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Abstract

In this study, the antiviral activities of the water extracts of two Turkey-endemic species Scutellaria
rubicunda subsp. pannosula and Scutellaria salviifolia against human respiratory syncytial virus (RSV),
using XTT-based colorimetric cytotoxicity test were investigated for the first time. For this purpose, Hep-2
cells were infected with RSV and then were cultured with hot water extract of S. rubicunda subsp.
pannosula or S. salviifolia. The antiviral activity of ECso was defined as the concentration achieved 50%
cyto-protection against virus infection and the selectivity index (SI) was determined by the ratio of CCsg
(concentration of 50% cellular cytotoxicity) to ECso. Results showed that water extract of S. rubicunda
subsp. pannosula has not anti-RSV activity. In contrast, the water extract of S. salviifolia exhibited a
significant antiviral effect against RSV with a CCsovalue of 94.18 pg/ml and a SI value of 34.16. We
suggest that S. salviifolia might be a useful medicinal plant against infection of RSV.

Keywords: Scutellaria species, Colorimetric XTT assay, Antiviral activity, Human respiratory syncytial

virus
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Scutellaria rubicunda Hornem. subsp. pannosula ve Scutellaria
salviifolia Ekstraktlarimin Respiratuvar Sinsityal Virus
(RSV)’una kars1 In Vitro Antiviral Aktiviteleri

Ozet

Bu c¢alismada, Tirkiye’ye endemik iki bitki tiirii olan Scutellaria rubicunda subsp. pannosula ve
Scutellaria salviifolia’dan elde edilen su ekstraktlarinin insan respiratuvar sinsityal virus (RSV)’una karst
antiviral aktiviteleri XTT temelli kolorimetrik testi kullanilarak ilk kez aragtirilmistir. Bu amacla, Hep-2
hiicreleri RSV ile enfekte edilmis ve daha sonra S. rubicunda subsp. pannosula ve S. salviifolia’nin sicak
su ekstrakti ile kiiltlire edilmistir. Virus enfeksiyonuna karsi %50 koruma saglayan ekstrakt konsantrasyonu
ECsy olarak tanimlanmis ve CCsy (%50 sitotoksisite gosteren ekstrakt konsantrasyonu)’nin ECsy’ye
oranindan da segicilik indeksi (SI) belirlenmistir. Arastirma sonuglari, S. rubicunda subsp. pannosula su
ekstraktinm anti-RSV aktiviteye sahip olmadigin1 gdstermistir. Buna karsilik, S. salviifolia’nin su ekstrakti,
94.18 pg/mL ECsy degeri ve 34.16 SI degeriyle, RSV’ye kars1 6nemli bir antiviral etki gostermistir. Sonug

olarak, S. salviifolia’nin RSV enfeksiyonuna kars1 faydali bir tibbi bitki olabilecegini 6neriyoruz.

Anahtar Kelimeler: Scutellaria tiirleri, Kolorimetrik XTT testi, Antiviral aktivite, Insan respiratuvar

