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ONSOZ

Schmallenberg viriisii, 2011 yilinda Almanya’da kesfedilmis olan ve evcil ruminantlarda
abortlara, 6lii dogumlara ve konjenital malformasyonlara neden olan bir etkendir. Kesfinden
bu yana Schmallenberg viriisii ile ilgili pek ¢cok calisma yapilmis olmasina ragmen, viriisiin
molekiiler patogenezi ile ilgili literatirde ¢ok az bilgi mevcuttur. Virlislerin molekiiler
patogenezlerindeki 6nemli etkilerinden birisi de hiicre oliimiidiir. Viriislerin, enfekte ettikleri
hiicrelerdeki yasam/6liim dongiisii bakimindan en fazla miidahil olduklar1 6liim bigimi ise
apoptozistir.

Bu tez kapsaminda Schmallenberg viriisiiniin Vero hiicresindeki apoptotik etkisi
arastirilmistir. Apoptozisin belirlenmesinde, DNA fragmentasyonu, kaspaz aktivasyonu,
Annexin V/PI boyama, anti-apoptotik ve pro-apoptotik genlerin ekspresyonlari incelenmis
ve viriisiin farkli dozlarni ile farkli enfeksiyon saatleri karsilastirilmistir. Bu baglamda,
Schmallenberg viriisiiniin liretilmesinde, titrasyonunda ve as1 hazirlanmasinda yaygin olarak
kullanilan Vero hiicre hattindaki molekiiler patogenezinin anlagilmasina katki saglanmistir.

Bilgisi, bilimsel vizyonu, deneyimi ile doktora egitimim boyunca yetismemdeki
biiyiik katkis1 ve emegi gecen, bana sabir ve dzveriyle destek olan tez danismanim, degerli
hocam Viroloji Anabilim Dali Bagkan1 Prof. Dr. Ahmet Kiirsat AZKUR’a;

Doktora egitimim sirasinda ilgilerini esirgemeyen Mikrobiyoloji Anabilim Dali
Bagkan1 Prof. Dr. Murat YILDIRIM’a; Tip Fakiiltesi Enfeksiyon Hastaliklar1 ve Klinik
Mikrobiyoloji Anabilim Dali 6gretim iiyesi Prof. Dr. Sedat KAYGUSUZ’a;

Tezimin istatistiksel analizlerinde yardimini esirgemeyen Iktisadi ve idari Bilimler
Fakiiltesi Ekonometri Boliimii 6gretim iiyesi Prof. Dr. Latif OZTURK ’e tesekkiir ederim.

Her zaman ve kosulda bana destek veren annem Nebahat BIYIKLI’ya, babam
Ahmet BIYIKLIya;

Kosulsuz sevgisi ve sabri ile daima yanimda olan, hayat arkadagim, kiymetli esim
Canbek AKSOY’a tesekkiir ederim.

Tez calismami 2015/52 numarali proje ile destekleyen Kirikkale Universitesi

Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi’ne tesekkiir ederim.
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OZET

Schmallenberg viriisit (SBV) 2011 yilinda Almanya’da kesfedilen, ruminantlarda
ates, ishal, siit veriminde azalma, abort ve konjenital malformasyonlarla seyreden bir
hastalik tablosuna yol agan bir virlistir. Etken Peribunyaviridae ailesinin
Orthobunyavirus cinsinde yer alan, negatif polariteli segmentli bir RNA viriistidiir.
Ik kesfinden bu yana SBYV ile ilgili pek ¢ok ¢alisma yapilmasina karsin SBV nin in
vitro apoptotik etkisi detaylica arastirilmamistir. Bu tez ¢alismasinda, SBV’nin ile
ilgili pek ¢ok caligmada yaygin olarak kullanilan Vero hiicre hattinda, SBV’nin

apoptozise neden olup olmadig: farkli yontemler ile arastirildi.

Bu tez calismasinda, SBV Vero hiicrelerinde iiretildi, plak titrasyon ile viral
titre belirlendi ve Vero hiicreleri 0,1 ve 0,01 MOI SBV ile enfekte edildi. SBV
enfeksiyonlarindan 0, 2, 6, 12, 18, 24, 36, 48 ve 72 saat sonra hiicreler toplandi.
Toplanan hiicrelerde apoptozisin belirlenmesi icin DNA fragmentasyon deneyi, akan
hiicre 6l¢erde (flow sitometri) Annexin V/PI boyama, kaspaz-3, kaspaz-8, kaspaz-9
aktivasyonlar1 ve real-time RT-PZR ile baz1 pro-apoptotik (Bak, Bax, Puma) ve anti-
apoptotik (Bcl-2, Bcl-xl) genlerin ekspresyonunda meydana gelen degisimler
incelendi. Tez calismasi ile ilk defa, SBV’nin Vero hiicre hattinda apoptozisi hem i¢
yolak hem de dis yolak araciligiyla indiikledigi, apoptozis indiiklenmesinde zamanin
ve viriis titresinin etkili oldugu belirlendi. Gen ekspresyon analizlerine gére SBV,

Puma geni araciligiyla hiicrelerde apoptozisi indiikleyebilecegi belirlenmistir.

Sonug olarak, bu tez calismasi ile Vero hiicrelerinde SBV enfeksiyonunun
apoptozise neden oldugu, bu apoptozisin hem i¢ yolak hem de dis yolak araciliiyla
gerceklestigi ve SBV kaynakli apoptozisin molekiiler patogenezinde Puma geninin
etkili oldugu belirlenmistir. Daha ayrintili molekiiler ¢calismalar ile SBV’ nin neden

oldugu apoptozisin molekiiler patogenezi aydinlatilmaya ihtiya¢ duymaktadir.

Anahtar Soézciikler: Schmallenberg virilis, apoptosis, Vero hiicre hatti, DNA

fragmentasyon, Annexin V/PI, akan hiicre 6l¢er, kaspaz, gen ekspresyonu, Puma



SUMMARY

Schmallenberg virus (SBV), discovered in 2011 in Germany, is associated with
clinical manifastations as fever, diarrhea, reduced milk vyield, abortions and
congenital malformations in ruminants. The agent is classified in Orthobunyavirus
genus of Peribunyaviridae family and has negative-sense three-segmented RNA.
Unless many studies performed with SBV to date, there is no detailed research about
in vitro apoptotic effect of SBV. In this PhD dissertation, whether SBV induces
apoptosis in Vero cell line, widely used in SBV studies, with using different
methods.

SBV was propagated in Vero cells, viral titer was determined by plaque
titration assay, and Vero cells were infected with 0.1 and 0.01 MOI of SBV. Cells
infected with SBV were collected in 0, 2, 6, 12, 18, 24, 36, 48 and 72 hours. For
investigation of apoptosis, DNA fragmentation assay, flow cytometry analysis with
Annexin V/PI staining, caspase-3, caspase-8, caspase-9 activation, and expression
analysis of pro-apoptotic (Bak, Bax, Puma) and anti-apoptotic (Bcl-2, Bcl-xI) genes
with real-time RT-PCR were performed. According to results of the thesis, SBV
induces apoptosis in Vero cells via both intrinsic and extrinsic pathways and this
induction is depending to infection time and viral dose. Gene expression analyses
reveal that SBV induce apoptosis mainly by Puma gene.

In conclusion, for the first time with this thesis, SBV infection leads to
apoptosis in Vero cells, this apoptosis induction is maintained by intrinsic and
extrinsic pathways, and Puma gene is effective in molecular pathogenesis of SBV-
induced apoptosis. The molecular pathogenesis of apoptosis induced by SBV is
needed to be clarified with more detailed molecular studies.

Key Words: Schmallenberg virus, apoptosis, Vero cell line, DNA fragmentation,

Annexin V/PI, flow cytometry, caspase, gene expression, Puma



1. GIRIS

1.1.  Schmallenberg Viriis

1.1.1. Etiyoloji

Ikibinonbir yilmin sonlarinda Almanya ve Hollanda’da sigirlarda ates, siit veriminde
azalma ve ishal bulgularma rastlanmistir. Hasta hayvanlarin pestiviris, sigir
herpesviriis-1, sap, mavi dil, epizootik hemorajik hastalik, Rift Vadisi hummasi, ii¢
giin hastalig1 viriisleri yoniinden negatif olmasi neticesinde séz konusu hastalik
tablosunun yeni bir hastalik olabilecegi diisliniilmiis ve alman kan Ornekleri
metagenomik analiz ile incelenmistir. Yapilan sekans ve filogenetik analizler
sonucunda hasta hayvanlara ait Orneklerde, Peribunyaviridae ailesinin
Orthobunyavirus cinsine ait yeni bir viriis tespit edilmistir. Bu viriis, ilk pozitif
ornegin alindig1 yer olan Schmallenberg kasabasina atfen “Schmallenberg virtisii”

olarak adlandirilmistir (Hoffmann ve ark. 2012).

Schmallenberg viriisii (SBV) Uluslararast Viriis Taksonomi Komitesi’nin
(International Committee on Taxonomy of Viruses; ICTV) 2018b siiflandirmasina

gore asagidaki gibi siniflandirilmistir (ICTV 2018):

Alem: Riboviria
Sube: Negarnaviricota
Alt sube: Polyploviricotina
Sinif: Ellioviricetes
Takim: Bunyavirales

Aile: Peribunyaviridae



Cins: Orthobunyavirus

Tiir: Schmallenberg orthobunyavirus

Diger orthobunyaviriisler gibi SBV de 3 segmentli bir RNA genomuna
sahiptir. Bu segmentler biiyiikliiklerine gore L (large), M (medium) ve S (small)
olarak adlandirilmaktadir. SBV L segmenti 6865 niikleotit (nt) uzunluktadir ve RNA-
bagimli RNA polimeraz (RdRp; RNA-dependent RNA polymerase) enzimini
kodlamaktadir. 4415 nt uzunlugunda olan M segmentinde, glikoprotein N (Gn) ve
glikoprotein C (Gc) olarak isimlendirilen iki viral glikoprotein ile bir tane yapisal
olmayan (non-structural) NSm proteini kodlanmaktadir. Bu proteinler bir poliprotein
olarak sentezlenir ve translasyon sonrast Gn-NSm-Gc dizisinde pargalanir. Viral
niikleokapsid (N) proteini ile yapisal olmayan bir protein olan NSs ise 830 nt
uzunlugundaki S segmentinden kodlanmaktadir (Sekil 1.1; Cizelge 1.1) (Hoffmann
ve ark. 2012, Elliot 2014).
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Sekil 1.1. Orthobunyaviriislerin genom yapisi ve segmentlerinden kodlanan
proteinler. kb: Kilobaz, nt: niikleotit, UTR: untranslated region (transle olmayan



bolge), L segment: Large (biiyiik) segment, mRNA: messenger RNA (mesajci RNA),
RdRp: RNA-dependent RNA polymerase (RNA-bagimli RNA polimeraz), M
segment: Medium (orta) segment, Gn: glikoprotein N, NSm: yapisal olmayan protein
M, Gec: glikoprotein C, S segment: Small (kii¢iik) segment, NSs: yapisal olmayan
protein S, N: Niikleoprotein (Elliot (2014) makalesinden Tiirkgelestirilmistir).

Cizelge 1.1. SBV’nin S, M ve L segmentlerinden kodlanan proteinlerin acik okuma
cerceveleri (ORF) ve uzunluklar1 (Cizelge, SBV referans susu olan BH80/11-4’¢ ait
HE649914.1, HE649913.1 ve HE649912.1 GenBank erisim numaralarindaki veriler
kullanarak hazirlanmistir).

Segment Protein ORF Protein uzunlugu
N 23-724 nt 233 aa

S (830D NSs 48-323 nt 91 aa
Gn 90-935 nt 282 aa

M (4415 nt) NSm 936-1385 nt 150 aa
Gc 1593-4037 nt 815 aa

L (6864 nt) RdRp 16-6780 nt 2254 aa

SBV’nin niikleoproteini (N), S segmentinin 23.-724. niikleotitleri arasindaki
acik okuma cergevesinde (ORF; open reading frame) kodlanmaktadir (Gouzil ve ark.
2016). SBV N proteini 233 aa uzunlugundadir (Cizelge 1.1). N proteini, viral {i¢
segmenti sarmalayarak riboniikleoprotein (RNP) kompleksini olusturur (Elliot 2014)
(Sekil 1.2). SBV N proteininin kristalizasyon analizinde, protein promotorunun iki
alan (N-terminal alan ve C-terminal alan) ile iki esnek koldan (N-terminal kol ve C-
terminal kol) olustugu belirlenmistir. Esnek kollar, proteinin govdesinden disari
dogru uzanmaktadir. N-terminal alan ve C-terminal alan arasindaki yiiksek oranda
pozitif yiikli yarik kisim ise genomik RNA baglayic1 bolgeyi teskil etmektedir
(Dong ve ark. 2013). SBV N proteini tetrametik olarak bulunmaktadir ve proteinin
capt 10 nm’dir (Ariza ve ark. 2013, Dong ve ark. 2013). Tetramer yapis1 i¢in gerekli
oligomerizasyonda hem N-terminal kol hem de C-terminal kol etkilidir ve viral RNA

sentezinde dnemli role sahiptir (Dong ve ark. 2013).

SBV NSs proteini, S segmentinin 48.-323. niikleotitleri arasinda yer alan

ORF’den kodlanmaktadir ve toplam 91 aa uzunlugundadir (Cizelge 1.1). NSs



proteininin N- ve C-terminal uglart ile 33-51. aminoasitlerini kapsayan merkez
bolgesi yiiksek oranda diizensiz oldugu bulunmustur (Gouzil ve ark. 2016). NSs
proteini, konakg¢i hiicrenin gen ekspresyonunu, hiicresel protein sentezini inhibe
etmekte ve konakgr1 interferon yanitina (6zellikle IFN) kars1 koymaktadir (Varela ve
ark. 2013, Barry ve ark. 2014). SBV’nin konakg1 hiicrenin gen ekspresyonunu ve
hiicresel protein sentezini inhibe edici 6zelliginin en 6nemli bolgesi NSs proteininin
C-terminal bolgesi olarak tanimlanmistir. NSs proteininin, hiicrede RNA polimeraz
I’nin RPBI1 altiinitesini degrade ederek protein sentezini ve antiviral yaniti
engelledigi belirlenmistir. NSs proteini ayrica hiicrelerde apoptozisin uyarilmasinda
da etkili olarak bulunmustur (Barry ve ark. 2014). SBV NSs proteini, enfekte
hiicrenin ¢ekirdeginde ve ozellikle ¢ekirdekgikte lokalize olmaktadir. NSs proteininin
33-51. aminoasitleri arasinda yer alan bolge, ¢ekirdekgik lokalizasyon sinyali (NoLS;
nucleolar localization signal) icermektedir. NSs proteini, ¢ekirdek¢ik markirlart olan
B23 ve fibrillarin gibi proteinlerle kolokalize olmaktadir ve enfekte hiicrenin
cekirdek¢iginin bozulmasina neden olmaktadir (Gouzil ve ark. 2016). NSs
proteininin, NSm ve Gc proteinlerinin hiicre i¢i dagilimina etki etmedigi
belirlenmistir (Kraatz ve ark. 2018). SBV enfeksiyonunu takiben NSs proteininin
etkiledigi konak¢1 gen ekspresyonu transkriptom analizi ile incelenmistir. NSs geni
silinmis virlisle (SBVANSs) enfekte hiicrelerde 649 gen farkli eksprese edilmis,
incelenen genlerin %78,7’1 artis gdstermis ve bu genlerin ¢ogunlugu antiviral ve IFN
stimiile genler oldugu belirlenmistir. Vahsi tip SBV ile enfekte hiicrelerde ise 9 gen
farkli ekspresyon gostermistir. Farkli eksprese edilen bu 9 gen (RSAD2, ISG15,
OAS1, OAS2, IFIT2, MX1, GNAL, RPS3A, MDFI), interferon sinyalizasyonu,
interferon diizenleyici faktorler (IRF; Interferon regulatory factors), desen tanima
reseptorleri (pattern recognition receptors), CDKS5 (Cyclin-dependent kinase 5;
Siklin-bagiml kinaz 5) sinyalizasyonu, IL1 sinyalizasyonu gibi pek ¢ok yolakta
etkilidir (Blomstrom ve ark. 2015).

SBV M segmenti, sirasiyla Gn, NSm ve Gc proteinlerini bir poliprotein
olarak kodlanmaktadir. Gn proteini, 90.-935. nt arasindaki ORF’den kodlanir ve 282
aa uzunlugunda bir proteindir (Cizelge 1.1). Gn proteini viral ylizey glikoproteinidir
ve Gc proteini ile birlikte yiizey ¢ikintilarini olusturur (Sekil 1.2). Tip I integral

membran proteini olan Gn proteini sistein amino asiti yoniinden zengindir. Gn



proteini, Gc proteininin Golgi kompleksine gitmesi i¢in saperon protein gorevi

gormektedir (Elliot 2014).

M segmentinden kodlanan yapisal olmayan protein NSm, 936.-1385. nt
arasindaki ORF’den kodlanmaktadir. NSm 150 aa’ten olusur ve bir transmembran
proteinidir (Cizelge 1.1). NSm, ii¢ hidrofobik transmembran alan1 (alan I, III ve V)
ve iki hidrofobik olmayan alandan (alan II ve IV) olusmaktadir. Alan I 7-29, alan Il
30-57, alan 11l 58-75, alan IV 76-135 ve alan V ise 136-157 arasindaki
aminoasitlerden meydana gelmektedir. Bu alanlardan II, III, IV ve V’in silinmesi
SBV’nin ¢ogalma o6zelliklerinde herhangi bir degisiklige neden olmadigr i¢in NSm
proteininin enfeksiydz viriis olusumda gerekli olmadigr bulunmustur. SBV ile
enfekte hiicrelerde NSm hiicre i¢inde diffiiz bicimde yayilim gostermektedir ve NSm
ile Gc proteini Golgi bolgesinde kolokalize olmaktadir. NSm proteininin IV alani,
NSm proteininin hiicre i¢i dagilimindan ve Gc proteini ile kolokalizasyonundan

sorumlu olarak bulunmustur (Kraatz ve ark. 2018).

SBV Gc proteini, M segmentinin 1593.-4037. nt arasinda kodlanmaktadir ve
815 aa uzunlugundadir (Cizelge 1.1). Gc proteini, Gn proteini ile birlikte viral
yiizeyden 18 nm ¢ikint1 yapan ii¢ ayakli bir piramit yapisindadir (Sekil 1.2). Ge ve
Gn proteinleri endoplazmik retikulumda heterodimer olusturmaktadir (Elliot 2014,
Hellert ve ark. 2019). Gc proteininin amino ucu (230 aa) hem poliklonal hem de
monoklonal SBV 6zgiil antikorlar1 ile nétralize edilebilmektedir (Roman-Sosa ve
ark. 2016). Ayn1 zamanda bu u¢ 4 adet disiilfit bag: icermektedir. Distilfit baglarinin
1, 2 ve 4 numaralilarinda olusturulan mutasyonlar proteinin sekresyonunu
engellemekte iken 3 numarali disiilfit bagindaki mutasyon ise protein sekresyonuna
etki etmemektedir. Buna karsin, 3 numarali disiilfit bagi Gc 6zgiil hiperimmun
serumlarin nétralizan etkisi i¢in kritik 6neme sahip epitoplarin olusumunda etkilidir.
Gc proteininin amino ucu, iki adet N-glikozilasyon bolgesine sahiptir (NGlyc-1 ve
NGlyc-2). NGlyc-1 boélgesinde glikozilasyona sahip olmayan protein hiicre i¢inde
kalmakta ve monoklonal antikorlar ile reaktif degildir (Roman-Sosa ve ark. 2017).
Gc proteininin N-terminal ucunun yapisal analizi sonucunda, bu bolgenin iki alandan
olustugu anlagilmistir. Biri 27 kDa agirlikta a-helikal “bas” bolgesi, digeri ise 19 kDa
agirhi@indaki 6zdes iki adet bitisik B-sandvi¢ yapisina sahip olan “sap” bolgesidir. Ge



proteininin N-terminal ucundaki “bas” bolgesi (465-702 aa) V harfi bigimindeki
yapmin ilk kolunu olusturmaktadir. Bu alan, yaklagik 6,5 x 4,0 x 3,5 nm
boyutlarinda ve 27 kDa agirliginda bir molekiiler kiitleye sahip a-helikal bir demettir.
Dort distilfid bagi ile i¢ kismindan stabilize edilmektedir. Elipsoidal yapiya sahip
olan bag bolgesi, yiizeyinden ¢ikint1 yapan N493 ve N686 pozisyonlarinda olmak
tizere iki adet N-baglantili karbonhidrat zinciri tasimaktadir. Orthobunyaviriisler

arasinda bu bas bolgesinin aminoasit benzerligi olduk¢a diistiktiir (Hellert ve ark.

2019).

SBV RdRp enzimi, L segmentinin 16.-6780. nt arasindan kodlanan 2254 aa
uzunlugunda bir proteindir (Cizelge 1.1). RdRp enzimi, RNP kompleksine

baglanmaktadir ve hem transkripsiyon hem de replikasyonda etkili bir enzimdir

(Elliot 2014) (Sekil 1.2)

Gce

Gn

Zarf

RdRp

Sekil 1.2. SBV virion yapist (Doceul ve arkadaglar1 (2013) makalesinden
Tirkgelestirilmistir).

SBV mRNA’s1 da diger Simbuviriislerin mRNA’lar1 gibi poli(A) kuyrugu
icermemektedir. In silico analizler, S segmenti i¢in mRNA terminalinin hemen
istiinde korunmus bir sa¢ tokasi (hairpin) yapisii ve mRNA sonlandirma
bolgesinden 6-10 niikleotit asagisinda yer alan tahmini bir sonlandirma sinyalini (5'-

GCAAGGC-3") ortaya c¢ikarmistir. Bu transle olmamis bolgelerin (NTR; non-



translated region) Simbu serogrup viriisleri arasinda olduk¢a korunmus olduklari
ortaya konulmustur. Simbu serogrup viriislerinde yapisal olarak korunmus olan
hairpin yapisinin 9-11 niikleotit asagisinda korunmus tahmini bir sonlandirma sinyali
(5'-GCN13GC-3") bulunmustur. SBV S segmenti i¢in transkripsiyon sonlandirma
sinyali ise 5-GCAARGC-3' olarak tanimlanmistir. M segment mRNA sonlari ise
Simbu serogrup virlisleri arasinda cesitlilik gdstermektedir. SBV M segmentinde
transkripsiyon, ¢cRNA sonundan once 32-84 niikleotitinde kesilmis mRNA'lar
serbest birakan 53 niikleotitlik bir bolge boyunca sona ermektedir. SBV L segmenti
mRNA’sinda ise kesilme bulunmamistir. SBV RARP mRNA transkripsiyonunu
baslatmak icin sapka calma (cap-snatching) stratejisini kullanmaktadir. SBV, viral
gRNA kalib1 ile eslesmesi i¢cin konakei lider RNA’larinin 1 veya 2 niikleotitini
kullanmaktadir. SBV’nin sapka ¢alma modelinde, RARP kesim bodlgesinde herhangi
bir niikleotit segmemektedir ve konake1 lider RNA terminalinde her dort niikleotit de
bulunabilmektedir. Ancak, sadece terminal {i¢ niikleotite (A, G veya U) sahip olan
lider RNA’lar transkripsiyonu baslatabilmektedir. Bazi bunyaviriislerce kullanilan
“prime and realign” mekanizmasi, SBV mRNA’larmin %70’inde gozlenmistir.
SBV’nin bu yontemi, lider RNA’nin 3' ucuna komplementer niikleotitler ilave ederek
transkripsiyon etkinligini arttirmak i¢in kullandig1 diistintilmektedir (Coupeau ve ark.

2013a).

Diger segmentli genoma sahip olan viriislerde oldugu gibi Bunyaviriislerde de
cok sayida genetik reassortment meydana gelmektedir. Reassortment ile bir viriisiin
yeni varyantlart veya yeni viriisler ortaya ¢ikabilmektedir. Ornegin Rift Vadisi
hummas: viriisii (RVFV) ile Bunyamwera virilis arasinda reassortment bildirildigi
gibi, RVFV’ye ait yeni varyantlarin da reassortment ile ortaya ¢iktigi bildirilmistir
(Bowen ve ark. 2001, Sall ve ark. 1999, Freire ve ark. 2015). Bir Bunyaviriis olan
SBV’nin de reassortment ile meydana gelmis olabilecegi spekiile edilmistir. Yanase
ve ark. (2012) yaptig1 bir ¢calismada SBV S ve L segmentlerinin Shamonda viriisten,
M segmentinin Sathuperi virlisten almig olabilecegi bildirilmistir. Nikleotit
benzerligi bakimindan SBV S segmenti %96,4-96,7 oraninda Shamonda viriise, M
segmenti %81,8-82,2 oraninda Sathuperi viriise, L segmenti ise %89,5-94,1 oraninda
Shamonda virlise yakindir (Yanase ve ark. 2012). Benzer sekilde, Goller ve ark.

(2012) yapmis oldugu calisma ile SBV’nin S segmentinin %97,7 ve L segmentinin



%92,9 oraninda Shamonda viriise, M segmentinin ise %82,1 oraninda Sathuperi
viriise niikleotit dizilimi agisindan benzerlik gosterdigi belirlenmistir (Goller ve ark.
2012). Tim bu veriler neticesinde SBV’nin, Shamonda ve Sathuperi viriislerle

reassortant bir virlis olarak meydana geldigi diisiiniilmektedir.

SBV ve baz1 diger Orthobunyaviriisler arasinda gergeklesebilecek
reassortment potansiyelleri in vitro olarak test edilmistir. Yapilan ¢alismada viral
RNA polimerazin (L) ve niikleokapsit (N) proteininin aymi viriisten kdken almasi,
yani reassortment gerceklesmesi i¢in S ve L segmentinin ayni virlisten gelmesi
gerektigi ortaya konulmustur. SBV’nin N ve L proteinleri ile Akabane viris,
Bunyamwera viriis, Oropouche viriis, Oya viriis, Perdoes viriislerin M segmenti
arasinda reassortment potansiyeli bulunmustur. Bu viriisler arasinda Oropouche viriis
ile SBV arasinda tespit edilen yiiksek reassortment potansiyeli nedeniyle S ve L
segmentleri SBV’den gelen, M segmenti ise Oropouche viriisten gelen yeni
reassortant bir virilisiin ortaya ¢ikmasinin miimkiin oldugu ve meydana gelecek bu
yeni viriisiin insanlar1 enfekte etme 6zelliginde olabilecegi belirtilmektedir (Tilston-

Lunel ve ark. 2017).

Zarfli virtislere kars1 genis Olgiide inhibitor etkili bir interferon-stimiile gen
(ISG) olan BST-2’nin (Bone marrow stromal antigen 2), SBV konakg1 spektrumunda
etkili olup olmadig1 arastirilmistir. Insan BST-2 (hBST2) ile transfekte hiicrelerde
SBV enfeksiyonunun sinirli olarak gelistigi belirlenmistir. hBST2nin, SBV’nin
polimeraz aktivitesine etki etmedigi ancak Ge¢/N protein oranini etkileyerek viral zarf
olusumunu engelledigi ortaya konulmustur. hBST2 nin ayn1 zamanda Akabane ve
Sathuperi viriisiinlerin de replikasyonunu simirladigi, ancak insanlarda enfeksiyona
neden olan Oropouche ve La Crosse viriislerin replikasyonuna ise etki etmedigi
belirlenmistir. Bu sebeple ¢alisma sonuglarina gére BST-2’nin, orthobunyaviriislerin
konak¢1 spektrumunun belirlenmesinde tiir spesifik olarak etkili oldugu bulunmustur

(Varela ve ark. 2017).

SBV, interferon yetersiz bir hiicre hatt1 olan CPT-Tert hiicre hattinda 32 kez
seri pasajlandiginda “SBVp32” olarak adlandirilan izolat elde edilmis ve bu izolatin

in vivo patojenitesinin orijinal izolata gore ¢ok daha yiiksek oldugu bulunmustur.
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SBYV ile enfekte edilen yavru fareler 7 giin iginde 6liirken, SBVp32 ile enfekte edilen
fareler 4-5 giin i¢inde 6ldigi gorilmiistiir (Varela ve ark. 2013). Yapilan bir bagka
calismada ise vahsi tip SBV ile SBVp32 arasinda S segmentinde 4 adet (66., 124.,
167., 319. nt); M segmentinde 9 adet (1016., 1239., 1502., 1894., 2011., 2236.,
2411., 2506., 2575. nt) ve L segmentinde 4 adet (130., 3044., 3858., 4078. nt)
niikleotit farkliliklar1 oldugu belirlenmistir (Varela ve ark. 2016).

SBVp32 reassortantlar1 ile yapilan bir c¢alismada, SBVp32’ye ait M
segmentini i¢eren tiim reassortantlarin in vivo patojenitesi yiiksek oldugu belirlenmis
ve SBVp32’nin yiiksek patojenitesi M segmenti ile iliskilendirilmistir. SBVp32°nin
L segmentini igeren reassortantlar vahsi tip SBV ile ayni patojeniteye sahip olarak
bulunur iken S segmentini iceren reassortantlarin atteniie olduklar1 belirlenmistir. S
segmentinin 167/142 (N/NSs) pozisyonundaki niikleotitin A—G mutasyonunun
(SBV-S-A167G) viriiste atteniiasyona, IFN yanmitini engelleme 6zelliginin
kaybolmasina ve hiicresel protein sentezini durdurma 6zelliginin ortadan kalkmasina
neden oldugu saptanmistir. SVBp32°nin S segmentinde meydana gelen ve
atteniiasyonla sonuglanan bu mutasyona (SBV-S-A167G) ragmen, SBVp32’nin
patojenitesinin vahsi tip virlise gore daha yliksek olmasinin nedeni M segmentinde
meydana gelen mutasyonlar oldugu belirlenmistir. SBVp32°nin M segmentinin,
defektli S segmentine ragmen hiicresel protein sentezini durdurabildigi saptanmistir.
SBVp32 M segmentindeki 1894., 2236. ve 2411. niikleotitlerde meydana gelen
mutasyonlarin, S segmentindeki mutasyondan kaynaklanan defektin (hiicresel
protein sentezini durdurma Ozelliginin yok olmasi) kompanze edilmesinde etkili
olduklar1 saptanmistir. Ancak SBVp32’nin M segmentindeki mutasyonlarin, S
segmentindeki mutasyondan kaynaklanan IFN yanitim1 engelleme o6zelliginin

kaybolmasini kompanze edemedigi bildirilmistir (Varela ve ark. 2016).

Farkli yillarda koyunlardan elde edilen SBV izolatlariin S segmentinin
sekans analizleri yapildiginda, mutasyonlarin N/NSs overlap bolgesi olan 57-332
niikleotitler arasinda yogunlastig1 belirlenmistir. S segmentinde gerceklesen sinonim
(aminoasitte degisiklige neden olmayan) ve non-sinonim (aminoasitte degisiklige
neden olan) niikleotit degisiklik sayillar1 ile “non-sinonim niikleotit

degisikligi/sinonim niikleotit degisikligi” oranlart hesaplandiginda, bu oran N
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proteininde 1,2 iken Ns proteininde 6 olarak belirlenmistir. Bu veriler dogrultusunda
SBV’nin N proteininin korunmus oldugu ancak NSs proteininin mutasyona agik
oldugu bildirilmistir (Coupeau ve ark. 2016). SBV’nin Isvicre ve Almanya
izolatlarinin sekans analizi sonrasinda, M segmentinin 2100-2300 niikleotitleri
arasinda ve 3' ucundaki sekanslarda mutasyonlarin olustugu bildirilmistir. L
segmentinde ise 3' ve 5' uclardaki sekanslar ile 2000. niikleotit civarinda
mutasyonlarin yogunlastigt ve meydana gelen tiim mutasyonlarin sessiz oldugu
belirlenmistir (Hofmann ve ark. 2015). Almanya’nin farkli bolgelerindeki koyun,
ke¢i ve sigirlardan elde edilen 24 adet SBV izolati sekanslar1 yoOniinden
karsilastirildiginda, M segmentinin 1483-1864. niikleotitleri arasindaki bolgede
mutasyonlarin yogunlastig1 belirlenmistir (Fischer ve ark. 2013a). Bu baglamda, M
segmenti tarafindan kodlanan Gc proteininin N-terminal bdlgesinin mutasyonlara

acik oldugu bildirilmistir (Fischer ve ark. 2013a, Coupeau ve ark. 2013b).

SBV’nin in vivo genetik stabilitesi, ayni ¢iftlikteki iki farkli hayvanin serum
orneklerinden izole edilen SBV izolatlarinin sekans analizi yapilarak karsilagtirilmasi
ile gerceklestirilmis ve tiim genomda (ii¢ segmentte) izolatlar arasinda toplam 12
niikleotit degisikligi bulunmustur. Bu bilgiler 1s18inda, ayni siiride farkli SBV
suslarinin sirkiile olabilecegi belirtilmistir. SBV’nin in vitro genetik stabilitesi ise,
viriistin SK-6 hiicrelerinde 10 kez pasajlanmasinin ardindan arastirildiginda, tiim
genomda toplam 2-5 niikleotit degisikligi saptanmistir (Hofmann ve ark. 2015). Yine
SBV’nin hem in vivo hem in vitro genetik stabilitesinin incelendigi bir bagka
calismada, ayn siiriideki iki kuzunun merkezi sinir sistemi dokularindan elde edilen
SBV sekanslari hem birbirleri ile hem de referans SBV susu (BH80/11-4) ile
karsilagtirilmistir. Mutasyonlarin en sik goriildiigii sekanslar M segmentinin 1394-
2562. niikleotitleri aras1 olarak bulunmus ve bu bolge “cok degisken bolge
(hypervariable region)” olarak tanimlanmistir. S ve L segmentinde ise az sayida
mutasyona rastlanilmigtir. Ayni siiriideki farkli kuzulardan elde edilen sekanslar
arasindaki farklihk, SBV’nin farkli suslarinin ayni siiriide sirkiile olabilecegini
gostermistir. Kuzulardan elde edilen bu viriislerin BHK-21 hiicresindeki seri
pasajlanmasinin ardindan izolatlarin birinde (Nal) toplam 4 mutasyon, digerinde

(Na2) ise toplam 20 mutasyon belirlenmistir (Coupeau ve ark. 2013b).
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Farkli hayvan tiirleri ve Culicoides cinsi sivrisineklerden elde edilen SBV
izolatlar1 sekans yoniinden kiyaslandiginda, en fazla niikleotit degisimi koyun
izolatlarinda saptanmustir. Culicoides’lerden elde edilen izolatlarda ise az sayida
niikleotit degisimi bulunmus ve meydana gelen bu degisimlere memelilerden elde
edilen SBV izolatlarinda rastlanilmadigi rapor edilmistir (Kesik-Maliszewska ve ark.
2018). Bir bagka calismada ise, SBV’ye ait en fazla sekans ¢esitliliginin koyunlarda
belirlenmesinde; hayvan tiirliniin degil, SBV izolatinin koken aldig1 doku tipinin
(kan, serum, organ gibi) etkili oldugu bildirilmistir. Kesik-Maliszewska ve ark.
(2018) yaptiklar1 ¢aligmada da oldugu gibi, viremik sigir kan o6rneklerinde SBV
izolatlarinin genetik farklilhik gostermedigi, ancak fotal doku kdkenli SBV
izolatlarinin ise fazla oranda sekans c¢esitliligi gosterdigi tespit edilmistir. Bu
baglamda incelenen izolatlarin koken aldig1 6rnek tipinin, SBV sekans cesitliligine

etki edebilecegi rapor edilmistir (Wernike ve Beer 2019).

SBV’nin farkli sicakliklardaki muhafaza edilmesine gore enfektivitesinin
korunma siireleri bir ¢alismada arastirilmistir. Buna gére SBV 37°C’de muhafaza
edildiginde birkag giin i¢inde, 28°C’de muhafaza edildiginde ise birkac hafta i¢inde
enfektivitesini kaybetmektedir. Calisma sonuglarina goére SBV’nin -20°C’de
saklanmasi viral titrenin bir ay boyunca korunmasini saglamakta iken -70°C’de

saklama ise 1 yil boyunca viral titreyi korumaktadir (Wernike ve Beer 2016).

Simbu serogrubunda yer alan bazi virlislerin BHK-21 hiicre hattinda
birbirlerinin enfeksiyon olusturmasini inhibe edip etmedikleri arastirilmistir. BHK-
21 hiicreleri, SBV’nin iki farkli susu (D495/12-1, D495/12-2), Sathuperi viriis,
Douglas viriis, Shamonda viriis, Simbu virlis, Sabo viriis, Peaton viriis veya Aino
viriis ile enfekte edilmis, ardindan farkli saatlerde SBV referans susu olan BH80/11-
4 ile ko-enfeksiyon yapilmigtir. Shamonda viriisiin, enfeksiyondan 16. saatten
itibaren SBV enfeksiyonunu inhibe ettigi gorilmiistiir. SBV nin diger iki farkli susu
(D495/12-1, D495/12-2), Sathuperi viriis, Douglas viriis, Simbu viriis, Sabo viriis,
Peaton virlis ve Aino virlis ise enfeksiyonun 24. saatinden itibaren SBV
enfeksiyonunu engelledigi belirlenmistir. Viral interferensin, genetik ve serolojik
yakinliktan bagimsiz olarak hem SBV’nin farkli suslar1 hem de Simbu serogrubunun

diger viriisleri arasinda gerceklesebildigi rapor edilmistir (Wernike ve ark. 2016).
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1.1.2. Epidemiyoloji

SBV enfeksiyonu ilk olarak Almanya’nin Kuzey Ren-Vestfalya (North Rhine-
Westphalia) eyaletine bagli Schmallenberg kasabasindaki sigirlarda kesfedilmistir
(Hoffmann ve ark. 2012). Bu kesfin ardindan Avrupa’nin pek ¢ok iilkesinde SBV
yoniinden taramalar ve epidemiyolojik arastirmalar yapilmaya baslanmistir. SBV
enfeksiyonunun goriildiigii iilkeler arasinda; Ingiltere (Anonim 2012a), Iskogya
(Anonim 2013a), Galler (Anonim 2012b), irlanda (Bradshaw ve ark. 2012), Belgika
(Saegerman ve ark. 2014), Almanya (Hoffmann ve ark. 2012), Hollanda (van den
Brom ve ark. 2012), Avusturya (Steinrigl ve ark. 2014), italya (Monaco ve ark.
2013), Fransa (Sailleau ve ark. 2013a), Ispanya (Balseiro ve ark. 2015), Portekiz
(Esteves ve ark. 2016), Liiksemburg (Anonim 2012c), Danimarka (Rasmussen ve
ark. 2014), Isvigre (Balmer ve ark. 2014), Polonya (Larska ve ark. 2013a), Isvec
(Chenais ve ark. 2015), Norveg (Wisleff ve ark. 2014), Finlandiya (Anonim 2012d),
Tirkiye (Azkur ve ark. 2013), Liibnan (Abi-Rizk ve ark. 2017), Yunanistan
(Chaintoutis ve ark. 2014), Macaristan (Fehér ve ark. 2017) yer almaktadir.

