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KISALTMALAR

Akr./Bis.: Akrilamid/Bisakrilamid

APS: Amonyum persiilfat

BHV-1: Sigir Herpes Viriis 1

CPE: Sitopatik etki

DAB: Diaminobenzidine

DBS: Araliklh Tampon Sistemi

DKIDsy: Doku kiiltiir infeksiy6z doz

DNA: Deoksiriboniikleik asit

DME/F-12: Dulbecco's Modified Eagle's Medium Nutrient Mixture F- 12
ELISA: Enzime Bagli Immunosorbent Deneyi
FBS: Fétal Sigir Serumu

g: Glikoprotein

IBR/IPV:infeksiysz Bovin Rhinotracheitis-Infeksiy6z Piistiler  Vulvovaginitis
IP: Immunoperoksidaz

IF: Immunofloresan

ip: Intraperitoneal

kbp: Kilobaz ¢ifti

kDa: Kilodalton

Log: Logaritma

M: Molarite

Mak: Monoklonal antikor

MDBK: Sigir Bobrek Hiicresi

MW: Molekiler agirhk

nm: Nanometre

OPD: O-phenlydiamine

OD: Optik Dansite

PBS: Fosfatla tamponlanmig fizyolojik tuzlu su



RNA: Riboniikleik asit

RIA: Radioimmunoassay

SDS-PAGE: Sodyum Dodesil Siilfat—Poliakrilamid Jel Elektroforez
TEMED: N, N, N’, N’-tetrametiletilenamin

VERO: Afrika Yesil Maymun Bébrek Hiicresi

VHS protein: Hiicre metabolizmasini durdurucu protein

VP 16: Virion protein 16



1- ONSOZ

Virislerin temel yapisal komponentlerinden biri olan viral proteinler,
viriis morfolojisini olugturma ve viral niikleik asidi koruma fonksiyonlarina
ilave olarak, viriis yagsam siklusunda etkin gorev alan biyomolekiillerdir (31).

Viral proteinler, viriisiin antijenik yapisini  olugturur ve viral
infeksiyonlardan sonra konak¢r vucudunda 6zgiil antikor sentezi ve hiicresel
immun yanit olgusu bu molekiillere kars1 sekillenir (19, 47).

Bugiine kadar yapilan viroloji alanindaki ¢alismalarda, yukarida belirtilen
ozelliklerden dolayi, wviral proteinler; gerek viriis morfolojisinin anlagilmasina
yonelik arastirmalarda gerekse viriislere karst koruyucu asilarin hazirlanmas: ve
viral infeksiyonlarin tedavi ve teshisinde oncelikli hedefler olmuslardir (9, 19,
54).

Viroloji ¢aligmalarinda, isaretli antikorlarin immunokimyasal kopriler
olarak kullanildig1r virolojik testler sikhikla kullanilmaktadir. Bu testlerin
baslicalar1; Enzime Bagh Immunosorbent Deneyi (ELISA), Radioimmunoassay
(RIA), immunofloresan (IF), immunoperoksidaz (IP) deneyleri ve Vestern
blotlamadir (9, 43, 54).

Hem viriislerin identifikasyonlart hem de virlise 6zgiil antikor yanitinn
belirlenmesi ve viriis yapi-islev iligkisinin gosterilmesi amaciyla sik kullanilan
bu testlerdeki temel prensip; deneyin belirli bir asamasinda gergeklestirilen,
spesifik antijen-antikor baglanmasidir (9, 43, 54).

Bu calismada, Sigir Herpes Viriis 1 (BHV-1) proteinlerinin Sodyum
Dodesil Siilfat—Poliakrilamid Jel Elektroforez (SDS-PAGE), Vestern blot ve

Immunoperoksidaz deneyleriyle ¢alisilmasi amaglanmistir.
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2- GENEL BILGILER
2.1- Sigir Herpes Viriis 1 (BHV-1)
2.1.1- Viriisiin Genel Ozellikleri

Sigirlarda; solunum, genital ve sinir sisteminde infeksiyonlara sebep olan
énemli bir viral patojendir. Ilk olarak solunum sisteminde izole edilen viriis
(49), daha sonraki caligmalarda pistiiler vulvovaginitis (39), balonoposthitis
(76), keratokonjuktivitis (1), ensefalitis (2) ve abort (58) vakalarinda da
belirlenmigtir.

Viriis, Herpesviridae ailesinin bir tiyesi olup, alfaherpesvirinae alt ailesine
mensuptur  ve Infeksiyéz Bovin  Rhinotracheitis-infeksiyoz  Piistiiler
Vulvovaginitis (IBR/IPV) viriisii olarak da isimlendirilir (19).

Virionun yapisinda; 152 kbp uzunlugunda ¢ift iplikli ve linear DNA, 160-
162 kapsomerden olugsmug ikosahedral morfolojiye sahip, yaklasik, 100-110 nm
¢apinda kapsid, kapsidi sikica gevrelemis olan tegument tabaka ve en dista ise
viriis tarafinda kodlanmig olan glikoproteinleri de ihtiva eden zarf
bulunmaktadir (63, 64). ]

Herpesviridae ailesindeki viriislerin DNA yapisinda olan genomlan
kovalent olarak baglanmis iki ayri komponentten (unique large; Uy ve unique
small; Us) olugmustur. Bu komponentlerden Ug 'bélgesi icinde ab ve ab', Ug
bolgesinde 1se a'c' ve ca tekrar kisimlart bulunur (3, 63, 64). Genomun yaklagik
84 tane protein agiklama bolgesi (agik okuma bolgesi; open reading frame)
bulundurdugu belirtilmesine ragmen, bu proteinlerin tamami identifiye

edilememistir (3).



2.1.2- Viral Proteinler

Litik bir herpesviriis infeksiyonu esnasinda, viral proteinlerin goriilme
zamani, sentez kinetigi ve bazi metabolik inhibitorlere kars: duyarliiklar: gibi
kriterler dikkate alinarak, herpesviriis proteinleri ti¢ grupta siiflandirilmigtir A
(35, 59, 64, 75).

Infeksiyondan sonra ilk tespit edilen protein grubu en erken (immediate-
early; IE ya da o ) proteinlerdir. Bunlarin sentez miktarlar: infeksiyonu takip
eden 2 ve 4. saatlerde pik noktaya ulasir. Bu proteinler transaktivator olarak
bundan sonraki protein grubunun sentezini artirirken, konakci hiicre
metabolizmasin yavaglatmakta veya durdurmaktadir (59, 64).

Infeksiyonu takiben olusan ikinci grup proteinler ise erken (early ya da 8 )
proteinlerdir. Bunlarin miktar1 5 ve 7. saatlerde belirginlesir. Bu gruptaki
proteinler, genellikle, viral genomun replikasyonundan sorumlu olan enzim
aktivitesine sahip proteinlerdir. Bu proteinlerden bazilar; riboniikleotik
rediikdaz, DNA-baglanma proteini, timidin kinaz ve DNA polimerazdir. DNA
polimeraz enzimi, DNA replikasyonundan sorumlu oldugu i¢in virisiin
fonksiyonel birimidir ve - herpesviriislerin tedavisinde etkin olan acyclovir gibi
antiviral ajanlar bu enzimi hedef alir. Diger bir DNA replikasyon proteini
timidin kinaz ise deneysel infeksiyonlarda fonksiyonel olmasina ragmen hiicre
kiiltiiriinde fonksiyonel degildir (59, 64, 75).

