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OZET
IN VITRO ORTAMDA KUERSETININ iINFEKSiYOZ PANKREATIK
NEKROZIS VIRUS (IPNV) REPLIKASYONUNA ETKIiSI

Amag: Bu yiksek lisans tezi ile balik endiistrisi i¢in dnem tasiyan Infeksiydz
pankreatik nekrozis virusunun (IPNV) hicre kilturlerindeki replikasyonuna kuersetin
etkisinin incelenmesi amagclandi.

Materyal ve Metot: Projede, IPNV’ yi retmek icin rainbow trout gonad
(RTG-2) hiicre kiiltiirii kullanildi. Hucreler kultire edildikten sonra IPNV inokule
edilerek CPE olusumu takip edildi. Projede kullanilan antioksidan madde olan
kuersetinin RTG-2 hicresindeki nonsitotoksik dozu Cell Counting Kit-8 (CCK-8,
Sigma-Aldrich) ile belirlendi. Kuersetinin, IPNV replikasyonu Uzerindeki etkisinin
belirlenmesinde titrasyon testi, sitopatojenik etki rediksiyon testi ve qRT-PCR testleri
kullanildi. Ug tekrarli sitotoksisite denemelerinden elde edilen verilerin ortalama degeri
hesaplandi ve kuersetinin farkli dozlarmin uygulandigi gruplar arasindaki titre
farkliliklar1 ise % olarak ifade edildi.

Bulgular: RTG-2 hiicrelerinde kuersetinin non toksik dozunun 50 pmol/L
oldugu, 50umol/L kuersetinin RTG-2 hiicrelerinde iiretilen IPNV’ nin titresini 107
denl10® ediisiiriirken, ayn1 dozdaki kuersetinin viral yikii %40 oraninda azalttigi
belirlendi.

Sonugc: Sunulan bu tez ile guclu bir antioksidan ve anti-inflamatuar ajan olan
kuersetinin invitro sartlarda IPNV replikasyonunu inhibe ettigi ve IPN hastaliginin

tedavisinde bir segenek olabilecegi sonucuna varildi.

Anahtar Kelimeler: Antiviral aktivite; IPNV; kuersetin; sitotoksisite
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ABSTRACT
EFFECT OF QUERCETIN INFECTIOUS PANCREATIC NECROSIS
VIRUS (IPNV) REPLICATION IN VITRO SYSTEM

Aim: The purpose of this master thesis was to investigate the effect of quercetin on
replication in cell cultures of infectious pancreatic necrosis virus (IPNV), which is
important for the fish industry.

Material and Method: In the project, rainbow trout gonad (RTG-2) cell culture was
used to produce IPNV, after cells were cultured, IPNV was inoculated followed by CPE
formation. The noncitotoxic dose of quercetin in the RTG-2 cell, the antioxidant used in
the project, was determined by Cell Counting Kit-8 (CCK-8, Sigma-Aldrich). Titration
test, cytopathogenic effect reduction test and gRT-PCR tests were used to determine the
effect of quercetin on IPNV replication. The mean value of the data from the triplicate
cytotoxicity assays was calculated and the titer differences between the groups to which
different doses of quercetin were administered were expressed as %.

Results: The non-toxic dose of quercetin in RTG-2 cells was 50umol/L, and 50 pMol/L
quercetin lowered the titre of IPNV produced in RTG-2 cells to 107" uM 10, while the
same dose of quercetin reduced the viral load by 40%.

Conclusion: In this thesis, it is shown that quercetin, a potent antioxidant and anti-
inflammatory agent, inhibits IPNV replication in in vitro conditions and that IPN may
be an option in the treatment of the disease.

Keywords: Antiviral activity; cytotoxicity; IPNV; quercetin

Sermin ONKOL (Master Thesis)
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SIMGELER VE KISALTMALAR
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: Santigrat derece
: Mikrolitre

: Mikromolar

: Abild

- Bluegill Sunfish

: Katalaz

: Cell Counting Kit-8
: Chinook Salmon Embriyo

: Santimetrekare
: Sitopatojenik etki
: Deoksiribo Nikleik Asit
: Enzyme Linked Immunosorbent Assay
: endotelyal nitrik oksit sentaz enzimi
: Floresan antikor testi
: Is1 Soku Protein

: Herpes Simplex Virus-1

- Infectious Hematopoietic Necrosis Virus

- Infectious Pancreatic Necrosis Virus
. Litre
: Malondialdehit
: Mililitre
: Nikotinamid adenin diniikleotit fosfat
: Nanometre
: Optik Densite
: Diinya Hayvan Saglik Orgiiti
: Polimorf Nikleer Lokosit
: Polivinilpirolidon Iyot
: RNA-dependent RNA polymerase
: Ribonukleik Asit
: Reaktif Oksijen Turleri

: Rainbow Trout Gonad-2

Vi



RT-PCR : RealTime-Polimeraz Zincir Reaksiyonu

SOD - Speroksit Dismutaz

Sp : Spjarup

VHS : Viral Hemorrhagic Septicemia Virus
VP : Viral Polipeptide
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1. GIRIS

Besin iiretim sistemleri i¢inde su iirlinlerine olan talebin giderek artmasi
diinyada en hizli biiyliyen sektorlerden biri haline gelen su triinleri yetistiriciliginde
hizli bir gelismeye neden olmustur (Lymbery, 2000). Diinyada kiiltiir balik¢iliginda en
fazla tiretilen baligin gékkusagi alabaligi (Oncorhynchus Mykiss) oldugu bilinmektedir
(TUIK, 2013). Gokkusagi alabaliklarinin yapay yontemlerle kolay yumurta alinan,
kulucka sureleri kisa, yemden yararlanma yetenekleri yiiksek, g¢evre kosullarina
adaptasyonu kolay ve hastaliklara kars1 dayanikli olmalarindan dolay1 iiretimde tercih
edildikleri ifade edilmektedir (Celikkale, 1994). Gokkusagi alabaligi Uretimi Glkemizde
ise ilk olarak 1969 yilinda Bolu Yedigoller Milli Parki’nda baslamistir (Polat ve ark.,
2011). Tirkiye’de i¢ sularda yapilan balik tiretimin %55,7’sini gokkusagi alabaliklar
olusturmaktadir. Karadeniz Bolgesi ise, denize dogal ve Kkiltir alabalik tretim
ciftliklerinin kurulabilmesi nedeniyle Uretimi tathh sularda yapilan gokkusagi
alabalik¢iligr igin elverisli bir bélgedir (TUIK, 2010).

Oksidatif stres, tiim hiicrelerde fizyolojik olaylar sirasinda meydana gelen
fizyopatolojik olaylar olarak ifade edilmektedir. Reaktif oksijen tiirleri (ROS) dedigimiz
serbest radikallerin kaynagi, okaryotik hiicrelerin normal metabolik aktiviteler igin
enerji Uretirken kullandiklari oksijendir. Normal metabolizma sirasinda iiretilen ve
antioksidanlar tarafindan zararsiz hale getirilen bu serbest radikallerin miktar1 fazla
oldugunda hiicrede oksidatif stres gelismektedir (Halliwell, 1994). Yapilan caligsmalar
birgok virusun replikasyonlart sirasinda oksidatif stres kaynakli hiicre hasari meydana
getirdiklerini ortaya koymustur (Muller, 1992; Najafi ve ark., 2014; Gullberg ve ark.,
2015). Oksidatif stresin, patojenlerin virulansin1 da etkileyebildigi saptanmigtir
(Stehbens, 2004; Dikici ve ark., 2005; Ivanov ve ark., 2013). Ornegin kronik karaciger
hastalig1 olan Hepatit B virusunun oksidatif stresi tetikledigi bilinmektedir (Boliikbas ve
ark., 2005; Kokoglu ve ark., 2012; Ciragil ve ark., 2011). Deneysel Herpes Simplex
Virus 1 (HSV-1) enfeksiyonlarinda virusun aktif hale gegtigi akut déonemlerde oksidatif
stres sonucu olusan DNA hasarinin apoptozisten oldugu bildirilmistir (Nagy ve ark.,
2000; Hill ve ark., 2001).

Oksijenle solunum yapan biitiin canlilar gibi baliklar i¢in de reaktif oksijen
tirlinlerinin zarar1 kag¢inilmazdir. Baliklarda, oksidatif stres ve antioksidan savunma

mekanizmalari, agir metaller gibi toksik maddelerin olusturdugu hasarlar bakimindan



incelenmistir (Bayir ve ark., 2011). Ayrica baliklarda Betanodaviruslarin oksidatif stres
kaynakli hiicre hasar1 olusturdugu da bildirilmistir (Changa ve ark., 2011).

