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OZET
ILAC DIRENCLI HERPES SIMPLEX VIRUS TiP-1 (HSV-1) MUTANTININ
ELDE EDIiLMESi VE REPLIKASYON KiNETiGININ ARASTIRILMASI
Amagc: Bu c¢alismanin amaci in vitro ortamda ribavirin (RBV) kullanilarak direngli
Herpes simplex virus tip 1 (HSV-1) mutant1 elde etmek ve saha susunun RBV baskisi
altindaki davranislari ile replikasyon Kkinetikleri arasindaki degisimleri incelemektir.
Materyal ve Metot: Bu ¢alismada, HSV-1 ile ilgili tiim siiregleri yiiriitmek amaci ile in
vitro sistem olarak RD (insan rabdomiyosarkomasi) ve Vero (Afrika yesil maymun
bobrek hiicre hatt1) kullanildi. Calismanin ilk asamasinda ribavirinin hiicreler igin
sitotoksik olmayan konsantrasyonu gerek tripan mavisi ve gerekse WST reaktifi ile
tespit edildi. Bu asamayi takiben, HSV-1 sitotoksik olmayan RBV dozu ile baski altina
alinarak ve baski altina alinmadan Ust Uste 20 pasajlandi. Her pasaj igin ilag baskisi
altinda olan ve olmayan viruslarin titresi tespit edildi. Ayrica her pasaj polimeraz zincir
reaksiyonu kullanilarak (PCR) HSV-1 varligi agisindan kontrol edildi. Calismanin son
asamasinda HSV-1 icin iki spesifik gen bolgesi olan UL-23 ve UL-30 gen bdlgelerinin
varliklar1 her pasaj i¢in PCR yontemi ile arastirildi.
Bulgular: RD ve Vero hiicre kiiltiirleri i¢in RBV’in sitotoksik olmayan dozu 50 pM
olarak tespit edildi. Birinci pasaj ile karsilastirildiginda, ilag baskisi altinda olan virusun
20.pasaj titresinde 2 Log artis1 vardi. ilag baskisi altinda olmayan virus igin ise
14.pasajdan itibaren titre ve sitopatik degisiklikler (CPE) tespit edilemedi. Molekdler
analizler sonucunda, UL-23 ve UL-30 gen bolgeleri ilag baskisi altinda olmayan HSV-
1’de tespit edilemezken, iki gen bolgesinin ilag baskisi altinda bulunan HSV-1 igin
varlig1 tespit edildi.
Sonug: Elde edilen sonuglar, HSV-1 iizerinde RBV'nin mutasyon etkisi olasiligimin
oldugunu isaret etmektedir. Bir baska 6nemli sonu¢ RBV'nin, HSV-1'in diploid hiicre
hatlarinda latent evreye girigini inhibe etme olasiligidir. RBV ve DNA virisleri
arasindaki etkilesimi anlamak ic¢in yeni teshis araclariyla daha ayrintili bir calisma
tasarlanmasi dnerilmektedir.
Anahtar Kelimeler: Ribavirin; Antiviral direng; Mutajen ajan; Herpes simplex virus
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Ondokuz Mayis Universitesi - Samsun, Haziran-2018



ABSTRACT
OBTAINING OF DRUG-RESISTANT HERPES SIMPLEX VIRUS TIP-1 (HSV-
1) MUTANT AND THE INVESTIGATION OF ITS REPLICATION KINETICS
Aim: The aim of this study was to obtain a drug- resistant Herpes simplex virus type 1
(HSV-1) mutant using ribavirin (RBV) in vitro and to investigate both the changes of
replication kinetics and the behaviors of HSV-1 under RBV pressure.
Material and Methods: In this study, RD (human rhabdomyosarcoma) and Vero
(Africa green monkey kidney) cell line were used in order to carry out all processes
related to HSV-1, as in vitro system. In the first stage of the study, the non-cytotoxic
concentration of ribavirin for cells was determined by using both trypan blue and WST
reagents. Following this stage, 20 consecutive passages of HSV-1 were performed under
the pressure of non-cytotoxic dose of RBV and also without drug pressure. For each
passage, titers of viruses that was under drug pressure and was not under drug pressure
were determined. Furthermore, each passage was also checked for the existence of
HSV-1 presence using the polymerase chain reaction. At the last stage of this study, two
specific genes regions of HSV-1 were investigated for each passage.
Results: The non-cytotoxic dose of RBV for both RD and Vero cell lines were
determined to be 50 uM. There were 2 Log increase to the titer of 20 the passage as
compared to the titer of first passage. Both CPE and titer could not be detected from the
14th passage of the virus that was not under the drug pressure. At the end of the
molecular analysis, both gene regions were not detected for HSV-1 that was not under
drug-resistant, while the presence of UL-23 and UL-30 gene regions of HSV-1 being
under drug-resistance were detected.
Conclusion: The Obtained results have indicated that there was the possibility the
mutational effect of RBV on HSV-1. Another important result is the possibility which
RBYV inhibits the entry of HSV-1 into a latent phase in diploid cell lines. In order to
understand the interaction between RBV and DNA viruses, it is proposed to design a
more detailed study with new diagnostic tools.
Keywords: Ribavirin; Antiviral resistance; Mutagen agent; Herpes simplex virus

Hasan Sercan PALANCI, Master Thesis
Ondokuz Mayis University-Samsun, June-2018



SIMGELER VE KISALTMALAR

CPE:Sitopatik etki

DKIDso:Doku kdlttrd infektif doz
DMEM:Dulbeccoos modified eagle’s medium
ELISA:Enzyme-linked immunosorbent assay
FBS:Fotal dana serumu

IFN: Interferon

WHO/DSO:Diinya saglik 6rgitii
PCR:Polimeraz zincir reaksiyonu
RNA:Ribonikleik asit

rt-PCR:Real-time polimeraz zincir reaksiyonu
ICTV:Uluslararas1 virus taksonomisi komitesi
pl: Mikrolitre

nm: Nanometre

mM: Milimolar

pHM: Mikromolar

HSV-1: Herpes Simplex Virus Tip-1

OD: Optik Dansite

Vp: Viral protein

FDA: Food&Drug Administration

Rbv: Ribavirin

TK: Timidin Kinaz

RdRp: RNA bagimli RNA polimeraz

LAT: Latency Associated Transcript

IMPDH: Inosin monofosfat dehidrogenaz
AHSV-1 : Ribavirin baskis1 altina alinmayan 6rnekler
A HSV-1: Ribavirin baskisina maruz kalan 6rnekler
rAHSV-1: Herhangi bir Ribavirin baskist altina alinmayan ve Caligmada kullanilmaya
baslanan ilk/referans ornek.

GTP: Guanozin tri fosfat

RTP: Ribavirin tri fosfat

MRNA: Messenger RNA

vi



mL: Mililitre

bp: Baz pargasi

kb: Kilo baz

ICPO: Infected Cell Polypeptide 0

vii
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1. GIRIS

Herpesvirales takimi memeli ve kanath tiirlerinde, baliklarda, siirlingenlerde,
ve amfibilerde 6zellikle latent seyirli enfeksiyonlara neden olan viruslari icerir (Fenner,
2017). Bu takim i¢inde yer alan herpes simpleks virus (HSV), diinya genelinde yaygin
olarak gorilen, mukokitanoz yuzeylerde etkili, santral sinir sistemi (SSS) tutulumuna
neden olan ve ileri evrelerinde jeneralize olabilen birgok enfeksiyondan sorumludur. En
onemli 6zellikleri insanlarda litik ve latent enfeksiyonlar olusturmalaridir (Demirdag ve
Denk, 2013).

HSV, nadiren gorilen neonatal herpes ve herpes ensefaliti gibi enfeksiyonlar
haricinde hayati tehdit eden hastaliklara neden olmadig1 i¢in, son yillara kadar virusun
eradikasyonu ile ilgili calismalar aksatilmistir. Ancak son yillarda, 6zellikle gelismekte
olan iilkelerde genital herpes lezyonlarinin HIV bulasinda 6nemli risk faktorleri arasina
girmesi, herpes enfeksiyonlarinda psiko-sosyal ve fiziksel morbiditenin yiiksek olusu bu
goriisii degistirmistir. Bu nedenle yapilan in vivo ve in vitro ¢alismalar 1s1ginda, virus
atentiasyonu icin bazi genlerin delesyona ugratilmasi ve canli ag1 gelistirme yontemleri
oldukca yaygin uygulama alani bulmustur. Ornegin norovirulans bir faktér ve virusun
konak savunmasini etkisiz hale getiren y134.5 gen bolgesindeki delesyon sonucu olusan
mutantlarin, In vitro ortamda iyi Ureme sergilemelerine ragmen in vivo ortamdaki
virtilanslarinin ¢ok diisiik oldugu saptanmistir (Durdal, 2006).

HSV enfeksiyonlar1 diinya capinda yetigkin insanlart bulundugu sosyo-
ekonomik duruma gore yaklasik %60 ila %95'ini etkileyen bulasic1 enfeksiyonlara
neden olur (Chayavichitsilp ve ark.; 2009). HSV asemptomatik latent enfeksiyonlara
yol agtig1 ve niiksetme potansiyeli oldugu icin enfekte kisi 6mir boyu bulas kaynagidir.
Dinya saglik 6rguti (WHO) verilerine gore 2012 yilinda, 50 yasin altindaki tahmini 3.7
milyar insan HSV-1 ile 15-49 yas aras1 411 milyon kisi ise HSV-2 ile enfektedir (WHO,
2018). Bu veriler HSV ile ilgili antiviral ilaglarin ve bu ilaglarin antiviral
mekanizmalarinin arastirilmasininin 6nemini gozler 6niine sermektedir.

HSV, antiviral ilaglarin hedefi olabilecek ¢esitli enzimleri kodlar ve ¢ogu anti
herpes maddeler niikleozid analoglar1 ve viral replikasyonda gerekli enzim olan ve en
etkili antiviral ila¢ hedefi olan viral DNA polimerazin (UL-30) diger inhibitorleridir
(Basustaoglu, 2010). Ozellikle asiklovir (ACV) ve tirevleri HSV-1 enfeksiyonlarmin

tedavilerinde birinci tercih olarak kullanilmaktadir ancak uzun siireli ACV tirevlerinin



kullanimi1 ve bagisiklik yetersizligine sahip kisilerde bu antivirallere karsi direng
gelisimi sik sekillenmekte ve  DNA polimeraz ile timidin kinaz (UL-23) bolgelerinde
olusan mutasyonlar tedavi uygulamalarinda ciddi sorunlara yol agmaktadir (Strand ve
ark., 2012).

Gegmis yillarda yapilan aragtirmalar sonucu ¢ok sayida antiviral ilag
gelistirilmistir. Ancak bunlarin higbiri HSV eradikasyonunu saglayamamakta ve
dolayisiyla HSV latentligini ortadan kaldiramamaktadir (Demirdag ve Denk, 2013). Bu
durum HSV enfeksiyonlarmin toplumun biiyiik bir kismini etkiledigi diisiiniildiiglinde
niikseden enfeksiyon sonucu 0zellikle bagisiklik sistemi bozulmus hastalarin antiviral
tedaviye talebini artirmakta ve ekonomik bir¢cok olumsuz etkileride beraberinde

getirmektedir.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Strand%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22908173

2. GENEL BIiLGILER

2.1. Herpes Simplex Virus Tip 1 Enfeksiyonu

2.1.1.Tarihcge

HSV enfeksiyonlar1 antik Yunan zamanlarinin baglarindan beri bilinmektedir
ve Hipokrat, HSV lezyonlarinin kutanéz yayilmasindan bahsederken, herpetik deri
lezyonlarinin yayilma dogasina atifta bulunarak "slrlinme" anlamina gelen "herpes"
kelimesiyle tanimlamistir (Anonim a, 2018).

19. yiizyilin sonlar1 ve 20. ylizyilda HSV enfeksiyonlar1 icin fazla sayida
aydinlatict veri bulunmaktadir. 1884 yilinda Amerikali bir dermatolog olan Louis
Duhring, uguk olgularinin, bulasici olmayan cilt rahatsizliklar1 olan egzama ve
pemfigustan farkli oldugunu tespit etmistir. 1886 yilinda, Fransiz doktorlar Charles-Paul
Diday ve Adrien Doyon, "Genital Herpes" adi verilen uguklarla ilgili tam bir kitap
yaymlamistir. 1893 yilinda HSV enfeksiyonlarinin bulas yollarinin kisiden kisiye temas
yoluyla oldugu Fransiz Emile Vidal’in yaptigi ¢alismalar ile kanitlanmigtir. 1913 yilinda
Wilhelm Grater, herpes ile enfekte olmus bir kisiden alinan enfektif materyalin tavsan
korneasina ekimiyle tiretmeyi basarmistir. Bu yontem 1940' lara kadar hastaligi teshis
amacl kullanild1 ve Grater testi olarak adlandirilmaktadir. 1939 yilinda Burnet, yaptig
calismalar ile gecikme teorisini (latency/latentlik) ortaya koydu wve virusun
gangliyonlarda latent kaldigini tespit etti (Anonim b, 2018; Lose, 2018). Slavin ve
Gavett 1946 yilinda yaptiklar1 bir ¢aligmada, Herpesvirus hominis (HVH) bilinen
glincel ismiyle HSV suslart arasinda antijenik farkliliklar oldugunu bildirdi. Ayrica
1960’11 yillarda enfeksiyonun klinik belirtilerinin bu antijenik farklara dayandigi ortaya
konuldu ve genital bélgede enfeksiyon yapan izolatlar tip 2, tipik oral, g6z ve merkezi
sinir sisteminde enfeksiyon yapan suslar ise tip 1 olarak simiflandirildi (Smith ve ark.,
1973).

Amerikan Gida ve Ilag¢ Dairesi FDA (Food&Drug Administration) tarafindan
ilk antiviral ilag olan idoxuridinin (IDU) onaylandigi 1963 yilindan giiniimiize kadar
cesitli viral hastaliklarin tedavisi i¢in resmi olarak 13 islevsel gruba ayrilan 90 antiviral
ilag onayland1 (Clercq ve Li., 2016). IDU, HHV enfeksiyonlarinin tedavisinde
kullanilmak {izere lisanslanan ilk antiviral ilagtir. Elion tarafindan kesfedilen Asiklovir
(ACV), alfaherpesviruslarin ilk segici inhibitoridur. Bir guanozin niikleotid analogu

olan ACV antiviral tedavide yeni bir donemin baslangici olarak goriildii ve HSV


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=De%20Clercq%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27281742

tedavisinde aktif bir sekilde kullanilmaya devam etmektedir (Majewska ve ark., 2016;
Drugbank, 2018).

