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Abstract

This study was conducted to investigate the anti-RSV activities of crude methanol and aqueous extracts
prepared from Salvia halophila Hedge and Salvia sclarea L. plant species grown in Turkey. Extracts
were tested by colorimetric XTT assay. ECsy was defined as the concentration required to achieve 50%
protection against virus-induced cytopathic effects, and the selectivity index (SI) was determined as the
ratio of CCs, (concentration of 50% cellular cytotoxicity) to ECs.

Results showed that methanol extract of Salvia halophila Hedge (ECsy: 916.39 + 5.32 pg/mL and SI:
0.83) and its aqueous extract (ECsy: 582.72 £ 11.67 pg/mL and SI: 1.72), likewise methanol extract of
Salvia sclarea L. (ECsy: 1773.80 + 3.57 pg/mL and SI: 0.51) and its aqueous extract (ECsy: 732.41 +
11.20 pg/mL and SI: 1.44) values possessed an anti-RSV activity that could be considered weaker than
ribavirin (ECsy = 3.46+1.22 pg/mL, SI = 38.73) used as a positive control.

Keywords: Salvia halophila, Salvia sclarea, methanol and aqueous extract, anti-RSV activity

Salvia halophila ve Salvia sclarea Ekstraktlarinin Insan
Respiratuvar Sinsityal Viriisiine Karsi in Vitro Antiviral
Aktivitelerinin Degerlendirilmesi

Ozet

Bu caligyma, Tirkiye’de yetisen Salvia halophila Hedge ve Salvia sclarea L. bitki tiirlerinden
hazirlanan kaba metanol ve su ekstraktlarmm anti-RSV aktivitelerini incelemek amaciyla yapilmistir.
Ekstraktlar kolorimetrik XTT testi araciligiyla test edilmistir. Virusun neden oldugu sitopatik etkilere
karst % 50 koruma saglayan konsantrasyon ECsy olarak tanimlanmis ve %50 hiicresel sitotoksisite
konsantrasyonunu gosteren CCsy’nin ECsy’ye orani olarak da segicilik indeksi (SI) belirlenmistir.
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Test sonuglari, Salvia halophila Hedge metanol (ECsy = 916.39+5.32 pg/mL, SI = 0.83) ve su (ECsy=
582.72+11.67 ng/mL, SI = 1.72) ekstraktlar1 ile Salvia sclarea L.’nin metanol (ECsy = 1773.80£3.57
pg/mL, SI=0.51) ve su (ECsp=732.41£11.20 pg/mL, SI = 1.44) ekstraktlarinin pozitif kontrol olarak
kullanilan ribavirin (RBV)’e (ECso = 3.46+1.22 pg/mL, SI = 38.73) gore zayif sayilabilecek bir anti-
RSV aktiviteye sahip olduklar1 ortaya koymustur.

Anahtar Kelimeler: Salvia halophila, Salvia sclarea, metanol ve su ekstrakti, anti-RSV aktivite

1.Giris

Viriislerin neden oldugu akut respiratuvar enfeksiyonlar, diinyanin her yerinde ¢cocuklarda morbidite ve
mortalitenin baslica sebebidirler. Respiratuvar Sinsityal Viriis (RSV) bebeklerde, gen¢ ¢ocuklarda ve
hatta erigkinlerde bile pndmoni ve bronsiyolitin en 6nemli sebebidir (Hruska ve ark. 1982, Treanor ve
Falsey 1999). RSV, bagisiklig1 baskilanmis populasyonlarda tahripkar da olabilmektedir (Wyde 1998).
Ayrica, tekrarlayan enfeksiyonlar, dogal olarak kazanilmis immunitenin uzun siireli koruma
saglamadigini gosteren yaygmn bir olgudur (Dubovi ve ark. 1981). RSV’ye etkili as1 gelistirme
tesebbiisleri basarisiz olmustur (Chin ve ark. 1969, Kim ve ark. 1969, Wyde 1998). Kald1 ki, bu
agilardan birisi kabul gorse bile, bu asi, RSV’ye duyarli bazi populasyonlarda, drnegin, ¢ok kiiciik
bebeklerde ve bagisikligi baskilanmis bireylerde uygun olmayabilmektedir (Wyde 1998). Ribavirin
(RBV) ve yiiksek titreli RSV -spesifik notralizan antikorlar1 iceren immunglobulinler, giinlimiizde RSV
enfeksiyonlarinin tedavisi ve onleniminde kullanimlar1 kabul gérmis antivirallerdir (Kneyber ve ark.
2000). Bununla birlikte, bunlarm her ikisi de ucuz ve tatbiki kolay olmayan preparatlardir. RBV nin
intravendz yolla verildiginde miyelositotoksik oldugu bildirilmis ve bu nedenle de sadece kiiglik
aerosol partikiiller halinde kullanimina izin verilmistir (Smith ve ark. 1991, Lewinsohn ve ark. 1996).
Ilaclarin hastalara, 6zellikle bebeklere ve cocuklara aerosol uygulanmasi, evde beceriyle kullanilmasi
ve kontrolii bakimindan oldukga giiclik gdstermekte ve bu nedenle de hastalarin kemoterapi igin
hastanelere gitmesi gerekmektedir. RSV’nin 6nlenimi i¢in kullanilabilir asmin olmayis1 ve sadece
siddetli enfeksiyonlarda kullanilan tek bir antiviral etkenin (RBV) bulunmasi, ¢ocuk hekimliginde hala
sorun teskil etmektedir. Bu yiizden, oral veya parenteral olarak uygulanabilen 6zgiin anti-RSV ilaclarin
gelistirilmesi gerekmektedir (Ma ve ark. 2002).

Salvia cinsi, Lamiaceae familyasmin en biiyiik ve en 6nemli aromatik ve tibbi cinslerinden biridir ve
diinyanin her tarafina yayilmis yaklasik olarak 900 kadar tiirden olugmaktadir (Russo ve ark. 2013).
Salvia L. Tirkiye’de 46’s1 endemik olan 95 kadar tiirle temsil edilmektedir (Dénmez 2001). Bu cinse
ait olan bitkiler, antibakteriyel, antioksidan, antitimdr, antidiyabetik, antimikrobiyal, anksiyolitik,
sedatif ve antiinflamatuvar, antiviral aktiviteler (herpes simplex viriis tip 1, influenza viris,
parainfluenza viriis-3, vesicular stomatitis viriis ve hepatit B viriis’e kars1) gibi biyolojik aktiviteleri ile
iinliidiirler (Erdogan Orhan ve ark. 2012, Ogiitcii ve ark. 2008, Ozcelik ve ark. 2011, Santoyo ve ark.
2014, Sivropoulou ve ark. 1997, Tada ve ark. 1994, Zhou ve ark. 2007).

Salvia cinsine ait tiirler antik ¢aglardan beri gesitli amaglara yonelik olarak kullanilmislardir. Salvia
isminin kokeni Latince sifa anlamina gelen ‘salvare’ kelimesinden gelmektedir (Mohammed 2011).
Akdeniz iilkelerine 6zgii olan Salvia sclarea, antik ¢aglardan bu yana en ¢ok deger verilen, tip ve
ascilikta yaygin bigimde kullanilmasmin yanisira (Durling ve ark. 2007), kozmetik, parfim ve
farmasotik endiistride de kullanilan tibbi bitkilerden biridir (Kong ve ark. 2010). Salvia halophila,
Anadolu halk hekimliginde antiseptik ve yara iyilestirici amaglarla bitki ¢ay1 olarak kullanilan
Tiirkiye’de endemik bir tiirdiir (Baytop 1999).

