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1. OZET

Bovine ephemeral fever (BEF) yiiksek verimli sigir ve mandalarda énemli
kayiplara yol acabilen, kisa stireli klinik tablo ile karakterize arboviral bir
hastaliktir. Bu tez galismasinda Oncelikle, Tirkiye’de 2012 yilinda ortaya ¢ikmis
BEF salginindan izole edilen bovine ephemeral fever virlis (BEFV)’ln ileri
duzeyde genetik karakterizasyonu amaglanmistir. Ayrica mevcut tez ¢aligmasinda,
BEFV glikoprotein (G) ve BEFV nikleoprotein (N) gen bdlgelerini iceren
rekombinant vektoriin olusturulmasi ve rekombinant vektorlerle immunize edilen
BALB/c farelerinde bu proteinlere karsi humoral immun cevabin uyarimi
hedeflenmistir. Genetik karakterizasyon amaciyla BEFV tam genomunu kapsayan
600-800 bg¢ kismi gen bolgeleri RT-PCR ile g¢ogaltilmistir. ABI 310 Genetik
analiz® sisteminde c¢ift yonli okutulan gen drinleri ClustalW programi ile
hizalanmis ve veriler gen bankasina sunulmustur. Filogenetik analiz islemi
MEGAS5 paket programi ile gerceklestirilmis farkli izolatlarla benzerlikleri
yoniinden kiyaslanmistir. Sonuglar, BEFV izolatlar1 arasindaki filogenetik
iligkilerin cografi konumla yakindan iliskili oldugunu ortaya koymustur. Ayrica
izolatlar arasinda genetik rekombinasyon durumuna rastlanmamustir.
Rekombinant vektor olusturulmas: ve immunizasyon ¢alismasi amaciyla BEFV G
ve BEFV N genleri pcDNA4/HisMax® TOPO® TA ekspresyon vektoriine
aktarilarak TOP10 kompeten hiicrelerinde ¢ogaltilmistir. pcDNA4-G ve pcDNA4-
N plazmidleri 6ncelikle Vero E6 hiicrelerine transfekte edilerek, Vestern blot ve
immunoperoksidaz testleri ile protein dizeyinde ve RT-PCR testi ile mRNA
diizeyinde ekspresyonlar1 gosterilmistir. Uygun plazmidler lipofektamin 2000 ile

muamele edilerek 0., 14., 21. glinlerde BALB/c farelerine kas i¢i uygulanmistir.
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Immunize farelerdeki antikor yanit plak rediiksiyon nétralizasyon testi (PRNT) ve
ELISA testleri ile dl¢iilmiistiir. BEFV G ve N indirek ELISA sonuglarina gére bu
gruplardaki yedi hayvandan yalnizca ikisi cutoff diizeyini agabilmistir. pPcDNA4-
N ve pcDNA4-G immun gruba ait 450 nm absorbanstaki ortalama OD degeri
plazmid kontrol grubu ile kiyaslandiginda fark 30. giinde istatistiki olarak anlamli
hale gelmistir (p<0.001), (p<0.05). PRNTsp sonuglarina gére pcDNA4-G (100 ug)
ile immunize farelerde 30. giinde 1:20 (p<0.05) diizeyinde antikor yanit alinirken
BEFV (1000 PFU/0.5ml) verilen farelerde ise bu oran 1:80°’e (p<0.001)
ulasmistir. Sonu¢ olarak rekombinant proteinlerin Uretimi ve rekombinant
vektorler ile immunize edilen deney farelerinde humoral yanitin uyarimi

noktasinda basar1 saglanmaistir.

Anahtar Kelimeler: Bovine ephemeral fever viris, ¢ gln hastaligi, filogenetik

analiz, molekiiler klonlama, DNA asis1, antikor yanit.
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2. ABSTRACT
Whole Genome Sequence of Bovine Ephemeral Fever Virus Turkey

Isolates and Development of DNA Vaccine to the Virus

Bovine ephemeral fever (BEF) is an arboviral disease characterized by a short-
term clinical picture that can lead to significant loss in high-yielding cattle and
water buffalo. In this dissertation study, briefly bovine ephemeral fever virus
(BEFV) which is isolated from the BEF outbreak in 2012 in Turkey genetic
characterization is aimed at the advanced level. Furthermore, it was aimed to
generate a recombinant vector containing BEFV glycoprotein (G) and BEFV
nucleoprotein (N) gene regions and to stimulate the humoral immune response
against these proteins in BALB/c mice immunized with these vectors. BEFV was
amplified by RT-PCR with partial gene regions of 600-800 bp including the
complete genome for genetic characterization. The amplified RT-PCR products
were sequenced using both directions with the forward and reverse primers in the
ABI 310 Genetic Analysis® System. The Gene sequences were aligned using
ClustalW program and presented to the gene bank. The phylogenetic analysis
process was compared for similarity with the different isolates performed by the
MEGAGS software program. The results show that phylogenetic relationships
between BEFV isolates are closely related to the geographical location. There was
also no genetic recombination between isolates. For recombinant vector design
and immunization studies, BEFV G gene and BEFV N gene were transferred to
the pcDNA4/HisMax® TOPO® vector and these recombinant vectors propagated
in TOP10 competent cells. pcDNA4-G and pcDNA4-N recombinant plasmids

were firstly transfected into Vero E6 cells and expressions were demonstrated at
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the protein level by Western blot and immunoperoxidase tests and demonstrated
at the mRNA level by RT-PCR test. The suitable plasmids were treated with
lipofectamine 2000 and intramuscularly administered to BALB/c mice at days O,
14, 21. Antibody response in immunized mice was measured by plaque reduction
neutralization test (PRNT) and ELISA. According to the BEFV G and N indirect
ELISA, only two of the seven animals in these groups exceeded the cutoff value.
When the mean OD values at 450 nm absorbance of the pcDNA4-N and the
pcDNA4-G immunized mice group were compared with the plasmid control
group, the difference became significant at 30 days (p<0.001), (p<0.05).
According to PRNT 5 results, 1:20 (p<0.05) antibody response was obtained at 30
days in pcDNA4-G (100 pg) immunized mice, whereas this ratio was 1:80
(p<0.001) in mice given BEFV (1000 PFU/0.5ml). As a result, recombinant
proteins were successfully produced and stimulation of the humoral response was

induced in experimental mice immunized with recombinant vectors.

Keywords: Bovine ephemeral fever virus, three day sickness, phylogenetic

analysis, molecular cloning, DNA vaccine, antibody response.
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3. GIRIS

Asilama ¢aligmalarinin gegmisi mikroorganizmalarin tanimlanmasindan ve
hastalikla iligkilendirilmesinden ¢ok daha dncesine dayanmaktadir. Tarihte bilinen
ilk as1 insan ¢igegine karsi hazirlanan "Variolasyon" uygulamasi ile baslamistir.
Bu uygulamada, Asya’nin bazi bolgelerindeki c¢icek hastaligina yakalanmig
kisilerden vezikiil igerigi alinmig ve islenerek enfekte olmayan kisilerin derisine
uygulanmustir. Istanbul’da bu y6ntemin insan ¢igeginden korunma amagh
uygulandigina tanik olan Ingiliz Mary Wortley Montagu (1718), cocuguna cigek
asis1 yaptirmak istemis ve bu yontemin batili iilkelerce duyulmasini saglamistir.
Ingiliz ciftci Benjamin Jesty (1774) sigir cicegi hastaligina yakalandiktan sonra
insan ¢igegine yakalanmadigini fark etmis benzer uygulamay: karis1 ve ¢ocuklari
Uzerinde deneyerek basarili netice elde etmistir. Edward Jenner (1798) buyuk
capli ¢alismalarla bu aginin etkinligini ispatlamig bdylece ilk canli viral asi olan
cicek asist "Cowpox" veya "Vaccinia" fikrini gelistirerek bilimsel olarak tipta bir

¢1g1r agmis ve bugiinkii modern immunolojinin temelini olusturmustur (1).

Yalin haldeki DNA’nin organizmadaki hiicrelere aktarilabilirligi Ito
tarafindan (1960) kesfedilmistir. Ancak, 30 yil sonrasina kadar bu bulusun
potansiyeli tam olarak fark edilememistir. Wolff ve ark. (1990) beta-galaktosidaz
geni tasiyan rekombinant plazmidin farelerde eksprese oldugunu ve dokudaki
transgenik aktivitenin, inokulasyondan sonraki 60 gin boyunca devam ettigini
goOstermistir. Bu gelismeler Tang ve ark. (1992) insan buyime hormonu kodlayan
rekombinant plazmidin enjekte edildigi farelerde antijene 6zgl antikor yaniti
uyardigin1 gostermesi ile daha farkli bir boyuta tasinmistir. Rekombinant DNA

teknolojisindeki bu gelismeler edinsel yanitin uyarimi adina umut verici olmus ve



niikleik asit tabanli asilarin gelisimine zemin hazirlamistir. Bu gelismelerden

sonra DNA agsist kavrami ortaya ¢ikmis ve literatiirdeki yerini almistir (2, 3, 4).

Bovine ephemeral fever (BEF) klinik bulgularin 3-4 giin gibi kisa siire sonra
sona ermesiyle Ug¢ giin hastaligi olarak da adlandirilmaktadir. Bu hastalik yiksek
verimli si@ir ve mandalarda 6nemli verim kayiplarina ve iilkeler arasi ticari
kisitlamara yol acabilmektedir. Hastalik etkeni Rhabdoviridae familyasinda
bulunan RNA genomuna sahip bovine ephemeral fever virtstir (BEFV). Viris
sivrisineklerle duyarli hayvanlara tasinmaktadir. Hastaliktan korunmada
sivrisineklerle micadele 6nemli ancak bir dereceye kadar etkili bir uygulama
oldugundan en énemli korunma yolu asilamadir. Mevcut inaktif ve ateniie asilarin
kisa siireli bagisiklik olusturmasi arastirmacilari alternatiflere yonlendirmis ve

rekombinant asilar bunlardan biri olmustur (5, 6, 7, 8).

3.1. DNA Asilan

Plazmid DNA’sinin as1 antijenlerini eksprese ederek koruyucu immun yaniti
uyarmasi enfeksiyoz hastaliklara yonelik as1 ¢alismalarini da bu alana tagimaistir.
Bu asilar, proflaktik amacl tercih edilebilmelerinin yaninda kanser, alerji ve oto-
immun hastaliklarin tedavisine yOnelik olarak da tercih edilebilmektedir.
Gecmisten giiniimiize bircok DNA as1 denemesi yapilmis ve bunlarin bir kismi

halen devam etmektedir (9).

DNA asisinin temel tasarimi oldukca basittir. Bu temel, hedef gen
bolgesinin 6karyotik ekspresyon vektoriine aktarilmasindan olusmaktadir. Bu
temel tizerinde yapilacak modifikasyonlar immun yanit1 artirabilmekte ve netice

itibariyle asinin esnek bir yapiy1 teskil ettigi soylenebilmektedir (10). Bu yap1



genel olarak aktarilan genin veya ¢cDNA’nin ekspresyonuna izin veren viral
orijinli (insan sitomegalovirus, rous sarkoma virtisii gibi) kuvvetli bir promotor,
Kozak dizisi, stop kodonu ve poliadenilasyon (Poli A) bdlgelerinden
olusmaktadir. Ayrica ilgili plazmidin bakteride c¢ogalmasin1 saglayacak
prokaryotik replikasyon orjini ve bakteriyel seleksiyon icin gerekli antibiyotik

direng genini yapisinda tasimaktadir (11).

Plazmid DNA asisinin genel yapisi Sekil 1°de sematize edilmistir.

aq-
Aktarilan Gen
Bilgesi Stop Kodonu
Kozak Py
Drizisi i
izisi, y P?I{ .1
Dizisi
Promoter [/ _
DNA asis1
b- L

Replikasyon'

orijini

Bakterivel Antibiyotik
Direnc Geni

Sekil 1. Plazmid DNA asisinin genel yapisi. a- Okaryotik trankripsiyon

bolgesi. b- Prokaryotik ¢ogalma bdlgesi (12)

Antikorlar, vicuda giren patojenleri notralize ederek enfeksiyonun
olusmasimi Onleyebilir, opsonize edebilir veya yeni olusan ajanlarin diger
hlcrelere girerek yayilmasini engelleyebilirler. Notralizan antikor tretmek icin en
uygun hedef hiicre dig1 ortamdaki patojenin ylzey proteinleridir (10). Bu nedenle

genel olarak, patojenlere karsi hazirlanan DNA temelli profilaktik asilarin



noétralizan antikorlar1 olusturmasi istenmekte iken, enfeksiyon veya kanser
tedavisinde agirlikli olarak hiicresel immun yanitin ortaya ¢ikmasi istenmektedir.
Hicre ici mikrobiyal ajanlara kars1 savasimda (6zellikle viriislere) antikor yanita

ek olarak hiicresel immun yanitin 6nemini de ayrica vurgulamak gerekmektedir

(10, 13).
3.1.1. DNA Asisimin immun Yamti Uyarim Mekanizmasi

DNA asilamasi sonrasinda immunizasyon bdlgesindeki somatik hiicreler
(miyosit, keratinosit gibi) ve antijen sunucu hicrelerin (ASH) transfekte olarak asi
plazmidini almasi ilk hedeflenen ve arzulanan gelismedir (14). Bu hucrelere
zaman zaman makrofaj ve B lenfosit immun sistem hticreleri veya bazi organ ve

doku hucreleri de dahil olabilmektedir (4).

As1 proteinin Uretimi, DNA asisinin transfekte hiicreler igerisinde
transkripsiyon ve translasyonuna dayanmaktadir. Boylece kodlanan yabanci
antijenler htcre icerisinde endojen protein seklinde Uretilebilmektedir. Endojen
proteinler iretildigi hiicre igerisinde islenebilirken, disar1 salinan antijenik
proteinler ise antijen sunucu hucreler tarafindan ekzojen protein seklinde alinarak
islenmektedir. Islenen peptid fragmentleri hiicresel ve humoral bagisikligin
uyarmmini saglayan MHC-1 ve MHC-II molekiilleri araciligiyla hiicre ylzeyinde

sunulmaktadir (14).

Genel anlamda DNA asilarinin (i¢ olasi immunojenite mekanizmasi vardir:
i) Antijenlerin direk olarak MHC-I yolaklar1 (endojen yolla) ile antijen sunucu
hiicreler, miyosit veya keratinositler tarafindan CD8" T hiicrelerine sunulmasi ii)

Antijen sunucu hiicrelerin eksojen antijenleri isleyerek MHC-II yolag1 ile CD4™ T



hlcrelerine sunmasi iii) Transfekte somatik hicrelerin antijen sunucu hicreler
tarafindan fagositozu ve antijenin T hiicrelerine sunumu seklindedir (¢apraz
sunum) (14). As1 plazmidi hiicreye girisi esnasinda bazi engellerle
karsilagsmaktadir. Bunlardan ilki plazma membranidir ve plazmidin hicreye
endozomal yolla alindig1 tahmin edilmektedir. Ikinci engel sitoplazmadaki yiizer
halde bulunan organeller ve mikrotubul agidir. Son engeli ise ¢ekirdek membrani

teskil etmektedir (4).

As1 plazmidi ¢ekirdege iki yolla girebilmektedir. Bunun i¢in ya bdliinen
hiicrelerde ¢ekirdek membraninin ayrilmasini avantaj haline getirecek ya da
nikleer por kompleksi (NPC) araciligiyla biitiin bir haldeki membrandan
kolaylastirilmis difiizyon yoluyla gegecektir. ikinci durumda DNA molekiilleri
transkripsiyon faktorleri gibi nikleer lokalizasyon sinyali (NLS) iceren
polipeptitler ile iliskili halde bulunmaktadir. Bu engelleri asan plazmidler hiicre
cekirdegine ulastiginda transkripsiyon baglamakta ve sonrasinda sentezlenen
mRNA’lar sitozolik ribozomlara tasinarak kodlanan proteinin translasyonunu

gerceklestirmektedir (4).

Plazmid DNA’smin mikrogram duzeyinde enjekte edilmesiyle yalnizca
nanogram diizeyinde protein lretimi gergeklestigi tahmin edilmektedir.
Sentezlenen proteinlerin bir kismi proteozom kompleksi ile islenmekte ve salinan
peptitler membran transporter kompleks Tap-1 ve Tap-2 araciligiyla endoplazmik
retikulum (ER) icerisine taginmaktadir. Endoplazmik retikulum icerisindeki peptit
fragmentleri, MHC-I molekiillerine baglanarak B, mikroglobulin ile iligkili halde
sitoplazmik membrana go¢ etmekte ve cevredeki naif T (CD8) hicrelerine

sunumu gergeklestirmektedir (15). Cozinebilir proteinin ASH’lerce alinmasi



sonrasinda ise peptidler MHC-I1I ile naif T (CD4) hucrelerine sunulmakta ve

boylece her iki koldan T hiicre yaniti1 olusmaktadir (16).

Makrofajlar, B hiicreleri ve dentritik htcreler (DH) gibi profesyonel
antijen sunucu hucreler herhangi bir asiya immun yanit gelismesinde merkezi bir
rol oynamaktadir. Somatik hiicrelerin aksine ASH’ler antijeni hem MHC-I ve hem
de MHC-II molekulleri ile sunabilmekte ve béylece T ve B hiicre yanitin1 kontrol
eden yardimer T hiicrelerini (CD4") uyarabilmektedir. Dentritik hiicreler MHC-I
ve MHC-II"yi yiiksek diizeyde eksprese etmesinin disinda yanitin baslamasi i¢in
sirastyla gerekli olan B7.1 ve B7.2 (CD80 ve CD86) uyaric1 molekiilleri de
eksprese ederek lenfatik organlardaki antijen spesifik T hicreleri
aktiflestirmektedir. Eger ASH siifinda yer almayan miyositler DNA asisini alirsa
eksprese antijen DH’lerin ¢apraz sunumu ile T hiicrelerine ulastirilabilmektedir.
Capraz sunum veya capraz uyarim; DNA asilamasi ile iligkili olabilen apoptik ve
nekrotik cisimciklere karst immun yanitin ortaya ¢ikmasindan sorumlu bir

mekanizmadir (15).

Son yillarda bazi ¢aligmalar CpG motifi (metilllenmemis fosfodiester bagl
sitozin ve guanin motifi) tasimayan plazmidlerin sitozolik DNA sensorlne
baglanarak TBK1-STING yolagini ve sonrasinda tip-1 interferon tretimini yiksek

oranda aktiflestirdigini ortaya koymustur (17).
3.1.2. DNA Agsisinin Avantaj ve Dezavantajlari

DNA agsilarinin  enfeksiydz ajanlarla  kontaminasyonu s6z konusu
olmadigindan gilivenli olarak kabul edilmektedir. DNA asilamasi sonrasinda

yalnizca asida hedeflenen antijene karst immun yanit gelismekte bdylece



asilanmig hayvanlar enfekte hayvanlardan kolayca ayirt edilebilmektedir (3). Viral
enfeksiyon sonrasi virlise ait proteinler hicrede Uretilmekte ve proteinlerin
islenmesi de bu hicrelerde gergeklesmektedir. Benzer sekilde DNA asilarinin
hiicreye alinmasi sonrasinda kodlanan genlerin transkripsiyon ve translasyon
islemi hiicrede gergeklesmektedir. Boylece dogru katlanmalarin oldugu natif
yapida viral protein Uretimi gerceklesebilmektedir. Bu 6zellik hedeflenen
proteinde antijenik bolge degisikliginin olmamasi agisindan énem arz etmektedir.
DNA agsilar1 kolayca Uretilebilmelerinin yaninda, farkli tiirden asilarla veya farkli
gen bolgeleri ile (multivalan as1) kombine edilebilmekte (11, 14, 15) ya da etki
giicinii  artiran  adjuvanlarin = ¢oklu  gen  dizilimlerini  biinyesinde
barindirabilmektedir (3, 12). Gen duzeyinde ¢alismaya izin vererek mali agidan
yiik olusturan yliksek giivenlik seviyesindeki laboratuvarlara ihtiyaci ortadan
kaldirmakta ve yiiksek risk grubu hastaliklara karst korunmada onemli rol
oynayan kolostrum-maternal antikorun varhiginda etkisini strdirebilmektedir

(15).

DNA agsilar1 rekombinant protein tabanli asilara gore yiiksek maliyet,
protein pirifikasyon gereksinimi, CD8" T hiicreleri zayif uyarmasi gibi
dezavantajlar1 icermemekte ve adjuvanizasyon islemi esnasinda antijenin
katlarinda meydana gelen deformasyon problemini de ortadan kaldirmaktadir (18,

19).

DNA asilar1 dogal bagisikligin yani sira -antikor, yardimc1 T lenfosit,
sitotoksik T lenfositler- ile edinsel immun yanit1 aktiflestirerek genis yanit
yelpazesine neden olmaktadir. Bu asilarin oldukga esnek genetik dizayni ve basit

yapida olmasi nedeniyle DNA plazmidleri Uzerinde kolayca degisiklikler



yapilabilmekte ve kisa siirede iiretilerek ortaya ¢ikan pandemik tehditlere karsi

koruyucu tedbirlerin alinmasini saglayabilmektedir (12, 20).

Tdmor antijenleri ile muicadele T hucresi tepkilerinin tekrar tekrar
artirtlmasin1  gerektirebilir ki, bu durum otoimmuniteyi uyarmayan ve teorik
olarak smirsiz sayida destek dozu uygulamaya elverisli DNA asilarinin

kullanimina ¢ok uygun bulunmaktadir (12, 20).

Cesitli as1 formiilasyonlarinin etkinligi Tablo 1°de gosterilmistir.

Tablo 1. Cesitli a1 formiilasyonlarinin etkinligi (21)

Immun yanitlar DNA agilart Olii as1 Canl1 as1 Viral vektor

Huicresel immunite

CD4+ +++ Glcli Thl +- +- +
CD8+ ++ - +++ +++
Humoral immunite ++ +++ + 4+ ++
Antijen sunumu MHC-1&lII MHC-II MHC-I&II MHC-I&II
Hiicresel bellek yanit +++ +++ +++ ++
Humoral bellek yanit ++ +- +++ ++
Kolay retim +4 4 + 4+ + 44
Maliyet +++ + + R
Tasima depolama +++ +++ + +

(+) Asilarin ilgili 6zellik yoniinden avantaj sahibi oldugunu belirtmektedir. (+) diisiik,

(++) orta, (+++) iyi, (++++) cok iyi seklinde derecelendirilmistir.

DNA asilarinda hedeflenen antijenlerin peptid tabiatinda olma zorunlulugu
bulunmaktadir. Ayrica bakteriyel ve paraziter antijenlerin translasyon sonrasi

farkli modifikasyon gereksinimi antijenite i¢cin engel teskil edebilmektedir.



Genoma entegre olma riski teorik olarak mimkiin olsa da bu durum heniz ispat

edilmis degildir. Otoimmun reaksiyonlarin gelisebilme ihtimali az da olsa

bulunmaktadir (14).

Basarili sekilde DNA asis1 gelistirmede 6nemli bir sorun bu asilardaki
immun yanit uyariminin diisiik seviyede olmasidir. Diisiik transfeksiyon etkinligi,
yetersiz antijen ekspresyonu, konaktaki hiicre ic¢i ve hiicre dis1 bariyerler dahil
olmak Uzere birgok faktér buna katkida bulunabilmektedir (22). Kas ici enjekte
edilen plazmid DNA’sinin zayif dagilim gostermesi, yetersiz ekspresyonu ve hizl

bicimde degrade olmas1 bu faktérlerin birkagina 6rnektir (23).

3.1.3. DNA Agi EtKinliginin Artirilmasi

3.1.3.1. Enjeksiyon Bolgesi ve Miktari

Asilama esnasinda enjeksiyon bolgesi se¢imi, ortaya c¢ikacak yanitin
tirtini ve duzeyini etkileyebilmektedir. Ornegin, asinin kas i¢i veya deri alt1 gibi
yollarla verilmesi sistemik yaniti uyarirken, asinin mukozal yiizeye verilmesi
mukozal bagisikligi da tetikleyecektir. Plazmid DNA asisinin  kas igi
enjeksiyonunda farelere 10-100 pg, kuglk hayvanlara 100-300 pg, blylk hayvan
ve insanlara ise 0.5-2.5 mg doz Koruyucu yanit igin gerekli iken ayni aginin lenf
icerisine 100 kat daha az miktarda uygulanmasi ile daha iyi bir immun yanit

ortaya c¢ikabilmektedir (3, 23).

DNA agilariin deri i¢i ve kas i¢i verilmesi yaygin olarak kullanilmaktadir.
Teorik olarak dermis ve epidermis yogun bigimde farkl alttipde DH igerdiginden
dolayt DNA immunizasyonlarinda deri daha umut verici gorunmektedir (22).

Aksine kas dokusu DH’ler ile donatilmamistir (15, 22). Antijen sunucu hiicrelerin



asilamada hedeflenmesi as1 dozunun azaltilmasinda ve yanitin erken ortaya

¢ikmasina avantaj saglayabilmektedir (22).

3.1.3.2.Fiziksel, Kimyasal ve Biyolojik Transfer Sistemleri

Geleneksel igne yontemi kullanilarak yapilan DNA immunizasyonlarinin
dezavantaji asi DNA’simin hiicreler arast bosluga birakilmasidir. Bu durum
hiicrelerin DNA’y1 almasi igin kritik bir adimdir (24). Zhang ve ark. (2005)
yaptiklar1 ¢caligmaya gore farelere kas i¢i enjekte edilen a1t DNA’simin 10 dk sonra
%20.9’u, bir saat sonra %34’ii, bir giin sonra %86’s1 ve bir hafta sonra ise
%97.8’si kan dolasiminda degradasyona ugramaktadir. Ancak hiicre ¢ekirdegine
giren plazmidlerin sayisin1 ve cekirdege girmeden once ne kadarinin degrade
oldugunu belirlemek zordur (25). Plazmid DNA’sinin %90’dan fazlasinin
sitoplazmaya hi¢ ulagamadig1 ve sitoplazmadaki plazmidlerin yalnizca %0.1’inin
eksprese edildigi ¢ekirdege ulastigi tahmin edilmektedir (26). Capecchi ve ark.
(1980) yaptiklar1 calismaya gore plazmid DNA’sinin ¢ekirdege mikroenjeksiyonu,
gen aktarilan hiicrelerin %50-100 oraninda geni eksprese etmesini saglarken
sitoplazmaya yapilacak enjeksiyonda bu oran %0.01’den kii¢iik bulunmustur (27).
Bu bilgilere gore kas i¢i gonderilen plazmid DNA’s1 ¢esitli sebeplerle hiicreler
arast boslukta veya sitoplazmada degrade olabilmekte ve bunun sonucunda da
plazmid ¢ekirdege ulasamadigi icin mRNA sentezi ger¢eklesememektedir.
Asilama sonrasi transfekte hucrelerde antijen iiretiminin azalmasina bagl olarak
ortaya ¢ikacak immun yanit da daha diisiik seviyeli olmaktadir. Bu sebeple DNA

agisinin etkinligini artirmak igin transfer sistemleri tercih edilebilmektedir (4).
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Fiziksel DNA transfer sistemlerini; altin partikiil aracili bombardiman,

elektroporasyon, jet enjeksiyon ve dévmeleme yontemi olusturmaktadir (28).

Partikiil aracili epidermal transfer (PMED) veya bombardiman mevcut gen
tabancasi teknolojisinin ticari adidir. Bu sistemde altin partikllleri DNA as1
plazmidleri ile kaplanmakta ve bu partikiiller sikistirtlmis helyum araciligiyla

ignesiz sekilde derinin epidermal katmanina transfer edilmektedir (24, 29).

Yiiksek basing aracili transfer veya jet enjeksiyon partikil
bombardimanina benzer konsepttedir. Bu amagla iiretilen biojektor cihazlari siviy1
dar bir agizdan zorlayarak yiiksek basingli bir akis olusturmakta ve deriye niifuz

eden asilamay1 gerceklestirmektedir (30).

Gen tabancasi plazmid DNA’larin direk olarak hicre sitoplazmasina
girmesine izin vermekte ve bu sebeple as1 etkinligini fazlasiyla artirmaktadir.
Farelerde yapilan bir ¢calismanin sonucuna gore antikor veya sitotoksik T yaniti
uyarmak icin gerekli ¢iplak plazmid DNA miktar1 10-100 pg olarak belirlenmistir.
Ayni ¢alismada plazmidlerin gen tabancasi ile verilmesiyle bu miktar 0.1-1 pg
seviyesine kadar diismiis ve daha iyi sonuglar alinabilmistir. Bu transfer sistemi
kullanilarak kiiclik hayvan deneylerinde giicli immun yanit alinmis ve daha
blyuk modellerde ve insanlarda 0zellikle influenza, hepatit B ve malaryaya kars1

umut vaat eden sonuglar ortaya ¢ikmistir (24).

Elektroporasyon (EP) islemi iki sekilde asilama etkinligini
degistirebilmektedir: i) Hiicre membranlarina kisa elektrik akimi uygulamasi
hiicre membraninda gegici porlar olusturmakta ve hilicreye plazmidlerin girisini

kolaylastirmaktadir. ii) Elektroporasyon uygulamasi ile ortaya ¢ikan doku hasari
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yangiya sebep olmakta ve DH’ler makrofajlar ve lenfositlerin enjeksiyon
bélgesine akin etmesini saglayabilmektedir (24, 29). Ayrica EP uygulamasi

ASH’ler dahil bir¢ok hiicrenin transfeksiyonunu artirmaktadir (24).

Kimyasal yaklasimlarda, gen iletimi i¢in tasiyici olarak sentetik veya dogal
bilesikler kullanilmaktadir. Bu sistemler ¢ok giivenli ve olduk¢a etkili
goriinmektedir. En ¢ok c¢alisilan strateji, katyonik polimer (poli laktik-ko-glikolik
asit, PLGA) ve katyonik lipidlerin (lipozom) kullanimidir. Bu bilesenlerin
DNA’nin serum proteinleri tarafindan degrade olmasini 6nledigi gosterilmistir.
Ayrica as1 nanopartikullerinin belli araliklarla degradasyona ugrayan PLGA gibi
katyonik polimerlere yerlestirilerek kullanilmasi ile tek enjeksiyonda c¢oklu doz

asilama yapilabilmektedir (22, 23).

Lipozomlar, fosfolipid bilayer yapidan ibaret sentetik vezikiillerdir ve
simdilerde hiicreye gen transferinde kullanilan en onemli tekniklerden biridir.
Iceriginde DNA bulunduran lipozomlar transfer sonrasi hiicre membranlarindan
kolayca ge¢cmekte ve endozom membranlari ile kaynasmanin ardindan DNA
icerigini serbest birakmaktadir. Ayni zamanda endozomlardan hizla kagan
lipozomlar bu yolla degradasyondan korunmaktadir. BOylece ekspresyonu
artirarak immunojeniteyi desteklemektedir (12, 22). Lipozom formiilasyonlarinin
farelerde hem hiicresel hem de humoral immun yaniti artirdigma dair deliller
mevcuttur. Lipozom formiilizasyonu plazmidlerin dis sartlara daha dayanikli hale
gelmesini saglamakta ve boylece asilar oral, nazal, damar ici, kas ici, deri alt1
yollar ile verilen immunojenler olarak degerlendirilebilmektedir. Mukozal
bolgelere lipozomlar ile immunojenin verilmesi mukozal immun yanitin uyarimini

kolaylastirmaktadir. Bir c¢aligmada intranasal olarak verilen c¢iplak plazmid
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DNA’sinin koruyucu immun yanit olusturmadigini lipozom plazmid DNA
kompleksinin verilmesinin ise gicli IgA antikoru uyardigini ve g¢elinca karsi

koruma sagladigi belirtilmistir (23).

Biyolojik transfer sistemleri (viral vektorler) rekombinant asi
teknolojisinde en sik kullanilan yaklasim olmasina ragmen, bazi dezavantajlar
sebebiyle viral olmayan yaklasimlar gunumizde daha popdlerdir (12). Bu tir
asilarin dezavantajlar1 ilerleyen boliimlerde daha genis degerlendirilecektir.
Mevcutta klinik olarak bagvurulabilir olan vektor tipleri onkoretroviriisler,
lentivirtsler, adenoviriisler, adeno iliskili viriisler, vaccinia viris, VSV ve HSV-1

virtsleridir (12, 15).
3.1.3.3.Geleneksel Adjuvanlar ve Iimmunostimiilanlar

Gelencksel asilarda genis kullanim alani bulan aliiminyum hidroksit
(AIOH) gibi adjuvan turevleri DNA asilarinda da denenmis ancak arzulanan
sonuclar elde edilememistir. Ast etkinliginin artirilmasinda  sitokinlere

bagvurulabilmektedir (29).

