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OZET

Isik, Gozde, As1 formiilasyonlarinda kullamilan Herpes simpleks viriis- 1
glikoprotein D’nin toksik etkilerine karsi1 farkh antioksidanlarin korucu
etkilerinin degerlendirilmesi, Hacettepe Universitesi Saghk Bilimler Enstitiisii
As1 Calismalar1 Programm Yiiksek Lisans Tezi, Ankara, 2023. Diinya saglik
orgiitiiniin 2016 yilindaki verilerine gore 50 yasin altindaki 3,7 milyar insan Herpes
Simpleks Viriis -1 (HSV-1) geg¢irmektedir. HSV-1 enfeksiyonu genelde
asemptomatiktir. Virlis noronlarda gecikme periyodu olusturur ve bagisiklik
sisteminde kacarak konagini dmrii boyunca enfekte edebilir. HSV-1, neonatal herpes
veya genital herpes gibi sekillerde kendini gostererek yasam kalitesini diisiirebilir.
HSV-1’in asis1 ve tedavi bulunmamaktadir. Yeni yapilan g¢alismalar HSV-1’in
oksidatif streste ve Alzheimer hastaligimin gelisimi ile ilerlemesinde rol aldigini isaret
etmektedir. Bu tez kapsaminda HSV-1’in as1 ¢calismalarinda en sik kullanilan protein
olan glikoprotein D (gD)’nin tek bagina veya absorbik asit ve sodyum selenitle birlikte
uygulanmasinin néroblastoma hiicre hattinda oksidatif stres parametreleri {izerine
etkisi incelenmistir. Bu kapsamda total glutatyon (GSH) diizeyleri, lipit peroksidasyon
yan iriinleri olan malondialdehit (MDA), 4-hidroksinonenal (HNE) ve 8-isoprostan
diizeyleri ve protein oksidasyonunun gostergesi olan protein karbonil diizeyleri
Olclilmiistiir. Tez sonuglari, HSV-1 gD’in sodyum selenit ve askorbik asit ile
verilmesinin ROS diizeylerini yiikselttigini goéstermistir. Total GSH ve protein
karbonil diizeyleri acisindan kontrole gore bir fark goriilmemistir. Sonugta gD’nin lipit
peroksidasyonun higbir ara iiriiniinii istatistiksel olarak anlamli bir sekilde arttirmadigi
ve lipit peroksidasyona neden olmadig: belirlenmistir. Ayrica, gD uygulanan grupta
total GSH diizeylerinin ve protein oksidasyon diizeylerinin de degismedigi
belirlenmistir. Askorbik asit ve sodyum selenitin ise gD’ye kars1 koruyucu olmadig:
belirlenmistir. gD’nin toksik etkilerinin daha detayli olarak degerlendirildigi in vitro
ve in vivo g¢alismalara ihtiya¢ vardir. gD oksidatif strese yol agmadigi i¢in asilarda
kullanilmas: uygun goéziikmektedir. Ayrica, diger HSV-1 viral proteinlerinin de

oksidatif stres agisindan degerlendirilmesi gerekmektedir.

Anahtar Kelimeler: Herpes Simpleks Viriisii, Askorbik Asit, Sodyum Selenit,
Oksidatif Stres



viii

ABSTRACT

Isik, Gozde, Evaluation of the protective effects of different antioxidants against
the toxic effects of Herpes simplex virus 1 glycoprotein D used in vaccine
formulations, Hacettepe University Graduate School of Health Sciences
Vaccinology Program Master Thesis, Ankara, 2023. According to the data of the
World Health Organization in 2016, 3.7 billion people under the age of 50 are infected
with Herpes Simplex Virus -1 (HSV-1). HSV-1 infection is usually asymptomatic. The
virus produces a latency period in neurons and can escape the immune system and
infect the host for life. HSV-1 can reduce the quality of life by manifesting such as
neonatal herpes or genital herpes. There is no vaccine and treatment for HSV-1. In
addition, recent studies indicate that HSV-1 plays a role in oxidative stress and the
development and progression of Alzheimer's disease. In this thesis, the effect of
glycoprotein D (gD), the most frequently used protein of HSV-1 in vaccine studies,
alone or in combination with absorbic acid and sodium selenite, on oxidative stress
parameters in neuroblastoma cell line was investigated. In this context, total
glutathione (GSH) levels, lipid peroxidation by-products namely malondialdehyde
(MDA), 4-hydroxynonenal (HNE) and 8-isoprostane levels and protein carbonyl
levels, which are indicators of protein oxidation, were measured. The thesis results
showed that administration of HSV-1 gD with sodium selenite and ascorbic acid
increased ROS levels. There was no significant difference in terms of total GSH and
protein carbonyl levels compared to the control in gD applied group. As a result, it was
determined that gD did not statistically increase any of the by-products of lipid
peroxidation and did not cause lipid peroxidation. In addition, it was determined that
in gD exposed group there were no changes in the total GSH levels and protein
oxidation levels. It was found that ascorbic acid and sodium selenite applied as
antioxidants were not protective against gD. In vitro and in vivo studies are needed to
evaluate the toxic effects of gD in detail. Since gD does not cause oxidative stress, it
seems appropriate to be used in vaccines. In addition, other HSV-1 viral proteins need

to be evaluated for oxidative stress.

Keywords: Herpes Simplex Virus, Ascorbic Acid, Sodium Selenide, Oxidative Stress
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1. GIRIS

Ast ile immiinizasyon enfeksiyon hastaliklarinin sebep oldugu mortalite ve
morbiditeyi engellemek igin kullanilan en etkili ve ucuz yontemdir. Ancak, birgok
asinin istenmeyen etkileri vardir. Bazi insanlarda agilama sonrast yan etkiler
goriiliirken bazilarinda da tam immiinolojik yanit elde edilemeyebilir ve hastaliga kars1
bagisiklik olusmayabilir (1).

Herpes Simpleks Viriis -1 (HSV-1), yaygin olan bir patojendir. HSV-1,
enfeksiy6z korliigiiniin 6nde gelen nedenlerinden biri olmasinin yani sira ensefalite de
yol acabilmektedir. Ayrica, Amerika Birlesik Devletleri’nde dogurganlik ¢agindaki
kadinlarda goriilen primer genital herpeksin 6nde gelen nedeni olarak tespit edilmistir.
HSV-1, duyusal noronlarda latens periyodu olusturur. Bu periyod sayesinde HSV-1
bagisiklik sisteminden kagar (2).

Son yapilan aragtirmalar, HSV-1’in Alzheimer hastalig1 ile de iliskili oldugunu
gostermektedir (3). HSV-1’in mevcut tedavilere karsi direnci, yliksek prevalansi ve
Alzheimer hastaligi ile iligkisi goz oniine alindiginda HSV-1’in 6nlenmesi ve yonetimi
i¢in yeni tedavilerin ve asilarin gelistirilmesi zorunlu hale gelmistir (3,4).

HSV enfeksiyonlarin1 Onlemek i¢in profilaktik ve terapotik asilarin
gelistirilmesi i¢in ¢calismalar devam etmektedir. Heniiz, HSV-1 ve HSV-2ye kars1 bir
ast bulunamamistir ve gelistirilen asilar lisans almamistir. HSV-1’in 12 viral
glikoproteini vardir. Bunlardan glikoprotein D (gD), konak hiicreye girisindeki
rollinden dolay1 cogu HSV-1’e karsi1 gelistirilen asilarda en yaygin olarak tercih edilen
glikoproteindir (4).

HSV-1 enfeksiyonu, intraseliiler reaktif oksijen bilesiklerinin (ROS) diizeyini
ve buna bagh olarak da lipit peroksidasyonu ve protein oksidasyonunu
arttirabilmektedir (5). Askorbik asit takviyesinin enfeksiyonlara karst direnci ve
antikor yanitint arttirdigina dair c¢alismalar bulunmaktadir (6,7). Ayrica, sodyum
selenitin de oksidatif stresi azaltarak immiin yanit1 giiclendirebilecegi 6nerilmektedir.
Ancak bu konuda yeterli sayida ¢alisma yoktur (8,9).

Bu tez kapsaminda, HSV-1’in énemli glikoproteinlerden biri olan gD, insan
noroblastoma hiicre hattit SH-SY5Y’ye absorbik asit veya sodyum selenitle birlikte
uygulanarak oksidatif stres parametreleri iizerindeki etkiler degerlendirilmistir. Bu

parametrelerden intraseliiler ROS, total glutatyon, protein oksidasyon (protein



karbonil) diizeyleri ve lipit peroksidasyon yan iiriinlerinden olan 4-hidroksinoneal,
malondialdehit ve 8-isoprostan dlglilmiistiir.

Bu tezde elde edilen veriler ile askorbik asit veya sodyum selenitin HSV-1
gD’nin etkilerini nasil modiile edebilecegi degerlendirilmemistir. Ayrica, HSV-1
enfeksiyonlarinda bu antioksidanlarin enfeksiyonun seyrini nasil degistirebilecegine
dair ©6n bulgular elde edilmesi planlanmistir. HSV-1 enfeksiyonlarinda
antioksidanlarin olas1 modiile etkilerinin daha kapsamli degerlendirildigi mekanistik

caligmalara ihtiyag¢ vardir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Herpes Simpleks Viriis-1 (HSV-1)

HSV-1, Alphaherpesviridae alt ailesinin bir tyesidir. HSV-1 yaklasik 40
yapisal protein igerir. Viriisiin yapisi ayri ii¢ katmandan olusmaktadir ve dogrusal ¢ift
sarmallt DNA’s1 (dSDNA) spike zarfli yaklasik 125 nanometre yarigapl ikosahedral
kapsit ile kaplidir (10,11).

HSV-1 enfeksiyonu genellikle oral temas yoluyla bulasir ve dudak ¢evresinde
(oral herpes) ya da genitalde (genital herpes) enfeksiyona sebep olur. Bu enfeksiyonlar
genelde asemptomatiktir ve farkedilemezdir. Ancak, HSV-1 konagin 6mrii boyunca
enfeksiyon bolgesinde kalabilir ve yillar i¢inde tekrarlayabilir (12).

HSV-1 enfeksiyonu ilk olarak epitel hiicrelerinin enfeksiyonu ile baslar ve
daha sonra noronlarda gecikme ve reaktivasyonu ile devam eder. HSV-1 enfeksiyonu,
herpes gladiatorum, okiiler HSV enfeksiyonu, egzaman herpeticum, neonatal herpes
veya kronik/siddetli HSV enfeksiyonu gibi sekillerde etki gosterebilir. HSV-1 ve
HSV-2 antikoru olmayan kisilerde HSV-1 primer enfeksiyonu ilk olarak gézlenmistir
(10,12,13). HSV-1, HSV-1 veya HSV-2'ye karsi mevcut antikorlari olmayan
hastalarda primer enfeksiyon olusturur. Primer olmayan enfeksiyon ise, halihazirda
diger HSV tipine kars1 antikorlar1 olan hastalarda (HSV-1 antikorlar1 olan bir hastada
HSV-2 enfeksiyonunun goriilmesi veya HSV-2 antikorlar1 olan bir hastada HSV-1
enfeksiyonunun goriilmesi) goriilen enfeksiyon olarak nitelendirilir (10).

HSV-1 enfeksiyonu Omiir boyu siiren en yaygin insanlarda goriilen
enfeksiyonlardan biridir (10, 12, 13). Latens (gecikme) periyodu adi verilen bir siire
boyunca adeta saklanarak asemptomatik olarak varligin1 devam ettirir (2).

HSV-1 enfeksiyonunun ¢esidine gore ortaya ¢ikan enfeksiyon risk faktorii
degisiklik gosterebilmektedir. Ornegin, HSV-1’in sebep oldugu Herpes ensefaliti i¢in
en onemli risk faktori interferon bazl tepkileri engelledigi tahmin edildigi i¢in Toll
benzeri reseptor (TLR-3) ya da UNC93B gibi genlerdeki mutasyondur. Bu mutasyona
sahip kisiler i¢in bu durum tehlikelidir. insan bagisiklik yetmezligi viriisii (HIV)
enfeksiyonu, organ nakli alicilar1 ve I6semi hastalarinda ise kronik veya siddetli HSV

enfeksiyonlarinin olusmasi risklidir (10,14,15).



2.1.1. Herpes Simpleks Viriisii-1 Patofizyolojisi

HSV-1 enfeksiyonu, kontamine salya ya da diger enfekte viicut sivilarinin
dogrudan temasi ile yayilir. HSV-1 enfeksiyonu, enfeksiyon bolgesinde replike olarak
baslar. Ardindan, aksonlardan dorsal kok ganglionlara (DKG) dogru ilerler. DKG,
gecikme periyodunun olustugu yerdir. Bu gecikme periyodu, HSV-1 viriisiiniin
reaktive olmadan once bulasici olmayan bir durumda kalmasini saglar ve bu sayede

virlis bagisiklik sisteminden kacar (10)
2.1.2. Herpes Simpleks Viriis-1 Prevalansi

Toplam enfeksiyon sayisi ve enfeksiyonlarin goriildiigii cografi bolge, cinsiyet,
yas HSV’nin tipi ve enfeksiyon bolgesi arasindaki iliskiyi anlamak i¢in HSV-1
enfeksiyonunun prevalansinin  hesaplanmast 6nemlidir (16). Diinya niifusunun
%67 sinin hayatlarinin bir kisminda HSV-1 enfeksiyonunu semptomlarini yasadigi
tahmin edilmektedir (16,17). Diinya genelinde en fazla HSV-1 enfeksiyonu goériilen
bolge Bati Pasifiktir ve ardindan da Giiney Dogu Asya gelmektedir. Ancak, en yiiksek
prevalansa sahip kita Afrika’dir. Prevalansi %90 olarak tespit edilmistir (16,17).

Diinya Saglik Orgiitiiniin (DSO) 2016 yilinda yayinladig: verilere gore, 0-49
yas araligindaki kiiresel oral HSV-1 prevelansi %64’tlir. 15-49 yas araligindan HSV -
1 genital enfeksiyon orani ise %35,2’dir. Yapilan aragtirmalar gostermistir ki oral ve
genital HSV-1 enfeksiyonun prevalansi yas ile orantili olarak artis gostermektedir. 15-
49 yas araliginda 596 - 656 milyon insan genital HSV-1 veya HSV-2 enfeksiyonu
gecirmistir ve bu saymin 122-192 milyonunun genital HSV-1 enfeksiyonu oldugu
ongoriilmektedir (16,17). 50 yas altinda ise 3,7 milyar insan HSV-1 enfeksiyonu
gecirmistir (12).

Tirkiye’de 2005 yilinda yapilan bir ¢alismada, tilkemizdeki HSV-1 prevalansi
incelenmistir. HSV-1 seroprevalansinin %85,3 oldugu tespit edilmistir. Gelismekte
olan iilkelerdeki gibi Tirkiye’de de HSV-1 enfeksiyonu cocukluk ddneminde
kapilmaktadir (13). 2012 - 2016 yillar1 arasinda Tiirkiye’de yapilan bagka bir
calismaya gore toplam HSV-1 ve HSV-2’nin seropozitifligi %89’dur. Bu da
tilkemizde HSV-1’in prevelansinin oldukga yiiksek oldugunu géstermektedir. 2011
yilinda yapilan arastirmada Tiirkiye’den rastgele secilen hastalarda HSV-1



seroprevelans oranini %59,7 oldugu belirlenmistir. HSV-1 enfeksiyonu kadinlar da

erkeklere oranla daha ytiksek oldugu bulunmustur (13,18).
2.1.3. Herpes Simpleks Viriis -1’in Molekiiler Yapisi

Bilinen 9 adet herpes viriis ¢esidi bulunmaktadir. Bu viriisler; a, B ve y olarak
3 alt kategoriye ayrilmaktadirlar. HSV-1, HSV-2 ve varisella zoster virlisii alpha
herpesviriis grubunda yer almaktadirlar ve konagin periferik sinir sistemlerinde uzun
bir siire boyunca latent enfeksiyon olusturabilmektedirler (19,20). Viriisiin
reaktivasyonu sirasinda olusan viral pargaciklar, nadir de olsa Herpes simpleks
ensefaliti gibi akiit enfeksiyonlara sebep olabilmektedir. Ancak enfeksiyon siklikla
asemptomatiktir. Son zamanlar da yapilan ¢aligmalara goére, bu durum Alzheimer
hastaliginin néropatolojik biyogdstergelerinin iiretimi ile iligkili olabilmektedir. Zira,
herpes viriisleri hastanin merkezi sinir sistemine de ulasabilmektedir (21).

HSV-1 bulastig1 zaman oncelikle mukozal epitel hiicreleri enfekte eder ve
epitel hiicrelerde litik replikasyona ugrar. Daha sonra ise duyu néronlarini enfekte
eder. Ardindan da trigeminal ganglionlara gider; tasiyicida yasami boyunca kalir ve
latens olusturur. Bu latens periyodu sirasinda, viral ekspresyon geni olan T hiicreleri
aktivasyonu baglayici (LAT) geni ve ¢oklu miRNA kodlayan sadece birkag geni
eksprese olur. Stres, immiinosupresyon veya diger uyaranlar sayesinde vironlari
periyodik olarak latens olusturan yerden enfeksiyonun basladigi yere hareket ederler
(20).

