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Abstract

This study, was made to investigate the antiviral activity against herpes simplex virus type 1 (HSV-1, strain
HF, ATCC VR-260) of the methanol and water extracts obtained from Ferula halophila Pesmen, endemic
to Turkey. For this purpose, the plant extracts were evaluated by the colorimetric XTT assay in vitro
HSV-1/Vero cell systems. Results showed that both extracts of Ferula halophila possessed anti-HSV-1
activity (ECso and Sl values for methanol extract were 1035.29 pg/ml and 35.56 respectively; ECs and Sl
values for water extract were 264.45 pg/ml and 130.81 respectively).

Keywords: Ferula halophila, Colorimetric XTT assay, Antiviral activity, Herpes simplex virus type 1

Ferula halophila Pesmen’nin Herpes Simplex Virus Tip 1
(HSV-1)’e kars1 Antiviral Aktivitesi

Ozet

Bu calisma, Tiirkiye’ye 6zgii Ferula halophila Pesmen’dan elde edilen metanol ve su ekstraktlarinin herpes
simplex virus tip 1 (HSV-1, HF susu, ATCC-VR-260)’c kars1 antiviral aktivitelerini aragtirmak amaciyla
yapilmistir. Bu amagla bitki ekstraktlari in vitro HSV-1/Vero hiicre sistemlerinde  kolorimetrik XTT testine
tabi tutulmuslardir. Test sonuglari, F. halophila’nin her iki ekstraktimin da  anti-HSV-1 aktiviteye sahip
oldugunu (metanol ekstraktinin ECsp degeri 1035.29 pg/ml, SI degeri 35.56; su ekstraktinin ECsg degeri
264.45 pg/ml, SI degeri 130.81) ortaya koymustur.

Anahtar Kelimeler: Ferula halophila, Kolorimetrik XTT testi, Antiviral aktivite, Herpes simplex virus
tipl
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1.Giris

Viral hastaliklar daima gerek insanlar gerekse hayvanlar i¢in 6nemli bir saglik sorunu olusturmustur ve bu
nedenle insanlar siirekli olarak yeni antiviral ilaglar bulmaya gayret gostermislerdir.

Ucuk yaygin viral hastaliklardan biridir ve onun baslica etiyolojik ajan1 Herpesviridae familyasina ait
zarfl1 bir DNA virusu olan herpes simplex virus tip 1 (HSV-1)’dir (Fatahzadeh ve Schwartz 2007). Duyusal
gangliyonlarda HSV (herpes simplex virus) enfeksiyonuna bagli latent enfeksiyonlarin olugsmasi, onun
tedavisine yonelik baslica engeldir (Xiang ve ark. 2008). Diinya genelinde HSV-1 komplikasyonlarinin
preavalansi ve Onemine istinaden, bu virusa yonelik ilag bulma alaninda ¢esitli tesebbiisler yapilmistir,
fakat 6zellikle niikleozit analoglar1 basta olmak iizere herpes viruslarina kars1 gelistirilen antiviral ajanlarin
biiyiik bir kisminin ciddi yan etkileri vardir ve HSV-1 enfeksiyonlarini tamamen tedavi edemezler (Zandi
ve ark. 2010). Niikleozit analoglarinin uzun bir siire kullanilmasini takiben, ilaca direng¢li virus mutantlari
ortaya ¢cikmistir. Bu nedenle, 6zellikle dogal kaynaklar dahilinde olmak iizere etkili ve 6zgiin anti-HSV-1
ajanlarin bulunmasi ¢ok 6nemli goriinmektedir.

Ferula cinsi Korovin (1947) tarafindan alti alt cinse ayrilmistir. Ferula cinsi, 170°den fazla turd ile
Umbelliferae (Apiaceae) familyasinin en biiyiik cinslerinden biridir. Ferula tirleri, Asya, Kuzey Afrika ve
Giliney Avrupa genelinde yayilmiglardir. Ferula tiirleri, esas olarak Kanarya Adalari’ndan Mogolistan’a
kadar Orta Asya’da bulunurlar (Pesmen 1974). Tirkiye’de 18 Ferula tirl bulunmakta olup, bunlardan
dokuzu endemiktir (Davis 1972).