Avrupa kitasinin haricinde SBV enfeksiyonu Afrika kitasinda Tanzanya
(Mathew ve ark. 2015), Mozambik (Blomstrom ve ark. 2014), Etiyopya (Sibhat ve
ark. 2018), Namibya (Molini ve ark. 2018), Nijerya (Oluwayelu ve ark. 2018)
ilkelerinde saptanmistir. Son zamanlarda ise SBV enfeksiyonu varligi Cin, Rusya ve
Azerbaycan’da da bildirilmistir (Zhai ve ark. 2018, Bouchemla ve ark. 2018,
Zeynalova ve ark. 2019).

Ulkemizde SBV enfeksiyonu ilk kez Azkur ve arkadaslar1 (2013) tarafindan
gosterilmistir. Bu ¢aligmada Tirkiye’nin farkli illerinden toplanan si1gir, koyun, kegi
ve manda kanlarinda SBV 06zgiil antikor yanit1 ticari ELISA kiti ile incelenmistir.

Calisma sonucunda Tirkiye’deki SBV seroprevalanst %24,5 olarak belirlenirken;

14



sigirlarda %39,8, koyunlarda %1,6, kecilerde %2,8, mandalarda %1,5 oraninda
seropozitiflik saptanmistir (Azkur ve ark. 2013). Marmara Bolgesi’nde yapilan bir
calisma ile aborte olmus si8ir ve koyun fotuslarinda SBV genom varligi gosterilmis
ve sekans sonucunda Tiirkiye izolatinin diger SBV izolatlar1 ile %100 homolojiye
sahip oldugu belirlenmistir (Yilmaz ve ark. 2014). Kirikkale’de yapilan bir
calismada, sigirlarda SBV 06zgiil antikor varligir virlis notralizasyon testi ile
arastiritlmis ve %24,1 olarak belirlenmistir. Aynm1 ¢alismada SBV genom varlig1 ise
%3,3 olarak belirlenmistir. Kirikkale SBV izolatinin sekansi sonucunda Avrupa’daki
SBV izolatlar1 ile %98-99 oraninda benzerlik gosterdigi bulunmustur (Tonbak ve
ark. 2016). Kirikkale’de yetistirilen koyunlarda yapilan bir ¢alisma sonucuna gore
SBV seroprevalansi koyunlarda %0,38 olarak belirlenmistir (Macun ve ark. 2017).
Sivas ilindeki koyunlarda SBV seroprevalansi ise %0,27 olarak bulunmustur (Elmas
ve ark. 2018). Afyonkarahisar ilindeki sigirlarda SBV  seropozitifligi
%13,51 oraninda rapor edilmistir (Biyikli ve ark. 2017).

Azkur ve arkadaglar1 (2013), SBV enfeksiyonunun Tiirkiye’deki varliginin
retrospektif olarak incelemisler ve SBV’nin ilk olarak ortaya ¢iktig1 yil olan 2011
yilindan once de Tiirkiye’de sirkiile olabilecegini gostermislerdir (Azkur ve ark.
2013). Retrospektif bir baska calismada, 1961-2010 yillar1 arasinda Almanya’da
toplanan beyin dokusu ornekleri SBV genomu ve proteinleri yoniinden tarandiginda
ise higbir pozitiflige rastlanilmamistir. Yazarlar bu sonucglara gore, SBV
enfeksiyonunun tropikal veya subtropikal bolgelerden Avrupa’ya yayilmis
olabilecegini iddia etmislerdir (Gerhauser ve ark. 2014). Giiney Afrika’da 2006 ve
2008 yillarinda artrogripozis, tortikollis, kifozis, brachygnatia, hidrosefalus gibi
malformasyonlara sahip kuzularda teshis i¢in Wesselsbron, mavidil ve Akabane
virlisleri yoniinden tarama yapmis fakat her ii¢ viriis de negatif sonuc¢ vermistir.
Bunun {izerine tipik malformasyonlara sahip olan bu vakalara, Akabane viriisiin yeni
bir susunun neden olabilecegi disiiniilmiistiir. Fakat 2011 yilinda SBV’nin
Avrupa’daki kesfinden sonra, Giiney Afika’daki bu vakalara SBV’nin neden
olabilecegi akillara gelmistir. Ancak, vakalara ait 6rneklerin halihazirda mevcut
olmamast ve SBV yoniinden incelenememesinden dolayr bu soru heniiz yanit

bulamamustir (Leask ve ark. 2013).
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SBV enfeksiyonunun cografik dagiliminda irtifanin etkili olup olmadig1 da
bazi arastirmacilar tarafindan arastirilmis ve SBV enfeksiyonunun yiiksek irtifaya
sahip bolgelerde de rastlanildigi belirlenmistir. Ispanya’nin 2000 metreden yiiksek
daglik bolgelerinde bulunan evcil ve yabani ruminantlardaki serolojik tarama
sonrasinda SBV o6zgiil antikor varligi tespit edilmistir (Fernandez-Aguilar ve ark.
2014). Portekiz’deki 2000 metre irtifaya sahip bolgede yetistirilen koyunlarda da
SBV seroprevalanst 2015 yilinda %4,2, 2016 yilinda %6 olarak belirlenmistir
(Esteves ve ark. 2018).

SBV enfeksiyonu evcil ve vahsi ruminantlarda goriilmektedir. SBV
konakgilar1 arasinda evcil ruminantlardan sigir, koyun, ke¢i ve manda yer almaktadir
(Hoffmann ve ark. 2012, Azkur ve ark. 2013). Yapilan kapsaml1 bir ¢alismada; kizil
tilki (Vulpes vulpes), rakun kopegi (Nyctereutes procyonoides), rakun (Procyon
lotor), sansar (Martes spp.), sigangiller (Muridae), avurtlaklar (Cricetidae) ve sivri
faregiller (Soricidae) ailelerine ait kiigiik memeliler ile yaban domuzu (Sus scrofa),
Avrupa muflonu (Ovis orientalis musimon), karaca (Capreolus capreolus), alageyik
(Dama dama), kizil geyik (Cervus elaphus), sika geyigi (Cervus nippon) SBV ozgiil
antikor varligr bakimindan incelenmistir. Bu hayvanlar arasinda Avrupa muflonu,
karaca, alageyik, kizil geyik, sika geyigi ve yaban domuzu SBV seropozitif sonug
verirken, karnivorlar (kizil tilki, rakun kopegi, rakun, sansar) ve kiiclik memeliler
(sicangiller, avurtlaklar, sivri faregiller) ise SBV seronegatif olarak belirlenmistir
(Mouchantat ve ark. 2015). Bagka arastirmalarda, c¢engel boynuzlu dag kecisi
(Rupicapra rupicapra), kizil geyik, alageyik, karaca, Avrupa muflonu ve Avrupa
bizonu (Bison bonasus) SBV 6zgiil antikor yoniinden pozitif olarak belirlenmistir
(Chiari ve ark. 2014, Larska ve ark. 2014). Fransa ve Hollanda’daki baz1 hayvanat
bahgelerinde bulunan pek ¢ok tiirdeki vahsi ve egzotik ruminantlarda da SBV

yoniinden seropozitiflik belirlenmistir (Laloy ve ark. 2016).

SBV’nin kopeklerde de enfeksiyon yapabilecegine dair bazi veriler
mevcuttur. isveg’te bir kopekte SBV 6zgiil antikorlar hem ELISA ile hem de serum
notralizasyon testi ile belirlenmistir (Wensman ve ark. 2013). Fransa’daki bir
calismada ise bir barinaktaki 5 kopek yavrusunda ataksi, ekzotropya (gozlerde disa

kayma), kafa sallama, gelisim geriligi gibi bulgular gozlenmis ve bu yavrulardan 4
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tanesi 5-6 haftalik yasta 6lmiistiir. Hayatta kalan 3 aylik yavrudan kan 6rnekleri ve
nekropsi sonrast doku 6rnekleri toplanmistir. Alinan &rnekler kopek koronavirisii,
Neospora caninum, Toxoplasma gondii ve canine minute viriis yoniinden PZR ile
test edildiginde hicbir etken yoniinden pozitiflige rastlanilmamistir. Bunun iizerine
yavrudan ve anneden alinan kan ornekleri ile SBV i¢in virlis ndtralizasyon testi
yapilmis ve SBV 06zgiil antikor bakimindan yavrunun negatif annesinin ise pozitif
oldugu belirlenmistir. Ayn1 sonuglar ticari ELISA kiti ile de teyit edilmistir. Beyin
dokusu 6rneginden yapilan real-time RT-PZR ve konvansiyonel RT-PZR ile SBV
genom yoniinden pozitiflik saptanmigtir. Amplikonlarin sekanslanmasi ve BLAST
analizi sonrasinda, ruminant kokenli bir SBV izolat1 ile kdpek izolatinin S
segmentinin %100 benzedigi belirlenmistir (Sailleau ve ark. 2013b). SBV
enfeksiyonunun kopeklerde de olusabilecegini gosteren ¢alismalarin yani sira, farkli
calismalarda kopeklerde ve bazi karnivorlarda SBV pozitifligine rastlanilmadigi da
bildirilmistir. Ornegin bir ¢alismada incelenen kizil tilki, rakun kdpegi, rakun, sansar
gibi yabani karnivorla SBV 06zgiil antikor bakimindan seronegatif olarak
belirlenmistir (Mouchantat ve ark. 2015). Yine, Bel¢ika’daki 132 kdpek serolojik
olarak ELISA kiti ile incelendiginde hicbir kopekte SBV 6zgiil antikor yoniinden
pozitiflige rastlanilmadig: bildirilmistir (Garigliany ve ark. 2013).

Yaban domuzlarinda SBV 6zgiil antikor yaniti belirlenmesine ragmen
(Mouchantat ve ark. 2015, Ke¢sik-Maliszewska ve ark. 2017), domuzlarda yapilan
deneysel SBV enfeksiyonu sonucunda hayvanlarda SBV 06zgiil antikor yaniti
olustugu ancak domuzlarin SBV replikasyonu ve bulagsmasinda etkili rol
oynamadiklart bulunmustur (Poskin ve ark. 2014a). Atlarda SBV seropozitifligi ilk
defa iran’daki yapilan serolojik inceleme sonrasinda %5 olarak rapor edilmistir

(Rasekh ve ark. 2018).

SBV enfeksiyonunun varligi insanlarda da arastirilmistir. Koyun siiriilerinin
hayvan bakicilar1 ve ¢obanlarda yapilan kapsamli incelemeler sonucunda bu kisilerde
SBV genomuna ve SBV 6zgiil antikorlara rastlanilmadig rapor edilmistir (Ducomble
ve ark. 2012). SBV salgin1 ¢ikan sigir, koyun ve kegi ciftliklerindeki toplam 301

kiside notralizan antikor taramasi yapildiginda da negatif sonug¢ elde edildigi
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bildirilmistir (Reusken ve ark. 2012). Tiim bu bilgiler 1s18inda SBV enfeksiyonunun

zoonoz olmadigi anlasilmistir.

Yapilan pek ¢ok c¢alisma ile Culicoides cinsi sinekler SBV’nin potansiyel
vektorii olarak tanimlanmistir. Danimarka’daki bir ¢alismada 2011 yilinda yakalan
C. obsoletus grup (C. obsoletus, C. chiopterus, C. dewulfi, C. scoticus)
sivrisineklerde SBV genomu belirlenmistir (Rasmussen ve ark. 2012). Hollanda ve
Italya’daki arastirmalarda da Culicoides obseletus kompleksinde yer alan
sivrisinekler SBV genomu yoniinden pozitif olarak belirlenmistir (Goffredo ve ark.
2013, Elbers ve ark. 2015). Bir baska calismada ise obseletus kompleksine ilaveten
C. punctatus orneklerinde de SBV genomuna rastlanmis ve bu sivrisinegin de
potansiyel SBV vektorii olabilecegi rapor edilmistir. SBV’nin Culicoides obseletus
kompleksi ve C. punctatus sineklerinde transovarial olarak bulasabilecegi yapilan
calismalarla gosterilmistir (Larska ve ark. 2013b). Belgika’da yapilan bir ¢aligsma ile
C. obsoletus  complex, C. obsoletus  s.s., C. dewulfi, C. chiopterus ve C. pulicaris
tiirleri SBV genomu yoniinden pozitif olarak belirlenmistir (De Regge ve ark. 2012).
Ispanya’da sahadan toplanan sivrisineklerin SBV genom yoniinden taranmasi
sonucunda SBV epidemiyolojisinde obseletus kompleks sivrisineklerinin etkili
oldugu belirlenmistir. Ote yandan Culicoides obseletus kompleksi ve C. imicola
tirliniin SBV ile deneysel enfeksiyonu yapilan bir ¢alismada Culicoides imicola
tiirtinlin SBV enfeksiyonuna daha duyarli oldugunu gdstermistir (Pages ve ark.
2018). Fransa’da ise C. obsoletus, C. scoticus, C. chiopterus, C. dewulfi, C. imicola,
Culicoides pulicaris, Culicoides newsteadi, Culicoides lupicaris ve Culicoides
nubeculosus tiirleri SBV yoniinden pozitif bulunmustur (Ségard ve ark. 2018). Kuzey
Avrupa’da yaygm bir sivrisinek tirli olan Culex pipiens’in ise SBV

epidemiyolojisinde rolii olmadigi rapor edilmistir (Manley ve ark. 2015).

SBV, enfekte bogalarin spermalar1 ile de yayilmaktadir. Yapilan
caligmalarda, enfekte bogalarin spermalarinda SBV genomu tespit edilmis ve enfekte
bogalarin semenleri ile viriisii sactiklar1 da gosterilmistir (Hoffmann ve ark. 2013,
van der Poel ve ark. 2014a). Ilaveten enfekte boga spermalarinin infeksiydz oldugu,
hem farelerde hem de sigirlardaki deneysel ¢alismalarla kanitlanmistir (Schulz ve

ark. 2014, Ponsart ve ark. 2014). Polonya’da 2013-2015 yillarinda toplanan 131 adet
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boga sperma Orneklerinin RT-PZR ile incelenmesi sonucunda %5,3 oraninda SBV
RNA pozitifligi belirlendigi rapor edilmistir (Kesik-Maliszewska ve Larska 2016).
Tekelerde yapilan deneysel SBV enfeksiyonu sonrasinda ise semende SBV

genomuna rastlanilmadigi bildirilmistir (Laloy ve ark. 2015).

Bati Nil viriisii, Usutu viriis, Chikungunya virlis gibi pek ¢ok arboviral
enfeksiyonun yayilmasinda kuraklik durumunun etkili olmasi sebebiyle,
arastirmacilar sivrisineklerle bulasan SBV enfeksiyonu ile kuraklik arasindaki
ilisgkiyi de incelemislerdir. SBV enfeksiyonunun yogun goriildiigii bolgelerde
enfeksiyon ¢ikisindan onceki donemlerde kuraklik yasandigi, diger bolgelere gore
yagis miktarinin 6nemli 6lciide azaldigi ve hava sicakliginin arttigr belirlenmistir.
Arastirmacilar, SBV enfeksiyonunun daha az yogunlukta oldugu bdlgelerde ise
kurakligin yaganmadigini saptamiglardir. Bu nedenle, 2011 yilinin basinda yasanan
kurakligin SBV enfeksiyonunun yayillmasint ve sirkiilasyonunu arttirict etkisi

oldugunu bildirmislerdir (Calzolari ve Albieri 2013).

SBV enfeksiyonunun koyunlarda malformasyon olusumu iizerine yapilan bir
anket calismasinda, hayvanlarin ¢iftlesme mevsimi, ciftlikteki kopek sayis1 ve silaj
kullanilmasi faktorleri pek ¢ok faktor arasinda 6ne ¢ikmustir. Calisma sonuglarina
gore, kuzularda malformasyonlarin daha fazla oldugu isletmelerde hayvanlarin
Agustos aymdan oOnce veya Agustos ayinda ciftlestikleri, ¢iftlikte kopeklerin
bulundugu ve silaj ile besleme yapildig: belirlenmistir (Luttikholt ve ark. 2014).

1.1.3. Ekonomik Etki

SBV enfeksiyonunun ekonomi iizerine olan olumsuz etkileri pek c¢ok c¢alismada
incelenmistir. SBV enfeksiyonunun Fransa’da inek basina yillik 26-43 € arasi,
Ingiltere’de ise 29-36 € arasinda ekonomik zarara neden oldugu tahmin edilmektedir

(Raboisson ve ark. 2014). Koyunlardaki SBV enfeksiyonunun ise Ingiltere’de koyun
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basina yillik 19-21 £ arasi, Fransa’da ise 15-17 £ arasinda ekonomik kayba yol actig1
hesaplanmistir (Alarcon ve ark. 2014). Fransa’daki bir baska calismada ise SBV
enfeksiyonunun yillik ekonomik kaybi inek basia 23-43 € ve koyun basina 19-37 €
olarak belirlenmistir (Waret-Szkuta ve ark. 2017). Belcika’da anket ile yapilan bir
arastirma sonuglarma goére SBV ile enfekte evcil ruminant siirtilerindeki tedavi
masraflar 6liimle sonuglanan vakalarda ortalama 50-80 € arasinda iken iyilesmeyle
sonuglanan vakalarda 40-200 € arasindadir (Martinelle ve ark. 2014). Isvigre’de siit
inegi ciftliklerinde SBV enfeksiyonunun siit verimi, fertilite ve veteriner hekimlik
maliyeti lizerine ekonomik etkisi arastirildiginda, bir ciftlik i¢in ortalama 1606
Isvigre Franki (veya 1338 €) kayba neden oldugu bildirilmistir (Wiithrich ve ark.
2016).

Isvigre’de yapilan bir calismada SBV ile dogal enfekte olan (ELISA veya RT-
PZR pozitif) siit¢ii inekler, ates, siit veriminde azalma, abort gibi Klinik belirti
gosterenler ve gdstermeyenler olarak ayrilmistir. SBV epidemisinin oldugu
doénemlerde klinik belirti gosteren ineklerde siit veriminin giinde 1,9 kg, Klinik belirti
gostermeyen ineklerde ise giinde 1,1 kg daha az oldugu belirlenmistir. Bu baglamda,
SBV enfeksiyonunun siit verimi iizerine olumsuz etkisi oldugu belirlenmistir
(Lechner ve ark. 2017). Hollanda’da bir 6nceki yila gére 2011 yilinda inek basina
giinliik 0,26 kg siit verim kayb1 yasandig1 ve hayvanlarda fertilite problemleri artig
gosterdigi bildirilmistir (Veldhuis ve ark. 2014).

1.1.4. Patogenez ve Immiinite

SBV c¢esitli hiicre tiplerini enfekte edebilmektedir ancak hiicreye giriste kullandig1
reseptOrler tam olarak heniiz bilinmemektedir. Yapilan bir ¢alismaya gére SBV nin,
viral tutunmada hiicreye giris icin kullandigi bir reseptér heparan siilfat

proteoglikanlardir (HSPG). Hem heparinaz ile muamele edilmis hem de HSPG
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knock-out HmLu-1 hiicrelerinde SBV’nin titresinde 10 ile 1000 kat azalma tespit
edilmistir. HSPG knock-out hiicrelerde SBV’nin diisiik titrede de olsa replike
olabilmesi nedeniyle, HSPG haricinde bagka hiicre reseptor/reseptorlerinin de SBV

tropizminde rol oynadigi rapor edilmistir (Murakami ve ark. 2017).

SBV enfeksiyonunda nétralizan antikor olusumundan sorumlu viral proteinler
incelendiginde, Gc proteininin “bas” bolgesi (465-702 aa) ruminantlarda (koyun ve
s1g1r) notralizan antikor olusumundan sorumlu olarak bulunmustur. Bir ¢alismada,
dogal enfekte ruminant fotuslarindan elde edilen SBV sekanslart incelendiginde, Ge
proteininde meydana gelen mutasyonlarin trimerizasyon bdlgesinde ve bas-sap
baglant1 bolgesinde yogunlastigi belirlenmistir. Ruminant fotuslarinda antikor yaniti
gelisebildigi i¢in, Ge proteinindeki bu mutasyonlarin immun kagista etkili olabilecegi

spekiile edilmistir (Hellert ve ark. 2019).

Koyunlarda farkli inokulasyon yollar1 (subkutan, intradermal ve intranazal),
deneysel SBV enfeksiyonu olusturmak amaciyla bir ¢alismada test edilmistir.
Calisma sonucunda hayvanlarin tiimiinde RNAemi ve seropozitiflik saptanmasi
nedeniyle subkutan ve intradermal enjeksiyonlar en uygun inokulasyon yollar1 olarak
belirlenmistir. Intranazal inokulasyonda ise hicbir basari saglananmadig
bildirilmistir (Martinelle ve ark. 2017). Sigirlarda yapilan deneysel SBV enfeksiyonu
calismasinda ise virlis subkutan ve oral yollar ile hayvanlara verilmistir.
Koyunlardakine benzer olarak sigirlarda da subkutan inokulasyonda basarili sonug
elde edilirken, oral yolla enfekte edilen hayvanlarin higbirisinde enfeksiyon
gelismemesi ve viral RNA saptanmamasi nedeniyle SBV enfeksiyonunun oral yolla

gelismedigi bildirilmistir (Wernike ve ark. 2013a).

SBV ile enfekte buzagi kan orneklerinin baska bir buzagiya subkutan yolla
verildikten 3 giin sonra buzagidan kan serumu toplanmis ve viral titre 2 x 103
TCIDso/ml olarak belirlenmistir. Elde edilen bu seruma “enfeksiydz serum” adi
verilmis ve SBV ile ilgili patogenez, asi, enfeksiyon modellemesi gibi ¢aligmalarda
siklikla kullanilmistir (Hoffmann ve ark. 2012, Wernike ve ark. 2012a). Enfeksiyoz
serum ve hiicre kiiltlirlinde {iretilen SBV’nin buzagilardaki enfeksiyodzitesi test

edildiginde, her iki viriisle enfekte hayvan grubunda da RNAeminin (viral RNA’nin
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kanda tespit edilmesi) enfeksiyon sonrasi 2. giinde basladig1 tespit edilmistir.
RNAeminin siiresi ise enfeksiyoz serum ile enfekte grupta 5. ve 6. giine kadar, hiicre
kiltiriinde {retilen virlis ile enfekte grupta 6. ve 7. giine kadar siirdigi
belirlenmistir. Enfeksiydz serum ile enfekte edilen hayvanlarin mezenterik ve
mandibular lenf yumrular ile dalaklarmin viral RNA yoniinden pozitif olarak
bulundugu, hiicre kiiltiiriinde iiretilen viriis ile enfekte hayvanlarin sadece mezenterik
lenf yumrusunun pozitif olarak bulundugu bildirilmistir. Her iki gruptaki
hayvanlarda SBV 6zgiil antikor yanitinin ise enfeksiyondan 2 hafta sonra tespit

edilebildigi rapor edilmistir (Wernike ve ark. 2012a).

Wernike ve arkadaslar1 (2014), SBV ile dogal enfekte inekleri gebelikleri
stiresince izlemistir. Calisma siiresince toplam iki gebe inekte abort gozlendigi ve bu
abortlarin birinin gebeligin 190. giiniinde digerinin 250. giiniinde sekillendigi
bildirilmistir. Aborte olan fotuslar incelendiginde patomorfolojik anomalilere, SBV
0zgll antikor yanitina ve viral genoma rastlanilmadigi rapor edilmistir. Calismada bir
buzag 6lii dogmus ve hicbir dokusunda viral genom saptanamadigi bildirilmistir.
SBV iligkili malformasyonlara sahip olan sadece bir buzagi gozlemlenmistir.
Arastirmacilar, gebelikleri siiresince virolojik ve serolojik olarak izlenen inekleri dort
gruba aymrmustir: gebeligin 0-46. giinlerinde enfekte olanlar, 47-107. giinlerinde
enfekte olanlar, 108-136. giinlerinde enfekte olanlar, 137-162. giinlerinde enfekte
olanlar. Gebeligin 0-46. giinlerinde enfekte olan ineklerin buzagilarinin saghkli
olarak dogdugu ve antikor/antijen negatif olduklari bildirilmistir. Gebeligin 47-107.
giinlerinde enfekte olan ineklerin 4 buzagisi 6lii dogum/aborte iken 32 tanesi saglikli
olarak dogmustur. Gebeligin 108-136. giinlerinde enfekte olan ineklerde olil
dogum/abort gozlenmedigi ve saglikli dogan buzagilarin antikor/antijen negatif
olduklar1 belirlenmistir. Gebeligin 137-162. giinlerinde enfekte olan ineklerde ise bir
6li dogum sekillenirken 7 saglikli buzagi dogdugu rapor edilmistir. Saglikli dogan
ve anneleri gebeligin 47-107. ve 137-162. giinlerinde enfekte olan buzagilarin
kolostrum almadan 6nceki serum 6rneklerinde SBV 6zgiil antikor pozitif olduklar
ve mekonyum veya serum Orneklerinde ise viral RNA pozitif oldugu bildirilmistir

(Wernike ve ark. 2014).
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Gebeligin farkli giinlerindeki (60., 90., 120., 150. giinler) diivelerin SBV ile
enfekte edildigi bir calismada, hem diivelere hem de buzagilara ait 6rnekler serolojik,
virolojik ve patolojik olarak incelenmis ve SBV’nin gebe ineklerdeki patogenezi
hakkinda bilgi elde edilmek istenmistir. Enfekte edilen gebe diivelerde enfeksiyonu
takip eden 3-5 giin igcinde RNAemi gelistigi ve 14. giinden itibaren seropozitiflik
belirlenebildigi rapor edilmistir. Calismada enfekte edilen diivelere enfeksiyondan
sonraki 35. giinde Otenazi uygulanip, hem diivelerin hem de buzagilarin ¢esitli
dokular1 incelenmistir. Diivelerin higbirinde RNAemi saptanmazken, gebelik
stiresinden bagimsiz olarak hepsinin lenfatik dokularinda SBV genomu belirlendigi
bildirilmistir. Gebeligin farkli giinlerindeki SBV patogenezinin arastirildigt bu
calismada bulgular arasinda ortak bir motif goézlenmez iken, fotal dokularda
(serum/kan, fotal plasenta, lenfatik doku, organlar, sinir dokusu, beyin omurilik
stvisi, mekonyum) en ¢ok SBV genom pozitifligi yakalanan giin gebeligin 120. giinii
olarak bildirilmistir. Gebeligin 120. giinlindeki diivelerin enfeksiyondan sonra farkli
giinlerde (10., 11., 14., 15., 28., 29. giinler) yapilan nekropsileri sonucunda ise 15.
giine kadar maternal ve fotal dokularda SBV genomu pozitifligi belirlenirken sonraki
giinlerde sadece maternal dokuda genom belirlendigi rapor edilmistir. Calismada,
gebeligin 150. giinlinde enfekte edilen diivelerin yavrularinda ise SBV genomuna ve
SBV 0zgiil antikorlara rastlanilmazken, maternal lenfatik dokularda SBV genomu
pozitif olarak belirlenmistir. Yavrunun immun sisteminin gelismesine ragmen SBV
Ozgiil antikor yaniti olugsmamasmin nedeni olarak, viriisiin anneden yavruya
transplasental gecisinin olmadigr veya kisitli transplasental gecisin oldugu One

stiriilmiistiir (Konig ve ark. 2019).

Gebe koyunlarda deneysel SBV enfeksiyonu yapilan bir calismada gebelikte
gelisen enfeksiyonun konjenital malformasyonlara etkisi arastirilmistir. Gebeligin 45.
ve 60. giinlerinde olan koyunlar subkutan yolla SBV ile enfekte edildiginde, dogan
kuzularin hig¢birinde konjetinal malformasyona rastlanilmamis ve kuzular SBV 6zgiil
antikor ile RNAemi yoniinden negatif olarak belirlenmistir. Enfekte koyunlardan
dogan toplam 21 kuzunun sadece 3 tanesinin farkli dokularinda (beyin sap1, omurilik,
lenf yumrusu, kas, eklem, akciger) SBV genomu pozitif olarak belirlenmistir.
Kuzulara ait plasental dokularda ise (kotiledonlar aras1 membran, amniyon sivisi,

gobek kordonu, plasentomlar) yiiksek oranda SBV genomu belirlendigi bildirilmistir.

23



Bu bilgiler 1s18inda, gebeligin 45. ve 60. giinlerindeki koyunlarin SBV
enfeksiyonunun konjenital malformasyona neden olmaksizin virlisiin plasental

kolonizasyonuna neden oldugu iddia edilmistir (Martinelle ve ark. 2015).

Gebe kegilerde yapilan bir ¢alismada ise gebeligin 28. ve 42. giinlerinde
enfekte edilen kegiler 55. giinde 6tenazi edilmistir. RNAeminin, enfeksiyonun 2-4.
giinlerinde bagladig1 ve 4-6 giin boyunca devam ettigi belirlenmistir. SBV 06zgiil
antikor yanit1 ise enfeksiyondan sonraki 7-14. giinlerde tespit edilebilmistir.
Fotuslarin  beyin, omurilik, iskelet kasi, bobrek, kalp, mandibula, gbz, timus,
karaciger, mekonyumlu bagirsak, akciger, gobek kordonu, gobek kani, amniyotik
membran, amniyotik sivi, allantoik membran, allantoik sivi ornekleri viral RNA
bakimindan real-time PZR ile pozitif olarak belirlenmistir. Gebeligin giinlerine gore
karsilagtirma yapildiginda ise, 42. giinde enfekte edilen kecilerin fotuslarinda 28.
giindekilere gore daha yiiksek oranda pozitiflik belirlendigi rapor edilmistir (Laloy
ve ark. 2017).

Koyunlarda enfeksiydz serum ve hiicre kiiltlirtinde iiretilen viriis ile yapilan
deneysel SBV enfeksiyonunda, koyunlardaki SBV 6zgiil antikor yanitinin enfeksiyon
sonrasinda 10-21 giin araliginda gelistigi arastirmacilar tarafindan tespit edilmistir.
Koyunlarda SBV enfeksiyonunu takip eden 1-4 giin i¢inde kandaki viral RNA
varliginin (RNAemi) tespit edilebilmekte oldugu ve RNAeminin 3-5 giin kadar
stirdiigii bildirilmistir (Wernike ve ark. 2013b). Bu deneysel calismada RNAeminin
kisa siirmesinin aksine, dogal enfekte koyunlarda RNAeminin daha uzun siirdiigi (2

hafta kadar) bir bagka ¢alismada rapor edilmistir (Claine ve ark. 2013).

Koyunlarda yapilan bir bagka calismada enfeksiydz serum ve bu serumun
dilisyonlar1 (1/10, 1/100, 1/1000) kullanilarak deneysel enfeksiyon olusturulmustur.
RNAeminin enfeksiyondan sonraki 2.-7. giinler arasinda saptandigi ve diliie
edilmemis ve 1/10 diliie edilmis enfeksiyoz serum ile inokule edilen gruplar arasinda
viral ylik bakimindan farklilik belirlenmedigi bildirilmistir. RNAemi gelisen tiim
koyunlarin enfeksiyondan sonraki 7.-9. giinler arasinda noétralizan antikor

bakimindan ise pozitif hale geldikleri rapor edilmistir (Poskin ve ark. 2014b).
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Sigirlardaki deneysel SBV enfeksiyonu gelistirilen bir diger g¢aligmada,
onceden SBV ile enfekte olan seropozitif diive grubu, SBV-seronegatif sigirlar grubu
ve negatif kontrol grubu (PBS inokule edilen) olmak iizere 4 farkli grup
olusturulmustur. Deneysel gruplardaki hayvanlar 10*! TCIDso/ml titredeki SBV ile
subkutan yolla enfekte edildiginde hayvanlarda RNAeminin, enfeksiyon sonrasinda
2.-3. giinlerde bagladig1 ve 5.-6. giinlere kadar siirdiigii bildirilmistir. Disi ve erkek
hayvanlar arasinda enfeksiyonun seyri bakimindan farklilik belirlenmemistir.
Subkutan yolla enfekte edilen hayvanlarin bazilarinin enfeksiyondan sonra 14.
giinde, bazilarmin ise 21. giinde seropozitif hale geldigi belirlenirken, oral yolla
enfekte edilen hayvanlarda ise SBV 06zgiil antikor yanit1 gelismedigi bildirilmistir.
Hayvanlarin hicbirinin periferal kan mononiikleer hiicrelerinde (Peripheral Blood
Mononuclear Cell; PBMC) SBV genomuna rastlanilmadigi rapor edilmistir. Enfekte
hayvanlarin kan ornekleri akan hiicre Olger ile analiz edildiginde, subkutan yolla
enfekte edilen hayvanlarin IgM+ B lenfositlerinin enfeksiyon sonrasi 10. giine kadar
saptandigi, CD8" T hiicrelerinin ise 6. giine kadar diistiigii ve 12. giine kadar normal
sinirlara  donmiis  oldugu bildirilmistir. CD4" T hiicrelerinin subkutan SBV
enfeksiyonundan sonraki 3.-7. giinlerde diisiis gosterdigi ancak sdozkonusu giinlerde
incelenen PBMC Orneklerinde viral genom saptanmamasi nedeniyle, hiicre
sayisindaki bu azalmanin viral kaynakli olmadigi diisiiniilmiistiir. SBV 6zgiil antikor
yoniinden pozitif olan hayvan grubunda olusturulan enfeksiyon sonrasinda ise CD8*
T hiicrelerinde artis oldugu ve bunun hafiza T hiicreleri ile iliskili olabilecegi spekiile

edilmistir (Wernike ve ark. 2013a).

Lama ve alpakalarda olusturulan deneysel SBV enfeksiyonunun 3.-7. giinleri
arasinda RNAemi ve 9-21. giinlerinde serolojik yanit belirlendigi rapor edilmistir

(Schulz ve ark. 2015a).

Bir ¢aligmada, SBV ile dogal enfekte hayvanlarin ¢ok az bir kisminda beyin
dokusuna infiltre olan immun sistem hiicrelerine rastlanilmistir. Bu hayvanlarin
beyin dokusundaki hiicreler immunofenotiplendirildiginde, en fazla infiltre olan
hiicrelerin sirast ile CD3 pozitif T hiicreler, CD79a pozitif B hiicreleri ve CD68
pozitif mikroglia/makrofaj oldugu bildirilmistir (Herder ve ark. 2013).
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Yenidogan Balb/c farelerine SBV’nin intraserebral yolla inokule edildigi bir
calismada fare beyin dokularinda T-bet (Thl hiicresi), Gata3 (Th2 hiicresi), Foxp3
(Treg hiicresi), RoRyt (Th17 hiicresi) ve Eomes (CD4* T hiicresi) transkripsiyon
faktorlerinin  ekspresyon analizleri yapilmistir. Calismada intraserebral SBV
enfeksiyonu sonucunda fare beyinlerinde T-bet, Foxp3, Gata3 ve RoRyt
transkripsiyon faktorlerinin artis gosterdigi, Eomes transkripsiyon faktoriiniin ise
azaldig bulunmustur. Bu bilgiler 1s18inda SBV enfeksiyonunu takiben Thl, Th2,
Th17 ve Treg hiicrelerinin beyin dokusuna infiltre oldugu spekiile edilmistir (Aksoy
ve Azkur 2019).

Koyunlarda deneysel SBV enfeksiyonu yapilan bir ¢alismada RNAeminin
ortalama 2,2 giinde basladigi ve ortalama 4,6 giin boyunca real-time RT-PZR ile
tespit edilebildigi bildirilmistir. SBV N protein 06zgil IgM antikorlarinin,
enfeksiyondan sonra ortalama 6,6 giin sonra tespit edildigi ve yaklasik 2 hafta
stireyle IgM 6zgiil ELISA ile tespit edilebilir seviyede kaldigir bulunmustur. SBV N
protein 0zgil IgG antikorlarin enfeksiyondan 10-21 giin sonra gelismeye basladigi
bildirilmistir. ilk enfeksiyona ek olarak, ikinci enfeksiyon ve challenge uygulanan
hayvanlarda ise bu uygulamalardan sonra IgM seviyesinde artis olmadigi, IgG
seviyesinde ise ¢ok hafif ve gecici bir ylikselis oldugu belirlenmistir (Poskin ve ark.

2015).

Endalew ve arkadaglar1 (2018) Charolais 1rk1 4 aylik koyunlarda ve Holstein
ikt 6 aylik sigirlarda farkli SBV inokulumlar ile deneysel enfeksiyon olusturmus ve
hayvanlarda olugsan virolojik ve serolojik yanit ile patolojik bulgular
degerlendirmistir. Calismada SBV inokulumu olarak; enfeksiy6z serum, hiicre
kiltiiriinden elde edilen viriis ve kuzu beyin homojenati kullanilmistir. Arastirmacilar
koyunlarda enfeksiydz serum ve hiicre kiiltiirtinden elde edilen viriisii; sigirlarda ise
her {i¢ inokulum da denemislerdir. Enfeksiyoz serum ile enfekte edilen koyunlarda
viral RNA ilk olarak 2. giinde saptanmis ve RNAeminin 5. giine kadar siirdiigii
belirlenmistir. Enfeksiy6z serum ile enfekte sigirlarda ise viral RNA 3. giinde ilk kez
belirlenebilirken, RNAeminin 7. giine kadar devam ettigi bildirilmistir. Viremi
enfeksiyoz serum ile enfekte tiim sigirlarda belirlenmis ve viral titrenin 8 pfu/ml ile

1,8x10% pfu/ml arasinda degistigi belirtilmistir. Koyunlardaki viremi ise sadece hiicre
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kiiltiiriinden elde edilen viriis ile enfekte edilen bir hayvanda belirlenmis ve viral titre
8 pfu/ml olarak kaydedilmistir. Koyun ve sigirlardaki notralizan antikor yaniti plak
rediiksiyon noétralizasyon testi ile arastirilmis ve her iki tiirde de enfeksiyon sonrasi
21. giinde antikor yanit1 belirlenmistir. Notralizan antikor yaniti bakimindan,
koyunlardan sadece bir tanesinde sigirlarin ise 3 tanesinde pozitiflik belirlendigi

rapor edilmistir (Endalew ve ark. 2018).

SBV ile dogal enfekte olan ve 6lii dogan malforme buzagi ve kuzularin
incelendigi bir ¢aligmada hayvanlarda hem SBV genomu hem de SBV o6zgiil
notralizan antikor yanit1 tespit edilmistir. Kolostrum almamis bu hayvanlarda SBV
0zgll notralizan antikor yaniti gelistigi icin fGtusta virlise karst humoral immun

yanitin etkili oldugu diisiiniilmektedir (De Regge ve ark. 2013).

SBYV ile dogal enfekte olan sigirlarda SBV 6zgiil antikor yanit1 6 yil boyunca
kalabilmektedir (Wernike ve ark. 2018a). SBV ile enfekte ineklerin kolostrum
aracilifiyla buzagilarina SBV 06zgiil maternal antikor ge¢isi oldugu ve bu maternal
antikorlarin  4-8 aylik yasa kadar (ortalama 6 ay) buzagidan alinan serum
orneklerinde belirlenebildigi farkli aragtirmalarda bildirilmistir (Elbers ve ark. 2014,
Biyikli ve ark. 2017).