Salvia tirlerinde ve Lamiaceae familyasmin geri kalanlarinda yaygin bi¢imde bulunan rosmarinik
asitin antibakteriyel ve antiviral aktivitelere sahip oldugu belirtilmistir (Petersen ve Simmonds 2003).
S. halophila ve S. virgata’dan degisik ¢ozgenler kullanilarak elde edilen ekstraktlarin yiiksek
performansli sivi kromatografisi (High Performance Liquid Chromatography = HPLC) ile
gerceklestirilen kalitatif ve kantitatif analizlerinde, S.halophila’nin etil asetat, methanol, %50 metanol
ve su ekstraktlarinda yiiksek oranlarda fenolik asitler (rosmarinik, gallik, kafeik, benzoik ve kumarik
asitler) 1ile birlikte bir flavonoid olan luteolin de tespit edilmistir (Akkol ve ark. 2008). Flavonoidler
dahil pek ¢ok fenolik maddenin ise, RSV dahil degisik viriis tiirlerine karsi antiviral etkiye sahip
oldugu bilinmektedir (Li ve ark. 2004, Naithani ve ark. 2008).

Sonug olarak; bu ¢alismada, Salvia tiirlerinin yukarida belirtilen 6zellikleri dikkate alinarak bu cinse ait
tiirlerin anti-RSV aktiviteye sahip olabilecegi de diisiiniilmiis ve Tiirkiye’de dogal olarak yetisen iki
Salvia turt (S. halophila ve S. sclarea) secilerek, bu tiirlerden hazirlanan metanol ve su ekstraktlari
anti-RSV aktiviteleri yoniinden teste tabi tutulmuslardir.
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2. Materyal ve Metot

2.1. Materyal

Caligmada kullanilan Salvia cinsine ait tiirlerden Salvia halophila Hedge 6rnekleri 2015 Mayis ayinda,
I¢ Anadolu Bélgesi, Tuz Golii yakininda bulunan Eskil (Aksaray) ilgesinde, S.sclarea L. 6rnekleri ise
2015 Temmuz ayinda Antalya il smirlari igerisinde gergeklestirilen arazi ¢aligmalariyla ¢igeklenme
doneminde toplanmis ve Selguk Universitesi, Fen Fakiiltesi Biyoloji Boliimii Herbaryumu’nda teshis
edilmislerdir.

Hep-2 hiicreleri (Insan larinks epidermoid karsinom hiicre hatti, ATCC-CCL-23) ve insan respiratuvar
sinsityal viriisii [Human respiratory syncytial virus (HRSV), ATCC-VR-26] Selcuk Universitesi Fen
Fakiiltesi, Biyoloji Boliimii, Viroloji Laboratuvari kiiltiir koleksiyonu stoklarindan saglanmstir. Eagle’s
Minimum Essential Medium (EMEM), Fetal bovine serum (FBS), Antibiyotik-antimikotik karisimai,
Trypan blue boyasi, Tripsin-Edta (Etilen diamin tetraasetik asit) soliisyonu, Dulbecco’s phosphate
buffered saline (DPBS) ve XTT temelli hiicre proliferasyon kiti Biological Industries Israel Beit
Haemek Ltd. (Kibbutz Beit Haemek 25115, Israel) Sirketi’'nden, Ribavirin (RBV) ise Sigma-Aldrich
Ltd. (USA) Sirketi’nden satin alinmistir.

2.2. Metot

2.2.1. Bitki Materyali ve Stok Ekstrakt Soliisyonlarinin Hazirlanmasi

Sitotoksisite ve antiviral aktivite degerlendirmelerinde kullanilan bitkilerin ¢i¢ekli ve yaprakli
dallarindan 6rnekler alinmis ve toplanan 6rnekler gdlgede ve oda sicakliginda kurutulmustur. Kurutulan
bitki 6rneklerinden, deneylerde kullanilmak {izere, gerekli miktarlarda numune degirmende toz haline
getirilmigtir. Bitki orneklerinin toprak iistii kisimlarindan (yaprak, dal ve cicek karisimlarindan)
hazirlanan toz halindeki her 20 g numune, ayr1 ayri, 200 mL metanoliin ve 200 mL steril distile suyun
icerisine konulmustur. Hazirlanan bu karigimlar 25-37°C sicaklikta ultrasonikasyon ile 1 saat
ekstraksiyon iglemine tabi tutulmustur. Protokol sirasinda 6rneklerdeki bilesiklerin sicakliktan dolay1
bozulmasimi 6nlemek amaciyla sicakligin 40°C’nin altinda tutulmasina 6zellikle dikkat edilmistir. Bitki
ekstraktlar1 filtre (Whatman no 1) kullanilarak siiziilmiis ve daha sonra kullanilan ¢dziiciiler rotary
evaporator’de (Heidolph Laborota 4000) 40°C’nin altinda ve diigiikk basingta tamamen ugurulmustur.
Ugurtma isleminden sonra ekstraktta kalan son sivi kalmtilarindan kurtulmak igin, ekstraktlar
liyofilizatérde diisiik basing altinda -110°C’de kurutulup konsantre edilmistir. Liyofilize haldeki
metanol ve su ekstraktinmm her 1000 mg’it 10 mL EMEM ig¢inde ¢ozdirilerek 100 mg/mL
konsantrasyonunda stok soliisyonlar hazirlanmigtir. Stok soliisyonlar 0.22 pm’lik milipor filtreden
gecirilerek steril edilmis ve 2 mL’lik tiiplere 1’er mL taksim edilerek, kullanilincaya kadar +4 °C’de
saklanmistir. Sitotoksisite ve antiviral aktivite testlerinde kullanilacak ekstrakt diliisyonlar1 bu
stoklardan hazirlanmustir.

2.2.2. Ribavirin Stok Soliisyonu Hazirlanmasi

Insanlarda RSV enfeksiyonlarinin tedavisi i¢in onaylanmis bir ilag olan ribavirin (RBV) toz seklinde
(R9644-10 mg, Sigma, USA) ticari olarak saglanmistir. Steril bir deney tiipiiniin igerisine toz halindeki
ribavirinden 10 mg konulduktan sonra, ilizerine 5 mL EMEM konulmustur. Elde edilen 2 mg/mL
konsantrasyonundaki siispansiyon 0.2 pm por c¢apmdaki milipor filtreden gegirilerek 10 mL’lik bir
siseye siiziilmis ve 1 dk siireyle vorteksle karistirilmistir. Stok soliisyon deneylerde kullanilincaya
kadar -80°C’de saklanmuistir.

2.2.3. Trypan Blue Soliisyonunun Hazirlanmasi (% 0.4’liik)

0.2 g trypan blue boyasi, 50 mL DPBS igerisinde eritildikten sonra, filtreden (0.2 um) gecirilmis ve
sigelere 5-10 mL miktarlarda paylastirilarak oda sicakliginda saklanmuistir.

2.2.4. Hiicre ve Viriisiin Cogaltilmasi

Aragtirmada kullanilan HEp-2 hiicresi (insan epidermoid larinks karsinom hiicre hatti; ATCC-CCL-23)
ve insan respiratuvar sinsityal virlisii (human respiratory syncytial virus, HRSV; ATCC-VR-26)
American Type Culture Collection (ATCC)’dan satm almmis ve S. U. Fen Fakiiltesi Biyoloji Boliimii
Viroloji Laboratuvari’nda ¢ogaltilmiglardir. Hiicreler, 10 mL/L antibiyotik-antimikotik karigimi
(Sigma-A5955) ve %10 fetal bovine serum (FBS, Biological Industries, Cat. No:04-007-1A, Israel)
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ilave edilmis Eagle’s Minimum Essential Medium (EMEM; ATCC-30-2003)’dan olusan iiretme
vasatinda kiiltiire edilmis ve %5 CO, iceren nemlendirilmis bir ortamda 37°C’de inkiibe edilmistir.