HSV-1 yaklagitk 80 gen eksprese etmektedir. Hiicre kiiltiiriinde yapilan
aragtirmalara gore viral replikasyon, kapsit proteinlerin ve zarf glikoproteinlerin
transkripsiyonu gibi gorevlerde HSV-1 viral replikasyonu i¢in bu 80 genin yaklagik
yarisi gereklidir (20).

HSV-1, yaklasik 153 kb genomdan olusan dsDNA viriisiidiir (20). HSV-1’in
ikozahedral kapsiilii, gA, gB, gC ve gD gibi glikoproteinlerin spikelarinin oldugu viral
zarf ve amorf proteinlerle kaplidir. Viriisiin hiicrelere girisi ve hiicrelere baglanmasi
HSV-1 gB, gC, gD, gH ve gL glikoproteinlerinin hiicrelerdeki HSV’nin 3-O
siilfatlanmis heparan siilfat proteoglikan (3-OS HS), nektin-1 ve nektin-2 gibi
reseptorlere baglanmasi ile gergeklesir. HSV-1’in hiicreye girisinde HSV-1 gD nektin-
1’e baglanir (21,22).



2.1.4. Herpes Simpleks Viriis-1’in Hiicreye Girisi ve Reseptorleri

HSV-1 diger herpesviriislerin aksine genis sayida konakta yasayabilir. Diger
bir deyisle hem insan hem diger hiicreleri enfekte edebilir ve bunun 4 ana sebebi
vardir. Bunlar hiicre girisinde ¢ok sayida HSV glikoproteininin dahil olmasi, ¢cok
sayida alternatif HSV hiicre girisi reseptorii bulunmasi, HSV’nin ¢ok ¢esitli hiicre giris
modunun olmasi (direk fiizyon veya endositik yol ile) ve HSV’nin ¢esitli farklh
yayilma stratejisine (virionlar ile, hiicreden hiicreye ve HSV nin hiicre zar ¢ikintilari
ile hiicre govdesine dogru hareketi ile) sahip olmasidir (23).

HSV-1’in hiicreye girmesi, herpes viriis parcaciklarinin konagmn hiicre
ylizeyine c¢ekilmesi ile bagslar. Yapilan arastirmalarda, virlisiin konakg¢i hiicreye
alinmasini 2 sekilde gerceklestigini belirlemistir. Bunlardan, birincisi direkt fiizyon
yoludur ve digeri ise endositik yoldur. Direkt flizyon, viral zarfin dogrudan olarak
hiicre membraninin fiizyonu ile ger¢eklesir ve HSV-1 glikoproteinleri (gD, gB gibi
glikoproteinleri) ile hiicre reseptorlerinin interaksiyonu ile olur. Endositik yol ise daha
farklidir. Endozom membranin viral zarfa fiize olmasi ile viriis endosite olur ve bu yol
ile viral kapsit sitozole giris yapmis olur. Viral kapsit mikrotiibiiller sayesinde hiicre

cekirdegine tasinir ve burada viral DNA konakg¢1 hiicre ¢ekirdegi ile birlesir (24).
Herpes Simpleks Viriis-1’in Plazma Membranina Dogrudan Fiizyonu

Herpes simpleks 1°in konakg hiicrelerin plazma zan ile dogrudan fiizyonu 3
fazdan olusmaktadir (Sekil 2.1.). Ilk fazda, HSV glikoprotein B (gB) ve/veya
glikoprotein C (gC) heparan siilfata (HS) baglanir ve bu sekilde hiicre ylizeyine
baglanarak hiicrede viral adsorpsiyonu kolaylastirir. HSV enfeksiyonu gC’nin ya da
HS hiicre ylizeyi reseptoriiniin yoklugunda da gerceklesebilir ancak HS ve gC
baglantis1 enfeksiyonun etkililigini arttirir. ikinci fazda; gD, herpes viriis giris aracisi
(HVEM), nektin-1, nektin-2 ya da 3-OS HS gibi reseptorlerden birine baglanir ve
fiizyon reaksiyonu baglar. Son fazda ise, flizyon kompleksi olusur. Glikoproteinin
reseptorlere baglanmasi glikoprotein H/glikoprotein L (gH/gL) konformasyonel
degisiklik meydana getirir. Olusan bu gH/gl. kompleksi gB ile etkilesime gecerek
gB’yi aktif hale getirir. Aktif hale gelen gB’de kas dis1 miyozin agir zincir 1A
(NMHC-11A), kas dist miyozin agir zincir 1IB (NMHC-IIB), eslestirilmis



immiinoglobulin benzeri reseptor o (PILRa) veya miyelin iligkili glikoprotein

(MAG)’a baglanarak hiicre ile viral membran flizyonuna yol agar (25).

Herpes Simpleks Viriis-1’in Fiizyonu

HSPG ‘ gD reseptérleri: ‘ gB reseptorleri:
Nektin-1 PLIRa

HVEM MAG
3-0S HS NMHC-ITA

Sekil 2.1. Herpes Simpleks Viriis-1’in Fiizyonu.

Herpes Simpleks Viriis-1 Reseptorii: Heparan Siilfat Proteoglikanlar
(HSPG)

Heparan siilfat proteoglikanlar (HSPG) birden fazla heparan siilfat zincirlerin
baglanmasi ile olusan glikoproteinlerdir. Hiicre dist matrikste ve hiicre yiizeyinde
bulunurlar (25). Yapilan aragtirmalara gore, HSV-1 gB ve HSV-1 gD endositik
reseptor olan heparan siilfata baglanmasi ile HSV-1’in hiicreye girmesi gergeklesir
(24,25). HSV viryonlari, viral sorf ad1 verilen siireg ile konakgi hiicreye girerler. HSV
gC wviral sorf sirasinda virion adsorbsiyonun da rol alir. HSV gC’nin virion
adsorbsiyonundaki goérevine ragmen gC, viriisiin hiicreye girisinde ve zarf-hiicre
flizyonunda gerekli degildir (24). HSV gB ile ilgili yapilan arastirmalara gore ise,
gB’nin HSPG’ye baglanmasindan sorumlu olan gB’nin N terminalinde bulunan
polilizin (pK) kod dizisi silinse bile hiicre enfekte olmaya devam etmektedir; ancak
viral baglanma azalmaktadir (26). HSV-1 gC, viriisiin HSPG’ye baglanmasi i¢in
onemliyken, HSV-2 gB, HSPG’ye baglanmasi i¢in énemlidir (27).

Heparan siilfat proteoglikanlar (HSPG) incelenmistir ve bircok HSPG ailesi

tanimlanmistir. Bunlarin i¢inde en biiylik ailelerden biri sindekan ailesidir. Herpes



simpleks viriis enfeksiyonu hiicre yiizeyinde sindekan-1 ve sindekan-2’nin
ekpresyonunun artmasiyla sonuglanmistir. Sindekanlarin karsi antikorlarimin viral

girisi inhibe edebilecegi tespit edilmistir (27).

Herpes Simpleks Viriis-1 Reseptorii: Eslestirilmis Iimmiinoglobulin
Benzeri Reseptor o (PILRa)

PILRa; makrofaj, monosit, dentritik hiicre gibi miyeloid hiicrelerinde bulunan
bagisiklik hiicresi reseptorlerindendir. HSV-1 i¢in yardimci reseptorlerden biridir ve
HSV-1 gB’ye baglanmaktadir. PILRa ve gB’nin baglanmasi, gD ve herpes viriis giris
aracist (HVEM), nektin-1, 3-OS HS gibi reseptorlerinin baglanmasina dayalidir. Bu
stireg, HSV-1"in hiicre zarina fiizyonunu yonetir (25,28). Yapilan son arastirmalarda,
HSV’ye kars1 direngli hiicrelerde PILRo’nin ekpresyonunun hiicreleri virtise duyarl
hale getirdigi ve HSV-1’in hiicreye girisine duyarlilik sagladig1 goriilmiistiir (27,29).
PILRo’nin HSV-1 gB ile iliskisi HSV-1 gB’de bulunan sialile edilmis O-glikan
ilavesine baglidir. Ayrica, PILRa’ nin iiretildigi hiicreler gB’nin yani sira gD, gH ve
gL bulunan hiicreler ile de etkilesime girmektedir (27). PILRa, HSV’nin monosit
enfeksiyonunda gB ile baglant1 kurarken ayn1 zamanda gD reseptorlerinden biri olan

HVEM ile ¢alisir (24).
Herpes Simpleks Viriis-1 Reseptérii: Miyelin iliskili Glikoprotein (MAG)

MAG, PILRa ile %5-12 homolojiye sahip olan ve sialik asit baglayici Ig
benzeri lektin olarakta nitelendirilen bir reseptérdiir. MAG, glial hiicrelerde
periaksonal boslukta yer almaktadir (24,27,30). Aksonal biiylimenin inhibisyonunun
yonetiminde yer almaktadir (24). MAG, HSV-1 gB’ye baglanan bir reseptordiir.
MAG, HSV-1"in birincil hedefi olan epitel ve noral hiicrelerde eksprese olmamaktadir.
Bu yiizden de HSV-1’in ana reseptorlerinden biri olarak goriilmemektedir. Ancak,
HSV-1’in akut fazdaki enfeksiyonunda glial hiicreleri enfekte ettigi igcin HSV-1’in
sebep oldugu norolojik bozukluklar ile iliskili olabilecegi tahmin edilmektedir
(24,27,30).



Herpes Simpleks Viriis-1 Reseptorii: Kas Dis1i Miyozin Agir Zincir 11A
(NMHC-11A)

NHMC-IIA; hiicre migrasyonu, hiicre boliinmesi ve hiicre adezyonu gibi hiicre
hareketleri ve yeniden sekillenmesine dahil bircok olayir kontrol eden 6nemli bir
proteindir. Cogunlukla, sitoplazma da aktine baglanmaktadir (27). NHMC-IIA, HSV-
1 gB’ye baglanir. Hiicre girisi reseptorii olarak rol alir ve HSV-1’in efektivitesine
aracilik ettigi tespit edilmistir (25,27). HSV-2 giris ko-reseptorlerinden biridir (31)
NMHC-1IA, MAG ve PILRa nin aksine ¢ok sayida hiicrede ekprese olur e bu yiizden
de fonksiyonel HSV-1 gB reseptorii olarak dnemli oldugu tahmin edilmektedir (27).
HSV-1’in tasiyici hiicrenin plazma membrani ile dogrudan fiizyonu 3 fazdan olusur.
Son asamada, konformasyonel degisim olur ve bu sayede gH/gL, gB’ye baglanir ve
aktiflestirir. gB’de; NMHC-IIA, NMHC-IIB, PILRa veya MAG baglanarak viral

membranin hiicre fiizyonuna yol agar (25).

Herpes Simpleks Viriis-1 Reseptorii: Kas Dis1 Miyozin Agir Zincir 11B
(NMHC-1IB)

NHMC-IIB, NHMC-II'nin baska bir izoformudur. In vitro c¢alismalarinda,
HSV-1 ile enfekte olmus hiicrelerde NHMC-IIA nin ekSpres olmadigi ancak NHMC-
[IB’nin ekspres oldugu tespit edilmistir. Bu, NHMC-1IB’nin HSV-1 ile iligkisi
oldugunu gostermektedir (31).

Herpes Simpleks Viriis-1 Reseptorii: Alfa v Beta 3 (avp3) Integrin, Alfa v
Beta 6 (avp6) integrin ve Alfa v Beta 8 (avp8) integrin

Alfa v beta 8 (avp8) integrin reseptorii gH/gL kompleksi ile baglanir. Bu
baglanma viriisiin hiicreye girisini miimkiin kilar (32,33). AvB6 ve avf8 integrin HSV
gl nin gH/gl.’den den ayrilmasina neden olur ve fiizyon kompleksin aktivasyonu bu
sayede baslamis olur. Ardindan avp3 integrin, gH ‘ye baglanir ve viriis konake1

hiicreye giris yapar (32,34,41).
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Herpes Simpleks Viriis-1 Reseptorii: 3-O Siilfatlanmis Heparan Siilfat
Proteoglikan (3-OS HS)

3-0OS HS, HS’nin yiiksek orandan stilfatlanmig halidir ve HSV-1 gD reseptori
olarak islev gormektedir. 3-OS HS; karaciger, kalp, pankreas, bobrek gibi dokularda
ve epitel hiicrelerde ekprese edilir (25,27,35). 3-OS HS, hem HSV-1 ile indiiklenen
hiicre-hiicre flizyonunu hem de HSV-1’in hiicreye girisini tetiklemektedir (27,36).

Herpes Simpleks Viriis-1 Reseptorii: Nektin-1

Nektin-1, immiinoglobin siiper ailesinin dort nektinden biri olan hiicre yiizeyi
proteini ve Ca?* bagimli hiicre adezyon molekiillerindendir (25,27). Nektin-1,
adherens ve siki baglantilar1 olusumunda ve organizasyonunda gorev alir (32,38).
Nektin -1 trake, prostat, ganglia, merkezi sinir sistemi ve tiroit gibi birgok dokuda ve
de HSV-1’in oncelikli hedeflerinden olan ndronlarda ve epitel hiicrelerde eksprese
edilmektedir (27,32,35,37). Ayrica, korneal epitelyum, fibroblast ve neuroblastoma
gibi hiicrelerde de ekprese olur (32,37). HSV-1 gD’ye baglanarak, HSV-1"in hiicreye
girisini saglayan reseptdrlerinden biridir (32,38).

Nektin- 1, sensor néronlarinda HSV-1 enfeksiyonu igin birincil reseptor olarak
goriilmektedir (25,40).

HSV-1’in direkt fiizyonun ilk agamasi sirasinda gD konformasyonel degisime
ugrar. Bu degisim sayesinde, gD’nin N terminali, nektin-1’e baglanarak HSV-1’in

hiicreye girisini tetikler (25,39)
Herpes Simpleks Viriis-1 Reseptorii: Nektin-2

Nektin-2 de nektin-1 gibi immiinoglobin siiper ailesinin dort nektinden biri
olan hiicre yiizeyi proteini ve Ca?* bagimli hiicre adezyon molekiillerindendir (25,27).
Nektin-2 plasenta, akciger, prostat, bobrek, tiroitve pankreas gibi birgok hiicrede ve
noral, endotel ve epitel hiicrelerde ekprese edilmektedir (27,35). Nektin-1 ile %30
homolojiye sahiptir. Nektin- 2, diisiik etkili bir HSV-1 reseptorii olarak goriillmektedir,
bu nedenle, Nektin-2 eksprese eden hiicreler, enfekte olmak icin yiiksek enfeksiyon
cesitliligi gerektirir. Genellikle HSV-2’ye ve bazi mutasyona ugramis HSV-1’ye
baglanir (25,27,42).
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Herpes Simpleks Viriis-1 Reseptorii: Herpes Viriisii Giris Aracisi
(HVEM)

HVEM tiimor nekroz faktorii (TNF) siiperailesi-14 (TNFRSF14), CD270 ve
timor nekroz reseptorii 2 olarak da bilinmektedir. Bagisiklik-diizenleyici sinyal
transdiiksiyon yolu proteinleri ile iligkili olan tip I integral membran proteinidir.
HVEM, B ve T lenfositler, epitel hiicreler, 16kositler ve fibroblastlarda ve bobrek,
akciger, karaciger ve beyin dokusunda eksprese edilir (32,43). Inflamatuvar ve immiin
reaksiyonlarda rol alir (25).

HSV-1’in aktif T hiicrelerine girisinin HVEM vasitastyla girildigi tahmin
edilse de HSV-1’in diger hiicrelere girisinde major reseptor olarak goriilmemektedir
(32,43).

HVEM, ilk olarak HSV’nin konak¢i hiicreye giris aracist olarak
tamimlanmustir.  Gilinimiizde, HVEM, herpes virlis giris proteini A olarak da
taninmaktadir. Ekstraseliiler segmenttinde 4 sistenin zengin alan1 vardir. HSV-1 ve
HSV-2 enfeksiyonunu HSV gD’ye baglanarak aracilik eder (25,44).

Son arastirmalar gére, HVEM’in ekpres edildigi 16semi monosit hiicre hatti
(THP-1) hiicrelerinde niikleer faktor kappa B (NF-xB) aktivasyonunda HSV-1 gD
gorev almaktadir (25,45). HSV-1, T hiicrelerini enfekte ettigi zaman HVEM aktive
olur. Bu, immiinosiipresif etki iiretir ve etkili immiin yanit sansini azaltarak viriisiin

yasamasina ve replike olmasina olanak saglar (25,46).
2.1.5. Herpes Simpleks Viriis-1 Glikoproteinleri

HSV-1’in virion kapsiti, 13’1 glikoprotein olan 20 viral proteini bulunduran
tegliment ile kaplidir. Bu glikoproteinlerin viriisiin fiizyon yoluyla ya da reseptor
aracili endositoz ile hiicreye girisinde veya reseptorlere viryon baglanmasinda énemli
rolleri vardir (32,47) Konak hiicrenin plazma membrani ile viriis fiizyonu i¢in gB, gD,
gH ve gL proteinleri gereklidir (27).