SBV ile dogal enfekte olan koyunlarin, gebelikte deneysel olarak olusturulan
SBV enfeksiyonuna kars1 korundugu ortaya konulmustur. Bir ¢alismada, gebeligin
107. glinlinde SBV inokule edilen koyunlarin (6tenazi uygulanan grup) nekropsileri
yapildiginda ne koyunlarda ne de fotuslarda SBV genomuna rastlanilmamigtir. SBV
ile onceden dogal enfekte olan gebe koyunlarin (dogum yapan grup) kuzularinda
SBV 06zgiil maternal antikorlar belirlenmekte ve bu antikorlar, kuzular yaklasik 3
aylik yasta iken yapilan challenge enfeksiyonuna karsi kuzuyu korumaktadir. Bu
caligmaya gore, SBV ile dogal enfekte koyunlarin kazandig1 bagisikligin SBV ile re-
enfeksiyonu engelledigi ve kolostrum araciligiyla kuzuya aktarilan maternal
antikorlarin da kuzular1 SBV enfeksiyonuna karsi korudugu ortaya konulmustur

(Rodriguez-Prieto ve ark. 2016).
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1.1.5. Klinik ve Patolojik Bulgular

SBV enfeksiyonu koyunlarda genellikle hafif seyirli veya subklinik seyretmektedir.
Koyunlarin SBV ile deneysel enfeksiyonunda ates bulgusunun gelismedigi ve sadece
bir hayvanda ise ishal tablosu goriildiigii belirlenmistir (Wernike ve ark. 2013b). Bir
baska calismada ise SBV ile enfekte edilen koyunlarda ates haricinde herhangi bir
klinik belirtiye rastlanmadig: rapor edilmistir (Endalew ve ark. 2018). Ote yandan
Poskin ve arkadaglarinin (2014b) yaptiklar1 deneysel enfeksiyonda, 12 koyundan 2
tanesinde ates gozlemlemis fakat ortalama viicut sicaklarinin normal araliklarda
olmasi nedeniyle ates bulgusu Onemsenmemistir (Poskin ve ark. 2014b). Bazi
arastirmalarda ise koyunlarda ates bulgusuna bile rastlanilmamistir (Poskin ve ark.
2015, Martinelle ve ark. 2015, Martinelle ve ark. 2017). SBV ile deneysel olarak
enfekte edilen kegilerde ise ates dahil hi¢bir klinik bulguya rastlanilmadigi rapor
edilmistir (Laloy ve ark. 2015).

SBYV ile enfekte erigkin sigirlarda en belirgin klinik bulgular ates, ishal ve siit
veriminde azalmadir. Deneysel enfekte edilen sigirlarda ates ve ishal bulgularina
rastlanildigr belirtilmistir (Hoffmann ve ark. 2012). SBV iligkili klinik bulgularin
eriskin hayvanlarda tiirlere gore gosterdigi farkliliklar, Cizelge 1.2°de 6zetlenmistir.

Cizelge 1.2. Eriskin koyun, keci ve sigirlarda SBV iliskili klinik bulgular. (Hoffmann
ve ark. 2012, Wernike ve ark. 2013b, Poskin ve ark. 2014b, Laloy ve ark. 2015,
Martinelle ve ark. 2015, Poskin ve ark. 2015, Martinelle ve ark. 2017, Endalew ve
ark. 2018 kaynaklarindan 6zetlenmistir)

Koyun Keci Sigir

Klinik seyir Hafif veya subklinik | Subklinik seyirli Klinik bulgular var
seyirli

Ates Genelde yok* Yok Var

ishal Genelde yok* Yok Var

Siit veriminde diisiis Yok Yok Var

*Cogu aragtirmada
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Koyunlarda yapilan bazi arastirmalarda, SBV iliskili nekropsi bulgusu olarak
mezenterik lenf yumrusunda biiyiime kaydedilmis iken (Wernike ve ark. 2013b),
bazi aragtirma sonuglari ise koyunlarda SBV iligkili makroskobik nekropsi bulgusu
gelismedigini gostermektedir (Poskin ve ark. 2014b).

SBV  enfeksiyonunun buzagi, kuzu ve oglaklarda  konjenital
malformasyonlara neden oldugu bildirilmistir (van den Brom ve ark. 2012, Herder ve
ark. 2012). SBV ile gebelik doneminde intrauterin enfeksiyon gelistigi ve bunun
sonucunda konjenital malformasyonlara neden oldugu tespit edilmistir (Bayrou ve

ark. 2014, Peperkamp ve ark. 2015).

Belgika’da gergeklesen klinik bir vakada, bir inegin normal sekilde
dogurdugu buzagida ayakta duramama, kaslarda hipertoni, korliikk gibi bulgular
saptanmistir. Buzaginin nekropsisinde beyincik ve beyin sap1 normal iken beyinde
porensefali bulgusu rapor edilmistir. Skolyoz, artrogripoz gibi bulgularin
bulunmadigr buzagmin pek ¢ok dokusu BVDV/MD, mavidil serotip 8 ve SBV
yoniinden real-time PZR ile tarandiginda merkezi sinir sistemi dokusu sadece SBV

yoniinden pozitif olarak belirlenmistir (Garigliany ve ark. 2012).

SBV ile dogal enfekte ruminantlarin aborte olmus veya 6lii dogmus fotuslari
farkli caligmalarda incelendiginde, koyunlarda artrogripozis, brachignathia inferior,
prognatizm, tortikollis, kifozis, lordozis, skolyozis; kegilerde artrogripozis, vertebral
deformiteler; sigirlarda ise artrogripozis, brachignathia inferior, tortikollis, kifozis,
lordozis, skolyozis ve kraniyal malformasyonlar belirlenmistir (Herder ve ark. 2012,
Bayrou ve ark. 2014, van den Brom ve ark. 2012). SBV iliskili makroskobik bulgular
acisindan koyunlarda en sik skolyozis, buzagilarda ise en sik tortikollis gorildiigi
bildirilmistir (Peperkamp ve ark. 2015). Yapilan ¢alismalarda, SBV iliskili merkezi
sinir sisteminde belirlenen bulgular ise koyunlarda hidrosefalus, hidranensefali,
serebellar hipoplazi, porensefali, makrosefali, omurilik hipoplazisi; kecilerde
porensefali; sigirlarda ise serebellar hipoplazi, hidrosefalus, hidranensefali,
porensefali, beyin koki hipoplazisi, mikromiyelidir (Herder ve ark. 2012, Bayrou ve

ark. 2014, van den Brom ve ark. 2012). SBV iligkili porensefali ve hidranensefali
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bulgularinin en sik olarak temporal lobda rastlanildig1 bildirilmistir (Herder ve ark.

2013). SBYV iligkili baz1 konjenital malformasyonlar Sekil 1.3’te gosterilmistir.

Sekil 1.3. Schmallenberg viriisii intrauterin enfeksiyonu ile iliskili konjenital
malformasyonlar. (1) SBV ile enfekte 6lii dogmus kuzuda tortikollis, skolyozis,
artrogripozis. (2) SBV ile enfekte 6lii dogmus kuzuda kalinlasmis kalvaryum, kiigiik
beyin boslugu, mikroensefali, brachignatia inferior. (3) SBV ile enfekte 61t dogmus
buzagida tortikollis ve artrogripozis. (4) SBV ile enfekte 6lii dogmus buzagida
hidrosefalus ve kii¢iik orta beyin ile beyin kokii (Peperkamp ve ark. (2015).

Merkezi sinir sistemine ait patolojik bulgularin yani sira farkli doku ve
organlarda da defektler SBV enfeksiyonunda rastlanmaktadir. SBV ile enfekte koyun
fotuslarinda mumifikasyon, kardiyak ventrikiiler septal defekt, unilateral
hidronefrozis, kolon atrezisi; ke¢i fotuslarinda pulmoner hipoplazi; sigir fotuslarinda
ise ectopia cordis (kalbin olmasi gerekenden farkli bir yerde olugmasi), pulmoner
hipoplazi, kardiyak ventrikiiller septal defekt saptandigi rapor edilmistir.
Aragtirmacilar baz1 kuzularda lenf nodu ve dalakta, buzagilarda ise timus ve lenf

nodunda lenfoid hiicre kaybi belirlemislerdir (Herder ve ark. 2012).
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Gebeligin farkli giinlerindeki diivelerin SBV ile enfekte edildigi bir
calismada, gebe diivelerin bir kisminda ates geligmistir. Calismadaki toplam 35
fotusun yalnizca birinde SBV iliskili malformasyonlar (tortikollis ve artrogripozis)
belirlenmistir ve bir diivede de abort gelistigi rapor edilmistir (K6nig ve ark. 2019).
SBV ile deneysel olarak enfekte edilen sigirlarda yapilan bir baska ¢alismada ise
nekropside patomorfolojik degisikliklerin gdézlenmedigi bildirilmistir (Wernike ve
ark. 2013a).

Gebe kecilerdeki deneysel SBV enfeksiyonunda, hayvanlar gebeligin 28.
veya 42. gilniinde enfekte edilmis ve 55. giinde de hayvanlara nekropsi
uygulanmistir. Calisma boyunca hayvanlarin higbirinde ates dahil higbir klinik bulgu
gozlenmemistir. Nekropside hem annelere hem de fOtuslara ait dokular
incelendiginde, her iki grupta da 11 fotustan 5 tanesi nekropsi 6ncesinde 6lmiis ve iki
fotusta porensefali saptanmistir. Viral antijen ve genom fotal kas, bobrek, kalp, goz,
karaciger, omurilik, beyin, akciger, bagirsak dokusunda belirlenmis ve ilaveten bazi
fotuslarin goz, akciger, bagirsak, goébek kordonu 6rneklerinden viriis izolasyonu

yapildig1 bildirilmistir (Laloy ve ark. 2017).

SBV ile enfekte buzagi ve kuzularin iskelet kaslari, kalp, periferal sinirleri,
deri, gbz, lenfoid dokulari, gastrointestinal, solunum, {irogenital kanallar1 ve
endokrin organlart incelendiginde en belirgin patolojik bulgunun kas hipoplazisi
oldugu belirlenmistir. Kas hipoplazisinin, miyositlerin yag dokusu ile yer
degistirmesi ve hafif fibrozis ile karakterize oldugu bildirilmistir. Buzagilarda,
karacigerde lenfohistiyositik yangi ile karakterize hepatoseliiler dejenerasyon,
interstisyal fibrozis, bilier hiperplazi; kuzularda ise multifokal nekrosuppuratif

hepatitis tanimlanmistir (Seehusen ve ark. 2014).

SBV enfeksiyonunun koyun, ke¢i ve sigir fotuslarinda neden oldugu
konjenital malformasyonlar, makroskobik patolojik lezyonlar ve histopatolojik

bulgular Cizelge 1.3’te 6zetlenmistir.
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Cizelge 1.3. SBV’nin koyun, keci ve sigir fotuslarinda neden oldugu makroskobik ve
mikroskobik patolojik bulgular (Herder ve ark. 2012, van den Brom ve ark. 2012,
Wernike ve ark. 2013b, Bayrou ve ark. 2014, Poskin ve ark. 2014b, Seehusen ve ark.
2014, Peperkamp ve ark. 2015, Laloy ve ark. 2017 kaynaklarindan 6zetlenmistir)

Koyun Keci Sigir
Konjenital e Artrogripozis e Artrogripozis ¢ Artrogripozis
malformasyonlar  [e Brachignathia *Vertebral « Brachignathia inferior

inferior deformiteler o Tortikollis
e Prognatizm o Kifozis
e Tortikollis e Lordozis
e Kifozis o Skolyozis
e Lordozis e Kraniyal
e Skolyozis malformasyonlar
Merkezi sinir | e Hidrosefalus ePorensefali e Serebellar hipoplazi
sistemi  patolojik |  Hidranensefali e Hidrosefalus
bulgulari e Serebellar hipoplazi e Hidranensefali
e Porensefali e Porensefali
e Makrosefali ¢ Beyin kokii
o Omurilik hipoplazisi hipoplazisi
o Mikromiyeli
Diger dokulardaki | ¢ Mumifikasyon ePulmoner e Ectopia cordis
patolojik bulgular | e Kardiyak ventrikiiler | hipoplazi e Pulmoner hipoplazi
septal defekt e Kardiyak ventrikiiler
e Unilateral septal defekt

hidronefrozis

e Kolon atrezisi

o Mezenteriyel lenf
yumrusunda biiylime

e Lenf yumrusu ve
dalakta lenfoid hiicre
kaybi

e Kas hipoplazisi

e Timus ve lenf
nodunda lenfoid
hiicre kayb1

¢ Kas hipoplazisi

Mikroskobik
patolojik lezyonlar

e Gliozis

o Perivaskiiler
mononiikleer hiicre
infiltrasyonu

¢ Nonsuppuratif
meningoensefalitis

¢ Neuronofaji

o Mikromiyeli

¢ Polioensefalomyelitis

¢ Beyinde
mikroensefali,
lissensefali,
porensefali ilisgkili
kavitasyonlar

¢ Gri ve beyaz
maddedeki
lenfohistiyositik

o Gri ve beyaz
maddedeki
lenfohistiyositik
perivaskiiler
infiltrasyon

¢ Beyinde diffiiz
astrogliozis
ve/veya
mikrogliozis

e Gliozis

o Perivaskiiler
mononiikleer hiicre
infiltrasyonu

¢ Nonsuppuratif
meningoensefalitis

¢ Neuronofaji

o Mikromiyeli

¢ Polioensefalomyelitis

o Gri ve beyaz
maddedeki
lenfohistiyositik
perivaskiiler
infiltrasyon

¢ Beyinde diffiiz
astrogliozis ve/veya
mikrogliozis
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perivaskdiler e Karacigerde
infiltrasyon lenfohistiyositik

¢ Beyinde diffiiz hepatoseliiler
astrogliozis ve/veya dejenerasyon
mikrogliozis e Interstisyal fibrozis

o Multifokal o Bilier hiperplazi
nekrosuppuratif e Kaslarda fibrozis
hepatitis

e Kaslarda fibrozis

SBV ile dogal enfekte koyun, kegi ve sigirlarda in situ hibridizasyon ile
virlisiin merkezi sinir sistemi, plasenta, kas, goz, kalp, aort, akciger, trahea,
karaciger, dalak, ince ve kalin bagirsaklar, mezenterik ve pulmoner lenf nodlari,
timus, adrenal bez, testis ve uterus dokularindaki dagilimi yapilan bir ¢aligmada
incelenmistir. SBV genomunun en yogun saptandigi dokularin beyin, beyincik,
medulla oblongata ve omurilikteki néronlar oldugu bildirilirken, periferal organlarda
SBV genomu saptanmadigi belirtilmistir (Hahn ve ark. 2013). SBV ile dogal enfekte
kuzu ve buzagilarin incelendigi bir ¢alismada da periferal organlarda SBV genomuna
rastlanmadigi bildirilmistir (Sechusen ve ark. 2014). Ancak dogal enfekte
buzagilarda yapilan bir baska calismada, viral RNA hem tiim merkezi sinir sistemi

dokularinda hem de akciger ve kolonda saptanmistir (Bayrou ve ark. 2014).

Enfeksiyoz serum ile yapilan deneysel enfeksiyonda, sigirlarin beyin,
karaciger ve dalak dokusu; koyunlarin beyin ve karaciger dokusu SBV genomu
yoniinden pozitif olarak belirlenmistir (koyunlarda dalak ornekleri incelenmemis)
(Endalew ve ark. 2018). Koyunlarda enfeksiydz serum ve diliisyonlar: ile deneysel
enfeksiyon yapilan bir ¢aligmada RNAemi gelistiren koyunlarin dalak, siiperfisiyal
servikal lenf yumrusu, mezenterik lenf yumrusu ve bazi hayvanlarin akciger
dokularinda SBV genomu real-time RT-PZR ile gosterilmistir (Poskin ve ark.
2014b). Bir bagka ¢alismada ise, SBV ile deneysel enfekte sigirlarin mezenterik lenf
yumrusu, Peyer plaklari, mandibular lenf yumrusu ve dalak ornekleri viral RNA

yoniinden real-time RT-PZR ile pozitif bulunmustur (Wernike ve ark. 2013a).

SBV ile enfekte olan ve ensefalitis bulgularina sahip hayvanlarin beyin

dokusunun incelendigi bir caligmada; hayvanlarin %93,3’linde SBV antijenine
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rastlanilirken, ensefalitis bulgularma sahip olmayan hayvanlarin ise 9%32,8’inde
SBV antijenine rastlanilmistir. Bu bulgular dogrultusunda, SBV antijeninin beyin
dokusundaki varlig1 veya yoklugu, ensefalitis ile direkt olarak iliskilendirilememistir

(Herder ve ark. 2013).

Intrauterin olarak SBV ile dogal enfekte kuzularm beyin dokulart
incelendiginde mikroensefali, lissensefali, porensefali iliskili kavitasyonlar
histopatolojik olarak tanimlanmustir. Gliozis, perivaskiiler mononiikleer hiicre
infiltrasyonu,  nonsuppuratif  meningoensefalitis, neuronofaji, mikromiyeli,
polioensefalomyelitis gibi mikroskobik bulgular kuzularda ve buzagilarda
bildirilmistir. Intrauterin yolla SBV ile dogal enfekte kuzu ve buzagilarda benzer
mikroskobik lezyonlar gdzlenmesine ragmen, kuzulara ait beyin dokularindaki

yanginin siddetinin daha fazla oldugu belirtilmistir (Peperkamp ve ark. 2015).

SBV ile neonatal donemde enfekte olan buzagi, oglak ve kuzularin merkezi
sinir sistemindeki en belirgin histopatolojik bulgu gri ve beyaz maddedeki
lenfohistiyositik perivaskiiler infiltrasyon olarak tanimlanmistir. Her {i¢ tiir hayvanin
beyin dokusunda diffliz astrogliozis ve/veya mikrogliozis gozlenmistir (Herder ve
ark. 2012). RT-PZR ile SBV pozitif olan neonatal hayvanlarin ise mezensefalon ile
parietal ve temporal loblarinda en sik rastlanilan bulgu lenfohistiyositik

meningoensefalomyelitis olarak rapor edilmistir (Herder ve ark. 2013).

Bir ¢alismada SBV’nin embriyolu tavuk yumurtasinda (ETY) inokulasyonu
sonucu olusturdugu etkiler incelenmistir. Sar1 kesesine inokulasyon yontemi
kullanilarak 10%* TCIDso titredeki SBV ile enfekte edilen 6 ve 8 giinliik ETY lerde
embriyonik 6liim orani1 8 giinlilk embriyolarda %76 iken, 6 giinliiklerde %47 olarak
bulunmustur. SBV ile enfekte embriyolarda patolojik olarak bacaklarda biikiilme ve
donme, ciicelik, artrogripozis, iskelet kasi hipoplazisi, ayaklarda kasilma gibi
bulgular belirlendigi arastirmacilar tarafindan rapor edilmistir. Daha nadir olarak ise
subkutan 6dem, viicut renginin kaybolmasi, tilylerde azalma goriildiigii bildirilmistir

(Collins ve ark. 2018).

Tip I interferon reseptorii knock-out farelerde (type | interferon receptor
knock-out mice; IFNAR™) subkutan yolla SBV ile enfeksiyon modeli arastirmacilar
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tarafindan gelistirilmistir. Enfeksiyon sonrasinda farelerden alinan kan, beyin,
akciger, karaciger, dalak ve ince bagirsak 6rnekleri viral genom ydniinden real-time
PZR ile analiz edildiginde farelerde viremi gelistigi ve incelenen dokularda viral
genom saptandigi rapor edilmistir. Patolojik olarak ise farelerde 6liim, splenomegali,
karacigerde diffiiz renk degisimi ve kanamalar, abdominal kanamalar gorildigi
bildirilmistir. Histopatolojik lezyonlar arasinda siddetli hepatoselliiler dejenerasyon
ve nekroz, ince bagirsaklarda kanama belirlenmistir (Wernike ve ark. 2012b). NIH-
Swiss farelerin intraserebral yolla SBV ile enfekte edilmesinin ardindan yapilan
histopatolojik incelemede, bilateral simetrik vakuol olusumu, serebral kortekste
hemoraji ve malazi (beyin dokusu nekrozu), gri maddede perivaskiiler lenfosit

infiltrasyonu rapor edilmistir (Varela ve ark. 2013).

IFNAR™ farelerde subkutan yolla olusturulan SBV enfeksiyonunda, farelerin
1. giinden itibaren zayifladig1 ve enfeksiyondan 6-13 giin sonra tekrar kilo almaya
basladigr bildirilmistir. Arastirmacilar, SBV enfekte 4-5 haftalik yasta olan
hayvanlarin higbirinde 6liim goézlemlememislerdir. Hayvanlardan alinan akciger,
dalak, beyin ve bagirsak 6rneklerinin SBV genom yoniinden real-time RT-PZR’de
pozitif oldugu, karaciger Orneklerinin ise negatif oldugu bildirilmistir. SBV ile
enfekte hayvanlarin enfeksiyondan sonraki 21. giinde nétralizan antikor titreleri
1/120 ile 1/240 arasinda belirlenmistir. In situ hibridizasyon ile farelerin beyin,
beyincik ve omurilik dokusunda viriis varlig1 arastirmacilar tarafindan gosterilmistir

(Tauscher ve ark. 2017).

SBV ile enfekte buzagilarda hematolojik parametrelerde ve akut faz
proteinlerinde degisim olup olmadig: arastirlmistir. Calismada, SBV enfekte grupta
orta biiylikliikkte lokosit sayis1 ve ylizdesinde diisiis, eritrosit sayisinda diisiis ve
ortalama eritrosit hemoglobininde (MCH, mean corpuscular hemoglobin) artis
belirlenmistir. Akut faz proteinlerinden haptoglobin (Hp), serum amiloid A (SAA) ve
1-asit glikoprotein (AGP) diizeyleri incelenmistir. SBV enfekte olan ve olmayan
gruplardaki hayvanlarda Hp, SAA ve AGP diizeylerinde herhangi bir farklilik
belirlenmedigi rapor edilmistir (Kesik-Maliszewska ve ark. 2019).
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SBV enfekte koyunlarda nitrik oksit (NO), malondialdehid (MDA), total
antioksidan kapasite (TAK), total oksidan kapasite (TOK) ve katalaz aktivitesinin
degerlendirildigi bir calismada, en yiiksek NO seviyesi SBV seropozitif hayvanlarda,
en disiik TOK seviyesi SBV seronegatif hayvanlarda bulunmustur. SBV seropozitif
ve seronegatif serumlarin MDA seviyeleri arasinda ise istatistiksel olarak anlamlilik
belirlenmis ve SBV enfeksiyonunda MDA seviyesinin etkilendigi rapor edilmistir

(Macun ve ark. 2018).

1.1.6. Tam

SBV enfeksiyonunun tanist i¢in pek ¢ok molekiiler ve serolojik tani yontemleri
gelistirilmistir. Molekiiler tan1 testleri arasinda farkli real-time RT-PZR testleri ve in
situ hibridizasyon teknigi kullanilmakta iken serolojik olarak ELISA, nétralizasyon,
plak rediiksiyon ndtralizasyon ve immunofloresan testleri yaygin olarak
uygulanmaktadir. Virilis izolasyonunda ve viriisiin ¢ogaltilmasinda ise farkli hiicre

hatlar1 kullanilmaktadir.

1.1.6.1. Viriis izolasyonu ve Cogaltilmasi

SBV’nin ilk izolasyonu hasta bir inegin kanindan yapilmistir. Bunun i¢in dncelikle
Culicoides variipennis larva hiicre hatt1 (KC hiicresi) kullanilmis, ardindan viriisiin
BHK-21 hiicre hattinda (Bebek hamster bobrek hiicre hatt1) pasaji yapilmistir
(Hoffmann ve ark. 2012). Diger Orthobunyaviriisler gibi SBV de farkli tiirlerden

koken alan gesitli hiicre hatlarinda in vitro olarak c¢ogalabilmektedir. SBV’nin
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¢ogalabildigi hiicre hatlar1 arasinda BHK-21, BSR-T7/5 (T7 RNA polimeraz
eksprese eden BHK-21 hiicre hatt1), A549 (Adenokarsinomik insan alveolar bazal
epitelyal hiicre hattr), HuH7 (Insan karaciger karsinoma hiicre hatt1), HeLa, Hep2,
MDBK (Madin-Darby sigir bébrek hiicre hatt1), MDCK (Madin-Darby kopek bobrek
hiicre hatt1), Vero E6, CPT-Tert (Simian viriis 40 T antijeni ve insan telomeraz
tersine transkriptazi ile immortalize edilmis koyun koroid pleksus hiicre hatt1), BFAE
(Sigir fotal arteriyel endotel hiicre hatt), 293T, HmLu-1 (Golden hamster akciger
hiicre hatt1) hiicreleri bulunmaktadir (Elliott ve ark. 2013, Varela ve ark. 2013). Bu
hiicre hatlarinda SBV’nin diisiik (0,05 MOI) ve yiiksek (5 MOI) MOI enfeksiyonlari
sonrasinda plak titrasyonu yapildiginda farkli hiicre hatlarinda farkli titrede viriis
elde edildigi belirlenmistir. BHK-21 ve HuH7 hiicrelerinin diisik MOI
enfeksiyonunda SBV’nin en yiiksek titresi elde edilirken, yliksek MOI enfeksiyonu
sonucunda daha diisiik titrede viriis elde edilmistir. SBV’nin yiiksek titrede tiredigi
diger hiicre hatlar1 arasinda ise Vero E6 ve CPT-Tert hiicreleri bulunmaktadir (Elliott
ve ark. 2013). Ote yandan SBV nin plak formasyonu da farkli hiicre hatlarinda farkl
ozellik gostermektedir. Ornegin, BHK-21 hiicresinde 3 mm ¢apinda belirgin plaklar
olustururken, Vero E6, BSR-T7/5 ve A549 hiicrelerinde 1 mm c¢apinda belirgin
plaklar olusturmaktadir. HeLa, Hep2 ve MDBK hiicrelerinde ise SBV’nin belirsiz
plaklar meydana getirdigi tespit edilmistir (Elliott ve ark. 2013). SBV’nin ¢ogaldig
bir diger hiicre hattinin da SK-6 hiicresi oldugu belirlenmistir (Hofmann ve ark.
2015).

SBV’nin kontaminant olabilecegi biyolojik materyallerin in vitro viral
biyogiivenlik testleri ile test edilmesi agisindan SBV’nin farkli dedektor hiicre
hatlarinda (detector cell lines) olusturdugu sitopatik etki aragtirmacilar tarafindan
incelenmistir. Bunun i¢in Vero, MDBK, CHO-K1 (Cin hamster-bébrek), MRC-5
(insan-akciger), BT (sigir-tirbinata), 324K (insan-bobrek), PBEK (primer sigir
embriyo-bobrek), FLK (fotal kuzu-bobrek), BHK-21 hiicre hatlart farkl: titrelerdeki
SBV ile enfekte edilmis ve hiicrelerdeki sitopatik etki incelenmistir. Vero hiicre hatti
SBV i¢in olduk¢a duyarli bulunmus, enfeksiyon sonrasinda 1-2 giin iginde
hiicrelerde sitopatik etki gozlendigi bildirilmistir. Diger hiicre hatlarindaki sitopatik
etki ise; BHK-21 hiicresinde 2. giinde, PBEK hiicresinde 5. giinde, BT hiicresinde
14. giinde, FLK hiicresinde 7.-11. giinlerde ilk kez gozlenmistir. MDBK hiicresinde
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ise sitopatik etki hi¢ gdzlenmedigi rapor edilmistir. Insan kullanimma sunulan
tirtinlerin test edilmesinde kullanilan dedektor hiicre hatlarindaki sitopatik etkiler ise
MRC-5 hiicresinde 14. giinde, 324K hiicresinde 5.-6. giinlerde, CHO-K1 hiicresinde
1. giinde ilk kez goriilmistir. Calismanin sonucunda SBV’nin hiicre hattinda
tiretilmesi ve sitopatik etki gézlenerek tespit edilmesinde en uygun hiicrelerin Vero,
CHO-K1 ve BHK-21 hiicre hatlar1 oldugu belirtilmistir (Ilchmann ve ark. 2017). Bu
tez ¢alismasinda da SBV Vero hiicre hattinda iiretildi ve viriisiin apoptotik etkisi

Vero hiicre hattinda belirlendi.

Gebe koyunlarin SBV ile enfekte edilmesi sonrasinda alinan serum ve fotal
membran (gobek kordonu, plasentom, kotiledonlar arasi membran) 6rneklerinden
SBV izolasyonu yapilabilmistir. Vero hiicre hattinda ornekler 4 giin inkiibasyona
birakilmis ve 2-3 pasaj sonunda viriis izolasyonu yapildigi bildirilmistir (Poskin ve

ark. 2017).

1.1.6.2. Molekiiler Tam

SBV’nin molekiiler tanis1 i¢in alinmasi gereken klinik orneklerin hangileri
oldugunun belirlenmesi i¢in pek ¢ok arastirmaci farkli calismalar siirdiirmiistiir. Bilk
ve arkadaslar1 (2012), konjenital malformasyonlu toplam 17 adet kuzu ve buzagiya
ait dalak, beyin, omurilik, kikirdak, tiiylii deriden alinan eksternal plasental sivi,
mideden alinan plasental sivi, gobek kordonu ve mekonyum 6rnekleri real-time RT-
PZR ile SBV S segmenti yoniinden taramistir. Alinan bu 6rnekler arasindan en iyi
sonuglarin beyin, omurilik, gébek kordonu ve tiiylii deriden alinan dis plasental sivi
orneklerinden elde ettiklerini bildirmislerdir. Bu baglamda saha sartlarinda SBV
tanist i¢in en kolay alinabilecek 6rnekler arasinda gébek kordonu ve tiiylii deriden
alan dis plasental sivi sayilabilir (Bilk ve ark. 2012). Bir bagka ¢alismada ise 90

kuzu ve 81 buzagiya ait beyin, beyincik, beyin sapi, omurilik, timus, dalak,
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mezenterik lenf yumrusu, mekonyum ve torasik sivi SBV genomu yoniinden
incelenmis ve hem kuzu hem de buzagilar i¢in en uygun klinik 6rneklerin beyin

dokusu oldugu bildirilmistir (De Regge ve ark. 2013).

In situ hibridizasyon (ISH) teknigi SBV tanisinda yaygin olarak kullanilmigtir
(Hahn ve ark. 2013, Gerhauser ve ark. 2014, Tauscher ve ark. 2017, Pfankuche ve
ark. 2018). SBV i¢in digoksigenin (DIG)-isaretli RNA prob ve FISH (fluorescent
ISH)-RNA problu in situ hibridizasyon teknikleri SBV pozitif kegi beyin dokusu
orneklerinde kiyaslandiginda her iki testte de pozitiflik yakalanabildigi belirlenmistir.
Kullanilan problar arasinda en iyi sonuglarin sirasiyla anti-sense prob, FISH-RNA

prob karisimi ve sense prob ile elde edildigi bildirilmistir (Pfankuche ve ark. 2018).

SBV ve diger Simbu serogrup viriislerinin tanisinda kullanilmak {izere L
segmenti temelli “pan-Simbu” real-time RT-PZR gelistirilmistir. Pan-Simbu real-
time RT-PZR testi ile SBV’nin yan1 sira Aino viriis, Akabane viriis, Douglas viriis,
Oropouche viriis, Peaton viriis, Sabo viriis, Sango viriis, Sathuperi viriis, Shamonda
viriis, Shuni viriis, Simbu virlis, Thimiri viriis, Tinaroo viriis tanis1 da yapilabildigi
bildirilmistir (Fischer ve ark. 2013b). SBV, Aino viriis ve Akabane viriisiin S
segmenti belirlenmesine dayali problu multipleks real-time RT-PZR testi de bir

baska calismada gelistirilmistir (Lee ve ark. 2015).

SBV tanisinda yiiksek hizli (high-speed) real-time RT-PZR, loop mediated
isothermal amplification (LAMP), recombinase polymerase amplification (RPA)

testleri gelistirilmistir. Gelistirilen bu ii¢ test arasinda spesifitesi ve sensitivitesi en

yiiksek olan test LAMP olarak bildirilmistir (Aebischer ve ark. 2014).

Avrupa’daki 13 farkl iilkedeki laboratuvarlar tarafindan farkl klinik 6rnekler
Bilk ve arkadaslar1 (2012) tarafindan gelistirilen real-time RT-PZR testi ile analiz
edilmistir. Laboratuvarlarda ayni klinik 6rnekler farkli RNA izolasyon metotlar1 ve
ayni real-time RT-PZR testi kullanilarak analiz edildiginde, bu metodun tam kan,
serum, lenf yumrusu, organ homojenati i¢in %100 sensitiviteye ve %95,8 spesifiteye
sahip oldugu belirlenmistir. Incelenen semen o6rneklerinde ise testin etkinliginin

RNA izolasyon metoduna gore farklilik gosterdigi ve TRIzol™ ile izolasyon
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metodunun testin sensitivite ve spesifitesini arttirdigi rapor edilmistir (Schulz ve ark.

2015bh).

Simbu serogrup spesifik “universal real-time RT-PZR” testi S segmenti
belirlenmesine dayali olarak gelistirilmistir. Bu testin; Akabane viriis, Peaton virtis,
Douglas virlis, Aino viriis, Sathuperi virlis, Sabo viriis, Simbu viriis, Sango virts,
Shamonda viriis, Tinaroo viriis, Shuni virlis ve SBV tanisinda kullanilabilecegi rapor

edilmistir (Golender ve ark. 2018).

Ulkemizde SBV tanisinda kullanilmak iizere hem S hem de M genine spesifik
real-time PZR gelistirilmistir. Azkur ve arkadaslar1 (2018) tarafindan SYBR Green
ve problu olarak gelistirilen real-time PZR testleri hem plasmid standartlar1 ile hem

de SBV pozitif saha ornekleri ile basarili sekilde ¢alismaktadir (Azkur ve ark. 2018).

Yapilan bir calismada, SBV sekanslar1 arasindaki farkliligin, hayvan tiiriine
gore degil Ornegin koken aldigi dokuya gore farklilik gosterdigi bildirilmistir.
Viremik sigir ve koyunlardan alinan kan ornegindeki SBV sekanslariin genetik
farklilik gostermedigi, fotal doku kokenli SBV sekanlarmin ise oldukg¢a fazla oranda
sekans cesitliligi gosterdigi bildirilmistir (Wernike ve Beer 2019).

1.1.6.3. Serolojik Tam

SBV i¢in gelistirilen ve piyasaya siiriilmiis olan ticari indirekt ELISA kitleri arasinda
ID Screen® Schmallenberg virus Indirect Multi-species (ID.Vet, Fransa), IDEXX
Schmallenberg Ab Test (IDEXX, ABD) ve SVANOVIR® SBV-Ab (Svanova, Isvec)
bulunmaktadir. Yarismali ELISA formatindaki ticari kit ise ID Screen®

Schmallenberg virus Competition Multi-species (ID.Vet, Fransa)’dir.
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SBV’nin serolojik tanisi i¢in serum, plasma, siit gibi numuneler
kullanilmaktadir. Yapilan bir ¢alismaya gore ticari ELISA kiti (Svanovir SBV-AD,
Svanova, Isve¢) ile siit drneklerinin incelenmesi, serum &rneklerinin incelenmesine
gore daha 1yi sonu¢ vermektedir. Altin standart test olan virlis nétralizasyon testi ile
kiyaslandiginda, pozitif prediktif deger siit ELISA i¢in %98 iken serum ELISA ig¢in
%094 olarak; negatif prediktif deger ise siit ELISA i¢in %100, serum ELISA i¢in %50
olarak hesaplandig1 rapor edilmistir. Bu sonuglara dayanarak aragtirmacilar, ELISA
icin serum Orneginin kullanilmasinin yanhs pozitif ve yanlis negatif sonu¢ verme

olasig1 daha yiiksek oldugunu iddia etmistir (Daly ve ark. 2015).

SBV serolojik tanisi ic¢in virlis notralizasyon testi ile ELISA testlerinin
kiyaslamas1, Avrupa’daki 7 farkli iilkedeki (Hollanda, Almanya, Fransa, Ingiltere,
Danimarka, Isveg, Belgika) 8 farkli laboratuvar tarafindan ayni rneklerin bagimsiz
olarak test edilmesi ile yapilmigtir. SBV 6zgiil antikor pozitif ve negatif koyun ve
sigir serumlari, sézkonusu laboratuvarlarda ayri1 ayr1 viriis nétralizasyon testi ve ticari
ve/veya in-house ELISA kullanilarak analiz edilmistir. Virlis notralizasyon testi
sonuglarinin laboratuvarlar arasinda %100 uyumluluk gosterdigi bildirilmistir.
ELISA sonuglari ise laboratuvarlar arasinda yiiksek oranda uyumluluk gosterse de
siipheli reaksiyonlarin pozitif olarak kabul edilmesi durumunda ELISA ile viriis

ndtralizasyon testlerinin arasinda yiiksek uyumluluk olacagi belirtilmistir (van der
Poel ve ark. 2014b).

Tam virlis partikiilii temelli indirekt in-house ELISA testleri iki farkl
aragtirma grubu tarafindan gelistirilmistir (van der Heijden ve ark. 2013, Néslund ve
ark. 2014). van der Heijden ve arkadaslarinin (2013) gelistirdigi testin viriis
notralizasyon testine gore sensitivitesi %98,8 olarak hesaplanmistir (van der Heijden
ve ark. 2013). Diger calismada ise, viriis notralizasyon testi ile kiyaslandiginda
gelistirilen ELISA testinin spesifitesinin %100 sensitivitesinin %99,19 oldugu
bildirilmistir (Nédslund ve ark. 2014).

SBV tanisinda kullanilmak {iizere farkli viriis notralizasyon testleri
gelistirilmistir. Bunlardan birisi, Vero hiicresi kullanilarak 96 kuyucuklu hiicre kiiltiir

pleytinde yapilan ve degerlendirilmesinde amido siyah (amido black) boyasi
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kullanilarak makroskobik olarak sitopatik etkiyi degerlendirmeye dayali olan viriis
ndtralizasyon testidir. Bu testin hem sigir hem koyun ornekleri igin yiiksek
spesifiteye ve sensitiviteye sahip oldugu bildirilmistir (Loeffen ve ark. 2012). SBV
i¢cin gelistirilen bir diger virlis notralizasyon testi ise plak rediiksiyon nétralizasyon
testidir. Bu testin yapilmasindan Once plak titrasyon ile virlisiin titresi
belirlenmektedir. Ardindan viriis-serum diliisyonu karigimlart 12 kuyucuklu hiicre
kiltiir pleytindeki Vero hiicrelerine inokule edilip karboksimetil seliiloz overlay ile 6
giin inkiibasyon sonrasinda kristal viyole ile plaklar goriiniir hale getirilmektedir

(Mansfield ve ark. 2013).

Rekombinant SBV niikleoproteini E. coli’de agiklatilip ticari indirekt ELISA
kitinde (ID.Vet, Fransa) antijen olarak kullanilarak optimize edilmistir. Gelistirilen
niikleoprotein temelli ELISA viriis notralizasyon testi ile kiyaslandiginda aralarinda
%98,9 oraninda uyumluluk oldugu bildirilmistir (Bréard ve ark. 2013). Rekombinant
SBV niikleoproteini ayrica Saccharomyces cerevisiae’da da agiklatilmis ve
ELISA’da antijen olarak kullanilmistir. Bu ELISA testi, yine niikleoprotein temelli
olan ticari indirekt ELISA kiti (ID.Vet, Fransa) ile kiyaslandiginda sensitivitesi %95,
spesifitesi %93 olarak bulunmustur (Lazutka ve ark. 2014).