Viral DNA sentezi [ proteinlerinin agiklanmasindan kisa bir siire sonra
baslar. Replike DNA’ya ait transkripler tarafinda sentezlenen proteinler ise gec
(late ya da gamma) protein siifint olusturur (59). Bunlar, yeni virionlara ait
yapisal proteinlerdir. Yapisal proteinlerin bir kismi,  infekte hiicrenin
sitoplazmasinda  sentezinden sonra, hiicre nitkleusuna gider ve burada
niikkleokapsidi  olusturur (67). Olusan bu niikleokapsidler, niiklusun i¢

membranindaki viriona ait tegument ve zarf kismim da alip, endoplazmik



retikulumun sisternasindan plazma membranina uzanan tubuler yapilar iginden
hiicreyi terk eder (15, 51, 52).

Purifiye herpesviriis partikelleriyle yapilan Sodyum Dodesil Siilfat—
Poliakrilamid Jel (SDS-PAGE) analizi neticesinde en az 33 tane yapisal protein
tespit edilmistir (10,14, 57 ). Bunlardan 5 tanesinin kapsid proteini oldugu
bildirilmistir (61). Ayrica, kapsidin tipine gore de kapsid protein sayilarinin ve
kompozisyonlarinin degistigi saptanmigtir (63). Transkripsiyonu aktive edici
faktor-Alfa (ya da VP 16 olarak isimlenir), konakci hiicre metabolizmasini
durdurucu protein (VHS protein) ve viral genomun terminal (a) sequensine
baglanan proteinler ise tegument proteinler olarak virion yapisinda
bulunmaktadir (37, 68).

Sigir herpes viriis 1'in yapisal proteinlerinden 11 tanesinin ise, kimyasal
olarak, glikoprotein yapisinda oldugu yine SDS-PAGE analizle belirlenmigtir
(10, 32, 34, 59).

Herpesviriis glikoproteinleri, virionun zarf kisminda ve infekte hiicrelerin
plazma membranlarinda bulunur (4). Bunlardan bir ¢ogu virionun temel
komponentleridir. Bu glikoproteinlerden bazilarinin fonksiyonu bugiin i¢in
bilinmemesine ragmen, digerlerinin viriisiin hiicreye adsorpsiyonu, penetrasyonu
ve viriisiin hiicreden hiicreye yayiliminda etkin olduklart belirlenmistir (8, 22,
44, 45, 49). Ayrica bu glikoproteinler, viriise karst konakcida sekillenen hiicresel
ve s1visal immun cevabin asil determinantlar olarak kabul edilirler (17, 47, 81).

Karbonhidrat-protein baglart bakimindan glikoproteinler iki asil grupta
incelenir (71). Bunlar; N-glikozidik ve O-glikozidik baglara sahip
glikoproteinlerdir. Herpesviriis glikoproteinlerinin g¢ogunda N-glikozidik baglar
mevcuttur (38, 79). |

Glikolizasyonun  kesintiye  ugratilmasi  durumunda  N-glikozidik
baglanmaya sahip BHV-1 glikoproteinlerinin sekillenmemesinin, infeksiyoz
viriis lretiminin durmastyla sonu¢landigi tespit edilmigtir (79). Aym ¢aligmada,

glikoproteinlerin eksik iglenmesi halinde ise hiicre iginde infeksiydz viriis



partikellerinin olustugu fakat viriisiin hiicreden salmimlarnin gergeklesmedigi

belirlenmistir.

2.2- immunoperoksidaz

Immunoperoksidaz tekniginin temel prensibi; peroksidaz enzimiyle
isaretli raportér antikorun rehberliginde doku ya da hiicre kiiltirlerindeki
antijenlerin varlig1 ve lokalizasyonlarinin belirlenmesidir (50, 73, 83).

Immunoperoksidaz teknigi, timér hiicrelerinin diagnozunda, hiicre alt
gruplarimin  belirlenmesinde ve genellikle viral infeksiyonlarin patogenezinin
aydinlatilmasinda kullanilmaktadir (50, 73).

Monoklonal antikor (Mak) teknolojisinin geligtiriimesinden sonra, gerek
hiicre yiizey markerlerine gerekse viral proteinlere 6zgiil antikorlarin saf ve fazla
miktarda iretiminin bagarilmasi, immunoperoksidaz tekniginin duyarlihgim ve
givenirliligini  artirristir. Ayrica, Mak'larin ticari olarak mevcudiyeti de
immunoperoksidaz tekniginin bir diagnostik test olarak yayginlagsmasina katkida
bulunmustur (73).

Immunoperoksidaz testinin yapilisinda 3 farkli asama bulunmaktadir (50,
72, 83) . Bunlar; fikse edilen doku veya hiicre kiiltiir preparatlarmin spesifik
antikorlarla inkubasyonu, antijen-antikor baglanma bolgelerinin
immunodeteksiyon boyamalarla ortaya ¢ikarilmasi ve son olarak da
preparatlarin mikroskobik olarak degerlendirilmesidir.

Immunoperoksidaz tekniginin  direkt, indirekt ve ii¢ adimli olarak
isimlendirilen farkli uygulamsi mevcuttur (50, 55, 73, 83). Her birinin, diger
metoda gore avantaj ve dezavantaji bulunmaktadir.

iImmunoperoksidaz deneyinde giivenilir sonuglar elde edebilmek ve
sonuglar1 dogru degerlendirmek igin, mutlaka, calisilan doku veya hiicrelerin ve

primer antikorun negatif-pozitif kontrolleri kullantlmalidir. Siipheli bir sonugla



karsilasildiginda ise 6ncelikle kullanilan eriyikler yeniden hazirlanmali ve deney
tekrarlanmalidir (42, 50).

Immunoperoksidaz testi, her ne kadar hizli ve giivenilir bir test olarak
degerlendirilse de kullanilan kimyasallarin kalitesi ve ¢alismacinin deneyimi
testin basarisinda ¢ok 6nemli etmenlerdir.

Immunoperoksidaz testinin, deneysel ve dogal infekte hayvanlardan
alinan doku seksiyonlarinda ya da hiicre kiiltiriinde IBR/IPV viriisiiniin
identifikasyonunda etkin bir test oldugu bildirilmigtir. Ayrica, bu test, viriis-
hiicre iligkisinin ve viral patogenezin aydmlatilmasinda yararlanilan temel

testlerden birisi olmustur (13, 18, 62, 74).

2. 3- Sodyum Dodesil Siilfat—Poliakrilamid Jel Elektroforez (SDS-
PAGE)

Sodyum Dodesil Siilfat-Poliakrilamid Jel Elektroforez; proteinlerin
aynstirilmast ve saflagtirilmasinda kullanilan temel biyokimyasal yéntemlerden
birisidir. SDS-PAGE ile proteinlerin tamamina yakninin  analitik
elektroforezleri miimkiin olmaktadir (30, 65).

Cok giiclii anyonik deterjan olan SDS, sicaklik ve uygun rediikleyici
ajanlarla birlikte kullamldiginda, iyi bir protein ¢oziiciidiir ve denatiire olan
polipeptitlere baglanma o6zelligi vardir. Bu deterjan, baglanmig oldugu
polipeptitlere negatif yiik kazandirir. SDS'in proteinlere baglanma miktari
polipeptidin molekiil agihigiyla orantih olup, polipeptitlerin amino asit
dizilimiyle alakali degildir (26, 65).

Protein parg¢alama tampon igeriginde yer alan 2-merkaptoetanol ise
proteinlerin yiiksiiz olan disiilfiit baglarin1 ortadan kaldirir (26).