Ferula halophila Pesmen, I¢c Anadolu bdlgesi, Konya ili, Cihanbeyli Yavsan Tuzlasi’nda yetisen, endemik
bir tirdur (Davis 1972). Ferula cinsinin Uyeleri Tirkiye’de iyi bilinmekte ve toprakalti kisimlar1 geleneksel
olarak gida ve afrodizyak olarak kullanilmaktadir (Baytop 1999).

Bazi Ferula tiirlerinin kumarinleri, ugucu yag icerikleri, biyoaktivitesi ve mikrobiyolojik aktivitesiyle ilgili
pek cok arastirma yapilmistir, fakat F halophila’min antiviral aktiviteleri konusunda hi¢ ¢aligma
yapilmamistir. Bu nedenle ¢alismamizda Tirkiye’de endemik bir tiir olan Ferula halophila’nin DNA
viruslarinin temsilcisi olarak herpes simplex virus tip 1 (HSV-1)’e kars1 antiviral dzelliklerinin arastirilmasi

amaclanmigtir.

2. Materyal ve Metot

2.1. Bitki Ornekleri
Ferula halophila Pesmen bitki drnekleri Konya ili, Cihanbeyli Yavsan Tuzlasi’'ndan 20.05.2015 tarihinde,
bitkilerin ¢icekli déneminde toplanmustir. Bitkilerin teshisi Dog. Dr. Osman TUGAY (S. U. Fen Fakiiltesi

Biyoloji Boliimii) tarafindan yapilmistir.

2.2. Ekstraktlarin Hazirlanmasi

Ferula halophila bitki 6rneklerinin toprak istii kisimlar1 (govde, yaprak, ¢igek karisimi) 37°C’de kurutma
dolabinda yaklagik 3-5 giinde kurutulmus, kurutulan 6rnekler degirmende 6giitiilerek toz haline getirilmistir.
Toz halindeki bitkiden 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
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ultrasonikasyona tabii tutulmuslardir. Ultrasonikasyondan sonra, sivi ekstrakt falkonlara esit miktarlarda
dagitilarak sogutmal santrifiijde (NUVE NF 800R) 8500 rpm’de 15 dk siiresince santrifiigasyon islemine
tabi tutulmustur. Santrifiij sonrasinda siipernatant alinarak bagka bir siseye aktarilmigtir. Falkonlardaki
pelletler toplanarak (zerine tekrar 200 mL ultra saf su konulmus ve 8500 rpm’de 15 dk santrifiigasyondan
sonra siipernatant alinarak siseye aktarilmistir. Pellet {izerine 150 mL ultra saf su ilave edilerek 1 saat daha
ultrasonikator ile pargalanmasi saglanmigtir. Pargalama bittikten sonra son kez 15 dk siireyle santrifiigasyon
islemi uygulanmis ve supernatant alinarak daha once siipernatantlarin konuldugu siseye aktarimustir.
Protokol sirasinda Orneklerdeki fitokimyasallarin sicakliktan dolayr bozulmasini 6nlemek amaciyla
sicakligin 40 °C'nin altinda tutulmasina 6zellikle dikkat edilmistir. Ardisik ekstraksiyon islemlerinden elde
edilen sulu ekstraktlar daha sonra indirgenmis basing altinda (40°C’nin altinda) rotary evaporatorde
(IKA-RV10) evapore edilmis (5-10 mL’ye kadar) ve nemi tamamen gidermek amaciyla liyofilizasyon
islemine tabi tutulmustur. Aym islemler, metanol solvent ile de gergeklestirilmis ve liyofilize metanol
ekstrakti elde edilmistir.

Liyofilize haldeki her ekstraktin 1000 mg’t 10 mL serum igermeyen EMEM (Eagle’s Minimum Essential
Medium) icinde ¢dzlilerek 100 mg/mL konsantrasyonunda stok soliisyonlar hazirlanmisgtir. Stok ¢ézelti 0.22
pm’lik milipor filtreden gegirilerek steril edilmis ve 2 mL’lik tlplere 1’er mL taksim edilerek,
kullanilincaya kadar +4 °C’de saklanmistir. Sitotoksisite ve antiviral aktivite degerlendirmelerinde

kullanilacak sulandirmalar bu stoktan hazirlanmistir.