RSV Kkiiltiirii icin, ilk olarak doku kiiltiirii flaskma (75 cm®lik flask) ekildikten sonra %70-85 ¢ogalma
diizeyine (konfluensi) ulasan Hep-2 hiicreleri {izerindeki iiretme vasati bosaltilmistir. Hiicreler,
37°C’deki benmaride 6nceden sitilmig steril 5 mL DPBS ile 2 kez yikanmustir. Viriis susunu (ATCC
VR-26) igeren ampul 37 °C’deki su banyosunda siiratle (2—5 dk) ¢oziilmistiir. Cogaltilmak istenen stok
ampuldeki viriisden 75 em?’lik flaska (%70-85 konfliient hiicre iceren), flask i¢indeki hacim 2.5 mL
olacak sekilde ekim yapilarak 37°C’de %5 CO, igeren ortamda 1 saat inkiibe edilmistir. Bu siire
boyunca doku kiiltiirti flask:1 15 dakikada bir hafif¢e ¢alkanarak viriisiin homojen dagilmasi saglanmis
ve hiicre tabakasiin kurumasi dnlenmistir. Viriis adsorbsiyonu i¢in 1 saat inkiibasyon siiresinden sonra,
flaska 22.5 mL viriis liretme vasati (%1 FBS’li EMEM) konularak adsorbsiyon sona erdirilmisir. Flask,
37°C’deki %5 CO, igeren inkiibatdrde 3 giin inkiibe edilmistir. Hiicreler her giin sitopatik etki (CPE)
olusumu acisindan kontrol edilmistir. Inkiibasyonun 3. giiniinde %90 CPE gériilen doku kiiltiirii flask1
— 80°C’ye kaldirilmistir. Dondurulmus doku kiiltiirii flask1 37°C’de benmaride sitilarak ¢oziilmiistiir.
Dondurma-¢ozdiirme islemi 3 kez tekrarlanmigti. Bu sekilde, hassaslagsmis olan hiicrelerin
parcalanarak viriislerin hiicre digina ¢ikmasi saglanmistir. Bunu takiben flask igerigi santrifiij tiipiine
aktarilarak 3500 rpm’de +4°C’de 10 dk santriflij edilmistir. Siipernatant alinarak, {lizerinde sus ad1 ve
hazirlanma tarihi yazili ampullere 1’er ml pipetlenerek —80 °C’de depolanmustir.

2.2.5. Viriis Titrasyonu

Viriis infektivitesinin titrasyonu, %50 doku kiiltiirii infeksiydz doz (DKIDsg) metodu ile yapilmustir.
HEp-2 hiicreleri kuyucuk basma 2.5 x 10* hiicre olacak sekilde 96 kuyucuklu bir pleyte ekilmis ve
37°C’de %5 CO, igeren bir inkiibatérde 24 saat siiresince %10 FBS igeren EMEM (kuyucuk basina
100 pl) ile kiiltiire edilmislerdir. Hiicreler her kuyucukta neredeyse konfluent oldugunda, vasat aspire
edilmis ve daha sonra idame vasati (%1 FBS’li EMEM) kullanilarak RSV’nin seri 10 misli
diliisyonlar1 hazirlandiktan sonra her dillisyondaki viriis siispansiyonundan 4’er kuyucuga 100’er pL
konulmustur. Ayrica viriis kontrol (VK) ve hiicre kontrol (HK) i¢in de dérder kuyucuk seg¢ilmistir. VK
i¢in segilen kuyucuklara 50 pL stok viriis, 50 pL %1 FBS’li EMEM, HK ig¢in segilen kuyucuklara da
100 pL hiicre idame vasati konulmustur. Viriis inokule edilmis hiicre kiiltiirleri ilaveten 3 giin siireyle
inkiibe edilmis ve viriis CPE’si mikroskop altinda her giin gdzlenmistir. DKIDs, degeri, inokule edilmis
kiiltiirlerin %50’sinde sitopatik etki olusturan virlis dozunu yansitan, Spearmann-Kaerber metodu
(Kaerber 1964) ile hesaplanmustir.

2.2.6. Sitotoksisite Testi

Bitki ekstraktlarinin ve insanlarda RSV enfeksiyonlarinin tedavisine yonelik onaylanmig bir ilag olan
RBV’nin  HEp-2 hiicrelerine karsi  sitotoksik etkilerini degerlendirmek icin 2 ayr1 ydntem
kullanilmistir: Kolorimetrik XTT yontemi ve Trypan Blue Exclusion (TBE) yontemi.

2.2.6.1. XTT Yontemiyle Sitotoksik Aktivitenin Degerlendirilmesi

Sitotoksisite testi, kii¢iik modifikasyonlar uygulanarak, Wang ve ark. (2012) tarafindan bildirilen XTT
metoduna gore asagida tammlandig sekilde yapilmistir. Uretme vasati ile konsantrasyonu 0.625 x 10°
hiicre/mL olacak sekilde bir HEp-2 siispansiyonu hazirlanmistir. 96 kuyucuklu mikrotitrasyon
pleytlerinin her kuyucuguna (vasat = besiyeri kontrol i¢in kullanilan pleytlerin 1. kolonundaki 7
kuyucuk hari¢) hazirlanan bu hiicre siispansiyonundan 100’er pl ekilmis (6250 hiicre/kuyucuk) ve
nemlendirilmis % 5 CO;’li bir inkiibatorde 37°C’de 24 saat siireyle inkiibe edilmistir. Ekstraktlarin stok
soliisyonundan (100 mg/mL), EMEM kullanilarak %10 FBS igerecek sekilde 1000 upg/mL
konsantrasyonlu bir soliisyon hazirlanmigtir. Daha sonra, 1000 ug/mL konsantrasyonlu bu ekstrakt
soliisyonlarmdan iiretme vasat1 kullanilarak log2 tabanma gore sulandirmalar (500, 250, 125, 62.5,
31.25, 15.63, 7.81, 3.91, 1.95, 0.98 png/mL konsantrasyonlu sulandirmalar) hazirlanmistir. Hiicrelerin
37°C’de nemlendirilmis %5 CO, iceren bir ortamda 24 saat siireyle inkiibasyonundan sonra,
kuyucuklardaki siipernatant bosaltilmig ve hazirlanan bu ekstrakt sulandirmalarinin (1000, 500, 250,
125, 62.5, 31.25, 15.63, 7.81, 3.91, 1.95, 0.98 png/mL) her biri i¢in pleytin 7°ser kuyucugu kullanilarak,
bu kuyucuklara sulandirmalardan 150’ser pL. konulmustur. Pleytlerin vasat kontrol olarak kullanilan 1.
kolonlarindaki ve hiicre kontrol olarak kullanilan 2. kolonlarindaki 7 kuyucugun her birine 150 pl
iiretme vasati konulmugtur. Pleytler 48 saat daha inkiibe edildikten sonra, ticari olarak elde edilen XTT
(2,3-bis[2  methoxy-4-nitro-5-sulfophenyl]-5-(phenylamino)carbonyl-2H-tetrazolium  hydroxide)
ayrracinin 5 mL’si ile yine ticari olarak elde edilen PMS (fenazin metosiilfat: elektron baglama
aywract)’nin 0.1 mL’sinin karigtirilmasiyla hazirlanan karigimdan her kuyucuga 50’ser pL konulmustur.
Mikrotitrasyon pleyti, boyanin kuyucuklara homojen bir sekilde dagilmasi icin hafif¢e calkalanmistir.
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Mikrotitrasyon pleyti, XTT formazan iiriiniiniin olusmasi i¢in 2 saat daha inkiibe edilmistir. Optik
dansisite (OD)’ler, 490 nm bir test dalga boyu ve 630 nm bir referans dalga boyunda bir ELISA
okuyucusunda (Multiskan EX, Labsystems) okutularak 7 kuyucuktan elde edilen OD ortalamalari
kaydedilmistir. Hiicre canlilig1 (%) asagidaki denklem kullanilarak hesaplanmistir:

