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VII. OZET

Herpes Simplex Virus Tip 2’ye Kars1 Oksalamid Fonksiyonel Yapisi
Iceren Yeni Molekiillerin Sentezi ve Antiviral Etkinliklerinin

Arastirilmasi

Amag: HSV-2 infeksiyonlarinin tedavisinde asiklovir basta olmak iizere
pensiklovir, valasiklovir ve famsiklovir gibi antiviraller mevcut olsa da 6zellikle
immunsupresif hasta popiilasyonunda artan ilag¢ direnci ve mevcut ilag toksisiteleri
sebebiyle HSV infeksiyonlarina karsi yeni ilag sentez caligmalari Onem arz
etmektedir. Biz bu c¢alismada ilk kez tarafimizdan sentezlenen yirmi oksalamid
fonksiyonel yapisi igeren yeni molekiiliin sentezlenmesini ve bu molekiillerin HSV-
2'ye kars1 antiviral etkinliklerini standart ilag asiklovir ile kiyasli olarak aragtirdik.
Ayrica caligmada, yeni sentezlenen bilesiklerin tekli ve asiklovir ile kombine
kullanimlarinin sinerjistik etkinliklerinin varlig1 da arastirilmastir.

Gereg ve Yontem: Calismada yeni molekiillerin sentezleri iki farkli yontemle
(Etil  2-((2-hidroksi, (4/5)-siibstitiie-fenil)amino)-2-oksoasetat yontemi ve N-(2-
hidroksifenil)-2-(metil etil, izopropil,propil)-2-oksoasetamit yontemi)
gerceklestirildi. Sitoktoksisite calismalar1 ve viral izolasyon calismalar1 Vero hiicre
hattinda(Afrika yesil maymun bdbrek hiicre hatt1) gergeklestirildi.  Oncelikle
molekiillerin non-sitotoksik konsantrasyonlar1 Vero hiicrelerinde MTT yontemiyle
belirlendi. HSV-2’ye karsi antiviral etkinlik caligmalart HSV-2'nin 100 TCIDso
infektif dozu iizerinde calisildi. Viral iireme belirtileri olan sitopatolojik degisimler
ikinci giinden sonra tespit edilirken, hiicre kiiltiirlerinde sitopatolojik degisimlerin
tespit edilmesini miiteakip, inkiibasyonun yedinci giliniinden sonra kiiltiir kabindan
hiicreler toplandi. Toplanan hiicreler dondur-¢c6z islemi yapildiktan sonra 4000
devirde 20 dakika santrifiij edildi. Siipernatandan alinan 6rnek HSV-2 varligim
acisindan RT-PCR yontemiyle viral kopya sayist “ct” degerleri bakimindan
karsilastirildi.

Bulgular: Calismada iki farkli yontem ile 20 farkli yeni aktif molekiil (B1,
B2, B3...B20) sentezi gergeklestirildi. B4 (18.75 ug/ml) ve B17 (18.75 ug/ml)
molekiillerinin asiklovir ile kombine kullanimmnin giiglit HSV-2 etkinligine sahip
oldugu, B18 (18.75 pg/ml) ve B20 (18.75 ug/ml) molekiillerinin ise asiklovir (1.95
ug/ml) ile kombine kullaniminda asiklovirin etkinligini arttirdig: tespit edildi. B1 ve
asiklovir kombinasyonlarinin HSV-2’ye kars1 asiklovirin etkinligini arttiran giiglii
sinerjistik etki olusturdugu tespit edilirken, B2 ve asiklovir kombinasyonunun
asiklovirin HVS-2’ye kars1 etkinligini azaltan antogonistik etki olusturdugu, B3 ve
B5’in asiklovir ie kombinasyonlarinin ise HSV-2’ye karsi asiklovirin etkinligi
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tizerinde etkili olmadig1 saptandi. B47, B17 ve B18 molekiillerinin kontrol grubuyla
kiyaslandiginda RT-PCR yontemi ile viral kopya sayilarinda anlamli bir azalmanin
oldugu tespit edilmistir (p<0.05).

Sonug: Son yillarda herpes simpleks viruslarda 6zellikle de HSV-2’de artan
ilag direnci yeni molekiil arayislarinin vazgecilmez oldugunu gostermektedir. Bu
calisgmada ilk kez sentezledigimiz okzalamit tiirevi bilesiklerin (B4, B17, B18 ve
B20) HSV-2’ye karsi olduk¢a onemli antiviral etkinlik sergiledigi tespit edilmistir.
Ozellikle asiklovir ile kombine etkinliklerinin arastirildign deneylerde de B1 ve
B4’iin asiklovir ile giiglii sinerjistik etkinlikler sergiledigi tespit edilmistir. /n-vitro
olarak HSV-2 tedavisinde umut verici yeni molekiillerin tedavi amagli yeni alternatif
secenekler olabilecegi kanaatindeyiz. In-vitro bulgularimizin ileri in-vivo
calismalarla da gosterilmesi dnemli olacaktir.

Anahtar Kelimeler: HSV-2, antiviral, okzalamid, in-vitro, sinerjistik etki.
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IX. ABSTRACT

Investigation of Synthesis and Antiviral Activities of New Molecules
Containing Oxalamide Functional Structure Against Herpes

Simplex Virus Type 2

Purpose: Although antivirals such as penciclovir, valacyclovir and famciclovir are
available in the treatment of HSV-2 infections, especially in the immunosuppressive
patient population, new drug synthesis studies against HSV infections are important
due to increased drug resistance and existing drug toxicity. In this study, we
investigated the synthesis of twenty oxalamide functional molecules synthesized by
us for the first time and the antiviral activity of these molecules against HSV-2 in
comparison with the standard drug acyclovir. In addition, the presence of synergistic
activities of single and combined use of newly synthesized compounds with
acyclovir was also investigated in the study.

Materials and Methods: Synthesis of new molecules was carried out by two
different methods (Ethyl 2-((2-hydroxy, (4/5)-substituted-phenyl)amino)-2-
oxoacetate method and N-(2-hydroxyphenyl)-2-(methyl, ethyl, isopropyl,propyl)-2-
oxoacetamide method). Cytotoxicity studies and viral isolation studies were
performed on Vero cell line (African green monkey kidney cell line). First of all, the
non-cytotoxic concentrations of the molecules were determined in Vero cells by
MTT method. Antiviral efficacy studies against HSV-2 were studied on 100 TCIDso
infective doses of HSV-2. The Vero (African green monkey kidney cell line) cell line
was used for virus isolation. Cytopathological changes with signs of viral
reproduction were detected after the second day, after cytopathological changes in
cell cultures were detected, cells were collected from the culture vessel after the
seventh day of incubation. The collected cells were centrifuged for 20 minutes at
4000 rpm after the freeze-thaw process was performed. The sample taken from the
supernatant Sa compared with the RT-PCR method for the presence of HSV-2 in
terms of the number of viral copies in terms of the “ct” values.

Results: Within the scope of the study, twenty different active molecules (B1, B2,
B3...B20) were synthesized with two different methods. Combined use of B4 (18.75
ug/ml) and B17 (18.75 ug/ml) molecules with acyclovir was found to have strong
HSV-2 activity, while combined use of B18 (18.75 ug/ml) and B20 (18.75 pg/ml)
molecules with acyclovir (1.95 pg /ml) increased the effectiveness of acyclovir. It
was found that combinations of B1 and acyclovir had a strong synergistic effect that
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increased the effectiveness of acyclovir against HSV-2, while combinations of B2
and acyclovir had an antagonistic effect that reduced the effectiveness of acyclovir
against HVS-2, and combinations of B3 and B5 with acyclovir ie did not have an
effect on the effectiveness of acyclovir against HSV-2. When the molecules B7, B17
and B18 were compared with the control group, it was found that there was a
significant decrease in the number of viral copies using the RT-PCR method.

Conclusion: The increased drug resistance in herpes simplex viruses, especially
HSV-2, in recent years shows that the search for new molecules is indispensable. In
this study, it was determined that the oxalamide-derived compounds (B4, B17, B18
and B20) that we synthesized for the first time exhibited very important antiviral
activity against HSV-2. In particular, in experiments in which the combined efficacy
of acyclovir was investigated, it was also found that B1 and B4 exhibit strong
synergistic activities with acyclovir. We believe that promising new molecules in the
treatment of HSV-2 in-vitro may be new alternative options for treatment. It will be
important to demonstrate our in-vitro findings with further in-vivo studies.

Key Words: HSV-2, antiviral, oxalamide, in-vitro, synergistic effect.
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1. GIRIS

Herpes simpleks virus (HSV)’lar1 insanlarda hafif seyirli enfeksiyonlardan
hayat1 tehdit eden enfeksiyonlara kadar genis bir yelpazede enfeksiyonlara yol
acabilen viruslardir. HSV'nin yiizey glikoproteinleri konak hiicre yiizeyinde birden
fazla reseptore baglanabilme hususunda ¢ok basarilidir. Konak hiicreye baglanmanin
ardindan virus lipit zarfin1 konak hiicre zar1 ile birlesip niikleokapsidini agar.
Tegument proteinleri ve konak hiicre faktorlerinin yardimiyla niikleer yapi igine
gecen niikleokapsitten viral ¢ift sarmalli DNA konak hiicrenin ¢ekirdegine salinir.
Salman viral DNA hizla ¢ogalir (genellikle néronal olmayan hiicrelerde) ya da
cekirdegin i¢inde (duyusal ndronlarda) latent kalir. Viral zarfin konak hiicre zar ile
flizyonu onemli bir adimdir. Bu adimin bloke edilmesi, HSV'nin konak hiicreye

girigini, ¢ogalmasini ve hiicre 6liimii veya latentlige yol acan sonraki etkilesimleri

inhibe edebilmektedir (1).

HSV-2 herpesviridae ailesine ait zarfli tek, biiylik cift sarmalli bir DNA
virusu olup genital herpesin ana nedenidir. Genital herpes diinyadaki en yaygin
cinsel yolla bulasan hastaliklardan biridir ve yasam boyu latent kalip cinsel
organlarda ilseratif ve vezikiiler lezyonlar seklinde kendini gosterir (2). HSV-2
cinsel temas sirasinda cinsel partnere ya da dogum sirasinda dogrudan mukozal veya
cilt temasi yoluyla yenidogana bulasabilmektedir. HSV-2 primer enfeksiyon
sirasinda epitel hiicrelerini ve ardindan sinir uclarini enfekte etmekte, sonra retrograd
aksonal taginmayla sakral ganglionlarda kalici enfeksiyon olusturmaktadir. Virus
stres, ultraviyole 1s18§a maruz kalma, antiviral tedavinin sona ermesi,
immiinosupresyon veya hormonal seviyelerde degisiklik dahil olmak {izere bir dizi
aktive edici olay veya uyarandan sonra latent durumdan reaktivasyona gecip
aksondan deri ve mukozal yiizeylere inerek genital iilsere neden olabilmektedir.
Daha yaygin olarak ise infeksiyonun asemptomatik seyrettigi bildirilmektedir (3).
Ayrica, anneden ¢ocuga dogum kanaliyla bulasarak yiiksek morbidite ve mortaliteye

neden olan neonatal herpese yol acabilmektedir (4).



Diinyada yaklasik besyiiz milyondan fazla kisinin HSV-2 ile enfekte oldugu,
yillik olarak ise yaklasik 25 milyon vakanin bulundugu kiiresel bir saglik sorunu
oldugu bildirilmektedir. Diinya genelinde, HSV-2 seroprevalansinin kadinlarda
erkeklere gore yaklasik 2 kat daha yiiksek oldugu (erkeklerde: %14, kadinlarda %8)
bildirilmektedir (5). HSV-2 seroprevalansinin cinsel maruziyet, yas ve cinsel partner
sayist ile iliskili oldugu bildirilmektedir (6). Yapilan ¢aligmalar genital HSV
enfeksiyonu olan hastalarin  %65-90'inin  mevcut enfeksiyonunun varligindan
habersiz oldugunu gostermektedir (7). Subklinik ve asemptomatik enfeksiyonlardaki
virus yayilm sikligmin bulas riskini arttirdigi bildirilmektedir. ilk semptomatik

hastalik, primer enfeksiyondan ¢ok sonrasina kadar ortaya ¢ikmayabilir (7).

Son yillarda yapilan ¢aligmalar HSV-2’nin rahim agz1 kanseri ve insanda
immiin yetmezlik virusu (HIV) enfeksiyonu gelisme riskini 6nemli dl¢iide artirdigini
da gostermektedir (8). Yakin zamanda yapilan bir ¢caligmada diinya genelinde 15-49
yas aras1 bireyler arasinda cinsel yolla bulasan yaklasik 1.4 milyon HIV enfeksiyonu

vakasindan 420.000'inin HSV-2 enfeksiyonuna bagli oldugu tahmin edilmektedir (9).

HSV-2 kiiresel bir saglik problem olmasina ragmen giiniimiizde ne yazik ki
etkili bir asis1 bulunmamaktadir. HSV-2’ye karsi kemoterapi giiniimiizde standart
tedavi yontemidir (10). Herpes virus tedavisi ile enfeksiyonlarin siddet ve siiresinin
yaninda reaktivasyonun da azaltilmasi ve enfekte olmayan eslere bulagmanin
Oonlenmesi amaglanmaktadir (11). Baskilayict tedavi aralikli veya devaml
olabilmektedir. Giiniimiizde HSV-2 tedavisinde viral DNA replikasyonunu inhibe
eden li¢ niikleosit analogu onaylanmis ve tedavide kullanilmaktadir: Asiklovir,
Famsiklovir ve Valasiklovir. Niikleosid analoglart HSV enfeksiyonunun ilk ve
sonraki epizotlarinin tedavisinde, niiksiin sikligin1 ve siddetini azaltmada ve viral
bulasmay1 azaltmada esit derecede etkilidir (12). Latent virus enfeksiyonunu ortadan
kaldiran ya da viral salinimi tamamen bitiren bir tedavi rejimi bulunmamaktadir (11).
HSV-2 infeksiyonlarinin tedavisinde bugiin asiklovir, pensiklovir, valasiklovir ve
famsiklovir gibi antiviraller kullanilsa da hastalarda bu ilaglarin uzun siire
kullanilmasi, o6zellikle bagisikligi zayiflamis hastalarda ila¢ direncinin ortaya
¢ikmasina neden olmaktadir (13). Geleneksel antivirallerin artan kullaniminin bir

sonucu olarak c¢esitli toksisite vakalariyla karsilasilmistir (14). Bunlardan bagka bazi



niikleozid olmayan inhibitorler gelistirilmis olsa da su anda c¢ok az1 HSV-2
enfeksiyon tedavisi ig¢in onaylanmistir (15). Ayrica, Asiklovir ile birinci basamak
tedavinin basarisiz oldugu durumlarda ya da bir ilag diren¢ mutasyonu meydana
geldiginde tedavide Foscarnet ikinci basamak bir ilag olarak kullanilmaktadir. Fakat
kullanim1 toksisitesi ve sadece intravendz formu olmasindan dolay1 sinirlidir. Biitiin
bu sebeplerden dolayr HSV-2'ye karsi alternatif yeni antivirallerin bulunmasi

vazgecilmez bir zorunluluk halini almistir (16).

Herpes viruslar immunsuprese konaklarda ciddi morbidite ve mortaliteyle
seyredebilen olduk¢a 6dnemli infeksiyon ajanlardir. Son yillarda genital kanserler ve
HIV bulast i¢in de predispoze faktorler arsinda gosterilen HSV-2’nin tedavisinde
yeni antiviral ajanlarin kesfi son derece biiyilk 6neme sahiptir. Giiniimiizde
kullanimda olan ilaglara karsi artan bir diren¢ olup ilag direngli vakalarda yeni
alternatif ila¢ koklerine ihtiyag duyulmaktadir. Herpesviruslar sinir kok
gangliyonlarinda latent olarak kalabildiginden, bu latent dénemde reaktivasyonun
Ontline gececek yani virus salimimini da etkileyebilen bir ilacin bulunmamasi ayrica

hissedilen biiyiik bir eksikliktir.

Gerek ntisklerin 6nlenmesi gerek ilag direngli suslarin tedavisinde alternatif
yeni ilag sentez calismalari cesitli kimyasal kokler {izerinde siirdiiriilmektedir.
Okzalamit tiirevleri zengin farmakolojik etkinlikleri sebebiyle bu alanda umut
olabilecek bir gruptur. Oksalamid fonksiyonel yapisi igceren ¢ok sayida yeni
molekiiliin antiviral 6zellige sahip olabilecegi ile ilgili calismalar literatiirde yer
almaktadir. Antiviral etkinlige sahip bu molekiil gruplar incelendiginde; oksalamid
grubunun bir fenil halkasi ile alifatik gruplar arasinda ara zincir gorevi olarak
kullanildigr belirlenmistir. Alifatik gruplarin ve benzen halkasinin degistirilmesi ile
aktivitenin kaybolmadigi, aksine daha aktif antiviral molekiillere ulasilabilecegi
kesfedilmistir. Alifatik farmakofor grubunun aromatik ve yine alifatik sistem igeren
gruplarla  fonksiyonlandirilmast ile antiviral etkinlikte uygun molekiiler
konformasyon saglanabildigi i¢in CD4 reseptorlerine baglanarak daha aktif
molekiillere ulasildig: belirlenmistir. Bu 6zelliklerinden dolay1 okzalamit fonksiyonel
yapist iceren molekiiller ¢ok ¢esiti viruslarin tedavisinde yaygin olarak

arastirilmaktadir.



Biz bu calismada HSV-2 tedavisinde etkinliklerinin degerlendirilmesi i¢in
oksalamid fonksiyonel yapisi iceren yeni molekiillerin sentezlenmesini ve bu
molekiillerin HSV-2'ye kars1 antiviral etkinliklerini standart ilag asiklovir ile kiyaslh
olarak arastirmayr amacladik. Bunun yaninda, ¢alismada yeni sentezlenen
bilesiklerin tekli ve asiklovir ile kombine kullanimlarinin sinerjistik etkinliklerinin

arastirilmasi da amaglanmastir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Herpes Viuslar

Herpesviridae ailesi alfa-herpesviruslar, beta-herpesviruslar ve gama-
herpesviruslar olmak iizere ii¢ alt aileye ayrilir. Herpesviridae ailesinin tiim yeleri
latent kalabilmektedir. Virusun latent kaldigi hiicrelerde birtakim degisiklikler
olusabilmektedir. Alfa-herpes viruslarin ¢ogu noronlarda, beta-herpesviruslar
noronal olmayan hiicrelerde ve gama-herpesviruslar B ve T lenfositlerinde latent
kalabilmektedir. Ancak Marek Hastaligi etkeni bir alfa-herpes grubu virusu iken
tavuk CD4+ T-hiicrelerinde latentlik gostererek bu kural disina ¢ikmaktadir (17).

Alfa-herpes virusu ailesinde yer alan HSV-1 ve HSV-2 genellikle kisa
replikasyon dongiisiine sahip olup genis bir konak yelpazesini enfekte etme
yetenegindedir. HSV virusu en az 74 geni kodlayan yaklasik 152 kb'lik lineer ¢ift
sarmalli bir DNA’ya, alti farkli viral protein, 162 kapsomerden olusan bir
ikosapentahedral kapside, yapisal ve diizenleyici rollere sahip 20-23 farkli viral
tegument proteinine ve yilizeylerinde farkli sekil ve boyutlarda en az 12 farkh
glikoprotein (gB, gC, gD, gE, gG, gH, gl, gJ, gK, gL, gM ve gN) bulunan bir zarfa
sahiptir. Bazilar1 heterodimer (gH/gL ve gE/gl), cogu ise monomer halinde bulunur.
Virus uygun bir konak bulduktan sonra viral glikoproteinler, konak hiicre yiizeyi
reseptorlerine baglanir. Daha sonra glikoproteinler birbirleriyle etkilesime girmekte
ve viral zarf ile konak hiicre zarinin flizyonunu saglayarak viral icerigi konakei
hiicreye iletmektedirler. Dort glikoproteinin (gB, gD, gH ve gL) ve bunlarin konak
hiicre reseptdrlerinin bulunmasimnin viral igerigin konak hiicreye iletebilebilmesinde
yeterli oldugu bildirilmistir (18). Dort viral glikoprotein olan gD, gH/gL ve gB
spesifik reseptdrlere baglanarak, viral igerikleri hiicre igine birakir (19). ilk olarak
virus viral glikoproteinleri gB ve/veya gC araciliiyla konak¢inin hiicre ylizeyindeki

heparan siilfat proteoglikanlarina (HSPG'ler) baglanir. Virus daha sonra hiicre



yiizeyinde kayar ve viral sorf olarak adlandirilan bir hareketle hiicre govdesine ulasir
(20). Daha sonra dogrudan membran fiizyonunu tetikleyen gD, gH/gL ve gB

glikoproteinleriyle hiicre zar1 reseptorlerine baglanir (19).

2.1.1. Plazma Membran Proteinleri

HSV-1 veya HSV-2 enfeksiyonu sirasinda virusun fiizyon proteinleri
yardimiyla konak hiicre zari-virus zarfi birlesir. Fiizyon proteinleri genellikle viral
zarfin ylizeyinde bulunan transmembran proteinleridir. gB viral bir fuzyon gorevi
gormektedir. gB, gD, gH/gl ve bunlarin ayni kokenli reseptdrlerini igeren g¢ok
proteinli bir kompleks “¢ekirdek fiizyon makinesi" olarak bilinmekte olup birlikte
flizyon reaksiyonunu gergeklestirmektedirler. Fiizyon reaksiyonu, viral niikleokapsid

ve tegiiment proteinlerini konakg1 hiicreye iletmektedir (21-23).

gB
Fiizyon Sonrasi

Hiicre zan

Virus Zarfi

Resim 1. HSV virusunun glikoprotein aracili fiizyonundaki temel adimlarinin sematik bir
diyagrami (24)

2.1.2. Hiicreden Hiicreye Yayilim

HSV oncelikle genis hiicre-hiicre temast olusturan hiicreleri enfekte eder. Bu
tip hiicreler epitel hiicrelerini igeren bir grup olan polarize hiicrelerdir. Polarize
hiicreleri enfekte etmenin ana avantajlarindan biri replikasyondan sonra virionlarin

enfekte bir hiicreden komsu enfekte olmayan hiicrelere hizli ve etkili bir sekilde



hareket edebilmesidir. Bu hareket sirasinda konaker1 hiicreleri birbirine baglamak icin
var olan baglanma reseptorleri olarak konak¢min yapigma transmembran
proteinlerini kullanirlar. HSV konakg1 bagisiklik sistemi tarafindan tespit edilmekten
kagmak icin hiicre baglantilar1 adezyon proteinlerini kullanarak hiicreler arasinda
hareket eder. Bu yayilma aymi tip hiicreler i¢inde veya primer bolgeyle duyusal
bolgeler arasinda da olabilir. Sekonder bolge ¢ogunlukla latentlik olusturduklari veya
ensefalite neden olabildikleri noronal hiicreler arasinda bulunur. Giris esansiyel
glikoproteinler (gB, gD, gH-gL) ve gD reseptorlerinin yani sira gK, hiicreden
hiicreye yayilmada onemli rol oynamaktadirlar. Burada ilging olan en yaygin
bulunan gD reseptdrii nektin-1"in hiicre baglantilarinda eksprese edilmesidir (1, 25).
Calismalarda HSV'nin enfekte olmus hiicrelerden enfekte olmamais hiicrelere
geemek i¢in hiicre baglantilarini, 6zellikle sik1 ve yapiskan baglantilarin1 kullandigi
gosterilmigtir. Bu baglantilarda HSV, hiicreden hiicreye yayilmasini destekleyen

reseptorlerine baglanmak igin gE/gl glikoproteinlerini kullanmaktadir (26).
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Resim 2. Herpes simpleks virusunun hiicreden hiicreye yayilimi.
A: Plazma zan fiizyonu ve hiicreden hiicreye yayilim.
1.Virus. 2. Viral glikoproteinlerin konak hiicre reseptorlerine baglanmasi. 3. Viral zarfin
flizyonu ve viral icerigin konak hiicrenin sitozoliine salimimi. 4. Viral kapsidin fiizyonu ve
viral DNA'nin ¢ekirdege salmimi. 5 ve 6. Viral DNA'nin replikasyonu ve niikleokapsid
montaji. 7-9. Yeni sentezlenmis niikleokapsidin ER ve Golgi yoluyla Trans-Golgi agina
(TGN) salinimi. 10. Salgi keseciginin i¢inde olgun HSV. 11. Olgun HSV apikal yiizeye
salinmakta (enfekte olmamis konak hiicreyi enfekte etmeye hazir). 12. Olgun HSV yan
yiizeye salinarak, adezyon transmembran proteinlerine baglanarak enfekte olmamis diger
konak hiicrelerini enfekte edebilme potansiyeline sahiptir.
B. Viral giris endositik yol ve hiicre-hiicre yayilimu.
1. Virus. 2. Psddopod benzeri projeksiyon; konake¢i hiicre reseptorleri ile birlikte viral
partikiiller hiicre i¢ine alinir. 3. Endozom olusumu ve endozomal membran ile viral zarfin
flizyonu ve viral icerigin konake¢inin sitozoliine salinimi. 4. Viral kapsidin flizyonu ve viral
DNA'nin ¢ekirdege salinimi. 5 ve 6. Viral DNA replikasyonu ve niikleokapsidin montaji. 7-
9. Yeni sentezlenen niikleokapsidin ER ve golgi cisimcigi yoluyla TGN'ye salinimi. 10.
Salgi keseciginin iginde olgun HSV. 11. Olgun HSV apikal yiizeye salinir ve enfekte
olmamis konak hiicreyi enfekte etmeye hazir. 12. Olgun HSV adezyon transmembran
proteinlerine baglanarak komsu hiicreyi enfekte eder ve kapsidi sitozole birakir (1)



2.2. Herpes Viruslarin Yaptig1 Hastaliklar

2.2.1. Primer Herpes Genitalis

Herpesviruslarin (HSV-1 ve HSV-2) yol a¢tig1 primer genital enfeksiyonlar
genellikle asemptomatiktir (7). Klasik klinik 6zellikler makiiler veya papiiler deri
lezyonlarindan olusmaktadir. Cinsel temastan 4-7 giin sonra ciltte vezikiiller,
pustiiller ve iilserler gelisecek sekilde ilerler ve bu durum 3 haftaya kadar siirebilir
(27). Tipik semptom agri olup yanma ve diziiriye de sebep olabilmektedir.
Lenfadenopati, ates ve servisit; kadinlarda, proktit; erkeklerde yaygin goriiliir.
Genital herpes 0zellikle kadin genital sisteminde atipik olarak ortaya ¢ikabilmekte
olup klinik taniyr ¢ok daha zor hale getirebilmektedir. Serviksteki herpesvirus
enfeksiyonlart gogunlukla asemtoptomatik seyredebilirken, tiretradaki enfeksiyonlar

ciddi iseme problemleriyle kendini belli etmektedir.

