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Son yillarda pandemi nedeniyle virislerin tani ve tedavisine yonelik terapdtik yontemlerin gelis-
tirilmesi ve antivirallerin test edilmesi amaciyla cok sayida in vitro calisma yapilmaktadir. Literatiirde
SARS-CoV-2'nin modellenebilmesi icin HCoV-229E'nin kullaniminin givenli ve yeterli olup olmadigini
inceleyen calismalar sinirlidir. Bu sebeple bu calismada, BSL-2 sartlarinda gerceklestirilebilen HCoV-229E
kalttrd ve kantitasyon calismalarinin, BSL-3 sartlari gerektiren SARS-CoV-2 deneylerinde bir 6n calisma
modeli olup olamayacaginin antiviral etkinlik analizleri tizerinden arastirilmasi amaclanmistir. Calisma-
da HCoV-229E iretimi ve analizleri icin MRCS5 hiicreleri, SARS-CoV-2 iretimi ve analizleri icin Vero-E6
hiicreleri kullanilmistir. Uretim boyunca hiicre morfolojileri ve CPE giinliik olarak ters 1sik mikroskobuyla
incelenmis ve Uretim esnasinda kiiltur siipernatantlarindan alinan orneklerle kiltirlerdeki logaritmik artig
gosteren viral RNA yiikleri, RT-PCR ile dogrulanmistir. Ardindan, viriis kantitasyonu icin literatiirde siklikla
kullanilan PFU/ml ve laboratuvarimizda gelistirilen yeni bir yontem olarak kristal viyole boyamasiyla revize
edilen TCID,/ml kantitasyon testi gerceklestirilmistir. Antiviral analizler icin klinikte SARS-CoV-2ye kars
kullanilmig remdesivir, molnupiravir ve oseltamivir kullanilmis ve HCoV-229E ve SARS-CoV-2 lizerinde test
edilen bu ilaglarnin etkinlikleri, virls inokilasyonu oncesi ve sonrasinda uygulanarak paralel kiltirlerde
cahsilmistir. Uygulamalar sonucunda gruplardaki viral RNA baskilanmalari, kantitatif PCR yontemiyle in-
celenmistir. Remdesivirin SARS-CoV-2 lizerindeki antiviral etkisinin, HCoV-229E (izerindeki etkisinden en
az 12 saat daha uzun stirdiigu ve ilacin HCoV-229E ile inokdile kiltiirlerde profilaktik olarak uygulanmasi
durumunda ilk 24 saatte viral yiki baskilamasi acisindan daha etkin oldugu tespit edilmistir. SARS-CoV-2
icin remdesivirin uygulama zamanina (24 saat ya da 48 saat) bagh bir farklilik gozlenmemistir. ilk 24 saat-
te profilaktik olarak uygulanan molnupiravir ve oseltamivirin her iki virise karsi antiviral etkinliginin, virls
inokulasyonu sonrasi kullanima gore daha fazla oldugu g6zlenmistir. Ayrica, molnupiravir ve remdesivirin
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virls inokiile kultirlerde hiicre morfolojileri lizerinde sitotoksik bir etkisi bulunmazken, oseltamivirin hiic-
re canlihgini etkileyen olumsuz etkileri ters 15tk mikroskobuyla tespit edilmistir. Sonug olarak, SARS-CoV-2
ve HCoV-229E ile inokiile hiicrelere in vitro olarak 10 uM dozunda profilaktik olarak uygulanan remdesivir
ve molnupiravirin en yiksek antiviral etkinliginin ilk 24 saatte gerceklestigi, hiicre canlligi Gizerinde en az
sitotoksisiteye sebep olan ilacin ise remdesivir oldugu saptanmistir. Bu calismada, SARS-CoV-2 ile karsi-
lastirmali olarak ytrttiilen HCoV-229E Uretim, kantitasyon ve ilag uygulama protokollerinin standardize
edilmis versiyonlari yer almaktadir. Profilaktik olarak uygulanan tim ilaclarin 12 ve 24. saatlerde viral
RNA yiiklerini baskilamasi, 48. saatteki degerlendirmeye gore her iki virliste de benzer bulunmustur. Bu
calismayla, SARS-CoV-2 icin gelistirilen antiviral ilag adaylarinin HCoV-229E lizerinde de benzer etkilere
sebep olarak HCoV-229E'nin SARS-CoV-2 calismalarinda 6n bilgi vermesi agisindan bir model olabilecegi
sonucuna variimistir. Bu sebeple, SARS-CoV-2 ile ilgili yapilan calismalarda BSL-3 kosullari bulunmayan
laboratuvarlarda, BSL-2 sartlarinda Uretimi ve testleri yapilabilen HCoV-229E'nin glivenli olarak kullanila-
bilecegine karar verilmistir.

Anahtar kelimeler: Viroloji; koronavirtis 229E; SARS CoV-2; insan hiicre kiiltiirti; RT-PCR.