Sitokinler saf protein seklinde asiya dahil edilebilecegi gibi, genetik
kodlarmin farkli plazmide veya asidaki hedef genler ile ayn1 plazmide aktarilmasi
ile de asiya dahil edilebilmektedir. Bu amagla asida kemokin, sitokin veya
kostimilatér molekdller tercih edilmektedir. Calismalar, granllosit-makrofaj
koloni stimilan faktér (GM-CSF), IL-1 alfa, TNF-a gibi proinflamatuvar
sitokinleri; IFN-y, IL-2 ve IL-18 gibi Th1 sitokinleri; IL-4, IL-6 ve IL-10 gibi Th2
sitokinleri ve kemokin ligand-5 (CCL5) veya CCL21 gibi kemokinlerin kullanimi

ile baglamis ve bunlara her gegen yil yenileri eklenmistir. Kostimiilanlarin asiya
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dahil edilmesi ile edinsel yanitin daha iyi uyarimi noktasinda basarili sonuglar

alinabilmistir (15, 28, 29).

Interlokin 12, Th-1 yanitin gii¢lii bir uyaricisidir. Makaklarda test edilen
HIV DNA asisimin IL-12 ilavesiyle birlikte hiicresel yanit1 en az 2 kat ve hafiza
yanit1 ise yaklasik 10 kat daha fazla uyardigi goriilmiistiir. Diger 6nemli sitokin,
DH’ler gibi fagositik hiicreler tarafindan diretilen IL-15°dir. Bu sitokinlerin
ekspresyonu hafiza CDS8" T hiicreleri gelisimi ve devamlilig1 igin can alict 6neme

sahiptir (29).

Plazmid DNA’sina metillenmemis CpG dintkleotidi gibi kisa immun
stimilan DNA dizilerinin eklenmesi immunojeniteyi artirilabilmektedir. Bakteri
DNA’sinda bulunan metillenmemis sitozin-guanin - motifi omurgalilarda
metillenmis  halde  bulunmaktadir.  Omurgalilarin  immun  sisteminde
metillenmemis CpG motifi konak¢r savunma mekanizmasini harekete gegiren
alarm ve sinyal kodu olarak gorev yapmaktadir. Boylece bu motif monosit
makrofaj sistemini kolayca aktiflestirmekte ve IL-12, TNF-a, IFN-o ve IFN-f gibi
cesitli sitokinlerin indiiksiyonu yoluyla IFN-y Uretimi ile iliskili dogal Kkatil
hlcresi aktivasyonuna yol agmaktadir. Benzer sekilde B hiicre aktivasyonu ve Ig

M dretimi de CpG motifi ile uyarilabilmektedir (16, 31).

3.1.3.4. Ekspresyon Seviyesinin Artirilmasi
Ekspresyon vektorlerine aktarilan patojene ait genlerin  memeli
hicrelerinde optimal seviyede eksprese edilmesindeki dnemli problemlerden biri
de hi¢ siiphesiz patojenik mikroorganizma ve memelilerin kodon kullanimindaki

farkliliklardir (12). Tiim yasam ayni1 genetik kodlar1 paylasiyor olsa da, patojenler
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ve organizmalar arasinda kodonlarin kullanim sikligi bakimindan farkliliklar
bulunabilmektedir. Bu belirli tiirlerin belirli kodonlar1 daha az kullanildiginm
gosterir ki bu durum translasyonun istenen seviyelere ulasamamasina neden
olmaktadir. Kodon optimizasyonu, proteinin orijinal amino asit dizisini
degistirmeksizin tRNA seviyesine gore konak kodon dizisine uyum
saglanmasindan ibarettir. Okaryotik hiicrelerde daha fazla kullanilan tRNA’lara
ait genetik kodlarin plazmid DNA’sinda tercih edilmesi ile daha etkin bicimde
protein sentezi gerceklesebilmektedir. Antijenik dizilerin ekspresyonundaki bu
artis, daha yiliksek dozda antijen iiretimi ve immunojenitenin artmasi ile

sonuglanmaktadir (12, 29).

Maksimum plazmid ekspresyonu i¢in diger gerekli adim mRNA
optimizasyonudur. mRNA’nin transferini bozan ikincil RNA yapilari, yiiksek
guanin sitozin degerleri, kesim bolgeleri ve mRNA’nin erken tahribatina yol agan
instabilite elementleri memeli ekspresyonuna kotl etki yaratabilmekte bdylece
immunojeniteyi sinirlayabilmektedir. Bu bélgelerin optimizasyonu ile daha etkin

immun yanit alinabilmektedir (29).

Benzer sekilde, DNA cekirdek hedefleme dizileri, enhancerlar, gugli
promotorler veya transkripsiyon transaktivatorlerin  plazmide eklenmesi ile
hicredeki hedef genin ekspresyon seviyesi etkili sekilde artirilabilmektedir

(12, 32).

Asilarin immunojenitesini artirmanin bir baska yolu da farkl tip asilarin
pes pese kullanimina dayanmaktadir (12). Bu denemelerden DNA prime/vector

boost konsepti ilk olarak Hill ve ark. tarafindan ortaya ¢ikarilmistir (33). Bu
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asilama prosediiriinde ilk doz DNA asis1, destek doz olarak viral vektor tabanli
asilar uygulanmaktadir. Boylece daha etkili ve giiglii immun yanit alinabilmekte
ve viral vektorlerin var olan antikordan etkilenme dlzeyi en aza indirilmektedir.
Yine bazi ¢alismalarda ilk doz DNA asis1 ikinci doz adjuvanli subunit asis1 veya
inaktif asilarin kullanimi1 da denenmistir. Hiicresel yanitin uyariminda geleneksel

kullanima gore daha iyi neticeler alinmistir (34).
3.1.4. Klinik Denemeler

Ilk olarak 1993 yilinda gelistirilen avian influenza viriis DNA asisi
(hemaglutinasyon geni tasiyan) kanatlilara uygulanmig ve bu as1 17 tavugun
16’sin1  yiiksek patojenik viriisle yapilan deneysel enfeksiyondan korumayi
basarmistir. Bu gelisme umut verici olarak karsilanmis ve bir¢cok patojene karsi
DNA agis1 gelistirilmesi ¢alismalart yapilmistir (35). Diger etkenlere karsi
gelistirilen DNA agilar1 hayal kirikligi yaratsa da ¢esitli yontemlerle etkinligi
artirma ¢aligmalart yeniden bu tir asilar Uzerine dikkatleri c¢ekmeyi

basarmigtir. https://clinicaltrials.gov/ internet adresinde beseri tipta su ana kadar

yapilan DNA as1 deneyleri, as1 formiilasyonlar1 ve deney sonuglari bulunmaktadir.

Veteriner hekimlik alaninda da beseri tipta oldugu gibi birgok DNA as1
deneyleri yapilmistir. Bunyavirls (Kirim-Kongo kanamali atesi viriisil),
parvovirds, flavivirls (sigir viral diyare viriis), retrovirtisler (reticuloendotheliosis
virus, avian leukosis virus), herpesvirlsler (yalanci kuduz viriisii, Marek hastaligi
virtsl, enfeksiy0z laringotrakeitis virls, enfeksiydoz sigir rhinotrakeitis virds,
paramikzovirlsler (Rift vadisi hummas: viriisii, respiratorik sinsityal virls, kopek

genclik hastalig viriisii, kiigiik ruminant vebasi virlisi, Newcastle hastalig1 viriisii
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(NDV)), pikornavirlsler (sap virusu), rhabdovirusler (vezikiler stomatit virisi
(VSV), kuduz virisi (RABV), enfeksiy6z hematopoetik nekrozis virtsi-IHNV
gibi), ortomikzovirtsler (kus gribi virisi, domuz gribi virlisu) bu viral
etkenlerden bazilaridir (3, 36). Ginlmize kadar lisans verilmis DNA asilari

Tablo 2°de gosterilmistir.

Tablo 2. Lisansli DNA asilar1 (12)

Tip Turler Hedef Urun/Firma Lisans tarihi/ Etkisi
Ulke/verilis yolu
Proflaktik At Bati Nil WestNile 2005/USA/im Koruyucu
Asi V. Innovator®/ diizeyde
antikor yanit
FortDodge
Animal Health
Proflaktik Somon  IHNV Apex 2005/Canada/im Dogal ve
Ast Balig1 IHN®/Novartis edinsel
. immun yanit
Animal Health
Kanser Kopek  Melanoma Oncept ™ /Merial  2010/USA/ Hastaligin
Immunterapi o gelisimini
id-ignesiz enj. onleyici
yasama
slresini
arttirici
antikor yanit
Gen Terapi Domuz GHRH LifeTide® 2008/
SW5/VGX™ Avustralya/ Artan
. . produktivite
Animal Health EP+im ve azalan
mortalite
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3.1.4.1.Rhabdoviriis Rekombinant As1 Denemeleri

Kuduz viriisiine kargi bugiine kadar bir¢ok rekombinant asi denemesi
yapilmistir. Maruziyet éncesi DNA asilart maruziyet sonrasi asilara gére daha iyi
sonuclar vermektedir. Ciinkii antikor yanitin istenen seviyeye ulasmasi i¢in yeterli
zaman aralig1 bulunmaktadir. DNA asilamalarinda antikor yanit geleneksel asilara
gore daha gec ortaya ¢iktigindan maruziyet sonrasi asilamalarda basarisiz sonuglar
alinabilmektedir. Notralizan antikor dretiminin baslamasini hizlandirmak igin
farkli yaklagimlar kullanilmis ve asilama i¢in kulak kepgesinin énemli bir bolge
oldugu gosterilmistir. Bu bolgeye yapilan enjeksiyon kas veya deriye gore cok
daha gucli ve hizli antikor yamt olusturabilmistir. Enjeksiyon bolgesi
yakinlarinda superfisial cervical lenf yumrular1 bulunmasi sebebiyle tek dozluk
asilama sonrasinda alt1 giin gibi erken siirede sitotoksik T hiicre yaniti alinmis ve

destek dozlar ile hiicresel ve humoral yanitta artig goriilmistiir (37).

Kuduz etkenine kargi hazirlanan DNA asilarinda genel olarak notralizan
antikorlarin sekillendigi glikoprotein (G) hedef alinmis, ilk as1 denemelerinde dahi

fare ve insan digindaki primatlarda basarili sonuglar elde edilebilmistir (37, 38).

Fekadu ve ark. (1992) farkli bir ¢alisma yaparak kuduz viriisi (RABV)
glikoprotein, nikleoprotein (N) veya her ikisini eksprese eden rekombinant
vaccinia viris ile kopekleri asilamistir. Rekombinant G ve G-N asisi ile asilanan
kopeklerde notralizan antikor yanit gelismis ve hayvanlar deneysel enfeksiyondan
korunmustur. Yalnizca RABV N asis1 uygulanan kopeklerde nétralizan yanit

olusmamasina karsin yedi kopekten ikisi hastaliktan korunmustur. U¢ kdpek ise

18



destek tedavi yapilmaksizin iyilesme gostermistir. Boylece N proteinin kuduza

kars1 hem korumay1 hem de iyilesmeyi sagladig: bildirilmistir (39).

Yuan ve ark. (2008) RABV G proteini eksprese eden rekombinant yalanci
kuduz asisin1 kdpeklere oral ve kas igi yollarla uygulamis ve tek doz uygulamada
dahi her iki etkene kars1 koruyucu yanit saglamayi basarmistir. Antikor varliginin

alt1 aydan fazla sure devam ettigini bildirmislerdir (40).

Cruz ve ark. (2008) maruziyet sonrasi profilakside kuduz G geni tasiyan
DNA agisini intranasal yolla dort doz uygulamis (0., 3., 7., 14. gln) ve Kkas igi
uyguladigi ticari as1 ile etkisini kiyaslamistir. DNA asis1 uygulanan fare ve
tavsanlarin tamami hastaliktan korunurken kas ici verilen inaktif ticari asi ise
hayvanlarin tamamin1 korumada basarisiz olmustur. Asilamadan 72 saat sonra
glial ve endotel hiicrelerde G protein ekspresyonu gosterilmistir. DNA asis1 ticari
astya gore sistemik ve mukozal yanit olusturma, enjeksiyona gerek duymama,

diisiik doz (100 pg) uygulanabilmesi yOniinden avantajli bulunmustur (41).

Rhabdoviris simifindaki VSV’ye kars1 kullanilmak iizere hazirlanan VSV
G proteini kodlayan DNA asis1 fare, buzagi ve atlarda test edilmistir. Cesitli
formilasyonlar ve enjeksiyon yollariin denendigi bu ¢alismada asiin notralizan

antikor uretimini uyardig bildirilmistir (42).

Yine bir rhabdoviris olan IHNV’ye kars1 gelistirilen IHNV G protein geni
tastyan DNA asisinin baliklarda etkili koruma sagladigi ve gilivenli oldugu
ispatlanmistir. Kanada Gida Denetim Ajansi tarafindan lisans verilen bu as1 gesitli

ulkelerde kullanima sunulmustur (4, 12, 30).
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3.2. Bovine Ephemeral Fever Viriis ve Hastalhigi

3.2.1. Kokeni ve Diinya Uzerindeki Dagihm

Bovine ephemeral fever (BEF)’in eski ¢ag hastaliklarindan biri olduguna
ve Asya ile Afrika’daki bircok bolgede endemik salginlarla varligini devam

ettirdigine inanilmaktadir (43).

Afrika’daki hastaligin ilk tanimlamasi Scweinfurth tarafindan (1878)
yapilmugtir. Piot’un (1895) Misir’da ortaya ¢ikan salgini detayli olarak anlatmasi
ilk bilimsel rapor niteligi tasimaktadir. Piot, bu hastalig1 insanlardaki Dengue
fever’a benzer bulgu gostermesinden dolayt sigirlarin epizootik dengue fever'i
olarak isimlendirmistir (44). Ayni hastalik farkli bolgelerde U¢ giin hastaligi, stiff
sickness, bovine epizootik fever ve lazy man’s disease olarak da
adlandirilabilmektedir (6). Bevan (1907), Zimbabwe’de hastaligin varligim
bildirmis ve enfekte hayvanlardan aldigi kani saglikli hayvanlara vererek ilk
deneysel bulasmayr da gergeklestirmistir (43, 44, 45). Hastalik daha sonra
Nijerya, Kenya, G. Afrika, Endonezya, Hindistan, Misir, Filistin, Avustralya ve
Japonya’da (1949) rapor edilmistir (6, 43). Hastaligin Giineydogu Asya boyunca,
Avustralya’dan Japonya’ya ve Afrika kitasindan Orta Dogu’ya kadar varligi
bilinmekle birlikte su ana kadar Pasifik adalari, Avrupa (Turkiye’nin Trakya
bolgesi harig) ve Amerika’da bildirimi yapilmamigtir. Hastaligin 38° Kuzey — 36°

Guney paraleli 6tesine gegmedigi tahmin edilmektedir (46).

BEF’in rapor edildigi iilkeler diinya haritasi {izerinde Sekil 2’de

gosterilmistir.
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Sekil 2. BEF'in tarihsel olarak rapor edildigi veya bilindigi iilkeler (Mavi

renk ile gosterilmistir) (46)

Bovine ephemeral fever viris Uzak Dogu, Orta Dogu ve Avustralya olmak
tzere g filogenetik soya (genotipe) boliinebilmektedir. Son yapilan ¢alismalarda
Uzak Dogu soyunun Orta Dogu ve Avustralya soylari arasindaki homolog
rekombinasyondan (BEFV G protein-flizyon bolgesinde) koken aldigina dair
deliller mevcuttur. Homolog rekombinasyonun ger¢eklesme tarihinin 1940’larda
oldugu tahmin edilmektedir. Homolog rekombinasyon ve Bayes tahminine gore
Ui¢c BEFV soyu Afrika’dan koken almakta ve Orta Dogu araciligiyla Asya ve
Avustralya’ya yayilmis olabilecegi diisiiniilmektedir. Orta Dogudaki ilk

bildirimler Filistin (1934) ve Dogu Asya’daki Cin (1934) salginlarina aittir. Bu
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veriler homolog rekombinasyon olayindan once diger suslarin bolgede oldugu ve
sonrasinda Uzak Dogu rekombinant susun baskin hale gectigini gostermektedir.
Rekombinasyon sonrasi virlis ¢ok daha gii¢lii adaptasyon kabiliyeti kazanmig
olabilecegi ihtimaller dahilindedir. Bu durum orijinal virlsiin Dogu Asya’daki
diger suslara kars1 avantajli bir evrim gegirdigini gostermektedir. BEFV yaklasik
1936’da Endonezya takimadalari vasitasiyla Avustralya’ya giris yapmustir.
Avustralya soylari Orta Dogu’yu terk etmeden 6énce en az iki kardes gruba
ayrilmis oldugu birinin muhtemelen doguya dogru ve daha sonra giineye gog
ederek 1936°da Avustralya’ya ulastigi, digerinin ise mevcut Orta Dogu soyu ile
rekombinant Uzak Dogu soyunu ortaya ¢ikarmis olabilecegi diisiiniilmektedir

(47).

Mevcut BEFV’nin muhtemel kokeni ve yayilma yolu Sekil 3’de

gosterilmistir.
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Sekil 3. Mevcut BEFV’nin muhtemel kokeni ve yayilma yolu. Ata Afrika
SOyu sart renkle gosterilmistir. Mevcut UG soy ve yayilma yonleri farkli renklerle
gosterilmistir. Koyu alanlar epidemik olmayan en agik kisimlar ise mevcut virus
izolatlarin1  belirtmektedir. Kwrmizi: Orta Dogu, Yesil Orta Asya, Siyah:
Avusturalya. Kesikli ok: Avusturalya soyuna ait alt soylar. Zaman bolgede ¢ikan ilk
salginlan belirtmektedir. Parentez igerisindeki iki zaman noktast mevcut soylarin

ayrilma zamanini veya rekombinasyon zamanini1 gostermektedir (47)

3.2.2. Hastah@in Tiirkiye’deki Durumu

Turkiye’de ilk BEF salgmi (1985) I¢ Anadolu, Giiney ve Giineydogu
Anadolu bolgesinde ortaya ¢ikmustir. TUrkiye’de ilk BEF raporu Girgin ve ark.
tarafindan (1986) karakteristik bulgular (kisa siireli olmasi, ¢ift veya ¢ok fazli
atesle seyretmesi gibi) dikkate alinarak gerceklestirilmis ve daha sonra ¢esitli

serolojik ve molekuler testler ile dogrulanmistir. BEF’in Turkiye’deki bu
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bildirimlerinin ardindan 4-5 yil araliklarla 1999, 2003, 2008 ve 2012 yillarinda

yeni salginlar ortaya ¢ikmustir (46, 48).

Mellor ve ark. (1995) ELISA kullanarak yaptiklar1 ¢alismada Turkiye’nin
giiney, gineydogu ve bati illerindeki sigirlarda BEFV enfeksiyonunun

seroprevalansini sirasiyla %2.3, %12.3 ve %9.2 olarak rapor etmislerdir (49).

Turkiye’nin Avrupa kitasindaki (Trakya) 21 farkli odakta toplanan (n:557)
sigir serumunda BEF arastirllmis ve sehir bazinda seroprevalansinin %2.5 ile
%15.3 arasinda degistigi tespit edilmistir. En yliksek seroprevalans Edirne ilinde
(%15.3) bulunmus ve bunu sirastyla Kirklareli (%13), Tekirdag (%6.6), Istanbul
(%2.8) ve Canakkale (%2.5) illeri takip etmistir. Genel olarak bolgedeki BEF

seroprevalansi %8.04 olarak bulunmustur (50).

Tonbak ve ark. (2013) hastaligin goériilme zamani olan Eylil-Kasim
aylarinda Adana, Adiyaman, Diyarbakir, Elazig, Gaziantep, Hatay,
Kahramanmarasg, Malatya, Mardin ve Sanlurfa illerindeki sigirlardan 2006-2007
ve 2008 yillarinda Ornekleme yapmis ve salginin goriilmedigi 2006 ve 2007
yillarinda toplanan kan ve serumlarda pozitiflik belirleyememistir. Salginin ¢iktig1
2008 yilinda Adana, Adiyaman, Kahramanmaras, Sanlurfa ve Hatay illerindeki
hayvanlarda antijen pozitifligine rastlanmis toplamda bu oran %16.6 olarak
hesaplanmistir. Dogu Anadolu bolgesinde pozitiflik belirlenemezken, Akdeniz
bolgesinde %22.8 Giineydogu Anadolu’da %18.4 oraninda antijen pozitifligi
belirlenmistir. Bu illere ilave olarak Gaziantep ve Osmaniye illerinde de hastaligin

varlig1 dogrulanmistir (7).
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Albayrak ve ark. (2010) Karadeniz boélgesinin bazi illerindeki (Samsun,
Sinop, Ordu, Amasya, Tokat) sigirlardan yaptigi 6rneklemede Samsun’da %2.5,
Sinop’da %37.5, Amasya’da %27.5 ve toplamda %13.5 oraninda seropozitiflik

tespit etmislerdir (51).

Resmi ve resmi olmayan kaynaklara goére 2012 yazinda Akdeniz, Dogu
Anadolu, I¢ Anadolu, Giineydogu Anadolu, Karadeniz ve Marmara bolgelerinde
BEF rapor edilmistir (52, 53). ilk vakalar Haziran 2012°de Orta Dogu’ya bitisik
konumdaki illerden (Adana, Sanlurfa ve Hatay) bildirilmis daha sonralar1 benzer
vakalar Temmuz-Agustos aylarinda farkli boélgelerden rapor edilmeye
baslanmigtir. Tonbak ve ark. (2013) Adana, Urfa ve Sakarya illerinde hastaligin
varligimi dogrulamistir (53). Ayrica bunlara ek olarak Osmaniye, Antalya, Izmir,
Mersin ve Diyarbakir’in BEFV’den etkilenen iller arasinda oldugu rapor

edilmistir (48).

Aydin ve Mugla illerinden (2012) tesaduifi toplanan serum orneklerinde ise

antikor varligina rastlanmamaistir (52).
3.2.3. Smiflandirma

Uluslararast Viriis Taksonomi Komitesinin (ICTV) raporuna gore
smiflandirma hiyerarsisi Takim, Aile (alt aile), Cins ve Tir olarak tanimlanmistir
(54). Mononegavirales takiminda Rhabdoviridae, Bornaviridae, Filoviridae,
Pneumoviridae ve Paramyxoviridae ailesi bulunmaktadir. Rhabdoviridae ailesi 11
cins icermekte ve bunlara yeni cins 6nerileri yapilmaya devam etmektedir. Bu aile
icerisinde sicak kanli hayvanlarda hastalik olusturan virlsler Lyssavirus,

Vesiculovirus ve Ephemerovirus cinsi igerisinde smiflandirilmigtir. Ayni aile
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igerisindeki Novirhabdovirus, Perhabdovirus ve Spirovirus cinsinde listelenmis
virlisler baliklarda hastalik olusturmaktadir. Bu ailede Tupavirus domuz ve
kuslarda, Tibrovirus sivrisinek ve saglikli sigirlarda, Ledantevirus yarasa, insan ve
rodentlerde, Cytorhabdovirus ve Nucleorhabdovirus bitkilerde, Sigmavirus
insektlerde identifiye edilen, insan ve hayvanlar igin énem arz etmeyen diger

rhabdovirls cinslerini teskil etmektedir (55).

Uluslararast Viriis Taksonomi Komitesi 2015 yili raporuna gore
Ephemerovirus genusunda Adelaide river ephemerovirus (ARV), bovine fever
ephemerovirus, Berrimah ephemerovirus, Kimberley ephemerovirus, Koolpinyah
ephemerovirus, Kotonkan ephemerovirus, Obodhiang ephemerovirus, Yata
ephemerovirus tirleri bulunmaktadir (56). Bu raporda Ephemerovirus cinsi
igerisindeki tiirlerin isimlendirilmesinde degisiklikler olsa da giincel literatlirde

halen kullanima gegmemistir.

Ephemerovirus cinsinde yer alan iiyelerin ¢apraz koruma ozelligi c¢ok
kisitl olmasina ragmen komplement fiksasyon ve indirek immun florasan (IFA)
testlerinde capraz reaksiyon oldukca yuksektir. Bu cins igerisindeki virGsler
genom organizasyonlar1 Gns (non-structural G) geni, aksesor protein genleri veya
transkripsiyonel kontrol dizilerindeki farklilik disinda genel olarak benzerdir ve
farkli tiirler arasinda N protein amino asit dizilimleri %91’¢ kadar benzerlik

gosterebilmektedir (57).

Berrimah virs (BRMV), Adelaide river viris (ARV) ve Koolpinyah
viristen (KOOLV) her biri Avustralya’da saglikli sigirlardan izole edilmistir.

Kimberley viris (KIMV) Avustralya’daki saglikli sigir yaninda mosquitos (Culex
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annulirostis) ve Culicoides tirt sineklerden (Culicoides brevitarsis) izole
edilmistir. Obodhiang virlis (OBOV) ve Yata virls (YATV) Afrika’daki, Puchong
viris (PUCV) ise Malezya’daki Mansonia uniformis tirii mosquitoslardan izole
edilmistir. Yalmzca BEFV sigirlarda hastalikla iliskilendirilmesine ragmen
Nijerya’daki Culicoides turlerinden izole edilen Kotonkan viriis (KOTV) BEFV
benzeri hastalik tablosu olusturmasiyla bilinmektedir. KOTV ve OBOV N ve L
genlerinin filogenetik analizi sonrasi Ephemerovirus cinsine dahil edilmislerdir

(58, 59).
3.2.4. Yap1 ve Viral Genom Ozellikleri

Bovine ephemeral fever virls, mermi ¢ekirdegini animsatan goriintiisiiyle
tipik rhabdovirus morfolojisi gostermektedir. Virionlar (~185 nm x ~75 nm) ayni
ailedeki vezikuler stomatitis virus ve kuduz virusiine nazaran daha konik bigime
sahiptir. Helikal niikleokapsid yapilart; negatif anlamli tek zincirli RNA’y1 siki
stkiya saran ve ayni zamanda ribonukleoprotein kompleksin (RNP) bir pargasi
olan fosfoprotein (P protein) (43 kDa) ve ¢ok fonksiyonlu enzim viral RNA
polimeraz (Large protein; L protein) (180 KkDa) ile iligkili haldeki
niikleoproteinden (N protein) (52 kDa) ibarettir. Nukleokapsitler matriks proteine
(M protein) (29 kDa) ek olarak transmembran glikoproteini (G protein) (81 kDa)

tasiyan bir hiicresel membranla kaplanmistir (46).

BEFV virion yapis1 Sekil 4’te gosterilmistir.

27



(k)

Sekil 4. BEFV virion yapis1 a) Plrifiye Bovine ephemeral fever viris
negatif kontrast elektron mikroskop gortntist b) N, P, M, G, L yapisal proteinleri,

(-) ss RNA genomu ve Aksiyel kanalin sematize gorinttsu (58)

BEFV Auvustralya ve Japonya izolatlarinin morfolojileri mermi ¢ekirdegini
andirsa da Giiney Afrika izolati koni bigimindedir. Morfolojik farklilik viral

antijenite agisindan herhangi bir farkliliga yol agmamaktadir (60).

Bovine ephemeral fever virtis 56°C’de 10 dakikada 37 °C’de 18 saatte ve
oda 1sisinda 120 saatte inaktif hale gecmektedir. Virtis pH 5-9 degerinde bir saat
enfektivitesini koruyabilmektedir. Diisiik (2.5) ve yuksek (12.0) pH degerlerinde
10 dakikada inaktif hale gecebilmektedir. Formalin, lipid ¢6ziici ve UV, gama
veya X 1smlarina duyarhidir. BEFV 0.22 pm biyikligindeki filtreden

gecebilmektedir (6, 56, 61).
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RNA virisleri ¢ogalmalar1 esnasinda virionun yaklasik 1/3’{i uzunlugunda,
tek basina enfektif olmayan, genomun bir kismina sahip koni bi¢imli formlar1 -
defektif interfere partikulleri- olusturabilmektedir. Helikal simetriye sahip
virlislerin biiyiikliigii genom uzunlugu ile dogru orantili olacagindan daha kisa
genomlu viriisler de daha kiigiik yapiya sahip olabilmektedir. Bu partikillerin
varligi ilk olarak von Magnus tarafindan (1951) influenza viriislerde tespit edilmis
daha sonra blinyavirus ve rhabdovirusler (VSV, BEFV) gibi bircok viriiste ortaya
konmustur. Bu partikiller, yapilarinda viriona ait proteinlerin tamamini
bulundurmasinin yaninda bu proteinlerin antijenite ve polipeptit yapilar: da virion
ile 6zdestir. Sadece homolog viriis varliginda ¢ogalma gosteren bu partikiiller ayni
zamanda homolog viriisiin ¢ogalmasina da midahale etmektedir. Plak testi
yardimiyla bu partikulleri icermeyen viriis Kkolonilerinin elde edilmesi veya
inokdlimin dilte edilerek bu partikillerin miktarinin esik degerin altina
diistiriilmesiyle daha yiksek titrede virts Uretilebilmektedir. Defektif partikiller
homolog viriisiin hiicreye girisine herhangi bir miidahalede bulunmamaktadir (62,

63, 64).

Bovine ephemeral fever viris, segmentsiz, tek iplikli (ss), negatif anlamli
(-) RNA genomuna sahiptir. Genom yapis1t Rhabdoviridae ailesindeki diger
viriislere gore daha bliyliik ve karmasiktir. Rhabdovirlslerin genel 6zelliklerini
yansitan 5 gen bolgesine (N-P-M-G-L) ilaveten G ve L genleri arasinda yerlesim
gosteren ¢oklu agik okuma bolgeleri (~3.4 kb) bulunmaktadir. Virlls genomu
14.900 nikleotit (nt) uzunlugunda olup, lider ve kuyruk (trailer) dizilimler ile
birlikte toplamda 12 adet gen bdlgesi (3'-1-N-P-M-G-Gns-al-a2-p-y-L-t-5")

icermektedir (46, 58, 65). Diger rhabdovirislere benzer sekilde trankripsiyon ve
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replikasyonun baslamasinda ve nikleoproteinin kapsitlenmesinde 6nemli role
sahip 3’ lider (50 nt) ve 5 kuyruk (70 nt) dizilimlerini bulundurmaktadir. Bu
dizilimler aralarinda kismi komplementer olup ayn1 zamanda RNA polimerazin
genom veya antigenoma baglanabilmesini saglayan promotor gorevindeki cis-

elementlerini icermektedir (58, 59).

Her bir gen (a; hari¢) konsensus dizileri olarak kabul edilen transkripsiyon
baslama dizilimi UUGUCC (mRNA: 5'-kep-AACAGG...) poliadenilasyon sinyali
GUAC(U7) ve bunlara ilaveten intergenik sekanslar (~26-53 nt) bulundurmaktadir

(58, 66).

BEFV ve diger ephemeroviriislerin genom organizasyonlar1 Sekil 5’te

gosterilmistir.
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Sekil 5. BEFV ve diger ephemeroviriislerin (KIMV, ARV, OBOV,

KOTV, KOOLYV ve YATV) genom organizasyonu (59)

3.2.5. Proteinler ve Fonksiyonlari

BEFV bes adet yapisal protein bir adet yapisal olmayan ve dort adet

aksesuar proteinlerden olusmaktadir (58).

Nikleoprotein geni, 431 amino asit (aa) uzunlugunda yuksek hidrofilik
yapida niikleoproteini (N) kodlamaktadir. Nikleoprotein fosforile haldedir ve
yuksek konsantre tuz ve deterjan ile muamele sonrasinda dahi nikleokapsit

yapisini siirdiirmektedir. Her bir N proteini RNA’nin dokuz nukleotidini
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kaplamaktadir. Bu protein genomik RNA’y1 kapsitlestirerek RNAaz direncli bir
yapinin olugmasini ve trankripsiyon ile replikasyonda RNA’nin kalip olarak
kullanilabilmesini saglamaktadir. Ayrica N proteini, transkripsiyon asamasindan

replikasyon asamasina gegisi koordine etmektedir (6, 58, 67).

