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OZET

Cakir, D. A., As1 Formiilasyonlarinda Kullanilan Herpes Simpleks Viriis 1
Glikoprotein D ve/veya Aliiminyum Adjuvammnin Noéroblastoma Hiicrelerinde
Apoptoz Uzerine Etkilerinin Degerlendirilmesi, Hacettepe Universitesi Saghk
Bilimleri Enstitiisii As1 Calismalar: Program, Yiiksek Lisans Tezi, Ankara, 2023.
Herpes simpleks viriisii (HSV), insanlarda gesitli ciddi enfeksiyonlara neden olan ve
onemli kiiresel saglik sorunu olusturan bir viriistiir. Mevcut antiviral tedaviler sinirlidir
ve hicbir tedavi virlislin tamamen elimine olmasini saglamamaktadir. Etkili bir as1
olusturmak i¢in yapilan tim g¢aligmalar yetersiz kalmistir ve heniiz etkili bir asi
gelistirilememistir. Bu tez calismasi, as1 gelistirme stratejilerinde siklikla kullanilan
oldukca 6nemli bir viral ylizey proteini olan HSV-1 gD'nin ve immiin yanit1 arttirmak
icin as1 formiilasyonlarinda yaygin olarak kullanilan bir adjuvan olan aliiminyum
hidroksitin  SH-SYS5Y hiicrelerinde apoptoz iizerindeki etkilerini arastirmayi
amaglamistir. Aliiminyum hidroksitin beyinde aliiminyum birikmesi nedeniyle
potansiyel norotoksik etkileri hakkinda ciddi endiseler bulunmaktadir. Bu ¢alismada,
ilgili molekiiler yollar1 aydinlatmak igin HSV-1 gD ve aliiminyum hidroksite maruz
birakilan néroblastoma hiicrelerde anahtar apoptotik molekiiller ve reaktif oksijen
bilesikleri (ROS) un diizeyleri degerlendirilmistir. Elde edilen sonuglar aliminyum
hidroksit ve HSV-1 gD’nin tek baslarina ve kombine halinde uygulanmasi sonucunda
artan ROS ve apoptoza yol acabileceklerine isaret etmektedir. Bu yoniiyle bulgular,
as1 gelistirmede as1 bilesenleri arasindaki etkilesimleri dikkate almanin 6nemini
vurgulayarak, ROS {iretimi ve apoptoz hakkinda yeni bilgiler sunmaktadir.
Calismadan elde edilen HSV-1 gD'nin anti-apoptotik bir viral protein oldugu
yoniindeki goris ile ¢elismektedir. HSV-1 gD ve aliminyum hidroksitin apoptoz
yolaklari tizerindeki gézlemlenen etkilerinin altinda yatan molekiiler mekanizmalarin
daha detayli incelenmesi gereklidir ve bunlarin as1 gelisimi ve etkililigi lizerindeki

etkilerini anlamak i¢in daha fazla arastirmaya ihtiyag vardir.

Anahtar Kelimeler: Aliminyum hidroksit, Herpes Simpleks Viriiszi, Apoptoz, ROS
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ABSTRACT

Cakir, D. A., The evaluation of the effects of Herpes Simplex 1 Glycoprotein D
and/or Aluminium Adjuvant Used in Vaccine Formulations on Apoptosis in
Neuroblastoma Cells, Hacettepe University Graduate School of Health Sciences
Vaccinology Program, Master Thesis, Ankara, 2023. Herpes Simplex Virus (HSV)
Is a pathogen of significant global health concern, causing a variety of serious
infections in humans. Existing antiviral treatments are limited and none ensure the
complete elimination of the virus. Efforts to develop an efficacious vaccine have thus
far proven inadequate, with no successful formulation to date. This thesis investigates
the impact of HSV-1 gD, a pivotal viral surface protein frequently incorporated in
vaccine development strategies, in conjunction with aluminum hydroxide, an adjuvant
commonly used in vaccine formulations to amplify immune responses, on the
induction of apoptosis in SH-SY5Y cells. Significant concerns arise regarding the
potential neurotoxic effects of aluminum hydroxide due to the accumulation of
aluminum in the brain. This study assesses the levels of critical apoptotic molecules
and reactive oxygen species (ROS) in neuroblastoma cells exposed to HSV-1 gD and
aluminum hydroxide in an effort to elucidate relevant molecular pathways. The data
generated suggest that aluminum hydroxide and HSV-1 gD, independently or in
combination, can stimulate an increase in ROS and apoptotic activity. In this context,
these findings furnish novel insights into ROS production and apoptosis, underscoring
the necessity of evaluating the interactions between vaccine components during
vaccine development. This challenges the prevailing perception of HSV-1 gD as an
anti-apoptotic viral protein, based on the findings of the study. Further scrutiny of the
molecular mechanisms mediating the observed effects of HSV-1 gD and aluminum
hydroxide on apoptotic pathways is mandated. Additional research is crucial to

comprehend their implications on vaccine development and efficacy.

Key Words: Aluminum hydroxide, Herpes Simplex Virus, Apoptosis, ROS
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1. GIRIS

Herpes Simplex Virilisii (HSV), iki bin bes yiiz yildan uzun siiredir insan
popiilasyonunu etkileyen oldukga yaygin bir patojendir (1). Herpesviridae familyasina
ait olan HSV, genomu en az 84 geni kodlayan ¢ift sarmalli bir DNA viriistidiir.
HSV'nin iki ana ¢esidi olan HSV-1 ve HSV-2, her biri farkli klinik belirtilere neden
olan viriislerdir (2). HSV, giiniimiizde kiiresel bir saglik sorunu haline gelmistir.
Mevcut olan son tahminler olan 2016 yil1 verilerine gore, 50 yasin altindaki 3,7 milyar
kisinin yani niifusun yaklasik %67'sinin HSV-1 enfeksiyonuna (oral veya genital)
sahip oldugu ve HSV-2'nin neden oldugu genital herpesin, diinya ¢apinda 15-49 yas
arast tahmini 491 milyon (diinya niifusunun %13) kisiyi etkiledigi bilinmektedir (3).
HSV'min yaygin prevalansina ragmen, sinirli insidans verileri ve HSV
enfeksiyonlarinin 6nemli bir kisminin asemptomatik olmasi nedeniyle viriisiin
epidemiyolojisi tam olarak anlasilamamuistir (4).

HSV-1 enfeksiyonlari, genellikle uguk veya atesli kabarciklar olarak
adlandirilan oral ve intraoral vezikiiller ve enflamasyon gibi hafif semptomlarla
iligkilidir. Bununla birlikte, baz1 durumlarda HSV-1, korliige neden olabilen herpes
keratiti, 6liimciil olabilen herpes ensefaliti ve neonatal herpes dahil olmak iizere daha
ciddi sonuglara yol agabilir (2, 5, 6). Ayrica, ortaya ¢ikan kanitlar, HSV-1 noronal
enfeksiyonunun, kognitif bozulma ve hafiza kaybi ile karakterize edilen ilerleyici bir
norodejeneratif hastalilk olan  Alzheimer hastaliginin  patogenezinde rol
oynayabilecegini disiindiirmektedir. Cesitli ¢alismalarda, viriisiin Alzheimer
patolojisinin ayirt edici 6zellikleri olan amiloid-beta (Ap) plaklarinin ve noérofibriler
yumaklarin birikmesine katkida bulunabilecegi hipoteziyle yola ¢ikilmig, Alzheimer
hastalarinin beyinlerinde HSV-1 DNA'sinin varligini bildirmistir (7-9).

HSV'nin diinya ¢apindaki prevalansi, ciddi klinik sonuglar1 ve enfeksiyonun
yasam boyu slirmesi goz Oniine alindiginda, profilaktik ve terapotik asilarin
gelistirilmesine yonelik acil bir ihtiyag vardir. Yillar igerisinde, alt birim, canh
zayiflatilmig ve replikasyon kusurlu viriis stratejilerine dayali ¢ok sayida as1 aday1
gelistirilmistir. Bununla birlikte, bugiline kadar, kismen viriisiin konak¢1 bagisiklik
tepkisinden kagabilme ve noronlarda latens olusturma yeteneginden dolayi, HSV-1
veya HSV-2 igin higbir terapdtik veya profilaktik asi insanlarda kullanim igin

ruhsatlandirilmamistir (10-15).



Herpes simpleks asilari i¢in insan klinik deneylerinde en sik kullanilan
yaklagimlardan biri, glikoprotein alt birim asilarinin gelistirilmesidir. Glikoprotein D
(gD), viriisiin hiicre reseptoriine baglanmasinda ve konakg1 hiicre zarlar ile fiizyon
reaksiyonlarini baglatmasinda ¢ok oOnemli bir rol oynadigi i¢in as1 gelistirme
stratejilerinde odak noktast haline gelmistir. EK olarak, son c¢alismalar, gD'nin,
HSV'nin hiicresel homeostazin korunmasinda kritik bir rol oynayan apoptozdan kagis
mekanizmalarinda rol oynadigini géstermistir. Apoptozdan kagis, HSV'nin kalic1 bir
enfeksiyon olusturmasina izin verir ve patogenezine katkida bulunur (16-19).

Aliiminyum adjuvanlari, gii¢lii, uzun siireli bir antikor tepkisini indiiklemek ve
bagisiklik tepkisini arttirmak i¢in siklikla ag1 formiilasyonlarina dahil edilir (20, 21).
Bununla birlikte, aliiminyum maruziyeti ile Alzheimer hastaliginin gelisimi arasinda
olast bir baglanti oldugunu gosteren ve aliminyumun AP agregasyonunu tesvik
edebilecegini ve dolayisiyla noroinflamasyonu indiikleyebilecegini 6ne siiren bir¢ok
kanit bulunmaktadir (22-24). Ek olarak, aliiminyumun g¢esitli hiicre tiplerinde
apoptozu etkiledigi gosterilmistir (25). Aliiminyuma maruz kalmanin, kaspaz bagimli
yolaklarin aktivasyonu (26,27), reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) olusumu (28) ve
mitokondriyal fonksiyonun bozulmasi dahil olmak tizere bircok mekanizma yoluyla
apoptozu indiikledigi bildirilmistir (23,24). Noronal hiicrelerde, aliiminyum
maruziyeti, apoptoz siirecinde gorev alan anahtar proteazlar olan kaspazlarin artan
aktivasyonu ile iliskilendirilmistir (29). Bu durum, 6zellikle HSV-1 enfeksiyonu ile
Alzheimer hastaligi arasindaki olast iliski 1s18inda, potansiyel HSV asilarinda
aliminyum  adjuvanlarinin ~ kullanilmasimin  giivenligi  konusunda  endise
uyandirmaktadir.

Bu tez calismasinda, ndrodejeneratif arastirmalarda siklikla kullanilan bir insan
noroblastoma hiicre hatt1 olan SH-SY5Y hiicrelerinde apoptoz ile HSV-1 gD ve
aliminyum hidroksit adjuvaninin ayri1 ve kombine etkileri arasindaki iliskinin
aragtirilmast amaglanmigtir. Buna ek olarak, HSV-1 gD'nin aliminyum kaynakli
apoptozu etkisiz hale getirip getirmedigi incelenerek bu siirecte yer alan spesifik
molekiiler yolaklarin tanimlanmasi hedeflenmistir. Bu arastirma ile bu molekiiler
etkilesimler arastirilarak asi gelistirme ve norodejeneratif hastalik baglaminda viral
proteinler, adjuvanlar ve hiicresel apoptozun diizenlenmesi arasindaki karmasik

etkilesimin kapsamli bir sekilde ele alinmistir.



2. GENEL BILGILER
2.1.  Herpes Simpleks Viriisleri

Herpes Simpleks Viriisleri (HSV'ler), Herpesvirales takimi, Herpesviridae
familyasinin Alphaherpesvirinae alt familyasina ait yaklasik 152 kilobaz cifti (kbp)
uzunlugunda genomlari olan ve 84'ten fazla viral proteini kodlayan biiyiik, zarfli, ¢ift
sarmalli DNA viriisleridir (2). Hizli replikasyon kinetigi, enfekte hiicreler iizerindeki
sitopatik etkileri ve ilgili konakc¢ilarin duyusal gangliyonlarinda gizli enfeksiyonlar
olusturma kapasitesi gibi farkli biyolojik 6zellikleri ile karakterize edilmektedirler (30,
31). HSV yaklasik %83 protein homolojisi sergileyen serolojik olarak farkli iki
serotipe sahiptir. Bu iki serotip epidemiyoloji, bulasma yollar1 ve klinik belirtilerinde
farkliliklar gosteren Herpes Simpleks Viriis tip 1 (HSV-1) ve Herpes Simpleks Viriis
tip 2 (HSV-2)’dir (32). HSV-1 ve HSV-2 arasindaki temel farki glikoprotein G genleri
olusturmaktadir. Bu fark mevcut tipe 6zgii serolojik testlerin temelini olugturmaktadir
(33).

2.1.1. Molekiiler Biyolojisi ve Yapis1

HSV virionu, bir ¢ekirdek, kapsit, tegiiment ve zarftan olusan karmasik, ¢ok
katmanli bir yap1 sergilemektedir (Sekil 2.1.) (34).

Zarf Proteinleri (gB-gN)

Lipit Zarf

Sekil 2.1. Herpes Simpleks Viriisii Yapist

Viral Genom
Viral genom, yaklasik 84 viral proteini kodlayan, 152 kbp boyutunda dogrusal,
¢ift sarmalli bir DNA molekiiliidir (35). HSV-1 ve HSV-2 genomlar1 yakindan



iligkilidir, %83 6zdes hizalanmig niikleotitleri ve yaklasik %50 sekans homolojisini

paylasirlar (36, 37).

Kapsit

Viral genomu ¢evreleyen kapsit, alti farkli viral proteinden yapilmis 162
kapsomerden olusan bir ikozahedral yapidadir (38). Genel olarak kapsit, viral genomu
korumak, konakg1 hiicrelere transferini kolaylagtirmak ve viriisiin basarilt bir sekilde
replikasyonunu saglamak i¢in gerekli olan oldukg¢a organize ve karmasik bir yapidir.
Kapsit baslica bes ana kapsit proteininden olusur. Bunlardan ilki olan major kapsit
proteini VP5’tir. VPS5 kapsitin genel yapisinin belirlenmesinde 6nemlidir (39, 40).
Tripleks proteinler (VP19C ve VP23), bir VP19C molekiilii ve iki VP23 molekiiliinden
olusan, tripleks ad1 verilen heterotrimerik bir kompleks olusturur. Tripleksler, kapsit
yapisini stabilize etmek ve hekzonlar1 ve pentonlari birbirine baglamak i¢in énemlidir
(41). Yap1 iskelesi proteini olan VVP22a, kapsitin uygun montaji igin ¢ok 6nemlidir.
Birlestirilmesi sirasinda kapsit i¢inde bir i¢ iskele olusturur ve daha sonra olgun kapsit
yapisini olusturmak igin proteolitik boliinme ile ¢ikarilir (40). Portal proteini UL,
kapsit koselerinden birinde bir kanal veya portal olusturan bir protein kompleksidir.
Portal proteini, viral yasam dongiisii sirasinda viral DNA'nin girisi ve ¢ikisi i¢in bir
gecit gorevi goriir. Son olarak kiigiik kapsit proteinlerinden biri olan VP26,
hekzonlarin uglarina baglanir ve kapsit yapisinin stabilize edilmesinde rol
oynamaktadir. VP24, kapsitin montajinda yer alan ve yapi iskelesi proteini ile

etkilesime girebilen kiigiik bir kapsit proteinidir (40).

Tegiiment

Kapsit ile zarf arasinda yer alan tegiiment tabakasi, hem yapisal hem de yapisal
olmayan en az 20 viral proteinden olusur. Tegliment proteinleri, giristen hemen sonra
konakg1 hiicre ortamimin modiilasyonu, enfeksiyon sirasinda viriis kapsitlerinin
¢ekirdege tasinmasi ve virion birlesmesi sirasinda sitoplazmik kapsitlerin zarlarla
sarilmasi dahil olmak {izere virlis yasam dongiisii boyunca ¢ok cesitli islevlere aracilik
eder (42). Teglimenti olusturan proteinler arasinda, enfeksiyondan sonra mRNA
bozunmasini kolaylastirmak icin hiicresel proteinlerle etkilesime giren UL41 geni

tarafindan kodlanan virion host kapatma (VHS) proteini ve alfa transkriptlerinin viral



replikasyon genlerini arttirmaktan sorumlu VP16 virion transaktive edici protein

oldukg¢a 6nemlidir (31).

Zarf

Viriisii cevreleyen lipit zarf, 12 viral kodlanmis glikoprotein (gB-gN) igerir ve
inflamatuvar yanitt tetiklemenin yan1 sira konak¢i hiicreye baglanma ve
penetrasyondan sorumludur (35, 38). Bu glikoproteinlerden bazilar1 heterodimerler
(gH/gL ve gE/gl), ¢cogu ise monomerler halindedir. Uygun bir konak¢iya maruz
kalindiginda, viral glikoproteinler konake1 hiicre yiizey reseptorlerine baglanir (viral
baglanma). Daha sonra glikoproteinler birbirleriyle etkilesime girerler ve viral zarfi
konakg1 hiicre zar1 ile birlestirir; boylece viral igerigi konake1 hiicreye iletirler (38).
Glikoproteinlerden gB, gD, gH ve gL nin varlig1 ve bu glikoproteinlerin konak hiicre

reseptorleri viral igerigin konak hiicreye iletilmesi igin yeterlidir (43).
2.1.2. Hiicreye Giris Mekanizmasi ve Replikasyon Dongiisii

Viral Baglanma ve Giris

HSV-1 veya HSV-2 enfeksiyonu sirasinda viriis, glikoproteinleri kullanarak
zarfin1 konakgr hiicre zariyla birlestirir. Bu birlesme islemi, gB, gD, gH/gL ve bunlarin
reseptOrlerinden olusan "gekirdek flizyon mekanizmasi" adi verilen ¢oklu protein
kompleksini igerir (44-47). Yaygin olarak kabul edilen model, fiizyon reaksiyonunun,
gD'nin hiicresel reseptoriine baglanmasi, konformasyonel degisikliklere neden olmasi
ve gH/gL'yi aktive etmesi ile basladigini 6ne siirmektedir (46, 48-50). Baska bir model
olan gH-gL aktivasyon modeli, gH/gL'nin gL'yi kompleksten ayirmak ve gB'yi
etkinlestirmek i¢in iki sinyal gerektirdigini onermektedir (50). Aktivasyon iizerine, gB
konformasyonel degisikliklere ugramakta ve zarlarin birlesmesi ile viriisiin igerigini
konakgr hiicreye iletmesine izin veren bir fiizyon gozenek olusturmaktadir (51).

Membran flizyonunu takiben, niikleokapsit, konak¢i hiicre sitoplazmasina
salinir. Kapsit, konake1 hiicrenin motor kompleksi araciligiyla mikrotiibiiller boyunca
¢ekirdege dogru tasmir (52, 53). Nikleer gozenege ulasildiginda, viral genom
cekirdege enjekte edilir ve burada niikleozom benzeri bir yap1 olusturmak tizere
dairesellesir ve konakgi hiicre histonlariyla birlesir (54).

HSV-1 gen ekspresyonu, hemen-erken (immediate early) (o), erken (early) ()

ve gec (late) (y) genlerin sirayla transkripsiyonu ile gecici olarak diizenlenen bir



kademede gergeklesir (55). Erken genlerin ifadesinden sonra viral DNA replikasyonu
baslar. Viral DNA polimeraz, diger viral proteinlerle birlikte viral genomu ¢ogaltarak
cok sayida kopya olusturur. Replikasyondan sonra, yeni olusan viral genomlar, viral
terminaz kompleksinin (UL15, UL28 ve UL33) etkisiyle Onceden birlestirilmis
prokapsitler halinde paketlenir. Prokapsitler, iskele proteinlerinin salinmasini ve viral
DNA'nin dahil edilmesini i¢eren yapisal yeniden diizenlemelere (remodeling) tabi
tutularak olgunlagir. Olgun kapsitler, i¢ niikleer zardan tomurcuklanarak ¢ekirdekten
cikar ve bu siiregte gecici bir zarf kazanir. Bu gecici zarf, dis niikleer zarla birleserek
kapsitleri sitoplazmaya birakir (56).

Sitoplazmada tegiiment proteinleri kapsitlerle birleserek tegiiment tabakasini
olusturur (57). Tegiimentlerle birlesmis olan kapsitler daha sonra trans-Golgi agindan
tiiretilen vezikiillere tomurcuklanarak gémiilii glikoproteinlerle son lipit zarfin1 elde
eder (58). Zarfli virionlar, salg1 vezikiilleri i¢inde hiicre yiizeyine tasinir ve ekzositoz

ile konakg1 hiicreden salinir (59).

Glikoprotein D

HSV gD, yaklasik 8-10 nm uzunlugunda ve viral zar ylizeyi lizerinde diizensiz
bir sekilde kiimelenmis, 369 amino asit kalintili uzun tip I zar glikoproteinidir. HSV
gD, bir ektodomain, bir transmembran domain (TMD) ve kisa bir sitoplazmik kuyruk
seklinde diizenlenmistir. Tiim alfa-herpes viriislerinin gD's1 benzer sekilde konake1
hiicre reseptoriine baglanma ve flizyon reaksiyonlarini baslatma islevine hizmet eder
(60).

Kristalografik ¢aligmalara gore, gD ektodomaini, her iki ugta da N ve C
terminal uzantilari ile sinirlanan immiinoglobulin benzeri bir ¢ekirdege sahiptir (43,
61). N-terminal alani, reseptor baglama domaini (RBD) olarak adlandirilir ve gD'nin
bu kismi, spesifik konak reseptorleri ile baglanir. C-terminal alani, gH/gL ve gB ile
etkilesime giren pro-fiizyon domaini (PFD) olarak adlandirilir (62). PFD ayrica N-
terminal bolgesi ile baglanir ve inhibe edici bir kapali konformasyon olusturur. Bu
kendini inhibe edici yap1, gD'nin spesifik reseptoriine baglanmadan 6nce gH/gl. veya
gB'ye baglanmasini 6nlemek i¢in esastir. gD'nin spesifik reseptoriine baglanmasi, PFD
alaninin  N-terminal etkilesiminden salinmasini destekleyen konformasyonel
degisikliklere neden olur. Bu konformasyonel degisiklikler daha sonra PFD'nin gH/gL

veya gB ile baglanmasina izin verir. Boylece, kendi kendini inhibe eden yapisi, gD'nin



gH/gL ve/veya gB'ye erken baglanmasini 6nler. PFD'nin gH/gL ve gB ile etkilesimi,
¢ekirdek fiizyon kompleksinin olusumu igin gereklidir (43). Caligsmalar, antikorlarin
bu spesifik bolgeye baglandigini, gH/gL ve gB'nin gD ile etkilesimini bloke ettigini
gostermistir (60).

Hem RBD hem de PFD fiizyon reaksiyonu i¢in gereklidir. gD icermeyen bir
HSV-1'in bulasiciligi, ekzojen ¢oziiniir gD'nin eklenmesi {izerine yeniden elde
edilebilir (yalnizca gD ektodomainde yer alan PFD ve RBD bdlgeleri ¢6ziiniir formda
mevcutsa bu olay gergeklesir) (62-64). Yapilan caligmalar gD'nin RBD'sinin,
reseptorlerini tanimasmin yani sira gB'nin reseptorlerine, 6zellikle eslestirilmis
immiinoglobulin benzeri tip 2 reseptor alfa (Paired Immunoglobin Like Type 2
Receptor Alpha- PILRa)'ya, baglanmasi i¢in de gerekli oldugunu gostermektedir (65,
66). Ayrica arastirmalar gD'nin transmembran-sitoplazma arayiiziindeki zar-proksimal
bazik kalintilarin ve bir arginin/lizin kiimesinin viral yayilmaya ve hiicre fiizyonuna

katkida bulundugunu gostermektedir (67, 68).

Glikoprotein D Reseptorleri

HSV gD, reseptorii olan herpes viriisii giris aracisi [herpes virus entry mediator
(HVEM)], Nektin-1, Nektin-2 ve 3-O-siilfatlanmis heparan siilfat proteoglikan (3-OS-
HS) dahil olmak iizere ¢esitli reseptdrlerle etkilesime girerek konake1 hiicrelere girer.
Bu reseptorlerin her biri, HSV enfeksiyonunun baglamasi ve yayilmasinda rol oynar.

HVEM, tanimlanan ilk gD reseptoridiir ve timor nekroz faktori (TNF)
reseptorii st ailesine aittir (69, 70). Cesitli bagisiklik hiicrelerinde ve noronlar, epitel
hiicreleri ve fibroblastlar gibi diger hiicre tiplerinde ifade edilir (71). HVEM, viral
latens ve yeniden etkinlestirme sirasinda latens ile iliskili transkript (Latency
Associated Transcript -LAT) ile etkilesime girdigi icin HSV-1'in latensinde ve yeniden
etkinlestirilmesinde 6nemli bir rol oynar. Bu etkilesim, konak immiin yanitlari
azaltir (72, 73).

Nektin-1 ve Nektin-2, immiinoglobulin siiper ailesine ait tip I transmembran
glikoproteinlerdir (74). Komsu hiicrelerdeki nektin ile etkileserek hiicreden hiicreye
adezyona aracilik ederler (75). Hem HSV-1 hem de HSV-2, giris i¢in Nektin-1'e
baglanabilir; ancak HSV-2, Nektin-2 ile daha verimli bir sekilde baglanir (76). HSV,
HVEM veya Nektin-2 yerine Nektin-1 ile baglanmayi tercih eder (77).



Heparan siilfatin (HS) yiliksek oranda siilfatlanmig bir formu olan 3-O-
Siilfatlanmig Heparan Siilfat Proteoglikan (3-OS-HS) HSV de dahil olmak iizere gesitli
konakg1 proteinler ve patojenik viriisler igin bir baglanma reseptorii gorevi goriir.
Benzersiz yiik dagilimi, HS'nin 6zellikle noral hiicrelerde olmak iizere bir¢ok viriis
icin bir baglanma reseptérii olarak gorev almasina izin verir (74, 78, 79). insan kornea
fibroblastlarinin birincil kiiltlirlerinde ve zebra baliginda yapilan c¢aligmalar, 3-OS-
HS’nin HSV-1 girisine aracilik etmede 6nemli bir rol oynadigimi géstermistir (80).
Hiicre yiizeyinde HS olmamasi, HSV enfeksiyonunu 6nemli 6l¢iide azaltmaktadir
(38).

Bu reseptorlerin bloke edilmesi veya azaltilmasi, konakgr hiicrelere HSV
girisini azaltabilmektedir (81). Ornegin arastirmalar, HSV enfeksiyonuna direngli
hiicrelerde ¢oziiniir 3-OS-HS eklenmesinin, onlart HSV-1 enfeksiyonuna duyarl hale
getirdigini gostermistir. Ayrica, 3-OS-HS'nin downregiilasyonu veya 3-OS HS'nin
rekabetci inhibitorleri, HSV-1'in  konak¢i hiicrelere girigsini 6nemli  Olgiide
azaltmaktadir (82). Bu bulgular, bu reseptorlerin HSV enfeksiyonundaki onemini
vurgulamakta ve antiviral tedavilerin gelistirilmesi ic¢in potansiyel hedefler

saglamaktadir (38).
2.1.3. Patogenezi ve Bagisiklik TepKkisi

Birincil HSV enfeksiyonu sirasinda viriis, basta periferik sinir sistemi olmak
tizere noronlarda latens olusturmadan 6nce deri veya mukozadaki epitel hiicrelerini
enfekte eder (56). Bireyler aras1 HSV bulagmasi yakin temas yoluyla gergeklesir ve
virlislin epitel hiicrelerine ulagsmasi i¢in derinin {ist katmanlarinin hasar gérmiis olmasi
gerekir. HSV, cilt veya mukozay1 enfekte ettikten sonra enflamasyona, doku hasarina
ve karakteristik herpes kabarciklarinin olusumuna neden olur. Bagisiklig1 yeterli
diizeyde olan bireylerde, viriis sistemik olarak yayilmaz. Bagigiklik sistemi, hiicre
fiizyonunu takiben gergeklesmesi beklenen viral replikasyonu engelleyerek
enfeksiyon semptomlar: ortaya ¢ikmadan viriisii uzun siire latent halde tutmaktadir
(83).

Epitel hiicrelerinde basarili replikasyonun ardindan HSV, periferik ndronlarin
sinir uglarina ulasir ve ndronal hiicre govdesine retrograd olarak tasinir. Enfeksiyon ve

enflamasyon sirasinda gesitli akson kilavuz molekiilleri, norotrofik faktorler ve



sitokinler ifade edilir. Bu faktorler, genel enfeksiyon siirecini etkileyerek ndritleri
cekebilir veya itebilir (84). gD, gK, gE, pUL36 ve pUL37 gibi HSV proteinleri,
noronlarin verimli viriis kolonizasyonu i¢in gereklidir (56, 85, 86).

Uyarlanabilir (adaptif) ve dogustan gelen (innate) bagisiklik yanitlari, konagi
HSV enfeksiyonuna karsit savunmak ic¢in birlikte calismaktadir. Dogal bagisiklik
sistemi, HSV-1 enfeksiyonuna karsi ilk koruma hattin1 olusturarak virlisiin
cogalmasin kisitlar. Tip 1 interferon (IFN) sinyallemesi, dogal bagisikligin kritik bir
parcasidir. IFN sistemi, ¢esitli model tanima reseptorleri (pattern recognition receptor
- PRR) ile iliskilidir ve bu reseptorler 6zel niikleik asit, DNA ve RNA sensorlerine
sahiptir (87). PRR'ler, patojenle baglantili molekiiler desenleri (pathogen associated
molecular patterns -PAMPS) algilar ve enfeksiyonun mevcudiyetine dair konaga sinyal
gonderir. Bu sayede antiviral (IFN-a/B) ve proinflamatuvar sitokinlerin [interlokin-1
(IL-1P), interlokin-6 (IL-6), interlokin-18 (IL-18) ve tiimor nekroz faktori o (TNF-a)]
tiretimini igeren konak savunmasini harekete gegirir. Ayrica, PRR'ler genellikle
enfekte hiicrelerde apoptotik hiicre oliimiinii baslatir (88). Bu PRR'ler, Toll benzeri
reseptorler (Toll-like receptors -TLR'ler), sitozolik DNA ve retinoik asit ile
indiiklenebilir gen-1 gibi reseptorler ve sitoplazmik DNA ve RNA yapilarim
algilayabilen diger bazi DNA ve RNA sensorleri dahil olmak tizere bir dizi reseptorii
kapsar (89). Hiicrenin, etkili bir antiviral bagisiklik tepkisi olusturmak amaciyla virisii
tanimasi ve niikleer faktor kappa B (NF-kB), IFN diizenleyici faktorler ve mitojenle
aktiflestirilmis protein kinaz (MAPK) yollar1 gibi ¢esitli sinyal yollarin1 harekete
gecirmesi gerekmektedir (88).