sinsityal virusu

1.Giris

Viruslarin neden oldugu akut respiratuvar enfeksiyonlar, diinyanin her yerinde ¢ocuklarda morbidite ve
mortalitenin baglica sebebidirler. RSV (Respiratory syncytial virus), bebeklerde, genc ¢ocuklarda ve hatta
eriskinlerde bile pnémoni ve bronsiyolitin en 6nemli sebebidir (Hruska ve ark. 1982, Treanor ve Falsey
1999). RSV, bagisikligi baskilanmis populasyonlarda tahripkar da olabilmektedir (Wyde 1998). Ayrica,
tekrarlayan enfeksiyonlar, dogal olarak kazanilmig immunitenin uzun siireli koruma saglamadigin1 gésteren
yaygin bir olgudur (Dubovi ve ark. 1981). RSV’ye etkili as1 gelistirme tesebbiisleri basarisiz olmustur
(Chin ve ark. 1969, Kim ve ark. 1969, Wyde 1998). Kald: ki, bu asilardan birisi kabul gorse bile, bu ast,
RSV’ye duyarli baz1 populasyonlarda, 6rnegin, ¢ok kiigiik bebeklerde ve bagisikligi baskilanmig bireylerde
uygun olmayabilmektedir (Wyde 1998). RBV (ribavirin) ve yiiksek titreli RSV-spesifik nétralizan
antikorlar1 igeren immunglobulinler, glinimiizde RSV enfeksiyonlarinin tedavisi ve Onleniminde
kullanimlar1 kabul gérmiis antivirallerdir (Kneyber ve ark. 2000). Bununla birlikte, bunlarin her ikisi de
ucuz ve tatbiki kolay olmayan preparatlardir. RBV’nin intravendz yolla verildiginde miyelositotoksik
oldugu bildirilmis ve bu nedenle de sadece kiigiik aerosol partikiiller halinde kullanimina izin verilmistir
(Smith ve ark. 1991, Lewinsohn ve ark. 1996). ilaglarin hastalara, 6zellikle bebeklere ve ¢cocuklara aerosol
uygulanmasi, evde beceriyle kullanilmasi ve kontrolii bakimmdan oldukca giicliik gdstermekte ve bu
nedenle de hastalarin kemoterapi igin hastanelere gitmesi gerekmektedir. RSV’nin Onlenimi igin
kullanilabilir asmin olmayis1 ve sadece siddetli enfeksiyonlarda kullanilan tek bir antiviral etkenin
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(ribavirin) bulunmasi, ¢ocuk hekimliginde hala sorun teskil etmektedir. Bu yiizden, oral veya parental
olarak uygulanabilen 6zgiin anti-RSV ilaglarin gelistirilmesi gerekmektedir (Ma ve ark. 2002).

Scutellaria L. tirleri uzun yillardan beri halk ilact olarak kullanilan bitkilerdir. Scutellaria baicalensis’in
kokleri Cin ve Japonya’da ¢ok tanmmis bir halk ilacidir. Bu drog bronsit tedavisinde, inflamasyonlarin
giderilmesinde, cerahatli dermatitte, alerjik reaksiyonlarda, hiperlipidemi tedavisinde, arteriosklerosiste ve
diyare tedavisinde kullanilmaktadir (Kubo ve ark. 1985, Zhang ve ark. 1994). Tiirkiye bitki ortiisiinde yer
alan Scutellaria L. tiirlerinin etnobotanik kullanimu ile ilgili olarak, Baytop’un (1999) “Tiirkiye’de Bitkiler
ile Tedavi” adli kitabinda S. orientalis’in halk arasinda ‘Kaside’ olarak bilindigi ve kabizliga karsi, kan
kesici, yara iyi edici ve kuvvet verici olarak kullanildigma; Ozgelik ve ark.’nm (1990) Dogu ve Giineydogu
Anadolu’da yaptiklar1 etnobotanik bir caligmada S. orientalis’in yapraklarindan yapilan cayin sanci
dindirici olarak igildigine dair kayitlar disinda pek fazla bilgi yoktur.

Yapilan caligmalarla Scutellaria L. tiirlerinden elde edilen ham ekstraktlarin antibakteriyel (Lu ve ark.
2011), antifungal (Blaszczyk ve ark. 2000) ve antiviral aktivitelere (anti-RSV, anti-herpes simplex virus ve
anti-human immunodeficiency virus-1 proteaz) (Lam ve ark. 2000, Ma ve ark. 2002, Li ve ark. 2004) sahip
oldugu gosterilmistir. Scutellaria L. tiirlerinin yukarda belirtilen 6zellikleri dikkate almarak Tiirkiye’de
endemik iki Scutellaria L. (S. rubicunda Hornem. subsp. pannosula ve S. salviifolia Bentham) tiirii se¢ilmis
ve bu tirlerden elde edilen sulu ekstraktlar anti-RSV aktiviteye sahip olup olmadiklarini belirlemek

amaciyla teste tabi tutulmuslardir.