Poliakrilamid jeller, polimerize akrilamidin zincir kompozisyonuna

bisakrilamidin ¢apraz sekilde baglanmasiyla olusan destek tabakalardan




meydana gelmistir. Capraz baglar jele ek bir sertlik ve esneklik saglar. Ayrica,
SDS-PAGE'de go¢ olaymin etkinligini biiyiik 6l¢iide bu baglar belirler. Capraz
baglanma ile birlikte jelde olugan porlar SDS-polipeptit kompleksinin jel i¢inde
gocline izin veren yapilardir (26, 30).

Poliakrilamid  jel hazirlanirken  kullanilan  amonyum  persiilfat,
polimerizasyonda serbest radikal olarak gorev yapar. TEMED ise amonyum
persiilfatin  katalizorliigiinde akrilamid ile bisakrilamidin polimerizasyonunu
saglar. TEMED eklenmesini takiben polimerizasyon basladigi igin jel
hazirlamirken en son bu madde eklenir ve jel bekletilmeksizin cam tabakalar
arasina dokiilir (26, 30, 65) .

Cahgsilan numunedeki SDS-polipeptit kompleksleri, poliakrilamid jelin
taraklaria yiklenip, elektrik akimina maruz birakildiklar1 zaman, proteinin
molekiil agirligiyla orantili olarak, art1 kutba (anot) dogru go¢ ederler ve jelde
bulunduklari yerde bantlar halinde yigilim gosterirler. Yapilan bu isleme
elektroforez denilmektedir (26, 30, 65) .

Elektroforez islemi esnasinda elektroforez tankinda tampon olarak
kullamilan Aralikli Tampon Sistemi (Discontinuous Buffer System; DRBS),
Ornestein ve Davis 'in orginal formiiliine gore hazirlanir (26, 65).

Molekil agirligs fazla olan SDS-polipeptit komplekslerinin porlarda
gecisleri yavag oldugu i¢in jelde agir ilerleyerek, gerideki proteinleri meydana
getirir. Molekiil agirlhign hafif olan proteinlerle SDS 'in kompleksleri ise jelde
hizli ilerler ve jel i¢inde taraga uzak proteinleri sekillendirir (26, 30, 65) .

Jeldeki protein bantlarinin tespiti amaciyla, elektroforez isleminden sonra
jel genellikle coomassie mavisiyle boyanir ya da deneyden once radioaktif
izotoplarla isaretlenmis proteinlerin goriintiilenmesi igin jelin otoradyograftlar
alinir. Aym jelin bir taraginda kosulan protein agirlik markerleriyle numunedeki
proteinlerin kiyaslanmasi yapilarak proteinlerin tahmint molekiil agirliklan

tespit edilir (26, 30, 60, 65).



2.4- Vestern Blot

Vestern blot; elektroforez islemiyle poliakrilamid jelde go¢ ettirilen
proteinlerin, destek tabaka olarak secilen nitroselliléz membrana Vtransferi ve
membrandaki proteinlerin immunolojik metodlarla gosterimidir (6, 29).

Vestern blot teknigi, denatiire edilen DNA'nin nitroselliiléz membrana
transfer edildikten sonra hibridizasyonla tespiti olan Southern blot tekniginin
-modifikasyonudur (66).

Ayni temel prensiple RNAMm nitroselliiloz membranda gosterimi ise
Northern blotlama olarak tanimlanmistir (66).

Bahsedilen iki teknik ile Vestern blot tekniginin farki, transfer
gergeklesen molekiillerin belirlenmesinde kullanilan igaretli problarin dogasidir.
Vestern blotta isaretli antikorlar kullanihirken diger iki metotta  isaretli.
oligoniikleotitler kullanilmaktadir (66).

Vestern blotlama, viroloji alaninda viral proteinlerin belirlenmest,
monoklonal ve poliklonal antikorlarin karakterize edilmeleri ile viral antijenlere
karst sekillenen antikor yanitinin ortaya konmasinda kullanilan biyokimyasal
testlerden birisidir (6).

Vestern blot teknigi, elektroforez islemini takip eden 4 adimda
gerceklestirilir. Bunlar; jeldeki proteinlerin nitroselliiloz membrana aktarimi
(blotlama), spesifik olmayan reaksiyonlar1 minimize etmek i¢in nitroselliiloz
membranda protein baglanmamig boélgelerin alakasiz proteinlerle kaplanmasi
(bloklama), 6zgiil antikorlarla muamele ve en son adimda ise proteinlerin
deteksiyonu asamalaridir (20, 66, 78).

Nitroselliil6z membrana transfer iglemi esnasinda jel ile nitroselliloz
membran kars1 karsiya getirilir ve bunlar filtre kagitlar1 arasina yerlestirilir. Jelin
biyiklugii ile orantth olarak belirli bir sire elektrik akimi uygulamp,

proteinlerin transferi saglanir (66).



Nitroselliiléz membranin 6zgiil olmayan proteinle bloklanmasinda ucuz,
temini kolay ve etkin olmasi nedeniyle yagsiz siittozu tercih edilir (28, 66).

Spesifik antikorlar olarak poliklonal ya da monoklonal antikorlar
kullanilabilir. Monoklonal antikorlarin kullaniminin avantaji, bunlarin yalnizca
tek bir epitopa (antijenik determinant) o6zgiil olmalar1 ve ¢ok giigli
immunokimyasal kopriiler olusturmalarindan kaynaklanir. Bu sebeple, Mak'lar
antijene spesifik bir baglanim gosterir. Ancak, g¢alisilan proteinler arasinda
benzer epitopik yapilar mevcut ise ¢apraz reaksiyonlar sonucunda yalanci
pozitiflikler belirlenebilir. Poliklonal antikorlar kullanilmasi durumunda ayni
sebeple sekillenen yalanci pozitiflik ihtimalinin daha fazla oldugu bilinmektedir
(20, 66).

Vestern blotta monoklonal antikorlarin  kullanimmin en 6nemli
dezavantaji, SDS-PAGE ve blotlama esnasinda polipeptit yapilardaki epitoplarin
yikimlanma olasihidir. Belirlenmeye ¢alisilan epitopun yikimlanmasi
durumunda ise Mak-epitop baglanmasi sekillenemez. Bu nedenle, Mak
kullamlmasina durumunda, poliklonal antikorla ¢aligiimasina kiyasla, yalanci
negatiflik ithtimali artar (20).

Spesifik antikorlarda raportér madde olarak genellikle radioaktif izotoplar
veya enzimler kullamlmaktadir. Enzim olarak, alkalen fosfataz ve peroksidaz
enzimleri tercih edilip, bunlarin kromojen maddeleri ve substratlar1 birbirinden
farklidir. Kullamilan kromojenlerin en énemli 6zeligi ¢oziinmeyen (insoluble)
renkli driinler 61u$urmaland1r (7, 20, 606).

Protein transfer edilmis membranlarin uzun siire muhafaza edilebilmesi
ozeliginden faydalinarak, pek ¢ok viriis i¢in kullanima hazir Vestern blot kitleri
gelistirilmistir. Ayrica, Vestern blotta yalanci pozitifi ihtimalinin oldukca zayif
olmast ve infeksiyonun seyri ile immun yanitin giici hakkinda da bilg:
saglamasi nedeniyle, bazi durumlarda Vestern blot teknigi ELISA'ya tercih

edilmektedir (29, 84).
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Vestern blot teknigi ¢aligilirken kargilagilacak en 6nemli problem,
proteinleri antijenik yapilarinda SDS-PAGE ve transfer islemleri esnasinda
sekillenebilecek  yikimlanmalardir.  Boyle bir durumda antijen-antikor

baglanmas ger¢eklesmiyecegi i¢in yalanci negatiflik sekillenmektedir (29, 84).

