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OZET

infektobezite: Adenoviriislerin Cocuklarda Obezitedeki Rolii

Amag: Son 20 yil icerisinde obezitenin yetiskinlerde 2 kat ¢cocuklarda ise 3
kat arttigi ve tum dunyada epidemiye benzer bir yayilm gosterdigi
g6zlenmigtir. Epidemiyi acgiklamada sadece diyet ve yasam seklindeki
davranis degisiklikleri yeterli olmayip epideminin infeksiydz nedenlerle
Ozellikle de virUslerle iligkili olabilecegi dusunulmektedir. Bazi adenovirus
serotiplerinin [Adenovirls serotip 36 (Ad-36)] insan obezitesiyle, bazilarinin
ise (Ad-5 ve Ad-37) hayvan obezitesiyle iligkili oldugu bildirilirken diger
adenovirus serotiplerin obeziteyle iligkileri saptanamamistir.
Bu calismada, cesitli merkezlerden saglanan klinik 6rneklerden farkh
adenovirus serotiplerinin elde edilmesi, daha sonra bu serotipler kullanilarak
adenoviruslerin gocuk obezitesindeki rollerinin ortaya konmasi, ayrica serum

lipit ve leptin duzeyleriyle iligkilerinin aragtiriimasi amacglanmistir.

Gerec¢-Yontem: Calisma iki asamali olacak sekilde tasarlandi. Birinci
asamada hem toplumda dolasan adenovirls serotiplerini belirlemek, hem de
calismanin ikinci asamasinda uygulanacak mikro-noétralizasyon testinde
kullanmak amaciyla Celal Bayar Universitesinden (solunum-kan, n=88),
Kocaeli Universitesinden (goz-cevresel, n=94) ve Ege Universitesinden
(g6z-solunum, n=18) saglanan klinik dérneklerde adenoviris pozitifligi PZR
yontemiyle, tiplendirme ise sekans analizi ile arastirildi.
Orneklerden DNA ekstraksiyonu vyapildiktan sonra, Lu ve Erdman’in
tanimladigi Adhex F1 ve Adhex R1 primerleri ile amplifiye edildi. Agaroz jel
elektroforezinde pozitif saptanan ornekler purifiye edildi. Negatif drneklere
nested PCR uygulandi. ABI 310 cihazinda dizileme yapilarak blast analizi ile
tiplendirildi. Solunum oOrneklerinde saptadigimiz  Ad-5, g6z sUrintl
orneklerinde saptadigimiz Ad-8 ve LGC Standards’tan temin ettigimiz Ad-36



(ATCC VR-1610) serotipleri mikro-notralizasyon testinde kullaniimak
amaciyla hucre kilturinde uretilerek ikinci asamada kullanilmak Uzere

-80°C’de stoklandi. Arastirmanin ikinci asamasinda ise Celal Bayar
Universitesi Cocuk Saghgr ve Hastaliklari Endokrin Poliklinigi'nden obez
(n=60) ve obez olmayan (n=60) 120 ¢ocuktan, 10’ar ml kan 6rnegi alindi. Bu
orneklerde adenoviriis spesifik 1gG, IgA, IgM antikorlari (Radim, Italya) ve
leptin dizeyi (Invitrogen, ABD) mikroEIA; HDL, LDL, trigliserid ve kolesterol
diizeyleri (Beckman Coulter,irlanda) kemilimiinesan; Ad-5, Ad-8, Ad-36
serotip spesifik antikorlari mikro-nétralizasyon yontemiyle arastirildi. Verilerin
analizinde t testi ve ki kare testi kullanildi. p<0.05 anlamhlik diuzeyi olarak

belirlendi.

Bulgular: Ug¢ ayri merkezden saglanan 200 klinik 6rnegin 84’linde
adenoviris pozitif, 116’sinda negatif bulundu. pozitif orneklerin 11’
tiplendirilemezken, 60’1 serotip 8 (56 g6z Ornedi, 2 c¢evresel ornek, 2
solunum 6rnegi), 7’si serotip 3 (solunum 6rnegi), 4’4 serotip 4 (3 goz, 1
solunum 06rnegi) ve 2’si serotip 5 (1 g6z, 1 solunum 06rnegdi) olarak
belirlenmistir. Obez grubun adenovirts IgM, 1gG ve IgA pozitiflikleri sirasiyla
%3.3, %100 ve %3.3; obez olmayan grubun %8.3, %93.3 ve %5.0 idi. Obez
grupta adenovirts IgG pozitifligi obez olmayan gruba goére ytksekti (p<0.05).
Obez grubun HDL, LDL, kolesterol, trigliserid ve leptin dizeyi ortalama
+SS’lari  sirasiyla 44.6+10.2, 93.2428.6, 159.5+34.7, 107.11+58.8,
373.5£262.3 iken, obez olmayan grupta 52.3+12.9, 84.8+23.9, 155.7+£25.3,
96.8+42.0, 206.1£176.1 bulundu. Obez gruptaki HDL dizeyi obez olmayan
gruba gére dusuk, leptin duzeyi ise yuksekti (p=<0.05).
Obez grupta Ad-36 ve Ad-5 ndtralizan antikor pozitifik oranlari, obez
olmayan gruba goére anlamli bulunurken (p<0.05); Ad-8 ndétralizan antikor

pozitifligi agisindan iki grup arasinda anlamli bir iligki saptanmadi (p=0.05).

Sonug: Ulkemizde adenoviruslerle ilgili arastirmalar sinirli sayidadir ve
obezite ile iligkilerini arastiran herhangi bir calisma gunumuize kadar
yapiimamistir. Yaptigimiz ¢alisma sonucunda Ad-5 ve Ad-36 serotiplerinin
cocuklardaki obeziteyle iligkili oldugu belirlenmistir. Arastirmamiz; Ad-36’nin

insan obezitesiyle iligkisine isaret eden Ulkemizdeki ilk galisma oOzelligini



tasirken, Ad-5in insan obezitesiyle iligskisine isaret eden dunyadaki ilk
calisma olma oOzelligini tasimaktadir. Bu nedenlerle arastirmamiz
sonuglarinin Ulkemiz ve dunya literatirine onemli katkilarinin olabilecegini

dusunmekteyiz.

Anahtar kelimeler: Cocuk, obezite, infeksiyon, adenovirsler.




ABSTRACT

Infectobesity: The Role of Adenoviruses in Children Obesity

Aim: Over the last 20 years, obesity was observed to increase 2-fold in
adults and 3-fold in children, and spread all over the world like an epidemic.
Diet and lifestyle-related behaviour changes are not sufficient to explain
obesity epidemic, while infectious factors, particularly viruses should be
considered, as well. It was reported that, some adenovirus serotypes
[Adenovirus serotype 36 (Ad-36)] have been correlated with human obesity,
while others (Ad-5 and Ad-37) with animal obesity, but other adenovirus
serotypes displayed no correlation with obesity at all. In this present study, it
was aimed to identify different adenovirus serotypes from clinical specimens
collected from various centers, and by using these isolates, to demonstrate
the role of adenoviruses in child obesity, also to investigate their correlation

with serum lipid and leptin levels.

Materials and Methods: The study was designed in two-steps. In the first
stage of the trial, to determine adenovirus serotypes circulating in the
community, also to identify adenoviruses to be further used in the micro-
neutralization tests in the second stage of the study, adenovirus positive
clinical specimens collected from Celal Bayar University (respiratory-blood,
n=88), Kocaeli University (ophthalmic-environmental, n=94), and Ege
University (ophthalmic-respiratory, n=18) were investigated by PCR method,
and subsequently serotyping was performed by sequence analysis. Following
DNA extraction from clinical specimens, amplification was carried out using
the Adhex F1 and Adhex R1 primers described by Lu and Erdman. Clinical
samples found positive by agarose gel electrophoresis were purified.
Negative samples were tested by nested PCR. Sequences were determined
using an ABI 310 sequence analyser and typed by BLAST analysis. Ad-5 and



Ad-8 serotypes isolated from respiratory and eye swab samples, respectively,
and Ad-36 (ATCC VR-1610) serotype obtained from LGC Standards were
produced in cell cultures and stored at -80 ° C to be further used in the
micro-neutralization tests. In the second stage of the trial, 10 ml blood
samples were collected from totally 120 children, obese (n = 60) and
nonobese (n = 60), who have admitted to Outpatient Clinic of Department of
Pediatric Endocrine of Celal Bayar University. In these blood specimens,
Adenovirus-specific 1gG, IgA, IgM antibodies (Radim, Italy), and leptin levels
(Invitrogen, USA) were tested by microEIA; HDL, LDL, triglyceride and
cholesterol levels (Beckman Coulter, Ireland) by chemiluminescence; Ad-5,
Ad-8, Ad-36 serotype-specific antibodies by micro-neutralization methods. T
test and chi-square test were used in data analysis p<0.05 level was

recognised as the level of significance.

Results: Of the 200 clinical specimens obtained from three different centers,
84 were determined as adenovirus-positive, while 116 specimens were
adenovirus-negative. 11 of the positive samples could not be typed by no
means, while 60 samples (56 ophthalmic, 2 environmental, 2 respiratory)
were identified as serotype 8, 7 samples (respiratory) as serotype 3, 4
samples (3 ophthalmic, 1 respiratory) as serotype 4 , and 2 samples (1
ophthalmic, 1 respiratory) as serotype 5.

In obese group, rates of adenovirus IgM, IgG and IgA positive samples were
respectively, 3.3%, 100% and 3.3%; however, in non-obese group, 8.3%,
93.3% and 5.0%, respectively. The rate of IgG positivity was found higher in
obese group compared to non-obese group (p<0.05). HDL, LDL, cholesterol,
triglyceride and leptin levels and mean = SD values of obese subjects were
found respectively as 44.6+10.2, 93.2+28.6, 159.5+34.7, 107.1+58.8,
373.5£262.3, while as 52.3+12.9, 84.8+23.9, 155.7+25.3, 96.8+42.0,
206.1£176.1 for non-obese subjects. In comparison to non-obese group, HDL
values of the obese group were noted lower and leptin levels were found
higer (p<0.05). In the obese group, the rates of Ad-36 and Ad-5 neutralizing
antibody-positive subjects were found statistically significant compared to
non-obese group (p<0.05); regarding the rate of Ad-8 neutralizing antibody-

positivity, no significant correlation was observed between the two groups



(p= 0.05).

Conclusion: In our country, Adenovirus-related research studies are very
limited, and furthermore, any study evaluating the relationship between
Adenoviruses and obesity has not been conducted yet. According to our
study data, Ad-5 and Ad-36 serotypes of Adenoviruses were determined to
be associated with obesity in children. Our research is the first national study
demonstrating the correlation between Ad-36 serotype and human obesity
while the first international study pointing out the correlation between Ad-5
serotype and human obesity. Based on these reasons, we believe the data
we achieved in this present study may have important contribution to both

national and international literature.

Keywords: Children, obesity, infection, adenoviruses.
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1. GIRIS VE AMAG

Yogun kentsel yasam, beslenme aligkanliklarinin degisimi ve diger
bircok nedenlerle insan sagligini etkileyen guncel sorunlar arasinda
obezitenin yeri her gegen gun biraz daha artmaktadir. Bazi toplumlarda rapor
edilen obezite nedenli 6lum oranlari Grkitica boyutlara ulasmigtir. Amerika
Birlesik Devletleri (ABD)inde Ulusal Saglik ve Beslenme Arastirmalari
[National Health and Nutritio Examination Surveys (NHANES)]'na gore 1976—
1980 ve 1999-2002 yillar arasinda obez insanlarin sayisi yaklagik iki katina
¢cikmis ve bu yukselis ivmesi son yillarda daha da artmistir. Obezite sadece
ABD’de degil, ayni zamanda Avrupa’da da 6énemli bir sorun haline gelmistir
(1). Dinya Saglk Orgutt (DSO) 1998 yilinda obeziteyi global bir epidemi
olarak nitelemis ve bir halk saghgi sorunu oldugunu vurgulamistir (2).

GUnumuzde dunyanin hemen hemen tum bdlgelerinde obezite
prevalansi artmakta, bu durum sadece yetigkin kadin ve erkekleri dedgil,
cocuklari ve gencleri de etkilemektedir. Kalp ve damar hastaliklari, diyabet,
hipertansiyon, bazi kanser tirleri, kas iskelet sistemi hastaliklari gibi
hastaliklarin olugsmasina, yasam kalitesinin azalmasina ve olumlere yol agan
obezite, sadece kiresel boyutta bir halk sagligi problemi olmakla kalmayip,
ulke ekonomilerine olumsuz yonde etki eden bir unsur olarak da karsimiza
cikmaktadir (3).

Obezite, cocuk ve adolesanlarin %25-30'unu etkileyen 6nemli bir
beslenme problemidir. Cocukluk ¢agi obezitesi 6zellikle gelismis Ulkelerde
olmakla beraber bitin dinyada artan bir prevalansa sahiptir. Obeziteye bagli
problemlerin yani sira ¢ocukluk caginda obez olanlarda erigkin donemde
morbidite ve mortalitenin artmasi, adolesan ddéneme obez girenlerin

%50'sinin eriskin donemde obez olmasi ve ¢ogu kez aileler ve hekimler



tarafindan tedavi edilmesi gereken bir hastalik olarak goriulmemesi agisindan
onemli bir saglik sorunu olarak karsimiza ¢ikmaktadir (4).

Obeziteye neden oldugu dusunullen en 6nemli faktorler olarak genetik,
cevresel, ndronal ve endokrin faktorler gdsterilmektedir. Ancak sorunun
bulagici hastaliklara benzer gekilde hizli bir yayllma gostermesi obezitenin
etiyolojisinde patojen etkenlerin rol alip almadigi sorusunu gindeme
getirmistir. Obezite olgularinda virtslerin rol alabilecegine iligkin ilk somut
veriler 1978 yilinda elde edilmigtir. GUnuimuze dek Ug¢ tanesi insan virdsu
(Adenovirus tip 5 (Ad-5), Ad-36, Ad-37) ve bes tanesi hayvan virisu (kopek
genclik hastaligi virisu, Rous-associated virus tip 7, SMAM-1, Scrapie ajani,
Borna hastaligi virisu) olmak Uzere toplam sekiz virislin obeziteye neden
olabilecegi ortaya konulmustur (1).

Bu calismada, U¢ ayri merkezden saglanan 200 klinik 6rnekte
adenovirls serotip dagihminin saptamasi, elde edilen serotiplerin bazilarini
kullanarak adenoviruslerin gocuk obezitesindeki rollerinin ortaya konmasi,

ayrica serum lipit ve leptin duzeyleriyle iligkilerinin arastirmasi amacglanmigtir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Obezitenin Tanimi

Latincede obezite “obeziteus” s6zcuglnden tiremis olup, “yemekten
dolay””  anlamindadir. ingilizcede ise obezite, fazla yiiklenme anlamina
gelmektedir. Obezite vicutta asiri yag depolanmasi ile ortaya gikan, fiziksel
ve ruhsal sorunlara neden olabilen bir enerji metabolizmasi bozuklugudur.
Kalori alimi ile kullanimi arasindaki dengesizlik sonucu ortaya c¢ikan
multifaktériyel bir durumdur (5). DSO obeziteyi, viicut kompozisyonunda
insan sagligini olumsuz sekilde etkileyecek duzeyde yag miktarinin artisi

olarak tanimlamistir (2).

2.2. Cocukluk Cagi Obezite Prevalansi

Dinya genelinde obezite goérilme sikligini (prevalans) etkileyen
etmenler arasinda kalitim, yas, cinsiyet, besin tuketimi, beslenme
aliskanliklari, yasam tarzi ve aligkanliklari yer almaktadir (6). Cocukluk ¢agi
obezitesi Ozellikle gelismig Ulkelerde olmakla beraber butin dunyada artan
bir prevalansa sahiptir (7). Obeziteyi etkileyen demografik, sosyokdultirel ve
biyolojik faktorlerin etkisi ile dunyanin farkli cografik bdlgelerinde yasayan
cocuklardaki obezite sikhdr arasinda buylk dedgisiklikler gorulmektedir.
Obezite gelisimi, gelismis Ulkelerde alt sosyal tabakalarda koétli beslenme
aliskanligi ve az fiziksel aktivite nedeniyle daha sik gorilmekte iken,
gelismekte olan Ulkelerde ise dusuk fiyata daha lezzetli yiyeceklerin
bulundugu bati tarzi beslenme nedeniyle daha ¢ok orta ve Ust sosyal

tabakalarda gorulmektedir (8).



Obezitenin en sik goérildigi ABD'de Hastaliklari Onleme ve Kontrol
Merkezi (CDC) tarafindan yurutulen ABD’nin NHANES c¢alismasina gore,
2003-2006 yillarinda 2-19 yas arasi ¢ocuklar ve adolesanlarin %16.9'unun
obez oldugu bildirilmigtir (9).

Avrupa'da okul ¢agi c¢ocuklarinda fazla kilolu olma prevalansi en
yiksek olan Ulkeler ispanya (6-9 yas, %35) ve Portekiz (7-9 yas, %32) olarak
bulunmustur (10).

