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OZET

Yilmaz, F.N. (2023). Insan Parainfluenza Viriis ve Respiratuvar Sinsityal Viriise Kars1
Ribavirin ve Mukolitik Ilaglarin Tek Basmma ve Kombinasyon Halinde Antiviral
Etkinliginin Incelenmesi, Istanbul Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, Farmasotik
Mikrobiyoloji ABD. Doktora Tezi. Istanbul.

Solunum yolu enfeksiyonlar1 tiim diinyada mortalite ve morbiditenin ilk nedenleri
arasinda yer almakta olup, bunlara neden olabilen bakteriler ve diger mikroorganizmalar
bulunsa da en sik rastlanan etken viriislerdir. Enfeksiyonlar en fazla Kasim-Mart aylari
arasinda goriilmekte ve en yaygin etkenler arasinda influenza A, Respiratuar sinsityal
viris (RSV) ve Parainfluenza viriisleri yer almaktadir. Diinyada alarm seviyesindeki
antibiyotik direnci gibi, antiviral ajanlara diren¢ gelisimi de enfeksiyonlarin tedavi
sliresinin uzamasina ve ekonomik kayiplara neden olmaktadir. Bu nedenle antivirallerin
yerinde ve akilct kullaniminin yamisira alternatif tedavi stratejilerine de ihtiyag
duyulmaktadir. Calismamizda o6zellikle c¢ocuklukta sik karsilasilan RSV ve
Parainfluenza viriisiine karsi ribavirin, favipiravir ve oseltamivirin antiviral aktiviteleri
tek baglarina ve birbirleri ya da solunum yolu enfeksiyonlarinda siklikla recete edilen
mukolitik ilaglardan NAC ve erdostein ile kombinasyon halinde arastirilmistir.
Parainfluenza virtis i¢in konak olarak VERO, RSV i¢in ise HEp-2 hiicreleri kullanilmus,
bahsi gegen ilaglarin bu hiicreler iizerinde Sitotoksisite testleri yapilarak CC50 degerleri
hesaplanmustir. ilaglarin tek baslarina ve kombinasyon halindeki antiviral aktiviteleri
MTT boyama yontemi ile test edilerek EC50 degerleri ve kombinasyon sinerji skorlart
hesaplanmis, ayrica plak olusumu yontemi ile de antiviral etkileri test edilmistir.
Antivirallerin sitotoksik dozlart VERO ve HEp-2 hiicrelerinde ribavirin i¢in sirasiyla
1475 ve 108,6; favipiravir igin 121,6 ve 223,9; oseltamivir igin ise 428,3 ve 291,6
ug/ml tespit edilmistir. MTT ile antiviral aktivite ¢alismalarinda Parainfluenza viriis ve
RSV’ye kars1 ribavirinin EC50 degerleri sirasiyla 11,65 ve 4,45 ug/ml; favipiravirin
9,78 ve 14,1; oseltamivirin ise 13,1 ve 7,67 pug/ml bulunmus, plak olusumu deneyleri ile
ise %50 inhibisyona neden olan konsantrasyonlar ribavirin igin sirasiyla 9,21 ve 3,39;
favipiravir i¢in 7,30 ve 13,99; oseltamivir igin ise 13,38 ve 9,11 pg/ml olarak
belirlenmistir. Antiviral ilaglar birbirleri ile kullanildiklarinda, favipiravirin yer aldigi
kombinasyonarla aditif etki saglanirken, ribavirin ve oseltamivir arasinda sinerjist
aktivite tespit edilmistir. Mukolitikler ise tek baslarina kullanildiklarinda belirgin bir
viral inhibisyona neden olmazken, antivirallerle kombinasyon halinde etkileri aditif
olarak nitelendirilmistir. Calismamizda elde edilen bulgularin, tizerlerinde pek ¢ok umut
verici ¢alisma yapilan antiviraller ve yeni yaklagimlarla olusturulacak alternatif tedavi
rejimleri ile bulasict hastaliklar1 kontrol altina alma ve yok etme stratejilerine katki
saglayacagi goriis ve inancinday1z.

Anahtar Kelimeler: RSV, Parainfluenza viriis, Mukolitik, Antiviral, Ribavirin
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ABSTRACT

Yilmaz, F.N. (2023). Investigation of the Antiviral Activities of Ribavirin and
Mucolytic Drugs Alone and in Combination Against Human Parainfluenza Virus and
Respiratory Syncytial Virus, Istanbul University Institute of Health Sciences,
Department of Pharmaceutical Microbiology. Doctoral Thesis, Istanbul.

Respiratory tract infections are among the leading causes of mortality and morbidity
worldwide, and although there are bacteria and other microorganisms can cause them,
viruses are the most common infectious agents. Infections seen most frequently between
November-March, and the leading agents include Influenza A, RSV and Parainfluenza
viruses. Similar with the antibiotic resistance, which is an alarming level at worldwide,
the development of antiviral resistance causes not only prolonged treatment of
infections but also increased economic losses. Therefore, besides of the appropriate and
rational use of antivirals, alternative treatment strategies are also needed. In this study,
we investigated the antiviral activities of ribavirin, favipiravir and oseltamivir alone and
in combination with each other or mucolytic drugs NAC and erdostein, which are
frequently prescribed in respiratory tract infections, against RSV and Parainfluenza
viruses. In the study, VERO cells were used as host for parainfluenza virus and HEp-2
cells for RSV. Cytotoxicity tests of the drugs on these cells were performed and CC50
values were calculated. The antiviral activities of the drugs alone or in combination
were tested by MTT staining method, then EC50 values and synergy scores were
calculated. The antiviral effects of drugs were also tested by plague formation method.
The cytotoxic doses of antivirals were 147.5 and 108.6 pg/ml for ribavirin, 121.6 and
223.9 pg/ml for favipiravir, 428.3 and 291.6 pg/ml for oseltamivir against VERO and
HEp-2 cells, respectively. In antiviral activity studies by MTT, ribavirin EC50 values
were 11.65 and 4.45 pg/ml; for favipiravir 9.78 and 14.1 pg/ml, and for oseltamivir 13.1
ug/ml and 7.67 ug/ml against Parainfluenza virus and RSV, respectively. Beside them,
the concentrations causing 50% inhibition in plaque formation assays were 9.21 and
3.39 ug/ml for ribavirin; 7.30 and 13.99 ug/ml for favipiravir; 13.38 and 9.11 pg/ml for
oseltamivir, respectively. When antivirals tested with each other, an additive effect was
found with combinations including favipiravir, while a synergistic effect between
ribavirin and oseltamivir. Also, mucolytic drugs alone did not cause any virus
inhibition, but when they used in combination with antivirals, characterized as additive.
We believe that the findings obtained in this study will contribute to the strategies for
controlling and eradicating infectious diseases with antivirals on which many promising
studies have been conducted, and alternative treatment regimens that will be created
with new approaches.

Key Words: RSV, Parainfluenza virus, Mucolytic, Ribavirin, Antiviral
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1. GIRIS VE AMAC

Viriisler, canli hiicreler igerisinde ¢ogalabilen enfeksiyon ajanlari olup her tiirli
canliy1 enfekte edebilmektedirler. Genetik materyale sahip olmalari, ¢ogalmalar1 ve
dogal seleksiyonla evrimlesmeleri nedeniyle ¢gogu bilim insan1 tarafindan “canli” olarak
kabul edilmekle birlikte, yasamin temel unsuru olan hiicresel yapiya sahip olmadiklari
i¢in baz1 bilim insanlarinca da kabul edilmemektedirler. Boyut olarak bakterilerden ¢ok

daha kiigiiktiirler ve goriilmeleri i¢in elektron mikroskobuna ihtiya¢ duyulmaktadir.

Viriisler yapisal olarak kapsid denilen bir protein kilif ile ¢evrili deoksiribo
niikleik asit (DNA) veya riboniikleik asit (RNA) molekiillerinden olusmaktadir.
Viriislerin bazilarinda kapsidi ¢evreleyen, fosfolipid ve proteinden olusan cift katli bir
zarf yapis1 da bulunabilmeektedir. Bu zarf, yiizeyinde bulunan glikoproteinler sayesinde
konak hiicre reseptorlerini tanima ve bunlara baglanmada aracilik etmektedir. Buna
karsilik zarf nedeniyle virtisler yiiksek sicakliklardan, deterjan vb. kimyasallardan ve
diisiik nemli ortamlardan zarfsiz viriislere gore daha kolay etkilenmektedirler. Zarfli
viriisler ayrica, hiicrelerden tomurcuklanarak ayrildiklar i¢in konak hiicrenin 6lmesine
sebep olmaktadirlar. DNA viriislerinden Herpesviriisler ve Poxviriis; RNA viriislerinden
Koronaviriis ve Hepatit D virlisii zarfli viriislere orneklerdir (Hulo ve ark. 2011).
Viriislerin siiflandirilmasi ise, sahip olduklari genetik materyale gore yapilmakta olup
DNA molekiilii icerenler DNA viriisii, RNA molekiilii icerenler ise RNA viriisii olarak

adlandirilmaktadir. Dogada RNA viriislerinin sayis1 daha fazladir (Chaitanya 2019).

Virtisler herhangi bir organele ve hiicresel yapiya sahip olmadiklar: i¢in kendi
molekiillerini sentezleyemez ve enerji iliretemezler. Tiim bunlar i¢in bir canli hiicreye
ihtiyaclar1 vardir ve bu hiicreye “konak” adi verilmektedir. Virisler, replikasyonlari
sirasinda genetik materyallerindeki bazi1 baz degisiklikleriyle antijenik kayma adi
verilen mutasyonlara ugrayabilmektedirler. Bu antijenik kaymalar viriislerin asilara ya
da konak immiinitesine verdigi yanitlarda degisikliklere neden olmaktadir. Ozellikle
Influenza gibi viriislerde, bu sekilde ortaya ¢ikabilen yeni mutant tiirler, epidemi yada

pandemiyle sonuglanabilmektedir (Wiwanitkit 2008).

Viral enfeksiyonlarin yayilmasi genellikle niifusa, iklim kosullarina ve sosyo-
ekonomik kosullara gore degismektedir. Bulas yollarinin bilinmesi ve uygun tedavilerin

belirlenmesi, enfeksiyonlarin yayiliminin dnlenmesinde son derece onemlidir (Zell



2004). Ornegin Hepatit B ve Insan bagisiklik yetmezligi viriisii (HIV) gibi baz1 viriisler,
bir yandan anneden bebege horizantal yolla gegebilirken ayni zamanda cinsel temasla
ve enfekte olmus kana maruz kalma yoluyla da bulagabilmektedir. Gastroenterite neden
olan Noroviriis ve Rotaviriis ise fekal oral yolla bulasabildigi gibi kontamine su ve
yiyeceklerle de viicuda almabilmektedir. Koronaviriis, RSV, Influenza gibi viriisler
solunum yoluyla, Kirim Kongo Kanamali Atesi virlisii ve Zika virlis gibi bazi viriisler

ise vektorler aracigi ile bulasmaktadir (Woolhouse ve Gowtage-Sequeria 2005).

Insan solunum yolu viriisleri, solunum yolu hiicrelerini enfekte eden ve solunum
salgilariyla bulasan genis bir virlis yelpazesini igermektedir. Bu virlisler akut solunum
yolu sikintis1 ile baslayan ciddi solunum yetmezliklerine sebep olabilmektedir. Solunum
yolu viral enfeksiyonlarinin klinik olarak ayirt edilmeleri zor olup etkenler; genomik
yapilari, hastaligin siddeti, mevsimsellik, bulasicilik ve bulagma yollar1 bakimindan
farklilik gosteren gesitli virlis ailelerine ait olabilirler. Tiim bunlar diinya ¢apinda ciddi
hastalik ve 6liim oranlarina ve beraberinde ciddi ekonomik kayiplara neden olmaktadir
(Fendrick ve ark. 2003; Roth ve ark. 2018). Ozellikle ¢ocukluk ¢aginda gériilen viral
solunum yolu enfeksiyonlari, saglik merkezlerinde yogunlugun artmasi, okula devam

edememe ve gereksiz antibiyotik kullanimi gibi ¢esitli sorunlara sebep olmaktadir.

Son yasanan Koronaviriis hastaligi (Covid-19) pandemisiyle birlikte dikkatlerin
daha fazla ¢ekildigi ve toplum sagligi agisindan 6nemleri ile tekrar giindeme gelen
solunum yolu enfeksiyonlarinda dogru ilaglarin, uygun dozlarda ve gerektiginde uygun
kombinasyonlar1 halinde kullanilmalar1 son derece énemlidir. Ozellikle yasami tehdit
eden ciddi enfeksiyonlarin tedavisinde uygun antivirallerin secilerek tedavide akilci bir
sekilde kullanilmalar1 ve bu ajanlara karsi dire¢ gelisimi riskine de dikkat edilmesi
gereklidir. Ancak bu amagcla halihazirda kullanilabilecek antiviral ilaglar son derece
sinirlt olup, herbiri sadece belirli endikasyonlar i¢in onaylanmiglardir. Ayrica solunum
yolu enfeksiyonlarinda, ¢ogu zaman antivirallerin yan1 sira uygulanan semptomatik ve
destek tedavilerde, mukus sekresyonunu azaltmak ve solunumu kolaylastirmak
amaciyla cesitli mukolitik ilaglar da kullanilmaktadir. Bu nedenlerle ¢alismamizda,
piyasada mevcut antiviral ajanlarin, sik rastlanan solunum yolu viriisleri arasinda yer
alan Parainfluenza virlis ve RSV’ye karsi tek baslarina ve hem birbirleri hem de

mukolitiklerle kombinasyonlari halindeki etkilerinin arastirilmasi amag¢lanmastir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Viral Enfeksiyonlar

Viriisler DNA ya da RNA molekiillerinden yalnizca birini igeren zorunlu hiicre
ici parazitleri olup herhangi bir hiicresel yapi igermezler ve antibiyotiklere karsi
duyarsizlardir. Zorunlu hiicre i¢i paraziti olmalar1 sebebiyle yasamsal fonksiyonlarini
strdiirebilmek ve replike olabilmek icin mutlaka canli bir hiicreye ihtiyag
duymaktadirlar. Replikasyonun gerceklesebilmesi igin ilk olarak viriisiin hiicre ylizeyine
tutunmasi ve adsorbe olmasi gerekmektedir. Adsorpsiyon gerceklestikten sonra viriislin
zarfli olup olmamasina gore farkli sekillerde hiicreye penetre olurlar. Zarfsiz viriisler
hiicre zarinda olusan bir ceple igeri alinmakta olup buna viropeksis denmekteyken,
zarfli viriislerde ise zarf ve hiicre ylizeyinin kaynasmasiyla fiizyon olay1 gerceklesmekte
ve viriis sitoplazmaya girmektedir. Ardindan sitoplazmada bulunan proteolitik
enzimlerin viral kapsidi pargalamasiyla viriise ait genetik materyal agiga ¢ikmakta olup,
bu genetik materyale gore konak hiicre igerisinde viriise ait yapilarin biyosentezinin
ardindan viriisler olgunlagsmakta ve zarfli virlisler tomurcuklanarak, zarfsiz viriisler ise
hiicre ¢eperini eritmek ya da patlatmak suretiyle hiicreden ¢ikmaktadir. Bu siirecte, hem
hiicrenin kendisi hem de immiin sistem bu replikasyonu 6nlemeye ve enfekte hiicreyi
yok edip viriislin yayilimint durdurmaya ¢aligsa da, ¢ogu zaman viriistin diger hiicreleri
de enfekte ederek dokulara yayilmasi, enfeksiyonun yayginlagmasina neden olmaktadir.
Viriislin konakta enfeksiyon olusturabilmesi igin; cevresel kosullara dayanikli olup
konaga ulagmasi, konaga ulagtiktan sonra deri, mukozalar vb. koruyucu bariyerleri
asmasi, replike olabilmek i¢in hiicreye girip adapte olmasi ve konagin immiin
yanitindan kagabilmesi, bunlarin yani sira da hastalik olusturabilmek igin viral yiikiin

yeterli sayida bulunmasi1 gerekmektedir.

Viriisler viicuda alindiginda, o bdlgede kendine ait reseptdrler varsa bu hiicrelere
baglanarak hedef organa ulagsmakta ve baslattig1 doku hasariyla klinik bulgularin ortaya
cikmasina neden olmaktadir. Viriisiin konaga girmesinden hastaligin klinik belirtilerinin
ortaya ¢ikmasina kadar gegen siireye inkiibasyon siiresi denmekte olup bu siire lokal
enfeksiyonlarda oldukca kisayken, sistemik enfeksiyonlarda hedef organ sayisinin fazla
olmasi1 nedeniyle daha uzun siirmektedir. Viriisler konak hiicreleri enfekte ettiklerinde,

her zaman konakta belirtiler ortaya ¢cikmaz ve bu nedenle de bazi viral enfeksiyonlar



asemptomatik olabilmektedir. Bazi viriisler ise belirti gosterip gostermemekten
bagimsiz olarak hiicre i¢ine girmekte ve ¢ogalmadan hayat boyu orada kalabilmektedir.
Bu duruma latent enfeksiyon ismi verilmekte olup Varicella zoster, Cytomegaloviriisler

(CMV) ve Herpes Simplex tip 1 (HSV-1) viriisleri bunun en bilinen 6rnekleridir.

Dogada bulunabilen yaklasik bin farkli viriis tiirlinlin insanlar1 enfekte ettigi
bilinmekte ve bunlarin insanlarda goriilen enfeksiyonlarin yaklasik %60'in1 olusturdugu
disiiniilmektedir. Virtisler 6zellikle ev, okul, giinlik bakim merkezleri, isyeri, ulasim
sistemi gibi kapali ortamlarda, yakin kisisel temaslar sonucu bireyler arasinda kolaylikla
yayilmaktadir. Gastrointestinal viriislerle enfekte kisiler, diskinin ml'si basma 10''ye
kadar virlis pargacigl sagabilmekte olup, viriisiin kontamine eller yoluyla banyo veya
tuvaletlerdeki yiizeylere bulasma olasiligi da mevcuttur. Bademcik iltihabi, soguk
alginligi, krup, bronsiyolit, grip, zatiirre ve diger solunum yolu enfeksiyonlarina neden
olan virisler ise oksiirme, hapsirma ve konusma yoluyla iretilen aerosol damlaciklar
halinde yayilabilmekte ve bu aerosoller duyarli bir konak¢i tarafindan dogrudan
solunabildigi gibi belli bir siire igin ylizeylere de yerlesebilmektedir. Enfekte bir kiginin
salgilar1 veya kusmuk vb. ¢ikartilar ile kirlenmis ellerle ya da mutfak esyalari, havlular,
kap1 kollar1 gibi kontamine esyalara dokunmak ve ardindan viriisii ellerden gozlere,
buruna, agiza aktarmak da diger yayilma yollaridir. Bebekler bu tiir enfeksiyonlara karsi
ozellikle savunmasizdirlar ¢iinkii siklikla oyuncak gibi her tiirlii nesneyi agizlarina
gotiriirler. Viriislerin, gidalarin islenmesi ve hazirlanmasi sirasinda eller ve gidayla
temas eden yiizeyler yoluyla bulasmasi da viral gastroenteritin 6nemli bir yayilma
yoludur. Her ne kadar virlislerin neden oldugu solunum ve mide-bagirsak
enfeksiyonlarin birgogu asemptomatik veya nispeten hafif, kendi kendini sinirlayan
enfeksiyonlar olsa da, bunlar hem yasam kalitesini diisiirmekte hem de toplumlar i¢in

onemli bir ekonomik yiik teskil etmektedir.

2.2. Viriislerin Konaga Giris Yollar:

Konaga giris her viriis i¢in farkli sekillerde olmaktadir.

2.2.1. Gastrointestinal Viral Enfeksiyonlar:

Gelismis tilkelerde enfeksiyoz gastroenterit vakalariin %30-40'min viriislerden
kaynaklandigi tahmin edilmektedir. Epidemiyolojik veriler (Evans ve ark. 1998),
Rotaviriis, Astroviriis, Norwalk benzeri viriislerin ve diger Caliciviriislerin bildirilen

tim bulasict  bagirsak hastaligi  salginlarinin = %48'inden  sorumlu  oldugunu



gostermektedir. Salginlara neden olan gidalar ¢ogunlukla ¢ig olarak tiiketilen veya
islendikten sonra pisirilmeyen salatalar, soguk etler ve meyveler gibi besin
maddeleridir. Diinya ¢apinda Rotaviriis, bebeklerde ishale neden olan en 6nemli viral
patojendir ve 3-5 yaslarindaki hemen hemen tiim ¢ocuklar1 enfekte edebilmektedir
(Parashar ve ark. 1998). Ancak Pang ve ark. (2000), 2 ay ile 2 yas arasi akut
gastroenteritli gocuklarda yaptigi calismada insan Caliciviriislerinin de Rotaviriisler
kadar yaygin bulundugunu gostermislerdir. Gelismekte olan iilkelerde Rotaviriis, 5
yasin altindaki ¢ocuklarda goriilen tiim ishal vakalarmin yaklasik %6'sindan, ishalle
iligkili 6liimlerin ise %20'sinden sorumludur ve enfeksiyonlar her yil tahminen 800.000
cocugun Oliimiine sebep olmaktadir. Rotaviriis enfeksiyonlart mevsimseldir ve kis
aylarinda zirve yapmata olup, diisiik nemin ve insanlarin i¢ mekanlarda daha fazla
zaman gecirmesinin bu enfeksiyonlarin yayilmasma katkida bulundugu ileri
stiriilmektedir (Anon. 1995). Viral hepatit salginlar1 hastaneler, kresler ve okullar gibi
kurumlarda ortaya c¢ikmaktadir. Kirlenmis su veya yiyecekler, 6zellikle de kabuklu
deniz triinleri siklikla Hepatit A'yr bulastirmakta, bunun yanisira bazen ¢ig siit, siit
trtinleri ve soguk etler gibi diger yiyeceklerle de bulasabilmektedir. Viriis diskiyla
atilmakta ve insandan insana oncelikle fekal-oral yolla yayilmaktadir. Kisisel hijyene
dikkat edilmediginde, Ozellikle kulugka doneminde, gida ¢alisanlart tarafindan

istenmeden de olsa viriis gidalara aktarilabilmektedir (Sundkvist ve ark. 2000).

2.2.2. Deri ve Mukozada Enfeksiyona Neden Olan Viriisler

Deri, konak¢i ile dis diinya arasinda net bir smir olusturan dinamik bir
bariyerdir. Bir bagisiklik organi olarak deri, ¢evredeki ortami aktif olarak denetler ve
bakteriler, mantarlar ve viriisler dahil ortak¢r mikrobiyotaya karst uygun bir bagisiklik
tepkisi olusturur. Bununla birlikte, cilt bariyerinin bozulmasi durumunda derinin,
patojenik istilacilarin sizmasina ve saldirisina kars1 korunmak i¢in bagisiklik sinyallerini
diizenlemesi gereklidir. Dogustan gelen bu dogal bagigiklik unsurlari, sistemik
enfeksiyonlart dnlemek igin bir bariyer olusturulmasmin yani sira patojenlerin erken
yok edilmesinde de fagositik hiicreler (makrofajlar, nétrofiller ve dendritik hiicreler),
dogal oldiirticii (NK) hiicreler, 16kositler (mast hiicreleri, bazofiller ve eozinofiller) ve
epidermal keratinositler araciligiyla dnemli bir rol oynamaktadir. Bu nedenle viral
patojenlerin bu dogal bagisiklik tepkisi tarafindan en erken sekilde ortadan kaldirilmasi,

koruyucu bir antiviral ortam olusturarak sistemik yayilmayi simirlamaktadir. Ancak



cesitli kutanoz viral enfeksiyonlar, virtislerin replikasyonlar: sirasinda konak hiicreyi ele
gecirme yetenegine sahip olmasi nedeniyle ¢ogu zaman ciltteki bagisiklik unsurlarinda

sorunlar yaratmakta ve enfeksiyon icteki dokulara da yayilabilmektedir.

Herpesviridae ailesinden HSV tip-1 ve tip-2, mukokutanéz bdlgede birincil
enfeksiyondan sonra dorsal kok gangliyonlar1 ve trigeminal gangliyonlara yonelik
norotropizmleriyle dikkat ¢eken, zarfli, ¢ift sarmalli DNA viriisleridir. HSV-1 tipik
olarak birincil enfeksiyonun ¢cogunlukla ¢ocuklukta ortaya ¢iktigi orofasiyal lezyonlarla
karakterize edilirken, HSV-2 geleneksel olarak genital lezyonlara neden olan cinsel
yolla bulasan bir enfeksiyon olarak bilinmektedir. Bununla birlikte zaman zaman her iki
tip virlis de her iki bolgede bulunabilmektedir (Smith ve Robinson 2002). Bagisiklik
sistemi baskilanmig ve yenidogan hastalarda HSV'nin yayilma ve ciddi morbidite ve
mortaliteye neden olma potansiyeli bulunmaktadir (Cunningham ve ark. 2006). Hem
birincil hem de yeniden aktiflesmis enfeksiyonlarda, viral giris ve replikasyon biiyiik
Olglide keratinositlerin baskin hiicre tipi oldugu epidermiste meydana gelmektedir.
Herpesviridae ailesinden baska bir norotropik zarfli, ¢ift sarmalli DNA virlisii olan
Varisella zoster viriisti de, ates, bas agrisi ve halsizlik ile birlikte genellesmis kasintili
vezikiiler dokiintiiden olusan birincil enfeksiyonlar meydana getirmektedir (Cohen
2010). Cilt tropik virtislerinin aksine, epidermal keratinositlerin enfeksiyonu, enfekte T
hiicrelerinin {ist solunum epitelindeki ilk istilasindan sonra hematolojik taginma yoluyla

ortaya ¢ikmaktadir (Ku ve ark. 2004).

Vaccinia viriisleri, Poxviridae familyasina ait biiyiik, zarfli, ¢ift sarmalli DNA
virlisleridir. Tiim insan ortopoksviriis enfeksiyonlar: birer tipik zoonoz olarak ates,
lenfadenopati, halsizlik ve miyaljinin eslik edebildigi lokalize veya yayilmis papiiller,
vezikiiller veya kabuklar halinde goriiliirler (Moss 2011). Vaccinia virtiis, replikasyonu
tercihen bariyer fonksiyonu zayif olan bazolateral membrana erisimin arttigi kutandz
bolgelerde meydana gelmekte ve iyilesmeyen biiyiik lezyonlar ile bireyler icin sepsis
riski tagiyan genellesmis vezikiilopiistiiler dokiintiilerle seyretmektedir (Vermeer ve ark.
2007; Oyoshi ve ark. 2015: Czarnowicki ve ark. 2014). Molluscum contagiosum viriisii
de, Poxviridae ailesinden zarfli, dogrusal ¢ift sarmalli bir DNA viriisii olup enfekte
deriye dogrudan temas yoluyla bulasmakta ve yumusakca cisimcikleri ad1 verilen kubbe
seklindeki papiillere yol agmaktadir (Senkevich ve ark. 1997). Molluscum contagiosum

virlisi, epidermal keratinositlerde ¢ogaldigi icin bagisiklik tespitinden kagma



yetenegine sahiptir ve yayilimi, viral partikiillerin lezyonun gobek kismindan keratinize

bir tiinel yoluyla ¢ikmasiyla meydana gelmektedir (Almeida ve ark. 2013).

Deri yoluyla bulasan bircok viriisiin birincil enfeksiyonlarmin ciddiyeti goz
Oonline alindiginda erken antiviral terapiler, viral yayilimin Onlenmesi ve adaptif

bagisiklik tepkisinin etkili olmasi i¢in zaman taninmasi agisindan kritik 6neme sahiptir.

2.2.3. Konjenital ya da Cinsel Temasla Bulasan Viriisler

Gebelikte meydana gelen viral enfeksiyonlar hem anne hem de fetus i¢in 6nemli
bir morbidite ve mortalite nedeni olup yenidoganda transplasental, perinatal (vajinal
sekresyonlar veya kandan) veya dogum sonrasi (anne siitii veya diger kaynaklardan)
bulas yollar1 ile meydana gelebilmektedir. Siklikla dogurganlik ¢agindaki kadinlarda
goriilen HSV, anneden fetiise veya yenidogana bulagsma riski agisindan onemli bir
saglik sorunudur. Koruyucu antikorlarin olusmasi nedeniyle, annenin ilk trimesterde
HSV'ye yakalanmasi durumunda yenidogandaki enfeksiyon riski %1 kadar diisiiktiir.
Ancak gebeligin son ii¢ aylik doneminde goriilen enfeksiyonlardaki risk %30-50'ye
¢ikmaktadir (CDC, 2023). Konjenital HSV enfeksiyonu yrnidogsnds mikrosefali,
hidrosefali, ve vezikiiler deri lezyonlar1 ile sonuglanabilmektedir (Jones 1996).
Enfeksiyonun {i¢ alt tipi tanimlanmistir: ciltte, gézde veya agizda lokalize olan hastalik;
cilt, géz veya agiz tutulumu olsun veya olmasin ensefalit; ve merkezi sinir sistemi,

akciger, karaciger, cilt, géz veya agiz gibi bir¢ok bdlgeyi kapsayan yaygin enfeksiyon.

CMV de Herpesviriis ailesine ait ¢ift sarmalli bir DNA viriisiidiir. Konjenital
CMV enfeksiyonu, en sik goriilen intrauterin enfeksiyon olup diinya ¢apinda canl
dogumlarin %0,2 ila %2,2'sinde goriilmektedir. Hamilelik sirasinda CMYV ile enfekte
olan kadinlarin ¢ogu asemptomatiktir, ancak bazilarinda mononiikleoz benzeri hastalik
gelismekte olup sitomegalik inkliizyon hastaligi, konjenital CMV enfeksiyonunun en
siddetli seklidir. Konjenital CMV’nin ¢ocuklarda zeka geriliginin bir nedeni olarak

Down sendromundan sonra ikinci sirada yer alabilecegi tahmin edilmektedir.

Insan papilloma viriisleri (HPV), dogrudan ciltten cilde temas yoluyla
bulasabilen, zarfsiz, ¢ift sarmalli DNA viriisleri olup tanimlanmis 200'den fazla HPV
tipi bulunmaktadir (Smola 2017). HPV enfeksiyonu, cinsel temasla bulagan en yaygin
enfeksiyonlardan olup servikal veya vulval kondiloma gibi HPV'nin neden oldugu
lezyonlar, dogal bagisiklik baskilayict durum ve hormonal etkiler nedeniyle hamilelik

sirasinda boyut ve vaskiilaritede artma egilimindedir. HPV'nin yenidogana klasik



bulasma yolu, fetiisiin dogum kanalindan gegisi ve enfekte anne salgilariyla temas
etmesi sirasinda olip klinik olarak belirgin lezyonlarin yoklugunda bile bulasma
meydana gelebilmektedir (Tseng ve ark. 1998). Viriisiin epidermise penetrasyonu
mikrolezyonlar yoluyla kolaylastirilir ve HPV'nin replikasyon dongiisii mitotik olarak
aktif bazal tabakada baslar (Pyeon ve ark. 2009). Bazal katmana girdikten sonra
viriisler, hiicre yiizeyiyle etkilesmelerine yardimci olan L1 ve L2 viral proteinleri
tarafindan etkinlestirilen endositoz yoluyla hiicrelere girerler. HPV, bagisiklik
yanitlarindan kagmmak igin ¢esitli konake¢1 hiicresel yolaklarini modiile etmekte ve

viriis aracili bagisiklik baskilanmasi ile neoplastik hiicre gelisime yol agmaktadir

Diinya c¢apinda Hepatit B Viriisii (HBV) ile kronik olarak enfekte 350 milyon
kisi bulunmakta olup bunlarin en az %50'si enfeksiyona perinatal donemde veya erken
cocukluk doneminde yakalanmaktadir (Alter 2003). Akut HBV enfeksiyonunun
teratojenik etkisi yoktur ancak diisilk dogum agirligi ve prematiire dogum insidansinin
daha yiiksek oldugu rapor edilmistir. HBV yiizey antijjeni (HBsSAgQ) seropozitif
kadinlarin  yaklasik  %10-20'si, immiinprofilaksi yapilmadigi durumda viriisii
yenidogana aktarmakta olup, dogum sirasinda HBV bulasma riski esas olarak servikal
sekresyonlara ve anne kanina maruz kalma nedeniyle olusmaktadir. Yenidogan

asilamasi, vakalarin yaklasik %80-95'inde enfeksiyonunu 6nlemektedir.

HIV, tek sarmalli RNA igeren zarfli bir retroviriistiir. Tiim diinyada HIV ile
yasayan yetiskinlerin yaklasik %50'si kadin olup, HIV pozitif ¢ocuklarin sayist yaklasik
2,5 milyondur. Tedavi gérmeyen HIV pozitif kadinlardan dogan bebeklerin yaklasik
%15-30'u hamilelik ve dogum sirasinda, %5-20'lik bir kesimi ise emzirme yoluyla HIV
ile enfekte olmaktadir. HIV’in iki tipinden en yaygin goriileni olan HIV-1'in perinatal
bulagmasiyla iligkili bilinen risk faktorleri arasinda yiiksek anne plazma viremisi,
ilerlemis klintk HIV-1 hastaligi, annenin bagisiklik yeterliliginin azalmasi, vajinal
dogum ve amniyotik membranin yirtilmasi ile dogumun uzun siirmesi yer almaktadir.
Ayrica anne kanina dogrudan maruz kalma, dogum sirasinda annenin vajinal kanalinda
iilseratif genital enfeksiyon varligi, prematiirite ve disiik dogum agirlig: gibi durumlar

da anneden ¢ocuga bulasin artmasiyla iliskilendirilmistir (Chen ve ark. 2000).

Cinsel yolla bulasan enfeksiyonlar (CYBE), 6zellikle gelismekte olan iilkelerde
onemli bir halk sagligi sorunudur. Mevcut sendromik yaklasim trichomoniasis, sifiliz

veya bel soguklugu gibi tedavi edilebilir CYBE'lere odaklanirken, hamile kadinlar



etkileyen HSV, HPV ve HIV gibi viral CYBE'ler artmaktadir. Bu nedenle, maddi
kaynaklarin izin verdigi 6l¢iide, dogum 6ncesinde CYBE'lerin rutin olarak taranmasi ve
tedavisi onerilmektedir. Tiim hamile kadinlara ve cinsel partnerlerine CYBE oykiileri
sorulmali, perinatal enfeksiyon olasiligi konusunda danismanlik verilmeli ve gerekirse

tedaviye erigimleri saglanmalidir.

2.2.4. Hemorajik Atese Neden Olan Viriisler

Akut viral hemorajik atese neden olan Arenaviridae, Bunyaviridae, Filoviridae
ve Flaviviridae iiyeleri ortak olarak tek sarmalli bir RNA genomu ve bir lipit zarfa
sahiptir. Lipid zarf onlar1 deterjanlara, diisiik pH'l1 ortamlara ve ¢amasir suyuna karsi
savunmasiz hale getirirken, nétr pH'ta, 6zellikle de protein mevcudiyetinde oldukca
stabil hale getirmektedir. Boylece bu viriisler kanda uzun siire stabil kalabilir,
buzdolabinda veya ortam sicaklifinda haftalarca saklandiktan sonra hastanin kan
orneginden izole edilebilirler. Arenaviriisler dogada belirli kemirgen rezervuarlariyla
Oomiir boyu iliski kurarak hayatta kalmaktadir. Dogal salgmlar, genellikle ekosistemde
insanlarin kemirgenlerle veya kemirgen {rilinleriyle kirlenmis materyalle temas
etmesine neden olan bir bozulmanin ardindan ortaya g¢ikmaktadir. Arenaviriisler
nazofaringeal mukozada enfeksiyon baslatmakta olup diger viriislere gore daha sinsi bir
baslangica sahiptirler. Lassa atesi, yetiskinlerin Bati Afrika hastanelerine atesli
basvurularinin %10 ila %15'inden ve cerrahi olmayan oliimlerin yaklasik %40'indan
sorumlu olan &nemli bir atesli hastaliktir (McCormick ve ark. 1987). Lassa atesinin
hemorajik belirtileri agik degildir ve norolojik komplikasyonlari ise sporadik olup geg

gelisir ve yalnizca en agir hasta grupta ortaya ¢ikarlar.

