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Abstract

As an effort to search for new antiviral agents from traditional medicine, the methanol, and aqueous
extracts of Cistus laurifolius L. were investigated in vitro antiviral activities against respiratory
syncytial virus (RSV) with a XTT-based colorimetric assay. The antiviral activity of ECs, was defined
as the concentration achieved 50% cyto-protection against virus infection and the selectivity index (SI)
was determined by the ratio of CCs, (concentration of 50% cellular cytotoxicity) to ECsq. As a result of
the study, it was determined that the methanol extract (ECso = 0.504 pg/ml; SI = 188.91) had anti-RSV
activity more than ribavirin (ECso = 4.19 pg/ml, SI = 27.92) which has been used positive control
against RSV. On the other hand, antiviral activity could not be determined in aqueous extract. This
study is the first report to assess the anti-RSV activity of Cistus laurifolius.

Keywords: Cistus laurifolius, methanolic and aqueous extracts, antiviral activity, respiratory syncytial
virus
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Cistus laurifolius L. Yaprak Ekstraktlarinin Respiratuvar
Sinsityal Virus (RSV)’una Karsi1 Antiviral Aktivitesinin
Degerlendirilmesi

Ozet

Dogal kaynaklardan yeni ve etkili antiviral etkenler bulmak amaciyla yapilan bu ¢alismada, Cistus
laurifolius L. yapraklarindan elde edilen metanol ve su ekstraktlarinin antiviral 6zellikleri Respiratuvar
sinsityal virus (RSV)’una kars1 kolorimetrik XTT testi ile degerlendirilmistir. Virusun neden oldugu
sitopatik etkilere kars1 %50 koruma saglamasi i¢in gerekli konsantrasyon ECsg olarak tanimlanmis,
CCsp (%50 Sitotoksik Konsantrasyon)’nin ECsy’ye oranindan da segicilik indeksi (SI) belirlenmistir.
Aragtirma sonucunda; Cistus laurifolius metanol ekstraktinin (ECsy = 0.504 pg/ml; SI = 188.91)
RSV’ye karst pozitif kontrol olarak kullanilan ribavirin (ECgo = 4.19 ug/ml, SI = 27.92)’den daha
kuvvetli anti-RSV aktiviteye sahip oldugu, su ekstaktinin ise antiviral aktiviteye sahip olmadigi tespit
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edilmigstir. Bu ¢alisma, Cistus laurifolius’un anti-RSV aktivitesinin degerlendirilmesine yonelik ilk
rapordur.

Anahtar Kelimeler: Cistus laurifolius, methanol ve su ekstraktlaris, antiviral aktivitr, respiratuvar
sinsityal virus

1. Giris

Respiratuvar sinsityal virus (RSV)’u bebeklerde, kii¢iikk ¢ocuklarda ve erigkinlerde alt solunum yolu
enfeksiyonlarmin en 6nemli sebebidir (Falsey ve Walsh, 2000). RSV, bir yasindan kiiciik bebeklerde
solunum sisteminin en énemli viral patojenidir (Collins ve Crowe, 2007; Collins ve Graham, 2008).
RSV enfeksiyonu ve reenfeksiyonuna yasamin ilk birka¢ yili sirasinda daha sik rastlanmaktadir. Bu
nedenle, 24 aya kadar enfekte olan tiim gocuklarin yaris1 iki enfeksiyonu da goriip gegirmistir. Etkili
terapdtik yontemlere son derece ihtiya¢c duyulmaktadir. Ancak, RSV’ye bagl agir alt solunum yolu
enfeksiyonunun iistesinden gelebilmek i¢in sadece destekleyici tedavi uygulanmaktadir (Collins ve
Crowe, 2007). Ribavirin (RBV), inosin monofosfat (IMP) dehidrojenazin inhibitorii olan bir guanozin
analogudur. RBV, viral transkripsiyondaki erken olaylar1 interfere etmekte ve riboniikleoprotein
sentezini inhibe etmektedir (Wray ve ark., 1985). Deneysel olarak enfekte edilen hayvanlarda etkili
olmakla birlikte, RBV’nin RSV tedavisinde az etkili oldugu gosterilmistir (Collins ve Crowe, 2007;
Empey ve ark., 2010; Welliver, 2010). Palivizumab (Synagis) RSV enfeksiyonunun &nlenmesinde
etkilidir. Bununla birlikte, palivizumab ¢ok pahalidir ve mevcut enfeksiyonun tedavisinde etkili
degildir (Collins ve Crowe, 2007). Bu nedenle, etkili kemoterapétik ajanlara hala ivedilikle ihtiyag
duyulmaktadir.

Cistaceae familyasi, sekiz cins ve yaklasik 180 tiir ile, basta Bat1 Akdeniz Bdlgesi olmak iizere, Kuzey
Yarimkiire’nin 1liman ve suptropikal bolgelerinde yayilis gostermektedir (Coode, 1965; Coode, 1988;
Muiloz ve Navarro, 1993; Arrington ve Kubitzki, 2003; Agueda ve ark., 2006). Bu familyanin dnemli
cinslerinden birisi olan Cistus L., The plant list’ e gére Diinya’da 58 tiirle temsil edilirken, Tiirkiye’de
dogal olarak yetisen bes tiirle temsil edilmektedir (Coode, 1965; Coode, 1988). Cistus tiirleri
Tiirkiye’de halk arasinda laden, laden otu, pamukla, pamukluk gibi ydresel isimlerle anilmakta ve halk
arasinda diyare, peptik ilser, yiiksek ates, kisirlik tedavisinde, ¢esitli deri rahatsizliklarinda, romatizmal
hastaliklarda, idrar yolu enfeksiyonlarinda, anti-spazmodik, hemostatik, antidiyabetik ve
antienflamatuvar olarak kullanilmaktadir (Yesilada ve ark., 1997; Baytop, 1999; Polat ve Satil, 2012;
Sargin ve ark., 2013; Sargin ve ark., 2014; Sargin ve ark., 2015).