Ulkemizde c¢ocuk ve adolesanlarda obezite prevalansini yansitan
ulusal dizeyde herhangi bir ¢alisma olmamakla beraber bodlgesel galismalar
mevcuttur. Kayseri'de 6-10 yas grubunda 1032, 11-17 yas grubunda 2671
olmak Uzere toplam 3703 c¢ocukta vyurttulen bir calismada c¢ocuklarin
%10.6'sinin fazla kilolu, %1.6'sinin obez oldudu belirtilmistir (11). istanbul,
Ankara ve Izmirde 12-13 yasinda 1044 adolesan Uzerinde yapilan bir
calismada cocuklarin %12'si fazla kilolu, %Z2'si obez olarak saptanmigstir
(12). Mugla'da 6-15 vyas arasindaki 4260 c¢ocuk obezite acisinda
degerlendiriimis ve kizlarin %7.6'sinin, erkeklerin %9.1'inin obez oldugu
bulunmustur (13). Manisa bolgesinde yapilan 14-18 yas arasi 680 gocugun
beslenme durumlarinin vicut antropometrik Olculerle degerlendirildigi

calismada obezite orani %16.8 olarak saptanmistir (14).

2.3. Obezite Siniflamasi
Obezite yag dokusunun dagilimi ve anatomik ozelliklerine, obezitenin
baslama yasina ve etyolojide rol oynayan faktorlere gore birkag farkli sekilde

siniflandirilabilir.
2.3.1. Yag Dokusunun Dagilimi ve Anatomik Ozelliklerine Gore
2.3.1.1. Hiperselliller Obezite

Yag hucre sayisinin artisi ile karakterizedir. Cocukluk gaginda gorilen

obezite tipidir. Nadiren eriskin ddnemde de ortaya ¢ikabilir (15).



2.3.1.2. Hipertrofik Obezite

Yag hucrelerinin buyuklugu ve lipit igerigindeki artis ile karakterizedir.
Yag huicre sayisi normaldir. Erigkin donemde ve gebelikte gorulen obezitedir
(15).

2.3.1.3. Yag Dagilimina Gore Obezite
-Android tip obezite (abdominal/santral): Yad dokusu, karin ve
goguste birikmigtir.
-Gynoid tip obezite (gluteal/periferal): Yag dokusu, kal¢a ve uylukta

toplanmistir.

2.3.2. Obezitenin Baglama Yasina Gore
- Cocukluk yas grubunda baglayan obezite

- Erigkin donemde baglayan obezite

2.3.3. Etiyolojiye Gore

2.3.3.1. Basit Obezite (Ekzojen Obezite)
Obez ¢ocuklarin blytk bir kisminda altta yatan tibbi bir problem yoktur
ve bu grup basit obezite veya primer obezite olarak adlandirilir. Bu gruptaki

cocuklarin cogunda klinik bir belirti yoktur (15).

2.3.3.2. Sekonder Obezite (Endojen Obezite)

Obezite tanisi konan hastada altta yatan O6nemli endokrin veya
endokrin digi neden olup olmadigi dikkatle incelenmeli ve patolojik durumlar
ekarte edilmelidir. Endokrin, genetik veya diger nedenler etyopatogenezde rol
aldiginda sekonder obeziteden s6z edilmektedir. Cocukluk ¢agi obezitesine
neden olan sekonder nedenler % 1’den daha az bir grubu olusturmaktadir
(16).



2.3.3.2.1. Sekonder Obezite Nedenleri

Genetik Sendromlar

Prader-Willi Sendromu
Laurence-Moon-Biedl Sendromu

Down Sendromu

Cohen Sendromu

Carpenter Sendromu
Borseson-Forssmann-Lehmann Sendromu

Beckwith-Wideman Sendromu

Endokrin Nedenler

Cushing Sendromu
Hiperinsulinizm

Buyume hormonu eksikligi
Hipotiroidi
Psddohipoparatiroidizm

Leptin Bozukluklari

Hipotalamik Bozukluklar

Tumorler (kraniofaringioma)
infeksiyon (ensefalit, tiberkiloz)
Travma

infilitrasyon (I6semi, histiyositoz)

Frohlich Sendromu

llaclar

Glukokortikoidler
Trisiklik antidepresanlar
Antitiroid ilaclar
Fenotiazin

Sodyum valproat

Ostrojen, progesteron

Lityum



2.4. Obezite Olgiim Yéntemleri

Obezite vicutta asir yaglanma anlamina gelmektedir. Ancak asiri
yaglanma tanimini yapabilmek i¢in dnce normalin tanimlanmasi gerekir. Bu
amacla vucuttaki yag miktarlarini dlgebilecek gesitli yontemler gelistiriimistir.
Bu yontemlerin hepsinde amag vicuttaki yag dokusu ile yag dokusu disinda
kalan doku miktarinin belirlenmesidir. Vlcutta bulunan yag miktari direk
olarak Olgulebilecedi gibi yag dokusunun yagsiz dokuya orani olarak da
Olculebilir. Vicut dansitesinin hesaplanmasi (hidrodansitometri), toplam vicut
suyunun izotop ile hesaplanmasi, toplam vicut potasyumunun olgima, dual
enerji absorpsiyonunun Olgumu, impedans oOlgimu, noétron aktivasyonu,
tomografi ve magnetik rezonans vicuttaki yagin direkt élgimda icin kullanilan
metodlardir. Bu metodlar daha dogru ve guvenilir olmalarina ragmen vicut
kitle indeksi (VKI) glivenli, basit, ucuz ve kolay uygulanabilir olmasi nedeni ile
yaygin olarak ¢cocuklar icin epidemiyolojik amacl kullaniimaktadir (17).

Viicut yag orani, yaygin olarak VKi ile degerlendirilir ve viicut agirhgi
(kg)/boy(m?) formdili ile hesaplanir. Cocuklarda ise VKIi ve VKI persentillerini
esas alan, birbirine benzer iki uygulama vardir (18). VKI gocuklarda yasa ve
cinse gore degisiklik gdsterir. Yasa ve cinse gére VKI'in persentilleri
belirlenmistir. VKI 85-95 persentil arasinda olanlar fazla tartili, 95 persentilin

uzerinde olan olgular ise obez olarak degerlendiriimektedir (19).

2.5. infektobezite Kavrami

Obezite sayisiz etyolojisi olan ciddi bir kronik hastaliktir. 1980’den beri
prevalansi tum dunyada dramatik olarak artmistir. 1960'da ABD’de
obezitenin prevalansi %13 iken 1980°’de %15’e ylkselmistir.1980-2000 yillari
arasindaki 20 yillik sUregte obezite prevalansi 10 kat artmis ve 2000'de ABD
populasyonunun %31’i obez olarak tanimlanmigtir. Bu 20 yilik donemde
obezite yetiskinlerde 2 kat cocuklarda ise 3 kat artmistir. DSO, obezite
epidemisinden bahsederek uluslararasi obezite ile muicadele komitesini
kurmustur (2). Epidemiyi aciklamada sadece diyet ve yasam seklindeki
davranis degisiklikleri yeterli degildir. Bu durumun infeksiydz nedenlere bagli,

Ozellikle de viruslerle iligkili olabileceginin guglu delilleri mevcuttur (20).



Viral olarak induklenen obezite yeni bir kavram degildir. 1982 yilindan
bu yana obeziteye sebep olan bes farkli hayvan virisu ve bir insan virlsu
saptanmistir (Tablo-1) (20).

Tablo-1: Obeziteye sebep olan hayvan ve insan virlsleri

Canine distemper virus 1982

Rous-associated virus-7 1983

Hayvan Borna disease virus 1983
Scrapie ajani 1987

SMAM-1 1990

Adenovirus 36 2000

insan Adenoviriis 37 2002
Adenovirus 5 2005

2.5.1. Canine Distemper Virus

Képek genglik hastaligi virisi (Canine Distemper Virus, CDV)
Paramyvoxiridae ailesinde, Morbillivirus cinsinde yer alir. Etken insanlarin
kKizamik virisu ile yakin antijenik iligkiye sahiptir. Kopeklerde ve degisik
etobur memelilerde solunum sistemi, gastrointestinal sistem ve santral sinir
sistemini (SSS) etkilemektedir. Virls beynin beyaz cevherindeki néron ve

glial huicrelerde replike olur (21).

CDV’nin obezitedeki rolline iligkin ilk calismada intraserebral ve
intraperitoneal yolla olusturulan infeksiyonlardan sag kalan isvicre albino
farelerinin dortte birinde obezite gelistigi gozlenmistir. Obez farelerde
dolagimdaki katekolamin duzeyinin dustugu saptanmis ve infekte
hayvanlarda yag depolamaya spesifik olan adipositlerin toplam sayisinin
infekte olmayanlara kiyasla daha fazla oldugu belirlenmistir. Bununla birlikte
hayvanlarin SSS’inde herhangi bir hasar goralmemistir. Bu verilere
dayanarak virisun beyin-katekolamin yolunu etkileyerek obezite olusturdugu

sonucuna varilmigtir (22).



Daha sonra yapilan galismalarda CDV’nin hedefi hipotalamus olarak
belirlenmistir. Hipotalamus istahi duzenlemede, enerji tuketiminde ve

néroendokrin fonksiyonlarda énemli rol oynar (23).

2.5.2. Rous-associated Virus-7

Retroviridae ailesinde yer alan Avian LoOkozis Virusleri (AVL)
neoplastik blyume, osteopetroz ve kronik dejeneratif hastalik gibi
proliferasyon defektleri ile birlikte anemi ve immunsupresyon gibi bozukluklar
meydana getirir (22).

Carter ve ark.lan (24) yaptiklari ¢alismada Rous-associated virus-7
(RAV-7)nin tavuklarda obeziteyi indukledigini bildirmigler ve burada
sekillenen obezitenin hiperkolesterolemi ve hipertriglisemi sonucu meydana
geldigi sonucuna varmislardir. infekte tavuklarda biyimis yagli karaciger,
anemi ve immunsupresyon gorulmus, gida alimi ayni oldugu halde obezite
gelismis ve bunlarda tiroid hormonlari distuk bulunmustur. Bu c¢alismada
obezite hipotiroidiye baglansa da, SSS hasarinin da mumkin olabilecegi

dusunulmustdar.

2.5.3. Borna Disease Virus

Borna disease virus (BDV) tek, negatif iplikli bir RNA virGsudur ve
Mononegavirales sinifi, Bornaviridae cinsine aittir. Primer olarak sinir
sistemini hedefler, ama diger organlarda da replike olur. BDV infeksiyonu
konakta guglU bir immun cevap olusturur ancak virts sinir sisteminde sinirli
kalir. BDV atlar ve koyunlarda ensefalomyelite neden olur; ancak laboratuvar
deneyleri kuslar, kemiriciler ve primatlarin da infekte olabilecegini
gOstermigtir. Virls siganlarda hipotalamusun lenfomonositik inflamasyonu,
pankreas adaciklarinin hiperplazisi ve yukselmis serum glukoz ve TG
diizeyleri ile Indiklenmis Obezite Sendromu’na neden olur. Sendromun
ciddiyeti kullanilan viral sus, hayvanin genetik temeli ve inokulasyon
sirasindaki yasina gore degisir (25).

Narayan ve ark.lari (26) ile Gosztonyi ve ark.larn (27) yaptiklar
calismalarda BDV’'nin siganlarda obeziteye neden oldugunu saptamiglardir.

Baska bir arastirmada ise virisun beyinde septum, hipokampus, amigdala ve



ventromedial hipotalamusta lenfomonositik yangiya neden olarak sinir
sisteminde kaldigi, obezite mekanizmasinin da SSS hasarina bagli oldugu

dusundimustir (28).

2.5.4. Scrapie Ajani

Scrapie, koyun ve kegilerin SSS’ni etkileyen oldurtcu dejeneratif bir
hastaliktir ve Nakledilebilir Spongioform Ensefalopatiler (NSE) grubunda yer
alir. Scrapie ajaninin yapisina iligkin virino teorisi, virls teorisi ve prion teorisi
olmak Uzere Ug¢ ana teori vardir. Virino teorisi etkenin sadece virus gibi islev
gOren kuguk bir nukleik asit pargasi oldugunu savunur. Virus teorisi etkenin
bir viris oldugunu ancak mevcut virolojik yontemlerle Uretilemedigini ve
saptanamadigini savunur. Prion teorisi ise etkenin sadece proteinden olugan
bir yapiya sahip oldugunu ve 6zellikle sinir hiicrelerinde bulunan normal prion
proteinlerinin (PrPc) kimyasal yapisini degistirip kendine benzeterek etkidigini
savunur. GUnimuzde en gecerli teori olarak prion teorisi kabul edilmektedir
(29).

GUnUumuzde scrapie ajaninin insanlari infekte ettigine dair herhangi bir
kanit yoktur; ancak Sigir Spongioform Ensefalopatisi ve Creutzfeld-Jacobs
hastaligina neden olan prionlarla yakin iligkisi oldugu dugunulmektedir. Kim
ve ark.lar (30) scrapie ajani ME-7 susunun farelerde obeziteye neden
oldugunu 6ne surmugler ve adrenal bezin ¢ikarilmasi ile scrapie ajaninin
neden oldugu obezitenin engellendigini gostermiglerdir. Bu durum scrapie
ajaninin neden oldugu obezitede hipotalamo-hipofizier-adrenal aksin énemli

rol oynadigini gostermisgtir.

2.5.5. SMAM-1

1970’li yillarin ortalarinda Hindistan’daki ticari tavuk giftliklerinde 6lum
oranlarinda sira dig1 bir artis gozlenmigtir. Bu duruma bir kanatl
adenovirisinin neden oldugu saptanmis ve etken SMAM-1 olarak
adlandirilmigtir. SMAM-1 immun sistemi baskilayan ve vucut yad oraninda
artisa neden olan bir etkendir (31).

Dhurandhard ve ark.larinin (32) yapmis oldugu c¢alismada, tavuklara
intraperitoneal yolla SMAM-1 virisu inokulle edilmistir. Yaklasik ¢ hafta

sonra visseral yag miktarinda artig, serum kolestrol ve trigliserit dizeyinde
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ise azalma gorulmustur. Bunun yaninda, infekte hayvanlarda karacigerde
bayume ve karacigerin trigliseritle dolu oldugu saptanmistir. Etkenin yayilma
kabiliyetini saptamak Uzere infekte hayvanlarla ayni bélmeye kontrol grubu
disinda uguncu grup olarak saglikli tavuklar konulmus ve bu hayvanlarda da
dogal infeksiyon sonucu ayni bulgular meydana gelmistir. Bu verilere
dayanarak, SMAM-1 etkeninin obeziteye neden oldugu ve muhtemelen
aerosoller araciligiyla bulagabildigi disunulmustar.

SMAM-1 etkeninin insan obezitesi ile iliskisi olup olmadigini anlamak
icin Hindistan’da 52 obez insanin serumlari SMAM-1 antikorlari yoninden
agar jel presipitasyon testi ile taranmistir. Test edilen 6rneklerden 10 tanesi
pozitif sonug verirken, 42 6rnek negatif cikmistir. SMAM-1 negatif gruba goére
SMAM-1 pozitif gruptaki insanlarin vicut kitle indeksi daha yuksek
bulunmustur. Bu grupta serum kolesterol ve TG duzeyi daha dugsuk gikmistir.
Bu verilere gore, SMAM-1 insan obezitesi ile iligskisi olabilecegi ortaya
konulan ilk etkendir (33).

2.5.6. Adenoviriisler

1953’de Rowe ve ark.lari (34) ¢ocuklarin adenoidlerinden hazirlanan
kulturlerin spontan dejenerasyonunu uyaran bir etken tanimladilar ve adenoid
dejenerasyon ajani olarak adlandirdilar. 1954’de Hilleman ve Wenner (35)
askeri personelin solunum yollarindan alinan orneklerde benzer bir etkeni
urettiler ve RI-67 diye adlandirdilar. Sonrasinda bu iki virisun birbiriyle iligkili
oldugu gosterildi ve 1956'da ilk kaynagini belitmek Uzere adenovirls terimi
onerildi.

izolasyonlarindan kisa bir siire sonra adenoviriislerin gocuklar ve
askere alinan bireyler arasinda siklikla infeksiyon olusturdugu saptanmistir.
Solunum sisteminin yani sira bazi adenovirUs tipleri konjunktivay infekte
etmekte veya cocukluk ¢agi ishallerine neden olmaktadir. Bunlarin diginda
adenovirUsler aseptik menenjit, ensefalit, hepatit ve hemorajik sistit etkeni
olarak da tanimlanabilir. Ayrica immun sistemi baskilanmis bitin yas
gruplarinda yaygin ve agir seyreden infeksiyonlara da neden olmaktadirlar
(36).

1960’larin ortalarinda adenovirUslerin rodentlerde tUmor geligsimine

neden olduklari saptanmis, ancak virlsun insandaki kanserle baglantisi ikna
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edici bulunmamigtir. Ginumuzde adenovirusler gen tedavisinde vektor olarak
kullanilmaya baglanmistir (37).