Dogal bagisiklik sisteminin temel unsurlarindan olan nétrofiller, viral enfekte
epitel hiicrelerinin hiicre yikimi ve 6liimiinde gorev alan Kaspaz 8 ile iliskili yolagin
aktivasyonunu saglayarak TNF-a salinimina yol agar. Ayrica, ndtrofiller apoptotik ve
nekrotik epitel hiicrelerinin yutulmasinda da destek saglar. Enfeksiyon alanina yonelen
monositler, enfekte viral partikiilleri ve apoptotik hiicreleri yutar ve ayn1 zamanda
doku makrofajlarina doniislir. Makrofajlar, sitokin salgilayarak ve antijen sunan
hiicreler olarak hareket ederek viral partikiilii isleyip sunar ve uyarlanabilir bagisiklik
hiicrelerinin etkisini saglar. Makrofajlar tarafindan iiretilen 6nemli proinflamatuar
sitokinler arasinda TNF-a, kemokin ligand1 5 (RANTES, CCLS5), IL-6, tip 1 IFN (IFN-

1) ve nitrik oksit (NO) bulunmaktadir. Bu sitokinler ve kimyasal mediyatorler,
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inflamasyonun ve bagisiklik tepkisinin diizenlenmesinde 6nemli rol oynar (88) (Sekil

2.2.).
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Sekil 2.2. Herpes Simpleks Viriisiine Kars1 Gelisen Dogal Bagisiklik Tepkisi

HSV: Herpes Simpleks Viriisii; PRR: Model Tanima Reseptorleri; TLR: Toll Benzeri Reseptorler; RIG-
1: Retinoik Asitle Indiiklenebilir Gen 1; MAPK: Mitojenle Aktiflestirilmis Protein Kinaz; NF-«B:
Niikleer Faktor Kappa B

Dendritik hiicreler (DC), cesitli antiviral sitokinlerin salgilanmasi ve HSV gen
ifadesinin erken safhada engellenmesi gibi giiglii antiviral etkinlikleri sergileyerek
IFN-0/p salinimini tesvik eder. Bu durum, viriis partikiillerinin enfekte hiicrelerden
disar1 atilmasin1 Onler. Ayrica, DC'ler enfeksiyonun periferik dokulardan sinir
sistemine yayilmasini da kisitlar. Dogal 6ldiiriicii hiicreler (Natural killer cells -NKC),
dogal bagisiklik sisteminin bir bileseni olarak, virilisle enfekte hiicrelerin tespiti ve

sonugta hizli bir sekilde yok edilmesinde 6nemli bir rol iistlenmektedir (88).
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Adaptif bagisiklik sistemi ise, dogal bagisiklik sisteminin ardindan devreye
girerek daha ozellesmis ve etkili bir savunma hatti olusturur. T hiicreleri ve B
hiicreleri, adaptif bagisiklik sisteminin ana bilesenleridir. T hiicreleri, antijen sunan
hiicrelerin (antigen presenting cells -APC'ler) sunumunu takiben, viriisle enfekte olan
hiicrelere kars1 sitotoksik T hiicrelerine (CD8+ T hiicreleri) ve yardimei T hiicrelerine
(CD4+ T hiicreleri) doniisiir. Sitotoksik T hiicreleri, enfekte hiicreleri hedef alarak,
virislin yayilmasmni oOnler. Yardimci T hiicreleri ise, bagisiklik tepkisinin
diizenlenmesinde ve B hiicrelerinin antikor iiretimine yonlendirilmesinde rol oynar. B
hiicreleri, spesifik antikorlar iiretir ve bu antikorlar, viriis partikiillerini nétralize
ederek enfeksiyonun yayilmasini 6nlemeye yardimci olur (90).

Uyarlanabilir bagigiklik tepkisi, T hiicreleriyle birlikte, HSV enfeksiyonunu ve
yeniden aktivasyonunu kontrol etmede kritik bir rol oynamaktadir (91-95). CD4 ve
CD8+ T hiicreleri, HSV-1 ve HSV-2 proteinlerini tanir ve hem birincil enfeksiyonun
hem de viral reaktivasyonun kontroliinde yer alir (96, 97). T hiicreleri, latent HSV'yi
kontrol etmede ve yeniden etkinlestirme {izerine viriisii temizlemede ¢ok Snemlidir
(98-100). T hiicresi aracili bagisikliga ek olarak, enfeksiyon sirasinda B hiicreleri
tarafindan notralize edici antikorlar iretilir ve bu antikorlar néron-epitelyal hiicre

araytiziinde HSV'yi bloke edebilir (101, 102) (Sekil 2.3.).

Adaftif Bagisiklik Tepkisi

Viriis hiicreye girer ve Dendritik hiicreler aktive B ve T hiicre aktivasyonu Adaptif bagisiklik tepkisi
enfekte eder. olur ve sitokin salgilar @ ¥ @ ptitbagi P
¥
Ll ‘ ‘ padp a1} ‘ QNI Lt Loan Lo ALLETLRALLLL QAL
| | |
‘ .J| .JI J | ‘ [:I:IJ ‘
¥* W Aktif B Plazma . )
% Aktif dendritik hticresi hiicresi Antikorlar ve aktif T
E 3 *  * hiicre IFN-a/B hiicreleri enfekte
#* ”;# ¥* * * salinimini tesvik . —_— o hiicrelere saldinr.
* P e =2l 4 ‘.' #* *,}1 ¥ %
| L = > @ i Yardmel T % A L W
) { 2 Q i b hicreleriB ! /!:' M — \
) . N g IFNa, IFNB ' hicreleri aktive W
Dendritik A I~
g PN r.r @
\, agdd N\ 4
L - £ . !
) e ( Dendritik hilcre * s A
- }** 2 ve makrofajlar S “®
S APC olarak B - e s -

PR A % APC’  Thicre A
J N gorev yapar d aktivasyonu

Sekil 2.3. Herpes Simpleks Viriisiine Kars1 Gelisen Adaptif Bagisiklik Tepkisi
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Sonu¢ olarak, HSV patogenezi, viral faktorler ile konak immiin yaniti
arasindaki etkilesimi igerir. Bu sistemler, viral replikasyonun kontrol altina alinmasina
ve enfeksiyonun sinirlandirilmasia yardimer olur. Bu etkilesimleri anlamak, HSV
enfeksiyonlarina karsi etkili tedavilerin ve asilarin gelistirilmesi i¢in gereklidir.
Edinilmis bagisiklik tepkisi, 6zellikle T hiicreleri ve ndtralize edici antikorlar, HSV'nin
kontroliinde hayati 6neme sahiptir, ancak viriis, bu yanit1 kendi avantajina ¢evirmek

ve modiile etmek igin stratejiler gelistirmistir (103-105).
2.1.4. Klinik Belirtiler, Teshis ve Tedavi

Klinik Belirtiler

HSV-1'in neden oldugu ¢ok ¢esitli enfeksiyonlar bulunmaktadir (Sekil 2.4.).
Primer HSV-1 enfeksiyonlari dil, dudaklar, dis eti, yanak mukozasi ve sert/yumusak
damakta mukokutandz vezikiiler lezyonlara yol agar. Diger bir deyisle HSV-1'e bagh
orofasiyal enfeksiyonlar tipik olarak uguk veya ates kabarciklar1 olarak da bilinen
herpes labialis olarak ortaya g¢ikar. Bu lezyonlar baglangicta eritematdz makiiller
olarak ortaya cikar ve bunlar, parcalanarak iilseratif lezyonlar olusturmak {izere
birlesen kiiciik, agrili vezikiil kiimelerine doniisiir (106). Uguklar daha sonra
kabuklanir ve 7 ila 10 giin i¢inde iz birakmadan iyilesir (107). Bazi durumlarda, HSV-
1 enfeksiyonu, genellikle ates, halsizlik ve servikal lenfadenopatinin eslik ettigi agrili
oral ve perioral vezikiiller, uguklar ve dis eti iltihabr ile karakterize akut bir durum olan

birincil herpetik gingivostomatit'e neden olabilir (108).
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Sekil 2.4. Herpes Simpleks Viriislerinin Neden Oldugu Enfeksiyonlar

HSV-1 enfeksiyonlarmin ¢ogu ¢ocukluk caginda ortaya ¢ikar, yasam boyu
semptomatik ve asemptomatik viral bulagsma potansiyeli vardir ve nadiren ensefalit
(beyin enfeksiyonu) veya keratit (g6z enfeksiyonu) gibi daha ciddi komplikasyonlara
yol agabilir. Korneadaki iltihaplanma olan keratit, agirlikli olarak HSV-1'den
kaynaklanir ve tedavi edilmezse korneada skarlasmaya, gérme bozukluguna ve hatta
korliige yol agabilir (106). Agirlikli olarak HSV-1'in neden oldugu herpes ensefaliti,
merkezi sinir sistemini etkileyen nadir goriilen fakat ciddi bir hastaliktir. Ates, bas
agrisi, degisen mental durum, nébetler ve fokal norolojik defisitlerle karakterizedir ve
baslica temporal loblar etkilenir. Ciddi norolojik defisitlere, uzun siireli morbiditeye
ve yiiksek mortalite oranlarina neden olabilir. Komplikasyonlar1 6nlemek ve hastalar
icin miimkiin olan en iyi sonuglar1 saglamak i¢in dogru teshis ve zamaninda tedavi
sarttir (109).

Genital herpes, ¢ogunlukla HSV-2 nedeniyle ortaya ¢ikan bir enfeksiyon olsa
da ¢esitli genital-oral temaslar sonucu HSV-1 nedeniyle de ortaya g¢ikabilmektedir
(110). Klinik belirtileri arasinda, genital bolgede agrili tilserler, kagint1 ve yanma hissi,
idrar yaparken agr1 ve lenf bezlerinde sisme bulunmaktadir. Ayrica, grip benzeri

belirtiler ve yorgunluk da hastalarin yasayabilecegi semptomlar arasindadir (111).
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Genital herpes enfeksiyonu olan anneler, dogum sirasinda enfeksiyonu bebeklerine
bulastirma riski tasir. Neonatal herpes, dogum sirasinda viriisiin bebege ge¢mesiyle
meydana gelir ve ciddi saglik sorunlarina yol acabilir. Neonatal herpes vakalarinda,
bebegin derisinde, gozlerinde ve agiz i¢inde lezyonlar goriilebilir. Daha siddetli
durumlarda, merkezi sinir sistemi enfeksiyonlari ve hatta dliimle sonuglanabilecek
sistemik enfeksiyonlar meydana gelebilir. Bu nedenle, genital herpes enfeksiyonu olan
hamile kadinlarin, dogum Oncesinde ve dogum sirasinda uygun onlemler alarak

neonatal herpes riskini azaltmalar1 onemlidir (112).

Teshis

Glinlimiizde HSV tanist i¢in birgok farkli yontem kullanilmaktadir. Bu
yontemlerden ilki ve en ¢ok kullanilani viral kiiltiirdiir. Viral kiiltiir, onlarca yildir
HSV teshisi i¢in altin standart olmustur. Yontem, genellikle lezyon olan enfekte
bolgeden 6rnek alinmasini ve bunun hiicre kiiltiirlerine uygulanmasini igerir. HSV'nin
varligi, hiicre kiiltiiriinde karakteristik sitopatik etkiler gozlemlenerek dogrulanir.
Viral kiiltiir oldukga spesifik olmasina ragmen, bazi sinirlamalar1 vardir. Bu yontemin
hassasiyeti lezyonun ilerlemesi ile azalir ve numune aliminin gecikmesi veya yetersiz
olmast durumunda yanlis negatif sonuglar ortaya ¢ikabilir. Ek olarak, viral kiiltiir
zaman alicidir ve viriisiin biiylimesi ve karakteristik sitopatik etkiler sergilemesi 2 ile
10 giin siirer (113, 114).

HSV teshisinde kullanilan diger bir yontem serolojik testlerdir. Serolojik
testler, hastanin kaninda HSV'ye 6zgii antikorlarin varligini tespit eder. Bu testler,
HSV-1 ve HSV-2 antikorlarini ayirt edecek sekilde tipe 6zgii veya her iki tiire yonelik
antikorlar1 saptayan tiire 6zgii olmayan tipte olabilir. Enzime bagli immunosorbent
yontem (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay-ELISA) ve immiinoblot deneyleri
serolojik testler i¢in yaygin olarak kullanilir. Bununla birlikte, aktif ve gecmis
enfeksiyonlar arasinda ayrim yapamadiklarindan, serolojik testlerin simnirlamalari
vardir. Ayrica, diger herpes viriisleri ile capraz reaksiyona bagli olarak yanls pozitif
sonuglar ortaya ¢ikabilir ve hassasiyet, enfeksiyonun evresine bagl olarak degisebilir
(114, 115).

Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ve izotermal dongii aracili amplifikasyon
(LAMP) gibi niikleik asit amplifikasyon testleri, HSV teshisi i¢in olduk¢a hassas ve
spesifik yontemler olarak ortaya c¢ikmistir. Bu testler, HSV-1 ve HSV-2'nin
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farklilagsmasina izin vererek, klinik numunelerden spesifik HSV DNA dizilerini saptar
ve ¢ogaltir. PCR, viral titrelerin genellikle diigiik oldugu merkezi sinir sisteminde HSV
enfeksiyonlarinin teshisi icin altin standart olarak kabul edilir. Niikleik asit
amplifikasyon testlerinin ana avantaji, viriisii enfeksiyonun erken evrelerinde, hatta

lezyonlarin ortaya ¢ikmasindan dnce tespit edebilmeleridir (114, 116, 117).

Tedavi

Giliniimiizde HSV enfeksiyonlarini tamamen elimine edecek spesifik bir tedavi
gelistirilememistir. Enfeksiyon esnasinda olusan yaralar zamanla kendiliginden
iyilesiyor olsa da semptomlarin hafifletilebilmesi ve viriisiin sagiliminin engellenmesi
amaciyla viral replikasyonu hedefleyen antiviral ilaglarla tedavi saglanabilmektedir.
Antiviral ajanlar HSV enfeksiyonlarini iyilestirmez, bunun yerine viral replikasyonun
ve bunun sonucunda meydana gelen epitel hasarinin inhibisyonu yoluyla hastaligin
klinik seyrini degistirir (118, 119). Birincil tedavi stratejisi, asiklovir, valasiklovir ve
famsiklovir gibi niikleosid analoglarinin kullanimimi igerir. Bu ilaglar, viral DNA
polimerazi inhibe ederek, viral replikasyonu etkili bir sekilde baskilayarak ve sonug
olarak klinik belirtilerin siddetini, siiresini ve sikligini iyilestirerek islev goriir (120).

Primer ve tekrarlayan HSV enfeksiyonlar: i¢in birinci basamak tedavi olan
asiklovir, viral timidin kinaz (TK) enzimi tarafindan aktivasyon gerektiren bir
guanozin analogudur. Asiklovir trifosfat fosforillendikten sonra viral DNA polimerazi
secici olarak inhibe ederek viral DNA zincirinin daha fazla uzamasini 6nler. Asiklovir,
enfeksiyonun ciddiyetine bagl olarak oral, topikal veya intravendz yollarla uygulanan
HSV keratit, ensefalit ve neonatal herpes igin tercih edilen bir tedavidir (120).

Valasiklovir ve famsiklovir, gelistirilmis oral biyoyararlanim ve daha seyrek
dozlama programlari ile asiklovirin 6n ilaglaridir. Asiklovirin bir L-valil esteri olan
valasiklovir, intestinal ve hepatik ilk geg¢is metabolizmast ile hizla asiklovire
dontistiiriilir (121). Famsiklovir, oral uygulamay: takiben pensiklovire donistiiriilen
bir diasetil 6-deoksi pensiklovir analogudur. Pensiklovir, asiklovire benzer sekilde,
viral DNA polimerazi hedefleyerek viral replikasyonu inhibe eder (122).

Niikleozit analoglara kars1t HSV direnci, birincil olarak viral timidin kinaz
veya DNA polimeraz genlerindeki mutasyonlardan kaynaklanmaktadir. Bu gibi
durumlarda alternatif tedavi olarak foskarnet ve sidofovir kullanilabilir (123, 124).

Foskarnet, viral timidin kinaz tarafindan aktivasyona ihtiya¢ duymadan viral DNA
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polimerazi dogrudan inhibe eden bir pirofosfat analogudur (123-125). Sidofovir is,e
aktif formu sidofovir difosfat yoluyla viral replikasyonu inhibe eden bir sitozin
niikleotit analogudur (123, 124).

HSYV tedavisinin etkinligini daha da artirmak ve potansiyel olarak islevsel bir
iyilesme saglamak i¢in yeni terapdtik yaklagimlarin gelistirilmesine yonelik ¢caligmalar

halen devam etmektedir.
2.1.5. Epidemiyolojisi

HSV-1 ve HSV-2 diinya capinda gelismis ve gelismekte olan iilkelerde
mevsimsel degisiklik olmaksizin ortaya cikar. Insan tek dogal konakcidir. Viral
bulagma yakin temasla gerceklesir; genellikle asemptomatik olarak ortaya ¢ikar ve
nadiren oliimciil bir enfeksiyona neden olur. Bu nedenler dogrultusunda HSV
seroprevalansi yiiksek olmaya devam etmektedir (35).

Hem HSV-1 hem de HSV-2 i¢in seronegatif olan bir kiside Herpes simpleks
enfeksiyonu gelistiginde, bu "birincil enfeksiyon" olarak bilinir. Kisi bunlardan
herhangi biri i¢in seropozitifse ve enfeksiyon niiksederse, buna "tekrarlayan
enfeksiyon" denir. Bir kisi bir tip i¢in seropozitif ise ve diger tipte herpetik bir
enfeksiyon gelistirirse, patolojik olarak "ilk enfeksiyon" veya "primer olmayan ilk
epizod" enfeksiyonu olarak ayirt edilir (126).

Looker ve ekibinin 2017'de gergeklestirdigi bir meta-analiz ¢alismasina gore,
2016 yilinda yaklagik 491,5 milyon kisi HSV-2 enfeksiyonu ile yasamigtir. Bu, 15-49
yas araligindaki diinya niifusunun %13,2'sini temsil etmektedir. Ayni1 donemde,
yaklagik 3,7 milyar insanin HSV-1'e sahip oldugu tahmin edilmistir ki bu da 0-49 yas
aras1 diinya niifusunun yaklasik %66,6'sin1 ifade etmektedir. Herpes 6miir boyu siiren
bir enfeksiyon oldugundan, tahmini yayginlik yasla birlikte artar (3).

Cografi konum, sosyoekonomik durum, yas ve ik gibi diger demografik
bilgiler de viriisiin yaygmligimi etkiler (35). HSV-1, baslica agiz bolgesinde ve
cevresinde enfeksiyonlara sebep olur ve agizdan agiza temasla yayilir. HSV-1
seroprevalansi, yasamin ilk on yilinda Avrupali ve Amerikali 10 yasindaki ¢ocuklarin
sirastyla %50 ve %70'inin seropozitif oldugu sekilde hizla artar. 60-70 yas arasi
Avrupali ve Amerikali yetiskinlerin %70 ile %80'i HSV-1 seropozitiftir. Gelismekte

olan tilkelerde, HSV-1 serokonversiyonu genc¢ yasta ortaya ¢ikar. 5 yasina
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gelindiginde, popiilasyonun yaklasik ticte biri HSV-1'e kars1 antikorlara sahiptir. Bu,
ergenlik doneminde %70-80'e ulasir (35). Afrika ve Asya'daki yetigkinlerin %90'indan
fazlasinin HSV-1 seropozitif oldugu goriilmektedir (127).

HSV-2 enfeksiyonlar1 cinsel temas yoluyla bulasir ve bu nedenle
serokonversiyon genellikle cinsel aktivitenin baslangicina kadar gergeklesmez.
Ergenlik doneminden itibaren cinsel temasin baslamasiyla HSV-2 enfeksiyonlar1 da
goriilmeye baglar. 14-19 yaslar1 arasinda, tipe Ozgii antikorlarin gelismesiyle
gosterildigi gibi, HSV-2 enfeksiyonunun kazanilmasi, popiilasyonun %]1,4'linde
meydana gelir ve 50 yasinda kiiresel prevelansi %26'ya yiikselir. HSV-2 prevalansi
kadinlarda genellikle daha yiiksektir. Ayrica, HSV-2 prevalansi, 6miir boyu cinsel
partner sayist ve HIV gibi HSV-2 bulagsmasini kolaylastirabilecek diger cinsel yolla
bulasan enfeksiyonlarin varligi ile giigli bir sekilde iligkilidir (35). HSV-2
seroprevalansi, Avrupali ve Amerikal1 bireyler arasinda 30-40 yas araliginda stirekli
olarak yiikselmekte olup, diisiik riskli gruplarda bile Avrupa'da yaklasik %20 ve
Amerika'da %30'a kadar ¢ikmaktadir. Yiiksek riskli gruplar s6z konusu oldugunda,
Avrupa ve Amerika'da sirasiyla yaklasik %45 ve %60 seropozitiflik oranlarina
rastlanmaktadir (128). Orta ve Giiney Amerika genelinde, Amerika ve Avrupa ile
benzer HSV-2 seroprevalans oranlart bulunurken, Afrika'nin bazi bdlgelerinde bu
oranlar daha yiiksektir. HSV seropozitiflik Asya kitasinda daha diisiik seyretme
egilimi gosterir. Ancak, bir iilkenin degisik cografi alanlarinda HSV-2 seroprevalans

oranlarinda 6nemli 6lgtide farkliliklar goriilebilir (127).
2.1.6. As1 Cahismalar

HSV, diinya capinda milyonlarca kisiyi etkileyen yaygin ve kalict bir
patojendir (129). Diinya Saglik Orgiitii (DSO), yiiksek bulasma oranlar1 ve enfekte
bireylerde dmiir boyu kalicilig1 géz oniine alindiginda, HSV’yi 6nemli bir halk saglig
sorunu olarak tantmlamistir. HSV enfeksiyonlarinin etkisi, agrili yaralar ve kabarciklar
gibi fiziksel semptomlarin Gtesine geger (130). Herpes ile yasayan insanlar ayrica
duygusal sikinti, sosyal damgalanma ve diisiik yasam kalitesi yasayabilir (131). Ek
olarak, HSV-2 enfeksiyonu, HIV edinme ve bulastirma riskini artirarak as1 ihtiyacini
daha da 6nemli kilmaktadir (132). Onlarca yil siiren arastirmalara ragmen, HSV

enfeksiyonlarina karsi profilaktik veya terapotik etkili onaylanmis bir as1 hala yoktur.
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Etkili bir HSV asisinin gelistirilmesi, kiiresel saglik yiikiiniin azaltilmasi ve virlisten
etkilenenlerin yasam kalitesinin iyilestirilmesi i¢in ¢ok dnemlidir (133).

HSV asisina olan acil ihtiyaca ragmen, gesitli faktorler asinin gelistirilmesini
engellemistir (134). Ornegin HSV, konak¢min bagisiklik sisteminden kagmak icin
cesitli stratejiler gelistirmistir ve bu durum da arastirmacilarin viriisii etkili bir sekilde
hedef alabilen bir as1 gelistirmesini zorlastirmaktadir (133). Ayrica HSV oldukga
degisken bir genetik yapiya sahiptir (135). Bu genetik degiskenlik, viriisiin tiim
suslarina kars1 kapsamli koruma saglayabilen bir as1 gelistirmeyi zorlastirmaktadir.
Bazi vakalarda bireyler semptom gostermeseler bile, viriisii asemptomatik viral yolla
bulastirabilmektedirler (136). Bu da bulagsmayr tamamen Onleyebilecek bir as1
gelistirme cabalarini karmasik hale getirir.

Simdiye kadar alt birim, canli zayiflatilmis, replikasyon kusurlu viriis bazli
bircgok HSV asist adaylarn1 gelistirilmistir. Ancak hicbiri  kullanim ig¢in
lisanslanamamistir (Sekil 2.5.) (11-15). Bu asilarin kendilerine gore basarili oldugu
yonler ve basarisiz oldugu yonler bulunmaktadir. Bu as1 ¢alismalarindan elde edilen

bulgular gelecekteki arastirmalar i¢in ¢ikarimlar yapilmasina yardimer olmaktadir.

DNA mRNA

COR1: HSV-2 gD kodlayan BionTech: gC + gD + gE
mRNA sekansi + Vaxfectin kodlayan mRNA sekansi
VCL HBO1: gD kodlayan mRNA !
sekans + VP11/12 + VP13/14 + |

Vaxfectin MOV

Alt birim

Chiron: gD2 + Alum
: B ’ Chiron: gD2 + gB2 + MF59

Herpes Simpleks

inaktive edilmis viriis S Simplirix/Herpevac: gD2 + AS04
$ Viriis L Trivalent Agi: gC2 + gD2 + gE2
A$| Aday|ar| I _@ ° ) GenoceaGen-003: gD2 +ICP4

Sanofi G103: gD2 + UL19 4 UL25 +
GLA

Canhi Zayiflatilmig : Viral Vektor
VC2: gK ve UL20 genlerinde mutasyon Adenoviriis Vektor Asisi: gD2 ve UL25
AgD2: gD geninde mutasyon genlerini igeren adenovirlis vektori

HSV 0ANLS: ICPO geninde delesyon

Sekil 2.5. Herpes Simpleks Viriis As1 Adaylari
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Alt birim Asilar:

Alt birim agilar, saflastirilmis viral proteinler veya protein fragmanlari
kullanarak, hastaliga neden olma riski olmadan bir bagisiklik tepkisini uyarir. HSV
baglaminda en umut verici alt birim as1 adaylari, gB, gD ve gC gibi viral giris ve
immiin kagista cok onemli roller oynayan HSV glikoproteinlerine dayali olanlardir
(12, 137-139). gD, HSV'nin konakge1 hiicrelere girisi i¢in gereklidir; hiicre yilizeyinde
ifade edilir ve noétralizan antikor aktivasyonundan sorumludur. Bu da onu asi
gelistirme i¢in birincil hedef haline getirir. Cogu HSV alt birim asis1, birincil antijen
olarak gD'ye odaklanmistir. Bazi as1 adaylari, bagisiklik tepkilerini arttirmak i¢in gB
veya gC'yi, gD ile birlestirmistir (11, 12, 140). Cesitli HSV alt birim asilar
gelistirilmis ve klinik deneylerde test edilmis ve farkli derecelerde basari elde
edilmistir.

Alt birim agilar virtisiin tamamini degil, yalnizca belirli viral antijenleri
icerdiginden, hastaliga neden olma riski minimum diizeydedir. Ayrica genellikle canli
ateniie asilara kiyasla daha stabildir ve saklanmasi daha kolaydir. Ancak canli
zayiflatilmig veya viral vektor asilara kiyasla genellikle daha zayif bir bagisiklik
tepkisi olusturur ve bu da etkinliklerini sinirlayabilir (141). Bagisiklik yanitlarini
artirmak icin, alt birim asilar tipik olarak, bagisiklik sistemini uyarmaya yardimci olan
maddeler olan adjuvanlar1 gerektirir. Optimal adjuvan ve antijen kombinasyonunu
belirlemek zor olabilir (142).

HSV-2 gD2-AS04 asis1 olarak da bilinen Herpevac, 6zellikle HSV-2'yi hedef
alan bir alt birim asidir. Viriisiin konake¢i hiicrelere girisinde yer alan ana zarf
proteinlerinden biri olan HSV-2'den bir rekombinant glikoprotein D (gD2) igerir. Asi
ayrica monofosforil lipid A (MPL) ve aliiminyum hidroksitten olugan adjuvan sistemi
AS04'i de icerir. Herpevac ile yapilan preklinik ve klinik deneyler sonucunda yeterli
korumay1 saglanmadigi gézlemlenmistir. Bunun tizerine, Simplirix olarak bilinen
HSV-1/2 gD2-gD1/MPL/Alum formiilasyonuna sahip bir alt birim as1 gelistirilmistir.
Yapilan klinik c¢aligmalar sonucunda (Faz III) Simplirix'in HSV-1 ve HSV-2
seronegatif olan kadinlarda genital herpesin 6nlenmesinde %73 etkili oldugu, asinin
genellikle 1yi tolere edilebildigi ve glivenligi oldugu gosterilmistir. Sonuclar ayrica
HSV-2'ye kiyasla HSV-1'e kars1 3,5 kat daha yiiksek nétralize edici antikor titreleri

gostermistir. Ancak erkeklerde veya HSV-1 seropozitif kadinlarda 6nemli bir koruma
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saglamamigtir. Ustelik hastaligin niiks etmesini de engelleyememistir. Bu nedenle bu
asilar Faz III denemelerinden sonra kullanim onay1 alamamistir (2).