Fosfoprotein geni, 278 aa uzunlugunda yiiksek hidrofilik yapida
fosfoprotein (P proteini) kodlamaktadir. Viral polimeraz kofaktorl olarak gorev
yapmaktadir. Esansiyel iki fonksiyonu bulunmaktadir bunlar: i) N-RNA sablonu
Uzerinde L proteinin dogru pozisyon almasina ve fiziksel baglantiya aracilik
etmek ii) Protein sentezi esnasinda saperon gorevi tstlenerek N-P kompleksi
olusturmak ve N proteinin RNA’ya tutunmasini engellemektir. Replikasyon
esnasinda N proteinini bu kompleksten yeni olusan RNA’ya aktarilmasinda gorev

almaktadir (56, 58).

Maktriks geni tarafindan kodlanan matriks proteini (M protein) 691
aminoasitten olusmaktadir. Matriks proteini virion igerisinde fosforile bigimdedir.
Viral transkripsiyonun dizenlenmesi, konak hiicre protein sentezinin
durdurulmasi, apoptozisin uyarilmasi ve niikleokapsitin hiicre membranindan

tomurcuklanmasi gibi 6nemli gorevlere sahiptir (58).

Ephemerovirtsler, iki adet transmembran glikoproteini (Tip-1, G ve Gns)

kodlayan buyuk bir genomun yaygin olmayan 0zelliklerini paylasmaktadir (68).

Glikoprotein geni tarafindan 623 aa wuzunlugunda transmembran
glikoproteini (G protein) kodlanmaktadir. Glikoproteinin glikozillenmemis
agirh@ ~71 kDa’dur. Bu protein RABV ve VSV’de oldugu gibi non-iyonik (%1

Triton-X 100 v.s) deterjanlarla viriondan ayrilabilmektedir. Glikoprotein trimer
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yapidadir ve kovalent olmayan baglarla bir arada tutulan alt birimlerin (monomer)
bir araya gelmesinden olusmaktadir. Cogu viral zarf proteinlerinden farkli olarak
G protein, alt birimlerin hizla ayrisma ve birlesme 6zelligi gdstermesi ile
monomer ve trimer yapi arasinda dinamik dengeye sahiptir. G protein, virlisun
hedef reseptore baglanmasi ve viral zar ile endozom membrani arasindaki fiizyon
faaliyetinden sorumlu tek ytizey proteinidir. Hafif asidik pH’da flizyon faaliyetini

uyarmaktadir (6, 57, 58, 66).

Yapisal olmayan G (non-structural G; Gns) geninin evrimlesme siirecinde
G geninin duplikasyonu neticesinde ortaya ¢iktigina inanilmakta ve yapisal olarak
(yiiksek oranda korunmus sistein, prolin ve glisin kalintilar1) G proteine benzerlik
gOsteren transmembran protein kodlamaktadir. Yapisal olmayan G proteinin
molekiiler agirhi@ glikozillenmis durumda 90 kDa iken glikozillenmemis
durumda ise 68 kDa’a diismektedir. Bu proteinin amino asit dizilimindeki bazi
kisimlar G protein dizilimine homologluk arz etmektedir. (%19 6zdeslik, %36
benzerlik). Bu protein enfekte hiicrelerde sentez edilip hicresel membran
ylzeyinde sergilenmesine ragmen virionun yapisina katilmamakta ve fonksiyonu

da bilinmemektedir (46, 58, 66, 68).

Glikoprotein ve Gns proteini yapisinda sinyal bolgeleri, hidrofobik
transmembran bolgeleri ve sekiz adet N-glikolizasyon bolgesi bulundurmasiyla

rhabdoviris yapisal karakterlerini tagimaktadir (66).

Yapisal olmayan G geni ile L geni arasinda bulunan al, a2, a3, p ve y
genleri sirasiyla al (10.6 kDa), a; (13.2 kDa), a3 (5.7 kDa) B (12.3 kDa) ve y

(13.5 kDa) aksesuar proteinleri kodlamaktadir. Gama geni (y), P geninin
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duplikasyonu neticesinde ortaya ¢ikmistir (69). Bu proteinlerin higbiri virion veya
enfekte hiicrede belirlenememistir. Aksesuar proteinlerden al proteinin viroporin
benzeri goreve sahip oldugu, golgi kompleksine yerlesim gosterdigi ve hiicresel
membranin gecirgenligini artirarak sitopatik etkilere yol actigi gosterilmistir.
Ayrica importin B1 ve 7 ile etkilesime girmektedir. Digerlerinin ise fonksiyonlari

bilinmemektedir (58, 65, 70).

Large geni tarafindan kodlanan large protein (L protein) 2144 aa
uzunlugundadir. RNA sentezi ile iliskili enzimatik aktiviteden sorumlu bir RNA
bagimli RNA polimerazdir. L protein N ve P proteinlerle birlikte viral genomun
transkripsiyon ve replikasyonundan sorumlu ribonukleoprotein (RNP) kompleksi
olusturmaktadir. Large protein transkripsiyon esnasinda mRNA’nin 5' ucuna kep
eklenmesi, metilasyonu ve 3' ucun poliadenilasyonunu saglamaktadir. Ayrica

protein kinaz faaliyeti bulunmaktadir (57, 58, 67).
3.2.6. Antijenik Ozellikler, Genetik ve Antijenik Varyasyonlar

Nikleoprotein geni genomdan transkribe edilen ilk gen oldugundan
rhabdovirislerin birgogunda dizilenmis ve bu yizden rhabdovirisler arasinda ve
rhabdovirlsler ile diger viriisler arasindaki genetik kiyaslama, evrim ve
siiflandirma ¢alismalarinda ¢ok sik bagvurulmustur. Nukleoprotein dizileri,
cinslerin her birinde ve tum rhabdovirislerde oldukga homologdur. Nukleoprotein
korunmus bdlgelerini (119 amino asit) nispeten kullanarak evrensel bir
rhabdoviris filogenezi olusturulabilmektedir (67, 71). Bovine ephemeral fever
virs N proteini tizerinde 12 adet epitopik bolge tanimlanmis ve bu bolgelerin bir

kism1i RABV, VSV ve diger ephemerovirisler (KIMV, BERV gibi) ile capraz
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reaksiyon vermektedir. BEFV N proteinin hiicresel immun yanitin uyarilmasinda

onemli role sahip oldugu gosterilmistir (72).

Komplement fiksasyon ve/veya indirek immunofloresan antikor testinde
guclu capraz reaksiyon gosterme, nétralizasyon testinde diisiik veya hig reaksiyon
vermeme, Gns genini yapisinda bulundurma, aksesoér genlerin sayisi,
trankripsiyon kontrol dizilerinin yerlesimindeki varyasyonlar ile farkli genom
organizasyon sergileme ve son olarak N protein aa diziliminin %91’e kadar
benzer olmasi ephemeroviriis cinsinde yer alan mevcut tiirleri ayirma kriterleri

olarak tanimlanmaktadir (56, 57, 73).

Glikoprotein notralizan antikor Gretimini uyaran tek virion proteinidir ve
bu proteine kars1 gelisen antikorlarin sigirlar1 hastaliktan korudugu gosterilmistir
(74). Bovine ephemeral fever virlis G proteini tizerinde konformasyon bagimsiz
(linear) ve konformasyon bagimli nétralizan ve nétralizan olmayan antijenik
bolgeler bulunmaktadir (6). BEFV G proteinin yapisinda 5 adet notralizan
antijenik bolge (G1, G2, G3a-G3b, G4) tanimlanmistir. Glikoprotein 1 (G1) ve G4
epitopu linear iken G2 ve G3 epitopik bdlgeleri ise konformasyonel bir yapi
sergilemektedir. G1 epitopu (25 kDa) yalnizca BEFV’e 6zgudur. G2, G3a-3b, G4
bolgeleri ise diger ephemerovirisler ile capraz reaksiyon verebilmektedir. G4
epitopunun G proteini lizerindeki yerlesimi halen bilinmemektedir (46, 65, 75, 76,
77, 78). Glikoprotein Gns protein ile benzer antijenik dzelliklere sahip degildir ve

notralizan antikor olusturmaz (8).

Bovine ephemeral fever virusin diinya ¢apinda tek serotipi bulunmasina

ragmen farkli suslar arasinda antijenik degisimler olabilmektedir (79). BEFV’nin
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G. Afrika, Nijerya, Avustralya, Japonya ve Cin izolatlar1 ile kendi aralarinda
yapilan ¢apraz koruma deneyleri veya nétralizasyon testleri sonucunda 6nemli bir
fark ortaya konulamamustir. Ancak biylk notralizasyon bolgelerine 6zgu
monoklonal antikorlarin kullanildigi daha sonraki c¢alismalarda G1 ve G2
bélgesinin yiiksek oranda korunmus oldugu, konformasyonel G3 bdlgesinin ise
izolatlar arasinda bazi farkliliklara sahip oldugu tespit edilmistir (43).
Avustralya’da yapilan calismalar, bir geneclleme yapilamasa da 1973-74’ten
sonraki BEFV izolatlarmin G3a epitopundan yoksun oldugunu ve G3b
boélgesindeki epitopun da zaman zaman kayboldugunu gostermistir (80). Bu
sonuclara gore, antijenik bolgenin tamamini igeren suslar alttip-1; G3a epitopu
eksik olanlar alttip-2; G3b epitopu eksik olanlar alttip-3; her ikisini de
icermeyenler ise alttip-4 olarak simiflandirilmistir (46, 81). Avustralya’daki asi

suslar1 ile izolatlar arasinda en az bir antijenik bolge farklilik gostermektedir (80).

BEFV G protein dis antijenik bélgesinin (G1, G2, G3-1527 nt) filogenetik
analiz sonuglarina gore dinyadaki BEFV izolatlar1 ii¢ ayr1 soyda
gruplandirilmaktadir. Bunlar, Avustralya izolatlarinin yer aldigi tamamen farkli
tek bir soy (lineage 1), Israil ile baz1 Tiirk izolatlarmn yeraldig1 Orta Dogu soyu
(lineage 2) ve Iran, Misir, Cin, Japonya, Tayvan ve bazi Tlrkiye izolatlar1 yer
aldig1 (lineage 3) Uzak Dogu soyu seklinde gruplandirilmaktadir (46, 53, 82, 83).
Afrika ve baz1 Asya lilkelerine ait suslarin dizileme verileri ise mevcut degildir

(46).
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3.2.7. Cogalma Stratejisi

BEFV replikasyonu yeterince ¢alisilmamis olsa da genel gogalma stratejisi

diger rhabdovirtslere benzerlik gostermektedir.

BEFV G yuzey proteini ile hiicre reseptorlerine tutunmakta, klatrin aracilt
ve dinamin-2 bagimli endositoz araciligiyla hiicreye girmektedir. Endositoz
aktivitesi pH’ya bagimli sekilde gerceklesmektedir (84). BEFV reseptore
baglanma esnasinda Cox-2’e bagimli Src-JNK-AP1’i ve CAMP bagimsiz PI3K-
Akt-NF-xB’yi aktiflestirerek, Klatrin ve dinamin ekspresyonunu uyarict etkide
bulunmaktadir. Ayn1 zamanda Cox-2 aracili PGE2/EP reseptOr sinyalleri ile bu
uyarimlar1 daha giiglii kilar ve hlicreye girisini kolaylagtirmaktadir (85). Rab5 ve
Rab7’nin de enfeksiyon gelisimi igin gerekli oldugu bildirilmistir (84). Endositik
vezikiiller erken endozomlar1 olusturmak igin Kklatrin ortiylu kaybetmektedir.
Erken endozom igerigi degradasyon icin ge¢ endozomlara ve lizozomlara
taginmaktadir. Bu siire¢ esnasinda endozomal vezikiiller genellikle c¢oklu
intraluminal vezikuller olusturmak i¢in invagine olmaktadir. Virion endositik
yolak boyunca ilerleme gosterirken, diisik pH’a maruz kalir ve pH 6.5’in
asagisinda G protein endozom zar ile viral zarin flizyonunu gergeklestirmektedir.
Bu fiizyon olay1 ile sitoplazmaya virion i¢i komponentler birakilmaktadir.
Sitoplazmaya salinmayan viral proteinler ise proteaz ve diger lizozomal enzimler
ile degrade olmaktadir. Viral M proteini bu salinma sonrasinda niikleokapsit ile
bagin1 kopararak viral RNA’nin transkripsiyona agik hale gelmesini saglamaktadir

(57).

37



Transkripsiyon islemi parenteral genomun 3' ucundaki tek promotére RNA
polimerazin baglanmasi ile baslamaktadir. RNA polimeraz viral RNA boyunca
ilerlemekte her bir gen sinirinda trankripsiyonu baslatma ve durdurma sinyalleri
ile karsilasmaktadir. Olusan transkriptler bir taraftan serbest kalirken diger
taraftan ayn1 polimeraz molekdli her bir gen baglantisin1 gecerek transkripsiyon
islemine devam etmektedir. Boylece RNA polimeraz her bir transkripsiyonda 5'
ucuna kep yapist eklenmis, metillenmis ve 3' ucuna poliA yapist eklenmis
MRNA’lart  olusturmaktadir (67). Zayiflatilmis transkripsiyon, dur-basla
transkripsiyon veya kesikli transkripsiyon olarak da adlandirilan bu adimda 3' uca
yakin genler daha ¢ok transkribe olmakta ve boylece fazla kullanilan proteinler
(vapisal) daha cok sentezlenmektedir (55). BEFV transkripsiyonu sonrasinda
yalnizca monosistronik degil ayn1 zamanda o (al-a2-a3) polisistronik ve B-y
bisistronik mRNA’lar da belirlenmistir (43, 58, 69). Fosfoprotein geni ve o2
genleri icerisinde Ortiisen genler ve farkli okuma cergeveleri tespit edilse de
olusan transkriptlerden fonksiyonel bir protein sentezinin gergeklesip

gerceklesmedigi bilinmemektedir (46).

Yeterli miktarda protein sentezi sonrasinda transkripsiyon asamasindan
pozitif anlamli anti-genomlarin sentezine ge¢is baslamaktadir. Antigenomun 3'
ucundaki promotore baglanan RNA polimeraz negatif anlamli genomik RNA’y1
veya ikinci transkripsiyon icin kalip RNA’y1 sentezlemektedir. Transkripsiyon ile
replikasyonu gergeklestiren kompleks yapisal olarak farklilik arz etmektedir.
Ozellikle L-N-P kompleksi replikaz, L-P kompleksi ise transkriptaz seklinde

hareket etmektedir (57).
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Glikoprotein translasyon esnasinda glikolize olmakta ve glikolize hale
gectikten sonra golgi membranindaki enzimler ile modifikasyona ugrayarak hucre
zarinin  bazolateralinde sergilenmektedir. Matriks protein ise hiicre zarmin
sitoplazmik yiizeyi ile iliskili halde kalmakta ve nukleokapsitle montaji takiben

tomurcuklanma ile viriis salinimi gergeklesmektedir (57).

3.2.8. Bovine Ephemeral Fever Patogenez, Seroloji ve Patolojisi

Bovine ephemeral fever 6nemli doku hasarina yol agmayan, yangi temelli
bir hastaliktir. Hastaligin oOncelikle vaskiiler gegirgenlige ve iliskili yangisal
yanittan kaynaklanan sitokin firtinasina bagl oldugu bildirilmektedir (6, 46).
BEF’teki gerek yangisal yanitin gerekse klinik bulgularin virlisiin yarattig
interferon toksisitesi neticesinde olusabilecegine dair goriisler mevcuttur. Bu
goriisiin  ¢ikis noktasi enfeksiyon esnasinda serumda ortaya c¢ikan ylksek

interferon seviyesine dayanmaktadir (86).

Mackerras ve ark. 16kosit fraksiyonlar: ile viral etkenin iliskisini ortaya
cikarmig ve Thedoridis (1969) ise enfekte hayvanlarin 16kositlerinde BEFV’e
kars1 florasan yanit alarak etkenin nétrofillerde c¢ogalabilecegi goriisiini
desteklemistir. Bir ¢alismada inek memesinden tiretilen noétrofiller atlarda karsi
reaksiyon olusturma amaciyla verilmis ve sonrasinda toplanarak buzagilardaki
notrofilleri baglamasi igin kullanilmistir. Notrofilleri baglanan buzagida deneysel
enfeksiyon sonrasinda ne hastalik gelismis ne de nétralizan yanit olusmustur.
Sadece vireminin gosterildigi bu hayvanlar nétrofillerin normal seviyeye dondiigi

anda ikinci kez etkene maruz birakilmis ve hastalik olusturulabilmistir. Bu
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calisma, BEFV patogenezinde notrofillerin énemli rol oynadigini ortaya

cikarmstir (87, 88).

Lorber ve ark. (1971) atesli hastaliklarda yanitin viicutta dolasan
I6kositlerden salinan pirojenlerle orantili oldugunu ve pirojenlerin ise karaciger
tarafindan temizlendigini belirtmistir. BEF’deki hematolojik degisiklikler ve kisa
stireli ates diistiniildiigiinde, bu durum BEFV’nin 16kosit ve pirojen miktarinin
hizla st seviyeye ¢ikardigi ancak karaciger hasarmin minimal seviyede olmasi
nedeniyle pirojenlerin kisa stirede kandan temizlendigi ve atesin diistiigii seklinde

yorumlanabilmektedir (89).

Bovine ephemeral fever inklbasyon periyodu 2-4 giin arasinda
degismektedir. Viremi asamasi 1-3 gin devam etmektedir ve atesin ortaya
cikisindan 24 saat once viriis kanda yuksek titrede bulunmaktadir (58). Bovine
ephemeral fever 24-48 saat devam eden ¢ift fazli ya da g¢ok fazli atesle
karakterizedir (90). Ilk fazdaki ates genellikle tespit edilemez ve son faza gore
daha diistiktiir (6). Atesin pik diizeye ulagsmasiyla Ortiisen nétrofilik 16kositoz
durumu BEF igin karakteristiktir ve 4-5 gun igerisinde notralizan antikorlar kanda
belirlenebilmektedir (90, 91). Noétralizan antikorlar yaklasik 10. giinde en {ist
seviyeye c¢ikmaktadir. Klinik bulgularin baslangicinda nétrofil miktart bes kat
artig gosterirken (12.5%10% buna lenfosit oranindaki %30-40 diizeyinde azalma
(lenfopeni)(5-7x10%) (91, 92) ve eosinopeni eslik etmektedir (90). Plazma
fibrinojen miktar1 3-4 kat artabilmekte (18 g/l) ve klinik bulgularin baglamasindan
iki gin sonra pik dizeye ulasarak 1-2 hafta icerisinde normal seviyeye

donmektedir (90, 92).
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Atesli faz esnasinda serum Ca miktarinda gegici azalma (hipokalsemi)
(ciddi vakalarda 2.55 mmol/L’den 1.95 mmol/L kadar) gorulmektedir (90, 92).
Hipokalsemi neticesinde klinik bulgular siit hummasini andirir bigimde (tasikardi,
uzanma, tutukluk, kas tremorlari, paraliz, tortikollis, yutma refleks kaybi) devam

etmektedir (90).

Total kalsiyum seviyesindeki azalmanin plazmadaki esansiyel olmayan
yag asitleri seviyesindeki yukselme ile iliskili olabilecegine dair goriisler
mevcuttur. Esansiyel olmayan yag asidi miktarindaki artis hastaligin ciddi etki
gosterdigi sigirlarda cok daha dikkat cekicidir. Bazi arastirmacilar ise total
kalsiyum seviyesindeki degisikligin asit baz dengesi ve kan gaz dinamigi
degisiminden kaynaklandigim1  diistinmektedir. Bu arastirmacilara  gore
respirasyonun artmastyla ortaya ¢ikan karbondioksit basincindaki (pCOg belirgin
azalma kan pH’sinin yiikselmesine, karacigerdeki tire yapimini diisiirerek kan
amonyak seviyesinin toksik seviyeye ¢ikmasina sebep olmaktadir. Boylece
miktar1 artan amonyak bir baz olusturmak igin su ile birlesecek ve kan pH’sinin
daha da ylkselmesine sebep olacaktir. Ayrica biriken fazla amonyak akcigerden
salmimi esnasinda akciger 6demi meydana getirecektir. BEF’te yasanan oliimler
amonyak toksisitesiyle direk olarak iliskilendirilmemesine ragmen amonyak
toksisisitesi ile klinik bulgular arasinda gucli iliski olduguna dair deliller

mevcuttur (93).

Yapilan calismalarda BEFV enfekte hayvanlarda beyin koki perifer
sinirlerde periferal noropatiye rastlanmis ve lumbal, torasik, cervikal spinal
kordda waller dejenerasyonu varligi gosterilmistir. Bu bolgelerde viriisiin varligi

etkenin norotropizmini disiindiirmektedir. Bazi vakalarda yatma suresinin
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uzamasit durumunda kas ve sinirlere yapilan basing iskemi ve sinirlerde

dejereasyonlara yol acabilmektedir (94).

Bovine ephemeral fever virls viremi 6ncesi kemik iliginde tespit edilmis
ve daha sonra etkenin kemik iligi, dalak, hemal digiim, lenf diigiimleri gibi
retikiiloendotelial sistem hicrelerinde ve sinovyal sividaki yangisal hiicrelerde
gosterilmesi bu bolgelerin etkenin muhtemel replikasyon bélgeleri olabilecegini
ve tropizmini disiindiirmiistiir. Vireminin kesilmesinin ardindan bu organ veya
dokularin bir siire daha (bir hafta) viriisii barindirmasi enfeksiyon sonrasi goriilen

gliclii bagisikliga da muhtemel katki saglamaktadir (95).

Bovine ephemeral fever’a yakalanmig hayvanlarda lenf yumrular
O0demlidir ve peritonal, ploral ve perikardial bosluklarda sari1 renkte fibrinoz
eksudat toplanmaktadir. Fibrindz eksudat eklem kapsulasinda birikim gdstererek
hayvanlarda topalliga sebep olmaktadir (91). Bu enfeksiyonda viriis plasentay1
gecememekte ancak gebelerde abortlara sebebiyet verebilmektedir. Abortlar

siklikla ategin sona ermesinden sonra ortaya ¢ikmaktadir (96, 97).

Hastalik deneysel olarak en az 3-6 aylik buzagilarda olusturulabilmektedir
(98). Hastalik yiksek siit verimine sahip ineklerde 6zellikle laktasyon déneminde
veya yiiksek kondiisyonlu besi sigirlarinda daha siddetli seyretmektedir (97, 99).
Besi sigirlarinda gecici infertilite alti aya kadar uzayabilmektedir (6). Sutcu
sigirlarda haftalik siit tiretimi %45-70 oraninda azalma gosterebilmektedir. Bazi
kaynaklarda bu oranin %90’a varabildigi belirtilmistir. Iyilesme doneminde

hayvanlar 2-3 hafta icerisinde eski verimlerinin maksimum %85’ine
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kavusabilmekte ve laktasyon son doénemlerindeki hayvanlarda ise sit dretimi

durabilmektedir (6, 100, 101, 102).

Sigirlarda BEFV enfeksiyonu belli belirsiz klinik bulgulardan 6liime kadar
degisen genis spektrumda ifade edilmektedir (6). Komplikasyonlar genellikle %1
civarindadir ve hayvanlarin bir¢ogu birka¢ giin igerisinde 1yilesme
gostermektedirler (90). Olimler pnémoni, amfizem, koma-toksikasyon, paraliz,
refleks kaybi1 gibi komplikasyonlar veya yeterli bakim gdsterilmemis hayvanlarda

dehidrasyon sebebiyle olabilmektedir (103, 104).
3.2.9. Bovine Ephemeral Fever Epidemiyolojisi

3.2.9.1. Bulasma Yollar
Bovine ephemeral fever kan emici artropodlar ile nakledilmektedir. Hasta
hayvanlardan duyarli hayvanlara yakin temas, viicut sekresyonlari, damlacik
enfeksiyon veya tasiyicilar ile bulasma bildirilmemistir (6, 97). Vertikal
bulagmanin ger¢eklesmedigi bilinen bu hastalikta deneysel girisimler de basarisiz

olmustur (105).
3.2.9.2. Hastalhigin Yayihmini Etkileyen Faktorler

Hastalik baslangigta bir veya iki sigirin etkilenmesi seklinde sporadik
olarak ortaya ¢cikmakta iken bunu 4-5 hafta sonra ortaya ¢ikan genis endemik veya
epidemik dalgalar takip etmektedir (99). Bovine ephemeral fever’in primer
odaktan c¢evreye hizla yayillmasi duyarli sigir popiilasyonunun fazlaligina,
vektorliin yetisme alanlarina ve ¢ok sayidaki vektoriin g¢ogalarak genis alanlara

ulasabilmesi i¢in uygun iklimsel ve ekolojik sartlarin varligina baglidir (106).
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Konagin gogii, hareketi ya da vektor sineklerin uygun konak ve yasam
alan1 (uygun iklim, hava, nem, sicaklik vs) aramak i¢in uzun mesafe almasi ile
hastalik etkeni tasinabilmektedir. Konak-vektor hareketinde cevre, iklim, go¢ ve

ticaretin direk olarak iligkisi bulunmaktadir (107).

Kiiltiir ortaminda viriisiin gosterdigi davranis sekli 0 virisiin pasaj-konak
ge¢misine bagli olarak degismektedir benzer durum saha enfeksiyonlart igin de
gecerlidir. Bovine ephemeral fever virlsin sigir disinda heniiz bilinmeyen
omurgalilarda gecgici enfeksiyon olusturma ihtimali s6éz konusudur. Bu
enfeksiyonlar sonrasi vahsi konakciya adapte olan viriis son konak sigira
tasindiginda viremi safhast ve antikor iretimi goriilebilse de hastalik
sekillenmemektedir. Ancak vektorler vasitasiyla hayvandan hayvana tasinmalar,
ilgili virGsun virtlensinde artisa yol agarak epidemilerin ortaya ¢ikmasina neden
olabilmektedir. Buna dayanarak avirulent formun vektorler veya diger ruminantlar
arasinda siirdiirtilebilir oldugu ve sigirlarda yayilmayr kolaylastiran sartlar
olustugunda, virtlensi tekrar artirabildigi séylenebilir. Ortaya ¢ikan bu salginlar
duyarh sigirlarin azalmasi, vektorlerin ortamdan elimine edilmesi veya virllent

formun ortadan kalkmasiyla son bulabilmektedir (108).

3.2.9.2.1. Konak

Konaga ait faktorler hayvan tirQ, yas, cinsiyet, duyarlilik, yetistirme yond,

konagin gocii veya tasinmasi olarak siralanabilmektedir (44, 97).

Bovine ephemeral fever sigir (Bos taurus, Bos indicus ve Bos javanicus)
ve mandalarda (Bubalus bubalis) ortaya ¢ikmaktadir. Cin ve Hindistan’daki

yaklarda (Bos grunniens) enfeksiyon ve klinik bulgulara dair deliller mevcuttur
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(46). Hastaligin diger ruminant tiirlerinde subklinik enfeksiyonlara yol agtigi

diistiniilmektedir (6, 104).

Her yastaki sigirlar BEFV ile enfekte olabilir ancak klinik bulgularin alti
ayliktan kiigiik buzagilarda goriilmesi maternal antikor eksikliginde dahi sik

rastlanan bir durum degildir (109).

Hastalik yetigskinlerde genclere gore, besili olanlarda zayiflara gore,

laktasyondaki ineklerde kurudaki ineklere gore daha siddetli seyretmektedir (97).

BEF’in hayvan ticareti ile iilkeler arasi yayilimina dair 6rnekler mevcuttur.
Filogenetik analizler sonucunda, BEFV Misir (2005) ve Tayvan izolat1 (2004)
genetik olarak yuksek benzerlik gostermistir. Tayvan veya Cin’in Orta Dogu ile
arasindaki mesafe 7000-8000 km’dir ve bu mesafe riizgarla vektér taginmasini
imkansiz hale getirmektedir. Hastalik iilke bazinda incelendiginde 6nce Tayvan
sonrasinda ise Cin’de rapor edildigi ortaya ¢ikmistir. Misira ait 2004 yili ithalat
verileri mevcut degildir ancak FAO’nun (Food and Agriculture Organization of
the United Nation) verilerine gére Cin aym yil Urdiin’e 6000 bas sigir ihrag
etmigtir. Bu durum Cin basinin raporlari ile ortiigmiis ve bu raporda gegmiste
BEF’den muzdarip Cin’in Hebei ilinden Urdiine 1800 bas sigir ihrag ettigi
yazilmigtir. Bu rapora gore 2004 yilinda BEFV’nin Orta Dogu’ya Dogu Asya’dan

yapilan hayvan ticareti ile giris yapmis olabilecegi ihtimal dahilindedir (110).

Benzer sekilde Turkiye’ye ait (2012) bazi izolatlarin filogenetik kiimeleri
Orta Dogu’dan ziyade Uzak Dogu soylarinda yer bulmustur. Her ne kadar 2012
BEF salginindan evvel Tiirkiye’ye Uzak Dogu’dan hayvan ithalati yapilmamis

olsa da komsu tilkeler de bu yonlii bir ticaretin gergeklesmis olma ihtimali s6z
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konusudur (46). Tarkiye’nin smir bolgelerindeki kayit disi hayvan hareketleri

tasinmanin diger muhtemel sebepler arasindadir.
3.2.9.2.2. iklim Kosullar

Hastalik tropik, subtropik ve sicak iklime sahip bolgelerde ortaya
¢ikmaktadir (6, 109). Hastalik asir1 iklimlerin etkisiyle ortaya c¢ikabilmekte,
genellikle kuraklik sonrasi ortaya ¢ikan asir1 yagislar bunda etkili olmaktadir (46).
BEEF salginlari ve kiiresel baz da sicakliklar incelendiginde Afrika (1968-1973) ve
Asya’y1 (1987) etkileyen iki ciddi kurakligin BEFV popilasyonu uzerine diisiik
seviyeli de olsa bir dalgalanmaya yol agtig1 goriilmiistiir. BEFV populasyonunun
2000’11 yillarda %50 artis gosterdigi bilinmektedir ilging bir sekilde bu
degerlendirme 2001-2010 yillart arasinda en yiiksek sicaklik ortalamasina sahip

10 yilin yasandig bilgisiyle de ortiismektedir (47).

Normal seviyenin Uzerinde seyreden yagislar ile BEFV salginlar1 ¢ogu
zaman iligkilidir. Avustralya’da 2008 yilindan sonra asir1 yaz yagislart ve yogun
sekilde sellerin goriilmesi, Sinek popiilasyonunun ortaya ¢ikmasi igin ideal sartlar
saglamis ve pes pese yasanan BEF salgmlart buna eslik etmistir (111). Benzer
sekilde Kenya’da alisilmadik yogun ve uzun siireli yagis ile iligkili olarak BEF

epidemileri ortaya ¢ikmistir (104).

Siddetli yagislar ile ilk klinik vakalarin gériilmeye baslamasi arasinda her
zaman bir iliski bulunmasina ragmen virls nakledilmeye baslamasiyla beraber
kurak bolgelerde de ortaya ¢ikabilmektedir. Bu durum akarsu ve dere yakinlarina

kurulan ciftliklerin vektorler icin uygun yasam alani saglamasi ile yakindan
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iligkilidir. Kuraklik doneminde hastaligin su birikintisi etrafinda toplanan

sigirlarda rapor edilmis olmasi bu goriisii destekler niteliktedir (109).

Albayrak ve ark. (2010) enfeksiyonun hem nemli-iliman hem de karasal
iklimin hiikiim stirdiigi illerde gorilebilmesinde ve ayni iklim kusaginda yer alan
benzer konumdaki illerde hi¢ belirlenmemesinde mikroklimanin etkili oldugunu

one stirmiistiir (51).

3.2.9.2.3. Rulzgar

Rizgar BEF epidemilerinde onemli bir faktordur. Rizgar, vektorlerin
hareketine katkida bulunarak viriisiin uzaklara tasinmasinda alternatif bir yol

olabilmektedir (110).

Ruminantlardaki arbovirlslerin bir¢oguna vektor gorevi yapan Culicoides
tdrd sineklerin alisildik hareketleri birkag yiiz metre ile 2 km arasinda olmasina

ragmen riizgarla yizlerce kilometreye yayildig: bilinmektedir (112).