Reaktif oksijen tiirlerinin zararlarina karsilik viicuttaki farkli dogal savunma
sistemleri serbest radikalleri kontrol altinda tutmaktadir. Bu sistemler farkli hiicrelerde
ve farkli serbest radikaller iizerinde rol oynadiklari icin birbirlerini tamamlayici
niteliktedir (Diplock, 1998). Bu savunma sistemlerinden biri olan flavanoidler hiicrelere
zarar veren radikallerle etkileserek radikalleri zararsiz hale getirir yani ROS olusumunu
engeller veya ROS’u direkt olarak uzaklastirir ve antioksidan etki gosterir (Frankel ve
ark., 1993). Reaktif oksijen ile azot turlerinin temizleyici maddesi olan ve in vitro ile in
vivo kosullarinda giiglii dogal bir antioksidan 6zellik gosteren kuersetin de 6nemli bir
aglikon flavonoiddir (Nabavi ve ark., 2012). Kuersetinin, insan sagliginda antioksidan,
anti-kanser, anti-diyabetik, anti-enfektif, anti-inflamatuar olarak ve kan basinci
kontroliinde etkili oldugu yapilan ¢alismalarla gosterilmistir (Kelly, 2011; Larson ve
ark., 2012). Son yillarda ise, kuersetinin Influenza virus, Ebola virus, Chikungunya 84
virus, Influenza, Epstein-Barr virus, Hepatitis C virus and Mayaro virus gibi bircok
virus Uzerindeki antiviral aktivitesi de incelenmeye baslanmistir (Lani ve ark., 2015;
Lee ve ark., 2015; Qiu ve ark., 2016). Giimiisova ve ark., tarafindan 2016 yilinda
tamamlanan BAP projesinde iseinfeksiyoz Pankreatik Nekroz Virusu (IPNV) tarafindan
olusturulan hiicre hasarimin  oksidatif stres kaynakli oldugu belirlenmistir
(Yaymlanmamis veri).

IPNV, gokkusagi alabalik ve somon yetistiriciligi sektorlerinde salmonid
baliklarin kayiplarina neden olan 6nemli bir etkendir (Wolf, 1988). Varligi diinyada ve
Tirkiye yapilan birgok c¢alisma ile de ortaya konulmus (Suzuki ve Nojima, 2000;
Nishizawa ve ark., 2005) ve diger balik viral hastaliklar1 gibi IPN iginde korunma ve
tedavide antiviral etkili ajanlarin belirlenmesine acil ihtiya¢ duyuldugu ifade edilmistir
(Faulkner, 2000). Bu konuda balik viruslarinda tespit edilebilen tek g¢alisma, Rhus
verniciflua adli bitkiden ekstrakte edilen fustin, fisetin, butin ve sulfuretin adl
flavonoidlerin infeksiyoz Hematopoietik Nekroz Virus (IHNV) ve Viral Hemorajik
Septisemi Virus (VHSV) iizerindeki antiviral aktivitelerinin incelendigi ¢aligmadir
(Kang ve ark., 2012). Bu tez ile bir balik virusu olan IPNV’ un hiicre kiiltiiriindeki
replikasyonuna kuersetinin etkisi ve kuersetinin RTG-2 hicresindeki nontoksik dozu ilk

kez belirlendi.


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0308814615001715#b0235

2.GENEL BIiLGILER

2.1. infeksiyoz Pankreatik Nekroz Virus Enfeksiyonu

2.1.1. Hastahigin Tarihcesi

Wolf ve Dunbar (1988) tarafindan baliklardan izole edilen ilk virus IPNV olup
balik virolojisinde 6nemli  gelismelerin  baslangici  olmustur. Hastalik ilk kez
1940 yilinda Kanada’da M’Gonigle tarafindan, beslenme hatalarina bagli bir sendrom
oldugu ve ilk yem alma doneminde ki alabaliklarda goriildiigii ifade edilerek
“akut kataral enteritis” olarak adlandirilmistir. Daha sonra Amerika’da 1955 yilinda
Wood ve arkadaglari bu olgunun enfeksiyoz o6zellikte oldugunu belirterek hastaliga
“enfeksiydz pankreatik nekrozis” adini vermiglerdir. Daha sonra ise hastaligin
Gokkusagi alabaliklarinda  (Oncorhynchus mykiss) gozlendigi rapor edilmistir
(Wolf, 1988).

Avrupa’da IPN salgini, 1964-1976 yillar1 arasinda farkli zamanlarda Glney
Fransa’da, Danimarka’da, yilinda Iskogya’da, Ingiltere’ de, Italya’da, Isvec’de,
Almanya’da ve Norveg’de bildirilmistir. Asya’daise ilk IPNV izolasyonul971 yilinda
Japonya’da yapilmis bunu Tayvan (1983) izlemistir. Yeni Zelanda’da ise hastalik 1987
yilinda bildirilmistir (Wolf, 1988; Dopazo ve Barja, 2002).

Tiirkiye’de ise IPN hastalig1 ilk olarak 2000 yilinda Candan tarafindan Orta ve
Dogu Karadeniz Bolgelerinde ki gokkusagi alabaliklarinda bildirilmistir (Candan,
2002). Daha sonra Ege, Marmara, i¢ ve Giineydogu Anadolu bolgelerinde2003-2008
yillart arasinda, enfeksiyonun salgin halde goriildiigii isletmelerden alinan hasta yavru
gokkusag alabalik orneklerinin virolojik muayenesi sonucunda toplam 21 IPNV susu
izole edilmistir (Degirmenci ve ark., 2008). IPN 2006 y1l1 sonuna kadar, Diinya Hayvan
Saglik Orgiitii (OIE) ve Avrupa Birligi (AB) tarafindan 6nemli hastaliklar listesine
alinmig (OIE, 2003), ancak 2006 yilindan sonra listeden ¢ikarilmistir (OIE, 2006).

2.1.2.Etiyoloji

IPN virusunun ¢ift kabuklu yumusakgalarlarda, diger omurgasizlarda ve
20°den fazla balik tirlinde izole edildigi bildirilmistir (Suzuki ve Nojima,
1999; Essbauer ve Ahne, 2001). Etken, Birnaviridae familyasina ait Aquabirnavirus
genusu icinde yer alan, cift iplikcikli RNA karakterinde genoma sahip, iki segmentli,
zarfsiz, ortalama 55-75 nm c¢apinda ikozahedral kapsitlidir (Sekil 1). (Reno, 1999;



ICTV, 2009). Virusbes viral polipeptide (VP) sahiptir; Bunlardan VP1; RNA polimeraz
karakterde ve 95-105 kDa’dur. VP2; major kapsid protein olup, enfektivitede ve tip
spesifik notralizan monoklonal antikor Uretiminde 6nemlidirve 46- 54 kDa dominant
virion proteinidir (Smail ve Munro 1989; Rimstad, 2003). Ayni zamanda virus kapsidini
olusturur ve hiicresel reseptorii baglamaktan ve virusun hicresel tropizmini
belirlemekten sorumludur. VP3; qgruba 6zgu antijenik belirleyiciler iceren genomik
RNA ile iligkili (Fenner, 2016) internal virion proteinidir ve 31-32 kDa’dur. VP4;
yapisal olmayan bir proteindir, poliproteinleri parcalar ve 29 kDa’dur.VP5; yapisal
olmayan bir proteindir ve 17 kDa’dur (Smail ve Munro 1989; Rimstad, 2003).

Sekil 1. Birnaviridaevirion(Anonim a, 2017)

Farkli arastirmacilar tarafindan Aquabirnavirus genusunda serogrup A ve
serogrup B olmak {lizere iki ana grup olarak serotiplendirilmistir. Bunlardan en fazla
karsilagilanlari; Sp (Spjarup), Ab (Abild) (klasik Avrupa serotipi) ve VR-299 West
Buxton (WB, klasik Amerikan serotipi)’dir (Novoa, 1995; Rimstad, 2003). Serogrup A
da yer alan izolatlarin ¢ogu salmonid baliklarindaki hastaliklarla iliskilidir ve
Al (WB, VR299), A2 (Sp), A3 (Ab), A4 (He), A5 (Te), A6 (C 1), A7 (C 2), A8 (C 3)ve
A9 (Jasper) olmak tizere 9 serotip halinde gruplandirilmakla birlikte Serogrup B iginde
ise sadece Bl serotipi tanimlanmistir (Hill ve Way, 2001; Rimstad, 2003).Genetik
olarak incelendiginde 7 genogrubu oldugu, (Nishizawa ve ark., 2005) toplam 132
kapsomeri ve kapsidinin de belirgin olarak tek kilif seklinde oldugu belirtilerek asit,
eter, gliserol ve ultraviole 1s181na kars1 olduk¢a dayanakli oldugu da bildirilmistir (Smail
ve Munro, 1989).



IPNV ve sudaki diger RNA virusleri 24°C'nin altinda inkiibe edilen balik hiicre
hatlarinda ¢ogalir. Endozomal asidifikasyon virus internalizasyonu i¢in 6n sart
olmamasmma  ragmen  Birnaviridae  familyasinda  bulunan  Aquabirnavirus
vePikornaviruslerendositikyol ile duyarli hiicrelere girerler. Birnaviruslar, hucresel
RNA’y1 veya protein sentezini biiylik oranda etkilemeden sitoplazmada ¢ogalirlar. Viral
mRNA, virion ile iliskili bir RNA'ya bagimli RNA polimeraz (transkriptaz-VP1) ile
kopyalanir. RNA  replikasyonunun, segmentlerin ucglarinda bagimsiz  olarak
baslatildigina ve her segmentin uglarinda ters ¢evrilmis terminal yinelemeleri
replikasyonda rol oynayarak iplik degisimi ile ilerledigine inanilmaktadir (Fenner,
2016).