ABSTRACT

In recent years, due to the pandemic, many in vitro studies have been conducted to develop
therapeutic methods for the diagnosis and treatment of viruses and to test antivirals. Studies examining
whether the use of HCoV-229E for modeling SARS-CoV-2 is safe and sufficient are limited in the literature.
Therefore, in this study, we aimed to investigate whether HCoV-229E culture and quantitation studies,
which can be performed under BSL-2 conditions, can be a preliminary model for SARS-CoV-2 experiments
requiring BSL-3 conditions through antiviral efficacy assays. In our study, MRC5 cells were used for
HCoV-229E propagation and analysis and Vero-E6 cells were used for SARS-CoV-2 propagation and
analysis. During propagation, cell morphology and cytopathic effects (CPE) were examined daily with
an inverted microscope and the logarithmic increase in viral RNA loads in the cultures was confirmed by
real-time reverse transcriptase polymerase chain reaction (RT-PCR) using samples taken from the culture
supernatants. Subsequently, the plaque assay (PFU/ml), which is frequently used in the literature for virus
quantitation and the revised tissue culture infectious dose 50% assay (TCID,,/ml) quantitation test with
crystal violet staining, a new method developed in our laboratory, were performed. For antiviral assays,
remdesivir, molnupiravir and oseltamivir, which have been used clinically against SARS-CoV-2 infection,
were used and the efficacies of these drugs tested on HCoV-229E and SARS-CoV-2 were studied in parallel
cultures before and after virus inoculation. Viral RNA suppression in the groups as a result of the drug
treatments was analyzed by quantitative PCR method. It was found that the antiviral effect of remdesivir
on SARS-CoV-2 lasted at least 12 hours longer than its effect on HCoV-229E and that the drug was more
effective in suppressing viral load in the first 24 hours when applied prophylactically in cultures inoculated
with HCoV-229E. For SARS-CoV-2, no difference was observed in the timing of remdesivir administration
(24 hours or 48 hours). Molnupiravir and oseltamivir administered prophylactically in the first 24 hours
had higher antiviral efficacy against both viruses than after virus inoculation. Furthermore, molnupiravir
and remdesivir had no cytotoxic effect on cell morphology in virus inoculated cultures, while the negative
effects of oseltamivir on cell viability were detected by inverted microscopy. In conclusion, remdesivir
and molnupiravir prophylactically administered at a dose of 10 uM to cells inoculated with SARS-CoV-2
and HCoV-229E in vitro showed the highest antiviral activity in the first 24 hours and remdesivir caused
the least cytotoxicity on cell viability. In this study, standardized versions of HCoV-229E production,
quantitation and drug administration protocols were performed in comparison with SARS-CoV-2. The
suppression of viral RNA loads at 12 and 24 hours by all prophylactically administered drugs was similar
in both viruses as assessed at 48 hours. This study concluded that antiviral drug candidates developed for
SARS-CoV-2 had similar effects on HCoV-229E, suggesting that HCoV-229E could be a model for SARS-
CoV-2 studies. For this reason, it was decided that HCoV-229E, which can be produced and tested under
BSL-2 conditions in laboratories without BSL-3 conditions, could be used safely in studies on SARS-CoV-2.

Keywords: Virology; coronavirus 229E; SARS CoV-2; human cell line; RT-PCR.
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GIRi$

Taksonomik olarak insan koronavirlisi-229E [human coronavirlis 229E (HCoV-229E)]
ve HCoV-NL63 alfakoronaviriis sinifinda; HCoV-HKU1, HCoV-OC43, siddetli akut so-
lunum yolu sendromu koronavirlis [severe acute respiratory syndrome coronavirus
(SARS-CoV)], SARS-CoV-2 ve Orta Dogu solunum sendromu koronavirlis [Middle East
respiratory syndrome coronavirus (MERS-CoV)] betakoronaviris sinifinda yer almaktadir.
SARS-CoV, MERS-CoV ve SARS-CoV-2 insanlarda ciddi solunum sendromuna neden olur-
ken, diger dort koronaviriis, HCoV-NL63, HCoV-229E, HCoV-OC43 ve HKU1, hafif st so-
lunum yollari enfeksiyon (USYE) etkenleri arasindadir. 1960’lardan beri yaygin bir USYE
etkeni olarak incelenen HCoV-229E, HCoV’nin agir tiplerine nazaran daha cok viral yiikle
enfeksiyon olusturmasi ve kiltirde daha az hiicre 6limiine sebep olmasi nedeniyle viral
pnomoni tedavisinde gelistirilen antiviral ilaglari test etmek icin glivenilir bir model olarak
biyogiivenlik diizeyi sinif 2 (BSL-2) laboratuvarlarda kullanilmaktadir'->. Koronaviriis has-
taligr 2019 [coronavirus diseases-2019 (COVID-19)] salginindan sorumlu SARS-CoV-2'nin,
diinyada 704.753.890 kisinin enfekte olmasina ve 7.010.681 kisinin yasamini yitirmesine
yol actigi Diinya Saglik Orgiitii tarafindan rapor edilmistir®. Bu nedenle hastaligin tedavi-
sinde kullanilabilecek ilaglara yada potansiyel molekdllere ihtiya¢ duyulmaktadir.

Zorunlu hiicre ici paraziti olan virtsleri laboratuvar ortaminda detayli incelemek icin
ilgili hiicre dizilerinde cogalmalarini devam ettirebilme deneyimine sahip olmak gerekir.
Koronavirusler, rutin hiicre kilturiinde cogaltiimasinin zorlugu nedeniyle 1960’larin orta-
larinda ilk olarak elektron mikroskobuyla tanimlanabilmis ve ancak sonraki yillarda Ureti-
lebilmislerdir’. Yasanilan COVID-19 pandemisinde, in vitro viriis enfeksiyon modellerinin
gelistirilmesinin 6nemi anlasiimistir. SARS-CoV-2 ile miicadele etmek icin hicre kultirt
temelli yaklagimlar, koronaviriis enfeksiyonu biyolojisini, cogalma kinetigini ve tropizmini
anlamak agisindan gereklidir. SARS-CoV-2 enfeksiyonuna yonelik tedavilerin gelistirilme-
si, virls biyolojisi ve patolojisine dayanan hastaliklarin siddetini hedef alan cesitli antiviral
ve immunomodulator ilaglar 6ne cikarmistir. Giincel olarak SARS-CoV-2 girisini 6nlemek
icin casirivimab/imdevimab monoklonal antikorlari, oseltamivir ve konvalesan plazma,
viral replikasyonu onlemek icin remdesivir, molnupiravir ve paxlovid niikleotid analogla-
ri, cesitli JAK-STAT sinyal yolu inhibitorleri, kortikosteroidler ve rekombinant agonistler/
sitokin antagonistleri ve interferonlarin fayda sagladigi bildirilmistir®. Bunlar arasindan
remdesivir, COVID-19 hastalarinin tedavisi icin Amerika Gida ve ila¢ idaresi [Food and
Drug Administration (FDA)] onayl ilk ilactir ve Filoviridae, Paramyxoviridae, Pneumovi-
ridae ve koronaviriislere karsi etkindir®'®. Remdesivirden daha sonra onaylanan, RNA
bagimh RNA polimeraz (RdRp) lizerine etkili molnupiravirin, koronavirislere karsi etkili
oldugu in vitro ve in vivo preklinik ve klinik calismalarda gosterilmistir''"'3. Pandeminin
ilk zamanlarinda Turkiye'de influenza ilaci oseltamivir, hidroksiklorokinle birlikte kisa bir
stireligine de olsa kullanilmigtir'.

