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ONSOZ

“Ivermectinin Herpes Simplex Viriis 1 (HSV-1)’e Kars1 Antiviral Aktivitesinin
Belirlenmesi” isimli bu tez Karadeniz Teknik Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii
Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dal1, Yiiksek Lisans Programi’nda hazirlanmistir.
flgili calisma Karadeniz Teknik Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon
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Abdullah ALAKBAROV, Ars. Gor. Erkan Anil AYDIN ve Ars. Gor. Tkra OZKAN’a
tesekkiir ederim.

Tez ¢alismasi siirecinde bana desteklerini esirgemeyen Molekiiler Biyoloji ve Genetik
Boliimii’ndeki tiim degerli hocalarima ve asistan arkadaslarima tesekkiirlerimi sunarim.

Son olarak, dogdugum giinden beri elimi hi¢ birakmayan, hayatim boyunca aldigim
tim kararlarda bilgi ve tecriibelerinden faydalandigim ve her kararimda arkamda olan,
maddi ve manevi desteklerini hicbir zaman esirgemeyen ve bugiinlere gelmemde en biiyiik
paya sahip olan annem Sevgi AVCI ve babam Ahmet AVCI’ya, kardeslerim Mehmetcan
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Bu tez ¢alismasinin bundan sonraki ¢calismalara katki saglamasini temenni ederim.
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Yiiksek Lisans Tezi

OZET

IVERMECTIN’IN HERPES SIMPLEX VIRUS-I’E (HSV-1) KARSI ANTIVIRAL
AKTIVITESININ DEGERLENDIRILMESI

Recep AVCI

Karadeniz Teknik Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali
Damgman: Dr. Ogr. Uyesi Cihan INAN
2024, 62 Sayfa

Nematodlara karst uygulanan genis spektrumlu bir antiparaziter ajan olan
ivermektinin (IVM) son yillarda ¢esitli virtislere kars1 in vitro antiviral aktiviteye sahip
oldugu goriilmektedir IVM hayvanlardaki kullaniminin yani sira insan viriislerine kars1 da
etkili bir ilac olarak 6ne ¢ikmaktadir Literatiirde HIV, Bati Nil viriisii, dang hummasi viriisii,
zika viriis, tickborne encephalitis viriis, bovine viral diarrhea viriisii, sap viriisii, newcastle
hastalig1 viriisii, bovine respiratorik sinsitial viriis, bovine parainfluenza virus tip 3, bovine
coronavirus gibi RNA virlislerine ve yalanci kuduz viriisii, bovine herpesvirus tip 1 ve
Capripoxvirus gibi DNA viriislerine kars1 etkileri test edilmistir Ozellikle 2019 yili
itibariyle hayatimiza giren koronaviriis pandemisi siirecinde de ivermektinin tedavi edici
etkisi arastirilmis ve bir ¢ok lilkede kullanimi gerceklestirilmistir. Viral ilag kesfi calismalari
uzun siire¢ almaktadir Var olan ilaglarin ilag yeniden konumlanldirma c¢aligmalar ile
inhibisyon etkisinin aragtirilmasina yonelik calismalar giin gegtikge artmakta ve literatiire
kazandirilan bu yeni bilgiler 1s181nda ilag gelistirme siirecindeki toksisite testleri gibi bircok
basamak atlanip ileriki ¢alismalar yapilabilmektedir Bu tez ¢alismasinda Ivermektinin HSV-
le kars1 antiviral ila¢ olarak kullanim potansiyelinin arastirilmis ve kullanilabilirligi

gosterilmistir.

Anahtar Kelimeler: Herpes simpleks viriis, antiviral, ivermektin
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Master Thesis

SUMMARY

EVALUATION OF ANTIVIRAL ACTIVITY OF IVERMECTIN AGAINTS
HERPES SIMPLEX VIRUSI (HSV-1)

Recep AVCI

Karadeniz Technical University
The Graduate School of Natural and Applied Sciences
Molecular Biology and Genetics Graduate Program
Supervisor: Assist. Prof. Cihan INAN
2024, 62 Pages

Ivermectin (IVM), a broad-spectrum antiparasitic agent applied against nematodes,
has been observed to have in vitro antiviral activity against various viruses in recent years.
In addition to its use in animals, IVM stands out as an effective drug against human viruses.
In the literature, its effects have been tested against RNA viruses such as HIV, West Nile
virus, dengue fever virus, zika virus, tickborne encephalitis virus, bovine viral diarrhea virus,
foot-and-mouth virus, newcastle disease virus, bovine respiratory syncytial virus, bovine
parainfluenza virus type 3, bovine coronavirus and DNA viruses such as pseudorabies virus,
bovine herpesvirus type 1 and Capripoxvirus. Especially during the coronavirus pandemic
that entered our lives as of 2019, the therapeutic effect of ivermectin has been investigated
and its use has been carried out in many countries. Viral drug discovery studies take a long
time. Studies on the inhibition effect of existing drugs and drug repositioning studies are
increasing day by day, and in the light of this new information added to the literature, many
steps such as toxicity tests in the drug development process can be skipped and further
studies can be conducted. In this thesis, the potential of Ivermectin as an antiviral drug

against HSV-1 was investigated and its usability was demonstrated.

Keywords: Herpes simplex virus, antiviral, ivermectin
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1. GENEL BILGILER

2019 yihi itibariyle tim diinyay1 etkisi altina alan 6nemli bir pandemi yaganmis bu
siire¢ viral as1 ve antiviral ilag gelistirme ¢alismalarinda biiyiik artisa yol agmistir. Bu
baglamda hem var olan antiviral ilaglarin hem de bir literatiirde bulunan ilag ve 6nciil
molekiillerin ilag yeniden konumlandirma stratejisi dogrultusunda SARS-CoV2’ye karsi
etkinliginin degerlendirildigi bir¢ok ¢alisma gergeklestirlmistir (Riva et al., 2020a). Bir
antihelmint ilac1 olan Ivermektin COVID-19 pandemisi siirecinde bir¢ok iilkede denemeleri
gergeklestirilen ve antiviral ajan olma potansiyeli ortaya konulan bir ila¢ olarak dikkat
cekmektedir (Behera et al., 2021; Caly et al., 2020a). Ivermektinin SARS-CoV2’nin yani
sira HIV1 Bati Nil viriis, Dang hummasi viriis, zika viriis, tickborne encephalitis viriis,
bovine viral diarrhea viriis, sap viriisii, newcastle hastaligi virusu, bovine respiratorik
sinsitial viriis, bovine parainfluenza virus tip 3 ve bovine coronavirus gibi RNA viriislerine
ve yalanci kuduz viriisii, bovine herpesvirus tip 1 ve Capripoxvirus gibi DNA viriislerine
karsi etkileri test edildigi goriilmektedir (Kinobe & Owens, 2021a; Lv et al., 2018; Wagstaff
etal., 2012)

Bu tez calismasinda Ivermektinin insanlarda uguk benzeri yapilar ortaya ¢ikartmasiyla
karakterize olan Herpes simpleks viriis 1 (HSV-1)’e kars1 antiviral ajan olarak kullanilma

potansiyeli arastirilmigtir.

1.1. Herpes Viriisler

Herpesvirales takimi enfekte ettikleri konagin tiiriine gére 3 ayrn aileye ayrilmus,
genetik materyal olarak cift zincirli DNA iceren, Baltimor siiflandirilmasina gore birinci
sinifta karakterize edilen biiyiik bir gruptur. Enfekte ettikleri konaklarina gore isimlendirilen
bu viriisler ii¢ viral ailede smiflandirilmaktadir. Bu aileler; memelileri, kuslar1 ve
stirlingenleri enfekte eden Orthoherpesviridae; baliklar1 ve amfibileri enfekte eden
Alloherpesviridae ve Bivalvialar1 enfekte eden Malacoherpesviridae ailesi olarak
isimlendirilmistir (Davison vd., 2009; Gatherer vd., 2021).

Herpesvirales grubunu diger viriislerden ayiran en 6nemli 6zelliklerden biri latent
enfeksiyon olusturma yetenegidir (Quijano Cardé & Soto, 2024). Latentlik, herpesviriislerin
yasam dongiilerinin bir parcasidir. Genel olarak latentlik, viriislerin ilk enfeksiyondan sonra

konakg1 iginde sessiz (hareketsiz) bir durum olusturma yetenegini ifade eder. Latentlik



stirasinda, virlis konakge1 hiicrelerde varligini korur ancak transkripsiyonel olarak sessiz veya
kisith bir durumda olur. Bu sayede bagisiklik tepkisinden kaginir ve konak hiicrenin yagami

boyunca varligini siirdiiriir. (Cohen, 2020; Siliciano & Greene, 2011).

1.2. Herpesviridae Siniflandirilmasi

Herpesviriislerin insanlar1 enfekte eden 9 tiirii bulunmakta ve insan herpesviriisleri
(HHV - Human Herpesviruses) olarak bilinmektedir. HHV’ler zarfli virlisler olarak
bilinmekte ve 3 alt-familyaya ayrilmaktadir: alpha, beta, ve gamma herpesvirtisler (Connolly
et al., 2020a). Bunlardan en 6nemlileri Alphaherpesviridae alt-familyasinda bulunan Herpes
simpleks virlis 1 (HSV 1), Herpes simpleks viriis 2 (HSV 2) ve Varicella-zoster viriistiir
(VZV). VZV disinda olanlar, genellikle tiikiiriik, mukoza, genital salgilar veya deride
bulunur ve genital yolak veya deri epitel hiicrelerini enfekte ederler. VZV ise iist yolunum
yolu ve konjonktivadaki epitel hiicrelerini enfekte ederek, genellikle solunum yolu ile bulagir

(Cohen, 2020).

1.3. Herpesviriislerin Morfolojisi

Herpes virionlar1 4 temel morfolojik yapidan olusmaktadir (Sekil 1). Bunlar, genetik
materyal olan DNA’y1 iceren bir i¢ ¢ekirdek, T=16 simetrik diizlemde 162 kapsomerden
olusmus ikosahedral kapsit, niikleokapsit’i ¢evreleyen zar ve viral glikoproteinlerin gomiilii

oldugu bir zarftan ibarettir (Mettenleiter, 2004).

Envelope proteins

Outer Tegument
Inner Tegument

Nucleocapsid

Portal vertex

ViralZone 20

Sekil 1. Herpesviriislerin morfolojik yapis1 (Swiss Institute of Bioinformatics’den
diizenlenmistir, URL-1)



Herpesviriis ailesinin, morfolojik yapisinda bu aileye 6zgii protein igerikli bir zar
mevcuttur. Bu zar niikleokapsit ve zarf arasinda koprii gérevi gérmesinden dolay1 2 kisima
ayrilmistir. I¢ kistmda bulunan ve i¢ zar olarak bilinen kisim ikosahedral kapsit proteinleri
ile iligkili olmasi dolayisi ile ikosahedral bir simetriye sahip olurken, dis zar ise zarfta
bulunan proteinlerle iliskilidir bu sebeple amorf ve asimetrik bir yapiya sahiptir(Lee et al.,
2008; Vittone et al., 2005). Bu zar tabakasi ve viral dongiide gorev alan buradaki proteinler
Herpesviriisler i¢in bliyiik bir dneme sahiptir. Zar lizerinde yaklagik 40’a yakin protein
bulunmakta ve bu proteinler replikasyon, zarf yapisinin olusumu, hiicre i¢ine giris, flizyon,
viral gelisim, gen ekspresyonu gibi bir¢ok yolakta gorev almaktadir (Sucharita et al., 2023)
(Sekil 2).

Bu proteinlerin en onemlilerinden olan UL36 ve UL37 kapsidin hiicre ¢ekirdegi
icerisine tasinmasinda rol almaktadir. Ozellikle UL36 c¢ekirdek iginde kapsidin
yonlendirilmesinde ve UL37 ise N terminal ucunda konak hiicrenin hiicre i¢i tasimada gorev
alan proteinlere yapisal benzerligi sayesinde, bu proteinleri taklit ederek kapsidin hiicre
icinde taginimini saglamaktadir (Hennig et al., 2014; Kelly et al., 2009; Krautwald et al.,
2009). Ozetle bu zar proteinlerinin genel gorevi zarda veya kapsidde bulunan diger
proteinler ve glikoproteinlerle baglant1 kurarak virtisiin ige alimini, zarf olusumunu ve

morfogenesizini tamamlamasini saglamaktir.(Sucharita et al., 2023)

Major capsid protein
ull9(VPS)
/ Triplex proteinsv
ul18(VP23), ul38(VP19C)

Sekil 2. Zarin i¢ kisminda bulunan 6nemli proteinlerin yerlesimi (Swiss Institute of
Bioinformatics’den diizenlenmistir, URL-2.)

Herpesviriislerde bulunan bir diger 6énemli protein grubu ise zarf iizerinde bulunan

glikoproteinlerdir. Yine kapsidin hiicreye baglanmasi, reseptorlerin taninmasi ve tutunma,



hiicre igine gecis gibi bir¢cok gdrevi iistlenen bu glikoproteinler, viriisiin hayat dongiisii ve
enfeksiyon i¢in olmazsa olmazdir. Bu glikoproteinlerden, biitiin herpesviriislerde bulunan

ve hiicreye giris i¢in elzem olan ii¢ glikoprotein gB, gH ve gL 6ne ¢ikmaktadir. (Sekil 3)

herpes simplex virus 1

Sekil 3. Kapsidi ¢evreleyen zar ve zarf proteinleri (Swiss Institute of Bioinformatics’den
diizenlenmistir, URL-3.)

14. Herpesviriislerin Genom Y apisi

Herpesvirlis genomu ¢ift zincirli, lineer DNA’dan olusmaktadir. HSV-1 genomu
diistintildiiglinde bu viriisiin 155000 bp’den olusan bir genoma sahip oldugu goriilmektedir
(Kieff et al., 1971). Genom organizasyonu daha detayli incelendiginde viral DNA’nin
tekrarlayan dizileri de igeren, kisa (S) ve uzun (L) iki ayr1 parcadan olustugu goriilmektedir.
Bu pargalar da 110000 bp’lik uzun parca dizileri (UL) ve 13000 bp boyutlu kisa parg¢a dizileri
(US) olmakla birlikte her biri 9200 bp olan terminal ve internal uzun tekrarlardan (TRL ve
IRL), ve her biri 6600 bp olan terminal ve internal kisa tekrarlardan (TRs ve IRs)
olusmaktadir. Buna ek olarak, viriis DNA’s1 400 bp uzunlukta terminal tekrar dizileri de

igcermektedir (McGeoch, 1987). (Sekil 4)

TRL uL IRLIRS  US  TRS
] LT § L]

Sekil 4. Herpesviriislerin genel genom yapis1 (Swiss Institute of Bioinformatics’den
diizenlenmistir, URL-4.)




