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Abstract

Yavru S, Avci O, Dik I, Atli K. Antioxidant enzyme activities
in Vero cell line inoculated with Herpes Simplex Virus type 1.
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Amag: Bu calisma Herpes Simplex Virus tip 1 (HSV-1) ino-
kule edilen Vero hiicre kiiltlirlerinde antioksidan kapasite/
oksidatif stres biomarkirlarini belirlemek amaci ile yapildi.

Gerec ve Yontem: Vero hiicre kiiltiirtine HSV-1 inokule edi-
lerek 21 saat boyunca (1. saate kadar 15 dk’da bir, 6. saate
kadar saatte bir, 6-10. saat arasi 30 dk’da bir, 10-21. saat
arasl saatte bir olmak tlizere) hiicre siipernatantlari toplan-
di. Hiicre siipernatantlarindaki siiperoksit dismiitaz (SOD),
katalaz (CAT), glutasyon peroksidaz (GPX) enzimleri, glu-
tasyon (GSH) ve malondialdehit (MDA) miktari ticari ELISA
kitleri ile 6lgiildii. HSV-1'in meydana getirdigi sitopatojenik
etki (CPE) ise invert mikroskop yardimi ile periyodik olarak
degerlendirildi.

Bulgular: Arastirmada HSV-1 inokulasyonunu takiben 6. sa-
atte CPE gozlendi. SOD’un en yiiksek ve en diisiik diizeyi sira-
siyla 17. ve 1. saatte belirlenirken, 18. saatte CAT ve 7. saatte
GPX seviyeleri en diislik diizeyde tespit edildi. GSH miktar1
ilk 30 dk icinde minimum seviyeye ulastiktan sonra 10. saat-
te miktarinda artis meydana geldi. MDA miktarinda 3. saatte
ani ytiikselis olurken 18. saatte maksimum seviyeye ulastigi
belirlendi. Oksidatif stresin 6nemli belirtecleri olan SOD ve
GSH diizeylerinin HSV-1’in neden oldugu CPE olusumundan
once azaldigi tespit edildi.

Oneri: Lipid peroksidasyonunun HSV-1’in patogenezinde rol
alabilecegi ve HSV-1 enfeksiyonu tedavisinde antioksidan uy-

gulamalarinin faydali olabilecegi ifade edilebilir.

Anahtar kelimeler: HSV-1, SOD, CAT, GPX, GSH
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Aim: The aim of the present study was to determine of antio-
xidant capacity/oxidative stress biomarkers in Vero cell line
inoculated with Herpes Simplex Virus type 1 (HSV-1).

Materials and Methods: Cell supernatants were collected
during 21 hours (15 min interval at first hour, 1 hour inter-
val by 6th hour, 30 min interval at 6th -10th hours, 1 hour
interval at 6th-21th hour) after HSV-1 inoculations. Supero-
xide dismutase (SOD), catalase (CAT), glutathione peroxida-
se (GPX) enzymes, glutathione (GSH) and malondialdehyde
(MDA) values were analyzed from the test media by commer-
cially available ELISA kits. In addition to this, cytopathogenic
effects (CPE) of HSV-1 in cell culture were evaluated periodi-
cally by invert microscope.

Results: In this research, CPE of HSV-1 was observed at 6th
hour post-inoculation. Maximum and minimum levels of SOD
were determined at 17th and 1st hours, respectively. Mini-
mum levels of CAT and GPX were determined at 18th and 7th
hour, respectively. Minimum level of GSH was determined at
first 30 minutes whereas maximum level of GSH was measu-
red at 10th hours. MDA levels suddenly increased at 3rd ho-
urs and MDA reached maximum level at 18th hour. The SOD
and GSH levels, important markers of oxidative stress, were
reduced on HSV-1 before the formation CPE.