Kirim Kongo Kanamali Atesi (KKKA), Hyalomma marjinatum'un en 6nemlileri
oldugu en az 29 kene tiiriiniin 1sirmas1 yoluyla bulasan zoonotik bir hastaliktir. Hastalik
antik caglardan beri bilinse de, modern zamandaki taninmasi ilk kez 1944-1945'te
Kirim'da biiyiik bir salgin ve 1956'da simdiki Demokratik Kongo Cumhuriyeti'ndeki bir
cocukta benzer bir hastaligin goriilmesiyle baslamistir. Klinik hastalik, kendi kendini
sinirlayan grip benzeri semptomlardan belirgin kanamaya kadar degisen bir tablo
sergilemektedir. Akut viremik faz sirasinda enfekte bir hastanin kaniyla temas edilmesi,
ciddi bir endise kaynagidir. Aerosol yoluyla kolayca yayilan bu son derece bulasici

viriis sik sik kiiciik, hastane merkezli salginlara neden olmaktadir.



Filoviridae, Ebola ve Marburg viriislerini igeren bir ailedir. Marburg viriisii,
Gilineydogu Afrika'da endemik olarak bulunmakta ve ara sira tekrarlayan salginlar
yapmaktadir. 2005 yilinda Angola'daki Marburg salgininin 6liim orani %90'dir ve
enfekte oldugu 252 kisiden 227'si dlmistiir. Taksonomik olarak Marburg viriisleriyle
iligkili olan Ebola viriisleri de, 1976'da Kongo Cumhuriyeti ve Sudan'daki kiigiik

topluluklarda neredeyse eszamanli iki salgina neden olmustur (Zeller 2000).

Sivrisinekler, Afrika ve Gliney Amerika'da sar1 hummay1 ve Amerika, Asya ve
Afrika'da dang hummasini tagimaktadirlar. Siddetli sar1t hummasi olan hastalarda klinik
sarilik gelismekte ve hepatorenal sendroma benzer bir hastalik nedeniyle oliimler
goriilmektedir. Dang hummasi ve dang hemorajik atesi, artropod kaynakli viriisler
arasinda en yliksek morbidite ve mortaliteye neden olmaktadir. Dang hummasinin
endemik yayiliminin mevcut oldugu 100'den fazla tilkede, 2,5 milyardan fazla insan
enfeksiyon riski altindadir. Her iki hastaligin da iki fazli olan seyrinde, baslangic
asamasindaki belirgin akciger tutlumunun ardindan merkezi sinir sistemi belirtilerinin
(ensefalit) ortaya ¢iktig1 norolojik bir agsama gelmektedir. Bulagsma, derideki bir yaranin
enfekte bir omurgalinin kaniyla kontaminasyonu, kene isiriklart veya pastorize

edilmemis kontamine siitiin tiikketilmesi ile ger¢eklesmektedir (Guzman ve Kouri 2000).

2.2.5. Solunum Yolu Enfeksiyonlarina Neden Olan Viriisler

Toplumda siklikla goriilen enfeksiyonlara neden olan viriislerin bir ¢ogu
solunum yolu ile bulagmaktadir. Solunum yolu viriisleri genellikle enfekte bir kisiyle
dogrudan fiziksel temasa gecilmesi ya da enfekte kisinin hapsirma dksiirme vb. yollarla
cevreye aerosol sagmasi sonucunda gorillen damlacik enfeksiyonu yoluyla
bulagsmaktadirlar (Ferkol ve Schraufnagel 2014). Bunlarin yani sira ortamin sicakligi,
kalabaliklig1, nem, konaga ait faktorler de bulasa katki saglamaktadir (Bonvehi ve
Temporiti 2018). Havadaki enfeksiy6z partikiillerin solunmast ile viicuda alinan viriisler
solunum yoluna gectikten sonra ya orada kalarak lokal, ya da diger organlara yayilarak
sistemik enfeksiyona neden olurlar. Influenza viriis, Parainfluenza viriis, RSV,
Rinoviriis, Koronaviriis ve Adenoviriis solunum yolu enfeksiyonlarina sebep olan en

onemli etkenlerdir (Pavia, 2011).

Solunum yolu enfeksiyonlarinda siiflandirma, viriisiin tutundugu bolgeye gore
yapilmaktadir. Ust solunum yollar1, burun boslugu, orofarinks, nazofarinks, paranazal

siniisler ve larinksi kapsamaktadir. Ayrica orta kulak da solunum epiteli ile ortiiliidiir ve



solunum sisteminin bir pargasi olarak sistemin dig bolge ile baglantisinda rol
oynamaktadir. Alt solunum yollar1 ise, trakea, brons, bronsioller ve alveollerden
olugmaktadir. Burun deliklerinden baslayan ve ses tellerine kadar olan bolgede meydana
gelen enfeksiyonlara iist solunum yolu enfeksiyonlart (USYE), trake, brons ve
bronsiollerde meydana gelen enfeksiyonlara ise alt solunum yolu enfeksiyonlari

(ASYE) ad1 verilmektedir.

Viral kokenli solunum yolu enfeksiyonlari her yas grubunda siklikla goriilmekte
olup tiim diinyada 6nemli bir saglik sorunu olusturmakla birlikte 6zellikle gelismekte
olan iilkeler icin baslica 6liim nedenleri arasinda yer almaktadir. Ozellikle immiin
sistemi baskilanmis hastalar, yaslilar ve ¢ocuklar dnemli risk gruplarini olusturmakta
olup, tim diinyadaki bebek ve ¢ocuk Oliimlerinin basta gelen nedenlerindendir.
Bebeklerin neredeyse %53'ii yagsamlarinin ilk yilinda viral alt solunum yolu enfeksiyonu
gecirmektedir. Bes yasindan kiigiik ¢ocuklarda gevresel ve sosyoekonomik kosullardan
bagimsiz olarak goriilen ve bu yas grubu enfeksiyon hastaliklarinin basinda yer alan
USYE, bebeklikte ve okul 6ncesi yaglarda yilda ortalama 6-10, okul cagindaki
cocuklarda ise 3-5 kez gorillebilmektedir. Influenza viriisleri, Rinoviriisler,
Koronaviriisler ve RSV'lerin neden oldugu bu enfeksiyonlar biyiik bir saglik yiikiidiir
ve bir¢ogu iist solunum yolu ile sinirlt kalsa da bazi durumlarda alt solunum yoluna da
inerek ciddi hastaliklara sebep olmaktadir (Kutter ve ark. 2018; Tregoning ve Schwarze,
2010; Sung ve ark. 2011; Karadag-Oncel ve ark. 2014; Pshenichnaya ve ark. 2019).

Yetiskinler yilda iki ila bes kez, bebekler ve okul oncesi ¢ocuklar ise yilda
yaklasik dort ila sekiz kez soguk algmligina yakalanmaktadir. Rinoviriislerin ve
Koronaviriislerin, evde yasayan yash insanlarda Influenza viriis veya RSV ile
karsilastirlldiginda daha biiylik bir hastalik yiikiine neden oldugu belirlenmistir
(Nicholson ve ark. 1997). influenza tiim yas gruplarim etkilese de, komplikasyonlar:
acisindan ozellikle risk altinda olan ve hastaneye kaldirilmalar1 daha muhtemel olanlar

yaslilar ve altta yatan saglik sorunlar1 bulunan kisilerdir.

RSV enfeksiyonlart diinyanin her yerinde goriilmektedir ve salginlar iliman
iklimlerde soguk mevsimde, tropikal iklimlerde ise yagisli mevsimde daha yaygindir.
RSV, kiiglik ¢ocuklardaki solunum yolu hastaliklarinin en 6nemli etkenlerindendir.
Ozellikle okul ¢agindaki cocuklar siklikla RSV'yi evlerine tasimakta oldugundan aile igi

bulag oranlar1 ytliksektir ve yetigskinler de dahil olmak {izere aile iiyelerinin yaklasik



%401 enfekte olmaktadir. Aile i¢i salginlarinda enfeksiyonlarin %95'ten fazlasi
semptomatik olmasina ragmen genellikle ¢ok siddetli degildir. RSV bronsiyoliti veya
zatiirre ile hastaneye kabul edilen bebekler, viriisii bol miktarda ve uzun siireler boyunca
yayma egilimindedir ve bu da yayilma igin biiylik bir firsat saglamaktadir. Erken
cocukluk donemindeki RSV enfeksiyonundan kaynaklanan antikorlar, yasamin
ilerleyen donemlerindeki enfeksiyonlar1 6nlemez, ancak yine de yetiskinlerdeki RSV
enfeksiyonlart genellikle soguk alginligi seklinde hafif gecirilmektedir. Yaslilarda ise

RSV, yiiksek oranda pnémoni ve 6liime neden olmaktadir.

Parainfluenza virtisler solunum yolu patojenlerinin bir diger 6nemli grubudur.
Cocuklarda ve yetigkinlerde siddetli soguk alginligi, krup, bronsit ve zatiirreye neden
olurken, bebeklerde de yasami tehdit eden hastaliklara yol agabilirler Enfeksiyon,
aerosoller yoluyla yayilmanin yani sira kontamine yiizeylerle dogrudan temasla da

bulasabilmektedir

2.3. Respiratuar Sinsityal Viriis (RSV)

RSV ilk olarak 1956 yilinda kesfedilmistir. Soguk alginlig1 belirtisi gosteren 14
sempanzeden izole edilmis ve sempanze koriza ajani adi verilmistir. Daha sonra
sempanzelerin bakicilarinda da benzer klinik tablolar ortaya ¢ikmis ve bu durum
enfeksiyonun kaynaginin insan olabilecegini diisiindiirtmiistiir. Ayn1 viriis daha sonra
pnomoni gegiren iki ¢cocuktan izole edilmis ve kaynaginin insan solunum yolu oldugu
belirlenmistir. Viriis yapist hiicre kiiltiiriinde incelendiginde hiicrelerde biiyiik ve yaygin
sinsistiyumlar goriilmiis ve viriise Respiratuvar Sinsityal Viriis ismi verilmistir (Morris

ve ark. 1956).

2.3.1. Respiratuar Sinsityal Viriis’iin Genel Ozellikleri

RSV, Paramyxoviridae ailesinin Orthopreumoviriis cinsi igerisinde yer alan tek
sarmalli negatif polariteli bir RNA viriisiidiir. Tek sarmalli RNA viriisleri genom
yonelimine (polarite) gore ikiye ayrilirlar. Pozitif polariteli olanlarda, RNA mRNA’ya
benzerdir ve konak tarafindan direkt okunabilmektedir. Negatif polariteli viriislerde ise
RNA, mRNA’nin tamamlayicisidir ve konak hiicrenin okuyabilmesi i¢in RNA

polimeraz tarafindan pozitif iplik¢ige doniistiiriilmesi gerekir (Nyugen ve Haenni 2003).

RSV, lipit yapida bir zarfin i¢inde yer alan niikleokapside sahiptir (Sekil 2-1)
(Walsh ve Hall 2015). Zarf yilizeyinde tutunmayi saglayan 10-12 nm uzunlugunda
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glikoproteinler bulunmaktadir ve niikleokapsid yapisi, ¢apt 12-15 nm olan simetrik
helix seklindedir (Collins ve ark. 2001). RSV RNA’s1 10 adet mRNA molekiiliinii
kodlamaktadir. Bunlardan baglanma proteini konaga baglanarak, fiizyon proteini ise
lipid membranlara fiizyonu saglayarak patojeniteye sebep olmaktadir. Flizyon proteini
aynt zamanda, enfekte hiicrelerin birlesmesini ve sinsistiyum olusumunu saglayan

protein olup, nétralizan antikorlar bu proteinlere karsi olugsmaktadir (Johannson 2016).

RSV’nin antijenik olarak birbirinden farkli iki alt grubu (A ve B) vardir ve bu
farkliliga baglanma proteini sebep olmaktadir. A grubu RSV’ler hiicre kiiltiiriinde daha
kolay iiremekte, bu nedenle de enfeksiyonlarda daha sik karsimiza ¢ikmaktadir. Diger
proteinlerden niikleoprotein, RNA’ya sikica baglanmig durumda, fosfoprotein,
transkripsiyon ve replikasyonda ©nemli rol oynamakta, matrix proteini ise,

niikleokapsid ve zarf arasindaki iligkiyi saglamaktadir (Walsh ve ark. 1997).

Fizyon
Lipid ( Proteini
Membranlar (P / )
/, / vV Kiiciik Hidrofobik
5 2 rotein (S
L, prien s
& 4  Buyik
Polimeraz
5 Kompleksi
Matrix
S< Proteini
Niikleoprotein
Fosfoprotein

Baglanma
Proteint

Sekil 2-1: RSV’nin Yapisi

2.3.2. Respiratuar Sinsityal Viriis Enfeksiyonu ve Tamsi

RSV, bebekler ve cocuklarda solunum yolu enfeksiyonun en sik goriilen
sebebidir (Plotkin ve ark. 2018). Bebeklerin neredeyse %70’i hayatlarinin ilk yilinda
RSV enfeksiyonu gegirmekte, ¢ocuklarin %90’a yakini hayatlarinin ilk iki yilinda
enfekte olmakta ve %40’a kadari da ASYE gelistirmektedir (Hall 2001). RSV
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enfeksiyonlar1 bebek ve c¢ocuklarda hastaneye yatis i¢cin Oonemli bir sebep olmakla
birlikte, ayakta tedavi ve acil hasta yiikiinlin de 6nemli bir kismindan sorumlu
bulunmaktadir (Leader ve Kohlhase 2002). RSV enfeksiyonu siklikla 0-4 yas arasi
cocuklarda goriilmekle birlikte yetiskinlerde de goriilmekte ve genellikle USYE
seklinde seyretmektedir. CDC verilerine gore Ekim 2022 — Mart 2023 arasindaki RSV
hastalarinin yaslarina goére dagilimi incelendiginde, bu hastalarin biiyiikk ¢ogunlugunun

0-4 yas arasinda oldugu gorilmiistiir (Sekil 2-2).

In the 2022-2023 season, the overall rate of RSV-associated hospitalizations was 50.3 per 100,000 people.

Season Age Group Race/Ethnicity Sex Site

Rates of RSV-Assaciated Hospitalization, 2022-23
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Sekil 2-2: CDC’ye gore Ekim 2022 — Mart 2023 arasinda RSV enfeksiyonu geciren
hastalarin yaslarina gore dagilimlari

RSV, yaygin olarak Kasim-Nisan aylar1 arasinda goriilmekte ve kulugka stiresi
4-6 giin siirmekte olup bulas yolu genellikle yakin temas ya da dogrudan temas
seklindedir. Temas sonucu enfeksiyoz sekresyonlarm mukoza veya nazofaringeal
membranlara tutunarak baslattiklar1 replikasyon sonrasi enfeksiyon olusmaktadir
(Haciosmanoglu 2014). Enfeksiyon USYE sekinde baslamakta, bebeklerde ilk semptom
olarak apne goriilebilmektedir. Oksiiriik, burun tikanikligi, nezle ile seyreden ates
genellikle belirgin olmamakta, siniizit ve kulak enfeksiyonu goriilme sikligi ise diger

viral enfeksiyonlardan fazla bulunmaktadir (Hall ve ark. 2001). immiinsiiprese ya da



kemikiligi transplantasyonu olmus hastalarda tablo daha agir seyretmekte ve enfeksiyon
%70’in tlizerinde mortalite ile sonuc¢lanmaktadir. RSV’ye baglhi ASYE gelistirmis
cocuklarda pediatrik astim gelisme riskinin de 2 ila 12 kat daha fazla oldugu tahmin

edilmektedir (Feldman ve ark. 2015).

Spesifik olmayan viral tist solunum yolu hastalig1 belirtilerine eklenen akut
bronsiolit tablosu genelde RSV enfeksiyonunu diisiindiirmektedir. Akciger grafisinde
bronsiyolit goriintlisiine ek olarak hiriltili soluma da kuvvetle RSV enfeksiyonuna
isarettir. Kesin tani i¢in bogaz siiriintlisiinden veya nazofaringeal siiriintiiden 6rnek
aliarak hizli antijen testi ya da Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) testi yapilmaktadir.
Antijen testleri genellikle 30 dakika icinde sonu¢ vermekte ve uygun fiyatli olmasi
sebebiyle tercih edilmekte olup giivenilirligi yaklasik %90 civarindadir. Ancak
profilaktik olarak palivizumab kullanilmasi durumunda testler yalanci negatif sonug
vermekte, bu riski elimine etmek i¢in PCR testleri tani i¢in altin standart olarak

kullanilmaktadir (Deming ve ark. 2013).

2.3.3. Respiratuar Sinsityal Viriis Epidemiyoloji

RSV’nin iilkemizdeki dagilimini gostermek amaciyla Saghik Bakanligi Halk
Sagligi Genel Midirliigii tarafindan yiriitillen siirveyans raporunda, grip benzeri
semptomlar ile aile hekimlerine basvuru yapan hastalardan alinan Orneklerin
degerlendirmesi mevcuttur. Buna gore 2022 Ekim ile 2023 Ekim arasindaki bir senelik
periyotta 6042 hastadan numune alinmis ve 193 hastada (%13) RSV pozitifligine
rastlanmistir (Tablo 2.1). 2016-2023 yillar1 arasinda siddetli solunum yolu enfeksiyonu
geciren yatan hastalardan alinan numunelerin RSV pozitifligi ise Sekil 2.3’de

gosterilmistir.
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Tablo 2-1: Ulkemizde, 2022 Ekim-2023 Ekim arasindaki solunum yolu enfeksiyon

etkenlerinin dagilim oranlan

2023/36-39. Hafta 2022/2023 Sezonu
e = (3 Ekim 2022-1 EKkim
(4 Eyliil - 1 Ekim 2023) 2023)
Sayn: Yo Say1 Yo
influenza poztif numune 1 03 1024 16,9
influenza A 1 100,0 769 75,2
Inf A* 0 0.0 155 20.2
InfA HIN1 1 100.0 113 14,7
Inf A/H3N2 0 0.0 501 65.1
influenza B 0 0,0 254 24.8
Birden Fazla influenza 0 0.0 1 0.1
Diger sol yolu viriisi DSYV) pozitif 114 34,1 1488 24.6
Adenovirus 2 1.8 122 8.2
Birden fazla DSYV 9 7.9 129 8.7
Coronavirus (HCoV-229E, HCoV-OC43, HCoV-NL63 ve HKU1-CoV) 32 28.1 300 20,2
Enterovirus 1 0.9 11 0.7
H. bocaviriis 6 5.3 33 22
H. metapneumovirus 0 0.0 29 1.9
A4 e 5 L 0.0 0 0.0
[ Paramfluenzavirus 6 5.3 96 6.5 ]
Parechovres t o = N
Rhinossicus 56 491 S62 378
RSV 1 0.9 193 13.0 l
Dlger Y 0.0 4 0.0
influenza ve DSYV poritif | 0 | 0.0 | 130 | 2,2
Negatif numune | 219 | es6 | 3400 | s63
Cabsilan numune | 334 | 1000 | 6042 I 100,0
—RSV
60
50
¥
5 40
E 30
|
§ 20 | { |
1
A W I
\ |
o ! " Al T i ey Aot M,

2016/17 2017/18 2018/19

2019/20 2020/21 2021/2

2022/23

Sekil 2-3: 2016-2023 arasinda siddetli solunum yolu enfeksiyonu geciren yatan
hastalardaki RSV pozitiflik oranlar

2022-2023 yillar

hastalardan izole edilen viriislerin yas gruplarma gore dagilimi Sekil

arasinda siddetli

solunum yolu enfeksiyonu geciren

2.4°de

gosterilmistir. Bu dagilima gore RSV pozitifligi cocuklarda ve yashlarda yiiksek

oarnlarda goriilmesine ragmen, en fazla 1 yasindan kii¢iik bebeklerde rastlanmistir.
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Sekil 2-4: 2022-2023 yillarinda siddetli solunum yolu enfeksiyonu geciren hastalardan
izole edilen viriislerin yas gruplarina gére dagilhim

Lam ve ark.’nin 2019°da 30 farkli iilkede aym1 zaman dilimi igerisinde
karsilagtirma yaparak 2010-2015 verilerini topladig1 kiiresel calismada, Kuzey ve
Giiney yarimkiirelerde soguk aylarda yillik mevsimsel Influenza ve RSV zirveleri
gorlliirken, subtropikal/tropikal bdlgelerde yi1l boyunca daha fazla aktivite
goriilmektedir. Influenza ve RSV sezonlar1 genellikle 3-4 ay siirmekte ve her iki viriis
de pik insidanslarinin zamanlamasinda yildan yila bazi farkliliklar gostermektedir.
Calisma sonucunda, orneklerin iicte birinden fazlasinin (7/18') RSV olarak bulundugu
ve bunun da onemli bir kiiresel saglik yiikii oldugu ortaya konulmustur. Bu durum
Ozellikle, brongiolitin en yaygin oldugu, hastanede vyatan pediyatrik hasta
popiilasyonlarinda son derece oOnemlidir. Ayrica RSV'nin bazi yetiskinlerde de
hastaneye yatis ve Oliimiin 6nemli bir nedeni oldugu gosterilmistir. Bu veriler 1s181inda

RSV'nin pediatrik morbiditenin 6nemli bir nedeni oldugu bir kez daha ifade edilmistir.

Diinya Saglik Orgiitii (DSO)’niin Mart 2020'de Covid-19’u pandemi olarak ilan
etmesinin ardindan olagandis1 RSV siirveyans modelleri bildirilmistir. Bu baglamda
Brezilya, Sili, Giiney Afrika, Kanada, Amerika Birlesik Devletleri, Fransa, Hollanda,
Israil, Japonya, Giiney Kore ve Tayvan’dan olusan 11 iilkede 2017'den 2021'e kadar
RSV siirveyans verileri kullanilarak degisiklikler izlenmistir. Her iki yarim kiirede de,

beklenen ilk RSV sezonunda RSV aktivitesi ¢ok az veya hi¢c gbézlenmemis, RSV



tespitlerinde veya akut bronsiolit hastaneye yatislarinda 6nceki yillara kiyasla 9%90'a
varan azalmalar gorilmistiir (Haddadin ve ark. 2021). Buna karsilik daha sonra bir¢ok
tilkede RSV vakalarinda sezon dis1 artislar yasanmis (Weinberger ve ark. 2021) olup
RSV ile SARS-COV-2 arasindaki viral etkilesimin bu gézlemlere katkida bulunmus
olabilecegi diistiniilmiistir. Covid-19'un yayilmasini yavaglatmak igin uygulanan
okullarin ve igyerlerinin kapatilmasi, maske zorunlulugu, toplanma kisitlamalari, halka
acik etkinliklerin iptali, evde kalma zorunluluklari, toplu tasima araglarinin ve iilke
icindeki hareketin kisitlanmasi ve uluslararast seyahat kontrolleri gibi ilag disi
miidahaleler de bu sonugta rol oynamigtir. 2019-2020 RSV sezonu Kanada, Fransa,
Israil, Hollanda, Giiney Kore ve Amerika Birlesik Devletleri'nde ilk sekiz hafta i¢inde
sona ermig, Covid-19 pandemisi sirasindaki ilk RSV salgininin baslangicinda da 11
tilkenin tamaminda bir gecikme gozlenmistir. Sadece okullarin kapanmasi ve evde
kalma zorunlulugu bile tek basina bu duruma katki saglamis olup her bir kisitlamanin
kaldirilis1, beklenen RSV aktivitesinden sapmada %1,31 (p=0,04) - %2,27 (p=0,06)
arasinda degisen mutlak artiglarla iligskilendirilmistir (Billard ve ark. 2022).

2.3.4. Respiratuar Sinsityal Viriis Patogenezi ve Klinik Bulgular

RSV enfeksiyonunun kulucka donemi 4-5 giin olup, viriis nazofarinkste
cogaltiktan sonra epitel hiicreler ya da sekresyonlar araciligiyla akcigere yayilmaktadir.
RSV bronsioliti, siliyer epitel hiicrelerinin nekrozu ve tahribati ile karakterizedir ve bu
duruma bazen brong epitelinin proliferasyonu da eslik etmektedir. Notrofiller,
makrofajlar, lenfositler ve plazma hiicrelerinden olusan inflamatuar yanit da hastaliga

katkida bulunmaktadir (Hoffman ve ark. 2004).

Dogustan gelen bagisiklik tepkisi, bulasic1 hastaliklara karsi viicudumuzun ilk
savunma hattidir. Toll benzeri reseptor (TLR) ailesini olusturan bir grup protein,
omurgal1 ve omurgasiz organizmalarda ¢esitli mikroorganizmalara kars1 dogustan gelen
bagisiklik tepkilerine aracilik eden tip 1 transmembran proteinleridir. Gram-negatif
bakteriler lizerinde eksprese edilen ve onlar tarafindan salinan lipopolisakkaritlerin ana
reseptorii olan TLR4, oncelikle dinlenme halindeki monositler/makrofajlar, polimorf
niikleer hiicreler ve dendritik hiicrelerde bulunmaktadir. RSV'nin F glikoproteininin,
monositlerde eksprese edilen ylizey molekiili CD14+ ile etkilesim yoluyla TLR4'U
aktive ettigi gosterilmistir (Kurt-Jones ve ark. 2000). RSV’den saflastirilmis F proteini
ile in vitro uyarilan insan monositlerinden TLR4, interlokin (IL)-6, IL-8 ve IL-1b



salinmasi goriilmustiir (Kurt-Jones ve ark. 2000). Ek olarak, RSV ile enfekte edilen ve
TLR4 eksikligi olan farelerde, TLR4 eksprese eden farelere kiyasla akcigerlere ulagsan
CD14+ ve NK hiicre trafiginde azalma, NK aktivitesinde bozulma, 1L-12 ekspresyonu

ve viriisii temizleme yeteneginde azalmalar goriilmiistiir (Haynes ve ark. 2001).

RSV enfeksiyonu, polimorf niikleer hiicre infiltrasyonu ve immiin yanitin Th2
polarizasyonu ile karakterize edilen, koruyucu olmayan kompleman sabitleyici antikor
tarafindan RSV'nin baglanmasmnin neden oldugu immiin kompleks aracili
bronkokonstriksiyon ile karakterize ¢ok faktorlii bir hastalik olarak goriinmektedir
(Connors ve ark. 1994). IL-4i kodlayan Th2 genleri, RSV enfeksiyonu geciren
cocuklarda oldukg¢a fazla sayida bulunmustur ve bu durum da hastaligin siddetinde
Th2'nin roliinii destekler niteliktedir (Choi ve ark. 2022; Hoebee ve ark. 2003).

Tip I interferonlar (IFN) giiglii antiviral aktiviteye sahiptir ve birgok viriis, IFN
sistemini yikmak i¢in stratejiler gelistirmistir (Garcin ve ark. 2000). RSV nin kodladigi
NS1 ve NS2 yapisal olmayan proteinleri, IFN-a/b'nin indiiksiyonunu bloke edebilmekte
ve RSV ile enfekte olmus hiicrelerde bol miktarda kopyalanmaktadir (Young ve ark.
2000). Yapisal olmayan bu NS1 ve NS2'nin yok edilmesi, IFN {ireten hiicrelerde mutant

virtislerin replikasyonunun azalmasina da neden olmaktadir (Buchholz ve ark. 1999).

RSV enfeksiyonlarinda klinik bulgular genellikle hastanin yasma, immiin
stiprese olup olmamasina ya da beraberinde gecirilen hastalik olup olmamasina bagl
olarak degismektedir. Saglikli yetiskinlerdeki bulgular genellikle st solunum yolu
enfeskiyonlarina isaret etse de immiinsiiprese hastalarda, yashlarda ve 2 yasindan
kiictiklerde alt solunum yolu enfeksiyonu bulgular1 hatta viral pndmoni goriilmektedir.
Larinksteki reseptorlerin hasarina bagli olarak bebeklerde apne goriilme olasiligt
yiiksektir. Enfeksiyon tekrarladik¢a bulgularin siddeti azalmakta ve ¢ogunlukla iiglincii
enfeksiyondan sonra bulgular {ist solunum yolunda goriilmektedir. Viral solunum yolu
enfeksiyonlarmin ¢ogunda oldugu gibi oksiirtik, ates, burun tikanikligi gibi belirtiler
goriilmekle birlikle siniizit ve kulak enfeksiyonlar1 ile RSV tablosunda daha sik
karsilagilmaktadir. Kemik 1ligi nakli olmus immiinsiiprese hastalarda mortalite orani
%70-100 kadar vyiiksek olup, hayatta kalanlarda ise ciddi akciger fonksiyon
bozuklukluklari goriillmektedir (Hall ve ark. 2001).



2.3.5. Respiratuar Sinsityal Viriis Enfeksiyonu Tedavisi ve Korunma Yoéntemleri
RSV tedavisinde, eger ciddi bir klinik tablo gdzlenmiyorsa ve hastalik iyi yonde
seyrediyorsa, diizenli sivi alim1 ve beslenme kontrolii gibi destek tedaviler ile ayaktan
gozlemlemek yeterli olmaktadir. Bulgularin artmasi ile tablonun agirlasmasi durumunda
ise beslenme sikintis1 ve sivi alimi yetersiz olan ya da solunum gii¢liigli yasayan
hastalarin hastaneye yatirilmasi onerilmektedir. Prematiire bebekler, organ nakli olmus

hastalar ya da konjenital kalp yetmezligi hastalarinin da hastaneye yatis1 6nerilmektedir.

Enfeksiyon sirasinda oksijen satiirasyonunun %90’1n altina diistiigii durumlarda
devamli olarak oksijen vermek gerekmekte, atese bagli olarak sivi ihtiyaci arttigi icin
dehidratasyon yoniinden de hastalar izlenmektedir. Bronsiyolit durumunda solunumu
rahatlatmak i¢in epinefrin ve salbutamol tedavisi uygulanabilmektedir. RSV viral bir
enfeksiyon oldugu ve ayni zamanda sekonder bakteriyel enfeksiyon riski ¢ok diisiik
oldugu icin tedavide antibiyotiklere yer verilmez. Havayollarindaki 6demi rahatlatmak
amactyla hipertonik tuzlu su ve mukus sekresyonunu azaltmak i¢in mukolitikler
tedavide kullanilabilmektedir (Langley ve ark. 2005). RSV tedavisine yonelik spesifik
bir antiviral heniiz kesfedilmemistir. Tedavi semptomatik olarak devam etmekte olup,
ancak ciddi olgularda kullanilmak iizere ribavirin Amerikan Gida ve Ila¢ Dairesi (FDA)

tarafindan onaylanmistir.

Risk grubundaki bebeklerin korunmasi icin iiretilen ve 1998’de FDA onay1
almis bir monoklonal antikor olan Palivizumab, 5 ay boyunca ayda 1 doz seklinde
uygulanmakta ve bu da tedavi maliyetlini arttirmaktadir. Palivizumabdan tiiretilmis olan
Motavizumab, faz c¢aligmalar1 sirasinda Ozellikle ayaktan hasta tedavisinde
Palivizumabdan daha etkili oldugunu kanitlamigsa da, 2010 yilinda FDA tarafindan
Motavizumab’in alerjik reaksiyonlar basta olmak {izere giivenlik sorunu olusturdugu
aciklanmis ve ruhsatlandirma talebi reddedilmistir (Simoes ve ark. 2007; Wu ve ark.
2007). Yeni bir monoklonal antikor ¢aligmasi olarak baslayarak umut verici sonuglar
alinan ve fiizyon proteinini hedef alan Nirsevimab, 2023 yilinda FDA onay1 almis olup,
tek doz uygulama yeterli oldugu ic¢in biiyiikk bir avantaj saglamaktadir. Monoklonal
antikorlar RSV i¢in umut verici yaklasimlar olsalar da, hala viriisii nétralize eden etkin

bir tedaviye ve koruyucu ve giivenli asilara ihtiya¢ duyulmaktadir.

RSV asis1 gelistirme c¢alismalar1 ilk olarak 1960°da baslamis ancak ilk

gelistirilen as1 yeterli koruma saglamadigi i¢in ruhsati iptal edilmistir (Chin ve ark.



1969). Daha sonraki yillarda cpts-248/404 isimli bir ateniie as1 gelistirilmis, ancak
bebeklerde viriis sayisinda artisa neden olmus ve kullanilmaz hale gelmistir (Karron ve
ark. 2005). Rekombinant as1 teknolojisinin gelismesiyle monoklonal antikorlar
kullanilmaya baslanmis ve bu calismalarin son iiriini olarak Mayis 2023’te FDA
Avrexy isimli asiy1 onaylamistir. Avrexy RSV nin flizyon proteinini igermekte ve 60

yas lzeri bireyleri tek dozda korumay1 hedeflemektedir.

RSV’den korunmak igin as1 ve ilag dist Onlemler arasinda ilk sirada temasi
azaltmak ve hasta kisiyi izole etmek, ayrica kreslerde bebekler aras1 temasi azaltmak ve

el hijyenine dikkat etmek de alinacak temel 6nlemler arasinda yer almaktadir.

2.4. Parainfluenza Viriis
Paramyxoviridae ailesine ait olan Parainfluenza viriisler ilk olarak 1955 yilinda
kruplu c¢ocuklardan izole edilmis ve krup iligkili viriisler olarak adlandirilmistir

(Chanock 1956).

2.4.1. Parainfluenza Viriis Genel Ozellikleri

Boyutlar1 150-250 nm arasinda olan tek sarmalli RNA viriisleridir ve negaatif
polariteye sahiptirler. Viral genomlar1 yaklagik 15.000 niikleotid kodlamaktadir
(Henrickson 2003). Viriise ait hemagliitinin-N6raminidaz proteinleri ve fiizyon proteini
birlikte, hiicre {izeyindeki sialik asit kalintilarina baglanarak viral zarfin hiicre zari
flizyonunda rol oynamaktadir (Sekil 2-5). Antikorlar ig¢in temel hedef, bu iki proteini
notralize etmektir. Matrix proteini zarfin i¢ yiizeyini, niikleokapsid proteini ise viral
RNA’y1 kaplamaktadir. Fosfoproteinler parainfluenza viriisii, molekiil agirliklar1 ayni
olan 4 farkli serotipe ayirmaktadir. Bunlardan insan parainfluenza virtisii tip 1 ve tip 3
Respoviriis Cinsine ait olmakla birlikte krup ve pndmoniye neden olmakta, tip 2 ve tip 4
ise Rubulaviriis cinsine aittir ve krup, ASYE, USYE gibi hastaliklara neden olmaktadir
(Huberman ve ark.1995; Moscona 1997).