Herpesviriis genomu erken, ara, ge¢ genler ve latentlik genleri olmak iizere dort gruba
ait olarak 75 proteini kodlamaktadir (Sekil 5). Erken genler (hemen-erken ve erken)
enfeksiyondan hemen sonra ifade edilir, konak hiicreyi viral replikasyona hazirlar ve sonraki
gen ifadesini diizenler. Bagisiklik tepkilerini baskilayan ve HSV-1'in ICP4 ve ICPO gibi,
sonraki asamalart etkinlestiren proteinleri kodlarlar. (McGeoch et al., 2006;Weir, 2001 ;
Gruffat et al., 2016). Ara genler (gecikmeli-erken genler olarak bilinirler) viral DNA
replikasyonunu kolaylastirir ve ge¢ genlerin ekspresyonuna hazirlikta goérev alir. DNA
polimeraz stabilizatorleri (6rn. HSV-1, UL42) ve niikleotid metabolizmasina ve DNA
islenmesine yardimci proteinler gibi yardimci faktorleri kodlarlar (O’Hare & Hayward,
1984). Geg (late) genler olarak bilinen grup ise daha ¢ok viriyonu olusturan, viriyon yapisina
katilan proteinleri kodlamaktadir. Ayrica bu genlerin arasinda bulunan kodlanmayan
bolgeler de mevcuttur. Bu biiylik kodlanmayan boélgelerden bazilari latentlik iliskili

transkriptleri kodlamaktadir (Gruffat et al., 2016).

uL1s
[ TRL  pocccrscneamimamesn o amm § D anm
gl UL3 ULS uL? ULe UL11 UL13 UL1e uL18 uL20 gH UL24
UbDGUL4 uLé uLs gM UL12 UL14 uLz uL19 uL21 UL23 UL25

UL26 gB 1CP8 UL31 UL33UL3S uL37 uL39 VHS UL43  UL4S
uL26.5 uLz28 Pol UL32UL34 UL36 UL38 uL40 uL42 gC
IRL IRS
EeEE JIEP N TG |0 0 hamERIPRE el TRS |
UL46 VP16 UL49AULST ULS53  ULSS ICPO  ICP345 ICP4 Us1T Us3 gl al Use usn
uL47 gN UL50 UL52 UL54 ULS6 us2 gG gD gk US10 ICP47

[ Erken Genler

I Ara Genler
I Geg Genler
B Latensi

Sekil 5. Herpesviriislerin genom igerigi (Swiss Institute of Bioinformatics’den
diizenlenmistir, URL-5.)

1.5. Herpesviriislerin Replikasyonu

Viral replikasyon kabaca tutunma, flizyon, mikrotiibiillerce niikleusa taginim ve

genomun aktarilmasi, latent ya da litik evre (replikasyonun devami) kararinin verilmesi, viral



altyapt ingsaast ve ekzositoz ile hiicreden salinim basamaklarini igermektedir.
Herpesviriislerin - konak hiicreye ilkin tutunmasinda ve flizyonunda c¢esitli viral
glikoproteinlerin ve hiicresel reseptorlerin gorev aldigi goriilmektedir.

HSV gB ve gC’nin, hiicre ylizey proteoglikani olan heparan siilfata baglanmasiyla
konak hiicreye tutunmayi1 gerceklestirir. Bu glikoproteinlerin ayni zamanda dentritik
hiicrelerde bulunan CD206 proteinine baglanmasiyla, bu hiicrelerin enfeksiyonu sirasinda
tutunmay1 kolaylastirdigi bilinmektedir (Laquerre et al., 1998).

HSV i¢in en 6nemli fiizyon proteini olan gD, flizyonu aktive eden konformasyonel
degisiklikleri tetikleyen 3 reseptdr grubuna baglanir. Bu reseptorler: tiimor nekrozis faktor
reseptOr ailesi iiyesi olan, Timor necrosis factor receptor superfamily member 14
(TNSFRSF14) olarak da bilinen herpesviriis fiizyon diizenleyicisi (HVEM);
immunoglobulin siiper ailesinin hiicre adhezyon molekiilleri olan nektin-1 ve nektin-2 ve
son olarak 3-O siilfatlanmis heparan stilfattir (Geraghty et al., 1998; Montgomery et al.,
1996).

gH—gl, gB ile etkilesimler yoluyla flizyonu diizenler. gH—gL, integrinlere baglansa ve
flizyon potansiyeline sahip olsa da, dogrudan bir fiizyon olusturucu olmaktan ¢ok, 6ncelikle
bir flizyon modiilatorii olarak gorev yapar (Galdiero et al., 1997).

gB, yapisal olarak smif III viral flizyon proteinlerine benzeyen ana flizyon
olusturucudur. gB immunoglobulin benzeri tip 2 reseptor alfa’ya (PIRLa) baglanarak
membran fiizyonunu yonlendirir. Bu durumda, gD’nin daha ¢ok reseptdr-baglanma proteini,
gB’nin ise fiizyon proteini olarak gorev aldig1 bilinmektedir (Connolly et al., 2011; Satoh et
al., 2008.

gD, gH—gl ve gB birlikte, flizyonu tetikleyerek ve uygulayarak HSV girisini koordine
eder. Bunun disinda her bir tiir i¢in veya konak hiicre tipi igin farkli glikoprotein-reseptor
iligkileri bulunmaktadir. Konak hiicre ylizeyine tutunma glikoproteinlerde konformasyonel
degisiklikleri tetiklemekte ve hiicre i¢ine girisi saglamaktadir (Connolly et al., 2020b).

Bu degisiklikler her alt-familyada degisiklik gostermektedir ve farkl tlirlerin farkli
konak hiicrelerine afinitesi bulunmaktadir, ¢linkii her tiir icin ideal replikasyon ortami
farklidir ve bu da viriisiin hangi tiir konak hiicreye yonelecegini belirlemektedir. Ornegin
bazilar1 noral hiicrelere yonelirken, digerleri fibroblast veya epitel hiicrelerini enfekte etme
egilimindedirler ve glikoprotein konformasyonlar1t ve reseptorleri bu hiicrelere gore
sekillenmistir. Yani yiizeyinde bulunan proteinler ve reseptorler viriisii ilgili hiicreye

yonlendirmektedir. Baz: tiirler i¢in gD (HSV-1 ve HSV-2) bu gorevi goriirken digerlerinde



gp42 (EBV), gO, UL128-UL130-UL131A (HCMV) gorev almaktadir. (Connolly et al.,
2020b; Di Giovine et al., 2011; Mullen et al., 2002)

Herpesviriislerin konak hiicre i¢ine girisi genellikle 3 asamada gerceklesir:

1. Bu asamada viral glikoproteinler hiicre ylizeyindeki molekiillerle etkilesime girerek
viriislin hiicre yiizeyine tutunmasini saglar.

2. Glikoproteinler konak hiicre reseptorlerine baglanarak, konformasyonel degisiklige
ugrar ve bu degisim fiizyon proteini olan gB’yi tetikler

3. Son olarak gB’nin domainleri kendi i¢inde etkileserek bir fiizyon diiglimii olusturur

ve viriisiin membrandan gegerek hiicre i¢ine flizyonunu saglar (Zhong et al., 2023).

Hiicre igine giren virlis partikiilii, zar iizerinde bulunan proteinler sayesinde, konak
hiicrenin tastyicit proteinlerine benzerligi sayesinde, onlar1 taklit ederek, partikiiliin
cekirdege tasinmasini saglar ve viriis DNA’s1 ¢cekirdek i¢ine salinir. Burada, dairesel yapiya
gelen viral DNA latent (pasif transkripsiyon) veya litik (replikasyon) yol olarak adlandirilan
iki ayr1 yoldan birini izlemektedir.

Cekirdek icine giren viral DNA’nin transkripsiyonu sonucu, erken, ara ve geg
mRNA’lar olusur. Erken genler virionun yapisinda yer alan proteinleri kodlar ve buradan
sentezlenen mRNAlarin translasyonu sitoplazmada gergeklestikten sonra tekrar ¢ekirdek
icine doner ve kapsid olusumunu tamamlar. Diger taraftan replikasyonu tamamlanan viral
DNA” da kapsid i¢ine alinir ve niikleusu terk ederken ilk zarflanma siirecinden geger, daha
sonra sitoplazmada ikincil zarflanma siirecini de tamamladiktan sonra hiicreyi terk eder ve
litik siire¢ bu sekilde tamamlanmis olur (Mettenleiter, 2004; Mettenleiter, 2002). (Sekil 6)

Litik silire¢ veya reaktivasyon siireci aslinda viriis i¢in tehlikeli bir siiregtir, ¢ilinkii
burada tiretilen proteinler hiicrenin 6liimiine neden olan hiicre i¢i sinyal yolaklar1 veya
immiin yanit gibi bazi yolaklari tetikleyebilir ve bu da virlisiin konak hiicreyi kaybetmesine

ve varligini siirdiirmeye devam edememesine sebep olur.
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Sekil 6. Herpesviriislerin hiicre i¢i replikasyon dongiisii (Swiss Institute of
Bioinformatics’den diizenlenmistir, URL-6.)

Bahsedildigi gibi, viriisiin hiicre i¢ine girdikten sonra takip edebilecegi bir diger siireg
ise latentlik siirecidir. Latentlik viriisiin inkiibasyon donemi sayilabilir, burada viriis aktiftir
ama semptom gostermemektedir ve bu siire¢ boyunca viriisiin dairesel DNA’s1 kopyalar
halinde hiicre cekirdegine yerlesir ve herpesviriislerin devamli olarak immiin hiicreleri
tarafindan yok edilmeden hiicre i¢inde varliginin siirdiiriilmesi saglanir (Cohen, 2020).
Latentlik doneminde viriisiin immiin sistem tarafindan fark edilip yok edilmemesi i¢in viral
proteinlerin  ekspresyonunu sinirlamast  gerekir. Bu sebeple virlisler latentligin
siirdliriilmesini saglayan uzun kodlanmayan RNA dizilerine sahiptir. Bu kodlanmayan
RNA’lar litik siiregte ifade edilen proteinleri kodlayan genlere antisens olarak kodlanmigtir

ve bu genlerin ekspresyonunu baskilayarak, latent siirecin devamlilig1 saglanir (Ahmed &



Liu, 2018). Cekirdek icine yerlesmis, dairesel DNA histon proteinleri ile bir araya gelerek
kromatin yapisini olusturur ve hiicrenin ge¢irdigi mitoz boliinme, DNA’nin kopyalanmast,
epigenetik prosesler gibi biitiin siireclerden geger ve bu sayede hem latentlik icin gerekli az
miktarda genin ifadesi saglanirken digerlerinin baskilanmasi stireci hem de kalic1 enfeksiyon

icin genetik materyalin yavru hiicrelere aktarimi gerceklesir (Grinde, 2013; Wilson et al.,
2012. (Sekil 7)

A Host cell B Host cell C Latent
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Latent Long
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O o) 4 ‘ protein -—-J ‘RNA
Lytic gene RNA
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(boundary)
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Sekil 7. Latentlik siirecinde Herpesviriis DNA's1 (Cohen, 2020)
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1.6. Herpes Simpleks Viriis 1 (HSV 1)

HSV 1 Herpesviridae ailesinin Alphaherpesvirinae alt ailesine mensup olup,
memeliler ve 6zellikle de insanlarda sik sik enfeksiyona neden oldugu bilinmektedir. Tablo
1’de Herpesviridae familyasinin iiyesi Herpes simplex viriis 1’in siniflandirma diizeni

gosterilmektedir (Tablo 1).

Tablo 1. Herpes Simpleks Viriis 1' in siniflandirilmasi

Taksonomi Isim

Takim Herpesvirales

Aile Herpesviridae

Alt-aile Alphaherpesvirinae

Cins Simplexvirus

Tiir Human Herpes viriis 1 (Herpes Simpleks Viriis 1)

HSV 1 genellikle oral mukozal yiizeyleri, buradaki epitel hiicrelerini enfekte eder ve
bu yiizeylerde lezyonlara sebep olur. HSV virion yapisi, Herpesviriislerin genel yapisin

tagimakla beraber 4 esas parg¢adan ibarettir. Bunlar:

e Genetik materyal olan ¢ift zincirli DNA
e Ikosahedral yapida kapsid
e Kapsidle zarf arasinda bulunan ve zar

e (Glikoproteinlerin yerlestigi en dis tabaka olan zarf

HSV-1 genomu yaklasik 150 kbp uzunlugunda c¢ift zincirli, uzun (L) ve kisa (S)
olmakla iki ayr1 segment igeren DNA’dan olusmakta ve 70-80 arasinda proteini
kodlamaktadir. HSV uzun zincirde bir kopya halinde bulunan oriL ve kisa zincirde iki kopya
halinde bulunun oriS olmak iizere 3 adet orijine sahiptir (Taylor et al., 2002).

Hiicre icine giris mekanizmasinda gB, gC, gD glikoproteinleri ve gH/gL heterodimeri
kullanilmaktadir. HSV’in hiicreye tutunmasi ilk olarak gC’nin konak hiicre yiizeyinde
bulunan Heparan sulfan molekiilleri ile etkilesime ge¢mesiyle baslar ve daha sonra gD’nin
ylzey reseptorleri (HVEM, nektinl/2, 3-O siilfatlanmis heparan siilfat) ile etkilesimi sonucu

bu tutunma sabitlenir ve bu baglanma gD’nin yapisal degisiklie ugrayarak giris
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mekanizmasini etkinlestirmesine neden olur. Burada gD fiizyonu koordine eden gH-gL
heterodimerini uyarir ve uyarilan heterodimer primer fiizyon proteini olan gB ile etkilesime
gecerek, giris mekanizmasi regiile edilir. Daha sonra uyarilan gB flizyon proteini araciligiyla
hiicreye giris gergeklesir ve niikleokapsitle beraber VP16, VP1 ve VP2 gibi proteinler
mikrotiibiiller araciligiyla ¢ekirdege tasinir (Herold et al., 1991; Sodeik et al., 1997; Spear
et al., 2000).