Hiicre canlilig1 (%) = (Ortalama ODgeneyser / Ortalama ODygcre kontrot ) % 100

Ekstrakt konsantrasyonlarma kars1 hiicre canlilig1 (%) grafigi ¢izilmis ve CCs, (canliligi %50 azaltmak
icin gereken ekstrakt konsantrasyonlar1) degeri GraphPad Prism Version 5.03 istatistik programi
yardimiyla non-linear regresyon analizi uygulanarak hesaplanmisti. HK’lerin OD’leri ile
karsilastirilarak ekstraktlarim MNTK (maksimum non-toksik konsantrasyon)’lari belirlenmigtir. 2 X
MNTK’den baslayan sulandirmalar (2 x MNTK, 2 x MNTK/2, 2 x MNTK/4, 2 x MNTK/8, 2 x
MNTK/16, 2 x MNTK/32, ...) ekstraktlarin antiviral aktivitesinin saptanmasinda kullanilmistir.
Insanlarda RSV enfeksiyonlarinin tedavisine yonelik onaylanmis bir ilag olan RBV’nin sitotoksik
etkisini degerlendirmek i¢in de ayni prosediir uygulanmistir. RBV’nin stok soliisyonundan (2 mg/mL)
EMEM kullanilarak %10 FBS igerecek sekilde 1000 pg/mL konsantrasyonlu bir soliisyon
hazirlanmisti. Daha sonra, 1000 pug/mL konsantrasyonlu bu RBV soliisyonundan iiretme vasati
kullanilarak log2 tabanmna gore sulandirmalar (500, 250, 125, 62.5, 31.25, 15.63, 7.81, 3.91, 1.95, 0.98
pg/mL konsantrasyonlu sulandirmalar) hazirlanmistir. Hiicrelerin 37°C’de nemlendirilmis %5 CO,
iceren bir ortamda 24 saat siireyle inkiibasyonundan sonra, kuyucuklardaki siipernatant bosaltilmis ve
hazirlanan bu RBV sulandirmalarmin (1000, 500, 250, 125, 62.5, 31.25, 15.63, 7.81, 3.91, 1.95, 0.98
pg/mL) her biri igin pleytin 7°ser kuyucugu kullanilarak, bu kuyucuklara sulandirmalardan 150°ser uLL
konulmustur. Pleytin vasat kontrol olarak kullanilan 1. kolonundaki ve hiicre kontrol olarak kullanilan
2. kolonundaki 7 kuyucugun her birine 150 pl {iretme vasati konulmustur (Sekil 3). Pleyt 48 saat daha
inkiibe edilmisti. Bu asamadan sonraki islemler, eckstraktlarda uygulandigi sekilde yapilmistir.
Sitotoksisite deneyleri her bir ekstrakt ve RBV i¢in 3 kez tekrarlanmistir.

2.2.6.2. Trypan Blue Exclusion (TBE) Yontemi fle Sitotoksik Aktivitenin Degerlendirilmesi

XTT testi ile elde edilen sonuglart dogrulamak i¢in, ekstraktlarin ve RBV’ nin HEp-2 hiicreleri {izerine
olan sitotoksisitesi ayn1 zamanda TBE yontemi (baz1 modifikasyonlar uygulanarak, Mahadev ve ark.
2014) ile de degerlendirilmistir. Test, asagida tarif edilen sekilde yapilmistir:

Uretme vasati ile konsantrasyonu 0.625 x 10° hiicre/mL olacak sekilde bir HEp-2 siispansiyonu
hazirlanmistir. 24 kuyucuklu bir mikropleytin her kuyucuguna hazirlanan bu hiicre siispansiyonundan
I’er mL ekilmis ve nemlendirilmis %5 CO,’li bir inkiibatorde 37°C’de 24 saat siireyle inkiibe
edilmigtir. Ekstraktlarin stok soliisyonundan (100 mg/mL), EMEM kullanilarak %10 FBS igerecek
sekilde 1000 pg/mL konsantrasyonlu bir soliisyon hazirlanmistir. Daha sonra, 1000 pg/mL
konsantrasyonlu bu ekstrakt soliisyonlarindan iiretme vasati kullanilarak log2 tabanmma gore
sulandirmalar (500, 250, 125, 62.5, 31.25, 15.63, 7.81, 3.91, 1.95, 0.98 pg/mL konsantrasyonlu
sulandirmalar) hazirlanmistir. Hiicrelerin 37°C’de nemlendirilmis %5 CO, igeren bir ortamda 24 saat
stireyle inkiibasyonundan sonra, kuyucuklardaki siipernatant bosaltilmis ve hazirlanan bu ekstrakt
sulandirmalarinin (1000, 500, 250, 125, 62.5, 31.25, 15.63, 7.81, 3.91, 1.95, 0.98 pg/mL) her biri igin
pleytin 2’ser kuyucugu kullanilarak, bu kuyucuklara sulandirmalardan 1’er mL konulmustur. Hiicre
kontrol (HK) i¢in, ekstrakt icermeyen 2 kuyucuk kullanilmis ve bu kuyucuklara 1’er mL iiretme vasat1
konulmustur. Pleytlerin 48 saat inkiibasyonundan sonra, her ekstrakt konsantrasyonu i¢in kullanilan 2
kuyucuktaki siipernatantlar ¢ekilerek atilmig, hiicreler 2 kez DPBS (500 pL) ile yikanmig ve 37°C’de 5
dk siireyle 500 uL Tripsin-EDTA (% 0.25°lik) ile tripsinize edilmistir. 5 dk sonra, tripsin aktivitesini
durdurmak amaciyla, kuyucuklara 500’er pL iiretme vasati konulmustur. Konsantrasyon bakimindan
ayn1 olan 2 kuyucuktaki hiicreler ependorf tiiplerine alimmistir (toplam 2 mL). Daha sonra hiicre
stispansiyonu esit hacimde % 0.4’ liik Tripan mavisi ile karistirilmis ve 5-10 dk bekletildikten sonra
hemositometrede hiicre sayimi yapimistir. Otomatik pipetle hemositometrenin her iki sayim
kamarasina yaklasik 15 pL hiicre siispansiyonu konulmus ve kapiller hareketle sayim kamarasinin
dolmasina izin verilmistir. Sayima baslamadan 6nce 1 dakika siireyle hiicrelerin yerlesmesine izin
verilmistir. 10x objektif kullanilarak, sayim kamarasmnin izgara ¢izgilerine odaklanilmistir. Her iki
sayim kamarasmda bulunan 16 kiigiik karedeki boyanmamis hiicreler (canli) sayilmistir. Cizgilerin
lizerinde bulunan hiicreler sayima dahil edilmemistir. Ust ve alt sayim kamaralarinda sayilan hiicrelerin
ortalamast almmustir. Orijinal siispansiyondaki mL basimna canli hiicrelerin sayisi, asagidaki formiil
kullanarak belirlenmistir:
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Canl1 hiicre/mL = ortalama hiicre sayis1 x diliisyon faktoriiniin tersi x 10*

Kuyucuklardaki ekstraktlar ile muamele edilmemis hiicreler hiicre kontrol (HK) olarak kullanilmis ve
bu kuyucuklardan elde edilen sonuglar %100 canlilik olarak degerlendirilmis ve diger
konsantrasyonlarin degerleri buna gore hesaplanmistir. Asagidaki denklem kullanilarak, her bir ekstrakt
konsantrasyonu igin canli hiicrelerin % orani belirlenmistir:

Canli hiicrelerin %’si = (Belli bir ekstrakt konsantrasyonunda sayilan ortalama hiicre sayisi) / (Hiicre
kontrol kuyucuklarinda sayilan ortalama hiicre sayis1) x 100

Ekstrakt konsantrasyonlarina kars1 % Canlilik grafigi (doz-cevap egrisi) ¢izilmis ve ekstraktlarin CCs
(canlilig1 %50 azaltmak igin gereken ekstrakt konsantrasyonlart) degerleri, GraphPad Prism Version
5.03 istatistik programi yardimiyla non-linear regresyon analizi uygulanarak hesaplanmistir.
Ekstraktlarmn hiicre kontrollerle karsilastirilarak maksimum non-toksik konsantrasyonlar1 (MNTK ’leri)
belirlenmistir. RBV’nin sitotoksik etkisini degerlendirmek i¢in de ayni prosediir uygulanmistir.