2.2.2. Rekiirren Herpes Genitalis

Primer dokiintiiniin ardindan virus duyusal noral ganglionlarda yasam boyu
latent kalmaktadir (28). Primer genital enfeksiyon durumunda esas olarak sakral
ganglionlar etkilenir. Buradan virus reaktive olabilmekte ve tekrarlayan enfeksiyona
sebep olabilmektedir. Immiinogenetik yatkinlik varliginda viral reaktivasyonun daha
yaygin olabilecegi bildirilmektedir. Ancak reaktivasyonlar artan yasla birlikte
azalmaktadir. Ates, UV 15181, menstriiasyon, stres veya travma gibi ¢ok sayida
fizyolojik ve cevresel faktorler virusun tetikleyicisi olabilmektedir (29). Endojen
viral reaktivasyonlar tekrarlayan herpes genitalis olarak ortaya cikabilir. HSV-2
nedeniyle semptomatik primer herpes genitalisi olan hastalarin {igte birinde (yilda en
az 6 kez) niiksler meydana gelmektedir (30). Niiksler hemen hemen her zaman deri
ve mukozal lezyonlar ortaya ¢ikmadan 1-2 giin 6nce nevraljik semptomlar, disestezi
veya lumbosakral dermatom agrist gibi prodromal semptomlarla ortaya
¢ikabilmektedir (31). Primer enfeksiyonla karsilastirildiginda niiks semptomlar1 daha
az siddetlidir ve klinik seyir daha kisadir (32). Sik herpes genitalis niikslerinin
ozellikle aile ve isyerinde yliksek stres yiikii olan gen¢ kadinlari etkiledigi



bildirilmektedir. Rekiirrenslerin yiiksek diizeyde duygusal strese de neden olabilecegi
dikkate alinmalidir (33). Etkilenen hastalar ve cinsel partnerler bu nedenle 6nemli

psikososyal sorunlar yasayabilmektedirler.

2.2.3. Neonatal Herpes Simplex Virus infeksiyonu

Yenidogan enfeksiyonlart HSV  viruslarinin  neden  oldugu tim
enfeksiyonlarin en 6nemlileri ve yikicilar1 arasinda yer almaktadir (34). Hastaligin
insidansinin diigiik (10.000 canli dogumda yaklagik 5) olmasma ragmen bu
enfeksiyondan kaynaklanan potansiyel morbidite ve mortalite yiiksek seyretmeye
devam etmektedir. Antiviral tedaviye ragmen mortalitenin %4 dolaylarinda oldugu
bildirilmigtir (35, 36). Yenidogan HSV enfeksiyonunun ii¢ klinik formu; lokalize
(cilt, gbz ve agiz vs. alanlarda) hastalik, ensefalit ve generalize (yaygin) hastaliktir.
(36) Hayati tehdit eden HSV hastaliginin tedavisinde asiklovir kullaniminin 6nemli
klinik sonuglart olmustur. Bebeklerin yaklasik %45'i yiizeyel cilt enfeksiyonlarina
yakalanirken bazilarinda zihinsel bozukluklar gelisebilmektedir. Virustan etkilenen
bebeklerin yaklagik %35'i merkezi sinir sistemi (CNS) hastalig1 ve geri kalaninda da
yaygin ¢oklu organ hastaligi goriilebilmektedir. Mortalite yaygin hastalikta yaklasik
%40 oran ile en yiiksek diizeyde seyrederken merkezi sinir sistemi hastaliginda ise
%S5 dolaylarindadir (34). Yenidogan HSV hastaligi tanisinda PCR ydnteminin
kullanilmasi, beyin biyopsisi veya beyin omurilik sivisi (BOS) kiiltiirii olmaksizin
CNS hastaliginin teshisini miimkiin kilmaktadir. Daha da 6nemlisi ylizeyel hastalig
olan bebeklerin yaklasik %10'unda BOS i¢inde HSV DNA’ya rastlanirken bu
bebeklerin BOS 6rneklerinin sitolojisi tamamen normal olarak raporlanmaktadir. Bu
durum  merkezi  sinir  sisteminin  asemptomatik  enfeksiyonu  olarak
degerlendirilmektedir. Bu ¢ocuk grubunda nérolojik problemler bildirilmektedir. Bu
nedenle lezyon varliginda bebeklerde HSV BOS’ta DNA aranmasi rutin olarak
uygulanmalidir. Yiizeyel infeksiyon varliginda asiklovir tedavisi 14 giin siireyle
uygulanirken BOS’ta HSV DNA tespit edildiginde en az 21 giin siireyle asiklovir
tedavisi verilmesi Onerilmektedir (36). HSV-2 enfeksiyonlu bebeklerin HSV-1'li
bebeklerden c¢ok daha siddetli norolojik sonuglara sahip oldugu bu oranlarin

mortaliteye de yansidigir bildirilmektedir. Bazen antiviral tedavinin sonunda PCR
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pozitifliginin devam ettigi de bildirilmistir. Bu durum c¢ocuklarda diisiik dereceli
kalict merkezi sinir sistemi enfeksiyonunu akla getirmektedir. Boyle bir durumda
oral asiklovir tedavi siiresinin uzatilabilecegi bildirilmektedir. Oral asiklovir ile uzun
stireli baskilayict tedavinin uygulandigi plasebo kontrollii bir ¢alismada (37)
intravendz ila¢ kullaniminmi takiben alt1 ay boyunca oral asiklovir alanlarin kontrol
grubuna gore Onemli Olglide daha iyi norolojik sonuglara sahip oldugunu
bildirilmistir. Bu bulgular olduk¢a Onemlidir, ¢linkii HSV'nin beyinde diisiik
seviyelerde ¢ogalma yeteneginin oldugu ve bunun sonucunda da uzun vadeli
norolojik hasara yol acabilecegi bildirilmektedir. Alt1 aylik supressif asiklovir
tedavisi ile normal islevine donen ¢ocuk oraninin 6nemli Olglide artirilabilecegi

bildirilmektedir (36).
2.2.4. Herpes simplex encephalitis

Vidarabin tedavisinin herpes simpleks ensefaliti 6liimlerini azalttig1 bildirilse
de asiklovirin herpes simpleks ensefalitinin tedavisinde yararli oldugu cok daha
sonralar1 (1986) gosterilmistir (38). BOS'ta HSV DNA'sinin saptanmasi i¢in PCR'nin
uygulanmasi, herpes simpleks ensefaliti tanisi i¢in altin standart yontem olarak beyin
biyopsisinin yerini almigtir (39). Bununla birlikte PCR tani i¢in altin standart
olmasima ragmen, bir laboratuvar ile digeri arasinda test performansinda onemli
degiskenlik oldugu bilinmektedir. Giivenilir ve tekrarlanabilir bir sonug elde etmek
i¢in uygun kontroller kullanilmalidir. Herpes simpleks ensefalitinin yiliksek morbidite
ve mortalitesi nedeniyle (hastalifin baslangicindan alti ay sonra yaklasik %20
mortalite) erken intravendz asiklovir tedavisi benimsenmistir. Herpes simpleks
ensefaliti ile uyumlu bulgularla basvuran hastalara genellikle ampirik tedavi
onerilmektedir (40). Ampirik tedavinin hastaligin morbidite ve mortalitesi {izerinde
biiyiik bir etkisi olup olmadig1 agik olmasa da spesifik olarak fokal ndrolojik bulgusu
olan veya olmayan ates, mental durum degisikligi ve BOS anormallikleri olan
hastalarda, BOS’ta PCR analizi yapilirken asiklovir tedavisine baglanilmasi

Onerilmektedir.
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2.3. Asemptomatik Viral Yayilim ve Bulas

Vakalarin ¢ogunda endojen viral reaktivasyon asemptomatik genital viral
yayilim ile karakterizedir. HSV-2’nin viral yayilimi anti-HSV-2 1gG pozitif olan

bireylerde dahil olmak iizere hemen herkes i¢in s6z konusudur.

Klinik olarak belirgin/goriiniir herpes genitalisi olan kisiler ve HSV'yi
asemptomatik olarak yayan kisiler virusu cinsel partnerlerine bulagtirabilir. Bu
neredeyse her zaman cinsel iliski sirasinda dogrudan temas yoluyla gerceklesir. Son
yillarda o6zellikle ergenlik ve gen¢ eriskinler arasinda primer genital HSV-1
enfeksiyonu insidansinda artiglarin oldugu bildirilmistir. Bu durumun biiyiik
olasilikla bu yas grubunda daha yaygin olarak uygulanan oral seks ile iligkili oldugu
diistiniilmektedir. Diisiik ¢evresel kararliligi nedeniyle HSV sadece nemli yiizeylerde
giinlerce bulasici kalabilmektedir. Bu nedenle normal hijyen (beden hijyeni dahil)
saglandiginda, cinsel iliski disindaki bulagma ihtimalinin diisiik diizeylerde
kalabilecegi sOylenebilir. Rahim i¢i ve perinatal viral bulagsma istisnai durumlardir.
Gebe kadinlarda hem primer hem de rekiirren HSV enfeksiyonunun intrauterin viral
bulagmaya ve konjenital HSV enfeksiyonuna neden olabilecegi bildirilmistir (41).
Tanimlanan fetal enfeksiyonun klinik sonuglari, diisiik, 6lii dogum veya genellikle
cilt ve goz lezyonlar1 ve/veya norolojik semptomlar dahil olmak {izere diger
konjenital bulgular1 igermektedir (42). En yiiksek fetal enfeksiyon riski gebeligin ilk
20 haftasinda ve primer maternal HSV-2 enfeksiyonu sonucu goriilmektedir. Dogum
sirasinda  annenin  genital yoluyla ¢ocuga viral bulasma neonatal HSV
enfeksiyonunun en yaygin nedeni olarak kabul edilmekte olup bu enfeksiyonlarin
%70-85'ine HSV-2’nin yol actig1 bildirilmektedir (43). HSV-1'e kiyasla HSV-2
enfeksiyonunun progresyonunun daha ciddi ve hastalik insidansinin 100.000 canli
dogumda 5-31 oldugu bildirilmistir (41). En yiiksek riskin perinatal maternal primer
HSV enfeksiyonu sonucu olustugu bildirilmekteyse de ¢ogu yenidogan enfeksiyonu
dogum sirasinda asemptomatik viral yayillim varliginda da ortaya cikabilmektedir
(41, 44). Hastalik, cilt, gz ve mukoza zarmin lokalize enfeksiyonu, CNS

enfeksiyonu veya yaygin sistemik enfeksiyon olarak ortaya gikabilmektedir (45).
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2.4. Antiviral Tedavi

Standart birinci basamak ilaglar arasinda asiklovir, valasiklovir ve famsiklovir
bulunur. Bu niikleozid anologlarinin spesifik antiviral etkisi (46), HSV-1 ve HSV-
2’nin anahtar enzimi olan timidin kinaz (TK) tarafindan monofosfat formuna
fosforilasyonuna ve ardindan hiicresel enzimler tarafindan di-trifosfat formu yoluyla

fosforilasyonuna dayanir.

Asiklovir herpes genitalis dahil HSV enfeksiyonlari icin ilk tercih terapotik
ajandir. Herpes genitalis de dahil olmak tizere deri ve mukoza =zarlarinin
enfeksiyonlari, bagisiklig1 yeterli kisilerde oral yoldan tedavi edilir. Siddetli HSV
enfeksiyonlart 6zellikle immiin yetmezligi olan hastalarda, intravendz asiklovir ile
tedavi edilmelidir. Herpes genitalis tedavisi i¢in asiklovir dozu, enfeksiyon
durumuna, bagisiklik yeterliligine ve hastanin gebe olup olmamasina baglidir.
Niiksler yilda dort-alt1 atak {izerinde bir oranda meydana gelirse, virusu baskilamak
icin uzun siireli tedavi (profilaksi) diistiniilmelidir. Gebelik sirasinda profilaksinin
faydali oldugu bildirilmektedir. Topikal asiklovir sadece herpes labialis, herpes
keratokonjonktivit ve hafif semptomatik herpes genitalis i¢in Onerilir. Resmi olarak
asiklovir gebelikte kullanim igin ruhsatli ilaglardan degildir. Ancak oOzellikle
gebeligin 15. haftasindan 6nce uygulamadan kaginilmasi ¢ok 6nemlidir (47). Bazi
caligmalarda oral ve topikal asiklovirin konjenital anomalilerin oranini arttirdigi
bildirilmistir. Bu veriler smirli 6lgekli olsa da hastalar kullanimi konusunda
bilgilendirilmelidir. Nadiren merkezi sinir sistemi yan etkileri ve gastrointestinal yan
etkilere neden olabilir. Nefrotoksik maddeler ayni anda verilmemeli ve hem bobrek

hem de karaciger laboratuvar parametreleri takip edilmelidir (47).

Valasiklovir oral uygulamaya uygun asiklovirin bir 6n ilacidir (bir L-valil
esteri). Ilacin alimmi takiben hepatik enzim valasiklovir hidrolaz tarafindan
asiklovire doniistiiriiliir. Oral valasiklovirin biyoyararlanimi  %54'tiir ve oral
asiklovire gore iig-dort kat daha yiiksek aktif bilesen konsantrasyonlarina
ulagsmaktadir. Valasiklovir’in immun kompetan hastalarda herpes genitalis i¢in
standart bir tedavi oldugu ve viral baskilama ve rekiirren herpes genitalisin
onlenmesi i¢in etkinligi bildirilmistir. Valasiklovir etkinligi ve gilivenlilik profilleri

heniiz bu popiilasyonda yeterince ¢alisilmamis oldugundan, ¢cocuklarda ve ergenlerde
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antiviral tedavi i¢in ruhsatlandirilmamigtir. Bu baglamda giivenligi hakkinda ¢ok az
veri oldugu i¢in gebelik i¢in de kullanimi sinirhidir (48). Olasi yan etkiler asiklovirin

yan etkilerine benzerdir.

Famsiklovir; ince bagirsak ve karacigerde iki ester grubunun béliinmesinden
sonra ortaya cikan, topikal olarak etkili tek asiklik niikleotid analogu pensiklovirin
inaktif diasetil ester oOn ilacidir. Oral uygulamadan sonra famsiklovirin
biyoyararlanimi %77'dir. Famsiklovir ayrica asiklovir ve valasiklovir ile birlikte
herpes genitalis icin standart terapotik ajanlardan biri olarak kabul edilmektedir.
Ayrica c¢ocuklarda ve ergenlerde, 25 yasin altindaki bagisikligi baskilanmis
hastalarda veya gebelikte kullanim i¢in lisansli degildir. Bu nedenle gebelikte tercih
edilen tedavi olarak kullanilmamalidir (48). Nadiren famsiklovirin bas agrisi, mide

bulantist ve konfiizyona neden olabildigi de bildirilmistir (49).

2.4.1. Antiviral Hedefler: Viral glikoproteinler

HSV glikoproteinlerini veya bunlarin reseptorlerle etkilesimlerini bloke
edebilmenin, konak hiicreye viral girisi ve hiicreden hiicreye yayilmayi engelleme
potansiyeli vardir. GB, gD, gH-gL arasindaki etkilesimler fiizyonun gergeklesmesi
icin gereklidir. Bu nedenle kiiclik molekiiller yoluyla glikoprotein-reseptor
etkilesimlerinin hedeflenmesi, HSV enfeksiyonlarinin tedavisinde énemli bir etkiye
sahip olacaktir. Bu kiiciik molekiiller peptitleri, HS mimetiklerini, monoklonal

antikorlari, aptamerleri, nanopartikiilleri, sentetik veya dogal bilesikleri icerir (50).
2.4.2. Antiviral Stratejiler

Guanozin analogu olan asiklovir hem yiiksek seg¢icilik hem de diisiik toksisite
gosteren ilk antivirallerden biridir (51). HSV-1, HSV-2 ve VZV'ye kars1 etkilidir.
Asiklovir enfekte hiicrelerde HSV timidin kinaz (TK) tarafindan spesifik olarak
fosforile edildikten sonra, asiklovir monofosfat, hiicresel kinazlar tarafindan aktif
formuna (trifosfat) dontistiiriiliir. Guanozin trifosfat yerine viral polimeraz (pol)
tarafindan uzayan DNA zincirine trifosfat formunun dahil edilmesi, zincirin
sonlanmasina ve viral replikasyonun inhibisyonuna yol acar. Asiklovir genital ve

labial herpes ve ensefalit dahil olmak {izere HSV enfeksiyonlarinin sistemik
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tedavisinde ve labial herpesin topikal tedavisinde kullanilmaktadir. Asiklovirin oral
biyoyararlanimini arttirmak igin valin esteri valasiklovir gelistirilmistir (52).
Valasiklovir genital herpesin epizodik ve supressif tedavisinin yani sira labial herpes
icin kisa siireli tedavi olarak endikedir. Aynm1 zamanda genital herpes bulasmasini
azaltmak igin test edilmis ve onaylanmis tek ilagtir (53). Asiklovir ve onun 6n ilaci
valasiklovirin yan1 sira, HSV tedavisi i¢in iki niikleozid analogu daha onaylanmistir:
Pensiklovir ve trifluridin (54). Asiklovir gibi guanozin analogu pensiklovir de viral
timidin kinaz tarafindan spesifik olarak fosforile edilir. HSV'ye kars1 daha diisiik
aktivite gosterir ancak fosforilasyon asamasinda daha uzun hiicre i¢i yar1 omre
sahiptir. Oral olarak biyoyararlanimi olmadigindan, pensiklovirin kendisi sadece
labial herpes tedavisi icin topikal formiilasyon olarak kullanilir. Oral ilaglar arasinda
famsiklovir, labial herpesin sistemik tedavisinin yani sira genital herpesin epizodik
ve baskilayici tedavisi i¢in de endikedir (55). Asiklovir gibi famsiklovir de HSV
yaninda VZV'ye de etkilidir.

Bunun yaninda orofasiyal HSV enfeksiyonlar icin ii¢ tedavi secenegi daha
mevcuttur: trifluridin, n-dokosanol ve asiklovir ile hidrokortizon kombinasyonu.
Asiklovir ve pensiklovirin aksine, trifluridin ve dokosanol HSV'ye (ve VZV'ye) 6zgii
ilaglar degildir. Deoksiiiridinin modifiye edilmis bir formu olan niikleozid analog
trifluridin, herpes keratitini tedavi etmek i¢in kullanilmakta olup ayrica as1 virusu ve
baz1 adenovirus suslar1 gibi diger viruslara kars1 da etkilidir. Dokosanol tekrarlayan
dudak ucuklarmin topikal tedavisi i¢in kullanilan doymus bir yagl alkoldiir. Etki

mekanizmasi konak hiicre zart ile viral zarf flizyonunun 6nlenmesine dayanir (56).
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Resim 3. Niikleosid analoglarinin ve helikaz-primaz inhibitorlerinin etki sekli.

2.4.3. Yeni Antiviraller

Niikleosid analoglar1 ile HSV enfeksiyonlarin yonetimindeki ilerlemelere
ragmen, alternatif etki mekanizmalar1 ve gelismis biyoyararlanim ile iyilestirilmis
terapotikler gereklidir. Pek ¢ok hastada HSV'nin neden oldugu niiks eden kornea
hastaligi bildirilmistir (57, 58). Viral replikasyon sonucu goérmeyi tehdit eden
inflamasyon ve yara izi, uzun siireli asiklovir tedavisi ile siklikla kontrol altinda
tutulur. Bununla birlikte uzun siireli uygulama, etkilenen goézden izole edilen
viruslarda 6nemli diizeyde ila¢ direncine yol agabilir (59). Bu tiir enfeksiyonlarin
kontroliine yardimci olmak ve direng olasiligini azaltmak icin tek basina veya
asiklovir ile kombinasyon halinde yeni antiviral ilaglar gelistirilmelidir. Sistemik
HSV enfeksiyonlarinin tedavisi i¢in iki ila¢ degerlendirilmektedir: Pritelivir ve
brincidofovir. Pritelivir HSV DNA replikasyonunda 6nemli bir rol oynayan bir
helikaz primaz inhibitoriidiir (36, 60). Pritelivir hiicre kiiltiirii ¢alismalarinda son
derece aktif bulunmus olup iki klinik ¢alismada genital HSV enfeksiyonlarina kars1
onemli aktiviteye sahip oldugu gosterilmistir. Bugiine kadar yapilan ¢aligmalar uzun
stireli baskilayict tedavinin aksine, genital herpetik enfeksiyonlarin kisa siireli
tedavisi ile smirlandirilmistir.  Uzun  siireli  baskilayict  uygulamanin  kabul

edilebilirligini belirlemek i¢in daha fazla uzun siireli toksisite ¢alismalar1 devam
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etmektedir. Pritelivir bagisikligi baskilanmis konake¢ida asiklovire direngli HSV
enfeksiyonlara karsi etkinlik agisindan degerlendirilmektedir. Sidofovirin lipofilik
bir tlirevi olan brincidofovir, sidofovirinkine benzer bir etki mekanizmasina sahip
olup diisiik nefrotoksisite iliskilidir. Ila¢ baslangigta hematopoietik kok hiicre nakli
alicilarinda insan sitomegalovirus enfeksiyonlarinin tedavisi i¢in gelistirilmistir (61).
Bununla birlikte gastrointestinal sistem toksisitesi bildirilmis olup endikasyon igin
degerlendirilmemektedir. Bu ilacin bu kosullar altinda insanlara uygulanabilirligi
tartismalidir. Bununla birlikte ilacin niikleozid analoglarina direncli viruslara karsi
etkinligi bildirilmistir. HSV enfeksiyonlar1 i¢in yeni terapdtiklerin gelistirilmesi, ilag
enddistrisinin ilgisizligi nedeniyle yetersiz kalmaktadir. Asiklovir, valasiklovir ve
famsiklovir gibi ilaglarin yliksek giivenlikleri nedeniyle, ¢ogu ila¢ firmasinin bakis
acisindan pazarin ek ilaglara olan ihtiyact onemli Olgiide azalmaktadir. HIV
enfeksiyonunun yonetiminden ve Hepatit C virusu enfeksiyonlarinin tedavisinden
edinilen tecriibeyle kombinasyon terapilerinin sinerjik etkinligin  6nemli
olabilecegidir. Ozellikle yenidogan ve CNS olmak iizere hayat: tehdit eden HSV
enfeksiyonlarinin yonetiminde bdyle bir yaklasimin gelistirilmesi gerekmektedir.
Hayvan modeli calismalarinda yenidogan HSV enfeksiyonlarinin tedavisinde
asiklovir ve brincidofovir kombine edildiginde sinerjik etki olugmaktadir. Murin
ensefalit modellerinin yonetiminde pritelivir ve asiklovir kombinasyonu iizerine de

sinerji bildirilmistir (62).