Cistus tiirleri tizerinde yapilan farmakolojik ¢alismalar, bitkinin ¢esitli ekstraktlarmin icerdikleri madde
gruplarina bagh olarak, antibakteriyel, antifungal, anti-enflamatuvar, antiiilser, antiviral, antioksidan,
sitotoksik, yara iyilestirici, vazodilatdr, antispazmodik, hipotansif aktiviteye, kan dolagimini
diizenleyici ve analjezik etkilere sahip oldugunu gostermistir (Attaguile ve ark., 2004; Chinou ve ark.,
1994; De Andres ve ark., 1999; Demetzos ve ark., 2001; Demetzos ve ark., 1997; Demetzos ve ark.,
1994; Demetzos ve ark., 1999; Demetzos ve ark., 1990; Dimas ve ark., 1998; Dimas ve ark., 1999;
Giiveng ve ark., 2005; Kalpoutzakis ve ark., 1998; Somoza ve ark., 1996; Yesilada ve ark., 1997;
Yesilada ve ark., 1999).

Cistus tirleri diterpenler, diterpen esterleri (De Pascual Teresa ve ark., 1978; De Pascual Teresa ve ark.,
1983; De Pascual Teresa ve ark., 1986; Demetzos ve ark., 1994; Demirezer ve ark., 2007; Kalpoutzakis
ve ark., 2003), flavan-3-oller (Danne ve ark., 1993; Fernandez-Arroyo ve ark., 2010; Petereit ve ark.,
1991), flavonoitler (De Pascual Teresa ve ark., 1974; De Pascual Teresa ve ark., 1979; Vogt ve Gulz,
1988; Vogt ve ark., 1987) ve ucucu yaglar (Angelopoulou ve ark., 2001; Demetzos ve ark., 2002;
Ogutveren ve Tetik, 2004; Ramalho ve ark., 1999; Robles ve Garzino, 1998) bakimmdan zengindir.
Ayrica dammaran tip triterpenleri (De Pascual Teresa ve ark., 1979), lignan glikozitlerini (Sadhu ve
ark., 2006) ve floroglusinol glikozitlerini (Danne ve ark., 1994; De Pascual Teresa ve ark., 1986) de
icermektedir. Cistus laurifolius™un ise kersetin, kaempferol, apigenin, luteolin ve bunlarin metil-eterleri
(kumarin skopoletin, diterpenoidler, seskiterpenoidler ve sekerler) dahil olmak {izere g¢esitli
flavonoidler icerdigi bildirilmistir (Demetzos ve ark., 1989; Vogt ve ark., 1987; Wollenweber ve Mann,
1984).

Cistus cinsine ait tiirler, yukaridaki literatiirlerde de belirtildigi gibi, ozellikle flavonoitler ve
polifenoller gibi antioksidan &zelliklere sahip dogal bilesiklerin zengin bir kaynagidir (Stgpien ve ark.,
2018). Ekstraktlarda bulunan antioksidan &zelliklere sahip polifenol bilesiklerinin antiviral 6zelliklere
sahip oldugu belirlenmistir (Chiang ve ark., 2003). Cistus laurifolius’un ise antioksidan ozelliklere
sahip oldugu karakterize edilmis ve bu bitkinin yaprak ve kii¢iik dallarindan hazirlanan ekstraktlarda 16
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biyoaktif belirlenmistir (Sadhu ve ark., 2006). Cistus incanus spp. tauricus’dan elde edilen ekstraktlarn
hi¢ bir olumsuz yan etki gostermeksizin bir RNA virusu olan influenza virusuna karsi antiviral
aktiviteye sahip oldugu bulunmustur (Ehrhardt ve ark., 2007). Dolayisiyla, antioksidan o6zelliklere
sahip bilesikler iceren C. laurifolius’un yine bir RNA virusu olan RSV’ye karsi antiviral aktivite
gostermesinin de ihtimal dahilinde oldugu diisiiniilmistiir.

Bu c¢alisma, RSV’ye kars1 yeni ve glivenilir antiviral ajanlar bulmak amaciyla, Tiirkiye’de dogal olarak
yetisen Cistus laurifolius’dan elde edilen kaba ekstraktlarn RSV’ye karst antiviral aktivitelerini
degerlendirmek amaciyla yapilmistir.

1.1 Materyal ve Metot

1.1.1 Materyal

Anti-RSV aktivitesi yoniinden aragtirilan Cistus laurifolius L. 6rnekleri, 2018 yilinin Mayis-Haziran
aylarinda, Ankara, Kurtbogazi baraj goli dolaylarindan toplanmis ve Selguk Universitesi, Fen
Fakiiltesi, Biyoloji Boliimii 6gretim iiyesi Prof. Dr. Hiiseyin DURAL tarafindan teshis edilmislerdir.
Cistus laurifolius™un yapraklar1 golgede kurutulmus, bir degirmen araciligiyla ince toz halinde
ogiitiilmiis ve steril siyah cam kavanozlarmn igerisinde oda sicakliginda muhafaza edilmislerdir. Bitkinin
kanit numuneleri S. U. Fen Fakiiltesi, Biyoloji Boliimii Herbaryumu’nda saklanmaktadir.

EMEM (Eagle’s Minimum Essential Medium, ATCC-30-2003), FBS (Fetal Bovine Serum, Biological
Industries, Cat. No:04-007-1A, Israel), DPBS (Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline, Biological
Industries, SKU: 02-020-1A), Antibiyotik—antimikotik soliisyonu (100x Sigma-A5955), %0.25
Tripsin-EDTA (1x) soliisyonu (Gibco # 25200-072), Trypan blue boyasi (Sigma-T6146), RBV
(Ribavirin, R9644-10 mg, Sigma, USA), XTT [2,3-Bis-(2-Methoxy-4-Nitro-5-Sulfophenyl)-2H-
Tetrazolium-5-Carboxanilide] kiti (Biological Industries Ltd., Kibbutz Beit Haemek, Israel) ticari
olarak elde edilmistir.