2.2.7. Antiviral Test

Salvia halophila Hedge ve Salvia sclarea L. bitki tiirlerinden hazirlanan metanol ve su ekstraktlari ile
RSV’ye kars1 pozitif kontrol olarak kullanilan RBV’nin antiviral aktiviteleri, Ho ve ark.’nm (2010)
bildirdikleri “Cytopathic Effect (CPE) Reduction” testinin kolorimetrik XTT metoduna uyarlanmasi ile,
100 misli %50 doku kiiltiirii infektif doz (DKIDsg) igeren RSV siispansiyonuna karsi kontrol edilmistir.
Tripsin ile muamele edilen HEp-2 hiicrelerinin iiretme vasati kullanilarak 2.5 x 10° hiicre/mL
konsantrasyonda siispansiyonlar1 hazirlanmigtir. Hazirlanan bu hiicre silispansiyonlarindan 96
kuyucuklu kiiltiir pleytlerinin kuyucuklarma (Vasat kontrol olarak kullanilan pleytin 1. kolonundaki 8
kuyucuk hari¢) kuyucuk bagma 100 pL hacimde (2.5 x 10* hiicre/kuyucuk) ekim yapilnus ve 24 saat
stireyle inkiibe edilmistir. Hiicreler konfluent oldugunda, kuyucuklardaki tiretme vasati gekilerek
bosaltilmistir. RSV stogu, idame vasati kullanilarak 100 DKIDs, oraninda sulandirilmustir. Ekstraktlarm
stok soliisyonunlarindan (100 mg/mL) daha 6nce belirlenen MNTK’lerinden 2 misli daha konsantre
olan sulandirmalar1 (%1 FBS igerecek sekilde) hazirlanmistir. Ekstraktlarm 2 x MNTK’de
sulandirmalar1 hazirlandiktan sonra, bu sulandirmalardan idame vasati kullanilarak log2 tabanina gore
sulandirmalar hazirlanmigtir. Ayni sekilde, RBV’nin stok soliisyonundan (2 mg/mL) daha o6nce
belirlenen MNTK’sinden 2 misli konsantre olan bir sulandirmasi hazirlanmisti. RBV’nin 2 X
MNTK’de sulandirmasi hazirlandiktan sonra, bu sulandirmadan idame vasati kullanilarak log2
tabanina gore sulandirmalar hazirlanmistir. 96 kuyucuklu pleytlerin 1. kolonundaki 8 kuyucuk vasat
kontrol, 2. kolonundaki 8 kuyucuk hiicre kontrol, 3. kolonundaki 8 kuyucuk ise virus kontrol olarak
kullanilmistir. Vasat kontrol ve hiicre kontrol kuyucuklarina 200’er pL idame vasati (%1 FBS’li
EMEM) konulmustur. Pleytlerin virus kontrol olarak kullanilan 3. kolonlarindaki 8 adet kuyucugun her
birine 100 DKIDs, oraninda sulandirilan RSV siispansiyonundan 100’er uL ve idame vasatindan 100’er
pL es zamanli olarak konulmustur. Pleytlerin geriye kalan kolonlarmdaki (yani, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11
ve 12. kolonlarindaki) 8 kuyucugun her birine 100 DKIiDs, oraninda sulandirilan RSV
siispansiyonundan 100’er pL  konulduktan sonra iizerlerine es zamanli olarak ekstraktlarin (veya
RBV’nin) 2 x MNTK’lerinden baslangi¢ alan sulandirmalarindan 100’er pL. konulmustur. Pleytlerin
kapagi kapatilmis ve 37°C’de %5 CO,’li ortamda 3 giin siireyle (daha dogrusu, virus kontrol
kuyucuklarmda maksimum sinsityum olusumu goézleninceye kadar) inkiibe edilmistir. Virus kontrol
kuyucuklarinda maksimum sinsityum olusumu goézlendikten sonra, kuyucuklardaki siipernatant
bosaltilmis ve kuyucuklara 150°ser pL serumsuz EMEM konulmustur. Daha sonra, ticari olarak elde
edilen XTT (2,3-bis[2 methoxy-4-nitro-5-sulfophenyl]-5-(phenylamino)carbonyl-2H-tetrazolium
hydroxide) aywracinin 5 mL’si ile yine ticari olarak elde edilen PMS (fenazin metosiilfat: elektron
baglama ayiraci)’nin 0.1 mL’sinin karistirilmasiyla hazirlanan karigimdan her kuyucuga 50°ser pL
konulmustur. Pleytler, boyanm kuyucuklara homojen bir sekilde dagilmasi igin hafifce galkalanmustir.
Pleytler, XTT formazan {iriiniiniin olugmasi i¢in 3 saat daha inkiibe edilmistir. Optik dansisite (OD)’ler,
570 nm dalga boyunda bir ELISA okuyucusunda (Multiskan EX, Labsystems) okutularak 8
kuyucuktan elde edilen OD ortalamalar1 kaydedilmigtir. Farkli ekstrakt (veya RBYV)
konsantrasyonlarinin viriise karsi koruma yiizde oranlari, A’nin 8 gézdeki her bir ekstrakt (veya RBV)
konsantrasyonu icin ortalama OD’yi, B’nin viriis kontroliin ortalama OD’sini ve C’nin de hiicre
kontrollerin ortalama OD’sini temsil ettigi, asagidaki formiilden hesaplanmistir (Andrighetti-Frohner ve
ark. 2003):
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Koruma %’si = [ (A-B) / (C-B) x 100 ]

Enfekte hiicrelerin % 50’sinde koruma saglayan ekstrakt (veya RBV) konsantrasyonu olarak
tanimlanan ECsy degeri, ekstrakt (veya RBV) konsantrasyonlarma karsi belirlenen koruma %
oranlarindan yararlanilarak, GraphPad Prism Version 5.03 istatistik programi kullanilarak non-linear
regresyon analiziyle belirlenmistir. Ekstraktlarm ve RBV’nin secicilik indeksi (SI) ise, CCs¢/ECs
oranindan hesaplanmistir. Deneyler 3 kez tekrarlanmustir.

3. Bulgular

3.1. Sitotoksisite Deneyleri Bulgular

Salvia tirlerine ait ekstraktlarin ve RBV’nin RSV replikasyonu iizerine etkilerini incelemeden dnce, bu
orneklerin RSV igin konak hiicre olan HEp-2 hiicrelerinin ¢ogalmasmi etkileyip etkilemedigi
incelenmistir. Bu amagla, XTT ve Trypan Blue Exclusion (TBE) olmak iizere iki farkli metot
kullanilmigtir.