2.2. Hiicre, Virus ve Ayiraglar

Butun deneylerde konak hicre olarak HSV-1’in duyarlilik gosterdigi Vero hicreleri (Afrika yesil maymun
bobrek hiicresi, ATCC CCL-81) kullanilmustir. Vero hiicreleri S.U. Fen Fakiiltesi Biyoloji Bolumii Viroloji
Laboratuvar1 kiltir koleksiyonundan elde edilmis ve hiicrelerin devamliligi haftada iki kez diizenli
pasajlarla saglanmistir.

Antiviral aktivite deneyinde kullanilan HSV-1 HF susu (ATCC-VR-26) S.U. Fen Fakiiltesi Biyoloji B6lumii
Viroloji Laboratuvari’mizdan elde edilmis ve Vero hiicrelerinde ¢ogaltilmistir. Virusun hiicre kilttriinde
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 DKiDso (Doku
Kiiltiirii infektif Dozso) degeri Spearmann-Kaerber metodu (Kaerber 1964) ile hesaplanmigtir. HSV-1’in
titresi 10°5 DKIDso 0.1/mL olarak belirlenmistir. Virus siispansiyonu kullamlincaya kadar —70 °C’de
saklanmustir.

EMEM, FBS, % 0.25’1ik tripsin-edta sollisyonu, antibiyotik-antimikotik sollisyonu, % 0.4°1iik tripan mavisi
(trypan blue) boya solusyonu, 2,3-Bis(2-metoksi-4-nitro-5-sulfofenil)-2H-tetrazolyum (XTT) ve PMS
(N-methyl dibenzopyrazine methyl sulfate) ayiraglar1 Biological Industries Ltd., Kibbutz Beit Haemek,
Israel’den satmm alinmisti. HSV-1 inhibisyonu igin pozitif kontrol olarak kullanilan asiklovir (ACV,
Sigma—A4669-50 mg) Sigma (USA)’dan satin alinmigtir. FBS icermeyen EMEM kullanilarak ACV’nin
stok soliisyonu (1000 pg/mL) hazirlanmis ve kullanilincaya kadar —80 °C’de saklanmustir.
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2.3. Sitotoksisite Testi

Ekstraktlarin ve HSV-1 i¢in pozitif kontrol olarak kullanilan ACV’nin sitotoksik aktiviteleri, daha dnce
tammlanan XTT metodu (Duman ve ark. 2016) ile degerlendirilmistir. Test Ozetle soyle yapilmistir:
Ekstraktlarin stok soliisyonu (100 mg/mL)’ndan EMEM kullamilarak 4 misli azalan 100 mg/mL — 0.0004
mg/mL araliginda bir seri sulandirmalar hazirlanmis, her sulandirmadan mikropleytin 8 kuyucuguna 100’er
ML konulmustur. Daha sonra, mililitresinde 1 x 10° hiicre igeren Vero hiicre stispansiyonundan ekstrakt
sulandirmalarmin iizerine 50’ser pL konulmustur. izlenen bu prosediir ACV’ye de uygulanmistir. Bunun
icin de; ilk énce ACV’nin stok sollsyonundan (1000 pg/mL) EMEM kullanilarak log2 tabanina gére 1000
pg/mL — 1.95 pg/mL araliginda sulandirmalar hazirlanmig ve hazirlanan bu sulandirmalarin her birinden
baska bir mikropleytin 8 kuyucuguna 100’er puL konulmustur. Daha sonra, mililitresinde 1 x 10° hiicre
iceren \Vero hicre slspansiyonundan ACV sulandirmalarinin  iizerine 50’ser pL  konulmustur.
Mikropleytlere medium kontrol (MK) ve hiicre kontrol (HK)’ler de dahil edilmistir. Mikropleytler 3 giin
stireyle % 5 CO2’li nemli bir inkiibatérde 37 °C’de inkiibe edildikten sonra, ticari olarak elde edilen XTT
ayrraciin 5 mL’si ile yine ticari olarak elde edilen PMS aktivatoriinin 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 iriintiniin olugmasi i¢in 4 saat daha
inklibe edilmistir. Absorbanslar, 500 nm’lik bir dalga boyunda bir ELISA okuyucusunda (Multiskan EX,
Labsystems) okunarak 8 kuyucuktan elde edilen absorbans ortalamalar1 kaydedilmistir. Test i¢ kopya
olarak yapilmigs ve sonuclar hiicre kontrole gbre ortalama sitotoksisite % orani olarak gosterilmistir.
Sitotoksisite % oranin1 hesaplamak i¢in, A’nin hiicre kontrolin OD (optik dansisite)’sini, B’nin ekstrakt

