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OZET

Insan rinoviriisleri (HRV), Picornaviridae ailesinin Enterovirus cinsine ait soguk alginlig
ve solunum yolu enfeksiyonlarina sebebiyet veren RNA viriisleridir. Bu ¢alismada, insan
rinoviriislerinden HRV-14 susunda Ila¢ Tasarim ve Kesif Merkezi (CD3, Leuven, Belgika)
Laboratuvarinda gelistirilen CIM212240 (molekiiler formiil: CzsH32NsO) bilesiginin
antiviral etkisi HeLa Rh hiicreleri kullanilarak incelenmistir. ilk olarak, potansiyel ilag
Ozelligi tastyan bu antiviral bilesigin farkli derisimleri ve HRV-14 susu MOI [Multiplicity
of infection; Enfeksiyon oranmi (viriis sayisi: hiicre sayis1)] 1:10000, 1:1000, 1:100
oranlarinda kokiiltiire edilmis; hiicre canliliklar1 kolorimetrik 5- (3-karboksimetoksifenil) -
2- (4,5-dimetil-tiyazol) -3- (4-siilfofenil) tetrazolyum (MTS) sitotoksisite testi ile
Olgtilmistiir. Optik yogunluk degerleri kullanilarak %50 etkili derisim (ECso) hesaplanmus;
hiicrelerin  %50'sin1  viriis kaynakli sitopatik etkiden koruyan bilesik derisimleri
belirlenmistir. Ikinci olarak, bes asamali bir klonal secim prosediirii ile CIM212240'a
fenotipik olarak diren¢li HRV-14 varyantlarinin varligi gozlenmis; viral RNA’lar,
Nucleospin© RNA viriisti (Macherey-Nagel) kullanilarak izole edilmistir. Tiim HRV-14
kodlama dizisini kapsayan cDNA fragmanlari, tek adimli bir RT-PCR kiti ve HRV-14'e 6zgii
primerler tasarlanarak sentezlenmistir. Elde edilen cDNA fragmanlarin1 saflagtirmak igin
Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System kullanilarak DNA dizileri Sanger dizileme
yontemiyle analiz edilmistir. Fenotipik olarak gozlemlenen direngli varyantlar viriis
kontrolii, stok susu ve Protein Blast ile karsilastirilarak CIM212240 bilesigine bagl
mutasyonlar gdzlenmistir. Ozellikle, VP1 kapsid proteininde C199W amino asit yer
degistirmesi tagiyan fenotipik ilaca direngli viriis varyantlarin varligi mutant genotip ile ilaca
direncli fenotip arasindaki baglantiyr dogrulamistir. Sonug olarak, CIM212240 bilesiginin
HRV-14 replikasyonunun secici bir inhibitorii oldugu kanitlanmis ve rinovirlise karsi
antiviral etkinligi ortaya koyulmustur.
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ABSTRACT

Human rhinoviruses (HRVs) are RNA viruses that cause common cold and respiratory tract
infections belonging to the Enterovirus genus of the Picornaviridae family. In this study,
the antiviral effect of the compound CIM212240 (molecular formula: C2sH32NsO) developed
in the Centre for Drug Design and Discovery (CD3, Leuven, Belgium) Laboratory, in the
HRV-14 strain of human rhinoviruses were performed using HeLa Rh cells. Firstly, different
concentrations of this antiviral compound of the potential drug and HRV-14 strain MOI
[Multiplicity of infection; Infection multiplier (number of viruses: number of cells)]
cocultured at 10000:1, 1000:1, 100:1 ratio; cell viability was measured by the colorimetric
MTS cytotoxicity test. 50% effective concentration (ECso) was calculated using optical
density values (OD); compound concentrations that protect 50% of cells from virus-induced
cytopathic effect were determined. Second, the presence of HRV-14 variants phenotypically
resistant to CIM212240 was observed by a five-step clonal selection procedure; viral RNAs
were isolated using Nucleospin© RNA virus (Macherey-Nagel). The cDNA fragments
covering the entire HRV-14 coding sequence were synthesized by using a one-step RT-PCR
kit and designing specific primers for HRV-14. Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System
were used to purify the resulting cDNA fragments; DNA sequences were analysed using
Sanger sequencing. The phenotypically observed resistant variants were compared with the
virus control, stock strain and Protein Blast, and mutations due to compound CIM212240
were observed. In particular, the presence of phenotypic drug-resistant virus variants
carrying the C199W amino acid substitution in the VVP1 capsid protein confirmed the link
between the mutant genotype and the drug-resistant phenotype. In conclusion, the compound
CIM212240 proved to be a selective inhibitor of HRV-14 replication and its antiviral activity
against rhinovirus was demonstrated.
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Bu calismada kullanilmis simgeler ve kisaltmalar, aciklamalar1 ile birlikte asagida

sunulmustur.

Simgeler Agciklamalar

% Yiizde

() Negatif

(+) Pozitif

°C Santigrat derece

cm Santimetre

9 Gram

kb Kilobaz 1000 niikleotitten olusan baz dizilimi
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M Molar

m Metre

mg Miligram

mL Mililitre

pH Asitlik bazlik birimi

ng Mikrogram

pL Mikrolitre

pm Mikrometre

Kisaltmalar Aciklamalar

ARTI Akut solunum yolu hastalig

be¢ Baz ¢ifti

CC Hiicre kontrolii

CD3 [lag Tasarim ve Kesif Merkezi

CDC ABD Hastalik Kontrol ve Korunma Merkezleri
CDHR3 Kaderinle iliskili aile tliyesi 3

cDNA Komplementer deoksiriboniikleik asit

CO2 Karbondioksit
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1. GIRIS

Insan rinoviriisleri (HRV), insanlarda en sik karsilasilan viral enfeksiyon nedenlerindendir.
Halk arasinda 'soguk alginlig1' olarak tanimlanan akut solunum yolu hastaligi (ARTI) ve tist
solunum yolu (URT) enfeksiyonlarinin en yaygin nedenidir. Ayrica, ARTIL 5 yasin altindaki
cocuklarda onde gelen morbidite sebebidir (Bryce, Boschi-Pinto, Shibuya ve Black, 2005;
Triantafilou, Ramanjulu, Booty, Jimenez-Duran, Keles, Saunders, Nevins, Koppe, Modis,
Pesiridis, Bertin ve Triantafilou, 2022). Bu enfeksiyon lokasyonu ve etkinliginden otiirii
literatiirde "solunum virisleri" olarak da adlandirilirlar (Andrewes, 1964; Stobart, Nosek ve
Moore, 2017). HRV'ler iist solunum yolu enfeksiyonlarinin %50'den fazlasinin nedenini
olusturur. Burun akintisi, bogaz agrisi, oksiirme, hapsirma, burun tikanikligi ve genel
halsizlik gibi soguk alginligi benzeri semptomlarla iliskilidir (Arruda, Pitkaranta, Witek,
Doyle ve Hayden, 1997; Jacobs, Lamson, St George ve Walsh, 2013). Soguk algiligina ek
olarak, rinoviriis enfeksiyonlari akut otitis media ve rinosiniizit ile de baglantili olup bunlar
siklikla bakteriyel koenfeksiyonla da ortiisiir (Pitkaranta, Arruda, Malmberg, Hayden, 1997;
Alper, Winther, Mandel ve Doyle, 2007; Jackson, Gangnon, Evans, Roberg, Anderson ve
Pappas, 2008; Jacobs ve digerleri, 2013). Tiim astim alevlenme olaylarinin yarisindan
fazlasimin HRV enfeksiyonlarindan kaynaklandigi ve hinilti ile sonuglanan HRV
enfeksiyonlarmin yasamin sonraki donemlerinde astim gelisimi riskini = artirdig
bilinmektedir (Gern ve Busse, 1999; Gern ve digerleri, 1999; Hayden, 2004; Jackson ve
digerleri, 2008; Dougherty ve Fahy, 2009; Ortega, Nickle ve Carter, 2021). Akut astim
ataklari ile hastaneye yatirilan gocuklarin yaklasik %90'ninda HRV saptanmistir (Bizzintino,
Lee, Laing, Vang, Pappas ve Zhang, 2011; Jackson ve Gern, 2022). HRV yiiksek
mortaliteye sahip bir mikrobiyolojik ajan olarak kabul edilmemesine ragmen, akut solunum
yolu hastalig1 i¢in yiiksek bir potansiyele ve kronik solunum sagligi kosullarin1 gelistirme

veya siddetlendirme potansiyeline sahip oldugu bildirilmektedir (Stobart ve digerleri, 2017).

Ilk olarak 1950°1i y1llarda izole edilen insan rinoviriisleri (HR V'ler), Picornaviridae ailesinin
Enterovirus cinsine ait solunum yolu virtisleridir (Price, 1956; Nirwan ve Kakkar, 2019).
Yz altmistan fazla farkli susa sahip rinovirtisler, zarfsiz, tek sarmalli, pozitif polariteli RNA
viriisleridir. Genetik olarak siniflandirildiginda ii¢ gruba ayrilir: Insan rinoviriis-A (HRV-
A), insan rinoviriis-B (HRV-14'lin ait oldugu HRV-B) ve daha yakin zamanda kesfedilen
insan rhinoviriis-C (HRV-C) (Arden ve Mackay, 2010; Palmenberg, Spiro, Kuzmickas,
Wang, Djikeng, Rathe, Fraser-Liggett ve Liggett, 2009).



Son 70 yilda yapilan 6nemli aragtirmalara ragmen, HRV'ye kars1 etkili bir ilag gelistirilmesi,
dogada dolasan HRV'lerin c¢esitliligi nedeniyle genis spektrumlu olmasmin Oniine
gecmektedir. 1980'lerden beri rinoviriis inhibitorlerinin siiregelen gelisimine ragmen,
insanlarda klinik kullannm i¢in simdiye kadar higbir spesifik antiviral tedavi
onaylanmamustir (Rollinger ve Schmidtke, 2011). Bu da yine bir antirinoviral ilaca yonelik
klinik arastirmalarin 6nemini arttirmaktadir (Thibaut, De Palma ve Neyts, 2012). Bu bilgiler
15181nda, bu tez ¢alismasinda ilag Tasarim ve Kesif Merkezi (CD3, Belgika) Laboratuvarinda
gelistirilen ve CIM212240 olarak isimlendirilen bilesigin antirinoviral etkisi incelenecektir.
Bu amagla, KU Leuven Universitesi, Neyts-Viroloji, Antiviral Ilag ve As1 Arastirmalari
Laboratuvari, kiiltiir koleksiyonunda bulunan insan rinoviris B14 (HRV-14) susu
kullanilmigtir. Molekiiler formiilii C25sH32NgO olan bu bilesigin insan rinoviriisii tizerindeki
antiviral etkisi sitopatik etkiye duyarli olan HeLa Rh hiicreleri kullanilarak incelenmistir.
Potansiyel ilag¢ 6zelligi tasiyan bu bilesigin viriisiin tek tabanli hiicre kiiltiiriinde olusturdugu
sitopatik etki (SPE) mikroskobik olarak gozlemlenerek skorlanmistir. Ek olarak, hiicre
canliliklar1 kolorimetrik MTS 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-
(4-sulfophenyl)-2H-tetrazolium) okumalar1 ile degerlendirmistir. Elde edilen optik
yogunluk degerleri kullanilarak maksimum etkinin %350’sini olusturan ila¢ derisimleri
(ECs0) hesaplanmustir. Ayrica, rinoviriis inhibitér aday1 olan bu bilesigin viriis tizerindeki
potansiyel diren¢ mekanizmalar1 fenotipik olarak degerlendirilmis ve ilag-viriis iligkisi
aydinlatiimaya ¢alisilmistir. G6zlemlenen ilaca bagl viriis etkinligini ters gen miihendisligi
kullanilarak dizilenerek ve genomik verilerle elde edilmistir. Elde edilen molekiiler veriler
neticesinde hem viriis replikasyonu hem de ilacin genom tiizerindeki etkisi arastirilmustir.
Soguk algmligina karsi etkin bir tedavi bulamayan bilim diinyasinda bu ¢aligma rinoviriis
temelinde biyoteknolojik potansiyel ilag aday: olabilecegi diisiiniilmektedir. Gelecekte,
farkl1 viriis susglari ile in vitro ve in vivo olarak CIM212240 bilesiginin etkinliginin arastirilip

gelistirilmesi klinikte kullaniminin 6niinii agabilecektir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Rinoviriisler ve Tarihcesi

1890'larda arastirmacilar, soguk alginligina sebebiyet veren bulasici ajanlari bulmaya
yonelik gozlenebilir bilimsel kanit aragtirmaya baslamislardir. Daha 6nce kesfedilen kolera
ve dizanteri gibi hastaliklarin bakterileri kokenli olmasi da arastirmacilart bu yonde analize
itmistir. Ik olarak, 1914'te dizanteri basilini kesfeden Alman Walter Kruse kritik bir deney
yapmustir. Soguk alginligina yakalanmis bir hastadan burun salgilarini toplayip filtre etmis;
boylece bakteri ve biiylik mikrobiyolojik ajanlari ayrigtirmigtir. 12 goniilliiniin enfekte
edildigi bu 6rneklemde ti¢ giin igerisinde ii¢te bir oraninda soguk alginlig1 gelismistir (Ellis,
2003; Nature, 2004). 1920'lerde Columbia Universitesi Tip Fakiiltesi bu arastirmayi bir
sonraki agsamaya tasiyarak sonuglari insanlar ve sempanzeler tizerinde yapilan bir dizi
deneyde dogrulamistir (Ellis, 2003). Boylece, diinya genelinde viriislerin aslinda soguk
algiligia neden oldugu kabul gérmiistiir. Bir sonraki adim ise, soguk algiligina sebebiyet
veren virlislerin kiiltiirde yeniden tiretilebilmesi olmustur. Bu siiregte 1954'te, ilk olarak
insan rinoviriisii (HRV) (tip 1LA), Pelon ve arkadaslari tarafindan nazofaringeal 6rneklerden
Rhesus maymun bdbrek hiicre kiiltiirinde izole edilmistir (Jans ve Ghildyal, 2015).
1950"erin sonlarina gelindiginde Salisbury'deki Tyrrell ve Parsons, insan embriyonik
bobrek hiicrelerini nazofaringeal drneklerle hiicre kiiltiirleri kulucka sicakligin1 33°C'ye
diigiirerek, doku kiiltiirii ortamimin pH'sin1 yaklagik 7,0’e sabitleyerek ve kulugka sirasinda
kiiltiirleri nazikge bir silindir tambur yardimiyla dondiirerek asilamistir. Sonug olarak alti
farkli HRV tipi (tip 1B-6B) sitopatik etkiler gézlemlenerek izole edilmistir (Atmar, 2009;
Jans ve Ghildyal, 2015). Kisa bir siire sonra, Hamparian ve arkadaslari, Hayflick ve
Moorhead tarafindan insan fetal akciger kiiltiirlerinden elde edilen bir diploid hiicre susunu
kullanilarak 18 HRV (tip 7-12 ve 18-29) daha belirlenmistir (Atmar, 2009). Hayflick hiicre
hatlarinin kullanim1 ve Salisbury grubunun tarifledigi kosullarin rutin kullanimi yeni
HRV'lerin izolasyonunu ve karakterizasyonunu biiyiik dl¢tide hizlandirmigtir (Atmar, 2009;
Jans ve Ghildyal, 2015). Boylece, 1967'de ortak bir program ile bilinen HRV tiplerine
1A'dan 55'e kadar sayilar atanmistir. 1971'de, ikincil bir kararla, 56'dan 89'a kadar olan tiirler
eklenmis ve {iglincii bir ¢alisma sonucu bu say1 100 serotipe ¢ikmistir (HRV-1A, HRV-1B
ve HRV-2 ile HRV-100), (Atmar, 2009; Bartlett ve Johnston, 2014). 1980’lerden once,
serotipler hiicre kiiltiirleri olusturarak viriis enfeksiyonunun antikor ndtralizasyonu

gozlenerek olusturulmus, poliklonal anti-serumlarin tanimlanmis serotiplerle ¢apraz
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https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/cytopathogenic-effect

reaktivite vermemis, farkli bir serotipin tanimlanmasini saglanmis; fakat gelisen molekiiler
dizileme teknolojisi serotipi tayinini kolaylastirmistir. ilk olarak, 1984-85 yillarinda virion
kristal yapisi belirlenen HRV (B14) dizilenerck tiim genom yapisi ortaya Konulmustur
(Erickson, Frankenberger, Rossmann, Fout, Medappa ve Rueckert, 1983; Stanway, Hughes,
Mountford, Minor ve Almond, 1984). Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ve dizileme
teknolojisi kullanilarak, 2006'da yeni bir HRV tiirii ortaya konulmus; bu tiir A ve B tiirlerinin
iiyelerinden farkli olarak, geleneksel hiicre kiiltiirii teknikleri kullanilarak iiretilemediginden
uzun bir siire dolasimda olsa da kesfi bu tarihe rastlamaktadir (Cox ve Le Souéf, 2014). 2009
yilinda Uluslararasi Viriis Taksonomi Komitesi bu tiirii HRV-C tiirii olarak tanimlamistir ve
bdylece 2014 yili sonlarinda 55 HRV-C viriis tipi literatiirde yerini almistir (HRV-C1 ile C-
55) (Bartlett ve Johnston, 2014). Genetik, immiinojenik ve reseptér kullanim 6zellikleri
temel alinarak gelistirilen son siniflandirma sisteminden sonra ise, RV-A87 olarak
isimlendirilen virlisiin Enteroviriis D tiirline ait EV-D68 ile en yakindan iliskili oldugu

gosterilmistir (Palmenberg ve Gern, 2015; Bartlett ve Johnston, 2014).