Avustralya’da 1968-69 yillari arasinda BEF’in patlak vermesinde musonal
etki ve diisiik basing sisteminin etkili oldugu goriilmiistiir. Bu durum BEF’in 3000
km katederek Northern Territory’den Kuzey Victorya’ya yayilmasina yol
acmistir. Benzer sekilde 2008 yilinda BEF vakalarinin Yeni Giiney Galler’in
kuzey batisindan i¢ ve giliney kesimlere ulasmasinda diisiik basing sisteminin
etkisi bulunmaktadir. Yine BEFV'nin Japonya ve Kore’de gorilmesi, Cin'den
gelen diisiik seviyeli jet akimi ile iliskilendirilmis ve bunu her bir iilkedeki
salginlar esnasinda elde edilen izolatlarin genetik olarak benzerlik gostermesi

desteklemistir (46).
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Dogu Asya’daki calismalar BEF’in daha diisiik enlemde yer alan
bolgelerdeki (Cin) gen havuzundan tanmitildigimi ve riizgar yardimiyla iilkeler
arasinda (Tayvan ve/veya Japonya) genis c¢apli bir yayilmanin oldugunu
gostermistir (112). Benzer sekilde sineklerin hava akiminin etkisiyle Sahra alti
Afrika bolgesinden kuzeye dogru yayilma gosterdigi bilinmektedir. Bu esnada
sineklerin biinyesinde barindirdigt BEFV’yi veya diger arboviral etkenleri Misir,
Suriye, Israil, Liibnan, Iran, Irak, Tiirkiye, S. Arabistan Kralligni ve Arap

Yarimadasi’ndaki diger iilkelere tasimasi muhtemeldir (113).

Yapilan filogenetik analiz sonuclarina gore Tiirkiye izolati (2008) ile
birkac ay sonra israil’de ortaya ¢ikan salgindan elde edilen izolat arasinda yiiksek
duzeyde genetik benzerlik bulunmustur. Bu benzerligin sebebini ortaya ¢ikarmaya
yonelik ¢calismalarda ileri ve geri rlizgar yoéringe analizi ile bolgedeki hava akimi
incelenmis ve Turkiye’de BEF salgin1 goriilen bolgelerdeki hava parselinin

Israil’deki salginlardan dokuz giin 6nce bolgeye ulastigini ortaya koymustur (46).

BEF salginlar1 2008°de Tiirkiye’nin Iran ve Suriye ile komsu durumundaki
guney illeri ile sinirh kalmis iken 2012°de bu illere 1000 km uzakliktaki Sakarya
ilinde de eklenmesi Oncelikle vektorlerin riizgar yardimiyla etkeni tagimis olma
ihtimalini akla getirmistir (53). Tiim bu sonuglar riizgar vasitasiyla vektorlerin

bolgeye tasinmis olabilecegini destekler niteliktedir (46).
3.2.9.2.4. Virulens

Avustralya’daki sigirlarin belli araliklarla disiik virllense sahip BEFV
enfeksiyonu gegirdigine dair deliller mevcuttur. Bu bdlgede klinik hastaligin

gOrilmedigi donemlerde dahi BEF seroprevalansin yiiksek oldugu ve alt1 ay gibi
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kisa siireli antikor yanit olusturdugu rapor edilmistir (114). Snowdon ve ark.
(1971) tarafindan yapilan serolojik ¢alismalar, epidemiler aras1t déonemde diisiik
patojeniteye sahip BEFV’nin varligimi ortaya koymustur (115). Tzipori ve ark.
(1975) ise disiik virtilense sahip BEFV’yi izole etmeyi basarmistir (116). Yine
diisiik virtilensli BEFV enfeksiyonuna yonelik bircok delil bulunmaktadir.
Enfeksiyonun Cin’in bazi bolgelerinde kiigiik 6lgekli salginlar halinde iki yilda

bir, biiyiik 6l¢ekli salginlarin ise dort yilda bir ortaya ¢iktigi1 bilinmektedir (117).

Son yillarda ortaya ¢ikan salginlarda virlisiin daha yuksek viriilense sahip
oldugu goriisii hakimdir. Sonuglarin duyarli hayvan popiilasyonundaki artistan,
virtilensten ya da mevsimlerdeki degisiklikten mi kaynaklandigi tam olarak ortaya
konulamasa da Tayvan, Cin, Orta Dogu ve Avustralya’da blylk capli ve
alisilmadik diizeyde yiiksek mortaliteli BEF salginlarina rastlanmistir. Benzer
sekilde son BEF epidemisinde (2012) Turkiye’nin bircok bdlgesinden yuksek
mortaliteye iliskin raporlar (%15-20) virUsin viriilensini artirmis olabilecegini

distindiirmustiir (53, 111).

3.2.9.2.5. Vektor Popilasyonu

Vektor populasyonunun artmasiyla BEF salginlari ortaya ¢ikabilmekte ve

bu durum viriisiin duyarl sigirlara yiiksek oranda taginmasina sebep olmaktadir

(118).

Mosquito (Culex fatigans, Aedes aegypti, Culex annulirostris) ve
Culicoides (Culicoides marksi ve Culicoides brevitarsis) turlerinde laboratuvar
sartlarinda BEFV ile enfeksiyon olusturulabilmistir (90, 119). Ayn1 zamanda virs

salginlar esnasinda Anopheles ve Culex cinsine ait mosquito turlerinden ve
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Culicoides tirlerinden izole edilmistir. Avustralya, Japonya ve Israil’de viriisiin
izole edildigi Culicoides tirleri C. imicola, C. punctatus, C. kingi ve C. oxystoma

ve C. schultzei’dir (120).

Tiurkiye BEF epidemisi (2012) ile es zamanli olarak Akdeniz ve
giineydogu illerindeki sivrisinek popiilasyonlar1 incelenmis ve baskin tir C.

schulzei ardindan C. imicola olarak bulunmustur (121).

Tiim bu sonuglara ragmen biyolojik vektdér tam anlamiyla tespit edilmis
degildir ve bunun i¢in ilgili vektorlerden dogal konaga nakledilmesini iceren

deneylerin yapilmasi gerekmekte ve bu c¢alisma tam anlamiyla yapilmamistir

(120).
3.2.9.2.6. Rezervuar

Serolojik calismalar bazi hayvan tiirlerinin BEF’e kars1 blylk oranda

antikor tagidigini géstermistir (122).

Kenya, Tanzanya, Zimbabwe ve Giliney Afrika gibi Ulkelerde Afrika
buffalosu, antilop, impala, kudu, ceylan, ziurafa gibi tirlerde BEF nétralizan
antikorlar1 tespit edilmistir. Diger Afrika tlkelerinde fil, yaban domuzu ve
hipopotamlarda noétralizan antikorlar bildirilmistir.  Misir ve Somali’deki
develerde de enfeksiyona dair deliler mevcuttur. Afrika vahsi yasamindaki BEFV
seroprevalansi %60 gibi yiiksek bir degere ¢ikabilmektedir. Bu tiirlerin epidemiler
arast periyod boyunca viral dongiiye rezervuar olarak hizmet ettigi

diisiiniilmektedir (46, 122, 123).

Israil’de yapilan bir ¢alismada 2000-2009 yillar1 arasinda evcil ve vahsi

tirlerden toplanan 942 serum Orneginde BEF antikor varligina bakilarak
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muhtemel rezervuarlarin ortaya ¢ikarilmasi amaglanmis ancak seroprevalansin
cok diistik olmasi bu tiirlerin BEFV rezervuari olma ihtimalinin diisiik oldugunu

ortaya koymustur (122).
3.2.10. Ekonomik Onemi

Son zamanlarda BEF salginlarindaki oliim orani artis gosterse de
genelinde o6lim orami disiiktir. Degerli damizlik hayvanlarin oliimi, siitiin
kalitesi ve sit verimindeki diisiis, abortlar, ticaretteki kisitlamalar, bogalarda alti
ay1 bulabilen gecici kisirlik, et¢i sigirlarda kondiisyon kaybi, yuk hayvanlarinda
giic kayiplar1 ve tedavi masrafindaki maliyeti BEF’in sebep oldugu ekonomik
kayiplar seklinde siralanabilmektedir (99, 124). Avustralya’da 1986 yilina kadar
ortaya ¢ikmis biiylik BEF epidemilerinin yarattii ekonomik kayip 100 milyon
dolar1 agmistir (43, 103). Ciddi BEF epidemileri esnasinda Avustralya’daki
ekonomik kayrplar 100-200 milyon dolara ¢ikabilmektedir (111). Israil’deki BEF
salginlar1 sonrast ekonomik kayip laktasyondaki her bir inek icin 280 dolar
laktasyonda olmayan igin ise 112 dolar civarinda oldugu hesaplanmistir.
1970’lerde BEF dalgasinin sanayi diizeyinde sebep oldugu kayiplarin bugiiniin
piyasa degeri ile 200 milyon dolar1 astigi tahmin edilmektedir (58). Turkiye’de
2012 yilinda ortaya ¢ikan ve yiiksek 6liim oraniyla dikkat ¢eken BEF salgininda
Guney ve Giineydogu Anadolu’da bazi kaynaklara gore 20.000, bazilarina gore
50.000’den fazla sigir etkilendigi ve 2100’0 askin sigirin 6limu rapor edilmistir.
Etkilenen 760 civarinda hayvanin ise veteriner hekimlerce kesime sevk edildigi

bildirilmistir (48).
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3.2.11. Teshis

Bovine ephemeral fever sporadik olarak ortaya ¢ikmakta ve genellikle
klinik bulgular fark edilmemektedir. Ancak sonralar1 hizla yayilarak tanisi daha
kolay hale gelmektedir. Hastalik aniden ortaya ¢ikma ve hizli iyilesme ile

karakterizedir boylece hekimler tarafindan kolayca tanis1 konulabilmektedir (99).

Viriis izolasyonu teshis metotlarindan biridir. BEFV igin deneysel bir
hayvan modeli yoktur. Eski calismalar daha ¢ok viriisiin duyarli sigirlarda
pasajlanmasina dayanirken bu yontem pahali ve elverisli olmadigi igin
terkedilmistir (125). Viris enfekte 16kosit fraksiyonlariin siit emme dénemindeki
(1-3 gunluk) fare, hamster, ve rat beyinlerine inokiile edilmesi ile basarili sekilde

cogaltilabilmektedir (6, 125, 126).

BEFV in vitro ortamda BHK-21, BHK21-W12, HmLu-1,HmT, Vero E6
gibi stabil hiicre hatlarinda ¢ogaltilabilmesinin yaninda rat sigir hamster bobrek ve
embriyo primer kiltirlerinde de c¢ogaltilabilmektedir (61, 124, 126). Ek olarak
virus insekt hicrelerinden tiiretilen hiicre hatlarinda da (Aedes albopictus-C6/36)

basarili sekilde ¢ogalma gostermektedir (90, 97).

BEFV’nin laboratuvar hayvanlarina adapte edilmesi ve ¢ok sayida
pasajlarinin yapilmasi (alt1 ve zeri) sigirlar i¢in patojenite ve immunojenitesini
hizla kaybetmesine sebep olmaktadir (98, 127, 128). Bu yuzden genel bir
yaklasim fare beynine adapte edilen ve titresi artirilan viriisin hiicre hatlarina

adapte edilerek genis hacimlerde ¢ogaltilmasidir (90).

Hastaligin teshisinde kulanilmak tizere hayvanlardan ilki klinik donemde

ikincisi 2-3 hafta sonraki iyilesme doneminde olmak iizere c¢ift serum Ornegi
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alinarak notralizasyon testi ile antikor titresindeki artis belirlenmektedir. Antikor
titresinde en az 4 kat artis var ise hayvan pozitif olarak kabul edilir. Komplement
fiksasyon, IFA testleri kullanilabilir ancak antijenik olarak yakin virisler ile
capraz reaksiyonlar olusabilecegi icin tercih edilmez. Blok ELISA testi, saf
antijen ve monoklonal antikor kullanilmasi nedeniyle daha spesifiktir ve ticari

olarak da genis kullanim alani bulmustur (65, 90).

RT-PCR BEFV’nin tan1 ve identifikasyonunda sik kullanilan bir molekiiler

testtir (44, 65).

Yine gRT-PCR ve RT-LAMP yontemleri de BEF’in tanisinda kullanilan

molekadler testler arasindadir (44, 65).

3.2.12. Tedavi

Bovine ephemeral fever erken donemde yapilacak sagaltim ile buyik
Olcude tedavi edilebilmektedir (97). Hastalik yangi temelli oldugundan tedavide
non-steroid  anti-inflamatuvar  (Fenilbltazon-sodyum, fluniksin  meglumin)
kullanim1 faydali olabilmekte ve antikor yanit gelisimine de etkisi olmamaktadir
(43, 86, 103). BEF’te ortaya c¢ikan hipokalsemi tedavisinde kalsiyum
boroglukonatin damar i¢i infiizyonlar1 iyi sonuglar vermistir (103).
Hipokalseminin tedavi edilmesiyle gecici paraliz 6nlenebilmektedir (5).
Hayvanlarin dinlendirilmesi, korunmasi, yem ve su ihtiyacinin karsilanmasi
tyilesme stirecini hizlandirmaktadir. Lateral uzanmis hayvanlar kas hasar1 ve
dolasim kaybin1 Onlemek icin ginde birkac kez dondurilmesi tavsiye

edilmektedir. Nadir de olsa ¢igneme refleksi kaybolabilecegi igin hayvanlara zorla
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yapilacak beslemeler aspirasyon pnomonisine zemin hazirlayacag diisiincesi ile

tavsiye edilmemektedir (46).
3.2.13. Korunma ve Kontrol

Hastalik dogrulandiktan sonra enfekte bolgelerdeki hayvan hareketliliginin
yasaklanmasi ve hayvanlarin insekt kovucu ajanlarla muamele edilmesi
onerilmektedir. Non-steroid antiinflamatuar ilaclar ve destekleyici tedavinin
faydali oldugu ispatlanmistir. Hastalik dncesi alinacak en énemli tedbir agilamadir

(129).

Dogal enfeksiyon veya immunizasyon sonrasi olusan spesifik nétralizan
antikorlarin kan veya viicut sivilarinda gosterilmesi bir c¢ok viral hastaliga
dayaniklilik i¢in 6nem arz etmektedir. Asilamalar araciligiyla 6zellikle nétralizan
antikor uretimi hedeflenmektedir. Fakat ne noétralizan antikorlarin viicutta
bulunmasi her zaman hastaliga dayamikliligi gosterir, ne de spesifik antikor
yoklugu her zaman duyarlihgin belirtecidir. Ozellikle viral enfeksiyonlarda

humoral yanitin hiicresel yanit ile desteklenmesi 6nem arz etmektedir (130).

Dogal BEFV enfeksiyonlar: uzun sireli bir bagisiklikla sonuglanmaktadir
(97). Dogal enfeksiyonu takiben nétralizan antikorlar en az 422 gin devam
etmekte ve hastaligi atlatan bu hayvanlar en az iki yil hastaliga direng

goOsterebilmektedir (46, 128).

Bovine ephemeral fever’den korunmada noétralizan antikorlarin roliine
iliskin ¢eliskili raporlar mevcuttur (124). Tzipori ve Spradbrow, sigirlarin fare
beyni adapte viriisle agilanmasini takiben gelisen nétralizan antikor yanitin siirekli

olarak hastaliktan korumadigini gozlemlemistir (131). Della Porta ve ark.
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yaptiklar1 ¢caligma ile diisiik pasaj seviyesinde liretilen esdeger 6zellikteki canli ve
inaktif aginin etkilerini kiyaslamis ve canli aginin sigirlarda koruma saglarken, 500
kat daha fazla konsantrasyondaki inaktif asinin ise daha ylksek miktarda antikor
tiretmesine ragmen koruma saglamadigini bildirmistir. Bu durum korunmanin
yalnizca nétralizan antikorla iligkilendirilemeyecegini hiicresel yanitin da gerekli
olabilecegini destekler niteliktedir. Bazi arastirmacilar da yaptiklar1 caligmalar
neticesinde buna benzer sonuglar almistir (132, 133). Bir diger rhabdovirls olan
kuduz virlsinde de arastirmacilar antikorlarin hastaliktan korunma igin tek
gosterge olmadigini ve hiicresel yanitin da 6nemli oldugunu vurgulamistir (133).
Ancak arastirmacilarin bir kismi ise BEF asilamalarinda ortaya c¢ikan antikor

yanitin yeterli oldugu goriistindedir (74, 108, 134).

Uren ve ark. (1994) BEFV’ten ayristirdiklart G proteini ile sigirlarda etkin
bir koruma saglamistir (74). Bu asiya BEFV N proteini eklenmesi, T-lenfosit
cogaltic1 tepkiyi artirmasina ragmen, asinin koruyucu etkinligini iyilestirmemistir
(72). Cybinski ve ark. (1990) G protein nétralizan monoklonal antikorlar1 yeni
dogmus farelere periton i¢i uygulayarak pasif koruma saglamis ve antikor
nakledilen farelerde beyin ici ¢eling sonrast 6lim ve paraliz sekillenmedigini
bildirmistir (75). Bu sonuclar uygun form ve adjuvan ile verilen G proteinin

koruma igin yeterli bagisiklig1 sagladigini1 gostermektedir (74).

3.2.13.1. Asilar

Bovine ephemeral fever mevsimsel bir hastaliktir ve asilamalarin da
ozellikle bu donemlere yakin yapilmasi Onerilmektedir (135). Canli asinin

sivrisinek poplilasyonunun yogun bulundugu doénemlerde yapilmasi bir risk
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olusturabilmektedir. Oyle ki canli ateniie asmin sigirlarda derialti uygulamalari
sonrasinda asmin vektorler tarafindan alinarak konak-ara konak arasinda
pasajlamalar gegirebilecegi ve bdylece yeniden viriilens kazanabilecegi ihtimalini
baz1 arastirmacilar dikkate almis ve inaktif asiya yonelmistir. Baz1 arastirmacilar

ise bunun ¢ok diisiik bir ihtimal oldugunu savunmustur (130).

Bovine ephemeral fever virlse karst hazirlanan asilarda viriisiin pasaj

sayis1 ve antijenitesi iyi dengelenmelidir (97).

Bovine ephemeral fever viris deney hayvanlarinda veya kiiltiir ortaminda
kolayca ateniie hale gecebilmektedir. Yeni dogan rodent beyinlerine adapte
BEFV’nin diisiik pasaj seviyesinde sigirlar i¢in patojenitesini hatta antijenitesini
dahi kaybedebilmektedir (127, 128, 136). inaba ve ark. (1969) fare beyninde
dordiincii pasaj hamster beyninde besinci pasaj ve hiicre kilttrinde ise dokuzuncu
pasaj seviyesinde viriisiin ateniie oldugunu ve ayni zaman da antijenitesini de
kaybettigini belirtmistir (136). Fare beyni adapte viriisiin pasaj sayist arttikca
patojenitesini  kaybetmesi, sigirlardaki c¢aligmalarda yiiksek titreli viriis
gereksinimi ve antijeniteyi yukseltmek icin adjuvan kullanma gereksinimi bu
yolla as1 tiretiminin handikaplarini teskil etmektedir (125). Tzipori ve Spradbrow
(1973) tum bu handikaplara ragmen fare beyni adapte virtist aliminyum hidroksit
ile karistirarak sigirlara iki doz halinde uygulamis ve hem dogal hem de deneysel
enfeksiyona karsi koruma saglamayi basarmistir. Ancak bu asi ticari iiretime
elverisli bulunmamistir (124). Bazi arastirmacilar viriisiin adaptasyon esnasindaki
atentiasyon sorununu viriisiin dogal konakta yeniden pasajini yaparak agmuistir.

Fare beynine adapte edilen BEFV’nin sigirda pasajlanmasinin ardindan benzer
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islem birkez daha tekrar edilmis ve boylece hem fare beynine hem de sigira adapte

patojenik BEFV elde edilebilmistir (108).

Su ana kadar dort tip BEF asis1 gelistirilmistir: 1) Canli ateniie asilar

2) Inaktif asilar 3) G protein tabanli subunit asilar 4) Rekombinant agilar

Sahada atenue asilar, inaktif asilar ve subunit asilar kullanim alani
bulmaktadir. Asilama Avustralya, Gliney Afrika, Namibya, Japonya, Giiney Kore,
Tayvan, Cin, Filipinler, Tiirkiye, Israil, Kuveyt, Umman, Bahreyn, Suudi

Arabistan ve Misir gibi Ulkelerde degisen derecede benimsenmistir (46, 74).

Hazirlanan agilar, tohum viris, ateniiasyon veya inaktivasyon metodu ve

adjuvan igerigi bakimindan farklilik gostermektedir (46).
3.2.13.1.1. Canh Atenue Asilar

Canli atenlie asilar BEFV’nin siit emen farelerde ve/veya hiicre
kiltarlerinde (BHK-21, HmLu-1, Vero) seri pasajlari neticesinde hazirlanmaktadir
(134, 137, 138). immun yanit yeterli diizeyde gelismediginden bu canli asilarin
bircogunda farkli bir yaklasim olarak Quil A, aliminyum hidroksit, Freund’s
komplete veya inkomplete gibi adjuvanlarin kullanimi tercih edilmistir (138).
Canli agilara adjuvan eklenmesi sonrasinda virlsin ne oranda aktif kaldigi
kullanilan adjuvanlarin titrasyon testindeki hticreler tizerinde toksik etki yaratmasi
sebebiyle tam olarak bilinmemektedir (97). Ancak Tzipori (1974) aliminyum
hidroksit ilavesi ile total virisiin %90 oraninda inaktif hale gectigini rapor etmistir
(130). Quil A adjuvan kullaniminin as1 icerigindeki virtsu %99.99 oraninda
inaktive ettigi iddia edilse de bu etkinin inaktivasyondan ¢ok virls partikillerini

bir araya toplamasindan (agregasyon) kaynaklandigi saptanmaistir (43).
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Tzipori ve ark. (1978) hazirladigi Freund’s komplet adjuvanli ateniie
asmnin tek dozu sonrasinda buzagilarda en az 40 hafta koruyucu yanit
gelistirmistir. Ancak enjeksiyon bolgesinde 2-10 cm ¢apinda apse sekillenmis ve
uzun siire devam etmistir. Aliminyum hidroksit adjuvanl ateniie asinin 2. ve 3.
uygulamalan ile sigirlarda en az 12 ay nétralizan antikor varligi tespit edilmis
ancak bu as1 sonrasinda Vero hiicrelerine karsi sitotoksisite gelismistir (138).
Freund’s inkomplet adjuvan kullanarak hazirlanan ateniic as1 ise ticari olarak

Afrika’da kullanim alan1 bulmustur (46).

Vanselow ve ark. 1982 ve 1984 yillar1 arasinda yaptiklar1 ¢alismada ateniie
BEF asisim1 Quil A ile karigtirarak uygulandiginda aliiminyum hidroksit ve
dekstran siilfat kullanimina gore daha yiiksek antikor yanit almis ve bu aginin saha
etkinligi %90 olarak rapor edilmistir. Aym1 zamanda Quil A adjuvanm ile
hazirlanan asmin en az 12 ay koruma sagladigi bildirilmistir (134). Bu canli

ateniie Quil A asisiin Avustralya’da ticari kullanimi benimsenmistir (79).
3.2.13.1.2. Inaktif Asilar

Inaktif BEF asilar1 viriisiin formalin, B-propiolakton, binary ethyleneimine
gibi kimyasallar ile muamele edilerek inaktive edilmesi neticesinde hazirlanmistir
(133, 135, 139). Isil islem ile inaktif hale getirilen viriis nétralizan antikor yaniti
uyarmada basarisiz olmustur (46). Ilk hazirlanan inaktif asilarin bircogunda

aliminyum fosfat jel veya Freund’s inkomplet adjuvan kullanilmigtir (131, 135).

Japonya’da formalinle inaktive edilerek aliiminyum fosfat jele emdirilmis
BEF agisinin sigirlara iki doz uygulanmasi sonrasinda gii¢lii bir antikor yanit

alimmig ancak bu yanitin hizla azalarak 4 ay sonra tespit edilemeyecek seviyeye
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diistiigi bildirilmistir (135). Daha sonraki calismalarda emiilsiyon fazli inaktif
BEF as1 kullanim (water in oil in water) tercih edilmistir. Israil’de bu yontemle
(MONTANIDE™ [SA 206 VG adjuvant) bir as1 gelistirilmis ve ikinci agilamadan
sonraki her uygulamada daha giiclii bir immun yanit alinmistir. Booster asinin
etkisi dokuz ay boyunca devam etmistir. Bu as1 ile ilgili herhangi bir gilivenlik
sorunu bildirilmemis ayrica siit veriminde de olumsuz etki yaratmamistir (139).
Asili hayvanlarda antikor titresi 1:128-256 seviyesine kadar artis gostermis ve iKi
defa agilanan hayvanlarda antikor titresi 120 giin, daha fazla asilananlarda ise 267
giin sonra 1:16 seviyesine inmistir. Son asilamadan 2-3 ay sonra BEF salgim
patlak vermis ve iki doz as1 koruma saglamazken {i¢ doz yapilan asinin etkinligi
%50 duzeyinde bulunmustur. Hayvanlarda bu etkinlikte bir korumanin
saglanabilmesi icin bir yasina kadar iki doz, salginlarin ¢ikma ihtimalinin yiiksek
oldugu doneme yakin da tek doz asilama yapilmasi Onerilmistir.Ylksek antikor
titresine ragmen diisiik koruma etkinligi hayal kiriklig1 yaratmis ve diger inaktif

as1 caligmalarina benzer neticeler ortaya ¢ikmistir (132).

Inaba ve ark. (1974) degisik bir asilama prosediirii takip ederek ilk doz
canli as1 ardindan tek doz inaktif as1 verilmesinin, iki doz canli veya inaktif as1
uygulamasina gore daha gii¢lii ve uzun siireli bir immun yanit olusturdugunu
gostermistir (137). Bu asinin kullanimi sonrasinda abort, fotal hasar veya siit
veriminde herhangi bir azalma meydana gelmemis ve bu as1 Japonya’da ticari

olarak kullanim1 benimsenmistir (46, 137).

Tayvan’da inaktif yag emiilsiyon BEF asis1 gelistirilmis ve test edilmistir.
Bu agimin tek doz uygulamasindan bir ay sonra deneysel enfeksiyona karsi %100

koruma sagladigi gosterilmistir (46).
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3.2.13.1.3. Subunit Asilar

Uren ve ark. (1993) Quil A adjuvanli BEFV subunit asisini gelistirmistir.
Bu arastirmacilar, non-iyonik deterjanlarla muamele sonrasi viriisten
ayristirdiklar1  saf proteinleri (G+G, G+N, N+N) iki hafta arayla sigirlara
uygulamis ve yalnizca iki doz uyguladiklart (1pg/doz) G subunit asis1 koruma
saglamistir (90). Ayni arastirmacilar Quil A adjuvanli piirifiye G subunit agisini 0.
ve 21. gunlerde veya 0, 7 ve 36. gunlerde (0.32 pg/doz) sigirlara uygulamis ve bu
as1 104. giinde yapilan deneysel enfeksiyona karsi %100 koruma saglamustir. 0, 7
ve 36. ginlerde 10 kat fazla miktarda uygulanan G subunit asis1 46. giin sonunda
yapilan deneysel enfeksiyondan korumus ayni hayvanlar bir yil sonra yapilan
recelinga da direng gostermistir. Hazirlanan subunit asi igerisindeki G protein
miktar1 0.032 pg diisiiriildiigiinde dahi iki hayvandan birinde koruma saglanmig
digeri Olmistiir. Avustralya’da hazirlanan bu asmin saha degerlendirmesi

bulunmamaktadir ve ticari olarak da kullanimi1 benimsenmemistir (74).

Cin’de non-iyonik deterjanlar ile virlisten ayristirilan yari-saf haldeki G
protein subunit asis1 sigirlarda etkili koruma saglamis ve giivenli olarak
nitelendirilmistir. Epidemiler oncesi sahada kullanim1 benimsenen yag adjuvanli
bu as1 ¢ hafta arayla iki doz seklinde uygulanmig ve alt1 ay sonraki (9. ayda
koruma saglanamamigstir) deneysel enfeksiyona karst %50 koruma saglamistir

(134).

3.2.13.1.4. Rekombinant Asilar

Bovine ephemeral fever viriisiine karsi {iiretilen rekombinant asilarda

BEFV G proteini hedeflenmistir. BEFV G proteinini agiklayan LSDV (Lumpy
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Skin Disease Virus) Neethling susu 0., 3., 6., ve 12., haftada 4 doz
uygulanmasiyla spesifik nétralizan antikor yaniti ve hiicresel immun yaniti
uyarmis fakat son dozdan 10 hafta sonra olusturulan deneysel enfeksiyona karsi
koruma basarisiz olmustur (140, 141). Aym ¢alismada ticari Giiney Afrika canl
atenlic BEFV agis1 giiclii antikor yanit uyarmasma ragmen tam koruma
saglamamistir (141). Vaccinia viris NBYH susundan agiklanan rekombinant
BEFV G proteini ile 0. ve 21. giinlerde sigir asilamasi spesifik notralizan antikor
olusturmus ve deneysel enfeksiyona karsi koruma saglamistir. Ancak ayni susun
rekombinant Gns asilamasi sonrasinda hayvanlarin 2/3’0nden virls izole
edilebilmis ve bu durum c¢eling viriisiin diisiik virtilenste olma ihtimalini akla
getirmistir (8, 46). Zhang ve ark. (2016) NDV La sota susu vektoriine BEFV G
genini aktararak hazirladigi rekombinant asiy1 fare ve sigirlarda test etmistir. Bu
calismanin neticesinde farelerde 1:388 ve sigirlarda 1:64-128 antikor titresi elde
etmistir. Hiicresel yaniti da uyaran bu asmin koruma saglayip saglamadigi test

edilmemistir (140).

BEF as1 calismalarinda c¢eligki  yaratan durumlarin  muhtemel
nedenlerinden ilki BEFV i¢in altin standart olan nétralizasyon testininin bu etken
icin standardize edilmemis olmasidir. ikincisi hazirlanan asida kullanilan viriisiin
pasaj ge¢misinin fazla olmasi ve antijenitesini de biiyiik ol¢iide kaybetmesidir.
Ucgiinciisii deneysel veya dogal enfeksiyonda maruz kalman BEFV’nin diisiik
virtilense sahip olma durumudur ki bazi tilkelerden diisiik virllense sahip BEFV
izole edilebilmistir. Dordiincii olarak 6zellikle Avustralya’da asiya karsi erken
yanit alinmasinin altinda hayvanlarin daha dnce gecirmis oldugu BEF ile yakin

antijenik 1iligkili Kimberley viriis enfeksiyonun oldugu ortaya konmustur.
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Kimberley viriis enfeksiyonunu atlatan ardindan BEF’e maruz kalan hayvanlarda
primer yanit gelismemektedir. Son olarak da bazi caligmalarda as1
denemelerindeki gruplar alt1 aydan kiigiik (ii¢ aylik) ya da 3-5 yasinda olmasi1 gibi
BEF i¢in kritik yas araliginda tercih edilmesidir. Tiim bu sonuglar aginin etkinligi

hakkinda spekilasyonlara yol agmaktadir (6, 64, 98, 132).

Ozetle deneysel ve ticari BEF asilani cesitli formiilasyonlarda
gelistirilmesine ragmen saha etkinligine dair olduk¢a az rapor bulunmaktadir.
Asilarin birgogunda koruyucu bagisiklik stiresi sinirli olmakla birlikte 6 ay veya 1

yil araliklarla destekleyici doz verilmezse etkinlik zayif olabilmektedir (46).

Bu tezde oOncelikle 2012 yilina ait BEF salgimmindan elde edilen saha
virisuniin tam genom dizilemesi yapilarak molekiiler duzeyde kimliklendirilmesi
hedeflenmistir. Gen bankasinda bu virlse ait sinirli sayida tam genom verisi
bulunmaktadir. Bu calismadan elde edilecek tam genom verileri ile bu sayinin
artirlmas1 amaglanmistir. Gen bankasindaki bu verilerin sayica artirilmasinin
BEFV’in evrimi ve kiiresel yayilimindaki bilinmezliklerin ortadan kaldirilmasina
katkida bulunulacagina inanilmaktadir. Epidemik salginlara yonelik koruyucu
tedbirlerin alinmasinda viriisiin komsu tlkelerle iliskisini ortaya koymak gerekir

ki filogenetik analizler bu agidan oldukg¢a 6nem arz etmektedir.