22

- Fiizyon
Hemagliitinin- g yon

N Proteini
Noéraminidaz

_ Proteini

Niikleokapsid
Protein

Matrix
Proteini

Sekil 2-5: Parainfluenza viriisiiniin yapis1 (Lauren ve ark. 2016)

2.4.2. Parainfluenza Viriis Enfeksiyonlar: ve Tanis1

Parainfluenza viriis enfeksiyonlarinda bulas dogrudan temas ya da biiylik
damlaciklar yoluyla gergeklesmekte, mevsimsel ve iklimsel olarak degisiklik gosterse
de tiim diinyada, ozellikle de huzurevi ve kreslerde fazla sayida salginlara neden
olmaktadir (Fry ve ark. 2006). Bagisiklig1 baskilanmis kisiler ve organ nakli hastalar
baslica risk grubunu olusturmaktadir. Pnémokok asilamasinin baglamasindan sonra
bebeklerdeki riskin azaldigi belirtilmekte, buna karsin yetersiz beslenme, kalabalik
ortamlar, A vitamini eksikligi ve sosyoekonomik faktorler bebekleri ve cocuklari
enfeksiyona yatkin hale getirmektedir (Kim ve ark. 2000; Henrickson 2003). Tokak ve
ark.’nin  (2019) yapmis oldugu calismada, bebeklerde en sik goriilen enfeksiyon
etkenleri belirlenmis ve Parainfluenza viriisiin 6nemli bir solunum yolu enfeksiyonu

etkeni oldugu goriilmiistiir (Sekil 2-6).
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Sekil 2-6: Ulkemizde bebeklerde en sik goriilen viral enfeksiyon etkenleri

Parainfluenza viriisler alt ve {ist solunum yolu epitel hiicrelerine baglanarak
cogalmaktadir. Enfeksiyon burun ve orofarinkste baglayarak ilerleyen giinlerde alt
solunum yoluna yayilmakta, oksiiriik, burun akintis1 ve bogaz agris1 gibi USYE
semptomlariyla baslayan hastalik bronsiolit ve pndmoniye neden olabilmektedir. Girtlak
ve trake bolgesi enfeksiyonu ise, en spesifik belirtileri ses kisiklig1 ve oksiiriik olan krup

ile sonu¢lanmaktadir (Angela ve ark. 2016).

Nazofarinks ve orofarinks Parainfluenza viriisiin replikasyonunun baglangic
noktast oldugu icin nazofaringeal siiriintiiler, bogaz siiriintiisi ve balgam
stirlintiilerinden yapilan testlerle enfeksiyon varligi tespit edilebilmektedir. Virts,
enfeksiyonun baglangicinda yiiksek titrede sacilmakta ve daha sonra keskin bir sekilde
diismektedir. Cocuklar genellikle klinik semptomlarin baglamasindan 3 ila 4 giin
oncesinden, yaklasik 10 gilin sonrasina kadar viriis bulastirirlar. Parainfluenza viriis,
sicaklik 4-8°C'nin iizerine ¢iktiginda bulasiciligini hizla kaybeder. Parainfluenza viriise
karst olusan antikorlar tespit etmek i¢cin ELISA, radyoimmiinoanalizler, kompleman
fiksasyonu, western blot ve notralizasyon analizleri dahil birgok ydntem
kullanilmaktadir. Serolojik analizler arasinda en az duyarli olmasma ragmen
kompleman fiksasyonu, heterolog ¢apraz reaktivite ile en az sayida soruna sahipken,
ELISA ise en hassas testtir ve solunum yolu hastalarindaki titre artigini en iyi tespit
edebilmektedir (Julkunen 1984; Henrickson 2003).



Parainfluenza viriis, RNA Northern hibridizasyonu veya viriise 6zgii DNA
problar1 kullanilarak nokta leke analizi ile dogrudan tespit edilebilmektedir. Birgok
ornekteki Parainfluenza virlis RNA miktari, doku kiiltiirii veya molekiiler ¢ogaltma
olmadan tespite izin verecek kadar biiyikk degildir. Bu nedenle RNA'min DNA'ya
doniistiiriilmesinden sonra PCR, farkli sivilardaki az sayidaki viriisii tespit etmek icin
kolay ve verimli oldugu kadar hassas ve spesifik bir sekilde kullanilabilmektedir
(Echevarria ve ark. 2000). Parainfluenza viriisiin tiim serotiplerini saptamak igin 1995
yilinda gelistirilen multipleks RT-PCR testi, doku kiiltiiriiyle karsilastirildiginda %95 -
%100 oraninda duyarlilik ile %97 - %100 6zgiilliige sahiptir ve yaklasik 7 saatte sonug
vermektedir (Hindiyeh ve ark. 2001; Buckingham ve ark. 2002).

2.4.3. Parainfluenza Viriis Epidemiyolojisi

Parainfluenza viriisler, ozellikle cocuklarda USYE ve ASYE’nin 6nemli
nedenleridir. Amerika Birlesik Devletleri'nde her yil 5 yasindan kiigiik ¢ocuklarda
tahminen bes milyon ASYE meydana gelmekte ve bunlarin iicte birinde Parainfluenza
viriisler izole edilmektedir. Parainfluenza viriisler, ABD’deki 5 yas alt1 kii¢iik ¢ocuklar
arasinda akut solunum yolu enfeksiyonu nedeniyle hastaneye yatislarin (%2-%17)
nedeni olarak RSV’den sonra ikinci sirada yer almaktadir. Cocuklara kiyasla
yetiskinlerdeki enfeksiyonlar hakkinda daha az sey bilinmekte olup, bunlarin ¢ogu hafif
USYE semptomlarina neden olsa da, yaslilar veya bagisiklik sistemi zayif olanlarin

ciddi enfeksiyon i¢in yiiksek risk altinda oldugu bildirilmektedir (Hall 2001).

Giiney Cin'de Guangzhou eyaletinde 26 aylik bir siire boyunca farkli yas
gruplarindaki 4755 solunum yolu hastasindan alinan numunelerde en sik izole edilen 6.
patojen olarak 178 hastada (%3,7) Parainfluenza viriisiine rastlanmistir. Erkeklerdeki
goriilme siklig1 kadinlara gore daha yiiksektir. Parainfluenza viriislerine karsi bagisiklik
tam degildir ve enfeksiyonlar yagsam boyunca ortaya ¢ikabilmektedir. Bununla birlikte,
genellikle ¢ocuklar enfekte olmakta ve enfeksiyonlarinin biiyiik ¢ogunlugu 5 yasin
altindaki hastalarda meydana gelmektedir (Liu ve ark. 2013).

Solunum viriisleri konusunda ortak klinik, halk sagligi ve epidemiyolojik
arastirma alanlarina sahip isbirlik¢ilerden olusan Uluslararast Solunum Viriisleri
Dizileme Ag kurulmustur. Bu projede viral epidemiyolojideki gercek yasam
egilimlerini ortaya g¢ikarmak, karsilagtirmak ve potansiyel saglik yiikii tahminlerini

beslemek i¢in rutin tani testleri yoluyla elde edilen viral insidans ve diger ilgili verilerin
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kesitsel ve eszamanli bir sekilde paylasilmasi amacglanmaktadir. Arjantin, Brezilya,
Kanada, Ingiltere, Hollanda, Finlandiya, Bulgaristan, Rusya, Giiney Afrika, Ruanda,
Madagaskar, Kambogya, Tayland, Malezya, Singapur, Filipinler, Endonezya, Hong
Kong, Mogolistan, Japonya, Avustralya ve Yeni Zelanda gibi iilkelerde influenza
ve/veya RSV i¢in ¢ok sayida tek saha veya ulusal siirveyans verisi mevcut olmasina
ragmen, 30 iilkede eszamanli (ayn1 zaman diliminde) karsilastirma yaparak 2010-2015
verilerini toplayan kiiresel dlgekli bir calisma daha yapilmistir. Bu ¢alismada influenza
A, Influenza B, RSV ve Parainfluenza viriisleri i¢in ¢ogunlukla rutin olarak toplanan
tan1 verileri derlenmis ve analizleri raporlanmistir. Buna gore, Sekil 2.7°de goriildigii
gibi Influenza A ve RSV, enfeksiyonlara neden olan baskin viriisler olarak tespit
edismis, bunlari Parainfluenza viriis ve Influenza B izlemistir. Bir paramiksoviriis olan
Parainfluenza viriis, daha ¢ok yiiksek RSV insidansi ile iligkili goriinmekte olup bu
durum, RSV ve Parainfluenza virislerinin her ikisinin de daha geng hastalar1 enfekte

etme egilimi ile agiklanmistir (Lam ve ark. 2019).
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Sekil 2-7: Ulkelere gore solunum yolu viriis enfeksiyonlarinin dagihm yiizdeleri

Parainfluenza viriisiiniin iilkemizdeki dagilimin1 gostermek amaciyla Saglik
Bakanligi Halk Sagligi Genel Midiirliigii tarafindan yiiriitiilen siirveyans raporundaki
grip benzeri hastalik tablosu ile aile hekimlerine bagvuran hastalardan alinan 6reneklerle
yapilan ¢alismada, Tablo 2.1°de gosterilmis oldugu gibi, 2023 Eyliil-Ekim arasinda 334

numunede 6 pozitif (%5.3) Parainfluenza vakasi goriilmiistiir. Ayn1 ¢alismada 2022



Ekim - 2023 Ekim aras1 bir senelik periyotta ise 6042 hastadan grip benzeri semptomlar
nedeniyle numune alinmis ve 96 hastada (%6.5) Parainfluenza virlise rastlanmistir.
2016-2023 yillar arasinda siddetli solunum yolu enfeksiyonu geciren yatan hastalardan
alinan numunelerin Parainfluenza viriis pozitifligi ise Sekil 2.8’de gosterilmistir. Sekil
2.4°de gosterilmis olan 2022-2023 yillart arasinda siddetli solunum yolu enfeksiyonu
geciren hastalardan izole edilen viriislerin yas gruplarina gore dagilimmna gore de

Parainfluenza viriis pozitifligi en fazla 1 yasindan kiigiik bebeklerde goriilmiistiir.
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Sekil 2-8: 2016-2023 yillar1 arasinda siddetli solunum yolu enfeksiyonu geciren yatan
hastalardaki Parainfluenza viriis pozitiflikleri

2.4.4. Parainfluenza Viriis Patogenezi ve Klinik Bulgular

Parainfluenza viriisler solunum yolu epitel hiicrelerinde yiiksek titrede
cogalmaktadirlar. Epitellerde miisin iceren hiicrelerin sayis1 Parainfluenza viriis
enfeksiyonu sirasinda artmakta olup, bu durum enfekte bireylerde goriilen artmis mukus
uretimiyle tutarlidir. Ayrica Parainfluenza viriis enfeksiyonu, siliyer hareketliligi inhibe
ederek mukusun ve pul pul dokiilmiis hiicrelerin solunum yollarindan temizlenmesini
engelleyecek bir etki olusturmaktadir. Buna gore hava yolu inflamasyonu ve tikanikligi
kesinlikle Parainfluenza viriis patogenezinin onemli bilesenleridir (Johnson ve ark.
2007; do Carmo Debur ve ark. 2010).

Hava yolu epitelinin Parainfluenza viriisle enfeksiyonu, hiicresel gen
ekspresyonunda kapsamli degisikliklere neden olmakta ve antiviral islevlere sahip olan
veya bir bagisiklik tepkisine aracilik eden hiicreleri ¢eken ve aktive eden ¢ok sayida

sitokin ve kemokinin artan liretimini uyarmaktadir (Boonyaratanakornkit ve ark. 2009).



Parainfluenza viriis enfeksiyonu olan hastalarda akut enfeksiyon sirasinda Interferon
yanitlar1 da gelismektedir. Etkinlestirilmis Thl hiicrelerini enfekte olmus epitel
hiicrelere ¢eken IP-10 (Gama interferon ile indiiklenebilir protein) ve I-TAC
(interferonla indiiklenebilir T hiicresi), gibi maddeler Parainfluenza viriis enfeksiyonu
sirasinda iretildigi bilinen baskin kemokinlerdir ve hava yolu epitelinin yani sira
monositler ve nétrofiller tarafindan da salgilanirlar (McNamara ve ark. 2005). Ozellikle
IL-8 ve IP-10'un yiiksek konsantrasyonlarda salgilanmasi daha siddetli Parainfluenza

viriis hastaligi ile iliskilendirilmistir (Gern ve ark. 2002; EIFeghaly ve ark. 2010).

Parainfluenza viriis enfeksiyonu, dogustan gelen bagisiklik yanitlarini, serum ve
mukozal antikor yanitlarimi ve replikasyonu kisitlayarak enfeksiyonu elimine eden
CD8+ ve CD4+ T hiicre yanitlarin1 indiiklemektedir. HN ve F glikoproteinlerini hedef
alan notralize edici antikorlar, Parainfluenza viriis enfekiyonuna karsi uzun vadeli
korumanin en 6nemli belirleyicileridir (Spriggs ve ark. 1987; Murphy ve ark. 1988).
Serum IgG antikorlari, sekonder enfeksiyona karst en dayanikli korumay: saglasa da
solunum liimenine taginma g¢ogunlukla basarisizdir. Maternal 1gG'nin de bebeklere
yasamin ilk haftalar1 veya aylarinda koruma sagladig1 diisiiniilmektedir. Mukozal IgA
ise, epitel yoluyla hava yolu liimenine verimli bir sekilde tasinmakta ve enfekte olmus
epitel hiicrelerin i¢indeki viriisii notralize edebilmektedir. Ancak IgA korumasi, serum
notralize edici antikorlarla karsilagtirildiginda nispeten kisa Omiirlii olmaktadir.
Mukozal IgA'nin koruyucu titrelerini saglamak i¢in muhtemelen birden fazla enfeksiyon

gecirilmesine ihtiyag¢ oldugu da diistiniilmektedir (Schomacker ve ark. 2012).

Parainfluenza viriis her tirli st ve alt solunum yolu hastaligiyla
iliskilendirilebilmektedir. Cocuklarda siklikla ates, boguk havlayan oksiiriik ve laringeal
obstriiksiyon sikayetleri goriillmektedir. Enfeksiyonun goriilme sikligi 1-2 yas arasinda
zirve yapmakta ve erkek c¢ocuklarda daha sik karsilasiimaktadir. Yasamin ilk yilinda
bronsiyolit oldukea sik goriiliirken (vakalarin %81'1), okul ¢agina gelindiginde dramatik
bir sekilde azalmakta ve Parainfluenza viriis, rutin olarak otitis media, farenjit,
konjonktivit ve soguk alginligina neden olmaktadir. Virtsler, orta kulak iltihabini
baslatmak veya semptomlar1 uzatmak i¢in bakterilerle sinerjist olarak da ¢alisabilmekte

ve bu durum sekonder enfeksiyonlara yol agabilmektedir.

Parainfluenza viriis dogrudan hava yollarinda akut inflamatuar degisikliklere

neden olurken ayni zamanda bagisiklik sisteminde akut pulmoner degisikliklere de yol



acan yanitlar1 (6rnegin humoral, hiicresel sitokin iiretimi ve alerjenlerle etkilesim)
indiikleme kapasitesine sahiptir (Tuffaha ve ark. 2000). Bu durum enfeksiyonun bazi
konakgilarda kronik akciger hasarina yol acabilecegini diisiindiirmektedir. Parainfluenza
viriislerin neden oldugu Oliimler gelismis {ilkelerde alisilmadik bir durumdur ve
neredeyse tamamen kiicilk bebeklerde, bagisiklik sistemi baskilanmis kisilerde ve
yashlarda goriilmektedir. Ancak gelismekte olan tlilkelerdeki okul oncesi niifusta
Parainfluenza viriis kaynakli 6liim riski oldukga yiiksektir. Bu viriis, yetersiz beslenen
cocuklarda primer viral hastalik yoluyla ya da sekonder bakteriyel enfeksiyonlari

kolaylastirmak suretiyle 6liimlerin %25-30'una sebep olmaktadir.

2.4.5. Parainfluenza Viriis Enfeksiyonlar: Tedavisi ve Korunma Ydéntemleri
Parainfluenza viriis tedavisi i¢in etkinligi kanitlanmig spesifik bir antiviral ajan
bulunmamaktadir. Hem bebek ve ¢ocuklarda, hem de yetiskinlerde uygulanan tedavi
semptomatiktir. Cocuklarda, semptomlar1 azaltmak icin genis spektrumlu bir antiviral
olan Ribavirin de kullanilmakta olup Ribavirinin, solunum yetmezligine bagh
mortaliteyi azaltmadaki etkisinin olduk¢a fazla oldugu bildirilmektedir (Stankova ve
ark. 2007). Bagisiklig1 baskilanmis hasta popiilasyonunda ve ilave oksijene ve mekanik
ventilasyona ihtiya¢ duyan hastalarda DAS181 isimli, viriisiin hiicreye baglanmasini
engelleyerek antiviral aktivite gosteren ilag¢ tedavi amagl olarak kullanilmis (Guzman-
Suarez ve ark. 2012) ve DASI181 ile tedavi edilen hastalarda viral yiikkte dnemli bir

azalma goriilmiistiir (Chemaly ve ark. 2021).

Notralizan antikor iceren immiinoglobiilin preparatlar1 Parainfluenza viriise kars1
antienflamatuar etkilere sahipken, serum immiinoglobiilin preparatlari (IVIG) sigcan
modellerinde antiviral aktivite gostermistir (Ottolini ve ark. 2002). Bu maddeler, viral
yiikii azaltma ve enfeksiyonu baskilamada Onemli sonuglar gostermesine karsin
bagisiklig1 baskilanmis hastalarda kullanimi geligkili veriler sunmaktadir (Kalimuddin
ve ark. 2013; Cotugno ve ark. 2013). Bu nedenle IVIG kulanimi, Parainfluenza viriis

tedavisinde smirli bir rol oynamaktadir.

Parainfluenza viriis enfeksiyonunun Onlenmesinde halihazirda lisansli bir asi
bulunmamaktadir. Yiizey glikoproteinlerinden olan flizyon proteini ve hamgliitinasyon-
néraminidaz proteinlerine karst {retilen antikorlar nétralize edicidir ve bu
glikoproteinlere yonelik serum ya da nazal antikorlar enfeksiyona karst koruma

saglamaktadir (Henrickson 2003; Schmidt ve ark. 2011). Ozellikle bebeklerde ve yash



eriskinlerde pndmoninin temel sebeplerinden olmasi nedeniyle Parainfluenza viriis as1
caligmalar1 devam etmektedir. RSV ve Parainfluenza viriisler ayni yas grubunu
etkiledigi icin her iki virlisiin de glikoproteinlerini ortak hedef alan rekombinant a1

calismalari son yillarda hiz kazanmistir (Karron ve ark. 2012; Bernstein ve ark. 2012).

Parainfluenza viriisten korunmak igin el hijyenine dikkat etmek, 6zellikle ¢ocuk
ve yasl bakim odalarinda sik sik el yikamak 6nem arz etmektedir. Hasta insanlarla
yakin temastan kaginmak ve ortamda bagisiklig1 baskilanmis bireyler varsa hasta kisiyi
izole etmek, alinacak 6nlemlerden bir digeridir. Salgin tespit edilen durumlarda hasta ile
ziyaret¢i temasinin tamamen Kesilmesi ve hastane personelinin maske, eldiven vb.
koruyucu 6nlemler almasi ve g¢evrenin sik sik temizlenmesi de gerekmektedir (Harvala

ve ark. 2012).

2.5. Antiviral flaclar

Gegmiste viral enfeksiyonlar ancak ortaya ¢iktigi toplumlarda yayilmis ve
hizlica kontrol altina alinabilmis olsa da, glinlimiizde gelisen teknoloji sayesinde artan
hava yolu hareketliligi, enfeksiyonlarin farkli iilkelere yayilimini kolaylastirmistir. Bu
nedenle potansiyel risklerin izlenmesi ve kontroli igin c¢alismalar yapilmasi
gerekmektedir (Wohl ve ark. 2016). Yakin tarihte goriilen biiyiikk salginlardan olan
1918-1919 yillarindaki influenza pandemisinde 20 milyondan fazla kisinin, 1980’lerden
bu giine kadar ise HIV nedeniyle yaklasik 37 milyon kisinin 6ldiigli belirtilmektedir.
Bunlarin yam sira 6zellikle Afrika kitasinda Ebola ve Lassa viriisii nedeniyle 6nemli
can kayiplar1 yasanmistir (Graham 2012; Wohl ve ark. 2016). Bu ornekler, viral
enfeksiyonlarin ne kadar 6nemli oldugunu ve etkili antiviral ajanlarin gelistirilmesinin

gerekliligini bir kez daha gostermektedir.

Prusoff’un Herpes Simplex viriisiine kars1 iyododeoksitiridini etkili bulmasiyla
ilk antiviral ilag 1962’de kesfedilmistir (Prusoff 1963; Oxford ve ark. 1970). 1967
yilinda Kates ve McAuslan, Poxviriis DNA'sina bagli RNA polimeraz1 yani ilk viral
enzimi tanimlamis, bu sayede se¢ici inhibisyon i¢in temel olusturulmus ve bunu takiben
diger enzimler de yavas yavas kesfedilmistir (Kates ve McAuslan 1967). 1983 yilinda
HIV’in ortaya c¢ikmasiyla viral enzimleri hedef alan antivirallerin gelistirilmesi biiyiik
hiz kazanmistir (Schaeffer ve ark. 1978; Field ve De Clercq 2004). Giiniimiizde mevcut,
kullanimda bulunan antiviral ilaglar ile etkili olduklar1 viriis aileleri Sekil 2-9°da

Ozetlenmistir (lanevski ve ark. 2022).



30

= =
s 8
2 < S& é 28
22228%385¢
A2 ETL28 8 =
A AR ZF2228373 x3
22335225222 =88
2 = Q= E
2%% 23983577 F
3%283°"
2%,
& 2 oL E D
% 9, %% o o -
& 2 8,2
& O G, % 2
S %
%8, 2
8. Y%, %, % L o
O NI » -
s //),@0‘9.9,6’0& a®
S %
NS 4 w wu =
¥
Q””eoqal'/ a ° - ™
Q’%/:/eo'/bf >
Ribg, e o P eun ¥ s X
Rem Vi & &y g ) Virus family
Ragy, vir - > 5 Qv
Que,,. Vi & & o\ i =aSs muD
ereey,, M 4 Ercf 2.3 S 2232
Odofig, BB NTADT SZNRC S v
X e 3 SSES=0500 2x2333c0s
NCicioy, l 4 onoacspononoRooROD
ir cS<<<<<<< cc<<<<<<<
Oseltam; ~ o e e LaaRsEas
Nita i -~ 22228202082 0R208088
Ni. ‘Zoxanlde [ ] @ L - DDDDDDDDDDDD DD D DD DD DD
Iclosamide Lol
Mo
Heukiis My =
el
Myoophenonc ?C!d u - - - '
Molnupiravit
Mitoxantrone - '. - g 2Aies iy
Memolfe*a‘z Y " & & JJ'Ao/ %
\
MermePoes *S o /) A 10 WPy
N\e‘“an-‘ ‘ b4 sy P 4iAgy
o% L 4 A Yop)
3\ /0, v
ara & . ® Sy Oy,
W e < . ¥ 4 o, Pey,,
Lo P | w & 10155, “Cltsy,,
§ i 4 24 16,700
AOF e LY PS [} > ey Yy,
S 0e * ” *, iy ° e W,
W™ o < “1g,, "Ss,
e 4 *e & | " _% BN
> 0,
hg O < = *e 2 % My, &
W o @ ] o o, A, b
EAPNC O O Yo,
NP % 00, s
R PP s ® & -« %y, So
S - ® 58 %7
RN & & @ % 979 /Oa@s"o 1@9
& &S 2 ‘ o B 2 & O
WSS e S 282 %, % ¢
e ’&\Q,\s Fs = = %‘?’//“6/007// %
SESTSEL oS =T ane® 0% =22 %% ®
SSTFEESe e A LA
SFESFTF L5 2o -2322222252 9
TSP L5520 L2us2RTTESTERE
3 O S TS TS SSLos5E8c3ER8295 0200
< CSSSFSEESES82882828332 %
T SsESELEE5:88%380600°
ELfa NSEESI8E8E 32820
CUoWESLUA0 D
w o

Sekil 2-9: Antiviral ajanlar ve etkili olduklar viriis aileleri

Gilinlimiizde antiviral ilaglar 6zellikle asmmin olmadigi enfeksiyonlarin
tedavisinde c¢ok sik kullanilmaktadir. Virtisler yasam dongiilerini siirdiirebilmek i¢in
mutlaka bir konak hiicreye ihtiya¢ duyduklarindan, viriislere 6zgii potansiyel ilaglar
diger mikroorganizmalara kiyasla ¢ok daha kisithdir ve gelistirilme siirecleri de daha
zor olmaktadir (De Chassey ve ark. 2012). Viriislerin replikasyon dongiisii
aydinlatildiktan sonra bu basamaklar1 ve dongiide 6nemli rol oynayan enzimleri hedef

alarak antiviral ilaglar siniflandirilmis olup, bu siniflandirma Sekil 2-10’da 6zetlenmistir
(De Clercq E ve Li, 2016).
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Sekilde kirmiz1 oklar, viral yagsam dongisiiniin ana asamalarina miidahale eden ilaglari; diiz siyah oklar,

viral replikasyonunun biyolojik yollarini; noktali siyah oklar ise, konake1 hiicrelerinin igindeki biyolojik

yollar1 vurgulanmaktadir.

2.5.1. 5-Substitiie 2-Deoksiiiridin Analoglar:

Bu grupta ii¢ antiviral ila¢ olarak idoksiiridin, trifluridin ve brivudin

bulunmaktadir. Tarihsel olarak antiviral kemoterapiler 1959 yilinda William H.

Prusoffun idoksiiridini (5-iyodo-2-deoksiiiridin) tanimlamasiyla baslamistir (Prusoff,

1959). Her ne kadar idoksiiridin baslangigta potansiyel bir antitimér ajani olarak



tanimlansa da, daha sonra herpetik goz enfeksiyonunun (HSV'ye bagh keratit) topikal
tedavisinde klinik olarak kullanilan ilk antiviral ilag haline gelmis olup halen de
kullanilmaktadir. Idoksuridin ve trifluridin, HSV epitelyal keratitinin topikal
tedavisinde kullanilsalar da (Wilhelmus, 2010), tek baslarina spesifik antiviral ajanlar
olarak kabul edilemezler, ¢iinkii hiicresel kinazlar tarafindan viral ve hiicresel DNA
sentezini aktif olarak inhibe eden 5-trifosfat (TP) ya da 5-monofosfat formuna fosforile

edilmeleri gerekmektedir.

Niikleosid timidinin bir analogu olan brivudin, HSV-1 ve Varicella zoster
viriisiine kars1 aktivite agisindan oldukga spesifiktir (De Clercq, 2004). Ayrica brivudin,
hiicre kiiltiirli deneylerinde idoksuridin, trifluridin veya asiklovirden daha etkili
bulunmustur. Brivudinin inhibitér aktivitesini elde etmek i¢in HSV-1 ve Varicella
zoster'in timidin kinazlari tarafindan spesifik olarak fosforile edilerek 5-mono- ve 5-
difosfat formlarma donistirilmesi gerekmektedir. Brivudin, Varicella zoster
enfeksiyonlarmin oral tedavisi i¢in birgok iilkede onaylanmistir ve 7 giin boyunca 125
mg dozda recete edilmektedir. Ayrica, HSV-1 epitelyal Keratit tedavisinde de goz
damlasi olarak kullanilmaktadir (Andrei ve ark. 2005).

2.5.2. Pirofosfat Analoglar

Foskarnet olarak bilinen trisodyum fosfonoformat 1978'de yeni bir antiviral
bilesik olarak kesfedilmistir (Helgstrand ve ark. 1978). Foskarnet, 6zellikle DNA
virlisleri ve retroviriislerle smirli olan inhibitdr aktivitesine ragmen, bir pirofosfat
analogu olarak viral DNA polimerazlara dogrudan baglanmak suretiyle benzersiz bir
sekilde etki gostermektedir. Foskarnet, viral DNA polimeraza baglanmadan once
trifosfat (niikleosid) veya difosfat (niikleotid) formlarina fosforile edilmesi gereken
niikleosid analoglarindan farkhidir ve yalmizca asiklovir gibi klasik niikleozid

analoglarina direncli hale gelen CMV'lerin veya HSV'lerin tedavisinde kullanilir.

2.5.3. Guanozin Analoglari

Icerisinde asiklovir, valasiklovir, famsiklovir, pensiklovir, gansiklovir ve
valgansiklovirin bulundugu bu grup antiviral ilaglar, viral timidin kinaz enzimini
fosforile ederek DNA polimerazin uzamasmi engellerler (Chou ve Hong 2014; De
Clercq ve Li 2016; Poole ve James 2018). 1974 yilinda Ingiltere’de gelistirilen
asiklovir, HSV ve Varicella zoster tedavisinde kullanilmaktadir (Poole ve James 2018).

Asiklovirin biyoyararlanimini artirmak i¢in gelistirilen valasiklovirin gastrointestinal



sistemde absorbsiyonu daha hizhidir. Gansiklovir ise CMV ile enfekte olmus
immiinsiiprese hastalarda kullanilmak iizere gelistirilmisken, bunun biyoyarlanimini
artirmak i¢in de valgansiklovir tiiretilmistir (Curran ve Noble 2001; Maggs ve Clarke
2014; Al-Badr ve Ajarim 2018). HSV ve Varicella zoster tedavisi i¢in gelistirilen
pensiklovir de olduk¢a etkili bulunmus ve daha yiiksek biyoyararlanim igin
famsiklovirin 6n ilac1 seklinde gelistirilmistir (Groth ve ark. 2014; Hayashi ve ark.
2016; Hammer ve ark.2018).

2.5.4. Integraz inhibitorleri

Viral DNA replikasyonundan sonra integrazlar DNA’nin 3’ ucunu konak hiicre
genomuna eklerler. Integraz inhibitorleri ise, bu enzimin katalitik kismmdaki Mg*?’ye
baglanarak bu eklemeyi engellemektedir (Mouscadet ve Tchertanov 2009; Patel ve
Louie 2018). Integraz inhibitérii olarak onaylanan ilk ilag reltegravir olup HIV’m neden
oldugu edinilmis immiin yetmezlik sendromu (AIDS) tedavisinde kullanilmaktadir.
Onaylanmis bir diger integraz inhibitorii elvitegravirken, 2013 yilinda dolutegravir de
AIDS tedavisi i¢in onaylananmistir (Quashie ve ark. 2012). Integraz inhibitorleri iyi

tolere edilebilirlik, olumlu giivenlik profili ve 6nemli ilag etkilesimlerinin bulunmamasi

gibi 6zellikleri nedeniyle kombinasyon tedavilerinde siklikla tercih edilmektedir.

2.5.5. Revers Transkriptaz Inhibitorleri

RNA viriislerinin yiiksek mutasyon yetenekleri nedeniyle bunlara kars1 antiviral
ilag iiretmek, DNA virlislerine nazaran ¢ok daha zordur. RNA viriislerine karsi
gelistirilen antiviraller genellikle RNA’dan DNA sentezini yoneten revers transkriptaz
enzimini ve proteaz enzimlerini hedef almaktadir (Dar ve ark. 2019). HIV
replikasyonunda ¢ok onemli bir rol oynamasi sebebiyle revers transkriptaz enzimini
inhibe eden zidavudin, zalsitabin, abakavir, nevirapin gibi antiviraller tedavide basariyla
kullanilmaktadir (Said ve Abdelwahab 2013). Zidovudin, 1985 yilinda anti-HIV ajani
olarak kesfedilmesinden kisa bir siire sonra 1987 yilinda klinik kullanim i¢in ruhsat
almigtir. Tim revers transkriptaz inhibitérleri zincir sonlandiricilar olarak gorev
yaparlar, ancak bunlara kars1 ¢ok cabuk direng gelistigi icin HIV tedavilerinde, viriisiin
yasam siklusunun bagka bir agamasini inhibe ederek etki gosteren diger antiviral

ajanlarla kombinasyon halinde kullanilmaktadirlar (Charpentier ve ark. 2015).



2.5.6. Niikleozid Olmayan Revers Transkriptaz Inhibitérleri

1980'lerin sonlarinda kesfedilen bu grup nevirapin, delavirdin, efavirenz,
etravirin ve rilpivirin olmak iizere bes adet onayli anti-HIV ilacin1 icermektedir. Revers
transkriptaz  inhibitorlerinin  aksine, niikleozid olmayan revers transkriptaz
inhibitorlerinin HIV’in ters transkripsiyonunu engellemek i¢in herhangi bir metabolik
isleme ihtiyac1 yoktur. Bunun yerine, HIV-1 revers transkriptaz enziminin katalitik
bolgesine yakin bir mesafede bulunan allosterik bolgesini hedef alan rekabetgi olmayan
inhibitorler olarak hizmet ederler. Bu baglanma, HIV-1 revers transkriptaz enziminin
katalitik aktivitesini bozacak konformasyon degisikliklerini indiiklemekte, boylece viral
replikasyonu kesintiye ugratmaktadir (D’Cruz ve Uckun, 2006). Bu ilaglar 6zellikle
HIV-1'e kars1 etki gosteritken HIV-2, yapisal 6zellikleri nedeniyle dogal olarak tiim

niikleozid olmayan revers transkriptaz inhibitorlerine karsi direnglidir.

2.5.7. Proteaz Inhibitorleri

HIV replikasyonunun son asamasinda enfekte viriis partikiillerinin olugmasi igin
proteaz enzimi ¢ok onemlidir. Bu gruptaki ajanlar proteaz enzimine baglanir ve viriis
parcaciklarinin olusumu ve yayilimimi engeller. 1995 yilinda sakinavir ilk proteaz
inhibitorli olarak onaylanmig ve yeni bir anti-HIV smifi ilag doneminin baslangicina
isaret etmistir. Birinci kusak proteaz inhibitorleri olarak belirtilen sakinavir, ritonavir,
indinavir ve nelfinavir, HIV tedavisinde kullanilmis ancak oldukga hepatotoiksik ve
nefrotoksik bulunmuslardir. Bunun iizerine yan etkiler azaltilip biyoyararlanim
artirilarak ikinci kusak olan lopinavir, amprenavir, atazanavir, tipranavir ve darunavir
gelistirilmistir (Angus ve ark. 2003; Agbowuro ve ark. 2018). Yapilar1 ve replikasyon
modellerindeki temel farkliliklara ragmen, her iki viriisiin de 6ncii proteinlerinin viral
proteazlar yoluyla replike olmasi nedeniyle HIV ve Hepatit C bazi benzerlikler
paylasmakta ve bu grup ilaglar gerekli durumlarda her iki virlis icin de
kullanilabilmektedir. HIV, Picorna viriisleri, Hepatit C Viriisii, RSV, Herpes viriisler,
SARS ve Rotaviriis gibi ¢ok sayida RNA ve DNA viriisiiniin sebep oldugu
enfeksiyonlarin tedavisi igin yeni proteaz inhibitorleri lizerindeki calismalar devam

etmektedir (McKnight ve Heinz 2003; Beale 2011; Zoulim ve ark. 2016).

2.5.8. Niikleozid analoglari
1976 yilinda ilk niikleozid analogu olarak vidarabin onaylanmig ve HSV,

Varicella zoster viriis ve hatta HIV tedavisinde kullanilmaya baslanmis ancak toksik



etkilerinden o6tiirti kullanimina devam edilememistir (Hamann ve ark. 2007). Baska bir
niiklrozid analogu olarak telbivudin, 2006 yilinda ABD’de gelistirilmis ve Hepatit B
tedavisinde kullanilmasi amaglanmistir. Yapilan testlerde karsinojenik ve mutojenik
etkiye rastlanmamis olup serumdaki HBV DNA miktarini da 6nemli 6lgiide azaltmistir
(Sancho-Ruiz ve ark. 2007). Bu grubun diger ilaci olan lamivudin, HBYV DNA’smin
zincir sentezini inhibe etmek i¢in gelistirilmis olup viral replikasyonunu baskilayarak ve
serumda alanin aminotransferaz enzimini normal seviyeye getirerek karaciger hasarinin
biiyiikk Olclide Oniine ge¢cmektedir. Giiniimiizde Hepatit B tedavisinde en yaygin

kullanilan ajandir (Arslan ve ark. 2008; Angus ve ark. 2003; Charpentier ve ark. 2015).