2.2. Etiyoloji

2.2.1. Simiflandirma

Gunimuzde birgok omurgali ve omurgasiz canli tiirlerini enfekte edebildigi
bilinen herpes viruslarin siniflandirmalar1 2008 yili itibariyle Herpesvirales takimi
icerisinde yer almakta, 3 aile, 3 alt aile, 23 cins ve 104 tiirden olusmaktadir (ICTV,
2017). Herpesvirales takimi, balik ve amfibileri enfekte eden Alloherpesviridae;
memeli, kus, ve reptillerin enfeksiyonlarindan sorumlu viruslari barindiran
Herpesviridae; ve omurgasiz hayvanlar enfekte ettigi diisiiniilen Malacoherpesviridae;
olmak Uzere g ayr aileye ayrilmaktadir (Davison ve ark., 2009).

Herpesviridae ailesi, alphaherpesvirinae, betaherpesvirinae ve
gammaherpesvirinae olmak tzere 3 alt aileyi icerir (Davison ve ark., 2009; ICTV,
2017). GlUnumuzde bu (¢ alt ailede yer alan 8 adet insan herpesvirus vardir ve bu

viruslar human herpes virus (HHV) ismi altinda 1 den 8’e kadar numaralidir.

Genera Subfamilies

_E
CeHV-1
m MaHV-1

BoHV-2

AtHV-1

T sativa

BoHV-

SuHV-1
CaHV-1
PhoHV-1

Alphaherpesvirinae

MuHV-1 Betaherpesvirinae
Muliv-2 )

1 — | Roseolovirus
[HEVT|

| Lymphocryptovirus

[HHY -
TV
eH¥-17
Multy F— Gammaherpesvirinae
BoHv-4 | Rhadinovirus pes
ALHV-4
SaHV-8
EHV-2

Sekil 1. Herpes viruslar icin sekiz homolog gen kiimesinin amino asit dizisi hizalamalarina dayanan

—— 0.1 Divergence

kompozit filogenetik aga¢. Agac maksimum olasiliga gore iiretildi; belirsiz dallar agir desenli

hatlarda gosterilmistir (Strauss, 2008)

Bu viruslar Alphaherpesvirinae alt ailesinde HHV-1 ve 2 (HSV-1 ve 2), HHV
3 yada VZV (varisella-zoster virus), Gamaherpesvirinae alt ailesinde yer alan HHV- 4

ya da EBV (Epstein-Barr virus) ve HHV-8, Betaherpesvirinae alt ailesinde yer alan


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Davison%20AJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19066710
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Davison%20AJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19066710

HHV-5 ya da CMV (Sitomegalovirus), HHV-6 ve HHV-7 olarak dagilmistir
(Basustaoglu, 2008; Demirdag ve Denk, 2013). HSV igin smiflandirma Tablo 1’de

gosterilmistir.

Tablo 1. HSV i¢in smiflandirma (ICTV, 2017)

Order Takim Herpesvirales

Familya Aile Herpesviridae

Subfamilya Alt aile Alphaherpesvirinae

Genus Cins Simplex virus

Sinonim Isim Herpes simplex virus 1 ve 2

2.3. Yapis1 ve Ozellikleri

2.3.1. Herpesviruslarin Genel Yapisi

Herpesviridae ailesinde yer alan viruslar ikosahedral simetrili, 162 kapsomer
iceren kapside sahip, 125-240 kilobaz boyutlarinda, linear, ¢ift sarmalli DNA genomuna
sahiptir (Butel, 2013). Niikleokapsid enfekte olmus hiicrenin ¢ekirdek zarlarindan
tiiretilir ve yaklasik 8 nm uzunlugunda sivri bir yapida viral glikoprotein igeren bir zarf
ile cevrilidir. Kapsul ile zarf arasinda yer alan sekilsiz, bazen asimetrik bir yapi
tegument olarak adlandirilir ve zarflanmis form 150-200 nm, ¢iplak virion yaklasik 125
nm buyikligindedir (Butel, 2013). Bu ailede yer alan viruslar tutunma, fizyon ve
immiin yanittan kagmak icin ¢ok sayida glikoprotein kodlar ve tegument bu viral
protein ile enzimleri icerir (Cetin ve Hasman, 2004).

Herpesviruslarda DNA replikasyonu, viral faktorlerin katilimiyla hiicresel
RNA polimeraz II ile gergeklesir. Herpesvirus igin ¢ok sayida kiiciik tek iplikli mikro-
RNA, (~ 22 niikleotit) ifade edildigi bulunmustur. Gen ekspresyonunu diizenlemek igin
transkripsiyonel olarak islev goren bu viral mikro-RNA molekiilleri viriis yasam
dongiisiiniin  latent fazina girisini ya da reaktivasyonunun (veya her ikisini)
diizenlenmesinde 6nemli oldugu ic¢in antiviral tedavide cekici hedefler olabilecegi

tahmin edilmektedir (Piedade ve Pereira, 2016).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Piedade%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27271654
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Azevedo-Pereira%20JM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27271654

Sekil 2. HSV-1 morfolojisi. (A) HSV-1 kapsidinin yapisi. (B) Caplari nm biriminde olan viryonun
sematik temsili. E: Zarf, T: Tegiiment, C: Kapsit, G: Genom (C) Elektron mikroskop gériintiisi
(D ve E) Tek bir viryonun yiizey gérintisi (Fenner, 2017)

Herpesviruslar dis ortama dayaniksizdir. -70°C de aylarca yasayabilir; sivi
ortamda 4°C’de 48 saat canli kalir; nemsiz ortamlarda inaktive olur. Eter, fenol,

formaline duyarl viruslardir (Cetin ve Hasman, 2004).

2.3.2. HSV-1 Genomik, Morfolojik Yapisi ve Replikasyonu

HSV-1 yaklasik 150 kbp, linear, cift iplikcikli, 75 adet ORF (Open Frame
Reading) dizisine sahip ve yaklasik 80 protein kodlayan DNA genomu igerir (Roizman
ve Sears., 1995). Kapsid 162 kapsomerden olusan ikosahedral simetri yapisina sahip
olup zarf ile ¢evrilmistir. Zarf Uzerinde virusun hiicreye baglanma, penetrasyon, salinim
ve hiicreden hiicreye yayilmasinda gérev yapan 11 adet glikoprotein bulunur (Roizman
ve Sears., 1995).

Envelope proteins
Outer Tegument
Inner Tegument

Nucleocapsid

Sekil 3. HSV virion yapisi (Viralzone, 2017)



Tablo 2. HSV zarf glikopreoteinleri ve bu proteinlerin gorevleri

Glikoprotein(G) Gorevi

oB Hiicreye giris, notralizan antikorlarin
indiiklenmesi

gC baglanma ve hiicreden ¢ikis

gD Penetrasyon ve hiicrelerarasi yayilma

oE hiicrelerarasi yayilma

9G Hiicreye giris ve salinma, hiicrelerarasi
yayilma

gH Hiicreye giris ve salinma, hiicrelerarasi
yayilma

gl hiicrelerarasi yayilma

oK Viral eksositoz ve hiicreler arasi yayilma

gL gH ile kompleks olusturur, viral transportta
etkili

gM Penetrasyon ve hiicrelerarast yayilma

gN Glikoprotein M islevine yardim

Virusun hiicreye baglanmasinda gC o6nemli rol oynar ve heparan sulfat
molekiillerine baglanir. Virusun hiicre i¢ine girisinde (penetrasyon) gB, gD, gM ve gH
rol alir. Glikoprotein B (gB) ayn1 zamanda nétralizan antikorlarin indiiklenmesine de
yardim eder. Hiicreden hiicreye yayilmada gD,gE, gG, gH, gK, gM ve gl 6nemli rol
oynamaktadir. Virusun hiicreden saliniminda ise gC, gG ve gH rol oynayan
glikoproteinlerdir (Roizman ve Sears, 1995; Tiwari ve ark., 2005).

Virus zarf hicre reseptorlerinde tutunduktan sonra flizyon ile hiicre icine girer.
Hicre icerisindeki nilkleokapsid sitoplazmayr dogrudan gecerek konak hiicre
cekirdegindeki porlara temas eder ve genom igerigini porlardan gecerek cekirdege
aktarir. Bu sayede viral genom hiicresel DNA’ ya baglanir. Bir hiicrenin enfeksiyonu
takiben, ¢ok erken (a), erken (B) ve ge¢ faz (y) olarak adlandirilan virls proteinleri
iretilir. o, B genleri hiicre savunmasini kontrol altina almak ve erken genleri aktive

etmek icin enfeksiyondan hemen sonra kopyalanir ve bunlar viral DNA replikasyonu
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icin gerekli proteinleri kodlar. Ge¢ gen driinleri ¢ogunlukla yapisal proteinleri igerir
(Otth ve ark., 2016).

Diger herpesviruslarda oldugu gibi HSV-1 DNA replikasyonu, viral faktorlerin
katilimiyla hiicresel RNA polimeraz II ile gerceklesir ve ¢ok erken proteinlerden olan
ICP4 proteini, hedef promotore bagli olarak RNA polimeraz II'nin aracilik ettigi
transkripsiyon hizini artirip, azaltarak regiilator bir gorev alir (Smith ve ark., 1993).
HSV-1 icin ¢cok 6nemli bir protein olan ICPO cok erken gen driinlerinden birisidir.
ICPO; konak interferon cevabinin modiilasyonunda rol oynar bu yiizden, ¢esitli hiicresel
antiviral tepkilerin Gstesinden gelmekten de sorumludur.Viral litik enfeksiyonun verimli
baslatilmasi ve latent olarak noronlarda enfekte olan virusun reaktivasyon igin ICPO
gereklidir. ICPO sentezlendiginde, viral replikasyon, virionlardan veya latent HSV-1
genomlarindan etkili bir sekilde baslatilir. Ayrica ICPO E3 ubikuitin ile birlikte bir
transkripsiyon aktivatoridir. E3 ubikuitin ligaz aktivitesi sayesinde, transkripsiyonel
regiilasyon, hiicre biiylimesi, timor olusumu ve hipoksi sinyallemesinde rol alan ¢esitli
proteinlerin proteazom aracili yikiminda 6nemli bir rol oynar (Nagel ve ark., 2011).

Sinir hiicrelerinde episomal HSV DNA, reaktivasyon olmadig: siirece yasam
boyu replike olmadan kalir. Latent evrede, latentlik ile iligkili transkript (LAT) olarak
bilinen kodlayict olmayan bir viral RNA eksprese edilir. LAT farelerde, tavsanlarda ve
insanlarda enfekte ndronlarda bol miktarda kopyalanir ve esas olarak ¢ekirdekte tespit
edilir (Otth ve ark., 2016). LAT enfekte hiicrelerde biriken bir RNA’dir ve viral
DNA'nin belirli bir bolgesinden genetik transkripsiyon ile tretilir. LAT, viral genomu
diizenler ve enfekte olmus konak¢i hiicrenin normal aktivitelerine miidahale eder.
Enfekte olmus hiicre normal olarak organize bir 6liime ugrayacak veya bagisiklik
sistemi tarafindan ¢ikarilacaktir, hiicrede LAT birikimi bu normal siire¢lere miidahale
etmekle sonuglanir (Farrell ve ark., 1991).

Viral DNA, kapsidden serbest birakildiktan hemen sonra hiicrenin
cekirdeginde sirkiiler bir hal alir ve viral genomun ekspresyonu baglar. HSV- 1 igin,
viral gen ekspresyonundaki baslangi¢c adimi, viral tegumental bir protein olan viral
protein 16 (VP16) tarafindan yonlendirilir. VP16, enfeksiyonun erken asamalarinda
viral ¢ok erken gen drunlerinin transkripsiyonunu stimile ederek enfeksiyonunun litik
programinin baslangicini kolaylastirir ve birkag hiicresel protein ile baslangictaki viral

gen ekspresyonunu aktive eder (Mossman ve ark., 2000).
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HSV viral DNA sentezi igin zorunlu olan yedi énemli gen bolgesine ihtiyag
duyar (Kata, 2014). Bu genler ve gorevleri tablo 3 i¢inde asagida sunulmustur. Bunlar
arasinda UL23 ve UL30 genleri 6nemli yere sahiptir.UL-23; noronlar gibi bolinmeyen
hiicrelerde replikasyonu kolaylastirmak ve virulans aktivitesi i¢in énemli olan timidin
kinazi kodlarken UL-30 ise DNA polimerazi kodlamaktadir ve replikasyon dongiisii
icin gereklidir (Schnitzlein ve ark., 1995).

Ayrica HSV-1 ve HSV-2 hiicre apoptik yollarina da miidahale ettigi
diistiniilmektedir. Enfeksiyondan 3 ila 6 saat sonra ¢esitli anti-apoptotik HSV proteinleri
(ICP4, ICP22, ICP17, ICP34.5, US3, US5, US6, UL14 ve HSV-2'nin ICP10'u) ve LAT
apoptik sireci inhibe eder ve replikasyon dongiisii tamamlanana kadar hiicre sag
kalimini Korur (Kata, 2014).

DNA polimerazin sentezlenmesiyle virus genomunun replikasyonu hemen
baslar. Genom replikasyonu yapisal ve diger proteinleri kodlayan ge¢ ve diger gen
urinlerinin  transkripsiyonunu tetikler. Yeni sentezlenmis viral DNA, hiicre
¢ekirdeginde onceden olusturulmus bos niikleokapsidler halinde paketlenmistir. Virion
olgunlagmasi, niikleokapsitlerin g¢ekirdek zarinin i¢ lamelinden tomurcuklanmasiyla
gerceklesir. Bu sekilde zarflanmis viriis parcaciklar1 daha sonra ekzositoz veya hiicre
lizisi yoluyla hiicrenin disina tasinir. Bu replikasyon dongiisii ve virusun olgunlagmasi

HSV-1 i¢in yaklagik 18 saatte tamamlanir (Butel, 2013).