IPNV, RTG-2 (gonad), Chinook Salmon Embriyo (CHSE-214, somon) ve BF-
2 (bluegill sunfish) gibi bircok balik hiicre hattinda belirgin CPE ile litik enfeksiyon
olusturarak cogalabilir (Lorenzen ve ark., 1999). IPNV enfeksiyonunu atlatan baliklar
tastyici olur ve daha sonradan ikinci bir virus tarafindan enfekte olabilir (Jensen ve ark.,
2009). Balik ciftliklerinde Birnavirus ile Rabdovirus’un bu sekilde cift enfeksiyon
olusturdugu dabildirilmistir (Vilas ve ark., 1994).

IPNV, CHSE-214 hicrelerine spesifik olarak baglandiktan sonra reseptor
aracili endositoz yoluyla konake1 hiicrelere girer (De las Heras ve ark., 2009) ve direkt
olarak transkripsiyon ile ilerleyebilir ¢linki RdRp (RNA ya bagli RNA polymerase)
daha fazla proteolitik islem olmadan da aktiftir. Replikasyon doéngusi stoplazmada
gerceklesir (Cohen, 1975). Son yillardaki arastirmalar, negatif RNA iplik¢iklerinin
genom replikasyonu igin bir sablon oldugunu gostermistir. Viral mRNA enfeksiyon
sonrast 4-6 saatte tespit edilebilir ve kisa bir siire sonra viruse spesifik polipeptidler
olusur. Viral RNA sentezi enfeksiyondan 8-10 saat sonra tepe noktasina ulasir (Cortés-
San Martin ve ark., 2009). Tek bir ¢ogalma sirasinda iki farkli partikiil olusur; bu
partiktllerden biri hem olgun hem de olgunlasmamis viral polipeptidlerden olusan
proviron adi verilen enfeksiydz olmayan partikildir digeri ise olgun enfeksiy6z
partikuldir (Villanueva ve ark., 2004). Herhangi bir ekzositoz veya virusun serbest
kalma mekanizmas1 gozlemlenmedigi ig¢in hiicrelerden nasil salindigi ise belirsizdir

(Granzow ve ark., 1997).



IPN virusunun inaktivasyonu igin gereken doz Enfeksiy6z Hematopoetik
Nekrozis Virusu (IHNV) icin gerekenin 100 kati olmakla birlikte asidik pH (2,5)’ya
dayanikli fakat pH (12,2)’ye dayaniksizdir (Wolf, 1988).

IPNV’nin hiicre Kkiiltiirizolasyonunda kullanilan sicaklik  15-20°C’dir.
Genellikle 48 saat icinde sitopatojenik etki CPE gorulir. IPNV’nin olusturdugu CPE ilk
24 saat iginde cekirdek piknozisi ile gozle gorilebilir kicuk plaklardir. 48-72. saat

iginde ise total hiicre yikimi gozlenir (Smail ve Munro, 1989).

2.1.3. Epizootiyoloji

IPNV, alabalik, somon balig1, beyaz balik, golge baligi, ringa baligi, dil balig1
halibut, (tranga) baligi, morina, kalkan baligi, yilan baligi, diskus, levrek, cipura,
sarikuyruk, Japon baligi, turna baligi, sazan, ¢iklitler ve bofa balig1 gibi pek c¢ok balik
tird ile birlikteekonomik agidan 6nemli salmonid tirlerinden de izole edilmistir (Noga,
2000). IPNV enfeksiyonu, klinik veya subklinik sekilde gorilmekte olup her iki
durumda da enfeksiyonu atlatip sag kalan baliklar, hayat boyu enfeksiyonu tasirlar
(Smail ve Munro, 1989) ve enfekte kulugkahaneler ile asemptomatik tasiyict baliklar
hastaligin ana kaynagini olusturur. Virus tasiyict baliklarin iireme sivilart ve diskilar
ile yayllmakta olup (Wolf, 1988; Dopazo ve Barja, 2002) bulasma horizantal olarak
kontakt, solungaglar ve sindirim kanaliyla, ana¢ baliklardan ise vertikal olarakyumurta
ve spermler araciligiyla olmaktadir (Wolf, 1988). Yumurtalara uygulanan
dezenfeksiyon, vertikal bulagmayr Onlemez. Enfeksiyon, viruslarla kontamine
yumurta/yavru baliklarin tlkeler arasi nakilleri ve enfekte anadrom baliklarin gogii ile
kitalar arasinda yayilmaktadir (Hill, 2002).

Virus, degisik balik tiirlerinde pankreas nekrozu ile karakterize akut ve perakut
seyirli, bulasici ve sistemik bir hastalik olusturur (Wolf, 1988). Ozellikle salmonoidlere
iligkin akut enfeksiyonlar 1 ila 4 aylik baliklarda %90 {izeri 6liim oranlarina neden
olurken artan yasla birlikte bu oran azalmaktadir (Samuelsen ve ark., 2006).

Enfeksiyonun ortaya ¢ikmasinda suyun sicakligi olduk¢a Onemli bir etken
oldugu i¢in genellikle suyun sicakligi 15°C’nin altina diistligii zamanlarda ortaya
¢ikmaktadir (Ogut ve Altuntas, 2011). Yapilan bir ¢alismada, enfektivite, ardirilmis
4°C bir suda 5-6 ay, 10°C musluk suyunda 7 aydan fazla devam etmistir. 10°C'de kanal



suyunda, sadece 14 gln sonra virus bulunamamistir. Buda IPNV’nun diger viruslere
oranla daha dayanikli oludugunu gostermektedir (Balta, 2016).

IPNV enfeksiyonu, alabalik isletmelerinde biiyiilk ekonomik kayiplara yol
acarakuluslararas1 ticarette bazi kisitlamalarin uygulanmasina neden olmaktadir. Bu
konuda OIE ve Avrupa Birligi direktifleri ile Gida Tarim ve Hayyvancilik Bakanlig:
tarafindan hazirlanan Hayvan Hastaliklari ile Miicadele ve Hayvan Hareketleri Kontrolii
genelgesinde ihbar1 mecburi balik hastaliklar1 ve IPNV enfeksiyonlarina duyarh tiirler
arasinda Oncorhynchus mykiss’ in oldugu belirtilmis ve hastaliklarla miicadele ve

kontrol altina alinmasinda belirleyici kurallar konulmustur (GKGM, 2012).

2.1.4. Klinik Bulgular

Hastalik tatli sularda yetistirilen gen¢ Atlantik somon baliklar1 ile 6-8 haftalik
juvenil baliklar arasinda deniz suyu kafeslerine transfer edildikten sonra da gortlmistiir.
IPNV’nin serolojik ve cografi olarak farkli izolatlarinin birgogu baslangigta somon
balig1 yetistirme kabiliyeti ile iliskilendirilmistir. Ancak daha sonraki yillarda ¢ok
sayida aquatik hayvandan virusun adini veren karakteristik pankreatik lezyonlari
gostermeyen birnavirus izole edilmistir. IPNV, tipik olarak salmonidlerde ve diger
aquatik hayvanlarda da enfeksiyona neden oldugu icin "aquatik birnavirus", "IPN
benzeri virus" veya "Deniz Aquabirnavirusu" gibi fakli terimlerle de anilmistir (Fenner,
2016).

Salmon yavrularinin giinliikk mortalitesindeki ani patlama hastaligin ilk
karakteristik belirtisi olmustur. Hastaligin belirtileri konak¢inin yasina, tiiriine, virusun
serotipine, stok yogunluguna, su sicaklifina ve oksijen miktar1 gibi cevresel sartlara
gore degiskenlik gostermekle birlikte (Frantsi ve Savan, 1971) tipik belirtiler; renkte
koyulagma, solungaglarda solukluk, denge kaybi, zikzak seklinde yiizme, abdomende
belirgin sislik, ventral bolgede ve ventral ylzgeclerde hemarojiler (Sekil 2), uzamis
halde diski ve istahsizhik goriiliir. I¢ organ muayenesinde ise mide ve barsaklarda
hemorajiler, bazi yavru baliklarin dalak, kalp, karaciger ve bdbreklerinde anormal

solgunluk, karin boslugunda asit goriiliir (Smail ve Munro, 1989; Noga, 1996).



Sekil 2. IPNV ile enfekte somon (Anonim b, 2017)

Dogal enfeksiyonlarda inkiibasyon siiresi 1-2 haftadir ve semptomlar
gorilmeye basladiktan sonraki 1-3 saat i¢inde Oliimler meydana gelir. Hastalik geng
alabaliklarda perakut bir seyir gosteritken yash baliklarda kronik ve latent
enfeksiyonlara rastlanabiliryadabazen higbir klinik belirti géstermez. Klinik semptomlar
spesifik degildir ve nekropsi bulgular1 daha tipiktir. Nekropside ilk goriilen pankreas
bolgesinde ¢ok siddetli kanama ve ileri durumlarda nekrozdur. Bagirsaklar genellikle
bos veya beyazimtrak-sari renkte bir mukusla kaphidir ve bu oldukga tipik bir bulgudur.
Karaciger ve dalakta petesiyel kanamalar goriilebilir. Cizgili kaslarda hiyalin
dejenerasyonu ve bobrek hematopoietik dokusunda dejenerasyon gortlur (Erer, 2002).
Hasta baliklarin  hisatopatolojik muayenesinde pankreasin asiner hiicrelerinde
karyoreksis vepiknoz ile karakterize nekrozlar vardir. Pankreas ve karacigerde makrofaj
ve polimorf niikleer lokosit (PML) infiltrasyonlar1 goriiliir. Bazi1 arastirmacilar
intrasitoplazmik inkliizyon cisimciklerinin goriildiigiinii bildirmelerine ragmen bazi
arastirmacilar da IPN, VHS ve IHN'de inkliizyon cisimcikleri olmadigini, goriilen

cisimciklerin doku artiklar1 oldugunu bildirmektedirler. Elektron mikroskobik



muayenelerde pankreas, bobrek,karaciger ve dalakta viral partikillerin  oldugu
gosterilmistir (Balta, 2016).

