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Ozet

Bu ¢alismanin amaci dogal bir toksik olmayan zeolit olan klinoptilolit’in antiviral dzelliklerinin degerlendirilmesidir. Burada,
dogal klinoptilolit’in tribomekanik mikronizasyonu vasitasiyla ince bir mikronize zeolit tozu (MZ) elde edilmistir. Farkli
viral stisfansiyonlar MZ’nin 0.5 ila 50 mg/ml araliginda konsantrasyonlart ile tedavi edilmistir. Viral treme optik mikroskop
ile sitopatik etki yiizdesi (CPE) bakimindan incelenerek degerlendirilmistir. Antiviral testlerde insan adenoviriisii 5, herpes
simplex virust tip 1 (HSV 1) ve insan enterovirisleri (koksakiviriis BS ve ekoviris 7) kullanilmistir. 12,25 ila 50 mg/ml MZ
konsantrasyonlar: ile viral Uremede belirgin bir inhibitor etki baslatilmis olsada 0.5 ila 5 mg/ml arasindaki MZ
konsantrasyonlar1 ya ¢ok diisiik antiviral etki baslatmis yada hig antiviral etki gézlenmemistir. MZ, HSV 1, koksakivirus B5
ve ekovirls 7°nin viral Gremesini adenovirus 5’den daha etkin bigimde onlemistir. MZ nin antiviral etkisi spesifik olmayan
bir etki gibi goziikmekte ve klinoptilolit 6zelliklerindeki iyon degisiminden ziyade daha ¢ok viral partikiillerin MZ kiime
porlari igersine kaynasmasi ve katilimi esasina dayanmakta gibi goziikmektedir. Baglangigta aldigimiz sonuglar MZ’nin ister
herpesviriis enfeksiyonlarinda lokal uygulama ile (ciltte) isterse adenoviriis veya enteroviriis enfeksiyonlarinda oral yoldan
uygulanmas: ile terapdtik uygulanmasi ihtimalini ortaya ¢ikartmistir. Ayrica, MZ aym1 zamanda i¢me sularmin farkl
viriislerden temizlenmesinde de kullanilabilinir.
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1. Giris

Klinoptilolit dogal ve toksik olmayan bir zeolit olup
monoklinik  kristal yap1 simetrisine ve giiclii abzorbsiyon
kabiliyetine ve iyon degisimi kapasitesine [1] sahiptir. Bu

ozelliklerinden sanayi, tarim, gevre ve biyolojik teknolojilerde

Melanoma hiicrelerinin enjekte edildigi farelere gastrik
intlibasyon yoluyla verilen Klinoptilolit melanoma
metastaslarimin sayisini belirgin 6lgiide azaltmustir [2].
Cesitli tiimdr tiplerinden sikayet¢i olan Fareler ve
Kopekler uzerinde Klinoptilolit tedavisinin genel saglik

durumunda diizelmeye, yasam siiresinin uzamasina, ve



genis ¢apta yararlanilmaktadir [2].

Zeolitler aym zamanda gerek pozitif gerekse negatif olmak
iizere biyolojik aktiviteye sahiptirler. Dogal klinoptilolitin en
cok bilinen ve belgelenmis bulunan pozitif biyolojik aktivitesi
antidiyareyik ilag olarak etkimesidir [3]. Ayrica, bunlardan
bazilar1 antibakteriyel 6zellige de sahip goziikkmektedirler [4].
Bu calismada kullanilan ve Vranje, Sirbistandan alinan
Klinoptilolit’in antioksidatif ve immunostimilator etkileri
mevcuttur [5], ve antikanser tedavilerinde adjuvant olarak
kullanilmaktadir [6-8].

*Yazarin iletisim numaralart. Tel.: +385 1 4661111;fax: +385 1 4661010.
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tiimor ebadinda kiiciilmeye yol actigr goriilmistiir. Baz1
kopeklerde Klinoptilolitin cilt kanserlerine lokal olarak
uygulanmasi tiimér formasyonunu ve bilylimesini etkin

bi¢imde azaltmigtir [6].