2.2. Rinoviriis Taksonomisi

Picornaviridae viriis ailesi, en biiyiik viriis ailelerinden biridir ve literatiirde 29 cinse
ayrilmistir (Sekil 2.1) (Adams, King ve Carstens, 2013). Picornaviridae ailesinin ve
Enterovirus (EV) cinsi ise, insanlik tarihinde en sik enfeksiyon maruziyeti doguran birgok
onemli insan patojenini barindirir. ABD Hastalik Kontrol ve Korunma Merkezleri (CDC)
verilerine gore, yalnizca Amerika Birlesik Devletleri'nde yilda yaklagik 10-15 milyon
semptomatik EV enfeksiyonunun meydana geldigi tahmin edilmektedir (Wells ve Coyne,
2019). Ayrica, hirilt ile klinige bagvuran 3 ile 18 yas araligindaki hastalar1 degerlendiren bir
calismada hastalarin yarisinin HRV pozitif oldugunu belirlenmistir (Heymann, Carper,
Murphy, Platts-Mills, Patrie ve McLaughlin, 2004; Price ve Kennedy, 2022). Bu nedenle,
taksonomik olarak birgok aragtirmaya konu olmus ve son olarak Enterovirus (EV) cinsi,
Enteroviriis A, B, C, D, Rinovirtisler A, B, C ve sadece hayvanlar1 enfekte eden bes EV tiirii
(EV-E, EV-F, EV-G EV-H ve EV-J) dahil olmak iizere 12 tiire siniflandirilmistir (Sekil 2.1)
(Adams ve digerleri, 2013; Lefkowitz, Dempsey, Hendrickson, Orton, Siddell ve Smith,
2018; Triantafilou ve digerleri, 2022).
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Sekil 2.1. Picornaviridae viriis ailesinin siniflandirilmasi. Klinik olarak énem arz eden cins,
tiir ve baz1 genotip/serotip 6rnekleri verilmistir (Van der Linden, Wolthers ve van
Kuppeveld, 2015)

2.3. Viryon Yapisi ve Genomik Ozellikleri

Picornaviridae ailesinin ve Enterovirus cinsinin {iyeleri olan HRV'ler, yaklasik 30 nm
capinda, zarfsiz viriislerdir. Viriisiin ikosahedral kapsidi 7200 bazli pozitif anlamda tek
sarmalli RNA (+ssRNA) viral genomunu gevreler (Jacobs ve digerleri, 2013). Viral genom,
proteazlar ile par¢alandiginda 11 protein olusturma kapasitesi bulunan tek bir genden olusur
(Sekil 2.2). Bu gen, 5' ucu hizasindan baglayarak bir 5' viral protein (VPg), 5' ¢cevrilmeyen
bolge (UTR), bir poliprotein kodlayan uzun bir agik okuma cercevesi (ORF), bir 3’UTR ve
son kisimda bir 3' poli-A kuyrugundan meydana gelmektedir. 5’'UTR yaklasik olarak 650
bazdir, acik okuma g¢ercevesi ise 6500 bazdir ve yaklasik olarak 2100 amino asit
kodlayabilmektedir, son olarak ise 3'UTR tahmini 50 bazdan olusur. 5'terminal U
pozisyonunda genom replikasyonu i¢in primer gorevi goren kiigiik bir viral protein (VPg)
kovalent olarak baglanir. 5'UTR, gen translasyonu ve diger islevler icin gerekli bir¢cok

yapisal eleman icerir. ORF’nin tek bir polipeptit {irlinii boliinerek ¢esitli proteinler kapsidi



olusturmak i¢in bir araya gelirler veya replikasyonla ilgili diger 6zellikli iglevleri yerine
getirirler (Paul, vanBoom, Filippov ve Wimmer, 1998; Palmenberg, Rathe ve Liggett, 2010;
Jiang, Yang, Yang, Lu, Yi, Zhang ve Wang, 2022).
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Sekil 2.2. (A) Insan rinoviriis genomik organizasyonu gosteren HRV-14'in 7,21 kb +ssRNA
genomu (B) HRV'nin ikosahedral viryon yapist (Stobart, Christopher, Nosek,
Jenna, Moore ve Martin, 2017)

X-1511 kristalografisi ve/veya kriyo-elektron mikroskobu teknikleri kullanilarak atomik
diizeyde ¢oziiniirliikle HRV’nin viryon yapisina ve islevine netlik kazandirilmistir. VP1,
VP2, VP3 ve VP4 olarak adlandrilan ve her birinin 60 kopyas1 bulunan dort protein, RNA
genomunu saran viral kapsidi olustururken diger yapisal olmayan proteinler de viral genom
replikasyonunda gorev alir (Touabi, Aflatouni ve McLean, 2021). VP1, VP2 ve VP3
proteinleri viriislin antijen ¢esitliligi ile iliskili, viriis ylizeyinde bulunurken VP4 kapsidin
altinda konumlanarak RNA c¢ekirdeginin kapside tutunmasini saglar (Palmenberg ve
digerler, 2010; To, Yip ve Yuen, 2017), (Sekil 2.1). VP1 iginde, kiigiik molekiillii antiviral
bilesiklerin baglandig1 ve viriis kapsidi ile baglantili fonksiyonlarin engellendigi hidrofobik
bir cep de bulunur (Ledford, Patel, Demenczuk, Watanyar, Herbertz, Collett ve Pevear,
2004). Ayrica 2A, 2B, 2C, 3A, 3B, 3C ve 3D olmak iizere yapisal olmayan proteinler de



genom iizerinde yer alir. Bu yapisal olmayan proteinlerden 2A ve 3C, viral poliproteinin
parcalanmasinda gorevli proteazlardir; ayni zamanda 3C, antiviral bagisiklig1 antagonize
etmek i¢in de gereklidir (Tam, Bidgood, McEwan ve James, 2014). 3D ise, RNA'ya bagiml
RNA polimerazdir (RdRp) ve konaktan bagimsiz viriis ¢ogalmasini saglamaktadir (Elfiky,
2021). Protein 2C, 2B ve 3A, replikasyon komplekslerini konak hiicrenin membranina
sabitlemektedir. Protein 2B ise, hiicre zar1 gegirgenligi ve endoplazmik retikulum
araciligiyla kalsiyum akisini hizlandirarak viriis partikiillerinin hiicrelerden salinmasini

saglamaktadir (Jensen, Walker, Jans ve Ghildyal, 2015; Jiang ve digerleri, 2022).

2.4. Rinoviriis Reseptorleri

HRV'ler, konak epitel hiicrelerine baglanmak ve girmek i¢in plazma membranda bulunan {i¢
tip glikoproteinden birini kullanir. HRV-A ve HRV-B serotipleri, reseptor 6zgiilliiklerine
bagli olarak major ve mindr enfektivite gruplarina ayrilir (Greve, Davis, Meyer, Forte, Yost,
Marlor, Kamarck ve McClelland, 1989). Tiim HRV-B'yi ve birgok HRV-A tipini olusturan
major grup virlisler, reseptor olarak hiicreler arasi adezyon molekiilii 1'i (ICAM-1) kullanir.
Bazi major grup HRV'ler, 6zellikle hiicre kiiltiiriine adapte olduklarinda, alternatif bir
reseptor olarak heparan siilfat proteoglikanlarini da kullanabilirler (Vlasak, Goesler&Blaas,
2005). Minor grupta ise, ICAM-1 yerine diigiik dansiteli lipoprotein reseptoriine (LDLR)
baglanan 12 HRV-A alt tipi bulunur. Tiim HRV-C’ler ise in vivo olarak silli hava yolu epitel
hiicreleri tarafindan sentezlenen bir transmembran proteini olan CDHR3 ile etkilesime
girerler (Bochkov, Watters, Ashraf, Griggs, Devries, Jackson, Palmenberg ve Gern, 2015;
Griggs, Bochkov, Basnet, Pasic, Brockman-Schneider, Palmenberg ve Gern, 2017). Bazi
HRV-C'ler de in vitro tekrarlanan pasajlardan sonra, HeLa hiicrelerinin yiizeyinde bulunan
proteoglikanlara baglanabilirler (Bochkov, Watters, Basnet, Sijapati, Hill, Palmenberg ve
Gern, 2016). HRV-A, HRV-B ve HRV-C’ler kendine 6zgii olan ICAM-1, LDLR ve/veya
CDHR3 hiicre reseptorlerine tutunarak endositozu baslatir ve konak hiicreye girerek

genomun agilmasini saglar (Fuchs ve Blaas, 2010), (Sekil 2.3).
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Sekil 2.3. HRV-A, HRV-B ve HRV-C'nin hiicre reseptorleri (D = hiicre dis1 ligand baglayici
immiinoglobulin domaini, EGF=epidermal biiyiime faktorii, TM=transmembran)
(Basnet, Palmenberg ve Gern, 2019)

2.5. Rinoviriis Replikasyonu ve Yasam Dongiisii

Tiir spesifik reseptorler aracili@iyla plazma zarina baglanan HRV suslart ilk olarak viral VP1
ile konak hiicre yiizeyine tutunur. Virionun hiicre i¢ine alinmasi, reseptor ¢esitliligine baglh
olarak farkli endositik yolaklar araciligiyla gergeklesir. Viriis, hidrofobik subviral partikiiller
olusturmak ig¢in endozom igin dekonformasyonel bir degisime ugrar (Kerr, Mathew ve
Ghildyal, 2021). Tam salinim mekanizmasi bilinmemekle birlikte, viral proteinlerin,
genomun sitopldzma igine salimmina aracilik ederek endozomu pargaladigi
diistinilmektedir (Jacobs ve digerleri, 2013; Stobart ve digerleri, 2017). Viral genom ve VP4
sitozole girdiginde, konak hiicre ribozomlar1 (+)ssRNA’dan bir poliprotein sentezler. Bu
poliprotein, viral proteazlar (2A proteaz, 2Apro ve 3C proteaz, 3Cpro) tarafindan daha kii¢iik

proteinlere boliiniir ve yapisal proteinler olan VP1, VPO, VP3 ile viriis replikasyonu igin
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onem arz eden RNA’ya bagimli RNA polymeraz 3D, 3CD, 2AB gibi yapisal olmayan
proteinleri olusturur (Fuchs ve Baas, 2012). Rinoviriisiin replikasyonu, sitoplazmada
bulunan viriisiin indiikledigi membrandz replikasyon organellerinde RNA’ya bagimli RNA
polimeraz 3D enzimini kullanarak (-)ssRNA ve daha sonra (+)ssRNA iireterek kendini
kopyalar. Yeni viral proteinler ve RNA daha sonra paketlenerek hiicreden salinir. Bu
paketlenme islemi sirasinda ise bilinmeyen bir proteaz VP0'in VP2 ve VP4'e bdliinmesini
saglar (Lee, Monroe ve Rueckert, 1993). Enfeksiy6z viryonlarin hiicreden salinimui ise, hiicre
lizizi ve zarla ¢evrili yapilarda salinim da dahil olmak {izere ¢esitli yollar ile farkli suslarda

degiskenlik gostermektedir (To ve digerleri, 2017; Kerr ve digerleri, 2021), (Sekil 2.4).
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Sekil 2.4. Rinoviriis yasam dongiisii (Esneau, Bartlett ve Bochkov, 2019)

2.6. Rinoviriisiin Filogenetik Cesitliligi

HRV'ler genomik ve antijenik oOzellikleri bakimindan degiskenlik gostermektedir.
Immiinolojenik yanita bagh olarak, erken donemlerde serolojik nétralizasyon aktivitesi ile
iliskili 99 referans serotipte siiflandirilmiglardir ve bunlarin 74t HRV-A tiiriine, 25' ise
HRV-B tiirline aittir (Ledford ve digerleri, 2004). Ayrica, reseptor 6zgilligi (ICAM-1 ve
LDLR) ve antiviral ila¢ duyarlilig1 gibi parametreler de goz oniine alinmaktadir. Ancak,
gelisen tersine genetik uygulamalarla, evrimsel iligkiler ve tiir tayini 5'UTR veya kapsid

genlerinin  kismi  dizi Ortiismesine bagli  olarak  biyoinformatik  yontemlerle
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degerlendirilmektedir. Genellikle incelenen kapsid genleri, viral nétralizasyon antijenik
yanitin bir pargasi olan ve sentetik antiviral bilesiklerin baglanma bolgesi olan VP1
bolgesini, VP4 veya VP4/VP2 gen bolgelerini igerir. Bu baglamda bilinen bir genotipe yeni
bir susun atanmasi kapsid bolgelerinden birinde veya her ikisinde>%86-87 hizalanmis
niikleik asit uyumlulugu gerektirir (Sekil 2.5), (Mclntyre, Knowlesve Simmonds, 2013).
Uluslararas1 Virus Taksonomi Komitesi (ICTV) tarafindan onaylanan veya incelenmekte
olan son taksonomi Onerileri ise komitenin ilgili web sitesinde gozden gegirilebilir. Ayrica,
yeni bir izolat kesfi i¢in arastirmaci tarafindan Picornavirus Calisma Grubu (SG)’nin web
sitesindeki (https://www.picornastudygroup.com/) baglantilar kullanilarak elde edilen
karsilastirmali diziler komitenin degerlendirmesine sunulmalidir. Yeni tiir tanimlamalari
ICTV’nin onaya tabidir (Palmenberg ve digerleri, 2015). Mevcut molekiiler gelismelerle,
tiim referans serotipler dnceden tanimlanmis 2 serotipe ilaveten VP1 genine gore 33 tip yeni
HRV-C tiriine atanmistir (Linsuwanon, Payungporn, Suwannakarn, Chieochansin,
Theamboonlers ve Poovorawan, 2011). ilerleyen donemlerde ise bu say1 yaklasik olarak 83
HRV-A, 32 HRV-B ve 56 HRV-C olmak iizere toplam 171 serotip ile gilincellenmistir
(Stobart ve digerleri, 2017; Triantafilou ve digerleri, 2022).
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Sekil 2.5. HRV-A, HRV-B ve HRV-C genotiplerinin VP1 RNA dizileri ve komsu
birlestirme yontemi kullanilarak olusturulan dairesel filogenetik agaci. Major
(“M”, ICAM-1) ve mindr (“m”, LDLR) reseptor gruplarini belirtilir (Mclntyre
ve digerleri, 2013)
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2.7. Rinoviriislere Kars1 Kullamlan Antiviral flaclar

Rinoviral enfeksiyonlarda dolasimda olan filogenetik gesitlilik, 6zellesmis antiviral ilaglarla
tedavinin asilamadan daha etkili ve siirdiiriilebilir oldugunu diisiindiirmektedir. Bu nedenle,
etkinligi yiiksek yeni dogal veya sentetik antirinoviral bilesiklerin arastirilmasina agirlik
verilmis olup bu baglamda ilaglar tasarlanmaktadir. Boyle bir anti-HRV ilacinin (i) ¢ok
saylida HRV serotipi nedeniyle genis antiviral 6zgiilliige sahip olmasi, (ii) hizli enfeksiyon
kinetigi sebebiyle etkin bir antiviral etki gostermesi i¢in enfeksiyon siiresince ¢ok erken
uygulanmasi, (iii) milyonlarca insan tarafindan genis capta uygulanmasi i¢in gilivenilir ve
(iv) direng gelistirme riski diigiik, yiiksek oranda korunmus bir hedefe yonelik olmasi
gerekmektedir (Rollinger ve Schmidtke, 2011). Viral enfeksiyonlar i¢in hali hazirda
kullanilan kemoterapétik birgok segenek olmasina ragmen yukarida siralanan gereksinimler
nedeniyle bu ilaglarin hi¢biri HRV enfeksiyonunda kullanim i¢in lisanslanamamaistir. Ancak,
yapilan c¢alismalarda bircok etken maddenin mevcut HRV serotiplerine karsi antiviral
aktiviteye sahip oldugu ve dolayisiyla bu enfeksiyonda terapdtik kullanim ig¢in heyecan
verici beklentiler sundugu gosterilmektedir (Casanova, Sousa, Stevens ve Barlow, 2018).
Literatiirde yer alan bu rinoviral inhibitorler, virlis hedef bolgesi ve etki mekanizmasi
bakimindan farkliliklar barindirmakta ve potansiyel ila¢ olmasi acisindan ileri dénem
arastirmalara 151k tutmaktadir. Yalniz, tim RNA virtisleri gibi HRV’lerinde bolge basina
mutasyon oranlarinin yiiksek olmasi ve Picornaviriislerin RNA polimerazlarindaki hata
okuma yeteneginin bulunmamasi virlis popiilasyonlarinda dogal olarak ilaca direngli
varyantlari dogurabilir veya tedavi siiresince direngli viriisler ortaya ¢ikabilir (Racaniello,
2007; Rollinger ve Schmidtke, 2011).

2.7.1. Viral kapsidi hedefleyen bilesikler

HRYV inhibitorleri arasinda basi ¢eken viral kapsidi hedefleyen izoksazol tiirevli ¢ok halkali
organik bilesiklerdir. Bu kimyasallar, cogunlukla dort kapsid proteininin en biiyligii olan
VP1’in hidrofobik cebine baglanarak viral genomun salinmasi icin gerekli yapisal
degisikliklere karsi ikosahedral kapsidi stabilize ederek viriis-reseptor baglanmasini bloke
ederler (Reisdorph, Thomas, Katpally, Chase, Harris, Siuzdak ve Smith, 2003; Real-Hohn
ve Blaas, 2021). Literatiirde arastirmalara konu olan bir¢ok kapsid baglayici inhibitor
bulunmasina ragmen en iyi bilinenleri pleconaril, pirodavir ve vapendavirdir (Sekil 2.6).