Daha bir¢cok alt birim temelli as1 gelistirilmistir. 1992'deki Faz I
denemelerinden sonra etkililigi kanitlanamadigi igin durdurulan, aliiminyum
adjuvanlari ile adjuvanlanmis bir gD2 alt birim agis1 gelistirilmistir. 1997'de MF59 ile
adjuvanlanmig gD2 ve gB2 alt {inite agilarinin bir kombinasyonu test edilerek Faz I1'ye
ulagmis fakat yine etkili bir formiilasyon elde edilememistir. GEN-003 adl1 as1, gD2'yi
Matrix M2 adjuvani ile birlestirilerek olusturulmustur. Ancak, Faz II ¢alismalarindan
sonra bu as1 da kullamm icin onaylanmamistir (11). Uc degerlikli as1, bir
CpG/aliiminyum adjuvanm ile glikoprotein C, D ve E kullanilarak hazirlanmistir.
Glikoproteinler C ve E, bagisikliktan kagma molekiilleri olarak islev gérmektedir. Bu
asmin preklinik c¢alismalart olumlu sonuglanmistir ve klinik denemeleri devam
etmektedir (12). G103, rekombinant HSV-2 proteinleri gD, UL19 ve UL25 gen
triinleri ile TLR4 agonisti glukopiranozil lipid A (GLA) adjuvani ile formiile

edilmistir. Heniiz preklinik asama ¢alismalar1 devam etmektedir (143).

Canh Zayiflatilmis Asilar

Canli zayiflatilmis agilar, canli patojenin zayiflatilmis veya ateniie edilmis
formlarindan olusur. Bu as1 formunda viriis replikasyon yetenegini korur. Ancak,
yabanil tip virlisten 6nemli Ol¢lide daha az dldiiriictidiir. Bu asilar hem hiimoral hem
de hiicresel bagisiklik tepkilerini uyarabilir ve genellikle tek bir dozla uzun siireli
bagisiklik saglar. Bununla birlikte, zayiflatilmis viriis bir sekilde degiserek hastaliga
neden olabilecegi i¢in, Ozellikle bagisikligi baskilanmis bireylerde veya gebe
kadinlarda bu asilarin giivenligine iliskin endiseler vardir (133).

HSV canli zayiflatilmis asilarinin gelistirilmesi viriisiin replike olma ve bir
bagisiklik tepkisini indiikleme yetenegini korurken, hastaliga neden olma yetenegini
bozan hedeflenen genetik modifikasyonlar yoluyla zayiflatilmasina odaklanir. Anahtar
stratejiler viriilansta yer alan viral genlerin silinmesini gibi yontemleri igerir. Amag,
hem birincil enfeksiyona hem de tekrarlayan salginlara karsi uzun siireli koruma
saglayan bir as1 aday1 olugturmaktir. HSV i¢in ¢esitli canli zayiflatilmis asilar, klinik
oncesi ve klinik asamalarda test edilmistir (144).

VC2, gK ve UL20 genlerinde delesyonlara sahip canli zayiflatilmis bir HSV-1
asis1 adayidir ve viral giris ve yayilimi bozar (86, 145). AgD-2, konak hiicrelere viral
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giris i¢in gerekli olan glikoprotein D (gD-2) geninde bir delesyona sahip bir HSV-2
canli zayiflatilmis as1 adayidir (146). HSV-2 OANLS, ICPO geninin niikleer
lokalizasyon sinyalinde bir delesyon olan canli zayiflatilmis bir as1 adayidir ve viriisiin
konak¢1 antiviral savunmalara karsi koyma yetenegini bozar (147). Bu canhi
zayiflatilmis asilar i¢in preklinik asamada olumlu sonuglar elde edilmistir. Ancak

asilarin etkinliginin degerlendirilmesi i¢in ¢alismalar devam etmektedir (38).

Viral Vektor Asilar

Viral vektor asilari, bir hedef patojenin spesifik antijenik bilesenlerini
konak¢inin bagisiklik sistemine iletmek i¢in patojenik olmayan veya zayiflatilmig
viriisler kullanir. Bu vektorler, hedef patojenin genetik materyalini konake1 hiicrelere
sokmak i¢in araclar olarak hizmet ederek, kodlanmis antijenlerin ekspresyonuna ve bir
bagisiklik tepkisinin uyarilmasina yol agar. Viral vektor asilari, hem hiimoral hem de
hiicresel bagisiklik tepkilerini indiikleyerek, uzun siireli bagisiklik potansiyeli saglar
(148, 149).

HSV asilamasi i¢in viral vektorlerin kullanilmasi, canli zayiflatilmig asilarla
veya alt birim asilarin sinirli immiinojenisitesiyle iligkili riskler olmadan gii¢lii ve uzun
stireli immiin yanitlar ireterek geleneksel as1 yaklagimlarindaki sinirlamalarin
iistesinden gelmeyi amaglar. HSV antijenlerini viral vektorler kullanarak dogrudan
konaker1 hiicrelere ileten bu asilar, potansiyel olarak hem birincil enfeksiyona hem de
tekrarlayan salginlara karst koruma sunan kapsamli bir bagisiklik tepkisini
indiikleyebilir (148, 149).

Adenoviriis vektorlii bir HSV agis1 gD2 ve UL25 genlerini konaga iletmek i¢in
replikasyon kusurlu bir insan adenoviriis vektorii kullanir. Farelerde yapilan preklinik
caligmalar, asiin giiclii bagisiklik tepkileri olusturma ve HSV-2 enfeksiyonuna karsi

koruma saglama yetenegini gostermistir (148, 149).

Niikleik Asit Asillar1 (DNA/MRNA)

DNA ve mRNA asilari, bir bagisiklik yanit1 ortaya ¢ikarmak i¢in bir hedef
patojenin genetik materyalini kullanan yenilik¢i yaklagimlardir. DNA asilari,
patojenin spesifik antijenik bilesenlerini kodlayan dairesel DNA molekiillerinden
(plazmitler) olusurken, mRNA asilari ayni antijenleri kodlayan mesajct RNA

molekiillerini igerir. Bu asilar uygulandiktan sonra genetik materyali konakei
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hiicrelere sokarak, daha sonra bagisiklik sistemini uyaran kodlanmis antijenlerin
tiretimine yol agar. DNA ve mRNA asilar1, uzun siireli bagisiklik saglayarak hem
hiimoral hem de hiicresel bagisiklik tepkilerini stimiile etme potansiyeline sahiptir
(150).

HSV igin DNA ve mRNA asilarmin gelistirilmesi ile diger as1 tiirlerindeki
zay1f noktalarin iistesinden gelinmesi amaglanmaktadir Bu asilar HSV antijenlerini
kodlayan genetik materyali dogrudan konakg1 hiicrelere ileterek, potansiyel olarak
hem birincil enfeksiyona hem de tekrarlayan salginlara karsit koruma sunan kapsamli
bagisiklik tepkilerini indiikleyebilir (133).

COR-1, biri HSV-2 zarf glikoprotein D'yi (gD2) kodlayan ve ikincisi ubikuitin
ile birlikte kismi olarak gD2'yi kodlayan iki kodon modifiyeli ve optimize edilmis
plazmide sahip bir DNA asisidir (151). HSV-2 ile enfekte olmus denekler tizerindeki
klinik deney verileri, asinin insanlarda giivenligini ve as1 uygulamasindan sonra viral
bulagsmanin azaldigini gostermistir (152).

mRNA ag1 teknolojisi, COVID-19 gibi diger viral enfeksiyonlar i¢in basarili
bir sekilde kullanilmis olsa da, HSV mRNA asilarinin gelistirilmesi heniiz erken
asamalardadir. As1 arastirmalari, mRNA stabilitesi ve etkili bir dagitim sistemi
olusturma ile ilgili zorluklar g6z Oniine alindiginda, ¢ogunlukla mRNA iizerinden
DNA agilarinin gelistirilmesine odaklanmistir. Bununla birlikte, son zamanlarda
MRNA teknolojisinde 6nemli gelismeler goriilmektedir. mRNA tabanli agilar konak
genomuna entegre olmazlar; bolinen ve bdlinmeyen hiicrelerde translasyon
yapilabilirler ve kontrol edilebilir bir siire boyunca protein liretimi gosterirler (153).

Bir mRNA asis1 olarak HSV-2 gC, gD ve gE iceren ii¢ degerlikli aginin yeni
bir formiilasyonu kemirgen modelinde incelenmistir. Gelistirilen mRNA asis1, lipit
nanopartikiillerinde (LNP) niikleosid modifiyeli bir mRNA molekiiliidiir. Yapilan
preklinik deneylerde mRNA asisinin, HSV-1 genital enfeksiyonuna kargi korumada
alt birim asidan daha iy1 performans gosterdigi tespit edilmistir. Bu mRNA asis1 i¢in
klinik faz denemelerine baglanmistir (154, 155).

2.2. Aliiminyum Hidroksit Adjuvani

Aliiminyum hidroksit, asilarda en yaygin kullanilan adjuvanlardan biridir.

Adjuvanlar, antijenlerle fiziksel veya kimyasal iliski yoluyla viicudun hedef antijene
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kars1 bagisiklik yanitin1 giiclendirmek ve boylece asinin genel etkinligini artirmak igin
astlara eklenen maddelerdir (156, 157). Ilk kez kullanildig1 1932 yilindan bu yana
aliminyum bazli adjuvanlar igeren milyarlarca doz as1 insanlarda basariyla
uygulanarak bulasici hastaliklarin morbidite ve mortalitesinde azalma saglanmistir.
Aliiminyum bazli adjuvanlarin yaygimn kullanimi, nispeten diisiik maliyetlerine ve
yiiksek giivenlik profillerine baglanabilir. Bazen enjeksiyon yerinde iltihaba neden
olabilseler de asilardaki biyolojik olarak aktif molekiilleri baglayarak sistemik ve lokal
reaksiyonlarin siddetini de azaltabilirler (158).

Glinlimiizde aliiminyum hidroksit, hepatit A, hepatit B, difteri, tetanoz ve
bogmaca agilar1 dahil olmak tlizere ¢esitli asilarin immiinojenisitesini gelistirmek i¢in

bir adjuvan olarak kullanilmaktadir (20).
2.2.1. Etki Mekanizmasi

Aliiminyum hidroksitin  bagisiklik tepkisini nasil arttirdigina iliskin
mekanizma tam olarak anlasilamamis olmakla birlikte birkag teori 6ne siiriilmiistiir.
Bir teoriye gore aliiminyum hidroksit enjeksiyon bdlgesinde bir depo olusturarak
antijeni zamanla yavagga serbest birakir. Bu uzatilmis salim, siirekli bir bagisiklik
tepkisinin korunmasina yardimeci olur ve antijen sunan hiicreler tarafindan antijen
alimini artirir. Buna “depo etkisi” adi verilir (156, 159). Bununla birlikte, yalnizca
depo etkisi aliminyum hidroksit tarafindan gelistirilmis bagisiklik uyarimi
mekanizmasini tam olarak agiklayamaz (20).

Bir bagka teoriye gore aliiminyum hidroksit, asilardaki antijenlerle
birlestirildiginde, antijenlerin makrofajlar gibi APC'ler tarafindan alinmasim tesvik
ederek bagisiklik tepkisini artirir. Bu alim, antijene bagli olarak fagositoz ve pinositoz
yoluyla gergeklesir. Bu olaya “pro-fagositik etki denir (160). In vitro galigmalar,
aliminyum hidroksit tagiyyan makrofajlarin miyeloid dendritik hiicrelere benzeyen
degisiklikler sergiledigini, bunun da gelismis immiinolojik bellege ve uzun siireli
korumaya yol actigini gostermistir (161, 162). Ayrica, aliminyum hidroksit,
makrofajlar tarafindan antijen alim hizin1 6nemli ©6l¢iide hizlandirir; sonugta
fagositozu tesvik eder ve antijenlere kars1 bagisiklik tepkisini gliclendirir (20).

Aliiminyum hidroksit bazli adjuvanlar, niikleotit baglayic1 oligomerizasyon

alan1 benzeri reseptor protein 3 (NLRP3) yolunu hedefleyerek bagisiklik tepkisinde
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rol oynar. Bu adjuvanlar, bagisiklik tepkisinde gerekli olan IL-1B ve IL-18 gibi
proinflamatuar faktorleri salgilamak igin makrofajlar1 aktive eder (163). Reaktif
oksijen tiirleri iiretimi ve lizozomal hasar, NLRP3 aracili enflamasyonu aktive
edebilir.  Aliminyum hidroksit, hiicre apoptozunu indiikleyerek, NLRP3
enflamasyonunu dolayli olarak aktive eden molekiillerin salinmasina neden olabilir

(163, 164).
2.2.2. Onerilen Dozaji

Her bir as1 dozundaki aliiminyum hidroksit bazli adjuvan igerigi, optimal
bagisiklik tepkilerini ortaya ¢ikarmak i¢in biiylik 6nem tasir. Diisiik adjuvan igerigi,
mevcut antijeni biitlinliyle adsorbe edemez ve bu nedenle immiin yanitlari etkili bir
sekilde indiikleyemez. Bazen daha kiiciik dozlar antijenleri tamamen adsorbe etmek
icin yeterli olabilse de uygulanacak adjuvan miktarin1 secerken bagisikligi uyarici
etkiler de g6z dniinde bulundurulmalidir. Yiiksek aliiminyum hidroksit igerigi antijen
salimin1 baskilayabildigi i¢in bagisiklik reaksiyonlarini baskilayabilir. Uygun
miktarda antijen kullanilarak, belirli bir aliiminyum hidroksit bazli adjuvan araliginda
antikor tretimi lizerinde aliminyum dozuna bagl bir etki gozlemlenebilir (20).
Yiiksek aliiminyum hidroksit igerigi fagositik hiicrelerde sitotoksisiteye de yol agabilir
(165). Aliiminyum hidroksit bazli adjuvanin yaygin olarak kullanilan dozu 0,5
mg/doz'dur (aliiminyum iyon icerigine dayali olarak). DSO tarafindan Onerilen
aliminyum hidroksit bazli adjuvan icerigi, doz basina <1,25 mg aliiminyum iyonudur.
Bir as1ya eklenecek alliminyum hidroksit bazli adjuvan miktarinin belirlenmesi, genel

as1 iretim siirecinde kritik bir adimdir (20).
2.2.3. Giivenligi

DSO, aliiminyum iceren adjuvanlarin giivenli oldugunu belirtmistir ve
kullanilmasimi desteklemektedir. Aliiminyum hidroksit adjuvanlan ile iligkili en
yaygin lokal yan etkiler enjeksiyon bélgesinde agri, kizariklik ve sisliktir. Bu
reaksiyonlar genellikle hafiftir ve birkag giin i¢inde diizelir. Nadir durumlarda, bireyler
daha belirgin kizariklik, sisme ve agriya neden olabilecek graniilomlar (iltihaplh
dokuda kiigiik nodiiller) veya asirt duyarlilik reaksiyonlar1 gibi daha siddetli lokal
reaksiyonlar gelistirebilir (21).
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Aliiminyum hidroksit adjuvanlarina bagl sistemik yan etkiler nadirdir ve tipik
olarak hafiftir. Bu etkiler ates, yorgunluk, bas agris1 ve kas veya eklem agrisini
igerebilir. Son derece nadir durumlarda, otoimmiin veya norolojik bozukluklar gibi
daha siddetli sistemik reaksiyonlar bildirilmistir (21).

Yapilan son aragtirmalar aliiminyumun viicutta birikimi ile Alzheimer
hastalig1, multipl skleroz ve otizm spektrum bozuklugu gibi ¢esitli ndrodejeneratif ve
norogelisimsel ~ bozukluklar1 iliskilendirmektedir ~ (166-169).  Aliiminyum
maruziyetinin norotoksik etkilerine genellikle pro-oksidan, proinflamatuvar ve pro-

apoptotik mekanizmalar aracilik etmektedir (170).
2.3. Apoptoz

Apoptoz, ¢ok hiicreli organizmalarin diizglin gelisimi, isleyisi ve bakimi i¢in
gerekli olan, programlanmis hiicre 6liimiidiir. Apoptoz, artik ihtiya¢ duyulmayan veya
organizma i¢in zararli hale gelen hiicreleri ortadan kaldirarak doku homeostazini
koruyan kritik bir hiicresel siirectir. Hiicre biiziilmesi, kromatin yogunlagmasi, DNA
parcalanmasi ve blebbing dahil olmak fiizere spesifik morfolojik ve biyokimyasal
ozelliklerle karakterize edilen, genetik olarak kontrol edilen bir hiicre 6liimii seklidir
(171). Apoptozun hem intirinsik hem de ekstrinsik yolaklari, ¢ok hiicreli
organizmalarin saglikli kalmasini ve kusurlu hiicrelerin viicuttan atilmasini saglamak
igin sinerjik olarak ¢alisir. Apoptozu diizenlenememesi, bir¢ok hastalikta goriilen
patolojilere neden olabilir (172).

Apoptozun baslamasi, kaspazlar olarak bilinen bir dizi sistein-aspartik
proteazin aktivasyonuna baglidir. Kaspazlar, baslatici (initiator) kaspazlar ve efektor
(executioner) kaspazlar olmak {iizere iki gruba ayrilir (173). Hiicre hasari tespit
edildiginde, baslatict kaspazlar (kaspazlar 8 ve 9) aktif olmayan prokaspazlar
araciligiyla aktive edilir ve efektor kaspazlar (kaspazlar 3, 6 ve 7) aktive etmeye
devam eder. Efektor kaspazlarinin aktivasyonu, endoniikleaz aktivasyonu nedeniyle
DNA pargalanmasina, niikleer proteinlerin ve hiicre iskeletinin bozulmasina, protein
capraz baglanmasina, fagositik hiicre ligandlarinin ekspresyonuna ve apoptotik
cisimlerin olusumuna yol agan bir dizi olay tetikler (174, 175).

Apoptoz siireci, ¢ok hiicreli organizmalarda yiiksek oranda korunur ve genetik

olarak kontrol edilir (176). Apoptoz, intirinsik (igsel) yolak olarak adlandirilan bir
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mekanizma ile bir dizi hiicre i¢i sensor yoluyla hasari tespit ettiginde hiicrenin kendisi
tarafindan baglatilabilir. Alternatif olarak, apoptozun ekstrinsik (dissal) yolag: da aktif
hale gelebilir ki bu yolagin aktivasyonu bagisiklik sisteminin bir hiicresi ile hasarli bir

hiicre arasindaki etkilesimden kaynaklanabilmektedir (177, 178).
2.3.1. Intirinsik Apoptoz Yolag

Apoptozun mitokondriyal yolu olarak da bilinen intirinsik yolak, hiicre
icindeki ¢oklu hedefler iizerinde hareket eden ¢esitli uyaranlari icerir (179). Bu
apoptoz formu, mitokondriden salinan faktorlere baghdir ve pozitif veya negatif
yollarla baglatilir. Negatif sinyaller, hiicrenin yakin ¢evresinde sitokinlerin,
hormonlarin ve biiyiime faktorlerinin eksikliginden kaynaklanir ve pro-apoptotik
molekiillerin aktif hale gelmesine ve apoptozu baslatmasina neden olur. Pozitif
faktorler hipoksi, toksinler, radyasyon, reaktif oksijen tiirleri, viriisler ve diger toksik
ajanlara maruz kalmayn igerir (180).

Pozitif veya negatif uyaranlar tarafindan apoptoz indiiksiyonu sonucu
mitokondiyal membran gegirgenlesir. Intirinsik apoptotik yolak, sitokrom ¢ dahil
olmak tizere pro-apoptotik faktorlerin sitozole salinmasina yol agan mitokondriyal dig
zarin gegirgenlesmesiyle baglar (181). Sitokrom c, apoptotik proteaz aktive edici
faktor-1'e (Apaf-1) baglanarak biiyiik bir protein kompleksi olan apoptozom
olusumunu destekler (182). Kaspaz 9, apoptozun intirinsik yolunu kontrol eden
baglatici kaspazdir. Apoptozom, baslatict kaspaz 9'un aktivasyonu igin bir platform
gorevi gorilir. Aktive edilmis kaspaz 9 enzimleri daha sonra efektor prokaspaz 3'i

aktive ederek tamamen apoptozu indiikler (181).
2.3.2. Ekstrinsik Apoptoz Yolag:

Apoptozun 6lim reseptorii (death receptor -DR) yolu olarak da bilinen
ekstrinsik yolak, NKC (tiimér varliginda) veya makrofajlarin, hedef hiicre zarindaki
DR'lerle baglandiktan sonra 6liim ligandlarini tirettikleri zaman baglatilir (179). Bu
baglanma, prokaspaz 8'i aktive ederek Kaspaz 8'e donistiiriir. DR'ler, TNF siiper
ailesinin (TNFRSF) bir pargasidir ve her DR, karsilik gelen bir 6liim ligandina sahiptir
(183). Ligand baglanmasina yanit olarak apoptozu indiikleyen TNFRSF fiiyeleri,

yaklasik 80 amino asit uzunlugunda bir "6liim domaini (death domain -DD)" igerir
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(184). Oliim domaini, pro-apoptotik proteinler icin bir kenetlenme bolgesi olarak
hizmet eder ve sonugta kaspazlarin aktivasyonuna yol agan bir zara bagli 6liimii
indiikleyen sinyal kompleksi (death-inducing signal complex- DISC) olusturur (185).

Bir baslatici kaspaz olan kaspaz 8, DISC kompleksine alinir ve DISC'ye
baglandiktan sonra aktive edilir. Aktive edilmis kaspaz 8, kaspaz 3 dahil olmak {izere
birkag substrati ayirarak efektor kaspazin aktivasyonuna neden olur (186). Aktive
edilmis kaspaz 3, aktin, niikleer lamininler ve bir DNaz inhibitoriinii ayirir, boylece
DNA bozunmasini destekler. Aktinin boliinmesi, hiicre boliinmesini ve hiicre gogiinii
bozarken, DNA ve niikleer lamininlerin boliinmesi, niikleer iglevi ve hayatta kalma
genlerinin ifadesini onler (187).

Bugiine kadar en iyi karakterize edilen ligandlar ve karsilik gelen 6lim

reseptorleri arasinda FasL/FasR ve TNF-a/TNFR1 yer alir (184, 188-191).
2.3.3. Fas Proteini (CD95)

Fas proteini, c¢esitli fizyolojik ve patolojik uyaranlara yanit olarak hiicre
oliimiine aracilik ederek, ekstrinsik apoptotik yolakta merkezi bir rol oynar. CD95
veya APO-1 olarak da bilinen Fas reseptorii, TNFRSF bir tiyesidir. Fas, ii¢ sistein
acisindan zengin hiicre dis1 alana, bir transmembran alana ve sinyallesme i¢in gerekli
olan bir hiicre i¢i 6liim alanina sahip olan tip-1 transmembran glikoproteindir (192).
Reseptor, agonistik antikorlar veya hiicre zarlarinda ¢oziiniir bir formda eksprese
edilen ayn1 kokenli oligomerize edici Fas ligandi olan FasL tarafindan tetiklendiginde
apoptoza aracilik eder (190). Hiicre dis1 alan Fas ligadina baglanmaktan sorumludur.
Transmembran alan, hiicre zar1 i¢indeki proteini tuttururken, hiicre i¢i alan, apoptotik
sinyalleri iletmek i¢in gerekli bir DD igerir (193).

FasL, FasR'ye baglandiginda, FasR'de bir konformasyonel degisikligi tetikler;
bu da hiicre i¢ci DD'nin adaptor protein Fas ile iliskili 6liim domaini (FADD) ile
etkilesime girmesine izin verir. FADD, FasR'nin DD'sine baglanmasini ve prokaspaz
8 veya prokaspaz-10'u almasimi saglayan bir 6lim domaini ve bir 6lim efektor
domaini igerir. Bu kompleks apoptotik sinyalizasyonu baglatan DISC'yi olusturur
(194). DISC olusumu, efektor kaspazlari (kaspaz 3, kaspaz 6 ve kaspaz 7) pargalayan
ve aktive eden baslatici1 kaspazlarin (kaspaz 8 ve kaspaz 10) aktivasyonuna yol agar

(195). Efektor kaspazlar daha sonra gesitli hiicresel substratlari ayirir ve sonugta
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apoptozta goriilen morfolojik ve biyokimyasal degisikliklere yol agar. Bu degisiklikler
kromatin kondensasyonunu, DNA par¢alanmasini, membran blebbing ve sonunda
komsu hiicreler veya makrofajlar tarafindan fagosite edilen apoptotik cisimlerin
olusumunu igerir (173).

Fas aracili apoptotik yolak, asir1 veya uygunsuz hiicre 6liimiinii 6nlemek igin
sik1 bir sekilde diizenlenir. Hiicresel FLICE inhibe edici protein (c-FLIP) gibi birkag
diizenleyici protein, DISC olusumunu ve kaspaz aktivasyonunu inhibe edebilir (196,
197).

2.3.4. Hiicresel FLICE Inhibe Edici Protein (c-FLIP)

c-FLIP, Kaspaz 8'in katalitik olarak aktif olmayan bir homologudur. iki 6liim
efektér domaini ve bir kaspaz benzeri domain igerdiginden yapisal olarak kaspaz 8'e
benzer. Bununla birlikte, bu alan, katalitik aktivitesi i¢in onemli olan kalintilardan,
ozellikle de aktif bolge icindeki sisteinden yoksundur (196). Apotozun ekstrinsik
yolagi, FADD ve Kaspaz 8'e baglanarak onlar1 etkisiz hale getiren c-FLIP tarafindan
inhibe edilebilir. Boylece c-FLIP, DISC olusumuna ve islevine miidahale ederek
apoptozu modiile eder. c-FLIP ekspresyonu ve aktivitesi, transkripsiyon, translasyon
ve protein degradasyonu dahil olmak iizere birgok diizeyde diizenlenir. Anormal c-
FLIP ekspresyonu, timor hiicresinin hayatta kalmasini, kemoterapiye direnci ve

bagisikliktan kaginmayi destekleyebilmektedir (196, 197).
2.3.5. Kaspaz 3

Kaspaz 3, hiicre 6liimiiniin son asamalarina aracilik etmede ¢ok 6nemli bir rol
oynayan apoptotik siirecte merkezi rol oynayan bir efektor kaspazdir. Diger kaspazlar
gibi, prokaspaz 3 adi verilen inaktif bir zimojen olarak bulunur. Prokaspaz 3 yapisi,
bir N- terminal prodomain, biiyiik bir katalitik alt birim (p17) ve kiigiik bir katalitik alt
birimden (p12) olusur. Kaspaz 3'lin aktivasyonu, iki p17 ve iki p12 alt biriminden
olusan aktif kaspaz 3 heterotetramerinin olusumuyla sonug¢lanan prokaspaz 3
zimojeninin proteolitik boliinmesini beraberinde gerektirir (198, 199).

Kaspaz 3 aktivasyonu, hem intirinsik hem de ekstrinsik apoptotik yolaklarla
gerceklesir. Intirinsik yolda, sitokrom c'nin mitokondriden salinmasi, baslatic1 kaspaz

9'u aktive eden ¢oklu bir protein kompleksi olan apoptozom olusumuna yol agar. Aktif
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kaspaz 9 daha sonra kaspaz 3'i ayirir ve aktive eder (200). Ekstrinsik yolakta, 6liim
reseptorii aktivasyonu, kaspaz 8 veya kaspaz-10 gibi baslatici kaspazlari toplayan ve
aktive eden DISC olusumunu tetikler (201). Bu baslatic1 kaspazlar, kaspaz 31
dogrudan boélebilir ve aktive edebilir veya ekstrinsik yolu intirinsik yola baglayarak
dolayli olarak aktive edebilir (200).

Kaspaz 3 aktive oldugunda, hiicre oliimiiyle iliskili karakteristik morfolojik ve
biyokimyasal degisikliklere yol acan ¢ok cesitli hiicresel substratlar1 parcalayarak
apoptozun yliriitilmesinde merkezi bir rol oynar. Kaspaz 3 aktivasyonu; DNA
fragmantasyonu, kromatin yogunlagmasi, hiicre iskeleti parcalanmasi, membran
blebbing ve apoptotik cisimciklerin olusumuna yol agan ¢esitli hiicresel substratlarin
boliinmesi dahil olmak {izere bir dizi olayi tetikler. Bu olaylar, toplu olarak, hiicre
6limdiiniin karakteristigi olan morfolojik ve biyokimyasal degisikliklerle sonuglanarak,
uygun hiicre dongiisiinii saglar ve doku homeostazini korur (187).

Kaspaz 3 aktivitesinin diizensizligi kanser, ndrodejeneratif bozukluklar ve
otoimmiin hastaliklar dahil olmak tizere ¢esitli hastaliklarla iliskilendirilmistir (187,
202, 203). Kaspaz 3'in anormal aktivasyonu Alzheimer, Parkinson ve Huntington
hastaliklari gibi bir ¢ok norodejeneratif hastaligin patogenezinde rol oynayarak,

noronal hiicre 6liimiine ve bu durumlarin ilerlemesine katkida bulunur (202, 204, 205).
2.3.6. Kaspaz 8

Kaspaz 8 ekstrinsik apoptoz yolaginin ¢ok onemli bir aracisidir. Kaspaz 8,
sistein-aspartik asit proteaz ailesinin bir liyesidir ve aktif bolgede, spesifik aspartat
kalintilarinda hedef proteinleri par¢alamaktan sorumlu korunmus bir sistein kalintisi
ile karakterize edilir. Kaspaz 8'in aktif olmayan zimojen formu, bir prodomain, biiyiik
bir katalitik alt birim (p18) ve kiigiik bir katalitik alt birimden (p10) olusur. On etki
domaini, aktivasyon islemi sirasinda protein-protein etkilesimlerine aracilik eden iki
tandem oliim efektor domaini igerir (206).

Kaspaz 8 aktivasyonu, TNFR1 ve Fas gibi hiicre yiizeyi 6liim reseptorlerinin
ilgili ligandlarina baglanmasiyla tetiklenen bir dizi molekiiler olay yoluyla gerceklesir.
Bu baglanma olayi, FADD ve prokaspaz 8'i iceren DISC protein kompleksinin
olusumuna yol agar. DISC igeriinde prokaspaz 8 molekiilleri aktif kaspaz 8
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heterotetramerleri (p18-p10): olusturarak dimerizasyona ve otoproteolitik boliinmeye
maruz kalir (206).