Gilinlimiizde canli ve inaktif asilara alternatif teskil edecek ve bu asilarin
olumsuz yanlarin1 ortadan kaldiracak tiirden asilara yonelim s6z konusudur.
Rekombinant asilar, geleneksel asilara alternatif olabilecek asilarin basinda
gelmektedir. Gegmiste basarisiz sonucglar alinsa da gelisen rekombinant DNA

teknolojisi ve imkanlar sayesinde bu asilardan istenen sonuglar alinabilmistir. Bu
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tezde, izolatlarin molekiiler Kkarakterizasyonuna ilave olarak BEFV’nin
immunojenik agidan 6nemli iki proteini olan G ve N proteinleri iceren plazmid
DNA’larin BALB/c farelerinde agiklatilmasi amag¢lanmistir. Her ne kadar BEF
icin uygun deneysel hayvan modeli bulunmasa da basariya ulasmasi durumunda
bu ¢alisma bir prototip teskil edecek ve optimize edilmis DNA asilar1 gerekirse
farklt modellerde test edilecektir. Ulkemizde bu etkene kars1 DNA as1 denemeleri
bulunmamaktadir. Bu yoniiyle bu ¢alisma bir baslangi¢ niteligindedir. Ayrica bu
tezde adjuvan olarak gunimdizin oldukca popller transfektan ajani olan
lipofektaminin kullanimi tercih edilmistir. Benzer formilasyonda hazirlanan
BEFV asisinin test edilmesine yonelik bir calisma daha once yapilmamistir. Bu
calismadan alinacak basarili sonuclar diger arastirmacilar i¢in de tesvik edici

olacak ve yeni ¢alisma sahasi yaratacaktir.
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4, GEREC VE YONTEMLER
4.1. Bovine Ephemeral Fever Virtsin Tam Genom Sekanslamasi

4.1.1. Vero E6 Adapte BEFV RNA izolasyonu

RNA izolasyonu amaciyla dncelikle enfekte sigirlardan elde edilen ve RT-
PCR ile pozitif oldugu belirlenen kanlarin I6kositleri T12.5 kiiltiir kabindaki
(Greiner, Kremsmunster, Avusturya) Vero E6 hiicrelerine (ATCC, Virginia,
A.B.D) ekildi. Sicaklig1 37°C olan %5 CO;’li inklbatdrde (Nuaire, Hepafiltreli
CO, Etiv, MN. A.B.D.) kultire edilen BEFV enfekte hiicreler, altinci giinde
-80°C’e kaldirildi. Bir giin sonra oda 1sisinda ¢ozdiiriilerek 1s1 sokuyla parcalandi.
Dondurup ¢6zdiirme islemi bir kez daha tekrarlandi. Elde edilen enfekte hiicre-
vasat stispansiyonu sogutmali santrifiijde (Hettich, Almanya) +4°C 1500 rpm’de
bes dakika santriflj edildi. Elde edilen siipernatantdan 200 pl alinarak Vero E6
hiicrelerine adsorbsiyonlu yontemle ekildi. Bu kor pasajlama islemi altinci pasaja
kadar tekrarland1 viriis Vero E6 hiicrelerine adapte edilerek sitopatik odaklar

olusturmasi g6zlendi. BEFV enfekte hiicreler -80°C’de dondurularak saklandi.

RNA izolasyonu ZR RNA MiniPrep (Zymo Research, Irvine, CA.
A.B.D.) kitinin kullanim talimati birebir uygulanarak gergeklestirildi. Bu amagla
altinc1 pasaj BEFV Vero E6 Kkilturi -80°C’den ¢ikarildi ve oda 1sisinda
cozdirtlerek 1s1 soku ile pargalandi. Elde edilen hiicre virlis stispansiyonundan
100 pl ependorf igerisine alind1 ve tizerine 400 pl lizis buffer ilave edildi. Tiip
vortekslendikten (Vorteks, VELP Scientific, NY, A.B.D.) sonra 12000 rpm’de
bir dk santrifuj edildi ve Ust s1v1 toplama tiipii icerisindeki Zymo Spin III kolona
aktarildi. Tupler 8000 rpm’de 30 sn santrifiij edildi. Tupun dibinde toplanan sivi

farkli mikrosantrifiij tiipiine aktarildi ve (zerlerine 400 pl saf etanol ilave
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edilerek vortekslendi. Homojen hale gelen karisim Zymo Spin II kolona
aktarilarak 12000 rpm’de bir dakika santrifiij edildi. Yeni tiipe alinan kolon
uzerine 400 pl RNA Prep buffer ilave edildi. Son santrifiij islemi tekrarlandi.
Once 800 ul ardindan 400 ul yikama soliisyonu ile 12000 rpm’de 30 sn santrifilj
edilen kolonlar yeni toplama tiipiine aktarildi. Eliisyon amagli 100 pul RNAaz
icermeyen su kolon iizerine birakilarak oda 1sisinda bir dk inkibasyonun
ardindan 10000 rpm’de santrifiij islemi gerceklestirildi. NanoDrop™ 2000
spektrofotometrede (Thermo Scientific, MA. A.B.D) 1 ul su ile blank igleminin
ardindan 1 pl eliisyon soliisyonu birakilarak RNA miktarlar1 tayin edildi. Elde
edilen RNA’lar tam genom sekanslama adiminda kullanilmak tizere -80°C’ye

kaldirildz.
4.1.2. Sekanslanacak Bolgelerin RT-PCR ile Cogaltilmasi

BEFV genomunun sekanslanmasinda kullanilacak primerler gen
bankasinda tam genom verileri bulunan Bovine/China/Henan1/2012 (Cin susu) ve
BB7721 (Avustralya susu) BEFV suslari referans alinarak ve DNA Baser (Herade
Biosoft S.R.L., Arges, Romanya) programindan faydalanilarak olusturuldu.
Primerler 600-800 baz cifti (b¢) uzunlugundaki bolgeleri g¢ogaltacak ve

birbirleriyle ortiisecek sekilde dizayn edildi.

Elde edilen viral RNA’larin cDNA’ya doniistiiriilmesi islemi High Fidelity
Transcriptor cDNA sentez Kiti kullanilarak (Roche, Basel, Isvicre) gerceklestirildi.
cDNA adimi dizayn edilen primerler kullanilarak ve ticari firmanm kullanim
talimatlarina uyularak gergeklestirildi. BEFV tam genomun c¢ogaltilmasinda

kullanilan kismi primerler Tablo 3’de gosterilmistir.
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Tablo 3. BEFV tam genom gogaltilmasinda kullanilan kismi primerler

Primer Nikleotit dizilimi Uriin
BEF 1 ileri 5-ACG AGA AAA AAC AAA AAA AC-3' 710 bg
BEF 710 geri 5-AAATCT TAC ATG AGC ATATT-3'

BEF 690 ileri 5-AAT ATGCTC ATGTAAGAT TT-3' 740 be
BEF 1430 geri 5-GCT TCA AGT GGC TCA TG-3'

BEF 1415 ileri 5-ATG AGC CAC TTG AAG CC-3' 625 bg
BEF 2040 geri 5-TTT TGA AAC TGA TCC ATC-3'

BEF 2020 ileri 5-GTG ATG GAT CAG TTT CAA-3 620 bg
BEF 2640 geri 5-TTCCAATTG TTA GAT AAC-3'

BEF 2620 ileri 5-TAG TTATCT AAC AAT TGG-3' 560 bg
BEF 3180 geri 5-TTGTGG ACATTT GAT TT-3'

BEF 3160 ileri 5-TGA AAT CAA ATG TCC GCA AC-3' 620 bg
BEF 3780 geri 5-ATC CCT TAT TTA CAT GGA CT-3'

BEF 3760 ileri 5-AGT CCATGT AAATAA GGG AT-3 620 bg
BEF 4380 geri 5-TTA GAG TTA CAT TAAGCT TC-3'

BEF 4360 ileri 5'-GAA GCT TAATGT AACTCT AA-3 560 bg
BEF 4920 geri 5'-CAA AGA ACC TAT CAT CAC CG-3'

BEF 4900 ileri 5-CTG GTG ATG ATA GGT TCT-3' 680 bg
BEF 5580 geri 5'-GAT TGA CAA AAC TCT GAT-3'

BEF 5560 ileri 5-CAATCAGAGTTT TGT C-3' 620 bg
BEF 6180 geri 5-ATA ATG ACA GTATCT TCA-3'

BEF 6160 ileri 5'-GAT GAA GAT ACT GTC ATT-3' 620 bg
BEF 6780 geri 5-TATTTTTTT CAT GCT C-3'

BEF 6760 ileri 5-TAAGTT GGATTATTG AGC-3' 620 bg
BEF 7380 geri 5-GCACAGTTAATT TGT AAA-3

BEF 7360 ileri 5-ATC CTT CGA GAG TTT ACA-3' 620 bg
BEF 7980 geri 5-GTCTTT AGT GAT TTT GAA-3'

BEF 7960 ileri 5-ACT GAATAAATTTTC A-3' 620 bg
BEF 8580 geri 5-TTATTGATC ATCCAATTT CTT-3'
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BEFV tam genom ¢ogaltilmasinda kullanilan primerler

Primer Niikleotit dizilimi Uriin
BEF 8560 ileri 5-TTA AGA AAT TGG ATC AAT-3' 620 bg
BEF 9180 geri 5-TGA AAC CTG CTA ATT AAT-3

BEF 9160 ileri 5-GTATTAATT AGC AGG TTT-3' 620 bg
BEF 9780 geri 5-CCA AAC TCATCT ATA ATC-3'

BEF 9760 ileri 5-CAG ATT ATA GAT GAG TTT-3' 620 bg
BEF 10380 geri 5-AAC TCATGAGTT CTA GT-3'

BEF 10360 ileri 5-TTT ACT AGA ACT CAT GAG-3' 620 bg
BEF 10980 geri 5'-GAT CCG AAC AGC AAG TGT-3'

BEF 10960 ileri 5-GGACACTTGCTGTTC GG-3' 620 bg
BEF 11580 geri 5-ATACCTCTGATTGTTTTT-3

BEF 11560 ileri 5-TCA AAA ACA ATC AGA GGT-3' 620 be
BEF 12180 geri 5-CCA CCT GAACTC ACT CT-3'

BEF 12160 ileri 5-AGT AGA GTG AGT TCA GGT-3' 620 be
BEF 12780 geri 5-GTT CCT TGA AGT GCC AGT-3'

BEF 12760 ileri 5-AAA CTG GCA CTT CAA GGA-3' 620 be
BEF 13380 geri 5-TTATTT TCT GAACTT TG-3'

BEF 13360 ileri 5-TCA CAA AGT TCA GAA AAT-3' 800 b¢
BEF 14160 geri 5-AAT AAT TCT CGA GCT CTT-3'

BEF 14140 ileri 5'-GAA AGA GCT CGA GAA TT-3' 760 bg

BEF 14900 geri

5'-ACG AAG AAA AAC AAAT-3

Dizayn edilen primerler ile gerceklestirilen cDNA sentez asamasindan
sonra Tablo 4’de belirtilen miktarlardaki karisim PCR tuplerinde bir araya
getirildi. PCR adim1 Platinum Taq DNA polimeraz (Invitrogen, CA. A.B.D.)

enzim ve soliisyonlar1 kullanilarak gerceklestirildi.

Toplanan karisim 1s1 dongii cihazina (GeneAmp® PCR sistem 9700, CA.

A.B.D.) yerlestirildi ve belirtilen 1s1 dongii prosediirii uygulandi.
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Tablo 4. BEFV tam genom kismi primerleri ile PCR adimi

Bilesen Hacim Is1 Déngu Proseddri

10X Buffer 5 ul 94°C  bdk

MgCl; (50mM) 1.5l

dNTP karisim (10 mM) 1 ul 94°C 1dk

Primer karigim (10 pM) 2 Ml 48-55°C 1dk 35
Templeyt (cDNA) 3yl 72°C 2dk Dongu
TagDNA Polimeraz (5U/ul) 0.5 ul

Su 37 ul 72°C 7dk

Toplam hacim 50 ul

PCR asamasi sonrasinda elde edilen amplikonlar %1 agaroz jele 100 baz
cift DNA merdiveni (Solis Biodyne, Estonya) ile birlikte yuklendi ve 130 volt (V)
40 dk elektroforez islemi gerceklestirildi. Beklenen bant biiyiikliiklerinin jelde
tespit edilmesinin ardindan jelden DNA ekstraksiyonu asamasina gegcildi. Bu
asamada transilliimiinator lizerinde ilgili gen bdlgelerine denk gelen jel kisimlari
steril bistiiri yardimi ile 6zenle kesilerek ¢ikarildi ve ayr1 mikrosantrifiij tiiplerine
konuldu. Agaroz jelden DNA pirifikasyonu PureLink™ QuickGel ekstraksiyon
ticari kiti (Thermo Fisher, MA. A.B.D.) kullanilarak gerceklestirildi.
Mikrosantrifij tlipune aliman ~400 mg jel parcasina ii¢ kat hacimde ~1.2 ml jel
cozicu solusyon ilave edildi. Ardindan mikrosantrifiij tlpl 50°C’daki 1s1
blogunda jel tamamen c¢oziiniinceye kadar (en az 10 dk) bekletildi. Bu sire
igerisinde 1s1 blogundaki tiip Ui¢ dakika araliklarla vortekslenerek 1s1l islem devam
ettirildi. Jel tamamen ¢ozundukten sonra kit igerisindeki kolonlara birakildi ve
12000 rpm’de bir dk santrifiij edildi. Kolon yikama tiipline yerlestirilerek iizerine

500 pl yikama soliisyonu birakildi ve 12000 rpm’de bir dk santriftj edildi.
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Toplama tiipiine alinan kolon iizerine 50 pl eliisyon soliisyonu birakildi ve bir dk
oda 1s1sinda inkiibasyonun ardindan santriifiij islemi tekrar edildi. DNA miktar1 1
pl sulandirma soliisyonu ile blank islemi Sonrasinda karisimdan 1 pl alinarak
NanoDrop™ 2000 cihazinda 6l¢ildi ve 260/280 nm absorbansi dikkate alinarak

saflig1 belirlendi.

Elde edilen piirifiye amplikonlarin dizi analizi ¢ift yonlii okuma ile
(Iontek, Turkiye) ABI 310 Genetik Analiz® sisteminde (Thermo Fisher, PA.
A.B.D.) gergeklestirildi. Gen dizilerin hizalanmasi (alignment) isleminde
ClustalW programi kullanildi ve veriler gen bankasi veritabanina yiiklendi
(Accession number: KY012742-BEFV/Ad12/TUR). BEFV/Ad12/TUR ve gen
bankasinda mevcut diger BEFV izolatlarin G geni dizileri kullanilarak filogenetik
analiz islemi ger¢eklestirildi. Filogenetik analizde MEGAS programi ve neighbor-
joining metodundan faydalanildi (142). Buna ek olarak MEGAGS ile G protein
antijenik bolgeleri (G1-G2-G3) amino asit dizilim kiyaslamasi yapildi.
BEFV/Ad12/TUR izolatinin tiim genleri niikleotit ve amino asit dizilimi
yonunden Cin (Bovine/China/Henan1/2012) ve Avustralya izolat1 (BB7721) ile
kiyaslanarak benzerlikleri hesaplandi. Ayrica SimPlot paketi (v3.5.1) ile benzerlik
egrisi (Smilarity plot) ve bootstrap analizi (1000 replikasyon) yapilarak ti¢ izolat

homolog rekombinasyon yoninden incelendi.
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4.2. BEFV G ve N Gen Bdlgelerinin Molektler Klonlamasi
4.2.1. Fare Beyni Adapte BEFV’nin Vero E6 Hicrelerinde

Uretimi

Dondurucudan ¢ikarilan bir adet Vero E6 hiicre stogu 37°C’ye ayarlanmig
su banyosunda (Memmert, Schwabach, Almanya) hizla ¢ozdiiriildii. Cézdiirtilen 1
ml hiicre stogu DMEM F12 Ham (Sigma-Aldrich, MO. A.B.D.) ile 10 kat
sulandirilarak 1000 rpm’de bes dk santrifuj edildi. Santrifiij sonrasi siipernantin
uzaklastirilmasinin ardindan hiicre peleti énce 1 ml ardindan 5 ml hiicre tretme
vasatt (%10 Fétal Bovine Serum-FBS (Life Technologies, CA, A.B.D.), %1
antibiyotik-antimikotik (Sigma-Aldrich, MO. A.B.D.), DMEM-F12 ile resiispanse
edilerek T25 hiicre kiiltiir kabina (Greiner, Kremsmunster, Avusturya) gecildi ve
37°C inkiibatore kaldirilarak kiiltiire edildi. Yeterli miktarda ¢ogaltilan Vero E6
hlcreleri %80 oraninda kiiltiir kabin1 kapladiginda buzda ¢ozdurilen fare beyni
(BALB/c) adapte BEFV ile adsorpsiyon yontemiyle virls ekimi yapildi. Viris
iiretimi amaciyla, 2012 yilinda Giineydogu illerinde ortaya ¢ikan BEF salginindan
elde edilen ve -80°C dondurucuda muhafaza edilen fare beyni adapte viriis izolati
(3. pasaj) (2012TRADYMN-Genbank-KC788421.1-KC688889.1) kullanild:.
Hiicreler mikroskop altinda incelenerek meydana gelen degisiklikler asama asama

goruntilerek kaydedildi.

Vero E6 hiicrelerinde ¢ogaltilan BEFV izolat1 kiiltiir kabindaki hiicrelerin
~%70’ini parcaladiginda hicreler RNA izolasyonunda kullanilmak (zere

-80°C’ye kaldirild1.
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4.2.2. BEFV RNA izolasyonu

Dondurucudan ¢ikarilan enfekte hicrelerin oda 1sinda ¢6ziinmesi
beklenerek 1s1 soku ile pargalanmasi saglandi. Aymi islem bir kez daha tekrar
edildi. Kiiltiir kabindaki virts-hiicre sispansiyonu otomatik pipet ile ¢ekilerek 15
ml hacimli santrifiij tiiplerine aktarildi. Daha sonra bu tiipler sogutmali santrifiijde
(Beckman Coulter X22, CA, A.B.D.) +4°C 1000 rpm’de 10 dk santrifuj edildi. Bu
islem sonunda siipernatantdan 140 ul RNA ekstraksiyonu amaciyla alindi, kalan
supernatantlar ise 1’er ml bes adet dondurma viallerine pay edilerek -80°C

dondurucuya kaldirildi.

Virlis  kiiltiir ~ siipernatantindan  viral RNA  ekstraksiyon islemi
QIAamp® viral RNA mini kiti (Qiagen, Hilden, Almanya) ile kitin kullanim
talimat1 birebir uygulanarak gerceklestirildi. Oncelikle 2 ml hacimli ependorf tiip
igerisindeki 140 pl viriis kiiltlir siipernatanti iizerine 560 pl AVL (Lysis buffer)
ilave edilerek bu karigim 15 sn vortekslendi. Oda 1sisinda 10 dk inkiibasyonun
ardindan bu karigim iizerine 560 pl saf etanol ilave edilip 15 sn vortekslenerek
karisimin iyice homojen hale gelmesi saglandi. QIAmp filtreli tiipler igerisine
(kolon) 630 pl homojen haldeki karigim ilave edildi. Kolonlarin sogutmali
santrifiije yerlestirilmesinin ardindan 8000 rpm’de bir dk santrifiij islemi
gerceklestirildi. Bu islemin ardindan kolon yeni bir bosaltma tiipiine
yerlestirilerek kalan karisim (630 ul) kolon iizerine birakildi ve santrifiij islemi
tekrar edildi. Yeni bir bosaltma tiipline alinan kolon tizerine 500 pl AW1 yikama
soliisyonu birakilmasinin ardindan tiipler 8000 rpm’de bir dakika santriftj edildi.
Bu iglemin ardindan yeni bosaltma tiipiine alinan filtre lizerine 500 pul AW?2

yikama soliisyonu eklendi ve 14000 rpm’de U¢ dakika santriftij edildi. Santrif(j
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islemi sonrasi kolon toplama tiipiine alinarak iizerine 60 ul AVE eliisyon
soliisyonu ilave edildi Oda 1sisinda inkiibasyonun (bir dk) ardindan 8000 rpm’de
bir dk santrifiij adimi1 gergeklestirildi ve bu islemin ardindan filtre uzaklastirilarak
RNA ekstraksiyon islemi sonlandirildi. Ekstraksiyon asamasindaki tim santriifiij

islemleri oda 1s1sinda gergeklestirildi.

423. RT-PCR ile 1Inzort Bolgelerin  Cogaltilmasi  ve

Saflastiriimasi

Fare beyni adapte BEFV’den elde edilen genomik RNA’larin ¢cDNA’ya
doniistiiriilmesi islemi High Fidelity Transcriptor cDNA sentez kiti (Roche, Basel,
Isvigre) ile ticari firmanin kullamim talimatlar1 yerine getirilerek gergeklestirildi.
Kitin talimatlart uyarinca hazirlanan primer templeyt karisimi Tablo 5°de

gosterilmigtir.

Tablo 5. Random primer-templeyt karisimi

Bilesen Hacim Son Konsantrasyon

Total RNA 3 pul 1 pug
Random hexamer 2 pl 60 uM
primer (600 pmol)

Su 8 ul

Toplam Hacim 13 ul

PCR tiiplerinde hazirlanan bu karigim 1s1 dongii cihazinda 65°C’de 10 dk
on 1s1tma islemi uyguland: ve karisim buz iizerine alindi. ikinci bir tiipde Tablo
6’da belirtilen miktarda reaksiyon soliisyonlar1 hazirlandi ve buz iizerindeki

karisim ile bir araya (20 pl) getirildi.
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Tablo 6. Reaksiyon soliisyonlari

Bilesen Hacim Son Konsantrasyon

Reverz transkriptaz buffer (5x) 4 ul

Deoksinukleotit her biri 100mM 2 pl 1 mM
RNAaz inhibitér (40U/ul) 0.5 ul 20U
Transkriptor RT enzim 20U/ul 0.5 ul 10U
Toplam Hacim 7 Ml

cDNA sentez adim1 45°C’de, 30 dk ve 85°C’de, bes dakika inkiibasyon
sonrasi sonlandirildi. Elde edilen ¢cDNA’lar molekiiler klonlama g¢alismalarinda

kullanilmak tizere -20°C dondurucuya kaldirildi.

Gen bankasinda mevcut BEFV sekans verileri kullanilarak tam uzunlukta
G ve N geni acik okuma bolgesini (Open reading frame-ORF) cogaltacak
primerler dizayn edildi. Bu primer dizilimleri ve bélge uzunluklari Tablo 7’°de

gosterilmigtir.

Tablo 7. BEFV G ve N gen bolgelerini gogaltmada kullanilan primerler

Primer Niikleotit dizilimi Uriin

BEF G (ORF)ileri 5 ATGTTC AAG GTCCTAATAATT ACC 3’ 1874 bg
BEF G (ORF) geri 5" TTAATG ATC AAAGAACCT ATC 3’

BEF N (ORF)ileri 5 ATGTACTGC ACATTG AAT AAG 3’ 1372 be
BEF N (ORF) geri 5 CTA AAC AAT TGAAGC TAAGTAZ

PCR adim Platinum Taqg polimeraz (Invitrogen, CA. A.B.D.) enzim ve

soliisyonlar1 kullanilarak gergeklestirildi.
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Kullanilan sollisyonlar, miktarlar1 ve 1s1 dongli prosediirii Tablo 8’de

verilmistir.

Tablo 8. BEFV G ve N genlerinin ¢ogaltilmasi i¢cin PCR adimi1

Bilesen Hacim Is1 Dongii Prosediirii

10X Buffer 5 ul 94°C 5dk

MgCl, (50 mM) 1.5 pl 94°C 1 dk

dNTP karisim (10 mM) 1 50°C 1dk 3
Primer karigim (10pM) 2 72°C 2dk Dongu
Templeyt (cDNA) 3 ul

TagDNA Polimeraz 0.5 ul 72°C 7dk

Su 37 ul

Toplam Hacim 50 pl

PCR adimi sonrasinda jel elektroforez adimina gecildi ve elde edilen
amplikonlar %1 agaroz jele, DNA merdiveni (100 baz ¢ift, Solis Biodyne,
Estonya) ile birlikte yiiklendi. 130 V 40 dk elektrik akiminin ardindan jel

goriintiileme cihazinda (VILBER, Almanya) goruntulendi.

Agaroz jelden DNA pirifikasyonu ticari kit PureLink™ QuickGel
ekstraksiyon kiti (Thermo Fisher, MA. A.B.D.) kullanilarak yukarida detay1

belirtilen prosedire gore gergeklestirildi.

74



BEFV G ve N geni cDNA kopyalar1 molekiiler klonlama g¢alismalarinda
inzort (plazmide aktarilan gen bolgesi) olarak kullanildi. Molekiler klonlama
pcDNA4/HisMax® TOPO® TA ekspresyon kiti (Thermo Fisher, MA. A.B.D.)
kullanilarak gergeklestirildi. Klonlama ¢alismalarinda kullanilan ekspresyon

vektorl Sekil 6’da gosterilmistir.

A
PCR Product

P — .
w SP163 _ W
ATG 6xHis EPIE3S™ ek site T EXgoozsoosw
l S BARAONTORERR<T

=

4 pcDNA4/HisMax°“-
= TOPO®
5274 bp

Sekil 6. Molekiiler klonlama ¢alismasinda kullanilan pcDNA4/HisMax®

TOPO® TA ekspresyon vektoril haritas
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4.2.4. inzort Bolgelerin Ekspresyon Vektériine Ligasyonu ve

Kimyasal Transformasyonu

BEFV G ve N inzort genlerin ligasyon ve transformasyonunda klonlama
kitinde belirtilen prosediir uygulandi ve adimlar Sekil 7°de sematize edildi.
Sekilde belirtildigi gibi PCR tiipiinde toplanan karisimin (5 pl) inkibasyonu

sonunda pcDNA4-G ve pcDNA4-N rekombinant vektorleri elde edildi.

1 il Velage "=,  BEF Ginziint : !‘l.x_e}m ==, DEF N mzt
2 ]JITj:IIEiJﬂ gen 2 ,ltl-.r!n:ﬁrt zen

I _L||+S1| Jieltox 1l Su Valstir

1 ]JITTIJZ Solilsyonu 1 pl Tuz Soltsyom

5 9

5 dk Oda 1sismda 5 dk Oda 1sisinda
inkitbasyodn inkiibasyon

Sekil 7. BEFV G ve N inzort genlerin ligasyonu

Ligasyon adiminin tamamlanmasinin ardindan kimyasal transformasyon
adimma gegcildi. Oncelikle kit igeriginde bulunan iki adet TOP10 kompeten
hlcresi (E.coli bakteri) buz kalib1 iizerine alinarak yavasca ¢ozdiiriilmesi saglandi.
Coziinen kompeten hiicreleri buz kalibindan ayrilmadan bir kompeten hiicresi i¢in
5 ul pcDNA4-G ligasyon firiinii ve diger kompeten hiicresi iginse 5 ul pcDNA4-N

ligasyon Urlnu ilave edildi. Tupler isimlendirilmesinin ardindan dip kismindan
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hafifce sarsilarak karigsmasi saglandi ve buz kaliplar iizerinde inkiibasyona
(30 dk) alind1. Inkiibasyonun ardindan her bir tiip 42°C’ye ayarlanmis su banyosu
igerisinde 90 sn tutularak kompeten hiicrelerin porlarimin genislemesi ve siire
sonunda yeniden buz kaliplar1 {izerine alinmasi ile porlarin kiigiilmesi ve
plazmidlerin kompeten hiicreye hapsedilmesi (kimyasal transformasyon) saglandi.
Her bir tp Gzerine 400 pl antibiyotiksiz besi yeri (LB Medium) ilave edilerek
tipler 37°C’de 90 dk calkalayici lizerinde (180 rpm) karigmasi saglandi. Bu
islemlerin ardindan muhtemel rekombinant vektorleri genis capta gogaltacak
kompeten hucrelerin kimyasal transformasyon adimi tamamlandi. Kimyasal
transformasyon adimindaki ayni islemler es zamanli olarak Kit igerigindeki

pcDNA4-lacZ kontrol plazmidi i¢in gergeklestirildi.

4.2.5. Koloni Tarama Yontemi ile Kimyasal Transformasyonun

Dogrulanmasi

Ligasyon ve kimyasal transformasyon islemlerinin basarili olup olmadigini
belirlemek ve sadece bu Ozellikleri tasiyan bakteri kolonilerin {iretimi amactyla
transformasyon iiriinleri alev beki etrafinda antibiyotikli kati besi yerine (LB agar-
Ampisilin 60pl/ml) ekildi. Bu amagla muhtemel rekombinant vektorler icin
(pcDNA4-G ve pcDNAA4-N) igin ayr1 ayrt (¢ adet antibiyotikli kati besi yeri
hazirland1 ve 50-150-300 pl miktarinda transformasyon tirlinleri farkli besi yerleri
tizerlerine birakilarak cam baget ile dairesel hareketlerle yayildi. Bu islemin
ardindan 15 dk aleve doniik sekilde yari agik tutulan petriler siire sonunda
kapaklar1 kapatilip ters g¢evrilerek 37°C inkiibatdre konuldu ve bir gece inkiibe

edildi. Bu siire sonunda olusan koloniler gortnttlendi.
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Kati1 besi yerinde olusan kolonilere PCR-koloni tarama testi yapilarak
rekombinant vektorlerin varhigr arastirildi. Bu amagla her bir koloninin
numaralandirilmasinin ardindan steril pipet ucunu koloniye hafif degdirip PCR
adiminda kullanilacak kadar su bulunan PCR tiipiine daldirildi. PCR tiplerinin
94°C’ye ayarlanmis 1s1 dongii cihazinda 10 dk tutulmasi ile kompeten hiicrelerin
parcalanmasi saglandi. Bu islemin ardindan kalan PCR soliisyonlar1 tiip i¢erisine
ilave edilerek BEF G (ORF) ve BEF N (ORF) primerleri ile PCR testi yapildu.

Elde edilen amplikonlar %1 agaroz jelde gorunttlendi.

4.2.6. Rekombinant pcDNA4-G ve pcDNA4-N Plazmidlerin
Saflastirilmasi ve Ligasyonun Dogrulanmasi

pcDNA4-G-TOP10 ve  pcDNA4-N-TOP10  olarak  adlandirilan
kolonilerden 15 ml hacimli sivi besi yerine (LB Medium, Ampisilin 60 pg/ml)
birer adet birakildi ve 37°C’de ¢alkalayic1 (IKA, Almanya) iizerinde bir gece
cogalmas1 saglandi. Ilgili kompeten hiicrelerin saklanarak muhafaza edilmesi
amaciyla gliserol stogu hazirlandi. Bu amagla bir gece cogaltilan kompeten
hicrelerden 500 pl alinarak esit hacimde gliserol (Sigma-Aldrich, MO, A.B.D.)
ile kibarca karistirilarak -80°C’ye kaldirildi. Kalan hacimden ise PureLink™
Miniprep plazmid parifikasyon kiti (Thermo Fisher, MA. A.B.D.) kullanim
talimat1 birebir uygulanarak saf plazmid elde edildi. Ayni islemler es zamanl
olarak ekspresyon kiti igerigindeki pcDNA4-lacZ kontrol plazmidi igin

gergeklestirildi.

Saf pcDNA4-G ve pcDNA4-N rekombinant vektorlerinde ligasyonun
dogrulanmasi amaciyla BEFV G (ORF), BEFV N (ORF) primerlerin ve

ekspresyon vektorine ait primerlerin kullanildigt PCR adimi gergeklestirildi. Kit
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igerigindeki ekspresyon vektoriine ait primerlerin dizilimleri Tablo 9’da
verilmistir. Ekspresyon vektorlerine ait primerler ile gergeklestirilen PCR
adiminda kullanilan soliisyon miktarlar1 ve 1s1 dongii prosediirii Tablo 10°da

gosterilmistir.

Tablo 9. Ligasyon dogrulamada kullanilan ekpresyon vektoriine ait primerler

Primerler Dizilimleri Konsantrasyonu

Xpress™ leri 5'-TATGGCTAGCATGACTGGT-3’ 342 pmol

BGH geri 5'-TAGAAGGCACAGTCGAGG-3' 348 pmol

Tablo 10. Vektore ait primerler ile PCR adimi1

Bilesen Hacim Is1 Dongii Prosediirii

MgCl, (50 mM) 05 pl 94°C 5 dk

10X Buffer 5 ul 94°C 1 dk

dNTP karigim (50 mM) 1l 55°C 1 dk 35
Primer karigim (3.4 uM) 3 72°C 3 dk Dongu
Plazmid (25 ng) 2 Ml

TagDNA Polimeraz (5U/ul) 1 72°C 15dk

Su 37.5 ul

Toplam Hacim 50 ul
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Elde edilen amplikonlar %21’lik agaroz jelde -elektroforezi sonrasi
goruntilendi. Beklenen buyukliukteki amplikonlar stop kodonu varligi ve

inzortlerin yerlesimi yoniinden incelemek iizere sekanslandi (Iontek, Tiirkiye).