2.5.9. Noroaminidaz inhibitorleri

Influenza A ve B tarafindan iiretilen noraminidazlar, enfekte olmus hiicre
yiizeyinden virionlarin salinimina neden olmaktadir (Toniolo 2014). Oseltamivir ve
Zanamivir gibi ilaclar néraminidaz inhibisyonuna neden olarak Influenza tedavisinde
kullanilmaktadir (Toniolo 2014; Duwe 2017). Zanamivirin rasyonel bilgisayar destekli
tasarimi, antiviral ilag gelistirmede yeni bir déneme isaret etmistir. Influenza A ve B
viriisii néraminidazlarinin oldukca segici bir inhibitorii olan zanamivir, viral yasam
dongiisii sirasinda virilis girisi veya diger viral asamalardan ziyade virlis salinimini
engelleyerek Influenza enfeksiyonlarin1 6nlemektedir (Russell ve ark. 2006). inhalasyon
yoluyla uygulanan zanamivir'e kisa siire sonra oral yolla uygulanabilen ve
biyoyararlanimi daha yiiksek olan oseltamivir eklenmistir (Moscana 2005; Kamali ve
Holodniy 2013). 74 gbzlemsel ¢alismanin sistematik incelemesi ve meta-analizine gore,
oral oseltamivir ve inhale zanamivir, mortaliteyi ve Influenza semptomlar: ile
komplikasyonlarinin siiresini azaltarak enfeksiyon tedavisinde basarili bulunmuslardir

(Hsu ve ark. 2012).

Zanamivir ve oseltamivirin basarisindan kisa bir siire sonra, influenza tedavisi
i¢in iki ndraminidaz inhibitorii daha piyasaya siiriilmiistiir: tek doz i.v enjeksiyon olarak
verilebilen peramivir (McLaughlin ve ark. 2015) ile yine tek doz inhalasyon olarak
verildiginde etkili olabilecek laninamivir oktanoat (Watanabe ve ark. 2010). Ozellikle
peramivir, siddetli mevsimsel Influenza tedavisinde oseltamivire benzer klinik etkinlige
sahipken (Yoo ve ark. 2015), laninamivir oktanoatin yetiskinlerde oseltamivire direngli
viriisler de dahil olmak iizere mevsimsel Influenza tedavisinde etkisinin oldugu

gosterilmistir (Watanabe ve ark. 2010).



2.5.10. Matrix 2 (M2) Protein Inhibitérleri

M2 proteini, Influenza viriisiiniin konak hiicreye girisinde rol oynamaktadir.
Amantadin ve rimantadin M2 protein kanalin1 bloke etmekte ve viral niikleik asidin
kapsitten ayrilmasini engellemektedir (Liang ve ark. 2014; Jacob ve ark. 2016).
Ozellikle enfeksiyonun ilk 48 saatinde kullanildiginda bu ajanlar oldukea giiclii antiviral
etki gostermektedir (Razonable 2011). Guanozine benzer yapisiyla RNA polimeraz
enziminin aktivitesini durduran ribavirin, Hepatit C, Influenza A ve B, Parainfluenza,
HIV ve RSV gibi bircok DNA ve RNA viriisiiniin ¢ogalmasimi onledigi i¢in genis
spektrumlu antiviral aktiviteye sahiptir (Feld ve Hoffnagle 2005).

Gilinlimiize kadar c¢esitli ilaclar kesfedilmis olsa da viral enfeksiyonlarin
tedavisinde yeni yaklasimlara halen ihtiyag duyulmaktadir. Antiviral ilaglara karsi
gelisen direncin de artmasiyla bakteri-viriis etkilesimleri daha detayli arastirilmaya
baslanmis ve kisa siire once “Diizenli araliklarla boliinmiis palindromik tekrar
kiimeleri” (CRISPRs)- iliskili Cas9 genom diizenleme teknigi kesfedilmistir (Soppe ve
Lebbink 2017). Son dénemde insan patojeni viriislere karst da kullanilmaya baslanmis
olan bu yeni nesil teknik sayesinde hedef genlerdeki niikleotidlere istenilen
miidahelenin yapilmasi miimkiin kilinmis olup, 6zellikle HIV ile HBV iizerinde etkili
oldugu bulunmustur (Soppe ve Lebbink 2017). Ayrica mevcut antivirallere direg
gelisiminin Oniine gegmek i¢in antiviraller kendi aralarinda kombinasyon seklinde de
kullanilmakta olup, deneysel olarak kombinasyon halinde kullanilan antiviraller Sekil 2-

11°de 6zetlenmistir (lanevski ve ark. 2022).
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Sekil 2-11: Deneysel, arastirma amach ve onayh antiviral kombinasyonlari

2.6. Cahismada Kullamilan Antiviraller

2.6.1. Ribavirin

Kimyasal yapist Sekil 2.12°de gosterilmis olan ribavirin (1--D-ribofuranosil-
1,2,4-triazol-3-karboksamid), 1972°de Sidwell ve ark. tarafindan sentezlenen ilk
sentetik piirin niikleozid analogudur. X-1s1n1 kristalografisi analizi, bu ilacin guanozine
benzerlik gosterdigini agiklamaktadir (Prusnier ve Sundaralingam 1973). Ribavirin,
hem DNA hem RNA viriislerinden olusan genis bir yelpazede antiviral etkinlik
gostermekte olup, bunu kanitlayan ilk ¢aligma 1972’de yapilmis ve fareler iizerinde 16

adet viriise kars1 etkili bulunmustur (Sidwell ve ark. 1972).
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Sekil 2-12: Ribavirinin kimyasal yapisi



Ribavirinin etkisini dogrudan ve dolayli olarak gosterdigi iki mekanizma
bulunmaktadir. Dolayli mekanizma inosin monofosfat dehidrogenaz inhibisyonu
yoluyla hiicresel guanozin trifosfat (GTP) havuzlarinin azaltilmasi ve Ty bagisik
yanitinin arttirlldign immiinomodiilator etkiyi igermektedir. Dogrudan mekanizma ise
ribavirin varhiginda viral niikleik asit replikasyonunun bozularak virliste rastgele
mutasyonlarin ortaya ¢ikmasi sonucu viral RNA polimerazlarin inhibisyonu seklinde
aciklanmaktadir (Crotty ve ark. 2001). Bu mekanizmalar sonucunda hastada immiin
sistem devreye girmekte ve viral yiikte azalma olmasa da semptomatik iyilesme

gerceklesmektedir.

Ribavirin, interferon alfa ile birlikte Hepatit C hastaliginda kullanilabilen 6nemli
bir terapotik ajandir (Mchutchison ve ark. 1998). Bunun yani sira basta RSV olmak
tizere bir ¢ok solunum yolu enfeksiyonunda endikedir. Lassa viriisii, Kirim Kongo,
kronik Hepatit E, cocuk felci gibi ciddi ve yasami tehdit eden enfeksiyonlarda da
kullanilmaktadir (Riner ve ark. 2009; Ascioglu ve ark. 2011; Gowen ve Bray 2011; Lee
ve Hung 2014). Ribavirinin, genis spektrumlu etkisi sebebiyle, ortaya ¢ikacak yeni viral
hastaliklar igin potansiyel bir ila¢ olmaya devam edecegi dngoriilmektedir. Oniimiizdeki
yillarda ribavirin endikasyonlarina, o6zellikle hem viral hem de konak yanitini

hedeflemenin uygun oldugu yeni viral enfeksiyonlarin eklenmesi olas1 goriilmektedir.

Ribavirini 150 mg iv ve 400 mg oral yoldan alan saglikli goniilliilerde yapilan
caligmalarda biyoyararlanimin %352 civarinda oldugu goriilmiis olup ilacin viiciitta genis
bir dagilim hacmine ve renal eliminasyona sahip oldugu belirtilmistir. Normal bobrek
fonksiyonuna sahip hastalarda tek dozda 2-3 pg/ml ribavirin  plazma
konsantrasyonlarina ulasilmaktadir (Waldenstrom ve ark. 2016). Ribavirinin temel yan
etkisi ise hemolitik anemidir ve tedavi sirasinda hemoglobinde yaklasik 20 g/L azalma
olmaktadir (Lagging ve ark. 2017). Bu hemolizin, eritrositlerde adenozin trifosfatin
(ATP) tiikenmesiyle indiikklenen oksidatif strese bagli oldugu varsayilmaktadir (De
Franceschi ve ark. 2000; Brochot ve ark. 2010). Kalp hastalig1 6ykiisii olan veya devam
eden hastalarda anemi ile iliskili riskler nedeniyle ribavirin kontrendikedir (Lagging ve
ark. 2017). Ribavirin ayrica artan kasinti, dokiintli, oksiirik ve uykusuzluk gibi
noropsikiyatrik yan etkilerle de iliskilendirilmistir (Lagging ve ark. 2018). Calisilan tiim
hayvan modellerinde gosterilen potansiyel teratojenite 1s18inda, ribavirinin hamilelik ve

emzirme doneminde kullanimi da kontrendikedir (Sinclair ve ark. 2017).



2.6.2. Favipiravir

Kimyasal yapist Sekil 2.13°de gosterilmis olan favipiravir (6-floro-3-hidroksi-2-
pirazinkarboksamid), RNA virlislerinde RNA polimerazi1 inaktive ederek virlis
replikasyonunu ve transkripsiyonunu engellemektedir (Furuta ve ark. 2013; Furuta ve
ark. 2017). RNA polimeraz insanlarda bulunmadig: i¢in segici toksik etki saglayan
favipiravir, 6zellikle solunum yolu enfeksiyonlarinda viriisiin hiicreye giris ¢ikisini
engelleyerek etki gosteren oseltamivir, zanamivir gibi ilaglardan daha fazla tercih
edilmektedir (Furuta ve ark. 2013; Furuta ve ark. 2017).

O
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Sekil 2-13: Favipiravirin Kimyasal Yapisi

Yapilan c¢aligmalarda ortamdaki piirin varliginda favipiravirin  etkisinin
azaldiginin goriilmesi, bu ilacin bir psddopiirin olarak davrandigini gdstermektedir
(Mendenhall ve ark. 2011). Favipiravir hiicreye girdiginde piirin gibi davranarak
ribofuranosil 5-trifosfat metabolitine doniistiiriilmekte ve bu sekilde RNA sarmalina
dahil olabilmektedir. Girdigi RNA sarmalinin daha fazla uzamasmi engelleyerek ve
oliimciil mutasyonlara sebep olarak viriis inhibisyonuna neden olmaktadir (Baranovich

ve ark. 2013; Jin ve ark. 2013; Arias ve ark. 2014; De Avila ve ark. 2016).

Influenza i¢in onaylanmis favipiravir dozu, ilk giin, giinde iki kez 1600 mg,
ardindan 4 giin boyunca giinde iki kez 600 mg'dir (Clinicaltrials, 2023). Siddetli grip
tedavisinde favipiravir ve oseltamivir kombinasyonu onerilmektedir (Wang ve ark.
2020). Ebola viriisii enfeksiyonu tedavisinde ilk giin: 6000 mg (ilk doz: 2400 mg; ikinci
doz (ilk dozdan 8 saat sonra): 2400 mg; ti¢lincii doz (ikinci dozdan 8 saat sonra) 1200
mg), 2-10. giinler: 2400 mg (giinde iki kez 1200 mg) seklinde kullanilmaktadir (Sissoko
ve ark. 2016). Covid-19 tedavisinde ise ilk giin: 3200 mg (giinde iki kez 1600 mg) 2—
14. giinler: 1200 mg (giinde iki kez 600 mg) kullanilmaktadir (Cai ve ark. 2020).



Favipiravirin viiciitta dogrusal olmayan dagilimi nedeniyle yeterli serum
konsantrasyonuna ulagmasi i¢in ilk olarak oral yiikleme dozu alinmasi gerekmektedir
(Pmda, 2023). Toksisite calismalarina dayali olarak, farelerde oral ve intravendz
favipiravir i¢in 6ldiiriicii dozun >2000 mg/kg oldugu tahmin edilmektedir. Siganlarda da
oral uygulama i¢in 6ldiiriicii doz >2000 mg/kg iken kdpekler ve maymunlarda >1000
mg/kg'dir. Doz asimi belirtileri viicut agirhiginda azalma, kusma ve lokomotor
aktivitede azalmayi icerse de sadece bunlarla simirli degildir. Kopekler, sicanlar ve
maymunlardaki tekrarli doz toksisite ¢alismalarinda, oral favipiravir uygulamasindan
sonraki dikkate deger bulgular arasinda hematopoietik dokular iizerindeki olumsuz
etkiler (azalmis kirmizi kan hiicresi {iretimi gibi) ve karaciger fonksiyon
parametrelerindeki artislar dikkat ¢ekmektedir (Pmda, 2023). Toksisite ¢alismalarindan
elde edilen veriler, maruz kalma seviyeleri insanlardakine benzer veya onlardan daha
diisiik olan sicanlarda erken embriyonik oliimler ve ¢ok sayida tiirde teratojenite

mevcudiyetini de gostermistir (Pmda, 2023).

Influenza virtislerine karst yapilan in vitro c¢alismalar favipiravirin, tim
Influenza tiplerinin (A, B ve C) ¢ogalmasini inhibe ettigini gostermektedir (Frurita ve
ark. 2002; Sleeman ve ark. 2010). Ayrica, virionun M2 iyon kanalin1 (Amantadin) veya
viral néraminidazi inhibe eden mevcut antiviral ilaglara (oseltamivir ve zanamivir)
direncli Influenza suslar1 ile A(H5SN1) ve A(H7N9) kus gribi viriislerini de inhibe
etmektedir (Furuta ve ark. 2013). Yapilan klinik ¢alismalarda komplike olmayan bir
grip tedavisinde giinde 2 dozluk rejimin, semptomlarin hafiflemesini saglamak ve viral
yiikte onemli derecede azaltma gostererek antiviral etkide basarili oldugu gosterilmistir

(McKimm-Breschkin ve Fry 2016).

Fare modelinde, Ebola viriisii enfeksiyonunda favipiravir kullanimina iliskin iki
calisma yapilmistir. Smither ve ark. (2014), tarafindan temas sonrasi profilakside
favipiravir etkinligi gosterilmis, Oestereich ve ark. (2014) ise Ebola virisii ile dlimciil
enfeksiyondan 6-13 giin sonra uygulanan favipiravirin karaciger hasarmi azalttigini,
kanda viriis tespitinde hemen tedavi baslandiginda ise tim fareleri iyilestirdigini
gostermislerdir. Bununla birlikte, 8-14. giinlerdeki favipiravir uygulamasi sagkalimi
uzatmig, ancak karaciger hasar1 ve viremi nedeniyle 4/5 fare olmistiir. Caligmalar,
sadece favipiravir ile erken tedavinin etkili oldugunu ve karaciger hasar1 geri

dondiiriilemez boyutlara ilerlemeden tedaviye baslanmasi gerektigini gostermistir.



DSO verilerine gdre, yeni bir patojen olan SARS-CoV-2'nin ortaya ¢ikmasi ve
yikict bir hizla yayilmasiyla, Nisan 2020°den Agustos 2023’e kadar 768.983.095 vaka
ve 6.953.743 6liim goriilmiistiir (DSO, 2023). Klinisyenler, COVID-19 hastalarma bir
dizi antiviral tedavi uygulamis olup, bunlardan biri olarak ilk giin 3200 mg, ardindan 10
giin siireyle 1200 mg/giin favipiravir verilen hastalarda oksiiriik ve ates semptomlarinin

oenmli Olgiide azaldig1 gdzlenmistir (Liu ve ark. 2020).

Diger RNA viriislerinin neden oldugu ve etkili bir ilact bulunmayan, yiiksek
Olim oranina sahip enfeksiyon etkenlerinden Lassa virlisiine kargi favipiravir
denendiginde, hayvanlarda goriilen viremide azalma ve artan sagkalim gézlemlenmistir
(Safronetz ve ark. 2015; Oestereich ve ark. 2016). Calismalar, favipiravirin in vitro ve
kemirgen sistemlerinde modellenen diger viral hastaliklarin tedavisinde de etkili
oldugunu bildirmistir (Borrego ve ark. 2019). Ornegin Sar1 humma viriisii ile enfekte
hamsterlarda favipiravir etkinligi incelediginde, hastalik parametrelerinde Onemli
derecede iyilesme goriilmiistiir (Julander ve ark. 2009). Kuduz, Rabdoviriisiin neden
oldugu 6liimciil bir ensefalittir ve halihazirda kuduz i¢in herhangi bir antiviral ilag
mevcut degildir. Favipiravirin kuduza karst etkinliginin in vitro ve in vivo fare
modelinde denendigi ¢alismalarda, bu ilacin kuduza karsi aktif oldugu ve maruziyet
sonrasi profilaksisinde kuduz immiinoglobulinine potansiyel bir alternatif olarak hizmet

edebilecegi diisiintilmektedir (Yamada ve ark. 2016).

2.6.3. Oseltamivir

Asilar, amantadin ve rimantadin gibi eski antiviral ajanlar bulunmasina ragmen
grip salgilart her donemde devam etmis ve yeni ve etkili tedavilere duyulan ihtiyag
noraminidaz inhibitorlerinin gelistirilmesine yol agmistir. Noraminidaz (sialidaz),
influenza viriisliniin yiizeyinde bulunan bir glikoproteindir (Gubareva ve ark. 2000) ve
bu enzim, enfekte hiicrelerin yiizeyindeki sialik asit kalintilarinin béliinmesini katalize
ederek viriisiin solunum sistemine yayilmasini saglamaktadir. Viral replikasyon ve
patogenezde ndraminidazin dnemi nedeniyle dikkatler Influenza profilaksisi ve tedavisi

i¢in seg¢ici inhibitorlerin, 6zellikle sialik asit analoglarinin gelistirilmesine yonelmistir.

Kimyasal yapist Sekil 2.14’de gosterilen oseltamivir (Etil (3R,4R,5S)-4-
asetamido-5-amino-3-pentan-3-iloksisiklohekzan-1-karboksilat), Influenza viriislerinde
bulunan néraminidazi inhibe eden bir 6n ilagtir. Oral yolla alindiktan sonra oseltamivir

karboksilata doniismekte ve bu sekilde etkili olmaktadir. Parainfluenza viriis dahil



olmak tizere diger kaynaklardan gelen ndéraminidazlara karsi da etkili bulunmustur
(Mendel ve ark. 1998). Ayrica néraminidaz inhibisyonunda zanamivirden 3 ila 6 kat
daha giicliidiir (Mendel ve ark.1998).
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Oseltamivir, oral uygulamadan sonra gastrointestinal sistemden hizla emilmekte
olup, saglikli géniillillerde tek bir oral oseltamivir dozunun ardindan 30 dakika iginde
oseltamivir karboksilatin plazma konsantrasyonlar1 tespit edilmeye baslanmistir.
Oseltamivirin oral biyoyararlanimi intravendz doza gore daha yiiksektir ve 18 goniillii
izerinde yapilan randomize, capraz gegcisli bir calismada oseltamivir emiliminin

yiyeceklerden de 6nemli 6lgiide etkilenmedigi gosterilmistir (He ve ark. 1999).

ABD Bagisiklama Uygulamalart Danisma Komitesi (ACIP), ABD'de influenza
tedavisi i¢in 2 ana segenegin mevcut oldugunu belirtmektedir: immiinoprofilaksi i¢in
intramiiskiiler inaktive edilmis as1 ve yardimci profilaksi i¢in oral antiviral ajanlar
(CDC, 2023). Asi, beklenen influenza viriisii tiirlerine uyacak sekilde yillik olarak
giincellenmektedir. Ancak asilamanin yillik olarak tekrarlanmasi gerekmektedir ve
halihazirda mevcut inaktif asilar tiim hasta gruplarinda etkili olamamaktadir. Ayrica
influenza komplikasyonlari agisindan risk altinda olan hastalarin hepsine de asi
yapilamamaktadir. Bu nedenle antiviral tedaviye her zaman i¢in ihitya¢ duyulmaktadir.
Oseltamivir, viral noraminidazi segici olarak inhibe ederek enfekte hiicrelerden
influenza virlisiiniin salinmasini1 engellemekte ve solunum sistemi igindeki viral
yayilim1 azaltmaktadir (Gubareva ve ark. 2000). Yayimlanmis klinik arastirmalar, 5 giin
giinde iki kez 75 mg oral oseltamivir uygulamasinin, agilanmamis hastalarda semptom

baslangicindan sonraki 36 saat iginde baslandig1 taktirde plaseboya kiyasla hastalik



sliresini 1,5 gilin, hastalik siddetini ise %38'e kadar azalttigin1 bildirmistir (Bardsley-
Elliot ve Noble 1999). ilag, griple iliskili dksiiriik ve ates gibi bireysel semptomlarin
sliresini azaltmis ve normal saglhiga doniisii hizlandirmistir. Bu hastalarda orta kulak
iltihabi, siniizit, bronsit ve zatiirre gibi ikincil komplikasyonlarin sikligi ve antibiyotik

kullanim1 da azalmistir. Daha da 6nemlisi, ilacin ¢ocuklarda da etkililigi gosterilmistir.

Saglikli bireylerde oseltamivir ile mevsimsel profilaksinin maliyet etkinligi
belirlenene kadar, ilacin bir grip salgimi sirasinda evde profilaksi veya yiiksek riskli
astlanmig hastalarin (komorbid durumlart olan yaglh hastalar gibi) yardimci profilaksisi
icin kullanilmast muhtemeldir. Oseltamivir, inhale yerine oral yoldan uygulanmasi
nedeniyle bazi hastalar tarafindan tercih sebebi olmaktadir. Ayrica diger antivirallere

gore daha genis bir aktivite spektrumu ve daha diisiik direng potansiyeline sahiptir.

2.7. Mukolitik Tlaclar

Mukus, solunum yollarinin mukoza epitelinin  goblet hiicrelerinden
salgilanmaktadir. Havayr nemlendirmek, kayganlik saglamak ve yabanci partikiillerin
tutulmasi gibi faydalar saglamakta olup mukoza biitiinliigiinii de korumaktadir. Mukus
icerisinde lipidler, miisin ad1 verilen glikoproteinler, tuzlar, su ve immiinoglobiilinler
bulunmaktadir. Vizkoz yapisi miisinlerden kaynaklanmaktadir (Rose ve ark. 2001).
Muskarinik reseptorlerin uyarilmasi sonucu reaktif oksijen radikallari, arasidonik asid
irlinleri, l6kotrienler, histamin ve fosfolipazlar mukus sekresyonunu arttirmaktadir
(Kishioka ve ark. 2001). Solunum yolu enfeksiyonlarinda mukus, bakteri ve hiicre
parcalar1 ya da {riinleriyle birlesir, bu sekilde akiskanligi azalarak daha viskoz bir
kivam alir ve balgam olusur. Bu durum hava yollarinin tikanmasma ve oOksiiriik

olusumuna sebebiyet vermektedir (Voynow ve ark. 1999; Roger 2001).

Solunum yolu hastaliklarinin tedavisinde 6nemli basamaklardan biri de asiri
mukus sekresyonunun azaltilmasidir. Bu baglamda balgam yogunlugunu azaltarak
solunumu kolaylastirmaya destek amaciyla antivirallere ek olarak mukolitik ilaglar
siklikla kullanilmaktadir (King ve Rubin 2002). Mukusun viskozitesini azaltmak igin
mukolitik ilaglarin hedefi olan ve birbiri i¢ine gecmis 4 ¢esit miisin bagini par¢alamak
gerekmektedir. Bunlar arasinda glikoproteinlerden olusan disiilfid baglari, aminoasitler
ve siilfatlar arasindaki iyonik baglar, oligosakkaritler arasindaki hidrojen baglar1 ve

miisin yapisina katilan DNA ve aktin filamentleri bulunmaktadir (King ve Rubin 2002).



2.7.1. N-Asetil Sistein (NAC)

Kimyasal yapist Sekil 2.15°de gosterilmis olan NAC (CsHgNO3S), ilk olarak
1960 yilinda patenti alinan ve tibbi kullanimi 1967 yilinda baglayan mukolitik bir ilagtir
(Lillibridge ve ark. 1967). 1969 yilindan itibaren Kistik fibroziste ve bunun yani sira
kronik obstriiktif akciger hastaligi (KOAH)’nda kullanilmis olup klinik endikasyonlari
gittikce genislemektedir Yiksek doz NAC, glutatyon seviyesini iyilestirerek kistik
fibrozisteki enfeksiyonu modiile etmeye yardimci olmaktadir (Tirouvanziam ve ark.
2006). Lokositlerdeki oksidatif hasar1 azaltarak da KOAH’ta tedaviye fayda saglamakta
ve alevlenmeyi Onlemektedir (Simon ve Suttorp 1985). Asetaminofen doz asiminda
glutatyonu geri yiikleyerek geri donilistimsiiz hasarlar1 6nlemekte (Kerksick ve
Willoughby 2005), sistein disiilfit molekiillerini ¢apraz baglayarak proteinleri
korumakta ve bu da DNA onarimini saglamaktadir (De Flora ve ark. 2001; Fass ve
Thorpe 2005). NAC ayrica, viicuttan serbest radikalleri temizlemekte, proinflamatuar
sitokinleri azaltarak antienflamatuar ve oksidatif hasar1 azaltarak antioksidan etki
gostermektedir (Halasi ve ark. 2013; Uraz 2013; Zhitkovich 2019). Mukus yogunlugunu

azaltmasi sebebiyle astim hastalarinda yasam kalitesini artirmaktadir (Qi ve ark. 2019).
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NAC oral, iv ya da inhalasyon yoluyla alinabilmekte olup, genellikle giivenlidir
ve yliksek dozlarda bile iyi tolere edilmektedir (Shahripour ve ark. 2014). Serbest
NAC'n biyoyararlanimi ¢ok disiiktiir (<%10) ve saglam molekiiliin yalnizca kiiciik bir
miktar1 plazmaya ve dokulara ulasmaktadir (Borgstrom ve ark. 1986, Olsson ve ark.
1988). NAC'm yan etkileri hafif ile siddetli arasinda degismekte olup kullanilan
formiilasyona ve doza baglhdir, ancak c¢aligmalarin ¢ogu intravendz ve oral NAC'in

minimum yan etkilerle iliskili oldugunu gostermistir. Oral uygulamada en yaygin yan



etkiler hastalarin %23'line varan oranlarda gorillen mide bulantisi ve kusma gibi
gastrointestinal semptomlardir (Greene ve ark. 2016). Ciiriik yumurtaya benzetilen
(ktikiirt nedeniyle) keskin kokusu da oral uygulamadan sonra mide bulantis1 ve kusma
belirtilerine katkida bulunmaktadir. NAC, kokuyu ve tadi maskelemek ve kabulii
kolaylastirmak icin genellikle kafeinsiz diyet sodalarinda seyreltilmektedir. Efervesan
aromal1 tabletler, halihazirda NAC'in yeni bir formiilasyonu olarak kullanilmaktadir
(Greene ve ark. 2016). Intravendz uygulama da %9'a varan oranda bulanti ve kusma

gibi semptomlara neden olabilmektedir (Papi ve ark. 2021).

NAC'in inhale formu yaygin olarak solunum yolu hastaliklarinin tedavisinde
kullanilmaktadir. Genel olarak, inhale NAC ¢alismalari, diger formiilasyonlara benzer
bir giivenlik profili sergilemistir (Homma ve ark. 2012, Kuzmenko ve ark. 2020,
Calverley ve ark. 2021). NAC, daha once agiklanan antioksidan, anti enflamatuar ve
mukolitik 6zelliklerinden dolay1 KOAH, kistik fibroz ve idiyopatik pulmoner fibroz
dahil olmak tizere ¢esitli hastaliklarin tedavisi i¢cin umut verici bir terapotiktir. Bu
ozelligi hiicre i¢i glutatyon havuzunu yenileme, mukus lretimini ve viskozitesini

azaltma yetenegi ile iligkilidir (Santus ve ark. 2014; Johnson ve ark. 2016).

NAC, giinde ii¢ defaya kadar 600-1200 mg tablet seklinde oral olarak
kullanilmaktadir (Rushworth ve Megson 2014). Uzun siireli kullanim gerektiren KOAH
gibi kronik hastaliklarin tedavisi i¢in izin verilen maksimum doz 600 mg/giin olsa da,
cesitli klinik caligmalarda siklikla 600 mg/giin'iin tizerindeki dozlar kullanilmaktadir.
NAC'in giivenlik profili, hem diisiik dozlar (600 mg/giin) hem de yiiksek dozlar (>600
mg/giin) i¢in genellikle benzerdir. Solunum yolu hastaliklarinda 3000 mg/giin'e varan

dozlarla yapilan ¢aligmalar NAC'in giivenli ve iyi tolere edilir oldugunu gostermektedir.

Gastrointestinal hastaliklar siklikla goriilmekte ve tedavileri giiniimiizde biiytik
bir zorluk olusturmaktadir. NAC stres, enfeksiyon ve iltihaplanma stiregleri sirasinda bir
antioksidan olarak hareket etme yetenegi goz oniine alindiginda, Helicobacter pylori
enfeksiyonu, kolon kanseri ve inflamatuar bagirsak hastaliklart dahil olmak tizere farkli
gastrointestinal  klinik tablolarinda yaygin olarak kullanilmaktadir. H. pylori
enfeksiyonu diinya ¢apinda en sik goriilen enfeksiyonlardandir ve ¢evresel, davranigsal
ve genetik faktorlerle yakindan iligkilidir (Leja ve ark. 2019; Kotilea ve ark. 2019).
Bakteriler, mukus bariyerini kirarak ve mide epiteline yapisarak nitrik oksit ve reaktif

oksijen tiirleri (ROS) iireterek lokal bir inflamatuar yanit baslatirlar (De Brito ve ark.



2019). Enflamasyon kalic1 oldugunda kronik gastrit, mide kanseri ve peptik iilser gibi
patolojilere yol a¢abilmektedir (Chey ve ark. 2017; Malfertheiner ve ark. 2017; Choi ve
ark. 2018). Bu nedenle antibiyotiklere adjuvan tedavi denemelerinde NAC yavas yavas
kullanilmaya baglanirken, ¢alismalar bu ilacin asidik ortamda hayatta kalma yolu olarak
bakterilerin biyofilm olusumunu 6nleyecek veya yikimini arttiracak bir mekanizmaya
sahip olabilecegini gostermektedir. NAC, H. pylori toksinlerinin neden oldugu gastrik
mukozanin oksidatif stresini ve enflamatuar aktivitesini azaltmanin yani sira ¢evre ve
antibiyotiklerin etkisine kars1 da koruma saglamaktadir (Makipour ve Friedenberg 2011;
Xie ve ark. 2018). Bu nedenle calismalarda, farkli antibiyotik tedavilerine NAC
eklenmesinin, diger tedavilere kiyasla bakterinin eradikasyon oranini artirabilecegi one
stirilmekte ve NAC"'in, H. pylori ile baslangig asamasinda veya hafif enfeksiyonu olan
bireylerde bakteri kolonizasyonunu azaltmada ve gastriti dnlemede olumlu bir etkiye

sahip olabilecegi kabul edilmektedir (Hamidian ve ark. 2011; Yoon ve ark. 2016).

NAC'in SARS-CoV-2'den etkilenen hastalarda Onleyici ya da adjuvan olarak
etkilerini degerlendirmek amaciyla da galismalar yiiriitilmistiir. NAC'in anjiyotensin 11
doniistiiriicii enzimin artan iretimini bloke edebilecegine, viriisiin hiicrelere niifuz
etmesini sinirlayabilecegine ve ayrica oksidatif strese ve iltihaplanmaya engel
olabilecegine inanilmaktadir (Jorge-Aaron ve Rosa-Ester 2019; De Flora ve ark. 2020;
Poe ve Corn 2020). NAC, hiicre igi sisteinin Onciisii olarak hareket etmesi ve glutatyon
tilkenmesinin bir sonucu olarak oksidatif strese bagli bircok hastalikta gerekli olan
glutatyon havuzunu da arttirmaktadir. Bu nedenle NAC halihazirda bir dizi hastalikta
kullaniliyor olmasina ragmen, farkli patolojilerin tedavisinde etkili ve genis bir
performans gostermesi igin yeterli dozlarin ve tedavi protokollerinin acikliga

kavusturulmast amaciyla daha fazla calismaya ihtiya¢ duyulmaktadir.

2.7.2. Erdostein

Kimyasal yapist  Sekil 2.16°da  gosterilmis  olan  erdostein  [N-
(karboksimetiltiyoasetil)-homosistein tiolakton], mukolitik bir ajan olarak siniflandirilan
tiyol bazli bir ilagtir (Dechant ve Noble 1996). Tiyoller, aktif bolgelerinde bulunan
stilthidril (-SH) gruplarinin varlig ile karakterize edilen alkollerin kiikiirt analoglaridir.
Tiyol bazli ilaglar, 6zellikle de erdostein, NAC ve S-karboksimetilsistein gibi KOAH ve
astim tedavisinde kullanilan mukolitik ilaglardandir. Bu etkisini mukusun proteinlerdeki

S-S baglarmi kopararak bronsiyal sekresyonlarin viskozitesini ve ¢ogunlukla da



elastikiyetini azaltarak gostermektedir. Bununla birlikte, tiyol bazli ilaglar ayn1 zamanda
indirgeyici esdegerlerin kaynagi olarak gorev yapan serbest —SH gruplar1 araciligiyla
dogrudan ve ayrica hiicre i¢i glutatyon (GSH) seviyelerinin yenilenmesi yoluyla dolayl

olarak antioksidan etki de gosterebilirler (Cazzola ve ark. 2013).
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Erdosteinin farmakolojik etkilerine iliskin 1996 yilinda yayinlanan bir inceleme,
o donemde mevcut olan birka¢ klinik ¢alismaya dayanmaktadir ve oral uygulanan
erdosteinin etkili ve iyi tolere edilen bir ilag oldugu sonucuna varilmistir (Dechant ve
Noble 1996). American College of Chest Physicians'in (ACCP) 1998'de yayinlanan
Oksiirtiglin tedavisine iliskin raporunda da, erdosteinin klinik ¢alismalarda bronsitli
hastalardaki oksiiriikk tedavisi igin uygun bir ilag oldugu belirtilmistir (Irwin ve ark.
1998). Daha sonra, 2006 yilinda ACCPmin oksiiriik baskilayict ve farmakolojik
protussif tedaviye iliskin kanita dayali klinik uygulama kilavuzlarinda, bronsitli

hastalarda okstirtigii temizlemek igin kisa vadeli erdostein onerilmistir (Bolser 2006).

Erdostein, karacigerde metabolize olduktan sonra bloke edilen iki serbest
stilfhidril grubu icermektedir. Serbest kalan siilthidril gruplari, mukusun glikoprotein
liflerini bir arada tutan disiilfit baglarini kirarak brongiyal sekresyonlarin daha akici
olmasmmi1 ve daha hizli elimine edilmesini saglamaktadir. Bu siilthidril gruplarinin
indirgeme potansiyeli, erdosteinin serbest radikal temizleyici ve antioksidan
ozelliklerinden de sorumludur (Negro 2008).

Her ne kadar mukolitik ajanlarin bronsitli hastalarda oksiirigli iyilestirmede
tutarl bir sekilde etkili olmadiklar1 kabul edilse de, erdosteinin 6nemli antitussif etkileri
klinik ¢alismalarla belgelenmistir (Titti ve ark. 2000; Balli ve ark. 2007). Aslinda
mukolitik olan bir ilacin ayni zamanda mukus kivamini da etkilemesi ve siliyer

fonksiyonunu artirmasi1 durumunda antitussif etkiler gosterebilecegi ileri siiriilmektedir



(Bolser 2006). Ozellikle, erdostein tedavisi sirasinda hem insan hem de hayvan
modellerinde mukosiliyer temizlemede 6nemli bir artis gériilmiistiir. Hayvan modelleri
ile yapilan birgok c¢aligsma, erdosteinin olasi antitussif ve antiinflamatuar 6zelliklerine
isaret etmis ve dolayli bir antiinflamatuar etki mekanizmasi 6ne siiriilmiistiir (Hosoe ve
ark. 1999). Yapilan g¢alismalarda KOAH'l' mevcut sigara igicilerinde erdosteininin
antioksidan 6zellikleri de belgelenmistir (Frangulyan ve ark. 2003; Basyigit ve ark.
2005). Buna gore 10 giinliik 900 mg/giin erdostein tedavisinin, sigara i¢en stabil KOAH
hastalarinin periferik kanindaki ROS diizeyini, bazi kemotaktik sitokinlerin (IL-6)
diizeyiyle birlikte onemli 6l¢iide azaltmada etkili oldugu kanitlanmigtir. Erdosteinin ana
etki mekanizmasinin, 6zellikle oksidatif stres ve hiicre zar1 hasarinda rol oynayan bazi
inflamatuar medyatorleri ve proinflamatuar sitokinleri inhibe etme yetenegi ile iliskili
oldugu ileri siiriilmiistiir (Dal Negro ve ark. 2007). Erdostein, olduk¢a diisiikk bir
molekiil agirligina sahip olmasina ragmen, lipoperoksidasyon tizerinde giiglii ve anlaml1
bir dnleyici etki gostermistir. Bu etkinin, tedaviler arasinda oldukc¢a ayirt edici oldugu
kanitlanmis ve erdosteinin antioksidan ve antiinflamatuar ozellikleri agiklanabilmistir.
Su anda, erdosteinin antitussif etkilerinin, mukosiliyer klirensin iyilestirilmesi ve
epitelyal hiicrelerden kemokinlerin azaltilmas: yoluyla anti-inflamatuar aktiviteyle
iliskili oldugu kabul edilmektedir.