Aktif kaspaz 8, apoptozu dogrudan ve dolayli olarak iki farkli yol ile
baslatabilir. Dogrudan yolda direkt olarak kaspaz 3 ve kaspaz 7 gibi efektor kaspazlari
aktive ederek apoptozu baslatir. Efektor kaspazlar, kaspaz 3 ve kaspaz 7, biiyiik ve
kiigiik alt birimleri arasinda boliinme ile aktive olan dimerik zimojenler olarak bulunur.
Aktif kaspaz 8, bu zimojenleri ayirir ve boylece onlar1 aktive eder. Dolayli yolda ise
Bcl-2 aile tiyesi BID'yi (BH3-etkilesimli alan 6liim agonisti) boélerek, boliinmiis bir
BID formu (tBID) olusturur. tBID, mitokondriye yer degistirir ve apoptozom olusumu
ve kaspaz 9 aktivasyonu yoluyla intirinsik apoptotik yolagi baslatan sitokrom c'nin
salinmasin1 destekler. Kaspaz 9 daha sonra efektor kaspazlar1 aktive ederek hiicre
6liimiine yol agar (206).

Kaspaz 8 ayrica T hiicrelerinin aktivasyonunu ve farklilasmasini tesvik ettigi
ve enflamatuvar sitokinlerin {iretimini modiile ettigi bagisiklik tepkilerinin
diizenlenmesinde yer almaktadir. Ek olarak, kaspaz 8'in, NF-«xB sinyalini aktive ederek
ve diizenlenmis bir nekroz bigimi olan nekroptozu inhibe ederek, hiicrelerin hayatta

kalmasini ve gogalmasini destekledigi gosterilmistir (171, 207, 208).
2.3.7. Kaspaz 9

Kaspaz 9, efektor kaspazlarini aktive etmekten ve apoptozun yiirlitme
asamasini yonlendirmekten sorumlu, intirinsik yoldaki kilit bir baglatict kaspazdir.
Kaspaz 9, sistein-aspartik asit proteaz ailesinin bir liyesidir ve aktif bolgede, hedef
proteinleri spesifik aspartat kalintilarinda pargalayan korunmus bir sistein kalintisi ile
karakterize edilir. Kaspaz 9'un aktif olmayan zimojen formu, bir N-terminal
prodomain, biiylik bir katalitik alt birim (p35) ve kiigilik bir katalitik alt birimden (p12)
olusur. On etki domaini, aktivasyon islemi sirasinda protein-protein etkilesimlerine
aracilik eden bir kaspaz aktivasyon ve kabul domaini (caspase activation and
recruitment domain-CARD) igerir (209).

Kaspaz 9 aktivasyonu, DNA hasari, oksidatif stres ve endoplazmik retikulum
stresi gibi hiicre i¢i stres sinyalleri tarafindan tetiklenen bir dizi molekiiler olay yoluyla
gerceklesir. Bu sinyaller, mitokondriyal dis zar gegirgenligini kontrol eden Bel-2 ailesi

proteinlerinin aktivasyonuna yol acar. Mitokondriyal dis zar gecirgenligi, sitokrom
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cnin sitozole salinmasiyla sonuglanir, burada Apaf-1’e baglanir ve apoptozom
kompleksinin olusumunu destekler. Bu kompleks i¢inde, Apaf-1'in CARD"1 kaspaz
9'un CARD" ile etkilesime girerek konformasyonel bir degisiklige neden olur ve
kaspaz 9 dimerizasyonunu ve aktivasyonunu kolaylastirir. Apoptozom aktivasyonu
kaspaz 9, kaspaz 3 ve kaspaz 7 gibi efektor kaspazlarin aktive olmasini saglar ve
apoptoza neden olur (210).

2.3.8. Poli (ADP-riboz) polimeraz-1 (PARP-1)

Poli (ADP-riboz) polimerazlar (PARP'lar), ADP-ribozun hedef proteinlere
transferini katalize etme yetenegini paylasan ilgili enzimlerin bir ailesidir. PARP'lar
kromatin yapisinin modiilasyonu, transkripsiyon, replikasyon, rekombinasyon ve
DNA onarimi dahil olmak {izere gesitli hiicresel islemlerde 6nemli rol oynar (211,
212). PARP-1, PARP ailesinin ilk ve en iyi karakterize edilen tiyesidir. Apoptotik
sinyallesmede, 6zellikle intirinsik veya mitokondriyal apoptotik yolda kritik bir rol
oynadig1 gosterilmistir (213).

PARP-1, nikotinamid adenin diniikleotiti (NAD™) substrat olarak kullanarak
poli(ADP-ribozilasyon ile alici proteinlere bagli poli(ADP-riboz) (PAR) zincirleri
tretir (212, 214). PARP-1 katalitik aktivitesinin aktivasyonu, tek zincir ve ¢ift zincir
kiriklar1 dahil olmak iizere DNA hasarina yanit olarak gerceklesir. Alici proteinlerin
poli(ADP-ribozil)asyonu, DNA onarimi, gen ekspresyonu ve hiicre 6liimii dahil olmak
tizere ¢esitli hiicresel fonksiyonlar1 etkileyen aktivitelerini, yapilarini ve/veya
konumlarini degistirir (211, 212, 214, 215).

PARP-1, DNA baglama domaini (N terminali), otomodifikasyon merkezi ve
katalitik domain (C terminali) olmak iizere i domainden olusan 116 kDa'lik bir
proteindir (212). PARP-1 ayni1 zamanda kaspazlarin bilinen hiicresel substratlarindan
biridir. PARP-1'in kaspazlar tarafindan bdliinmesi, apoptozun ayirt edici 6zelligi
olarak kabul edilir (216, 217). PARP-1 kaspaz 3 ve 7 tarafindan boliindiikten sonra
aktivitesini kaybeder ve boOylece DNA onarimini baskilar. PARP-1'in kaspaz
boliinmesi, DNA baglama alaninin yakininda bir niikleer lokalizasyon sinyali i¢inde
meydana gelir ve 24-kDa ve 89-kDa fragmanlarinin olusumuyla sonuglanir (217-219).
Boliinme sonucunda, 24-kDa biiyiikligiindeki fragman geri doniisiimsiiz olarak DNA
kiriklarina baglanarak aktif PARP-1'in bir inhibitérii olarak hareket ederken, 89-kDa
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PARPI fragmani sitoplazmaya yer degistirir (220, 221). Boylece kaspaz tarafindan
PARP-1 pargalanmasi, DNA onarimini engelleyen ve apoptozda kaspaz aracili DNA
pargalanmasini kolaylastiran inaktivasyonuna yol agar (213).

Asirt DNA hasar1 gibi belirli kosullar altinda PARP-1 asir1 aktifleserek PAR
polimerlerinin sentezine ve birikmesine yol acabilir. Bu PAR polimerleri, ¢ekirdekten
sitoplazmaya yer degistirir ve burada mitokondri zarma bagli olan apoptozu
indiikleyen faktore (AIF) baglanir (15, 19). PAR'In AlF'ye baglanmasi, AIF'nin
mitokondriden sitoplazmaya salinmasiyla sonuglanir (13). N terminaline yakin bir
niikleer lokalizasyon dizisi (NLS) iceren AIF, daha sonra ¢ekirdege yer degistirir ve
burada DNAaz ile birlesir, biiylik 6l¢ekli DNA parcalanmasina yol acar ve nihayetinde
kaspazdan bagimsiz olarak bilinen programlanmis hiicre 6liimiinii tetikler (20,22).

Mashimo ve ark. (213), yaptiklar1 ¢alismalar sonucunda kaspazlar araciligiyla
PARP-1 pargalanmast sonucunda olusan sitoplazmadaki 89-kDa PARP-1
fragmanlarinin PAR polimerleri araciligiyla AIF ile etkilesime girerek ve sonrasinda
AIF salimima ve c¢ekirdege translokasyona yol agarak niikleer biiziilmeye neden
oldugunu bulmuslardir. Kisaca kaspaz 3 tarafindan iretilen 89-kDa PARP-1
fragmaninin, kaspaz aracili apoptozda AIF aracii DNA fragmantasyonunu
indiiklemek i¢in cekirdekten sitoplazmaya bir PAR tasiyicist olarak goérev yaptigi
sonucuna varilmistir (213).

PARP aktivitesinin diizensizligi kanser, ndrodejeneratif hastaliklar ve iskemi-
reperflizyon hasar1 dahil olmak {izere ¢esitli patolojik durumda ortaya ¢ikmaktadir.
Norodejeneratif hastaliklarda kullanilan PARP inhibitérleri, Alzheimer hastaligi ve
Parkinson hastaliginin hayvan modellerinde ndronal hiicre Gliimiinii azaltarak ve
biligsel islevi iyilestirerek preklinik calismalarda umut vaat etmistir. PARP
aktivitesinin inhibisyonu, néronlar1 asir1 enerji tlikenmesinden ve mitokondriyal
disfonksiyondan koruyabilir; sonugta apoptozu azaltabilir ve néronal sagkalimi tesvik
edebilir (220).

Intirinsik ve ekstrinsik apoptotik yolaklar ve rol oynayan proteinler Sekil 2.4 te

Ozetlenmistir.
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Sekil 2.6. Intirinsik ve Ekstrinsik Apoptotik Yolaklar ve Rol Oynayan Proteinler

FADD: Fas ile iligkili 6liim alani; DISC: Oliimii Indiikleyen Sinyal Kompleksi; APAF1:Apoptotik
Proteaz Aktive Edici Faktor-1; ROS:Reaktif Oksijen Tiirleri; PARP: Poli (ADP-riboz) polimeraz-1; c-
FLIP: Hiicresel FLICE Inhibe Edici Protein

2.4.  Reaktif Oksijen Tiirleri

ROS genellikle kisa 6miirlii ve oldukga reaktif olan kiigiik molekiillerdir (222,
223). ROS, siiperoksit anyonu (O2™) ve hidroksil radikali (OH") gibi oksijen tiirevi
serbest radikaller veya hidrojen peroksit (H202) gibi radikal olmayan molekiillerdir.
Hiicrelerde ROS iiretimi, ¢esitli antioksidan savunma mekanizmalariyla denge i¢inde

bulunur. Diisiik ila orta dozlarda, ROS'un hiicre dongiisii ilerlemesi ve ¢ogalmasi,
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farklilasmasi, gocli ve hiicre olimii gibi gelisimde yer alan normal fizyolojik
fonksiyonlarin diizenlenmesi igin gerekli oldugu disiiniilmektedir (224). ROS ayrica
bagisiklik sisteminde, redoks dengesinin korunmasinda ve ¢esitli hiicresel sinyal
yollarinin aktivasyonunda rol oynar (222, 225). Diisiik konsantrasyonlarda ROS,
bagisiklik tepkisi, hiicresel farklilagma ve hiicre sinyali gibi fizyolojik siireclerde yer
alir. Bununla birlikte, yiiksek intraseliiler ROS diizeyleri lipitlerde proteinlerde, ve
DNA'da oksidatif hasara neden olabilir. Bu hasar, apoptoz, nekroz ve otofaji dahil
olmak tizere gesitli hiicre 6liim yollarinin aktivasyonuna yol agabilir (224, 225).

Apoptoz ve ROS arasindaki iliski karmagsiktir. Apoptozun hem intirinsik hem
de ekstrinsik yolaklar1 ROS'tan etkilenebilir (226). Apoptozun intirinsik yolagi,
mitokondriyal DNA hasari, biiyiime faktorii yoksunlugu ve hipoksi dahil olmak {izere
cesitli hiicresel stresler tarafindan aktive edilir (227-229). H20; ve siiperoksit intirinsik
yolagin aktivasyonu ile baglantilidir. Zira, mitokondri intraseliiler ROS'un ana
kaynagidir. ROS'un neden oldugu mitokondriyal disfonksiyon, kaspaz kaskadini
baglatan ve sonunda hiicre Oliimiiyle sonuglanan sitokrom c gibi pro-apoptotik
faktorlerin salinmasina yol agar (228, 230). Ek olarak ROS, mitokondriyal dig zarin
gecirgenligini diizenleyen ve hiicrelerin kaderini belirlemede ¢ok onemli bir rol
oynayan Bcl-2 ailesi proteinlerinin ekspresyonunu ve aktivitesini modiile etmektedir
(231).

Ekstrinsik yolakta ROS, apoptozun baglatilmasinda yer alan TNF-a, Fas ve
TNF ile iligkili apoptozu indiikleyen ligand (TRAIL) gibi 6liim reseptorlerinin
aktivitesini cesitli yollarla modiile etmektedir (226). ROS ve TNF-a, pozitif bir geri
besleme dongiisiinde birbirini etkiler ve ROS, TNF-R1 sinyali araciligiyla NF-xB'nin
aktivasyonuna aracilik etmektedir (232). Fas aracili apoptoz, ROS’un FasL’nin
upregiilasyonuna, FADD translokasyonuna ve kaspaz 8 aktivasyonuna neden
olmasiyla aktive edilmektedir (226, 233).



3. GEREC VE YONTEMLER

3.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

3-(4,5-
(MTT)

Dimetiltiyazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum

bromiir

Alhidrojel® adjuvani %2 (Aliiminyum hidroksit jel)

Bakar (I) siilfat (CuSOa)

Dimetil Siilfoksit (DMSO)

Dulbecco’nun Fosfat Tamponlu Salin Cozeltisi (DPBS)

Dulbecco’nun Modifiye Eagle Medyumu, F12

Fenilmetilsiilfonil floriir (PMSF)

Florometrik Intraseliiler ROS Kiti

Folin Fenol

Fotal Sigir Serumu (FBS)

Hidroklorik Asit

Herpes Simpleks Glikoprotein D

Insan CASP8 ve FADD Benzeri Apoptoz Diizenleyici (CFLAR)

ELISA Kiti

Insan Fas/CD95 (Faktor Iligkili Apoptoz) ELISA Kiti

Kaspaz 3, Kaspaz 8 ve Kaspaz 9 Multipleks Aktivite Test Kiti

(Florometrik)

PARP Global Kolorimetrik Test Kiti

Sigma-Aldrich

InvivoGen
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Biowest
Biowest
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Biowest
Sigma Aldrich
MyBioSource

MyBioSource

Elabscience

Abcam

Trevigen
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Fosfat Tamponlu Salin (PBS)

Penisilin-Streptomisin Karigimi

S1g1r Serum Alblimini
Sodyum Hidroksit (NaOH)
Sodyum Karbonat (Na2COs3)

Sodyum Kloriir (NaCl)

Sodyum/Potasyum (Na/K) Tartarat

Tripsin-EDTA

Triton X-100

3.2.  Kullamlan Arac ve Gerecler

Biyogiivenlik Kabini

96 Kuyucuklu Plak
Buzdolab1

Derin Dondurucu (-20 °C)
Derin Dondurucu (-80 °C)

Distile Su Cihaz1

Enjektor Filtresi (0,22 Mikron por agikligi)
Hassas Terazi

Hiicre Kiiltiir Flasklar1 (25, 75 cm?)

Isik Mikroskobu

Inkiibator (CO2’li)

Kriyo Tiip
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Biowest

Biowest

Sigma Aldrich
Riedel-de Haén
Riedel-de Haén

Sigma Aldrich

Panreac Quimic

Biowest

Merck Millipore

Holten Lamin Air Model 1,2
Grenier Bio-One

Argelik

Argelik

Revco, Legaci

MES mp Minipure, mes08/Termo
Scienfitic

Merck

Mettler Toledo, XS105

Corning, Isolab

Leica

Heraeus Instruments, Funvtion Line

Grenier Bio-One
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Laboratuvar Tipi Kirik Buz Cihazi Scotsman AF100
Lamel Isolab

Neubauer Lami Marienfeld
Otoklav Niive NC40M

Otomatik Pipet Uglar1 (1-10 pl, 10-200 pl, 100- Eppendorf, True-Line
1000 pl, 1-5 ml)

Otomatik Pipetler (1-10 ul, 10-100 ul, 20-200 Eppendorf, Isolab
ul, 100-1000 pl, 1-5 ml)

Santrifiij Cihazi Heraeus, Hettich, Rotofix 32A
Steril santrifiij tiipleri Eppendorf, Grenier Bio-One

Steril Serolojik Pipetler (5, 10, 25 ml) Grenier Bio-One

Su Banyosu Memmert, Edelstaht Rostfrei
Spektrofotometre Molecular Devices, SpektraMax M2
Vorteks LMS, Mixer Uzusio VTX-3000L

3.3. Kullanilan Hiicre Hatti

Tez kapsaminda yapilan c¢aligmalarda insan noroblastoma hiicre hatti (SH-
SY5Y, ATCC CRL-2266TM) kullanilmigtir. SH-SYS5Y hiicre hatti, 1970 yilinda 4
yasindaki bir kanser hastasindan alinan metastatik bir kemik iligi tiimorii dokusundan
elde edilmis epitelyal morfolojide néroblastoma hiicre hatti olan SK-N-SH'nin (ATCC
HTB-11) bir alt hattidir. Hem adheren hem de siispanse hiicrelerden olusmaktadir. SH-
SYS5Y hiicreleri American Type Cell Collection (ATCC)’den satin alinmistir. Hiicreler
%15 FBS, %1 penisilin/streptomisin ilave edilen L-glutamin 15 mM HEPES igeren
Dulbecco’nun Modifiye Eagle Mediumu (DMEM)-Ham’s F12 besiyeri ortaminda,

37°C’de ve %5 CO2 ve nem igeren inkiibatdrde inkiibe edilmistir.
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3.4. Kullamlan Cozeltilerin Hazirlanmasi
3.4.1. Hiicre Kiiltiiriinde Kullanilan Besiyerinin Hazirlanmasi

SH-SY5Y hiicre kiiltiiriinde spesifik olarak L-glutamin 15 mM HEPES iceren
DMEM-F12 besiyeri kullanilmisttr. DMEM-F12 besiyeri DMEM ve Ham's F12
besiyerinin 1:1 oranda karisimindan elde edilmis olan besiyeridir. Bu besiyerine
toplam hacime oran1 %15 olacak sekilde 88 mL FBS, hiicre biiyiimesi ve ¢ogalmasi
icin gerekli besinleri ve biiylime faktorlerini saglamak amaciyla eklenmistir.
Sonrasinda antibiyotik olarak %1 (h/h) olacak sekilde 5,9 mL penisilin/streptomisin

antibiyotik karigimi eklenmistir.
3.4.2. 2X Tripsin-EDTA Cozeltisinin Hazirlanmasi

Tripsin-EDTA ¢ozeltisi, hiicre kiiltiirinde, hiicreleri yapistiklar1 yiizeyden
kaldirmak ve hiicreleri birbirinden ayirmak i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir.
Tripsin-EDTA ¢ozeltisi, proteinlerde peptit baglarini pargalayan tripsin adi verilen bir
enzim igerir. EDTA, kalsiyum ve magnezyum gibi metal iyonlarimi tutan bir
selatordiir. EDTA, hiicre siispansiyonlarinda hiicre yapigmasini zayiflatmaya yardimei
olmak igin tripsinin boliinme kabiliyetini arttirir (234). Tripsin-EDTA ¢6zeltisinin
hiicre kiiltiirtinde kullanilmas: onerilen konsantrasyon araligr % 0,025-0,05tir. Bu
nedenle 10 X tripsin-EDTA ¢6zeltisi DPBS kullanilarak 2X’e seyreltilmistir. Bunun
i¢in 50 mL’lik falkon tiiplere 40 mL DPBS ve 10 mL 10X tripsin-EDTA ¢ozeltisi ilave

edilmistir.
3.4.3. Herpes Simpleks Glikoprotein D1 Cozeltisinin Hazirlanmasi

HSV-1 gD, 1mg/ml konsantrasyona sahip hazir ¢6zelti halinde temin edilmistir
ve 20 pL’lik alikotlara ayrilarak saklanmigtir. 20 pL’lik ImM’lik HSV-1 gD iizerine
1980 pL besiyeri eklenerek 1uM’lik ¢ozelti elde edilmistir. 1pM’lik HSV-1 gD
cozeltisinden 40 pL alinip 2960 pL besiyeri ile karistirilarak, ileri seyreltmelerde
kullanilmak tizere 100 ng/mL’lik HSV-1 gD ara stogu hazirlanmustir.
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Deney gruplarina uygulanmasi kararlastirilan konsantrasyonlarda HSV-1 gD
cozeltisi ayarlamak icin, ana stok c¢ozeltiler besiyeri ile seyreltilerek diger

konsantrasyonlar hazirlanmstir.
3.4.4. Aliiminyum Hidroksit Cozeltisinin Hazirlanmasi

Aliminyum hidroksitin (AIOH3) as1 adjuvani olan formu Alhidrojel®
adjuvanindan 312 pL alinip lizerine besiyeri eklenerek 10mL’ye tamamlanmistir. Elde
edilen ¢ozelti 4000 uM’lik AIOH3 ¢ozeltisidir. Daha sonra bu 4000 uM’lik AIOH3’ten
seri diliisyonlarla deneyler boyunca kullanilacak olan konsantrasyonlarda AIOH3

cozeltileri elde edilmistir.

3.45. MTT Yontemi ile Sitotoksisitenin Belirlenmesinde Kullanilan

Cozeltiler

Dimetil Siilfoksit
Dimetil Siilfoksit kullanima hazir haldedir, yogunlugu 1,1 g/cmqtiir.

Deneylerde bu ¢ozeltiden dogrudan ve gereken miktarlarda alinarak kullanilmistir.

MTT Cozeltisi

MTT c¢ozeltisi kullanimdan hemen 6nce taze hazirlanmali ve 24 saat igerisinde
kullanilmalidir. MTT reaksiyonu i¢in gereken MTT ¢ozeltisi konsantrasyonu 0,5
mg/mL’dir. Bu ¢ozeltiyi hazirlamak i¢in 20 mg toz halindeki MTT tartilip 4 mL
DPBS’de ¢oziilmiistiir. Elde edilen ¢ozelti toplam hacim 40 mL olacak sekilde besiyeri

igerisinde ¢oziilmiistiir ve sonucta 0,5 mg/mL MTT c¢ozeltisi elde edilmistir.
3.4.6. Hiicre Lizat1 Olusturulurken Kullanilan Cozeltiler

Lizis icin 1X PARP Tamponu

-80°C’de saklanan 20X PARP Tamponu, kullanomdan hemen o6nce oda
sicakligina getirilmistir. Oda sicakligina gelen 20X PARP Tamponu deiyonize su
kullanilarak 20 kat (1:20 oraninda) seyreltilmistir. Icerisine 0,4 mM PMSF, 0,4 M
NaCl ve %1 Triton X-100 ilave edilmistir. Bu hazirlanan 1X PARP Tamponu yalnizca

hiicre lizat1 olusturma islemleri esnasinda kullanilmistir.
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3.4.7. Hiicre I¢i Reaktif Oksijen Tiirlerinin Tayininde Kullanilan

Cozeltiler

ROS Tayin Reaktifi Stok Soliisyonu

Kit igerisinde bulunan ROS tayin reaktifi stoguna 40 pul DMSO ¢o6zeltisi
eklenmistir. Pipetaj yapilip iyice karisip karistirilarak ¢oziinmesi saglanarak ROS
tayin stok soliisyonu hazirlanmistir. Alikotlar halinde —20°C'de saklanmistir. Bu

soliisyon 1 ay i¢inde kullanilmistir.

Dimetil Siilfoksit
Kit igerisinde kullanima hazir halde 0,1 ml DMSO temin edilmistir.

Deney Tamponu

Kit igerisinde kullanima hazir halde 20 ml deney tamponu temin edilmistir.

Master Reaksiyon Karisimi
Hazirlanmig olan 20 pl ROS tayin reaktifi stok soliisyonu iizerine 10 ml deney
tamponu eklenerek master reaksiyon karigimi hazirlanmistir.  Bu  karisim

hazirlandiktan sonra 2 saat igerisinde kullanilmigtir.
3.4.8. Protein Miktar Tayininde Kullamlan Cozeltiler

Bakiar Reaktifi

10 mg Bakir (II) siilfat (CuSO4) ve 20 mg sodyum/potasyum (Na/K) tartarat
ayr1 ayr1 1’er mL distile suda ¢oziilmistiir. 2 g sodyum karbonat (Na.CO3) 20 mL 0,5
M sodyum hidroksit (NaOH) igerisinde ¢oziilmiistiir. 0,2°ser mL CuSO4 ve Na/K
Tartarat, 10 mL NaxCO3 birlestirilerek bakir reaktifi olusturulmustur.

Folin Fenol Reaktifi
Folin fenol reaktifinden 2 mL alinip distile su ile 20 mL’ye 1:10 oraninda

seyreltilmistir.

Albiimin Standartlan
FBS’den 1 mg tartilmis ve 1 mL deiyonize suda ¢oziilmiistiir. Elde edilen

¢ozelti 1000 pg/mL konsantrasyona sahip en yiiksek standardi olusturmaktadir. 1000
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ng/mL konsantrasyona sahip stok ¢ozeltiden seri seyreltme yapilarak sirastyla 500-

250-125-62,5-31,25 pg/mL konsantrasyona sahip diger standartlar olusturulmustur.

3.4.9. Kaspaz 3, Kaspaz 8 ve Kaspaz 9 Aktivite Tayininde Kullanilan

Cozeltiler

Test Tamponu

Kullanima hazir bir sekilde kit i¢erisinden temin edilmistir.

200X Kaspaz 3 Substrati
Tekrarlanan dondurma/géziilme dongiilerinden kagimmmak adina, alikotlar
halinde kullanima hazir bir sekilde kit i¢erisinde temin edilmistir. Kullanmadan once

oda sicakligina getirilmistir.

200X Kaspaz 8 Substrati
Tekrarlanan dondurma/¢éziilme dongiilerinden kagimmak adina, alikotlar
halinde kullanima hazir bir sekilde kit i¢erisinde temin edilmistir. Kullanmadan 6nce

oda sicakligina getirilmistir.

200X Kaspaz 9 Substrati
Tekrarlanan dondurma/¢éziilme dongiilerinden kaginmak adina, alikotlar
halinde kullanima hazir bir sekilde kit igerisinde temin edilmistir. Kullanmadan 6nce

oda sicakligina getirilmistir.
Kaspaz Deney Cozeltisi:

2 ml deney tamponu igerisine kaspaz 3, 8 ve 9 substratlarinin her birinden 10

ul eklenerek, pipetleme ile karistirilarak hazirlanmistir.
3.4.10. Fas Diizeylerinin Tayininde Kullanilan Cozeltiler

Yikama Tamponu (1X)
500 mL Yikama Tamponu hazirlamak i¢in 20 mL Konsantre Yikama Tamponu

(25X) 480 mL deiyonize su ile seyreltilmistir.

Referans Standart/Numune Seyreltici Cozelti

Kit i¢inde kullanima hazir halde temin edilmistir.



42

Standart Cozeltiler

Kit igerisinden ¢ikan Standart 10.000xg'de 1 dakika santrifiijlendi. Liyofilize
standart iizerine 1 mL Referans Standart/Ornek Seyreltici eklenmistir, 10 dakika
bekletilmistir. Birka¢ kez yavasca asagi yukari cevrilerek tamamen ¢dziinmesi
saglanmistir. Tamamen c¢oziindiikten sonra pipetle karistirildi. Bu islem sonucunda
elde edilen standart ¢ozeltisinin konsantrasyonu 2000 pg/mL'dir. Ardindan gerektigi
gibi seri seyreltmeler yapilarak 2000, 1000, 500, 250, 125, 62.5, 31.25 pg/mL

konsantrasyona sahip standart ¢ozeltiler elde edilmistir.

Biyotinlenmis Deteksiyon Seyreltme Cozeltisi:

Kit i¢inde kullanima hazir halde temin edilmistir.

Biyotinlenmis Deteksiyon Calisma Cozeltisi
Kit iginde 100 kat konsantre halde bulunan biyotinlenmis deteksiyon ¢alisma
cozeltisi 8000xg'de 1 dakika santrifijjlendikten sonra biyotinlenmis deteksiyon

seyreltme ¢ozeltisi ile 1/100 oraninda seyreltilerek kullanilmistir.

HRP Konjugat Seyreltme Cozeltisi

Kit i¢inde kullanima hazir halde temin edilmistir.

HRP Konjugat Calisma Cozeltisi

Kit i¢inde 100 kat konsantre halde bulunan HRP konjugat ¢alisma ¢ozeltisi
8000xg'de 1 dakika santrifiijlendikten sonra HRP konjugat seyreltme ¢ozeltisi ile
1/100 oraninda seyreltilerek kullanilmistir.

Substrat Reaktifi
Kit i¢inde kullanima hazir halde temin edilmistir. Renk olusumunu saglayan

¢ozelti oldugundan 1siktan korunmasi saglanmaistir.

Durdurma Cozeltisi

Kit i¢inde kullanima hazir halde bulunan asidik ¢6zeltidir.
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3.4.11. c-FLIP Diizeylerinin Tayininde Kullanilan Cozeltiler

Standart Cozeltileri (A-B-C-D-E-F)
Standart cozeltileri kit igerisinde kullanima hazir sekilde temin edilmistir.
Standart ¢ozeltilerin konsantrasyonlar1 sirasiyla 0; 0,5; 1; 2,5; 5; 10 ng/mL’dir.

Kullanmadan 6nce biitilin standart ¢cozeltiler oda sicakliina getirilmistir.

Denge Cozeltisi
Denge c¢ozeltisi kit icerisinde kullanima hazir sekilde temin edilmistir.

Kullanmadan 6nce oda sicakligina getirilmistir ve sonrasinda kullanilmistir.

Enzim Konjugat Cozeltisi
Enzim konjugat ¢ozeltisi kit igerisinde kullanima hazir sekilde temin edilmistir.

Kullanmadan 6nce oda sicakligina getirilmistir ve sonrasinda kullanilmistir.

Yikama Cozeltisi
1000 mL 1X Yikama hazirlamak i¢in 10 mL 100X Yikama ¢ozeltisi 990 mL
deiyonize su ile seyreltilmistir. 1X yikama ¢ozeltisi 4 °C'de 2 hafta stabildir.

Substrat A
Substrat A ¢ozeltisi kit igerisinde kullanima hazir sekilde temin edilmistir.

Kullanmadan 6nce ¢ozelti oda sicakligina getirilmistir ve sonrasinda kullanilmistir.

Substrat B
Substrat B ¢ozeltisi kit i¢erisinde kullanima hazir sekilde temin edilmistir.