2. Materyal ve Metot

2.1. Bitki Materyalleri ve Ekstraktlarin Hazirlanmasi

Anti-RSV aktiviteleri yoniinden arastirilan Scutellaria rubicunda Hornem. subsp. pannosula ve Scutellaria
salviifolia Bentham, 2011 yilinin Nisan-Temmuz aylarinda, dzellikle bitki tiirlerinin ¢igeklendigi aylarda,
araziye ¢ikilmak suretiyle toplanmis ve Davis’in (1982) “Flora of Turkey and the East Aegean Island” adli
eserinden faydalanilarak Selcuk Universitesi, Fen-Edebiyat Fakiiltesi, Biyoloji Boliimii Herbaryumu® nda
teshis edilmislerdir.

Bitkilerin toprak iistii kisimlar1 (govde, yaprak, ¢icek karisimi) 37°C’de kurutma dolabinda yaklagik 3-5
giinde kurutulmus, kurutulan Ornekler degirmende ogiitillerek toz haline getirilmistir. Toz halindeki
bitkilerin her birinden 10 g tartilarak bir beher igerisine konulmus ve iizerine 250 mL ultra saf su ilave
edilerek 25-37 °C sicaklikta ultrasonik homojenizator cihazi (Bandelin SONOPULS MS73) ile 1 saat
ultrasonikasyona tabii tutulmuslardir. Ultrasonikasyondan sonra, sivi ekstrakt falkonlara esit miktarlarda
dagitilarak sogutmali santrifiijde (NUVE NF 800R) 8500 rpm’de 15 dk siiresince santrifiigasyon islemine
tabi tutulmustur. Santriflij sonrasinda siipernatant alinarak bagka bir siseye aktarilmistir. Falkonlardaki
pelletler toplanarak tizerine tekrar 200 mL ultra saf su konulmus ve 8500 rpm’de 15 dk santrifiigasyondan
sonra slipernatant alinarak siseye aktarimigtir. Pellet iizerine 150 mL ultra saf su ilave edilerek 1 saat daha
ultrasonikator ile pargalanmasi saglanmistir. Parcalama bittikten sonra son kez 15 dk stireyle santrifiigasyon

islemi uygulanmis ve supernatant alinarak daha once siipernatantlarin konuldugu siseye aktarilmustir.
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Protokol sirasinda &rneklerdeki fitokimyasallarin sicakliktan dolayr bozulmasini 6nlemek amaciyla
sicakligm 40 °C'nin altinda tutulmasina 6zellikle dikkat edilmistir.

Ardigik ekstraksiyon islemlerinden elde edilen sulu ekstraktlar daha sonra indirgenmis basing altinda
(40°C’nin altinda) rotary evaporatdrde (IKA-RV10) evapore edilmis (5-10 mL’ye kadar) ve nemi tamamen
gidermek amaciyla liyofilizasyon islemine tabi tutulmustur.

Liyofilize haldeki her ekstraktin 1000 mg’1 10 mL serum icermeyen EMEM (Eagle’s Minimum Essential
Medium) i¢inde ¢o6ziilerek 100 mg/mL konsantrasyonunda stok soliisyonlar hazirlanmistir. Stok ¢ozelti 0.22
pm’lik milipor filtreden gegirilerek steril edilmis ve 2 mL’lik tiiplere 1’er mL taksim edilerek,
kullanilincaya kadar +4 °C’de saklanmistir. Tlerdeki diliisyonlar bu stoktan hazirlanmustir.

2.2. Hiicre, Virus ve Ayiraclar

Biitiin deneylerde konak hiicre olarak RSV’nin duyarlilik gdsterdigi Hep-2 hiicreleri (insan larinks
epidermoid karsinom hiicre hatti, ATCC CCL-23) kullamlmistir. Hep-2 hiicreleri S.U. Fen Fakiiltesi
Biyoloji Boliimii Viroloji Laboratuvar: kiiltiir koleksiyonundan elde edilmis ve hiicrelerin devamlilif
haftada iki kez diizenli pasajlarla saglanmigtir.