Pleconaril (Schering-Plough), agiz yoluyla alinan diisitk molekiiler agirlikli bir bilesiktir.
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Birgok Enteroviriis ve Rinoviriis alt tiiriini kapsayici ve genis spekturumlu olmasina ragmen
ozellikle VP1 kanyonunda ve amino asit dizilerindeki farkliliklar nedeniyle HRV-C'ye kars1
etkinligi zayiftir (Coultas, Cafferkey, Mallia ve Johnston, 2021). Ancak, kapsamli bir
calisma, bes HRV serotipi (HRV-2, HRV-14, HRV-16, HRV-39 ve HRV-A21) ve 46 klinik
izolata kars1 pleconarilin etkinligini in vitro sitopatik etki (SPE) inhibisyon deneyleri
yaparak incelemistir. Calisma, bu bilesigin bes serotipe ve tiplendirilmemis klinik izolatlarin
coguna karsi etkili antirinoviral aktiviteye sahip oldugunu ortaya koymustur (Kaiser, Crump
ve Hayden, 2000). Farkli ¢alismalarla da desteklenen Pleconaril verilerine ragmen faz Il
denemelerinden elde edilen sonuglar ve gozlemlenen yan etkiler sebebiyle, 2002 yilinda
ABD Gida ve Ilag Dairesine (FDA) soguk alginlhig1 tedavisi i¢in yapilan basvuru onayi
reddedilmistir. Pirodavir (Janssen Pharmaceutica), hem HRV-A, HRV-B'nin hem de daha

az oranda olsa da diger enteroviriislerin replikasyonunu in vitro olarak etkinligi gosterilen
ilk bilesiktir (Andries, Dewindt, Snoeks, Willebrords, van Eemeren, Stokbroekx ve Janssen,

1992). 1990'larda HRV'nin 6nlenmesi ve tedavisi i¢in faz III klinik deneylere ulasan bir
intranazal kapsid baglayicidir. Ancak bilesik, viral replikasyonu ve salinimi azaltmasina
ragmen, semptomatik etkinlik siiresi veya siddetinde dnemli bir azalma gosteremedigi igin
caligmalar ileriki asamaya tasinamamistir (Patick, 2006). Vapendavir (Aviragen
Therapeutics) ise viriis izolatlarina karsi Pleconaril’den daha genis spektruma sahiptir ve
astimli hastalarda faz IIb siirecinde degerlendirilmisitir. Bu faz Ilb ¢alismasi, rinoviriis
mevsimi boyunca orta-siddetli astimlilar1 ve enfekte olduklarinda ilag veya plasebo ile gesitli
dozlardaki siireci izlemistir (Powell, Thomas ve Cockerill, 2017). Klinik deneyler
sonucunda HRV ile enfekte olmus kisilerde viral yiikiin kanitlanmis diisiisii gozlenirken
astim alevlenmelerinin azaltilmasi {izerinde Onemli bir etkisi olmamistir. Bu sebeple
Vapendavir'in anti-rinoviriis bilesigi olarak klinik potansiyeli halen aragtirilmaktadir

(Lanko, Sun, Froeyen, Leyssen, Delang, Mirabelli ve Neyts, 2021).


https://www.sciencedirect.com/topics/immunology-and-microbiology/viral-load
https://www.sciencedirect.com/topics/immunology-and-microbiology/viral-load
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/asthma-exacerbation
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Sekil 2.5. Pleconaril, pirodavir ve vapendavir’ in kimyasal yapisi (Www.
pubchem.ncbi.nlm.nih.gov)

2.7.2. Yapisal olmayan viral proteinleri hedefleyen bilesikler

[k olarak rinoviral ss(+)RNA konak hiicrenin sitozoliine girdikten sonra, viral proteazlar
tarafindan 2AP™ ve 3C(D) P es zamanl translasyon ve enzimatik aktivite ile ~230 kDa'luk
bir poliproteine cevrilir. 2AP™ ve 3C(D)™’nun bu katalitik islevi potansiyel inhibitorler icin
ideal hedef olmasini saglamistir (Jensen ve digerleri, 2015). Literatiirde, bu proteazlara
odaklanan bircok bilesik calismas1 mevcuttur; ama in vitro olarak 3CPinhibe eden en giiglii
ajan Rupintrivir olup genis rinoviral-enteroviral panele karsi aktifligi ortaya koyulmustur
(Binford, Maldonado, Brothers, Weady, Zalman, Meador, 3rd, Matthews ve Patick, 2005).
Intranazal olarak uygulanan Rupintrivir’in in vivo calismalari ise giivenilir bir profil
cizmektedir. Ayrica, plasebo grubuyla kiyaslandiginda semptomlarda ve viral titrelerde orta
diizeyde azalma gostermistir. Klinik yararlarinin yeterli olmayisi, rupintrivir ile ilgili daha
fazla ¢alisma yapilmamasina neden olmustir. EK olarak, RNA'ya bagimli RNA-polimeraz
(RdRp) 3D"*"de konak hiicrede bulunmamasindan &tiirii, ideal bir kemoterapik hedeftir ve
bu enzimatik inhibasyon igin niikleosit ve niikleotid analoglar gelistirilmistir (Coultas ve
digerleri, 2021).
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¢ Rupintrivir

Sekil 2.6. Rupintrivir’in kimyasal yapist (www. pubchem.ncbi.nlm.nih.gov)

2.7.3. Viral RNA sentezini hedefleyen bilesikler

Replikasyon sirasinda viral RNA sentezinin bloke edilmesine yonelik kemoterapotik ¢ok
sayida ajan tasarlanmistir. Bunlardan deoksiribozimler (DNAzim), morfolino oligomerler
ve susturucu RNA (siRNA) gibi rinoviral RNA dizisine 6zgii sekilde dizayn edilen bilesikler
tizerinde ¢alismalar yapilmis ve bu son iki yaklasimin etkinligi hiicre kiiltiiriinde
dogrulanmistir (Rollinger ve Schmidtke, 2011). Ayrica, viral mRNA sentezine miidahale
edebilen sentetik bir guanozin niikleozidi olan Ribavirin ve birgok modifiye edilmis
analogun HRV-14'e kars1 orta diizeyde antiviral aktiviteye sahip oldugu gosterilmistir
(Allen, Boswell, Khwaja, MeyerJr, Sidwell, Witkowski, Christensen ve Robins, 1978;
Casanova ve digerleri, 2018). HRV-14 susu ile in vitro yapilan bir ¢alismada ise Ribavirin'in
etkinligi saptanamamis olsa da HRV-87 ile enfeksiyonda tedaviye orta derecede duyarlilik
gosterdigi bildirilmistir (Smee, Evans, Nicolaou, TarbetveDay, 2016; Thibaut, Leyssen,
Puerstinger, Muigg, Neyts ve De Palma, 2011).
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Sekil 2.7. Ribavirin’in kimyasal yapist (www. pubchem.ncbi.nlm.nih.gov)
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal

3.1.1. Cahismada kullanilan cihaz ve ekipmanlar

Calisma siiresince KU Leuven Universitesi, Rega Tibbi Arastirma Enstitiisii, Viroloji,
Antiviral ilag¢ ve As1 Arastirmalar1 Neyts Laboratuvari’nda bulunan cihazlar kullanilmistir.
Bunlar: Manyetik Karistirici (IKA), Ger¢gek Zamanli PCR Cihaz1 (Roche LightCycler 96),
Otomatik Pipetler (Eppendorf), Pipet Kontrolorii (Eppendorf), Distile Su Cihazi (Milli-Q®),
Mini Santrifiij (Eppendorf), Hassas Terazi (Sartorius), Sogutmali Santrifiij (Thermo Fisher
Scientific), -80°C ve -20°C Derin Dondurucu (Thermo Fisher Scientific), CO2’li inkiibator
(Thermo Fisher Scientific), Biyogiivenlik Kabini (Labculture®), Biyogiivenlik Kabini
(Biobase), Vorteks (Combi-Spin), Su Banyosu (Thermo Fisher Scientific), pH Metre
(FiveEasy™), Buzdolabi (Biobase), Inverted Mikroskop (ZEISS), Otomatik Hiicre Sayaci
(LUNA-II), Mikroplate Okuyucu (Tecan Safire?), Termal Dongili Cihazi (Biometra TOne),
Agaroz Jel Elektroforezi (Biometra), Jel Goriintiileme Sistemi (Nippon Genetics), DNA Dizi
Analiz Cihazi (Thermo Fisher Scientific)’dur.

3.1.2. Calismada kullanmilan hiicreler ve viriisler

Bu ¢alismada KU Leuven Universitesi, Rega Tibbi Arastirma Enstitiisii, Viroloji, Antiviral
Ilag ve As1 Arastirmalari Neyts Laboratuvari’nda bulunan ve Rinoviriis’iin neden oldugu
SPE'lere kars1 olduk¢a duyarli bir HeLa alt klonu olan HeLa Rh hiicreleri kullanilmigtir. Bu
hiicreler ise Janssen Pharmaceutica biinyesinde goérev alan Koen Andries tarafindan
saglanmistir. Ayrica, KU Leuven Universitesi, Rega Tibbi Arastirma Enstitiisii, Viroloji,
Antiviral ilag ve As1 Arastirmalar Neyts Laboratuvari Kiiltiir Koleksiyonundan major grup

rinoviriislerden HRV-B serotipine ait HRV-14 susu kullanilmustir.

3.1.3. Calismada kullanmilan kimyasal bilesikler

Arastirmaya konu olan CIM212240 bilesigi ila¢ Tasarim ve Kesif Merkezi (CD3, Leuven,
Belgika) Laboratuvarinda gelistirilmistir. Molekiiler formiilii C25H32NeO olan bu bilesigin
molekiiler agirligi ise 432,56 g/mol’diir. Ayn1 farmasotik firmasina ait olan CIM119143


https://en.wikipedia.org/wiki/Rega_Institute_for_Medical_Research
https://rega.kuleuven.be/cmt/jn
https://letgenbio.com/lightcycler-96-real-time-pcr-cihazi/
https://letgenbio.com/lightcycler-96-real-time-pcr-cihazi/
https://letgenbio.com/lightcycler-96-real-time-pcr-cihazi/
https://letgenbio.com/lightcycler-96-real-time-pcr-cihazi/
https://letgenbio.com/lightcycler-96-real-time-pcr-cihazi/
https://letgenbio.com/lightcycler-96-real-time-pcr-cihazi/
https://letgenbio.com/lightcycler-96-real-time-pcr-cihazi/
https://letgenbio.com/lightcycler-96-real-time-pcr-cihazi/
https://letgenbio.com/lightcycler-96-real-time-pcr-cihazi/
https://letgenbio.com/lightcycler-96-real-time-pcr-cihazi/
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bilesiginin ise molekiiler formiilii C25sH32NsOs3 ve molekiiler agirligr 406,482 g/mol’diir. Ek
olarak, KU Leuven Universitesi, Rega Tibbi Arastirma Enstitiisii, Viroloji, Antiviral Tlag ve
As1 Arastirmalari Neyts Laboratuvari’nda bulunan Rupintrivir antirinoviral etkinligi
kanitlanmis bir bilesik olmasi sebebiyle referans olarak kullanilmistir. Bu bilesik ise Axon

Medchem (Hollanda) tarafindan saglanmistir.

3.1.4. Calismada kullanilan besiyerler ve cozeltiler

HeLa Rh hiicreleri gelistirilmesinde kullanilan besiyeri

Hiicre gelisimi icin gerekli aminoasit kombinasyonu, vitamin ve glikoza sahip 500 mL’lik
Dulbecco’s Modified Eagle Media (DMEM; Gibco) hazir besiyerine 6nceden 56°C’de 30
dakika 1siyla inaktive edilmis %10 derisimde fotal sigir serum (FBS; Integro) ilave
edilmistir. Tampon islevi goren %1°lik sodyum bikarbonat ile karistirilarak HeLa Rh
hiicreleri i¢in uygun ortam hazirlanmis ve hazirlanan besiyerleri +4°C’de muhafaza

edilmisgtir.

HRV -14 susu gelistirilmesinde kullanilan besiveri

Viral etkinlik gézlemlemek i¢in gerekli aminoasit kombinasyonu, vitamin ve glikoza sahip
500 mL’lik Dulbecco’s Modified Eagle Media (DMEM; Gibco) hazir besiyerine énceden
56°C’de 30 dakika 1siyla inaktive edilmis %2 derisimde fotal sigir serum (FBS; Integro)
ilave edilmistir. Tampon islevi goéren %1°lik sodyum bikarbonat ve dnceden hazirlanmis 10

mL 30 mM derisimli MgCl: ise karigtirilarak besiyeri +4°C’de muhafaza edilmistir.

30 mM MaqCl; cozeltisinin hazirlanmasi

500 mL steril saf su ve otoklavlanmis miknatis eklenen behere 71,41 gram MgCl. tozu
(Sigma M4880, BioReagent) hassas tarti ile Olgiiliip ekzotermik reaksiyonun etksini
azaltmak i¢in yavas yavas ilave edilerek ¢ozdiiriilmiistiir. Elde edilen ¢ozelti filtreli vakum

sisteminden gegirilerek siselenmis ve +4°C’de saklanmistir.
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CIM212240 ve CIM119143 bilesiginin hazirlanmasi

Liyofilize halde Ilag Tasarim ve Kesif Merkezi (CD3, Leuven, Belcika) sirketinden
arastirma amacli temin edilen bilesikler molekiiler agirliklar1 gz oniine alinarak 10 mM

olacak sekilde Dimetil siilfoksit (DMSOQ) ile hazirlanmistir ve +4°C’de stoklanmustir.

5-(3-karboksimetoksifenil)-2-(4,5-dimetil-tiyazolil)-3- (4-siilfofenil) tetrazolyum (MTS)

cOzeltisinin hazirlanmasi

Toz haline bulunan 1 gram MTS 500 mL PBS i¢inde manyetik karigtirici yardimiyla
coziilmiistiir. 1 M HCI soliisyonu ile ¢ozeltinin pH'1 6,0-6,5 arasinda olacak sekilde
ayarlanmigtir. Ardindan, 23 mg fenazin metosiilfat (PMS) tozu karistirilarak ¢ozelti elde
edilmistir. Cozelti 0,22 pum filtre ile stizdiiriilerek 2 mL tiiplerde -20°C'de saklanmigtir. Tiim
islemler MTS’in 15182 duyarli olmas1 sebebiyle aliiminyum folyoya sarilmis tiiplerle ve

miimkiin oldugunca karanlik ortamda gerceklestirilmistir.
3.2. Metot
3.2.1. HeLa Rh hiicrelerinin aktiflestirilmesi ve siirdiiriilmesi

Hiicreler siv1 nitrojen tankindan ¢ikarilarak, onceden hazirlanmisg 37°C'lik su banyosunda
hizli bir sekilde eritilmistir ve HeLa Rh hiicre kiiltiirii igin taze hazirlanan oda sicakligindaki
besiyer ile 1:10 oraninda muamele edilmistir. Hiicre siispansiyonu 5 dakika yaklasik 1000
rpm'de santrifiijlenmistir. Sonrasinda, hiicre peleti korunarak siipernatant nazikge
bosaltilmis ve dipte kalan pellete 4 mL kadar tekrar besiyeri eklenip pipetaj yardimiyla yeni
bir siispansiyon elde edilmistir. Bu siispansiyondan 1:10 oraninda 20 mL 75 cm? kiiltiir
flasklarina eklenmistir. Flasklar 37°C sicaklik, %95 nem ve %5 CO- inkiibasyon sartlarinda
tutulmustur (Sun, Delang, Mirabelli ve Neyts, 2017).

Hiicre pasajlarinin devamliligi igin hiicreler ekim derisimleri (1:10 veya 1:20) baz alinarak
3 ila 4 giinliik inkiibasyon siireleriyle gozlemlenmis ve etkin hiicre yogunlugu olan flasklar
tekrar alt kiiltiire edilmistir. Bu asamada ilk olarak aspire edilen flasklar 10 mL PBS ile
yikanmis ardindan 2 mL tripsin ile 37°C sicaklikta inkiibe edilmisir. Protein-yiizey
etkilesimini sonlandirmak i¢in 2-5 dakika beklenmis ve ardindan hiicrelerin flask tabanindan

serbestlesmesi gdzlenmistir. Ortamdan tripsin aspire edilmis ardindan 10 mL'ye kadar hiicre
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besiyeriyle tamamlanmistir. Elde edilen hiicre siispansiyonu 15 mL'lik bir tiipe aktrarilarak
oda sicakliginda 5-6 dakika, 1200 rpm’de santrifiij edilmistir. Stipernatant dokiilerek kalan
hiicre peleti istenen ortam hacim oranina ve ekim konstrasyonuna goére yeniden siispanse
edilmistir. 75 cm?’lik yeni flasklar 20 mL toplam hacimde, 150 cm?’lik flasklar ise 35-40
mL toplam hacimde %210 hiicre siispansiyonu olacak sekilde hazirlanmistir (Sun ve digerleri,
2017).

3.2.2. Hiicre kiiltiirii plaklarinin olusturulmasi

Ilk olarak, 96 kuyucuklu hiicre kiiltiirii plakalarinin en disinda bulunan, Sekil 3.1°de gri ile
gosterilen kuyucuklara sadece 100 pL ortam besiyeri ¢ok kanalli mikropipet yardimiyla
koyulmustur. 2 pL Tripan mavi boyasi ile 18 uLL HeLLa Rh hiicre siispansiyonu karigtirilmas,
ardindan otomatik hiicre sayic1 kullanilarak canli hiicre sayisi saptanmistir. 96 kuyucuklu
hiicre kiiltiirii plakalarinda kuyucuk basina 100 pL ve 1,5x10* hiicre yogunlugunda olacak
sekilde hiicre siispansiyonu HRV-14 susu i¢in hazirlanan besiyeri ile seyreltilmis ve
ekilmistir. Hiicreler gece boyunca plaka ylizeyine tutunmasi i¢in 35°C, %5 CO2’li
inkiibatore kaldirilmistir (Sun ve digerleri, 2017).
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Sekil 3.1. Antiviral deneyler i¢in 96 kuyucuklu plaka tasarimi (Sun ve digerleri, 2017). VC:
viriis kontrolii, CC: hiicre kontrolii
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3.2.3. Antiviral SPE rediiksiyon testi

24 saat beklenerek elde edilen plaklar daha sonra, bilesikler 50 uM olacak sekilde baslangi¢
derisimine seyreltilmistir. Bu baslangi¢ derisimi, 1:3 seri diliisyonlar i¢in son miktarin
yaklasik 6 kat1 olacak sekilde tasarlanmistir. Oncelikle, ikinci kolonda B2-G2
kuyucuklarindaki 100 pL deney ortamina 50 pL baslangi¢c derisimi eklenmis ve ardindan
yavasga pipetaj ile karistirilmigtir. Bu kolondan 50 uLL ortam bir sonraki 3. kolona (B3-G3)
aktarilmistir. Bu islem 9. kolon (B9-G9) dahil olmak {izere her bir asamada pipet ucu
degistirilerek tekrarlanmustir. 9. kolondan sonra ise 50 uL’lik ortam disar1 atilmistir (Sekil
3.2, A). Kolon 10 (B10-G10) viriis kontrolii (VC) olmast i¢in bos birakilmistir, 11. kolon
(B11-G11) ise hiicre kontrolii (CC) olarak 100 pL daha ortam besiyeri eklenmistir. Ilk olarak
besiyeri ile bulusturulan plak kenarlari ise test sonuglarinin kesinligini etkileyebileceginden

kullanilmamustir (Sekil 3.1) (Sun ve digerleri, 2017).

Hazirlanan MOI [Multiplicity of infection; Enfeksiyon ¢arpani (viriis sayisi: hiicre sayisi)]
1:100, 1:1000, 1:10000 HRV- 14 suglari ile asagida gosterilen sekilde enfekte edilmistir
(Sekil 3.2, B). Elde edilen plakalar 35°C’de 3-4 giin siireyle inkiibasyona birakilmistir. Bu
stire boyunca VC kuyucuklarinda viriis kaynakli kesin bir sitopatik etki (SPE)’nin Resim
3.1’de oldugu gibi mikroskopla gézlemlenmesi ile inkiibasyon siiresi sonlandirilmistir
(Lacroix, Querol-Audi, Roche, Franco, Froeyen, Guerra, Terme, Vanelle, Verdaguer, Neyts
ve Leyssen, 2014).