3- MATERYAL ve METOT
3.1- Hiicreler

Caligma siiresince iki farkli devamli hiicre hatt1 kullanildi. Viriis.iiretimi,
Sigir Bobrek (MDBK; American Type Culture Collection, MD, USA) ve
Afrika  Yesil Bobrek (VERO; Sap Enstitiisii, Ankara) hiicrelerinde
gergeklestirildi. Immunoperoksidaz deneyi MDBK hiicrelerinde yapildi.

3.2- Viriis

Caligmada, IBR/IPV viriisiiniin referans susu olarak kabul edilen IBR-

Colorado susu (Ankara Universitesi, Veteriner Fakiiltesi) kullanilds.

3.3- Hiicre Uretme Vasati

Hicre kiltiirii esnasina % 10 Fotal Sigir Serum (FBS; SIGMA, F-2442)’u
igeren Dulbecco's Modified Eagle's Medium Nutrient Mixture F-12 (DME/F-12;
SIGMA) vasati kullanild.

Viriis dretimi amaciyla ise % 1 FBS igeren DME/F-12 vasatindan

faydalanildi.
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Vasatlarin hazirlanmasi esnasinda her ml vasat i¢in 0,01 mg Streptomisin,

100 Unite penisilin (SIGMA) vasata ilave edildi.

3.4- Hiperimmun Fare Serumu

Immunizasyonlar 6-8 haftalik disi Balb/C farelere yapildi (27). VERO
hiicrelerinde iiretilen kismi  saflastirilmis virtisim 100 pl'si 100 pl Freund
Komple Adjuvant (SIGMA) ile emilsifiye edildi. Bu karisim, farelere
intraperitoneal (ip) yolla uygulandi. Ilk enjeksiyonu takiben 15 giin sonra aynt
miktarda viriis, bu kez Freund Komple Olmayan Adjuvant (SIGMA) i¢inde
emiilsifiye edilmis halde, ip olarak verildi. Son immunizasyon i¢in adjuvantsiz
viriis, intravenoz yolla enjekte edildi. Immunizasyonlarn bitimini takip eden 4.
giinde farelerden intraorbital yolla kan alimp, serumu ¢ikartildi. ELISA ile test

edildi. Serumlar, kullamlincaya kadar - 20 °C'de saklandi.

3.5- infekte Tavsan Serumu

Yetiskin beyaz tavsan (Viroloji Enstitisii, Elazig) temin edildi. Azot
tankindan cikartilip, ¢ozdiriilen DKiDsy; Log 10 5230.1 ml titredeki viriisiin 0.2
ml'si intravendéz yolla uygulanarak bir tavsanda infeksiyon baglatildt (48). Bu
tavsandan, viriis inokulasyonundan 6nce ve infeksiyondan 20 giin sonra kulak
venasinda kan almip, serum ¢ikartildi. Serumlar kullanilincaya kadar — 20 °C’de
saklandi. Ayrica, tavsanin beden 1sis1 ve infeksiyonun klinik btlfgtllarl gunliik

olarak kaydedildi.
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3.6- Immunoperoksidaz Testi i¢in Gerekli Eriyikler

3.6.1- Fosfatla Tamponlanmis Fizyolojik Tuzlu Su (PBS) (5)

NaCl 8 gr
KCl 0,2 gr
Na,HPO,4 1,15 gr
KH,P0, 0,2 gr
Distile su

Tartumi yapilan kimyasallar 1 It. distile suda ¢ozdiiriiliip, 0,22 u filtrelerde

stiziilerek steril hale getirildi.

3.6.2- Fiksatif Eriyigi (44)

Deneyden kisa siire 6nce % 2 paraformaldehit ve % 0,1 Triton X-100

thtiva eden PBS’den hazirlandi ve taze olarak kullanildi.

3.6.3- Bloklama Tamponu (44)

Immunoperoksidaz boyamada istenmeyen baglanmalar1 minimal seviyeye

diistirmek igin % 3 at serumu igeren PBS hazirlandi.
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3.6.4- Kromojen Eriyigi
Koyu renkli ve saglam kapaklhh  kigiikk sisede, O-phenylendiamine

(SIGMA)'in 2 mg/ml miktar1 0.1 M sitrat-fosfat eriyigi iginde eritildi. En son
olarak % 0.08 oraninda H,0, ilave edildi.

3.7- SDS-PAGE i¢in Gerekli Eriyikler

3.7.1- Protein Parcalama Tamponu (5)

I M Tris, pH 6.8 0,625 ml
Gliserol I ml

% 0,2 Bromfenol blue 0,2 ml
0,2 M EDTA 0,15 ml
2-merkaptoetanol 0, 4 ml
% 20 SDS I ml
Distile su 6,65 ml

3.7.2- Stok Eriyikler (5)
3.7.2.1- Tris, 1.5 M, pH 8.8
Tris baz 18,2 gr

Distile su 100 ml
Konsantre HCI
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Tris baz, 90 ml distile suda eritildikten sonra HCI ile pH 8.8'e ayarlandu.

Bu eriyigin hacimi 100 ml'ye tamamlanip, + 4 °C'de muhafaza edild:.

3.7.2.2- Tris, 1 M, pH 6.8

Tris baz 18,2 gr

Distile su 100 ml

Konsantre HCI

Distile suyun 90 ml'sinde tris baz ¢ozdirildi. HCI ile pH 6.8'e diisiiriildii.

Daha sonra, eriyigin hacimi 100 ml'ye tamamlanip, + 4 °C'ye kaldirilds.

3.7.2.3- % 10 Amonyum persiilfat

Amonyum persiilfat 0,1 gr

Distile su I ml

Amonyum persiilfat, belirtilen miktarda hazirlandi ve taze olarak

kullanildi.

3.7.2.4- % 10 SDS

SDS 10 gr
Distile su 100 ml

SDS iyice eritildikten sonra oda 1sisinda saklandt.
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3.7.2.5- 5 X Elektrot Tamponu

Tris baz 15,1 gr
Glisin 94 gr
% 10 SDS 50 ml

Distile su

Kimyasallar 6nce 900 ml distile suda ¢ozdiiriildii ve distile suyla hacim

1000 ml'ye tamamlandi. Eriyik, oda 1sisinda saklandi.

3.7.2.6- % 30 Akr./Bis.

Akrilamid 30 gr
Bisakrilamid 0,8 gr
Distile su 100 ml

3.7.3- Calisma Eriyikleri (65)

3.7.3.1- % 10 Aywrici Jel

% 30 Akr./Bis. 10 ml
1,5 M Tris pH 8.8 7,5 ml
% 10 SDS 0,3 ml
% 10 APS 0,3 ml
TEMED 12 ul

Distile su 11,9 ml



16

3.7.3.2- % 5 Yigimlayici Jel

% 30 Akr./Bis. 0,83 ml
1 M Tris pH 6.8 0,63 ml
% 10 SDS 50 ul
% 10 APS 50 ul
TEMED 5ul
Distile su 3,4 ml

3.7.3.3- Elektrot Tamponu

5 X Elektrot tamponu 100 ml
Distile su 400 ml

Elektrot tamponu, stok soliisyondan kullanim zamam hazirland1 bir defa

kullanilda.

3.7.3.4- Boyama Eriyigi

% 1 Coomassie mavisi 5 ml
% 95 Etanol 20 ml
Glasial asetik asit 5 ml
Distile su 20 ml

Hazirlanan bu eriyik birden fazla boyamada kullanilda.