Cekirdek i¢ine giren viral DNA’nin transkripsiyonu konak hiicrenin RNA polimerazi
tarafindan gergeklestirilir. Burada ilk olarak ifade edilecek olan en erken genlerin ifadesinde
onemli rol oynayan, konak hiicrenin HCF proteinine baglanarak ¢ekirdek i¢cinde lokalize
olan ve bu sayede en erken genlerin promotdr bdlgesiyle aracili transkripsiyonunu saglayan,
VP16 proteininin transkripsiyonu yapilir. Daha sonra ise kapsidin olusumunu saglayan erken
genlerin transkripsiyonunu tetikleyen diger en erken proteinler olan ICP4, ICP27 ve ICPO
proteinleri sentezlenir. Viral DNA’nin kodladig1 uzun kodlanmayan RNA’lar aracilig1 ile bu
genlerin ekspresyonu kontrol edilir ve bu sayede viral DNA latent veya aktif oldugu litik
donem arasinda gegis yapar (Batterson & Roizman, 1983; LaBoissiere & O’Hare, 2000).

HSV’nin ¢ekirdek icinde izleyecegi yollardan biri olan aktif donemde viral DNA’nin
replikasyonu gergeklesir. Replikasyon siirecinde rol alan proteinler ve gorevleri Tablo 2’de

belirtilmistir (Taylor et al., 2002).

Tablo 2. HSV replikasyonunda gorev alan proteinler

Proteinin ismi Tlgili gen Aktivitesi

o Orijine baglanma ve DNA helikazin
Orijin-baglanma proteini  |UL 9 .
aktivasyonu

Tek zincirli DNA’ya baglanma.

Tek zincir DNA-baglanma
UL 29 DNA pol Helikaz-Primaz

proteini o
kompleksinin uyarilmasi

DNA helikaz ve primazin
Helikaz-Primaz kompleksi |Up 5/ Up 52; UL 8 aktivasyonu;

UL 5/ UL 52 kompleksinin uyarilmasi
DNA pol ve Ekzoniikleazin

UL 30; UL 42 aktivasyonu; DNA sentezinin

DNA polimeraz

holoenzimi
baslatilmasi
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Latentlik doneminde ise viriis partikiilii tamamen inaktif olmasa da ¢ok az genin
transkripsiyonu gerceklesmektedir. HSV’ ler i¢in latent enfeksiyona en uygun yer ganglion
dokularda bulunan néronlardir. Ozellikle HSV-1 trigeminal ganglia hiicrelerini tercih
etmektedir. ilkin enfeksiyon sonrasi hiicreler mukozal epitel hiicreleri ve néronlar arasinda
gecisler saglamaktadir. Bu donemde enfekte hiicrelerde sadece latentlik iliskili transkriptler
olan LAT transkriptleri goriilebilmekte, diger genlerin ekspresyonu baskilanmaktadir. Bu
sayede virlis konak icerisinde yasamini siirdiirebilmekte ve immiin yanita neden
olmamaktadir (Carton & Kilbourne, 1952). LAT transkriptlerinin aktif dongiideki ICP4,
ICPO gibi genlerin mRNA dizilerine antisens oldugu ve bu sayede onlarin ekspresyonunu
baskiladig: diisliniilmektedir. Bundan dolayidir ki enfekte hiicre immiin hiicreleri tarafindan
fark edilip apoptoza gonderilmemekte ve HSV nin kalic1 ekspresyonu saglanmaktadir (Chen
et al., 1997; Garber et al., 1997) (Sekil 8).

Productive cells

r ™\ -

Immediate early gene expression

Neurons

~ ) .

Sekil 8. Latent ve litik durum arasindaki gecisin molekiiler mekanizmasi (Swiss Institute of
Bioinformatics’den diizenlenmistir, URL-7.)
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1.7. Antiviral Ilaglar

Tarih boyunca her zaman viral enfeksiyonlar canlilar i¢in tehlikeli olmus, gii¢lii direng
mekanizmalar1 ve bulasicilik becerileriyle viriislerle savasmak her zaman zor olmustur.
Ancak gelistirilen ilaglar ve asilar viral enfeksiyonlarla savagsmamizi miimkiin kilabilmistir.
Tarihte gelistirilen ilk antiviral ilag olan deoksiiiridin 1950’11 yillarda antikanser ilac1 olarak
sentezlenmis 1962 yilinda ise kanitlanan ilk antiviral ila¢ olmustur. Takiben bugiine kadar 9
farkl1 viral insan hastali§ina karsin resmi olarak 90 adet antiviral ila¢ onaylanmis ve binlerce
inhibitor kesfedilmistir (De Clercq, 1997a).

Glinimiize kadar gelistirilen antiviral ilaglar diisiintildiiginde 12 grup altinda

incelenebilirler.

1.7.1. Deoksiiiridin Analoglar:

Bu grup altinda simdiye kadar en iyi bilinen 3 adet onaylanmis ila¢ mevcuttur. Bunlar:
brivudine (BVDU), trifluridine ve deoksiliridindir (Sekil 9). Daha sonralar1t HSV tedavisinde
kullanilan ve ilk kesfedilen antiviral ila¢ olan deoksitiiridin, ilk bulundugunda kemoterapi
ilact olarak kanser tedavisinde kullanilmaktaydi (Pursoff et al., 1959). 1961 yilinda
deoksitiridinin HSV ve Vaksinya virlise kars1 antiviral etkisi Herrmann tarafindan kesfedildi
(Herrmann, 1961). Daha sonra HSV virlisiine kars1 ayn1 grubun {iyesi bir diger antiviral ilag
olan trifluridine ve BVDU kesfedildi (Kaufman & Heidelberger, 1964). Bu ila¢ gurubunun
genel hedefi viral DNA sentezinin inhibisyonunu saglamak tizere viral DNA polimerazin
inhibisyonudur.

Yapilan caligsmalar gostermistir ki bu ilaglarin tek baslarina viicuda verilmesi yeterli
degildir, kendi baslarina aktivite gdsteremezler. Antiviral aktivite i¢in bu ilaglarin hiicre
icindeki kinazlar tarafindan fosforile edilmesi gerekmektedir. Bunun i¢in deoksiiiridin 5’
trifosfat, trifluridine ise 5° monofosfat formuna doniistiiriiliir. Daha sonra viral ve hiicresel

DNA sentezini, hiicresel DNA polimeraz iizerinden inhibe eder (De Clercq, 1997b).
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Sekil 9. Deoksiiiridin grubu ila¢ 6rnekleri ve HSV polimeraz baglanma bolgesi.
1.7.2. Niikleozit Analoglar:

Niikleozit analogu grubunda bulunan vidarabine, entecavir (ETV) ve telbuvidine gibi
ilagclar da yine HSV ve VZV viriislerinde viral DNA polimerazin inhibisyonunu
hedeflemekte kullanilmakta ve niikleozit benzerlikleri sayesinde zincir sonlanmasi

saglamaktadir.

1.7.3. Pirofosfat Analoglar:

Bu gruptaki iki ila¢ olan, trisodyum fosfonoformat olarak bilinen foscarnet ve
fosfonoasetik asit, diger antiviral ilaglardan farkli olarak aktivitelerini gostermek igin
kinazlar tarafindan fosforlanmaya ihitiya¢ duymazlar, direkt viral DNA polimeraz enzimini
hedeflerler. Ozellikle foscarnet bu grup igerisinde inhibitdr olan tek ilagtir (Tchesnokov et
al., 2006). Foscarnet, neredeyse biitiin insan viral hastaliklarinda viral DNA polimerazin
inhibisyonu yoluyla genis spektrumlu bir etki gosterse de, viral RNA polimeraz1 inhibe
edememekte ve RNA viriislerinin replikasyonu iizerinde bir etki gostermemektedir. Yani

genis spektrumlu bu etkisi sadece DNA viriisleri ile stmirhidir (Oberg, 1989).
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1.7.4. Niikleosit Ters Transkiptaz Inhibitorleri (NRTI)

Bu grubun iiyesi olan zidovudine, HIV e kars1 gelistirilen ilk antiviral ilagtir ve ayni
zamanda ilk niikleosit ters transkiptaz inhibitoriidiir (Mitsuya et al., 1985). Bu ilacin basarisi
daha sonra bu grubun diger 6 liyesinin gelistirilmesine 6n ayak olmustur. Bunlar: didanosine,
zalcitabine, stavudine, lamivudine, abacavir ve emtricitabine’dir ve hepsi 2'3'-
dideoksiniikleosit analogu olarak gorev yapmaktadir. Bu ilaglar zincir sonlandirici
(terminatdr) olarak gorev alarak HIV’nin ters transkripsiyonunu inhibe etmektedirler
(Mitsuya et al., 1985). Ancak, Niikleosit ters transkiptaz inhibitorleri direng bariyerlerinin
diisiik olmasi nedeniyle tek baglarina kullanilmazlar. Bunun yerine, birden fazla HIV yasam
dongiisiinii hedeflemek icin son derece aktif antiretroviral tedaviye (HAART) dahil edilirler
(Arts et al., 2012). Lamivudin ve emtrisitabin, ¢esitli kombinasyon ilaglarinda temel
bilesenlerdir. NRTI'lerin yan etkileri arasinda geri doniistimlii néropati, mide bulantist gibi
semptomlar bulunmaktadir. Norotoksisite nedeniyle 2006'da kullanimi durdurulan
Zalcitabine buna ornektir. Cogu NRTI patenti sona ermis olmasina ragmen, kaynaklarin
kisitli oldugu tilkelerde birinci basamak tedavi olarak yaygin bir sekilde kullanilmaya devam

etmektedir (De Clercq & Li, 2016a).

1.7.5. Niikleosit Olmayan Ters Transkriptaz Inhibitorleri

1980’lerin sonuna dogru kesfedilen niikleosit olmayan ters transkriptaz inhibitorleri
(NNRTTI), FDA tarafindan onaylanmis bes adet ilac1 kapsamaktadir: nevirapine, delavirdine,
efavirenz, etravirine ve rilpivirine. NNRTI'ler HEPT (1-[(Zhidroksietoksi)metil]-6-
(feniltiyo)timin) ve TIBO (4,5,6,7-tetrahidro-5-metilimidazo[4,5,1-jk][1,4]benzodiazepin-
2(1H)-on) bilesiklerinden kaynaklanirken, etravirin ve rilpivirin gibi tiirevler TIBO'nun
diarilpirimidinlere (DAPY'ler) donlismesinden kaynaklanir. Niikleozid ters transkriptaz
inhibitorlerinin (NRTT'ler) aksine, NNRTT'ler metabolik aktivasyon gerektirmez. HIV-1 ters
transkriptazindaki bir allosterik bolgeye baglanarak yarismasiz inhibitorler olarak hareket
ederler ve viral replikasyonu engelleyen yapisal degisikliklere neden olurlar. Ancak,
NNRTTI'ler HIV-1'e 6zgiidiir ¢linkii HIV-2'nin ters transkriptazi yapisal farkliliklar nedeniyle
dogal olarak bu ilaca direnclidir (De Clercq & Li, 2016a).
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1.7.6. Proteaz Inhibitorleri (PT)

Proteaz inhibitorleri HIV proteaz ve HCV NS3/4A proteaz inhibitorleri olarak iki grup
altinda incelenmektedirler. Bu grubun ilk 6rnegi 1995°te onaylanan sakinavir olmak iizere,
toplam 12 adet HIV proteaz inhibitdrii (PI) bulunmaktadir. Tipranavir hari¢ ¢ogu proteaz
inhibitorii HIV proteaz aktivitesini engellemek ve viral replikasyonu 6nlemek icin bir
hidroksietilen peptidomimetik iskelet kullanir. Genellikle gii¢lendirici olarak birlikte
uygulanan ritonavir, Pl'lerin biyoyararlanimmi ve yar1 dmriinii artirirken, kobisistat da
benzer sekilde emilimi artirir. Pi'ler, HIV-1 ve HIV-2 i¢in HAART rejimlerinde énemlidir,
ancak diren¢ mutasyonlar1 ve iki viral tip arasindaki dogustan gelen farkliliklar tedavi
stratejilerini etkiler (De Clercq & Li, 2016a). Yaygin yan etkiler arasinda nefrolitiyazis,
gastrointestinal rahatsizliklar ve karaciger enzim yiikselmesi bulunur (Montessori et al.,
2004).

Onaylanan yedi adet HCV NS3/4A proteaz inhibitorii bulunmaktadir. Bu Pi’ler HCV
oncii proteinlerini parcalamak icin gerekli olan serin proteazi hedef alir (McCauley et al.,
2010). Bunlar arasinda HCV genotipi 1 veya 4 i¢in kombinasyon terapilerinde kullanilan
simeprevir, grazoprevir ve paritaprevir gibi ilaglar bulunur (Messina et al., 2015). Hem HIV
hem de HCV Pl'leri, terapotik bir mekanizma olarak proteaz inhibisyonunu kullanir ancak

proteaz yapist ve replikasyon moduna gore farklilik gosterirler.

1.7.7. integraz Inhibitérleri

HAART i¢in 2007'den beri kullanilmakta olan integraz inhibitorleri, HIV integrazini
hedef alarak viral DNA'nin konak genomlarina entegrasyonunu engeller. FDA onayl: ii¢
integraz inhibitdrii vardir: raltegravir, elvitegravir ve dolutegravir.

Raltegravir Di-keto asit yapilarina dayali birinci sinif integraz inhibitoriidiir (Hazuda
et al., 2000). HIV integrazinin zincir transfer reaksiyonunu bloke ederek konak DNA'sina
entegrasyonu engeller (Hazuda et al., 2004). Ozellikle diisiik CD4 sayimina sahip hastalarda
HIV-1 RNA'sin1 baskilamada etkilidir (Cooper et al., 2008). Genellikle niikleozit analoglar1
veya ritonavir destekli PI'lerle birlikte kullanilir (MA et al., 2013). Giinde iki kez uygulanir;
FDA onayl1 sabit doz kombinasyonlar1 yoktur. Yaygin yan etkiler: mide bulantis1 ve ishaldir.

Elvitegravir 4-kinolon-3-karboksilik asit yapilarindan tiiretilmistir (Sato et al., 2006).
HIV-1, HIV-2 ve diger retroviriislerin genis bir spektrumunu etkiler (Shimura et al., 2008).
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Kobisistat ve diger antiretroviral ilaglarla sabit doz kombinasyonlarinda (6rn. Stribild,
Genvoya) kullamlir (De Clercq, 2012). Ilag dozu olarak, raltegravir ile karsilastirildiginda,
giinde bir kez kullanim1 yeterlidir (Molina et al., 2012). Etkilidir ancak raltegravir ile ayn1
ilag direnci mutasyonlarini paylasir, bu sebeple raltegravir direngli vakalarda kullanimi
Onerilmez (Quashie et al.,, 2012). Yaygin yan etkileri mide bulantis1 ve ishal olarak
belirlenmistir (Deeks, 2014).