Bu calismada, SARS-CoV-2 icin hasta tedavisinde onerilen antiviral ilaglarin (remdesivir,
molnupiravir ve oseltamivir), HCoV-229E ve SARS-CoV-2 ile enfekte hiicre kiltirlerindeki
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etkinliklerinin es zamanli olarak karsilagtiriimasi amaclanmistir'®'214, Bu ama¢ dogrultu-
sunda BSL-2 sartlarinda gerceklestirilen HCoV-229E virtstinlin kantitasyon ve antiviral et-
kinlik calismalarinin, BSL-3 sartlarinda calisilmasi sart olan SARS-CoV-2 deneylerinde bir 6n
calisma modeli olup olamayacadi arastirilmistir. Ayni zamanda bu ¢alisma, HCoV-229E ve
SARS-CoV-2'nin in vitro kosullarda uygun hiicre hatlarinda kolay ve hizli uygulanabilir tire-
tim ve kantitasyon metotlarinin protokollerini icermesiyle 6zgiin bir deger tasimaktadir.

GEREC ve YONTEM
MRCS5 ve Vero-E6 Hiicre Kiiltiiri

HCoV-229E (iretimi ve analizleri icin MRC5 hiicre hatti, SARS-CoV-2 (iretimi ve ana-
lizleri icin de Vero-E6 hiicre hatti kullanildi. Bu hiicre hatlari glinimuzde standardize
edilmis hatlar olup s6z konusu viruslerle enfekte olma potansiyelleri yuiksek, in vitro kul-
lanimlari kolay, ulasilabilir ve genetik stabiliteleri yliksek hiicre hatlari olarak literattirde
kullanilmaktadir'>-17. Kiiltiir besiyerinde; Dulbecco’s Modified Eagle Medium-high glu-
cose (DMEM-HQ) icinde %1 GlutaMAX, %1 sodyum pirtivat, %1 penisilin/streptomisin,
25 mM 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid (HEPES) ve %10 FBS kulla-
nildi’21617 Hiicreler %85-90 yogunluga ulasinca %0.25 tripsin-ethylenediaminetetra-
acetic acid kullanilarak 1:5-10 oraninda pasajlandi. Hiicreler %20 dimetil sulfoksit iceren
FBS icerisinde sivi azot tankinda stoklandi. Hiicre morfolojileri ters isik (inverted) mikros-
kobuyla (Olympus CKX41, Thermo Fisher Scientific) incelendi.

Viriis inokiilasyonu ve Uretimi

HCoV-229E uretimi BSL-2, SARS-CoV-2 iiretimi BSL-3 laboratuvarlarda gerceklestirildi.
inokiilasyon icin bir gece énceden uygun hiicre petrilerine 3.5x10%/cm? sayida MRC5 ve
Vero-E6 hiicre ekimi yapildi. Virs tretimi icin -80 °C’de dondurulmus HCoV-229E (ATCC
VR-740) standart susu ve viris stoklarimizda bulunan 2021 yilinda nazofaringeal striinti
orneginden izole edilmig SARS-CoV-2 Omicron varyanti izolati kullanildi. Cogaltilacak
virlis ornekleri, %3 FBS iceren DMEM-HG inokdlasyon besiyeri ile hiicre kiiltirlerine mul-
tiplicity of infection (MOI) orani 0.1 olacak sekilde eklendi. Hiicreler 37 °C, %5 CO,'li
inklibatorde iki saat boyunca inkibe edildi ve 20 dakikada bir narince calkalanarak inoku-
lasyon sagland. inokiilasyon sonrasi viriis iceren siipernatant cekilerek atildi ve hiicreler
bir kez DPBS (+Ca**, +Mg**) ile yikanarak kilttirlere virUs tretim besiyeri (%2 FBS, %71
penilisin/streptomisin ve 25 mM HEPES iceren DMEM-HG, Gibco) eklendi. Viris ile en-
fekte hiicreler inkiibatorde yedi glin inkiibe edildi. Hiicrelerde meydana gelen sitopatik
etki (CPE) giinliik olarak ters 15tk mikroskobuyla kontrol edildi?. Uretilen viriis partikiil-
lerini iceren slipernatantlar toplanarak 1500xg hizda 10 dakika santrifiij edildi ve 0.45
um por capli steril filtrelerle filtrelendi. Hiicre debrislerinden arindirilan viral 6rneklerin
bir kismi -80 °C’de stokland, bir kismi yeniden hiicre kiltirlerine Gretim amaciyla ekildi.
Viruslar iki seri pasaj olarak uretildi. Bu calismada, tum testler hem HCoV-229E hem de
SARS-CoV-2 icin gerceklestirildi. TUm deneyler farkli zamanlarda en az iki tekrar halin-
de tamamlandi. Deneylerde enfekte olmamus kiiltiirler (mock enfeksiyon grubu) negatif
kontrol olarak kullanildi®1%18,
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Kantitatif RT-PCR