SBV enfeksiyonunun ELISA ile teshisinde siit ve tiikiiriik numunelerinin de
kullanilabilecegi ELISA cesitleri arastirmacilar tarafindan gelistirilmistir. Gelistirilen
ELISA testlerinin sonuclar1 ticari ELISA kiti (ID.Vet, Fransa) ile kiyaslandiginda,
stit IgG ELISA testinin sensitivitesi %94, tiikiiriik IgG ELISA testinin sensitivitesi
%85 ve tiikiiriik IgA ELISA testinin sesitivitesi %98 olarak bulunmustur (Lazutka ve
ark. 2015). Bu bakimdan tiikiirik o6rneginin de SBV enfeksiyonu teshisinde
gonderilebilecegi bilgisi paylasilmistir.

SBV icin immunofloresan testi BHK-21 (Bréard ve ark. 2013), Vero E6
(Endalew ve ark. 2018) ve Vero (Zhang ve ark. 2017) hiicreleri kullanilarak
gelistirilmistir. Immunofloresan testi pek ¢ok arastirmaci tarafindan da kullanilmistir
(Wernike ve ark. 2013a, Kraatz ve ark. 2015, Zhang ve ark. 2015, Wernike ve ark.
2015).
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SBV niikleoproteinine karsi pek c¢ok aragtirmaci tarafindan monoklonal
antikorlar iiretilmistir (Zhang ve ark. 2013, Lazutka ve ark. 2014). Bu antikorlarin
tretiminde antijen olarak kullanilan SBV niikleoproteini, Saccharomyces
cerevisiae’da (Lazutka ve ark. 2014) veya E.coli’de (Zhang ve ark. 2013)
aciklatilmistir. SBV niikleoproteini haricinde pan-Simbu monoklonal antikoru
(Simbu serogrubundaki viriisler i¢in), pan-SBV monoklonal antikoru (farkli SBV
izolatlarinin tamami i¢in) ve SBV izolat-6zgiill monoklonal antikorlar1 da

arastirmacilar tarafindan gelistirilmistir (Wernike ve ark. 2015).

SBV niikleoproteini iireten stabil BHK-21 hiicre hatti1 rekombinant lentiviriis
vektor sistemi kullanilarak olusturulmus ve bu hiicre hattinin immunofloresan
testlerde, hiicrelerden elde edilen niikleoproteinin de ELISA ve vestern blotlamada
kullanilabilecegi aragtirmacilar tarafindan gosterilmistir (Zhang ve ark. 2015).
Benzer sekilde SBV niikleoproteini tireten stabil Vero hiicre hatt1 da {iretilmis ve bu
hiicreler hem monoklonal hem de poliklonal anti-SBV serumlari ile immunofloresan
testinde basariyla kullanilabilmistir (Zhang ve ark. 2017). Bu hiicre hatlarinin,
rekombinant SBV niikleoproteini iiretiminde siirdiiriilebilir sistemler olarak

kullanilabilecegi arastirmacilar tarafindan 6ne stirtilmiistiir.

Bir ¢alismada, SBV enfeksiyonunun siiriideki diisiik seroprevalans ve yiiksek
prevalans senaryolarindaki orneklem sayilar1 koyun popiilasyonu i¢in teorik olarak
hesaplanip, nétralizasyon testi, ID.Vet ELISA ve IDEXX ELISA kitlerinin farkli
seroprevalanslardaki performanslar1 kiyaslanmistir. Bu c¢aligmaya gore; diisiik
seroprevalansa sahip popiilasyonlarda nétralizasyon testi ve ID.Vet ELISA’nin
stiriideki enfeksiyonu teshiste basarili oldugu bildirilmistir. Calisma sonuglarina gore
IDEXX ELISA ise sadece yiiksek seroprevalansa sahip popiilasyonlarda teshiste
basarili oldugu ortaya konulmustur. Noétralizasyon testi ile tani i¢in seroprevalans %1
iken 155 hayvandan, %5 iken 51 hayvandan ve %10 iken 27 hayvandan 6rnekleme
yapilmasina ihtiyag duyuldugu bildirilmistir. Toplanmasi gereken Ornek sayisi
ID.Vet ELISA i¢in; seroprevalans %1 iken 163 hayvan, %5 iken 54 hayvan ve %10
iken 28 hayvan olarak rapor edilmigtir. IDEXX ELISA kitinin ise disiik

seroprevalans senaryolarindan %1 ve %5’te siirlideki seropozitifligi belirleyemedigi,
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%10 seroprevalansta seropozitifligi belirleyebilmesi igin ise 85 hayvanin

orneklenmesine ihtiya¢ duyuldugu bildirilmistir (Pejakovi¢ ve ark. 2018).

1.1.7. Koruma ve Kontrol

SBV enfeksiyonundan korunmada kullanilmak tizere pek ¢ok as1 tipi gelistirilmistir.
SBV salginindan kisa bir siire sonra Wernike ve ark. (2013c), inaktif SBV as1
prototipi gelistirmiglerdir. Saponin ve aliiminyum hidroksit adjuvantli bu as1
prototiplerinin gelistirilmesinde, farkli hiicre hatlari, farkli viriis titreleri ve farkl
inaktivasyon protokolleri kullanilmistir. Hazirlanan prototip SBV asilar1 koyunlara
ve sigirlara 3 hafta ara ile 2 defa subkutan yolla uygulanmis ve ikinci agilamadan 3
hafta sonra vahsi SBV ile hayvanlarda enfeksiyon (challenge) yapilmistir. Asi
prototiplerinin hayvanlarda SBV 06zgiil antikor yanitt olusturdugu ve viremiyi
engelledigi belirlenmistir. Asilanmayan kontrol grubu hayvanlardan farkli olarak
asilanan hayvanlarda, viral RNA lenfoid organlarda saptanmadigi bildirilmistir

(Wernike ve ark. 2013c).

Wernike ve arkadaslar1 (2013c) tarafindan hazirlanan bu inaktif SBV asisi,
ticari olarak iki farkli firma tarafindan piyasaya sunulmustur. Bu ticari asilardan biri
MSD Animal Health firmasmin trettigi Bovilis SBV, digeri ise Zoetis firmasinin
iirettigi Zulvac SBV asilaridir. Ingiltere ve Fransa’da onay alarak ticari olarak
piyasaya siirlilmiis ve Avrupa Birligi iilkelerinde kullanimi 6nerilmistir (Anonim
2012e, Anonim 2013b, Anonim 2017). Ulkemizde ise heniiz ticari SBV asis1

kullanim1 mevcut degildir.

Bir baska asi c¢alismasinda ise, Wernike ve ark. (2013c) calismasinda
tanimlanan bir as1 prototipi olan MA-HT koyunlara subkutan yolla tek doz (2 ml)
olarak uygulanmis ve hayvanlara challenge yapilmistir. Asilanan hayvanlarin

hi¢birisinde viral RNA saptanamamis ve tim asili hayvanlar SBV 6zgil antikor
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yanit1 gelistirmistir. Boylece inaktif SBV asisinin, koyunlarda tek sefer uygulanmasi
ile korunma sagladigi belirlenmistir (Hechinger ve ark. 2014). Ancak yapilan giincel
bir calismanin sonuglarina gore, koglara tek doz uygulanan ticari SBV asisinin
(Bovilis SBV) hayvanlarda 12 aydan daha kisa siire (8 ay kadar) antikor yaniti
saglamaktadir. Caligmay1 yapan arastirmacilar bu sonuglar goz dniine alindiginda tek
doz as1 uygulamanin bagisiklik saglamada yetersiz kaldigini bildirmislerdir (Jones ve
ark. 2019).

SBV’nin de i¢inde bulundugu Simbu serogrubunun iiyeleri olan Akabane
viriis ve Aino viriis ile Chuzan viriisiinii (Reoviridae) iceren trivalent inaktif ticari
asinin (Bovine Abnormal Parturition Trivalent Vaccine, Nisseiken Co. Ltd, Japonya)
SBV enfeksiyonuna karsi koruma saglayip saglamadigi da arastirilmistir. S6zkonusu
trivalent as1 ile asilanan hayvanlarda SBV 6zgiil antikor yanit1 gelismedigi ve SBV
ile subkutan yolla challenge sonrasinda hayvanlarda RNAemi olustugu
belirlenmistir. Bu nedenlerle Akabane viriis, Aino viriis ve Chuzan viriisiinii igeren
trivalent inaktif asinin, SBV enfeksiyonundan korunmada etkin olmadigi

bildirilmistir (Hechinger ve ark. 2013).

Inaktif as1 gelistirilmesinin yan1 sira SBV igin giivenli bir canli asi
gelistirilme c¢alismalart da siirdiiriilmiistiir. SBV yapisal olmayan proteinlerini
kodlayan NSs ve NSm gen delesyonlar1 yapilarak canli as1 prototipleri
gelistirilmistir. Bunun i¢in NSs silinmig, NSm silinmis ve NSs ile NSm silinmis as1
prototipleri olusturulmus ve bunlar oncelikle IFNAR” farelerde ardindan da
sigirlarda test edilmistir. Sadece NSm silinmis virlis, vahsi tip enfeksiyona benzer
sekilde hayvanlarda hem viremiye neden olmus hem de serolojik yanit
olusturmustur. Sadece NSs silinmis ve NSs ile NSm silinmis viriisler ise hayvanlarda
viremiye ve klinik bulgulara neden olmamustir. En etkin korumanin ise NSs ile NSm

silinmis viriis ile asilamada elde edildigi bildirilmistir (Kraatz ve ark. 2015).

SBV i¢in DNA asis1 gelistirilmesi i¢in de ¢alismalar yapilmistir. SBV tam N
proteini (233 aa), ubikuitinize N proteini, Gn proteini ve 2 farkli Ge proteini (Gce-
ectol ve Gc-ecto2) kodlayan bolgeleri kapsayan farkli DNA asilar gelistirilmis ve
bunlar IFNAR™ farelerde test edilmistir. Tim DNA agilar1 farelere ikiser hafta ara ile
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toplam 3 doz olarak kas i¢i yolla uygulanmis ve hayvanlardaki serolojik yanit ile
challenge sonrast viremi durumlar arastirilmistir. Asilama sonrasinda, tam N
proteini ve ubikuitinize N proteini agis1 ile immiinize edilen fare gruplar1 SBV 6zgiil
antikor yanit1 en yiliksek olan gruplar olarak belirlenmistir. Challenge sonrasinda ise
tiim as1 gruplarinda viremiye rastlanilmig ancak tam N proteini ve Ge-ectol asilari
uygulanan farelerde diisiik diizeyde (1,7-2,8 x 10° kopya/ml) viremi belirlenmistir.
Deney sonrasinda fare dalaklarindan yapilan T hiicre proliferasyon deneyi sonucuna
gore Ge-ectol as1 grubunda %45 oraninda, tam N proteini as1 grubunda ise %6,5
oraninda CD8" hiicrelerde artis saptanmistir. Calisma sonucunda, SBV i¢in DNA
asis1 olarak tam N proteini ve Gce-ectol asilarinin kullanilabilecegi Onerilmistir

(Boshra ve ark. 2017).

SBV zarf proteini olan Gc proteini kullanilarak subunit as1 da gelistirilmistir.
Bu as1, SBV ve Akabane viriisiin Ge proteinlerinin amino uglarinin kovalent olarak
birlestirilmesi ve HEK-293T hiicrelerinde eksprese edilmesi ile olusturulmustur.
Hem SBV hem de Akabane viriisiin Ge proteinlerinin birlestirilmesi ile olusturulmus
olan bu subunit asinin, IFNAR™ farelerde ve sigirlarda tam bir korunma sagladig: ve
herhangi bir klinik bulguya da neden olmadig: rapor edilmistir (Wernike ve ark.
2017). Gelistirilen bu subunit as1 sayesinde, N protein 6zgiil antikorlar1 saptayan
ticari ELISA kitleri kullanilarak enfekte ve asili hayvanlarin ayirt edilebilmesini
saglayan DIVA (Differentiating Infected from Vaccinated Animals) stratejisinin
SBV i¢in uygulanmast da mimkiin goziikkmektedir. DIVA stratejisinin
uygulanmasina olanak saglayabilecegi diisiiniilen bir diger SBV asis1 da rekombinant
vektor asilardir. SBV Gce proteininin amino ucunu tastyan rekombinant vektor agilar
at herpesviriis-1 (Equine herpesvirus type 1; EHV-1) ve Modifiye Vaccinia viriis
Ankara (MVA) temelli olarak gelistirilmis ve her iki vektor asi sigirlarda test
edilmistir. Rekombinant EHV-1 asis1 ile agilanan hayvanlarin bir kisminda viremiye
rastlanildig1 ve bazi hayvanlarda SBV 6zgiil antikor yanit1 olusmadig: bildirilmistir.
Buna karsin, rekombinant MV A asisi ile asilanan hi¢bir hayvanda viremi olusmadigi
ve tiimiinde yiiksek titrede SBV 6zgiil antikor yanit1 gelistigi gézlenmistir. Bu veriler
dogrultusunda, MVA ile olusturulan SBV rekombinant vektér asisinin basari ile
kullanilabilecegi ve bu as1 sayesinde uygulanabilecek olan DIVA stratejisi ile SBV

enfeksiyonlarinda  koruma ve  kontrol  c¢alismalarinin  siirdiirtilebilecegi
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ongoriilmektedir (Wernike ve ark. 2018b). Bir  baska as1  caligmasinda  ise
baculovirus ekspresyon sistemi kullanilarak SBV Gc ve/veya Gn glikoproteinlerini
igeren subunit SBV asilar gelistirilmistir. DIVA stratejisine uygun olarak gelistirilen
bu asilar, hayvanlarda yiiksek antikor titresi olusturamamis ve hayvanlarda
RNAemiye neden olmustur. Bu nedenle gelistirilen bu asilar ile basarili sonug elde

edilememistir (Endalew ve ark. 2019).
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1.2. Apoptozis

Hiicre Oliimii Nomenklatiir Komitesi (Nomenclature Committee on Cell Death;
NCCD), hiicre o6limiinlin morfolojik, biyokimyasal ve islevsel bakimdan
tanimlanmasi ve yorumlanmasini saglamaktadir. Bilimsel ilerlemelerle birlikte artis
gosteren hiicre Sliimii tipleri ve sayisi, Hiicre Oliimii Nomenklatiir Komitesi’nce

belirlenmekte ve bilim insanlar ile paylasiimaktadir.

Cok hiicreli canlilarda hiicre ¢ogalmasi ve hiicre 6limii dengesi, saglikli
hiicre sayisinin biyolojik limitler arasinda kalmasi i¢in ¢ok 6nemlidir. Hiicre 6limii
ile canlilarda, hiicre sayisinin kontrol altinda tutulmasinin yani sira enfekte, yasli,
mutasyona ugramis, toksik maddelere maruz kalmis hiicreler de yok edilmektedir
(Alberts ve ark. 2008, Saikumar ve Venkatachalam 2009, Chandar ve Viselli 2012).
Hiicre Oliimii Nomenklatiir Komitesi’ne goére hiicre 6liimii, “sonunda hayati hiicresel
fonksiyonlarin geri doniisiimsiiz dejenerasyonu (6zellikle ATP {iiretimi ve redoks
homeostazinin korunmasi) ve hiicresel biitiinliiglin kayb1 (kalict plazma zan
gecirgenligi veya hiicresel pargalanma)” olarak tanimlanmistir. Diizenlenmis hiicre
olimi (Regulated cell death; RCD) ise, bir veya birden fazla sinyal iletim sisteminin
aktivasyonu ile sonuglanan ve bu nedenle farmakolojik veya genetik olarak
ayarlanabilen hiicre 6limi tiiri olarak tanimlanmakta ve pek cok hiicre 6liim tipini
altinda barindirmaktadir. Giincel bilimsel gelismeler ve yeni hiicresel yolaklarin kesfi
ile bu hiicre 6liim tiplerinin yaninda pek ¢ok yeni hiicre 6liimii de tanimlanmistir
(Galluzi ve ark. 2018). Bu hiicre 6lim tipleri, Sekil 1.4’te gosterilmis ve Cizelge
1.4’te kisaca agiklanmistir. Bu tez c¢alismasinda, Hiicre Oliimii Nomenklatiir
Komitesi tarafindan tanimlanan bu hiicre 6liim tiplerinden ekstrinsik apoptozis ve

intrinsik apoptozis SBV ile enfekte Vero hiicrelerinde arastirilmigtir.

Hiicre Oliimii Nomenklatiir Komitesi tarafindan 2018 yilinda paylasilan
giincellenmis bilgilere gore 6li hiicrelerin ve bu hiicrelerin pargalarinin bertaraf

edildigi mekanizmalar géz Oniine alindiginda temel olarak hiicre 6liimii 3 tip olarak

48



incelenmektedir: 1) Tip I hiicre 6liimii veya apoptozis, ii) Tip II hiicre 6limii veya

MPT-gudumla nekroz Nekroptozis
Ekstrinsik Ferroptozis
apoptozis

2
N
S

g RCD -

o =
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x =t

= / \
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: ’ 2

; 2

Apoptotik morfoloji Nekrotik morfoloji s

ICD ©

a

Entotik hicre
ADCD olami
LDCD NETotik hicre dlumu

Sekil 1.4. Temel hiicre 6liimii tipleri. RCD: Regulated cell death (Diizenlenmis hiicre
olimii), ADCD: autophagy-dependent cell death (Otofaji-bagimli hiicre 6liimi),
ICD: Immunogenic cell death (Immunojenik hiicre 6liimii), LDCD: Lysosome-
dependent cell death (Lizozom-bagimli hiicre 6limii)), MPT: Mitochondrial
permeability transition (Mitokondriyal permeabilite gegisi) (Galluzi ve ark. 2018).
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Cizelge 1.4. Hiicre Oliimii Nomenklatiir Komitesi (NCCD) tarafindan tanimlanan
hiicre 6ltimii tipleri ve genel 6zellikleri (Galluzi ve ark. 2018).

Hiicre o6liim tipi

Ozelligi

Entotik hiicre 6limi

Aktomiyozin-baglimli  hiicrenin  bir baska hiicreye
internalize olmasi (entozis) ile baslayan ve lizozomlar
tarafindan yiiriitiilen bir RCD tiiriidiir.

Ekstrinsik apoptozis

Plazma membran reseptorleri tarafindan hiicre disi
cevredeki faktorlerin taninmasi ile baslayan, kaspaz-8 ile
yayilan ve ozellikle kaspaz-3 gibi efektor kaspazlarla
sonlandirilan 6zel bir RCD tiiriidiir.

Ferroptozis

Glutatyon peroksidaz 4 (GPX4) tarafindan yapisal kontrol
altinda olan ve demir selatorleri ve lipofilik antioksidanlar
tarafindan inhibe edilebilen hiicre i¢i mikro-ortamin
oksidatif bozulmalari ile baglatilan bir RCD formudur.

Immunojenik hiicre  &liimii

(ICD)

Immunokompetan konaklarda adaptif bir immiin yanit:
aktive etmek i¢in yeterli olan bir RCD formu.

Intrinsik apoptozis

Hiicre dis1 veya hiicre i¢i mikro ortamin bozulmalar ile
baglatilan, mitokondriyal dig membran permeabilizasyonu
(MOMP) ile sinirlandirilmis ve ozellikle kaspaz-3 gibi
efektor kaspazlarla sonlandirilan RCD tiirtidiir.

Lizozom-bagimli hiicre 6limii
(LDCD)

Lizozomal membran permeabilizasyonu ile karakterize
olan ve katepsinler ile sonlandirilan (bazen de MOMP ve
kaspazlarin dahil oldugu) RCD tipidir.

Mitokondriyal ~ permeabilite
gecisi (MPT)-giidiimlii nekroz

Hiicre i¢i mikro-ortamin bozulmalari ile baslatilan ve
siklofilin D’ye bagli olan spesifik RCD formu.

Nekroptozis

MLKL (Mixed lineage kinase domain like pseudokinase),
RIPK3  (Receptor-interacting  serine/threonine-protein
kinase 3) ve bazi durumlarda RIPK1’in (Receptor-
interacting  serine/threonine-protein  kinase 1) kinaz
aktivitesine bagli olan, hiicre i¢i veya hiicre dis1 homeostaz
diizensizlikleri ile tetiklenen bir RCD formudur.

NETotik hiicre 6limi

Hematopoietik hiicrelerle sinirli olan ve nétrofil hiicre dist
tuzak (NET; Neutrophil extracellular trap) ekstriizyonu ile
iligkili olan reaktif oksijen tiirlerine baglimli bir RCD.

Otofaji-bagimli  hiicre 6liimii
(ADCD)

Otofajik mekanizma ve bunlarin bilesenlerine mekanik
bicimde bagli olan RCD tiirtidiir.

Partanatos

Poli-ADP riboz polimeraz 1 (PARP1) hiperaktivasyonu ile
baglatilan, apoptozis indiikleyici faktdre (AIF) ve gog
engelleyici faktdre (MIF) bagimli DNA bozulmasina bagl
olarak ortaya g¢ikan biyoenerjetik yikim tarafindan
sonlandirilan bir RCD tiiriidiir.

Piroptozis

Gasdermin protein ailesinin {yeleri tarafindan plazma
membraninda porlar olugmasina bagli olan ve siklikla
yangisal kaspaz aktivasyonu ile sonuglanan bir RCD
tirtidiir.
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Apoptozis, hiicrelerin yangi olusturmadan gerceklestirdigi, 6zel bir takim
yolaklara ve morfolojik degisiklikler ile karakterize, metabolik 6zellikleri olan ve
genetik olarak kodlanan bir ¢esit programli hiicre 6limidiir (Alberts ve ark. 2008,
Saikumar ve Venkatachalam 2009, Chandar ve Viselli 2012). Apoptozis terimi ilk
olarak John F. Kerr, Andrew H. Wyllie ve Robert Currie tarafindan 1972’de
tanimlanmis ve bu aragtirmacilar, hiicre Oliimii sirasinda hiicrelerde biiziisme,
kromatin yogunlagsmasi, kromatin fragmentasyonu, membran tomurcuklanmasi,
apoptotik cisimciklerin olusmasi gibi morfolojik degisimleri godzlemleyerek
“apoptozis” terimini bilimsel literatiire kazandirmiglardir (Kerr ve ark. 1972).
Apoptozis, sitoplazmik biiziilme, kromatin yogunlasmast (piknoz), ¢ekirdek
parcalanmasi (karyoreksis), plazma zar1 tomurcuklanmasi, fagositik aktiviteye sahip
komsu hiicreler tarafindan verimli bir sekilde alinan ve lizozomlar i¢inde pargalanan,
goriinliste bozulmamis kiiciik vezikiillerin (apoptotik cisimcikler) olusumu ile

karakterizedir (Galluzi ve ark. 2018).

1.2.1. Fizyolojik Apoptozis

Apoptozis, canlilarda pek cok fizyolojik olayda etkili olan bir mekanizmadir.
Fizyolojik apoptozis canlilarda hem embriyonik hayatta hem de embriyonik donemin

sonrasinda (postembriyonik donem) olduk¢a 6nemli etkilere sahiptir.

Embriyonik gelisimde hiicre boliinmesi olduk¢a artmaktadir. Bu hiicre
¢ogalmasinin kontrol altinda tutulmasi ve embriyonik gelisimin normal olarak devam
etmesi icin hiicrelerde apoptozis etkili olmaktadir. Hem embriyonik hem de embriyo
disindaki hiicrelerde (plesanta, =zarlar gibi) sekillenen apoptozis sayesinde
embriyonik donem saglikli sekilde siirmektedir. Embriyonik yasamda apoptozisin

etkili oldugu bir diger olgu, el ve ayak parmaklarinin arasinda bulunan perdelerin
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ortadan kaldirilmasidir (Chandar ve Visselli 2012). Fotal membranlarda (amniyotik
epitelde, korionik trofoblast hiicrelerinde), fotal ndral tiip olusumunda, fazla cogalan
noron ve oligodendrositlerin eliminasyonunda ve embriyonik ilirogenital kanallarin
(Wolffian ve Miiller kanallar1) sekillenmesinde, bocek ve amfibilerdeki metamorfoz
gibi erken gelisim sathalarinda da apoptozis sekillenmektedir (Brill ve ark. 1999, Wu
ve ark. 2001).

Postembriyonik dénemde ise, immiin sistem hiicrelerinin regiilasyonunda, T
hiicre seleksiyonunda, hormona bagimli endometrium, meme gibi dokulardaki
involiisyonda, korpus luteum involiisyonunda, menstrual siklusta, kastrasyon
sonrasinda prostat dokusunda, yara iyilesmesinde, yangisal hiicrelerin ortadan
kaldirilmasinda ve graniilasyon dokusunun yara dokusuna doniismesinde apoptozis
etkilidir (Tizard 2009, Chandar ve Visselli 2012, Marti ve ark. 1999, Harada ve ark.
2004, Elmore 2007, Kumar ve ark. 2012).

1.2.2. Patolojik Apoptozis

Viicutta olusan bazi hasar ve enfeksiyonlarin sonucunda hiicreler apoptozise
ugramaktadirlar. Ayrica apoptozis, kanser hiicrelerinin yok edilmesinde de rol
oynayan mekanizmalardan birisidir. Hiicre oliimii regiilasyonu kanser, otoimmiin
lenfoproliferatif sendrom, iskemi, norodejeneratif hastaliklar (Parkinson, Alzheimer
gibi) ve baz1 enfeksiyon durumlarinda bozulur ve hiicrelerin asir1 proliferasyonu s6z
konusu olur. Ozellikle kanser gibi hiicrelerde asir1 proliferasyon olan durumlarda bu
hiicrelerin apoptozis ile yok edilmesinde T hiicreleri ve NK hiicreleri de apoptozise

aracilik ederler (Wu ve ark. 2001).

Radyasyon, sitotoksik kemoterapdtik ilaglar, u¢ degerlerdeki 1silar ve hipoksi
gibi pek c¢ok faktor, hiicrede apoptozisin baslamasini tetikleyebilir. Bu gibi

durumlarda hiicrelerde DNA hasarina sekillendiginde bu hiicreler apoptozis yoluyla
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yok edilirler (Elmore 2007). Hiicrelerde sekillenen hatali protein katlanmalar1 da
apoptozisin uyarilmasina neden olur. Bu proteinlerin endoplazmik retiikulumda
birikmeleri sonucu gelisen endoplazmik retikulum stresi sonucunda hiicrede
apoptozis tetiklenir (Kumar ve ark. 2012). Bobrek, pankreas, parotit bezi gibi
parenkimal organlardaki kanallarin g¢esitli nedenlerle tikanmasi sonucu olusan
patolojik atrofide, kortikosteroidler gibi bazi hormonlar ile staurosporin,
dimetilsiilfoksit ve nitrik oksit gibi baz1 kimyasallar hiicrede apoptozisin baglamasini
tetiklemektedir (Blanco ve ark. 1995, Belmokhtar ve ark. 2001, EImore 2007, Thaler
ve ark. 2012).

1.2.3. Apoptoziste Meydana Gelen Morfolojik Degisiklikler

Apoptozisin baglamasiyla hiicrelerde mikroskobik olarak da gdzlenebilen bir takim
degisiklikler meydana gelmektedir. Bu degisiklikler arasinda sitoplazmada biiziilme,
hiicrenin cevresiyle baglantilarinin kopmasi, hiicre membraninda tomurcuklanma ve
kromatinde  yogunlasma  (piknoz) bulunmaktadir. Yogunlasan kromatin
endoniikleazlar ile 6nce yaklasik 100 kilobazlik pargalara sonra 50 kilobazlik ve en
sonunda yaklagik 200 bazcifti uzunlugunda fragmentlere ayrilir ve bu parcalanma
karyoreksis olarak tanimlanir (Wu ve ark. 2001, Chaabane ve ark. 2013, Marino ve
ark. 2014). Karyoreksiste DNA, niikleozom birlesme yerlerinden koparak
parcalanmakta ve meydana gelen bu DNA pargalar jel elektroforezde karakteristik
basamak (ladder) goriintiisii olusturmaktadir (Alberts ve ark. 2008). In vivo ve in
vitro olarak meydana gelen apoptozis sonrasinda olusan bu DNA fragmentasyonu,
agar jel elektroforez teknigi ile belirgin sekilde gozlenebilmektedir (Mcllroy ve ark.
2000). Apoptozis sirasinda organellerin kiimelenmesi ve endoplazmik retikulumdan
koken alan vakuoller elektron mikroskobisiyle gozlenebilmekte ve sitoplazmadaki
tipik kabarciklart olusturmaktadir (Anderson 1997). Piknoz ve karyoreksis

sonrasinda, i¢inde organeller, sitoplazma ve bir kisminda DNA fragmentleri bulunan,
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etraft plazma membrantyla c¢evrili halde olan apoptotik cisimcikler hiicre
membraninda tomurcuklanma ile birlikte hiicreden ayrilmaktadir (Marino ve ark.

2014).

Hiicre membraninda fosfatidilserin, fosfatidiletanolamin, fosfatidilinozitol,
fosfatidilkolin, sfingomiyelin gibi fosfolipidler yer almaktadir (Chandar ve Viselli
2012). Saghkli bir hiicrede fosfatidilserin hiicre membraninin i¢ tabakasinda
konumlanmaktadir. Apoptotik hiicrede, bir flippaz ailesi iiyesi olan “aminofosfolipit
translokaz” ile flippaz aktivitesine sahip olan “ATP11C” molekiilleri kaspazlar
tarafindan parcalanarak fosfatidilserinleri hiicre membraninin i¢ tabakasinda tutma
aktivitelerini kaybetmektedir. Hiicrelerde bulunan “phospholipid scramblase”
enzimleri, hiicre membranindaki fosfolipitlerin i¢ ve dis katman arasinda yer
degistirme oOzelligine sahiptir. Apoptotik hiicrelerde “phospholipid scramblase”
enzimleri kalsiyum ve kaspaz bagimli olarak fosfatidilserin molekiillerinin yer
degistirmesinden sorumludur. Apoptozis ile hiicredeki flippazlarin aktivitelerinin
kaybolmasi ve “phospholipid scramblase” aktivitesi nedenleriyle, apoptozis sirasinda
fosfatidilserinler i¢ tabakadan dis tabakaya dogru yer degistirmektedir (Bratton ve
ark. 1997, Segawa ve Nagata 2015). Hiicrenin dis yiizeyinde konumlanan
fosfatidilserinler fagositik hiicrelerce taninarak apoptozis sonucunda olusan apoptotik
cisimciklerin fagosite edilmesini saglamaktadir. Apoptotik cisimciklerin fagositozu
(efferocytosis=efferositoz) sayesinde apoptotik hiicreden sitoplazmik igerikler disari
cikmamakta ve bu sayede yangi olusmamaktadir (Fadok ve ark. 1992, Wu ve ark.
2001, Park ve Kim 2019).

1.2.4. Apoptoziste Meydana Gelen Biyokimyasal Degisiklikler

Apoptozis sirasinda hiicrede olusan morfolojik degisimlerin yani1 sira bir takim

biyokimyasal olay da gerceklesir. Bu biyokimyasal degisimler arasinda,
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mitokondriyal dis membran permeabilizasyonu, kaspazlarin aktivasyonu, hiicredeki
pek cok makromolekiilii parcalayan katabolik hidrolazlarin aktivasyonu sayilabilir

(Marino ve ark. 2014).

1.2.4.1. Kaspazlar

Kaspazlar ilk defa, Caenorhabditis elegans isimli nematodda yapilan ¢alismalarla
tanimlanmis olan (Ellis ve Horvitz 1986) proteaz ailesidir. Bu proteazlarin
isimlendirilmesinde sistein (cysteine) ve aspartik asit (aspartic acid) bolgesine
spesifik proteaz (protease) ozellikleri baz alinmis ve bu nedenle “kaspaz (caspase)”

olarak isimlendirilmislerdir (Alnemri ve ark. 1996).

Kaspazlar, apoptozis yolaklarinda o©nemli etkiye sahip olan sistein
proteazlaridir. Tim kaspazlar zimojen (inaktif enzim prekiirsorii) olarak
sentezlenirler ve bu formlar1 “prokaspaz” olarak isimlendirilirler. Prokaspazlar
proteolitik kesim sonrasinda aktif formlarina doniisiirler ve bu aktif formlaria
kaspaz ismi verilir (Schulze-Osthoff ve ark. 1998, Wickremasinghe ve Hoffbrand
1999).

Kaspazlar yapisal olarak ii¢ alana sahiptir: (i) amino ucunda gesitli
uzunluktaki prodomain, (ii) yaklagik 20 kDa agirliginda biyiik alt {inite (p20), (iii)
karboksil ucunda yer alan yaklasik 10 kDa agirliginda kiigiik alt iinite (pl10)
(Thornberry ve Lazebnik 1998). Bu alanlardan prodomain, kaspazlarin

siniflandirilmasinda 6nem arz etmektedir.

Gilinlimiize kadar toplam 23 kaspaz tanimlanmistir (Connolly ve ark. 2014,
Julien ve Wells 2017, Spead ve ark. 2018). Bunlardan kaspaz-1, -2, -3, -4, -5, -6, -7, -
8, -9, -10, -12 ve -14 insanlarda bulunmustur. Insanlardaki kaspaz-4’iin homologu

olan kaspaz-11 farelerde, kaspaz-13 ise sigirlarda tanimlanmistir (Ghavami ve ark.
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2009). Kaspaz-15 domuz, kopek ve sigirlarda bulunurken insan ve farelerde
saptanmamustir (Eckhart ve ark. 2005). Kaspaz-16 keseli ve plasentali memelilerde;
kaspaz-17 balik, kurbaga, tavuk, kertenkele, ornitorenklerde; kaspaz-18 tavuk,
ornitorenk ve opossumlarda tanimlanmistir (Eckhart ve ark. 2008). Kaspaz-19, -20, -

21, -22 ve -23 ise zebra baliklarinda karakterize edilmistir (Spead ve ark. 2018).

Kaspazlarin biyolojik aktiviteleri yalmizca apoptozis ile smirli degildir.
Kaspazlar hiicresel sinyal iletimi, hiicre cogalmasi, gogii, farklilasmasi ve yangi gibi
pek cok biyolojik olayda da fonksiyona sahiptir. Bu fonksiyonlarina gore kaspazlar
apoptotik ve yangisal olmak iizere iki gruba ayrilir. Apoptotik kaspazlar (kaspaz-2, -
3, -6, -7 ,-8, -9, -10) hiicre oliimiinde etkili iken, yangisal kaspazlar ise (kaspaz-1, -4,
-5, -11, -12, -13, -14) yangi siiresince sitokin olgunlagsmasinda gorevlidir. Ancak bu
simiflandirmadaki yangisal kaspazlarin aktivasyonun da apoptozisi uyarabilmesi
nedeniyle bu siniflandirma kaspazlarin aktiviteleri i¢in yetersiz kalmis ve kazpazlar
ayrica prodomain uzunluklarina gore de smflandirilmistir (Li ve Yuan 2008,

Connolly ve ark. 2014, McArthur ve Kile 2018).

Kaspazlar yaygin olarak, N-ucundaki uzantilar1 olan prodomain uzunluklari
ve apoptotik sinyal yolagindaki yerlerine gore smiflandirilmaktadir. Bu
smiflandirmaya gore kaspazlar; baslatict kaspazlar (kaspaz-1, -2, -4, -5, -8, -9, -10,
-11, -12) ve efektor kaspazlar (kaspaz-3, -6, -7) olarak ikiye ayrilmaktadir. Baslatici
kaspazlar uzun prodomaine sahiptir. Bunlar, 6lim efektor alani (death effector
domain, DED) ve kaspaz gli¢lendirme alanindan (caspase recruitment domain,
CARD) birini igerir ve yolagin ilk basamaklarinda etkilidirler. Efektor kaspazlar ise
kisa prodomaine sahiptir. Bunlar apoptozisin son basamaklarinda 6zellikle hiicresel
substratlarin parcalanmasinda etkilidir (L1 ve Yuan 2008, Shalini ve ark. 2015,
McArthur ve Kile 2018). Bu tez ¢alismasinda SBV ile enfekte Vero hiicrelerinde,
baslatic1 kaspazlardan kaspaz-8 ve -9 aktivasyonu ile efektor kaspazlardan kaspaz-3

aktivasyonu incelendi.
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1.2.5. Apoptozis Yolaklar:

Apoptozisin baglamasinda temel olarak iki yolak vardir:

1. Dis (Ekstrinsik, 6liim reseptor) yolak
2. I¢ (intrinsik, mitokondriyal) yolak (Marino ve ark. 2014, McArthur ve Kile
2018)

1.2.5.1. D1s Yolak

Dis yolak ile apoptozisin baslamasi, hiicrenin transmembran reseptorlerine ilgili
ligandlarin baglanmasi ile gelismektedir. Dis yolak aktivasyonunda tiimor nekrozis
faktor reseptdor (TNFR) siiper ailesinin iiyesi olan Oliim reseptorleri etkilidir
(Chaabane ve ark. 2013, McArthur ve Kile 2018). Bazi hiicrelerin yiizeylerinde,
sistein aminoasitinden zengin ekstraseliller ve “0lim alan1” olarak tanimlanan
intraseliiler bolgelere sahip olan 6liim reseptdrleri meveuttur. Oliim reseptdrlerinin
O0lim alanlari, hiicre Oliimiiniin baslatilmast i¢in gerekli olan, yaklasik 50-80
aminoasitten olusan sinyal iletim dizilimi igerirler (Zhou ve ark. 2017). Hiicre
yiizeyinde bulunan 6liim reseptorlerine ilgili ligandlarinin baglanmasi ile 6lim
alanlarinda trimerizasyon sekillenir ve adaptdor molekiillerin uyarilmasiyla

kaspazlarin aktivasyonu tetiklenir (Rubinstein ve Kimchi 2012).

Dis yolak ile apoptozisin baglamasinda etkili olan temel reseptorler sunlardir:
Fas (Apo-1, CD95, DR2), TNFR1 (p55, CD120a, DR1), DR3 (Apo-3, TNFRSF25,
TRAMP, LARD), DR4 (TRAIL-R1), DR5 (TRAIL-R2, TRICK, KILLER) ve DR6.
Oliim reseptorlerinin apoptozisteki etkisinde 6nemli role sahip olan ve sinyal

doniistiiriilmesinde gorevli adaptor proteinler bulunmaktadir. Oliim alanlarina sahip
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olan baslica adaptor proteinler; Fas-iligkili 6liim alani (Fas-associated death domain,
FADD), reseptor etkilesimli protein (receptor-interacting protein, RIP) ve timor
nekrozis faktor reseptor-1 iligkili O6liim alani proteini (Tumor necrosis factor
receptor-1-associated death domain protein, TRADD)’dir (Schulze-Osthoff ve ark.
1998, Guicciardi ve Gores 2009). Dis yolakta hiicreye iletilen sinyaller sonucunda
prokaspaz-8 aktive olur ve aktif kaspaz-8 efektor kaspazlari aktive eder. Efektor
kaspazlarin aktivasyonu sonucunda hiicre apoptozise ugrar (Ashkenazi ve Dixit
1998, Mahmood ve Shukla 2010). Bu tez calismasinda SBV ile enfekte Vero
hiicrelerinde apoptozisin dis yolak ile aktivasyonunun incelenmesi i¢in kaspaz-8

aktivasyonu analiz edildi.