(veya ACV) ile muamele edilmis hiicrelerin OD’sini temsil ettigi asagidaki formiil kullanilmustir:

(A-B)

Sitotoksisite (%) = ——= x 100
A

HK’ler ile karsilastirildiginda ekstraktlar (veya ACV) ile muamele edilmis hiicrelerin OD’sini %50’ye
kadar azaltan konsantrasyon olarak tanimlanan Sitotoksik Konsantrasyonsy (CCso), elde edilen verilerin
1s181inda GraphPad Prism Version 5.03 istatistik programi yardimiyla linear regresyon analizi uygulanarak
belirlenmistir. HK ile karsilagtirilarak ekstraktlarin (veya ACV’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 ACV’nin) antiviral aktivitesinin

saptanmasinda kullanilmigtir.

2.4. XTT Metodu ile Antiviral Test

Ekstraktlarin ve ACV’nin Vero hiicrelerine karsi belirlenen MNTK ’leri anti-HSV-1 aktiviteleri yoniinden
XTT metodu (Chiang ve ark. 2002) ile 100 DKIDs virus dozuna karsi kontrol edilmistir. Test, soyle
yapilmustir: Tripsin ile muamele edilen Vero hiicrelerinin %2 FBS igeren EMEM kullanilarak 1.43 x 10°
hicre mL? konsantrasyonda olacak sekilde siispansiyonlar1 hazirlanmmsgtir. Hazirlanan bu hiicre

stispansiyonlarindan 96 kuyucuklu kiiltiir pleytlerinin kuyucuklarina (MK olarak kullanilan pleytin 1.
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kolonundaki 8 kuyucuk hari¢) kuyucuk bagma 70 pL voliimde (~10* hiicre/kuyucuk) ekim yapilmstir.
37°C’de %5 CO2’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
DKiDso/0.1 mL oraninda sulandirilan HSV-1 siispansiyonundan 20’ser uL konulmustur. Mikropleytlerin 1.
kolonu MK olarak kullanmilmis 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 pul
EMEM (%2 FBS’li) konulmustur. Mikropleytlerin 3. kolonu virus kontrol (VK) olarak kullanilmig ve bu
kolondaki 8 adet kuyucuga 10’ar pl EMEM (%2 FBS’li) konulmustur. Mikropleytlerin 4. kolonu ACV
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
kolonundaki kuyucuklara da ekstraktlarin MNTK ’lerinden baglamak iizere Log2 tabanina gore hazirlanan
sulandirmalarindan (MNTK/2, MNTK/4, MNTK/8, ....) 10’ar pl konulmustur. ACV kontrol olarak
kullanilan mikropleytin 4. kolonundaki 8 kuyucugun her birine de ACV sollisyonundan (MNTK iceren
sulandirmadan) 10’ar pl konulmustur. Ayni islemler, HSV-1’in inhibisyona yonelik pozitif kontrol olarak
kullanilan ACV ig¢in de uygulanmistir. Pleytlerin kapagi kapatilmis ve 37°C’de %5 CO2’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 karistirilmasiyla hazirlanan karigimdan her
kuyucuga 50’ser uL konulmustur. Pleytler, boyanin kuyucuklara homojen bir sekilde dagilmasi i¢in hafifce
calkalanmis ve XTT formazan iirliniiniin olusmasi 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 ortalamalari kaydedilmistir. Koruma yiizde orani, A’nin 8 gézdeki
her bir ekstrakt (veya ACV) konsantrasyonu i¢in ortalama OD’yi, B nin virus kontrolin OD’sini, C’nin