A pipeta] ile kangtirma B ~100 ol vieks
730 ul bilasil konzantrasvonu -
konsantrasyons —. .+ -30ullkarpm o =,
.\1 ;/.,:_I besivar b
' ‘
1.3 dili=von 1:2 dilésvon

Sekil 3.2. Is akisinin tek kuyucuk ifadesi (Sun ve digerleri, 2017)
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Hiicre kontrolii (CC) Virtiis kontrolii (VC)
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Resim 3.1. Hiicre kontrol kuyucuklarindaki (CC) (soldaki resim) ve viriis kontrol
kuyucuklarindaki (VC) (sagdaki resim) HeLa Rh hiicreleri

3.2.4. 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-
tetrazolium (MTS) analizi

Potansiyel antiviral bilesikleri degerlendirmek icin MTS tabanli SPE rediiksiyon testi
tekrarlanabilirligi yliksek ve yaygin olarak tercih edilen bir metottur. Calismada kullanilan
bilesik CIM212240, HRV- 14 replikasyonunu 6nlediginde, viriis kaynakli SPE azaltilmis ya
da sonlanmistir. Boylelikle viral etkiden korunan ve canliligi1 devam ettiren HelLa Rh
hiicreleri metabolik aktiviteleri ile sar1 tetrazolyum tuzunu (MTS) kahverengi renkli bir
formazan iiriiniine doniistiiriir (Sun ve digerleri, 2017). Bu tez ¢alismasinda da, inkiibasyonu
sonlandirilan plaklarin MTS analizi yapilarak hiicre canliliklan tespit edilmis ve renk
degisiminin saglandig1 kolorimetrik veri, antiviral etkinligin degerlendirmesini saglamstir.
Bu amagla, Oncelikle Sekil 3.1°de tasarlanan plakalarin kolon 2-11'deki tim
kuyucuklarindan ortam besiyeri aspire edilmistir. Ardindan, 6nceden hazirlanan MTS
cozeltisi %5 oraninda fenol kirmizisi icermeyen (Minimum Eagle's Medium) MEM ile
karigtirilmis ve igte yer alan 60 kuyucuga 100 pL olacak sekilde eklenmistir. 35°C'de 40-60
dakikalik bir inkiibasyon sonrasi, her kuyucugun optik yogunlugu (OD) 498 nm'de
mikroplaka okuyucu kullanilarak Olgiilmiistiir. Ayrica, her bir bilesik konsatrasyonun
olusturdugu hiicre morfolojisi, bilesik maruziyetine bagli olarak mikroskobik olarak

skorlanmistir (Van Dycke, Rymenants, Neyts ve Rocha-Pereira, 2021).
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Antiviral aktivite ve ECso hesaplamasi

MTS analizi sonucu elde edilen optik yogunluk degerleri, kontrol yiizdelerine
dontstiiriilmiis ve SPE azalma yiizdeleri hesaplanmistir. Her bir bilesik derisimi i¢in viriis
kaynakli1 SPE'ye kars1 %50 koruyucu etkiligi ifade eden %50 etkinlik derisimi (ECso) asagida
gosterildigi sekilde logaritmik interpolasyon yontemi kullanilarak hesaplanmistir (Sun ve
digerleri, 2017). Ayrica, her bir bilesik konsatrasyonun olusturdugu hiicre morfolojisi,

bilesik maruziyetine bagli olarak mikroskobik olarak da degerlendirilmistir.

% Antiviral aktivite = (ODnrv14+Bilesik— ODvc)/(ODcc- ODvc) x 100

ODvc: Viriis kontroliiniin (kolon 10) optik yogunlugunun ortalama degeri

ODcc: Hiicre kontroliiniin (kolon 11) optik yogunlugunun ortalama degeri

ODurvi4+Bilesik: Virtis ile enfekte ve bilesikle tedavi edilen her kuyunun optik yogunluk

degeri

ECso=10((Log(A) - Log(B)) x ((C - 50)/(C - D)) + Log(B))

A Yiizdelik antiviral aktivitenin < %50 oldugu bilesik derigimi

B: Yiizdelik antiviral aktivitenin > %50 oldugu bilesik derisimi

C: Antiviral aktivite yiizdesi degeri > %50

D: Antiviral aktivite ylizdesi degeri < %50

3.2.5. Bes asamali klonal secim prosediirii

CIM212240 bilesigine direncli HRV-14 varyantlarini elde etmek i¢in bes agsamali bir klonal
se¢im prosediirii gerceklestirilmistir. ilk adimda, 0,023-50 uM aralifinda degisen bilesik
derisimleri viral yiikii 1x102, 1x103ve 1x 10 MOI [Multiplicity of infection; Enfeksiyon
orani (viriis sayisi: hiicre sayisi)] olan bir SPE rediiksiyon testi kullanilarak en diisiik

CIM212240 bilesik derisiminde ve virlis kaynakli sitopatik etkinin (SPE) %2100
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gdzlemlenebildigi viriis derisimleri saptanmustir. Ikinci adimda, saptanmis viral miktar
(1:10000 MOI) benzer sekilde bilesik derisimi 0,2 ve 1 uM olacak sekilde iki farkli 96
kuyucuklu plaka tizerinde kokiiltiire edilmistir. 35°C'de 3 gilin sonra, yalnizca tam SPE'ye
sahip kuyucuklardan ve VC’lerinden siipernatant toplanmistir. 3. adimda ise, bilesige
direngli oldugu diisiiniilen ve toplanan viris izolatlari, 0,2 uM ve 1 uM CIM212240 bilesigi
varhiginda benzer iireme sartlar1 saglanarak titre edilmistir. Inokiilasyondan sonra her giin
gozlenen plaklarda 6nemli SPE gosteren en yiiksek viriis titresi segilerek siipernatant
ayristirilmistir. Boylece, saflastirilmis/zenginlestirilmis bilesige direngli oldugu varsayilan
viriis popiilasyonu elde edilmistir. Adim 3’de her bir derisimden segilen 2 viriis izolati,
yeterli miktarda referans stogunun tretilmesi i¢in tekrar 0,2 uM ve 1 uM CIM212240
bilesigi varhiginda 25 cm? flasklarda gogaltilmistir. Son adimda, izolatlar bir giin énce 1x10%
hiicre yogunlugunda hazirlanan plaklar kullanilarak viriis kontroliine paralel 1/10 oraninda
titre edilmistir ve inokiilasyon sonrasi 3. giinde mikroskobik olarak gozlemlenmistir.
Skorlandirmada, 1; yogun SPE, 0 ise SPE’nin gozlenmedigi durum olarak
olgeklendirilmistir (Delang, Segura Guerrero, Tas, Quérat, Pastorino, Froeyen, Dallmeier,
Jochmans, Herdewijn, Bello, Snijder, de Lamballerie, Martina, Neyts, van Hemert ve
Leyssen, 2014). Sonug olarak, fenotipik olarak direng gézlendigi kesin olarak belirlenen iki
farkl izolat (P1, P4) ve virts kiiltiirii (VC) elde edilmisitr.

3.2.6. Capraz direnc testi

Bes asamali klonal se¢im prosediirii sonucu elde edilen P1, P4 ve VC izolatlari, antiviral
SPE rediiksiyon test protokoliine benzer sekilde farkli bilesiklerin referans olarak
kullanilmasiyla degerlendirilmistir. Bu amagla, aymi sirkete ait antirinoviral etkinligi
gozlenen ve benzer molekiiler yapiya sahip CIM119143 bilesigi 50 uM ve literatiirde viral
aktifligi kanitlanmis Rupintrivir (Binford ve digerleri, 2005) ise 10 uM olacak sekilde
seyreltilmistir. Bu bilesikler, bir gece onceden hazirlanan 1,5x10* HeLa Rh hiicresi
barindiran 96 kuyucuklu plakaya yukarida agiklanan 1:3 seri diliisyon yoOntemiyle
eklenmistir. Daha sonra plaka, 1:500 MOI P1, P4 izolat1 ve 1:250 VC ile enfekte edilmistir.
Olusturulan plaka 35°C’de 3-4 giin siireyle inkiibasyona birakilmistir. VC kuyucuklarinda

virlis kaynakli kesin bir sitopatik etki (SPE)’nin tam olarak mikroskopta gozlemlenmesi ile
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inkiibasyon siiresi sonlandirilmis ve MTS analizi yapilarak optik degerler saptanmistir

(Delang ve digerleri, 2014; Lacroix ve digerleri, 2014).

Sonug olarak, yapilan test ve analizler sonrasinda fenotipik direncin gozlendigi iki izolat
(P1, P4), VC ve stok susu genomik olarak degerlendirilmek tizere -80°C’de muhafaza

edilmistir.

Tiim c¢alismalar, her antiviral test i¢in paralel olarak iki plaka ve iki tekerriirlii derisimler

olacak sekilde yapilmistir.
3.2.7. Viral RNA izolasyonu

Bu ¢alismada, viral RNA manuel spin kolon metodu kullanilarak elde edilmistir. Ilk olarak,
NUCLEOSPINO RNA virus (MACHEREY-NAGEL) kitinde bulunan carrier RNA ve
icerisinde %30-60 Guanidinyum Tiyosiyanat bulunan RAV1 tamponu karigtirtlmistir.
Ardindan, 150 pL P1, P4 ve VC izolatlarina ve 600 pL bu karisimdan eklenerek iyice
vortekslenmistir. 70°C'de 5 dakika inkiibasyonla viral hiicrelerde lizis ger¢eklestirilmis ve
bu tiiplere 600 uL %96-100 etanol (Merck) eklenerek 10-15 sn tekrar vortekslenmistir.
Hiicre lizatindan 700 pL, kolon igeren 2 mL’lik tiiplere alinmig ve 8000 g'de 1 dakika
santrifiij edilmistir. Yeni bir 2 mL’lik tiipe alinan kolonlara 500 pL %24-36 guanidinyum
tiyosiyanat ve %35-55 etanol bulunduran RAW eklenerek ayni hizda 1 dakika daha
santrifiijlenmis ve aymi islem 600 uL RAV3 tamponu ile tekrarlanmistir. Tiip degisimi
sonrast 200 pL. RAV3 eklenen kolonlar 11.000 g hizda 5 dakika santrifiijlenerek yikama
islemi tamamlanmistir. Son olarak, 1,5 mL'lik tiiplere aktarilan kolonlar 6nceden 70°C'ye
isitilmig, 50 pL RNaz icermeyen H20 ilave edilerek 1-2 dk oda sicakliginda beklenmis ve
ardindan 11.000 g'de 1 dakika santrifiijlenerek viral RNA ektrakrakti elde edilmistir.

3.2.8. Revers-transkriptaz polimeraz zincir reaksiyonu

Viral RNA izolatindan revers transkriptaz enzimi yardimiyla komplementer DNA (cDNA)
sentezini gergeklestirmek i¢in One Step RT-PCR (Qiagen) kiti kullanilmistir. Bu amagla,
NCBI referans sekanst NC_001490.1 olarak ifade edilen ve asagida Sekil 3.3’de gosterilen
HRV-14 genomu yaklasik 1500-2000 niikleotidden olusan 4 hedef bolgeye ayrilmistir
(Stanway, Hughes, Mountford, Minor ve Almond, 1984). Bu gen boélgelerinin ¢ogaltilmasi
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icin ise 4 adet ileri primer (FP) ve geri primer (RP), ortalama GC yiizdesi yaklasik %45-50
olacak sekilde tasarlanarak Integrated DNA Technologies (Leuven, Belgium) sirketinde
sentezlenmistir. Cizelge 3.1°de hedef bolge ve isimlendirmeleri ifade edilen liyofilize

primeler, Tm degerlerine gére PCR Oncesi optimize edilmis ve 6 uM derisimde olacak

sekilde sulandirilmistir (Lacroix ve digerleri, 2014).

Cizelge 3.1. RT-PCR i¢in tasarlanan primer isimlendirmesi

Uriin Biiyiikliigii (Baz

Hedef Bolgeler Ileri Primerler Geri primerler cifti)
Bolge 1 FP1 RP11 1769
Bolge 2 FP3 RP8 1999
Bolge 3 FP17 RP4 2410
Bolge 4 FP11 RP1 1542
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6l
121
181
241
301

el
421
481
541
601
6al
721
781
g41
g0l

981
1021

1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501

1561
le2l

laB81
1741
1801
186l
1921
1981

2041

2101
216l
2221
2281
2341
2401
2461

2521

2581
2641
2701
278l
2821

TTALRARACAGC
GTACCTTTGT
GTTAGAAGCT
AGCACTTCTG
GTTATCCGCC
TCAGGTGGAT

CGTGTCCTAG
GCETGTGARGA
TAACCCTAGA
ACGGGACCGA
ACAGCATATA
ATCTCACGAR
TTACTATAAG
TAAGTTTACA
CAATCGTTGAG
AMTAACARMCA

TCCAGATGETG
GTTTTACACA

BBcrcarcca
AAGATCAGGT
ACTTETAGSTT
TAAXTACACH
GGGAGGGCCT
CATTTTCCCT
ATACATARAC
CATCCCTATT

CACAATAGCA
AGGTTTGCCA

ATCCCCCAGT
TCATAACTTGS
AMARCATGAG
TTTTGGGACA
TETTCAGTAC
TGCCTTGTCC

GGACAGGAGA

CATAGTAATG
ATACACCAGT
AMCGACCGGEC
GCTGATGAAR
TCAATTAGAR
TCCRARRARCAC
TETTCTTCCA
FP15
AMCTGATGTA

CAARACATGCT
CAACCTGTCC
TGATTCTGAG
CAATTTGGETG
CGATTACACA

GEATGEGETAT
ACGCCTGTTT
TGACATTARAA
TTTCCCAGGA
AACCAACTAC
TTTCCCTCCA

CCTGCGTGGC
CTCGCATGETG
GCCTTATGECC
CTACTTTGGG
TATACATATA
AATCAARMACA
GATGCAGCAA
GAACCAGTTA
GCCTGTGGETT
CAAGAAGCAG

GACGCTAGTG
TTGGATAGTA

CTCAMRGGATA
TACACAGTAC
GTAATACCAG
TTCACGCATC
GTCAAGGATG
CACCAGTTCA
TCAGTACCCA
GCCCCTCTTA

CCCACCATTC
CTCCCCARACC
GTACAATAGGS
GCGAGGTATA
GCTAACAGTTA
CTAGTTTGGT

GGCCAACCCA
CTTEETTETE
ACCGATCCAGT
TGTCCETETT
CTGTGATCAT
TTTTGACCAR
GTACATCATC
ARGATCTCAT
ATAGTGATAG
CCAACGCTGT

ATGTCAATAR
AGACATGGAC

TGGETGTGETT
ACGTTCAGTG
AMRCACCAACT
CAGGTGAACG
TCATATACAR
TTAATCTARG
TTGATTCAAT
CAGTACCAAC

FP3

CCTATGTGCA
ACTACARMCTT

GCACTGCCAA
CTAGAARATTA
GTTAACAGTT
AACCTGTTTA
TATACACATT
AGTGCTAAAC

Fr4

GAAGCAATGC

ACAATACCAT
GCTGGCTTTC
CAGGTCTACT
GATACTCAMA
GAAGTCATCG
ACACRARRAG
TCAGACAGCA
FP5
GAATGCTTTT

ACTGGAATAG
AGCCTTGTCC
TATACCATAC
GTCCAAGCCA
TEGCAARCTG

CTEAGCTTCTC
TGCCGGEGETC

ATTATGAGCC
TACAGGTAGA
ACCTCATACC
TTEGGETGATGGE
GGTCTGGATC
TCACTCTAGC

TAGGTACTCA

GGACATCAGG
TATCATGTTG
TATTATCATT
CTATCTCACA
TTCAGAAMAC
TCCCCATACT
TAGAARCCAG

TGGGTCGETGC

ATAATCACAG
ARCTTAGARAR
TGGECCACTGC
TGTATGTTCC
CTTCAAACCC

GACCCATTGGE
ACCCTTCCTT
TGGCGCCATA
GGCTGTACCC
GTACCATCTT
CGATGAGGCT
FP1l
GCTTATGCTG
ACTCCTCCGE
GETTGETAAGE
TCTCATTTTT
GGGCGCTCAG
TECATCARAT
AGCTGGTCAA
GCTTAAGGGET
AGTACARACHA
TGTGTGTTAT
FPZ2
AACTTCARARA
AARCAGGTTCT

CGGEGECARANC
CAATGCCACA
GGCTTCACAT
TGGTATAGAT
TATGAATGGET
ALCCRATARAT
GACACGTCAC
TGGAGCAACT

TEEEATAAGGE
AG

AACTCCAAGA
TACACTCATT
ACTAMATGCA
GGTCTTCARAA
ACTTAGATTC
ATACACCCCG

TCT T

GGTGCAGTTT
GTATCARAACT
CATAMGTGCA
GACTGTTGCA
GAMACAGACG
ALCTGECARARC
AACTACCTAC
EFP-18

GTETAGTACT
ARAATTCCCA
TCCAATGGTG
ACTGCCARRAR
GTTCTTGACT
AGGAATTCCC

GGACGCCCTT
CCCCTGEAATGE
TCGTAATGAG
CTTCATATTG
GTTTCTACAC
CAGACTTTCA
TCACTGTCAR
GCACCAGCAT
ATCACACTCG
GCTGAATGGC

CCAGACACTT

CTEGETACTAT
CCCATGAARMC
TCTATGTACA
GCCTTTAACC
GGACGTTCGA
CACGGGTGAC

TTAAGGACAT
CEECTARCCT
CAATTCCGEGEE
TCTTATGGETC
AGARARACTGG
CAGTTATARA
TGGACCCATC
TCAATTCACC
GCAATTCAMC
CAGAGTACCT

CTGTCTGTAG

RP13

ATGTTTTTCC
ARATTCCATR
GAGGGTGGCA
TTATCATCTG
ACTTTATTAG
ACAGCCACAR
ARCARATGTCT
CCCTCACTCC

TCCAAGTCAR

ACTCACTAGG
GCGGTTGTCT
ATGTTTCAGT
CAMATGAAGT
GAAATCTGCT
TAGTGATACC
CACTGATGGT
CTATAACAGT

TTGTGECCACA

EEERSERENENS . c»ccca

RP12

ATACACATAC
CCTATGAMACHA
ARCAGGCARAR
ACTACTCTTC
TCTTCGATGT
CCTGGTGCTC

TAGGGARAGT
ACACGCATAC
ATGAGCAGGT
TCEETGAAAT
ATACTGGTCC
GTGGTCCACA

EERENEENENNES . . rccaC

RP11
AGATATACTG
TCTCTTATAC
TGTCCAGATT
CTCACTGAAG
GTGGCCTCAR
GAAACAGGEGEE
ATGCACTTTA

RP10

AGAAGCAADD
GAMACTEGEAA
ATCTCAACCT
ACATGGTGCC
CAGTGTATTC

TTGTTCAATG
CTCTTCACTT
GATTCAGCAR
CCGARAATCCA
TTCARGGETGGE

ATCCAGATAC
TTCCCCCAGA
TTAAGCTTAG
GCTTAGGTGA
TCTCATCTGG
CCACARATCECC
ATGGETTCAGA

Braracanan

ATTGGARAAMLT
ATGTTAGGTT
ACTATTCAMAG
ARMGAGTGGG
GGEEATACATC

FPle

Sekil 3.3. HRV- 14 tiim genomu ve primer bolgeleri (sar1 ile ifade edilen diziler ileri primer;
yesil ile ifade edilen diziler geri primer bolgeleridir)
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2881
2941