HSV’nin hiicreye girisi gB ve/veya gC’nin HS’ye baglanmasi ile baglar. gD,
HVEM, nektin-1, nektin-2, 3-OS HS reseptorlerinden birine baglanarak HSV’nin
baglanmasini stabilize eder. Flizyon reaksiyonu baglar. Fiizyon kompleks formasyonu
olusur. gD’nin reseptdre baglanmasi konformasyon degisikligine sebep olur. Bu, gH-

gL kompleksini aktive eder. Ardindan, bilinmeyen bir mekanizma serisi gB’yi aktive
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eder. gB, gD, gH-gL ve reseptorler ¢ekirdek fiizyon kompleksi olusturur. Sonrasinda,

HSV plazma membranina girer (25).
Herpes Simpleks Viriis-1 Glikoprotein B

HSV-1 gB, herpes viriis grubu i¢in en ¢ok korunan glikoproteinlerden biridir
(32,48). 904 aminoasit uzunlugundadir ve 3.simif membran fiizyon proteini gibi
fonksiyon gosterir (32).

Glikoprotein B tarafindan tetiklenen membran flizyon siireci, fiizyon
kompleksi olusturan HSV-1 gD, gH and gL’yi gerektirmektedir. Ayrica, membran
glikoproteinler, tegiiment proteinler ve viral membrane proteinler, HSV-1 gB aracili
membran flizyon siirecinde yer alirlar (32,49).

Glikoprotein B, farkli hiicre ¢esitlerinde virionlarin hiicreye girisinde ve
baglanmasinda énemli role sahiptir (27,32). gB PILRa, MAG, NHMC-1IA, NHMC-
IIB ve HS reseptorlerine baglanmaktadir (25,27,32). PILRa, HSV-1 igin ko-
reseptordiir. PILRa’nin gB ile baglanmasinda HSV-1 gD ile interaksiyonu ve 3-O 3-
OS HS, HVEM ve nektin-1 gibi reseptorler gereklidir. Bu durum HSV-1’in hiicre
membran flizyonuna aracilik yapar (25).

HSV-1 gB, HSPG’lerin viriisiin hiicre yiizeyine baglanmasindaki énemi ve

virlisiin membran flizyonundaki kritik rolii ile taninmaktadir (25,27).
Herpes Simpleks Viriis-1 Glikoprotein D

HSV-1 gD, tip I membran protein olarak gorev yapan 369 amino asit
uzunlugunda bir proteindir (25,32,50). gD, TNF reseptor ailesinden olan HVEM,
immunoglobin ailesinden olan nektin-1’e ve HS’ye baglanabilmektedir (32,51).
Nektin-1’e baglanmak ve antikorlarin nétralize edilmesi i¢in dnemlidir (32).

HSV-1 gD, HSV’nin ana baglanma reseptoriidiir ve ekstraselliiler bolgede
bulunan N-terminali, baglanmay1 saglayan ana bolgedir. Bu bolge, HVEM, nektin-1,
nektin-2 ve 3-OS HS reseptorleri ile baglanti kuran bolgedir. gD’nin C terminali ise
gH/gL fiizyon kompleksi olusturan bolgedir (25,52). gD, reseptorlere baglandiginda C
terminalinde konformational degisiklik meydana gelir ve N terminali aci8a ¢ikar. Bu
sayede gD, reseptorlere baglanarak gB, gH-gl. ve diger reseptorleri toplayarak gD
reseptor kompleki olusturur. Bu, HSV’in konak hiicrede fiizyonunu indiikler ve HSV
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hiicre icine girer. Ayrica, gD, viral pargaciklarin hiicreye saliniminda ve dagiliminda
rol alir (25).

HSV-1 gD apoptozu engelleyebilir. Apoptozu engelleyen gD’nin bolgeleri
hiicre-hiicre fiizyonunda yer alan ve nektin-1’e baglanan bolgesinden farklidir. gD’nin

glikozilasyonu apoptozu engelleyebilir (25,53).
Herpes Simpleks Viriis-1 Glikoprotein H ve L

Glikoprotein H, gL ve gH-gL kompleksi, HSV enfeksiyonu ve viral hiicre girisi
igin gereklidir (25, 32,54). gD reseptorlere baglandigi zaman gl ve gH birbirlerine
kovalent olmayan baglanilirlar ve HSV-1’in konak hiicrede membran fiizyonu i¢in
gereklidir. Bu heterodimer kompleks immiin yanitini indiikler (25, 54).

Glikoprotein H, UL22 geni tarafindan kodlanir. 828 amino asitten olusan tip I
transmembran proteinidir. gL ise, UL1 geni tarafindan kodlanir ve 224 amino asitte
olusan ¢dziiniir proteindir. Transmembranal boliimii yoktur. Bu yiizden, konak hiicre
transmembranina baglanmasi i¢in gL/gL heterodimer kompleksi gerekir (25,32,55)

Glikoprotein H ve L kompleksi; avp3 integrin, avp6 integrin ve avp8 integrin
gibi hiicre ylizeyindeki ¢esitli proteinler ile etkilesime girerek endositik yol ile viral
hiicre girisini diizenler. gD reseptére baglanana kadar ve integrinler gH/gL
kompleksine ayrilma signali gonderene kadar gL, gH’yi inaktive sekilde tutar
(25,32,56,57). Ardindan gH aktive edilir ve aktive olan gH’de gB’yi aktive eder (25).
gH/gl. kompleksinin gB ve gD’yi nasil aktive ettigi tam olarak agiklanamamaktadir.

2.1.6. Herpes Simpleks Viriis-1’in Patogenezi
Akut Enfeksiyon

Akut HSV enfeksiyonu genellikle asemptomatiktir. Asemptomatikte olsa
goriiniis olarak viriis hizla replikasyona ugrar. Viral enfeksiyon genellikle ara epitel ve
parabazal hiicrelerde meydana gelir ve konak¢i hiicrenin ¢ekirdeklerinin
parcalanmasini igerir (58,59). Akut faz, sirasinda viriis temas bolgesinde ¢ogalir. Son
yapilan ¢aligmalar, HSV-1’in replikasyonunu viral tegiiment protein 16 (VP16) veya
a-trans indiikleyici faktor (oTIF) (ki bu proteinin viral gen replikasyonu ve gen

transkripsiyonu gibi 6nemli rolleri vardir) tarafindan karakterize edildigini
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gostermektedir (58,60). Bu fazdaki ana proteinler; virion konak kapatma (VHS),
protein kinaz (PKR), VP16, oTIF, enfekte hiicre proteinleridir (ICP4, ICP22, ICP27,
ICP47 ve ICPO0). Viral replikasyon siirecinde ise kaynak baglayici protein (OBP),
ICP8, HSV polimeraz ve helikaz proteinleri yer alir (58).

Latent Enfeksiyon

Latent enfeksiyon sirasinda, viral DNA konak¢inin ¢ekirdeginde epizomal
kalir ve higbir bulasici viryon iiretilmez (58,61). Latent durumda yeniden aktif hale
gelmek i¢in bekleyerek bagisiklik sisteminde kacar. Enfekte hiicrelerde litik gen
ekpresyonu meydana gelir (58,62). Bu siireg sirasinda, agik okuma gergevesi (ORF) P
ve O’nun ICP’leri etkiledigi bulunmustur. Enfeksiyonun erken déoneminde, ICPO ve
ICP 22’nin iiretimini baskiladig1 ve bu yiizden, splicingi etkiledigi bulunmustur (ORF
0, ICP4’ii bloke etmektedir) (58,60). Latent enfeksiyon fazinda genellikle LAT ’lar ve
sinir biiyiime faktorii (NGF) proteinleri rol alir (58).

Tekrarlayan Enfeksiyon

Herpes simpleks 1’in en ilging 6zelliklerinden biri, dorsal kok ganglionlarda
latent duruma ge¢mesi, ardindan aktif olmasi ve tekrar latent periyoda gegmesidir.
HSV-1, latent durumda yeniden aktif hale gelmek icin bekleyerek bagisiklik
sisteminden kacar. Stres ya da benzeri durumda yeniden aktif hale gelir. Bu tekrarlayan
enfeksiyon siirecinde, HSV-1 virlisii anterograd yoluyla latent bolgelerden yeni
enfeksiyon bolgelerine gider. Bu siire¢ sirasinda, viriisiin epitel hiicre enfeksiyonu
olusturmasi gerekli degildir (58,63).

HSV-1’in replikonlari, HSV-1’in latent evresinden tekrarlayan enfeksiyona
gegmesine yardimci olur. Bu siiregte, virion konak kapatma (VHS) ve a-trans

indiikleyici faktor (aTIF) protein ekspresyonlari dnemlidir (58,61).
2.2. Oksidatif Stres

Oksidaf stres, 1985 yilinda ilk defa antioksidan-oksidan dengesinin bozulmasi
olarak tanimlanmistir (65). Giliniimiizde ise biyolojik sistemlerde antioksidanlar ve
serbest radikaller arasindaki dengenin bozulmasi olarak tanimlanmaktadir (66).

Oksidatif stres, molekiiler veya hiicresel hasar ile sonuglanir (67). Oksidatif stresteki
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dengenin bozulmasi sonucu ROS’da artis gdstermektedir. ROS, yliksek reaktiviteye
sahiptir ve fiziksel, kimyasal ve biyolojik ajanlara maruziyet ile olusabilir (66) (Sekil
2.2)).

Oksidatif stres, birgok hiicre tipinde ortaya cikabilir. Glutatyon depolarinin
bosalmasi, antioksidan enzimlerde azalma ve gidalardan alinan antioksidanlarin
yetersiz kalmasi oksidatif strese neden olur (68). Oksidatif stres, redoks aracili sinyal
yollarina dahil olan enzimlerdeki edinilmis ya da kalitsal bozukluklara bagli olarak da
gortilebilir (67).

Antioksidanlar, serbest radikallerin yayilmasimi ya da serbest radikallerin
olusumunu engelleyerek oksidasyonu kontrol edebilir. Bu durum, oksidatif stresi
azaltip bagisiklik sistemini gii¢lendirebilir (67).

Tim biyolojik sistemler redoks dengesi i¢indedirler. Bu denge, oksidatif ve
indirgeyici reaksiyonlar1 dengesinin uygun kosullarda saglanmasi ile olusur. Bu denge,
oksidanlar1 indirgemede hiicresel yeteneginin kaybi veya ROS’un ¢ok firetilmesi ile
bozulur. intraseliiler olarak biriken ROS, DNA, RNA, proteinler ya da lipitler gibi
makromolekiilleri oksitler ve hasara yol agabilir (69,70) (Sekil 2.2.). Bu degisiklikler,
kansere, norodejeneratif hastaliklara (6rn. Alzheimer hastaligi) veya kardiyovaskiiler
hastaliklara yol agabilir (70).

Oksidatif stresin hangi dis faktorler ile olustugu ve hasar verdigi maddeler

Sekil 2.2.’de verilmistir.
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Sekil 2.2. Oksidatif stresin olusumu (Ozkan ve ark. (66)’dan alinmustir).

Hiicrede en fazla bulunan ROS tipleri hidrojen peroksit (H203), siiperoksit
(O27) ve hidroksil (-OH) radikalidir (69). Elektron tasima zincirinde gerceklesen
reaksiyonlar, ROS iretimini arttirabilir (68). ROS hiicre sinyal yollarinda da
gereklidir. Ancak ROS’un agir1 tiretimi hiicre de membran, organel hasarina ve takiben
apoptoza yol agabilir (71).

Oksidatif stres, reaktif molekiillerin olumsuz etkilerini ortadan kaldirian
antioksidan tarafindan azaltilabilir/durdurulabilir (68). Antioksidanlar, ROS’un
hiicresel yapilar1 verdigi hasar1 engellemek i¢in kullanilabilirler (66).

Antioksidanlar, farkli mekanizmalar ile serbest radikallerin olusmasini ya da
serbest radikallerin yayilmasini engeller. Bu yol ile de otooksidasyonu kontrol ederler
(72). Ancak, ROS ve antioksidan dengesi kirilgan bir dengededir. Bu denge, iskemi-
reperflizyon, inflamasyon, hiperoksi gibi durumlarda veya bozulmus/az sayida
antioksidan varliginda bozulur. Bu durumlarda ROS niikleik asitlere, lipitlere ve
proitenlere hasar vererek apoptoza veya mutasyonlara neden olur (68). ROS artis1 ile

goriilen toksik etkiler Sekil 2.3’de 6zetlenmistir.
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Sekil 2.3. ROS artis1 ile goriilen toksik etkiler (68).

Normal diizeylerde ROS, nekroz, proteaz aktiviteleri, apoptoz, gen
ekspresyonu, hiicre biiylimesi, bagisiklik gibi bir¢ok hiicresel duruma dahil olur (73).
Ayrica, fagositlerin patojenleri yok etmesinde kullanildiklari icin ROS’un immiin
sistemde onemli rolleri de vardir. Ancak, oksidatif stresin asiri olusumu istenmeyen

bir durumdur ve engellenmezse, bir¢ok patoloji ortaya ¢ikabilir (74).
2.2.1. Oksidatif Stres ile Olusan Hasarlar

Nukleik Asit Hasarlar

DNA oksidasyonu, genom karasizligi ve bozulmasinda en biiyiik nedenidir.
Guanin ise oksidatif hasara en duyarlt DNA bazidir. RNA’da tipki DNA gibi okside
olur ve bu durum hastaliklara sebep olabilir (65).

Protein Oksidasyonu

Protein oksidasyonu, stabilizasyon reaksiyonlarin1 igeren proteine bagh
yerlerden elektronlarin ¢ikarilmasina yol agan tiim reaksiyonlari igerir. Oksidatif stres
ile amino asit ve peptitlerin oksidasyonlar1 gergeklesebilir (79). Oksidasyon sonrasi

protein yan zincirlerinde ve temelde (backbone) modifikasyonlar goriilebilir (78,79).
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Lipit Peroksidasyon

Serbest radikallerin lipit membrandan elekton alarak membran hasarina sebep
olmasinda ve bu sekilde serbest radikallerin artmasimna yol agmasina lipit
peroksidasyon denir. Diisiik seviyede lipit peroksidasyon normal kosullarda dogaldir.
Ancak, asir1 lipit peroksidasyon membran hasariyla sonuglanir (74).

Hiicre membranlarinin lipit peroksidasyonu ii¢ asamaya ayrilir: baslangic,
yayllma ve terminasyon. Baglama icin primer etmen oksidatif strestir. Hiicre ici
oksidan ve antioksidan dengesizligi ile lipit peroksidasyon ortaya ¢ikabilir. Sonugcta,
peroksidasyon iiriinleri olusur. Lipit peroksidasyon, enzim katalizli peroksidasyon ve
kimyasal peroksidasyon olarak ikiye ayrilir (74).

Coklu doymamis yag asitleri (PUFA) membran lipitlerinin ana bilesenlerinden
biridir ve lipit peroksidasyona duyarlidir (74).

C ve E vitamini gibi antioksidanlar ROS’a kars1 savunma sisiteminde 6nemli
rol oynarlar ve bu tip antioksidanlar, lipit peroksidasyonu yavaslatabilir, durdurabilir
veya engelleyebilir (74).

Lipit peroksidasyon, farkli yontemler ile olgtilebilir. Lipit peroksidasyon
sirasinda  4-hidroksinonenal (4-HNE), thiobarbiturik Asit Reaktif Maddeleri
(TBARS)/malondialdehit (MDA) olusur. Bu yiizden, 4-HNE, MDA and TBARS da
lipit peroksidasyon olgiitii olarak kullanilir (74,80). En popiiler yontemlerden biri
tiyobarbitiirik asit (TBA)-malondialdehit (MDA) kompleksinin spektrofotometrik
veya spektroflorometrik Ol¢iilmesidir. Lipit peroksidasyonun iiriinleri Sekil 2.4’te

Ozetlenmistir.
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Sekil 2.4. Lipit peroksidasyon iiriinleri (Ozkan ve ark. (66)’dan alinmustir).

2.3. Glutatyon

Glutatyon (GSH), hiicre igi tiyol bilesigidir ve neredeyse tiim hiicrelerde
yuksek miktarda bulunan atipik bir tripeptittir. Elekrofillere ve ROS’a karsi
antioksidan savunma mekanizmasinin en 6nemli bilesenlerindendir (75,76). Enzimatik
reaksiyonlarda GSH okside olarak okside gutatyonu (GSSG) olusturur. Oksidatif stres
sirasinda kontrolsiiz GSSG iiretimi olur ve bu da hiicrenin savunmasiz kalmasina,
mitokondriyal islev bozukluguna ve asir1 deplese olmasi durumunda da nekroz veya

apoptoza neden olabilir (75).
2.4. Herpes Simpleks Viriis-1 ve Oksidatif Stres

Herpes simpleks 1, hiicrelerde oksidatif stres olusturmasi ile iligskilendirilmistir.
HSV-1’in glutatyon tiiketimine sebep oldugu tespit edilmistir (81,82).