Dolutegravir Raltegravir ve elvitegravir ile karsilagtirildiginda direng ig¢in etkili
genetik bariyerler sergiler (Messiaen et al., 2013). Hem tedavi gormemis hem de daha 6nce
tedavi gormiis hastalarda giinde bir kez tedavi olarak etkilidir (Cahn et al., 2013). Sabit doz
kombinasyonlar1 arasinda Triumeq (abakavir ve lamivudin ile) ve Dutrebis (lamivudin ile)
bulunur (De Clercq & Li, 2016a). Daha az ilag¢ direnci mutasyonu ve daha yiiksek virolojik
yanit oranina sahiptir. Yaygin yan etkileri mide bulantisi, ishal, asir1 duyarliliktir (Messiaen
etal., 2013).

Cabotegravir ise 2021 y1l1 sonu itibariyle onaylanan rilpivirin ile kombinasyon halinde
uygulanan bir integraz inhibitoriidiir. Etkileri, giivenlikleri ve tolere edilebilirlikleri
nedeniyle integraz inhibitorleri NRTI'ler, NNRTI'ler ve PI'ler yerine daha fazla tercih
edilmektedir.

Integraz inhibitorleri oldukca etkili olsa da diren¢ mutasyonlar1 (6r. F121Y,
QI148H/R) ve hafif yan etkiler tedavi optimizasyonunda dikkate alinmasi gereken konular

olmaya devam etmektedir.

1.7.8. Hiicre I¢i Giris inhibitorleri

Bu grup i¢inde simdiye kadar onaylanmis 7 adet bilesik mevcuttur. Bunlardan ikisi
HIV ilac1 (enfuvirtide ve maraviroc), ikisi RSV antikoru (palivizumab ve RSV-IGIV), ikisi
VZV antikoru (VariZIG ve VZIG) ve son olarak HSV ilaci olan docosanol’diir.

Dokosanole yapr itibarile 22 karbonlu, doymus bir primer alkol bilesigidir. HSV ile
birlikte diger insan viriisleri olan RSV, HMCV ve VZV gibi viriisler lizerinde de etkili
olmakla, genis bir spektruma sahiptir. Viral girisi, viral zarf proteinleri ve hiicre membran

reseptorleri arasindaki baglantiy1 yikarak, inhibe etmektedir (Katz et al., 1991).
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1.7.9. Asiklik Guanozin inhibitorleri

Bu grupda onaylanmis 6 ilag bulunmaktadir: asiklovir, gansiklovir, valasiklovir,
valgansiklovir, pensiklovir, and famsiklovir. Asiklik guanozin analog grubunun 6nemli bir
tiyesi olan asiklovir, ilk olarak 1974'te Nick Oliver tarafindan kesfedildi (De Clercq & Field,
2006). Antiviral potansiyeli ilk olarak Ingiltere'deki Wellcome Laboratuvarlari'nda Peter
Collins ve John Bauer tarafindan bulundu ve burada vidarabinin etkilerini artirmak i¢in bir
adenozin deaminaz inhibitorii olarak tasarlandi (De Clercq, 2008). Daha sonra Elion ve
meslektaslari, asiklovirin herpes simpleks viriislerine (HSV) kars1 secici aktivitesinin viral
timidin kinazlar tarafindan fosforilasyonundan kaynaklandigini kesfettiler (Elion et al.,
1977). Bu enzimatik aktivasyon, asiklovirin viral DNA polimerazi hedeflemesini ve HSV-1
ve HSV-2 replikasyonunu yiiksek 6zgiilliikle bozmasini saglar (Schaeffer et al., 1978).

HSV-1 ve HSV-2'ye kars1 oldukga etkili olmasina ragmen asiklovir, varisella-zoster
viriisiine (VZV) kars1 daha az etkilidir (Bacon et al., 2003). HSV enfeksiyonlarini tedavi
etmek i¢in altin standart olmaya devam etmektedir ancak herpes simpleks ensefaliti
vakalarinda, etkisinin diisiik oldugu gozlemlenmektedir. Asiklovir intraven6z olarak etkili
olsa da, oral biyoyararlanimi nispeten diisiiktiir ve bu da valasiklovirin gelistirilmis bir 6n
ilag formu olarak arastirilmasina yol agmistir. Valasiklovir, 6zellikle HSV ve VZV tedavileri
olmak {izere bir¢cok endikasyonda asiklovirin yerini giderek alarak gelismis emilim ve
etkinlik sunar (Bacon et al., 2003).

Asiklovirin mekanizmasi incelendiginde, fosforilasyondan sonra bir trifosfat formuna
dontistiigli, daha sonra viral DNA polimeraz i¢in dogal substrat deoksiguanozin trifosfat
(dGTP) ile rekabet ederek ve viral DNA sentezini etkili bir sekilde durdugu belirlenmistir.
Bu hedefli eylem, viriislin konak hiicreler tizerindeki etkileri en aza indirir, ilacin antiviral
tedavide yaygin kullanimina ve kalici 6nemine katkida bulunur (Sullivan et al., 1992). Sekil
10°da Asiklovir timidin kinaz baglanma bdlgesi ve asiklovir, gansiklovir ve pensiklovir

ilaglarinin yapilar gosterilmistir.
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Sekil 10. Asiklovirin viral timidin kinaz baglanma bolgesi ve asiklovir, gansiklovir ve
pensiklovir ilaclarmin iki boyutlu yapilari.

1.7.10. Asiklik Niikleosit Fosfanat Analoglar1 (ANP)

Bu grup viral DNA polimerazlarini hedef alan, FDA onayli 10 adet antiviral ajani
icermektedir. (S)-DHPA ve fosfonoasetik asidin hibridizasyonundan tiiretilen cidofovir,
adefovir ve tenofovir gibi ANP'ler genis spektrumlu aktivite gostermektedir. HCMV retiniti
icin onaylanan cidofovir, ¢esitli DNA viriis enfeksiyonlari i¢in de etiket dis1 olarak kullanilir.
Adefovir ve tenofovir, onila¢ formlarinda, HBV ve HIV'i tedavi etmek ic¢in kullanilir ve
ozellikle tenofovir bazl tedaviler, etkileri ve direng bariyerleri nedeniyle birinci basamak
tedaviler haline gelmektedir (De Clercq & Li, 2016a).

ANP'ler, DNA'dan uzaklastirilmalarini ve geri doniisiimsiiz zincir sonlanmasina neden
olan stabil fosfonat baglantisin1 kullanir. Bu mekanizma, onlarin yiiksek etkinliklerinin
temelini olusturur (Clercq et al., 2005). Onemli ANP ilaglar1 arasinda HIV/HBYV i¢in TDF
(Viread), HIV tedavisi ve profilaksisi i¢in Truvada ve HIV hastalarinda yiiksek virolojik
basar1 gosteren bir kombinasyon ilact olan Stribild bulunur. TAF tabanli kombinasyonlar

(6rn. Genvoya) gibi yeni ilaglar, 6zellikle bobrek ve kemik saglig icin azaltilmis toksisite
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ve daha iyi giivenlik profilleri sunarak, bunlari HIV ve HBV tedavisi i¢in umut verici

alternatifler haline getirir (Sax et al., 2015).

1.7.11. HCV NS5A ve NS5B Inhibitérleri

HCV enfeksiyonlari tedavi etmek i¢in kullanilan dogrudan etkili antiviraller
(DAA'lar) smifinin bir parcast olan HCV NS5A/NS5B inhibitorleri kategorisinde FDA
tarafindan onaylanmis sekiz ila¢ bulunmaktadir. DAA'lar dort tiire ayrilir: NS3/4A proteaz
inhibitorleri, NS5A protein inhibitorleri, niikleozid/niikleotid NS5B polimeraz inhibitorleri
ve niikleozid olmayan NS5B polimeraz inhibitorleri. Bu ilaglar, 2013'ten beri kronik HCV
enfeksiyonlarini tedavi etmek i¢in pegile interferonlar ve ribavirin'i birlestiren 6nceki tedavi

standardinin yerini biiyiik 6l¢iide almistir (De Clercq, 2012).

1.7.12. influenza Viriis inhibitorleri

Bu grup altinda, influenza enfeksiyonlarinin tedavisi i¢cin onaylanmis sekiz ilag
bulunmaktadir. Bunlara matrix 2 inhibitorleri (amantadin ve rimantadin), néraminidaz
inhibitorleri (zanamivir, oseltamivir, peramivir ve laninamivir oktanoat) ve polimeraz

inhibitorleri (ribavirin ve favipiravir) dahildir.

1.7.13. immiinostimiilatérler, Interferonlar, Oligoniikleotidler ve Antimitotik
Inhibitérler.

Interferonlar, immiinostimiilatorler, oligoniikleotidler ve antimitotik inhibitorlerden
olusan ila¢ grubunda FDA tarafindan onaylanmis sekiz ila¢ bulunmaktadir. Bunlar arasinda
HBV ve/veya HCV enfeksiyonlarini tedavi etmek i¢in kullanilan interferonlar, HCMV
enfeksiyonlari icin fomivirsen (bir antisens oligoniikleotid) ve HPV enfeksiyonlarinin neden
oldugu dis genital sigillerin tedavisi i¢in podofilox (bir antimitotik inhibitor), imiquimod (bir
immiinostimiilator) ve sinecatechins (bir botanik ilag) bulunmaktadir. Bu ilaglar, dogrudan
viral proteinleri hedeflemeden spesifik inhibitor etkiler gosterme 6zelligi tasirlar (De Clercq
& Li, 2016a).

Bu gruplarda bulunan ilaclar genel olarak insanlarda enfeksiyona sebep olan 9 viriis

tiirtinlin tedavisinde kullanilmaktadir: HIV, HCMV, HBV, HCV, HSV, RSV, VZV,
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Influenza ve HPV. Ozellikle son yillarda iizerinde en ¢ok yogunlasilan ve bulasicilik
itibariyle en sik rastlanan viriis tiirii HIV viriisiidiir. Bu sebeple son zamanlarda gelistirilen
ilaglarin ¢gogunlugu HIV viriistine kars1 gelistirilmistir. Yine gelistirilen ilaglar 6zellikle bir
virilis lizerinde degil, bir yolak iizerinde oldugundan ve viriislerin ¢ogunda ortak yolaklar
veya antijenler bulundugundan, gelistirilen ilaglar da birden fazla tir igin

kullanilabilmektedir (De Clercq & Li, 2016b) (Sekil 11.)
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(De Clercq & Li, 2016b)
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Genel olarak gelistirilen ilaglarin biiyiik cogunlugunun 6zellikle ilk donemlerde HSV
tedavisi son zamanlardaysa HIV tedavisi i¢in oldugu goriilmektedir. Sadece 2012°de
yaklasik 457 milyon kisinin HSV enfekte sekilde yasadigi bilinmekteydi. Bu derece ciddi
sayilar bu viriis {lizerinde neden bu kadar yogunlasildigimin cevabini vermektedir. HSV
tedavisi icin gelistirilen ilaglar ¢ogunlukla viral DNA polimeraz inhibitorii olmakla beraber
bazilar1 da giris kompleksinin, komplekste bulunan protein antijenlerinin tespiti ve
inhibitorii olacak sekilde gelistirilmistir (De Clercq & Li, 2016b).

Antiviral ilaglarin ve asilarin hala daha gelismekte oldugu, her gegen yi1l daha 6nce as1
veya ilag gelistirilmis viriislerin yeni mutasyonlar gecirerek tekrar ortaya ¢iktigi ve bu
ilaglara karsi direngli oldugu goriilmektedir. Bu sebeple viriislere karsi ilag gelistirme
calismalar siirekli devam etmektedir. Fakat birtakim sorunlar bu girisimlerin basarisiz
olmasina neden olmaktadir.

Bunlardan ilki virlislerin genomlarinda ortaya c¢ikan hizli degisimler veya
mutasyonlardir. Ozellikle ilaca kars1 direng mekanizmasi genlerindeki mutasyonlar ilaglarin
diren¢ kazanmasina yol agmaktadir (Li et al., 2012). Bir diger sorun viriisiin bulundugu yere
antiviral ilaglarla direkt miidahalenin, HSV gibi bazi viriislerin kendi DNA’larin1 konak
DNA’sina entegre etmesinden dolayi, ¢ok zor olmasidir (Chomont et al., 2009). Ayrica
ortaya ¢ikan viriislere kars1 hizli bir sekilde ilag veya as1 gelistirmek icin sanayi ve bilimsel
caligmalarin bir araya getirilememesi bir baska sorundur. Ayni1 zamanda birden fazla viriisiin
birlikte enfeksiyonuna karsi ilag gelistirmek zordur. Son olarak ilag¢ gelistirme ¢ok yiiksek
maliyetler, zaman ve altyapi isteyen bir siirectir. (De Clercq & Li, 2016b).

Belirtilen sorunlar arasinda en onemlisi viriislerin ilaglara kars1 diren¢ kazanmasidir.
Bu nedenle éncelikle viral replikasyon iyice analiz edilmelidir. Ornegin;

Hepatit C Viriisiit (HCV): HCV, RNA polimerazinin zayif diizeltme islevi sayesinde
ortaya ¢ikan yiliksek bir mutasyon oranina ve genomik cesitlilige sahiptir. HCV'ye karsi
kullanilan proteaz inhibitorleri, diren¢ icin diisiik bir genetik bariyere sahiptir, bu da
mutasyonlarin hizla meydana gelebilecegi anlamina gelir. Bununla birlikte, ledipasvir ve
sofosbuvir gibi daha yeni dogrudan etkili antiviral ajanlar (DAA'lar), nemli ¢apraz direng
olmadan gelecekteki tedavi icin umut vadeden daha ytiksek bir genetik bariyere sahiptir.

