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OZET

Cesitli Antiviral Ajanlarin Adenoviriise Kars1 Etkinliginin in Vitro Olarak
Degerlendirilmesi

Amag: Konjonktivit etkeni olan bir adenoviriis izolat1 lizerinde in vitro antiviral
etkinlik gdstermesi muhtemel bazi ajanlarin etkinliginin degerlendirilmesidir.

Gerec ve Yontem: Klinigimizde adenoviral konjonktivit tanis1 konulan hastalardan
flocked ekiivyonla alinan konjonktival siiriintii drnekleri viral transport besiyerinde C.U.
Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dali Viroloji Bilim Dali Laboratuvari’na
gonderildi. Ornekler hiicre Kkiiltiiriine ekilerek adenovirus izolasyonu yapildi.
Adenovirusun izolasyonunda A549 hiicre kiltiirii kullanildi. Adenovirus tanisi Real-
Time PZT ile dogrulandi. Hiicre kiiltiiriinden izole edilen bir izolat pasaj yapilarak
cogaltildi. TCIDS50 testi (Tissue Culture Infectious Dose % 50 ) ile adenovirus titrasyonu
belirlendi. Tiim testlerde ayni izolat kullanildi. Sidofovir, siklosporin-A (CSA), povidon
iyot (PVP-I) ve klorheksidinin (CHX) adenovirusa kars1 etkinligi incelendi. Her ilag i¢in
oncelikle MTS testi ile hiicrelere toksik konsantrasyon (CCso) belirlendi. Ardindan
CCso’nin altindaki konsantrasyonlarda antiviral etkinlik testi yapilarak, ilacin viris
tizerindeki inhibitér konsantrasyon (ICso)’u saptandi.

Bulgular: A549 hiicre kiiltiiriinde ilaglarin CCso degerleri; sidofovirde 564+ 26 uM,
CSA’da 6,11+ 0,23 uM, PVP-I"da % 0,54+ 0,06 ve CHX’de ise % 0,00058+ 0,0002
olarak bulunmustur. Sidofovir’in adenovirusa kars1 IC50 degeri 3,07+ 0,8 uM olarak
bulunurken, CSA, PVP-I ve CHX CCso degerinin altindaki konsantrasyonlarda
adenoviruse karsi etkili bulunmamastir.

Sonug: Sidofovirin adenoviriise in vitro kosullarda etkinlik gosterdigi, saptanan
ICso degerinin literatiirdeki konsantrasyon araliklarinda oldugu belirlenmistir. PVP-I ve
CHX’in diisiik konsantrasyonlarda bile oldukca sitotoksik oldugu goriilmiistiir ve
gelecekteki klinik ¢aligmalarda bu ajanlarin etkinlik/yan etki profillerinin birlikte
degerlendirilmesinin ayrica onemli oldugu diisiiniilmektedir. CSA in vitro olarak
adenoviriise karsi literatiirde ilk kez calistlmistir. Ilacin sitotoksik konsantrasyonun
altinda etkin olmadig1 goriilmistiir ancak bu calismanin gelecekte planlanacak
caligmalara yol gosterici olacag: diisiiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Adenoviriis, A549, antiviral etkinlik, hiicre kiiltiird, in vitro
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ABSTRACT

Evaluation of In Vitro Efficiency of Various Antiviral Agents on Adenovirus

Purpose: To evaluate the efficiency of various antiviral agents that are likely to
exhibit in vitro antiviral activity on an adenovirus isolate, that is the causative agent of
conjunctivitis.

Material and Methods: Conjunctival swab samples taken with flocked swab from
patients who were diagnosed as adenoviral conjunctivitis were carried out on viral
transport medium and sent to Virology Laboratory of Microbiology Department, Faculty
of Medicine, Cukurova University. Clinical samples were inoculated into cell culture and
adenovirus isolation was performed. Continuous cell line A549 cells were used for the
isolation of adenovirus. The diagnosis of adenovirus was confirmed by Real-Time PCR
test. An isolate of adenovirus that isolated in cell culture was propagated by serial
passage. Adenovirus titration was detected by performing TCID50 assay protocol (Tissue
Culture Infectious Dose 50 %). The same adenovirus isolate was used in all antiviral tests.
The in vitro efficacy of Cidofovir, Cyclosporin-A (CSA), povidone iodine (PVP-I) and
chlorhexidine (CHX) on adenovirus were investigated. For each drug, % 50 cytotoxic
concentration (CCso) to the cells was determined with MTS assay. Then, an antiviral
efficacy test was performed in concentrations below CCso, in this way the % 50 inhibitory
concentrations (ICso) of antiviral agents were found.

Results: CCso values of agents in A549 cell culturewere found as 564 + 26 uM in
cidofovir, 6,11 = 0,23 uM in CSA, 0,54 £ 0,06 % in PVP-I and 0,00058 + 0,0002 % in
CHX. While IC50 value of cidofovir against adenovirus was found as 3,07 £ 0,8 uM,
CSA, PVP -1 and CHX were not effective on adenovirus in concentrations below CCso.

Conclusion: It was determined that cidofovir have in vitro efficiency on adenovirus
and the ICso value was detected in concentration ranges described in the literature. PVP-
I and CHX were found to be highly cytotoxic even at low concentrations and it is
considered as important to evaluate the efficacy/side effect profiles of these agents
together in future clinical studies. In vitro efficiency of CSA on adenovirus was
investigated first time in the literature. This agent was found as ineffective in sub-
cytotoxic concentrations, but this study is thought to be a guide for future studies.

KeyWords: Adenovirus, A549, antiviral activity, cell culture, in vitro

IX



1. GIRIS ve AMAC

Konjonktiva kapaklarin arka ylizeylerini ve goz kiiresinin kornea disinda 6n
ylizeyini Orten, mukoza oOzelliginde bir tabakadir. Konjonktivit konjonktivada
inflamasyon, vazodilatasyon ve eksudasyon ile seyreden klinik bir tablodur. Enfeksiy6z
veya nonenfeksiyoz nedenler ile olabilir. Enfeksiydz nedenler igerisinde viriisler dnemli
bir yer tutmaktadir. Adenoviriisler zarfsiz, ikozahedral kapsid icinde c¢ift sarmal
Deoksiribo Niikleik Asit (DNA) igeren viriislerdir. Adenoviriise bagli {ist solunum yolu
enfeksiyonlari, pnémoni, miyokardit, ensefalit, gastroenterit bildirilmistir ve 6zellikle
immiinsiipresif bireylerde bu enfeksiyonlar daha ¢ok beklenmektedir.! Gozde ise
epidemik keratokonjonktivit, faringokonjonktival ates, nonspesifik konjonktivit gibi
tablolara sebep olabilmektedir. Adenoviriis kaynakli konjonktivit klinik pratikte oldukca
sik karsilasilan yaygin ve bulasici bir tablodur. Saglik hizmetlerinde 6nemli bir ekonomik
yik olusturmakla birlikte is giicii kayiplarina neden olmaktadir. Enfeksiyoz
konjonktivitlerin % 20-70’i viriis kaynaklidir.! Viral konjonktivitlerin de % 65-90’mn
adenoviriislerden kaynaklandig: bilinmektedir.” Ulkemizde yapilan genis bir ¢calismada
viral konjonktivit tanili hastalarda yapilan PZT (Polimeraz Zincirleme Tepkimesi)
testinde 488 hastanin 213’iinde (% 44) adenoviriis DNA’s1 saptanmistir.> ABD’de yillik

insidansin 20 milyon oldugu tahmin edilmektedir.*

Hastalikla iliskili ¢ok sayida
adenovirlis serotipi mevcuttur. Tip 4, 8, 19 ve 37 okiiler hastaliklar ile iligkisi en iyi
bilinen serotiplerdir. Primer tani klinik bulgularla konulur. Adenoviriise yonelik onayl
ve spesifik bir tedavi ajani bulunmamaktadir. Suni gézyasi1 ve soguk uygulama ile
konservatif destek tedavisi saglanmaktadir. Bakteriyel koenfeksiyon varlig1 veya siiphesi
durumunda topikal antibiyotikler kullanilir. Olgularin ¢ogunda hastalik kendi kendini

simirlar, ancak baz1 olgularda ikincil korneal lezyonlara bagli gérme azhig

gelisebilmektedir.

Bu ¢alismada gesitli antiviral ajanlarin adenoviriise karsi etkinliginin in vitro olarak
degerlendirilmesi amaclanmaktadir. Adenoviral konjonktivitlerde etkinligi gosterilmis
bir tedavi ajaninin kullanimi enfeksiyonun siiresini ve siddetini sinirlandirabilir.

Enfeksiyonun seyri iizerindeki bu olumlu etkiler, akut donemde bulastiriciligi,



morbiditeyi ve is giicli kaybini, uzun donemde ise korneal komplikasyonlara ikincil

gorme kayiplarini azaltabilir.



2. GENEL BiLGILER

2.1. Adenoviriisler

Cogunlukla solunum sisteminde, okiiler dokularda ve gastrointestinal sistemde
enfeksiyonlara neden olan adenoviriisler endemik olarak goriilebildigi gibi askeri
birliklerde, hastanelerde, yiizme havuzlarinda ortaya ¢ikan salgin hastaliklarda da etken
olabilmektedir. Immiinsiipresif bireylerde ve g¢ocuklarda enfeksiyonun mortalite ve
morbiditesinin arttig1 bilinmektedir.

Adenoviriisiin kesfi 1950’1 yillara dayanmaktadir. 1953 yilinda Rowe ve ark.,
cocuk hastalardan elde edilen adenoidektomi materyalinin doku kiiltiirlinde spontan
dejenerasyona sebep olan bir etken saptamislardir.’ Hilleman ve Werner ise bir askeri
birlikte atipik pnomoni salgini sirasinda elde edilen solunum yolu izolatlarinin hiicre
kiiltiiriinde benzer bir ajana rastlamislardir.® Yapilan calismalarda iki ajanin baglantili
oldugu gosterilmistir.” Ancak viriis ilk olarak insan adenoid dokusundan izole edildigi

i¢in adenoviriis ismini almustir.’

2.1.1. Siniflandirma

Adenoviridae ailesi Mastadenovirus, Aviadenoviris, Atadenoviris ve Siadenoviriis
olmak iizere 4 cinsi barmdirmaktadir. Insanlarda enfeksiyon yapan adenoviriis,
memelileri enfekte eden Mastadenovirus cinsi i¢indedir.® Aviadenoviriis cinsi kuslarda
enfeksiyon etmenidir. Atadenoviriis cinsi genomlarinda yiiksek oranda adenin ve timin
baz1 igerirler, kuslarda, siirlingenlerde, keseli hayvanlarda, gevis getiren hayvanlarda
1zole edilmislerdir. Siadenoviriis cinsi ise kuslarda ve hem karada hem suda yasayabilen
(amfibi) canlilarda saptanmislardir.

Adenoviriisler igerisinde 60’dan fazla serotip vardir ve insan adenoviriisleri
immiinolojik, biyolojik ve biyokimyasal karakteristiklerine gore 7 tiire (A-G) ayrilir.® A
tiirli gastrointestinal enfeksiyonlarla iliskilidir.'® B ve C tiirii solunum sistemi
enfeksiyonlarina neden olur. D tiirtindeki serotip 8, 9 ve 37 konjonktivit ile iligkilidir. E
tiiri (serotip 4) solunum sistemi enfeksiyonu nedenidir. F ve G tiirleri gastroenterit ile

iliskilidir.'”



2.1.2. Yapisal Ozellikler ve Antijenik Yapi

Adenoviriisler zarfsiz, ikozahedral kapsid i¢inde ¢ift sarmal DNA igeren viriislerdir,
70-90 nm boyutundadirlar. DNA’lar1 30,000-38,000 baz cifti igerir. Virlis doku
kiltliriinde ortalama 30 saatte replike olur. Her enfekte hiicrede 50,000-100,000 kadar
viriis partikiilii iiretilir.!! Ikozahedral kapsidi 252 kapsomerden olusur. Bunlardan 240
tanesi, viriisiin 20 kenarli eskenar liggen yliziinii olusturan, tiim insan adenoviriislerinde
ortak olan hekzonlar1 olusturur. Hekzonlar iizerindeki serotipe 6zgii alanlar nétralizan
antikor olusumunu indiikler. On iki tanesi ise kOselerde yer alan, tipe 6zgil antijeniteyi
veren pentonlari meydana getirir. Her bir pentonun yapisinda bir penton bazi ve fiber
uzantist bulunur, bu yapilar konak hiicrenin yiizey reseptorii ile etkilesimini saglar.
Fiberlerdeki serotipe 6zgii ve bazi tlire 0zgii alanlar in vitro hemagliitinasyondan
sorumludur. Kapsidi olusturan ¢esitli yapisal fiberler bulunur, bunlar Roma rakamlari ile
isimlendirilir ve bazilarinin fonksiyonu halen tam olarak bilinmemektedir. Hekzon,
penton ve fiberler (polipeptit I, II, IV) kapsidin major proteinleri ve antijenik
determinantlaridir. Mindr komponentler polipeptit Illa, VI, VIII, IX’dur. Viral DNA ile
iligkili kor proteinleri polipeptit V, VII, Mu, Terminal protein ve IVa2’dir. Adenoviriis

yapisinin sematik hali Sekil 1°de gsterilmistir.!'?
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Sekil 1. Adenoviriis yapisimin sematik resmi