HSV-1 enfeksiyonunun ROS miktarini arttirdigi ve lipit peroksidasyon yan
tirtinlerinden 4-HNE, ve MDA nin miktarmin ytikselttigi bilinmektedir (81,83). HSV-
1 latent periodu sirasinda oksidatif strese yol agabilir (84). Farelerin beyin korteksinde
yapilan incelemeler, HSV-1’in lipit peroksidasyona ve proteinlerde oksidatif
modifikasyonlara neden oldugunu gostermistir (85). Ancak, yapilan son arastirmalara
gore oksidatif stres, HSV-1 replikasyonunu azaltmaktadir ve noroblastoma hiicrelerini

HSV-1 enfeksiyonunundan korumaktadir (81).
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2.5. Askorbik Asit (C Vitamini)

Askorbik asit (C vitamini), suda ¢Ozilinen bir vitamindir ve bir¢ok yasamsal
reaksiyonda kofaktor olarak gorev almaktadir. Dogada bilinen 2 tiirii vardir. Bunlar L-
dehidroaskorbik asit ve L-askorbik asittir (86). Yapilan ¢alismalar, askorbik asidin
bagisiklik sisteminin diizgiin ¢alismasinda, immiin yanit ve hastalik direncinde 6nemli
rolleri oldugu gostermistir (86,87). Yiiksek miktarlarda alindiginda askorbik asit,
prooksidan etki gosterir ve fagositik hiicrelerde birikir. Bu birikme ROS olusumunda
artisa yol acar ve bir enfeksiyon esnasinda enfeksiyoz mikroorganizmanin limiinii
saglar. Takviye gida olarak verilmesi bagisiklik sistemi aktivitesini arttirir ve
enfeksiyona karsi direng saglar (86).

Tavuklar {izerinde yapilan ¢alismalar, mega doz askorbik asit verilmesinin as1
sonrast antikor aktivitesini arttirdifint ve B hiicre aktivitesini kontrol ettigi
gostermistir (87,88). Tavuklarda bulasici bursal hastaliklar i¢in yapilan asilarda
askorbik asit takviyesinin asmin etkililigini arttirabildigini ve antikor yanitini
gelistirebildigi gostermistir. Diger enfeksiyon hastaliklarinda da klinik belirtileri
diizeltebildigi ve mortaliteyi diislirebilecegi tahmin edilmektedir (87).

Sap hastaligina kars1 gelistirilen bir inaktive asinin etkililiginin arttirilmasi ile
ilgili bir arastirma da yiliksek doz C vitamini takviyesinin asinin etkinligini ve
immiinolojik yanitinin arttirdigr bulunmustur. Ayrica, askorbik asidin T yardimci
hiicreleri 2 (Th2’ler)’nin ve T yardimci hiicreleri 17 (Th17’ler)’in sayilarin yiikselttigi
goriilmistiir ve bu bulgular askorbik asidin asilarin etkililigini artirabilecegini
gostermistir (86-89).

Klinik bir ¢alismada, HSV-1’in tedavisi i¢in hastalara askorbik asit ve antiviral
ilag birlikte verilerek kombine tedavi uygulanmistir. Askorbik asit takviyesine erken
baslayan hastalarin  semptomlarinda ve virlisiin  niiksetmseinde azalma
gozlemlenmistir. Vicuttaki askorbik asit diizeylerinin HSV-1 enfeksiyonun

Onlenebilirligi i¢cin onemli oldugu tespit edilmistir (90).
2.6. Sodyum Selenit

Selenyum insan sagligi énemli bir bilesendir. Antioksidan savunma sistemi,
tiroit hormonlarin sentezi gibi bir¢cok metabolik olayda goérev alir. Selenyuma bagimh

proteinleri arasinda antioksidan enzimlerinden olan glutatyon peroksidaz ve
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tioredoksin rediiktaz bulunur. Selenyumun takviye olarak verilmesi, immiin sistem
tizerinde olumlu etkilere sahiptir. Antikor iiretimini artirir, T hiicresi yanitlarim
gelistirir ve bagisiklik hiicrelerini oksidatif stresten korur (91,92)

Atlarda selenyum takviyesinin agilar ve bagisikli sistemi tizerindeki etkisi
incelenmistir. Selenyumun diisiik diizeylerde alinmasinin immiin yaniti olumsuz
etkileyebilecegini gosterilmistir. Ancak, selenyumun asilarin belirli bir antijene karsi
bagisikli tepkisi olusturmasini etkilemedigi goriilmistiir. Diger taraftan, yeterli
selenyum takviyesinin immiin islevlerin devamliligi i¢in O6nemli oldugunu
gosterilmistir (93).

Sodyum selenitin oksidatif stres ve apoptoz tizerindeki etkilerinin incelendigi
bir caligmada, yliksek doz selenyum uygulamasinin kanser hiicre hatlarinda
oksitlenmis glutatyon diizeylerini artirdig1 ve indiiklenmis glutatyon diizeyini azalttigi

ve sonugta kanser hiicrelerinin redoks dengesini bozdugu belirlenmistir (94).
2.7. Herpes Simpleks Viriis-1 As1 Calismalar:

HSV-1 i¢in lisansh as1 bulunmamaktadir. Ancak, klinik 6ncesi ve klinik as1
calismalar1 devam etmektedir (95,96). Bu asilar genellikler replikasyon kusurlu ve
canli virilis bazli asilardir (95,97,98). Asilarda genellikle HSV-1 glikoproteinleri (gB,
gC, gD gibi) kullanilmaktadir ve bu glikoproteinler kullanilarak konagi HSV-1’den
koruyan immiin yanitin uyarilmasi planlanmaktadir (95-97,99). En yaygin olarak da
gD tercih edilmektedir (95).

Hayvan modellerinde basarili olan HSV-1 asilan klinik ¢aligsmalarda basarili
olamamistir (95,100). Ancak hala devam etmekte olan klinik ¢alismalar, umut vaat
edici sonuglar gostermistir (95,101). HerpeVac, HSV-1 gD’yi kullanan asilardan
biridir ve HSV-1 enfeksiyonunu engellemekte %31, genital HSV-1’i 6nlemede %58
oraninda basar1 gostermistir (100,101).

HSV-1 asilar, Onleyici, terapotik veya Onleyici-terapotik olarak 3 cesitte
gelistirilmeye calisiimaktadir. Onleyici HSV-1 asilari, birincil enfeksiyonun énlemeye
odaklanmigtir. Terapotik HSV-1 asilari, niiksetme sayisini azaltma, reaktivasyonu
onleme ve klinik siddeti azaltmay1 hedeflemektedir (102,103). Bugiine dek elde edilen

bilgiler 1sunda, gelistirilecek olan herpes asisinin asinin sadece hiicre aracili
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immiiniteyi degil ayn1 zamanda hiimoral immiiniteyi de uyarmasi1 durumunda etkisinin

yiiksek olacabilecegi diisiiniilmektedir (102).
2.8. Herpes Simpleks Viriis -1’in Tedavisi

Herpes Simpleks 1 enfeksiyonunu karsi gelistirilmis tam bir tedavi yoktur.
Ancak, semptomlarin ilerlemesini durdurmak icin antiviral tedaviler uygulanmaktadir
(95,98,101,103).

HSV-1’in giinlimiizdeki tedavisi, tekrarlayan ucuk ataklarin1 azaltmayi, tedavi
stirecini ve siiresini azaltmaya yoneliktir. Tedavi, ilk 48 icinde baglatildigi zaman
etkilidir (104). HSV-1 antiviral terapisi i¢in asiklovir, famsiklovir ve valasiklovir
onerilmektedir (102-105). Bu antiviral terapi ilaglarindan birini disiik dozda
kullanmak hastaligin semptomlarinin meydana gelme sikligin1 azaltabilmektedir.
Ayrica, HSV-1 semptomlar1 sik goriilen ve agrili semptomlar gosteren kisilerin
bulastirma ihtimali antiviral tedavilerle azaltilabilir. Asetaminofen, ibuprofen veya
naproksen gibi ilaglar da HSV-1’in sebep oldugu agriy1 azaltmak i¢in 6nerilmektedir

(106).
2.9. SH-SY5Y Hiicre Hatt1

SH-SYS5Y hiicre hatti, in vitro ¢alismalarda yaygin olarak kullanilmaktadir.
1970 yilinda kemik iliginden alinan metastatik noroblastoma hiicrelerinden elde
edilmistir. SH-SY5Y hiicre hatti, norotoksisite, Parkinson ve Alzhemimer hastaligi
gibi sinir sistemi ile ilgili olan hastalik ve arastirma alanlarinda yaygin olarak tercih

edilmektedir (107,108).



3.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Etanol

Herpes Simpleks Viriis-1 Glikoprotein D
Fotal Sigir Serumu (FBS)
Penisilin- Streptomisin Karigimi

Dulbecco’nun Fosfat Tamponlu Salin Cozeltisi

(DPBS)

Fosfat Tamponlu Salin (PBS)

Tripsin

Etilendiamin Tetraasetik Asit (EDTA)

L-Glutamin

Dulbecco’nun Modifiye Eagle Besiyeri: F12
Dimetil siilfoksit (DMSO)

Vitamin C/ Askorbik Asit

Sodyum Selenit / Selenyum
3-(4,5-Dimetiltiyazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum

bromiir (MTT)

Fluorometric Intracellular ROS Kit

TBARS Assay Kit

Protein Karbonil Kolormetrik Assay Kit
8-isoprostan ELISA Kit
4-Hidroksinoneal (4-HNE) ELISA Kit
Glutatyon (GSH) ELISA Kit

Sodyum Hidroksit (NaOH)

Na/K Tartarat
Hidroklorik Asit

Bakir (II) siilfat / Cu2SOa
Sodyum Karbonat / Na.CO:s

Sodyum Kloriir / NaCl

3. GEREC VE YONTEMLER

JT Baker
MyBioSource
Biowest
Biowest

Biowest

Biowest

Biowest

Biowest

Biowest

Biowest

Duchefa Biochemical
Doga Ilag

Majistral Pharma
Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich
Cayman
Cayman
Cayman
Elabscience
Elabscience
Riedel-de Haen
Montplet & Esteban SI
Sigma Aldrich
Riedel-de Haen
Riedel-de Haen
Sigma Aldrich
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3.2. Kullanilan Arag¢ ve Gerecler

Spektrofotometre
Lamel

Neubauer Lami

Laboratuvar Tipi Kirik Buz Cihaz1

inkiibatér (CO2’li)
Buzdolabi

Derin Dondurucu (-20 C°)
Biyolojik Giivenlik Kabini
CO2’li Inkiibator

Derin Dondurucu (-80 C°)
Distile Su Cihaz1

Su Banyosu

Santrifiij Cihazi

Vorteks

Hassas terazi

Mikroskop

Buz yapma cihazi

Otoklav

96’11 Plak

Kriyo tiip

Neubauer Lam

Hiicre Kiiltiirii Flasklari (75 cm?)

Falkon (15 ml, 50 ml)

Steril Serolojik Pipetler (5, 10 ml)
Pipet (1-10 pl, 10-200 pl, 100-1000 pl,

1-5ml)

Pipet Uglar1 (10 pl, 100 pl, 200 ul, 1000

ul, 5 ml)
96’11 plak kapama tabakasi
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Molecular Devices, SpektraMax M2
Isolab

Marienfeld

Scotsman AF100

Heraeus Instruments, Funvtion Line
Argelik

Arcgelik

Holten Lamin Air Model 1,2
Heraeus Instruments, Funvtion Line
Revco, Legaci

MES mp Minipure, mes08/Termo Scienfitic
Memmert, Edelstaht Rostfrei
Heraeus, Hettich, Rotofix 32A
LMS, Mixer Uzusio VTX-3000L
Mettler Toledo, XS105

Leica

Scotsman AF100

Niive NC40M

Grenier Bio-One

Grenier Bio-One

Marienfeld

Isolab

Grenier Bio-one

Grenier Bio-one

Isolab

True-Line

Cayman, Elabscience
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Pipet (1-10 pl, 10-200 pl, 100-1000 pl, Isolab

1-5 ml)

Pipet Uglar1 (10 pul, 100 pl, 200 pl, 1000 True-Line

ul, 5 ml)

96’11 plak kapama tabakasi Cayman, Elabscience
Pipet (1-10 pl, 10-200 pl, 100-1000 pl, Isolab

1-5 ml)

3.3. Hiicre Hatt1

Tez kapsaminda, SH-SYS5Y noroblastoma hiicreleri kullanmigtir. Caligmada
kullanilan hiicreler, Amerikan Tip Kiiltiir Koleksiyonu (American Type Culture
Collection, ATCC) firmasindan satin alimmustir. Kullanilan medyumlar iki sekilde
hazirlanmistir. Birincisi, 500 mI’lik Dulbecco’nun Modifiye Eagle Mediumu-Ham’s
F12 (DMEM: F12) (glutamin) sisesine 88 ml fetal sigir serumu (FBS) ve 5,9 ml
penisilin/strepstomisin karisimi eklenerek hazirlanmustir. Ikincisi ise 500 ml’lik
DMEM: F12 (glutamin olmayan) sisesine 88 ml FBS, 5,9 ml penisilin/streptomisin ve
59 ml L-glutamin ecklenerek hazirlanmistir. SH-SYS5Y hiicreleri hazirlanan
medyumlar kullanilarak 37 °C 1s1da %5 olan inkiibatérlerde inkiibe edilmistir. Hafta
ici 1 giin arayla, hafta sonu ise 2 giin arayla medyum degistirilerek % 80 tutunma

(confluency) sonrasi pasaj yapilarak hiicreler ¢ogaltilmistir.
3.4. Deneylerde Kullamlan Cozeltilerin Hazirlanmasi
3.4.1. Tripsin EDTA Cozeltisinin Hazirlanmasi

Hiicre kiiltiiriinde, Tripsin-Etilendiamin tetraasetik asit (EDTA) hiicreleri
yilizeyden kaldirmak i¢in siklikla kullanilir. Proteinleri parcalama 6zelligi tripsin ve
hiicre-hiicre baglantilarint bozmak igin Ca* iyonlarmm selatlayan EDTA enzimi
hiicrelerin flaska yapismasini engellemek i¢in kullanilir (113).

Tripsin-EDTA  ¢ozeltisi  %0,025- %0,05 araliginda konsantrasyon
kullanilmistir. 10 mI’lik 10X Tripsin EDTA ile 40 mI’lik DPBS ile karistirilarak 2X
Tripsin-EDTA elde edilmistir.
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3.4.2. Askorbik Asidin Hazirlanmasi

Hassas tart1 kullanilarak tartilan 1,7622 mg askorbik asit ve 10 ml besiyeri,
15181 kapatilan biyolojik giivenlik kabininde karistirilarak 1000 mM’lik askorbik asit
¢oOzeltisi hazirlanmigtir. Ardindan hazirlanan bu 1000 MM’lik ¢ozelti 50-1,25 pM

araligindaki ¢ozeltilere diliie edilmistir.
3.4.3. Sodyum Selenitin Hazirlanmasi

Hassas terazi ile tartilan 3,458 mg sodyum selenit ve 10 ml besiyeri, biyolojik
giivenlik kabininde karistirlmigtir ve sodyum selenit ¢ozeltisi edilde edilmistir. Bu

stok ¢ozeltisi seyreltilerek 10, 30, 50, 70, 80, 100 nM ¢ozeltiler elde edilmistir.

3.4.4. Herpes Simpleks Viriis—1 Glikoprotein D’nin Cozeltisinin

Hazirlanmasi

Biyolojik giivenlik kabininde 20 pl HSV-1 gD, 1980 pl besiyeri ile
karistirilarak 1000 ng/ml’lik ¢ozelti elde edilmistir. 1 uM’lik bu stok ¢dzeltisi

seyreltilerek 75-0,5 nM arasi ¢ozeltiler hazirlanmastir.
3.4.5. MTT Deneyinde Kullamlan Cozeltilerin Hazirlanisi
MTT Cézeltisi

Deneyden birkag saat 6nce hazirlanmistir. Hassas terazide tartilan 20 mg MTT
boyasi 4 ml DPBS’de ¢6ziinmiistiir. Ardindan, bu 4 ml’lik karigima 36 m1’lik besiyeri
eklenerek MTT ¢ozeltisi elde edilmistir. Deneyde kullanilan ve yogunlugu 1,1 g/cm?®

olan dimetil siilfoksit, kullanima hazir olarak bulunmaktadir.
3.4.6. Hiicrelerin Lizisi icin Kullanilan Cozeltiler

Hiicreler 2 farkli sekilde lize edilmistir. ilk yontemde kimyasal madde olarak
sadece PBS kullanilirken ikinci yontemde 3 farkli kimyasal kullanilmigtir.