2000’li yillardan beri yapilan bir¢gok ¢alismada adenovirtslerin bazi
serotiplerinin insan obezitesine sebep oldugu bulunmustur ve bu yondeki

calismalar gunumuzde hiz kazanmistir (20).

2.5.6.1. Adenoviruslerin Siniflamasi

AdenovirUsler yakin zamanda 5 cinse ayrilmig olan adenoviridae
ailesinin mastadenovirus cinsinin bir Gyesidir. Bu ailede yer alan diger cinsler
Aviadenovirus, Atadenovirus, Siadenovirus ve Ichtadenovirtus’tur (Tablo-2).
Mastadenovirls cinsi yunanca meme anlamina gelen mastos kelimesinden
gelir ve memelileri infekte eder. Yaklasik 19 mastadenovirus tlrinden 7’si
insanlar infekte eder ve bu turler A’dan G’ye kadar belirlenmistir. Her bir
insan adenovirus turinun birgok serotipi vardir ve buglne kadar 57 insan

serotipi tanimlanmistir (Tablo-3) (38).

Tablo-2: Adenoviridae ailesinin cins, tir ve konaklari

Aile Cins Tur Konak
Atadenovirus D Omurgali
Aviadenovirus A Omurgal
Adenoviridae Mastadenovirls C Omurgal
Siadenovirls B Omurgali
Ichtadenovirus A Omurgal

12



Tablo-3: insanlari infekte eden tiir ve serotipler

insanlari infekte

Cins Eden Tur Serotip
A 12,18, 31
B 3,7,11, 14, 16, 21, 34, 35,
50, 55
C 1,2,5,6, 57
D 8,9, 10, 13, 15, 17, 19, 20,
Mastadenovirls 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28,

29, 30, 32, 33, 36, 37, 38,
39, 42, 43, 44, 45, 46, 47,
48, 49, 51, 53, 54, 56

4

F 40, 41

52

2.5.6.2.Adenoviriislerin Yapisal Ozellikleri

Adenovirtsler orta buyuklikte, 70-90 nm ¢apinda, zarfsiz, ikozahedral
yapidadir. Her bir partikul yaklasik 40 genden olusan, 36 kb’lik, tek ve
dogrusal DNA molekulu igerir (39). Virion 252 kapsomerden olusur ve bu
kapsomerlerden 240’1 eskenar uggen yulzleri, 12’si ise koseleri olusturur.
Eskenar Uggen yulzleri olusturan kapsomerler hekzon, kdseleri olusturan
kapsomerler ise penton adini alir. Penton bazina bagli olarak projeksiyon
seklinde uzayan vyapisi fiber olarak adlandirilir (36). Adenovirlslerin dis
yuzeyinde bulunan bu yapisal elemanlar seklen olduklari gibi birbirlerinden
antijenik yapi olarak da farkhdirlar. Hekzonlar insan adenovirtsleri, pentonlar
tum adenovirUsler igin ortaktir. Fiber antijenleri ise tipe 6zguldarler (40).

infeksiyéz adenoviriis partikiilinden diferansiyel santrifiigasyonla alfa,
beta ve gama adlari verilen 3 ayri soltbl antijen ayrilir. Bunlardan alfa antijeni
hekzon kokenli olup gruba 6zeldir ve butin insan adenoviruslerinde ortaktir.
Beta antijeni penton kokenli olup, toksin benzeri bir etkiye sahiptir.

Adenovirtslerin sitopatik etkisinden sorumludur ve gruba 6zglidir. Gama
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antijeni ise fiber kaynakldir. Tipe 6zgudur ve hemaglutinin niteligindedir. Bu
antijenden adenovirus izolatlarinin hemaglutinasyon testi ile
tiplendiriimesinden yararlanilir (40).

Adenovirtslerin =~ %13’ DNA, %87’si  proteinlerden  olusur.
AdenovirUsler yapilarinda bulunan guanin (G)+sitozin (S) oranina gore 3
gruba ayrilirlar. Birinci grupta dusuk miktarda G+S igerenler (%48-49), ikinci
grupta orta derecede G+S igerenler (%50-53) Uglncu grupta ise ylksek
oranda G+S igerenler (%58-60) yer almaktadir. Onkojenik etki gosterdigi
dugunulen 12,18 ve 31 birinci gruptadir (40).

2.5.6.3. Adenoviriislerin Ureme Ozellikleri

Adenovirusler Uredikleri hucreye pinositoz yolu ile girerler. Fiber
antijeninin virlsun konak hicreye baglanmasinda énemli roli bulunmaktadir.
infekte hiicrede adenovirlis replikasyonu 22-25 saat igerisinde tamamlanir.
Viris hucre igerisine alindiktan sonra hekzon ve penton antijenlerinden
ayrilarak viral DNA hicre ¢ekirdegine tasinir. Erken (E) ve gec¢ (L) m-RNA’lar
sentezlenir. Viral m-RNA’lar sitoplazmada yapisal proteinleri sentezledikten
sonra, bu proteinler ¢ekirdege tasinir ve tUm virls partikili olusturulur.
Sentezlenen virls partikilleri otolizis ile serbest hale gecerler (36).

Adenoviral DNA replikasyonu Oncesi genom Uzerinden 5 farkli
bdlgeden erken m-RNA sentezlenir. Bunlardan E1 bdlgesi adenovirus
replikasyonunun baslamasi ve duzenlenmesi yonunden 6nem tasir. Hucre
kiltarlerinde olusan transformasyondan ve hayvanlardaki onkojeniteden bu
bdlge sorumludur (41). E1A RNA sentezini aktive eder ve dizenler. E1B
virisle infekte olan hucrelerin apopitoza gitmesini engeller. E2B DNA
polimeraz enzimini kodlar. E3 ve E4 ise viral replikasyonun farkli
donemlerinde rol oynar Her bir hicre basina Uretilen 10000-1000000
arasindaki viral partikilden sadece %1-5’i infeksiyozdir (36).

Latent veya persistan infeksiyon, dncelikle bademcikler ve adenoidler
gibi lenfoid mukozal dokularda olusur. Adenovirusler buralarda bilinmeyen

mekanizmalarla varliklarini surdarurler ve seyrek olarak replike olurlar (42).
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2.5.6.4. Adenoviriislerin Laboratuvar Tanisi

2.5.6.4.1. Mikroskopi

AdenovirUs ile infekte hucreler, histolojik olarak boyanmig dokularda,
sivi sedimentlerinde veya kulturlerde, 1si1k mikroskobuyla duman lekesi
hicreler olarak gorulebilirler. Geg¢ donem infekte hlcreler, viral partikillerden
olusmus tek santral yerlesimli bazofilik nuekleer inklizyonlari igerirler.
Sitomegalovirus, herpes simpleks viris veya polyoma virisun inklizyonlart,
adenovirus inklizyonlarina benzerler, bu nedenle hatali tanidan kaginmak
icin ileri degerlendirme dnerilir (43).

Klinik ornekte adenoviris partikilleri veya hucre g¢ekirdeginde
olgunlagsmig virUslerin olusturdugu kristal yapilar elektron mikroskopi (EM)
veya daha hassas ve 06zgll olan immin elektron mikroskopi (IEM) ile
saptanabilir (41). Tespit edilmis doku pargalari ince kesitlere ayrilarak negatif
boyanir ve genellikle nukleus iginde bulunan viris partikallerinin kristal
dizeleri EM ile incelenir. Sivi ise yavag-hizla santrifujleme ile arindirildiktan
sonra ayni sekilde boyanir ve EM’de partikul kimeleri incelenir. EM bdlmeleri
Uzerine virisUn ultrasantrifijlenmesi, antihekzon antikorlar ile virisin 6n
agregasyonu veya diger konsantrasyon teknikleri kullanildiginda duyarhlik
artar (44). idrar ve solunum sekresyonlarinda adenoviriis tespit etmek igin
eskiden direk EM kullanilirken, diger yontemler daha duyarli ve pratik
oldugundan gunumuzde bu yodntem pek tercih edilmemekte, ancak bazi

merkezlerde enterik adenovirtslerin saptanmasinda kullaniimaktadir (37).

2.5.6.4.2. Antijen Tanimlamasi

Antijen tanimlama, solunum vyollarinin ve gastrointestinal sistemin
adenoviral infeksiyonlarinda hizli ve yeterli dizeyde duyarli sonuglar verdigi
icin yaygin olarak kullaniimaktadir. Adenoviris antijenleri; immunfloresan
(IF), enzim immunoassay (EIA) ve radyoimmun assay (RIA) yontemleriyle

klinik 6rnekte gosterilebilir (41).
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IF’nin en 6nemli uygulama alani, solunum yolu orneklerinde virisun
saptanmasidir. Posterior nazofarenksten eksfolye siliyali kolumnar epitelyal
hlcreleri igeren yikanti, aspirat veya suruntt ornekleri toplanir. Taze dokunun
preparasyonlari veya dondurulmus, tripsinle islemlenmis ve formalinle fiske
edilmis doku kesitleri kullanilir. Calisma, yikanmig hucre topluluklarinin cam
lam Uzerine c¢Okturilmesi, asetonla fiske edilmesi, florokrom isaretli
monoklonal antikor (MAb) ile boyanmasi ve floresan mikroskop altinda
incelenmesiyle uygulanir. Yeterli bir 6rnek virise duyarh elliden fazla hicre
icermelidir. Tanida indirek IF yontemi de kullanilabilir; ancak dogrudan
boyama yontemleri, mikemmel ve hizli sonuglar verir (45). Pozitif hicreler,
koyu nukleer veya granuler stoplazmik boyanma sergilemelidir. Boyama
adenoviruse 0Ozgul MADb veya adenovirls, respiratuvar sinsityal virus,
influenza A-B virUsleri ve parainfluenza viris icin bir MAb havuzu ile

uygulanabilir (46).

IF’nin solunum Arneklerinde adenovirusleri saptamadaki 6zgulligu ¢ok
iyidir (>%99).  Kulturle karsilagtirildiginda, adenoviris IF'nin solunum
orneklerindeki duyarliligi %40-60 iken kurumayi kolaylastiran, okunabilirliligi
ve ornek yeterliligini arttiran sitosantrifigasyon yontemleri kullanarak, daha
yuksek (%70-75) duyarlilik elde edilebilir (45).

Antijen saptamada diger bir ydontem olan enzimimmunassay (EIA)'nin
en onemli kullanim alani, digkidaki viruslerin gosterilmesidir. EIA’larin ¢ogu
mikrotitre plaklari ve antijen yakalama ve saptama reaktifleri olarak
adenovirise spesifik MAb’lar kullanilir (47). MAb dedektdrine baglanan
enzim subtsrat sistemi tarafindan olusturulan renk degisimi, gozle veya
spektrofotometreyle okunabilir. EM veya hucre kiltarayle karsilastirildiginda,
cogu enterik adenovirisin EIA duyarlihdi >%90, 6zgullik ise %97’dir . G6z
ve solunum yolu érneklerinde duyarlilik daha dusuk (%65-75) iken, idrarda

en dusuk saptama oranina sahiptir (48, 49).

imminokromatografiyi (IK) igeren diger antijen testleri, az sayidaki
orneklerin test edilmesi igin uygundur. IK’'de, érnek membran strip boyunca
lateral olarak go¢ eder, antijen virus spesifik antikorlara baglanir ve dakikalar

icinde, renkli ¢izgi gelisir. Hasta basinda nazofarengeal érneklerle test edilen
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ticari adenoviris IK duyarlihgi, kultar ve PZR ile kargilastirildiginda %84’tur
(50).

Bir diger antijen tanimlama testi lateks aglutinasyondur (LA) ki, baglica
kullanim alani diskida cins spesifik adenovirliis saptanmasidir. Orneklerin
%13’0 yorumlanamaz sonug¢ vermesine karsin, LA'nin ElA’'ya benzer
duyarhhgr vardir (51). Daha az kullanilan antijen testleri time resolved
floroimmunoassay, radioimmunassay (RIA), counter immunoelectrophoresis

(CIE) ve kompleman fiksasyon (KF) testleridir.

2.5.6.4.3. Niikleik Asit Saptama Teknikleri

Nukleik asit saptama testleri viral genomun tespit edilmesinde ileri
diizeyde duyarhdir. Ozellikle noninfeksiydz virlis varliginda, viral yik kultirde
saptanamayacak kadar az ise veya sonuglara hemen gerek duyuluyorsa

uygulanabilir (37).

Adenoviris deoksiribonukleikasiti (DNA) tum klinik 6rneklerde
saptanabildigi icin ornek secimi hastaliga baglidir. Adenoviris DNA'sIni
saptamak igin pek ¢ok yontem kullaniimaktadir. Basit ve hizli bir yontem,
diyareli c¢ocuklarin digkisinin lizisinden sonra jelde 36-kb’lik enterik
adenoviris DNA’si bandinin goruntulenmesidir (52). Ekstrakte DNA’nin
izotop veya enzim igaretli DNA proplari ile hibridizasyonunu kullanan testler
duyarlihgi, 6zgullugu ve diger ornek turlerinde kullanilabilirligi arttirmaktadir.
Dot blot hibridizasyon bu amac¢ igin siklikla kullaniimistir (53). Doku
orneklerinde insitu hibridizasyon, tanida ve patogenez c¢alismalarinda

yararhihdinit korumaktadir (54).

PZR gunumizde en ¢ok kabul edilen saptama ydntemidir.
Duyarliliklari kiltire yakin veya daha fazladir. Testlerin gogu hekzon geni, lif
geni veya RNA 1 ve 2 bdlgelerinin dejenere veya nondejenere primerlerini
kullanir. Hekzon geni 3 farkli segment igerir. Bunlar yedi ¢ok degiskenli
santral bolge ve santral bdlgeyi cevreleyen yuksek duzeyde korunmus iki

bdlgeden olusur (55, 56, 57) . Lif geni tlr i¢i korunmus ve tlrler arasi
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degisken bolgeleri igerir. Cins spesifik lif geni primerleriyle de, birkag PZR

tanimlanmistir (58).

Geleneksel adenovirus PZR bir iki gun surer ki bu surenin ¢ogu
deteksiyon asamasi olusturur. Saptama ydntemleri olarak etidyum bromid
boyali jeller, isaretli problara kati veya sivi faz hibridizasyonu, time resolved
florometre veya mikroplaklardaki problara hibridizasyon kullanilabilir. Tek ve
multipleks PZR’lar tanimlamistir. Multipleks konvansiyonel testler A’dan G'ye
adenovirus tarlerini ayri ayri, birlikte veya solunum virUsleri panelinin bir

bileseni olarak saptayabilir (58, 59, 60).

Real time PZR'lar daha az is yukl ve konvansiyonel yontemlerden
daha az kontaminasyon ile saatler igcinde kalitatif ve kantitatif sonuglar saglar.
Gunumuzde kantitatif real time PZR’in birka¢ sinirlamasi vardir. Birincisi
testin kalibrasyonu ve laboratuvarlar arasinda karsilastirmada uluslararasi bir
standardin olmamasidir. ikincisi tim serotiplerin uniform olarak saptanmasi
ve kantitasyonu icin uluslararasi olarak kabul edilmis bir primer prop
kombinasyonu olmamasidir (55,61). Bunun igin mutlak viral yUkleri
raporlamaktansa, viral kinetikleri (zamanla adenoviral yukteki relatif

degisikligi) raporlamak tercih edilebilir (62).

2.5.6.4.4. izolasyon Yéntemleri

izolasyon prosediirleri daha ileri galismalar igin bir temel olusturur ve
kabul edilebilir duyarlihktadir. Kdltur altin standarttir; ancak yavas olmasi,
istenmeyen organizmalarin Ureyebilmesi veya toksititeye bagli hicre olumu
gibi sorunlari vardir. Bununla birlikte tUm 6rnekler rutin kaltlr icin uygundur
(37).

Adenovirtsler geleneksel tlup kdlturinde veya santrifigasyon
kalturinde (SK) izole edilebilir. Cogalma, insan epitelyal hucre dizilerinde en
iyidir. Nonenterik serotiplerin kilttrd icin insan akciger karsinom hicre (A549)
dizisi onerilir. A549 hucre dizisi adenovirUsleri ve diger virusleri iyi destekler
(63). Diger uygun hucre dizileri insan larinks epidermoid kanser hucresi (Hep-

2), insan serviks kanser hucresi (HeLa) dir. Maymun bdbrek hicresi (Vero)
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gibi insan digI hucrelerde, elde edilen viris miktari diuguk olmasina ragmen
adenovirusleri Uretir. Enterik adenovirUsler en iyi adenoviris tip bes ile
transforme insan embiryonik bdbrek hucrelerinin (HEK) stirekli bir dizisi olan

Graham 293 hicrelerinde Urer (64).