2.4.4. HSV Tllaglarim Simirlayan Faktérler

Niikleozid analoglar ile tedavi plasebo tedavisine kiyasla hem genital hem de
labial herpes icin primer ve tekrarlayan ataklarin iyilesme siiresini azaltmada
etkilidir. Ozellikle yeni bir niiksiin tedavisi ile ilgili olarak, tedavinin miimkiin olan
en kisa siirede baslatilmasi etkinlik acisindan 6nemlidir. ideal olarak tedaviye
prodromal fazda baslanmalidir, ¢linkii virus ¢ogalmasini kontrol etmek ic¢in kisa bir
donem bulunmaktadir (63). Ayrica, niikleosid analoglarinin etkinligi de genellikle
smirli  olup lezyon iyilesme siliresi veya epizod siiresinde iyilesmelerle
sonuclanmaktadir (64). Bu ayn1 zamanda tedavi altinda viral yayilim ve salginlarin
meydana geldigi baskilayic1 tedavi i¢cin de gecerlidir ve bulasi %50 oraninda

azaltmaktadir (53).
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Immiin kompetan hastalarda niikleozid analog direncinin prevalans: diisiik
olsa da (%0.3-0.7) bagisikligi baskilanmis hastalarda direngli HSV enfeksiyonu
prevalansi altta yatan hastaliga (6rn. kati organ veya hematopoietik kok hiicre nakli)
ve immiinosupresyonun derecesine bagli olarak %2.5-25 arasinda degismektedir
(65). Bagisikligi baskilanmig hastalarda daha sik reaktivasyon epizodlari, uzun siireli
semptom ve dokiilme siiresi, artan enfeksiyon siddeti, daha yaygin ve atipik
lezyonlarin goriilmesinin yaninda yasami tehdit edebilen enfeksiyonlar da daha ¢ok
goriilmektedir (66). Viral timidin kinaz ve polimeraz direnci kullanimini
sinirlamaktadir. Bir fosfonik asit tiirevi olan intravendz foskarnet bu endikasyon i¢in
onaylanmus tek ilagtir (67). Bununla birlikte kullanimi, genellikle bobrek yetmezligi
ve tedavinin kesilmesini gerektiren yan etkiler nedeniyle sinirlidir. Foscarnet'in
toksisitesi ve uygulanmasi i¢in hastaneye yatis gerektirmesi nedeniyle, niikleozid
analoglarina direngli enfeksiyonu olan hastalar i¢in daha iyi tolere edilebilen ve oral

biyoyararlanimi yiiksek tedavilere ihtiyag vardir.

2.4.5. Asiklovir Direncli HSV infeksiyonlarinda Tedavi

Asiklovir direncli enfeksiyonlarin tedavisinde birkag antiviral ila¢ kullanilabilir.
Asiklovir direngli HSV izolatlarinin ¢ogu, nadiren pensiklovire direngli olsa da
duyarli suslar da bildirilmistir. Bu suslarin asiklovire diren¢ mekanizmasi ya
degistirilmis bir timidin kinaz ya da viral DNA polimeraz genindeki bir mutasyonla
iligkidir. Foscarnet ve sidofovir viral timidin kinaz tarafindan aktivasyon gerekmeden
dogrudan viral DNA polimeraz iizerine etki ettiklerinden TK genindeki bir mutasyon
nedeniyle olusan asiklovire direngli viruslara etkilidir. Bununla birlikte, klinik
uygulamada bu ilaglarin ciddi toksisitelerinden bahsedilmektedir. Asiklovir direncli
HSV enfeksiyonlarinin tedavisinde bir baska yol da miimkiin oldugunca
immiinosupresif tedavileri azaltarak hastanin bagisiklik durumunu iyilestirmekten

gecmektedir.

2.5. Diren¢ mekanizmasi

Klinik kullanimdaki antiherpetik ilaclarin ¢ogunlugu niikleozid analoglaridir.
Asiklovir pensiklovir gibi bir guanozin analogudur. Sidofovir ise sitidinden tiiretilen

bir fosfonat molekiiliidiir. Foscarnet, pirofosfata benzeyen farkli bir yapidan olusur.
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Asiklovir ve pensiklovir etki mekanizmasi iki viral enzimi igermektedir. Aktivasyon
asamasinin ilk fosforilasyonu i¢in timidin kinaz ve trifosfat formunun hedefi olan
DNA polimerazdir. Sidofovir igin, aktif difosfat molekiiliinii elde etmek icin sadece
iki fosforilasyon gerekli olup her ikisi de hiicresel kinazlar tarafindan
gerceklestirilmektedir. Foscarnet dogrudan viral DNA polimeraz iizerinde etki

etmektedir (68).

Asiklovire karst HSV direncinde {i¢ mekanizma rol oynayabilmektedir: Timidin
kinaz aktivitesinde bir kayip, timidin kinaz substrat spesifikliginde bir degisiklik
ve/veya DNA polimeraz aktivitesinde bir degisiklik. Timidin kinazi kodlayan viral
gende meydana gelen mutasyonlar sik goriilmekte olup asiklovire direngli izolatlarin
%095'1 timidin kinaz eksikligi olan fenotiplerdir. Diren¢ olusturan bu mutasyonlar
viral replikasyon sirasinda kendiliginden meydana gelmekte ve direncli suslar daha
sonra antiviral tedavi ile secilmektedir. Viral replikasyon i¢in fonksiyonel bir DNA
polimeraz gerekli olmakla birlikte timidin kinaz gerekli degildir. Sonugta timidin
kinaz genindeki bir mutasyon sonucu asiklovir direnci olasiligi, DNA polimerazdaki
bir mutasyondan daha yiiksektir. Mutant virusun patogenezi direng¢ fenotipine
baglidir. DNA polimeraz ve timidin kinaz ile degistirilmis mutantlarin tersine,
timidin kinaz eksikligi olan HSV'nin hayvan modellerinde patogenezinin bozuldugu
bilinmektedir, 06zellikle eksplante edilmis fare gangliyonlarinda latent virusun
yeniden aktiflesmesi halinde basarisiz olmaktadir. Timidin kinaz aktivitesi latent bir
enfeksiyonun olusumunda rol almasa da latent virusun yeniden aktiflesebilmesi i¢in
gereklidir. Direngli bir HSV susunun izolasyonundan sonra, yeniden aktivasyonlar

genellikle orijinal, timidin kinaz pozitif, asiklovir duyarh susla iliskilendirilmektedir.
Diren¢ Mekanizmasi

HSV infeksiyonlari igin birinci basamak tedavi olarak kabul edilen asiklovir,
viral DNA sentezi lzerindeki inhibitdr etkilerini gosterebilmek igin trifosfat
formunun aktivasyonunu gerektiren bir guanozin analogudur. 1k fosforilasyon UL23
geni tarafindan kodlanan HSV timidin kinaz tarafindan saglanirken, sonraki
fosforilasyon adimlari hiicresel kinazlar tarafindan gerceklestirilmektedir. Asiklovir-
trifosfat (ACV-TP), viral DNA polimerazin rekabetgi bir inhibitérii olup DNA

polimeraz reaksiyonunun bir substrati olarak da hizmet edebilir. ACV-TP'nin
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DNA'ya dahil edilmesi zincir sonlandirmasi ile sonuglanir. ACV'nin zayif oral
biyoyararlaniminin iistesinden gelmek i¢in bir L-valil ester 6n ilaci olan valasiklovir
(VACV) gelistirilmistir. Pensiklovir (PCV), ACV'e benzer bir aktivite spektrumu ve
etki mekanizmasina sahip bir guanozin analogu olsa da bu iki niikleozid analogu
arasinda viral timidin kinaz afinitelerinde ve viral DNA polimeraz igin trifosfat
formlar1 afinitelerinde farkliliklar bulunmaktadir (51). PCV-trifosfat dogal substrat
ile rekabet yoluyla viral DNA polimerazini inhibe etmekte ve viral DNA'ya dahil
edilmektedir. Ancak ACV-TP'nin aksine PCV-TP zorunlu bir zincir sonlandirict
degildir. PCV agizdan verildiginde ¢ok zayif bir sekilde emildiginden oral bir 6n
ilag, yani 6-deoksipensiklovirin (famsiklovir) diasetilesteri gelistirilmistir. Asiklovir
ile uzun siireli profilaksi ve tedavi 6zellikle bagisikligi baskilanmis konakgida ilag
direncinin gelismesine yol agabilir. HSV farkli mekanizmalarla asiklovire direng
kazanabilir: Viral timidin kinaz genindeki (UL23) degisiklikler (niikleotitlerin
silinmesi, eklenmesi veya ikamesi) ve/veya viral DNA polimeraz genindeki (UL30)
niikleotit degisiklikleri. Ug farkli viral timidin kinaz mutant: bulunabilir: Ilacin daha
az verimli fosforilasyonu ile degistirilmis timidin kinaz, viral timidin kinaz geninin
silinmesiyle timidin kinaz negatif ve timidin kinazin ekspresyon seviyesinin azalmast
ile azalmig (kismi) timidin kinaz. Asiklovire direngli HSV enfeksiyonlarinin tedavisi
icin PCV Onerilmez, ciinkii her iki ila¢g da benzer etki mekanizmalarina sahip olup
asiklovire duyarlilig1 azalmis HSV mutantlar1 da PCV'ye kars1 daha diisiik duyarlilik
gostermektedir (13, 69). Bazi asiklovir direngli DNA polimeraz mutantlari ve timidin
kinaz mutantlar1 i¢in asiklovir ve pensiklovir arasinda istisnai olarak higbir ¢apraz

direng bildirilmemistir (70, 71).

Virus DNA polimerazlariin dogrudan bir inhibitorii olan PFA (foscarnet,
foscavir), viral timidin kinaz genindeki degisikliklere bagli olarak ACV'ye direngli
hale gelen viruslarin tedavisi igin alternatif bir tedavidir (66, 72). Bununla birlikte
PFA direnci ile iliskili viral DNA polimerazdaki mutasyonlar da bildirilmis olup
asiklovir direncine bagl viral DNA polimeraz genindeki mutasyonlarin ¢cogu PFA'ya
capraz direng gostermektedir (73-76). Ayrica hem timidin kinaz hem de DNA
polimeraz genlerindeki mutasyonlarla iligkili HSV ilaca diren¢li mutantlar da
bildirilmistir. Cidofovir (CDV) aktivasyonu viral timidin kinazdan bagimsiz olup

asiklovir ve PFA'ya direng gosteren DNA polimeraz mutantlar1 CDV'ye duyarli
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kalmaktadirlar. Bu nedenle CDV, asiklovire direngli ve/veya PFA'ya direncli HSV
enfeksiyonlarinin yonetimi i¢in etkinligi ¢esitli ¢alismalarda bildirilmis alternatif bir
tedavi olarak kabul edilmektedir. Hem PFA hem de CDV zayif oral biyoyararlanima
sahip olup immiin sistemi baskilanmis bireylerde asiklovire direngli HSV
enfeksiyonlarina karsi topikal olarak kullanilsa da intraven6z olarak uygulanmasi
onerilmektedir. Bagisiklik sistemi baskilanmis bireylerde tekrarlayan mukokutandz
enfeksiyonlarin tedavisinde bir strateji olarak CDV ve asiklovir ile alternatif tedavi
onerilmistir. Clinkii yeniden aktive olan virus vahsi tip bir fenotip/genotipe sahiptir
(77). Genellikle genital sigillerin tedavisinde kullanilan bir immiinomodiilator ilag
olan topikal imiquimod, asiklovir ve/veya PFA tedavisine diren¢li HSV

infeksiyonlarin tedavisi i¢in de kullanilmaktadir (76, 78).
2.5.1. In-vitro Direng Tespiti

HSV'nin antiviral ilaglara duyarliliginin in-vitro degerlendirmesi, artan
konsantrasyonlarda antiviral ilag varliginda viral replikasyon inhibisyonunun
belirlenmesine dayanmaktadir. Viral replikasyonu ortaya ¢ikarmak icin {i¢ teknik
mevcuttur: Referans teknik olan plak rediiksiyon testi, DNA hibridizasyon testi ve
boyama yontemi (79, 80). Son iki teknik, sitopatik etkinin okunmasi
otomatiklestirildiginden daha hizli uygulanabilmektedir. Bu ii¢ teknik %50 oraninda
viral replikasyon inhibisyonuna yol acan antiviral ilag konsantrasyonunun
belirlenmesinde kullanilabilmektedir (Inhibitor Concentration; 1Cso). Fenotipik
yontemlerle ila¢ direncinin belirlenmesi hiicre kiiltiirlerinde viral suslarin
izolasyonunu gerektirmektedir. Bu ydntem zaman alict olup antiviral tedavinin
uygulanmasinm geciktirebilmektedir. Bunun yaninda genotipik testler direncgli virusu
daha kisa siire igerisinde tespit edebilmektedir. Bu ydntemde antiviral ilaglarin
(timidin kinaz ve DNA polimeraz) iki hedefini kodlayan viral genler PCR ile

amplifiye edilerek dirence sebep olan mutasyonlarin tespitine dayanmaktadir.
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2.5.2. Timidin Kinaz Tliskili Direnc

HSV timidin kinaz 1128 bp'lik bir gen tarafindan kodlanan 376 amino asitli bir
proteindir. Bir ATP baglanma bolgesi (amino asit 51/63) ve bir niikleozit baglanma
bolgesi (amino asit 168/176) sergilemektedir.

Asiklovire direngli ve asiklovire duyarl izolatlarin timidin kinaz1 kodlayan HSV
geninde yiiksek derecede polimorfizm olabilir. Direngle ilgisi olmayan mutasyonlar
gen boyunca yer almakta, ancak hepsi timidin kinaz aktif bolgelerinin disinda

bulunmaktadir.

Direngle iliskilendirilebilecek mutasyonlarin yarisi insersiyonlar ve delesyonlari
diger yarist niikleotid yerdegistirmelerinden ibarettir. Niikleotid insersiyonlar1 ve
delesyonlar1 bir ¢erceve kaymasi sonucu olusan islevsel olmayan bir timidin kinaz

sentezine yol acabilmektedir.
2.5.3. DNA Polimeraz iliskili Direnc

HSV DNA polimeraz 3705 bp gen (UL 30) tarafindan kodlanan 1235 amino
asitli bir proteindir. Hiicresel veya viral DNA polimerazlarina kiyasla sekiz
korunmus bolge icermektedir. Bu bolgeler koruma derecelerine  gore
smiflandirilmaktadir. Bu bolgeler igerisinde en ¢ok korunan alan bolge I’dir (81).
Asiklovire diren¢li HSV'nin DNA polimerazinda rapor edilen mutasyonlar esas
olarak korunmus bdlgelerde, 6zellikle direngle baglantili mutasyonlarin %40'indan

fazlasini iceren II. ve III. bolgelerde bulunmaktadir.
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Resim 4. Niikleozid (ACV ve PCV), niikleotid (CDV) ve pirofosfat (PFA) analoglarimin
hiicre i¢i metabolizmasi ve etki mekanizmasi (82).
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Resim 5. ACV-diren¢ mekanizmalari ve tedavi segenekleri. ACV'ye direng, viral TK
ve/veya DNA polimerazindaki degisikliklerin bir sonucu olarak ortaya ¢ikmakta. PFA, viral
TK'deki degisiklikler nedeniyle ACV direncinin ydnetimi i¢in tercih edilen ilagtir. CDV ve
imiquimod, ACV ve/veya PFA tedavisine yanit vermeyen HSV enfeksiyonlari igin alternatif

seceneklerdir (82).
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Direnc¢

Herpes virus enfeksiyonlari i¢in antiviral tedavinin ortaya ¢ikmastyla birlikte,
direng endisesi en 6nemli sorunlardan biri haline gelmistir. 1980'lerin basinda HSV
enfeksiyonlarinin tedavisi i¢in ruhsatlandirilmis, kabul edilebilir bir giivenlik
profiline sahip niikleozid analoglarmnin ilki asiklovirdir. Ilag topikal, intravendz veya
agizdan almabilmektedir. O zamandan beri bu enfeksiyonlarin tedavisi icin
kullanilan ilaglar arasinda famsiklovir (pensiklovirin 6n ilaci) ve valasiklovir
(asiklovirin 6n ilac1) bulunmaktadir. Bu ilaglarin hepsinin aktif olabilmesi i¢in
fosforile olmasi gerekmektedir. ilacin enfekte hiicrelere girmesi {izerine ilk
fosforilasyon asamasi, virus kodlu timidin kinaz tarafindan gerceklestirilmektedir. Iki
ek fosforilasyon asamasi konak hiicresel kinazlar tarafindan gergeklesmektedir.
Asiklovir trifosfat viral DNA polimeraz i¢in bir substrattir ve 3’-hidroksil grubunun
olmamasi nedeniyle DNA polimeraz zincir sonlandiriciligi yapabilmektedir. Ancak
pensiklovir trifosfat, asiklik yan zincirindeki 3'-hidroksil grubu nedeniyle sinirl
zincir uzamasina izin verir. Bu ilaglar hem bagisiklig1 yeterli hem de bagisiklig
baskilanmis konakg¢ida hem HSV hem de VZV enfeksiyonlarinin tedavisinde temel
ilaglardir. Bu ilaglardan herhangi birinin kisa siireli uygulanmasi ¢ok nadiren direng
gelistirse de uzun siireli uygulama 6zellikle bagisikligi baskilanmis konakg¢ida direng
gelisimiyle iligkilendirilmektedir. Bu durum bilylik Olcliide bagisiklik sistemi
baskilanmis konakgida, zayiflamis bir bagisiklik tepkisinin sonucu olan uzun siireli
yiiksek replikasyon diizeyleri ile iliskilidir (83, 84). Bununla birlikte immunsuprese
konakta prevalansin yaklasik %4-10 arasinda degistigi bildirilmektedir. HIV ile
enfekte hastalarda 6zellikle CD4 sayis1 diisiik olanlarda hastalarin yaklasik %7'sinde
direng gelistigi bildirilmistir. Solid organ ve hematopoietik kok hiicre nakli
alicilarinda direng prevalansinin %10'un {izerinde oldugu bildirilmistir (13). Bu gibi
durumlarda kalic1 ve siddetli hastalik tablosu gelistigi bildirilmektedir. Bu nedenle bu
hastalar1 yonetmek igin alternatif stratejiler gelistirmek bir zorunluluktur (85).
Niikleosid analoglar1 herpes simpleks timidin kinaz tarafindan hiicre i¢i fosforilasyon
gerektirmektedir. Bdoylece viral timidin kinazi kodlayan mutasyonlar ortaya
cikabilmekte ve direng gelisebilmektedir. Mutasyonlar sonucu {i¢ farkli fenotip rapor
edilmistir: Enzimatik aktiviteye sahip olmayan timidin kinaz negatif mutantlar, ¢ok

diisiik diizey timidin kinaz lireten mutantlar ve substrata 6zgii mutantlar olan timidin
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kinazla degistirilmis izolatlar. Insanlarda karsilasilan mutantlarin ¢ogu timidin
kinazdan yoksun olanlardir. Asiklovir direnci vakalarmin ¢ogu kodlama dizisinde
cerceve  kaymalarmma neden olan UL23  geninin  mutasyonlarindan
kaynaklanmaktadir. DNA polimeraz mutasyonlari timidin kinaz mutantlarindan daha
az ortaya c¢ikmaktadir (86). Uygun antiviral tedaviye ragmen progresif lezyonlarin
gbzlenmesi durumunda genotipik ya da fenotipik yontemler kullanilarak ilag direnci
tespit edilmelidir. Bazi durumlarda daha yiiksek dozlarda intravendz asiklovir
uygulanarak direng asilabilir. Ancak bu uygulamanin smirli fayda saglayacagi
bildirilmistir. Sonug¢ olarak herpes viruslarin tedavisinde ilag direnci ciddi sorunlar

olusturmaya basladigindan yeni ve alternatif molekiillere ihtiyag¢ hasil olmaktadir.

Gilintimiizde iki yeni terapotik ilag FDA onayi alsa da bu alanda yeni molekiil
sentezi uzayan insan omrii ve immunsupressfif hasta frekansinda goriilen artis yeni
ilag arayislarinin devam etmesini zorunlu hale getirmektedir. Foscarnet ve cidofovir
HSV infeksiyonlar1 tedavisinde yeni ilaglar arasinda yer almaktadir. Foscarnet,
pirofosfatin yapisinmi taklit ederek viral DNA polimerazi inhibe eden bir pirofosfat
analogudur. Bu nedenle aktivasyon i¢in fosforilasyon gerektirmemektedir. Maalesef
AIDS'li hastalarda foskarnet direngli izolatlar rapor edilmistir. Cidofovir ise asiklik
bir niikleozid fosfonattir. Ilag timidin kinazin aktive edilmesini gerektirmemektedir.
Ne yazik ki cidofovir direnci de bildirilmistir. Bunun yaninda bu iki yeni ilag
(foscarnet ve cidofovir) yiiksek toksisite iligkili ilaglar olup kullanimi siirlhidir (66).

Bu nedenle, alternatif terapdtik yaklasimlarin gerekli oldugu agiktir.
2.6. Tlac direncinin Laboratuvar Tamsi

Tedavi basarisizligi durumunda laboratuvar tani ve ilag testlerinin yapilmasi
onem arz etmektedir. ilag direnci bir viral izolatin referans antiherpesvirus ilaglarina
duyarliliginin fenotipik yontemlerle test edilmesiyle veya viral timidin kinaz ve DNA
polimeraz genlerinde (genotipik olarak) ila¢ direncine bagl spesifik mutasyonlarin
tanimlanmasiyla teshis edilebilir. Her iki yontemin de eksik ve iistiin yanlar
bulundugundan miimkiinse iki yontemle de duyarlilik testlerinin yapilmasi
Onerilmektedir. Virusun beyin omurilik sivisi ve kandan izole edilmesinin olduk¢a
zor oldugu goz oniine alinirsa bu durumlarda sadece genotipik analizlerin yapilmasi

uygun olacaktir. Bu analizler hiicre kiiltliri ve molekiiler biyoloji teknikleri
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konusunda uzmanliga ve ilaca direng veya genetik polimorfizmlerle iligkili amino
asit degisiklikleri hakkinda iyi bilgiye sahip laboratuvarlar gerektirmektedir. Son
zamanlarda ilaca direngle baglantili ama daha Once taninmayan mutasyonlar
tamimlanmuis ve ilaca direngle iligkisi bilinmeyen mutasyonlarin tanimlanmaya devam
ettigi de bildirilmistir (73, 87, 88).