Tablo 3. HSV-1 DNA replikasyonunda islev goren genler(Weller ve Coen, 2012)

Replikasyon igin

Gen Kisaltma Ana Fonksiyonu Zorunluk

uL9 OBP Replikasyon-Baslatici protein, helikaz Evet

UL30 Pol DNA polimeraz katalitik alt birim Evet

uL42 DNA polimeraz ilerletici alt birimi Evet

UL5 Helikasin alt birimi/primaz; Helikaz iceren Evet
motifler

UL8 Helikasin alt birimi/ primaz; diger Evet

proteinlerle etkilesir

uL52 Helikasin alt birimi/ primaz; primaz Evet

motiflerini icerir

UL29 ICP8 Tek iplikli DNA baglayici protein Evet
uUL23 TK Timidin Kinaz Hayir
UL39 RR1, ICP6 Ribon(kleotid rediiktazin biiyiik alt birimi Hayir
uL40 RR2 Riboniikleotid rediiktazin kii¢iik alt birimi Hayir
uL2 UNG Urasil-DNA glikosilaz Hayir
UL50 dUTPase Deoksilridin trifosfataz Hayir
UL12 5'-3"Exo Alkalin niikleaz; ICP8 ile etkilesime girer Hayir
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2.4. HSV-1 Epidemiyolojisi ve Patogenezi

2.4.1. Epidemiyolojisi

HSV, insan enfeksiyonlar1 igerisinde en yaygin olanidir (Wald ve Corey,
2007). DSO 2015 yili HSV enfeksiyonu tahminlerine gore, 50 yasin altindaki 3.7
milyardan fazla insan HSV-1, 15-49 yagslar1 arasindaki 417 milyon insan ise, HSV-2 ile
enfektedir (WHO, 2015). Virusun latent enfeksiyon olusturmasi bulasma igin yliksek
risk teskil eder. Viriis derideki lezyonlar, tukirik ve vajinal salgilar da dahil olmak
Uzere ¢esitli viicut sivilarinda mevcuttur.

HSV-1 genellikle oral yolla veya viris ellerden herhangi bir yara ya da
konjiktival mukozaya temas ile viicuda girer ve enfeksiyona yol agar. Az gelismis
Ulkelerdeki yetersiz hijyen HSV-1 seropozitifligini artirir ve HSV-1 antikorlari,
cocuklarin %90'dan daha fazlasinda tespit edilmistir (Hunt, 2018).

Sekil 4. Herpes simpleks viriisiiniin ¢ogalma dongusu (Butel, 2013)
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2.4.2. Patogenez

Ilk HSV enfeksiyonu genellikle subkliniktir. HSV-1 ve HSV-2'nin her ikisi de
ayni sendromlara neden olabilir ve spesifik enfeksiyon yerlerinin disindaki bolgeleride
enfekte edebilir. Klinik ekspresyondaki degiskenlik yeterince anlasilamamaktadir;
ancak konak¢i immiin sistemi, HSV enfeksiyonlarmin klinik bulgularinin ana
belirleyicisi olarak goérinmektedir. Bununla birlikte, 6zellikle diger hastaliklar1 (HIV,
kanser), immiinstipresif tedavi gereksinimi veya ekzema gibi yaygin cilt hastaliklar
olan kisilerde enfeksiyon siddetli olabilir ve hamile kadinlarin bu olgu icin daha yuksek
bir riske sahip oldugu diisiiniilmektedir (Wald A ve Corey, 2007).

Patolojik olarak wviriisiin varhigi vezikiiller seklinde, epitel icerisinde
interselliiler ya da intraselliiler 6dem seklinde baslar ve siklikla, nukleusta bulunan
sinsitiya ve Cowdry A tipi inkliizyon cisimciklerinin olusumu ile gosterilir (Giilliioglu,
2007). HSV spesifik doku kiiltiiriinde hiicreleri hizlica 61diiriir.

Mukozal yiizeylerin veya asinmig cilt bolgelerin HSV ile temas1 virtsin
girmesine sebep olur. Epidermis, dermis hiicrelerinde virus ¢ogalmaya baslar ve
duyusal veya otonomik sinir uglarinda virus replikasyonu gergeklesir. Enfeksiyon
sonrast sinir hiicrelerinde latent kalan virus gilines 1s1gma asirt maruz kalma febril
hastaliklar, fiziksel veya duygusal stres, immunosupresyon ve bilinmeyen uyaranlar ile
latent durumdan aktif duruma gecebilir. Reaktivasyonu gerceklesen virls partikilleri
daha sonra tekrarlayan hastalik ataklarina neden olmak i¢in deriye ve diger mukozal
bolgelere duyusal ndronlar boyunca ilerler. Ilerleyis, virus ndroepitalyal boslugu gecip
noronal hicreye girdikten sonra sinir hiicresi gangliyonlarinin gévdelerine intraaksonal
tagimarak olur. HSV-1 enfeksiyonu i¢in trigeminal gangliyon en sik enfekte olan
bolgedir ve genital enfeksiyonla birlikte sakral sinir kokii ganglionlar1 (S2 ve S5) ve
lumbar gangliyonlar en ¢ok etkilenen merkezlerdir. Oral HSV-1 enfeksiyonu sonucu
ortaya ¢ikan antikorlar olast bir ikinci HSV-1 enfeksiyonuna karsi 6 hafta sonra

serokonversiyon saglamaktadir (Murtaza ve ark., 2016).
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Sekil 5. HSV-1’in sinir hiicresindeki latentlik ve reaktivasyonu (Wilson ve Mhor, 2012)

2.4.3. Klinik

HSV enfeksiyonlart genel olarak agiz, goz ve genital sistemi etkiler. HSV-1
agiz bolgesini etkileyen agrili vezikiilo-Ulseratif lezyonlarin agirlikli oldugu stomatit ve
gingivostomatit olusturur. HSV-1 nedenli keratokonjuktivit ve ensefalit olgularida
goralur. HSV-2 genel olarak genital sistemi etkiler. Kadinlarda vulva, serviks ve
vaginada veya erkeklerde peniste agrili vezikllo-ulseratif lezyonlara neden olur.
Bununla birlikte zit bolgelerde enfekte olabilir ve hastaligin birbirlerine benzeyen
lezyon olusumlar sergiledigi bilinmektedir (Ang, 2006; Demirdag ve Denk, 2013).
HSV-1’ in en biiyiik ve en agir komplikasyonu herpes ensefalit tablosudur ve hasta
lyilesse bile beyinde gelisen hasar antiviral tedavi ile onlenemediginden hastalarda
mental ve motor bozuklar goziikiir. Diinya genelinde sporadik ensefalitin en sik
rastlanan nedeni olan herpes ensefalit diinya ¢apinda insidansiin 2 ila 4/1.000.000
oldugu tahmin edilmektedir (Bradshaw ve Venkatesan, 2016).

HSV-2 ile enfekte kadinlarin yaklasik % 90" enfeksiyonu gegirdikten sonraki
ilk 12 ay icerisinde hastaligi nukseder ve yilda ortalama dort reaktivasyon goziikiir.
Hamilelerin % 20 ila % 30'u HSV-2'ye kars1 antikor igerir. Bu durum neonatal herpes

olgusunu ortaya cikartir ve yeni doganlarda risk teskil eder. HSV enfeksiyonunun
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yenidogan edinimi, Amerika Birlesik Devletleri'nde 3200 dogumda 1 olarak gergeklesir.
Anneden bebege bulagma intra uterin (% 5), peripartum donemde (% 85) ya da dogum
sonrast déonemde (% 10) olusabilir. Antiviral kullanilmadig: taktirde, cogu neonatal
HSV enfeksiyonu ciddi morbidite veya Olimle sonuglanir. Neonatal herpes
semptomatik bir olgudur. Bebeklerde maternal antikor olmadigindan dissemine
enfeksiyon siklikla merkezi sinir sistemi (MSS) tutulumu ile sonuglanir. Yaygin
hastalig1 olan 1 yasin1 gegmemis bebeklerde % 85 mortalite ve sag kalanlarin sadece %
50'sinde normal bir nérogelisim gbzlenmektedir (James ve ark., 2014).

Yukarida bahsedilen enfeksiyonlarin yaninda HSV enfeksiyonlar1 nadir ve
spesifik olmayan farkli Klinik tablolarla da kendini gosterebilir. Genellikle bagisiklik
sistemi baskilanmig olan bu hastalarda HSV kaynakli fulminant hepatit ve HSV
Pnomonisi gelisebilecegi rapor edilmistir (Kaufman ve ark., 1997; Mills ve ark., 2014).

Ayrica yapilan son aragtirmalarda HSV-1’in sporajik Alzheimer hastaliginin
(AD) patogenezinde etken ajan olarak rol alabilecegi ortaya ¢ikmistir ve HSV-1'in
AD'ye bagl patofizyolojik mekanizmalar1 indiikledigi bilinmektedir. Bunu amiloid
betanin (A) birikmesi, tau proteinlerinin hiperfosforilasyonu, kalsiyum homeostazinin
disregiilasyonu ve bozulmus otofaji dahil olmak iizere; néroinflamasyon, oksidatif stres,
mitokondriyal hasar, sinaptik fonksiyon bozuklugu ile néronal apoptozu tesvik eden yan
mekanizmalar yoluyla sporajik AD patolojilerine neden oldugu diisiiniilmektedir (Harris

ve Harris, 2018).

2.4.4. Laboratuvar Tanisi

Virus izolasyonu ve tespiti igin viral kiiltiir yontemi yapilmaktadir. Kulttr
izolasyonu, HSV tespiti icin geleneksel altin standart bir uygulamadir ve diger tiim
testlerin Olcilmesine yonelik referans bir yontemdir. Test, HSV-1 veya HSV-2 icin
%100 ozgiilliige sahipken, duyarlilik, 6rnek toplanmasi sirasinda lezyonun evresi ve
ornegin getirilme kosullarina baghdir. HSV cok c¢esitli hiicre hatlarinda iiretilmekle
birlikte RD (rhabdomyosarcoma), Hep-2, Vero ve He-La hiicre hatlar1 en fazla tercih
edilenleridir (Singh ve ark., 2005).

Gunimuizde HSV enfeksiyonlarinin tanisinda molekiiler ve serolojik testler
Oonemli yer tutmaktadir. Virus identifikasyonunun teshisinde polimeraz zincir
reaksiyonu ve antijen tespitine yonelik ELISA yontemleri kullanilmaktadir (Ashley,
1993). Serolojik olarak IgM ve IgG tespitine yonelik ELISA yontemleri tercih
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edilmektedir. Serumda IgM varligmin tespiti akut enfeksiyonu isaret etmektedir.
Serolojik  testlerde 1gG tespiti Onemli bir yer tutmaktadir. HSV 119G
serokonversiyonunun gergeklesmesi genellikle 6 ila 8 hafta surer; ancak bu slre¢ 12
hafta veya daha uzun surebilir. Bu zaman dilimi arasinda ilk serolojik test negatif ise
enfeksiyondan 12 hafta sonra testin tekrar edilmesi 6nerilmektedir. HSV-1 ve HSV-2
antikorlarinin ayirt edilebilmesi icin sadece glikoprotein G-bazli tip-spesifik antikor
testleri kullanilmaktadir (Gardella, 2012).

2.4.5. Tedavi ve Direng

Glinlimiiz farmakolojik ve virolojik aragtirmalardaki gelismeler dogrultusunda
hepsi viral DNA replikasyonu hedefleyen sistemik HSV enfeksiyonlarinin tedavisi igin
kullanilan asiklovir, valasiklovir, famcilovir gibi guanosin analoglarini, cidofovir,
adefovir, tenofovir gibi asiklik niikleotid analoglarimi ve foscarnet olarak bilinen
Pirofosfat analogunu iceren ve enfeksiyonun akut safhasinda etkili olan ancak latent
enfeksiyonu ortadan kaldirmayan lisanslanmis {i¢ grup antiviral ilag mevcuttur (Clercq
ve Li., 2016; Wilson ve ark., 2009).

HSV enfeksiyonlarinda ortaya c¢ikan antiviral diren¢ mekanizmalarinin
%90’dan fazlas1 viral TK (UL23) bolgesinde meydana gelen mutasyonlar ve bunun
sonucunda TK fonksiyon kaybidir. Diger diren¢ mekanizmasi DNA polimeraz (UL30)
bolgesi lizerinde meydana gelen mutasyonlar sonucu olusur. Guglli bir HSV DNA
polimeraz inhibitort olan foscarnet (FOS), antiviral aktivitesi icin fosforilasyona (TK
aktivitesine) ihtiyag duymaz. UL30 boélgesinde olusabilecek mutasyonlar yiiksek
diizeyde ilag direncine, ACV ile FOS c¢apraz diren¢ olusumuna yol ag¢maktadir
(Strasfeld ve Chou, 2010). ACV ve penciclovir antivirallerine kars1 gergeklesmesi

muhtemel diren¢ mekanizmalar1 Sekil 6°da gosterilmistir.
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Sekil 6. ACV ve Penciclovir metabolizmas1 ve antiviral mekanizmada gergeklesmesi muhtemel

direnc bolgeleri (Bacon ve ark., 2003)

2.5. Ribavirin (1-p-D-ribofuranosyl-1,2,4-triazole-3-carboxamide)

2.5.1. Ribavirinin Antiviral Mekanizmasi

Ribavirin (RBV), 1970-1972 yillan arasinda kesfedilerek antiviral etkisi ortaya
konulan sentetik bir guanozin analogudur (Helen ve ark., 2007; Mestrovi¢, 2015). RNA
ve DNA viruslan iizerine etki gosterebilen genis spekturumlu bir antiviral ajandir.
Antiviral etkisini; viral replikasyonun direk inhibisyonu, konak inosin monofosfat
dehidrogenaz (IMPDH) enziminin inhibisyonu, RNA viruslari Uzerinde letal mutagenez
etkisi ve immunmodiilator etki seklinde 4 farkli mekanizma ile sergiler (Helen ve ark.,
2007).