1.1.2 Metot

1.1.2.1 Bitki Materyali ve Stok Ekstrakt ve Ribavirin Soliisyonlarinin Hazirlanmasi

Cistus laurifolius yapraklarindan metanol ve su ekstraktlarinin hazirlanmast igin, ilk 6nce kurutulmus
yaprak ornekleri bir degirmen kullanilarak ince toz halinde 6giitiilmiistiir. Toz halindeki her 20 g
numune, ayrt ayry, 200 ml metanol, etanol ve steril distile suyun igerisine konulmus ve 25-37°C
sicaklikta ultrasonikasyon ile 1 saat ekstraksiyon islemine tabii tutulmustur. Protokol sirasinda
orneklerdeki bilesiklerin sicakliktan dolay1 bozulmasini 6nlemek amaciyla sicakligm 40°C’nin altinda
tutulmasina 6zen gosterilmistir. Ekstraktlar Whatman No:1 filtre kdgidindan gegirilerek siiziilmiis ve
daha sonra kullanilan ¢6ziiciiler rotary evaporator (Heidolph Laborota 4000)’de 40°C’nin altinda ve
diigiik basingta tamamen ugurulmustur. Ugurma isleminden sonra bitki ekstraktlari, i¢eriginde kalan
son sivi kalintilarindan kurtulmak amaciyla liyofilizatorde diisiik basing altinda —110°C’de kurutulup
konsantre edilmislerdir. Liyofilize haldeki metanol, etanol ve su ekstraktinin her 1000 mg’1 20 ml
EMEM (serumsuz) iginde ¢ozdiiriilerek 50 mg/ml konsantrasyonunda stok ¢ozeltiler hazirlanmistir.
Stok cozeltiler 0.22 pm’lik milipor filtreden gecirilerek steril edilmis ve 2 ml’lik tiiplere 1’er ml taksim
edilerek, kullanilincaya kadar +4 °C’de saklanmiglardir (Duman, 2016). Sitotoksisite ve antiviral
aktivite testlerinde kullanilacak ekstrakt diliisyonlar1 bu stoklardan hazirlanmistir.

Ribavirin (RBV) stok soliisyonu ise, asagida tarif edildigi sekilde hazirlanmustir: Steril bir deney
tiipliniin igerisine toz halindeki ribavirinden 5 mg konulduktan sonra, tizerine 5 ml EMEM (serumsuz)
eklenmistir. Elde edilen 1000 pg/ml konsantrasyonundaki siispansiyon 0.2 pm por ¢apindaki milipor
filtreden gegirilerek 10 mI’lik siseye siiziilmiis ve 1 dk siireyle vorteksle karistirilmistir. Stok soliisyon
deneylerde kullanilincaya kadar -80°C’da saklanmistir (+4°C’da saklandiginda, 1 hafta iginde
kullanilmustir).

1.1.2.2 Hiicre ve Virusun Cogaltilmasi

Aragtirmada kullanilan HEp-2 hiicresi (insan epidermoid larinks karsinom hiicre hatti; ATCC-CCL-23)
ve insan respiratuvar sinsityal virisi (human respiratory syncytial virus, HRSV; ATCC-VR-26)
American Type Culture Collection (ATCC)’dan satmn alinmis ve S. U. Fen Fakiiltesi Biyoloji Boliimii
Viroloji Laboratuvari’nda c¢ogaltilmislardir. Hiicreler, 10 mL/L antibiyotik-antimikotik karigimi
(Sigma-A5955) ve %10 fetal bovine serum (FBS, Biological Industries, Cat. No:04-007-1A, Israel)
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 i¢in, ilk olarak doku kiiltiirii flaskina (75 cm®lik flask) ekildikten sonra %70-85 ¢ogalma
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diizeyine (konfluensi) ulasan Hep-2 hiicreleri {izerindeki iiretme vasati bosaltilmistir. Hiicreler,
37°C’deki benmaride 6nceden sitilmis steril 5 mL DPBS ile 2 kez yikanmistir. Virus susunu (ATCC
VR-26) igeren ampul 37 °C’deki su banyosunda siiratle (2—5 dk) ¢oziilmiistiir. Cogaltilmak istenen stok
ampuldeki virustan 75 em®’lik flaska (%70-85 konfliient hiicre igeren), flask igindeki hacim 2.5 mL
olacak sekilde ekim yapilarak 37°C’de %5 CO, igeren ortamda 1 saat inkiibe edilmistir. Bu siire
boyunca doku kiiltiirii flaski 15 dakikada bir hafif¢e ¢alkanarak virusun homojen dagilmasi saglanmis
ve hiicre tabakasinin kurumasi dnlenmistir. Virus adsorbsiyonu i¢in 1 saat inkiibasyon siiresinden sonra,
flaska 22.5 mL virus liretme vasati (%2 FBS’li EMEM) konularak adsorbsiyon sona erdirilmisir. Flask,
37°C’deki %5 CO, iceren inkiibatorde 3 giin inkiibe edilmistir. Hiicreler her giin sitopatik etki (CPE)
olusumu agisindan kontrol edilmistir. Inkiibasyonun 3. giiniinde %90 CPE goriilen doku kiiltiirii flaski
— 80°C’ye kaldirilmistir. Dondurulmus doku kiiltiirii flask1 37°C’de benmaride 1sitilarak ¢oziilmiistiir.
Dondurma-¢ozdiirme islemi 3 kez tekrarlanmigti. Bu sekilde, hassaslagsmis olan hiicrelerin
parcgalanarak viruslarm hiicre digina ¢ikmasi saglanmistir. Bunu takiben flask igerigi santrifiij tiipiine
aktarilarak 3500 rpm’de +4°C’de 10 dk santriflij edilmistir. Siipernatant alinarak, iizerinde sus ad1 ve
hazirlanma tarihi yazili ampullere 1’er ml pipetlenerek —80 °C’de depolanmuistir.

1.1.2.3 Virus Titrasyonu

Virus infektivitesinin titrasyonu, %50 doku kiiltiirii infeksiydz doz (DKIDsg) metodu ile yapilmustir.
HEp-2 hiicreleri kuyucuk bagina 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 (%2 FBS’li EMEM) kullanilarak RSV’nin seri 10 misli
diliisyonlar1 hazirlandiktan sonra her diliisyondaki virus siispansiyonundan 4’er kuyucuga 100’er uL
konulmustur. Ayrica virus kontrol (VK) ve hiicre kontrol (HK) i¢in de dorder kuyucuk seg¢ilmistir. VK
icin secilen kuyucuklara 50 pL stok virus, 50 pL %2 FBS’li EMEM, HK i¢in secilen kuyucuklara da
100 pL hiicre idame vasati konulmustur. Viriis inokule edilmis hiicre kiiltiirleri ilaveten 3 giin siireyle
inkiibe edilmis ve virus CPE’si mikroskop altinda her giin gézlenmistir. DKIDs, degeri, inokule edilmis
kiiltiirlerin %50’sinde sitopatik etki olusturan virus dozunu yansitan, Spearmann-Kaerber metodu
(Kaerber, 1964) ile hesaplanmustir.