3. GEREC VE YONTEM

3.1. Hiicre ve Viriisler

Calismamizda ilk olarak Insan Parainfluenza tip-2 viriisii (ATCC® VR-92T™) ve
konak hiicresi olarak VERO (Afrika Yesil Maymun Bobrek Fibroblast Hiicresi, ATCC
CCL-81™) kullanilmistir. Bu hiicre ve viriisler Istanbul Universitesi Fen Fakiiltesi

Biyoloji Boliimii’nden temin edilmistir.

Calismanin ikinci yarisinda ise Insan Respiratuvar Sinsityal viriisii (human
respiratory syncytial viriis: HRSV, ATCC-VR-26) ve insan epidermoid larinks
karsinoma hiicre serisi (HEp-2, ATCC-CCL-23) kullanmilmistir. Bu hiicre ve virtsler ise
Selguk Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji Boliimii Viroloji Laboratuvari’ndan temin

edilmistir.

3.2. Kullanmilan Cozeltiler

3.2.1. Fetal Bovine Serum (FBS, ATCC-30-2020)

Ticari olarak temin edilmis, kii¢iik hacimlere boliinerek -20°C’de saklanmustir.

3.2.2. Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM, ATCC-30-2002)
Ticari olarak satin alinan 500 ml’lik hacme sahip olan DMEM’ler +4°C’de

saklanmustir.

3.2.3. Antibiyotik - Antimikotik Cozeltisi (100x) (Sigma-A5955)

Hiicre kiiltiirii uygulamalarinda mililitre bagmna 10.000 iinite penisilin, 10 mg
streptomisin siilfat ve 25 pg amfoterisin B icermek iizere Sigma-Aldrich Kimyasal A.S.
(St. Louis, MO, USA) tarafindan formiile edilmis olan ticari antibiyotik-antimikotik
karisimu, Uretici firmanin tavsiyesi dogrultusunda hazirlanarak hiicre kiiltiirii besiyerine

ilave edilmistir.

3.2.4. Trypan Blue Boyas1 %0,4

100 ml Hanks Dengeli Tuz Cozeltisi (HBSS) iginde %0,05 tripsin/ etilendiamin
tetra asetik asit (EDTA) 0,53 mM seklinde ticari olarak WISENT MULTICELL
firmasindan temin edilmis ve -20°C’de saklanarak, yiizeye tutunan hiicrelerin

kaldirilmasinda kullanilmistir.



3.2.5. Fosfat Tamponlu Salin (Phosphate Buffered Saline-PBS) Cozeltisi
FBS ¢ozeltisi ticari olarak Thermo Fischer, Gibco (USA)’dan temin edilmis

olup, hiicrelerin yikanmasinda kullanilmistir.

3.2.6. MTT Hiicre Proliferasyon Kiti

Maddelerin sitotoksik konsantrasyonlarini belirlemede ve antiviral aktivite
deneylerinde kullanilmistir. Sigma-Aldrich Kimyasal A.S (St. Louis, MO, USA)
firmasindan toz olarak satin alinmig ve iireticinin Onerilerine uygun sekilde hazirlanarak

kullanilmustir.

3.2.7. DMSO (Dimetil Siilfoksit)
DMSO, Sigma-Aldrich Kimyasal A.S (St. Louis, MO, USA) firmasindan ticari

olarak temin edilmis ve hiicrelerin -152°C’de stoklanmasi i¢in kullanilmustir.

3.2.8. %2 Karboksimetil Seliiloz (CMC) Cozeltisi
CMC’nin %2’lik ¢ozeltisi distile su ile hazirlanarak Plak olusumu deneylerinde
besiyeri ile esit oranda karistirilarak, inkiibasyon siiresi boyunca hiicrelerin kurumasini

engellemek amaciyla kullanilmastir.

3.2.9. %10 Formaldehit Cozeltisi
Cozelti, 5,56 ml %36’lik stok formaldehite 14,44 ml distile su eklenmesi ile her
deney icin taze olarak hazirlanmistir. Plak olusumunu goézlemlemek i¢in fiksasyonda

kullanilmistir.

3.2.10. %1 Kristal Viyole Cozeltisi
Toz seklindeki 1 mg kristal viyolenin 100 ml distile suda ¢oziindiiriilmesiyle
hazirlanmistir. Plak olusumunu goézlemlemek icin kuyucuklarin renklendirilmesinde

kullanilmistir.

3.3. Antiviral ve Mukolitik Maddelerin Hazirlanmasi

3.3.1. Ribavirin
Ticari olarak temin edilen ve her biri 200 mg etkin madde iceren Viron
(Sanovel) kapsiilden 1 adet agilmis, Steril deney tiipii igerisinde, tizerine 2 ml PBS

eklenerek ¢oziindiiriilmiistiir. Elde edilen 100.000 pg/ml’lik stok siispansiyon kiiciik



hacimlere boliinerek -80°C’lik derin dondurucuda muhafaza edilmistir. Calismalarda bu

stoktan serumsuz DMEM ile seyreltmeler yapilarak kullanilmistir.

3.3.2. Favipiravir

Ticari olarak temin edilen ve her biri 200 mg etkin madde igeren Raviran
(Kogak) tabletten bir tanesi steril havanda ezilerek toz haline getirilmis ve steril deney
tiipiine aktarilmistir. Uzerine 2 ml PBS eklenerek 100.000 pg/ml’lik stok siispansiyon
hazirlanmis ve ¢alismalarda kullanilmak tizere -80°C derin dondurucuda saklanmustir.

Calismada kullanilmak iizere serumsuz DMEM ile seyreltmeler yapilmistir.

3.3.3. Oseltamivir

Ticari olarak temin edilen ve 12 mg/ml etkin madde iceren Enfluvir (ATABAY)
oral siispansiyon ig¢in toz ilag, kullanim talimatina uygun sekilde hazirlanarak 12.000
pg/ml’lik stispansiyon hazirlanmistir. Calismada kullanilmak {izere bu siispansiyondan
serumsuz DMEM ile seyreltmeler yapilmistir. Bu Siispansiyon her ¢aligma igin taze

olarak hazirlanmustir.

3.3.4. NAC (N-Asetil Sistein)

Ticari olarak temin edilen ve her biri 600 mg etkin madde igeren NAC (Basel
flag) efervesan tabletlerden bir tanesi steril bir tiipe aktarilmis ve iizerine 6 ml PBS
eklenerek ¢oziindiirilmiistir. 100.000 pg/ml’lik bu siispansiyondan ¢alismada
kullanilmak iizere serumsuz DMEM ile seyreltmeler yapilmistir. Bu ¢ozelti her ¢aligma

i¢in taze olarak hazirlanmustir.

3.3.5. Erdostein

Ticari olarak temin edilen ve 300 mg etkin madde igeren Erdostein (SANDOZ)
kapsiillerden bir adedi steril tiip igerisinde, 3 ml PBS ile ¢oziindiiriilerek 100.000
pg/ml’lik siispansiyon hazirlanmistir. Calismada kullanilmak {izere bu siispansiyondan
serumsuz DMEM ile seyreltmeler yapilmistir. Stispansiyon, her ¢aligma i¢in taze olarak

hazirlanmstir.

3.4. Besiyerleri
Calismada kullanilan besiyerlerleri viriis ¢aligmalari i¢in %1 FBS’li ve hiicre

kiiltiriniin devamliligin1 saglamak i¢in %10 FBS’li olarak ikiye ayrilmaktadir. Her iki



hiicre hatt1 i¢in de viriis ¢calismalarinda ve hiicre kiiltiirii idamesi amaciyla kullanilacak

besiyerleri sirasiyla asagidaki | ve Il formiilleri kullanilarak hazirlanmistir:
I: - Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM)

- %1 Fetal Bovine Serum (FBS)

- %1 Antibiyotik Antimikotik Soliisyonu
Il: - Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM)

- %10 Fetal Bovine Serum (FBS)

- %1 Antibiyotik Antimikotik Soliisyonu

3.5. Hiicrelerin Coziinmesi ve Cogaltilmasi

Steril kriyotiipler icerisinde, 1 ml hacimlerde -152°C’lik derin dondurucuda
muhafaza edilen hiicreler dondurucudan ¢ikarilarak 37°C’ye ayarlanmis Su banyosu
icinde ¢oziindiriilmistiir. Coziinen sivi1 steril pastor pipeti yardimiyla 15 ml’lik santrifiij
tiipline aktarilmis ve dondurma sivisindan kurtulmasi i¢in tizerine 9 ml %10 FBS’li
besiyerinden ilave edilmistir. 1500 rpm’de 5 dakika santrifiij edildikten sonra iistte
kalan s1v1 atilmig, dipte kalan hiicrelerin tizerine 1 ml %10 FBS’li besiyeri ilave edilerek
resiispande edilmistir. Bu siispansiyon, igerisine 4 ml %10 FBS’li besiyeri eklenen T25
doku kiiltiirii flaskina alinarak 37°C’de, %5 CO2’li etiivde inkiibasyona birakilmistir.
Mikroskopta 2-3 giinliik araliklarla kontroller yapilarak besiyerleri degistirilmistir.

3.6. Hiicrelerin Altkiiltiirlenmesi ve Dondurulmasi

3.5 kisminda agiklandigr sekilde ¢ogaltilan hiicreler biiyiiyerek zamanla flaskin
yiizeyini tamamen kaplamaktadir. Biiylimelerine devam edebilmeleri icin hiicreler
tripsin-EDTA yardimiyla flask yiizeyinden kaldirilmis ve baska flaska aktarilmistir.
Ardindan hiicrelerin bir kismi, igerisinde %5 DMSO bulunan DMEM igerisine

aktarilmis ve daha sonra kullanilmak tizere -152°C’lik derin dondurucuda saklanmustir.

3.7. Viriis Siispansiyonu Hazirlanmasi ve Cogaltilmasi

T75 doku flaski fiizerinde biiyiitiilmiis ve %80 konflue olmus hiicrelerin
tizerindeki besiyeri dokiilmiis ve flask PBS ile yitkanmistir. Viriis i¢eren ve -152°C’den
cikarilan kriyotiipler, 37°C’lik su banyosunda hizlica ¢oziindiiriilmiis ve 1:10
sulandirilarak flaska ekim yapilmigtir. 37°C’de, %5 CO: iceren ortamda 2 saat

inkiibasyona birakilan flask yarim saatte bir ¢alkalanarak viriislerin homojen bir sekilde



yayillmasi saglanmis ve hiicre yiizeyinin kurumasi engellenmistir. iki saatlik viriis
adsorpsiyonu sonrasinda 22.5 ml %1 FBS’li besiyeri flaska eklenmis ve 3 giin boyunca
37°C°de %5 CO2’li etiivde inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresi boyunca flask her giin
sitopatik etki (CPE) olusumunu goézlemlemek icin invert mikroskop altinda kontrol
edilmis, 3 giiniin sonunda %90 CPE go6zlemlenen flask -80°C’lik derin dondurucuya
kaldirilmis ve donduktan sonra 37°C’lik su banyosunda ¢oziindiiriilmiistiir. Dondur-¢6z
islemi 3 defa tekrarlanarak deforme hiicreler patlatilmis ve igerisindeki viriislerin disari
¢ikmast saglanmistir. Hiicre kalintilar1 ve viriisten olusan bu sivi bir santrifiij tiipiine
aktarilmig, 3500 rpm’de +4°C’de 10 dakika santrifiij edilerek hiicre kalintilarinin dibe
¢okmesi saglanmustir. Ustte kalan sivi steril pipet yardimiyla 1 ml’lik kriyotiiplere
boliinmiis, lizerine viriis ismi ve tarih yazilarak -152°C’lik derin dondurucuda muhafaza

edilmistir.

3.8. Viriis Titrasyonunun Belirlenmesi

Cogaltilan viriislerin titrasyonunun, doku kiltiirindeki %50 enfeksiyoz doz
(DKID50) yontemi ile belitlenmesi amaciyla ml’sinde 2.5 x 10° hiicre bulunan 10
ml’lik hiicre silispansiyonu hazirlanmast gerekmektedir. Bu amagla hiicreler flask
ylizeyinde en az %80’lik bir alan1 kapladiktan sonra tizerlerindeki %1 FBS’li besiyeri
dokiilmiis ve hiicreler PBS ile yikanmustir. Hiicrelerin {izerine 5 ml tripsin-EDTA
cozeltisi eklenerek 37°C’de %5 CO2’li etiivde inkiibasyona birakilmistir. Hiicrelerin
flaskta yapistigi yiizeyden ayrilmasi, invert mikroskop ile kontrol edildikten sonra bir
santrifiij tlipline aktarilmis ve tripsin-EDTA etkisinden kurtulmalar i¢in besiyeri ilave
edierek 5 dakika 1500 rpm’de santrifiij edilmistir. Santrifiijden sonra ist sivi atilarak

hiicreler %1 FBS’li besiyerinde yeniden siispande edilmistir.

Hazirlanan hiicre siispansiyonundan 10 pl alinarak, 10 ul tripan mavisi ¢ozeltisi
ile karigtirilmig ve karigimin 10 pl’si Thoma laminda invert mikroskop araciligr ile
sayilmigtir. Sayim ¢ercevesini olusturan 16 kiiclik kare icerisindeki canli hiicreler

sayllmis ve ml’deki canli hiicre sayis1 asagidaki formiil yardimiyla hesaplanmistir.
Canli hiicre/m] = ortalama hiicre say1s1 x diliisyon faktdriiniin tersi x 10*

Hiicre saymm gergeklestirildikten sonra 1 ml’sinde 2.5 x 10° hiicre bulunan 10

ml’lik slispansiyonu elde etmek i¢in agagidaki formiil kullanilmigtir.

VIxC1=V2xC2



V1, istenilen sulandirilmis hiicre slispansiyonunun mL olarak hacmidir.
C1, istenilen konsantrasyondur (hiicre sayis/mL).

V2, dilisyonu yapilacak olan orijinal hiicre siispansiyonunun (hesaplanacak) mL olarak

hacmidir.
C2, orijinal hiicre siispansiyonunun konsantrasyonudur (hiicre sayisi/mL).
Boylece, V2 + sulandirici = istenilen konsantrasyonda V1 hesaplanmistir.

Istenilen hiicre sayisina ulasildiktan sonra 96 kuyucuklu diiz tabanli mikroplagin
her kuyusuna hiicre siispansiyonundan 100 pl konulmus ve kuyucuklarin her birinde 2.5
x 10% hiicre sayisina ulasilmistir. Hiicreler kuyularm tamaminda konflue olduktan sonra

tizerlerindeki besiyerleri ¢ekilmistir.

Bu sirada stok viriislerin %1 FBS’li besiyeri igerisinde 10 kat seri diliisyonlari
hazirlanmis ve her kuyucuga 100’er pl farkli diliisyondaki viriisler eklenmistir.
Mikroplaktaki 4 kuyucuk viriis kontrolii i¢in kullanilmis ve 50 pl stok viriis ile 50 ul
%1 FBS’li besiyeri eklenmistir. Diger bir 4 kuyucuk ise hiicre kontrolii i¢in se¢ilmis ve
100 pl %1 FBS’li besiyeri eklenmistir. Mikroplak 37°C’de %5 CO2’li etiivde 3-4 giin
stireyle inkiibasyona birakilmis ve CPE olusumunu gérmek icin her giin invert

mikroskopta kontrol edilmistir.

DKIDS50 degeri, inokule edilmis kiiltiirlerin %50’sinde CPE gosteren virlis
dozunu yansitan Spearmann-Kaerber metodu ile asagidaki formiile gére hesaplanmistir

(Kaerber 1964; Frey ve Liess 1971).

Log1oDKIDS50 = - (x{, ~2+Dx%)

Xo = Biitiin kuyucuklarin pozitif oldugu (CPE olustugu) en diisiik sulandirma degerinin
Logl0’u

D = Sulandirma faktoriiniin Logio’u
R = Xo ve daha diisiik sulandirmalarda tespit edilen pozitiflerin (CPE) toplam1

N = Her bir sulandirmada kullanilan kuyucuk sayis1

3.9. Sitotoksisite Belirlenmesi
Sitotoksisite deneyleri, ¢alismada kullanilan ilaglar olan ribavirin, favipiravir,
oseltamivir, NAC ve erdostein ile VERO ve HEp-2 hiicrelerine karsi ayri ayri

yapilmistir. Maddelerin sitotoksik dozunu belirlemek i¢in kullanilan MTT, Sigma-



Aldrich Kimyasal A.S (St. Louis, MO, USA) firmasindan toz seklinde satin alinmis ve
PBS kullanilarak 5 mg/ml’lik stok ¢6zeltisi hazirlanmstir.

Sitotoksisite testleri i¢in 96 kuyucuklu diiz tabanlt mikroplagin her bir kuyusuna
%10 FBS’li besiyeri icerisinde hazirlanan ve ml’sinde 10° hiicre bulunan
siispansiyondan 100’er pl konulmus ve hiicrelerin 37°C’de %5 COz igeren ortamda 24
saat siireyle inkiibasyonu saglanmistir. Inkiibasyonun ardindan hiicrelerin iizerindeki
besiyeri uzaklastirilmis ve kuyulara, test edilecek maddelerin azalan konsantrasyonlari
(2.500, 1.000, 500, 250, 100, 50, 10, 5, 1, 0.5 pg/ml) ilave edilmistir. 96 kuyucuklu
mikroplagin ilk kolonuna madde eklenmemis sadece %10 FBS’li besiyeri konulmus ve
bu kolon hiicre kontrolii olarak kullanilmigtir. Mikroplaklar 24 saat boyunca 37°C’de
%5 CO2’li etiivde inkiibe edilmis, ardindan tiim kuyulardaki sivilar ¢cekilmis ve PBS ile
yikanmustir. Kuyularin her birine stok MTT ¢dzeltisinden 10 pl konulmus ve tizerine 90
ul fenil kirmizist icermeyen (renksiz) DMEM eklenmigstir. Mikroplaklar 1siktan
korunmalari i¢in aluminyum folyo ile kaplanarak 37°C’de %5 CO2’li ortamda 3 saat
inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda olusan formazan kristallerini ¢dzmek icin
kuyulardaki sivilar cekilerek her kuyuya 100 pl DMSO ilave edilmis ve boyanin
tamamen ¢Oziinmesi i¢in 15 dakika g¢alkalayicida bekletildikten sonra ELISA Reader
(EON-BioTek Instruments, Winooski, VT, USA) ile 570 nm'de okutulmustur. Deneyler
her madde i¢in 3’er kez tekrarlanmig ve hiicre kontrol grubu baz alinarak asagidaki

formiile gore % sitotoksisite hesaplanmistir (Andrighetti ve ark. 2003):
Sitotoksisite (%)= (A - B)/A x100

A; hiicre kontrol grubunun ortalama OD’si,

B; maddelerin her bir konsantrasyondaki ortalama OD’sidir.

Hiicre kontrolii ile kiyaslandiginda, denenen maddelerin, hiicrelerin OD’sini
%350 oraninda azaltan dozu, %50 sitotoksik doz (CC50) olarak ifade edilmistir. Bu
degerler GraphPad Prism programi kullanilarak non-lineer regresyon analizi ile

hesaplanmastir.

3.10. MTT Yontemi ile Antiviral Aktivite Tayni
Calismada kullanilan ilaglar olan ribavirin, favipiravir, oseltamivir, NAC ve
erdosteinin antiviral etkinlik testleri, Chiang ve ark. (2002) tarafindan tarif edilen ve

canlt hiicreleri boyayarak 6lii hiicrelerden ayirma o6zelligine sahip MTT ile calisilan



yonteme gore yapilmistir. Bu amagla VERO ve HEp-2 hiicreleri, ml’de 1x10° hiicre
bulunacak sekilde %10 FBS’li besiyeri igerisinde hazirlanmistir. Hazirlanan bu
siispansiyondan 96 kuyucuklu mikroplagin her kuyusuna 100’er pl ilave edilmis,
mikroplaklar 37°C’de %5 CO2’li etiivde 24 saat inkiibe edilmis ve ardindan kuyulardaki
besiyeri bosaltilip PBS ile yikanmistir. Viriislere ait stok siispansiyonlar -152°C’lik
derin dondurucudan ¢ikarilmis ve ¢Oziindirildikten sonra 100 DKIDS50

konsantrasyonda sulandirimlar1 hazirlanmistir.

Calisilacak 96 kuyucuklu mikroplagin ilk kolonu hiicre kontrol, ikinci kolonu
virlis kontrol olarak kullanilmis, ikinci kolondan itibaren plagin sonuna kadar olan 7
kolona hazirlanan viriis siispansiyonundan kuyu basina 100°er ul ilave edilmistir.
Calismada kullanilan antiviraller ve mukolitiklerin CC50 konsantrasyonlarindaki
cozeltileri hazirlanmis olup Log2 tabaninda sulandirimlari yapilmis ve elde edilen bu
siispansiyonlar, her konsantrasyon bir kolonda ¢aligilacak sekilde plaklarin siitunlarina
viriisler ile es zamanli olarak 100’er pl ilave edilmistir. Hiicre kontrol kuyusuna
yalnizca %1 FBS’li besiyeri konulmus, viriis kontrol kuyusuna ise viriisii takiben 100 pl
%1 FBS’li besiyeri konulmustur. Mikroplaklar 37°C’de %5 CO2’li etiivde 3 giin siireyle
inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresi boyunca viriis kontrol kuyulart mikroskopta
kontrol edilereck CPE yoniinden goézlemlenmis ve 3 giiniin sonunda CPE 9%90’a
ulastiginda kuyulardaki sivilar bosaltilmistir. Olusan antiviral etkinin gozlemlenmesi

icin MTT adimlar1 izlenmistir.

Bu amagla MTT stok soliisyonu PBS igerisinde 5 mg/ml hazirlanmig ve her
kuyuya 10 pl konulup tizerine 90 pl fenil kirmizist igermeyen DMEM ilave edilmistir.
Mikroplaklar 37°C’de %5 CO2’li ortamda 3 saat inkiibe edilmis ve olusan formazan
kristallerini ¢6zmek i¢in kuyulardaki sivilar ¢ekildikten sonra her kuyuya 100 ul DMSO
ilave edilerek boyanin tamamen ¢oziinmesi igin 15 dakika ¢alkalamaya birakilmistir.
Mikroplaklar ELISA Reader (EON-BioTek Instruments, Winooski, VT, USA) ile 570
nm'de okunmus, oOrtalama absorbans degerleri hesaplanarak maddelerin her bir
konsantrasyonlarinin virlise karsit ayri ayr1 koruma yiizdeleri hesaplanmistir. EC50
degerleri ise, asagidaki formiile gore enfekte hiicrelerin %50’sinde koruma saglayan
konsantrasyon olarak, GraphPad Prism istatistik programinin non-linear regresyon

analiziyle belirlenmistir.

Koruma %’si = (A- B)/ (C - B)x100



A = 8 kuyudaki her bir madde konsantrasyonu i¢in ortalama absorbans
B = Virus kontrol absorbansi (8 kuyudaki absorbans degerlerinin ortalamasi)

C = Hiicre kontrol absorbansi (8 kuyudaki absorbans degerlerinin ortalamasi)

3.11. Plak Olusumu Yontemiyle Antiviral Aktivite Tayni

Konak hiicre olarak kullanilan VERO ve HEp-2 hiicrelerinin  stok
siispansiyonlar1, %1 FBS’li DMEM igerisinde ml’de 10? hiicre olacak sekilde diliie
edilmistir. Hazirlanan stok hiicre siispansiyonundan 1’er ml alinarak 6 kuyucuklu hiicre
kiltirii mikroplaklarina konulmus ve 37°C’de %5 CO2’li ortamda 24 saat inkiibe
edilmistir. inkiibasyon sonunda invert mikroskopta gdzlemlenerek hiicrelerin mikroplak
yiizeyinin  %80-90’1n1 kapladigina emin olunduktan sonra kuyulardaki besiyerleri
uzaklastirilmis ve her kuyu PBS ile yikanmistir. Stok viriis slispansiyonlar1 100 plak
olusturan birim (PFU)/ml seklinde diliie edilmis ve kuyulara 1’er ml eklenmistir.
Virtslerin hiicrelere tutunmasi i¢in mikroplaklar 37°C’de %5 CO>’li ortamda 30 dakika
ile 1 saat arasinda inkiibe edilmis, inkiibasyon sirasinda viriislerin homojen yayilmasi
icin mikroplaklar 15 dakikada bir hafifce sallanmistir. Viriisler hiicreye absorbe olurken
calismada kullanilan antiviraller ve mukolitiklerin CC50 konsantrasyonlar1 hazirlanmis

ve Log? tabaninda sulandirimlar yapilarak plaklara eklenmistir.

Absorpsiyon sonrasinda kuyulardan bir tanesi hiicre kontrol, digeri viriis kontrol
olarak kullanilmigtir. Hiicre kontrol kuyusuna 1 ml %1 FBS’li DMEM, viriis kontrol
kuyusuna ise %2 FBS’li DMEM ile esit oranda karistirilmis %2 CMC ¢6zeltisinden 1
ml eklenmistir. Kuyular 37°C’de %5 CO2’li ortamda 3 giin boyunca plak olusumu igin
inkiibasyona birakilmistir. Bu sirada hiicrelerin kurumamasi i¢in besiyerine CMC ilave
edilmigtir. 3 giinliik inkiibasyonun sonunda plak olusumnuu ¢iplak gozle gorebilmek
icin O6nce kuyular fikse edilmis, daha sonra boyanmustir. Fiksasyon i¢in her kuyuya 1’er
ml %10 formaldehit igeren steril distile su ilave edilmis ve mikroplaklar 3 saat
bekletilmistir. Fikse edildikten sonra kuyucuklardaki sivilar uzaklagtirilmig ve plaklarin
goriiniir hale gelmesi i¢in %1°lik kristal viyole ile boyanmistir. Boya, kuyucuklarda 30
dakika bekletilmis ve ardindan tiim kuyular distile su ile yikanarak kurumaya
birakilmistir. Kuruduktan sonra tiim kuyucuklarda olusan plaklar sayilms, viriis kontrol
kuyusundaki plak sayisi baz alinarak diger kuyulardaki viriis inhibisyonu % olarak
hesaplanmistir (Baer ve Kehn-Hall 2014).



3.12. Antiviral kombinasyon testleri

Calismamizda kullandigimiz antiviraller olan ribavirin, favipiravir ve
oseltamivirin kendi aralarinda ve mukolitik ilaglar olan NAC ve erdosteinle
kombinasyonlarimin VERO hiicreleri {izerinde Parainfluenza viriisine ve HEp-2
hiicrelerinde RSV’ye kars1 antiviral aktivite calismalari, 3.10. baghig altinda anlatilan
yontemle yapilmis ve sonuglart MTT yontemi ile belirlenerek yiizde koruma oranlari
hesaplanmistir. Antivirallerin kendi aralarindaki kombinasyon deneylerinde her iki
antiviralin de CC50 degerlerinden baslanarak hazirlanan ¢ift kat sulandirimlar
hazirlanirken; mukolitik ilaglar ile kombine edildiklerinde ise mukolitikler CC50
degerlerinde sabit tutulmus, antivirallerin CC50 degerinden baslanan ¢ift kat

sulandirimlar yapilmistir.

Kombinasyon deneylerinde elde edilen sinerjizm, antagonizm yada aditif etkinin
belirlenebilmesi igin Helsinki Universitesi tarafindan gelistirilen SynergyFinder isimli
program kullanilmigtir. Bu program ile yapilan analiz sonucu elde edilen verilere gore
iki ilag arasinda hesaplanan sinerji skorlar1 -10’dan kiiciikse antagonist etki, -10 ile 10
arasindaki skorlar aditif etki ve 10’dan biiyiik skorlar ise sinerjist etkiyi ortaya

koymaktadir (Jitobaom ve ark. 2021,2022).



4. BULGULAR

4.1. Viriis Titrasyonunun Belirlenmesine ait Bulgular

Calismada kullanilan Parainfluenza viriistin VERO hiicreleri, RSV’nin ise HEp-
2 hiicreleri iizerindeki enfeksiyoz dozu olarak 3 giinliik inkiibasyonda olusturduklar
CPE sonucunda hesaplanan DKID50 degerleri sirastyla 10°/0.1 ve 10°/0.1 ml olarak
hesaplanmistir (Tablo 4.1 ve Tablo 4.2). DKID50 degerleri, mikroplaktaki hiicrelerin
her bir kuyusuna 0.1 ml viriis inokule edilmis kiiltiirlerin %50’sinde CPE olusturan
diliisyonlar1 yani viriis dozunu yansitmaktadir ve Spearmann-Kaerber metodu ile

hesaplanmistir (Kaerber, 1964).

Tablo 4-1: Parainfluenza viriisiin VERO hiicreleri iizerindeki sitopatik etkilerine (it

sonuclar
Viriis Sulandirimlari CPE
10?1 4/4 kuyucuk +
102 4/4 kuyucuk +
103 4/4 kuyucuk +
10+ 3/4 kuyucuk +
10° 2/4 kuyucuk +
10° 1/4 kuyucuk +
10-7 0/4 kuyucuk +
10-8 0/4 kuyucuk +

DKID50 = 10%/0.1 ml bulunmustur.
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Tablo 4-2: RSV’nin HEp-2 hiicreleri iizerindeki sitopatik etkilerine ait sonuclar

Viriis Sulandirimlari CPE
10 4/4 kuyucuk +
102 4/4 kuyucuk +
103 4/4 kuyucuk +
10+ 3/4 kuyucuk +
10° 1/4 kuyucuk +
10 0/4 kuyucuk +
107 0/4 kuyucuk +
108 0/4 kuyucuk +

DKID50 = 10#5/0.1 ml bulunmustur

Sekil 4-1: Saghkh ve Parainfluenza viriisle enfekte olmus VERO hiicrelerinin goriiniimii

Solda saglikli VERO hiicre, sagda Parainfluenza viriisle enfekte olmus VERO hiicrelerin mikroskop

goriintiileri yer almaktadir.
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Sekil 4-2: Saghkl ve RSV ile enfekte olmus HEp-2 hiicrelerinin goriiniimii

Solda saglikli HEp-2 hiicreleri, sagda RSV ile enfekte olmus HEp-2 hiicrelerinin mikroskop gorintiileri

yer almaktadir.

4.2. Sitotoksisite Testi Bulgulari
Ribavirin, favipiravir, oseltamivir, NAC ve erdosteinin VERO ve HEp-2
hiicreleri tizerindeki sitotoksik dozunun belirlenmesinde MTT yontemi, 3 tekrarli olacak

sekilde kullanilmistir.

4.2.1. Ribavirin icin Sitotoksiste Bulgular:

Ribavirin i¢in VERO ve HEp-2 hiicre hatlarinda 2.500-0.5 pg/ml konsantrasyon
araliginda sitotoksisite testleri yapilmig, her bir konsantrasyona karsilik gelen yiizde
sitotoksisite degerleri Tablo 4.3 ve Tablo 4.4’de gosterilmistir. Elde edilen verilerle
GraphPad Prism programi kullanilarak yapilan hesaplamalarda CC50 degerleri her iki
hiicre igin sirastyla 147,5 ug/ml ve 108,6 ug/ml olarak bulunmustur.



Tablo 4-3: Ribavirinin VERO hiicreleri iizerine sitotoksisiste degerleri

Ribavirin

Konsantrasyonlari % Sitotoksisite % Sitotoksisite % Sitotoksisite % Sitotoksisite
(ng/ml) 1.Deney 2.Deney 3.Deney Ortalama
2.500 89,62 92,45 90,32 90,79
1.000 68,95 66,73 66,32 67,33
500 53,67 55,47 52,43 53,85
250 48,90 47,86 45,63 47,46
100 43,45 44,58 46,51 44,84
50 43,67 44,65 45,12 44,48
10 38,65 37,43 38,15 38,07

5 21,56 20,12 20,87 20,85

1 0 0 0 0

0.5 0 0 0 0

Tablo 4-4: Ribavirinin HEp-2 hiicreleri iizerine sitotoksisiste degerleri

Ribavirin

Konsantrasyonlari % Sitotoksisite %o Sitotoksisite % Sitotoksisite % Sitotoksisite
(ng/ml) 1.Deney 2.Deney 3.Deney Ortalama
2.500 98,36 98,76 98,57 98,56
1.000 80,35 83,4 84,9 82,88
500 65,8 68,8 66,2 66,93
250 43,56 44,2 45,95 44,57
100 44,16 47,19 46,65 46

50 37,98 39,71 38,5 38,73
10 34,53 37,3 36,93 36,25

5 28,9 21,45 20,43 23,59

1 0 0 0 0

0.5 0 0 0 0

4.2.2. Favipiravir icin Sitotoksisite Bulgulari

Favipiravir i¢cin VERO ve HEp-2 hiicre hatlarinda 2.500-0.5 pg/ml
konsantrasyon araliginda sitotoksisite testi yapilmis, her bir konsantrasyona karsilik
gelen yiizde sitotoksisite degerleri Tablo 4.5 ve Tablo 4.6’da gosterilmistir. Elde edilen
verilerle GraphPad Prism programi kullanilarak yapilan hesaplamalarda CC50 degerleri

sirastyla 121,6 ng/ml ve 223,9 pg/ml olarak bulunmustur.



Tablo 4-5: Favipiravirin VERO hiicreleri iizerine sitotoksisiste degerleri

Favipiravir

Konsantrasyonlari % Sitotoksisite % Sitotoksisite % Sitotoksisite % Sitotoksisite
(ng/ml) 1.Deney 2.Deney 3.Deney Ortalama
2.500 99,37 98,75 97,9 98,6
1.000 89,62 92,45 90,32 90,79
500 87,65 88,46 88,6 88,23
250 60,35 55,43 58,45 58,07
100 39,24 37,5 38,89 38,54
50 32,9 32,67 32,25 32,60
10 23,53 23,65 23,98 23,7

5 0 0 0 0

1 0 0 0 0

0.5 0 0 0 0

Tablo 4-6: Favipiravirin HEp-2 hiicreleri iizerine sitotoksisiste degerleri

Favipiravir

Konsantrasyonlari % Sitotoksisite % Sitotoksisite %o Sitotoksisite % Sitotoksisite
(ng/ml) 1.Deney 2.Deney 3.Deney Ortalama
2.500 95,97 95,62 96,54 96,04
1.000 79,95 80,74 80,39 80,36
500 65,9 67,31 66,3 66,50
250 50,53 51,2 52,37 51,36
100 34,5 36,29 35,85 35,54
50 16,93 19,42 18,45 18,26
10 0 0 0 0

5 0 0 0 0

1 0 0 0 0

0.5 0 0 0 0

4.2.3. Oseltamivir icin Sitotoksisite Bulgular:

Oseltamivir i¢cin VERO ve HEp-2 hiicre hatlarinda 2.500-0.5 pg/ml
konsantrasyon araliginda sitotoksisite testi yapilmis, her bir konsantrasyona karsilik
gelen yiizde sitotoksisite degerleri Tablo 4.7 ve Tablo 4.8’de gosterilmistir. Elde edilen
verilerle GraphPad Prism programi kullanilarak yapilan hesaplamalarda CC50 degerleri

sirasiyla 428,3 pg/ml ve 291,6 pg/ml olarak bulunmustur.