Virts Uretimi esnasinda viral yukin dogrulanmasi amaciyla giinliik olarak toplanan
viral orneklerde gercek zamanl revers transkripsiyon PCR (RT-PCR islemi yurituldd.
HCoV-229E icin, kiiltir sipernatantlarindan QIAamp viral RNA izolasyon kiti (QIAGEN)
kullanilarak genomik RNA izolasyonu yapildi. RNA 6rneklerinin konsantrasyon ve kalite
degerleri NanoDrop1000 cihazi (Thermo Scientific) ile 6l¢tldi ve -80 °C'de muhafaza
edildi. OneScript Plus cDNA Synthesis kit (Abmgood) kullanilarak 6rneklerden totalde
50 ng komplementer DNA (cDNA) sentezi yapildi. Kit protokoliine gore hazirlanan ka-
risim tiiplere dagitildi ve termal isiticida 55 °C’de 15 dakika ve 85 °C’de bes dakika ola-
rak ayarlanan programda cDNA sentezi gerceklestirildi. Reaksiyon, BlasTaq™ 2X gPCR
MasterMix (Abmgood) ve 5 uM oligonikleotid primerler (Forward: 5’-TAC CAC ACT
TCA ATC AAA AGC TCC-3’, Reverse: 5'-CGA CTC TGC GAC CTC GAC T-3’) kullanila-
rak Lightcycler 480 Il (Roche) cihazinda gergeklestirildi'>2°. Amplifikasyon programi; 95
°C Ug dakika, 40 dongl 95 °C 15 saniye, 63 °C bir dakika ve 72 °C bir dakika, 65 °C
bes saniye seklinde ayarlandi. SARS-CoV-2 icin, izole edilen RNA ornekleri direkt olarak
SARS-CoV-2 double gene RT-PCR kiti (Biospeedy-version 4) protokolline tabi tutuldu.
SARS-CoV-2'nin N (Nucleocapsid) ve ORF1ab genlerinin tespiti icin FAM prob ve internal
kontrol RNaseP mRNA icin HEX prob iceren bu kitle reaksiyonlar LightCycler 480 (Roche)
cihaziyla olculdd.

Plak Analizi

Viral orneklerin 10-1’den 10-10’a kadar inokiilasyon besiyeriyle hazirlanan seri di-
lisyonlari %85 yogunlukta olan hiicre kilturlerine eklendi. Virtsle enfekte hiicreler 37
°C’de 1.5 saat inokiile edildi. inokiilasyon siiresinin sonunda viriis karisimlari aspire edildi
ve hticreler DPBS (-Ca*™, -Mg**) ile yikanarak kultlrlere yari-kati agar (overlay) besiyeri
(%10 FBS, %1 penisilin/streptomisin, 2 mM GlutaMAX ve %0.4 Noble agar iceren 2X
DMEM) eklendi. Kiiltirler bes giin boyunca 37 °C’de inkiibe edildi. inkiibasyon sonunda
hiicreler %10 nétral formaldehitle oda sicakliginda bir saat sireyle fikse edildi. Sonrasin-
da kultdrler iki kez DPBS (+Ca**, +Mg**) ile yikandi, oda sicakliginda 500 pL %0.5 kristal
viyoleyle bes dakika boyandi ve oda sicakliginda bir saat kurumaya birakildi. Sonuclar
kantitatif analiz formdline {plak analizi [plaque forming unit (PFU)]/mL= plak sayisi/
diliisyon faktérii x inokiilum miktari} uygulandi®1621,

Doku Kiiltirii Enfeksiyoz Dozu %50 Analizi

Viral 6rneklerin 10-1’den 10-10’a kadar inokulasyon besiyeriyle hazirlanan seri dilus-
yonlari %85 yogunlukta olan hticre kiiltuirlerine eklendi. Viriisle enfekte hiicreler 37 °C’'de
1.5 saat inokiile edildi. inokiilasyon siiresinin sonunda viriis karisimlari aspire edildi ve
hiicreler DPBS (-Ca*™, -Mg*™) ile yikanarak kdltiirlere viris lretim besiyeri eklendi ve en-
fekte hiicreler 5-7 giin boyunca 37 °C’de inkibe edildi. Viris inokule hiicre kiilttrlerinde
%A50’den yliksek CPE’ler gunlik olarak ters 1sik mikroskobuyla gozlemlendi. Yedinci giin
sonunda CPE’lerin kantite edilmesi amaciyla kiltirler fikse edilip %0.1 kristal viyoley-
le boyandi ve spektrofotometrede 560 nm dalga boyunda okutuldu. Cikan degerlerde
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negatif kontrol gurubunun hiicre 6limi %0 kabul edilerek seyreltilen viriis enfekte grup-
larin hiicre 6lim oranlari, bu degere goére oranlanarak hesaplandi. Gruplarin 6lim yiiz-
deleri ortalamasi alinarak virtslerin, %50 doku kiiltiiri enfeksiy6z dozu [tissue culture in-
fectious dose 50% (TCID,)]/ml degerleri Spearman Karber yontemiyle hesaplandi®' %4,

Antiviral ilaglarin Hazirlanmasi ve Uygulanmasi

Antiviral ilag analizlerinde Remdesivir (MedChemExpress, HY-104077), oseltamivir
(Thermo Fisher Scientific) ve molnupiravir (EIDD-2801, Cayman Chemical HY-135853)
kullanildi. Tim ajanlar dimetil silfoksit icinde 10 mM stok ¢ozelti olarak hazirlandi. An-
tiviral ilaclar 10 uM olacak sekilde bir grupta viriis inokiilasyonu éncesinde (ViO) hiicre
hattina 18 saat stireyle uygulandi. Sonrasinda hiicreler, PBS ile yikandi ve ilgili virlis MOI=
1 dozunda inokiile edildi. ikinci grupta ise bir saatlik MOI= 1 dozunda viriis inokiilasyonu
sonrasinda (ViS) antiviral ilaclar 10 uM konsantrasyonunda uygulandi. Her iki viriis tize-
rindeki antiviral etkinlik calismalari icin ilgili hlicre hatlarinda bu islemler gerceklestirildi.
Hucrelere virlis inokiilasyonu oncesi antiviral ajanin uygulanmas stratejisi, ilacin profi-
lakside kullanim olasihigi nedeniyle 6zellikle tercih edildi. Uygulamalar sonrasi relatif viral
RNA seviyeleri, 29€"CO formiiliine gére hesapland.