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

Enfekte hiicrelerin %50’sinde koruma saglayan ekstrakt (veya ACV) konsantrasyonu olarak tanimlanan
ECso degeri, ekstrakt (veya ACV) konsantrasyonlarina karsi belirlenen koruma % oranlarindan
yararlanilarak, GraphPad Prism Version 5.03 istatistik programi kullanilarak linear regresyon analiziyle
belirlenmigtir. Ekstraktlarin (veya ACV’nin) segicilik indeksi (SI) degeri ise, CCso/ECsp Oranindan

belirlenmistir.

3. Arastirma Sonuclar:

3.1. Sitotoksisite Testi Sonuglari

Bu ¢aligmada, Umbelliferae (Apiaceae) familyasina ait Ferula halophila Pesmen’dan elde edilen metanol
ve su ekstraktlari, kolorimetrik XTT testi ile HSV-1’e kars1 antiviral aktiviteleri yoniinden incelenmistir.
Antiviral testlerin gergeklestirilmesi i¢in 6n kosul olarak, virus-konak¢i hiicrelerine (HSV-1-Vero) karsi

ekstraktlarin ve HSV-1’e kars1 pozitif kontrol olarak kullanilan ACV’nin sitotoksisiteleri kolorimetrik hiicre
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canlilik testi ile arastirilmistir. Aragtirmada HSV-1"¢ kars1 pozitif kontrol olarak kullanilan ACV’nin MNTK
ve Sitotoksik Konsantrasyonsy (CCso) degerlerini saptamak i¢in 3 kopya halinde gergeklestirilen test
sonucunda, ACV’nin MNTK’u 250 pg/mL, CCso degeri ise 2839 ng/mL olarak belirlenmistir (Cizelge 3.1).
Ferula halophila’dan elde edilen metanol ve su ekstraktlarimin Vero hiicrelerine karst MNTK ve CCsg
degerlerini saptamak i¢in 3 kopya halinde gergeklestirilen test sonucunda; metanol ve su ekstraktinin Vero
hiicrelerine karst MNTK ’si sirastyla 1562.50 pg/ml ve 390.60 pg/ml, CCsq degerleri ise sirastyla 36820.00
ug/ml ve 34594.00 pg/ml olarak tespit edilmistir (Cizelge 3.1).

3.2. Antiviral Aktivite Testi Sonuclari

HSV-1’in titresi, %50 doku kiiltiirii infektif doz (DKIDso) yontemi (Frey ve Liess 1971) ile 105°/0.1 mL
olarak tespit edilmistir.

HSV-1 inhibisyonu i¢in pozitif kontrol olarak kullanilan ACV’nin ECso (enfekte hiicrelerin %50’sinde
koruma saglayan konsantrasyon) degerini saptamak igin 3 kopya halinde gergeklestirilen test sonucunda,
ACV’nin ECsp degeri GraphPad Prism istatistik programi kullanilarak linear regresyon analiziyle 1.564
ug/mL olarak belirlenmistir (Cizelge 3.1). ACV’nin CCsy’nin ECsp’ye orani olarak tamimlanan segicilik
indeksi (SI) 1815.22 olarak belirlenmistir (Cizelge 3.1).

Ekstraktlarin HSV-1 ile enfekte hiicrelerin %50’sinde koruma saglayan konsantrasyonu olarak tanimlanan
ECso degeri ile SI (CCso/ECso) degerleri ise; F. halophila metanol ekstrakti i¢in sirasiyla 1035.29 pg/mL ve
35.56, su ekstrakti i¢in de sirasiyla 264.45 pg/mL ve 130.81 olarak tespit edilmistir (Cizelge 3.1).