2.1.5. Patogenez

IPN virusu, sindirim, solungag, lateral ¢izgi yoluyla konak¢1 viiciiduna girer.
Kan yoluyla da ekzokrin pankreas, bobrek, karaciger ve dalaga yayilir (Smail ve
Munro, 1989). Hastaligin inkiibasyon siiresi; sicaklik, baligin yasi, tirii, baligin
fiziksel durumu, virusun sayisi ve virulansina gore degismektedir (Dopazo ve Barja,
2002).

Kiiciik baliklarda, kalp, karaciger, bobrek ve dalak dahil olmak tizere visseral
organlar soluktur ve mide ve incebagirsak mukus icerir. Mikroskopik lezyonlar
pankreasin asinar hiicrelerinde kiigiikli blyUkIU nekroz odaklar: seklindedir. Lezyonlar
bobrek, dalak, karaciger ve bagirsak mukozasinda da goriilebilir (Fenner, 2016).

Enfeksiyon, viral antijen floresan antikor teknigi ile 3. giinde pankreasta, 9.
ginde ise bobrekte bulundugu tespit edilmekle birlikte tasiyict olan baliklarda
ise, Klinik belirti gostermeksizin, 3 yila kadar 6n bobrekde bulunmakta ve periferal
kan l6kositlerinden izole edilebilmektedir (Smail ve Munro, 1989).

Viral hastaliklarin patogenezi ile ilgili son yillarda yapilan arastirmalar, ¢cok
hiicreli canlilarda viral enfeksiyonlara kars1 bir savunma mekanizmasi olan apoptozisin
onemi vurgulanmigtir (Benedict ve ark., 2002). IPNV ile enfekte hiicrelerdeapoptozisin
indiiklendigi ve nekrozla sekillenen hiicre 6liimiiniin daha etkin oldugu bildirilmistir

(Hong ve ark., 1998).

2.1.6.Teshis

IPNV teshisinde, enzymelinked immunosorbent assay (ELISA), real time-
polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR), tipik mikroskobik lezyonlara sahip olan
baliklarda standart balik hiicre kiiltiirleri ve virusa 6zgi monoklonal veya poliklonal
antikorlara sahip i¢ organlarda viral antijenlerin dogrudan tespiti i¢in immunofloresans
testi gibi wvirus kimliginin dogrulanmasi igin pek ¢ok molekiler teknikler
yapilabilmektedir (Taksdal, 2001; Fenner, 2016). Bunlarin disinda klinik bulgular ile
birlikte baligin tiirline, yasina ve cografik bolge 6zelliklerine bakilarak klinik teshis
konulabilir. Kesin teshis i¢in izolasyon ve virusun serolojik olarak identifikasyonu

gereklidir. Bu amagla notralizasyon, floresan antikor testi (FAT), immunoperoksidaz ve



komplement fiksasyon testikullamilabilir. Indirekt teshiste serumda antikor taramasi
yapilarak populasyonun enfeksiyondurumu ortaya konulabilir. Teshiste i¢ organlar ve
genital salgilar tercih edilir. Bobregin kaudalinden izolasyon sans1 daha fazladir. Virus
beyinden izole edilebilir. Salgin sirasindasulardan da virusizole etmek mumkuandur.
Marazi madde +4°C'de muhafaza edilmeli ve en ge¢ 24 saat icinde doku kulturlerine
inokule edilmis olmalidir. Enfekte dokularda; virusun enfektivitesini kaybetmeden
saklanabilmesi icin -20°C veya -70°C'de muhafaza edilmelidir. Virusun serolojik
muayenelerle identifikasyonunda polivalant antiserumlarinkullanilmas1 énerilmektedir
(Balta, 2016).

2.1.7. Iimmunite

Atlantik somon yetistiriciligindeki IPN salginlarinin  mortalitesi %6-90
arasinda 6nemli derecede degistigi rapor edilmistir (Santi ve ark. 2004). Viral genom,
konagin bagisiklik sistemi tarafindan uygulanan giiglii seleksiyon baskisi altindadir.
Baliklarin antiviral yanitlar i¢in gerekli olan ligandlar, reseptorler ve sinyal bagdastirici
molekdllerin birgoguna sahip oldugu bilinmesine ragmen memeli sistemlerinde bilinen
bazi anahtar molekiiller hala balikta tanimlanmadig1 icin bagisiklik sistemi tam olarak
karakterize edilmemistir (Skjesol, 2009).

Baliklarda immun savunma non spesifik ve spesifik yollarla olmaktadir.
IPNV’na kars1 non spesifik savunma salmonid baliklarinda viral replikasyonu inhibe
eden sitokinlerden tip I interferon (IFNa/B) araciligi ile oldugu bildirilmektedir
(Jensen, 2003; Larsen ve ark.,2004). Tip I interferon ayn1 zamanda hucrelere etki ederek
hicre proliferasyonunu onler. Viral enfeksiyona maruz kalan hiicreler de komsu
hiicreleri korumak i¢in IFN salgilarlar.

Erigkin alabaliklarla yapilan bir ¢alismada IPNV enjekte edilip birkag ay
sonrasinda notralizan antikor tespit edilmis (Wolf ve Quimby, 1970) ve bu antikorun
immunoglobulin M (IgM) benzeri yapida oldugu bildirilerek hastaligi atlatan yavru
alabaliklarda bagisiklik oldugu tespit edilmistir (Wolf, 1988; Smail and Munro, 1989).
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2.1.8.Tedavi ve Kontrol

Baliklarda goriilen hastaliklarin 6nlenmesi ve tedavisinde iginde yasadigi ortam
olmasi agisindan Oncelikle suyu Kirleten kimyasal maddelerin giderilereksu kalitesinin
yukseltilmesi, biyolojik miicadele yapilmasi, akut toksisiteye ve kronik toksisiteye
neden olan toksik maddelerin ortamdan uzaklastirilmasionemlidir. Kiltiirii yapilan
baliklarda ise; yeterli bakim, hastaliklara direngli tiirlerin gelistirilmesi, yeterli
beslemenin yapilarak ilave maddeler ile vitaminlerin katilmasi, asilarin kullanima,
antibiyotik ve dezenfektanlarin kullanimi, enfeksiyona neden olan etkenlerin
hareketinin Onlenmesi gibi tedbirler alinarak hastaliklarla miicadele edilebilir.
Hastaligin kontroli i¢in slipheli ve enfekte kaynaklardan balik ve yumurta almaktan
kacinilmali, sertifikali yumurtalar alinmali ve enfekte kulugkahaneler elimine
edilmedilir. Clinkii yumurtalar dezenfekte edilse bile embriyodaki IPNV’nu elimine
etmek miimkiin degildir (Balta, 2016).

Hastaliktan korunma igin inaktif IPNV ile hazirlanan asilarenjeksiyon ve banyo
yolu ile koruyuculuk saglar, fakat immiinite siiresi kisadir. Atteniie asilar ise basarili
degildir. Klonlanmis subiinit asilar ¢6ziim olabilir. Hastaligin tedavisi olmamakla
birlikte virus, eter, kloroform, gliserol ile inaktive olmaz fakat klor, iyodofor, ozon ile
inaktive olmaktadir. Mortaliteyi azaltanPVP-iyot, epsilon amino kaproik asit,
tranexanicasit gibi antiviral kemoterapotikler vardir fakat kesin olarak tedavi

etmemektedir (Balta, 2016).

2.2. Kuersetin

Reaktif oksijen tiirlerinin zararlarina karsilik viicuttaki farkli dogal savunma
sistemleri serbest radikalleri kontrol altinda tutmaktadir. Bu sistemler farkli hiicrelerde
ve farkli serbest radikaller iizerinde rol oynadiklari i¢in birbirlerini tamamlayic
niteliktedir (Diplock 1998). Bu savunma sistemlerinden biri olan flavanoidler hiicrelere
zarar veren radikallerle etkileserek radikalleri zararsiz hale getirir yani ROS olusumunu
engeller veya ROS’u direkt olarak uzaklastirir ve antioksidan etki gosterir (Frankel ve
ark., 1993). Rusznyak ve Szent-Gyorgyi tarafindan flavonoidlerin biyolojik
aktivitelerine iliskin ilk kez bir calisma yaymlanmigtir (Depeint ve ark., 2002).
Flavanoidler yaygin olarak aglikon ve glikozit seklinde bulunmalarina ragmen (Sekil 3)
bugiine kadar 4000’den fazla flavonoid gesidi belirlenmistir (Skaper ve ark., 1997;
Ratty ve Das, 1988) fakat genel olarak flavanoidler 6 farkli sekilde siniflandirilmistir.
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Bunlar; flavonlar, flavononlar, flavoneller, isoflavonoidler, antosiyaninler
flavanlardir (Sekil 4) (Elengovan ve ark., 1994).
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Sekil 3. (a) glikosit flavonoid yapisi, (b) aglikon flavonoid yapisi (Hollman ve ark., 1999)
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Sekil 4. Flovonoidlerin siniflandirilmas: (Middleton, 1998)