3001
3061
3121
3181
3241
3301

336l
3421
3481

3541
3e0l
3661
3721
3781
3841
3801
396l

4021
4081
4141

4201
4261
4321
4381
4441
4501

4561
4621
4681
4741
4801
486l
4921
4981
5041

5101
516l

5221
5281

ARGGTTTAGT
CTCACATGAT

GECATTCAGR
TCACAGGGCA
ATCAATAGGS
TGACATTAAA
AATAATCGAAT
ARATAGAGAT

TAACCGTACA
CGARRMRAGCCC

acch NSNS

CATACATGGT
CATACGACAG
CEGTAGAGCT
AGAAGTGGECG
AGCTTTAGTG
ACTACTTGGA
TCAGGTGCCT
ATGTAATGECT

CGATAARRRAC
ACAACTTGAT
ARANCGAGAG

CCCATTTTAT
TATGCAATTT
CEETTCTGEET
TTCAGCAGTA
AGTTGETGATT
TCAAATGGTT

AATCTTGAAT
TACTACCTAC
TTGCCATCAA
CTTGGETAGAC
ARGTCEATTTC
AGTGETATARR
TTTACTGARA
TATACCTGAR

TACTATTCTG
TCAAARCTCAR

ACGCCCAGTT
CATAATGACT

GTGCCTTATG
CATGCAGARA

ATAGTARATG
AAGCTCGTTEG
CGECACARATT
TCCTATGGTT
TACCACTTGA
TTAGCAATAG

TAGGATTGGEC
CTCAGTATGG

ARCATGATGA
AAGCATGGAT
ATCCTAAGAR
TAGGACCTAG
TGACACCAGE
TCTCAACAGG

FP17

TCAGGTGTTT
ACCARCATCT

RPB
CCCATTGGAT
TTGEEAGTETA
TTTGGTGTCG
ARAGATTTCC
ATCATTTGCA
TETEATGGEAT
TACATTGAAA
GCARRAGGGAT

ACTATTCCAC
GCEATTGRAGE
CGGCAGA

TETTAACAGC
TCECAGAGGEA
GGTTCACTGA
TCACCACRAR
CAAATCATGA
CTCCTTGEGAG
CACAAGCARRA
TEGAATGEAT

FPE

ARAGTACTTC
ATACTAGAGA
CAGTTGETTCA

GCCETTGAAT
ARAMAGTRAAAC
ARATCATTAA
TATTCACTTC
ATGGATGATC
TCTTCAGTGG

CCCAAGCCAR
CACAAATRAAC
ATAACGTATT

CAARARMCGRAT
AARRGAMCTGA
CAACATCCAT
CACCAGATCC
TGERACCARAR
ATTTCTTGCC

FFS

BeTAATTTTG
CCTGAAGCTT
ACAAAGAATG
CCATCTAATT
AGAACTACCA
AAGAGCAAAA
GATTTAGAGA
TCTGTAGATT
ATTCCTACCA

ATGTTTGTCA

TTCTAGCCTC
TAGTCAGGAG
CAARACTCAR
TCAAGARATG
ACGTTAGGETA
TGCAAATTAC
TTGATGTTTE
CAGAAGAGAT
ACATAGARAL

CTACATTAGE

ATCAGCATAT
CATAACTGTT

ACACRARACT
TCCARGAGCA
TACAGARCCA
GTACGGTGGGE
AGACCACCAT
AGGACATGGT

ATATTACAGA
ARGCCCTTAT
GCTAGGAGAC

TGAAGGTAGT
ACAGGEGCTG
CCAAATCTCA
AGTTTTGTCC
TGACTTGETC
ATTTCTGAAG
TCGATGGATGG
TGECTAATAAG

AGARRARRCTA
CACCATGCAT

AATTGTTTTT
CTAMACCATA

CTTGTCARGAE
CCCAGAGCAC
CTARTTARGE
ATTTATACAT
AATCTGATAG
GCAGAMACAR

ARGTATTACC
TACCCRAGTA
TGECECETGEGGA

GGATATGTTT
AGTGATTACA
ACRAAMGTCA
ARARGTEGETCA
ACTGTTACGEG
ATGTACATTT
TTCAGAARCT
ATTTCCARAC

CGAATTTTGTA
ATCTCGAATC

RP-14

CAGGGAACTC
ACCAGTGTGT
TETEGEACGET
CAAGCACTTT
TCCAGATGGA
TCCAATGGECT

CACARATTCT
ATTTGGTTTT
TGECAGGECATE
TTGCCCCCTA
TAGTGTGGEAT
AGATTCCCTA
CAACACACCA
TAGGGAATAT
GGECTATGAAT
FP10
TATTGTTTAT

con N ERSSNNSEENEE  c canr

RF5S
GTTGTGCAAG GACCAAACAC AGRATTTGCA
ATAACARCCT CAAAGGGAGA GTTCACAGGE

ARGAACANAR
GTATTAATCC
CGCARTTGECAG
GATGGTTATC
CAGGATATAR
AGTTTAGATA

ARCACACTAR
CACCTAGATA
TCARCCARGE
GTCTGTGGAA
CAACTGGETCA
CAAMCACTGET
CCTTCAGRAT
TETAAGARGA
CAAGCCAGCA

GTCATTTATA
ARRCTAARAG

CTATCCCTGT
TTAGGCATAC

ATGATGGTTA
TGGGTAGTAT

TCAGAGTTTA
TACCCTACAC
AGAGGARAGE
CARATGETTAA
CACCCTATCC
TACCACACTG

CCATAATTTG
GATTTCAAGC
TTTTGAGATG

GTTTTGCTGA
TCACAGGTTT
CAGAACTACA
ARATGETTTC
CCACTCTAGC
CCAAACACTT
TTAATGATGC
TEATTGEAATE

GTAAACTCAR
CAACACAGGA
ARRAGTTTGC

TEETAAATTA
ATGGTACACC
AACACTTCAA
AGCAACAGGA
GCATGTTTTG

A
RFP&

GCCCCCCAAC
TATGTTTGCA
CATGECARRGA
AAGCTATTAG
CEGCTATTAT
TTCARGGACC
GTATCAACGA
AGAAATGGAT
TEATTATTAR

AATTGTTTGC
CCCCAACTTT

TAAGGARAAR
ATGATCGETGET

Sekil 3.3. (devam) HRV- 14 tiim genomu ve primer bolgeleri (sar1 ile ifade edilen diziler
ileri primer; yesil ile ifade edilen diziler geri primer bolgeleridir)
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5341
5401
5461
3521
5581

3641
5701

5761
5821
3881
5941
8001
606l

86l2l
6181

6241
8301
636l
8421
8481
86541
g60l

g66l
8721
8781

8841
8901
8961
7021
7081
7141

7201

CTGTGETGATA
TAGAGTTAAG
GTTGACTTTA
AGAMGETGTG
AGTTGGCCCT

GATTCGTTAT

ran SR

ARARCAATAT
TAACATAAAT
TGETTTTTCCA
TAARTTGACT
ARATATGECTT
TTCTGEAACTT

TACAACCAGT
TAARGAGACC

GCCTCTAGTT
ARGTAGATTA
CAACCTTTAC
TGATCCTGAT
TGATTACTCT
TTTGACCARAG
TATCTTTAGS

CAGCATATTC
TAARGGAATA

rraT S

CATCACACCC
TTTAAAGAGA
CATGAAAGAT
CGTCCGATCA
TCAGAAGATC
TAGGAGGC

GTAGGAGTTT

CCCACACACG
GCATAAGTACA
GATAGARATG
GATGECCACTT
GTAACAATGGE

GATTATGCAA

CACRAGCCTGG
ARTTAGTAGAE
ARAARTTCAG
TGETAGTACA
CAGGACTTAT

CRARRARCTGG

EECRTENNES ccc A s
RP4

TTTGTAGAGA
CCAGTCAACA
GETGACAAGE
GAATCATTAT
GTGGECTGTAG
ACACTARAMNG

GCAGGATTTC
CAGGACACAG

ACATATATTA
ATTGAAGCCT
ARAGCATTCC
GTGTTTTGGT
ARTTTTGATG
TTAGGCTTTG
CATGAAATAT

AATTCCATGA
GATTTAGACA

RP2
CCAGACRAMLT
TACTTCAAGC
ATACATGAGT
TTATGCATGET
AGAACTACTG

ARCARGGCCA
CGGECAACTAR
ARCCTGCTET
TCTCTAAGTA
ACCATTATGC
ARGCATTATA

CCTATGETGAG
ARRAACGATGAR

AGGATGAATT
CCAGTTTGAA
ATCAAAATCC
CTGTCATCCC
CCTCTTTGTC
CAGGCTCTTC
ATGTGGTTGA

TCAACAACAT
ARCTTAAAAT
GTGETT

CTGRAACTTT
CTGATCAACA
CAATCAGATG
TAGCATGGCA
ACATTGGAAR

GT

RP1

AT

TCATGATGETA
TCCAGAGAAC
AGATATCAGG
TTCAAATAAC
TAATTTGAGT

GCAGTGTGGA
TCGAAGACAR

AGTAATAGCT
GTCARAATTA
ATTGAGTGAC
CAAGGGGAAT
AGGGCAACTA
TGEEAGSTAGAT

TCTTGEGEGATC
crrrTaT

ARGAAGTGTT
TGATTCTGTT
CEETETTCTG
TTGCTTAATG
ACCAGTTTGG
ATTAATTCAR
AGGTGGCATG

AATCATTAGG
CTTAGCTTAC
GECAACTCTT

TACARAARATG
ATTTCCCTTT
GACARRGGAT
CTCAGGAGAR
ATGTCTAATT
TAARCAATATA

CTAGTGAATG
ATTAATCTAG
GGATTTATAT
TTTACCALCA
AGCACCCCCA

GTCAGARALT
AGCTTACAGT
CAGAAGATCT
CTATCTTAGA
CTAACAGAAT

FP11

GETGETECTET
GGATTTTCAG

AGACATARAGS
CATCCCAGTG
AATGATCCCA
GTAMATACGG
TTATCACTAG
GEACTAGAAC

ARBMACAGAG

GTGCTACTGE
CTCAACTTARA

TTAGGGAGTT
TATTTTATGA
GACTGGARAGT
AACCCACTGA
ATATCCCCAC

CTATAGATAT
Fpl2

ACATTCTGAR

GACAAGTATG GCATTGAC "

RP3
GACAAAGTCC
ARCATGAGARA
ACTGEATCAG
CATGGEGECACT
TTTGTCTGETC
TCARTTTGETA
CCCTCAGGGT

GATTAGGGAA
TGAAACTAGS
CAGTGGEGETTE
TGATGGCATT
TAGAGARGGET
ATACCCATCA
GTTCAGGARC

FP13

ACTTTGATAT
GGTGATGATT
GETAAAAATT

ACATGGGAAR
TTEETTCACC
CCTAADAAMCH
ARAGAGTACAR
CTCCCAGAAT
GACACTTAAT

TAGATGCATA
TGATTGTTTC
ATGGACTAAC

ACTTGACATT
CAGTTATGCC
CACAGGATCA
ATGARTTCAT
ACAGCGTACT
TTGAGTAGAA

Sekil 3.3. (devam) HRV- 14 tiim genomu ve primer bolgeleri (sar1 ile ifade edilen diziler
ileri primer; yesil ile ifade edilen diziler geri primer bolgeleridir) (Stanway ve
digerleri, 1984)

PCR amplifikasyonu i¢in gerekli olan kit igerigi reaksiyon basina toplam hacim 25 uL olacak

sekilde Cizelge 3.2.’de gosterildigi miktarlar esas alinarak hazirlanmigstir. Her bir kimyasal

ornek sayist ile carpilarak PCR igin yeterli miktar olusturulmustur.
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Cizelge 3.2. PCR kimyasal protokolii

Bilesenler Tek 6rnek miktari (uL)

Su 10
5X Tamponu 5)
dNTP karigimi 1
RT-PCR enzim karigimi 1

Rnasine 0,5

RNA izolat1 2,5

FP veya RP 2,5
Toplam 25

Hazirlanan reaksiyon tiipleri i¢in termal dongii cihazinda PCR programi 6zel olarak dizayn
edilmistir. Baslangi¢ denatiirasyonu, 50°C’de 30 dakika; denatiirasyon 95°C’de 15 dakika
ve 94°C’de 45 saniye, birlesme 55°C’de 45 saniye, uzama 72°C’de 1,5 dakika olacak sekilde
40 dongii; son uzama ise 72°C’de 10 dakika olarak ayarlanmistir.

3.2.9. Agaroz jel elektroforezi ve goriintiileme

1 gram agaroz (Sigma) tartilarak 100 mL 1X TBE (45 mM Tris-borate, 1 mM EDTA)
icerisinde mikrodalga firin yardimiyla ¢ozdiiriilmiistiir. Ardindan 50-55°C’e kadar sogutulan
cozeltiye 0,5 pg/uL etidyumbromiir eklenerek tarak yerlestirilmis elektroforez kabina
dokiilmistiir. Oda sicakliginda 20-30 dakika polimerize olmasi beklenmistir. Katilagan jel
taraklardan ayrilmis ve igerisinde 1X TBE bulunan elektroforez tankina yerlestirilmistir. 3
puL PCR firiinii ve 2 pL yiikleme boyasi karistirilarak jel gozeneklerine pipetlenmistir. 75
voltta 45 dakika yiiriitilen jel UV 1sik veren goriintilleme sistemi kullanilarak
fotograflanmigtir (Albright ve Hall, 2011).

3.2.10. DNA'min saflastirilmasi

Amplifikasyon iriinlerine baglanmayan ekstra primer ve dNTP artiklarin1 temizlemek igin
Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System kiti kullanilmistir. Kit yonergeleri
dogrultusunda PCR iiriinii ile ayn1 miktarda, igeriginde 4,5 M guanidinyum izoiyosiyanat ve
0,5 M potasyum asetat (pH 5,0) Membrane Binding soliisyonu eklenerek 1 dakika oda
sicakliginda inkiibe edilmistir. Kolon eklenmis 2 mL’lik tiiplere aktarilan karisim 1600 g’de
1 dk santrifiij edilmistir. Yeni bir 2 mL’lik tiipe alinan kolonlara 700 puL 6nceden etanol

eklenmis Membrane Binding soliisyonu koyulmus aynmi hizda 1 dakika daha
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santrifiijjlenmistir. Ayni islem 500 pL soliisyon ile 5 dk olacak sekilde yinelenmistir.
Ardindan, etanolii uzaklastirmak icin bos bir tiipe aktarilan kolonlar santrifiij kapag: acgik
olacak sekilde 1 dk 16000 g’de dondiiriilmiistiir. Son olarak, kolon steril 1,5 mL’lik tiipe
aktarilmis, iizerine 50 pL niikleaz icermeyen su ilave edilerek 1 dk oda sicakliginda
beklenmistir. Boylelikle, 1 dk 16000 g’de santrifiijlenen tiiplerden kolonlar uzaklastirilarak
amplikonlardan temizlenen viral cDNA elde edilmistir.

3.2.11. DNA dizi analizi

Dizi analizi i¢in kalip olarak temizlenen PCR {iriinleri Big Dye™ Terminator v3.1 Cycle
Sequencing kiti kullanilarak Cizelge 3.3.’de belirtilen hacimlerde hazirlanmis ve RT-PCR
primelerine ek olarak ara gen bolgelerini kapsayan ekstra sekans primerleri Cizelge 3.4 ve
Sekil 3.3.’deki gibi reaksiyon tiiplerine yine 6 uM derisimde eklenmistir. Termal dongii

cihazi ise Cizelge 3.5’ deki sicaklik degerleri ile ayarlanmistir (Lacroix ve digerleri, 2014).

Cizelge 3.3. Dizileme Kimyasal Protokolii

Bilesenler Tek kuyucuk miktart (uL)
Hazir reaksiyon karigimi 1
5X Tamponu 15
Su 1,5
FP veya RP 1
Kalip DNA 3)
Toplam 10

Cizelge 3.4. DNA Dizileme igin tasarlanan primerler

Hedef Bolgeler Tleri Primerler Geri primerler
Bolge 1 FP1-FP2 RP11-RP12-RP13
Bolge 2 FP3-FP4-FP18-FP16 RP8-RP10
Bolge 3 FP17-FP8-FP9-FP10 RP4-RP5-RP6-RP14
Bolge 4 FP11-FP12-FP13 RP2-RP3

Primer Adlar Ileri Primerler
5 S e 3 b
FP1 GTTTGGTCGATGAGGCTAG
FP2 CGCTGTTGTGTGTTATGCTG
FP3 CCTATTGCCCCTCTTACAG
FP4 CCTTGTCCAGTGCTAAACTC
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Cizelge 3.4. (devam) DNA Dizileme i¢in tasarlanan primerler

FP10 GAAAGGGCTATGAATCAAGC
FP11 CCCACTAACAGAATGATTCG
FP12 GATATTACAACCAGTGCAGG
FP13 ATGCCCTCAGGGTGTTCAG
FP16 CCAGTGTATTC TTCAAGGTG
FP17 GCAATAGTCTCAACAGGAGG
FP18 CCAG AACTACCTACATGCAC
Primer Adlar Geri Primerler
57mmmmmeen 3

RP1 CTAAAAGAGGTCCAACCAGC
RP2 TGTGGATCCAGTTCATAAGG
RP3 GTCAATGCCATACTTGTCTAG
RP4 CCAACATGAATACCAAAGATC
RP5 GCGGGTTACCAGAATATGG
RP6 TGGTGAATAACATGCCCTTG
RP8 GCCCAACCCCTTTCATCAC
RP10 TCAGTTACATGCACACAAGC
RP11 GCAGACCAATATCCCAGAC
RP12 CATCTGTGGTCAAGAATTGTC
RP13 GTAATTTCCAGCACCAGCC
RP14 GCGACATTTG TTCCAACCAC

Cizelge 3.5. Termal dongii cihazi protokolii

Adim Asama Sicaklik (°C) Siire
1 Aktivasyon 26 5 dk
96 30 sn

2 Amplifikasyon (25 Dongii) 50 15 sn
60 4 dk
3 Bekleme 4 sonsuz

Sekans PCR islemi sonrasi, fazla ddNTP’lerin ve primer artiklarinin uzaklastirilmasi igin

etanol/sodyum asetat ¢oktiirmesi yapilmustir. Ilk olarak, kisa siire santrifiij edilen 6rnekler

tizerine 10 pL su, 2 pL 3 M sodyum asetat ve 55 pL %100 etanol (EtOH) eklenmis ve

karistirnlmistir. Oda sicakliginda 15 dakika inkiibasyon sonrasinda ise 4°C'de 30 dakika

13000 rpm'de santrifiij edilmistir. Ardindan, siipernatant 500 puL %70 EtOH ile yikanmis ve

4°C'de 15 dakika 13000 rpm'de dondiiriilmiistiir. Pipet yardimiyla siipernatant alinmis ve
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ornekler bir saatten fazla kurumaya birakilmistir. Elde edilen DNA 15 pL formamid i¢inde
¢ozdiiriilmiis, 96°C'de 2 dakika santrifiij yapildiktan sonra buz iizerinde 2 dakika denatiire

edilmistir (Lacroix ve digerleri, 2014).