Cizelge 3.1. Ferula halophila ekstraktlarinin sitotoksisite ve anti-HSV-1 aktivite testi sonuglari®

Bitki Tird Ekstrakt | Toksisite Antiviral aktivite
Tird MNTK! CCs¢® ECsof (shye
(Mg/mL) | (ng/mL) (Mg/mL)
F. halophila | ME® 1562.50 36820.00 1035.29 | 35.56
SE¢ 390.63 34594.00 264.45 | 130.81
ACV 250.00 2839.00 1.564 1815.22

aAntiviral aktiviteler XTT testi ile 6l¢iilmiistiir

®ME: Metanol ekstrakti, °SE: Su ekstrakt1

IMNTK: Maksimum non-toksik konsantrasyon

¢CCso: %50 Sitotoksik etkili konsantrasyon

ECs0: %50 Etkili Konsantrasyon; virusun neden oldugu CPE’yi %50’ye kadar inhibe etmek
icin gerekli olan numune konsantrasyonu

9Segicilik indeksi (SI): CCso/ECso
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4. Tartisma

Ferula cinsi (Apiaceae) Orta Asya’dan Akdeniz bolgesine kadar uzanan ¢ok genis bir cografi bolgede
yetisen 150 kadar tiir igermekte (Mozaffarian 1996) ve bunlardan dokuzu Tiirkiye’de endemik olmak iizere
18 tiir Tiirkiye’de yayilis gostermektedir (Davis 1972). Ferula’nin farkli kisimlari, nérolojik hastaliklar,
yangilar, dizanteri, sindirim sistemi rahatsizliklari, romatizma, bas agrisi, artrit ve bas donmesi gibi degisik
hastaliklarin tedavisiyle tnlidiir (Tamemoto ve ark. 2001). Ferula cinsinden elde edilen bilesenlerin
antiinflamatuar, sitotoksisite ve P-gp inhibitor, kanser kemopreventif, antibakteriyel ve antilaysmaniyal
aktitiviteleri olmak {izere pek ¢ok biyolojik etkisi 6zetlenmistir (Nazari ve Iranshahi 2011). Ayrica, Ferula
cinsinin degisik tiirlerinden elde edilen ekstrakt, saf bilesik ve ugucu yaglarin influenza A (HIN1) (Lee ve
ark. 2009), hepatit B (zZhai ve ark. 2012), HSV-1 (Mohamed ve ark. 2006, Ghannadi ve ark. 2014) gibi
DNA ve RNA viruslarina karsi antiviral aktiviteleri de bildirilmistir.

Geleneksel bir Cin ilaci olarak kullanilan Ferula ferulaeoides’in yagda ¢oziiniir bir fraksiyonu olan FF,
HBYV (hepatit B virusu)-iiretici bir hiicre serisi olan HepG2.2.15’de HBV’ye karg1 6nemli bir inhibitor etki
gostermistir. Bu ¢aligmada FF, HBsAg miktarin1 ve HBV replikasyonunu sirasiyla %87 ve %36’ya kadar
azaltmigtir (Zhai ve ark. 2012).

Lee ve ark. (2009) F. assa-foetida ekstraktindan izole edilen 11 seskiterpen kumarinin influenza A (H1IN1)
virusuna karst 0.26-0.99 pg/ml arasinda degisen ECso degerleriyle, 0.92 pg/ml ECso degerine sahip
oldugu belirlenen influenza A virusuna kargi konvansiyonel bir antiviral ajan olan amantadinden daha etkili
oldugunu goéstermislerdir.

Mohamed ve ark. (2006) tarafindan yapilan bir ¢alismada, Ferula hormonis’in kurutulmus koklerinden
hidrodistilasyonla elde edilen ugucu yaglarin temel icerikleri Gaz Kromatografisi—Kitle Spektroskopisi
(GC-MS) ile analiz edilmis ve ugucu yagin anti-HSV-1 aktivitesi plak inhibisyon testiyle
degerlendirilmistir. Arastirma sonucunda, ugucu yagin HSV-1’e kars1 plak inhibisyon yuzdesi 81.4 olarak
belirlenmistir.