Antiviral aktivite deneyinde kullanilan RSV Long susu (ATCC-VR-26) S.U. Fen Fakiiltesi Biyoloji
Boliimii Viroloji Laboratuvar kiiltiir koleksiyonundan elde edilmis ve Hep-2 hiicrelerinde ¢ogaltilmistir.
Virusun hiicre kiiltiirtinde etkili enfektif dozunun belirlenmesi amaciyla mikrotitrasyon testi uygulanmistir
(Frey ve Liess 1971). Virus inokule edilmis kiiltiirlerin %50’sinde sitopatik etki (CPE) olusturan virus
dozunu yansitan DKIDs, (Doku Kiiltiirii Infektif Dozso) degeri Spearmann-Kaerber metodu (Kaerber 1964)
ile hesaplanmistir. RSV’nin titresi 1042 DKIiDso 0.1/mL olarak belirlenmistir. Virus siispansiyonu
kullanilincaya kadar —70 °C’de saklanmistir.

EMEM, FBS, % 0.251ik tripsin-edta soliisyonu, antibiyotik-antimikotik soliisyonu, % 0.4°liik tripan mavisi
(trypan blue) boya soliisyonu, 2,3-Bis(2-metoksi-4-nitro-5-sulfofenil)-2H-tetrazolyum (XTT) ve PMS
(N—methyl dibenzopyrazine methyl sulfate) ayiraglart Biological Industries Ltd., Kibbutz Beit Haemek,
Israel’den satin alinmistir. RSV inhibisyonu i¢in pozitif kontrol olarak kullanilan ribavirin (RBV, Kat. No:
R9644-10 mg) Sigma (USA)’dan satin alinmistir. FBS icermeyen EMEM kullanilarak RBV’nin stok
soliisyonu (1000 pg/mL) hazirlanmis ve kullanilincaya kadar —80 °C’de saklanmustir.

2.3. Sitotoksisite Testi

Ekstraktlarin ve RSV igin pozitif kontrol olarak kullanilan RBV’nin sitotoksik aktiviteleri, daha dnce
tanimlanan XTT metodu (Duman ve ark. 2016) ile degerlendirilmistir. Test 6zetle soyle yapilmistir:
Ekstraktlarin stok soliisyonu (100 mg/mL)’ndan EMEM kullanilarak 4 misli azalan 100 mg/mL — 0.0004
mg/mL araliginda bir seri sulandirmalar hazirlanmis, her sulandirmadan mikropleytin 8 kuyucuguna 100’er
uL konulmustur. Daha sonra, mililitresinde 1 x 103 hiicre igeren Hep-2 hiicre siispansiyonundan ekstrakt
sulandirmalarinim iizerine 50’ser uL konulmustur. izlenen bu prosediir RBV’ye de uygulanmistir. Bunun
icin de; ilk 6nce RBV nin stok soliisyonundan (1000 pg/mL) EMEM kullanilarak log2 tabanina gére 1000
pg/mL — 1.95 pg/mL araliginda sulandirmalar hazirlanmis ve hazirlanan bu sulandirmalarin her birinden
bagka bir mikropleytin 8 kuyucuguna 100’er puL konulmustur. Daha sonra, mililitresinde 1 x 103 hiicre

iceren Hep-2 hiicre siispansiyonundan RBV sulandirmalarinin  iizerine 50’ser pL  konulmustur.
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Mikropleytlere medium kontrol (MK) ve hiicre kontrol (HK)’ler de dahil edilmistir. Mikropleytler 3 giin
siireyle % 5 CO»’li nemli bir inkiibatdrde 37 °C’de inkiibe edildikten sonra, ticari olarak elde edilen XTT
ayrracinin 5 mL’si ile yine ticari olarak elde edilen PMS aktivatériiniin - 0.1 mL’sinin karigtirilmasiyla
hazirlanan karisimdan her kuyucuga 50’ser pL konulmustur. Mikropleytler, boyanin kuyucuklara homojen
bir sekilde dagilmasi i¢in hafif¢e ¢alkalandiktan sonra XTT formazan iiriiniiniin olugmasi i¢in 4 saat daha
inkiibe edilmistir. Absorbanslar, 500 nm’lik bir dalga boyunda bir ELISA okuyucusunda (Multiskan EX,
Labsystems) okunarak 8 kuyucuktan elde edilen absorbans ortalamalar1 kaydedilmistir. Test ii¢ kopya
olarak yapilmis ve sonuglar hiicre kontrole gore ortalama sitotoksisite % orani olarak gosterilmistir.
Sitotoksisite % oranini hesaplamak i¢in, A'nin hiicre kontroliin OD (optik dansisite)’sini, B’nin ekstrakt