1.2.5.2. I¢ Yolak

Reseptore bagli olmayan ve mitokondri bazli olarak gelisen i¢ yolakta hiicre i¢i
sinyaller etkilidir. i¢ yolak, DNA hasari, endoplazmik retikulum stresi, oksidatif,
radyasyon, toksinler, hipoksi, hipertermi, viral enfeksiyonlar ve serbest radikallerin
varligl, stres varligi veya biliylime faktorleri, hormon ve sitokinlerin hiicreye
ulagmamasi gibi pek cok hiicresel stres sinyalleri ile aktive olur (Elmore 2007, Tait

ve Green 2010).

Apoptozisin  i¢ yolakla baglamasinda, mitokondrial dis membran
permeabilizasyonu (mitochondrial outer membrane permeabilization, MOMP) en
onemli basamaktir. MOMP sonucu pro-apoptotik proteinler once mitokondrial
intermembran araligina oradan da sitoplazmaya geger (Tait ve Green 2010). Bu pro-
apoptotik proteinler temel olarak iki gruba ayrilir:

i) Birinci grupta sitokrom c, ikinci mitokondri-tiirevli kaspaz aktivatori

(second mitochondria-derived activator of caspase, SMAC/DIABLO) ve
serin proteazi olan yiiksek 1s1 gereksinimli protein (High-temperature

requirement HtrA/OMI) bulunur.
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i) Ikinci grupta ise apoptozis indiikleyici faktor (AIF), endoniikleaz G ve
kaspaz aktive DNAaz (CAD) vardir. Birinci gruptaki proteinler kaspaz
bagimli mitokondrial yolagi aktive ederlerken, ikinci grup proteinler ise

hiicre 6ltimiiniin ge¢ olaylarinda etkilidir (Elmore 2007).

1.2.5.2.1. Mitokondrial Dis Membran Permeabilizasyon (MOMP) Aktivasyonu

Hiicreye ulasan apoptozis sinyali sonrasinda gelisen mitokondrial dis membran
permeabilizasyonu (MOMP), B hiicre lenfoma 2 (Bcl-2) ailesindeki pro-apoptotik ve
anti-apoptotik proteinler arasindaki iliskiler ile regiile edilen onemli bir basamaktir.
MOMP sonrasinda mitokondrideki sitokrom-c, SMAC, AIF gibi pro-apoptotik
proteinler sitoplazmaya gecer ve hiicrede apoptozisin gelismesine neden olur (Tait ve

Green 2010).

1.2.5.2.1.1. Bcl-2 Ailesi Proteinleri

B hiicre lenfoma-2 (Bcl-2) geni, B hiicre kokenli insan folikiiler lenfomasinda etkili
bir onkogendir ve bu genin apoptozisi engelleyici (anti-apoptotik) aktivitesinin
oldugunun kesfinden sonra Bcl-2 benzeri pek ¢ok protein izole edilmistir. Sayisi
artan bu proteinlerin siiflandirilmasinda, sekans benzerlikleri ve Bcl-2’ye baglanma
Ozellikleri baz alinmistir. Bel-2 ailesi “pro-apoptotik” ve “anti-apoptotik™ proteinler
olarak ikiye ayrilmaktadir. Hiicre 6liimiinii engelleyen proteinler “anti-apoptotik”,
hiicrenin 6liimiinii tetikleyenler ise “pro-apoptotik™ olarak tanimlanmaktadir. Bcl-2

ailesi proteinleri, birbirleri arasindaki etkilesimleri saglayan Bcl-2 homoloji (BH)
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alanlarma sahiptir ve toplam dort BH alan1 bulunmaktadir: BH1, BH2, BH3 ve BH4
(Tsujimoto 1998, Wickremasinghe ve Hoffbrand 1999).

Bcl-2 ailesi proteinleri fonksiyonlarina gore 2 alt aileye ayrilmaktadir ve bu

alt aileler Cizelge 1.5’te gosterilmistir:

1. Anti-apoptotik fonksiyonlu proteinler alt ailesi: Bcl-2, Bcl-XL, Bcl-W
gibi proteinleri kapsayan ve dort BH alanina da sahip olan alt ailedir.
2. Pro-apoptotik fonksiyonlu proteinler alt ailesi:

I.  Efektor proteinler: Bunlar BH1, BH2 ve BH3 alanlarina sahiptir.Bax
(Bcl-2 iliskili X protein) ve Bak (Bcl-2 antagonist/6ldiiriicii)
proteinlerini kapsar.

ii. Yalmz BH3 igeren proteinler: Sadece BH3 alanina sahip olan Bad
(Bcl-2 iligkili hiicre 6lim agonisti), Bid (BH3 etkilesimli-alan 6liim
agonisti), Bik (Bcl-2 etkilesimli oldiriicii), Noxa, Puma (p53
upregiile apoptozis modiilatorii), Bim (Bcl-2 etkilesimli hiicre 6lim

aracisi)’den olusur (Chipuk ve ark. 2010).

Cizelge 1.5. Bcl-2 ailesine ait pro-apoptotik ve anti-apoptotik bazi proteinler
(Brunelle ve Letai 2009, Gross ve Katz 2017)

Pro-apoptotik Anti-apoptotik
Bax Bcl-2

Bak Bcl-XL

Bad Bcl-W

Bid Bfl-1

Bik Mcl-1

Bok Boo/DIVA/NR-13/Bcl-B
Bim

Noxa

Puma

Hrk

Bmf

BNIP3
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Bcl-2 ailesindeki anti- ve pro-apoptotik proteinler arasinda gesitli etkilesimler
ile hiicre oliimii dengede tutulmaktadir. Saglikli hiicrelerde Bad proteini, protein
kinaz B tarafindan fosforile edilmektedir ve bu formu sitoplazmada bulunmaktadir.
Bad proteini, ¢esitli etmenler (kalsiyum varligi, interlokin 3 yoklugu gibi) nedeniyle
fosforile olmaz veya defosforile olursa, mitokondride yer alan ve normal kosullarda
baglanamadigi Bcl-2 ve Bcl-XL kompleksine baglanmaktadir. Hiicre 6liimiine engel
olan Bcl-2 ve Bcl-XL anti-apoptotik proteinlerine Bad proteininin baglanmasi ise
MOMP ile sonuglanmakta ve hiicrede i¢ yolak iizerinden apoptozis tetiklenmektedir

(Elmore 2007).

Saglikli hiicrelerde sitoplazmada bulunan Bax proteini, apoptotik sinyal
sonrasinda homodimer olusturarak mitokondriye transloke olmaktadir (Gross ve ark.
1998). Bax proteini mitokondride Bcl-XL ile kompleks olusturarak buradaki voltaj-
bagimli anyon kanallarinin (VDAC) ag¢ilmasini indiiklemektedir (Shi ve ark. 2003).
Apoptotik sinyal sonrasinda Bax ve Bak proteinleri ise mitokondri iizerinde bir araya
gelerek mitokondriyal apoptozis-indiikleyici kanal (MAC) olusumuna neden
olmaktadir. MAC olusumu ise MOMP ile sonuglanir ve hiicrede apoptozis baslar

(Dejean ve ark. 2006).

Diger Bcl-2 ailesi proteinlerinden olan Bid aktivasyonu, bu proteinin kaspaz-
8 tarafindan kesilmesiyle gergeklesirken (Luo ve ark. 1998), Puma ve Noxa ise, p53
geninin artis1 ile aktive olmaktadir (Nakano ve Vousden 2001, Oda ve ark. 2000).

Bu tez calismasinda SBV ile enfekte Vero hiicrelerinde Bcl-2 ailesi
proteinlerinin gen ekspresyonlari analiz edildi. Pro-apoptotik proteinlerden Bak, Bax
ve Puma’ni, anti-apoptotik proteinlerden ise Bcl-2 ve Bcl-XL’nin gen

ekspresyonlari real-time PZR ile incelendi.
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1.2.5.2.2. Mitokondrial Dis Membran Permeabilizasyonu (MOMP) Sonrasi
Biyokimyasal Degisimler

Sitokrom ¢, mitokondride elektron transportunda gorevli olan ve mitokondrinin i¢ ile
dis membran1 arasinda yer alan bir proteindir (Alberts ve ark. 2008). I¢ yolagmn
aktivasyonunu takiben mitokondri dis membran biitiinliigli bozulur ve bunun
sonucunda sitokrom-c ve diger mitokondrial proteinler sitoplazmaya geger (Kale ve
ark. 2012). Sitoplazmaya gegen sitokrom c, burada bulunan apoptotik proteaz aktive
edici faktor-1’e (Apaf-1) baglanir. Sitokrom c’nin Apaf-1’e baglanmasinin ardindan
Apaf-1’de konformasyonel degisim sonrasi oligomerizasyon sekillenir ve bu yap1
“apoptozom” olarak isimlendirilir. Apaf-1 amino ucunda, bazi kaspazlarda bulunan
CARD homologu diziye, orta bolgesinde ced-4 benzeri diziye, karboksil ucunda ise
WD (W: triptofan, D: aspartik asit) tekrar bolgesine sahiptir. Apaf-1’de meydana
gelen konformasyonel degisim sonucunda bu proteinin yapisinda bulunan ve kaspaz
aktivasyon bolgesi olarak gorev yapan alan (ced-4 benzeri dizi) aciga c¢ikar.
Apoptozomun kaspaz aktivasyon bolgesine prokaspaz-9 baglanir ve kaspaz-9 aktive
olmus olur. Kaspaz-9 ise, efektor kaspazlar olan kaspaz-3 ve -7’yi aktive ederek
hiicrede apoptozisi baslatir (Wickremasinghe ve Hoffbrand 1999, Tait ve Green
2010).

Mitokondriden sitokrom c¢ haricinde sitoplazmaya c¢ikan diger proteinler
arasinda SMAC ve HtrA vardir. Bu proteinler ise apoptotik hiicre oliimiinii
engelleyen bir protein olan X-bagli apoptozis protein inhibitoriinii (XIAP) bloke

ederek hiicrede apoptosisin olusumasini tetiklerler (Tait ve Green 2010).

Mitokondrinin i¢ ve dis membranlar arasinda, apoptozis indiikleyici faktor
(AIF) ve endoniikleaz G de yer almaktadir. Bunlardan AIF, mitokondri
parcalanmasini takiben Once sitoplazmaya sonra da c¢ekirdege gecer. AIF, DNA’y1
yaklasik 50-300 kilobazlik parcalara ayirir ve periferal niikleer kromatin
yogunlagmasima neden olan proteindir. Mitokondriden c¢ekirdege gelen bir diger

protein olan endoniikleaz G de kromatini parcalara ayirir. Endoniikleaz G,

62



apoptoziste meydana gelen DNA fragmentasyonundan sorumlu proteinlerden biridir.
AIF ve endoniikleaz G, kaspazdan bagimsiz olarak goérev yapar. Mitokondriden
koken alan CAD ise, CAD inhibitériiniin (ICAD) kaspaz-3 ile kesilmesiyle aktive
olur. CAD cekirdege giderek oligoniikleozomal DNA fragmentasyonuna ve kromatin

yogunlagsmasina neden olur (Elmore 2007).

1.2.5.3. Apoptozisin Genetik Kontrolii

Apoptozisin genetik kontroliinde Bcel-2 ailesi genleri etkilidir. Ancak bu aileye iiye
proteinlerin haricinde bazi 6nemli genler de apoptozisin gelismesinde etkili
olmaktadir. Bu genlerin basglicalari arasinda p53, retinoblastoma geni (Rb), hiicresel

myelositomatozis onkogen (c-MYC) yer almaktadir.

p53 geni, baslica DNA hasari, hipoksi, onkogenlerin asir1 ekspresyonu,
hiicresel yaslanma ve apoptozis gibi olaylarda aktive olan bir tiimor supresor gendir.
Genin kodladig1 protein olan p53, DNA iizerindeki spesifik sekanslara baglanabilen
transkripsiyon faktoriidiir. p53-aracili apoptozis, Bcl-2 ailesinin pro-apoptotik
iyelerinin transkripsiyon kontroliinii saglamasiyla iligkilidir. p53°lin kontrol ettigi
pro-apoptotik Bcl-2 genleri arasinda Bax (Miyashita ve Reed 1995), Puma (Nakano
ve Vousden 2001), Noxa (Oda ve ark. 2000) ve Bid (Sax ve ark. 2002) genleri
bulunmaktadir. Bu genlerin promotor bolgelerine baglanan p53 proteini, bu genlerin
transkripsiyonu baglatir ve hiicredeki proapoptotik-antiapoptotik protein oraninin
degismesine neden olur. Hiicrede proapoptotik proteinlerin artmasiyla apoptozis
baslar. p53, apoptoziste etkili olan baska proteinlerin de ekspresyonunu
artirmaktadir. Bunlar arasinda Apaf-1, kaspaz-6 ve o6lim reseptorlerinden Fas ile

DRS bulunmaktadir (Fridman ve Lowe 2003).

Rb proteininin apoptozise olan etkisi farklilik gostermektedir. Rb

antiapoptotik etkisi ilk olarak, Rb geninde mutasyon olusturulan farelerde gelisen
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apoptozis ile belirlenmistir (Jacks ve ark. 1992). Antiapoptotik etkisinin yan1 sira Rb
proteini, kaspazlar i¢in bir substrattir ve kaspazlar tarafindan par¢alanmasi sonucu iki
tiniteye (p68 ve p48) bolinmektedir. Rb’nin fosforilizasyonunun da hiicrede
apoptozisi indiikleyebilecegi bildirilmistir (Fan ve ark. 1996, Knudsen ve ark. 1999,
Fan ve Steer 1999).

c-MYC proteini hiicrenin ¢ogalmasi ve farklilasmasinda oldugu gibi
apoptoziste de etkilidir. c-MYC’nin hiicrede asir1 ekspresyonu hiicrenin apoptozise
duyarli hale gelmesine neden olmaktadir. Apoptozisin gelismesindeki etkisi p53

bagimli veya bagimsiz olarak gergeklesebilir (Hoffman ve Liebermann 2008).

1.2.5.4. Apoptozisin Belirlenmesi

Apoptotik hiicrelerde olusan biyokimyasal ve morfolojik degisimler sayesinde
apoptozisin belirlenmesi kolaylasmaktadir (Marino ve ark. 2014). Apoptozisin
belirlenmesi i¢in kullanilan bazi biyomarkirlar bulunmaktadir. Bu biyomarkirlar
apoptozisin ¢esitli basamaklarinda etkili olan molekiillerden veya bu molekiillerin
aktivasyonu sonucunda meydana gelen apoptotik hiicresel degisimlerden
olugmaktadir (Ward ve ark. 2008). Hiicre veya dokulardaki apoptozisin incelenmesi
icin farkli teknikler kullanilmaktadir. Bu teknikler arasinda; immiinohistokimya,
TUNEL (terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated dUTP nick-end labeling),
vestern blotlama, ELISA, spektrofotometre, PZR (polimeraz zincir reaksiyonu),
floresan mikroskopi, elektron mikroskopisi, agar jel elektroforez ve akan hiicre dlger

(flow sitometri) bulunmaktadir.
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1.2.5.4.1. Mitokondrial Degisiklikler

Apoptoziste meydana gelen mitokondrial permeabilizasyon sonucunda sitokrom c,
SMAC/Diablo ve Bcl-2 ailesinin iiyeleri gibi pek ¢ok protein mitokondriden
sitoplazmaya ge¢mektedir. Bu proteinlerin vestern blot ve real-time PZR ile
belirlenmesi ile hiicrelerde gelisen apoptozis tanimlanabilmektedir (Gu ve ark. 2011,
Rodrigues ve ark. 2012). Apoptozis sirasinda olusan MOMP belirlenmesi igin akan
hiicre 6lcer analizi, floresan mikroskopi, ELISA, elektron mikroskopisi gibi teknikler

kullanilmaktadir (Galluzzi ve ark. 2007).

1.2.5.4.2. Sitoplazmik Degisiklikler

Apoptozis sirasinda hiicre sitoplazmasinda meydana gelen en 6nemli degisim kaspaz
aktivasyonudur. Apoptozisin belirlenmesinde aktif kaspazlarin tespit edilmesi en
yaygin kullanilan yontemlerden birisidir. Kaspaz aktivasyonu, proteaz aktivasyon
Kitleriyle florometrik veya kolorimetrik olarak belirlenebilmektedir. Florometrik
kitlerin degerlendirmesinde floresan oOl¢iimii kullanilirken, kolorimetrik kitlerin
degerlendirilmesinde spektrofotometre ile optik dansite Olglimii yapilmaktadir.
Kaspaz aktivasyonu, incelenecek kaspaza spesifik antikorlar kullanilarak vestern
blot, immunohistokimya veya akan hiicre Olger gibi yoOntemlerle de

belirlenebilmektedir (Wlodkowic ve ark. 2012, Barry ve ark. 2014).
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1.2.5.4.3. Hiicre Membran Degisiklikleri

Apoptotik  hiicrelerin  membranlarinda konum degistiren fosfatidilserinlerin
belirlenmesi apoptozisin tanimlanmasi i¢in en yaygm kullanilan yontemlerden
birisidir. Kalsiyum bagimli fosfolipit baglayici protein olan annexin siiper-ailesinde
yer alan annexin V’in fosfatidilserine yiiksek affinite duymasi ve baglanmasi
ozelliginden faydalanilarak hiicrelerde apoptozis tanimlanabilmektedir. Bunun igin
floresan (¢cogunlukla FITC) isaretli annexin V kullanilarak apoptotik hiicreler akan
hiicre olger veya floresan mikroskop ile incelenebilmektedir (Suzuki ve ark. 1997,
Ding ve ark. 2005, Wlodkowic ve ark. 2009, Lan ve ark. 2013).

Floresan bir molekiil olan ve niikleik asitlerdeki guanin ve sitozin niikleotit
ciftine baglanan propidium iodid (PI) de apoptotik hiicrelerin boyanmasinda sikg¢a
kullanilan bir boyadir (Suzuki ve ark. 1997). Isaretli annexin V ile PI boyasimin
birlikte kullanilmas: hiicrelerdeki apoptozisin belirlenmesinde olduk¢a yaygin tercih
edilen bir yontemdir. Apoptotik hiicrelerde Annexin V hiicre yilizeyinde yer alan
fosfatidilserinlere baglanirken, PI ise DNA’ya baglanir. Akan hiicre 6l¢erde annexin
V ve PI negatif hiicreler saglikli iken, nekrotik hiicreler annexin negatif PI pozitif
olarak goriilmektedir. Apoptotik hiicreler ise, erken donemde (erken apoptotik)
annexin V pozitif P1 negatif, ge¢ donemde ise (ge¢ apoptotik) annexin V ve PI pozitif
olarak yorumlanmaktadir (Vermes ve ark. 1995, Wlodkowic ve ark. 2009).

1.2.5.4.4. DNA Degisiklikleri

Apoptotik hiicrelerde DNA fragmentasyonu sekillenmektedir. Bu DNA pargalar jel
elektroforezle gézlenebilmekte ve jelde tipik basamak (ladder) goriintiisii meydana
gelmektedir (Scrochi ve ark. 2017, Metz ve ark. 2019). DNA fragmentasyonu, Pl
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gibi floresan boyalarla isaretlenerek de incelenebilmektedir (Wlodkowic ve ark.
2012).

DNA fragmentasyonunu belirlemek i¢in kullanilan bir diger yontem de
terminal deoksiniikleotidil transferaz dUTP g¢entik ug etiketlemedir (Terminal
deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labeling; TUNEL). Terminal
deoksintikleotidil transferaz (TdT) enzimi, deoksiniikleotitleri DNA’nin 3'-hidroksil
ucuna baglama oOzelligine sahiptir. TUNEL yontemi, TdT enziminin floresan
maddeler ile isaretli dUTP ile DNA pargalarmin 3'-hidroksil ucunu etiketlenmesi
esasina dayanir. TUNEL yonteminde dUTP, FITC gibi floresan boyalarla
isaretlenmesinin yani sira biotin, digoksigenin, bromodeoksiiiridin (BrdU) gibi farkli
molekiillerle de isaretlenebilmektedir (Majtnerovd ve RouSar 2018). TUNEL
yontemi kullanilarak hiicrelerdeki apoptozis akan hiicre Olger veya floresan
mikroskopisinde  degerlendirilebilmektedir  (Darzynkiewicz ve ark. 2008,

Brzozowska ve ark. 2018).

DNA fragmentasyonu belirlenmesi i¢in floresan mikroskop kullanilarak
degerlendirilen 4',6’-diamidino-2-fenilindol (4',6’-diamidino-2-phenylindole; DAPI)
veya Hoechst 33258, 33342, 34580 boyamalari da yapilabilmektedir. DAPI ve
Hoechst 33258 boyalar ¢ift iplikli DNA’daki kiigiik c¢entiklerdeki A-T baz giftine
baglanmaktadir (Eriksson ve ark. 1993, Majtnerova ve Rousar 2018).

DNA replikasyonu, hiicre boliinmesi ve farklilagmasi gibi olaylarda DNA
tamirinde gorev alan poli ADP riboz polimeraz (PARP) 116 kDa agirliginda bir
proteindir. Hiicrede sekillenen apoptozis sonucunda aktive olan kaspazlar PARP
parcalanmasina neden olur. PARP parcalanma bdlgesi-spesifik antikor konjugatlari
kullanilarak akan hiicre olger, vestern blot, immiinohistokimya gibi yontemlerle

PARP boliinmesi tespit edilebilmektedir (Gu ve ark. 2011).
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1.3. Viriisler ve Apoptozis

Viriislerin kodladiklart proteinler ve mikroRNA (miRNA) gibi bazi molekiiller,
enfekte ettikleri hiicrelerdeki apoptoziste rol oynayan hiicresel molekiillerle
etkilesime girerek apoptozisi engellemekte veya tetiklemektedir. Ayrica, bir viriise

ait baz1 genler apoptozisi engellerken baz1 genleri ise apoptozisi tetikleyebilmektedir

(O’Brien 1998, Gartner ve ark. 2008, Zhang ve ark 2019).

1.3.1. Apoptozisi Engelleyen Viriisler

Viriisler enfekte ettikleri hiicrenin erken Oliimiinii engellemek, yeni viriislerin
olugmasint saglamak veya persiste enfeksiyon olusumunu kolaylastirmak icin
hiicrede apoptozisi bloke ederler (O’Brien 1998, Galluzzi ve ark. 2008). Replikasyon
sireleri daha uzun olan bazi viriisler i¢in replikasyon tamamlanmadan veya
maksimum yavru viriisler olusturulmadan oOnce enfekte hiicrelerin apoptozise
ugramasi zararli bir mekanizmadir. Bu nedenle bazi virlisler, apoptozisle
sonuglanacak yolaklar1 c¢esitli mekanizmalarla etkileyerek apoptozisi engellerler.

Apoptozis inhibisyonu i¢in viriisler genel olarak baz1 mekanizmalar1 kullanirlar:

i.  Kaspaz aktivitesinin bloke edilmesi,
ii.  Oliim reseptorlerinin (Fas, TNFR gibi) aciklanmasinin, aktivasyonunun
ve sinyalizasyonunun engellenmesi,
ili.  Virisler tarafindan anti-apoptotik protein homologlarinin kodlanmas,
Iv.  Pro-apoptotik p53 proteinine etki eden viral proteinler iiretilmesi

(MacLachlan ve Dubovi 2011).
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Apoptozisi engelleyen bazi virlisler arasinda Adenoviridae, Herpesviridae,
Papillomaviridae, Poxviridae, Flaviviridae, Arenaviridae ailelerindeki viriisler yer

almaktadir.

Gamma irradyasyon, biliyime hormonu eksikligi, glukokortikoid,
dekzametozon, staurosporin, siklosporin A gibi farkli yontemler kullanilarak
apoptozisin indiiklendigi hiicre hatlarinda, adenoviriislerin E1B-19K proteininin Bcl-
2 ve Bcl-XL gibi anti-apoptotik etki gosterdigi belirlenmistir. Bu proteinin, Bcl-2
gibi mitokondri iizerinde konumlanarak Bax ile Bak proteinlerine baglanmakta
oldugu ve bu proteinlerin oligomerizasyonunu engelledigi bulunmustur. Boylece Bax
ve Bak mitokondri membraninda por olusturamamakta ve MOMP engellenerek
hiicrede apoptozis inhibe edilmektedir (White ve ark. 1992, Huang ve ark. 1997).
Adenovirtiislerin E1B-55K proteininin ise hiicredeki tiimor supresor gen olan p53
proteinine baglandig1 ve apoptozis icin gerekli genlerin transkripsiyonunu durdurarak

apoptozisi engelledigi bildirilmistir (Yew ve ark. 1994).

Herpesviriisler apoptozisi engelleyen pek ¢ok protein kodlamaktadir.
Bunlardan viral FLIP (vFLIP; viral FLICE-inhibitory proteins), adaptor protein olan
FADD ile etkilesen iki tane Oliim efektor alanina sahiptir. VFLIP, FADD ile
baglanarak FADD-kaspaz-8 baglanmasini engeller. Boylece kaspaz-8 aktive
olamadig1 icin apoptozis engellenmis olur (O’Brien 1998). Sigir herpesvirtiis tip 1’in
(BHV-1) UL14 proteininin, MDBK hiicre hattinda sorbitol ile olusturulan apoptozisi
engelledigi bildirilmistir (De Martino ve ark. 2007). Sigir herpesviriis tip 5 (BHV-5)
US3 proteini, staurosporinle apoptozis olusturulmus domuz testis hiicresi ve Vero
hiicre kiiltliriinde apoptozisi engelledigi belirlenmistir (Ladelfa ve ark. 2011). Domuz
herpesviriis-1 US3 proteininin de, domuz bobrek hiicresi, MDBK, Vero,
hepatoseliiler karsinoma hiicre hatlarinda olusturulan apoptozisi baskiladigi ELISA,
western blotlama, TUNEL ve akan hiicre olger ile gosterilmistir (Chang ve ark.
2013). Herpes simplex viriis tip 1 (HSV-1) ICP27, Us3, gJ, gD, LAT gibi pek ¢ok
anti-apoptotik protein kodlamaktadir. Bunlardan Us3 proteini serin/treonin proteaz
aktivitesine sahiptir ve pro-apoptotik bir protein olan Bad’in aktivasyonunu
engelleyerek ve kaspaz-3’i inhibe ederek apoptozisi engellemektedir (Jones 2013).

Kaposi sarkoma viriisii (insan herpesviriis-8) VFLIP, vBcl-2 ve VIAP proteinleri ve
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miRNA'lar ile hiicrelerde apoptozisi inhibe etmektedir (Rezaee ve ark. 2006, Tolani

ve ark. 2014, Liu ve ark. 2017).

Insan papillomaviriisii tip-16’nin E5 proteininin insan keratinosit hiicre
hattinda dis yolag1 inhibe ederek apoptozisi engelledigi (Kabsch ve Alonso 2002), E6
proteininin ise hiicrede p53 proteininin (Shamanna ve ark. 2013) ve Bak proteininin
(Underbrink ve ark. 2008) parcalanmasina (degradation) yol agarak apoptozisi inhibe

ettigi belirlenmistir.

Sigir  poksvirlisiiniin - crmA  geniyle transfekte hiicrelerde apoptozisin
baskilandigi rapor edilmistir (Tewari ve Dixit 1995). Ke¢i poksviriisiiniin 135 geni
de HeLa hiicrelerinde apoptozisi inhibe etmektedir (Zhang ve ark. 2018). Vaccinia
viriistiniin FIL proteini mitokondriye yerlesmekte ve burada Bak proteinine
baglanarak Bak-Bax kompleksinin olusumunu engellemektedir (Wasilenko ve ark.
2005). Ilaveten, F1L proteininin kaspaz-9 inhibitdrii gibi davranarak apoptozisi

engelledigi bulunmustur (Zhai ve ark. 2010).

Bunyavirales takimina ait bazi viriisler de apoptozisi inhibe etmektedir.
Hantaan viriis (HTNV), enfekte ettigi insan gdbek kordon venasi primer endotelyal
hiicrelerinde (HUVEC; primary human umbilical vein endothelial cells) TRAIL
tretimini arttirmakta ve enfekte ettigi hiicrelerde kaspaz-8’1 inhibe ederek TRAIL-
aracili apoptozisin baslamasini engellemektedir. Apoptozisin engellenmesini, enfekte
hiicrelerde DRS5 reseptorlerinin ekpresyonunu ve yiizeyde sergilenmesini azaltarak
saglamaktadir (Sola-Riera ve ark. 2019a). Farkli Orthohantaviriislerle yapilan bir
baska caligmada ise staurosporin ile apoptozis indiiklenmis olan HUVEC
hiicrelerinde, HTNV, Andes viriis (ANDV), Puumala viriis (PUUV), Seoul virtis,
Prospect Hill viriis ve Tula viriisiin apoptozisi engelledigi belirlenmistir. Bu 6 farkli
Orthohantaviriis tiyelerinin N proteinini kaspaz-3 ve granzim B i¢in substrat olarak
kullandig1 saptanmistir (Sola-Riera ve ark. 2019b). RVFV NSm proteininin
hiicrelerde apoptozisi engelledigi belirlenmis (Won ve ark. 2007) ve NSm proteininin
C-ucunun mitokondri dis membranina baglanarak burada anti-apoptotik etkisini
gosterdigi ortaya konulmustur (Terasaki ve ark. 2013). Kirim-Kongo kanamali atesi

(KKKA) viriisii ile olduk¢a yakin patolojiye sahip olan fakat insanlarda enfeksiyon
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olusturmayan Hazara viriisiin (HAZV) N proteini ile transfekte edilmis SW13 (insan
adrenal korteks adenokarsinoma) hiicre hattinda, hem HAZV enfeksiyonu hem de
influenza A viriis enfeksiyonu ile indiiklenen apoptozisin inhibe edildigi
belirlenmistir (Matsumoto ve ark. 2019). HAZV ile enfekte edilen kene
HAE/CTVM9 (Hyalomma anatolicum anatolicum) hiicre hattinda da apoptozisin
inhibe edildigi belirlenmistir (Fuller ve ark. 2019). KKKA viriisiinin SW13
hiicrelerindeki enfeksiyonun erken evrelerinde kaspaz-3 ve -9 aktivasyonunu bloke
ettigi, PARP parcalanmasimi ve sitokrom c¢ salinimimi engelledigi ve boylece

hiicrelerde apoptozisi inhibe ettigi bulunmustur (Karlberg ve ark. 2015).

1.3.2. Apoptozisi Tetikleyen Viriisler

Viral enfeksiyonlarda replikasyon sonrasinda hiicrede artan viriis sayisi ile apoptozis
indiiklenebilmektedir. Bu sayede yangisal olaylar gelismeksizin komsu hiicrelere
viriisiin yayilmasi saglanmaktadir. Litik enfeksiyon olusumunda da viriislerin enfekte

hiicrelerde apoptozisi baglatmasi 6nemlidir (O’Brien 1998).

Keg¢i mononiikleer hiicre hattinda kiigiik ruminant vebasi virlisii ile
olusturulan enfeksiyon sonrasinda hiicrelerdeki apoptotik degisimler elektron
mikroskobisi, DNA fragmentasyonu, Hoechst boyama ile incelenmis ve viriisiin in
vitro olarak keci lenfositlerinde apoptozisi indiikledigi bildirilmistir (Mondal ve ark.
2001). Distemper viriisii ile MDCK (Pillet ve von Messling 2009) ve Vero (Kajita ve
ark. 2006) hiicre hattinda olusturulan enfeksiyonda hiicrelerde apoptozis sekillendigi

bildirilmistir.

Kopek koronaviriisii ile enfekte edilen kopek fibrosarkoma hiicre hattinda (A-
72) kaspaz aktivasyonu, PARP parcalanmasi ve mitokondriden sitokrom c¢ salinmasi
ile apoptozis uyarildig: bildirilmistir (De Martino ve ark. 2010). Kanatli infeksiyoz

bronsitis virlisiiniin  Vero hiicrelerinde kaspaz-bagimli yolak ile apoptozisi
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indiikledigi (Liu ve ark. 2001), at koronaviriisiiniin ise MDBK hiicrelerinde

apoptozisi indiikledigi saptanmistir (Suzuki ve ark. 2008).

HIV (Human immunodeficiency virus; insan immun yetmezlik virlisii)
kodladigi proteinlerle enfekte ve enfekte olmayan hiicrelerde apoptozise neden
olmaktadir. Apoptozis iligkili proteinleri arasinda Vpr (viral protein regulatory), zarf
glikoprotein kompleksi (gp120 ve gp4l), Tat (transkripsiyon transaktivator), Nef
(Negative regulatory factor) proteini bulunmaktadir (O’Brien 1998, Mehrbod ve ark.
2019). Vpr, hiicrede intrinsik yolag: aktive etmektedir. Vpr direkt olarak mitokondri
tizerinde yer alan VDAC kanallarina baglanir ve MOMP baglamasina neden olur
(Jacotot ve ark. 2000, Jacotot ve ark. 2001). Atlarin enfeksiy6z anemi viriisiiniin
patojenik susu ve atteniie as1 susunun at monosit-kdkenli makrofaj (eMDM) hiicre
kiiltiiriinde apoptotik etkisi, annexin V ve propidium iodid boyama sonrasinda akan
hiicre 6lgerde incelendiginde, as1 susunun patojenik sustan daha ¢ok apoptozise

neden oldugu belirlenmistir (Lin ve ark. 2011).

Kopek parvoviriis tip 2 ile enfekte MDCK hiicre hattinda (Doley ve ark.
2014) ve viriisiin NS1 geni ile transfekte edilmis HeLa hiicre hattinda (Saxena ve ark.

2013) apoptozisin tetiklendigi bildirilmistir.

Atlarin  arteritis viriisi  (EAV) ile Vero hiicrelerinde olusturulan
enfeksiyondan sonra hiicrelerde DNA fragmentasyonu ve kaspaz aktivasyonu
sekillendigi gosterilmistir  (Archambault ve St-Laurent 2000). EAV, Vero
hiicrelerinde kaspaz-8 ve mitokondri-bagimli kaspaz-9 aktivasyonuna neden olmakta
ve apoptozisi uyarmaktadir (St-Louis ve Archambault 2007). Bir bagka caligmada ise
EAV’nin gP5 geni ile transfekte edilmis insekt (Spodoptera frugiperda) hiicre
hattinda apoptozisin indiiklendigi elektron mikroskobisi, DNA fragmentasyonu,
TUNEL ve kaspaz-3 aktivasyon incelenmesi ile belirlenmistir (Metz ve ark. 2014).
EAYV izolasyonunda sik¢a kullanilan tavsan bobrek hiicre hattinda (RK13) hem i¢
hem de dis yolagi aktive ederek hiicrede apoptozisi uyardigi kaspaz-8 ve -9
florometrik Kitleriyle belirlenmistir (Metz ve ark. 2016).

Mavi dil viriisiinlin, Vero hiicre hattinda kaspaz bagimli i¢ ve dis yolakla

apoptozisi baglattigi belirlenmistir (Nagaleekar ve ark. 2007). Ayrica bu viriisiin
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kapsid proteininin, HeLa, BSR ve HEK 293T gibi memeli hiicrelerinde apoptozisi
tetikledigi in vitro olarak kanitlanmigtir (Mortola ve ark. 2004).

BHV-1 ile yapilan bir ¢alismada viriisiin MDBK hiicre kiiltiiriinde apoptozise
neden oldugu akridin turuncu/etidyum bromid boyama, agaroz jel elektroforez ve
akan hiicre 6lger ile gdsterilmistir. Virlisiin Fas aracili olarak apoptozisi baslattig1 ve
Bcl-2 ailesi proteinleri aracilifiyla mitokondriden sitokrom ¢ikisini uyardigi
saptanmistir (Xu ve ark. 2012). BHV-1 ORFS8 proteini, RK13 hiicre hattinda
apoptozisi indiiklemektedir (Nakamichi ve ark. 2002).

Sap wviriisityle domuzlarda olusturulan deneysel enfeksiyon sonrasinda
dokulardaki apoptozis TUNEL ve DNA fragmentasyonu ile gosterilmistir (Ku ve
ark. 2005). Sap viriisiiniin VP1 proteininin, BHK-21 hiicre hattinda (Peng ve ark.
2004) ve fare dendritik hiicrelerinde (Jin ve ark. 2007) apoptozisi indiikledigi
bildirilmistir. Rekombinant VP1 proteininin, farelerdeki hepatoseliiler karsinomlara
uygulanmas1 ile apoptozis araciligiyla tiimér hiicrelerinin  biiylimesini ve
invazyonunu durdurdugu belirlenmistir (Chen ve ark. 2011). Sap viriisiiniin 2C
proteininin BHK-21 hiicre hattinda apoptozisi indiikledigi gosterilmis ve proteinin
apoptotik etkisini hiicrelerde n-myc proteini iizerinden gerceklestirdigi bulunmustur

(Wang ve ark. 2012).

Bovine viral diyare viriisiiniin (BVDV) sitopatik (cp) ve sitopatik olmayan
(ncp) biyotiplerinin apoptotik etkisi karsilastirmali olarak MDBK ve buzag: testis
(CTe) hiicre hatlarinda incelenmistir. DNA fragmentasyonu ve TUNEL analizleri
sonucunda BVDV c¢p biyotipinin apoptozisi indiikledigi, ncp biyotipinin ise
indiiklemedigi bildirilmistir (Zhang ve ark. 1996). Bir diger calismada ise ncp
BVDV-1 ile buzagilarda olusturulan deneysel enfeksiyon sonrasinda hayvanlarin
lenfoid dokular1 elektron mikroskobu, TUNEL, kaspaz-3 aktivasyonu yoniinden
incelendiginde, apoptotik lenfosit yitkimlanmasinin olustugu bildirilmistir (Pedrera ve
ark. 2009). BVDV NS3 proteini ile transfekte hiicre hattinda apoptozisin
indiiklendigi belirlenmistir (St-Louis ve ark. 2005).