1.1.2.4 Sitotoksisite Testi

Cistus laurifolius’un yapraklarindan elde edilen metanol ve su ekstraktlarinin yanisira RSV i¢in pozitif
kontrol olarak kullanilan RBV’nin HEp-2 hiicreleri iizerine sitotoksik etkileri, imalatc1 firmanin
(Biological Industries, Israel) talimatlarina uygun olarak XTT temelli hiicre proliferasyon kiti ile ayri
ayr1 incelenmistir. Test, soyle yapilmistir: 96 kuyucuklu mikropleytlerin 1. kolonu VK (Vasat Kontrol),
2. kolonu HK olarak kullanilmistir. VK olarak kullanilan 1. kolondaki 8 adet kuyucugun her birine 150
pL EMEM (serumsuz) konulmustur. 3. kolon harig, geriye kalan 10 kolondaki (yani, 2, 4, 5, 6, 7, 8, 9,
10, 11 ve 12. kolondaki) kuyucuklarin her birine 100’er pl EMEM (serumsuz) konulmustur.
Ekstraktlarin  stok soliisyonundan (50 mg/ml) EMEM (serumsuz) kullanarak 750 pg/ml
konsantrasyonda 2 ml ¢aligma soliisyonu hazirlanmistir. Bunun i¢in, ekstraktlarin stok soliisyonundan
(50 mg/ml) 0.03 ml (=30 pl) alinmis ve {izerlerine 1.97 ml (=1970 ul) EMEM (serumsuz) konulmustur.
3. kolonda bulunan 8 adet kuyucugun her birine ekstraktlarin ¢aligma soliisyonundan (750 pg/ml) 200
pl konulmustur. 8 kanalli otomatik bir pipet ile 3. kolondaki kuyucuklardaki ¢aligma soliisyonundan
100’er pl alinip 4. kolondaki kuyucuklara 100’er pl taginmistir. Daha sonra 4. kolondaki kuyucuklarda
yer alan ekstrakt sulandirmalarindan 100’er pl alinip, 5. kolondaki kuyucuklara 100’er pl tagmmusgtir.
Tasima islemleri 12. kolondaki kuyucuklara kadar devam ettirilerek log, tabanina gore sulandirmalar
(750, 375, 187.5, 93.75, 46.875, 23.438, 11.719, 5.859, 2.930, 1.465 pg/ml) hazirlanmistir.3-12
arasindaki kolonlarin A, B, C, D, E swralarindaki kuyucuklara ve HK olarak kullanilan 2. kolondaki 8
kuyucuga mililitresinde 1 x 10° hiicre igeren HEp-2 hiicre siispansiyonundan 50’ser pl konulmustur
(kuyucuk basina 5000 hiicre). Ekstraktlarin tetrazolyum tuzlarini canli hiicrelerin yoklugunda da
indirgemesinden dolayi, tetrazolium tuzlar1 [XTT, MTT (3-(4,5-dimetiltiyazol- 2-yl)-2,5-
difeniltetrazolyum-bromiir) gibi] ile yapilan sitotoksisite testlerinin yanlis negatif sonuglar verdigi, test
edilen bilesiklerin (veya ekstraktlarm) tetrazolyum tuzlari ile etkilesime girebilecegi belirtilmistir
(Ulukaya ve ark., 2008). Buna ilaveten, serbest tiyol gruplarini igeren farkli antioksidan molekiillerin
tetrazolyum tuzlarini indirgeyebildigi bulunmustur. Ayrica, polifenoller (resveratrol: sarabin iginde
bulunan antioksidan bir madde) ve flavonoidler (kersetin, luteolin, kemferol) gibi bilesikleri iceren
cesitli bitki ekstraktlarmim, canl hiicrelerin yoklugunda tetrazolyum tuzlarimi (MTT veya XTT’yi)
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giiclii bir sekilde indirgedigi belirtilmistir (Bruggisser ve ark., 2002; Shoemaker, 2004; Peng ve ark.,
2005; Weyermann ve ark., 2005; Talorete ve ark., 2006; Jaszczyszyn ve Gasiorowski, 2008). Bu
nedenlerden dolayi, ekstraktlarmn canli hiicreler iizerine sitotoksik etkilerini degerlendirirken,
ekstraktlarm XTT boyasi ile dogrudan kimyasal etkilesimlerinin kontrol edilerek, bu etkilesimlerin
ekarte edilmesi gerektigi bildirilmistir (Jaszczyszyn ve Gasiorowski 2008). Bildirilen bu uyarilar
dikkate alarak, ekstraktlarin XTT boyasi ile etkilesime girip girmedigini degerlendirmek amaciyla, 3-
12 arasindaki kolonlarin F, G, H siralarindaki kuyucuklara 50°ser ul EMEM (serumsuz) konulmustur.
Boylece; ekstraktlarin kuyucuklardaki son konsantrasyonlar1 500, 250, 125, 62.5, 31.25, 15.63, 7.81,
3.91, 1.95, 0.98 ng/ml olmustur.

RBV’nin HEp-2 hiicreleri tizerine sitotoksik etkilerinin degerlendirilmesinde de, RBV’nin XTT boyasi
ile etkilesime girip girmediginin degerlendirilmesi amaciyla pleytlerin baz1 kuyucuklarimin ayrilmamast
disinda, ayni islemler uygulanmigti. RBV’nin HEp-2 hiicreleri iizerine sitotoksik etkilerinin
degerlendirilmesinde 6zetle asagidaki islemler uygulanmistir: 96 kuyucuklu mikropleytlerin 1. kolonu
VK, 2. kolonu HK olarak kullanilmistir. VK olarak kullanilan 1. kolondaki 8 adet kuyucugun her birine
150 ul EMEM (serumsuz) konulmustur. 3. kolon harig, geriye kalan 10 kolondaki (yani, 2, 4, 5, 6, 7, 8,
9, 10, 11 ve 12. kolondaki) kuyucuklarin her birine 100’er pl EMEM (serumsuz) konulmustur.RBV nin
stok soliisyonundan (1000 pg/ml) 750 pug/ml konsantrasyonda bir ¢alisma soliisyonu hazirlanmistir
(toplam 2 ml). Bu amagla, RBV’nin stok soliisyonundan 1.5 ml alinmis ve iizerine 0.1 ml serumsuz
EMEM konulmustur.Ugiincii kolonda bulunan 8 adet kuyucugun her birine RBV’nin calisma
soliisyonundan (750 pg/ml) 200 ul konulmustur. 8 kanalli otomatik bir pipet ile 2. kolondaki
kuyucuklardaki stok soliisyonlardan 100’er pl alinip 3. kolondaki kuyucuklara 100°er pl tagmmustir.
Daha sonra 3. kolondaki kuyucuklarda yer alan RBV sulandirmalarindan 100’er pl alinip, 4. kolondaki
kuyucuklara 100’er pl taginmistir. Tagima iglemleri 12. kolondaki kuyucuklara kadar devam ettirilerek
log, tabanma gore sulandirmalar (750.00, 375.00, 187.50, 93.75, 46.88, 23.44, 11.72, 5.86, 2.93, 1.46
pg/ml) hazirlanmigtir. 2-12 arasindaki kolonlarin kuyucuklarma mililitresinde 1 x 10° hiicre igeren
HEp-2 hiicre siispansiyonundan 50°ser pl konulmustur (kuyucuk basmma 5000 hiicre). Bdylece,
RBV’nin kuyucuklardaki son konsantrasyonlar1 500, 250, 125, 62.5, 31.25, 15.63, 7.81, 3.91, 1.95,
0.98 pg/ml olmustur.