Sekil 7. Ribavirin’in 2 boyutlu yapisi

RBV’nin etkili olabilmesi i¢in adenosin kinaz tarafindan hiicre i¢i olarak
ribavirin mono-, di- ve trifosfat formlarina dontismesi gerekir. Ribavirin trifosfat (RTP),
viral mRNA polimerazinin, enzimin-niikleotid baglanma yerine baglanarak dogrudan

viral mRNAy1 inhibe ederek etki gosterir. ikinci bir anti viral mekanizmasi olan konak
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inosin  monofosfat dehidrogenaz (IMPDH) inhibisyonu sonucu viral genomlarin
transkripsiyonu ve virls replikasyonu igin gerekli olan hiicresel GTP havuzu Uzerine
etki ederek olur ve GTP azalmas viral protein sentezinde bir azalmaya ve viral genom

replikasyonunda bir sinirlamaya yol acar (Gilbert ve Knight, 1986).

[ 2
Ribavinin === == ) Defective HCV
@ a Immunomodulation particles
Ll IFN-y¢ TNF-a {‘E\EV:\}
* ¥
)
Hepatocyte
e, transporter
Ribavirin > RMP ~ ROP RTP
) )
IMP e = 4
IMPOH GMP & HCV s
’ RARy CVRNA
‘rvl.C\,‘leA' P NN S S mutagen NN
GTP Replication VNG
b inhibition of IMPDH ¢ Inhibition of HCV RdRp d RNA mutagenesis

Sekil 8. RBV antiviral mekanizmalar1 (Feld ve Hoofnagle, 2005). HCV: Hepatit C Virus

RBV’in antiviral etkinligi mutasyon olusturmast ile dogrudan iligkilidir.
Yapilan arastirmalar RNA viruslari tizerinde RBV kullanilmasi virusu letal mutageneze
zorladigin1 gostermektedir. RBV RTP’ye doniistiiglinde, RTP'nin viral RNA'ya bagimli
RNA polimerazin (RdRp) substratt ve bir inhibitorii olarak gorev yapar. Genom
replikasyonu sirasinda RTP'nin RdRp tarafindan kullanilmasi viriis popilasyonunda
letal mutageneze yol acar (Arias ve ark., 2008).

RBV bagka bir antiviral etkinlige sahip bilesenlerle kullanildiginda etkinligini
artirtr. RBV standart alfa interferon ya da Peginterferon ile birlikte kullanildiginda bu
iki yapi sinerjik bir etki meydana getirir ve antiviral etkinlik iki katina ¢ikarabilir (Ratti
ve ark., 2016). Ayrica RBV ACYV ile birlikte kullanilmas1 durumunda bu iki kimyasalin
sinerjik bir sekilde ¢alismasina ve HSV-1 lzerinde ACV’nin anti herpetik aktivitesini

onemli Olgiide arttirdig1 yoniinde sonuglar mevcuttur (Remichkova, 2005).
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Onceki yillarda yapilan tedaviler ve giinimiiz arastirmalarinda RBV; Hepatit C
virus (HCV), respiratory syncytial virus (RSV), influenza virus, Lassa virus, Norovirus,
Marburg virus (MARYV) gibi bircok RNA virusun tedavilerinde kullanilmistir (Clercq
ve Li, 2016). Ayrica RBV adenovirus ve HBV gibi gesitli DNA viruslarinin olusturdugu
enfeksiyonlarda tedavi amagl kullanilmistir. Ozellikle adenovirus nedenli pnémonilerin
tedavisinde kullaniminda basarili sonuclar elde edilmektedir (Galban-Garcia ve ark.,
2000; Terzano ve ark., 2004; Yoon ve ark., 2017).
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal

3.1.1. Hiicre Kalturleri

Bu c¢alismada virusun iretilmesi, ilag ile yapilan konsantrasyon doz
caligmalari, enfeksiyoOzite giic tayini gibi gergeklestirilen laboratuvar caligmalarinda
insan RD (insan rhabdomyosarcoma) diploid ve Vero (Afrika Yesil Maymun Bobrek
Epiteli) devamli hiicre kilturleri kullanildi. Belirtilen hiicre kultirleri Ondokuz Mayis
Universitesi Veteriner Fakiiltesi Viroloji Anabilim Dali hiicre kiiltiirii koleksiyonundan

temin edildi.

3.1.2. Virus
Calismada HSV-1 KOS susu kullanildi. Virus Ankara Universitesi Veteriner
Fakiiltesi Viroloji Anabilim Dali 6gretim iiyesi Prof. Dr.Aykut Ozkul’dan temin edildi.

3.1.3. Ribavirin

HSV-1 (zerinde mutajen olarak 1-pB-D-Ribofuranosyl-1,2,4-triazole-3-
carboxamide preparati Ribavirin (Sigma-Aldrich, Cat No: 36791-04-5, USA) kullanildi
ve ¢calismada RBV seklinde ifade edildi.

3.1.4. Hiicre Uretme Vasati, Fétal Serum ve Digerleri

Hucre kiiltiirleri ve virus kullanimi ile yapilan biitiin laboratuvar ¢alismalarinda
DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium, Gibco, Cat. No: 12430-054, UK) hiicre
tiretme vasat1 kullanildi. Bu vasatin hazirlanma asamasinda fotal dana serumu (FBS,
Sigma- Aldrich Cat. No: F9665, USA), antibiyotik solusyonu (Gibco, Cat. No: 15140-
122, USA), L-Glutamin ve NEAA (Non-Essential Aminoacids) (Sigma- Aldrich Cat.
No: M7145, USA) kullanildi. Hiicre kiltarlerinin ¢ogaltilmasi asamasinda hiicreler arasi
bag dokusunu pargalamak amaci ile enzim olarak %0.25°1ik igin Tripsin-EDTA (Gibco
Life Technologies Cat. No: 1234-56, USA) solusyonu kullanildu.

3.1.5. Hiicre Kulturu Siseleri ve Pleytleri

Calismada hiicre kiiltiirii, virusun iiretimesi ve stoklamasi asamasida 25 cm?
ve 75 cm? lik tek kullanimlik steril hiicre kiltiirii siseleri (Corning, NY 14831, USA)
kullanild1. Ayrica enfeksiyOzite gi¢ tayini ve RBV uygulamalar1 96 kuyucuklu (TPP
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96F, Cat. N0:92096, Switzerland) ve 24 kuyucuklu steril tek kullanimlik hiicre kilturd
pleytleri (TPP Cat No: 92024, Switzerland) kullanilarak gergeklestirildi.

3.1.6. Otomatik Hiicre Sayim Cihazi

Calismada kullanilan hiicre silispansiyonlarinin hazirlanmasinda ve canlilik
testlerinde otomatik hiicre sayim cihazi (Bio-Rad TC20 Cell Counter, USA) kullanildi.
Bu iglemler igin bolmeli iki adet hiicre sayim kamarasi igeren 0zel lamlar (Bio-Rad, Cat.
No: 1450015, USA) ile tripan mavisi (Biological industries, Cat.No: 03-102-1B, Israel)
boyasi kullanildi.

3.1.7. Hiicre Canlilik Test Kiti

Calismada RBYV sitotoksik olmayan dozunun belirlenmesi i¢in hiicre canlilik
testlerinden biri olan Cell proliferation reagent WST-1( Roche, Cat No: 11644807001,
GER) kullanildu.

3.1.8. Molekiiler Calismalarda Kullanilan Cihazlar ve Kitler

Molekiiler c¢aligmalarda konvensiyonel ve gercek zamanli polimeraz zincir
reaksiyonu (PCR ve rt-PCR) yontemi kullanildi. Bu testler MultiGene Gradient termal
dondurict (Thermal Cycler, UK) ve BIO-RAD CFX Connect(Bio-Rad, Cat No: 185-
5200, USA) cihazi kullanildi. PCR drtinlerinin agar jelde yirutilmesi yatay elektroforez
cihaz1 (Cleaver, omniPAC Midi CS-300V, UK) ile gergeklestirildi ve gorintilenmesi
Quantum ST5 (Vilber Lourmat, QUANTUM ST5, France) cihaziyla yapildi.

Molekdler ¢alismalarda ticari olarak iiretilen kitler kullanildi. Bu amagla HSV-
I’in DNA ekstraksiyonu Kitleri (Qiagen Dneasy, Cat. No: 69506, Germany), rt-PCR
icin iTag Universal Probes One-Step kiti (Bio-Rad, Cat. N0:1725140, USA) ve
konvansiyonel PCR icin Tag DNA Polymerase (Thermofisher Scientific Cat No:
EP0402, USA) kitleri anabilim dalimiz stoklarindan temin edildi.

3.1.9. Diger Cihazlar

Calismada ayrica yardimci ekipman olarak termal karistirict (ThermoMixer,
Eppendorf, Cat. No: 5382000015, Germany), vorteks, (BioSan, v-1 plus, Cat.No:
010203, Latvia) ve santrifujler (Nuve, NF 1200R, TR; Sigma, 1-14K, , Germany)
kullanildi.
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3.2. Metot
Calismada kullanilan hiicre kulturleri, virus, fotal serum, vasat ve tim kimyasal
katki maddeleri rt-PCR yontemi ile kontrol edildi ve pestivirus kontaminasyonunun

olmadig1 dogruland.

3.2.1. Hucre Kultird Cozme Protokolu ve Subkultire Edilmesi

Hiicre kiltiri  ¢ozme islemi 25 cm?lik hiicre Kultiirii  siselerinde
gerceklestirildi. Bu amacla hiicre kultlirQi sisesine hacminin %10’u oraninda %20 FBS
ve %1 antibiyotik iceren vasat konuldu. Hiicreler stoklardan alinarak 37 °C’lik su
banyosunda hizli bir sekilde ¢oziildii ve hiicre kiiltiirii siselerine damla damla olacak
sekilde aktarildi. Bu islemi takiben ¢oziilen hiicreler optimal sartlar olan 37°C ve %S5
CO2 iceren inkubatore kaldirildi. Cozme islemini takiben 24 saat sonra hiicrelerden
DMSO (Dimethyl sulfoxide, Merck, USA) ve 6lii hiicre kalintilarin1 uzaklagtirmak icin
hiicre lireme vasatlar1 %10 FBS igeren vasat ile degistirildi. Hergin doku kultlrQ
mikroskobu (Olympus, Japan) ile giinliik kontrolleri yapildi.

Cozllen hicrelerin hicre sise yiizeylerini %90 ve Uzeri monolayer (tek
tabaka) kapladig1 tespit edildiginde hiicreler subkiiltiire edilerek cogaltildi. ik olarak
hicre kultirt siselerindeki hiicre iiretme vasatlar1 uzaklastirildi. Hicre yiizeyi 6nce
vasat kullanilarak yikandi ve ylizey iizerinde yer alan 6li doku ile metabolizma artiklari
uzaklastirildi. Hiicre yiizeyine 3 mL tripsin ilave edildikten sonra 37°C’lik inkiibatore
konuldu ve 3-7 dk boyunca bekletildi. Tripsinizasyon islemi sonucunda hiicreler arasi
konnektif dokunun ayrilmasi saglandi. Kiiltiir sigselerinin zemininden ayrilan hiicrelerin
Uzerlerine vasat ilave edildi. Subkultire edilecek oran belirlendi ve karisim hiicre
kalturi  siselerine esit olacak sekilde dagitildi. Siselere dagitilan  hiicre
slispansiyonlarinin {izerlerine sise hacminin %10’u olacak sekilde %10 FBS iceren eden
DMEM ilave edildi ve inkubatore kaldirildi.

3.2.2. Hiicre Kiltara Stoklarmin Hazirlanmasi

75 cm? yiizeye sahip siselerde bulunan %90 ve {zeri monolayer kapladig
tespit edilen hicrelerin hiicre iiretme vasatlar1 uzaklastirildi. Hiicrelere 3 ml tripsin ilave
edildi ve 37°C’lik inkubattre konuldu. Hucreler inktbatorde 3-7 dk boyunca bekletildi.
Tripsinizasyon islemine tabi tutulan hiicrelerin sise ylizeyinden ayrilmasi saglandi.

Ayrilan hiicreler 50 ml hacminde steril santrifiij tiiplerine konuldu. 1000 rpm de 10
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dakika boyunca santrifiij edildi ve santrifiij sonunda iistte kalan sivi uzaklastirildi.
Tlpln dibine ¢oken hiicrelerin iizerine karigiminin %70’i oraninda DMEM, %25 FBS
ve %5 DMSO igeren hiicre dondurma vasatindan ilave edildi. 5x10° hiicre/ml olacak
sekilde hiicre siispansiyonu hazirlandi. Hazirlanan hiicre siispansiyonu tiiplere 1 ml
olacak sekilde porsiyonlandi. Porsiyonlanan hiicreler 2 saat -20°C’de bekletildi ve -
80°C’ lik derin donduruculara kaldirildi. Bu iglemler sonunda bu ¢aligmada kullanilmak

tizere 20’ser tiip RD ve Vero hiicre kilturi stoklar1 hazirlandi.

3.2.3. Virus Stoklarinin Hazirlanmasi

Virusun dretilmesi icin hicrelerin subkiiltiir isleminden en fazla 24 saat gecen
ve % 80 oraninda monolayer olan hiicreler kullanildi. Mikroskop altinda kontrolleri
yapilan 75 cm?lik yiizey alanma sahip hiicre kiiltiirii siselerinde bu niteliklere sahip
oldugu belirlenen hiicrelerde bulunan hiicre iireme vasati uzaklastirildi ve 1 ml HSV-1
KOS susu hiicre ylizeyine inokiile edildi. Optimum 1s1 olan 37°C’lik inkiibatérde 1 saat
adsorbsiyon iglemi gergeklestirildi. Siire sonunda kiiltiir siseleri inkiibatorden alind1 ve
icerisindeki virus ¢ozeltisi uzaklastirildi. Siselerin igerisine sise hacminin %10 olacak
sekilde % 2 FBS i¢eren DMEM konuldu. Hiicre kiiltiirii siseleri 37°C %5 CO3 ihtiva
eden inkubatore kaldirildi ve her giin doku kiiltiirii mikroskopu altinda CPE agisindan
kontrolleri yapildi. CPE olusumu gozlendikten 48-72 saat sonra hucreler -20°C’de
donduruldu ve 37 °C’de ¢6ziildii. Bu islem 2 kez yapildi. Virus slispansiyonu sogutmali
santrifuj ile 3000 rpm devirde 10 dakika slre boyunca santriftj edildi. Virus
slispansiyonu enjektor yardimiyla 0,22 pm por caph filitrelerden gecirildi ve ependorf
tiplerine 1 ml haciminde olacak sekilde porsiyonlandi. Porsiyonlanan viruslar stok
olusturmak ve bu calismada kullanilmak maksatiyla -80°C’lik derin dondurucuya
kaldirildi.