Tani igin alinan herpes simplex virusu igeren numuneler kategori B ve risk
grubu 2 tehlikeli maddeler olarak tasinmalidir. Hasta 6rnegini etiketli bir tasima kab1
icinde kapal1 olarak gonderilmelidir. Malzeme virus izolasyonu i¢in gonderilmedigi

slirece, oda sicakliginda gonderilebilir.
2.6.1. Virus Tespiti

Akut genital HSV enfeksiyonu veya asemptomatik virus bulasi direkt viral
tespit yoluyla yapilabilmektedir. Viral tanida sik tercih edilen yontem polimeraz
zincir reaksiyonu kullanilarak deri veya mukoz membran siiriintiilerinde viral
genomlarin gdsterilmesidir (89). Vezikiil; ierigi en iyi siiriintii materyalidir. Ornek
fizyolojik tuzlu su veya viral tasima ortami iginde gonderilmelidir. Diger organlari
iceren komplikasyonlarin varliginda doku ornekleri, bronkoalveolar lavaj, amniyotik
s1vi, gbz i¢i muayene sivisi, serum veya kan 6rnegi de tani i¢in kullanilabilmektedir.
PCR testi HSV-1 ve HSV-2 tiplerinin ayrimini yapabilen duyarli testlerdir. PCR
testleri spesifite ve sensitivite oranlari yiiksek testlerdir (90). Viral DNA’nin
stabilitesi 20°C'nin {izerindeki sicakliklarda azaldigindan bu sartlarda muhafaza
edilen numunelerin negatif sonuglari her zaman sorgulanmalidir. Bu nedenle
laboratuvar sonuglarindan bagimsiz olarak tipik herpes genitalis semptomlart mevcut
oldugunda antiviral tedaviye baslanilmasi 6nerilmelidir (91). Alternatif olarak akut
genital HSV enfeksiyonu veya asemptomatik viral yayilim, virusun doku
kiiltirlerinde  {retilmesiyle de tanmabilir. Virus izolasyonunda izolatlarin
tiplendirilmesi uygun floresan isaretli HSV serotipine 6zgii monoklonal antikorlar
kullanilarak immiinofloresan yontemle gerceklestirilebilmektedir. Hem HSV-1 hem
de HSV-2 izolasyonu i¢in diploid insan embriyonik fibroblast hiicre hatlar1 veya
devamli hiicre dizileri (Vero hiicre hatti veya HEp-2 gibi) gibi hiicre hatlan
kullanilmaktadir. Virus izolasyon yontemleri oldukca hassas ancak rutin uygulamasi

zor tekniklerdir. Viral izolasyon teknikleriyle kiyaslandiginda hizli ve yiiksek
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dogrulukta olan molekiiler bazli PCR teknikleri tanida olduk¢a basarili yontemlerdir
(91). Bunun yaninda immiinofloresan testleri kullanilarak da virusun direkt tanisi
miimkiindiir. Bu yontem olduk¢a hizli olsa da duyarlilik ve 6zgiilliikk problemleri
bulunmaktadir (92). Direkt viral tespit yontemleri primer enfeksiyon, rekiirren

enfeksiyon ve asemptomatik virus bulasinin ayrimini yapamamaktadir.

2.6.2. Antikor Tespiti

HSV enfeksiyonunu dogrulamak i¢in virusa 6zgii antikorlarin tespiti klinik
uygulamada yaygin olarak kullanilmaktadir. Ancak serolojik sonuglarinin
dogrulugunun sinirli oldugu akilda tutulmalidir. Primer enfeksiyonu takiben 1gG
serokonversiyonu taniyi dogrulamak i¢in yararlidir. Bu yontem dogum oncesi HSV-2
enfeksiyonlarmin tanisinda oldukca faydali olabilir. HSV-1 ve HSV-2 genomik
acidan birbiriyle yakindan iligkili iki virus oldugundan tipe 6zgii IgG antikorlarinin
tespiti onemlidir. Sonuclar yorumlanirken HSV-1 ve HSV-2 arasinda kismi ¢apraz
bagisikligin var oldugunu géz 6niinde bulundurmak 6nemlidir (91). Bu nedenle anti-
HSV-2 1gG tespit edilen bir hasta, anogenital HSV enfeksiyonu olan potansiyel bir
virus yayici konak olabilir. Primer ve rekiirren enfeksiyonlar virus tipine 6zgii IgG ve
PCR ile birbirinden ayirt edilebilir (93). Ornek olarak hamile bir kadindan alinan
genital siiriintii 6rneginde HSV-2 tespitinde; HSV tipine 6zgii IgG kullanilarak
primer genital herpesi, dogumdan birka¢ hafta once olusan bir niiksden ayirt
edilebildigi anlamina gelmektedir. Bu serokonversiyon biiyiik 6nem tasimaktadir,
clinkii siddetli yenidogan HSV enfeksiyonu riski primer enfeksiyonda rekiirren
enfeksiyona gore ¢cok daha fazladir. Avidite testi ayn1 zamanda primer ve tekrarlayan
enfeksiyonlar arasinda ayrim yapilmasina da yardimci olabilen testlerdir (94).
Negatif anti-HSV IgG tekrarlayan HSV enfeksiyonunu dislamaktadir. Genital
lezyonlar1 olan veya olmayan HSV enfeksiyonlarinin laboratuvar tanist ve
asemptomatik viral yayilim igin viroloji ve seroloji bulgulari énemlidir. Anti-HSV
IgM'nin saptanmasi, akut HSV enfeksiyonunun erken dogrulanmasi ic¢in sinirh
Oneme sahiptir. Yanhs pozitif IgM sonuglart diger herpes viruslar1 6rnegin varicella-
zoster virusu ile capraz reaktivite nedeniyle miimkiindiir. Akut HSV enfeksiyonunun
dogrulanmasi, yalnizca yliksek duyarliliga ve 6zgiilliige sahip tipe 6zgii olan HSV
IgM testleri kullanilarak mimkiindiir (95). Anti-HSV IgM'nin pozitif prediktif
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degerinin diisiik olduguna ve primer ve tekrarlayan enfeksiyon arasinda ayrim
yapilmasina izin vermedigine dikkat edilmelidir. IgM genellikle primer
enfeksiyondan sonra pozitif olmasina ragmen, klinikten bagimsiz olarak rekiirrens
baglaminda da pozitif olabilir. HSV tipine 6zgli IgM antikorlarmin gilivenilir

olmayan sonuglarindan klinik uygulamada kaginilmalidir (95).

Herpes genitalis klinik siiphesi
(vezikiiller, lserler)

Tipik Klinik bulgular varsa, klinik tani Atipik vezikillerde viriis tasima besiyeri
veya steril salin soliisyonu iginde ,
laboratuvara génderin.
‘ Oda sicakhgindaki transportla ‘ 4°C soguk transport
PCR tesbitiyle HSV-1 ve HSV-2 HSV-1 ve HSV-2'nin PCR ve izolasyonu
PCR pozitif: RCREaTL: PCR ve viriis izolasyonu pozitif:
2 e T . Tioe dzgii HSV loiisi 3
:!rsl(va:":i:;nutlplk CREDgteet e S HSV-1/2 genotipik ve fenotipik direng testi
# (TK ve DNApolimeraz analizi)
Anti-HSV-2 IgG pozitif:

Potansiyel HSV-2 dékiulmesi

Resim 6: Herpes genitalis i¢in 6nerilen viral tan1 algoritmasi (47).
2.7. Asiklovir Direncli HSV Infeksiyonlar i¢in Riskli Gruplar

Asiklovire duyarliligi azalmigs HSV enfeksiyonlar esas olarak immiin sistemi
baskilanmis hastalarda bildirilmektedir. Bu hastalarda ila¢ diren¢ prevalansinin
%3.5-10 arasinda degistigi bildirilmektedir (96). Kemik iligi veya allojenik HSCT
(Hematopoietic stem cell transplantation) nakli alicilarinda asiklovir direncinin
(>%25) daha da yiiksek olabilecegi bildirilmektedir (97, 98). Immiinokompetan
hastalarda asiklovire karst HSV direncinin %]1'den az oldugu bildirilmistir. Bununla
birlikte ozellikle rekiirren herpetik keratit vakalarinda immiinokompetan bireyler
arasinda artan asiklovir direngli HSV'nin varligi bildirilmektedir (46, 47, 99). Ayrica,
asiklovir profilaksisinin antiviral direngli rekiirren herpetik keratite yatkinlik
olusturdugu da bildirilmistir (100). Bu hasta popiilasyonunda yiiksek asiklovir
direncinin korneanin immiin ayricalikli bir bolge olarak kabul edilmesi ve diisiik
immiin siirveyans, mutant viruslarin hizli sec¢ilmesinden kaynakli olabilecegi
diistiiniilmektedir. Bunun yaninda, asiklovire direngli herpetik Kkeratit ataklar

sirasinda korneadan izole edilebilir, bu durum asiklovir direngli HSV'nin latent
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kalabildigini ve yeniden aktif hale gecebildigini gdstermektedir. Bu durumla ilgili
olarak bir c¢alismada immiinokompetan bireylerde trigeminal gangliyonlarda
asiklovire duyarli ve asiklovire direngli HSV’nin latent kalabildigi gosterilmistir
(98).

Norolojik hastalarda ilag direncinin ortaya ¢ikmasi merkezi sinir sisteminin
bagisiklik ayricalikli bir bolge olarak kabul edilebilecegi i¢in tedaviye yanit olmadig:
anda dikkate alinmalidir. Bu durum merkezi sinir sisteminin HSV enfeksiyonlar ile
iliskili mortalite ve norolojik sekeller gbz Oniine alindiginda onemlidir. Asiklovire
direngli HSV’nin sebep oldugu ensefalit vakalari nadir olup tanis1 zordur, ancak son
yillarda hem immiin sistemi baskilanmis hem de immiinokompetan hastalar arasinda
daha yaygin olabilecegi diistiniilmektedir (31, 48). Maternal antiviral baskilayici
tedavi yenidogan herpes hastaliginin risklerini azaltmak i¢in giderek daha fazla
kullanilmasma ragmen subklinik viral yayilimi, bulasi ve dolayisiyla yenidogan
hastaligini 6nleyemedigi gosterilmistir.(49) Bu durumlarda yenidoganda olusabilecek
ilag direncinde, ilaca direngli bir virusun anneden bebege bulagsmasinin bir sonucu
olarak veya yenidoganin tedavisi sirasinda ortaya cikabilecegi unutulmamalidir.
Vajinal doguma kadar primer HSV-2 enfeksiyonu nedeniyle annesi VACYV ile tedavi
edilen bir yenidoganda ACV direncinin ortaya ¢iktigi bildirilmistir (49). Ayrica
asiklovir ile tedavi edilen yenidoganlarda asiklovir direncinin varligi da bildirilmistir
(97, 101, 102).

Bagisikligi baskilanmis konak alinan antiviral ilaglar, antiviral tedavi
programi, eszamanli immiinosupresif tedavi, diger ilaglarin uygulanmasi ve altta
yatan hastaliklar gibi ¢esitli faktorler ilaca karsi direng gelismesini
kolaylastirmaktadir. Immun kompetan (bagisiklig1 yeterli) ve bagisiklig: baskilanmis
bireylerin latent olarak enfekte olmus trigeminal gangliyonlarinda filogenetik olarak
iliskili asiklovire duyarh ve asiklovire direngli HSV'nin varligi bildirilmis olup, bu
durumun reaktive latent asiklovire duyarl bir virus kaynakli fonksiyonel bir timidin
kinaz iligkili olabilecegi diisiiniilmektedir. Asiklovir direngli virus trans halindeki
reaktivasyon eksikligini innerve eden mukozaya yayilarak tekrarlayan hastaliga yol
acabilmektedir. Latent asiklovir diren¢cli HSV'nin gangliyonlardan yeniden
aktivasyonu sonucunda, immiin yetmezligi olan kisilerde veya kornea ve merkezi

sinir sistemi gibi immiin ayricalikli bolgelerde asiklovir direngli suslarin infeksiyon
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olusturmas1 &nemli risktir. flag direngli herpes virusunun yénetimi icin ¢oklu ilag
direncinin ortaya ¢ikmasi ve viral popiilasyon dinamikleri gibi iizerinde az calisilmis
bazi konularin dikkate alinmasi gerekmektedir. Son c¢aligmalarda farkli viicut
alanlarindan izole edilen HSV izolatlarinin fenotipik/genotipik ilag direng
profillerinde farklilik gdosterebilecegi, ilaca direng tiplemesi yapmak igin farkl
bolgelerden viral izolatlarin elde edilmesinin 6nemi vurgulanmaktadir (102). Birinci
basamak tedaviye yanit vermeyen risk altindaki hastalardan elde edilen izolatlar igin
fenotipik direng testi diisiiniilmelidir. Farkli fenotip/genotipe sahip viral suslar
tammlandiginda, farkli antivirallerle kombinasyon tedavisi diisiiniilmelidir. Ilaca
diren¢li HSV vakalarinin ¢ogunlugunun tekrarlayan veya inatci hastalik i¢in asiklovir
ile uzun siireli ve/veya aralikli tedaviyi takiben meydana geldigi bildirilmis olsa da
primer HSV-1 enfeksiyonu olan pediatrik bagisikligi baskilanmig bir hastada
neonatal enfeksiyonda ve HSV-1 gingivostomatitli bir HSCT transplant alicisinda
nispeten hizli bir ilag direnci ortaya ¢ikabilecegi bildirilmistir (103). Bu nedenle ilag
direncinin ortaya ¢ikisini hizl bir sekilde tespit etmek i¢in ilag direnci izolatlarda test
edilmelidir. HSV'nin artan periferik ve sistemik replikasyonunun 6zellikle bagisiklig
baskilanmis hastalarda, primer enfeksiyondan sonra (reaktivasyona gore) bulundugu
ve ilaca direncli viruslarin hizli se¢imini destekledigi goriilmektedir. Bu durum HSV
reaktivasyonu olan saglikli bireylerde bulunmayan primer enfeksiyonlu hastalarda
(immun kompetan bireylerde bile) HSV viremisinin saptanmasiyla siirdiiriilmektedir
(104). Dikkate alinmasi gereken bir diger 6nemli husus da viral popiilasyonlarin
heterojenligidir. Yabani tip virusun varliginda ya da yoklugunda birkag ilaca direngli
virusun bir arada bulunmasi ¢ok 6nemli olup antiviral tedaviye verilen klinik yanitta
belirleyici olacaktir (30, 33). Bir numunedeki farkli viral popiilasyonlarin

tanimlanmasi i¢in klonal analiz veya dizileme yontemleri kullanilmalidir.
2.8. Tlac Direncli Suslarin Tedavisi

[lag direncinin ortaya ¢ikmasinin suboptimal ilag konsantrasyonlari ile iliskili
olabildigi akilda tutularak, hastaya dogru dozda antiviral verilmelidir. Tedavinin
basarisiz oldugu durumlarda viral genotip ve/veya fenotipin hizli bir sekilde
belirlenmesi tan1 i¢in gerekli olup uygun tedavi kararlarinin verilebilmesi

bakimindan esastir, bu da hastalarin daha hizli iyilesmesini ve saglik bakim
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maliyetlerinin azalmasimi1 saglamaktadir. Antiviral tedaviyle immiinosupresif
tedavinin kombinasyon halinde ayarlanmasi, HSV enfeksiyonlarinin tedavisinin
basarisim1 da artiracaktir. Prensip olarak c¢ogu klinisyen ilaca direngli HSV
enfeksiyonlarinin tanisin1 hastalarda enfeksiyon belirtileri temelinde yapmaktadir.
Bununla birlikte tedavi stratejisini belirlemek igin virusun hizli bir sekilde
karakterize edilmesi gerekmektedir. Herpes virus enfeksiyonlarini tedavi etmek i¢in
mevcut antiviral ilaglarin az sayida oldugu diisiiniildiigiinde, giliniimiizde tedavisi
olmayan ¢ok ilaca direngli viruslarin seg¢iminden kag¢immak igin bu ilaglarin dogru
kullanim1 gereklidir. Farkli etki bigimlerine sahip ilaclari birlestiren ¢oklu ilag
tedavisi cesitli infeksiyonlarin tedavisinde yaygin olarak kullanilsa da bu durum
giinlimiizde mevcut ilaglarin ortak hedefi viral DNA polimeraz olan herpes viruslar
icin s6z konusu degildir. Bununla birlikte yasami tehdit eden veya inatci
enfeksiyonlarin tedavisinde ve hastanin ayni veya farkli viicut béliimlerinde farkli bir
ilaca duyarlilik profili gosteren suslarla enfekte oldugu durumlarda anti-HSV
ilaglarla kombinasyon tedavisi diisiiniilmelidir. Bu stratejinin asiklovir ve PFA ile
basarili bir sekilde tedavi edilen merkezi sinir sistemi tutulumu olan yenidogan
herpesli prematiire bir bebekte ilag¢ direncinin yonetimi igin kullanildigi bildirilmistir

(105).
2.9. Peptitler

Anti-HSV peptitleri viral glikoproteinler veya reseptorleri ile etkilesime
girerek etki eder. Cogu antiviral peptit karsilastirmali antiviral aktiviteye sahip kiigiik
molekiillii bilesiklere kiyasla genellikle daha az toksiktir. Bununla birlikte terapotik
olarak yalmzca topikal kullanimi dezavantajlar1 arasinda yer alir. Bu peptitler
sentetik veya dogal olarak meydana gelebilir. Sentetik peptitler viral glikoproteinin
kendisini taklit edebilir. Ornegin, sentetik peptitler HB168-186, HB491514 ve
HB632-650, HSV-1 gB'nin merkezi sarmal bolgesini taklit etmekte ve viral girisi
inhibe etmektedirler. Benzer sekilde gB'den tiiretilen gB122, gB131 ve gB94 sentetik
peptitlerin de viral girisi kisitladig1 gosterilmistir (106).

Sentetik peptitler viral bilesenlerle yapisal benzerliklerden yoksun olabilse de

infeksiyonlarin tedavisinde etkili olabilir. Ornegin, sentetik teta defensin retrosiklin-
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2, HSV girisini bloke etmektedir. Etki mekanizmasi dogrulanmasa da hiicre girisini

onlemek i¢in gB ile baglandigi tahmin edilmektedir (107, 108).

Dogal olarak olusan peptitler de HSV girigini etkili bir sekilde inhibe
edebilmektedirler. Ornegin laktoferrin HSV girisini inhibe edebilmektedir. Seksen
kDa'lik bir peptit olan laktoferrin, dogustan gelen bagisiklik sistemimizin bir pargasi
olup cesitli salgr sivilarinda bulunur. Ilging bir sekilde, insan laktoferrinin HSV-1 ile
Oonceden inkiibe edilmesi, viral girisi ve yayilmay1 etkili bir sekilde azaltmaktadir.
Bununla birlikte laktoferrinin bir gD-mutant HSV-1 ile inkiibe edilmesi inhibisyon

oranini azaltmistir. Bu durum bu peptidin viral gD

ile veya onun reseptdrlerinden birine baglanarak viral girisi siirladigin
diistindiirmektedir. gD disinda laktoferrin ayrica viral girisi inhibe edebilmek igin gC
ve/veya HS ile etkilesime girebilmektedir. Dermaseptinler hylid tiirii kurbagalarinin
derisinden elde edilen dogal peptitlerdir. HSV-1 ve HSV-2'ye karsi antiviral
aktiviteye sahip olduklar1 bildirilmistir. Bu peptitlerin HS ile etkilesime girdigi ve
boylece konakgt hiicreye ilk wviral girisi kestigi gosterilmistir. HSV-2'nin
biyokimyasal olarak modifiye edilmis dermaseptinler ile inkiibe edilmesinin,
asiklovire diren¢li HSV-2 girisini engelledigi gosterilmistir. Bagka bir giris inhibitorii
olan midilli, Akdeniz midyesinden (Mytilus galloprovincialis) elde edilen kiigiik bir
dogal peptittir. Diger peptitlerin cogu gibi konakg¢i hiicre reseptorlerindeki viral
baglanma bolgesine miidahale ederek viral girisi inhibe etmektedir (106, 109-111).

2.10. Antikorlar

HSV'ye kars1t monoklonal antikorlarin HSV'nin konak hiicreye girisini inhibe
ettikleri gosterilmistir. Bu antikorlarin ¢cogu HSV glikoproteinleri gB, gC, gD, gH,
gl veya bunlarin konak¢it hiicre reseptor molekiillerine karst iiretilmistir.
Monoklonal antikorlar etkili olmalarma ragmen pahalidir, karmagsik {iretim
gereksinimlerine sahiptir olup terapdtik bir ajan olarak smirli pratik uygulamalari
bulunmaktadir (112, 113).
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Epidemiyoloji

Immiinkompetan hastalar arasinda asiklovir direnci nadir goriilmektedir.
Immunkompetan bireylerde asiklovir direngli HSV suslarinin ¢ogunun rekiirren

genital herpes vakalarinda ortaya ¢iktig1 bildirilmektedir.

Orofasiyal herpes infeksiyonlarinda saglikli bireylerde asiklovir direncinin diisiik
diizeylerde seyrettigi bildirilmektedir. Bagisiklik sisteminde herhangi bir problem
bulunan hastalar ile immunsupressif ila¢ kullanan konaklarda asiklovir direngli viral
infeksiyonlarin anlamli derecede yiiksek seyrettigi bildirilmektedir. Immun sistemi
baskilanmis bireylerde asiklovir direncli infeksiyon prevelansi immiinosupresyonun
tipine gore de degisebilmektedir. S6zgelimi kemik iligi transplantasyonu yapilan
hastalarda hem HSV infeksiyon risikinin hem de asiklovir direngli kokenlerin daha
yiiksek oranda goriildiigi bildirilmektedir. Calismalarda otolog veya allojenik kemik
iligi nakli olan hastalarin HSV enfeksiyonu gelistirme riskinin yaklasik birbirlerine
yakin oranlarda seyrettigi bildirilirken, asiklovir direngli infeksiyon sikliginin

allojenik nakil hastalarinda anlamli derecede daha yiiksek oldugu bildirilmistir (98).
2.11. As1

As1 ile profilaksi konusunda ciddi sorunlar mevcuttur. Arastirmalar on
yillardir devam etmesine ragmen bugiline kadar herpes genitalise karsi lisansl bir as1
bulunmamaktadir. Terapdtik asilar etki bigimlerine bagl olarak profilaktik asilardan
ayrilirlar. Terapotik agilar, latent HSV enfeksiyonu olan kisilerde tekrarlayan HSV
enfeksiyonlarin1 ve asemptomatik viral bulasmay1 onlemeyi amaclarken, profilaktik
asilar, primer enfeksiyonu ve ardindan virus latentliini 6nlemeyi amaglamaktadir.
Bu husus HSV-2 arastirmalarinin ana odak noktasi olmustur. Giiniimiize kadar
vajinal hayvan modellerinde (fare ve kobay) c¢ok sayida asi test edilmistir.
Giliniimiizde rekombinant viral proteinlere dayali asilar en umut verici olanlar
goriinmektedir. HSV-2 protein alt iinit asilarinin ve canli zayiflatilmis HSV-2
delesyon mutantlarinin insanlarda randomize plasebo kontrollii denemeleri bir aginin

ruhsatlandirilmasini ikna edici sonug¢lar vermemistir. Bu asilar hem HSV-1 hem de
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HSV-2 ile niiks sayisin1 anlamli sekilde azaltmada ve primer genital enfeksiyonu
onlemede yetersiz kalmistir. Hiicre aracili bagisikligin niiksiin 6nlenmesinde biiyiik
oneme sahip oldugu halde primer enfeksiyondan korunmanin baslica virusa 6zgii
antikorlar tarafindan saglandigi bilgisi umut vericidir (114, 115). Bu nedenle asinin
neden oldugu hiicresel bagisiklik, dogal HSV enfeksiyonununun sagladigi
bagisikliktan daha giiclii olmalidir.

Herpes viruslar grubunda yer alan hem profilaktik (su ¢igegi) hem de tedavi
edici asilari mevcut olan VZV'nin aksine, bugiin itibariyle piyasada HSV
enfeksiyonlar1 igin bir asi bulunmamaktadir. Viral yayilimi ve tekrarlayan genital
herpesin klinik lezyonlarin1 azaltmayr hedefleyen devam eden terapotik asi

calismalan stirdirtilmektedir.