Kullanmadan 6nce ¢ozelti oda sicakligina getirilmistir ve sonrasinda kullanilmustir.

Durdurma Cozeltisi
Durdurma c¢ozeltisi kit igerisinde kullanima hazir sekilde temin edilmistir.

Kullanmadan 6nce ¢6zelti oda sicakligina getirilmistir ve sonrasinda kullanilmistir.
3.4.12. PARP Aktivite Tayininde Kullamlan Cozeltiler

1X Strep-Diliient
10X Strep-Diliient, Ca?* veya Mg?" icermeyen 1X PBS icinde 1:10 oraninda
seyreltilmistir. Bu soliisyon sonraki asamalarda Strep-HRP i¢in seyreltici olarak

kullanilmistir.
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1X PARP Tamponu

-80°C’de saklanan 20X PARP Tamponu, kullanimdan hemen Once oda
sicakligina getirilmistir. Oda sicakligina gelen 20X PARP Tamponu deiyonize su
kullanilarak 20 kat (1:20 oraninda) seyreltilmistir. Hazirlanan 1X PARP Tamponu,
PARP-HSA Enzimini ve PARP Kokteylini seyreltmek i¢in kullanilmistir.

1X PARP Kokteyli

PARP Kokteyli biyotinlenmis NAD igeren 6zel bir soliisyondur. -80°C’de
saklanan 10X PARP Kokteyli ve Aktive Edilmis DNA kullanimdan hemen 6nce oda
sicakligina getirilmistir. Sonrasinda 10X PARP Kokteyli asagidaki Tablo 3.1.”e uygun
bicimde 1X'e seyreltilmistir.

Tablo 3.1. 1X PARP Kokteyli Igerigi

10X PARP Kokteyl 2.5 uL/kuyucuk
10X Aktive Edilmis DNA 2.5 pL/kuyucuk
1X PARP Tamponu 20 pL/kuyucuk

PARP-HSA Enzimi

-80°C’de saklanan PARP-HSA enzimi kullanimdan hemen Once oda
sicakligina getirilmistir. PARP-HSA Enziminden, toplam aktivite 1 birim/25 uL, 0,5
birim/25 pL, 0,1 birim/25 pL, 0,05 birim/25 pL ve 0,01 birim/25 pL olacak sekilde 1X
PARP Tamponu ile seri seyreltme yapilarak PARP standart ¢ozeltileri hazirlanmustir.
Enzim oda sicakliginda hizlica bozuldugundan, seyreltilen ancak kullanilmayan enzim

¢oOzeltisi atilmistir.

Strep-HRP
Kullanimdan hemen o&nce Strep-HRP, 1X Strep-Dilient ile 500 Kkat

seyreltilmistir.

TACS-Safir™
TACS-Safir™ 630 nm'de (mavi) veya 0,2 M HCl ile reaksiyon durdurulduktan

sonra 450 nm'de (sar1) okunabilen peroksidaz substratidir. Kit igerisinde kullanima
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hazir bir sekilde temin edilmistir. 4°C’de saklanan TACS-Safir™ kullanimdan hemen

once oda sicakligina getirilmistir ve sonrasinda kullanilmistir.
0,2 M Hidroklorik Asit Cozeltisi

Reaksiyonu durdurma soliisyonu olarak 0,2 M hidroklorik asit (HCI)
onerilmistir. 10 mL 0,2 M HCI hazirlamak i¢in 10 mL deiyonize su igerisine %37’lik
HCI ¢ozeltisinden 164 pL ilave edilmistir.

3.5. Hiicre Kiiltiirii

Hiicre kiiltlirii islemleri boyunca, hiicrelerin, Orneklerin ve sonuglarin
biitiinliigiinii  tehlikeye atabilecek kontaminasyonlarin engellenmesi amaciyla
sterilizasyon basamaklarina dikkat edilmistir. Biitlin hiicre kiiltiirii prosediirleri steril
ekipman ve malzemeler kullanilarak yapilmistir. Sterilizasyon, maddelerin uyum
durumuna gore otoklavlama, filtrasyon ve %70 etanol veya camasir suyu gibi kimyasal
maddelerle islemden gec¢irme yoluyla gerceklestirilmistir. Hiicre kiiltiiri prosesine
baslamadan once her zaman biyogiivenlik kabinindeki ve laboratuvar tezgahindaki
tiim yiizeyler %70 etanol ile dezenfekte edilmistir.

Hiicre kiiltiirtinde dikkat edilen bir diger husus ise hiicre kiiltiiriine baglamadan
once hiicreye eklenecek tiim bilesenlerin 37°C’de getirilmesidir. Sicakliktaki ani
degisikliklerin, canliliklarin1 ve biiylimelerini etkileyebilecek sekilde hiicreleri sok
edebilecegini veya strese sokabilecegini diisiinerek besiyeri, serum tripsin-EDTA ve
diger bilesenler kullanmadan 6nce 37°C’ye ayarlanmis bir su banyosunda bekletilmis

ve gereken sicakliga gelmeleri saglanmistir.
3.5.1. Donmus Hiicrelerin Coziilme islemi

1. Onceden kriyovial igerisinde dondurulmus olan hiicreler 80°C’den
¢ikarilarak buz iizerine alinmistir; daha sonra su banyosunda yavasca
1sitilarak ¢oziilmistiir.

2. Kiriyovialdeki tiim hiicre soliisyonu falkon tiipe alinip tizerine 4 mL besiyeri
eklenmistir. Pipetaj yapilarak hiicrenin besiyerinde homojen bir bi¢imde
dagilmasi saglanmistir.  Sonrasinda 1500 rpm’de 5 dakika santrifiij

edilmistir.
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3. Santriflij sonunda pelletin kalkmamasina dikkat edilerek siipernatant pipet
ile cekilmistir.

4. Pellet tizerine 1 mL besiyeri eklenmistir. Pipetaj yapilarak hiicrenin
besiyerinde homojen bir bicimde dagilmasi saglanmistir.

5. Hiicre kiiltiirii flaskina 9 mL besiyeri eklenmistir ve tizerine homojen olarak
besiyeri i¢inde ¢ozlinmiis haldeki hiicreler ilave edilmistir.

6. Flasktaki hiicreler mikroskopta incelenmistir.

7. Flasklar 37°C ve %5 CO2 ve nem igeren inkiibatérde inkiibasyona

birakilmistir.
3.5.2. Hiicrelerin Pasajlanmasi

1. Flasktaki hiicrelerin morfolojileri mikroskop araciligiyla kontrol
edilmistir. %70-80 yogunluga ulasan hiicrelerin pasajlanmasina karar
verilmigtir.

2. Flask icerisindeki eski besiyeri serolojik pipet araciligiyla hiicrelerden
uzaklastirilmistir.

3. Daha sonra hiicrelerin flask iizerinde tutunduklari ylizeyden kalkmalar1 ve
birbirlerinden ayrilmalari amaciyla 3 mL 2X tripsin-EDTA ilave edilerek
flask 3 dak inkiibatérde bekletilmistir.

4. Hiicrelerin flask yiizeyinden ayrilma durumu 1s1tk mikroskobunda
incelenmistir ve tiim hiicrelerin flask tabanindan kalktigindan emin
olunduktan sonra flaska 6 ml besiyeri ilave edilmistir.

5. Hiicreler, flask ylizeyinden yikama yapilarak toplanmis ve 15 mL’lik
falkon tiiplere alinmustir. Tiipler 1500 rpm’de 5 dakika santrifiij edilmistir.

6. Santrifiij sonunda pelletin kalkmamasina dikkat edilerek siipernatant pipet
ile gekilmistir.

7. Pellet lizerine 2 mL besiyeri eklenmistir. Pipetaj yapilarak hiicrenin
besiyerinde homojen bir bicimde dagilmasi saglanmistir.

8. Yeni hiicre kiiltiirii flasklarina 9 mL besiyeri eklenmistir ve iizerine
homojen olarak besiyeri i¢cinde ¢6ziinmiis haldeki hiicreler ilave edilmistir.

9. Flasklardaki hiicreler mikroskopta incelenmistir.
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10. Flasklar 37°C ve %5 CO2 ve nem igeren inkiibatérde inkiibasyona

birakilmistir.
3.5.3. Hiicrelerin Besiyeri Degisimi

1. Flasktaki hiicrelerin morfolojileri mikroskop aracilifiyla kontrol
edilmistir.

2. Hicreler yeterli yogunluga ulagmamis olsa da gozlenen renk degisimi
nedeniyle besiyerinin degistirilmesine karar verilmistir.

3. Hiicrelerin iizerindeki eski besiyeri serolojik pipet yardimi ile
uzaklastirilmstir.

4. Flask igerisine 10 mL taze besiyeri eklenmistir ve hiicreler 37°C ve %5

COz2 ve nem igeren inkiibatorde inkiibasyona birakilmstir.
3.5.4. Hiicre Dondurma Islemi

Flasktaki hiicrelerin morfolojileri mikroskop araciligiyla kontrol edilmistir.

Deneylerde kullanilacak olandan daha fazla hiicre iiremesi durumnda ise fazla hiicreler

ileriki deneylerde kullanilmak iizere dondurularak -80°C’de muhafaza edilmistir.

1.

Hiicre dondurma besiyeri hiicrelerin -80°C’de zarar gérmemesi adina %10
DMSO igermektedir. Bu nedenle 2 mL dondurma besiyeri hazirlamak igin
igerisinde %15 FBS ve %1 penisilin-streptomisin igeren besiyerinden 1800 pl
ayr1 bir falkona almmustir. Uzerine 200 ul DMSO eklenmistir. Boylelikle
dondurma besiyeri hazirlanmastir.

Flask igerisindeki eski besiyeri serolojik pipet araciligiyla hiicrelerden
uzaklastirilmistir.

Daha sonra 3 mL 2X tripsin-EDTA ilave edilerek 3 dk inkiibatorde
bekletilmistir.

Hiicrelerin  flask yiizeyinden ayrilma durumu 151k mikroskobunda
incelendikten ve tiim hiicrelerin flask tabanindan kalktigindan emin
olunduktan sonra flaska 6 ml besiyeri ilave edilmistir.

Hicreler, flask yiizeyinden yikama yapilarak toplanmis ve 15 mL’lik falkon

tiiplere alinmustir. Tiipler 1500 rpm’de 5 dakika santrifiij edilmistir.
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Santrifiij sonunda pelletin kalkmamasina dikkat edilerek siipernatant pipet ile
cekilmistir.

Pellet iizerine 1 mL dondurma besiyeri eklenmistir. Pipetaj yapilarak hiicrenin
besiyerinde homojen bir bicimde dagilmasi saglanmistir.

Siispansiyon halindeki hiicreler kriyo tiipe aktarilmistir. Daha sonra kademeli
olarak 6nce -20°C’de, daha sonra -80°C’de dondurulmus ve kullanima kadar -
80°C’de saklanmustir.

3.5.5. Hiicre Sayimi

Hiicre sayim islemi i¢in canli hiicrelere hiicre zar1 nedeniyle giremeyen ancak

oli hiicrelere kolaylikla giren bir boya olan tripan mavisi kullanilmistir.

1.

Flasktaki hiicrelerin morfolojileri mikroskop araciligtyla kontrol edilmistir.
Flask icerisindeki eski besiyeri serolojik pipet araciligiyla hiicrelerden
uzaklastirilmistir.

Hiicrelerin tizerine 3 mL 2X tripsin-EDTA ilave edilerek 3 dk inkiibatdrde
bekletilmistir.

Hiicrelerin flask yiizeyinden ayrilma durumu 151k mikroskobunda
incelendikten ve tiim hiicrelerin flask tabanindan kalktigindan emin
olunduktan sonra flaska 6 ml besiyeri ilave edilmistir.

Hiicreler, flask ylizeyinden yikama yapilarak toplanmis ve 15 mL’lik falkon
tiiplere alinmustir. Tiipler 1500 rpm’de 5 dakika santrifiij edilmistir.

Santrifiij sonunda pelletin kalkmamasina dikkat edilerek siipernatant pipet ile
cekilmistir.

Pellet iizerine 1 mL besiyeri eklenmistir ve pipetaj yapilarak hiicrelerin
besiyeri igerisinde homojen olarak dagilmasi saglanmistir.

Ayr bir falkona 19 mL besiyeri koyulmustur ve 1 mL hiicre soliisyonu iizerine
ilave edilmistir. Falkonun kapagi kapatilarak alt-iist ¢evrilmistir ve hiicrelerin
homojen bir sekilde besiyeri iginde dagilmas saglanmstir.

Bir mikrosantrifiij tiiptine 50 pl hiicre soliisyonu aktarilmistir ve iizerine 50 pl
tripan mavisi ¢ozeltisi eklenmistir. Iyice karigmasi icin birka¢ kez pipetaj

yapilmistir.
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9. Hiicre saymmi i¢in Neubauer lami kullanilmistir. Her 2 bdlmesine de hiicre-
tripan mavisi ¢ozeltisinden 10 pl ilave edilmistir.

10. Isik mikroskobunda canli hiicrelerin sayimi yapilmaistir.

11. Toplam 8 kare i¢inde bulunan hiicreler sayilmis ve bir karedeki hiicre sayisi
ortalama alinarak hesaplanmustir.

12. Daha sonra bu say1 seyreltme faktorii olan 2 ile ¢arpilmistir.

13. Elde edilen say1 10.000 ile ¢arpilarak 1 mL’deki hiicre sayis1 hesaplanmistir.
3.6. Deneysel islemler ve Deney Gruplari
3.6.1. MTT Yontemi ile Sitotoksisitenin Olciimii

Yontem Esasi

MTT canli hiicrelerde mitokondriyal enzimlerin aktivitesini 6l¢mek igin
kullanilan kolorimetrik bir yontemdir. Testin prensibi, sar1 bir tetrazolyum tuzu olan
MTT'nin mitokondriyal enzim siiksinat dehidrogenaz tarafindan mor formazan
kristallerine donistiiriilmesine dayanmaktadir. Aktif mitokondriye sahip canli
hiicreler, MTT reaktifini alip ve sulu ¢ozeltilerde ¢6ziinmeyen formazan'a
doniistiirmektedir. Uretilen formazan miktar1 canli hiicre sayist ile dogru orantilidir.
Mor formazan kristalleri daha sonra DMSO gibi bir ¢6ziicli iginde ¢oziiliir ve
spektrofotometre kullanilarak belirli bir dalga boyunda absorbans olgiilir. MTT
yontemi, c¢esitli hiicre tiplerinde hiicre canliligini, ¢ogalmasini ve sitotoksisitesini
degerlendirmek igin yaygin olarak kullanilmaktadir (235). Tez deneyleri siiresince
uygulanacak olan maddelerin uygun konsantrasyonlarinin belirlenmesi amaciyla MTT

yontemi kullanilmistir.

Yontemin Uygulansi

1. Hiicreler 100 pL’de 20.000 hiicre olacak sekilde 96 kuyucuklu plaklara
ekilmistir ve 37°C ve %5 CO; ve nem igeren inkiibatérde 24 saat
inkiibasyona birakilmistir.

2. 24 saatin sonunda besiyeri hiicrelerin kalkmamasina 6zen gosterilerek
kuyucuklardan uzaklastirilmastir.

3. Daha sonra kuyucuklara besiyeri ile ¢oziilerek hazirlanmig 100 uL’de O-

4000 uM doz araliginda aliiminyum hidroksit ¢ozeltisi ve 0-75 pg/ml doz
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araliginda HSV-1 gD ¢ozeltisi eklenmistir. Hiicreler yeniden 37°C ve %5
CO2 ve nem igeren inkiibatorde 24 saat inkiibasyona birakilmistir.

24 saat inkiibasyon siliresinin sonunda hiicrelerin {lizerindeki ¢ozeltiler
hiicrelerin kalkmamasina 6zen gosterilerek uzaklastirilmistir.

Taze hazirlanmis olan MTT ¢ozeltisinden 100 ul eklenmistir ve 3 saat
boyunca 37°C ve %5 CO- ve nem igeren inkiibatorde inkiibe edilmistir. Bu
asamada MTT isiktan etkilenebilecegi icin MTT ¢ozeltisinin ve 96
kuyucuklu plagin 1siktan korunmasina 6zen gosterilmistir.

3 saatin sonunda MTT c¢ozeltisi, kuyucuklarin alt kisminda olusan
formazan kristallerinin kalkmamasina dikkat edilerek uzaklagtirilmistir.
Olusan formazan Kristallerinin ¢6ziilmesi i¢in kuyucuklara 150 pl DMSO
eklenmistir ve calkalayicida 5 dakika boyunca calkalanarak ¢oziilmesi
saglanmistir.

Spektrofotometre kullanilarak 570 nm’de optik yogunluk (OD, absorbans)

Olciilmiis ve sonuclar kaydedilmistir.

Hiicre Canlihginin Hesaplanmasi

Her bir madde i¢in dogru sonu¢ alinmasi adina farkli giinlerde ve farklh

konsantrasyonlarda deneyler tekrar edilmistir. Kontrol grubundaki hiicrelerden elde

edilen OD degerleri ortalamasi alinmistir ve bu deger hiicre canliliginin %100 olarak

kabul edildigi deger olmustur. Diger deney gruplarinin inhibitér konsantrasyon 20

(IC2) ve inhibitor konsantrasyon 50 (ICso) degerleri kontrol grubunun hiicre

canliligina gore % olarak hesaplanmustir. 1C2o degeri, maddelerin hiicre canliliginda

%20 azalmaya neden olan konsantrasyonunu gosterirken, ICso degeri, maddelerin

hiicre canliliginda %50 azalmaya neden olan konsantrasyonunu ifade eder.

3.6.2. Deney Gruplarimin Olusturulmasi

Yapilan MTT deneyi sonuglar1 referans alimarak HSV-1 gD ve aliiminyum

hidroksit ¢ozeltileri icin IC2o degerleri kullanilarak asagidaki deney gruplarinin

olusturulmasina karar verilmistir:

Kontrol Grubu (K): Bu gruptaki hiicrelere sadece besiyeri uygulanmustir.
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HSV-1 gD Grubu (H): Bu gruptaki hiicrelere 24 saat boyunca 240 pg/mL
Herpes Simpleks Viriis Glikoprotein D1 igeren besiyeri uygulanmustir.
Aliiminyum Hidroksit Grubu (A): Bu gruptaki hiicrelere 24 saat boyunca
363 ug/mL aliiminyum hidroksit (AlIOH3) igeren besiyeri uygulanmistir.
HSV-1 gD + Aliiminyum Grubu (HA): Bu gruptaki hiicrelere 24 saat
boyunca 240 pg/mL HSV-1 gD ve 363 ng/mL AlOH3z igeren besiyeri

uygulanmustir.

3.6.3. Deney Gruplarmna Ait Hiicre Lizatlarimin Olusturulmasi

Dondur — Coz Yontemi ile Hiicre Lizati Olusturma

1.

10.

24 saat boyunca istenen maddelere maruz kalan hiicreler 3 dakika boyunca
3 mL 2X tripsin-EDTA ile muamele edilmistir.

Hiicrelerin flask ylizeyinden ayrilma durumu 151tk mikroskobunda
incelendikten ve tiim hiicrelerin flask tabanindan kalktigindan emin
olunduktan sonra flaska 6 ml besiyeri ilave edilmistir. Hiicreler, flask
yiizeyinden yikama yapilarak toplanmig ve 15 mL’lik falkon tiiplere
alinmustir.

Tipler 1500 rpm’de 5 dakika santrifiij edilmistir.

Santrifiij sonunda siipernatant pelletin kalkmamasina 6zen gosterilerek
uzaklastirilmistir. Pellet 6nceden sogutulmus PBS kullanilarak 3 defa
yikanmistir.

Pellet, 1 mL soguk PBS igerisinde ¢ozdiiriilerek 1,5 mL’lik eppendorf
tiiplere alinmustir.

Tipler -80 °C'lik bir dondurucuya koyulmustur ve en az 30 dakika
beklenerek dondurulmustur.

Dondurulmus hiicreler tamamen ¢6ziilene kadar 37°C'lik bir su banyosunda
bekletilmistir ve bir defa vorteks yapilmistir.

Donma-¢oziilme dongiisii toplam {i¢ kez tekrarlanmastir.

Son ¢oziilmeden sonra, lizat 2-8°C'de 10 dakika boyunca 15.000 rpm'de
santrifiijlenmistir.

Stipernatanti toplanmus, kiiciik alikotlar halinde dondurulmus ve ileri

asamalarda kullanilmak {izere -80 °C'de saklanmustir.
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PARP Tamponu ile Hiicre Lizati1 Olusturma

1.

10.
11.

24 saat boyunca maddelere maruz kalan hiicreler 3 dak boyunca 3 mL 2X
tripsin-EDTA ile muamele edilmistir.

Hiicrelerin flask yiizeyinden ayrilma durumu 11k mikroskobunda
incelendikten ve tiim hiicrelerin flask tabanindan kalktigindan emin
olunduktan sonra 6 ml besiyeri ilave edilmistir. Hiicreler, flask yiizeyinden
yikama yapilarak toplanmis ve 15 mL’lik falkon tiiplere alinmistir.
Tiipler 1500 rpm’de 5 dakika santrifiij edilmistir.

Santrifiij sonunda siipernatant pelletin kalkmamasina 6zen gdsterilerek
uzaklastirilmistir ve pellet 1 mL soguk PBS igerisinde ¢ozdiiriilerek 1,5
mL’lik eppendorf tiiplere alinmstir.

2-8 °C'de 12 saniye boyunca 15.000 rpm'de santrifiij edilmistir.

Pelletin kalkmamasina 6zen gosterilerek siipernatant uzaklastirilmistir.
0,4 mM PMSF, 0,4 M NaCl ve %1 Triton X-100 igeren soguk 1 mL 1X
PARP Tamponunda hiicre peletti yeniden siispanse edilmistir.

Hiicre stispansiyonu 30 dakika boyunca periyodik olarak vortekslenerek
buz iizerinde inkiibe edilmistir.

Olusan hiicre lizat1 15.000 rpm’de 10-20 dakika 2-8°C'de santrifiij
edilmistir.

Stipernatant dnceden buz lizerinde sogutulmus yeni bir tiipe aktarilmigtir.
Hiicre lizat1 kiigiik alikotlar halinde dondurulmus ve PARP aktivite tayini
deneyine kadar -80°C'de saklanmustir.

3.6.4. Hiicre i¢i Reaktif Oksijen Tiirleri Tayini

Yontemin Esasi

Hiicre i¢i ROS diizeyi 6l¢iimii i¢in florometrik bir kit kullanilmigtir. Bu tek

adiml florometrik analiz hassas bir sekilde inkiibasyondan sonraki bir saat iginde

hiicre i¢i ROS'u, 6zellikle siiperoksit ve hidroksil radikallerini tespit etmektedir. Kit

igerisinde,

ROS konsantrasyonuyla orantili bir floresan iriin iireten, ROS ile

reaksiyona giren hiicre gecirgen bir sensor bulunmaktadir. Olusan bu floresan iiriin

miktar1 Aex = 540 nm ve Aem = 570 nm’de spektroflurometre kullanilarak 6l¢iilmiistiir.
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Yontemin Uygulanisi

1. 96 kuyucuklu plaga, kuyucuk basmna 90 pl icerisinde 20.000 hiicre
bulunduracak sekilde hiicre ekilmistir. Hiicreler 1 gece boyunca %5 CO2
ve 37°C’de inkiibe edilmistir.

2. HSV-1 gD ve aliiminyum hidroksitin IC20 konsantrasyonlarinin 10 kati
cozeltiler hazirlanmistir ve Onceden belirlenen kuyucuklara 10 pl
eklenmistir. Kontrol gruplarina 10 pl besiyeri daha eklenmistir.

3. Hiicreler %5 CO3, 37°C inkiibatorde 1 saat inkiibe edilmistir.

4. Inkiibasyon siiresi sonunda hazirlanan Master Reaksiyon karisimindan
100 pl eklenmistir ve 30 dk boyunca %5 CO., 37°C inkiibatorde
inkiibasyona birakilmistir.

5. 1 saat sonunda hiicre i¢i ROS diizeyleri Aex=540 nm ve Aem =570 nm’de

flurometrik olarak 6l¢tilmistiir.

ROS Diizeylerinin Hesaplanmasi
Kontrol hiicrelerinin iirettigi ROS miktar1 floresan degerleri ortalamasi alinip,
%100 olarak kabul edilmistir. Diger deney gruplarinin tirettigi ROS miktar1 kontrole

kiyasla hesaplanarak % degerleri belirlenmistir.
3.6.5. Protein Miktarimin Ol¢iimii

Yontem Esasi

Lowry yontemi, uzun siire protein tayini i¢in tercih edilen bir yontem olmustur.
Ancak 2 agsamali olmas1 nedeniyle Lowry yontemi ilerleyen zamanlarda yerini bagka
yontemlere birakmistir. Protein miktar tayini i¢in kullanilan yontem modifiye edilmis
bir Lowry yontemidir. Modifiye Lowry yonteminde, bir bakir-protein kompleksi
olusturmak iizere bir numunedeki proteinlerle reaksiyona girmek i¢in bir bakir reaktifi
kullanilmaktadir. Yontem, alkali kosullar altinda iki degerlikli bakir iyonunun, tartarat
varliginda, tek degerlikli bir iyona indirgendigi peptit baglari ile reaksiyona girerek bir
kompleks olusturmasi prensibine dayanmaktadir (236). Olusan bu kompleks daha
sonra Folin-Fenol reaktifinin indirgenmesiyle olusan mavi-mor rengin 540 nm’de

spektrofotometrik olarak olgiilmesiyle tespit edilmektedir.
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Yontem Uygulanisi

1. 96 kuyucuklu plaga deiyonize su (kor), standartlar ve orneklerden her
kuyucuga 40 pL eklenmistir.

2. Sonrasinda hemen iizerine 40 puL taze hazirlanmis olan bakir reaktifi
eklenmistir.

3. Oda sicakliginda 10 dakika inkiibasyona birakilmistir.

4. Inkiibasyon sonunda her bir kuyucuga 120 pL folin fenol ¢ozeltisi ilave
edilmistir.

5. 50°C’lik su banyosunda 10 dakika inkiibasyona birakilmistir.

6. Inkiibasyon siiresinin sonunda spektrofotometrede 540 nm’de ansorbans

Olctilmiistiir.

Protein Miktarinin Hesaplanmasi

Tiim gruplarin kendi icerisinde absorbans degerleri ortalamasi alinmistir. Kor
kuyucugunun absorbans degeri diger tiim gruplarin absorbans degerlerinden
cikartlmistir. Standartlarin 540 nm'deki ortalama absorbans degerleri ile olusturulan
bir standart grafigi cizilmistir. Grafikten elde edilen standart egri denklemine gore

protein konsantrasyonlari hesaplanmistir ve degerler ng/ml olarak ifade edilmistir.
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Sekil 3.1. Sigir serum albiiminine ait protein miktar: standart egrisi
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3.6.6. Kaspaz 3, Kaspaz 8 ve Kaspaz 9 Aktivite Tayini

Yontem Esasi

Apoptoza ugrayan hiicrelerde ana apoptotik bilesenlerden olan kaspaz 3,

kaspaz 8 ve kaspaz 9 aktivitelerinin ayni anda belirlenmesi igin florometrik multipleks

bir kit olan “Kaspaz 3, Kaspaz 8 ve Kaspaz 9 kiti” kullanilmistir. Kit florojenik belirte¢

olarak kaspaz 3 aktivitesi icin DEVD-ProRed™, kaspaz 8 aktivitesi i¢in IETD-R110

ve kaspaz 9 aktivitesi i¢in LEHD-AMC kullanmaktadir. Kaspazlarin par¢alanmasi

sonucu her bir kaspaz i¢in ayr1 florofor salinmaktadir. Kaspaz 3’iin parcalanmasi

sonucu kirmizi floresan 151k sagan ProRed™ floroforu salinmaktadir. Kaspaz 8’in

pargalanmasi sonucu yesil floresan 151k sacan R110 floroforu salinmaktadir. Son

olarak Kaspaz 9’un par¢alanmasi sonucu mavi floresan 1sik sagan ve AMC floroforu

salinmaktadir. Her bir kaspaz icin ¢ok net bir spektral ayrim yapildigindan, bu fi¢

kaspazin aktivite tayini ayni anda etkin bir sekilde gerceklestirilebilmektedir.

Yontemin Uygulanisi

1.

Floresan ol¢iim yapildigindan isiktan etkilenilmemesi adina siyah 96-
kuyucuklu plak kullanilmistir. Her bir kuyucuga 90 uL igerisinde 20.000
hiicre ekilmistir.

Herpes Simpleks Viriis-1 Glikoprotein D ve aliiminyum hidroksitin 1Czo
konsantrasyonlarinin 10 kat1 ¢ozeltiler hazirlanip belirlenen kuyucuklara
10 pl eklenmistir. Kontrol gruplarina sadece 10 ul besiyeri eklenmistir.
Hiicreler %5 CO: ortaminda 37°C inkiibatérde gece boyunca inkiibasyona
birakilmustir.

Her bir kuyucuga, hazirlanmis olan kaspaz deney ¢ozeltisinden 100’er pl
eklenmistir. Bu asamada deney 1siktan etkilenebilecegi icin plagin 1siktan
korunmasina dikkat edilmistir.

Plak oda sicakliginda 30-60 dakika inkiibe edilmistir.