3.2.12. DNA dizi analizi degerlendirilmesi

Denatiire edilen PCR iiriinleri silika temelli Applied Biosystems 3500x| Genetic Analyzer
cihazina yiiklenmis, elde edilen sonuglar sekans yazilim programi Geneious Prime 2022.1
ile degerlendirilmistir. Her bir izolat i¢in ileri ve geri primerlerin kullanilmasiyla elde edilen
kromotogramlarda Adenin (A) yesil, Guanin (G) siyah, Sitozin (C) mavi ve Timin (T)
kirmizi renkli pikler ile gosterilmektedir. Bu piklerin yorumlanmas: ile DNA dizi analizi
gergeklestirilmistir. Cihazin pikleri hatali okuyup okumadiginin kontrolii de
elektroferogramlarin tek tek goz ile incelenerek ve tamamlayici dizilerle karsilagtirilmasiyla

yapilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Antiviral SPE rediiksiyon testi

498 nm'de her bir kuyucuk, mikroplaka okuyucu ile absorbansi 6l¢tilmiistiir. Optik yogunluk
degerleri, kontrol yiizdelerine doniistiiriilmiis ve %50 inhibisyon saglayan ilag derigimi
(ECs0), viriis kaynakli SPE'ye kars1 %50 koruyucu etki ile sonuglanan bilesik derisimi olarak
logaritmik enterpolasyon ile hesaplanmistir. Ek olarak, her bir bilesik kosulunun hiicre ve
tek tabakal1 morfolojisi, kiiciik SPE isaretleri veya bilesigin neden oldugu olumsuz etkiler

icin mikroskobik olarak degerlendirilmistir.

1:100 ve 1:1000 MOI viral enfeksiyonda ayni bilesik derisimlerinde mikroskobik olarak
benzer sitopatik etkiler gozlenmesine ragmen hiicre canliligindaki degiskenlikten 6tiirii ECso
degerleri farklilik gostermistir. 1:100 MOI viral titrede ECso 0,71 uM olurken, 1:1000
MOTI’de 0,40 uM olarak bulunmustur. Bu deger 1:10000 MOI de ise <0,023 olup bilesik
kaynakli en giiclii inhibisyonu ortaya koymustur. Bilesigin antiviral etkinliginin en yiiksek,

sitopatik etkinin en diisiik oldugu viral titre ise 1:10000 MOI olarak tespit edilmistir.

Enfeksiyon orani azalmasina paralel olarak ayni derisimde bilesik etkinliginde artis
gorlilmiistiir; ancak bu deneysel degiskenlik ve bilesik stabilitesi sebebiyle kuyucuk bazinda

tam bir korelasyon gostermemektedir.

Cizelge 4.1. Antiviral SPE rediiksiyon testi sonrast MTS okumalari, kontrol yiizde ifadesi
ve ECso degerleri

MTS okumalar1 (OD)

CIM212240(uM) 50 16,66667 5555556 1,851852 0,617284 0,205761 0,068587 0,022862 VC CC
1100 021999 085311 085724 0,20929 0,18976 081721 0,24937 0,22799| 0,12985( 0,90987
040307 086291 082637 0,74329 021044 087349 028756 0,19293| 0,13286( 0,94089
Enfeksiyon 1/1000 0,36874 087794 093331 088756 093406 095314 0,25133 0,21389| 0,1482| 0,94497
orani(MOl) 027844 088952 04771 091881 09353 092891 043599 0,67654| 0,13555( 0,85256
047333 091112 090307 0,91536 090551 0,89932 0,9253 0,92906| 0,14011| 0,88463
019412 093262 093274 0,92827 093605 092405 0,91204 0,9041| 0,13153| 0,95618

Kontrol yiizdelerine doniigtiirtilen degerler

CIM212240(uM) 50 16,667 5556 1852 0617 0206 0069 0023 V

1/10 000

(@]

CC  EC50(uM)

% %9 7 & B 2 1%

100 ¥ @8 8 B 10 % 19 7 0 | w ||00

By W % w % W s 5 02 ||
orani(MOI) 8 @ 4 o 103 1@ B 6 0 |
B % 0 % % 0l 100 | %

110000 7w o w1 o w0 % 4 | s || 0%
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4.2. Bes Asamali Klonal Secim Prosediirii ile Varyantlarin Eldesi
4.2.1. Adim 1

En disik CIM212240 derisimini ve viriis kaynakli sitopatik etkinin (SPE) %100
gbzlemlenebildigi en yiiksek viriis miktarini belirlemek i¢in bir farkli MOI (1:10000,
1:1000, 1:100) HRV- 14 antiviral deneyi yapilmistir. inokiilasyondan sonraki 3. giinde, plak
mikroskobik olarak kontrol edilip Cizelge 4.2.’deki gibi skorlanmistir. Bu skorlandirmada
ise CC kuyucuklarinda olan yogun hiicre varligi 0, VC kuyucuklarinda gozlenen etkin viral
hiicre deformasyonu 5 olacak sekilde bir skala olusturularak degerlendirilmistir. Her bir
kuyucuk bu kiyaslama ile tek tek gozlemlenerek kaydedilmis ve MTS okumalar ile nicelik
kazandirilmistir (Cizelge 4.2.).

Ik adim sonrasi, CIM212240 bilesiginin enfeksiyon oranma bagl antiviral aktivitesi
gozlemlenmistir. Yesil renk ile ifade edilen degerler viriis kaynakli SPE etkinin %100

inhibisyonunu, kirmiz1 ise aktif SPE varligina isaret etmektedir.

Enfeksiyon oraninin 10 kat azaltilmasi ile bilesik etkinliginde azalma goriilmiistiir; ancak bu
kuyucuk bazinda canli metabolizmasindaki degiskenlik ve bilesik stabilitesinden Otiirii
sistematik bir diisiis olmamigstir. Buna ragmen, 1:10000 diliisyonunda bilesik derisimine
paralel sekilde azalma olmasi1 yaninda yogun bir hiicre canliligi gortilmiistiir. Bu ise bilesige

kars1 gelisen direncin sinyali olarak nitelenmistir.

Sonugta, yapilan degerlendirmeler 1s1ginda Adim 2 i¢in 1 ug/mL ve 0,2 pg/mL bilesik
derigimi ile 1/10000 viriis diliisyonu segilmesine karar verilmistir. Cizelge 4.3.’de sart ile

cercevelenen kuyucuklar bu degerlendirmede etkin rol oynamaistir.

Cizelge 4.2. 1. adim MTS sonuglari

MTS okumalari(OD)

CIM212240(uM) 50 16,66667 5555556 1851852 0,617284 0205761 0,068587 0,022862 VC cC

1100 090324 021788 02949 018438 029332 016695 020288 0,16072| 0,19028| 0,95336
083991 083526 066428 01745 026274 020911 020993 0,1719] 0,17815| 093304
Enfeksiyon 171000 08728 087413 068066 089858 026813 0,32557 023694 0,19651| 0,20555] 0,9469
orani(MOl) 0,88263 043854 0,78637 021534 024974 030187 0,19183 0,74759] 0,20619| 097644
086153 082219 0,76367 078931 0,74648 076194 0,39714 0,20944| 0,17855( 0,98922
082378 080886 0,75488 074529 0,72769 067807 033758 0199 0,17862| 098429

110000
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Cizelge 4.3. 1.adim sonrasi mikroskobik degerlendirme (0 = CC, 5 = VC)

Mikroskobik Skorlandirma

CIM212240(uM) 50 16,66667 5,555556 1,851852 0,617284 0,205761 0,068587 0,022862 VC cc
Enfeksiyon 1/1000
orani(MOl)
1/10 000
4.2.2. Adim 2

Bir 96 kuyucuklu plak tizerinde sirasiyla 54 6zdes kuyucuk olusturmak i¢in 1. adimda
secilen viriis derisimi ve bilesik derisimi kokiiltiire edilmistir. Tiim kuyucuklar, SPE gelisimi
icin gilinliik olarak izlenmis 0,2 pg/mL bilesik derisimli olan plaklar enfeksiyondan sonraki
4. glinde, 1 ng/mL bilesik derigimli ise enfeksiyondan sonraki 6. giinde, sar1 ile ¢ergevelenen
kuyucuklarda direncli olduklar1 varsayilarak toplanmistir. Her bir plaktan viriis izolatlari ile
virlis kiiltiirleri (VC)’de alinarak sonraki analizlerde paralel bir sekilde ¢alisilmistir (Cizelge
4.4, Cizelge 4.5). Yesil ile ifade edilen tiim kuyucuklarda viriisiin indiikledigi SPE’nin %100
inhibe oldugu gosterilmistir. Ayrica, enfeksiyon oranlari sabit olan hiicrelerde bilesik
derisimi artis1 SPE’de azalmaya sebebiyet vererek bilesigin rinoviral etkinligini ortaya

koymaktadir.

Cizelge 4.4. 2. adim MTS sonuglari

CIM 212240 CCNVC
08139 0,78971 0,79206
Enfeksiyon orani (MOI):  0,75241 (0,7953  0,74918

0,7585

1/20000 0,76564  0,74375 0,76255
Konsantrasyon: 0,758% 070767 0,70226 0,75036 0,/77%
02 pglmL 073535 073719 10,7459 0,73911 0,/8899

07899 072781 072502 075331 0,16361 072492

Cizelge 4.5. 2. adim MTS sonuglari

CIM 212240 CCNVC
0454 087457 083483 07603 087203 083826 078791 080344 083024 085028

Enfeksiyon orani (MOI); 089877 083802 088669 07734 081814 08468 (08613 084G8L 0819 078679
1/10000 088257 085884 087184 087755 085331 083316 084419 084461 014722 078463
Konsantrasyon: - 083848 077362 068203 068036 077183 072446 074966 0,74154| 017316
1pgimL 080313 074268 074833 081368 075452 072468 081432 077757 [ 013041
080416 069561 069081 064887 06292 065397 068247 0685 068188 016446



38

4.2.3. Adim 3

Ikinci adimda segilen virus izolatlar: ve virus kiiltiirii (VC), kendi baslangic derisimlerinde
olacak sekilde 0,2 ve 1 uM CIM212240 bilesik varliginda ayni virus titrasyonuna tabi
tutulmustur. Inokiilasyondan 3 giin sonra énemli SPE gosteren en yiiksek virus titresi
secilerek ayristirilmistir. Boylece, saflagtirilmis/zenginlestirilmis bilesige direngli oldugu
varsayilan Vvirus popiilasyonlar1 elde edilmistir. Mikroskobik olarak kuyucuk basina
skorlandirilan plaklar hiicre kiiltirt 0, virus kiltirii ise 1 olacak sckilde SPE
degerlendirmesine tabi tutulmustur. Cizelge 4,6’da sar1 ile ¢ercevelenen kuyucuklardan elde
edilen virus populasyonlar1 P1, P2 ve Cizelge 4.7° de sar g¢ergeveli kuyucuklar ise P3, P4

izolatlar1 olarak isimlendirilmistir.

Cizelge 4.6. 0,2 uM CIM212240 bilesik varliginda virus titrasyonu sonras1 mikroskobik
degerlendirme (0 = CC, 1= VC)

->1/5--> CC
Liza TEIEK
-Bilesik
->1/5--> CC
LVe -Bilesik

+ Bilegik

Cizelge 4.7. 1 uM CIM212240 bilesik varliginda virus titrasyonu sonrasi mikroskobik
degerlendirme (0 = CC, 1= VC)

->1/5 --> cC
2 izolat +Bilesik
-Bilesik

->1/5--> CC
VG -Bilegik

]

+ Bilesik
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4.2.4. Adim 4

Adim 3’°de segilen 2 viriis izolat1 (P1, P2) ve viriis kontrolii 0,2 uM CIM212240 bilesik
varliginda ve diger 2 viriis i1zolat1 (P3, P4) ve VC’ii 1 uM CIM212240 bilesik derisiminde
sonraki deneylerde kullanilmak iizere yeterince biiyiik miktarda bilesige direncli viriis eldesi
icin 25 cm?flasklarda kiiltiire edilmistir. Flasklardan mikroskobik gériintiiler alinmis (Resim
4.1), bilesik varliginda ve yoklugunda sitopatik etki (SPE) degerlendirilmesi yapilmistir
(Cizelge 4.8). Bilesik varligina ragmen viriis kaynakli hiicre 6liimiiniin inhibe edilmesi

izolatlarin bilesige kars1 direng gelistirdigini fenotipik olarak dogrulamaktadir.

Flasklarda bilesik varligina ragmen %100 sitopatik etkinlige sahip iki izolat olan P1 ve P4
yakinen ilk giinden itibaren takip edilmis ve mikroskobik goriintii alinmistir (Resim 4.1). P2
ve P3 izolatlarinda ise goriilen zayif SPE yaklasik olarak degerlendirilmis ve ileri

caligmalara dahil edilmemistir.

- cre kiiltiirii(CC) Viriis kiiltiirii(VC)

I

lat
» z}s S P

N

Izolat 1 (P1) Izolat 2 (P4)
= NCURTTE P -

Bilesik

Bilesik

Resim 4.1. Enfeksiyondan (MOI: 0,0001) birinci giin sonrasi inverted mikroskop goriintiisii

Cizelge 4.8. Enfeksiyondan (MOI: 0,0001) 3 giin sonra SPE degerlenmesi

- + - - . - . - 5 + = +
Bilesik | Bilesik | Bilesik | Bilesik | Bilesik | Bilesik | Bilesik | Bilesik | Bilesik | Bilesik | Bilesik | Bilesik
Enfeksiyon 0 0 %100 0 %100 | %100 | %100 %80 %100 %60 %100 | %100

3. giin CPE CPE CPE CPE CPE CPE CPE CPE CPE
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4.25. Adim 5

Son olarak, CIM212240'in antiviral aktivitesi, fenotipik direnci dogrulamak icin bilesige
direngli oldugu varsayilan iki izolat (P1, P4) ve VC’ii viriis referans stoguna paralel olacak
sekilde farkli viral enfeksiyon oranlarinda ilk adimla benzer sekilde degerlendirilmistir
(Cizelge 4.9). P1 ve P4 izolatlara ait plaklarda 0,01, 0,0001 ve 0,00001 MOI enfeksiyon
oranlarinda %100 virlis kaynakli sitopatik etki bilesik varligina ragmen neredeyse her
kuyucukta gozlenmistir. Bu kirmizi ile ifade edilen kuyucuklardaki canli hiicre oliimii
virlisiin bilesik direnci gelistirmesini kanitlar niteliktedir. Ayrica, izolatlarla beraber
degerlendirilen viriis kontroliinde ayni1 sartlarda SPE rediiksiyon testine yakin (ECs0=0,71)
olan 0,78 degeri hesaplanmistir. Sonugta, virlisiin bilesik varligindan etkilenerek direng
mekanizmasi olusturdugu tespit edilmistir. Ayrica aralarinda 10 kat degiskenlik bulunan
enfeksiyon oranlarina ragmen elde edilen izolatlarda bilesige ait anlamli bir antirinoviral

etkinlik (ECso> 50) gozlemlenmemistir.
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Cizelge 4.9. 5.adim sonrast MTS okumalari, kontrol yiizde ifadesi ve ECso degerleri
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4.3. Capraz Direnc Testi

CIM212240'1n antiviral aktivitesi, fenotipik direnci dogrulamak i¢in bilesige direngli oldugu
varsayilan Virus izolatlari, referans bilesikler CIM119143 ve Rupintrivir varliginda farkli
derisimlerde kiiltiire edilmistir (Cizelge 4.10). Inokiilasyonun 4. giiniinde viriis kiiltiirlerinde
goriilen tam SPE sonrasinda plaklar MTS analizi ile degerlendirilmistir. Elde edilen optik
degerler daha sonra kontrol yiizdelerine ¢evrilerek ECso hesaplanmistir (Cizelge 4.10).

Elde edilen iki izolat enfeksiyon oranlari (MOI) 20 kat arttirilarak ayni miktarda CIM212240
ve CIM119143 bilesik derisimine maruz birakilmistir. Benzer molekiiler yapiya sahip bu iki
bilesik beklendigi iizere dirence bagl yiiksek ECso degerleri gostermislerdir. Ayn1 zamanda
izolatlar referans bilesik olan rupintrivir ile daha diisiik bir baslangi¢ derisimi ile (10 uM)
titre edilmistir. Rupintirivir derisimindeki anlamli farka ragmen ECso degerleri 0,16 ve 0,11
olarak saptanmig ve izolatlarda herhangi bir dirence bagli %100 SPE inhibisyonu
gerceklesmemistir. Rupintrivir’in hem iki izolat hem de VC ile galisilmasi sonucunda ise
benzer ECso degerleri olan 0,16, 0,11 ve 0,12 elde edilmistir. CIM212240 bilesiginin stok
virlis (VC) tizerindeki %50 etkili derisimi ise <0,023’tiir ve antiviral SPE rediiksiyon testi
ile ortiismektedir.
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Cizelge 4.11. Capraz direng testinin kontrol yilizdelik ifadesi ve ECso degerleri
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4.4. Revers-transkriptaz polimeraz zincir reaksiyonu

Fenotipik direncin gozlendigi izolatlarda genomik arka planini aydinlatmak amaciyla tim
genom hedef bolgelere ayrilarak molekiiler genetik bazli arastirmalar yapilmistir. Oncelikle,
P1, P4, VC izolatlar1 ve stok suslarda hedef gen bolgeleri polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)
teknigi kullanilarak amplifiye edilmistir. Tiim genomu kapsar nitelikteki dort hedef bolgenin
amplikonlar1 %1°lik agaroz jelde yiiriitiilerek primer aktivitesi ve iiriin miktar1 (baz cifti) test
edilmisitr. PCR ile amplifiye edilen boélgelerin amplikon biiytikligii 1750 baz gifti (bg) ile
2500 bg arasindadir (Sekil 4.1).

Sekil 4.1. P1 ve P4 izolatlarina ait hedef bolge amplikonlarinin agaroz jel goriintiisii (M:
DNA Ladder- 250 bg)
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Sekil 4.2. VC ait hedef bolge amplikonlarinin agaroz jel goriintiisii (M: DNA Ladder- 250
be)

4.5. DNA Dizi Analizi Sonuclar

Sekans PCR reaksiyonunun ardindan ¢alisilan izolatlar (P1, P4), VC ve stok susuna ait DNA
dizi analizi sonuglari ileri ve geri primerler igin tek tek elde edilmistir. Her hedef bolgesine
ait ileri ve geri primer elektroferogram goriintiileri Applied Biosystems 3500xI Genetic
Analyzer cihazindan Geneious Prime 2022.1 programina aktarilmis ve iki yonlii olarak elde
edilen DNA dizi analizi sonuglart birlestirilerek her bir izolata ait tiim genom
tamamlanmistir. Fenotipik olarak CIM212240 bilesigine direngli olan P1 ve P4 izolatlar1 ile
VC karsilagtirmal1 bir sekilde degerlendirilmis, VP1 kapsid proteinine ait gen bolgesinde
C199W amino asit yer degistirmesi saptanmustir (Sekil 4.3, Sekil 4.4, Sekil 4.5).