Sitopatik etkinin (SPE) gelisme hizi hiicrenin tipine, érnekteki virisin
serotipine ve konsantrasyonuna baghdir. Epitelyal hucreler tipik olarak
adenovirisun sitopatik etkisini 2 ile 7 gun arasinda geligtirirler. Tipik SPE
genellikle monotabakanin kenarinda baslar ve sismis, refraktil hlicreler Gzim
salkimi benzeri agregasyonlar olustururlar. Glikolitik aktivite de artabilir, asit

salgilanmasi kultur ortaminin renk degistirmesiyle sonuglanir (65).

Adenovirtsler SK olan shell vial yontemi ile hizlica saptanabilir. Bu
teknikte, Ornekler hdcre kualturd siselerindeki kaplama slipleri veya
mikroplaklarda ureyen hucrelerin Gzerine santrifljlenir. Bir ile bes gun sonra
anlamli SPE gelismeden 6nce, intraselliler hekzon antijenini saptamak icin
IF uygulanir (66). Adenovirlsleri veya diger solunumsal virUsleri es zamanli
saptayan, adenovirls spesifik antikor veya bir MAb havuzu kullanilabilir (67).
Ondort gundeki tap kualturayle karsilastirildiginda, adenovirGslerin SK'de 2
ginde boyanarak saptanma duyarlihdi sadece %50 ile %85 arasindadir. Bu
saptama orani, bircok diger solunum virisu i¢in daha azdir. Maksimal
adenovirls uretimi igin, tup kaltird veya SK’'nin 5 gunde boyanmasi onerilir
(37).

2.5.6.4.5. Tiplendirme sistemleri

Tiplendirme, baslica epidemiyolojik arastirmalar, patogenez
calismalari veya 6zellikle ciddi, olagan disi bir infeksiyonun nedenini agiga
ctkarmak igin kullanilir. Serolojik veya molekuler tiplendirme uygulanabilir.
Serolojik tiplendirme [lif geni ve hekzon geni Uzerindeki epitoplardaki
farkliliklar saptar. Molekdler tiplendirmede ise lif geni ve hekzon genindeki
DNA sekans farklliklari belirlenir. Bu iki sistem hedefte temel olarak farkhdir,

bu yuzden sonuglar her zaman uyusmaz (37).
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Serolojik tiplendirme izolatin tirinu, hemaglutinasyon (HA) ile gegici
olarak belirler. Daha sonra hemaglitinasyon inhibisyon (HAI) veya serum
noétralizasyon (SN) ile serotiplendirme, o tlirtin her bir serotipini tanimlayan
antiserum kullanilarak uygulanir. HAI testi uygulamasi daha kolay olmasina
ragmen, SN serotipin belirlenmesinde kullanilan altin standart testtir. Diger
serolojik testler immunoperoksidaz teknigi, immudn adherans HA ve serotip
spesifik antikorla IF’dir (37).

Molekuler tiplendirme hizli olmasi ve elde edilmesi zor antiserumlar
gerektirmediginden gunumuzde uygulamasi artmaktadir. Diger yaklagimlar
tek zincirli dogrulama polimorfizmlerini ve heterodubleks mobilite analizini
icerir (37).

PZR ile tiplendirme gunumuzde birgok laboratuvar tarafindan tercih
edilmektedir. Bu yontem saflastiriimis virls ya da izolattan ekstrakte edilen
DNA’nin hekzon geni veya lif geni primerleri kullanilarak ampilifikasyonu ile
baglar. PZR urindnun restriksiyon enzimleriyle kesilmesinden sonra olusan
fragmentlerin uzunlugunun o6lgulmesi veya DNA sekans analiziyle serotipler
belirlenir. Yeterli irin elde etmek amaciyla nested PZR gerekli olsa da, yeni

yontemler dogrudan klinik érneklere uygulanabilir (68).

2.5.6.4.6. Serolojik testler

Primer infeksiyonlarin gogunda adenoviris immunglobulin G (IgG) 4
kat artar ve buna bazen IgA yaniti eslik eder. Virlis spesifik IgM olgularin
yalnizca %20-50’sinde gorulir (69, 70).

Serolojik tani, bir IgM yanitinin saptanmasi veya akut ve konvelasan
faz drnekleri arasinda IgG’de en az dort kat artisin belirlenmesini gerektirir.
Klinik ¢alisma amaciyla kompleman fiksasyon (KF) veya EIA gibi bir test
secilir. KF ve EIA’nin her ikisi de hekzon antijeni zengin preparasyonlar
kullanir ve cins spesifik antikor yanitlarini saptar. KF en yaygin kullanilan
testtir. lyi standardize edilmistir; reaktifler kolaylikla edinilebilir. Diger
patojenlere karsl olusan antikorlar da es zamanh calisildiginda ucuzdur.

Ancak en buylk dezavantaji duyarhligidir. Duyarlilik infekte eden virise ve
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antijen olarak kullanilan serotipe gore degigir. Bu yuzden daha yuksek
duyarlihk ve farkli immunglobllin siniflarini saptamak icin EIA tercih
edilmektedir (69).

Serotip spesifik antikor testleri tanisal c¢alismalarda sik olarak
kullanilmaz. Bu testler, viral izolatlarin elde bulunmadigi durumlarda
infeksiyonlardan sorumlu serotiplerin kesin olarak belirlenmesi, sinirli
sayidaki serotiple iligkili hastaliklarin tanisi ve immun vyanitla ilgili
calismalarda degerlidir. En sik kullanilan testler HAI ve SN’dir. HAI testi KF
testi gibi ¢ok iyi standardize edilmistir ve diger virislere de uygulanabilir. SN

testi serotip spesifik antikor saptamada altin standart testtir (37).

2.5.6.5. Adenovirislerin Epidemiyolojisi

Adenovirls infeksiyonlari ¢ok sik ve yaygin olarak goértlir. Dinyanin
batin cografi bélgelerinde epidemi, endemi ve sporadik infeksiyonlara neden
olabilir. Tum solunum vyolu infeksiyonlarinin %1-5’i ve akut ishalli
infeksiyonlarin %5-15'i adenoviruslere baghidir. Cocuklar 6zellikle duyarhdir
ve respiratuvar adenovirls infeksiyonu prevalansi %2-14 arasinda olup,
salginlar sirasinda bu oran artmaktadir (71). Asisiz yeni askeri personelin
solunum yolu hastaliklarinin %30-70’i adenovirus ile iligkilidir (72). Cocuk
yuvalari, yatili okullar, yash bakim evleri, askeri egitim kamplari ve hastaneler
gibi kalabalik kapali mekanlardaki infeksiyonlarin insidansi daha yuksektir
(37).

Birgok adenoviris infeksiyonlari asemptomatik olarak seyreder.
Solunum vyolu infeksiyonlarina genellikle B, C ve E tarleri neden olur.
Adenovirls tip 1, 2, 5 ve 6 endemik infeksiyonlar olustururken, adenovirus tip
4, 7, 14 ve 21 epidemilerden sorumludur. Genellikle salginlar kapali
topluluklarda rapor edilmigtir. Bazi gelismekte olan ulkeler ve dusuk hijyen
kosullarinda adenovirlis tip 8, 19 ve 37 okuler infeksiyonlara neden
olmaktadir. Adenovirus 40, 41 tipleri hemen hemen dunyanin her bolgesinde
gastroenteritlere neden olmaktadir. Adenovirus infeksiyonu en sik 6 ay-5 yas
arasindaki ¢cocuklarda solunum yolu infeksiyonu seklinde goérular. Tip 40 ve
41’in yaptig1 gastroenteritler 2 yasina kadar olan bebeklerde sik olarak

goralur (36). Keratokonjuktivitin biylk epidemileri ¢ogunlukla 8, 9 ve 37
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serotipine baglidir. Serotip 3, 4 ve 7’nin kiguk salginlari kontamine yuzme
havuzu suyuyla iligkili olarak yaz doneminde olusur (37).

Transmisyon baslica solunum veya fekal-oral yolladir. Hava yolu
transmisyonu, kuguk damlaciklarla ve daha az oranda buyuk damlacikli
aerosollerle olusur. Fekal-oral yayilim muhtemelen ¢ogu infeksiyonun
sorumlusudur. Virus kontamine banyo mutfak yuzeyleri, parmaklar, oftalmik
solusyonlar ve havadaki pargaciklarla da yayilir. Yayilim, virGsun mide
sekresyonlarina, safraya ve pankreatik proteazlara direncinin virisin
mideden gegisine ve barsaklarda replikasyonuna izin vermesiyle de
kolaylagtiriimaktadir ~ (37).  Adenovirislere  bagli  solunum  yolu
infeksiyonlarinda virlis 1-2 hafta nazofarengeal sekresyonlarda mevcuttur.
Enterik infeksiyonlarda ise infeksiyonun baslangicindan birkag hafta ile birkag
ay arasinda virUs fegeste bulunur. Bu slre igerisinde virusun duyarli kisilere
bulasmasi s6z konusudur (36). immin yetmezlikli hastalar, virisi immunitesi

normal olan bireylerden daha uzun suire yayarlar (37).

2.5.6.6. Adenovirislerin Olusturdugu Hastaliklar

Adenoviruslerin insanlarda yapmig oldugu c¢ogu infeksiyon solunum
yollarini, gastrointestinal sistemi ve gozu etkiler. Adenovirusler idrar yollari,
kalp, merkezi sinir sistemi, karaciger, pankreas ve genital sistem tutulumu da
yapabilirler. Ayrica ginumuzde bazi adenovirUs tiplerinin obeziteyle iligkili

oldugu yapilan galismalarla kanitlanmistir (20).

2.5.6.6.1. Solunum Yolu infeksiyonlari

Adenovirtsler siklikla solunum yolu infeksiyonlari olusturmaktadir.
Bunlarin 6nemli bir kisminda Oksuruk, burun akintisi, nezle hali gibi tipik
belirtiler hakimdir.

Akut atesli farenijit

Akut ategli farenjit siklikla kiguk c¢ocuklarda gorulir. Ates, oksuruk,
nazal konjesyon, koriza ve bogaz agrisi mevcuttur. Diger viral
infeksiyonlardan ve streptokokal farenijitten ayirimi gugtir. Adenovirts tip 1,
2, 3, 5 ve 7 akut atesli farenjite sebep olmaktadir (41).
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Faringokonjunktival Ates

Hastalarda Ust solunum yolu sikayetlerine ek olarak konjunktivit de
gelisirse hastalik faringokonjunktival ates olarak tanimlanir. Genellikle okul
cagindaki cocuklarda sik gorulir (73). Klinik belirtiler atesle birlikte halsizlik,
kiriklik, konjunktivit, farenjit ve servikal lenfadenopatidir. Cocuklar arasinda
zaman zaman epidemiler halinde gorulur. Adenovirus tip 3, 7 ve 14

faringokonjuktival atese sebep olmaktadir (40).

Akut Solunum Yollari Hastalgi

Sivil yetigkinlerde adenovirUsle iligkili akut solunum yolu hastaliginin
(ARD) yaygin olmamasina karsin askere yeni alinan genglerde 1953’ten
baslayarak salginlar halinde goézlenmistir. Semptomlar atesli soguk alginhgi
benzeri hastaligi, tonsillitle birlikte farenjiti, brongiti ve pnémoniyi igerir. Bazi
salginlarda hospitalizasyon orani %50’lerdedir ve olumler bildirilmistir (56).
ARD’nin baslica sebebi olan adenovirus tip 4 ve 7 igin 1971 yilinda askeri

birliklerde kullaniimak Gzere rutin asi uygulamasi baslatiimistir (74).

2.5.6.6.2. G6z infeksiyonlari

Akut follikiler konjunktivit, ¢cok bulasici olup adenoviris tip 11
tarafindan olusturulur ve klamidyalarin neden oldugu konjunktivite benzerlik
gosterir (75). Cocuklar ve gencg eriskinlerde ylzme havuzundan veya
glllerden bulas sonucu da konjunktivit gelisebilir. Konjunktivitin bu sekline
epidemik keratokonjunktivit (EKC) adi verilir (76). Gemi yapim tezgahlarinda
calisanlarin toz, travma ve durgun su ile karsi karsiya olmalari EKC’in bu
bireylerde sik gelismesine neden olmaktadir. Hastallk goz kapaklarinda
o0dem, agri, fotofobi ile seyreden bilateral folliktler konjunktivit seklindedir.
Adenovirus tip 8, 19 ve 37 EKC’ye yol agar (77).

2.5.6.6.3. Gastrointestinal Sistem Hastaliklari

Cocukluk ¢agi ishallerinin  ¢ok blyuk bir kismindan virtsler
sorumludur. Bebekler ve ¢ocuklardaki gastroenteritlerin rotavirislerden sonra
diger sik gorulen nedenlerinden biri de adenovirtslerdir. Adenovirus tip 40 ve

41, daha nadir olarak da tip 31 gastroenterite neden olur. Yapilan
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calismalarda enterik adenovirtslerin ¢ocukluk ¢agi gastroenteritlerinin %3,1-
%13,5'inde sorumlu oldugu gosterilmigtir. Baslica 6ay-2 yas arasindaki
cocuklar olmak Uzere kugUk cocuklarda ve kreste bakilan cocuklarda
gastroenterit riski daha yuksektir. Kulugka suresi 3-10 gundur. Adenovirus
enteriti siklikla 10-14 gun gibi uzun suren ishale neden olur (78).

AdenovirUslerle olusan diger bir intestinal sendrom tip 1, 2, 5 ve 6'nin
sebep oldugu invaginasyondur. Bu sendroma genellikle solunum yolu
infeksiyonu onculik eder ve mezenterik adenit nedeni ile tikaniklik meydana
gelir (79).

2.5.6.6.4. Diger Hastaliklar

immiin yetmezIikli hastalardaki klinik altta yatan hastaliga, etkilenen
sisteme, hastanin yasina ve virls serotipine baghdir (80).

Pediatrik solid organ transplanti veya kemik iligi transplant (KIT)
alicilarinda %12 ila %70 oraninda adenoviruslerin sebep oldugu mortalite
bildirilmigtir (81). Bu hastalarda pnémoni, hepatit, kolit, pankreatit ve
dissemine hastaliklar gértimustir. Ozellikle hemorajik sistitin ciddi bir belirti
oldugu ve disseminasyonun baslangicini isaret edebilecegi belirtimektedir
(82). Karaciger transplant alicilarinda adenoviris %53 gibi ylksek mortalite
oranlari ile tipik hepatite neden olur. Bobrek transplant alicilarinda
predominant semptom %17 fatalite oraniyla hemorajik sistittir. AIDS’li
hastalarda diger firsatgi patojenlere bagh infeksiyonlar nedeniyle
adenovirlisun saptanmasinin klinik 6nemi agik degildir (37).

Adenovirus tip 2, 19 ve 37 herpes benzeri genital lezyonlardan izole
edilmistir. Hastalarda gorulen klinik bulgular uretrit, erkeklerde penil Ulser,
kadinlarda ise servisit ve labial Ulserlerdir. Hastallk 4 hafta strer ve bu
surede seksuel yolla bulas s6z konusudur (83). Adenoviruslerin beyin
omurilik sivisi ve beyinden izolasyonu olduk¢a nadirdir. Epidemik akut
solunum yolu hastaligi sirasinda meningoensefalit ve ensefalit vakalari
bildirilmistir (84). Kardiyak transplantasyon reddiyle iligkili akut miyokarditte
de adenovirlslerin rolu oldugu goésterilmistir (85).

Son yillarda yapilan calismalarda, adenovirtslerin bazi serotiplerinin

insan ve hayvanlarda obezite ile iliskili oldugu ortaya konmustur.
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2.5.6.7. Obezite ile iligkili Adenoviriisler

2.5.6.7.1. Ad-36

Ad-36 ilk olarak 1978 yilinda Almanya’da diyabet hastasi ve enterit
sikayeti olan alti yasindaki bir kiz gocugunun digkisindan izole edilmigtir (22).

Ad-36 D subgenusunda bulunur ve antijenik olarak diger insan
adenovirlslerinden farkh oldugundan onlarla capraz reaksiyon gdstermez
(86).

Ad-36 hayvan calismalari

Ad-36'nin obeziteyi uyarma kapasitesinin invivo ¢aligmalari hakkindaki
ilk makale Dhurandhard ve ark.lari (87) tarafindan yayinlanmistir. Bu
arastirmada tavuklarda Ug farelerde ise bir deney yapilmistir. ilk deneyde 39
tavuk gerektigi kadar gida ve su alimi agisindan izlenmis ve 3 hafta sonra
tavuklar agirliklarina gore 3 gruba ayrimis. Tavuklardan bazal serum
kolesterol ve trigliserid (TG) olgumleri icin kan alinmig, bir gruba Ad-36,
birinci kontrol grubuna steril besiyeri ve ikinci kontrol grubuna da CELO
enjekte edilmistir. CELO serolojik olarak SMAM-1 ile benzer olan bir kanath
virisU olup, obeziteyle baglantisi saptanmamistir. Tavuklar 3 hafta sonra
degerlendirildiginde Ad-36 ve CELO grubunda ilgili virise karsi antikor
dizeylerinin arttigi saptanmistir. Gida alimi 3 grupta esit olarak
g6zlemlenmistir. Ad-36 inokule edilen grupta kontrol grubuna goére visseral
ve total vicut yagi anlaml olarak ylksek, serum TG ve kolesterol dizeyleri
ise dusuk bulunmustur. CELO grubunda ise sadece serum TG'i kontrol
grubundan anlamli derecede diisiik bulunmustur. ikinci deneyde 16 tavuga
intranazal olarak Ad-36, kontrol grubuna ise steril besiyeri inokule edilmigtir.
Bu tavuklar inokulasyondan 5 hafta sonra degerlendirildiinde Ad-36 ile
infekte edilmis 16 tavugun 10’nunda Ad-36 antikorlari pozitif bulunmustur.