Inkiibasyon siiresi sonunda her bir kaspaz aktivitesinin belirlenmesi igin
gereken dalga boylarinda floresans oOl¢iimler yapilmistir ve sonuglar

kaydedilmistir.
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Kaspaz 3: Aex/Aem = 535 nm ve 620 nm (kirmizi)
Kaspaz 8: Aex/Aem = 490 nm ve 525 nm (yesil)
Kaspaz 9: Aex/Aem = 370 nm ve 450 nm (mavi)

Kaspaz 3-8-9 Aktivitesinin Hesaplanmasi
Her grubun floresans 6l¢iim sonuglarinin kendi igerisinde ortalamasi alinmustir.
Kontrol grubuna ait kuyucuklardaki kaspaz aktivitesi %100 kabul edilerek diger

gruplara ait sonuclar karsilastirilarak kaspaz aktiviteleri degerlendirilmistir.
3.6.7. Fas Diizeylerinin Tayini

Yontemin Esasi

Hiicre ici Fas protein miktar tayini i¢in sandvi¢c-ELISA prensibine dayali bir
kit kullanilmistir. Bu kit icerisinde bulunan 96 kuyucuklu plak, Insan Fas/CD95'e 6zgii
bir antikorla Onceden kaplanmistir. Standartlar ve orneklerin  kuyucuklara
eklenmesiyle, spesifik antikor ile 6rnekler igerisindeki Fas proteinleri birbirlerine
baglanmaktadir. Daha sonra Insan Fas/CD95 ve Avidin-Horseradish Peroxidase
(HRP) konjugatina 6zgii biyotinlenmis bir saptama antikoru eklenmektedir. Sonugta
Avidin-HRP konjugati igeren kuyucuklar mavi renk almaktadir. Enzim-substrat
reaksiyonu, durdurma soliisyonunun eklenmesiyle sonlandirilarak sar1 renge
dontismektedir. Absorbans A=450 nm’de s olgiilmektedir. Absorbans degeri, insan

Fas/CD95 konsantrasyonuyla orantilidir.

Yontemin Uygulanisi

1. Onceden kaplanmis 96 kuyucuklu plakta uygun kuyucuklara standart, kor
ve her gruba ait 6rneklerden kuyucugun i¢ duvarina degdirmemeye ve
koplrtmemeye dikkat ederek 100’er uL eklenmistir. Plagin iizeri
kapatilmistir ve 37°C'de 90 dakika inkiibe edilmistir.

2. Inkiibasyon siiresinin sonunda her kuyucugun igerigi bosaltilmistir. Bu
asamada yikama yapilmamistir. Sorasinda her kuyucuga 100 pL
Biyotinlenmis Deteksiyon Antikoru ¢alisma soliisyonu eklenmistir. Plak
yeniden iizeri kapatilarak 37 °C'de 1 saat inkiibe edilmistir.

3. Inkiibasyon sonunda kuyucuklarin igi bosaltilmistir ve her kuyucuga 350

uL yikama tamponu eklenmistir. Calkalama yapilmistir ve 1 dakika
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boyunca bekletildikten sonra yikama tamponu kuyucuklardan aspire
edilmistir. Bu yikama adimi 3 kez tekrarlanmistir. Yikama sonunda plak
temiz emici kurutma kagidi tizerinde kurulanmstir.

4. Herkuyucuga 100 uL. HRP Konjugat Calisma Soliisyonu eklenmistir. Plak
tistii kapatilarak 37°C'de 30 dakika inkiibe edilmistir.

5. Her kuyucuktan soliisyon aspire edilmistir ve hemen sonrasinda 3. adimda
yapilan yikama islemi 5 kez tekrarlanmistir.

6. Her kuyucuga 90 pL Substrat Reaktifi eklenmistir. Plak iistii kapatilarak
37°C'de yaklasik 15 dakika inkiibe edilmistir. Bu asamada renk olusumu
gozlendiginden reaksiyon 1siktan etkilenebilmektedir. Bu nedenle plagin
1siktan korunmasina 6zen gosterilmistir.

7. Inkiibasyon sonunda her kuyucuga 50 pL Durdurma Soliisyonu
eklenmistir.

8. =450 nm’de absorbans ol¢iilmiistiir..

Fas Diizeylerinin Hesaplanmasi

Her standart ve deney grubu i¢in ¢ift okumalarin ortalamasi alinmistir ardindan
ve en diistik standart olan sifirin ortalama standart OD’si digerlerinden ¢ikarilmistir. X
ekseninde standart konsantrasyon ve y ekseninde OD degerleri olmak tizere log-log
ekseninde dort parametreli bir standart grafigi olusturulmustur. Deney gruplarinin
ortalama OD'sini standart egriyle karsilastirarak deney gruplarina ait insan Fas/CD95

konsantrasyonlar1 hesaplanmistir.
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Sekil 3.2. Fas standart egrisi

3.6.8. C-FLIP Diizeylerinin Tayini

Yontemin Esasi

Hiicrelerdeki c-FLIP diizeylerinin tayini i¢in kullanilan ELISA kiti, dnceden
kaplanmis bir plakta bir poliklonal anti-c-FLIP antikoru ve bir c-FLIP-HRP
konjugatini numune ve tamponla birlestirmeyi i¢eren, yarigsmalt ELISA ad1 verilen bir
yontem kullanmaktadir. Bu reaksiyon sonucunda mavi renkli bir kompleks
olugmaktadir. Reaksiyonu durdurmak igin soliisyonu sariya ¢eviren bir durdurma
soliisyonu eklenmektedir. Rengin yogunlugu, bir spektrofotometre araciligiyla 450
nm'de dl¢iilmektedir. Numuneden alinan c-FLIP ve c-FLIP -- HRP konjugati, anti- c-
FLIP antikor baglama bolgesi i¢in rekabet ettiginden, renk yogunlugu c-FLIP

konsantrasyonuyla ters orantili olarak belirlenmektedir.

Yontemin Uygulamsi

1. Once kaplanmis 96 kuyucuklu plakta énceden belirlenen kuyucuklara 100
uL standart veya deney 6rneklerinden eklenmistir. Bos kontrol kuyusuna
100 uL PBS (pH 7,0-7,2) eklenmistir.

2. 10 pL Denge Soliisyonu yalnizca 6rnek kuyucuklarina eklenmistir ve iyice

karistirildi.
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3. Kor kontrol kuyucugu hari¢ diger tiim kuyucuklara 50 pl. Konjugat
eklenmistir ve iyice karigmasi saglanmistir. Sonrasinda plagin iizeri
kapatilip 37°C'de 1 saat inkiibe edilmistir.

4. Inkiibasyon sonunda kuyucuklarin i¢i bosaltilmistir ve her kuyucuga 350
pL 1X yikama tamponu eklenmistir. Calkalama yapilmistir ve 1 dakika
boyunca bekletildikten sonra yikama tamponu kuyucuktan aspire
edilmistir. Bu yikama adimi 5 kez tekrarlanmistir. Yikama sonunda plak
temiz emici kurutma kagidi tizerinde kurulanmistir.

5. Dabha sonra kor kontrol kuyucugu da dahil olmak iizere her bir kuyucuga
50 pL Substrat A ve 50 uL. Substrat B eklenmistir. Plagin lizeri ortiilmiis
ve 37°C'de 15-20 dakika inkiibe edilmistir. Bu asamada renk olusumu
gbzlendiginden reaksiyon 1siktan etkilenebilmektedir. Bu nedenle plagin
1siktan korunmasina 6zen gosterilmistir.

6. Biitiin kuyucuklara 50 pL. Durdurma Soliisyonu eklenmistir ve iyice
karigsmasi saglanmaistir.

7. Spektrofotometrede A=450 nm’de absorbans ol¢iilmiistiir.

c-FLIP Diizeylerinin Hesaplanmasi

Her standart ve deney grubu i¢in ¢ift okumalarin ortalamasi alinmistir ve
ardindan kor kuyucugunun ortalama standart OD’si standart ve deney gruplarinin
degerlerinden ¢ikarilmistir. X ekseninde standart konsantrasyon ve y ekseninde OD
degerleri olmak tizere rengin yogunlugunu (OD) standartlarin konsantrasyonuyla
iliskilendiren standart bir egri ¢izilmistir. Her deney grubunun c-FLIP konsantrasyonu,

bu standart egriyle karsilagtirilarak elde edilmistir.
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Sekil 3.3. c-FLIP Standart egrisi

3.6.9. PARP Aktivite Tayini

Yontemin Esasi

Hiicrelerdeki PARP aktivitesini 6l¢mek i¢cin PARP Global Kolorimetrik Tahlil

Kiti kullanilmigtir. Bu kit PARP inhibitorlerini taramak ve hiicre ekstraktlarinda PARP

aktivitesini 6lgmek i¢in tasarlanmistir. 96 kuyucuklu plaka histonla kaplanmistir ve

deney esnasinda kuyucuklara biyotinlenmis poli (ADP-riboz) eklenmesiyle PARP

aktivitesi 0,01 birim aktivite hassasiyetine kadar tespit edilebilmektedir.

Yontemin Uygulanisi

1.

Deney esnasinda kullanilmasi uygun goriilen tiim kuyucuklara 25 pL 1X
PARP Kokteyli eklenmistir.

Total protein miktar1 sonuglarindan yola ¢ikarak 6rnek kuyucuklarina en
az 20 pg protein igerecek sekilde 5 puL hiicre lizatlarindan eklenmistir.
Daha sonra 6rnek kuyucuklarina 20 pL1X PARP Tamponu eklenmistir.
Standart olarak belirlenen kuyucuklara taze hazirlanan PARP standart
cozeltilerinden 25 pL eklenmistir.

Negatif kontrol olarak yalnizca 25 pL. 1X PARP Tamponu kullanilmigtir.
Her kuyudaki son reaksiyon hacmi 50 pL olmustur.
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7. Plak, kapagi kapatilarak 60 dakika oda sicakliginda inkiibasyona
birakilmistir.

8. Inkiibasyon sonunda kuyucuklar 4 kez 1X PBS (200 upL/kuyu) ile
yikanmistir. Her yikamadan sonra plak ters ¢evrilerek temiz emici
kurulama kagidi iizerinde kurulanmistir.

9. Her kuyucuga 50 pL seyreltilmis Strep-HRP eklenmistir ve oda
sicakliginda 20 dakika inkiibe edilmistir.

10. Inkiibasyon sonunda kuyucuklar 4 kez 1X PBS (200 uL/kuyu) ile
yikanmistir. Her yikamadan sonra plak ters gevrilerek temiz emici
kurulama kagidi iizerinde kurulanmistir.

11. Her kuyucuga 50 pL TACS-Safir eklenmistir ve karanlikta 30 dakika
inkiibe edilmistir. TACS-Safir, ¢oziinlir bir mavi renk olusturan bir HRP
substratidir.

12. Inkiibasyon siiresi sonunda reaksiyon, kuyucuk basmna 50 pL 0,2 M HCI
eklenerek durdurulmus ve spektrofotometrede 450 nm'de OD degerleri

belirlenmistir.

PARP Aktivitesinin Hesaplanmasi

Her standart ve deney grubu igin ¢ift okumalarin ortalamasi alinmustir,
ardindan negatif kontrol kuyucugunun ortalama standart OD’si deney gruplarinin OD
degerlerinden ¢ikarilmistir. X ekseninde standart ¢ozeltilerin PARP aktivite degerleri
ve y ekseninde OD degerleri olmak {izere rengin yogunlugunu standartlarin
konsantrasyonuyla iliskilendiren standart bir egri ¢izilmistir. Her deney grubunun
PARP aktivitesi, bu standart egriyle karsilastirilarak elde edilmistir.
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Sekil 3.4. PARP Aktivitesi standart egrisi

3.7. [listatistiksel Analiz

Calismanin verileri, SPSS 22.0 (Chicago, IL) programi kullanilarak
istatistiksel olarak analiz edilmistir. Caligmanin parametreleri tiim gruplar arasinda
Kruskal-Wallis varyans analizi ile karsilagtirllmis ve gruplar arasindaki farkliliklar
Student-t testi ile belirlenmistir. 0,05'ten kii¢iik bir p degeri istatistiksel olarak anlamli

kabul edilmistir. Sonuglar ortalama + standart sapma olarak verilmistir.
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4. BULGULAR
4.1. Sitotoksisite Tayini

Al(OH)z ve HSV-1 gD’in hiicre canlilig1 tizerindeki etkilerini incelemek
amaciyla MTT yontemi kullanilmistir. Elde edilen sonuglarin giivenilirliginin
arttirtlmast  agisindan deneyler farkli gilinlerde ve giiniin farkli saatlerinde
tekrarlanmigtir. Hiicreler 24 saat boyunca 0-4000 pM konsantrasyon araliginda
Al(OH)3 ve 0-75 nM konsantrasyon araliginda HSV-1 gD maruz birakilmistir.
Sitotoksisite deneyleri 3 farkli giinde ve her giin 2 farkli plate kullanilarak yapilmistir.
Deney sonuglar1 kontrol grubu hiicrelerinin canliligina gore kiyaslanarak % canlilik
olarak hesaplanmustir.

0-4000 uM konsantrasyon araliginda aliiminyum hidroksit ¢ozeltilerinin hiicre

canlilig: tizerindeki etkisi Sekil 4.1., Sekil 4.2. ve Tablo 4.1.’de gosterilmektedir.

y =-0,012x + 84,364

Hiicre Canlihgi
(Kontrole gore %)
g
°

°

0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000 4500
Konsantrasyon (uM)

Sekil 4.1. Aliiminyum hidroksitin (0-4000 uM) SH-SYS5Y hiicrelerinin sitotoksisitesi
tizerindeki etkisi.
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Sekil 4.2. Aliiminyum hidroksitin (0-4000 uM) SH-SYSY hiicrelerinin sitotoksisitesi
izerindeki etkisi. (*p<0,05)

Tablo 4.1. Aliminyum hidroksitin (0-4000 pM) SH-SYSY hiicrelerinin

sitotoksisitesi Uizerindeki etkisi.

Al(OH)3; Konsantrasyonu (uM)

Hiicre Canlihg: (Kontrole gore %)

0 100,00+26,53
10 102,60+19,86
25 98,60+22,92
50 84,07+17,90*

100 80,09+20,50*
250 71,55+23,00*
500 69,76+23,89*
750 64,89+23,33*
1000 60,06+16,39*
1500 53,99+12,50*
2000 53,66+19,08*
4000 51,23+16,11*

*p<0,05

0-75 nM konsantrasyon araligindaki HSV-1 gD ¢6zeltilerinin hiicre canlihigi

iizerindeki etkisi Sekil 4.3., Sekil 4.4. ve Tablo 4.2.’de gosterilmektedir.
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Sekil 4.3. Herpes Simpleks Viriis-1 Glikoprotein D’in (0-75 nM) SH-SY5Y
hiicrelerinin sitotoksisitesi tizerindeki etkisi.
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Sekil 4.4. Herpes Simpleks Viriis-1 Glikoprotein D’in (0-75 nM) SH-SY5Y
hiicrelerinin sitotoksisitesi tizerindeki etkisi. (*p<0,05)
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Tablo 4.2. Herpes Simpleks Viriis-1 Glikoprotein D’in (0-75 nM) SH-SY5Y
hiicrelerinin sitotoksisitesi lizerindeki etkisi.

HSV-1 gD Konsantrasyonu (nM) Hiicre Canlihid: (Kontrole gore %)

0 100,00+17,05
0,05 94,24+21,08
0,07 90,34+14,42
0,10 90,37+21,05
0,15 89,64+10,43
0,20 88,16+23,94
0,29 84,05+10,01*
0,39 74,93£15,52*
0,59 76,82+26,04*
0,78 77,65+20,78*
1,17 73,08+10,96*
1,56 70,18+16,80*
2,34 70,35+11,83*
3,13 72,89+19,38*
4,69 65,50+7,43*
6,25 70,66+18,73*
9,38 65,19+11,67*
12,50 63,95+22,05*
18,75 60,82+20,78*
25,00 55,85+23,28*
37,50 54,74+11,41*
50,00 46,12+22,70*
75,00 36,33+11,43*

*p<0,05

Elde edilen MTT deney sonuglarindan, hiicrelerin %50’sinin canli kaldig1
inhibisyon konsantrasyonu olan ICsp degeri ve hiicrelerin %20’sini 61diiren inhibisyon
konsantrasyonu olan 1Cxo degerleri hesaplanmigtir. Sirasiyla AI(OH)z ve HSV-1 gD’in
ICso degerleri 2863,67 uM ve 43,84 nM olarak belirlenmistir. 1C2 degerleri ise
Al(OH)3 i¢in 363,67 uM ve HSV-1 gD igin 239,79 pM olarak belirlenmistir (Tablo
4.3.). As1 igerisindeki maruziyeti degerlendirmek adma yapilan deneylerimizde

Al(OH)3 ve HSV-1 gD’in IC2 degerlerinin kullanilmasina karar verilmistir.



Tablo 4.3. Herpes Simpleks Viriis-1 Glikoprotein D ve aliiminyum hidroksit i¢in
hesaplanan ICsg ve 1C2 konsantrasyonlari.
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1Cso0 1C20
Herpes Simpleks Viriis-1 43,84 nM 239,79 pM
Glikoprotein D
Aliiminyum Hidroksit 2863,67 uM 363,67 uM

4.2. Hiicre I¢i Reaktif Oksijen Tiirleri Diizeyleri

Deney gruplarinda intraseliiler ROS diizeyleri kontrol grubuna kiyasla %

olarak hesaplanmistir. Kontrol grubuna kiyasla deney gruplarinda belirlenen % ROS

diizeyleri Sekil 4.5. ve Tablo 4.4.’te gosterilmektedir. Kontrol grubuna kiyasla A
(9%15,04) ve HA (%19,89) gruplarina ait ROS diizeylerinde istatistiksel olarak anlaml
bir artig gériilmiistiir (p<0.05). H grubuna ait ROS diizeylerinde de %2,51°lik bir artis

goriilmiis olsa da bu artigin istatistiksel olarak anlamli olmadig1 goriilmiistiir (p>0,05).

= = =
N o e} o ) N
o o =} S o o

ROS Diizeyleri (Kontrole gore %)
N
o

b
b
a a I I
0 I I
K H A HA
Sekil 4.5. Deney gruplarinda belirlenen hiicre ici ROS diizeyleri.

ab Ayni iissel harfi tastmayan gruplar birbirinden istatiksel anlaml1 derecede farklidir (p<0.05). (K:
Kontrol grubu, H: Herpes Simpleks Viriis Glikoprotein D1 grubu, A: Aliiminyum Hidroksit grubu,
HA: Herpes Simpleks Viriis Glikoprotein D1 + Aliiminyum Hidroksit kombine grubu)
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Tablo 4.4. Deney gruplarinda belirlenen hiicre i¢i ROS diizeyleri.

Deney Grubu ROS Diizeyi
(Kontrole gore %)
K 100+4,4782
H 102,51+5,078
A 115,04+ 3,81°
HA 119,89+7,364°

ab Aymi iissel harfi tasimayan gruplar birbirinden istatiksel anlamli derecede farklidir (p<0.05). (K:
Kontrol grubu, H: Herpes Simpleks Viriis Glikoprotein D1 grubu, A: Aliminyum Hidroksit grubu, HA:
Herpes Simpleks Viriis Glikoprotein D1 + Aliiminyum Hidroksit kombine grubu)

4.3. Kaspaz 3, Kaspaz 8 ve Kaspaz 9 Aktiviteleri
4.3.1. Kaspaz 3 Aktivitesi

Deney gruplarinda tespit edilen Kaspaz 3 aktivitesi sonuglar1 Sekil 4.6. ve
Tablo 4.5.’te gosterilmektedir. Kontrol grubuna kiyasla kaspaz 3 aktivitesi A (%8,28)
ve HA (%10,09) gruplarinda istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek bulunmustur
(p<0.05). H grubundaki yiikselme (%3,56) ise kontrol grubuna kiyasla istatistiksel
olarak anlamli bulunmamuistir. A ve HA gruplarindaki Kaspaz 3 aktivitesi H grubuna
gore artmis olsa da bu artig istatistiksel olarak anlamli degildir (p>0,05). A ve HA
gruplarindaki Kaspaz 3 aktivitesi arasinda da istatistiksel bir anlamlilik elde

edilememistir (p>0,05).
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Sekil 4.6. Deney gruplarinda belirlenen Kaspaz 3 aktivitesi.

ab Aymi iissel harfi tasimayan gruplar birbirinden istatiksel anlamli derecede farklidir (p<0.05). (K:
Kontrol grubu, H: Herpes Simpleks Viriis Glikoprotein D1 grubu, A: Aliiminyum Hidroksit grubu, HA:
Herpes Simpleks Viriis Glikoprotein D1 + Aliiminyum Hidroksit kombine grubu)

Tablo 4.5. Deney gruplarinda belirlenen Kaspaz 3 aktivitesi.

Deney Grubu Kaspaz 3 Aktivitesi
(Kontrole giore %)
K 100+1,972
H 103,56+0,84°2
A 108,28+3,55"
HA 110,09+5,48°

ab Ayni iissel harfi tasimayan gruplar birbirinden istatiksel anlamli derecede farklidir (p<0.05). (K:
Kontrol grubu, H: Herpes Simpleks Viriis Glikoprotein D1 grubu, A: Aliiminyum Hidroksit grubu, HA:
Herpes Simpleks Viriis Glikoprotein D1 + Aliiminyum Hidroksit kombine grubu)

4.3.2. Kaspaz 8 Aktivitesi

Deney gruplarinda tespit edilen Kaspaz 8 aktivitesi sonuglar1 Sekil 4.7. ve
Tablo 4.6.’da verilmistir. Kontrol grubuna kiyasla biitiin gruplarin Kaspaz 8 aktivite
degerleri istatistiksel olarak anlaml1 bigimde artt1g1 goriilmiistiir. Kontrol grubuna gore
H grubunda %8,51°lik, A grubunda %13,41’lik ve HA grubunda % 22,78°lik bir artis
goriilmistiir (p<0.05). H grubuyla kiyaslandiginda A grubundaki artis istatistiksel
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olarak anlamli bulunmasa da (p>0,05), HA grubundaki artis istatistiksel olarak anlaml
bulunmustur (p<0.05). Ayrica A grubuyla kiyaslandiginda HA grubundaki artis da

istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0.05).

140

C
b
120 b -
d
100 I I
0
K H A HA

Sekil 4.7. Deney gruplarinda belirlenen Kaspaz 8 aktivitesi.

Kaspaz 8
(kontrole gore %)
[e2] [ee]

o o

B
o

N
o

abe Ayni iissel harfi tasimayan gruplar birbirinden istatiksel anlamh derecede farklidir (p<0.05). (K:
Kontrol grubu, H: Herpes Simpleks Viriis Glikoprotein D1 grubu, A: Aliminyum Hidroksit grubu, HA:
Herpes Simpleks Viriis Glikoprotein D1 + Aliiminyum Hidroksit kombine grubu)

Tablo 4.6. Deney gruplarinda belirlenen kaspaz 8 aktivitesi.

Deney Grubu Kaspaz 8 Aktivitesi
(Kontrole gore %)
K 100+1,728
H 108,51+2,57°
A 113,41+3,65"
HA 122,78+3,65°

abe Ayni {issel harfi tasimayan gruplar birbirinden istatiksel anlamli derecede farklidir (p<0.05). (K:
Kontrol grubu, H: Herpes Simpleks Viriis Glikoprotein D1 grubu, A: Aliiminyum Hidroksit grubu, HA:
Herpes Simpleks Viriis Glikoprotein D1 + Aliiminyum Hidroksit kombine grubu)

4.3.3. Kaspaz 9 Aktivitesi

Deney gruplarinda tespit edilen Kaspaz 9 aktivitesi sonuglar1 Sekil 4.8. ve
Tablo 4.7.’de gosterilmektedir. Gruplar arasi Kaspaz 9 aktivite diizeyleri ufak

degisiklikler gostermis olsa da anlamli bir fark bulunamamustir (p>0,05).
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Sekil 4.8. Deney gruplarinda belirlenen Kaspaz 9 aktivitesi.

2 Aymi Ussel harfi tasimayan gruplar birbirinden istatiksel anlamli derecede farklidir (p<0.05). (K:
Kontrol grubu, H: Herpes Simpleks Viriis Glikoprotein D1 grubu, A: Aliiminyum Hidroksit grubu, HA:
Herpes Simpleks Viriis Glikoprotein D1 + Aliiminyum Hidroksit kombine grubu)

Tablo 4.7. Deney gruplarinda belirlenen kaspaz 9 aktivitesi.

Deney Grubu Kaspaz 9 Aktivitesi
(Kontrole gore %)
K 100+1,79?
H 100,06+3,772
A 98,56+1,542
HA 102,15+2 38?

2 Ayni lssel harfi tasimayan gruplar birbirinden istatiksel anlamli derecede farklidir (p<0.05). (K:
Kontrol grubu, H: Herpes Simpleks Viriis Glikoprotein D1 grubu, A: Aliminyum Hidroksit grubu, HA:
Herpes Simpleks Viriis Glikoprotein D1 + Aliiminyum Hidroksit kombine grubu)

4.4. Fas Diizeyleri

Deney gruplarinda tespit edilen Fas proteini diizeyleri Sekil 4.9. ve Tablo
4.8.’de gosterilmektedir. Kontrol grubuna kiyasla H (%42,5) ve A (%45,02)
gruplarindaki Fas diizeyleri artis gostermistir ve bu artis istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur (p<0.05). Ancak HA grubundaki (%43,78) artis anlamli degildir
(p>0,05). Diger gruplar arasinda da istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit
edilememistir (p>0,05).
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Sekil 4.9. Deney gruplarinda belirlenen Fas diizeyleri.

Fas (pg/mg protein)

o N OB~ OO

ab Ayni iissel harfi tasimayan gruplar birbirinden istatiksel anlamli derecede farklidir (p<0.05). (K:
Kontrol grubu, H: Herpes Simpleks Viriis Glikoprotein D1 grubu, A: Aliiminyum Hidroksit grubu, HA:
Herpes Simpleks Viris Glikoprotein D1 + Aliiminyum Hidroksit kombine grubu)

Tablo 4.8. Deney gruplarinda belirlenen Fas diizeyleri.

Deney Grubu Fas Diizeyleri (pg/mg protein)
K 8,61+1,092
H 12,28+1,99°
A 12,49+1,17°
HA 12,39+3,09%

ab Ayni iissel harfi tastmayan gruplar birbirinden istatiksel anlamli derecede farklidir (p<0.05). (K:
Kontrol grubu, H: Herpes Simpleks Viriis Glikoprotein D1 grubu, A: Aliiminyum Hidroksit grubu,
HA: Herpes Simpleks Viriis Glikoprotein D1 + Aliiminyum Hidroksit kombine grubu)

4.5. c-FLIP Diizeyleri

Deney gruplarinda tespit edilen c-FLIP diizeyleri Sekil 4.10. ve Tablo 4.9.’da
gosterilmektedir. Kontrol grubuna kiyasla biitiin gruplarda (H grubunda %42,34; A
grubunda %36,73; HA grubunda %51,86) c-FLIP protein diizeylerinde istatistiksel
olarak anlamli bir azalma goriilmiistiir (p<0.05). H grubuna kiyasla A grubundaki
(%9,72) artisin ve HA grubundaki (%16,51) azalmanin anlamli olmadig1 tespit
edilmigtir (p>0,05). A grubuna kiyasla HA grubundaki (%23,91) azalma da
istatistiksel olarak anlamli degildir (p>0,05).
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Sekil 4.10. Deney gruplarinda belirlenen c-FLIP diizeyleri.

ab Ayni iissel harfi tastmayan gruplar birbirinden istatiksel anlamli derecede farkhidir (p<0.05). (K:
Kontrol grubu, H: Herpes Simpleks Viriis Glikoprotein D1 grubu, A: Aliiminyum Hidroksit grubu, HA:
Herpes Simpleks Viris Glikoprotein D1 + Aliiminyum Hidroksit kombine grubu)

Tablo 4.9. Deney gruplarinda belirlenen c-FLIP diizeyleri.

Deney Grubu c-FLIP Diizeyleri (pg/mg protein)
K 755,76+80,622
H 435,74+160,94°
A 478,11+132,76°
HA 363,79+35,05°

ab Aym iissel harfi tasimayan gruplar birbirinden istatiksel anlamli derecede farklidir (p<0.05). (K:
Kontrol grubu, H: Herpes Simpleks Viriis Glikoprotein D1 grubu, A: Aliminyum Hidroksit grubu, HA:
Herpes Simpleks Viris Glikoprotein D1 + Aliiminyum Hidroksit kombine grubu)

4.6. PARP Aktivitesi

Deney gruplarinda tespit edilen PARP aktivitesi Sekil 4.11. ve Tablo 4.10.’da
gosterilmektedir. Kontrol grubuna kiyasla biitiin gruplarda (H grubunda %21,13; A
grubunda %15,20; HA grubunda %18,06) PARP aktivitesinde istatistiksel olarak
anlaml1 bir azalma goriilmiistiir (p<0.05). H grubuna kiyasla A grubundaki (%7,51) ve
HA grubundaki (%3,89) artislarin anlamli olmadigi tespit edilmistir (p>0,05). A
grubuna kiyasla HA grubundaki (%3,37) azalma da istatistiksel olarak anlaml1 degildir
(p>0,05).
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Sekil 4.11. Deney gruplarinda belirlenen PARP aktivitesi.
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ab Ayni iissel harfi tastmayan gruplar birbirinden istatiksel anlamli derecede farklidir (p<0.05). (K:
Kontrol grubu, H: Herpes Simpleks Viriis Glikoprotein D1 grubu, A: Aliiminyum Hidroksit grubu, HA:
Herpes Simpleks Viris Glikoprotein D1 + Aliiminyum Hidroksit kombine grubu)

Tablo 4.10. Deney gruplarinda belirlenen PARP aktivitesi.

Deney Grubu PARP Aktivitesi
(U/mg protein)

K 0,3240,02°

H 0,25+0,03°

A 0,27+0,02°

HA 0,26+0,01°

ab Ayni iissel harfi tasimayan gruplar birbirinden istatiksel anlamli derecede farklidir (p<0.05). (K:
Kontrol grubu, H: Herpes Simpleks Viriis Glikoprotein D1 grubu, A: Aliiminyum Hidroksit grubu, HA:
Herpes Simpleks Viriis Glikoprotein D1 + Aliiminyum Hidroksit kombine grubu)
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5. TARTISMA

Herpes simpleks viriisler,, insanlarda goriilen genital herpes, uguk ve okiiler
enfeksiyonlar dahil olmak tizere ¢ok ¢esitli enfeksiyonlardan sorumludur (106, 108,
129). Bu viriislerin en belirgin 6zelligi noronlarda latens olusturmalar1 ve periyodik
olarak yeniden etkinleserek tekrarlayan enfeksiyonlara yol agabilmeleridir (55).
Kiiresel olarak HSV-1'in seroprevalansinin yaklasik %67, HSV-2'nin ise %11 oldugu
tahmin edilmektedir (3). Bu yiiksek prevalans oranlari, viriisiin latens olusturma ve
tekrarlayan enfeksiyonlara neden olma yetenegi ile birlestiginde global saglik
sistemine biiyiik yiik getirmektedir. Ayrica, nispeten nadir olmasina ragmen neonatal
herpes enfeksiyonlari ciddi morbidite ve mortaliteye yol agabilir (112).