Akabane, Aino ve Chuzan viriislerinin Vero hiicre hattinda olusturdugu

apoptotik degisimlerden DNA fragmentasyonu jel -elektroforezle, kaspaz-3
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aktivasyonu ise immiinofloresans test ile incelenmis ve her {i¢ viriisiin de Vero
hiicrelerinde apoptozise neden oldugu bildirilmistir (Lim ve ark. 2005). KKKA
virlisii ile hepatokarsinoma hiicre hattinda enfeksiyon olusturulmus, sonrasinda
hiicreler TUNEL ve annexin V ile incelenmistir. Hiicrelerdeki apoptozis iliskili
genler ve endoplazmik retikulum stresi iliskili genlerin ekspresyonlar real-time PZR
incelendiginde, Puma, Noxa ve CHOP ekspresyonlarinda artis belirlenmistir. Bunun
sonucunda KKKA viriisliniin hepatositlerde endoplazmik retikulum stresine ve
apoptozise neden oldugu bildirilmistir (Rodrigues ve ark. 2012). KKKA viriisii ile
enfekte SW13 hiicrelerinde enfeksiyonun erken evrelerinde apoptozis inhibe
edilmesine ragmen, ge¢ evrelerinde ise Bid proteini aktivasyonuna neden olarak
hiicrelerde apoptozisi dis yolak iizerinden indiiklemektedir (Karlberg ve ark. 2015).
KKKA viriisii yine SW13 hiicrelerindeki enfeksiyonun ge¢ evrelerinde kazpaz-3
bagimli olarak apoptozise neden olmaktadir (Karlberg ve ark. 2011). KKKA
viriisiiniin NSs proteini ile tansfekte edilmis farkl: hiicre hatlarinda (Vero E6, HelLa,
293FT, SW13), apoptozis hem ekstrinsik hem intrinsik yolaklar ile indiiklenmektedir
(Barnwal ve ark. 2016). Akabane viriisin Vero E6 hiicrelerinde apoptozisi
indiikleyebilmesi i¢in c-Jun N-terminal kinaz (JNK) ve p38 mitojen-aktive protein
kinaz (MAPK) yolaklarini aktive ettigi ve 6zellikle JNK yolaginin kritik dneme sahip
oldugu bildirilmistir (Mitomo ve ark. 2016). Oropouche viriisiin HeLa hiicrelerinde
apoptozisi uyardig1 belirlenmistir. Hiicrelerde apoptozisin uyarilmasi igin viriis-
reseptdr baglanmasinin yeterli olmadigi, viral soyunma ve replikasyonun da
gelismesi gerektigi belirlenmistir (Acrani ve ark. 2010). RVF virtisii enfeksiyonuna
benzer semptomlar ve patolojilerle karakterize enfeksiyona neden olan Punta Toro
viris (PTV), HepG2 (insan hepatoseliiler karsinoma) hiicrelerinde DNA
fragmentasyonuna, kaspaz-3/-7 aktivasyonuna ve PS eksternalizasyonuna neden
olarak hiicrelerde apoptozisi indiiklemektedir (Ding ve ark. 2005). PTV NSs ve N
proteinleri ile transfekte HepG2 hiicrelerinde apoptozisin hem intrinsik hem de
ekstrinsik yolak ile indiiklendigi belirlenmistir (Li ve ark. 2010). La Crosse viriis,
farelerin beyninde ve noronal hiicre hatlarinda apoptozise neden olmaktadir. Ote
yandan Bcl-2 geniyle transfekte edilmis hiicrelerde ise La Crosse viriisiin apoptozisi
baglatamadig1 belirlenmistir (Pekosz ve ark. 1996). HAZV enfeksiyonu kene hiicre

hattinda apoptozisi engellemesine ragmen, bu viriis ile enfekte edilmis SW13 ve
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A549 hiicrelerinde apoptozisin indiiklendigi belirlenmistir (Matsumoto ve ark. 2019,

Fuller ve ark. 2019).

SBV’nin NSs proteininin apoptozis iizerine etkisi CPT-Tert ve HEK-293T
hiicrelerinde vahsi tip SBV ve NSs geni silinmis SBV (SBVANSs) ile yapilan
enfeksiyon sonrasinda hiicrelerdeki kaspaz-3/-7’nin aktivasyonunun arastirilmasi ile
incelenmistir. Vahsi tip SBV ile enfekte hiicrelerde kaspaz-3/-7 aktivasyonunun daha
fazla oldugu belirlenmistir. Bu baglamda arastirmacilar SBV NSs proteininin
apoptozisi artirict etkisinin oldugunu iddia etmislerdir. Ayni1 ¢alismada, NIH-Swiss
farelerin vahsi tip SBV ve SBVANSs ile intraserebral yolla enfekte edilmesinin
ardindan farelerin beyin dokularinda kaspaz-3 aktivasyonu immunohistokimya ile
incelenmistir. Calisma sonucglarina goére, SBVANSs ile enfekte fare beyinlerine
kiyasla vahsi tip SBV ile enfekte edilen farelerin beyin dokularinda daha fazla aktif
kaspaz-3 igeren hiicre belirlenmis ancak iki deney grubu arasinda istatistiksel anlamli
farklilik saptanamadigi bildirilmistir. Bu bilgiler 1518inda SBV’nin NSs proteininin
CPT-Tert ile HEK-293T hiicrelerinde apoptozis iizerine etkili oldugu, farelerde ise

apoptozis iizerine etkili olabilecegi rapor edilmistir (Barry ve ark. 2014).

Her virtisiin her hiicre hattinda gosterdigi in vitro apoptotik etki farklilik
gostermektedir. Ayni aileye liye olan farkli viriislerin bazilar1 apoptozisi indiiklerken
bazilar1 apoptozise engel olmaktadir. Bazi viriisler ise viral replikasyonun evrelerine
gore apoptozis lUzerine farkli etkiler gostermektedir. Bu tezde, SBV ile ilgili
caligmalarda sik¢a kullanilan bir hiicre hatti olan Vero hiicre hattinda SBV’nin

apoptotik etkisinin arastirilmasi ve kullandig1 yolaklarin belirlenmesi amaglandi.
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2. GEREC ve YONTEM

2.1. Hiicre Kiiltiirii

Tez kapsaminda kullanilan Vero hiicre hatti, %10 fotal buzagi serumu (FBS) igeren
Dulbecco’s modifiye Eagle’s medium (DMEM) i¢inde ve penisilin (100 U/ml) ve
streptomisin (100 pg/ml) ilave edilerek iiretildi. Hiicreler %S5 karbondioksitli
inkiibatorde (PureCell NU-5100 E, Nuaire, ABD) 37°C’de inkiibe edildi. Hiicreler,
yapilacak deneyde duyulan ihtiyaca gére 25 cm? flask (#690160, Greiner Bio-One,
Avusturya), 75 cm? flask (#90075, TPP, Isvigre), 6 kuyucuklu hiicre kiiltiir pleyti
(#130184, Thermo Scientific, ABD), 12 kuyucuklu hiicre kiiltiir pleyti (#712001,
Nest, Cin) veya 24 kuyucuklu hiicre kiiltiir pleytinde (#702001, Nest, Cin) ¢ogaltildi.

2.2. Schmallenberg Viriisiiniin Identifikasyonu

Tez kapsaminda, Schmallenberg viriisii (SBV) F6 susu (ii¢ segmentine ait GenBank
erisim numaralart KC355457, KC355458, KC355459) kullanildi. Kullanilan SBV
susu Prof. Dr. Wim H. M. van der Poel (Wageningen Universitesi, Hollanda)
tarafindan gonderildi. SBV’nin hem identifikasyonu ve hem de Vero hiicre hattinda
tiretildiginin kontrolii icin RNA izolasyonu, cDNA sentezi yapildi ve konvansiyonel

PZR kuruldu.
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2.2.1. RNA izolasyonu

Viral RNA izolasyonu, High Pure RNA izolasyon kiti (#11858882001, Roche,
Almanya) kullanilarak gergeklestirildi. Viral ornekten 200 pl alinarak steril
mikrosantrifiij tiiplerine aktarildi ve lizerine iginde poly (A) tasiyict RNA (tRNA)
eklenmis olan 400 pl Lysis/Binding buffer ilave edilip vortekslendi. Ornekler 10
dakika siiresince oda sicakliginda bekletildi. Bekleme siiresi sonrasinda tiim ornek
filtreli tiiplere aktarildi ve 8000 g hizda 15 saniye santrifiij edildi. Ardindan
icerisinde filtrat bulunan toplama tiipleri uzaklastirildi ve yeni toplama tiipleri
kullanildi. Filtreli tiiplerin iizerine PZR inhibitorlerini uzaklagtirmak i¢in 500 pl
inhibitor removal buffer konuldu ve 8000 g’de 1 dakika santrifiij edildi. Santrifiij
sonrasinda, icerinde filtrat bulunan toplama tiipleri yenileri ile degistirildi ve filtreli
tiiplere 450 pl yikama soliisyonu eklendi. Tiipler 8000 g’de 1 dakika santrifiij edildi
ve bu yikama islemi bir defa daha tekrarlandi. Son yikamada alkol rezidiilerini
uzaklastirilmas: i¢in 13000 g’de 10 saniye santrifiij islemi uygulandi. Ardindan
filtreli tiipler steril mikrosantrifiij tiiplerine yerlestirildi. Uzerlerine 50 ul eliisyon
solisyonu eklenip 8000 g’de 1 dakika santrifiij edildi. Elde edilen viral RNA
kullanilincaya kadar -80°C’de saklandi.

2.2.2. Reverse Transkripsiyon Reaksiyonu (cCDNA Sentezi)

Elde edilen RNA o6rneklerinden cDNA sentezi yapildi. Bunun i¢in 13 pl RNA 6rnegi
ile 1 pl random hekzamer primer (#S0142, Thermo Scientific, ABD) ile PZR
tiiptinde karistirildi. Tiipler 90°C’de 2 dakika, 80°C’de 2 dakika ve 70°C’de 10
dakika inkiibe edildi. Sonrasinda tiiplere 5 pl RT-Buffer (#EP0441, Thermo
Scientific, ABD), 4 pul 10mM dNTP (#R0181, Thermo Scientific, ABD), 1 nl
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RNAse inhibitérii (#E00381, Thermo Scientific, ABD) ve 1 pul M-MLV reverse
transkriptaz (#EP0441, Thermo Scientific, ABD) ilave edildi. Toplam 25 pl
hacimdeki karisimi igeren tiipler, 42°C’de 1 saat ve 25°C’de 10 dakika inkiibe edildi.
Elde edilen cDNA o6rnekleri -20°C’de muhafaza edildi.

2.2.3. Konvansiyonel PZR ve Jel Elektroforez

SBV’nin teyidi SBV S segmentine 6zgiil olan 382-469 primer cifti (Bilk ve ark.
2012) ve Prof. Dr. Ahmet Kiirsat AZKUR tarafindan dizayn edilen AKASBV primer
cifti kullanilarak konvansiyonel PZR ile teyit edildi (Cizelge 2.1).

Cizelge 2.1. SBV S segmentine 6zgiil primer sekanslar1

Primer Primer sekansi (5'—3") Uriin Kaynak
Adi biiyiikliigii
382-469 F: TCAGATTGTCATGCCCCTTGC 89 b Bilk ve ark.
R: TTGGGCCCCAGGTGCAAATC P 2012
AKASBY F: ATGTCAAGCCAATTCATTTTTG 702 bp BU tez

R: TTAGATGTTGATACCGAATTGC

PZR i¢in 5 pl cDNA, 5 pl 5xPZR buffer (#EP0402, Thermo Scientific,
ABD), 5 ul MgClz 50mM, 1 pl Tag DNA polimeraz (#EP0402, Thermo Scientific,
ABD), 4 pl dNTPs 1.25mM (#R0181, Thermo Scientific, ABD), 4 pl 10 pmol
konsantrasyonda F-R primer karisimi (Cizelge 2.1) ve 26 ul steril distile su ile
toplam 50 pl hacimde karisim hazirlandi. PZR kondisyonu 95°C’de 2 dakika, 32
siklus boyunca 95°C’de 45 saniye, 55°C’de 45 saniye, 72°C’de 45 saniye ve son
uzama i¢in 72°C’de 10 dakika seklinde gerceklestirildi.
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PZR dirlinlerinin goriintiilenmesi i¢in agaroz jel elektroforezi yapildi. Bunun
icin Oncelikle tris-asetik asit-EDTA (TAE) soliisyonu hazirlandi. TAE hazirlanmasi
icin 121 g Tris (#PR0O612, Vivantis, Malezya) alinarak 28,55 ml asetik asit (#100063,
Merck, Almanya) icerisine konuldu. Bu karisimin iizerine 0,5 M pH 8.0 EDTA
(#20302, VWR, ABD) ¢ozeltisinden 50 ml ilave edildi. Sonrasinda 400 ml distile su
(dH20) eklenerek 50x TAE hazirlandi. Agaroz jel hazirlanmasi sirasinda bu soliisyon
stok olarak kullanild1 ve son konsantrasyon 1x olacak sekilde dH20 ile seyreltildi.
Tiim DNA 6rneklerindeki apoptotik degisimleri goriintiilemek icin %2’lik agaroz jel
hazirlandi. Agaroz jelin hazirlanmasi i¢in agaroz (#443666A, VWR, ABD), hassas
terazide (BLC500, Boeco, Almanya) tartilarak erlenmayer igerisindeki 1x TAE
icinde c¢ozdiriildii. Agarozun ¢oziinmesini hizlandirmak i¢in mikrodalga firin
(MD554, Argelik, Tiirkiye) kullanildi. Agarozun 1sis1 yaklasik 50°C’ye diistiikten
sonra eriyige 0,5 pg/ml oraninda ethidium bromide (#18S-00, SNP, Tiirkiye) ilave
edildi (Aslan 2014).

Elde edilen DNA ornekleri ve 100 bp DNA marker (#304105, Bioron,
Almanya), etidium bromid i¢eren %1,5’1lik agaroz jele yiiklendi. Elektroforez islemi,
Cleaver elektroforez cihazi (Warwickshire, Ingiltere) kullanilarak 125 volt (V)
akimda 30 dakikada gerceklestirildi. Agaroz jel, UV 151k kaynagi (Illuminyx, ABD)
kullanilarak goriintiilendi (Azkur ve ark. 2011).

2.3. Viriisiin Uretilmesi

SBV, Vero hiicre hattinda adsorpsiyona bagli yontem ile inokule edilerek {iretildi.
Bunun icin hiicre yiizeyi serumsuz vasat ile yikandiktan sonra viral inokulum
flaska/hiicre kiiltiir pleytine konuldu ve 2 saat siiresince %5 karbondioksitli
inkiibatorde 37°C’de bekletildi. Ardindan inokulumlar toplandi ve flaska/hiicre kiiltiir
pleytine %1 FBS iceren DMEM ilave edildi. Enfekte edilen hiicreler giinliik olarak
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sitopatik etki (cpe) yoniinden tersine mikroskopta (DMIL LED, Leica, Almanya)

incelendi.

2.4. Plak Titrasyon Deneyi

Vero hiicre hattinda iiretilen SBV’nin titresi plak titrasyon yontemi ile belirlendi.
Bunun i¢in Mansfield ve ark. (2013) gelistirdigi yontem modifiye edilerek optimize
edildi. Plak titrasyon deneyi yapilmadan bir giin once, 2x10° hiicre/ml
yogunlugundaki Vero hiicre siispansiyonundan 12 kuyucuklu hiicre kiiltiirii pleytinin
her goziine toplam 2 ml veya 24 kuyucuklu hiicre kiiltiir pleytinin her goziine toplam
1 ml hiicre siispansiyonu konuldu. Hiicreler %5 CO2 ve 37°C inkiibatorde 1 giin

inkibe edildi.

Titrasyon oOncesinde toz DMEM/F-12 (#D8900, Sigma-Aldrich, ABD)
kullanilarak 2x DMEM/F-12 hazirlandi. Bunun i¢in 15,6 g toz vasat tartild1 ve 474
ml steril hiicre kiiltiirii grade su (#03-055-1A, Biological Industries, Israil) icinde
¢ozdirildii. Bunun i¢ine, penisilin (10000 U/ml) — streptomisin (10000 pg/ml)
soliisyonundan (#03-031-1B, Biological Industries, Israil) 10 ml ve %7,5 sodyum
bikarbonat soliisyonundan (#609-105-EL, Wisent Bio Products Multicell, Kanada)
16 ml katilarak 2x DMEM/F-12 hazirlandi. Elde edilen vasat, vakum filtre
sisteminden (#99500, TPP, Isvicre) filtre edildi. Vasatin pH’s1 pH metre cihaz1 (PT-
380, Boeco, Almanya) yardimi ile ol¢iildii ve pH 6,8-7,2 olarak dengelendi.
Kullanima hazir hale getirilen vasat 4°C’de muhafaza edildi. Plak titrasyon 6ncesinde
%?2 karboksimetil seliiloz (CMC) soliisyonu (#C9481, Sigma-Aldrich, ABD) distile
su icinde hazirlandi. CMC, distile su i¢inde oda 1sisinda ¢o6ziindiikten sonra
otoklavlanarak steril hale getirildi. Titrasyona baglamadan 6nce 2x DMEM ve %2
CMC esit hacimlerde (1:1) karistirilarak CMC overlay hazirland: ve kullanima hazir

vaziyette buzdolabinda saklandi.
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Titrasyon i¢in SBV’nin log10 tabaninda diliisyonlar1 serumsuz DMEM i¢inde
hazirlandi. 12 kuyucuklu pleytte bulunan Vero hiicreleri 500 pl, 24 kuyucuklu
pleytteki hiicreler ise 300 pl viriis diliisyonlariyla inokule edildi. Negatif kontrol
hiicrelerine ayn1 miktarlarda steril serumsuz DMEM ilave edildi. Viriis inokulumlari
konulduktan sonra pleytler, %5 CO. ve 37°C inkiibatorde 3 saat inkiibe edildi.
Ardindan, 37°C’ye 1sitilmis olan CMC overlay (DMEM+CMC) karigimindan her
kuyucuga 1-2 ml ilave edildi ve pleytler %5 CO. ve 37°C inkiibatérde 6 giin
siiresince inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon siiresinin sonunda pleytler inkiibatérden
alind1 ve overlay uzaklastirilmadan tiim kuyucuklara 1 ml %10 nétral tamponlanmis
formalin (#F5554, Sigma-Aldrich, ABD) ilave edildi. Hiicrelerin fikzasyonu igin
pleytler 1 saat silireyle oda 1sisinda bekletildi. Ardindan kuyucuklardaki tim sivi
vakum sistemi ile uzaklastirildi. Hiicre yilizeyini yikamak i¢in 200 ml distile su i¢inde
1 tablet PBS (#P4417, Sigma-Aldrich, ABD) ¢ozdiiriildii ve hazirlanan PBS ile hiicre
yiizeyleri 1 kez yikandi. Hiicrelerin boyanmasi ve plaklarin goriintiilenmesi igin her
kuyucuga yaklasik 400 pl kristal viyole soliisyonu (#109218, Merck, Almanya) ilave
edildi. Hiicrelerin kristal viyole ile boyanmasi i¢cin 10 dakika beklendikten sonra
pleyt ¢cesme suyuyla en az 3 defa yikandi. Pleyt kurutulduktan sonra kuyucuklarda
olusan plaklar makroskobik olarak sayild1 ve plak titrasyon testi degerlendirildi.
Degerlendirmede “PFU/ml = sayilan ortalama plak sayis1i / diliisyon orami X
inokulum miktar1 (ml)” formiiliinden yararlanildi (Mansfield ve ark. 2013, Baer ve
Kehn-Hall 2014). Ornegin; viral inokulum 0,5 ml konularak yapilan plak titrasyon
deneyinin  degerlendirilmesinde 10 viriis diliisyonu ile enfekte hiicre
kuyucuklarindan birinde 30 digerinde 32 adet plak sayildi ise (ortalama plak sayisi
31), viral titre “PFU/ml = 31 / 10 x 0,5” formiilii ile hesaplanarak viral titre 6,2 x
10° PFU/ml olarak bulunur.
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2.5. Vero Hiicre Hattina inokulasyonlar

Vero hiicre hatti 0,1 ve 0,01 MOI SBV ile enfekte edildi ve deney gruplari
olusturuldu. Pozitif kontrol olarak son konsantrasyonu 1 uM/ml olacak sekilde
dozlanarak staurosporin (#35385.02, Serva, Almanya), negatif kontrol grubuna ise
steril vasat ilave edildi (Nakazono-Kusaba ve ark. 2002). Tiim hiicreler giinliik olarak
sitopatik etki yoniinden tersine mikroskopta kontrol edildi. Inokulasyonlarin ilk
saatinde ve inokulasyonlardan 2, 6, 12, 18, 24, 36, 48, 72 saat sonra hiicreler
toplandi. Toplanan hiicrelerin vasatlar1 ve tripsinizasyon islemi sonrasinda elde

edilen hiicre pelleti birlestirilerek analizler yapildu.

2.6. Hiicrelerde Apoptozisin Belirlenmesi

2.6.1. DNA Fragmentasyon Deneyi

SBYV ile enfekte 2, 6, 12, 18, 24, 36, 48, 72 saat hiicrelerinden ve kontrol grubu
hiicrelerinden DNA izolasyonu apoptotik DNA ladder kit (#K170, Biovision, ABD)
kullanilarak gerceklestirildi. Bunun i¢in SBV ile enfekte her deney grubundan
yaklagik 2x10° hiicre tripsinize edilerek 15 ml steril santrifiij tiiplerine (#CFT011150,
Jet Biofil, Cin) toplandi. Hiicre pelleti ekstraksiyon buffer ile siispanse edildikten
sonra steril mikrosantrifiij tliplerine (#078.03.003, Isolab, Almanya) aktarildi ve
ornekler 1600 xg’de santrifiij edildi (Allegra X-30R, Beckman-Coulter, ABD).
Siipernatantlar toplandiktan sonra her bir 6rnege RNAaz ve proteinaz ilave edilip

50°C’de su banyosunda (BM15, Niive, Tiirkiye) 30 dakika bekletildi. Inkiibasyonun
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ardindan orneklere amonyum asetat ve isopropanol (Yimka, Tiirkiye) ilave edilip
ornekler 10 dakika siireyle -20°C’de tutuldu. DNA presipitasyonu i¢in tiim 6rnekler
16,000 xg’de 10 dakika santrifiij edildi. DNA pelleti bir defa %70 etanol ile yikand1
ve tekrar 16,000 xg’de 10 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonrasinda alkol
dikkatlice dokiildii ve alkol rezidiilerinin buharlagsmasi i¢in tiipler agz1 agik bigimde
oda 1sisinda 15 dakika kadar bekletildi. Elde edilen DNA peleti slispansiyon buffer

ile siispanse hale getirildi.

Tiim DNA orneklerindeki apoptotik degisimleri goriintiilemek icin agar jel
elektroforez uygulandi. Bunun ic¢in %2’lik agaroz jel hazirlandi. Agaroz tartilarak
erlenmayer icerisindeki 1x TAE icinde ¢ozdiiriildii. Agarozun ¢dziinmesi mikrodalga
firinda gerceklestirildi. Agarozun yaklagik 50°C’ye sogutulduktan sonra eriyige 0,5
ug/ml oraninda ethidium bromide ilave edildi. Elde edilen DNA 6rnekleri ve 1 kb
DNA marker (#SM0311, Thermo Fisher, ABD), etidium bromid igeren %2’lik
agaroz jele yiiklendi. Elektroforez islemi, 125 volt (V) akimda 45 dakikada
gerceklestirildi ve jel UV 151k kaynagi altinda goriintiilendi (Collins ve ark. 1997).

2.6.2. Annexin V/PI Boyama

SBV enfeksiyonundan 2, 6, 12, 18, 24, 36, 48, 72 saat sonra toplanan hiicreler
Annexin V-FITC/PI kiti (#K101, Biovision, ABD) kullanilarak boyandi. Bunun i¢in
hiicreler toplandiktan sonra bir kez FBS iceren vasat ile yikandi. Hiicre pelleti 1x
Binding buffer ile siispanse edildi. Tiim deney grubu 6rnekleri Annexin V-FITC ve
PI ile boyand1. Kontrol hiicreler ise boyasiz (unstained), sadece FITC, sadece Pl ve
cift (FITC+PI) boyali olarak ayrildi. Boyama isleminden sonra tiim 6rnekler 5 dakika

oda 1s1sinda inkiibe edildi.

Tiim kontrol ve deney grubu 6rnekleri, Kirtkkale Universitesi Bilimsel ve

Teknolojik Arastirmalar Uygulama ve Arastirma Merkezi’nde bulunan akan hiicre
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Olcer (FACSAria II, Becton Dickinson, ABD) cihazi ile analiz edildi. Analiz
sonuglar1 BD FACSDIVA (Becton Dickinson, ABD) yazilimi kullanilarak elde
edildi (Akyol ve ark. 2015).

2.6.3. Kaspaz Aktivasyon Deneyi

SBV ile enfekte 2, 6, 12, 18, 24, 36, 48, 72 saat hiicrelerinde ve kontrol hiicre
grubunda kaspaz-3 aktivasyonu kaspaz-3 kolorimetrik Kiti ile (#K106, Biovision,
ABD) incelendi. Hiicrelerdeki kaspaz-8 aktivasyonu kaspaz-8 kolorimetrik Kiti ile
(#K113, Biovision, ABD), kaspaz-9 aktivasyonu ise kaspaz-9 kolorimetrik Kiti ile
(#K119, Biovision, ABD) degerlendirildi. Tiim kaspaz Kkitleri {ireticinin 6nerdigi
protokoller izlenerek kullanildi ve uygulanan tiim protokoller kisaca asagida

belirtildi.

Hiicrelerdeki kaspaz-3, kaspaz-8 ve kaspaz-9 aktivasyonunun belirlenmesi
icin oncelikle 3,5x10° hiicre 2., 6., 12., 18., 24., 36., 48. ve 72. saatte tripsinizasyon
ile toplandi. Hem vasat hem de toplanan hiicreler birlestirildi ve 1500 rpm hizda 6
dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonunda elde edilen hiicre peletleri, 50 pul soguk Cell
Lysis Buffer ile siispanse edilip buz i¢inde 10 dakika bekletildi. Ardindan 6rnekler
10,000 xg’de 1 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonrasinda, analiz edilecek
hiicrelerin sitozolik fraksiyonunu igeren siipernatantlar steril mikrosantrifiij tiiplerine
toplandi. Sitozolik fraksiyondaki protein konsantrasyonu tayini Bradford protein kiti
(#23200, Thermo Scientific, ABD) kullanilarak yapildi. Tiim bekleme islemleri

sirasinda ornekler buz i¢inde tutuldu.

Kaspaz-3 aktivasyonunun olgiilmesi i¢in, 200 pg protein 50 pl Cell Lysis
Buffer icinde 96 kuyucuklu pleytte diliie edildi. Her ornegin iizerine, son
konsantrasyonu 10 mM olacak sekilde ditiotreitol (Dithiothreitol, DTT) igeren 50 pl

2x Reaction Buffer ilave edildi. Ardindan, her Ornegin iizerine 5 pl kaspaz-3
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substrati olan DEVD-pNA soliisyonu (Asp-Glu-Val-Asp-p-nitroanalide) (4 mM) son
konsantrasyonu 200 uM olacak sekilde ilave edildi. Ornekler 37°C’de 2 saat
bekletildi. Pleyt, 405 nm dalga boyunda spektrofotometre cihazinda (Seac, Sirio S,
Italya) okutuldu.

Kaspaz-8 aktivasyonunun Ol¢iilmesi icin, 200 pug protein 50 ul Cell Lysis
Buffer i¢inde 96 kuyucuklu pleytte diliie edildi. Her ornegin {izerine, son
konsantrasyonu 10 mM olacak sekilde DTT igeren 50 ul 2x Reaction Buffer ilave
edildi. Ardindan, her 6rnegin iizerine 4 mM yogunluktaki kaspaz-8 substrat1 olan
IETD-pNA (lle-Glu-Thr-Asp-p-nitroanalide) soliisyonundan 5 pul (son konsantrasyon
200 uM) ilave edildi. Ornekler 37°C’de 2 saat bekletildi. Pleyt, 405 nm dalga

boyunda spektrofotometre cihazinda okutuldu.

Kaspaz-9 aktivasyonunun Ol¢iilmesi i¢in, 200 pug protein 50 ul Cell Lysis
Buffer i¢inde 96 kuyucuklu pleytte diliie edildi. Her Ornegin {izerine, son
konsantrasyonu 10 mM olacak sekilde DTT igeren 50 ul 2x Reaction Buffer ilave
edildi. Ardindan, her 6rnegin iizerine 4 mM yogunluktaki kaspaz-9 substrat1 olan
LEHD-pNA  (Leu-Glu-His-Asp-p-nitroanalide)  solisyonundan 5 pul (son
konsantrasyon 200 pM) ilave edildi. Ornekler 37°C’de 2 saat bekletildi. Pleyt, 405

nm dalga boyunda spektrofotometre cihazinda okutuldu.

Kaspaz-3, -8 ve -9 kitleri kullanilarak elde edilen optik dansite (OD)
degerleri, hiicrelerde gerceklesen kaspaz aktivasyonunun belirlenmesinde kullanildi.
Kontrol hiicre grubuna kiyasla enfekte hiicrelerdeki kaspaz aktivasyonu kat artisi,

“ortalama OD = standart hata” ile hesaplandi.

2.6.4. Pro-apoptotik ve Anti-apoptotik Genlerin Ekspresyon Analizi

2.6.4.1. RNA Izolasyonu
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SBV enfekte hiicreler toplandiktan sonra RNA izolasyonlar1 High Pure RNA
izolasyon Kiti (#11828665001, Roche, Almanya) iiretici protokolii takip edilerek
yapildi. Kisaca, bunun igin 1x10° hiicre topland1 ve santrifiij edildikten sonra 200 pl
steril PBS ile siispanse edildi. Orneklerin iizerine 400 ul Lysis/Binding buffer ilave
edildi ve vortekslendi (V1 Plus, Boeco, Almanya). Ornekler filtreli tiiplere aktarildi,
santrifiij edildikten sonra tiiplere 90 ul DNAaz inkiibasyon buffer konuldu. Tiipler 15
dakika oda 1s1sinda bekletildikten sonra 500 pl wash buffer I ilave edildi ve santrifiij
islemi tekrarlandi. Ardindan tiiplere 500 pl wash buffer II ilave edilip santrifiij edildi.
Son yikama islemi i¢in 200 pl wash buffer II ilave edilip maksimum hizda santrifiij
islemi yapildi. Filtreli tiip steril bir mikrosantrifiij tiipline yerlestirildi ve tiipe 100 ul
elution buffer konuldu. Tiipler santrifiij edildikten sonra elde edilen RNA 6rnekleri -
80°C derin dondurucuya (DF590, Niive, Tiirkiye) kaldirildi.

2.6.4.2. Reverse Transkripsiyon Reaksiyonu (cCDNA Sentezi)

Elde edilen RNA 6rneklerinden cDNA sentezi yapildi. Bunun igin Transcriptor First
Strand cDNA sentez kiti (#04897030001, Roche, Almanya) kullanildi. Her 6rnekten
10 ul RNA, 1 ul anchored-oligo(dT)1s primer ve 2 ul random hekzamer primer ile
karistirilarak 65°C’de 10 dakika thermal cycler (Boeco, Almanya) cihazinda tutuldu.
Bu islemin ardindan her tiipe 4 ul reverse transkriptaz buffer, 0,5 pul RNAaz
inhibitor, 2 pl deoksiniikleotit karisimi ve 0,5 pl reverse transkriptaz ilave edildi.
Ornekler 25°C’de 10 dakika ve 55°C’de 30 dakika thermal cycler cihazinda tutuldu.
Toplam hacim 20 pl olacak sekilde cDNA sentezi tamamlandi. Elde edilen cDNA

ornekleri kullanilincaya kadar -20°C derin dondurucuda muhafaza edildi.
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2.6.4.3. Real-time PZR

Tez kapsaminda pro-apoptotik genlerden Bax, Bak ve Puma, anti-apoptotik
genlerden Bcl-2 ve Bcl-XL genlerinin ekspresyonlart SBV enfekte Vero hiicrelerinde
analiz edildi. Relatif ekspresyon normalizasyonu igin gliseraldehid 3-fosfat
dehidrogenaz (GAPDH) geni referans gen olarak secildi.

Real-time PZR analizi i¢in Vero hiicre hattinin koken aldigi hayvan olan
Afrika yesil maymununun GAPDH, Bax, Bak, Bcl-2, Bcl-XL, Puma genlerine
spesifik primerler dizayn edildi (Cizelge 2.2). Primer dizayni, Amerikan Ulusal
Biyoteknoloji Bilgi Merkezinin (NCBI; National Center for Biotechnology
Information) primer dizayn araci (Primer-BLAST) kullanilarak yapildi. Dizayn
edilen primerler IDT firmast (Leuven, Belgika) tarafindan liyofilize olarak
sentezlendi ve laboratuvarimizda DNAaz-RNAaz ari ultrasaf su (#01-866-1A,

Biological Industries, Israil) ile sulandirilarak kullanild.

Cizelge 2.2. Tez kapsaminda incelenen genlere 6zgiil primer sekanslari

Hedef Gen Primer sekansi (5'—3") Uriin Kaynak

F- GAGAAGGCTGGGGCTCATTT
GAPDH R: CCACCTGGTGCTCAGTGTAG 529 bp Bu tez

Bax F: GGCTGAGCGAGTGTCTCAAG 347 b BU tez
R: AGACAGGGACATCAGTCGCTT P

Bak F: TCTGGCCCTACACGTCTACC 201 b BU tez
R: ACAAACTGGCCCAACAGAAC P

Bcl-2 F: CTCTCCCCCTCGACTTCTGA 297 b BU tez
R: AGTCACGCGGAACACTTGAT P

Belx F: CATTGAAGGAGCTGAGGTGGA 196 b BU tez
R: TCTGGTCTCTTGCTCAGTGG P

PUMa F: CGGAAGGGGTCTCCAACTTC 295 b BU tez
R: CAAGGAAGAGAGACCGAGCC P
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Reaksiyonlar, SYBR Green | master mix (#04707516001, Roche, Almanya)
kullanilarak kuruldu ve her 6rnek duplike olarak calisildi. Real-time PZR igin
reaksiyon karigimi; 1 pl cDNA, 10 pl 2x SYBR Green master miks, 1 ul F-R primer
(10 pmol), 8 ul PZR-grade su kullanilarak toplam hacim 20 ul olacak sekilde
optimize edildi. Reaksiyonlarin kuruldugu real-time PZR pleyti (#04729692001,
Roche, Almanya), hizli bir sekilde santrifiij (Allegra X-30R, Beckman-Coulter)
edildi. Reaksiyonlar LightCycler 96 real-time PZR cihazinda (Roche, Almanya)
gerceklestirildi. Reaksiyonda kullanilan profil, 95°C’de 300 s pre-inkiibasyon
ardindan 95°C 10 s, 60°C 10 s, 72°C 10 s olarak optimize edildi. Real-time PZR
sonuglar1 bilgisayara aktarilarak LightCycler 96 SW1.1 (Roche, Almanya) yazilim

programi kullanilarak degerlendirildi ve analiz edildi.

Gen ekspresyon seviyelerinin relatif kat degisiminin arastirilmasi i¢in tiim Cq
verileri Microsoft Excel dosyasma girildi. Excel’de 2249 formiilii (Pfaffl 2001,
Schmittgen ve Livak 2008) temelli bir hesaplama dosyasi olusturuldu ve bu dosyada
Bax, Bak, Bcl-2, Bcl-XL, Puma genlerine ait girilen tim Cq degerleri GAPDH

referans genine gore normalize edildi. Excel’de olusturulan formiilasyonda ve

normaliz asyon da 2-(incelenen genin Cq degeri — referans genin Cq degeri)enfekte 6rnek — (incelenen genin Cq degeri
H

- referans genin Cq degerijenfekte olmayan Smek 501 formiiliinden yararlanildi (Schmittgen ve

Livak 2008).

2.7. istatistiksel Analiz

Istatistiksel degerlendirme igin “statistical package for social sciences” (SPSS; IBM
SPSS Statistics 21, SPSS Inc., ABD) programi kullanildi. Tez kapsaminda elde
edilen verilerin parametrik olarak karsilastirilmasinda One-way ANOVA ve Student

t testi kullanildi. Istatistiksel farklilik, p degeri 0,05’in altinda ise anlamli olarak
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kabul edildi. Istatistiksel analiz ve verilerin degerlendirilmesi Prof. Dr. Latif
OZTURK (Kirikkale Universitesi Iktisadi ve Idari Bilimler Fakiiltesi Ekonometri

Boliimii) tarafindan gergeklestirildi.

2.8. Grafiklerin ve Sekillerin Hazirlanmasi

Grafiklerin olusturulmasinda Microsoft Office Excel (Microsoft Corporation, ABD)
kullanild1. Kaspaz aktivasyon verileri ile pro-apoptotik ve anti-apoptotik genlerin
ekspresyon analiz verileri Excel dosyasina girildikten sonra ortalama ve standart
sapmalar otomatik formiiller ile hesaplandi. Verilere ait ortalama ve standart
sapmalar kullanilarak “ekle” sekmesinden “siitun” grafik modeli se¢ildi. Olusturulan
grafiklerde standart sapmalara iliskin hata ¢ubuklar1 “diizen” sekmesindeki “hata
cubuklar1” boliimiinden “standart sapmayla hata ¢ubuklari” kullanilarak yapildi.
Eklenen hata ¢ubuklarinin, hesaplanan standart sapma degerlerini géstermesi i¢in ise
“diizen” sekmesindeki “hata ¢ubuklar1” boliimiinden “tiim hata ¢ubugu secenekleri”
kullanildi. Agilan “tiim hata cubugu secenekleri” kutusunda ilgili MOI verileri
secildi. Se¢im sonrasinda agilan “hata gubuklarini bigimlendir” kutucugundaki “6zel”
butonuna seg¢ildi ve “deger belirt” butonuna tiklandi. Acilan “6zel hata ¢ubuklar1”
kutucugundaki hem “pozitif hata degeri” hem de “negatif hata degeri” i¢in se¢imi
yapilan verilere ait standart sapma verileri aym olarak secildi. Ardindan “tamam”
butonuna basildi ve ‘“hata g¢ubuklarmi bi¢cimlendir” kutucugu “kapat” butonuna
basilarak kapatildi. Bu islem siras1 tiim grafiklerde uygulandiktan sonra verilere ait
hesaplanan standart sapma degerleri grafiklerde belirtilmis oldu. Grafiklerin bigimsel
diizenlenmesi i¢in “diizen” sekmesindeki “grafik baslig1”, “eksen bagliklar1” ve

“eksenler” boliimlerinden istenilen diizenlenmeler yapildi.
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Sekillerin olusturulmasinda ve grafiklerdeki istatistiksel analizlere iliskin
diizenlenmesinde ise Microsoft Office Word ve Paint (Microsoft Corporation, ABD)

programlarindan yararlanildi.
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3. BULGULAR

3.1. Schmallenberg Viriisiin Uretilmesi ve Titrasyonu

Schmallenberg viriisii Vero hiicrelerine inokule edildi ve hiicrelerde 24-72 saat
araliginda sitopatik etkiye neden oldugu belirlendi (Sekil 3.1). Sitopatik etkinin
%80’e ulastig1 saatte, flasklar derin dondurucuya konularak donduruldu ve dondur-
¢ozdiir islemi bir defa yapildi. Cozdiirmeden sonra elde edilen vasattan SBV’nin

teyidi igin RNA izolasyonu, cDNA sentezi yapildi ve konvansiyonel PZR kuruldu.

Sekil 3.1. SBV’nin Vero hiicre hattina inokulasyonundan 48 saat sonra olusturdugu
sitopatik etkinin mikroskobik goriiniimii. (50% biiylitme)

Schmallenberg virlisiiniin Vero hiicre hattinda iiretildigi, SBV S segmentine
0zgiil olan 382-469 primer ¢ifti (iiriin 89 bp) ve AKASBYV primer cifti (iiriin 702 bp)
kullanilarak konvansiyonel RT-PZR ile teyit edildi. SBV’nin S genine ait her iki

iiriin de amplifikasyon sonrasinda goriintiilendi (Sekil 3.2).
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AKASBYV primeri (702 bp) 382-469 primeri (89 bp)

500 bp

100 bp

Sekil 3.2. SBV konvansiyonel RT-PZR sonucu. Hat 1-4 reaksiyonlar1 AKASBV
primeri ile (702 bp), hat 5-8 reaksiyonlar1 ise 382-469 primeri ile (89 bp) kuruldu. M:
100 bp DNA marker (#304105, Bioron, Almanya) Hat 1-2 ve hat 5-6: Vero
hiicrelerinde iiretilen SBV, Hat 3 ve hat 7: SBV S segment plasmidi (Plasmid, Azkur
ve ark. 2018; TAGEM15/AR-GE48 nolu projede iiretilmistir), hat 4 ve hat 8: negatif
kontrol.