1. Dondurularak Lize Etme: PBS kullanilmistir. Hiicre peleti tizerine 1 ml

PBS eklenmistir. -80 C°’¢ konularak dondurulmus ve bir siire sonra

cikarilmigtir. Buzlar ¢oziiniip vortekslendikten sonra ayni siire¢ 3 kere
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tekrarlanarak hiicreler pargalanmistir. Bu siire¢ sonrasi, tiipler 10000
rpm’de santrifiij yapilmistir. Siipernatant kismi atilmistir ve pelet kisimlari
deney i¢in kullanilmistir.
2. Biyokimyasal Olarak Lize Etme: Pargcalanma tamponu, protein inhibitorii
ve proteaz inhibitor kokteyli hazirlanmastir.
a. Proteaz Inhibitorii: Bestatin, 16kopeptin, pepstatin ve aprotinin
igermektedir.
b. Proteaz Inhibitér Kokteyli: Protein inhibitdrii (1 ml) ve liz tampon
¢ozeltisi (100 ml) igermektedir.
c. Liziz Tampon Cozeltisi: CelLyticTM MT liziz reaktifi
kullanilmistir. Deterjan (proteinlerin minimum girisimi i¢in), bisin
(diisiik konsantrasyon) ve 150 nM NaClI karistirlmistir ve 4°C’de

saklanmgtir.

3.4.7. Florometrik Intraselliiler Reaktif Oksidatif Bilesikler Kiti

Cozeltilerinin Hazirlanisi

ROS Tespit Reaktifi (1 sise), DMSO (0,1 ml) ve deney tamponu (20 ml) hazir

olarak kitte bulunmaktadir.
Master Reaksiyon Karisimi

Deney tamponu (10 ml) ve ROS tayini reaktif soliisyonu (stok soliisyonu, 20

ul) ile kanistirilmistir. Yaklasik 2 saat bekletildikten sonra kullanilmistir.
3.4.8. Protein Tayini Cozeltilerinin Hazirlanisi
Bakar Siilfat
10 mg bakir siilfat 1 ml suda ¢oziilmiistiir.
Potasyum Sodyum Tartarat

20 mg potasyum sodyum tartarat hassas tart1 ile tartilmistir. Bu 20 mg’lik

madde 1 ml’lik suda ¢oziilmiistiir.
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Sodyum Hidroksit

2 gr sodyum hidroksit 100 ml su kullanilarak ¢oziilmiistiir.
Sodyum Karbonat

2 gr sodyum karbonat 20 ml NaOH ¢ozeltisinde ¢oziilmiistiir.
Bakir Raejam

0,2 ml potasyum sodyum tartarat, 10 ml sodyum karbonat ve 0,2 ml bakir siilfat

¢ozeltisi karistirilmastir.
Folin Fenalin
1 ml fenol reaktifi 9 ml su ile diliie edilmistir.
Albiimin Standartlar:

1 mg FBS ile 1 mL deiyonize suda karistirilmistir. 1000 ug/mL konsantrasyona
sahip stok ¢ozeltisi elde edilmistir. Bu stok ¢6zeltisi seyreltilerek 500 ile 31,25 pg/ml

arasi bovin serum albiimin ¢ozeltileri hazirlanmistir.
3.4.9. 4- HNE ELISA Kiti icin Kullanilan Cozeltiler

Referans standart, HRP conjugate seyreltici, konsantre biyotinlenmis detection
antikoru, konsantre HPR conjugate, substrat reaktifi, durdurma soliisyonu,
biyotinlenmis detection antikoru seyreltici, konsantre yikama tamponu ve referans

standart & 6rnek seyreltici kullanilmistir.
Yikama Tamponu

30 ml konsantre yikama tamponuna 720 ml distile su eklenerek yikama

tamponu olusturulmustur.
Standart Calisma Soliisyonu

Standart, 1 dk boyunca (10,000 x g) santrifiijlenmistir. 1 ml referans standart

ve ornek seyreltici standarda eklenmistir. Tamamen ¢oziinmesi i¢in 10 dk beklenerek



29

karistirilmistir.  Ardindan, pipet ile iyice karistirilmistir. Hazirlanan bu c¢alisma
solisyonu 40 ng/ml’dir. Bu karisim 20, 10, 5, 2,5, 1,25, 0,63 ng/ml’e diliie edilmistir.
Diliie i¢in 7 tiip hazirlanmistir. Her tiibe 500 ml referans standart ve 6rnek seyreltici
standart eklenmistir. Birinci tiilbe 0 ng/ml olmasi i¢in sadece referans standart ve drnek
seyrelticiyi standart eklenmistir. Diger 6 tiipe, kendisinden bir 6nceki konsantrasyona
sahip tiipten 500 ml eklenmistir. Ornegin 40 ng/ml’den 500 ml almip 20 ng/ml olacak
tiipe alinmis ve 20 ng/ml’de 500 ml alinarak 10 ng/ml’ye alinmistir. Digerleri de aym

sekilde hazirlanmistir (Seri diliisyon ile diliie edilmistir).
Biyotinlenmis Detection Antikor Calisma Soliisyonu

Konsantre biyotinlenmis detection antikoru 1 dk boyunca santrifiijlenmistir
(800xg). Konsantre biyotinlenmis detection antikor, biyotinlenmis detection antikor

seyreltici ile 1:99 oraninda diliie edilmistir.
Konsantre HRP Conjugate Calisma Soliisyonu

HRP conjugate, HRP conjugate avidindir. Konsantre HRP conjugate 1 dk
boyunca 800 x g’de santrifijjlenmistir. Ardindan, konsantre HRP conjugate, HRP

conjugate seyreltici ile 1:99 oraninda diliie edilmistir.
3.4.10. Glutatyon ELISA Kit Soliisyonlarinin Hazirlamisi

Referans standart, konsantre biyotinlenmis detection antikoru, konsantre HPR
conjugate, HRP conjugate seyreltici, biyotinlenmis detection antikoru seyreltici,
substrat reaktifi, durdurma soliisyonu, konsantre yikama tamponu ve referans standart

ve ornek seyreltici kullanilmistir.
Yikama Tamponu

Yikama tamponu, 30 ml konsantre yikama tamponu 720 ml distile su eklenerek

olusturulmustur.
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Standart Calisma Soliisyonu

Standart soliisyon, 1 dk boyunca (10,000 x @) santrifiijlenmistir. Standarda 1
ml referans standart ve Ornek seyreltici eklenmis ve karistirilmistir. Tamamen
¢Oziinmesi i¢in 10 dk beklenmistir. Arada pipetle karistirilmistir. Bu caligma
sollisyonu 100 pg/ml’dir. Bu karisim 50, 25, 12,5, 6,25, 3,13 ve 1,56 pg/ml’ya diliie
edilmistir. 7 tiibede 500 ml referans standart ve 6rnek seyreltici standart eklenmistir.
Birinci tiip (0 pg/ml) sadece referans standart ve ornek seyreltici igerir. 50 pg/ml
hazirlamak igin 500 ul 100 pg/ml’den ve 500 pl’de referans standart ve 6rnek
seyreltici eklenmistir. 25 pg/ml hazirlamak igin 500 pl 50 pug/ml’de referans standart
ve Ornek seyreltici eklenmistir ve 12,5, 6,25, 3,13 ve 1,56 pg/ml’lik standartlar da ayni

sekilde hazirlanmustir.
Biyotinlenmis Detection Antikor Calisma Soliisyonu

Konsantre biyotinlenmis detection antikor 1 dk boyunca santrifiijlenmistir
(800xg). Konsantre biyotinlenmis detection antikoru, biyotinlenmis detection antikor

seyreltici ile 1:99 oraninda diliie edilmistir.
Konsantre HRP Conjugate Calisma Soliisyonu

Konstantre HRP conjugate 1 dk boyunca 800 x g’de santrifiijlenmistir.

Ardindan, HRP conjugate seyreltici ile 1:99 oraninda diliie edilmistir.
3.4.11. TBARS Assay Kiti Soliisyonlarinin Hazirlamisi

Tiyobarbitiirik asit (TBA) asetik asit, tiyobarbitiirik asit (TBA), sodyum
dodesil siilfat (SDS), TBA malondialdehit standardi ve TBA sodyum hidroksit
soliisyonlart bu kitte bulunmaktadir. Tiyobarbitiirik asit, TBA, SDS soliisyon ve

malondialdehit standardi kullanima hazirdir.
Tiyobarbitiirik Asit Asetik Asit

2 sise (toplam 40 ml) asetik asit 160 ml deiyonize su ile karistirilmistir. Bu

soliisyon 3 ay boyunca oda sicakliginda stabildir.
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Tiyobarbitiirik Asit Sodyum Hidroksit
180 ml deiyonize su ile 20 ml TBA NaOH ile karistirtlmastir.
Renk Reaktifi

Hassas terazi kullanilarak 530 mg TBA tartilmistir. Hazirlanan 50 ml TBA
asetik asit soliisyonu ile karigtirtlmistir. Ardindan, bu soliisyon hazirlanan 50 mg TBA

sodyum hidroksit ile karistirtlmistir ve TBA tamamen ¢oziinmiistiir.
Malondialdehit Standard:
MDA standartlar1 tablodaki sekilde hazirlanmistir.

Tablo 3.1. TBARS Assay Kiti MDA florometrik standartlar

TUP MDA (ul) Su (ul) MDA Konsantrasyonu

(uM)

A 0 1000 0

B 5 995 0,0625

C 10 990 0,125

D 20 980 0,25

E 40 960 0,5

F 80 920 1

G 200 800 2,5

H 400 600 5

3.4.12. Protein Karbonil Kolorimetrik Assay Soliisyonlarinin Hazirlamisi

Protein karbonil dinitrofenilhidrazin (DNPH), protein karbonil guanin
hidrokloride, protein karbonil hidroklorik asit, protein karbonik etil asetat, protein
karbonil triklorasetik asit (TCA) soliisyon, protein karbonil etanol soliisyonlar kitte

bulunmaktadir. Etanol, guanin hidroklorit hazir olarak bulunmaktadir.
Hidroklorik Asit
40 ml saf suya 12M hidroklorik asit karistirilarak 2,5 M HCI elde edilmistir.
DNPH

10 ml DNPH ile 2,5 M HCI karistirilmastir.
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Trikloroasetik Asit Soliisyonu

12 ml TCA soliisyonu ile 48 ml saf su karistirilarak %20 diliie TCA soliisyonu
olusturulmustur. 20 ml %20 TCA soliisyonu bagka bir siseye aktarilmistir. Aktarilan
bu siseye 20 ml’de saf su eklenmistir. %10 TCA soliisyonu olusturulmustur.

Etil Asetat

60 ml etanol 60 ml etil asetit karistirilarak 1:1 oraninda etanol: etil asetat

karisimi elde edilmistir.
3.4.13. 8- isoprostan Ekspres ELISA Soliisyonlarinin Hazirlamsi

Enzim Bagli Immiinosorbent Deneyi (ELISA) antiserum boya, Ellman reaktifi,
ELISA takip boyasi, polisporbat 20, fare anti-tavsan IgG kapl plaka, ELISA tampon
konsantresi, 8-isoprostan ekspres ELISA standart, 8-isoprostan ekspres ELISA
antiserum, yikama tamponu konsantresi, 8-isoprostan ekspres AChE takip

sollisyonlar1 bulunmaktadir.

ELISA Tamponu

1 sise (10 ml) ELISA tampon konsantresi, 90 ml ultra saf su ile diliie edilmistir
Yikama Tamponu

2 litrelik ultra saf su ile 2,5 ml polisorbat 20 karistirilmistir.

8-Isoprostan Ekspres ELISA Standartlari

100 pl 8-isoprostan ekspres standarti bos bir tiipe aktarilmigstir. 900 pl ultra saf
su ile diliie edilerek 15 ng/ml bulk standart olusturulmustur. 600 pg/ml’lik standart i¢in
900 pl hazirlanan ELISA tampon ile 100 pul 15 ng/nl bulk standart karistirilmistir. 240
pg/ml lik standardi olusturmak i¢in 400 pl 600 pg/ml lik standart ile 600 pl ELISA
tamponu karistirtlmistir. 96 pg/ml, 38,4 pg/ml, 15,4 pg/ml, 6,1 pg/ml ve 2,5 pg/m1’lik
standartlar, kendinden bir onceki standarttan 400 ul ile 600 pl ELISA tamponu ile

karistirilarak olusturulmustur.
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Ellman Reaktifi

Kitin i¢inde bulunan Ellman reaktifi, 20 ml ultra saf su ile yeniden

olusturulmustur. Isiktan korunmasi gerektigi i¢in dikkat edilmistir.

3.5. Hiicreler ve Gruplar

3.5.1. Calisma Gruplari

Kontrol Grubu: Bu gruba sadece besiyeri uygulanmistir.

HSV-1 gD Grubu: Sitotoksisite ¢alismasinin ardindan 239,79 pM
HSV-1 gD dozu belirlenmistir. Belirlenen bu dozda HSV-1 gD
uygulanan hiicre grubudur.

Askorbik Asit Grubu: Sitotoksisite ¢calismasi sonucu sonrasinda tespit
edilen 30 uM askorbik asit dozunun uygulandigi ¢alisma grubudur.
Sodyum Selenit Grubu: Toksisite testi sonrasinda bulunan 10 nM
sodyum selenit dozunun uygulandigi hiicre grubudur.

HSV-1 gD ve Askorbik Asit Grubu: Sitotoksisite deneyinin ardindan
239,79 pM HSV-1 gD ve 30 uM askorbik asit dozunun uygulandig:
hiicre grubudur.

HSV-1 gD ve Sodyum Selenit Grubu: Sitotoksisite deneyi sonrasinda
239,79 pM HSV-1 gD ve 10 nM sodyum selenitin birlikte kullanildigi

hiicre grubudur.

3.5.2. Dondurulmus Hiicrelerin Coziilmesi

1. %70 alkol kullanilarak tiim malzemeler ve su banyosu steril edilmistir.

2. Su banyosu 37-38°C’ye isitilmistir. Isitilan su banyosuna daha o6nce

hazirlanan ve buzdolabindan (4°C) saklanan besiyeri konularak 1sitilmistir

3. -80 °C’deki dondurucudan hiicrelerin bulundugu kriyotiip ¢ikarilmustir.

4. Su banyosundaki besiyeri %70’lik alkol ile silinerek biyogiivenlik kabinine

konulmustur.

5. Kriyotiip dikkatli bir sekilde su banyosunda 1sitilmistir ve 1sitilan tiipler alkol

ile silinerek biyogiivenlik kabinine alinmistir.
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6. Kriyotiipiin iizerine 1 ml besiyeri eklenerek pipetaj yapilmistir. 15 ml’lik
falkona alinmigtir. Her seferinde 1 ml eklenerek 3 defa ayni islem tekrarlanmistir.

7. Toplam 4 ml hiicre ve besiyeri karisimi bulunan falkon 1200 rpm’de 5 dk
santrifiijlenmistir.

8. Siipernatan pipet kullanilarak atilmistir.

9. Kalan pelete 1 ml besiyeri kullanilarak pipetaj yapilmistir ve bu karisim 75
cm?’lik flaska konulmustur.

10. Bu flaskin i¢ine 9 ml besiyeri eklenmistir.

11. Flasktaki hiicreler mikroskop kullanilarak kontrol edilmistir.

12. Flasklar %5 CO; ve 37 °C’lik inkiibator de inkiibe edilmistir.

13. Ertesi giin 151k mikroskobu kullanilarak hiicreler kontrol edilmistir.
3.5.3. Hiicrelerin Dondurulmasi

1. Biyogiivenlik kabini ve tiim malzemeler steril edilip su banyosu 37 °C’ye
1sitilmastar.

2. Isitilan su banyosuna tripsin-EDTA ve besiyeri konulmustur.

3. 15 ml’lik 2 falkon, 1sinan tripsin-EDTA ve besiyeri %70’lik alkol ile
silinerek biyogiivenlik kabinine konulmustur.

4. Biyogiivenlik kabininin i¢inde 15 ml falkona 9 ml besiyeri 1 ml DMSO
konularak dondurma soliisyonu hazirlanmistir.

5. Flasklar inkiibatorden alinmistir ve 151k mikroskobu ile hiicrelerin durumu
kontrol edilmistir.

6. Flasklarin dis1 alkol ile silinerek biyogiivenlik kabinine alinmistir.

7. Flasklardaki besiyeri pipet ile alinip atilmigtir.

8. 3 ml tripsin-EDTA flasklara eklenmistir.

9. Tripsin eklenen flasklar inkiibatore (%5 CO2 ve 37 °C) konularak 3-4 dk
beklenmistir.

10. Flasklar inkiibatorden alinip mikroskop ile hiicrelerin kalkip kalkmadigi
kontrol edilmistir.

11. Flasklarin dis1 alkol ile temizlenerek biyogiivenlik kabinine konulmustur.

12. Her flaska 5 ml besiyeri eklenerek besiyeri, hiicreler ve tripsin-EDTA
pipetaj yapilarak karistirilmigtir.
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13. Her flasktaki bu karsima 15 mllik farkli falkonlara alinmistir.