Viral DNA, kas dokusunda saptanmazken visseral yag dokusunda tespit
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edilmistir. Test ve kontrol gruplarinda gida alimi ve kilo ayni, ancak Ad-36
grubunda visseral yag %128 ve total vicut yagi %46 daha fazla bulunmustur.
Serum kolesterol ve TG duzeyleri Ad-36 grubunda anlamli olarak duslk
bulunmustur. Uciincii deney ikinci deneyin tekrari olup, farkli olarak
inokulasyonda intraperitoneal yol kullaniimigtir. On tavuga Ad-36, 8 tavuga
ise steril besiyeri inokule edilmistir. inokulasyondan 13 hafta sonra tavuklar
degerlendirildiginde Ad-36 ile inokule edilenlerin hepsinde Ad-36'ya kargi
antikor saptanmis, infekte tavuklarin visseral yag dokusunda viral DNA tespit
edilmistir. Gruplar arasinda kilo ve gida alimi egit olmasina ragmen, kontrol
grubuna gore Ad-36 grubunda visseral yag %74 daha fazla bulunmustur.
Serum kolesterol ve TG dlzeylerinde ise Ad-36 grubunda anlamli bir
dusukluk saptanmamistir. Kontrol ve Ad-36 grubunun beyin histopatolojisinde
herhangi bir fark bulunamamistir. Doérdinci deneyde 20 fareye
intraperitoneal olarak Ad-36, 10 farelik kontrol grubuna ise steril besiyeri
verilmis, 22 hafta sonra Ad-36 ile inokule edilenlerin 19'unda Ad-36'ya karsi
antikor gelismis ve kontrol grubuna gore kilolari %9, total vicut yagi %35 ve
visseral yag %67 daha fazla bulunmustur. Tavuk deneyleriyle benzer olarak
kontrol grubuna gore Ad-36 grubunda serum kolesterol ve TG duzeyleri
anlamli derecede dusUk olarak saptanmistir (sirayla 38% ve %31).
Arastirmacilar Ad-36 infeksiyonuna bagl olarak beyinde morfolojik bir
degisiklik saptamamiglardir. Ancak son zamanlarda insan Ad-36'si ile
siganlarda adipositenin induklendigi, insulin sensitivitesinin arttigi ve sican
beyninde hipotalamik monoaminlerin degistigi saptanmistir (88).

Dhurandhar ve ark.larinin (86) yaptigi baska bir calismada Ad-36’nin
infekte olandan olmayana aktarilabilirligi arastirimistir. Calismada infekte
olmayan tavuklar Ad-36 ile infekte olanlarla beraber tutulmus ve 2 saat sonra
kan alinarak Ad-36 DNA varligini saptamak igin kapiller elektroforez
uygulanarak infekte olmayanlarin hepsinin infekte oldugu goértulmastir. Ayni
calismada Ad-36’nin kan transfizyonu araciligiyla gegisini belirlemek igin ise
infekte tavuklardan infekte olmayanlara 200 pl kan transfize edilmis,
transflzyon sonrasi tavuklarda Ad-36 infeksiyonu ve obezite gelistigi
gOzlenmigtir. Bu c¢alisma etkenin kan yoluyla aktarilabildigi ve obeziteye
neden oldugunu gostermektedir. Ayrica Koch postulatlarinda gegen “etken

hasta bir hayvandan saf olarak izole edilir, ayni tur hayvanlarda uretilir, ayni

26



hastaligi olusturur ve tekrar izole edilebilirse o hastaligin nedenidir” ilkesine
uygunluk gostermektedir. Dolayisiyla bu galisma obezitenin diger nedenlerle
birlikte infeksiyoz etyolojiye sahip bulagsici bir hastalik olabilecegini de ortaya
koymustur (86).

Kapila ve ark.lar (89) hamsterlerde Ad-36 ile yaptiklari ¢alismada bir
gruba  Ad-36, kontrol grubuna ise steril besiyeri inokule etmisler, Ad-36
inokule edilen hayvanlarin akciger, karaciger, visseral adipoz doku ve iskelet
kasinda Ad-36 DNA'’siniI saptamiglardir. Bu ¢alismada plazma kolesterolu iki
grupta esit olup, Ad-36 inokule grupta LDL kolesterol daha yuksek
bulunmustur.

Ad-36 ile ilgili olarak primatlarda iki ¢alisma yapilmigtir. Wisconsin
Universitesi Primat Merkezi'nde yedi yil boyunca tim serum érneklerine Ad-
36 antikorlarini taramak igin serum noétralizasyon testi uygulanmis ve Ad-
36’'nin diger adenovirlslerle gapraz reaksiyona girmedigi gorulmasttr. Daha
sonra deneye eklenen 15 tane Rhesus maymunundan yedi tanesine Ad-36
inokule edilmigtir. Deney grubundaki hayvanlarda 18 ay sonra vucut
agirhginda %15 artis, serum kolesterol dizelerinde ise %25 dusus
saptanmistir. Ikinci calismada ise marmoset maymunlari kullaniimis,
kullanilan alti maymunun ug¢ tanesine Ad-36 intranazal yolla inokule edilmis
ve yedi ay sonunda infekte hayvanlarda vicut agirliginda doért kat, visseral
yag dokuda %66 artis gorulmustir. Serum kolesterol duzeylerinde ise
34mg/dL azalma meydana gelmistir. Virus maymunlarin digkilarindan iki aya
kadar izole edilebilmis, fakat sonrasinda izolasyon yapilamamistir. Deneyin
yedinci ayinda beyin, akciger, karaciger, kas ve yag dokuda PZR ile viral
DNA saptanabilmigtir. Bu veriler Ad-36’nin viremi doneminde viacudun gesitli
dokularina dagilabildigini, fakat infeksiydz virusun iki aya kadar yayilabildigini

gostermistir (90).

Ad-36 insan Calismalari

Ucg Amerika sehrinden (Madison WI, Naples FL ve New York NY) obez
olan (BMI>30, n=360) ve olmayan (n=142) gonullilerin serumlari Ad-36
antikor varligi, TG ve kolesterol seviyeleri yoninden incelenmistir. Obez

olmayan grubun yas ortalamasi obez grubunkinden disuk (p<0.001), Ad-36
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antikor pozitif vakalarin ortalama yasi Ad36 negatif vakalarinkine benzer
bulunmustur. Ad-36 antikor obezlerin %30’unda ve obez olmayanlarin ise
%171’inde pozitif saptanmigstir. Her iki grupta da Ad-36 antikor pozitif olanlarin
BMTl’lari ve serum kolesterol dizeyleri, negatif olanlara goére daha yuksek
tespit edilmistir (p<0.0001). Serum TG’leri sadece Wisconsin bolgesinde
insanlarda Ol¢ilmus ve TG diuzeyi Ad-36 antikor pozitif olanlarda negatif

olanlara gore anlamh olarak distk bulunmustur (p<0.0001) (91).

Atkinson ve ark.larinin (91) yaptiklari baska bir calismada 89 ikiz
ciftin serumlarinda Ad-36 DNA’sI ve antikoru arastiriimistir. Yirmialt ikiz ciftte
(20 tek yumurta, 6 ¢ift yumurta ikizi) Ad-36 antikorlari bulunamamistir. Bu
ikizlerin BMI'lari,  serum kolesterol ve TG duzeyleri Olgilmusg, ayrica bu
vakalarin dual enerji X-ray absorptiometre, hidrodensitometre ve/veya
bioempedans ile vicut yag olcimleri yapilmistir. Ad-36 pozitifler Ad-36
negatif kardegslerine goére daha agir ve yagh olarak bulunmustur. Antikor
pozitif vakalarin ortalama BMI’'s1 26.1 ve ortalama tum vicut yagi 29.6 iken,
kontrol grubunda bu degerler sirasiyla 24.5 (p<0.04) ve 27.5 (p<0.04) olarak
tespit edilmistir. Serum kolesterol ve TG dlzeylerinde anlamli bir fark

bulunamamisgtir.

2.5.6.7.2. Ad-37

Whigham ve ark.arinin (92) tavuklarda yaptiklari caismada Ad-37,
Ad-31 ve Ad-2'nin obeziteyle iligkisi arastiriimistir. Ad-2 ve Ad-31’'in artmis
yag depolanmasina neden olmadigi saptanmis, ancak Ad-37 ile infekte
tavuklarin kontrollere goére vucut yaginin %111 ve visseral yagi %262
arttirdigi gorulmus. Farkl virtslerle infekte gruplarla kontrol gruplari arasinda
gida alimi yéninden fark saptanmamis. Arastirmacilar Ad-37’nin tavuklarda
yaptigi obeziteyi enerji harcamadaki degisimlere baglamiglardir. Daha 6nce
yapilan c¢alismalarda serum kolesterol dizeylerinde azalmaya neden olan
Ad-36'ya zit olarak, bu ¢alismada Ad-37’nin kolesterol duzeyini %25 arttirdigi
gorulmustur. Ad-37°nin serum TG duzeyini ise %51 azalttigr saptanmigtir.
Serum lipidleri Ad-2 ve Ad-31 ile degisiklik gostermemistir.

Atkinson ve ark.lar1 (91) yaptiklari caligsmalarda ayrica Ad-2, Ad-31, ve

Ad-37'ye karsi antikorlari da arastirmiglar, ancak antikor pozitif ve negatif
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kisiler arasinda BMI veya serum lipidleri agisindan hig bir fark
saptayamamislardir. Atkinson ve arkadaslarinin yaptigi ikiz galismasinda Ad-
2, Ad-31 ve Ad-37 antikorlari agisindan uyumsuz ikiz ciftlerinde BMI veya

vucut yagi yuzdeleri fark géstermemisgtir.

2.5.6.7.3. Ad-5

So ve ark.lari (93) yaptiklari calismada farelere intraperitoneal olarak
Ad-5 inokule etmigler ve gida aliminda fark olmayan kontrol grubuna gore
inokule grubun vicut yaginda yaklasik %300 artis oldugunu saptamiglardir.
Farelerin vicut yagi kimyasal olarak degil proton manyetik rezonans
spektroskopisiyle Olculmus, karacigerde de bu metodla yag depolanmasi
saptanmigtir. Bu c¢alismada serum lipidleri Olgulmemistir. Arastirmacilar
viristn yeni yad hucre diferansiasyonunu arttiran ve obeziteye yol agan
peroksizom proliferator-aktive olmus reseptor-y Uretimini uyarabilecegini

dusunmuslerdir.

2.5.6.8. Viral Obezitenin Mekanizmalari

GUnumuzde viraslerin neden oldugu obezite i¢in beraber veya tek
basina rol oynayabilecek birgok farkli mekanizmalar 6ne strdlmustar.

Ad-36 beyin ve vucutta gida alimina karsi gucglu bir arzu uyandiran
degisiklikler olusturur. Ancak hayvan ¢alismalarinda Ad-36 inokule edilmis ve
edilmemis kontrol grubundaki hayvanlara istedikleri kadar vyiyecek
veriimesine ragmen, Ad-36 ile inoklle olmus hayvanlar kontrol grubundaki
hayvanlardan daha fazla yememiglerdir. Bu nedenle Ad-36'nin tetikledigi
obezitede ana sebebin gida alimindaki artis olamayacagi varsayilmistir (94).

Dhurandhar ve ark.larinin (87, 88) yapmis oldugu cesitli hayvan
deneylerinde beyinde Ad-36 infeksiyonundan kaynaklanan herhangi bir
morfolojik degisiklik bulunamamigtir. Ancak son yillarda Pasarica ve
ark.larinin (94) sigcanlarda Ad-36 ile yaptiklari ¢alismada, paraventrikuler
nikleusta norepinefrin duzeylerinin infekte siganlarda kontrollere goére
anlamli dizeyde dusuk olarak saptanmasi SSS’deki degisikliklerin de Ad-36
ile induklenen obezite etyolojisinde yer alabilecegini gostermektedir. Bu
nedenle infekte bireylerde obezitenin beyin kimyasindaki degisiklerden

kaynaklanabilecegi varsaylimistir.
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Lipit metabolizmasinda en 6nemli organlardan biri karacigerdir. Bu
nedenle Ad-36’nin karaciger fonksiyonlarina etkisi olmasi olasidir. Ancak
yapilan calismalarda karacigerde herhangi bir morfolojik veya kimyasal
degisim bildirilmemistir. Bu nedenle Ad-36’nin karacigerde, obeziteyi
guglendiren degisiklikleri indukleyebilecegi dustunulmektedir (87, 90, 94)

Son zamanlara kadar adipoz doku pasif bir organ olarak goérulse de
artik endokrin bir organ gibi davrandigi bilinmektedir. Leptin buyuk oranda
beyaz yag dokudaki adipositlerden salgilanan, istahi azaltan ve ener;ji
harcanmasini artiran bir hormondur. Primer olarak hipotalamik reseptorler
Uzerine etkiyerek gida alimini azaltir ve metabolizma hizini artirir. Leptinin
yeterli dlzeyde Uretilemedigi durumlarda yagd depolanmasinin daha fazla
oldugu gosterilmistir (92). Leptinden baska adipoz dokudan preadiposit ve
adipositleri etkileyen bircok sitokin salgilanir (95). Obezitede tUmor nekrozis
faktor -alfa (TNF-alfa) adipoz dokudan salgilanir ve insulin direncinden
sorumlu olabilir. Obez bireylerde artmis interldkin-6 (IL-6) ve C-reaktif protein
(CRP) seviyeleri gdzlenmistir (96).

Genel olarak infeksiyona cevapta IL-12 interferon-gama (IFN-gama)’yi
indUkleyerek IL-18 ile birlikte T helper-1 (Th-1) immun cevabini olusturur.
Ancak Ad-36 infeksiyonun erken safhalarinda bu sitokinlerin Uretimini
baskilayarak Th-1 cevabini azaltir. Bu sitotoksik immun cevabin azalmasi
Ad-36 ile infekte adipoz dokuda hucrelerin sag kalmasina neden olur (97).

Ad-36’nin sebep oldugu artmis adipositeden sorumlu mekanizmalar
bircok enzimin, transkripsiyon faktérinin ve gen ekspresyonunun virlsle
degisimini igerir. Adipositlerde sterol regulator elemani baglayan protein
yolagi artar ve sterol regulator eleman baglayici protein 1 ve yag asidi
sentezinde artig olur. Transkripsiyon faktor CCAAT/kolaylastirici baglayici
protein-beta, peroksizom proliferator aktive reseptdor gama ve lipoprotein lipaz
duzeyleri yukseldigi icin hucre icinde yag asidi sentezi artar. Kas hucrelerinde
glukoz transportundan sorumlu Glut-1, Glut-4 ve fosfoinozitid 3 kinazin gen
ekspresyonu artar ve bu da glukoz transportunda noninsulin kdkenli artisla
sonuglanir (98).

Yapilan bir ¢ok calismada hayvanlarin adipoz dokusunda Ad-36
DNA'’s1 PZR ile saptanmistir. Bu calismalarda infekte hayvanlardan alinan

yag pedleri infekte olmayanlardan daha buydk olarak saptanmis, yag
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hdcrelerinin boyutu ve sayisinda da artis tespit edilmistir. Bu sonuglar Ad-
36’'nin  periferal  etkisinin dogrudan yad hucrelerinde  oldugunu
dusundiurmektedir (86, 87, 90).

Vangipuram ve ark.lari (99) Ad-36 ile yaptiklari diger bir calismada
adiposit diferansiasyon gostergesi olan gliserol 3 fosfat dehidrogenazin
infekte olmayan preadipositlere gore infekte olanlarda ¢ok daha hizli arttigini
3T3-L1 hucreleri ve insan preadipositleri kullanarak bildirmislerdir. Ayni
zamanda oilred-O boyasi kullanarak TG’lerin infekte preadipositlerde ¢ok
daha hizli biriktigini gostermislerdir.

Vangipuram ve ark.larinin (100) yaptiklari bagka bir arastirmada Ad-2,
Ad-9, Ad-36 ve Ad-37'nin, leptin sekresyonu ve lipit depolanmasi Uzerine
etkisini arastirmak Uzere invitro olarak 3T3-L1 ve A549 hucrelerinde
calismalar gergeklestirilmistir. Ad-2'nin hlcreler Uzerinde herhangi bir etkisi
gorulmezken, diger etkenler (Ad-9, Ad-36, Ad-37) ile infekte 3T3-L1
hicrelerinde leptin mRNA sentezinin baskilandigi ve bu hucrelerde lipid
birikiminin arttigr saptanmistir. Bu ¢alismada doku kultird hucrelerinde Ad-
9'un yag birikimini arttirdid1 gosterilmis, ancak Ad-9 ile invivo bir ¢alisma
yapillmamistir.