3.2.4. Ribavirin Stok Soliisyonun Hazirlanmasi ve Caliyma Konsantrasyon

Miktarinin Belirlenmesi

10 mg toz haldeki RBV 410 pl steril distile su ile ¢ézuldi ve 100 mM
konsantrasyonda stok solusyonu hazirlandi. Caligma siiresi boyunca + 4 °C’de
muhafaza edildi.

Stok RBV solusyonundan RD ve Vero hicre kiltirleri tizerinde c¢alisilacak
ideal konsantrasyon degerlerinin belirlenmesi i¢in 800, 600, 400, 200, 100, 75, 50, 25
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uM/ml konsantrasyonlarda RBV numuneleri hazirlandi. Bu islem i¢in asagida verilen

iki yontemin protokolleri uygulandi.

3.2.5. Tripan Mavisi ile Boyama

24 kuyucuklu pleytlerde her kuyucuguna 4x10° hiicre / ml olacak sekilde %10
FBS’li hiicre stispansiyonundan 500 pl ilave edildi ve 1 gece 37°C %5 CO?li
inkibatdrde inkube edildi. Sire sonunda hucrelerin kuyucuk ylizeyinin yaklasik %80’
nini monolayer kapladig1 goriildii ve pleytlerden lireme vasatlar1 uzaklastirildi. Her bir
goze farkli konsantrasyonlarda 500 ul RBV solusyonu (800, 600, 400, 200, 100, 75, 50,
25 uM/ml) ilave edildi ve 72 saat 37°C %5 CO?’li inkiibatrde inkiibasyona birakildi.
Belirlenen inkiibasyon siiresi tamamlandiktan sonra her bir gozdeki RBV
konsantrasyonlart farkli sivilar alindi ve numaralandirilan ependorflara konuldu.
Kuyucuklardaki hucreler 100 pl tripsin ile tripsinizasyon islemine tabi tutuldu ve
hiicrelerin mikropleyten ayrilmasi saglandi. Hiicre siispansiyonu numaralandirilan
ependorflara uygun olacak sekilde aktarildi. Ependorf tiiplerinden 20 pl hiicre
suspansiyonu numunesi alindi. Uzerlerine 1:1 oraminda %0.4’liik tripan mavisi
soliisyonu eklendi ve hiicrelerin boyay1 almasi igin birkag dakika bekletildi. Ornekler
cell counter sayma lamlarinin gozlerine 10 ul olacak sekilde konuldu. Canli ve cansiz
olan biitiin hiicreler otomatik hiicre sayim cihaz1 (Bio-Rad TC20 Cell Counter,
Germany) cihaziyla sayildi ve canli hiicrelerin miktar1 asagidaki formiile gore
hesaplandi.

Canli hiicre oran1 (%) = Boya almamis hiicrelerin sayisi/ Toplam hiicre sayis1 x 100

3.2.6. WST-1 Reaktifi

96 kuyucuklu pleytlerin her bélmesinde 3x10* hiicre olacak sekilde hazirlanan
hiicre stispansiyonundan kuyucuklara 100 pl ilave edildi ve pleytler 37°C %5 CO2’li
inklbatorde bir gece bekletildi. Kuyucuklarda bulunan hiicre tireme vasati uzaklastirildi.
Kuyucuklara hiicre tireme vasati igerisinde hazirlanan RBV farkli konsantrasyonlarda
(800, 600, 400, 200, 100, 75, 50, 25 uM/ml) olacak sekilde 4’er kuyucuga 100 pl
konuldu. Kontrol hiicrelerinin kuyucuklarina ise RBV icermeyen 100 pl hiicre iireme
vasati ilave edildi. Pletyler 37°C %5 COz2’li inkiibatorde 36 saat inkiibasyona birakildi.
Surre sonunda tiim kuyucuklara 10 pl WST-1 reaktifi eklendi ve pleytler 37°C %5
CO2’li inkiibatérde 30 dakika boyunca inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonunda
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pleytler optik yogunlugu (OD) 450 nanometre (nm) olan mikropleyt okuyucuda (Tecan
Infinite F50) okutuldu.

3.2.7. Hucrelerin Ribavirin ile Muamelesi ve Virus ile Pasajlama Stireci

Bu amag¢ icin 24 kuyucuklu pleytler kullanildi. Pleyt ¢alisma plani sekil 9
icinde sematize edildi. Daha 6nceden subkiiltiirleri yapilmis RD hiicre kiltlrlerinden
4,5x10° hiicre/ml olacak sekilde hiicre siispansiyonu hazirlandi. 24 kuyucuklu pleytlere
hazirlanan bu silispansiyondan 500 pl olacak sekilde konuldu ve hicrelerin
eksponansiyol ireme fazina gegmesi i¢in 1 gece 37°C %5 CO2’li inkiibatorde bekletildi.
Hiicreler kuyucuk ylizeyinin yaklasik %80 oraninda monolayer olarak kapladiginda
tireme vasati kuyucuklardan uzaklastirildi. Pleyt icinde dort kuyucuga 500 pl 50 uM/ml
RBV c¢ozeltisi iceren iireme vasati, kontrol i¢in secilen 4 kuyucuga ise 500 ul RBV
icermeyen lireme vasati ilave edildi. RBV metabolize etmeleri icin plateler 2 saat
boyunca 37°C %5'lik CO?li inkiibatore kaldirildi. Inkiibasyonun sonunda virus
inokulasyonu yapilacak olan kuyucuklardaki iireme vasatlarlar1 uzaklastirildi. RBV ile
muamele edilmis ve RBV igermeyen gozlere 100 ul HSV-1 inokulasyonu absorbsiyonlu
yontem ile yapilidi ve 1. pasaj olacak sekilde numaralandirildi. Bir saat boyunca 37°C
%5 CO?li inkiibatérde hiicre ile inkiibasyona birakilan virus ¢ozeltisi siire sonunda

kuyucuklardan uzaklagstirildi.
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Sekil 9. 24 kuyucuklu hiicre kiiltiir pleyt calisma plami. 1: Tlagh AHSV-1, 2: ilagsiz AHSV-1, 3: Bos
kuyucuklar 4: RD Hicre Kontrol 5: 50 uM/mL RBV baskisi altinda RD Hiicre Kontrol, 6:
Virus kontrol. Virusun bu g¢alisma planm1 digrultusunda ila¢ baskisi altinda ve ilag baskisi

olmadan 4 kuyucuk olacak sekilde (A,B, C, D ) 20 birbirini takip eden pasaj yapildi

24



50 uM/ml RBV igeren iireme vasati daha once RBV ile inkiibasyona birakilan
kuyucuklara 500°er ul, virus ve hucre kontrol olarak segilen kuyucuklara RBV
icermeyen tireme vasatindan uygun olan kuyucuklara 500’er ul konuldu ve 37°C %5'lik
CO?1i inkiibatére kaldirildi. Virus inokule edilen hiicreler virusun hiicrede yaptig
sitopatik etki (CPE) yonunden her gun doku kultri mikroskobu ile kontrol edildi. RBV
ve RBV ihtiva etmeyen gozlerde yaygin CPE olusumlar tespit edildikten sonra virus
ekimi gerceklesen her bir gézden alinan supernatant ependorf tuplerine aktarildi ve
sonraki ekimlerde kullanilmak iizere -20°C’de stoklandi.

Yukaridaki protokole uygun olarak virus RBV baskisi altinda ve RBV baskisi
olmadan birbirini takip eden pasajlar seklinde 20 kez pasajlandi. 20 pasaj 50 pM/ml
RBYV ile muamele edilen virus “ A ile isaretlendi ve AHSV-1 olacak sekilde ifade
edildi. Uzerinde RBV kullanilmayan 6rnekler ise AHSV-1 olacak sekilde adlandirild: ve
calismada kullanilacak olan stok virus referans érnek ;AHSV-1 seklinde isimlendirildi.
Her pasajda gerek RBV baskisi altinda olan gerekse RBV baskisi altinda olmayan
virusun enfeksiyodzite giicleri hiicre enfektif dozu DKIDso/ml olarak mikrotitrasyon testi

ile hesaplandi.

3.2.8. Ribavirin Doz Arttirilmasi

rAHSV-1 ve 20 AHSV-1 i¢in 50 pM/ml’den yiksek RBV konsantrasyonu
altinda virus replikasyonu tizerindeki degismelerinin test edilmesi i¢in konsantrasyon 8
kat yikseltildi. 400 pM/ml RBV konsantrasyonu ile asagida verilen protokol
dogrultusunda AHSV-1 20.pasaji ve RBV maruziyetine kalmamis referans ornegimiz
olan \AHSV-1izerinde 6’sar ardisik pasaj gergeklestirildi.

Yiizey alan1 25 cm? olan hiicre hatt1 siselerinde iiretilen Vero hiicre hatlarina
400 puM/ml RBV igeren besiyerinden 3 ml konuldu ve 2 saat optimum sartlarda
inkubasyonu gerceklestirildi. Inkubasyon siiresi sonunda hiicre kiltiirii sislelerindeki
RBV’li vasatlar uzaklastirildi. AHSV-1 20.pasaj ve HSV-1 stoklarindan 50 pl alindi ve
400 uM/ml RBV konsantrasyonuna sahip vasat ile 1/10 oranindan karistirildi. 500 pl
hacimdeki bu karisim hiicre ihtiva eden siselere konuldu ve 37°C'de 1 saat siire ile
absorbsiyonlu olarak inokulasyonu yapildi. Inkubasyon sonunda hiicrelerden virus
coOzeltisi uzaklastirlldi. Kiltlir siseleri igerisine 400 uM/ml konsantrasyonlu RBV
cozeltisinden 5 ml konuldu ve 37°C'deki inkiibatore kaldirildi. Kiiltiir siseleri her gun

CPE agisindan kontrol edildi. 72. saat sonunda flasklardan elde edilen siipernatantlar
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numaralandirlmig ependorf tiiplerine aktarildi ve ileri pasajlarda kullanilmak iizere -
20°C’de stoklandi. 6. pasaj sonunda ardisik olarak gergeklestirilen her pasajin

enfeksiy0zite glicti mikrotitrasyon testi ile DKIDsg /ml olacak sekilde tespit edildi.

3.2.9. Enfeksiyo6zite Gl Tayini

AHSV-1 ve AHSV-1 ait bitiin pasajlarin enfeksiyozite gii¢ tayini Frey ve
Liess (1971) tarafindan belirtilen mikrotitrasyon yontemi ile asagida verilen protokol
dogrultusunda 96 kuyucuklu steril pleytlerde gergeklestirildi.

Virus Logio tabanma gore 107 ile 1072 arasinda seri olarak sulandirildi.
Mikropleytlerde her sulandirma basamagi, virus ve hiicre kontroller i¢in 4’er kuyucuk
secildi. Her sulandirma basamagi i¢in segilen kuyucuklara virus sulandirmalarindan 100
ul konuldu. Hicre kontrol igin segilen kuyucuklara 100 pl hiicre iiretme vasati, Virus
kontrol igin secilen kuyucuklara 50 pl hicre Uretme besiyeri ve 50 pl virus
siispansiyonu  konuldu.  Bitiin  kuyucuklara ~ 80.000  hicre/0.1mL  hicre
stispansiyonundan 50 pl ilave edildi ve 37°C  %5'CO2‘li inkiibatérde inkubasyona
birakildi. 72 saat sonunda test sonuglar1 degerlendirildi ve enfeksiyozite giicii Frey ve

Liess (1971) tarafidan bildirilen formiile gére hesaplandi.

3.2.10. DNA Ekstraksiyonu

Bu c¢alismada seri pasajlart yapilan virus stoklarinin siipernatantlarindan elde
edilen viral DNA igin ticari kitler kullanildi (Qiagen Dneasy, Cat. No: 69506,
Germany). Ekstraksiyonlar iireticinin talimatlarina dogrultusunda asagidaki protokol ile
gerceklestirildi.

Orneklerden 200 pl supernatant alinarak mikro tiiplere aktarildi. Uzerine 200 pl
AL buffer ile 20 ul proteinaz K konuldu. Termomikserde (Eppendorf, Germany) 56
°C’de 10 dakika inkube edildi. %96’lik etil alkolden 200 upl konuldu vorteks ile
karigtirildi. DNA spin kolona aktarildi ve 8000 devirde 1 dakika santrifuj edildi.
Santrifiij sonras1 spin kolonlar yeni toplama tuplerine konuldu. 500 ul AW1 buffer
konuldu ve 8000 devirde 1 dakika santrifuj edildi Spin columlar yeni toplama tiiplerine
konulup Uzerlerine 500 pl AW?2 buffer ilave edildi. Ornekler 14000 devirde 3 dakika
santrifuj edildi. Santrifiij sonrasi toplama tiipleri uzaklastirildi ve spin kolonlar 1.5

ml’lik ependorf tiiplerine yerlestirildi. Uzerlerine 150 pl elusyon buffer konuldu. 6000 X
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g’de 1 dakika boyunca santrifiij edildi. Toplama tiiplerine gegcen DNA’lar -20°C ‘lik

derin dondurucuya kaldirildi.

3.2.11. Molekiiler Calismalar

Calismada RD ve Vero hiicre hatlarinda Ureyen virusumuz HSV-1,
glikoporetin B (gB) yonunden rt-PCR yodntemi ile ayrica; Victdria ve ark. (2005),
tarafindan HSV-1 tanisi igin tasarlanan primer setlerinin Nested PCR y6nteminde
kullanim1 ile HSV-1 varliklar1 kontrol edildi ve dogrulandi. HSV-1 replikasyonundan
sorumlu olan UL-30 gen bolgesi ve ila¢ diren¢ mekanizmasindan baslica sorumlu olan
UL-23 geninin varligmin tespiti igin ise konvensiyonel PCR kullanilmistir. Bu

calismalarda kullanilan primer listeleri tablo 4’de verilmistir.