Klinoptilolitin baglica negatif biyolojik etkisi agir metal
igeriginin (Pb, Cd, Zn, v.s.) yiiksek olmasi halinde
gelismis  organizmalarda (memelilerde) toksisitesinin
yitksek olmasidir. Bu nedenle, Vranje, Sirbistandan
alman klinoptilolit ile fare ve si¢anlar iizerinde klasik
akut, alt-kronik ve kronik toksisite ¢aligmalar1 yapilmigtir
[6,9]. Sonuglar fare ve siganlara 6 ve 12 ay siiresince oral
yoldan klinoptilolit verilmesinin sirasi ile tedavinin toksik
etkisi olarak adlandirilabilecek herhangi bir degisiklik

gostermedigini ortaya koymustur.

M. Grce, K. Pavelic” / Microporous and Mesoporous Materials 79 (2005) 165-169



Sonuclara dayanarak klinoptilolitin absorban kalitesi ve iyon
degisim o6zelliklerinin viriisler {izerinde de etkili olabilecegini
diigiindiik. Burada bir dogal klinoptiloti (Vranje, Sirbistan) [6]
adenovirlsler, herpesviriisler ve enterovirosler (koksakivir(s,

ekovirls)lin in vitro viral replikasyonu lzerinde test ettik.

2. Deneysel

2.1. Dogal Klinoptilolit

Ince dogal klinoptilolit tozu , yani mikronize zeolit (MZ)
Vranje  Sirbistan’dan  alman  dogal  klinoptilolitden
tribomekanik mikronizasyon yontemi ile elde edildi.[6].
MZ’nin kimyasal kompozisyonu ve karakteristikleri daha

Once tammlanmusti [5,6].

2.2. Hiicre Dizileri

Insan servikal karsinom hiicreleri (HeLa;ATCC numarast:
CCL-2) ve Afrika yesil maymunu bobrek epitel hiicreleri (BS-
C-1;ATC C numarasi: CCL-26) kullanilmistir. Hucreler
Dulbecco’s modified eagle mediumunda (MEM;Gibco BRL,
USA) dretildi ve %10
(FBS;Gibco BRL,USA), %1 L-glutamin ve %0.3 sodyum
bikarbonat iye 37 °C de ve %5 COzile desteklendi.

inaktive fetal bovin serumu

2.3. VirUsler

Adenoviris 5 (ATCC numarasi: VR-5), herpesviriis

tip 1 (HSV 1;ATC C numarasi: VR-733), ve iki etenroviriis
kaksakivirlis B5 virlisi (ATCC numarasi: VR-185) ve
ekoviris 7 (ATCC numarast: VR-37) bu calismaya dahil
edilmistir. Enterovirtsler konfluant BS-C-1 monolayerlarinda
uretilirken Adenovirius ve herpesviriis HeLa’da gogaltilmigtir.
Viral suspansiyon maksimal viral Uremede yani tim hicre
monolayerinda %100 sitopatik etkide (CPE) alinan enfekte
medyanin (%2 FBS ilave edilen MEM) santrifugasyonu (20
dakika, 4°C, 5000 - g) sonrasinda hiicresiz supernatantlar
icermistir. Viral slisyansiyonun seri dillisyonu (adenovirtsler
ve herpesvirlsler igin 1:2 ve enterovirusler icin 1:10)ile elde
edilen bes farkli goreli viral titreye (V1-V_4) antiviral deney

oncesi MZ ile isleme tabi tutulmuslardir.

Inkiibasyon sonrasinda (15 h,4°C, sabit rotasyon),
stispansiyon (media ve MZ) solid fazdan (MZ) likitin
ayrilmasi igin santrifijje tabi tutulmustur (10 min, 4°C,
3000 - g).