Ad-36’ya bagl obezite virisliin open reading frame 1 early region 4
geninin etkisiyle oldugu dusunulmektedir. Bunu kanittamak amaciyla yapilan
bir bagka calismada Ad-36'nin open reading frame 1 early region 4 geni
retrovirtslere transfer edilip invitro olarak preadipositlere sokuldugunda yag
birikimini arttirdigi gérilmustar (101).

Rathod ve ark.larinin (102) 3T3-L1 hUcrelerinde yaptigi g¢alismada
Ad-36’nin open reading frame 1 early region 4 gen ekspresyonu cidofovir

kullanilarak azaltiimistir.
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3. GEREGC VE YONTEM

Bu calisma 2009-2011 vyillar arasinda Celal Bayar Universitesi Tip
Fakultesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dal’'nda yarataldt. Calisma iki asamali
olacak sekilde tasarlandi. Birinci asamada Celal Bayar Universitesi’'nden
(solunum-kan, n=88), Kocaeli Universitesi’nden (gbz-cevresel, n=94) ve Ege
Universitesi’nden (g6z-solunum, n=18) saglanan klinik érneklerden toplumda
dolasan adenovirus serotipleri belirlendi ve obezite ile iligkili serotipler
notralizasyon deneylerinde kullanilmak amaciyla hicre kultirinde Uretildi.
ikinci asamada ise 2009-2011 tarihleri arasinda Celal Bayar Universitesi
Cocuk Saghg! ve Hastaliklari Endokrinoloji Poliklinigi'nden obez (n=60) ve
obez olmayan (n=60) 120 ¢ocuktan, velilerine ¢alisma anlatihp onam formu
doldurtulduktan sonra 10’ar ml kan 6rnegi alinarak santrifujlendi ve serumlar
adenovirts IgA, IgM, 1gG, HDL, LDL, TG, kolesterol, leptin dizeyleri ve
mikronétralizasyon testi yapilmak Uzere calisma glniine kadar -20°C’de

saklandi.

3.1. Adenoviruslerin Tiplendirilmesi

Ug ayri merkezden saglanan toplam 200 ornekten DNA ekstrakte
edildikten sonra, Lu ve Erdman’in (103) daha 6nce tanimladidi Adhex F1 ve
Adhex R1 primerleri ile amplifiye edildi. Agaroz jel elektroforeziyle pozitif
oldugu belirlenen ornekler purifiye edildi. Negatif bulunan 6rneklere nested
PZR uygulandi. Pozitif drnekler sekanslanarak, ardindan blast analizi ile

tiplendirildi.
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3.1.1. Viral DNA izolasyonu

GOz, solunum yolu ve cevresel orneklerden viral DNA izolasyonunda
Qiagen Minelute Virus Spin Kit (QIAGEN GmbH, Hilden, Germany), kan ve
vicut sivilarindan viral DNA izolasyonunda ise Qiamp DNA Mini Kit (QIAGEN
GmbH, Hilden, Germany) kullanild1.

3.1.1.1. Géz, Solunum Yolu ve Gevresel Orneklerden Niikleik Asit

izolasyon Protokolii

o 25 ul QIAGEN Protease 1.5 ml'lik tipe koyuldu.

e Tupe 200 pl ornek eklendi.

e Ornek basina 220 ul Buffer AL + 6.2 pl carrier RNA hazirlandi. Bu
karisimdan 200 ul alinarak ornegdin Uzerine eklendi.

e 56°C’de 15 dakika bekletildi.

e Tupun kenarindaki damlaciklari asagiya indirmek icin ¢ok kisa
santrifdj edildi.

e Ornegin lzerine 250 ul etanol eklendi. Tlpln kapag! kapatilarak 15
saniye vortexle karistirildi. Oda sicakliginda 5 dakika tutuldu.

e TUpun kenarindaki damlaciklari asagiya indirmek igin ¢ok Kkisa
santrifdj edildi.

e TUpun igindeki sivinin tamami bir QlAamp MinElute kolonuna ¢eperine
dokunmadan dikkatlice koyuldu. Kapagi kapatilip 8000 rpm. hizda 1
dakika santrifijlendi. QlIAamp MinElute kolonu temiz bir 2 mfllik
toplama tupunun igine yerlestirildi ve alttaki 1.5 ml'lik tip iginde biriken
siviyla birlikte atild1.

e QlAamp MinElute kolonu dikkatlice agildi ve tlipln ¢eperine
degmeden 500 pul Buffer AW1 eklendi. Kapadi kapatilip 8000 rpm.
hizda 1 dakika santrifujlendi. QIAamp MinElute kolonu temiz bir 2
ml'lik toplama tipunin icine yerlestirildi ve alttaki 1.5 ml’lik tUp i¢inde
biriken siviyla birlikte atild1.

e QlAamp MinElute kolonu dikkatlice acildi ve tlupun ceperine
degmeden 500 pl Buffer AW2 eklendi. Kapagi kapatilip 8000 rpm.
hizda 1 dakika santrifljlendi. QlAamp MinElute kolonu 2 ml'lik temiz
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bir toplama tlupunun igine yerlestirildi ve toplama tupu i¢inde biriken
siviyla birlikte atild1.

QIAamp MinElute kolonu dikkatlice acildi ve tuplin c¢eperine
degmeden 500 pul etanol eklendi. Kapagi kapatilip 8000 rpm. hizda 1
dakika santrifijlendi. icinde sivi biriken toplama tiip( atildi.

QlIAamp MinElute kolonu 2 ml'lik temiz bir toplama tupundn igine
yerlestirildi. Maksimum hizda; 14 000 rpm. 3 dakika santrifijlenerek
kolonun tamamen kurutulmasi saglandi.

QlIAamp MinElute kolonu 2 mfl'lik temiz bir toplama tupuandn igine
yerlestirildi ve membranin tamamen kurumasi igin 56 °C’de 3 dakika
bekletildi. Bu agama, varsa kalan sivinin buharlagmasini saglar.

Kolon 1.5 ml'lik temiz bir tipdn igine yerlestirildi ve iginde sivi biriken
toplama tlpu atildi. Kapak dikkatlice acildi ve tam ortasina 43 ul Buffer
AVE koyuldu. Kapagi kapatildi ve 1 dakika oda sicakliginda bekletildi.
Maksimum hizda; 14 000 rpm. 1 dakika santrifujlendi.

Alttaki 1.5 ml’lik tipte toplanan sivi DNA 6rnegi olarak ayrildi.

3.1.1.2. Kan ve Vucut Sivilarindan Niikleik Asit

izolasyon Protokolii

20 ul QIAGEN Protease 1.5 ml'lik tipe koyuldu.

icine 200 pl swap icerisindeki sivi eklendi.

Ornegin tzerine 200 ul Buffer AL eklenip tipun kapag: kapatilarak 15
saniye vortexle karigtirildi.

56°C’de 10 dakika bekletildi.

Tupun kenarindaki damlaciklari asagiya indirmek igin ¢ok kisa santrifuj
edildi.

200 pl etanol (%96-100) eklendi. TuUpun kapagi kapatilarak 15 saniye
vortexle karistirildi. Tapun kenarindaki damlaciklari asagiya indirmek
icin ¢cok kisa santrifiij edildi.

Tapun igindeki sivi 2 ml’lik temiz bir toplama tlpune yerlestirdigimiz
QlAamp kolonuna dikkatlice koyuldu. Kapag! kapatilarak 8000 rpm.
hizda 1 dakika santrifijlendi. Alttaki 2 ml'lik tip iginde biriken siviyla
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birlikte atildi ve kolon temiz bir 2 mllik toplama tupundn igine
yerlestirildi.

e Kolon dikkatlice agildi ve tupun ¢eperine degmeden 500 ul Buffer AW1
eklendi. Kapag! kapatilarak 8000 rpm. hizda 1 dakika santrifujlendi.
Toplama tlpu icinde biriken siviyla birlikte atildi ve kolon 2 ml’lik temiz
bir toplama tupunun igine yerlegtirildi.

¢ Kolon dikkatlice acildi ve tupun ¢eperine degmeden 500 ul Buffer AW2
eklendi. Kapagini kapatilarak maksimum hizda 3 dakika santriflijlendi.
Toplama tlpU iginde biriken siviyla birlikte atildi ve kolon 1.5 mllik
temiz bir toplama tipunadn icine yerlestirildi.

o Kapak dikkatlice agildi ve tam ortasina 100 ul Buffer AE koyuldu.
Kapagi kapatildi ve 1 dakika oda sicakliginda bekletildi. 8000 rpm
hizda 1 dakika santrifijlendi.

e Alttaki 1.5 ml'lik tipte toplanan sivi DNA 6rnegi olarak ayrildi.

3.1.2. PZR

Ad hex F1-R1 primerleri [Ad hex F1 (nt 19135-19160; 5 -
TICTTTGACATICGIGGIGTICTIGA-3’) ve Ad hex R1 (nt 20009-20030; 5’ -
CTGTCIACIGCCTGRTTC CACA-3’ )] kullanilarak ilk tur PZR yapildi, PZR
uranu elde edilen orneklerden Ad hex F1 primeri ile dizileme iglemi yapildi

(103).Asagidaki semaya gore PZR miksi hazirlandi;

Sybr super mix 12.5 pl
ADV Hex F1 primer 2.5 ul
ADV Hex R1 primer 25yl

Kalip DNA 5 ul
dH20 2.5l
Toplam hacim 25 ul
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Amplifikasyon protokolu asagidaki gibi uygulandi.

95°C 15:00 dk.
94°C 01:00 dk.
45°C 01:00 dk.
72°C 02:00 dk.
72°C 5:00 dk.

40 dongi

PZR asamasindan sonra Ornekler agaroz jel elektroforezinde
konsantrasyonlari belirlenmek Uzere yurutuldu. Agaroz jelde bant yoksa veya
silikse ilk PZR udrunu kullanilarak Ad hex F2-R2 primerleri [Ad hex F2 (nt
19165-19187; 5 -GGYCCYAGYTTYAARCCCTAYTC-3’ ) ve Ad hex R2 (nt
19960-19985; 5° -GGTTCTGTCICCCAGAGARTCIAGCA-3’)] ile nested PZR

yapildi ve drunler Ad hex F2 primeri ile dizilendi.

3.1.2.1. Agaroz Jelde Yiiriitme ve Gorintileme
e Parafilmin tzerine 1 ul Fermentas boya (loading buffer) koyuldu.
e Uzerine 3 pl PZR (irinl ya da 1 ul Fermentas marker koyuldu.
e Ornekler ve marker tizerine 1 ul SYBRgreen | eklendi.
e Mikropipet toplam hacme ayarlandi.
e Ornekler mikropipetle bir iki defa karistirildiktan sonra jele yiklendi.

e Voltaj 170 volta ayarlandi, 15 dakika yuratuldukten sonra

goruntulendi.

3.1.2.2. PZR sonrasi saflagtirma iglemi
Bu amagcla High Pure PZR Product Purification kiti (Roche Diagnostics
GmbH, Mannheim, Almanya) kullanildi. Saflastirma islemi asagidaki
protokole gore yapildi.
e 50 plik PZR Grinunun tzerine 250 ul “Binding Buffer” koyuldu, iyice
karigtirldi.

e Filtreli tip toplama tipUnun igine yerlestirildi.
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Ornek filtreli tiipe koyuldu.

12.500 rpm.’de bir buguk dakika santrifajlendi.
Asagiya gecen sivi atildi.

500 ul “Wash Buffer” eklendi.

12.500 rpm.’de bir buguk dakika santrifujlendi.
Asaglya gecgen sivi atildi

200 ul “Wash Buffer” eklendi.

12.500 rpm.’de bir buguk dakika santrifijlendi.
Toplama tapu atildi ve filtreli tip 1.5 ml’lik temiz bir tlpe yerlestirildi.
30 ul “Elution Buffer” eklendi.

12.500 rpm.’de bir buguk dakika santrifijlendi.
Dipte toplanan sivi DNA ornegi olarak ayrildi.

Saflagtirma isleminden sonra Ornekler tekrar agaroz

elektroforezinde yurataldu ve gérintilendi.

3.1.3. Dizileme Reaksiyonu

Her bir 6rnek PZR cihazinda; Sequence Reagent Mix -DYEnamic ET

Terminator Cycle Sequencing Kit (Amersham Pharmacia Biotech

Piscataway, USA) varliginda dizileme reaksiyonuna alindi.

ADV F1 ya da ADV R1’den 0,6 ul, Sequence Reagent Mix'den 3ul ve

ornek konsantrasyonuna bagl olarak ylksek konsantrasyonlu orneklerden
yaklagik 2-3 ul, dusuk konsantrasyonlu orneklerden maksimum 6.4 pl

alinarak toplam hacim 10 ul'ye tamamlandi. Amplifikasyon basamaklari

asagidaki sekilde uygulandi.

95°C----00.20 sn
50°C----00.25 sn 35 dongu
60°C----02.00 dk

4 °C-----10.00 dk
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Dizileme reaksiyonu Oncesi Orneklere Sodyum Asetat ve Et-OH

varliginda saflastirma iglemi yapildi.

e Reaksiyon bittikten sonra her tipe 1 ul 1.5M sodyum asetat,10 pl
dH20 ve 80 pl 100% etanol eklendi ve 10 saniye vortekslendi.

e Tupler 12500 rpm.de 15 dk. santriflij edildi ve sivi faz vakum
mikropipet ile ¢ekilerek atildi.

e Dibe ¢oken kismin tzerine 200 ul 70% etanol eklendi, vortekslemeden
12500 rpm.’de 3 dakika santrifuj edildi.

e Sivi faz mikropipet ile ¢ekildikten sonra dibe ¢oken kisim termomikser
cihazinda 56 °C’de 10 dk. kurutuldu.

e (Cokeltinin Gzerine 15 ul template suppression reagent eklendi. Tupler
10 saniye vortekslendikten sonra Otomatik DNA Dizi Analizi Cihazi
ABI 310’a yiklendi.

Tdm Urdnler otomatik ABI PRISM 310 Genetic Analyzer'da (Applied
Biosystems Inc. California, ABD) dizilendi. Elde edilen ADV sekanslari
BLAST analizi ile tiplendirildi. Bu amagla nukleotid database blast
(GenBank+EMBL+DDBJ+PDB sequences) kullanildi.

3.1.4. Filogenetik Analiz

Uc ayri merkezden toplanan 6rneklerden elde edilen adenoviris
serotiplerinin filogenetik agac¢ analizi UPGMA (Unweighted Pair Group
Method Algorithm) metodu ile 1000 bootstrap tekrar degerine gore CLC
SequenceViewer 6.0.2 (CLC bio A/S, Aarhus, Denmark) software program
kullanilarak yapildi. ADV nukleotid sekanslari uluslararasi DNA data bank
(GenBank+EMBL+DDBJ+PDB) dan elde edilen dizilerle karsilastirildi.
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3.2. Calisma grubu

Agirlik, 50 gram hassasiyette dlcum yapabilen mekanik terazi ile boy
dlcimii 0,1 cm’lik Slgiim yapabilen duvara monte boy élger ile yapildi. VKIi
kg/m2 yas ve cinse gore persentilleri obezite indeksi olarak kullanildi. Obez
gruptaki 60 gocugun VKi yas ve cinse gore 95 persentil ve Uzerinde, obez
olmayan gruptaki 60 ¢cocuk ise 85 persentilin altindaydi. Calisma grubundan

alinan serum orneklerinde asagidaki testler (parametreler) calisildi.

3.2.1. Adenovirus spesifik antikor IgA, IgM, IgG

Calisma grubunun serum 6rneklerinde adenovirls spesifik IgA, IgM ve
IgG antikorlari EIA yéntemi ile (Radim, italya) ticari kit kullanilarak iretici

firma onerileri dogrultusunda ¢alisildi.

3.2.2. Biyokimyasal testler

Calisma grubunun serum kolesterol, TG, HDL ve LDL biyokimyasal
parametrelerinin dlgima yapildi. Serum TG, HDL, total kolesterol duzeyleri
orijinal ticari kitlerle galisildi (Beckman Coulter Ireland Inc. Mervue, Galway,
irlanda, UniCel DxC 800 Synchron Clinical System, Fullerton, CA, ABD).
DuslUk dansiteli kolesterol dizeyi Friedwald ve Frederickson formalu ile

hesaplandi.

3.2.3. Leptin diizeyi

Calisma grubunun serum leptin dlzeyleri Human Leptin ELISA Kit
(Cat No KAC2281. Invitrogen Corp. Camarillo, CA, USA) kullanilarak EIA
yontemi ile Uretici firma oOnerileri dogrultusunda calisildl. Testin analitik

duyarhihgi 0-1000 pg/ml arasindaydi.
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3.2.4. Serum Notralizasyon Testi

Calisma grubunu olusturan (n=60, obez olan; n=60, obez olmayan)
120 ¢ocugun serumlarinda Ad-5, Ad-8 ve Ad-36 serotip spesifik antikorlar
saptamak amaciyla altin standart olarak kabul edilen mikro-n6tralizasyon
testi uygulandi. Mikro-notralizasyon testi sabit viris-azalan serum metoduyla

yapildi.