HSV terapétik asilarinin amaci semptomlarin siddetini azaltmak, lezyonlarin
iyilesmesini hizlandirmak ve virusun bulasini azaltmaktir. Asilar ayrica vahsi tip
virusun neden oldugu hastalik semptomlarini 6nleyebilmeli ve virus bulagmasini
azaltabilmeli veya oOnleyebilmelidir. HSV i¢in asilama 6zellikle kadinlarda dogum
sirasinda yenidoganlara bulagmay1 azaltmak icin ve genel popiilasyonda tekrarlayan
okiiler hastaliklar1 azaltmak ve cinsel partnerlere bulasmay1 azaltmak i¢in yararl
olacaktir. Basarili bir herpes virusu asisinin bir 6rnegi cocuklarda su cicegi (su
cicegi) yayilimini ve siddetini azaltan sugigegi zoster asisidir (116). Ne yazik ki,
yogun c¢alismalara ragmen HSV-1 veya HSV-2 igin ne tedavi edici ne de koruyucu
bir as1 mevcut degildir. Simdiye kadar arastirilan tiim asilar, virusa 6zgii bagisiklik
reaksiyonlarin1 uyarmasina ve hayvanlarda o6liim oranini ve virus bulagmasini
azaltmasina ragmen, nihayetinde insan denemelerinde basarisiz bulunmustur.
Haziran 2018'de bir VICal as1 denemesi, HSV-2'nin neden oldugu lezyonlar
azaltmasina ragmen basarisiz bulunmus ve VICal HSV-2 programi sonlandirilmistir.
Bu as1 HSV-2 viral proteinleri glikoprotein D, UL46 tarafindan kodlanan VP11/12
ve katyonik lipid bazli adjuvan ile formiile edilmis UL47 ile kodlanmis VP13/14'0
kodlayan plazmitleri igermektedir. As1 insan denemesi sirasinda iyi tolere edilip ve
hayvan modellerinde tekrarlayan lezyonlara karsi etkili oldugu bildirilse de HSV-2
ile infekte olan ve nispeten sik reaktive olan bireylerde basarisiz bulunmustur. HSV-

2’nin matriks proteinini adjuvanla formiilasyonuna dayanan as1 ¢aligmasinda hayvan
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modellerinde lezyonlarin dokiilmesini ve siddetini azalttigi insanlarda da HSV-2
dokiilmesini azalttigi bildirilmistir (117). Bir diger as1 calismasinda da viral
transkripsiyonel transaktivator ICP0"1 kodlayan dizilerden yoksun, zayiflatilmis bir
HSV-2 asis1 hayvanlarda ve insanlarda test edilmis (118) ,farelerde 6liim orani ve
viral bulagsma azaltilsa (119) da insanlarda beklenilen basar1 elde edilememistir. As1

denemelerinde maalesef hem etkinlik hem de ciddi yan etkiler rapor edilmistir.

HSV enfeksiyonu igin asilar hala gelistirilme asamasindadir (120). Insan
Klinik deneylerinde test edilen HSV asilar1, 6ncelikle alt birim, canli zayiflatilmis,
replikasyon kusurlu virus bazli asilardir (121). Bu adaylarda viral glikoproteinler,
konak¢iyt HSV enfeksiyonundan koruyan konak¢i bagisiklik tepkisini uyarmada
onemli bir rol oynar (122-124). Bu nedenle viral glikoprotein bazli alt birim asilar,
agirlikli olarak insan klinik deneylerinde goriilmektedir. Bu asilardaki en yaygin
glikoprotein gD'dir. gB, gC, gE, gK gibi diger glikoproteinler de asilarda
kullanilmustir (125-127).

Ne yazik ki, hayvan modellerinde etkili olan bazi asilar insan Klinik
deneylerinde basarisiz olmus ve durdurulmustur. Herpevac, VCL-HB01, GEN-003
insan klinik deneylerinden ¢ikarilmistir. Fakat, bazi agilarin klinik denemeleri devam
etmektedir (1, 36, 122, 128).

2.12. Korunma

HSV’ye kars1 tipi 6zgli seroloji HSV-2 tasiyicisinin tespitinde dnemlidir.
HSV-2 seropozitif bir kisinin partnerinde HSV-2'ye 6zgii antikorlar saptanamazsa,
cifte korunma onlemleri tavsiye edilmelidir (129). Herpes genitalis semptomlari
varsa cinsel iligkiden kaginilmalidir. Bu 6nlemler gebelik sirasinda viral bulasmanin
Onlenmesi i¢in 6zellikle 6nemli oldugundan, her iki es de HSV serolojik durumlari
ve hem semptomatik herpes genitalis hem de asemptomatik viral bulasin olasi
sonuglart hakkinda bilgilendirilmelidir. Psikoterapi yiiksek diizeyde duygusal strese

sahip kadinlarda herpes genitalis niikslerinin sayisini azaltmaya yardimci olabilir.
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Gelecekte herpes virusunun cinsel iligki yoluyla bulasmasini dnlemek i¢in jel, krem
veya losyon formundaki antimikrobiyal segenekler sunulabilecegi diisliniilmektedir.
Herpes genitalis yayiliminin 6nlenmesinde HIV enfeksiyonunun tedavisi i¢in lisansh
bir niikleozid analog reverse transkriptaz inhibitorii olan tenofovir dnerilmektedir.
Calismalar cinsel iliskiden 12 saat once tenofovir jelin vajinal uygulamasinin HSV-
2-negatif kadinlarda HSV-2 enfeksiyonunu 6nledigini (130), ancak herpes genitalisi
oldugu bilinen kadinlarda asemptomatik viral bulasmay1 veya genital semptomlari
onlemedigini gostermistir (131). Bunun disinda vajinal uygulamay:1 takiben HSV
replikasyonunu inhibe eden umut verici baska mikrobisitler de mevcuttur. Bu
mikrobisitlerin  gelecekteki herpes genitalis Onleme i¢in ek secenekler

olusturabilecegi diisliniilmektedir.
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3. MATERYAL YONTEM

Bu c¢alisma Hatay Mustafa Kemal Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi
Mikrobiyoloji Anabilim Dalinda yapildi. Calismada oksalamid fonksiyonel yapisi
iceren yirmi (B1, B2, B3, B4, B5, B6, B7, B8, B9, B10, B11, B12, B13, B14, B15,
B16, B17, B18, B19 ve B20) yeni molekiil sentezlenmesi ve bu molekiillerin HSV-
2'ye kars1 antiviral etkinlikleri standart ilag asiklovir ile kiyasl olarak arastirilmistir.
Ayrica, yeni sentezlenen bilesiklerin tekli ve asiklovir ile kombine kullanimlarinin
sinerjistik etkinliklerinin varligi da aragtirllmigtir. Projede kimyasal bilesiklerin non-
toksik konsantrasyonlarmin belirlendigi ve in-vitro antiviral etkinliklerinin
degerlendirildigi hiicre kiiltlirii ¢alismalarinda hiicre hatt1 olarak Vero (Afrika yesil
maymun bobrek hiicre hatti) hiicre hatt1 kullanildi.

3.1. Arac ve Gerecler

e Karbondioksitli Inkiibatdr (Heal Force HF90, Cin)

e Diiz Tabanl Mikroplaklar (12, 24, 48 ve 96°1ik) (TPP, Europe/Switzerland)
e (@Giivenlik Kabini (Heal Force, Cin)

e Bidistile Su Cihaz1 (Elix Essential 10 UV, Almanya)

e Iinverted Mikroskop (Soif, Cin)

o Santrifiij (NF 048; Niive, Tiirkiye)

e Hassas Terazi (Ohous Corp., NJ USA)

e Thoma lam: (Isolab, Almanya)

e Otomatik Pipetler (Discovery, Transferpette, Almanya)
e Benmari (Gesellschaft Fiir Labortechnik, Almanya)

e Buzdolab1 (Indesit TN 5 FNF-italya)

e Otoklav (Nuve OT 90L, Almanya)

e RT-PCR Cihazi (Montana, Anatolia)

e PCR sarflar

o Taq polimeraz enzimi
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o dNTP’s
o Primer dizinleri

o Soliisyonlar ve Bufferlar

3.2. Kimyasal maddeler

e RPMI-1640 Besiyeri (Sigma, ABD)

e Fetal Bovin Serum (Capricorn Scientific, Gliney Amerika)

e Tripsin Enzimi (Biological Industries, Israil)

e Dimetil Siilfoksit (Merck, Almanya)

e Fosfat Tuz Soliisyonu (PBS)

e Etil Alkol (Merck, Almanya)

e Tripan Mavisi (Sigma, ABD)

e Oksalamid fonksiyonel yapisi igeren molekiiller (B1, B2, B3....B20)

3.2.1. RPMI-1640 Besiyeri

Besiyeri ticari olarak toz (powder) olarak temin edildi. Laboratuvarda 2 gr
Sodyum Bikarbonat (NaHCO3) 1 It besiyeri igin hazir paket halindeki toz besiyerine
eklendi ve 1 It distile su ile erlenmayer i¢inde karistirildi. Homojenize olmasi i¢in
erlenmayerin agzi kapatilip karistiricida 30 dk kadar karistirildi. Homojen hale gelen

karisimin filtrasyon yontemiyle sterilizasyonu gerceklestirildi.
3.2.2. Versen-Tripsin Soliisyonunun Hazirlanmasi

8 gr NaCl, 0.2 gr KCI, 2.37 gr Na2HPO4 12 H20, 0.2 gr KH2PO4, 1 gr
titriplex Il (versen) ve 1.25 gr tripsin 1 It distile su ile erlenmayer i¢inde karistirildi.
Erlenmayerin agzi kapatilarak karistiricida 30 dk. karistirilip homojenize edildi.

Homojen hale gelen karigimin filtrasyon yontemiyle sterilizasyonu gerceklestirildi.
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3.2.3. PBS hazirlanmasi

8 gr. NaCl, 0.2 gr. KCI, 2.37 gr. Na2HPO4 12 H20 ve 0.2 gr. KH2PO4 1 It
distile su ile erlenmayer icinde karistirildi. Erlenmayerin agzi kapatilarak
karistiricidda 30 dk karistirillip homojenize edildi. 121 °C 15 psi 15 dk otoklavda

sterilizasyonu yapildi.

3.3. Sentez Yontemleri

Sentezi yapilan bilesiklerin iki farkli yontem ile sentezlerinin yapilmasi
planlanmistir. Bu sentez yontemleri asagida Yontem 1 ve 2 olarak agiklanmis olup
detaylari ile birlikte sunulmustur. Sentez ¢aligmalarinin ardindan bilesiklerin yapilar
H-NMR, C-NMR, kiitle spektrumlart ve IR (infrared) spektroskopisiyle
aydmlatilmistir.

3.4. Etil 2-((2-hidroksi, (4/5)-siibstitiie-fenil)amino)-2-oksoasetat Yontemi

= OH 5 Reflux

(0]
NH EtOH
Rl e C[ )

R1: H, CI, CHz OMe

Resim 7. Etil 2-((2-hidroksi, (4/5)-siibstitiie-fenil)amino)-2-oksoasetat yontemi ile yeni

molekiillerin sentezi.

(4/5)-Siibstitiie-2-aminofenol tiirevleri (5 mmol) 10 ml etanol igerisinde ¢oziildii.
Uzerine 7.5 mmol dietilokzalat ilave edilip geri sogutucu altinda 6 ila 24 saat
araliginda refluks edildi. Reaksiyonun tamamlanmasi ITK ile takip edildi. Reaksiyon
tamamlandiktan sonra, reaksiyon ortami1 oda sicakligina kadar sogutularak 0 °C’de 2
saat sogumaya birakildi. Elde edilen kat1 siiziiliirek 10 ml etanol ile yikandi. Olusan

iriin desikatorde kurumaya birakildu.
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3.5. N-(2-hidroksifenil)-2-(metil, etil, izopropil,propil)-2-oksoasetamit Yontemi

Hoof R 01 s
2 kuru THF \H)J\ -R2
I AN N\IHJ\O/\ + HN\ R1_:\ [}j
R o R 50-60°C N9 Ry
Ao 2 OH

E R, ; pirolidin, piperidin, 4-Me-piperidin, morfolin veyai
i -CHj3 -CyH5 -CH(CHj3), -C3Hy |

____________________

'Ry : H, CI, OMe, CHj |

____________________

Resim 8. N-(2-hidroksifenil)-2-(metil, etil, izopropil, propil veya alisiklik aminlerle)-2-

oksoasetamit yontemi ile yeni molekiillerin sentezi.

Yontem 1’de edilen baslangi¢ tiirevleri (1 mmol) kuru THF igerisinde
¢oziildii. Coziinme islemi icin bazi tiirevlerde 1sitma islemi yapildi. Daha sonra
tizerine 2 mmol piperidin, 4-Metil-piperidin, pirolidin, morfolin (veya dimetilamin,
dietilamin, diizopropilamin, dipropilamin) ilave edilirek 6 saat boyunca geri
sogutucu altinda manyetik karistirict ile kaynatildi. Reaksiyonun tamamlanmas: ITK
ile takip edildi. Baslangi¢ maddesinin ortamdan kaybolmasiyla reaksiyon ortamindan
¢Oziicli rotari-evaporator yardimiyla uzaklastirildi. Elde edilen ham {iriin (etil
asetat:n-hegzan /1:5) kolon kromatografisi ile saflagtirildi. Elde edilen 20 yeni

tirevin formili asagida gdsterilmistir.
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Resim 9. Sentezlenen yeni molekiillerin (B1, B2, B3,... BZO) kimyasal yapilari.

3.6. Yeni Molekiillerin fn-vitro Sitotoksisite testleri

Calismada oOncelikle yeni molekiillerin sitotoksisite deneyleri yapilarak
saglikli hiireler lizeinde non-toksik konsantrasyonlar: tespit edildi. Bu amacla Vero
(Afrika yesil maymun bobre hiicre hatti) kullanildi. Molekiillerin Vero hiicreleri
tizerinde non-toksik olarak belirlenen konsantrasyonlari iizerinde antiviral etkinlik

caligmalar1 gerceklestirildi. Sitotoksisite testleri icin MTT yontemi kullanildi.

3.7. Hiicre Kiiltiirii Deneyleri

Hiicre kiiltiirii caligmalarinda hiicre kiiltiirii iiretme besiyeri olarak igerisinde
%10 oraninda fetal dana serumu (FBS), 10 mM HEPES, 4mM glutaminli 100 IU/ml
penisilin/streptomisin ihtiva eden RPMI-1640 hiicre iiretme besiyeri kullanildi.

Kiiltiirlerin inkiibasyonu hiicre 37 °C, %5 CO> ve %95 hava bulunduran inkiibatorde
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gerceklestirildi. Hiicre ¢ogaltma ve iiretme deneylerinde 1x10° hiicre/ml, aktivite

calismalar1 icin ise hiicre konsantrasyonu 1x10° hiicre/ml olacak ayarlandi.

Hiicrelerin 3-7 giinliik zaman zarfinda kiiltiir kab1 yiizeyini kaplayincaya
kadar inkiibasyonlar1 devam ettirildi. Kiiltiir kab1 yiizeyini kaplayan hiicrelerin pasaji
9%0.25’lik tripsinizasyon ¢ozeltisi kullanilarak gerceklestirildi. Hiicreler kiiltiir kab1
yiizeyinden versen-tripsin soliisyonu ile kaldirilarak 50 ml’lik santrifiij tiiplerine
alindi1 ve 1500 rpm’de 15 dk. santrifiij edilerek toplandi. Sonra hiicre canlilig1 tripan

mavisi boyasiyla boyanarak Thoma laminda gergeklestirildi.

3.8. Proliferasyon Deneyleri

Proliferasyon deneyleri 12, 24, 48 ve 96 kuyucuklu diiz tabanl kiiltiir
pleytlerinde yapildi. Deneylerde kuyucuklara igerisinde %10 oraninda fetal dana
serumu bulunan RPMI-1640 besiyeri ile ml’sinde 1x10° hiicre olacak sekilde
ayarlanarak aktivite ¢aligmalart gerceklestirildi. Kimyasal bilesiklerin kiiltiir
besiyerinde ¢oziilmesi icin dimethyl sulfoxide (DMSO) kullanildi. Deneylerde
solvent olarak kullanilanan DMSO’nun kullanilan konsantrasyonlar1 negatif kontrol

olarak deneylere dahil edildi.

3.9. MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide)

Yontemi

Calismada hiicre canliligi bir kalorimetrik ve kantitatif yontem olan MTT
yontemi ile belirlendi. MTT yontemi canli hiicrelerin kolorimetrik ve kantitatif
olarak saptanabildigi bir yontemdir (132). Bu yontem hiicrelerde saglam
mitokondrinin MTT boyasmin tetrazolium halkasint pargalayabilmesi ilkesine
dayanmaktadir. MTT, hiicrelere aktif olarak absorbe olan ve mitokondriye bagl bir
reaksiyon ile renkli, suda ¢oziinmeyen formazana indirgenmektedir. Hiicrelerin MTT

indirgeme o6zelligi hiicre canliiginin Olgiitii olarak alinmakta ve MTT analizi
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sonucunda elde edilen boya yogunlugu canli hiicre sayisi1 ile korelasyon

gostermektedir.

Deneylerde kimyasal sentezlerin farkli konsantrasyonlarmi (1250, 625, 312.5,
156.25, 78.12, 39.01, 19.53, 9.76, 4.88 ve 2.44 ug/ml) ihtiva eden konsantrasyonlari
virusla enfekte hiirelere muamele edilmek icin hiicre iiretme besiyerine katilarak
viral replikasyon iizerindeki etkinlikleri arastirildi. Ayrica ¢alismada negatif (DMSO)
ve pozitif kontrol (asiklovir)’ler de MTT yonteminde birlikte ¢alisilmustir.
Inkiibasyon sonunda her kuyucuga 10 pl MTT eklenerek pleytler 4 saat igin aym
sartlarda inkiibe edildi. Absorbans Olglimleri spektrofotometre 570 nm’de
gerceklestirildi. Proliferasyon sentezlenen okzalamit tiirevi bilesiklerle muamele

edilen kuyucuklardaki hiicrelerin kontrol grubu hiicrelerine orani olarak ifade edildi.

3.10. Hiicre Sayim ve Tripan Mavisi ile Hiicre Canlihiginin Belirlenmesi

Hiicre kiiltiirii ¢alismalarinda tiim prosesler sirasinda (hiicrelerin kriobanktan
coziilmesi, hiicre pasajlari, aktivite calismalari ve titrasyon deneyleri gibi) hiicre
kiiltiir plagindan kaldirilarak toplanan hiicrelerin hiicre canlilig1 %1°lik Tripan mavisi
yontemiyle boyanarak canli hiicre sayist belirlenerek gergeklestirilmistir. Bu
boyamada temel prensip tripan mavisinin canlt hiicre membranint membranin segici
gecirgen ozelligi sebebiyle gecememesi ve boyanmamasma dayanmaktadir. Olii
hiicrelerin ise membran biitinliigli bozuldugundan mavi renkte boya alarak

boyanmiglardir.

Bu boyama yonteminde Thoma lamin kullanilarak canli hiicre 6lii hiicre sayimi
gerceklestirildi. Mikroskobik incelemede mavi boyanan hiicreler 6lii, boyanmammis
olan hiicreler ise canli olarak belirlendi. Tripan mavisi PBS tamponu ile %1 lik
konsantrasyonda hazirlandi. Hiicre siispansiyonu art1 boya (1:1) oraninda karistilarak

15 dakika muamele edilerek boyandi.
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3.11. HSV-2 izolasyonu

Viral liretme besiyeri olarak igerisinde %10 oraninda fetal dana serumu bulunan
RPMI 1640 besiyeri kullanildi. Viral izolasyon amaciyla hiicre hatt1 olarak Vero E6
(Afrika yesil maymun hiicre hatt1) hiicre hatt1 kullanildi. HSV-2 susu Hatay Mustafa
Kemal Universitesi Tip Fakiiltesi Hiicre Kiiltiirii laboratuvar virus stoklarimizdan
temin edilmistir. Virus susu kriobanktan ¢ikarilarak 37 °C’de su banyosunda
coziilerek onceden %80 nispetinde kiiltiir kab1 yiizeyini kaplamis olan Vero hiicre
kiiltiiriine inokiile edilerek viral sus reaktive edildi. Inokiilasyonu takiben herpes
simpleks virusu karekteristik CPE gekilleri iiclincli giinden itibaren belirmeye
basladi. inkiibasyon yedinci giine kadar siirdiiriildii. Toplanan hiicreler dondur-¢6z
islemi yapildiktan sonra 4000 devirde 20 dakika santrifiij edildi. Siipernatandan

alian 6rnek herpes simplex virus tip 2 a¢isindan RT-PCR yontemiyle dogrulandi.
3.12. Virusun Titre Edilmesi

Titrasyon i¢in -80 °C’den ¢ikarilan viral suslar benmaride 37 °C’de hizla
¢oziildiikten sonra hiicre hatlarinda 96 saat siireyle inkiibe edildi. Sonra viral kiiltiir
kab1 dondur-¢6z islemi yapilarak hiicreler patlatildi. Hiicreler kiiltiir kabindan
toplanarak 4000 rpm’de 20 dakika santrifiij edilerek siipernatan virus soliisyonu
olarak toplandi. Daha sonra virus silispansiyonu 96 kuyucuklu diiz tabanh
mikropleytlerde Vero hiicreleri ile infekte edilerek infeksiydz doz hesaplamasi

literatiirde belirtildigi gibi asagidaki gibi gerceklestirildi.

Vero E6 hiicreleri 96 kuyucuklu mikropleytlere inokiile (1x10° hiicre/ml)
edilerek {retildi. Hiicre iiremesi kuyucuklarin yiizeyini kapladiginda her bir
kuyucuktan besiyerleri alinarak hiicrelere igerisinde FBS’siz RPMI-1640 besiyeri
icerinde hazirlanmis 50 pl 10 kat seyreltilmis stok virus soliisyonundan (102-10)
ilave edildi. Viral adsorbsiyon i¢in 37 °C’de 2 saat inkiibasyondan sonra her bir
kuyucuga %35 FBS igeren 50 pl besiyeri ilave edilerek 7 giin siireyle 37 °C’de %5
CO2’li atmosferde inkiibasyona kaldirildi. Inkiibasyon sonunda viral diliisyonlar CPE
varlig1 acisindan incelenerek not edildi. Viral titre Reed ve Muench yontemine gore
hesaplandi. Tim deneyler birbirlerinden bagimsiz olarak iic kopya halinde

gerceklestirildi (Reed ve Muench, 1938; Allahverdiyev vd., 2004).
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Virus Titrasyonu

Stok viral suslar1 (-80°C'de tutulur) 37°C suda (benmari usulii) hizla ¢6ziilerek
monolayer tarzda dnceden iretilerek hazir bulundurulan Vero hiicre hattina inokiile
edildi. Viral iiremenin “peak” yapmasi i¢in inkiibasyon yedi giine kadar siirdiiriildii.
Viral inkiibasyon sirasinda viral tireme CPE varlig1 acisindan giinliik olarak inverted
mikroskopla incelenerek takip edildi. inkiibasyonun sonunda kiiltiir kaplari "dondur-
¢0z" islemi yapilarak infekte hiicreler patlatildi. Kiiltiir kabindan toplanan hiicreler
1200 g'de 20 dakika santrifiijlenerek siipernatan virus bir stok soliisyonu olarak
calisma siiresinde -80 °C’de muhafaza edildi. Onceki ¢alismalarimizda tarif edildigi
gibi HSV-2’nin TCIDso'si hesaplandi. Antiviral etkinlik ¢alismalarinda HSV-2 100
TCIDso konsantrasyonda kullanilda.

Aktivite caligmalar1 diiz tabanli mikroplaklarda CPE varlig1 veya inhibisyonu
acisindan degerlendirilerek gergeklestirildi. Bunun yaninda sonuglarin dogrulugunun
verifikasyonu agisindan asiklovir ve sec¢ilen bazi etkili molekiillerle muamale edilen
hiicrelerde viral kopya sayilart “cycle threshold (ct)” degerleri karsilastirilarak da

calisildr.

3.13. Aktivite Calismalar
3.13.1. Hiicre Kiiltiirlerinin Hazirlanmasi

Deneylerde oncelikle sentezlenen okzalamit tiirevi yeni bilesiklerin Vero hiicre
kiiltiirlerinde non-toksik konsantrasyonlar1 belirlendi. Bu amagla bu hiicre hatlarinda
yeni sentezlenen bilesiklerin farkli konsantrasyonlarini ihtiva eden konsantrasyonlari
(150; 75; 37.50; 18.75; 9.37; 4.68; 2.34; 1.17; 0.58 ve 0.29 ng/ml) besiyerine
katilarak toksik olmayan konsantrasyonlart belirlendi. Kimyasal bilesiklerin
¢Oziilmesi i¢in dimetil siilfoksit (DMSO) kullanildi. Hiicre tiremesi lizerindeki etkiler
gerek invert mikroskopla morfolojik olarak ve gerekse de hiicre canliligi agisindan

degerlendirmeler yapilarak gerceklestirildi.
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Antiviral aktivite calismalar1 belirlenecek olan non-toksik konsantrasyonlar
lizerinde yapilacaktir. Toksisite deneylerinde hiicre yogunlugu 1x10° hiicre/ml olarak
ayarlandi. Hiicreler kiiltiir kaplarina inokiile edildikten sonra hiicrelerin kiiltiir kab1
yilizeyine adezyonu i¢in 6 saatlik inkiibasyondan sonra kimyasal sentezler kiiltiir
pleytlerine eklendi. Kontrol grubu olarak, igerisinde sadece solvent olarak kullanilan
miktarda DMSO ihtiva eden kiiltiirler deney grubuyla ayni anda kiiltive edildi.
Ayrica, negatif kontrol olarak icerisinde kimyasal bilesik bulunmayan Kkiiltiirler,
pozitif kontrol olarak da Asiklovir secildi. Tiim deneyler {i¢ kopya halinde 3 kez
tekrarlanarak gerceklestirildi.