(veya RBV) ile muamele edilmis hiicrelerin OD’sini temsil ettigi asagidaki formiil kullanilmistir:

(A-B)

Sitotoksisite (%) = ————= x 100
A

HK’ler ile karsilastirildiginda ekstraktlar (veya RBV) ile muamele edilmis hiicrelerin OD’sini %50’ye
kadar azaltan konsantrasyon olarak tanimlanan Sitotoksik Konsantrasyonsy (CCsg), elde edilen verilerin
1s18inda GraphPad Prism Version 5.03 istatistik programi yardimiyla linear regresyon analizi uygulanarak
belirlenmistir. HK ile karsilastirilarak ekstraktlarm (veya RBV’nin) MNTK (maksimum non-toksik
konsantrasyon)’lar1 belirlenmistir. Belirlenen bu MNTK’lardan baslayan sulandirmalar (MNTK, MNTK/2,
MNTK/4, MNTK/8, MNTK/16, MNTK/32, ....) ekstraktlarin (veya RBV’nin) antiviral aktivitesinin

saptanmasinda kullanilmistir.

2.4. XTT Metodu ile Antiviral Test

Ekstraktlarin ve RBV’nin HEp-2  hiicrelerine kars1 belirlenen MNTK ’leri anti-RSV aktiviteleri yoniinden
XTT metodu (Chiang ve ark. 2002) ile 100 DKIDsy virus dozuna karsi kontrol edilmistir. Test, soyle
yapilmustir: Tripsin ile muamele edilen Hep-2 hiicrelerinin %2 FBS igeren EMEM kullanilarak 1.43 x 10°
hiicre mL"! konsantrasyonda olacak sekilde siispansiyonlar: hazirlanmistir. Hazirlanan bu hiicre
siispansiyonlarindan 96 kuyucuklu kiiltiir pleytlerinin kuyucuklarma (MK olarak kullanilan pleytin 1.
kolonundaki 8 kuyucuk hari¢) kuyucuk basmna 70 pL voliimde (~10* hiicre/kuyucuk) ekim yapilmustir.
37°C’de %5 CO’li ortamda 4 saat inkiibasyondan sonra, kuyucuklara (pleytin MK olarak kullanilan 1.
kolonu ile HK olarak kullanilan 2. kolonundaki 8 kuyucuk hari¢) %2 FBS iceren EMEM kullanilarak 100
DKIDs0/0.1 mL oraninda sulandirilan RSV siispansiyonundan 20’ser uL konulmustur. Mikropleytlerin 1.
kolonu MK olarak kullanilmis ve bu kolondaki 8 adet kuyucuga 100’er ul EMEM (%2 FBS’li)
konulmustur. Mikropleytlerin 2. kolonu HK olarak kullanilmis ve bu kolondaki 8 adet kuyucuga 30’ar pl
EMEM (%2 FBS’li) konulmustur. Mikropleytlerin 3. kolonu virus kontrol (VK) olarak kullanilmis ve bu
kolondaki 8 adet kuyucuga 10’ar ul EMEM (%2 FBS’li) konulmustur. Mikropleytlerin 4. kolonu RBV
kontrol olarak kullanilmis ve pleyt 2 saat daha inkiibe edilmistir. Iki saatlik inkiibasyon siiresinin
tamamlanmasindan sonra, 96 kuyucuklu mikropleytlerin 5. kolonundaki 8 kuyucuga ekstraktlarin