2.1.3. Konak Hiicreye Giris ve Cogalma

Viriisiin konak hiicre ile etkilesimi fiberleri araciligiyla olur. Viriis hiicrelere
baglanmada ylizey reseptorlerini kullanir. Virilisiin serotipine gore degismekle birlikte
hiicrelerde tutunmak i¢in kullandiklar1 yiizey reseptorleri Coxackive ve adenoviriis
reseptorii (CAR), CD46, sialik asit, koagiilasyon faktdr IX, dipalmitoil fosfotidilkolin,
laktoferrindir.'* A, C, E, F tiirleri CAR ile etkilesir. Cogu B tiirii CD46 reseptdriine
baglanirken serotip 3 ve 7 CD80 veya CD86 ile iliskili bulunmustur.'* Keratokonjonktivit
nedeni olan serotip 8, 19 ve 37 gibi D tiirii iiyeleri sialik asit reseptorlerine tutunur. Viral
kapsiddeki penton bazi ile hiicre yiizeyindeki integrinler aracigiyla hiicreye tutunma
saglanir. Yiizey reseptoriine baglandiktan sonra viriis hiicreye klatrin kapli vezikiillerle
endositozla alinir. Mikrotiibiil transport mekanizmasi ile niikleusa tasinir, hiicrenin

transkripsiyon mekanizmasini kullanir ve replike olur. Replikasyon erken ve gec¢ faz



olmak iizere ikiye ayrilir. Erken fazda DNA replikasyonu saglanirken; ge¢ fazda viriise
ait yapisal proteinler iiretilir.!> Erken fazda E1A, E1B, E2, E3, E4 proteinleri rol alir. E1A
ve E1B enfekte hiicrede adenoviriis genlerinin replikasyonunu uyarir. EIA hiicrede
antiviral etkili interferonlarin iiretilmesini onler, hiicre yilizeyine MHC (major
histocompatibility complex) ¢ikisini dnler, ayn1 zamanda p53 ve Rb gibi tiimdr siipresor
genleri ile enfekte hiicrenin boliinmesinin 6nlenmesi mekanizmasini yok eder. E1B ve E3
enfekte hiicrede apopitozisi Onler. E2 ise viral DNA replikasyonu igin gereken
proteinlerin sentezini saglar. DNA replikasyonunu saglayan proteinler DNA baglayici
protein, prekiirsér terminal protein ve DNA polimerazdir.'® DNA replikasyonu sonrasi
Major Late Promoter proteini yapisal proteinlerin {iretilmesinde rol oynar. Viral
partikiillerin iiretilmesinden sonra niikleus ve sitoplazmada belirmeye baglar.
Replikasyon dongiisii ortalama 30 saatte tamamlanir. Enfeksiyonun ge¢ fazlarinda viriis
hiicreyi lizise ugratacak 6liim proteinlerini sentezler, dis ortama ¢ikarak ve yeni hiicreleri
enfekte ederek dongiisine devam eder.!” 3 c¢esit enfeksiyon gozlenmistir: (a)
mukoepitelyal hiicrelerde gergeklesen ve litik hiicre 6liimiine neden olan enfeksiyon; (b)
konak lenfoid dokuda latent/persistan enfeksiyon; (c) onkojenik transformasyon; tablo
sadece A tirii adenovirlis ile enfekte hamsterlarda goriilmistir. Adenoviriis
enfeksiyonlarina cevapta T hiicreli immiinite 6nemli rol oynar, hiicresel immiin
yetmezIligi bulunan bireyler enfeksiyon i¢in risk altindadir. Cesitli adenoviriis tipleri,
olusturduklar1 enfeksiyon lokalizasyonu ve kullandiklar1 reseptor tipleri Tablo 1°de

ozetlenmistir.'?



Tablo 1. Adenoviriisiin enfeksiyona neden oldugu organ sistemleri ve kullandig1 reseptérler'? (X;
heniiz tanimlanmamis proteinleri tanimlamak icin kullanilmigtir) (CAR: Coxackive ve adenoviriis
reseptorii)

Tiirler | Serotip Enfeksiyon Bolgesi Reseptor
A 12, 18, 31 Gastrointestinal Sistem CAR
B1 3,7,16,21,50 Solunum Sistemi CD46; CD 80/86; X
B2 11, 14, 34, 35 Renal Sistem CD46; X
C 1,2,5,6 Solunum Sistemi CAR; heparan siilfat
preoteoglikanlari
D 8,9, 10, 13, 15,17, 19a, | Goz ve diger CAR; sialik asit;
19p, 20, 22-30, 32, 33, CD46
36, 37, 38, 39, 42-48,
49, 51
4 Solunum Sistemi CAR
F 40, 41 Gastrointestinal Sistem CAR

2.1.4. Adenoviriisiin Hiicre Kiiltiirii Ortaminda Uretilmesi

Hiicre kiiltiirii, kiltiire edilmek istenen dokunun mekanik ve enzimatik olarak
parcalanmasi ile elde edilen siispansiyonun kiiltiir kabina ekiminin yapilarak hiicrelerin
tek tabakali olarak ¢ogaltilmasini amaglayan kiiltiir tipidir. Hiicrelerin in vitro kosullarda
canliliklarini ve normal metabolik aktivitelerini siirdiirebilmeleri i¢in ihtiya¢ duyduklari
fizyolojik ¢evrenin saglanmasi gerekir. ideal kiiltiir ortaminin saglanmasinda besiyerleri
kullanilir. Ayrica besiyerine eklenen serum, hiicrelerin ¢ogalmasini saglayan ¢esitli
biliyiime faktorli, hormon, lipit ve minerallerle birlikte yiizeylere tutunabilmesi igin
gereken hiicreler arasi matriks proteinlerini i¢ermektedir. Kiiltiir ortaminda uygun
fizikokimyasal sartlarin saglanmas: gerekir.'® Insan ya da hayvandan alinan dokulardan
elde edilen hiicrelerle ilk ekimin yapildig1 kiiltiir primer kiiltiir olarak adlandirilir.'8
Primer kiiltiir ortaminda zamanla metabolik artiklarinin birikmesi nedeniyle hiicreler
daha fazla ¢ogalamaz hale gelirler.!” Bu durumda hiicrelerin bu ortamdan ayrilip yeni
kiiltiir kabina alinmalar1 gerekir; bu islem pasajlama olarak adlandirilir. Pasajlama sonrasi

elde edilen kiiltiirler subkiiltiir ismini alir.'®



Hiicre siispansiyonunda hiicre canliligi ve mililitredeki canli hiicre sayisinin
belirlenmesinde hemositometre ve vital bir boya olan tripan mavisi kullanilmaktadir.
Canli hiicreler tripan mavisini tutmazken 6lii hiicreler boyayi tutar. Canli hiicreler kiigiik,

yuvarlak halde izlenir; 6lii hiicreler ise sis, mavi renkte ve biiyiik boyutludur.'8

Viriislin hiicre kiiltiiriine ekilme asamasinda, oncelikle besiyeri hiicrelere zarar
vermeden uzaklastirilir. Ardindan viriis kiiltiire ekilir. Hiicrelerin virlisii adsorbsiyonu
icin 37°C’de 30-90 dakika beklenir. Siirenin sonunda taze besiyeri ortama tekrar eklenir.
Viriisiin enfekte ettigi hiicrelerde zamanla sisme, biiziisme ve kiimelenme gibi morfolojik
degisiklileri kapsayan sitopatik etkiler goriiliir. Genelde bu etkinin ortaya ¢ikmasi 7-10

giin siirer, bu siiregte hiicre kiiltiirii giinliik kontrol edilir.

Bir maddenin biyolojik davraniginin anlasilabilmesi i¢in hiicreler tizerindeki toksik
ya da non-toksik etkisinin belirlenmesi gereklidir. /n vitro sitotoksisite testleri, ilag
niteligi tasiyan veya toksisite tablosu arastirilan maddelerin degerlendirilmesi amaciyla
hiicre kiiltiiriinde gerceklestirilen O6l¢iim metodlaridir. Farkli mekanizmalara ve
hassasiyetlere sahip cok sayida sitotoksisite testi bulunmakla birlikte arastirmacilar
tarafindan sikga tercih edilenler kolorimetrik testlerdir. Ortamdaki canli hiicre varligini
aragtiran kolorimetrik metodlarda 3-(4,5-dimetiltiyazol-2-yl)-2,5-difeniltetrazolyum-
bromiir (MTT), 3-(4,5-dimetiltiyazol-2-yl)-5-(3-karboksimetoksifenil)-2-(4-siilfofenil)-
2H-tetrazolyum (MTS) gibi tetrazolyum tuzlar1 kullanilarak, renk degisikligi esasina
dayali 6l¢ctim yapilir. Tetrazolyum tuzlar1 elektron alarak indirgendiklerinde formazan
denilen yapiya doniisiirler ve renk degisikligi olusur. Bu olay mitokondri kullanilarak
gerceklestirildigi i¢in sadece canli hiicrelerde gozlemlenebilir, 6l hiicrelerde renk
degisikligi olmaz. MTT testinde indirgenme sonucu olusan formazan suda ¢dziinmez
ozelliktedir ve kristal seklinde ¢oker. MTS testinde ise olusan formazan suda ¢oziilebilir
ve birikmez.?’ Sonugta ortaya ¢ikan formazan adsorbansi spektrofotometrik yontemlerle
belirlenerek, bilgisayar yazilimlart aracilifiyla CCso (kiiltiirdeki hiicrelerin % 50’sini
oldiiren ilag konsantrasyonu) degeri hesaplanir.?! flaglarin antiviral etkinliklerinin
calisilacagi konsantrasyonlar ise sitotoksisite testi sonucunda hesaplanan CCso degerinin
altindaki konsantrasyonlardir. Sitotoksik dozun altindaki ilag konsantrasyonlar: hiicre
kiiltiirline uygulanir, sitopatik etki olusmasi icin beklenir. Ortamdaki hiicrelerin

canliliginin belirlenmesi i¢in yine kolorimetrik metodlar uygulanir. Sonugtaki formazan



miktarinin adsorbansi spektrofotometrik yontemlerle belirlenir ve 6zel yazilimlarla ICso

(Kiiltiirdeki viriislerin % 50’sini inhibe eden ila¢ konsantrasyonu) degerleri hesaplanir.

2.1.4.1. Uretilen Viriisiin Tiplendirilmesi

Viriis tiplendirilmesi epidemiyolojik caligmalarda gerekli olabilmektedir. Bu
amagla serolojik veya molekiiler tiplendirme yontemleri uygulanabilir. Serolojik
yontemler, in vitro antijen-antikor birlesmesine dayanan immiinolojik temelli
yontemlerdir. Amag bilinmeyen bir reaktifi (6rnegin; antikor) bilinen bir reaktif (6rnegin;
antijen) araciligiyla saptamaktir. Bu amacgla direkt hemagliitinasyon testi,
hemagliitinasyon inhibisyon testi gibi yontemlerden faydalanilmaktadir. Molekiiler
yontemler ise niikleik asit ampflikasyonu, hibridizasyonu, DNA analizi gibi niikleik asit
tabanli yontemlerdir. Hizli neticelenmeleri, daha duyarli ve 6zgiil sonu¢ vermeleri
avantajlaridir. PZT son zamanlarda sik tercih edilmektedir. PZT’de hastalik etkenlerine
ait hedef niikleik asit zincirlerinin primerler ile 1sitya dayanikli enzimler kullanilarak
laboratuvar ortaminda ¢ogaltilmasi saglanir. Calisilan genetik materyal ¢ok az miktarda

olsa bile basar1 saglanabilir.??

2.1.5. Fiziksel ve Kimyasal Etkenlere Diren¢

Adenoviriisler, diger zarfsiz virlisler gibi oda sicakliginda inaktivasyona
direnglidirler. Fiziksel ve kimyasal etkenlere diren¢li olmalari nedeniyle uzun siire
enfektif 6zelliklerini korurlar ve yayilma riski tasirlar. Pek ¢ok dezenfektan soliisyona da
direngli olmalar1 nedeniyle nozokomiyal enfeksiyonlara neden olabilirler. Oda
sicakliginda haftalarca canliliklarini  koruyabilmektedirler, yilizey dezenfeksiyonu
amaciyla % 70 etanol, % 65 etanol ve % 0,63 kuarterner amonyum tiirevleri i¢eren
soliisyonlar kullanilmalidir ve viriislerin bu soliisyonlarla en az 1 dakika temas etmeleri
gerekir.® Diisiik pH’ya direnglidirler, mide asidinde ve safra salgilarinda inaktive
olmazlar. Sodyum hipokloritte 10 dakikada, % 3’liik hidrojen peroksitte 10 dakikada,
sicak su banyosunda 75°C’de 30 saniyede, 60°C’de 2 dakikada ve 56°C’de 30 dakikada
inaktive olabilirler. Serotip 4 dzellikle yiiksek sicakliga direnglidir.®



2.1.6. Adenoviriis Enfeksiyonlari

Adenoviriis serotipleri diinya genelinde yil boyunca enfeksiyonlara neden
olmaktadir. Cocukluk ¢aginda daha sik olan enfeksiyonlarin kendini sinirladigi ve
serotipe 0zgli immmiiniteye neden oldugu bilinmektedir. Farkli serotiplerdeki doku
afinite farkliliklar1 nedeniyle enfeksiyon spektrumu genistir. Viriisiin epitel hiicrelerine
ve lenfoid dokulara egilimi vardir bu nedenle solunum sistemi, géz, gastrointestinal ve
genitoiiriner sistem enfeksiyonlar1 siktir. insan adenoviriislerinin yaklasik yarisinin
hastalik yapma potansiyeline sahip oldugu bilinmektedir. Immiinyetmezligi olan

bireylerde firsat¢1 ve daha direngli enfeksiyonlar goriilebilmektedir.

Adenoviriis enfeksiyonlari, enfekte kisiyle olan direkt temastan, havada asili kalan
aerosollerden, fekal-oral yoldan, kontamine yiizeyler ya da okiiler enstriimanlardan
kaynaklanabilir. Enfeksiyonun yayiliminin dnlenmesinde en 6nemli faktdr hijyenik
onlemlerin alinmasidir. Muayene odalarinin havalandirilmasi, ellerin sik sik yikanmasi
ve enfekte yiizeylerin dezenfekte edilmesi gerekir. Hekimlerin muayene sonrasi el
yikamasinin bulasi tamamen engellemedigi bilinmektedir, bu nedenle eldivenle muayene
onerilmektedir. Yiiz ile temas eden havlu veya mendillerin ortak kullanilmamasi,
miimkiinse tek kullanimlik olmasi Onerilir. Tonometrelerin bagliklart her hasta igin
degistirilmelidir. Hastanede yatan bir hastada adenoviriis konjonktiviti saptandi ise hasta
izole bir odaya alinmalidir. Saglik ¢alisaninda enfeksiyon saptandiysa, semptomatik faz

bitene kadar kisinin ¢alismamasi dnerilmektedir.!!?3

2.1.6.1. Okiiler Enfeksiyonlar

Adenovirtisler 6n segmentte konjonktiva, kornea, 6n kamara ve trabekiiler sistemi
etkileyebilir. Ayrica periokiiler bolge, kapaklar, lakrimal bez, lakrimal kese veya
nazolakrimal kanali enfekte edebilir. Adenoviriise bagli 6n segment enfeksiyonlar1 3
farkli tablo seklinde karsimiza ¢ikabilmektedir. Bunlar nonspesifik follikiiler

konjonktiivt, faringokonjonktival ates ve epidemik kerarokonjonktivittir.