2.5. Antiviral deneyler

Hela ve BS-C-1 hiicreleri ml bagina 2 x 10*hlcrelerde 24
dibi diz mikrotitre wellpleytde (Becton Dickinson, USA)
dollenmistir. Viral enfeksiyon bir giinliik konfulant hiicre
monolayerlar1 ile gergeklestirilmigtir. Pleytler 37°C ve
%5 CO2 de inkiibe edilmis ve CPE optik mikroskopi ile
3-4 giin boyunca her 24 saatte bir takip edilmistir
(virisiin tipine bagli olarak). Her bir deney dort kez
tekrarlanmigtir .Viral tiremenin inhibitér etkisi CPE’nin
yiizdesi olarak degerlendirilmis ve yine 4°C da 15 saat
siiresince MZ olmaksizin (pozitif kontrol) inkiibe edilen
benzer viral siispansiyon diliisyonlarimin CPE’si ile

karsilastirilmistir.

3. Sonugclar ve diistinceler

Morfolojileri ve bilolojik karakteristikleri esas alinarak
dort farkli virus segilmistir: (2) konake1 hiicreden alinan
lipoprotein zarinin bulundugu veya bulunmadig: viriisler,
(b) DNA veya RNA vyineliyen virlsler ve (c) hicre
kiiltiiriinde yiiksek enfektivite ve relatif hizli CPE
bulunan virsler. Herpesviriislerin kapsidi 100-200nm
caplar1 arasinda farklilik gosteren lipoprotein zari ile
sartlidir ve genomlar1 bikataner lineer DNA igerir.
Adenovirisler ve enterovirisler herpesvirtsler ile
mukayese edildiklerinde (koksakiviris ve ekovirisler)
zarsiz ve nispeten kiigiik (sirast ile 65-80 ve 22-30nm
viral  partikiil  ebadi)  viruslerdir.  Enterovirlsler
monokataner RNA igerirken, adenoviriislerin genomlar1
lineer bikataner DNA icermektedir.

Enterovirislerin hiicre kiltirinde (BS-C-1) viral titreye
bagli olarak (1:10 seri diliisyonda) 24 — 48 saat arasinda
hizla spesifik CPE (hucre lizizi) goézlenmekte olup
yuksek oranda enfektifdirler.

Adenovirisler ve herpesvirisler enteroviriislere nazaran

daha aza enfektif olup hiicre kiltirlerinde (HelLa)



2.4. MZ iglemi

Klinoptilolitin kendi su siispansiyonunda sedimantasyonu
sebebi ile bir hiicre kiiltiirliniin MZ ile isleme tabi tutulmasi
ve sonrasinda viral enfeksiyona bagli hiicrelerdeki morfolojik
degisimin takibi miimkiin degildir. Bu sebepten farkli viral
titreler (V1-V_4) ve%?2 FBS ilave edilmis MEM (negatif
kontrol) 0.5 ile 50mg/ml.araligindaki konsantrasyonlarda MZ

ile isleme tabi tutulmuglardir.

spesifik CPE (hiicre yuvarlanmasi) viral titre (1:2 seri
diliisyonda) ye bagh olarak 24 ila 72 saat ortaya
¢ikmaktadir.

Koksakivirus B5 ve ekovirlis 7’nin CPE leri BS-C-1
hicrelerinde gozlenirken Adenovirisiin 5’in ve herpes
virlis tip 1’in (HSV 1) CPE si HeLA hicreleri tzerinde
gdzlenmistir.