4.3.Vero E6 Okaryotik Hicrenin Rekombinant pcDNA4-G ve
pcDNA4-N Plazmidleri ile Transfeksiyonu

4.3.1. Gegici Transfeksiyon

Saf olarak elde edilen plazmid DNA miktar1 NanoDrop™ 2000
Spektrofotometre ile 6lgildi. Daha sonra Lipofektamin 2000 (Thermo Fisher,
MA. A.B.D.) ticari 0rinU kullanilarak plazmidlerin Vero E6 hiicrelerine
transfeksiyonu gerceklestirildi. Transfeksiyon asamasinda lipofektamin {iriin
icerisindeki kullanim talimati uygulandi. Bu amagla; T12.5 kiiltiir kabinda kiiltiire
edilen Vero E6 hicresi zemini %70-80 oraninda kaplayacak sekilde ¢ogalma
gostermesiyle transfeksiyon islemine baslandi. Kiltiir kabindaki hiicre iiretme
vasati uzaklastirilarak hiicre yiizeyi bes kez steril PBS ile yikandi ve igerisine %2
oraninda FBS iceren 2.5 ml DMEM-F12 birakildi. Bir mikrosantrifiij tlpinde 15
ul lipofektamin 150 ul DMEM-F12 karistirilarak seyreltildi. Farkli mikrosantrifiij
tiipiinde ise 3.5 pg pcDNA4-G plazmidi toplam hacim seyreltilmis lipofektamin
miktar1 ile ayn1 olacak (165 ul) sekilde DMEM-F12 ile seyreltildi. Boylece farkli
iki tiipte esit miktarda seyreltilmis pcDNA4-G ve lipofektamin olusturuldu. Oda
1sisinda bes dakika inkiibasyonun ardindan bu iki karisim tek tiipte topland1 (1:1).
Tek tiipte toplanan karisim oda 1sisinda (10 dk) inkibe edildi. Daha sonra karisim
pipetle cekilerek Vero E6 hucreleri iceren T12.5 kiiltiir kabina aktarildi. Hafifce
sallanarak vasatla karigmasi saglandiktan sonra kiiltiir kaplar1 her giin mikroskop

altinda incelenmek tizere 37°C inkiibatore konuldu. pcDNA4-G transfeksiyonu
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i¢in uygulanan tiim islemler farkli kiiltiir kabinda ¢ogaltilan Vero E6 hiicresine bu
kez pcDNA4-N plazmidi igin uygulandi ve kiiltiir kabi 37°C inkiibatore
kaldirilarak her giin mikroskop altinda incelendi. Transfeksiyonun 72. saatinde bu
adim sonlandirilarak kalici transfeksiyon ve ekspresyonlarin gosterilmesi adimina

gecildi.
4.3.2. Kaha (Stabil) Transfeksiyon

pcDNA4/HisMax® TOPO® TA ekspresyon vektorii iizerinde iki adet
diren¢ geni bulunmaktadir. Bunlardan biri bakteriyel seleksiyonda yararlanilan
prokaryotik Ampisilin direng geni bir digeri ise transfekte olan ve olmayan
memeli hlcrelerin seleksiyonunda yararlanilan 6karyotik yerlesimli Zeocin direng
genidir. Bu nedenle transfekte olmayan hiicrelerin elimine edilmesi amaciyla
transfekte olmamus hiicreler i¢in toksik olan ve 6limine sebep olan Zeocin kiltur
ortamina katildi. “Memeli htcrelerinde toksik oldugu bilinen Zeocin antibiyotigi
saglikli Vero E6 hiicresini ne kadar miktarda ve ne silirede oldiirebilmektedir”
sorusunu aydinlatmak igin oncelikle Vero E6 hiicrelerine Zeocin duyarlilik testi

yapildi.

Bu amagla dort adet T12.5 hiicre kiiltiir kabinda Vero E6 hiicreleri Gretildi.
Kiiltiire edilen hiicrelerden biri kontrol grubunu olusturdu. Hiicre iiretme vasati
olarak her bir hiicre kiiltiir kabina 2.5 ml hiicre iiretme vasati (%10 FBS, DMEM-
F12) ve antibiyotik grubuna ise bu vasata ilave olarak her birine sirayla 200-100
ve 60 pg/ml olacak sekilde Zeocin eklendi. Hiicreler her giin mikroskop altinda
gozlendi. Test sonrasi belirlenen miktardan kalici transfeksiyon isleminde

faydalanildi.
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Zeocin miktar tayinini takiben gecici transfeksiyon adiminda oldugu gibi
T12.5 kultir kabi zeminini ~%70 oraninda kaplamis Vero E6 hiicresi bu
calismada kullanildi ve transfeksiyon islemi ayni prosediirle gergeklestirildi.
Transfekte hiicreler 72 saat kilture edildi. Bu saatin sonunda transfekte hucrelerin
kiiltiir sivis1 uzaklastirilarak taze vasat (%10 FBS, DMEM F-12) konuldu ve
kiltlir isleminin devami saglandi. Ayrica selektif bir ortam saglanmasi i¢in vasat
icerisine Zeocin antibiyotik (Thermo Fisher, MA. A.B.D.) ilave edildi. U¢ giinde
bir hiicrelerin vasati degistirildi ve yine ayn1 miktarda Zeocin iceren vasat ilave
edildi. Bu islem yaklasik 21 giin slireyle devam ettirildi. Bu siire sonunda hiicreler

selektif ortam altinda pasajlanarak ¢ogaltildi ve bir kismi ise donduruldu.

4.4. Rekombinant pcDNA4-G ve pcDNA4-N Plazmidlerin Vero E6
Hiicresinde Ekspresyonlarinin Gosterilmesi.

4.4.1. Ekspresyonlarin RT-PCR ile Gosterilmesi

Gen ekspresyonlarinin mRNA diizeyinde gosterilmesi genel uygulama
yontemlerinden biridir. Bu amagla; T12.5 kiiltiir kabinda iretilen gecici ve kalici
transfekte pcDNA4-G-Vero E6 ve pcDNA4-N-Vero E6 hiicreleri kullanildi.
Kiiltiire edilen bu hiicrelerin vasatlar1 uzaklastirilarak steril PBS ile yikand1 ve
hicreler -80°C dondurucuya ardindan 37°C’ye kaldirilarak 1s1 soku ile
pargalanmas1 saglandi. Elde edilen hiicre lizati mikrosantrifiij tiipiine aktarild.
mRNA elde edilmesi amaciyla viral RNA ekstraksiyon QIAamp® viral RNA mini
kiti (QIAGEN, Hilden, Almanya) kullanildi. BEFV RNA izolasyonu adiminda
anlatildig1 gibi ekstraksiyon prosediirii kitin kullanim talimat1 birebir uygulanarak
yerine getirildi. Elde edilen RNA’nin miktart 6l¢iildi ve safligi belirlendi. RNA

orneklerinin ¢cDNA’ya doniistiiriilmesi islemi High Fidelity Transcriptor cDNA
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sentez kiti (Roche, Basel, Isvigre) ile gerceklestirildi. RT asamasinda kullanilan

primer templeyt karisimi1 Tablo 11°de verilmistir.

Tablo 11. Oligo(dT) primer-templeyt karisimi

Bilesen Hacim Son Konsantrasyon
Total RNA 3 ul 1 ug

oligo(dT)18 Primer 1 ul 2.5 UM

(50 pmol)

Su 8 ul

Toplam Hacim 13 ul

MRNA diizeyinde ekspresyonu belirlemek icin RT asamasinda random
hexamer yerine mRNA’daki poliA kuyruguna baglanan ardisik olarak 18 adet
timidin tasiyan oligodT primeri kullanildi. PCR tiiplerinde hazirlanan bu karigim
1s1 dongii cihazina konuldu ve 65°C’de 10 dk 6n 1sitmanin ardindan Tablo 6’da
belirtilen oranda reaksiyon soliisyonlar1 eklendi ve cDNA sentez adimi 1s1 dongi
cihazinda 45°C’de, 30 dk ve 85°C’de, bes dakika inkiibasyon sonrasi
sonlandirildi. rekombinant G ve N geni cDNA kopyalari elde edildi. Elde edilen

cDNA’lardan BEF G ve N gen spesifik primerleri kullanilarak PCR yapildi.
4.4.2. Ekspresyonlarin Iimmunoperoksidaz Testi ile Gosterilmesi

Immunoperoksidaz deneyi alt1 kuyucuklu hiicre kiiltiir kaplarinda (Sigma-
Costar plate, MO. A.B.D.) gerceklestirildi. Bu amagla, her bir kuyucuga 2 ml
normal Vero E6 hiicresi (300.000/ml) gecildi. Alt1 kuyucuktan 2’si pcDNA4-G ile

diger 2’si pcDNA4-N ile transfekte edildi. Diger 2 kuyucuk ise hiicre kontrol
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olarak ayrildi. Transfeksiyonun 72. saatinde immunoperoksidaz deneyi yapildi.
Farkli bir pleyte ise stabil G ve N hiicreleri kiiltiire edildi ve es zamanli olarak
immunoperoksidaz (IP) deneyi yapildi. Oncelikle 72. saatin sonunda hiicrelerin
vasati uzaklastirildi ve her bir kuyucuga 1’er ml %2 paraformaldehit soliisyonu
eklenerek 30 dk oda 1sisinda muamele edildi. Tespit soliisyonu belirtilen siire
sonunda uzaklastirildi ve hiicreler 2 ml PBS ile yikandi. Ardindan hiicreler 1 ml
%0.1 Triton X-100 ile 15 dk muamele edilerek oda 1sisinda permeabilizasyonu
saglandi. %0.05’lik PBST-20 solusyonu igerisinde ¢ozdiiriilerek hazirlanan %5
yagsiz siit tozu ile bir saat oda 1sisinda bloklama yapildi. Bir kez PBS ile yikanan
hicreler endojen peroksidaz etkisinin elimine edilmesi amaciyla %3 H,O ile bir
saat muamele edildi. Iki kez PBS ile yikamay1 takiben pcDNA4-G transfekte ve
kontrol hiicre kuyucugunun her birine PBS icinde 1/50 sulandirilan BEFV G1
proteini spesifik monoklonal antikoru (EMAI, Camden Park, Avustralya) ilave
edildi. pcDNA4-N transfekte ve kontrol hucrelerine horse radish peroksidaz
(HRP) isaretli 6X-HisTag monoklonal antikoru (Thermo Fisher, MA. A.B.D)
(1/5000) ilave edildi. Oda 1sinda iki saat inkiibasyon gerceklestirildi. Inkiibasyon
sonras1 en az bes kez PBS ile yikamalar tekrarlandi. Transfekte G ve kontrol
hlcresine PBS icinde 1/1000 sulandirilan peroksidaz enzimi ile isaretli tavsan
anti-fare 1gG (Sigma-Aldrich, MO. A.B.D.) eklendi. N plazmid transfekte
hiicrelerine ise bu siire boyunca PBS konuldu. Iki saatlik oda 1sisinda
inkiibasyonun ardindan hiicreler en az bes kez PBS ile yikandi. Yikanan hiicreler,
karanlik ortamda kromojen soliisyonuyla (Diaminobenzidin 6 mg, 0.05 M Tris pH
7.6-9 ml, %3 H,0,-1 ml) 15 dk reaksiyona sokuldu. Hicreler, mikroskopik olarak

incelendi ve hiicrelerin mikrograflar alindu.
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4.5. Rekombinant Protein Piirifikasyonlari

Transfekte hiicre lizatindan dogal sartlar altinda protein piirifikasyonu
ticari purifikasyon sistemi Ni-NTA Spin Kit (QIAGEN, Hilden, Almanya)
kullanilarak gerceklestirildi. Kisaca, transfekte hiicreler tripsin enzimi ile
kaldirildiktan sonra PBS ile yikandi ve 4°C’de, 1000 rpm’de bes dk santrifij
edildi. Siipernant uzaklastirildiktan sonra hiicre peleti 700 pl lizis buffer (50 mM
NaH,PO,4; 300 mM NaCl, 10 mM imidazol; %1 Triton-X 100, pH 8.0, 1 tablet
proteaz inhibe edici kokteyl) ile resuspanse edildi. Resuspanse hicre Uzerine
DNA-RNA-Protein ile etkilesimlerini ortadan kaldirmak amaciyla 3 U/ml
benzonaz-niikleaz (Sigma-Aldrich, MO. A.B.D.) katildi. Ornekler 15-30 dk buz
lizerinde inkiibe edildi. Inkiibasyon sonras1 hiicre lizat1 4°C’de, 12.000 rpm’de 15-
30 dk santriflj edildi ve siipernatantlar alindi. SDS-PAGE analizi ve purifikasyon
sonrasi kiyaslama i¢in 20 pl lizat ayrildi. Ni-NTA spin kolon 600 ul lizis buffer ile
ekdlibre edildikten sonra 2900 rpm’de (¢ dk santrifiij edildi. Ekiilibre edilmis Ni-
NTA spin kolon (izerine 600 pl elde edilen lizat birakild1 ve 1000 rpm’de bes dk
santrifiij edildi. Alta gegen sivi kisim atildi. Ni-NTA spin kolon 600 pl yikama
buffer ile (50 mM NaH,PO,4, 300 mM NaCl, 20 mM imidazol, pH 8.0) 900
rpm’de santrifiij edilerek iki dakika srelerle iki kez yikandi. Kolon 300 ul
elisyon buffer (50 mM NaH,PO,, 300 mM NacCl, 300-500 mM imidazol, pH 8.0)
ile 2900 rpm’de iki dk santrifiij edildi. Bu islem iki defa tekrarlandi. Elde edilen
proteinin miktar1 NanoDrop™ 2000 Spektrofotometre cihazinda 6lgtldii.
Proteinin saflig1 ve piirifikasyonun basarisi sodyum dodesil siilfat poliakrilamid

jel elektroforez (SDS-PAGE) ile incelendi.
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45.1. Rekombinant Proteinlerin SDS-PAGE ve Vestern Blot
Analizi

4.5.1.1.Akrilamid Jel ve Soliisyonlarin Hazirlanmasi

%30 akrilamid/bis solusyon: 29 gr akrilamid (Merck) ve 1 gr bisakrilamid
(Promega) karistirilarak distile su ile hacim 100 ml’e tamamlandi. 37°C’de

¢cozdurulip 0.45 pm gapli filtreden gecirildi.

%10 Amonyum persiilfat (APS): 0.1 gr tartilarak 1 ml’e distile su ile

tamamlanarak taze hazirlandu.

%10 Ayirict jel (10 ml) igin: 50 ml hacimli falkon tup icerisinde 4 ml
dH,0 3.3 ml %30’luk akrilamid/bis sollisyonu, 2.5 ml 1.5 M Tris (pH 8.8), 0.1 ml
%10 SDS ve 0.1 ml %10 APS karistirilarak bir araya getirildi. Son olarak 0.004
ml TEMED ilave edildi ve karisim cam aparatlar arasina aktarilarak oda 1sisinda

katilasmas1 beklendi.

%5 Yiginlama jel (5 ml) icin: 50 ml hacimli falkon tlp icerisinde 1.4 ml
dH,0, 0.33 ml %30 akrilamid, 0.25 ml 1 M Tris-HCL (pH 6.8), 0.02 ml %10
SDS, 0.02 ml %10 APS Karistirilarak bir araya getirildi. Son olarak 0.002 ml
TEMED birakilmasinin ardindan katilasmis yigimlayici jel {izerine hazirlanan

karigim bosaltildi. 1.5 mm tarak ile kuyucuklarin olusmasi saglandi.

Tris/Glisin yuritme tamponu: 25 mM Tris, 250 mM glisin (pH 8.3), %0.1

(w/v) SDS distile su ile 1 litreye tamamlanarak ¢ozdurald.

Transfer buffer: 3.4 gr Tris, 14.4 glisin, 200 ml metanol ve 800 ml distile

suile 1 1t’e tamamlandi.
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Bloklama soliisyonu: 5 gr yagsiz siit tozu 100 ml’e PBST-20 ile

tamamlanarak %5 (w/v) soliisyon hazirlandi.

Yikama soliisyonu: 995 ml distile su icerisine 5 ml Tween-20 katilarak

%0.5 PBS-T20 (PBS-T20) hazirland:.

Anti sigir konjugat HRP (Sigma-Aldrich, MO. A.B.D.) 10 pl alinarak

%0.01 PBS-T20 soliisyonu ile 10 ml’e tamamlandi, 1/1000 sulandirma yapildi.

Rabbit- anti mouse konjugat (Sigma-Aldrich, MO. A.B.D.): 10 ul alinarak

%0.01 PBS-T20 soliisyonu ile 10 ml’e tamamlandi, 1/1000 sulandirma yapilda.

Sigir BEFV hiperimmun poliklonal serum: BEFV ELISA kit (EMAI,
Camden Park, Avustralya) icerigindeki yiiksek pozitif sigir serumundan 50 pl

alinarak 5 ml’e tamamlandi, 1/100 sulandirma yapildi.

pPcDNA4-G ve pcDNA4-N immun fare serumu: 50’ser mikrolitre alinarak

farkli tiiplerde 5 ml’e tamamlandi, 1/100 sulandirma yapildi.

4.5.1.2. Sodyum Dodesil Sulfat-Poliakrilamid Jel Elektroforez

(SDS-PAGE)

Mini-Protean Tetracell jel elektoforez sistemi (Bio-Rad, CA. A.B.D.)
kullanilarak SDS-PAGE asamasi gergeklestirildi. Bu amagla; %5’lik y1ginlama jel
ve %10’luk ayirma jel hazirlandi. Protein piirifikasyonu esnasinda saklanan hiicre
lizat1 ve piirifiye proteinler Laemmli 6rnek yikleme buffer (2X, Bio-Rad) ile 1:1
oranda karigtirildi. Laemmli yiikleme tamponuna disiilfid baglarin1 koparma
amaclhi %5 oraninda beta-merkaptoetanol ilave edildi. Tim Orneklerin

denaturasyon islemi 100°C’de bes dakika bekletilerek gerceklestirildi ve siire

87



sonunda oOrnekler buz flizerine alindi. Jel aparati dikey elektroforez tankina
yerlestirildi yiirlitme tamponu jel {izerine bosaltildi. Jel tizerindeki tarak c¢ikartilip
bir miktar daha tampon birakildiktan sonra hazirlanan Ornekler kuyucuklara

yiiklendi. Yiiklemenin ardindan 130 V’da 120 dk elektrik akim1 uygulandi.

Sire sonunda akrilamid jellerden benzerleri giimiis boyama ve Vestern
blot i¢in ayrildi. Gimiis boyama adimi Sambrook ve ark. belirttigi protokol

birebir uygulanarak gergeklestirildi (143).

4.5.1.3.Vestern Blot Analizi

Jeldeki proteinlerin poliviniliden diflérid (PVDF) (Millipore Co., MA,
A.B.D.) membrana transferleri mini-transblot transfer sistemi (Bio-Rad, CA.
A.B.D.) kullanilarak gergeklestirildi. Transfer isleminden 6nce PVDF membran
metanol igerisinde bes dakika bekletilerek aktiflestirildi. SDS-PAGE sonunda
ayristirtlmig proteinlerin bulundugu %10’luk jel, transfer tampon bulunan bir kap
icerisinde aktiflestirilmis PVDF membran ile karsi karsiya getirildi. Transfer
membrani ve jelin, dis yUzlerine birer filtre kagidi ve fiber kagit eklenip, jel tutucu
kaset icine yerlestirilerek sikistirildi. Jel tutucu kaset buz akiisii ile birlikte
manyetik karistirict iizerindeki transfer tanki igerisine yerlestirildi. Tank belirtilen
seviyeye kadar transfer buffer ile dolduruldu ve manyetik karistirict 250 rpm’e
ayarlandi. Transfer adimi 100 V 1 saat elektrik akimi ardindan sonlandirildi.
Transfer adimindan sonra bloklama adimina gegildi. Membran hazirlanan
bloklama solusyonu ile +4°C 60 rpm’de karistirilarak bir gece muamele edildi.
Bloklamay1 takiben membran birka¢ kez yikama soliisyonu ile yikandi ve 1/100

oraninda sulandirilan ticari ELISA kitinden (EMAI, Camden Park, Avustralya)
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temin edilmis BEFV’ye kars1 ylksek miktarda IgG antikoru tasiyan sigir serum
iginde oda 1s1sinda iki saat bekletildi. Bu siire sonunda membran yedi kez yikama
sollisyonu ile yikandi. Yikamalardan sonra membran 1/1000 oraninda sulandirilan
HRP isaretli anti-sigir 1I9gG konjugat (Sigma-Aldrich, MO. A.B.D.) icinde bir saat
tutuldu. Yikama tekrarlandi ve membran kromojen-substrat eriyigi (0.05 M Tris
pH 7.2, 1 mg/ml diaminobenzidin ve %0.3 H,0,) i¢inde karanlik ortamda, 15 dk
bekletildi. Membran, distile suda yikandiktan sonra jelde belirlenen proteinlerin
biiyiikliikleri molekiiler agirlik biyiikligi (MW-SDS 200, Sigma-Aldrich, MO.

A.B.D.) ile karsilastirildi.
4.6. immunizasyonda Kullanilacak Materyallerin Hazirlanmasi

pcDNA4-G ve pcDNA4-N rekombinant vektorleri ve kontrol plazmidi
pcDNA4-lacZ tasiyan ve -80°C dondurucuda muhafaza edilen transforme haldeki
TOP10 kompeten hiicrelerin her birinden 2 pl alinarak 50 ml siv1 besi yeri (LB
Medium, Ampisilin-60 pg/ml) bulunduran falkon tuplere ekildi. Tuplerin
kapaklar1 tam sikistirilmadan 37°C inkiibatorlii ¢alkalayicr tizerinde (180 rpm) bir
gece Uremeye birakildi. Ertesi giin falkon tiipler santriflij edilerek (4500 rpm-15
dk) elde edilen peletler PureLink Plazmid DNA Purifikasyon Maxi Kiti (Thermo
Fisher, MA. A.B.D) ile plazmid eldesi islemine hazir hale getirildi. Plazmid
ptrifikasyonu ticari kitin kullanim talimatina birebir uyularak gergeklestirildi. Bu
amacla bu kolonlar 6ncelikle 30 ml ekdlibrasyon tamponu ile ekulibre edildi. On
mililitre resuspansiyon buffer ile restspanse edilen peletler homojen hale
getirildikten sonra {izerlerine ayni hacimde Lysis buffer eklendi. Bu islem
sonunda tlip agz1 kapali halde birkac¢ defa ters diiz edildikten sonra oda 1sisinda

bes dk inkibe edildi. Sure sonunda (12000 xg-10 dk) santriflij edilen lizatlarin
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siipernatantlar1 alinarak ekiilibre edilmis kolonlara aktarildi ve yer ¢ekimi etkisiyle
filtreden ge¢mesi saglandi. Kolon iizerine 60 ml yikama soliisyonu ilave edilerek
yer cekimi etkisi ile filtreden gecmesi beklendikten sonra bu kez 15 ml Ellsyon
buffer kolon ftizerine birakildi ve yer g¢ekimiyle 50 ml steril falkona akmasi
saglandi. Falkon igerisindeki kolon uzaklastirildiktan sonra 10.5 ml izopropanol
eklenerek DNA coktirildi (12000 xg-30 dk) ve supernatant uzaklastirildi ve elde
edilen DNA peleti %70 etanol ile yikanarak son santrifiij islemi yinelendi. Elde
edilen peletlerin her biri 700 pug/280 ul olacak sekilde steril PBS ile sulandirildi,
mikrosantrifiij tliplerine aktarildi. Peletlerin sulandirilmasi ardindan her bir
plazmid yedi adet mikrosantrifiij tlpine 100 pg/40 pl olacak sekilde dagitildi.
Mikrosantrifiij tiiplerine dagitilan 40 pl sulandirilmis plazmidlerin tizerine 100 ug
plazmid miktarinin %10’u oraninda (10 pl) as1 etkinligini artiracagi tahmin edilen

ve DNA as1 calismalarinda kimyasal adjuvan sinifinda yer tutan Lipofektamin

2000 birakild.

BEFV ile immunize edilecek fareler icin 1000 PFU/500pul titrede fare

beyni adapte viriis mikrosantrifiij tiiplerinde hazir edildi.

Diger bir kontrol grubuna verilmek iizere yalnizca steril PBS (50 pl) iceren

mikrosantrifiij tiipleri hazirlandi.

Hazirlanan karisimlar farelerin ilk immunizasyonlarinda kullanildi. Ikinci
ve lg¢lincli immunizasyonlar i¢in plazmid ¢ogaltma, plazmid piirifikasyonu,
plazmid sulandirmasi ve adjuvan ilavesi ve diger islemler yukarida belirtilen

sekilde tekrar edildi.
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4.7. immunizasyonlar

Calismada kullamlan tiim hayvanlar Firat Universitesi Deneysel
Arastirmalar Merkezinden (FUDAM) temin edilmistir. Ayrica deney hayvanlar
iizerinde belirtilen uygulamalarin yapilabilmesi icin Firat Universitesi Hayvan
Deneyleri Yerel Etik Kurulu (FUHADYEK) onayr alinmstir. (Protokol

numarasi: 2016/50)

Calismada dort haftalik disi BALB/c farelerinden olusan 35 adet deney

hayvani kullanildi.

Fare deney gruplan ii¢ adet ¢alisma grubu (pcDNA4-G, pcDNA4-N,
BEFV immunize) ve iki adet kontrol grubu (plazmid kontrol-pcDNA4-lacZ ve
PBS kontrol-immunize) olacak sekilde tasarlandi. Bu amagla her bir gruba yedi

adet disi BALB/c dahil edildi.

Enjeksiyon 6ncesi asilama yapilacak hayvanlar ketamin (200 mg/kg/ip) ile
sedasyona alindi. Yaklastk 10 dk sonra enjeksiyon boélgesi %70 etanol ile

temizlenen hayvanlara belirtilen miktarlarda asilama yapildi.

Tiim enjeksiyonlar 0, 14 ve 21. giinlerde farelerin quadriceps kasina
yapildi. BEFV hacim olarak fazla olmasi sebebiyle periton ici verildi. Her bir
gruptaki fareler numara verilerek etiketlendi. Tum hayvanlardan 0, 13, 20 ve 30.
giinlerde kuyruk venasindan (kuyruk ucunun iist 1/3 lateral) aseptik sartlarda kan
alinarak mikrosantrifiij tliplerine aktarildi. Kan serumu eldesi amaciyla +4°C’de
bir gece bekletilen tupler santrifuj edilerek (4000 xg-15 dk) elde edilen serumlar
etiketli yeni tiiplere aktarildi ve testlerde kullanilincaya kadar -20°C dondurucuya

kaldirildi.
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4.8. Plak Reduksiyon Notralizasyon Testinde Kullamlacak BEFV’nin

Titresinin Belirlenmesi

T75 hiicre kiiltiir kabindan tripsin ile kaldirilan hiicreler bir gece éncesinde
altt kuyucuklu hiicre kiltir pleytine 1x10° hiicre/kuyucuk olacak sekilde
pasajlandi. Ertesi giin fare beyni adapte BEFV’nin DMEM-F12 ile seri
diliisyonlar1 yapildi. Oncelikle 1.5 mI’lik ependorf tiiplere 1080 pul DMEM-F12
birakildi ve ilk tiipe 120 pl BEFV birakildi. Bu tiipden 120 pl alinarak ikinci tiipe
aktarild1 bu sekilde 10 den 10®°’e kadar seri sulandirmalar yapild1 ve son tiipten
120 pl disar1 atildi. Her asamada karisim iyice vorteklendi ve buz iizerinde
tutuldu. 102 den itibaren her diltisyondan 500 pl alinarak adsorpsiyonlu yéntemle
Vero E6 hicrelerine ekimi yapildi. Pleytin son kuyucugu hicre kontrol olarak
kullanildi. Viriis ekiminin ardindan inokiiliim uzaklastirildi ve hiicreler 2 ml %0.3
overlay vasati ile (Distile su i¢erisinde mikrodalgada 1sitilarak ¢ozdiiriilen %3’lik
agarozdan 3 ml alinarak 37°C 1sidaki 27 ml viriis iiretme vasati igerisine aktarildi
ve kullanilincaya kadar 37°C’de bekletildi) kaplandi ve mikroskop altinda her giin
incelendi. DOrdunci giiniin ardindan hicreler 1 ml %4°1ik formaldehit soliisyonu
ile oda 1sisinda bir saat sireyle tespit edildi. Vasat ve formaldehit uzaklastirildi
hicreler PBS ile iki kez yikandi. Hiicreler %0.5 kristal viyole ile 20 dk boyanarak

plaklar sayildi.

Hesaplamalar PFU/ml= Tek diliisyondaki plak sayisi/inokilim x dilusyon

katsayis1 formiilii ile yapildu.
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4.9. Deney Gruplariin Antikor Olciimleri

4.9.1. Plak Reduksuyon Nétralizasyon Testi (PRNT)

Calismadan bir giin 6nce T75 kiiltiir kabinda kiiltiire edilen htcreler tripsin
ile kaldirilarak 0.02x10%kuyucuk olacak sekilde 24 kuyucuklu hiicre Kkiltir

kabina pasajlandi ve hazir hale getirildi.

Dondurucudan (-20°C) ¢ikarilan tim fare serum Ornekleri oda 1sisinda
¢cozduruldi ardindan 56°C’de 30 dk inkube edilerek inaktive edildi.
Mikrosantrifuj tipine 20’ser mikrolitre alinan serum ornekleri tizerlerine 180 pl
DMEM-F12 ilave edilerek 10 kat sulandirild1 ve vortekslenen karisimdan 100 pl
alinarak 100 ul DMEM bulunan mikrosanrifuj tlplerinde seri diliisyonlar: yapildi
(1:10-1:20-1:40-1:80) inaktive serum o&rnekleri 24 kuyucuklu hicre kaltir
pleytlerinde tekli ¢alisildi ve her deney grubu icin farkli pleytler kullanildi. Her bir
pleytte deney grubu serumlarina ilaveten dort kuyucuk plazmid kontrol iki

kuyucuk virls kontrol ve iki kuyucuk ise Vero E6 hiicre kontrol olarak kullanildi.