;’:3:::(; Structure backbone Examples
HO OH O
OH
< HO 0. O HO )
lavor - O l
Flavones
OH O
S OH O oH 0

Luteoltn Apigentn Chrystn

‘ HO
Flavonols | Q

oH . OoH Ol O OH O
(8]

1
O #NF HO 0 @
Flavanones m m
OH
OoH o 0

Hesperelin Naringentn
OH
| N OH

0 N A HO O~

Flavanonol m

OH
X OH OH O

Taxtfoltn

0 HO ‘ 0 HO O 0,
Isoflavones O
OoH o 0
Ol OH
Genistein Datdzets

n
ol OH
OH
HO, N OH
(4] N F HO 0.
Flavan-3-ols g
OH

OH OH

OH
OH

Catechin Epicatechin

Suda eser miktarda ¢oziilebilen, bioflavonoidler sinifina ait ve flavonoidlerin
en yaygin bulunani, 3 halka ve 5 hidroksil grubundan olusan (3,3°,4°,5,7-
pentahidroksiflavon) kuersetin, yapisinda karbonhidrat igermedigi i¢in rutinin sekersiz
formu olarak da adlandiriimaktadir (Sekil 5). Rutin, hesperidin, naringenin ve tangeritin
gibi diger birgok flavonoidin temel omurgasini olusturur (Moskaug ve ark., 2004).
Kuersetin, kristalize kat1 bir madde oldugu igin alkolde kismen ¢oziiniir ve asetik asit ile
sulu alkali sollisyonlarda tam c¢ozlndr (Mustafa, 2015). Kuersetin, sudaki diisiik
¢ozlinlirliigli nedeniyle hidrojel tabanl tasiyict sistemler kullanarak sudaki dayanikliligt

ve farmasoétik alanlar gibi birgok alanda kullanimi artmistir (Althans ve ark., 2014).
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Sekil 5. Kuersetinin yapist (Moskaug ve ark., 2004)

2.2.1. Kuersetinin Antiviral Aktivitesi

Dogal bilesikler diisiik yan etkileri nedeniyle yeni antiviral ilaglarin kesfi icin
onemli bir kaynaktir. Dogal olarak olusan flavonoidlerin antiviral aktiviteye sahip
oldugu 1940' lardan beri bilinmektedir ve cesitli flavonoidlerin antiviral aktivitesi
hakkinda bir¢ok rapor mevcuttur. Antiviral bilesiklerle ilgili calismalarin ¢ogu,
viruslerin yasam dongiisii ile iliskili ¢esitli enzimlerin inhibisyonu etrafinda
donmektedir. Flavonoidler ile enzim inhibisyon aktivitesi arasindaki yapi1 fonksiyonu
iliskisi gozlemlenmistir (Kumar ve Pandey, 2013). Gerdin ve Srensso (1983)
Lamieaceae 'den izole edilen bir flavonoidin, HIV-1 replikasyonunu, Robustaflavon ve
Hinokiflavon flavonoidlerinin ters transkriptaz enzimini, Katesinlerin DNA
polimerazlarini ve Demetile gardenin A ve Robinetin gibi flavonoidlerin de HIV-1
proteinazini inhibe ettigini bildirmisglerdir. Ayrica krysin, acacetin ve apigenin gibi
flavonoidlerin  muhtemelen viral transkripsiyonun inhibisyonunu iceren yeni bir
mekanizma yoluyla HIV-1 aktivasyonunu onledigi belirtilmistir. (Critchfield ve ark.,
1996).

Zandi ve ark. (2011), Dang Virusu Tip-2 (DENV-2) enfeksiyonunun ve
replikasyon siklusunun farkli evrelerinde kuersetin, hesperetin, naringin ve daidzeinin
antivirus Ozelliklerini incelemistir. Kuersetinin Vero hicrelerinde DENV-2'ye karst en
etkili antiviral oldugu bulunmugtur. Viral polimerazin inhibisyonu ve viral niikleik asit
veya viral kapsid proteinlerinin baglanmasi, antiviral etki mekanizmalar1 olarak
Onerilmistir.

Flavonoidlerin viral proteinlerin baglanmasinda da etkili oldugu goriilmiistir.

Ornegin metil kuersetin poliovirus replikasyonunu énledigi ve hiicresel protein sentezini
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bloke ettigi tespit edilmistir (Stavric, 1994; Formica ve Regelson, 1995). Kuersetinin,
Insan Immiin Yetmezlik Virusu, Poliovirus Tip-1, Parainfluenza Virus Tip-3, Solunum
Sinsityal Virusu (Kaul ve ark 1985; Kelly, 2011) ve Hepatit C Virusu (Gonzalez ve ark.,
2009) de dahil olmak iizere bazi RNA viruslerine karsi in vitro da antiviral aktivite
gostermistir (Tablo 1). Farelerde yapilan arastirmalarda, kuersetinin, influenza virusu
tarafindan indiiklenen akcigerleri oksidatif stresden koruyarak influenza (Kumar ve

ark., 2003) enfeksiyonuna duyarhilig azalttig1 bildirilmistir (Davis ve ark., 2008).

Tablo 1. Cesitli flavonoidlerin antiviral aktivitesi (Kumar ve Pandey, 2013)

Flavanoid Virus
Quercetin Rabies Virus, Herpes Virus, Parainfluenza
Virus, Polio Virus, Mengo Virus and Pseudorabies
Virus
Rutin Parainfluenza\y.irus, Influenza and Potato
irus
Apigenin Herpes Slmplvlr\élsrus Type, and Auzesky
Naringin Respiratory Syncytial Virus
Luteolin Auzesky Virus
Morin Potato Virus
Galangin Herpes Simplex Virus Type

Kuersetin, viral replikasyonun baslamasi igin gerekli olan 1s1 soku protein
(HSP) faktoriiniin aktivitesini de inhibe ederek, HSP geni sentezlenmesinin
baskilanmasima (Powers ve Workman, 2007) ve Hepatit C Virusu (HCV) Uretiminin
daha da zayiflamasina neden olur. (Gonzalez ve ark., 2009) Bu nedenle, virus
DNA'sinin Kuersetin ile indiiklenen inhibisyonu muhtemelen viral RNA'larin ve
konak¢1 HSP'nin azalmasi ile gergeklesmektedir (Cheng ve ark., 2015).

Kuersetinin etkinligi, bilinen anti-HBV ilaglarinin etkinligi ile tek basina veya

kombinasyon halinde karsilastirldiginda ilaglara benzer etkinlik diizeyi sergiledigi
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goriilmiistiir. Kuersetin ve antiviral ilagclar HBV replikasyon sikliisiinde farkli faktorleri
etkilediginden dolayr bunlarin kombinasyonu her iki tedaviden de daha etkilidir.
Ayrica,bu sonuglar bir anti-HBV ajani olarak kuersetinin potansiyel klinik degerini
gostermektedir (Cheng ve ark., 2015). Ayrica, glikon formundaki flavonoidlerin,
agligon formundaki flavonoidlere gbre Rotavirus enfektivitesi Uzerinde daha fazla
inhibe edici etkisi oldugu da kanitlanmistir (Bae ve ark., 2000). 1980'lerden beri HIV'in
diinya c¢apinda yayginlasmasi nedeniyle, flavonoidlerin antiviral aktivitelerinin
arastirtlmas1 esas olarak HIV iizerinde yogunlasmistir. Anti-HIV ajanlar1 olarak
flavonoidlerin kesfi ve gelisimi son yirmi yilda artmistir. Cogu calismada, RNA
bagimli DNA polimerazin inhibe edici aktivitesi ve anti-integraz ile anti-proteaz

aktiviteleri Gzerinde de durulmustur (Ng ve ark., 1997; Vlietinck ve ark., 1998).
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3.MATERYAL ve METOT

3.1. MATERYAL

3.1.1. RTG-2 Hiicre Kiiltiirii Hazirlanmasi

Bu c¢alismada IPNV’ nin Uretilmesi, titrasyonu ve Kkuersetinin sitotoksisite
testleri icin Ondokuz Mayis Universitesi Veteriner Fakiiltesi Viroloji Anabilim Dali
stoklarinda bulunan Rainbow Trout Gonad-2 (RTG-2) devamli hiicre kilturi ve IPNV
SDF4 susu kullanildi. Hiicreler 25 cm?ve 75 cm? lik steril tek kullanimlik hiicre kiiltiirii
siseleri (Corning, NY 14831, USA) igerisinde, Leibovitz's L-15 Medium (1X) (Gibco
Life Technologies Cat. No: 11415-056, UK) hiicre iiretme vasati kullanilarak kdltiire
edildi. Hucrelerin Uretilmesinde vasat igerisine %1 penicilin-streptomisin antibiyotik
solisyonu (Biological Intdustries, Cat, 03-33-1B, Israel) ile %10 oraninda fotal dana
serumu (Sigma- Aldrich Cat. No: F9665, USA) ilave edildi. Hucrelerin subkiltiirtive
hlicre suspansiyonu igin tripsinizasyon islemi uygulandi ve bu amagcla tripsin-EDTA
(Gibco Life Technologies Cat. No: 1234-56, USA) solusyonu kullanildi.