Nonspesifik follikiiler konjonktivit tablosu genelde tek tarafli baglar. Hastada 151k
hassasiyeti, yabanci cisim hissi, batma gibi semptomlar goriiliir. Muayene bulgularinda

ise konjonktival hiperemi, sekresyon artisi, kapak konjonktivasinda follikiiller ve petesial
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kanamalar, agir olgularda kapak konjonktivalarinda psddomembranlar goriilebilir. iki-7
giin i¢inde diger goz de genelde enfekte olur. Enfekte kisinin bulastiriciligr yaklasik 14
giin kadar devam eder. Tablo genellikle kendini smirlar. Serotip 1 ve 11 ile iliskili
bulunmustur (B ve E tiirii). Serotip 3, 4, 7 ylizme havuzu nedenli konjonktivit salginlarina
neden olur.?* Serotip 4 Asya’da daha sik izole edilirken, Bat1 toplumlarinda pek

goriilmez.

Faringokonjonktival ates tablosunda ise follikiiler konjonktivite iist solunum yolu
enfeksiyonu da eklenmistir. Siklikla serotip 3 ve 7 ile iliskilidir ancak serotip 1-7, 11-17,
19 ve 21’in neden oldugu vakalar da bildirilmistir.>* Tan1 esasen klinik muayene ile

konulur. Siipheli olgularda cogunlukla PZT testi tercih edilir.

Epidemik keratokonjonktivit olgularinda klinik diger iki tabloya gore daha agir
seyreder ve bu tablo daha bulasicidir. Tablodan genelde serotip 8, 19 ve 37 sorumludur.?
Almanya’da yapilan bir calismada insidans 100000°de 0,2-0,8 araliginda bulunmustur.?
Isik hassasiyeti, yanma, batma ve gérmede azalma gibi semptomlar olabilir. Konjonktival
hiperemi, injeksiyon, follikiiler konjonktivit, kariinkiil 6demi, kapak 6demi, psddopitozis
ve lenfadenopati izlenebilir. Daha ciddi vakalarda korneada yiizeyel punktat keratopati
ve epitel defektleri, konjonktival membran ve psddomembran olusumlar: goriilebilir. Bu
agir olgularda, ilerleyen donemlerde korneal subepitelyal infiltratlar ve irregiiler
astigmatizma, konjonktivada skar formasyonu, semblefaron ve skatrisyel entropiyon gibi
sekel bulgular goriilebilir.> Ozellikle korneal subepitelyal infiltratlar bu tablo igin
spesifiktir. Enfeksiyonun akut fazi 3-6 haftada iyilesse de subepitelyal infiltratlar aylarca
kalabilir, fotofobi ve gorme keskinliginde azalmaya neden olabilir. Enfekte bireylerin
bulastiriciligi ortalama 14 giin stirer. Tan1 genellikle tipik klinik 6zelliklerin goriilmesi ile
konulur. Siipheli olgularda yiiksek sensitivite ve spesifitesi nedeniyle cogunlukla PZT

testi tercih edilir.?

Adenoviriisler vaskiiler yollar ile goze ulasarak arka segmentte de tutulum
yapabilmektedir. Optik norit aktive periferal T hiicrelerinden salinan sitokinler ve diger
inflamatuar mediyatorler nedeniyle ortaya ¢ikan bir tablodur. Bu mediyatdrler kan beyin
bariyerini gecerek miyelin yikimina, ndral hiicre 6liimiine ve aksonal dejenerasyona
neden olurlar. Adenoviriis optik noritin viral nedenlerinden biridir. Ayrica koryokapillaris

inflamasyonuna ikincil dis retina katlarinda gelisen iskemi tablosu olan beyaz nokta
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(white dot) sendromlarinin viral nedenlerindendir. Akut posterior multifokal plakoid
pigment epitelyopati (APMPPE) ve frosted retinal anjitis viriisiin neden olabilecegi diger
klinik tablolardir.?® Nadiren adenoviriis enfeksiyonu nazolakrimal kanal tikanikligina,
dakriyoadenite, yogun orbital inflamasyon sonucu ekstraokiiler hareketlerde kisitlilik ve

diplopiye neden olabilir.?’

Adenoviriislere karst etkili spesifik bir tedavi ajani bulunmamaktadir. Goz
enfeksiyonlarinda yaklasim, suni gézyasi ve soguk uygulamayi i¢eren destek tedavisi
seklindedir. Topikal antibiyotik sadece bakteriyel koenfeksiyon siiphesinde veya
cocuklar gibi bu acgidan yiiksek riskli hastalar da endikedir.’’” Psddomembran ve
membranlarin temizlenmesi skar olusumunu azaltir. Topikal antihistaminik, ve
vazokonstriktorler irritasyon siiresini kisaltabilir. Ancak bu ilaglarin lokal toksisitesi ve
asir1 duyarlilik reaksiyonuna neden olma riski bulunmaktadir. Steroidler akut dénemde
semptomlar1 azaltabilir ancak hastalifin siiresini ve korneal komplikasyon riskini
arttirabilir.”>  Nonsteroid damlalar semptomlarda rahatlama saglayabilir ancak

subepitelyal infiltratlarda etki gdstermezler.??

2.1.6.2. Okiiler Olmayan Enfeksiyonlar

Adenoviriisler epitel hiicrelerine ve lenfoid dokulara egilimleri nedeniyle, goz
disinda solunum, gastrointestinal ve genitoiiriner sistem enfeksiyonlarina da neden
olabilmektedir. Viriis bulas1 enfekte kisiden direkt temasla, havada asil1 kalan aerosoller
yoluyla veya fekal-oral yolla meydana gelebilir. Adenoviriisler solunum sisteminde
farenjit, tonsillit, bronsiolit, pndmoni ve respiratuar distress sendromu gibi tablolara
neden olurlar. Solunum sistemi enfeksiyonlarina en sik neden olan serotipleri 1, 2, 3, 5
ve 7°dir. Pnomonilere genelde serotip 3, 4, 7, 14 ve 21 neden olur. Serotip 1, 2, 5 ve 6
siklikla endemikken, serotip 4, 7, 14 ve 21 kiiciik epidemiler yapar. Solunum yolu

enfeksiyonlar1 daha ¢ok kapali ortamlarda goriiliir.

Adenoviriisler 2 yas alt1 cocuklarda viral gastroenteritlerin en sik ikinci nedenidir
ve insidans1 % 4-12dir.?’ Serotip 40 ve 41 infantlarda gastroenterite neden olur; fekal-
oral yolla bulagir ve diinya genelinde endemiktir. Ayrica serotip 2, 31, 1,3,5,7, 12 ve 18

akut gastroenterit ataklarina neden olabilmektedir. Adenoviriisler cocuk hastalarda ve
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immiinstipresif bireylerde nadiren akut hemorajik sistite neden olabilirler. Ani baslangigh
diziiri, hematiiri ile seyreden bu tabloya serotip 11, 34 ve 35 neden olmaktadir.

Bobreklerde latent halde kalip aralikli hematiiri ataklarina neden olabilirler.

2.1.7. Adenoviriis Enfeksiyonlarinda Tam Yontemleri

Adenovirlis enfeksiyonlar1 klinik olarak diger bakteriyel veya viral tablolara
benzediginden laboratuvar testleri tanida onem kazanir. Ayni zamanda viriisiin
tiplendirilmesi epidemiyolojik acgidan da gereklidir. Nazofarengeal aspirat, bogaz

stiriintiisii, konjonktival siirlintii, gaita, serebrospinal sivi ve idrardan izole edilebilir.

Konjonktiva siiriintiisii alt kapak konjonktivasindan elde edilir. Orneklerin
tasinmast oda sicakliginda saglanabilir, ancak olabilecek en kisa siirede (4 saati
gecmemelidir) laboratuvara ulastirilmasi dnerilir.® Tasima ortaminda serum, albiimin
veya jelatin, antibiyotik/antimikotiklerin olmas1 gerekmektedir. Viriis direkt veya

indirekt metotlarla tespit edilebilir.

2.1.7.1. Direkt Metotlar

2.1.7.1.1. Viriis izolasyonu

Insan hiicre kiiltiirleri A549, Hep-2 (insan epidermoid karsinom hiicre kiiltiirii),
HeLa (insan servikal kanser hiicre kiiltiirii) ve HEK (embriyonik bobrek hiicre kiiltiirii)
olarak cesitlendirilir. Insan hiicre kiiltiirlerinde tiim klinik materyallerden viriis
izolasyonu yapilabilir. Serotip 40 ve 41 harig¢ tiim serotipler insan hiicre kiiltiirlerinde
sitopatik etki (CPE) olustururlar. CPE hiicrelerde kiimelenme ve refraktil, intraniikleer
inkliizyon cismi olusturma ile karakterizedir. CPE olusmas1 2-28 giin siirebilmektedir.
CPE’nin indirekt immiinfloresans (IF), radyoimmiinassay veya ELISA testi ile
dogrulanmas1 gerekir. Serotip 40 ve 41 hari¢ tiim serotiplerde en yiiksek izolasyon
oranlart HEK ile saglanir; ulasilamadigi durumlarda A549, Hep-2 ve Hela da
kullanilabilir.?? Hiicre kiiltiirii metodunun sensitivitesi % 95’e varan orandadir ve uzun

siire almasina ragmen tanida altin standart olma 6zelligindedir.*
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2.1.7.1.2. Histopatoloji

Adenoviriisle enfekte hiicrenin niiklusu bazofilik inkliizyonlarla siser, hiicreler
lizlim salkimi gibi kiimelenir ve niikleusun etrafin1 ince bir sitoplazma tabakasi sarmis
vaziyette goriinlir. Akcigerde histopatolojik bulgular1 diffiiz interstisyel pnémoni,

bronsiolit, epitel hiicrelerinde nekroz, hyalin membran formasyonu ile karakterizedir.?

2.1.7.1.3. Direkt Antijen Tayini

Direkt Immiinofloresans: Aranilan antijen ile dis ortamda 6zel olarak iiretilmis
antikorun olusturacagi reaksiyonlarin ultraviyole 1s18inda floresans parlama veren 6zel
boyalarla gosterilmesi temeline dayanmaktadir. Direkt hekzon proteinlerine karsi olan
monoklonal antikorlar kullanilir. Genelde respiratuar siiriintii veya biyopsilerde
kullanilir. 2-4 saatte sonu¢ vermesi, hizli olmasi ve ucuz olmasi bu yontemin

avantajlaridir.

Enzim Immunoassay (EIA): Antijen antikor arasinda olusan immiinolojik
reaksiyonlarin enzim-substrat sistemleri ile gortiniir hale getirildigi sistemlerdir. Enterik
adenoviriislerde fekal 6rneklerde tercih edilebilir. % 91°e varan oranlarda sensitivitesi

vardir, spesifitesi diigiiktiir.>

Immiinohistokimya: Tiim viicut sivilarinda uygulanabilir. Aranilan antijenlerle,
disarda 6zel olarak iiretilen antikorlarin olusturdugu kompleksin goriiliir hale getirilmesi
icin 6zel boyalar kullanilir. Direkt hekzon antijenine etkili monoklonal antikorlar

kullanilir. Spesifitesi yliksek fakat sensitivitesi diigiiktiir.

2.1.7.1.4. Direkt Partikiil Tayini
Elektron Mikroskobi: Viriisiin karakteristik morfolojik yapisinin goriilmesi ile tani
konulur, ek incelemeye gerek yoktur. Gastroenteritlerde 6rnekler yiiksek viral ytik icerir

ve genelde testin kullanimi gastrointestinal materyaller ile sinirlidir.
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2.1.7.1.5. Viral Genomun Direkt Tayini

Hibridizasyon: Ampflikasyon igermeyen molekiiler metottur. Birbirini tamamlayici
iki tek zincir niikleik asit zincirinin birlesip tek zincir haline gelmesi islemidir. Farkli
DNA’lar arasindaki genetik benzerlikleri arastirmak i¢in kullanilir. Sensitivitesi

diistiktiir.

PZT: DNA’nin belirli bir bolgesinin tiip i¢inde ¢ogaltilmasi islemidir. Bu yontemle
DNA molekiiliiniin milyonlarca kopyasini elde etmek miimkiindiir. Oncelikle amplifiye
edilecek DNA’nin yiiksek sicaklikta (95°C) denatiirasyonu ve ardindan primerlerin DNA
tizerindeki hedef bolgelerine uygun sicaklikta birlesmesi saglanir. Son olarak da
primerlerin uzamasi ve zincirlerin tamamlanmasi1 Taq polimeraz denilen enzimlerle
gerceklestirilir. Konvansiyonel PZT da 1-2 giinde, Real-Time PZT’de ise saatler i¢inde
sonu¢ alimmaktadir. Konvansiyonel metotlara kiyasla hizli ve sensitivitesi yiiksek,
ampflikasyon igeren bir yontemdir. Serotipler arasinda ortak olmasindan dolar1 primer

olarak hekzon bodlgesi kullanilir. Tiim serotipler belirlenebilir.®

2.1.7.2. indirekt Metotlar
Seroloji: Spesifik IgM veya IgG varlig1 aragtirilir. Kompleman fiksasyon, ELISA,
hemagliitinasyon inhibisyon ve nétralizasyon testleri kullanilabilir. Yanlis pozitiflik ve

negatiflik oranlar yiiksektir.

Tanida primer olarak direkt metod testleri kullanilmaktadir. Elektron mikroskopi
rutinde tercih edilmemektedir. Indirekt metodlarin 6zellikle immiinsiiprese bireylerdeki
zayif antikor cevabindan dolay sensitivitesi diigiiktiir; bu nedenle sik tercih edilmezler.
Viriis tiplendirilmesi ise epidemiyolojik ¢aligmalarda gerekli olabilmektedir. Bu amagla
hemagliitinasyon, ndtralizasyon, hemagliitinasyon inhibisyon ve 0zellikle son

zamanlarda PZT testleri kullanilmaktadir.®

2.2. Adenoviriis Enfeksiyonlarinda Antiviral Tedavi Secenekleri
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2 2.1. Sidofovir

Sidofovir genis spektrumlu bir antiviral ajandir. Niikleotid analogudur. Niikleozit
analoglarindan farkli olarak bir fosfonat grubu igerir ve bu nedenle viriise baglh
fosforilasyona gereksinim duymaz. Hiicresel enzimler ilaci aktif difosfat formuna gevirir.
Viral DNA polimerazi inhibe ederek viriistatik etki gdsterir. /n vitro olarak bir¢ok viriis
tipine inhibitor etkilidir. Bunlar arasinda herpes viriisler, adenoviriisler, human papilloma
virlis sayilabilir. Sidofovirin adenoviriise kars1t in vitro etkinligi pek¢ok caligmada
gdsterilmis, tiim adenoviriis serotiplerine kars1 etkili oldugu bildirilmistir.> 3! Literatiirde
sidofovir icin bildirilen ICso degerleri 4,6-17 pg/ml araligindadir.®' in vivo etkinligin
irdelendigi bir ¢aligmada, topikal % 0,5-1’lik konsantrasyonlardaki sidofovirin tavsan
gbziinde olusturulan deneysel adenoviriis konjonktivitinin tedavisinde etkin oldugu
gdsterilmistir.®! Bir pilot calismada %1°lik topikal sidofovir uygulamasimin insanlarda
adenoviral konjonktivit sonrasi subepitelyal depozit gelisimini ve diger goze bulasi
azalttig1 bildirilmis, ancak sik uygulama ile doz bagimli lokal toksik etkiler goriilebildigi

raporlanmustir.’!