Conclusion: It is concluded that lipid peroxidation may oc-
cur in the pathogenesis of HSV-1 and antioxidant treatment

may be useful in the therapy of HSV-1 infection.
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Herpes Simplex Virus tip 1 ve oksidatif stres

Giris

Herpes simplex virus (HSV) Herpesviridae familyasinin Alp-
haherpesvirinae alt familyasinda yer alan 125-235 kbp bo-
yutunda, ikosahedral niikleokapsid i¢eren c¢ift sarmalli DNA
viruslarindandir (Murphy ve ark 1999, Egan ve ark 2013).
Persiste enfeksiyonlara neden olan HSV’ler merkezi sinir sis-
temi (MSS)'ni enfekte ettikten sonra konak hiicrede latent
kalip c¢esitli nedenlere bagh olarak yeniden aktif hale gele-
bilmektedirler (Murphy ve ark 1999, Cusini ve Ghislanzoni
2001, Jones 2013). HSV'nin HSV-1 ve HSV-2 olmak tizere iki
serotipi bulunmaktadir (Hadigal ve Shukla 2013). HSV-1 tiim
diinyada insanlarda yaygin olarak goriilen endemik bir en-
feksiyona neden olmaktadir. (Fatahzadeh ve Schwartz 2007).
Ozellikle agiz, farenks, yiiz, gdz, MSS ve genital sistem enfek-
siyonlarina neden olan etken salya ve direk temas yolu ile
bulasmaktadir (Kleymann 2003, Brady ve Bernstein 2004,
Jones 2013). HSV-1’in laboratuvar teshisinde immunfloresan
testi ve Enzyme Immunosorbent Assay (ELISA) kullanilabi-
lir (Mark ve ark 2007), ancak en giivenilir referans yontem
hiicre kiiltiirleridir. Vero, Hep-2 ve A-549 hiicre kiiltiirleri
HSV’lerin tiretilmesinde kullanilan hiicre kiiltiirleri arasinda
yer almaktadir (Agacfidan 2012).

Canliligin bir gostergesi olarak tiim hiicrelerde fizyolojik ola-
rak oksidatif olaylar esnasinda ya da bazi fizyopatolojik du-
rumlarda oksidatif stres gelismektedir (Yazar ve Tras 2001,
Tabakoglu ve Durgut 2013). Atomsal ya da molekiiler yapi-
larda ciftlesmemis tek elektron boliimlerine serbest radikal
denilmektedir (Amorati ve Valgimigli 2014). Serbest oksijen
radikallerinin biyolojik sistemdeki varlig1 ilk kez Gershman
ve ark. tarafindan 1954 yilinda bildirilmistir (Turrens 1991).
Organizmada bulunan makro ve mikro molekiiller ile siipe-
roksit dismutaz (SOD), glutasyon peroksidaz (GPX) ve ka-
talaz (CAT) gibi enzimler antioksidan 6zellige sahip dogal
antioksidanlardir. Ayrica seruloplazmin, transferrin, ferritin,
hemoglobin, miyoglobin gibi protein yapisindaki makro mo-
lekiiller ve igerisinde E ve C vitamini bulunduran bilesikler
ile glikoz, bilirubin gibi mikro molekiillerin de antioksidan
ozellige sahip oldugu ve oksidatif stres olusturan durumlar-
da bu maddelerin hiicrelerden sentez ve saliniminin arttigi
belirtilmistir (Yerer ve Aydogan 2000).

Hiicre icerisinde bulunan SOD, CAT, GPX enzimleri ve glutas-
yon (GSH) antioksidan olarak gorev almaktadirlar (Nguyen
ve ark 2004). Tiim antioksidan basamaklardan kacabilmis
olan oksidan molekiiller hiicre veya kapillar membrandaki
lipidleri etkileyerek lipid peroksidasyonu baslatmaktadirlar
(Yamane ve ark 2014, Paul ve Bartenschlager 2015). Otook-
sidasyon 3 evreden olusan zincir bir prosestir ve iyonlastirici
radyasyonu da igeren farkli kaynaklardan gelen serbest radi-
kaller bu prosesi baglatabilir. Baglangi¢ta serbest radikaller
olusur, gelisme doneminde serbest radikal zincir reaksiyonu
baslar ve sonugta radikal olmayan iriinler olusur (Fernan-
dez ve ark 1997). Baslangi¢ asamasinda hidrojen, doymamis
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yag asidinden cikarilir ve geriye serbest yag radikali kalir.
Gelisme asamasinda bu radikal oksijenle reaksiyona girerek
lipid peroksi radikalini olusturur ve ¢oklu doymamis yag asi-
di zincirinden hidrojeni uzaklastirip lipid hidroperoksitleri
radikali ve yeni bir serbest radikal olustururlar. Lipid oksi-
dasyonu sonucu, hidroperoksitler, serbest radikaller, endo-
peroksitler, malonaldehit (MDA), epoksitler, alkan, alken,
hidrokarbonlar, aldehit, alkol ve asitler gibi bilinen birincil
ve ikincil reaksiyon tiriinleri olusur (Ajuyah ve ark 1993).