Hepatit B Viriisii (HBV): HBV'nin bir DNA genomu vardir ancak ters transkripsiyon
adiminm1 kullanarak ¢ogalir ve RNA viriislerine benzer sekilde yiiksek diizeyde ¢esitlilik

olusturur. Lamivudin gibi ters transkriptaz inhibitorlerine karst direng, viriisiin dogasi
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nedeniyle hizla ortaya ¢ikabilir. Tedavi rejimlerinde farkli siniflardan ilaglar birlestirmek,
diren¢ endiselerini gidermek icin klinik ¢calismalarda giderek daha fazla kullanilmaktadir.
HIV: HIV, hataya meyilli olan ve cesitli bir viral popiilasyon olusturan ters
transkripsiyon kullanarak cogalir. Yiiksek mutasyon orani, direncin ila¢ se¢imi baskisi
altinda hizla ortaya ¢ikmasina olanak tanir. Ters transkriptaz inhibitorleri ve proteaz
inhibitorleri gibi farkli siniflardan ilaglart birlestiren ¢oklu ilag rejimleri artik direng igin
genetik bariyeri artirmak i¢in standarttir. Direng, birden fazla mutasyonun birikmesiyle
olusur, ancak ilaglarin bir kombinasyonu ayni anda diren¢ mutasyonlar1 olasiligini azaltir.
Insan Sitomegaloviriisii (HCMV): HSV gibi HCMV de bir herpes viriisiidiir ve yasam
boyu enfeksiyonlar gdsterir. Viriisiin genomu, iletim ve replikasyon sirasinda konak i¢inde
nispeten ¢esitlidir. Diren¢ genellikle gansiklovir gibi niikleozid analoglarina kars1 gelisir,
burada mutasyonlar viral kinazda veya DNA polimerazinda meydana gelir. Direng esas
olarak HIV'li veya doku nakli alicilar1 gibi bagisiklik sistemi zayiflamis konaklarda goriiliir.
Herpes Simpleks Viriisi (HSV): HSV'nin DNA genomu, yiiksek replikasyon
dogrulugu ve diisiik rekombinasyon oranlar1 nedeniyle diisiik cesitlilige sahiptir. Asiklovir
gibi niikleozid inhibitorlerine karst direng genellikle timidin kinazindaki (ilag Oncesi
aktivasyon i¢in gereklidir) veya DNA polimerazindaki mutasyonlar yoluyla ortaya ¢ikar. Bu
mutasyonlar bagisiklik sistemi zayiflamis kisilerde en yaygin olanidir, ancak viriis ¢gogu
durumda tedaviye kars1 biiylik 6l¢iide duyarli kalir (Irwin et al., 2016).
Viral popiilasyonlarin gesitliligi ve karmasikligi, direncin evriminin viriise, kullanilan
ila¢ sinifina ve konagin bagisiklik durumuna bagli olarak 6nemli dl¢iide degisebilecegi
anlamma gelir. Etkili antiviral stratejilerin bu farkliliklar1 hesaba katmasi ve direnci

sinirlamak veya etkisiz hale getirmek i¢in yontemler igcermesi gerekmektedir.

1.8. ivermektin

Ilag yeniden konumlandirma sonucunda antiviral aktivite gdsterdigi belirlenmis olan
bir diger antiviral ilag ise Ivermektin’dir. 1975 yilinda kesfedilmis ve daha sonra
insanlardaki bit, uyuz, nehir korligii gibi sorunlara yol agan parazitlerin tedavisinde
kullanilmaktadir. Ivermektin anti-parazit bir ajandir. 1981°den beri uzun yillardir
memelilerde bircok enfeksiyona bagl hastaliklarin tedavisinde kullanilmaktadir. Yakin

yillarda Ivermektinin insanlarda enfeksiyona bagl hastaliklarin tedavisinde etkili



25

olabilecegini gdsteren calisma 2015 Fizyoloji ve Tip Nobel o6diiliine layik goriilmiistiir
(Crump et al., 2011; Gonzélez Canga et al., 2008).

Ivermektinin yiiksek lipid ¢oziiniirliigii sayesinde parazitler, viriisler, nematodlar ve
memeliler canlilar lizerinde farkli mekanizmalar etkildegi, antiparazitik ve antiviral etkisi
sayesinde konakta immunomodiilasyona sebep oldugu goriilmektedir (Heidary et al., 2020).

Ivermektin (IVM), 1970 yilinda Streptomyces avermitilis sayesinde kesfedilen ve
yaygin olarak kullanilan bir antiparaziter ilagtir (Burg et al., 1979). Baslangigta veterinerlik
kullanimi icin gelistirilen ila¢ (Omura et al., 2014), o zamandan beri insanlarda
onkoserkiyazis ve lenfatik filaryazis gibi hastaliklarin tedavisinde hayati dneme sahip
olmustur. IVM, parazitik enfeksiyonlarda mikrofilaryal iiretimi baskilayarak calisir, ancak
yetiskin  kurtlar1 6ldiirmez (Omura et al, 2014). IVM, parazitik nematodlara,
eklembacaklilara ve bit ve keneler gibi baz1 ektoparazitlere karsi oldukca etkilidir, ancak
tenyalara veya parazitlere karsi etkili degildir (W. C. Campbell et al., 1983; Chabala et al.,
1980). Cogu memeli i¢in gilivenlidir, ancak genetik mutasyona sahip bazi kdpekler norolojik
etkiler acisindan risk altinda olabilir (W. Campbell & Benz, 1984). Parazitik enfeksiyonlarin
otesinde, IVM glikoz ve kolesterolii diizenlemede, kanser hiicresi cogalmasini engellemede
ve baz1 viriislerle miicadelede umut vaat etmektedir. Ivermektin (IVM), nematodlardaki
glutamat kapili kloriir kanallarini (GluCls) hedef alarak hareketliligi, beslenmeyi ve liremeyi
etkiler. Daha yiiksek konsantrasyonlarda, GABA ve nikotinik asetilkolin gibi diger
reseptorlerle de etkilesime girerek hem omurgasizlart hem de omurgalilan etkiler. IVM
ayrica parazitik nematodlarda dogurganlig1 engeller (Cully et al., 1994).

IVM direnci, yaygin kullanim nedeniyle hem veterinerlik hem de insan parazitlerinde
artmaktadir. GluCl kanallarindaki genetik mutasyonlar ve degismis ila¢ metabolizmasi s6z
konusudur, ancak parazitik nematodlarda net bir diren¢ mekanizmasi tanimlanmamistir
(Kotze et al., 2014). IVM, parazitik enfeksiyonlar i¢in hayati bir tedavidir, ancak direng bir
endise kaynagidir. Devam eden arastirmalar, kanser ve viral hastaliklar da dahil olmak tizere
daha genis terapdtik potansiyelini aragtirmaktadir.

2019 yilinda Cinde ortaya ¢ikarak, diinyamizi kasip kavuran, oldukca biiyiik bir
pandemiye sebep olan Covid — 19 olarak tanimladigimiz, siddetli solunum yolu
enfeksiyonuna sebep olan, genetik materyal olarak tek zincirli RNA’ya sahip SARS-Cov-2
virlisine karsi hemen as1 ve ila¢ ¢alismalar1 baglatilmis ve farkli teknolojilere ait asilar
gelistirilmistir. Asilarin viral bulas dncesi uygulanmasi gerektigi ve bdylesine biiylik bir

pandemide tedavi edici ilaglara da ihtiya¢ olmasi nedeniyle bir¢ok ila¢ gelistirme ¢aligmast
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da gergeklestirilmistir. Bu siiregte yeni molekiil kesfi ¢calismalarinin yanisira ilag yeniden
konumlandirma c¢aligmalar1 ile daha Onceden var olan ilaglarin SARS-CoV-2’ye karsi
kullanim potansiyelleri de arastirilmistir (Riva et al., 2020b). Bu amagla test edilen ilaglardan
biri de daha 6nceden bazi viriislere karsi antiviral aktivite gosterdigi belirlenmis olan
Ivermektindir. Yapilan in vitro galismalar SARS-CoV-2 enfekte olan hiicre hatlarinda
ivermektinin etkili oldugunu gostermistir (Caly et al., 2020b). Bu ¢alismalardan birinde
SARS-CoV-2 enfekte Vero hiicrelerinde, ivermektinin 48 saat sonra tiim viriis partikiillerini
yok ettigi goriilmektedir. Burada ivermektinin viral proteinlerin ¢ekirdek i¢ine gecisinden
sorumlu protein olan importin alfa ve beta proteinlerini inhibe etmek suretiyle antiviral etki
gosterdigi saptanmigtir(Caly et al., 2020b).

Bu tez ¢alismasinda birgok viriis tiirii izerinde antiviral etkisi saptanmis olan, kanser
terapisine yonelik ¢aligmalar1 olan ivermektinin, HSV-1 iizerinde etkisinin arastirilmasi ve
efektif doz ¢aligmalarinin yapilmasi amaglanmistir. Bu amagla yapilan ¢alismada, HSV
enfekte Vero hiicrelerinde ivermektinin degisen dozlarinin etkisi arastirilmis ve Onemli

bulgular saptanmistir.



2. MATERYAL VE METOD

2.1. Hiicre Kiiltiirii

Vero Hiicrelerinin Sivi Azottan Canlandirilmasi

Tez kapsaminda yapilan ¢alismalarda laboratuvar stoklarinda bulunan ve sivi azotta
saklanan Afrika yesil maymun bdbrek epitel hiicre hatt1 (Vero) kullanilmigtir. Bu amagla
oncelikle Vero hiicreleri siv1 azottan ¢ikartilarak su banyosunda hizlica ¢ozdiiriilmiis daha
sonra bu soliisyon 5 ml taze besiyeri eklenerek 2000 rpm’de 5 dakika santrifiij edilerek
hiicrelerin ¢okmesi saglanmistir. Ardindan siipernatant atilip pellet 1 ml idame besiyeri ile
(%89 DMEM, %10 FBS, %] Penisilin-streptomisin) ¢oziilerek hazirlanan T75 kiiltiir kabina
son hacim 12 ml olacak sekilde ekim gerceklestirilerek ve hiicreler 37 °C’lik etiivde %5 CO»

varliginda inkiibe edilmis ve inverted mikroskop altinda gozlemlenmistir.

2.2, Vero Hiicrelerinin Pasajlanmasi

Vero hiicreleri ile yapilan caligmalar iki katina ¢ikma siiresinin ortalama 24 saat
oldugunu gostermistir (Kolell et al., 2007; Shen et al., 2019). T75 kiiltiir kabina aktarilan
Vero hiicreleri taban1 tamamen kapladiklarinda ¢ogalma hizlar diiser ve hiicreler dlmeye
baslarlar. Bu nedenle hiicrelerin yeni kiiltiir kabina aktarilmalar1 gerekmektedir. Bu amagla
oncelikle hiicrelerin iizerindeki besiyeri uzaklastirilarak ve hiicreler 1 X PBS ile yikanmustir.
Daha sonra tabana tutunmus olan hiicrelerin tabandan ayrilmalar1 i¢in 1X Tripsin-EDTA
sollisyonundan 1 ml eklenip flask 37°C’lik %5 CO 2 igeren inkiibatorde 4-5 dakika inkiibe
edilmis ve inkiibasyonun ardindan hiicrelerin tabandan kalktig1 inverted mikroskop altinda
kontrol edilerek ve tripsinin inaktif edilmesi amaciyla 4 ml FBS iceren besiyeri eklenerek,
2000 rpm’de 5 dakika ¢oktiiriilmiistiir. Daha sonra pellet 3 ml besiyeri ile ¢oziilerek hiicre

sayist Thoma lamu ile sayilarak belirlenmis ve yeni kiiltiir kabina ekim gergeklestirilmistir.
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2.3. Vero Hiicrelerinin Dondurulmasi

Deneysel siireglerde sik olarak basvurulan yontemlerden biri de hiicrelerin saglikli
olarak idame ettirilmesinin devamlilig1 i¢in s1v1 azot tankinda saklanmalaridir. Bu nedenle
pasajlanan hiicrelerden ayni1 pasaj sayisina sahip stoklar dondurularak hazirlanir. Bu amagla
hiicrelerin flask tabanin1 tamamen kaplamasini (konfluent olmasini) takiben T25 flask icerigi
uzaklastirilarak hiicreler 1X PBS yardimiyla yikanip, 1 ml Tripsin-EDTA eklenerek hiicreler
etiivde 4-5 dakika inkiibe edilmistir. Ardindan tabandan kalkmis olan hiicrelere tripsin
aktivitesini durdurmak i¢in besiyeri eklenip hiicreler 15 mI’lik falkona alinarak, falkon 2000
rpm’de 5 dakika santrifiij edilerek hiicreler ¢oktiiriilmiistiir. Daha sonra siipernatant atilarak
pellet %20 FBS iceren dondurma besiyeri ile ¢oziiliip ve kryoviallere 900 pl olacak sekilde
dagitilmis ve takiben her bir tiipe 100 pl hiicre kiiltiirii safliginda DMSO yavasga eklenerek

-80 °C’de dondurulduktan sonra sivi azot tankina kaldirilmistir.

24. Herpes Simpleks Viriis — 1 (HSV-1)

Antiviral aktivite deneylerinde kullanilmak i{izere KTU Fen Fakiiltesi Molekiiler
Biyoloji ve Genetik Boliimii, Molekiiler Viroloji Laboratuvar stoklarda bulunan Herpes
Simpleks Viriis Tip-1 kullanildi. Viriis ¢ogaltilmast amaciyla konfluent olmus Vero
hiicreleri igeren bir adet T25 flask icerigi tripsin ile tabandan kaldirilan ve ardindan FBS’li
besiyeri eklenmesiyle tripsin inaktivasyonu saglanan hiicreler falkon tiipiine koyulup 5 dk
2000 rpm’de ¢oktiiriildii. Ardindan 1 mL besiyerinde hiicre pelleti ¢oziiliip hiicre sayisi
thoma lamu ile belirlendi. Takiben T75 flask icin 2.5 x 10° hiicre olacak sekilde hiicre ekimi
gerceklestirildi ve hiicreler konfluent hale gelinceye kadar 37 °C’lik inkibatorde
inkiibasyona birakildi. Viriis ¢ogaltma amaciyla idame besiyeri hazirland1 (%2 FBS, %1
penisilin igeren DMEM-high glucose besiyeri). -80°C’de saklanan ve 1 mL viriis bulunan
tiiplerden bir adet alinarak hizlica ¢6ziildii. 9 mL %2 FBS iceren medyaya 1 mL viriis eklenip
bir adet konfluent haldeki T75 flask alinarak i¢indeki medya bosaltilip PBS ile yikand:1 ve
sulandirilmis haldeki viriis siispansiyonundan yikanan T75 flaska 3 mL eklendi. Daha sonra
flask etiive kaldirild1 ve flask etiivden her 15 dk’da bir alinarak viriis igeren sivinin tiim
ylizeyi kaplamasin1 saglayacak sekilde yavag¢a sallandi. Bu uygulamaya 1 saat devam
ederek inkiibasyon sonras1 T75 flask i¢indeki viral siispansiyon dokiiliip flaska 12 mL idame

medyas1 konularak inkiibasyona birakildi. Flaskin agzi bir giinliik inkiibasyondan sonra
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parafilmlenerek -80°C’ye kaldirildi ve 24 saat bekletildi takiben biyogiivenlik kabininde
kendi kendine ¢oziilmesi i¢in flask -80 °C’den alinip kabine konuldu. Ardindan flask tekrar
-80°C’de dondurulup ¢ozdiiriilerek hiicrelerin patlamasi ayni islem iki kere daha tekrar
edilerek sagland1 ve flaskin i¢indeki besiyeri, flaskin duvarlarindaki tiim hiicreler siispanse
hale gelene kadar al-ver yapildi. Ardindan hiicre siispansiyonunun tamami falkon tiipiine
koyularak buz iizerine konuldu ve 50 amp’de 30 sn sonikasyon yapilarak hiicrelerin
tamamen parcalanmasi saglandi. Takiben falkon tiipii 5 dk 1500 rpm’de ¢oktiiriilerek
slipernatanttaki viriisler viallere koyulup ve -80°C’de saklandi ve stok viriis miktar antiviral

aktivite caligmalar1 6ncesi plak deneyi ile belirlendi (Cora et al., 2023).