14. Falkonlar 5 dk boyunca 1200 rpm’de santrifiijlenmistir.

15. Falkonlar alkol ile silinerek kabine alinmistir.

16. Siipernatant atilir ve pelet kismina 1 ml DMSO + besiyeri karigimindan
eklenmisgtir. Pipetaj yapilmistir.

17. Siispansiyondaki hiicreler kriyotiiplere aktarilmistir.

18. Tiipler 1-2 saat boyunca -20 °C’de bekletilmistir.

19. Ardindan, -80 °C’e saklanmustir.

3.5.4. Hiicrelerin Pasajlanmasi

1. Tiim malzemeler ve kabin steril edilmistir. Su banyosu 37 °C isitilmistir.

2. Besiyeri ve tripsin-EDTA su banyosunda 1sitilmustir.

3. Flasklar, falkonlar, 1sinan besiyeri ve tripsin alkol ile silinerek biyogiivenlik
kabinine konulmustur.

4. Inkiibatérden alinan flasklar mikroskop ile kontrol edilmistir.

5. Yeterince ¢ogalmis olan hiicrelerin oldugu flask sterile edilerek kabine
konulmustur.

6. Flasklardaki besiyeri pipet ile ¢ekilerek atilmistir.

7. Flaska 3 ml besiyeri eklenilmistir. 3-4 dk boyunca inkiibatore konulmustur.

8. Flasklardaki hiicrelerin kalkip kalkmadigi mikroskop ile kontrol edilmistir.

9. Kalkmayan hiicrelerin bulundugu flasklara hafifce vurularak hiicreler
kaldirilmistir.

10. Flasklar alkol ile silinerek kabine konulmustur.

11. Flasklarin i¢cine 5 ml besiyeri eklenerek pipetaj yapilmaistir.

12. Flasktaki karisim falkona konulmustur.

13. Falkonlar 5 dk boyunca 1200 rpm’de santrifiijlenmistir.

14. Falkonlar sterile edilerek kabine alinmistir.

15. Falkondaki siipernatant atilip, pelete 10 ml besiyeri eklenmis ve pipetaj
yapilmistir.

16. Falkondaki karisim flaska aktarilmaistir.

17. Hiicre, pasaj numarasi ve tarih yazilan flasklar inkiibatdre (%5 CO2 ve 37

°C) konulmustur.
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3.5.5. Hiicrelerin Besiyeri Degisimi

1. Su banyosu 37 °C isitilmustir ve tiim malzemeler steril edilmistir.

2. Besiyeri ve tripsin-EDTA 1sman su banyosunda 1sitilmistir.

3. Isman besiyeri, tripsin-EDTA ve gereken malzemeler alkol ile silinerek
biyogiivenlik kabinine konulmustur.

4. Inkiibatérden alinan flask mikroskop ile kontrol edilmis ve hiicrelerin
durumu incelenmistir.

5. lyi durumdaki hiicrelerin oldugu flask alkol ile silinerek kabine
konulmustur.

6. Flasktaki besiyeri pipet ile g¢ekilmis ve flaska 3 ml tripsin-EDTA
eklenmistir.

7. Flask 3-4 dk boyunca inkiibatére konulur.

8. Flasktaki hiicrelerin kalkip kalkmadig1 mikroskop ile kontrol edilmistir.

9. Flask alkol ile silinerek kabine konulmustur. Flasklarin i¢ine 5 ml besiyeri
eklenerek pipetaj yapilmis icindeki sivi falkona aktarilmistir.

10. Falkon 5 dk 1200 rpm’de boyunca santrifiijlenmistir.

11. Biyogiivenlik kabinene alinan falkondaki supernatan atilmis, pellete 10 ml
besiyeri eklenmistir.

12. Pipetaj yapilmis olan falkondaki karisim flaska aktarilmistir

13. Flasklar inkiibatore konulmustur.

14. Her pasajda ayni adimlar tekrarlanarak pasaj yapilmistir.
3.5.6. Hiicre Sayimi

Tripan mavisi, 6li hiicrelerin igine giren ama canli hiicrelerin i¢ine giremeyen
bir kimyasaldir. Hiicrelerin sayilmasi i¢in tripan mavisi kullanilmistir.

1. Biyogiivenlik kabini ve malzemeler sterilize edilmistir (Sterilizasyon igin
%70 alkol kullanilmistir).

2. Su banyosu 37 °C 1sitilmustir.

3. Tripsin-EDTA ve besiyeri su banyosuna konularak 1sitilmstir.

4. Isitilan malzemeler, falkon, 50 ul’lik tiip, tripan mavisi bulunan tiip ve
inkiibatorden ¢ikarilan flask sterilize edilerek biyogiivenlik kabinine alinmistir.

5. Flasktaki besiyeri pipet ile ¢ekilerek atilmigtir.
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6. 3 ml tripsin-EDTA eklenerek flask inkiibatore alinmistir.

7. 3-4 dk inkiibatorde bekleyen flasklar mikroskop ile kontrol edilmistir.
%70’1ik etil alkol ile silinerek kabine alinmistir.

8. Flaska 5 ml besiyeri eklenmistir ve flasktaki bu karisim 15 ml’lik falkonlara
alinmustir.

9. Falkonlar 5 dk boyunca 1200 rpm’de santrifiijlenmistir.

10. Falkonlar sterilize edilerek kabine alinmis ve supernatant kismi atilmistir.

11. Peletin bulundugu falkona 10 ml besiyeri eklenmis ve pipetaj yapilarak
karigitirilmastir.

12. Karigimdan 50 pl ependorf tiipe aktarilmistir. Bu tiipe 50 pl’de tripan mavi
eklenilerek pipetaj yapilmistir. Ependorf tiip biyogiivenlik kabininden ¢ikarilmistir.

13. Bu ependorf tiipiinden 10 pl alinarak Neubauer lamina konulmustur.

14. Isik mikroskobu kullanilarak sayim yapilmistir. Lamda bulunan 8 kare
icindeki hiicreler sayilip ayr1 ayr1 not edilmistir. 8 karedeki hiicrelerin ortalamasi
alinmistir. Ardindan formiil kullanilarak hesaplama yapilmistir.

Toplam Hiicre Sayis1 = Diliisyon Faktorii X Sayilan Toplam Hiicre / 8 x 1000
(ml)

3.5.7. MTT Toksisite Testi

En yaygin olan proliferasyon, hiicre biiylime hizin1 6lgmek, sitotoksisite
belirleme ve kemosensitif ¢alismalar1 i¢in kullanilan yontemdir. MTT, sar1 bir
tetrazolyum tuzudur.  Hiicrelerde artan mitokondriyel dehidrojenaz aktivitesi
sayesinde MTT mor renkli kristallere doniisiir. Bu kristaller, DMSQO’da ¢6ziiniir. 570
nm’ye ayarlanan spektrofometre ile renk yogunlugu o6l¢iilerek hiicrelerin canlilig
kontrole yilizde olarak belirlenir (109). Bu hiicrelerin toksik maddelere maruz

kaldiginda hiicrelerin stres durumunu 6lgmeye yardimci olur.
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MTT 1. Giin

1.
2.

3.

Hiicre sayimi yapilmistir.

96’lik plaklardaki her kuyuya 20000 hiicre olacak sekilde hiicreler
ekilmistir (Her grup icin ayr1 plak kullanilmistir).

24 saat boyunca inkiibatorde (%5 CO2 ve 37 °C) inkiibe edilir.

MTT 2. Giin

4.

5.

Kuyulardaki besiyerleri ¢cekilmistir. 3 plaktaki hiicrelere 50, 40, 30, 20, 25,
15, 12,5, 10, 5, 2,5 ve 1,25 uM’lik askorbik asit ¢ozeltileri, 3 plaktaki 5,
10, 30, 50, 70, 80, 100 nM’lik sodyum selenit ¢ozeltileri ve 3 plaga ise 2,
1,0,5,0,25, 0,125, 0,0625, 0,3125, 0,015 ve 0,0078 ng/ml Herpes Simpleks
Viriis -1 glikoprotein D ¢ozeltileri eklenmistir. Askorbik asit 1518a duyarh
oldugu i¢in askorbik asit eklenilirken kabinin 15181 kapatilmistir.

Plaklar 24 saat boyunca inkiibatorde bekletilmistir.

MTT 3. Giin

6.
7.

10.
11.
12.

Plaklar, biyogiivenlik kabinine alinmistir ve kabinin 15181 kapatilmistir.
Daha 6nce hazirlanan MTT c¢ozeltisinden her kuyuya 100 pl eklenmistir. 3
saat inkiibe edilmistir.

MTT ¢ozeltisi plaktan ¢ekilmistir.

Her kuyuya 150 pl eklenmistir.

Plaklar 10 dk boyunca ¢alkalayic1 da bekletilmistir.

570 nm’ye ayarlanmis spektrometre kullanilarak 6l¢iim yapilmistir.
Kontrol grubunun canliligt %100 olarak kabul edilerek hiicre canliliklari

hesaplanmustir.

3.6. Reaktif Oksidatif Bilesikler Ol¢iimii

96 kuyucuklu plaktaki her kuyuya 90 ul hiicre ekilmistir (90 pl iginde
20.000 hiicre bulunmaktadir).

24 saat inkiibe edilmistir (%5 CO2 ve 37 °C).

MTT sonrasi belirlenen miktarda test soliisyonlarindan her kuyuya 10 ul
eklenmistir. Kontrol grubuna sadece tampon ¢6zeltisi bilesimi verilmistir.

Plak 30 dk inkiibe edilmistir (%3 CO2 ve 37 °C).
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5. Deney tamponu ve ROS tayini reaktif soliisyonu karistirilarak master
reaksiyon karisimi hazirlanmstir.

6. Plaktaki her kuyuya 100ul master reaksiyon karigimi eklenmistir.

7. Plaklar inkiibatorde (%5 CO2 ve 37 °C) 1 saat boyunca inkiibe edilmistir

8. Aem= 570 nm’ye ayarlanan spektroflorometre kullanilarak o6l¢iim

yapilmustir.
3.7. Protein Miktarmin Ol¢iimii

40 pl ornek/distile su/standart kuyucuklara konulmustur ve iizerlerine 40 pl
bakir reaktifi eklenmistir.

Plaklar 10 dk boyunca 37 °C inkiibe edilmistir.

Daha 6nce hazirlanan 120 pl folin fenol ¢6zeltisi kuyulara eklenmistir.

Su banyosu 50 °C’ye 1sitilmustir.

Isitilan su banyosunda 10 dk boyunca inkiibe edilmistir.

540 nm’de absorbans dl¢imii yapilmustir.
3.8. Lipit Peroksidasyon Belirlenmesi

4-HNE ELISA Kiti

Hangi kuyucuklara daha 6nce hazirlanan diliie standartlarin, hangilerine 6rnek
konulmayacagini (kor) hangilerine 6rneklerin konulacag: belirlenmistir.
Standartlar, ornekler ve kor i¢in belirlenen kuyucuklara 50 pLstandartlar /
ornekler/ kor konulmustur.

Daha 6nce hazirlanan biyotinlenmis detection antikor ¢alisma soliisyonundan
50 pL her kuyucuga eklenmistir.

Plak kapama tabakasi ile plaklar kapatilmistir.

Plak, 37 °C 45 dk boyunca inkiibe edilmistir.

Kuyucuklardaki stvilar alinmigtir. 350 plL yikama tamponu eklenmistir. 1 dk
bekletilmis ve sivilar dokiilmiistiir.

Emici kagit kullanilmistir. Plak ters ¢evirilerek emici kagida kapatilmistir ve
bu sekilde plaklar kurutulmustur.

Yikama adimi 3 kez tekrar edilmistir.
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11.
12.
13.

14.

15.
16.
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1.

40

100 uL. HRP conjugate ¢alisma soliisyon her kuyuya eklenmistir
Plak kapama tabakasi ile plak kaplanmustir.
37 °C inkiibatorde 30 dk bekletilmistir.
Kuyucuklardaki sivilar bosaltilmistir.

350 puL yikama tamponu eklenmistir. 1 dk bekletilmistir ve sivilar
dokiilmiistiir. Emici kagit kullanilmistir. Plak ters c¢evirilere emici kagida
kapatilmistir ve plaklar kurutulmustur. Bu adim 5 kez tekrar edilmistir.

Her kuyuya 90 pL substrat reaktifi eklenmistir. Plak, plak kapama tabakasi ile
kapatilmigtir.

Isiktan korunarak 37 °C 15 dk inkiibatorde bekletilmistir.

Her kuyucuga 50 pL durdurma soliisyon eklenmistir.

. Absorbans 450 nm’de Ol¢iilmiistiir.

8-Tsoprostan Ekpres ELISA Kiti

Tablo 3.2°de verilen sekilde kuyucuklar doldurulmustur.

Tablo 3.2. 8-Isoprostan ekspres ELISA kiti kuyucuklarmin hazirlanisi

Kuyucuklar ELISA Standart / Tracer | Antiserum
Tamponu Ornek
Kor - - - -
Toplam Aktivite (TA) - - 5ul -
Spesifik olmayan 100 pl - 50 pl -
baglanma (NSB)
Maksimum baglanma 50 - 50 pl 50 pl
Standart / Ornek - 50 ul 50 ul 50 ul
2. Plak kapatilarak 2 saat boyunca oda sicakliginda karistiricida inkiibe edilmistir.
3. Ellman reaktifi ve yikama tamponu hazirlanmistir.
4. Kuyucuklar bosaltilmistir. Yikama tamponu ile kuyular 5 kere yikanmustir.
5. Her kuyucuga 200 pl Ellman reaktifi konulmustur.
6. TA kuyucuklarina 5 ul izleyici eklenmistir.
7. Plak kapatilip orbitak karistirici ile karanlikta 75 dk bekletilmistir.
8. Plagin kapagi kaldirilmigtir.
9. Absorbanso 405 nm’de dl¢iim yapilmistir.
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TBARS Assay Kiti

Malondialdehit lipit peroksidasyon sirasinda Ttretilir. Kit ile lipit

peroksidasyonda olusan malondialdehit-TBA kompleksinin miktar1 6l¢iiliir

1.
2.

© © N o g &

12.

Ornekler ve standartlar icin tiipler numaralandirilarak hazirlanmigtir.

5 mI’lik etiketlenen tiiplere 100 pl standart veya 6rnek konulmustur.
Standart veya Orneklerin bulundugu her tiipe 100 pul SDS soliisyonu
eklenmistir.

Karistirtlirmastir.

4ml renk reaktifi her tiipe eklenmistir.

Tiipler kapatilmis ve dik pozisyonda yerlestirilmistir.

Tipler bir saat boyunca sicak su banyosundan bekletilerek kaynatilmistir.
Tiipler sicak su banyosunda alinarak buza oturtulmustur.

Tiipler 10 dk buz banyosunda bekletilmistir.

. 1,600 xg’de 10 dk boyunca tiipler santrifiijlenmistir.
11.

Tiiplerdeki her soliisyondan 150 pl alinarak plaktaki kuyucuklara
aktarilmistir.

Absorbansi 530°’nm’de 6l¢tim yapilmuistir.

Glutatyonun (GSH) Belirlenmesi icin GSH ELISA Kiti

1.

Diliie standartlarin, Orneklerin ve kontrollerin konulacagi kuyucuklar
belirlenmistir.

Ornekler, standartlar ve kontrol igin belirlenen kuyucuklara 50 pL
konumustur.

Hazirlanan biyotinlenmis detection antikor ¢alisma soliisyonundan her
kuyucuga 50 puL eklenmistir. Plak, plak kapama tabakasi ile kapatilmistir.
Plak, 37°C’de 45 dk boyunca inkiibe edilmistir.

Kuyucuklardaki sivilar dokiilmiistir. Her kuyucuga 350 pL yikama
tamponu konulmustur. 1 dk beklendikten sonra ve sivilar dokiilmiistiir.
Plak ters c¢evrilerek emici kagida kapatilmis ve kuyulardaki sivilar bu

sekilde kurutulmustur. Bu adim 3 kere tekrarlanmustir.
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Conjugate galisma soliisyonu 100 uL. HRP olarak her kuyuya eklenmistir.
Plaklar kapatilarak inkiibatorde (37°C ) 30 dk bekletilmistir.

Kuyucuklar bosaltilmistir ve 1 dk beklenmistir. Sivilar dokiilmiistiir. Emici
kagitlara plak kapatilarak kurutulmustur. Bu adim 5 kere tekrar edilmistir.
Kuyucuklara substrat reaktifi 90 uL eklenilmistir.

Plak kapama tabakasi ile kapatilmistir. Isiktan korunarak 15 dk inkiibatorde
(37°C) bekletilmistir. 50 pL durdurma soliisyon kuyulara eklenmistir.

10. Absorbans 450 nm’de Olgiilmiistiir.

Protein Karbonil Kolorimetrik Tayini Kiti

Protein karbonil gruplarmin diizeyi protein oksidasyonunun en belirgin

gostergesidir. Fe*? ve Cu*? gibi redoks dongiisii katyonlar1, proteinler iizerindeki

katyon baglama bolgelerine baglanarak H>O2/ O ile birkag amino asidin yan zincir

gruplar1 (amin gruplari) karbonillere doniistiiriilmektedir.

1.

© © N o 0o &

10.

11.
12.

2 adet [Biri kontrol tiipii (C), digeri 6rnek tiipii olarak (S)] 2 ml’lik plastik
tiiplere 200 pl 6rnek transfer edilmistir.