BULGULAR

Calismada HCoV-229E kiltlri ve kantitasyon calismalari MRC5 hiicre hatti, SARS-
CoV-2 Uretimi ve analizleriyse Vero-E6 hiicre hatti kullanilarak yapilmistir (Sekil 1A,1B).
SARS-CoV-2 ile enfekte Vero-E6 hiicrelerinde belirgin CPE olusumlari inokiilasyondan li¢
glin sonra gozlenirken, HCoV-229E ile enfekte MRCS5 hiicre hattinda 4-5. glinlerde belir-
lenmistir (Sekil TA, 1B). Virls Uretimi sliresince viral yiuk artisi, enfekte hiicre kiilttrlerinde
RT-PCR yontemiyle dogrulanmis ve PCR sonucu her iki viriis tretim kiltlirinde de viral
yuklerin dogrusal artisi tespit edilmistir (Sekil 2).

Virlis Gretimi ve stoklanmasinin ardindan virlis kantitasyonu icin literatiirde siklk-
la kullanilan PFU/ml ve TCID /ml ylratalmastar (Sekil 3). Calismada HCoV-229E ile
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Sekil 1. HCoV-229E ve SARS-CoV-2 ile enfekte hticre kiilttirlerinde CPE analizi. A. HCoV-229E ile enfekte
MRC-5 ve B. SARS-CoV-2 ile enfekte Vero-E6 kilttirlerinde inokiilasyon 6ncesi (0. giin) ve sonrasi gézlemlenen
CPE'nin temsili ters 1stk mikroskop gértintiileri. Olgek cubugu= 200 um. CPE: Sitopatik etkiler.
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Sekil 2. Viriis lretim kiiltiirlerinde viral yiik artisini gosteren qPCR grafigi. Delta C(t)
dederleri mock enfeksiyon grubu degerlerine gére hesaplanmistir. gPCR: Kantitatif PCR.
C(t): Cycle threshold.

enfekte MRC5 hicrelerinde guinliik olarak gerceklestirilen mikroskop analizlerinde, du-
zenli ve dairesel plak olusumuna rastlanmamigstir. MRC5 fibroblast hiicrelerinin morfo-
lojik ozellikleri i§ (spindle) seklinde oldugu icin bu hiicre hattindaki CPE goriniimleri

MRCS5 hiicre kiiltiirii B Vero-E6 hiicre kiiltiirii

Stok virus Stok virus 1071

Mock enfeksiyon

— = = = et

Sekil 3. Enfekte kiltiirlerde viriis kantitasyonu. A. HCoV-229E ve B. SARS-CoV-2 ile enfekte hticre kiiltiirlerinde
kristal viyole boyamasinin ardindan cekilmis temsili ters 151k mikroskop gériintiileri. C. SARS-CoV-2 ile enfekte
Vero-E6 kiiltiirlerinde plak olusum gériintiileri. D. Plak analizinin yapildidi hticre kuyusunda plak olusumlarinin
Image] (1.54 g, ABD) programi ile sayimi. Olgek cubugu= 200 ym. NC: Negatif kontrol.
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literatiir bilgisiyle uyumlu bulunmustur (Sekil 3A)!"162%, HCoV-229E ile enfekte MRC5
hiicrelerinde plak olusumlarinin gézlenmemesi nedeniyle, H-CoV-229E'nin kantitasyonu
TCID,,/ml testiyle yapilmustir. Literatiire yeni bir katki olarak, TCID, /ml analizi sonucu
canlilik skorlamasi, hiicre kiiltirlerini kristal viyoleyle boyayarak kolorimetrik bir sekilde
kantitatif olarak analiz edilmistir. HCoV-229E’nin titrasyonu 2.18x103 TCID /ml olarak
saptanmis ve ayni yoéntemle hesaplanan SARS-CoV-2'nin titrasyonu 2.48x10° TCID,,/
ml olarak bulunmustur (Sekil 3B). SARS-CoV-2 ile enfekte Vero-E6 kiiltiirlerde CPE’ler
genellikle 10-1-10 diliisyonlarinda gézlenmis ve 10 diliisyonlu kuyucukta sayilan 63
plak sayisina gére SARS-CoV-2'nin kantitasyonu 6.3x10% PFU/ml olarak hesaplanmigstir
(Sekil 3C, 3D).

MRC-5 ve Vero-E6 hiicre hatlarina 10 uM dozunda uygulanan antiviraller kultirlerde
sitotoksik etkiye yol agmamustir. Ardindan antiviraller ayni konsantrasyonda, VIO ve VIS
olarak iki ayri grup seklinde kultiirlere uygulanmis ve viriis enfeksiyonu sonrasi 12, 24 ve
48. saatlerde hiicrelerdeki etkileri morfolojik ve viral RNA baskilanmasi olarak incelenmis-
tir (Sekil 4-6).
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Sekil 4. SARS-CoV-2 ve HCoV-229E ile inokiile kiiltiirlerde remdesivirin antiviral etkilerinin test edilmesi.
Remdesivir uygulanmis (A) SARS-CoV-2 ile inokiile Vero-E6 ve (B) HCoV-229E ile inokiile MRC-5 hiicre
kiiltdirlerinin ters isik mikroskop gériintiileri. Olgek cubugu= 200 um. (C) Remdesivir uygulanmis kiiltiirlerde
viral RNA degisimlerini gosteren RT-PCR grafigi. VIiO: Viriis inokiilasyonu 6ncesi, VIS: Viriis inokiilasyonu
sonrasi.
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Sekil 5. SARS-CoV-2 ve HCoV-229E ile inokiile kiiltiirlerde molnupiravirin antiviral etkilerinin test edilmesi.
Molnupiravir uygulanmis (A) SARS-CoV-2 ile inokiile Vero-E6 ve (B) HCoV-229E ile inokiile MRC-5 hiicre
kiiltiirlerinin ters isik mikroskop gériintiileri. Olgek cubugu= 200 um. (C) Molnupiravir uygulanmus kiiltdirlerde
viral RNA degisimlerini gésteren RT-PCR grafigii. ViO: Virtis inokdilasyonu éncesi, VIS: Virdis inokiilasyonu sonrasi.