2.4.1. Stok Viriis Konsantrasyonunun Belirlenmesi

-80 °C’lik dondurucudaki 1 ml’lik vial kullanilarak viriislerin miktar1 belirlendi. Plak
deneyi icin, Vero hiicreleri, 1,7 x 10° olacak sekilde son hacim 1,5 ml’ye ayarlanarak, 6
gozlu kiiltiir kaplarina yerlestirildi. Hiicrelerin tabana tutunmasi igin yaklasik 12 saat 37 °C
etiivde bekletildi. Hiicreler %80-90 konfluent olduktan sonra enfeksiyon agamasina gegildi.
Daha once tiretilen HIV-1 viriisten, besiyeri ile son hacim 900 pl olacak sekilde seyreltikler
(10!, 103, 10 hazirlandi. Her bir seyreltik viriis soliisyonu, farkli bir gdzdeki hiicrelerin
tizerine birakildi. Hiicre-viriis karisimi, iki saat 2,5 rpm’de sallanarak, viriislerin hiicrelere
tutunmas1 saglandi. ki saatin sonunda, enfeksiyon sivis1 uzaklastirildi ve hiicreler, FBS
icermeyen besiyeri ile yikanarak tutunmayan viriislerin deney ortamindan uzaklagtirilmasi
saglandi. Daha 6nceden hazirlanan %2,5 Sea plaque agaroz (Lonza Katalog no: 50 50101)
mikrodalga firinda eritildi, otoklavlandi ve 45 °C’lik su banyosuna birakildi. Agarozun
uygun sicakliga (hiicreleri yakmayacak ve dokiilmeden 6nce donmayacak) gelmesinden
sonra, 1 hacim agaroz : 1 hacim besiyeri olmak iizere yeni bir karisim hazirlandi. Uzerinden
enfeksiyon sivisi alinan hiicrelerin iizeri, 3 ml agaroz-besiyeri karisimiyla kaplandi.
Agarozun tamamen donmasi i¢in, kapagi acik sekilde bekletildi. Agaroz donduktan sonra
kapak kapatildi. Hiicre kiiltlir kabi, ddH2O ile slatilmis pegetelerle birlikte bir kutuya
yerlestirildi ve 37 °C’lik etiivde 5 giin inkiibasyona birakildi. Plak olusumu mikroskopla
bakilarak kontrol edildi. Siire sonunda pleyt alinarak kuyucuklardaki besiyeri ve fiksasyon
soliisyonu bosaltildi. Kuyucuklar PBS ile yikandiktan sonra kuyucuklara kristal viyole ilave
edilerek 10 dk boyandi. Siire sonunda kuyucuklardaki boya uzaklastirilarak su ile

kuyucuklar yikandi. Mikroskop altinda olusan plaklar sayilarak viriis miktar1 belirlendi.
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2.5. Ivermektin ilacinin Temini ve Hazirlamisi

Ivermektin iki farkli formda bulunan (A ve B) bir bilesiktir. Proje kapsaminda Topkim
firmasi tarafindan tiretilen 10 mg/ml kontrasyonda ivermektin (22.23-dihidro-avermektin B-
la [~80%] ve 22.23-dihidro-avermektin B-1b [~20%]) iceren Avromec (Topkim,Tiirkiye)
temin edilerek kullanilmgtir.

Literatiirde ivermektinin Vero hiicrelerinde sitotoksik olmayan en yiiksek dozu 5 uM
olarak belirlenmekle birlikte, kullanilan ilacin farkli bir {ireticiden temin edilmesi nedeniyle
5 uM’lik konsantrasyonu da icine alacak sekilde bes farkli konsantrasyonda ivermektin
sollisyonlart hazirlanarak (10, 5, 2.5, 1, 0.5 uM) Vero hiicrelerindeki sitotoksik etkileri
belirlendi (Kinobe & Owens, 2021b).

Temin edilen Ivermektin ilaci Dulbecco Modified Eagle’s Medium (DMEM)
igerisinde 1000 uM IVM ihtiva edecek sekilde 10 dakika boyunca vortekslenerek ara stok
hazirlandi ve bu stok soliisyon besiyeri ile seyreltilerek 10, 5,2.5, 1, 0.5 uM’lik son kullanim

soliisyonlar1 hazirlandi.

2.6. Ivermektinin Vero Hiicrelerinde Sitotoksik Olmayan En Yiiksek
Dozunun Belirlenmesi

2.6.1. MTT Analizi ile Sitotoksisite Belirlenmesi

T75 flaskte biiyiitiilen ve konfluent olmus olan Vero hiicreleri inkiibatorden alinarak
1X PBS yardimiyla yikandi ve Tripsin-EDTA eklenerek hiicreler etiivde 4-5 dakika inkiibe
edildi. Bu sayede tabandan kalkmis olan hiicrelere tripsin aktivitesini durdurmak ig¢in
besiyeri eklenip ve hiicreler 15 ml’lik falkona alinarak takiben 2000 rpm’de 5 dakika
santrifiij edilerek hiicreler ¢oktiiriildii. Ardindan siipernatant atilarak pellet 5 ml besiyeri ile
coziilerek ve hiicre miktar1 thoma lami ile sayilarak 96 kuyucuklu kiiltiir kaplarina her bir
kuyucuga 1 x 10* canli hiicre gelecek sekilde hiicre ekimi gerceklestirilip hiicreler 24 saat
37 °C’lik etiivde %5 CO: varliginda inkiibe edildi. 24 saatlik silirenin ardindan

kuyucuklardaki besiyeri uzaklastirilarak her bir kuyucuga sitotoksisitesi arastirilmak istenen
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konsantrasyonlarda (10, 5, 2.5, 1, 0.5 uM) hazirlanan Ivermektin 6rneklerinden, negatif
kontrol olarak sadece besiyeri eklenerek ve pozitif kontol olarak ise hiicrelerde toksik etki
gosterdigi bilinen DMSO (Qi et al., 2008) eklenerek hiicreler 24 ve 48 saat 37 °C’lik etiivde
%35 CO2 varliginda inkiibe edildi. Takiben her bir kuyucuktaki besiyerileri uzaklastirilarak
100 pl taze besiyeri ve 10 pl 3-(4,5-dimethiltiyazol-2-1)-2,5-difeniltetrazolyum bromiir
(MTT) soliisyonu eklenip 3 saat inkiibe edildi. MTT eklenmesi hiicrelerdeki mitokondriyal
dehidrogenaz aktivitesinin takibi amaciyla yapilmaktadir. Bu madde ile karsilasan aktif
hiicrelerde formazan kristalleri olugsmaktadir. 3 saatlik inkiibasyonun ardindan bu kristaller
mikroskop altinda kontrol edildi ve MTT igeren besiyeri uzaklastirilarak hiicrelere 50 pl
dimetil siilfoksit (DMSO) eklenip 30 dakika 37 °C’lik etiivde inkiibe edilerek olusan
kristallerin ¢6ziilmesi saglandi ve canli hiicrelerde mor renk olusumu belirlendi.
Inkiibasyonun ardindan kiiltiir kab: mikroplaka okuyucu spektrofotometre kullanilarak
her bir kuyucugun 590 nm dalga boyundaki absorbans degerleri hesaplanarak kontrol hiicre
grubu ile ivermektin uygulanan gruplar i¢in canlilik degerleri belirlendi. Bu amagla kontrol
grubu (ila¢ uygulanmayan sadece besiyeri eklenen grup) canliligi %100 kabul edilerek her
bir grup i¢in canlilik degerleri hesaplanarak ve hiicre canlilik grafikleri olusturuldu. Sonug
olarak elde edilen bulgular kullanilarak hiicreler icin toksik olmayan en yiiksek doz

belirlendi ve antiviral aktivite ¢calismalarinda bu doz kullanildi.

2.7. Sitotoksik Olmadigi Belirlenen Ivermektin Konsantrasyonunun Farkl
MOP’lerde HSV1 ile Enfekte Edilmis Vero Hiicrelerinde Antiviral Etkisinin
Belirlenmesi

2.7.1. Vero Hiicrelerinin HSV-1 ile Enfeksiyonu

Ivermektinin Vero hiicrelerinde sitotoksik olmayan en yiiksek dozu belirlendikten
sonra , belirlenen doz kullanilarak HSV-1'e kars1 antiviral aktivitesine bakildi. Dondurulmus
Vero hiicreleri ¢ozdiirdiikten sonra T75 flaska ekimleri gergeklestirildi. Hiicrelerin tabani
kaplamasinin ardindan flask i¢indeki besiyeri ¢ekilip bosaltildi. Daha sonra flask 1XPBS ile
yikanip haziladigimiz , 1ml viriis iceren ve -80°C’de duran tlip alinarak hizli bir sekilde
cozdiiriildiikten sonra ve 9ml %2 FBS iceren besiyeri igeren siispansiyondan 3 ml eklendi
ve flask etiive kaldirildi. Takiben flask 10 - 15 dakikada bir etiivden alinarak viriis igeren

sivi ile tiim hiicrelerin konfluent olmasi i¢in yavasca sivi tabanda gezdirildi. Bu sekilde 1
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saat inkiibasyonun sonrasinda flaskin i¢indeki besiyeri dokiildii ve flaska 15 ml enfeksiyon
besiyeri (%5 FBS igeren) eklenerek inkiibasyona birakildi.

Enfeksiyonu takiben 24. saatte kontrol ve enfekte hiicreler inverted mikroskop altinda
goriintiilenerek sitopatik etkileri gozlemlendi. Sitopatik etkilerin goriilmesinin ardindan (1-
2 giin) flask agz parafilmlenerek -80°C’lik dondurucuya kaldirild1 ve bir gece bekletildi.

Ertesi glin flask 80 °C’lik dondurucudan alinarak steril kabinde kendiliginden
¢Oziinmesi beklendi ve iki kere daha dondur ¢6z yapildi. Ardindan  flask  igerisindeki
besiyeri pipet yardimi ile alver yapilarak flask tabanina ve duvarlarina tutunan hiicreler
tamamen homojen hale getirildi ve elde edilen hiicre siispansiyonu falkona aktarilarak buz
tizerine alinip sonikator ile 30 saniye sonike edildi. Ardindan falkon 2000 rpm’de 5 dakika
coktiiriiliip slipernatant kistimda bulunan viriisler viallere dagitilip -80 °C’lik dondurucuya

kaldirildi.

2.7.2. Sitopatik Etki Azalma Testleri

Ivermektinin HSV-1 iizerine antiviral aktivitesinin belirlenmesi amaciyla yapmis
oldugumuz deneylerde dort farkli yontem kullanilarak viral replikasyonun ii¢ farkl
déneminin inhibe edilmesinin arastirilmasi hedeflenmistir. Bu amagla;

a) Viriisler enfeksiyondan once Vero hiicrelerine sitotoksik olmadigi belirlenmis olan
dozdaki Ivermektin ve HSV-1¢ kars1 antiviral etkisi bilinen ve hali hazirda tedavi amaciyla
kullanilan asiklovir ilaci ile inkiibe edildi ve ardindan 24 gozlii kaplarda enfeksiyon
gerceklestirildi. Bu sayede ekstraktin viriise baglanma potansiyeli belirlenerek, hiicrelere
tutunma agamasinin inhibe edilmesi hedeflenmistir.

b) Hiicreler enfeksiyondan 6nce Vero hiicrelerine sitotoksik olmadigi belirlenmis olan
dozdaki Ivermektin ve HSV-1e kars1 antiviral etkisi bilinen ve hali hazirda tedavi amaciyla
kullanilan asiklovir ilaci inkiibe edildi ve ardindan 24 gozlii kaplarda enfeksiyon
gerceklestirildi. Bu sayede ekstraktin viriise baglanma potansiyeli belirlenerek, hiicrelere
tutunma agamasinin inhibe edilmesi hedeflenmistir.

¢) Viriis ile ivermektin ya da asiklovir hiicreye es zamanh verilerek 24 gozlii kaplarda
enfeksiyon yapilmistir. Bu sayede viriislerin hiicreye tutunmasini takiben bir sonraki adim

olan viral fiizyon agamasinin inhibe edilmesi hedeflenmistir.
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d) Enfeksiyonu takiben 1-2 ve 3. saatlerde ivermektin ya da asiklovir igeren besiyeri
ile idame besiyerinin degistirlmesini takiben 24 gozlii kaplarda enfeksiyon
gergeklestirilmistir. Bu sayede viral replikasyonun inhibe edilmesi hedeflenmistir.

Her bir grup i¢in enfeksiyonlarin takibi inverted mikroskop ile yapilarak sitopatik
etkilerin azalmasi takip edildi ve fotograflandi. Takiben elde edilen viriislerin miktarinin
belirlenmesi amaciyla 24 gozlii kaplar -80 °C’ye kaldirilip donmasi ve ardindan oda
sicakliginda ¢oziinmesi beklenerek 3 kere dondur ¢6z yapilarak hasat edilmis ve PCR
deneylerinde kullanilmistir. Elde edilen degerler kullanilarak her bir deney igin ilag
uygulamasi yapilmayan gruplardan elde edilen deger %100 olarak kabul edilerek
hesaplanarak ve boylece ivermektinin antiviral ajan olarak kullanilma potansiyeli ortaya
konulmustur. Ayni zamanda HSV-1’e karsi klinikte kullanimi olan asiklovir ilacinin
uygulanmasi sonucu elde edilen viral azalma oran1 da belirlendi ve bu sayede klinikte
kullanilan bir ilag ile tez kapsaminda Onerilen aday ila¢ ivermektinin antiviral aktiviteleri

karsilastirildi.