MNTK’lerinde hazirlanan sulandirmalarindan 10’ar pl konulmustur. Mikropleytlerin geriye kalan 7
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kolonundaki kuyucuklara da ekstraktlarmn MNTK lerinden baslamak {izere Log2 tabanina gore hazirlanan
sulandirmalarimdan (MNTK/2, MNTK/4, MNTK/8, ....) 10’ar ul konulmustur. RBV kontrol olarak
kullanilan mikropleytin 4. kolonundaki 8 kuyucugun her birine de RBV soliisyonundan (MNTK igeren
sulandirmadan) 10’ar pl konulmustur. Ayni islemler, RSV nin inhibisyona ydnelik pozitif kontrol olarak
kullanilan RBV i¢in de uygulanmustir. Pleytlerin kapagi kapatilmis ve 37°C’de %5 CO»’li ortamda 3 giin
siireyle inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan sonra, ticari olarak elde edilen XTT ayiracinin 5 mL’si ile yine
ticari olarak elde edilen PMS aktivatoriiniin 0.1 mL’sinin karigtirilmasiyla hazirlanan karigimdan her
kuyucuga 50’ser uL konulmustur. Pleytler, boyanin kuyucuklara homojen bir sekilde dagilmasi igin hafifce
calkalanmis ve XTT formazan iiriinliniin olugmasi igin 2 saat daha inkiibe edilmistir. OD’ler, 492 nm test
dalga boyu ve 690 nm referans dalga boylarinda bir ELISA okuyusunda (Multiskan EX, Labsystems)
okutularak 8 kuyucuktan elde edilen OD ortalamalar1 kaydedilmistir. Koruma yiizde orani, A’nin 8 gézdeki
her bir ekstrakt (veya ribavirin) konsantrasyonu igin ortalama OD’yi, B’nin virus kontroliin OD’sini, C’nin

hiicre kontroliin OD’sini temsil ettigi asagidaki formiilden hesaplanmustir.
Koruma %’si =[ (A—B) /(C-B) x 100 ]

Enfekte hiicrelerin %50’sinde koruma saglayan ekstrakt (veya ribavirin) konsantrasyonu olarak tanimlanan
ECso degeri, ekstrakt (veya ribavirin) konsantrasyonlarma karsi belirlenen koruma % oranlarmdan
yararlanilarak, GraphPad Prism Version 5.03 istatistik programi kullanilarak linear regresyon analiziyle
belirlenmistir. Ekstraktlarmn (veya ribavirinin) segicilik indeksi (SI) degeri ise, CCso/ECso oranindan

belirlenmistir.

3. Arastirma Sonuclari

3.1. Sitotoksisite Testi Sonuclari

Bu calismada, Tirkiye’de endemik iki Scutellaria L. (S. rubicunda Hornem. subsp. pannosula ve S.
salviifolia Bentham) tiiriinden hazirlanan su ekstraktlari, kolorimetrik XTT testi ile insan respiratuvar
sinsityal virus (RSV)’una karsi antiviral aktiviteleri yoniinden incelenmistir. Antiviral testlerin
gerceklestirilmesi i¢in 6n kosul olarak, virus konaker hiicrelerine (Hep-2) karst ekstraktlarn ve RSV’ye
karst pozitif kontrol olarak kullanilan RBV’nin sitotoksisiteleri kolorimetrik hiicre canlilik testi ile
arastirilmistir. Aragtirmada RSV’ye karsi pozitif kontrol olarak kullanilan RBV’nin MNTK ve CCs
degerlerini saptamak i¢in 3 kopya halinde gerceklestirilen test sonucunda, RBV’nin MNTKsi 3.91 pg/mL,
CCso degeri ise 173.62 pg/mL olarak belirlenmistir. S. rubicunda Hornem. subsp. pannosula ve S.
salviifolia Bentham su ekstraktlarinin Hep-2 hiicrelerine karsi MNTK ’leri 0.3906 mg/mL (390.60 pg/mL),
CCso degerleri ise sirastyla 3734.00 pg/mL ve 3217.00 pg/mL olarak tespit edilmistir (Cizelge 3.1).