3.2.4.1. Viriislerin Uretilip Stoklanmasi

Tiplendirme sonucu Ad-8 ve Ad-5 olarak saptanan ve tasima
besiyerinde gelen solunum orneklerinin Uzerine 3 ml antibiyotikli MEM sivisi
koyarak 30 sn vortekslendi. Daha sonra 1000g’de 5 dakika santrifijlendi ve
stipernatandan Hep-2 hiicresi ihtiva eden flakslara ekim yapildi. Uzerine 100
ml Eagle’s minumum essential medium (MEM-Earle), 10 ml fetal calf serum
(FCS), 2 ml L-glutamin (200 Mm),1 ml HEPES (1 M),1 ml penisilin-
streptomisin solisyonu (10.000 mg/ml), 0.1 ml gentamisin solisyonu (10
mg/ml), 0.4 ml amfoterisin-B solusyonu (250 mg) seklinde hazirlanan sividan
4 ml ilave edilerek 37° C’' de % 5 CO’ li inklibatorde inkibe edildi. Hiicreler
belirli araliklarda sitopatik etkinin varlidi agisindan kontrol edildi. SPE
g6zlendikten sonra hucrelerin flakslardan kolay ayrilmasi icin birkag kez elle
vurularak htcreler dokuldu ve toplandi. Ad-8 ve Ad-5 serotiplerini iceren
supernatanlardan ve ticari olarak elde edilen Ad-36 (ATCC VR-1610)'dan,
Hep-2 ihtiva eden flasklara ekim yapildi. Tek bir flasktan alinan virlsler taze
hicreli bir flaska aktarildi ve bu islem 3 kez tekrarlanarak homojen virls
stogu olusturuldu. Olusturulan virls stoklari sekans analizi ile tekrar
tiplendirilerek serotipler dogrulandi. Stoklar -80°C’de c¢alisma glnine kadar

saklandi.
3.2.4.2. Doku Kiiltiirii infektif Doz (DKID)

infektif titre, viriisin canli sistemlerde olusturdugu %50 pozitif

reaksiyonlarin goriildiigii son diliisyondur. infektif doz ise viriis siispansiyonu
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icinde bir inokulum miktarinda bulunan viris Unitesini ifade eder ki bu da,

infektif titrelerin pozitif logaritmasidir.

Ad-8, Ad-5 ve Ad-36 ile olusturdugumuz stoklardan; antibiyotikli MEM
dilient olarak kullanilarak 10™" "den 10®a kadar viriis dilisyonlari hazirlandi.
Bu dilusyonlardan 0,1 ml Hep-2 hucresi ihtiva eden mikropleytlere ekilerek 37
°C de % 5 CO; li inkGbatérde 5 gun inkibe edildi. Besinci gin
mikropleytlerdeki SPE degerlendirilip olusturulan tablolara var-yok seklinde
rapor edildi. Tablolar degerlendirilierek Spaerman-Kaerber hesaplama

yontemi ile her bir serotipin DKID-50’leri bulundu.

3.2.4.3. Hep-2 Hiicrelerinin Hazirlanmasi

Flasklarda tam tabaka halinde bulunan Hep-2 hucrelerinin Gzerindeki
besiyeri alindiktan sonra pH’1 7,2 olan PBS ile g¢alkalanarak yikandi ve PBS
atildi. 37°C’ye getirilmis olan tripsin/EDTA (L2143, Biochrom AG, Berlin,
Germany) solusyonu tabaka halindeki hiicrelerin Gzerini kaplayacak sekilde
kondu ve 5 dakika 37°C’ de % 5 CO' li inkiibatorde inklibe edilerek
hicrelerin flasklardan kaldiriimasi saglandi. Uzerine 1-2 ml MEM eklenerek
5-10 dakika 200g’de santrifljlendi ve Ustteki besiyeri alinarak mI’'de 300000

hicre olacak sekilde FCS konarak suspanse edildi.

3.2.4.4. Serum ornekleri

Calisma grubunun serumlari -20°C’den gikarilarak ¢ozildikten sonra
Benmari'de 56°C’de 30 dakika bekletilerek inaktive edildi. inaktive edilen
serumlar steril ependorflara alinarak MEM ile 1/10’luk (0,2 ml inaktive serum,
1,8 ml MEM) dilisyonlari hazirlandi.
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3.2.4.5. Mikro-notralizasyon testi

Her bir serum ve her bir viris serotipi i¢cin 96 kuyucuklu mikropleytin 4
kuyucugu kullanildi. Ust 2 kuyucuga 1/10 dillisyondaki hasta serumundan
200 ul koyuldu. Alt 2 kuyucuga ise 100 ul MEM koyuldu ve ust kuyucuklardan
100 ul aktarip karistirdiktan sonra 100 pl digariya atilarak 1/20 serum
dilisyonlari hazirlandi. Kuyucuklarin her birine ilgili adenoviris serotipinin
stogundan hazirlanan 100 DKID50’den 100 ul eklendi. 37 derecede 1 saat
inkiibasyondan sonra kuyucuklara 300000/ml olacak sekilde hazirlanan Hep-

2 hucrelerinden 100 ul eklendi.

96 kuyucuklu miropleytin her biri icin 1DKID-50, 10 DKID-50 ve 100
DKID-50 igin 4 kuyucuktan olugsan 3 ayri viris kontrol (viris var, hucre var,
serum yok) ve 4 kuyucuktan olusan 1 adet hicre kontrol (sadece hucre var)
hazirlandi. Plaklar 37°C’ de %5 COy’ li inkiibatérde 5 giin inkiibe edildikten
sonra SPE var/yok seklinde iki ayri uzman tarafindan degerlendirilip sonuclar

yorumlandi.

3.3. istatiksel Analiz

Calismanin istatistiksel analizleri SPSS (Statistical Package for Social
Sciences) 10.0 paket programi kullanilarak gerceklestirildi. Degiskenler icin
betimleyici istatistikler (ortalama, standart sapma, frekanslar) hesaplandi.
Numerik degiskenlerin karsilastirlmasinda bagimsiz gruplarda Student’s t
testi, kategorik degiskenlerde yuzdeler arasindaki farkin dnemililik testi olarak
ki kare testi kullanildi. Leptin duzeyinin kesme noktasini belirlemek amaciyla
ROC analizi uygulandi. Tum istatistiksel analizlerde p<0.05 istatistiksel

acidan anlamli olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

U¢ ayri merkezden saglanan toplam 200 klinik materyelin 84’Gnde
PZR yontemiyle adenoviris DNA’si pozitif saptanirken 116 6rnek negatif
bulundu. Pozitif saptanan Ornekler dizileme reaksiyonuna alinarak
serotiplendirme iglemi yapildi. Buna goére 11’i tiplendirilemezken, 60’1 serotip
8 (56 g6z 6rnegi, 2 cevresel 6rnek, 2 solunum 6rnegi), 7’si serotip 3 (solunum
ornegi), 4’0 serotip 4 (3 g6z, 1 solunum 6rnegi) ve 2’si serotip 5 (1 goz, 1

solunum ornegi) olarak belirlendi (Tablo-4) (Figur-1)

Tablo-4: Adenovirus serotip dagilimi

Ornek Adenoviriis | Tiplendirilemeyen | Tip-3 | Tip-4 Tip-5 | Tip-8
Sayisi DNA (+)

cBU 88 20 9 2 7 1 1
KU 94 53 2 - 3 1 47
EU 18 18 - 5 1 - 12
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Figur-1: Adenovirus serotiplerinin filogenetik agaci.

Filogenetik agag, CLC SequenceViewer 6.0.2’de UPGMA metodu ile
1000 bootstrap tekrar degerine gore yapildi. Referans diziler GenBank’tan

saglanmistir.
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Aragtirma grubunun demografik Ozellikleri incelendiginde obez
cocuklarin ortalama yasi 11.98+2.45 yil olup, yaslari 7 ile 16 arasinda
degismekteydi. Kontrol grubundaki obez olmayan ¢ocuklarin yagslari ise 3 ile
17 arasinda olup ortalama 9.83+3.78 yil idi (Tablo-5). Obez olan ve olmayan
olgularin yaslara gore dagihmi istatistiksel olarak incelendiginde obez grubun
yas ortalamasi obez olmayan gruptan yuksek bulundu (p=0.000). Obez olan
ve obez olmayan ¢ocuklarin cinsiyete gore dagilimi incelendiginde ise obez
cocuklarin 29'u kiz (% 48.3), 31’i erkek (% 51.7); obez olmayan gocuklarin
ise 31’i kiz (%51.7), 29'u erkek (% 48.3) idi (Tablo-5). Obez ve obez olmayan
grup arasinda cinsiyet yonunden istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulunamadi (p=0.071)

Tablo-5: Calisma grubunun demografik 6zellikleri

Obez Obez olmayan
(n=60) (n=60) P
Yas (ortalama +SS) 11.9842.45 9.83+3.78 0.000
Kiz (%) 48.3 51.7
Erkek (%) 51.7 48.3 0.071

Obez grupta Ad-5, Ad-8 ve Ad-36 nétralizan antikor pozitifligi sirasiyla
17 (%28,3), 8 (%13,3) ve 16 (%26,6) olarak bulunurken, obez olmayan
grupta 4 (%6,6), 5 (%8,3) ve 6’sinda (%10.0) olarak bulundu. Obez grupta
Ad-5 ve Ad-36 noétralizan antikor pozitifligi, obez olmayan gruba gore
istatistiksel olarak anlamli saptanirken (sirasiyla p=0.02, p=0,018); Ad-8
notralizan antikor pozitifligi acgisindan iki grup arasinda anlamli bir iligki
saptanmadi (p=0.378) (Tablo-6).
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Tablo-6: Calisma grubunun Ad-5, Ad-8, Ad-36 antikor pozitifligi

Obez (n=60) | Obez olmayan (n=60)
% % P
Ad-5 antikor pozitif 28.3 6.6 0.002
Ad-8 antikor pozitif 13.3 8.3 0.378
Ad-36 antikor pozitif 26.6 10.0 0.018

Obez grupta adenovirUs spesifik IgA 2 drnekte (%3.3) pozititken, obez
olmayan grupta 3 drnekte (%5.0), adenovirls spesifik IgM obez grupta 2
(%3.3), obez olmayan grupta 5 drnekte (%8.3), adenovirus spesifik IgG ise
obez grupta 60 (%100), obez olmayan grupta 56 Ornekte (%93.3) pozitif

olarak bulundu.

Calisma grubunu olugsturan 60 obez ve 60 obez olmayan gocugun
adenovirls spesifik IgA, IgM ve IgG pozitiflik sonuclari istatistiksel olarak
kargilastirildiginda obez grupta adenoviris IgG antikor prevalansi obez
olmayan gruba gore yuUksekti (p=0.042). Ancak adenovirls IgA ve IgM antikor
prevalansi agisindan iki grup arasinda istatistiksel olarak fark yoktu (p=0.648,
p=0.243) (Tablo-7).

Tablo-7: Calisma grubunun adenovirls IgA, IgM, IgG pozitifligi

Obez (n=60) Obez olmayan (n=60)
% % P
Adenoviriis IgA 3.3 5.0 0.648
Adenoviriis IgM 3.3 8.3 0.243
Adenovirus IgG 100.0 93.3 0.042

Obez ve obez olmayan grubun HDL, LDL, TG, kolesterol ve leptin

dizeylerinin karsilastirlmasi Tablo:8'de gosterilmigtir. Yapilan istatistiksel
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analizde HDL duzeyi
(p=0.000). LDL, TG ve kolesterol duzeylerinde obez ve obez olmayan grup
arasinda anlamh fark bulunamadi (p=0.083, p=0.268, p=0.500).
dizeyinin kesme noktasini belilemek amaciyla yapilan ROC analizine gore
kesme noktasi 119,8 alindiginda testin duyarliigi %87, segiciligi %48 olarak

belirlendi. Buna gore leptin dlzeyi obez grupta obez olmayan gruba gore

obez olanlarda anlamli

sekilde dusuk bulundu

istatistiksel olarak anlamli sekilde yuksek bulundu (p=0.000) (Tablo-8).

Tablo-8: Calisma grubunun HDL, LDL, TG, kolesterol ve leptin dlzeyleri

Obez (n=60) | Obez olmayan (n=60)
ortalama *SS ortalama *SS P
HDL 44.6+10.2 52.3+12.9 0.000
LDL 93.24+28.6 84.8+23.9 0.083
TG 159.5+34.7 155.7+25.3 0.268
Kolesterol 107.11£58.8 96.8+42.0 0.500
Leptin 373.5+£262.3 206.1£176 0.000
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5.TARTISMA

Son yillarda tim dinyada obezitenin goérilme sikhdr giderek
artmaktadir. Epidemiyolojik calismalar vyas, cinsiyet gibi demografik
faktorlerle, egitim dizeyi, medeni durum gibi sosyo-kulturel faktorler yaninda
biyolojik faktorlerin ve beslenme aligkanliklarinin, sigara ve alkol tuketimi ile
fiziksel aktivite azligi gibi yasam bicimi faktorlerinin de obeziteden sorumlu
oldugunu goéstermektedir (3). Obezite, ¢cocuk ve addlesanlarin %25-30'unu
etkileyen 6nemli bir beslenme problemidir. Cocukluk ¢agi obezitesi 6zellikle
gelismis Ulkelerde olmakla beraber butin dinyada artan bir prevalansa
sahiptir (4). Obez ¢ocuklar uzun dénemde, adipositeye ikincil gelisen artmis
morbidite ve mortalite riski altindadirlar (104). Cocukluk ¢adi obezitesindeki
artisa paralel olarak tip 2 diyabet, metabolik sendrom, hipertansiyon gibi
daha ¢ok erigkinlerde gorulen kronik hastaliklar, gocukluk ¢aginda da 6nemli
bir sorun haline gelmektedir (105). DSO, 1998 yilinda obeziteyi global bir
epidemi olarak nitelemis ve bir halk saghgi sorunu oldugunu vurgulamigtir
(2).

Obezite gunimuzde erigkinlerin oldugu kadar ¢ocuk ve addlesanlarin
da 6nemli bir saglik sorunudur. Cocukluk cagi obezitesi, bir¢ok kronik
hastaligin erken donemde ortaya ¢ikmasi, ¢cocukluk ¢caginda obez olanlarin
%50’sinin erigkin ddneme de obez olarak girmesi, eriskin donemde yuUksek
morbidite ve mortaliteye sahip olmalarinin yani sira gocuk Uzerinde bazi
psikolojik hasarlar da olusturmaktadir. Cocuklarda kendini sevmeme,
yalnizlik, sinirlilikle beraber sigara ve alkol gibi yuksek riskli davraniglar da
g6zlenmektedir (17).
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Cocukluk caginda ve takip eden erigkin donemde neden oldugu
sorunlar agisinda ¢ocukluk ¢agi obezitesi gok dnemlidir. Bu nedenle biz de
arastirmamizda ¢alisma grubunu ¢ocuklardan olusturduk.

GUnumuzde obeziteye neden oldugu didsunulen sayisiz faktér vardir.
Ancak obezitenin bulagici hastaliklara benzer sekilde hizli yayilimi géz éntine
alindiginda bu yayihmin infeksiy6z nedenlerle, 6zellikle de virslerle iligkili

olabilecegi dustnulmektedir (20).

Bazi galismalarda adenovirls serotiplerinin obezitede rol oynadigina dair
yapilan aragtirmalarda arastiricilarin insanlarda bu virGslerle daha genis
kapsamli  ¢alisilmasi  gerektigini  vurgulamalari  sebebiyle biz de
arastirmamizda ¢ocuk obezitesinde adenovirlslerin rolini belirlemeyi
amacladik. Bu amag¢ dogrultusunda c¢alisma iki farkl sekilde tasarlandi.
Birinci agsamada u¢ ayri merkezden saglanan 200 ornekte adenovirls
serotipleri belirlendi, bu seotiplerden 5 ve 8 mikronétralizasyon testinde
kullanildi. ikinci agsamada ise Celal Bayar Universitesi Cocuk Saghgi ve
Hastaliklari polikliniginden obez  (n=60, VKI=95) ve obez olmayan
(n=60,VKi<85) 120 ¢ocudun serumunda adenoviriis spesifik 1gG, IgA, IgM,
HDL, LDL, TG, Kolesterol ve leptin dizeyleri olglldi; Ad-5, Ad-8, Ad-36

serotip spesifik antikorlari mikrondtralizasyon yontemiyle arastirildi.

GUnUumuze kadar ulkemizde adenovirus infeksiyonlarinin prevalansini

ve serotip dagilimini bildiren kisith sayida arastirma bulunmaktadir.