Ferula assa-foetida’dan elde edilen seskiterpen kumarinlerin (badrakemin asetat, kellerin ve samarcandin
diastereomer) anti-HSV-1 aktivitelerinin degerlendirildigi bir caligmada (Ghannadi ve ark. 2014),
kellerin’in 10, 5 ve 2.5 pg/ml konsantrasyonlarda HSV-1 KOS susunun sitopatik etkilerini dnemli derecede
inhibe edebilecegi ve viral titreyi azaltabilecegi gosterilmistir.

Yapilan bu ¢aligmada, Ferula halophila Pesmen’dan elde edilen metanol ve su ekstraktlarimin bir DNA
virusu olan HSV-1’e kars1 etkili oldugu saptanmistir. Bitkinin metanol ekstraktinin 1035.29 pg/ml ECso ve
35.56 SI degerleriyle, su ekstraktinin ise 264.45 pg/ml ECso ve 130.81 SI degerleriyle, HSV-1’in konakg¢1
hiicresi olan Vero hiicrelerine karst 6nemli bir sitotoksik etki gostermeksizin anti-HSV-1 aktivite gosterdigi
bulunmusgtur (Cizelge 3.1). Ferula cinsi bitkilerinin gosterdigi degisik biyolojik aktivitelerinde glukronik
asit, galaktoz, arabinoz ve ramnoz (Kapoor 1990), sulfirr iceren turevler (Kajimoto ve ark. 1998),
kumarinler (Iranshahi ve ark. 2004), seskiterpenler (Gonzalez ve Barrera 1995), seskiterpen kumarinler
(Ahmed ve ark. 2001, Ahmed 1999), seskiterpen laktonlar ve daucane esterler dahil olmak iizere cesitli
bilesikler rol oynamaktadir. Bu bilesikler arasinda, seskiterpen kumarinler basta antiviral 6zellikleri olmak

tizere, genis capli ve limit verici biyolojik ozelliklerinden dolayr ¢ok oOnemlidirler. Nitekim, Ferula
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assa-foetida’dan elde edilen seskiterpen kumarinlerin HSV-1 KOS susuna karsi onemli sayilabilecek
antiviral aktiviteye sahip oldugu gosterilmistir (Ghannadi ve ark. 2014). Arastirmamizin materyalini teskil
eden F. halophila’dan elde edilen ekstraktlarin belirlenen bu anti-HSV-1 aktiviteleri de Ferula tiirlerinde bol
miktarda bulunan seskiterpen kumarinlerin varligina, ya da bagka bilesiklerin, 6rnegin Ferula hormonis
ucucu yaglarinin anti-HSV-1 aktivitesinin gosterildigi ¢alismayla (Mohamed ve ark. 2006) benzerlik

gosterecek sekilde, ugucu yaglarin varligina bagli olabilir.

Kaynaklar

Ahmed AA (1999). Sesquiterpene coumarins and sesquiterpenes from Ferula sinaica.
Phytochemistry 50: 109-112.

Ahmed AA, Abd EI-Razek MH, Nassar MI, Izuma S, Ohta S, Hirata T (2001). Sesquiterpene coumarins
from the roots of Ferula assa-foetida. Phytochemistry 58: 1289-1295.

Baytop T (1999). Tiirkiye’de Bitkiler ile Tedavi-Gegmisten Bugiine. 2. Baski, Nobel Tip Kitabevleri,
Istanbul.

Chiang LC, Chiang W, Chang MY, Ng LT, Lin CC (2002). Antiviral activity of Plantago major extracts and
related compounds in vitro. Antiviral Research 55: 53-62.

Davis PH (1972). Flora of Turkey and the East Aegean lIslands V (4). Edinburgh University Press,
Edinburgh.

Duman R, Ozer E, Tugay O, Dik I, Kus C (2016). Evaluation of in vitro antiviral activity of Taraxacum
farinosum and Taraxacum mirabile extracts against herpes simplex virus type 1 (HSV-1).
International Journal of Scientific and Technological Research 2: 29-35.