Bitki ekstraktlarint ve RBV’yi igeren mikropleytler 3 giin siireyle %5 CO3’li nemli bir inkiibatorde
37°C’de inkiibe edildikten sonra, ticari olarak elde edilen XTT ayiracinm 5 ml’si ile yine ticari olarak
elde edilen PMS (Fenazin Metosiilfat/Elektron Baglama Ayiraci) igeren aktivasyon soliisyonunun 0.1
ml’sinin karistirilmasiyla hazirlanan karisimdan her kuyucuga 50’°ser pl konulmustur. Mikropleytler,
boyanin kuyucuklara homojen bir sekilde dagilmasi i¢in hafifce galkalanmistir. Mikropleytler, XTT
formazan iiriiniiniin olugmasi i¢in 3 saat daha inkiibe edilmistir. OD (Optik Dansisite)’ler, 490 nm bir
test dalga boyu ve 630 nm bir referans dalga boyunda bir ELISA okuyucusunda (Multiskan EX,
Labsystems) okutularak kuyucuklardan elde edilen OD ortalamalar1 kaydedilmistir. Ekstraktlarin XTT
ile dogrudan kimyasal etkilesimlerinin ekarte edilmesi amaciyla, hiicre i¢eren kuyucuklardaki farkli
ekstrakt konsantrasyonlarinin ortalama OD degerlerinden, hiicre igermeyen ayni konsantrasyondaki
ekstraktlarin ortalama OD degerleri ¢ikarilmistir. Testler li¢ kopya olarak yapilmis ve sonuglar hiicre
kontrole gore ortalama sitotoksisite % orani olarak gdsterilmistir. Sitotoksisite % oranmi hesaplamak
icin, A’nin hiicre kontroliin OD’sini, B’nin ekstrakt (veya RBV) ile muamele edilmis hiicrelerin
OD’sini temsil ettigi asagidaki formiil kullanilmistir (Andrighetti-Frohner ve ark., 2003):

Sitotoksisite (%) = (A-B)/(A) x100

Hesaplanan sitotoksik etki yiizdeleri test edilen ekstraktlarin (veya RBV’nin) ilgili konsantrasyonlarina
kars1 grafige doniistiiriilmiistiir. HK’ler ile karsilastirildiginda ekstraktlar (veya RBV) ile muamele
edilmis hiicrelerin OD’sini %50’ye kadar azaltan konsantrasyon olarak tamimlanan CCsy (%50
Sitotoksik Konsantrasyon) degerleri, elde edilen verilerin 1s1ginda GraphPad Prism Version 5.03
istatistik programi yardimiyla non-linear regresyon analizi uygulanarak belirlenmistir (Ho, 2008).
HK’lerin OD’leri ile karsilagtirilarak ekstraktlarin (veya RBV’nin) MNTK (maksimum non-toksik
konsantrasyon)’leri belirlenmistir. Belirlenen bu MNTK’ler ekstraktlarin ve RBV’nin antiviral
aktivitesinin saptanmasinda kullanilmustir.

1.1.2.5 Antiviral Test

Ekstraktlarin ve RBV’nin HEp-2 hiicrelerine karsi belirlenen MNTK ’lerinden baglangi¢ alan 2 misli
sulandirmalar1 anti-RSV aktiviteleri yoniinden Ho ve ark.’nin (2010) bildirdikleri “Cytopathic Effect
(CPE) Reduction” testinin kolorimetrik XTT metoduna uyarlanmasi ile, 100 misli %50 doku kiiltiirii
infektif doz (DKIDsy) igeren RSV siispansiyonuna karsi kontrol edilmistir.
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1.1.2.5.1 RBV’nin Anti-RSV Aktivitesinin Belirlenmesi