2.2.2. Gansiklovir

Gansiklovir sentetik niikleozit analogudur. Guanozin tiirevidir, fosforillenir ve viral
DNA i¢ine girer, cogalmay1 engeller. Viriisiin DNA polimerazi igin substrat rolii alarak
viriistatik etki gostermektedir. DNA viriislerine (6r; herpes viriis) karsi etkilidir.
Gansiklovirin in vitro ve in vivo hayvan ve insan modellerinde istatistiksel olarak anlamli

olmasa da viral yiikii azalttig1 ve hastalik siiresini kisaltabilecegi gdzlenmistir.>?

Trousdale ve ark., A549 hiicre kiiltiirlinde adenoviriis serotip 5 ve 8’1 izole ederek,
gansiklovirin viriislere in vitro kosullarda antiviral etkinlikte oldugunu gdstermisler.*?
Ardindan tavsan goziinde bu serotiplerle deneysel konjonktivit tablosu olusturmuslar,
topikal % 3’liik gansiklovir uygulamast ile istatistiksel olarak anlamli olmasa da hastalik

bulgularinda azalma tespit etmislerdir.*?

Yabiku ve ark., adenoviral konjonktivit tedavisinde topikal % 0,15’lik gansiklovir
uygulanan hastalarda kontrol grubuna kiyasla iyilesme siirecinin istatistiksel olarak

anlamli olmasa da daha hizl1 gerceklestigini saptamislardir.®®
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2.2.3. Yiizey Antiseptikleri

2.2.3.1. Povidon Iyot

Povidon iyot (PVP-]) cerrahi islemler 6ncesinde cilt antisepsisi ve tibbi cihazlarin
dezenfeksiyonunda kullanilan genis spektrumlu bir antiseptiktir. Bakteriler, bakteri
sporlar1, mantarlar ve viriisler etki spektrumundadir. Iyot hizlica bakteriye penetre olur,
yapisal proteinleri, niikleotitleri ve yag asitlerini etkileyerek mikroorganizmanin 6liimiine
neden olur. Antiviral etki mekanizmasi da iyotun bakteriler lizerinde olan etki
mekanizmasina benzerdir. PVP-I viral néraminidaz enzimini bloke eder ve virlisiin
hiicreden ¢ikisini ve yayilimini 6nler. Ayni zamanda hemagliitinin inhibisyonu ile viriisiin
hiicreye tutunmasin1 da bloke eder.** PVP-I ile el yikamanm viriis yayilimina karsi
sabundan daha etkili oldugu gosterilmistir.>> In vitro ¢alismalarda adenoviriis
eliminasyonunda olduk¢a etkin bulunmustur.> Antiviral etki spektrumu genistir;
adenoviriise ek olarak polioviriis, HIV (human immunodeficiency virus), rotaviris,
rinoviriis, koksakiviriis, rubella, herpes ve influenza virse karsi da inhibitor etkinlik
gosterir. 60 yildan fazla siiredir antiseptik olarak kullanilmasina ragmen PVP-I’ya kars1
direnc bildirilmemistir.*® Klorheksidin ve kuaterner amonyum bilesikleri gibi diger
antiseptiklerden daha genis etki spektrumuna sahip oldugu gosterilmistir. PVP-I cilde
uygulandiginda hastalar tarafindan iyi tolere edilir, alerjik kontakt dermatit ve iirtiker
tablolarina olduk¢a ender rastlanir.’” PVP-I gdzyasindaki viriis yiikiinii ve viriisiin

35

yayillma riskini azaltabilir.”> Genellikle konjonktival keseye erigkinlerde % 5’lik,

cocuklarda ise % 2,5’lik konsantrasyonda uygulanir.®

2.2.3.2. Klorheksidin

Klorheksidin (CHX) genis spektrumlu bir antimikrobiyaldir ancak diisiik
konsantrasyonlarda bakteriyostatik etkilidir.*® Pasif difiizyonla hiicre duvarimi veya dis
zar1 gegerek hiicre icine girdikten sonra; bakterilerde sitoplazma veya i¢ zari, mantarlarda
plazma membranimni hasarlandirir. Hiicre bilesenleri dis ortama kacar. Yiiksek
konsantrasyonlarda sitoplazmada adenozin trifosfat ve niikleik asitlerden olusan geri
dontisiimstiz presipitatlar yaparak bakterisidal etki gosterir. Gram (+) ve (-) bakterilere,

anaeroblara, mantarlara ve baz1 zarfl viriislere etkinligi gésterilmistir.40 CHX Gr (+)
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bakterilere duvar yapilarindan dolay1 daha yiiksek afinite gosterir, bu nedenle bunlara
karst Gr (-) bakterilere oranla daha etkilidir.*! Herpes simpleks viriis (HSV), HIV,
sitomegaloviriis (CMV) ve parainfluenza viriis etkinlik gosterdigi viriislerden
bazilaridir.*® Hayvan calismalarinda CHX’in % 4’liilk konsantrasyonuna maruziyet
sonrast erken donemde korneal 6dem, ge¢ donemde ise korneal opasifikasyon ve
neovaskiilarizasyon gelistigi gosterilmistir. Ancak daha diisiik konsantrasyonlarda okiiler

enfeksiyonlarm tedavisinde kullanilmaktadir.*?

2.2.4. Diger Ajanlar
Siklosporin A (CSA) giliglii immiinsiipresif etkisiyle doku ve organ
transplantasyonlarinda rejeksiyonun Onlenmesi i¢in kullanilmaktadir. Son yillarda

CSA’nin olast antiviral etkinliginin {izerinde durulmaktadir.

Interferon(IFN)-alfa kronik hepatit B viriis (HBV) ve hepatit C viriis (HCV)
enfeksiyonunun  tedavisinde  kullamlmaktadir*® CSA’nin  IFN  iiretiminin
diizenlenmesinde rolii olan mediatorleri etkileyerek IFN salinimini arttirdigi ve bu sayede
antiviral etkinlik gosterdigi ortaya konmustur.** CSA’nin IFN iiretimini arttiran
mediatdrleri (Interferon regulatory factor 5- IRF 5) indiikleyip; IFN iiretimini inhibe eden
mediatorleri (Supressor of cytokine signaling 1- SOCS 1) baskiladigi; bu sayede
ortamdaki IFN miktarini arttirdig1 gosterilmistir.** Ayrica yazarlar viral enfeksiyonlarda
tiretilen ve IFN-beta liretimi i¢in bir diger uyaran olan siklofilin A’y1 inhibe eden enzimin
de CSA tarafindan baskilandigini bildirmislerdir.** Goto ve ark., in vitro kosullarda

CSA’nin HCV iizerinde antiviral etkinligini gdstermislerdir.*’

CSA ayn1 zamanda kalsindrin inhibisyonu ile immiinsiipresyon yapan ve bu amagla
pek cok okiiler hastaligin uzun dénem tedavisinde kullanilan bir ajandir. Vernal
keratokonjonktivit, kuru goz ve iilseratif keratit, bunlardan bazilaridir. Adenoviral
keratokonjonktivitte akut enfeksiyonun tedavisi sonrast bazi hastalarda kalic1 korneal
subepitelyal depozitler meydana gelir. Histolojik olarak lenfosit, histiosit, Langerhans
hiicresi gibi immiin temelli hiicrelerden olusan bu depozitler steroidlerden genelde fayda
gorseler de steroidin kesilmesinden sonra tekrar edebilirler. Steroidlerin uzun siireli
kullanimi sonras1 goriilebilecek yan etkilerden kaginmak amaciyla uzun dénem tedavide

CSA oOnemli bir segenektir. CSA’nin % 2’lik konsantrasyonda akut enfeksiyonda
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kullanimu ile depozitlerin &nlenebilecegi gdzlenmistir.*® Ayni1 ¢alismada CSA kullanimi
ile semptomlarin siddetinin azaldig1, hastalik siiresinin kisaldig1 da gosterilmistir. Bagka
bir calismada ise CSA’ nin adenoviral konjonktivitinin dogal seyrini etkilemedigi
gosterilmistir.*’ Bildigimiz kadariyla literatirde CSA’nin adenoviriislere karsi in vitro

etkinligini irdeleyen bir ¢aligma bulunmamaktadir.

19



3. GEREC VE YONTEM

Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi Balcali Hastanesi Gdz Hastaliklar1 Anabilim
Dali’na bagvuran, klinik olarak adenoviral konjonktivit tanis1 konulan hastalardan flocked
ekiivyonla alinan konjonktival siiriintii 6rnekleri viral transport besiyerinde Mikrobiyoloji
Anabilim Dal1 Viroloji Bilim Dali Laboratuvari’na gonderilmistir. Klinik 6rnekler hiicre
kiiltiiriine inokiile edilerek adenovirus izolasyonu yapilmistir. Adenovirusun izolasyonu
icin devamli hiicre dizisi A549 hiicreleri kullanilmistir. Adenovirus tanis1 Real-Time PZT
testi ile dogrulanmistir. Hiicre kiiltiiriinde izole edilen bir adenovirus izolat1 pasaj yapilarak
cogaltimustir. TCIDS50 testi yapilarak adenovirus titrasyonu tespit edilmistir. Tiim antiviral
testlerde ayn1 adenovirus izolat1 kullanilmastir.

Antiviral ajan sidofovir, immunsupresif ilag CSA, ve antiseptikler olan PVP-I ve
CHX’in adenovirusa kars1 etkinligi in vitro olarak incelenmistir. /n vitro antiviral etkinligin
degerlendirilmesinden o6nce antiviral ajanlarin hiicreye olan toksisitesinin tespiti i¢in
sitotoksisite testi gergeklestirilmistir. Sitotoksisite testinin ardindan belirlenen % 50
sitotoksik konsantrasyon (% 50 -cytotoxic concentration; CCsp) dozunun altindaki
konsantrasyonlarda antiviral etkinlik testi yapilarak % 50 inhibitér konsantrasyon (% 50

inhibitory concentration; ICso) belirlenmistir.

3.1. Hiicre kiiltiirii

Hiicre kiiltiirii, biyolojik glivenlik sinifi I vertikal laminer flow kabin kullanilarak
steril kosullar altinda gerceklestirilmistir. Hiicreler, hiicre kiiltiirii sisesinde (25 cm? veya 75
cm? ‘lik flasklar; Thermo Fisher Scientific™ BioLite, USA) 37°C’de ve % 5 CO,’li ortamda
tek tabakali olarak tretilmistir. Adenovirusun izolasyonu ic¢in devamli insan akciger
karsinoma hiicre dizisi olan A549 hiicreleri kullanilmistir. A549 hiicreleri % 10 FBS’li
(Fetal Bovine Serum; PAN Biotech, Germany) DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle
Medium; Gibco, Thermo Fisher Scientific, USA) besiyerinde (4,5g/L D-Glukoz, 4,0 mM L-
Glutamine, Sodium Pyruvate) 37°C’ de % 5 CO2’li ortamda inkiibe edilerek cogaltilmistir.
Kontaminasyonu engellemek i¢in besiyeri antibiyotik-antimikotik soliisyonu (BIOWEST,
France) ile desteklenmistir. Penisilin 100 U/ml, Streptomycin 100 pg/mL ve Amphotericin
B 2,5 pug/mL konsantrasyonlarda kullanilmigtir. Hiicrelerin  Tripsin-EDTA  (tripsin-
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etilendiamin tetra-asetik asit) soliisyonu ile tripsinizasyon islemi gergeklestirilmis ve

subkiiltiir yapilarak hiicre dizisi devam ettirilmistir.

3.1.1. Hiicre Kiiltiirii Pasaji

Hiicreler, kiiltlir sisesini yaklagik % 80-90 oraninda kapladiginda rutin olarak
pasajlanmistir.  Hiicre kiiltlirlerinin - pasaji  i¢in  kiiltiir sisesindeki eski besiyeri
uzaklastirilmistir. Hiicreler kalsiyum ve magnezyum icermeyen PBS (Dulbecco’s Phosphate
Buffered Saline; Biological Industries, Israel) ile bir kez yikanmistir. Ardindan hiicrelerin
yiizeyden ayrilmasi i¢in tripsinizasyon islemi gerceklestirilmistir. Hiicre kiiltiirli sisesine
Tripsin-EDTA soliisyonu eklenerek (75 cm? igin 5 ml, 25 cm? i¢in 2 ml) 37°C'de 5 dakika
stireyle inkiibe edilmistir. Daha sonra hem hiicrelerin mekanik ayrismasini kolaylagtirmak
hem de ortamdaki tripsini diliie edip inaktive etmek amaciyla siselere, eklenen tripsin kadar
DMEM (antibiyotik-antimikotik destekli) sise tabanini yikayarak ilave edilmis ve yavasca
pipetaj yapilmustir. Hiicre siispansiyonu kiiltiir siselerinden 15 ml’lik steril santrifijj tiipiine
aktarilip +4°C'de 1000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilmistir. Santrifligasyon sonrasi hiicre
pelletini bozmadan siipernatan atilmis ve pellet lizerine 3 ml DMEM besiyeri eklenerek
yavas bir sekilde pipetajla homojenize edilmistir. Tripsinizasyon sonrast homojenize edilen
siispansiyon % 10 FBS’li DMEM toplam hacim 75 cm? i¢in 15 ml, 25 cm? i¢in 5 ml olmak
tizere ayn1 boyutlardaki 3 siseye 1’er ml olarak dagitilmustir.
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Sekil 2. Virus ekimi yapilmamis A549 hiicreleri

3.1.2. Kriyoprezervasyon

Kriyoprezervasyon igin 75 c¢cm? hiicre kiiltiirii sisesinde % 80-90 kaplama oram
gosteren hiicreler tripsinizasyon ile toplanmustir. Hiicre pelleti, DMEM ve FBS’nin bire bir
oraninda karigtirldigr besiyeri ile siispanse edilmis ve 0,9 ml'lik voliimler halinde
kriyotiiplere (Nunc) dagitilmistir. Her tiipe krioprotektan madde olarak son konsantrasyon
% 10 olacak sekilde 0,1 ml dimetil siilfoksit (DMSO) eklenmistir. Kriyotiipler strafor kutu
icerisine yerlestirildikten sonra -80°C'de 1 gece bekletilmis ve ertesi giin sivi azota (-196°C)
kaldirilmistur.