Inkiibasyondan sonra adhezyonunu kaybeden hiicreler santrifiij tiiplerine alindi.
Inkiibasyon sonunda adezyonunu siirdiiren hiicreler ise kiiltiir kabi yiizeyinden
%1’lik tripsinizasyon soliisyonu ile muamele edilerek santrifiij tiiplerine alindi.
Hiicreler sogutmali santrifiijde (+4 °C’de) 1500 rpm’de 10 dakika santrifiij edilerek
toplandi ve hiicre canlilig: tespiti yapildi. Ayrica toplanan hiicrelerde HSV-2 kopya
sayist “ct” degerleri real-time PCR yontemiyle gerceklestirildi tespit edilerek
gerceklestirildi.

3.13.2. Hiicre Kiiltiiriinden Viral DNA izolasyonu

Hiicreler iizerinde meydana gelen CPE varlig1 agisindan yapilan morfolojik
degerlendirmelerde etkinligi yiiksek olarak tespit edilen bazi molekiillerin HSV-2
replikasyonu iizerindeki etkinliklerinin dogrulamasi1 RT-PCR yontemiyle viral kopya
sayisit ile dogrudan iligkili olan “ct” degerleri kiyaslanarak yapilmistir. Tedavi
bilesikleri ile inkiibe edilen HSV-2 enfekte hiicre kiiltiirleri 1250 rpm’de 10 dk
santrifiij edilerek toplandi. Toplanan hiicre peletlerinden Zymo Research Viral DNA
Kit (ABD) kullanilarak Viral DNA izolasyonu kullanim talimatlar takip edilerek
yapildi. Toplanan hiicre peletleri 800 ul ZR Viral DNA Buffer icerisinde vortex
yardimi ile siispanse edildi. 10 dk oda sicakliginda bekletilen hiicre siispansiyonu
Zymo-Spin IC Column igerisine aktarildi ve 1 dk 15000 rpm’de santrifiij edildi.
Stipernatant dokiildiikten sonra Column icerisine 300 ul DNA Wash Buffer eklendi

ve 1 dk sanrifiij edildi. Bu adim bir kez tekrarlandi. Steril ependorf igerisine alinan
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Zymo-Spin IC Column’a 10 pl DNA Elution Buffer eklendi ve 1 dakika oda
sicakliginda inkiibasyon sonrasinda 15000 rpm’de 1 dk santrifiij edildi. Steril
ependorf igerisinde elde edilen DNA o6rnekleri -20 °C’de PCR c¢alismasina kadar

muhafaza edildi.

3.13.3. Real Time PCR ile Viral Yiik Tayini

Viral yiik tayin ¢alismalarinda -20°C’de bekletilen DNA o6rneklerinden 1 pl
DNA kullanildi. RT-PCR analizlerinde GoTaq PCR Mastermiks (Promega, ABD)
kullanildi. Reaksiyon protokolii Montana 4896 RT-PCR (Anatolia, Tiirkiye) cihazi
kullanilarak; 95 °C’de 2 dakika, 95 °C’de 15 saniye, 60 °C’de 60 saniye olarak 40
siklus olacak sekilde uygulandi. Her ornekten duplike olarak calisildi. Sonuglar
orneklerin “ct” degerleri géz Oniine alinarak logaritmik olarak degerlendirildi.

Kullanilan primer sekanslar1 Tablo 1 de verilmistir.

Tablo 1. Calisgmada kullanilan oligoniikleotit dizisi.

Genler Forward ve Reverse Primer Sekansi Uriin boyutu Referans

HSV-2 5’- ATCAACTTCGACTGGCCCTT -3’ 179 (133)

5’- CCGTACATGTCGATGTTCAC -3’

Antiviral etkili oldugu disiiniilen konsantrasyon veya sentezlerde viral
adsorbsiyon, penetrasyon ve viral iremenin diger basamaklar1 inhibe edileceginden
hiicre canlilik diizeyi yliksek olacaktir. Boylece hiicre canliligi yiiksek olarak

belirlenen kiiltiir kuyucuklarinda antiviral etkinin varligindan sz edilebilecektir.
Istatiksel Analiz

Calismada en az ti¢ deneyin ortalama ve standart sapmasi hesaplandi. Gruplar
aras1 iligki ki-kare testiile analiz edildi. P degeri 0.05'ten kiiciik veya esit ise
istatistiksel olarak anlamli kabul edildi. Bu calismadaki tiim istatistiksel analizler

SPSS for Windows, siirtim 17.5 kullanilarak yapildi.
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4. BULGULAR

4.1. Solvent (DMSO) Konsantrasyonunun Belirlenmesi

Deneylerde okzalamit tiirevi yeni sentezlerin hiicre kiiltiirii besi ortaminda
homojen olarak ¢oziinmeleri i¢in dimetil siilfoksit (DMSO) kullanilmigtir. Calismada
okzalamit tiirevi bilesiklerin RPMI-1640 besiyeri igerisinde ¢oziilmesi igin
DMSO’nun hiicreler iizerinde herhangi bir toksisite olusturmayan konsantrasyonda
kullanimas1 hedeflendi bu amag¢la DMSO’nun farkli konsantrasyonlarini igeren besi
yeri igerisinde 96 saat siire ile inkiibe edilen hiicrelerde hiicre canlilig1 ve morfolojik
degerlendirmelerle hiicrelerde herhangibi patoloji meydana gelip gelmedigi tespit
edildi. DMSO’nun non-toksik konsantrasyonunun belirlenebilmesi DMSO’nun
besiyeri icerisindeki farkli konsantrasyonlari igerisinde 1x10° hiicre/ml olacak
sekilde Vero hiicreleri muamele edildi. DMSO’nun arastirlan konsantrasyonlar
arasinda %0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.5 0.75, 1, 1.25 ve 1.5’lik konsantrasyonlarinin
hiicrelerde herhangi bir sitopatolojik degisim olusmadigi ve canlilik oranlarinda
anlaml farkliliklar tespit edilmemigtir. DMSO konsantrasyonu %2, 2.5 ve 3’likk
konsantrasyonlarda kontrol grubuyla kiyaslandiginda hiicre canlilifinda azalis ve
sitopatolojilerin gelistigi tespit edildi. Deneylerde okzalamit tiirevi bilesiklerin

¢oziilmesi icin DMSO’nun %1°lik konsantrasyonlar1 se¢ilmistir.

Calismada Vero hiicre kiiltiirlerinde %1°lik konsantrasyonda kullanilan
DMSO’nun hiicre liremesini ¢ogalmasini inhibe etmedigi, hiicre morfolojilerinde de
herhangi bir sitopatolojik degisimin olusmadig1 tespit edildi. Igerisinde DMSO
bulunan hiicre iiretme besiyerinin 96 saatlik inkiibasyonlarinda igerisinde DMSO
ihtiva etmeyen kontrol grubuyla (igerisinde sadece besiyeri ve fetal dana serumu
ithtiva kiiltiirler) DMSO igeren kiiltiir hiicreleri hiicre canliliklar1 kiyaslandiginda
gruplar arasinda istatiksel olarak anlamli farklarin olmadig: tespit edildi (p>0.05).

Ayrica inkiibasyon sonunda hiicre canliliklari i¢in hiicreler toplanmadan 6nce yapilan
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mikroskoptan morfolojik incelemelerde DMSO grubunda yer alan hiicrelerde higbir
sitopatolojik degisim meydana gelmedigi (hiicre yuvarlaklasmasi, niikleer biiyiime,
flizyon, graniilasyon gibi) tespit edildi. Morfolojik agidan kontrol grubuyla DMSO

grubunda yer alan hiicreler arasinda herhangibir farklilik saptanmamustir.

A R
Resim 10. Vero hiicreleri. A. 96 saat inkiibasyondan sonra i¢erisinde DMSO bulunmayan
hiicre kiiltiiriiniin mikroskobik goriintiisii. B. 96 saat inkiibasyondan sonra igerisinde %1

DMSO bulunan hiicre kiiltiirtiniin mikroskobik goriintiisti (10x).

Resim A ve B’de goriildiigii gibi kontrol grubu hiicreleri ile igerisinde %!l
oraninda DMSO bulunan hiicrelerin morfolojik goériiniimleri verilmistir. Hiicreler
DMSO ile 96 saat siire ile muamele edilmis, 96 saatlik inkiibasyon sonunda her iki
grupta da hiicreler kiiltlir kab1 ylizeyini kaplamis, her iki grupta da hiicreler tipik
morfolojidedir. Hiicre iiremesi ve adezyonun tamdir. Her iki grupta da hiicrelerin
tipik formda ve monolayer tarzda iremelerini slirdiirmislerdir. Hiicrelerde
graniilasyon, niikleer bilyliime, stoplazma daralmasi, fiizyon gibi herhangi bir
sitopatolojik degisim saptanmamistir. Ayrica her iki grup arasinda tripsinizasyon
isleminden sonra kaldirilan hiicrelerde yapilan sayimda hiicre canlilifi ve sayisi
arasinda istatistiksel a¢idan anlamli bir farkin olmadigi tespit edilmistir (p>0.05,
Resim 10).
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Sekil 1. DMSO'nun Vero hiicre hattinda hiicre canliligi tizerindeki etkisinin kontrol grubuyla
kiyaslanmasi.

Solvent olarak secilen DMSO’nun hiicreler {izerinde toksisite olusturmayan
konsantrasyonlarininin belirlenmesi i¢in DMSO’nun farkli konsantrasyonlar1 (%0.1,
0.2, 0.4, 0.5, 0.75, 1, 1.25 ve 1.5) hiicre iiretme besiyerine katilarak hiicreler
tizerindeki etkisi, mikroskobik olarak hiicre morfolojisi degerlendirilerek ve hiicre
canliligr kriterleri agisindan degerlendirildi. Calismada %]1.5’¢ kadar olan
konsantrasyonlarda hiicre morfolojisi ve canlilik agisindan herhangi bir toksisite
tespit edilmemistir (Sekil 1).
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Sekil 2. DMSO'nun Vero hiicre hattinda hiicre canlilig1 iizerindeki etkisinin kontrol grubuyla
kiyaslanmasi.

Yiizde 2’lik DMSO konsantrasyonunun ise inkiibasyonunun 48. Saatinden
itibaran hiicre canliliginda anlaml bir azalis ve hiicreler iizerinde toksik etki olarak
degerlendirilen hiicre yuvarlaklagmasi, kat1 yiizeyden kalkma, niikleer dens alma ve
hiicrelerin atipik forma gectikleri tespit edilmistir (Sekil 2). Bu sebeple deneylerde

solvent konsantrasyonu %1 olarak belirlenmistir.

Deneylerde okzalamit tiirevi yirmi yeni molekiilin (B1, B2...B20) Vero
hiicre hattinda hiicre toksisite deneyleri yapilarak non-toksik konsantrasyonlari
belirlendi. Non-toksik konsantrasyonlar her bir bilesik ve kombinasyon igin
belirlenmistir. Antiviral aktivite ¢alismalar1 belirlenen non-toksik konsantrasyonlar
dahilinde gergeklestirilmistir. Bilesiklerin Vero hiicreleri {izerindeki sitotoksik

egerleri Tablo 2’de verilmistir.
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Tablo 2. Okzalamit tiirevi bilesiklerin Vero hiicre hattinda non-sitotoksik degerleri.

Vero Hiicre Hatti
(Afrika Yesil Maymun Bobrek Hiicre Hatti)

Sira Bilesik Ad1 Non-sitotoksik konsntrasyon (ug/ml)
Kontrol Ilag Asiklovir 1250 pug/ml

1 Bl 625 pg/ml

2 B2 31,5 pg/ml

3 B3 62,5 pg/ml

4 B4 62,5 pg/ml

5 B5 31,5 pg/ml

6 B6 62,5 pg/ml

7 B7 125 pg/ml

8 B8 62,5 pg/ml

9 B9 37,5 pg/ml

10 B10 62,5 pg/ml

11 B11 37,5 pg/ml

12 B12 62,5 pg/ml

13 B13 31,5 pg/ml

14 B14 62,5 pg/ml

15 B15 62,5 pg/ml

16 B16 62,5 pg/ml

17 B17 125 pg/ml

18 B18 125 pg/ml

19 B19 37,5 pg/ml

20 B20 62,5 pg/ml
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Deneylerde toksik konsantrasyonlari en diisiik molekiiller B2, B5 ve B13
molekiilii (31,5 pg/ml) olarak bulunurken en yiiksek molekiiller ise B7, B17 ve B18
(125 pg/ml) olarak tespit edilmistir (Tablo 1).

Resim 11. Hiicre kiiltiirii galismalarindan gériiniim (1).
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Resim 12. Mikroplaklarda sitotoksisite deneylerinden goriiniim (2).
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312,5 pug/ml

33,125 pg/ml 16,5625 ug/ml

Resim 13. Vero hiicre hattinda asiklovirin farkli konsantrasyonlarda hiicre morfolojileri
iizerinde meydana getirdigi sitopatolojik degisikliklerin mikroskobik gériintiimii (10X).
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Resim 14. Vero hiicre hattinda B1 molekiiliiniin farkli konsantrasyonlarda hiicre
morfolojileri iizerinde meydana getirdigi sitopatolojik degisikliklerin mikroskobik goriiniimii
(10x).
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Resim 15. Vero hiicre hattinda Bl molekiilii ve asiklovirin HSV-2’ye kars1 antiviral
etkinlikleri. Molekiillerin farkli konsantrasyonlarda hiicre morfolojileri {izerinde meydana
gelen sitopatolojik degisikliklerin ve sitopatik etkilerin mikroskobik goriintimii (10x).
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B2 molekiilii 9.375 pg/ml

Resim 16. Vero hiicre hattinda B1 molekiilii ve Asiklovirin 20 TCID50 virus varliginda
farkl1 konsantrasyonlarda hiicre morfolojileri {izerinde meydana getirdigi sitopatolojik
degisikliklerin ve sitopatik etkilerin mikroskobik goriiniimii (10X).
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4.2. MTT Sonuclar

Spektrofotometrik 6lglim metotuna dayanan bir yontem olan bu yontemle
okzalamit tlirevi bilesiklerin Vero hiicreleri {izerinde etkileri MTT kiti kullanarak
tespit edildi. Deneyler 96 kuyucuklu diiz tabanli mikropleytler kullanilarak
gerceklestirildi. Hiicreler inokiile edildikten sonra 37 °C’de 8 saat inkiibasyon
sonucunda hiicrelerin metabolik fonksiyonlarini diizenlemeleri saglandi. Metabolik
fonksiyonlarimi diizenlenen hiicrelerin kiiltiir medyumu igerisine kiiltiir medyumu ile
diliie edilen farkli konsantrasyonlarda yeni bilesiklerin (B1, B2... B20) ilave edilerek
96 saate kadar inkiibasyonlar1 yapildi. inkiibasyon sonunda MTT yontemiyle hiicre
canliligr hiicreler lizerindeki etkisi mikropleyt okuyucu ile okutularak degerlendirildi
(Sekil 17).

Resim 17. MTT yonteminde kiiltive edilen hiicrelerin tetrazolium tuzuyla muamelesi sonucu

olusan renklenme
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Sekil 3. Kimyasal bilesiklerin Vero hiicreleri iizerinde asiklovir ile kiyasli olarak non-toksik
konsantrasyonlari.
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Sekil 4. Kimyasal bilesiklerin Vero hiicreleri tizerinde asiklovir ile kiyasli olarak non-toksik
konsantrasyonlari.



Deneylerde standart ila¢ olarak kullanilan asiklovirin Vero hiicreleri igin
toksik dozu >315 pg/ml olarak tespit edilmistir. Deneylerde sitotoksisitesi en yiiksek
olan bilesikler B13 ve B2 (31.5 ug/ml) ve B5 (31.5 pg/ml) olarak bulunurken, B7,
B17 ve B18 (125 pg/ml) bilesigi en diisiik toksisite gosteren bilesik idi (Sekil 3 ve 4).
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Sekil 5. Kimyasal bilesiklerin farkli konsantrasyonlarda HSV-2'ye kars1 antiviral etkinligin
kargilastiriimasi.

Calismada okzalamit tiirevi yeni sentezlerin non-toksik konsantrasyonlar
dahilinde HSV-2’ye kars1 antiviral etkinliklerinin varligi aragtirtlmigtir. Bilesiklerin
dort farkli konsantrasyonda (75, 37.5, 18.75 ve 9.375 ug/ml) viral CPE oranlarinda
inhibisyon oranlar1 yiizde (%) olarak degerlendirilmistir. B1, B2, B3, B6 ve B8
molekilleri 75 pg/ml konsantrasyonda viral tiremeyi %100 oraninda inhibe ederek
aktivite gosterirken, 37.5 pg/ml ve daha diisiik konsantrasyonlarda B3 ve B8
molekiilleri antiviral etkinlik gostermezken, bu konsantrasyonda B6 molekiilii CPE
oranimi %75, B2 molekiilii ise %50 oraninda inhibe etmistir. Bu dort molekiiliin
HSV’ye kars1 18.75 ve 9.375 ug/ml’lik konsantrasyonlarda antiviral etkinliginin
olmadigi tespit edildi (Sekil 5).
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Sekil 6. Kimyasal bilesiklerin farkli konsantrasyonlarda HSV-2'ye kars1 antiviral etkinligin
karsilastiriimasi

B4, B5, B7 ve B9 bilesikleri 75 ve 37.5 ug/ml’lik konsantrasyonlarda HSV-
2°nin tremesini %100 oraninda inhibe ederken, B10 bilesigi %75 oraninda etkinlik
sergilemigtir. B5S molekiiliiniin 18.75 pg/ml’lik konsantrasyonu HSV-2 iiremesini
%25 oraninda inhibe ederken, B4, B5, B9 ve B10 molekiilleri bu konsantrasyonda
etkisiz bulunmustur. Bu dort molekiiliin ise 9.375 pg/ml’lik konsantrasyonlarinin

HSV-2’ye kars1 antiviral etkinlik sergilemedigi tespit edilmistir (Sekil 6).
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Sekil 7. Kimyasal bilesiklerin farkli konsantrasyonlarda HSV-2'ye kars1 antiviral
etkinligin karsilastirilmasi.

Benzer sekilde B11, B12, B13, B14 ve B15 molekiillerinin 18.75 ve 9.375 pg/ml’lik
konsantrasyonlarda HVS-2 replikasyonu iizerinde etkili olmadig: tespit edildi. B11
ve B15 molekiilleri 37.5 pg/ml’lik konsantrasyonda HSV-2’ye kars1 etkisiz olarak
bulunurken, bu konsantrasyonda B12 ve B14 molekiilleri viral replikasyonu %50
oraninda inhibe etmistir. B13 molekiilii ise 37.5 pg/ml’lik konsantrasyonda viral
tremeyi %100 oraninda inhibe etmistir. Bu dort molekiiliin 75 pg/ml’lik
konsantrasyonda ise viral iireme inhibisyonunun %100 oraninda inhibe ederken bu

molekiillerin kullanildig hiicrelerin higbirinde viral tiremeye bagli CPE varligi tespit

edilmemistir (Sekil 7).
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Sekil 8. Kimyasal bilesiklerin farkli konsantrasyonlarda HSV-2'ye karsi antiviral etkinligin
karsilastiriimasi.

B16, B17, B18 ve B20 molekiilleri en yiiksek iki konsantrasyonda (75 ve
37.5 pg/ml) viral ¢ogalmayr tamamen durduruken, B19 molekiili 37.5 pg/ml’lik
konsantrasyonda viral iiremeyi %50 nispetinde inhibe etmistir. B1§, B19 ve B20
miilekilleri 18.75 pg/ml’lik konsantrasyonda HSV-2 iiremesini %50 oraninda inhibe
ederken, B16 ve B19 molekiilleri bu konsantrasyonda etkisiz bulunmustur. B16,
B18, B19 ve B20 molekiilleri 9.375 pg/ml’lik konsantrasyonda viral inhibisyon

tirerinde etkisiz iken, B17 moletikii %25 oraninda inhibisyon olusturmustur (Sekil 8).
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Sekil 9. Bilesik 1 (B1) ve Asiklovir'in ile tekli ve kombine kullaniminin HSV-2'ye kars1
etkinligi.

Asiklovir 1.95 pg/ml’lik konsantrasyonda viral iiremeyi %50 oraninda inhibe
ederken, B1 molekiilli ile kombine kullanildiginda (18.75 pg/ml’lik
konsantrasyonda) asiklovirin ayni konsantrasyonda viral iireme {iizerinde %100

inhibitor etkinlik sergiledigi tespit edilmistir (p<0.05; Sekil 9).
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Sekil 10. Bilesik 2 (B2) ve Asiklovir'in tekli ve kombine kullaniminin HSV-2'ye karsi
etkinligi.

Asiklovirin 1.95 pg/ml’lik konsantrasyonda HSV-2’ye karst %50 oraninda
etkili oldugu, B2 molekiilin HSV-2’ye kars1 etkisiz oldugu 18.75 pg/ml’lik
konsantrasyonda, bu iki molekiilin kombinasyonu durumunda asiklovirin
etkinliginden diisiikk (p<0.05), tekli B2 molekiiliin etkinliginden yiiksek anti-HSV-2
etkinligi sergiledigi tespit edilmistir (p<0.05; Sekil 10).
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Sekil 11. Bilesik 3 (B3) ve Asiklovir'in tekli ve kombine kullaniminin HSV-2'ye karsi
etkinligi.

B3 molekiilin HSV-2’ye karst etkinliginin olmadigi 18.75 pg/ml’lik
konsantrasyonda asiklovir ile kombine edigildiginde bu kombinasyonun B3
molekiiliin etkinligi arttirdigi (%50 oraninda; p<0.05), asiklovirin etkisiyle benzer

etki sergiledigi tespit edilmistir (p>0.05; Sekil 11).
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Sekil 12. Bilesik 4 (B4) ve Asiklovir'in tekli ve kombine kullaniminin HSV-2'ye karsi
etkinligi.

B4 molekiilii 18.75 pg/ml’lik konsantrasyonda HSV-2 iizerinde %100
inhibisyon yaratirken, asiklovirle (1.95 pg/ml’lik konsantrasyonda) kombine
kullanimi durumunda da CPE varhigi %100 olarak ortadan kalkmis, asiklovirin
etkinliginin bu kombine kullanimda yiikseldigi tespit edilmistir (p<0.05; Sekil 12).
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Sekil 13. Bilesik 5 (B5) ve Asiklovir'in tekli ve kombine kullaniminin HSV-2'ye karsi
etkinligi.

B5 molekiilii 18.75 pg/ml’lik konsantrasyonda HSV-2’ye karst %25
nispetinde aktivite gosterirken, asikovir ile kombine edildiginde bu etkinlik %25
oraninda artmigtir. B5 ile asiklovir kombinasyonunun asiklovirin tekli etkinligi gibi

antiviral etkinlik sergiledigi tespit edilmistir (p<0.05; Sekil 13).
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Sekil 14. Bilesik 6 (B6) ve Asiklovir'in tekli ve kombine kullaniminin HSV-2'ye karsi
etkinligi.

B6 molekiilii 18.75 pg/ml’lik konsantrasyonda antiviral etkinlik
sergilemezken asiklovir ile kombine edildiginde viral iiremeyi %25 oranindan inhibe
etmis (p<0.05), tekli asiklovirin etkinliginden daha disiik antiviral aktivite

saptanmugtir (p<0.05; Sekil 14).
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Sekil 15. Bilesik 7 (B7) ve Asiklovir'in tekli ve kombine kullaniminin HSV-2'ye karsi
etkinligi.