Asiklovir, valasiklovir ve famsiklovir gibi antiviral ilaglar su anda HSV
enfeksiyonlarmin  palyatif tedavisinde kullanilmaktadir (120). Bu ilaglar,
enfeksiyonlarin siddetinin ve siiresinin yani sira tekrarlama sikliginin azaltilmasina
yardimet olabilir. Ancak, virlisiin viicuttan atilmasint ve latens olusturmasini veya
viral bulagmay1 engelleyemezler. Ayrica, antiviral ilaglarin uzun stireli kullanimi ilaca
direngli suslarin ortaya ¢ikmasina neden olarak tedavi siireglerini daha da karmasik
hale getirebilmektedir (118, 119).

Etkili bir HSV asisinin gelistirilmesi, HSV enfeksiyonlarinin olusturdugu
onemli globalsaglik yiikii, mevcut antiviral tedavilerin sinirlamalar1 ve enfeksiyonla
iligkili uzun vadeli komplikasyonlarin potansiyeli nedeniyle gereklidir. Ancak,
HSV'ye kars1 etkili bir as1 gelistirmek, viriisiin karmasik dogasi, latens olusturma
yetenegi ve suslarimin g¢esitliligi nedeniyle oldukg¢a zordur (133). Alt birim, canli
zayiflatilmis ve niikleik asit asilart1 dahil olmak iizere bircok HSV as1 adayi
geligtirilmigtir (10-15). Bazi adaylar preklinik calismalarda ve erken faz klinik
deneylerde umut vaat etseler de higbiri heniliz insanlarda kullanim igin
lisanslanamamustir.

Glikoprotein D, konakg1 hiicrelere viral girisin ilk asamalarinda ¢ok 6nemli bir
rol oynayan dnemli bir viral ylizey proteinidir. Virlisiin konak hiicre reseptorlerine
baglanmasinda rol alir ve viral zarfin konak hiicre zar ile flizyonuyla sonuglanan bir
dizi olay1 tetikler (60). Erken enfeksiyon siirecindeki temel islevi ve yiiksek
immiinojenitesi nedeniyle, gD, 6zellikle alt birim asilar olmak iizere bircok HSV asis1

gelistirme ¢abasinin birincil hedefi olmustur. gD tabanli alt birim asilar, gD ve konake¢1
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hiicre reseptorleri arasindaki etkilesimi bloke edebilen, boylece viral giris ve
enfeksiyonu Onleyebilen notralize edici antikorlarin iiretimini indiiklemeyi
amaclamistir. Birkag gD tabanli as1 adayi arastirilmis ve bazilart HSV tehdidine karsi
koruma saglayarak hayvan modellerinde umut verici sonuglar vermistir. Ancak, bu
insan klinik deneylerinde zorluklarla karsilagilmistir ve etkinlikleri diisiik bulunmustur
(12, 137-139). Yalnizca alt birim asilarda degil adenoviriis vektorii bazli, canli
zayiflatilmis ve niikleik asit bazli asilarda da gD birincil hedef olmaya devam
etmektedir (146, 148, 149). gD'ye bu tutarli odaklanmanin arkasindaki neden, viriisiin
konakg1 hiicrelere girmesi ve enfeksiyonun baglamasindaki kritik roliidiir. Ayrica, gD
olduk¢a immiinojeniktir ve gii¢lii antikor tepkileri ortaya g¢ikarabilir ve bu da bu
proteini as1 gelistirme i¢in ¢ekici bir hedef haline getirir (56).

Adjuvanlar, antijene kars1 bagisiklik yanitin1 giiclendirmek, asinin etkinligini
artirmak ve bazi durumlarda daha diisiik antijen dozlarinin kullanilmasini saglamak
i¢in agilara dahil edilen maddelerdir. Aliminyum hidroksit bir aliiminyum tuzudur ve
as1 gelistirme calismalarinda kapsamli bir sekilde incelenen ve yaygin olarak
kullanilan bir adjuvandir (156-158). Aliiminyum adjuvanlar1 1930'lardan beri agilarda
kullanilmaktadir ve su anda hepatit A ve B, tetanos, difteri i¢in gelistirilmis olan asilar
basta olmak tizere bir¢ok lisansli as1 formiilasyonunda bulunmaktadir (20).

Aliiminyum adjuvanlart iyi bilinen bir giivenlik profiline sahiptir. Enjeksiyon
bolgesinde kizariklik, sisme ve agri gibi hafif, lokal yan etkilere neden olsalar da bu
reaksiyonlar genellikle gecicidir. Ciddi yan etkiler nadirdir ve genellikle aliminyum
adjuvanin kendisinden ziyade diger asi bilesenleri ile iliskilidir (21). Ancak son
yapilan g¢aligmalar aliiminyumun beyinde birikebilecegini ve Alzheimer hastaligi,
Parkinson hastaligi ve amyotrofik lateral skleroz gibi norodejeneratif hastaliklarin
gelisimi  veya ilerlemesi ile iliskili olabilecegini gostermektedir (166-170).
Aliiminyum hidroksit de dahil olmak {izere aliiminyum bilesikleriyle potansiyel
norotoksik etkilerine iliskin endiseler, 6zellikle bireyler uzun bir siire boyunca yiiksek
seviyelere maruz kaldiginda ortaya ¢ikmustir.

Aliminyum hidroksit Herpes simplekse kars1 gelistirilen gD ve gB igerikli alt
birim asilarina, gD, gE ve gC antijenlerini igeren ii¢ degerlikli asiya ve canli
zayiflatilmis gE2 delesyon asisina dahil edilmistir (12, 15, 156, 157). Bu HSV asis1

adaylari, adjuvan olarak aliminyum hidroksit kullanarak, hedef antijenlere kars1 daha
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giiclii ve etkili bir bagisiklik tepkisi ortaya c¢ikarmayi ve sonug¢ olarak HSV
enfeksiyonlarina karst daha iyi korumaya yol agmay1 amaglamislardir. Ancak heniiz
kullanimda olan bir HSV asisi olmamasindan da anlagildigi iizere bu asilarda
altiminyum hidroksit kullanimi yeterli immiin yanitin olusmasini saglamakta yetersiz
kalmastr.

Bu tez calismasinda, HSV-1 gD ve/veya aliminyum hidroksit adjuvaninin,
norodejeneratif arastirmalarda yaygin olarak kullanilan bir insan néroblastoma hiicre
dizisi olan SH-SYS5Y hiicrelerinde apoptoz tizerindeki etkileri incelenmistir. Ayrica,
HSV-1 gD'nin ve/veya aliminyum hidroksit apoptozla ilgili spesifik molekiiler
yolaklart ve kaskadlar1 nasil etkilediklerinin aydinlatilmasi hedeflenmistir. Bunu
amagla, gD ve aliiminyum hidroksit uygulanan hiicrelerde Fas, Kaspaz 3, Kaspaz 8,
Kaspaz 9, c-FLIP ve PARP dahil olmak {izere anahtar apoptotik molekiillerin
aktiviteleri/diizeyleri ve noroblastoma hiicrelerindeki yol agtiklar1 oksidatif stresin

karsilastirmali olarak degerlendirmesi gerceklestirilmistir.
5.1. Hiicre Ici Reaktif Oksijen Tiirleri Diizeyleri Uzerindeki Etkiler

HSV-1 gD

HSV enfeksiyonlar1 siklikla enfekte hiicrelerde oksidatif stres olusumu ile
iliskilidir. Bu ¢alismada elde edilen sonuglar, rekombinant HSV-1 gD uygulanan
hiicrelerde ROS seviyelerinde %2,51'lik istatistiksel olarak anlamli olmayan bir artist
gostermektedir. Yapilan literatlir taramas: sonucunda hi¢bir yaymnda dogrudan
rekombinant HSV-1 gD'ye maruz kalan hiicrelerde ROS seviyelerinin aragtirilmadigi
goriilmektedir. Bununla birlikte, HSV-1 enfeksiyonunun ROS seviyelerini arttirdig:
ve oksidatif stresi indiikledigini destekleyen 6nemli kanitlar vardir (237-243).

HSV-1'in ana antioksidan savunma hattinda yer alan glutatyon (GSH)’in
tilkenmesini indiikledigi (237, 238) ve ROS seviyelerini ve lipit peroksidasyonunu
arttirdigr (239) bildirilmistir. Ayrica ¢ok sayida ¢alisma, HSV-1 enfeksiyonunun farkl
hiicre ve hayvan modellerinde oksidatif hasar1 indiikledigini gostermistir (240, 241).
Kavouras ve ark. (2007) P19N noral hiicrelerinde yaptiklar arastirmalara dayanarak,
HSV-1 enfeksiyonunun verimli viral replikasyon icin gerekli olan oksidatif stresi

indiikledigi sonucuna varmistir (239).
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Hu ve ark. (2011) mikroglial hiicreleri 3, 8, 24, 48 ve 72 saat boyunca HSV ile
uyararak bir enfeksiyon doneminde viriis kaynakli ROS {iretimini incelemislerdir
(242). 24 saat sonunda ROS seviyelerinde kontrol grubuna goére anlamli bir fark
gbzlemlenmis ve 48. saatin sonunda ROS miktar1 maksimum diizeye ulasmistir (242).
Bu bulgu, HSV-1 enfeksiyonu sirasinda ROS iiretiminin potansiyel zamana bagl
dogasin1 vurgulamaktadir.

Santana ve ark. (2013) SK-N-MC insan noroblastoma hiicrelerinde HSV-1
enfeksiyonunun bir sonucu olarak artan oksidatif hasarin, Alzheimer hastaliginda
gbzlenen norodejenerasyonun tesvik edilmesine katkida bulunduguna dair kanitlar
saglamistir (240). Ayrica, Sebastiano ve ark. (2016) tarafindan yapilan insanlar dahil
memelileri (ve kuslar1 i¢eren bir meta-analiz ¢alismasinda gesitli doku ve tiirlerde HSV
enfeksiyonu ile oksidatif stresin arttig1 belirlenmistir (243).

Mevcut ¢alisma, HSV-1 enfeksiyonunu artan oksidatif stres ile iliskilendiren
mevcut literatiirden farkli olarak, tek basina rekombinant HSV-1 gD uygulamasinin
SH-SYSY hiicrelerinde ROS {iretimini dnemli dlciide etkilemedigini 6ne stirmektedir.
Literatiirle olan farklilik, viriisiin ROS olusumuna katkida bulunmasina ragmen izole
edilmis gD proteininin benzer bir yaniti tetiklemek i¢in yetersiz kaldigim

gostermektedir.

Aliiminyum Hidroksit

Oksidatif stres ve mitokondriyal disfonksiyon, nérotoksisite de dahil olmak
lizere aliiminyum maruziyeti ile iliskili sayisiz zararli etkinin gelisiminde rol
oynamaktadir (24). Aliminyum maruziyeti, ROS {iretiminde artisa ve antioksidan
enzimlerin aktivitesinde azalmaya yol acar. Pro-oksidan ve antioksidan sistemler
arasindaki bu dengesizlik, lipiter, proteinler ve DNA dahil olmak iizere hiicresel
bilesenlerde hasara neden olan oksidatif strese neden olur. Aliiminyum
mitokondrilerin normal igleyigini bozarak ATP iiretiminin azalmasmna ve ROS
liretiminin artmasina neden olur.

Yapilan deneyler sonucunda kontrol grubuna kiyasla aliiminyum hidroksit
uygulanan SH-SYS5Y hiicrelerinde ROS seviyelerinde istatistiksel olarak anlamli olan
%15.04'lik bir artis bulunmustur. Bu bulgu aliiminyumun redoks kapasitesi
olmamasina ragmen biyolojik sistemlerde oksidatif stresi indiikleyebilecegini Gne

stiren calismalar1 desteklemektedir (244-246). Yapilan arastirmalar aliiminyum
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maruziyeti lizerine beyinde lipit peroksidasyonunda gézlemlenen bir artisin siiperoksit
dismutaz, katalaz, glutatyon peroksidaz gibi cesitli antioksidan enzimlerin
aktivitesinde dikkate deger bir azalma ile iliskili oldugunu gostermektedir (244, 247,
248).

Bu aragtirmada elde edilen veriler, aliminyum bilesikleri tarafindan oksidatif
stresin indiiklendigini bildiren 6nceki in vitro ve in vivo g¢alismalarla uyumludur.
Sharma ve ark. (2013) aliiminyum laktat uygulanan siganlarin serebral dokularindaki
ROS seviyelerinde istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit ederken (246), Yuan ve
ark. (2012) aliiminyum kloriire maruz kalan siganlarda benzer bulgular1 rapor etmistir
(243). Ayrica sonuglarimiz aliiminyum hidroksit uygulanan SH-SY5Y hiicrelerinde
ROS seviyelerinde %17,33'liik bir artis saptayan Oztiirk ve ark. (2022) ile oldukca
tutarhdir (21). Ayni sekilde Mustafa Rizvi ve ark.(2014) SH-SYSY hiicrelerine 1, 3
ve 6 saatlik araliklarla aliiminyum maltolat uygulamislardir. Bunun sonucunda hiicre
ici GSH seviyelerinin tikenmeye bagladigini, ROS iiretiminin arttigin1 ve hiicre i¢i
kalsiyum seviyelerinin yiikseldigini yani kisaca oksidatif stresin indiikledigini
bildirmislerdir (245). Bu ¢alismadan elde edilen sonuglar ile benzer mekanizmalar
yoluyla ayni noroblastoma hiicre hattinda oksidatif stresin indiiklenebilecegi ve
yapilar1 farkli olsa da aliiminyum bilesiklerinin oksidatif strese neden olma

potansiyellerinin oldugu (241).

HSV-1 gD ve Aliiminyum Hidroksit

Bu tez ¢alismasinda, aliiminyum hidroksit ve HSV-1 gD'nin birlikte
uygulanmasinin hiicre i¢i ROS seviyelerinde kontrole kiyasla %19,89 oraninda bir
artiga neden oldugu goriilmistiir. Literatiirde gD’nin ve aliiminyum hidroksitin birlikte
uygulandig1 herhangi bir ¢calismaya rastlanmamistir. Tek basina aliiminyum hidroksit
uygulanan grup ile kombinasyon halinde aliiminyum hidroksit ve HSV-1 gD
uygulanan grup arasinda ROS iiretiminde istatistiksel olarak anlamli bir fark
saptanmamigtir. Ancak, tek basina HSV-1 gD uygulanan grup ile hem aliiminyum
hidroksit hem de HSV-1 gD uygulanan grup karsilagtirildiginda hiicre igi ROS
diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli bir artis gézlenmistir. As1 formiilasyonlarinda
adjuvan olarak aliiminyum hidroksit kullanim1 g6z 6niine alindiginda, sonuglarimiz,
HSV-1 gD ile aliiminyum hidroksitin bu tiir formiilasyonlara dahil edilmesinin hiicre

ici ROS seviyelerinde 6nemli bir artisa yol acgabilecegini gostermektedir. Yiikselen
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ROS seviyelerinin potansiyel olarak bagisiklik tepkilerinin modiile edilmesini

saglayabilecegi de unutulmamalidir.
5.2.Apoptotik Proteinler Uzerindeki Etkiler

HSV-1 gD

Cok hiicreli organizmalarda hiicre 6liimii, patojenle enfekte olmus hiicreleri
ortadan kaldiran ¢ok 6nemli bir konak savunma mekanizmasidir. Enfekte hiicrelerin
apoptoz yoluyla yok edilmesinin viral replikasyonu ve yayilimi sinirladigi gz oniine
alindiginda, HSV'nin apoptozdan kagis stratejileri gelistirmis olmast sasirtict degildir.
Ortaya ¢ikan kanitlar, HSV'nin apoptozdan kagmak i¢in anti-apoptotik viral proteinleri
kodladigini ortaya koymustur (249). Cok sayida ¢alisma, gD, Us3 ve R1 dahil birgok
viral proteinin apoptozu baskilayabildigini gostermistir (250-253). gD'den yoksun
HSV suslar1 apoptozu bloke etmede yetersiz kalirken, gD'nin yeniden ekspresyonu
virlisin anti-apoptotik fenotipini geri kazandirmaktadir (252). Bilinen bir gD
reseptorii, TNF reseptor ailesinin bir iiyesi olan ve NF-kB sinyal yolagini aktive
edebilen HVEM’dir. Fas kaynakli apoptozun gD aracili inhibisyonunun, anti-
apoptotik genlerin ekspresyonunu tesvik etmek icin NF-kB aktivasyonunu gerektirdigi
gosterilmistir (18, 254). Ayrica yapilan g¢alismalar sonucu rekombinant gD’nin
miyeloid hiicreleri apoptoza karsi korumada tek bagina yeterli oldugunu bildirmistir
(17, 18). Delos ve ark. (2017) birincil makrofajlarin ¢oziiniir bir HSV-1 gD formuna
maruz birakilmasinin NF-«kB, Akt ve Ekstraseliiler sinyal regiile kinazlar 1/2
(Extracellular signal regulated kinases -ERK1/2) sinyal molekiillerinin aktivasyonuna
ve staurosporin kaynakli apoptoza kars1 korumaya yol agtigini1 kanitlamiglardir (255).
Bununla birlikte, gD'nin anti-apoptotik aktivitesinde yer alan molekiiler sinyallesme
tam olarak anlasilamamistir. Bu tez ¢aligmasinda yapilan deneylerle bu molekiiler
sinyal yolaklarmin aydinlatilmas1 amaglanmustir.

Bu deneyler sonucu kontrol grubuna kiyasla rekombinant HSV-1 gD
uygulanan grupta efektor Kaspaz 3 aktivitesinde %3,56'lik bir artis goriilmiistiir.
Ancak bu artig istatistiksel olarak anlamli degildir. Literatiirde yalnizca HSV-1 gD
uygulamasin1 takiben hiicrelerdeki kaspaz 3 aktivitesini arastiran bir g¢aligma
bulunmamaktadir. Calismalar cogunlukla HSV-1 gD uygulamasini takiben bir apoptoz

indiikleyicisinin verilmesini i¢ermektedir. Bu nedenle, tartismanin bu boliimiinde
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HSV-1 enfeksiyonu ile yapilan arastirmalara odaklanilmistir. Calismamizda elde
edilen anlamli olmayan artis Jerome ve ark. (1999) yaptiklari ¢alisma ile tutarlidir
(256). Arastiricilar tek basina HSV-1 enfeksiyonunun kaspazlarin aktivasyonuna
neden olmadigini ve hatta kaspaz 3 aktivitesinde tutarli bir hafif diisiise yol agtigini
gozlemlemislerdir (256).

Ekstrinsik apoptotik yolagin 6nemli belirteglerinden kaspaz 8 aktivitesi
incelendiginde kontrol grubuna gore HSV-1 gD uygulanan grupta istatistiksel olarak
anlaml %8,51°lik bir artig goriilmiistiir. Literatiirde yalnizca HSV-1 gD uygulamasini
takiben kaspaz 8 aktivitesinin incelendigi bir ¢alismaya rastlanmamustir. Ancak, HSV
enfeksiyonunun (257, 258) ve HSV riboniikleotit rediiktazinin R1 alt biriminin (250)
kaspaz 8 aktivitesinde artisa neden oldugunu gosteren ¢alismalar bulunmaktadir.
Ornegin, Marino-Merlo ve ark. (2023) fare embriyonik fibroblastlarinda ve U937
hiicrelerinde HSV enfeksiyonu sonrasi1 kaspaz 8 aktivitesinde istatistiksel olarak
anlamli artig gérmiislerdir (257). Bulgularimiz literatiirdeki bu ¢alismalar ile tutarlidir
(253).

HSV-1 gD uygulanmasi iizerine ekstrinsik  apoptotik  yolagin
belirleyicilerinden kaspaz 9 aktivitesinde anlamli bir farklilik olmadigi goriilmistiir.
HSV-1 gD'nin kaspaz 9 aktivitesi tizerindeki etkilerine iliskin literatiir sinirlidir ve bu
konuda yapilan tek calisma LAT ve onun apoptozdaki roliine odaklanmaktadir.
Henderson ve ark. (2002) LAT'nin diger viral genlerin yoklugunda hem Kaspaz 8-
hem de Kaspaz 9 kaynakli apoptozu inhibe ettigini gostermislerdir (259). Bu tez
calismasindan elde edilen bulgular literatiirdeki bu veri ile ¢elisse de bu konuda daha
cok calisma yapilmasi gerekliligini g6z oniine sermektedir.

Fas, programlanmis hiicre 6liimii siireci olan apoptozda ¢ok 6nemli rol oynayan
bir 6liim reseptoriidiir. HSV-1 gD, hiicresel reseptorii HveA ile etkilesime girdiginde,
bir dizi sinyal baglatarak transkripsiyon faktorii NF-kB'nin aktivasyonuna yol agar. Bu
aktivasyon, Fas aracili apoptozun inhibisyonu ile iligkilidir ve sonugta viriisiin konake¢1
immiin yanitlarindan kagma yetenegine katkida bulunur (18). Tez c¢alismasi
kapsaminda elde edilen bulgular HSV-1 gD uygulamasinin kontrol grubuna kiyasla
%42,5’luk istatistiksel olarak anlamli bir artis1 gostermektedir. Literatiirdeki
calismalar incelendiginde sadece HSV-1 gD’nin uygulamasinin apoptoz iizerindeki

etkilerini inceleyen bir yayma rastlanmamistir. Ancak, HSV-1 gD uygulamasini
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takiben apoptotik indiikleyicilerin uygulanmasinin apoptozu inhibe ettigini gosteren
calismalar mevcuttur (17,18, 254).

Apoptoz mediatorleri kadar apoptozu inhibe eden faktorlerin hiicre igi
diizeyleri de 6nemlidir. c-FLIP, 6liim reseptorii aracili apoptoz yolaginda anahtar bir
enzim olan kaspaz 8'in aktivasyonuna miidahale ederek apoptozu engelleyebilen
onemli bir anti-apoptotik proteindir. HSV-1 gD’nin tetikledigi NF-xB
aktivasyonunun, c-FLIP dahil olmak tizere anti-apoptotik proteinlerin NF-kB'ye bagh
bir sekilde yukar1 regiilasyonunu indiikledigi gdosterilmistir. Artan c-FLIP
ekspresyonu, Fas aracili apoptozu inhibe etmeye yardimci olarak HSV-1'in konak
immiin yanitlarindan kagmasina izin verir. Bu calismada kontrol grubuna kiyasla
HSV-1 gD uygulanan grupta %42,34’lik bir azalma goriilmiistiir ve bu azalis
istatistiksel olarak anlamlidir. HSV-1 gD’nin c-FLIP {izerine etkilerinin incelendigi bir
calisma bulunmamasi nedeniyle HSV enfeksiyonu ve c-FLIP arasindaki baglantiy1
arastiran yayinlar incelenmistir. HSV ve c-FLIP arasindaki iligkiyi inceleyen birkag
caligmada Muller ve ark. (2004) ve Kather ve ark. (2010) HSV ile enfekte olmus
olgunlasmamis dendritik hiicrelerde c-FLIP seviyelerinin asagi regiilasyonunu
gostermistir (260). Bu bulgu, HSV'nin c-FLIP diizeylerini modiile etme potansiyeline
sahip olabilecegini diisiindiirmektedir. Ayrica HSV gD-1 uygulanan grupta kaspaz 8
aktivasyonundaki artig, c-FLIP seviyelerindeki diisiisii destekler niteliktedir.

PARP, DNA onarimi, genomik stabilite ve apoptoz dahil olmak iizere g¢esitli
hiicresel islemlerde yer alan bir protein ailesidir. Dolayli yoldan apoptoz inhibitorii
olan ve aktif kaspaz 3 tarafindan boliinerek inhibe edilen PARP seviyeleri de bu tez
calismasi kapsaminda incelenmistir. Yalnizca HSV-1 gD uygulanan grupta kontrol
grubuna kiyasla PARP aktivitesinde %21,13’lik anlamli bir azalma goézlenmistir.
Literatiirde rekombinant HSV-1 gD uygulamasini takiben PARP aktivasyon
diizeylerini arastiran bir caligmaya rastlanmamustir. Literatiirde sinirli sayidaki
calismada HSV enfeksiyonu ile PARP aktivasyonu arasindaki iliski incelenmistir.
Galvan ve ark. (1999) tarafindan SK-N-SH ve HEp-2 hiicrelerine, Goodkin ve ark.
(2007) tarafindan tavsan kornea epiteli (SIR) ve HEp-2 hiicrelerine HSV
uygulanmistir  (261). Bu iki grup yaptiklari ¢alismalar sonucunda HSV

enfeksiyonunun PARP boliinmesine neden oldugunu ve sonugta PARP aktivitesinin
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azaldigin1 gozlemlemislerdir. Bu tez kapsaminda elde edilen bulgular literatiirdeki

sonuglar ile uyumludur.

Aliiminyum Hidroksit

Aliiminyumun ¢esitli hiicre tiplerinde apoptozu etkiledigini gdsteren
calismalar bulunmaktadir (25-27) Aliiminyuma maruz kalmanin, kaspaz bagimli
yolaklarin aktivasyonu (26, 27), ROS olusumu (28) ve mitokondriyal fonksiyonun
bozulmasi dahil olmak {izere bir¢ok mekanizma yoluyla apoptozu indiikledigi
bildirilmistir (23, 24) (Sekil 5.1.). ROS artis1 sonucu meydana gelen mitokondriyal
disfonksiyon, hiicre Oliimiinii tetikleyebilir ve norodejeneratif siireclere katkida
bulunabilir. Noronal hiicreler baglaminda, aliiminyum maruziyeti, apoptozun
yiriitilmesinde yer alan anahtar proteazlar olan kaspazlarin artan aktivasyonu ile

iliskilendirilmistir (29).

Aliiminyum
ile indiiklenen
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Sekil 5.1. Aliiminyum ile Indiiklenen Apoptoz Yolag.

Al: Aliiminyum; FADD: Fas ile iligkili 6lim alani; ROS: Reaktif Oksijen Tiirleri; PARP: Poli (ADP-
riboz) polimeraz-1; c-FLIP: Hiicresel FLICE inhibe Edici Protein
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Apoptozun en 6nemli belirteglerinden biri olan efektor kaspaz olan kaspaz 3,
aktivitesi kontrol grubuna kiyasla aliiminyum hidroksit grubunda 9%8,28’lik
istatistiksel olarak anlamli bir artisa neden olmustur. Bu sonuglar, literatiirde
aliminyum tuzlarina maruz kalmanin kaspaz 3 aktivasyonunun arttigini bildiren ¢ok
sayida calisma ile tutarhidir (26, 27, 29, 245, 262, 263). Ornegin, Ghribi ve ark. (2002)
50 mM aliiminyum maltolat uygulanan tavsanlarin hipokampislerinde yiiksek aktif
Kaspaz 3 birikimi gozlemlerken, Zhang ve ark. (2016) degisen konsantrasyonlarda
aliminyum maltolat (2, 10, 50 mM) uygulanan siganlarin hipokampiislerinde benzer
bulgular bildirmistir (26). Ayrica, Zhang ve ark. (262-264), aliiminyum Kkloriir
uygulanmis SH-SY5Y hiicrelerinde aktif kaspaz 3 aktivitesinin arttigin1 gostermistir.
Mustafa Rizvi ve ark. (245) da SH-SY5Y hiicrelerinde 200 uM ve 400 uM aliiminyum
maltolat uygulanmasinin aktif kaspaz 3 diizeylerini arttirdigin1 bulmuslardir. Ancak,
literatlirdeki ¢aligmalarin aliiminyum kloriir ve maltolat ile yapilan ¢aligsmalar oldugu
ifade edilmelidir. Literatiirde aliiminyum hidroksit ile kaspaz 3 aktivasyonu arasindaki
iligkiye dair bir calisma yer almamaktadir. Bu yoniiyle bu g¢aligma literatlirdeki
benzerlerinden ayrilmaktadir.

Ekstrinsik apoptotik yolak baslatici kaspazi olan kaspaz 8 aktivitesi kontrol
grubuna kiyasla aliiminyum hidroksit uygulanan grupta %13,41'lik bir artis
gostermistir. Literatiirde aliminyum maruziyeti ile kaspaz 8 aktivasyonu arasindaki
iliskiyi arastiran az sayida ¢alisma vardir. Bu ¢alismalardan birinde Zhang ve ark.
(2008) SH-SYSY hiicre hattina 0-8 mM konsantrasyonlarda aliiminyum kloriir
uygulamigtir (264). Bu hiicrelerde aktif kaspaz 8 aktivitesinde istatistiksel olarak
anlamli bir artis gozlenmistir. Qin ve ark. (2020) siganlar1 90 giin boyunca 10, 30, 90
mg/kg viicut agirhgr aliiminyum laktat ile muamele etmistir (265). Sicanlarin
hipokampiislerinde kaspaz 8 aktivitesinin kontrol grubuna kiyasla anlamli derecede
arttigin1 gozlemlemislerdir (265). Verilerimiz bu ¢alismalarin bulgulariyla tutarhdir.
Calismamizda kullanilan aliiminyum bilesigi aliiminyum hidroksit olmasma ve
literatiirde aliiminyum kloriir ve aliminyum laktat bilesikleri kullanilmasina ragmen
kaspaz 8 aktivasyonu iizerinde benzer etkiler elde edilmistir. Bu tutarlilik, farkli
aliminyum bilesiklerinin kaspaz 8 aktivasyonu yoluyla apoptoz ve hiicresel stres
tepkileri tizerinde benzer bir etki gosterebilecegini diisiindiirmektedir. Ayrica aktive

olmus kaspaz 8, efektor kaspazlardan olan kaspaz 3’iin aktivasyonuna neden olur
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(183). Bu calismadan elde edilen veriler 1s18inda kaspaz 8 aktivitesindeki artigin,
kaspaz 3 aktivitesindeki artig1 beraberinde getirdigi ¢cikarimi yapilabilir. Bu iki kaspaz
aktivitesindeki artis birbirini desteklemektedir.