2.8. Ivermektinin HSV-1’e Kars1 Antiviral Etkisinin qPCR ile Dogrulanmasi

Ivermektinin antiviral ajan olarak kullanilma potansiyelinin belirlenmesi amaciyla
viriis kopya sayisinin qPCR metodu ile tespitine yonelik calisma gergeklestirilmistir. Bu
amagla genomda tek kopyali olarak bulunan viral glikoprotein B geni secilerek bu genin
kopya sayist degisimleri ivermektin varliginda ve yoklugunda tespit edilerek ivermektinin
olusan yavru viriis sayisina etkisi belirlenmistir. Bu amacla Boliim 2.5’de hazirlanan
antiviral aktivite testlerine ait kuyucuklardan alinan numunelerden DNA izolasyonu

yapilmis ve ardindan qPCR analizi gergeklestirilmistir.

2.8.1. DNA izolasyonu

Ivermektinin antiviral aktivite potansiyelinin belirlenmesi amaciyla Béliim 2.5’de
kurulan deney sonucunda Kkiiltiir kaplar1 -80 °C’ye kaldirilmis ve bir gece donmasi
beklenmistir. Ardindan kiiltiir kabi steril kabinde erimeye birakilmis ve yeniden
dondurulmustur. Iki kere daha dondur-¢6z uygulamasi yapilan kiiltiir kaplarindan daha sonra

DNA izolasyonu gergeklestirildi.



34

1 pl Proteinaz K ve 150 pl 2x T ve C Lizis sollisyonu karistirildi ve iizerine 150 pl
viriis sivist eklendi. Her 5 dakikada bir vortekslenerek 65°C 1sitici blokta 15 dakika inkiibe
edildi. Ornek daha sonra 37°C'ye sogutuldu. Ornekler 37 °C'ye sogutulduktan sonra 1 ul 5
pg/ul RNaz A eklendi ve 37 °C'de 30 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra &rnekler
3-5 dakika buzda bekletildi. 175 pl MPC Protein ¢okeltme ¢ozeltisi eklendi ve 10 saniye
boyunca vortekslendi. Daha sonra safsizlig1 ¢okeltmek i¢in 4°C'de 10.000 x g'de 10 dakika
santrifiij edildi. Siipernatant yeni bir tiipe aktarildi ve 500 pl izopropanol eklendi ve 30-40
kez ters ¢evrilerek karistirildi. Daha sonra 4°C'de, 10.000 x g'de 10 dakika santrifiij edildi.
Izopropanol, pelleti bozmadan pipetleme yoluyla uzaklastirildi. Pelet iki kez %70 etanol ile
yikandi. Alkol uzaklastirildi ve pelet 35 ul TE tamponunda ¢oziildii. izole edilen DNA'larin

konsantrasyonu nanodropta (Thermo) 6l¢iildii.

2.8.2. Ivermektinin Antiviral Etkisinin qPCR Analizi ile Dogrulanmasi

DNA izolasyonu yapilan Orneklerden qPCR analizi yapilarak glikoprotein B
proteininin kopya sayis1 belirlenmistir. Bu amagla BioRad SsoFast™ EvaGreen® Supermix
kullanilarak reaksiyon kuruldu. Kurulan reaksiyon kosullari ve karisimi asagida
belirtilmistir.

95 °C 3’ (1 Dongti), 95 °C 10”°, 60°C 30’ (40 Dongii), Melting Curve: 65 °C’den
95°C’ye 0.5°C’lik artis. Reaksiyon Karigimi: 0.3 pl Forward Primer 0.3 pl Reverse Primer
1 pl Kalip DNA 5 pl gPCR mix 3.4 pl ddH>O.

Analiz sonucunda elde edilen Cq degerleri sadece viris ile enfekte grup %100 olacak

sekilde orantilanarak her bir grubun degerleri belirlendi ve viral yiik grafikleri olusturuldu.

2.9. Ivermektin ile Viral Timidin Kinaz ve Glikoprotein D proteinlerinin
Etkilesim Potansiyelinin Docking Analizi ile Belirlenmesi

Ivermektinin antiviral aktivitesinin degerlendirilmesine yonelik yapilan galigmalar
IVM uygulamasinin HSV’nin hem viral tutunma ve giris hem de viral replikasyon siirecinde
inhibisyon potansiyeli gosterdigini gdstermisti. Bu nedenle IVM’nin viral giris
proteinlerinden glikoprotein D ve viral replikasyon proteinlerinden timidin kinaz ile
etkilesim potansiyeli docking analizi ile belirlenmistir. Bu amagla AutoDock yazilimi

kullanilmistir.
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Oncelikle IVM nin 2 boyutlu yapist ChEMBL veritabanindan (CHEMBL1200633)
SMILES formatinda elde edilip OpenBabel yazilimi ile 3 boyutlu yapiya doniistiiriildii.
Timidin kinaz proteini i¢in 40QM ve glikoproteinD i¢in 3U82 kodlu 3 boyutlu protein
dosyalar1 RCSB Protein Data Bank veritabanindan temin edildi. Proteinlerin hazirlanmasi
amaciyla oncelikle her bir PDB dosyasinda bulunan protein yapist disindaki tiim yapilar ve
ligandlar silindi. IVM ligandinin hazirlanmasi amaciyla ise ligand optimizasyonu
gergeklestirildi. Ardindan AutoDockTools (MGLTools) yardimi ile ligand ve reseptorde
gerekli diizenlemeler yapildi. Ardindan blind docking yapilmasi amaciyla tiim proteini
kapsayacak grid kutusu belirlenip AutoGrid ve AutoDock analizleri gerceklestirildi. Sonug
olarak elde edilen sonu¢ dosyalar1 Discovery Studio yazilimi ile gorsellestirilerek her bir

reseptor-ligand grubu icin etkilesim haritalar ¢ikartildi.



3. BULGULAR

3.1. Vero Hiicrelerinin Sivi Azottan Canlandirilmasi ve Pasajlanmasi

Birgok viriisiin ¢ogalmasini destekledigi bilinen ve laboratuvar stoklarinda bulunan
Afrika yesil maymun bobrek epitel hiicre hatti (Vero) sivi azot stogundan canlandirilarak
kullanilmistir. Hiicreler daha sonra tiim deney agamalarinda kullanilmak {izere pasajlanmis

ve inverted mikroskop ile takip edilmistir (Sekil 12).

Sekil 12. Afrika yesil maymun bobrek epitel hiicre hattinin (Vero) inverted mikroskop
goruntusu.
3.2. Vero Hiicrelerinin Herpes Simpleks Viriis — 1 (HSV-1) ile Enfeksiyonu

Antiviral aktivite deneylerinde KTU Fen Fakiiltesi Molekiiler Biyoloji ve Genetik

Boliimii, Molekiiler Viroloji Laboratuvar stoklarda bulunan Herpes Simpleks Viriis Tip-1
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stogu kullanildi. Viriis ¢ogaltilmasi amaciyla konfluent olmus Vero hiicreleri HSV-1 ile

enfekte edildi ve inverted mikroskop alitnda takip edildi (Sekil 13).

Sekil 13. HSV-1 ile enfekte Vero hiicresinin inverted mikroskop goriintiisii.
3.3. Vero Hiicrelerinin Herpes Simpleks Viriis — 1 (HSV-1) ile Enfeksiyonu

HSV-1 ile enfekte Vero hiicrelerinden hazirlanan viral stoklarin miktari plak deneyi
ile belirlenmistir. Bu amagla elde edilen stok virlislerden hazirlanan seyreltikler ile Vero
hiicreleri enfekte edilmis ve olusan plaklar inverted mikroskop ile takip edilmistir (Sekil

14). Yapilan analizler sonucunda stok viriis miktar1 3,2 x 10° olarak tespit edilmistir.

Sekil 14. Stok viriis ile enfekte Vero hiicrelerinde tespit edilen viral plak goriintiisii.
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3.4. Ivermektinin Vero Hiicrelerinde Sitotoksik Olmayan En Yiiksek
Dozunun Belirlenmesi

Ivermektinin antiviral aktivite potansiyelinin degerlendirilmesi icin dncelikle ilacin
Vero hiicrelerinde sitotoksik olmayan en yiiksek konsantrasyonunun belirlenmesi gereklidir.
Bu nedenle 6ncelikle ivermektinin 10, 5, 2.5, 1, 0.5 uM konsantrasyonlarindaki uygulama
seyreltikleri besiyeri ile hazirlandi. Daha sonra bu konsantrasyonlardaki ivermektinin Vero
hiicrelerindeki sitotoksisitesi MTT metodu ile belirlendi. Deneyin kontrolii amaciyla
ivermektin icermeyen negatif kontrol grubu ve hiicreler i¢in toksik oldugu bilinen DMSO
iceren besiyeri bulunan pozitif kontrol grubu da deneye eklendi. Her bir ¢alisma li¢ tekrarl
olacak sekilde ve ii¢ ayr1 teknik replika olarak uygulandi. Bu amagcla hiicrelere ilgili
konsantrasyondaki Ivermektin igeren besiyeri eklendi ve 24 saat inkiibasyona birakildi.
Daha sonra hiicrelerdeki morfolojik degisiklikler inverted mikroskop altinda incelendi (Sekil

15).

Kontrol 0,5 uM ivermectin 1 uM ivermectin
2,5 UM ivermectin 5 UM ivermectin 10 uM ivermectin

Sekil 15. Tvermektinin Vero hiicrelerindeki sitotoksisitesinin belirlenmesi
amaciyla gerceklestirilen deneyin inverted mikroskop goriintiisii.
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Elde edilen sonuglar Graphpad Prism yazilimi ile analiz edilerek hiicre canlilik grafigi

olusturuldu (Sekil 16).

150
x 100+ -
=
3"
(&
2 50-
T
0_

So? Na® 0P
S

Konsantrasyon (uM)

Sekil 16. Vero hiicrelerinin canlilik testi grafigi

Sonu¢ olarak ivermektin icin sitotoksik olmayan maksimum dozun 1 puM
konsantrasyon degeri oldugu ve IC50 degerinin ise 1,98 uM oldugu MTT sitotoksisite testi

ile belirlendi.

3.5. Sitotoksik Olmadig Belirlenen ivermektinin Farkli MOI’lerde HSV1 ile
Enfekte Edilmis Vero Hiicrelerinde Antiviral Etkisinin Belirlenmesi

Vero hiicrelerinde sitotoksik olmadigi belirlenen 1 pM konsantrasyonlu ivermektinin
antiviral etkisi 0.01, 0.1 ve 1 MOI HSV-1 ile enfekte edilen hiicrelerde arastirildi. Bu amagla
her bir viriis konsantrasyonu icin Sekil 17°de belirtildigi gibi 24 gozli kiiltiir kaplarinda

deney kuruldu.
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i 1 2 3 4 5 6 |
A Sadece Sadece Sadece
Hicre Hicre Hicre
Once IVM Once IVM Once IVM
B sonra HSV-1 sonra HSV-1 sonra HSV-1
C Once HSV-1 Once HSV-1 Once HSV-1 SV-1 ve IVM SV-1 ve IV SV-1 ve IV
sonra IVM sonra IVM sonra IVM eszamanli eszamanh eszamanl
SV-1 ve IV SV-1 ve IV SV-1ve IV
D pn inkiibasyo on inkiibasyo
. =

Sekil 17. ivermektinin antiviral aktivitesinin belirlenmesi amactyla kurulan deney plan.

HSYV ile Enfekte Vero Hiicrelerinde IVM Uygulamasi Sonucu Sitopatik Etki
Azalma Testleri

Ivermektinin 1 pM’lik dozunun farkli MOI degerlerine sahip HSV-1 ile farkh
uygulamalar ile enfekte edilen Vero hiicrelerinde sitopatik etkileri belirlenmistir. Bu amagla;
24 gozli kiiltiir kaplaria kuyu basina 100.000 hiicre gelecek sekilde hiicre ekimi yapildi ve
1 giin boyunca 37 °C’de etlivde bekletildiler. Hiicreler yeterli yogunluga ulastiklarinda
besiyerileri uzaklastirildi ve farkli enfeksiyon uygulamalar1 gergeklestirildi. Islemler MOI
0.01, MOI 0.1 ve MOI 1 olacak sekilde farkli kiiltiir kaplarinda gerceklestirildi.
Ardindan her bir kiiltiir kab1 inverted mikroskop ile takip edildi ve fotograflandi (Sekil
18-20).
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Asiklovir

5.9

Once IVM Sonra Enfeksiyon IVM ve HSV-1 Ayni Anda Verildi IVM ve HSV-1 Pre-inkiibasyon

Sekil 18. MOI 1 HSV-1 kullanilarak gerceklestirilen antiviral aktivite deneylerinin
inverted mikroskop goriintiileri.

Kontrol Asiklovir Sadece Enfeksiyon Once Enfeksiyon Sonra ilag

Once IVM Sonra Enfeksiyon VM ve HSV-1 Ayni Anda Verildi IVM ve HSV-1 Pre-inkiibasyon

Sekil 19. MOI 0.1 HSV-1 kullanilarak gergeklestirilen antiviral aktivite deneylerinin
inverted mikroskop goriintiileri.
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Kontrol Asiklovir Sadece Enfeksiyon Once Enfeksiyon Sonra ilag

Once IVM Sonra Enfeksiyon IVM ve HSV-1 Ayni Anda Verildi IVM ve HSV-1 Pre-inkiibasyon

Sekil 20. MOI 0.01 HSV-1 kullanilarak gerceklestirilen antiviral aktivite deneylerinin
inverted mikroskop goriintiileri.

3.6. Ivermektin Uygulamasmim Yavru Viriis Olusumuna Etkisinin qPCR ile
Belirlenmesi

fvermektinin 1 pM’hk dozunun farkli MOI degerlerine sahip HSV-1 ile farklh
uygulamalar ile enfekte edilen Vero hiicrelerindeki olusan yavru viriis sayisina etkisi gPCR
analizi ile belirlenmistir. Bu amagla Oncelikle Bolim 2.5’de belirtilen sekilde
gerceklestirilen deneyler sonucunda toplanan hiicrelerden DNA izolasyonu yapildi.
Ardindan bu DNA’lardan her bir grup igin glikoprotein B genine 6zgii primer kullanilarak
gPCR ile DNA kopya sayist1 tespiti yapildi (Sekil 21).
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Sekil 21. gPCR Amplifikasyon Grafigi

Her bir MOI i¢in elde edilen amplifikasyon degerleri kullanilarak sadece viris ile
enfekte gruptaki amplifikasyon 100 olarak belirtilerek diger gruplarin degerleri hesaplandi
ve grafikler olusturuldu (Sekil 22-24).