HSV-2’ye karst B7 molekiiliiniin %100 etkili oldugu 18.75 pg/ml’lik
konsantrasyonda asiklovir ile kombine edilmesi durumunda tekli asiklovirin
etkinliginden %25 oraninda daha yiiksek etkinlik tespit edilirken, B7 molekiiliiniin
tekli etkinligini ise bu kombinasyonun %25 oraninda azalttig1 saptanmistir (p<0.05;

Sekil 15).
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Sekil 16. Bilesik 8 (B8) ve Asiklovir'in tekli ve kombine kullaniminin HSV-2'ye karsi
etkinligi.

B8 molekiiliinin etkili oldugu 18.75 pg/ml’lik konsantrasyonu ile asiklovirin
kombine edildigi 1.95 pg/ml’lik konsantrasyonunun hem asiklovirden hem de B8
molekiiliinlin ayr1 ayr etkinliklerinden daha diisiik antiviral etkinlik tespit edilmistir

(p<0.05; Sekil 16).
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Sekil 17. Bilesik 9 (B9) ve Asiklovir'in tekli ve kombine kullaniminin HSV-2'ye karsi
etkinligi.

B8 molekiilii ile asiklovirin kombine etkinliginde oldugu gibi B9 molekiilii ile
asiklovir kombinasyonunun hem asiklovirin tekli etkinliginden hem de B9
molekiiliiniintekli etkinliginden daha diisiikk antiral etkinlik saptanmistir (p<0.05).
Asiklovir B9 molekiilii kombinasyonu HSV-2’ye karsi giiglii antogonistik aktivite
sergilemistir (p>0.05; Sekil 17).
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Sekil 18. Bilesik 10 (B10) ve Asiklovir'in tekli ve kombine kullaniminin HSV-2'ye karsi
etkinligi.

B10 molekiili 18.75 pg/ml’lik konsantrasyonda viral iiremeyi tamemen
inhibe ederken, asiklovir ile kombine kullanildiginda molekiiliin antiviral
etkinliginde bir azalma (%50 azalig) tespit edilirken (p<0.05), tekli asiklovir
etkinligine benzer antiviral etkinlik saptanmistir (p>0.05; Sekil 18).
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Sekil 19. Bilesik 11 (B11) ve Asiklovir'in tekli ve kombine kullaniminin HSV-2'ye karsi
etkinligi.

Asiklovir ile B11 molekiliiniin kombine kullanimi durumunda ise Bll1

molekiiliiniin etkinliginin tamamen ortadan kalktig1 tespit edilmistir (p<0.05; Sekil
19).
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Sekil 20. Bilesik 12 (B12) ve Asiklovir'in tekli ve kombine kullaniminin HSV-2'ye karsi
etkinligi.

Asiklovir ile B12 molekiiliiniin kombine kullanildigi deneylerde B12
molekiili  18.75 pg/ml’lik konsantrasyonda HSV-2’ye karsi etkili iken,
kombinasyonun bu etkinligi etkinligi %50 oraninda azalttigi (p<0.05), kombine
kullanimin asiklovirin tekli etkisine benzer bir etkinlik sergiledigi tespit edilmistir

(p>0.05; Sekil 20).
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Sekil 21. Bilesik 13 (B13) ve Asiklovir'in tekli ve kombine kullaniminin HSV-2'ye karsi
etkinligi.

B13 molekiili 18.75 pg/ml’lik konsantrasyonda viral tiremeyi tamamen
inhibe ederken, asiklovir ile kombine edildiginde viral tiremede artis (%75 oraninda)

oldugu tespit edilmistir (p<0.05; Sekil 21).
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Sekil 22. Bilesik 14 (B14) ve Asiklovir'in tekli ve kombine kullaniminin HSV-2'ye karsi
etkinligi.

B14 molekiilii ile asiklovir kombinasyonu durumunda da benzer bir

antogonizma tespit edilmistir. Viral tireme B14 molekiiliiniin asiklovir ile kombine

kullanim1 sonunda %25 nispetinde artmistir (p<0.05; Sekil 22).
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Sekil 23. Bilesik 15 (B15) ve Asiklovir'in tekli ve kombine kullaniminin HSV-2'ye karsi
etkinligi.

B15 molekiilii 18.75 pg/ml’lik konsantrasyonda HSV-2’ye karsi etkisiz iken
asiklovir ile kombine edildiginde diisiik diizeyde (HSV-2 inhibisyon orani %25)
etkinlik sergilemis, bu kombinasyonun etkinligi asiklovirin tekli etkinliginden daha

diisiik bulunmustur (p<0.05; Sekil 23).
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Sekil 24. Bilesik 16 (B16) ve Asiklovir'in tekli ve kombine kullaniminin HSV-2'ye karsi
etkinligi.

B16 molekiilii 18.75 pg/ml’lik konsantrasyonda HSV-2’ye kars1 etkisiz iken,
asiklovir ile kombine olarak kullanildiginda HVS-2 tliremesini %25 oraninda inhibe
etmistir. Fakar B16 art1 asiklovir kombinasyon etkinligi tekli asiklovir etkinliginden

daha diisiik idi (p>0.05; Sekil 24).
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Sekil 25. Bilesik 17 (B17) ve Asiklovir'in tekli ve kombine kullanimimin HSV-2'ye karsi
etkinligi.

Hem asiklovir (1.95 pg/ml) hem de B17 molekiilii (18.75 ug/ml) HSV-2’ye
kars1 %50 nispetinde antiviral etkinlik sergilerken, asiklovir ile kombine kullanimi

durumunda antiviral etkinligin arttig1 (%80) tespit edilmistir (p<0.05; Sekil 25).
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Sekil 26. Bilesik 18 (B18) ve Asiklovir'in tekli ve kombine kullaniminin HSV-2'ye karsi
etkinligi.

B18 molekiilii 18.75 pg/ml’lik konsantrasyonda Vviral iremeyi %50 nispetinde
inhibe ederken bu molekiilin asiklovir ile kombinasyonunun antiviral etkinligi
arttirdign (%75) tespit edilmistir (p<0.05; Sekil 26).
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Sekil 27. Bilesik 19 (B19) ve Asiklovir'in tekli ve kombine kullanimimin HSV-2'ye karsi
etkinligi.

B19 molekiili 18.75 pg/ml’lik konsantrasyonda antiviral etkinlik
sergilemezken, asiklovir ile kombine edildiginde HVS-2 iiremesini %40 oraninda
inhibe etmistir. Bu kombinasyon asiklovirin tekli etkinliginden anlamli derecede
olmasa da (p>0.05) daha diisiik antiviral etkinlik sergilerken, B19 molekiiliiniin tekli
etkisiyle kiyaslandiginda anlamli derecede daha yiiksek oldugu saptanmistir (p>0.05;
Sekil 27).
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Sekil 28. Bilesik 20 (B20) ve Asiklovir'in tekli ve kombine kullaniminin HSV-2'ye karsi
etkinligi.

B20 molekiilii ise 18.75 pg/ml’lik konsantrasyonda viral tiremeyi %50

oraninda, asiklovir ile kombine kullanildiginda ise %70 oraninda inhibe etmistir

(p<0.05; Sekil 28).

4.2. Real-Time PCR Sonuglari

Kimyasal bilesikler ve standart ilag asiklovirle muamele edilen HSV-2’nin
viral kopya sayisinin “ct” hesabi ile belirlenebilmesi icin niikleik asit ekstraksiyonu
gercgeklestirildi. PCR calismasima gecilmeden 6nce DNA konsantrasyonu optimize

edildi ve jel elektroforezinde yiiriitiilerek kontrolleri gergeklestirildi.
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Sekil 1. B17, B17 ve B18 molekiillerinin asiklovir in anti-HSV-2 etkinligiyle karsilastirmali
olarak "ct" degerleri bakimindan kiyaslanmasi.

35

= [ N
(%) o w

Cycle threshld (ct) degeri

=
o

Virus Kontrol Asiklovir Bilesik 7 Bilesik 17 Bilesik 18
P degerleri
VK&ASV: p<0.05 ASV&BT: p<0.05 B7&B17: p<0.05
VK&B1: p<0.05 ASV&B17: p<0.05 B17&B18:
p>0.05

VK&B17: p<0.05 ASV&B18: p<0.05
VK&B18
ASV: Asiklovir; VK; Virus kontrol

Calismada hiicre kiiltiirii deneylerinde HSV-2’ye karsi etkin oldugu tespit
edilen B7, B17 ve B18 molekiillerinin asiklovir ile kiyasl olarak “ct” degerleri RT-
PCR yontemiyle degerlendirildi. Igerisinde herhangibir antiviral molekiil veya
asiklovirin bulunmayan hiicre kiiltiirlerinde viral “ct” degeri 9+1.2 bulunurken,
asiklovir grubunda 27+3.4, B7, B17 ve B18 gruplarinda ise sirasiyla 14+1.1, 19+2.1
ve 18+3.2 olarak tespit edildi.
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Resim 18. Asiklovir, B7, B17 ve BI18’in virus kontrol grubuyla kiyasli olarak cycle

threshold (ct) degerlerinin kiyaslanmasi.
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5. TARTISMA

Herpes simpleks viruslarinin sebep oldugu infeksiyonlar tiim insanlarda
yaygin olarak goriilmektedir. HSV-2 kisa bir replikatif dongii, konak¢1 hiicrenin lizisi
ve duyusal gangliyonlarda latent kalma ile karakterize alfa herpesvirus alt ailesinde
yer alan periyodik olarak reaktive olarak énemli fiziksel ve psikolojik morbidite ile
sonuglanan infeksiyonlar olugturmaktadir. HSV en yaygin insan patojenlerindendir,
virus esas olarak dogrudan temas yoluyla bulagmakta olup HSV-1 esas olarak
orofasiyal lezyonlar olustururken HSV-2 ise genital lezyonlarla kendini belli
etmektedir. HSV-1’in primer enfeksiyonlar1 genellikle bebeklik ve ¢ocukluk
doneminde (yasamin ilk yilinda maternal antikorlar kaybolduktan sonra) meydana
gelirken, HSV-2 enfeksiyonlari ise agirlikli olarak ergenleri ve yetiskinleri
etkilemektedir. Clinkii HSV-2’nin bulasinda cinsel yol biiyiik 6neme sahiptir. Vajinal
dogum sirasinda HSV’nin anneden bebege bulagsmasi yenidogan lezyonlarina neden
olmakta ve genellikle uzun siireli noérolojik sekeller veya mortalite ile
sonuglanmaktadir. Yenidogan herpes infeksiyonu deri, goz ve/veya agiz hastaligi,
merkezi sinir sistemi hastali§1 veya yaygin hastalik olarak siniflandirilabilmektedir.
Immiinokompetan bireylerde HSV mukokutanéz lezyonlart genellikle &nemli
sekeller olmadan iyilesse de bunlarin bir kismi antiviral tedavi gerektiren sporadik
tekrarlayan mukokutan6z lezyonlardir. Primer enfeksiyon ya da yeniden ortaya ¢ikan
siddetli ve uzun siireli HSV hastalig1 bagisiklik sistemi baskilanmis hastalar, HIV-
pozitif bireyler, organ nakli ve kanser hastalar1 da dahil olmak iizere, 6zellikle kemik
iligi nakli veya kok hiicre tedavisi goren ldsemi hastalarinda biiyiik bir sorundur. Bu
hasta gruplarindaki kronik HSV enfeksiyonlar1 ilaca direngli virus gelisimi riskini
artiran uzun siireli antiviral tedavi gerektirmektedir. Her iki viral tip de norotropik
olup merkezi sinir sisteminin ciddi norolojik hastaligina neden olabilir. HSV'ye bagh
merkezi sinir sistemi enfeksiyonlar1 nadir olmakla birlikte, bunlar hayat: tehdit edici
infeksiyonlardir. Merkezi sinir sistemindeki HSV enfeksiyonlari g¢ocuklart ve
yetigkinleri etkileyebilen herpes simpleks ensefaliti olarak kategorize edilmektedir.
HSV diinya ¢apinda sporadik fokal ensefalitin en yaygin nedenidir. Herpes simpleks

viruslar herpetik keratitin de 6nde gelen etkenleri arasinda yer almaktadir. Herpetik
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keratitin ¢ocuklarda eriskinlere gore daha yiiksek niikks oranma sahip oldugu
bildirilmigtir. Cocuklarda yetiskinlere kiyasla progresyonun daha koti oldugu
bildirilmektedir (134).

Herpes simplex virus tip 2 genital herpesin en onemli sebebidir. Herpes
genitalis cinsel yolla bulasan enfeksiyonlar arasinda en yaygin olanidir. Herpes
genitalis daha ¢ok HSV-2’nin ve giderek artan bir sekilde HSV-1’in sebep oldugu
cinsel yolla bulasan bir infeksiyondur. HSV-1 ve HSV-2 arasindaki belirgin genetik
homoloji nedeniyle, viruslar arasinda ¢ok sayida biyolojik benzerlik ve antijenik
capraz reaksiyonlar mevcuttur. Tipe 0zgii epitoplar, viral glikoproteinleri (g) gG
(HSV-1 ve HSV-2’yi) ve gC'yi (HSV-1’i) igermektedir (135). Hem HSV-1 hem de
HSV-2'nin primer bulas yolu direkt temastir. HSV-1 ile ilk enfeksiyon, yasamin ilk
yilinda maternal antikorlarin kaybolmasini takiben en sik ¢ocukluk déneminde ortaya
cikmaktadir. Bir ¢alismada anti-HSV-1 IgG pozitivitesinin yaslara gore degiskenlik
gosterdigi, 2-3 yaslarinda yaklasik olarak %20, 10-12 yaslarinda %57, 16-18
yaslarinda %70 ve 28-30 yaslarinda ise %80 dolaylarinda oldugu (136) , 40 yas tizeri
HSV-1 seroprevalansinin > %85-90 oldugu bildirilmistir (137).

HSV-2 esas olarak cinsel iligki yoluyla bulastig1 i¢in enfeksiyon oranlari
ancak ergenlikten sonra yiikselmektedir. Bir ¢alismada anti-HSV-2 19G
antikorlarinin prevalansinin 10-15 yas grubunda yaklasik %3'e, 16-18 yas grubunda
%7, yetigkinlerde %14 oldugu bildirilmistir (136). Daha yiiksek seroprevalanslarin
cinsel partnerlerini diizenli olarak degistiren kisiler ve escinsel erkekler arasinda
saptandig1r bildirilmektedir (138). Cok sayida calismada kadinlarda erkeklerden
onemli Ol¢iide daha yiiksek HSV-2 seroprevalansi bildirilmektedir (136). Bunun en
Oonemli sebebinin erkeklerin kadinlardan daha sik asemptomatik genital HSV-2
enfeksiyonuna yakalandiklar1 ve erkeklerden kadinlara daha yiiksek virus bulagsma
oranlarindan kaynakladigi bildirilmistir (139). HSV-1 ve HSV-2 arasinda kismi
olarak klinik capraz bagisiklik sdozkonusu olup, HSV-1 bagisiklig1 olan hastalarda
primer genital HSV-2 enfeksiyonun asemptomatik olarak gegcirilebilecegi
bildirilirken bunun tersinin de gecerli olabilecegi bildirilmektedir. Gengler ve
yetiskinler arasinda azalan HSV-1 seroprevalansinin oral seks nedeniyle daha yiiksek

sayida primer HSV-2 veya HSV-1 enfeksiyonu ile iliskili olabilecegi bildirilmektedir
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(140). Bunun yaninda genital HSV-2 enfeksiyonunun artan HIV enfeksiyonu riski ile
iliskili olabilecegi de bildirilmektedir (141).

Genellikle virus replikasyonu epitel hiicrelerle smirli, duyu noronlarinda
latent kalarak periyodik araliklarla reaktive olarak lokalize lezyonlar iiretmektedir.
Bu viruslar potansiyel olarak ensefalit, keratit ve yenidoganlarda, bagisiklig
baskilanmis hastalarda sistemik hastalik gibi ciddi komplikasyonlara neden
olabilmektedir. Antiviral terapi hem primer hem de rekiiren enfeksiyonlarin
yonetiminde bir iyilesme saglamis olsa da mevcut ilaglara direng ve uzun siireli
kullanimda yasanan toksisite yeni hedeflere yonelik yeni antiviral bilesiklerin
gelistirilmesini zorunlu kilmaktadir. Insanlarda tartismali terapétik etkileri nedeniyle
HSV as1 ¢aligmalarinda da arzu edilen basari saglanamasa da birka¢ heyecan verici
ast adaymin calismalart devam etmekte olup hayvan modellerinde ilk bulgularin
olumlu oldugu bildirilmistir. Giliniimiizde HSV infeksiyonu ve latent virus
reaktivasyonu baskilayan giiclii antiviral eksikligi hissedilmektedir. Bu ihtiyaca
yonelik yeni ilag arastirmalari tiim diinyada yogun olarak siirdiiriilmektedir.
Gilintimiizde herpes simpleks virusu i¢in onaylanmis tedavilerin neredeyse tamami
niikleozid analoglaridir. Yeni antiviral yaklasimlar ve profilaktif amagh as1
calismalar1 da strdiiriilmektedir.

Asiklovir herpes simpleks viruslart hastaliklarinin  tedavisinde birinci
basamak tedaviyi olusturmaktadir. Bagisiklik sistemi baskilanmis konakg¢ida kronik
enfeksiyonlarin tedavisi i¢in ilacin uzun siireli uygulanmasi asiklovir direncinin
gelismesine yol agabilmektedir (51).

HSV enfeksiyonlart asiklovir gibi antiviral ilaglarla etkin bir sekilde tedavi
edilebilmekteyse de esas olarak bagisikligi baskilanmis hastalarda (prevalans
yaklasik %5) ve ozellikle allojenik kemik iligi nakli yapilan hastalar gibi gruplarda
ciddi oranlarda ila¢ direnci (yaklasik %30) bildirilmektedir. Asiklovire direng;
asiklovir etki mekanizmasinda yer alan timidin kinaz (TK) ve DNA polimeraz
enzimleri iizerindeki mutasyonlarla iligkilidir. Vakalarin %95'inde asiklovir direnci
TK genindeki bir mutasyonla iligkilidir. Diren¢ daha nadir olarak da DNA polimeraz
enzimindeki mutasyon iliskili olarak gelisebilmektedir. Asiklovire direngli kdkenler
pensiklovir ve famsiklovir gibi diger TK bagimli ilaclara neredeyse her zaman ¢apraz

direnglidir. Direncli enfeksiyonlar foscarnet veya cidofovir ile tedavi edilebilse de bu
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iki ilacin asiklovirden daha toksik olusu ciddi handikaplaridir. Bu ilaglar ayni
zamanda viral DNA polimerazi da inhibe etmekte, ancak timidin kinaza bagiml
olmadiklar1 i¢in ¢ogu asiklovire direngli herpes simpleks viruslara da etkinlik
sergileyebilmektedirler. Fakat bu ilaglarin DNA polimeraz enzimindeki bir mutasyon
nedeniyle asiklovire direngli suslar bu molekiillere de c¢apraz direng
kazanabilmektedirler. Direngli klinik izolatlarin genetik karekterizasyonuna iliskin
veriler viral timidin kinaz ve DNA polimeraz genlerindeki mutasyonlara isaret
etmektedir. Direng ile iliskili timidin kinaz mutasyonlar1 ya insersiyon ve delesyon
sonucu veya yer degistirme seklinde goriilen mutasyon iligkilidir. DNA polimeraz
mutasyonlart esas olarak enzimin korunmus bdlgelerinde olusmaktadir. Bu genler
icin, ozellikle timidin kinaz i¢in yiiksek diizeyde gen polimorfizmi de bildirilmistir.
Famsiklovire ¢apraz direng de dahil olmak iizere asiklovir/valasiklovirin uzun
stireli kullanimin1 takiben, bagisiklig1 baskilanmis veya HIV pozitif hastalarin %5'e
kadarinda direng gelisebilmektedir (97, 101). Bu gibi durumlarda alternatif tedavi
olarak pirofosfat analogu foscarnet onerilmektedir. Bu durumda fenotipik ve/veya
genotipik direng testlerinin yapilmasi gerekmektedir. Foscarnet ¢cok sayida DNA ve
RNA virusunun viral DNA polimerazini inhibe etmektedir. Bu maddenin viral
replikasyonu inhibe etmek icin metabolize edilmesi gerekmediginden, niikleozid
analoglarma direngli timidin kinaz negatif HSV suslarina kars1 da etkilidir. Onemli
yan etkileri bobrek fonksiyon bozuklugu ve iirogenital mukozalarda toksin kaynakli
tilserlere neden olmasidir. Giinde ii¢ kez intravendz foscarnet uygulamasi zorunlu
hastaneye yatis gerektirdiginden, sidofovirin intravenéz haftada bir-iki kez
uygulanmasi asiklovire direncli vakalar i¢in bir alternatif olarak diisiiniilebilmektedir.
Belirgin nefrotoksisite ve HSV enfeksiyonlarinin tedavisinde kullanimiyla ilgili
klinik deneyim eksikligi sidofovirin klinik uygulamada kullanilmasinin 6niindeki
onemli engellerdir. Genital herpesin siklikla atipik goriiniimii g6z 6niine alindiginda,
genellikle foskarnet (veya cidofovir) ile sistemik tedavi gerekmektedir. Onemli
kontrendikasyonlar arasinda bobrek fonksiyon bozuklugu, asirn duyarlilik
reaksiyonlarin goriilmesi, gebelik ve emzirme doénemlerinde kullaniminin sinirh
olmasi gibi ciddi handikaplar1 bulunmaktadir. Yan etkiler veya hasta
kontrendikasyonlari, asiklovire direngli herpes genitalisli bir hastada sistemik

foskarnet (veya cidofovir) kullanimini engellediginde %]1°lik foskarnet kreminin
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veya %]1’lik sidofovir jelin topikal uygulanmas etkili bir alternatif saglayabilecegi
bildirilse de mevcut ilaglarin ciddi yan etkileri, artan direng oranlar1 ve sinirl etkinlik
gibi 6nemli eksiklikleri bulunmaktadir (102). HSV infeksiyonlarina ¢6ziim
olusturabilecek klinik gelistirme ve test asamasinda olan yeni bir ilaglar iizerinde
bircok merkezde c¢alismalar stlirdiiriilmektedir. Helikaz blokerleri yeni ilag
aragtirmalar1 arasinda sayilabilir. Helikaz blokerlerinin virus replikasyonu igin
gerekli bir protein bileseni olan helikaz-primaz kompleksine baglandigi ve DNA
sentezini ve dolayisiyla viral replikasyonu etkili bir sekilde inhibe ettigi
diisiiniilmektedir. Helikaz blokerlerinin asiklovire direngli HSV suslarina karst da

etkili olmasi amaglanmaktadir (103).

Herpesviruslarlar insan enfekte olundugunda hem hiimoral hem de hiicre
aracilt bagisiklik tepkileri gelisse de niiksler goriilebilmektedir. HSV ile latent
enfeksiyon viral DNA duyu noronlarinin c¢ekirdegine tasindiginda duyu
gangliyonlarinda kurulur. Viral DNA ndéronun 6mrii boyunca kismen heterokromatik
bir durumda korunur. Bu genomlarin bazilarindan periyodik olarak replikasyon
baslamakta ve enfeksiyoz virus aksondan epitelyal enfeksiyonun orijinal bolgesine
iletilerek tekrarlayan hastalifa neden olmaktadir. Latent viral DNA'nin spesifik
olarak parcalanmasi veya indiiklenmis mortal mutasyonu, potansiyel olarak
tekrarlayan enfeksiyonlart onleyecek ve boylece konak HSV infeksiyonundan
kurtulabilecektir. Bdyle bir ilerleme tedavide devrim yaratici olacaktir. Infekte
hiicrelerde herpes virusu genomlarin1 hedefleyen CRISPR/Cas9 gibi endoniikleaz
sistemlerinin kullanimi konusunda ¢alismalar siirdiiriilmektedir (142). Noronlar
igindeki viral genomlar1 in-vivo diizenlemek kolay goriinmemektedir, ancak
adenovirus-iligkili viruslarin veya diger norotropik vektorlerin kullanimi umut verici
bir yaklasimlar ortaya koymaktadir (142). Bununla birlikte HSV infeksiyonlarinda
tiim diinyada artan asiklovir direnci sebebiyle yeni molekiil arayislar1 da hizli ¢6ziim
olabilmesi acisindan son derece biiylik Oneme sahiptir. Bu noktadan hareketle
yaptigimiz bu g¢alismada okzalamit tiirevi yirmi yeni molekiilin HSV-2’ye karsi
antiviral etkinligini ve asiklovir ile kombine kullaniminin mevcut ilacin (asiklovir)
etkinliginin arttirilmasina yonelik caligmalar gerceklestirilmistir. Deneylerde yeni
sentezlenen molekillerin tekli etkinlikleri bakimindan en etkili olanlarinin B7, B17,

B18 ve B20 molekiilleri oldugu tespit edilmistir.
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B4 (18.75 ug/ml) ve B17 (18.75 ug/ml) molekiillerinin asiklovir ile kombine
kullaniminin da giiglit HSV-2 etkinligine sahip oldugu, B18 (18.75 pg/ml) ve B20
(18.75 pg/ml) molekiillerinin ise asiklovir (1.95 ug/ml) ile kombine kullaniminda
asiklovirin tekli etkinliginden daha gii¢lii antiviral etkinlik tespit edilmistir.