Sivi azotda tutulan kriyotiiplerden tekrar hiicre elde etmek icin tiipdeki hiicreler
37°C'de hizlica ¢oziilmiis ve 15°ml’lik steril santrifiij tiipline aktarilip tizerine 10 ml DMEM
yavasca ilave edilmistir. Hiicreler +4°C'de 10 dakika boyunca 1000 rpm'de santrifiije
edilmis, siipernatan atildiktan sonra hiicre pelleti 1 ml DMEM ile yeniden siispanse
edilmistir. Homojenize edilen 1 mI’lik siispansiyon % 20 FBS’li olacak sekilde hazirlanan
DMEM igeren 75 cm?’lik (toplam hacim 15 ml) hiicre kiiltiirii sisesine aktarilmis ve 37°C’de
% 5 CO2’li ortamda inkiibe edilmistir.
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3.1.3. Hiicre Sayim ve Plak Hazirlanmasi

Hiicreler kiiltiir sisesini % 80-90 oraninda kapladiklarinda tripsinizasyon islemi ile
ayrilmis, santrifligasyon sonrasi pellet 2 ml DMEM ile siispanse edilmistir. Homojenize
stispansiyondan 50 pl alinarak 1,5 ml’lik mikrosantrifiij tiipiine aktarilmistir. Daha sonra
tizerine 50 pl Trypan Blue ( Trypan Blue Solution ( % 0,4), Sigma, USA) eklenerek hafifce
pipetaj yapilmistir. Hiicre sayim islemi Thoma laminda (Superior, Germany) yapilmistir.
Sayim oncesi Thoma lami1 ve lameli % 70’lik alkol ile temizlenmistir. Ardindan lamin
kuyusuna karisimdan 20 pl aktarilmig ve lamel yavasga lamin {izerine kapatilmistir. Sayim
151k mikroskobunda 10°luk objektif altinda yapilmistir. Lam tizerinde her biri 16 kiiciik kare
iceren 4 biiylik karedeki canli hiicreler (canlt hiicreler seffaf, cansiz hiicreler mavi renkli)
sayllmis ve ortalamasi alimmigtir. Orjinal hiicre siispansiyonda ml’deki canli hiicre sayisi
hesaplanmustir (canli hiicre say1si/ml = canli hiicre sayis1 ortalamasi x 2 x 10%).

Klinik 6rneklerin hiicre kiiltiiriiniin yapilmasinda 24 kuyulu plaklar (Thermo Fisher
Scientific™ BioLite, USA) kullamlmistir. flag sitotoksisitesini ve antiviral etkinligi
belirlemek i¢in 96 kuyulu plaklar (Thermo Fisher Scientific™ BioLite, USA) kullanilmistir.
Istenilen hiicre say1s1 24 kuyulu plak icin kuyu basina 5x10%, 96’lik plak icinse kuyu basina
3x10* olarak belirlenmistir. Her bir kuyu icin kullamlan besiyeri miktar1 24’liik plak’ta 1
ml, 96’lik plak’ta ise 0,2 ml dir. Calisilacak plak tipi ve kuyu sayis1 belirlendikten sonra
(belirlenen kuyu sayisina 6lii hacim olarak 96°lik i¢in 5, 24°liik i¢in 2 kuyu eklenmistir)
kullanilacak besiyeri hacmi (% 10 FBS’li DMEM) ve istenilen hiicre sayis1 hesaplanmustir.
Ardindan plak i¢in gerekli olan hiicre siispansiyonundan kullanilacak miktar asagidaki

formiil ile hesaplanmistir.

Istenilen hiicre sayisi

Hii ( i dan kullanilacak ml =
Here suspansiyonundan kufiantiacak m Hiicre stispansiyonundaki canli hiicre sayisi/ml

Daha sonra orjinal hiicre slispansiyonundan kullanilan miktar, % 10 FBS icin gerekli
olan serumla kanistirlmis ve DMEM ile calisilacak besiyeri hacmi tamamlanmistir.
Hazirlanan karisim plak kuyularina dagitildiktan sonra 37°C’de % 5 CO’li ortamda inkiibe
edilmistir. Caligma siiresince inkiibatoriimiizdeki nispi nem miktart % 40-50 olarak

kaydedilmistir.
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ORNEK
96’lik plak icin 60 kuyu c¢alisilacak olsun (+5 6li hacim igin); 65 x 0,2 ml = 13 ml total hacim
65 x 3.10* = 195.10* istenilen hiicre say1si

Orjinal hiicre siispansiyonundaki hiicre sayis1 390.10*/ml olsun;

195%10%
390+10%/ml

Hiicre siispansiyonundan kullanilacak ml = = 0,5ml

Kullanilacak serum 13 ml x %10 = 1,3 ml

1,3 ml serum + 0,5 ml hiicre stispansiyonu + 11,2 ml DMEM = 13 ml total karisim hacmi

3.2. Adenovirusun Hiicre Kiiltiiriinde izolasyonu

Klinik olarak adenoviral konjonktivit tanisi siipheli hastalardan flocked ekiivyonla
(Copan Diagnostics Inc., Italy) alinan konjonktival siirlintii 6rnekleri 1 ml viral transport
besiyeri igeren (Antibiyotik-Antimikotik destekli DMEM) 15 ml’lik falkon tiiplerine
konularak Tibbi Viroloji Bilim Dali Laboratuvari’na gonderilmistir. Klinik érnekler 1 kez
dondurulup ¢oziildiikten sonra kuvvetlice vortekslenerek 1000 rpm’de 10 dakika santrifiij
edilmistir. Daha sonra 24 kuyulu plagin bir kuyusundaki besiyeri hiicre tabakasina zarar
vermeden uzaklastirilmis ve klinik Ornegin siipernataninin 500 pl’si kuyuya inokiile
edilmigtir. Plak 37°C, % 5 CO>’li ortamda 1 saat inkiibe edilerek virusun hiicrelere
adsorbsiyonu saglanmistir. Daha sonra kuyuya % 4 FBS’li DMEM eklenerek (son
konsantrasyon % 2) 7 giin siireyle inkiibe edilmistir. Sitopatik etki (Cytopathic effect;CPE)
giinliik olarak takip edilmis ve tespit edildiginde DNA ekstraksiyonu yapilarak (Bosphore
Viral DNA Saptama Kiti, Anatolia Geneworks, Tiirkiye) Adenovirus Real Time PZT
(Bosphore Adenovirus Saptama Kiti v1, Anatolia Geneworks, Tiirkiye) ile adenovirus

tanis1 dogrulanmustir.
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Sekil 3. A549 hiicrelerinde adenovirus CPE goriiniimii

3.2.1. Hiicre Kiiltiiriinden DNA Ekstraksiyonu

Inkiibe edilen plakta 7 giin icerisinde CPE gériilmez ise negatif kabul edilmistir.
Eger 7 giin igerisinde CPE goriiliirse hiicreler yiizeyden ayrilacaklart duruma gelinceye
dek inkiibasyona devam edilmistir. Hiicreler yiizeyden ayrilma noktasina geldiginde pipet
yardimiyla hiicre kiiltiirli sigsesinin yiizeyi igerisindeki besiyeri ile kuvvetlice yikanarak
hiicrelerin tamamen ayrilmasi saglanip iyice pipetajlama yapilmistir. Daha sonra bu hiicre
stispansiyonu 15 ml’lik falkon tiipe aktarilarak +4°C'de 1000 rpm’de 10 dakika santrifiij
edilmistir. Santrifiigasyon sonrasi siipernatanin bir kismi alinarak (tiipiin koni kismina
kadar) bagka bir falkon tiipe aktarilmistir. Pellet vortekslenerek siispanse edilmis ve ardindan
3 defa -80°C'de dondurulup, +37°C'de ¢0ziillip vortekslenmistir. Son dondur- ¢6z
isleminden sonra +4°C'de 2000 rpm’de 10 dakika santriflij edilmis ve siipernatan daha
onceden ayrilmis tistiinde onceki siipernatan olan falkon tiipe eklenerek ekstraksiyon i¢in
kullanilmistir.

Ekstraksiyon islemi iireticinin talimatlar1 dogrultusunda asagidaki protokole gore

yapilmustir.
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1)  Ornekten 200 pl mikrosantrifiij tiipiine (1.5 ml’lik) konur.

2)  Uzerine 20 pl Proteinaz K, 10 ul Carrier RNA ve 5 ul ilgili Real-Time PZT kitinin
internal kontrolii eklenir.

3) Karisimin iizerine 200 pl Buffer LB1 eklenir, vortekslenir ve 65°C’de 15 dk inkiibe
edilir.(Lizis ve baglanma asamasi)

4) Inkiibasyon sonunda karisimin iizerine 250 pl Buffer IR2 eklenir, hafifce
vortekslenir ve 5 dk oda sicakliinda inkiibe edilir (inhibitorlerin uzaklagtirilmast).

5)  Karnsim filtreli spin kolona aktarilir ve 8000 rpm’de 1 dk santrifiijlenir (Baglanma).
6) Toplama tiipiine gegen lizat pipetle ¢ekilerek tekrar kolona aktarilir, spin kolon
tekrar toplama tliptiniin i¢ine konur. 8000 rpm’de 1 dk santrifiijlenir.

7)  Asagiya gecen sivi toplama tiipii ile birlikte tibbi atiga atilir, spin kolon yeni bir
toplama tiipiiniin i¢ine konur.

8) Pipet ucu membrana degdirilmeden 450 pl Buffer W3 eklenir (1. yitkama) ve 8000
rpm’de 1 dk santrifiijlenir.

9) Asagiya gecen sivi toplama tiipii ile birlikte tibbi atiga atilir, spin kolon yeni bir
toplama tiipiiniin i¢ine konur.

10) Pipet ucu membrana degdirilmeden 450 ul Buffer W3 eklenir (2. yikama) ve 8000
rpm’de 1 dk santrifiijlenir.

11) Asagiya gecen sivi toplama tiipii ile birlikte tibbi atia atilir ve spin kolon yeni bir
toplama tiipiiniin i¢ine konur.

12) Spin kolon bos olarak 12.500 rpm’de 2 dk santrifiijlenir.

13) Alttaki toplama tiipii asagiya gecen siviyla beraber tibbi atiga atilir.

14) Spin kolon temiz bir 1.5 mI’lik mikrosantrifiij tiipiiniin i¢ine konur ve 1 dk beklenir.
15) Pipet ucu membrana degdirilmeden 60 pl Buffer EL4 eklenir ve 5 dk oda
sicakliginda beklenir (Eliisyon).

16) Daha sonra 12.500 rpm’de 1 dk santrifiijlenir.

17) Asagi gecen sivi DNA 6rnegidir ve PZT islemi i¢in kullanilmistir, tiiptin kapagi
kapatilarak hemen kullanilacaksa +4 °C’de, daha sonra kullanilacaksa -20 °C’de

saklanmustir.

3.2.2. Adenovirus Tamsi i¢in Real-Time PZT Testi

Real-Time PZT islemi oncesinde kullanilacak olan malzemeler oda sicakligina

26



getirilmistir. Kit igerisinde (Bosphore Adenovirus Detection Kiti v1, Anatolia
Geneworks, Turkey) 1 adet, adenovirus hekzon geninin bir boliimiinii ¢ogaltmak icin
gerekli primerleri iceren PZT mix bulunmaktadir. PZT mix vortekslendikten sonra kisa
spin yapilir. Calisilacak 6rnek basina PZT mix igerisinden 15 pl alinarak 0,2 ml’lik PZT
tiipline aktarilir. Daha sonra 6nceden yapilmis DNA ekstraksiyonundan 10 pl alinarak
PZT tiipiine eklenir. Pozitif kontrol i¢in ise kit i¢cerisinde bulunan pozitif kontrolden 10
ul alinarak PZT tiiptine eklenir. Son hacmi 25 pul olan PZT karisimlar1 vortekslenip kisa
bir spin yapildiktan sonra Real-Time PZT (Montania 4896 Real-Time PZT Cihazi,
Anatolia Geneworks) cihazina yerlestirilir.

Adenovirus Real-Time PZT i¢in kullanilan termal dongii;

95°C’de 14:30 dk.

97°C'de 00: 30 dk
53°C’de 01: 30 dk.¢ 50 dongi
72°C'de 00: 15 dk.

22°C'de 05: 00 dk.

FAM kanalinda tespit edilen artis adenovirus pozitif olarak degerlendirilir. HEX
kanalindaki artis internal kontroliin ¢alistigin1 ve ekstraksiyonun diizgiin bir sekilde

gerceklestigini gostermektedir

3.2.3. Adenovirus Stogunun Hazirlanmasi

Virus stogu icin % 90 kaplama oranma erisen A549 hiicreleri iceren 25 cm”lik flask
hazirlanmistir. Flask icerisindeki besiyeri, hiicrelere zarar vermeden alinarak iizerine 1 ml
klinik izolat siipernatan1 eklenmistir. Flask 37°C'de 2 saat inkiibe edildikten sonra lizerine 4
ml DMEM (% 2 FBS) eklenmistir. CPE % 90 oraninda belirgin oldugunda, adenovirus ile
enfekte olmus hiicreler flask yiizeyi i¢erisindeki besiyeri ile kuvvetlice yikanarak ayrilmistir.
Daha sonra besiyeri kuvvetli pipetaj ile homojenize edilerek igerik 15 ml’lik falkon tiipe
aktarilmis ve +4°C'de (1000 rpm'de 10 dakika) santrifiij edilmistir. Santrifligasyon sonrasi
slipernatanin bir kismi alinarak (tlipiin koni kismina kadar) baska bir falkon tiipe
aktarilmustir. Pellet kalan besiyeri ile resiispanse edilmis ve hizli dondurma (-80°C) - ¢6zme

(37°C) islemi ii¢ kez tekrarlanmistir. Dondurma — ¢6zme isleminden sonra santrifiigasyon
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yapilarak (2000 rpm'de 10 dakika) elde edilen siipernatan dikkatlice alinmig ve daha 6nceden
ayrilmig olan 15 ml’lik falkon tiipe eklenmistir. Sonrasinda bu siipernatan ile ayni1 islem 75
cm?'lik flask i¢in yapilmustir. Bu islem 75 cm?lik flask ile 3-6 kez tekrarlandiktan sonra en
son elde edilen berrak kiiltiir stipernatan1 1 ml voliimler halinde 1,5 ml’lik mikrosantrifiij

tiiplerine boliinerek, kullanilacak zamana kadar -80°C'de muhafaza edilmistir.