Klinoptilolitin viral treme Gzerindeki etkileri gerek MZ
konsantrasyonlarina MZ (Cwmz, 0.5 ila 50mg/ml araligin
da) ve gerekse viral titre (V! ia V™ araliginda)ye yani
antiviral etkiye baglidir. (Sekil. 1-4). Klinoptilolitin en
yiiksek konsantrasyonlarinda (50 mg/ml) antiviral etki en
Ust diizeye ulagmakta ve en diisiik viral titre (V™) gozlen-
mektedir. Antiviral etkinin gozlenen yiizdeleri de aym

zamanda viriis tipine baglidir (Tablolar 1-4).
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konsantrasyonlardaki klinoptilolitin (Cmz) HeLa hucre dizilerinde HSV 1 Giremesi

Uzerindeki etkisi (sitopatik etki yiizdesi-CPE).
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virtisiiniin bulunmadig kiiltiir medyas1 — negatif kontrol i¢in farkli
konsantrasyonlardaki klinoptilolitin (Cmz) HeLa hiicre dizilerinde Adenoviriis 5

Uremesi Gzerindeki etkisi (sitopatik etki yuzdesi-CPE).
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B5 Uremesi Uzerindeki etkisi (sitopatik etki yiizdesi-CPE).
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mg/ml araligindaki MZ konsantrasyonlari ile antiviral deney
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Sekil. 4. Viral titre © (®» Y GV 00, V(A V() G ve (#)
virtisiiniin bulunmadig kiiltiir medyasi — negatif kontrol i¢in farkli
konsantrasyonlardaki klinoptilolitin (Cmz) BS-C-1 hiicre dizilerinde Ekovirus 7

Uremesi Gzerindeki etkisi (sitopatik etki ylzdesi-CPE).

Tablo 1

MZ ile islem sonrast HSV1 iiremesinin ketlenme yiizdesi

MZ (mg/ml) Viral titre

v -3 v-2 vl !
0 0 0 0 0 0
0.5 0 7.1 6.3 5.6 0
5 16.7 28.6 18.8 278 0
12 66.7 714 50 444 20
25 83.3 8 688 55.6 50
50 83.3 857 75 6.7 60

Tablo 2

MZ ile islem sonrast adenovirus 5 liremesinin ketlenme yiizdesi

MZ (mg/ml) Viral titre

v Y y-2 v y!
0 0 0 0 0 0
0.5 7.1 0 0 0 0
5 14.3 0 0 0 0
12 21.4 6.3 5.6 0 0
25 286 18.8 16.7 15 10
50 429 3.3 27.8 23 15

Tablo 3

MZ ile islem sonrasi koksakiviriis B5 tiremesinin ketlenme yiizdesi

MZ (mg/ml) Viral titre

y-4 v-3 y-2 vl !
0 0 0 0 0 0
0.5 50 0 0 0 0
5 100 20 5.6 0 0
12 100 20 778 45 0
23 100 90 8.9 70 10
50 100 100 100 80 20

MZ konsantrasyonlar1 adenovirus 5, ekoviriis 7, HSV 1 ve
koksakiviriis B5’in CPE ketlenmesinde sirasi ile maksimum

%21.4 (V*), %50 (V*), %71.4 (V) ve %100 (V*) ortaya



Oncesinde isleme tabi tutulmasi spesifik CPE’nin veya adenovirus ~ koymustur. (Tablolar 1-4).
5, HSV 1 ve ekovirlis 7’nin ketlenmesinde diisiik bir oran ortaya
koymustur (%5.6-28.6), ancak viral titre V* de tamamen ketlenen

koksakiviriis B5 istisna olusturmustur (Tablolar 1-4). 12mg/ml’lik
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Tablo 4

MZ ile islem sonras1 ekoviriis 7 {iremesinin ketlenme yiizdesi

MZ (mg/ml) Viral titre

Y4 y—! v v y!
0 0 0 0 0 0
0.5 0 125 0 0 0
5 0 25 12.5 0 0
12 50 375 25 10 0
25 50 75 93.8 55 20
50 100 B7.5 B7.5 50 40

25 ve 50mg/ml’lik MZ konsantrasyonlar1 adenovirus 5 harig
olmak lizere en ¢ok isleme tabi tutulan viriislerin CPE sinde
belirgin dl¢iide daha yiiksek inhibisyon olusturmustur.
(Sekiller. 1-4). 25 ve 50 mg/ml’lik MZ konsantrasyonu ile en
diistik viral titrenin (V'4) isleme tabi tutulmasi sonucunda
Adenoviriis 5’in inhibisyonunda siras1 ile maksimum %28.6
ve %42.9 oranlar1 gézlenmistir. (Tablo 2).