Remdesivirin bu iki virls Gzerindeki koruyuculugu hem morfolojik acidan hem viral
yuiki baskilamasi acisindan analiz edildiginde bu ilacin SARS-CoV-2'ye karsi antiviral etkisi
HCoV-229E (izerindeki etkisinden, VIO ve ViS uygulamasi fark etmeden daha etkin bulun-
mustur (Sekil 4A, 4B). HCoV-229E icin remdesivirin ilk 24 saatte profilaktik olarak uygu-
lanmasi viral yuki baskilamasi agcisindan uygun bulunsa da SARS-CoV-2 icin remdesivirin
etkinliginde uygulama zamanina bagh bir farklilik g6zlenmemistir (Sekil 4C). Molnupiravir
uygulanan kultiirlerde hem SARS-CoV-2 hem HCoV-229E icin 24. saatte yliksek koruyucu-
luk gozlenirken, 48. saatte hiicre 6limindn bagladigi gorilmustir (Sekil 5A, 5B). Ayrica
molnupiravirin VIO uygulamasinin ilk 24 saatte her iki viriis kiiltiirinde viral yiikii baski-
lamasi acisindan daha olumlu sonug verdigi gozlenmistir (Sekil 5C). Oseltamivirin, ilk 24
saatte VIO uygulamasinda VIS uygulamaya oranla her iki kiiltiirde viral yiikii daha fazla
baskiladigi tespit edilmistir (Sekil 6C). Fakat bu ilacin her iki virUs icin de 48. saatte hiic-
re canliligi adina morfolojik agidan hiicrelerde koruyuculugunun siirmedigi gozlenmistir
(Sekil 6A, 6B). Bulgularin sonucu olarak, 10 uM dozunda uygulanan remdesivir ve mol-
nupiravirin ilk 24 saatte en yiiksek antiviral etkinligi gosterdigi tespit edilmistir. Ayrica in
vitro ilag uygulamalarinin, HCoV-229E ve SARS-CoV-2'de benzer sonuclar vererek HCoV-
229E'ye oranla SARS-CoV-2 lizerinde daha etkili sonug verdigi gozlenmistir.
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Sekil 6. SARS-CoV-2 ve HCoV-229E ile inokiile kiiltiirlerde oseltamivirin antiviral etkilerinin test edilmesi.
Oseltamivir uygulanmis (A) SARS-CoV-2 ile inokiile Vero-E6 ve (B) HCoV-229E ile inokiile MRC-5 hiicre
kiiltiirlerinin ters isik mikroskop gériintiileri. Olcek cubugu= 200 um. (C) Oseltamivir uygulanmis kiiltiirlerde
viral RNA degisimlerini gésteren RT-PCR grafigi. VIO: Viriis inokiilasyonu éncesi, VIS: Viris inokiilasyonu
sonrasl.

TARTISMA

insanlarda hastalik olusturma potansiyeli yiiksek cok sayida koronaviriis, yeni varyant-
lartyla diinyada hala dolagimdadir. Diger koronavirtislere nazaran kultir islemlerinin daha
riskli olmasi ve BSL-3 laboratuvar sartlarinin gerekmesi nedeniyle SARS-CoV-2 ile ilgili in
vitro calismalarda gucliikler bulunmaktadir. Bu nedenle literatiirde bazi calismalar, SARS-
CoV-2'nin temel arastirmalarina gecmeden BSL-2 laboratuvar sartlarinda Ureyebilen
HCoV-229E, HCoV-OC43 ve HCoV-NL63 viriislerini tercih edilebilecegini belirtmistir*2>.
Bu calismada ise SARS-CoV-2 ve diger koronavirUslerin hticre kilturlerinde es zamanli
uretilerek karsilastirilmasi ve farkl yontemler kullanilarak bu karsilastirmanin degerlendi-
rilmesi, s6z konusu calismalardan basglica farkliigi olugturmustur.

Ozellikle SARS-CoV-2'nin hiicreye giris mekanizmalarinin incelenmesi, spesifik an-
ti-virallerin gelistirilmesi, tedavi potansiyeli olan molekillerin denenmesi, SARS-CoV-2
enfeksiyonuna bagli gen ve protein ifade degisimlerinin incelenmesi ve genis capli
noétralizan antikorlarin taranmasi gibi calismalarda son yillarda HCoV-229E’den de fay-
dalanilmigtir'>'7. Buradan yola cikilarak SARS-CoV-2ye 6zgii laboratuvar calismalarina

38 MIKROBIYOLOJi BULTENI




Kog Biiyiiker A, Karadenizli A.

gecilmeden, bu calisma kapsaminda HCoV-229E model organizmanin BSL-2 sartlarinda
guvenilir, hizh ve ucuz yontemlerle en verimli sekilde tretimi ve kantitasyonu icin detayli
kdltur protokolleri olusturulmustur. Viral enfeksiyonun énemli bir morfolojik gostergesi
olan CPE olusumlarinin hiicre kiltiirlerinde literattirle paralel olarak t¢tinci giin itibaryla
gozlenmesi, enfeksiyonun ve viris tretim protokoliiniin basarili bir sekilde yapildigini
gosterse de kiltur siipernatantlarinda viral artisin dogrulanmasi altin standart olarak ka-
bul edilen RT-PCR yontemiyle yapilmistir'®2925-27 |jteratiirde daha az miktarda viriis
inokulasyonuyla (MOI= 0.01) enfekte edilen hiicre kiltirlerinde, 24. saatte viral RNA se-
viyelerinin artis gésterip sonraki dért giinde stabil kaldigi rapor edilmistir'®. Bu calismada
ise SARS-CoV-2 ve HCoV-229E (MOI= 1) viral ylk seviyeleri, kiiltiirlerde zamanla paralel
sekilde yedi giin boyunca artmaya devam etmistir. Bunun sebebinin kiltir protokol ve
materyal farkhliklarin olmasi mimkunddr.