Tablo 4-7: Oseltamivirin VERO hiicreleri iizerine sitotoksisiste degerleri

Oseltamivir

Konsantrasyonlari % Sitotoksisite % Sitotoksisite % Sitotoksisite % Sitotoksisite
(ng/ml) 1.Deney 2.Deney 3.Deney Ortalama
2.500 86,23 84,1 85,48 85,27
1.000 75,8 72,53 74,05 74,12
500 56,43 57,35 57,81 57,19
250 32,58 34,1 34,87 33,85
100 15,96 16,43 16,25 16,21
50 0 0 0 0

10 0 0 0 0

5 0 0 0 0

1 0 0 0 0

0.5 0 0 0 0

Tablo 4-8: Oseltamivirin HEp-2 hiicreleri iizerine sitotoksisiste degerleri

Oseltamivir

Konsantrasyonlari % Sitotoksisite % Sitotoksisite % Sitotoksisite % Sitotoksisite
(ng/ml) 1.Deney 2.Deney 3.Deney Ortalama
2.500 98,25 97,56 95,26 97,02
1.000 86,95 89,23 87,75 87,97
500 64,16 63,85 68,13 65,38
250 40,38 45,29 44,85 43,50
100 19,2 17,34 18,38 18,30
50 13,93 11,37 12,64 12,64
10 0 0 0 0

5 0 0 0 0

1 0 0 0 0

0.5 0 0 0 0

4.2.4. NAC ig¢in Sitotoksisite Bulgular

NAC i¢in VERO ve HEp-2 hiicre hatlarinda 2.500-0.5 pg/ml konsantrasyon
araliginda sitotoksisite testi yapilmis, her bir konsantrasyona karsilik gelen yiizde
sitotoksisite degerleri Tablo 4.9 ve Tablo 4.10°da gosterilmistir. Elde edilen verilerle
GraphPad Prism programi kullanilarak yapilan hesaplamalarda CC50 degerleri sirasiyla
850,8 ng/ml ve 897,5 pg/ml olarak bulunmustur.



Tablo 4-9: NAC’in VERO hiicreleri iizerine sitotoksisiste degerleri

NAC

Konsantrasyonlari % Sitotoksisite % Sitotoksisite % Sitotoksisite % Sitotoksisite
(ng/ml) 1.Deney 2.Deney 3.Deney Ortalama
2.500 86,51 87,01 87,52 87,01
1.000 69,74 69,53 70,46 69,91
500 52,51 50,1 54,27 52,29
250 43,46 41,93 42,39 42,59
100 28,54 25,37 27,31 27,07
50 12,76 11,3 12,37 12,14
10 0 0 0 0

5 0 0 0 0

1 0 0 0 0

0.5 0 0 0 0

Tablo 4-10: NAC’in HEp-2 hiicreleri iizerine sitotoksisiste degerleri

NAC

Konsantrasyonlari % Sitotoksisite %o Sitotoksisite % Sitotoksisite % Sitotoksisite
(ng/ml) 1.Deney 2.Deney 3.Deney Ortalama
2.500 63,58 65,97 65,12 64,84
1.000 55,42 53,75 54,86 54,67
500 40,37 41,62 40,95 40,98
250 28,91 28,79 28,53 28,74
100 12,81 11,23 11,79 11,94
50 0 0 0 0

10 0 0 0 0

5 0 0 0 0

1 0 0 0 0

0.5 0 0 0 0

4.2.5. Erdostein i¢in Sitotoksisite Bulgular

Erdostein i¢in VERO ve HEp-2 hiicre hatlarinda 2.500-0.5 pg/ml konsantrasyon
araliginda sitotoksisite testi yapilmis, her bir konsantrasyona karsilik gelen yiizde
sitotoksisite degerleri Tablo 4.11 ve Tablo 4.12°de gosterilmistir. Elde edilen verilerle
GraphPad Prism programi kullanilarak yapilan hesaplamalarda CC50 degerleri sirasiyla
379 png/ml ve 272,1 pg/ml olarak bulunmustur.



Tablo 4-11: Erdosteinin VERO hiicreleri iizerine sitotoksisiste degerleri

Erdostein

Konsantrasyonlari % Sitotoksisite % Sitotoksisite % Sitotoksisite % Sitotoksisite
(ng/ml) 1.Deney 2.Deney 3.Deney Ortalama
2.500 86,51 87,01 87,52 87,01
1.000 69,74 69,53 70,46 69,91
500 52,51 50,1 54,27 52,29
250 43,46 41,93 42,39 42,59
100 28,54 25,37 27,31 27,07
50 12,76 11,3 12,37 12,14
10 0 0 0 0

5 0 0 0 0

1 0 0 0 0

0.5 0 0 0 0

Tablo 4-12: Erdosteinin HEp-2 hiicreleri iizerine sitotoksisiste degerleri

Erdostein

Konsantrasyonlari % Sitotoksisite % Sitotoksisite %o Sitotoksisite % Sitotoksisite
(ng/ml) 1.Deney 2.Deney 3.Deney Ortalama
2.500 90,32 91,23 92,06 91,20
1.000 82,47 83,81 82,69 82,99
500 60,34 61,29 60,32 60,65
250 53,47 54,19 53,3 53,65
100 23,33 23,4 24,16 23,63
50 11,42 11,59 11,34 11,45
10 0 0 0 0

5 0 0 0 0

1 0 0 0 0

0.5 0 0 0 0

4.2.6. CC50 Degerlerine ait bulgular

Ribavirin, favipiravir, oseltamivir, NAC ve erdostein ile VERO ve HEp-2
hiicreleri {izerinde yapilan sitotoksisite testleri sonucunda GraphPad Prism programi
kullanilarak hesaplanan CC50 degerleri Tablo 4.13’de &zetlenmis, sitotoksisite

yiizdeleri ile ¢izilen doz cevap egrileri ise Sekil 4.3’de gosterilmistir. Bu sonuglara gore



en disik CC50 degerlerine sahip olan ilag¢ ribavirin olup, bunu favipiravir takip
etmektedir. En yliksek CC50 degerleri ise NAC ile elde edilmistir.

Tablo 4-13: Cahisilan ilacglarin Sitotoksik CC50 Degerleri

CCS50 degerleri (ug/ml)

Maddeler VERO hiicresi HEp-2 hiicresi
Ribavirin 1475 108,6
Favipiravir 121,6 223,9
Oseltamivir 428,3 291,6
NAC 850,8 897,5

Erdostein 379 272,1
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Sekil 4-3: Sitotoksisite Testlerine ait Grafikler

Garfiklerde Ribavirinin A: Vero hiicreleri, B: HEp-2 hiicreleri iizerindeki; Favipiravirin C: Vero
hiicreleri, D: HEp-2 hiicreleri tizerindeki; Oseltamivirin E: Vero hiicreleri, F: HEp-2 hiicreleri tizerindeki;
NAC’in G:Vero hiicreleri, H: HEp-2 hiicreleri {izerindeki; Erdosteinin I: Vero hiicreleri, J: HEp-2
hiicreleri tizerindeki sitotoksisitelerini gosteren doz cevap egrileri gosterilmektedir. X ekseni maddelerin
konsantrasyonunu, Y ekseni ise 3 deneyin ortalamasi ile belirlenen konsantrasyona bagl hiicre

sitotoksisite degerlerini ifade etmektedir.



4.3. MTT Yontemi ile Antiviral Aktivite Tayinine ait Bulgular

Calismada kullanilan maddelerin antiviral etkinliklerini belirlemek tizere, toksik
dozlarindan baglayarak log2 tabaninda sulandirilmak suretiyle hazirlanan farkli
dozlardaki ¢ozeltilerinin virlislerle temas ettirilmesi ve canli kalan viriislerin boyanarak
gosterilmesini saglayan MTT testi sonucunda canli virtislerin sebep oldugu CPE’ye
karst %50 koruma saglayan konsantrasyon, maddelerin EC50 degeri olarak ifade
edilmistir. Bu Koruyuculuk yiizdeleri, 3 kez tekrarlanan deneylerde elde edilen veriler
ile GraphPad Prism programinda yapilan istatistiksel hesaplamalar sonucunda EC50

oranlar1 olarak belirlenmistir.

4.3.1. Ribavirin i¢in MTT ile Antiviral Aktivite Bulgulari

Ribavirin i¢in VERO hiicre hatt1 {izerinde Parainfluenza viriisiine ve HEP-2
hiicre hattinda RSV’ye kars1 yapilan antiviral aktivite testleri sonucunda elde edilen
verilere gore koruyuculuk yiizdeleri hesaplanmis ve sirasiyla Tablo 4.14 ve Tablo
4.15°de gosterilmistir. Ribavirinin Parainfluenza viriis ve RSV’ye karsi koruyuculuk
yiizdeleri ile GraphPad Prism programi kullanilarak EC50 degerleri hesaplanmis ve
Sekil 4.4°de gosterildigi gibi sirasiyla 11,65 ve 4,46 pg/ml olarak bulunmustur.

Tablo 4-14: Ribavirinin Parainfluenza viriisiine kars: antiviral aktivite bulgular

Ribavirin

Konsantrasyonu % Koruyuculuk % Koruyuculuk % Koruyuculuk % Koruyuculuk

(ng/ml) 1.deney 2.deney 3.deney Ortalama
147,5 99,65 99,02 99,81 99,49
73,75 89,65 88,84 88,63 89,04
36,8 78,92 77,54 77,9 78,12
18,4 63,49 64,32 63,45 63,75
9,21 50,43 51,28 52,74 51,48
4,6 20,54 21,31 20,96 20,93
2,30 0 0 0 0

1,15 0 0 0 0




Tablo 4-15: Ribavirinin RSV’ye kars: antiviral aktivite bulgulari

Ribavirin

Konsantrasyonu % Koruyuculuk % Koruyuculuk % Koruyuculuk % Koruyuculuk

(ng/ml) 1.deney 2.deney 3.deney Ortalama
108,6 99,82 99,83 99,98 99,87
54,3 89,53 88,7 88,92 89,05
27,15 80,42 80,52 81,63 80,85
13,57 75,91 77,42 77,93 77,08
6,78 60,73 60,52 62,59 61,28
3,39 50,93 51,78 52,82 51,84
1,69 28,31 27,18 27,13 27,54
0,84 0 0 0 0

P EC50: 11,65 (ug/ml) EC50: 4,457ug/ml
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Sekil 4-4: Ribavirin i¢in hesaplanan EC50 degerleri
Ribavirinin, Parainfluenza viriis (solda) ve RSV’ye (sagda) karst GraphPad Prism programi kullanilarak
hesaplanan EC50 degerleri. X ekseni 3 deney sonucunun ortalamasi ile elde edilen koruyuculuk

yiizdelerini, Y ekseni ise ribavirin konsantrasyonlarini1 géstermektedir.

4.3.2. Favipiravir icin MTT ile Antiviral Aktivite Bulgular

Favipiravir i¢in VERO hiicre hatt1 {izerinde Parainfluenza viriise ve HEp-2
hiicreleri iizerinde RSV’ye kars1 yapilan antiviral aktivite ¢aligmalar1 sonucunda elde
edilen verilere gore koruyuculuk yiizdeleri hesaplanmig ve sirasiyla Tablo 4.16 ve Tablo
4.17°de gosterilmistir. Favipiravirin Parainfluenza viriis ve RSV’ye karsi belirlenen
koruyuculuk yiizdeleri ile GraphPad Prism programi kullanilarak EC50 degerleri
hesaplanmis ve Sekil 4.5’de gosterildigi gibi sirasiyla 9,78 ve 14,1 pg/ml bulunmustur.



Tablo 4-16: Favipiravirin Parainfluenza viriise karsi antiviral aktivite bulgular

Favipiravir

Konsantrasyonu % Koruyuculuk % Koruyuculuk % Koruyuculuk % Koruyuculuk

(ng/ml) 1.deney 2.deney 3.deney Ortalama
121,6 99,95 99,87 99,91 99,91
60,8 85,62 83,32 84,53 84,49
30,4 72,87 70,21 70,52 71,2
15,2 59,42 60,71 60,52 60,21
7,6 50,21 49,53 49,73 49,82
3,8 24,81 25,9 25,74 25,48
1,9 11,52 10,43 10,94 10,96
0,95 0 0 0 0

Tablo 4-17: Favipiravirin RSV’ye karsi antiviral aktivite bulgular:

Favipiravir

Konsantrasyonu % Koruyuculuk % Koruyuculuk % Koruyuculuk % Koruyuculuk

(ng/ml) 1.deney 2.deney 3.deney Ortalama
2239 99,73 99,43 98,72 99,29
111,95 90,43 88,72 89,53 89,56
55,97 78,63 77,92 79,53 78,69
27,98 62,96 65,37 64,92 64,41
13,99 53,87 54,6 55,51 54,66
6,99 40,61 38,73 37,06 38,8
3,49 10,73 11,94 12,63 11,76

1,74 0 0 0 0
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Sekil 4-5: Favipiravir i¢cin hesaplanan EC50 degerleri

Favipiravirinin, Parainfluenza viriis (solda) ve RSV’ye (sagda) karsi GraphPad Prism programi
kullanilarak hesaplanan EC50 degerleri. X ekseni 3 deney sonucunun ortalamasi ile elde edilen

koruyuculuk yiizdelerini, Y ekseni ise ribavirin konsantrasyonlarini gostermektedir.

4.3.3. Oseltamivir icin MTT ile Antiviral Aktivite Bulgular:

Oseltamivirin VERO hiicre hatt1 iizerinde Parainfluenza virlise ve HEp-2
hiicreleri iizerinde RSV’ye kars1 yapilan antiviral aktivite ¢caligmalar1 sonucunda elde
edilen verilere gore koruyuculuk ytizdeleri hesaplanmig ve sirasiyla Tablo 4.18 ve Tablo
4.19°da gosterilmistir. Oseltamivirin Parainfluenza virlis ve RSV’ye karst belirlenen
koruyuculuk yiizdeleri ile GraphPad Prism programi kullanilarak EC50 degerleri
hesaplanmis ve Sekil 4.6°da gosterildigi gibi sirasiyla 13,1 ve 7,67 pg/ml bulunmustur.

Tablo 4-18: Oseltamivirin Parainfluenza viriise karsi antiviral aktivite bulgular

Oseltamivir

Konsantrasyonu % Koruyuculuk % Koruyuculuk % Koruyuculuk % Koruyuculuk

(ng/ml) 1.deney 2.deney 3.deney Ortalama
214,15 84,96 85,12 85,91 85,33
107,07 75,82 74,46 75,43 75,23
53,53 62,18 61,29 63,85 62,44
26,7 60,23 60,98 62,6 61,27
13,38 58,91 57,8 59,03 58,58
6,69 50,63 53,32 52,18 52,04
3,34 23,9 24,41 26,73 25,01
1,67 11,97 10,84 9,83 10,88

*Qseltamivirin CC50 degerleri ¢ok yiiksek oldugu igin deneylere bu degerlerin yarisindan baglanmustir.



Tablo 4-19: Oseltamivirin RSV’ye kars1 antiviral aktivite bulgulari

Oseltamivir

Konsantrasyonu % Koruyuculuk % Koruyuculuk % Koruyuculuk % Koruyuculuk

(ng/ml) 1.deney 2.deney 3.deney Ortalama
145,8 99,94 99,41 98,73 99,36
72,9 84,12 85,72 86,9 85,58
36,45 73,81 74,85 75,79 74,81
18,22 60,82 62,85 64,02 62,56
9,11 50,52 53,76 54,82 53,03
4,55 45,05 47,73 46,83 46,53
2,27 29,53 27,41 28,06 28,33
1,13 12,83 11,85 10,83 11,83

*Qseltamivirin CC50 degerleri ¢ok yiiksek oldugu igin deneylere bu degerlerin yarisindan baglanmustir.
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Sekil 4-6: Oseltamivir icin hesaplanan ECS50 degerleri

Oseltamivirin, Parainfluenza viriis (solda) ve RSV’ye (sagda) karst GraphPad Prism programi
kullanilarak hesaplanan ECS50 degerleri. X ekseni 3 deney sonucunun ortalamasi ile elde edilen

koruyuculuk yiizdelerini, Y ekseni ise Ribavirin konsantrasyonlarini gostermektedir.

4.3.4. NAC icin MTT ile Antiviral Aktivite Bulgular:

NAC i¢in VERO hiicre hatt1 iizerinde Parainfluenza viriise ve HEp-2 hiicre hatti
tizerinde RSV ye kars1 yapilan antiviral aktivite ¢caligmalar1 sonucunda, sirastyla 850,8 -
7,03 pg/ml ve 897,5 - 7,01 ng/ml arasindaki ¢ift kat sulandirimlar ile elde edilen

konsantrasyonlarin hi¢cbirinde herhangi bir antiviral aktivite gozlenmemistir.
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4.3.5. Erdostein icin MTT ile Antiviral Aktivite Bulgular:

Erdostein i¢cin VERO hiicre hatt1 iizerinde Parainfluenza viriise ve HEp-2 hiicre
hatt1 iizerinde RSV’ye kars1 yapilan antiviral aktivite ¢alismalar1 sonucunda, sirasiyla
379 - 2,96 pg/ml ve 272,1 - 2,12 pg/ml arasindaki ¢ift kat sulandirimlar ile elde edilen

konsantrasyonlarin hi¢cbirinde herhangi bir antiviral aktivite gézlenmemistir.

4.4. Plak Olusumu Yontemiyle Antiviral Aktivite Tayini Bulgular:
Antiviral ve mukolitik ilaglarin VERO hiicre hattinda Parainfluenza viriis, HEp-
2 hiicrelerinde ise RSV’ye karsi plak olusumu yontemiyle antiviral aktivite tayinleri

yapilmis olup olusan plaklar mikroplak igerisinde Sekil 4.7°deki gibi gézlemlenmistir.

Sekil 4-7: Mikroplak iizerinde Plak olusumuna ait 6rnek goriintiiler

4.4.1. Ribavirin i¢in Plak Olusumu Yontemiyle Antiviral Aktivite Bulgular
Ribavirinin VERO hiicre hattinda Parainfluenza viriisiine, HEp-2 hiicrelerinde
ise RSV’ye kars1 plak olusumu yontemiyle yapilan antiviral aktivite ¢aligmalarinda
denenen konsantrasyonlar ve inhibisyon yiizdeleri Tablo 4.20 ve Tablo 4.21°de
sunulmustur. Buna gore plak olusumu deneylerinde en az %50 viral inhibisyona neden

olan ribavirin konsantrasyonlari sirastyla 9,21 ve 3,39 ug/ml olarak belirlenmistir.



Tablo 4-20: Ribavirinin plak olusumu yontemiyle Parainfluenza viriis inhibisyonlari

Madde Miktari Plak Sayilari Inhibisyon Yiizdeleri
0 (Viriis Kontrol Kuyusu) 100 pfu/ml 0

147.5 pg/ml 0 pfu/ml 100

73.75 pg/ml 10 pfu/ml 90

36,8 pg/ml 22 pfu/ml 78

18,4 pg/ml 35 pfu/ml 65

9,21 ug/ml 50 pfu/ml 50

4,6 pg/ml 70 pfu/ml 30

2,3 ug/ml 93 pfu/ml 7

1,15 pg/ml 100 pfu/ml 0

Tablo 4-21: Ribavirinin plak olusumu yontemiyle RSV inhibisyonlari

Madde Miktar: Plak Sayilari Inhibisyon Yiizdeleri
0 (Viriis Kontrol Kuyusu) 100 pfu/ml 0

108,6 pg/ml 0 pfu/ml 100

54,3 pg/ml 11 pfu/ml 89

27,15 pg/ml 20 pfu/ml 80

13,57 pg/ml 25 pfu/ml 75

6,78 ng/ml 40 pfu/ml 60

3,39 pg/ml 50 pfu/ml 50

1,69 pg/ml 74 pfu/ml 26

0,84 ug/ml 100 pfu/ml 0

4.4.2. Favipiravir i¢cin Plak Olusumu Yontemiyle Antiviral Aktivite Bulgular:

Favipiravirin  VERO hiicre hatti iizerinde Parainfluenza viriisiine, HEp-2

hiicrelerinde ise RSV’ye karsi plak olusumu yontemiyle antiviral aktivite calismalarinda

test edilen konsantrasyonlar ve inhibisyon yiizdeleri Tablo 4.22 ve Tablo 4.23’de

sunulmustur. Buna gore plak olusumu deneylerinde en az %50 viral inhibisyona neden

olan favipiravir konsantrasyonlar1 sirasiyla 7,6 ve 13,99 ug/ml olarak belirlenmistir.



Tablo 4-22: Favipiravirin plak olusumu yontemiyle Parainfluenza viriis inhibisyonlari

Madde Miktari Plak Sayilari Inhibisyon Yiizdeleri
0 (Viriis Kontrol Kuyusu) 100 pfu/ml 0

121,6 pg/ml 0 pfu/ml 100

60,8 pg/ml 15 pfu/ml 85

30,4 pg/ml 30 pfu/ml 70

15,2 pg/ml 40 pfu/ml 60

7,6 pg/ml 50 pfu/ml 50

3,8 ug/ml 75 pfu/ml 25

1,9 pg/ml 90 pfu/ml 10

0,95 pg/ml 100 pfu/ml 0

Tablo 4-23: Favipiravirin plak olusumu yontemiyle RSV inhibisyonlari

Madde Miktar: Plak Sayilar: Inhibisyon Yiizdeleri
0 (Viriis Kontrol Kuyusu) 100 pfu/ml 0

223,9 pg/ml 0 pfu/ml 100

111,95 pg/ml 10 pfu/ml 90

55,97 ug/ml 20 pfu/ml 80

27,98 pug/ml 35 pfu/ml 65

13,99 ng/ml 45 pfu/ml 55

6,99 pg/ml 60 pfu/ml 40

3,49 pg/ml 90 pfu/ml 10

1,75 pg/ml 100 pfu/ml 0

4.4.3. Oseltamivir icin Plak Olusumu Yoéntemiyle Antiviral Aktivite Bulgular:

Oseltamivirin VERO hiicre hatti1 iizerinde Parainfluenza viriisiine ve HEp-2

hiicrelerinde RSV’ye karsi plak olusumu yontemiyle antiviral aktivite ¢aligmalarinda

denenen konsantrasyonlar ve inhibisyon yiizdeleri Tablo 4.24 ve Tablo 4.25’de

sunulmustur. Buna gore plak olusumu deneylerinde en az %50 viral inhibisyona neden

olan ribavirin konsantrasyonlari sirastyla 26,7 ve 9,11 pg/ml olarak belirlenmistir.



Tablo 4-24: Oseltamivirin plak olusumu yontemiyle Parainfluenza viriis inhibisyonlari

Madde Miktari Plak Sayilari Inhibisyon Yiizdeleri
0 (Viriis Kontrol Kuyusu) 100 pfu/ml 0
214,15 pg/ml 15 pfu/ml 85
107,07 pg/ml 25 pfu/ml 75
53,53 pg/ml 40 pfu/ml 60
26,7 pg/ml 45 pfu/ml 55
13,38 pg/ml 60 pfu/ml 40
6,69 pg/ml 75 pfu/ml 25
3,34 pg/ml 90 pfu/ml 10
1,67 pg/ml 100 pfu/ml 0

Tablo 4-25: Oseltamivirin plak olusumu yontemiyle RSV inhibisyonlari

Madde Miktar: Plak Sayilari Inhibisyon Yiizdeleri
0 (Viriis Kontrol Kuyusu) 100 pfu/ml 0

145,8 pg/ml 0 pfu/ml 100

72,9 ug/ml 15 pfu/ml 85

36,45 ng/ml 25 pfu/ml 75

18,22 pg/ml 40 pfu/ml 60

9,11 ug/ml 50 pfu/ml 50

4,55 ng/ml 45 pfu/ml 65

2,27 pg/ml 70 pfu/ml 30

1,13 pg/ml 88 pfu/ml 12

4.4.4. NAC icin Plak Olusumu Yoéntemiyle Antiviral Aktivite Bulgular:
NAC’m VERO  hiicreleri iizerinde Parainfluenza virlisine ve HEp-2
hiicrelerinde RSV’ye karst plak olusumu yontemiyle yapilan antiviral aktivite

caligmalarinda herhangi bir inhibisyon goriilmemistir.



4.4.5. Erdostein i¢in Plak Olusumu Yontemiyle Antiviral Aktivite Bulgular:
Erdosteinin VERO hiicrelerinde Parainfluenza viriisiine ve HEp-2 hiicrelerinde
RSV’ye kars1 yapilan plak olusumu yontemiyle antiviral aktivite deneylerinde herhangi

bir inhibisyon goriilmemistir.

44.6. MTT ve Plak Olusumu Yontemiyle Elde Edilen Antiviral Aktivite
Bulgularimin karsilastirilmasi

Calismada kullanilan antiviral ve mukolitik ilaglarin VERO hiicreleri iizerinde
Parainfluenza viriisiine ve HEp-2 hiicrelerinde RSV’ye kars1i hem MTT hem de plak
olusumu yontemleriyle uygulanan antiviral aktivite deneylerinde elde edilen sirasiyla
EC50 ve %50 viral inhibisyon degerleri Tablo 4.26’da o0zetlenmis, elde edilen

degerlerin birbirleri ile paralel olduklar1 gézlenmistir.

Tablo 4-26: Cahsilan ilaglarin MTT ve Plak Olusumu Yéntemleriyle Viral inhibisyon
Bulgular: (ng/ml)

; Plak Olusumu Yontemiyle %50
MTT ile EC50 degerleri

Viral inhibisyon yapan degerler

Maddeler VERO hiicresi HEp-2 hiicresi ~ VERO hiicresi HEp-2 hiicresi
Ribavirin 11,65 4,46 9,21 3,39
Favipiravir 9,78 141 7,6 13,99
Oseltamivir 13,1 7,67 26,7 9,11
NAC - - - -
Erdostein - - - -

4.5. Antiviral Kombinasyon Testlerine ait Bulgular

Calismamizda, antivirallerin kendi aralarinda ve mukolitik ilaglarla olan
kombinasyon deneylerinde olusan etkilerin belirlenmesinde kullanilan SynergyFinder
isimli programin analizleri sonucunda iki ila¢ arasinda hesaplanan sinerji skorlart -
10’dan kiiglikse antagonist etki, -10 ile 10 arasinda ise aditif etki ve 10°dan biiyiik
skorlar sinerjist etkiyi ortaya koymaktadir (Jitobaom ve ark. 2021, 2022).



4.5.1. Ribavirin-Oseltamivir Kombinasyonu icin MTT Antiviral Aktivite Bulgular:

Antiviraller arasinda yapilan kombinasyon deneylerinde ribavirin ve
oseltamivirin EC50 degerlerinden baglanarak hazirlanan ¢ift kat sulandirimlariyla elde
edilen konsantrasyonlarinin VERO hiicreleri lizerinde Parainfluenza viriisiine ve HEp-2
hiicreleri lizerinde RSV ye kars1 hesaplanan yiizde koruma oranlar1 sirasiyla Tablo 4.27

ve Tablo 4.28’de gosterilmistir.

Ribavirin-oseltamivir kombinasyonunun Parainfluenza viriisii ve RSV’ye karsi
SynergyFinder programu ile tespit edilen sinerji skorlari sirastyla 10,73 ve 12,8 olarak
bulunmus olup bu degerler sinerjist etki olarak degerlendirilmistir. Sinerji skorlarin

aciklayan grafikler Sekil 4.8 ve Sekil 4.9°da gosterilmistir.

Tablo 4-27: Ribavirin-Oseltamivir kombinasyonunun Parainfluenza viriise kars1 koruma
oranlari (%)

ilac 1 Ilac2  Hiicre Hatt Konsantrasyon 1 Konsantrasyon 2 % inhibisyon
- Ribavirin VERO - 11,65 50
- Ribavirin VERO - 5,82 28,48
- Ribavirin VERO - 2,91 11,49
- Ribavirin VERO - 1,45 0
Oseltamivir - VERO 13,1 - 50
Oseltamivir - VERO 6,55 - 45,32
Oseltamivir - VERO 3,27 - 21,47
Oseltamivir - VERO 1,63 - 9,16
Oseltamivir  Ribavirin VERO 6,55 5,82 89,35
Oseltamivir  Ribavirin VERO 3,27 2,91 47,69

Oseltamivir  Ribavirin VERO 1,63 1,45 23,46
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Tablo 4-28: Ribavirin-Oseltamivir kombinasyonunun RSV’ye kars1 koruma oranlari (%)

ilag 1 ilac 2 Hiicre Hatti Konsantrasyon1 Konsantrasyon2 9% inhibisyon

Oseltamivir - HEp-2 7,67 - 50
Oseltamivir - HEp-2 3,83 - 29,86
Oseltamivir - HEp-2 1,91 - 16,48
Oseltamivir - HEp-2 0,95 - 8,53

- Ribavirin HEp-2 - 4,45 50

- Ribavirin HEp-2 - 2,22 33,43

- Ribavirin HEp-2 - 1,11 21,44

- Ribavirin HEp-2 - 0,55 0
Oseltamivir  Ribavirin HEp-2 7,67 4,45 100
Oseltamivir  Ribavirin HEp-2 3,83 2,22 91,67
Oseltamivir  Ribavirin HEp-2 1,91 1,11 73,27
Oseltamivir  Ribavirin HEp-2 0,95 0,55 26,28

Mean: 10.73 (p = 1.94e-01)

582- 0 5.3

Mean: 10.73 (p = 1.94e-01)
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Oseltamivir (ua/ml)

Sekil 4-8: Ribavirin-Oseltamivir kombinasyonunun Parainfluenza viriise kars1 antiviral
aktivite grafikleri

Synergyfinder programi ile elde edilen sol taraftaki grafik Parainfluenza viriis i¢in doz cevap egrisine
bagli 3 boyutlu matrixi; sag tarafta ilag kombinasyonunun iki boyutlu 1s1 grafigi ve sinerji skor anahtari

ile birlikte yatay diizlemde Ribavirin, dikey diizlemde ise Oseltamivir konsantrasyonlari ifade edilmistir.
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Mean: 12.8 (p = 1.09e-01)
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Sekil 4-9: Ribavirin-Oseltamivir kombinasyonunun RSV’ye Kkarsi antiviral aktivite
grafikleri

Synergyfinder programu ile elde edilen sol taraftaki grafik RSV i¢in doz cevap egrisine bagh 3 boyutlu
matrixi; sag tarafta ilag kombinasyonunun iki boyutlu 1s1 grafigi ve sinerji skor anahtari ile birlikte yatay

diizlemde Oseltamivir, dikey diizlemde ise Ribavirin konsantrasyonlari ifade edilmistir.

4.5.2. Ribavirin-Favipiravir Kombinasyonu icin MTT Antiviral Aktivite Bulgular:

Antiviraller arasinda yapilan kombinasyon deneylerinde ribavirin ve
favipiravirin EC50 degerlerinden baslanarak hazirlanan ¢ift kat sulandirimlariyla elde
edilen konsantrasyonlarinin VERO hiicreleri lizerinde Parainfluenza viriisiine ve HEp-2
hiicreleri lizerinde RSV’ye kars1 hesaplanan yiizde koruma oranlar sirasiyla Tablo 4.29

ve Tablo 4.30’da gosterilmistir.

Ribavirin-favipiravir kombinasyonunun Parainfluenza viriisii ve RSV’ye karsi
SynergyFinder programi ile tespit edilen sinerji skorlari sirasiyla 6,1 ve -1,01 olarak
bulunmus olup bu degerler aditif etki olarak degerlendirilmistir. Sinerji skorlarim

aciklayan grafikler Sekil 4.10 ve Sekil 4.11°de gosterilmistir.



Tablo 4-29: Ribavirin-Favipiravir kombinasyonunun Parainfluenza viriise kars1 koruma
oranlari (%)

flac 1 ilac 2 Hiicre Hatth  Konsantrasyon 1  Konsantrasyon 2 % inhibisyon
Favipiravir - VERO 9,78 - 50
Favipiravir - VERO 4,89 - 44,57
Favipiravir - VERO 2,44 - 29,32
Favipiravir - VERO 1,22 - 11,45
- Ribavirin VERO - 11,65 50
- Ribavirin VERO - 5,8 33,21
- Ribavirin VERO - 2,91 19,59
- Ribavirin VERO - 1,45 9,35
Favipiravir  Ribavirin VERO 9,78 11,65 100
Favipiravir  Ribavirin VERO 4,89 58 90,26
Favipiravir  Ribavirin VERO 2,44 2,91 52,48
Favipiravir  Ribavirin VERO 1,22 1,45 25,63

Tablo 4-30: Ribavirin-Favipiravir kombinasyonunun RSV’ye kars1 koruma oranlari (%)

flac 1 Ilac2  Hiicre Hath Konsantrasyon 1 Konsantrasyon2 % inhibisyon
- Ribavirin HEp-2 - 4,45 50
- Ribavirin HEp-2 - 2,22 33,43
- Ribavirin HEp-2 - 1,11 21,44
- Ribavirin HEp-2 - 0,55 0
Favipiravir - HEp-2 14,1 - 50
Favipiravir - HEp-2 7,05 - 48,84
Favipiravir - HEp-2 3,52 - 18,69
Favipiravir - HEp-2 1,76 - 3,56
Favipiravir  Ribavirin HEp-2 14,1 4,45 100
Favipiravir  Ribavirin HEp-2 7,05 2,22 84,29
Favipiravir  Ribavirin HEp-2 3,52 1,11 43,68
Favipiravir  Ribavirin HEp-2 1,76 0,55 5,38
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Sekil 4-10: Ribavirin-Favipiravir kombinasyonunun Parainfluenza viriise kars1 antiviral
aktivite grafikleri

Synergyfinder programi ile elde edilen sol taraftaki grafik Parainfluenza viriis i¢in doz cevap egrisine
baglh 3 boyutlu matrixi; sag tarafta ilag kombinasyonunun iki boyutlu 1s1 grafigi ve sinerji skor anahtari

ile birlikte yatay diizlemde Favipirair, dikey diizlemde ise Ribavirin konsantrasyonlar1 ifade edilmistir.
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Sekil 4-11: Ribavirin-Favipiravir kombinasyonunun RSV’ye Kkarsi antiviral aktivite
grafikleri

Synergyfinder programu ile elde edilen sol taraftaki grafik RSV igin doz cevap egrisine bagl 3 boyutlu
matrixi; sag tarafta ilag kombinasyonunun iki boyutlu 1s1 grafigi ve sinerji skor anahtari ile birlikte yatay

diizlemde Favipirair, dikey diizlemde ise Ribavirin konsantrasyonlari ifade edilmistir.



4.5.3. Favipiravir-Oseltamivir Kombinasyonu icin MTT ile Antiviral Aktivite
Bulgular:

Antiviraller arasinda yapilan bu kombinasyon deneylerinde favipiravir ve
oseltamivirin EC50 degerlerinden baslanarak hazirlanan ¢ift kat sulandirimlariyla elde
edilen konsantrasyonlarin VERO hiicreleri iizerinde Parainfluenza viriisiine ve HEp-2
hiicreleri lizerinde RSV’ye kars1 hesaplanan yiizde koruma oranlar: sirasiyla Tablo 4.31

ve Tablo 4.32’de gosterilmistir.

Favipiravir-oseltamivir kombinasyonunun Parainfluenza viriisii ve RSV’ye kars1
SynergyFinder programi ile tespit edilen sinerji skorlar1 sirasiyla 6,79 ve 2,36 olarak
bulunmus olup bu degerler aditif etki olarak degerlendirilmistir. Sinerji skorlarini

aciklayan grafikler Sekil 4.12 ve Sekil 4.13’de gosterilmistir.