Intirinsik  yolak baslaticilarindan kaspaz 9 aktivitesine ait bulgular
incelendiginde kontrol grubuna kiyasla aliiminyum hidroksit uygulanan grupta anlamli
bir fark gozlemlenmemistir. Bu bulgu aliiminyum tuzlarina maruziyete bagl olarak
kaspaz 9 aktivasyonunun arttigin1 bildiren literatiirdeki birkag ¢alismayla
celismektedir. Ornegin, Mustafa Rizvi ve ark. (2012) kontrole kiyasla 100 uM, 200
uM ve 400 pM konsantrasyonlarda aliiminyum maltolat uygulanan SH-SY5Y
hiicrelerinde kaspaz 9 enzimatik aktivitesinde dnemli bir artis gozlemlemistir (245).
Benzer sekilde, Li ve ark. (2016) 0 ila 1,2 mM arasinda degisen konsantrasyonlarda
aliminyum kloriir uygulanan sigan lenfositlerinde nemli 6l¢iide artmig kaspaz 9
aktivitesi bulmustur (266). Ayrica Lui ve ark. (2019) 600 uM aliiminyum maltolatin
SH-SYS5Y hiicrelerinde kaspaz 9 aktivitesini indiikledigini ve kontrol grubundaki
aktiviteye kiyasla %36'lik bir artigla sonuglandigini bildirmislerdir (267). Qin ve ark.
(1999) sicanlarda 30 ve 90 mg/kg viicut agirligi aliiminyum laktat uygulamasinin
kaspaz 9 aktivitesini kontrole kiyasla anlamli derecede arttirdigini tespit etmislerdir
(255).

Bu tez c¢aligmasi sonucunda elde edilen bulgular, aliiminyum hidroksit
uygulamasini takiben kaspaz 9 aktivitesinde anlamli bir fark géstermemesi nedeniyle
onceki calismalardan ayrilmaktadir. Bunun nedeni literatiirdeki ¢aligmalarda
aliminyum kloriir, aliiminyum laktat ve aliminyum maltolat kullanilirken bu tez
calismasinda kullanilan aliiminyum bilesigi olan aliiminyum hidroksit kullanilmasi
olabilir. Aliiminyum bilesiklerindeki bu fark, kaspaz 9 aktivasyonu iizerinde belirgin
etkilere neden olabilir ve bu da daha fazla arastirmaya duyulan ihtiyaci
vurgulamaktadir.

Bu tez ¢alismasinda, apoptozun diger bir belirteci olarak apoptozun ekstrinsik
yolaginda gorevli olan reseptorlerden Fas diizeyleri de degerlendirilmistir. Kontrol
grubuna kiyasla aliiminyum hidroksit uygulanan grupta Fas seviyelerinde %45,02'lik
bir artis gézlemlenmistir. Bu bulgu, literatiirde aliiminyuma maruz kalmanin ardindan
artmis Fas seviyeleri bildiren ve aliiminyum bilesikleri ile Fas yolagi boyunca

apoptozun indiiklenmesi arasinda olasi bir baglanti oldugunu gosteren Onceki



86

calismalar1 desteklemektedir. Ornegin, Keshava ve ark. (2019) farelere ii¢ hafta
boyunca agizdan 2 mg/kg viicut agirligi aliminyum kloriir vermistir (268). Daha sonra
farelerin hipokampiislerinde ve kortekslerindeki Fas seviyeleri Ol¢iilmiis ve Fas
diizeylerinde iki ila i¢ kat artis g6zlemlenmistir (268). Baska bir ¢alismada aliiminyum
kloriiriin osteoblastlarda apoptozu indiiklerken Fas seviyelerini arttirdigi bulunmustur
(269). Fas diizeylerinde goriilen bu artigin farkli aliminyum bilesikleri kullanilmig olsa
da literatiirdeki bu veri ile uyumlu oldugu s6ylenebilir.

Apoptoz inhibitorlerinden kaspaz 8 inhibitorii olarak gorevli c-FLIP diizeyleri
kontrol grubuna kiyasla aliiminyum hidroksit uygulanan grupta %36,73 oraninda
azalmistir. Literatiirde aliminyuma maruz kalmanin c-FLIP seviyeleri iizerindeki
etkilerini arastiran hi¢bir ¢alisma bulunmamasi nedeniyle bulgularimiz alana yeni bir
katki saglamaktadir. c-FLIP, FADD ve kaspaz 8'e baglanarak apoptozun ekstrinsik
yolunu inhibe ettigi bilinen bir proteindir. Bulgularimiz kaspaz 8 aktivitesinde bir
artiga isaret ettiginden, onu inhibe eden bir protein olan c-FLIP diizeylerinin
aliminyum hidroksit uygulanan grupta azalmis olmasi sasirtici degildir. Dolayisiyla
artan kaspaz 8 aktivitesi ve azalan c-FLIP diizeyleri birbirini destekler niteliktedir.

Son olarak kontrol grubuna kiyasla aliiminyum hidroksit uygulanan grupta
PARP aktivitesinde %15,20'lik bir azalma gézlemlenmistir. Bu bulgu, literatiirde
aliminyuma maruz kalmanin PARP'in bdliinmesine yol acarak PARP aktivitesinin
azalmasina neden oldugunu bildiren &nceki calismalarla uyumludur. Ornegin, Lu ve
ark. (270)2020) PC12 hiicre hattina 1 ila 10 mM arasinda degisen konsantrasyonlarda
aliminyum kloriir uygulamiglardir (270). Sonugta PARP aktivasyonunda bir azalmaya
karsilik gelen boliinmiis PARP seviyelerinde bir artis gozlemlemislerdir. Bir bagka
calismada ise tavsanlara 50 mM aliiminyum maltolat verilmis ve hipokampiislerinde
bolinmiis PARP (cleaved PARP) seviyelerinin arttigi tespit edilmistir. Bilindigi {izere
kaspaz 3, PARP’1n boliinmesine neden olan proteinler arasindadir ve bu sekilde PARP
aktivitesi azalir (217-219). Bu tez ¢alismasi kapsaminda aliiminyum hidroksit
uygulanan hiicrelerde gozlemlenen PARP aktivitesinde azalma, kaspaz 3

aktivitesindeki artis ile de tutarhdir.

HSV-1 gD ve Aliiminyum Hidroksit
Bu calismada rekombinant HSV-1 gD ve alliminyum hidroksit uygulanan

kombine grupta kontrol grubuna kiyasla kaspaz 3 aktivitesinde istatistiksel olarak
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anlamli %10,09'luk bir artig gézlemlenmistir. Bununla birlikte, kombine grup, yalnizca
aliminyum hidroksit uygulanan grupla veya yalnizca HSV-1 gD uygulanan grupla
karsilastirildiginda kaspaz 3 aktivitesinde anlamli bir degisiklik saptanmamustir.
Literatiirdeki birgok c¢alisma, HSV-gD'min c¢esitli mekanizmalarla indiiklenen
apoptozu bloke edebildigini ve kaspaz 3 aktivitesini azaltabildigini gostermistir. SK-
N-SH hiicre hattinda yapilan ¢aligmalar, gD proteininden yoksun bir virisiin,
enfeksiyon kaynakli apoptozu bloke etme yeteneginin azaldigini gostermistir (251,
252). Delos ve ark. (2017) birincil makrofajlara 8 saat boyunca HSV-1 gD (25 nM)
uygulanmasini  takiben hiicrelere 0.5 1M staurosporin Vvererek apoptozu
indiiklemislerdir(255)(255)(255)(254)(Delos et al., 2017). Sonugta bir apoptoz
indiikleyici olan staurosporin eklenmeden dnce birincil makrofajlarin HSV-1 gD'ye
maruz birakilmasinin, yalnizca staurosporin uygulanan hiicrelere kiyasla kaspaz 3
aktivasyonunu etkili bir sekilde %75 oraninda azalttigini bildirmislerdir (255). Ayni
sekilde Sciortino ve ark. (17) HSV-1'nin ¢oziinir bir formunun staurosporin
eklenmeden 6nce U937 miyeloid hiicrelerine uygulanmasinin kaspaz 3 diizeylerini
anlamli bir sekilde azalttigini gostermistir. Jerome ve ark. (256) ayrica HSV-1
enfeksiyonunun, UV ile indiiklenen apoptozu takiben %70-75 ve Fas ligasyonundan
sonra %30-35 oraninda kaspaz 3 aktivasyonunu inhibe ettigini bulmuslardir.

Onceki calismalarda HSV-1 gD'nin belgelenmis anti-apoptotik etkilerine
ragmen, bulgularimiz, HSV-1 gD ve aliiminyum hidroksit ile kombine uygulamanin,
aliminyum hidroksitin tek bagina uygulanmasiyla artan kaspaz 3 aktivitesini 6nemli
Olclide etkilemedigini gostermektedir. Bunun nedeni literatiirdeki ¢alismalarda once
HSV-1 gD uygulamasi ardindan apoptozun indiiklenmesi olabilir. Ciinkii bu ¢calismada
HSV-1 gD ve aliiminyum hidroksit hiicrelere ayn1 anda uygulanmistir. Diger bir sebep
ise HSV-1 gD maruziyet siiresi olabilir. Ciinkii Delos ve ark. yaptiklar1 ¢alismada
hiicreleri HSV-1 gD’ye 8 saat maruz birakmislardir (255).

Calismamizda rekombinant HSV-1 gD ve aliiminyum hidroksit uygulanan
kombine grupta kontrol grubuna gore kaspaz 8 diizeylerinde %22,78 artis
gozlemlenmistir. Kaspaz 8 aktivitesindeki bu artis, sadece aliiminyum hidroksit
uygulanan gruba ve sadece HSV-1 gD uygulanan gruba kiyasla istatistiksel olarak
anlamli  bulunmustur. Literatiirdeki onceki caligmalar, HSV-gD'nin ¢esitli

mekanizmalar yoluyla indiiklenen ekstrinsik apoptotik yolu bloke edebildigini ve aktif
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kaspaz 8 aktivitesini azaltabildigini gostermistir. Medici ve ark. (18) HSV-1'in U937
hiicrelerini apoptoza karsit koruyabildigini ve rekombinant HSV-1 gD ile hiicre
tedavisinin viriislin anti-apoptotik 6zelligini ¢ogaltmak icin yeterince etkili oldugunu
bildirmislerdir. Calismalari, anti-Fas tarafindan ekstrinsik apoptotik  yol
indiiklendiginde HSV-1 gD uygulamasinin bir sonucu olarak kaspaz 8 aktivite
seviyelerinde bir diisiis ile sonuglanmistir (18). Benzer sekilde, Jerome ve ark. (256)
HSV-1'in Kaspaz 8 aktivasyonunu UV uygulamasindan sonra yaklasik %70 ve anti-
Fas uygulamasindan sonra %30 oraninda inhibe ettigini, kaspaz 3 aktivitesinin
inhibisyonu ile tutarli olarak bildirmislerdir (256).

Onceki calismalarin aksine, bulgularimiz, HSV-1 gD'nin aliiminyum hidroksit
ile kombine edildiginde, her iki ajanin da ayr1 ayri uygulanmasina kiyasla kaspaz 8
seviyelerinde 6nemli bir artisa neden oldugunu ortaya koymaktadir. Bu sonug, HSV-
1 gD ve aliiminyum hidroksit arasindaki etkilesimin, tipik olarak HSV-1 gD ile iliskili
anti-apoptotik etkileri degistirebilecegini ve potansiyel olarak ekstrinsik apoptotik
yolun amplifikasyonuna yol acabilecegini diisiindiirmektedir.

Bu tez ¢calismasinda, kombine rekombinant HSV-1 gD ve aliiminyum hidroksit
grubundaki kaspaz 9 aktivitesinde, kontrol grubu, tek basina alliminyum grubu veya
yalmizca HSV-1 gD uygulanan grup ile karsilastirildiginda anlamhi bir fark
gozlemlenmemistir. Bu sonug, HSV-1 gD ve aliiminyum hidroksit kombinasyonunun,
Kaspaz 9'un aracilik ettigi intirinsik apoptotik yolagi onemli 6l¢iide etkilemedigini
diigiindiirmektedir. Literatirde HSV-1 gD ve aliiminyum hidroksit kombinasyonunun
Kaspaz 9 aktiviteleri tiizerine etkilerinin degerlendirildigi bir ¢alismaya
rastlanmamistir. Bu nedenle elde edilen bulgular literatiire yeni bir katki saglamistir.

Mevcut ¢alismada rekombinant HSV-1 gD ve aliminyum hidroksit kombine
grubunda Fas diizeylerinde kontrol grubuna gore %43,78 artis gdzlemlenmistir, ancak
bu fark istatistiksel olarak anlamli degildir. Ek olarak, kombine grup ile tek basina
aliminyum grubu arasinda ve kombine grup ile tek basina HSV-1 gD uygulanan grup
arasinda Fas seviyelerinde dnemli bir fark bulunmamistir. Literatiirde HSV-1 gD ile
yapilan bir¢ok c¢alisma, HSV-1 gD'min Fas aracili apoptotik yolu bloke ederek
apoptozu inhibe ettigini bildirmistir (17, 18, 255). Literatiirdeki bu bilgiler goz oniine
alindiginda, elde edilen bu bulgular sasirtic1 degildir. Ornegin, Medici ve ark. (18)
HSV-1'in U937 hiicrelerini apoptoza kars1 koruyabildigini ve rekombinant HSV-1 gD
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uygulamasinin viriisiin anti-apoptotik 6zelliklerini giiclendirmede etkili oldugunu
bildirmislerdir. Caligmalari, ¢oziiniir gD'nin hiicre i¢i NF-«B sinyal yolunu inhibe
ederek Fas aracili apoptoza karsi koruyabilecegini gostermistir (18). Benzer sekilde,
Sciortino ve ark. (2008) HSV-1 gD'nin ¢6ziiniir bir formunun NF-kB yolunu aktive
edebilecegini, boylece U937 miyeloid hiicrelerini anti-Fas kaynakli apoptoza karsi
koruyabilecegini bildirmislerdir (17).

Mevcut literatliir géz oniline alindiginda, kombine grubumuzda tek basina
aliminyum ve tek basina HSV-1 gD gruplar ile karsilastirildiginda Fas diizeylerinde
anlamli farkliliklarin bulunmamasi, bulgularimizin 6nceki ¢aligmalarla uyumlu
oldugunu gostermektedir. Ancak diger ¢aligmalarda hiicrelere énceden HSV-1 gD
uygulanmasinin anti-Fas kaynakli apoptozu etkili bir sekilde inhibe ettiginin
gosterilmis olmasi, bu tez c¢aligmasinda aliiminyum hidroksit ile indiiklenen Fas
diizeylerinin HSV-1 gD ile azalmamis olmasi ile ters diismektedir. Bu, ¢alismamizin
deneysel kosullar altinda, HSV-1 gD'nin aliiminyum hidroksitin neden oldugu Fas
diizeyleri iizerinde siirli bir etkiye sahip olabilecegini diislindiirmektedir. Fas
diizeylerindeki diisiis anlamli olmamasina ragmen, kombine uygulamanin Fas aracili
apoptotik yol iizerinde bir miktar etkisinin olabilecegi ihtimalini dikkate almak
gereklidir.

Calismamizda HSV-1 gD ve aliiminyum hidroksit kombine grubunda kontrol
grubuna gore c-FLIP seviyelerinde %51,86 oraninda istatistiksel olarak anlamli bir
azalma gozlemlenmistir. Ancak, tek basina aliiminyum ve tek basina HSV-1 gD
gruplarina kiyasla kombine gruptaki c-FLIP diizeylerindeki azalma istatistiksel olarak
anlamli degildir. Bu bulgular, kombine uygulamanin c-FLIP seviyeleri {lizerinde bir
etkisinin olabilecegini, ancak tek basina uygulamalar ile kombine uygulamalar
arasindaki farklarin 6nemli olmadigini diisiindiirmektedir. Literatiirde HSV-1 gD'nin
c-FLIP seviyeleri lizerindeki etkisini arastiran bir ¢caligmaya rastlanmamistir. HSV-1
gD'nin aktif kaspaz 8 aktivitesinde bir azalmaya neden oldugu gosterilmis olsa da
bunun c-FLIP seviyelerini nasil etkileyebilecegi acik degildir. c-FLIP, Kaspaz 8 aracili
apoptozun bir inhibitdrii oldugundan, HSV-1 gD uygulamasin takiben c-FLIP
seviyelerinde bir artis beklenebilir. Bu tez ¢alismasinda kontrol grubuna gore kaspaz
8 diizeylerinde artis gézlemlenmistir. Bu bulgu c-FLIP seviyelerindeki azalma ile

birbirini destekler niteliktedir.
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Son olarak yapilan deneyler sonucu HSV-1 gD ve aliiminyum hidroksit
kombine grubunda kontrol grubuna gére PARP aktivitesi diizeylerinde istatistiksel
olarak anlamli %18,06’lik bir azalma gorilmiistiir. Ancak yalnizca aliiminyum
hidroksit uygulanan gruba ve yalmizca HSV-1 gD uygulanan gruplara kiyasla
istatistiksel olarak anlamli farklar elde edilmemistir. Yapilan literatiir taramalar
sonucunda HSV-1 gD ve aliminyum hidroksite kombine maruziyetin PARP aktivitesi
tizerine etkisini inceleyen bir ¢alismaya rastlanmamistir. Kaspaz 3 aktivitesinde
goriilen artis, kaspaz 3’tin PARP boliinmesindeki rolii géze alindiginda, PARP
aktivitesindeki azalma ile birbirini destekler niteliktedir.
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6. SONUC VE ONERILER

HSV, insanlarda cesitli ciddi enfeksiyonlardan sorumludur ve 6nemli bir
kiiresel saglik yiikii olusturmaktadir. Mevcut antiviral tedavilerin sinirlamalar1 vardir
ve etkili bir as1 gelistirmek oldukga zordur. Cok 6nemli bir viral ylizey proteini olan
HSV-1 gD, birgok HSV as1 gelistirme ¢abasinin birincil hedefi olmustur. Aliiminyum
hidroksit, bagisiklik tepkisini arttirmak i¢in as1 gelistirmede yaygin olarak kullanilan
bir adjuvandir. Bununla birlikte, 6zellikle beyinde aliiminyum birikmesi nedeniyle,
potansiyel norotoksik etkileri hakkinda endiseler ortaya ¢ikmistir. Bu ¢caligma, HSV-1
gD ve aliiminyum hidroksit uygulanan hiicrelerde anahtar apoptotik proteinlerin
aktivitelerini/seviyelerini ve ROS seviyelerini degerlendirerek, bu siirecte yer alan
spesifik molekiiler yolaklar1 ve kaskadlar1 aydinlatmay1 amaglamistir.

Yapilan bu tez c¢alismasi ile SH-SYS5Y hiicrelerinde ROS iiretiminde
rekombinant HSV-1 gD'nin, aliiminyum hidroksitin ve bu iki bilesenin kombine
etkilerinin roliine dair yeni bilgiler saglanmistir. Mevcut literatiir, HSV-1 enfeksiyonu
ile artan oksidatif stres arasindaki iligkiyi kapsamli bir sekilde belgelese de,
bulgularimiz tek basina rekombinant HSV-1 gD ile tedavinin ROS seviyelerini 6nemli
Olclide etkilemedigini ortaya koymaktadir. Bu tutarsizlik, viriisiin ROS olusumuna
katkida bulunmasina ragmen, izole edilmis gD proteininin benzer bir yaniti1 ortaya
c¢ikarmak icin yetersiz oldugunu gostermektedir. Bu ¢alismanin sonuglarina ve mevcut
literatiire dayanarak, HSV-1 enfeksiyonu sirasinda ROS {iretiminden sorumlu spesifik
viral bilesenler ve mekanizmalar hakkinda daha fazla arastirma yapilmasi
onerilmektedir.

Diger yandan yapilan bu tez calismasi aliiminyum maruziyetinin oksidatif
strese ve mitokondriyal disfonksiyona katkida bulunarak norotoksik etkilere yol agtig
fikrini desteklemektedir. Elde edilen bulgular, aliiminyum hidroksit uygulanan SH-
SYSY hiicrelerinde kontrol grubuna kiyasla ROS diizeylerinde istatistiksel olarak
anlaml bir artis oldugunu gostermektedir. Bu sonug, ¢esitli aliiminyum bilesiklerinin
neden oldugu oksidatif stresi bildiren 6nceki in vitro ve in vivo ¢alismalarla tutarlidir.

Bu ¢aligmada aliiminyum hidroksit ve HSV-1 gD'nin kombine uygulanmasi
literatlire yeni bilgiler saglamaktadir. Bu maddelerin birlikte uygulanmasiyla ROS
seviyelerinde gozlenen artis, olas1 bir kiimiilatif etkiyi vurgulamakta ve alana 6zgilin

bir katki sunmaktadir. Tek basina aliiminyum hidroksit grubu ile kombine grup
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arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farkin bulunmamasi ve tek bagina HSV-1 gD
grubu ile kombinasyon grubu karsilastirildiginda 6nemli bir artis, aliiminyum hidroksit
ile HSV-1 gD arasinda ROS iiretimini modiile edici potansiyel bir etkilesim oldugunu
diistindiirmektedir.

Asilarda bir adjuvan olarak aliiminyum hidroksitin yaygin kullanim1 g6z 6niine
alindiginda, bulgularimiz a1 formiilasyonlarinda HSV-1 gD ve aliiminyum hidroksitin
birlestirilmesinin potansiyel sonuglarini dikkatli bir sekilde degerlendirme ihtiyacinin
altin1 ¢cizmektedir. Artan hiicre i¢i ROS seviyelerinin, bagisiklik tepkileri ve genel ast
giivenligi ve etkinligi lizerinde etkileri olabilir. Aliiminyum hidroksit ve HSV-1 gD'nin
birlikte uygulanmasi iizerine artan ROS diizeylerini etkileyen spesifik mekanizmalarin
yani sira bagisiklik tepkileri ve as1 performansi {izerindeki potansiyel etkiye iliskin
arastirmalar1 aydinlatmak icin daha fazla arastirma yapilmasi onerilmektedir. Bu bilgi,
adjuvanlar ve viral bilesenler igeren daha etkili ve daha giivenli asilarin
gelistirilmesine katkida bulunacaktir.

Bu calismanin ana odak noktast HSV-1 gD, aliiminyum hidroksit ve bu iki
bilesenin kombinasyonunun uygulamasinin SH-SYSY hiicrelerinde apoptotik
belirtegler tizerine etkisinin degerlendirilmesidir. Elde edilen bulgular, HSV-1 gD
uygulamasin1 takiben efektor kaspaz 3 aktivitesinde istatistiksel olarak anlamli
olmayan bir artis ve ekstrinsik apoptotik yolak baslaticilarindan kaspaz 8 aktivitesinde
onemli bir artis oldugunu ortaya koymaktadir. Intirinsik apoptotik yolagin baslatict
kaspazi, kaspaz 9 aktivitesinde anlamli bir fark gdézlenmemistir. Ayrica, diger
bulgularda HSV-1 gD uygulamasi lizerine Fas seviyelerinde goriilen artisa ek olarak
Cc-FLIP miktar1 ve PARP aktivitesinde goriilen azalma apoptozda 6nemli bir artig
oldugunu gostermektedir. Bu sonuglar, HSV-1 gD'nin apoptoz diizenlemesindeki
roliiniin daha 6nce anlasildigindan daha karmasik olabilecegini ve daha fazla arastirma
gerektirdigini diisiindiirmektedir.

Aliiminyum hidroksit uygulamasi baglaminda bu calisma, aliiminyumun
apoptoz lizerindeki etkilerinin anlasilmasina degerli bilgiler katmaktadir. Bulgular,
aliminyum hidroksitin, ekstrinsik apoptotik yolun temel aracilar1 olan kaspaz 3 ve
kaspaz 8'in aktivasyonunu ve Fas seviyelerini arttirdigini gostermektedir. Bu sonuglar,
aliminyum kloriir, aliiminyum laktat ve aliiminyum maltolat gibi diger aliminyum

bilesiklerine yanit olarak artan kaspaz 3 ve kaspaz 8 aktivasyonunu ve Fas
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seviyelerindeki artis1 bildiren onceki ¢aligmalarla uyumludur. Ayrica azalan c-FLIP ve
PARP seviyeleri artan apoptoz diizeylerini destekler niteliktedir. Bununla birlikte, bu
calismada, diger aliiminyum tuzlarina maruz kalma nedeniyle artan kaspaz 9
aktivasyonuna iligkin Onceki baz1 raporlarin aksine, aliiminyum hidroksit
uygulamasimi takiben kaspaz 9 aktivitesinde anlamli bir fark goriilmemistir. Bu
tutarsizlik, ¢alismamizda kullanilan spesifik aliminyum bilesigine baglanabilir ve
cesitli aliiminyum bilesiklerinin kaspaz 9 aktivasyonu ve intirinsik apoptotik yol
diizenlemesi lizerindeki etkisindeki potansiyel farkliliklar1 vurgulayabilir.

Bu tez calismasinda HSV-1 gD ve aliiminyum hidroksitin birlikte
uygulanmasinin apoptozu nasil etkileyecegi de arastirilmistir. Onceki arastirmalar,
HSV-1 gD'nin anti-apoptotik 6zelliklerini vurgulamis olsa da bu ¢alismadan elde
edilen bulgular, HSV-1 gD ve aliiminyum hidroksit kombinasyonunun aliiminyum
hidroksitin tek basina neden oldugu apoptozu ortadan kaldiramadigini gostermistir.
Oyle ki aliiminyum hidroksitin tek basmna neden oldugu kaspaz 3 ve kaspaz 8
aktivitesinde goriilen artis HSV-1 gD ile birlikte uygulandiginda azalmamigstir. Fas
diizeyleri de yalmzca aliiminyum hidroksit uygulanan gruba gore degisiklik
gbstermemistir. Ilging bir sekilde c-FLIP ve PARP aktivitesi diizeyleri yalnizca HSV-
1 gD uygulanan grupta aliiminyum hidroksit grubuna gore daha fazla diismiistiir.
Kombine grupta ise en diisiik c-FLIP ve PARP aktivitesi belirlenmistir. Bu sonuglar,
tek basina HSV-1 gD'nin anti-apoptotik etkilerini bildiren ve ayni anda aliiminyum
hidroksit varliginin HSV-1 gD'nin apoptoz {iizerindeki etkisini degistirebilecegini
gosteren onceki ¢alismalarla ¢elismektedir (17, 18, 252-255). Bu tutarsizlik, HSV-1
gD maruziyetinin zamanlamasi, hiicre hatt1 farklilig1 veya ¢alismamizda HSV-1 gD 6n
uygulamasi iizerine bir apoptoz indiikleyicinin verilememesi gibi deneysel tasarimdaki
farkliliklardan kaynaklaniyor olabilir.

Bulgularimiz literatiire yeni bilgiler katmakta ve adjuvanlar ve antijenler gibi
as1 bilesenleri arasindaki etkilesimleri apoptoz diizenlemesi baglaminda dikkate
almanin 6nemini vurgulamaktadir. Gelecekteki ¢aligsmalar, HSV-1 gD ve aliiminyum
hidroksitin apoptoz yolaklar1 iizerinde gézlemlenen etkilerinin altinda yatan molekdiler
mekanizmalar1 ve ayrica bu bulgularin as1 gelisimi ve etkililigi tizerindeki potansiyel
etkilerini daha fazla aydinlatmayi amaglamalidir. Bu tezden elde edilen HSV-1 gD,

aliminyum hidroksit ve apoptoz arasindaki etkilesime iligkin bilgiler, HSV
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enfeksiyonlarina daha etkili bir sekilde ele alan hedefli terapotik stratejiler ve asi
gelistirme siireglerine katki saglayabilir.

Sonug olarak, bu calisma, her ikisi de as1 formiilasyonlarinda kullanilan,
alliminyum hidroksit ve HSV-1 gD'nin ayr1 ayr1 ve kombinasyon halinde ¢esitli
apoptoz belirtecleri lizerindeki etkisini arastirmistir. Aliiminyum hidroksit, asilarda
yaygin olarak kullanilan bir adjuvan iken, HSV-1 gD, HSV-1 asilarinin
gelistirilmesinde kullanilan 6nemli bir viral glikoproteindir. Aliiminyum hidroksitin
ve HSV-1 gD'nin as1 adaylarinda yaygin kullanimi g6z Oniine alindiginda,
sonuclarimiz spesifik viral bilesenler, ROS iiretiminden sorumlu mekanizmalar ve bu
bilesenleri birlestirmenin potansiyel sonuglari hakkinda daha fazla aragtirmaya
duyulan ihtiyaci1 vurgulamaktadir. Bu bilgi, daha giivenli ve daha etkili asilarin
gelistirilmesine yardimci olacak ve bagisiklik tepkileri, apoptoz diizenlemesi ve genel
as1 performanst baglaminda as1 bilesenleri arasindaki etkilesimleri anlamamizi
gelistirecektir. Diger taraftan, bu tez ¢alismasiyla elde edilen veriler HSV-1 gD'nin
anti-apoptotik bir viral protein olmasi goriisiine ters diismektedir ve bu proteinin viriis
maruziyetinde farkli bir mekanizma ile etki edebilecegine dair veriler sunmaktadir.
Gelecekteki arastirmalar, HSV-1 gD ve aliiminyum hidroksitin apoptoz yolaklar
tizerindeki gozlemlenen etkilerinin altinda yatan molekiiler mekanizmalarin yani sira
bunlarin as1 gelistirilmesi ve etkinligi tizerindeki etkilerini agiklamaya odaklanmalidir.
Bu etkilesimlere iliskin bilgilerin derinlestirilmesi, HSV enfeksiyonlarini daha etkili
olabilecek hedefli terapdtik stratejiler ve ast gelistirme ¢alismalarina 6nemli katkilar

saglayabilir.
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