Aragtirmada kullanilan bitki tiirlerine (S. halophila ve S. sclarea) ait metanol ve su ekstraktlar ile
RSV’ye kars1 pozitif kontrol olarak kullanilan RBV’nin MNTK ve Sitotoksik Dozs, (CCsy) degerlerini
saptamak i¢in 3 kopya halinde gerceklestirilen XTT ve TBE testleri sonucunda elde edilen sonuglar ve
bu sonuglara gore ¢izilen grafikler Tablo 1, Sekil 1, Sekil 2, Sekil 3, Sekil 4, Sekil 5, Sekil 6, Sekil 7 ve
Sekil 8’de goriilmektedir.

XTT testi ile, S. halophila metanol ekstraktinin MNTK’si 250.00 pg/mL, CCs, degeri 759.34+1.28
pg/mL olarak tespit edilirken, ayni bitki tiiriine ait su ekstraktinm MNTK’si >1000.00 pg/mL, CCs,
degeri ise >1000.00 pg/mL olarak tespit edilmistir. Yine XTT testi ile, S.sclarea metanol ekstraktmin
MNTK’si 250.00 pg/mL, CCsy degeri 903.50+6.52 pg/mL olarak tespit edilirken, su ekstraktmin
MNTK’si 500.00 pg/mL, CCso degeri ise 1051.45+18.52 pg/mL olarak tespit edilmistir. RSV’ye karst
pozitif kontrol olarak kullanilan RBV’nin XTT testi ile MNTK’si 0.98 pg/mL, CCs, degeri
134.00+7.61 pg/mL tespit edilmistir (Tablo 1, Sekil 1, 2, 3 ve 4).

TBE testi ile, S. halophila metanol ekstraktinin MNTK’si 250.00 pg/mL, CCs, degeri 705.84+3.11
pg/mL olarak tespit edilirken, ayni bitki tiiriine ait su ekstraktmm MNTK’si >1000.00 pg/mL, CCs,
degeri ise >1000.00 pg/mL olarak tespit edilmistir. Yine TBE testi ile, S.sclarea metanol ekstraktmin
MNTK’si 250.00 pg/mL, CCs, degeri 715.32+3.40 pg/mL olarak tespit edilirken, su ekstraktinin
MNTK’si 500.00 pg/mL, CCs, degeri ise 1006.41+3.75 pg/mL olarak tespit edilmistir. RSV’ye kars1
pozitif kontrol olarak kullanilan RBV’nin TBE testi ile MNTK’si 0.98 pg/mL, CCs, degeri 66.99+3.11
pg/mL tespit edilmistir (Tablo 1, Sekil 5, 6, 7 ve 8).

Tablo 1. Salvia tiirlerine ait ekstraktlarin ve RBV’nin Hep-2 hiicrelerine karsit XTT ve TBE testleri ile
belirlenen sitotoksik etkileri®

Bitki Tiirii Ekstrakt Toksisite (XTT) Toksisite (TBE)

Tiirii

MNTK

CC50 MNTK CCSO

(ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)
SEWENELpll RS Metanol 250.00 759.34+1.28 250.00 705.84+3.11
Su >1000 >1000 >1000 >1000
Salvia sclarea Metanol 250.00 903.50+6.52 250.00 715.3243.40
Su 500.00 1051.45+18.52  500.00 1006.41+3.75
Ribavirin (RBV) 0.98 134.00+7.61 0.98 66.99+3.11

2 Sitotoksisite XTT ve TBE testleri ile 6l¢iilmiistiir
MNTK: Maksimum non-toksik konsantrasyon
CCso: %50 Sitotoksik etkili konsantrasyon
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Tablo 2. Salvia tiirlerine ait ekstraktlarin anti-RSV aktivite sonuglari®

Bitki Tiirii Ekstrakt Antiviral aktivite (XTT)
Tiiri

CC50 (ug/mL) EC50 Se@lClllk

(ng/mL) (ng/mL) Indeksi (SI)
SEWENEdlEW ME 250.00 759.34+1.28 916.39+5.32  0.83
>1000 >1000 582.72+11.67 1.72
Salvia sclarea 250.00 903.5046.52 1773.80+3.57 0.51
500.00 1051.45+18.52 732.41+11.2  1.44
RBV 0.98 134.00+7.61 3.46+1.22 38.73

* Anti-RSV aktivite XTT testi ile dlgiilmiistiir.
MNTK = Maksimum Non-Toksik Konsantrasyon, ME = Metanol Ekstrakti, SE = Su Ekstrakti, CCs,
= %50 Sitotoksik etkili konsantrasyon, ECsy = %50 Etkili Konsantrasyon (virusun neden oldugu

CPE’yi %50°’ye kadar inhibe etmek icin gerekli olan numune konsantrasyonu), Segicilik Indeksi (SI) =
CCs¢/ECsp.

3.2. Antiviral Aktivite Deneyi Bulgular

Bitki ekstraktlarmm ve RSV’ye karsi pozitif kontrol olarak kullanilan RBV’nin antiviral aktivite
deneylerini gergeklestirmeden dnce, 6n kosul olarak bu maddelerin XTT ve TBE testleri ile MNTK ’leri
ve CCso degerleri tespit edilmistir. Uygulanan her iki testte de ekstraktlar ve RBV’nin MNTK
degerlerinin ayni oldugu tespit edilmis ve 2 X MNTK degerlerinden baslangic alan iki misli
sulandirmalar XTT testi ile antiviral aktivitenin degerlendirilmesinde kullanilmistir. CCs, degerleri ise,
ekstraktlar ve RBV’nin SI (CCsy / ECs) degerlerinin hesaplanmasinda kullanilmistir. Tablo 2°de
goriildigiic  gibi, ekstraktlar ve RBV’nin HEp-2 hiicrelerine kars1 sitotoksik etkilerinin
degerlendirilmesinde kullanilan XTT ve TBE testlerinde belirlenen CCs, degerleri arasinda tam bir
uyum tespit edilmemis, TBE testinde daha diisiik CCs, degerleri gézlenmistir. Bu uyumsuzlugun, TBE
testinde tripsinizasyon Oncesi uygulanan yikama islemine bagli olabilecegi diisliniilmiis ve yikama
isleminin yapilmamasi halinde her iki test ile ayni sonuglarmn elde edilebilecegi kanisma vartlmustr.
Dolastyla, ekstraktlar ve RBV’nin SI degerlerinin hesaplanmasinda XTT testinden elde edilen CCsg
degerleri dikkate almmustir. RSV nin titresi, %50 doku kiiltiirii infektif doz (DKiDs) yontemi ile 10/
0.1 mL olarak tespit edilmistir. Uygulanan XTT testleri sonucunda elde edilen sonuglarin 6zeti Tablo
2’de gosterilmistir. Salvia tiirlerine ait ekstraktlarin 582.72-1773.80 pg/mL arasinda degisen ECsy ve
0.51-1.71 arahignda SI degerleri ile zayif sayilabilecek anti-RSV aktivitelere sahip oldugu tespit
edilmistir (Tablo 2 ve Sekil 9, 10, 11, 12). RBV’nin ECs, degeri 3.46 pg/mL, SI degeri ise 38.73 olarak
tespit edilmistir (Tablo 2 ve Sekil 13).
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Sekil 1. 48 saat uygulama sonrasi Salvia halophila metanol ekstraktinin Hep-2 hiicrelerine karst XTT
testi belirlenen etkisi (CCso = 759.34+1.28 pg/mL)
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Sekil 2. 48 saat uygulama sonras1 Salvia sclarea metanol ekstraktinin Hep-2 hiicrelerine kars1 XTT
testi ile belirlenen etkisi (CCso = 903.5046.52 pg/mL)
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Sekil 3. 48 saat uygulama sonrasi Salvia sclarea su ekstraktinin Hep-2 hiicrelerine kars1 XTT testi ile
belirlenen etkisi (CCso = 1051.45+ 18.52 pg/mL)
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Sekil 4. 48 saat uygulama sonrast RBV’nin Hep-2 hiicrelerine karst XTT testi ile belirlenen etkisi
(CCso=134.00+7.61 pg/mL)
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Sekil 5. 48 saat uygulama sonrasi Salvia halophila metanol ekstraktinin Hep-2 hiicrelerine karsi TBE
testi ile belirlenen etkisi (CCso = 705.8443.11 ug/mL)