B1 art1 asiklovir kombinasyonlariin HSV-2’ye kars1 asiklovirin etkinligini
arttiran giliclii  sinerjistik etki olusturdugu tespit edilirken, B2 art1 asiklovir
kombinasyonunun asiklovirin HVS-2’ye kars1 etkinligini azaltan antogonistik etki
olusturdugu, B3 art1 asiklovir ve B5 art1 asiklovir kombinasyonunlarinin ise HSV-
2’ye karsi asiklovirin etkinligi tizerinde etkili olmadig1 saptanmustir.

Deneylerde B6 art1 asiklovir, B7 art1 asiklovir kombinasyonlarinin asiklovirin
HVS-2’ye kars1 etkinligini arttiran additif etkilerinin oldugu tespit edilirken, B8 art1
asiklovir ve B9 art1 asiklovir kombinasyonlarinin ise asiklovirin HVS-2’ye karsi
etkinligini azaltic1 antogonistik etkinlige sahip oldugu saptanmastir.

B10 art1 asiklovir kombinasyonunun HSV-2’ye kars1 asiklovirin etkinligini
degistirmezken, B10 molekiiliiniin anti-HSV-2 etkinligi iizerinde antogonizma
olusturdugu, B11 art1 asiklovir kombinasyonunun ise B10 molekiiliinde oldugu gibi
B11’in HVS-2’ye kars1 etkinligini azaltan gii¢lii antogonistik etki olusturdugu tespit
edilmistir.

Asiklovir ile yeni sentezlenen okzalamit tiirevi molekiillerin antogonistik
iliski sergiledigi molekiillerin sayisinin  yiiksek oldugu saptanmistir. Bu
molekiillerden B12 art1 asiklovir kombinasyonunun HSV-2’ye kars1 asiklovirin
etkinligini degistirmezken, B12 molekiiliiniin anti-HSV-2 etkinligi iizerinde
antogonizma olusturdugu tespit edilmistir. Bunun yaninda molekiillerle asiklovirin
kombine edilmesi durumunda hem asiklovir hem de molekiillerin etkinliklerinde
tekli kulanima kiyasla anlamli azaliglarin tespit edildigi kombinasyonlarin da oldugu
saptanmistir. Buna giizel bir 6rnek B13 arti asiklovir kombinasyonunda tespit
edilmistir. B13 art1 asiklovir kombinasyonunun HSV-2’ye karsi hem asiklovirin hem
de B13 molekiiliiniin anti-HSV-2 etkinligi lizerinde gii¢lii antogonizma olusturdugu
tespit edilmistir.

B14 art1 asiklovir kombinasyonunun asiklovirin HVS-2’ye kars1 etkinligini
arttiran additif etki yaratirken, B14 molekiiliiniin etkinligini anlamli olarak azalttig

bulunmustur. B15 art1 asiklovir kombinasyonunun asiklovirin HVS-2’ye kars1

92



etkinligini anlamli derecede azalttig1 tespit edilirken, B15 molekiiliiniin ise
etkinliginin arttig1 tespit edilmistir. B16 art1 asiklovir kombinasyonunun ise
asiklovirin HVS-2’ye karsi etkinligini azalttigi, B16 molekiiliin ise anti-HSV-2
etkinligini  giliglendirdigi tespit edilmistir. Calismada B19 art1 asiklovir
kombinasyonunun asiklovirin HVS-2’ye karst etkinligini azalttigi, B19 molekiilin
ise anti-HSV-2 etkinligini anlamli derecede arttig1 da tespit edilmistir.

Klinik tedavi basarisizligi on giin icinde antiviral tedaviye (genellikle
asiklovir/valasiklovir) yanit verilmemesi olarak tanimlanmaktadir. Bu gibi
durumlarda direngli bir viral enfeksiyon akla gelmelidir (143). Bu durumda ilag
duyarlilik testleri (fenotipik ve/veya genotipik diren¢ testleri) yapilmalidir.
Neredeyse her zaman famsiklovire c¢apraz diren¢ ile iligkili olan
asiklovir/valasiklovir direnci varhiginda, foskarnet ile alternatif tedavi endikedir
(104). Ozellikle fenotipik direng testleri zaman alic1 olup en az 7-10 giin gerektirir,
bu nedenle siddetli diren¢ mevcut oldugunda klinik olarak uygun tedavi
degisiklikleri inhibisyon elde edilene kadar ertelenmemelidir. Literatiirde plak
rediiksiyon/sitopatik etki engelleme testleri, boya alim testleri ve DNA hibridizasyon
deneyleri bu amacla uygulanabilen testlerdir (104). HSV'nin virostatik ajanlara
duyarlilig, morfolojik olarak indiiklenen, virusa 6zgii hiicre degisikliklerinin
(sitopatik etki) inhibisyonu temelinde Olciilebilir. Antiviral ajan, azalan
konsantrasyonda bir geometrik seyreltme serisinde test edilerek, ajanin viral
replikasyonun %50 inhibisyonu ile sonuglanan ortalama inhibitér konsantrasyonu
(ICs0) hesaplanir. Giiniimiizde uluslararasi olarak standardize edilmis bir siir
tanimlayan diren¢ yoktur. Bu nedenle, her testle birlikte bir timidin kinaz pozitif
referans susu kullanilarak bir kontrollii ¢alisilmalidir. Niikleozid analoglarina ve
sidofovire karsi en yaygin ve giivenilir direncin, test edilen HSV susunun ICsp'sinin
hassas kontrol susununkinden 3-5 kat daha yiiksek oldugu varsayilmaktadir (144).
Fenotip yontemlerin temel avantaji sonuglarin yorumlanmasinin kesin olmasidir, bu
nedenle bu yontem HSV direng testi i¢in altin standart olarak kabul edilmektedir.
Dezavantajlar1 arasinda zaman alict olmasi, hiicre kiiltiirlerinde HSV suslarinin
izolasyonu ve test edilmesi icin gereken yiiksek malzeme maliyeti ve
standardizasyon eksikligi sayilabilir. Fenotipik diren¢ testi pratik olarak yalnizca

HSV'nin kolayca izole edilebildigi vezikiil veya solunum yolu siiriintiileri mevcut
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oldugunda miimkiindiir. Vakalarin ¢ogunda virusu kan veya goz 6rneklerinden izole
etme girisimleri bagarisiz olmaktadir. Genotipik direng testi genellikle timidin kinaz
ve DNA polimeraz genlerinin amplifikasyonunu ve dizilenmesini igermektedir (104).
Direnci disilindiiren bulgular, korunmus ve fonksiyonel olarak 6nemli gen
bolgelerinde ¢ergeve kaymasi mutasyonlari, ekstra durdurma kodonlar1 ve es anlamli
olmayan niikleotit insersiyonlarini icermektedir. Aktif veya korunmus gen
bolgelerinin disindaki amino asit insersiyonlarimin yorumlanmasi literatiirde
aciklanan tiim diren¢ mutasyonlarinin toplandigi bir veri bankasina erigimi
gerektirmektedir (104). Asiklovir/valasiklovir/famsiklovire karst HSV-1 ve HSV-2
direnci hemen hemen her zaman timidin kinaz geninin ve sadece nadiren DNA
polimeraz geninin mutasyonlari ile iligkilidir, foskarnet/sidofovire direng ise yalnizca
DNA polimeraz genindeki mutasyonlarla iligkilidir. Genotiplemenin temel avantaji,
hasta numunelerinin dogrudan test edilebilmesidir ki, bu da hiicre kiiltiirinde virus
izolasyonunu gerektirmemektedir. Virus yiikiine bagl olarak iki giin iginde sonuglar

alinabilmektedir.

Biz calismamizda gerek asiklovirin ve gerekse de sentezledigimiz yeni
molekiillerin HSV-2’ye kars1 etkinligini kiiltlir izolasyon temelli IC50 degerlerini
tespit ederek gerceklestirdik. Bunun yaninda IC50 degerleri yaninda viral
replikasyon siddeti ile ilgili oldugu bildirilen cycle threshold gergerli RT-PCR
yontemiyle belirlenerek  sitopatolojik  bulgulara dayali test sonuglarmin
verifikasyonlar1 da gergeklestirilmistir. Kiiltiir ortaminda HSV-2’nin antivirl
herhangibir molekiil varlifinda viral replikasyonu yavaslayacak veya tamamen
duracaktir. Boylece besiyerinde antiviral molekiil/madde bulunmadiginda virus
replikasyona siklusun erken donemlerinde baslayacak ve ct degeri diisiik olurken,
antiviral molekiil v/made varliginda ise viral replikasyon ge¢ donemde
gerceklesebileceginde ct degerleri de yiiksek bulunacaktir. Caligmamizda igerisinde
ilag bulunmayan kiltiirlerden alinan 6rneklerde HSV-2 “ct” degeri 9+1.2 olarak
bulunurken, asiklovir igeren kiiltiirlerde viral “ct” degeri 27+3.4, B7, B17 ve B18
(swrasiyla 14+1.1, 19+2.1 ve 18+3.2) asiklovirin etkinliginden diisiik olsa da “ct”
degerlerinin virus kontrol grubuna kiyasla istatiksel olarak anlamli derecede daha

yiiksek oldugu tespit edilmistir (p<0.05). RT-PCR sonuglarimiz secilen molekiillerin
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kiiltir CPE sonuglartyla uyumlu bulunmus, kiiltiir sonu¢larimizin dogrulugunu
verifiye etmektedir.

HSV hastaliklarina karsi mevcut mevcut tedaviler HSV hastaliklarinin
yonetiminde onemli bir rol oynasa da belirli popiilasyonlarda asiklovir direncinin
ortaya c¢ikmasi bir endise vericidir. PFA ve CDV’nin asiklovire direngli HSV
hastaliginin tedavisinde etkili olduklarini bildirilse de potansiyel renal toksisiteleri ve
intravendz uygulama gerektiren zayif oral biyoyararlanimlari nedeniyle kullanimlar
sinirlidir.  Asiklovire direngli HSV hastaliinin tedavisi i¢in yeni antivirallerin
gelistirilmesi biliylik dneme sahiptir. Bugiin onaylanmis tim anti-HSV ilaglarinin
ortak bir hedefi viral DNA polimeraz enzimidir. Bu nedenle ideal olarak yeni
terapiler, DNA polimerazdan farkli bir hedefi olan asiklovir ve PFA direngli
mutantlara kars1 etkili ve ayrica konak icin diislik toksisiteye sahip olmalidir. HSV
sarmal primaz kompleksi (UL5, UL52 ve ULS8 genlerinin tiriinlerinden olusur) yeni
antiviraller i¢in bir hedef olarak ortaya ¢ikmis ve bunlardan ikisi klinik deneylere
gecmistir.

Ileri antiviral etkinligi olan veya DNA polimerazdan farkli bir hedefe sahip
geleneksel molekiillerin gelistirilmesi yaninda viruslarin konak hiicre reseptdrlerine
baglanmasini Onleyebilen veya protein-protein etkilesimleri kompleksin ayrilmasi
ve/veya olusumunun engellenmesini saglayabilecek molekiiller aragtirilmaktadir.
Anti-HSV ilaglar1 gelistirmek igin bir bagska umut verici strateji defensin gibi
antimikrobiyal peptitlerin kullanilmasidir. Viral girisi engelleyen glikoprotein hedefli
terapodtikler ve virusun hiicreden hiicreye yayilimi tamamen ortadan kaldiran
immunglobulinler de yenilik¢i HSV terapileri olarak kabul edilmektedir.

Diinya ¢apinda milyonlarca insan herpes simpleks viruslara maruz kalmakta
veya infekte olmaktadir. Virus konakta asemptomatik kalabildigi gibi hafiften hayati
tehdit eden ciddi komplikasyonlara kadar degisen genis yelpazede klinik
olusturabilmektedir. Ozellikle immun sistemi baskilanmis bireylerde herpes virusu
infeksiyonlarinin olusturdugu infeksiyonlar ve komplikasyonlar daha ciddi seyirli
olmaktadir (145). Giiniimiizde herpesviruslarin 6zellikle de HSV-2’nin artan sikligi
ve yiikseklen ila¢ direnci yeni antiviral molekiillere ihtiyact daha belirgin hale

getirmistir.
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Giliniimiizde ila¢ direncinin yenilmesinde en Onemli stratejilerden biri de
mevcut ilaglarin baska molekiillerle kombine kullanimlariyla etkinliklerinin
arttirtlmasina dayanmaktadir. Bugiin HSV-2’ye kars1 en potent ilag olan asiklovirin
okzalamit tiirevi yeni sentezlerle additif veya sinerjistik etkilerinin varliginin tespiti
asiklovir direngli HSV tedavisinde olduk¢a onemlidir. Artan ila¢ direnci dikkate
alindiginda HSV-2’ye kars1 yeni potansiyel molekiillerin sentezlenmesi bu sorunun
¢dziimiinde biiyiik dneme sahiptir. /n-vitro etkinlik ¢alismasi olan bu calismada etkili
bulunan molekiillerin in-vivo c¢alismalrla desteklenmesi ve Ozellikle ilag direngli
kokenlere karst bu etkinliklerinin calisilmasi umut veren potansiyel c¢alisma

olabilecegini diisiinmekteyiz.
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6.SONUC VE ONERILER

Bu c¢alismada oksalamid fonksiyonel yapisi igeren yirmi yeni molekiiliin
sentezlenmesini ve bu molekiillerin HSV-2'ye karsi antiviral etkinliklerini standart
ilag asiklovir ile tekli ve kombine etkiniklerinin karsilastirmali olarak arastirilmasi
gerceklestirilmistir. Calismada yeni sentezlenen bilesiklerin tekli ve asiklovir ile

kombine kullanimlarinin anti-HSV-2 etkinlikleri agagidaki gibidir.

e En giicli tekli aktivite B4 (18.75 pg/ml), B1 (18.75 pg/ml) ve B7 (18.75
ng/ml) molekiilleri sergilemistir.

e Bl (18.75 pg/ml) art1 asiklovir (1.95 ug/ml) kombinasyonunun HSV-2’ye
kars1 asiklovirin etkinligini arttiran giiclii sinerjistik etki tespit edilmistir.

e B2 (18.75 pg/ml) art1 asiklovir (1.95 pg/ml) kombinasyonunun asiklovirin
tekli etkinliginden disiik, B2 olekiilin tekli etkinliginden yiiksek etki
olusturdugu tespit edilmistir.

e B3 (18.75 pg/ml) art1 asiklovir (1.95 pg/ml) kombinasyonunun etkinliginin
tekli asiklovir etkinligi gibi oldugu, fakat bu kombinasyonun B3
molekiiliiniin  anti-HSV-2 etkinligini anlam1 derecede arttirdig1 tespit
edilmistir.

e B5 (18.75 pg/ml) art1 asiklovir (1.95 ug/ml) kombinasyonunun HSV-2’ye
kars1 etkinliginin asiklovirin tekli etkinligine benzer oldugu, B5 molekiiliin
tekli etkinligine gore ise daha giiclii antiviral aktivite saptanmustir.

e B6 (18.75 pg/ml) art1 asiklovir (1.95 ug/ml) kombinasyonunun asiklovirin
tekli etkinliginden diisiik, B6 molekiiliiniin tekli etkinliginden yiiksek etkinlik
sergiledigi tespit edilmistir.

e B7 (18.75 pg/ml) art1 asiklovir (1.95 ug/ml) kombinasyonunun asiklovirin
HVS-2’ye kars1 etkinligini arttiran additif etki saptanmustir.

e B8 (18.75 pg/ml) art1 asiklovir (1.95 pug/ml) kombinasyonunun asiklovirin
HVS-2’ye karsi etkinligini azaltan antogonistik etki tespit edilmistir.
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B9 (18.75 ug/ml) art1 asiklovir (1.95 ug/ml) kombinasyonunun asiklovirin
HVS-2’ye kars1 etkinligini azaltan antogonistik etki gézlenmistir.

B10 (18.75 pg/ml) art1 asiklovir (1.95 pug/ml) kombinasyonunun HSV-2’ye
kars1 asiklovirin etkinligini degistirmezken, B10 molekiiliiniin anti-HSV-2
etkinligi lizerinde antogonizma olusturdugu tespit edilmistir.

B11 (18.75 pg/ml) arti asiklovir (1.95 pg/ml) kombinasyonunun B11’in
HVS-2’ye karsi etkinligini azaltan giiclii antogonistik etki olusturmustur.

B12 (18.75 pg/ml) art1 asiklovir (1.95 pg/ml) kombinasyonunun HSV-2’ye
kars1 asiklovirin tekli etkinligine benzer etkinlik tespit edilirken, tekli B12
molekiiliiniin anti-HSV-2 etkinligi tizerinde antogonistik etki meydana
getirmistir.

B13 (18.75 pg/ml) art1 asiklovir (1.95 pg/ml) kombinasyonunun HSV-2’ye
kars1 hem asiklovirin hem de B13 molekiiliiniin anti-HSV-2 etkinligi izerinde
giiclii antogonistik etki olusturdugu saptanmustir.

B14 (18.75 pg/ml) art1 asiklovir (1.95 pg/ml) kombinasyonunun asiklovirin
HVS-2’ye kars1 etkinligini arttiran additif etki yaratirken, B14 molekiiliiniin
tekli etkinliginden anlamli olarak diisiik etki olusturdugu tespit edilmistir.

B15 (18.75 ug/ml) art1 asiklovir (1.95 pg/ml) kombinasyonunun asiklovirin
HVS-2’ye kars1 etkinligini anlamli derecede azalttig: tespit edilirken, B15
molekiiliiniin ise etkinligini arttig1 tespit edilmistir.

B16 (18.75 ug/ml) art1 asiklovir (1.95 pg/ml) kombinasyonunun asiklovirin
tekli etkinliginden daha diistik anti-HVS-2’ye karsi etkinligi olustururken, bu
kombinasyonun B16 molekiiliin tekli etkinliginden daha giiclii aktivite
yarattig1 ssaptanmistir.

B19 (18.75 ug/ml) art1 asiklovir (1.95 pg/ml) kombinasyonunun asiklovirin
tekli etkinliginden daha diisiik, B19 molekiiliiniin tekli etkinliginden ise daha
giiclii antiviral etkinlik sergiledigi tespit edilmistir.

Asiklovire direngli HSV'nin ortaya ¢ikmasi sadece bagisikligi baskilanmis

hastalarda degil ayn1 zamanda merkezi sinir sitemi ve kornea gibi 6zel alanlarda

yenidogan herpes ve HSV enfeksiyonlar1 vakalarinda da akilda tutulmalidir. Bu

vakalar i¢in klinik olarak tedavi basarisizligi gozlemlendiginde antiviral tedaviyi

diizenlemek icin ila¢ direng testlerinin fenotipik ve genotipik olarak yapilmasi dnem
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arz etmektedir. Son yillarda viral timidin kinaz ve DNA polimeraz genlerinde daha
once tanimlanmamis ilaca direngli mutasyonlarin ve genetik polimorfizmlerin
tanimlanmasmin yami sira HSV'de ilag direncinin yonetiminde dikkate alinmasi
gerekligi akilda tutulmalidir. Coklu ilag direncinde ilaca direngli viruslarin hizh
se¢imi ve viral popiilasyonlarin heterojenligi nedeniyle yeni antiviral stratejiler (yeni
ilaclarin kesfi ve tedavi segenekleri gibi) ve yeni tedavi yontemlerinin gelistirilmesi
tesvik edilmelidir.

Asiklovirin 6zellikle transplantasyon hastalarinda profilaksi tedavilerinde artan
kullanimi, asiklovire direngli enfeksiyon insidansinin artmasi  korkusunu
yaratmaktadir. Son yillarda yapilan ¢aligsmalarda asiklovir direncinin allojenik orijinli
kemik iligi nakledilen hastalar gibi ciddi sekilde bagisiklig1 baskilanmis hastalar icin
temel bir endige kaynagi oldugunu gostermektedir. Asiklovire direncli enfeksiyonlari
yonetirken, foscarnet ve cidofovir gibi farkli etki mekanizmalarina sahip diger
antiviral ilaclar kullanilabilmektedir. Bir izolatin bu ilaglara karsi duyarliligini
degerlendirmek igin in-vitro duyarlilik testi mevcuttur. Ancak bu teknikler, virusun
hiicre kiiltiirii iizerinde 6nceden izolasyonunu gerektirdiginden uzun ve zahmetlidir.
Direngli kdkenlerin tespiti igin molekiiler testlerin uygulanmasi hizli tanida oldukca
biiyiik 6neme sahiptir. Molekiiler tekniklerle PCR iiriinlerinin amplifikasyonu direkt
olarak biyolojik numuneler lizerinde gerceklestirilebilmektedir. Bu durum sonuglarin
cok kisa siire (24/48 saat gibi) alinmasini saglayacaktir. Glinlimiizde asiklovir direnci
tespitinde timidin kinaz ve DNA polimeraz genlerindeki direngle iliskili
mutasyonlarin varhigin1 géstermeye dayanmaktadir ki bu mutasyonlarin varliginin
gosterilmesi direncli kokenlerin tespitinde son derece faydalidir.

Gilinimiizde HSV-2’nin sebep oldugu infeksiyonlarin tedavi basarisinda ciddi
sorunlar mevcuttur. HSV-2’nin basat rol oynadigi herpes genitalisli hastalarin tibbi
tedavisi genellikle yetersizdir. Yetkin hasta danismanlig1 ve mevcut teshis, tedavi ve
onleme yontemlerinin dogru uygulanmasi yoluyla 6nemli 6l¢iide iyilestirilebilir.
Bununla birlikte, su anda mevcut olan antiviral tedavi ve profilaksi, 6zellikle sik
niikslerin yonetiminde 6nemli eksiklikler bulunmaktadir. Yeni ila¢ aragtirmalar1 ve
etkili agilarin gelistirilmesi herpesviruslardan korunmada ve tedavide biiylik 6neme

sahiptir.
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Glinlimiizde HSV enfeksiyonlar icin c¢esitli terapotik secenekler mevcuttur.
Niikleozid analoglar asiklovir, pensiklovir ile bunlarin 6n ilaglari, spesifik olarak
virusu hedef alan antiviral ilaglardir. Bu molekiillerin viral replikasyonu yeterince
inhibe edememesi, akut ataklar iizerinde sadece minimal etkili olusturmasi ve
bagisikligi baskilanmis konakta nispeten hizli direng¢ ortaya ¢ikmasi gibi
dezavantajlart vardir. HSV’de artan ilag direnci sebebiyle yeni ila¢ molekiilii
sentezleme c¢alismalarinin yapilmasi gerekliliginden hareketle planladigimiz bu
calismada ilk kez sentez ettigimiz okzalamit tiirevi bilesiklerin (B4, B1, B7, B17 ve
B18) HSV-2’ye kars1 oldukg¢a 6nemli antiviral etkinlikler sergiledigi tespit edilmistir.
Ozellikle asiklovir ile kombine etkinliklerinin arastirildigi deneylerde de B1 ve

B3’iin asiklovir ile giiglii sinerjistik etkinlikler sergiledigi tespit edilmistir.

In-vitro olarak HSV-2 tedavisinde umut verici yeni molekiillerin tedavi
amacli yeni alternatif silahlar olabilecegi kanaatineyiz. Ancak in-vitro bulgularimizin
desteklendigi ileri in-vivo g¢alismalarin yapilmasi gerekmektedir. Bu grup yeni
sentezler genital herpesli HSV-2 hastalar1 igin viral yayilimin 6nlenmesinde ve ilag
direngli suslarin tedavisinde etkili olabilecek terapotik potansiyelde bir alternatif

olabilir.
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