Tablo 4-31: Favipiravir- Oseltamivir kombinasyonunun Parainfluenza viriise karsi
koruma oranlari (%)

flac 1 flac 2 Hiicre Hatth Konsantrasyon 1 Konsantrasyon2 % inhibisyon
- Oseltamivir VERO - 13,1 50
- Oseltamivir VERO - 6,55 44,57
- Oseltamivir VERO - 3,27 29,32
- Oseltamivir VERO - 1,63 11,45
Favipiravir - VERO 9,78 - 50
Favipiravir - VERO 4,89 - 33,21
Favipiravir - VERO 2,44 - 19,59
Favipiravir - VERO 1,22 - 9,35
Favipiravir  Oseltamivir VERO 9,76 13,1 100
Favipiravir  Oseltamivir VERO 4,88 6,55 85,34
Favipiravir  Oseltamivir VERO 2,44 3,27 59,47

Favipiravir Oseltamivir VERO 1,22 1,63 31,68
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Tablo 4-32: Favipiravir-Oseltamivir kombinasyonunun RSV’ye karsi koruma oranlariy(%)

ilag 1 ilag 2 Hiicre Hatti Konsantrasyon 1 Konsantrasyon 2 % inhibisyon
Oseltamivir - HEp-2 7,67 - 50
Oseltamivir - HEp-2 3,83 - 35,86
Oseltamivir - HEp-2 191 - 19,48
Oseltamivir - HEp-2 0,95 - 8,5
- Favipiravir HEp-2 - 141 50
- Favipiravir HEp-2 - 7,05 48,84
- Favipiravir HEp-2 - 3,52 18,69
- Favipiravir HEp-2 - 1,76 3,56
Oseltamivir  Favipiravir HEp-2 7,67 14,1 100
Oseltamivir  Favipiravir HEp-2 3,83 7,05 90,53
Oseltamivir  Favipiravir HEp-2 1,91 3,52 45,62
Oseltamivir  Favipiravir HEp-2 0,95 1,76 15,42
Mean: 6.79 (p = 1.55e-01)
Mean: 6.79 (p = 1.565e-01)
6.55= 0 9.65 3.36 Synergy Score
% .zu
g&ff 0 - 14.99 -11.17 -8.99 0
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1] Q o] 0 ) Q
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Sekil 4-12: Favipiravir-Oseltamivir kombinasyonunun Parainfluenza viriise karsi
antiviral aktivite grafikleri

Synergyfinder programi ile elde edilen sol taraftaki grafik Parainfluenza viriis i¢in doz cevap egrisine

bagli 3 boyutlu matrixi; sag tarafta ilag kombinasyonunun iki boyutlu 1s1 grafigi ve sinerji skor anahtari

ile birlikte yatay diizlemde Favipiravir, dikey diizlemde ise Oseltamivir konsantrasyonlar1 ifade

edilmistir.
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Sekil 4-13: Favipiravir-Oseltamivir kombinasyonunun RSV’ye karsi antiviral aktivite
grafikleri

Synergyfinder programu ile elde edilen sol taraftaki grafik RSV i¢in doz cevap egrisine bagl 3 boyutlu
matrixi; sag tarafta ilag kombinasyonunun iki boyutlu 1s1 grafigi ve sinerji skor anahtari ile birlikte yatay

diizlemde Favipiravir, dikey diizlemde ise Oseltamivir konsantrasyonlari ifade edilmistir.

4.5.4. Ribavirin-NAC Kombinasyonu icin MTT ile Antiviral Aktivite Bulgulari
NAC’mn hesaplan CC50 degerinde sabit tutuldugu ortamda ribavirinin, CC50
degerinden baslanarak hazirlanan ¢ift kat sulandirimlariyla elde edilen
kombinasyonlarin VERO hiicreleri lizerinde Parainfluenza viriisiine ve HEp-2 hiicreleri
tizerinde RSV’ye kars1 hesaplanan yiizde koruma oranlari sirastyla Tablo 4.33 ve Tablo

4.34°de gosterilmistir.

Ribavirin-NAC kombinasyonunun Parainfluenza virlisi ve RSV’ye Kkarsi
SynergyFinder programi ile tespit edilen sinerji skorlari sirasiyla -6,14 ve -1,92 olarak
bulunmus ve bu degerler aditif etki olarak degerlendirilmistir. Sinerji skorlarim

aciklayan grafikler Sekil 4.14 ve Sekil 4.15°de gosterilmistir.



Tablo 4-33: Ribavirin-NAC kombinasyonunun Parainfluenza viriise kars1 koruma
oranlari (%)

Ilag 1 flac 2 Hiicre Hatti Konsantrasyon 1 Konsantrasyon 2 % inhibisyon
- Ribavirin VERO - 147,5 99,4
NAC - VERO 850,8 - 0
NAC Ribavirin VERO 850,8 147,5 100
NAC Ribavirin VERO 850,8 73,75 90,64
NAC Ribavirin VERO 850,8 36,8 81,23
NAC Ribavirin VERO 850,8 18,4 68,62
NAC Ribavirin VERO 850,8 9,21 55,03
NAC Ribavirin VERO 850,8 4,6 29,49

Tablo 4-34: Ribavirin-NAC kombinasyonunun RSV’ye karsi koruma oranlari (%)

flac 1 ilag 2 Hiicre Hatti Konsantrasyon 1 Konsantrasyon 2 % inhibisyon
- Ribavirin HEp-2 0 108,6 99,9
NAC - HEp-2 897,5 0 0
NAC Ribavirin HEp-2 897,5 108,6 100
NAC Ribavirin HEp-2 897,5 54,3 95,3
NAC Ribavirin HEp-2 897,5 27,15 87,5
NAC Ribavirin HEp-2 897,5 13,57 81,6
NAC Ribavirin HEp-2 897,5 6,78 73,8

NAC Ribavirin HEp-2 897.,5 3,39 63.85
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Sekil 4-14: Ribavirin-NAC kombinasyonunun Parainfluenza viriisiine karsi antiviral

aktivite grafikleri

Synergyfinder programi ile elde edilen sol taraftaki grafik Parainfluenza viriis i¢in doz cevap egrisine

baglt 3 boyutlu matrixi; sag tarafta ilag kombinasyonunun iki boyutlu 1s1 grafigi ve sinerji skor anahtar1

ile birlikte yatay diizlemde NAC, dikey diizlemde ise Ribavirin konsantrasyonlar1 ifade edilmistir.
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Sekil 4-15: Ribavirin-NAC kombinasyonunun RSV’ye karsi antiviral aktivite grafikleri

Synergyfinder programi ile elde edilen sol taraftaki grafik RSV i¢in doz cevap egrisine bagh 3 boyutlu

matrixi; sag tarafta ilag kombinasyonunun iki boyutlu 1s1 grafigi ve sinerji skor anahtar ile birlikte yatay

diizlemde NAC, dikey diizlemde ise Ribavirin konsantrasyonlar1 ifade edilmistir.



4.5.5. Favipiravir- NAC Kombinasyonu icin MTT ile Antiviral Aktivite Bulgular:
NAC’m hesaplanan CC50 degerinde sabit tutuldugu ortamda favipiravirin,
CC50 degerinden baglanarak hazirlanan ¢ift kat sulandirimlariyla elde edilen
kombinasyonlarin VERO hiicreleri {izerinde Parainfluenza viriisiine ve HEp-2 hiicreleri
tizerinde RSV’ye kars1 hesaplanan yiizde koruma oranlar sirasiyla Tablo 4.35 ve Tablo

4.36°da gosterilmistir.

Favipiravir-NAC kombinasyonunun Parainfluenza viriisii ve RSV’ye Kkarsi
SynergyFinder programi ile tespit edilen sinerji skorlar1 sirasiyla -7,89 ve -4,74 olarak
bulunmus ve bu degerler aditif etki olarak degerlendirilmistir. Sinerji skorlarini

aciklayan grafikler Sekil 4.16 ve Sekil 4.17°de gosterilmistir.

Tablo 4-35: Favipiravir-NAC kombinasyonunun Parainfluenza viriisiine karsi koruma
oranlari (%)

ilag 1 ilag 2 Hiicre Hatti Konsantrasyon 1 Konsantrasyon 2 % inhibisyon
- Favipiravir VERO 0 121,6 99,9
NAC - VERO 850,8 0 0
NAC Favipiravir VERO 850,8 121,6 100
NAC Favipiravir VERO 850,8 60,8 86,53
NAC Favipiravir VERO 850,8 30,4 74,83
NAC Favipiravir VERO 850,8 15,2 65,71
NAC Favipiravir VERO 850,8 7,6 52,69
NAC Favipiravir VERO 850,8 3,8 29,16

Tablo 4-36: Favipiravir-NAC kombinasyonunun RSV’ye kars1 koruma oranlari (%)

ilag 1 ilac 2 Hiicre Hatti Konsantrasyon 1 Konsantrasyon 2 % inhibisyon
NAC Favipiravir HEp-2 0 2239 99,2
NAC Favipiravir HEp-2 897,5 0 0

NAC Favipiravir HEp-2 897,5 223,9 100
NAC Favipiravir HEp-2 897,5 111,95 89,75
NAC Favipiravir HEp-2 897,5 55,97 80,01
NAC Favipiravir HEp-2 897,5 27,98 65,85
NAC Favipiravir HEp-2 897,5 13,99 54,78

NAC Favipiravir HEp-2 897,5 6,99 40,29
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Sekil 4-16: Favipiravir-NAC kombinasyonunun Parainfluenza viriise karsi antiviral
aktivite grafikleri

Synergyfinder programi ile elde edilen sol taraftaki grafik Parainfluenza viriis i¢in doz cevap egrisine
bagl 3 boyutlu matrixi; sag tarafta ilag kombinasyonunun iki boyutlu 1s1 grafigi ve sinerji skor anahtari

ile birlikte yatay diizlemde NAC, dikey diizlemde ise Favipiravir konsantrasyonlar1 ifade edilmistir.
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Sekil 4-17: Favipiravir-NAC kombinasyonunun RSV’ye karsi antiviral aktivite grafikleri

Synergyfinder programu ile elde edilen sol taraftaki grafik RSV i¢in doz cevap egrisine bagl 3 boyutlu
matrixi; sag tarafta ilag kombinasyonunun iki boyutlu 1s1 grafigi ve sinerji skor anahtar ile birlikte yatay

diizlemde NAC, dikey diizlemde ise Favipiravir konsantrasyonlari ifade edilmistir.



4.5.6. Oseltamivir - NAC Kombinasyonu i¢cin MTT ile Antiviral Aktivite Bulgular:
NAC’m hesaplanan CC50 degerinde sabit tutuldugu ortamda oseltamivirin,
CC50 degerinden baglanarak hazirlanan ¢ift kat sulandirimlariyla elde edilen
kombinasyonlarin VERO hiicreleri iizerinde Parainfluenza viriisiine ve HEp-2 hiicreleri
tizerinde RSV’ye kars1 hesaplanan yiizde koruma oranlar sirasiyla Tablo 4.37 ve Tablo

4.38’de gosterilmistir.

Oseltamivir-NAC kombinasyonunun Parainfluenza viriisii ve RSV’ye karsi
SynergyFinder programui ile tespit edilen sinerji skorlari sirastyla -1,91 ve -5,19 olarak
bulunmus ve bu degerler aditif etki olarak degerlendirilmistir. Sinerji skorlarini

aciklayan grafikler Sekil 4.18 ve Sekil 4.19°da gosterilmistir.

Tablo 4-37: Oseltamivir-NAC kombinasyonunun Parainfluenza viriisiine karsi koruma
oranlari (%)

ilag 1 ilac 2 Hiicre Hatti Konsantrasyon 1 Konsantrasyon 2 % inhibisyon
- Oseltamivir VERO 0 214,15 85,2
NAC - VERO 850,8 0 0
NAC Oseltamivir VERO 850,8 214,15 93,61
NAC Oseltamivir VERO 850,8 107,07 78,9
NAC Oseltamivir VERO 850,8 53,53 66,01
NAC Oseltamivir VERO 850,8 26,7 63,12
NAC Oseltamivir VERO 850,8 13,38 60,35
NAC Oseltamivir VERO 850,8 6,69 57,92

Tablo 4-38: Oseltamivir-NAC kombinasyonunun RSV’ye karsi koruma oranlari (%)

flac 1 flag 2 Hiicre Hatti Konsantrasyon 1 Konsantrasyon 2 % inhibisyon
- Oseltamivir HEp-2 0 145,8 99,2
NAC - HEp-2 897,5 0 0
NAC Oseltamivir HEp-2 897,5 145,8 100
NAC Oseltamivir HEp-2 897,5 72,9 88,3
NAC Oseltamivir HEp-2 897,5 36,45 78,43
NAC Oseltamivir HEp-2 897,5 18,22 66,91
NAC Oseltamivir HEp-2 897,5 9,11 55,59

NAC Oseltamivir HEp-2 897,5 4,55 4521
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Sekil 4-18: Oseltamivir-NAC kombinasyonunun Parainfluenza viriise karsi antiviral

aktivite grafikleri

Synergyfinder programi ile elde edilen sol taraftaki grafik Parainfluenza viriis i¢in doz cevap egrisine

baglt 3 boyutlu matrixi; sag tarafta ilag kombinasyonunun iki boyutlu 1s1 grafigi ve sinerji skor anahtar1

ile birlikte yatay diizlemde NAC, dikey diizlemde ise Oseltamivir konsantrasyonlari ifade edilmistir.

Mean: -5.19 (p = 4.55e-01)

Synergy Score

0

145.8-

729-

@
&
IS
n

1822~

Oseltamivir (pg/ml)
»~ ©
o =
& =

=)
0

Mean: -5.19 ii = 4.55e-01i

NAC (ug/mi)y

6.71
-3.16
-13.85
=527

-24

'
8975

Sekil 4-19: Oseltamivir-NAC kombinasyonunun RSV’ye kars: antiviral aktivite grafikleri

Synergyfinder programu ile elde edilen sol taraftaki grafik RSV i¢in doz cevap egrisine bagli 3 boyutlu

matrixi; sag tarafta ilag kombinasyonunun iki boyutlu 1s1 grafigi ve sinerji skor anahtari ile birlikte yatay

diizlemde NAC, dikey diizlemde ise Oseltamivir konsantrasyonlar1 ifade edilmistir.



4.5.7. Ribavirin-Erdostein Kombinasyonu i¢cin MTT Antiviral Aktivite Bulgular:

Erdosteinin hesaplanan CC50 degerinde sabit tutuldugu ortamda ribavirinin,
CC50 degerinden baslanarak hazirlanan ¢ift kat sulandirimlariyla elde edilen
kombinasyonlarin VERO hiicreleri {izerinde Parainfluenza viriisiine ve HEp-2 hiicreleri
tizerinde RSV’ye kars1 hesaplanan yiizde koruma oranlar sirasiyla Tablo 4.39 ve Tablo
4.40°da gosterilmistir.

Ribavirin-erdostein kombinasyonunun Parainfluenza viriisiit ve RSV’ye karsi
SynergyFinder programi ile tespit edilen sinerji skorlar1 sirasiyla -7,42 ve -3,21 olarak
bulunmus ve bu degerler aditif etki olarak degerlendirilmistir. Sinerji skorlarini

aciklayan grafikler Sekil 4.20 ve Sekil 4.21°de gosterilmistir.

Tablo 4-39: Ribavirin-Erdostein kombinasyonunun Parainfluenza viriise karsi koruma
oranlari (%)

ilag 1 ilag 2 Hiicre Hatti Konsantrasyon 1 Konsantrasyon 2 % inhibisyon
- Ribavirin VERO 0 147,5 99,4
Erdostein - VERO 379 0 0
Erdostein Ribavirin VERO 379 147,5 100
Erdostein  Ribavirin VERO 379 73,75 90,43
Erdostein  Ribavirin VERO 379 36,8 79,81
Erdostein  Ribavirin VERO 379 18,4 66,15
Erdostein  Ribavirin VERO 379 9,21 54,35
Erdostein Ribavirin VERO 379 4,6 23,49

Tablo 4-40: Ribavirin-Erdostein kombinasyonunun RSV’ye karsi koruma oranlari (%)

ilag 1 ilac 2 Hiicre Hatti Konsantrasyon 1 Konsantrasyon 2 % inhibisyon
- Ribavirin HEp-2 0 108,6 99,85
Erdostein - HEp-2 272,1 0 0
Erdostein Ribavirin HEp-2 272,1 108,6 100
Erdostein Ribavirin HEp-2 272,1 54,3 90,21
Erdostein Ribavirin HEp-2 272,1 27,15 83,48
Erdostein Ribavirin HEp-2 272,1 13,57 79,34
Erdostein Ribavirin HEp-2 272,1 6,78 63,87

Erdostein Ribavirin HEp-2 272,1 3,39 53,91
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Sekil 4-20: Ribavirin-Erdostein kombinasyonunun Parainfluenza viriise karsi antiviral
aktivite grafikleri

Synergyfinder programi ile elde edilen sol taraftaki grafik Parainfluenza viriis i¢in doz cevap egrisine
baglh 3 boyutlu matrixi; sag tarafta ilag kombinasyonunun iki boyutlu 1s1 grafigi ve sinerji skor anahtari

ile birlikte yatay diizlemde Erdostein, dikey diizlemde ise Ribavirin konsantrasyonlari ifade edilmistir.
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Sekil 4-21: Ribavirin-Erdostein kombinasyonunun RSV’ye Kkarsi antiviral aktivite
grafikleri

Synergyfinder programu ile elde edilen sol taraftaki grafik RSV i¢in doz cevap egrisine bagh 3 boyutlu
matrixi; sag tarafta ilag kombinasyonunun iki boyutlu 1s1 grafigi ve sinerji skor anahtari ile birlikte yatay

diizlemde Erdostein, dikey diizlemde ise Ribavirin konsantrasyonlar ifade edilmistir.



4.5.8. Favipiravir-Erdostein Kombinasyonu i¢cin MTT Antiviral Aktivite Bulgular

Erdosteinin hesaplanan CC50 degerinde sabit tutuldugu ortamda favipiravirin,
CC50 degerinden baglanarak hazirlanan ¢ift kat sulandirimlariyla elde edilen
kombinasyonlarin VERO hiicreleri {izerinde Parainfluenza viriisiine ve HEp-2 hiicreleri
tizerinde RSV’ye kars1 hesaplanan yiizde koruma oranlar sirasiyla Tablo 4.41 ve Tablo

4.42°de gosterilmistir.

Favipiravir-erdostein kombinasyonunun Parainfluenza virlis ve RSV’ye Kkarsi
SynergyFinder programui ile tespit edilen sinerji skorlari sirasiyla -8,34 ve -5,43 olarak
bulunmus ve bu degerler aditif etki olarak degerlendirilmistir. Sinerji skorlarini

aciklayan grafikler Sekil 4.22 ve Sekil 4.23’de gosterilmistir.

Tablo 4-41: Favipiravir-Erdostein kombinasyonunun Parainfluenza viriise kars1 koruma
oranlari (%)

ilag 1 ilag 2 Hiicre Hatti Konsantrasyon 1 Konsantrasyon 2 % inhibisyon
- Favipiravir VERO 0 121,6 99,9

Erdostein - VERO 379 0 0
Erdostein  Favipiravir VERO 379 121,6 100
Erdostein  Favipiravir VERO 379 60,8 85,9
Erdostein  Favipiravir VERO 379 30,4 72,52
Erdostein  Favipiravir VERO 379 15,2 60,93
Erdostein  Favipiravir VERO 379 7,6 51,64
Erdostein  Favipiravir VERO 379 3,8 28,92

Tablo 4-42: Favipiravir-Erdostein kombinasyonunun RSV’ye kars1 koruma oranlari (%)

ilag 1 ilac 2 Hiicre Hatti Konsantrasyon 1 Konsantrasyon 2 % inhibisyon
- Favipiravir HEp-2 0 2239 99,6
Erdostein - HEp-2 272,1 0 0
Erdostein Favipiravir HEp-2 272,1 2239 100
Erdostein Favipiravir HEp-2 272,1 111,95 91,3
Erdostein  Favipiravir HEp-2 272,1 55,97 79,27
Erdostein  Favipiravir HEp-2 272,1 27,98 66,09
Erdostein  Favipiravir HEp-2 272,1 13,99 56,26

Erdostein  Favipiravir HEp-2 272,1 6,99 40,32
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Sekil 4-22: Favipiravir-Erdostein kombinasyonunun Parainfluenza viriise karsi antiviral
aktivite grafikleri

Synergyfinder programi ile elde edilen sol taraftaki grafik Parainfluenza viriis i¢in doz cevap egrisine
baglh 3 boyutlu matrixi; sag tarafta ilag kombinasyonunun iki boyutlu 1s1 grafigi ve sinerji skor anahtari

ile birlikte yatay diizlemde Erdostein, dikey diizlemde ise Favipiravir konsantrasyonlari ifade edilmistir.
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Sekil 4-23: Favipiravir-Erdostein kombinasyonunun RSV’ye Kkarsi antiviral aktivite
grafikleri

Synergyfinder programi ile elde edilen sol taraftaki grafik RSV i¢in doz cevap egrisine bagli 3 boyutlu
matrixi; sag tarafta ilag¢ kombinasyonunun iki boyutlu 1s1 grafigi ve sinerji skor anahtari ile birlikte yatay

diizlemde Erdostein, dikey diizlemde ise Favipiravir konsantrasyonlar1 ifade edilmistir.



4.5.9. Oseltamivir-Erdostein Kombinasyonu i¢cin MTT Antiviral Aktivite Bulgulari

Erdosteinin hesaplanan CC50 degerinde sabit tutuldugu ortamda oseltamivirin,
CC50 degeri ¢ok yiiksek aktivite gosterdigi i¢in, bu degerin yarisindan baslanarak
hazirlanan ¢ift kat sulandirimlariyla elde edilen kombinasyonlarn VERO hiicreleri
tizerinde Parainfluenza viriisiine ve HEp-2 hiicreleri lizerinde RSV’ye kars1 hesaplanan

yiizde koruma oranlari sirasiyla Tablo 4.43 ve Tablo 4.44’de gosterilmistir.

Oseltamivir-erdostein kombinasyonunun Parainfluenza virlis ve RSV’ye karsi
SynergyFinder programui ile tespit edilen sinerji skorlari sirasiyla -2,64 ve -4,77 olarak
bulunmus ve bu degerler aditif etki olarak degerlendirilmistir. Sinerji skorlarini

aciklayan grafikler Sekil 4.24 ve Sekil 4.25°de gosterilmistir.

Tablo 4-43: Oseltamivir-Erdostein kombinasyonunun Parainfluenza viriise karsi1 koruma
oranlari (%)

ilag 1 ilac 2 Hiicre Hatti Konsantrasyon 1 Konsantrasyon 2 % inhibisyon
- Oseltamivir VERO 0 214,15 85,6
Erdostein - VERO 379 0 0
Erdostein  Oseltamivir VERO 379 214,15 86,23
Erdostein  Oseltamivir VERO 379 107,07 76,17
Erdostein  Oseltamivir VERO 379 53,53 64,29
Erdostein  Oseltamivir VERO 379 26,7 63,18
Erdostein  Oseltamivir VERO 379 13,38 59,34
Erdostein  Oseltamivir VERO 379 6,69 53,41

Tablo 4-44: Oseltamivir-Erdostein kombinasyonunun RSV’ye kars1 koruma oranlari (%)

flac 1 flag 2 Hiicre Hatti Konsantrasyon 1 Konsantrasyon 2 % inhibisyon
- Oseltamivir HEp-2 0 145,8 99,6
Erdostein - HEp-2 272,1 0 0
Erdostein  Oseltamivir HEp-2 272,1 145,8 99,9
Erdostein  Oseltamivir HEp-2 272,1 72,9 87,23
Erdostein  Qseltamivir HEp-2 272,1 36,45 76,81
Erdostein  Oseltamivir HEp-2 272,1 18,22 65,35
Erdostein  Oseltamivir HEp-2 272,1 9,11 53,76

Erdostein  Oseltamivir HEp-2 272,1 4,55 47,98
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Sekil 4-24: Oseltamivir-Erdostein kombinasyonunun Parainfluenza viriise karsi antiviral
aktivite grafikleri

Synergyfinder programi ile elde edilen sol taraftaki grafik Parainfluenza viriis i¢in doz cevap egrisine
baglh 3 boyutlu matrixi; sag tarafta ilag kombinasyonunun iki boyutlu 1s1 grafigi ve sinerji skor anahtari

ile birlikte yatay diizlemde Erdostein, dikey diizlemde ise Oseltamivir konsantrasyonlari ifade edilmistir.
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Sekil 4-25: Oseltamivir-Erdostein kombinasyonunun RSV’ye karsi antiviral aktivite
grafikleri

Synergyfinder programu ile elde edilen sol taraftaki grafik RSV i¢in doz cevap egrisine bagli 3 boyutlu
matrixi; sag tarafta ila¢ kombinasyonunun iki boyutlu 1s1 grafigi ve sinerji skor anahtar1 ile birlikte yatay

diizlemde Erdostein, dikey diizlemde ise Oseltamivir konsantrasyonlar1 ifade edilmistir.



4.5.10. Antiviral Kombinasyonlar1 Sinerji Skorlarina ait bulgular

Calismada kullanilan antiviral ilaglarin gerek kendi aralarinda, gerekse
mukolitik ilaglarla olan kombinasyon testlerinde elde edilen bulgular ile SynergyFinder
Programi yardimi ile hesaplanan sinerji skorlar1 Tablo 4-45’de Ozetlenmistir. Bu
sonuglara gore antiviral-mukolitik kombinasyonlarinin tamami ile favipiravirin

icerisinde bulundugu antiviraller aras1 kombinasyonlar aditif etkili olarak bulunurken,

ribavirin-oseltamivir kombinasyonunun ise sinerjist etkili oldugu tespit edilmistir.

Tablo 4-45: Antiviral Kombinasyonlarina ait Sinerji Skorlar1 Ozeti

Kombinasyonlar Parainfluenza viriis RSV Sinerji Skorlari
Ribavirin - Oseltamivir 10,73 12,8 >10 Sinerjist
Ribavirin - Favipiravir 6,1 -1,01 -10 ie 10 arasinda Aditif
Oseltamivir - Favipiravir 6,79 2,36 -10 ie 10 arasinda Aditif
Ribavirin - NAC -6,14 -1,92 -10 ie 10 arasinda Aditif
Favipiravir - NAC -7,89 -4,74 -10 ie 10 arasinda Aditif
Oseltamivir - NAC -1,92 -5,19 -10 ie 10 arasinda Aditif
Ribavirin - Erdostein -7,42 -3,21 -10 ie 10 arasinda Aditif
Favipiravir - Erdostein -8,34 -5,43 -10 ie 10 arasinda Aditif
Oseltamivir - Erdostein -2,64 4,77 -10 ie 10 arasinda Aditif




5. TARTISMA

Bir toplulukta ya da bolgede bir enfeksiyonun yayilmasina ve hasta insan
sayisinin beklenmedik sekilde artmasina epidemi, enfeksiyonun uluslar ve kitalar
arasinda yayilmasina ise pandemi denilmektedir. DSO’ye gore bir salginin pandemiye
doniisebilmesi i¢in; yeni bir viriis alttipinin ortaya ¢ikmasi, insanlarda enfeksiyona
neden olmasi ve insandan insana kolayca yayilmasi gerekmektedir (DSO, 2023).
Tarihteki énemli viral pandemiler arasinda yer alan ilk Influenza pandemisi 1580’de
kaydedilmis ve her 10 ile 30 yil araliklarla yeni bir Influenza epidemi veya
pandemisinin goriildiigli rapor edilmistir (Cartwright ve Michael 2000). 1918-1920
yillar1 arasinda Influenza A viriisiiniin HIN1 susunun neden oldugu Ispanyol Gribi
nedeniyle diinya niifusunun yaklasik %51 hayatin1 kaybetmistir (Bootsma ve Ferguson
2007). Yine aymi viriis 2009 yilinda domuz gribi salginina neden olarak 150-500 bin
insanin Oliimiine neden olmustur. Smallpox viriisiiniin neden oldugu ¢icek hastaligi
sebebiyle, 20. yiizyila gelindiginde yaklasik 300.000 insanin 6ldiigii bildirilmistir.
Bunun iizerine DSO bu hastalik i¢in 1966°da bir asilama kampanyas1 baslatarak asiy1
zorunlu tutmus ve bu cabalar sonunda 1980 yilinda ¢igek hastaliginin tiim diinyada
eradike edildigi ilan edilmistir. Bilinen diger en bulasici viral hastaliklardan olan
kizamik yakin temas, Okslirme ya da hapsirma ile bulagmaktadir. 1990 yilinda
kizamiktan 630.000 kisi 6lmiisken, 2011 yilinda bu say1 158.000’e kadar diismiis ve
2018 itibariyle asiyla onlenebilir hastaliklar arasinda yerini almistir. Son yiizyil i¢inde
ortaya c¢ikan onemli pandemilerden HIV’in neden oldugu AIDS hastaligi ilk kez 1976
yilinda Demokratik Kongo Cumhuriyeti’nde goriilmiis olup 1981 yilindan beri tim
diinyada 36 milyondan fazla insanin 6liimiine neden olmustur. Yine yakin tarihimizde
2002-2003 yillarinda Hong Kong’dan yayillan SARS koronaviriisii (SARS-CoV), tiim
diinyada 8422 insanin enfekte olmasina ve 1524 kisinin 6liimiine neden olurken (Arabi
ve ark. 2017), 2012 yilinda Arabistan’da ortaya ¢ikan ve ayni aileye mensup olan
MERS-CoV, Aralik 2019’a kadar toplam 2468 enfeksiyona ve 851 kisinin 6liimiine
neden olmustur. Kasim 2019’da baslayan SARS-CoV-2 pandemisi ise diinya genelinde
yaklasik 7 milyon kisinin 6liimiine neden olmustur (DSO, 2023).

SARS-CoV-2 pandemisi basladigi giinden itibaren, neden oldugu Covid-19

hastaliginin tedavisinde kullanilabilecek antiviral ilaglar iizerinde yogun caligsmalar



yapilmis olup, ilk olarak denenen ve MERS-CoV ile SARS-CoV tedavisinde
kullanilmis olan antivirallerin kismi bir etkisi olmakla beraber, tedaviye tam bir yanit
alimamadig1 icin daha etkili yeni antivirallere ve yeni tedavi stratejilerine ihtiyag
duyulmustur (Trivedi ve ark. 2020). Bu baglamda ilk denenen ilaglardan olan ribavirin,
SARS-CoV tedavisinde kullanildiginda o6liim oranini ciddi oranda azaltan, genis
spektrumlu bir antiviraldir. Bu ilacin yiiksek konsantrasyonlarinin SARS-CoV-2’yi de
inhibe edebildigi in vitro ¢alismalarla gosterilmis (Wang ve ark. 2020) olmakla birlikte,
tedavide ¢ok yliksek dozlara ihtiyag duyulmasi ve hepatotoksisitesi nedeniyle siklikla
kullanilamamaktadir (Martinez, 2020). Secgici bir RNA polimeraz inhibitorii olarak
RNA replikasyonunu durduran favipiravir ise, Influenza tedavisi i¢in ilk kez Japonya’da
onay almis olup (Joshi ve ark. 2021), in vitro ¢alismalarda SARS-CoV-2’yi inhibe ettigi
gosterilmistir (Wang ve ark. 2020). Covid-19 hastalarinda favipiravir etkinligini
gostermek icin yapilan faz 3 ¢alismalarinda, tedavi edilen hastalarda iyilesme siiresinin
daha kisa oldugu, hastalarin yalniz %36’sinda yan etkiye rastlandig1 ve en sik goriilen

yan etkinin tirik asit yiikselmesi oldugu bildirilmistir (Udwadia ve ark. 2020).

Etkisi oldukg¢a azalmis olsa da halen devam etmekte olan Covid-19 pandemiyle
birlikte tiim solunum yolu enfeksiyonlarinin toplum sagligi agisindan 6nemi bir kez
daha goriilmiis ve toplumun her kesiminde konuyla ilgili farkindalik oldukga iist
diizeylere c¢ikmistir. Solunum yolu enfeksiyonlar1 tiim diinyada mortalite ve
morbiditenin ilk dort sebebi iginde yer almakta olup, bunlara neden olabilen bakteriler
ve hatta bazi parazitler dahi bulunsa da, en sik rastlanan hastalik etkeni viriislerdir
(Tregoning ve Schwarze 2010). Enfeksiyonlar en fazla Kasim - Mart aylar1 arasinda
goriilmekte ve en yaygin etkenler arasinda, zellikle ¢ocularda RSV, Influenza A ve

Parainfluenza viriisleri yer almaktadir (Cicek ve ark. 2015).

Tipki tiim diinyada alarm seviyesinde bulunan bakteriyel antibiyotik direnci
gibi, zaten smirli sayida olan mevcut antiviral ajanlara kargi direng gelisimi de
enfeksiyonlarin tedavi siiresinin uzamasina ve ekonomik kayiplara neden olmaktadir.
Bu nedenle c¢alismamizda o6zellikle cocukluk caginda sik goriilen enfeksiyon
etkenlerinden olan RSV ve Parainfluenza viriisiine karsi kullanilabilen ribavirin,
favipiravir ve oseltamivirin antiviral aktiviteleri tek bagslarina ve birbirleri ile
kombinasyonlar1 halinde ¢alisilmistir. Bunun yanisira, solunum yolu enfeksiyonlarinda

siklikla recete edilen ve mukolitik etkileri sebebiyle nefes almayi kolaylastirarak



solunum yollarin1 rahatlatan NAC ile, literatiirde lizerinde ¢ok az calisma bulunan
erdostein de ¢aligmaya dahil edilmis olup, bu mukolitiklerin de tek baslarina ve antiviral

ilaclarla kombinasyon halindeki antiviral aktiviteleri aragtirilmistir.

Laboratuvar ¢alismalarinda Parainfluenza viriis i¢in konak hiicre olarak VERO
hiicreleri, RSV igin ise HEp-2 hiicreleri kullaniimaktadir. Calismamizda da, antiviral ve
mukolitik ilaclarin etkinlik testlerinde denenmek iizere toksik olmayan baslangic
konsantrasyonlarini belirlemek amaciyla VERO ve Hep-2 konak hiicre hatlarina karsi
sitotoksisite testleri yapilmis ve GraphPad Prism programi kullanilarak CC50 degerleri
hesaplanmistir (Tablo 4-13). Tespit edilen konsantrasyonlara goére hem MTT ile
yiriitiilen kolorimetrik yontemde, hem de plak olusturma deneyi ile yapilan antiviral
aktivite ¢calismalarinda, ilaglarin minimum toksik dozlarindan baslanmak tizere ¢ift kat

seri dillisyonlar1 yapilarak testlere devam edilmistir.

