proje yiiriitiiciisli; sunulan projenin ig paketleri ve dénemsel giderlerini
idari ve mali olarak kontrol izlemek ve proje faaliyetleri ile birlikte degerlendirmekle yiikiimlidiir.
Program yo6netmeligi ve uygulama esaslari gergevesinde kalmak sartt ile mali, idari ve teknik
sorumluluklar yerine getirmekle yiikiimliidiir:

a) Yiritiicti kurulus; desteklenen projelerin bilimsel, teknik, idari, mali ve hukuki y6nden bu
Uygulama Esaslarina uygun bir gekilde yiiriitiilmesinden, projelerin degerlendirme ve izleme
asamalarinda, hakeme, izleyiciye, uzmanlara gergkli arag ve ortamlarin saglanmasindan ve gerekli
bilgi akiginin saglanmasindan, igbirligi sézlesmesi hiikiimlerine uymaktan tiizel kisilik olarak,

b) Proje ortag: kurulug; Proje giktilarnin giincellenmis proje sonuglart uygulama planmna uygun
bigimde gerceklestirilmesinden, proje kapsaminda yapilacak harcamalar igin kendi yiikiimliigindeki
tutarlara ait faaliyetleri, igbirligi s6zleymesi hiikiimlerine uymaktan tiizel kisilik olarak,
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c) Yiriittic kurulug yetkilisi; desteklenen projejorin pilimsel, teknik. idari, mali ve hukuki y5nden
bu Uygulama Esaslarina uygun bir sekilde Yiiriitiilmesinden yilriitiicii kurulus adina,

d) Proje ortag: kurulus yetkilisi; Proje ¢iktilaring, proje sonuglari uygulama planina uygun bigimde
gergeklestirilmesinden, proje kapsaminda Yapilacak harcamalar i¢in kendi yiiktimliigiindeki tutarlar;
proje 6zel hesabina zamaninda aktarmaktan, isbirligi sozlesmesi hitkiimlerine uymaktan Proje ortag;
kurulus adina,

e) Proje yiriticisii; desteklenen projelerin degerlendirme ve izleme asamalarinda hikeme,
izleyiciye, gerekli ara¢ ve ortamlarin saglanmasindan. projelerin  bilimsel ve teknik olarak
yiirtitiilmesinden, gerekli bilgi akiginin saglanmasindan, harcama ve giderlerin proje gereklerine
uygunlugundan yiiriitiicti kurulug yetkilisi adina,

f) Proje ortagi kurulus proje sorumlusu; destek igin bagvurulan projenin yiiriitiicii kurulus ile
esguidiimiinden ve ilgili raporlarin verilmesinden ve yazigmalarin yapilmasindan Proje ortag: kurulug
vetkilisi adina sorumludur.

b) Projenin Teknik Yénetime Iliskin Hususlar (Teknik Yonetim, Raporlarin Hazirlanmas:
Sorumlulugu, vb.)

Proje yiiriitiiciisi ve Proje ortagi kurulus proje sorumlusu, proje faaliyetleri ilerlemesinden, ara
raporlarin hazirlanmasimdan, teknik ve mali raporlarin hazirlanmasi ve izleme toplantilarini organize
etmekten ortak sorumludur.

¢) Proje sonu¢ asamasinda, proje siiresince iiretilen teknik dokiimanlarin Proje ortag
Kurulusa devredilmesine iliskin hususlar:

Proje sonucunda elde edilecek teknik dokiiman ve ¢iktilar, ticarilesmesi igin Proje ortagi Kurulus ile
donemsel hazirlanacak teknik ve mali raporlar dahilinde paylagilacaktir.

Bu projenin g¢iktis1 yiiriitiici tarafindan bilimsel makale, bildiri, poster, doktora tezi olarak
kullanilabilecektir.

7. FIKRI VE SINAI MULKIYET HAKLARI

7.1 Bu projenin gergeklestirilmesi sirasinda ¢alisanlarin meydana getirdikleri eserlerin manevi haklar
bu kisilere ait olup, mali haklar1 5846 Sayil Fikir ve Sanat Eserler; Yasas1’nin 8.nci maddesi uyarinca
Firmaya aittir,

7.2 Bu projenin gergeklestirilmesi sirasinda galisanlarn yapacaklar buluslara 551 Sayih Patent
Haklarinin Korunmas: Hakkinda Kanun Hiikmiinde Kararname, endiistriyel tasarimlara da 554 Say1li
Endiistriyel Tasarimlarin Korunmas: Hakkinda Kararname hitkiimleri uygulanir. Proje galigani
bulusu ya da tasarimi ivedilikle kendi tarafina bildirmek zorundadir. Taraflar ise boyle bir bildirimi
yine ivedilikle diger tarafa iletmek zorundadir.

7.3 Bu sozlesme kapsammdaki' projelerin uygulanmas: sirasinda proje yiiriitiiciisiiniin katkisi ile
ortaya ¢ikacak her bulug (lar) igin yapilacak patent, faydali model ve endiistriyel tasanm tescili
bagvurularina taraflar birlikte karar vereceklerdir. Bagvuru sahib; Proje Yiiriitiiciisii iiniversite
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KIiSISEL BILGILER

Ad1 Soyadi : Neslihan AYDEMIR
Uyrugu : Tirkiye Cumhuriyeti
Dogum Tarihi

Telefon (Is)

E-Posta

Yazisma Adresi (Is)

EGITIM BILGILERI
Derece Mezun Oldugu Kurumun Adi

Doktora/Uzmanlhik Karadeniz Teknik Universitesi

Yiiksek Lisans Gebze Teknik Universitesi
Lisans Atatiirk Universitesi
Lise Erzurum Fen Lisesi

AKADEMIK/MESLEKI DENEYIMi

Gorevi Kurum
1. Ogretim Gorevlisi Saglik Bilimleri Universitesi
YABANCI DiL
Ingilizce
UZMANLIK ALANI

Hiicre Biyolojisi
HOBILER
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2. Arkadaglarimla vakit ge¢irmek
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