Canlinin doku veya sivilarindaki MDA diizeylerindeki artis,
serbest radikallerin neden oldugu lipid peroksidasyonun
gostergesi olarak kabul edilir. Canlida oksijen kaynakl ser-
best radikaller (SOR) en fazla iretilen radikal tiiridiir ve
ozellikle mitokondriyal kaynaklidir. Lipidlerde meydana ge-
tirdikleri hasar lipid peroksidasyon olarak tanimlanmakta-
dir (Lykkesfeldt 2007).

Bu ¢alisma HSV-1'in in vitro sartlarda Vero hiicre kiiltiiriinde
olusturdugu lipid peroksidasyon belirteci ve enzim aktivite-
lerinin belirlenmesi amaci ile yapildi.

Gereg¢ ve Yontem
Hiicre kiiltiirti ve virus

Vero devamli hiicre hatt1 (Resim 1) ve HSV-1 Selcuk Universi-
tesi, Veteriner Fakiiltesi, Viroloji ABD’den temin edildi. Hiic-
reler icerisinde %5 fotal dana serum ve %1 antibiyotik-anti-
mikotik (10.000 IU/mL penisilin G, 10 mg/mL streptomisin
ve 25 pg/mL amfoterisin B, Biological Industries, Israil) bu-
lunan, Dulbecco Modified Eagle Medium (DMEM, Biological
Industries, Israil) icerisinde siispanse edildikten sonra 37°C
ve %5 CO2'li etiiv icerisinde 25 cm? flasklarda (Corning, ABD)
monolayer olarak tretildi. Flasklarda ¢ogaltilan hiicrelerin
tizerine 100 DKIDso oraninda sulandirilan HSV-1 adsorbsi-
yona bagli olmayan yontem ile inokule edildi. 1. saate kadar
15 dk aralikla, 6. saate kadar saatte bir saat aralikla, 6-10.
saat aras1 30 dakika aralikla ve 10-21. saat arasi saatte bir
olmak lizere toplam 21 saat boyunca hiicreler olusan CPE’ler
yoniinden invert mikroskop ile degerlendirildikten sonra
flasklarda bulunan hiicre siispansiyonlar1 toplanip testler
icin hazirland. Biitiin 6rneklemeler hiicre kontrol ile birlikte
yuritildi.

ELISA analizleri

Vero hiicre kiiltiirli siipernatantlarinda bulunan SOD (Cay-
man, ABD), CAT (Cayman, ABD), GPX (Cayman, ABD) en-
zimleri, GSH (Oxiresearch, ABD) ve MDA (Oxiresearch, ABD)
miktarlarinin belirlenebilmesi i¢in ticari olarak temin edilen
ELISA Kkitleri kullanildi. Testler kitlerin prosediirlerinde be-
lirtildigi sekilde yapildiktan sonra pleytler ELISA okuyucusu
(Bio-Tek Instruments Inc.,, MWGt Lambda Scan 200) ile oku-
tularak absorbans degerleri hesaplandi. Olgiilen absorbans

Eurasian ] Vet Sci, 2015, 31, 2, 122-126




Herpes Simplex Virus tip 1 ve oksidatif stres

Resim 1. Vero devamli hiicre hatty, hiicre kontrol 0. saat (X40).

Resim 2. Altinci saatte meydana gelen CPE goriiniimii (X40).

Resim 3. On ikinci saatte meydana gelen CPE goriiniimii (X40).

Resim 4. Yirmi birinci saatte meydana gelen CPE goriiniimii (X40).
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degerleri Microsoft Office Excel 2010 programina girilerek
grafikler elde edildi.

Bulgular

HSV-1’in Vero devamli hiicre kiiltiirlerine inokulasyonunu ta-
kiben mikroskobik olarak 6. saatte CPE’ler gozlendi (Resim
2). 12 (Resim 3) ve 21. (Resim 4) saatte CPE’lerin belirgin
sekle geldigi tespit edildi. HSV-1 inokule edildikten sonra pe-
riyodik olarak toplanan Vero hiicre siipernatantlarindan elde
edilen SOD, CAT, GPX, GSH ve MDA miktarlari sirasi ile Grafik
1, 2, 3, 4 ve 5’de verildi.