3.2. Antiviral Aktivite Deneyi Sonuglar:
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RSV’nin titresi, %50 doku kiiltiirii infektif doz (DKIDso) yontemi (Frey ve Liess 1971) ile 10%%%/0.1 ml
olarak tespit edilmistir.

RSV inhibisyonu i¢in pozitif kontrol olarak kullanilan RBV’nin ECs, (enfekte hiicrelerin % 50’sinde
koruma saglayan konsantrasyon) degerini saptamak i¢in 3 kopya halinde gergeklestirilen test sonucunda
RBV’nin ECsy degeri 0.42 pg/mL olarak belirlenmistir. RBV nin segicilik indeksi (SI= CCso/ECso) ise,
413.38 olarak belirlenmistir (Cizelge 3.1).

S. salviifolia Bentham su ekstraktinin ECsy ve SI (CCso/ECso) degerleri, sirasiyla 94.18 pg/ml ve 34.16
olarak tespit edilmistir. S. rubicunda Hornem. subsp. pannosula su ekstraktinin ise anti-RSV aktiviteye

sahip olmadigi tespit edilmistir (Cizelge 3.1).

Cizelge 3.1. S. rubicunda Hornem. subsp. pannosula ve S. salviifolia Bentham su ekstraktlarinin

sitotoksisite ve anti-HRSV aktivite sonuglari®

Bitki Tiirii Ekstrakt Toksisite Antiviral | Segicilik
Tiird aktivite | indeksi
MNTK® CCso°
(ngfml) (ngfml) ECso¢ (SDy
pg/m pg/m
(ng/mL)
S. rubicunda subsp. pannosula Su 390.60 3734.00 - -
S. salviifolia Su 390.60 3217.00 94.18 34.16
RBV 3.91 173.62 0.42 413.38

2 Sitotoksisite ve anti-HRSV aktivite XTT testi ile dl¢lilmiistiir

"MNTK: Maksimum non-toksik konsantrasyon

°CCso: %50 Sitotoksik etkili konsantrasyon

9ECso: %50 Etkili Konsantrasyon; virusun neden oldugu CPE’yi %50’ye kadar inhibe etmek igin
gerekli olan numune konsantrasyonu

°Segicilik Indeksi (SI): CCso/ECso

—: Etkili degil

4. Tartisma

RSV’nin neden oldugu akut respiratuvar enfeksiyonlara en ¢ok bebekler ve cocuklarda rastlandigi
bilinmektedir. RSV enfeksiyonuna bagli 6lim orani genellikle diisiik olmakla birlikte, kalp veya solunum

yetmezligi olan bebeklerde %37-73’e kadar, kemik iligi nakli yapilan kisilerde %36-45’e kadar olim
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oraninda artis goriilmektedir (Kimura ve ark. 2000, MacDonald ve ark. 1982, Englund ve ark. 1988,
Harrington ve ark. 1992). Ribavirinden daha iyi etkinligi ve giivenligi olan 6zgiin anti-RSV bilesikler
arastirma hedefidirler. Dogal iiriinler antiviral etkenlerin farkli bir kaynagim teskil edebilirler. Ornegin,
Scutellaria cinsine ait tiirlerden izole edilen flavonoidler ve tiirevlerinin, alkoloidlerin hiicre kiiltiirinde
RSV’ye karsi ribavirinle esdeger antiviral aktiviteye sahip oldugu gosterilmistir (Shang ve ark. 2010).