25 ve 50 mg/mI’lik MZ konsantrasyonu HSV1’in CPE’sinde
sirast ile %83.3 (V™) ve %85.7 (V) oranlarinda yiiksek
inihit6r etki olusturmustur. (Tablo 1, Sekil. 1). Benzer olarak
25 ve 50 mg/ml’lik MZ konsantrasyonu koksakiviriis B5
(Sekil. 3) ve ekoviriis 7°de(Sekil. 4) %100 oranina kadar
CPE’de ylksek inhibitér etki olugturmustur.

Calismamiz MZ’nin viral {reme iizerinde inhibitdr etkisi
bulundugunu gostermektedir. Bu inhibitdr etki MZ ile isleme
tabi tutulmayan benzer hicre kiltiirlerine kiyaslandiginda
hicre kiltirleri Uzerindeki spesifik viral CPE’nin inhibisyonu
ile ortaya c¢ikmaktadir. Daha oOncede belirtildigi {izere,
MZ’inin inhibitdr etkisi MZ konsantrasyonlarina (0.5—
50mg/ml), viriislerin tiplerine ve konsantrasyonlarina (V* ila
V™ araliginda viral titre) baghdir (Sekiller 1-4 ve Tablolar 1-
4) 12mg/ml.’nin iizerindeki MZ konsantrasyonlarinda viral
Uremenin inhibisyonunda %50’nin (zerinde belirgin bir

inhibitor etki  gozlenmistir.  Adenoviriis 5’in  viral
stspansiyonunun MZ ile isleme tabi tutulmast HSV 1,
koksakiviriis B5 ve ekovirlis 7 karsisinda viral iiremede
belirgin bir inhibisyon ortaya koymamistir. Viral iiremenin
inhibisyonu muhtemelen spesifik degildir ve viral partikiil
ebadi, yapist ve genom tipinden bagimsizdir. MZ ¢ap olarak

1lm civarinda partikiilerin karigimint ve 0,45 nm ebadinda i

kapasiteleridir, yani lipoprotein yapisi (viral zar) proteine
(viral kapsid) nazaran gevreye karsi daha az dayanikli
oldugundan bu durum MZ uygulanmast ile
adenoviriislere (zarsiz) kiyasla neden herpesviriislerin
(zarl1) daha fazla destabilize oldugunu
aciklayabilmektedir. Ancak, bu teori enterovirislerin
(koksakivirls B5 ve ekoviris 7) tiremesinin ayni
zamanda zarsiz viral partikiillerin Mz tarafindan herpes
viriislerde (HSV 1) oldugu gibi neredeyse esit olarak
inhibisyonu sebebi ile tam olarak dogru degildir. Bunun
icin bu tip zayiflatilmis kiiltliir medyalarinin viral
viyabilitesi ve enfektivitesi indirgenmistir. MZ’nin bir
akoz soliisyonda (kiiltiir medyasi) viral partikiillerle
etkilesimindeki iyon degisim 6zelligine dayanan gergek
aksiyon mekanizmasinin daha da arastirilmasi ve
kapsamli biyokimyasal medya analizleri ve viral partikul
degisiklikleri ile ilgili analizler yapilmalidir.