Elde edilen SBV’nin konvansiyonel RT-PZR ile teyidi sonrasinda, viriisiin
titrasyonu i¢in plak titrasyon deneyi optimize edildi. Plak titrasyon testi i¢in hem 12
kuyucuklu pleyt (Sekil 3.3) hem de 24 kuyucuklu pleyt (Sekil 3.4) kullanildi. Ayni
viriis stogu her iki pleyt ile denendi ve elde edilen titreler karsilastirildiginda, her iki
pleytte elde edilen sonuglarin birbiri ile uyumlu oldugu ve ayni viral titrenin
hesaplandig belirlendi. SBV’nin Vero hiicre hattindaki seri pasajlart yapildi ve her
pasajdan elde edilen viriisiin titresi plak titrasyon testi ile hesaplandi. Tez
kapsamindaki tiim deneylerde, seri pasajlardan elde edilen viriis stoklar1 arasindan en

yiiksek titreye sahip viriis kullanildi (Sekil 3.3).
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10+ 10+ 103 10

10°¢ 10¢ HK HK

Sekil 3.3. SBV’nin Vero hiicresi kullanilarak 12 kuyucuklu hiicre kiiltiir pleytinde
yapilan plak titrasyon deney sonucu. VK: viriis kontrol, HK: hiicre kontrol, 103-10®:
SBV diliisyonlari.

Sekil 3.4. SBV’nin Vero hiicresi kullanilarak 24 kuyucuklu hiicre kiiltiir pleytinde
yapilan plak titrasyon deney sonucu. 10-10"1%: SBV diliisyonlari, HK: hiicre kontrol.
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3.2. Schmallenberg Viriisiin Vero Hiicrelerine 0,1 ve 0,01 MOI Enfeksiyonlari

Vero hiicreleri, SBV’nin 0,1 ve 0,01 MOI dozlar ile enfekte edildikten 0, 2, 6, 12,
18, 24, 36, 48, 72 saat sonra hiicreler toplandi. Hiicreler toplanmadan 6nce SBV ile
enfekte Vero hiicrelerinde olusan sitopatik etkiler tersine mikroskopta incelendi.
Hiicrelerde meydana gelen sitopatik etkinin viral titreye ve zamana bagli olarak

farklilik gosterdigi belirlendi.

SBV 0,1 MOI ile enfekte olan hiicre serisinde sitopatik etki 18. saat
enfeksiyonunda baslaylp zamanla artis gosterdi ve 72. saat enfeksiyonunda hiicre
sayisinin olduk¢a az oldugu ve hiicrelerin lize olduklar1 saptandi1 (Sekil 3.5). SBV
0,01 MOI ile enfekte olan hiicrelerde ise sitopatik etki 24. saatte baslayarak yine
zamanla artis gosterdi (Sekil 3.6). ki farkli dozda enfekte olan 72. saat hiicreleri
kiyaslandiginda 0,1 MOI ile hiicrelerdeki sitopatik etkinin 0,01 MOI ile enfekte
hiicrelerdekine gore daha siddetli oldugu belirlendi (Sekil 3.5 ve Sekil 3.6). Negatif

kontrol hiicre grubunda ise higbir sitopatik etki gézlenmedi.
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18. saat

Sekil 3.5. SBV 0,1 MOI ile enfekte Vero hiicrelerinin farkli saatlerdeki mikroskobik
goriiniimleri (50% biiyiitme).

Sekil 3.6. SBV 0,01 MOI ile enfekte Vero hiicrelerinin farkli saatlerdeki
mikroskobik goriiniimleri (50 biiyiitme).
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3.3. DNA Fragmentasyonu

SBV ile enfekte hiicreler enfeksiyondan 0, 2, 6, 12, 18, 24, 36, 48, 72 saat sonra
topland1 ve hiicrelerden DNA izolasyonu “apoptotic DNA ladder kit” ile yapildi.
Elde edilen DNA o6rnekleri %2 agaroz jelde elektroforeze tabi tutuldu ve jel UV 151k
kaynaginda goriintiilendi. Bu tezde yapilan DNA fragmentasyon deneyi SBV’nin

apoptotik etkisinin aragtirilmasinda ilk defa kullanildi.

DNA fragmentasyon deneyinin sonuclarina gore, Vero kontrol hiicrelerinde
(negatif kontrol grubu) DNA fragmentasyon goriilmez iken, Staurosporin (1 pM) ile
inokule edilen pozitif kontrol grubunda DNA fragmentasyonu gozlendi. SBV ile
enfekte Vero hiicrelerinde olusan DNA fragmentasyonunun ise viral titre ve zaman

ile farklilik gosterdigi tespit edildi.

SBV 0,1 MOI ile enfekte hiicrelerde DNA fragmentasyonu ilk olarak 18. saat
enfeksiyonunda bagladi. DNA fragmentasyonu, enfeksiyon saati ilerledik¢e artis
gosterdi fakat 0,1 MOI ile yapilan enfeksiyonun 72. saatinde ise fragmentasyon
gozlenmedi. DNA fragmentasyonunun 0,1 MOI SBV ile enfekte hiicrelerde
enfeksiyonun 72. saatinde gozlenmemesinin, bu hiicre grubunda olusan tam
sitolizden veya ge¢ apoptozisten kaynaklanabilecegi diislintildii. Deneydeki negatif
kontrol hiicrelerinde DNA fragmentasyonu gozlenmezken, staurosporin ile inokule

edilen pozitif kontrol hiicrelerinde DNA fragmentasyonu gézlendi (Sekil 3.7).
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NK PK 1 2 3 4 5 6 7 8 M

Sekil 3.7. SBV 0,1 MOl ile enfekte edilen hiicrelerin agaroz jel elektroforez ile DNA
fragmentasyon analizi. NK: Negatif kontrol hiicresi, PK: Pozitif kontrol (1 pM
Staurosporin), hat 1: 2. saat, hat 2: 6. saat, hat 3: 12. saat, hat 4. 18. saat, hat 5: 24.
saat, hat 6: 36. saat, hat 7: 48. saat, hat 8: 72. saat, M: 1 kb DNA marker (#SM0311,
Thermo Fisher, ABD)

DNA fragmentasyonu SBV 0,01 MOI ile enfekte hiicrelerde enfeksiyonun 24.
saatinde basladi ve enfeksiyon siiresi ilerledik¢e fragmentasyon siddetinin arttigi
gozlemlendi. Enfeksiyonun 72. saatinde 0,01 MOI ile enfekte hiicrelerde DNA
fragmentasyonunun devam ettigi gozlendi. DNA fragmentasyonunun 0,1 MOI SBV
ile enfekte hiicrelerde 72. saatte gozlenmeyip, 0,01 MOI ile enfekte hiicrelerde
gozlenmis olmasi viral titrenin hiicrelerdeki apoptozis {iizerine etkili oldugunu
gosterdi. 0,1 MOI deneyindeki gibi, negatif kontrol hiicrelerinde DNA
fragmentasyonu goriilmez iken staurosporin ile inokule edilen pozitif kontrol

hiicrelerinde DNA fragmentasyonu goriildii (Sekil 3.8).
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Sekil 3.8. SBV 0,01 MOI ile enfekte edilen hiicrelerin agaroz jel elektroforez ile
DNA fragmentasyon analizi. NK: Negatif kontrol hiicresi, PK: Pozitif kontrol (1 uM
Staurosporin), hat 1: 2. saat, hat 2: 6. saat, hat 3: 12. saat, hat 4. 18. saat, hat 5: 24.
saat, hat 6: 36. saat, hat 7: 48. saat, hat 8: 72. saat, M: 1 kb DNA marker (#SM0311,
Thermo Fisher, ABD)

3.4. Annexin V/Pl Boyama

Hiicrelerde olusan apoptozisin belirlenmesinde kullanilan Annexin V/PI boyama
yontemi akan hiicre Olcer (flow sitometri) analizi ile degerlendirildi. Bu yontemde
hiicreler Annexin V-FITC ve PI boyalar ile boyanma durumlarina gore; canh
(Annexin V -/ PI -), erken apoptotik (Annexin V + / Pl -), ge¢ apoptotik (Annexin V
+/ Pl +) ve nekrotik (Annexin V -/ PI +) olarak degerlendirildi (Sekil 3.9).
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Nekrotik Geg apoptotik
Pl + hiicreler hiicreler
Sagliklicanli Erken apoptotik
Pl- hiicreler hiicreler
AnnexinV - AnnexinV +

Sekil 3.9. Akan hiicre Olger analizinde hiicrelerin Annexin V ve PI boyalarla
boyanma sekline gére degerlendirilmesi.

SBV ile 0,1 MOI dozda enfekte hiicreler toplandiktan sonra Annexin V-
FITC/PI boyama yapilarak akan hiicre olcer ile analizler siirdiiriildii. Enfeksiyonun
stiresi ilerledikge total canli hiicre (Annexin V -/ Pl -) oraninin azaldigi gézlemlendi.
Ornegin; 2. saat enfeksiyonunda canli hiicre oram1 %87,2 iken, 72. saatte bu oran
%11,6’ya geriledi (Sekil 3.10). SBV 0,1 MOI ile enfekte edilen hiicrelerde saatler
arasinda apoptotik hiicre ylizdesi bakimindan farklilik gozlendi. En yiiksek apoptozis
orant; %37,2 erken apoptozis (Annexin V + / Pl -) ve %43,9 ge¢ apoptozis (Annexin
V + /Pl +) oranlari ile 72. saat 6rneginde belirlendi (Sekil 3.10).
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2 saat 6.saat 12 saat 18 saat

e LE% 13:8%
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48 saat

Sekil 3.10. SBV 0,1 MOl ile enfekte edilen Vero hiicrelerinin akan hiicre dlger analiz
sonuglari.

SBV ile 0,01 MOI dozda enfekte hiicreler toplandi, Annexin V-FITC/PI
boyama yapildi ve akan hiicre dlger ile analiz edildi. SBV ile 0,01 MOI ile enfekte
olan hiicreler arasinda da en yiiksek apoptozis oran1 72. saat 6rneginde belirlenirken
bu hiicrelerde erken apoptozis (Annexin V +/ Pl -) %22,7 oraninda ve geg¢ apoptozis
(Annexin V +/ Pl +) %52,1 oraninda gozlendi (Sekil 3.11).
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2.saat 6.saat 12.saat 18.saat

PI

24 saat 36.saat 48 saat

ANNEXIN V-FITC

Sekil 3.11. SBV 0,01 MOI ile enfekte edilen Vero hiicrelerinin akan hiicre dlger
analiz sonuglari.

Vero hiicrelerinin enfeksiyonunda kullanilan virlislin titresinin apoptozis
oranlarin1 etkiledigi belirlendi. Toplam apoptotik hiicre (erken ve ge¢ apoptotik)
yiizdesi; 0,1 MOI enfeksiyonunda 72. saatte toplam %81,1 iken, 0,01 MOI
enfeksiyonunda 72. saatte bu oran %74,8 olarak bulundu (Sekil 3.9, Sekil 3.10).
SBV’nin yiikksek MOI enfeksiyonu sonucunda apoptotik hiicre oraninin arttig
gozlemlendi. Bu tez ile ilk defa Vero hiicre hattinda SBV ile enfeksiyon sonrasinda
apoptozisin akan hiicre dlger teknigi ile Annexin V/PI boyama yontemi kullanilarak

belirlendi.

3.5. Kaspaz-3, Kaspaz-8 ve Kaspaz-9 Aktivasyonu

SBV ile enfekte Vero hiicrelerinde kaspaz aktivasyonunun belirlenmesi i¢in

kolorimetrik kaspaz-3, -8 ve -9 kitleri kullanilarak OD degerleri elde edildi. Enfekte
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hiicrelerdeki kaspaz aktivasyonu, enfekte olmayan kontrol hiicrelerine kiyasla
hesaplandi ve OD degerleri kullanilarak kat artis1 olarak belirlendi. Istatistiksel
anlamli farklilik, enfekte hiicre gruplar1 ile kontrol hiicre grubu arasinda

degerlendirildi.

Kaspaz-3 aktivasyonunda hem 0,1 MOI hem de 0,01 MOI ile enfekte
hiicrelerde 36. ve 48. saat enfeksiyonlar1 ile kontrol grubu arasinda anlamli artig
belirlendi (p<0,05). Enfeksiyonun 2., 6., 12., 36. ve 72. saatlerinde 0,1 MOI ve 0,01
MOl ile enfekte hiicre gruplar1 arasinda kaspaz-3 aktivasyonunda istatistiksel anlamli
farklilik saptandi (p<0,05). Tiim bu sonuglar, SBV’nin Vero hiicre hattinda kaspaz-3
aktivasyonuna her iki dozda da neden oldugunu gosterdi (Sekil 3.12).

Enfeksiyon siiresi ilerledik¢e hiicrelerdeki aktif kaspaz-3 kat artisinin da
yiikseldigi gozlemlendi. Giderek artis gosteren aktif kaspaz-3, 0,1 MOI ile enfekte
grupta 36. saatte ortalama 4,03 kat, 48. saatte 4,33 kat artti. Ancak ayn1 grubun 72.
saat enfeksiyonunda ise 0,58 kat azalis oldugu belirlendi (Sekil 3.12). SBV 0,1 MOI
enfeksiyonunun 72. saatinde hiicrelerdeki ge¢ apoptozis ve nekroz nedeniyle kaspaz-

3 seviyesinin azalabilecegi sonucuna varildu.

Aktif kaspaz-3 0,01 MOI ile enfekte grupta ise 36. saatte ortalama 2,86 Kkat,
48. saatte 4,20 kat artt1 ve 72. saatte 0,99 kat artis1 gostererek kontrol grubunun
seviyesine ulast1 (Sekil 3.12). 0,01 MOI ile enfekte 72. saat hiicrelerinde de kaspaz-3

azalmasi olmasi, hiicrelerdeki ge¢ apoptotik oranin artis1 olarak yorumlandi.
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Kaspaz-3

o *

Kat artisi
w

0.1 MOI
m0.01 MOI

NK 2 6 12 18 24 36 48 72

Enfeksiyon saatleri

Sekil 3.12. SBV ile enfekte Vero hiicrelerinde saatlere gore kaspaz-3 aktivasyonu.
NK: Negatif kontrol hiicre grubu. * istatistiksel anlamli farklilik (p<0,05) (Kat artisi,
enfekte hiicrelerin ve kontrol hiicrelerinin OD degerleri kullanilarak hesaplandi).

Kaspaz-8 aktivasyonunda 0,1 MOI ile enfekte 2., 6., 36., 48. ve 72. saat
hiicreleri ile kontrol hiicreleri arasinda istatistiksel farklilik belirlendi (p<0,05). 0,01
MOI ile enfekte tiim enfeksiyon saatlerinde, kontrol grubuna kiyasla istatistiksel
anlamli farklibk bulundu (p<0,05). SBV ile enfekte hiicrelerde kaspaz-8
aktivasyonunun az oranda ancak istatistiksel olarak anlamli artis gosterdigi
belirlendi. Yalnizca 36. ve 72. saatlerde dozlar arasinda kaspaz-8 aktivasyonunda
istatistiksel farklilik belirlenmedi (p>0,05). Beklenmedik sekilde kaspaz-8
aktivasyonu 2., 6., 12., 18. ve 24. saatlerde 0,01 MOI enfeksiyonunda 0,1 MOTI’ye
kiyasla daha yiliksek olarak saptandi. SBV ile enfekte hiicrelerde kaspaz-8
aktivasyonunun sekillenmesi, SBV’nin hiicrelerde apoptozisi dis (ekstrinsik) yolak

ile uyardigini gosterdi (Sekil 3.13).

Kaspaz-8 aktivasyonunun 0,1 MOI enfeksiyonda en yiiksek oldugu saat 48.
saat (1,8 kat artis1) olarak belirlenirken, 72. saatte aktif kaspaz-8’in azaldig1 (0,43
kat) goriildii. Kaspaz-8 aktivasyonu 0,01 MOI enfeksiyon grubunda ise saatlere gore
degisken bir motif gosterdi. Aktif kaspaz-8 kat artisinin en yiiksek oldugu saat 1,68
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kat artis1 ile 18. saat iken, 24. saatte 1,31 kat, 36. saatte 1,4 kat ve 48. saatte 1,38 kat
degisim meydana geldi. Aktif kaspaz-8, 72. saatte ise kontrol grubuna gore azalarak

0,5 kat degisim gosterdi (Sekil 3.13).

Kaspaz-8

1,5 A

Kat artigi
-

m 0.1 MOI
H0.01 MOI

0,5 1

NK 2 6 12 18 24 36 48 72

Enfeksiyon saatleri

Sekil 3.13. SBV ile enfekte Vero hiicrelerinde saatlere gore kaspaz-8 aktivasyonu.
NK: Negatif kontrol hiicre grubu. * istatistiksel anlamli farklilik (p<0,05) (Kat artis1,
enfekte hiicrelerin ve kontrol hiicrelerinin OD degerleri kullanilarak hesaplandi).

Kontrol grubuna gore 0,1 MOI 2., 6., 12., 18., 36., 48. ve 72. saat enfeksiyon
gruplarinda kaspaz-9 aktivasyonunda istatistiksel anlamli farklilik belirlendi
(p<0,05). Kontrol hiicrelerine kiyasla istatistiksel farklilik, 0,01 MOI ile enfekte 2.,
12., 18., 24., 48. ve 72. saat hiicrelerinde saptandi (p<0,05). SBV ile enfekte
hiicrelerde belirlenen kaspaz-9 aktivasyonu, SBV’nin hiicrelerde apoptozisi i¢
(intrinsik) yolak tizerinden uyardigini gosterdi. Kaspaz-9 aktivasyonu yoniinden
dozlar arasinda istatistiksel anlamli farklilik yalmizca 36. ve 72. saatlerde

belirlenmedi (p>0,05) (Sekil 3.14).

Kaspaz-9 aktivasyonunun 0,1 MOI enfeksiyonda en yiiksek oldugu saat, 2,46
kat artis1 ile 48. saat olarak belirlenirken; 72. saatte aktif kaspaz-9’un azaldig (0,51
kat) belirlendi. Kaspaz-9 aktivasyonu da kaspaz-8 gibi 0,01 MOI enfeksiyon
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grubunda saatlere gore degisken bir motif gosterdi. Aktif kaspaz-9 kat artiginin en
yiiksek oldugu saat 1,6 kat artis1 ile 18. saat olarak belirlenirken; 24. saatte 1,4 kat,
36. saatte 1,27 kat ve 48. saatte 1,59 kat degisim meydana geldi. Aktif kaspaz-9, 72.
saatte ise kontrol grubuna gore azalarak 0,59 kat degisim gosterdi (Sekil 3.14).

Kaspaz-9

Kat artigi

m 0.1 MOI
H0.01 MOI

NK 2 6 12 18 24 36 48 72

Enfeksiyon saatleri

Sekil 3.14. SBV ile enfekte Vero hiicrelerinde saatlere gore kaspaz-9 aktivasyonu.
NK: Negatif kontrol hiicre grubu. * istatistiksel anlamli farklilik (p<0,05) (Kat artis1,
enfekte hiicrelerin ve kontrol hiicrelerinin OD degerleri kullanilarak hesaplandi).

3.6. Pro-apoptotik ve Anti-apoptotik Genlerin Ekspresyonu

SBV’nin Vero hiicrelerinde apoptozisi indiikledigi DNA fragmentasyonu,
fosfatidilserin eksternalizasyonu ve kaspaz aktivasyonu ile belirlendikten sonra,

hiicrelerde enfeksiyonu takip eden siiregte pro-apoptotik ve anti-apoptotik genlerdeki
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ekspresyon degisimleri analiz edildi. Hiicrelerde pro-apoptotik genlerden Bak, Bax,
ve Puma genleri, anti-apoptotik genlerden ise Bcl-2 ve Bcl-XL genleri incelendi.

Ekspresyon analizi i¢in normalizasyonda GAPDH geni referans gen olarak segildi.

SBV 0,1 MOI ile enfekte olan hiicrelerde Bak geninin ekspresyon
seviyelerinin enfeksiyon saatleri arasinda istatistiksel olarak farklilik gosterdigi
belirlendi. Enfeksiyondan 2 ve 6 saat sonraki 6rneklerin 48. ve 72. saat 6rnekleriyle,
12. saatin 18., 24. ve 72. saat Ornekleriyle, 18. ve 24. saatin 12., 48. ve 72. saat
ornekleriyle aralarinda istatistiksel olarak anlamlilik belirlendi. SBV enfekte 36. saat
Oornegi 48. ve 72. saat ornekleriyle, 48. saat 6rnegi 2, 6, 18, 24, 36 ve 72 saat
ornekleriyle, 72. saatin ise tiim Orneklerle istatistiksel olarak anlamli farklilik oldugu
saptandi (p<0,05). SBV 0,01 MOI ile enfekte olan hiicrelerde Bak geninin
ekspresyon seviyelerinin 2., 18., 24. ve 36. saatlerde 12., 48. ve 72. saat o6rnekleriyle,
6. saatin yalnizca 72. saatle, 12. ve 48. saatlerde 2., 18., 24., 36. ve 72. saat
ornekleriyle aralarinda anlamli farklilik belirlenirken 72. saat 6rnegi tiim 6rneklerle
anlamli farklilik gosterdi (p<0,05). SBV’nin 0,1 ve 0,01 MOI ile arasinda Bak
geninin ekspresyonunun degismesi bakimindan yalnizca 36. saat drneginde anlamli

farklilik belirlenmedi (Sekil 3.15).

Bak geninde, 48. saatte 0,1 MOI’de 0,93 kat, 0,01 MOI’de 1,41 Kkat
ekspresyon degisimi olustugu belirlendi. Enfeksiyonun 72. saatinde ise Bak geni
ekspresyonunda 0,1 MOI’de 3,54 kat, 0,01 MOI’de 4,87 kat artis goézlendi (Sekil
3.15).
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Sekil 3.15. SBV ile enfekte Vero hiicrelerinde saatlere gore Bak geni

ekspresyonundaki degisimler. NK: Negatif kontrol hiicre grubu. * istatistiksel
anlaml farklilik (p<0,05)

SBV ile 0,1 MOI ile enfekte olan hiicrelerde Bax geninin ekspresyon
seviyeleri yalnizca 72. saat Orneginin diger Orneklerle arasinda anlamli farklilik
belirlendi (p<0,05). SBV ile 0,01 MOI ile enfekte olan hiicrelerde ise Bax geninin
ekspresyon seviyelerinin 2., 12., 18. ve 36. saatlerde 48. ve 72. saat ornekleriyle, 6.
saatin 24.,48. ve 72. saat Ornekleriyle, 24. saatin 6., 48. ve 72. saat Ornekleriyle
aralarinda anlamh farklilik belirlenirken 48. ve 72. saat 6rneklerinin tiim orneklerle
anlamlh farklilhik gosterdigi saptandi (p<0,05). SBV’nin 0,1 ve 0,01 MOI titreleri
arasinda Bax geninin ekspresyonunun degismesi bakimindan tiim saatlerde anlamli

farklilik belirlendi (Sekil 3.16).

SBV 0,1 MOl ile enfekte hiicrelerde Bax geni ekspresyonunda 24. saatte 2,39
kat artis gozlenirken, 36. saatte azalma (0,68 kat degisim) belirlendi. Enfeksiyonun
48. saatinde 1se 1,48 kat degisim ile tekrar artis gosterdigi saptandi. En yiliksek Bax
geni ekspresyonu degisimi ise enfeksiyonun 72. saatinde 14,18 kat artis olarak

belirlendi. SBV 0,01 MOI ile enfekte hiicrelerde Bax geni ekspresyonunun 24. saat
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haricindeki tiim enfeksiyon saatlerinde artis gosterdigi belirlendi. En yiiksek kat artig1
ise 4,87 kat degisimi ile 72. saatte belirlendi (Sekil 3.16).
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Sekil 3.16. SBV ile enfekte Vero hiicrelerinde saatlere goére Bax geni
ekspresyonundaki degisimler. NK: Negatif kontrol hiicre grubu. * istatistiksel
anlamli farklilik (p<0,05)

SBV ile 0,1 MOI ile enfekte olan hiicrelerde Bcl-2 geninin ekspresyon
seviyeleri, enfeksiyondan 2 ve 12 saat sonraki 6rneklerin 6., 18., 24., 36.,48. ve 72.
saat Ornekleriyle, 6., 18., 24., 36. ve 48. saat Orneklerinin 2., 12. ve 72. saat
ornekleriyle, 72. saatin ise tiim Orneklerle istatistiksel olarak anlamli farklilik
gosterdigi saptandi1 (p<0,05). SBV ile 0,01 MOI ile enfekte olan hiicrelerde Bcl-2
geninin ekspresyon seviyelerinin 2., 36. ve 48. saatlerin 12., 18. ve 72. saat
ornekleriyle, 6. ve 24. saatin 12. ve 72. saatle, 12. saatin 2., 6., 24., 36., 48. ve 72.
saatlerle, 18.saat 6rneginin 2., 36., 48. ve 72. saatlerle aralarinda anlamli farklilik
belirlenirken 72. saat 6rnegi tiim Orneklerle anlamli farklilik gosterdi (p<0,05).

SBV’nin 0,1 ve 0,01 MOI titreleri arasinda Bcl-2 geninin ekspresyonunun degismesi
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bakimindan yalnizca 36. ve 72. saat Orneklerinde anlamli farklilik belirlenmedi

(Sekil 3.17).

SBV 0,1 MOI ile enfekte hiicrelerde Bcl-2 geni ekspresyonunda sadece 72.
saatte 2,96 kat artis1 gozlenirken, diger enfeksiyon saatlerinde ise genin azaldigi
belirlendi. SBV 0,01 MOI ile enfekte hiicrelerde ise 12. saatte 1,03 kat degisimi ile
kontrol hiicre grubu seviyesine yiikselirken, 72. saatte Bcl-2 geninde 2,85 kat artis

belirlendi. Diger enfeksiyon saatlerinde ise azalma oldugu saptandi1 (Sekil 3.17).
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Sekil 3.17. SBV ile enfekte Vero hiicrelerinde saatlere gore Bcl-2 geni
ekspresyonundaki degisimler. NK: Negatif kontrol hiicre grubu. * istatistiksel
anlamli farklilik (p<0,05)

SBV ile 0,1 MOI ile enfekte olan hiicrelerde Bcl-XL geninin ekspresyon
seviyeleri 2. saatte 18., 24., 48. ve 72. saatlerle, 6. ve 36. saatlerde 18., 48. ve 72. saat
ornekleriyle, 12. saatte 48. ve 72. saatlerle, 18. saatte 2., 6., 36., 48. ve 72. saat
ornekleriyle, 24. saatte 2., 48. ve 72. saat ornekleriyle, 48. ve 72. saatlerin ise tim
orneklerle istatistiksel olarak anlamli farklilik gosterdigi saptandi (p<0,05). SBV ile

0,01 MOI ile enfekte olan hiicrelerde Bcl-XL geninin ekspresyon seviyelerinin 2., 6.,
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18., 24., ve 36. saatlerde 12., 48. ve 72. saat drnekleriyle, 12. ve 48. saatin 2., 6., 18.,
24., 36. ve 72. saatle, 72. saat 0rneginin ise tiim Orneklerle arasinda anlamli farklilik
gosterdigi belirlendi (p<0,05). SBV’nin 0,1 ve 0,01 MOI titreleri arasinda Bcl-XL
geninin ekspresyonunun degismesi bakimindan yalnizca 48. saat 6rneginde anlamli

farklilik belirlenmedi (Sekil 3.18).

SBV 0,1 MOI ile enfekte hiicrelerde Bcl-XL geni ekspresyonunda 48. saatte
1,30 kat; 72. saatte 3,96 kat artis1 belirlendi. Diger enfeksiyon saatlerinde ise Bcl-XL
geninde azalma oldugu saptandi. SBV 0,01 MOI ile enfekte hiicrelerde 12. saatte
1,65 kat; 48. saatte 1,36 kat ve 72. saatte 2,51 kat artig1 belirlenirken diger enfeksiyon
saatlerinde Bcl-XL geninde azalma belirlendi (Sekil 3.18).

Bcl-XL

w

-

o

8 3

-

5

> 0.1 MOl
B 2

a ¥ 0.01 MOI
=

w

NK 2 6 12 18 24 36 48 72

Enfeksiyon saatleri

Sekil 3.18. SBV ile enfekte Vero hiicrelerinde saatlere gore Bcl-XL geni
ekspresyonundaki degisimler. NK: Negatif kontrol hiicre grubu. * istatistiksel
anlamli farklilik (p<0,05)

SBV ile 0,1 MOI ile enfekte olan hiicrelerde Puma geninin ekspresyon

seviyelerinin yalnizca 48. ve 72. saatte alinan Orneklerin diger 6rneklerle arasinda
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anlaml farklilik gosterdigi belirlendi (p<0,05). SBV ile 0,01 MOI titrede enfekte
olan hiicrelerde ise Puma geninin ekspresyon seviyeleri arasinda sadece 72. saatte
tiim orneklerle anlamli farklilik gosterdigi saptandi (p<0,05). SBV’nin 0,1 ve 0,01
MOI titreleri arasinda Puma geninin ekspresyonunun degismesi bakimindan yalnizca

2. saatte anlamli faklilik belirlenmedi (Sekil 3.19).

Puma geni, SBV 0,1 MOI ile enfekte hiicrelerde enfeksiyon saati ilerledikge
artis gostererek 48. saatte 11,98 kat; 72. saatte 23,80 kat artis belirlendi. SBV 0,01
MOI ile enfekte hiicrelerde Puma geni ekspresyonu 12., 18., 36. ve 72. saatlerde artig
gosterirken diger saatlerde azaldigi belirlendi. Enfeksiyonun 36. saatinde 10,91 kat;
72. saatinde ise 71,97 kat artis saptandi (Sekil 3.19).
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Sekil 3.19. SBV ile enfekte Vero hiicrelerinde saatlere goére Puma geni
ekspresyonundaki degisimler. NK: Negatif kontrol hiicre grubu. * istatistiksel
anlamli farklilik (p<0,05)

111



4. TARTISMA ve SONUC

Viral enfeksiyonlarda hiicre 6liimiiniin kontrol edilmesi viral proteinler tarafindan
apoptozisin engellenmesi veya uyarilmasi ile siirdiiriilmektedir. Enfekte hiicrelerde
apoptozisin engellenmesi, persiste enfeksiyonun kurgulanmasi ve viral replikasyonun
tamamlanabilmesi i¢in gereklidir. Bazi viriisler ise enfekte ettikleri hiicrelerde litik
enfeksiyon olusturmak veya yangi olusturmadan viral yayilmay: saglamak amaci ile

apoptozisi uyarirlar.

Viriislerin enfekte ettikleri hiicrelerde apoptozisi in vitro veya in vivo olarak
engellemesi veya uyarmasi, viriislerin molekiiler patogenezinin anlasilmasi
bakimindan énem arz etmektedir. Bu nedenle, pek ¢ok viriisiin farkli hiicre hatlarinda
in vitro olarak ve farkli hayvanlarda veya dokularda in vivo olarak apoptotik etkileri
arastirilmistir. SBV’nin de iyesi oldugu Peribunyaviridae ailesinin farkli tiyeleri ile
yapilan c¢alismalarda apoptotik etkilerinin farkli oldugu belirlenmistir. Bu aileye ait
Akabane, Aino, Kirim-Kongo kanamali atesi ve Oropouche viriisleri gibi bazi
virtisler apoptozisi indiiklemektedir (Lim ve ark. 2005, Acrani ve ark. 2010,
Rodrigues ve ark. 2012, Mitomo ve ark. 2016). Ayn1 ailenin iiyeleri olan Hantaan
virlis, Andes viriis, Puumala viriis, Seoul viriis, Prospect Hill viriis ve Tula viriis ise
hiicrelerde apoptozisi engellemektedir (Sola-Riera ve ark. 2019a, Sola-Riera ve ark.
2019Db).

Virtislerin ~ farkli  hiicre hatlarindaki apoptotik etkileri de degisim
gostermektedir. Ornegin, Hazara viriis kene hiicre hattinda (HAE/CTVMDY)
apoptozisi inhibe etmesine ragmen (Fuller ve ark. 2019), insan hiicre hatlarinda
(SW13 ve A549) apoptozisi indiiklemektedir (Matsumoto ve ark. 2019, Fuller ve ark.
2019). Ote yandan bir viriis enfekte ettigi hiicrede apoptozisi hem indiikleyip hem de
inhibe edebilmektedir. Ornegin, KKKA viriisii enfeksiyonun erken evrelerinde
apoptozisi inhibe ederken (Karlberg ve ark. 2015), enfeksiyonun ge¢ evrelerinde ise

apoptozisi indiiklemektedir (Karlberg ve ark. 2011, Karlberg ve ark. 2015).
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Peribunyaviridae ailesinin iiyesi olan SBV’nin ise apoptotik etkisi ile ilgili
detayli bir ¢alisma mevcut degildir. SBV’nin apoptotik etkisi in vitro olarak CPT-
Tert ve HEK-293T hiicrelerinde sadece kaspaz-3/-7 aktivasyonu yOniinden Barry ve
arkadaslar1 (2014) tarafindan incelenmistir. Arastirmacilar ¢calisma sonuglarina gore
SBV NSs proteininin apoptozisi artirict etkisinin oldugunu bildirmislerdir (Barry ve
ark. 2014). Bu tez ¢alismasi ile SBV’nin Vero hiicre hattinda in vitro apoptotik etkisi
pek cok farkli yontem kullanilarak arastirildi ve viriisiin kullandig1 yolaklar detayl

olarak ilk defa incelendi.

SBV’nin in vivo apoptotik etkisi gliniimiize kadar sadece NIH-Swiss farelerde
test edilmis ve SBV’nin NSs proteininin farelerde ise apoptozis iizerine etkili
olabilecegi rapor edilmistir (Barry ve ark. 2014). Bu tez calismasinda ise SBV’nin
sadece in vitro apoptotik etkisi arastirildi. Bu kapsamda SBV’nin in vivo apoptotik
etkisinin  Ozellikle ruminantlarda arastirilmasi konusunda Dbilimsel bosluk

goriilmektedir.

Hiicrelerde apoptozisin tetiklenmesinin belirlenmesi i¢in kullanilan pek ¢ok
kriter ve Ozellik vardir. DNA fragmentasyonu, kaspaz aktivasyonu, kaspaz, PARP
gibi apoptozis iligkili proteinlerin pargalanmasi, sitokrom c’nin mitokondriden
sitoplazmaya geg¢mesi, pro-apoptotik gen ekspresyonunda artis, fosfatidilserin
molekiillerinin hiicre yiizeyine konumlanmasi gibi 6zellikler farkl teknikler yardimi
ile hiicrelerde apoptozisin belirlenmesi i¢in en yaygin ve giivenilir olarak kullanilan
apoptotik  degisimlerdir. Bu tez  kapsaminda, DNA  fragmentasyonu,
fosfatidilserinlerin hiicre ylizeyine konumlanmasi, kaspaz aktivasyonu ve apoptozis
iligkili pro-apoptotik ve anti-apoptotik genlerin ekspresyonlari incelenerek SBV’nin
apoptotik etkisi arastirildi. Bu 0Ozelliklerin incelenmesinde sirasiyla, agar jel
elektroforez, Annexin V/PI boyama ile akan hiicre 6lger, kolorimetrik kaspaz kitleri
ve real-time PZR yontemleri kullanildi. Tezde kullanilan tiim bu yontemler pek ¢ok
farkli apoptozis arastirmasinda da yaygin olarak kullanilmasina ragmen, SBV i¢in ilk

defa bu tez kapsaminda kullanildi.

DNA fragmentasyonu, hiicrelerdeki apoptozisin belirlenmesinde kullanilan

en temel testlerden birisidir ve hiicrelerden elde edilen DNA orneklerinin agar jel
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elektroforezi ile kolayca tespit edilebilmektedir. Bu tez kapsaminda yapilan DNA
fragmentasyon deneyinde, SBV 0,1 MOI ile enfekte hiicrelerde DNA
fragmentasyonu ilk olarak 18. saat enfeksiyonunda baslarken, 0,01 MOI ile enfekte
hiicrelerde enfeksiyonun 24. saatinde basladigi gozlendi. DNA fragmentasyonu,
viriislin tiirii, viriisiin dozu ve enfeksiyonun saati ile degiskenlik gosterebilmektedir.
Ornegin, SBV gibi Peribunyaviridae ailesinin bir iiyesi olan Oropouche viriisiin 10
MOI dozu ile enfekte edilmis olan He-La hiicreleri ile yapilan agar jel elektroforez
sonucunda, DNA fragmentasyonunun enfeksiyonun 24. saatinde basladig1 Acrani ve
arkadaslar1 (2010) tarafindan bildirilmistir. Diger virlis ailelerine ait virlislerle
yapilan ¢aligmalarda da doz ve enfeksiyon saatinin DNA fragmentasyonuna etkisi
goriilmiistiir. Influenza viriis HON2 izolatinin 2 MOI dozu ile enfekte edilen A549
hiicrelerinde 16. saatte fragmentasyon gozlendigi bildirilmistir (Shahsavandi ve ark.
2013). Ote yandan, bazi viriislerin dozlari ise DNA fragmentasyonuna etki
etmemektedir. Ornegin, insan glioblastoma hiicrelerinde (U-87 MG) chikungunya
viriistin 0,1, 1 ve 10 MOI dozlar1 ile yapilan enfeksiyonlarn tiimiinde DNA
fragmentasyonunun 48. saatte basladigi bildirilmistir (Abraham ve ark. 2013). Ayni
aile hatta cins i¢inde yer alan farkli tiir viriislerin, ayni hiicre hattinda DNA
fragmentasyonu olusturduklart enfeksiyon saatleri farklilik gosterebilmektedir. Lim
ve arkadaglar1 (2005) ise, SBV ile ayni cins i¢inde siniflandirilan (Orthobunyavirus)
Akabane ve Aino viriisleri ile Vero hiicrelerini enfekte etmislerdir. Arastirmacilar,
her iki viriisiin de DNA fragmentasyonunu enfeksiyonun 48. saatinde baslattigini ve
son DNA fragmentasyonunun 96. saatte gozlendigini belirlemislerdir. Tim bu
arastirmalara ait veriler gz Oniine alindiginda, SBV’nin farkli dozlarinin Vero hiicre

hattinda DNA fragmentasyonuna etki ettigi sonucu ortaya ¢ikmaktadir.