3.3. Virus Enfektivitesinin Tespiti Icin TCIDso Metodu

Adenovirus izolatinin enfektivitesi TCIDso metodu kullanilarak tespit edilmistir.
A549 hiicreleri % 80-90 kaplama oranina eristiginde bir kez PBS ile yitkanmustir. Orjinal
virus stogunun logaritmik 10 tabanina gore serumsuz DMEM ile 10'-10® diliisyonlar:
yapilmistir. Her virus dilisyonundan her 4 kuyuya 100 pl inokiile edilerek 2 saat viruslarin
hiicrelere tutunmasi i¢in inkiibe (37°C) edilmistir. Ayrica virus kontrol i¢in 4 kuyuya orjinal
virus stogu konulmustur. Inkiibasyonun ardindan kuyular bir kez PBS ile yikanmis ve her
kuyuya 200 pl virus liretme besiyeri olan % 2 FBS’li DMEM dagitilmistir. Hiicre kontrol
olarak 4 kuyuya virus eklenmeden sadece 200 pl % 2 FBS’li DMEM konmustur. Plaklar
37°C'de % 5 CO: igeren ortamda 7 giin boyunca inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda
kuyulardaki CPE mikroskopta incelenerek Spearman-Karber metoduna gore TCIDso titresi
tespit edilmistir.

Inkiibasyon sonrasmnda 107!, 102, 103 diliisyonlarinda 4 kuyuda ve 10*
diliisyonunda ise 2 kuyuda CPE goriilmiistiir. Bu sonuca gore virus stogumuzun TCIDsg
titresi;10% 0.1ml olarak hesaplanmistir. Antiviral etkinliklerin belirlenmesinde kullanilan

virus titresi 100 TCIDsg olarak kararlastirilmistir.

3.4. Antiviral, Iimmunsupresif flac ve Antiseptiklerin Sitotoksisite Tespiti

AS549 hiicreleri % 90 kaplama oran1 gosterdiginde hiicre tabakasi bir kez PBS ile
yikanmugtir. Kullanilacak olan sidofovir (Sigma, USA), CSA (Acros Organics), PVP-I
(Sigma, USA) ve khlorheksidin diglukonat % 20 (Sigma, USA) uygun kosullarda
¢cOziinmiistiir. Calisilacak olan tiim konsantrasyonlar % 2 FBS’li DMEM ile hemen test
oncesinde hazirlanmstir.

Sidofovir serumlu DMEM ile ¢éziinmiis 1000 uM, 500 uM, 400 uM, 200 uM, 100
uM, 50 uM, 20 pM, 10 pM ve 5 puM dilusyonlar1 test yapilmadan hemen once
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hazirlanmigtir. CSA DMSO’da (Merck) ¢oziiniip 10 mM konsantrasyonda stok soliisyonu
hazirlanmigtir. Daha sonra serumlu DMEM ile 100 uM, 50 uM, 25 uM, 10 uM, 5 uM, 2,5
uM, 1 uM, 0,5 uM ve 0,2 uM’lik diliisyonlar1 yapilmigtir. DMSO’nun son konsantrasyonu
ilk kuyuda % 0,5 olup diger konsantrasyonlarda gittikce azalmaktadir. Antiseptiklerden
PVP-1 % 5, % 2, % 1, % 0,5, % 0,2, % 0,1, % 0,05, % 0,02 ve % 0,001’lik
konsantrasyonlarda hazirlanmis olup, klorheksidin i¢in % 0,08, % 0,04, % 0,02, % 0,01,
% 0,005, % 0,002, % 0,001, % 0,0005 ve % 0,0002’lik diliisyonlar kullanilmistir. flaclarin
her diliisyonundan 4 kuyuya 200 ul dagitilmistir. Hiicre kontrol kuyularina sadece besiyeri
konulmustur. CSA i¢in ise hiicre kontrol kuyusuna % 0,5 ten baslayarak azalan
konsantrasyonlarda DMSO’lu besiyeri eklenmistir. Plagin A1, A12 siitunlarina ve A, H,
satirlarina hi¢ hiicre ilave edilmeyip sadece besiyeri konularak blank kuyular olarak
kullanilmustir.

Plaklar 6 giin boyunca 37°C'de % 5 CO;'li ortamda inkiibe edilmistir. Her giin
mikroskobik olarak CPE degerlendirildikten sonra hiicre canliligmin tespiti igin MTS
(CellTiter 96® AQueous One Solution Cell Proliferation Assay, Promega, USA) testi
yapilmigtir. MTS testi, hiicre metabolik aktivitesini degerlendirmek i¢in kullanilan
kolorimetrik bir testtir. MTS de tetrazolyum tuzlari, fenazin metosiilfat (PMS; phenazine
methosulfate) varliginda canli hiicreler tarafindan kiiltlir ortaminda ¢oziinebilen formazan
iriiniine indirgenir. Bu doniisiim, metabolik olarak aktif hiicrelerde NADPH-bagimli
dehidrojenaz enzimleri tarafindan gergeklesir ve {iiretilen formazan boyasi, 570 nm'de
adsorbans 6lgtilerek (Denley WeScan, Finlandiya) tespit edilir.

Calismamizda inkiibasyon siiresi sonunda MTS testi i¢in plaklardaki her kuyudan
ilagh besiyeri uzaklastirilip 100 pl igerisinde fenol red olmayan DMEM kuyulara
dagitilmistir. Ardindan her kuyuya 20 ul MTS soliisyonu eklenmistir. Plaklar 37°C'de 2 saat
nemli, % 5 CO»’li ortamda inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasinda kuyulardaki formazan
miktart optik dansite 570 nm’de Olgiilerek absorbans degerleri belirlenmistir. GraphPad
Prism 8 programi kullanilarak tespit edilen absorbans degerleri ile her ilacin CCso degeri
hesaplanmistir. Sitotoksisite testi her ilag i¢in 3 kez tekrarlanmis ve ortalama CCso degeri

bulunmustur.
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Sekil 4. CSA’min CCsy tespiti icin MTS testi, HC: Hiicre Kontrol

3.5. Antiviral Etkinlik Testi

flaglarin antiviral etkinliklerinin calisilacag: konsantrasyonlar, sitotoksisite testi
sonucunda hesaplanan CCso degerinin altindaki konsantrasyonlardir. Antiseptiklerden PVP-
I i¢in bu konsantrasyonlar sirastyla % 0,5, % 0,2, % 0,1, % 0,05, % 0,02, % 0,01, % 0,005,
% 0,002 ve % 0,001, CHXig¢in ise % 0,001, % 0,0005, % 0,0002, % 0,0001, % 0,00005 ve
% 0,00002 olarak belirlenmistir. Immunsupresif bir ilag olan CSA’nin antiviral aktivite
testinde kullanilacak olan konsantrasyonlar 10 pM’dan baslayarak 5 uM, 2 uM, 1 uM, 0,5
uM, 0,2 uM, 0.,1 uM ve 0,05 uM seklinde devam etmektedir. Antiviral bir ajan olan
Cidofovir i¢in ise c¢alisilacak olan konsantrasyonlar 200 pM, 100 uM, 50 uM, 20 uM, 10
uM, 5 uM, 2,5 uM, 1 uM ve 0,5 uM’dur.

Antiviral etkinlik testi icin A549 hiicreleri ile 96 kuyulu plaklar ayarlanmis ve ertesi
giin calisilacak olan konsantrasyonlar testten hemen 6nce hazirlanmistir. Plagin A1, A12
slitunlarina ve A, H, satirlarina hig¢ hiicre ilave edilmeyip sadece besiyeri konularak blank
kuyular olarak belirlenmistir. Antiviral etkinligin ¢alisilacagi her konsantrasyon i¢in 4 kuyu
kullanilmistir. Ayrica her ila¢ konsantrasyonu icin (en diisiik konsantrasyon hari¢) ayni
plakta 2 kuyu sitotoksisite testi i¢in kullanilmigtir. Testte antiviral etkinlik i¢in kullanilacak

olan kuyu sayis1 hesaplanarak gerekli virus hacmi belirlenmis (her kuyu i¢in 100 pl virus
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soliisyonu) sonra, daha oncesinde TCIDso degeri tespit edilmis olan virus stogundan
diliisyon ile 100 TCIDso olacak sekilde kullanilacak virus hacmi elde edilmistir. Calisilacak
olan kuyulara 100 pl virus konularak plaklar 2 saat boyunca 37°C'de, nemli, % 5 CO2’li
ortamda inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasinda kuyulardaki virus soliisyonu
uzaklastirilmig ve farkli konsantrasyonlardaki ilag soliisyonlari kuyulara 200 pl eklenerek 6
giin boyunca 37°C'de, % 5 CO?’li ortamda inkiibe edilmistir. Virus soliisyonu
uzaklastirildiktan sonra ilagsiz % 2 FBS’li DMEM konulan 4 kuyu virus kontrol (VK)
olarak, virus soliisyonu konulmayan ve besiyeri uzaklastirildiktan sonra sadece % 2 FBS’li
DMEM konulan 4 kuyu hiicre kontrol (HK) olarak kullanilmigtir. Plaklarda CPE olup
olmadig1 mikroskopla giinliik olarak incelenmistir. inkiibasyon periyodunun sona ermesi ile
MTT testi yapilmis ve sonrasinda optik dansite 570 nm’de odlgiilerek absorbans degerleri
belirlenmistir. Elde edilen absorbans degerleri ile GraphPad Prism 8 programi kullanilarak
her ilacin ICso degeri hesaplanmistir. Antiviral test her ilag i¢in 3 kez tekrarlanmis ve

ortalama ICso degeri bulunmustur. Antiviral etkinlik testinde kullanilan plak diizeni Sekil ‘te

gosterilmistir.

1 (2 [3 |4 |5 |6 |7 [8 |9 |10 |11 |12
A /B |B |[B|B |B |B B B |B |B |B |B
B [B |VK|CI|CI|CiI|cClI|cCI|cCi|CI|CI|CI |B
C |B |VK|CI|CI|ci|ci|ci|ci|ci|ci|cl |B
D |[B |VK|CI |CI|cCi|cl|cI|ci|cl|cCI|CI |B
E [B |VK|CI |CI|Ci|cCI|cCI|cCi|CI|CI|CI |B
F |B |HK|IK |IK [IK |IK [IK |[IK |IK [IK |HK|B
G |B |HK|IK |[IK |IK [IK |IK |IK |IK |IK | HK|B
H| B |B |[B|B |B |B B B |B |B |B |B

Sekil 5. Antiviral etkinlik testinde kullanilan plak diizeni (B:Blank, iK: ila¢ kontrol, VK: Virus
kontrol, HK: Hiicre kontrol, CI: Calisilacak olan ila¢c konsantrasyonlari)

3.5.1 MTT Testi

Antiviral etkinlik testinde 6 giinliik inkiibasyon siiresi sonunda MTT (Thiazolyl Blue

Tetrazolium, Sigma, USA) testi ile hiicre canlilig1 belirlenmistir. MTT testinin ¢alisma

31



prensibi MTS ile aynidir. ki metottada tetrazolyum-formazan déniisiimii gerceklesmekte
fakat MTT sonucu olusan formazan suda ¢oziinmemekte ve besiyerinde kristal seklinde
cokmektedir. Bu sebeple MTT’de bir ¢oziicliye ihtiyag duyulmaktadir. Caligmamizda
¢oziicli olarak DMSO kullanilmistir. Test 6ncesinde PBS ile MTT soliisyonu hazirlanmig
daha sonra 0.20 pm’lik filtreden (Abluo siringa filtre, GVS, USA) gecirilmistir. MTT

soliisyonunun hazirlandig: tiip 1siktan korunmasi i¢in aliiminyum folyo ile sarilmustir.

MTT testi i¢in plaklardaki her kuyudan ilagli besiyeri uzaklastirilip kuyular PBS ile 3
kere yavagea yikanmis ve 100 pl igerisinde fenol red olmayan DMEM kuyulara
dagitilmistir. Ardindan her kuyuya 10 ul MTT soliisyonu eklenmistir. Plaklar 37°C'de 2 saat
nemli, % 5 CO2’li ortamda inkiibe edilmistir. hlkijbasyon sonrasinda kuyulardaki DMEM-
MTT karisimi uzaklagtirilmis, daha sonra kuyulara 100 pl DMSO eklenerek 10 dk oda
sicakliginda karanlik ortamda inkiibe edilmistir. Ardindan kuyulardaki formazan miktarini
belirlemek i¢in ELISA okuma cihazinda optik dansite 570 nm’de Olgiilerek absorbans
degerleri Ol¢iilmiistiir. GraphPad Prism 8 programi kullanilarak tespit edilen absorbas

degerleri ile her ilacin ICso degeri hesaplanmastir.
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4. BULGULAR

A549 i¢in ilaglarin % 50 sitotoksik inhibitdr konsantrasyonlari; Sidofovir’in CCsg
564+ 26 uM (Sekil 6), CSA igin CCsp 6,11 £ 0,23 uM (Sekil 7), PVP-I i¢in CCso %
0,54+0,06 (Sekil 8) ve CHX igin ise CCsp % 0,00058 + 0,0002 (Sekil 9) bulunmustur.

CCiso: 5643 26 uM

-o- 1.Deney
= 2 Deney
-+ 3.Deney

-
o
o

% Hiicre canhihg:
[$)]
o
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0 200 400 600 800 1000
Cidofovir yM

Sekil 6. Sidofovir’in A549 icin CCso sonucu
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CCs: 6.111£0.230 uM
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Sekil 7. CSA’nin A549 icin CCso sonucu
CCsp: % 0.5446 % 0.063
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Sekil 8. PVP-I’nin A549 icin CCso sonucu
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CCso: % 0.000589 2 0.0002
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Sekil 9. Khlorheksidin (CHX)’in A549 icin CCso sonucu

Antiviral testlerde biitiin ilaglar i¢in ayni1 adenovirus klinik izolat1 kullanilmastir.
Sidofovir ’in adenovirusa karsi ICso degeri 3.07+£0.8 uM (Sekil 10) bulunurken, CSA, PVP—
I ve  CHX CCsop degerinin altindaki konsantrasyonlarda adenovirus izolatina karsi etkili

bulunmamustir.