Tablo 4. rt-PCR ve Konvansiyonel PCR analizi i¢in kullanilan primerler ve problar

Primer PCR
urdnd
(bp)
F: GCAGTTTACGTACAACCACATACAGC 3’ 118
HSV-1 gB R: 5> AGCTTGCGGGCCTCGTT 3’

Probe: CGGCCCAACATATCGTTGACATGGC
5’FAM, 3’'TAMRA

F:5> TCCACTTCGCATATTAAGGT 3’ 1335
UL-23 R:5> CTGTCTTTTTATTGCCGTCA 3°

F1:5° GAGGACGAGCTGGCCTTTCCG 3° 1810

R1:5> AAAACAGCAGGTCGACCAGGGC ¥’
UL-30 F2 5 GACCTCCCCGAATCCCA 3° 1652
Nested R2: 5>CGGTTGATAAACGCGCAGTTG 3’

F1: 5 TGC TGG AGG ATC ACG AGT TTG 3’ 663
HSV-1 R1:5"CAT CGT CTT TGT TGG GAA CTT 3’
Nested F2: 5 TGCAGAGCAACCCCATGAAG 3’ 241

R2: 5" ATGACCATGTCGGTGACCTTGG 3’
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3.2.12. Gergek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu (rt-PCR)

rt-PCR igin asagidaki igerigi verilen reaksiyon 20 ul hacimde olacak sekilde

hazirlanmustir.

Tablo 5. gB rt-PCR i¢in reaksiyon karigimi

Karisim Miktar (ul)
2xTaq 12.5
Primer 1 0.8
Primer 2 0.8
Probe 0.4
Distile Su 55

Bu karisima HSV-1 6érneklerinin ekstrasyonu sonucu elde edilen virus DNA’sindan 5

uL ilave edildi ve bu karisim Tablo 6’da gosterilen asagidaki protokol dogrultusunda

yuratalda.

Tablo 6. gB rt-PCR icin thermal déndurici protokolii

Is1 (°C) Zaman (sn) Siklus
95 180 1
95 7

40
60 10
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3.2.13. HSV-1 Tespit
Bu amacla nested polimeraz zincir reaksiyonu (Nested-PCR) kullanildi. Iki
asamal1 olarak gerceklestirilen bu yontemde her iki asamada asagida verilen reaksiyon

karisimi ve PCR sikluslar1 kullanilmastir.

Tablo 7. HSV-1 tespiti i¢in Nested PCR 1. ve 2. Reaksiyon karigimi

Karisim P(:Rhfiktar (ul)PCR 2
10 x Taq Buffer 5 5
10mM dNTP 1 1
25 mM MgCl> 3 5
1 pl Tag DNA polimeraz 0.5 1
2 pl forward primer, 2 2
2 ul reverse primer 2 2
Distile Su 26.5 315
DNA 10 5*
Toplam 50.00 50.00

* ].asama sonunda elde edilen PCR iiriiniinden alindi.

Tablo 8. HSV-1varliginin tespiti icin PCR 1 ve PCR 2 donguleri

Is1 (°C) Zaman Siklus
95 10 dk 1
94 30 sn
PCR1:61 45 sn
PCR2:60 30
72 30 sn
72 10 dk 1

Reaksiyon sonunda PCR iiriinleri, %2’lik agaroz jele aktarildi ve 50 dakika
boyunca elektroforez islemine tabi tutuldu. islem sonunda iiriinler jel goriintileme

cihazinda incelendi ve 241 bp’lik bant veren drnekler pozitif kabul edildi.
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3.2.14. Timidin Kinaz Kodlayan Gen Bodlgesinin (UL-23) Molekuler
Analizi
Bu amagcla konvensiyonel polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) kullanilmuistir.

Reaksiyon i¢in asagida igerigi verilen karistm 50 pL olacak sekilde kullanilmustir.

Tablo 9. UL-23 bolgesi igin PCR karigimi

Karigim Miktar (ul)
10 x Taq Buffer 5,00
10mM dNTP 1,00
25 mM MgCl, 5,00
1 pl Tag DNA polimeraz 1,00
2 ul forward primer 2,00
2 ul reverse primer 2,00
Distile Su 29,00
DNA 5,00
Toplam 50,00

Hazirlanan bu karisim asagidaki tabloda verilen protokol dogrultusunda termal

donddriiclde yaratulda.

Tablo 10. UL-23 bolgesi i¢in thermal dondirtict protokoli

Is1 (°C) Zaman (dk) Siklus
95 10 1
95 1
50 1 60
72 1
72 10 1

PCR (rlnleri %2 agaroz jele aktarildi ve 50 dakika elektroforez islemine tabi
tutuldu. Islem sonunda goriintiileme cihazi aracihigi ile 1335 bp bant veren 6rnekler

pozitif olarak kabul edildi.
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3.2.15. DNA Polimeraz Kodlayan Gen Boélgesinin (UL-30) Molekuler
Analizi
Bu amacla Nested-PCR ydntemi kullanildi. Her iki asamada asagidaki tabloda

verilen reaksiyon karigimi ve PCR sikluslar1 kullanilmuastir.

Tablo 11. UL-30 bolgesi i¢in Nested PCR 1. ve 2. Reaksiyon karigimi

Miktar (ul)
Kansm PCR 1 PCR 2
10 x Taq Buffer 5 5
10mM dNTP 1 1
25 mM MgCl; 5 5
1 pl Tag DNA polimeraz 1 1
2 wl forward primer, 2 2
2 ul reverse primer 2 2
Distile Su 29 29
DNA 5 5*
Toplam 50.00 50.00

* ].asama sonunda elde edilen PCR iiriiniinden alindi.

Tablo 12. UL-30 i¢in PCR 1 ve PCR 2 donguleri

Is1 (°C) Zaman Siklus
95 10 dk 1
94 30 sn
50 30sn 35
72 2 dk
72 5 dk 1

Reaksiyon sonucunda PCR iiriinleri, %2’lik agaroz jele aktarildi ve 50 dakika
boyunca elektroforez islemine tabi tutuldu. Islem sonunda iiriinler jel gorintiileme

cihazinda incelendi ve 1652 bp’lik bant veren 6rnekler pozitif kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Virus
Calismada kullanilan HSV-1 KOS susu RD ve Vero hiicre kiltirlerinde 72 saat

sonunda Uredi.

4.2. Ribavirinin Non-sitotoksik Dozununun Arastirma Sonuclari
RD ve Vero hiicre hatlar1 {izerinde yapilan gerek tripan mavisi ile boyama
yontemi gerekse WST-1 reaktifi ile yapilan canlilik testlerinde RBV’in 800 pM/ml

konsantrasyon degerlerinde bile herhangi bir sitotoksik etkisine rastlanmadi.

4.3. Sitopatojenik Etkilerin Gozlemlenmesi

A HSV-1, 50 uM/ml RBV baskis1 altinda ve es zamanli olarak RBV baskisi
altinda olmadan AHSV-1 6rnekleri gerekli karsilagtirmalart yapmak icin ardigik olacak
sekilde 20 kez pasajlandi. Pasajlanma islemi sonunda AHSV-1 her pasaj icin
(o1 AHSV-1-p20 AHSV-1) CPE olusumu sekillendi. RBV baskist altinda olmayan
fAHSV-1 ilk 13 pasajinda (,1AHSV-1 - p13AHSV-1) CPE olusumu gézlenirken daha ileri
pasajlarinda (p14AHSV-1 - j20AHSV-1) CPE olusumu tespit edilmedi.

Sekil 9. (/AHSV-1 KOS susunun RD ve Vero hiicre hatlarindaki CPE goriintiileri. A. RD hiicre hattina
rAHSV-1 ekimden 24 saat sonraki lokal CPE alanlari. B. RD kontrol C. Vero hiicre hattina
rAHSV-1 ekiminden 48 saat sonraki CPE goriintiisii. D. Vero kontrol (100X biy(tme)
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Bu sonu¢ elde edildikten sonra RBV yiiksek konsantrasyonlari ile virus
replikasyonun inhibe edilme durumunun kontrol edilmesi amaci ile konsantrasyon 8 kat
arttirilarak 400 uM/ml yikseltildi; ve bu konsantrasyon ile es zamanli olarak p.o A HSV-
1 ve AHSV-1 6 kez pasajlandi. Bu pasajlar sonucunda virusun replikasyon

davraniglarinda belirgin degisiklikler sekillenmedi.

Sekil 10. 50 uM/ml RBV baskis1 uygulanan AHSV-1’in RD hiicre hatlarina inokulasyonunu takiben 24
saat sonra CPE goruntuleri. A. o1 AHSV-1-1 1.pasaj B. ;s A HSV-15. pasaj C. p1o AHSV-1 10.
Pasaj D. pis AHSV-1 15. Pasaj E. y20A HSV-1 20. Pasaj F. Hucre kontrol (Olympus, 100X
biyiitme)
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Mikroskop altinda gerceklestirilen morfolojik degerlendirmede gerek p20 AHSV-1
gerekse {AHSV-1 400uM/ml ile yapilan ilk 2 pasajda CPE yogunluk farki dikkati ¢ekti;
ancak po AHSV-1 ile {AHSV-1 3.pasajda CPE yogunluk farklari dengelenmeye
baslamis, 5. ve son pasaj olan 6. tekrarda CPE olusum siireleri ve yogunluklar1 arasinda

ayirt edici bir fark goriilmedi.

Sekil 11. RBV baskisi altinda olmayan HSV-1’in RD hiicre hattina inokulasyondan 24 saat sonunda doku
kiltiirii mikroskopu altindaki CPE gériintiileri. A. pAHSV-1 1. Pasaj B. ;sAHSV-1 5. Pasaj C.
p10AHSV-1 10. Pasaj D. pisAHSV-1 15. Pasaj E. p20A HSV-1 20. Pasaj F. Hiicre kontrol (100X
biyiitme)
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Sekil 12. HSV1- KOS susunun vero hiicre hattina virus inokulasyonu. Birinci pasaja ait inokulasyon
sonrasi 24 saat sonunda olugan CPE goruntileri A. 400 uM/ml RBV uygulanan 20 A HSV-1
1.pasaj. B. 400 uM/ml RBV uygulanan ;AHSV-1 1.pasaj C. Virus kontrol D. Hticre kontrol

4.4. Mikrotitrasyon Testi Sonuclar:

Calismada kullanilan referans 6rnegimizin ((AHSV-1) DKIDso degeri 1,00x10°
bulundu. fAHSV-1 iizerinden yapilan ilagli ve ilagsiz her pasajin DKIDso degerleri tespit
edildi ve sonuglar tablo 12’de verildi. Ardisik pasajlari yapilan AHSV-1 drneklerinin 13.
pasaji takiben viral yiiklerinin kayboldugu ve hiicre kiiltiirinde CPE olusturmadigi

g6zlemlendi.

1.0x10° +
1.0x10°
1.0x10% 4
1.0x107 4
1.0x10° 4
1.0x10% 4
1.0x10%
1.0x10° 4
1.0x10% 4
1.0x10" -

Titre (DKID5(/ml)

% & & 83 9§ 8 0y 8§ & A 8 8
AR I IR IO SORICRRCR OO EN
Pasaj No
-~ A HSV-1 —o- AHSV-1

Sekil 13. Titrasyon sonuglarinin karsilagtirilmasi. AHSV-1: 50 uM/ml RBV baskisi altinda olan virus,
AHSV-1:RBV baskisi altinda olmayan HSV-1 KOS.14. pasaj itibari ile AHSV-1 igin titre
degeri tespit edilmedi
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AHSV-1 oOrneklerinin ardisik pasajlarinda ise herhangi bir CPE kaybi
yasanmadi ve virus titrelerinde bir azalma olmadi. Aksine calisma baslangi¢inda
1,010 /ml DKIDso degerini  16.pasajda 1,70 x 107"/mL degerine ulasarak gectigi ve
20.pasajda 1,70 x 10® mL degerine ulastig1 tespit edildi.

Tablo 12. Mikrotitrasyon testi yontemi ile elde edilen titrasyon sonuglarinin karsilasatirilmasi. AHSV-1:
50 uM/ml RBV baskisi altinda olan virus, AHSV-1:RBV baskisi altinda olmayan HSV-1

pasa Enfeksiyozite gcl
No DKIDso/mL
AHSV-1 AHSV-1
1 1,00 x10°® 4,64x10°
2 1,70 x10* 1,00x10*
3 4,64 x10° 1,00 x10°
4 3,16 x10° 3,16 x10°
) 4,64 x10* 1,70 x10*
6 5,88 x10° 1,70x10°
7 4,64 x10* 2,15 x10®
8 6,80 x10* 3,16 x10*
9 2,15 x10* 4,64 x10°
10 1,00 x10* 3,16 x10*
11 4,64x10™ 1,00 x10°®
12 4,64x10° 4,64 x10*
13 1,00 x10°® 4,64 x10°
14 3,16 x10* -
15 3,16 x10°6 -
16 1,70x107 -
17 4,64 x10° -
18 3,16 x10® -
19 1,78 x107 -
20 1,00x10 -

[lag doz artirrminda olusan titre degerleri incelendiginde ise 400 uM/ml RBV
konsantrasyonunda 20 AHSV-1 ve (AHSV-1 i¢in yapilan ilk pasajlarda titre
degerlerinde sirasi ile 4Log ve 2Log diisiis saptandi. 400 uM/ml RBV konsantrasyonda
ilk pasajda p2o A HSV-1 icin DKIDso degeri 1x10® /ml ‘den 3,16x10™*/ml’ye, [AHSV-1
icin ise 1,00x10%ml den 1x10“%/ml’ye azalma gosterdi. 400 pM/ml RBV
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konsantrasyonda yapilan 6 pasajda ise titre degerlerinde gerek p2o AHSV-1 ve gerekse
{AHSV-1 icin 3Log oraninda bir artis sekillendi ve titre degerleri 107/ml olarak tespit
edildi. Sonuclar Tablo 13°de gosterildi.