Saglikli fizyolojik kosullardaki hiicrelerde fosfatidilserin molekiilleri hiicre
membraninin i¢ katmaninda konumlanmaktadir. Hiicrelerde apoptozis basladiginda
ise fosfatidilserinler hiicre membraninin dig katmanina ge¢cmekte ve fagositik
hiicrelere fagositoz igin sinyal gondermektedir (Segawa ve Nagata 2015). Bir
antikoagiilan protein olan Annexin V’in fosfatidilserinlere baglanma 6zelligi
kullanilarak hiicrelerdeki apoptozis belirlenebilmektedir. Annexin V ile birlikte, bir

hiicre membran permeabilite belirteci olan ve DNA’ya baglanan propidium iodid
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(PI) kullanilarak hiicrelerdeki canlilik, apoptozis ve nekrozis belirlenebilmektedir

(Wlodkowic ve ark. 2009).

Bu tez ile, Annexin V/PI boyama ve akan hiicre 6lger analizi SBV i¢in ilk kez
yapildi. SBV 0,1 MOI ile enfekte hiicrelerde %37,2 erken apoptozis ve %43,9 gec
apoptozis oranlari ile 72. saat 6rneginde en yiiksek oranlar belirlendi. SBV ile 0,01
MOI ile enfekte olan hiicreler arasinda da en yiliksek apoptozis oranmi yine 72. saat
orneginde belirlenirken bu hiicrelerde erken apoptozis %22,7 ve ge¢ apoptozis %52,1

oraninda gozlendi.

Annexin V/PI boyama ile belirlenen apoptotik hiicre oranlar1 viriisiin tiiriine,
susuna, dozuna, kullanilan hiicre tipine ve enfeksiyon saatlerine gore farklilik
gostermektedir. Saxena ve arkadaslarmin (2013) kopek parvoviriis-2 NS-1 ile
transfekte ettikleri HeLa hiicresindeki ¢alismada, 24. saatte %75 erken apoptozis,
%12 ge¢ apoptozis belirlemislerdir. Ayni calismada enfeksiyonun 72. saatinde ise
erken apoptozis %61, gec apoptozis ise %19 olarak tespit edilmistir. Bir baska
calismada, insan fotal astrosit hiicre hattinda insan herpesviriisii-6A ile olusturulan
enfeksiyondan 24, 48 ve 72 saat sonra hiicrelerdeki apoptozis oran1 Annexin V/PI ile
belirlendiginde apoptotik hiicrelerin orani sirasiyla yaklasik %4.,7, %7,7 ve %23.,4
olarak bulunmustur (Gu ve ark. 2011). Bu tez calismasi verileri haricinde, SBV i¢in
Annexin V/PI boyama ile akan hiicre Olger teknigini kullanan baska bir calisma

literatiirde heniiz mevcut degildir.

SBV gibi Orthobunyavirus cinsinde smiflandirilan Bunyamwera viriis ile
yapilan bir calismada, IFN sistemi tam olan 2fTGH (insan fibrosarkom hiicre hatt1)
ve IFN sistemi olmayan 2f/SV5-V (Simian viriis 5’in V proteinini eksprese eden
insan fibrosarkom hiicre hatt1) hiicrelerinde hem vahsi tip viriisiin hem de NSs geni
silinmig viriisiin olusturdugu apoptotik etki Annexin V boyama ile akan hiicre
Olcerde analiz edilmistir. Calismada, vahsi tip Bunyamwera viriis ile enfekte 2fTGH
hiicrelerinde 24. saatte toplam %12 apoptotik hiicre, 2f/SV5-V hiicrelerinde ise
24 saatte toplam %18 apoptotik hiicre belirlenmistir. NSs geni silinmis Bunyamwera
viriis ile enfekte edilen 2fTGH ve 2{f/SV5-V hiicrelerinde 24. saatte sirasiyla %25 ve
%31 apoptotik hiicre saptandigi bildirilmistir (Kohl ve ark. 2003). Bu tez

115



caligmasinda kullanilan Vero hiicre hatti da IFN tip I yanit1 olmayan bir hiicre
hattidir (Chew ve ark. 2009). Vahsi tip Bunyamwera viriisiin 1 MOI dozu ile 2f/SV5-
V hiicrelerindeki enfeksiyonu sonucunda 24. saatte toplam %18 apoptotik hiicre
belirlendigi rapor edilmistir (Kohl ve ark. 2003). Bu tezde ise, SBV’nin 0,1 MOI
dozu ile enfekte Vero hiicrelerinde 24. saatte toplam apoptotik hiicre orani %33,1
olarak belirlendi. SBV’nin 0,01 MOI dozu ile enfeksiyonun 24. saatinde ise toplam
apoptotik hiicre oran1 %26,5 olarak bulundu. Her ikisi de Orthobunyavirus cinsinin
Simbu serogrubuna iiye olan Bunyamwera viriis ile SBV’nin, IFN yetersiz hiicre
hatlarindaki apoptotik etkisinin akan hiicre Olger analizi sonuglar1 kiyaslandiginda
SBV’nin daha fazla oranda apoptozise neden oldugu goriilmektedir. Ancak SBV nin,
2f/SV5-V hiicresi gibi diger IFN yetersiz hiicre hatlarindaki apoptotik etkisi heniiz
bilinmemektedir. Ote yandan SBV’nin NSs geni silindiginde Vero hiicre hattindaki

apoptotik etkisi de heniiz arastirilmamistir.

Bunyavirales takiminda yer alan HTNV ile enfekte insan embriyonik akciger
fibroblast (HEPF; human embryonic pulmonary fibroblasts) hiicre hattinda 24. saatte
%3,28 oraninda Annexin V pozitif hiicre belirlendigi rapor edilmistir (Xu ve ark.
2005). Bunyavirales takimindaki bazi virtisler ile ilgili ¢aligmalarda ise Annexin V
boyama ile apoptozisin belirlenmesinde akan hiicre Olger analizi yerine floresan
mikroskopisi kullanilmistir (Ding ve ark. 2005). Bu nedenle tez ¢alismasinda elde
edilen akan hiicre Olger sonuglari, Bunyavirales takimindaki bazi viriislere ait

sonuglarla kiyaslanamamastir.

Kaspazlar, apoptozisin baslamasinda ve sonlanmasinda 6nemli derecede etkili
olan sistein proteazlaridir ve apoptozis sirasinda hiicredeki 0zgiin substratlarini
parcalar. Kaspazlar hem hiicrelerdeki apoptozisin hem de apoptozisin iki temel
yolaginin belirlenmesinde yaygin bicimde kullanilmaktadir. Bu tez g¢aligmasinda
apoptoziste efektor kaspaz olan kaspaz-3 aktivasyonu kolorimetrik kit ile analiz
edildi ve SBV ile enfekte Vero hiicrelerinde apoptozisin tetiklenip tetiklenmedigi
belirlendi. Tez kapsaminda buna ilaveten SBV’nin Vero hiicresinde hangi apoptotik
yolagi/yolaklart kullandiginin belirlenmesi igin kaspaz-8 ve -9 aktivasyonu da yine
kolorimetrik kitler ile incelendi. Kaspaz-8 dis yolak aktivasyonunun, kaspaz-9 ise i¢

yolak aktivasyonunun belirlenmesi i¢in analiz edildi.
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Bunyavirales takiminda yer alan bazi virlislerin neden oldugu kaspaz
aktivasyonu veya inhibisyonu, bazi ¢alismalarda vestern blotlama ile gosterilirken
(Karlberg ve ark. 2011, Karlberg ve ark. 2015, Matsumoto ve ark. 2019), bazi
caligmalarda ise kaspaz aktivasyonu belirlenmesi i¢in florometrik kitler kullanilmistir
(Acrani ve ark. 2010, Ontiveros ve ark. 2010). Bu tez calismasinda ise kaspaz
aktivasyonunun belirlenmesinde kolorimetrik kaspaz kitler kullanilmis ve

hiicrelerdeki kaspaz aktivasyonu kat artig1 olarak belirlenmistir.

Tezde yapilan tiim kaspaz deneyleri sonucunda SBV ile enfekte Vero
hiicrelerinde kaspaz-3, kaspaz-8 ve kaspaz-9’un aktive oldugu belirlenerek, SBV’nin
apoptozisi uyardigt ve hem dis hem de i¢ yolaklar1 kullandig1 saptandi. Bu tez
haricinde, yalnizca tek bir c¢aligmada SBV kaspaz aktivasyonu yoniinden
aragtirtlmistir. Barry ve arkadaslart (2014) SBV’nin CPT-Tert ve HEK-293T
hiicrelerinde kaspaz-3/-7 aktivasyonuna neden oldugunu florometrik kit ile
belirlemislerdir. Ancak s6z konusu c¢alismada yalnizca kaspaz-3/-7 aktivasyonu
analiz edilmis, apoptozisin yolaklarina iliskin bir deney yapilmamistir (Barry ve ark.

2014).

Bu tez calismasinda ise kaspaz-3 aktivasyonunun yam sira kaspaz-8 ve -9
aktivasyonlari1 da incelendi. Dis yolakta etkili olan kaspaz-8 aktivasyonu, SBV ile
enfekte Vero hiicrelerinde hafif fakat istatistiksel olarak anlamli bir artis gosterdi.
Boylece SBV’nin Vero hiicrelerinde kaspaz-8 aktivasyonuna neden oldugu ve dis
yolagi kullandig1 belirlendi. Kaspaz-8 aktivasyonu 0,01 MOI enfeksiyonunda 2., 6.,
12., 18. ve 24. saatlerde, 0,1 MOI ile enfekte hiicrelere kiyasla daha yiiksek olarak
saptandi. SBV’nin Vero hiicresinde uyardigi apoptozisin ayrintili bir baska bilimsel
calismada incelenmesi ile bu durum aydinlatilabilecektir. Tez kapsaminda SBV’nin
Vero hiicrelerinde kaspaz-9 aktivasyonuna neden oldugu ve i¢ yolag: da kullandig1
belirlendi. Tiim bu veriler, SBV’nin Vero hiicresinde apoptozisi hem i¢ yolak hem de
dis yolak tizerinden uyardigimi gosterdi. SBV gibi Bunyavirales takiminda
siniflandirilan KKKA viriisii ve Punta Toro viriisiin de apoptozisi hem i¢ hem dis
yolak iizerinden uyardigini bildiren ¢aligmalar literatiirde mevcuttur (Li ve ark. 2010,

Barnwal ve ark. 2016).
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Bcl-2 ailesinin tiyeleri olan proteinler hem apoptoziste hem de hiicresel diger
reaksiyonlarda oldukca Onemlidir. Apoptoziste Bcl-2 ailesi iiyelerinin temel
fonksiyonu ya apoptozisi inhibe etmek yani anti-apoptotik etkidir ya da apoptozisi
indiiklemek yani pro-apoptotik etkidir. Bcl-2 proteinlerinin apoptozis iizerine bu
etkileri mitokondriyal dis membran permeabilitesi (MOMP) iizerinedir (Tsujimoto
1998, Shamas-Din ve ark. 2013). Bu tez g¢alismasinda SBV ile enfekte Vero
hiicrelerinde, enfeksiyonu takiben pro-apoptotik ve anti-apoptotik genlerin
ekspresyonlarindaki degisim incelendi. Pro-apoptotik genlerden Bak, Bax ve Puma;
anti-apoptotik genlerden ise Bcl-2 ve Bcl-XL genlerinin hiicredeki ekspresyonlari
real-time PZR ile analiz edildi ve gen seviyelerindeki degisimler GAPDH genine
gore normalize edildi. SBV i¢in bu genlerin ekspresyonlarinin incelendigi bagka bir

calisma literatiirde mevcut degildir.

Hiicrede apoptozisin indiiklenmesi ile birlikte pro-apoptotik genler arasinda
yer alan Bak geninin ekspresyon seviyesi artis gostermektedir. Bu tez ¢aligmasinda
SBV ile enfekte Vero hiicrelerinde Bak geninin ekspresyonundaki artis en yiiksek
olarak 72. saatte belirlendi. Bak geni ekspresyonunda 72. saatte 0,1 MOI
enfeksiyonunda 3,54 kat, 0,01 MOI enfeksiyonunda ise 4,87 kat artis saptandi. Bu
sonug, SBV’nin enfekte ettigi Vero hiicrelerinde pro-apoptotik gen olan Bak genini
artirdigin1 ve apoptozisi indiikledigini gosterdi. Li ve arkadaslar1 (2018) yaptiklar
calismada, Orf viriistinlin HEK293T hiicrelerindeki enfeksiyonundan 24 ve 48 saat
sonra Bak proteinini artirdigin1 bulmuslardir. Vestern blotlama ile enfeksiyonun 24.
saatinde yaklasik 4 kat, 48. saatinde ise yaklasik 5 kat artis saptadiklarini
bildirmislerdir (Li ve ark. 2018). Hepatitis C viriisii ile enfekte insanlara ait
dokularda ve HepG2 hiicre hattinda yapilan bir ¢calismada ise doku ve hiicrelerdeki
Bak geninin ekspresyonunun artis gosterdigi RT-PZR ile gosterilmistir. Doku ve
hiicrelerde apoptozisin baslamasi ve artisiyla birlikte Bak geninde de artig gézlendigi
bildirilmistir (Zekri ve ark. 2011). Bir baska ¢alismada ise, infeksiy6z bronsitis
viriisii (IBV) ile enfekte edilen Vero ve tavuk fibroblast hiicreleri ile embriyolu tavuk
yumurtasinda Bak geninde ekspresyon artisi belirlenmistir. IBV ile 1 MOI ile enfekte
edilen tavuk fibroblast hiicrelerinde 8 ve 16 saat sonra Bak geninin sirasiyla 1,39 ve
2,09 kat, tavuk embriyolarinda ise 48 saat sonra 2,37 kat artig gosterdigi RT-PZR ile
gosterilmistir. IBV ile enfekte Vero hiicrelerinde Bak geninin 24. saatte 3,38 kat
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arttig1 vestern blotlama ile tespit edilmistir. Tavuk embriyosundaki Bak geninin
artisinin real-time PZR ile de gosterildigi calismada IBV enfeksiyonundan 48 saat
sonra 6,41 kat artis oldugu belirlenmistir (Zhong ve ark. 2012). Yapilan bilimsel
calismalar goz Oniine alindiginda SBV’nin de Vero hiicrelerinde Bak artisina neden
olarak apoptozisi indiikledigi goriilmektedir. Literatiirde Bunyavirales takimindaki
diger viriislere ait Bak geninin ekspresyon seviyesinin incelendigi herhangi bir bagka

calisma ise bulunmamaktadir.

Yapilan ¢alismalarda bazi viriislerin ise Bak proteini ile etkilesime girdigi
belirlenmistir. Ornegin, papillomaviriis tip 6 ve 11’in E6 proteini ile transfekte
edilmis olan 293T hiicrelerinde Bak proteinini proteazomal yikimlama ile
parcaladigini ve hiicrelerde apoptozisi engelledigi bildirilmistir (Underbrink ve ark.
2016). Tavuk poksviriisii ile yapilan bir ¢alismada ise virlisiin FPV039 proteininin
hiicrelerdeki Bak proteinine baglandigi ve hiicrede apoptozisi engelledigi
bildirilmistir (Anasir ve ark. 2017). Bir bagka calismada arastirmacilar, geyik
poksviriisiiniin DPV022 proteini de hiicrelerdeki Bak proteinine baglanarak onun
konformasyonel aktivasyonunu engelledigini bulmuslardir (Banadyga ve ark. 2011).
Ancak SBV’nin enfekte ettigi hiicrelerde Bak proteini ile etkilesime girip girmedigi

heniiz bilinmemektedir.

Bcl-2 protein ailesinin pro-apoptotik bir iiyesi olan Bax proteini, hiicrede
apoptozis basladiginda mitokondri membraninda porlar olusturarak mitokondrial
proteinlerin  apoptozisin  ileriki  basamaklarindaki  biyokimyasal  olaylari
baslatmalarina neden olmaktadir. Viriisle enfekte hiicrede apoptozisin baglamasini
takiben hiicredeki Bax geni ekspresyonu artmaktadir. Bu tez ¢alismasinda, SBV 0,1
MOI ile enfekte hiicrelerde Bax geni ekspresyonunda 48. saatte 1,48 kat artis; 72.
saatinde ise 14,18 kat artis gerceklesti. SBV 0,01 MOI ile enfekte hiicrelerde Bax
geni ekspresyonunun en yiiksek artis1 ise 4,87 kat degisimi ile 72. saatte belirlendi.
Bir ¢alismada, SBV gibi Bunyavirales takiminda yer alan KKKA viriisiiniin, N
proteini ile transfekte SW13 hiicrelerinde Bax aracili apoptozisin N proteini
tarafindan engellendigi belirlenmistir (Karlberg ve ark. 2015). Bir baska ¢aligmada
ise Enteroviriis 71°in enfekte ettigi hiicrelerde Bax proteininde konformasyonel

aktivasyona neden oldugu ve hiicrede apoptozisi indiikledigi belirlenmistir (Han ve
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Cong 2017). Bati Nil viriisii ile yapilan bir in vitro calismada, viriisiin insan
mononiikleer hiicre hatt1 olan K562 ve fare noroblastoma hiicre hatt1 olan Neuro2a
hiicrelerinde apoptozise yol agmakta oldugu ve apoptozisi indiiklerken hiicrelerdeki
Bax gen ekspresyonunu artirdigr gosterilmistir (Parquet ve ark. 2001). Distemper
virtisii ile enfekte kopeklerin beyincik dokularindaki Bax gen ekspresyonu real-time
PZR ile incelendiginde ise ortalama 9,8 kat artis oldugu bulunmustur (Del Puerto ve
ark. 2010). Mink enteritis viriis ile yapilan bir ¢alismada viriisiin NS1 proteini ile
transfekte HEK293T hiicresinde Bax ekspresyonunda artisa ve Bax proteinin

mitokondriden sitoplazmaya gegisine neden oldugu belirlenmistir (Lin ve ark. 2019).

Anti-apoptotik genler arasinda yer alan Bcl-2 geni normal kosullarda hiicrede
apoptozisin indiiklenmesini engellemektedir. Hiicrede apoptozis baslamasiyla Bcl-2
geninin ekspresyonunda azalma olmaktadir. Bu tez calismasinda, SBV 0,1 MOI ile
enfekte hiicrelerde Bcl-2 geni ekspresyonunda sadece 72. saatte 2,96 kat artisi
belirlenirken, diger enfeksiyon saatlerinde ise azaldig1 saptandi. SBV 0,01 MOI ile
enfekte hiicrelerde 12. ve 72. saatler haricindeki tiim enfeksiyon saatlerinde Bcl-2
geni ekspresyonunda azalma saptandi. Enfeksiyonun 12. saatinde 1,03 kat degisimi
ile Bcl-2 geni ekspresyonu kontrol hiicre grubu seviyesine yiikseldi. SBV 0,01 MOI
ile enfekte hiicrelerde sadece 72. saatte Bcl-2 geninde 2,85 kat artis belirlendi. Kang
ve arkadaglarimin (1999) Hantaan viriisle yaptiklar1 ¢aligmada, virlisiin Vero E6
hiicrelerinde apoptozisi uyardigi ve Bcl-2 protein seviyesinde azalmaya neden
oldugu belirlenmistir. Aym1 g¢alismada northern blotlama ile hiicrelerdeki Bcl-2
mRNA seviyesi incelendiginde ise enfekte olmayan grup ile enfekte hiicre grubu
arasinda herhangi bir farklilik gozlenmemistir (Kang ve ark. 1999). Vero hiicre
hattinda Simian varicella viriis ile yapilan bir c¢alismada ise viriisle enfekte
hiicrelerde Bcl-2 mRNA ve protein seviyelerinin  %50-70 oraninda azaldigi
saptanmistir (Pugazhenthi ve ark. 2009). Bat1 Nil viriisii ile Neuro2a hiicrelerinde
olusturulan enfeksiyondan 6 saat sonra ise hiicrelerde Bcl-2 geninde azalma oldugu

belirlenmistir (Parquet ve ark. 2001).

Apoptozisin degerlendirilmesinde Bcl-2 proteinlerinin oranlar1 da bazi
arastirmalarda incelenmektedir. Bu oranlardan “Bcl-2/Bax” orani en sik incelenen

anti-apoptotik/pro-apoptotik protein oranidir. Enfeksiyon saati ilerledik¢e Bcl-2/Bax
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oranininda azalma saptanmaktadir. Ornegin, bir arastirmada Bati1 Nil viriisii ile
Neuro2a hiicrelerinde olusturulan enfeksiyonda hiicrelerdeki Bcl-2/Bax oranlart 0.
saatte 3,50 olarak bulunmus iken 6. saatte 0,40 olarak hesaplanmistir (Parquet ve ark.
2001). Bu tezde ise Bcl-2/Bax orani, 0,1 MOI enfeksiyonunda 2. saatte 0,82 iken 72.
saatte 0,21 olarak; 0,01 MOI enfeksiyonunda ise 2. saatte 0,36 iken 72. saatte 0,59
olarak belirlendi.

Bcl-2 proteini baz1 viral enfeksiyonlarda latentlikte etkili olarak bulunmustur.
Bazi calismalarda HIV, Epstein-Barr viriisii (EBV), sitomegaloviriis gibi bazi
viriislerin latent enfeksiyonunda enfekte hiicrelerdeki Bcl-2 seviyelerinin artig
gosterdigi  belirlenmistir.  CD34" hematopoetik progenitér hiicrelerde insan
sitomegaloviriisiiniin latent enfeksiyonunda hiicrelerdeki Bcl-2 protein seviyesinin
artig gosterdigi vestern blotlama ile belirlenmistir (Poole ve ark. 2011). EBV’nin
latent membran protein 1 (LMP1) ile transfekte edilmis B hiicrelerinde Bcl-2
ekspresyonunu artirarak hiicrelerdeki apoptozisi engelledigi bildirilmistir (Henderson
ve ark. 1991). SBV’nin ise Bcl-2 {izerine etkisi sadece bu tez c¢alismasinda
incelenmistir. Tez sonuglarina goére SBV’nin  Vero hiicrelerindeki Bcl-2

ekspresyonunu azalttig1 belirlendi.

Bazi viriisler ise Bcl-2 benzeri viral proteinleri kodlamakta ve bu proteinler
araciligr ile hiicrede apoptozisi engellemektedirler. Herpesviriisler, adenoviriisler,
poksviriisler, iridoviriisler, Afrika domuz vebasi viriisii gibi pek ¢ok viral etken, Bcl-
2 ailesinin anti-apoptotik proteinlerine benzer proteinleri viral genomlarinda
kodlamaktadir (Kvansakul ve ark. 2017). EBV’nin BHRFI1 proteininin, viriisle
enfekte hiicrelerdeki pro-apoptotik proteinlerden Bid, Bak ve Puma proteinlerine
baglanip apoptozisi engelledigi ortaya konulmustur (Kvansakul ve ark. 2010).
Benzer sekilde Afrika domuz vebasi viriisti de Bel-2 homologu bir viral protein olan
AT179L proteinini kodlamaktadir. Bu proteinin hiicrelerdeki Bid ve Bax proteinlerine
baglandig1 ve boylece apoptozisi inhibe ettigi bildirilmistir (Banjara ve ark. 2017).
Bir baska calismada Ektromelia viriisiin kodladigi anti-apoptotik etkili EVMO025
proteininin hiicrelerde Bak proteini ile etkilesime girdigi ve Bak ile Bax
proteinlerinin konformasyonel aktivasyonunu engelledigi bulunmustur (Mehta ve

ark. 2015). Kaposi sarkoma herpesviriisin (KSHV) KSHV BCL-2 proteininin
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hiicrede Bim, Bid, Noxa, Bik ve Puma gibi pro-apoptotik proteinlere; KSHV nin
BHRF-1 proteininin ise Bim, Bid ve Puma proteinlerine baglandig1 belirlenmistir
(Flanagan ve Letai 2008). Buradaki 6rneklerden baska ¢ok sayidaki DNA viriisii pek
¢ok viral Bcl-2 homologu protein kodlamaktadir. RNA virtislerinin Bcl-2 homologu

anti-apoptotik etkili bir protein kodladig1 heniiz kesfedilmemistir.

Tez c¢alismasinda incelenen bir diger anti-apoptotik gen olan Bcl-XL,
mitokondriyal permeabilizasyonu engellemekte ve hiicrede apoptozis gelismesine
engel olmaktadir. Bel-XL proteini anti-apoptotik etkisini Bax ve Bak proteinlerinin
oligomerizasyonunu engelleme seklinde gergeklestirmektedir (Youle ve Strasser
2008). Tez cgalismas1 sonuglarna gore, SBV 0,1 MOI ile enfekte hiicrelerde 48. ve
72. saatler haricinde Bcl-XL geninde azalma belirlendi. Enfeksiyonun 48. saatinde
1,30 kat; 72. saatinde 3,96 kat artis1 belirlendi. SBV 0,01 MOI ile enfekte hiicrelerde
ise 48. saatte 1,36 kat; 72. saatte 2,51 kat artis1 belirlendi. KKKA viriisii ile Huh7
hiicre hattinda yapilan bir ¢alismada, enfeksiyonu takiben hiicrelerdeki Bcl-XL gen
ekspresyon seviyeleri 24. saatte 1 MOI’de 2,1 kat, 48. saatte 0,1 MOI’de ise 1,9 kat
artis gosterdigi bildirilmistir (Rodrigues ve ark. 2012).

Baz1 viral proteinler pro-apoptotik etkili olabilmekte ve bu etkisini Bcl-XL
lizerinden gosterebilmektedir. Ornegin, domuzlarin reprodiiktif ve respiratorik
sendrom virlisiiniin yapisal olmayan Nsp4 proteini, MARC145 (maymun bdbrek
hiicresi) hiicre hattinda Bcl-XL proteinini parcalamakta ve hiicredeki apoptozisi
engellemektedir (Yuan ve ark. 2016). SBV’nin proteinlerinin Bcl-XL proteinini

yikimladig1 veya pargaladigina dair bir ¢aligma ise heniiz mevcut degildir.

Bir takim viriisler ise enfekte ettikleri hiicrelerde Bcl-XL ekspresyonunda
artisa neden olarak apoptozisi engellemektedir. Hepatitis C viriisiiniin insan fotal
karaciger kok hiicrelerindeki enfeksiyonunun ge¢ doneminde Bcl-XL ekspresyonunu
artirarak apoptozisi engelledigi bildirilmistir (Guo ve ark. 2019). Bu tezden elde
edilen veriler gbz oniine alindiginda, SBV’nin Bcl-XL ekspresyonunda artisa neden

olmadig belirlenmistir.

Apoptotik gen ekspresyonlarinin analizinde Bcl-2/Bax orani yanm sira “Bcl-

XL/Bax” oranlar1 da incelenmektedir. Bat1 Nil viriisii ile yapilan bir ¢alismada, Bcl-
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XL/Bax orani K562 hiicre hattinda (insan mononiikleer hiicre hatti) olusturulan
enfeksiyonun ilk saatinde 7,89 iken 6. saatinde 0,71 olarak belirlenmistir (Parquet ve
ark. 2001). Bu tezde ise Bcl-XL/Bax oran1 0,1 MOI igin 2. saatte 0,86; 72. saatte ise
0,28 olarak belirlendi. 0,01 MOI ile olusturulan enfeksiyonda ise Bcl-XL/Bax orani
2. saatte 0,48; 72. saatte ise 0,51 olarak hesaplandi.

Puma p53 bagimhi veya bagimsiz olarak hiicrede apoptozisin baslamasini
tetikleyen pro-apoptotik bir proteindir. Puma geni, toksinler, endoplazmik retikulum
stresi, iskemi ve enfeksiyonlar gibi pek ¢ok farkli faktorle olusan apoptoziste etkili
olabilmektedir. Bu tez ¢alismasinda Puma geni, SBV 0,1 MOI ile enfekte hiicrelerde
enfeksiyon saati ilerledikce artig gostererek 48. saatte 11,98 kat; 72. saatte 23,80 kat
artts gosterdi. SBV 0,01 MOI ile enfekte hiicrelerde Puma geni ekspresyonu
enfeksiyonun 36. saatinde 10,91 kat; 72. saatinde ise 71,97 kat artti. KKKA viriisii
ile yapilan bir ¢aligmada, Huh7 hiicre hattinda olusturulan enfeksiyonu takiben
hiicrelerdeki Puma gen ekspresyon seviyeleri degerlendirildiginde, enfeksiyondan 24
saat sonra 1 MOI ile enfeksiyonda 3,9 kat, 0,1 MOI ile enfeksiyonda ise 2,4 kat artig
gosterdigi belirlenmisgtir. Ayn1 ¢alismada 1limli insan patojeni olan ve KKKAYV ile
genetik yakinliga sahip Dugbe virlis ile enfeksiyon sonrasinda ise Puma gen
ekspresyonunda degisim saptanmamustir (Rodrigues ve ark. 2012). Influenza A
viriisiiniin mast hiicrelerindeki enfeksiyonu takiben 12 ve 24 saat sonra hiicrelerde
Puma artisina neden oldugu bildirilmistir (Liu ve ark. 2014). Herpes simpleks viriis 1
ve Semliki forest viriis ile yapilan bir calismada, her iki virlisiin de enfekte ettikleri
hiicrelerde Puma mRNA ve proteininde artisa neden oldugu belirlenmistir (Papaianni
ve ark. 2015). Bu tez ¢alismasinda SBYV ile enfekte hiicrelerde yalnizca Puma mRNA

seviyeleri incelenirken, Puma proteini ise incelenmemistir.

Bu tez calismasindan elde edilen veriler dogrultusunda, SBV’nin Vero
hiicrelerini enfeksiyonunu takiben 6zellikle Puma genini kullandig1 belirlendi. SBV
ile ayn1 takimin (Bunyavirales) bir bagka iiyesi olan RVFV ile yapilan bir ¢alismada,
virilislin p53 yolagini kullandig1 ve Puma artisina neden oldugu belirlenmistir (Austin
ve ark. 2012). SBV’nin ise p53 yolagmi kullanip kullanmadigr heniiz

bilinmemektedir.
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DNA viriislerinin aksine RNA viriislerinde Bcl-2 homologu anti-apoptotik
protein kodlandig1 goriilmemesine ragmen, RNA viriislerinin sahip olduklar1 bazi
viral proteinlerin hiicrelerde anti-apoptotik etkili olduklar1 belirlenmistir. Yavas
replike olan RNA virilislerinin de tipki DNA viriislerinde oldugu gibi, viral
replikasyonu tamamlamak i¢in hiicre oliimiine engel olduklar1 disiiniilmektedir.
Ornegin, kizamikgik (Rubella) viriisiiniin kapsit proteininin hiicredeki Bax proteinine
baglandigi ve mitokondri tizerindeki por olusumunu engelleyerek anti-apoptotik
fonksiyon gosterdigi bildirilmistir (Ilkow ve ark. 2011). Ensefalomyokarditis viriis
ile HeLa hiicrelerinde yapilan bir ¢aligmanin sonuglarina gore viriisiin L (leader)
proteini hiicrelerde apoptozisi engellemektedir (Romanova ve ark. 2009). Influenza
A viriisiiniin NS1 proteininin, hiicredeki ¢esitli sinyal yolaklarini kullanarak kaspaz-9
aktivasyonunu engelledigi ve anti-apoptotik etkili oldugu bildirilmistir (Ehrhardt ve
ark. 2007). Bunyavirales takimindaki Rift Vadisi hummasi viriisiinin (RVFV) NSm
proteininin hiicrelerde anti-apoptotik etkiye sahip oldugu farkli arastirmalarda ortaya
konulmustur (Won ve ark. 2007, Terasaki ve ark. 2013). Yine Bunyavirales
takiminin {iyesi olan Hazara viriisin (HAZV) N proteininin de anti-apoptotik
Ozellige sahip oldugu belirlenmistir (Matsumoto ve ark. 2019). SBV gibi
Orthobunyavirus cinsinde smiflandirilan Bunyamwera viriisin NSs proteini,
hiicrelerde IRF-3 aracili apoptozisi inhibe ederek anti-apoptotik etkisini
gostermektedir (Kohl ve ark. 2003). SBV’nin proteinlerinin ise anti-apoptotik etkiye

sahip olduguna dair bir ¢aligma literatiirde heniiz mevcut degildir.

Real-time PZR ile yapilan gen ekspresyon ¢alismalarinda kullanilan referans
genler cesitlilik gostermektedir. Yapilan caligmalarda yaygin bigimde kullanilan
referans genler arasinda GAPDH, beta aktin, 18S rRNA, 28S rRNA, alfa tubulin,
hipoksantin-guanin fosforiboziltransferaz (HPRT; hypoxanthine—guanine
phosphoribosyltransferase), mikroglobulin, glukoz 6-fosfat dehidrogenaz (G6PDH),
RNA polimeraz, TATA-box baglayict protein (TBP) gibi ¢ok sayida gen
bulunmaktadir (Radoni¢ ve ark. 2004). Referans genlerin ekspresyon stabiliteleri
viriise ve kullanilan hiicre hatlarma gore farklilik gostermektedir. Ornegin Chey ve
arkadaslarinin (2010) Rubella viriis ile yaptiklar1 ¢alismada, Vero hiicre hatt1 i¢in en
uygun referans genlerin HPRT1 ve HUEL (Coziinen tastyici aile liyesi 30) oldugunu

belirlemislerdir. Ote yandan MCF-7 (insan meme kanseri hiicresi) hiicre hattindaki
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Rubella viriis enfeksiyonunda ise en uygun referans genlerin HUEL ve TBP
oldugunu bildirmiglerdir (Chey ve ark. 2010). Calismalarda SBV i¢in kullanilan
hiicre hattina gore en uygun referans genin hangisi olduguna dair bir ¢calisma mevcut

degildir.

Hiicredeki referans genlerin stabilitesi enfeksiyonun zamanina bagl olarak da
degiskenlik gosterebilmektedir. Ornegin, rat kortikal ndron hiicrelerinde Borna viriis
ile yapilan bir ¢alismada, en uygun referans gen enfeksiyonun 9. giinii i¢in asidik
ribozomal fosfoprotein PO (Acidic ribosomal phosphoprotein PO; ARBP) iken 12.
giinii i¢in beta aktin olarak belirlenmistir (Zhang ve ark. 2014). SBV i¢in enfeksiyon
saatlerine gore en uygun referans genin hangisi oldugunu belirleyen herhangi bir

calisma literatiirde mevcut degildir.

Referans gen se¢imi sadece in vitro galismalarda degil in vivo galismalarda da
onem arz etmektedir. Ornegin, kiigiik ruminant vebasi viriisii ile enfekte koyun ve
kecilerde yapilan bir ¢calismada, iki tiirdeki hayvanlardan alinan 6rneklerin analizinde
kullanilan referans genlerin uygunluklarinin farkli oldugu tespit edilmistir. Koyunlar
icin hidroksimetilbilan sentaz (Hydroxymethylbilane synthase; HMBS) ve HPRTI
en uygun referans genler iken, HMBS ve beta 2 mikroglobulin ise kegiler i¢in uygun
referans gen olarak belirlenmistir (Sahu ve ark. 2018). SBV enfeksiyonunun sigir,
koyun, ke¢i ve yabani ruminantlar1 da kapsayan genis bir konak¢1 spektrumuna sahip
oldugu diisiiniildiigiinde, in vivo 6rnekleme sonrasindaki analizlerde segilecek uygun
referans genin veya genlerin belirlenmesi igin bilimsel caligmalarin yapilmasi

gerektigi sonucu ortaya ¢ikmaktadir.

SBV’nin ne Vero hiicre hattinda ne de diger hiicre hatlarinda yapilan
ekspresyon calismalar1 i¢in kullanilabilecek referans genlerin karsilagtirildigi bir
calisma bulunmamaktadir. Enfeksiyon saatlerine gore de referans gen se¢imi ile ilgili
caligsma literatiirde bulunmamaktadir. SBV enfekte Vero hiicre hattindaki ekspresyon
caligmalar1 i¢in en stabil referans gen bilinmemektedir. Bu nedenlerle, diger
ekspresyon calismalarinda en ¢ok kullanilan referans genlerden biri olan GAPDH

geni bu tez ¢alismasinda tercih edildi.
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Sonug olarak bu tez ile SBV’nin Vero hiicre hattinda apoptozisi indiikledigi
belirlendi. Vero hiicre hattinda SBV tarafindan olusturulan apoptozis oraninin
virlisiin dozuna ve enfeksiyondan sonra gecen zamana gore degiskenlik gosterdigi
saptandi. SBV’nin Vero hiicrelerinde olusturdugu sitopatik etki yoniinden
incelendiginde 0,1 MOI’de 18. saatte, 0,01 MOI’de 24. saatte sitopatik etki olustugu
goriildii. Benzer olarak DNA fragmentasyonunun da 0,1 MOI’de 18. saatte, 0,01
MOTI’de 24. saatte bagladigi belirlendi. SBV ile enfekte Vero hiicrelerinin akan hiicre
Olcerdeki analizinde en yiiksek apoptozis oranlari hem 0,1 MOI hem de 0,01 MOI
icin de 72. saat Orneklerinde saptandi. Annexin V/PI ile belirlenen apoptozis
oranlarinin yine viral doz ile artig gosterdigi tespit edildi. 0,1 MOI ile olusturulan
enfeksiyonda (toplam %81,1) 0,01 MOTI’ye (toplam %74,8) gore daha yiiksek oranda
erken ve ge¢ apoptotik hiicre belirlendi. Bu verilere gére SBV’nin enfeksiyon dozu

ile olusturdugu apoptozis arasinda iliski oldugu ortaya konulmus oldu.

Tez ¢alismasinin diger verisi ise, SBV ile enfekte Vero hiicrelerinde anti-
apoptotik ve pro-apoptotik genlerin ekspresyon seviyelerindeki degisimlerdir. Gen
ekspresyon analizi real-time PZR ile incelendi ve normalize gen ekspresyonu
GAPDH referans geni kullanilarak hesaplandi. Analiz sonuglarina gére SBV, Vero
hiicrelerinde anti-apoptotik genlerden Bcl-2 ve Bcl-XL ekspresyonlarinda azalmaya,
pro-apoptotik genlerden Bak, Bax ve Puma ekspresyonlarinda ise artisa neden
olmaktadir. Enfeksiyonun 72. saatinde anti-apoptotik genlerde az miktarda da olsa
(2,5-3,9 kat aras1) artis gézlenmesi, bu durumun hiicrelerdeki siddetli apoptozis ve

kromozomal pargalanma ile iligkili olabilecegini diistindiirdii.

SBV’nin ekspresyonunu en yiiksek oranda etkiledigi gen ise Puma geni
olarak belirlendi. SBV’nin molekiiler patogenezinde Puma geni ve proteini ile olan
iligkisinin detayl1 arastirmalar ile calisilmasi, bu konunun aydinlatilmasi i¢in énem

arz etmektedir.

Tez kapsaminda SBV’nin sadece Vero hiicre hattindaki apoptotik etkisi
incelendi. SBV’nin in vitro iretilmesinde kullanilan diger hiicre hatlarindaki
apoptotik etkisinin arastirilmasinin, viral molekiiler patogenezin anlagilmasi igin

bilimsel veri saglayacagr disiiniilmektedir. Ayrica SBV’nin enfekte ettigi
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hayvanlardaki in vivo apoptotik etkisinin incelenmesi de virlisiin patogenezi ve

olusturdugu patolojik degisimlerin detayli olarak anlasilmasina 1s1k tutacaktir.
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