RBV’nin HEp-2 hiicrelerine karsi belirlenen MNTK’sinden (0.98 pg/ml) baslangic alan 2 misli
sulandirmalar1 anti-RSV aktiviteleri yoniinden Ho ve ark.’nin (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. Test, soyle yapilmigtir:
Tripsin ile muamele edilen HEp-2 hiicrelerinin iiretme vasati kullanilarak 2.5 x 10° hiicre/ml
konsantrasyonda siispansiyonu hazirlanmistir. Hazirlanan bu hiicre slispansiyonundan 96 kuyucuklu
kiiltiir pleytinin kuyucuklarina (VK olarak kullanilan pleytin 1. kolonundaki 8 kuyucuk hari¢) kuyucuk
bagma 100 pl hacimde (2.5 x 10* hiicre/kuyucuk) ekim yapilmis ve 24 saat siireyle inkiibe edilmistir.
Hiicreler konfluent oldugunda, kuyucuklardaki iiretme vasati ¢ekilerek bosaltilmistir. RSV stogu, %2
FBS iceren EMEM (idame vasati1) kullanilarak 100 DKiDsj oraninda sulandirilmistir. RBV nin stok
soliisyonundan (1000 mg/ml) daha 6nce belirlenen MNTK ’sinden (0.98 pg/ml) konsantrasyonu 2 misli
fazla olan, yani konsantrasyonu 1.96 pg/ml olan bir sulandirma (%2 FBS icerecek sekilde)
hazirlanmigtir (toplam 2’ser ml). RBV’nin 2 x MNTK’de sulandirmast hazirlandiktan sonra, bu
sulandirmadan idame vasat1 kullanilarak 2 misli sulandirmalar hazirlanmistir (Toplam 1’er ml). Yani,
RBV’nin 1.96, 0.98, 0.49, 0.245, 0.123, 0.061, 0.031, 0.015, 0.08 pg/ml konsantrasyonda
sulandirmalart hazirlanmigtir. 96 kuyucuklu pleytin 1. kolonundaki 8 kuyucuk VK (vasat kontrol), 2.
kolonundaki 8 kuyucuk HK (hiicre kontrol) , 3. kolonundaki 8 kuyucuk ise virus kontrol (VrK) olarak
kullanilmistir. VK ve HK kuyucuklarina 200’er pl idame besiyeri konulmustur. Pleytlin virus kontrol
(V1K) olarak kullanilan 3. kolonundaki 8 adet kuyucugun her birine 100 DKIDs, oraninda sulandirilan
RSV siispansiyonundan 100’er pl ve idame besiyerinden 100’er pl es zamanli olarak konulmustur.
Pleytin geriye kalan kolonlarindaki (yani, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11 ve 12. kolonlarindaki) 9 kuyucugun her
birine 100 DKIDs, oraninda sulandirilan RSV siispansiyonundan 100’er pl konulduktan sonra
tizerlerine es zamanli olarak RBV’nin 2 x MNTK ’sinden baslangi¢ alan sulandirmalarindan 100’er pl
konulmustur. Pleytin kapag1 kapatilmis ve 37°C’de %5 CO,’li ortamda 3 giin siireyle (daha dogrusu,
ViK kuyucuklarinda maksimum sinsityum olusumu goézleninceye kadar) inkiibe edilmistir. VrK
kuyucuklarmda 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) ayiracinin 5 ml’si ile yine ticari olarak elde edilen PMS (fenazin metosiilfat: elektron
baglama ayiraci)’nin 0.1 ml’sinin karistirilmasiyla hazirlanan karisgimdan her kuyucuga 50°ser pl
konulmustur. Boyanmn kuyucuklara homojen bir sekilde dagilmasi icin pleyt hafifce calkalanmistir.
XTT formazan {irliniiniin olugmas: i¢in pleyt 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 kaydedilmistir. Farkli RBV konsantrasyonlarinin virusa karsi
koruma yiizde oranlari, A’nin 8 kuyucuktaki her bir RBV konsantrasyonu i¢in ortalama OD’yi, B’nin
V1K ortalama OD’sini, C’nin HK ortalama OD’sini temsil ettigi asagidaki formiilden hesaplanmistir
(Andrighetti-Frohner ve ark., 2003):

Koruma %’si =[ (A-B) / (C-B) x 100 ]

Enfekte hiicrelerin % 50’sinde koruma saglayan RBV konsantrasyonu olarak tanimlanan ECs, degeri,
RBV konsantrasyonlarina karsi belirlenen koruma % oranlarindan yararlanilarak, GraphPad Prism
Version 5.03 istatistik programi kullanilarak non-linear regresyon analiziyle belirlenmistir. RBV nin SI
(Segicilik indeksi) degeri ise, CCso/ECs,oranindan hesaplanmustir.

1.1.2.5.2 Ekstraktlarin anti-RSV aktivitelerinin belirlenmesi

Cistus laurifolius metanol ekstraktinin HEp-2 hiicreleri iizerine karst MNTK’si 31.25 ug/ml, su
ekstraktimin  MNTK’si  62.50 pg/ml olarak belirlenmigtir. Cistus laurifolius metanol ve su
ekstraktlarmm HEp-2 hiicrelerine karsi belirlenen MNTK ’lerinden (3125 pug/mL ve 62.50 pg/ml)
baslangic alan 2 misli sulandirmalar1 anti-RSV aktiviteleri yoniinden Ho ve ark.’nin (2010) bildirdikleri
“Cytopathic Effect (CPE) Reduction” testinin kolorimetrik XTT metoduna uyarlanmasi ile, 100 misli
%50 doku kiiltliri infektif doz (DKIDsg) igeren RSV siispansiyonuna karst kontrol edilmistir. Test,
soyle yapilmustir: Tripsin ile muamele edilen HEp-2 hiicrelerinin GM (Growth Medium/Uretme Vasati)
kullanilarak 2.5 x 10° hiicre/ml konsantrasyonda siispansiyonlar1 hazirlanmustir (Toplam 25 ml).
Hazirlanan bu hiicre siispansiyonlarindan 96 kuyucuklu kiiltiir pleytlerinin kuyucuklarma kuyucuk
basma 100 pl hacimde (2.5 x 10 hiicre/kuyucuk) ekim yapilmis ve 24 saat siireyle inkiibe edilmistir.
Hiicreler konfluent oldugunda, kuyucuklardaki GM ¢ekilerek bosaltilmistir. RSV stogu, %2 FBS igeren
EMEM MM (Maintenance Medium/idame Vasat1) kullanilarak 100 DKIiDs oraninda sulandirilmistir.
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Ekstraktlarin stok soliisyonunlarmdan (50 mg/ml) daha 6nce belirlenen MNTK ’lerinden (31.25 petanol
pg/ml ve 62.50g, png/ml) konsantrasyonlar: 2 misli fazla olan sulandirmalar1 hazirlanmistir (%2 FBS
icerecek sekilde). Ekstraktlarin 2 x MNTK’de sulandirmalar1 hazirlandiktan sonra, bu sulandirmalardan
idame vasat1 (%2 FBS’li EMEM) kullanilarak 2 misli sulandirmalar hazirlanmigtir. Yani; metanol
ekstraktiin  62.50, 31.25, 15.625, 7.813, 3.906, 1.953, 0.977, 0.488, 0.244, 0.122 pg/ml
konsantrasyonda sulandirmalari, su ekstraktmin 125, 62.50, 31.25, 15.625, 7.813, 3.906, 1.953, 0.977,
0.488, 0.244 pg/ml konsantrasyonda sulandirmalari hazirlanmigtir. 96 Kkuyucuklu pleytlerin 1.
kolonundaki 8 kuyucuk HK ve 2. kolonundaki 8 kuyucuk VrK olarak kullanilmistir. HK kuyucuklarina
200’er pl idame vasati konulmustur. Pleytlerin VrK olarak kullanilan 2. kolonlarmndaki 8 adet
kuyucugun her birine 100 DKIDs, oraninda sulandirilan RSV siispansiyonundan 100’er pl ve idame
vasatindan 100’er pl es zamanli olarak konulmustur. Pleytlerin geriye kalan kolonlarindaki (yani, 3, 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 ekstraktlarm 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, VrK kuyucuklarinda maksimum
sinsityum olusumu gozleninceye kadar) inkiibe edilmistir. VrK kuyucuklarmmda 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) ayiracinin 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, boyanin kuyucuklara homojen bir
sekilde dagilmasi i¢in hafif¢e calkalanmigtir. Pleytler, XTT formazan iiriiniiniin olugmasi igin 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 kaydedilmistir.
Farkli ekstrakt konsantrasyonlarinin virusa karst koruma yilizde oranlari, spektrofotometrik olarak
asagidaki formiilden hesaplanmistir (Andrighetti-Frohner ve ark., 2003):