MRCS5 hiicre hatti, saglikli bir bireyden alinan hiicrelerden olustugu icin sinirh biyu-
me ve ¢ogalma kapasitesine sahiptir. Ayrica, bu hiicre hattinda pasaj numarasi 30’dan
itibaren virls enfeksiyonuna olan duyarlihginin biyuk ol¢tide azaldigi ve pasaj numarasi
20 civarlarinda hiicrelerde biytime anomalileri gozlendigi icin pasaj numarasi 18’in lize-
rindeki MRC5 hiicreleri bu calismada kullaniimamustir'”26. MRC5 hiicrelerinin kullanildi-
g1 HCoV-229E virls uretimi sonrasinda kantitasyon calismalari icin literatlirde plak ana-
lizinin uygun oldugunu savunan ve karsi ¢ikan celiskili yayinlar mevcuttur'®2!. Bracci ve
arkadaslan'®, plak analizinde HCoV-229E inokiilumunun MRC-5 hiicrelerinde bes giinliik
inklibasyon suresi boyunca kuyucuklarda kaldiginda yuvarlak plak morfolojisi olustur-
dugunu vurgulamistir. Buna karsilik, inokilasyonun cekildigi MRC-5 hiicre tabakasinin
neredeyse hi¢ bozulmadigini ve bu durumun viral plak olusumunu destekleyemiyor gibi
gorundigunu belirtmiglerdir. Bu calismada HCoV-229E ile enfekte MRC-5 hiicrelerin-
de CPE'ler plak morfolojisinde gozlenmediginden MRC5 hiicre hattinin HCoV-229E'nin
kantitasyonu acisindan plak analizi icin uygun olmadigina karar verilmistir. Bu sebeple
HCoV-229E kantitasyonu icin TCID, /ml analizi yurttilmus ve bu testin sonucu olarak
canllik skorlamas kalitatif olarak gozle degil, kiiltiirler kristal viyoleyle boyanarak kolori-
metrik bir sekilde kantitatif olarak analiz edilmistir. Bu yaklasima daha onceki yayinlarda
rastlanmamakla birlikte, literattirde benzer olarak HCoV-229E kantitasyonu icin TCID, /
ml ve kolorimetrik bir canlilik analizi olan MTT testinin kullanildigi gozlenmistir'”. Ayrica
uygulanilan yonteme benzer olarak, literatiirde HCoV-229E ile enfekte hiicrelerde sito-
toksisite analizi, notral kirmizi boyasi ve CellTiter-Glo 2.0 gibi hiicre canhhk analiz kitleri
kullanilarak yapilmistir. Bu calismalarda sayisal verilerle elde edilen kantite ve standardize
sonuclar optimize edilmis ve viral titrasyon metotlarinda bu yontemlerin uygulanmasinin
glivenilir sonuclar verecegi vurgulanmistir>28. Bu calismada ise TCID,,/ml analizinde her
iki virtstin titreleri, kristal viyole boyamasinin ardindan spektrofotometreden alinan sayi-
sal kolorimetrik degerler ile hesaplanmistir.

FDA Aralik 2021'de, semptomlarin baslamasindan itibaren begs giin icinde gelisen ve
hastaligin ilerleme riski yiiksek olan yetiskinlerin tedavisinde molnupiravir icin acil kulla-
nim izni yayimlamistir. Molnupiravir metabolitinin, konak DNA'sina dahil olarak mutas-
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yonlara yol acabilecegine dair teorik bir risk bulunsa da mevcut toksisite verileri ve bes
glnlik kisa bir tedavi streci, FDA'nin molnupiravirin genotoksisite agisindan dustik risk
tagidi§i sonucuna varmasina yol acmistir?®. Molnupiravir, bir cok SARS-CoV-2 varyan-
tina {Ozellikle Omicron ve alt varyantlari [B1.1.529, B.1.1.7 (alfa), B.1351 (beta), P.1
(gamma), B.1.617.2 (delta)]} karsi genis spektrumlu bir aktiviteye sahiptir. Bu antiviral
icin literatlirde SARS-CoV-2 ve mevsimsel koronavirlsler lizerine ¢esitli in vitro calismalar
mevcuttur®?8-32_ Bunlarin yaninda, molnupiravirin antiviral etkisinin test edildigi bir in
vivo calismada, insan akciger dokusu implante edilmis immin sistemi baskilanmis fare
modellerinde profilaktik olarak uygulandiginda SARS-CoV-2 replikasyonunu baskiladigi
gosterilmistir'2. Wang ve arkadaslari®’ molnupiravirin HCoV-229E ve SARS-CoV-2'nin
RNA-bagimli RNA polimeraz enzimlerine benzer afiniteyle baglandigini ve HCoV-229E
tizerinde profilaktik etkisinin daha fazla oldugunu gdstermistir. Bu calismada ViO ve
ViS’te uygulanan tiim antivirallerin, HCoV-229E ve SARS-CoV-2 baskilanmasina yonelik
etkili oldugu gozlemlenmistir. Wang ve arkadaslarinin calismasina paralel olarak, mol-
nupiravirin HCoV-229E baskilanmasinda virls inokilasyonu oncesi daha etkin oldugu
tespit edilmistir. Ayrica bu calismada remdesivirin, dozunun yenilenmemesine ragmen
viral enfeksiyonun ilk iki glintinde hiicre canliigi Gzerindeki pozitif etkinligini her iki viris
kultiriinde de surdirdigl sonucuna varilmig ve en az sitotoksisiteye sebep olan ilacin
remdesivir oldugu belirlenmistir. Literattirde remdesivirin HCoV-229E (izerindeki antivi-
ral etkileriyle ilgili cahismalar yetersiz olmakla birlikte remdesivirin bu virtisi doz bagim-
I olarak (maksimum 10 uM) baskiladigini hiicre canliik analiziyle gosteren sadece bir
calisma yapilmistir®3. Ayrica calismada, antiviral uygulanmus kiiltiirlerde HCoV-229E'nin
SARS-CoV-2'ye kiyasla 48 saat sonunda daha fazla baskilanmasi durumu s6z konusudur.
Bu durum, virislerin baslangi¢ enfeksiyon oranlarinin esit olarak ayarlanmasina ragmen
SARS-CoV-2'nin daha agresif bir viris olarak kiltiirde 48 saat sonunda daha yogun (re-
mesi ve dolayisiyla antiviral ilaglarin SARS-CoV-2'yi HCoV-229E'den daha yliksek oranda
baskilayabilecegi seklinde yorumlanabilir.