3.1.2. Mikrotitrasyon Pleyti

Kuersetinin hiicre icin sitotoksik olmayan dozlarimin belirlenmesinde ve
virusun enfeksiyozite guclnun tespit edilmesinde, 96 kuyucuklu mikrotitrasyon pleyt’i
(TPP cellculture testplate 96F, Cat. N0:92096, Switzerland) kullanildu.

3.1.3. Kuersetin
IPNV replikasyonu (zerindeki etkisi incelenecek olan Kuersetin, Sigma-
Aldrich (Cat. No: 849061-97-8, USA)firmasindan temin edildi.

3.1.4. Cell Counting Kit-8
Kuersetinin RTG-2 hucrelerindeki non sitotoksik dozunu belirleyebilmek igin
kullanilan Cell Counting Kit-8,Sigma-Aldrich (Cat. No: 96992, USA) firmasindan

temin edildi.
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3.2. METOT

3.2.1. RTG-2 Hucre kalturinun hazirlanmasi

Virus inokulasyonu ve hiicre siispansiyonu hazirlamak igin kullanilan RTG-2
hiicrelerini Gretmek icin25 cm? ve 75 cm?lik hiicre kiiltiri flasklar1 kullanildi.
Hiicreleri iiretmede kullanilacak olan vasati hazirlamak i¢in hiicrenin iiretilecegi flask
hacminin %10’u oraninda L-15 hiicre iiretme vasatina, %1 oraninda antibiyotik
soliisyonu ve %20 oraninda fotal dana serumu ilave edildi. Daha sonra, hiicre tretme
vasat1 icerisine RTG-2 hiicresinden ilave edildi. C6zme islemi tamamlanan hiicreler
22°C’lik etiive kaldirilarak hergiin doku kalttri mikroskobunda (Olympus, CKX41,
Japan) Uremeleri takip edildi. Hucreler flask yiizeyinin yaklasik %80’ nini monolayer
olarak kapladigindavirus inokulasyonuve hiicre siispansiyonu hazirlamak amaciyla
kullanildi.

3.2.2. IPNV inokulasyonu

Virus ekimi agamasinda hiicreler flask yiizeyinin yaklasik %80’ nini monolayer
olarak kapladiginda, hicre (retme vasati dokiilerekabsorbsiyonlu yontemle IPNV
inokulasyonu yapildi. Inkiibasyon siiresi sonunda L-15 virus iiretme vasati ilave
edildikten sonra 15°C’lik etiive kaldirildi. Virus inokule edilen hiicreler virusun hiicrede
yaptig1 sitopatik etki (CPE) yonunden her gun doku kultiri mikroskopunda kontrol
edildi. Incelenen hiicre kiltlrlerinde yaklasik 48-72 saatsonra CPE olusumlari belirgin
olarak izlendi. Yaygin CPE goriiniimii tespit edildikten sonra flask ¢alkalanarak
hicrelerin flasktan ayrilmasi saglandi. Daha sonra iki kez -80°C’de dondurup ¢ozilen
viruslu htcreler santrfiij tiiplerine alinarak +4°C’ de 3000 devirde santrifij edildi ve
elde edilen virus suspansiyonlariviallere alindi ve tekrar kullanilincaya kadar saklamak
icin -80°C’ lik deep freezde bekletildi.

3.2.3. Kuersetinin Non-sitotoksik DozununHesaplanmasi1 (Sitotoksisite
Testleri)

Kuersetinin RTG-2 hicrelerindeki sitotoksik etkisi, (WST-8) canlilik testi
ileCell Counting Kit-8 (CCK-8, Sigma-Aldrich) kullanilarak belirlendi. Test, Uretici
firma tarafindan bildirilen yonteme gére uygulandi. Bu amagla, iki adet 96 kuyucuklu

pleyte mililitresinde 1x10°RTG-2 hiicresi olacak sekilde hazirlanan hiicre
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stispansiyonundan 100 pl ilave edilerek 22°C’ lik etiivde inkube edildi. 48 saat sonunda
hlcreler pleyt yuzeyini kapladiginda kuyucuklardaki hiicre tiretme vasati bosaltildi ve
hiicre liretme vasati igerisinde hazirlanan, stok kuersetinin 5 farkli konsantrasyonundan
(10, 20, 50 ve 100 umol/L) 10 ul ilave edilerek (her sulandirmadan 2’ ser kuyucuga)
pleytler 22°C’ lik etiivde inkiibe edildi. Kontrol hiicrelerin kuyucuklarina ise kuersetin
yerine 10 ul hiicre {iretme vasati ilave edildi. Daha sonra pleytlerden biri 24. satte,
digeri ise 48. satte inkubatorden alinarak Kkuyucuklar igerisindeki kuersetin pipet
yardimut ile bosaltilip, tiim kuyucuklara CCK-8 soliisyonundan 10 pl eklendi ve 22°C de
2 saat inkube edildi. Sure sonunda pleytler optik yogunlugu (OD) 450 nanometre (nm)
olan mikroplate okuyucuda (Tecan Infinite F50) okundu ve her kuyucugun
OD’simikroplate okuyucu Utzerinde kaydedildi. Test 3 kez tekrarlandi ve kuersetinin
non sitotoksik dozu “[(OD test-OD blank)/(OD kontrol-OD blank)]x100” formiiliine

gore hesaplandi.

3.2.4. Virus Titrasyon Testi

Nonsitotoksik dozda kuersetin uygulanan ve uygulanmayan IPNV’ nin hiicre
enfektif dozunun (DKID50) hesaplanmasi amaciyla mikrotitrasyon testi yapildi (Frey ve
Liess, 1971). Bu amagla IPNV’nin logl0’a gore bir seri sulandirmasi yapilarak her
sulandirma i¢in mikrotitrasyon tabletinin 4 goziine 100’er pl konuldu. Ayni islem non-
toksik konsantrasyonlarda (10, 20 ve 50 umol/L) kuersetin uygulanan IPNV iginde
tekrarland1. Daha sonra sulandirmalar iizerlerine ml’ sinde 300.000 canli hiicre olacak
sekilde hazirlanan hiicre siispansiyonundan 50 pl ilave edildi. Ayrica, hiicre kontrol i¢in
4 g6ze 100 pl vasat ve 50 pl hiicre siispansiyonu, virus kontrol i¢in ise 50 pl vasat, 50 pl
virus ve 50 pl hiicre silispansiyonundan konuldu. Mikrotitrasyon pleytin etrafi hava
almamas1 amaciyla bantlanarak inkiibasyon i¢in 15°C’lik etiive kaldirildi.
Mikrotitrasyon pleytleri mikroskop altinda CPE olusumlar1 yoniinden her giin takip
edildi. Virus kontroliin 4 goziinde de CPE olustugunda test sonuclar1 degerlendirildi ve
Spearmann-Kaerber (Thrusfield, 2005) metoduna goére kuersetin uygulanan ve

uygulanmayan IPNV titreleri hesaplandi.
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3.2.5. Sitopatojenik Etki (CPE) Rediksiyon Testi

Kuersetin uygulanan ve uygulanmayan IPNV ile enfekte hiicrelerde IPNV’ un
antiviral aktivitesi “Sitopatojenik etki (CPE) rediiksiyon testi” ile Kujumgiev ve ark.,
(1999), tarafindan bildirilen yontemle yapildi. Buna gore; RTG-2 hiicre kalturi
(10°hiicre/kuyucuk) ile kaplanan 96 kuyucuklu pleyt’lere, titrasyon testi sonunda toksik
olmayan max doz olarak belirlenen 50pumol/L kuersetinden dort goze, ayni anda 2x
kuersetinden 0.05 ml ve esit hacimde IPNV (100 DKIDso/o.0s ml) inokule edildi ve
15°C’ de 3 giin inkube edildi. Test asagidaki yonteme gore skorlandi. Skor 0, 0% CPE;
Skor 1, 0-25% CPE; Skor 2, 35-50% CPE; Skor 3, 50-75% CPE, ve Skor 4, 75-100%
CPE).

3.2.6. Kantitatif Real Time PCR (QRT-PCR) ile viral yiik hesaplanmasi

Virus stoklarinin siipernatantlarindan elde edilen viral RNA, GeneJET RNA
Purification Kit (Thermo, K0732) ile iireticinin talimatlarina gore ekstrakte edildi.
Buna gore; sitotoksisite testinde nontoksik doz olarak belirlenen10, 20 ve 50pmol/L
oraninda kuersetin ilave edilen RTG-2 hiicrelerinde Uretilen IPNV sipernatantlarindan
farkli ependorf tiirlerine 400 pl alinarak (zerine 600 pl Lysis Buffer ilave
edilipvortekslendi daha sonra 360 pl Etanol toplam 1360 pl karisim filtreli ependorf
tiiplerine aktarilarak 13000 devirde 1 dk santrifuj edildi. Herseferinde tiiplerin altindaki
stvi dOkulerek Gzerlerine sirasiyla, 700 plWash Buffer-1 ve 600 ul Wash Buffer-2 ilave
edilerek ayni sekilde santrifiij edildi. 250 pl Wash Buffer-2 ikinci kez eklenerek ayni
devirde 2 dk daha santrifiij edildi. Tipler yenileri ile degistirildi. En son 100 pl su
eklendi ve aym1 devirde 1 dk santrifiij edildi. Daha sonra RNA’lar -20°C ‘ye kaldirildz.
RT-PCR igin, iTag™ Universal Probes One-Step Kiti (Biorad, Cat. No: 172-5141) ve
IPNV primerleri (Tablo 2) kullanilarak viral partikiil sayis1 Biorad CFX Connect qRT-
PCR cihazinda belirlendi.