3.7.3.5- Boya Giderici

Metanol 30 ml
Glasial asetik asit 10 ml
Distile su 60 ml

3.8- Vestern Blotta Kullanilan Eriyikler (28)
3.8.1- Bloklama Tamponu

Yagsiz siit tozu 5gr
PBS 100 ml

Siit tozunun PBS i¢inde iyice ¢oziinmiis olmasina dikkat edildi. Taze

hazirlanip, bir kez kullanildi.

3.8.2- Yikama Eriyigi

PBS A 1000 ml
Tween-20 1 ml

3.8.3- Serum Sulandirma Eriyigi

PBS 100 ml
Tween-20 20 ul

/

\W - ’* - e it w4
BOTAIRGAREASYON 1
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3.8.4- Kromojen Eriyigi (25)

Diaminobenzidin (SIGMA) 6 mg
0,05 M Tris pH 7.6 10 ml
%3 HzOz | ml

Kromojen eriyigi, koyu rekli sise iginde muhafaza edildi.

3.8.5-Transfer Tamponu (IMM Semi-Dry Blotter, W.E.P. Comp)

Anot tampon 1; 0.3 M Tris, %20 metanol, pH 10.4
Anot Tampon 2; 0.025 M Tris, %20 metanol, pH 10.4
Katot Tampon; 0.025 M Tris, %20 metanol, pH 9.4

3.9- Hiicre Kiiltiirii

Sivi nitrojende ¢ikartilan stok hicreler 37 °C'de hizli bir sekilde
¢ozdiiriiliip, 5 ml DMEM vasat iginde santrifiyj edildi. Santrifiyj ttipiindeki iist
stvi dokiildii ve pelet hiicreler 5 ml hiicre liretme vasatinda siispanse edildi.
Hiicreler, 25 cm’ taban genisligine sahip hiicre kiiltir kaplarina aktarihp, 37
°C'deki etiive kaldirildi. Kabin yiizeyine tutunmayan 6li hiicreler 6 saat sonra
yikamayla uzaklastirildi. Kaba yeniden 5 ml hiicre iretme vasati eklendi.
Hiicreler tek tabaka olunca, tripsin versen ile kaldirilip, bu kez 75 cm”lik kaba,
kap hacminin % 10 oraminda hiicre kultir vasatr iginde transfer edildi.

Hiicrelerin tek tabaka olusturmas: durumunda her seferinde bir onceki kabm
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ylizey biyukluginiin 3 kat1 fazla yiizeye sahip kaplara gegilerek, kiiltire devam
edildi (23).

3. 10 - Viriis Uretilmesi

Kismi saflastirilmig viriis elde etmek igin 3 litre viriis infekte hiicre tist
S1VIsI kullanildi. Ust sivi, once +4 °C, 8000 rpm (Hettich, Tuttlingen,
Germany)'de 20 dak. santrifiij edilerek hiicre artiklar1 uzaklastirildi. Ust sivinin
5 ml’lik kismi sivi azota kaldirildi. Azottan ¢ikartilan bu viriisiin titresi
Rhesaplandl (33). Kalan iist siv1 ise 40.000 rpm (Sorvall, RC 5B)'de 4 saat
santriifiij edildi. Pelet virtis, PBS i¢inde sullandirilip, - 20 °C'ye kaldirilda.

SDS-PAGE ve Vestern blot deneylerinde viral proteinlerin incelenmesi
amaciyla ikiser adet 75 cm®lik hiicre iretme kabinda MDBK ve VERO
hiicreleri tiretildi. Hiicreler tek tabaka olusturmasindan sonra hiicre iiretme vasati
dokiiliip, her hiicreye 5 viriis diisecek sekilde 3 ml vasat iginde IBR viriis ekimi
yapildi. Kontrol hicreler i1se serumsuz vasatta bekletildi. Viriis ekilen
hiicrelerde, inokulasyondan 30 dak. sonra, vasat dokiiliip, hiicreler yikandi. Bu
kaplara viriis {iretme vasati ilave edildi. Viriis inokulasyonunu takip eden 14.
saatte infeksiyon + 4 °C'de durduruldu. Es zamanli olarak kontrol hiicre kaplar
da + 4 °C'ye kaldirildi. Kaplarin ylzeyi PBS ile yikanip, 5 ml PBS iginde
yumusak bir kaziyiciyla hiicreler kazindi. Hiicreler 1200 rpm’de, 15 dak.

santrifiij edilerek infekte ve kontrol hiicre peletleri elde edildi (6).

3.11- ELISA

Hiperimmun fare ve IBR-Colorado infekte tavsan serumlarimin test

edilmesi i¢in ELISA dizayn edildi (57). Karbonat tamponu iginde viriis baglanan
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ELISA pleytlerinde pozitif ve negatif serumlarm [/100 dilusyonlari daha
onceden belirtildigi sekilde test edildi (12). Serumlarin 492 nm’deki adsorbans

degerleri mikroeliza okuyucusunda ¢lgildi ve kaydedildi.

3.12- Immunoperoksidaz

Immunoperoksidaz deneyi 6 kuyucuklu hiicre kiiltiir kaplarina (Greiner)
ekilen MDBK hicrelerinde gergeklestirildi. Hiicreler tek tabaka olusturduktan
sonra ikiserli kuyucuklara birer saat arayla viriis ekimi yapildi. Paralelinde her
saat icin iki adet infekte edilmeyen kontrol kuyucuklar birakildi. Ilk infeksiyonu
takip eden 14. saatte hiicrelerin lize olimaya bagladiklar belirlendiginden dolayi,
bu saate kadarki infeksiyon siirecine bakildi.

Infeksiyonu durdurmak igin hiicreler 30 dak. + 4 °C'ye kaldirildi.
Fiksasyon ve bloklama islemi gergeklestirildi (44).

Her saatteki infekte ve kontrol hiicre kuyucuklariin birer kuyucugu PBS
iginde 1/50 sullandirilan hiperimmun ve diger kuyucuklari ise 1/50 sulandirilan
bagisik olmayan fare serumuyla 4 °C'de 1,5 saat muamele edildi. Hiicreler
yikandi. Kuyucuklara 1/100 sulandirilmis peroksidazla isaretli kegi anti-fare 1gG
eriyigi (SIGMA) eklenip, inkubasyon ve yikamalar tekrarlandi. Hiicreler,
karanlik ortamda kromojen soliisyonuyla 15 dak. reaksiyona sokuldu. Hiicreler,
hematoksilin-eozin ile boyama ve etanolle yitkamay: takiben, mikroskopik

olarak incelendi ve hiicrelerin mikrograflart alindi.
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3.13- Sodyum Dodesil Siilfat—Poliakrilamid Jel Elektroforez
3.13.1- Jellerin Dokiilmesi

Ayirict jel i¢in daha onceden belirtildigi oran ve miktarda soliisyon
hazirlandi. TEMED en son eklendi. TEMED eklendikten sonra a};lr101 jel SDS-
PAGE cihazinin cam tabakalari arasina dokaldda. Ayirict jelin 30 dak.
polimerizasyonu esnasinda, yigumlayict jel belirtilen oran ve miktarinda
hazirlandi (65).

Yigimlayici jel dokildikten sonra tarak yerlestirildi ve polimerizasyon

icin oda 1sismda 45 dak. beklendi.