1 1,000 2000 fF-:-:- 4,000 5,000 000 7.000 TEE
. %
rd ‘3(:':' rd "-"1 [1] 2 "-"2':' 2 "-"3-':' 2 ‘3\4!:'
Consensus GTGCCTTATGTEGGATTGGCATCAGCATACAATTGE ATGATGGTTAC
Translation vV P Y VM G L A S5 A Y NW F ¥ D G Y
4
Coverage {
E 0
2895 2905 2915 2925 2935
L+ NC 001490 GUG _G-GG-GG_G—G_G-GG-
Translation MO P YN G A S A ¥ N C F Y [ID G Y
Y polyprotein COS 3

/\MW&'/\'“'“N\/\ AW A e

Ce REV 21097AA068.8b1 GTGCCT TATGTGGGATTGGCATCAGCATACAATIGG ATGATGGTTAC

Ce FID 21092AA046.6b1 GTGCCT TATGTGLGGATTGGEATCAGCATACAATTGG ATGATGGTTAC

Sekil 4.3. Rinovirus P1 izolat1 direng kromotogrami

35:1!.’) JSE-CI 35‘5!31 _’rEJC'
Consensus 'CTTATGTGGGATTGGCATCAGCATACA TGGTTTTATGATGG
Translation P Y v G L A S A F Y D G
Coverage

JEM' 2'30"-" 2"-"1"' 2"'2"'
NC_001490 _G-G GAUUG G_G_G_G-G Gl
Translation P vy G e A N C F DG

)y p-u-lyrprutem D5

Eene

Ce REY 2109ZAA035.ab1 'CTTATGTGGGATTGGCATCF\GCATACAATTG GTTTTATGATGG

A

G FID 21007AA028.ab1 CCTTATGTGGGATTGGCATCAGCATACAATTGGTTTTATGATGG

Sekil 4.4. Rinovirus P4 izolatinda diren¢ kromotogrami



351(}' 3-52() 353-'.') 35-:10
Consensus TTATGTGGGATTGGCATCAGCATACAATTGTTTTTATGATGGT
Translation Y W G L A S A Y ) SO = Y D G
4
Coverage {
. ol
2“'34 2“14 2“‘2:1 2“'34
NC_001490 _G-GG-GG_G_G—G-GG-
Translation " A B B JI N <
I rotein CDS

Ce FUD 2109ZAA018.ab1

Ce REV2100ZAA017.ab1 TTATGTGGGA T TGGCATCAGCATACAATTIGTTTTTATGATGG T

Ce FUD 21092AA010.ab1 TTATGT-GGA TGGCATCCATA.AATTGTTTTTATGATGGT'I

Sekil 4.5. Viriis kontrolii (VC) diren¢ kromotogrami
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5. TARTISMA

Insan rinoviriisleri, son dénem literatiirlerde soguk alginligmin yarisi1 ile iicte ikisinin
etiyolojik faktorii olarak tanimlanmaktadir. Yil boyunca g¢ocuklarda 8-12 kez HRV
enfeksiyonu gozlenebilirken, yetigkinler yilda 2-3 kez enfekte olabilir ve yil boyunca
enfeksiyon donemleri gozlemlenebilir (Casanova ve digerleri, 2018). Etkin bagisiklig1 olan
konakgilarda hafif seyirli HRV enfeksiyonu varligina ragmen; bebeklerde bronsiolit,
bagisiklig1 baskilanmis olanlarda pndmoni, astim veya kronik obstriiktif akciger hastaligi
gibi dnceden var olan akciger rahatsizliklarinin tetiklenmesine sebebiyet vermektedir. Bu
durumlar ise saglik sisteminde biiylik 6lgekli ekonomik maliyetlerle sonuglanmaktadir (El-
Kafrawy, Alsayed, Alandijany, Bajrai, Faizo, Al-Sharif, Hassan, Alquthami, Al-Tawfig,
Zumla ve Azhar, 2022).

Insan rinoviriisleri, 1950'lerde soguk algmligmin etiyolojisinin belirlenmesi siirecinde
kesfedilmistir. Ancak aradan gegen 70 yila ragmen soguk algmhig: viriisii i¢in etkin ve
Onleyici bir as1 gelistirilememistir. Cok sayida HRV serotiplerinin gosterdigi antijenik
cesitlilik, etkili ve kiiresel HRV asis1 arastirmalarini engellemistir (Glanvilleve Johnston,
2015). Ayrica, HRV serotiplerinin yaklasik %90'nin insan ICAM-1 reseptoriine baglanmast,
ancak fare ICAM-1 reseptoriine baglanamamasi, hayvan enfeksiyon modellerinin
tasarlanmasini ve in vivo arastirmalari siirlamistir (Register, Uncapher, Naylor, Lineberger
ve Colonno, 1991). Bu nedenle, antiviral ilag¢ tedavileri viral hastaliklarda veya etkili bir
asmin olmadigr bu gibi durumlarda en uygun yontem olarak kabul edilmektedir. Boylece,
antirinoviral tedavi ile viral enfeksiyon semptomlart ve bulasiciligi en aza indirgenerek

tedavi siireci kisaltilabilir ve hastaligin seyri hafifletilebilir (Price ve digerleri, 2022).

Ilerleyen yillara ragmen antiviral tedavideki ivmelenme gerek antibakteriyel gerekse
antifungallere gore daha yavas seyretmistir. Bunda en biiyiik etken ise viriislerin zorunlu,
hiicre i¢i parazitler olmasi ve konak hiicreye zarar vermeden viral replikasyonu onleyen
hedefler bulmanin diger antimikrobiyal ilaglardan ¢ok daha zorlu bir siireci barindirmasidir.
Bu siire¢ son donem kiiresel COVID-19 pandemisi ile biiyiik ilerlemeler kaydetmis olsa da
hala HRV’ii de kapsayan solunum yolu viriisleri i¢in gelistirilmis etkili bir ajan yoktur

(Abdulaziz, Elhadi, Abdallah, Alnoor ve Yousef, 2022).
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Giliniimiizde, viral enfeksiyonlar i¢in kemoterapdtik segenekler hala sinirli olmasina ragmen
diger viral enfeksiyonlara karsi kullanim igin lisanslanmis mevcut ilaglarin anti-HRV
aktivitesini karakterize etmek amaciyla bir¢ok arastirma yapilmistir. Bunlardan en g¢ok
tizerinde ¢alisilanlar HRV gibi genomu RNA olan HIV, hepatit A ve C viriisii, influenza
viriisti ve solunum sinsityal viriisii (RSV) igin tasarlanan ilaglardir. Bu terapétik bilesiklerin
birgok HRV serotipine karsi antiviral aktivitesi ortaya koyulmustur ancak bu ilaglarin higbiri
HRV enfeksiyonunda kullanim igin lisans alamamistir (Casanova ve digerleri, 2018). Bu
sebeple, farmasotik sirketleri etkili anti- rinovirallerin gelistirilmesi arastirmalarina devam

etmektedir.

Bu tez calismasinda da CD3 sirketine ait antiviral etkinligi varsayillan CIM212240
bilesiginin rinoviral aktivite mekanizmasi iizerinde c¢alisilmistir. Farmasotik olarak
degerlendirilen bilesigin mikrobiyolojik etkileri in vitro deneylerle aydinlatilmaya
calistlmigtir.  Yapilan c¢alismalarda etkin enfeksiyon oranlar1 bilinmediginden tez
caligmasinda, en iyi sitopatik etkinin elde edilecegi inokiilasyon miktar1 ve siiresi viral
duyarliligr yiiksek HeLa Rh hiicre hatlar1 kullanilarak tespit edilmistir. Ayrica, tez
calismamiz siiresince literatiirde bircok antirinoviral ilag ¢alismasinda kullanilan ve 1985
yilinda ilk kez viryon kristal yapi kesfine paralel olarak immunojenik bolgeleri dizilenen
insan rinoviriislerinden HRV-14 susu in vitro arastirmalar i¢in segilmistir (Stanway ve
digerleri, 1984; Rossmann, Arnold, Erickson, Frankenberger, Griffith, Hecht, Johnson,

Kamer, Luo ve Mosser, 1985).

Picornaviridae ailesine ait viriislerinin ¢ogu, en verimli iiremeyi 36 santigrat derecede
gostermektedir. Ancak literatiir incelendiginde, Picornaviridae ailesinin Enterovirus (EV)
cinsine ait rinoviriislerin 33 santigrat derecede etkinlik gosterdigi ifade edilmektedir.
Bununla ilgili aragtirmalar, viral replikasyonun yiiksek sicakliklarda c¢ok degiskenlik
gostermedigi ancak konak¢r hiicre yamitinin sicaklikla degistigini ve daha yiiksek
sicakliklarda rinoviriislere daha az elverisli bir ortam yarattigin1 géstermistir (Sinclair ve
Omar, 2022).

HRV 1B ve 14 serotipleriyle HeLa hiicreleri kullanilarak yapilan bir¢ok rinoviriis inhibitor
adayi bilesigin incelendigi bir caligmada optimal tireme sicaklig1 33 santigrat derece olarak

uygulanmigtir. Caligma siiresince virlisiin indiikledigi sitopatik etki bu sartlar altinda
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degerlendirilmis ve ECso verimli bir sekilde hesaplanmistir. (Conti, Proietti Monaco ve
Desideri, 2017).

Pleconaril tiirevlerinin arastirildigi ¢oklu enteroviral etkinlik panelinde HeLa hiicrelerindeki
sitopatik etki farkli suslarda farkli sicaklik degerlerinde ¢alisilmistir. Rinoviriis 14 susu 37
santigrat derecede, rinoviriis A2 ve B5 ise 33 santigrat derecede verimli g¢ogalmay1
gostermistir (Egorova, Kazakova, Jahn, Ekins, Makarov ve Schmidtke, 2020). HRV-14
susunun antiviral bir bilesik olan WIN 52084 varliginda stabilitesinin analiz edildigi ve
bir¢ok farkli HeLa alt klonlarinin hiicre hatt1 olarak kullanildig1 bir ¢alismada viral kiiltiir
icin uygun lireme sicakligi 34 santigrat derece olarak belirtilmistir (Gongalves, Mendes,

Soares, Katpally, Smith, Silva ve Oliveira, 2007).

Cok sayida DNA ve RNA viriisiine kars1 antiviral aktiviteye sahip Laktoferrin’in rinoviriis
14 enfektivitesi lizerindeki etkisinin H1- HeLa hiicreleri kullanilarak incelendigi bir
calismada ise inkiibator sicakligl 34 santigrat derecede sabitlenmistir. Calismada, etkin bir
sekilde tiretilen HRV 14 plak rediiksiyon testlerinde kullanilarak Laktoferrin’in sitopatik etki
degerlendirmesinde kullanilmistir (Denani, Real-Hohn, de Carvalho, Gomes ve Gongalves,
2021).

Birgok farkli sinif antiviral ajanin test edildigi bir rinoviriis C ¢alismasinda ise benzer sekilde
optimal viriis inkiibasyon 1s1s1 33 santigrat derece olarak ayarlanmistir. Rinoviriis C’nin in
vitro olarak direk calisilamamasi sebebiyle subgenomik RNA replikonlarmin Hela
hiicrelerine transfeksiyonu sonrasinda bu enfeksiyon onleyici bilesikler denenebilmistir
(Mello, Aguayo, Rodriguez, Lee, Jordan, Cihlar ve Birkus, 2014). Bu HRV-C igin
olusturulan hassas hiicre kiiltiirli enfeksiydz modelinde uygun iireme sicakliginin 33 derece
olmas1 virlis serotipi ve hiicre hattinin optimum inkiibasyon sicaklifinda degiskenlik
gosterdigini ortaya koymaktadir. Bu sebeple, HRV-14 susu ve HeLa Rh hiicre hatlari ile
yaptigimiz caligmamizda secilecek inkiibatdr sicakligi antiviral deneyler Oncesinde
imtinayla test edilmistir. Elde edilen en kisa siirede ve etkin SPE varligi 35 santigrat derece
olarak saptanmistir. Bu degerin literatiirde gozlenen degerlerden farkli olmas1 HeLa hiicre
hattinin bir klonu olan ve SPE duyarhiligi arttirilmig HeLa Rh hiicrelerinin tercih

edilmesinden kaynaklandig diisiiniilmektedir.
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Insan rinoviriislerinin hiicre hatlar1 kullanilarak tekrarlanabilir bir sekilde iiretilmesi etkin
ireme sicakliginin yani sira uygun besi ortamina da baglidir. Yapilan caligmalar
incelendiginde diger viral kiiltiirlerden farkli olarak MgCl2 varligi rinoviral ortam besiyeri
icin 6onemli bir etmen olarak karsimiza ¢ikmaktadir. HRV-89 ve HRV-14 ile yapilan bir
rekombinant VVP1 proteini ekpresyon calismasinda viriis stoklar1 40 mM MgCl., varliginda
sitopatik etki deneyleri igin ¢ogaltilirken 30 mM MgCI: ise ¢apraz nétralizasyon testlerinde
besiyer ortamina eklenmistir (Edlmayr, Niespodziana, Popow-Kraupp, Krzyzanek, Focke-
Tejkl, Blaas, Grote ve Valenta, 2011). Laktoferrin’in rinoviriis 14 iizerindeki antirinoviral
etkisinin H1- HeLa hiicreleri kullanilarak incelendigi bir ¢alismada ise hiicre canlilig1 ve
plak rediiksiyon testleri uygulanirken viral tireme i¢in 30 MM MgCl. varligi tercih edilmistir
(Denani ve digerleri, 2021). Gripp-Heel homeopatik bilesenlerinin farkli solunum viriisleri
tizerindeki antiviral etkilerinin in vitro degerlendirildigi bir ¢alismada ise HRV-14, HelLa
hiicreleri kullanilarak 25 mM MgCI, varliginda ¢ogaltilip sitotoksisite ve SPE rediiksiyon
analizlerinde kullanilmistir (Glatthaar-Saalmiiller, 2007). Literatiirdeki bu degerler bu tez
calismasinda standart bir MgCl, miktar1 tespitini zorunlu kilmistir. Bu sebeple, ¢alismada
HeLa Rh hiicre hatt1 tizerinde HRV-14 susunun 30 mM MgCl; varliginda etkin bir lireme
sagladigi ortaya konmus antiviral SPE rediiksiyon ve capraz direg¢ testleri i¢in bu deger

kullanilmastir.

[-6602 isimli antiviral Ozellik gosteren bilesigin rinoviral aktivitesinin arastirildigi bir
calismada benzer hiicre ekim metodlar1 uygulanarak HeLa hiicreleri tercih edilmistir. Bu
caligma i¢cin HRV-14 ve 39 susu segilerek bilesigin neden oldugu SPE rediiksiyon analizleri
yapilmistir. Calismada, HRV A ve B’nin etkinlikleri ayni zamanda pirodavir ile
karsilagtirilmali degerlendirilmistir. Sonucta, farkli HRV tiirlerinde VP1 viral kanyonlarinin
boyut, derinlik ve sekil degiskenligi olmasina ragmen bilesik I-6602' nin pirodavire kiyasla
diistik rinoviral etkinligi oldugu saptanmistir. Bu kanyonlarin i¢ine daha iyi uyum
saglayabilen yeni molekiillerin tasarlanmasi ise gelecek calismalar i¢in Ongoriilmiistiir
(Laconi, Madeddu ve Pompei, 2011). Ilerleyen yillarda ise ca603 olarak adlandirilan 1-6602
analogu olarak tasarlanan bir bilesigin rinoviral etkinligini ayni sekilde HeLa hiicre kiiltiirii
ve HRV-14 susu kullanarak incelemislerdir. Bu ¢alisma sonucunda ca603'in VP1 kapsid
proteini ile etkilesime girerek viriis replikasyonunu inhibe ettigi dogrulanmustir; ancak bu
caligmalar ve literatiir incelendiginde etkin bir enfeksiyon orani saptanamamistir (Lacroix,

Laconi, Angius, Coluccia, Silvestri, Pompei, Neyts ve Leyssen, 2015). Bu amagla,
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calismamizda baslangigta farkli inokiilasyon miktarlart (MOI 1:10000, 1:1000, 1:100), farkli
CIM212240 bilesik derisimlerinde denenmistir.

Mevcut antirinoviral tedavilerin birgok farkli etki mekanizmalar1 olsa da oncelikle viriis
replikasyon dongiisiiniin hedeflendigi biyoteknolojik sistemler ve farmasdtik bilesikler
tizerinde ¢alismalara agirlik verilmistir. Viral replikasyonun 6nemli adimlarini inhibe ederek
HRYV enfeksiyonu semptomlarinin erken donemde onlemek veya siiresini kisaltmak igin
baglanma, endositoz, RNA sentezi, litik salinima yonelik ¢esitli ilag adaylar gelistirilmistir.
Viriis replikasyon dongiisiiniin bozulmasi ise bu dongiide 6nemli olan viral proteinlerin
(VP1-VP4) hedeflendigi birgok inhibitor veya konak hiicre faktorlerini hedefleyen bilesikler
tasarlanarak gerceklestirilmektedir (Thibaut ve digerleri, 2012).

Viral kapsid proteinlerinin hedeflendigi bilesikler ise klinik deneyler asamasina gelebilen,
iizerine en c¢ok c¢alisilan ve etki potansiyeli yiiksek inhibitorlerdir. Pleconaril, "kapsid
baglayicilar" olarak da bilinen en eski antirinoviral ilag adayidir. Bu bilesik, viral kapsid
tizerinde bulunan kanyonun tabanindaki hidrofobik bir cebe baglanarak viriisiin konak
hiicreye kaplanmasini ve/veya baglanmasini onler. Pirodavir ve vapendavir ise literatiirde
etkinligi ortaya konulan diger kapsid baglayici inhibitorlerdir ve benzer bir etki
mekanizmasiyla ¢alisirlar. Rupintrivir, Enviroxime, 2'-C-Met-Cyt, MDL-860, Ribavirin,
TTP-8307 gibi farkli etki mekanizmalart ve hedef bolgeleri barindiran bilesikler ile bu
kapsid baglayicilarin etkinligi HRV- 14, Polioviriis 1 ve Enteroviriis 71 kullanilarak
karsilastirilmistir. Bu genis anti- rinoviral etkinlik panelinde kapsid baglayici inhibitorler
ECsohesaplanarak degerlendirilmis ve diger bilesiklere kiyasla ilag etkinlik potansiyellerinin
daha yiiksek oldugu kanitlanmistir (Thibaut ve digerleri, 2011). Bu sebeple, CD3 sirketi ve
bir¢cok farmasétik arastirma gruplar1 kapsid proteinlerini hedefleyen antirinoviral bilesikler

iizerine yogunlagmustir.

Son donem caligsmalari incelendiginde HRV-14’1in yer aldig1 ti¢ farkli rinoviriis susunda ii¢
N-Alkil triazolopirimidinon tiirevi bilesigin etkinligi ¢alismamiza benzer sekilde Hela
hiicreleri kullanilarak incelenmistir. Bu ti¢ HRV tiiriine kars1 tek basamakli mikromolar
aralikta ECso degerleri hesaplanarak oldukca aktif rinoviral etkinlikler tespit etmislerdir.
Ozellikle, bilesik 2c olarak adlandirilan formiil, test edilen tiim HRV'lere kars1 <2 uM ECso
ile genis anti-HRV aktivite sergilemistir. Pleconaril, rupintrivir ile karsilastirmali analizler

sonucunda, bilesik 2c'nin viriisteki replikasyon asamalarin1 hedefledigini ortaya ¢ikarmistir
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(Kumar Biswas, Soo Shin, Malpani, Hwang, Jung, Bong Han, Vishakantegowda ve Jung,
2022). 25- ve 27-hidroksikolesterol (250HC ve 270HC) ile HeLa hiicreleri iizerinde yapilan
bir bagka ¢alismada ise SPE rediiksiyon testleri ile bu iki fizyolojik oksisteroliin antirinoviral
etkinligini gostermislerdir. Ayrica, Klonal pasajlamalarla elde edilen sonuglar, 250HC ve
270HC'nin galismada kullanilan iki HRV susu {izerinde de direngli varyant olusturmadigini

ortaya koymustur (Civra, Costantino, Cavalli, Adami, Volante, Poli ve Lembo, 2022).