Koruma %’si=[ (A—B) / (C-B) x 100 ]

A = 8 gdzdeki her bir ekstrakt konsantrasyonu i¢in ortalama OD

B = Virus kontrol OD’si (8 gézdeki OD degerlerinin ortalamasi)

C = Hiicre kontrol OD’si (8 gdzdeki OD degerlerinin ortalamast)

Enfekte hiicrelerin % 50’sinde koruma saglayan ekstrakt konsantrasyonu olarak tanimlanan ECsg
degeri, ekstrakt konsantrasyonlarina kars1 belirlenen koruma % oranlarindan yararlanilarak, GraphPad
Prism Version 5.03 istatistik programu kullanilarak non-linear regresyon analiziyle belirlenmistir.
Ekstraktlarin segicilik indeksi (SI) ise, CCso/ECso oranindan hesaplanmustir.

1.2 Bulgular

1.2.1 Virus Titrasyon Testi Bulgular1

Arastirmada kullanilan RSV’in HEp-2 hiicreleri kullanilarak gerceklestirilen mikrotitrasyon testi
sonucunda titresi, 3. giin sonunda DKIDso= 10"*°/0.1 ml olarak saptannustir.

1.2.2 Sitotoksisite Testi Bulgulari

Bu caligmada, Cistaceae familyasi, Cistus cinsine ait Cistus laurifolius L.’nin yapraklarindan elde
edilen metanol ve su ekstraktlari, kolorimetrik XTT testi ile RSV’ye kars1 antiviral aktiviteleri
yoniinden incelenmigstir. Antiviral testlerin gerceklestirilmesi icin 6n kosul olarak, virus-konakg1
hiicrelerine (RSV-HEp-2) kars1 ekstraktlarm ve RSV’ye karsi pozitif kontrol olarak kullanilan
RBV’nin sitotoksisiteleri kolorimetrik hiicre canlilik testi ile aragtirilmistir. Arastirmada RSV’ye karsi
pozitif kontrol olarak kullanilan RBV’nin MNTK’si 0.98 ng/ml, CCsy degeri ise 117 pg/ml olarak
belirlenmigtir (Tablo 1). Cistus laurifolius yaprak metanol ve su ekstraktlarmm HEp-2 hiicrelerine
kargt MNTK ’lerini ve CCsgq degerlerini saptamak icin 3 kopya halinde gergeklestirilen test sonucunda,
Cistus laurifolius yaprak metanol ve su ekstraktinin MNTK leri sirasiyla 31.25 pg/ml ve 62.50 pg/ml
(Tablo 1), CCs degerleri ise sirasiyla 95.21 pg/ml ve 167.93 pg/ml olarak belirlenmistir (Tablo 1).

1.2.3 Antiviral Aktivite Testi Bulgular1

RSV inhibisyonu i¢in pozitif kontrol olarak kullanilan RBV’nin ECsy (%50 Etkili
Konsantrasyon/Enfekte Hiicrelerin %50°sinde Koruma Saglayan Konsantrasyon) degerini saptamak
icin 3 kopya halinde gergeklestirilen test sonucunda RBV’nin ECsq degeri, GraphPad Prism istatistik
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programi kullanilarak non-linear regresyon analiziyle 4.19 pg/ml olarak belirlenmis, CCsy’nin ECsq’ye
orant olarak tanimlanan segicilik indeksi (SI) ise 27.92 olarak belirlenmistir (Tablo 1).

Cistus laurifolius metanol ekstraktinin ECsy degeri, MNTK’dan baglamak iizere log2 tabanmna gore
hazirlanan sulandirmalarinin RSV’ye karst koruma yiizde oranlarini saptamak i¢in 3 kopya halinde
gergeklestirilen kolorimetrik XTT testi sonucunda 6nceden bildirilen formiile gore hesaplanan koruma
% oranlarinin grafige doniistiiriilmesiyle, GraphPad Prism istatistik programi kullanilarak non-linear
regresyon analiziyle 0.504 pg/ml olarak belirlenmistir (Tablo 1). Metanol ekstraktmin ST (CCso/ECs)
degeri ise 188.91 olarak belirlenmistir (Tablo 1). Cistus laurifolius su ekstraktinin ise test edilen
konsantrasyonlarda anti-RSV aktiviteye sahip olmadigi tespit edilmistir (Tablo 1).

Tablo 1. Cistus laurifolius metanol ve su ekstraktlarinin sitotoksisite ve antiviral aktivite deneyleri
toplu sonuglari®

Bitki Tiirii Ekstrakt Toksisite Antiviral
Tiirii aktivite
MNTK CCsq ECs Sl
(ng/ml) (ng/ml) (pg/ml)
Cistus laurifolius | Metanol | 31.25 95.21 0.504 188.91
Su 62.50 167.93 - -
Ribavirin (RBV) 0.98 117 4.19 27.92

#Sitotoksisite ve antiviral aktivite XTT testi ile &l¢iilmiistiir
MNTK: Maksimum non-toksik konsantrasyon
CCs: %50 Sitotoksik etkili konsantrasyon

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

Secicilik indeksi (SI): CCso/ECso
_: antiviral etkisi yok

1.3. Tartisma

RSV’nin neden oldugu akut respiratuvar enfeksiyonlara en ¢ok bebekler ve ¢ocuklarda rastlandigi
bilinmektedir. RSV enfeksiyonuna bagli 6liim orani genellikle diisiik olmakla birlikte, kalp veya
solunum yetmezligi olan bebeklerde %37-73’e¢ kadar, kemik iligi nakli yapilan kisilerde %36-45e
kadar oliim oraninda artig 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 kaynagini teskil edebilirler.
Ornegin, Cistus incanus spp. tauricus’dan elde edilen ekstraktlarm hi¢ bir olumsuz yan etki
gostermeksizin bir RNA virusu olan influenza virusuna karsi antiviral aktiviteye sahip oldugu
bulunmustur (Ehrhardt ve ark., 2007).