2007 yilinda Ankara’da yaptiklan bir calismada Bodur ve ark.lar1 (106)
solunum vyolu infeksiyonu sikayetleri olan ilkdgretim cagi 6grencilerinden
aldiklari bogaz surunti o6rneklerinde PZR yontemi ile adenovirlis pozitifligini
arastirmiglar. Calismada %2.2 (11/500) oraninda adenoviris DNA’sI pozitif
saptanmig ve tumunun E alt grubuna (tip-4) ait oldugu belirlenmistir.

Aslan ve ark.lar (107) 1997-1998 yillari arasinda 45 ust solunum yolu
infeksiyonlu c¢ocukta shell vial ve klasik kualtir yontemiyle adenovirls
pozitifligini %6 bulurlarken, 50 alt solunum yolu infeksiyonlu ¢ocukta shell vial

yontemiyle bu orani %10 seklinde bulmuslardir.
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Bayraktar ve ark.larinin (108) ise akut gastroenteritli ¢ocuklarda
yaptiklari ¢alismada 1358 akut gastroenteritli gocugun gaita orneklerinde
rotavirli, adenovirls 40-41 immunokromatografik test kullanarak arastirmislar
ve %23.7 rotavirus, %1.5 adenovirls 40-41 pozitifligi saptanmislardir.

Yine Akinci ve ark.larinin (109) ayni yontemle 2004-2005 vyillari
arasinda akut gastroenteritli gocuklarda adenovirls ve rotavirts arastirdiklari
calismada 307 gaita érneginde %14.9 adenovirls, %13.7 rotaviris ve %8.2
hem adenovirls hem de rotavirus saptanmistir.

Erdin ve ark.larinin (110) 2006-2010 yillari arasinda izmir'de yaptiklari
calismada 213 keratokonjuktivitli hastada PZR ile adenoviris DNA’sI pozitif
saptanmig ve bu orneklerden 101 tanesi randomize olarak segilerek
genotiplendiriimigtir. Calismada 3, 4, 8, 11, 19, 22 ve 37 olmak Uzere 7
adenovirls genotipi saptanmis; 101 6rnegin %66.3°U tip-8, %24.6’sI tip-4 iken
diger 5 genotip 6rnek %8.9 olarak belirlenmigtir.

Bizim  c¢alismamizin  ilk basamagini  olusturan  adenovirls
serotiplendirme caligmasinda 3 ayri merkezden saglanan toplam 200 klinik
materyelin 84’Unde PZR ydntemiyle adenoviris DNA'sI pozitif saptanirken
116 O6rnek negatif bulmustur. Pozitif saptanan érnekler dizileme reaksiyonuna
alinarak serotiplendirme islemi yapiimigtir. Buna gore 11'i tiplendirilemezken,
60’1 serotip 8 (56 gdz o6rnegi, 2 gevresel drnek, 2 solunum érnegi), 7’si serotip
3 (solunum o6rnegi), 4’0 serotip 4 (3 gbz, 1 solunum 6rnegi) ve 2’si serotip 5
(1 g6z, 1 solunum 6rnegi) olarak belirlenmigtir.

Ulkemiz literatirii arastirma bulgularimizla birlikte degerlendirildiginde
genellikle yaygin serotiplerin 3, 4, 5, 8, 11, 19, 22, 37, 40 ve 41 seklinde
oldugu gozlenmektedir.

Yaptigimiz serotip g¢alismasinin bir diger amaci da elde ettigimiz
serotipleri ¢ocuk obezitesindeki rollerini arastirmakti. Bu serotipler, daha
once yapilan bir hayvan cgalismasinda obeziteyle iligkisi belirlenen ancak
higbir insan calismasi yapiimamig Ad-5, sinirli sayida hayvan ve insan
calismalarinda obeziteye sebep oldugu ortaya konmus Ad-36 (ATCC VR-
1610) cogaltilarak mikronotralizasyontestinde kullanildi. Kontrol susu olarak
da obezite galismalarinda kullaniimamig Ad-8 serotipini, mikronoétralizasyon
deneylerinde kullanmak amaciyla Hep-2 hucre kultur hattinda gogalttik.
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Arastirma grubu olusturan obez ve obez olmayan grubun demografik
Ozellikleri incelendiginde cinsiyet yonunden istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulunmazken (p=0,071) obez grubun yas ortalamasi obez olmayan gruptan
yuksek bulundu (p=0,000). Obezite her yasta goérulebilmekle beraber
obezitenin gelisiminde U¢ donem bulunmaktadir. Bunlar dogum 6ncesi, 5-7
yas ve ergenlik donemidir. Biz hastalarimizi ¢ocuk endokrin poliklinigine
basvuran obez c¢ocuklardan olusturdugumuz igin obezitenin ortaya g¢ikmasi
ve poliklinije bagvurma surecinde gecen zaman da dusunulerek obez
cocuklarin yasg ortalamalarinin obez olmayanlara gore yuksek c¢ikmasi
beklenilen bir bulguydu. Benzer olarak Atkinson’nin 502 gonullide yaptigi
calismada Ad-36 antikor pozitif ve negatiflerin ortalama yaslar benzerdi
(41.7’ye karsi 40.7, p=0.38) ve bu da yasin Ad-36 infeksiyonu icin énemli rol
oynamadigini gostermekteydi (91).

Yaptigimiz c¢aligmada adenovirlis seroprevalansi obez olanlarda
%100, olmayanlarda %93.3 bulunmustur. Obez grupta adenovirus I1gG
antikor prevalansi obez olmayan gruba goére yuksekti (p=0,042). Ancak
adenovirus IgA ve IgM antikor prevalansi acgisindan iki grup arasinda
istatistiksel olarak fark yoktu (p=0,648, p=0,243). Bizim bulgularimiz 3-17 yas
grubu arasinda Manisa bdlgesindeki c¢ocuklarin blyuk ¢ogunlugunun
adenoviruslerle karsilastigini gostermektedir. Soyletir ve ark.lari (111) 0-15
yas grubu 206 ¢ocuktan alinan serum orneklerinde kompleman birlesme testi
kullanilarak yaptiklari ¢alismada adenoviris 6zgul antikor oranini  %4.85
olarak  bulmuslardir. Bu farkhligin temelinde kullanilan ydntemlerin ve

bdlgesel degisikliklerin etkili olabilecegini dUsunmekteyiz.

Dhurandhar ve ark.larinin ilk ¢galigmalarindan bu yana yapilan hayvan
arastirmalarinda Ad-36 inokulasyonunun tavuklarda, farelerde ve primatlarda
visseral adipoz dokuda artisa sebep oldugu degisik arastirici gruplar
tarafindan da gdsterilmistir. Ancak insan inokulasyonlari etik agidan mimkin
olmadidi i¢in Ad-36’nin insanlarda obeziteye sebep oldugu kanitlanamamistir
(86, 87, 88, 89, 90, 92).

Atkinson ve ark.lari (91) 89 ikiz ¢ifti Uzerinde yaptiklari ¢calismada Ad-
36, Ad-2, Ad-31 ve Ad-37 antikor pozitifligi yonlinden taramiglar ve diger
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serotiplerden farkli olarak Ad-36 antikor pozitif ikizlerde belirgin olarak yuksek
BMI ve viicut yag ylizdesi saptamiglardir. ikizlerin ayni gevresel faktorlere
maruziyeti ve benzer demografik 6zellikleri géz énine alindiginda bu ¢alisma
Ad-36’nin insanlarda adipositeyi arttirdigi  hipotezine buylk destek

saglamaktadir.

Bizim yaptigimiz calismada obez olan ve olmayan grup Ad-5, Ad-8 ve
Ad-36 mikronétralizasyon testiyle antikor pozitifligi yonunden degerlendirildi.
Obez grupta Ad-5 ve Ad-36 nétralizan antikor pozitifligi, obez olmayan gruba
gbre istatistiksel olarak anlamh bulunurken (p=0.02, p=0,018), Ad-8
notralizan antikor pozitifligi agisindan iki grup arasinda anlamli bir iligki
saptanmadi (p=0.378). Tum bu sonuglar kapsaminda Ad-36 antikor pozitifligi
literatire uygun sekilde obez grupta obez olmayan gruba goére yuksek
bulundu. Arastirmamiz Turkiye’de Ad-36 ile yapilan ilk calisma olup Ad-36’nin
gocuk obezitesi ile iligkisini ortaya koyan dunyadaki ender aragtirmalardan da
birisidir. GUnUmuze kadar Ad-5’in sadece bir hayvan galismasinda visseral
adipoz dokuyu arttirdidi gosterilmis ve Ad-5'in insan arastirmalarinda
kullaniimasi  6nerilmekteydi (93). Ad-5’in ¢ocuk obezitesiyle iligkisini
arastirdigimiz galismamiz dinyada bu konuyla ilgili yapilan ilk ¢alisma olma
Ozelligi tasimaktadir. Buna goére Ad-5 antikor pozitifligi obez grupta obez
olmayan gruba goére yuksek bulunmustur. Bu da bizlere Ad-5’in de ¢ocuk
obezitesiyle iligkisi oldugunu gostermekteydi. Ad-8 antikor pozitifligi ise obez
olan ve olmayan grupta benzerdi. Bu nedenle Ad-8 obezite ile

iliskilendirilemedi.

Atkinson ve ark.arinin (91) 502 goénullide yaptigi Ad-36 antikor
taramasinda Ad-36 antikor (+) olanlarin BMI'leri Ad-36(-) olanlara gore
anlaml olarak yuksek bulunmustur. Ad-36 antikor prevalansinin obez
bireylerde obez olmayanlara gore 3 kat fazla oldugu gézlemlenmigstir. Obez
insanlarin Ad-36 infeksiyonuna daha duyarli olabilecegi intimali disunulmus,
ancak ayni ¢alismada Ad-2 ve Ad-31 igin antikor pozitifligi de taranmis olup
obez olan ve olmayanlarda benzer antikor prevalansi bulunmustur. Boylece

obez insanlarin infeksiyona daha duyarli olmadigini kanitlamiglardir.
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Literatirde obez insanlarin immun fonksiyonlarinda bozulma olduguna
dair veriler bulunmaktadir. Hepatit B asisi olan obez insanlarda azalmig
antikor prevalansi saptanmis ve bu da viral antijene immun cevabin
azaldigini akla getirmistir (112). Bu bulgu obez insanlarin adenovirls ile
karsilagtiklarinda obez olmayanlara gore antikor uUretmeye daha az meyilli
olduklarini digundurse de, bizim yaptigimiz ¢galismada Ad-5 antikor pozitifligi
obez grupta obez olmayan gruba gore 4 kat fazla bulunurken, Ad-36’da

yaklasik 3 kat fazla bulunmustur.

Adenovirtslere bagl obezite olgularinda lipit profilleri de degiskenlik
gostermektedir. Nitekim Dhuranhard ve ark.larinin (88) tavuk ve farelerde
yaptiklari ¢alismalarda Ad-36 ile inokule grubun serum TG ve kolesterol

duzeylerinin kontrol grubuna gore daha dusuk oldugu bildirilmistir.

Atkinson ve ark.larinin (91) 502 gonullude ve 89 ikiz ciftinde yaptigi
calismalarda ayni zamanda serum kolesterol ve TG dlzeyleri de
incelenmigtir. 502 gonullide Ad-36 antikor pozitif olanlarin serum kolesterol
ve TG duzeyleri, Ad-36 antikor negatifligi olanlardan anlamli sekilde dusuk
bulunurken, yapilan ikiz g¢alismasinda Ad-36 antikor pozitif ve negatifler
arasinda anlamh bir iliski bulunamamistir. Ayni calismalarda Ad-2,  Ad-31
ve Ad-37 antikor pozitif ve negatiflerin serum kolesterol ve TG dizeyleri
deg@erlendiriimis, ancak sadece 502 gonullide yapilan g¢alismada Ad-2
antikor pozitif obez olmayanlarin serum kolesterolunin anlaml olarak duguk
bulunmasi disinda herhangi bir anlamli iliski saptanamamistir.

Biz de yaptigimiz ¢alismada obez olan ve olmayan ¢ocuklarin serum
kolesterol, TG, HDL, LDL ve leptin duzeylerini Ol¢tik. Yapilan istatistiksel
analizde obez olan ve olmayan grubun kolesterol, TG, HDL, LDL ve leptin
duzeylerini karsilagtirdigimizda HDL duzeyi obez olanlarda anlamh gekilde
disuUk bulunurken (p=0.000) LDL, TG ve kolesterol diizeylerinde obez olan
ve olmayan grup arasinda anlamli fark bulunmadi (p=0.083, p=0.268,
p=0.500). Leptin dlzeyi ise obez grupta obez olmayan gruba gore
istatistiksel olarak anlamli sekilde ylksek bulundu (p=0,000). HDL dizeyi
dusuklugu ve leptin duzeyi yuksekligi obezitede beklenen bir bulgudur. Ancak
LDL, TG ve kolesterol duzeyleri arasinda anlamli fark olmamasini ¢alisma

grubumuz ¢ocuk hastalardan olustugdu igin adenoviruslerle ne zaman infekte
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olduklari bilinmedigi ve belki de serum profilinde degisikligin heniz
olusturulamadig seklinde yorumlayabiliriz. Benzer sekilde Atkinson’in yaptigi
ikiz calismasinda da yas ortalamasi dusuk olup, serum kolesterol ve TG
dizeyleri acisindan Ad-36 (+) ve negatifler arasinda anlamh bir iliski

bulunamamisgtir.
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6. SONUC VE ONERILER

Amerika Birlesik Devletleri (ABD)'inde Ulusal Saglik ve Beslenme
Arastirmalari  [National Health and Nutritio Examination Surveys
(NHANES)I'na goére 1976-1980 ve 1999-2002 vyillari arasinda obez
insanlarin sayisi yaklasik iki katina gikmis ve bu ylkselis ivmesi son yillarda
daha da artmistir. Obezite sadece ABD’de degil, ayni zamanda Avrupa’da da
dnemli bir sorun haline gelmistir. Diinya Saglik Orguti (DSO) 1998 yilinda
obeziteyi global bir epidemi olarak nitelemis ve bir halk saghdi sorunu
oldugunu vurgulamigtir.

Obezite, gocuk ve adolesanlarin %25-30'unu etkileyen énemli bir
beslenme problemidir. Cocukluk ¢adi obezitesi 6zellikle gelismis Ulkelerde
olmakla beraber butin dinyada artan bir prevalansa sahiptir. Obeziteye bagli
problemlerin yani sira ¢ocukluk ¢aginda obez olanlarda erigskin donemde
morbidite ve mortalitenin artmasi, adolesan doneme obez girenlerin
%50'sinin erigskin donemde obez olmasi ve ¢ogu kez aileler ve hekimler
tarafindan tedavi edilmesi gereken bir hastalik olarak gérilmemesi agisindan
onemli bir saglik sorunu olarak karsimiza gikmaktadir.

Obeziteye neden oldugu dusutntlen en o6nemli faktérler arasinda
genetik, cevresel, ndronal ve endokrin faktoérler gdsterilmektedir. Ancak
sorunun bulasici hastaliklara benzer gekilde hizli bir yayllma gostermesi
obezitenin etiyolojisinde patojen etkenlerin rol alip almadigi sorusunu
gindeme getirmis ve gunimuze dek g tanesi insan virisu (Adenovirus tip 5
(Ad-5), Ad-36, Ad-37) ve bes tanesi hayvan virlisu (kdpek gencglik hastahgi
virisl, Rous-associated virUs tip 7, SMAM-1, Scrapie ajani, Borna hastaligi
virisu) olmak Uzere toplam sekiz virisun obeziteyle iligkili olabilecedi

bildirilmigtir.
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Ulkemizde adenovirislerle ilgili arastirmalar sinirl sayidadir ve obezite
ile iligkilerini arastiran herhangi bir galisma ginumuze kadar yapiimamigtir.
Calismamiz sonucunda Ad-5 ve Ad-36 serotiplerinin gocuklardaki obeziteyle
iligkili oldugu ortaya konmustur. Arastirmamiz Ad-36’nin insan obezitesiyle
iliskisine isaret eden Ulkemizde yapilmig ilk arastirma 6zelligini tasirken, Ad-
5’in insan obezitesiyle iligkisini gosteren dunyadaki ilk arastirmadir. Sonug¢
olarak tum bunlar goz onunde bulunduruldugunda arastirmamiz sonuglarinin
ulkemiz ve dunya litaratirine Onemli katkilarinin  olabilecegini

disunmekteyiz.

Adenovirtslerle olan obezitede birgok mekanizmanin rol aldigi
dusundlse de mekanizmalari agiklayacak daha fazla calismaya ihtiyag

duyulmaktadir.

GUnumuzde ¢ok buyuk bir saghk sorunu olan obeziteyi engellemek en
onemli saglik politikasi haline gelmeli, Ulkemizde adenovirUslerin obeziteyle
iligkisini arastiran caligmalarin sayisi artmali ve belli bir bilgi birikimine

ulasildiktan sonra asi veya tedavi segenekleri tartigiimalidir.
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