MZ’in  farkli virlis tipleri iizerindeki aksiyon
mekanizmas1 muhtemelen spesifik olmayip buda MZ’yi
diger geleneksel antiviral ilaclar karsisinda daha da ilging
hale getirmektedir. [12]. Bu tip MZ ile viral partikillerin
inaktivasyonu sindirim  traktin1  enfekte eden
enterovirisler ve adenovirlsler gibi virtsler igin son
derece ilging olmaktadir ¢iinkii MZ  toksisite
olusturmamasi [6] sebebi ile oral yoldan alinabilmekte ve
tedavi amacl olarak kullanilabilmektedir. Bunun yanisira
MZ geleneksel dogal antidiyaretik tedavilerde kil veya
aktif [12,13]

Herpesvirtisler ozellikle bagisiklik sistemi zayiflamig

komar ile kullanilabilmektedir.
transplant uygulanmis hastalarda ve AIDS’li hastalarda

uzun Omirlii latens olusturabilmekte ve primer

enfeksiyon  sonrasinda  reactive  olabilmektedirler.
Genellikle, herpesvirlis enfeksiyonlar1 sistemli asiklovir
verilmesi yolu ile bagar1 ile tedavi edilmektedir [14].
Ancak, uzun sureli tedaviler sonrasinda hastalarda ilaca
kars1 direnglilik aniden ortaya c¢ikabilmektedir ve buda
tedavi edilememeye sebep olmaktadir. Bu nedenle MZ

gibi yeni etkin ve pahali olmayan ilaglarin eger kokii



por ile mezoporus zeolite agregasinda birlesmis ve/veya viral
olarak enfekte kiiltir medyasimin 15 saatlik isleme tabi
tutulmasi  esnasinda  bunlarin  kristalin  mikroyapisinin
yluzeyinde absorbe olan 20 ila 200 nm araligindaki ebatlarda
viral partikiilleri igermektedir. Partikiil ebad1 daha genis (100-
200Im) [10] olmakla birlikte borosilikat cam tozunun kaptirii
ile viral konsantrasyon yonteminde kullanilan benzer olgu
durumu en

sebebi ile bu akla yatkin agiklamasini

olusturmaktadir. Ayrica, MZ kiiltiir medyasindan temel
minerallari ve amino asitleri absorbe etmektedir [11]. Viral
Uremenin kaptir ve/veya viral partikilleri MZ kristalin mikro
yapist iizerine adsorbsiyonu yolu ile inhibisyon daha ileri
aragtirmalar gerektirmektedir(6rnegin elektron mikroskopi
analizleri). MZ’nin viral partikiiller iizerinde bir diger
muhtemel aksiyon mekanizmasi ise bunlarin viral partikiillerin

morfolojisini destabilize edebilecek olan iyon degisim

kurutulamiyor ise viral enfeksiyonlarin ketlemesine
yardimci olabilecegi diistinilmektedir. Ayrica MZ tekrar
tekrar ortaya cikabilen ve genellikle psikolojik olup
fiziksel olarak agr1 veren labial ve jenital herpesviriis
enfeksiyonlarinin inhibe edilmesi i¢in cilt {izerine lokal

olarak merhem veya jel seklinde siiriilebilmektedir.

4. Sonug
Baslangigta aldigimiz sonuglar Klinoptilolit’ in antiviral
ozelliklerinin MZ’nin tedavi amacl olarak herpesviriis

enfeksiyonlarina karsi gerek lokal yolla (ciltte)

uygulanmasit gerekse adenovirus veya enteroviriis

enfeksiyonlaria karsi oral yolla uygulanmasi ihtimalinin
Ancak viral tireme

MZ’nin

onlinii  agtigin1  gdstermektedir.

Uzerindeki  inhibUtér  etkinin yuksek

konsantrasyonlarinda ( 12 mg/ml {izerinde) gdzlenmesi
sebebi ile klinik uygulamalar1 ve doza cevap verme
etkisinin saptanmasi ve olusturulmasi zordur. Neyse ki
MZ’nin uygulanmasi ile ilgili konsantrasyonlarinda
herhangi bir endise olmaksizin igme sularindaki farkli
viral temizlenmesi kullanimi1

partikiillerin i¢in

mumkdindar.
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