Pandeminin ilk donemlerinde Tirkiye’de COVID-19’u tedavi etmek icin Batili tlkelere
gore daha agresif tedavi ve ilag stratejileri kullanilmistir. Ornegin kisa bir siireligine de olsa
SARS-CoV-2 tanisi konan her yetiskin hasta, baslangicta hidroksiklorokin, azitromisin ve
yaninda influenza ilaci oseltamivirle tedavi edilmeye calisilmistir'®. Birkac klinik calismada
SARS-CoV-2 enfeksiyonunun tedavisinde oseltamivirin etkinligi degerlendirilmis ancak
olumlu sonu¢ gézlenmemistir'®. Ciinkii oseltamivir, néraminidaz aktivitesinin inhibitorii
oldugu icin influenza viriisiine kargi etkilidir'®. Bu calismada, oseltamivirin viriisle inokiile
hicrelerde belirgin sitotoksik etkisi gozlemlense de HCoV-229E viral RNA seviyelerinin
baskilanmasi acisindan 48. saatte remdesivir ile ayni sonucu verdigi belirlenmistir. Ayrica
antivirallerin en etkin sonuclari, tim HCoV-229E enfekte kiltirlerde inokilasyon oncesi
24. saatte, inokilasyon sonrasi ise 48. saatte gozlenmistir. Viral yikiin 48 saat sonunda
daha dislk olarak tespit edilmesi antiviral etkinlikten ziyade, 24 saat sonrasi viral CPE
kaynakl hiicre 6limini takiben viral iremenin azalmis olmasi seklinde yorumlanabilir.
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Bu veriler 1siginda uygulanan tiim antiviral ilaclarin her iki virls icin de 24 saat sireyle
kullanimi uygun bulunmustur.

2019-2021 yillari arasinda tim diinyada yikici etkileri yasanmig olan COVID-19 pan-
demisinden kazanilan deneyimle, gelecekte sorun olusturabilecek SARS-CoV-2 gibi BSL-3
sartlar gerektiren virsler icin BSL-2 sartlarinda kullanilabilecek guivenilir model virislere
ihtiyac duyulmaktadir. Bu calismada, hem SARS-CoV-2 hem de HCoV-229E icin olasi
yeni varyantlarin hizli ve gulvenilir bir sekilde Gretimi, kantitasyonu ve antiviral ilaglarin
degerlendirilmesi icin kullanilabilecek protokoller detayl olarak sunulmustur. Bu yon-
temlerin, bircok viris cesidiyle ylritilecek hiicre kiltiiri calismalarinda faydali olacagi
ve ¢alisma dahilinde hicre canliik boyama yontemi kullanilarak revize edilen TCID, /
ml kantitasyon testinin standardize versiyonu sunularak literatire katkida bulunuldugu
dustinilmektedir.

Bu calismanin sonuglari, yeni antiviral tedavi stratejilerinin gelistiriimesinde hem in
vivo hayvan modellerinde hem de in vitro hiicre kulturlerinde yuritiilecek deneylere
katki saglayabilir. Sonuclarin klinik uygulamalara olan etkilerinin anlasilmasi gelecekte
belki de hastanin kendi hiicrelerinin kullanimi ile miimkiin olacaktir. Calismada kullanilan
yontemlerin 6zellikle zor tedavi edilen tehlikeli virtslerin tretim ve kantitasyon deneyleri-
nin optimizasyonunda, pandemi etkeni gibi acil antiviral etkinlik belirleme durumlarinda
veya antiviral ilaclari tarama amacli yaklasimlarda kullanilabilecegi distinilmektedir. Ek
olarak bu calismada antiviral etkinlik deneyleri tek varyant tzerinde test edilmistir, bu
sebeple SARS-CoV-2'nin farkli varyantlarinin da bu calismanin ileri evreleri olarak incelen-
mesi gerekliligi calismanin halihazirda kisitl yanini olusturmaktadir.

Bu calismada kullanilan yontemlerle elde edilen verilere gore, laboratuvarda lizerinde
calisiimasi icin BSL-3 sartlar gerektiren SARS-CoV-2 yerine BSL-2 sartlarinda calisilabile-
cek bir model virtis olarak “HCoV-229E”’nin anti viral etkinlik deneylerinde kullanilabile-
cegi dustintlmektedir.

ETiK KURUL ONAYI
Bu calisma icin etik kurul onayr gerekmemektedir.
CIKAR CATISMASI

Yazarlar bu makale ile ilgili herhangi bir cikar catismasi bildirmemislerdir.
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