Tablo 13. 400 uM/ml RBV baskisi altinda p0 AHSV-1 ve ;AHSV-1 i¢in gergeklestirilen 6 pasaja ait

enfektive gug tayinin DKIDso/ml olarak sonuglari

Enfeksiyozite giicl
(DKID50/ml)
Pasaj No. p20 A HSV-1 I’AHSV'l
(1,00x10°) (1,00x10%%)
1 3,16x10* 1,00x10*
2 3,16x10°6 3,16x10°
3 1,70x106 1,70x106
4 2,15x10°6 5,88x10°
5 2,15x10° 2,15x10°
6 1,00x10”7 1,00x10”7
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4.5. Molekuler Calismalarin Sonuclar:

4.5.1. UL-23 Gen Bolgesinin PCR Sonuclari

PCR analizlerinde timidin kinaz1 kodlayan UL-23 gen bdlgesine spesifik olan
1335 bp DNA segmenti tespiti arastirildi. AHSV-1 UL-23 gen bdélgesini gosteren 1335
bp bltin pasajlarda tespit edildi. AAHSV-1 igin ise ilk 13 pasajda 1335 bp tespit
edilirken 14. ve daha ileri pasajlarda ise UL-23 gen bdlgesine spesifik olan 1335 bp
DNA segmenti tespit edilmedi.

Y —-gp W W

1335 bpler e N

Sekil 14. AHSV-1 ve AHSV-1 13. Pasajlarmin  UL-23 bélgesi agisindan PCR analizi. A. L: 1kb’lik
marker, 1: p13s AHSV-1, 2: ;13AHSV-1, 3: ;14 AHSV-1, 4: ;,1:AHSV-1, K: HSV-1 KOS DNA
pozitif kontrol. B. L: 1kb’lik marker, 1: 10 AHSV-1, 2: ;10AHSV-1, 3: p AHSV-1, 4:
p20AHSV-1, K: HSV-1 KOS DNA pozitif kontrol (Pasaj numaral alt simge olarak gdsterildi)

4.5.2. UL-30 Gen Bolgesinin PCR Sonuclar:

PCR analizlerinde DNA polimerazi kodlayan UL-30 gen bdélgesine spesifik
olan 1652 bp DNA segmenti tespiti arastirildi. AHSV-1 UL-30 gen bolgesini gosteren
1652 bp bitin pasajlarda tespit edildi. (AAHSV-1 icin ise ilk 13 pasajda 1652 bp tespit
edilirken 14 ve daha ileri pasajlarda ise UL-30 gen bdlgesine spesifik olan 1652 bp
DNA segmenti tespit edilmedi.
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Sekil 15. UL-30 gen bolgesinin PCR yontemi ile analizi. L: 1kb marker A. 1:p,3A HSV-1, 2: p13AHSV-
1, 3: ,14AHSV-1, 4: ,1uAHSV-1, 5: HSV-1 DNA pozitif kontrol B. 1: 20 AHSV-1, 2:
p20AHSV-1, 3: HSV-1 DNA pozitif kontrol

4.5.3. HSV-1 Nested PCR Sonugclari

HSV-1 varligi i¢in yaptigimiz Nested-PCR analizlerinde Victdria ve ark. (2005),
tarafindan HSV-1 tanis1 igin tasarlanan primer setleri igin spesifik 241 bp DNA
segmenti tespiti arastirildi. Gerek AHSV-1 gerekse AHSV-1 varligi yapilan biitiin
pasajlarda tespit edildi.

A

241 bp 241 bp

Sekil 16. HSV-1 Nested PCR sonuglari. L: 100bp marker, A. 1: 510AHSV-1, 2: 10 AHSV-1, 3: p20AHSV-
1, 4: p20A HSV-1, 5: HSV-1 DNA pozitif kontrol B. 1: p3AHSV-1, 2: p13A HSV-1, 3:
pAHSV-1, 4: 14 A HSV-1, 5: HSV-1 DNA pozitif kontrol
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5 TARTISMA

Gunimuzde viruslar neden olduklar1 Olimler, kronik hastaliklar ve
tedavilerinin meydana getirdigi agir ekonomik yiike bagl olarak gerek insanlar gerek
hayvanlar icin global bir tehdit olmay1 slirdiirmektedir. Hayatin tiim donemlerinde
Kirim-Kongo kanamali atesi (CCHFV), Ebolavirus (EV), AIDS, infleunza virus ve
SARS-coronavirus gibi ¢esitli solunum sistemi viruslari, hepatitis A, B ve C viruslar
tarafindan olusturulan viral kaynakli hepatitler insanlar i¢in biiyiik tehdit olusturmaya
devam ederken, Sap (FMDYV), mavil dil virusu (BTV), pestivirus enfeksiyonlari,
influenza virus gibi bir ¢ok viral enfeksiyon ise hayvanlar icin tehdit olusturmakta ve
biiyiik salginlara neden olmaktadir. Gegmisten gilinlimiize viral as1 tiretim tekniklerinde
saglanan ilerlemelere ve modern diinyanin tiim olanaklarinin kullanilmasina ragmen
yalnizca insanlarda cicek hastaligi ile sigirlarda yiiksek oranda 6limlere neden olan
s1g1r vebasi viruslarinin diinya yiizeyinden eradikasyonu saglanabilmistir.

1963 yilindan 2016 yilina kadar 90 adet antiviral ilag FDA tarafindan
onaylanarak tedavi i¢in kullanimina izin verilmistir. Ge¢misten giinlimiize kadar tim
farmakolojik ilerlemeler ile birlikte 2016 yili Nisan ay1 itibari ile aralarindan HIV,
HCV, HBYV, influenza, rotavirus, gesitli herpesvirusler, kizamik, kabakulak olmak tizere
22 viral enfeksiyon i¢in antiviral ila¢ ya da as1 FDA tarafindan onaylanmistir. Halen
200°den fazla viral enfeksiyona karsi kullanilabilecek antiviral bir ila¢ ya da as1
bulunmamaktadir (Clerg ve Li, 2016).

Viral hastaliklarin tedavisinde karsilasilan en énemli sorun uzun sireli ilag
kullanimindan kaynaklanan antiviral direng sekillenmesidir. Ozellikle RNA viruslarmin
kolaylikla mutasyona ugramalar1 nedeni ile olusan antiviral direng 6zellikle HIV ve
HCV tedavisi goren immunsupresif hastalarda problem yaratmakta ve hastaligin
prognozunu kotiye cevirmektedir.

Olusan antiviral ilag¢ direncinin 6niine gegmek ve viral hastaliklarin tedavisinde
yol katetmek amaci ile gesitli stratejiler gelistirilmektedir. Bu stratejilerin arasinda ilag
direncli viral mutantlar olusturarak bu mutantlara karst antiviral gelistirmek ya da
virusun ortadan kaldirilmasi olarak tanimlanan letal mutegeneze yonelik ilag gelisimi
tizerine stratejiler gelistirilmesi son yillarda olduk¢a 6nem kazanmaktadir (Jiang ve

ark.,2016).
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Sentetik bir nikleosit analogu olan RBV o6zellikle RNA viruslari tarafindan
olusturulan enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilmaktadir ve bu antiviral ajan ge¢mis
yillarda herpesvirus, adenovirus nedenli bazit DNA virus enfeksiyonlarin tedavisinde
kullanilmistir (Biermnan ve ark., 1981; Maslo ve ark., 1997; Gavin ve Katz, 2002;Yoon
ve ark., 2017). Ayrica bir DNA virus olan HBV tedavisinde kullanimi ile ilgili
calismalarda mevcuttur (Galban-Garcia ve ark., 2000).

Klinik uygulamalariin yani sira in vitro agidan degerlendirildiginde RBV bir
cok DNA ve RNA virusu zerinde inhibe edici bir aktiviteye sahip oldugu bildirilmistir
(Maslo ve ark., 1997; Carvalho ve ark., 2014). Ozellikle antiviral aktivitenin
belirlenmesi amaci ile yapilan bir ¢ok in vitro g¢alismada RBV model kabul
edilmektedir. RBV in vitro ¢alismalarda mutasyon olusturdugu ve 0zellikle ribavirin
trifosfat formuna donistiigli zaman RNA viruslart {izerinde letal mutagenez
sekillenebildigi ortaya konmustur (Cameron ve Castro, 2001). Ayrica RBV’in antiviral
etki mekanizmasinin temelinde RARP ve huicresel bir protein olan IMPDH inhibisyonu
bulunmaktadir (Carvalho ve ark., 2014). Bununla birlikte RBV kullanilarak DNA
viruslart ve Ozellikle herpesvirus tizerinde yapilan in vitro model caligma sayisi
sinirlidir. RBV genel olarak RNA viruslar iizerine antiviral etkisi ¢ok daha fazla
arastirilan antiviral bir bilesiktir. Arastirmamizda giinlimiizde bazi DNA viruslerinin
tedavisinde kullanimi giindemde olan RBV’in HSV-1 (zerindeki antiviral etkisi
caligilmas1 amaglanmistir.

Antiviraller arasinda RBV in vitro ¢alismalarda hiicre hatlar1 iizerinde en az
sitotoksik etkiye sahip olanlardan birisidir. Bu RBV’in doz arttirilarak yapilan
caligmalar1 igin bliyiik bir avantaj saglamaktadir. Lee ve ark. (2017) bu antiviral
aktivesini arastirmak lizerine yaptiklari ¢alismada Vero hiicreleri i¢in kullanilabilir
dozunu > 32pg/ml olarak bildirmistir. Kim ve ark (2018) yaptiklari ¢aligmada insan
akciger adenokarsinoma (human A459), Vero ve insan dermal fibroblast (HDF) hiicre
hatlar1 i¢in RBV i¢cin >100 uM dozun hiicre canlilig1 {izerine herhangi bir etkisinin
olmadigini bildirmislerdir. Neoplastik hiicre hatlar1 iizerinde yapilan son ¢aligmalarda
RBV’in anti timoral bir etkiye de sahip oldugu ortaya cikmistir. Anti-tumoral
mekanizmanin temel hatlar1 tam olarak agik olmamakla birlikte RBV’in hem intrinsik
hem de ekstrinsik apoptotik yolaklar araciligi ile apoptozisi indiikledigi goriilmistiir.

PR

Tumoral kokenli hiicre hatlar1 iizerindeki etkilerin hiicre hattinin tiiriine gore degistigi,
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HelLa hucrelerinin yuksek RBV dozunda bile minimal inhibisyon gosterdigi ve genel
olarak proliferasyonu inhibe edici etkilerin doza bagimli bir sekilde artig1 belirlenmistir
(Cruz-Hernandez ve ark., 2015; Ochiai ve ark., 2018).

Arastirmamizda RD ve Vero hicreleri i¢in yapilan sitoktoksik doz belirleme
calismalar1 RBV’in 25 ile 800 pM arasinda genis bir doz skalasinda rahatlikla
kullanilabilecegini gosterdi. Bu veri dogrultusunda, arastirmamiz i¢in gerek gegmis ve
yakin zamanlarda ribavirin ¢alismalarinda arastirmacilar tarafindan kullanilan doz
oranlarindan birisi olmasi gerekse tarafimizdan RD ve Vero hicre hatlari igin yapilan
sitotoksite doz galismalarinda hiicre hatti canlilig1 {izerine herhangi bir etkisi olmamasi
nedeni ile ribavirin icin 50 UM ¢alisma dozu olarak tercih edildi. Bu doz miktar1 ayni
zamanda stok solusyondan daha fazla yararlanma olanagi sunarak basarili bir sekilde bu
calismada kullanildi ve RBV baskisi altinda ilgili kontrol olarak kullanilan hiicrelerde
20 pasaj sonucunda her hangi bir morfolojik bozulma sekillenmedi.

Calismamizda kullanilan HSV-1 KOS susu iilkemizde in vitro galismalarda en
fazla tercih edilen suslardan birisidir (Baskin ve ark., 2005; Igde ve ark., 2007). Daha
once Vero ve Hep-2 hiicre hattlarinda Gretilen bu virus, in vitro Uretilmesinde ATCC
tarafindan spesifik hiicre hatlarindan biri olarak bildirilen RD hiicre hattina adapte
edilmistir. Adaptasyon sonucu [AHSV-1’in titre degeri DKIDso: 1,00x10°/ml olarak
tespit edilmistir. Hiicre hatlarinda 36-72 saat i¢inde meydana getirdigi CPE degisimleri
gdz Oniline alindigt zaman bu titre degerinin daha yiiksek olmasi1 gerektigi
diisiincesindeyiz; ancak gerek adaptasyon sonucu hiicre hatti degisimi gerek virusun
laboratuvarimizda gerekse temin edildigi laboratuvarda pasajlanma gegmisinin uzun bir
stire olmasi bu titre degisimindeki azalmanin nedeni olarak kabul edilmelidir.

Herrmann ve Herrmann (1977) bir antiviralin 6zgiin aktivitesini bu ilaca karsi
mutant virus sekillenmesi ile yansitilabileceginin hipotezini 6ne siirmiislerdir. Allen ve
Fingal (1977), yaptiklart in vitro bir ¢calismada Vero ve KB hiicre hattlarinda 10 pasaj
boyunca idoxuridine (IDU) ve RBV Kkullanarak direncli HSV-1 susu elde etmeye
calismiglardir. Arastirmacilar ¢aligma sonucunda RBV’ne karsi spesifik bir etki tespit
etmediklerini ancak IDU ‘ya karsi direngli sus elde ettiklerini bildirmislerdir. Bu
aragtirmada AHSV-1 ve AHSV-1 es zamanl ve ardisik olarak 20 kez pasajlandi. RBV
baskis1 altinda olmayan AHSV-1 13 pasaj sonunda 4.64x10°/ml olan baslangig titre
degerini korudu; ancak AHSV-1 14.pasaj ve 20. pasaj arasinda herhangi bir titre degeri
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ve CPE tespit edilmedi. AHSV-1 RBV baskisi altinda olmamasi nedeni ile bu sonug
sasirtict olmakla beraber bu sonug iki nedene bagli olarak yorumlanabilir: Birinci neden
virusun atenliye olmasi ihtimalidir. Virusun ge¢misi ile ilgili arastirma Oncesi pasaj
sayisinin bilinmemesi ve ¢ok fazla pasajlanma nedeni ile  AHSV-1 icin ateniasyon
sekillemis olabilir. Ikinci neden ise AHSV-1’in latent evreye girme olasihigidir. HSV-1
patogenezinde noéronal hiicrelere affinite gostererek latentlik olusturmaktadir. Insan
ndronal hicre kaltirlerinin Gretilmesi ve HSV-1 iiretimi i¢in kullanilmas: gerek teknik
acidan gerekse etik agidan zordur. Bu nedenle in vitro latentlik ¢alismalarinda alternatif
olarak fare ve rat kokenli noronal hiicreler kullanilmaktadir. Bununla birlikte noronal
olmayan diploid karakterli hiicre hatlarinda HSV latentligi dogal hiicre tipi
olmamalarina ragmen teknik olarak muimkindir (Thellman ve Trizenberg, 2017).
Arastirmamizda kullanilan RD hiicre hatlarinin diploid karakterde tumor orijinli bir
hiicre hatt1 olmas1 ve rfAHSV-1’in belli bir pasaj sayisindan sonra hiicrelerde latent
evreye gecmesi, Herpesviridae ailesinde yer alan virus cinsleri tarafindan diploid hcre
hatlarinda ve timor orijinli hiicrelerde latentlik olusumuna iliskin aragtirmalar 1s18inda
olasidir (Yura ve ark., 1986; Donofrio ve ark., 2000).