ICs50: 3.071 £ 0.820 pM

®
o
uofsiqiyu| %

.

0 20 40 60 80 100
Cidofovir uM

Sekil 10. Sidofovir’in adenovirus izolatina karsi ICso sonucu
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Tablo 2. Deneysel islemlerin 6zet semasi

A549 hiicre kiiltiiriinde adenoviriis izolasyonu

l

Kiiltiirdeki hiicrelerin %50’sinden fazlasinda sitopatik etki, enfeksiyon olusabilmesi i¢in
gereken viriis titrasyonunun (TCIDso) hesaplanmasi

(Sonraki basamaklarda kiiltiire eklenecek viriis siispansiyonu hacminin belirlenmesini

saglamaktadir)

Uygun miktarda viriis eklenen hiicre kiiltiirline her ilacin arastirilan dozlarinin
eklenmesi, sitotoksik etki yapan dozlarin (CCso) belirlenmesi

(MTS testinde mor kutucuklar canli hiicrelerin oldugunu gostermektedir. Renk
acildikca hiicrelerin 61digi, ilaglarin toksik etki yaptig1 anlasilmaktadir.)

l

Her ilag i¢in sitotoksik konsantrasyonlarin altindaki dozlarda, viriis {izerine olan
inhibitor etkinligin (ICso) degerlendirilmesi

(Viriis ve ilag eklenmis hiicre kiiltiirlinde inkiibasyon siiresince 6 giin beklenmekte,
sitopatik etki goriiliince MTS testine benzer prensiple MTT testi uygulanmaktadir.)

Tablo 3. A549 hiicrelerinde antiviral ajanlarin CCso (% 50 cytotoxic concentration) diizeyleri ve
ayn1 adenoviriis izolatina karsi ICso (% 50 inhibitory concentration) sonuclari1 (PVP-I; Povidon
iyot, CSA: Siklosporin, CHX; Klorheksidin)

CCso ICso
Sidofovir | 564+ 26 uM 3,07+ 0,8 uM
CSA 6,11+ 0,2 uM Sitotoksik konsantrasyonun altinda etki goriilmedi
PVP-1 % 0,54+ 0,06 Sitotoksik konsantrasyonun altinda etki goriilmedi
CHX % 0,000589+ 0,0002 | Sitotoksik konsantrasyonun altinda etki goriilmedi
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5. TARTISMA

Adenoviriisler gozde nonspesifik follikiiller konjonktivit, faringokonjonktival ates
ve epidemik keratokonjonktivit tablolarina neden olabilir; kalic1 sekeller birakabilir.
Diger tablolara kiyasla daha agir seyreden epidemik keratokonjonktivit, nozokomiyal
enfeksiyona neden olabilir ve hizli bulas ile genis kitleleri etkileyerek ciddi is giicii
kaybina sebebiyet verebilir. Adenoviriis iliskili okiiler enfeksiyonlarda, klinik olarak
etkinligi kanitlanmis bir tedavi secenegi bulunmamaktadir ve yaklasim genellikle destek
tedavisi seklindedir. Bu nedenle hastaliga ikincil morbidite ve sekellerin dniine yeterince
gecilememektedir. Diger yandan hastadaki viriis yiikii azaltilamadig i¢in viral yayilim
hizli bir sekilde devam etmektedir. Bu nedenlerle adenoviral keratokonjonktivitin
tedavisinde, etkene yonelik spesifik bir ajanin bulunmasina yonelik calismalar 6nem arz
etmektedir. Calismamizda antiviral etkinlik gostermesi muhtemel bazi ajanlarin
adenoviriise karsi etkinliginin in vitro olarak degerlendirilmesi amaglandi. Literatiir
incelendiginde adenoviriisler ile yapilan in vitro ¢aligsmalarda en basarili sonuglarin A549
hiicre kiiltiirii ile elde edildigi goriilmektedir.***° Adenoviriis epitel hiicrelerine tropizm
gosterir ve A549 hiicre kiiltiiriinde de insan akciger kanser dokusundan elde edilen epitel
benzeri hiicreler yer alir. Bu nedenle bizim ¢alismamizda da adenoviriis hiicrelerinin

1zolasyonunda A549 hiicre kiiltiirii kullanildu.

Sidofovir, gansiklovir, N-klorotaurin in vitro g¢alismalarda adenoviriise karsi
etkinligi aragtirilmis antiviral ajanlardan 6nde gelenleridir ve bu ilaglarin etkinliine dair
literatiirde kisith veri bulunmaktadir. Bu ajanlardan sidofovir, DNA viriisleri tizerindeki
genis etki spektrumu nedeniyle 6ne ¢ikmaktadir. Literatiirde etkinligi pek ¢ok calismada
degerlendirilen bu ajan bir niikleotid analogudur ve viral DNA polimerazi inhibe ederek
viriistatik etki gosterir.* Food Drug Administration (FDA) tarafindan AIDS hastalarinda
CMV retinitinin tedavisinde onaylanmustir.* Adenoviriisler ile in vitro yapilan bazi

calismalarda sidofovirin viriis inhibisyonunda etkili oldugu gésterilmistir.>

Baba ve ark., in vitro olarak insan embriyonik fibroblast kiiltiiriinde tirettikleri 8
farkli adenoviriis serotipine (serotip 1- 8) 20 farkli ajanin etkinligini arastirmislar,

sidofovir ve gansiklovirin tiim serotiplere karsi etkin oldugunu bulmugslardir. Sekiz
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serotip i¢in ortalama IC50 degerleri sidofovir i¢in 1,1 pg/ml; gansiklovir i¢in 4,1 pg/ml

olarak belirlenmistir. Sidofovirin gansiklovirden 3-4 kat daha etkin oldugu saptanmustir.’!

Muller ve ark., kemik iligi nakli yapilan ve adenoviriise bagli dissemine enfeksiyon
tanis1 konulan pediatrik yas grubundaki hastalardan elde edilen 6rnekleri in vitro olarak
A549 hiicre kiiltiiriinde izole etmis ve ¢ogaltmislardir. Serotiplendirmenin yapilmadigi
calismada, arastirmacilar sidofovirin viriis kiltlirii {izerinde inhibitér etkinliginin

oldugunu géstermislerdir (IC50=1,6 pg/ml).>

De Olivire ve ark., 4 farkli adenoviriis grubu ile A549 hiicre kiiltiiriinde yaptiklar
calismada (Serotip 5 McEwen, serotip 5 WT, serotip 8 ve 14) sidofovir i¢in IC50 ‘yi 4
grupta ortalama 6,7 ug/ml (4,7-9,5 pg/ml araliginda) olarak saptamislardir.’® Ardindan
tavsan goOziinde serotip 5 Mc Ewen ile deneysel olarak olusturduklari adenoviriis
konjonktivitinde, sidofovirin % 1, % 0,5 ve % 0,1’lik konsantrasyonlarini giinde 2 kez
olacak sekilde okiiler yiizeye uygulamislardir. Hastalik siiresi ve subepitelyal opasite
gelisimi agisindan, % 1 ve % 0,5°1ik konsantrasyonlarin, kontrol grubu ve % 0,1°lik gruba
oranla anlaml derecede etkili oldugu raporlanmistir.>® [lacin bu dozlardaki kullanimi ile
siirli diizeyde lokal toksisite bulgusuna rastlamiglar, belirgin toksisitenin 10 mg/giin

doza ulasildiginda goriildiigiinii kaydetmislerdir.>

Gordon ve ark., sidofovirin adenoviriis i¢in olan IC50 degerini saptayarak, ilacin
viriis tizerindeki inhibitor etkinligini gostermislerdir (serotip 8 i¢in 0,47 pg/ml ve serotip

5 Mc Ewen igin 1,03 pg/ml ).>?

Ardindan tavsan goziinde serotip 5 Mc Ewen ile deneysel
konjonktivit tablosu yaratarak % 0,2 ve % 1’lik konsantrasyonlarda, giinde dort kez
olacak sekilde okiiler yilizeye topikal sidofovir uygulamislardir. 10 giinliikk ilag

uygulamast ile viriis yiikiiniin azaldigin1 ve bulgularin geriledigini gdstermislerdir.>?

Romanowski ve ark., adenoviriis serotip 1, 5 ve 6 ile tavsan goziinde deneysel
konjonktivit tablosu olusturmuslardir. Sidofovirin % 0,5’lik konsantrasyonunun, 7 giin
boyunca, giinde 2 kez olacak sekilde okiiler yiizeye uygulanmasinin, her 3 serotip igin

de hastalik siiresini ve bulgularmi kontrol grubuna gére azalttigim saptamislardir.*

Calismamizda in vitro olarak sidofovirin A549 hiicre kiiltiiriinde izole edilen
adenoviriise kars1 etkinligi arastirildi. ilacin hiicre kiiltiiriine sitotoksik etki gosterdigi

deger belirlendi ve bu degerin altindaki konsantrasyonlarin (200 pM, 100 uM, 50 uM, 20
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uM, 10 uM, 5 uM, 2.5 uM, 1 uM ve 0.5 pM) viriis lizerindeki inhibitor etkinligi
degerlendirildi. Literatiir ile uyumlu olacak sekilde sidofovirin adenoviriise kars1 in vitro
kosullarda etkin oldugu saptandi (ICso= 3,071+0,820 uM). Cesitli calismalarda, sidofovir
icin saptanan IC50 degeri farklilik gosterebilmektedir. Bu deger calisma teknigine ve
calisilan serotipe bagli olarak degisebilmektedir. Calismamizda ICso degeri 3,071+0,820
uM olarak bulundu. Bu degerin literatiirdeki benzer ¢caligsmalarda bildirilen konsantrasyon
araliklarinin i¢inde oldugu ve saptanan etkinligin bu anlamda da literatiir ile benzerlik
gosterdigi goriildii.

Sidofovirin adenoviriise kars1 etkinligini irdeleyen in vivo arastirmalar ve klinik
calismalarda ise geliskili sonuclar bildirilmistir.>*’ Kinchington ve ark., ilacin enfekte
gbzde viral yiikii ve subepitelyal infiltratlar1 azalttigini, enfeksiyon siiresini kisalttigini ve
diger goze enfeksiyon bulasmi engelledigini gostermislerdir.® Yazarlar, sidofovirin
etkinligini ilacin hizl1 korneal penetrasyonu ve hiicre icindeki yarilanma dmriiniin uzun
olmas: ile aciklamiglardir.® Diger yandan Hillenkamp ve ark., adenoviral
keratokonjonktivitin tedavisinde sidofovir uygulanan olgular (% 0,2’lik konsantrasyon)
ile kontrol grubunun karsilagtirildig1 bir ¢aligmada, semptom siiresi agisindan iki grup
arasinda anlamli bir fark saptamamustir.*’ Adenoviral keratokonjonktivit tedavisinde %
1I’lik sidofovirin etkisinin arastirildigi baska bir ¢alismada da konjonktival kemozis ve
injeksiyon gibi lokal inflamasyon bulgular1 {izerine ilacin anlamli bir etkisi olmadigi

bildirilmistir.>*

Calismamiz, sidofovirin adenoviral konjonktivit tedavisinde etkisiz oldugunu
gosteren bazi ¢aligmalarin aksine, ilacin adenoviriise kars1 antiviral etki gdsterebilecegini
in vitro olarak gostermektedir. Sidofovirin topikal kullanim i¢in uygun preparatlarinin
gelistirilebilmesi durumunda hastaliga bagli morbidite ve sekellerin azaltilabilecegi 6n
goriilmektedir. Caligmamizin sonucunun bu konuda yapilacak prospektif klinik
calismalar i¢in umut verici ve yol gosterici oldugu diistiniilmektedir.

Antiviral ilaglarin yani sira ¢esitli antiseptik ajanlarin adenoviriise karsi in vitro ve
in vivo etkinligi de pek c¢ok bilimsel calismada irdelenmistir >33 PVP-I cerrahi
islemler dncesinde cilt antisepsisi ve tibbi cihazlarin dezenfeksiyonunda kullanilan genis
spektrumlu bir antiseptiktir. Viriisler, bakteriler, bakteri sporlari ve mantarlar etki
spektrumundadir. Okiiler enfeksiyonlarda bu ajanin % 5°lik konsantrasyonu ile yapilan

irrigasyon, konjonktivadaki viral yiikii azaltmak icin klinik pratikte siklikla
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uygulanmaktadir.*®

PVP-I uygulandigi bolgede iyot salinimi yapar. Hizlica
mikroorganizmaya penetrasyon gosterir, yapisal proteinleri, niikleotitleri ve yag
asitlerinin yapisini etkileyerek hiicre o6liimiine neden olur. Virlsler lizerindeki etki
mekanizmasi netlik kazanmamistir ancak zarfsiz viriislere kiyasla zarfli viriislere karsi

daha etkili oldugu bilinmektedir.>

Kawana ve ark., adenoviriisiin de i¢inde oldugu zarfli ve zarfsiz pek ¢ok farkli
virlise kars1 gesitli antiseptiklerin etkinligini inceledikleri in vitro bir ¢calismada, PVP-
I’'nin en genis spektrumlu antiseptik oldugunu, zarfli ve zarfsiz viriislere karsi etkinlik

gdsterdigini bildirmislerdir.>

Monnerat ve ark., adenoviriis serotip 8’1 A549 hiicre kiiltiirlinde ¢ogaltarak diliie
PVP-I'nin serbest haldeki ve hiicre icindeki wviriislere karsit etkinligini
degerlendirmislerdir.’®> Arastirmacilar, % 0,8 konsantrasyondaki PVP-I‘ya 10 dakika
maruz kalmanin hiicre digindaki viriisii tamamen yok ettigini hiicre icindeki virlise ise
yeterince etki edemedigini saptamislardir. Yazarlar, bu nedenle % 0,8’lik
konsantrasyonun gozyasindaki viriisii inhibe edilebilecegini, bu sayede erken donemde
bulagi Onleyebilecegini, ge¢ donemde ise yeterince etkin olmayabilecegini
diisiinmiislerdir.> Ayrica bu ¢alismada kiiltiirdeki hiicreler icin sitotoksik olmayan

konsantrasyonun % 0,04 olarak bulundugu belirtilmistir.