150+

100

Hiicre Canliigi (%)

0 500 1000 1500
Konsantrasyon (pg/mL)

Sekil 6. 48 saat uygulama sonrasi Salvia sclarea metanol ekstraktinin Hep-2 hiicrelerine karsi TBE testi
ile belirlenen etkisi (CCsy = 715.32+£3.40 pg/mL)
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Sekil 7. 48 saat uygulama sonrasi Salvia sclarea su ekstraktinin Hep-2 hiicrelerine karsi TBE testi ile
belirlenen etkisi (CCso = 1006.4143.75 ng/mL)
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Sekil 8. 48 saat uygulama sonras1t RBV’nin Hep-2 hiicrelerine kars1t TBE testi ile belirlenen etkisi
(CCs0=66.99+3.11 pg/mL)
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Sekil 9. Salvia halophia ME’nm anti-RSV aktivitesi (ECsy= 916.39+5.32 pg/mL; SI= CCs,/ ECsy =
759.34/916.39 = 0.83). ECs, degeri, koruma yiizdesine gore ¢izilen doz-cevap egrisinden, GraphPad
Prism Version 5.03 istatistik programi kullanilarak non-linear regresyon analizi ile belirlenmistir.
Veriler, 3 bagimsiz deneyin ortalama+standart hatasi olarak sunulmustur.
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Sekil 10. Salvia halophia SE’nmn anti-RSV aktivitesi (ECso= 582.72+11.67 pg/mL, SI = 1.72). ECs,
degeri, koruma ylizdesine gore cizilen doz-cevap egrisinden, GraphPad Prism Version 5.03 istatistik

programi kullanilarak non-linear regresyon analizi ile belirlenmistir. Veriler, 3 bagimsiz deneyin
ortalamatstandart hatasi olarak sunulmustur.
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Sekil 11. Salvia sclarea ME’nin anti-RSV aktivitesi (ECso= 1773.80£3.57 pg/mL, SI= 0.51). ECs
degeri, koruma yiizdesine gore gizilen doz-cevap egrisinden, GraphPad Prism Version 5.03 istatistik

programi kullanilarak non-linear regresyon analizi ile belirlenmistir. Veriler, 3 bagimsiz deneyin
ortalamatstandart hatasi olarak sunulmustur.
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Sekil 12. Salvia sclarea SE’nin anti-RSV aktivitesi (ECso= 732.41+11.2 pg/mL, SI = 1.44). EC;,
degeri, koruma yiizdesine gore ¢izilen doz-cevap egrisinden, GraphPad Prism Version 5.03 istatistik
programi kullanilarak non-linear regresyon analizi ile belirlenmistir. Veriler, 3 bagimsiz deneyin
ortalamatstandart hatasi olarak sunulmustur.
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Sekil 13. RBV’nin anti-RSV aktivitesi (ECsyo= 3.46=1.22 ng/mL, SI = 38.73). ECs, degeri, koruma
yiizdesine gore ¢izilen doz-cevap egrisinden, GraphPad Prism Version 5.03 istatistik programi

kullanilarak non-linear regresyon analizi ile belirlenmistir. Veriler, 3 bagimsiz deneyin
ortalama+standart hatasi olarak sunulmustur.
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4. Tartisma

S. halophila ve S. sclarea ekstraktlarinin yani sira insanlarda RSV enfeksiyonlarmin tedavisi i¢in
onaylanmis bir ilag olan ribavirin (RBV)’in RSV’ye karsi antiviral aktivitelerini degerlendirmeden
once, bunlarin HEp-2 hiicreleri iizerine sitotoksik etkileri incelenmistir. ~Sitotoksisitenin
degerlendirilmesinde kolorimetrik XTT ve TBE olmak iizere iki ayr1 yontem kullanilmugtir. Bitki
ekstraktlarinda XTT yonteminin kullanilmasiyla ilgili problemler olugmustur. Ekstraktlarin canli
hiicrelerin yoklugunda da tetrazolyum tuzlarmi indirgemesinden dolay1 tetrazolyum tuzlar1 ile
sitotoksisite testlerinin yalanci negatif sonuglar verdigi belirtilmistir. Buna ilaveten, serbest tiyol
gruplar igeren degisik antioksidan molekiillerin tetrazolyum tuzlarini indirgeyebildigi tespit edilmistir.
Bagka bir ¢alismada, {iretme vasatindaki serumun formazan {irlinlerinin olusumunu doza bagli bir
bicimde indirgeyebildigi bulunmustur (Shoemaker 2004, Talorete ve ark. 2006). Bu etkilesimleri
onlemek i¢in, XTT &lgiimlerine hiicre igermeyen kontrol kuyucuklar1 dahil edilmis ve bos kuyucuklarin
(ekstrakt veya RBV icermeyen hiicreler) ortalama absorbanslari ekstraktlarin veya RBV’nin Hep-2
hiicreleri tizerine dogrudan etkisini gozlemek amaciyla Ornekleri igeren kuyucuklarin absorbans
degerlerinden cikarimistir. Ayrica, XTT testleri ile elde edilen sonuclar1 dogrulamak amaci ile TBE
testi de uygulanmistir. Orneklerin antiviral aktivitelerinin degerlendirmesinde kullanilan MNTK ’ler her
iki testte de ayn1 bulunmus, ancak drneklerin SI degerlerinin hesaplanmasinda kullanilan CCs, degerleri
uygulanan iki testte farkli bulunmustur. XTT testinde drneklerin CCsy degerlerinde artis gozlenirken,
TBE testinde CCs, degerlerinde azalma gozlenmistir (Tablo 1 ve Sekil 1-8). Diger taraftan, S. halophila
su ekstraktinin her iki testte de, teste tabi tutulan en yiiksek konsantrasyon olan 1000 pg/mlL’de HEp-2
hiicreleri lizerine higbir toksik etkisi olmadigi belirlenmig (Tablo 1 ve 2) ve belirlenen bu deger (1000
pg/mL) CCs, degeri olarak kabul edilmistir (Betancur-Galvis ve ark. 2002). Bu adurum, S. halophila su
ekstraktinm 1000 pg/mL konsantrasyondan daha {izerinin ilave bir antiviral teste yonelik
kullanilabilecegini gostermektedir. TBE testinde CCsy degerlerinde azalmanin gézlenmesi,
tripsinizasyon Oncesinde yikama basamagmm uygulanmasina bagli olabilir; sayet TBE testinde
tripsinizasyon oncesinde yikama basamagi uygulanmasaydi, XTT ve TBE testi arasinda ayni sonuglar
elde edilebilirdi. Bu nedenle, 6rneklerin SI degerlerinin hesaplanmasinda XTT testleri ile elde edilen
CCs degerleri kullanilmugtir.