Deneylerimiz, Tiirkiye’ye endemik bitki tiirleri olan Scutellaria rubicunda Hornem. subsp. pannosula ve
Scutellaria salviifolia Bentham’dan elde edilen su ekstraktlarmdan, S. salviifolia su ekstraktnin in vitro
anti-RSV gosterdigini, diger tiire ait su ekstraktinin ise antiviral aktiviteye sahip olmadigmni ispatlamistir. S.
salviifolia su ekstraktinin ECso degeri  94.18 ug/mL, SI degeri ise 34.16 olarak belirlenmistir (Cizelge
3.1). Ayni zamanda, bu ekstraktin Hep-2 hiicreleri iizerine, RSV’ye karsi pozitif kontrol olarak kullanilan
ribavirinden daha diisiik sitotoksik etkiye sahip oldugu belirlenmistir (Cizelge 3.1). Scutellaria tiirlerinden
elde edilen ekstraktlarm anti-RSV ve anti-HIV aktivitelerini belirlemek amaciyla yapilan c¢aligmalarda
(Lam ve ark. 2000, Li ve ark. 2004), bu viruslara karsi belirlenen antiviral aktiviteler, calismamizda elde
edilen sonugcla paralellik gosterecek tarzda su ekstraktlarinda gozlenmistir. Li ve ark. (2004), Scutellaria
indica ve S. barbata’dan elde ettikleri su ekstraktlarinin RSV ye kars1 antiviral aktivitelerini sitopatik etki
(CPE) rediiksiyon testi ile incelemislerdir. Arastirma sonucunda; S. indica’nin ECso ve SI degerlerini
strastyla 31.3 ug/mL ve 11.2, S. barbata’nin ECs, ve SI degerlerini ise sirasiyla  62.5 pg/mL ve 8.0 olarak
tespit etmislerdir. Buna ilavaten, S. baicalensis’in yine su ekstraktlari, HIV-1 proteaz aktivitesine kars1 200
mg/mL konsantrasyonda 6nemli bir inhibisyona (%90) neden olmustur (Lam ve ark. 2000). Bu sonuclara
gore, Scutellaria tiirlerinde anti-RSV aktiviteden sorumlu bilesiklerin genellikle suda ¢oziiniir bilesikler
oldugunu sdyleyebiliriz. Ote yandan, Scutellaria tiirlerinden anti-RSV aktivite gosteren bilesikler de izole
edilmis olup, bunlarin genellikle flavonoidler ve bunlarin tiirevleri ile alkoloidler oldugu tespit edilmistir.
S. baicalensis, S. barbata ve S. laterifolia’dan izole edilen baicalin, baicalein, oroxylin A, wogonin,
wogonoside, apigenin, scutellarein, 5,7,4’-trihydroxy-8-methoxyflavone, luteolin, viscudilin III,
2°,3°,5,7-tetrahydroxyflavone ve ganhuangenin’in anti-RSV aktivitelere sahip oldugu dogrulanmis ve bu
bilesiklerin yapilar1 ile aktiviteleri arasindaki iliski agiga kavusturulmustur (Shang ve ark. 2010).
Scutellaria flavescens’den 11 alkoloid izole edilmistir. Bu bilesikler arasinda, soforanol, anajirin ve
oksimatrin, RSV’ye kars1 10.4 pg/mL ECso degerleriyle ve 24.0, 24.0 ve 12.0 SI degerleriyle giiglii antiviral
aktiviteler gostermislerdir (Ma ve ark. 2002). Yapilan bu ¢alismada da S. salviifolia su ekstraktinin 94.18
pg/mL ECsy degeri ve 34.16 SI degeriyle, yukarida bahsedilen arastiricilarin elde ettigi sonuglarla paralellik
gosterecek sekilde RSV ye kars1 giiclii antiviral aktiviteye sahip oldugu belirlenmistir. Ustelik tespit edilen
bu anti-RSV aktivite, saf bilesiklerle degil, kaba ekstraktlarla elde edilmistir; dolayisiyla, S. salviifolia
bitkisi antiviral aktiviteden sorumlu bilesiklerin ortaya konulmasi bakimindan daha ileri arastirmalara
layiktir. Diger taraftan, arastirmamizin materyalini teskil eden diger Scutellaria tiriinden (S. rubicunda
subsp. pannosula) elde edilen su ekstraktinin anti-RSV aktivite gostermemesinin nedeni, yukarida
arastiricilar (Shang ve ark. 2010, Ma ve ark. 2002) tarafindan RSV’ye karsi antiviral aktivite gosterdigi

bildirilen farkl bilesikleri bu bitkinin yeterli oranda igermemesine bagl olabilir.
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