Viral proteinlerin hedeflendigi ilag teknolojileri insan rinoviriis tedavisinde kullanilan ilk
yaklasim olmustur, ancak genomik g¢esitliligin yogun oldugu HRV serotipleri i¢in genis
spektrumlu viral aktivitenin saglanmasi kolay degildir. Ek olarak, RNA polimerazlarin
mutajenik frekansinin yiiksekligi farkli varyantlarin olusumuna sebebiyet vermektedir.
Enfeksiyon siiresince her replikatif dongiide olusabilen mutasyonlar gelistirilen antivirallere
karsi ilaca direngli mutantlara sebebiyet vermektedir. Klinik fazda ila¢ direncinin ortaya
¢ikmasi, tedavi siiresince direngli virlis mutantlarinin gelisimini artiracak boylelikle antiviral
tedaviyi etkisiz hale getirecektir (De Palma, Vliegen, De Clercqve Neyts, 2008). Bu nedenle,
tez siiresince tasarlanan CIM212240 bilesiginin antiviral etkinliginin yaninda antiviral
diren¢ mekanizmalar1 hakkinda detayli bilgi i¢in ilaca direncli varyantlar secilmistir. Bes
asamal1 bir klonal se¢im prosediirii ile hiicre morfolojileri viral yiik ve bilesik derisimleri
degiskenliginde degerlendirilmistir. Gergeklestirilen pasajlar sonucunda yogun fenotipik
diren¢ profili gozlenmis ve olusan varyantlar genomik verilerle karsilastirilmistir.
Sekanslama sonrasinda, ilaca direngli varyantlarda kapsid proteini VP1 iizerinde (C199W)

tek bir mutasyon tespit edilmistir.

Vapendavir'e kars1 direng molekiiler mekanizmasinin aragtirildigi kapsamli picornaviriis
panelinde, HRV-14 susunun diren¢ mekanizmasinda ayni lokasyonda benzer bir mutasyon
kesfedilmistir. VP1'deki ilag baglama cebi olarak da diisiiniilen bu hidrofobik cepte
CI99R/Y tek mutasyonu gozlenmis ve bu bdlgenin aym1 zamanda cep girisi olarak
konumlandig1 rapor edilmistir (Lanko ve digerleri, 2021). Bir Kkapsid inhibitorii olan
Pleconaril’e direngli HRV-14 izolatlarinda gerceklestirilen genomik bir arastirmada ise
C199 pozisyonunda tekli mutasyona rastlanmistir (Feil, Hamilton, Krippner, Lin, Luttick,
McConnell, Nearn, Parker, Ryan, Stanislawski, Tucker, Watson ve Morton, 2012). Bu
veriler 1989 yilinda onciil ¢alismalardan olan Heinz ve ekibinin hiicre tutunumunu
engelleyen WIN-52084 bilesigine yiiksek direngli HRV-14 izolatlarinda saptadigi C199T

mutasyonu ile ortiismektedir. Ayrica, tiim bu ¢alismalar hiicre kiiltiirii agisindan benzer
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metotlar takip edilerek HelLa hiicre hatlarinda calisilmistir; bu sebeple genomik tutarlilik

barindiran sonug¢larimiz metodolojik olarak da benzesmektedir.

WIN 52035-2 bilesiginin kapsid i¢indeki bir hidrofobik cebe baglanarak insan rinoviriis 14
baglanmasini inhibe ettiginin ortaya kondugu bir ¢alismada ilag baglanma kapasitesindeki
diisiis benzer sekilde direngli varyantlara isaret etmistir. Yapilan molekiiler analizlerle
C1199T ve V11531 tekli amino asit yer degistirmelerinin neden oldugu konformasyonel
degisiklik bu mutantlarin ilacin varhigina ragmen hiicre reseptorlerine baglanabildigini
ortaya koymaktadir (Shepard, Heinz ve Rueckert, 1993). Benzer yapisal 6zelliklere sahip
WIN 53338 bilesigiyle yiiriitiilen bir baska calismada ise HRV- 14 susunda gelisen bilesik
bazli dirence V188L mutasyonunun sebebiyet verdigi ispatlanmistir (Wade ve McCammon,
1992).

Faz Il asamasina kadar degerlendirilen Pleconaril’in bir¢ok insan rinoviriis A ve B serotipi
kullanilarak incelendigi detayli bir c¢alismada ise gelisen dogal direncin etki
mekanizmasindaki rolii ve nedeni aydinlatilmistir. Genomik arastirma yapilarak gozlenen
diren¢li varyantlarda HRV-14'te V191L ve/veya F152P mutasyonlar1 tespit edilmistir.
V191L tekli mutasyonunun bilesik duyarliligini ECso degerleri kiyaslanarak 30 kat azalttigi
tespit edilmistir. Ancak, F152P tekli mutasyonunun goriildiigii izolatlarda anlamli bir
degisim gdzlenmemistir. ki mutasyonun beraber goriildiigii durumda ise tam bir direng
(EC50>10 uM) gozlenmistir (Ledford, Collett ve Pevear, 2005). Neticede, etkin mutajen
bolgenin ilag-virlis mekanizmasiyla yakindan iligkili oldugu literatiirsel agidan

desteklenmistir.

Yapilan ¢apraz direng ve SPE rediiksiyon testleri 1s1ginda CIM212240 bilesiginin, rinoviriis
14 replikasyonunun secici bir inhibitorii oldugu kanitlanmistir (ECso =0,40+0,01 uM). Ek
olarak, capraz direng testinde CIM212240 bilesiginin bir analogu olan ayni sirkete ait
CIM119143 olarak adlandirilan bilesikle ayni derisimde degerlendirilen (50 uM) izolatlarda
benzer sekilde SPE inhibisyonunun gozlenmesi siipheye yer birakmaksizin ilaca kars
gelisen diren¢ mekanizmasinin gostergesi olmustur. Ayni zamanda, CIM 119143 bilesiginin
kapsin baglayici 6zellik tasidigir onceki ¢alismalarla bilindiginden izolatlarda gézlenen VP1
mutasyonunu anlamli kilmistir. Elde edilen direngli izolatlarda (P1, P4) bir proteaz
inhibitdrii olan rupintrivir ile yapilan ¢apraz direng testi neticesinde etkin ECso degerleri

saptanmuistir (ECs0=0,16+0,004 uM ve ECs0=0,11+0,001 uM). Ayrica, viriis kontrol degeri
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(ECs50=0,12+0,005 uM) ile karsilastirildiginda izolatlarda rupintirivir varligina bagh
degiskenlik olmadig1 ortaya konmustur. Rupintrivir ile yapilan HRV- 14 dahil birg¢ok serotip
barindiran bir ¢alismada bilesigin antirinoviral etkinligi H1-HeLa hiicreleri kullanilarak
calismamiza benzer antiviral SPE rediiksiyon testleri kullanilarak ortaya konmustur (Binford
ve digerleri, 2005). Bu sebeple, rupintrivir karsilastirmali analizler i¢in ideal bir referans
bilesik olarak ¢alismamiza dahil edilmis olup bir viral kapsid inhibitorii olan CIM212240
bilesiginin direngli izolatlarindaki bu sonuglar bilimsel agidan beklenen niteliktedir ve

capraz direng gostermemistir.

Rupintirivir ile yapilan bir calismada HRV-14 serotipinde direngli varyantlar elde edilmis
olup 7 ile 16 kat antirinoviral etkinlikte azalma tespit edilmistir. Yapilan tersine miithendislik
calismalarinda ise in vitro segilmis rupintrivire direngli bu varyantlarda 3C bolgesinde dort
(T129A, T131A, Y139H, T143P) aminoasit yer degistirmesi bildirilmistir (Patick ve Potts,
1998; Binford ve digerleri, 2005). Ancak, bir kapsid inhibitorii olan pleconaril ile yapilan
capraz direng testinde varyantlarin antirinorival etkinliginde herhangi bir azalma
kaydedilmemistir. Bu karsilastirmali yontem tez ¢alismamizdaki yaklagimla birebir
ortlismektedir. Rupintrivir gibi bir proteaz inhibitdrii olan SG85 bilesigi ve 14 farkh
rinoviriis ile yapilan bir ¢alismada ise HRV-14 susunda ¢ift mutant tasiyan direngli
varyantlarda (S127G, T143A) bilesigin antirinoviral etkinliginde 3 kat azalma oldugu
kanitlanmistir. Ancak, rupintrivir ve pleconaril ile yapilan ¢apraz direng¢ analizinde ECso
degerlerinde bir degisim gozlenmemistir. Bu sebeple, etki mekanizmalar1 Ortlisen
bilesiklerle elde edilen varyantlarin degerlendirilmesi calismanin verimliligi agisindan

elzemdir.

Bagimsiz olarak secilmis CIM212240 direncli varsayllan HRV-14 virlis varyantlari,
logaritmik interpolasyon yontemi kullanilarak degerlendirilmistir. Bu viriis varyantlarinin
fenotipik karakterizasyonu ile hesaplanan ECso degerleri karsilastirildiginda bilesigin
antiviral aktivite duyarliliginda yaklasik 50 kat azalmaya sebebiyet vermektedir. Bu da
olusan direncin ilag etkinligi iizerindeki olumsuz etkisinin biyiikligini vurgular

niteliktedir.

LPCRW _0005 bilesiginin rinoviral etkinligini aragtirdiklar1 bir ¢calismada, HRV-14 susu ile
yapilan analizlerde VP1 kapsid proteini {izerinde mutasyonlara rastlanmistir. A150T veya

A150V amino asit yer degistirmeleri gozlenen farkli varyantlarda ilag duyarlilifinda 30 kata
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yakin azalma saptanmistir. HRV14/LPCRW 0005 kompleksinin kristal yapisi
incelendiginde ise VP1 cebi ve LPCRW 0005 arasinda c¢oklu hidrofobik ve polar
etkilesimlerin oldugu saptanmis; bunun ise mutajenik etkinlige sebep oldugu rapor edilmistir
(Lacroix ve digerleri, 2014). iki farkli kapsid inhibitdr aday1 bilesik ile yapilan bir
arastirmada HI1-HeLa hiicrelerinde HRV-14’lin bilesige direngli varyantlarinin seg¢imi
sonrasi sasirtict bir sekilde 3A proteininde 142V bolgesinde tek niikleotid mutasyonu
kesfedilmistir. Ancak, stok susu ve mutant izolatlarin SPE analizleri karsilastirildiginda
antiviral etkinlikte biiylik bir degisim gozlenmemistir. Bu nedenle, ilacin neden oldugu
mutasyon bdlgesi inhibisyon etkinligi ve ilag duyarlilig1 agisindan 6nem arz ettigi; bunun da
genomik analizin tasarlanan bilesikleri degerlendirirken énemli bir veri oldugunu ortaya
koydugu bildirilmistir. Ayrica mutajenik boélgenin ilacin genellikle hedef bolgesinde
olmasinin tesadiifi olmadigi, ilacin etkinligi agisindan bilgi verir nitelikte oldugu rapor
edilmistir. Bu sebeple yapilan direng se¢imi ve ardindan tersine miithendislik, kapsid proteini
VP1'in ilacin etki mekanizmasinda 6nemli rol oynadigi gosterilmistir. Bu veriler, umut verici
olan genis rinoviral etkinligi oldugu diisiiniilen bu bilesiklerin tetkikinin 6nemini ortaya
koymaktadir (Spickler, Lippens, Laberge, Desmeules, Bellavance, Garneau, Guo, Hucke,
Leyssen, Neyts, Vaillancourt, Décor, O’Meara, Franti ve Gauthier, 2013). Yeni sentezlenen

bilesiklerin stabilitesi ve biyoyararlanimi bu ¢alismalarin ilerlemesiyle miimkiin olacaktir.

Bu tez calismasinda altin standart olarak kabul goéren hiicre kiiltiir yontemi ile antiviral
etkinlik deneyleri tasarlanmistir. Ayrica, yapilan ¢alismalarda duyarlilig: yiiksek revers-
transkriptaz polimeraz zincir reaksiyonu yontemi ve Sanger dizileme yontemi ile genomik

veriler elde edilerek viriis-bilesik mekanizmasi aydinlatilmistir.
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6. SONUC VE ONERILER

Yillardir viriislerle siirdiiriilen savasta biyoteknolojinin ve molekiiler genetigin hizli
gelismesi spesifik olarak her bir viral enfeksiyonun tedavisinde antiviral ilaglarin
gelistirilmesi ¢aligmalarini hizlandirmistir. Birgok sirket ilag adaylarmin canli hiicre
metabolizmasi ve biyolojik arka planinin kesfine yogunlasarak bilim insanlariyla ortak
arastirmalar yiiriitmektedir. Bu sebeple, ¢alismamizda Ilag Tasarim ve Kesif Merkezi (CD3)
Laboratuvari’nda gelistirilen ve CIM212240 olarak isimlendirilen bilesigin antirinoviral
etkisi KU Leuven Universitesi, Rega Tibbi Arastirma Enstitiisii, Viroloji, Antiviral Ilac ve
As1 Aragtirmalar1 Neyts Laboratuvari’nda in vitro deneylerle aragtirllmistir. Kiiltiir yontemi
ve tersine miihendislik kullanilarak elde edilen sonuglar degerlendirildiginde asagidaki

¢ikarimlar ve onerilerde bulunulmustur;

1. KU Leuven Universitesi, Rega T1bbi Arastirma Enstitiisii, Viroloji, Antiviral Ila¢ ve As1
Aragtirmalar1 Neyts Laboratuvari Kiiltiir Koleksiyonu’nda bulunan HRV-14 susu HeLa Rh
hiicreleri kullanilarak farkli enfeksiyon oranlarinda optimize edilmistir. Bu hiicre hattinin
HRV-14 susunun laboratuvar ortaminda gelistirilmesinden baglayarak bilesik deneyleri igin
optimize bir siire¢ ve metot tanimlanmistir. Bu metot diger viral kiiltiir calismalarinin aksine
besiyeri ¢ozeltisine uygun miktada MgCl, bilesigi eklenmesi ve inkiibatoriin 35°C’de

tutulmasi dahil farkli uygulamalar1 kapsamaktadir.

2. Tlag Tasarim ve Kesif Merkezi (CD3) Laboratuvari’nda gelistirilen CIM212240
bilesiginin farkli derisimleri, farkli enfeksiyon oranlarinda HRV-14 susu ile inoliike edilerek
HeLa Rh hiicre hatlarinda degerlendirilmistir ve standart bir SPE rediiksiyon testi ve
diliisyon oran1 belirlenmistir. Mikroskobik incelemelerle fenotipik karakterizasyonu
olusturulan deney diizeneginin optik okumalarla Ortiigmesi saglanmistir. Bu olusturulan
metot ile hazirlanan plaklar 15181nda CIM212240 bilesiginin, rinoviriis 14 enfeksiyonunda

etkin bir antirinoviral bilesik olabilecegi kanitlanmustir.

3. Antiviral tedavide, sadece fenotipik profilin ve dissal degiskenlerin degil, ayn1 zamanda
i¢csel mekanizmalarinda degerlendirilmesi olduk¢a 6nemlidir. Bu amagla, bir¢ok pasajlama
ile farkli bilesik ve enfeksiyon konstrasyonlar1 barindiran uzun soluklu bir deney prosediirii

tasarlanmistir. Gelistirilen bu metotla farkli direng etkinlikleri gozlenen durumlar
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kaydedilerek ¢aligmalar ilerletilmistir. Bu bes asamali klonal se¢im protokolii ileride bir¢cok

rinoviriis-bilesik etkilesiminin aydinlatilmasinda kullanilabilecektir.

4. Klonal secim protokolii ile belirlenen optimum enfeksiyon kosullarinda iki farkli
CIM212240 bilesigine direncli izolat elde edilmistir. Elde edilen bu suslarda %50 ilag
etkinlik degeri (ECso) degerlendirilmis ve antiviral aktivite duyarliliginda 50 kat azalma
hesaplanmistir. Bu veri, sirket agisindan bilesigin tekrar tasarlanmasi ve/veya in vivo

deneylerle desteklenmesi gerektiginin agik kaniti olmustur.

5. Molekiiler altyapinin aydinlatilmasi i¢in literatiir bilgileri ile Ortiisen 6zel primerler
tasarlanmigtir. Tersine mithendislik ve Sanger sekans dizileme yontemiyle direngli suslar,
virlis kiiltiirii ve stok susunda kullanilan bu yeni primerler mutajenik etkinin VP1 kapsid
proteini iizerinde oldugunu gostermistir. Bu bolgenin hem hidrofobik cep olusturma
potansiyeli hem de CIM212240 bilesiginin direng mekanizmasimin VP1 kapsid proteinini

kodlayan bolgede olmasi ilag etkinliginin hedef bolgesine de isaret etmektedir.

6. DNA dizi analizleri sonucunda ¢aligilan tiim varyantlarda VP1 kapsid protein bolgesinde
G—T transversiyonu 199. pozisyondaki sistein (Cys) aminoasidinin triptofan (Trp)
aminoasidine doniismesine neden olmustur. Polar 6zellik gésteren bu aminoasidin apolar
ozellik gosteren bir yapiya donlismesi ilag-viriis baglanma mekanizmasini bozarak direng

gelisimine sebebiyet verdigi ongoriilmektedir.

7. Inhibisyon ve diren¢ mekanizmasinin daha net anlasilmasi i¢in aym sirketin sagladigi,
molekiiler olarak benzerlik gosteren, diren¢ dinamikleri bilinen CIM119143 bilesigi ile
farkli etkinlik mekanizmasina sahip, yapisal olmayan proteinleri hedefleyen bir bilesik olan
Rupintivir ile bir deney diizenegi olusturulmustur. Virlis kontrolleriyle de desteklenen
veriler 151¢inda ilacin viral proteinleri hedefledigi ancak benzer sartlarda direng gelisiminde
kararli oldugu ortaya koyulmustur. Elde edilen tiim bu sonuclar, ilacin inhibe edici
etkisinden kagabilen bu mutantlarin daha kapsamli incelenmesi gerekliligini ortaya

koymaktadir.

8. CIM212240 bilesiginin rinoviral etkinligine ragmen gelisen direncin ilacin endiistriyel

anlamda gelistirilmesi gerekliligini ortaya koymaktadir. Tez ¢aligmasinda kullanilan metot
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ile analizler ve bulunan sonuglar yeni tasarlanacak ilag adaylarinin degerlendirilmesine

onciliik edecek niteliktedir.
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