3.13.2- Protein Numunelerinin Hazirlanmasi

Daha onceden belirtildigi gibi hazirlanan BHV-1 infekte ve kontrol
hiicreleri iizerine 250 pl protein par¢alama tamponu ilave edildi (5).
Tavsan ve fare serumlart ise, distile suyla 1/20 oraninda sulandirildi. Esit

miktarda protein parg¢alama tamponu ilave edildi.

Hazirlanan numuneler, kaynar suda 3 dak. tutuldu. Vortekslenerek, - 70

°C'ye kaldirilda.

3.13.3- Elektroforez Islemi

Yigimlayict jelin polimerizasyonu devam ederken - 70 °C'deki numuneler

37 °C'de ¢ozdiirtildi.
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Polimerize olan yigimlayici jeldeki tarak dikkatli bir sekilde ¢ikartildi ve
cam tabaka arasindaki jel, elektroforez tankina yerlestirildi. Tankin alt ve iist
hazineleri elektroforez tampon ile dolduruldu.

Jeldeki taraklarin her kuyucuguna 20'ser ul numune yiiklendi ve tankin
elektrot baglantilari yapilip, numuneler 200 Volt'da 3,5 saat elektroforez edildi

(65).

3.13.4- Coomassie Boyama

Jelin, Coomassie mavi ile boyanacak kismi keskin bir bistiirii yardiumiyla
dikkatlice kesildi ve iginde Coomassic mavi eriyigi bulunan derin bir kaba
birakildi. Otomatik sallayici iistiinde 4 saat boyama yapildi.

Boyanin giderilmesi i¢in; Coomassie maviden alinan jel, derince bir kapta
bulunan boya giderici igine atildi ve otomatik sallayici Gstiinde jel berrak
oluncaya kadar isleme devam edildi. Boya giderilmesi esnasinda birkag kez

boya giderici eriyik degistirildi. Daha sonra jelin fotografi alindi (65).

3.14- Vestern Blotlama

Bu teste, elektroforezle ayristirilan viral proteinler once nitroselliiloz
membrana transfer edildi. Daha sonra ise proteinlerin yeri antijen-antikor
tepkimesi iizerine kurgulanan bir yontemle (immunodeteksiyon) tespit edildi.

Transfer islemi, Semi-dry transfer cihazinin elkitabinda belirtildigi sekilde
gergeklestirildi (IMM  Semi-Dry Blotter Instruction Manual, W. E. P.
Comp.Seattle, WA., U. S. A))

Kisaca, transferi yapilacak jel, bekletilmeksizin, anot tampon 2'ye
daldinildi. Jelin 6lgiilerinde 3 tane filtre kagidi ve 1 parga ise nitroselliiloz
membran kesildi. Filtre kagitlar1 anot tampon [, anot tampon 2 ve katot

tamponda, nitroselliiléz membran ise distile su i¢inde 10 dak. bekletildi.
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Transfer cihazina (IMM Semi-Dry Blotter, W.E.P., Comp., Seattle, WA., U. S.
A.) swrasiyla; anot tampon 1 ve anot tampon 2 'de bekletilen filtre kagitlari,
nitroselliiléz membran, jel ve en iiste de katot tampon emdirilmis filtre kagid
dizildi. Transfer islemi 0,3 Amperde, 45 dak. yapildi.

Transfer islemi bitiminde nitrosellil6z membran, bloklama tampon
icerisine birakildi ve oda isisinda, otomatik sallayici lstiinde 2 saat bekletildi.
Yikama islemini takiben, membran 1/100 sulandirilmis anti-BHV-1 tavsan
serumu i¢ine birakildi. Otomatik sallayicida 1 saat inkubasyon yapildi. Yikama
tekrarlandi. Membran daha sonra biyotinle isaretlenmis kegi anti-tavsan IgG
eriyigi (DAKO Corp., Carpintera, CA., U. S. A.) igine birakildi. Otuz dakikalik
bir inkubasyondan sonra yikama tekrarlandi. Arkasindan, avidinle bilestirilmig
at turpu peroksidaz enzimi eriyigi (DAKO Corp., Carpintera, CA., U. S. A))
eklendi ve 30 dak. inkubasyon ve yikama tekrarlandi. Tepkimenin ortaya
¢ikarilmasi igin kromojen-substrat eriyigi igerisine birakilan nitroselliiloz
membran karanlik ortamda, 10 dakika inkube edildi. Membran, distile suda

yikandi ve membranin fotografi ¢ekildi (28).

4- BULGULAR

4.1- ELISA ile Antikor Yanitin Tespiti

Sigir herpes viriisle hiperimmun fare ve infekte tavsan serumlarinin
ELISA sonuglar1 sekil-1’de verilmistir. Sekil-1’de goriilecegi gibi, BHV-1"¢

ozgiil antikor titreleri 6lgtildiigiinde, hiperimmun fare serumunda antikor titresi,

infekte tavsan serumundaki BHV-1 titresine kiyasla, daha ytiksek bulundu.



24

Sekil-1; BHV-1 immun fare ve tavsan serum antikorlarmim 492 nm'deki

OD degerleri.

. Bimm. Fare

2,5 Ononimm. Fare
Bimm. Tavsan

B nonimm Tavsan

OD-Degeri

17100 1/200  1/400  1/800

Serum Sulandirma

4.2- BHV-1 Proteinlerinin immunoperoksidaz ile Calisilmas:

Infeksiyonun farkli saatlerinde yapilan immunoperoksidaz boyamalarda
su sonuglar elde edildi. Infekte edilmeyen hiicrelerin BHV-1 bagisik fare
serumuyla tepkimesinde pozitif reaksiyon gézlenmedi (Sekil-2). Ancak, infekte
edilen hiicrelerde, ayni serumla yapilan testlerde, enfeksiyonun 3. saattine
infekte hiicre ¢ekirdeginde BHV-1 proteinleri belirlendi (Sekil-3). Infeksiyon
ilerledikge, ozelikle niikleer membrana yakin olan sitoplazmik kisimlarda viral
antijenlerin daha da belirginlestigi kaydedildi ~(Sekil-4). Infeksiyonun 14
‘saatinde infekte hiicre ¢ekirdeginin yikimlandigr belirlendi  (Sekil-5).
Infeksiyonun 14. saatinden sonra ise infekte hiicrelerin biitinligii kayboldugu ve
hiicreler kiiltir kabimmin yiizeyinde kalkmaya bagladigi i¢in bu hiicrelerle

immunoperoksidaz deneyi ger¢eklestirmek miimkiin olmada.
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Sekil-2; Infekte edilmeyen kontrol MDBK hiicrelerinin viral antijenlere

sahip olmadiklarinin immunoperoksidaz testiyle belirlenmesi (40 X).

Sekil-3; Anti- BHV-1 fare serumu ve peroksidaz konjuge anti-fare 1gG

"

kullamlarak infekte MDBK  hiicrelerinde, infeksiyonun 3. saatinde,

gergeklestirilen immunoperoksidaz testi (100 X).

.6 VUKSEKGURETIM MUKULU
DOTDMANTASYON




26

Sekil-4; Anti- BHV-1 fare serumu ve peroksidaz konjuge anti-fare 1gG
kullanilarak infekte MDBK hiicrelerinde, infeksiyonun 9. saatinde,

gergeklestirilen immunoperoksidaz testi (100 X).

Sekil-5; Anti- BHV-1 fare serumu ve peroksidaz konjuge anti-fare 1gG
kullanilarak infekte MDBK hiicrelerinde, infeksiyonun 14. saatinde,

gergeklestirilen immunoperoksidaz testi (100 X).