Su: 5 ul, 2X: 12,5 ul, IPNV-F: 0,8 pl, IPNV-R: 0,8 pl, IPNV-P: 0,4 ul, Enzim:
0,25 pl, Total: 20 pl, RNA: 5 pl karisim i¢in hazirlandi. Bu karisimdan 96 kuyucuklu
plate’in toplam 12 kuyucuguna 20’ser pl karistmdan konuldu. Daha sonra 5 kuyucuga,
stoktaki IPNV RNA’larindan 5 pl konuldu. Diger 5 kuyucuga ekstraksiyonu yapilan
IPNV RNA’lardan 5 pl konuldu. Son 2 kuyucuga da pozitif ve negatif kontroller
konularak plate cihaza yerlestirildi ve uygun programda (RT asamasi: 50°C’de 10 dk,
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95°C’de 5 dk, 95°C’de 5 sn, 53°C’de 10 sn x40) dongii baslatildi. Test sonunda
sonuglar Bio-Rad CFX Manager 3.1° de degerlendirildi.

Tablo 2. RT-PCR analizi igin kullanilan primerler ve problar

Etken| Adi Primer Yogunluk
IPN |VP3-F |F:5-TCTCCCGGGCAGTTCAAGT-3’ 10 p.mol
IPN |VP3-R |R: 5’>-CGGTTTCACGATGGGTTGTT-3’ 10 p.mol
IPN |VP3-P |P:5’-FAM- 10 p.mol

CCAGAACCAGGTGACGAGTATGAGGACTA
CAT-3’-TAMRA

3.2.7. Istatiksel Analiz
Ug tekrarli sitotoksisite denemelerinden elde edilen verilerin ortalama degeri
hesaplandi. Ug tekrarli, kontroller ve kuersetinin farkli dozlarmin uygulandig

gruplararasindaki viral yikfarkliliklari ise % olarak ifade edildi.
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4 BULGULAR

4.1. RTG-2 Hucre kulttru
Virus lretme, titrasyon, sitotoksisite ve CPE rediiksiyon testlerinde kullanilan
RTG-2 hcreleri 72. saat sonunda doku kalttrt mikroskobunda (Olympus, CKX41,
Japan) fotografland1 (Sekil 6/A).

4.2. IPNV inokulasyonu
Virus iiretmek amaciyla hazirlanan RTG-2 hiicreleri Uzerine absorbsiyonlu

yontemle inokule edilen IPNV doku kilttrth mikroskobunda kontrol edildi ve 24, 48 ve
72. saatteki goriintiileri fotograflandi (Sekil 6/B-C-D).

Sekil 6. A: RTG-2 hicre Kultliri (72.saat), B: IPNV’nin 24.saatteki CPE goriintisii C: IPNV’nin
48.saatteki CPE goriintisl, D: IPNV’nin 72.saatteki CPE goruntisu (x10)
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4.3. Kuersetinin Sitotoksisite Testi Sonuclar:

Kuersetinin RTG-2 hiicrelerindeki sitotoksik etkisi (WST-8) canlilik testi Cell
Counting Kit-8 (CCK-8, Sigma-Aldrich) kullanilarak belirlendi. Her konsantrasyonunii¢
deneme icin farkli saatlerdeki ortalamasi ve kontrol grubunun da ayni sekilde ortalamasi
alinarak grafik olusturuldu. Buna gore; 50pumol kuersetin uygulanan hiicrelerde canlilik
24 saat sonunda %52, 48 saat sonunda ise %50 olarak hesaplanirken, 100pumol kuersetin
uygulanan hicrelerde ise canlilik 24 saat sonunda %47, 48 saat sonunda ise %49 olarak
belirlendi (Sekil 7).

m KONTROL = KUERSETIN 24. SAAT KUERSETIN 48. SAAT

100 100 100 100

100umol

Sekil 7. Kuersetinin sitotoksisite testi hiicre sag kalim oranlari

Ayrica RTG-2 hucrelerinde IPNV replikasyonuna kuersetinin nonsitotoksik
konsantrasyonlarinin (10, 20 ve 50umol/L) etkisini tespit edebilmek icin4 adet 25
cm?lik doku kiiltiirii flaskindairetilen RTG-2 hiicreleri flask tabanmin %80’ nini
kapladigindaflaskalardaki hiicre tireme vasat1 dokiiliip Ug¢ flaska nontoksik dozlarda (10,
20 ve 50pmol/L) kuersetin, virus kontrol olarak hazirlanan bir flaska ise sadece L15
vasati ilave edilerek 2 saat 22° C’de inkiibasyona birakildi. 2 saat sonunda timflasklara
adsorbsiyonlu yéntemlelPNV ekimi yapildi ve takip eden gunlerde CPE olusumlari
fotografland1 (Sekil 8).
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g e i

20 pmol kuersetin+IPNV?2 50 pmol kuersetin+IPNV?

20 pmol kuersetin+IPNV P 50 pmol kuersetin+IPNV P

Sekil 8. RTG-2 hiicre kiiltiiriine inokule edilen farkli nonsitotoksik kuersetin konsantrasyonlarinda,
IPNV’ nin 24.saat( %) ve 72. saatdeki (°) CPE gorintiileri (x10)
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4.4. Mikrotitrasyon Testi Sonuglari

Mikrotitrasyon testi sonunda kuersetin uygulanmayan IPNV’ nin enfeksiyozite
giicti 107/o1 mi olarak,farkli konsantrasyonlarda (10, 20, 50 pmol/L) kuersetin uygulanan
IPNV nin enfeksiyozite glicleri ise 10 pmol/. kuersetin uygulanan IPNV’de 10 ya, 20
umol/L Kuersetin uygulanan IPNV’ de 10 e,50 umol/. kuersetin uygulanan IPNV’ de
107" e diistiigii belirlendi (Tablo 3).

Tablo 3. IPN virusunun Kuersetinsiz ve farkli dozlarda kuersetin uygulamasi sonrasi

enfeksiydzite gucl

UYGULAMALAR DKIDso DEGERLERI
IPNV 10"/o,1 mi
IPNV+10umol/| Kuersetin 10%/0.1 mi
IPNV-+20umol/; Kuersetin 1001 mi
IPNV+50umol/i Kuersetin 1001 mi

4.5. Sitopatojenik Etki (CPE) Rediksiyon Testi Sonug¢lar:

RTG-2 hcrelerinde kuersetinin CKK-8 yardimi ile belirlenen max non-
sitotoksik konsantrasyonlarindan olan 50 pmol/L kuersetinin, IPNV replikasyonuna
etkisini belirlemek icin uygulanan CPE rediksiyon testi sonuclari, invertmikroskop
altinda skorlandi. 24 saat sonunda 1. flaskta CPE olusumlarinin (skor 1; % 0-25)
basladig1 gozlenirken, 2. flaskta 24 saat sonunda bir degisiklik gézlenmedi. 72 saat
sonunda yapilan degerlendirmede ise 1. flaskta CPE %35-50 (skor 2) oldugu ve 2. ve 3.
flaskta ise CPE oranmin %0-25 (skor 1) oldugu belirlendi (Sekil6). Bu veriler
sonucunda kuersetin ve IPN virusu hiicreye ayn1 anda uygulandiginda CPE olusumlarini

geciktrdigi tespit edildi.

4.6. Kantitatif Real Time PCR (QRT-PCR) Testi Sonuglari

IPNV kontrol ve farkli kuersetin konsantrasyonlari uygulanan RTG-2 huicre
kiiltirlerine ekilen IPNV’ ye ait viral yiikler qRT-PCR testi sonunda, Biorad
CFXManager 3.1 programinda hesaplandi. Bu sonucglara gore kuersetin uygulamasi

sonrast IPNV viral yiikleri kontrol ile kiyaslandiginda,10pmol/L kuersetin uygulamasi

25



sonrast %95, 20umol/L kuersetin uygulamasi sonrast %65 ve 50umol/L kuersetin
uygulamasi sonras1 %60 olarak belirlendi (Sekil 9). Bu veriler kuersetin uygulanmayan
IPNV viral yiikiiyle kiyaslandiginda ise viral yiikteki azalmanin orani, 10 umol/L
kuersetin uygulamasi sonrasi %5, 20 umol/L kuersetin uygulamasi sonrast %35 ve 50
umol/L kuersetin uygulamasi sonrast %40 oraninda viral yiikte azalma meydana geldigi

tespit edildi.