Ekstraktlarin ve RBV’nin MNTK ’lerinin tespit edilmesinden sonra, tespit edilen bu 2 x MNTK’lerden
baslangic alan iki misli sulandirmalar ekstraktlarm ve RBV’nin antiviral aktivitelerinin
degerlendirilmesinde kullanilmustir. Salvia halophila Hedge ve Salvia sclarea L. bitki tiirlerinden
hazirlanan metanol ve su ekstraktlarmin XTT testi ile belirlenen antiviral aktivite sonuglar1 Tablo 2’de
Ozetlenmistir. Tablo 2’de gorildigi iizere, Salvia halophila Hedge metanol (ECsy = 916.39+5.32
pg/mL, SI = 0.83) ve su (ECso= 582.72+11.67 pg/mL, SI = 1.72) ekstraktlar1 ile Salvia sclarea L.’nin
metanol (ECsy = 1773.80+£3.57 ug/mL, SI = 0.51) ve su (ECsy = 732.41£11.20 pg/mL, SI = 1.44)
ekstraktlarmin pozitif kontrol olarak kullanilan RBV’ye (ECsy = 3.46 ng/mL, SI = 38.73) gore zayif
sayilabilecek bir anti-RSV aktiviteye sahip olduklar: tespit edilmistir. S. halophila ve S. sclarea su
ekstraktlarmin ECs, degerlerinin CCsy degerlerinden yiiksek oldugu tespit edilmis, ancak bu
ekstraktlarin da SI degerleri 3’den diisiik oldugu i¢in zayif sayilabilecek bir anti-RSV aktiviteye sahip
olduklarina hitkmedilmistir. Chattopadhyay (2009), iicten biiyiik SI degerlerinin test ekstraktlarinin
potansiyel olarak giivenilir antiviral aktivitesinin gostergesi olarak kabul edilmesi gerektigini
bildirmiglerdir.

Bildigimiz kadariyla incelenen Salvia tiirlerinin anti-RSV 06zellikleri konusunda literatlir bilgisi
bulunmamaktadir. Salvia tiirlerinin RSV haricindeki diger bazi viriislere (avian influenza viriis
A/Weybridge susu, human influenza viriis A/Aichi susu, HSV-1, HSV-2, HIV, PI-3, HBV, DHBYV,
VSV) kars1 antiviral ozellikleri konusunda ise smirli sayida caligma bulunmaktadir. S. limbata
C.AMey. ve S. sclarea L. bitkilerinin ¢esitli ekstraktlart ve ugucu yagmm in vitro antimikrobiyal,
antioksidan ve avian influenza virlis A/Weybridge susu, human influenza viriis A/Aichi susu, HSV-1,
HSV-2’ye karsi antiviral aktiviteleri arastirilmigtir. Antiviral aktivite ¢alismalar1 sonucunda, Salvia
tiirlerinin metanol ekstraktlarmin 6nemli anti-influenza viriis etkisi ve sinirli antiherpetik etki gosterdigi
tespit edilmistir. S. limbata ve S. sclarea’nin metanol ekstraktlarinin MDCK (Madin-Darby Canine
Kidney) hiicrelerine karsi CCso degerleri sirasiyla 1500 ve 2500 pg/mL olarak belirlenmistir. S. sclarea
metanol ekstraktinin avian influenza viriis A/Weybridge susuna kars1t ECsy degerinin CCs, degerinden
biiyiik oldugu, buna karsilik ayni ekstraktin human influenza virlis A/Aichi susuna karst antiviral
aktiviteye sahip olmadig tespit edilmistir (Ogiit¢ii ve ark. 2008). i¢lerinde arastrmamizin materyalini
teskil eden S. halophila ve S. sclarea’nin da bulundugu Tiirkiye’de yetisen 14 Salvia tiiriiniin kloroform
ve metanol ekstraktlart HSV-1 ve PI-3’e karst MDBK ve Vero hiicre hatlar1 kullanilarak test edilmistir.
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Aragtirma sonucunda, S. halophila metanol ekstraktinin Vero ve MDBK hiicrelerine karst MNTK leri
sirastyla 64 pg/mL ve 128 pg/mL, S. sclarea metanol ekstraktinin Vero ve MDBK hiicrelerine karsi
MNTK’leri 64 pg/mL olarak tespit edilirken, HSV-1’e karst CPE (sitopatojenik etki) inhibitdr
konsantrasyonlar1 32-16 pg/mL araliginda tespit edilmis, eckstraktlarmm PI-3’e¢ karsi ise antiviral
aktiviteye sahip olmadiklar1 belirlenmistir (Ozgelik ve ark. 2011). Yapilan bu ¢alismada ise, Tablo 1 ve
2’de goriildigii gibi, S. sclarea metanol ekstraktinin Hep-2 hiicrelerine karsi tespit edilen CCsg
degerinin (903.50 pg/mL), Ogiitcii ve ark.’nin (2008) ayni bitkinin MDCK hiicrelerine kars1 tespit
ettikleri CCsy degerinden (2500 pg/mL) diisiik oldugu bulunmustur. CCsy degerlerinde goriilen bu
farklilik, kullanilan hiicre hatlarmnin ve CCs, degerlerini hesaplamada kullanilan ydntemlerin farkli
olmasina bagl olabilir. Ogiitcii ve ark. (2008) yapilan bu ¢alismadan farkli olarak kanser hiicre hatti
yerine normal kopek bobrek hiicresi (MDCK) kullanmislar, ekstraktlarm CCs, degerlerini ise
mikroskopik gozlemler sonucunda belirledikleri skorlara gore hesaplamislardir. Yine ayni sekilde,
kullanilan hiicre hatlarinin farkli olmasma bagl olarak, S. halophila ve S. sclarea metanol
ekstraktlarmin MNTK leri (250 pg/mL) yukarida belirtilen Ozgelik ve ark.’nm (2011) Vero ve MDBK
hiicrelerine karst tespit ettikleri MNTK’lerden farkli bulunmustur (Tablo 1).

S. halophila ve S. virgata’dan degisik ¢ozgenler kullanilarak elde edilen ekstraktlarin yiiksek
performansh sivi kromatografisi (HPLC) ile gergeklestirilen kalitatif ve kantitatif analizlerinde, S.
halophila’nin etil asetat, metanol, %50 metanol ve su ekstraktlarinda yiiksek oranlarda fenolik asitler
(rosmarinik, gallik, kafeik, benzoik ve kumarik asitler) ile birlikte bir flavonoid olan Iuteolin de tespit
edilmistir (Akkol ve ark. 2008). Flavonoidler dahil pek ¢ok fenolik maddenin ise, RSV dahil degisik
viriis tiirlerine kars1 antiviral etkiye sahip oldugu bildirilmistir (Li ve ark. 2004, Naithani ve ark. 2008).
Ancak, yapilan bu calismada yukarda agiklandigr gibi (Akkol ve ark. 2008) fenolik maddeler
bakimindan zengin oldugu belirlenen ve RSV’ye karsi kuvvetli antiviral aktivite gostermesi beklenen
S. halophila’nin yam swra S. sclarea ekstraktlarinin da zayif anti-RSV aktiviteye sahip oldugu tespit
edilmistir (Tablo 2). Yapilan ¢caligmalar (Freitas ve ark. 2004, Peixoto Sobrinho ve ark. 2008, Yariwake
ve ark. 2005) bitkilerdeki fenolik madde igeriginin bitkinin biiyiime asamasina, kisimlarina ve g¢evre
Ozelliklerine gore degisebilecegini gdstermisti. Bu nedenlerden dolayr (6zellikle fenolik madde
diizeylerinin diisiik olmasimna bagli olarak) incelenen bitki tiirlerine ait ekstraktlar RSV ye kars1 zayif
antiviral aktivite gostermis olabilirler. Yapilan bu ¢alisma Salvia tirlerinin anti-RSV aktivitelerine
yonelik olarak yapilan ilk calismadir, dolayisiyla tartigma geregince yapilamamistir.
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