27

4.3- BHV-1 Proteinlerinin SDS-PAGE ile Calisiimas

BHV-1 infekte ve kontrol MDBK hiicrelerinde elde edilen proteinler %
10’luk SDS-PAGE’de incelendi. Coomassie maviyle boyamadan sonra infekte
hiicrelerde, yaklasik olarak, 20 ile 300 kDa arasinda biiyiikliige sahip 50 protein
tiirii belirlendi. Kontrol hiicrelerinde ise 20 farkli protein tespit edildi (Sekil-6).

Genel olarak, infekte hiicrelerdeki protein tiirleri infekte olmayan
hiicrelerdeki protein tiirleriyle ortak bir elektroforez motifi sergilemektedir.
Ancak, infekte hiicrelerde belirgin olarak tespit edildigi halde kontrol
hiicrelerinde belirlenemeyen biiyiikliikleri yaklasik olarak 150, 80, 70, 50 ve 45
kDa olan proteinler dikkat gekmistir. Buna karsin, kontrol hiicrelerindeki 60 ve
40 kDa agrrhgindaki proteinlerin infekte hiicrelerde miktarlarinin azaldig:
kaydedilmistir ($ekil-6).

Sekil-6; BHV-1 infekte ve infekte olmayan MDBK hiicrelerine ait
proteinlerin, %10 Poliakrilamid jelde elektroforezden sonra Coomassie maviyle

boyamada belirlenmesi.

1234 56 MW
205 1; infekte MDBK
b 2; Kontrol MDBK

3; Fare Serumu

4; Tavsan Serumu

5; Ovalbumin

6; S1gir Serumu

MW; Molekiiler agirlik (kDa)
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4.4- BHV-1 Proteinlerinin Immunoblotla Cahsilmasi

immunoblotta BHV-1 immun tavgan serumu kullanilarak, infekte MDBK
ve VERO hiicrelerinde viral proteinler belirlendi (Sekil-7). BHV-1 ile infekte
her iki hiicrede de molekiil agirliklari, yaklagik olarak, 180, 75 ve 55 kDa olan
{i¢ protein tiirii belirlendi.

immun boyamada, bu proteinlerin her {igiinin de MDBK hiicrelerinde
daha yogun olarak bulunduklari tespit edilmistir.

Yagsiz siit tozuyla basarili bir bloklama saglandi.

Sekil-7; BHV-1 infekte hiicrelerdeki immunojenik proteinlerin, immun

tavsan serumu kullanilarak, Vestern blotta belirlenmesi

MW [ T

205 | =
MW: Molekiiler agirlik (kDa)
Lol 1; Tavsan serumu
97 2; BHV-1 inf. VERO
3; VERO
4; BHV-1 inf. MDBK
5; MDBK
66
45
29
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5- TARTISMA

Herpesviriislerde protein sentezinin -diizenlenmest ve sentezlenen
proteinlerin hiicre iginde lokalizasyonlarmnin belirlenmesiyle ilgili pek ¢ok
calisma yapilmstir (11, 35, 52, 59, 67, 79, 80). Bolim 2.1.2°de detay: ile
belirtildigi gibi, bu g¢aligmalarda, herpesviriis mRNA transkripsiyonunun ve
DNA replikasyonunun infekte hiicrenin niikleusunda gergeklestii ortaya
konmustur. Infekte hiicrelerin plazma membranlarina lokalize olan bazi
glikoproteinler harig (41, 85), viral proteinlerin sitoplazmada sentez edilmelerini
takiben niikleusa veya niikleer membrana aktarildiklari belirlenmistir (51, 52,
67).

Viriise 6zgiil hiperimmun fare serumu kullanarak, MDBK hiicrelerinde
BHV-1 infeksiyonunun  degisik  saatlerinde  viriis  proteinlerinin
lokalizasyonlarinin gosterimi immunoperoksidaz testiyle ¢alisildi. Bulgularimiz,
yukarnida genel  hatlariyla  ozetlenen herpesviriis protein  sentezinin
diizenlenmesiyle ilgili verilerle uyum igindedir. Ayrica, BHV-1 ve diger
herpesviriislerle gergeklestirilen immunohistokimyasal galigmalara ait verilerle
de benzer sonuglar elde edildi (21, 36, 67, 77). Ancak, BHV-1 antijenlerinin
intraselﬁler'loka]izasyonlarlmn immunofloresan testiyle belirlenmesine yonelik
yapilan bazi ¢alismalarda, infeksiyonun erken saatlerinde viral antijenlerin
nilkkleer membran kisminda toplandigi belirlenmis fakat, intrantikleer antijenler
belirleﬁenwnﬂstir (36). Buna ragmen, infeksiyonun erken saatlerinde
sergeklestirilen hematoksilin-cozin boyamalarda infekte hiicrelerin niikleusunda
inkliizyon cisimcikleri belirlenmistir. Infeksiyonun ilerledikge sitoplazmik viral
antijenlerin miktarimn artifi  immunofloresan testiyle de kaydedilmistir.
Infeksiyonun geg saatlerinde ise viral antijenleri, niikleer membran bolgesinde
yogun olmakla birlikte, hiicrelerin tamamim kapladif1 gosterilmistir (36, 77).

Infekte hiicrelerin hematoksilin-eozin boyamalarindan sonra mikroskobik

bakilarinda ise; intraniikleer inkluzyon cisimcikleri, sitoplazmik graniiler
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materyallerin artmasi, hiicrenin yuvarlaklagsmas1 ve sismesi ile nikleus
biiytimesi gibi morfolojik degigimler kaydedilmistir (36).

Son  wyillarda, viriisle infekte  hucrelerde  gergeklestirilen
immunohistokimyasal ¢aligmalarda Mak'lar tercih edilmektedir. Bu antikorlarmn
ozgilliiginden faydalinarak, ¢aligilan viral proteinin hiicre i¢i lokalizasyonu ve
sentez saatleri bireysel olarak gosterilmektedir (40, 41, 72).

Herpesviriis proteinlerinin  SDS-PAGE ile analizi amaciyla yapilan
calismalarda, ¢ogulukla, radioaktif izotoplarla isaretli esansiyel amino asitleri
ihtiva eden vasat ortaminda fretilen viriis proteinleri kullanilmaktadir. Bu
caligmalar ya saflastirilmis virionlarla (11, 16, 59, 61, 69 ) ya da infekte hiicre
lizatlariyla gerceklestirilmigtir (14, 56, 59, 69, 70).

Bazi aragtirmacilar, saflastirilmis BHV-1 ile yaptiklan ¢alismada, virionda
molekil agirliklar 14 ile 330 kDa arasinda degisen en az 25 tane yapisal protein
bulundugunu ve bu proteinlerden 11 tanesinin glikoprotein yapismda oldugunu
belirtmiglerdir (59). Ayrica, infekte hiicre lizatinin analizinde ise, 25 yapisal
proteine ilave olarak, molekiil agirliklart 32 ve 182 kDa arasinda degisen, 15
tane yapisal olmayan viriis proteini tespit etmislerdir (59). Buna karsin, bir diger
caligmada, saflagtinlmig virionun yapisinda, molekiil agirliklart 11 ve 240 kDa
arasinda degisen, 20 tane yapisal proteinin bulundugu bildirilmistir (69).

Benzer bir ¢aligmada ise virionun yapisinda 11 tanesi glikoprotein olan 32
tane yapisal protein rapor edilmistir (4).

Herpesviriis ailesinde bulunan diger virislere ait protein analizinde;
equine herpes virus type 1'de 28 (61), cytomegalovirus'da 29 (11), Epstein-Barr
virtisde 23 (16) tiir yapisal protein tespit edilmistir.