Dondurucudan (-80°C) ¢ikarilan fare beyni adapte BEFV stogu 50
PFU/100 pl oraninda viriis icerecek sekilde DMEM-F12 ile sulandirildi.
Sulandirilan bu virlisten 100’er mikrolitre alinarak seri sulandirmalart yapilmig
serum tuplerine aktarildi. Karisim vortekslenerek 37°C’de bir saat inkibe edildi.
Inkiibasyonun ardindan bu karisim (200 pl) 24 kuyucuklu pleytteki vasati
uzaklastirilan hiicreler tizerine ilave edildi ve bir saat streyle adsorbsiyona bagli
yontemle ekim yapildi. Pleytler 15 dk araliklarla karigtirildi. Inkiibasyon
esnasinda %0.3’lik overlay vasati hazirlandi. Bir saatlik siirenin ardindan

inokulim pleytin kuyucuklarindan uzaklastirildi ve hiicreler 1 ml overlay vasat ile
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kaplandi. Pleytler 37°C %5 CO; inkibatore kaldirildi. Hiicreler mikroskop altinda

incelenerek CPE odaklar1 yoniinden skorlandi (144).
4.9.2. ELISA ile Antikor Olgumleri

pcDNA4-G immun farelerin antikor varligit BEFV ticari ELISA (EMAI,
Camden Park, Avustralya) kitin modifikasyonu ile belirlendi. pcDNA4-N immun
farelerin antikor varhigi ise parifiye rekombinant N protein bagli ELISA
kullanilarak Olgildi. Her bir testte antikorlar indirek ELISA proseduru ile

belirlendi.
49.2.1. BEFV G ELISA

Ticari BEF ELISA pleytindeki tiim kuyucuklar dncelikle %0.5 PBST-20

icerisinde sulandirilan %35 (w/v) yagsiz siit ile bir gece bloklanda.

pcDNA4-G, BEFV, PBS, ve pcDNA4/lacZ immun farelerinden elde
edilen 0. gun non immun, 1., 2. ve 3. immun serumlar1 1/100 oraninda
sulandirildi. Bloklamanin ardindan kuyucuklar yikama soliisyonu (%0.05 PBST-
20) ile iki kez yikandi. Her bir serum 6rnegi kuyucuklara 100’er mikrolitre
birakildi. Iki saat oda 1s1sinda 50 rpm’de karistirilarak inkiibe edildi. Inkiibasyonu
ardindan yedi kez yikama yapildi. Ardindan 1/20000 sulandirilan biotin isaretli
keci anti-fare konjugat: (Thermo Scientific, MA. A.B.D) her bir kuyucuga 100 pl
dagitildi. ELISA pleyti iki saat oda 1sisinda 50 rpm’de karistirilarak inkiibe edildi.
Inkiibasyonun ardindan yedi kez yikama yapildi. Yikamanin ardindan 1/5000
sulandirilmis streptavidin HRP (Thermo Scientific, MA. A.B.D) her bir kuyucuga
100 pl birakildi. Pleyt oda 1sisinda bir saat inkiibe edildi. Yikamalarin ardindan

tetrametilbenzidin (TMB) substrat sollisyonu hazirlandi (1 mg TMB tableti 1ml
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DMSO icerisinde ¢ozdlrildi %0.03 hidrojen peroksit iceren 0.05 M sitrat fosfat
buffer (pH:5) soliisyonu ile 10 kat sulandirildi). Bitiin kuyucuklara 100’er
mikrolitre TMB substrat konuldu ve reaksiyon olusmasi i¢in 10 dk karanlikda
inkibe edildi. 100 pl 1M H,SO,4 ile reaksiyon durduruldu. Pleyt ELISA
okuyucuda 450 nm absorbansta okutuldu. Standart sapmalar ve cutoff degerleri

hesaplandi istatiksel analiz gergeklestirildi.
4.9.2.2. N Protein ELISA

Bos ELISA mikropleyti (Sigma-Aldrich, MO. A.B.D.) stabil transfekte
PcDNA4-N hiicrelerinden elde edilen piirifiye N proteinleri ile kaplandi. Bu
amacla purifiye N proteinleri pH 9.6 karbonat tamponu ile 0.5 pg/100 pl olacak
sekilde sulandirildi. Sulandirilan bu karisim ¢ok kanalli pipet ile her kuyucuga
100’er mikrolitre birakildi. Pleyt bir gece +4°C’de inkiibe edildi. inkiibasyonun
ardindan kuyucuklar iki kez yikama soliisyonu ile yikandi ve pleyt %5 (w/v)
yagsiz slt ile oda isisinda alti saat bloklandi. pcDNA4-N, BEFV, PBS ve
pcDNA4/lacZ immun farelerinden elde edilen 0. gun non-immun, 1., 2. ve 3.
immun serumlart 1/100 oraninda sulandirildi. Pleytin yikama soltisyonu ile iki kez
yikanmasinin ardindan sulandirilan serum o&rnekleri her bir kuyucuga 100’er
mikrolitre birakildi. Pleyt oda 1sisinda iki saat 50 rpm’de inkube edildi.
Inkiibasyonun ardindan yedi kez yikama soliisyonu ile yikamalar yapildi. 1/20000
sulandirilan biotinli konjugat (Thermo Scientific, MA. A.B.D) 100’er mikrolitre
birakilarak oda 1sisinda iki saat inkiibe edildi. Yedi kez yikamanin ardindan
Streptavidin HRP (Thermo Scientific, MA. A.B.D) 1/5000 birakildi. Yikamalar
sonrast kuyucuklara 100 ul TMB substrat birakildi. 10-15 dk reaksiyon olusmasi

beklendikten sonra reaksiyon 100 pl 1M H,SOq ile reaksiyon durduruldu. Pleyt
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ELISA okuyucuda 450 nm absorbansta okutuldu. Her bir immunizasyon icin

Standart sapmalar ve cutoff degerleri hesaplandi. Istatiksel analiz gerceklestirildi.
4.10. Istatistik ve Hesaplamalar

Notralizasyon titrelerin hesaplanmasinda %50 PRNT kullanildi. Buna gore
negatif serum sulandirmalarinda olusan plaklar sayildi ve deney gruplarindaki diger
serum Ornekleri ile kiyaslandi. Negatif serum sulandirmalarindaki plaklarin %50°sine

ve daha azina tekabUl eden sulandirmalar nétralizan titre olarak belirlendi (144).
Notralizasyon testindeki esik deger ise 1:10 olarak belirlenmistir.
Indirek ELISA testlerinde 450 nm absorbanstaki OD degerleri kullanildi.

ELISA’lara ait cutoff degerleri ayn1 doneme ait negatif kontrol serumlarinin

ortalamasina 3 kat standart sapma ilave edilerek hesaplandi.

Aragtirmanin istatiksel analizleri IBM SPSS 22 kullanilarak gergeklestirildi,
grafikler ise GraphPad Prism 5 paket programi (GraphPad, San Diego, CA) ile

olusturuldu.

ELISA degerlerinde gruplarin normallik analizi yapildi ve gruplar arasi
karsilagtirmada veriler normal dagilimi karsiladigindan One-way ANOVA testi tercih

edildi (145).

Post-Hoc testleri seciminde ise varyanslarin homojen olup olmadig goz
Ontinde bulunarak Tukey (homojen ise) ve Tamhan’s T2 (homojen degilse) testi

kullanildi (145).

Notralizasyon test sonuglart oransal deger igerdiginden gruplar arasi

karsilastirmada Kruskal Wallis H testi tercih edildi. Farkliligin hangi gruplardan
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kaynaklandigin1 belirlemek i¢in Mann Whitney U testi ile ikili grup karsilastirmasi

yapildi (145).
Istatistiksel farkliliklar p < 0.05 oldugunda anlaml kabul edildi (145).

4.11. Vestern Blotlamada pcDNA4-G ve N immun Fare Serumlar

ile BEFV G ve BEFV N Proteinlerin Gosterilmesi

Vestern blot analizi yukarida belirtilen prosediirle gergeklestirilmistir.
Farklilik olarak piirifiye G ve N rekombinant proteinleri yerine akrilamid jeldeki
kuyucuklara fare beyni adapte viris yiklendi. PVDF membranma viral
proteinlerin transfer edilmesi ve %5 (w/v) yagsiz siit ile bloklama isleminin
ardindan membranlar yiiksek BEF pozitif sigir serumu yerine indirek ELISA’da
yiikksek OD degeri veren serumlar ile muamele edildi. Memranlardan biri 1/100
sulandirilmis pcDNA4-G immun fare serumu ile digeri ise pPCDNA4-N immun
fare serumu ile oda 1sisinda bir saat inkiibe edildi. Yikama soliisyonu ile yedi kez
yikamanin ardindan membran 1/1000 sulandirilmis Kkegi-anti fare konjugati
(Sigma-Aldrich, MO. A.B.D.) ile oda 1sisinda bir saat muamele edildi ve DAB
kromojen (Abcam, Cambridge, Ingiltere) ile reaksiyon sonrasinda membran

gorintalendi.
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5. BULGULAR

5.1. Bovine Ephemeral Fever Virts Tam Genom Sekans Analizi

RT-PCR ile cogaltilan ve sekanslanan BEFV Tiirk izolatt 14.901 nt
uzunlugunda bulunmustur. Elde edilen sekans dizilimi (BEFV/Ad12/TUR)
KY012742 kabul numarasi ile gen bankasina sunulmustur. BEFV Tirkiye
izolatma ait glikoprotein geni Israil izolat1 ile yakin iliskili bulunmustur. Tlrkiye
BEFV izolati genomu 14.901 niikleotit ve %33.94 oraninda G+C ihtiva
etmektedir. Calismada elde edilen tam genom sekansi niikleotit seviyesinde
Avustralya (BB7721) ve Cin (Bovine/China/Henan1/2012) izolatlar1 ile %91-92
oraninda benzerlik arz etmektedir. BEFV/Ad12/TUR ile
Bovine/China/Henan1/2012 susu ve BEFV/Ad12/TUR ile BB7721 suslarinin gen

ve protein diizeyindeki benzerlikleri Tablo 12’de sunulmustur.

BEFV/Ad12/TUR izolati G geni niikleotit dizisi ISR10/3 ve ISROO iki
Israil izolatina yiiksek derecede (%95-97) benzerlik gostermektedir. Diger taraftan
BEFV/Ad12/TUR G geni diger izolatlara daha az benzerlik gostermis ve oranlari
Cin-%93 (Bovine/China/Henan/2012), Japonya-%94 (ON-BEF-88-4),
Avustralya-%91 (BB7721) ve Tayvan-%93 (1996-TC-Taiwan izolati) olarak

hesaplanmustir.
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Tablo 12. BEFV Tiirkiye izolat1 (KY012742) ile Avustralya (AF234533)

ve Cin (KC788421) izolat1 arasindaki niikleotit ve amino asit eslestirilmesi

Turkiye-Avustralya Turkiye-Cin
Gen Nikleotit Amino asit Nikleotit Amino asit
G 91% 95% 93% 97%
N 92% 98% 94% 98%
P 87% 83% %88 87%
M 90% 97% 90% 98%
Gns 91% 92% 89% 71%
Alfa 1l 91% 92% 90% 94%
Alfa 2 91% 94% 90% 94%
Beta 95% 94% 91% 97%
Gama 92% 96% 91% 95%
Large 92% 97% 92% 97%

Filogenetik analiz sonras1 BEFV/Ad12/TUR izolat1 yakin iliskili oldugu
2000-2001-2004 Israil ve 2008 BEF Tiirkiye izolatlar1 ile cluster II’de

gruplandirilmis ve filogenetik kiimeleri Sekil 8’de gosterilmistir.
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2001/ TW/TNS 2001 Tarwan
~ 2001/ TW/TNT 2001 Tarwan
a5 | | 2001/TWI/TNS 2001 Taiwan
2001/TW/TN3 2001 Taiwan
2001/ TW/TNG 2001 Tarwan
TN-2004-124 2004 Taiwan
1996/TW/THN1 1996 Taiwan

13 JB76H 1976 China

[ -E‘— YHL 1966 Japan

2012TR/ICU15 Turkey
TR/ADA-1/2012 Turkey

LYC11 2011 China

78 2 LS112011 China

38! Shandong/China/2011 2011 China

1984/ TW/TN1 1984 Taiwan

21

82

Cluster]

ON-BEF-89-3 1989 Japan
ON-BEF-88-3 1988 Japan
ON-BEF-89-1 1989 Japan
ON-BEF-884 1988 Japan

18 BEFV/Ad127TUR
8JIL 2008 Turkey
2008/TR/CP62 2008 Turkey
2008/TRICP77 2008 Turkey
2008/TR/CP60 2008 Turkey
2008/TR/CP72 2008 Turkey
76 ISRO1 2001 Israel
Clikneesl — | ISROO 2000 Israel

ISR04 2004 Israel
IL 2000 2000 Israel

CS1619 Australia

CS1647 1984 Australia

BBT7721 1968 Australia

C51818 1970 Australia

CS1180 1982 Awustralia

Cluster III 100

0.01 237 C542 1975 Australia

Sekil 8. Gen bankas1 veri tabanindaki BEFV G gen bolgelerinin niikleotit

dizileri kiyaslanarak olusturulan filogenetik aga¢c (MEGAS5-neighbor-joining

metot)
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BEFV G protein antijenik bdlgelerin amino asit sekanslar1 Tiirkiye ve
Israil’den elde edilen BEFV izolatlar1 arasinda yiiksek derecede korunmustur.
Tiirk ve Israil izolatlar1 arasinda 503 pozisyonunda bir amino asit farkliligma (T
den A ya) rastlanmistir. Bu antijenik bolgelerdeki amino asit dizisi Cin, Japonya,
Tayvan ve Awvustralya izolatlar1 ile kiyaslandiginda birkag amino asit

varyasyonuna rastlanmistir (Sekil 9).

G3 G2 Gl G3 Gl

a5 6 168 bEL I AL 31 62 11 aEr 503

BB QAHHHLAKDEHYNEI FLTPCTINDSKTEGCPLEDITG KSFRSELNDKERLWEAR IENQTESDFD  YEEDEKFKFVNLNPHEK

Ausrafa  coi818 T P Toriiiiniianniins Keriiniae  mrasiiassiinsiees
L1647 rrrrraErimrens ieresssissiesissases e e LI LR L LL LT
3 e T ..

: ITOEL  asevvmerasrrame dssvasssssiassasissanas srassaasclasiaian,

China JBTEH T T - L LITET TR S
TEBATWITHL  civinnaninanns srrsmrisisnrinsasaies  pemes Y 3 P B osvisvinmsnaniian

Taiwan OLTWITNE  ciiiviiiiniias sissssssinsinminseinis  arssasis ETeiiiiis amrvenrenr .
OLTWITHID toviiannianiaas rorisasrenrasnnssnrers Hiverranrrannrens  smnssmreas . T

Amakuss-1 Erdmmutaersamns  dasasuas N -1 FAP PR B orvsrrasrvarrnnnes
BIUMH = ssnmsnssseameiaq  dAsdssesssidasasisiidd giaassasbliaiaasy 0 rriErrmes 3. """""" :;""

Japan OMBEROL:  covasvnnnnannns  sdsssesssrisssasisiais it
ON-BEF-28-3 T (R | B arvasriasrianenas
THL e O P L T sl
Tuk IMBITRICPED  ronevvnnninnnns  svrsrsssvssrasisnsan cravreen Tovviin ey errrenraneas :'
£y IGBTRIEETT  ooovroniinnin e PPN, S 5‘[
2003TRIDIMN «ooiieviiaiae T B T LT T RPN EECESETITE AT
Tsrael BRINL  voviverasrranrs  rhesisemsrsiinarnniens N L TPy 5.1
BRINZ  servsmraseraser  sksrsssssssssssssssses TR valeaaT

Sekil 9. Farkli tilkelerde ortaya ¢ikan BEFV’nin G ylizey proteini iizerindeki

antijenik bolgelerin (G1, G2 ve G3) amino asit dizilimlerinin hizalanmas1
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Turkiye, Cin ve Avustralya izolatlarin tam genom verileri kullanilarak
olusturulan benzerlik analiz sonuglar1 bu izolatlar arasinda herhangi bir homolog
rekombinasyon olayinin olmadigini ortaya koymustir (Sekil 10). Bu ¢alismanin

sonuclarina gére BEFV/Ad12TUR izolat1 Orta Dogu soyunda yer almaktadir.

SimPlot-Query: Turkey (2012 TRIADYM)
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Sekil 10. SimPlot paket programi kullanilarak olusturulan Tiirkiye, Cin ve

Avusturalya izolatlarinin tam genom niikleotit dizilerinin benzerlik grafik analizi

ile kiyaslamasi
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5.2. Bovine Ephemeral Fever Viriisiin Vero E6 Hucrelerinde Uretimi
Fare beyni adapte BEFV Vero E6 hicrelerine adsorpsiyonlu ydntemle

ekilmis ve olusan sitopatik odaklar sekilde gosterilmistir (Sekil 11).

Sekil 11. Fare beyni adapte 2012/TR/ADYMN BEFV izolatinin Vero E6

hiicresi enfeksiyonu. (A) Vero E6 kontrol hiicresi. (B) BEFV enfekte Vero E6
hiicresi 48. saat. (C) 56. saat (D) 72. saat (40x) (E) 72. saat (100x) (F) 96. saatteki

sitopatik odaklar (CPE)
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5.3. Bovine Ephemeral Fever Virus Glikoprotein ve NUkleoprotein
Inzort Bolgelerin RT-PCR ile Cogaltilmasi
Fare beyni adapte BEFV RNA’simnin tam uzunlukta G ve N primerleri
yapilan PCR reaksiyon sonucunda beklenen buyikliklerde amplikonlar elde
edilmistir. 1871 b¢ uzunlugundaki G geni ve 1372 bg uzunlugundaki N amplikonu

%]1 agaroz jelde goriintiilenmistir (Sekil 12).

1500 bg
1000 bg

500 bg

Sekil 12. BEFV enfekte Vero E6 lizat RNA’s1 RT-PCR sonuglarl. M:
Solis Biodyne 100 b¢ DNA merdiveni. Hat 1. BEFV tam uzunlukta N gen

amplikonu. Hat 2. BEFV tam uzunlukta G gen amplikonu. Hat 3. Negatif kontrol
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5.4. pcDNA4-G ve pcDNA4-N Rekombinant Vektorlerin Kimyasal
Transformasyonu
Kompeten hicrelerin secici LB kati besi yerinde bir gece inkiibasyonlari
(37°C) sonrast ¢ok sayida ampisilin direncli bakteri kolonisi olusmustur (Sekil

13).

Sekil 13. Rekombinant plazmidleri tagiyan transforme TOP10 kompeten

hicre kolonileri. (A) pcDNA4/lacZ kontrol plazmidi tasiyan koloniler (B)
PCDNAA4-N rekombinant vektor tasiyan koloniler (C) pcDNA4-G rekombinant

vektori tasiyan koloniler

Selektif LB kati besi yerinde cogalan koloniler ilgili rekombinant

vektorlerin varligr yoniinten PCR-koloni tarama yontemi ile arastirilmistir.
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5.5. Rekombinant Vektdrlerin PCR-Koloni Tarama Yodntemiyle Tespit
Edilmesi

Selektif LB kat1 besi yerinde olusan koloniler numaralandirilarak

inzortlere 0zgii primerlerin  kullanildigt PCR testinde templeyt olarak

kullanilmistir. Test sonucunda beklenen blyUkllikte amplikonlar elde edilmis ve

bu kolonilerin rekombinant plazmidleri tasiyan koloniler oldugu tespit edilmistir

(Sekil 14).

Sekil 14. Rekombinant vektorle transforme bakteri hucrelerinden elde
edilen kolonilerde G ve N genlerinin varliginin PCR koloni tarama ile
dogrulanmasi. Hat 1-3; G geni bulunduran koloniler, ~1800 b¢ Hat 4-6; N geni
bulunduran koloniler, ~1300 b¢ M; Agirlik markeri (Solis Biodyne, 100 bp DNA

merdiveni)

PCR tarama yontemiyle rekombinant plazmidleri blinyesinde barindiran E.
coli kolonilerinden birkag1 alinarak her biri 50 ml LB sivi (Ampisilin 60 pg/ml)
besi yerinde bir gece (37°C) ¢ogalmaya birakilmistir. Inkiibasyon sonrasi selektif

besi yerinde bakteriyel ¢ogalma goézlenmistir. Plazmid purifikasyon Kkiti ile
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purifiye edilen plazmidlere inz6rt bolgelere ait primerler ve vektore ait primerler
ile PCR yapilmis ve amplikonlar dizi analizine (lontek, Tiirkiye) gonderilmistir.
Dizi analizi sonrasinda ligasyonun sorunsuz ger¢eklestigi belirlenmis ve stop
kodonuna rastlanmamustir. BOylece glikoprotein ve nikleoproteini tam uzunlukta
sentezletecek rekombinant vektorlerin transfeksiyon ve immunizasyonlarda

kullanilabilir oldugu belirlenmistir.
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5.6. Gegici Transfekte Vero E6 Hucrelerin Zeocin Seleksiyonu

Vero E6 hiicrelerine Zeocin duyarlilik testi yapilmis ve bunun sonucunda
seleksiyon igin 60 pg/ml konsantrasyonda kullanimina karar verilmistir.
Seleksiyon amagl 21. giine kadar Zeocin ile muamele edilen transfekte Vero E6
hicrelerinin biiyiik bir kism1 6lmiis sonrasinda ise hiicreler gogalmaya baslamistir.
Bu asamada transfekte olmamis Vero E6 hicreleri kiiltiir ortamindan
uzaklastirilmis ve yalnizca transfekte hiicrelerin ¢ogalmasina izin verilmistir.
Sonug¢ olarak ilgili proteinleri daimi eksprese eden stabil hiicre hatlar

olusturulmustur (Sekil 15).

Sekil 15. Gegici transfekte (pcDNA4-G) Vero E6 hicreleri Zeocin

seleksiyonu (60 ug/ml). A-B; Zeocin seleksiyonu 7.gin, C; 10. gin, D; 14. gin,

E; 21. gun, F; 24. gin
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5.7. Transfekte Hiicrelerin Immunoperoksidaz Testi
BEFV G1 monoklanal antikoru ve 6X-Histag-HRP monoklonal antikoru
kullanilarak gegici ve stabil transfekte hiicreler immunoperoksidaz testi yapilmis

ve DAB kromojen ile genleri eksprese eden transfekte hiicreler gériintiilenmistir

(Sekil 16-17-18).

Sekil 16. pcDNA4-G transfekte Vero E6 hiicrelerinde BEF G1 monoklonal
antikoru kullanilarak yapilan immunoperoksidaz testi. (A) pcDNA4-G vektord ile
gegici transfeksiyonu yapilmis Vero E6 hiicreleri (B-C) pcDNA4-G vektoru ile

stabil transfekte Vero E6 hicreleri. (D) Kontrol Vero EG6 hiicresi (40X)
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Sekil 17. pcDNA4-N transfekte Vero E6 hicrelerinde 6X-His-Tag
monoklonal antikoru kullanilarak yapilan immunoperoksidaz testi. (A) pcDNA4-N
vektorii ile gegici transfeksiyonu yapilmig Vero E6 hiicreleri. (B-C) pcDNA4-N
vektori ile stabil transfeksiyonu yapilmis Vero E6 hiicreleri. (40X) (D) Kontrol

Vero E6 hiicresi (100X)
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Sekil 18. pcDNA4-G transfekte Vero E6 hiicrelerinde BEF G1 monoklonal

antikoru kullanilarak yapilan immunoperoksidaz testi. (A) pcDNA4-G vektor ile

stabil tranfeksiyonu yapilmis Vero E6 hiicresi. (B) Kontrol Vero E6 hiicresi

Immunoperoksidaz testi sonrasinda PcDNA4-G ve pcDNA4-N ile
transfekte edilmis Vero E6 hicrelerinde mikroskobik incelemeler sonrasinda
protein varligina isaret eden kahverengi boyanmalar gorilurken negatif kontrol

hiicrelerinde ise boyama ger¢eklesmedi.
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5.8. Rekombinant Proteinlerin SDS-PAGE ve Vestern Blot Analizi

Rekombinant proteinlerin purifikasyonu islemindeki ¢esitli asamalara
SDS-PAGE uygulandi ve sonrasinda piirifiye proteinler giimiis boyama yapilarak
ortaya konuldu. Bovine serum albumin (BSA) ve protein merdiveni referansinda
G protein ~77 kDa N protein ise ~55 kDa olarak belirlendi. Proteinlerin Vestern
blotlamadaki buyuklikleri ile kiyaslama yapilarak SDS-PAGE’de olasi bantlar
tespit edildi. Pirifikasyon islemi sonrasinda G protein N’ye kiyasla daha saf

olarak elde edildi (Sekil 19-20).

75 KDa mmpe

B5A =

HAT1  HAT2 HAT3 HAT4 HATS HAT6
Sekil 19. Purifiye rekombinant G protein SDS-PAGE analizi.
Hat 1; Protein Merdiven Hat 2; pcDNA4-G transfekte Vero E6 hiicre lizati

Hat 3-4-5; Farkli Imidazol konsantrasyonu ile yapilan eliisyonlar (50-100-150 mM

Imidazol) Hat 6; Purifiye rekombinant G protein (300 mM Imidazol ile eliisyon)

112



HAT1 HAT2? HAT4 HATS HAT6 LIZAT HATS HATY

Piirf. Oncesi {3: ﬁ} Piirf. Sonrasi

Sekil 20. Pdarifiye rekombinant N protein SDS-PAGE analizi.
Hat 1; BSA (~67 kDa), Hat 2; Protein Merdiven, Hat 4-5; 20mM Imidazolle
yikamalar, Hat 6; Santrifiij sonras1t pcDNA4-N transfekte hiicre lizat siipernatanti

Hat 8-9; Piirifikasyon sonras1 sirayla 300 mM ve 500 mM Imidazol ile eliisyonlar
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pcDNA4-G ve pcDNAA4-N stabil transfekte hicrelerinden elde edilen
purifiye proteinlerin yiiksek pozitif poliklonal sigir 1gG antikoru ile Vestern blot
analizi sonrasinda ~55 kDa biiyiikliigiinde N protein ve ~77 kDa biiyiikliigiinde G

proteini gorintiillenmistir (Sekil 21).

75 kDa

S50 kDa

Sekil 21. Purifiye rekombinant G ve N proteinleri ve yiiksek BEF pozitif
sigir serumuyla gergeklestirilen Vestern blot sonuglari. M; Renkli protein
merdiven, Hat 1; Purifiye N proteini, Hat 2; Kontrol Vero E6 hiicre lizati, Hat 3;

Purifiye G proteini

5.9. Bovine Ephemeral Fever Virus G protein ELISA

BEFV G protein ELISA kullanilarak pcDNA4-G immun farelerin son
immunizasyonlarina ait serumlar1 c¢aligilmistir. Son serumlara ait OD degerleri
gruplardaki birey bazinda incelendiginde yalnizca bir ve bes numarali farenin

belirlenen cutoff degerini astigi digerlerinin ise bu degerin altinda kaldig
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belirlendi. Buna ragmen pcDNA4-G immun grubundaki tim bireylerde negatif
gruplardan daha yiiksek IgG antikor sonug¢ alindi. Bu sonuclar, pcDNA4-G
immunize tim farelerde humoral yanmitin agiga ¢iktigimi gostermektedir. Testin
degerlendirmesinde son serum &rneklerine ait bu testin cutoff degeri 0.965 olarak

hesaplandi (Sekil 22).

G ELISA
2.5- o pcDNA4-G

201 = - . m BEFV

] === cutoff

OD degeri

1.0+ L ECTTTTSRIRTVRRRRERT T T FERE

0.5

0.0

Hayvan no.
Sekil 22. BEFV ve pcDNA4-G immun farelere ait son serumlarin birey
bazinda BEFV G ELISA antikor dlcimleri. Cutoff degeri tiim negatiflerin son
serum OD ortalamas1 + 3% Standart sapma formull ile hesaplanan 0.965

degerini gostermektedir
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Sonuglar ayn1 zamanda grup bazinda ginlere gore degerlendirilmis ve ayni
gine ait grup ortalamalar1 hesaplanarak negatif kontrollerle ikili olarak
kiyaslamalar1 yapilmistir. Buna gére pcDNA4-G immun gruba ait serumlarin
ortalama OD degeri plazmid kontrol grubu (p<0.05) ve PBS immun grubu
(p<0.001) ile kiyaslandiginda 30. giinde anlamli bir fark ortaya c¢ikmaktadir.

BEFV immun grup ise bu farki 13. giinde ortaya ¢ikarmistir (p<0.001) (Sekil 23).

G ELISA
2.51
i pcDNA4-G
2.0 i pcDNA4-LacZ
it Bl PBS immun
1.5- EE BEFV

OD degeri

Giinler

Sekil 23. Immunize farelere ait serumlarin BEFV G ELISA antikor
olcimleri. Grafik her bir deney grubundaki bireylerin OD degeri ortalamasini
standart hatalarla birlikte gostermektedir. Ayni giin sonuglarina ait farkli harfler (a,
b, c¢) gruplar arasindaki farkliligi, ortak harf tasimalari durumunda ise gruplar
arasindaki benzerligi ifade etmektedir. Farkin anlamlilik derecesi * ile
gosterilmistir. Tek yildiz (*) p<0.05 oldugunu ti¢ yildiz (*¥**) p<0.001’i

belirtmektedir. Yukari ok isareti (1) ise immunizasyon giinlerini ifade etmektedir
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5.10. Rekombinant N Protein ELISA

Rekombinant N protein ile indirek ELISA gerceklestirildi ve deney
farelerine ait serum ornekleri ¢alisildi. Son serumlara ait OD degerleri gruplardaki
birey bazinda incelendiginde yalnizca iki ve (¢ numarali farenin belirlenen cutoff
degerini astig1 digerlerinin ise bu degerin altinda kaldig: belirlendi. Bir numaral
hayvana ait serum 6rnegi ise cutoff degerine ¢ok yakin OD degerine rastlandi. Bu
degerlendirmede son immunizasyon verilerine ait bu testin cutoff degeri 1.239

olarak hesaplandi (Sekil 24).

N ELISA
3.0 e pcDNA4-N
259 4 - m BEFV
n
T 2.0 - S === cutoff
o)) | ]
S 151 o
=) PR Recereecnneecnnnenee. S
O 1.4 * o
0.5
0-0 ) ) L) I 1 ) L
1 2 3 4 5 6 7
Hayvan no.

Sekil 24. BEFV ve pcDNA4-N immun farelere ait son serumlarin birey
bazinda rekombinant N protein ELISA antikor olgtimleri. Cutoff degeri tiim
negatiflerin son serum ortalamas1 + 3% Standart sapma formuli ile hesaplanan

1.239 degerini gostermektedir
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Sonuglar ayn1 zamanda grup bazinda giinlere gore degerlendirildi ve ayni
giine ait grup ortalamalar1 hesaplanarak ikili olarak kiyaslamalar1 yapildi. Buna
gbre pcDNA4-N immun gruba ait OD ortalamasi PBS-immun grup ortalamasi ile
kiyaslandiginda 13. giinden itibaren anlamli bir fark ortaya ¢ikmakta (p<0.05) ve
30. giinde fark artarak devam etmektedir (p<0.001). pcDNA4-N immun grubu
plazmid kontrol grubu ile kiyaslandiginda ise fark 30. giinde anlamli hale
gelmektedir (p<0.001). BEFV immun grubun ortalama OD degeri 13. glinden
itibaren tim gruplarla anlamli bir fark ortaya c¢iktigi goriilmektedir (p<0.001)

(Sekil 25).
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2.0+

1.5+

OD degeri

N ELISA

Giinler

pcDNA4-N
pcDNA4-LacZ
Bl PBS immun
EE BEFV

Sekil 25. immunize farelere ait serumlarin rekombinant N protein ELISA

ile antikor Ol¢timleri. Grafik her bir deney grubundaki bireylerin OD degeri

ortalamasini standart hatalarla birlikte gdstermektedir. Ayni1 giin sonuclarina ait

farkli harfler (a, b, ¢) gruplar arasindaki farkliligi, ortak harf tagimalart durumunda

ise gruplar arasindaki benzerligi ifade etmektedir Anlamlilik derecesi * ile

gosterilmistir. Tek yildiz (*) p<0.05’i iki yildiz (¥*) p<0.01°1 ii¢ yildiz ise (***)

p<0.001’1 belirtmektedir. Yukar1 ok isareti (1) ise immunizasyon giinlerini ifade

etmektedir

5.11.

Bovine Ephemeral Fever Virus Plak Test

Vero E6 hiicreleri alti kuyucuklu hiicre kiiltiir kabinda kiiltiire edilmis ve

fare beyni adapte BEFV’nin seri diliisyonlar1 adsorpsiyonlu yontemle ekilmistir.

Overlay vasati ile kaplanan hiicreler dort giin boyunca mikroskop altinda sitopatik

odaklar yoniinden incelendi. Doérdincl gunin sonunda sitopatik odaklarin belirgin
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hale geldigi hiicreler tespit edilerek kristal viyole sollisyonu ile boyandi. Titresi
bilinmeyen viriis stogunun 107 diliisyonunda yaklasik 15 viriis plag: sayildi. Daha

once belirtilen virls titresi hesaplama formulinden faydalanilarak fare beyni

adapte viriis stogunun titresi 0,3x10° PFU/mlI olarak hesapland: (Sekil 26).

=

= ! _ “_ _ - ! \ = ’ mw |
10 103 (15 plak) 107

Sekil 26. Vero E6 hiicresinde BEFV’nin plak titrasyon testi

120



5.12. Deney Gruplar Plak Rediiksiyon Notralizasyon Testi

Her bir deney grubuna ait nétralizan antikor diliisyon ortalamalar1 ikili
gruplar halinde kiyaslandiginda pcDNA-4 G immun grubun 20. ve 30. gin
degerleri negatif kontrol gruplar1 ortalamasindan yiksek BEFV immun grubun
ortalamasindan diisik bulundu. Sonugclar istatiksel agidan incelendiginde
pcDNA4-G immun grup ile negatif gruplar arasinda 20. giinde (p<0.05) ve 30.
ginde (p<001) ortaya ¢ikan bu farkin anlamli oldugu belirlendi. BEFV immun
deney grubunda nétralizan antikor diliisyon ortalamalari ikili gruplar halinde
kiyaslandiginda 13. gunde negatif kontrol gruplarina ve pcDNA4-G immun
gruplarina nazaran daha yiiksek ortalama elde edildi. Ortaya ¢ikan bu fark anlam

teskil etmektedir (p<0.001) (Sekil 27).