IPNV+Kuersetin q-RT PCR

100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%

Kontrol 10 umol/It 20 pumol/It 50 umol/It

Sekil 9. Farkli konsantrasyonlarda kuersetin uygulamasi sonras1 IPNV viral yiki
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5. TARTISMA

Dogal bilesikler yeni antiviral ilaglarin kesfi icin diisiik yan etkileri
nedeniyleénemli bir kaynak olarak kullanilmaktadir. 1940" lardan beri dogal olarak
olusan flavonoidlerin antiviral aktiviteye sahip oldugu bilinmektedir ve g¢esitli
flavonoidlerin antiviral aktivitesi hakkinda bir¢ok calisma mevcuttur (Nowakowska,
2007; Ozgelik ve ark., 2011; Ganesan ve ark., 2012; Yu ve ark., 2014; Cheng ve ark.,
2015; Wu ve ark., 2016; Rojas ve ark., 2016). Antiviral bilesiklerle ilgili ¢alismalarin
cogu, viruslerin yagsam dongiisii ile iligkili ¢esitli enzimlerin inhibisyonu etrafinda
donmektedir (De Bruyne ve ark., 1999; Evers ve ark., 2005; Chavez ve ark., 2006;
Nowakowska, 2007). Flavonoidler ile enzim inhibisyon aktivitesi arasindaki yapi
fonksiyonu iliskisi gdzlemlenmistir (Kumar ve Pandey, 2013). Onemli bir flavonoid
cesidi olan ve gidalarda yaygin olarak aglikon veya glikozit seklinde bulunan kuersetin,
viral proteinlerin baglanmasinda etkili olmus ve in vitro da antiviral aktivite
gostermistir. Ayn1 zamanda oksidatif stresten koruyarak (Kumar ve ark., 2003) viral
enfeksiyon duyarliligini azalttigi bildirilmistir (Davis ve ark., 2008). Kuersetin’in bu
Ozelliklerinden ve son yillardaki viruslar iizerindeki antiviral etkilerinin
aragtirtlmasindan yola ¢ikarak bu arastirmada, Kkuersetinin IPNV replikasyonu
tizerindeki etkisi arastirildi.

Cheng ve ark., 2015 yilinda yaptiklart caligmalarinda farkli kuersetin
konsantrasyonlarini (0.1, 1, 10, 25, 50 ve 100 umol/L) Cell Counting Kit-8 (CCK-8)
kullanarak, HepG2.2.15 (hepatocellular carcinoma) ve HuH-7 hiicrelerinde ve farkli
zaman araliklarinda (2,4, ve 6.giin) incelemisler ve kuersetinin her iki hiicrede de test
edilen konsantrasyonlarda nonsitotoksik oldugunu belirlemislerve ¢alismada maksimum
tedavi konsantrasyonu 50 pmol/L olarak secilmis ve secilen bu konsantrasyon her iki
hiicre modelinde de, kuersetin tedavisinin, 3. giinden itibaren Hepatit B Virus (HBV)
antijen replikasyonunu belirgin olarak inhibe etmis ve bu etkilerin 4. giinde yogunlastigi
bildirilmistir.Konu ile ilgili yapilan diger iki ¢alismada ise, Kuersetinin c¢ok diisiik
toksisite oldugu ve yari maksimal (50%) sitostatik konsantrasyonun (CC50) 100
umol/L'den fazla oldugunu bildirmistir (Romero ve ark., 2005; Kelly, 2011). Bu
arastirmadanelde edilen verilerde ise48. saatte Kkuersetinin yari maksimal (50%)
sitostatik konsantrasyonun (CC50) 50 umol/L oldugu belirlendi ve arastirmanin bu

verileri 6nceki ¢aligsmalarla uyumlu bulundu.
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Kuersetinin, HBV replikasyonuna etkisini aragtirmak igin, hiicre i¢i ve hiicre disi
viral DNA ilagla isleme tabi tutulmus hiicrelerden ve siipernatanlardan ¢ikarilarak RT-
PCR ile analiz edilmistir. Kuersetinin 10 umol/L ve daha yiiksek konsantrasyonlarda
virus replikasyonunu inhibe ederek, HepG2.2.15 ve HuH7 hiicrelerinin hiicre ici viral
DNA seviyelerinde sirasiyla %68,5 ve 9%52,9 oraninda 6nemli dlgiide azalma oldugu
goriilmistiir. Ayrica 50 umol/L kuersetin konsantrasyonunda HBV transkriptlerinin
seviyesi de analiz edilerek viral transkripsiyonu belirgin olarak %51,8 oraninda inhibe
ettigi kaydedilmistir (Cheng ve ark., 2015). Wu ve ark. (2016) ise; influenzavirusu, 30
dakika boyunca 4°C'de 50 pug/mL konsantrasyonda kuersetin ile inkiibe etmis ve daha
sonra 37°C'de 48 saat sureyle kultlire ederek kuersetinin inhibisyon etkisinin%49.21
olarak bildirmislerdir.Ayrica ¢alismadakuersetinin konake1 hiicrelerden ziyade infliienza
virus parcaciklarini hedef aldigi sonucuna da varilmistir (Wu ve ark., 2016). Ayrica
kursetin ve bunun tlrevi 3-metil-kuersetinin, Poliovirus RNA'sinin sentezini inhibe
ettigi (Castrillo ve Carrasco, 1987) ve kuersetinin rhinovirusun hem negatif hem de
pozitif iplik¢ik viral RNA'sin1 6nemli 6lglide azalttigini da gosterilmistir. (Ganesan ve
ark., 2012).Ayrica,HCV JFHI susu ile enfekte edilen Huh-7.5 hiicrelerinde yapilan bir
calismada, 50 uM Kkuersetin ile muamele sonrasi viral pargaciklarin enfektivite titreleri
saptanmis ve kontrol hiicrelere kiyasla, kuersetin ile muamele edilen hiicrelerin viral
yukinin% 52.08 +% 22.6 oraninda azaldigi gézlemlenmistir ve kuersetinin HCV
replikasyonunu engelledigi belirtilmistir (Rojas ve ark., 2016). Bu aragtirmadaisefarkli
kuersetin konsantrasyonlariyla muamele edilen IPNV’ un hiicre siipernatantlari,
kuersetin ile muamele edilmemis IPNV’ un inokule edildigi hiicre siipernatantlart RT-
PCR ile incelenerek viral yiikleri karsilastirildi. IPNV viral yukiindeki azalma ytzdeleri
10umol/L kuersetin uygulamasi sonrast %5, 20umol/L kuersetin uygulamasi sonrasi
%35 ve 50umol/L kuersetin uygulamasi sonrast %40 olarak belirlendi ve elde edilen
veriler farkli viruslar {izerinde yapilmis ¢alismalardaki (Cheng ve ark., 2015; Ganesan
ve ark., 2012; Wu ve ark., 2016) kuersetinin antiviral etkinligi ile benzer bulundu.
Ayrica ¢alisma sonunda, invitro ortamda kuersetinin maksimum dozunun 50umol/L
oldugu ve bu dozdaki kuersetinin viral ylikte %40 oraninda azalmaya neden oldugu

belirlendi.
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Wu ve arkadaslari (2016) kuersetinin, influenza virusu ile enfekte MDCK
hlcrelerindeki HA mRNA transkripsiyonunu doza bagh bir sekilde azalttigini ortaya
koyduklar1 c¢alismalarinda, kuersetinin viral protein ekspresyonunu bozdugunu
kesinlestirmek i¢cin, MDCK hiicreleri ¢esitli kuersetin konsantrasyonlarinin varliginda
100DCIDso'de inefluenza A (H1N1) virusu ile enfekte etmisler ve enfeksiyondan 24
saat sonra, kuersetinin, MDCK hcrelerinde doza bagimli bir sekilde virus NP proteini
sentezinde inhibisyonaneden oldugunu bildirmislerdir (Wu ve ark., 2016). Ayrica HCV
JFH1 susu, 0zerinde Kkuersetinin etkisinin incelendigi bir g¢alismada da virusun
enfeksiyoz titrede azalmaya neden oldugu saptanmistir (Rojas ve ark., 2016). Bu
aragtirmada ise, kuersetinin virus replikasyonu uzerine etkisi kuersetin ile muamele
edilen ve edilmeyen IPNV titrelerinin karsilastirilmasi ile belirlendi. Buna gore
kuersetin uygulanmayan IPNV’ nin enfeksiyozite giicii 107/o1m olarak, 10 pmol/L
kuersetin uygulanan IPNV’ de 10 ya, 20 pmol/L kuersetin uygulanan IPNV’ de 10™>’
e, 50 umol/L kuersetin uygulanan IPNV’ de 10’ e diistiigii ortaya konuldu. Bu veriler,
Wu ve ark. (2016) ile Rojas ve ark. (2016), tarafindan yapilan ¢aligmalara benzer
bulundu ve kuersetinin IPNV replikasyonu (izerinde de inhibe edici etkisi oldugu ortaya

konulmus oldu.
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6. SONUC VE ONERILER

Sonug olarak; bu Yuksek Lisans Tezi ile gugli bir antioksidan ve anti-
inflamatuar ajan olan kuersetinin RTG-2 hiicrelerindeki maksimum non toksik dozunun
50pumol/L oldugu ve invitro sartlarda IPNV titresinde ve hiicre sipernatantina ait viral
yukte azalmaya neden olarak antiviral etki gosterdigi belirlendi. Bu verilerden yola
cikarak  kuersetinin, IPN  hastaliginin  tedavisinde  bir  secenek  olarak
degerlendirilebilecegi, ancak konu ile ilgili daha kapsamli ¢aligmalara ihtiya¢ oldugu
sonucuna varildi. Ayrica, iilke ekonomisinde 6nemli yeri olan ve balik endiistrisi
icinekonomik Onem tastyanbalik viral hastaliklar1 alaninda yeni antiviral ajanlarin
tespitiile virus replikasyonlarinin antioksidanlarla durdurulmasi konusunda daha fazla

caligma yapilmasi1 6nerilmektedir.
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