Tiirk halk hekimliginde romatizmal agrilarin giderilmesinde, hemoroid tedavisinde, bobrek ve iiriner
sistem iltihaplanmalarmin tedavisinde ve ates districii olarak kullanilan Cistus laurifolius
yapraklarindan hazirlanan metanol ve su ekstraktlarinin sitotoksik ve antiviral aktiviteleri kolorimetrik
XTT testi ile arastirilmigtir. Ekstraktlarn ve RBV’nin sitotoksik ve antiviral aktivitelerine yonelik
bulgular Tablo 1’de 6zetlenmistir. Tablo 1’de goriildigi gibi, 95.21-167.93 pg/ml araliginda CCs,
degerlerine sahip olan ekstraktlarm, Rukunga ve Simons’un (2006) kriterlerine gore HEp-2 hiicreleri
tizerine toksik olmadigi anlasilmisti. Rukunga ve Simons’un (2006) smniflandirmasma gore; 2
pg/ml’den daha diisiik CCsy degerine sahip olan ekstraktlar sitotoksik, 2-89 pg/ml araliginda CCs,
degerine sahip olan ekstraktlar kismen (orta derecede) sitotoksik ve 90 pg/ml’den daha biiyiikk CCs
degerine sahip olan ekstraktlar non-toksik olarak degerlendirilmislerdir.
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Antiviral aktivite deneyleri, Cistus laurifolius metanol ekstraktinin RSV’ye karsi RSV enfeksiyonunun
tedavisinde FDA (Food and Drug Administration) tarafindan onaylanan tek antiviral ila¢ olan
RBV’den daha etkili oldugunu gdstermistir. Buna karsilik, Cistus laurifolius su ekstraktiin RSV’ye
kars1 antiviral etkiye sahip olmadigi tespit edilmistir. Tablo 1°de goriildigi gibi, Cistus laurifolius
metanol ekstraktinin ECs, degeri 0.504 pg/ml olarak tespit edilirken, SI degeri 188.91 olarak tespit
edilmistir. RBV’nin ECs, ve SI degerleri ise sirastyla 4.19 pg/ml ve 27.92 olarak tespit edilmistir. Yine,
Tablo 1°de goriildiigii gibi, ekstraktlarin HEp-2 hiicreleri {izerine RSV enfeksiyonlarina karsi standart
ila¢ olarak kullanilan RBV’den daha az toksik oldugu, ekstraktlar ve RBV’nin CCs, degerlerinin ECs,
degerlerinden daha yiiksek oldugu dikkat ¢ekmektedir. Bu durum, antiviral bir ajanin giivenirligi
bakimindan 6nemlidir (Schinazi ve ark. 2009). Ayrica, Chattopadhyay ve ark. (2009), 3 ve 3’den biiyiik
SI degerlerinin test ekstraktlarinin potansiyel olarak giivenilir antiviral aktivitesinin gostergesi olarak
kabul edilmesi gerektigini bildirmislerdir.

Petereit ve ark. (1991) oOnciiligiinde yapilan ¢alismalar, Cistus tiirlerinin temel bilesenlerinin
polifenolik bilesikler, 6zellikle oligomerik prosiyanidin B1 ve B3 ile birlikte katesin, gallokatesin,
gallokatesin-3-gallat gibi flavan-3-ol’ler ya da katesinler ailesine ait monomerik flavonoidler oldugunu
gostermistir. Cistus yapraklar1 iizerinde yapilan bir bagka fitokimyasal ¢alisma, flavonoller ailesine ait
bes farkli flavonoid aglikon ve glikozit bilesiklerinin varligmni ortaya koymustur (Demetzos ve ark.,
1989). Ayrica, proantosiyanidinler ve biyogenetik olarak iliskili dihidroflavonollerin (Petereit ve ark.,
1991) yanisira sikimik asit, epikatesin-(4—6)-katesin, dimerik prodelphinidinler (Danne ve ark., 1993)
ve diger polifenoller (Danne ve ark., 1994; Saracini ve ark., 2005) de farkli Cistus tiirlerinde
bulunmustur. Degisken fenolik yapilari olan dogal maddelerin bir grubu olan flavonoitlerin ise, dengue
virus, hepatit B virusu, insan sitomegalovirus , herpes simplex virus, respiratory syncytial virus,
parainfluenza virus ve adenovirus dahil olmak tizere ¢esitli viruslara kars1 antiviral etkiye sahip oldugu
bildirilmistir (Chiang ve ark., 2003; Evers ve ark., 2005; Lyu ve ark., 2005; Xu ve ark., 2010; Zandi ve
ark., 2011). Arastirmamizin materyalini olusturan C. laurifolius’un Naringenin-7-metileter (De Pascual
Teresa ve ark., 1979), Apigenin (Sadhu ve ark., 2006), 7-Metilapigenin (De Pascual Teresa ve ark.,
1979; Sadhu ve ark., 2006), Kemferol 3,7-dimetil eter (De Pascual Teresa ve ark., 1979; Kupeli ve
Yesilada, 2007; Sadhu ve ark., 2006; Ustun ve ark., 2006), Kersetin 3-metil eter (Kupeli ve Yesilada,
2007; Sadhu ve ark., 2006; Ustun ve ark., 2006), Kersetin 3,7-dimetil eter (Kupeli ve Yesilada, 2007;
Sadhu ve ark., 2006; Ustun ve ark., 2006), Kersetin 3-O-a-D-ramnozit (Sadhu ve ark., 2006), Kersetin
3,4'-dimetil eter (Sadhu ve ark., 2006), Kersetin 5,3'-dimetil eter (Vogt ve ark., 1988), Kersetin 3,5,3'-
trimetil eter (Vogt ve ark., 1988) gibi flavonoidler bakimindan zengin oldugu kanitlanmigtir.
Dolayisiyla, C. laurifolius metanol ekstraktinin anti-RSV aktivitesi, basta flavonoidler olmak tizere
degisik polifenolik bilesiklerin varhigna bagh olabilir. Ote yandan, ayni bitkinin su ekstraktlarmin
anti-RSV aktiviteye sahip olmamasi, ¢dziicii olarak kullanilan suyun bu maddeleri ¢6zme yeteneginin
diisiik olmasina dayandirilabilir.

Yapilan bu calisma, Cistus laurifolius metanol ekstraktinin anti-RSV aktivitesini ortaya koyan ilk
calisma niteligindedir.
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