Gegmis yillarda yapilan ¢alismalar HSV-1’in latentligi i¢in ICPO (Infected Cell
Polypeptide 0) ve LAT (Latency Associated Transcript) gen bolgelerinin énemli rol
oynadig1 ortaya koymustur. ICPO bolgesi cesitli hiicresel bagisiklifin antiviral
tepkilerinin Ustesinden gelmekten de sorumlu gen bdélgesidir (Smith ve ark., 2011;
Loutsch ve ark., 1999). ICPO ve LAT bdlgelerinde meydana gelen mutasyonlar her iki
gen bolgesinin yapisint bozar, viral gen ekspresyonunu aktive etme yetenegini
degistererek virusun latent evreye girmesine neden olabilir (Smith ve ark., 2011;
Loutsch ve ark., 1999). Calismamizda RBV baskisi altinda olmayan AHSV-1, 14 ve
ileri pasajlarinda titre kaybina ugramis ve CPE gostermemistir. RBV baskist altinda
A HSV-1, 14 ve daha ileri pasajlarda gerek titre gerek CPE agisindan liremesine devam
etmistir ve p2o AHSV-1 i¢in titre degeri baslangic titre degerinden 2Log bir artis
gostermistir. Bu sonu¢ RBV’nin virusa ait olan LAT ve ICPO bdlgelerine etki
edebilecegini ve virusun latent evreye girmesini engelleyebilecegi ihtimalini ortaya
koymaktadir. LAT enfekte hiicrelerde biriken bir RNA’dir bu RNA nin birikimi enfekte
hicrelerde latentlik ile sonuglandigi bilinmektedir ve ICPO ile etkilesim igerisinde

faaliyet gostermektedir (Farrell ve ark., 1991). Bu ihtimalin yaptigimiz HSV-1 PCR ile
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molekiiler olarak desteklendigini diisiinmekteyiz. Bu yontem ile gerek RBV baskisi
alinda olan 14 AHSV-1 1o AHSV-1 ve ,20AHSV-1 gerekse CPE g0zikmeyen
p14AHSV-1, p1oAHSV-1 ve p2oAHSV-1 igin HSV-1 varligt HSV-1 nested PCR analizi ile
ortaya konmustur.

A HSV-1 icin RBV baskis altinda 1.pasajda 1x10°*/ml DKIDso oraninda titre
degeri tespit edilirken 20.pasajin sonunda titrede 2log oraninda artis sekillendi ve titre
degeri 1x10%/ml DKIDso degerine ulasti. 13AHSV-1 ve 13AHSV-1 icin DKIDso
degerleri siras1 ile 1x10°%/ml ve 4.64x107° olarak tespit edilirken RBV baskis1 altinda
olan AHSV-1 ve RBV baskisi altinda olmayan 1AHSV-1 arasinda yaklagik olarak
0.5Log bir titre farki dikkati ¢cekmektedir. 14. pasaj itibari ile AHSV-1 ilag¢ baskisi
altinda iiremesine devam ederken RBV muamelesi yapilmayan orneklerin 14. pasajinda
treme tespit edilememistir. AHSV-1 RBV baskist altinda titre degerlerinin artarak
devam etmistir. Bu durum o6zellikle replikasyonda rolii olan DNA polimeraz iizerine
RBYV konservatif etki yaparak replikasyonu baskilayict bir mutasyon olusma ihtimalini
ortadan kaldirmis olabilir.

Virus genetigi tizerine yapilan ¢aligmalar, HSV-1’in DNA polimeraz (UL-30)
ve UL-42 gen urunlerinin viral DNA replikasyonu igin gerekli oldugunu ve bu iki
proteinin spesifik olarak etkilestigini One surmektedir (Gottlieb ve ark., 1990).
Gunumuzde HSV enfeksiyonlarinin tedavisinde kullanilan bir ¢ok ilacin antiviral
etkinlikleri UL-23 geni tarafindan kodlanan viral Timidin kinaz (TK) ve/veya hiicresel
kinazlar ile aktif formlarina doniismesine ve UL-30 gen bélgelerinin fonksiyonlarmin
direk yada dolayli inhibisyonuna yoneliktir (Kimberlin ve Whitley, 2007). HSV
replikasyonu i¢in viral TK gerekli olmadigindan, klinik izolatlarda direngi gelisimine
neden olan sebeplerin baginda TK mutasyonlari rol oynar ve virus replikasyonunda viral
DNA polimerazinin temel rolii goz Oniine alindiginda, UL-30 gen bdlgesinde
mutasyonlar daha az siklikta meydana gelir (Strasfeld ve Chou, 2010). Bu bdlgelerde
olusan mutasyonlarin en giizel 6rnegi Asiklovir (ACV) ve tiirevlerine karst gelisen
direng mekanizmasidir. TK herpevirus tedavisinde asikloviri asiklovir monofosfata
cevirir ve hiicresel kinazlar yardimiyla asiklovir trifosfata doniiserek DNA polimerazin
inaktivasyonunda rol oynamaktadir. Ayrica gelisen antiviral direngte UL-23 bolgesine
kiyasla az olmakla birlikte UL-30 geninde gerceklesen mutasyonel degisiklikler de

6nemli rol oynar ve UL-30 bolgesi tizerine fonksiyonel degisiklige neden olabilen olasi
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mutasyonlar ACV ile DNA polimerazi dogrudan inhibe eden foscarnet (FOS) gibi
ilaglara karsi anti viral cevabin degismesine ve ¢apraz direng olusmasina neden olabilir
(Burrel ve ark., 2010). Calismamizda RBV baskisi altinda olmayan AHSV-1 icin
yapilan tiim pasajlar gerek UL-30 gerekse UL-23 tarafindan molekiiler olarak kontrol
edilmistir. p1AHSV-1- p13AHSV-1 arasi biitiin pasajlarda UL-30 igin spesifik olan 1652
bp PCR ve UL-23 icin spesifik olan 1335 uriinu tespit edilirken titre ve CPE kaybolmast
sekillenen p14AHSV-1 ve p20 AHSV-1 arasinda pasajlarda UL-30 icin spesifik olan 1652
bp PCR ve UL-23 icin spesifik olan 1335 bp iiriinii tespit edilememistir. Bunun en
onemli nedenlerinden bir tanesi virusun latentlik evresinde UL-23 geninin
ekspresyonunda sekillenen kayip olabilir ayrica UL-30 icin spesifik Urunlerin
sekillenmemesi virusun latentligini destekleyen diger bir gosterge olabilir. DNA
polimeraz bolgesini kodlayan UL-30 geni replikasyondan sorumlu olmasi nedeni ile
latent evrede tespit edilememesi mumkindir. RBV baskist altinda olan virusa ait
A HSV-1 tim pasajlar UL-23 ve UL-30 genleri igin molekuler olarak kontrol edilerek
o1 AHSV-1 ve oo AHSV-1 dahil olmak (izere biitiin pasajlarda UL-30 igin spesifik olan
1652 bp PCR ve UL-23 icin spesifik olan 1335 bp PCR f{iriinii tespit edilmistir.

RBV konsantrasyonu 400 uM’a ¢ikarildiginda ¢alisma baslangic 1,0x10° /ml
DKIDso degerinin 1. pasajda yaklasik 2Log birden azaldigi goriilmektedir. Ilag
konsantrasyonun 8 kat artirildig1 diisiiniildiigiinde virusun bu artisa tepkisi tarafimizca
beklenen bir olgudur. Ancak 2. Pasajdan itibaren virusun titresel degerlerinin hizlica
yiikselmeye bagladigi gorulmektedir. p20o AHSV-1 ve {AHSV-1’in 400 uM RBYV ile 6.
pasaji yapildiginda 1,0x10° /ml DKIDso degerini 1Log astig1, gerek AHSV-1 gerek
{AHSV-1"in her ikisinin 400 uM konsantrasyon altindaki virus titre degerleri 50 pM
RBV konsantrasyonuyla yapilan ¢alismanin ilk 6 pasajiyla kiyaslandiginda 1. pasajlar
hari¢ hepsinde daha yiiksek titre degerlerine ulagtig1 tespit edilmistir. 50 uM RBV ile
calisma baslangic DKIDsp degerini 15. pasajda gegtigimiz ve 400 uM konsantrasyonun
virus tizerindeki titresel degerlerin her pasajda 50 UM RBV’e kiyasla anlamli olarak
yuksek oldugu diistiniildiigiinde ortaya ¢ikan sonuglar ilgi ¢ekicidir. Bu veriler 1518inda
RBV konsantrasyonunun artirilmasinin  virus iizerindeki konservatif etkileri
artirabilecegini diisiindiirmiistir. 50 UM RBYV ile muamele edilen HSV-1’in ilk 13
pasajinin ve konsantrasyonu 400 uM’a artirilarak baski altinda tutulan p2o A HSV-1’in 1.
Pasaj1 ve rfAHSV-1 ilk 2 pasajlarinda meydana gelen titre azalmalart RBV’in UL-42 ve
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US3 gen bolgelerine de etki edebilecegini diisiindiirebilir. Gegmiste yapilan ¢aligmalar
ile elde edilen bulgular UL-42 bolgesinin DNA polimeraz aktivitesini uyardigi
bildirilmistir (Gottlieb ve ark., 1990). Bu durum RBV’in UL-42 gen bdlgesi tzerine
etki ederek virusun replikasyonunu indiikleyici bir rol oynayabilecegini
diisindirmiistiir. Ayrica RBV hem intrinsik hem de ekstrinsik apoptotik yolaklar
yoluyla apoptosisi indiikledigi bilinmektedir (Ochiai ve ark., 2018) ve US3 Protein
Kinaz bolgesi HSV-1 enfeksiyonunun neden oldugu apoptozun engellenmesi icin
gerekli baslica viral bir triindiir (Leopardi ve ark., 1997). Bu bilgiler dogrultusunda
virusda olusan titresel diisiikliiklerin nedenlerinden biri US3 Protein Kinaz bolgesinin
ifadesinin RBV tarafindan belli oranlarda baskilanmasi ve ilerleyen pasajlarda US3
bolgesinde olasi baz degisimlerinin virusun apoptozdan kagigini indiiklemesini ve virus

titresel degerlerindeki artisin bu degisiklige cevabi olarak yorumlanabilir.
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6. SONUC VE ONERILER

Mevcut giincel aragtirmalar RBV’in herpesvirales ailesinde yer alan viruslar
lizerinde meydana getirebilecegi etkiler lizerine detayli bir ¢alisma sunmamaktadir.
RBV’in o6zellikle RNA genomu tasiyan viruslar iizerinde meydana getirdigi etkiler
incelenerek viral tedavide yeni bir strateji olarak diisiiniilen letal mutagenez i¢in bir ¢ok
calismada model olusturmustur. Son donemlerde DNA genomuna sahip adenovirus
kaynakli pnomoni vakalarinda tedavi i¢in tercih edilen antiviral ilaglar arasinda yer
almas1 RBV’in DNA viruslarinca olusturulan enfeksiyonlar iizerine etkisinin detayl
olarak yeniden arastirilmasini giindeme getirmistir.

Bu ¢alisma son donemlerde RBV’in DNA viruslar tizerine etkilerinin in vitro
olarak arastirildigi ilk ¢alismalardan birisidir. Calismalar sonucunda 50 puM/ml RBV
baskis1 altinda ardisik pasajlart gerceklestirilen HSV-1 icin enfektivitede kayda deger
bir artis tespit edilmistir. Bu sonu¢ RBV’in HSV-1 (izerinde belirgin bir mutasyonel etki
yaratma ihtimalini igaret etmektedir. RBV doz miktarmin arttirilarak yapilan
maniplasyonlar bu titre artisinin daha hizli bir sekilde olabilecegini ortaya koymaktadir.
Calismamizda ortaya ¢ikan diger onemli bir bulgu ise HSV-1 (izerinde 50 uM RBV
kullanimiin diploid kokenli hiicre hatlarinda virusun olasi bir latent evreye girisini
engelleme ihtimalinin tespit edilmesidir. RBV baskisi altinda olmayan virusumuzun
13.pasajdan sonra CPE olusturma 6zelligi ve titresinin kaybolmasi ve bunun aksi olarak
RBV baskisin altinda olan virusun ise ayni pasaj numaralarinda CPE olusturma
0zelliginin ve titresinin artmaya devam etmesi bu bulgunun 6nemli bir kaniti olabilir.

Bu calismada ile elde edilen verilerin 15181 altinda yukarida belirtilen
sonuglarinin daha detayli olarak arastirilmasi dnerilmektedir. Bu kapsamda;

1.  HSV-1’in replikasyon hiziyla dogrudan iligkili oldugu diisiiniilen gen

bolgelerinin detayli olarak aragtirilmasi

2. RBYV tarafindan mutasyon olusturdugu diisiiniilen gen bolgelerinin tespit

edilmesi

3. RBV uygulamalarinin HSV i¢in latent evre olusumunu etkiledigi ya da

geciktirdigi yoniinde tespit edilen bulgularin latentlik olusumunu
saglayan gen bolgeleri tizerinde incelemelerin yapilmasi, bu boélgelerde

RBV tarafindan olusturulmast muhtemel mutasyonel degisikliklerin
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arastirtlmasi ve HSV-1 tedavisinde kullanilan lisansli antiviral bilesiklere

karsi capraz bir direng gelisimi varligi incelenmelidir.
Sonug olarak giinlimiizde gelisen viroloji, farmakoloji ve tanisal araglarin
katkilar1 ile RBV ve DNA viruslar arasinda iligkinin arastirilmasi iizerine ¢alismalarin

planlanmas1 6nerilmektedir.
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