Fatahzadeh M, Schwartz RA (2007). Human herpes simplex virus infections: epidemiology, pathogenesis,
symptomatology, diagnosis, and management. Journal of the American Academy of Dermatology 57:
737-763.

Frey HR, Liess B (1971). Vermehrungskinetik und Verwendbarkeit einer stark Zytopathogenen VD-MD
Virusstam mes fiir diagnostische untersuchungen mit der mikrotiter-methode. Zentralblatt flr
Veterinarmedizin Reihe B 18: 61-71.

Ghannadi A, Fattahian K, Shokoohinia Y, Behbahani M, Shahnoush A (2014). Anti-viral evaluation of
sesquiterpene coumarins from Ferula assa-foetida against HSV-1. Iranian Journal of Pharmaceutical
Research 12 (2): 523-530.

Gonzalez AG, Barrera JB (1995). Chemistry and the sources of mono- and bicyclic sesquiterpenes from
Ferula species. Progress in the Chemistry of Organic Natural Products 64: 1-92.

Iranshahi M, Amin G, Shafiee A (2004). A new coumarin from Ferula persica. Pharmaceutical
Biology 42: 440-442.

Page | 8
WWW.iiste.org


http://www.iiste.org/
http://www.iiste.org/

International Journal of Scientific and Technological Research www.iiste.org

ISSN (online): 2422-8702 g
Vol 2, No.4, 2016 IISTE

Kaerber G (1964). Diagnostic procedures for virus and ricketsial disease. Public Health Association 3:
48-50.

Kajimoto T, Yahiro K, Nohara T (1998). Sesquiterpenoid and disulphide derivatives from Ferula
assa-foetida. Phytochemistry 28: 1761-1763.

Kapoor LD (1990). Handbook of Ayurvedic Medicinal Plants. CRC Press, Boca Raton, FL.

Korovin E (1947). Generis Ferula (Tourn.) L. monographia illustrata, Academiae Scientiarum UzRSS,
Taschkent.

Lee CL, Chiang LC, Cheng LH, Liaw CC, El-Razek MHA, Chang FR, Wu YC (2009). Influenza A (H1N1)
antiviral and cytotoxic agents from Ferula assa-foetida. Journal of Natural Products 72: 1568-1572.

Mohamed SM, lbrahim NA, Ali MA, Faraid MA (2006). Chemical composition, antiviral and antimicrobial
activities of the essential oils of Ferula hormonis, Plectranthus coleoides and Magnolia grandiflora.
Planta Medica 72: 113.

Nazari ZE, Iranshahi M (2011). Biologically active sesquiterpene coumarins from Ferula species.
Phytotherapy Research 25: 315-323.

Pesmen H (1974). Tiirkiye’nin Ferula L. ve Ferulago W. Koch (Apiaceae) tiirleri tizerinde kiyaslamal bir
taksonomik arastirma, Dogentlik Tezi, Hacettepe Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji Enstitiisil,
Ankara.

Tamemoto K, Takaishi Y, Chen B, Kawazoe K, Shibata H, Higuti T, Honda G, Ito M, Takeda Y,
Kodzhimatov OK, Ashurmetov O (2001). Sesquiterpenoids from the fruits of Ferula kuhistanica and
antibacterial activity of the constituents of F. kuhistanica. Phytochemistry 58: 763-767.

Xiang YF, Pei Y, Wang YF (2008). Current status of natural products from plants as anti-herpes simplex
virus-1 agents. Virologica Sinica 23: 305-314.

Zandi K, Ramedani E, Mohammadi K, Tajbakhsh S, Deilami I, Rastian Z, Fouladvand M, Yousefi F,
Farshadpour F (2010). Evaluation of antiviral activities of curcumin derivatives against HSV-1 in Vero
cell line. Natural Product Communications 5: 1935-1938.

Zhai LL, Liu T, Xie HQ, Xie YH, Mu Q (2012). Inhibition effects on Hepatitis B virus replication by
hydrophobic extracts from Ferula ferulaeoides (Steud.) Korov. Journal of Medicinal Plants Research
6 (8): 1486-1488.

Page |9
WWW.iiste.org


http://www.iiste.org/
http://www.iiste.org/