MOl 1 HSV-1 100

I Asiklovir 0,008
Once enfeksiyon 21,708

Once ilag uygulamasi 2,981

Ayni anda uygulama 0,75

ilac viriis pre inkiibasyon 19,731

—
HSV-1 Asiklovir Once enfeksiyon Onceilag Ayni anda ilag viriis pre
uygulamasi uygulama inkiibasyon

Sekil 22. qPCR analizi sonucu MOI 1 HSV ile enfekte grubun amplifikasyon grafigi
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MOI 0,1
HSV-1 Asiklovir Once Onceilag Ayni anda ilag viriis pre
enfeksiyon uygulamasi uygulama inkiibasyon

Sekil 23. qPCR analizi sonucu MOI 0.1 HSV ile enfekte grubun amplifikasyon grafigi

MOl 0,01

HSV-1 Asiklovir ~ Once enfeksiyon ~ Once ilag Ayni anda ilag viriis pre
uygulamasi uygulama inkiibasyon

Sekil 24. qPCR analizi sonucu MOI 0.01 HSV ile enfekte grubun amplifikasyon grafigi

3.7. Ivermektin’in HSV-1 Proteinlerine Baglanma Potansiyelinin ve
Baglanma Bolgesi ile Baglanma Giiciiniin Molekiiler Docking Analizleriyle
Belirlenmesi

Sitopatik etki degerlendirme testleri ve qPCR analizleri dogrultusunda ivermektinin
viral giris ve viral replikasyon proteinleri ile etkilesiminin docking analizi ile belirlenmesine
yonelik calismalar gerceklestirildi. Bu amagla IVM ile viral giris proteinlerinden

glikoproteinD (3U82) ve viral replikasyon proteinlerinden timidin kinaz (4OQM) proteini
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ile baglanma potansiyeli ayr1 ayr1 AutoDock yazilimi ile arastirilmistir. Elde edilen sonuglar
incelendiginde IVM ile gD’nin baglanma afinitesinin —8.29 ve IVM ile Timidin Kinaz
proteini baglanma afinitesinin ise — 9.14 olarak belirlendi ve her bir docking analizi sonucu

elde edilen baglanma profilleri Discovery Studio programi ile gorsellestirildi (Sekil 25-26).

Sekil 25. Ivermektin ile HSV-1 Glikoprotein D (3U82) proteinin docking analizi sonucu
belirlenen baglanma bolgesi
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Sekil 26. Ivermektin ile HSV-1 Timidin Kinaz (40QM) proteinin docking analizi sonucu
belirlenen baglanma bolgesi



4. TARTISMA

Bu calisma Ivermektin (IVM)’in Herpes Simpleks Viriis-1 (HSV-1)’e kars1 antiviral
aktivitesinin degerlendirilmesine yonelik deneyleri kapsamaktadir.

Bir anti-parazit ilac1 olarak kullanilan Ivermektin 1975 yilinda kesfedilmis ve daha
sonra insanlardaki bit, uyuz, nehir korliigii gibi sorunlara yol acan parazitlerin tedavisinde
kullanilmaktadir. 1981°den beri uzun yillardir memelilerde bir¢cok enfeksiyona bagh
hastaliklarin tedavisinde kullanimina yonelik caligmalar bulunmaktadir. Omura ve
Campbell, bakteriler iizerine yaptiklar1 ¢alismalar sonucunda avermektin ila¢g familyasini
kesfetmis, nehir kurt¢uklarinin yol agtig1 korliik ve lenfatik filaryazise tedavi yolunu agmis
ve bu nedenle 2015 Fizyoloji ve Tip Nobel ddiiliine layik goriilmiistiir (Crump et al., 2011;
Gonzélez Canga et al., 2008).

Ivermektinin antiviral aktivitesine ydnelik birgok calisma bulunmaktadir. Literatiir
incelendiginde ivermektinin SARS-CoV, HIV, Bati Nil viriisii, dang hummas: viriisii, zika
viris, tickborne encephalitis viriis, bovine viral diarrhea viriisii, sap viriisii, newcastle
hastalig1 viriisii, bovine respiratorik sinsitial viriis, bovine parainfluenza virus tip 3, bovine
coronavirus gibi RNA viriislerine ve yalanci kuduz viriisii, bovine herpesvirus tip 1 ve
Capripoxvirus gibi DNA viriislerine karsi etkileri test edilmistir. 2021 yilinda yapilan bir
calismada ivermektinin Kii¢lik ruminant vebasi viriisiine kars1 etkin bir antiviral ajan1 olarak
kullanilabilme potansiyeli ortaya konulmustur. Bu calismada ivermektinin non sitotoksik
dozu 2.5 uM olarak belirlenmistir (Toker et al., 2021). 2019 yil1 itibariyle tiim diinyada
biiyiik 6liimlere yol agan SARS-CoV-2 pandemisinde de ivermektinin uygulamalarinin
bircok iilkede gergeklestirildigi rapor edilmistir. Ivermektin uygulamasinin o/B importin
aracilt coronavirlis protein taginiminit inhibe etmesi sonucunda niikleusa tasimimin
engellendigi bu sayede de viral replikasyonun onlendigi ve virlis miktarinin tek bir
uygulamada 48 saatte 5bin kat azalmaya yol agtig1 gosterilmistir (Caly L et al., 2020). Yine
yapilan bir ¢alismada Ivermektinin Vero hiicrelerindeki sitotoksisitesi degerlendirilmis ve
IC50 degeri 1.24 uM olarak belirlenmistir (Jitobaom et al., 2023).

Tez kapsaminda yapilan ¢aligmalarda oncelikle ivermektinin Vero hiicrelerindeki
sitotoksisitesi MTT metodu ile belirlenmistir. Elde edilen bulgular kontrol grubuna kiyasla
0.5 uM konsantrasyon uygulandiginda hiicre proliferasyonunu artirdigi, 1 pM
konsantrasyonda kontrol grubu ile yaklasik olarak ayni hiicre canlilik miktarini korudugu,

2,5-5-10 uM konsantrasytonlarda ise hiicre canliliginda %50’den fazla azalma oldugu
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gbzlemlenmistir. Pozitif kontrol olarak kullanilan DMSO (%10luk)’nun hiicre canliligini 24
saatte %50’den fazla azaltti1 ve bu pozitif kontrol olarak kullanilan DMSQO’ya kiyasla 2,5-
5-10 uM konsantrasyonlarda DMSO’dan daha fazla hiicre canhigm kaybettigi
gozlemlenmistir. Ayrica mikroskopi calismalart ve spektrofotometrik analizlerin tutarli
oldugu tespit edilmistir. Sonug olarak Ivermektin icin ideal dozun 1 uM konsantrasyon
oldugu ve Vero hiicreleri i¢in IC50 degerinin 1.98 uM oldugu ortaya ¢ikarilmistir.

HSV i¢in en 6nemli fiizyon proteini olan gD, flizyonu aktive eden konformasyonel
degisiklikleri tetikleyen 3 reseptor grubuna baglanir. Bu reseptorler: tiimor nekrozis faktor
reseptOr ailesi iiyesi olan, Timor necrosis factor receptor superfamily member 14
(TNSFRSF14) olarak da bilinen herpesviriis fiizyon diizenleyicisi (HVEM);
immunoglobulin siiper ailesinin hiicre adhezyon molekiilleri olan nektin-1 ve nektin-2 ve
son olarak 3-O siilfatlanmis heparan siilfattir (Geraghty et al., 1998; Montgomery et al.,
1996). gDreseptor-baglanma proteini, gB ise fiizyon proteini olarak gorev almaktadir
(Connolly et al., 2011; Satoh et al., 2008).

Timidin kinaz ise viral replikasyonu i¢in dnemli bir protein kodlamaktadir. Hali
hazirda HSV-1 enfeksiyonlarinin 6nlenmesine yonelik en yaygin olarak kullanilan ilag
grubu Asiklovir ve benzerlerini icermektedir. Asiklovir, viriisin DNA sentezini
engelleyerek ¢ogalmasini durdurur. HSV'nin replikasyonu i¢in gerekli olan viral DNA
polimeraz enzimini inhibe eder ve bdylece viriisiin ¢ogalmasini sinirlayarak enfeksiyonun
ilerlemesini durdurur. Asiklovir bir guanozin analogudur ve aktiflesmek i¢in viral timidin
kinaz tarafindan asiklovir monofosfata doniistiiriilmeli ve ardindan konak hiicre kinazlarinca
asiklovir trifosfat haline doniistiiriilmelidir. Bu aktif formu ise daha sonra DNA polimerazca
uzayan zincire eklenerek zincir sonlanmasina yol agmaktadir.

Tez kapsaminda elde edilen bulgular Ivermektinin antiviral ajan olarak kullanilma
potansiyeline sahip oldugunu gostermektedir. Yapilan in-vitro ¢aligmalar ivermektinin hem
viral giris hem de viral replikasyon sathalarindaki inhibisyon potansiyeli oldugunu
gostermistir. Bu nedenle virlis-ivermektin etkilesiminin docking analizi ile belirlenmesi
caligmalarinda viral glikoproteinlerden gD (3U82) ve viral replikasyon baslaticilarindan
timidin kinaz (40OQM) proteinleri hedef olarak secilmistir. Bu proteinler ile ivermektinin
baglanma potansiyelleri AutoDock yazilimi ile arastirilmis ve baglanma pozlar1 Discovery
Studio yazilimi ile gorsellestirilmistir.

Etkilesim haritastna gére Ivermektin, HSV-1 glikoprotein D’nin baglanma

yiizeyindeki 6nemli rezidiilerle baglar olusturmustur. Ozellikle Tyr137 ve Aspl39 gibi
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aminoasitlerle hidrojen bagi kurmasi, ilacin baglanma kararliligmi artirdigini
gostermektedir. Bununla birlikte, ARG196 ile kurulan pi-anyon etkilesimleri ve PRO198 ile
LEU203’teki hidrofobik baglar, Ivermektin’in baglanma bédlgesindeki tamamlayici
ozellikleri giiclendirmistir.

Bu baglanma profili, ivermektin'in HSV-1 glikoprotein D proteininin konak hiicre
reseptorlerine (6rnegin, Nectin-1) baglanmasini inhibe edebilecegini ve bu nedenle antiviral
bir potansiyel tasidigin1 gostermektedir. Ivermektin’in proteinin aktif bolgesi ile giiclii ve
spesifik etkilesimler kurmasi, bu molekiilin HSV-1 enfeksiyonlarinin tedavisinde
kullanilma olasiligini giiclendirmektedir.

Ivermektinin timidin kinaz proteini ile baglanma potansiyeline yénelik docking
sonuglari incelendiginde ise ozellikle, MET 130 ve SER 132 gibi aktif bdlgenin 6nemli
aminoasitleriyle hidrojen baglar1 kurdugu tespit edilmistir. Bu baglar, proteinin katalitik
fonksiyonlarinda rol oynayan bolgeleri hedefledigini gostermektedir. Ek olarak, LEU 364,
LEU 491, ve ALA 137 gibi hidrofobik rezidiilerle yapilan alkil etkilesimleri Ivermektin’in
aktif bolgedeki baglanmasini destekleyebilecek potansiyeli gostermektedir.

Tiim bu bilgiler ivermektinin HSV-1 i¢in antiviral ajan olarak kullanilma potansiyelini
desteklemektedir.

Yapilan bir calismada importin al'in herpes simpleks viriisii (HSV-1) proteinlerinin
niikleusa taginmasindaki rolii fibroblastlar ve néronlarda arastirilmistir. Elde edilen bulgular
DNA replikasyonu i¢in gerekli olan ICP4 ve ICPO gibi birka¢ 6nemli HSV-1 proteininin
niikleer lokalizasyonu i¢in 6dnemli oldugunu tespit etmektedir. Importin ol yoklugunda,
enfeksiydz virionlarin iiretiminde gecikme ve fibroblastlardaki niikleer kapsid sayisinda
azalma tespit edilmistir (Dohner et al., 2018).

Hem SARS-CoV-2 ile yapilan ¢aligmalar hem de literatiirden elde edilen bulgular
sonucunda ivermektinin importin proteinleri ile etkilesimleri diisiliniildiigiinde HSV-1

enfeksiyonu i¢in 6nemli bir ajan olma potansiyeli oldugunu ortaya koymaktadir.
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S. SONUCLAR

Yapilan caligma sonucunda elde edilen sonuglar asagida siralanmistir:

1) Antiparazitik ilaglardan biri olan ivermectinin vero hiicresi i¢in toksik olmayan en
yiiksek dozunun 1 uM oldugu belirlendi.

2) Ivermectin ilacinin Vero hiicrelerinde IC50 degerinin 1.98 uM oldugu belirlendi.

3) Ivermektin ile yapilan antiviral aktivite ¢alismalar1 sonucunda ilacin 0.01, 0.1 ve 1
MOI HSV-1 ile enfekte hiicrelerde potansiyel inhibitor aktivite gdsterdigi belirlendi.

4) En yiiksek antiviral etkinin Vero hiicrelerine énce ivermektin daha sonra HSV-1
uygulanmast sonucunda elde edildigi, bu uygulamada kontrol ilag olan Asiklovire
yakin inhibisyon etkisi gosterildigi belirlendi.

5) Yapilan Molekiiler Docking analizleri sonucunda Ivermektinin Viral glikoproteinD

ve timidin kinaz proteinleri ile etkilesim potansiyeli oldugu belirlendi.
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6. ONERILER

Elde edilen sonuglar degerlendirildiginde asagida sunulan c¢alismalarin yapilmasi
Onerilmektedir.

1) Ivermektinin HSV-1’e kars1 antiviral aktivitesinin belirlenmesi amaciyla hayvan testleri
yapilabilir.

2) Elde edilen bulgular dogrultusunda Ivermektinin etki mekanizmasinin belirlenmesi
amaciyla rekombinant HSV-1 viriisleri ile arastirmalar yapilabilir.

3) Docking analizleri sonucu elde edilen bulgular molekiiler dinamik (MD) simiilasyonlari
ile dogrulanabilir.

4) Ivermektinin HSV-1 ile enfekte hiicrelerde importin proteinlerini inhibisyon

potansiyeline yonelik ¢alismalar gerceklestirilebilir.
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