Tablo 11’de PRNT5p sonuglart ve nétralizan antikorlarin BEFV’yi kiltur
ortaminda inhibe etme yiizdeleri verilmistir. Bu sonuglara goére pcDNA4-G
immun gruptaki birinci ve besinci farelerin antikor titreleri 1:20 serum
diliisyonunda %50 inhibisyon degerini gectigi i¢cin ndtralizan antikor titreleri de
1:20 olarak kabul edildi. Ayn1 gruptaki diger fareler ise 1:10 serum diliisyonunda
%50 inhibisyon degerini gecmis ve 1:20 diliisyonda bu oranin altinda
kalmaktadir. Dolayisiyla bu farelerin nétralizan antikor titreleri de 1:10 olarak
kabul edildi. Bir ve bes numarali fare serumlar1 1:20 oraninda sulandirildiginda
~%70 oraninda BEFV’yi inhibe etttigi belirlendi. PRNTsy sonuglarina gére BEFV
immunize farele serumlarindan besi 1:80 ikisi 1:40 serum dilisyonunda BEFV’yi
%50°’nin {izerinde inhibe etmistir. BEFV immun serumlarim 1:160 oranda
dilusyonu ise %50’nin altinda inhibisyon gostermektedir. Buna gbére BEFV

immun farelerden besinde antikor titresi 1:80 ikisinde ise 1:40 olarak hesaplandi.
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pcDNA4-N immun grubu ve kontrol gruplarina ait fare serumlarinda

noétralizan antikor yanit alinamamustir.

PRNT 5,
80
pcDNA4-G
o 657 pcDNA4-LacZ
o PBS immun
s 501 BEFV
S
é 35+ ---- Egik Deger
©
<
2

Gunler
Sekil 27. PRNTs testi ile deney gruplarinin nétralizan antikor dlglimleri.
Grafikteki stitunlar her bir gruptaki bireylerin giinlere gére NA diliisyonlarinin
ortalama degerlerini gostermektedir. Esik deger 1:10 sulandirmasi ifade
etmektedir. Grup ortalamalar ikili gruplar halinde istatistiki olarak kiyaslanmistir.
¥k p < 0.001’t belirtmektedir. Yukar1 ok (1) immunizasyon giinlerini

gOstermektedir
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Tablo 11. pcDNA4-G immun fare serumlari PRNT5, sonuglari

Bir Numarah Hiicre Kultur Pleyti

ki Numarah Hiicre Kiiltiir Pleyti

Serum  Neg. Kontrol Fare 1 Fare 2 Fare 3 Fare 4 Neg. Kontrol Fare 5 Fare 6 Fare 7

Dilisyon  Plak Plak % Plak % Plak % Plak % Plak Plak % Plak % Plak %

Orani Sayist Sayist Sayist . Sayist1 | . . .

Sayist Inhib. Inhib. Inhib. Inhib. Sayisi Sayisi Inhib. Sayisi Inhib. Sayis1 Inhib.

1:10 28 0 100 2 92.8* 8 71.4* 4 85* 26 0 100 6 76.9* 7 80.7*
1:20 34 10 70.5* 20 411 26 235 19 441 29 8 72.4* 18 37.9 20 411
1:40 32 24 25 34 - 29 - 29 - 27 21 222 26 - 25 -
1:80 35 33 - 32 - 36 - 32 - 30 28 - 31 - 31 -

(-) %10’un altindaki inhibisyon degerlerini belirtmektedir. (*) BEFV’yi %50 ve tizeri oranda inhibe eden en yiiksek serum diliisyon oranlarmi ifade etmektedir. Bu oranlar nétralizan

antikor titresi kabul edilmistir.
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5.13. pcDNA4-G ve pcDNA4-N immun Serum Vestern Blot Analizi

BEFV fare beyni adapte virisin G ve N proteinlerinin G ve N
rekombinant plazmid immun serumlar ile gosterilmesi deneyinde ~50 kDa
biiyiikligiindeki N proteini ve ~80 kDa biiytikliigiindeki muhtemel G proteinin

Vestern blot gorintlsi ortaya konuldu (Sekil 28).

1 kDa

Sekil 28. BEFV G ve N proteinlerin pcDNA4-G ve pcDNA4-N immunize
fare serumlart ile gosterildigi Vestern blot deneyi. N; pcDNA4-N immun fare
serumu. M; 10-180 kDa protein merdiveni (Abcam, Ingiltere). G; pcDNA4-G

immun fare serumu
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6. TARTISMA

Bu tezde yuksek patojenik 2012/TR/ADYMN BEFV izolatinin tam genom
dizilemesi yapilmis ayrica, rhabdoviriislerde koruyucu yanitin olusmasinda
onemli rollere sahip G ve N proteinlerine ait genleri haftalik BALB/c farelerinde
eksprese  eden DNA  asisinin  gelistirilmesine  yonelik  galigmalar

gergeklestirilmistir.

Bir mikroorganizmaya ait gen bolgesinin veya tam genomun yalnizca
nikleotit  dizisi  bilinerek  molekiler seviyede tamamen karakterize
edilebilmektedir. Gilinlimiizde DNA dizileme teknigindeki gelismeler genom
organizasyonu, gen yapisi, islevi ve dilizenleme mekanizmalarinin agiga
cikarilmasina Onemli katkilar saglamig ayrica amino asit dizileri ve gen
tirtinlerinin degisimine neden olan mutasyonlar ve bir bireyi/susu digerlerinden

aytran dizilimler belirlenebilmistir (146).

Viriis evriminin ve epidemiyolojisinin anlagilabilmesi, salgin analizlerinin
yapilabilmesi ve miicadelede kullanilacak asi adaylarinin belirlenebilmesi viral
genotiplemenin Onemini ortaya koymaktadir. Viral enfeksiyonlara yonelik
koruyucu tedbirlerin alinabilmesi i¢in atilacak ilk adim enfeksiyon odagindan
virusun izole edilmesi, ikinci olarak da 6zellikle molekiler dizeyde tam veya
kismi tiplendirmesinin yapilmasidir. Bu tez ¢alismasi ile 2012 yilina ait BEF
Tiirkiye salginlarindan izole edilen yiiksek patojenik BEFV’nin tam genom
genetik karakterizasyonu yapilarak virtsun ileri dizeyde kimliklendirilmesine
katki sunulmustur. Sekanslama caligsmast esnasinda viriisiin gen degisimleri

dikkate alindigindan Vero E6 hicrelerinde ilk pasaj virtslerle sekanslama
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yapilmistir. Yapilan bu uygulamanin niikleotit dizilimine oldukg¢a diisiik etkisi
olacagina inanilmaktadir. Benzer ¢alismada Zheng ve ark. (2012) kan, fare beyni
adapte ve BHK-21 adapte BEFV’nin niikleotit dizilimini kiyaslamis ve diistik
pasaj seviyesinde onemli bir etki yaratmadigimi ortaya koymustur (83). Ayrica
PCR ile cogaltilacak bolgelerin dogru okuma i¢in Onerilen sinirlar iginde olan
600-800 b¢ uzunlugunda olmasina Gzen gosterilmistir. Ayrica, RT-PCR ile

cogaltma esnasinda yiiksek dogrulukta okuma yapan enzimler tercih edilmistir.

BEFV’nin tek serotipi bulunmasina karsin ortaya ¢ikan genogruplar
arasinda 6nemli antijenik varyasyonlar bulunabilmektedir. BEFV G protein geni
rekombinasyonun bulunmamasi ve kararli hizalama sunmasi sebebiyle tam genom
temsilcisi konumundadir, bu 6zelligi ile faydali bir genotip belirleyicisidir 46).
Ayrica tip sipesifik noétralizan antikor bélgeleri tasimasi sebebiyle cografik
filoanaliz i¢in kullanilabilmektedir. Glikoprotein geni filogenetik analizine gore
BEFV (g cluster’e (Uzak Dogu, Orta Dogu ve Avustralya) ayrilmaktadir (46, 53,
82, 83). Bu tez galismasinin sonuglarina gore BEFV/Ad12TUR izolat1 Orta Dogu
soyunda yer almaktadir. BEFV/AdI2TUR izolatinin G geni 2000-2004 Israil
izolatlar1 ile %95-97 benzerlik gostermektedir. Bu sonuglar 2012 yilinda ortaya
cikan bu viriisiin Israil ve Tiirkiye’de ge¢mis yillardan beri sirkiile oldugunu
gOstermektedir. Fakat diger arastirmacilar iilkemizde ayni yil elde -ettikleri
izolatlari1 (2012/TRCU15 VE TR/ADA-1 2012) Cin ve Tayvan izolatlar ile
yakin iligskili bulmus ve cluster-1 igerisindeki Uzak Dogu soyunda
gruplandirmiglardir (48, 53). Bu verilere gore iilkemizde ayni yil ve bolgede iki

farkli genotipin sirkiile oldugunu séyleyebiliriz.
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BEFV dahil pek ¢ok viruste genotipik farkliliklarin virtilens tizerine etki
yaptig1 diisliniilmektedir. Tiirkiye’de vaka Oliim oranm1 2008 salgininda %1-4
arasinda iken bu oran 2012 yilinda ise incelenen birgok giftlikte %20’e ulagmistir
(46, 53, 147). 2008 ve 2012 yillarinda etkilenen hayvanlarin yetistirme yoni ya da
yas gruplar1 arasinda 6nemli bir farklilik bulunmamasindan dolayr vaka olim
oranindaki bu artis1 viral genomdaki mutasyonlara yorumlayabiliriz. ikinci ihtimal
ise 2012 yilinda iki farkli clusterdeki viriisiin kosirkiilasyonu ciddi BEF salginina
yol agmis olabilecegidir (48, 53). Bu durum igin net bir cevabimiz bulunmamakta
ve mevcut itibariyle sebep belirsizligini korumaktadir. Bu sebepten, ileri
calismalar yaparak BEF’in patogenezinde mutasyon ve kosirkilasyonun rolun
ortaya ¢ikarmak gerekmektedir. Bu nedenle gelecekte bu viriislerin kullanildigi
deneysel enfeksiyonlar ve reverz genetik calismalar1 gergeklestirilmeli viriilens

genler ortaya konmalidir.

Filogenetik analiz sonuglari, BEFV izolatlar1 arasindaki filogenetik
iliskilerin cografi konumla yakindan iligkili oldugu sonucunu destekler niteliktedir
(83). Buna gore eger izolatlar birbirine yakin konumdaki ¢evre iilkelerden elde
edilmis ise BEFV suslar1 arasindaki yakin genetik iliskilerin olabilecegi sonucuna
varilabilmektedir. Ayni sekilde eger izolatlar birbirine ¢ok uzak bolgelerden elde
edilmis ise uzak iliskiye sahip oldugu sonucuna varilmaktadir. Bu agidan 6zellikle
hastaligin goriildiigi bir iilkeye komsu olan ve BEFV insekt vektorleri icin uygun
cevre sartlar tagiyan iilkeler salginlar1 dikkatle takip etmeli ve her an asilama igin
gerekli tedbirleri almalidir. He ve ark. (2016) BEFV Uzak Dogu soylarinin Orta
Dogu ve Avustralya soylar1 arasindaki rekombinasyondan ortaya ¢iktigi sonucunu

cikarmiglardir (47). Ancak bu tez calismasinda Turkiye, Cin ve Avustralya
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izolatlar1 arasinda similarity plot ve boot scanning analiz sonrasinda herhangi bir

rekombinasyon durumuna rastlanmamustir.

Bu tez calismasi ile birlikte Tiirkiye BEFV izolatinin tam genomu ilk kez
sekanslanmistir (Genebank: KYQ012742). Ayrica diger iilkelere de ait ¢ok sinirli
sayida BEFV tam genom verisi mevcuttur. Bu nedenle bu tezde elde edilen
sonuglarin BEF’in kiiresel epidemiyolojisi ve jeodinamiklerini ortaya ¢ikarmaya
ve koruyucu tedbirlerin alinmasina yonelik faydali olacagi kanisina varilmistir.
Ayrica ¢alismada kullanilan viriistin 2018 yilina kadar ortaya ¢ikmis son Klinik
BEF salginina ait oldugu ve salginlarin alisik olmadik sekilde yliksek mortalite ile
seyrettigi diistiniiliirse elde edilen verilerin ne kadar énemli oldugunu séylemek

yerinde olacaktir (43, 46, 48, 79, 80).

Bovine ephemeral fever erken ddonemde tedavi amagli uygulamalarin (non-
steroid anti-inflamatuvar uygulamasi, kalsiyum takviyeleri vs.) fayda sagladig
nadir viral hastaliklardan biridir. Ancak klinik bulgularin ani ve hizli sekilde
ortaya cikmasiyla yiiksek sigir popiilasyonuna sahip yetistirme bolgelerinde tim
hayvanlara midahale edilmekte ge¢ kalinmas1 muhtemeldir. Bu slre icerisinde bir
cok verim kaybina yol agmasi, 0limlerin gorilmesi ve ticari kisitlamalara yol
acabilmesi nedeniyle koruyucu tedbirlerin alinmasi daha ¢ok onerilen bir
yaklasimdir (6, 86, 97, 100, 103, 137). BEFV’ye kars1 korumada en 6nemli tedbir
asilamadir. BEF’e kars1 inaktif, rekombinant, atentie ve subunit asilar gelistirilmis
ve bunlarin bir kismi1 sahada kullanim alani bulmustur. GuUnimize kadar Ki
hazirlanan asilardan en etkin olani canli ateniie asinin Quil A saponin ile birlikte
verilmesinden elde edilmistir (134). Yogun sivrisinek poputlasyonu bulunan

bolgelerde yapilan canli asilar bir risk dogurabilmektedir. Canli as1 susunun
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sivrisinekler tarafindan alinarak gerek kendi aralarinda gerckse sigirlarda dogal
pasajinin ger¢eklesmesi bu virtisiin mutasyonlarla tekrar virllens kazanabilecegini
diisiindiirmiis ve arastirmacilarin bir kism1 bu astya karsi ¢ikmistir. Ayrica canli
asinin hazirlanmas1 asamasinda olusacak bir kontaminasyon hayvan sagligi
acisindan bliyiik riski de beraberinde getirmektir (124, 130, 139). Atenle asilarin
ancak tekrarli inokiilasyonlari BEF’e kars1 koruyucu yaniti uyarmaktadir. Bu
durum ateniiasyon islemi esnasinda viriisiin patojenitesinin yaninda antijenitesini
de kaybettigini gostermektedir. Bu sebeple arastirmacilarin bir kismi atenie
asilarda adjuvan kullanarak etkinligi artirma yoluna gitmistir. Bu durum ise

maliyeti artirmistir.

Inaktif asilar giivenlidir ve uygun adjuvan ile verildiginde koruyucu
antikor titresini uyarabilmektedir. Ancak virst inaktif hale getirme ve adjuvan
kullanma gereksiniminin maliyeti artirmas1 bu asinin dezavantajlar1 arasinda yer
almaktadir. Asinin giivenli sayilabilmesi hazirlanan asidaki canli viriis tamamen
inaktif hale ge¢mis olmalidir. Bazi adjuvanlar istenmeyen tiirden reaksiyonlar
olusturabilmekte ve tekrarli kullanimi sonrasinda ise hiicresel proteinlere karsi
sitotoksisite gelistirebilmektedir. Inaktif asilama sonrasi antikor titresinin hizla
diismesi ve kisa siireli koruyucu yanit olusturmast bu asmin bir diger
dezavantajini teskil etmektedir. BEF’e kars1 gelistirilen inaktif agilarin koruyucu
yanit1 uyarmasi konusunda celiskili raporlar mevcuttur. Israilde water in oil in
water emulsifiye (Montanide ISA 206) inaktif asis1 gelistirilmis ve tgilinci
asillama sonrasi antikor titresi 1:256’a ulasmasina ragmen saha viriisiine karsi
koruyucu etkinlik %50 olarak bulunmus ve bu durum hayal kirikli§1 yaratmis ve

aragtirmacilar hiicresel yanitin dnemini vurgulamistir (124, 132, 135, 138, 139).
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Subunit asilar viral proteinlerin deterjanla ayrilarak piirifiye edilmesi ya da
rekombinant DNA teknolojisi ile eksprese edilen proteinlerin saflagtirilmasi ile
hazirlanabilmektedir. Yapilan ¢alismalarda subunit asilarin etkinligini artirmak
icin adjuvana gereksinim duyulmus buna ragmen subunit asilar da inaktif asilara
benzer sekilde yetersiz kalmistir. Cin’de yapilan bir ¢alismada hayvanlara verilen
G subunit agsist sonrast 6. ayda %50 koruma saglarken 9. ayda koruma
saglamamistir (134). Avustralya’da gelistirilen Quil A adjuvanli G protein asisi
ise 104. giinde deneysel enfeksiyona karsi %100 koruma gostermistir. Subunit
asilarda proteinleri piirifiye etme gereksinimi, adjuvanizasyon islemi esnasinda
viral proteinlerin konformasyonunda meydana gelen degisimler bu tlrden asilarin

olumsuz yanlaridir (74).

Bovine ephemeral fever’a karsi hazirlanmis viral vektor tabanli asilar
yuksek dizeyde hiicresel ve humoral yanmit olusturmayr basarmistir. Ancak
bunlarin bir kismi1 deneysel enfesiyondan korunmada basarisiz olmustur (140,
141). Ayrica viral vektor tabanli asilarda konakg¢r genomu ile aralarinda gen
transferi meydana gelebilmektedir. Bunlara ilaveten vektor viriise karsi dnceden
varolan bagisiklik sebebiyle viral vektorii hedef alan antikorlar vektdrln
cogalmasini engelleyebilmektedir. Bu nedenle tekrarli inokiilasyonlar1 da

elverigsizdir (18, 19).

Rekombinant DNA asilarinda birgok virlis icin biiyiik gelismeler
kaydedilmis ve bu sonuglar 6zellikle diger as1 tiirlerinin olumsuz yanlarini ortadan
kaldirma adina gelecek igin umut verici olmustur (148). Ozellikle son zamanlarda
ilk doz DNA asist ve booster dozlarin subunit, inaktif ya da viral vektor tabanl

asilarla saglandigi ‘DNA priming-subunit/killed vaccine/viral vector boosting’
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konsepti ile daha iyi neticeler alinmistir. Ozellikle bu kombinasyonda daha iyi
hiicresel yanit alinabilmekle birlikte ve vektor tabanli asilarin tekrarli dozlarda
ortaya cikan inhibisyon sorunu ortadan kaldirabilmektedir. Ayrica maliyeti de
diistirebilmektedir. Olumsuz yani iki farkli asi tipinin hazirlanmasidir (3, 12, 33,

34, 35, 149).

Bu tezde G ve N genlerini farelerde cksprese eden DNA asisinin
olusturulmasi hedeflenmistir. Bu amacla cDNA’lara doniistiirlilen gen bélgeleri
pcDNA4/HisMax® TOPO® ekspresyon vektériine klonlandi. Asilama ncesi
plazmidlerin gen duzeyinde ekspresyonu (mMRNA) RT-PCR ile protein
duzeyindeki ekspresyonu ise Vestern blot ve immunoperoksidaz yontemleri ile

ortaya konuldu.

pcDNA4-G ve pcDNA4-N plazmidleri ile asilanan deney farelerinde
antikor yanitlar 6lgiildii. Indirek ELISA testi ve notralizasyon testi ile bu
proteinlere kars1 antikor varligma rastlandi. Noétralizan antikor yanitlar plak
rediksiyon notralizasyon testi ile Olculdi. Plak rediksiyon notralizasyon testi
sonuglarit PRNT5sq’e gore degerlendirildi. Bovine ephemeral fever viris igin altin
standart olan serum mikronotralizasyon testininin bu etken igin standardize
edilmemis olmasi as1 ¢alismalarinda geligkili sonuglar ortaya cikarabilmektedir
(132). Bu nedenle mevcut calismada PRNT tercih edildi. Bu tez calismasinda
ELISA ve PRNT5p sonuglar tutarli ¢ikmistir. PRNT5p sonucuna gore en yiiksek
ndtralizan antikor yanit ortaya ¢ikaran fareler indirek ELISA testinde de yiiksek
antikor yanit ortaya koymustur. Beklendigi gibi pcDNA4-G plazmidi ile asilanan
farelerde notralizan antikor olusurken diger gruplarda noétralizan antikor

olusmamistir. ELISA ve PRNTsg sonuglarina gore DNA asis1 verilen gruplardaki
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antikor degerleri ve ortalamalart BEFV immun gruptan daha diisiik ¢cikmistir. Son
immun serum (30. giin) kullanilarak yapilan indirek ELISA sonuglarina gore
pcDNA4-G ve pcDNA4-N immun grubundaki farelerden yalnizca ikisi
hesaplanan cutoff degerini asabilmistir. BEFV immun gruptaki farelerin ise
tamami1 cutoff degerini asmistir. Mevcut ¢alismada her ne kadar cutoff degerine
gore rekombinant vektor immun ¢alisma grubundaki az sayida farede pozitiflik
belirlenmis olsa da bu guplardaki OD degerleri kontrol gruplarina gore daha
yiiksek ve cutoff degerine yakin bulunmustur. Calismada cutoff degeri {li¢ standart
sapmaya gore hesaplanmistir. Sayet bu deger, bazi ELISA caligmalarinda oldugu
gibi, iki standart sapmaya gore hesaplanacak olsa idi bir ¢ok fare pozitif

belirlenecekti.

Calisma bir aylik siiredeki antikor yanit1 ortaya ¢ikarmaya yonelik dizayn
edilmistir. Atteniic ve inaktif asilara kiyasla DNA asilarinin dezavantajlarindan
biri antikor yamitin yavas gelismesidir. ilerleyen zamanlarda bu yanitin artmasi
muhtemeldir. Bu c¢alismanin sonucuna gore BEFV immun gruptaki denecy
farelerinden 13. giin antikor yanit alinabilirken pcDNA4-G ve pcDNA4-N immun
gruptaki farelerde ise yanit daha gec ortaya ¢ikmistir. Bu durum DNA asilarinin
diger tiirden asilara gore daha gec yanit ortaya ¢ikarmasi bilgisi ile ortiismektedir.
Bu durumu degistirmek adina arastirmacilar tarafindan elektroporasyon ve gen
tabancasi gibi transfer sistemleri tercih edilebilmektedir (28). Son ¢alismalarda bu
husus dikkate alindigindan dolayr immun yanitin kisa siirede olusmasi icin lenf
yumrularina yakin bdlgeler tercih edilebilmektedir. Bu calismadaki diisiik ve
yavas gelisen antikor yamitin sebeplerinden biri asinin  uygulama yolu

olabilmektedir. Daha kolay ve genel bir uygulama yolu olmasindan dolay1 bu
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calismada deney gruplarina immunizasyonlarin kas i¢i yapilmasi tercih edilmistir.
Ancak Kas i¢i uygulama sonrasi ¢ogunlukla miyositler transfekte olmaktadir. Bu
bolge dentritik hiicrelerle donatilmamistir ve miyositlerin MHC 11 ile CD4™ T
hiicrelerine antijen sunma yetenegi Yyoktur dolayisiyla olusan yanit hiicresel
agirlikli ve antikor yanit daha diisiik seviyeli sekillenmektedir. Ayrica bu bolgeye
yapilan asilamalarda serum proteinleri tarafindan meydana gelen DNA
degradasyonu daha fazla olmasi ekspresyonlarin seviyesini diisiirerek antikor
yanmitin daha ge¢ ortaya ¢ikmasina sebep olabilmektedir (15, 22). Bu amagla
ilerleyen zamanlarda hem MHC-1 ve MHC-II molekiilii tasiyan profesyonel
antijen sunucu hiicrelerin yogun bulundugu (deri) ve onlarin da transfeksiyonunu
igerecek sekilde asilamalar yapilarak elde ediecek sonuclar bu ¢alismanin sanucu

ile kiyaslanabilir.

Bu tezde, asi etkinliginin artirilmasi, degradasyonlarin en alt seviyeye
diistiriilmesi amaciyla son donemde transfeksiyon c¢alismalarinin populer ajam
Lipofektamin 2000 kullanilmis olup c¢alismaya bu yoniiyle de 06zgiin deger
kazandirilmistir. Deneme hayvanlarina 100 pg plazmid ile %10’u oraninda (10 pl)
lipofektamin ile karistirilarak verilmistir. Lipofektamin, katyonik lipid icermekte
ve lipozomal ajan olarak kimyasal adjuvan sinifinda yer almaktadir. Ozellikle
enjeksiyon sonrast DNA’nin  degradasyonunu biiyiik olgiide onledigi
bilinmektedir. Ayrica, plazmidin endozomlardan kagisini kolaylastirmakta ve
plazmidin g¢ekirdege ulasmasinda da etkin rol oynamaktadir (22, 23). Calismada
Lipofektaminin kullanilmadigi pcDNA4-G ve pcDNA4-N immunize deney
gruplarin olmamasi nedeniyle Lipofektamin kullaniminin ne derecede etkinligi

artirdig1 bilinmemektedir. Ayrica farkli miktarlarda lipofektaminin test edilmemis
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olmasi ortaya c¢ikan diisiik yanitin lipofektamin miktarindan kaynakli olup
olmadig1 konusunda belirsizligini korumaktadir. Sunu séylemek gerekir ki bu
calisma lipofektaminin hangi miktarlarda kullanilmasi gerektigi tizerine dizayn
edilen bir calisma olmadigindan bu konu su an ig¢in arka planda kalmaktadir.
Lipofektamin miktarinin artirilmasi maliyetin de artmasina yol agacaktir ancak
daha diisiik miktarla benzer sonuglarin alinmasi konusunda bu tlrden bir 6n

calismanin yapilmasi siiphesiz fayda saglayacakti.

Asilamalar arasinda yeterli araliga izin verilmez ise antijen ve yardimci T
hiicreleri arasinda yeterli etkilesim olmayabilir ve bu durum yetersiz immun
yanita uyarimina sebep olabilmektedir. Bu tezde birinci immunizasyondan iki
hafta sonra ikinci as1 yapilmis son asilama ise ikinci asidan bir hafta sonra
uygulanmistir. Bu siirenin immun yanit igin yeterli oldugu diistinilmektedir.
Ancak farkli araliklarda denemeler yapilmadigi i¢in net bir sey sdylemek miimkiin
degildir.

Bu tez calismasinda model olarak BALB/c faresi tercih edilmistir. PRNT 5
sonuglarina gore en yiiksek antikor yanit 1:20 seklindedir. Ayni siire igerisinde
BEFV immunize hayvandan alinan antikor titresi 1:80 bulunmustur. Bir sigir yada
buzagida 1:20 NA yanit alinmis olsaydi Kkoruyuculuk yetersiz oldugu
sOylenebilirdi. Ciinkii aragtirmacilarin  bir kismi  mikrongtralizasyon testi
sonuclarina gore BEFV’e karsi gereken koruyucu titrenin sigirlarda 1:32-64
arasinda degistigini belirtmiglerdi (134, 150). Ancak yapilan ¢aligmalarda
koruyuculugun yalnizca nétralizan antikorla degerlendirilemeyecegine dair veriler
mevcuttur (124, 130, 132). Della porta ve ark. (1979) yaptiklar1 ¢aligmada canli

as1 ile asilanan hayvanlarda nétralizan antikor gelismemesine ragmen hastaliktan
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korudugunu rapor etmis ve benzer sekilde kuduz wviriisiine karst direncte
noétralizan yanita ihtiya¢ olmadigini belirterek bu sonucu desteklemistir (133).
Yine ayni ¢calismada diisiik pasaj seviyesinde iiretilen esdeger 6zellikteki canli ve
inaktif asimnin etkilerini kiyaslamis ve canli asinin sigirlarda koruma saglarken,
500 kat daha fazla konsantrasyondaki inaktif asinin ise daha yiiksek miktarda
antikor tiretmesine ragmen koruma saglamadigini bildirerek viral enfeksiyonlarda
hicresel immun yanitin O6nemini vurgulamiglardir (133). Bu ag¢idan
diisiiniildiigiinde, DNA asisinin giiclii hiicresel yanit1 olugturdugu bilindigine gore
asmin koruyuculugu igin net bir sey sOylenememekte ve deneysel enfeksiyona

ihtiya¢ duyulmaktadir.

Asilamada ilk hedef antikor Gretimi olsa da iyi bir yanit ortaya ¢ikarmak
icin yardimer T hiicrelerinin yeterli diizeyde uyarilmas: gereklidir. T hicreleri,
yiiksek affinitedeki antikorlarin ve bagisiklik hafizasinin olugmasinda birincil olarak
gorevlidir (151). Ayrica B hiicrelerin ve CD8" T hiicrelerinin olusumu yaninda
devamliliklarinin saglanmas: CD4" T hiicreleri tarafindan kontrol edilmektedir (152).
BEFV G proteini B hucreleri i¢in gu¢li immunojenik fakat yardimer T hiicreler
icin zayif immunojenik olan epitoplar icermektedir. Asilarin bircok hastaliktan
korumas1 i¢in B hiicre yanitina ilave olarak T hiicre yanit1 uyaran antijen grubu
icermesi gerekmektedir. BEFV N proteinin T proliferasyonunu artirict etkisinin
oldugu ve benzer sekilde VSV N proteinin viriis spesifik sitotoksik T lenfositleri
i¢in baskin antjenleri i¢erdigi gortlmustiir (74). Bu bilgilere dayanarak G ve N
proteinlerininin asilarda birlikte verilmesi hedeflenerek daha iyi bir immun yanit

ortaya ¢ikarmasi beklenmektedir. Bu sebepten, gelecekte yapilmasi hedeflenen bu
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calismanin bir 6n adim olarak G proteine ilaveten N proteinlerini agiklatan

vektorler de immunizasyonda tercih edilmistir.

Calisma degisik yonlerden degerlendirildiginde 6nemli eksiklerden biri
DNA asisinin 0zellikle inaktif ve subunit asilara gére 6n plana g¢ikaran hiicresel
yanitin degerlendirilmemis olmasidir. Bu amagla CD4" ve CD8" T hiicrelerine
yonelik akis simometrisi, T hiicre proliferasyon deneyleri yapilmasinin yaninda,
hiicresel ve humoral yanit hakkinda 6n degerlendirme yapabilmemizi saglayan
sitokinlerin miktar1 ELISA testi ve gqRT-PCR testleri ile ortaya konulabilirdi.
Ozellikle rhabdoviriislerde N proteinin T hiicre proliferasyonunu artirdig
bilinmektedir. Deneme farelerine bu amacla pcDNA4-G ve pcDNA4-N asisina ek
olarak bu iki as1 birlikte verilerek de hiicresel ve humoral yanit ortaya
konulabilirdi. Son ddénemlerde yapilan g¢alismalarda B hicreleri, sitotoksik T
hiicreleri ve yardimer T hucrelerini hedef alan multi-epitop asilarin etkin sonuclar
ortaya c¢ikardigi bilinmektedir (153). Calismada kisa siireli immun yanit hedef
alinsa da uzun siireli immun yanitin akibeti yanitin ne derece degisecegi de merak
konusudur. Uygun hayvan modeli olmasa da immun yanitin degerlendirilmesinde
fareler bircok arastirmaci tarafindan tercih edilmistir. Ancak sunu sdylemek
gerekir ki deneysel hayvan modeli olmadig igin, farelerde alinacak sonuglar tam
anlamiyla asinin etkinligi veya koruyuculugu agisindan net bir sonug¢ ortaya

koyamayacak, yalnizca bir 6n degerlendirme saglayacaktir.

Sonug olarak tezin basinda belirlenen hedeflere buyuk oranda ulasilmistir.
Ulkemizde 2012 yilinda ortaya ¢ikan ve vaka oliim orami yiiksek seyreden
salginda elde edilen izolatin tam genom sekansi yapilmig ve bu viriisiin molekiiler

karakterizasyonu ortaya konmustur. Ayrica, rekombinant vektorlerle immunize
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edilen tim hayvanlarda istenilen diizeyde antikor yanit belirlenmemesine karsi
Ozellikle pcDNA4-G rekombinant plazmide karsi notralizan antikorlarin tespit
edilmesi gelecek adina umut vericidir. Gelecek c¢alismalarda yerinde
modifikasyonlar ile antikor yanitin artirildigi ve hiicresel yanitin da ortaya
kondugu uzun siireli bir immun yanitin belirlenmesine yonelik arastirmalar
hedeflenmektedir. Ayrica, teorikte immun yaniti artiracagi diisiiniilen G ve N

kombine plazmid as1 denemeleri planlanmaktadir.
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