Infekte ve infekte olmayan hiicre lizatlartyla gergeklestirilen SDS-PAGE
calisiimalarinda su bulgular elde edilmistir. Elektroforezi yapilan her iki hiicre
numunesinde de hiicreden kaynaklanan ortak proteinler belirlenmis. Bu ortak
proteinlere ilave olarak infekte hiicrelerde pek ¢ok farkli protein tiirtiniin  varlig:

bildirilmistir (59, 69). Ayrica, radioaktif izotoplar kullanilarak yapilan protein
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isaretlemelerinde  infeksiyon ilerledikge, viriis tarafinda hiicresel protein
sentezinin tamamen durdurulmasi veya azalmasi s6z konusu oldugu i¢in, ortak
hiicresel proteinlerin bir ¢ogunun ortadan kalkacagi belirtilmistir (59, 69).
Ancak, Coomassie mavi ile yapilan boyamalarda infekte hiicre numunelerindeki
baz1 hiicresel proteinlerin sentezinin viriis tarafindan durdurulmus oldugunun
belirlendigi, buna ragmen her iki numunede de hiicreye ait proteinlerin tespit
edildigi bildirilmistir (59, 69).

Infekte ve infekte olmayan hiicreleriyle gerceklestirilen bu calismadaki
SDS-PAGE analizde, yukarida belirtilen sonuglara paralel veriler elde edilmigtir.
Gergeklestirilen ¢alismada, viriis proteinlerinin tam bir analizi yapilamamistir.
Ancak, infekte hiicrelerdeki viral proteinlerin mevcudiyeti belirlénebilmistir.

Herpesviriislerin yapisinda pek ¢ok protein bulunmasma ragmen, bu
proteinlerden ancak bazilar1 konakci immun sistemi tarafindan taninmaktadir ve
immunojenik proteinler olarak algilanmaktadirlar. Ozelikle glikoproteinlerin,
viriise karst sekillenen hiicresel ve sivisal immun yamitta 6nemli hedefler
olduklar yapilan ¢alismalarla ortaya konmustur (17, 24, 53, 81).

Glikoproteinlere 6zgiil monoklonal antikorlar kullanilarak gergeklestirilen
calismada 130, 71 ve 55 kDa'lik glikoproteinlerin viriis nétralizasyonunda ve
komplemente bagh lizizde etkin olduklarini* belirlenmigtir (82) . Aym
arastirmacilar, bu glikoproteinlerin tavsanda nétralizan etkinlige sahip antikorlar
olusturdugunu bir diger ¢alismada gostermiglerdir (80).

Monoklonal antikorlar kullanarak gergeklestirilen bir diger ¢alismada 55,
69, 82, 96 ve 102 kDa'lik glikoproteinlerle haricinde 82 ve 92 kDa'lik glikolize
olmayan proteinlerin de nétralizan aktiviteye sahip olduklari belirlenmaistir (12).

BHV-1'e kars1 notralize edici aktiviteye sahip tavsan serumlart kullanarak
gerceklestirilen immunopresipitasyon ve immunoblot deneylerinde ise, galigilan
serumlarin 69-75, 77-81, 82-92 ve 108-115 kDa'lik 4 tane glikoproteinle

reaksiyon verdikleri gosterilmistir (46).



32

BHV-1 ile infekte hayvanlardan, infeksiyonun nekahat déneminde alman
ve yiiksek notralizan antikor titresine sahip serumlarda gerceklestirilen  bir
calismada ise, serumlarin tamaminin 85 ve 70 kDa'lik ve bazilarinin ise, bunlara
ilave olarak, 150 kDa'lik glikoproteinlerle 6zgiil tepkime verdikleri Vestern blot
ile saptanmistir (69).

Deneysel olarak infekte edilen sigir serumlariyla yapilan ¢alismada, BHV-
1'in primer infeksiyonu esnasinda sivisal immun yanitin g I, g IIT ve g IV (yeni
nomenklatiire gore; g B, g C ve g D)'ye 6zgiil oldugunu tespit etmistir (53).

Immunojenik proteinlerin tespiti amaciyla gergeklestirilmis olan Vestern
blot testlerinde, gerek bu ¢alismada gerekse daha o©nce yapilmis olan
calismalarda farkli sayida ve molekiil agirliginda proteinlerin belirlenmesinin
degisik nedenlerden kaynaklanabilecegi bildirilmistir. Oncelikle, kullanilan
poliakrilamid jel sistemlerinin  farkliigmmn bunda etkin olabileceg:
kaydedilmistir (46, 69). Ayrica, infeksiyonun seyri ve immun yanitin durumun

da bir diger etmen olabilecegi ifade edilmigtir (53, 69).
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7- OZET

Sigir herpes viriis 1 (BHV-1) proteinleri t¢ farkli test ile g¢aligildi.
Oncelikle, BHV-1 infeksiyonunun farkh saatlerinde viral proteinlerin hiicre i¢i
lokalizasyonlar1 immunoperoksidaz (IP) testiyle arastirildi. Gergeklestirilen [P
testinde  infeksiyonun ilk saatlerinde wviral proteinler infekte hiicrelerin
niikkleusunda belirlendi. Infeksiyon ilerledikge hiicrenin sitoplazmasinda viral
proteinlerin miktarinin arttif1 kaydedildi.

Sigir herpes viriis 1 proteinlerinin SDS-PAGE ile analizi amaciyla BHV-1
infekte MDBK ve kontrol MDBK hiicre lizatlart % 10'luk poliakrilamid jelde
elektroforez edildi. Proteinlerin belirlenmesi igin jelin Coomassie mavi ile
boyamasi yapildi. Boyama neticesinde, infekte MDBK hiicrelerinde 50 farkl:
protein tespit edilirken kontrol MDBK hiicrelerinde 20 farkli protein belirlendi.
Ancak, viral proteinlerin tam bir analizi yapilamadi.

Elektroforezleri yapilan infekte MDBK ve VERO hiicre proteinleri
immun tavsan serumu kullamlarak Vestern blotta da g¢alisildi. Vestern blot
neticesinde, molekiil agirhklar yaklasik olarak 55, 75 ve 180 kDa proteinlerin

BHV-1'in immunojenik proteinleri olduklar belirlendi.
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8- SUMMARY

Study of Bovine Herpes Virus 1 (BHV-1) Proteins with

Immunoperoxidase, Electrophoresis and Western Immunoblot Methods.

Bovine herpes virus 1 (BHV-1) proteins were studied with three different
methods. Initially, Immunoperoxidase (IP) test was used to investigate the
intracellular localization of viral proteins at different stages of BHV-1 infection.
Viral proteins were determined to be in the nucleus of infected cells at the early
hours of infection. It was noted that, as the infection progressed, viral proteins
started to accumulate in the cytoplasm.

In order to analyse BHV-1 proteins by SDS-PAGE, BHV-1 infected
MDBK and control MDBK cell lysates were subjected to electrophoresis on 10
% polyacrylamide gel. After staining with Coomassie blue, 50 different proteins
were determined in the infected MDBK cells, whereas only 20 different proteins
were observed in the control MDBK cells. However, precise analysis of viral
proteins could not be carried out.

Infected MDBK and VERO cell proteins, subjected to electrophoresis,
were also examined by Western blot using immune rabbit serum. As a result,'
proteins at the molecular weights of approximately 55, 75 and 180 kDa were

determined to be immunogenic proteins of BHV-1.
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