Tartisma

Tim hiicrelerde fizyolojik olaylar sirasinda meydana gelen
fizyopatolojik olaylar oksidatif stres olarak ifade edilebilir.
Cesitli viral enfeksiyonlara bagh olarak farkl hiicrelerde
oksidatif stres gelistigi (Paracha ve ark 2013, Avci ve ark
2014, Chandrasena ve ark 2014) ve antioksidan kapasitenin
azaldigi tespit edilmistir. Bu duruma baglh olarak hiicrelerin
dejenerasyona ugradig1 ve apoptozisin arttig1 bildirilmistir
(Gullberg ve ark 2014, Olagnier ve ark 2014).

Bu ¢alismada HSV-1 inokule edilen Vero devamli hiicre kiil-
tiirlerine ait periyodik MDA miktarindaki degisimlere bagh
olusturulan grafikte iiciincili saatte meydana gelen ani artisin,
virusun hiicreye girdigi anda hiicre hasarinin baglamasindan
kaynaklandigi, daha sonra 18. saatte meydana gelen artisin
ardindan tespit edilen diismenin ise hiicredeki MDA mikta-
rindaki tiikenme ile hiicre 6liimiiniin ger¢eklesmesi sonucu
olustugu disiiniilmektedir (Grafik 5). MDA diizeyinde li¢ilin-
cll saatte bir artis olmasina karsin hiicrelerde CPE olusumu
mikroskobik olarak altinci saatte belirlendi (Resim 1). Buna
karsin oksidatif stres ve antioksidan kapasitenin belirlenme-
si icin yapilan ELISA sonuglarina gére GSH miktar1 birinici
saatte SOD ve CAT miktarlarinin ise ikinci saatte azalmaya
basladig tespit edildi. Bu sonuglar virusun hiicreye girmesi
ile oksidatif stresin olustugu, hiicrelerin ise antioksidanlarla
stresi azaltmaya ¢alistigi fakat virus replikasyonunun art-
masl ile antioksidan miktarinda azalma (Grafik 1, 2, 3 ve 4)
oksidatif stresin artmasina (Grafik 5) bagl hiicrelerde deje-
neratif bozukluklar (Resim 2) g6zlenebilecegi kanaatini olus-
turmaktadir.

Hepatitis B (Boliikkbas ve ark 2005), hepatitis C virus (Parac-
ha ve ark 2013) gibi farkl viruslarin oksitadif hasar olustur-
dugu (Beck ve ark 2000) in vivo ve in vitro yapilan ¢calismalar
ile ortaya konulmustur. HSV-1 ganglionlara yerleserek latent
kalma 6zelligi gostermektedir (Ma ve ark 2014). in vivo ya-
pilan deneysel HSV-1 enfeksiyonlarinda virusun aktif hale
gectigi akut donemlerde oksidatif stres sonucu DNA hasarina
bagli apoptozislerin gelistigi bildirilmistir (Nagy ve ark 2000,
Hill ve ark 2001). Mevcut arastirma sonuglari incelendiginde
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Grafik 1. HSV-1 inokule edilen Vero devamli hiicre kiiltiirlerine ait periyodik
SOD miktari.
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Grafik 2. HSV-1 inokule edilen Vero devamli hiicre kiiltiirlerine ait periyodik
CAT miktar.
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Grafik 3. HSV-1 inokule edilen Vero devamli hiicre kiiltiirlerine ait periyodik
GPX miktari.

in vitro sartlarda gelisen oksidatif hasara bagh apoptozisle-
rin gorildigi distintilmistir.

Oneri

Sonug olarak viral enfeksiyonlarda oksidatif stresin azaltil-
masl i¢in tedaviye antioksidan kapasitenin arttirilmasi amaci
ile farkl antioksidanlarin dahil edilmesi faydali olabilir.

Tesekkiir

Mevcut arastirmanin bir kisminin 6zeti ‘5th International
congress on cell membranes and oxidative stress: Focus on
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Grafik 4: HSV-1 inokule edilen Vero devaml hiicre kiiltiirlerine ait periyodik
GSH miktar1.
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Grafik 5. HSV-1 inokule edilen Vero devaml hiicre kiiltiirlerine ait periyodik
MDA miktari.

Calcium signaling and TRP channels 2014’ kongresinde su-
nuldu. Ozet kongre kitapgiginda basild.
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