Ornek tiiplere, 800 pl DNPH eklenmis ve 800 ul 2,5 HCI ise kontrol
tiiplerine eklenmistir.

Karanlikta 1 saat boyunca tiim tiipler inkiibe edilmislerdir. Her 15 dk’da bir
kisaca vortekslenmislerdir.

Her tiipe 1 ml %20 TCA eklenerek vorteks ile karigtirilmistir.

Tiipler buza yerlestirilerek 5 dk bekletilmistir.

Tiipler 10000 xg’de 10 dk santrifiijlenmistir.

Stipernatanlar atilmistir.

Pelletlere 1 ml %10 TCA eklenmistir.

Buza konularak 5 dk bekletilmistir. Ardindan, 10000 xg’de 10 dk
santrifiijlenmistir.

Stipernatanlar1 atilmistir. Pelletler 1 ml 1:1 oraninda etanol: etil asetat ile
eklenerek vorteks ile karistirilmistir.

10. adim toplam 3 kere tekrar edilmistir.

Stipernatanlar atilmigtir. 500 pl guanidin hidroklorit eklenerek vorteks ile

karistirilmastir.
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13. Tiipler 10000 xg’de 10 dk santrifiijlenmistir.
14. Her tiipten 220 pl alinarak 96°lik plaga aktarilmistir.
15. Absorbans 360 nm’de Sl¢lilmiistiir.

istatistik Analiz

SPSS programi istatistik analiz i¢in kullanilmistir. Gruplar arasindaki fark tiim
gruplarin dnce Kruskal-Wallis analizi ve sonrasinda student t testi ile belirlenmistir.
Sonuglar ortalama ve standart sapma olarak verilmis; p<0,05 istatistiksel olarak

anlamli kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Sitotoksisite Testi (MTT)

Herpes Simpleks viriis 1 gD, askorbik asit ve sodyum selenitin hiicre canliligi
tizerindeki etkileri icin MTT testi yapilmistir. Kontrol grubunun hiicre canliligi %100
varsayilarak hiicre canliligi hesaplanmistir. Sonuglarin giivenliligini arttirmak igin
farkl: giinlerde deneyler tekrar edilmistir.

Her madde i¢in baska c¢alisamalarda kullanilan dozlar degerlendirilerek
konsantrasyon araligi belirlenmistir. Askorbik asit grubu igin hiicrelere 0-50 uM
konsantrasyon araliginda askorbik asit 24 saat boyunca uygulanmistir. HSV-1 gD
grubu igin hiicrelere 0-75 nM HSV-1 gD konsantrasyon araligi kullanilmistir ve
uygulama 24 saat boyunca yapilmistir. Sodyum selenit igin ise 0-200 nM
konsantrasyon araligindaki uygulamalar 24 saat boyunca uygulanmustir.

Askorbik asit ve hiicre canliligi iizerine etkileri Tablo 4.1., Sekil 4.1. ve Sekil
4.2.°de verilmistir. Kontrol canlilik orani ile neredeyse ayni olan 30 uM askorbik asit

konsantrasyonu deneylerde kullanilmustir.

Tablo 4.1. Askorbik asitin hiicre canliligi izerine etkisi.

Askorbik Asit Konsantrasyonu (uM) Hiicre Canlihig (Kontrole gore %)
0 100 + 16,51
1,25 104,14 + 15,74
2,5 96,83 + 18,01
3 92,95+ 15,41
10 91,69 + 15,40
12,5 90,95 + 16,57
15 91,71 £ 13,5
20 95,99 + 12,63
25 89,05 £ 16,57*
30 99,17 +£ 19,82
40 08,94 + 13,28
50 95,79 £ 13,88

*p<0,05 (kontrole gore), N=3.
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Sekil 4.1. Askorbik asidin hiicre canlilig1 lizerine etkisi.
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Sekil 4.2. Askorbik asidin hiicre canlilig lizerine etkisinin gubuk grafikle

gosterilmesi.

*p<0,05 (kontrole gore), n=3.
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MTT deneyinde kullanilan 0-200 nM aras1 sodyum selenit konsantrasyonlarin
ve bu konsantrasyonlara gore hiicre canliligi Tablo 4.2., Sekil 4.3. ve Sekil 4.4.°de
verilmistir. Kontrol canlilik yiizdesi ile neredeyse ayni1 olan 10 nM sodyum selenit,

deneylerde kullanilacak konsantrasyon olarak seg¢ilmistir.

Tablo 4.2. Sodyum selenitin hiicre canlilig1 izerine etkisi.

Sodyum Selenit Konsantrasyonu Hiicre Canlihg (Kontrole gore %)
(hM)

0 100 + 19,44
10 99,54 + 19,39
20 103,22 £26,11
30 89,76 + 19,2
50 97,09 + 18,07
60 101,42 +£22,04
70 100,93 + 19,06
80 95,06 +£ 19,17
100 97,59 + 14,14
120 99,32 + 16,56
140 100,12 + 26,24
200 104,14 + 23,69

*p<0,05 (kontrole gore), N=3.
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Sekil 4.3. Sodyum selenitin hiicre canlilig1 tizerine etkisi.
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o

Sekil 4.4. Sodyum selenitin hiicre canlilig1 tizerine etkisinin ¢ubuk grafikle
gosterilmesi.

*p<0,05 (kontrole gore), n=3.

Herpes Simpleks viriis 1 gD (0-75 nM)’nin konsantrasyon sitotoksisite
deneylerinde hiicre canlilig1 tizerine etkileri Tablo 4.3., Sekil 4.5. ve Sekil 4.6.’da

verilmistir.



Tablo 4.3. HSV-1 gD’in hiicre canlilig tizerine etkisi.
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HSV-1 gD Konsantrasyonu (nM)

Hiicre Canlihg1 (Kontrole %100
olarak varsayilmstir)

0 100,00+17,05
0,05 94,24421,08
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 (kontrole gore), N=3.
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Sekil 4.5. HSV-1 gD’in hiicre canlilig1 lizerine etkisi.
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Sekil 4.6. HSV-1 gD’in hiicre canlilig1 tizerine etkisinin ¢ubuk grafikle gosterilmesi.
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37,50 m—
50,00 m———
75,00 mmm——

*p<0,05 (kontrole gore), n=3.

MTT testinin ardindan HSV-1 gD konsantrasyonuna maruz kalan hiicrelerin
%50’sinin 6ldiigi inhibitér konsantrasyon 50 (ICso), %30’unun 6ldigii inhibitdr

konsantrasyon (ICz) ve %20’sinin 6ldiigii inhibitér konsantrasyon (IC20)
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hesaplanmistir. Asagidaki tabloda bu degerler verilmistir (Tablo 4.4.). Deneyde
kullanilmak i¢in HSV-1 gD’nin IC2o degeri se¢ilmistir.

Tablo 4.4. HSV-1 gD i¢in 1C20, IC30 Ve 1Cso konsantrasyonlari.

Herpes Simpleks Virtis -1 ICso 1Cs0 1C20

Glikoprotein D 43,84 nM 14772,56 nM 239,79 pM
1Cs0: % inhibitér konsantrasyon 50; 1Csp. inhibitor konsantrasyon 30; 1Cx. inhibitor konsantrasyon 20.

4.2. Reaktif Oksidatif Tiirleri (ROS)’un Belirlenmesi

Deney ve kontrol grubunda hiicre i¢i ROS {iretimi hesaplamis ve asagida
verilmistir. Kontrol grubuna gore ROS, HSV-1 gD + Askorbik Asit ve HSV-1 gD +
Sodyum Selenit gruplarinda artmistir (p<0,05). HSV-1 gD + Sodyum Selenit
grubunun ROS diizeyi HSV-1 gD ve Askorbik Asit grubuna gore artmistir (p<0,05)
(Tablo 4.5. ve Sekil 4.7.).

Tablo 4.5. Deney gruplarinda ROS diizeyleri.

Deney Grubu ROS Diizeyi (kontrole gore %))
Kontrol Grubu (K) 100 + 6,36
HSV-1 gD (H) 103,84 + 3,77
Askorbik Asit (AA) 104,27 + 6,67
Sodyum Selenit (SS) 108,62 + 4,69%°
HSV-1 gD + Askorbik Asit (HA) 115,45 + 9,13
HSV-1 gD + Sodyum Selenit (HS) 116,31 +5,54°

abe Ayni iissel harfleri tastmayan gruplar birbirinden istatistiksel olarak farklidir (p<0,05, n=3).
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bc ¢
abc
SS HA HS

Sekil 4.7. Deney gruplarinda ROS diizeyleri.

ab¢ Ayn iissel harfleri tastmayan gruplar birbirinden istatistiksel olarak farklidir (p<0,05, n=3).

(K: Kontrol, H: Herpes Simpleks Viriis -1 glikoprotein D, AA: Askorbik Asit, SS: Sodyum
Selenit, HS: Herpes Simpleks Viriis -1 glikoprotein D + Sodyum Selenit, HA: Herpes Simpleks Virs -

1 glikoprotein D + Askorbik Asit)

4.3. Glutatyon (GSH) Diizeyleri

Deney gruplarindaki GSH diizeyleri sonuglari agagidaki tabloda pg/mg protein

olarak grafikte de ng/ml olarak verilmistir. Gruplar arasinda istatistiksel olarak anlaml

bir fark bulunamamustir (p > 0,05) (Tablo 4.6. ve Sekil 4.8.).

Tablo 4.6. Deney gruplarinda GSH diizeyleri.

Deney Grubu GSH (ug/mg protein)
Kontrol Grubu 2,36 + 0,822
HSV-1 gD (H) 2,42 + 0,452
Askorbik Asit (A) 3,08 0,152
Sodyum Selenit (S) 3,05+ 0,052
HSV-1 gD + Askorbik Asit (HA) 2,80+ 0,112
HSV-1 gD + Sodyum Selenit (HS) 2,30+ 0,712

8Ayni iissel harfleri tagimayan gruplar birbirinden istatistiksel olarak farklidir (p<0,05, n=3).
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Sekil 4.8. Deney gruplarinda GSH Diizeyleri.

abe Ayni iissel harfleri tasimayan gruplar birbirinden istatistiksel olarak farklidir (p<0,05, n=3).

(K: Kontrol, H: Herpes Simpleks Viriis -1 glikoprotein D, AA: Askorbik Asit, SS: Sodyum Selenit, HS:
Herpes Simpleks Viriis -1 glikoprotein D + Sodyum Selenit, HA: Herpes Simpleks Viriis -1 glikoprotein
D + Askorbik Asit)

4.4. Lipit Peroksidasyon
4- Hidroksinonenal (4-HNE)

Lipit peroksidasyondaki degisimi incelemek lipit peroksidasyon yan
tirtinlerinden biri olan 4-HNE incelenmistir. 4-HNE diizeyleri, HSV-1 gD ile sodyum
Selenit gruplari arasinda anlamli olarak farkli bulunmustur. Ayn1 zamanda, HSV-1 gD
+ Sodyum Selenit grubu ile Sodyum Selenit grubu birbirine gore farkli bulunmustur
(p<0,05). Sodyum Selenit grubuna HSV-1 gD uygulandiginda 4-HNE diizeyi
azalmistir (Tablo 4.7. ve Sekil 4.9.).



Tablo 4.7. Deney gruplarinda 4-HNE diizeyleri.
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Deney Grubu 4-HNE (ng/mg protein)
Kontrol Grubu 0,61 + 0,213
HSV-1 gD (H) 0,52 + 0,08

Askorbik Asit (A)

1,02 + 0,6730¢

Sodyum Selenit (S)

0,73 + 0,04°

HSV-1 gD + Askorbik Asit (HA)

0,69 + 0,312¢

HSV-1 gD + Sodyum Selenit (HS)

0,51 +0,05°

abe Ayni iissel harfleri tasgimayan gruplar birbirinden istatistiksel olarak farklidir (p<0,05, n=3).

1.8 abc
1,6
14

1,2

abc
abc
08 ¢
b
0,6 b
0,4
0,2
0
K H AA SS HA

HS

4-HNE Diizeyleri (ng/mg protein)

Sekil 4.9. Deney gruplarinda 4-HNE diizeyleri.

abe¢ Ayni iissel harfleri tastmayan gruplar birbirinden istatistiksel olarak farklidir (p<0,05, n=3).

(K: Kontrol, H: Herpes Simpleks Viriis -1 glikoprotein D, AA: Askorbik Asit, SS: Sodyum Selenit, HS:
Herpes Simpleks Viriis -1 glikoprotein D + Sodyum Selenit, HA: Herpes Simpleks Viriis -1 glikoprotein
D + Askorbik Asit)

Malondialdehit (MDA) Diizeyleri

Malondialdehit, lipit  peroksidasyon iriinlerinden  biridir.  Lipit
peroksidasyondaki degisimleri incelemek i¢cin MDA seviyesi incelenmistir. Kontrole
gore Herpes Simpleks Viriis -1 glikoprotein D grubu ve Herpes Simpleks Viriis -1
glikoprotein D + Sodyum Selenit anlamli olarak farklidir (p < 0,05). Ancak, Herpes
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Simpleks Viriis -1 glikoprotein D ve Herpes Simpleks Viriis -1 glikoprotein D +

Sodyum Selenit istatistiksel olarak farkli degildir. Diger gruplar arasinda istatiktiksel

olarak anlamli bir fark bulunamamistir (Tablo 4.8. ve Sekil 4.10.).

Tablo 4.8. Deneyde incelenen gruplarda MDA diizeyleri.

Deney Grubu MDA (nmol/mg protein)
Kontrol Grubu 13,76 + 4,932
HSV-1 gD (H) 4,95 +1,88P
Askorbik Asit (A) 10,07 + 7,25%
Sodyum Selenit (S) 10,44 + 0,99
HSV-1 gD + Askorbik Asit (HA) 8,89 + 3,08%
HSV-1 gD + Sodyum Selenit (HS) 5,67 + 4,55%

ab Ayni iissel harfleri tasimayan gruplar birbirinden istatistiksel olarak farklidir (p<0,05, n=3).

N S N
N A O © O
)

MDA Diizeyleri (nmol/mg protein)
[EEN
1S

o N OB~ OO ©

ab

I i ab
AA SS HA HS

ab

Sekil 4.10. Deney gruplarinda MDA diizeyleri.

ab Aymi {issel harfleri tasimayan gruplar birbirinden istatistiksel olarak farklidir (p<0,05, n=3).

(K: Kontrol, H: Herpes Simpleks Viriis -1 glikoprotein D, AA: Askorbik Asit, SS: Sodyum Selenit, HS:
Herpes Simpleks Viriis -1 glikoprotein D + Sodyum Selenit, HA: Herpes Simpleks Viriis -1 glikoprotein

D + Askorbik Asit)



8-Isoprostan Diizeyleri

Deneyde kullanilan maddelerin lipit peroksidasyon iizerindeki etkilerini
incelemek i¢in 8-isoprostan diizeyleri de hiicre kiiltlirii besiyerinde incelenmistir.
Ancak, 8-isoprostan diizeyleri arasinda gruplar arasinda istatistiksel olarak fark
belirlememistir (Tablo 4.9 ve Sekil 4.11.).

Tablo 4.9. Deneyde incelenen gruplarinda 8-isprostan seviyeleri

Deney Grubu 8-isprostan (pg/ml)
Kontrol Grubu 271 + 322
HSV-1gD (H) 261 + 992
Askorbik Asit (A) 261 + 702
Sodyum Selenit (S) 186 + 792
HSV-1 gD + Askorbik Asit (HA) 288 + 2582
HSV-1 gD + Sodyum Selenit (HS) 234+ 792

8Ayni iissel harfleri tasimayan gruplar birbirinden istatistiksel olarak farklidir (p<0,05, n=3).

400

350

8-Isoprostan diizeyleri (pg/ml)
o o o o o

o

a
a
a a

a
300 a
25
20
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10
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K H AA sS HA HS

Sekil 4.11. Deney gruplarinda 8-isprostan diizeyleri.

aAyni {issel harfleri tagimayan gruplar birbirinden istatistiksel olarak farklidir (p<0,05, n=3).

(K: Kontrol, H: Herpes Simpleks Viriis -1 glikoprotein D, AA: Askorbik Asit, SS: Sodyum Selenit, HS:
Herpes Simpleks Viriis -1 glikoprotein D + Sodyum Selenit, HA: Herpes Simpleks Viriis -1 glikoprotein

D + Askorbik Asit)
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Protein Karbonil Diizeyleri

Protein oksidasyonu incelemek icin protein karbonil gruplarinin diizeyleri
Ol¢iilmiistiir. Ancak, protein karbonil diizeyleri arasindaki fark istatistiksel olarak

anlamli bulunmamistir (p > 0,05).

Tablo 4.10. Deneyde gruplarinda protein karbonil diizeyleri.