Calismamizda kolay ulasilabilen ve klinik pratikte siklikla kullanilan PVP-I’'nin
adenoviriislere kars1 etkinliginin in vitro olarak incelenmesi amaglandi. Oncelikle ajanin,
hiicrelere sitotoksisite dozu belirlendi (CCso= % 0,5446 + 0,063). PVP-I'nin % 1, % 2 ve
% 5 konsantrasyonlarinin A549 i¢in sitotoksik etki yaptigi goriildii. Ajanin, bu degerlerin
altindaki konsantrasyonlarda hiicre i¢indeki viriise kars1 inhibitor etki yapmadigi goriildii.
Monnerat ve ark.’nin ¢alismasinda hiicre disindaki viriis igin belirlenen etkin
konsantrasyon hiicre kiiltiirii i¢in toksik olan degerlerin oldukga iizerinde bulunmustur.
Benzer sekilde bizim caligsmamizda da oldukga diisiik konsantrasyonlarda bile PVP-I"nin
hiicre kiltliriine sitotoksik etki yaptigr goriilmiistiir. Bu nedenle ajanin hiicre
kiiltiiriindeki etkinligi saptanamamistir. Diger yandan, PVP-I’'min klinik olarak
etkinliginin irdelendigi bir calismada, Tunay ve ark., adenoviral konjonktivitli infantlar
tizerindeki ¢alismalarinda % 2,5’luk konsantrasyondaki povidon iyotun etkin oldugunu
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kemozis, psddomembran formasyonu ve iyilesme sliresi agisindan sadece suni gozyasi
kullanilan kontrol grubuna kiyasla olumlu ydnde bir fark saptamiglardir.’® Altan-
Yaycioglu ve ark., adenoviral keratokonjontivit tanisi konulan hastalarda, hastaligin
baslangi¢ donemlerinde topikal % 2’lik PVP-1 uygulanan hastalarda, subepitelyal infiltrat

gelisiminin istatistiksel olarak anlaml1 sekilde az oldugunu bildirmislerdir.>

Hastaligin erken safthasinda PVP-I’nin hiicre disindaki viriisler tizerindeki etkisinin
klinik etkinlikte 6nemli bir rolii olabilecegi diisiiniilmektedir. Ajanin yiiksek sitotoksik
potansiyeli hiicre i¢indeki olasi etkinligin in vitro olarak gosterilmesini zorlastirmaktadir.
Ajanin adenovirlise karsi etkinliginin in vitro ve in vivo olarak calisilacagl farkli

calismalara ihtiya¢ vardir.

Klorheksidinin, bakterilere, mantarlara, viriislere ve parazitlere karst etkinligi
gosterilmistir.*® Zarfl1 viriisler {izerine zarfiz viriislerden daha etkilidir.*!->> Klinik olarak
cerrahi Oncesi el /cerrahi alan antisepsisinde ve cerrahi ekipman dezenfeksiyonunda
siklikla kullanilmaktadir. Oftalmolojide bakteriyel, fungal ve paraziter keratitlerin

tedavisinde kullanilmaktadir.0-%!

Springthorpe ve ark., zarfsiz bir viriis olan rotaviriise kars1 c¢esitli dezenfektanlarin
in vitro etkisini inceledikleri bir ¢alismada CHX’in etkinligini gostermisler ve el
antiseptiklerine ilave edilmesinin rotaviriisiin nozokomial bulaginin 6nlenmesine kismen
yardimet olabilecegini vurgulamislardir.> Wood ve ark., CHX, PVP-I ve benzalkolyum
klorid gibi  antimikrobiyal ajanlarin zarfli ve zarfsiz viriislere karst etkinligini
arastirmuslardir.%® Adenoviriis serotip 25 HeLa hiicre kiiltiiriinde izole edildikten sonra %
0,1125’1ik konsantrasyondaki CHX’in hiicrelere toksik oldugu gozlenmistir. Bu
calismada s6zii edilen ajanlarin sitotoksik konsantrasyonun altindaki konsantrasyonlarda
adenoviriislerin de i¢inde oldugu zarfsiz viriislere karsi etkisiz, zarfli viriislere karsi ise

etkili oldugu saptanmustir.®?

Bailey ve ark., in vitro hiicre kiiltiiriinde zarfl1 herpes virtis ile zarfsiz polioviriis ve
adenoviriis serotip 2’ye karst CHX’in etkinligini arastirmislardir.®* Hep2 hiicre
kiiltiirlinde adenoviriisii izole etmislerdir. Belirgin sitotoksik etkisi nedeni ile CHX’in
hiicre i¢indeki viriise etkisini degerlendirmenin zor oldugunu vurgulamislardir. CHX’in
toksik konsantrasyonlarin altindaki degerlerde in vitro olarak zarfli olan herpes viriise

kars1 etkili, zarfsiz olan polioviriis ve adenoviriise ise etkisiz oldugunu belirtmislerdir.%*
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Calismamizda adenoviriislere kars1 in vitro etkinligi incelenen ajanlardan biri de,
genis etki spektrumu nedeniyle son yillarda oftalmolojide, 6zellikle de mikrobiyal
keratitlerin tedavisinde, kullanimi1 yayginlasan CHX idi. CHX’in kiiltiirdeki hiicreler
tizerindeki toksisite dozunun belirlenmesinin (CCso= % 0,000589 + 0,0002) ardindan, bu
degerin altindaki konsantrasyonlarinda viriis tizerindeki inhibitor etkinligi arastirildi.
CHX’in sitotoksik dozun altindaki konsantrasyonlarda viriise etkin olmadigi saptandi.
Calismamizda CHX’in PVP-I"ya benzer sekilde diislik konsantrasyonlarda bile oldukca
sitotoksik oldugu goriildi. Bu nedenle gelecekteki klinik caligmalarda, yiiksek
konsantrasyonlarda giiclii dezenfektanlar olarak kullanilan bu ajanlarin etkinlik/yan etki
profillerinin bir arada degerlendirilmesinin ayrica 6nem arz ettigi diistiniilmektedir. Yine
bu 2 ajanin hiicre i¢indeki viriise karsi etkinliginin incelenmesine yonelik gelecekte
planlanacak in vitro ¢aligmalarda, farkli hiicre kiiltiirlerinin (6rnegin korneal hiicre
kiiltiirli) kullaniminin, diisiik konsantrasyonlarda karsilasilan sitotoksik etkilerin oniine

gecebilecegi diisiiniilmektedir.

Siklosporin-A kalsindrin inhibisyonu ile etki eden bir immiinsiipresif ajandir. Ayni1
zamanda viriis yayilimini engelleme potansiyeli iizerinde durulmaktadir.** Ilacin, IFN’lar
tizerinden virlis replikasyonunu zorlastirarak, bazi viriislere karsi antiviral etkinlik

gosterebildigi bildirilmistir.*?

Vahlne ve ark., CSA’nin HSV’ye in vitro etkinligini incelemislerdir. Sitotoksik
olmayan konsantrasyonlarda (1, 5, 10, 25, 50 ve 100 pg/ml) inhibitor etkinlik (IC50=1,3
pg/ml) saptanmistir. Ayni zamanda yapilan serolojik testlerle CSA sonrasi viral protein

ve DNA sentezinin azaldigmi ifade etmislerdir.®

Shen ve ark., zarfiz bir viriis olan rotaviriise kars1t CSA’nin antiviral etkinligini in
vitro hiicre kiiltiiriinde ve in vivo hayvan modelinde gdstermislerdir.** Sitotoksik olmayan
dozlarda (< 16 pg/ml) CSA uygulanmasi sonras1 hem intraselliiler hem de ekstraselliiler
alanda viriisiin proteinlerinin, antijenlerinin ve RNA’sinin azaldig1 direkt immiinfloresans
ve Real Time-PZT testleri ile tespit edilmistir. 0,1- 8 pg/ml arasinda ilacin viriise doz
bagimli inhibitor etkinlik gdsterdigi belirlenmistir. Arastirmacilar, CSA eklenmesi ile
hiicre kiiltlirlinde IFN-beta iiretiminin gerceklestigini RT-PZT ile gostermislerdir. Aym
calismada, in vivo hayvan modelinde, rotaviriis ile deneysel diare olusturulmus farelerde

CSA’nin iyilesme siiresini kisalttig1 raporlanmistir.**
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Watashi ve ark., hiicre kiiltiirinde HCV’yi izole etmis ve CSA’nin antiviral
etkinligini aragtirmislardir. 1 pg/ml’lik konsantrasyonda CSA uygulanmasi ile ortamdaki
viral proteinlerin miktarinin azaldigi, immiin blot testi ile gosterilmistir. Yine ayni
konsantrasyonda CSA uygulamasi sonrast HCV- RNA miktar1 RT- PZT ile tayin
edilmistir. HCV- RNA miktarinin ilag uygulamasi sonrast baglangi¢ titrasyonunun

1/500’iine diistiigii goriilmiistiir.5®

Inoue ve ark., kronik hepatit C hastalarinda standart IFN-alfa2b tedavisi ile IFN -
oral CSA (4 hafta, 200 mg/giin; 20 hafta 100 mg/giin) kombine tedavisinin etkinligini
karsilastirmislardir.’” HCV-RNA ve serum aminotransferaz diizeylerindeki diisiisiin
kombinasyon tedavisi grubunda daha fazla oldugunu raporlamislardir. Bu calismada

CSA’nin antiviral etki mekanizmasinin netlestirilemedigi belirtilmistir.%”

Adenoviriislerin dogal bagisiklik yaniti olan IFN’larin etkisini azaltan yapisal
proteinler igerdigi bazi ¢alismalarda gosterilmistir.®® Adenoviriislerin yapisindaki E1A
proteininin  enfeksiyonun erken fazinda konak hiicrenin immiin yanitinin
diizenlenmesinde rolii oldugu bilinmektedir. E1A proteininin, IFN sinyal yolagini
baskiladigi, IFN’un indiikledigi transkripsiyon mekanizmalarini bloke ettigi ve IFN’un
yarattig1 antiviral etkiyi azalttigi gosterilmistir.® IFN’lar {izerinden antiviral etkinlik
gosteren CSA’nin adenoviriise karsi etkin bulunmamasimi yukarda bahsedilen

mekanizmalarin agiklayabilecegi diistiniilmektedir.

Topikal CSA, lokal immiinsiipresif etkisi nedeniyle adenoviral keratokonjonktivit
sonras1 olusan ve inflamatuar hiicrelerin kiimelenmesinden meydana gelen korneal
subepitelyal depozitlerin tedavisinde kullanilmaktadir. Diisiik yan etki profili nedeniyle
uzun donem tedavide giivenle kullanilmakta ve steroidlere tercih edilmektedir.
Calismamizda, enfeksiyonun ge¢ donemindeki sekel bulgularin 6nlenmesi i¢in kullanilan
bir ilacin, antiviral etkinligi ile daha erken safhada kullanilmaya baslanmasinin tedavide
baz1 avantajlar getirebilecegi teorisi ile yola ¢ikildi. Bu avantajlarin, topikal yan etki
profili iyi bilinen bir antiviral ilacin tedavide giivenle kullanilabilmesi ve sekel bulgularin
gelisiminin ¢ok daha etkin bir bicimde dnlenmesi seklinde olabilecegi hipotezi kurularak
CSA’nin adenoviriis iizerine antiviral etkinliginin incelenmesi planlandi. Bildigimiz
kadariyla calismamiz CSA’nin adenoviriislere karsi in vitro etkinliginin degerlendirildigi

literatiirdeki ilk ¢alismadir. Her ne kadar calismamizda sitotoksik konsantrasyonun (CCso
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6.11 = 0.23 uM) altindaki degerlerde CSA’nin adenoviriis lizerinde inhibitor etkisinin
olmadig1 goriilmiis olsa da calismamizin ilerideki benzer ¢alismalara yol gdsterici olacagi

diistiniilmektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Adenovirtsler, gozde epidemik keratokonjonktivit, faringokonjonktival ates ve
nonspesifik folikiiler konjonktivit seklinde 3 farkli hastalik tablosuna sebep
olabilmektedir.

Bu klinik tablolarin igerisinde en agir form olan epidemik keratokonjonktivit
oldukca bulasicidir ve o6zellikle hastanelerde, askeri birliklerde, kapali veya
kalabalik yerlerde bir arada bulunanlarda salginlara neden olarak ciddi is giicii
kayiplarina neden olabilir.

Epidemik keratokonjonktivit akut donemde neden oldugu morbiditeye ek olarak
korneada kalici sekeller birakabilir. Bu sekellerin neden oldugu gorsel sikayetler
hastalarin yasam kalitesini azaltabilir.

Adenoviriise bagli okiiler enfeksiyonlarda hastalara suni gozyasi ve soguk
uygulamay1 igeren destek tedavisi Onerilmektedir ve hastaliin spesifik bir
tedavisi yoktur. Calismamizda, olduk¢a genis etki spektrumlu bir antiviral olan
sidofovirin; giinliikk pratikte kolay ulasilabilen ve genis antimikrobiyal etki
spektrumuna sahip antiseptikler olan PVP-I1 ve CHX’in; ve son yillarda olasi
antiviral etkinligi tlizerinde sik¢a durulan CSA’nin antiviral etkinlikleri A549
hiicre kiiltiirlinde ¢ogaltilan adenoviriis klinik izolatina kars1 in vitro kosullarda
degerlendirildi.

Calismamizda sidofovirin adenoviriise kars1 in vitro kosullarda etkinlik gésterdigi
ve ICso degerinin 3,071 + 0,820 uM oldugu saptandi. Bu degerin literatiirdeki
benzer c¢alismalarda bildirilen konsantrasyon araliklarinin iginde oldugu ve
saptanan etkinligin bu anlamda literatiir ile benzerlik gosterdigi goriildii. Ilacin in
vitro etkinligini gosteren literatiirli destekler nitelikteki sonucumuzun, bu konuda
yapilacak prospektif klinik ¢aligsmalar i¢in umut verici ve yol gosterici olacagi
distiniilmektedir.

Calismamizda PVP-I ve CHX’in diisiikk konsantrasyonlarda bile oldukga
sitotoksik oldugu goriildii. Her iki ajanin da sitotoksik seviyenin altindaki

konsantrasyonlarda adenoviriise karsit etkin olmadigi saptandi. Bu nedenle
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gelecekteki klinik calismalarda, yiiksek konsantrasyonlarda giiglii dezenfektanlar
olarak kullanilan bu ajanlarin etkinlik/yan etki profillerinin bir arada
degerlendirilmesinin ayrica 6nem arz ettigi diisiiniilmektedir.

Calismamizda sitotoksik konsantrasyonun altindaki degerlerde CSA’nin
adenoviriis tizerinde inhibitér etkisinin olmadigi goérilmiistiir. Calismamiz
CSA’nin adenoviriislere karsi in vitro etkinliginin degerlendirildigi literatiirdeki
ilk calismadir ve ilerideki benzer c¢aligmalara yol gosterici olacagi

distiniilmektedir.
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