Ribavirin, bircok virlis ailesindeki hem DNA hem de RNA viriislerinin
replikasyonunu inhibe eden bir niikleozid analogudur. Ribavirinin ana aktivasyon yolu,
kendisini fosforile eden konak enzimi olan adenozin kinaz araciligi ile hiicre igine
girdikten sonra 5'-fosfat tiirevine doniiserek diger bir konak hiicre enzimi olan inozin
monofosfat dehidrogenazi inhibe etmesi ve boOylece hiicresel guanozin niikleotid
havuzlarinin tilkenmesine neden olmasidir. Bu verilerden yola ¢ikarak Brown (1981),
ribavirinin MDCK hiicreleri iizerinde virlis replikasyonuna etkisini plak olusumu
yontemiyle arastirmis ve viriislerin %50’sinden fazlasini inhibe eden dozlari Influenza
ve Parainfluenza viriis i¢in sirasiyla 3,4 ve 11,8 pg/ml olarak bulmustur. Dogan ve
Duman (2019) yaptiklar1 ¢alismada HEp-2 konak hiicresine karst ribavirinin
sitotoksisitesi ile RSV’ye kars1 olan antiviral aktivitesini XTT yontemiyle aragtirmus,
hiicrelerin %50’sinden fazlasina sitotoksisite gdsteren ribavirin dozunu 113,4 pg/ml,
antiviral etki gosteren EC50 degerini ise 3,25 pg/ml olarak bulmuslardir. Caligsmamizda
ribavirinin sitotoksik dozu VERO hiicrelerine kars1 147,5, HEp-2 hiicrelerine ise 108,6
pug/ml olarak bulunmus, bu degerin ribavirin Cmax dozu olan 3,275 pg/ml’nin ¢ok
tizerinde oldugu goriilmiistiir. MTT ile yapilan antiviral aktivite ¢alismalarinda ribavirin
EC50 degerleri Parainfluenza virlis ve RSV i¢in sirasiyla 11,65 ve 4,46 pg/ml, plak
olusumu deneylerinde %50 inhibisyona neden olan konsantrasyonlar1 ise sirastyla 9,21

ve 3,39 pg/ml olarak bulunmustur. Elde edilen sonuglarin, diger ¢aligmalarla paralel



oldugu goriilmekte, ayrica sitotoksik dozun ¢ok altinda olduklar1 i¢in kliniklerde

giivenle kullanima uygun oldugu diistiniilmektedir.

Favipiravir RNA viriislerine kars1 giiclii antiviral aktivite gosteren bir pirazin
tirevidir ve RNA'ya bagimli RNA polimeraz1 se¢ici olarak inhibe eden veya viral
RNA'ya dahil oldugunda 6liimciil mutajeneze neden olan bir piirin niikleotid analogu
olarak islev gérmektedir. Cesitli galismalarda favipiravirin, Picorna-, Arena-, Bunya- ve
Filoviridae tyeleri gibi ¢ok ¢esitli negatif iplik¢ikli RNA viriislerine ve Noro- ve
Flavivirus cinsleri gibi pozitif iplik¢ikli RNA viriislerine karsi aktivitesi gosterilmistir
(Morrey ve ark. 2008; Rocha-Pereira ve ark. 2012). Jochmans ve ark. (2016)
favipiravirin, hem genis bir yelpazedeki paramixoviriislere hem de hamsterlar {izerinde
yaptiklar1 deneylerde Metapnomoviriise karst in vivo aktivitesini degerlendirmistir. Bu
calismalarinda Parainfluenza virlis, Metapndmoviriis ve HSV i¢in VERO hiicreleri
konak olarak kullanilirken RSV i¢in HEp-2, Influenza viriisii i¢in ise MDCK hiicreleri
kullanilmig olup, 1600 M favipiravirin sitotoksik etki gostermedigi, HSV’nin
favipiravire duyarsiz oldugu, EC50 degerlerinin Influenza viriis igin 2,9 M,
Metapnomoviriis i¢in 22 M, EC90 degerlerinin ise Parainfluenza viriis ve RSV igin
sirasiyla 68 ve 69 M oldugu bulunmustur. in vivo deneylerde ise kullanilan hamsterlarmn
bogaz siiriintiileri ve burun konkalarindaki viral genomlarin sayisi, artan favipiravir
konsantrasyonlar ile dnemli 6l¢lide azalmis. hayvanlarin hig¢birinin akcigerlerinde tespit
sinirmin {izerinde enfeksiydz viriis seviyeleri goriilmemis olup, benzer sekilde Influenza
viriisii ¢aligmasinda da enfeksiy6z virlis yiki ciddi sekilde azalmistir. Favipiravirin
viral genomun hipermutasyonunu indiikledigi de gosterilmistir. Bu veriler,
Parainfluenza viriis i¢in favipiravirin etki mekanizmasinin en azindan kismen polimeraz
aktivitesine yonelik oldugunu ve viral genomlarda 6liimciill mutajenez indiiksiyonu
olmadigini gostermektedir. Calismamizda, favipiravirin sitotoksik dozu VERO hiicre
hattinda 121,6 pg/ml, HEp-2 hiicre hattinda ise 223,9 pg/ml olarak bulunmus olup bu
degerlerin 64,56 pg/ml olan Cmax dozunun iizerine oldugu gorilmistir. MTT ile
yapilan antiviral aktivite ¢aligmalarinda EC50 degerleri Parainfluenza viriis ve RSV i¢in
sirastyla 9,78 ve 14,1 pg/ml, plak olusumu deneylerinde ise en az %50 inhibisyona
neden olan konsantrasyonlar: sirasiyla 7,6 ve 13,99 pg/ml olarak bulunmus olup, bu
degerler sitotoksik dozun altinda olduklar: i¢in ilacin bu viriisler {izerinde kullanima

uygun olduklar1 diisiiniilmektedir.



Oseltamivir, hizla aktif formu olan oseltamivir karboksilata metabolize olan oral
bir 6n ila¢ seklinde kullanilmaktadir. Bu ila¢ tiim Influenza viriislerinde bulunan ve
enfekte konaker hiicrelerinden virlislerin salinmasi i¢in gerekli olan noéraminidaz
enziminin aktif bolgesine baglanarak inhibisyona neden olmaktadir. Bu sekilde
oseltamivir viral replikasyonu azaltmakta ve bu da konakgidaki viral yiikii ve
enfeksiyon seyrini sinirlamaktadir. Hastaligin baslangicindan itibaren 48 saat iginde
alindiginda bu etki, Influenza semptomlarmimn siddetini ve siiresini azaltmaktadir
(Davies 2010). Shahabadi ve ark. (2019)’nin, oseltamivirin DNA’ya baglanmasi ve
sitotoksisitesini test ettikleri caligmalarinda LD50 degerleri MCF-7 hiicresi i¢in 367
ug/ml; MDA-MB231 hiicresi igin ise 428,64 ug/ml olarak bulunmustur. Moore ve ark.
(2007), fareleri oseltamivir ile tedavi ettikleri ¢alismalarinda bu ilacin, endojen bir
sialidazin, in vivo olarak CD8+ T hiicresinden salgilanan bir sialo glikofosfingolipid
olan GM1 ekspresyonunu artirarak in vivo RSV enfeksiyonunda immiin diizenleyici bir
rol oynadigim1 ve akciger mononiikleer hiicrelerinde endojen sialidaz aktivitesini
indiikleyerek viral yiikii azalttigini gostermislerdir. Ayrica oseltamivirin, antiviral
bagisikliga katkida bulunan endojen T hiicresi ile iliskili sialidazi inhibe ederek
antiinflamatuar bir etki ortaya ¢ikardigini da gostermislerdir. Literatiirde oseltamivirin
Parainfluenza virlis ve RSV’ye kars1 in vitro etkinligini gosteren ulasabildigimiz bir
calisma bulunmamaktadir. Calismamizda oseltamivir sitotoksik dozu VERO hiicre
hattinda 428,3 ug/ml, HEp-2 hiicrelerinde 291,6 pg/ml olarak bulunmus, bu degerlerin
ilacin Cmax degeri olan 3,95 pg/ml’nin oldukga tizerinde oldugu goriilmiistiir. MTT ile
yapilan antiviral aktivite calismalarinda bulunan EC50 degerleri, Parainfluenza viriis ve
RSV i¢in sirastyla 13,1 pg/ml ve 7,67 pg/ml, plak olusumu deneylerinde en az %50
inhibisyona neden olan konsantrasyonlari ise sirasiyla 26,7 pg/ml ve 9,11 pg/ml’dir. Bu
degerler sitotoksik dozun ¢ok altinda olduklar1 i¢in ilacin bu viriislere kars1 kullanima

uygun oldugu diistiniilmektedir.

Hiicre kiiltiirii ¢aligmalarinda kullanilan daha geleneksel bir yontem olan plak
olusturma deneyleri, viriislere kars1 etkili antiviral maddelerin miktariin belirlenmesi
amaciyla uygulanmaktadir. Bu deneylerde her bir viriis partikiilii, plak olarak bilinen ve
enfekte hiicrelerde lokalize bir alan olusturdugu kosullar altinda ¢ogaltilmakta olup,
meydana gelen plaklar ya genel hiicresel boyamalarla tespit edilen 6li/yok edilmis
hiicrelerin alan1 ya da immiinboyama ile tespit edilen enfekte hiicrelerin alan1 seklinde

ortaya c¢ikmaktadir. Herpes ve Poxviriisler gibi bazi viriisler, dogrudan hiicreden



hiicreye yayilarak lokalize plaklarin olusmasii sagladiklari igin standart sivi kiiltiir
ortaminda plak testine tabi tutulabilmekteyse de, bir¢ok viriis sivi ortamda lokalize
plaklar olusturamamaktadir. Bunun nedeni, viriislerin enfekte hiicrelerden etkili bir
sekilde ayrilmasi ve kiiltiir kaplarindaki sicaklik degisimleri sebebiyle sivi ortamin
konveksiyonel akis ile hiicre tabakasi iizerinde yayilmasidir. Bu durumda da,
sayllamayan biiyiik diizensiz enfekte hiicre odaklar1 olusmaktadir. Kiiltiir kaplarindaki
sivi hareketini onlemek ve viral yayilmay1 kontrol etmek i¢in 6zel kaplama ortamlari
kullanilmakta olup en yaygin yontem, kiiltiir ortamin1 bir agar ile katilagtirmaktir. Kat1
jellere alternatif olarak, c¢oziiniir hidrofilik polimerlerin viskoz ¢dzeltileri olan
metilseliilloz, karboksimetilseliiloz, tragakant zamki vb. kullanilabilmektedir (Cooper
1967). Ancak kat1 jel kaplamalar, sayilamayan diizensiz enfekte hiicre odaklarinin
olugmasi i¢in gerekli olan 48 ve 96 kuyulu kiiltiir plaklarinda kullanilamamaktadir. Tim
bu dezavantajlar1 goz Oniiniinde bulunduruldugunda plak testinin antiviral aktivite i¢in
zorlayic1 bir yontem oldugu diislintilmiis ve alternatif bir yontem olarak MTT ile

antiviral aktivite calismalarina baslanmustir.

MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromid), canl
hiicre icine kolayca aliman ve mitokondriyal enzimler tarafindan indirgenen suda
¢Oziliniir sar1 bir boyadir. MTT, indirgendikten sonra hiicrelerde, suda ¢dziinmeyen mavi
kristal formazan bilesiklerine doniismektedir. Olii hiicreler ise MTT'yi formazana
indirgeyemediginden, formazan olusum miktar1 canli hiicre sayisiyla iyi bir korelasyon
gostermektedir. MTT ilk olarak kiiltiir hiicrelerinin biiylime ve hayatta kalma testlerine
uygulanmig (Mosmann, 1983) olup halihazirda o6zellikle anti-kanser maddelerin
taranmasinda yaygin olarak kullanilmaktadir. Pauwels ve ark. (1988) HIV'e kars: etkili
bilesiklerin in vitro antiviral aktivitesini tespit etmek icin hizli ve hassas bir MTT testi
olusturmus ve ¢ok sayida bilesigin hizla test edilebilecegini ve testin otomatize hale
gelebilecegini iddia etmistir. Takeuchi ve ark. (1991) bu gbzlemleri genisleterek HSV-

1'e uygulanmak {izere MTT ile hassas ve giivenilir bir kolorimetrik test gelistirmistir.

Antiviral etkinlik testi olarak MTT yontemi kullaniminin ¢esitli avantajlari
mevcuttur: Ilk olarak, test edilecek maddenin seri diliisyonunun ¢ok kanalli pipet
kullanilarak dogrudan bir mikroplak iizerinde yapilabilmesine olanak saglamaktadir.
Ikincisi, baslangictaki hiicre sayisinin ayarlanmasinin kolay ve dogru olusu, iigiinciisii

ise, plak okuma ve veri analizi dahil olmak tiizere kritik ve zaman alic1 islemlerin



¢ogunun bilgisayar ortaminda yapilabilmesidir. MTT yonteminin bir diger 6zelligi de
bilesiklerin sitotoksisitesinin, antiviral aktivitelerine paralel olarak degerlendirilmesine

olanak saglamasidir.

Calismamizda kullanilan antiviral maddelerin etkinlikleri hem klasik plak
olusturma metodu, hem de MTT ile boyama yontemi kullanilarak tekrar edilmistir. Her
iki yontem arasinda c¢alisma kolayligi, hiz1 ve sonuglarin standardize bir sekilde elde
edilme potansiyeli bakimindan o6nemli farkliliklar bulunmakla birlikte, elde edilen
sonuglar birbirine yakin degerlerde bulunmustur. Bu da, MTT yonteminin hizli ve basit
olmasinin yanisira gilivenilir, dogru ve literatiirdeki diger ¢aligmalarla da kiyaslanabilir

sonuclar alinmasi i¢in uygun oldugunu gostermektedir.

Viriisler, enfeksiyona sebep olurken gecirdikleri her replikasyon dongiisiinde
bazi1 mutasyonlar olusturabilme 6zelliklerinden dolay1 zengin varyantlara sahip olup, bu
varyantlar tedavide mevcut antivirallere kars1 direng gelisimine ve ilaca direngli yeni
mutant suslarin ortaya ¢ikmasina sebep olmaktadir. Boyle durumlarda tek ilagla
antiviral tedavi ve bazen de mevcut asilarla korunma miimkiin olamamakta, bunun
sonucunda ise kombinasyon tedavileri ile farkli epitoplart igeren yeni asilarin
gelistirilmesine ihtiya¢ duyulmaktadir. Kombinasyon tedavisi i¢in farkl: viral proteinleri
hedef alan ilaglarin birarada kullanilmasi, antiviral direncin ortaya ¢ikmasin
yavaglatmakta olup, ayn1 zamanda ilag dozlarinin azaltilmasina izin vererek doza bagh
ilag toksisitesini, yan etkileri ve hatta solunum komplikasyonlar1 riskini de diisiirmekte,
boylece hastanin tedaviye uyumunu ve klinik sonuglar iyilestirebilmektedir, Biz de
calismamizda kullandigimiz antivirallerin kombinasyon halinde kullanimlari sonucu
viral replikasyonun farkli basamaklarina olan etkilerinden faydalanarak ortaya g¢ikacak

olasi sinerjist etkileri tespit etmeyi hedefledik.

Kombinasyon deneylerinde elde ettigimiz bulgular, Helsinki Universitesi
tarafindan gelistirilmis, birden fazla sinerji referans modeliyle birden fazla doz ve
numunede degerlendirilen ilag kombinasyonlarinin eszamanli analizine ve tarafsiz ve
saglam in silico degerlendirmeye olanak taniyan, kolay kullanimli SynergyFinder web
uygulamasi siiriim 3.0 kullanilarak degerlendirilmis ve sonuglar gérsellestirilmistir. Cok
numuneli ve ¢ok modelli analizler, deneysel hatalar nedeniyle yanlig sinerjilerin rapor
edilmesi riskini azaltarak kullanicilarin ilag kombinasyonu sonuglarii daha iyi

yorumlamasini saglamaktadir. Ozellikle etkilesimli bir c¢oklu numune analizi,



kullanicilara daha saglam istatistiksel sonuglar i¢in birden fazla numune ve hasta grubu
genelinde kombinasyon profillerinin karsilagtirmali bir analizini gergeklestirmek igin
geligmis bir ara¢ saglamaktadir. SynergyFinder, ¢ok dozlu deneysel analizlere dayanan
ilagc kombinasyonu degerlendirmesi i¢in, programlama becerisi ¢ok az olan veya hig
olmayan arastirmacilarin dahi kullanabilecegi sekilde tasarlanmis olup, girdi olarak
yalnizca deneysel test verilerini gerektirmekte ve analizleri sunmaktadir. Bu program ile
yapilan analiz sonucu iki ila¢ arasinda hesaplanan skorlar -10’dan kiiciikse antagonist
etki, -10 ile 10 arasinda ise aditif ve 10’dan biiylik ise sinerjist etkiyi ortaya
koymaktadir (lanevski ve ark. 2022; Jitobaom ve ark. 2021, 2022).

Calismamizda test edilen antivirallerin kendi aralarindaki kombinasyonlarindan
ribavirin-favipiravir kombinasyon deneyleri sonucunda, Parainfluenza viriis ve RSV’ye
karst SynergyFinder programinda elde edilen skorlar sirasiyla 6,1 ve -1.01 olarak
hesaplanmig, yani aditif etkinlik belirlenmis olsa da Parainfluenza viriise karsi
hesaplanan skorun sinerjist etkiye c¢ok yaklastigi yani ilaglarin smirli da olsa
birbirlerinin etkisinde artisa neden oldugu goriilmiistiir. Bu durum, kombinasyonla elde
edilen antiviral etkilere bakildiginda Parainfluenza virlise kars1 favipiravirin 1,22,
ribavirinin ise 1,45 pg/ml’lik disiik konsantrasyonlar: ile %25,63°lik koruma elde
edilirken, RSV i¢in ise sirasiyla 1,76 ve 0,55 pg/ml’lik konsantrasyonda elde edilen

%5,38’1ik koruma oranlari ile de dogrulanmaktadir.

Benzer sekilde favipiravir-oseltamivir kombinasyon deneyleri sonucunda,
Parainfluenza viriis ve RSV’ye karsi elde edilen SynergyFinder skorlar1 sirasiyla 6,79
ve 2,36 olup, aditif etkiye karsilik gelmekle birlikte 6zellikle Parainfluenza viriise kars1
hesaplanan skorun sinerjist etkiye ¢ok yakin oldugu goriilmektedir. Kombinasyonla elde
edilen antiviral etkilere bakildiginda da benzer sekilde Parainfluenza viriisiine karsi
favipiravirin 1,22, oseltamivirin ise 1,63 pg/ml’lik diisiik konsantrasyonlari ile %
31,68’lik bir koruma elde edilirken, RSV i¢in sirasiyla 1,76 ve 0,95 pg/ml’lik

konsantrasyonda elde edilen oran % 15,42 olarak bulunmustur.

Ribavirin-oseltamivir kombinasyonu ile elde edilen SynergyFinder skorlar ise,
diger iki kombinasyondan farkli olarak Parainfluenza viriisii ve RSV’ye kars1 sirasiyla
10,73 ve 12,8 olarak hesaplanmis olup bu degerler sinerjist etki seklinde
degerlendirilmektedir. Kombinasyonla elde edilen antiviral etkilere bakildiginda

Parainfluenza viriisiine kars1 ribavirin i¢in 1,45 oseltamivir igin ise 1,63 pg/ml’lik en



diisiik konsantrasyonlardaki koruma oraninin %23,46, RSV igin de benzer sekilde

sirastyla 0,95 ve 0,55 pg/ml’lik konsantrasyonlarda %26,28 oldugu tespit edilmistir.

Calismamizda, antiviral ilaglar birbirleri ile birlikte kullanildiklarinda elde edilen
sonuglara gore 6zetle, favipiravirin igeisinde yer aldigi kombinasyonlarda Parainfluenza
viriis i¢in sinerjizme yaklasilsa da her iki viriis i¢in de aditif etkiler elde edilirken,
ribavirin ve oseltamivir arasinda net olarak sinerjist etki meydana geldigi belirlenmistir.
Cesitli ¢alismalarda ribavirin ve oseltamivirin farkli etki mekanizmalarina sahip oldugu,
fare modelinde birbirlerinden bagimsiz etki ettikleri ve dnce virtislerin NA aktivitesinin
ardindan da RNA polimerazin inhibisyonuna sebep olduklar1 gosterilmistir. Ayrica tek
baglarina kullanilan ribavirin ve oseltamivirin kan-beyin bariyerini gegme kabiliyetleri
smirh olsa da, kombinasyon halinde akcigerlerdeki viriis yiikiinii daha etkili bir sekilde
azalttiklar1 ve dolayisiyla noroviriilent H5N1 influenza virlislerinin merkezi sinir

sistemine yayilmasini 6nledikleri bildirilmistir (Sweeny ve ark. 2000).

Viral enfeksiyonlarla miicadele igin etkinligi kanitlanmis cesitli antiviral ajanlar
ve asilar mevcut olsa da, bunlar heniiz her tiirlii viristen korunma ve tedavide yeterli
diizeye ulagamadiklari i¢in yeni tedavilere yonelik aragtirmalar devam etmektedir.
Bunun en yakin érnegi, DSO’niin COVID-19 salgininda mevcut ilaglarm endikasyon
dist kullanimina iliskin yayinladigi bildiridir. Bu baglamda potansiyel arastirma
tedavileri olarak bir dizi ilag Onerilmis olup bunlarin ¢ogu ile ilgili kliniklerdeki
aragtirmalar devam etmektedir. Bu ilaglar arasinda yer alan ve bir glutatyon (GSH)
onciisii olan NAC, hem olas1 bir antiviral ajan, hem de COVID-19 tedavisinde bir
adjuvan olarak kullanim potansiyeli agisindan iizerinde ¢ok ¢alisilan ilaglardan biridir.
NAC o6nemli bir GSH onciisii olan sisteini saglamakta olup ¢esitli solunum
rahatsizliklar1 i¢in bir adjuvan tedavi olarak onlarca yildir kullanilmaktadir. Ayrica
NAC''n multifaktoriyel fonksiyonlart arasinda yer alan antiviral, anti-infektif ve
mukolitik 6zellikleri, COVID-19'a ve diger solunum yolu viriislerine karsi kullanim
potansiyeline sahip oldugunu gostermektedir. NAC’in etkili oldugu diisiiniilen
mekanizmalar arasinda viral DNA polimerazi inhibe ederek replikasyonu 6nlemek;
spesifik hiicre ylizeyi reseptorlerine baglanma ve viral penetrasyonu Yyada kapsitin
acilmasii engellemek; viral protein sentezini inhibe etmek; veya viriis toplanmasinin
son agamalarini engellemek yer almaktadir. Geiler J ve ark. (2010) H5N1 ile enfekte

akciger epitelyal hiicrelerinde (A549) gergeklestirilen virlis kaynakli apoptoz



calismalarinda, NAC'm mevsimsel Influenza A replikasyonunu inhibe ettigini
gostermislerdir. NAC'in viriis replikasyonu ve viriis kaynakli proinflamatuar yanitlar
tizerindeki etkileri ise, transkripsiyon faktorii NF-kappaB ve mitojenle aktiflestirilen
protein kinaz p38 dahil olmak iizere oksidana duyarli yollarin aktivasyonunun
inhibisyonu ile agiklanmaktadir. Bu nedenle, NAC gibi antioksidanlar, influenza salgim

durumunda dikkate alinabilecek potansiyel bir ek tedavi segenegini temsil etmektedir.

NAC'In biyofilm olusumunu engelledigi ve Escherichia coli, Staphylococcus
epidermidis gibi ¢esitli bakterilerin olgun biyofilmlerini pargaladig: gesitli ¢caligmalarla
gosterilmistir (Pérez-Giraldo ve ark. 1997; Marchese ve ark. 2023). Feng ve ark. (2018)
yaptiklart ¢alismada, NAC'!n tek basma ve tigesiklin ile birlikte Acinetobacter
baumanni‘ye karsi antibakteriyel ve antibiyofilm etkilerini incelemis ve NAC'N
biyofilm olusumunu o6nemli Ol¢iide engelledigini ortaya koymuslardur. NAC ve
tigesiklin kombinasyonu ise planktonik hiicrelere karsi sinerjist etki gdstermemesine
karsin A. Baumannii biyofilmine karsi kismi sinerjizm gostermis ve biyofilmlerdeki
canli hiicre sayisin1 6nemli 6l¢iide azaltmistir. Bu gibi ¢alismalarda gosterildigi tizere
NAC’1in bakteriyel biyofilmlere karsi etkili olmasi, mukolitik 6zelligi ile biyofilm

tabakasini da parcalayabilme yetenegi ile agiklanmaktadir.

Enfeksiy0oz ajanlarin neden oldugu pulmoner inflamasyonun ve doku hasarinin
patogenezine sitokinler, kemokinler ve ROS gibi konak¢mnin immiin tepkisinin bir
pargast olarak iretilen c¢esitli medyatorler katkida bulunmaktadir. Enfeksiyonlar
sirasinda olusan akciger hasarinin patogenezinin yanisira organ yetmezliginde ve
sepsise bagli akut solunum sikintisi sendromunda oksidatif stresin de 6nemli oldugu
birgok ¢aligma ile gosterilmistir. Bu nedenle antioksidan molekiillerin hem viral
enfeksiyona hem de enfeksiyonla iliskili semptomlara karsi potansiyel olarak faydali
oldugu distiniilmektedir. Garozzo ve ark. (2007), yaptiklari bir in vivo g¢alismada,
influenza ile enfekte farelerde tek basina Oseltamivir ile tek basina NAC’1 ve her
ikisinin kombinasyonunu test etmis, 21 giinliik tedavinin sonunda oseltamivirin enfekte
farelerin hayatta kalma oranin1 %0'dan %60'a ¢ikardigi, NAC’in ise tek basina
sagkalimi artirmamasina ragmen oseltamivir ile kombinasyon halinde farelerin hayatta
kalma stiresini uzattig1 belirtilmistir. Bu bulgu, konak¢i savunma mekanizmalarindaki
bir gelisme veya viral enfeksiyonla iliskili oksidatif strese kars1 dogrudan antioksidan

etki ile agiklanabilmekte, bu da iki tedaviyi birlestirmenin avantajina isaret etmektedir.



Calismamizda, halihazirda viral solunum yolu enfeksiyonlarinin tedavisinde
kullanilan antiviral ilaglara ek olarak mukolitik etkili NAC ve erdosteinin aktivitesini de
test ettigimizde, bu ilaglarin tek baslarina herhangi bir virlis inhibisyonuna neden
olmadiklart goriilmiistiir. Ayni ilaglar1 antivirallerle birlikte kullandigimizda ise,
ribavirin-NAC kombinasyonu i¢in elde edilen sinerji skorlari Parainfluenza viriis ve
RSV’ye kars1 sirasiyla -6.14 ve -1.92 olup, aym degerler ribavirin-erdostein
kombinasyonu ile -7,42 ve -3.21 olarak hesaplanmistir. Bu degerler Parainfluenza
virlise kars1 beklenenin aksine antagonist etkiye yaklasiyor olsa da aditif etki olarak
degerlendirilmektedir. Bu kombinasyonlarla elde edilen antiviral etkilere bakildiginda
Parainfluenza viriisiine karsi ribavirinin en diisiik dozu olan 4,6 pg/ml ile NAC ve
erdostein kombinasyonlar: sirasiyla %29,49 ve %23,49’luk koruma saglarken, RSV’ye
karsi ise en diisiik ribavirin dozu olan 3,39 pg/ml ile sirasiyla %63,85 ve %53,91°lik
koruma elde edilmistir.

Benzer sekilde favipiravir-NAC kombinasyonu ile elde edilen sinerji skorlar
Parainfluenza viriis ve RSV’ye karsi sirasiyla -7,89 ve -4.74, favipiravir-erdostein
kombinasyonu ile ise -8,34 ve -5,43 olarak hesaplanmistir. Bu degerler de aditif etkiye
karsilik gelmekle birlikte oOzellikle Parainfluenza virlise karsi antagonist etkiye
yaklagilmistir. Kombinasyonla elde edilen antiviral etkilere bakildiginda Parainfluenza
virlise kars1 favipiravir en diisiik dozu 3,8 pg/ml ile NAC ve erdostein kombinasyonlari
sirastyla %29.16 ve %28,92’lik koruma saglarken, RSV’ye karsi en diisiik favipiravir
dozu olan 6,99 pg/ml ile sirastyla %40,29 ve %40,2’lik koruma elde edilmistir.

Son olarak oseltamivir-NAC kombinasyonu ile elde edilen sinerji skorlari
Parainfluenza viriis ve RSV’ye karsi sirasiyla -1,92 ve -5,19, oseltamivir-erdostein ile
ise -2,64 ve -4,77 olarak hesaplanmig olup, bu degerler aditif etkiye karsilik
gelmektedir. Kombinasyonla elde edilen antiviral etkilere bakildiginda Parainfluenza
virlisiine karsi oseltamivirin en diisik dozu olan 6,99 pg/ml ile NAC ve erdostein
kombinasyonlar1 sirasiyla %57,92 ve %53,41°1lik bir koruma saglarken, RSV’ye kars1
ise 4,55 pg/ml ile sirasiyla %45,21 ve %47,98 oranlarinda koruma elde edilmistir.

Bu sonuglara gore c¢alismamizda kullanilan antiviral ve mukolitik ilaglar
kombinasyon halinde kullanildiginda beklenilenin aksine, in vitro olarak bazi
antivirallerin tek basina gosterdikleri etkide Paranfluenza viriisiine karsi bir azalis
meydana geldigi, ancak bu etkinin antagonizm kabul edilebilecek kadar kuvvetli

olmadig1 goriilmiis ve elde edilen sonugclar aditif etki olarak degerlendirilmistir.



Son 50 yilda antiviral ila¢ kesfi alaninda biiyiik ilerlemeler kaydedilmistir.
Bununla birlikte, diinya ¢apinda insan popiilasyonunu etkileyen 200'den fazla bulasici
hastaliga kars1 hala bir antiviral ilag veya as1 bulunmamaktadir. Buna karsilik yakin
gelecekte ortaya ¢ikacak cesitli bulasici hastaliklar1 tedavi etmek igin yeni antiviral
tedavi stratejilerinin bulunacagi ve resmi otoritelerce onaylanarak kullanima girecegine
inanilmaktadir. Bu alanda, farkli viriis genotiplerine veya alt tiplerine karsi genis
spektrumlu aktiviteye sahip antiviral bilesikler hala memnuniyetle karsilanmaktadir,
clinkii mevcut olan ¢ogu antiviral ilacin etkinligi yalnizca belirli viriislerle sinirhdir.
Farmasotik ve biyoteknolojik yaklasimlardaki hizli ilerlemeye ragmen, basarili antiviral
tedavilerin gelistirilmesindeki zorluklar hala devam etmekte olup bunlar arasinda en

basta gelenler asagidaki gibi 6zetlenmektedir (Li ve ark. 2013; Boons ve ark. 2014):

v" Gitgide artan ilag direnci ve mutant suslar tedavi basarisizliginin ana nedeni olmaya
devam etmekte ve viriis genomlarinin olduk¢a degisken dogasina karsi koyabilecek

giiclii antiviral ilaglara ihtiya¢ duyulmaktadir.

v DNA viriisleri ve retroviriisler kendi genomlarin1 insan genomuna entegre edebilme
yateneginde olduklari igin, antiviral ajanlar kullanarak bu viral rezervuarlar1 yok etmek

oldukga zordur.

v Ortaya ¢ikan bulasici hastaliklara karsi antiviral ilaglarin ve asilarin hizla
gelistirilmesi amaciyla bilimsel ve endiistriyel paydaslar arasinda isbirligi ve ortak ¢aba

gosterilmesi konusunda zorunluluklar mevcuttur.

v' Hasta uyumunu ve ila¢ uygulamasim gelistirecek sekilde etkili, diisiik toksisiteli ve

1yi tolere edilen ilaglar bulunmasinda zorluklar mevcuttur.

v" Viral koenfeksiyonlara (6rn. HIV/HBV) kars: etkili antiviral tedaviler igin daha fazla

arastirma yapilmasi gerekmektedir.

v’ Maliyetli yeni tedavilere erisim ve bunlarin sunulmasi, kaynaklarin sinirli oldugu

ortamlarda giderek daha sorunlu hale gelmektedir.

v’ Kiiresel halk saghigini tehdit eden, standartlara uygun olmayan ve sahte antiviral

ilaglarin ortadan kaldirilmasi icin siyasi ve mali kararlilik hayati 6nem tasimaktadir

(Hughes ve Andersson 2015; Churchill ve ark. 2016).

Giliniimiizde, diintya genelinde alarm diizeyinde bulunan antibiyotik direncine

paralel olarak antivirallere kars1 gelisen diren¢ de hizla artmakta ve zaten siirh sayida



bulunan antiviral ilaglarin kullanimi daha da sinirlanmaktadir. Bu durum son yasanan
Covid-19 pandemisinde de agikc¢a goriildiigii gibi gerek viral enfeksiyonlar nedeniyle
olan Oliim sayilarini gerekse isgiicii ve mali kayiplari ciddi oranda arttirmaktadir. Bu
giicliikleri asmak amaciyla son yillarda yapilan ilag kesiflerinin artan hizindan cesaret
alarak yeni antiviral terapotiklerin ve tizerlerinde ¢ok sayida umut verici ¢alisma yapilan
ilag dis1 alternatif tedavi rejimlerinin gelecekte, bulasici hastaliklar1 ortadan kaldirma ve

yok etme stratejilerine nihai olarak katkida bulunacagi 6ngoriilmektedir.

Onemli solunum yolu viriisleri olan RSV ve Parainfluenza viriisiine karst
kliniklerde kullanimda bulunan antiviral ilaglarin ve bu enfeksiyonlarin semptomatik
tedavisinde ¢ok sik basvurulan ilaglardan olan mukolitiklerin tek baslarina ya da
kombinasyonlar1 halindeki etkilerini test ettigimiz bu ¢alismada elde edilen bulgularin,

bu alanda yapilacak yeni ¢alismalara katki saglayacagi goriis ve inancindayiz.



SONUCLAR

v

Calismamizda kullandigimiz antivirallerin sitotoksik dozlari ribavirin i¢in VERO
hiicrelerinde 147,5, HEp-2 hiicrelerinde 108,6 ug/ml; favipiravirin i¢in VERO
hiicrelerinde 121,6 pg/ml, HEp-2 hiicrelerinde 223,9 pg/ml; oseltamivir igin ise
VERO hiicre hattinda 428,3 ug/ml, HEp-2 hiicre hattinda ise 291,6 pg/ml
bulunmustur. Bu degerler, antiviral ilaglarin ulastigt en yiliksek serum

konsantrasyonlar1 olan Cmax degerlerinin oldukga tizerindedir.

MTT yontemi ile yapilan antiviral aktivite calismalarinda Parainfluenza viriis ve
RSV’ye karsi ribavirin EC50 degerleri sirasiyla 11,65 ve 4,46 pg/ml; favipiravirin
9,78 ve 14,1 pg/ml; oseltamivirin ise 13,1 pg/ml ve 7,67 pg/ml bulunmustur.

Plak olusumu deneylerinde %50 inhibisyona neden olan konsantrasyonlar
Parainfluenza virlis ve RSV’ye karsi ribavirin ile sirasiyla 9,21 ve 3,39 pg/ml,
favipiravir ile 7,30 ve 13,99 ug/ml; oseltamivir ile ise 13,38 ve 9,11 pg/ml olarak
bulunmus olup bu degerler MTT kullanilarak elde edilenler ile olduk¢a yakindir.

Elde ettigimiz sonucglar MTT yonteminin hizli ve basit olmasinin yanisira giivenilir,
dogru ve literatlirdeki diger calismalarla da kiyaslanabilir sonuglar alinmast igin

uygun oldugunu gostermistir.

Calismamizda kullanilan antiviral ilaglar birbirleri ile kombinasyon halinde
kullanildiginda favipiravirin yer aldigi kombinasyonarla aditif etki elde edilirken,
ribavirin ve oOseltamivir arasinda sinerjist etki oldugu tespit edilmis olup bu
durumun, ilaglarin viriis replikasyonundaki farkli basamaklarda gosterdikleri farkli

etki mekanizmalarindan kaynaklandigi diigiiniilmektedir.

Calismamizda, kullanilan antiviral ilaglara ek olarak mukolitik etkili NAC ve
Erdosteinin aktivitesini test ettigimizde, bu ilaglarin tek baglarina herhangi bir viriis

inhibisyonuna neden olmadiklar1 goriilmiistiir.

Mukolitik ilaglar1 antivirallerle kombinasyon halinde kullandigimizda, in vitro
olarak bazi antivirallerin tek basina gosterdikleri etkide, 6zellikle Parainfluenza
virlise kars1 sinirli da olsa bir azalis meydana geldigi, ancak bunun antagonizm

kabul edilecek kadar kuvvetli olmadigi gézlenmis ve aditif olarak yorumlanmuistir.
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