Deney Grubu Protein Karbonil (nmol/mg protein)
Kontrol Grubu 2+1,702
HSV-1gD (H) 1,51 £0,65%
Askorbik Asit (A) 3,12+ 1,622
Sodyum Selenit (S) 2,84 £1,04%
HSV-1 gD + Askorbik Asit (HA) 3,65+ 1,472
HSV-1 gD + Sodyum Selenit (HS) 1,81 £0,912

2 Aymi ussel harfleri tasimayan gruplar birbirinden istatistiksel olarak farklidir (p<0,05, n=3).

a
3,5 _ a

2,5

a
a
a
1,5 a
0’5 a
0
K H AA SS HA HS

Sekil 4.12. Deney gruplarinda protein karbonil diizeyleri.

=

Protein Karbonil Diizeyleri(nmol/mg
protein)

8 Ayni iissel harfleri tagimayan gruplar birbirinden istatistiksel olarak farklidir (p<0,05, n=3).

(K: Kontrol, H: Herpes Simpleks Viriis -1 glikoprotein D, AA: Askorbik Asit, SS: Sodyum Selenit, HS:
Herpes Simpleks Viriis -1 glikoprotein D + Sodyum Selenit, HA: Herpes Simpleks Viriis -1 glikoprotein
D + Askorbik Asit)
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5. TARTISMA

Asilama, enfeksiyon hastaliklarinin neden oldugu 6liimii ve yasam kalitesinde
diisiisii engellemek i¢in kullanilan en etkili yontemlerdendir (1,2). As1 immiinolojisi
caligmalan klasik olarak steril bagisiklik olusturma ve/veya enfeksiyondan korunmak
icin enfeksiyondan sorumlu mekanizmanin bulunmasina odaklanmaktadir (2).

Gelistirilen asilarin hi¢biri tam olarak giivenli veya etkili bulunanamistir. Bazi
kisiler de yan etkiler ortaya cikabilmektedir. Bazi kisiler de ise as1 beklenen
immiinolojik yaniti gdsterememektedir (2). Asilar, enfeksiyon hastaliklarini kontrol
etmek i¢in en etkili yol olsa da son yillarda asilara karsi kararsizlik ve as1 reddi
durumlarmin ortaya ¢ikmasinda en 6nemli etken asilarin var olan veya iddia edilen
advers etkileridir (1,110). As1 kararsizligi veya as1 reddi son yillarda artig
gostermektedir. Ancak, asilarla ilgili birgok iddia kanitlar ile desteklenememektedir.
Bireyler farkli sebeplerden asi1 kararsizligina diismektedir veya dogrudan ast olmay1
reddetmektedir (110). As1 etkililiginin arttirilmasi ve advers etkilerinin azalmasi asi
kararsizliginin ve as1 redinin azalmasina yardimer olabilir.

Herpes Simpleks virtisii 1 (HSV-1), global olarak en yaygin olarak bulunan
viriislerden biridir (2). Ilk olarak HSV-1 viriisii kendini epitelde gdsterir. Daha sonra
latent periyodunun olustugu dorsal kok ganglionlarinda (DKG) bagisik sisteminden
saklanarak konagin omrii boyunca yasamaya devam eder. Stres ve hastalik gibi
durumlar da yeniden reaktive olur. Ardindan, tekrardan bagisiklik sisteminden kagmak
i¢in latens periyoda girer (2,10,12)

Diinya Saglik Orgiiti tarafindan yapilan ¢ahismalara gore diinya
popiilasyonunun %67’sinde fazlasi ve Tiirkiye nufiisiinun %85,3’iin HSV-1
enfeksiyonu ge¢irmektedir (12,13,17,18). Yiiksek prevalansinin yani sira son yapilan
caligmalar, HSV-1 enfeksiyonunun Alzheimer hastalarinin beyinlerinde B-amyloid
plaklarinin olusumunu tetikledigine dair veriler sunmustur. Diger taraftan, oksidatif
stresin Alzheimer hastaligini tetikleyebilecegine dair kanitlar bulunmaktadir. Artan
radikal hasar1 Alzheimer hastaliginin ilerlemesinde de rol alabilir. Alzheimer hastaligi
ve HSV-1 ile yapilan arastirmalara gore, oksidatif hasarin ve HSV-1 enfeksiyonunun
Alzheimer hastaliginda goriilen nérodejenerasyona neden oldugunu gostermektedir.

Ayrica, Alzheimer hastaligi olan kisilerin beyinlerinde niikleik asit hasarlar1 (RNA ve
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DNA hasari) ve lipit peroksidasyon gibi oksidatif stres belirteglerinde artis tespit
edilmistir (108,111,112).

Herpes Simpleks viriisii 1’in yiiksek prevelanst ve Alzheimer hastaligi ile
iliskili g6z Oniine alindiginda virlisiin hastalikla iligkisinin mekanistik olarak
aydinlatilmasi gerekliligi ortaya ¢ikmaktadir. Diger taraftan, HSV-1’in hastalig1 nasil
modiile edebilecegi ve enfeksiyonun nasil 6nlenebileceginin iyi degerlendirilmesi
gerekmektedir. Bu tezde, 6nemli antioksidanlar olan askorbik asit ve sodyum selenitin
as1 formiilasyonlarinda kullanilan temel proteinlerden biri olan HSV-1 gD’nin
oksidatif stres lizerindeki etkilerini nasil modiile edebilecegi ve bu antioksidanlarin
enfeksiyonun seyrini nasil degistirebilecegi incelenmistir.

Literatiirde HSV-1 enfeksiyonu ile enfekte olan hiicrelerde oksidatif stres
olusumu gozlemlenmistir. HSV-1’in, ana antioksidan savunma bilesigi olan GSH’1n
tilkenmesini indiikledigi tespit edilmistir. Diger taraftan, enfeksiyonun ROS
diizeylerini ve lipit peroksidasyonu ise artirabildigi belirlenmistir. HSV-1, hiicre i¢i
redoks dengesini prooksidan duruma dogru degistirmistir (111,112). HSV-1 gD, HSV-
I’in hiicreye girisinde ve viral pargaciklarin saliniminda rol oynamaktadir (4). Ancak,
literatiirde dogrudan in vitro olarak HSV-1 gD’in uygulandig1 ve oksidatif stres ve
antioksidanlar ile iligkisinin degerlendirildigi bir ¢aligma bulunmamaktadir.

HSV-1 gibi viral enfeksiyonlar enfekte hiicrelerde genellikle oksidatif strese
yol acar. Diger taraftan, redoks aktif maddelerin oksidatif stresi baskilamasi
beklenmektedir. Askorbik asidin oksidatif stres iizerindeki koruyucu etkileri birgok in
vitro, in vivo ve klinik ¢alisma ile gosterilmistir (113,114). Ayrica, askorbik asidin
HSV-1 enfeksiyonunun semptomlarini azalttigi gézlemlenmistir (90). Sodyum selenit,
glutatyon peroksidazlarin ve diger antioksidan enzimlerinin iyi bilinen bir
kofaktoridiir ve belirli diizeylerde selenyum alinmasi insan sagliginin idamesi
acisindan gereklidir (115). Bu tez ¢alismasinda 6nemli antioksidanlar olan sodyum
selenit ve askorbik asidin HSV-1 neden oldugu oksidatif stresi azaltip azaltamadig1
degerlendirilmistir. Burada amag, normal diizeylerde bu antioksidanlarin alimiyla
varolan bir HSV-1 enfeksiyonunda nasil bir koruyuculuk saglanacaginin
belirlenmesidir. Diger taraftan, askorbik asit ve sodyum selenitin ugun alimlarinda

HSV-1 enfeksiyonunun oksidatif stresi tetikleyip tetikleyemecegi ve Alzheimer
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hastaliginda o6nemli bir etmek olan oksidan/antioksidan statiiyii degistirip
degistiremeyeceginin belirlenmesi i¢in 6n veriler elde edilmesi de amaglanmistir

Bu tez kapsaminda, HSV-1 gD, noroblastoma hiicre hatti SH-SYS5Y’ye
askorbik asit ve sodyum selenitle ayri olarak ve birlikte uygulanmistir. Literatiirdeki
gD, askorbik asit ve sodyum selenit ile ilgili doz verileri degerlendirilmis, her
uygulama maddesi i¢in ayri ayr1 doz ranjlart secilmis ve gergeklestirilen MTT
deneyleri sonucu néroblastoma hiicrelerinde kullanilacak dozlar tespit edilmistir. MTT
deneyleri sonucu askorbik asitin 30 mM, sodyum selenitin 10 nM ve HSV-1 gD’nin
IC20 dozu olan 239,79 pM olarak uygulanmasina karar verilmistir. Oksidatif stres
parametreleri bu dozlarda incelenmistir. HSV-1 gD’nin 1C2 dozunun seg¢ilmesinin
temel nedeni, enfeksiyon sonucu dahi olsa 1Csg dozu kadar yiiksek dozlara maruz
kalinmadig1 ve ICso dozunda sitotoksisitenin ¢ok yiiksek olmasi nedeniyle istenilen
kadar noroblastoma hiicrelerinin deneylere dahil edilemeyeceginin diistintilmesidir.

Tez kapsaminda HSV-1 gD ve/veya askorbik asit ve sodyum selenit uygulanan
SH-SY5Y hiicrelerinde oksidatif stres parametrereleri olarak hiicre i¢i ROS diizeyleri,
total GSH diizeyleri, lipit peroksidasyon ara tiriinleri (4-HNE, MDA, 8-isoprostan) ve
protein oksidasyonu (protein karbonil gruplar1) diizeyleri degerlendirilmistir.

Hiicre i¢i ROS diizeyleri degerlendirildiginde beklenin tam aksine kontrol
grubuna gore HSV-1 gD + Askorbik Asit ve HSV-1 gD + Sodyum Selenit gruplarinda
ROS diizeyleri kontrole gore anlamli derecede yiiksek bulunmustur. HSV-1 gD +
Askorbik Asit grubunun ROS seviyesi kontrole gore %15 ve HSV-1 gD + Sodyum
Selenit grubunun ROS miktar1 da %16 artmistir. HSV-1 gD ile antioksidanlarin
birlikte verilmeleri prooksidasyona yol agmii ve bu yiizden de hiicre i¢i ROS diizeyleri
ylkselmis olabilir.

Glutatyon, viicutta dogal halde bulunan bir antioksidandir. GSH atipik bir
tripeptittir ve sistein icermektedir. Viicuttaki en Onemli tiyol bilesigidir ve
ksenobiyotiklerin detoksifikasyonunda ¢ok onemli rolleri vardir. Hiicre i¢i GSH
depolariin tiikenmesi oksidatif streste artisa, hiicre i¢i redoks dengesinde bozulmaya
ve organel ve hiicre iskeleti hasarina yol agar. GSH’1n tiikkenmezi nekroz ve apoptozu
tetikler. Noronlarda bu durumun goriilmesi ise nérodejenerasyonla sonuglanir (116).
Tez galigmasi1 kapsaminsa, deney gruplarinda GSH diizeyleri agisindan kontrole gore

anlaml bir fark goriillmemistir. Ancak, askorbik asit (%30) ve sodyum selenit (%29)
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uygulamalarimin GSH diizeylerini bir miktar attirdigi belirlenmistir. Ilging olarak,
HSV-1 gD uygulamasi da GSH diizeylerini degistirmemistir. Askoribik asit ile birlikte
gD uygulamas1 GSH diizeylerini %18 artirmis; ancak sodyum selenit ile birlikte gD
uygulamsi ile GSH diizeyleri degismemistir. Bu durum askorbik asitin HSV-1
enfeksiyonunda GSH diizeylerinin korunmasi i¢in daha iyi bir antioksidan etki
saglayabilecegine isaret etse de bu konuda daha fazla ¢alismaya gerek vardir.

HSV-1 enfeksiyonu lipit peroksidasyonu tetiklemekte ve lipit peroksidasyon
ara trlinlerinin olusumunu arttirmaktadir (81,83). 4-HNE diizeyleri incelendiginde,
HSV-1 gD’nin bu ara iiriiniin diizeylerini degistirmedigi belirlenmistir. HSV-1 gD +
Sodyum Selenit ve Sodyum Selenit gruplari istatistiksel agidan anlamli bulunmustir.
Ancak, ilging olarak hiicrelere yanlizca askorbik asit veya sodyum selenit verilmesi
(4-HNE’yi diizeylerini arttirmistir. Ayrica her iki antioksidan ile birlikte gD
uygulandiginda 4-HNE diizeylerinde gD uygulana gruba gore anlamli bir diisiis
belirlenmemistir.

Malondialdehit lipit peroksidasyonun iizerinde en g¢ok c¢alisilan ara
tirlinlerinden biridir. Beklenenin aksine, HSV-1 gD, MDA diizeylerini kontrole gore
diisiirmiis; askorbik asit ve sodyum selenit ise attirmistir. Diger taraftan, lipit
peroksidasyon iiriinii olan 8-isoprostan diizeylerinin higbir ¢aligma grubunda anlaml
olarak degigsmedigi belirlenmistir. Sonugta ilging olarak, gD’nin lipit peroksidasyonun
higbir ara iirliniinii arttirmadig1 ve lipit peroksidasyona neden olmadigi belirlenmistir.

Bu tez kapsaminda, HSV-1 gD’nin protein oksidasyon tizerindeki etkileri
protein karbonil diizeyleri Olgililerek incelenmistir. Protein oksidasyonu lipit
peroksidasyon sonucu olusabilecegi gibi, tek basimna da olusabilir. Protein
oksidasyonunun ciddi norodejenerasyona yol agabilecegi ve birgok norolojik
hastaligin temelini olusturabilecegi bilinmektedir. Bu tez kapsaminda, kontrol grubuna
gore hicbir ¢aligma grubunda protein oksidasyonun anlamli bir sekilde degismedigi

belirlenmistir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu tez kapsaminda SH-SY5Y néroblastoma hiicrelerinde HSV-1 gD, askorbik
asit, sodyum selenit, ve askorbik asit ve sodyum selenitin HSV-1 gD ile birlikte
kullanilmasi oksidatif stres gostergeleri ile degerlendirilmistir. Hiicreler, MTT sonrasi
belirlenen HSV-1 gD ve/veya askorbik asit ve sodyum selenite 24 saat boyunca maruz
birakilmis ve oksidatif stres parametreleri 6l¢tilmiistiir.

Bu tezin sonunda varilan son noktalar sunlardir:

1. HSV gD’nin noroblastoma hiicrelerindeki hiicre i¢i ROS {iretimi, total
glutatyon, lipit peroksidasyonu ve protein oksidasyonu diizeylerini degistirmemistir.
Sonugta gD’nin oksidatif strese yol agmadigi ifade edilebilir. Ancak, bunun i¢in daha
detayl ve mekanistik caligmalara ihtiyac vardir.

2. Askorbik asit veya sodyum selenit ile HSV-1 gD uygulanan néroblastoma
hiicrelerindeki hiicre i¢i ROS iiretimi, lipit peroksidasyon ve protein oksidasyon
diizeylerinde antioksidanlarin koruyucu etkileri net olarak belirlenememistir.

3. HSV-1 gD kullanilarak gelistirilecek bir HSV-1 asisinin oksidatif stresi
tetikleme olasilig1 elde edilen veriler degerlendirildiginde HSV-1 gD’nin oksidatif
stres lizerinde etkisi olmadig1 goriilmiistiir. Bu nedenle, as1 gelistirilmesi i¢in gD
uygun bir protein olabilir.

4. HSV-1 gD’nin olas1 toksisite mekanizmasinin altinda yatan etkilerden
birinin oksidatif stres olarak belirlenmemistir ve Alzheimer hastaligint HSV-1’in
tetikleme olasiligi degerlendiginde baska viral proteinlerin daha etkili olabilecegi,
gD’nin ise Alzheimer hastaligi ile iliskisini daha diisiik olabilecegi ifade edilebilir.

5. Askorbik asit ve sodyum selenit antioksidanlarinin enfeksiyonun seyrinde
gD ile ¢ok fazla etkilesime girmeyecegi ve eger koruyuculuklari varsa farkl
proteinlere kars1 olabilecegi sdylenebilir.

HSV-1’in oksidatif stres tizerindeki etkisi literatiirde bulunmasinda ragmen bu
etkinin nasil ve hangi mekanizmalar ile oldugu bilinmemektedir. Yapilan bu ¢alisma
da HSV-1 gD’nin oksidatif strese yol a¢madigi, hiicre i¢i GSH diizeylerini
degistirmedigi, lipit peroksidasyonu ve protein oksidasyonunu nnoroblastoma
hiicrelerinde tetiklemedigi bulunmustur. Askorbik asit ve sodyum selenitin farkli viral
proteinleri etkileyebilecekleri; ancak gD’nin olas1 toksik etkilerini ¢ok fazla modiile

edemeyecekleri sdylenebilir.



62

Sonug olarak, ndral hiicrelerde HSV-1 gD’nin toksik etkilerini incelendigi ve
Alzheimer hastaligi ile olas1 baglantisinin degerlendirildigi daha kapsamli in vitro ve
in vivo ¢alismalara gereksinim oldugu sdylenebilir. Diger HSV-1 viral proteinlerinin
gD ile birlikte ve ayr ayr1 gerek oksidatif stres gerekse farkli toksisite mekanizmalari

tizerinde etkilerinin degerlendirilmesi gerekmektedir.
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